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Abstract

Introduction: In this study, two constituents of saffron stigma (crocin and safranal) were tested for possible 

cytotoxic and antitumoral activity using brine shrimp and potato disc assays. 

Methods: In the brine shrimp assay, three wells containing 10 nauplii were tested for each concentration. After 24h, 

the number of the nauplii was counted. To investigate the antimicrobial activity of safranal and crocin against 

Agrobactrium tumefaciens, the MIC of these compounds were evaluated using microplate and spectrophotometry 

method. In the potato disc assay, discs of potato were cut with specific diameter and transferred on 1.5 % agar under 

laminar air cabinet. Discs were incubated with 50 µl of a mixture containing suspension of Agrobactrium tumefaciens

(108 cfu/ml) and 50 µl  of a solution of safranal (0.075, 0.150, 0.300, 0.450, 0.600 and 0.800 mg/ml ) or crocin (0.5, 

1.0, 1.5, 3.0, 6.0 and 8.0 mg/ml) (1:1) in 25 °C for 20 days until the tumors were counted.

Results: The MIC of safranal and crocin were 1 and 10 mg/ml. The LC50 values of safranal and crocin against brine 

shrimp were 14.342 and 147.036 ppm. The percent of tumor growth inhibition of safranal at 0.075-0.800 mg/ml and 

crocin at 0.5-0.8 mg/ml were 5.6-90.2 % and 5.2-88.8 %, respectively and the EC50 Values of safranal and crocin 

against tumors were 0.31 and 2.34 mg/ml, respectively.

Conclusion: Both safranal and Crocin have remarkable toxic effect and suitable dose dependent antitumoral 

activity. Between the two compounds, safranal has higher toxic effect and antitumoral activity compared to crocin.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

سیتوتوکسیسیتی کروسین و سافرانال به روش دیسک سیب زمینی بررسی اثرات 

  و میگوي آب شور

  4میترا حسانی،3، عبید محمد علیپور ملکشاه3، امیر راستگو 2، حسین حسین زاده*1جواد بهروان

  و مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي دانشگاه علوم پزشکی مشهد داروییگروه بیوتکنولوژي . 1

  دانشگاه علوم پزشکی مشهد و مرکز تحقیقات علوم دارویی سم شناسی گروه فارماکودینامی و. 2

  بیوتکنولوژي دارویی، دانشکده داروسازي دانشگاه علوم پزشکی مشهد گروه. 3

  مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي دانشگاه علوم پزشکی مشهد. 4

  88دي  7: پذیرش    88اردیبهشت  27: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

سـیب  در این مطالعه، احتمال سمیت و خواص ضد توموري دو ترکیب موجود در کلاله زعفران کروسین و سافرانال بـه روش میگـوي آب شـور و سـنجش دیسـک       :مقدمه

  .زمینی بررسی می شود

سـاعت تعـداد لاروهـاي     24لارو زنده بودند مورد استفاده قرار گرفتند و بعد از  10در روش میگوي آب شور،براي هر غلظت  ، سه لوله آزمایش که هر کدام حاوي  :ها روش

نی، دیسک ها به داخل پلیتهـاي  در روش سنجش دیسک سیب زمی. تعیین شد کروسین به روش کدورت MICسافرانال به روش میکروپلیت و  MICمقدار . مرده شمارش گردید

 میکرولیتـر از غلظـت هـاي    50و  )cfu/ml 108غلظت(میکرولیتر از سوسپانسیون اگروباکتریوم تومه فشنز  50در زیر هود لامینار منتقل گردیدند و سپس با مقدار % 5/1حاوي آگار 

ml/mg 5/0 -0/8  کروسین وml/mg075/0-800/0  سافرانل در دمايC º 25 روز انکوبه شدند و سپس تعداد تومورها شمارش شد 20 به مدت.  

و بـراي  ppm  4/0± 3/14بر علیه لاروهاي میگوي آب شور بـراي سـافرانل   LC50مقدار . تعیین گردید ml/mg10و کروسین  ml/mg 1سافرانل  MICمقدار  :ها یافته

تـا  % 6/5از کروسـین بـه ترتیـب     ml/mg 5/0 -0/8سـافرانل و   ml/mg  750/0-800/0درصد مهار رشـدتومور بـراي غلظتهـاي    . بدست آمد  ml/mg7/4± 0/147کروسین 

  .تعیین شد ml/mg 31/0و براي سافرانال  ml/mg 34/2براي کروسین   EC50و مقدار % 8/88تا % 2/5و %  2/90

در این میان سـافرانال سـمیت و   . سافرانال ضمن داشتن اثرات سمی قابل ملاحظه، داراي فعالیت ضد توموري مناسب و وابسته به دوز بودندهر دو ترکیب کروسین و  :گیري نتیجه

  .فعالیت ضد توموري بیستري نسبت به کروسین از خود نشان داد

  

  سافرانال ، کروسین ، میگوي آب شور ، دیسک سیب زمینی :هاي کلیدي واژه
 

 

  ١مقدمه

 Crocus sativusزعفران تجاري از کلاله خشک شده گیاه 
  

  

behravanj@yahoo.com                     :نویسندة مسئول مکاتبات *

  www.phypha.ir/ppj  :                                         وبگاه مجله  

L   بدست می آیدکه در منطقه آب و هوائی مدیترانه ، غرب آسیا

و مناطق کم باران که داراي زمستان سرد و تابستان گرم هستند 

  .] 11[ از جمله در ایران کشت می شود

کمک کننـده  زعفران در طب سنتی  به عنوان ضد اسپاسم ،

محرك  و اشـتها آور  خلط آور،ضد نفخ،خواب آور،به هضم غذا،

  .] 11[ شناخته شده است

  ١٣۴٧تأسیس  
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دیده کـه کروسـین موجـود در    در تحقیقات اخیر مشخص گر

عصـاره آبـی و   . ]9[ زعفران عامل اثر آنتی اکسـیدانتی آن اسـت  

 و  ضد التهـاب نشـان داده    ] 8[ الکلی زعفران اثر ضد افسردگی

 و داراي قدرت جذب کنندگی رادیکالهـاي آزاد مـی باشـد    ] 13[

]2 [.  

