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 چکیده
 

هاي  هاي شایع در جهان و ایران هستند. امروزه استفاده از عصارهسرطان معده و پستان، از سرطان  زمینه و هدف  
هاي مفید  باکتريها از  قارچی و باکتریایی، براي درمان سرطان بسیار مورد توجه محققان قرار گرفته است. رایزوبیوم 

زیستی با این خانواده  زیست هستند که نیتروژن مورد نیاز گیاهان خانواده لگوم را از طریق هم در کشاورزي و محیط
یافته آن در ژن مسئول  کنند. در این پژوهش تأثیر عصاره سلولی باکتري برادي رایزوبیوم و نوع جهش تأمین می

 ) بررسی گردید.AGS) و معده (MCF7تان (هاي سرطانی پس زایی، بر مرگ سلول غده
هاي  بر سلول     Bradyrhizobium japonicumتوده و عصاره  هاي مختلف زیست اثر کشندگی غلظت   هامواد و روش 

 ANOVAبررسی شد. از روش    MTTسنجی  ) با استفاده از روش آزمون رنگ AGS) و معده (MCF7سرطانی پستان (
 ها استفاده شد.براي بررسی داده  Graphpad Prism 6.0افزار و نرم 
داري بر هر دو نوع سلول سرطانی داشتند یافته باکتري تأثیر کشندگی معنی هم نوع وحشی و هم نوع جهش   هایافته

توده بود (کمترین میزان کشندگی در  کار گرفته شده از عصاره یا زیست و میزان کشندگی آنها وابسته به غلظت به
، تأثیر بهتري در مقایسه با عصاره  زیست تودهرد  لیتر). در بیشتر موا میکروگرم بر میلی   480و بیشترین در    30غلظت  

 نشان داد. 
هاي سـرطانی را توده باکتري رایزوبیوم بر سـلولدر مجموع این تحقیق تأثیر کشـندگی عصـاره و زیسـت  گیرينتیجه

 کار رود.عنوان منبعی براي یافت ترکیبات ضدسرطانی بهتواند بهنشان داد که می
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 6، شمارة 27دورة ، 1399بهمن و اسفند دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

 مقدمه.  1
سلول  غیرمتعارف  پایه تکثیر  ایجاد  هاي  به  منجر  بدن،  اي 

خیم و بدخیم قرار  شود. تومورها در دو گروه خوش تومور می 
توانند طی فرایند متاستاز به  گیرند. تومورهاي بدخیم می می 

بدن،  اندام  در  را  سرطان  آغاز  و  کند  تجاوز  مجاور  هاي 
به پایه  کنند.  بیمار ریزي  از  پس  سرطان  کلی  هاي  ي طور 

شمار  ومیر در جهان به عروقی، دومین علت شایع مرگ   - قلبی 
سرطان  . ] 2,  1[ رود  می  از  پستان  سرطان  مثال،  هاي  براي 

شود سالیانه  شایع در جهان و ایران است که تخمین زده می 
میلیون مورد جدید سرطان پستان در سراسر دنیا اتفاق    1/ 1

بر  می  بالغ  میزان  این  که  کل    20افتد  هاي  بدخیمی درصد 
 . ] 4,  3[  دهد زنان را تشکیل می 

هاي مختلفی از جمله  تا کنون براي درمان سرطان، شیوه 
هورمون شیمی  به درمانی،  جراحی  عمل  و  گرفته  درمانی  کار 

آنها می  نقاط ضعف  از   بین  از  و  تضعیف  توان شده است که 
هاي سالم بدن، به دلیل هدفمند  و سلول  دفاعی  سیستم  بردن 

رو گرایش محققان به گیاهان  . از این ] 6,  5[  ام برد نبودن را ن 
دلیل اثرات مضر و  هاي گیاهی و باکتریایی به دارویی، عصاره 

یافته است  افزایش  توان  می   جمله این    از .  ] 7[  جانبی کمتر، 
پروبیوتیک    بررسی  بومی  باکتري  سلولی  عصاره  تأثیر 

کازئی  سلول   1لاکتوباسیلوس  مرگ  کلون  روي  هاي سرطانی 
برد  نام  مثبت  ].  9,  8[  را  تأثیر  آن،  بر  ،  2سالمونلا علاوه 

جنس   3کلستریدیوم  دیگر و  و  بر    هاي  تومور  رشد  کنترل 
اثبات رسیده است  هاي حیوانی  بقا در مدل   ي ارتقا  ,  10[ به 
  ها رخی باکتري سموم ب همچنین مشخص شده است که    . ] 11

برنامه  مرگ  کنترل  شده ر در  سلول   4  یزي  سرطانی،  در  هاي 
دارند   از    ]. 13,  12[ نقش  رابطه  این  در  نمونه  براي 

پرفریژنز  کلستریدیوم  پانکراس    5انتروتوکسین  سرطان  علیه 
است   داشته  تأثیر چشمگیري  و  شد  بر  ] 15,  14[ استفاده   .

