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Aims Studies have shown that probiotic bacteria inhibit the onset and progression of carcinogenesis 
through different pathways. Our objective in this study was to determine the effect of probiotic bacteria 
on the expression of growth-related genes Rel A, IKB, and Casp3 in HT29 colon cancer cells
Methods & Materials In this study, the Lactobacillus brevis probiotic bacteria were first cultured, and after 
the supply of media conditioning, they were treated on HT29 cancer cells. The bacterium’s cytotoxic effect 
(bacterial T cells) was investigated using a microculture tetrazolium test (MTT). DNA was extracted from 
the treated cells, and a DNA Ladder assay was performed. Also, the 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
test was performed to show cell apoptosis. After ribonucleic acid  (RNA) extraction and complementary 
DNA (cDNA) preparation to determine the mechanism of the effect of this bacterium on cellular signaling, 
the expression of growth-related genes Rel A, IKB, and Cas3 was measured using a real-time polymerase 
chain reaction (PCR) method.
Findings The microculture tetrazolium (MTT) test showed that L. b bacteria inhibit HT29 cells’ prolifera-
tion, induce apoptosis in these cells, and inhibit Rel A gene proliferation by increasing IKB gene expres-
sion. Also, 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and DNA ladder assay following the treatment of HT29 
cells regarding the mentioned bacteria showed qualitative changes in cell apoptosis. In addition, real-time 
polymerase chain reaction (PCR) results showed that L. b increased Casp3 gene expression in HT29 colon 
cancer cells (P=0.038).
Conclusion Our findings indicate that L. b stimulates the apoptotic cell signaling pathway in HT29 colon 
cancer cells. It can be used as a new treatment strategy or therapy for colon cancer treatment.
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Introduction

n Iran, colon cancer is one of the most common 
cancers related to the digestive system. Regarding 
suffering from this cancer, Iranian men rank third, 
and women rank fourth [1]. In vitro experiments 
showed that probiotics play a role in suppressing 

primary neoplastic ulcer and colon cancer tumors [2]. The 
anticancer effects of probiotics are manifested by prevent-
ing the transformation of procarcinogens into carcinogens, 
binding and inactivating mitogenic compounds, reducing the 
growth of procarcinogenic bacteria (carcinogenic agents), 
reducing the absorption of mitogens, and increasing the 
function of the immune system [3]. Also, one of the func-
tional mechanisms of probiotics, including lactobacilli, is the 
anti-proliferative property of cancer cells, including colon 
cancer, by inducing apoptosis [4].

Colon cancer often develops in the form of polyps on the 
surface of the inner wall of the intestine, which originates 
from the inner lining of the large intestine. These masses 
are usually non-cancerous, but if left untreated, they may 
become colon cancer [5]. Various factors, such as genetic, 
environmental, and dietary factors, can be considered the 
cause of colon cancer [6, 7]. It has been found that pro-neo-
plastic factors are present in the colon of people with colon 
cancer. Evidence has shown that probiotics can play a role 
in the prevention and relief of colon cancer symptoms [8].

 Apoptosis induction in cancer cells depends on the 
activation of PTEN/Akt and NF-kB signaling pathway 
subunits. The activation of the PTEN (tumor suppressor) 
gene in the PTEN/Akt signaling pathway and the Rel A 
gene in the NF-kB pathway inhibits the proliferation of 
colorectal cancer cells, induces apoptosis, and induces M/
G2 cell cycle arrest [9, 10].

NF-KB pathway signaling (activation of Rel A, IKB 
subunits) is involved in cell proliferation, inflammation, 
and apoptosis [11]. The activation of TLR4 signaling 
leads to the activation of MAPK and AKT pathways and, 
finally, the activation of NF-KB (nuclear factor), tran-
scription factors, and APL1 (activator protein) and control 
of the expression of pro-inflammatory cytokines and oth-
er genes related to immunity. TLR4 also activates IRF3 
(interferon regulatory factor) and induces the expression 
of interferon (IFNB) and INF-responsive genes [12].
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Probiotics are live and non-pathogenic microorganisms 
found in some foods that, when sufficient amounts of 
them enter the body, have a positive effect on the host’s 
health. Types of lactic acid bacteria including Lactoba-
cillus species, Bifidobacterium species, Enterococcus 
faecium species, Lactococcus lactis, Leuconostoc me-
santheroides, Pediococcus acid lactic, and Streptococcus 
thermophilus are probiotic microorganisms. Lactobacilli 
and Bifidobacterium are among the most commonly used 
bacteria as probiotics, but some yeasts and other bacilli 
are also used [13].

The belief in the beneficial effects of probiotics is based 
on the fact that intestinal microbial flora plays a protective 
role against various diseases. Probiotics’ main product 
is determined by stabilizing intestinal flora [14]. Parker 
defined probiotics as effective organisms that maintain 
intestinal microbial balance [15]. Probiotic means a prod-
uct containing living and specific microorganisms with a 
sufficient number that colonization in a part of the body 
by creating a balance in the microbial flora and causing 
beneficial effects on the host’s health [16]. 

Wagner et al. stated that Lactobacillus roteri bacteria 
might prevent colorectal cancer by reducing the expres-
sion of nuclear factor of NF-κB (kappaB) dependent gene 
products [17]. The NF-KB transcription factor is one of 
the crucial pathways with fast action and the first response 
factor to harmful cellular stimuli [18]. We aim to investi-
gate the effect of isolated Lactobacillus brevis bacteria on 
expressing growth-related genes Rel A, IKB, and casp3 in 
HT29 colon cancer cells.

Materials and Methods

This experimental-laboratory study was conducted at Ta-
briz Medical Science Microtechnology Research Center 
in 2019. L. b strain (ATCC 13648) was prepared as good 
bacteria (probiotics) in the Bacteria Collection Center of 
the Iran Scientific Research Organization. Also, the HT29 
cell line was designed from Pasteur’s cell collection. Also, 
HT-29 human colon adenocarcinoma grade II cell line in-
side a flask containing 90 cc of RPMI1640 culture me-
dium enriched with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 100 
µL of antibiotics (Penicillin 0.1 μg/μL and streptomycin 
0.1 μg/μL) was cultured in an incubator at 37°C and 5% 
carbon dioxide. Then the cells were passaged according 
to the calculations related to the desired cell concentration 
(seed density) to perform the experiments. The required 
amount of the cell suspension was brought to the desired 
volume by the complete culture medium and was inves-
tigated with a microscope after checking the flask; then, 
they were incubated at 37°C [19].
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The cultivation of L. b bacteria was also carried out in 
a nutrient-liquid culture medium. A total of 68 grams of 
the prepared medium powder was dissolved in one liter 
of distilled water. An autoclave machine sterilized the me-
dium at 121°C for 20 minutes. To prepare bacterial super-
natant, L. b bacteria were cultured in MRS liquid culture 
medium (De Man, Rogosa, and Sharpe agar) and kept in 
an incubator at 37°C for optimal culture.

Microculture tetrazolium (MTT) test

Measuring cell proliferation and survival using a fluo-
rescent marker

The cytotoxic effect of L. b bacteria on the mentioned 
cancer cells was investigated by colorimetric method 
using tetrazolium dye (chemical name 3-[4,5-dimethyl-
thiazol-2yl]-2,5-diphenyl Tetrazolium bromide) which 
is abbreviated as microculture tetrazolium (MTT). The 
MTT investigation aims to measure and reproduce using 
a fluorescent marker compared to the control group. First, 
an appropriate number of HT29 cells are cultured in each 
well (12,000 to 10,000 cells). After 24 h, the wells are 
controlled, and a proper amount of live thermophilus bac-
teria is added. Three different optical density (OD) types 
(0.5, 1, and 1.5) of bacteria are added.

The bar plates are incubated for 4 hours to affect the bac-
teria. The OD of bacteria is measured at a wavelength of 
600 nm. The number of bacteria in OD1 is 8 x 109 cells 
per mL; for OD2, it is 1.6 x 109 cells per mL; for OD1.5, 
it is 1.2 x 109 cells per mL; for OD 5, it is 4 x 108 cells 
per mL. After each incubation, the well’s medium is dis-
carded, and each well is replaced with 200 μL of fresh 
medium and 50 μL of MTT solution (2 mg/mL dissolved 
in phosphate buffer solution preparation [PBS]). Cells not 
treated with bacteria were used as control. Then the plates 
were incubated for another 4 h at 37°C in the dark. After 
that, the MTT solution was replaced with 200 µL of di-
methyl sulfoxide (DMSO) along with 25 µL of Sorenson’s 
buffer (0.1 M glycine, 0.1 M sodium chloride (NaCl) with 
pH 10.5 optimized with 1 M sodium hydroxide [NaOH]). 
Then the plates were shaken for 15 minutes at 37°C. 

To determine the percentage of cell viability (viability 
test), at this stage, the cells are stained with trypan blue 
in such a way that 100 µL of the solution containing the 
cells is taken from under the hood and poured into a 2cc 
tube, and 100 µL trypan blue was added and mixed well. 
Then, cell counting was done using Neobar slides. The 
obtained average was multiplied by 100, and the dilution 
factor in getting the number of cells in one millimeter of 
solution. Optical absorbance was measured at 570 nm 

with an ELISA reader. The percentage of cell survival in 
the negative control group was 100, and the rate of cells 
affected by different concentrations of bacteria was cal-
culated by dividing the absorbance of the treated wells by 
the absorbance of the negative control multiplied by 100. 
A concentration of the tested compounds that reduces the 
percentage of cell life by half was considered an inhibito-
ry concentration (IC50). This value was determined from 
the graph using Excel software [20].

