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  مقاله اصیل پژوهشی

  یئوژنیکستا زیتمابر ) Crocus sativus L( زعفران یاثر عصاره آب
  ه از مغز استخوان رتشد مشتق یمیمزانش يادیبن يها در سلول

  
  3نگار صغیري ،2جواد بهارآرا ،1طیبه رمضانی

  
  چکیده

 با توجه به خواص و مواد. شود هاي مختلف انسان استفاده می بیماري ضد بر ،طور گسترده هب ،کلاله زعفران :و هدف زمینه
شده از مغز  هاي بنیادي مزانشیمی مشتق اثرات عصاره آبی زعفران بر القاي تمایز سلول ،در مطالعه حاضر ،دهنده این گیاه تشکیل

  . بررسی شد ،استئوبلاستاستخوان موش صحرایی به سمت 
شناسایی  برايو فلوسایتومتري  شد صحرایی جدا هاي استخوان ران موش هاي مغز سلول ،در این مطالعه تجربی :تحقیقروش 

عصاره آبی لیتر  گرم در میلی میلی 2و  5/1، 1، 5/0هاي مختلف  با غلظت ،هاي بنیادي در گروه تجربی، سلول. ها انجام گرفت سلول
آمیزي آلیزارین قرمز و سنجش  رنگ با آن، ياثرات تمایز و MTTروش  به ،زعفرانآبی اثر سیتوتوکسیک عصاره  .شدندتیمار  ،زعفران

  .فسفاتاز بررسی شد فعالیت آلکالین
هاي  یافته .یید نمودأهاي مورد استفاده را ت بودن سلول بنیادي، CD44 ضدبادي بر  آنتی استفاده از نتایج فلوسایتومتري با :ها یافته

 50منجر به مرگ ساعت  24مدت  در ، لیتر گرم در میلی میلی 5/1 شان داد، این عصاره با غلظت حدودن MTTحاصل از سنجش 
صورت  هب ،عصاره آبی زعفران آمیزي نشان داد، نتایج رنگ. )>001/0P( شود هاي بنیادي مشتق از مغز استخوان رت می درصد سلول

چنین ؛ همگردد ها به استئوبلاست می این سلول تمایز روز منجر به 21در مدت  ،)g/ml µ700تمایز در غلظتبیشترین (وابسته به دوز 
  .)>001/0P( مشاهده گردید 14در روز  ، فسفاتازي بالاتر در گروه آزمون نسبت به گروه کنترل فعالیت آلکالین

عصاره آبی  با شدهشده از مغز استخوان رت تیمار مزانشیمی مشتقهاي بنیادي  نشان داد که سلولهاي این مطالعه  یافته :گیري نتیجه
  .شوند به استئوبلاست وارد می ،در مسیر تمایز ،زعفران

   یموش صحرای ؛استئوبلاست ؛زعفران ؛دي مزانشیمیهاي بنیا سلول :هاي کلیدي واژه
  .178-169): 2( 21 ؛1393. مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی بیرجند

   28/08/1392 :پذیرش                  12/03/1392 :دریافت

                                                        
 .زیستی، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران ، دانشکده علومشناسی ، گروه زیستجانوري شناسی تکوین زیست تخصصی يرادانشجوي دکت ١ 

  .کاربردي تکوین جانوري، دانشگاه آزاد اسلامی واحد مشهد، مشهد، ایران بیولوژي تحقیقات مرکزو شناسی گروه زیست ،شناسی تکوین جانوري ي تخصصی زیستادانشیار، دکتر؛ نویسنده مسؤول  2
  دانشگاه آزاد اسلامی مشهد ،تکوین جانوري مرکز تحقیقات بیولوژي کاربردي -24خیابان راهنمایی  -مشهد: آدرس
  baharara@yahoo.com: پست الکترونیکی         0511-38437092: نمابر               0511-38437092:تلفن

  .دانشگاه آزاد اسلامی واحد مشهد، مشهد، ایران ،و عضو باشگاه پژوهشگران جوان مرکز تحقیقات بیولوژي کاربردي تکوین جانوري، شناسی سلولی تکوینی کارشناسی ارشد زیست 3
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  مقدمه
 نوعی گیاه، L Crocus sativus علمی زعفران با نام

ایران، چین، : همناطق مختلف جهان از جمل ازت که اي اس بوته
کاربردهاي  ،گیاه زعفران.)1( شود آوري می ایتالیا جمع اسپانیا و

