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  چكيده
در اين تحقيق اثر . ده استرسياثبات به  در طي چند سال گذشته خواص ضد سرطاني عصاره زعفران :سابقه و هدف

 .  مورد بررسي قرار گرفتin vitro بصورت  )HepG2(سيتي عصاره تام زعفران بر روي سلول هاي كارسينوماي كبد انسان  سايتوتوكسي
با استفاده از  ) HepG2(كارسينوماي كبد انسان اثر كمي عصاره بر تكثير رده هاي سلولي در اين مطالعه تجربي، : يسروش برر 

طبيعي ول هاي زمان اثر عصاره بر روي سل هم. تعيين گرديد) دي فينل تترازوليوم برومايد–يل تيازولتدي م (MTTسنجي  تكنيك رنگ
ها به روش  گيري براي تكثير همه انواع سلول اين روش سريع، حساس و قابل اندازه .بعنوان شاهد ارزيابي شد) L929(فيبروبلاست موش 

هاي  توسط رسم نمودار با استفاده از غلظت) IC50(سميت سلول  درصد 50ميزان عصاره مورد نياز جهت توليد . اسپكترفتومتري است
 پس از ،هايي كه هيچ دارويي بر عليه آنها استفاده نشده بود هاي زنده مانده در مقايسه با سلول اره با توجه به درصد سلولمختلف عص

  . سنجش و مقايسه بدست آمد
عصاره . بدست آمدليتر  ميكروگرم بر ميلي 400هاي سرطاني براي سلول) IC 50(ها   رشد سلول درصد50غلظت مهاركننده  :هايافته

 . نداشتطبيعي هاي  چگونه اثري بر مهار رشد سلولهي

هاي توموري  سيتي بر سلول اي اثرات سايتوتوكسي تغييرات درون سيتوپلاسمي و هستهتواند با  ميعصاره تام زعفران  :گيرينتيجه
 .داشته باشد

  .L929سنجي، رده سلولي  تومور، رنگ عصاره زعفران، هپاتوكارسينوما، آنتي :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هـا حـاوي     ساله و ادويه   ها، سبزيجات، گياهان يك    بسياري از ميوه  

تواننـد اثـرات خـود را در         بر عليه سرطان هستند كه مـي      عواملي  
). 1(ال كنند   هاي سرطاني اعم   مراحل مختلف شروع و رشد سلول     

امــروزه اســتراتژي اميــدوار كننــده بــراي جلــوگيري از ســرطان، 

                                                 
خديجـه نـژاد    گروه زيـست شناسـي،      ،  واحد مشهد ، دانشگاه آزاد اسلامي،     مشهد: نويسنده مسئول آدرس  

  )  email: shahrokhabay@yahoo.com( شاهرخ آبادي
  26/10/1387: تاريخ دريافت مقاله
  20/4/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

يا طبيعي گسترش سـرطان را      صناعي   كه بطور    هستندهايي  دارو
 كـه گياهـان، سـبزيجات و      هاكنون پذيرفته شـد   . دنكن ميمتوقف  
شـوند و نيـز داروهـاي        هايي كه در ميان مردم استفاده مـي        ادويه

 ).2(هستند جلوگيري از سرطان  سنتي منبع اصلي

ي نقش مهمي را در مرحله شروع و نيـز جلـوگيري از             يغذاعوامل  
شـماري از بيمـاران در       تعـداد بـي   . كنند   مي پيشرفت سرطان ايفا  

سراسر دنيا از گياهان دارويي به منظور حفـظ سـلامتي اسـتفاده             
بنابراين دانشمندان نگاه عميقـي بـر خـواص بيولـوژي،           . كنند مي

بعنـوان مثـال    ). 3( قدرت درماني و سلامتي اين محصولات دارند      
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ويي اسـتفاده   امروزه از هر سه نفر آمريكايي يك نفر از گياهان دار          
در فرهنگ دارويي قديم زعفران به عنوان يك داروي         ). 4(كند    مي