میلادي براي اولین بـار گـزارش شـد کـه      90در اوایل دهه 

, 7[ عصاره زعفران می تواند رشد سلولهاي سرطانی را مهار کنـد 

طی دهه گذشته چندین مطالعه در سیستم هـاي حیـوانی و   .]10

سـرطانی متنـوعی را اثبـات    مدل ، تاثیر زعفران بر سلول هـاي  

و مشخص شد که زعفران داراي اثر مهاري وابسته به ] 3[ کردند

سارکوما،لوسمی و چنـدین نـوع سـرطان     دوز بر روي کارسینوما،

در این مطالعه اثرات ضدتوموري و سـمیت  . ]10[ دیگر می باشد

دو ترکیب عمده کلاله زعفران سافرانال و کروسین بـه دو روش  

ایـن  .سنجش دیسک سیب زمینی و میگوي آب شور بررسی شد

و داراي غربـالگري نسـبتا    آزمون ها به عنـوان روشـهایی سـاده   

ارزان با هزینه هاي کمتر و نتایج قابل قبـول آمـاري در بررسـی    

.فعالیت بیولوژیکی و استفاده درمانی از گیاهان داروئی می باشند

مواد و روش ها

از  Soybean Casein   و Nutrient Brothمحیط کشـت  

، Merckاز شرکت % 5/1، محیط کشت آگار  Himediaشرکت 

،آمپـول وینکریسـتین و    Flukaوسین و سـافرانال از شـرکت   کر

جنتامایسین از شرکت البرز دارو، سدیم هیپوکلریت، لوگول، نمک 

هاي سدیم کلراید دو آبه، پتاسیم کلراید، منیزیم کلراید، منیـزیم  

سولفات هفت آبه، سدیم هیـدروژن کربنـات و اسـید بوریـک از     

، Riedl-de Hean، نمک تترازلیـوم از شـرکت   Merckشرکت 

 و دي متیــل سولفوکســاید از Artemکیسـت آرتمیــا از شــرکت  

  .تهیه شد Merckشرکت 

به روش )  LC50(براي آزمون بررسی وتعیین سمیت حاد 

 g 0/27 NaCl ،g 5/0 KCl ،gمیگوي آب شور، ابتدا مقادیر 

0/4 MgCl2.6H2O ،g 0/1 CaCl2.2H2Og ،g 4/2 

MgSO4.7H2O  ،g 0/1 HBO3  ،g 0/1 NaHCO3  را در

 ml 1000حل شد و با آب مقطر به حجم  ml 1000بالن ژوژه 

  .نگهداري گردید  C º4رسانده شد و  به صورت دربسته در

به منظور تبدیل تخم به لارو ، پلیت هاي از قبل تهیه شـده  

  ،g 0/27 NaClرا با محلول مصنوعی مشابه آب دریا متشکل از 

g 5/0 KCl  ،g 0/1 CaCl2. 2H2O ،g 0/4  MgCl2.6H2O، 

g 0/4  MgSO4.7H2O،  g 0/1 HBO3  ،g 0/1NaHCO3 

تخـم   mg 1 آب مقطر،  شستشـو داده و  ml1000 حل شده در

پلیت ها به مدت یک سـاعت زیـر نـور    . در آنها ریخته شد میگو

 Cساعت در انکوباتور 1لامپ قرار داده شده و بعد از آن به مدت 

º 25 10لاروهاي حاصله بـه مـدت   . وبه شدندزیر نور لامپ انک 

دقیقه زیر نور لامپ قرار گرفتند و سپس توسط میکروپیپـت، بـه   

پلیت دیگري که حـاوي محلـول مصـنوعی مشـابه آب دریـا بـا       

منتقـل شـده و بـراي تولیـد لاروهـاي       C º 30تـا  C º 25دماي

  .انکوبه شدند C º 25مجددا در 2مرحله 

در مرحله محلول سازي ابتدا محلـول اسـتوکی توسـط حـل     

از نمونه هـاي کروسـین و سـافرانل در محلـول      mg100کردن 

ــم    ــه حج ــا ب ــابه آب دری ــنوعی مش ــد   ml 10مص ــاخته ش س

الف

ب

نمایش تومورهاي تاجی شکل ایجـاد شـده توسـط اگروبـاکتریوم تومـه       -1شکل 

از رنگ آمیزي بـا  ) شکل ب( و بعد ) شکل الف(فشنز بر دیسک سیب زمینی ، قبل 

  کروسین mg/ml 5/0لوگول با غلظت 
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 ppm 100  ،10  ،1  ،1/0سپس غلطتهاي). ppm 1000غلظت(

