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كننده اسيد لاكتيك هستند كه     هاي توليد     از نظر ژنتيكي شامل گروه متنوعي از باكتري        ها  لاكتوباسيلوس :زمينه و هدف  
هايي مانند اثرات ضد توموري، كمـك بـه تعـادل فلـور ميكروبـي روده، توليـد تركيبـات ضـد                       به دليل داشتن ويژگي   

هدف از مطالعه حاضر بررسي     . اند ميكروبي، تحريك سيستم ايمني ميزبان و غيره تحت عنوان پروبيوتيك معرفي شده           
ي جـدا شـده از روده مـاهي كپـور معمـولي بـر رده                هـا  لاكتوباسـيلوس   سـلولي  تاثير عصاره سيتوپلاسـمي و ديـواره      

بـراي ايـن منظـور محتويـات روده     : روش بررسي .باشد مي) يدي خون انسانيهاي ميلو سرطان سلول ( K562سرطاني
 هـاي   قطعه ماهي كپور معمولي پـس از صـيد از منـابع آبـي مختلـف آذربايجـان غربـي از نظـر وجـود بـاكتري                           115
هاي معمولي و مولكولي باكتري شناسي انجام و   شناسايي به كمك روش،پس از جداسازي. بررسي شد توباسيلوسلاك

هاي سرطاني  ها بر سلول  مطالعه تاثير عصارهبراي. طور جداگانه تهيه شده ها ب عصاره سيتوپلاسمي و ديواره سلولي آن 
K562   از روش رنـگ سـنجي (MTT) 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide    اسـتفاده شـد. 
ي جـدا شـده از روده مـاهي كپـور           هـا  لاكتوباسيلوسهاي سيتوپلاسمي     عصاره اي اين مطالعه  ه بر اساس يافته   :ها  يافته

در ايـن ارتبـاط عـصاره       ). p>05/0( هـاي سـرطاني را مهـار سـازد         داري رشد سـلول    طور معني ه  معمولي قادر است ب   
به ترتيب بـا   µg/ml33/83موثره  در غلظت Lactobacillus casei و Lactobacillus paracaseiمي دو باكتري سيتوپلاس

ــشترين 28/54 و 56/66 ــد كــشي بود قــدرت ســلول درصــد داراي بي ــواره ســلولي  ). p>05/0(ن از طــرف ديگــر دي
هـاي   بـر اسـاس يافتـه   : گيري تيجهن .)p>05/0( هاي سرطاني را مهار كند     ي فوق نتوانست رشد سلول    ها لاكتوباسيلوس

 جـدا شـده از روده كپـور         لاكتوباسـيلوس هاي    توان نتيجه گرفت كه استفاده از عصاره سيتوپلاسمي باكتري          حاصل مي 
   . با منشا انساني داراي اثرات ضد توموري هستنديها لاكتوباسيلوسمعمولي همانند 

  .رشد، عصاره سيتوپلاسمي، ديواره سلولي، پروبيوتيك، مهار K562سرطاني سلول رده  :كليدي كلمات
  

  
ــال در ــاكتري   س ــش ب ــر نق ــاي اخي ــك   ه ــيد لاكتي ــاي اس ــا ه ي

 ـ       )Lactobacillus (ها  لاكتوباسيلوس طـور  ه  در حفظ و سلامتي انسان ب
هـاي   از نظر تعريف بـاكتري    . چشمگيري مورد توجه قرار گرفته است     

زايـي كـه    رتند از اجرام گرم مثبت و غير بيماري       مولد اسيد لاكتيك عبا   
هـا    ايـن بـاكتري    1.باشـد  ها اسيد لاكتيك مـي     محصول نهايي تخمير آن   

     قادرند با تاثير بر سيستم ايمني از ايجـاد اسـهال جلـوگيري نماينـد و               
هـاي    از طريق اتصال بـه جايگـاه       ها  اين باكتري . يا آن را بهبود بخشند    

زاي   پوشـشي روده بـا عوامـل بيمـاري         هـاي  هدف موجـود در سـلول     
   2-4.گردند ت كرده و مانع بروز عفونت ميـبي رقاـي و باكتريايـويروس

  

هـاي ايمنـي ذاتـي شـامل ترشـح           همچنين اين عوامـل قادرنـد پاسـخ       
 عــلاوه بــر ايــن 5و6.هــا را تحريــك نماينــد هــا از لنفوســيت ســيتوكين

از متاستاز تومورها   سرطاني بوده و      داراي فعاليت ضد   ها لاكتوباسيلوس
برخـي  دهد كه   هاي انجام گرفته نشان مي     بررسي 7و8.كنند جلوگيري مي 

 6وLactobacillus acidophillus،9 ماننـد  هاي اسـيد لاكتيـك   باكترياز 
Lactobacillus casei،10

Lactobacillus rhamnosus 6و  longum 
Bifidobacterium13-11   ه هـاي تومـوري القـا شـد        رشـد سـلول    قادرند