بررسی  باکتري  اساس  عصاره  از  کنون  تا  شده  انجام  هاي 
Bradyrhizobium japonicum    سلول کنترل  هاي  براي 

طور کلی، این باکتري مرتبط  سرطانی استفاده نشده است. به 
کننده نیتروژن  باشد و تأمین زایی در گیاهان لگومی می با غده 

هم  گیاه  نیاز  است  مورد  خود  این  ] 17,  16[ زیست  در   .
باکتري   عصاره  تأثیر  سلول   B. japonicumپژوهش،  هاي  بر 
 شده است.   سرطانی پستان و معده بررسی 

 
1. Lactobacillus casei 
2. Salmonella 
3. Clostridium 
4 .Apoptosis 
5. Clostridium perfringens  

 ها. مواد و روش2

 . کشت باکتري براي تهیه عصاره1.2
جهش    باکتري  سویه  وحشی  سویه  و  که    B. japonicumیافته 

ها  6زایی تفاوت آنها در از دست دادن قابلیت تولید فاکتورهاي غده 
مورد استفاده قرار گرفت.    ] 18[  باشد می یافته  جهش   در نوع سویه 

  250  روي   ها سویه   این  اصلی   استوك   از   میکرولیتر   25  مقدار 
کشت داده شد و در شیکر انکوباتور    YMBمحیط کشت   سی سی 

دماي   سانتی   28(با  و  درجه  نگهداري    180گراد  دقیقه)  در  دور 
،  شد   یک   به   نزدیک   7OD  میزان   که   روز   4گردیدند. پس از گذشت  

گیري،  گیري استفاده شدند. به منظور عصاره ها براي عصاره باکتري 
به مدت   فاز  سانتریفوژ گردیدند   4000دقیقه در دور    10نمونه   .

  5کرده  توده رسوب رویی به لوله جدید منتقل گردید و به زیست 
به مدت  لیتر آب مقطر اضافه  میلی  اولتراسونیک شد.    3و  دقیقه 

  5توده اضافه و به مدت  ات به زیست است لیتر اتیل میلی   5سپس  
دقیقه در    5ها به مدت  دقیقه ورتکس شدند. در مرحله بعد، نمونه 

دور سانتریفوژ شدند. فاز رویی به لوله جدید منتقل و پس    4000
نگهداري گردیدند. براي    - 20از تبخیر حلاّل زیر هود در یخچال  

عادل فاز رویی  گیري، از فاز رویی (جدا شده در مرحله اول) م عصاره 
دقیقه    5استات اضافه گردید و بعد از ورتکس به مدت  حلّال اتیل 

از   بعد  و  منتقل  لوله جدید  به  رویی  فاز  سانتریفوژ شدند. سپس 
 نگهداري شدند.   - 20تبخیر حلاّل زیر هود آزمایشگاه در یخچال  

 هاي سرطانی انسان . کشت سلول2.2
انستیتو پاستور    ) ازMCF7) پستان (AGSسلول سرطانی معده (

  PRMI640تهران خریداري و در فلاسک کشت سلولی با محیط  
ها در درصد جنین گاوي کشت داده شدند. سلول   10با سرم  

درصد به مدت    5درجه و در اکسیدکربن    37خانه در دماي  گرم
 ها، قرار داده شدند. نشینی سلولمنظور تهساعت به  12

 MTT. تست 3.2
از    عصاره،و   9تودهزیست 8سمیت سلولی  منظور بررسی تأثیربه

رنگ آزمون  آزمون  MTT سنجی  روش  گردید.   MTTاستفاده 
سنجی است که بر اساس احیا و شکسته شدن  یک روش رنگ

. بدین منظور  ]19[باشد  هاي زرد رنگ تترازولیوم می کریستال
سلول   7000حدود   از  در  سلول  پستان  و  معده  سرطانی  هاي 
ساعت گرماگذاري   12اي، کشت شدند. پس از  خانه   96پلیت  
عصارهسلول  از  تهیه ها،  غلظت هاي  و    120،  60،  30هاي  شده 
ها اضافه شد.  لیتر در سه تکرار به سلولمیکروگرم در میلی  240

