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مقـاله تحقیقی 

بررسی اثر متابولیت میکروبیوتای روده بیماران مبتلا به سرطان 
 MTT با استفاده از روش  HT29 کولورکتال بر روی رده سلولی

چکیده
زمینه: سرطان كولوركتال يكي از شايع ترين تومورهاي بدخيم در انسان است. روده انسان دارای 
حجم بالايی از ميكروب های مختلف است كه بسياري از جنبه هاي فيزيولوژي ميزبان را تنظيم مي 
كنند. مطالعات رو به افزايشی اهميت نقش ميكروبيوتا را در بروز و گسترش اين سرطان، به عنوان 
يكی از نتايج بر هم خوردن تنظيم و ساختار ميكروبيوتا، متابوليت های باكتريايی يا مسيرهای التهابی 

نشان می دهند. 
 HT29 زنده ماندن و پروليفراسيون سلول هاي ،MTT روش کار: در اين مطالعه با استفاده از روش
بعد از  مجاورت با متابوليت هاي به دست آمده از ميكروبيوتای بيماران مبتلا به CRC در زمان های 

12،6،3، 14 ساعت مورد ارزيابي قرار گرفت.
يافته ها: سلول هاي تيمار شده با متابوليت هاي ميكروبيوتا، افزايش تكثير را با افزايش زمان آزمايش 
با استفاده از آزمون MTT نشان دادند. بيشترين ميزان تكثير در 12 ساعت و كمترين در 3 ساعت 

به دست آمد.
نتیجه گیری: با توجه به اينكه متابوليت های ميكروبی در اين مطالعه قادر به ايجاد پروليفراسيون 
در سلول های روده ای بودند و افزايش زنده ماندن سلول ها مشاهده شد، به نظر می رسد اختلالات 
متابوليت های ميكروبی در روده به علت تغييرات رژيم غذايی يا محيطی و يا ديگر ريسک فاكتورهايی 
سرطان  پيشرفت  و  ايجاد  در  می تواند  شود  روده  ميكروبيوتای  ساختار  خوردن  هم  بر  موجب  كه 

كولوركتال نقش داشته باشد.
HT29 کلمات کلیدی: ميكروبيوتا، سرطان كولوركتال، رده سلولي
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مقدمه
سرطان روده بزرگ )1CRC( سومين سرطان شايع در جهان و چهارمين 
در  از سرطان  نوع  اين  است)1(.  دنيا  در  از سرطان  ناشی  عامل مرگ 
ايران در رتبه چهارم سرطان های شايع در مردان بعد از سرطان های 
معده، مثانه و پروستات قرار گرفته و دومين سرطان شايع در زنان بعد 
از سرطان سينه  است)2(. ميزان بروز CRC در ايران 8-7 نفر در هر 
100000 نفر می باشد)3(. اگرچه اين ميزان نسبت به كشورهای توسعه 
يافته كمتر است ولی بايد توجه داشت كه در كشورهای توسعه يافته 
سالانه 2٪ از موارد كاهش می يابد و اين در حالی است كه اين ميزان 
در كشورهای در حال توسعه به خصوص آسيايی در دو دهه گذشته در 
حال افزايش است. ميزان بروز CRC در افراد زير 40 سال در كشورهای 
توسعه يافته 8-2 درصد است. اين ميزان در خاورميانه 35-15 درصد از 
 CRC موارد سرطان روده بزرگ را تشكيل می دهد. در ايران ابتلا به
در سنين جوانی يا )Early CRC( در 20٪ موارد گزارش شده است. 
اين مسئله شايد به دليل تغيير سبک زندگی و افزايش مصرف گوشت و 
چربی و كاهش مصرف غلات و فيبر در رژيم غذايی ايرانيان باشد )3(. 
از آنجايی كه علت بروز سرطان روده ی بزرگ بيشتر به عوامل محيطی 
و اپی ژنتيک مرتبط است و عوامل ژنتيک در ايجاد آن سهم كمتری را 
به خود تخصيص می دهند، در نتيجه بررسی عوامل محيطی و نحوه ی 