هـاي   همچنين يافتـه  . نمايندرا در جوندگان مهار     ) شيميايي و پيوندي  (
 دهـد كـه اجـزاي سـلولي         نشان مـي   محققاندست آمده از مطالعات      هب

هـاي كـشته شـده توسـط          شامل سلول كامل، سـلول     ها لاكتوباسيلوس

مقدمه
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حرارت، ديواره سلولي، پپتيـدوگليكان و عـصاره سيتوپلاسـمي داراي           
هـاي سـرطاني      هنگام مجاور شـدن بـا سـلول        عملكردهاي متفاوتي به  

رونـده و     بيماري پـيش   )Leukemia(سرطان خون يا لوسمي      14.هستند
ايـن بيمـاري در اثـر تكثيـر و          . ساز بدن اسـت     خون هاي بافتبدخيم  

 در خـون و     ها سازهاي آن  هاي سفيد خون و پيش      تكامل ناقص گويچه  
 بـوده و ون سـفيد  واژه لوسمي به معني خ. شود مغز استخوان ايجاد مي   

در  .شـود  محـسوب مـي   يكي از چهار سرطان شايع در ميـان كودكـان           
و شـده   هاي سفيد خـون متوقـف          گويچه مي توليد طبيعي  سبيماري لو 

هـاي   همچنين سـلول . رود  ها از بين مي     توانايي فرد در مقابله با بيماري     
هاي خوني كه توسط مغز اسـتخوان سـاخته           مي توليد ساير سلول   سلو
 ـ    )ها  و پلاكت  هاي قرمز   از جمله گلبول  ( دنشو  مي قـرار  ر  ياثرا تحـت ت
بر اساس نوع گويچه سفيد خـون كـه دچـار تراريختگـي و              . هندد  مي

يدي يـا   يلنفو) الف :شود  لوسمي به دو دسته تقسيم مي     شود   ميسرطان  
ها را تحت     هاي لنفاوي يا لنفوسيت     مي سلول ساين نوع لو  : لنفوبلاستي

ن بافت جزء اصلي سيستم ايمني بدن اسـت و در           اي. دهد  تاثير قرار مي  
هـا     لـوزه  ولنفاوي، طحال   هاي   عقدههاي مختلف بدن از جمله        قسمت

مي س ـايـن نـوع لو    : يدي يـا مغـز اسـتخواني      يميلو)  ب .شود  يافت مي 
همچنين هر دو لوسـمي بـه       . كند درگير مي هاي مغز استخوان را       سلول

 چهار نوع لوسـمي     اساس، بر اين    شوند دو نوع حاد و مزمن تقسيم مي      
 K562هـاي ســرطاني   سـلول  ALL، CLL،AML ، CML(.15(: وجـود دارد 

)CML( يـدي هـستند كـه      يهاي سرطاني خون با منـشا ميلو        سلول ء جز
بـه سـرطان خـون مـزمن          ساله مبتلا  53زن   براي اولين بار از يك پير     

 كـه   دهـد  مـي  نـشان    باليني انجام شده  مطالعات  . جداسازي شده است  
كيفيـت  قادر است  ،ييهاي غذا   وعده خلال در   ها پروبيوتيك از   استفاده

بيـشتر  در حال حاضر     16.دهدمي را بهبود    سزندگي كودكان مبتلا به لو    
فعاليت ضد توموري و تحريك سيـستم       حاكي از   هاي موجود    گزارش

 كه داراي منشا انـساني      استيي  ها لاكتوباسيلوسايمني اجزاي سلولي    
 مـرور منـابع علمـي    هـاي انجـام شـده و    يبا اين وصف بررس   . هستند

در زمينـه تـاثير   اي  گونـه مطالعـه   دهد كه تاكنون هـيچ   نشان مي موجود  
ماهي كپور معمـولي و     جدا شده از آبزيان از جمله       ي  ها لاكتوباسيلوس

هـاي تومـوري     هـا بـر سـلول      عصاره سيتوپلاسمي و ديواره سلولي آن     
 مطالعـه تـاثير     ،قيـق هـدف از انجـام ايـن تح        .انجام نشده است  انسان  

ي جدا شـده از     ها لاكتوباسيلوسعصاره سيتوپلاسمي و ديواره سلولي      
روده مــاهي كپــور معمــولي در مقايــسه بــا يــك پروبيوتيــك انــساني 

)Lactobacillus rhamnosus(هـاي سـرطاني     بر سلولK562)   سـرطان
-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3بـا روش    ) هاي ميلوييدي خـون    سلول

2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)باشد  مي.  
  