سـابقه   ).5،6(مفيد براي بسياري از بيمـاران شـهرت يافتـه اسـت             
ايـن گيـاه    . گـردد   سال قبل بر مي    2500زراعت زعفران به بيش از      

 ولـي اعتقـاد بـر ايـن         ،اي است  ظاهراً بومي يونان و مناطق مديترانه     
هـاي زاگـرس و بـويژه        اه اوليه زعفران در دامنه كوه     است كه رويشگ  

در حال حاضر ايران بزرگترين توليـد       ). 7(ناحيه الوند در ايران است      
 توليد   درصد 65صادر كننده زعفران جهان است و بيش از          كننده و 

  ).8( جهاني اين محصول گرانبها به ايران اختصاص دارد
ي و از همه    يمصرف غذا خواص دارويي،     كاربردهاي متنوع زعفران،  

تر نقش عمده آن در زندگي كشاورزي باعث شده كـه توجـه              مهم
هاي اخير معطـوف     نژادي آن در سال    ويژه اي به مسائل توليد و به      

ورزي ژنتيكي گياهان زراعـي، بـويژه زعفـران      اصلاح و دست  . شود
اثـرات دارويـي عـصاره      . نيزه عمده مطالعات مهم قرن اخير اسـت       

ان و شـناخت تركيبـات اصـلي آن نيـز از جملـه              زعفران بر سرط  
   كارسـينوژن اسـت    زعفـران آنتـي   ). 9- 13(تحقيقات مهـم اسـت      

و عصاره زعفران فعاليت توموري را در موش بـه تـأخير            ) 14- 17(
سيتي  مطالعات گوناگوني اثر سيتوتوكسي    ).18- 20( انداخته است 

 in vitroهـاي سـرطاني بـصورت     عصاره زعفران را بر روي سـلول 
هاي سرطاني در معرض عـصاره       قرار دادن سلول  . داده است نشان  

 شود در سلول مي ) DNA(زعفران باعث مهار سنتز اسيدنوكلئيك 
چنـين تغييـرات مرفولـوژيكي از قبيـل ميـزان            هم). 21- 11،22(

هاي تيمار   كاهش اندازه و تراكم هسته نيز در سلول         واكوئله شدن، 
ــت    ــده اس ــده ش ــران دي ــا زعف ــده ب ــق در . ش ــن تحقي ــر ،اي  اث

هاي سـرطان    سيتي عصاره تام زعفران بر روي سلول       سيتوتوكسي
هم از نظر كمي و هم از نظر مرفولوژي مـورد     ) HepG2(اوليه  كبد  

   .بررسي قرار گرفت
  

  مواد و روشها
عـصاره آبـي زعفـران تجـارتي در بخـش           در اين مطالعه تجربـي،      

. له تهيه شد  فارماكولوژي بيمارستان قائم مشهد و به روش سوكس       
عصاره آبي تهيه شده به مـدت كوتـاه در يخچـال و بـراي زمـان                 

سـپس  . نگهداري شـد  گراد    درجه سانتي  - 20 تر در فريزر    طولاني
با ) Lyphilization(به روش منجمد و سپس خشك كردن     عصاره

به صـورت   ) Frez Dry–Backman(استفاده از دستگاه ليوفيليزر 
بـراي تهيـه     ه خـشك شـده    عـصار . شـد پودر خشك شده آمـاده      

حـل   ) DMEM(هاي مختلف در محيط كشت بدون سرم         غلظت
نگهـداري  گـراد     سانتي درجه   - 20 شده و بصورت الكوات در دماي     

و ) HepG2( هاي سرطاني كبد دو رده سلولي مورد نياز، سلول. شد 

، در  شـاهد به عنوان   ) L929(فيبروبلاست موش   طبيعي  هاي   سلول
 DMEM) Dulbeccos Modified Eaglesمحـــيط كـــشت 