کار  هعنوان ادویه در صنایع غذایی ب هو ب ع دارویی داردمتنو
عنوان  سنتی چین به در طب ،مادگی این گیاه ).2( رود می
 .دگرد میدگی استفاده عدهنده دردهاي قا نیبخش و تسک آرام
ال و نوع ترکیب فع 150حدود  ،زعفرانهاي رنگی  کلاله در

که م ال وجود داردغیر فعال بیولوژیکی در همترین ترکیبات فع
کروسین، پیکروکروسین، کاروتنوئید، سافرانال : شاملاین گیاه 

 ،مدرن هاي طب تحقیقات در زمینه. باشد ها می و ویتامین
دهنده این  تشکیل مواد یا و عصاره تامکه نشان داده است 

التهابی  توموري و ضد ضد خواص ،صورت خالص هب ،گیاه
روزیس و لهمچنین این گیاه براي درمان آترواسک ؛دارند

   ).7 -3(دارد  هاي کبدي اهمیت آسیب
توان از مغز استخوان،  می را بنیادي مزانشیمی ايه سلول

ها،  سلولاین  .)5( بافت چربی و خون بند ناف جدا کرد
خودنوسازي و تمایز به  توانایی و داراي توانهایی چند سلول

براي ها  این سلولبنابراین  ؛هستند هاي مختلف سلولی رده
مدلی براي درك بهتر  نیزدرمانی بسیارمهم هستند و  سلول

جا که دسترسی به منبعی نآاز  ).9، 8( باشند وقایع تمایزي می
درمانی  یک اصل مهم در سلول ،هاي بنیادي مناسب از سلول

 ها دسترس از این سلول منبعی در ،مغز استخوان است و
هاي  در زمینه استفاده از سلول فراوان تحقیقات باشد، می

، 10( درمانی انجام گرفته است بنیادي مغز استخوان در سلول
توانایی تمایز  ،بنیاديهاي  سلول ،طور که بیان شد همان. )11

 تمایز به ،بین آنها د که ازنف سلولی را دارهاي مختل به رده
بیشتر مورد بررسی  ،آدیپوسیت و استئوبلاستهاي  سمت رده

بین تمایز  هطرفچنین رابطه دوهم؛ )10( قرار گرفته است
 تمایز استئوژنیک ).12( استئوبلاستی و آدیپوسیتی وجود دارد

با  معمولاً ،تنی شرایط بروندر  هاي بنیادي مزانشیمی سلول
هاي استئوبلاستی، افزایش فعالیت  سلول ریختشدن یداردپ

 هاي معدنی شبیه به استخوان آلکالین فسفاتازي، تشکیل دانه
هاي  بیان برخی ژن نیزاست و  یککه محتوي کلاژن تیپ 

استئوکلسین، استئونکتین، سیالوپروتئین  :جملهاختصاصی از 
با توجه به ). 13( شود شناسایی می ،و استئوپوئتین 2استخوانی 

هاي  تمایز سلولی ير القابر عوامل مؤثّ شناسایی ترضرو
هاي استخوانی و  بافت :نظیرهاي مختلف  بنیادي به سمت رده

، از جمله درمان پوکی استخوانچربی براي اهداف درمانی 
تحقیق حاضر با هدف بررسی اثرات تمایزي عصاره آبی 

نیادي مزانشیمی هاي ب هاي زعفران بر تمایز سلول کلاله
  .شده از مغز استخوان رت انجام شد مشتق
  

  تحقیقروش 
در سال که  بوداین مطالعه از نوع تجربی آزمایشگاهی 

در مرکز تحقیقاتی بیولوژي کاربردي  ،1391-92تحصیلی 
  .انجام شدتکوین جانوري دانشگاه آزاد اسلامی مشهد 

  هاي رنگی زعفران تهیه عصاره آبی کلاله
خراسان رضوي  نوین زعفراناز شرکت  ،زعفرانکلاله 

ساییده  کاملاً ،هاي خشک زعفران گرم از کلاله 3. هیه گردیدت
گیري با استفاده از دستگاه سوکسیله و آب مقطر  شد و عصاره

از  ،کردن عصاره زعفران براي خشک سپس ؛گرفتانجام 
هاي  براي تهیه غلظت. شداستفاده  خلاء دستگاه انجماد در

 ،هاي زعفران گیري کلاله از عصاره پودر حاصل ،نیاز مورد
 .حل شد DMEM1 توزین و در محیط کشت

   آزمایشگاهی حیوانات
 سازي رازي مشهد سه سرمسؤاز م ،نر هاي نژاد ویستار رت

تهیه و در مرکز پرورش و  گرم 120تا  180با محدوده وزنی 
تکوین نگهداري حیوانات مرکز تحقیقات بیولوژي کاربردي 