  
- در پژوهـشكده )In vitro(مطالعه حاضر به صورت آزمايشگاهي  

در  و جـانوران آبـزي دانـشگاه اروميـه           آرتمياوري و   آ   زيست فن  هاي  
   .طي مراحل زير انجام گرفت 1389  و بهار و تابستان1388زمستان 

بـه منظـور جداسـازي و        :ها لاكتوباسيلوسناسايي  جداسازي و ش  
 قطعه ماهي كپور معمـولي بـالغ        115 تعداد   ها لاكتوباسيلوسشناسايي  

تابـستان  (به صورت تصادفي از منابع آبي موجود در آذربايجان غربي           
 ليتر و   100صيد و به كمك ظروف پلاستيكي به حجم         ) 1387يز  يو پا 

بي در اسرع وقت به آزمايشگاه      يك عدد كپسول اكسيژن با وسايل جان      
ميكروبيولوژي پژوهشكده آرتميـا و جـانوران آبـزي دانـشگاه اروميـه        

و سـپس در شـرايط اسـتريل         شـده هوش   ابتدا ماهيان بي  . ندمنتقل شد 
هـا بـرش داده شـده و كـل محتويـات روده تخليـه و                 ديواره شكم آن  

ــدهمــوژن  ــر روي  . گردي ــات روده ب ــشت محتوي ــد ك ــه بع در مرحل
 De Man, Rogosa and Sharpe Agarهاي حاوي محـيط كـشت    پليت

(MRS) آگار )Merck, Germany ( هـوازي و بـه كمـك     در شرايط بـي
° در دمـاي     )BBL(سيستم گـاز پـك      

C 30      سـاعت   24–48 بـه مـدت 
 محـيط   ml10هاي ظـاهر شـده بـه         پس از رشد، كلني   . صورت گرفت 

پس ســ.  اســتريل منتقــل شــدندMerck, Germany( MRS(آبگوشــت 
اي شكل گرم مثبت و كاتـالاز منفـي جهـت      هاي جدا شده ميله    باكتري

شامل (هاي استاندارد ميكروبيولوژي     تشخيص افتراقي بر اساس روش    
بـراي  . انتخـاب شـدند   ) PCRهـاي بيوشـيميايي و       مورفولوژي، آزمون 

 45 و   15هاي بيوشـيميايي كاتـالاز، رشـد در دمـاي            شناسايي از تست  
-Voges حركـت، ياء نيترات، توليد گاز از گلوكز،  گراد، اح  درجه سانتي 

Proskauer (VP)  سـرانجام  .ه شـد هـا اسـتفاد    و تخميـر كربوهيـدرات 
 %40 حــاوي MRS شــده در محــيط آبگوشــت شناســاييهــاي  ســويه
° سرمايرين و در يگليس

C 80-تا زمان استفاده ذخيره شدند .   
 ليها و تهيـه عـصاره سيتوپلاسـمي و ديـواره سـلو             كشت باكتري 

بـه صـورت    هـا    از آن ها، هر كدام     پس از تاييد تشخيص باكتري     :ها آن
 ساعت  18–24 به مدت    MRS محيط كشت آبگوشت     ml5جداگانه در   
°هوازي و دماي     بيدر شرايط   

C 30    پـس از رشـد     .  كشت داده شـدند

 روش بررسي
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 دقيقه با   20ها به مدت     باكتري) بر اساس ايجاد كدورت محيط كشت     (
° و در دمـاي  rpm 3000دور 

C 4  ســانتريفيوژ و رســوب حاصــل دو
. ند شستشو داده شـد  9/6 برابر با    pHمولار و    1/0مرتبه با بافر فسفات     

 از همان بافر سوسپانـسيون شـده و بـه           ml1سپس رسوب حاصل در     
°ي  سرمامدت يك شبانه روز در      

C 80–  در نهايـت بـه     .  نگهداري شد
ي هـر كـدام     دست آوردن عصاره سيتوپلاسمي و ديواره سلول       همنظور ب 

طور خلاصه، ابتدا   ه  ب. عمل شد  Lebendiker17 ها طبق روش   از باكتري 
µl100      بافر ليز كننده به ml1ها پس از خـروج از    سوسپانسيون باكتري

هـاي   در مرحله بعد عمل خرد كـردن سـلول        . حالت انجماد اضافه شد   
بــاكتري در حــضور بــافر ليــز كننــده بــه كمــك دســتگاه ســونيكاتور 

)Soniprep 150, UK (هـا بـا    سرانجام نمونه. و در كنار يخ انجام گرفت
°  دقيقه و در دماي 30به مدت  rpm 15000دور 

C4  سانتريفيوژ شـده 
به (از رسوب حاصل    ) به عنوان عصاره سيتوپلاسمي   (و محلول رويي    

 جدا شده و بـه كمـك دسـتگاه انجمـاد خـشك     ) عنوان ديواره سلولي  
)Freeze drier(همچنـين بـه رسـوب     .ل درآمدنـد صورت كريـستا ه  ب

 بـافر ليـز     µl100 هـاي نـامحلول    ينيانحلال پروت  به منظور  حاصله نيز 
   .كننده اضافه گرديد

، NaClمول    ميلي 140ابتدا محلولي شامل    : نحوه تهيه بافر ليز كننده    
 KH2PO4مـول     ميلي Na2HPO4  ،8/1مول    ميلي KCl  ،10مول    ميلي 7/2
 22/0 سپس محلول فوق بـه كمـك فيلتـر           . تهيه شد  3/7 برابر با    pHبا  