4′,6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) cell staining

The purpose of DAPI staining is the effect of bacteria on 
the degeneration of the nucleus of cancer cells. To directly 
investigate the impact of L. b on HT29 cells, after treating 
all cells with the conditioning medium for 24 hours, the 
supernatant of the cell culture medium was completely 
emptied. They were fixed by adding 60 µL of 4% para-
formaldehyde to each well for 8 minutes. The cells inside 
each well were washed three times with 60 µL of PBS. 
Then PBS was kept inside the wells for 5 minutes each 
time. Then the cells inside each well were permeabilized 
with 60 µLof 0.1% Triton x-100 permeabilizing solution 
for 10 minutes, and then the cells were passaged. Then, 
50 µL of DAPI dye was to the cells inside each well and 
waited for 10 minutes, and it was washed 3 times again 
with PBS for 5 minutes. Then, 50 µL of PBS was poured 
into each well, and the plates were placed in the refrigera-
tor before taking pictures. Then the cells were evaluated 
with an Olympus IX81 inverted fluorescent microscope 
equipped with an Olympus DP70 camera (Olympus 
Corp., Tokyo, Japan) [21].

Extraction of ribonucleic acid (RNA) with Trizol

To extract ribonucleic acid  (RNA), 500 µL of Trizol 
was poured into each well of a 6-well plate and placed 
at room temperature for 20 minutes until the cells were 
completely lysed. Then, the contents of each 6-well con-
tainer were transferred to 2 cc tubes, and about 200 µL of 
chloroform was added to each tube. Then the tubes were 
centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes and transferred 
to new 2 cc tubes. Then, 2.5 times the sample volume of 
cold isopropanol was added to each tube and placed in a 
-70°C freezer for 24 h. Then the tubes were centrifuged 
at 12000 rpm for 10 minutes, and the liquid on the tubes 
was poured out. Then the tubes were dried, and 20 µL of 
diethyl pyrocarbonate (DEPC) was poured into each tube. 
Then OD and their concentration were measured in ng/
mL with a nanodrop device. To check the quality of the 
extracted RNAs, 5 samples were randomly electropho-
resed on a 2% agarose gel for 1 h at 80 V [22].
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Complementary DNA (cDNA) synthesis

One μg of total RNA reverse transcribed with 0.2 μM 
universal hexamer primer. Then 1 µL (10 mM) of deoxy-
nucleotide triphosphate (dNTP) and DEPC water were 
mixed and incubated at 65°C for 5 minutes. Then put it 
on ice and add 5 units of reverse transcriptase (RT) (Mo-
loney murine leukemia virus [MMLV]) enzyme, 1x buf-
fer for Moloney murine leukemia virus (MMLV) RT (one 
unit per µL of ribonuclease [RNase] inhibitor), and at the 
end, the total volume of each tube was 20 µL. Then the 
tubes were placed in the thermocycler machine, and the 
program was given for 10 minutes at 25°C, 60 minutes at 
42°C, and 10 minutes at 72°C to synthesize cDNAs.

Extraction of genomic DNA of L. b bacteria

The culture medium containing bacteria was transferred 
to 2 cc tubes and centrifuged at 10000 rpm for 5 minutes. 
The supernatant of the tubes was poured out, and then 800 
µl of lysis buffer containing sodium hydroxide and safety 
data sheet (SDS) was added to each tube. Then the tubes 
were placed in a Bain-Marie at 85°C for 30 minutes. In 
the next step, the tubes were placed in a freezer at -70°C 
for 10 minutes and then placed in a Bain-Marie at 85°C 
for 5-6 minutes. Then 700 µL of chloroform-isoamyl al-
cohol solution, containing 24 cc of chloroform and 1 cc 
of isoamyl alcohol, was added to each of the tubes, and in 
the next step, the tubes were centrifuged at 12000 rpm for 
5 minutes. Then, the supernatant of the tubes containing 
DNA was transferred to new 2 cc tubes, then 1.5 times the 
volume of cold isopropanol was added to the new tubes, 
and they were placed in a freezer at -70°C overnight. 

Then, the samples were centrifuged at 12000 rpm for 5 
minutes, the supernatant was thrown out, and after drying, 
50 µL of DNAs-free deionized distilled water was added 
to each tube.

Design primer

The primers used were designed by Oligo5 software and 
BLAST by the NCBI website. Tekaposist synthesized the 
primers (Table 1).

Real-time PCR reaction (BIO-RAD iQ5, USA) was 
performed in 3 replicates and according to the tempera-
ture program (Table 2). They were poured into special 
real-time PCR tubes, 1 µL of cDNA and 19 µL of Cyber-
green Mastermix containing 1 µL of forward primer (0.2 
μM), 1 µL of reverse primer (0.2 μM), 7 µL of DEPC and 
10 µL of Mastermix 1x real-time. Then the tubes were 
placed in the real-time PCR machine, and the machine 
was run. The GAPDH gene was considered an internal 
control gene. 

Statistical analysis

Regarding the results obtained for the expression level 
of genes, first, the obtained CTs for each gene were calcu-
lated by the 2-∆∆CT formula. Then, the average (repeat-
ed three times) of the obtained results was calculated by 
SPSS statistical software in each group. Then, the normal 
distribution of the results was checked by the Shapiro-
Wilks test. A one-way analysis of variance (ANOVA) sta-
tistical test was used in data analysis. The least significant 
difference (LSD) test was used to compare the groups’ 
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Table 1. Primer sequences of target and reference genes

Primer TmPCR Product Size 
(bp)PrimerPrimer Name (Accession No.)

59.46
85

5′-AGCCCCCAGTCTGTATCCTT -3′IKB -F

59.975′-AGT TGA AGT TGC CGT CAG -3′IKB Universal reverse primer

60.11
95

5′-CATCACACCACCTGACCAA-3′Casp3-F

59.895′-CTCAAATGCACCCGAGAAA-3′Casp3-R

60.26
95

5′-TCAATGGCTACACAGGACCAG-3′REL A -F

60.745′-TCACACACTGGATTCCCAGGT-3′REL A -R

60.60
99

F: 5′ -CGGTGGATCCCCTTTATTG-3′GAPDH-F

59.30R: 5′-CTAACCAGGAATTCCGATG-3′GAPDH-R

PCR: Polymerase chain reaction. 

Real-time reverse transcriptase (RT)-polymerase chain reaction (PCR) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://takapouzist.com/farsi/
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mean. The tests were considered significant when the P 
value was less than 0.05. Then the expression ratio of 
each gene compared to the reference gene was calculated.

Results

Lactobacillus lethality on HT29 cell line

The number of cells required for the experiment was 
first optimized to investigate the lethal effect of L. b bac-
teria on HT29 cells. The mentioned cells were cultured 
in 10,000 cells per 96-well plate. Then these cells were 
incubated at 37°C. A day later, when the number of cells 
reached 20,000, i.e., 2 times, they were adjacent to in-
creasing concentrations of bacteria. After 4 hours of being 
adjacent to the supernatant medium called conditioned 
media, they were filtered and added to new cells at dif-
ferent times. For each concentration of bacteria, 3 repli-
cations were considered, and 3 h were not treated with 
a conditioned environment as control. The results were 
obtained after 12, 24, and 48 h of treating the cells with 
a conditioned medium, L. b. Figure 1 and 2 shows the 
results of MTT.

HT29 cells were affected by different concentrations of 
L. b bacteria. During 48 hours of incubation of HT29 cells 
with L. b bacteria, a specific IC50 value was obtained 
with a concentration of od=0.5. Also, after the cells’ treat-
ment, DAPI staining was done on the cells to check the 
apoptosis. Figure 2 shows stained and unstained cells im-
aged by light and fluorescent microscopy.

The treated cells entered apoptosis and formed smaller 
nuclei than untreated cells with a bacterial condition-
ing medium. A: Normal light microscopic healthy cells 
(HT29 cells grow normally). B: Healthy cells without 
normal light microscopy (HT29 cells undergo apop-
tosis or death under the influence of L. b bacteria). C: 
DAPI-stained cells under the fluorescent microscope 

and healthy without treatment with conditioned medium 
(shows the nucleus of HT29 cells, which are seen in blue 
with DAPI staining and without any change in a spheri-
cal shape). D: The nucleus of apoptotic cells stained with 
DAPI under a fluorescent microscope with fragmented 
nuclei (shows the nucleus of HT29 cells that are swollen 
and fragmented).

Polymerase chain reaction (PCR) for 16S rDNA gene 
of L. b bacteria

  16S rDNA gene was used to confirm and determine the 
molecular identity of L. b by PCR. After PCR, the ampli-
fied fragment for the 16S rDNA gene is 1500 bp. After 
PCR, the product was electrophoresed in 2% agarose 
(Figure 3). A sharp band indicates specific amplification.

To perform this test, the cells were treated in 6-well 
plates with IC50 concentrations of the culture medium 
(condition) of L. b bacteria, and then the test was per-
formed (Figure 4).

It shows that along with the increase in the concentra-
tion of cDNAs, the samples with higher concentrations in 
lower cycles have reached the threshold. Since all factors 
except the number of cDNAs in the samples are constant, 
it is clear that the obtained CTs depends only on the con-
centration of cDNAs, which indicates the correctness of 
the work P=0.038.