بـراي بهبـود حلالیـت    . با استفاده از محلول استوك بدست آمـد 

اضـافه   80حلول حاوي و نمونه کنترل آن ، توئین سافرانال به م

  .گردید 

عدد در هر خانه در پلیـت   10در مرحله بعد لاروها با دانسیته 

خانه توزیع شدند و با غلظت هاي مختلف از کروسین و  24هاي 

سافرانال و یا محلول مصنوعی مشابه آب دریا بـه تنهـایی ، بـه    

. تیمـار شـدند   C º 25ساعت در 24عنوان کنترل منفی به مدت 

سپس درصد لاروهاي زنده مشخص گردید و در صـورت مـردن    

  .تست تکرار می شد لاروها در هر غلظت،% 10بیشتر از 

سـافرانال بـر   ) MIC( تعیین حداقل غلظت مهار کننده رشـد 

باکتري اگروباکتریوم تومه فشنز، به روش میکروپلیت در محـیط  

مایسین به عنـوان  صورت گرفت و جنتا Nutrient Brothکشت 

نتـایج براسـاس میـزان تغییـر جـذب      . کنترل مثبت انتخاب شـد 

در هر نمونه پـس   Microplate readerخوانده شده در دستگاه 

.بدست آمد mg/ml5 نمک تترازولیوم ml 4/0 از افزودن

به دلیل ماده رنگی بودن کروسـین ، بـراي تعیـین حـداقل      

باکتري اگروباکتریوم کروسین بر ) MIC( غلظت مهار کننده رشد

تومــه فشــنز از روش کــدورت ســنجی توســط اســپکتروفوتومتر 

که در اینجا هم از جنتامایسـین بـه عنـوان کنتـرل     . استفاده شد

  :نتایج بر اساس فرمول زیر بدست آمد. مثبت استفاده شد

MIC) =همراه کروسینسوسپانسیون میکروب مقدار جذب- 

جذب سوسپانسیون میکروب بـه   - )مقدار جذب محلول کروسین

براي انجام آزمون دیسک سیب زمینی ،پس از شستشـو،   تنهایی

 20بـه مـدت    w/v 1/0سیب زمینی هـا در هیپوکلریـت سـدیم    

ــار    ــونی شــده و تحــت هــود لامین ــه غوطــه ور و ضــد عف دقیق

انتیمتر از آنهـا  س ـ 5/0سانتیمتر و ارتفـاع   5/1دیسکهایی به قطر

منتقـل  % 5/1این دیسک ها به پلیـت حـاوي آگـار    . تهیه گردید

پلیت مورد استفاده قرار گرفـت   5جهت آزمون هر غلظت . گردید

غلظت هاي مورد اسـتفاده   . دیسک قرار داده شد 6و در هر پلیت 

براي کروسین و سافرانال در این روش با توجه به نتـایج بدسـت   

ر انتخاب گردید بـه نحـوي کـه همگـی     آمده از روش هاي دیگ

بـه عنـوان کنتـرل مثبـت از     . باشـند  MICپائین تـر از غلظـت   

وینکریستین که خاصـیت تومـورزایی آن اثبـات شـده  اسـتفاده      

   .گردید

 ATCC)پس از کشت باکتري اگروبـاکتریوم تومـه فشـنز    

، توســط میکروپیپــت، بــاکتري     SCDAدرمحــیط   (23341

)cfu/ml 108 (هاي سـیب زمینـی تلقـیح شـد     بر روي دیسک .

درجه سـانتیگراد   25سپس پلیت هاي حاوي دیسک در انکوباتور 

سـپس تومورهـاي سـطح    . هفته نگهداري شـدند  4تا 3به مدت 

. ها بـا محلـول لوگـول آغشـته شـده و شـمارش شـدند        دیسک

تومورها به دلیل نشاسته اندك، برخلاف بافت سیب زمینی، پس 

    از رنگ آمیزي با لوگول بی رنـگ مـی شـوند و قابـل شـمارش     

سوسپانسـیون  ( درصد مهار رشد نسبت به گروه منفی. می گردند

 محاسـبه  IC50سنجیده و به صـورت  ) میکروبی همراه آب مقطر

  ).الف و ب . 1شکل (شد

به منظور آنالیز آماري داده ها بعد از حصول اعداد مربوط بـه  

جهـت تعیـین مقـدار     Pharm.PCSدو آزمون فوق ، از نرم افزار

LC50  وEC50  سافرانال و کروسین و مقایسه آنها با هم استفاده

-Sigmaplotجهت رسم نمودارها از برنامه نـرم افـزاري   . گردید

 Instatجام محاسبات آماري از برنامه نرم افـزاري  و جهت ان 50

  .استفاده شد

  یافته ها

در این مطالعه به منظور اندازه گیري سمیت حاد سـافرانال و  

کروسین، میزان مرگ و میر میگوي اب شور در تماس با غلظـت  

به دست آمده با ایـن روش   LC50. هاي مختلف اندازه گیري شد

ــافرانال   ــراي سـ ــین   ppm 4/0± 3/14بـ ــورد کروسـ و در مـ

  
  

نمودار تاثیر غلظت هاي مختلف سافرانال بر درصد مرگ و میر لاروهاي  -2شکل 

و سـپس در   10000تـا   ppm 1/0اندازه گیري ها ابتـدا در محـدوده غلظتـی   .اآرتمی

از  20تا  ppm 10و در نهایت در محدوده غلظتی  100تا  ppm 10محدوده غلظتی

قرار  عدد لارو زنده مورد استفاده  30سافرانال انجام شد و در هر غلظت از سافرانال، 

 .گرفت
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ppm7/4± 0/147 بـا توجـه بـه نتـایج بدسـت آمـده       . می باشد

  .دو ترکیب وجود دارد  LC50بین )  >05/0p(تفاوت معنی داري 

، دو ترکیــب ســافرانال و  MICبــه منظــور بررســی میــزان 

کروسین در غلطت هاي مختلف به همراه نمـک تترازولیـدوم در   

اگروباکتریوم تومه فشنز قرار گرفتنـد و غلطتـی    مجاورت باکتري

      را که باعث توقف رشـد میکروبـی و بـه دنبـال آن تغییـر رنـگ      

  مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت کـه       MICمی شـد، بـراي تعیـین    

mg/ml 1  به عنوانMIC   سـافرانال وmg/ml 10    بـه عنـوان

MIC کروسین مشخص گردید.  

