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ABSTRACT 
 
Background and target: Salmonella typhimurium is a gram-negative 
rod-forming bacterium belonging to the family Enterobacteriaceae 
and Is one of the most common foodborne pathogens, that With 
several pathogenic factors, including toxins, Secretory proteins, and 
secretory system T3SS(That Causes fluid secretion And 
inflammation), Etc It can a suitable candidate for this stud. The 
purpose of this study, Evaluation of the cytotoxicity effect of bacterial 
protein fractions on growth and proliferation of melanoma cancer 
cells, which is the most resistant type of skin cancer. 
materials and methods: In this experimental study, the cancer cell 
line (B16) melanoma was used. Different bacterial fractions were 
prepared by the ammonium sulfate method. Interaction of cancer cells 
with different concentrations of Salmonella typhimurium fractions 
was studied. Cell proliferation was assessed by MTT assay at 24 and 
48 hours. 
findings: MTT test results with fractions (Bacteria lysate in culture 
medium, 80% deposition of lysate proteins, 30% deposition of lysate 
proteins, 80% deposition on culture media, and 30% deposition on 
culture media) The highest effect was observed at concentrations of 
9.25,30, 8, 72, 10.75 μg / ml, respectively. 
Discussion and conclusion: Results show that bacterial fractions of 
Salmonella typhimurium have high toxicity and lethal effect on 
melanoma cancer cells. These compounds can be suggested and used 
as an alternative or complementary to cancer therapy. 
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هاي پروتئینی فرکشن ارزیابی فعالیت سیتوتوکسیسیتی 
 هايسلولبر روي رده  سالمونلا تیفی موریوم باکتري

  ) (B16سرطانی ملانوما
  

 یمینو نجف

شناسی، دانشکده علوم و دانشجوي کارشناسی ارشد میکروب
 فناوري زیستی، دانشگاه شهید بهشتی

  *ندا سلیمانی

استادیار، دکتري باکتري شناسی پزشکی، گروه میکروبیولوژي و 
 زیست فناوري میکروبی، دانشگاه شهید بهشتی

 آتوسا علی احمدي

استادیار، گروه بیولوژي، پژوهشکده گیاهان و مواد اولیه دارویی، 
  دانشگاه شهید بهشتی

  

  چکیده
 مشکلات مهمترین از یکی امروزه، سرطان و هدف: نهیزمشیپ

توجه به  با .است جهان سراسر در مرگ علت ترین شایع سلامتی و
 هايدهه در سرطان هاي رایجکارآمدبودن روشعوارض جانبی و نا
 عنوان به توانمی هاآن شده تولید هايمتابولیت و گذشته از باکتري

 و هاپروتئین .کرد سرطان استفاده ضد جایگزین داروهاي
 ابزاري است ممکن تیفی موریوم سالمونلا هاي باکتريتوکسین
 هدف با مطالعه این .باشد آینده درمانی هاي استراتژي براي جدید
 پروتئینی مختلف  هاياثر سایتوتوکسیسیتی فرکشن ارزیابی
و افزایش رشد و تکثیر کاهش روي میزان  تیفی موریوم سالمونلا

به عنوان سرطان سخت  BL16 سرطانی ملانوماهاي سلولمرگ 
 شرایط درترین نوع سرطان پوست درمان پذیر و مقاوم

  .است شده انجام آزمایشگاهی،

در این مطالعه تجربی از رده سلولی،  :هاروشمواد و 
 لیزات در موجود هايپروتئین) ملانوما استفاده شد. BL16سرطانی(

 با دهیبا روش رسوب موریوم تیفی سالمونلا کشت محیط و
شده و سپس  آوريجمع اشباع، ٪80 و ٪30 در آمونیوم سولفات

 سرطانی سلول .)شدهاي باکتریایی تهیه (فرکشن شدنددیالیز 
 پروتئین مختلف هايفرکشن از مختلفی هايغلظت با ملانوما
 MTT آزمون با هاسلول ماندن زنده میزان و تیمار شدند باکتریایی
  .شد بی و بررسیارزیاساعت  48 و 24هاي در زمانه

باکتري لیز شده  (هاي تیمار با فرکشن MTT آزمایشنتایج  ها:یافته
 %30هاي لیزات، رسوبپروتئین%80در محیط کشت، رسوب 

هاي محیط کشت و پروتئین %80هاي لیزات، رسوب پروتئین
ساعته،  48و  24در زمان  )هاي محیط کشتپروتئین %30رسوب 

میکروگرم بر میلی لیتر از 25/9 هايغلظتبیشترین میزان اثر در 
لیتر از یکروگرم بر میلیم 30 باکتري لیز شده در محیط کشت،

