
 

 
  و همكاران سترگي مريم

 
 01/3/1398:تاريخ دريافت                  يزدمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي 

  01/5/1398:اريخ پذيرشت                        1398 شهريور، شش، شماره هفتمدوره بيست و 

در  Survivin و BAK ،FAS ،BAX ،TNF-a ،BCL-2  آپوپتوزي هايتغيير بيان ژن

 Bانتروتوكسين  به وسيله) MCF-7(هاي آدنوكارسينوماي پستان انسان سلول

  استافيلوكوكي

  

  5، پروانه كشاورز4، ناهيد بابايي3، منصور حيدري2*، عباس دوستي1سارا افضلي

  

 
  مقاله پژوهشي

 

  
استفاده از راهكارهاي   در نتيجه به اين عارضه مبتلايان. باشدمي ها در ميان زنانترين بدخيميسينه يكي از شايع سرطان :مقدمه
 Bدر اين مطالعه اثر انتروتوكسين  .شود به فراواني ديده مي ها آنو عود مجدد در ميان  هستند يپاسخ به درمان ضعيفداراي درماني 

 )MCF-7(هاي آدنوكارسينوماي پستان انسان در سلول Survivinو  BAK ،FAS ،BAX ،TNF-a، BCL-2هاي بيان ژناستافيلوكوكي بر 
باشد كه به عنوان مي استافيلوكوكوس اورئوسعضو توانمندي از خانواده سموم  استافيلوكوكي Bانتروتوكسين  .مورد بررسي قرار گرفت

  .شودشناخته ميهاي سرطاني يك عامل ضد سرطان با توانايي انهدام سلول
هاي سلول. شهركرد انجام شد واحد دانشگاه آزاد اسلامي اين مطالعه به صورت تجربي در مركز تحقيقات بيوتكنولوژي :روش بررسي

 (+)pcDNA3.1و ) نوتركيب( pcDNA3.1(+)-sebپلاسميدهاي   وسيله ه، ب2000با استفاده از معرف ليپوفكتامين MCF-7  رده
. انتخاب گرديدند G418بيوتيك  آنتي  µg/mL 600محتوي RPMI-1640فورم شدند و با كشت در محيط انتخابي ترانس) غيرنوتركيب(

-Real Timeهاي ترانسفكت شده از طريق آناليز در سلول BAK ،FAS ،BAX ،TNF-a، BCL-2 ،Survivinهاي سپس ميزان بيان ژن

PCR افزار  استيودنت از طريق نرم - آزمون تي آناليز آماري با استفاده از .مورد بررسي قرار گرفتSPSS Inc., Chicago, IL; Version 

  .مورد بررسي قرار گرفت Excel برنامه چنين همو  16
اي آپوپتوزي را در هتوجهي بيان ژن طور قابل استافيلوكوكي به Bنتايج حاصل از اين تحقيق حاكي از آن است كه، انتروتوكسين  :نتايج
، مشاهده گرديد، BAK ،FAS ،BAX ،TNF-aهاي داري براي ژنحاليكه افزايش بيان معني در. دهدتغيير مي MCF-7 هاي ردهسلول

  )=P/032( .داري كاهش را در مقايسه با گروه كنترل نشان دادطور معني به BCL-2 ،Survivinهاي بيان ژن
تغيير  طريق ازآدنوكارسينوماي پستان  هايسلول تهاجم و تكثير رشد، بر مهاري اثر داراي استافيلوكوكي Bانتروتوكسين  :گيري نتيجه
رسد زمينه تحقيقاتي مناسبي براي بهره برداري از اين سم در كنترل و نظر مي لذا به .باشدمي آپوپتوز مسير در دخيل هايژن بيان

  .انسان وجود داشته باشدآدنوكارسينوماي پستان درمان 
  MCF-7 ،BAK ،FAS ،BAX ،TNF-a، BCL-2 ،Survivin، آپوپتوز، Bانتروتوكسين  سرطان پستان، :هاي كليدي واژه

 و BAK ،FAS ،BAX ،TNF-a ،BCL-2  آپوپتوزي هايتغيير بيان ژن .افضلي سارا، دوستي عباس، حيدري منصور، بابايي ناهيد، كشاورز پروانه :ارجاع

