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1. Introduction

robiotics are dietary supplements consisting 
of living microorganisms that, after digestion, 
improve the health of the host and have many 
benefits [1, 2]. They have great therapeutic 
efficacy for humans, for instance, they are in-

volved in the treatment of diarrhea caused by irritable bowel 

P
syndrome and colorectal cancer [3, 4]. The role of probiot-
ics in modulating the immune response may be due to the ef-
fect of these beneficial microorganisms on the secretion of 
some cytokines and the expression of genes involved in in-
nate immunity [5, 6]. The type of probiotic effect depends 
on the production of their biochemically active metabolites, 
molecules present on the surface of these microorganisms, 
or their secreted components [7, 8]. In general, probiotics 
produce a variety of substances, including short-chain fatty 
acids such as acetate, lactate, succinate, butyrate, H2O2, and 
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Aims Defensins are cysteine-rich antimicrobial cationic peptides and BAX is a proapoptotic gene that can 
cause cell death. This study aimed to investigate the effect of cellular extract of co-cultured Lactobacillus 
casei on the expression of BAX and human β-defensin 2 (hBD-2) genes in HT29 cells.
Methods & Materials This experimental study was conducted in the Research Center for Pharmaceutical 
Nanotechnology of Tabriz University of Medical Sciences in 2017. The HT29 cell line was obtained from 
the Pasteur Institute of Iran, and cells were assessed using Microculture Tetrazolium Test (MTT) after cul-
turing. DNA was extracted from the treated cells, and then the DNA ladder assay was carried out. After 
preparing cDNA, the expression levels of BAX and hBD-2 genes in the HT29 cell line were measured using 
a real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) method.
Findings The results of the MTT assay indicated that Lactobacillus casei inhibited the proliferation of HT29 
cells and induced apoptosis in these cells. Results of DAPI staining and DNA ladder assay obtained from 
treating HT29 cells by Lactobacillus casei showed qualitative changes in cell apoptosis. Moreover, real-
time PCR results indicated that Lactobacillus casei bacteria significantly increased the expression of the 
hBD-2 gene in HT29 colon cancer cells within 12-24 hours (P= 0.023), while BAX gene expression showed 
no significant change in the first 24 hours (P= 0.37). 
Conclusion The extract of Lactobacillus casei can be used to stimulate cancer cells to produce β-defensins, 
inhibit pathogens, prevent the stimulation of cellular signaling, and fight antibiotic-resistant bacteria. 
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bacteriocin compounds that act on both Gram-positive and 
Gram-negative bacteria [9, 10]. Defensins are cysteine-rich 
antimicrobial cationic peptides that are part of innate and 
acquired immune systems because they can invoke mono-
cytes and neutrophils, and are effective in inducing the pro-
duction of various cytokines [11]. Defensins are produced 
by different groups of cells, including neutrophils and intes-
tinal secretory cells, and show high antimicrobial activity 
in vitro against Gram-negative and Gram-positive bacteria, 
fungi, and viruses [12]. Among these compounds, human 
β-defensin 2 (hBD-2) has been widely studied because of 
its effects in strengthening the innate and acquired immune 
systems and on neutrophils which are the first line of de-
fense in the immune system [12]. Probiotics, by modulat-
ing the intestinal microbial flora, exert beneficial effects 
on the health of the host, and are generally from human 
sources and considered non-pathogenic. The mechanism of 
action of probiotics is not fully understood, but some have 
been proposed to justify their preventive and therapeutic 
effects in human diseases [13]. Studies have shown that 
probiotics play an effective role in fighting against cancer 
by affecting the digestive enzymes of animals and humans, 
inhibiting carcinogens in the body and in vitro conditions, 
and suppressing mutations, cancer inducers, and tumors in 
laboratory animals [14, 15]. 

Cancer is a genetically heterogeneous disease and the sec-
ond leading cause of death in the world after cardiovascular 
diseases. One of the most common types of gastrointestinal 
cancer in Iran is colorectal cancer which is the third most 
common cancer in men and the fourth in women [16]. 
In vitro experiments have shown that probiotics suppress 
primary neoplastic ulcers and colorectal cancer tumors 
in rat models [17]. One of the functional mechanisms of 
probiotics, including Lactobacilli, is the anti-proliferative 
property of cancer cells by the induction of apoptosis [18]. 
Therefore, probiotic therapy can treat cancer by two mecha-
nisms: directly inhibiting the growth of pathogenic bacteria 
by the probiotics, and indirectly inhibiting the secretion of 
β-defensin and antimicrobial peptides by human cells [19]. 
BAX is a proapoptotic gene that causes cell death and BAX 
protein induces programmed cell death [20]. 

Under normal conditions, BAX is cytosolic in the body, 
mainly through retransferring from mitochondria to the cy-
tosol by BCL2L1/Bcl-xL, and prevents the accumulation 
of toxic BAX levels in the mitochondrial outer membrane. 
Under stress, a conformation change occurs which transfers 
it to the mitochondrial membrane, leading to the release of 
cytochrome c, which in turn causes apoptosis [21]. Ogushi 
et al. showed that several pathogenic bacteria of probiotics, 
including Lactobacilli, would cause innate immunity by in-
ducing defensin. Pathogenic strains of Salmonella spp. and 

Helicobacter pylori were also reported to stimulate hBD-2 
expression [22]. Bacterial components of probiotic Lacto-
bacilli induce the expression of defensins and thus affect the 
antibacterial activity of the intestine. Therefore, the induc-
tion of defensins by probiotics, including Lactobacilli may 
be a new therapeutic strategy to strengthen innate defense 
mechanisms [23]. This study aimed to investigate the ef-
fect of Lactobacillus casei on the expression of hBD-2 and 
BAX genes in HT29 cancer cells and to determine the pos-
sibility of hBD-2 secretion from HT29 cells.

2. Materials and Methods

The present study was conducted at the Research Center 
for Pharmaceutical Nanotechnology of Tabriz University of 
Medical Sciences in Iran in 2017. Cell line HT29 was ob-
tained from the Pasteur Institute of Iran and bacteria were 
obtained from the Persian Type Culture Collection Center. 
To accurately identify the used Lactobacillus species, they 
were first identified using the molecular method. The MRS 
broth medium containing the bacteria was transferred to the 
tubes and centrifuged at 10000 rpm for 5 minutes. Then, 
800 μL of lysis buffer was added to the tubes. The tubes 
were then placed in a water bath at 85°C for 30 minutes. 
Next, the tubes were placed in a freezer at -70°C for 10 
minutes and then placed back in the water bath, after add-
ing 700 μL of chloroform-isoamyl alcohol solution to each 
tube. The tubes were then centrifuged and the supernatant of 
the tubes containing the DNA was transferred to new tubes. 
Cold isopropanol, twice the sample amount, was added to 
the new tubes, which were placed in a -70°C freezer over-
night. The samples were then centrifuged at 12000 rpm for 
5 minutes and the supernatant was poured out. Then, 50 mL 
of DNase-free distilled water was added to each tube. After 
the DNAs were extracted, the primers were first evaluated 
and ordered for synthesis.

