
  

122 

Original Article 
 

The effect of combination of Lactobacillus reuteri and Coumarin on the 
inhibition of gastric cancer cells, AGS cell line 

 
Fouman-Ajirlou P1, Ahmadizadeh Ch2*, Zaeefizadeh M3 

 
1- Department of Biology, Ahar Branch, Islamic Azad University, Ahar, I.R. Iran. 

2- Department of Microbiology, Ahar Branch, Islamic Azad University, Ahar, I.R. Iran. 
3- Department of Biology, Ardabil Branch, Islamic Azad University, Ardebil, I.R. Iran. 

 
Received: 2019/07/21 | Accepted: 2020/05/2 

  
Abstract: 
 
Background: Lactobacillus reuteri has broad-spectrum effects on both gram-positive and 
negative bacteria as well as fungi and protozoa. Also, Coumarins have high ability to control 
and treat cancer. Apoptosis is a planned cell death that plays an essential role in the 
development and homostasis of living creatures. Bax and Bcl2 genes are among key target 
genes of internal pathway; thus the present study aimed to determine the effect of L. reuteri 
and Coumarin on the expression of these two genes on AGS cell line. 
Materials and Methods: After cultivation of gastric cancer cells, Coumarin and L. reuteri 
were affected in these concentrations at different concentrations and the inhibitory effect on 
cell proliferation was evaluated using the MTT method. Afterwards, the RNA content of 
cells was extracted using an RNA extraction kit. Then the cDNA was synthesized for Bax 
and Bcl2 genes and finally Real time PCR was run. 
Results: The results of the MTT assay on gastric cancer cells showed the inhibitory effect of 
Coumarin and L. reuteri. Also, the results of Real Time PCR showed that the expression of 
Bax and Bcl2 expression in comparison with the control group was significantly increased. 
Conclusion: Considering the effects of Coumarin and L. reuteri on inhibiting proliferation 
of AGS cells and increasing the Bax and Bcl2 gene, it can be concluded that Coumarin and 
L. reuteri can induce apoptosis in cancerous cells by affecting the expression of genes 
involved in apoptosis. 
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 سرطاني هاي سلول مهار روي بر كومارين و روتري لاكتوباسيلوس تركيب ثيرأت بررسي
  AGSي سلولي  معده رده

  
پريسا فومن اجيرلو

1
زاده چنگيز احمدي، 

2*
 ،زاده ضعيفي دمحم

3  

  

  مقدمه
 آن شروع أمنش كه شود مي گفته سرطاني به معده سرطان

 طي كه است هايي سرطان دسته از معده سرطان ].1[ است معده از
 معناي به سرطان كه اين از قبل. كند مي رشد آرامي به و ساليان
 در. دشو مي ايجاد معده هاي لايه در تغييراتي شود، ظاهر واقعي
 15 و ها آدنوكارسينوم را معده هاي سرطان از درصد 85 حدود
 و اي روده -  معدي استرومايي تومورهاي و ها لنفوم را ها آن درصد

 كشورهاي در سرطان ].2،3[ دهند مي تشكيل ليوميوساركوم
 مرگ عامل دومين و ليناو ترتيب هب توسعه حال در و يافته توسعه

 و شايع سرطان چهارمين عنوان هب جهان در معده سرطان. باشد مي
  ]. 4[ شود مي شناخته سرطان اثر بر مرگ عامل دومين

  

، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد اهر، شناسي گروه زيست، ژنتيك ارشد كارشناسي. 1
  اهر، ايران

 ايران اهر، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد اهر، گروه ميكروبيولوژي، ،استاديار. 2
 ،اردبيل دانشگاه آزاد اسلامي، ،اردبيلواحد  ،شناسي زيستگروه  ،استاديار. 3

 ايران
  :ولؤنشاني نويسنده مس *

  گروه ميكروبيولوژي ،دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهر،
  04144228211 :دورنويس                             09104030464 :تلفن

   dr_ahmadizadeh@yahoo.com: پست الكترونيك
 13/2/1399 :تاريخ پذيرش نهايي                        30/4/1398 :تاريخ دريافت

 جهان سرتاسر در ها بدخيمي ترين شايع از يكي معده سرطان
 در سرطاني بافت ايجاد فرآيند از ناشي ،سرطان اين شيوع .باشد مي

 بندي دسته عاملي چند هاي بيماري جزء و دارد مرحله چند معده،
 عفوني، عوامل وجود اثر بر سرطان ايجاد هم آن دليل شود و مي

 سال آمار اساس بر]. 5،6[ باشد مي افراد در ژنتيكي و محيطي
 و چين ژاپن، كشورهاي در سرطان اين موارد ، بيشترين2005
 به مربوط نيز آن موارد كمترين واست  شده مشاهده روسيه

 بروز ميزان بالاترين. ]7[ باشد مي غربي يافته توسعه كشورهاي
]. 8[ است شده گزارش اردبيل از استان ايران، در معده سرطان

 هاي سرطان درصد 90 تا 80 حدود كه دهد مي نشان اخير مطالعات
 درصد 3 تا 1 حدود و خانوادگي ،درصد 20 تا 10 و گير تك ،معده
 معده سرطان در ارثي و محيطي عوامل. باشد مي ژنتيكي ،آن موارد
 باكتري شامل معده سرطان خطر عوامل ترين مهم. است دخيل