 %30لیتر از رسوب میکروگرم بر میلی 8لیزات، %80فرکشن رسوب 
محیط  %80لیتر از فرکشن رسوب میکروگرم بر میلی 72، لیزات

محیط  %30از رسوب  لیترمیلیمیکروگرم بر  75/10 کشت و غلظت
  .شدمشاهده  کشت

هاي باکتریایی فرکشن دهدمینتایج نشان  :گیرينتیجهبحث و 
 هايسلولبر  زیاديکشندگی  بسیار سمی و باموریوم تیفیسالمونلا

کاندید  عنوانبه توانندمی. این ترکیبات استسرطانی ملانوما 
پیشنهاد و با تاثیر بالا در آینده جایگزین و یا مکمل درمانی سرطان 

  .شوداستفاده 

عصاره سیتوپلاسمی، محیط کشت، سالمونلا تیفی  کلمات کلیدي:
  موریوم، ملانوما 

 
  12/11/98تاریخ دریافت: 
  21/1/1400تاریخ پذیرش: 

N_soleimani@sbu.ac.ir  
  

  

  مقدمه
که از  استملانوما نوع مهاجم و بدخیمی از سرطان پوست 

 هاسلولتواند در هر بافتی که این نوع ها منشا گرفته و میملانوسیت
هاي غیرجلدي مانند موکوس بخش مانندحضور دارند رخ دهد، 
ادراري، سیستم ، واژن، مجاريبینینزدیکهاي دهانی، حلق، سینوس
ع از سرطان، داراي میزان بسیار بالایی ها. این نوعصبی مرکزي و چشم

دار خاصی دانهرنگ هايسلولها ملانوسیت. ]1 [هست ومیرمرگاز 
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شوند و با تولید ملانین ها یافت میهستند که در پوست و چشم
. گرددمسئول رنگ پوست و رنگ مو می هايدانهرنگموجب ایجاد 

-هاي جلدي از پیشگامان قلبیرشد جنینی، ملانوسیت هنگامدر 
، منشا گرفته و به پوست دارندحرکتعصبی که توانایی زیادي براي 

اي از اپیدرم و ها در لایه پایهکنند. در پوست، ملانوسیتمهاجرت می
 وسیله به هاآنشوند و تعادل حیاتی مو ساکن می هايفولیکول

در ایجاد ملانوما،  ]2[شود نظیم میهاي اپیدرمال تکراتینوسیت
که موجب تبدیل ملانوسیت نرمال به ملانوماي  شناسیبافتتغییرات 
 شناسیبافتشود، نقش بسیار مهمی دارند. این تغییرات بدخیم می

توانند بر هاي ژنتیکی خاصی مربوط باشند که میتوانند به جهشمی
تبدیل ملانوسیت به مولکولی اثر گذاشته و در فرآیند  رسانیپیام

 2017که در سال  ،است شدهبینیپیش ]3[ دملانوما شرکت کنن
مورد مرگ به دلیل ملانوما در  9730مورد جدید ملانوما و  87110،

موارد  ترینشایعآمریکا رخ دهد. در ایران نیز سرطان پوست یکی از 
د دهدر میان زنان و مردان را تشکیل می شدهدادهسرطان تشخیص 

، شده دادههاي تشخیص % از کل سرطان 15در جنوب ایران،  .]4[
سرطان پوست است. در شرق ایران، میانگین میزان شیوع سرطان 

است  شدهگزارش%  6/28، 2001تا  1987هاي سال هنگامپوست در 
این میزان در ایران  در حال . ]5[است % ملانوما  5که از این میان، 

، درصد سرطان پوست در 2009 در سال کهايگونه بهافزایش است 
 .]4[% است 9/18% و در میان مردان ایرانی  1/13میان زنان ایرانی 

و نسبت به  است مهاجم با میزان بالایی از متاستاز شدتبهملانوما 
دهد. تصور مواد کشنده سلولی مقاومت بالایی از خود نشان می

گیرند که هایی منشا میلها از سلوشود که به دلیل اینکه ملانوسیتمی
دارند.  ايبهبودیافتهبسیار  مانیزندههاي بسیار متحرك هستند، ویژگی

توموري سطوح  هايسلولملانوما در مقایسه با دیگر انواع  هايسلول
دهند بسیار کمی از آپوپتوز را در شرایط درون تنی، از خود نشان می

و همچنین در شرایط برون تنی نسبت به موادي که آپوپتوز را القا 
هاي دهند. بنابراین در درمانکنند از خود مقاومت نشان میمی

و درمان  درمانیایمنی ،پرتودرمانی ، رادیودرمانی ودرمانیشیمی
سدي  عنوانبهداراي مقاومت بالایی بوده و این مقاومت  ولوژیک و...بی