To investigate the lethal effect of Lactobacillus casei cell 
extract on cell line HT29, a colorimetric assay (MTT kit, 
Sigma Aldrich, Germany) was used. Around 0.025, 0.05, 
0.1, 0.25, 0.5, and 1 mL/µg of killed bacterial cell extract 
were treated on HT29 cell line at 24-hour intervals. After 
that, the contents of 96-well plates were carefully removed 
and methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) 
dye was added and kept for 4 hours in 5% CO2 at 37°C. 
Then, MTT dye was isolated and formazan crystals were 
produced and dissolved in isopropanol by living cells.

DAPI staining

To directly investigate the effects of killed Lactobacillus 
casei extract and living bacteria on HT29 cells, after cell 
culture and cell proliferation in a 6-well plate, different 
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concentrations of killed bacteria, as well as live bacteria, 
were poured 20 times the cell size into each 6-well plate 
along with mesh wells. The bacteria were then treated for 
24 hours, fixed by adding 60 mL of 4% paraformaldehyde 
to each well, and then the cell supernatant was poured out. 
The cells inside each well were washed with PBS 3 times, 
and the cells inside each well were permeabilized with 
0.1% Triton X-100 for 10 minutes.

RNA extraction

All treated and untreated RNAs were extracted using an 
RNA extraction kit (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) 
according to the manufacturer’s instructions and its concen-
tration was measured by a spectrophotometer (NanoDrop 
ND 1000, Thermo Fisher Scientific, USA).

cDNA synthesis

The complementary DNA molecules were fabricated with 
a kit (Fermentas, Germany). The used primers were de-
signed by oligo 5 software and entered into Primer-BLAST 
online tool at the NCBI website (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
whose information is presented in Table 1. The primers 
were synthesized by Takapouzist Company.

Real-time polymerase chain reaction

Real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) in the iQ5 
detection system (Bio-Rad, USA) was performed in trip-
licate using a thermal cycler, the information of which is 
available in Table 2. In real-time PCR tubes, 1 μL of cDNA 
and 19 μL of SYBR green master mix containing 1 μL of 
forward primer (0.2 micromolar), 1 μL of reverse primer 
(0.2 micromolar), 7 μl of DEPC, and 10 μL of master mix 
1x real-time were poured. Then, the tubes were inserted in 
the real-time PCR device.

Gene expression data analysis

The Cycle Threshold (CT) was determined for each sam-
ple. The expression level of each sample was calculated 
for the relevant genes and GAPDH gene using CT values. 
The expression ratio of the treated samples to that of con-
trol samples normalized by the expression of the GAPDH 
gene was calculated using the formula provided by Pfaffl 
(Formula 1):

1. 

Table 1. Properties of primers used in the study

Gene Primer Primer Sequence Amplicon Size (bp)

β-defensin
Forward

Reverse

F:5- GAT GCG TCC ACC AAG AAG- 3

R:5- AGT TGA AGT TGC CGT CAG-3
122 

GAPDH
Forward

Reverse

F: 5 -CGGTGGATCCCCTTTATTG-3

R: 5-CTAACCAGGAATTCCGATG-3
106

BAX
Forward

Reverse

F: TTGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3

R-AGCTTCTTGGTGGACGCATC -3
101

Table 2. Thermal cycler program

Process Temperature (°C) Time No. of Cycles

Initial activation 94 10 min 1

Denaturation 94 15 s
40

Annealing 59 30 s

Extension 72 25 s

Final extension 72 5 min 1
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3. Results

As shown in Figure 1, the sharp band of Lactobacillus ca-
sei DNA is observed in agarose electrophoresis. The quanti-
ty and quality of DNA were evaluated using the NanoDrop 
device. All extracted DNA samples had high quality and 
quantity, with the highest absorption peak at 260 nm. The 
highest absorption wavelengths of RNA and protein were 
230 and 280 nm, respectively. Cancer cells were treated in 
two ways. In the first method, the cells were treated for 4 
hours by co-culturing in plates containing 0.1-μm pore-size 
transfer wells and then the transfer wells containing bacte-
ria were removed. The second method was to kill the bacte-
ria by heating and cooling them continually and treating the 
cells. In both methods, 12 and 24 hours were considered. 
After treating the cells with Lactobacillus casei, the cells 
were observed to move towards apoptosis. The probabil-
ity of hBD-2 gene expression in cells was zero, although 
the cells were dying. Co-cultured colon cancer cells with 
nuclear staining indicate apoptosis of these cells. However, 
an increase in the expression was observed in the molecular 
study.

After cell treatment, DAPI staining was performed to 
evaluate cell apoptosis. Figure 2 shows stained and un-
stained cells imaged by light and fluorescence microscopy.

Qualitative evaluation of the extracted RNA

To evaluate the changes in gene expression, after HT29 
treatment with Lactobacillus casei and its cell extract, RNA 
was extracted from the treated HT29 cells. Then, the RNA 
concentration of the samples was measured in the Nano-
Drop device. To evaluate the quality of the extracted RNAs, 
the samples underwent electrophoresis on agarose gel (Fig-
ure 3).

Real-time PCR results

To perform real-time PCR, cells in 6-well plates with 50% 
inhibitory concentration (IC50) of culture medium were 
treated with Lactobacillus casei bacteria and its cell ex-
tract (Figure 4). The expression levels of BAX and hBD-2 
genes in the co-culturing of HT29 colon cancer cells with 
Lactobacillus casei are shown in Figures 5 and 6, which 
were treated for 12 and 24 hours, and the gene expression 
changes were measured by real-time PCR. The hBD-2 
gene expression showed a significant increase in 24 hours 
compared to the control group (P= 0.023), while BAX gene 
expression did not show significant changes in 12 hours 
compared to the control group (P = 0.37).