Medium (  بـــه همـــراهFBS 10ليتـــر   ميلـــي5/1  و درصـــد
درجـه   37 سيلين در دمـاي    پنيليتر    ميلي 5/0 استرپتومايسين و 

 رشـد داده    RH=100 بـا    CO2 درصـد    5درانكوبـاتور   گـراد     سانتي
هاي زنده در حال رشد،  براي اطمينان از درصد بالاي سلول. شدند
هـاي   درصد سلول . بلو محاسبه شد    تريپان  با رنگ  viabilityتست  

 .  بدست آمد درصد90زنده بيش از 

هاي سـلولي پـيش       براي بررسي اثر عصاره تام زعفران بر روي رده        
ابتـدا بـراي بررسـي    . بيني شده آزمايشات در دو مسير انجام شـد  

ميزان چـسبندگي بـر بـستر و      ها از نظر مرفولوژي،    كيفيت، سلول 
سيتوپلاسم و هسته، تحت تيمار عصاره قـرار        ميزان گرانوله شدن    

 1×106 فلاسـك كوچـك حـاوي        5براي هر رده سـلولي      . گرفتند
 24پس از   . محيط كشت در نظر گرفته شد      ليتر  ميلي 5 سلول در 

 نوبـت بـه     ،ها اطمينان حاصل شـد     ساعت كه از چسبندگي سلول    
 ميكروگرم 200 و 50،100، 10صفر، هاي  افزايش عصاره با غلظت

ها عـصاره ليـوفيليزه در       براي تهيه اين غلظت   . گرديد ليتر  يليدر م 
بـراي مقايـسه مرفولـوژي      . محيط كشت بدون سرم حـل گرديـد       

ــه شــدن آنهــا از   ســلول هــا، ميــزان چــسبندگي و ميــزان گرانول
ها هـر روز بـه مـدت شـش روز عكـس              هاي حاوي سلول    فلاسك

) Camera Hp-America(ها با دوربين ديجيتال  عكس. گرفته شد
هـا   عكـس .  ميكروسكوپ معكوس تهيه شد    20×نمايي   و با درشت  

  . گيري در كامپيوتر ذخيره گرديد براي مقايسه و نتيجه
سـنجي   هـا بـه روش رنـگ        سنجش كميت سـلول    ،در مرحله دوم  

MTT  رنگ سنجي   .  صورت گرفتMTT )  دي –تيـازول   دي متيـل
 توصـيف شـد و      Mosmanابتدا توسـط    ) فينل تترازوليوم برومايد  

 و همكاران تغييراتـي در آن صـورت گرفـت           Alleyسپس توسط   
هـاي پروليفراتيـو،     گيري لنفوكاين  اين روش براي اندازه    ).24،23(

شدن با واسطه كمپلمان، تعيين فاكتورهـاي رشـد          ليز  ها ،  ميتوژن
T-Cellســيتي مــواد و داروهــاي   و بررســي اثــرات سايتوتوكــسي

 براي هر MTTتست ). 25(رود  ميها به كار  مختلف بر روي سلول
 96 و در سه پليت      (Triplicate)تائي   دو رده سلولي به صورت سه     

سوسپانـسيون سـلولي از هـر دو رده         . اي جداگانه انجام شـد      خانه
ول  از اين سوسپانسيون به هر    ميكروليتر   200 سلولي تهيه شد و   

 ساعت انكوبه 24ها به مدت  سلول. شد  اي اضافه   خانه96از پليت 
، 200،  100،  صـفر هاي    ند و سپس عصاره رقيق شده با غلظت       شد  

بـه هـر    ليتـر  ميكروگرم در ميلي 1000 و 800، 600، 400،  300
 سـاعت   72 و   48،  24ها به ترتيب بـه مـدت          پليت. شد   ول اضافه 

در  ليتـر   گـرم در ميلـي      ميلي 5  با غلظت  MTTرنگ  . شدند  انكوبه  
PBS        بـه  . گرديـد     ل   استريل حل شد و سپس توسط فيلتر استري
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  . ها  سلولتغييرات مرفولوژيكي -1شكل 