 عدم و چربي نمك، از سرشار غذايي رژيم هليكوباكترپيلوري،
 فاكتورهاي و كشيدن سيگار سبزيجات، و جات ميوه كافي مصرف
 درون مفيد هاي باكتري ها پروبيوتيك]. 7،9[ دنباش مي ژنتيكي
 و باشندمي زيادي مفيد اثرات داراي كه هستند گوارشي سيستم
]. 10[ دارند ايمني سيستم و گوارشي سيستم تعديل در يمهم نقش
 و كنندگي تحريك اثرات داراي ها مميكروارگانيس اين

  :خلاصه
. دارد ها ياخته تك و ها قارچ همچنين و ؛منفي و مثبت گرم هاي باكتري برابر در گسترده طيف با اثراتي ،روتري لاكتوباسيلوس :سابقه و هدف

 و نمو و رشد در كه باشد مي سلولي شده ريزي برنامه مرگ ،آپوپتوز. هستند برخوردار سرطان درمان و مهار براي بالا توانايي از ها كومارين
 مطالعه اين و باشند مي آپوپتوز داخلي مسير در كليدي ايه ژن جمله از Bcl2 و Bax ژن. كند مي ايفا اساسي نقش زنده موجودات هموستازي

  .شد انجامAGS سلولي  ي رده بر Bcl2 و Bax آپوپتوزي هاي ژن بيان بر روتري لاكتوباسيلوس و كومارين اثر تعيين منظور به
 داده تأثير ها سلول اين بر مختلف هاي غلظت در روتري لاكتوباسيلوس و معده، كومارين سرطان هاي سلول كشت از پس :اه مواد و روش

 استخراج كيت از استفاده با ها سلول RNA .گرفت قرار ارزيابي مورد (MTT) روش از استفاده با سلولي تكثير بر مهاركنندگي اثر و شد

RNA  ساخت از پس نهايت در و شد تخليصcDNA، واكنش با آپوپتوز با مرتبط ژن دو بيان Real time PCR گرديد تعيين.   
. داد نشان را روتري لاكتوباسيلوس و كومارين مهاركنندگي معده، خاصيت سرطان هاي سلول بر MTT روش از نتايج حاصل :نتايج

 افزايش كنترل گروه با مقايسه در Bcl2 و Bax ژن بيان ميزان كه دكر مشخص Real time PCR آزمون از حاصل نتايج همچنين
  .است داشته داري معني
 توان مي Bcl2 و Bax ژن افزايشو  AGS هاي سلول تكثيري مهار در روتري لاكتوباسيلوس و كومارين اثرات به توجه با :گيري نتيجه
 هاي سلول در آپوپتوز القاي موجب آپوپتوز در دخيل هاي ژن بيان بر تأثير با دنتوان مي روتري لاكتوباسيلوس و كومارين كه گرفت نتيجه

  .دنشو سرطاني
   كومارين ،روتري لاكتوباسيلوس معده، سرطان :واژگان كليدي

  122-132 ، صفحات1399، خرداد و تير2پژوهشي فيض، دوره بيست و چهارم، شماره  –نامه علميدو ماه
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  زاده احمدي و فومن اجيرلو

   124                                                                                                    2شماره  |24دوره  |1399|خرداد و تير |نامه فيض دوماه

 امروزه،]. 11[ باشند مي ايمني سيستم روي كنندگي تقويت
 هستند هايي باكتري بيشترين ها بيفيدوباكتريوم و ها لاكتوباسيلوس

 بين در ].12[ شوند مي استفاده پروبيوتيك عنوان به كه
 لاكتوباسيلوس و روتري لاكتوباسيلوس ها، لاكتوباسيل

 .اند داده اختصاص خود به را اي ويژه جايگاه اسيدوفيلوس
 در لاكتوباسيل هاي گونه ترين گسترده جزء روتري لاكتوباسيلوس

 دشو مي محسوب انسان روده در ها گونه محدودترين و حيوانات
 لاكتوباسيلوس ميكروبيضد وسيع فعاليت حاضر حال در]. 13،14[

 براي درماني پتانسيل داراي عامل ترين مهم عنوان به روتري
 باعث باكتري اين]. 15[ است مطرح ها عفونت درمان يا جلوگيري

-3(( تركيب يك ruterin همچون ميكروبيضد تركيب دجايا

HPA(β-hydroxypropionaldehyde (اثر در كه شود مي 
 با اثراتي و دگرد مي توليد هوازي بي شرايط در گليسرول تخمير
 همچنين و منفي و مثبت گرم هاي باكتري برابر در گسترده طيف
 شده شناخته( ها كومارين ].16،17[ دارد ها ياخنه تك و ها قارچ

 O-hydroxycinnamic يا benzopyrone- 1 ,2 عنوان به

acid-8-lactones (تشكيل فنوليك مشتقات بزرگ گروه يك از 
 از متشكل گروه اين. شوند مي يافت گياهان در كه اند شده
 مشتقات و كومارين]. 18[ هستند pyrone و benzene هاي حلقه
 اثر علت به تركيبات اين. باشند مي فعال بسيار زيستي لحاظ از آن
19[ باكترياييضد[، عروق گشادكنندگي و انعقاديضد ]20[، ضد 