Survivin هاي آدنوكارسينوماي پستان انسان در سلول)MCF-7 (انتروتوكسين  به وسيلهB مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم  .استافيلوكوكي

  .1677-85): 6( 27؛ 1398يزد پزشكي شهيد صدوقي 

                                                           

  ، بوشهر، ايرانزاد اسلاميواحد بوشهر، دانشگاه آ لكولي،وم -سلولي مولكولي، گروه -شناسي سلوليدانشجوي دكتري تخصصي زيست -1

  . ژي، واحد شهركرد، دانشگاه آزاد اسلامي، شهركرد، ايران، مركز تحقيقات بيوتكنولودانشيار -2

  . ، گروه ژنتيك پزشكي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايراناستاد تمام -3

  زاد اسلامي، بوشهر، ايراندانشگاه آواحد بوشهر، ملكولي،  - سلولي، گروه استاديار -4

  .دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي گيلان، رشت، ايران ،تحقيقات سلولي ملكولي ، مركزژنتيك پزشكي گروه، دانشيار -5

  3319118651:صندوق پستي  ، abbasdoosti@yahoo.com :، پست الكترونيكي09133838830 :تلفن ؛)نويسنده مسئول*(
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  استافيلوكوكي  Bبه وسيله انتروتوكسين  تغيير بيان ژن هاي آپوپتوزي
 