جانبی  آثار .]6[د شوملانوما محسوب می آمیزموفقیتدر برابر درمان 
 هايروشکارآیی کامل این  پرهزینه بودن و عدم و گیرداروها، وقت

جدید و راهکارهایی  هايروشدرمانی رایج ، نیاز به جستجو براي 

از  گیريبهرهتوان به درمان این نوع سرطان مطرح است که میبراي 
هاي زنده، محصولات میکروبی اشاره کرد. استفاده از باکتري

ژنتیکی شده، وکتورهاي  کاريدستهاي تخفیف یافته و یا باکتري
هاي باکتریایی ، توکسینهستندباکتریایی که ناقل عوامل ضد توموري 

سطحی  هايژنآنتییا کونژوگه شده به  ها وایمنوتوکسین صورت به
هاي باکتریایی ها و اسپوربدنه باکتري واسطه بهتراپی توموري ، ایمنی

هاي نوترکیب باکتریایی و پروتئین هوازيبیهاي باکتري ه ویژهب
 آثار. بروز هستنددرمان مطرح  برايمواردي هستند که امروزه  ازجمله

مثبت و نیز کاهش عوارض متعاقب درمان، باعث شده است که 
و نیز داروسازان  پژوهشگراناستفاده از این عوامل در کانون توجه 

از . ]8و7[ قرارگیرد و بتواند در آینده درمانی بالقوه براي انسان باشد
 گرم باکتري یک که موریومسالمونلاتیفی، شدهشناختههاي بین باکتري

 اسپور و بدون اختیاري سلولیدرون پاتوژن شکل، ايمیله منفی،
 ترینمتداول از یکی و دارد تعلق انتروباکتریاسه خانواده به که هستند
هاي به لحاظ ویژگی ،]9[هستند  غذایی مواد از ناشی هايپاتوژن

گسترده در  طوربه اهمیت است و دارايکه دارد  فرديمنحصربه
هاي سرطان حیوانات و آزمایشات بالینی فاز اول در بیماران مدل

تواند می موریومسالمونلا تیفیاست.  قرارگرفته مطالعه موردانسانی 
عمیق و مناطق نکروتیک نفوذ کند و در آنجا تکثیر پیدا  هايبافتبه 

ازجمله  زاییبیماريعلاوه سالمونلا با چندین فاکتور ه کند ب
و غیره  T3SSهاي ترشحی و سیستم ترشحی ها، پروتئینکسینتو
. که هر یک ]11و10[ تواند کاندید مناسبی براي این مطالعه باشدمی

هاي کنند. فاکتورخاص خود را بر سلول اعمال می آثاراز این فاکتورها 
 هاسلولمختلف،سبب مرگ  این باکتري از مسیرهاي زاییبیماري
اثر سیتوتوکسیسیتی ارزیابی  مطالعه، هدف از این شوند.می

روي میزان رشد و تکثیر سالمونلا باکتري  هاي پروتئینیفرکشن
نوع سرطان پوست ترین عنوان مقاوم ی ملانوما، بههاي سرطانسلول
  .است

  

  هاروشمواد و 
  هاي مختلف باکتریاییفرکشن سازيآمادهالف) 

انستیتو پاستور ایران  Salmonella typhimurium سویه استاندارد 
هاي آماده نوترینت براي کشت این باکتري از محیط کشت .شدتهیه 
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براي کشت باکتري . کردیم) استفاده Merckآگار و نوترینت براث (
ابتدا سویه استاندارد روي محیط نوترینت آگار کشت داده شد و در 

 ساعت در داخل انکوباتور 24به مدت  گرادسانتیرجه د 37دماي 
یک تک کلنی  آناز  باکتري بیومس تهیه قرار داده شد و سپس براي

با استفاده از لوپ استریل در کنار شعله برداشته شد و به محیط مایع 
ساعت 19و در انکوباتور شیکردار براي  شدنوترینت براث تلقیح 

در  و سپسقرارداده شد تا زمان رسیدن به فاز لگاریتمی رشد 
   تقسیم و نگهداري شد. سییس 50هاي فالکون

 منظوربهاز محیط کشت حاوي باکتري را  سیسی 50یک فالکون  
جدا و چندین مرحله فریز دفریز  ،کشت در محیطباکتري کردن  لیز

دقیقه 20 به مدتاطمینان از لیز شدن کامل باکتري   و برايشد 
دقیقه در دماي  20 به مدت rpm 12000 با دورسونیک شد و سپس 

سانتریفوژ شد و مایع رویی جدا و فیلتر شد  گرادسانتیدرجه  4
دقیقه  20به مدت rpm12000 ها را با دورسایر فالکون). 1ه (نمون

سانتریفوژ و مایع رویی از پلت ته  گرادسانتیدرجه 4دردماي 
باکتري باقیمانده در مایع رویی  حذف منظور بهفالکون جدا شد و 