4. Discussion

The results of this study showed that, by increasing the ex-
pression of the hBD-2 gene under the influence of live and 
killed extracts of Lactobacillus casei, the bacteria showed 
the ability to stimulate the production of hBD-2 from colon 
cells, and the live bacteria induced apoptosis in cancer cells; 
however, the expression of BAX gene did not show a signif-
icant change in the first 12 hours. The mechanism of action 
of probiotics is not fully understood, but some have been 
proposed to justify their preventive and therapeutic effects 
in human diseases, including the production of bacterial 
inhibitory compounds, strengthening the immune system, 
and stimulating the production of antimicrobial peptides 
from human cells [13]. Therefore, probiotic therapy can 
treat cancer by two mechanisms; first by directly inhibit-
ing the growth of pathogenic bacteria by the probiotics, and 
second by indirectly inhibiting the secretion of hBD-2 and 
antimicrobial peptides by human cells. Antimicrobial pep-
tides contain 10 to 150 amino acids whose antimicrobial 
function depends on various factors such as pH, peptide 

Figure 1. The DNA extracted from sample bacterial after electrophoresis on a 2% agarose gel
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abundance, and salt concentration [19]. They are normally 
produced from different parts of the body such as skin, in-
testinal mucosa, oral mucosa, respiratory tract, eyes, and 
mesenchymal stem cells in bone marrow, but the expres-
sion of these proteins is inductively increased in infectious 
conditions such as wounds or inflammation. These pep-
tides mainly target microbial membranes; hence, because 
of their applicability, they are new generation antibiotics 
[24]. A group of these peptides is defensins, which are di-
vided into three groups: α, β, and θ. Beta defensins are one 
of the largest members of this family, and their copies are 
found in many vertebrates, invertebrates, and plants. Most 

defensins have six cysteine residues, which are not essential 
for antimicrobial activity but are highly resistant to bacte-
rial proteolysis. Defensins are abundant in cells and tissues 
that are involved in host defense against microbial infec-
tions [25]. The BAX gene is a unique point for the intrinsic 
apoptosis signaling pathway. This pathway is initiated by 
various stimuli such as cytokine deprivation and cytotoxic 
stress and eventually induces programmed cell death [26]. 
Soltan Dallal et al. [27] examined the effect of two probiot-
ic bacteria Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus ca-
sei on the TLR2 and TLR4 genes expression in HT29 cells 
infected with Salmonella Enteritidis. Their results showed 

Figure 2. Microscopic image of HT29 cells indicating that HT29 cells chose the apoptotic pathway in the presence of live bacteria; 
A: DAPI staining and fluorescence microscopic image of healthy and controlled cell nuclei; B: DAPI staining and fluorescence mi-
croscopic image of treated and apoptotic cell nuclei; C: Microscopic image of control cells; D: Microscopic image of apoptotic cells

Figure 3. Images of 28S, 5S, and 18S subunits from electrophoresis of extracted RNAs to control their quality 
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Figure 4. Two percent agarose gel electrophoresis of the PCR product of 16s RNA gene indicating that the band of the second well 
(S1) is specific and sharp and is suitable for sequencing

 

Figure 5. The expression level of the hBD-2 gene in HT29 cells treated individually by Lactobacillus bacteria for 12 and 24 hours 
(average of 3 repeats)

 

*** 

Figure 6. The expression level of BAX gene in HT29 cells treated individually by Lactobacillus bacteria for 12 and 24 hours (aver-
age of 3 repeats)
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that after the treatment of healthy and non-infected HT29 
cells with each of the two probiotic bacteria, the expres-
sion of TLR2 and TLR4 genes increased significantly. In 
contrast, the expression of these two genes in infected cells 
before and after treatment with each of the probiotic bacte-
ria was significantly reduced. Karimi Ardestani et al. [28]. 
In molecular detection of heat-killed probiotic bacteria and 
the study of apoptosis induction on colon cancer HT-29 
cell line, showed that Lactobacillus brevis reduced survival 
and proliferation of HT-29 colon cancer cells in a time- and 
dose-dependent pattern. The highest cytotoxic effect was 
related to dilution of 1000 μg/mL at 72 hours. The bioavail-
ability depending on dose and time in HT-29 and HEK-293 
cells was estimated to be 23% and 50%, respectively. DNA 
fragmentation test also confirmed the induction of apopto-
sis by heat-killed bacteria. 

Sattari and Ahmadizadeh [29] studied the expression of 
PTEN and AKT1 genes in the co-culturing of the HT29 
colon cancer cell line with Streptococcus thermophilus. 
Their results showed that Streptococcus thermophilus de-
creased the expression of the AKT1 gene and increased the 
expression of PTEN and led the cancer cells to apoptosis. 
MTT test showed that the concentration of OD (0.05) had 
the highest lethality in 4 hours [29]. According to Taver-
niti and Guglielmetti [30], bacterial strains of Lactobacil-
lus bulgaricus and Lactobacillus casei probiotics reduce the 
viability of HT29 and CACO-2 cancer cells. Their results 
showed that the cellular components of heat-killed bacteria, 
such as the peptidoglycan cell wall underlying cytoplasmic 
membrane had cytotoxic effects on cancer cells, which is 
consistent with our study. Yan et al. [31] showed that solu-
tion compounds secreted by Lactobacillus casei and Lacto-
bacillus rhamnosus induce apoptosis in monocytic leuke-
mia cells. As a result, probiotics can be considered as a safe 
agent for the fi ght against cancer with no side effects which 
is consistent with our study. Baldwin et al. [32] showed 
that Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei can 
increase apoptosis induction in the LS315 carcinoma cell 
line and can be used as adjuvants with chemotherapy. This 
finding is in agreement with our results. 

Ali Asgari et al. [33] reported the effects of Lactobacillus 
casei cell extract on increasing the expression of the BAX 
gene and decreasing the expression of the BCL2 gene in the 
colon cancer cell and induction of programmed cell death. 
This finding is also consistent with our Findings. Abdalan 
et al. showed that aqueous extract of Quercus infectoria leaf 
has an anticancer effect on colon cancer cell line HT29, and 
can induce apoptosis by increasing the expression of BAX 
gene in HT29 cells which is consistent with our results [34].