ساعت  12و  نور ساعت 12 ددر شرایط استاندار، جانوري
غذا و آب به  ،حیوانات .شدند نگهداري 22±2 تاریکی و دماي

برخوردار  ،ه و از سلامت کاملمقدار کافی در اختیار داشت
بر روي  ها همچنین در کلیه مراحل انجام آزمایش؛ بودند

                                                        
1 Medium Dulbeco’s Modified Eagle 
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رعایت  دانشگاهمیته اخلاق کار با حیوان رات کمقرّ ،حیوانات
  .گردید

مزانشیمی از مغز  هاي بنیادي استخراج و کشت سلول
  استخوان رت

با سن یک سر رت  ،در هر مرتبه استخراج سلول بنیادي
 و شد کشتهوسیله کلروفرم  هب ،هفته 8-6تقریبی 

عضلات و پس از جداسازي  .گردیدجدا آن هاي ران  نااستخو
 Flushingبا عمل  ،مغز استخوانآن، هاي نرم اطراف  بافت

 سانتریفیوژ ،شده هاي خارج سلول .خارج گردید
(Sigma, USA) ها به فلاسک  سلول ،در مرحله بعد. ندشد

  با همراه DMEMکشت سلولی حاوي محیط کشت 
(Fetal bovine serum) FBS 10سیلین پنی و درصد-

 .  ندانتقال داده شد درصد یکاسترپتومایسین 

   CD44 بنیادي با نشانگر يها شناسایی سلول
فلوسایتومتري  از روش ،ها بودن سلول براي اثبات بنیادي

 ها بعد از جداکردن از کف فلاسک، سلول. استفاده شد
کونژوگه با  CD44بادي اولیه  سپس آنتی. شدندیفیوژ سانتر

ها اضافه گردید و براي کنترل منفی نیز  به سلول ،فیکواریترین
 PBSسپس شستشو با  ؛استفاده شد PE-IgG2aبادي  از آنتی

و با دستگاه  ثابت ،%1ها با فرمالین  پذیرفت و سلولصورت 
  .)1شکل (فلوسایتومتري آنالیز شدند 

یت عصاره آبی زعفرانسنجش میزان سم  
یت عصاره آبی زعفران بر براي سنجش میزان سم

 ،رت شده از مغز استخوان مزانشیمی مشتقبنیادي هاي  سلول

-MTT )4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5سنجش از 
diphenyltetrazolium bromide(  طور هب. گردیداستفاده 

خانه کشت  96هاي  در پلیت ،سلول 5×104 تعداد ،خلاصه
 2و  5/1، 1، 5/0با  ،ساعت 48و  24داده شد و بعد از گذشت 

پس . لیتر عصاره کلاله زعفران تیمار شدند در میلیگرم  میلی
میکرولیتر  10 ،به هر خانه ،مورد نظرشدن زمان  از سپري
دور  ،ساعت 4ها به مدت  اضافه گردید و سلول MTTمحلول 

  میکرولیتر 100سپس و  هشداز نور انکوبه 
dimethyl sulfoxide )DMSO ( جذب . داضافه شبه آنها

 با اسپکتوفتومتر ،نانومتر 560محلول رنگی در طول موج 
(Epoch, USA) ها  درصد بقاي سلول و نیز گیري شد اندازه

  .گردید کنترل محاسبهگروه در مقایسه با 
از مغز  شده هاي مزانشیمی مشتق تمایز در سلول يالقا

  استخوان
ت مناسب براي القاي تمایز در ظتعیین غل براي 
از  ،شده از مغز استخوان مزانشیمی مشتقبنیادي هاي  سلول
ها با  سلول. تر از دوز کشنده استفاده گردید هاي پایین غلظت
و بعد  ندخانه کشت داده شد 96هاي  در پلیت ،عدد 103تعداد 

 دوزهاي با عصاره آبی کلاله گیاه زعفران با ،ساعت 24از 
 ،لیتر در میلیمیکروگرم  700و  600، 500، 400، 300، 200

تغییرات این  ،در طی این مدت .هفته تیمار شدند 3به مدت 
با ، متضاد فاز استفاده از میکروسکوپطور روزانه با  هب ،ها سلول
  .گرفتقرار تحت نظر ) INV3, Italy( دقت

گروه کنترل که هیچ نوع تیماري دریافت نکرده  A) .آلیزارین قرمزآمیزي  سلولی با رنگ پذیري ماتریکس خارج مقایسه میزان رنگ -1 شکل
 21لیتر عصاره زعفران در بازه زمانی  میکروگرم بر میلی 700گروه تیمار با دوز  C) ؛لیتر عصاره زعفران میکروگرم بر میلی 400گروه تیمار با دوز  )Bبود؛ 
میکروگرم بر  700 دوز باشد و صورت وابسته به دوز می هتمایز ب. مشخص گردیده است پیکان علامت با آلیزارین قرمز وسیله هپذیري ماتریکس ب رنگ .روز

