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Abstract 

Exopolysaccharides derived from lactic acid bacteria have proven beneficial and nutritional properties. Therefore, 

this study aimed to evaluate the anticancer, antioxidant, and antitumor effects of polysaccharides extracted from 

lactic acid bacteria isolated from traditional dairy products in Guilan province in order to select 

exopolysaccharide-producing strains for therapeutic and industrial purposes. In this study, bacteria isolated from 

traditional dairy products in Guilan province. Exopolysaccharides extraction was performed and the presence of 

their producing genes was confirmed. Also, their antioxidant and anticancer properties were evaluated on breast 

cancer cell line (MCF7) using MTT assay. In this study, 7 bacteria isolated from traditional dairy products of 

Guilan province that had probiotic properties and were capable of producing exopolysaccharides were screened 

and phenotypic and genotypic identification were performed. Also, antioxidant and antitumor properties were 

evaluated by the free radical assay method of 1 and 1-dimethyl-2-pyridylhydrazine and lactate dehydrogenase 

enzyme, respectively, and their anticancer effect on breast cancer cell line (MCF7) was evaluated by the MTT 

test. The results indicated that all seven isolates had probiotic properties. The best isolate with the highest 

exopolysaccharide production in molecular identification was Lacnobacillus plantarum. The presence of 

exopolysaccharide-producing genes in the isolates was. The highest toxicity against the MCF7 breast cancer cell 

line by the best sample IC50 was 7.83 mg/L. Also, the extracted exopolysaccharide of the best isolate showed 

strong antioxidant and antitumor properties. The use of extracted exopolysaccharide after confirmation and 

supplementary tests in the inventory is recommended for therapeutic uses.  
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EXTENDED ABSTRACT  

Introduction:  

Chemotherapy and radiotherapy are the main cancer treatments that have many side effects and damage normal 

organs including bone marrow, kidneys, oral mucosa and other important tissues. In addition, these common 

treatments often lead to inflammation and lymphadenopathy. Lactic acid bacteria have anticancer properties 

because they induce apoptosis in cancer cells. Exopolysaccharide is one of the lactic acid products and various 

studies indicate its antitumor effect on gastric, liver and breast cancer masses. Therefore, they are candidates for 

use as a complementary or alternative to conventional treatments. Exopolysaccharide of lactic acid bacteria has 

antioxidant and antitumor, antiangiogenic and anti-inflammatory properties. Considering the diversity of dairy 

products and their high consumption in the province, this research aimed to isolate and identify types of 

exopolysaccharide-producing lactic acid bacteria and also to investigate the antioxidant and antitumor properties 

of the extracted exopolysaccharide. 

Material and methods: 

The samples were prepared and after dilution were cultuered on MRS broth medium after 24 anaerobic incubation 

and then all of them were subcultured on MRS agar with the same incubation conditions. After bacterial isolation 

the evaluation of probiotic and safety properties such as salt and acid tolerance, antagonistic effect against some 

bacterial pathogenes and antibiotic resistance were assayed.From all of isolates 7 bacteria from traditional dairy 

products of Guilan province with probiotic properties. Extraction, isolation, and purification of exopolysaccharide 

culture medium of lactic acid bacteria was also performed. The extracted EPS was collected and dialyzed (Mw 

cut-off: 8,000-14,000 Da) with three changes of water per day for 3 days. The dialysate was then lyophilized, and 

collected as crude EPS.  In primary screening Those were capable of exopolysaccharides were selected, 

phenotypic and genotypic identification also were done with amplification of 16SrRNA gene. Then the presence 

of the exopolysaccharide producing genes was confirmed. Also, antioxidant properties were evaluated using the 

1- and 1-dimethyl-2-pyridylhydrazine free radical determination.The ability of EPS to scavenge DPPH radicals 

was determined using the procedures described by Kao and Chen (2006)  

Ascorbic acid has traditionally been utilized as a free radical scavenger. The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromide (MTT) test was used to assess cytotoxicity. The cells (100 ml, MCF7, CaCo2, and 

HepG2) were seeded at a density of 6 × 104 cells/ml in 96-well microplates and treated with different EPS 

preparations at various concentrations (0.625–20 mg/ml). The optical density of the formazan solution was 

determined using a BIORAD Micro-Plate ELISA Reader 

at 490 nm. Additionally, to ensure that the extrated EPSs are safe for normal cells, their inhibitory effects on the 

normal HEK 293 cell line were determined. Because MTT decreases only in metabolically active cells, activity is 

a proxy for cell viability. The EPS extracts were tested in triplicate on the five cell lines, and the viability of the 

cells was estimated the IC50 values for EPS were calculated using the graphpad prism 9 program and indicate a 

50% reduction in growth when compared to control cells (untreated cells). 

 Also, the lactate dehydrogenase enzyme assay, was used for antitumor effect analysis of exopolysaccharid., and 

their anticancer effect on breast cancer cell line (MCF7) was evaluated using the MTT assay. 

In order to analyze the chemical groups of the produced exopolysaccharides, the FTIR analysis was performed in 

Advanced Materials Testing Laboratory in Islamic Azad University of Rasht branch. 

Results:  

The amount of exopolysaccharide produced by different isolates was different. 19 isolates were isolated from 

traditional dairy products, of which 7 isolates were capable of producing exopolysaccharides, and this number of 

isolates was selected as the best in terms of production amount and tested for the next stages. The overall statistical 

analysis showed a significant difference in EPS production between this and the other isolates (P<0.05). 7 isolates 

were exopolysaccharide producers. They were numbered from L1 to L7, respectively. After purification and 

quantitative measurement of production, the results showed that all producing strains showed exopolysaccharide 

production rates between 3.102 and 8.771 g/L. The best production was related to isolate E6 and the lowest 

production was related to isolate E2. All isolates were gram positive, without the ability to produce endospore and 
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catalase negative, and the best producer was L2. The results indicated that all of seven isolates had probiotic 

properties. The best isolate with the highest exopolysaccharide production in molecular identification was 

Lacnobacillus plantarum. The presence of exopolysaccharide-producing genes in the isolates were confirmed. The 

highest toxicity against the MCF7 breast cancer cell line by the best sample, IC50 was 7.83 mg/L. he highest 

antioxidant property of the polysaccharide isolate was at a concentration of 20 mg/ml, at 63.20 ± 2.00. With 

increasing exopolysaccharide concentration, antioxidant activity also increased (P<0.05). Also, the extracted 

exopolysaccharide of the best strain showed strong antitumor properties. The results of the evaluation of the 

exopolysaccharides of the two superior isolates L1 and L2 using IC50 determination in treated and untreated 

MCF7 cell lines indicated a more than twofold increase in the release of lactate dehydrogenase enzyme in both 

types of exopolysaccharides compared to the control (p˂0.05). 

Discussion:  

The exopolysaccharide produced by the best strain isolated from traditional dairy products of Guilan shows a wide 

range of biological activities including antioxidant, antitumor and proliferative properties and as a result it can be 

considered as a potential natural agent for the development of new therapeutic strategies. In addition, due to its 

extraordinary cytotoxic effect at IC50 value in cancer cells, EPS5 can be used in medical research as a potential 

antitumor agent. As a result, its potential to replace chemotherapy drugs in the future should be considered along 

with safety issues. Overall, the exopolysaccharide of lactic acid bacteria has significant therapeutic potential 

especially in antioxidant, antitumor fields, however, further research is necessary to fully understand its 

mechanism of action in each case. 
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استخراج شده از   د یساکار ی پل یوضد تومور ویداتیاکس ی آنت ،ی سلول ت یاثرِ سم یاب یارز 

 لان ی استان گ  ی سنت اتی جدا شده از لبن  پلانتاروم لوس یلاکتوباس ی باکتر

 2، خسرو عیسی زاده 1*معصومه انوری،   1 فرشید فرج الله نیا

 رانیرشت، ا ،ی واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلام ،ی شناسستیگروه ز  (1

 شناسی، واحد لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامی، لاهیجان، ایران گروه زیست (2

 
 30/05/1404:پذیرش تاریخ       06/05/1404: تاریخ دریافت

 

 چکیده

باکتریهای اسید لاکتیک دارای خواص درمانی و تغذیه ای مفید و ثابت شده ای می باشند. لذا این تحقیق  اگزوپلی ساکارید مشتق از  

با هدف ارزیابی اثرِ ضد سرطانی آنتی اکسیداتیو وضد توموری پلی ساکارید استخراج شده از باکتری های اسید لاکتیک جدا شده  

در این تحقیق   ی مولد اگزوپلی ساکارید برای اهداف درمانی وصنعتی  انجام شد.از لبنیات سنتی استان گیلان بمنظور انتخاب سویه ها