جهـت   .ميكرون استريل و تا زمان استفاده در يخچـال نگهـداري شـد        
 mmol2/0 درصد گليـسرين،     10تهيه بافر ليز كننده به صورت روزانه        

  درصـد تريتـون    1/0–2ل و   ومركـاپتو اتـان    –2مـول     ميلي 10ليزوزيم،  
100X– 17.به محلول فوق اضافه شد  

در ايـن   : هـاي سيتوپلاسـمي    ختلف از عـصاره   هاي م  تعيين غلظت 
هـاي   هاي موجود در هـر كـدام از عـصاره          ينيتحقيق ابتدا غلظت پروت   

. گيـري شـد     انـدازه  18سيتوپلاسمي و ديواره سلولي با روش برادفـورد       
 Roswell Park Memorial سـپس بـه كمـك محـيط كـشت ياختـه      

Institute Medium (RPMI, Gibco, England)انجـام  ي سـاز   عمل رقيق
 250 و 200، 150،  100،  50 هـاي  رقـت  درعصاره سيتوپلاسـمي    . شد

، 5/62 هـاي  تهيه و از ديواره سلولي نيـز رقـت        ليتر   ميكروگرم در ميلي  
سـپس بـا    . تهيه شـد  ليتر   ميكروگرم در ميلي   1000 و   500،  250،  125

هـا بـه طـور جداگانـه          ميكرون همه رقت   2/0استفاده از فيلتر سرنگي     
° سرمايا زمان استفاده در استريل و ت

C 80– نگهداري شدند .  

 K562هاي سـرطاني     سلول: ها هاي سرطاني و كشت آن     تهيه سلول 
از بانـك سـلولي انـستيتو       ) هاي ميلوييدي خون انـسان     سرطان سلول (

) گيبكـو، انگلـستان   (RPMI 1640پاستور ايران تهيه و در محيط كشت 
، )گيبكـو، انگلـستان   ( يا سرم جنين گـاوي       FBS درصد   10در حضور   

IU/ml100 سيلين و     پنيml/gµ100      5 استرپتومايسين در انكوباتور با% 
CO2و دماي  °

C 37كشت داده شدند .  
در ايـن    :MTTها با آزمـون      سنجش خاصيت ضد توموري عصاره    

 و  پلانتارم لاكتوباسيلوس،  ييكاز لاكتوباسيلوسهاي   بررسي از باكتري  
هاي جدا شده از ماهي و       نوان پروبيوتيك  به ع  يپاراكازي لاكتوباسيلوس

 بـه عنـوان پروبيوتيـك بـا منـشا           رامنوسوس لاكتوباسيلوساز باكتري   
 و  Chang روشانساني جهت بررسي خواص ضد توموري بر اسـاس          

طور خلاصه، پـس    ه  ب.  استفاده شد  19 و همكاران  Li–Rui و   11همكاران
سلول 10000اكم  با تر ( µl100ها مقدار    از سانتريفيوژ و شمارش سلول    

بـه هـر يـك از       ) FBS %15بـه همـراه      RPMIدر محيط كـشت كامـل       
 محـيط   µl50 سپس. اي ته صاف اضافه شد      خانه 96هاي پليت    چاهك

هاي  ه هاي سيتوپلاسمي و ديوار    هاي مختلف عصاره   كشت حاوي رقت  
  مـوثره  در نهايـت غلظـت     كـه    .هـا اضـافه گرديـد      سلولي بـه چاهـك    

  ميزان اوليه تقليل   3/1سلولي به   هاي   ديوارهسيتوپلاسمي و   هاي   عصاره
سه چاهك ديگر به عنوان كنترل در نظر گرفتـه شـد و بـه هـر                 . يافت
بافر ليـز كننـده      µl5 محيط كشت و     µl45 سلول به همراه   µl100م  كدا

° ساعت در دماي     72ها به مدت     در مرحله بعد پليت    .افزوده شد 
C 37 

پـس از پايـان زمـان       .  شدند گذاري خانه گرم CO2 گاز   %5و در حضور    
 5–2متيــل تيــازول   دي5 و MTT) 3–4از محلــول  µl20 انكوباســيون

هـا   به تمـامي چاهـك    ) PBS بافر   mg/ml5 ،فنيل تترازوليوم برومايد   دي
در . گذاري گرديـد   خانه  ساعت گرم  چهارافزوده شده و پليت به مدت       

ايــن مــدت آنــزيم سوكــسينات دهيــدروژناز موجــود در ميتوكنــدري 
بـه   آن را   را احيـا كـرده و      MTTزنده بـرم محلـول       م و الهاي س  سلول

در پايـان   . آورد صورت ذرات نامحلول بنفش رنـگ فورمـازان در مـي          
هـاي بـنفش رنـگ فورمـازان تـشكيل شـده در سيتوپلاسـم                كريستال
قـرار   ها و  به چاهك خالص   DMSOمحلول   µl100 ها با افزودن   سلول