 مهار ،]23،22[ سيكلواكسيژناز و ليپوكسيژناز مهار ،]21[ زايي جهش
 .باشند مي زيستي اهميت حائز ]25،24[ توموريضد و فعال اكسيژن
 ها كومارين پرنيل مانند هايي كومارين زياد اهميت خاطر به همچنين

 اين محققان التهاب،ضد مواد عنوان به ها كومارين كنتنيل اكسي و
 اند نموده سنتز را ها آن مشتقات و جداسازي را طبيعي تركيبات

-7( نامه ب ها كومارين پرنيله مشتقات از يكي ].28-26[
farnesyloxycoumarin umbelliprenin( گياهي هاي گونه در 

 ،ferula ،Angelica archangelic كرفس، مانند ،مختلفي

Sativum Corandrum و Citrus limon شود مي يافت. 
 باشد مي سرطانضد اثر داراي تركيب اين كه دادند نشان مطالعات

 لاكتوباسيلوس باكتري ثيرأت مطالعه ،تحقيق اين از هدف .]29[
 هاي سلول آپوپتوزيز و متاستاز رشد، در كومارين و روتري
 با درماني نوين راهكار يك ايجاد جهت در AGS معده سرطاني

 درمان عنوان هب يا و ؛كمتر هزينه و پايين جانبي عوارض بالا، ثيرأت
 پيشگيري همچنين و درمان براي بدن طبيعي فلور با متناسب جانبي

  .بود معده سرطان از
  
  

  ها روش و مواد
در  و باشد مقطعي مي -  از نوع توصيفي حاضر مطالعه

 انجام 1397 سال در شكي واحد اردبيل،زپژوهشي علوم پمعاونت 
 AGS سرطاني سلولي ي رده از مطالعه اين براي. است شده

 فلاسك داخل در ها سلول .شد موجود در دانشگاه اردبيل استفاده
 )مريكاآ، RPMI1640 )Gipco كشت محيط سي سي 90 حاوي
 ماكروليتر FBS(، 100( گاوي جنين سرم درصد 10 با شده غني
 μg/μL استرپتومايسين و μg/μL  1/0سيلين پني( بيوتيك آنتي

 و گراد سانتي درجه 37 دماي شرايط در انكوباتور در) 1/0
 پاساژ ها سلول سپس .ندشد داده كشت درصد 5 اكسيدكربن دي
 به مربوط محاسبات به توجه با و ها آن شمارش با و ندشد داده

Seedind density مقدار آزمايشات، انجام براي موردنظر 
 حجم به كامل كشت محيط توسط سلولي سوسپانسيون از موردنياز
 توسط موردنظر فلاسك بررسي از بعد و يدرس موردنظر

  .گرفت قرار انكوباتور در ميكروسكوپ،
  MTT  :  Microculture Tetrazolium Testتست

 بر و كومارين لاكتوباسيلوس روتريمتابوليسم ثانويه  اثر
 با و سنجي رنگ روش با AGSرده  سرطاني هاي سلول روي

-4,5)-3شيميايي نام با تترازوليوم رنگ از استفاده

dimethylthiazol-2yl)-2,5-dipheny Tetrazolium 
bromide اختصار به كه MTT گروه با مقايسه در شود، مي ناميده 

 كه است سنجي رنگ روش يك MTT آزمايش. شد بررسي كنترل
 تترازوليوم هاي زردرنگ كريستال شدن شكسته و احياشدن اساس بر
 ,dimethylthiazol-2-yl)-2- 4,5(- 3 شيميايي فرمول با

diphenyltetrazolium bromide سوكسينات آنزيم وسيله به 
 تعداد ابتدا. شود مي انجام آبي هاي كريستال تشكيل و دهيدروژناز

 كشت ها چاهك از يك هر در AGS هاي سلول ازسلول  10000
با  ها سلول ،شده كنترل ها چاهك ساعت 24 از بعد و نددش داده

 تركيب و كومارين و روتري لاكتوباسيلوس از مختلف هاي غظت
 .شدند تيمار ساعت 48 و 24 مدت به كومارين و لاكتوباسيلوس

از قرص پايلوشات كه حاوي  لاكتوباسيلوس روتريجاي  هب
 و از بانك است گرم ميلي 100 غيرزنده روتري لاكتوباسيلوس

 .استفاده شد ،بود هداروخانه خريداري شد محصولات تخصصي
 حجم با سلول حاوي هاي چاهك به متفاوت هاي جرم با پايلوشات

 ساعت 48 و 24 مدت بهها  چاهك وشد  اضافه ميكروليتر 100
 با پايلوشات مختلف هاي غلظت تأثيرات سپس. شدند انكوبه
كومارين از شركت آفرينش  .شد ارزيابي MTT سنجش از استفاده

هاي  كومارين را در آب مقطر به غلظت پودر .ياخته تهيه گرديد
 5/25 و 50 ،75 ،100 هاي با غلظت كومارين مختلف رسانده،
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 100 حجم با سلول حاوي هاي چاهك به ماكروليتردر  ماكروگرم
 هر از .شدند انكوبه ساعت 48 و 24 مدت به وشد  اضافه ميكروليتر
 صورت تكرار چاهك 3 در لاكتوباسيلوس و كومارين غلظت
 دور ها چاهك داخل محيط ،مدت انكوباسيون اين از پس. گرفت
 ميكروليتر 50 و تازه محيط ميكروليتر 200 با خانه هر و شد ريخته
) PBS در شده حل ليتر ميلي در گرم ميلي MTT  )2محلول