Figures 2, 3, and 4 show the expression level of Rel A, 
IKB, and casp3 genes in the co-culture of HT29 colon 
cancer cells with L. b bacteria. They were treated indi-
vidually for 12, 24, and 48 h and the number of changes in 
HT29 gene expression was measured by real-time PCR. 
All experiments were repeated three times, and P<0.05 
was considered significant (***) (Figure 5). 

Table 2. Real-time polymerase chain reaction (PCR) program of studied genes

Number of Cycles Steps Temperature Time

1 Initial separation 94°C 10 min

40

Separation 94°C 15 s

Mating 59 30 s

Elongation 72°C 25 s

1 Final elongation 72°C 5 min

Adeli H, et al. Effect of Lactobacillus Brevis Bacteria on the Expression. Intern Med Today. 2022; 28(3):330-353
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The expression of the Rel A gene in the HT29 cell line 
was evaluated after different dosages and throughout 12 
to 48 h. The results showed that Rel A gene expression has 
a significant relationship in the first 48 h.

They were treated individually for 12, 24, and 48 h, and 
the number of changes in HT29 gene expression was 
measured by real-time PCR. All experiments were re-
peated three times, and P<0.05 was considered significant 
(***) P=0.038 (Figure 6).

The expression of the IKB gene in the HT29 cell line 
was evaluated after different dosage proximity and in 12, 
24, and 48 h. The results showed that the expression of 
the IKB gene has a significant relationship in the first 48 
h P=0.042.

They were treated individually for 12, 24, and 48 h and 
the number of changes in HT29 gene expression was 
measured by real-time PCR. All experiments were re-
peated three times, and P<0.05 was considered significant 
(Figure 7).

The expression of the casp3 gene in the HT29 cell line 
was evaluated after different dosages and for 12 to 24 h. 
The results showed that casp3 gene expression has a sig-
nificant relationship in the first 48 h (P=0.038).

They were treated individually for 12, 24, and 48 h 
and the number of changes in HT29 gene expression 
was measured by real-time PCR. All experiments were 
repeated three times, and P<0.05 was considered signifi-
cant, P=0.038 (Figure 7).

Figure 1. Effect of the conditioned culture medium of L. b bacteria on cell viability after 12 h of incubation

Figure 2. 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining of treated cells after 48 h of treatment with conditioning medium

Adeli H, et al. Effect of Lactobacillus Brevis Bacteria on the Expression. Intern Med Today. 2022; 28(3):330-353
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Figure 3. DNA extracted from the bacterial sample on 1% aga-
rose gel

Figure 4. Agarose electrophoresis of the 16s RDNA gene of L. 
b bacteria

Real-time polymerase chain reaction (PCR) Results

Figure 5. Polymerase chain reaction (PCR) standard curve

Adeli H, et al. Effect of Lactobacillus Brevis Bacteria on the Expression. Intern Med Today. 2022; 28(3):330-353
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Discussion 

Among all probiotics, Lactobacillus family bacteria, 
such as Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, 
and Lactobacillus delborki are among the vital compo-
nents of the normal intestinal flora of humans and ani-
mals. In addition, the role of lactobacilli probiotics in fa-
cilitating the treatment of colorectal cancer is well known, 
which is consistent with our study [23, 24].

The current study evaluated the effect of L. b in prevent-
ing metastasis of colon cancer cells. The results of the 
MTT test showed that L. b inhibited the proliferation of 
HT29 cells and induced apoptosis in these cells, and in-
hibited the proliferation of the Rel A gene by increasing 
the expression of the IKB gene in these cells. The DAPI 
and DNA ladder assay results obtained from treating 
HT29 cells with the mentioned bacteria showed qualita-
tive changes in cell apoptosis. In addition, real-time PCR 

results showed that L. b bacteria increased Casp3 gene 
expression in HT29 colon cancer cells. 

According to the studies of al. Choi et al. showed that 
heat-killed Lactobacilli, including Lactobacillus acidoph-
ilus, L. b, and Lactobacillus casei, decreased the viability 
of cancer cell lines. In the current study, L. b decreased 
the viability of the HT-29 cell line; therefore, Choi et al.’s 
study is consistent with our study [25].

According to the studies conducted by Taverniti et al., 
in Lactobacillus plantarum and Lactobacillus casei, Lac-
tobacillus bulgaricus decreased the viability of HT-29 and 
Caco-2 cells. It is consistent with our study [26]. 

Kim et al. suggested that compounds derived from pro-
biotic bacteria can inhibit several cancers. Proteome anal-
ysis found that several proteins are involved in autopha-

Figure 6. Rel a gene expression in HT29 cells under the influence of L. b bacteria

Figure 7. IKB gene expression in HT29 cells under the influence of L. b bacteria P=0.042

Adeli H, et al. Effect of Lactobacillus Brevis Bacteria on the Expression. Intern Med Today. 2022; 28(3):330-353
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gy-mediated cell death, including GRP78 and Beclin-1, 
which are regulated by extracellular polysaccharides [27]. 

In a study, Salva et al. showed that probiotic lactobacilli 
also protected against cyclophosphamide-induced mylo-
phosphamide suppression in animal models, leading to 
improved resistance to Candida albicans. As a result, pro-
biotics have been proposed as a way to reduce immuno-
suppression in cancer patients [28]. 

Another study that confirms the current study was con-
ducted by Sheng et al. They used Lactobacillus planta-
rum as a probiotic bacterium on HT29 cancer cells and 
introduced the PTEN pathway as the apoptosis pathway 
of cancer cells [29]. 

Chiu et al. also showed with their research that the 
soluble compounds secreted from Lactobacillus casei 
and Rhamnosus induce apoptosis in monocytic leukemia 
cells; as a result, probiotics can be considered a safe agent 
to fight cancer without any side effects, which is consis-
tent with our study [30]. 

Liu & Pan also used ten native Lactobacillus strains in 
Taiwan and two lactic acid bacteria. They used cytoplasmic 
components and heat-killed bacteria on colon and breast 
cancer cell lines for their experiments. Their results showed 
that the inhibitory effect differs depending on the strain 
type, but the cells killed by heat decreased the viability per-
centage. In this study, L. b decreases the viability rate of the 
HT-29 cell line, which is consistent with our study [31]. 

Iyer et al. found that Lactobacillus roteri inhibited NF-
κB induced by TNF activity in a dose- and time-depen-
dent manner [32].

Pan et al. analyzed the effects of oral administration of 
Lactobacillus acidophilus bacteria on colorectal cancers in 
mice. The results indicated that Lactobacillus acidophilus 
reduced the severity of colorectal carcinogenesis and, on 
the other hand, increased programmed cell death in treat-
ed mice. In the current study, L. b also reduced colorectal 
carcinogens, which is consistent with our study [33].

 In a study of clinical trials, Liu et al. showed the effect 
of probiotics in reducing infectious complications after 
surgery in colorectal cancer patients. Similarly, functional 
and quality-of-life health-related outcomes were sig-
nificantly improved in patients undergoing resection for 
colorectal cancer treated with Lactobacillus acidophilus 
and Bacillus subtilis [34].

By investigating the effect of L. b on improving gas-
tric gastritis caused by Helicobacter pylori infection in a 
mouse model, Orcid et al. showed that in infected groups, 
after treatment with L. b, inflammation was reduced and 
recovery was achieved. The rate of Helicobacter pylori 
infection eradicated in the treatment group showed a de-
crease in inflammation after tissue examination. In the 
current study, L. b reduces colorectal carcinogens and 
HT-29 cell line; therefore, the results of their study are 
consistent with our study [35].

Figure 8. Level of Casp3 gene expression in HT29 cells under the influence of L. b bacteria

Adeli H, et al. Effect of Lactobacillus Brevis Bacteria on the Expression. Intern Med Today. 2022; 28(3):330-353
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Conclusion

Our findings show that L. b stimulates the cell signaling 
pathway of apoptosis in HT29 colon cancer cells and can 
be used as a new therapeutic strategy or adjuvant therapy 
for the treatment of colon cancer.
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می کنند.  مهار  مختلف  مسیرهای  ازطریق  را  سرطان زا  عوامل  پیشرفت  و  شروع  پروبیوتیک  باکتری های  که  داده اند  نشان  مطالعات  اهداف 

سلول های  در   Casp3 و   Rel A, IKB رشد  با  مرتبط  ژن های  بیان  بر  جداسازی شده  برویس  لاکتوباسیلوس  باکتری  تأثیر  بررسی  ما  هدف 

سرطانی کولون HT29 می باشد

مدیا  کاندیشن  تهیه  از  پس  و  شدند  داده  کشت  برویس  گونه  لاکتوباسیل  پروبیوتیک  باکتری های  ابتدا  مطالعه  این  طول  در  روش ها  و  مواد 

MTT assay (Microculture Tetrazo- روش  از  استفاده  با  باکتری  سلولی  سمیت  اثر  شدند.  تیمار   HT29 سرطان سلول های  روی   بر 

گرفت  صورت   DNA Ladder assay تست  و  شد  انجام  تیمارشده  سلول های  از   DNA استخراج  با  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   (lium Test
این  تأثیر  مکانیسم  تعیین  برای   cDNA تهیه  و   RNA استخراج  از  پس  شد.  انجام  سلولی  آپوپتوز  دادن  نشان  برای   DAPI تست  همچنین 

باکتری بر سیگنالینگ سلولی، بیان ژن های مرتبط با رشد Rel A, IKB( ،Cas3) به روش Real-time PCR موردسنجش قرار گرفت.