 مقدمه

عنوان  رطان، سرطان پستان بهدر بين انواع مختلف س

بدخيمي در بين زنان، يكي از  ترين ترين و كشنده شايع

. باشددر جهان مي اه آنسلامت  ترين عوامل نگران كننده مهم

هاي بدخيم منشاء سرطان پستان بيماري است كه در آن سلول

العمل تدافعي و  كه موجب عكس گرفته از بافت سينه بدون آن

تهاجمي سيستم ايمني بدن شوند، از آن عبور كرده و به طور 

اين بدخيمي در اكثر موارد . ندبيااي تكثير مي نامنظم و فزاينده

بدون درد و سفت در قسمت فوقاني و  صورت يك توده به

تواند در هر شود و به طور كلي ميخارجي سينه شروع مي

ه ممكن علاوه سرطان سين هب. جايي از بافت سينه ظاهر گردد

گودي زير بغل و بعد از آن به  است به غدد لنفاوي، ناحيه

ه ميزان شيوع اگرچ). 1،2(سرتاسر بدن گسترش پيدا نمايد 

كشورها در حال افزايش است ولي در  ر همهسرطان پستان د

ايالات متحده و اروپا، شيوع آن دو برابر كشورهاي آسيايي 

 9/11بروز سرطان پستان در ايران در مطالعات مختلف از . است

در صد هزار در استان  5/23در صد هزار در استان اردبيل تا 

در گزارش كشوري ثبت موارد  .شده است آذربايجان شرقي ذكر

همچنان سرطان پستان در زنان در رتبه  1387سرطاني سال 

 Rate) اول قرار داشته و با ميزان بروز استاندارد شده سني

Standardized Aged) 2/33 بالاتر از موارد گزارش شده 

وضعيت جغرافيايي، نحوه زندگي،  ).3( باشد سرطان پوست مي

جمله جنس و ژنتيك از زا، سن،  رژيم غذايي، عوامل استرس

شخيص ابتلا به سرطان پستان و تاخير در ت كننده عوامل مستعد

بيماري، كاهش ميزان بقاي  برنده و درمان، از جمله عوامل پيش

مبتلايان و افزايش مرگ و مير ناشي از سرطان سينه به شمار 

درماني، هورمون درماني و  جراحي، شيمي). 2،4(روند مي

ني موجود براي سرطان هاي درماپرتودرماني ازجمله گزينه

گيرند باشند كه در حال حاضر مورد استفاده قرار ميپستان مي

هاي ديگر، عمل  اما با توجه به انتشار بيماري به اندام). 5،6(

. شود جراحي يك روش بسيار مؤثر درماني در نظر گرفته نمي

  درماني، پرتودرماني و  به دنبال استفاده از شيمي چنين هم

 چنين همسرطان نيز عود، متاستاز، سميت و   داروهاي ضد

لازم است كه بنابراين . شودهاي باليني مشاهده مي پاسخ

). 7،8( شوندهاي درماني مؤثر و جايگزين شناسايي  روش

ها باكتري. باشندها از كانديدهاي بالقوه در اين زمينه ميباكتري

هاي منحصر به فردي از جمله؛ به دليل دارا بودن ويژگي

گيري اختصاصي تومور، نفوذ فعال در بافت توموري و  هدف

هاي درماني ايجاد سميت كنترل شده در ميان ساير روش

طيف استفاده از ). 9(باشند اي ميسرطان داراي جايگاه ويژه

گيري از باشد كه بهرهها در درمان سرطان وسيع ميباكتري

موم س. آيدهاي موثر به حساب مياز گزينه ها آنسموم 

سلولي  ريزي شدهتوانند در تكثير، تمايز و مرگ برنامه مي

ضد  ها كه نقش بالقوهيكي از اين باكتري). 10(تداخل نمايند 

شده است، باكتري   سرطاني سموم توليدي آن تاييد

اين باكتري گرم مثبت . باشد مي استافيلوكوكوس اورئوس

باشد كه مي) B )SEBسمومي نظير انتروتوكسين  كننده توليد

ريزي هاي سرطاني مسير سيگنالي مرگ برنامهقادرند در سلول

را تحت  ها آنگيري نمايند و رشد و تكثير  سلولي را هدف شده

  ).11(تاثير قرار دهند 

كه از سموم  SEBبررسي توانايي پروآپوپتوزي 

باشد در طيف وسيعي از كننده با غشاء سلولي مي كنش برهم

هاي اپيتليال ها و سلولها، مونوسيتوسيتها از جمله؛ لنفسلول

آپوپتوز را از طريق مسير داخلي و  نشان داد كه اين سم عمدتاً

القاء  Bcl-2و  Fas ،IL-4 ،TNF-αدر حضور فاكتورهاي 

و چرخه  Fas به ترتيب با تكيه بر SEB به طور مثال .نمايد مي

 Jurkatعث تحريك القاء آپوپتوز در با TNF-αتنظيم مثبت 

Tcell هاي و سلولTHP-1 شود از طريق مسير خارجي مي

هاي اپيتليال كليوي آپوپتوز را در سلول SEBعلاوه  به ).13،12(

القاء  TNF-αاز مسير خارجي و   ECV304هاي و سلول

 Bرسد بتوان از سم انتروتوكسين لذا به نظر مي). 11(نمايد  مي

ي شيمي درماني زمان آن با داروها به تنهايي يا با مصرف هم

هدف از اين مطالعه . تر سرطان استفاده نمودجهت بهبود سريع

  استافيلوكوكي در  Bارزيابي نقش پروآپوپتوزي انتروتوكسين 
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  سارا افضلي و همكاران
 