 به فیلتر شد و sswp( µm  3/0با استفاده از پمپ خلاء با فیلتر (
 گرادسانتیدرجه  4یک ظرف استریل در  در داخلجداگانه  صورت

. شد سازيآماده هانمونهانجام مراحل سایر  و براي ،نگهداري شد
  استفاده شد. هزات باکتریایی از بافر لیز کنندتهیه لی منظور به

  لیز کردن باکتري و استخراج عصاره سیتوپلاسمی
ها را در کف فالکون شدهآوريجمع رسوب باکتري لیز کردنبراي 

 آناستریل به  لیز کنندهبافر  سیسی 50داخل یک فالکون ریخته و 
-20اضافه شد و چندین مرتبه فریز دفریز انجام شد (ابتدا در دماي 

یخ بزند و سریع در بن ماري  کاملاًقرار گرفت تا  گرادسانتیدرجه 
قرار گرفت تا سریع دفریز شود ) سپس با  گرادسانتیدرجه  45

دقیقه  10 به مدت گرادسانتیدرجه  4در دماي  rpm  12000 سرعت
سرنگ از رسوب کف  وسیلهبه آرامی بهسانتریفوژ شد و مایع رویی 

درجه  -21میکرون) و در داخل فریزر22/0( شد فیلتر فالکون جدا و
  .شدنگهداري  گرادسانتی

از روش  هاپروتئینجزئی  سازيخالصو  غلیظ کردنبراي 
 %80و %30 هايغلظتسولفات آمونیوم در  نمک با دهیرسوب

اشباع استفاده شد. ابتدا لیزات باکتري داخل بشر ریخته شد و با 

سپس سانتریفوژ آمونیوم سولفات رسوب داده شد و  %30غلظت 
 10 به مدت گرادسانتیدرجه  4در دماي  rpm 13000شد با دور

 %80با غلظت  دوباره آنو مایع رویی  شددقیقه و رسوب جدا 
نگهداري و مایع  آنرسوب داده شد و سانتریفوژ شد و رسوب 

رویی دور ریخته شد. سپس به همین ترتیب محیط کشت ابتدا با 
مایع رویی  دوبارهآمونیوم سولفات رسوب داده شد و  %30غلظت 

ل شدن رسوب داده شد یعنی در هر مرحله پس از ح %80با غلظت 
رسوب نگهداري  ،سانتریفیوژ شد) محلول حاصل %30کامل نمک(

انتریفیوژ براي رساندن به درصد اشباع و مایع رویی حاصل از س
و مانند مرحله پیش انجام  شد استفاده)سولفات آمونیوم %80بعدي (
و مایع رویی خارج و دور ریخته شد  شد،سانتریفیوژ  دوبارهشد و 

 آمدهدستبههاي رسوب درنهایتو رسوب هر مرحله نگهداري شد 
و براي  شوداستریل حل شد تا زمانی که شفاف  PBS جداگانه در

 وسیله به شدهاستخراج هايپروتئین .شددیالیز  زدایینمک
 بررسی شد. SDSالکتروفورز ناپیوسته ژل پلی آکریل آمید حاوي 

براي سنجش مقدار پروتئین کل نمونه عصاره سلولی و سوپرناتانت 
نمونه دیالیزشده با استفاده از روش بردفورد و با استفاده از سرم 

 گرفت. استاندارد صورتپروتئین  عنوانبه)  BSAگاوي( آلبومین

  

  سرطانی: هايسلولکشت سلول رده 
. شداز بانک سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه  BL16سلول سرطانی 
 درصد 10به همراه  Gibco( 12DMEM-F( در محیط کشت

)Gibco( FBS  استرپتومایسین_سیلینپنی بیوتیکآنتیواحد 100و 
)Gibco(  در انکوباتور با دماي˚C37   درصد  5وCO2  کشت داده
به تعداد مناسب  هاسلولپس از سه بار پاساژ سلولی،  ،)12( شد

  .شدندبراي تست 

  
بر  هاي مختلف باکتريفرکشنارزیابی اثر سیتوتوکسیسیتی 

  :MTT آزمایشروش سرطانی به  هايسلول
، طبق پروتکل هاسلولبررسی میزان رشد و مرگ میر  منظور به 

 آوريجمع هافلاسکتریپسینه و از  هاسلولانجام گرفت.  شدهاعلام
انجام شد. تعداد  هاسلولو با استفاده از لام نئوبار شمارش تعداد کل 

خانه حاوي  96 هايپلیتسلول در هرکدام از چاهک  5000
با  هاسلولسپس . ]13[د محیط کشت منتقل ش میکرولیتر 200میزان
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هاي (باکتري لیز شده در محیط فرکشن مختلف از هايغلظت
هاي پروتئین %30هاي لیزات، رسوبپروتئین%80کشت، رسوب 