و  کرده  مهار  را   HT29 سلوله ای  تکثیر  برویس  لاکتوباسیلوس  باکتریه ای  که  داد  نشان    MTT آزمایش  از  حاصل  نتایج  یافته ها 

می کنند.  مهار  سلول ها  این  در   IKB ژن  بیان  افزایش  ازطریق  را   Rel A ژن  تکثیر  و  می شوند  سلول ها  این  در  آپوپتوز  القای  سبب 

را  سلولی  آپوپتوز  کیفی  تغییرات  ذکرشده،  باکتری های  با   HT29 سلول های  تیمار  از  حاصل   DNA ladder assay و  دپی  نتایج 

در   casp3 ژن  بیان  افزایش  سبب  برویس  لاکتوباسیلوس  باکتریهای  که  داد  نشان   Real-time PCR نتایج  این،  علاوه بر  داد.  نشان 

(P=0/038( شد HT29 سلول های سرطانی کولون

 HT29 کولون  سرطانی  سلول های  در  آپوپتوز  سلولی  سیگنالینگ  مسیر  برویس  لاکتوباسیلوس  که  می دهد  نشان  ما  یافته های  نتیجه گیری 

را تحریک کرده و می توان درجهت استراتژی جدید درمانی و یا اجوانت تراپی برای تیمار سرطان کولون استفاده کرد.

کلیدواژه ها: 
سرطان کلولون، باکتری 
لاکتوباسیلوس برویس، 

بیان ژن
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مقدمه

سرطان  ایران،  در  گوارش  دستگاه  سرطان  انواع  شایع ترین  از  یکی 

در  و  سوم  رتبه  ایرانی  مردان  در  بروز  ازنظر  که  است  بزرگ  روده 

آزمایشات  در   .]1[ است  داده  اختصاص  خود  به  را  چهارم  رتبه  زنان 

اولیه  زخم  سرکوب  در  پروبیوتیک ها  که  شده  داده  نشان  برون تنی 

دارند  نقش  بزرگ  روده  سرطانی  تومورهای  و  اولیه  نئوپلاستیک 

تبدیل  از  جلوگیری  ازطریق  پروبیوتیک ها  ضدسرطانی  اثرات   .]2[

ترکیبات  کردن  غیرفعال  و  اتصال  کارسینوژن،  به  پروکارسینوژن 

)عوامل  پروکارسینوژنز  باکتری های  رشد  کاهش  میتوژنی، 

سیستم  عملکرد  افزایش  و  میتوژن ها  جذب  کاهش  سرطان زا)، 

عملکردی  مکانیسم های  از  یکی  همچنین   .]3[ می باشد  ایمنی 

ضدتکثیری  خاصیت  لاکتوباسیلوس ها  ازجمله  پروبیوتیک ها 

است  آپوپتوز  القای  با  کولون  سرطان  ازجمله  سرطانی،  سلول های 

داخلی  جداره  سطح  در  پولیپ  شکل  به  اغلب  کولون  سرطان   .]4[

است.  بزرگ  روده  داخلی  پوشش  آن  منشأ  که  می شود  ایجاد  روده 

نشوند  درمان  اگر  ولی  هستند،  غیرسرطانی  معمولا  توده ها  این 

ممکن است به سرطان کولون تبدیل شوند ]5[. 

غذایی  رژیم  و  محیطی،  ژنتیکی،  عوامل  مثل  مختلف  عوامل 

شوند  گرفته  درنظر  بزرگ  روده  سرطان  عامل  به عنوان  می توانند 

در  پیش نئوپلاستیک  عوامل  که  است  شده  داده  نشان   .]7  ،6[

نشان  شواهد  دارند.  وجود  کولون  سرطان  به  مبتلا  افراد  کولون 

و  پیشگیری  عوامل  به عنوان  می توانند  پروبیوتیک ها  که  داده اند 

القـاي   .]8[ باشند  داشته  نقش  کولون  سرطان  علائم  تسکین 

شـدن  فعـال  بـه  وابسته  سرطانی  سـلول هـاي  در  آپوپتـوز 

 NF- kB و   PTEN/Akt پیام رسانی  مسـیرهاي  زیرواحـدهاي 

در  تومــور)  مهارکننــده   (PTEN ژن  شـدن  فعـال  می باشـد. 

 NF- kB مسیر  در   Rel A ژن  و   PTEN/Akt سیگنالینگ  مسیر 

القـاي  کولورکتـال،  سـرطانی  سلول هاي  تکثیر  مهـار  باعث   ،

 .]10  ،9[ می شود  سلولی  چرخه   M/G2 توقف  القــاي  آپوپتـوز، 

 IKB,RelA( زیرواحدهاي  )فعـال شدن   NF- KB مسیر)  پیام رسانی 

فعال شدن  از   .]11[ دارد  نقش   ، آپوپتـوز  و  التهـاب  سلولی،  تکثیر  در 

 MAPK، AKT مسیرهای  فعال شدن  به  منجر   TLR4 سیگنالینگ 

NF-KB) nuclear factor، (transcrip- فعال شدن درنهایت   و 

بیان  کنترل  و   (APL1 (activator protein و   tion factores
ایمنی  با  ارتباط  در  ژن های  دیگر  و  پیش التهابی  سایتوکاین های 

 IRF3( فعال شدن  سبب  همچنین   TLR4 سیگنالینگ  می شود، 

Iinter- ژن های  بیان  القای  و   (interferon regulatory factor
پروبیوتیک ها   .]12[ می شود   INF-responsive و   feron( (IFNB
مواد  بعضی  در  موجود  غیربیماری زای  و  زنده  میکروارگانیسم های 

شوند،  بدن  وارد  آن ها  از  کافی  مقادیر  وقتی  که  هستند  غذایی 

باکتری های  انواع  می گذارند،  میزبان  سلامت  بر  مثبتی  تأثیر 

گونه های  لاکتوباسیلوس،  گونه های  شامل  لاکتیک  اسید 

لاکتوکوکوس  فیشیوم،  انتروکوکوس  گونه های  بیفیدوباکتریوم، 

اسیدیلاکتی،  پدیوکوکوس  مزانتروئیدس،  لوکونوستوک  لاکتیس، 

پروبیوتیک  میکروارگانیسم های  از  ترموفیلوس  استرپتوکوکوس 

متداول ترین  از  بیفیدوباکتریوم  و  لاکتوباسیل ها  می باشند. 

بعضی  اما  می باشد؛  پروبیوتیک  به عنوان  مورداستفاده  باکتری های 

از مخمرها و دیگر باسیل ها نیز مورداستفاده قرار می گیرند ]13[.

اين  پايه  بر  پروبيوتيك ها،  مفيد  اثرات  مورد  در  موجود  باور   

محافظـت كننده  نقـش  روده  ميكروبـي  فلور  كه  دارد  قرار  واقعيت 

اصلي  اثر  مي دهد؛  نشـان  خـود  از  مختلـف  بيمـاري هـاي  برابر  در 

مي شود  مشخص  روده  فلـورميكروبي  تثبيـت  با  پروبيوتيك ها 

در  که  ارگانیسم هایی  به عنوان  را  پروبیوتیک ها  پارکر   .]14[

واژه   .]15[ کرد  تعریف  هستند،  مؤثر  روده  میکروبی  تعادل  برقراری 

و  زنده  میکروارگانیسم های  حاوی  محصولی  به معنای  پروبیوتیک 

در  کولونیزاسیون  به وسیله  که  می باشد  کافی  تعدادی  با  مشخص 

اعمال  باعث  میکروبی  فلور  در  تعادل  ایجاد  ازطریق  بدن  از  بخشی 

همکاران  و  ]16[. واگنر  می شود  میزبان  سلامتی  بر  مفید  اثرات 

روتری  لاکتوباسیلوس  باکتری های  که  کردند  بیان  سال2009  در 

محصولات  بیان  کاهش  ازطریق  را  کلورکتال  سرطان  است  ممکن 

پیشگیری   NF- κB (kappaB) هسته ای  فاکتور  به  وابسته  ژنی 

مسیرهاي  مهم ترین  از  یکی   ،NF- KB  رونویسی فاکتور   .]17[ کند 

سلولی  محرك هاي  به  پاسخ گو  عامل  اولین  و  سریع  عمل  داراي 

لاکتوباسیلوس  باکتری  تأثیر  بررسی  ما  هدف   .]18[ می باشد  مضر 

 Rel A, IKB رشد  با  مرتبط  ژن های  بیان  بر  جداسازی شده  برویس 

و Casp3 در سلول های سرطانی کولون  HT29 می باشد.