بودند،    7 ساکارید  اگزوپلی  تولید  به  وقادر  برخوردار  پروبیوتیکی  خواص  از  که  گیلان  استان  سنتی  لبنیات  از  شده  جدا  باکتری 

وپلی ساکارید انجام وتایید حضور ژنهای مولدانجام  غربالگری وشناسایی فنوتیپی ژنوتیپی شدند. سپس تولید فنونیپی و استخراج اگز

آزاد   رادیکال  سنجش  ارزیابی   روش  با  بترتیب  توموری  اکسیدانیووضد  آنتی  خواص  متیل-1و    1شد.همچنین  پیریدیل  2-دی 

( با آزمون  MCF7ارزیابی و اثرضد سرطانی آنها برروی رده سلول های سرطانی پستان ) هیدرازین  وآنزیم لاکتات دهیدروژناز

MTT    مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاکی از آن بود که هر هفت جدایه از خواص پروبیوتیکی برخوردارند .بهترین جدایه با

بیشترین تولید اگزوپلی ساکارید در شناسابی مولکولی باکتری لاکنوباسیلوس پلانتاروم بود.حضور ژنهای مولد اگزوپلی ساکارید 

میلی گرم    83/7برابر با    IC50توسط بهترین نمونه    MCF7ن میزان سمیّت علیه رده سلولی سرطان پستان  در جدایه ها بود .بیشتری

لیتربود. همچنین اگزوپلی ساکارید استخراجی بهترین جدایه خاصیت آنتی اکسیدانی    از خود نشان داد.   ضد توموری قوی, بر 

 آزمایشات تاییدی وتکمیلی درون موجودی جهت مصارف درمانی توصیه میگردد.استفاده از اگزوپلی ساکارید استخراجی پس از 

 

 لاکتوباسیلوس ، اگزوپلی ساکارید،آنتی اکسیداتیو،ضد تومور  کلید واژه ها :
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 مقدمه 

پروبیوتیک ها، میکروارگانیسم هایی زنده هستند که استفاده  

از مقادیر کافی از آنها سبب بهبود سلامتی میزبان شده و باعث  

(. اغلب این باکتری ها به  1پیشگیری از بیماری ها می گردد.)

ودر   دارند  تعلق  بیفیدوباکتریوم  و  لاکتوباسیلوس  جنسهای 

ملته روده  مانند سندروم  التهاب  التهابی    1ب کنترل  بیماری   ،

(.. همچنین  2، برخی انواع آلرژی حائز اهمیت هستند. )  2روده 

نقش آنها در هموستازی اپی تلیال و نیز پاسخ های ایمنی و  

 (. 3همچنین فعالیت ضد توموری اثبات شده است.)

در حال حاضر محققان به دنبال یافتن روش هایی برای درمان  

خواص   لذا  هستند.  ها  سرطان  عارضه  کم  و  خطر  کم 

ضدتوموری باکتری های اسیدلاکتیک در این خصوص بسیار  

 (.  4مورد توجه قرار گرفته است )

سرطان   اصلی  های  درمان  از  پرتودرمانی  و  درمانی  شیمی 

هستند که عوارض سوء بسیاری دارند و به ارگانهای طبیعی  

بافتهای   و سایر  ، مخاط دهان  ها  کلیه   ، استخوان  مغز  شامل 

مهم آسیب وارد می کنند. بعلاوه این شیوه های درمانی رایج  

 .  (.5) غالباً منجر به التهاب و لفنودنو پاتی می شوند

باکتری های اسید لاکتیک خواص ضد سرطانی دارند زیرا  

کنند می  القا  سرطانی  سلولهای  در  را  (.اگزوپلی  6).آپاپتوز 

از ترکیباتی است که توسط آنها تولید می شود و   ساکارید 

تحقیقات مختلف حاکی از اثر ضد توموری آن بر توده های  

سرطانی معده، کبد و پستان است. لذا آنها را کاندید استفاده  

می  رایج،  های  درمان  جایگزین  یا  مکمل  درمان  عنوان  به 

اس باکتریهای  ساکارید  اگزوپلی  دارای  سازد.  لاکتیک  ید 

خواص آنتی اکسیدانی و آنتی تومورال ضد رگزایی و ضد  

   (7).التهابی است  

 
1 IBS   inflammatory bowel syndrome 

با توجه به تنوع محصولات لبنی استان گیلان و میزان مصرف  

بالای آنها در سطح استان، این تحقیق با هدف جداسازی و  

کننده   تولید  لاکتیک  اسید  های  باکتری  انواع  شناسایی 

اگزوپلی ساکارید و نیز بررسی خواص آنتی اکسیدانی و آنتی  

 ت. تومورال اگزوپلی ساکارید استخراج شده، صورت پذیرف

 

 مواد و روش ها

 تهیه نمونه 

در ظروف یکبار مصرف استریل، از نمونه محصولات لبنی   

نمونه   شیر،  پنیرو  ماست،  مانند  گیلان  استان  در  شده  تولید 

  50برداری صورت پذیرفت .بر اساس فرمول کوکران تعداد  

درجه سانتی گراد( تا زمان   4نمونه تهیه و در دمای یخچال )

 انتقال به آزمایشگاه نگهداری شد. 

 جداسازی باکتریهای اسید لاکتیک

با سرم   لبنیات پس از هموژن سازی  از نمونه های تهیه شده 

فیزیولوژی استریل با استفاده از فیلدوپلاتین استریل به محیط  

MRS Broth    48الی    24کشت داده شد. نمونه ها به مدت  

درجه سانتی گراد، گرمخانه گذاری    37ساعت در انکوباتور  

شدند. همچنین با استفاده از فیلدوپلاتین استریل شده از نمونه  

  (de Man Rogosa Sharp Agar) لبنیات هموژن در محیط 

MRS Agar    حاوی کلو تریمازول یک درصد کشت چهار

ساعت در    72الی    48منطقه ای داده شد و نمونه ها به مدت  

 درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری شدند.  37.5اینکوباتور 

 غربالگری جدایه های مولد اگزوپلی ساکارید

منظور   کشت،    100بدین  محیط  این  از  سی  گرم    6.8سی 

MRS Agar  ،0.5    گرم سوکروز   10گرم کربنات کلسیم و

گرم عصاره مخمر توزین شد.    0.5% حجمی( به همراه    10)

بعد از جوشاندن و شفاف شدن محیط استریل گردید و در  

پلیت ها تقسیم شد. محیط کشت حاصل یه محیط کدر است  

که شفاف شدن محیط بعد از رشد باکتری و ایجاد کلنی های  

2 IBD inflammatory bowel disease 
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کشسان و مخاطی به منزله توانایی باکتری در تولید اگزوپلی  

شد. گرفته  نظر  در  تولید    سپ  (8) ساکارید  اولیه  تایید  از 

غربالگری مولکولی تولید وحضور ژنها واندازه گیری میزان  

 تولید انجام شد. 

 ذخیره سازی باکتریها 

باکتری در گلیسرول   انجام شد در    20ذخیره سازی  درصد 

سی سی(  0.2میکروتیوپ ها به میزان و در تعدادی به میزان )

سی سی آب مقطر ریخته و میکروتیوپ ها به    0.8گلیسرول و  

در    20مدت   شدند.    121دقیقه  استریل  گراد  سانتی  درجه 

ن  سپس کلنی های خالص باکتری با فیلدوپلاتین استریل به آ 

 نگهداری شدند. 20-ها تلقیح و تا زمان مصرف در فریز 

 شناسایی فنوتیپی وژنوتیپی باکتریها 

کلنی های رشد کرده از نظر قطر، اندازه کلنی، رنگ کلنی و  

های   باکتری  و  شدند  داده  قرار  بررسی  مورد  کلنی  نوع 

امیزی   گردیدند.رنگ  شناسایی  اسید  لاکتیک  به  مشکوک 

مختلف   غلظتهای  ،تحمل  همولیز  کاتالازو  وازمایش  گرم 

تحمل   ونیز  های    pHنمک  قند  تخمیر  تست  ونیز  اسیدی 

 . ( 9) مختلف بر اساس پروتکل استاندارد انجام شد..