هاي سرطاني پستان و تعيين اهميت آن براي بهره سلول

 عنوان يك استراتژي جديد در زمينه درمان سرطان به برداري

  .باشدمي

 روش بررسي

  هنوع مطالع

با هدف  98تا تير  97بهمن اين مطالعه به صورت تجربي از 

به عنوان  استافيلوكوكي Bانتروتوكسين ارزيابي نقش پروآپوپتوزي 

در مركز تحقيقات  گر و بدون اعمال شيوه كورسازيعامل مداخله

  .بيوتكنولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد انجام شد

  سازي حامل نوتركيبآماده

 استافيلوكوكي Bانتروتوكسين   ژن رمز كنندهcDNA توالي 

)seb(  از بانك اطلاعاتيNational Center for Biotechnology 

Information (NCBI) دنبال آن  استخراج گرديد و به

 توسط شركت   sebسپس توالي . ها انجام شد سازي كدون بهينه

Generay Biotech Co., Ltd.(Shanghai, China) ا سنتز و ب

در وكتور  BamHI / EcoRVهاي محدود الاثر استفاده از آنزيم

pcDNA3.1(+) وكتورهاي. ساب كلون گرديدpcDNA3.1(+)-

seb  )نوتركيب ( وpcDNA3.1(+) )با استفاده از ) غيرنوتركيب

ر حضور كلريد كلسيم روش ترانسفورماسيون شوك حرارتي د

يافتند و انتقال   TOP10Fسويه.coli  Eهاي  به درون سلول

حاوي آنتي بيوتيك   Luria-Bertani (LB)ها در محيط  سلول

كشت و غربالگري ليتر  ميلي/ گرم ميكرو 50با غلظت سيلين آمپي

كلونينگ استخراج پلاسميد از سپس جهت تاييد صحت . شدند

ه پلاسميد يابي ب به منظور دست. مذكور صورت گرفت سويه

از كيت  RNAتئين يا هايي نظير پرو خالص و عاري از آلودگي

طبق  (Qiagen)تجاري مخصوص تخليص پلاسميد 

  .دستورالعمل شركت سازنده، استفاده شد

  MCF-7 هاي رده كشت و ترانسفورماسيون سلول

از  Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7)رده سلولي 

. مركز ملي ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران خريداري شد

 RPMI-1640 )Roswellشت در محيط ك MCF-7هاي  سلول

Park Memorial Institute) (Gibco, USA ( درصد  10حاوي

FBS )Foetal Bovine Serum) (Gibco, USA ( و يك درصد

Penstrep )Penicillin-Streptomycin) (Gibco, USA ( در

، CO2با فشار پنج درصد گاز ) Memmert, Germany(انكوباتور 

 75گراد، در فلاسك  سانتي درجه 37درصد و دماي  90رطوبت 

 براي و تعويض بار سه ايهفته كشت محيط. كشت داده شد

. استفاده شد EDTA/ها از محلول تريپسينكردن سلول برداشت

درصد رسيد، به  85ها به پس از كشت هنگامي كه تراكم سلول

، درون MCF-7سلول  5×106منظور ترانسفورماسيون، تعداد 

سپس با . كي كشت داده شدچاه ششسه چاهك از پليت 

، )Invitrogen ،USA( 2000استفاده از معرف ليپوفكتامين 

هاي اول و دوم به ترتيب ها در چاهكسلول

و ) به عنوان پلاسميد نوتركيب(  pcDNA3.1(+)-sebتوسط،

pcDNA3.1(+) )العمل ر، طبق دستو)به عنوان پلاسميد كنترل

 بهپلاسميد  µg4افزودن ( شركت سازنده ترانسفورم شدند

به نسبت يك  هر چاهك، در فاقد سرم DMEMمحيط كشت 

ها روز سلول 10پس از ترانسفورماسيون، ظرف مدت ). به سه

و  G418ليتر ميلي/ گرمميلي 600در معرض محيط تازه حاوي 

، G418براي ارزيابي عملكرد دقيق . قرار گرفتند FBSدرصد  10

  . انسفورم بودغير ترMCF-7 هايسلولمحتوي چاهك سوم 

   و بررسي ميزان بيان ژن cDNA، سنتز RNAاستخراج 

 RNX-Plus  ،(SinaClon, Iran) ،RNAبا استفاده از معرف 

تام سلولي طبق دستوالعمل شركت سازنده از هر دو نوع سلول 

MCF-7  ترانسفورم شده با پلاسميد نوتركيب و غيرنوتركيب به

هاي RNAخلوص  غلظت و. صورت جداگانه، استخراج گرديد

 ND-1000 (Nanodropاستخراج شده توسط نانو دراپ 

Technologies, Wilmington, DE, USA)، هاي با طول موج

منظور انجام مرحله  به. نانومتر خوانش شد 280و  260، 230

Heat blockهاي حاصل از مرحله قبل در دستگاه  ، نمونه

دقيقه  20ت گراد به مد درجه سانتي 60ترموسايكلر با دماي 

با استفاده از  RNAهاي در ادامه تمام توالي. قرار داده شدند

 (RevertAID First Standard cDNA Syn Kit)كيت سنتز 

cDNA، (Termo Scientific, Lithuania)،  بهcDNA  تبديل و

 RT-PCRواكنش . گراد انتقال يافتند درجه سانتي -20به فريزر 

ترانسفورم  MCF-7هاي  ر سلولد sebمنظور تعيين بيان ژن  به
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ميكروليتر محتوي سه ميكروليتر  25شده، در حجم نهايي 