تاثير گذاری آن در اين سرطان بسيار مهم می باشد. 
ــرا نقــش بســيار پررنگــی را  ــا اخي ــن عوامــل محيطــی، ميكروبيوت بي
بــه خــود اختصــاص داده انــد كــه بــا اجــزای ســاختاری و همچنيــن 
ــای آزاد  ــكال ه ــد رادي ــود و تولي ــای خ ــت ه ــا و متابولي ــم ه آنزي
ــير  ــد مس ــی توانن ــتقيم م ــر مس ــتقيم و غي ــور مس ــه ط ــيژن ب اكس
بــروز ايــن ســرطان را تســهيل نماينــد )4(. ميكروبيوتــا مــی توانــد بــا 
ــالای  ــد ب ــی روده )dysbiosis(، تولي ــزای باكترياي ــب اج ــر تركي تغيي
ــع  ــع جوام ــر در توزي ــی، تغيي ــر باكترياي ــای مض ــی از آنزيم ه برخ
باكتريايــی، و تغييــر در فعاليــت متابوليــک باكتريايــی در ايجــاد 
CRC نقشــی اساســی داشــته باشــد)5(. از طرفــی برخــی از اجــزای 

ــال  ــز ســلول هــای اپيتلي ــرل تماي ــد كنت ــا عملكــردی مانن ميكروبيوت
روده و پروليفراســيون آنهــا، رشــد و توســعه ســد اپيتليالــی، اســتحكام 
ــای  ــه ه ــر گون ــكال، محافظــت در براب ــه اپي اتصــالات محكــم ناحي
ــد  ــرای تولي ــم ب ــل هض ــر قاب ــدرات غي ــر كربوهي ــاری زا، تخمي بيم
ــاه)SCFA(، متابوليســم اســيدهای  ــا زنجيــره كوت اســيدهای چــرب ب
صفــراوی و تخريــب مــواد ســرطان زا در رژيــم غذايــی در محافظــت 

ــد)6(.  ــرطان دارن ــاد س از ايج
ــه مصــرف آنتــی بيوتيک هــا، اســترس های  عوامــل بســياری، از جمل
ــم  ــركات دودی روده، رژي ــر ح ــات، تغيي ــی، تشعش ــی و فيزيك روان
غذايــی و غيــره می تواننــد اكوسيســتم دســتگاه گــوارش و در نتيجــه 

1.  Colorectal cancer

ســاختار تركيبــی باكتــری هــای آن را تغييــر دهنــد)8, 7(. از طرفــی 
ــتريديوم ها  ــد كلس ــوازی روده مانن ــی ه ــای ب ــری ه ــی از باكت برخ
و باكتريوئيــدس، بــه عنــوان جمعيــت غالــب تشــكيل دهنــده 
ميكروبيوتــای روده بــا توليــد متابوليــت هــای باكتريايــی )اســيدهای 
صفــراوی، اســيدهای چــرب و غيــره(  و آنزيم هــای β-گالاكتوزيــداز، 
β-گلوكوزيــداز، ســولفاتاز، ردوكتــاز، دكربوكســيلاز و پروتئــاز نيــز مــی 
تواننــد خطــر ابتــلا بــه ســرطان كلوركتــال را افزايــش می دهنــد)9(. 
ــه آنزيــم β-گالاكتوزيــداز اشــاره  از عوامــل موثــر در ايجــاد CRC ب
شــد. در مطالعــه ای كــه Dabek و همكارانــش در ســال 2008 انجــام 
ــد  ــی تولي ــا تواناي ــترديوم ه ــه 30٪ كلس ــد ك ــاهده كردن ــد، مش دادن
ــی  ــد در صورت ــداز را دارن ــای β-گالاكتوزي ــم ه ــالای آنزي ــزان ب مي
كــه هيــچ يــک از گونــه هــای بيفيدوباكتــر ايــن آنزيــم را توليــد نمــی 
كردنــد)10(. از طرفــی ميــزان ايــن آنزيــم در مدفــوع بيمــاران دارای 
ــزارش  ــه هــای ســالم گ ــر از نمون ــزرگ بســيار بالات ســرطان روده ب
ــا توليــد مــواد توكســيک  شــده اســت)11(. آنزيــم آزوردوكتــاز نيــز ب
ــل باشــد  ــد در ايجــاد ســرطان دخي ــگ هــا و داروهــا مــی توان از رن
ــس و  ــدس فراژيلي ــد باكتريوئي ــی مانن ــری هاي ــم در باكت ــن آنزي اي
ــد  ــتريديوم ها مانن ــی از كلس ــرون و برخ ــدس تتائوتائوميك باكتريوئي
ــد)12(.  ــان می دهن ــت نش ــش فعالي ــس افزاي ــترديديوم پرفرنجن كلس
و  اســترپتوكوكوس  باكتريوئيــدس،  ماننــد  باكتری هــا  از  برخــی 
ــد  ــک مانن ــای پروتئوليتي ــی از آنزيم ه ــزان بالاي ــتريديوم ها مي كلس
ــوم  ــلول های اپيتلي ــه س ــد ب ــه می توانن ــد ك ــد می كنن ــاز را تولي پروتئ
روده توســط گيرنده هــای اختصاصــی اتصــال يافتــه و موجــب اتصــال، 
تشــكيل بيوفيلــم و حملــه بــه ايــن ســلول ها گردنــد و اوليــن گام بــه 

