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عنوان پروبيوتيك، هدف   بهلاكتوباسيلوس هاي خانواده تريكي بابا توجه به اثرات ايمونومدولاتور: زمينه و هدف

ثيري كشنده طبيعي و پاسخ تكهاي   روي سايتوتوكسيسيتي سلوللاكتوباسيلوس روتريي كبررسي ما اثر تجويز خورا
روش  .دو مبتلا به آدنوكارسينوماي پستان بBALB/c هاي  موشلاكتوباسيلوس روتريهاي اختصاصي تومور  لنفوسيت
 تايي تقسيم 15 گرم به دو گروه 19 تا 17اي با وزن تقريبي   سر موش ماده شش تا هشت هفته30تعداد : بررسي
ليتر بافر فسفات استريل دريافت  تري در نيم ميليك با7/2×108 در دوز لاكتوباسيلوس روتري گروه، كشدند ي
هاي گروه  موش. دريافت كردند Phosphate Buffered Saline (PBS) يكنترل بافر فسفات نمكگروه  .نمودند

 روز با 30بعد از توموري شدن نيز . ردندكتري دريافت كمدت دو هفته قبل از توموري شدن، با پروبيوتيك به
بررسي ميزان .  را دريافت نمودندلاكتوباسيلوس روتريهاي هفت روزه  صورت دوره روزه به هاي سه وقفه

هاي  كنيكترتيب با ت هاي اختصاصي تومور به ثيري لنفوسيتكسخ تشنده طبيعي و پاكهاي  سايتوتوكسيسيتي سلول
LDH assa (Takara, Japan) و Brdu (Roche, Germany)ها يافته .ت سازنده عمل گرديدكالعمل شر طبق دستور  بر: 

تور، عنوان ايمونومدولا ننده لاكتوباسيلوس روتري بهك هاي گروه دريافت ه در موشكنتايج مطالعه حاضر نشان داد 
شنده طبيعي و پاسخ ازدياد كهاي  ها اختصاصي تومور و پاسخ سايتوتوكسيسيتي سلول ثيري لنفوسيتكپاسخ ت

  مصرف: گيري نتيجه .داري داشت ي اختلاف معنPBSننده ك نترل دريافتكحساسيت تاخيري نسبت به گروه 
  .تواند مفيد باشد ر افراد مبتلا به سرطان ميننده سيستم ايمني دك  عامل تنظيمكعنوان ي ها به روزانه پروبيوتيك

  تر ارآمدي بيشكتواند با تقويت سيستم ايمني باعث  ه در افراد سالم هم مصرف اين پروبيوتيك ميك ضمن اين
  .هاي مختلف گردد آن در برابر ناهنجاري

شنده طبيعـي،   كهاي   ي سلول ، سايتوتوكسيسيت BALB/c، سرطان پستان، موش     لاكتوباسيلوس روتري : ليديكلمات  ك
  .هاي اختصاصي تومور لنفوسيت

 
  

ي از انواع سرطان با شيوع بالا ك ي(Breast cancer) سرطان پستان
ه هر ساله باعث مرگ و مير زيادي بين زنان و مردان كباشد  مي
هاي اخير در تشخيص و درمان مناسب  رغم پيشرفت شود و علي مي

علت  ترين عامل مرگ و مير به عنوان شايع اين بيماري هنوز هم به
  ر روي ـلفي بـعات مختـ مطال1.اشدـب ان مطرح ميـن زنـان در بيـسرط

  
اهش پاسخ كه باعث كاند  بيماران مبتلا به سرطان پستان نشان داده

اهش پاسخ كاهش پاسخ ازدياد حساسيت تاخيري، كايمني شامل 
علت  ها به ينكاهش سايتوكبنابراين باعث مني و هاي اي ثيري سلولكت

ه باعث افزايش پاسخ كتورهايي ك بنابراين، فا2.شود اين سرطان مي
نترل اين بيماري داشته كن است نقش مهمي در كشوند مم ايمني مي

ه باعث تقويت سيستم ايمني كتورهايي كي از اين فاكي. باشند
هاي  تريكها با روبيوتيكدر حقيقت، پ. ها هستند شوند پروبيوتيك مي

 مقدمه

 چكيده
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     و همكاراندلال محمد مهدي سلطان      
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ه داراي اثرات مفيد زيادي كمفيد درون سيستم گوارشي هستند، 
هستند و نقش مهمي در تعديل سيستم گوارشي و سيستم ايمني 