ژنومی بر اساس پروتکل کیت جهت   DNAپس از استخراج 

پرایمر   از  شده،  جدا  های  باکتری  با    16s rRNAشناسایی 

 استفاده شد:  1توالی ذکر شده در جدول 

 16srRNAتوالی پرایمر مورد استفاده برای تکثیر ژن کد کننده   -1جدول

F: 5`CCAGCAGCCGCGGTAATACG3 

R: 5`ATCGGCTACCTTGTTACGACTTC3` 

 

 تهیه گردید: PCRحجم مورد نیاز از محصول برای انجام برنامه  2بر اساس جدول 

 PCRحجم مورد نیاز از مواد برای انجام برنامه  2جدول

 میکرولیتر 10 مسترمیکس 

 میکرولیتر Forward 0.4پرایمر 

 میکرولیتر Reverse 0.4پرایمر 

DNA 0.5 میکرولیتر 
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 صورت پذیرفت:  3طبق برنامه دمایی جدول  PCRواکنش 

 PCRبرنامه دمایی واکنش   -3جدول 

 چرخه  35 دقیقه  5 درجه سانتی گراد  94دمای  دناتوراسیون اولیه 

 چرخه  35 ثانیه  30 درجه سانتیگراد  94دمای  دناتوراسیون ثانویه 

 چرخه  35 ثانیه  30 درجه سانتیگراد  57 دمای اتصال 

 چرخه  35 ثانیه   75 درجه سانتیگراد  72 گسترش

  دقیقه  5 درجه سانتیگراد  72 طویل شدن نهایی

 

 الکتروفورز محصول بر روی ژل آگارز 

واکنش   از  شده  آگارز     PCRمحصول حاصل  ژل  بر روی 

ژل تهیه    TBEیک درصد الکتروفورز شد. با استفاده از بافر  

رنگ آمیزی شد. نمونه ها رد چاهک   safe stainو به وسیله  

برای    90های موجود در ژل ریخته شد و الکتروفورز با ولتاژ  

ساعت صورت پذیرفت. سپس باندهای حاصل از    0.5مدت  

ساز   آشکار  دستگاه  زیر  در  شد.    UVالکتروفورز  بررسی 

رهپویان   شرکت  به  توالی  تعیین  جهت  حاصل  محصولات 

 ویستا کاوش ژن در چین ارسال شد.

 تست بررسی عدم همولیز

این تست   انجام  از محیط کشت    2.8برای   Nutrient گرم 

agar  میلی لیتر آب مقطر حل گردید، پس   100وزن شده و در

درجه سانتی گراد  121از جوشاندن و شفاف شدن محیط در 

دقیقه اتوکلاو و استریل شد، پس از خنک شدن    20و به مدت  

محیط و قبل از بسته شدن آگار، خون گوسفندی  استریل به  

 محیط افزوده شد و سپس در پلیت ها تقسیم گردید. 

از نمونه های براث حاوی کدورت مناسب باکتری در پلیت  

های آگار بسته شده با استفاده از لوپ استریل کشت خطی 

درجه    37.5ساعت در انکوباتور    24کوتاه داده شد و به مدت  

که  مورد  این  گرفتن  نظر  در  با  گردید.  انکوبه  گراد  سانتی 

همولیز   پروبیوتیک،  معرف یک  اسیدلاکتیک  های  باکتری 

منفی هستند، انتظار میرود که عدم همولیز توسط این باکتری  

 (. 10ها مشاهده شود )

 تست مهار رشد پاتوژن ها  

انتشار چاهک   توسط روش  ها  پاتوژن  بازدارندگی رشد  اثر 

ساعته    24براث     MRSانجام شد. برای این منظور کشت تازه  

  5و به مدت    3500از باکتری های اسیدلاکتیک تهیه و با دور  

دقیقه سانتریفیوژ گردید. سپس از باکتری های اشریشیا کلی  

(ATCC 25922( سودوموناس ائروزینوزا ،)27853ATCC ،)

( بومانی  باکتر  واستافیلوکوکوس    ATCC1605اسینتو   )

میکروبی    (ATCC 25923)اورئوس   بانک  از  شده  تهیه 

سازمان پژوهشهای علمی وصنعتی ایران قرار داده شدند در  

محیط کشت نوترینت آگار کشت چمنی تهیه شد و چاهک  

  50میلی متر در آگارها ایجاد گردید. سپس    5هایی به عمق  

از عصاره سانتریفیوژ شده به هر چاهک افزوده شد    میکرولیتر

درجه سانتی    37ساعت در انکوبارتور    24و پلیت ها به مدت  

 گراد انکوبه گردیدند.  

اثر   منزله  به  ها  چاهک  اطراف  در  روشن  ی  هاله  ایجاد 

های   باکتری  توسط  ها  پاتوژن  رشد  مهار  یا  بازدارندگی 

 (11) اسیدلاکتیک در نظر گرفته شد.
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 تست دیسک دیفیوژن

های    MRS Agarکشت    محیط پلیت  در  و  سانتی    10تهیه 

از تک کلنی های خالص، سوسپانسون   تقسیم شدند. سپس 

مک فارلند تهیه و با استفاده از سوآپ    0.5میکروبی با رقت  

به صورت چمنی کشت    MRS Agarاستریل در محیط کشت  

 داده شدند.  

استاندارد   اساس  پلیت   CLSIبر  هر  در  کشت  از    12بعد 

آمپی سیلین    ( بیوگرام  آنتی  استرپتومایسین  µg  10دیسک   ،

µg  10  جنتامایسین ،µg  10  کانامایسین ،µg  10  لینزولید ،µg  

تتراسایکلین  30  ،µg  30  ونکومایسین  ،µg  30   ،

،  µg  5، ریفامپین    µg  30، کلرامفنیکل  µg  5سیپروفلوکساسین  

اریترومایسین    µg  2کلیندامایسین   شرایط  µg  15و  تحت   )

شدند.   منتقل  کشت  به  استریل  پنس  از  استفاده  با  و  استریل 

از   استفاده  با  بیوگرام  آنتی  های  دیسک  حاوی  های  پلیت 

  37.5ساعت در انکوباتور    48پارافیلم بسته شدند و به مدت  

ساعت پلیت ها    48درجه سانتی گراد انکوبه گردیدند. بعد از  

ق از خط کش  استفاده  با  و  اندازه  بررسی  هاله عدم رشد  طر 

 (12) تکرار انجام شد. 2گیری شد. این آزمایش در 

 ارزیابی فنوتیپی تولید اگزوپلی ساکارید 

محیط   در  نظر  مورد  های  باکتری  آزمایش  این  انجام  برای 

داده  چمنی  کشت  کلسیم  کربنات  حاوی  سنتتیک  کشت 

ساعت پلیت ها در در دمای    72تا    48شدند، سپس به مدت  

درجه سانتی گراد اینکوبه گردیدند. شفاف شدن محیط    37

این   توسط  ساکارید  اگزوپلی  تولید  توانایی  منزله  به  آگار 

 در نظر گرفته شد. باکتری ها 

اگزوپلی   وتخلیص  کمی  جداسازی،ارزیابی 

 ساکارید 

دقیقه در    10های اسید لاکتیک به مدت  محیط کشت باکتری 

ها غیرفعال شوند، سپس  آب جوش حرارت داده شد تا آنزیم

دمای   شدند.    25در  داده  قرار  محیط  سانتیگراد  درجه 

( دقیقه،    5500دقیقه،    20سانتریفیوژ  در  درجه    4دور 

سلول  حذف  برای  پروتئین سانتیگراد(  و  شده  ها  منعقد  های 

جمع رویی  مایع  سپس  و  شد  تری  انجام  شد.  آوری 

( اسید  تا  w/v،  ٪80کلرواستیک  شد  اضافه  رویی  مایع  به   )

نهایی   و  w/v)  ٪4غلظت  آید  دست  به  ملایم  زدن  هم  با   )

مدت   به  دمای    10محلول  در  سانتیگراد    4ساعت  درجه 

پروتئین  شد.  رسوبنگهداری  )های  سانتریفیوژ  با    15شده 

دقیق  10000دقیقه،   در  سانتی  4ه،  دور  حذف  درجه  گراد( 

از  با اضافه کردن آهسته چهار حجم  شدند و محلول رویی 

الکل اتیلک خالص از پیش سرد شده و انکوباسیون در دمای  

با  درجه سانتی   4 داده شدو  به مدت یک شب رسوب  گراد 

( شد  داده  توضیح  در  در   10000دقیقه،    15سانتریفیوژ  دور 

سانتی   4دقیقه،   جمعدرجه  دیالیز  گراد  رسوبات  شد.  آوری 

روز سه    3( و به مدت  Mw cutoff:8000-14000Daشدند )

  EPSبار آب در روز تعویض شد. سپس محصول به عنوان  

 (. 32آوری شد )خام جمع

 بررسی ژنوتیپی تولید اگزوپلی ساکارید 

برای بررسی ژنوتیپی تولید اگزوپلی ساکارید در نمونه های  

پرایمرهای مربوطه لبنیات،  از  از     حاصل  پس از مرور منایع 

 (. 13( )4شرکت زیست فناوری پیشگام تهیه شد)جدول
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 (13)  یست پرایمرهای مربوط به  ژن های اگزوپلی ساکاریدل -  4جدول 

 نام ژن  پرایمر مربوط به ژن های اگزو پلی ساکارید 

F:TAGTGACAACGGTTGTACTG 
R: GATCATTATGGACTGTCAC 

esp A 

F: CGTACGATTCGTACGACCAT 
R: TGACCAGTGACACTTGAAGC 

esp B 

F:GAYAAYWSIAAYCCIRYIGTIC 

R:ADRTCICCRTARTAIAVIYKIG 
Glucansucrase genes 

F: GAYGTITGGGAYWSITGGC 

R: TCITYYTCRTCISWIRMCAT 

Fructansucrase genes 

به    PTCC 1608از باکتری استاندارد لاکتو باسیلوس کازیی 

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد. 