A :هاي نرمال  سلولL929 ساعت48 بدون تاثير عصاره پس از  .B :هاي نرمال  سلولL929از عصاره پس از روز ششم ليتر ميكروگرم در ميلي 200 ظت در غل .C :هاي  سلول
 .از عصاره پس از روز ششم ليتر ميكروگرم در ميلي 200 هاي سرطاني در غلظت سلول: D.  ساعت48 بدون تاثير عصاره پس از HepG2سرطاني 

 MTTرنگ  ميكروليتر   20 ازمحيط كشت ميكروليتر   200 ازاء هر 
اي اضافه شد و بـه مـدت چهارسـاعت            خانه 96به هر ول از پليت      

پس از چهار ساعت با برگرداندن پليت محـيط روي     . انكوبه گرديد 
 20  وDMSOميكروليتر  200سپس به هر ول. ها خالي شد سلول

بعد از آنكه ذرات رنگ بخوبي      . اضافه شد گلايسين   بافرميكروليتر  
 Elizaتوسـط  نانومتر  570حل شدند، جذب نوري در طول موج 

plate readerقرائت شد  .  
در .  انجـام شـد    SPSS/11.5تحليل آماري با استفاده از نرم افـزار         

و  t از آزمــون نــدمتغيرهــايي كــه از توزيــع نرمــال برخــوردار بود
ANOVA   از  نـد وزيع نرمال برخوردار نبود   در متغيرهايي كه از ت     و 

  .  استفاده شدMann-whitney Uآزمون 
 

  هايافته
قرار گرفتـه   تحت تاثير عصاره    كه   شاهدي L929 طبيعيهاي   سلول

گونــه تغييــرات مرفولــوژيكي مشخــصي نــسبت بــه  هــيچبودنــد، 
. )1شكل (بودند نداشتند بدون تاثير عصاره شاهدي كه هاي  سلول

 تغييـرات مشخـصي را       نيـز  ون تاثير عصاره  هاي سرطاني بد   سلول
تحت تاثير عـصاره     (HepG2) هاي سرطاني  اما سلول . نشان ندادند 

هاي بسيار بارز و وابسته به دوز عـصاره          در روزهاي مختلف تفاوت   
كه بتدريج و با افـزايش زمـان و در دوزهـاي             نشان دادند، بطوري  

رشد سـلولي بـه   مهار . تر بود بالاتر تغيير شكل سلولي بسيار واضح  
اي شـكل،   جمعي يا منفرد به صورت مرفولـوژي سـتاره     طور دسته 

تحليل رفتگي و افـزايش انـدازه واكوئـل، كـاهش سيتوپلاسـم و              
ايـن دو تغييـر يعنـي تحليـل     . پيگمانه شدن هسته مشخص بـود     

هــاي نهــايي مــرگ  رفتگــي و پيگمانــه شــدن هــسته از ويژگــي
 تغييرات مرفولـوژيكي    .است) پتوزيسوآپ(ريزي شده سلول     برنامه

تواند  ها مي   شامل سطوح واكوئله شده و كاهش اندازه تراكم هسته        
بازتاب تغييرات متابوليكي باشد كـه تنهـا در سـطح مولكـولي در              

ها نـشان    شكل. هاي تيمار شده با زعفران قابل بررسي است        سلول
اي تحـت تـاثير    دادند كه تغييـرات درون سيتوپلاسـمي و هـسته       

هـاي   سيتي بـر سـلول     تواند اثرات سايتوتوكسي    ن مي عصاره زعفرا 
  . )1شكل  (توموري داشته باشد
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 سـاعت بـا     48هاي مختلـف عـصاره پـس از           تأثير غلظت  -1نمودار  

  .MTTروش 

تـأثيري بـر سـلول هـاي        ليتـر    ميكروگرم در ميلـي    600عصاره تا غلظت    
 . مـي شـود    اما اثر وابسته به دوز بر سلول هاي سرطاني ديده         . طبيعي ندارد 