موادو روش ها

مرکز  در  و  می باشد،  آزمایشگاهی  تجربی  نوع   از  که  مطالعه  این 

سال  در  تبریز  پزشکی  علوم  دانشگاه  دارویی  ریزفناوری  تحقیقات 

برویس  لاکتوباسیلوس  باکتری  سویه  است.  شده  انجام   1398

مرکز  از  )پروبیوتیک)  مفید  باکتری های  13648)به عنوان   ATCC(

ایران  صنعتی  و  علمی  پژوهش های  سازمان  باکتری های  کلکسیون 

پاستور  انیستوی  سلول  کلکسیون  از   HT29 سلولی  رده  و  شد  تهیه 

HT-29 hu- انسانی کولون  آدنوکارسینوم  سلولی  رده  شد.   تعیین 

فلاسک  داخل  در   man colon adenocarcinoma grade II
 10 با  غنی شده   RPMI1640 کشت  محیط  سی سی   90 حاوی 

 100  ،(Fetal Bovine Serum( FBS گاوی  جنین  سرم  درصد 

0.1μg/μL and strepto-  penicillin آنتی بیوتیک  )ماکرولیتر 

درجه   37 دمای  شرایط  در  انکوباتور  در   (μg/μL  0.1  mycin
سپس  شد.  داده  کشت  درصد   5 دی اکسیدکربن  و  سانتی گراد 

غلظت  به  مربوط  محاسبات  باتوجه به  شد.  داده  پاساژ  سلول ها 

از  نیاز  مورد  مقدار  آزمایشات،  انجام  برای  موردنظر  سلولی1  مناسب 

موردنظر  حجم  به  کامل  کشت  محیط  توسط  سلولی  سوسپانسیون 

میکروسکوپ،  توسط  موردنظر  فلاسک  بررسی  از  بعد  و  شد  رسانده 

1. Seedind density

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون
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شدند  انکوبه  درجه   37 انکوباتور  در  سپس  گرفت  قرار  بررسی  مورد 

مایع  کشت  محیط  در  نیز  لاکتوباسیلوس  باکتری  کشت   .]19[

یک  در  را  محیط  آماده  پودر  از  گرم   68 مقدار  شد  انجام  نوترینت 

دستگاه  توسط  را  موردنظر  محیط  سپس  و  کرده  حل  مقطر  آب  لیتر 

دقیقه   20 به مدت  و  سانتی گراد  درجه   121 دمای  در  اتوکلاو 

باکتری های  باکتری ها،  سوپرناتانت  تهیه  برای  کردیم.  استریل 

 MRS (De مایع  کشت  محیط  در   Lactobacillus brevis i
(Man, Rogosa and Sharpe agar کشت داده شدند و جهت 
نگه داری  سانتی گراد  درجه   37 دمای  با  انکوباتور  در  بهینه  کشت 

شدند.

 )MTT) Microculture Tetrazolium Test تست

)سنجش تکثیر و بقای سلول با استفاده از نشان گر فلورسنت)

روی  بر  برویس  لاکتوباسیلوس  باکتری  سلولی  سمیت  اثر 

استفاده  با  رنگ سنجی،  روش  با  شده  ذکر  سرطانی  سلول های 

3-(4,5-dimethylthiazol- شیمیایی  نام  با  تترازولیوم  رنگ  از 

اختصاراً  که   2yl)-2,5-dipheny Tetrazolium bromide
با  تکثیر  و  سنجش   MTT بررسی  از  هدف  می شود.  نامیده   MTT
کنترل  گروه  با  مقایسه  در  که  می باشد  فلورسنت  نشانگر  از  استفاده 

هریک  در   HT29 سلول هایی  از  مناسبی  تعداد  ابتدا  شد.  بررسی 

سلول   10000 تا   12000( می شوند  داده  کشت  چاهک ها  از 

مقدار  و  شده  کنترل  چاهک ها  ساعت   24 از  بعد  چاهک)  هر  در 

می شود  افزوده  چاهک ها  به  زنده  ترموفیلوس  باکتری  از  مناسبی 

1و   ،0/5 می شود  افزوده  باکتری  مختلف   OD نوع   3 چاهک ها  به 

انکوبه  باکتری ها  تأثیر  جهت  ساعت   4 به مدت  بارپلیت ها   1/5

اندازه گیری  نانومتر   600 موج  طول  در  باکتری ها   OD می شوند. 

در  سلول   8×109 با  است  برابر   OD1 در  باکتری   میزان  است،  شده 

 1/6×109 با  است  برابر   OD2 برای  میزان  این  است.  میلی لیتر  هر 

 1/2×109 با  است  برابر   5  .OD1 برای  میلی لیتر،  هر  در  سلول 

در  سلول   4×108 می شود   5  .OD برای  و  میلی لیتر  هر  در  سلول 

چاهک ها  داخل  محیط  انکوباسیون  زمان  هر  از  پس  میلی لیتر.  هر 

 50 و  تازه  محیط  میکرولیتر   200 با  خانه  هر  و  شده  ریخته  دور 

در  حل شده  میلی لیتر  در  میلی گرم   2(  MTT محلول  میکرولیتر 

به عنوان  باکتری  با  تیمارنشده  سلول  می شود.  جایگزین   (PBS
دیگر  ساعت   4 به مدت  پلیت ها  سپس  شدند.  برده  به کار  کنترل 

از  پس  شدند.  انکوبه  تاریکی  در  و  سانتی گراد  درجه   37 دمای  در 

Dimethyl sulfoxide(( میکرولیتر   200 با   MTT محلول  آن، 

 M )گلایسین  سورنسون  بافر  میکرولیتر   25 به همراه   DMSO
 NaOH M با  شده  دارای  H 10/5بهینه   0/1  Nacl M  ،0/1

 37 دمای  در  دقیقه   15 به مدت  پلیت ها  سپس  شد.  جایگزین   (1

درجه سانتی گراد شیک شدند.

سلول ها  مرحله  دراین  سلول ها2  بودن  زنده  درصد  تعیین  برای 

2. Viability test

ماکرولیتر   100 که  شکل  این  به  شده،  رنگ آمیزی  بلو  تریپان  با 

 2 تیوب  داخل  و  برداشته  هود  زیر  از  را  سلول ها  حاوی  محلول  از 

خوبی  به  و  افزوده  بلو  تریپان  ماکرولیتر   100 و  شد  ریخته  سی سی 

انجام  سلولی  شمارش  نئوبار  لام  از  استفاده  با  بعد  شد.  مخلوط 

کرده  رقت  ضریب  و   100 ضرب در  را  آمده  به دست  میانگین  شد. 

جذب  آمد.  به دست  محلول  میلی متر  یک  در  سلول ها  تعداد  که 

سنجیده  ریدر  الیزا  دستگاه  با  نانومتر   570 موج  طول  در  نوری 

و  منظور   100 منفی  کنترل  گروه  در  سلولی  بقای  درصد  شد. 

باکتری  مختلف  غلظت های  تحت تأثیر  که  سلول هایی  بقاء  درصد 

جذب  به  شده  تیمار  چاهک های  جذب  تقسیم  با  بودند  گرفته  قرار 

ترکیبات  از  غلظتی  شد.  محاسبه   100 ضرب  در  منفی  کنترل 

دهد،  تقلیل  نصف  به  را  سلولی  حیات  درصد  که  آزمایش  مورد 

با  نمودار  روی  از  مقدار  این  شد.  گرفته  نظر  در   50  IC به عنوان 

استفاده از نرم افزار اکسل تعیین شد ]20[.

رنگ آمیزی سلولی دپی3

رفتن  تحلیل  روی  بر  باکتری  تأثیر  دپی،  رنگ آمیزی  از  هدف 

مستقیم  بررسی  برای  می باشد.  سرطانی  سلول های  هسته 

همه  تیمار  از  بعد   ،HT29 سلول های  بر  برویس  اثرلاکتوباسیلوس 

رویینی  مایع  ساعت   24 به مدت  کاندیشن  محیط  با  سلول ها 

ماکرولیتر  افزودن60  با  و  شد  خالی  کاملًا  را  سلول ها  کشت  محیط 

فیکس  دقیقه   8 به مدت  چاهک  هر  به  درصد   4 پارافرمالدهید 

Phos-( ماکرولیتر   60 با را  چاهک  هر  داخل  سلول های   شدند. 

(phate Buffer Solution Preparation

در  را   PBS دقیقه   5 بار  هر  و  شد  داده  شست وشو  بار   3  PBS
با  چاهک  هر  داخل  سلول های  سپس  شد.  داشته  نگه  چاهک ها  داخل 

ایکس  تریتون   100-Triton x نفوذپذیرکننده  محلول  ماکرولیتر   60

پاساژ  سلول ها  سپس  نفوذپذیرشدند؛  دقیقه   10 به مدت   %0.1  ،100

رنگ   ماکرولیتر   50 چاهک  هر  داخل  سلول های  به  بعد  شدند.  داده 

به مدت  و  ریخته  را   (DAPI4’,6-diamidino-2-phenylindole) 
شستشو  دقیقه   5 به مدت   PBS با  بار   3 دوباره  و  کرده،  صبر  دقیقه   10

پلیت ها  و  ریخته   PBS ماکرولیتر   50 چاهک  هر  داخل  بعد  و  شد  داده 

با  سلول ها  شدند.  قرارداده  یخچال  داخل  عکس برداری،  از  قبل  تا 

Olym-به مجهز   Olympus IX81 invert فلورسانت  میکروسکوپ 

pus DP70 camera  Olympus Corp., Tokyo, Japan) مورد 
ارزیابی قرار گرفتند ]21[.