 %30هاي محیط کشت، رسوب پروتئین %80لیزات، رسوب 
چاهک  تکرار و چندسه بار  صورت بههاي محیط کشت) و پروتئین
در  هاتیپل د.کنترل و فاقد تیمار در نظر گرفته ش عنوانبه ماندهباقی

درصد) و 5دار( CO2ساعت در انکوباتور 48و  24دو بازه زمانی 
  انکوبه شد.  C37˚در دماي 

 2,5- MTT-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3)محلول 20μl سپس 

diphenyltetrazolium bromide)  )sigma usa(  به هر چاهک
 در ایندرجه انکوبه که  37اضافه و به مدت یک ساعت در دماي

کوباسیون، محیط ناازپسهاي فورمازان تشکیل شد. کریستال هنگام
حلال  میکرولیتر 100تخلیه شد و به میزان  هاچاهککشت درون 

DMSO (Dimethyl sulfoxide)   (Gibco) شدهر چاهک اضافه به 
و پس از چند دقیقه انکوباسیون در دماي اتاق میزان جذب نوري 

 elisa (BioTek, USA)با دستگاه  نانومتر 570 موجطولدر  هاآن

reader 14[د قرائت ش[. 

  
  آنالیز آماري

نتایج و پد پریسم  افزار گرافنرمها با استفاده از تحلیل آماري داده
 صورت بهها و تمامی داده  t test طرفهیکبا آزمون آنالیز واریانس 

در  p < 0.05بودن  دارمعنیانحراف معیار گزارش و حد  ±میانگین 
 سه بار تکرار شدند.ها آزمایشنظر گرفته شد. تمامی 

  
  هایافته

را  هاسلول ومیرمرگ، تأثیر تیمار بر میزان رشد و MTTنتایج تست 
با تغییر رنگ زرد محلول تترازولیوم به رنگ بنفش ناشی از تشکیل 

هاي فورمازان در اثر فعالیت آنزیم سوکسینات کریستال
در . بنابراین رنگ بنفش دهدمیدهیدروژنازمیتوکندریایی نشان 

و مقایسه شدت رنگ  شود، مشاهده میهاسلول بودنزنده صورت
هاي نسبت به چاهک هاي تیمار شدهتولیدشده در چاهک

کند. میزان را نمایان می هاآنیا کاهش  هاسلولشاهد،افزایش تعداد 
  مد.تحت تأثیر تیمار، از فرمول ذیل به دست آ هاسلولبقاي 

)Cell viability = میانگین جذب نوري )/(میانگین جذب نوري
 )100*شاهد

            
 A)                                       

 
B) 

ملانوما تیمار  سلولی رده سرطانی هايسلول بقاي میزان ارزیابی): 1(رنمودا
  ساعته B (48اعته س A 24) تکش در محیطشده با لیزات باکتري 

  
هاي مختلف از فرکشن لیزات باکتري در ایج بررسی اثر غلظتنت

میکروگرم بر 18,5غلظت کل پروتئین با میزان ( محیط کشت
 24 آزمایشدر وما لانم(BL16) ی سرطان هايسلول روي میلیلیتر)
رشد  مهارکنندگینشان داد که بیشترین میزان اثر ساعته  48ساعته و 

ساعته  48و  24که در  بوده لیترمیلییکروگرم بر م 25/9در غلظت 
 از پسو . شدنددچار مرگ  هاسلولدرصد از  50و  70به ترتیب 

این و با کاهش غلظت  ،ها مشاهدهبیشترین اثر در سایر غلظت آن
یکروگرم م 0,275 که در غلظت ه شکلیاثر کشندگی کاهش یافته ب

 اثر رسدنظرمی به ،بر میلی لیترمیزان کشندگی به صفر رسیده است
 سرطانی هايسلوللیزات باکتري در محیط کشت  سیتوتوکسیسیتی

 در و یستزمان ن به وابسته ساعت 48 و 24 زمانی بازه دو در
 از بیشتر اعتس 24 مدت در سلولی مرگ میزان مشابه هايغلظت
  ).1(نمودار هست ساعته 48 زمانی بازه در غلظت همان
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A)   

     
B) 

 

رده سلولی  سرطانی هايسلول بقاي میزان ارزیابی): 2( نمودار
 Bساعته A24)لیزات باکتري  %80ملانوما تیمار شده با رسوب 

  ساعته 48)

لیزات  %80رسوب هاي مختلف از فرکشن ایج بررسی اثر غلظتنت
بر  میکروگرم برمیلی لیتر)60غلظت کل پروتئینبا میزان ( باکتري
 48ساعته و  24 آزمایشلانوما در م (BL16)  سرطانی هايسلول