 اندازه گیری ویسکوزیته 

و   تهیه  ساکارید  اگزوپلی  وزنی/حجمی  درصد  دو  محلول 

با استفاده از دستگاه ویسکوزیته    C  25وسکوزیته آن در دمای

( اندازه گیری شد و همزمان   7و  4.6متفاوت ) pHمتر در دو 

ویسکوزیته محیط کشت مایع در فواصل زمانی مختلف اندازه  

گیری شد، انجام شد )خصوصیات دستگاه( و در محدوده بین  
1-cm  400-4000   بررسی ساکارید  اگزوپلی  خصوصیات 

 (  14گردید. )

 FTIRسنجش 

فوریهطیف تبدیل  با  قرمز  مادون  از   (FTIR) سنجی  یکی 

های پیشرفته و پرکاربرد در شناسایی ترکیبات شیمیایی  روش

اساس   بر  روش  این  است.  مواد  مولکولی  ساختار  تعیین  و 

جذب پرتوهای مادون قرمز توسط پیوندهای شیمیایی موجود 

مولکول  میدر  عمل  انرژی  ها  شیمیایی  پیوند  هر  کند. 

را جذب می قرمز  مادون  پرتوهای  از  این  مشخصی  کند که 

اهر  ظ  FTIRهای مشخص در طیف  ها به صورت پیک انرژی

های  ها اطلاعات دقیقی درباره گروه شوند. تحلیل این پیک می

 .دهدعاملی و ساختار شیمیایی ماده ارائه می

سازی شده و  در این روش، نمونه )جامد، مایع یا گاز( آماده 

گیرد. پرتو مادون قرمز از  در مسیر پرتو مادون قرمز قرار می

شود و بخشی از  نمونه عبور کرده یا از سطح آن منعکس می

 FTIR های حاصل توسط دستگاه گردد. داده آن جذب می 

فورجمع تبدیل  از  استفاده  با  و   Fourierیه)آوری 

Transform) شوند که محور افقی آن طول  به طیفی تبدیل می

موج یا عدد موج و محور عمودی آن شدت جذب یا انتقال  

 .است

بررسی  FTIR روش معدنی،  و  آلی  ترکیبات  شناسایی  در 

در   کیفیت  کنترل  پلیمرها،  آنالیز  مواد،  خلوص  و  ساختار 

محیط  و  زیستی  مطالعات  و  مختلف،  کاربرد صنایع  زیستی 

ای دارد. به منظور انالیز گروههای شیمیایی اگزوپلی  گسترده 

ذستگاه  از  تولیدی  در      ساکاریهای  آزمایشگاه   موجود 

 (15) پیشرفته سنجش مواد در واحد رشت استفاده شد.

 کشت سلولی 

به عنوان    HEK 293و رده سلولی     DMEMازمحیط کشت  

تهیه شده توسط    MCF7شاهد استفاده شد و نیز از رده سلولی  

به عنوان رده سلولی   استان گیلان  بهتا در  شرکت تحقیقاتی 

محیط   در  ها  کشت  تمامی  گردید.  استفاده  پستان  سرطان 

(  %1کلوتامین، سرم جنین گوساله )  - Lمیلی مول    2حاوی  

(FBS  نیز میزان ترکیب پنی سیلین و استرپتومایسین    %1(، و 

دی   %5ساعت در حضور    24به مدت      C 37˚ در دمای   

 (. 16اکسید کربن، کشت داده شدند ) 
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 ارزیابی فعالیت آنتی اکسیدانی

و    1رادیکال آزاد  ارزیابی فعالیت  آنتی اکسیدانی با سنجش  

 پیریدیل هیدرازین انجام شد. 2-دی متیل-1

رادیکال   پاکسازی  در  ساکارید  اگزوپلی  با    DPPHتوانایی 

)  Kaoروش   لیتر از    5( ارزیابی شد.  2006و همکاران  میلی 

میلی لیتر از محلول    5درصد این رادیکال آزاد به    %2محلول  

بین   غلظت  با  ساکارید  اضافه    mg/ml 20-0.625اگزوپلی 

دقیقه لوله ها در اتاق تاریک قرار داده    30گردید و به مدت  

شد و سپس جذب نوری مخلوط با روش اسپکتروفتومتری در  

  2401نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر مدل  7/5طول موج 

آزمایش   شد.  اندازگیری  ژاپن  و    3شیماتسو  شد  تکرار  بار 

میانگین ثبت گردید و توانایی پاکسازی از فرمول زیر محاسبه  

 ن کنترل استفاده شد. شد. همچنین ا ز اسکوربیک اسید به عنوا

1]میزان پاکسازی رادیکال آزاد   −
𝐴𝑐−𝐴𝑠

𝐴𝑐
] × 100 = 

𝐴𝑐 میزان جذب نوری کنترل = 

𝐴𝑠 میزان جذب نوری محلول استاندارد/ یا نمونه =  

 (17) نتایج در مقایسه با نمونه استاندارد، تحلیل گردید.

 ارزیابی سمیت سلولی

  - دی متیل تیازول  5و    4)-3با استفاده از ماده    MTTآزمایش  

)ساخت    -5و  2-میل(    -2 بروماید  تترازولیوم  فنیل  دی 

کارخانه مرک( به منظور تعیین غلظت ممانعت کننده پنجاه 

  MCF7میکرولیتر سوسپانسیون سلولی    100درصد  انجام شد .

  96سلول در هر میلی لیتر در میکروپلیتهای    04/68با دانسیته  

خانه ریخته و به آن غلظتهای مختلف اچزوپلی ساکارید اضافه  

 ( 20mg/ml-0.625شد. ) 

از عدم سمیت   اطمینان  برای حصول  به طور مشابه  همچنین 

حاوی   های  پلیت  سالم  های  سلول  بر  ساکارید  اگزوپلی 

نیز در میکروپلیت ریخته شده     HEK293سوسپانسیون سلولی  

از   اضافه گردید.  ها  غلظت  همان  با  پلی ساکارید  و عصاره 

که   فعال    MTTآنجا  متابولیسم  حال  در  های  سلول  در  تنها 

کاهش می یابد لذا فعالیت نشانه زنده مانی سلول است. درصد  

روش   از  استفاده  با  زیر  معادله  طریق  از  سلولها  مانی  زنده 

میکروپلیتهای   در  الیزا  موج    96خوانش  طول  در    49خانه 

 ( 18نانومتر اندازگیری شد. )

100درصد زنده مانی   ×
جذب  نمونه 

جذب  کنترل 
= 

 ارزیابی عملکرد آنزیم لاکتات دهیدروژناز 

از   ساکارید   اگزوپلی  تومورال  آنتی  اثر  ارزیابی  منظور  به 

ارزیابی میزان آنزیم لاکتات دهیدروژناز استفاده شد. پس از  

با اگزوپلی ساکارید میزان نشست   تیمار سلول های سرطانی 

به غشاء   وارد  میزان آسیب  واقع  ، در  از عرض غشاء  آنزیم 

 24ی  سلول سرطانی را مشخص می کند. سلول های سرطان

اگزوپلی ساکارید قرار گرفتند    50ICساعت در معرض غلظت  

در کشت ارزیابی شد. ارزیابی    LDHو سپس فعالیت آنزیم  

کمی براساس تغییر رنگ پس از افزودن مراحل مختلف کیت  

در   NADتعیین فعالیت آنزیم انجام شد. پس از عمل آنزیم  

به    450طول موج   ییر  تبدیل شد و تغ  NADHنانومتر احیا و 

توسط   آنزیم   Readerرنگ  فعالیت  و  شود  می  خوانش 

 (19) براساس فرمول زیر محاسبه می گردد.