 و محـور عمـودي درصـد بقـاي          )g/mlμ (محور افقي غلظت هاي مختلـف عـصاره       
  .سلولي را نشان مي دهد

  
 بـر   (OD)گيري جـذب نـوري        با اندازه  MTTنتايج سنجش رنگ    

اساس غلظت عصاره مورد اسـتفاده در مقايـسه بـا ميـزان تكثيـر               
هـاي   درصد سـلول  .  ارائه شده است   2 و   1هاي  نموداردر  مولكولي  

اي دريافت    هايي كه عصاره   نده تحت تاثير عصاره نسبت به سلول      ز
  : )26 (نكرده بودند با استفاده از فرمول ذيل محاسبه گرديد

  
  
  
  
 

  
 سـاعت بـا روش      72 تأثير مقادير مختلف عصاره پـس از         -2نمودار  
MTT .  

 .اثر مهاركنندگي عصاره بر سلولهاي سرطاني در غلظت هاي مختلف ديده مي شـود             
و محـور عمـودي درصـد بقـاي          )g/mlμ (محور افقي غلظت هاي مختلـف عـصاره       

 .سلولي را نشان مي دهد

 ساعت بر روي    72 ساعت و    48نمودارها تاثير عصاره را پس از       
 د كـه عـصاره بـر      نده  شواهد نشان مي  . دهند  ها نشان مي   سلول

هـاي    امـا بـرروي سـلول      ،تاثيري ندارد طبيعي  هاي   روي سلول 
ميكروگـرم در    400-600هـاي     در غلظـت  وص  خص بهسرطاني  

با مقايـسه نمودارهـا،     . دهد  اثر مهاركنندگي نشان مي    ليتر ميلي
 بـراي  (IC 50)هـا    رشـد سـلول   درصد50غلظت مهاركنندگي 

   .بدست آمد ليتر ميكروگرم در ميلي 400 هاي سرطاني   سلول
  

  بحث
هـا داراي مـواد متوقـف         رسد عصاره بعضي از ادويـه       به نظر مي  

مطالعات گونـاگون دليلـي بـر قـدرت ايجـاد           . كننده رشد باشد  
هاي توموري گونـاگون در عـصاره        سميت سلولي بر عليه سلول    

هـاي    بـر طبـق مطالعـات، يكـي از فعاليـت          ). 2( زعفران اسـت  
بيولوژيكي زعفران كه بزرگترين كـاربرد پزشـكي آن محـسوب           

نـشان  مطالعات  . زايي است    توانايي آن در مهار سرطان     ،شود  مي
توموري بر عليه  داده است كه عصاره زعفران داراي فعاليت آنتي

تومورهاي جايگزين شده و نيز فعاليت ضدسرطان زايـي عليـه           
 in vivoتحريك و القاء سرطان توسط مواد شيميائي به صورت 

هاي جدا شـده   و هم چنين اثرات سايتوتوكسيك برروي سلول     
اي  زعفـران مـاده  . )27(باشـد    مـي in vitroاز سرطان بـصورت  

سـاخت  هاي سه فرايند مهم متابوليكي يعنـي          است كه فعاليت  
DNA ،RNAآور انــساني  هــاي زيــان  و پــروتئين را در ســلول

گيـري    اي بر شـكل     اما اثر متوقف كننده   . كند  متوقف و مهار مي   
دهد كه اثر بازدارندگي  ها نشان مي اين يافته). 11( كلوني ندارد

ــيد  ــنتز اس ــران روي س ــيزعف ــاس   نوكلئيك م ــك اس ــد ي توان
هـاي   بيوشيميايي براي اثر بازدارنـدگي آن روي تكثيـر سـلول          

اين نكته توسط آزمايش اثـرات زعفـران        . توموري را نشان دهد   
 cell) در يك سيستم بدون سلول RNA و DNAاخت روي س

free)  بنابراين ). 22( شدبررسي   ،ها ايزوله شده بودند     كه هسته
هـاي   زعفـران اثـر مـستقيم روي واكـنش        تائيد شد كه عصاره     