در سنجش دیسک سیب زمینی ، اثر ضدتوموري بـر اسـاس   

و بــالاتر از آن در تعــداد تومورهــاي ناشــی از    % 20کــاهش 

اگروباکتریوم تومه فشنز نسبت به دیسک کنترل منفی مشـخص  

باید توجه داشت که مواد مورد مطالعه در غلظت هـاي  . می شود

 مورد مطالعه باعث مرگ باکتري نشود زیرا در غیر ایـن صـورت  

بـه دسـت    MICاز آنجا کـه  . نتایج منفی کاذب ایجاد می گردد

و  mg/ml 1آمده براي سافرانال و کروسین بـه ترتیـب حـداقل    

mg/ml 10      بودند، بنابراین بررسی کـاهش تعـداد تومـور هـا در

  .غلظت هاي کمتر از این دو عدد قابل اعتمادتر است 

ن و کروسـی   mg/ml 04/0 ± 31/0سافرانل    EC50مقدار 

mg/ml 35/0± 34/2    ــی داري ــاوت معن ــه تف ــد ک ــت آم بدس

)05/0p  gµدر دیسک هـاي تیمـار شـده بـا غلظـت      . دارند)  >

هـیچ گونـه رشـد تومـوري     ) کنتـرل مثبـت  (وینکریستین  25/6

در این سنجش سافرانال فعالیت ضـد تومـوري   . مشاهده نگردید

  ) . 3و  2شکل (بیشتري نسبت به کروسین از خود نشان داد

  بحث

بدسـت آمـده    MICدر مورد آزمون ضد میکروبی با توجه به 

 mg/ml 10و mg/ml 1براي سافرانال و کروسین که به ترتیب 

تعیین شد، می توان نتیجه گرفت که سـافرانال از خاصـیت ضـد    

  
  

نمودار تاثیر غلظت هاي مختلف کروسین و درصد مرگ و میر لاروهاي -3شکل 

و سـپس در   10000تـا   ppm 1/0اندازه گیري ها ابتدا در محدوده غلظتـی . آرتمیا

تـا   ppm 100و در نهایت در محدوده غلظتی  1000تا  ppm 100محدوده غلظتی

عـدد لارو زنـده مـورد     30از سافرانال انجام شد و در هر غلظـت از سـافرانال،    200

 .استفاده قرار گرفت
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نمودار درصد مهار رشد تومورهاي ناشی از آگروباکتریوم تومـه فشـنز در    -4شکل 

تعداد دیسک هاي مورد مطالعه در هر . حضور سافرانال در روش دیسک سیب زمینی

عدد می باشد که میانگین درصد مهار نسبت به کنترل منفی تهیـه شـده    20غلظت 

از سـافرانال   mg/ml 80/0تـا  mg/ml 075/0در این آزمایش غلظـت هـاي  .است

.بدست آمد%   2/90تا %  6/5تومورزائی  از مورد استفاده قرار گرفت که میزان مهار

  
  

نمودار نشانگر درصد مهار رشد تومورهـاي ناشـی از آگروبـاکتریوم تومـه      -5شکل 

تعـداد دیسـک هـاي مـورد     . فشنز در حضور کروسین در روش دیسک سیب زمینـی 

عدد می باشد که میانگین درصـد مهـار نسـبت بـه کنتـرل       20مطالعه در هر غلظت 

از  mg/ml0/8تـا  mg/ml 5/0 در این آزمایش غلظت هاي. منفی تهیه شده است

%   8/88تـا  %  2/5تومـورزائی از  کروسین مورد استفاده قرار گرفت که میـزان مهـار  
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.  میکروبی بیشتري بر روي میکروب اگروباکتریوم برخوردار اسـت 