cDNA ،5/2  ميكروليتر بافرx10 ،75/0  ميكروليتر

 dNTP 10ميكروليتر  5/0 مولار، ميلي 50منيزيوم  كلريد

، يك ميكروليتر از Taqپليمراز  DNAميكروليتر / 5مولار،  ميلي

 75/15و  )ومول در ميكروليترپيك 10(هر يك از پرايمرها 

آماده گرديد و درون دستگاه ترموسايكلر  ddH2Oميكروليتر 

پنج  به مدت Initial Deneturationسيكل طبق برنامه  30طي 

ت يك به مد Deneturationگراد،  درجه سانتي 94دقيقه در دما 

 30ت به مد Annealingگراد،  درجه سانتي 94دقيقه در دما 

به مدت  Final Extentionگراد و  درجه سانتي 56ثانيه در دما 

در نهايت . گراد تكثير يافت درجه سانتي 72پنج دقيقه در دما 

، الكتروفورز بر روي ژل آگارز يك PCRجهت بررسي محصول 

، BAK ،FASهاي  سنجش ميزان بيان ژن. درصد انجام شد

BAX ،TNF-a، BCL-2 ،Survivin،  با استفاده از دستگاهReal 

Time PCR  مدل(Rotor gene 6000 corbett, Australia) 

مخلوط واكنش براي هر نمونه حاوي . مورد ارزيابي قرار گرفت

اختصاصي ) Reverse(و پسرو ) Forward(پرايمرهاي پيشرو 

به عنوان كنترل داخلي  GAPDHژن  ،NTCكنترل  ،)1جدول (

آماده ، به عنوان گزارشگر )Takara, Japan(و رنگ سايبرگرين 

سپس مخلوط واكنش آماده شده بر روي يخ . )2جدول ( گرديد

لف واكنش تحت ميكروليتر طي مراحل مخت 20با حجم نهايي 

مرحله : زماني به شرح زير قرار گرفتند تاثير برنامه دمايي

Initial denaturation : مدت زمان چهار دقيقه، دماC°95 يك ،

، C°95ثانيه، دما  15مدت زمان : Denaturationمرحله . سيكل

ثانيه براي هر  20مدت زمان : Annealingمرحله . سيكل 40

 و دماي GAPDHو FAS هاي  براي ژن C°64هفت ژن، دماي 

C°65 هاي  براي ژنSeb ،BCL-2، BAX و TNF-a  و دماي

C°66  براي ژنBAK،40 منظور  بهپس از پايان واكنش . سيكل

م حضور محصولات تاييد اختصاصي بودن محصول واكنش و عد

يز منحني ذوب صورت غير اختصاصي نظير آغازگر دايمر آنال

با الكتروفورز بر روي ژل آگارز دو درصد  ها آن گرفت و اندازه

ميزان تغييرات در  ابي بهمنظور دستي  به چنين هم. تعيين گرديد

2 نظر از روش هاي مورد بيان ژن
-∆∆Ct )Relative 

Quantification( استفاده شد )14(.  