5. Conclusion

Despite the stimulation of hBD-2 production by killed 
extract of Lactobacillus bacteria, the extract of these bacte-
ria can be used to stimulate cancer cells to produce hBD-2, 
inhibit pathogens, prevent the stimulation of cellular prolif-
eration signaling, and fight antibiotic-resistant bacteria.
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اهداف دفنسین ها پپتیدهای کاتیونی ضدمیکروبی غنی از سیستئین هستند و Bax یک ژن پروآپوپتوزی بوده که منجر به مرگ سلولی 
 Bax می شود. هدف از این مطالعه، بررسی تأثیرکشت و عصاره باکتری لاکتوباسیلیوس کازئی بر میزان بیان ژن بتادفنسین 2 انسانی و

در سلول های HT29 بود.

مواد و روش ها مطالعه حاضر در مرکز تحقیقات ریز فناوری دارویی علوم پزشکی تبریز، در سال 1396 انجام شده است. در این مطالعه 
تجربی، رده سلولی HT29 از بانک سلولی پاستور تهیه شد و سلول ها پس از کشت با استفاده از روش MTT assay مورد بررسی قرار 
گرفتند. استخراج DNA از سلول های تیمار شده انجام و تست DNA Ladder assay صورت گرفت و پس از تهیه cDNA، میزان بیان 

ژن های bax و بتادفنسین 2 در رده سلولی HT29 به روش Real-time PCR مورد سنجش قرار گرفت.

مهار  را   HT29 سلول های  تکثیر  کازئی  لاکتوباسیلوس  باکتری های  می دهد  نشان   MTT آزمایش  از  حاصل  نتایج  یافته ها 
 HT29 حاصل از تیمار سلول های DNA ladder assay می کنند و سبب القای آپوپتوز در این سلول ها می شوند نتایج دپی و
با باکتری لاکتوباسیلوس کازئی تغییرات کیفی آپوپتوز سلولی را نشان داد و نتایج Real-time PCR نشان داد که باکتری های 
 HT29 لاکتوباسیلوس کازئی سبب افزایش بیان ژن بتادفنسین و در بازه زمانی 12 الی 24 ساعت در سلول های سرطانی کولون
می شود و رابطه معنی داری پیدا می کند )P= 0/023(. نتایج حاصل نشان داد بیان ژن Bax در 24 ساعت اول تغییر معنی داری 

.)P=0/37( پیدا نمی کند

نتیجه گیری می توان از عصاره باکتری لاکتوباسیل در جهت تحریک سلول های سرطان برای تولید بتادفنسین، مهار پاتوژن ها، عدم تحریک 
سیگنالینگ های سلولی و مبارزه با باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیک استفاده کرد.

کلیدواژه ها: 
لاکتوباسیلوس 

کازئی،ژن بتادفنسین2، 
HT29 سلول های

تاریخ دریافت: 02 آبان 1398 
تاریخ پذیرش: 06 اردیبهشت 1399

تاریخ انتشار: 10 مهر 1399

مقدمه

پروبیوتیک ها مکمل های غذایی متشکل از میکروارگانیسم های 
همسفره زنده هستند که پس از هضم، سلامتی میزبان را بهبود 
می بخشند و مزایای زیادی برای میزبان به همراه دارند ]2،1 [. 
پروبیوتیک مصرف  عنوان  به  زنده که  این میکروارگانیسم های 
می شوند، کارایی درمانی زیادی برای انسان به همراه دارند، به 
طوری که در درمان اسهال ناشی از باکتری های پاتوژن روده ای 
مانند سندرم روده تحریک پذیر و سرطان های کولون نقش دارند 
]4،3 [. نقش پروبیوتیک ها در تعدیل پاسخ ایمنی می تواند به 
علت تأثیر این میکروارگانیسم های مفید زنده روی ترشح بعضی 
سایتوکین ها و بیان ژن های دخیل در ایمنی ذاتی باشد ]6،5 [. 

نظر  از  فعال  متابولیت های  تولید  به  پروبیوتیک،  اثر  نوع 
این  سطح  بر  موجود  مولکول های  یا  آن ها  بیوشیمیایی 
میکروارگانیسم ها یا اجزای مترشحه از آن ها بستگی دارد ]8،7 [. 
به طور کلی، پروبیوتیک ها مواد مختلفی شامل اسید چرب با 
 H2O2 ،زنجیره کوتاه مثل استات، لاکتات، سوکسینات، بوتیرات
و ترکیب های باکتریوسین تولید می کنند که هم روی باکتری های 
گرم مثبت و هم گرم منفی اثر می گذارند ]10 ،9[. دفنسین ها 
پپتیدهای کاتیونی ضد میکروبی غنی از سیستئین هستند که به 
عنوان عضوی از سیستم ایمنی ذاتی و اکتسابی در نظر گرفته 
نوتروفیل ها  و  مونوسیت ها  فراخوانی  به  قادر  چراکه  می شوند؛ 
هستند و در القای تولید سایتوکاین های مختلف نقش مؤثری 
دارند ]11[. دفنسین ها توسط گروه های مختلفی از سلول ها از 
جمله نوتروفیل ها و سلول های ترشحی روده تولید می شوند و 
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در in vitro فعالیت ضد میکروبی وسیعی را علیه باکتری های 
گرم منفی و مثبت، قارچ ها و ویروس ها انجام می دهند ]12[. از 
میان این ترکیبات، به دلیل اهمیت بالای بتادفنسین 2 انسانی 
روی  آن  اثرات  و  اکتسابی  و  ذاتی  ایمنی  سیستم  تقویت  در 
نوتروفیل ها که خط اول دفاعی در سیستم ایمنی هستند، بسیار 
ارگانیسم های  بیوتیک ها  قرار می گیرد ]12[. پرو  مورد مطالعه 
زنده ای هستند که با تعدیل فلور میکروبی روده، اثرات مفیدی را 
بر روی سلامت میزبان اعمال می کنند و عموماً از منابع انسانی 
بوده و غیر بیماری زا محسوب می شوند. مکانیسم اثر پروبیوتیک ها 
کاملًا شناخته شده نیست، ولی مکانیسم هایی برای توجیه اثرات 
پیشگیری کننده و درمانی آن ها در بیماری های انسان پیشنهاد 

شده است ]13[. 