ســوی بيمــاری، كــه ايجــاد التهــاب اســت را ايجــاد نماينــد)13(.
گزارشــات بســياری از افزايــش باكتری هــای خــاص در ســرطان روده 
ــن  ــت. اي ــار اس ــال انتش ــالم در ح ــرل س ــا كنت ــه ب ــزرگ در مقايس ب
گزارشــات افزايــش باكتريهــای خــاص را در مراحــل مختلــف بيمــاری 
ــوم  ــه هــای فوزوباكتري ــات نشــان داده گون نشــان مــی دهــد. مطالع
ــبت  ــی داری نس ــش معن ــاری )III, IV( افزاي ــر از بيم ــل آخ در مراح
بــه مراحــل اوليــه دارنــد )15، 14(. افزايــش باكتريوئيــدس فراژيليــس 
بيمــاری گــزارش شــده  انتهايــی  انتروتوكســيژنيک در مراحــل 
اســت)15(. بــا توجــه بــه مطالعــات قبلــی در مــورد نقــش باكتريهــا و 
 CRC ــان ــوان مي ــد شــده توســط آنهــا شــايد بت متابوليت هــای تولي
ــای روده ارتباطــی را  و متابوليت هــای توليــد شــده توســط ميكروبيوت

پيــدا كــرد. 
ــت  ــري قابلي ــدازه گي ــرای ان ــان ب ــل اطمين ــای قاب ــی از روش ه يك
 )Cell proliferation( ســلولي  تزايــد  و   )Viability( زيســتي 
اســتفاده از آزمــون MTT اســت. ايــن تســت بســياري از روش هــاي 
ــد.  ــكيل مي ده ــی را تش ــل خارج ــه عوام ــلولي ب ــخ س ــي پاس بررس
ــاس  ــر اس ــه ب ــت ك ــنجی اس ــگ س ــک روش رن ــش MTT ي آزماي

 HT29 اثر متابولیت میکروبیوتای روده بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال بر روی رده سلولی
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 احيــا شــدن و شكســته شــدن كريســتال هــای زرد رنــگ تترازوليــوم
MTT )3-)4,5- Dimethylthiazol-2-yl(-2,5-Diphenyltetra-

zolium Bromide( بــه وســيله آنزيــم سوكســينات دهيدروژنــاز 

ميتوكندريايــی ســلول هــای زنــده و تشــكيل كريســتال هــای ارغوانی 
رنــگ فورمــازان انجــام مــی شــود. در ايــن روش بــر خــلاف ســاير 
روش هــا، مراحــل شستشــو و جمــع آوری ســلول كــه اغلــب باعــث از 
دســت رفتــن تعــدادی از ســلول هــا و افزايــش خطــای كار می شــوند، 
حــذف شــده انــد و تمــام مراحــل آزمايــش از ابتــدای كشــت ســلولی 
ــذا  ــا فتومتــر، در يــک ميكروپليــت انجــام مــی شــوند ل ــا قرائــت ب ت
ــال  ــت. در ح ــالا اس ــش ب ــيت آزماي ــت و حساس ــری، دق ــرار پذي تك
حاضــر احيــاء نمــک تترازوليــوم روشــی مطمئــن و كــم هزينــه، بــراي 
ــر  ــل اث ــه و تحلي ــر ســلولي در شــرايط خــاص و تجزي ــن تكثي تخمي
ــذا هــدف از انجــام  ــا اســت)16(. ل ــر روی ســلول ه ــواد، ب ســمی م
ــاران  ــای روده بيم ــت ميكروبيوت ــر متابولي ــی اث ــه بررس ــن مطالع اي
ــا  ــلولی HT29  ب ــر روی رده س ــال ب ــرطان كولوركت ــه س ــلا ب مبت