 عنوان به ،كومارين باكتري و با تيمارنشده سلول. شد جايگزين
 در ديگر ساعت 4 مدت به ها پليت سپس. شد برده كار به كنترل
آن  از پس. شدند انكوبه تاريكي در و گراد سانتي درجه 37 دماي
 اضافه MTT محلول از ميكروليتر 20 ها چاهك از هركدام داخل
 انكوباتور از ها پليت ساعت 4 گذشت از پس .گشت انكوبه و شد

 100 هركدام داخل و شد ريخته دور رويي مايع وگشت  خارج
 براي. گيرد شكل فورمازان تا شد اضافه DMSO از ميكروليتر

 و گرفت صورت شيكينگ 8 عدد صورت به دقيقه 8 مدت به اه پليت
 ريدر اليزا دستگاه با نانومتر 570 موج طول در نوري جذب

 منظور 100 منفي ،كنترل گروه در سلولي بقاي درصد. شد سنجيده
 مختلف هاي غلظت ثيرتأ تحت كه هايي سلول يبقا درصد وشد 

 به ،تيمارشده هاي چاهك جذب تقسيم با ،بودند گرفته قرار باكتري
 از غلظتي. گرديد محاسبه 100 در ضرب منفي كنترل جذب

 كاهش نصف به را سلولي حيات درصد كه آزمايش مورد تركيبات
 نمودار روي از مقدار اين. شد گرفته نظر در IC50 عنوان به دهد،

  .گشت تعيين Excel افزار نرم از استفاده با
  :ترايزول با RNA استخراج

پايلوشات  با تيمارشده هاي سلول ،RNA استخراج براي
 تا ندشد اضافه ترايزول يها سلول به و كومارين و تركيب اين دو،

 50هاي  ميكروتيوب به ليزشده هاي سلول سپس .شوند ليز ها سلول
 ميكروليتر 200 حدود ها ميكروتيوب به. ندشد منتقل ليتري ميلي

 قرار اتاق دماي در دقيقه 5 و گرديد سروته و سپس اضافه كلروفرم
 و شد سانتريقيوژ rpm  14000در دقيقه 15 مدت به بعد. شد داده
 جديد ليتري ميلي 50ميكروتيوب به ميكروتيوب  هر رويي مايع

 محلول ميكروليتر 500 ميكروتيوب هر به سپس ،يافت لانتقا
دقيقه در دماي  10 يد وردگ سروته شد و افزوده سرد ايزوپروپانول

 4 دماي در دقيقه 10 مدت ها به ميكروتيوب .اتاق قرار داده شد
 مايع. گرديد سانتريفوژ RPM 14000 با دور گراد سانتي درجه
 به درصد 70 اتانول ميكروليتر 200 شد و ريخته بيرون رويي

 در دقيقه 5 مدت به ميكروتيوب بلافاصله. گرديد اضافه ميكروتيوب
 مايع شد، سانتريفيوژ RPM 900 دور با گراد سانتي درجه 4 دماي
 دقيقه 20 حدود و شد خاليدقت  به اتانول ،شد ريخته بيرون رويي
 40 ميكروتيوب هر به سپس .گردد تبخير الكل تا شد داده اجازه

 ادامه براي و شد افزوده DEPC محلول حاوي آب ميكروليتر
 بعد. گرديد نگهداري گراد سانتي درجه -70 فريزر در ،مراحل
 ،كرده سانتريفيوژ rpm 14000 در دقيقه 10 مدت به را ها تيوب
 خشك كاملاً اتاق دماي در ها تيوب شد و ريخته بيرون رويي مايع
 دقيقه 10 و ريخته DEPC ماكروليتر 20 ها تيوب به ياناپ در و شد
 برحسب ها آن غلظت و OD سپس .شد داده قرار اتاق دماي در

  .شد سنجيده پآدر نانو دستگاه با ليتر ميلي بر نانوگرم
   :با كيت استخراج شركت سيناژن cDNA سنتز

ماكروليتر  1 با كهرا  total RNA از ميكروگرم 1
Oligo-dT ماكروليتر 1 و(10mM) dNTP  آب و DEPC 

 انكوبه دقيقه 5 مدت به درجه 65 حرارت با بوديم، كرده مخلوط
 M1ماكروليتر  10X RT buffer ،2ماكروليتر  2سپس  .كرديم

Buffer ،1 ماكروليتر RTase ،1  ماكروليترRNase inhibitor  و
 دستگاه در را ها تيوب ،كردهاضافه را  DEPCشده با آب تيمار

PCR دقيقه 60 درجه، 25 دقيقه 10 ي برنامه دستگاه، به ،داده قرار 
   .شوند سنتز هاcDNA تا شد داده درجه 72 دقيقه 10 و درجه 42
  :پرايمر راحيط

ژن و توالي  ابتدا توالي كلّ ،براي طراحي پرايمر
اين توالي  ،پيدا كرده NCBIنظر را از سايت هاي ژن مورد اگزون

 به مربوط پرايمرهاي جفت ،قرار داده Pre Primerافزار  را در نرم
 شركت توسط و طراحي Primer3 افزار نرم از استفاده با ژن هر