مطالعه ها نشان داده است که پروبیوتیک ها با تأثیر بر آنزیم های 
گوارشی حیوانات و انسان ها، مهار عوامـل سـرطان زا در داخـل 
بـدن و شـرایط آزمایشـگاهی، سرکوب موتاسیون ها و ترکیب 
نقـش  آزمایشـگاهی  تومورها در حیوانات  و  القا کننده سرطان 
مـؤثری در جهت مقابله با سرطان ایفا می کنند ]15 ،14[. به 
طـور کلی ، سرطان یک بیماری نا متناجس ژنتیکی است که پس 
از بیماری های قلبی عروقـی دومـین علـت شایع مرگ و میر در 
جهان به شمار می رود. یکی از شایع ترین نوع سـرطان دسـتگاه 
گـوارش در ایران، سرطان روده بزرگ است که از نظر بروز در 
مردان ایرانی رتبه سوم و در زنان، رتبه چهارم را به خود اختصاص 
داده است ]16[. در آزمایش های بـرون تنـی نشـان داده شـده 
و  اولیه  نئوپلاسـتیک  پروبیوتیک ها در سـرکوب زخم های  که 
تومورهـای سـرطانی روده بزرگ در مدل های موش نقش دارند 
]17[. هـمچنـین یکی از مکانیسم های عملکردی پروبیوتیک ها 
از جملـه لاکتوباسـیلوس ها، خاصـیت ضـد تکثیری سـلول هـا ی 
سرطانی از جملـه سـرطان کولـون بـا القـای آپوپتـوز است ]18[. 
مکانیسم  دو  با  می توان  پروبیوتیک درمانی سرطان،  با  بنابراین 
رشد سرطان را مهار کرد. اول با مهار مستقیم رشد باکتری های 
با  پاتوژن ها توسط خود پروبیوتیک ها و دوم مهار غیرمستقیم 
توسط  ضد میکروبی  پپتید های  و  بتادفنسین  ترشح  تحریک 

سلول های انسانی ]19[. 

Bax یک ژن پروآپوپتوزی است که منجر به پیشبرد مرگ 
سلولی  مرگ  القای  سبب   Bax پروتئین  و  می شود  سلولی 
 Bax برنامه ریزی شده در سلول ها می شود ]20[. در شرایط عادی
عمدتاً از طریق انتقال مجدد از میتوکندری به سیتوزول به وسیله 
BCL2L1 / Bcl-xL به طور سیتواسال در بدن وجود دارد و از 
انباشت سطح Bax سمی در غشای بیرونی بیضه میتوکندری 
جلوگیری می کند. تحت شرایط استرس، یک تغییر سازگاری رخ 
می دهد که باعث انتقال به غشای میتوکندریایی می شود که منجر 
به آزاد شدن سیتوکروم c می شود که پس از آن باعث آپوپتوز 

می شود. ]21[. 

مطالعات اوگوشی1 و همکاران حاکی از آن است که چندین 
ایمنی  لاکتوباسیل ها  جمله  از  پاتوژنیک  پروبیوتیک  باکتری 
ذاتی را از طریق القای دفنسین القا می کنند. گزارش شده است 
سویه های بیماری زای Salmonella ssp و هلیکوباکتر پیلوری 
نیز باعث تحریک بیان hBD-2 می شوند ]22[. اجزای باکتریایی 
لاکتوباسیل های پروبیوتیکی بیان دفسنسین را القا می کنند و 
بنابراین بر فعالیت ضد باکتریایی روده تأثیر می گذارند. درنتیجه، 
لاکتوباسیل ها  جمله  از  پروبیوتیک ها  توسط  دفنسین ها  القای 
تقویت  برای  جدید  درمانی  استراتژی  یک  است  ممکن 
مکانیسم های دفاعی ذاتی باشد ]23[. هدف از این پژوهش، تأثیر 
باکتری لاکتوباسیل کازئی بر بیان ژن بتا دفنسین و bax در 
سلول های سرطانی HT29 و تعیین امکان ترشح بتادفنسین از 

سلول های HT29 است.

مواد و روش ها 

دارویی  ریزفناوری  تحقیقات  مرکز  در  حاضر  مطالعه 
علوم پزشکی تبریز، در سال 1396 انجام شده است رده سلولی 
HT29 از بانک سلولی پاستور و باکتری از مرکز کلکسیون قارچ ها 
و باکتری های صنعتی ایران تهیه شد. به منظور شناسایی دقیق 
گونه لاکتوباسیل مورد استفاده، ابتدا گونه مورد نظر با استفاده از 
 MRS روش مولکولی مورد شناسایی قرار گرفت. محیط کشت
براث حاوی باکتری ها را به تیوب ها منتقل وبا 10000دور در 
دقیقه به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ شد. سپس 800 ماکرولیتر 
لیز بافر به تیوب ها افزوده شد. سپس تیوب ها به مدت 30 دقیقه 
در بن ماری 85 درجه سانتی گراد قرار داده شد. در مرحله بعد 
تیوب ها را به مدت 10 دقیقه در فریزر منهای 70 درجه قرار 
داده و دوباره در بن ماری 85 درجه سانتی گراد قرار داده شد و 
بعد 700 ماکرولیتر محلول کلروفرم ایزوآمیل الکل به هر کدام از 
تیوب ها افزوده شد. سپس تیوب ها سانتریفیوژ شد و مایع رویی 
تیوب ها که حاوی DNA بود به تیوب های جدید انتقال داده شد. 
دوبرابر حجم نمونه ها ایزوپروپانل سرد به تیوب های جدید اضافه 
شد و تیوب ها به مدت یک شبانه روز در فریزر منهای 70 درجه 
قرار داده شد. سپس نمونه ها با 12000دور در دقیقه به مدت 5 
دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع رویی بیرون ریخته شد. سپس 50 
ماکرولیتر آب مقطر دیونیزه DNase free به هر کدام از تیوب ها 
افزوده شدند. بعد از اینکه DNA  ها استخراج شد، ابتدا ارزیابی 

پرایمر ها و سفارش آن ها برای سنتز انجام شد. 

به منظور بررسی اثر کشندگی عصاره سلولی باکتری لاکتوباسیل 
 MTTSigma از روش رنگ سنجی HT29 کازئی روی رده سلولی
)Aldrich, Germany( استفاده شد. غلظت های 0/025، 0/05، 
از عصاره سلولی  0/1، 0/25، 0/5، 1 میکروگرم در میکرولیتر 
باکتری کشته شده در فاصله زمانی 24 ساعت روی رده سلولی 

1. Ogushi
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HT29 تیمار شدند. بعد از گذشت زمان فوق محتوای چاهک های 
پلیت 96خانه ای به دقت خارج شد و به آن رنگ MTT 2 اضافه شد 
و به مدت چهار ساعت تحت شرایط CO25 درصد و دمای 37 
درجه سانتی گراد نگه داشته شد. سپس رنگ MTT جداسازی 
شد و کریستال های فورمازان تولید و به وسیله سلول های زنده در 

ایزوپروپانول حل شدند.