آزمون دیگري که جهـت بررسـی خاصـیت ضـد      در حالی که در

ــتین،    ــران، کروسین،کروس ــی زعف ــات اختصاص ــی ترکیب میکروب

ــیاکل   ــویه اشرش ــه س ــر روي س ــافرانال ب ــین و س ی، پیکروکروس

ــوزا    ــودوموناس آئروژین ــتافیلوکوس آرئــوس و پس ــط اس توس

Abduliaev   وLai  نجام گرفته است، تنها سافرانال اثـر ضـد   ا

  .] 12,  6[ میکروبی از خود نشان داد

در مورد اثرات ضد توموري سافرانال و کروسین بایـد گفـت   

که بر طبق نتایج بدست آمده ترکیـب سـافرانال کلالـه زعفـران     

ز خـود  نسبت به کروسین علاوه بر اینکه سمیت حـاد بیشـتري ا  

در مطالعـه  . نشان می دهد، اثرات ضد توموري بیشتري هم دارد

اثـر ضـد    و همکارانش انجام شـد    scribanoدیگري که توسط

سرطانی عصاره الکلی کلاله زعفران بر روي سلولهاي سـرطانی  

براي عصاره  LD50مورد بررسی قرار گرفت،  مقدار  Helaانسان 

،  mg/ml 93/2کروسین  ،  mg/ml 30/2اتانولی کلاله زعفران 

 mg/ml 99/0و بـراي پیکروکروسـین    mg/ml 12/0سافرانال 

در این تحقیق کروسین قدرت ضد توموري خوبی از . گزارش شد

همچنــین در مطالعــه دیگــري کــه توســط . ]4[ خــود نشــان داد

Abduliaev ،اثر کروسین، کروسـتین و   و همکاران انجام گرفت

دي متیل کروستین در مهار رشد و القاي تمـایز سـلولی لوسـمی    

بـراي کروسـتین     IC50پروستیک مورد بررسی قرار گرفتـه بـود   

mg/ml 66/0تیل کروستین ، براي دي مmg/ml 28/0   و بـراي

ــین  ــد  mg/ml 95/1کروس ــت آم ــر  . ] 1[ بدس ــه دیگ در مطالع

Abduliaev  نجـام  که به روش کلونی زائی سلولهاي تومـوري ا

 DNAشد، کروستین فاقد اثر سمیت سلولی وابسته به دوز روي 

. ]5[ و سنتز پروتئین روي سلولهاي بدخیم انسـان بـود   RNAو 

سـافرانال و کروسـین بـه     EC50نتایج تحقیق حاضر کـه مقـدار   

را بدسـت داد، بـا نتـایج     mg/ml  34/2و  mg/ml 31/0ترتیب 

ــر روي رده ســلولی  انجــام شــده اســت،  Helaمطالعــاتی کــه ب

بنابراین احتمالا محدوده دوزهاي مـوثره بدسـت   .همخوانی دارد

  .آمده، به نوع سلولهاي مورد مطالعه بستگی دارد

در مجموع در دو آزمون غربـالگري کـه بـه منظـور بررسـی      

و بررسی اثرات ضـد تومـوري و    LC50اثرات سمیت حاد وتعیین 

دو ترکیب عمده کلاله زعفران صورت گرفـت، هـر     EC50تعیین 

دو ترکیب ضمن داشتن اثرات سمی قابل ملاحظه، داراي فعالیت 

ي که غلظت ضد توموري مناسب و وابسته به دوز بودند، به طور

mg/ml 800/0   2/90سافرانال فعالیت ضد توموري تا حـدود  %

بنابراین روش غربالگري مورد اسـتفاده در ایـن   . از خود نشان داد

مطالعه، که نوعی روش برون تنی محسوب مـی شـود، در کنـار    

نتایج قبلی بدست آمده از سایر روش هاي غربالگري، بـار دیگـر   

ترکیبـات زعفـران صـحه مـی      بر فعالیت ضد توموري مهمترین

  ). 6و 5شکل ( گذارد

  سپاسگزاري

این تحقیق با حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی مشهد انجـام شـده و   

  .می دارند نویسندگان سپاس خود را در این رابطه اعلام
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بررسي اثرات سيتوتوکسيسيتي کروسين و سافرانال به روش ديسک سيب زميني و ميگوي آب شور

جواد بهروان1*، حسين حسين زاده2 ، امير راستگو3، عبيد محمد عليپور ملکشاه3، ميترا حساني4
1. گروه بيوتكنولوژي دارویی و مركز تحقيقات بيوتكنولوژي دانشگاه علوم پزشكي مشهد

2. گروه فارماكودينامي و سم شناسي و مرکز تحقیقات علوم دارویی دانشگاه علوم پزشكي مشهد

3. گروه بيوتكنولوژي دارويي، دانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي مشهد

4. مرکز تحقيقات بيوتکنولوژي دانشگاه علوم پزشكي مشهد

		دريافت: 27 اردیبهشت 88

		

		پذيرش: 7 دی 88



		مرفين و بيان ژن برخي آنزيمهاي دخيل در بيوسنتز و تجزيه كتكولامينها

		ستاريان و همكاران





چكيده

مقدمه: در اين مطالعه، احتمال سميت و خواص ضد توموري دو ترکيب موجود در کلاله زعفران کروسين و سافرانال به روش ميگوي آب شور و سنجش ديسک سيب زميني بررسي مي شود.

روشها: در روش ميگوي آب شور،براي هر غلظت  ، سه لوله آزمايش که هر کدام حاوي 10 لارو زنده بودند مورد استفاده قرار گرفتند و بعد از 24 ساعت تعداد لاروهاي مرده شمارش گرديد. مقدار MIC سافرانال به روش ميکروپليت و MIC کروسين به روش کدورت تعيين شد. در روش سنجش ديسک سيب زميني، ديسک ها به داخل پليتهاي حاوي آگار 5/1% در زير هود لامينار منتقل گرديدند و سپس با مقدار 50 ميکروليتر از سوسپانسيون اگروباکتريوم تومه فشنز (غلظتcfu/ml 108) و 50 ميکروليتر از غلظت هاي ml/mg 5/0 -0/8 کروسين و ml/ mg075/0-800/0 سافرانل در دماي C º 25 به مدت 20 روز انکوبه شدند و سپس تعداد تومورها شمارش شد.

يافتهها: مقدار MIC سافرانل ml/ mg 1 و کروسين ml/ mg10 تعيين گرديد. مقدار LC50 بر عليه لاروهاي ميگوي آب شور براي سافرانلppm  4/0± 3/14و براي کروسين ml/ mg7/4± 0/147  بدست آمد. درصد مهار رشدتومور براي غلظتهاي ml/mg  750/0-800/0 سافرانل و ml/mg 5/0 -0/8 از کروسين به ترتيب 6/5% تا 2/90%  و 2/5% تا 8/88% و مقدار EC50  براي کروسين ml/ mg 34/2 و براي سافرانال ml/ mg 31/0 تعيين شد.

نتيجهگيري: هر دو ترکيب کروسين و سافرانال ضمن داشتن اثرات سمي قابل ملاحظه، داراي فعاليت ضد توموري مناسب و وابسته به دوز بودند. در اين ميان سافرانال سميت و فعاليت ضد توموري بيستري نسبت به کروسين از خود نشان داد.



واژههاي كليدي: سافرانال ، كروسين ، ميگوي آب شور ، ديسك سيب زميني
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مقدمه[footnoteRef:3] [3: * نويسندة مسئول مكاتبات:                     behravanj@yahoo.com
  وبگاه مجله:                                           www.phypha.ir/ppj] 


زعفران تجاري از کلاله خشک شده گياه Crocus sativus L  بدست مي آيدکه در منطقه آب و هوائي مديترانه ، غرب آسيا و مناطق کم باران که داراي زمستان سرد و تابستان گرم هستند از جمله در ايران کشت مي شود [11] .