  .10×100 متضاد میکرسکوپ فاز .بیشترین میزان تمایزیافتگی را نشان داده است ،لیتر میلی
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آمیزي  با رنگ وبلاستبررسی تمایز به سمت استئ
  آلیزارین قرمز

به  ،سلولی تحت تیمار با عصاره زعفران هاي لایه تک
 دقیقه با متانول 10مدت  هشسته و ب PBSبا  ،روز 21مدت 

آمیزي با  سپس رنگ؛ شد تثبیت (Sigma, USA)خالص 
در زمان  Merck, Germany)( آلیزارین قرمزمحلول رنگی 

مقطر شستشو ها با آب  سپس نمونه ؛دقیقه صورت گرفت 5
مورد   (INV3, Italy)داده شدند و با میکروسکوپ فاز متضاد

  .ارزیابی قرار گرفتند
  آمیزي سمت آدیپوسیت با رنگ بررسی تمایز به

Oil Red  
روز  21مدت  به ،تحت تیمار با عصاره زعفران يها سلول

شدند و سپس با  تثبیتدرصد  4با فرمالین  ،در دماي اتاق
محلول  با دقیقه 30تا  20مدت  هو ب شستشو ،درصد 70 اتانول

Oil Red )(Sigma, USA پایاندر  .آمیزي شدند رنگ، 
درصد  70بار با الکل  سه ها خارج و سلول ،محلول رنگی

مورد مطالعه قرار  ،سکوپ فاز متضادوشستشو و با میکر
  .گرفتند

  فسفاتازي  سنجش فعالیت آلکالین
با استفاده  ،روز تیمار با عصاره زعفران 14بعد از  ها سلول

 ونوسیله تریت هاز سطح پلیت جدا شدند و ب ،سرد PBSاز 
X100، ندز گردیدیهموژنا ،پیپتاژ و با استفاده از هلیز شد. 

   فسفاتاز آلکالین شبا استفاده کیت سنج ،محلول حاصل
(Pars Azmoon, Iran) مورد  ،سنجی و با روش رنگ

  .قرار گرفتآزمایش 
  آماري تجزیه و تحلیل

منظور بررسی وجود یا عدم وجود اختلاف بین میانگین  به
استفاده  عاملی یک بیش از دو گروه، از آزمون آنالیز واریانس

از  ،ها نمودن اختلاف بین گروه مشخص براي همچنین ؛شد
افزار  نرم توسط ،یهاي کم داده. استفاده شد Tukeyآزمون 
SPSS ) 05/0 در سطح) 16ویرایشP<  تحلیل تجزیه و
  .گردید
  
  ها یافته

  شده هاي کشت مورفولوژي سلولارزیابی 
 از شدهجدامزانشیمی بنیادي هاي  در کشت اولیه سلول 

هاي نژاد ویستار بسیار هتروژن و ناهمگن  رت ،مغز استخوان
ساز که  هاي خون سلول ،در طی تعویض محیط .بودند

هاي  سلول ،حذف شدند و در طی پاساژ سلولی ،نچسبیده بودند
 يها که مورفولوژي متفاوت از سلولنیز یافته چسبنده تمایز

 ،دوم که در پاساژ طوري هب ؛حذف گردیدند ،مزانشیمی دارند
و در طی  هاي دوکی نسبت به پاساژ اول بیشتر تعداد سلول
  .ها دوکی شکل بودند سلول غلبا ،پاساژ چهار
  هاي بنیادي مزانشیمی فلوسایتومتري سلول نتایج

هاي بنیادي مزانشیمی  بررسی نتایج فلوسایتومتري سلول
 ،هاي استخوان مغز استخوان نشان داد که این سلول

نمودار (کنند  را بیان می CD44سطحی  نشانگر ،درصد85/91
1.(  

 یاختصاص یسطح نشانگر يها برا سلول درصد 91. شده از مغز استخوان رت استخراج یمیمزانش يها سلول يتومتریحاصل از فلوسا جینتا -1نمودار 
 یبررس ).ب( باشند یم یدرصد منف 92از  شیب CD44 يباد یآنت پیزوتایمذکور نسبت به ا يها که سلول یحالدر ؛)الف( باشند ی، مثبت مCD44 يادیبن يها سلول