)Dapi staining( رنگ آمیزی سلولی دپی

باکتری های  کشته شده  عصاره  اثرات  مستقیم  بررسی  برای 
لاکتوباسیلوس کازئی و خود باکتری زنده بر سلول های HT29، بعد 
از کشت سلول ها و تکثیر سلول ها در پلیت شش خانه ای، غلظت های 
اندازه  به  زنده  باکتری  نیز خود  و  باکتری های کشته شده  مختلف 
همراه  پلیت شش خانه ای  چاهک  هر  داخل  سلول ها  برابر  بیست 
چاهک های مش دار ریخته شد. محتویات سپس 24 ساعت با باکتری 
4 درصد به هر 

 2
تیمار شدند و با افزودن 60 ماکرولیتر پارافرمال دهید 

چاهک، باکتری را فیکس کرده سپس مایع رویی سلو ل ها را خالی 
کردیم. سلول های داخل هر چاهک با PBS، سه بار شست وشو شدند و 
 Triton x-100 سلول های داخل هر چاهک با محلول نفوذپذیر کننده

0/1 درصد به مدت 10 دقیقه نفوذپذیر شدند.

2. MicrocultureTetrazoliumTest

RNA استخراج

از  استفاده  با  نشده  و  تیمار شده  RNAهای  کل  ابتدا  در 
طبق   )Fermantaz, Germany(  RNA استخراج  کیت 
دستور العمل آن استخراج شد و غلظت آن به وسیله دستگاه 

اسپکتروفتومترنانودراپ )0( اندازه گیری شد.

cDNA سنتز

 Fermantaz,( کیت  با  مکمل   DNA مولکول های  ساخت 
Germany( انجام گرفت. پرایمر های مورد استفاده توسط نرم افزار 
NCBI www.ncbi.nlm. 5 طراحی و توسط وب سایت oligo

 BLAST (nih.gov)شدند و اطلاعات آن ها در جدول شماره 1 
موجود است. پرایمرها توسط شرکت تکاپوزیست سنتز شدند.

 Real-time quantitative-PCR انجام

واکنش )Real time PCR )BIO-RAD iQ5, USA به صورت 
تکرارهای سه تایی و طبق برنامه دمایی که اطلاعات آن در جدول 
شماره 2 موجود است، صورت گرفت. بدین شکل که در تیوب های 
مخصوص Real time PCR 1 ماکرولیتر cDNA و 19 ماکرولیتر 
مسترمیکس سایبرگرین حاوی 1 ماکرولیتر پرایمر فوروارد )0/2 
پرایمر ریورز )0/2 ماکرو مولار(، 7  ماکرو مولار(، 1 ماکرولیتر 
 Mastermix 1x Real time و 10 ماکرولیتر DEPC ماکرولیتر

جدول 1. مشخصات پرایمرهای مورد استفاده

طول قطعاتbpتوالی پرایمرپرایمرژن

Beta defencine
Forward

Reverse

F:5- GAT GCG TCC ACC AAG AAG- 3

R:5- AGT TGA AGT TGC CGT CAG-3
122

GAPDH
Forward

Revers

F: 5 -CGGTGGATCCCCTTTATTG-3

R: 5-CTAACCAGGAATTCCGATG-3
106

Bax
Forward

Revers

F:TTGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3

R-AGCTTCTTGGTGGACGCATC -3
101

جدول2. برنامه ترموسایکلر

تعداد سیکلزماندما )درجه سانتی گراد(فرایند

101 دقیقه94فعال سازی اولیه

15 ثانیه94جداسازی
40

30 ثانیه59اتصال و جذب نوری

25 ثانیه72طویل سازی

51 دقیقه72طویل سازی نهایی
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ریخته شد. بعد تیوب ها در دستگاه Real time PCR قرار گرفت 
و دستگاه run شد. 

آنالیز اطلاعات بیان ژنی 

سیکل آستانه )CT(3 برای هرکدام از نمونه ها تعیین شد. میزان 
بیان در هر نمونه برای ژن های مربوطه و ژن GAPDH محاسبه 
شد. این محاسبه در نمونه های تیمار شده نسبت به نمونه کنترل 
که به وسیله میزان بیان ژن GAPDH نرمالایز شده، با استفاده 
از فرمول ارائه شده توسط pfaffl انجام شد. فرمول  محاسبات به 

شرح ذیل است )فرمول شماره 1(.

3. Cycle Threshold

.1

یافته ها

استخراج DNA باکتری لاکتوباسیلوس کازئی طبق پروتکل 
ذکرشده در قسمت مواد و روش ها انجام شد. همان طور که در 
در   DNA شارپ  باند  است،  شده  داده  نشان   1 شماره  تصویر 

تصویر DNA .1 استخراج شده برای نمونه باکتری پس از سینگل گیری بر روی ژل اگارز 2 درصد

انتخاب کرده اند. A: رنگ آمیزی dapi و تصویر  را  باکتری زنده مسیر آپوپتوز  تصویر 2. تصویر میکروسکوپی سلول های HT29. سلول های HT29 در حضور 
میکروسکوپی فلورسنت هسته های سلول سالم و کنترل. B: رنگ آمیزی dapi و تصویر میکروسکوپی فلورسنت هسته های سلول تیمار شده و اپوپتوز. C: تصویر 

میکروسکوپی سلول های کنترل D: تصویر میکروسکوپ نوری سلول های اپوپتوز.
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الکُتروفورز اگارز مشاهده می شود. با استفاده از دستگاه نانو دراپ، 
کمیت و کیفیت DNA ارزیابی شد. DNA بیشترین جذب در 
طول موج 260 نانومتر دارد و بیشترین طول موج جذب RNA و 
پروتئین به ترتیب 230 و 280 نانومتر است و همان طور که در 
شکل حاصل از نتایج دستگاه نانودراپ )تصویر شماره 1(، نشان 
داده شده است، همه نمونه های DNA استخراجی از کمیت و 
کیفیت بالا برخوردار بوده و بالاترین پیک جذب در طول موج 

260 نانومتر است. 