استخراج RNA با ترایزول 

هر  در  باکتری  با  تیمارشده  سلول های  به   RNA استخراج  برای 

دقیقه   20 و  ریخته  ترایزول  ماکرولیتر   500 خانه،   6 پلیت  چاهک 

سپس  شوند؛  لیز  کاملاً  سلول ها  تا  شدند  داده  قرار  اتاق  دمای  در 

سی سی   2 تیوب های  به  را  خانه   6 پلیت  چاهک  هر  محتویات 

3.Dapi staining

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون
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ماکرولیتر   200 حدود  تیوب ها  از  هرکدام  به  سپس  شده  منتقل 

 12000 در  دقیقه   10 به مدت  تیوب ها  سپس  شد.  اضافه  کلروفرم 

شدند.  منتقل  جدید  سی سی   2 تیوب های  به  و  شد  سانتریقیوژ  دور 

افزوده  سرد  ایزوپروپانول  نمونه  حجم  برابر   2/5 تیوب  هر  به  بعد 

سپس  گرفت.  قرار  درجه   -70 فریزر  در  ساعت   24 به مدت  و  شده 

و  کرده  سانتریفیوژ  دور   12000 در  دقیقه   10 به مدت  را  تیوب ها 

بعد  و  شده  خشک  تیوب ها  شد.  ریخته  بیرون  تیوب ها  روی  مایع 

و   OD سپس  ریخته   DEPC ماکرولیتر   20 تیوب ها  از  هرکدام  به 

دراپ  نانو  دستگاه  با  میلی لیتر  بر  نانوگرم  برحسب  آن ها  غلظت 

 5 استخراج شده،  RNAهای  کیفیت  بررسی  به منظور  شد.  سنجیده 

ساعت   1 برای  درصد   2 آگاروز  ژل  روی  تصادفی  به صورت  نمونه 

در ولتاژ 80 ولت الکتروفورز شد ]22[.

CDNA سنتز

هگزامر  ماکرومولار   0/2 با  که   total RNA از  میکروگرم   1

ماکرولیتر  یک  و  شود  می  معکوس  رونویسی   universal پرایمر 

با حرارت 65 درجه  و  آب DEPC مخلوط شده  و   10mM( dNTP(

 5 سپس  و  داده  قرار  یخ  روی  بعد  شدند،  انکوبه  دقیقه   5 به مدت 

 (1x) buffer for MMLV RT بافر   RT(MMLV) آنزیم  یونیت 

انتها  در  و  شده  افزوده  را   RNase مهارگر  ماکرولیتر  بر  یونیت  یک 

دستگاه  در  تیوب ها  بعد  شد.  ماکرولیتر   20 تیوب  هر  کلی  حجم 

درجه،   25 دقیقه  برنامه:10  دستگاه  به  و  شد  داده  قرار  ترموسایکلر 

 cDNA تا  شد  داده  درجه   72 دقیقه   10 و  درجه   42 دقیقه   60

ها سنتز شوند.

استخراج DNA ی ژنومی باکتری لاکتوباسیلوس برویس

سی سی   2 تیوب های  به  را  باکتری ها  حاوی  کشت  محیط 

سانتریفیوژ  دقیقه   5 به مدت  دقیقه  بر  دور   10000 با  و  منتقل 

ماکرولیتر   800 سپس  ریخته،  بیرون  را  تیوب ها  رویی  مایع  شد. 

از  هرکدام  به  می باشد،   SDS و  هیدروکسیدسدیم  حاوی  لیزبافر 

بن ماری  در  دقیقه  به مدت30  تیوب ها  سپس  شد؛  افزوده  تیوب ها 

را  تیوب ها  بعد،  مرحله  در  شد.  داده  قرار  سانتی گراد  درجه   85

به مدت  دوباره  و  داده  قرار  درجه  فریزر70-  در  دقیقه   10 به مدت 

شد.  داده  قرار  سانتی گراد  درجه   85 بن ماری  در  دقیقه   6 تا   5

 24 حاوی  الکل،  کلروفرم-ایزوآمیل  محلول  ماکرولیتر   700 بعد 

تیوب ها  از  هرکدام  به  الکل  ایزوآمیل  سی سی   1 و  کلروفرم  سی سی 

به مدت  دقیقه  بر  دور  با 12000  تیوب ها  بعد  مرحله  در  و  شد  اضافه 

حاوی  که  تیوب ها  رویی  مایع  سپس  شدند.  سانتریفیوژ  دقیقه   5

و  یک  بعد  شده،  منتقل  جدید  سی سی   2 تیوب های  به  است   DNA
افزوده  جدید  تیوب های  به  سرد  ایزوپروپانل  نمونه ها  حجم  برابر  نیم 

سپس  شدند.  داده  قرار  فریزر70-  در  روز  شبانه   یک  به مدت  و  شد 

شدند.  سانتریفیوژ  دقیقه   5 به مدت   12000  rpm دور  با  نمونه ها 

ماکرولیتر   50 شدن  خشک  از  پس  و  ریخته  بیرون  را  رویی  مایع 

آب مقطر دیونیزه DNase free به هرکدام از تیوب ها افزوده شد.

طراحی پرایمر

و  طراحی   Oligo5 نرم افزار  توسط  مورداستفاده  پرایمرهای 

زیست فناوری5  اطلاعات  ملی  مرکز  و  بلاست4  وب سایت  توسط 

)جدول  شدند  سنتز  تکاپوزیست  شرکت  توسط  پرایمرها  شدند. 

شماره 1).

4. Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
5. National Center for Biotechnology Information (NCBI)

جدول 1. توالی پرایمرهای ژن های هدف و مرجع

نام آغازگر
Tm آغازگراندازه محصول bp) PCR(توالی آغازگر(شماره دسترسی(

IKB -F5′-AGCCCCCAGTCTGTATCCTT -3′
85

59/46

IKB Universal reverse primer5′-AGT TGA AGT TGC CGT CAG -3′59/97

Casp3-F5′-CATCACACCACCTGACCAA-3′
95

60/11

Casp3-R5′-CTCAAATGCACCCGAGAAA-3′59/89

Rel A-F5′-TCAATGGCTACACAGGACCAG-3′
95

60/26

Rel A-R5′-TCACACACTGGATTCCCAGGT-3′60/74

GAPDH-FF: 5′ -CGGTGGATCCCCTTTATTG-3′
99

60/60

GAPDH-RR: 5′-CTAACCAGGAATTCCGATG-3′59/30

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون
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 Real-time RT-PCR

به صورت   Real time PCR (BIO-RAD iQ5, USA) واکنش 

جدول  در  آن  اطلاعات  که  دمایی  برنامه  طبق  و  تایی   3 تکرارهای 

تیوب های  در  که  شکل  بدین  گرفت.  صورت  است  موجود   2 شماره 

ماکرولیتر   19 و   cDNA ماکرولیتر   1  Real time PCR مخصوص 

 0/2( فوروارد  پرایمر  ماکرولیتر   1 حاوی  سایبرگرین  مسترمیکس 

 7 مولار)،  ماکرو   0/2( ریورز  پرایمر  ماکرولیتر   1 مولار)،  ماکرو 

 Mastermix 1x Real time ماکرولیتر   10 و   DEPC ماکرولیتر 

داده  قرار   Real time PCR دستگاه  در  را  تیوب ها  بعد  شد.  ریخته 

داخلی  کنترل  زن  به عنوان   GAPDH ژن  از  و  شد   run دستگاه  و 

درنظر گرفته شد

تحلیل آماری داده ها 

ابتدا   CTهای  بیان ژن ها،  میزان  برای  آمده  به دست  نتایج  در مورد 

شد.  محاسبه   2-DDCT فرمول  توسط  ژن  هر  برای  آمده  به دست 

نرم افزار  توسط  آمده  به دست  نتایج  تکرار)  بار  )سه  ميانگين  سپس، 

بودن  نرمال  توزیع  سپس  شد؛  محاسبه  گروه  هر  در   SPSS آماری 

داده ها  تجزیه  برای  شد.  بررسی  ویلک6  شاپیرو  آزمون  توسط  نتایج 

برای  شد.  استفاده  یک طرفه7  واریانس  تحلیل  آماری  آزمون  از 

استفاده  معنادار8  اختلاف  حداقل  آزمون  از  گروه ها  میانگین  مقایسه 

کمتر   Pمقدار که  شدند  گرفته  درنظر  معنا دار  زمانی  آزمون ها  شد. 

رفرنس  ژن  به  نسبت  ژن  هر  بیان  نسبت  سپس  بود.   0/05 از 

محاسبه شد.

یافته ها

HT29 کشندگی لاکتوباسیل بر روی رده سلولی

لاکتوباسیلوس  باکتری های  کشندگی  اثر  بررسی  به منظور 

موردنیاز  سلول های  تعداد  ابتدا   ،HT29 سلول های  روی  بر  برویس 

تعداد  به  مذکور  سلول های  شدند.  بهینه سازی  آزمایش  جهت 

شدند.  داده  کشت  خانه   96 پلیت  چاهک  هر  در  عدد   10000

سلول ها  شدند.  انکوبه  درجه   37 انکوباتور  در  سلول ها  این  سپس 

که  زمانی  یعنی  شد؛  عدد  هزار   20 مقدارشان  که  بعد  روز  یک 

6. Shapiro Wilks
7. One-way ANOVA
8. Least Significant Difference (LSD)

جدول 2. برنامه PCR time Real ژن های مورد مطالعه

زمان (دقیقه(دما (سانتی گراد(گامتعداد سیکل

10 94 جد اشدن اولیه1

40

9415جدا شدن  

5930جفت شدن

25 72طویل شدن

725طویل شدن نهایی1

تصویر 1. اثر محیط کشت کاندیشن باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر روی حیات سلولی پس از 12ساعت انکوباسیون.
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و  شده  همجوار  باکتری ها  افزایشی  غلظت های  با  شدند،  برابر   2

مدیا  کاندیشن  به نام  رویی  محیط  همجواری  ساعت   4 از  پس 

اضافه  مختلف  ساعت های  در  جدید  سلول های  به  و  شده  فیلتر 

 3 و  شد  گرفته  درنظر  تکرار   3 باکتری  غلظت  هر  برای  شدند. 