مشتق از مغز استخوان  مغز استخوان یمیمزانش يادیبن يها سلول: CD44 یسطح نشانگرمغز استخوان با  یمیمزانش يادیبن يها سلول يتومتریفلوسا جینتا
  .باشد یم صددر یکها کمتر از  سلول نیدر هم CD44 پیزوتایا انیب که یحالدر ؛کنند یم انیرا ب نشانگر نیدرصد ا90از  شیب ،ستارینژاد و يها رت
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یت عصاره زعفرانبررسی میزان سم  
صورت وابسته  هبنشان داد که عصاره آبی زعفران  ها یافته

هاي  منجر به مهار تکثیر و مرگ سلولی در سلول ،به دوز
غلظتی که . شود می رت شده از مغز استخوان مزانشیمی مشتق

گرم بر  میلی 5/1حدود  ،شود ها می موجب مرگ نیمی از سلول
مهار رشد را  ،تر از این غلظت دوزهاي پاین. باشد لیتر می میلی

ها در  سلول شدنموجب لیز ،هاي بالاتر به دنبال دارد و غلظت
  .)2نمودار ( گردد لیه تیمار میوچند ساعت ا

 يساعت مجاورت با دوزها 48 ای 24 تیسم زانیم یبررس - 2 نمودار
اثر عصاره آبی کلاله . نیادیبن يها سلول يمختلف عصاره زعفران بر رو

دهد که  این نمودار نشان می. هاي مزانشیمی مغز استخوان زعفران بر سلول
هاي بنیادي  منجر به مهار تکثیر سلول ،و زمان صورت وابسته به دوز هزعفران ب

که  طوري هب ؛گردد هاي نژاد ویستار می مزانشیمی مشتق از مغز استخوان رت
داري  صورت معنی هب ،نسبت به کنترل هاي زنده در گروه تیمار قابلیت سلول

  ).>001/0P< ،*05/0P**( یابد کاهش می

هاي  تأثیر عصاره آبی کلاله زعفران در تمایز سلول
  رت مغز استخوان زشده ا مزانشیمی مشتق

هاي مختلف عصاره آبی  از غلظت ،در این مطالعات
 شده هاي مزانشیمی مشتق براي القاي تمایز در سلول ،زعفران

نتایج . هفته استفاده گردید 3در مدت  ،از مغز استخوان
 600 ،500فولوژیک نشان داد که در دوزهاي رهاي مو بررسی

شروع  ،تیمار 8ها از روز  سلول ،لیتر میکرولیتر بر میلی 700 و
تفاوت  ،14که در روز  طوري هب؛ کنند گیري منظم می به جهت

 کاملاًتیمار  و هاي کنترل ها در نمونه آرایش فضایی سلول
گذاري عصاره دهنده اثر نشان ،این تغییرات. بود مشخص

  .باشد ها میا و در نتیجه تغییر مورفولوژي آنه زعفران بر سلول
  آلیزارین قرمزآمیزي  رنگ

صورت  آلیزارین قرمزآمیزي  رنگ ،روز 21بعد از مدت  
نشان داد که  آلیزارین قرمزآمیزي  بررسی نتایج رنگ. گرفت

هاي  قادر به ایجاد تمایز در سلول ،هاي زعفران عصاره کلاله
به سمت از مغز استخوان  شده بنیادي مزانشیمی مشتق

میزان  ،رفتن دوز عصارهالابا ب. باشد می ها استئوبلاست
 خارج سلولیپذیري ماتریکس  و در نتیجه رنگ گذاري رسوب

  .)1شکل ( شود می بیشتر نیز
  Oil Redآمیزي  رنگ

هاي  با غلظت، هفته 3هاي مزانشیمی که به مدت  سلول 
با محلول  ،بودندشده تیمار مختلف عصاره آبی کلاله زعفران 

Oil Red رنگ نگرفتند.  
  فسفاتاز آزمون آلکالین بررسی نتایج

فسفاتاز  آلکالینت ی فعالیگیري کم نتایج حاصل از اندازه
در  ،هاي تیمار نزیم در گروهآکه میزان فعالیت این  نشان داد

 ،دار و وابسته به غلظت صورت معنی همقایسه با گروه کنترل ب
   ).3نمودار )(=05/0P( افزایش یافته است

 يها فسفاتاز در سلول نیآلکال تیفعال زانیم سهیمقا -3 نمودار
  مختلف يشده با دوزهاماریت

دهد که میزان جذب نوري در  نشان می 3 نمودار
صورت  هب، نشده با عصاره کلاله زعفراهاي تیمار سلول

٠

٠.٠۵

٠.١

٠.١۵

٠.٢

٠.٢۵

٠.٣

٠.٣۵

control         ۴٠٠µg/ml      ۵٠٠µg/ml      ۶٠٠µg/ml      ٧٠٠µg/ml      

A
bs

or
ba

nc
e

Concentration

آزمون سنجش فعالیت آلکالین فسفاتاز 

* ** **
**

٠/٣۵

٠/٣

٠/٢۵

٠/٢

٠/١۵

٠/١

٠/٠۵
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که  نسبت به گروه کنترل افزایش یافته است يدار معنی
فسفاتازي بیشتر در  دهنده میزان فعالیت آلکالین نشان
 باشد هاي تیمار در مقایسه با گروه کنترل می گروه

)**001/0P< ،*05/0P<(.  
  