در این پژوهش، به دو روش، سلول های سرطانی تیمار شدند. 
صورت  به  ساعت  چهار  مدت  به  سلول ها  تیمار  اول  روش  در 
کشت همجوار در داخل پلیت های حاوی ترانسفر ول با منافذ 
0/1 میکرومتری و سپس حذف ترانسفر ول حاوی باکتری انجام 
شد و روش دوم کشتن باکتری ها با گرم و سرد کردن پشت سر 
هم و تیمار سلول ها انجام شد. در هر دو تیمار مدت 12 ساعت 

و 24 ساعت در نظر گرفته شد. پس از تیمار سلول ها با باکتری 
اپوپتوز  سمت  به  سلول ها  شد  مشاهده  کازئی،  لاکتوباسیلوس 
حرکت می کنند. احتمال بیان ژن بتادفنسین در سلول ها به صفر 
می رسید، سلول های سرطانی کولون در کشت همجوار و با رن 

گآمیزی هسته که نشان دهنده آپوپتوز این سلول ها است.

همچنین طبق روش ذکر شده در فصل مواد و روش ها پس از 
 dapi تیمار سلول ها به منظور بررسی آپوپتوز سلول ها رنگ آمیزی
انجام شد. تصویر شماره 2 سلول های رنگ شده و غیر رنگ شده 
توسط میکروسکوپ نوری و فلورسنت تصویربرداری شده را نشان 

داده است. 

ارزیابی کیفی RNA استخراج شده

به منظور ارزیابی تغییرات بیان ژن ها، بعد ار تیمار HT29 با 
باکتری های لاکتوباسیلوس کازئی و عصاره سلولی آن، اقدام به 

تصویر 3. تصویر زیرواحدهای 5S ،28S و 18S حاصل از الکتروفورز ANR استخراجی جهت کنترل کیفیت ANR های استخراج شده

تصویر 4. انجام الکتروفورز ژل آگارز 2 درصد برای محصول 16S RNA. همان طور که در شکل آمده است باند شارپ چاهک دوم )S1( اختصاصی و شارپ بوده و 
برای توالی یابی مناسب است.
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استخراج RNA از سلول های HT29 تحت تیمار با باکتری وعصاره 
سلولی آن شد و سپس غلظت RNA نمونه ها با دستگاه نانودراپ 
اندازه گیری شد. جهت سنجش کیفیت RNA های استخراج شده، 

نمونه ها روی ژل الکتروفورز شدند )تصویر شماره 3(. 

Real Time PCR نتایج واکنش زنجیره  ای

برای انجام این آزمایش سلول ها در پلیت های شش خانه ای با 
غلظت های IC50 کشت داده شدند و با باکتری های لاکتوباسیلوس 
کازئی و عصاره سلولی آن تیمار شدند که نتایج در تصویر شماره 

4 دیده می شود.

میزان بیان ژن های Bax و beta defencin در کشت همجوار 
سلول های سرطانی کولون HT29 با باکتری لاکتوباسیلوس کازئی 
در تصویرهای شماره 5 و 6 نشان داده شده است که به مدت 12 
 Real و 24 ساعت تیمار شدند و میزان تغییرات بیان ژن به روش

.)P= 0/37( مورد سنجش قرار گرفت time PCR

بحث

ژن  بیان  افزایش  با  داد  نشان  مطالعه  این  از  حاصل  نتایج 
بتادفنسین در مواجهه با عصاره کشته شده لاکتوباسیل کازئی و 
باکتری زنده، باکتری توانایی تحریک تولید بتادفنسین انسانی 
را از سلول های کولون دارا بوده و خود باکتری به صورت زنده 
باعث القای اپوپتوز سلول های سرطانی می  شود و همچنین بیان 
ژن Bax در بازه زمانی 12 ساعت اول تغییر معنی داری نشان 
نداد. مکانیسم اثر پروبیوتیک ها کاملًا شناخته شده نیست، ولی 
مکانیسم هایی برای توجیه اثرات پیشگیری کننده و درمانی آن ها 
در بیماری های انسان پیشنهاد شده است که از آن جمله می توان 
به تولید ترکیبات مهارکننده باکتری ها، تقویت سیستم ایمنی و نیز 
تحریک تولید پپتیدهای ضد میکروبی دفنسین از خود سلول های 
درمانی  پروبیوتیک  احتمال  بنابراین  ]13[؛  کرد  اشاره  انسانی 
سرطان می تواند با دو مکانیسم، رشد سرطان را مهار نماید. اول با 

 

تصویر 5. نمودار میزان بیان ژن بتا دفنسین. سلول های HT29 تحت تأثیر باکتری های لاکتوباسیلوس به صورت تکی، به مدت 12 و 24 ساعت تیمار شدند و میزان 
تغییرات بیان ژن به روش Real time PCR مورد سنجش قرار گرفت.

)P= 0/023(
 

*** 

 P= 0/37 )تحت تأثیر باکتری های لاکتوباسیلوس )اعداد به دست آمده میانگین سه بار تکرار هستند HT29 در سلول های Bax تصویر 6. نمودار میزان بیان ژن
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مهار مستقیم رشد باکتری های پاتوژن ها توسط خود پروبیوتیک ها 
و دوم مهار غیرمستقیم با تحریک ترشح بتادفنسین و پپتیدهای 
ضد میکروبی توسط سلول های انسانی. پپیتدهای ضدمیکروبی 
دارای 10 تا 150 اسید آمینه هستند که عملکرد ضد میکروبی 
آن ها بستگی به عوامل مختلفی مانند pH، فراوانی پپتید و غلظت 
نمک دارد ]19[. پروتئین های ضد میکروبی به صورت نرمال از 
موکوس  روده،  موکوس  پوست،  مانند  بدن  مختلف  بخش های 
دهان، مسیر تنفسی، چشم و سلول های بنیادی مزانشیمی مغز 
استخوان نیز تولید می شوند، اما بیان این پروتئین ها در شرایط 
عفونی مانند زخم ها یا التهاب ها به صورت القایی افزایش می یابد. 
این پپتیدها عمدتاً غشاهای میکروبی را مورد هدف قرار می دهند، 
در نتیجه به واسطه قابلیت کاربرد، آن ها، آنتی بیوتیک های نسل 

جدید به شمار می روند ]24[. 

یک دسته از این پپتیدها دفنسین ها هستند که به سه گروه آلفا، 
بتا و تتا تقسیم می شوند. بتادفنسین ها یکی از بزرگ ترین اعضای 
این خانواده هستند و رونوشت آن ها در بسیاری از مهره داران، 
بی مهرگان و گیاهان یافت می شود. بیشتر دفنسین ها شش ریشه 
سیستئین دارند که برای فعالیت ضد میکروبی ضروری نیست، اما 
مقاومت بالایی نسبت به پروتئولیز باکتریایی را ایجاد می کنند. 
دفنسین ها در سلو ل ها و بافت هایی فراوان وجود دارندکه در دفاع 
میزبان ضدعفونت های میکروبی درگیر هستند ]25[. ژن Bax یک 
نقطه ورود منحصربه فرد برای مسیر سیگنالینگ آپوپتوز درونی 
است. این مسیر توسط محرک های مختلف از جمله محرومیت 
سیتوکین و استرس سیتوتوکسیک آغاز می شود و درنهایت سبب 

القای مرگ سلولی برنامه ریزی شده در سلول ها می شود ]26[. 