نندگي و ك كها داراي اثرات تحري روارگانسيمك اين مي3.دارند
ها  امروزه، لاكتوباسيلوس 4.باشند نندگي روي سيستم ايمني ميك تقويت
عنوان  ه بهكهايي هستند  تريكترين با ها بيش يفيدوباكتريومو ب

هاي مختلف  اثرات مفيد مختلف گونه. شوند پروبيوتيك استفاده مي
در اين  5.ها در طي مطالعات مختلف نشان داده شده است تريكاين با

چنين  ه باعث افزايش ايمني سلولي و همكهايي  ميان استفاده از گونه
شود بسيار  شنده طبيعي در سرطان ميكاي ه  سلولكباعث تحري

 داراي اهميت فراوان در دفاع Tهاي  لنفوسيت. باشد اربردي ميك
 6.باشند  پاسخ ايمني عليه تومور ميكميزبان عليه تومور و تحري

هاي موثري در پاسخ ايمني عليه  شنده طبيعي، سلولكهاي  سلول
هاي  ب سلولشنده طبيعي باعث تخريكهاي  سلول. باشند تومور مي

 در اين مطالعه، ما اثرات 7.شوند هدف توسط آزادسازي پرفورين مي
شي ك  سلولك را در تحريلاكتوباسيلوس روتريكنندگي  تعديل
هاي اختصاصي  ثير لنفوسيتك تكشنده طبيعي و تحريكهاي  سلول

  .تومور بررسي گرديد
  

  
 در بخش 1390 تابستان تا بهار اين مطالعه از نوع تجربي و از

   شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران بوميكر
  .انجام شد

ه كاي   با سن، پنج تا هفت هفتهBALB/cهاي ماده  موش: حيوانات
 گرم بودند از انستيتو پاستور 25 تا 20دام داراي وزن تقريبي كهر 

 گروه پروبيوتيك نترل وكها به دو گروه  آن. تهران خريداري شد
ها درون  موش.  موش بود15ه هر گروه داراي كتقسيم شدند 

 دسترسي آزاد به آب و غذا هكداري شدند  ي نگهكهاي پلاستي قفس
داري  ي نگهك ساعت تاري12 ساعت نور و 12 و در شرايط داشتند
هاي جداگانه اما  نترل و پروبيوتيك در قفسكهاي گروه  موش. شدند

  %).55 و رطوبت C 23 دماي( داري شدند ي نگهسانكدر شرايط ي
تري لاكتوباسيلوس كبا: ها و روش تجويز پروبيوتيك ميكروارگانسيم

 از American Type Culture Collection (ATCC) 23272روتري 
. شناسي تهيه شد روبكده بهداشت، گروه ميك دانش- C 70فريزر 

 Brain Heart Infusion broth شتك ساعت در محيط 24سپس براي 

(BHI) شت شد و سپس رويك در شرايط ميكروآئروفيل de Man, 

Rogosa and Sharpe agar (MRS)شت شدك ساعت 48مدت  ه آگار ب .
. آوري شد  استريل جمعPBSها براي تهيه رقت درون  تريكسرانجام با

.  شدانجامهاي رشد  كلني براي بررسي تعداد كلنيشمارش روش 
 Colony-Forming Units ا تقريب108ها در رقت  تريكل باكتعداد 

(CFU)/ml 108×0/3 ليتر از اين رقت  سرانجام ميزان نيم ميلي. بود
توسط گاواژ معدي به گروه پروبيوتيك از راه دهاني خورانده شد و 

همين طريق طبق روشي   به استريل راPBSنترل نيز همين ميزان كگروه 
نترل كگروه  .شود، دريافت نمودند ه در زير توضيح داده ميك
صورت روزانه براي مدت دو هفته قبل از پيوند تومور و با  به

ام بعد از پيوند  هاي هفت روزه تا روز سي هاي سه روزه با دوره وقفه
گروه پروبيوتيك نيز مشابه اين .  استريل دريافت نمودندPBSتومور 

  8.تري را دريافت نمودندكشده از با دوره زماني رقت تهيه
عنوان استوك در  خودي موش به به ن پستان خودسرطا: پيوند تومور