𝐵سطح فعالیت آنزیم )نانومول/ لیتر(= 

(∆𝑇×𝑉)× دقت نمونه
 

B مقدار =NADH  تولید شده حاصل از تغییراتT   (∆𝑇= 1T – 2T ) 

1Tزمان اولین خوانش بر حسب دقیقه = 

2T زمان دومین خوانش بر حسب دقیقه= 

V حجم نمونه تیمار شده در تست واکنش بر حسب میلی لیتر = 
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 نتایج  

   میکروارگانیسم

مختلف   های  جدایه  توسط  تولید  ساکارید  اگزوپلی  مقدار 

بود.   لبنی سنتی جداسازی    19متفاوت  از محصولات  جدایه 

جدایه قابلیت تولید اگزوپلی ساکارید داشتند و    7گردید که  

این تعداد جدایه بهتراز نظر مقدار تولیدانتخاب و برای مراحل  

کلی آماری  آنالیز  گرفت.  قرار  آزمایش  مورد  از    بعدی 

بین این جدایه با سایر جدایه ها    EPSاختلاف معنادار تولید  

جدایه مولد اگزوپلی ساکارید بودند. که به    7 .(P<0.05بود )

شماره گذاری گردیدند تمامی جدایه ها    7Lتا    1Lترتیب از  

منفی   کاتالاز  و  اندوسپور  تولید  توانایی  بدون  مثبت،  گرم 

 بود.  2Lبودند و بهترین جدایه مولد 

اگزوپلی    1شکل   مولد  ی  باکتر  کلنی  تصویر  ترتیب  به 

وشفافیت اطراف کلنیها را  MRS AGARساکارید در محیط 

محیط   نشان   MRS AGARدر  سوکرزرا  حاوی 

 میدهد.تشکیل هاله شفاف نشانه تاییدی بر تولید است 

 

 

 

 آگار  MRSالف کلنی باکتر ی مولد اگزوپلی ساکارید در محیط – 1شکل 

 حاوی سوکرز  MRS AGARب  شفافیت اطراف کلنیها در محیط 

 نتایج آزمون دیسک دیفیوژن 

خانواده   به  ذاتی  مقاومت  دارای  اسیدلاکتیک  های  باکتری 

آمینوگلیکوزیدها )جنتامایسین، کانامایسین، استرپتومایسین(،  

لینکوزآمیدها   )سیپروفلوکساسین(،  ها  کینولون 

اکثر   هستند.  )ونکومایسین(  گلیکوپپتیدها  و  )کلیندامایسین( 

جدایه ها حاصل از لبنیات سنتی به آنتی بیوتیک    نمونه های

دادند.نتایج   نشان  مقاومت  وسیپروفلوکساسین  وانکومایسین 

اندازه گیری قطر هاله های عدم رشدوتفسیر نتایج  در جدول  

آورده شده است.هچنین نمونهای از نتایج آزمایش دیسک  5

 ارائه شده است.  2دیفیوژن جدایه ها در شکل 

 ب 

 الف  
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 نمونهای از تست آنتی بیوگرام جدایه ها -2شکل

 میباشد میلیمتر نشانه حساسیت به آنتی بیوتیکهای مورد نظر  14همانطور که در تصویر مشاهده میشود قطر هاله های بیش از 

 اندازه قطر هاله های تست دیسک دیفیوژن بر حسب میلی متر   -  5جدول 

 C TE V K CC E LZ RA CP AM GM S کد باکتری

L1 30 20 0 0 29 27 28 29 0 15 10 0 

L2 29 32 0 16 33 35 37 29 15 18 14 17 

L3 28 28 0 0 15 26 25 27 0 12 15 0 

L4 31 20 0 15 22 30 36 28 0 16 17 16 

L5 

L6 

L7 

32 

40 

30 

21 

28 

20 

 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

10 

0 

0 

 

29 

33 

28 

38 

40 

34 

22 

29 

27 

0 

0 

0 

15 

17 

21 

13 

18 

8 

12 

0 

0 

:  E: لینزولید، LZ: ریفامپین، RA: سیپروفلوکساسین،  CP: آمپی سیلین، AM: جنتامایسین، GM: استرپتومایسین، Sوضیح: )ت

 : کلرامفنیکل(C: تتراسایکلین، TE: ونکومایسین، V: کانامایسین، K: کلیندامایسین،  CCاریترومایسین، 

 نتایج تست مهار رشد پاتوژن ها

به    3. مطابق شکل   اطراف چاهک ها  ایجاد هاله شفاف در 

منزله مهار رشد پاتوژن ها توسط باکتری های اسیدلاکتیک  

از   شد.نتایج  گرفته  نظر  تا  1در  های  4+  هاله  قطر  بترتیب   +

مهاری    16و  12و8و4 اثر  .بیشترین  شد.  یادداشت  میلیمتر 

میلیمترعلیه باکتری اسینتو    16با قطر هاله     L2مربوط به جدایه  

 (ثبت گردید. ATCC1605باکتر بومانی )
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 اسینتو باکتر بومانی نمونه ای از اثر مهاری اگزوپلی ساکارید استخراجی علیه باکتری   - 3شکل 

 

 ویسکوزیته 

طی   کشت  های  محیط  از    24ویسکوزیته    38به    10ساعت 

افزایش یافت و  میان تولید اگزوپلی ساکارید و این افزایش  

 رابطه معنا دار وجود داشت.

 جدایه ها شناسایی مولکولی 

رپلیکون سایز با اندازه        16srDNAبراساس شناسایی با روش  

1500bp    مشخص برتر  سویه  های  گونه  و  جنس  و  حاصل 

به   مولد  جدایه  بهترین  که  بود  آن  از  حاکی  نتایج  گردید. 

 جنس و گونه لاکتوباسیلوس پلانتاروم تعلق داشت. 

 تولید اگزوپلی ساکارید

گیری   واندازه  خلوص  از  داد  پس  نشان  نتایج  تولید  کمی 

تمامی سویه های مولد میزان تولید اگزوپلی ساکارید ی بین  

گرم بر لیتر از خود نشان داد.  بهترین تولید    8.771تا    3.102

 بود.   2Eو کمترین تولید مربوط به جدایه    6E   مربوط به جدایه 

 شناسایی مولکولی بهترین جدایه

با   اسیدلاکتیک  های  باکتری  الکتروفورز  از  حاصل  نتیجه 

شکل    16s rRNAپرایمر   در  الکتروفورز   ژل  روی  و 3بر 

آورده شده 4درخت فیلوژنی حاصل از تعیین توالی در شکل 

 است
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ژل حاصل از الکتروفورز با پرایمر ژن   -4شکل 

16sr RNA 

 جفت بازی2000-100مارکر  6جفت باز  1500نمونه ها  در محدوده  5تا 1

خواص  تمامی  از  است  برخوردار  که  جدایه  بهترین 

پروبیوتیکی با ابالاترین میزان تولید اگزوپلی ساکارید جدایه 

L2  بود و پس از آن جدایهL4 .قرار داشت 

شکل عنوان  L2باکتری    5براساس  لاکتوباسیلوس  تحت 
روش   پلانتاروم  از  استفاده  با  تکاملی  شد.تاریخچه  شناسایی 

Neighbor-Joining   .شد =  استنباط  شاخه  طول  مجموع 

های تکرار نشان داده شده است. درصد درخت   1.73658517

گونه  آن  در  بوت که  آزمون  در  مرتبط  )های   1000استرپ 

ها نشان داده  اند، در کنار شاخه بندی شده تکرار( با هم خوشه 

روش   از  استفاده  با  تکاملی  فواصل  است.  پارامتری   2شده 

Kimura   محاسبه شدند و بر حسب تعداد جایگزینی بازها در

جایگاه  بین  نرخ  تغییر  هستند.  جایگاه  گاما   هر  توزیع  با  ها 

باز بدون ابهام    1هایی که حداقل  سازی شد. نسبت جایگاه مدل

گره   توالی برای هر کلاد وجود دارد، در کنار هر  1در حداقل  

داخلی در درخت نشان داده شده است. این تجزیه و تحلیل  

موقعیت  57شامل   تمام  بود.  نوکلئوتیدی  حاوی  توالی  های 

های از دست رفته حذف شدند )گزینه حذف  ها و داده شکاف

های نهایی  موقعیت در مجموعه داده   237کامل(. در مجموع  

تحلیل  و  تجزیه  داشت.  در  وجود  تکاملی     MEGA Xهای 

 انجام شد. 
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 درخت فیلوژنتیک جدایه برتر -5شکل 

 نتایج بررسی ژنوتیپی تولید اگزو پلی ساکارید

اگزوپلی ساکارید   های  ژنوتیپی ژن  بررسی  از  نتایج حاصل 

ژن تولید اگزو    4نشان داد که همه باکتری ها حاوی یکی از  

  PTCC 1601پلی ساکارید در مقایسه با کنترل مثبت باکتری

Lactobacillus casei  (6بودند.)شکل 
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)ب( مربوط    (Lactobacillus caseiتصاویر حاصل از )الف( بررسی ژنوتیپی ژن های اگزو پلی ساکارید) کنترل  مثبت:  -6شکل 