  بحث

هاي رنگی  عصاره آبی کلاله توانایی ،در این پژوهش
بنیادي هاي  در سلولاستئوبلاستی القاي تمایز  برايزعفران 

مورد بررسی قرار  ،شده از مغز استخوان رت مزانشیمی مشتق
هاي  اي از سلول مجموعهحاوي زیر ،مغز استخوان. گرفت

ت، میوسیت آدیپوسی، چندتوانه با توانایی تمایز به استئوبلاست
 ،شده از مغز استخوان هاي مشتق سلول. باشد و کندروسیت می

  سال است که در پیوند مغز استخوان  30بیشتر از 
 ،کلینیکی مطالعات پیش. )14( دنگیر مورد استفاده قرار می

ها براي پیوند و ترمیم  شواهدي مبنی بر توانایی این سلول
و  ساده جداسازي روش با توجه به). 15( است نمودهارائه 

از مغز  شده مزانشیمی مشتقبنیادي هاي  کشت سلول
مطالعه  در ،ها دسترسی آسان به این سلول یتاستخوان و قابل

 ؛)16( استفاده گردید براي القاي تمایز ها سلول از این ،حاضر
یا  اند که زعفران و تحقیقات قبلی نشان داده ،دیگر طرفاز 

القاي تمایز  قادر به مهار تکثیر و -سافرانال-ترکیب عمده آن
ولی تاکنون اثرات ، )6( باشد هاي سلولی می در برخی از رده
مورد بررسی قرار  ،هاي بنیادي بر تمایز سلول ،این گیاه درمانی

منظور استفاده از  به ،حاضر در تحقیق لذا ؛استنگرفته 
اثر عصاره  ،ترکیبات طبیعی گیاهی در جهت اهداف درمانی

هاي بنیادي مزانشیمی مغز  سلول له زعفران بر تمایزآبی کلا
   .قرار گرفت بررسی مورد ،استخوان

شده از هاي جدا سلولو همکاران،  Wexlerدر مطالعه 
ها  این سلول .بعد پاساژ سوم خالص شدند ،مغز استخوان رت

 ).16(دوکی شکل بودند و ظاهري شبیه فیبروبلاست داشتند 
ژن  از آنتی ،ها بودن سلول براي اثبات بنیادي در مطالعه حاضر

CD44 و روش فلوسایتومتري استفاده گردید .  

 بنیادي هاي که سلول ند ا مطالعات قبلی نشان داده
، CD166 :هایی نظیرنشانگر ،شده از مغز استخوانجدا

CD29 ، CD106 ،CD105  وCD44 کنند را بیان می 
نشان داد که بیش از ایتومتري از فلوس نتایج حاصل .)17(

در . کنند را بیان می CD44 ژن آنتی ،ها این سلول 95%
هاي بنیادي نیز از این نوع  سلولروي تحقیقات قبلی بر 

 ؛)18( بودن استفاده شده است براي اثبات بنیادي ،ژن آنتی
براي  2009و همکاران در سال  Amani ،براي مثال

 ،از مغز استخوانشده  هاي مزانشیمی استخراج شناسایی سلول
براي  ،در این تحقیق). 18( استفاده نمودند CD44 نشانگر از

هاي بنیادي مزانشیمی یت زعفران بر سلولبررسی میزان سم، 
نتایج حاصل از این آزمون  .استفاده گردید MTTاز سنجش 
داراي توانایی  ،هاي رنگی زعفران عصاره آبی کلالهنشان داد، 

صورت وابسته به دوز و زمان  هب بنیاديهاي  مهار تکثیر سلول
تر از  که دوزهاي پایین طوري هب ؛دنباش می) ساعت 48 و 24(

 24ها در  منجر به مهار تکثیر این سلول، mg/ml1 غلظت
گرم  میلی 5/1ها در غلظت  سلول% 50مرگ  .گردد ساعت می