بعد از نخاعي نمودن موش استوك توموري، . اين مطالعه استفاده شد
  استريل به قطعاتPBSتومور از بدن موش جداسازي شده و درون 

3cm5/0 نترل كهاي گروه  موش. قطعه شدند توسط تيغه اسكالپل قطعه
هوش شدند و  بي) mg/kg10(و پروبيوتيك توسط كتامين و زايلين 

  9.قطعات توموري روي فلانك راست موش پيوند شد
هاي اختصاصي تومور در   لنفوسيتProliferationبررسي ميزان 

منظور پس  بدين: Brduژن اختصاصي تومور با روش   با آنتيكتحري
     ميزان دو ميليون شت سلول طحالي سوسپانسيوني بهكاز تهيه 

 ميكروليتر از 100هاي مسطح  شد و در پليتليتر تهيه  سلول در ميلي
    روگرمك مي20ترتيب با غلظت   ريخته و سپس بهكآن را در چاه

     حفرات . ژن اختصاصي تومور مواجهه شدند ليتر از آنتي در ميلي
  نترل مثبت با پنج كژن و  نترل مطالعه در عدم حضور آنتيك

.  شدندك تحريPhytohemaglutinin A (PHA)ليتر  ميكروگرم در ميلي
                   عنوان بلانك از   ميكروليتر بود، به200ها  حجم نهايي چاهك

 +Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) -1640محيط 

Fetal Bovine Serum (FBS) 10%مدت  ها به پليت.  خالي استفاده شد
وبه شدند و پس  انكCO2 و در مجاورت با C 37 ساعت در دماي 72
 18و رده ك اضافه Brdu ميكروليتر ماده 20 ساعت به هر چاهك 72از 

ها در   پس از اين مدت پليتيافتساعت ديگر انكوباسيون ادامه 

  روش بررسي
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g300امل كطور  ه دقيقه سانتريفوژ شده و مايع رويي ب10مدت   به
 200 شده و به آن ك سشوار خشكمكسپس پليت با . خارج گرديد
 دقيقه در دماي اتاق 30مدت  ننده بهك دناتور /افر فيكسميكروليتر ب

بادي ضد   آنتيµ100اضافه شد پس از آن مايع خارج شده و مقدار 
Brdu ساعت در شرايط آزمايشگاه اضافه شد و پس از دو براي مدت 

 در . شستشو داده شدPBS-T20 بار با بافر شستشو چهارآن پليت 
 دقيقه اضافه و پنج براي µ100 مقدار  بهTMBمرحله بعد سوبستراي 

نش متوقف و سپس در ك وا2N از اسيد سولفوريك µl100 كمك به
نشده  كشده به تحري كهاي تحري  نانومتر جذب سلول450طول موج 

  10.ي قرائت و محاسبه شدكتحري نشانهعنوان  به
 در موش توسط NK Cellsگيري مقدار سايتوتوكسيسيتي  اندازه

ابتدا از : Lactate Dehydrogenase assay (LDH assay) كنيكت
 و 1×107  و2×107 هاي دست آمده از طحال رقت هسوسپانسيون ب

.  درصد تهيه گرديدك حاوي يRPMI-1640شت كدر محيط  5×106
 +RPMI-1640 سلول در محيط 2×105 تعداد  بهK562سپس رده سلول 

Bovine Serum Albumin (BSA) 1% پليت  ميكروليتر در 100 تهيه و
هاي   از رقتµl100ميزان   و بهشت داده شدكل ك شUاي   خانه96

 96 در پليت K562هاي  تايي روي سلول صورت سه ور بهكسلولي مذ
 K562سپس سلول طحالي تنها، سلول . ل ريخته شدك شUاي  خانه

هاي منفي و بلانك و سلول  نترلكعنوان  شت تنها بهكتنها، و محيط 
K562همراه تريتون   بهX100 2 %ثر استفاده كنترل ليز حداكعنوان  به
مدت  به.  سانتريفوژ شدg300 دقيقه در دور 10مدت  پليت به. شد

پس از انكوباسيون .  انكوبه شدC 37 چهار ساعت در انكوباتور
 ميزان به.  دقيقه سانتريفوژ شد10مدت   بهg300ها در  مجددا پليت