 مورد نانومولار 100 نهايي غلظت با كار براي و شد سيناژن سنتز
 GAPDH ژن از كه است ذكر به لازم .گرفت قرار استفاده

  .شد استفاده گردان خانه ژن عنوان به

Real Time – PCRمورد استفاده در  پرايمرهاي - 1جدول شماره 

  
  
  
  
  
  

  آغازگر PCR )bp(  Tmاندازه محصول   توالي آغازگر  نام آغازگر
Bcl2(F) 5′ TTGTAATTCATCTGCCGCCG 3′  

164  
58.99  

Bcl2(R)  5′ CAATGAATCAGGAGTCGCGG 3′  59.7  
Bax(F) 5′ AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT 3′  236 

  
59.03  

Bax(R) 5′ GTTCTGATCAGTTCCGGCAC 3′  58.92  
GAPDH(F) 5′ CTGACTTCAACAGCGACACC 3′ 172  

  
59.14  

GAPDH(R) 5′ GTGGTCCAGGGGTCTTACTC 3′ 59.10  
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  :Real time PCR انجام
 تايي 3 تكرارهاي صورت به Real time PCR واكنش

 Real timeمخصوص هاي تيوب در كه شكل بدين. گرفت صورت

PCR  1 ماكروليتر cDNA مسترميكس ماكروليتر 19 و 
، )ماكرومولار 2/0( فوروارد پرايمر ماكروليتر 1 حاوي سايبرگرين

 DEPC ماكروليتر 7 ،)مولار ماكرو 2/0( ريورز پرايمر ماكروليتر 1
 بعد. شد ريخته Mastermix 1x Real time ماكروليتر 10 و

 دستگاه وشد  داده قرار Real time PCR دستگاه در ها تيوب
run گرديد .  

 انجام براي شده برده كار به هاي سيكل پروتكل - 2جدول شماره 
Real-Time PCR ژن Bax،  Bcl2 وGapdh  

  مرحله
درجه (دما 

  )گراد سانتي
  زمان

تعداد 
  سيكل

  1  دقيقه 10  95  ليهسازي او فعال
  ثانيه 15  95  جداسازي

45  
  ثانيه 10  55,6  اتصال و جذب نوري

    ثانيه 10  72  سازي طويل
  1 دقيقه 2  74  سازي نهايي طويل

  
  :تحليل آماري

ژن در هر نمونه از افتراق  ∆ Ctابتدا ،ها براي آناليز داده
Ct  ژن مربوطه وCt ژن  Gapdhهاي  در ژنbax  و bcl2عنوان  به

آمده براي ميزان بيان  دست هدر مورد نتايج ب .رفرنس محاسبه شد

 ΔΔCT2-آمده براي هر ژن توسط فرمول دست ههاي بCTها،  ژن
 SPSS افزار نرم از ها داده نتايج بررسي منظور به .محاسبه گرديد

هاي  غلظت در ها ژن بيان مقايسه و بررسي براي. شد استفاده
 از ،مختلف كومارين، عصاره باكتري و تركيب باكتري و كومارين

  .گرديد استفاده ANOVA واريانس تحليل آزمون
  :فرمول محاسبه تغيير بيان نسبي

Concentration = efficiency average CT 
(controls) – average CT (samples) 

Relative expression= Concentration of gene 
of interest / Concentration of reference gene 

  
  نتايج

  AGS هاي سلول روي بر ثير لاكتوباسيلوس روتريأت
 50 كه دارو از غلظتي عبارتي به يا و 50IC محدوده ابتدا

. شد تعيين كند، مي مهار كنترل با مقايسه در را ها سلول رشد درصد
مختلف ميزان مهار در  هاي غلظتساعت در  48 و 24بعد از  نتايج
 بيشترين مهارميكروگرم در ميكروليتر،  2500 و 10000دوز 
 كه يجاي تا دش رفته از مهار كم  رفته .اشترا د )>01/0P(دار  معني
 .ديده شد مهار درصد 60 ،ميكروليتر در ميكروگرم 44/2 غلظت در

لاكتوباسيلوس  غلظت بين كه دهد مي نشان آمده دست هب نتيجه
 وجود داري معنياختلاف  معده سرطان هاي لسلو مهار و روتري
  ).1نمودار شماره ( )>05/0P( دارد

  

  )ليتر ميكروگرم بر ميلي(غلظت عصاره باكتري 
  ساعت 48و  24در  AGSهاي  سلولدرصد مهار نسبي روي بر ثير لاكتوباسيلوس روتري أت -1شماره  نمودار
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  AGS هاي سلول روي بر كومارين ثيرأت - 
 50 كه دارو از غلظتي عبارتي به يا و IC50 محدوده ابتدا

. شد تعيين كند، مي مهار كنترل با مقايسه در را ها سلول رشد درصد
 سنجش از استفاده با كومارين مختلف هاي غلظت تأثيرات سپس

MTT هاي غلظت در ساعت 48 و 24 از بعد نتايج .شد ارزيابي 
دار  يمهار معنبيشترين  50 و 75، 100دوز  در مهار ميزان مختلف

 5/12 غلظت در كه يجاي تا دش كم مهار از رفته رفته را داشت و
 80 ساعت 48 و درصد 60 ساعت 24 در ميكروگرم در ميكروليتر