روی  پروبیوتیک  باکتری های  اثر  همکاران،  و  دلال  سلطان 
بیان ژن های TLR2 و TLR4 و در سلول های HT29 عفونی شده 
یافته ها  دادند.  قرار  مطالعه  مورد  را  انتریتیدیس  سالمونلا  با 
نشان داد پس از تیمار سلول های سالم و غیرعفونی HT29، با 
هریک از دو باکتری پروبیوتیک، بیان ژن های TLR2-4 به طور 
چشمگیری افزایش داشت. برخلاف آن، میزان بیان این دو ژن در 
سلول های آلوده به سالمونلا انتریتیدیس، پیش و پس از درمان 
با هریک از باکتری های پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 
و لاکتوباسیلوس کازئی به صورت معناداری کاهش یافت ]27[. 
باکتری  مولکولی  شناسایی  به  همکاران  و  اردستانی  کریمی 
القا شده  پروبیوتیک کشته شده با حرارت و بررسی آپوپتوزیس 
توسط باکتری بر رده سلول HT-29 سرطان کولون پرداختند. 
و  بقا  دُز،  و  زمان  به  وابسته  الگوی  در  برویس  لاکتوباسیلوس 
تکثیر سلول های سرطانی کولون رده HT-29 را کاهش داد که 
بیشترین اثر سایتوتوکسیتی مربوط به رقت 1000 میکروگرم بر 
میلی لیتر در زمان 72 ساعت بود. درصد زیستایی در دُز و زمان در 
سلول های HT29 و HEK293 به ترتیب 23 و 50 درصد برآورد 
شد. آزمون قطعه قطعه شدن DNA هم، القای آپوپتوزیس توسط 

باکتری کشته شده با حرارت را تأیید کرد ]28[. 

 PTEN ستاری و احمدی زاده، به بررسی میزان بیان ژن های
 HT29 در کشت همجوار سلول های سرطانی کولون AKT1 و
نشان  نتایج  پرداختند.  ترموفیلوس  استرپتوکوکوس  باکتری  با 
 AKT1 داد باکتری استرپتوکوکوس ترموفیلوس میزان بیان ژن
افزایش داده و سلول های سرطانی  بیان PTEN را  را کاهش و 
را به سمت آپوپتوز می برد. آزمایش MTT نشان داد که غلظت 
OD=0/05 بیشترین کشندگی طی چهار ساعت را دارد ]29[. 
طبق مطالعه انجـام شـده توسط تـاونیتی و همکاران، سـویه های 
و  بولگـــــاریکوس  لاکتوباســـــیلوس  پروبیوتیک  باکترایی 
لاکتوباســیلوس کازئی ســبب کاهش درصــد بقــای سلول 
نشان  این محققان  نتایج  و Caco-2می شوند.   HT29 سرطانی
داد که اجزای سلولی باکتری کشـته شده با حرارت مانند دیواره 
سـلولی و پپتیدوگلیکان هم دارای اثرات سیتوتوکسـیک در برابـر 
سلول های سـرطانی هسـتند که با مطالعه ما هم خوانی دارد ]30[.

نشـان دادنــد که  با تحقیق های خـود  نیز  یان و همکاران 
ترکیب های محلــول ترشــح شــده از لاکتوباسیلوس کازئی و 
لاکتوباسـیلوس رامنوسـوس باعث القای آپوپتوز در سلول های 
لوکمیای مونوسیتی می شوند؛ درنتیجه می توان پروبیوتیک را 
به عنـوان عاملی ایمن برای مبارزه با سرطان در نظر گرفت که 
هیچ گونه عارضه جانبی در پی ندارد و این با مطالعه ما هم خوانی 

دارد ]31[. 

نتـایج حاصل از تحقیق های یبالدوین و همکاران نشـان داد که 
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و لاکتوباسـیلوس کازئی می توانـنـد 
سلولی  رده  در  آپوپتــوزیس  ی  القــا  یش  افــزا  باعــث 
کارسینومای LS315 شوند و به عنوان ادجوانت با شیمی درمانی 
بـه کار گرفتـه شـوند که نتایج مطالعه مطابق با نتایج حاصل است 
]32[. در مطالعه علی اصغری و همکاران اثـرات عصـاره سلولی 
باکتری لاکتوباسیلوس کازئی در افزایش بیان ژن پروآپوپتوتیک 
Bax و کاهش بیان ژن Bcl2 در سلول سرطانی کولون و القای 
مـرگ برنامـه ریزی شده سـلولی نشـان داده شـد که با مطالعه 
در  و همکاران  عبدالان  مطالعه  نتایج   .]33[ دارد  ما هم خوانی 
سال 2017 نشان می دهد که عصاره آبی برگ گیاه مازو بومی، 
دارای اثر توکسیسیتی علیه رده سلولی HT29 بوده و می تواند 
 Bax سبب القای آپوپتوز از طریق افزایش بیان ژن آپوپتوتیک

در سلول های HT29 شود که با مطالعه ما هم خوانی دارد ]34[.

نتیجه گیری

عصاره  توسط  انسانی  بتادفنسین  تولید  تحریک  وجود  با 
کشته شده باکتری لاکتوباسیل، می توان از عصاره این باکتری ها 
در جهت تحریک سلول های سرطان برای تولید بتادفنسین، مهار 
پاتوژن ها، عدم تحریک سیگنالینگ های سلولی تکثیر و مبارزه با 

باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیک استفاده کرد.
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ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

تاریخ  به   5984 شماره  به  تأییدیه  نامه  طبق  مطالعه  این 
1398/09/18 مورد تأیید کمیته اخلاق دانشگاهی قرار گرفته 

است.

حامی مالی

 این مطالعه در قالب پایان نامه دوره کارشناسی ارشد خانم مینا 
یاوری، مصوب دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد 

اهر است.

مشارکت نویسندگان

بخش های  نگارش همه  و  اجرا  در طراحی،  نویسنده  دو  هر 
پژوهش حاضر مشارکت داشته اند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.
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