 به ژن بهترین جدایه 

1) marker, 5) esp A, 6) esp B, 8) Glucansucrase genes, 9) Fructansucrase 

 ب

 الف 
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 جذایه برتر  FTIRطیف -7شکل

 FTIRسنجش 

 FTIR طیف را نشان میدهد. FTIR نتیجه  آنالیز 7شکل

دهد و  را پوشش می cm⁻¹ 400-4000شده محدوده ارائه

های عاملی  شامل چندین پیک جذبی مهم است که به گروه 

 :شوندمختلف نسبت داده می

کششی:cm⁻¹ 3348پیک   -1 ارتعاش  به   مربوط 

(stretching) پیوند O–H.  . گروه نشان حضور  های  دهنده 

 .شده استها یا آب جذب ها، فنول هیدروکسیل در الکل 

به  :2859.02cm⁻¹و   cm⁻¹ 2930.53های  پیک -2 مربوط 

 ( CH₃ و (CH₂ در ترکیبات آلکانی C–H ارتعاش کششی

پیوندنشان:cm⁻¹ 1646.80پیک   -3 ارتعاش کششی   دهنده 

C=O ها، آلدهیدها، استرها یا آمیدها(ها )کتون در کربونیل.  

در ترکیبات آروماتیک و   C=C تواند به ارتعاشهمچنین می

 .ها مرتبط باشدآلکن 

به  :cm⁻¹ 1384.56و   cm⁻¹ 1411.89های  پیک -4 مربوط 

خمشی متیلگروه  (bending) ارتعاشات  و   (CH₃-) های 

 .(-CH₂-) متیلن

دهنده نشان:cm⁻¹ 1035.06و   cm⁻¹ 1124.24های  پیک-5

کششی یا  الکلدر   C–O ارتعاشات  استرها  اترها،  ها، 

 .کربوکسیلیک اسیدها

معمولاً مرتبط با  :cm⁻¹ 720.84و   cm⁻¹ 806.34های  پیک -6

صفحه از  خارج  خمشی   out-of-plane) ارتعاشات 

bending) پیوندهای C–H در ترکیبات آروماتیک. 

احتمالاً مربوط :cm⁻¹ 459.17و   cm⁻¹ 599.74های  پیک -7

–M) اکسیژن-های معدنی یا پیوندهای فلزبه ارتعاشات گروه 

O). 

 های هیدروکسیلکننده گروه تأیید cm⁻¹ 3348حضور پیک  

(O–H) 2859و    2930های  پیک .است cm⁻¹  گروه های  به 

دارند (C–H) آلکانی دهنده  نشان cm⁻¹ 1646پیک  .تعلق 

های  پیک .است (C=C) یا آلکنی (C=O) های کربونیل گروه 

گروه  cm⁻¹ 1035و    1124 تأیید   C–O هایوجود  را 

پایین.کنندمی از  نواحی  به  می cm⁻¹ 1000تر  مربوط  توانند 

باشند معدنی  ترکیبات  یا  آروماتیک  طیف  .ساختارهای  این 

نشان می گروه تواند  حاوی  آلی  ترکیبات  های  دهنده حضور 

 .کربونیل، الکلی و آلکانی باشد
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 ارزیابی فعالیت آنتی اکسیدانی

میزان فعالیت آنتی اکسیدانی دو جدایه برتر    6جدول شماره  

 را در غلظتهای مختلف اگزوپلی ساکارید نشان می دهد.

 

 فعالیت آنتی اکسیدانی اگزوپلی ساکارید  -6جدول 

غلظت اگزوپلی  

ساکارید )میلی 

گرم بر میلی 

 لیتر( 

 باکتری

 

 

0.625 

 

 

1.25 

 

 

2.5 

 

 

5 

 

 

10 

 

 

20 

0.00 1باکتری  ± 0.00 8 ± 0.3 17.40
± 1.3 

20.5
± 0.98 

27.3 ± 1.4 34.50
± 0.02 

15.03 2باکتری 
± 0.87 

16.06
± 2 

21.0 ± 0.8 27.0 ± 2.1 53.01 ± 0.78 63.20
± 2.00 

 

آنتی   خاصیت  بیشترین  شود  می  مشاهده  که  همانطور 

.برتردر غلظت   پلی ساکارید جدایه  به    20mg/mlاکسیدانی 

63.20میزان   ± غلظت     2.00 افزایش  داشت.با  اختصاص 

نشان   افزایش  نیز  اکسیدانی  آنتی  فعالیت  ساکارید  اگزوپلی 

 (.( P<0.05 داد.)

 ارزیابی سمیت سلولی

پستان   سلول  بر  ساکارید  اگزوپلی  سمیت  از  حاصل  نتایج 

MCF7    الف وب نشان داده شده است. در تمام    8در شکلهای

از   بود. پس  به غلظت  تیمار   24موارد سمیت وابسته  ساعت 

ساکارید  اگزوپلی  دوز  بالاترین  برای  مانی  زنده  میزان 

(20mg/ml  سلولی رده  در  جدایه  دو  برای   )HEK293     به

(  اما این میزان  8درصد بود. )جدول  96.17 , 91.23ترتیب  

برای اگزوپلی    MCF7 زنده مانی برای سلول های سرطانی  

درصد بود. در تمامی غلظتها    54.83,63.07ساکارید به ترتیب  

اختلاف   نسبت  به  ساکارید  اگزوپلی  برای  شاهد  به  نسبت 

سلول    20mg/ml(. در غلظت  P<0.05معناداری مشاهده شد )

درصد   33و  27در مقایسه با کنترل بیش از  MCF7ه های رد

میزان   دادند.  نشان  مانی  زنده  نوع    IC50کاهش  دو  برای 

میلی گرم بر   83/7و    21/11به ترتیب    2و  1اگزوپلی ساکارید  

 لیتر بود.
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 و همکاران  فرج الله نیا

 

 98 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 HEK293درصد زنده مانی دو جدایه برتر در غلظتهای مختلف اگزوپلی ساکاریددر رده سلولی -7جدول 

غلظت اگزوپلی ساکارید 

(mg/ml ) 

 

 درصد زنده مانی 
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 99 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 

 MCF7رزیابی سمیت سلولی برای اگزوپلی ساکارید دو جدایه برتردر رده سلولی ب     ا 8شکل

 

 ارزیابی فعالیت ضد توموری اگزوپلی ساکارید های استخراج شده دو جدایه برتر8شکل 

 فعالیت ضد توموری 

برتر در شکل     9فعالیت ضد توموری دو اگزوپلی ساکارید 

است شده  داده  اگزوپلی  .  نشان  ارزیابی  از  حاصل  نتایج 

در    IC50با استفاده از تعیین    L2و  L1ساکارید دو جدایه برتر  

تیمارشده و تیمار نشده حاکی از افزایش    MCF7رده سلولی  

آزاد سازی بیش از دو برابر آنزیم لاکتات دهیدروناز در هر  

(.)  p˂0.05دو نوع اگزوپلی ساکارید در مقایسه با شاهد بود )

 ( 9شکل 
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 و همکاران  فرج الله نیا

 