  آماريتحليل وتجزيه 

از طريق  استيودنت - تي بررسي آماري با استفاده از آزمون

. انجام شد SPSS Inc., Chicago, IL; Version 16 نرم افزار

در نظر گرفته شد  %95حدود اطمينان براي همه آزمايشات 

  .دار محسوب گرديد معني  >05/0pو

  ملاحظات اخلاقي

آزاد اسلامي واحد  نشگاهپروپوزال اين تحقيق توسط دا

  .اييد شده استبوشهر ت
  

  مشخصات پرايمرهاي مورد مطالعه: 1جدول 

 )جفت باز(طول محصول 
  دماي اتصال

 )درجه سانتيگراد(
 هاژن نام آغازگر ′3 -′5توالي آغازگر 

171 65 
5′-AGGACACAAAGGTGGGCAACTAC-3′ پيشرو 

Seb 
5′- TACGCTTGTCTGTCTGGTGGGAG-3′ پيرو 

245 65 
5′- GACGACTTCTCCCGCCGCTAC-3′ پيشرو 

BCL-2 
5′- CGGTTCAGGTACTCAGTCATCCAC-3′ پيرو 

234 65 
5′- AGGTCTTTTTCCGAGTGGCAGC-3′ پيشرو 

BAX 
5′- GCGTCCCAAAGTAGGAGAGGAG-3′ پيرو 

163 64 
5′- CAATTCTGCCATAAGCCCTGTC-3′ پيشرو 

FAS 
5′-GTCCTTCATCACACAATCTACATCTTC-3′ پيرو 

154 66 
5′-CGTTTTTTACCGCCATCAGCAG-3′ پيشرو 

BAK 
5′- ATAGCGTCGGTTGATGTCGTCC-3′ پيرو 

184 65 
5′- GCCTCTTCTCCTTCCTGATCGTG-3′ پيشرو 

TNF-a 
5′- TTTGCTACAACATGGGCTACAGG-3′ پيرو 

183 64 
5′- GCCAAAAGGGTCATCATCTCTGC-3′ پيشرو 

GAPDH 
5′- GGTCACGAGTCCTTCCACGATAC-3′ پيرو 

170 64 
5′- AGAACTGGCCCTTCTTGGAGG -3′ پيشرو 

Survivin 
5′- CTTTTTATGTTCCTCTATGGGGTC -3′ پيرو 
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  RT-Real Time PCRگرهاي مقادير واكنش :2جدول 

 غلظت نهايي حجم تركيبات

cDNA 2 ميكروليتر واكنش/ نانوگرم100كمتر از    
روليترميك Forward 15/0پرايمر  پيكومول 10   
ميكروليتر Reverse 15/0پرايمر  پيكومول 10   

RNase-free water 2/6 ميكروليتر  - 
SYBR 10 ميكروليتر  X2 

ميكروليتر 5/1 كلريد منيزيم  - 

ميكروليتر 20 حجم نهايي  - 

  

 نتايج

  MCF-7 هاي رده در سلول sebبيان ژن 

 Bكسين انتروتو كننده  منظور تعيين بيان ژن رمز هب

هر دو نوع سلول ، MCF-7 هاي رده استافيلوكوكي در سلول

مورد  با پلاسميد نوتركيب و غيرنوتركيب ترانسفورم شده

اي به ، حضور قطعهRT-PCRنتايج واكنش . بررسي قرار گرفتند

هاي را در سلول sebژن  cDNAجفت باز مربوط به  171طول 

  .مودترانسفورم شده با پلاسميد نوتركيب تاييد ن

 به وسيله MCF-7هاي هاي پروآپوپتوزي در سلولتغيير بيان ژن

  استافيلوكوكي Bانتروتوكسين 

، BAK ،FAS ،BAX ،TNF-aهاي ميزان بيان ژن

Survivin  وBCL-2  هر دو نوع سلول نيز درMCF-7 

مورد  با پلاسميد نوتركيب و غيرنوتركيب  ترانسفورم شده

 از حاصل Ct مقادير تحليل و تجزيه. بررسي قرار گرفت

2 فرمول از استفاده با Real Time PCR دستگاه
-∆∆ct، 

و  BCL-2هاي بيانگر كاهش قابل توجه در بيان ژن

Survivin )P<0.5 (هاي و افزايش قابل توجه در بيان ژن

BAK ،FAS ،BAX و TNF-a )05/0 P< (هاي در سلول

MCF-7 با  در مقايسه با پلاسميد نوتركيب ترانسفورم شده

).2و  1نمودار ( بودهاي كنترل سلول

  

  

  

  

    

  

  

  
با پلاسميد   ترانسفورم شده MCF-7هاي در سلول Survivinو  BCL-2هاي بيان ژن. Ctبر اساس  Survivinو  BCL-2هاي نمودار ميزان بيان ژن: 1نمودار 

  .دار در مقابل گروه كنترل اختلاف معني ؛P<0.5. توجهي كاهش يافته است طور قابل هاي كنترل بهمقابل سلول  نوتركيب

  

  

  

  

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

7i
6.

16
02

  ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
4-

24
 ]

 

                               5 / 9

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v27i6.1602 
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4902-en.html


 

 1398 شهريور، شش، شماره هفتمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

1682  

  استافيلوكوكي  Bزي به وسيله انتروتوكسين تغيير بيان ژن هاي آپوپتو
 

  

  

  

  

  

  
  

 MCF-7هاي در سلول BAK  ،FAS ،BAX ،TNF-aهايبيان ژن. Ctبر اساس  TNF-a و BAK ،FAS ،BAXهاي  نمودار ميزان بيان ژن:  2نمودار 

  . است توجهي افزايش يافته هاي كنترل به طور قابللمقابل سلو با پلاسميد نوتركيب ترانسفورم شده
P<0.5دار در مقابل گروه كنترل ؛ اختلاف معني.  