 12 از  بعد  نشدند.  تیمار  کاندیشن  محیط  با  کنترل  به عنوان  خانه 

کاندیشن  شده  فیلتر  محیط  با  سلول ها  تیمار  ساعت   48 و   24 و 

 MTT از  حاصل  نتایج  آمد.  به دست  نتایج  برویس  لاکتوباسیلوس 

در تصویر شماره 1 و 2 نشان داده شده اند.

باکتری  مختلف  غلظت های  تحت تأثیر   HT29 سلول های 

طی  است  ذکر  شایان  گرفتند.  قرار  برویس  لاکتوباسیلوس 

باکتری های  با   HT29 سلول های  شدن  انکوبه  ساعت   48 مدت 

غلظت  با  مشخصی   IC50 میزان  برویس  لاکتوباسیلوس 

od=0.5 حاصل شد.

پس  بررسی  روش  بخش  در  ذکرشده  روش  طبق  همچنین 

سلول ها  روی  بر  آپوپتوز،  بررسی   به منظور  سلول ها  تیمار  از 

سلول های   1 شماره  تصویر  شد.  انجام   DAPI رنگ آمیزی 

فلورسنت  و  نوری  میکروسکوپ  توسط  رنگ نشده  و  رنگ شده 

تصویربرداری شده را نشان می دهد.

در  موردتیمار  سلول های  است  شده  داده  نشان  که  همان طور 

باکتری  کاندیشن  محیط  با  تیمار  بدون  سلول های  با  مقایسه 

 :A داده اند.  تشکیل  را  ریزتری  هسته های  و  شده  آپوپتوز  وارد 

)سلول های  معمولی  نوری  میکروسکوپ  با  سالم  سلول های 

رنگ شده  سلول های   :C می کنند).  رشد  نرمال  به صورت   HT29
با  تیمار  بدون  سالم  و  فلورسنت  میکروسکوپ  زیر   DAPI با 

می دهد  نشان  را   HT29 سلول های  )هسته  کاندیشن  محیط 

تغییری  هیچ  بدون  و  آبی  به صورت  دپی  رنگ آمیزی  با  که 

زیر  بدون  سالم  سلول های   :B می شوند).  دیده  کروی  به صورت 

تحت تأثیر   HT29 )سلول های  معمولی  نوری  میکروسکوپ 

رفتن  بین  از  یا  آپوپتوز  سمت  به  برویس  لاکتوباسلوس  باکتری 

با  رنگ شده  و  شده  آپوپتوز  سلول های  هسته   :D می روند). 

قطعه قطعه  هسته های  که  فلورسنت  میکروسکوپ  زیر   DAPI
که  می دهد  نشان  را   HT29 سلول های  )هسته  دارند  شده 

به صورت متورم و تکه تکه شده می باشند.

 16S rdna ژن  برای   PCR زنجیره ای  واکنش  انجام 

و  تأیید  16S  rdnaبرای  برویسژن  لاکتوباسیلوس  باکتری های 

روش  به  برویس  لالکتوباسیلوس  باکتری  مولکولی  هویت  تعیین 

برای  تکثیری  قطعه   PCR انجام  از  پس  د.  استفاده  مورد   PCR
انجام  از  پس  است.  شده  آورد  باز  جفت   1500  ،  16S  rdna ژن 

و  شد  الکتروفورز  درصد   2 آگارز  در   PCR محصول  آر،  سی  پی 

نتیجه الکتروفورز در تصاویر شماره 3، 4 و 5 آورده شده است. 

تکثیر  نشان دهنده  شارپ  باند  می شود  مشاهده  همان طورکه 

اختصاصی می باشد.

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون

تصویر 2. رنگ آمیزی سلول های تیمارشده با رنگ dapi. پس از 48 ساعت تیمار با محیط کاندیشن. 
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Real-time PCR نتایج

با  خانه ای   6 پلیت های  در  سلول ها  آزمایش،  این  انجام  برای 

باکتری  )کاندیشن)  شده  داده  کشت  محیط   IC50 غلظت های 

صورت  آزمایش  و  شدند  تیمار  برویس  لاکتوباسیلوس  های 

پذیرفت که نتایج و نمودارهایش به شرح ذیل می باشد.

در کشت همجوار   Casp3 و   Rel A ، IKB ژن های   بیان  میزان 

لاکتوباسیلوس  باکتری  با   HT29 کولون  سرطانی  سلول های 

تکی  به صورت  است.  شده  داده  نشان   8  ،7  ،6 تصاویر  در  برویس 

تغییرات  میزان  و  شدند  تیمار  ساعت   48 و   24 و   12 به مدت 

قرار  سنجش  مورد   Real time PCR روش  به   HT29 ژن  بیان 

0/05معنادار   P و  شد  تکرار  بار   3 آزمایشات  تمامی  گرفت. 

تصویرDNA .3 استخراج شده از نمونه باکتری بر روی ژل اگارز 1 درصد

تصویر 5. منحنی استاندارد نشانی بر این موضوع است که همراه با افزایش غلظت ANDc ها، نمونه ها با غلظت های بیشتر در سیکل های پایین تری به حد آستانه 

رسیده اند و چون همه عوامل جز مقدار ANDc ها در نمونه ها ثابت استT مشخص می شود که TCهای حاصل شده فقط به غلظتANDc ها بستگی داشته که 
P=0/830.نشان دهنده صحت کار می باشد

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون

تصویر 4. الکتروفورز آگارز ژن 16sRDNA باکتری های لاکتوباسیلوس برویس
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 HT29 سلولی  رده  در   Rel A ژن  بیان  شد.  گرفته  درنظر   (***(

 48 الی   12 زمانی  بازه  در  و  مختلف  دوزاژی  مجاورت های  از  پس 

ژن  بیان  داد  نشان  حاصل  نتایج  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  ساعت 

Rel A در 48 ساعت اول رابطه معناداری دارد )تصویر شماره 6). 

شدند  تیمار  ساعت   48 و   24 و   12 به مدت  تکی  به صورت 

 Real time PCR روش  به   HT29 ژن  بیان  تغییرات  میزان  و 

 P و  شد  تکرار  بار   3 آزمایشات  تمامی  گرفت.  قرار  سنجش  مورد 

  IKB ژن  بیان   P=0/038 شد.  گرفته  درنظر   (***( 0/05معنادار 

در  و  مختلف  دوزاژی  مجاورت های  از  پس   HT29 سلولی  رده  در 

نتایج  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  ساعت   48 24و   ،12 زمانی  بازه 

معناداری  رابطه  اول  ساعت   48 در    IKB ژن  بیان  داد  نشان  حاصل 

و12و24و48ساعت  به مدت  تکی  P=0/042به صورت  می کند  پیدا 

 Real روش  به   HT29 ژن  بیان  تغییرات  میزان  و  شدند  تیمار 

بار   3 آزمایشات  تمامی  گرفت.  قرار  سنجش  مورد   time PCR
تکرار شد و P>0/05 معنادار درنظر گرفته شد )تصویر شماره 7).

مجاورت های  از  پس   HT29 سلولی  رده  در   casp3 ژن  بیان 

ارزیابی  مورد  ساعت   24 الی   12 زمانی  بازه  در  و  مختلف  دوزاژی 

ساعت   48 در   casp3 ژن  بیان  داد  نشان  حاصل  نتایج  گرفت.  قرار 

تکی  به صورت   .(P=0/038( می کند  پیدا  معناداری  رابطه  اول 

بیان  تغییرات  میزان  و  شدند  تیمار  ساعت   48 و   24 و   12 به مدت 

گرفت.  قرار  موردسنجش   Real time PCR روش  به   HT29 ژن 

گرفته  درنظر  معنادار   P>0/05 و  شد  تکرار  بار   3 آزمایشات  تمامی 

شد )P=0/038) )تصویر شماره 8).

تصویر 6 میزان بیان ژن A Rel در سلول های HT29 تحت تاثیر باکتری های لاکتوباسیلوس برویس

تصویر 7. میزان بیان ژن3psac در سلول های HT29 تحت تأثیر باکتری های لاکتوباسیلوس برویس

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون
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بحث

خـانواده  بـاكتري هـاي  پروبيوتيـك هـا،  تمامي  ميان  در 

اسـيدوفيلوس،  لاكتوباسـيلوس  نظيـر  لاكتوباسيلوس 

ازجملـه  دلبـوركي  لاكتوباسـيلوس  و  كـازئي  لاكتوباسيلوس 

مي باشند.  حيوانات  و  انسـان  روده  نرمـال  فلـور  اجـزا  مهـم تـرين 

درمان  تسهيل  بر  لاكتوباسيلي  پروبيوتيك هاي  نقش  اين  علاوه بر 

ما  مطالعه  با  که  است  شده  شناخته  بـه خوبي  كولوركتال  سرطان 

لاکتوباسیلوس  اثر  حاضر،  تحقیق  در   .]24  ،23[ دارد  هم خوانی 

ارزیابی  کولون  سرطانی  سلول های  متاستاز  از  جلوگیری  در  برویس 

باکتری های  که  داد  نشان    MTT آزمایش  از  حاصل  نتایج  شد. 