 بين كه دهد مي نشان آمده دست هب نتيجه. نشان داد را مهار درصد
 بسيار اختلاف ،معده سرطان هاي سلول مهار و كومارين غلظت
  ).2نمودار شماره ( )>01/0P( دارد وجود داري معني

  

  )ليتر ميلي برميكروگرم ( ظت عصاره كومارينلغ
  ساعت 48 و 24 در AGS هاي سلولنسبي  درصد مهار رويبر  كومارين ثيرأت -2شماره  نمودار

  
 روي بر و كومارينلاكتوباسيلوس روتري تركيب  ثيرأت - 

  AGS هاي سلول
 50 كه دارو از غلظتي عبارتي به يا و  IC50محدوده ابتدا

. شد تعيين كند، مي مهار كنترل با مقايسه در را ها سلول رشد درصد
 سنجش از استفاده با تركيب مختلف اين هاي غلظت تأثيرات سپس

MTT تركيب  بين كه دهد مي نشان آمده دست هب نتايج .شد ارزيابي
 مهار روي بر لاكتوباسيلوس روتري هاي مختلف كومارين و غلظت
 )>01/0P( دارد وجود داري معني رابطه معده سرطان هاي سلول

  ).3نمودار شماره (

  )ليتر ميكروگرم بر ميلي(تركيب غلظت باكتري و عصاره كومارين 
  ساعت 24 در AGS هاي سلولدرصد مهار  رويبر  كومارينتركيب لاكتوباسيلوس روتري و  ثيرأت -3شماره  نمودار
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 در Gapdhو  BAX، BCL2 هاي ژن بيان تغيير بررسي - 
لاكتوباسيلوس  ي جداگانه و زمان هم ثيرأت دنبال به AGS هاي سلول

   :Real Time PCR روش به و كومارينروتري 
 و ليهاو تنظيمات انجام از پس منظور اين براي

 صورت RNA استخراج ي،يدارو مختلف دوزاژهاي ثيرگذاريأت
 اختصاصي پرايمرهاي كارگيري به با cDNA سنتز از پس و گرفت
 ذوب و تكثير منحني) 1(شماره  شكل .شد بررسي بيان الگوي

  .دهد مي نشان را مطالعه مورد هاي ژن

  
  Gapdh و bax ، bcl2هاي منحني تكثير ژن -1شكل شماره 

 و كومارين لاكتوباسيلوس روتريمتابوليسم ثانويه  اثر ي مطالعه - 
 در AGS رده هاي سلول در BCl2 و BAX ژن بيان روي بر

  : Real time RT-PCR وسيله به كنترل هاي نمونه با مقايسه
 براساس و A پلي دم شدن اضافه روش عمالا از پس

 سلوليرده  در  BCl2 و BAX ژن بيان ژن، اختصاصي توالي
AGS كه  زماني :داد نشان حاصل نتايج. گرفت قرار ارزيابي مورد

 2 ،نسبت به كنترل BCl2 بيان ژن  ،شود لاكتوباسيلوس اعمال مي
كه كومارين  كند و زماني تغيير چنداني نمي BAXاما  ؛شود برابر مي

چهار  BAXبرابر و  8نسبت به كنترل  BCl2 ،كنيم را اعمال مي
هم  را باكه كومارين و لاكتوباسيلوس  اما زماني. شود برابر مي
كه كومارين و  بيان دوچندان برابري نسبت به زماني ،كنيم اعمال مي

كنترل خواهيم در مقايسه با  ،كرديم تنها اعمال مي ارلاكتوباسيلوس 
  .)4نمودار شماره ( داشت

  

 
در  كنترل هاي نمونه با مقايسه در AGS رده هاي سلول در كومارين و روتري در مجاورت لاكتوباسيلوس  baxهرد نسبت بيان ژن -4نمودار شماره 
  ميكروگرم 50ميكروگرم و كومارين  150هاي باكتري  در گروه ،ميكروگرم 50كومارين ، ميكروگرم 500باكتري  با غلظت هاي گروه

  .باشد مي )P=028/0( و )P(، )041/0=P=091/0( ترتيب برابر با به  Pمقادير ،كنترلو 
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هاي با  در گروه كنترل هاي نمونه با مقايسه در AGS رده هاي سلول در كومارين و روتري در مجاورت لاكتوباسيلوس bcl2 نسبت بيان ژن -5شماره نمودار 

  ميكروگرم 50كومارين ميكروگرم و  150هاي باكتري  در گروه، ميكروگرم 50كومارين ، ميكروگرم 500باكتري غلظت 
  .باشد مي )P=0018/0( و )P(، )0031/0=P=086/0(ترتيب برابر با  به P مقادير كنترل،و 

 
  :Real time PCR  هاي داده آماري آناليز از حاصل نتايج - 

 استفاده SPSS افزار نرم از ها داده نتايج بررسي منظوربه
 تحليل آزمون از ها گروه در ها ژن بيان مقايسه و بررسي براي. شد

 صورت به >05/0P ارزش. گرديد استفاده ANOVA واريانس
 تفسير دار معني بسيار صورت به >01/0P ارزش و دار معني
 ژن بيان ميانگين تفاوت كه داد نشان آمده دست به نتايج .شود مي