  

 بحث

ها به عنوان عوامل ضد سرطان تقريبا صد سال نقش باكتري

طور دو پزشك آلماني بهFehleisen و  Busch. پيش كشف شد

تيجه در ن ها ناجداگانه مشاهده كردند كه انواع خاصي از سرط

هاي ناشي از استافيلوكوكوس پايوژنز كه  ابتلاي بيمار به عفونت

دهند،  زمان بستري در بيمارستان، رخ مي صورت اتفاقي در به

سپس مشاهدات ويليام كالي، پزشك آمريكايي . كنند بروز مي

در روند بهبودي يكي از بيمارانش كه از سرطان گردن رنج 

برد پس از ابتلا به عفونت سرخكي، باعث شد تا او براي  مي

را در درمان  ها آنا و سموم هاستفاده از باكتري بار ايده اولين

دهند ان ميمطالعات كنوني نيز نش ).15(مطرح نمايد  سرطان

ريزي  توانند تمايز، تكثير و مرگ برنامه كه سموم باكتريايي مي

ها در  عنوان مثال بررسي به). 16(مايند سلولي را كنترل نشده 

 كه سالمونلا و كلستريديا از نشان داد 2010و  2003هاي  سال

، 2012در سال ). 17،18( باشند عوامل بالقوه ضد سرطان مي

موريوم اگزوتروفيك،  درمان ملانوم متاستاتيك با سالمونلا تيفي

علاوه مشخص شده است  هب). 19(عدم عود مجدد را نشان داد 

داراي  عنوان پاتوژن بزرگ انسان كه استافيلوكوكوس اورئوس به

باشد كه آپوپتوز  ها مي ختلفي نظير خانواده انتروتوكسينسموم م

لذا اين ويژگي باعث شده است تا اين پاتوژن . نمايند را القاء مي

قديمي به يك عامل درماني جديد براي سلامت انسان تبديل 

و آلفا توكسين  B، اثر انترتوكسين 2013در سال  ).20(شود 

. د بررسي قرار گرفتمور ECV304استافيلوكوكي بر رده سلولي 

توكسين هر دو از طريق  و آلفا Bنتايج نشان داد كه انترتوكسين 

مكانيسم مشابهي يعني از طريق مسير خارجي و با دخالت 

TNF‐α  آپوپتوز را در رده سلولي  8و كسپازECV304  القاء

القاء   ، با استفاده از دو نوع ماده2014در سال ). 11(نمايند مي

 B يمني يعني اگزوزوم و انتروتوكسينپاسخ ا كننده

استافيلوكوكي ساختار جديدي سنتز نمودند و اثر مهاري آن بر 

تايج ن. هاي سرطاني سينه را مورد بررسي قرار دادندرشد سلول

سنتز شده  B نشان داد كه ساختار اگزوزوم انتروتوكسين

ند توا نمايد و مي اني سينه القاء ميهاي سرطآپوپتوز را در سلول

طور  هب). 21(عنوان يك كانديد درماني در نظر گرفته شود  به

يدي براساس تگزوزوم ، ساختار جد2015مشابه، در سال 

استافيلوكوكي  Bو انتروتوكسين ) هاي اندوزومي وزيكول نانو(

هاي سرطاني طراحي شد و اثر سميت سلولي آن بر رده سلول

اد كه ساختار نتايج نشان د. تخمدان مورد بررسي قرار گرفت

داراي خواص سميت سلولي بر روي  Bانتروتوكسين  -تگزوزوم

، خاصيت 2016در سال ). 22( باشدهاي مورد بررسي ميسلول

-THPهاي استافيلوكوكي را در سلول B آپوپتوزي انتروتوكسين

 B نتايج نشان داد كه انتروتوكسين. مورد بررسي قرار دادند 1

هاي ي كسپازها آپوپتوز را در سلولساز قادر است از طريق فعال

THP-1  در مطالعه حاضر نيز توانايي ). 13(القاء نمايد

در مهار رشد و القاء آپوپتوز  Bانتروتوكسين استافيلوكوكي نوع 

هاي از طريق اعمال تغيير در بيان ژن MCF-7در رده سلولي 

هاي دخيل در مسير مرگ سلولي مورد رمز كننده پروتئين
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نشان داد كه، بيان ژن نتايج حاصل شده  .ر گرفتبررسي قرا