ــود. ــتفاده از روش MTT ب اس

روش کار
نمونه ها و آماده سازی متابولیت میکروبیوتا

ــت ســالم مجــاور  ــه از باف ــت ســرطانی و 15 نمون ــه باف ــزده نمون پان
ناحيــه تومــوری بعــد از عمــل جراحــی از بيمــاران مبتــلا بــه ســرطان 
كولــون گرفتــه شــد. نمونــه بافــت در شــرايط بــی هــوازی در محيــط 
تايوگليكــولات بــراث بــه منظــور مطالعــه اثــرات متابوليكــی باكتــری 
هــا بــر روی محيــط كشــت ســلولی، بــه آزمايشــگاه ميكروب شناســی 
منتقــل شــد. نمونــه هــا بــا اســتفاده از هموژنايــزر بــه صــورت دســتی 
ــه مــدت  ــی هــوازی ب همــوژن شــدند و ســپس در شــرايط كامــلا ب
ــا اســتفاده  ــه شــدند. ســپس ب 24 ســاعت در دمــای 37 درجــه انكوب
ــه  ــواد ك ــره م ــر شــده و فيلت ــر ســرنگی μm 0/22 فيلت ــک فيلت از ي
عــاری از باكتــری اســت بــرای مطالعــه اثــر متابوليت هــای باكتريايــی 

تــا زمــان انجــام آزمايــش در 20 - درجــه ســانتيگراد ذخيــره شــد.

کشت سلول
ــلول  ــر روی س ــی ب ــای باكترياي ــت ه ــر متابولي ــی اث ــت بررس جه
هــای روده، از رده ســلولی HT29 كــه منشــا آن ســلول هــای آدنــو 
ــتيتو  ــلولی از انس ــن رده س ــد. اي ــتفاده گردي ــت اس ــينومايی اس كارس
ــتفاده  ــورد اس ــت م ــط كش ــد. محي ــداری گردي ــران خري ــتور اي پاس
H-DMEM حــاویFBS )Sigma-Aldrich(  %5 ،1٪ اســيد آمينــه 

ــود. ســلولها  غيــر ضــروری )NEAA,Gibco( و 1٪ آنتــی بيوتيــک ب
چنديــن نســل در فلاســک هــای مخصــوص بــا اســتفاده از تريپســين 
–EDTA )0/25%( پاســاژ داده شــدند. ســلول هــای تريپســينه شــده 

در درجــه حــرارت C°37 و اتمســفر حــاوی CO2 5 % قــرار گرفتنــد.

MTT تست
جهــت بررســی اثــر سايتوتوكسيســيتی و يــا پروليفراســيون متابوليــت 
ــس از  ــاران CRC،  پ ــای بيم ــده از ميكروبيوت ــت آم ــه دس ــای ب ه
ــدن  ــده مان ــدت 3 روز، زن ــه م ــل ســلولهای رده HT29  ب رشــد كام
 MTT Assay kit )Sigma,USA( ــت ــتفاده از كي ــا اس ــلول ها ب س

ــد. بررســی گرديدن
ــر روی ســلول ها  100µ از  متابوليــت هــای باكتريايــی فيلتــر شــده ب

ريختــه شــد و در زمــان هــای 12،6،3 و 18 ســاعت در درجــه حــرارت 
C°37 و اتمســفر حــاوی CO2 5% قــرار داده شــدند. بعــد از گذشــت 

ــه پليــت هــا اضافــه شــدند و  زمــان لازم µl 100 محلــول MTT  ب
 CO2 37 و اتمســفر حــاوی°C بــه مــدت 4 ســاعت در درجــه حــرارت
Solubili- 5% قــرار داده شــدند. ســپس يــک ميلــی ليتــر از محلــول

zation بــه پليــت هــا اضافــه شــده و بــرای يــک شــب در حــرارت 

C°37 و اتمســفر حــاوی CO2 5% قــرار داده شــدند. ســپس بــا 

اســتفاده از دســتگاه ELISA Reader )ELX808,Biotek(، خوانــش 
در طــول مــوج nm 540 انجــام شــد. درصــد زنــده مانــدن ســلول ها 

بــا اســتفاده از فرمــول زيــر محاســبه شــد:
Viability )%(= )OD test/OD control(x100

روش آماري
محاســبات آمــاري بــراي مقايســه ميانگيــن و انحــراف ازمعيــار بــا 
اســتفاده نســخه 3 نرم افــزار Prism و t-Test صــورت گرفــت. 