Bcl2 01/0 سطح درP< ژن و Bax 05/0 سطح درP< دار معني 
  .)3جدول شماره ( باشد مي
  :Real time PCRمنحني استاندارد  - 

منحني استاندارد تعداد چرخه آستانه در برابر ورود به سيستم از 
  ).2 شكل شماره( گرديدليه در نانوگرم رسم او يغلظت الگو

 

  
  نمودار استاندارد -2شماره  شكل

   بحث
 و ساليان طي كه است هايي سرطان دسته از معده سرطان

 ظاهر واقعي معناي به سرطان كه اين از قبل. كند مي رشد آرامي به
 85 حدود در. گردد مي ايجاد معده هاي لايه در تغييراتي شود،

 را ها آندرصد  15 و ها آدنوكارسينوم را معده هاي سرطان از درصد
 ليوميوساركوم و اي روده -  يا همعد استرومايي تومورهاي و ها لنفوم

 گرم باكتري يك روتري لاكتوباسيلوس ].3،2[ دهند مي تشكيل
 پرندگان و پستانداران ي روده در طبيعي طور به كه است مثبت

 ميكروبيضد تركيب توليد باعث باكتري اين ].30[ دارد حضور
  β-hydroxypropionaldehyde)تركيب يك ruterin همچون

(3-HPA) هوازي بي شرايط در گليسرول تخمير اثر در كه شود مي 
 گرم هاي باكتري برابر در گسترده طيف با اثراتي و شود مي توليد
 دوز ].17،16[ دارد ها هتياخ تك و ها قارچ همچنين و منفي و مثبت
 موردنياز دوز از كمتر برابر 5 پاتوژن هاي باكتري براي آن ي كشنده
 اين درنتيجه ؛است روده طبيعي فلور هاي باكتري بردن بين از براي
 جلوي ،روده مفيد هاي باكتري به رساندن آسيب بدون تواند مي ماده
 حاضر حال در ].31[ بگيرد را مهاجم هاي باكتري تكثير و رشد

 ترين مهم عنوان به روتري لاكتوباسيلوس ميكروبيضد وسيع فعاليت
 ها عفونت درمان يا جلوگيري براي درماني پتانسيل داراي عامل
 هاي متابوليت ترين فراوان از يكي ها كومارين ].15[ است مطرح
 استخراج گياهان مختلف هاي قسمت از كه دنباش مي گياهان ثانويه
 دهند مي نشان را بيولوژيكي هاي فعاليت از وسيعي طيف و شوند مي

 هدف را مختلفي مسيرهاي ،سرطاني هاي سلول در ها كومارين ].32[
 براي را راهكارها و ها مكانيسم از وسيعي طيف و دهند مي قرار

 دهند مي نشان خود از سرطان سركوب يا پيشرفت از جلوگيري
 سلولي، سطح هاي گيرنده طريق از ها كومارين از برخي .]33[

 به منجر است ممكن كه فرستند مي سلول داخل به را هايي پيام
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 هاي ژن بيان افزايش طريق از نيز يبعض. شود سلول رشد توقف
 شدن الفع باعث آپوپتوزي هاي ژن بيان كاهش يا و پروآپوپتوزي

 كه است سلولي طبيعي رخداد يك آپوپتوز ].34[ شوند مي آپوپتوز
 ايجاد از و تنظيم بدن هاي سلول تكثير و رشد ميزان آن كمك به

 ولؤمس ،سلول يند،آفر اين در چون. شود مي جلوگيري سرطان
 ].35[ شود مي گفته هم سلولي خودكشي آن به است، خود مرگ

. كند ايفا سرطان بروز در يمهم نقش تواند مي آپوپتوز كاهش
 آپوپتوز ها آن وسيله به كه دارد وجود مكانيسم سه معمول طور به

 تعادل در اختلال .كند مي پيدا مقاومت يا يابد مي كاهش
 عملكرد كاهش آپوپتوزي،ضد و پروآپوپتوزي هاي پروتئين
. دارد را به دنبال مرگ هاي گيرنده سيگنالينگ اختلال و كاسپازها
 باعث آپوپتوزيضد و پروآپوپتوزي هاي پروتئين تعادل در اختلال
 دوميني چند هاي پروتئين ].36[ گردد مي آپوپتوز تنظيم در اختلال
 ي خانواده آپوپتوزي پيش Bcl-2 مانند Bax  وBak طريق از 
-BHآپوپتوزي پيش پروتئين يك عنوان به Bid با مستقيم كنش برهم

3 only هاي پروتئين ساير اتصال ديگر طرف از و شوند مي فعال 
 BH-3آپوپتوزي پيش only  اعضاي به ي خانواده آپوپتوزيضد 

Bcl-2 شدن فعال به منجر Bax و Bak عادي حالت در. گردد مي 

Bax مرگ تحريك به پاسخ در اما است، شده واقع سيتوزول در، 
 ميتوكندري خارجي غشاي در ،گشته كانفورماسيوني تغيير متحمل
 ميتوكندري خارجي غشاي شدن نفوذپذير به منجر كه گيرد مي قرار
ها  پژوهش ].37[ دشو مي پروآپوپتوتيك هاي پروتئين شدن آزاد و

 درمان و مهار براي بالا توانايي از ها كه كومارين نشان دادند
 و اين اساس طبق مطالعات ملكي بر .هستند برخوردار سرطان