دار حـل    Shakerانكوباتور   دقيقه در  15الي   10ها به مدت     دادن پليت 
 در OD( Optical Density(شدند و سرانجام شدت نـور جـذب شـده    

.   نانومتر با استفاده از دستگاه الايزا ريـدر ثبـت گرديـد          492طول موج   
  : شدفرمول محاسبه اين  باها  درصد سلول كشي عصاره
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ODكنترل  - ODنه نمو  
                              ODنترل ك  

غلظتـي كـه در آن موجـب مهـار رشـد             (IC50اساس ايـن فرمـول       بر
هـاي سيتوپلاسـمي     عصاره) گردد  مي %50هاي سرطاني به ميزان      سلول

بـه   هـا  تمامي مراحل آزمايش سه بار تكرار شد و داده         .محاسبه گرديد 
ها از روش    جهت تجزيه و تحليل داده    .  بيان شدند  Mean±SDصورت  

 ،One-Way Analysis of Variance (ANOVA) فهطر آناليز واريانس يك
آزمـون اخـتلاف    ( Tukey’s و آزمـون     5/11 ويراسـت  SPSSافـزار    نرم

در تمام  . استفاده گرديد ) شود ناميده مي  HSDطور مخفف    هحقيقي كه ب  
، همچنـين ترسـيم     بـود  p>05/0هـا    دار آزمـون   ها سطح معنـي    بررسي

  .م گرفتانجا) Excel )2007افزار  نمودارها در نرم
  

  
   ات روده ماهي كپور صيد شده ازـه محتويـ نمون115وع ـاز مجم

 جدايـه   10 نمونـه مخمـر،      26منابع آبي آذربايجان غربـي تعـداد        
 آگار  MRSاي شكل گرم مثبت و كاتالاز منفي روي محيط           باكتري ميله 
اي شكل گرم منفي     ههاي ميل  تعداد چهار جدايه از باكتري    . رشد كردند 

، پلانتـــارم لاكتوباســـيلوس، كـــازئي لاكتوباســـيلوس: بـــه ترتيـــب
ــيلوس ــازئي لاكتوباس ــيلوس و پاراك ــاكائي لاكتوباس ــاس  س ــر اس  ب

هاي بيوشيميايي و تخميـر قنـدهاي        خصوصيات مورفولوژيك و تست   
  ). 1جدول (مختلف تشخيص داده شدند 

 ـ   يافته: هاي سيتوپلاسمي  كشي عصاره  فعاليت سلول  دسـت   ههـاي ب
 هـاي سيتوپلاسـمي    دهـد كـه عـصاره      آمده از ايـن مطالعـه نـشان مـي         

در مقايـسه بـا گـروه شـاهد كـه      ي جدا شده از كپور     ها لاكتوباسيلوس
بـر  . كـشي هـستند    اي دريافت نكرده بودند داراي فعاليت سلول       عصاره

كشي كاملا وابسته بـه      توان گفت كه فعاليت سلول     اساس اين نتايج مي   
 درصـد هاي سيتوپلاسـمي     عصارهشد يعني با افزايش غلظت      با ز مي ود

  ). 1نمودار (يابد  هاي سرطاني افزايش مي مرگ سلول
  
  .هاي جدا شده از روده ماهي كپور لاكتوباسيلوسهاي  هاي بيوشيميايي و تخمير كربوهيدرات  نتايج تست:1 -جدول
 L. sakei L. paracasei L. casei L. plantarum  تست

  +  +  +  +  C 15˚رشد در 
  -  +  -  -  C 45˚رشد در 

VP -  -  -  -  
  -  -  -  -  احياء نيترات

  -  +  -  +  توليد گاز از گلوكز
  -  -  -  -  حركت 
  -  -  -  -  كاتالاز
  +  -  -  -  آرابينوز

  +  -  -  -  اينوزيتول
  -  -  -  -  اينولين
  +  -  -  -  رافينوز
  -  -  -  -  رامنوز

  +  +  +  +  سلوبيوز
  -  -  -  -  سوربوز
  + +  +  -  تولسوربي

  +  +  +  +  فروكتوز
  +  +  +  +  گالاكتوز
  -  -  -  -  گزيلوز
  +  +  +  -  لاكتوز
  +  +  +  +  مانوز

  +  +  +  -  مانيتول
  +  +  +  -  ملزيتوز
  +  -  - -  مليبيوز

  VP: Voges-Proskauer ،منفي :-مثبت، +: 