ــه شــد. ــي دار در نظــر گرفت ــزان P>0/05، معن مي

يافته ها:
كشــت ســلول هــای HT29 بعــد از رشــد و تمايــز ســلول هــا تحــت 
ــاعت  ــد از 24 س ــكل 1(. بع ــرار گرفتند)ش ــت ق ــا متابولي ــار ب تيم
 MTT ــا تســت ــت ميكروبيوت ــان ســلول و متابولي از كشــت همزم

انجــام شــد )شــكل 4-1 تــا 1-1(. 

)MTT Assay( نتايج مربوط به
ــر روی رده  ــی ب ــای باكترياي ــت ه ــيتی متابولي ــر سيتوتوكسيس اث
ســلولی HT29  بــا اســتفاده از آزمــون الايــزا بــر روی ســوپرناتانت 
ســلول های تمايــز داده شــده انجــام شــد. ايــن نتايــج مؤيــد فقــدان 
اثــرات توكســيک شــاخص متابوليــت هــای مــورد بررســی بــر روی 
رده ســلولی تمايــز يافتــه در ســاعات 3 ،6، 12 و 18  بــود )جــدول 
1 و 2(. همانطــور كــه در جــدول 1و2 آورده شــده كمتريــن درصــد 
ــاعت  ــا در س ــا متابوليت ه ــه ب ــا در مواجه ــلول ه ــدن س ــده مان زن
ــه ترتيــب در ســاعت  ــزان پروليفراســيون ب ــوده و بالاتريــن مي 3 ب
ــل از  ــج حاص ــان نتاي ــاداری مي ــاوت معن ــد. تف ــت آم ــه دس 12 ب
نمونه هــای تومــوری و طبيعــی مشــاهده نشــد)P>0/1( )شــكل 2(.

سمیه جهانی شرافت و همکاران
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12

34
شکل1- رده سلولی HT-29 قبل و بعد از تیمار با متابولیت های باکتریایی.

شکل3-1: سلول های تمایز یافته جهت تیمار سلولی شکل1-1 و 2-1 : سلول های تیمار نشده در زمان آزمایش در پلیت های 42 خانه. 
شکل4-1: سلول های تیمار شده با متابولیت های باکتریایی به مدت 42ساعت.

جدول1. درصد زنده ماندن سلول ها بعد از انکوباسیون با متابولیت های باکتریایی از بافت سرطانی 

ساعات مواجههبیماران
3h6h12h18h

194/303898/9011130/506692/93524
285/44304107/6923141/214597/43482
391/77215101/0989153/431597/72918
489/24051104/9451150/1976124/3061
588/6075995/05495147/323120/2691
675/3164683/51648107/7973103/0698
799/36709105/4945143/3705145/9209
893/6708983/51648139/7772155/8032
9109/4937155/4945120/733159/714

10101/2658104/3956155/1922135/6182
1188/6075987/91209141/9332150/9672
12105/063381/31868136/5433157/233
1396/2025389/01099131/5128113/0782
14107/594984/06593149/119795/75273
15105/063398/9011109/594107/5694

95/4008498/75458137/2164123/8267میانگین کل

 HT29 اثر متابولیت میکروبیوتای روده بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال بر روی رده سلولی
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 جدول 2. درصد زنده ماندن سلول ها بعد از انکوباسیون با متابولیت های باکتریایی از بافت نرمال

ساعات مواجههگروه سالم
3h6h12h18h

199/36709108/2418153/7909105/635
289/87342104/3956142/651896/76198
391/7721579/67033143/7298113/709
475/31646106/5934129/716195/20606
577/848171/42857130/686396/63583
68354487/36264137/261998/44407
792/40506106/044137/9806155/7611
882/91139106/5934153/7909162/069
998/1012793/95604143/7298162/868

1094/93671105/4945122/889144/1127
11111/392473/07692156/3061148/0235
1283/2278590/6593497/37693147/8974
1393/0379771/42857154/006593/0614
1488/6075977/47253104/779104/836
1588/6075979/67033110/6719107/1909