6 .Nod Factor 
7. Optical depth 
8. Cytotoxic 
9 .Biomass 
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 6، شمارة 27دورة  ، 1399بهمن و اسفند علوم پزشکی سبزوار، دانشگاه    

عنوان کنترل مثبت استفاده  ه(داروي ضدسرطان) ب   SFUاز ماده  
از   به   DMSO  5 /0و  عنوان کنترل منفی (به مقدار یک درصد 

خانه   هر  در  گردید.    200میکرولیتر  استفاده  میکرولیتري) 
خانه قرار گرفتند.  ساعت در گرم   72و    48و    24ها به مدت  پلیت 

مدت از  (زمانپس  تیمار  محلول    72و  48،  24هاي  ساعت) 
MTT    ها به  شرایط بدون نور اضافه گردید و پلیت به هر خانه در
خانه قرار داده شدند. پس از این مدت،  ساعت در گرم  4مدت  

خانه   هر  به  و  شد  ریخته  دور  رویی  میکرولیتر    100محیط 

DMSO  .مطلق اضافه گردید 
هاي زنده در پلیت بیشتر باشد رنگ تترازولیوم هر چه سلول

)MTTشود و رنگ بنفش به  هاي سلولی احیا می ) توسط آنزیم
می  سلولخود  که  زمانی  و  احیا  گیرند  رنگ  باشند  مرده  ها 

تري خواهد داشت. پس از ده دقیقه  نشود و پلیت، رنگ روشن می 
براي تیمارهاي   IC501با استفاده از دستگاه، سمیت سلولی و  

. شده محاسبه شد و نمودار آنها رسم گردیداعمال

 سلولی، با فرمول زیر محاسبه شد.  مقدار سمیت 

𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐% =  
𝑂𝑂𝑂𝑂 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 − 𝑂𝑂𝑂𝑂 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑐𝑐𝑠𝑠

𝑂𝑂𝑂𝑂 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐
 × 100 

 . تجزیه و تحلیل آماري4.2
 Graphpadافزار  ها با نرم آمده، داده دست منظور بررسی نتایج به به 

Prism 6   داري مشاهده شد.  هاي معنی وتحلیل شدند و تفاوت تجزیه
 کار رفت. ها به داري داده براي تعیین معنی   Anova آزمون  

 هایافته. 3

زیست1.3 کشندگی  تأثیر  عصاره.  و   .Bباکتري   توده 
japonicum هايبر سلول AGS 

، و  B. japonicumیافته باکتري  نوع وحشی و جهش   عصاره بررسی  
 ) مثبت  کنترل  سلول CaCl2همچنین  کشندگی  بر    AGSهاي  ) 

تنها در غلظت   بر میلی   240نشان داد که  لیتر میزان  میکروگرم 
یافته باکتري و نوع وحشی، تفاوت  سمیت سلولی عصاره نوع جهش 

ین میزان سمیت مربوط به  داري وجود دارد. همچنین بیشتر معنی 
یافته باکتري  لیتر عصاره نوع جهش میکروگرم بر میلی   480غلظت  

 الف).   1درصد کشندگی) (شکل    80بود (بیش از  

 
 

 ). AGSهاي سرطانی معده ( روي سلول    Bradyrhizobium japonicumیافته باکتري  نوع وحشی و نوع جهش توده  و زیست   عصاره کشندگی  . اثر  1 شکل 
 .زیست تودهالف: اثر کشندگی عصاره ب: اثر کشندگی  

 
1. The half maximal inhibitory concentration  
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 6، شمارة 27دورة ، 1399بهمن و اسفند دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

زیست  جهش بررسی  و  وحشی  نوع  باکتري،  توده  یافته 
در   را  کشندگی  میزان  بر    480غلظت  بیشترین  میکروگرم 

به  میلی  (نزدیک  داد  نشان  وحشی  نوع  درصد).    90لیتر 
یافته  توده نوع وحشی و جهش میزان سمیت سلولی زیست 

غلظت   میلی   240در  بر  شدت  میکروگرم  به  اختلاف  لیتر، 
 ب).   1) (شکل    P  >  0/ 001داري را نشان دادند ( معنی 