 100 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 بحث

های   باکتری  های  غربالگری جدایه  از  پس  مطالعه،  این  در 

ساکارید   پلی  اگزو  و  انتخاب  جدایه  دو  لاکتیک،  اسید 

اگزوپلی  میزان  اساساً  گردید.  استخراج  آنها  توسط  تولیدی 

ساکارید تولیدی بستگی زیادی به نوع سویه دارد. میزان تولید  

ا  ت  200گزارش شده توسط محققان مختلف متفاوت بوده و  

 (21-20)میلی گرم بر لیتر متغیر است.  500

حاوی    آزاد  رادیکالهای  نیز  و  اکسیژن  های سمی  رادیکال 

بدن   در  شده  تولید  متابولیکی  محصولات  کروی  اکسیژن 

هستند و تجمع آنها در بافت ها منجر به آسیب و سوء عملکرد  

آترواسکلروز  آنها می شود که می تواند منجر به کارسینوی

آنتی اکسیدانها موادی هستند که  .و آسیب های عصبی شود  

     (22)جلوگیری می کنند.از این تخریب 

)گونه  اکسیژن  فعال  رادیکال ROSهای  و  با  (  آزاد  های 

محوریت اکسیژن، محصولات جانبی تعدادی از فرآیندهای  

  ROSمتابولیکی و فیزیولوژیکی در بدن هستند. افزایش سطح  

کند و باعث آسیب  و لیپیدها را تجزیه می  DNAها،  پروتئین 

ها  اکسیدان شود. آنتی ها میبافتی بیشتر و اختلال عملکرد اندام 

کنند یا آن را  موادی هستند که از اکسیداسیون جلوگیری می

می  تعویق  سلول به  نتیجه اندازند.  در  تومور  افزایش  های  ی 

 ROSفعالیت متابولیک و انواع دیگر فرآیندهای تومورزایی،  

های تومور، مهاجرت و  کنند که تکثیر و بقای سلولتولید می 

جهش  مزانشیمی،  ژنتیکینفوذ  رگ  های  افزایش  و  را  زایی 

آنتی می بر  مبتنی  درمان  تولید  دهد.  که  را    ROSاکسیدان 

دهد، ممکن است برای به تأخیر انداختن یا حتی  کاهش می

متعددی   تحقیقات  شود.  استفاده  تومور  توسعه  از  جلوگیری 

های پروبیوتیک انجام شده  مشتق شده از باکتری  EPSروی  

اکسیدانی باشند.  های آنتیاست که ممکن است دارای فعالیت 

یافته  فعالیت  طبق  توجهی  قابل  بطور  تحقیق  این  های 

نمود  آنتی تایید  را  استخراجی  ساکارید  اگزوپلی  اکسیدانی 

(24.) 

سلول های تومورال با ایجاد متابولیت های سمی اکسیژن که 

تکثیر   بقاء و  کنند، روند  تولید می  نتیجه سوخت و ساز  در 

خود را تسریع می کنند و استفاده از آنتی اکسیدانها می تواند  

و   مولکولی  تغییرات  بافتی،  نفوذ  مهاجرت،  پیشروی،  روند 

 (  23رگزایی را در این سلول ها کند یا متوقف سازد. )

محققان بسیاری بر این باورند که اگزوپلی ساکارید باکتری  

های پروبیوتیک خواص آنتی اکسیدانی دارد .براساس یافته  

و جدایه    34%/5،     1های این تحقیق اگزوپلی ساکارید جدایه  

گزارش    2/63%،  2 در  دادند.  نشان  اکسیدانی  آنتی  اثر 

Adebayo-Tayo    این ظرفیت برای دو جدایه    2020در سال

گزارش شد. طبیعی است     65و  73لاکتوباسیلوس دلبروکئی 

که هر چه غلظت اگزوپلی ساکارید بیشتری تولید و استفاده  

 ( 24گردد، اثر آنتی اکسیدانی قویتر خواهد بود. )

اثر آنتی اکسیدانی    2014و همکاران در سال    Liدر گزارش  

غلظت   در  ساکارید  عنوان    70mg/ml    ،49/%94اگزوپلی 

 ( 25گردید. )

گزارشات مختلف حاکی از تاثیر عوامل مختلف مانند وزن  

مولکولی، نوع و محتوای منو ساکاریدهای تشکیل دهنده و  

نسبت مولی منو ساکارید ها و باندهای گیلیکوزیدی در میزان  

(  . است  ساکارید  اگزوپلی  اکسیدان  آنتی  لذا  26قدرت   )

درصد بالای خاصیت آنتی اکسیدان جدایه دوم به گروههای  

گروههای   نیز  و  آن  هیدروکسیل  گروه  خصوصاً  شیمیایی 

 سولفاته بر می گردد.

نوع، درمانی   برحسب  است که  نشده  کنترل  بیماری  سرطان 

سخت دارد و در برخی موارد علیرغم درمان به مرگ بیمار  

می انجامد. روش های مرسوم درمان با توجه به آنکه انتابی  

(.  27نیستند، روی سلول های سالم هم اثرات نامطلوب دارند )

ساکاریدهای  اگزوپلی  سرطانی  ضد  اثرات  تحقیق  این    در 

استخراج شده و دو رده سلولی سرطان پستان و سلول های  

 سالم، مورد ارزیابی قرار گرفت. 

آمار مرگ و میر ناشی از انواع مختلف سرطان سال به سال به  

درمانی و پرتودرمانی طور پیوسته در حال افزایش است. شیمی

بیماران سرطانی به سلول های  های تومور و سلول فعلی برای 

رساند. هدف از تحقیق حاضر، تولید عوامل  طبیعی آسیب می
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 101 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

به   نسبت  کمتری  جانبی  عوارض  که  است  توموری  ضد 

نتیجه،   دارند. در  داروهای مصنوعی موجود در حال حاضر 

به عنوان یک درمان بالقوه سرطان    EPSخواص ضد توموری  

ها در برابر  EPSشود. سمیت سلولی  در این مطالعه بررسی می

های سرطانی سینه، روده بزرگ و کبد انسان و همچنین  سلول

نقش آنها در بیان ژن آپوپتوز تعیین شد. نشان داده شده است  

برای سلول  داروهای ضد سرطان  اکثر  های سالم سمیت  که 

های ایمن را در  سلولی دارند و این امر نیاز مبرم به جایگزین

و همکاران.    Mohanta(. 33کند )پزشکی برجسته میزیست

رین تیکی از پیشرفته  MTT( نشان دادند که آزمایش  2017)

های سرطانی  ها برای تعیین اثرات سیتوتوکسیک سلول روش

به فورمازان توسط    MTTاست. این آزمایش بر اساس کاهش  

میتوکندری   در  میتوکندریایی  دهیدروژناز  سوکسینات 

آزمایشسلول نتایج  است.  متابولیکی  فعال  های  های 

ها  EPSسیتوتوکسیسیته در این آزمایش نشان داد که درمان با  

پاسخ  درمان،  حساسیت  و  سلولی  مرگ  علت  به  های  بسته 

  IC50کند. به طور خاص، مقادیر  سلولی متفاوتی را ایجاد می 

(  HEK 293های پستانداران طبیعی )ها روی سلول EPSبرای  

(. نامی  34لیتر متغیر است )گرم در میلیمیلی  29.68تا    85.7از  

( همکاران  انتروکوک  2015و  ترشحات  که  دریافتند   )

  ٪ 95های طبیعی ندارد و  هیچ اثر منفی بر سلول  IW5کتیس  لا

 (.35کنند )ها به طور طبیعی رشد میاز سلول 

Liu  ساکارید اگزوپلی  تکثیری  ضد  اثر  همکارانش   .L  و 

casei    سلولی رده  روی  بر  )  HT-29را  دادند  (.  36نشان 

فعالیت     L. plantarum 70810همچنین اگزوپلی ساکارید  

سلول  روی  بر  را  توجهی  قابل  توموری  سرطانی  ضد  های 

HepG-2  ،BGC-823سلول ویژه  به  سرطانی  ،    HT-29های 

( داد   .Lو    L. casei  ،L. plantarumهای    EPS(.  37نشان 

acidophilus   های سلولی  خواص ضد توموری را در برابر رده

(. مکانیسم  38اند )مختلف به صورت وابسته به دوز نشان داده 

ساکاریدها شامل تحریک اجزای خاصی اثر ضد توموری پلی 

، ماکروفاژها و  Bو    Tهای  از سیستم ایمنی، عمدتاً لنفوسیت 

سلول  توسط  اینترلوکین  آزادسازی  است.    NKهای  القای 

پلی بالقوه  گسترده  زیستی  عنوان  فعالیت  به  ساکاریدها 

با فعالادجوانت  بیولوژیکی آنها در  یتهای ضد سرطان  های 

رگ ضد  و  آپوپتوز  اثرات  با  برجسته  رابطه  از  ناشی  زایی 

 (. 39شود )می

Nami  ( همکاران  ترشحات  2015و  که  دریافتند   )

لاکتیس   سلول   IW5انتروکوکوس  بر  منفی  اثر  های  هیچ 

کنند. ها به طور طبیعی رشد می از سلول   ٪95طبیعی ندارد و  

دوز   که  شد  داده  نشان  این،  بر  در  میلی  5تا    2علاوه  گرم 

در    L. acidophilus 20079خالص جدید    EPSلیتر از  میلی

را   51.3تا    1.96های پستانداران سالم، شاخص انتخابی  سلول

 (. 35های سرطانی دارد )برای از بین بردن سلول 

Ma    و همکاران، نشان دادنداگزوپلی ساکاریدهای جدا شده

علیه    L. pantheris TCP102از   توموری  ضد  فعالیت 

از متوسط تا    BCG-803و    HCT-116  ،A-2780های  سلول

ترین فعالیت ضد تکثیری را نشان داد.  قوی   EPS3قوی دارند.  