زعفران در طب سنتي  به عنوان ضد اسپاسم ، کمک کننده به هضم غذا، خواب آور، ضد نفخ، خلط آور، محرک  و اشتها آور شناخته شده است [11] .

در تحقيقات اخير مشخص گرديده که کروسين موجود در زعفران عامل اثر آنتي اکسيدانتي آن است [9]. عصاره آبي و الکلي زعفران اثر ضد افسردگي [8]   و  ضد التهاب نشان داده [13]  و داراي قدرت جذب کنندگي راديکالهاي آزاد مي باشد [2] .

در اوايل دهه 90 ميلادي براي اولين بار گزارش شد که عصاره زعفران مي تواند رشد سلولهاي سرطاني را مهار کند [7, 10]. طي دهه گذشته چندين مطالعه در سيستم هاي حيواني و مدل ، تاثير زعفران بر سلول هاي سرطاني متنوعي را اثبات کردند [3] و مشخص شد که زعفران داراي اثر مهاري وابسته به دوز بر روي کارسينوما، سارکوما،لوسمي و چندين نوع سرطان ديگر مي باشد [10]. در اين مطالعه اثرات ضدتوموري و سميت دو ترکيب عمده کلاله زعفران سافرانال و کروسين به دو روش سنجش ديسک سيب زميني و ميگوي آب شور بررسي شد. اين آزمون ها به عنوان روشهايي ساده و داراي غربالگري نسبتا ارزان با هزينه هاي کمتر و نتايج قابل قبول آماري در بررسي فعاليت بيولوژيکي و استفاده درماني از گياهان داروئي مي باشند.

مواد و روش ها

 (
الف
ب
شکل 1- 
نمايش تومورهاي تاجي شکل ايجاد شده توسط اگروباکتريوم تومه فشنز بر ديسک سيب زميني ، قبل (شکل الف) و بعد ( شکل ب) از رنگ آميزي با لوگول با غلظت 
mg/ml
 5/0 کروسين
)محيط کشت Nutrient Broth و   Soybean Casein از شرکت Himedia ، محيط کشت آگار 5/1% از شرکت Merck، کروسين و سافرانال از شرکت Fluka ،آمپول وينکريستين و جنتامايسين از شرکت البرز دارو، سديم هيپوکلريت، لوگول، نمک هاي سديم کلرايد دو آبه، پتاسيم کلرايد، منيزيم کلرايد، منيزيم سولفات هفت آبه، سديم هيدروژن کربنات و اسيد بوريک از شرکت Merck، نمک تترازليوم از شرکت Riedl-de Hean، کيست آرتميا از شرکت Artem و دي متيل سولفوکسايد از شرکت Merck تهيه شد.

براي آزمون بررسي وتعيين سميت حاد (LC50 ) به روش ميگوي آب شور، ابتدا مقادير g 0/27 NaCl، g 5/0 KCl، g 0/4 MgCl2.6H2O، g 0/1 CaCl2.2H2Og، g 4/2 MgSO4.7H2O ، g 0/1 HBO3 ، g 0/1 NaHCO3 را در بالن ژوژه ml 1000 حل شد و با آب مقطر به حجم ml 1000 رسانده شد و  به صورت دربسته درC º4  نگهداري گرديد .

به منظور تبديل تخم به لارو ، پليت هاي از قبل تهيه شده را با محلول مصنوعي مشابه آب دريا متشکل از g 0/27 NaCl،  g 5/0 KCl ، g 0/1 CaCl2. 2H2O، g 0/4  MgCl2.6H2O، g 0/4  MgSO4.7H2O،  g 0/1 HBO3 ، g 0/1 NaHCO3 حل شده در  ml1000 آب مقطر،  شستشو داده و mg 1 تخم ميگو در آنها ريخته شد. پليت ها به مدت يک ساعت زير نور لامپ قرار داده شده و بعد از آن به مدت 1 ساعت در انکوباتورC º 25 زير نور لامپ انکوبه شدند. لاروهاي حاصله به مدت 10 دقيقه زير نور لامپ قرار گرفتند و سپس توسط ميکروپيپت، به پليت ديگري که حاوي محلول مصنوعي مشابه آب دريا با دمايC º 25 تاC º 30 منتقل شده و براي توليد لاروهاي مرحله 2 مجددا درC º 25 انکوبه شدند.

در مرحله محلول سازي ابتدا محلول استوکي توسط حل کردن mg100 از نمونه هاي کروسين و سافرانل در محلول مصنوعي مشابه آب دريا به حجمml 10 ساخته شد (غلظتppm 1000). سپس غلطتهايppm 100 ، 10 ، 1 ، 1/0 با استفاده از محلول استوک بدست آمد. براي بهبود حلاليت سافرانال به محلول حاوي و نمونه کنترل آن ، توئين 80 اضافه گرديد .

در مرحله بعد لاروها با دانسيته 10 عدد در هر خانه در پليت هاي 24 خانه توزيع شدند و با غلظت هاي مختلف از کروسين و سافرانال و يا محلول مصنوعي مشابه آب دريا به تنهايي ، به عنوان کنترل منفي به مدت 24 ساعت درC º 25 تيمار شدند. سپس درصد لاروهاي زنده مشخص گرديد و در صورت مردن  بيشتر از 10% لاروها در هر غلظت، تست تکرار مي شد.

تعيين حداقل غلظت مهار کننده رشد (MIC) سافرانال بر باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز، به روش ميکروپليت در محيط کشت Nutrient Broth صورت گرفت و جنتامايسين به عنوان کنترل مثبت انتخاب شد. نتايج براساس ميزان تغيير جذب خوانده شده در دستگاه Microplate reader در هر نمونه پس از افزودن ml 4/0 نمک تترازوليوم mg/ml5 بدست آمد.