زیست2.3 کشندگی  تأثیر  باکتري  .  عصاره  و   .Bتوده 
japonicum هاي بر سلولMCF7   

داده تجزیه  معنی وتحلیل  اختلاف  میزان  ها،  براي  داري 
یافته باکتري  سمیت سلولی میان عصاره نوع وحشی و جهش 

لیتر نشان  میکروگرم بر میلی   30برادي رایزوبیوم در غلظت  
  >  0/ 05( ه نوع وحشی بود  داد که بیشترین میزان مربوط ب 

P  لیتر  میکروگرم بر میلی   480و    240). همچنین در غلظت
جهش  نوع  عصاره  سلولی  نوع  سمیت  با  مقایسه  در  یافته 

دار و نزدیک به دو برابر بیشتر از نوع وحشی  وحشی، معنی 
 الف).   2بود (شکل  

زیست  سمیت  جهش میزان  و  وحشی  نوع  یافته  توده 
رایزوبیوم  برادي  غلظت    باکتري  در  سلول    120روي 

داري را نشان  شدت معنی لیتر، تفاوت به میکروگرم بر میلی 
به   مربوط  غلظت،  این  در  کشندگی  میزان  بیشتر  دادند. 

 ب).   2باشد (شکل  توده نوع وحشی باکتري می زیست 

 
 (MCF7)   هاي سرطانی پستانبر سلول   Bradyrhizobium japonicumیافته باکتري توده نوع وحشی و جهش ره و زیست . تأثیر کشندگی عصا2شکل 

 توده زیست عصاره ب: اثر کشندگی    الف: اثر کشندگی 

میزان  3.3  .50IC  زیست و  باکتري  عصاره   .Bتوده 
japonicum 

هاي سلول  درصدي رده   50رشد  میزان ممانعت از    1جدول  
 ) معده  ( AGSسرطانی  پستان  تأثیر  MCF7)و  تحت  را   (

زیست  و  عصاره  جهش   عصاره توده  و  وحشی  یافته  انواع 
در    B. japonicumباکتري   آنچه  طبق  است.  داده  نشان 
میزان    1جدول   بیشترین  است  شده  براي    50ICآورده 

بوده  نوع وحشی این باکتري    عصاره بر اثر    AGSهاي  سلول 
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سلول  در  همچنین  میزان    MCF7هاي  است.   باشد. یافته آنها می توده نوع جهش مربوط به اثر زیست بیشترین 

 .MCF7و  AGS يهاسلول  يبرا 50IC یزان. م1جدول 
MCF7 AGS  

 وحشی  یافته جهش  وحشی  یافته جهش 
 عصاره  437/ 4055 249/ 3 92/ 5877 224/ 9681

 توده زیست 368/ 246 237/ 6335 93/ 2225 282/ 7598

 گیريبحث و نتیجه . 4
توده و عصاره  در مطالعه حاضر، تأثیر سمیت عصاره زیست 

جهش  و  وحشی  نوع  باکتري  دو  بر    B. japonicumیافته 
مشخص گردید. نتایج نشان    AGS  ،MCF7هاي سلولی  رده 

هاي سلولی، وابسته به غلظت  داد تأثیرات سمیت در این رده 
 شود. است و با افزایش غلظت، اثر کشندگی بیشتر می 

رشد  سلول بی   سرطان،  اصلی رویه  که  است  ویژگی  ها  ترین 
مرگ   به  آن  مقاومت  و  سلولی  کنترل  غیرقابل  تکثیر  آن، 

می ریزي برنامه  مرگ  شده  باعث  که  عاملی  باشد. 
سلول ریزي برنامه  در  می شده  سرطانی  می هاي  تواند  شود 

شود  به  شناخته  ضدسرطان  ماده  یک    . ]20 ,14[عنوان 
تضعیف  تلاش  براي  بسیاري  باکتري ویروس هاي  و  ها  ها 

برنامه به  مرگ  براي  آنها  از  استفاده  شده  ریزي منظور 
هاي سرطانی صورت گرفته است. نتایج حاصل از این  سلول 

می  نشان  کشتن  تحقیقات  بر  علاوه  روش،  این  که  دهد 
می سلول  سرطانی  بر  هاي  بالایی  سمیت  تأثیر  تواند 
بدن را به  هاي سالم داشته باشد و در نتیجه، ایمنی  سلول 

بیاندازد   در ] 23- 21[ خطر  یک  .  گذشته،   طول  دهه 
به  دیگر  هاي جنس  و  کلستریدیوم  سالمونلا،  طور  باکتریایی 

کنترل  در  شده  مؤثر  مطالعه  تومور،  همچنین رشد   اند. 
 . ] 24,  10[ اند  داده  نشان  را  حیوانی  هاي مدل  بقا در  افزایش 
 کار به  سرطان  درمان  در  مختلف  هاي روش  به  ها باکتري 

براي مثال با تزریق داخل وریدي یا مستقیم داخل    .روند می 
باسیلوس   مثانه)  داخل  به  ادراري  لوله  (ازطریق  بافت 

Calmette-Guerin هاي سرطانی  روي انتقال سلول ، از پیش
مثانه جلوگیري می  این روش،  ] 25[ کنند  اپیتلیال  اگرچه   .