µl100اي مسطح جديد   خانه96يت اي را به پل  از مايع رويي هر حفره
تمامي حفرات اضافه   بهLDHيت ك بافر µl100سپس . انتقال داده شد
 دقيقه 15مدت  ي در شرايط آزمايشگاه بهكها در تاري شد و پليت
نش متوقف ك واHCL 2N ميكروليتر 50سرانجام با افزودن . انكوبه شد
 11. نانومتر قرائت شد492ها در طول موج  شد و پليت

 محاسبه                               فرمولن سايتوتوكسيسيتي با ميزا
 Natural هاي كشنده طبيعي  سلولآزمايشات سايتوتوكسيسيتي. شد

Killer (NK) cellsهاي اختصاصي تومور   و پروليفراسيون لنفوسيت
ز دست آمده ميانگين گرفته و ا از اعداد به. تايي انجام شد صورت سه به

روش آناليز آماري روش . ها در آناليز آماري استفاده شد اين ميانگين

افزار  نرم (Mann-Whitney U-testپارامتريك بوده و آزموني   غير
SPSS در نظر گرفته شد% 95بود و حدود اطمينان ) 15 ويراست .

  .دار بودن بوده است معني معني  به=5/0Pتر از  مكارزش 
  

  
هاي  ثير لنفوسيتكروي ت  برلاكتوباسيلوس روترينتايج اثرات 

مقادير در گروه . ه شده استي ارا1اختصاصي تومور در نمودار 
تحريك  .نترل بودكتر از گروه  توجهي بيش ميزان قابل پروبيوتيك به

لاكتوباسيلوس ژن اختصاصي تومور در گروه  هاي طحالي با آنتي سلول
 نشان Brduداري در تست   گروه كنترل افزايش معني نسبت بهروتري

روي   برلاكتوباسيلوس روترينتايج اثرات ). =008/0P (دهد مي
ه شده ي ارا2شنده طبيعي در نمودار كهاي  سايتوتوكسيسيتي سلول

تر از گروه  توجهي بيش ميزان قابل مقادير در گروه پروبيوتيك به. است
هاي كشنده طبيعي در گروه  سايتوتوكسيسيتي سلول .نترل بودك

-  نسبت به گروه كنترل دريافتروتريلاكتوباسيلوس كننده  دريافت
  ).=034/0P (دهد داري را نشان مي  افزايش معنيPBSكننده  

  

  
رد مهم ك عمل1975شنده طبيعي در سال كهاي  شف سلولكبعد از 

مطالعات مختلفي براي . ار شدكها در دفاع از بدن عليه تومور آش آن
شنده طبيعي كهاي  اثبات ارتباط بين تومور و درصد يا فعاليت سلول

. ه شديگزارشات ضد و نقيضي در مورد اين ارتباط ارا. انجام شد
شنده كهاي  اهش تعداد سلولكاهش فعاليت يا كبسياري از محققين 

نترل را گزارش كطبيعي در بيماران مبتلا به سرطان در مقايسه با گروه 
هاي  مطالعات ديگر، تغييري در ميزان فعاليت سلول 12و13.نمودند

ا ي 14و15.اند ردهكن شنده طبيعي در بيماران مبتلا به سرطان گزارشك
شنده طبيعي را در مقايسه با گروه كهاي  حتي افزايش فعاليت سلول

ي ها سطوح مختلفي از اثر بر رو پروبيوتيك. اند نترل گزارش نمودهك
ها و  ه شامل افزايش سطح سايتوكينكدهند  سيستم ايمني را نشان مي

افزايش  هاي مونونوكلئار، ثير سلولكها، افزايش ت نوگلوبولينوايم
  فعاليتكتحري شنده طبيعي، تعديل خود ايمني وكهاي  فعاليت سلول

  استفاده 16و17.باشد ها مي اختهـي كها و ت تريكه باـمني عليـهاي اي سلول

 بحث

 هايافته
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 ـ با تحريك در تومور اختصاصي هاي لنفوسيت تكثير به مربوط: 1-نمودار  ژن يآنت
  .تومور اختصاصي

 تومـور  اختصاصي هاي لنفوسيت تكثير روي بر روتري لاكتوباسيلوس باكتري اثر گر نشان نمودار
 نـشان  را بـالاتري  تحريـك  انـديكس  تـوجهي  قابل ميزان به كنترل گروه با مقايسه در كه باشد مي
  .)=008/0P ()باشد مي تحريك انديكس نمودار چپ سمت مقياس (دهد مي