 به دليل ماده رنگي بودن کروسين ، براي تعيين حداقل غلظت مهار کننده رشد (MIC) کروسين بر باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز از روش کدورت سنجي توسط اسپکتروفوتومتر استفاده شد. که در اينجا هم از جنتامايسين به عنوان کنترل مثبت استفاده شد. نتايج بر اساس فرمول زير بدست آمد:

 (
شکل 2-
 نمودار تاثير غلظت هاي مختلف سافرانال بر درصد مرگ و مير لاروهاي آرتميا.اندازه گيري ها 
ابتدا در محدوده غلظتي
ppm
 
 1/0 تا 10000 و سپس در محدوده غلظتي
ppm
 
 10 تا 100 و در نهايت در محدوده غلظتي 
ppm
 
10 تا 20 از سافرانال انجام شد و در هر غلظت از سافرانال، 30 عدد لارو زنده مورد استفاده 
 
قرار گرفت.
)[image: ]MIC= (مقدار جذب سوسپانسيون ميکروب همراه کروسين- مقدار جذب محلول کروسين) - جذب سوسپانسيون ميکروب به تنهايي براي انجام آزمون ديسک سيب زميني ،پس از شستشو، سيب زميني ها در هيپوکلريت سديم w/v 1/0 به مدت 20 دقيقه غوطه ور و ضد عفوني شده و تحت هود لامينار ديسکهايي به قطر5/1 سانتيمتر و ارتفاع 5/0 سانتيمتر از آنها تهيه گرديد. اين ديسک ها به پليت حاوي آگار 5/1% منتقل گرديد. جهت آزمون هر غلظت 5 پليت مورد استفاده قرار گرفت و در هر پليت 6 ديسک قرار داده شد. غلظت هاي مورد استفاده  براي کروسين و سافرانال در اين روش با توجه به نتايج بدست آمده از روش هاي ديگر انتخاب گرديد به نحوي که همگي پائين تر از غلظت MIC باشند. به عنوان کنترل مثبت از وينکريستين که خاصيت تومورزايي آن اثبات شده  استفاده گرديد. 

پس از کشت باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز (ATCC 23341) درمحيط SCDA ، توسط ميکروپيپت، باکتري (cfu/ml 108) بر روي ديسک هاي سيب زميني تلقيح شد. سپس پليت هاي حاوي ديسک در انکوباتور 25 درجه سانتيگراد به مدت 3 تا 4 هفته نگهداري شدند. سپس تومورهاي سطح ديسک ها با محلول لوگول آغشته شده و شمارش شدند. تومورها به دليل نشاسته اندک، برخلاف بافت سيب زميني، پس از رنگ آميزي با لوگول بي رنگ مي شوند و قابل شمارش    مي گردند. درصد مهار رشد نسبت به گروه منفي (سوسپانسيون ميکروبي همراه آب مقطر) سنجيده و به صورت IC50 محاسبه شد(شکل 1. الف و ب ).

به منظور آناليز آماري داده ها بعد از حصول اعداد مربوط به دو آزمون فوق ، از نرم افزارPharm.PCS جهت تعيين مقدار LC50 و EC50 سافرانال و کروسين و مقايسه آنها با هم استفاده گرديد. جهت رسم نمودارها از برنامه نرم افزاري Sigmaplot-50 و جهت انجام محاسبات آماري از برنامه نرم افزاري Instat استفاده شد.

يافته ها

در اين مطالعه به منظور اندازه گيري سميت حاد سافرانال و کروسين، ميزان مرگ و مير ميگوي اب شور در تماس با غلظت هاي مختلف اندازه گيري شد. LC50 به دست آمده با اين روش براي سافرانال ppm 4/0± 3/14 و در مورد کروسين ppm7/4± 0/147 مي باشد. با توجه به نتايج بدست آمده تفاوت معني داري (05/0p< ) بين LC50  دو ترکيب وجود دارد.

 (
شکل 5-
 نمودار نشانگر درصد مهار رشد تومورهاي ناشي از آگروباکتريوم تومه فشنز در حضور کروسين در روش ديسک سيب زميني. تعداد ديسک هاي مورد مطالعه در هر غلظت 20 عدد مي باشد که ميانگين درصد مهار نسبت به کنترل منفي تهيه شده است. در اين آزمايش غلظت هاي
 
mg/ml
 
5/0 تا
 
mg/ml
 
0/8 از کروسين مورد استفاده قرار گرفت که ميزان مهار
 
تومورزائي از 2/5 % تا 8/88 %  بدست آمد.
) (
شکل 3-
 
نمودار تاثير غلظت هاي مختلف کروسين و درصد مرگ و مير لاروهاي آرتميا. اندازه گيري ها 
ابتدا در محدوده غلظتي
ppm
 
 1/0 تا 10000 و سپس در محدوده غلظتي
ppm
 
 100 تا 1000 و در نهايت در محدوده غلظتي 
ppm
 100 تا 200 از سافرانال انجام شد و در هر غلظت از سافرانال، 30 عدد لارو زنده مورد استفاده قرار گرفت.
)به منظور بررسي ميزان MIC ، دو ترکيب سافرانال و کروسين در غلطت هاي مختلف به همراه نمک تترازوليدوم در مجاورت باکتري اگروباکتريوم تومه فشنز قرار گرفتند و غلطتي را که باعث توقف رشد ميکروبي و به دنبال آن تغيير رنگ      مي شد، براي تعيين MIC مورد استفاده قرار گرفت که   mg/ml 1 به عنوان MIC سافرانال و mg/ml 10 به عنوان MIC کروسين مشخص گرديد.