وجود   مانند  ساکاریدها،  پلی  فیزیکوشیمیایی  خواص  سایر 

اسید اورونیک، پیرانوز، گلوکز و پیوندهای گلیکوزیدی نوع  

b( نیز در افزایش فعالیت ضد سرطانی آنها مؤثر هستند ،Ma  

های ضد توموری بین  (. تفاوت در فعالیت 2013و همکاران،  

و انواع    Mwآنها ممکن است مربوط به ترکیب مونوساکارید،  

 (.40پیوندهای گلیکوزیدی آنها باشد )

( والیناچیار  و  که  2013هیالاشمی  دادند  نشان   )EPS    مشتق

های پایین پتانسیل بالایی برای  . در غلظت spشده از باسیلوس  

دارد، در حالی که هیچ    MCF7های  سمیت سلولی علیه سلول 

و    Liu(. علاوه بر این،  41های طبیعی ندارد ) تاثیری بر سلول 

  100تا    5در دوزهای    L. casei 01 EPSهمکاران دریافتند که  

میلیمیلی بر  رشد  گرم  می   HT29لیتر،  مهار  )را  (.  36کند 

سلول  L. fermentumهای  عصاره  روده  رشد  سرطانی  های 

می مهار  را  سلول بزرگ  رشد  که  حالی  در  های  کنند 

می افزایش  را  بزرگ  روده  یافته غیرسرطانی  های  دهند. 

Kahouli  سلول مورد  در  همکاران  نشان  و  سرطانی  های 

به  می است  ممکن  بوتیرات  و  پروپیونات  وجود  که  دهد 

باکتریانتخاب  زیرا پذیری  کند،  کمک  پروبیوتیک  های 

های  ( تکثیر سلول HDACsهای هیستون داستیلاز )مهارکننده 
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های سرطانی  کنند اما سلول روده بزرگ سالم را تحریک می

بین می از  )  Nami(.  42برند )را  ( گزارش 2015و همکاران 

که محصولات جانبی   پذیری  ، زیستE. lactis IW5دادند 

 HeLa  ،MCF7  ،AGSچندین نوع سلول سرطانی، از جمله  

می  HT-29و   کاهش  اثر،  را  این  اصلی  مکانیسم  و  دهند 

 (.35های سرطانی است )سازی آپوپتوز در سلول فعال

رخ  مهم اولیه  آپوپتوز  طول  در  که  بیوشیمیایی  فرآیند  ترین 

فسفاتیدیل می انتقال  مسیر  دهد،  چندین  است.  سرین 

شوند و منجر به فعال  بیوشیمیایی در طول آپوپتوز همگرا می

ای از پروتئازهای وابسته به سیستئین )کاسپازها(  شدن خانواده 

های وابسته به کاسپاز یا مستقل از  شوند. اگرچه مکانیسم می

تر توانند آپوپتوز را تنظیم کنند، اما مورد دوم شایع کاسپاز می

سلول اکثر  زیرا  سازی  است  فعال  طریق  از  را  آپوپتوز  ها 

  (.43کاسپازها آغاز میکنند )

IC50  در این تحقیق برای اگزوپلی ساکاریدهای این مطالعه

میلی گرم بر میلی   12تا  7برای سلول های نرمال در محدوده  

 لیتر بود.

نابودی   مسیر  به  ساکارید  اگزوپلی  سرطانی  ضد  اثر  میزان 

یکسان   مختلف  سلولی  های  رده  و  دارد  بستگی  ها  سلول 

بود    MCF7برای سلول های    50ICنیست. میزان   پایین  بسیار 

که حاکی از وجود عوامل فعال ضد سرطانی در آن هاست و  

 میلی گرم بر میلی لیتر بود. 83/7و  21/11به ترتیب 

سیتوپلاسم   در  محلول  آنزیمی  دهیدروژناز  لاکتات  آنزیم 

تعیین   برای  معیاری  بعنوان  آن  سازی  آزاد  میزان  که  است 

تومورال   آنتی  اثر  بعنوان  های سرطانی  تخریب سلول  درجه 

از   بیش  فعالیت  برابری آنزیم در سلول    2سنجیده می شود. 

توموری   ضد  قوی  اثر  از  حاکی  شده  تیمار  سرطانی  های 

 لی ساکاریدهای استخراج شده بود. اگزوپ

اساساً سلول های طبیعی به مراتب کمتر تحت تأثیر عوامل ضد  

آنزیم   بالای  فعالیت  گیرند.  می  قرار  مهارکننده  و  تکثیر 

با   شده  تیمار  سرطانی  های  سلول  در  هیدروژناز  د  لاکتات 

اگزوپلی ساکارید حاکی از تخریب غشایی بالای این سلولها  

 (. 31تحت تأثیر اگزوپلی ساکارید است. )

این نتایج نشان دهنده ی تخریب غشاء سلول های سرطانی و  

 به فضای خارج سلولی است.   LDHخروج آنزیم 

متفاوتی   بیولوژیک  های  فعالیت  ساکارید  اگزوپلی  اساساً 

داراست که به دلیل تعامل گروه های شیمیایی آن با یکدیگر  

 (. 32می باشد.)

EPSدهند و  ها عملکردهای زیست فعال متنوعی را انجام می

خواص   مثبت  تأثیر  تحت  معمولاً  عملکردها  این  نتیجه،  در 

می  EPSفیزیکوشیمیایی   )قرار  دهنده  44گیرند  نشان  این   .)

گروه  بین  در  تمایز  شده  تعریف  عاملی  هنگام    EPS5های 

ترین باندها در ناحیه  است. قوی  FT-IRبحث در مورد نتایج  

کششی نشان  1-مترسانتی  3410 ارتعاش  وجود  دهنده 

در  .  هستند  EPS5هیدروکسیل    1-مترسانتی  2931باندها 

شوند، در حالی که  تولید می  CH2توسط ارتعاشات کششی  

  OH–توسط ارتعاشات خمشی    1-مترسانتی  1650باندها در  

ممکن است به    1-مترسانتی  1381شوند. جذب در  تولید می

، ارتعاشات  cm−1  1136باشد. در    CH3متقارن  دلیل خمش  

( گلیکوزیدی  پیوند  قوی  C–O–Cکششی  جذب  مسئول   )

جذب  این،  بر  علاوه  در  بودند.  قرمز  مادون  قوی    872های 

cm−1  نشان داد کهEPS5  (.  45آنومری است )-بتا 

نشان   41761/3قوی ترین باند را در ناحیه    FT-IRنتایج آنالیز  

در   باشد.  می  هیدروکسیل  گروه  ویبراسیون  منطقه  که  داد 

  1.80006گروه الدنیدل و ناحیه    1631.37و    1656.74نواحی  

حاکی از پیوند گیلیکوزیدی است که جذب بالایی را به خود  

 اختصاص می دهد.  

از   شده  جداسازی  توسط سوش  تولیدی  ساکارید  اگزوپلی 

فعالیت  از  طیف وسیعی  سنتی گیلان   از  لبنیات  زیستی  های 

اکسیدانی، ضد توموری و تکثیری را نشان  جمله خواص آنتی

طبیعی  می عامل  عنوان یک  به  میتواند   آن  نتیجه  در  و  دهد 

های جدید درمانی مد نظر قرار  احتمالی برای توسعه استراتژی 

العاده آن  گیرد. علاوه بر این، به دلیل اثر سیتوتوکسیک فوق
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مقدار   در  می   EPS5های سرطانی،  در سلول   IC50در  تواند 

تحقیقات پزشکی به عنوان یک عامل ضد تومور بالقوه مورد  

جایگزینی   برای  آن  پتانسیل  نتیجه،  در  گیرد.  قرار  استفاده 

داروهای شیمی درمانی در آینده باید در کنار مسائل ایمنی  

ساکارید  اگزوپلی  کلی،  طور  به  گیرد.  قرار  نظر  مدر 

در ویژه  به  پتانسیل  لاکتیک  اسید  های  زمینه   باکتریهای 

اکسیدانی، ضد توموری درمانی قابل توجهی دارد، با این  آنتی

حال، تحقیقات بیشتری برای درک کامل مکانیسم عمل آن  

 در هر مورد ضروری است. 

خصوص   در  توجهی  قابل  مطالعه  تاکنون  اینکه  به  توجه  با 

اگزوپلی ساکاریدهای باکتری های اسید لاکتیک بومی انجام  

اکسیدان،   آنتی  این مطالعه ارزشمند صفات  لذا  است.  نشده 

سمیت و ضد توموری آن را تأیید می نماید و می تواند در  

به   را  آن  موجودی  درون  تکمیلی  آزمایشات  انجام  صورت 

سرطان  ع رایج  های  درمان  کنار  در  طبیعی جدید  ماده  نوان 

 مطرح سازد. 

.  
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