 30در غلظت  مهارکنندگیساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر 
و  75ساعته به ترتیب  48و  24که در  است لیترمیلییکروگرم بر م

و با کاهش غلظت  شدند،دچار مرگ سلولی  هاسلولدرصد از  90
که در  ايه گونهها کاهش پیدا کرده است بسلول میزان مهار رشد

لیتر میزان مرگ سلول میکروگرم بر میلی7,50تر ازپائینهاي غلظت
رسوب  سیتوتوکسیسیتی اثر رسدنظرمی . بهبه صفر رسیده است

 24دو بازه  لیترمیلییکروگرم بر م 30در غلظت لیزات باکتري  80%

 48و میزان مرگ سلولی درمدت  استساعته وابسته به زمان  48و 
زمان  به وابسته هاغلظتولی سایر  هستساعته  24ساعت بیشتر از 

 24 مدت در سلولی مرگ میزان مشابه هايغلظت در و یستندن
است  ساعته 48 زمانی بازه در غلظت همان از بیشتر اعتس

  .)2(نمودار

   

A)                        

 
B) 

رده سلولی ملانوما تیمار  سرطانی هايسلول بقاي میزان ارزیابی): 3( نمودار
  اعتهس B (48ساعته A24)محیط کشت باکتري  %80شده با رسوب 

  

محیط  %80رسوب هاي مختلف از فرکشن ایج بررسی اثر غلظتنت
میکروکرم بر میلی 144کل پروتئینغلظت با میزان  باکتري کشت
ساعته و  24 آزمایشلانوما در م (BL16) سرطانی هايسلولبر لیتر 
در غلظت  مهارکنندگیساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر  48
 70ساعته به ترتیب  48و  24که در  است لیترمیلیمیکروگرم بر 72
و با کاهش غلظت  شدنددچار مرگ سلولی  هاسلولدرصد از  95و 
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که در طوري ه ها کاهش پیدا کرده است بپروتئین میزان مرگ سلول
ها لیتر میزان مرگ سلولمیکروگرم بر میلی 18هاي کمتر از غلظت

سیتوتوکسیسیتی رسوب  اثر رسدمی نظر . بهبه صفر رسیده است
ساعته وابسته به زمان  48و  24محیط کشت باکتري در دو بازه  80%
ساعته  24ساعت بیشتر از  48و میزان مرگ سلولی درمدت  است
 ساعت48 مدت در سلولی مرگ میزان بهمشا هايغلظت در و هست
  .)3(نموداراست  ساعته 24 زمانی بازه در غلظت همان از بیشتر

     
     A)                                                         

             
B)  

رده سلولی ملانوما تیمار  سرطانی هايسلول بقاي میزان ارزیابی): 4( نمودار
  ساعتهB (48ساعته A24)محیط کشت باکتري   %30شده با رسوب 

  
محیط  %30رسوب هاي مختلف از فرکشن ایج بررسی اثر غلظتنت

میکروگرم بر 21,5کل پروتئین غلظت ( با میزان باکتري کشت
 24 آزمایشلانوما در م (BL16) سرطانی هايسلولبر )  لیترمیلی

در  مهارکنندگیساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر  48ساعته و 
 ساعته 48و  24است که در  لیترمیلییکروگرم بر م 75/10غلظت 

با و  شدنددچار مرگ سلولی  هاسلولدرصد از  30و  60به ترتیب 

 . بهکاهش پیدا کرده استکاهش غلظت پروتین میزان مرگ سلولی 
محیط کشت باکتري  %80سیتوتوکسیسیتی رسوب  اثر رسدنظرمی

و میزان مرگ  یستساعته وابسته به زمان ن 48و  24در دو بازه 
 هايغلظت در و استساعته  48ساعت بیشتر از  24سلولی درمدت 

 غلظت همان از بیشتر اعتس 24 مدت در سلولی مرگ میزان مشابه
  .)4(نمودارهست  ساعته 48 نیزما بازه در

  
رده سلولی ملانوما تیمار  سرطانی هايسلول بقاي میزان ارزیابی): 5( نمودار

  ساعته 24در مدت باکتري  لیزات %30شده با رسوب 

 
لیزات  %30رسوب هاي مختلف از فرکشن ایج بررسی اثر غلظتنت

 روي لیتر)میکروگرم بر میلی16پروتئین کل غلظت ( با میزان باکتري
نشان  ساعته 24 آزمایشلانوما در م (BL16) ی سرطان هايسلول

میکروگرم بر  8در غلظت  مهارکنندگیداد که بیشترین میزان اثر 
و  شدنددچار مرگ سلولی  هاسلولدرصد از  70که  است لیترمیلی