91/3096492/68808138/7628124/6296میانگین کل

 

شکل 2. مقایسه میانگین درصد زنده ماندن سلول ها در تیمار با متابولیت های میکروبیوتا در زمان های مختلف در نمونه های سرطانی و نرمال

سمیه جهانی شرافت و همکاران
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بحث و نتیجه گیری
سـرطان يكـی از علـل اصلی مرگ و مير در جهان اسـت. براسـاس 
پيـش بينی های سـازمان بهداشـت جهانـی تا سـال 2030، بيش از 
21 ميليـون مـورد جديد سـرطان و بيـش از 13 ميليـون مرگ و مير 
ناشـی از سـرطان در سراسـر جهـان اتفـاق مـی افتد)17(. سـرطان 
روده بـزرگ نيـز به عنوان سـومين سـرطان شـايع در جهـان دارای 
اهميـت فراوانـی اسـت)1(. تغييـرات ميكروبيوتـای روده در بيماران 
مبتـلا بـه سـرطان روده بـزرگ در مطالعات بسـياری گزارش شـده 
اسـت. آنچـه بحث برانگيـز اسـت ايـن اسـت كـه كـه آيـا سـرطان 
محصـول تغييـر در ميكروبيوتـا اسـت يـا اينكـه پيشـرفت سـرطان 
باعـث تغييـرات در ميكروبيـوم طبيعـی می شـود. شـواهد قـوی در 
مـورد هـر دو نظريـه وجـود دارد )18، 17(. ميكروبيوتـای روده مـی 
توانـد بـا فرآيندهـای مختلـف، از جمله القـای يک بيمـاری التهابی 
مزمـن يـا پاسـخ ايمنـی، تغييـر دادن پويايـی سـلول هـای بنيادی، 
بيوسـنتز متابوليـت هـای سـمی و ژنوتوكسـين و تأثيـر متابوليسـم 
ميزبـان باعث پيشـرفت CRC شـود و يا با كمک توليـد متابوليت ها 

و آنزيـم هـای خـود از بروز سـرطان جلوگيـری نمايـد)21 و 20(. 
در مطالعـه حاضـر نقـش ميكروبيوتای روده افـراد مبتلا به CRC در 
 HT29 كشـندگی و يـا پروليفراسـيون سـلولی بر روی سـلول هـای
مـورد بررسـی قرار گرفت. بر اسـاس نتايج به دسـت آمـده متابوليت 
ميكروبيوتـای اين بيمـاران باعث پروليفراسـيون سـلول های موجود 
در كشـت سـلولی نسـبت به كشـت سـلول بلانک شـدند. ميانگين 
درصـد پروليفراسـيون سـلولی در متابوليت هـای بـه دسـت آمـده از 
نمونه هـای تومـوری درصـد ناچيـزی بالاتـر از نمونـه هـای بافـت 
البتـه تفـاوت معنـاداری ميـان دو گـروه  طبيعـی بـه دسـت آمـد 
مشـاهده نشـد. نمونه هـای مـورد بررسـی تومـوری و سـالم هـر دو 
از يـک بيمـار گرفتـه شـده بـود و هر چنـد برخـی مطالعـات تفاوت 
ميـان ميكروبيوتـا در بافـت سـرطانی و طبيعـی را گـزارش كرده اند 
ولـی در اغلـب مطالعات بيان شـده اسـت كـه سـاختار ميكروبيوتای 
روده اغلـب پيـش از سـه سـالگی شـكل می گيـرد و سـاختار ثابتـی 
در طـول زندگـی دارنـد)22(. برخـی از عوامـل ماننـد مصـرف آنتی 
بيوتيـک هـا، رژيـم غذايـی خـاص، شـيمی درمانـی و غيـره مـی 
توانـد موجـب برهـم خـوردن سـاختار ميكروبيوتای روده شـود)23(. 
در مطالعـه ای كـه صادقـی و همكارانـش در سـال 2018 بـر روی 
از  كلروژنيـک اسـيد بـه همـراه متابوليت هـای ميكروبـی حاصـل 
مصـرف ميـوه و سـبزيجات انجـام دادنـد مشـاهده كردنـد كـه اين 
متابوليـت هـای ميكروبـی اثر آنتـی پروليفراسـيون بـر روی رده ی 
سـلولی Caco-2 دارد و در مـدت 24 سـاعت باعـث ايجـاد آپوپتـوز 