[image: ]در سنجش ديسک سيب زميني ، اثر ضدتوموري بر اساس کاهش 20% و بالاتر از آن در تعداد تومورهاي ناشي از اگروباکتريوم تومه فشنز نسبت به ديسک کنترل منفي مشخص مي شود. بايد توجه داشت که مواد مورد مطالعه در غلظت هاي مورد مطالعه باعث مرگ باکتري نشود زيرا در غير اين صورت نتايج منفي کاذب ايجاد مي گردد. از آنجا که MIC به دست آمده براي سافرانال و کروسين به ترتيب حداقل mg/ml 1 و mg/ml 10 بودند، بنابراين بررسي کاهش تعداد تومور ها در غلظت هاي کمتر از اين دو عدد قابل اعتمادتر است .

مقدار EC50   سافرانل mg/ml 04/0 ± 31/0  و کروسين  mg/ml 35/0± 34/2 بدست آمد که تفاوت معني داري (05/0p < ) دارند. در ديسک هاي تيمار شده با غلظت gµ 25/6 وينکريستين (کنترل مثبت) هيچ گونه رشد توموري مشاهده نگرديد. در اين سنجش سافرانال فعاليت ضد توموري بيشتري نسبت به کروسين از خود نشان داد(شکل 2 و 3 ) .

 (
شکل 4- 
نمودار درصد مهار رشد تومورهاي ناشي از آگروباکتريوم تومه فشنز در حضور سافرانال در روش ديسک سيب زميني. تعداد ديسک هاي مورد مطالعه در هر غلظت 20 عدد مي باشد که ميانگين درصد مهار نسبت به کنترل منفي تهيه شده است.
 
در اين آزمايش غلظت هاي
mg/ml
 075/0 تا
 
mg/ml 
80/0 از سافرانال مورد استفاده قرار گرفت که ميزان مهار
 
تومورزائي  از 6/5 % تا 2/90 %  بدست آمد.
)بحث

در مورد آزمون ضد ميکروبي با توجه به MIC بدست آمده براي سافرانال و کروسين که به ترتيب mg/ml 1و mg/ml 10 تعيين شد، مي توان نتيجه گرفت که سافرانال از خاصيت ضد ميکروبي بيشتري بر روي ميکروب اگروباکتريوم برخوردار است.  در حالي که در آزمون ديگري که جهت بررسي خاصيت ضد ميکروبي ترکيبات اختصاصي زعفران، کروسين،کروستين، پيکروکروسين و سافرانال بر روي سه سويه اشرشياکلي، استافيلوکوس آرئوس و پسودوموناس آئروژينوزا توسط Abduliaev   وLai  انجام گرفته است، تنها سافرانال اثر ضد ميکروبي از خود نشان داد [6 , 12] . 

در مورد اثرات ضد توموري سافرانال و کروسين بايد گفت که بر طبق نتايج بدست آمده ترکيب سافرانال کلاله زعفران نسبت به کروسين علاوه بر اينکه سميت حاد بيشتري از خود نشان مي دهد، اثرات ضد توموري بيشتري هم دارد. در مطالعه ديگري که توسطscribano  و همکارانش انجام شد  اثر ضد سرطاني عصاره الکلي کلاله زعفران بر روي سلولهاي سرطاني انسان Hela مورد بررسي قرار گرفت،  مقدار LD50 براي عصاره اتانولي کلاله زعفران mg/ml 30/2 ، کروسين  mg/ml 93/2 ، سافرانال  mg/ml 12/0 و براي پيکروکروسين mg/ml 99/0 گزارش شد. در اين تحقيق کروسين قدرت ضد توموري خوبي از خود نشان داد [4]. همچنين در مطالعه ديگري که توسط Abduliaev و همکاران انجام گرفت، اثر کروسين، کروستين و دي متيل کروستين در مهار رشد و القاي تمايز سلولي لوسمي پروستيک مورد بررسي قرار گرفته بود IC50  براي کروستين mg/ml 66/0، براي دي متيل کروستين mg/ml 28/0 و براي کروسين mg/ml 95/1 بدست آمد [1] . در مطالعه ديگر Abduliaev که به روش کلوني زائي سلولهاي توموري انجام شد، کروستين فاقد اثر سميت سلولي وابسته به دوز روي DNA و RNA و سنتز پروتئين روي سلولهاي بدخيم انسان بود [5]. نتايج تحقيق حاضر که مقدار EC50  سافرانال و کروسين به ترتيب mg/ml 31/0 و mg/ml  34/2 را بدست داد، با نتايج مطالعاتي که بر روي رده سلولي Hela انجام شده است، همخواني دارد. بنابراين احتمالا محدوده دوزهاي موثره بدست آمده، به نوع سلولهاي مورد مطالعه بستگي دارد.

در مجموع در دو آزمون غربالگري که به منظور بررسي اثرات سميت حاد وتعيين LC50 و بررسي اثرات ضد توموري و تعيين EC50  دو ترکيب عمده کلاله زعفران صورت گرفت، هر دو ترکيب ضمن داشتن اثرات سمي قابل ملاحظه، داراي فعاليت ضد توموري مناسب و وابسته به دوز بودند، به طوري که غلظت mg/ml 800/0 سافرانال فعاليت ضد توموري تا حدود 2/90 % از خود نشان داد. بنابراين روش غربالگري مورد استفاده در اين مطالعه، که نوعي روش برون تني محسوب مي شود، در کنار نتايج قبلي بدست آمده از ساير روش هاي غربالگري، بار ديگر بر فعاليت ضد توموري مهمترين ترکيبات زعفران صحه مي گذارد (شکل 5 و6 ).

سپاسگزاری

اين تحقيق با حمايت مالي دانشگاه علوم پزشكي مشهد انجام شده و نويسندگان سپاس خود را در اين رابطه اعلام مي دارند.
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