لیتر میلییکروگرم بر م 1,92در کمترین غلظت هم یعنی غلظت 
بیشترین اثر  آن از پس. و درصد بود 60میزان مرگ سلولی بیشتر از 

 . )5(نمودارشد ها مشاهده در سایر غلظت

  

  بحث
بع پنهانی از داروهاي و ضد تومور جدید هستند که امن اهباکتري
ها و . امروزه کاربردهاي گوناگونی از باکتريشوند بررسیباید 

است.  قرارگرفته موردتوجهدر درمان سرطان  آنمحصولات 
عامل ضد تومور و  عنوانبهتخفیف حدت یافته  هاي زندهباکتري

وکتورهاي باکتریایی براي تحویل عوامل ضد سرطان، پپتیدهاي 
به  اتصال باکه  هاییفرآوردهها و ، آنزیمهاپروتئیندرمانی / 

یک استراتژي  عنوانبهشوند براي درمان هاي مربوطه فعال میآنزیم
  . ]16و  15[ هستندقوي مطرح 
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ازجمله  زاییبیماريکه با چندین فاکتور  سالمونلا تیفی موریوم
 ، SipA ، SipC ، SopBمانند  هاي ترشحیها، پروتئینتوکسین

SopE 2 وSopE سیستم ترشحی  دو  وSS3T که باعث ترشح)
 کاندید مناسبی برايتواند یره می) و غشودمیالتهاب نیز  مایعات و
  .]11و10[ باشد درمان سرطان نهیدرزم مطالعه

همکاران، میزان  و Lekshmi R.Nath 2016در سال 
از باسیلوس  جداشده  DETS اکسیدانآنتیسایتوتوکسیسیتی 

، 48، 24 زمان مدتدر  (A375)را بر رده سلولی ملانوما  سرئوس
آزمون نشان داده نتایج حاصل از این . ساعت بررسی کردند 72

 01/24ساعت  48 زمانمدتترکیب مذکور در   IC50است که
کاهش ، همچنین با افزایش غلظت ترکیب فوق. استمولار  کرویم

 Tohru  2002در سال  .]20-18[ است شده گزارش مانیزندهمیزان 

Yamadaمیزان سایتوتوکسیسیتی پروتئین ، همکاران وAzurin  که
دو رده سلولی  رويرا ، شدهترشحتوسط سودوموناس ائروژینوزا 

اعت  با س 24در مدت   (UISO-Mel-6)و (UISO-Mel-2)ملانوما 
حاصل از این آزمون بررسی کردند. نتایج   MTTاستفاده از آزمون 
 قابل طور به UISO-Mel-2 روي رده سلولی ملانوما نشان داده است

باعث مرگ سلولی شده است به این صورت که در  ياملاحظه
به ترتیب  لیترمیلیمیکروگرم بر  800و  600، 400، 200 هايغلظت
درصد سبب مرگ سلولی شده است،  40و 40، 40، 25 حدوداً 
بسیار  تأثیر UISO-Mel-6روي رده سلولی ملانوما  کهدرحالی
بر مرگ سلولی گذاشته است به این صورت که در  کمتري

کمتر از  600رگ سلولی صفر بوده و در م 400 و200 هايلظتغ
 درصد باعث مرگ سلولی شده است 10حدود  800درصد، در  10

در مقایسه پژوهش انجام شده ما با این پژوهش در پژوهش  .]21[
فوق  هايغلظتکمتر از  هايغلظت ،هاتمام فرکشن درما، 
مرگ سلولی سایتوتوکسیسیتی بیشتر بوده  میزان حالبااین کاررفتهبه

تر قوي آثارکه این موضوع خود بیان کننده  دهدمیبیشتري را نشان 
 هاي سالمونلا بر رده ملانوا در این پژوهش بوده است.فرکشن

، میزان و همکاران Arun a Rani 2019درسال 
از  شدهگرفته   Chondroitin AC lyaseسایتوتوکسیسیی

pedobacter saltans  روي رده سلولی ملانوماSK-Mel28 در مدت 
از   Chondroitin AC lyaseساعت بررسی کردند .   24و  12

است که در  شده استفادهمیکرومولار  3/1تا  0013/0 هايغلظت

درصد از رشد  58ساعت  24میکرومولار در مدت  3/1غلظت 
به ساعت  24و 12در  IC50میزان  .سلولی جلوگیري کرده است

درسال  .]22[ت اس شده گزارشمیکرومولار  54/0و  68/0ترتیب 
2018 Maria A Soldatkina  وهمکاران، میزان سایتوتوکسیسیتی

Batumin طبیعی است که توسط  بیوتیکآنتی آن که یک پلی
سودوموناس باتومیسی تولید شده است، را روي رده سلولی ملانوما 