ــدارد هــاي عمــل  تــوان مكانيــسم  بطــور كلــي مــي.ســنتزي ن
 اثـر   -1: تومورال زعفران را بطور خلاصه اينگونه بيان نمود        آنتي

 دارد امـا بـر سـنتز        RNA و   DNAكه بـر سـنتز       مهاركنندگي
 اثـر مهاركننـدگي زعفـران بـرروي فعـل و            -2. پروتئين نـدارد  

زيرا اغلب كارتنوئيدها قابل حـل      . اديكال آزاد انفعالات زنجيره ر  
اند و بعنوان اعضاء مرتبط كننده با افيشنتي بالا براي            در چربي 
اكـسيداني   كنند كه با خـواص آنتـي        هاي آزاد عمل مي    راديكال

 اثر آنتي توموري زعفران كه به       -3. كند  آنها نيز ارتباط پيدا مي    
). 28( كنـد   بديل مي صورت طبيعي كارتنوئيدها را به رتنوئيد ت      

 100×جذب نوري سلول هاي تيمار شده با عصاره در هر ول

  ميانگين جذب نوري سلول هاي كنترل
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كنش كارتنوئيـدها بـا     اثر سايتوتوكسيك زعفران كه با ميان   -4

كنش بـين     بعنوان آنزيمي كه ميان    ، ارتباط دارد  IIتوپوايزومراز  
هـاي   از طرفي تيمار سـلول    . دهد   را انجام مي   DNAپروتئين و   

توموري با زعفران كاهشي را در سطح تركيبـات سـولفيدريلي           
توانـد يكـي از    كـه ايـن نيـز مـي     دهـد  يداخل سلولي نشان م ـ  

. ســيتي زعفــران باشــد توضــيحات بــراي قــدرت سايتوتوكــسي
مكانيسم پيشنهادي ديگر اثر سايتوتوكسيك كارتنوئيد حاصـل        

هم چنـين   . پتوزيس است واز زعفران است كه راه حد واسط آپ       
 كه زعفران پايداري زيادي در برابر اشـعه گامـا      هنشان داده شد  
تواند در جـستجوي آزمايـشاتي بـراي          يداري مي دارد كه اين پا   

بنـابراين گرچـه    . قدرت دارويي ايـن ادويـه بكـار گرفتـه شـود           
 امــا مكانيــسم واقعــي اثــر ،فرضــيات متعــددي مطــرح اســت

توموري زعفران و تركيبـات اصـلي آن          كارسينوژني و آنتي   آنتي
بنابراين شواهد علمـي غيرقابـل انكـار        . هنوز روشن نشده است   

توانند   كند كه عوامل و فاكتورهاي رژيم گياهي مي        يپيشنهاد م 
  ). 29( زا را مهار كنند مسير كارسينوژني عوامل سرطان

 ،به دليل ارتباطي كه بين زعفران و سرطان بوجود آمده اسـت           
لازم است كه اطلاعات عميق و مطالعات ضروري در موارد ذيل           

هـايي كـه خـواص درمـاني           تعيـين مكانيـسم    -1: صورت گيرد 
 تعيــين فعاليــت بيولــوژيكي -2. كننــد عفــران را آشــكار مــيز

 تحقيـق و بررسـي بـرروي        -3. تركيبات آنـاليز شـده زعفـران      
مسيرهايي كه خواص دارويي ضـد سـرطاني زعفـران را اثبـات             

 انجام مطالعـات انـساني بـراي تعيـين اثربخـشي            -4. كنند  مي
  . زعفران براي درمان و جلوگيري از شيوع سرطان

 

   دانيتشكر وقدر
بدين وسيله از كليه همكاران در پژوهشكده  بوعلي مشهد كه 

.                   گردد د سپاسگزاري مير اين طرح پژوهشي مارا ياري نمودند
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