  
ه ك ـانـد    مـل غـذايي نـشان داده      كعنوان م  هاي مفيد به   تريكروزانه از با  
. شـود  هاي مختلـف مـي     اهش خطر بيماري  ك بهبودي و    كباعث تحري 

توانـد باعـث     هـا مـي    ه مصرف پروبيوتيك  كدهند   ها نشان مي   اين يافته 
در ايـن مطالعـه مـا خـواص          18و19. سرطان شـوند   ممانعت از پيشرفت  

شي كــ  را بــر روي ســلوللاكتوباســيلوس روتــرينومــدولاتوري وايم
هاي اختـصاصي تومـور در       ثير لنفوسيت كشنده طبيعي و ت   كهاي   سلول
نتـايج مـا افـزايش    . هاي مبتلا به سرطان پستان بررسـي نمـوديم         موش
 . نـشان داد   عـي شنده طبي كهاي   شي سلول ك  توجهي در سطح سلول    قابل
  لوسـلاكتوباسيه ـرف روزانـه مصـكي از آن است ـكج حاضر حاـنتاي

  

  
  
  

  
  

   .(NK cells)هاي كشنده طبيعي  مربوط به سايتوتوكسيسيتي سلول: 2-نمودار
  

هاي كـشنده طبيعـي در دو گـروه كنتـرل و گـروه               گر ميزان سايتوتوكسيسيتي سلول    نمودار نشان 
ميـزان    بـه لاكتوباسـيلوس روتـري  باشـد كـه در گـروه      مـي روتـري لاكتوباسيلوس كننده   دريافت

مقيـاس اعـداد سـمت چـپ        ( تر از گروه كنتـرل اسـت       بيش توجهي ميزان سايتوتوكسيسيتي   قابل
  .)=034/0P ()باشد نمودار درصد سايتوتوكسيسيتي مي

  
 پاسخ قوي كتواند باعث تعديل پاسخ ايمني توسط تحري  ميروتري
شنده طبيعي كهاي  سلول. ده طبيعي شودشنكهاي  شي سلولك سلول

هاي  توانند پاسخ نقش موثري در دفاع از بدن عليه تومور دارند و مي
اگر . ايمني را در افراد با خطر بالاي ابتلا به سرطان را بهبود بخشند

ها برروي  تريكچه، مطالعات ديگري براي يافتن اثرات ديگر اين با
  .سلامت افراد مورد نياز است

طرح تحقيقاتي مصوب  اين مقاله نتيجه بخشي از: زاريسپاسگ
شماره  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران به

  .باشد  مي1389مورخ  10549قرارداد 
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Background: Regarding the immunomodulatory effects of lactobacillus bacteria, this 

study aimed to evaluate the effect of oral administration of Lactobacillus reuteri, as 

probiotic bacteria, on natural killer cell cytotoxicity and tumor-specific lymphocyte 

proliferation in Balb/c mice with breast adenocarcinoma. 

Methods: A total of 30 female mice, aged 6- 8 weeks and with a weight of 

approximately 17- 19 g, were randomly divided into two groups of 15 mice. The case 

group received Lactobacillus reuteri at a dose of 2.7× 108 bacteria in half a milliliter of 

sterile phosphate buffer saline (PBS) and the control group only received PBS. The 

probiotic group received the regimen for two weeks prior to tumor transplantation, as 

they did for 30 days after transplantation with three-day intervals and durations of 

seven days. For the evaluation of natural killer cell cytotoxicity and also tumor-specific 

lymphocyte proliferation response, LDH and BrdU assays were performed respectively 

according to the manufacturers’ instructions. 

Results: The study showed that the mice in the case group which were receiving 

Lactobacillus reuteri had statistically significant differences in the replication of tumor 

-specific lymphocytes, natural killer cell cytotoxicity and delayed hypersensitivity 

responses Compared to the mice in the control group. 

Conclusion: Daily consumption of probiotics seems to regulate the immune system 

and consequently it can be helpful in people with cancer. Moreover, consumption of 

probiotics in healthy individuals can also boost the efficiency of the immune system 

against a variety of abnormalities. 

 
Keywords: Balb/c mouse, breast cancer, cytotoxicity, lactobacillus reuteri, natural 
killer cells, tumor-specific lymphocytes. 
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