در سـلول ها می گردنـد)16(. در ايـن مطالعـه از مـواد ضـد سـرطانی 
اسـتفاده شـد و در نتيجـه ايـن مطالعـه بـا نتايـج ما همسـو بـود. در 
مطالعـه ديگـری Shi و همكارانـش در سـال 2016 بـر روی اثـرات 
LPS )ليپـو پلی سـاكاريد( بـر روی فاكتورهای التهابی با اسـتفاده از 

تسـت MTT، پروليفراسـيون و آنزيم هـای آنتـی اكسـيدان مطالعه و 
مشـاهده كردنـد كه مـدت زمان انكوباسـيون LPS رابطـه معناداری 
بـا فاكتورهـای پروليفراسـيون سـلولی دارنـد و ميـزان آنزيـم هـای 
آنتـی اكسـيدان SOD )سوپراكسـيد ديسـموتاز( تفـاوت معنـاداری 
بيـن گـروه آزمايـش و كنتـرل نشـان نـداد و آنزيـم كاتـالاز كاهش 
معنـاداری يافتـه بـود. فاكتـور تكثيـر سـلولی در غلظـت 0/1و 1 
ميكروگـرم در ليتـر بـا زمـان انكوباسـيون 6 سـاعت باعـث كاهش 
تكثيـر سـلولی شـد و ايـن مطلـب احتمـالا بـه ايـن دليل اسـت كه 
ايـن غلظـت از LPS برای سـلول ها توكسـيک بـوده و موجب مرگ 
سـلولی مـی شـود)24(.ليپوپلی سـاكاريد جـزء اصلی غشـای بيرونی 
باكتـری هـای گـرم منفی و توكسـين باكتـری های بيماريزا اسـت. 
مطالعات نشـان داده اسـت كه LPS، باعث آسـيب اكسـيداتيو شـده 
و بـه طـور گسـترده ای بـرای ايجـاد مـدل هـای حيوانـی التهاب و 

عفونـت باكتريايی اسـتفاده شـده اسـت)25(.
Venturi و همكارانـش در مطالعـه اثـر مايـع فيلتره شـده مدفوع بر 

روی كشـت سـلول Caco-2 با اسـتفاده از تسـت Comet مشـاهده 
كردنـد كـه در نمونـه هـای نرمـال هيـچ تاثيـر مخربی بر شكسـت 
DNA ندارنـد ولـی در نمونـه هـای دارای مشـكلات روده ای مانند 

پوليپ های روده ای شكسـت DNA مشـاهده شـد)26 (. شكسـت 
DNA مـی توانـد ايجـاد جهـش هـای سـرطانزا را در سـلول نمايد 

و  بـا تجمـع ايـن جهـش هـا سـلول ها به سـمت سـرطانی شـدن 
ماننـد  باكتريايـی  هـای  متابوليـت  از  برخـی  طرفـی  از  می رونـد. 
انتروكـوک فكاليـس، انتروتوكسـين باكتروئيـدس فراژيليـس و يـا 
FadA در فوزوباكتريـوم نوكلئاتـوم كـه همگـی توانايـی شكسـت 

DNA را دارنـد،  تـوان ايجـاد پروليفراسـيون سـلول های روده را نيز 

دارا می باشـند و در مطالعـات بـر روی ميكروبيوتـای روده در بيماران 
سـرطانی افزايـش می يابنـد)27(.

بـا توجـه بـه اثـر متابوليـت هـای باكتريايـی جـدا شـده از بيمـاران 
مبتـلا بـه CRC در افزايـش تكثيـر رده سـلولی HT29 بـه نظر می 
آيـد متابوليـت باكتريايـی مـی توانـد نقش كليـدی و مركـزی را در 
ارتبـاط ميـان ميكروبيوتـا و سـرطان كولـون مرتبـط بـا آن داشـته 
باشـد. باكتری هـا مـی توانـد در طـی عفونـت و يـا التهاب ناشـی از 
آنهـا و يا مسـتقيما توسـط توليد متابوليـت هـای ميكروبيوتای روده 

موجـب تغييـر بيـان ژن هـای دخيل در سـرطانزايی شـوند. 

 HT29 اثر متابولیت میکروبیوتای روده بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال بر روی رده سلولی
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