 كه به اين نتيجه رسيدند ،گرفت انجام 1394 سال دركه  همكارانش
 سرطاني هاي سلول بر تواند مي كومارين اكسي ژرانيل- 8 ي ماده

همچنين در  ].38[ باشد داشته سرطانيضد اثرات پروستات
 1394 همكارانش در سال و ييمطالعات ديگري كه توسط بابا

 غلظت متغير دو بين به اين نتيجه رسيدند كه ،انجام گرفت
 و معكوس رابطه AGS زنده هاي سلول درصد و C فارنسيفرول

كه توسط مطالعه ديگري  ].001/0P≤( ]39( دارد وجود داري معني
Rasul كه داد نشان ،انجام گرفت 2011 سال در همكارانش و 
 تكثير مهار فعاليت داراي xanthoxyletin كوماريني تركيب
 هاي سلول( SGC-7901 هاي سلول خصوص به توموري سلول
 سال در همكارانش و Wang مطالعات ].40[ است) معده سرطان
 هاي سلول برابر در تكثيريضد اثرات اسكولتين كه داد نشان 2017
 وابسته صورت به را ها آن آپوپتوز و دهد مي نشان را معده سرطان

 ايجاد معده اپيتليال هاي سلول به نسبت كمتر سميت با و دوز به
 كه داد نشان 1392 سال در تقوي و نعمتي مطالعات ].41[ كند مي

 هاي سلول رشد بر مهاري اثرداراي  گلپر، گياه اتانولي عصاره
 اثرات روشني به تحقيق اين از حاصل اطلاعات. باشد سرطاني مي

 رده بر Heracleum persicum گياه ريشه اتانولي عصاره مهاري
 مطالعات همه ].42[ دهد مي نشان را MCF7 سرطاني هاي سلول
هاي  سرطان آن بر روي تركيبات و كومارين در مورد اثر كه پيشين

 باعث كومارين و دارد همخواني ما نتايج با گرفته مختلف انجام
 لاكتوباسيلوس روتري ثيرأت .شود مي معده سرطان هاي سلول مهار
در طي  زارع و جوانيان .است انگيز بحث بسيار ها سرطان در

 از حاصل هاي سوپرناتانت اي مشاهده نمودند كه مطالعه
 كشته باعث سرطاني هاي سلول بر ثيرأت با روتري لاكتوباسيلوس

ديگري كه  مطالعه در]. 43[د نشو مي سرطاني هاي سلول شدن
 كه ه شدداد نشان ،انجام گرفت FELO و GHONEUMتوسط 

Lactobacillus kefiri) PFT(، خون سفيد هاي سلول براي 
 هاي سلول در را آپوپتوزي اثرات انتخابي طور به و است ايمن

 يك عنوان به است ممكن بنابراين،. كند مي ايجاد معده سرطاني
 مطالعات ].44[ شود استفاده معده سرطان درمان براي درماني عامل

Hwang براي كه داد نشان 2012 سال در همكارانش و بار ليناو 
 سرطاني هاي سلول در آپوپتوز ايجاد باعث كازائي لاكتوباسيلوس

 Ijiri مطالعات ].45[ ه استشد سيگنالينگ و NF-κB مهار با معده

 از حاصل فراوكريم داد نشان 2017 سال در كارانشمه و
 دوش مي معده سرطاني هاي سلول در آپوپتوز باعث ،پروبيوتيك

 ما نتايج با پروبيوتيك مورد در گرفته انجام پيشين مطالعات ].46[
 معده سرطان هاي سلول مهار باعث لاكتوباسيلوس و دارد مطابقت

  .دگرد مي
  

   گيري نتيجه
 متابوليسم تركيب ثيرأت بررسي در مورد كه اي مطالعه

 هاي سلول مهار روي بر كومارين و روتري لاكتوباسيلوس ثانويه
در غلظت  لاكتوباسيلوس كه نشان داد ،گرفت انجام معده سرطاني
 باعث ليتر روگرم در ميليماك 100 غلظت در كومارين و 10000
 تا شود مي باعث دو اين تركيب و شود مي AGS هاي سلول مهار
 آزمون از حاصل نتايج بررسي .كنند رشد كمتر AGS هاي سلول

Real time PCR ژن بيان ميزان كه دكر مشخص Bax و Bcl2 
 توجه با. است داشته داري معني افزايش كنترل گروه با مقايسه در
 تكثيري مهار در روتري لاكتوباسيلوس و كومارين اثرات به

 گرفت نتيجه توان مي Bcl2 و Bax ژن افزايش ،AGS هاي سلول
 بيان بر تأثير با دنتوان مي روتري لاكتوباسيلوس و كومارين كه
 هاي سلول در آپوپتوز القاي موجب آپوپتوز در دخيل هاي ژن

  .دنشو سرطاني
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  و قدرداني تشكر
وسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي  بدين

تمامي  از همچنين .شود واحد اهر صميمانه سپاسگزاري مي
تقدير و  ،پژوهش مرا ياري كردندكه در طول اجراي اين  كساني

نامه  شايان ذكر است كه اين مقاله حاصل پايان. نمايم تشكر مي
نامه  با كد پايان پريسا فومن آجيرلوكارشناسي ارشد 

  .باشد دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهر مي 22030503971007
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