، مرگ هاي بالاتر که غلظت حالی؛ درلیتر مشاهده شد بر میلی
در مطالعات سایر محققین نیز براي . داشت دنبال هرا ب سلولی

زمون آاز این  ،هاي مختلف یت مواد بر سلولبررسی میزان سم
که  نیز دیگر مطالعاتچنین برخی ؛ هم)19( استفاده شده است

بر مورد بررسی اثرات عصاره کلاله رنگی این گیاه  در
بر قدرت  ،ندا بنیادي و یا سرطانی صورت گرفتههاي غیر سلول

 ،عنوان مثال به؛ کید دارندأمهار تکثیري زعفران ت
Tavakkol-Afshari  سافران که نشان داد 2008در سال -

 ،باعث مهار تکثیر و در دوزهاي بالا -از ترکیبات مهم زعفران
 گردد می HeLaو  HepG2هاي  وز سلولتباعث القاي آپوپ

)20 .(Aung را بر  کروسیناثرات  ،2007همکاران در سال  و
گزارش نمودند گ زرهاي سرطانی روده ب ثیر سلولکمهار ت

)21.(   
 ،هاي استئوبلاست ها به سلول یید تمایز سلولأمنظور ت به

نتایج حاصل از  .استفاده شد آلیزارین قرمزآمیزي  از رنگ
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 که نشان داددر مطالعه حاضر  آلیزارین قرمزآمیزي  رنگ
قادر به  ،وابسته به دوزصورت  هب ،عصاره آبی کلاله زعفران

سمت دودمان به هاي بنیادي مغز استخوان  سلولالقاي تمایز 
که رسوب مواد معدنی در مدت  طوري هب ؛باشد استئوسیت می

ماتریکس  ؛شد آشکار آلیزارین قرمزوسیله رنگ  هب ،روز 21
میزان  ،قرمزرنگ گردید و با افزایش دوز ،خارج سلولی

و همکاران  Eskildsen. یافتپذیري ماتریکس افزایش  رنگ
هاي بنیادي  نیز براي اثبات تمایز سلول 2011در سال 

 آلیزارین قرمزآمیزي  از رنگ ،مزانشیمی به استئوبلاست
ها در این مطالعه  سلول شناسی ریخت .)22(استفاده نمودند 

شناسی  ریخت، مشابه آلیزارین قرمزآمیزي با  پس از رنگ
و همکاران در  Trompeterي تمایزیافته توسط ها سلول
   ).23( بود 2013

 ،فسفاتاز سنجش فعالیت آلکالین آزمون ،پژوهش مادر 
نسبت به هاي تجربی  گروه در این آنزیم را افزایش فعالیت
همچنین  ؛صورت وابسته به دوز نشان داد هبگروه کنترل 

منجر به هاي بنیادي به استئوبلاست د سلولشروع تعه ،
 شود ها می فسفاتازي در این سلول فعالیت آلکالین افزایش

فسفاتاز در  لکالینآدر تحقیق حاضر نیز میزان فعالیت  .)23(
که  طوري هب ؛شدروز بیشتر  14بعد از  ،با افزایش دوز ،ها سلول

 700 در دوز ،فسفاتازي لکالینآبیشترین میزان فعالیت 
کننده تمایز  لیتر مشاهده گردید که بیان میکروگرم بر میلی

؛ بنابراین باشد یافته می ها در دوزهاي افزایش بیشتر سلول
کیدي دیگر بر پتانسیل أ، تاز این بررسی نتایج حاصل

سمت بافت استخوانی، علاوه  دهندگی عصاره زعفران بهتمایز
و همکاران  Masoum. باشد می آلیزارین قرمزآمیزي  بر رنگ

اثبات تمایز استئوژنیک در فسفاتاز براي  نیز از آزمون آلکالین
. پالپ دندان شیري استفاده نمودند هاي بنیادي مشتق از سلول

منجر به افزایش  ،تمایز استئوژنیک، نداین گروه نشان داد
توجه به سوابق با  ).24(گردد  فعالیت آنزیم مذکور می

که طبق  نموداستدلال  اینگونه توان می ،موجودمطالعاتی 
ي تحت تیمار با ها سلول يبقات ابلینتایج حاصل از سنجش ق

ها  عصاره زعفران، این ماده باعث مهار تکثیر این سلول
به  ي بنیاديها مقدمه ورود سلولتواند  می ،و این امرشود  می

گرم بر میکرو 400هاي کمتر از  غلظت .فاز تمایزي باشد
آمیزي  اي با رنگ ملاحظه اثر تمایزدهندگی قابل ،لیتر میلی

علت کاهش  تواند به نشان نداد که این امر می قرمزآلیزارین 
تمایز و تغییر پروفایل ژنی  يماده در دسترس براي القا