 هايافته

100×  كشيولدرصد سل= 
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  .K562 هاي سرطاني رشد سلولهاي مختلف ديواره سلولي بر افزايش  تاثير غلظت: 2 -جدول
  (µg/ml)هاي موثره ديواره سلولي  غلظت  باكتري

  a2/3±42/31  a9/1±28/49  a17/5±/45  a3/0±82/22  a06/2±94/20  كازييكتوباسيلوس لا
  b12/1±08/18  b1/1±17/20  b7/1±51/19  b12/8±94/6  a1/9±95/19  پاراكازييكتوباسيلوس لا
  c32/1±94/6  b02/5±90/26  b52/5±68/25  *c5/2±88/0  *b1/3±97/2  پلانتارومكتوباسيلوس لا
  b6/3±14  b21/4±07/19  b4/4±74/4  *c5/1±1/1  *b72/1±09/2  رامنوسوسكتوباسيلوس لا
  .ايش دادندهاي سرطاني را افز ها رشد سلول لظتغاند، ساير  هاي سرطاني شده هاي مذكور موجب مهار رشد سلول  غلظت* ).p>05/0 و n=3(اند   بيان شدهSD ± Meanها به صورت  داده

  

  
  
  
  
  
  
  
  

هاي سيتوپلاسمي بر رشد  هاي موثره مختلف عصاره تاثير غلظت: 1 -نمودار
  .K562هاي سرطاني  سلول

  
  هـاي  دهـد كـه بـه ترتيـب عـصاره         هـا نـشان مـي      مقايسه ميانگين داده  

ــمي  ،Lactobacillus paracasei، Lactobacillus casei سيتوپلاسـ
Lactobacillus plantarumو  Lactobacillus rhamnosus داراي 

. باشـند   مـي  K562هـاي سـرطاني      بيشترين تاثير مهاري بر رشد سـلول      
  وµl/ml50 مـوثره   بـا غلظـت  Lactobacillus paracaseiهـاي   عصاره

Lactobacillus caseiــا غلظــت ــوثره ب ــستند µl/ml6/66  م  %50 توان
 لاسـمي علاوه بر اين عصاره سيتوپ    . هاي سرطاني را از بين ببرند      سلول

Lactobacillus plantarum و Lactobacillus rhamnosusــست  ند توان
هاي سرطاني را مهار نماينـد       رشد سلول ) p>05/0(داري   طور معني ه  ب

هـاي    سـلول  %50كار رفته نتوانـستند     ه  هاي ب  اما در هيچ يك از غلظت     
هـاي   يافته: فعاليت سلول كشي ديواره سلولي     .سرطاني را از بين ببرند    

ــاكتري حاصــــل  ــلولي بــ ــواره ســ ــه ديــ ــاي نــــشان داد كــ              هــ
Lactobacillus paracasei و Lactobacillus casei    نه تنهـا نتوانـست

، بلكـه رشـد آن      )1جـدول   (مهـار كنـد      هـاي سـرطاني را     رشد سلول 
ها را نسبت به گروه شاهد كه هيچ غلظتي دريافت نكرده بودنـد              سلول

 Lactobacillus rhamnosus سـلولي از طرف ديگر ديواره  .افزايش داد
 Lactobacillus plantarumو  µl/ml3/333 و 6/166 مـوثره با غلظت 

ــا غلظــت  ــاچيزي توانــستند رشــد  µl/ml6/166 مــوثرهب ــه ميــزان ن  ب
  ).p>05/0( دار نبود مهار كند، اما اين مهار معني هاي سرطاني را سلول
  

  
 هـاي   از بـاكتري   برخـي كند كـه     ه ثابت مي  تحقيقات صورت گرفت  

       هـاي تومـوري را در شـرايط    تواننـد رشـد سـلول    مـي  هـا  لاكتوباسـيل 
In–Vitro   و In–Vivo  ـ  يافته 20. مهار سازند  دسـت آمـده توسـط       ههاي ب

دهــد كــه ديـواره ســلولي خـالص شــده بــاكتري    محققـين نــشان مـي  
Bifidobacterium infantis21. مــسئول فعاليــت ضــد ســرطاني اســت 

 گــزارش كردنــد كــه 221994ســال  در Giese و Fichera همچنــين
Lactobacillus casei    آن و پپتيدوگليكان جدا شده از ديـواره سـلولي

هـاي سـرطاني انـسان و مـوش را در شـرايط              قادر است رشد سـلول    
دهـد كـه     هاي انجام شـده نـشان مـي        بررسي .آزمايشگاهي مهار نمايد  
هماننـد  هاي اسيد لاكتيك     پپتيدوگليكان باكتري  عصاره سيتوپلاسمي و  

 فعاليـت ضـد تكثيـري عليـه         )توسط حرارت (كشته شده   كامل  سلول  
 ايـن محققـان تـاثير       23.دهنـد  هاي سرطاني را از خود بـروز مـي         سلول

رده  11ضـد    بـر  µl/ml100  غلظت را با  پروبيوتيك   10اجزاي سلولي   
نشان داد كـه     ها كردند، نتايج آن   بررسي   K562سلول سرطاني از جمله     

هـاي اسـيد لاكتيـك        تاثير ضد تكثيري پپتيدوگليكان بـاكتري      رغم علي
 ـ مطالعـه شـده در تحقيـق تـاثيري        هـاي سـرطاني      عليه اكثر سـلول    ر ب

 كـه   بر ايـن اسـاس اظهـار داشـتند         .ندنداشت K562 سرطاني   هاي سلول
 يت ضـد سـرطاني  مـوثر در خاص ـ و پپتيدوگليكان يكي از اجزاي مهم     