و  کرده  مهار  را   HT29 سلول های  تکثیر  برویس  لاکتوباسیلوس 

 Rel A ژن  تکثیر  و  می شوند  سلول ها  این  در  آپوپتوز  القای  سبب 

می کنند.  مهار  سلول ها  دراین   IKB ژن  بیان  افزایش  طریق  از  را 

سلول های  تیمار  از  حاصل   DNA ladder assay و  دپی  نتایج 

سلولی  آپوپتوز  کیفی  تغییرات  شده،  ذکر  باکتری های  با   HT29
که  داد  نشان   Real-time PCR نتایج  این  علاوه بر  داد.  نشان  را 

 casp3 ژن  بیان  افزایش  سبب  برویس  لاکتوباسیلوس  باکتری های 

چیو  مطالعات  برطبق  شد.   HT29 کولون  سرطانی  سلول های  در 

لاکتوباسیل ها  زیادی  تعداد  روی  بر   2006 سال  در  همکارانش  و 

و  برویس  لاکتوباسیلوس  اسیدوفیلوس  لاکتوباسیلوس  ازجمله، 

داد  نشان  بودند  شده  کشته  حرارت  توسط  که  کازئی  لاکتوباسیلوس 

که سبب کاهش درصد زیستایی رده های سلول های سرطانی شد.

کاهش  سبب  برویس  باسیلوس  لاکتو  هم  حاضر  مطالعه  در 

  ،،، مطالعه  بنابراین  شد؛   HT-29 سلولی  رده  زیستایی  درصد 

مطالعات  برطبق   .]25[ دارد.  هم خوانی  ما  مطالعه  با  همکارانش  و 

لاکتوباسیل   2011 سال  در  همکاران  و  تاورنیتی  توسط  انجام شده 

بولگاریکوس  لاکتوباسیلوس  کازئی   لاکتوباسیلوس  و  پلانتاروم 

 2-Caco و   HT-29 سلولهای  زیستایی  درصد  کاهش  سبب 

سبب  هم  برویس  لاکتوباسیلوس  حاضر  مطالعه  در  که  شدند 

مطالعه  بنابراین  شد؛   HT-29 سلول های  زیستایی  درصد  کاهش 

و  کیم   .]26[ دارد  هم خوانی  ما  مطالعه  با  همکاران  و  تاورنیتی 

به دست  ترکیبات  که  دادند  پیشنهاد   ،2010 سال  در  همکارانش 

سرطان ها  از  تعدادی  مهار  توانایی  پروبیوتیک  باکتری های  از  آمده 

چندین  که  دریافتند  پروتئوم  تجزیه  براساس  آن ها  دارند.  را 

شامل:  که  دارند  دخالت  اتوفاژ  طریق  به  سلولی  مرگ  در  پروتئین 

ساکاریدهای  پلی  توسط  که  می باشند   Beclin-1 و   GRP78
سال  در  همکاران  و  سلوا   .]27[ می شوند  تنظیم  سلولی  خارج 

پروبیوتیک  لاکتوباسیل های  که  دادند  نشان  مطالعه ای  در   2014

در  سیکلوفسفامید  از  ناشی  میلو-فسفامید  سرکوب  برابر  در  نیز 

مقاومت  بهبود  به  منجر  که  می کنند  محافظت  حیوانی  مدل های 

به عنوان  پروبیوتیک ها  نتیجه،  در  است.  شده  آلبیکنس  کاندیدا  به 

سرطانی  بیماران  در  ایمنی  سیستم  سرکوب  کاهش  برای  روشی 

حاضر  مطالعه  که  دیگری  مطالعه  همچنین   .]28[ شده اند  پیشنهاد 

شده  1998انجام  سال  در  همکاران  و  شنگ  توسط  می کند  تأیید  را 

پروبیوتیک  باکتری  عنوان  به  را  پلانتاروم  لاکتوباسیل  آن ها  است. 

را   PTEN مسیر  و   استفاده   HT29 سرطانی  سلول های  روی  بر 

 .]29[ کردند  معرفی  سرطانی  سلول های  آپوپتوز  مسیر  به عنوان 

نشان  خود  تحقیقات  با  نیز   2010 سال  در  همکاران  و  چیو 

کازئی  لاکتوباسیلوس  از  شده  ترشح  محلول  ترکیبات  که  دادند 

لوکمیای  سلول های  در  آپوپتوزیس  القای  باعث  رامنوسوس  و 

به عنوان  را  پروبیوتیک ها  می توان  درنتیجه  می شوند،  مونوسیتی 

هیچ گونه  که  گرفت  درنظر  سرطان  با  مبارزه  برای  ایمن  عاملی 

 .]30[ دارد  هم خوانی  ما  مطالعه  با  که  ندارند  پی  در  جانبی  عارضه 

در  لاکتوباسیلوس  بومی  سویه  ده   2010 سال  در  نیز  پان  و  لیو 

دادند.  قرار  استفاده  مورد  را  لاکتیک  اسید  باکتری  دو  و  تایوان 

حرارت  توسط  شده  کشته  باکتری  و  سیتوپلاسم  اجزاء  از  آن ها 

P=0/042تحت تأثیر باکتری های لاکتوباسیلوس برویس HT29 در سلول های IKB تصویر 8. میزان بیان ژن

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون
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آزمایشات  جهت  سینه  و  کولون  سرطانی  سلول  رده های  روی  بر 

به  بسته  ممانعتی  اثر  داد،  نشان  آن ها  نتایج  کردند.  استفاده  خود 

حرارت  توسط  شده  کشته  سلول  ولی  می باشد،  متفاوت  سوش  نوع 

دراین   که  داد  نشان  را  زیستایی  صد  در  کاهش  لاکتوباسیلوس ها 

رده  زیستایی  درصد  کاهش  باعث  برویس  لاکتوباسیلوس  هم  مطالعه 

سلولی HT-29 می شود؛ بنابراین با مطالعه ما هم خوانی دارد ]31[. 

لاکتوباسیلوس  که  دریافتند   2008 سال  در  همکاران  و  لایر   

روتری فعالیت NF-κB القاشده توسط TNF را در یک دوز و وضعیت 

 2009 سال  در  همکاران  و  پان   .]32[ می کند  مهار  زمان  به  وابسته 

اسیدوفیلوس  لاکتوباسیلوس  باکتری های  دهانی  تجویز  اثرات 

کردند.  تجزیه وتحلیل  موش ها  کولورکتال  سرطان های  روی  را 

اسیدوفیلوس  لاکتوباسیلوس  که   داشـــت  آن  بر  دلالـت  نتــایج 

دادند.  کاهش  را  کلورکتال  سرطان زا)  )عوامل  کارسینوژنز  شدت 

شده  تیمار  مو های  در  را  سلولی  برنامه ریزی شده  مرگ  طرفی  از 

برویس  باسیلوس  لاکتو  هم  حاضر  مطالعه  در  دادند.  افزایش 

ما  مطالعه  با  که  داد  کاهش  را  کلورکتال  سرطان زا  عوامل  هم 

مطالعه  ای  در   2011 سال  در  همکاران  و  لیو   .]33[ دارد  هم خوانی 

عفونی  عوارض  کاهش  در  پروبیوتیک ها  تأثیر  بالینی  آزمون های 

داده اند.  نشان  کلورکتال  سرطان  بیماران  در  را  جراحی  از  پس 

سلامتی  با  ارتباط  در  کیفیت  و  عملی  پیامدهای  مشابهی،  به طور 

برشی  جراحی  تحت  که  بیمارانی  در  چشمگیری  به طور  عمر  طول 

اسیدوفیلوس  لاکتوباسیلوس  با  تـیمار  پی  در  کلورکتال  ســرطان 

و باسیلوس سوبتیلیس قرار گرفته بودند، بهبود یافت ]34[.

لاکتوباسیلوس  تأثیر  بررسی  با   2018 سال  در  همکاران  و  ارکید   

هلیکوباکتر  عفونت  از  ناشی  معده  گاستریت  بهبود  بر  برویس 

عفونت  به  آلوده  گروه های  در  که  دادند  نشان  موشی  مدل  پیلوری 

بهبودی  و  التهاب  کاهش  برویس  لاکتوباسیلوس  با  درمان  از  بعد 

گروه  در  پیلوری  هلیکوباکتر  عفونت  ریشه کنی  میزان  شد.  حاصل 

مطالعه  در  داد.  نشان  را  تهاب  کاهش  بافتی،  بررسی  از  بعد  درمانی، 

سرطان زای  عوامل  کاهش  باعث  برویس  لاکتوباسلوس  هم  حاضر 

مطالعه  نتایج  بنابراین  می شود؛   HT-29 سلولی  رده  و  کولورکتال 

Orcid، با مطالعه ما هم خوانی دارد ]35[.

نتیجه گیری 

مسیر  برویس  لاکتوباسیلوس  که  می دهد  نشان  ما  یافته های 

 HT29 کولون  سرطانی  سلول های  در  آپوپتوز  سلولی  سیگنالینگ 

یا  و  درمانی  جدید  استراتژی  درجهت  می توان  و  کرده  تحریک  را 

اجوانت تراپی برای تیمار سرطان کولون استفاده کرد.

ملاحظات اخلاقي

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

با  اهر  واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  اخلاق  کمیته  در  مطالعه  این 

کد 22030507971002 تأیید شده است.

حامي مالي

حچت  آقای  ارشد  کارشناسی  پایان نامه  از  برگرفته  مقاله  این 

اهر  واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  میکروبیولوژی،  گروه  در  عادلی 

است. 

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در آماده سازی این مقاله مشارکت داشتند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نويسندگان، اين مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

و  تقدیر  کردند،  یاری  را  ما  پژوهش  این  در  که  کسانی  تمامی  از 

تشکر می شود.

حجت عادلی و همکاران. بررسی تأثیر باکتری لاکتوباسیلوس برویس بر میزان بیان ژن های Rel A ،IKB و Casp3 در سلول های سرطانی کولون
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