داري در مهار تکثیر  اثرات معنیباعث  ،این دوز .ها باشد سلول
 700که دوز  حالیشد؛ درساعت پس از تیمار ن 24سلولی در 

منجر به تمایز قابل ملاحظه سلولی  ،لیتر میکروگرم بر میلی
تر از دوز کشندگی زعفران بر  این دوز نیز پایین اگرچه؛ گردید

ولی قابلیت مهار تکثیر این نوع  ،باشد ها می این سلول
بنابراین در  ؛گردد زیاد می ،هاي بنیادي با افزایش دوز سلول

ر محیط سلولی وجود داشته و ر بیشتر دثّؤم مواد ،این حالت
   .یابد میابراین اثرات تمایزدهندگی آن نیز افزایش بن

 نشان داد حاضر نتایج تحقیق ،طور که ذکر گردید همان
تواند منجر به افزایش تمایز  که عصاره آبی زعفران می

هاي  که اثري بر تمایز به سمت رده درحالی ؛استئوبلاستی شود
به این  ،این نتیجه مورد انتظار بود. اردآدیپوسیت ندهاي  سلول
به بافت چربی  هاي بنیادي مغز استخوان سلولکه تمایز   دلیل

 ها قرار دارد متقابل سیگنال اثراتتحت کنترل  ،و استخوانی
ها براي تمایز به سمت  این با تعهد سلولبنابر؛ )12(

با  .گردد تعهد براي تمایز به آدیپوسیت مهار می، استئوبلاست
تواند  می ،ماده طبیعییک عنوان  هبزعفران  ،توجه به این نتایج

گزینه مناسبی براي تحقیقات بیشتر براي استفاده در درمان 
ها نظیر پوکی استخوان باشد و همچنین در  برخی بیماري

تواند مورد توجه قرار گرفته و  مطالعات مهندسی بافت نیز می
  .مفید باشد

  
  گیري نتیجه

که عصاره  ستگر آنبیان ،نتایج حاصل از مطالعه حاضر
تمایز در  يو القا توانایی مهار تکثیر ،هاي زعفران آبی کلاله

شده از مغز استخوان  هاي بنیادي مزانشیمی مشتق لولس
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شناخت  برايبیشتر  مطالعات. داردرا هاي نژاد ویستار  رت
 نیزهاي بنیادي مزانشیمی و  تر اثرات این گیاه بر سلول دقیق

  .استف درمانی ضروري استفاده از این گیاه براي اهدا
  

  تقدیر و تشکر
تکوین  بیولوژي کاربردي و تحقیقات مرکز از همکاران

صمیمانه  ،دانشگاه آزاد اسلامی واحد مشهد جانوري
   .شود سپاسگزاري می
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Abstract                   Original Article 
 
 

The Effect of Saffron Aqueous Extract(Crocus sativus L) on 
Osteogenic Differentiation of Rat Bone Marrow-Derived 

Mesenchymal Stem Cells 
 

Tayebe Ramezani1, Javad Baharara2, Negar Saghiri3 

 

Background and Aim: Stigmas of Crocus sativus L. is widely used against different human diseases. 
Regarding the properties of this plant, in the present study the effects of saffron extract on inducing cell 
differentiation of a rat's bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) into osteoblasts was 
examined.  

Materials and Methods: Bone marrow cells collected from Bone of Wistar rat's femor and flowcytometry 
were used to identify them. In the experimental group (n=4) MSCs treatment was done with various 
concentrations of saffron extract (i.e.0.5, 1, 1.5, and 2 mg/ml). Cytotoxic effect of saffron extract was 
evaluated using MTT assay and its aqueous extract effect on cell differentiation was investigated by means 
of Alizarin staining and alkaline phosphates activity. 

Results: Flowcytometry results confirmed the presence of stem cells using CD44 antibody. MTT assay 
results showed that the extract concentration of 1.5 mg/ml  resulted in the death of 50 percent of stem cells 
derived from therats’ bone marrow during 24 hours (P<0.001). Alizarin staining showed saffron aqueous 
extract increased osteogenic s cell differentiation in a dose dependent manner in 21 days. (The maximum cell 
differentiation achieved by 700?g/ml concentration). Besides, higher alkaline phosphates activity was 
evident in the experimental group compared to the control group (n=4) in the 14th day (P<0.001). 

Conclusion: According to the findings of the current study, MSCs derived from the rat's bone marrow 
transform into osteoblasts when treated with saffron aqueous extract. 

Key Words: Mesenchymal Stem Cells; Osteoblast; Saffron; Rat 
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