Lactobacillus casei هـاي   عـصاره  اين محققين دريافتند كـه .باشد مي 
 تمـام   تواننـد بـه طـور تقريبـي رشـد          مطالعـه شـده مـي     سيتوپلاسمي  

حتـي در     و نماينـد با درصدهاي مختلف مهـار      ي سرطاني را    ها سلول
از طـرف ديگـر     .  است تر از پپتيدوگليكان    قوي ها بعضي موارد تاثير آن   

بحث
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سلول كامـل  ندرت توسط ه كه ب K562 هاي سلولادند كه رشد نشان د
در  .گرديـد  توسط عصاره سيتوپلاسـمي مهـار        شود ها مهار مي   اكتريب

صورت گرفت معلوم شد كـه       Lee14 توسط   2004تحقيقي كه در سال     
 تـاثير  Bifidobacterium و Lactobacillus casei عصاره سيتوپلاسـمي 

 اي سرطاني دارد به اين ترتيب كه در       ه مهار رشد رده سلول   بر  مستقيم  
هـاي سـرطاني      سـلول  %50 موجب مهار رشد تقريبـا       µl/ml50 غلظت

ــد ــصاره  . گرديدن ــاثير ع ــر ت ــق حاض ــمي و  در تحقي ــاي سيتوپلاس  ه
روده مـاهي    شـده از   هاي اسيد لاكتيك جدا    هاي سلولي باكتري   ديواره

ــامل  ــولي شـ ــور معمـ  Lactobacillus casei ،Lactobacillus: كپـ

paracasei ،Lactobacillus plantarum وLactobacillus rhamnosus  
 K562 هـاي سـرطاني    رده سـلول   رشـد    بر) پروبيوتيك با منشا انساني   (
هـاي   عـصاره  .بررسي شـد  ) هاي ميلوييدي خون انسان    سرطان سلول (

را هـاي سـرطاني      سيتوپلاسمي هر چهار باكتري توانستند رشد سـلول       
هـا   فزايش غلظـت قـدرت سـلول كـشي آن         كه با ا   مهار سازند، طوري  

 در Lactobacillus casei  وLactobacillus paracasei. افزايش يافـت 
 درصــد 28/54 و 57/66  بــه ترتيــب µl/ml33/83 مــوثرهغلظــت 

غلظتـي كـه در آن موجـب مهـار      IC50. هاي سرطاني را كـشتند    سلول
 Lactobacillus. گـردد   مـي %50هاي سـرطاني بـه ميـزان     رشد سلول

paracasei  وLactobacillus casei ــت ــب غلظ ــه ترتي ــاي   ب   و50ه
µl/ml66/66ــد  Lactobacillus و Lactobacillus plantarum.  بودن

rhamnosus  ـ   در هيچ يك از غلظت   %50كـار رفتـه نتوانـستند     ههـاي ب
هنوز مكانيزم دقيق عملكـرد ضـد        .هاي سرطاني را از بين ببرند      سلول

 مـشخص نيـست امـا       هـا  كتوباسيلوسلاسرطاني عصاره سيتوپلاسمي    
هـا   آنعصاره سيتوپلاسـمي    موجود در   پپتيدهاي   يكي از گفته شده كه    

داراي تـوالي خاصـي از       خـود    Nانتهاي  اين ماده در     .لاكتوفرين است 
القـاي   موجـب     و ندكه خاصيت ضد توموري دار    اسيدهاي آمينه است    

 24.شوند ميهاي سرطاني   در سلول)Apoptosis(ريزي شده  مرگ برنامه

رگ زايـي   مهـار  توانـايي  نشان داد كـه لاكتـوفرين     Mader25 به تازگي 
)Angiogenesis(  محـسوب  اي ضروري بـراي رشـد تومـور           كه مرحله

 هـاي  تاثير ديواره سـلولي بـاكتري     هاي حاصل از     يافته .را دارد شود   مي
بر مهار رشـد سـلول سـرطاني         ماهي كپور    جدا شده از  لاكتوباسيلوس  

K562 ندها نتوانـست   باكتريهاي سلولي    ديوارهكدام از    چ داد كه هي    نشان 
لازم به ذكـر اسـت كـه ديـواره           .هاي سرطاني را مهار كنند     رشد سلول 

ــاLactobacillus plantarumســلولي  ــوثره غلظــت ب  µl/ml6/166  م

 همچنـين   .دكـش بهاي سرطاني را      سلول ،%1 كمتر از    توانست به ميزان  
 توانـست بـا   با منشا انساني Lactobacillus rhamnosus ديواره سلولي

 09/2  و10/1 بــه ترتيــب µl/ml3/333  و6/166مــوثره  هــاي غلظــت
 نكتــه جالــب ايــن بــود كــه .كــشدبهــاي ســرطاني را  درصــد ســلول