کتري، میزان  کارساز بوده است اما استفاده مستقیم از این با 

با سمیت بالایی را بر سلول  هاي سالم بیماران  تأثیرگذاري 
 . ] 26[ نشان داده است  

زي  هاي خاك از نوع باکتري   B. japonicumهاي  باکتري 
شوند  زیستی با گیاه سویا وارد می هستند که در فرایند هم 

گیاه   ریشه  روي  غده  تشکیل  به  منجر  روند  این  طی  و 
بررسی این باکتري در درمان سرطان    گردند. از دو جنبه، می 

است:  انسان  توجه  مورد  انسان،    - 1ها  براي  باکتري  این 
شده باکتري استفاده  از عصاره کشته   - 2زا نیست و  بیماري 

را  می  بررسی  این  در  کشندگی  تأثیر  میزان  بهترین  شود. 
غلظت  می  میلی   120توان  در  نوع    عصاره لیتر  میکروگرم 

رای  برادي  باکتري  با  وحشی  براي    P value  05 /0زوبیوم 
AGS    براي    0/ 001وMCF7    این در  زیرا  گرفت؛  نظر  در 

و    AGSهاي  درصد کشندگی رده سلول   30میزان، بیش از  
MCF7   50دهد و همچنین بیشترین میزان  را نشان میIC  

سلولی   رده  بر  می   AGSرا  غلظت  نشان    480دهد. 
میلی  در  نمونه میکروگرم  همه  در  تقریب لیتر  بیشترین  ها  اً 

می  نشان  را  کشندگی  همکاران  میزان  و  عسکري  دهد. 
پروبیوتیک  1395(  بومی  باکتري  عصاره  اثرگذاري   (

هاي سرطانی کولون  لاکتوباسیلوس کازئی روي مرگ سلول 
 )HT29 کرده بررسی  را  غلظت    ] 8[ اند  )  که  دادند  نشان  و 

میلی   1000 در  میزان  میکروگرم  بهترین  عصاره،  لیتر 
میزان    مهارکنندگی  و  دارد  را  سرطانی  سلول    50ICرشد 

لیتر در آن مطالعه گزارش کردند؛  میکروگرم بر میلی   49/ 5
می  حاضر  پژوهش  با  مقایسه  زیست در  گفت  و  توان  توده 

  B. japonicumیافته باکتري  عصاره نوع وحشی و نوع جهش 
به  سلول تأثیر  مهارکنندگی  و  کشندگی  بر  هاي  سزایی 

 نسبتاً پایین داشته است. هاي  سرطانی در غلظت 
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Abstract 
Introduction: Stomach cancer and breast cancer are most common 
cancers in the world and in Iran. Today, the use of fungal and bacterial 
extractions has been interesting to cancer researchers. Rhizobium is a 
highly beneficial bacteria in agriculture and environment that provides 
the nitrogen needed for Legume family plants through coexistence with 
this family. 
Materials and Methods: In this study, the effect of Bradyrhizobium cell 
extraction and its mutated type on the cancer of breast (MCF7) and 
stomach (AGS) was investigated. 
Material and Methods: Cytotoxicity effect of different concentration of 
Bradyrhizobium japonicum biomass and extract on stomach and breast 
cancer cells was investigated using MTT colorimetric method. Data 
analysis were conducted using Graphpad Prism 6.0 software and 
ANOVA method. 
Results: The findings showed that both wild type and mutant type of 
bacteria had a significant meaningful effect on both types of cancer cells 
and their cytotoxicity was dependent on the concentration of extract or 
biomass (the lowest rate was observed at a concentration of 30 and at 
most 480 Micrograms per ml). In most cases biomass showed a better 
effect than  extract. 
Conclusion: In general, this study showed the effect of extract and 
biomass of Bradyrhizobium bacteria cytotoxicity on cancer cells, which 
could be used as a source for antineoplastic agent. 
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