(UCT-Mel1)  ساعت بررسی کردند. میزان 48 زمانمدتدرIC50   
 گزارشاست. همچنین  شده گزارش لیترمیلیمیکروگرم بر  5/4

وابسته به دوز باعث  صورت بهنظر  است که ترکیب مورد شده
در  IC50مقایسه نتایج میزان  .]23[ شده است هاسلولکاهش رشد 
با غلظت ، فوق ساعته در پژوهش 48 يهاآزمایشو این مطالعه 

باشیم و تأثیر بیشتري در مرگ سلولی می IC50شاهد رخداد  کمتر
به دلیل تفاوت مشاهده نمودیم که این اختلاف نتایج ممکن است 

ولی و همچنین نوع تکنیک بکار رفته باشد، در مقایسه لنوع رده س
ساعته در پژوهش ما فرکشن لیزات باکتري در محیط  24 آزمایشبا 

مشابهی دارد و فرکشن لیزات  ریتأث )IC50=4/625( زانیبا مکشت 
بوده است.  ) کارآمدترIC50=1/92باکتري در محیط کشت با (

Jessica Pahle  میزان سایتوتوکسیسیتی2017وهمکاران در سال ، 
 recCPE(Clostridium  انتروتوکسین باکتري کلستریدیوم پرفرژنز

perfrigens Enterotoxin )  بر روي رده سلولی ملانوما(SK-Mel5) 
  ساعت بررسی کردند 72زمان در مدت MTTبا استفاده از آزمون 

CPEواسطه اتصال به پروتئین  بهClaudin -3 وClaudin-4  که
هاي سرطانی وجود دارند باعث لیز درسطح و در سیتوپلاسم سلول

شده در این مطالعه میزان بیان این  طبق گزارش داده. شودسلولی می
این  جهیدرنت ،صفر بوده است بالاپروتئین در رده سلولی 

که  ،مرگ سلولی تاثیرگذاشته تروتوکسین به میزان بسیار کمی بران
. در مقایسه نتایج ]24[ با گروه کنترل تفاوت چندانی نداشته است

سالمونلا تري لیزات باکداد که  نشان ما مطالعات این پژوهش با نتایج
 تریلیلیمیکروگرم بر م 30هاي کمتر از غلظت، در محیط کشت

 48 و 24 زمان دو در محیط کشت %30رسوب ، لیزات %80رسوب 
 با دارد و کلستریدیوم پرفرژنزتري در مقایسه با کشندگی قوي آثار

اما در مورد فرکشن رسوب  شودیم کمتر مرگ میزان زمان افزایش
 %80رسوب لیتر و میکروگرم بر میلی30لیزات در غلظت  80%

ومیر ن میزان مرگو با افزایش زما استوابسته به زمان  محیط کشت



 ٧٣ ...بر روي  سالمونلا تیفی موریوم هاي پروتئینی باکتريفرکشنارزیابی فعالیت سیتوتوکسیسیتی  
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کار ه هاي بشود. همچنین نشان داده شد که همه فرکشنبیشتر می
ن ت میزاباشد و با افزایش غلظرفته داراي رفتار وابسته به غلظت می

هاي پروتئین بررسی از حاصل نتایجشود. ومیر بیشتر میمرگ
 بیشترین میزان که داد موجود در لیزات و محیط کشت باکتري نشان

 مطالعه در محیط کشت، %80رسوب  تیمار از ناشی سلولی مرگ
ها متابولیت برخی وجود که نمایدمطرح می موضوع این اعتهس 48

 هاي مطالعهمذکور ( همه فرکشن تولیدشده هاي میکروبیو پروتئین
دارد که با  (BL16)ملانوما کشندگی بر رده آثارداراي  )شده

این مرگ سلولی را تعیین  سازوکارتواند هاي تکمیلی میآزمایش
  نمود.

  
  گیرينتیجه
و هاي موجود در لیزات پروتئین دهدمی نشان حاضر مطالعه نتایج
 میزان کاهش به دلیل ،تیفی موریومسالمونلا کشت یاکتري  محیط
 ترکیب عنوانبه تواندمی ،رده ملانوما سرطانی هايسلول در بقا

تر قرار مورد مطالعه دقیقهاي سرطان ملانوما درمان کنار در مکمل
هاي موجود عمل پروتئین سازوکار تردقیق بررسی منظور به گیرد.

 چگونگی و موریومسالمونلا تیفی شت یاکتري ک و محیطدر لیزات 
و  آپاپتوز تحریک مطالعه سرطانی، هايسلول روي آن اثرگذاري
دقیق  مطالعات شودمی پیشنهاد فلوسیتومتري طریق از نکروز
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