 رشـد   ي جـدا شـده از كپـور نـه تنهـا           هـا   سـلولي بـاكتري    هاي ديواره
 نيز  ها  موجب تقويت رشد آن    نكردند بلكه هاي سرطاني را مهار      سلول
 Lactobacillus  ديـواره سـلولي   متعلق بهيردا بيشترين مقند كهگرديد

casei و%28/49 به ميزان  Lactobacillus paracasei  17/20 به ميـزان 
 در ضـمن تقويـت رشـد        . بـود  µl/ml66/41  مـوثره  درصد در غلظت  

  وكـرده ها از الگوي خاصي تبعيـت ن   هاي سرطاني توسط ديواره    سلول
طور كه اشـاره گرديـد طبـق تحقيقـات          همان .بودن) p>05/0(دار   معني

 داراي  هـا  لاكتوباسـيلوس انجام گرفته ديواره سـلولي و پپتيـدوگليكان         
 تحقيقات  مخالف اما نتايج تحقيق حاضر      است،خاصيت ضد سرطاني    

تواند ناشي از اين مسئله باشد       دليل اين امر مي    .باشد ميصورت گرفته   
اره سلولي و پپتيـدوگليكان توسـط       ديوصورت گرفته   تحقيقات  كه در   

 حاضر رسوب بـاقي مانـده بـه         مطالعهاتوكلاو استريل گرديده ولي در      
هاي لازم با فيلتـر سـر سـرنگي          عنوان ديواره سلولي پس از تهيه رقت      

ميكرون استريل گرديد بنابراين پپتيـدو گليكـان كـه جـز ضـد              . 22/0
 فيلتـر از  ضد جهشي ديواره سلولي است به صورت كامـل           سرطاني و 

   23.نمايد ميعبور ن
 يهـا   كـه پـرين    شود مي چنين استنباط    بر اساس مرور منابع علمي    

كـه بـه هنگـام       بودهخاصيت ميتوژني   موجود در ديواره سلولي داراي      
تقـسيم ميتـوزي    و   هاي ديـواره سـلولي عبـور كـرده         فيلتراسيون رقت 

ج يتـا  ن بر اسـاس  . دهند را افزايش مي  ها   رشد آن  هاي سرطاني و   سلول
هـاي   تـوان نتيجـه گرفـت كـه عـصاره           مي دست آمده از اين بررسي     هب

هاي اسيد لاكتيك جدا شده از روده مـاهي كپـور            سيتوپلاسمي باكتري 
حيـواني   منشا انساني و هاي اسيد لاكتيك با  ساير باكتري  مانندمعمولي  

هـا   آن مـواردي بهتـر از     حتـي در   وداراي خاصيت ضد توموري بوده      
هـاي   وردهآبا اين وجود در مـورد اسـتفاده از ايـن فـر             .دنماين عمل مي 

ــي    ــساس م ــشتر اح ــداني بي ــاتي مي ــام تحقيق ــك انج ــردد بيولوژي . گ
نويسندگان اين مقاله مراتب تقـدير و تـشكر خـود را از              :سپاسگزاري

هاي مالي پژوهشكده آرتميا و جانوران آبزي و دانشكده علوم           حمايت
پژوهـشكده    و آوري ات و فـن   دانشگاه اروميـه، وزارت علـوم، تحقيق ـ      

  .دارند  ابراز ميآوري دانشگاه اروميه زيست فن
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Background: Lactobacillus species are genetically diverse groups of Lactic Acid 
Bacteria (LAB) that have been introduced as probiotics, because of some characteristics 
such as their anti-tumor properties, helping the intestinal flora balance, production of 
antibiotics, stimulation of host immune response, etc. The aim of this study was to 
investigate the effects of cytoplasmic extraction and cell wall of Lactobacillus species 
isolated from the intestine of common carp on human chronic myelocytic leukemia or 
K562 cancer cell lines. 
Methods: The intestinal contents of 115 common carp captured from the natural 
resources of West Azerbaijan province in Iran were examined for LAB. After isolation, 
the identification of Lactobacilli was done according to traditional and molecular 
bacteriological tests. Subsequently, a suspension of each bacterium was prepared and 
the protein content of the cytoplasm was extracted. Cell wall disintegration was done by 
cell lysis buffer and sonication. The effects of cytoplasmic extraction and cell wall on 
K562 cell line proliferation were investigated by MTT assays. 
Results: The cytoplasmic extraction of the isolated Lactobacilli had significant (p<0.05) 
anti-proliferative effects on K562 cells. The cytoplasmic extractions of Lactobacillus 
paracasei and Lactobacillus casei inhibited K562 cell proliferation by 66.56% and 
54.28% at 83.33 μg/ml concentration, respectively. Nevertheless, the Lactobacillus cell 
wall could not inhibit the proliferations of K562 cells (p<0.05). 
Conclusion: In this study, the cytoplasmic extractions of the isolated Lactobacilli from 
the intestine of common carp had anti-proliferative effects on K562 cell line. 
 
Keywords: Cell line, chronic myelocytic leukemia, lactobacillus, K562, MTT assay 
probiotic, extraction.  
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