-MCFاستافيلوكوكي در رده سلولي  Bانتروتوكسين كننده  رمز

هاي درگير در  بيان ژن گيرد و محصول آن متعاقباًصورت مي 7

  . دهد تغيير مي MCF-7 هاي ردهوند آپوپتوز را در سلولر

 گيري نتيجه

طان در بيماران ي مرسوم ضد سرها ناامروزه مقاومت به درم

را  ي جايگزينها نامبتلا به تومورهاي جامد احساس نياز به درم

باكتريايي، از جمله  هاي ژن سوپرآنتي. ايجاد كرده است

جديد و مفيدي براي هاي استافيلوكوكي، عوامل  انتروتوكسين

مور هاي توموري و افزايش ايمني ضد تو گيري سلول هدف

عملكرد اختصاصي آن بر  رماني ازد موفقيت اين راهكار. باشند مي

ميت براي ترين س هاي سرطاني همراه با داشتن كم عليه سلول

تحقيقات بيشتر و پيشرفت در . شود هاي طبيعي ناشي ميسلول

درمان سرطان ايجاد نموده  راستا، بعد جديدي را در زمينه اين

  .است

 گزاري سپاس

آزاد  با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه اين پژوهش

در قالب بخشي از پايان نامه دكتري اسلامي واحد بوشهر 

هاي آپوپتوزي در تغيير بيان ژن(تخصصي تحت عنوان 

به وسيله) MCF-7(هاي آدنوكارسينوماي پستان انسان  سلول

باشد، كه مي 1398در سال ) استافيلوكوكي Bانتروتوكسين 

وهشي بدين وسيله مراتب تشكر و قدرداني را از معاونت پژ

كاركنان مركز  چنين همدانشگاه آزاد اسلامي واحد بوشهر و 

تحقيقات بيوتكنولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد اعلام 

  .داريممي

.وجود ندارد :تعارض در منافع
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Introduction: Breast cancer is one of the most prevalent malignancies among women. Patients whose 

suffering from this condition, as a result of the use of conventional therapies often have a poor response to 

treatment and the relapse among them is frequent. In this study, the effects of staphylococcal enterotoxin type 

B on BAK ،FAS ،BAX ،TNF-a ،BCL-2 و   Survivin genes expression in human breast adenocarcinoma cells 

(MCF-7) was examined. Staphylococcal enterotoxin B is a powerful member of the Staphylococcus aureus 

toxins family, which is known as an anticancer agent with potential for killing cancer cells. 

Methods: The experimental study was carried out at the Biotechnology Research Center of Islamic Azad 

University, Shahrekord Branch. By using Lipofectamine 2000 reagent, MCF-7  cells transfected with the 

pcDNA3.1(+)-seb (recombinant) and  pcDNA3.1(+) (non-recombinant)  plasmids and were selected by 

culturing in a selective medium of RPMI- 1640 containing 600 µg / mL antibiotic G418. Then, the expression 

of BAK, FAS, BAX, TNF-a, BCL-2, and Survivin genes in transfected cells were analyzed by real time PCR. 

Student's t-test, SPSS Inc., Chicago, IL; Version 16 and also Excel program for statistical analysis were used. 

Results: The results of this study indicated that staphylococcal enterotoxin type B (SEB) remarkably 

changes the expression of apoptotic related genes in MCF-7 cell line. It was observed a significant increase 

in the expression of BAK, FAS, BAX, and TNF-a genes, the expression of BCL-2 and Survivin genes 

significantly decreased compared to the control group (P=0/032). 

Conclusion: Staphylococcal enterotoxin type B has an inhibitory effect on the growth, proliferation and 

invasion of breast adenocarcinoma cells through altering the expression of the genes involved in the 

apoptosis process. Therefore, it seems that there is a good research field for the use of this toxin in the 

control and treatment of human breast adenocarcinoma. 

Keywords: Breast cancer, Enterotoxin B, Apoptosis, MCF-7, BAK, FAS, BAX, TNF-a, BCL-2, Survivin. 
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