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Abstract 
Objective: Crocin, the carotenoid isolated from saffron, has numerous medicinal 
properties which include anticancer and antioxidant activities. Some antioxidants, such as 
carotenoids, can act as pro-oxidants at higher dosages and therefore induce tissue damage. 
In this situation antioxidant defense systems in the liver activate to prevent tissue damage. 
This study investigates the possible toxic effects of crocin on the liver of normal rats. 
Methods: Normal rats were randomly divided into four groups. Group 1 was treated with 
normal saline as the control and groups 2 to 4 were treated different doses of 50, 100 and 
200 mg/kg crocin intraperitoneally once a week for four weeks. Animals were killed one 
week after the last injection. Serum profile of the rats that included ALT, AST, ALP, 
urea, uric acid and creatinine, as well as the activity of antioxidant enzymes (SOD, CAT 
and GPx), GSH content, and lipid and protein oxidation by measurement of MDA and 
protein carbonyl levels were assessed in the liver. In addition, we conducted 
histopathological examinations of the liver specimens. 
Results: We studied different crocin concentrations that have been used to treat various 
diseases. There were no significant changes in serum parameters, GSH, MDA, protein 
carbonyls and activities of CAT and SOD at the different crocin concentrations. 
Histopathological examination did not show any changes in the liver. Only the higher 
dose (200 mg/kg) decreased GPx activity which might be reversible over the long-term. 
Conclusion: Crocin, at the studied doses showed no toxic effects on the rat liver. 
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  چكيده

اكسـيداني   ي از جملـه آثـار آنتـي   كروسين كاروتنوييد استخراج شده از زعفران است كه داراي خواص درماني بسيار :هدف
 باعـث اكسـيدان عمـل كنـد و     عنوان پـيش   اكسيدان از جمله كاروتنوييدها ممكن است در دزهاي بالا به تركيبات آنتي. است

شـود تـا از آسـيب     اكسيداني در كبد وارد عمـل مـي   هاي دفاع آنتي ترين سيستم ها شود كه در اين شرايط مهم تخريب بافت
 .در اين مطالعه آثار سمي احتمالي كروسين بر كبد رت طبيعي بررسي شد. عمل آورد  به ها ممانعت افتب

هـاي   ، نرمال سالين و به گـروه )كنترل( 1به گروه . گروه تقسيم شدند 4طور تصادفي به  هاي طبيعي به رت :ها مواد و روش
صـورت داخـل    هفتـه بـه   4مـدت   ي يك بار بها گرم بر كيلوگرم هفته ميلي 200و  100، 50ترتيب كروسين با دزهاي به 2-4

پارامترهـاي بيوشـيميايي آلانـين آمينوترانسـفراز،     . ها يك هفته بعد از آخرين تزريـق كشـته شـدند    رت. صفاقي تزريق شد
ي هـا  آسپارتات آمينوترانسفراز، آلكالين فسفاتاز، اوره، اسيداوريك و كراتينين در سرم و ميزان گلوتاتيون احيا، فعاليت آنزيم

گيـري ميـزان    هـا و ليپيـدها بـا انـدازه     كاتالاز، سوپراكسيد ديسموتاز و گلوتاتيون پراكسيداز و ميزان اكسيد شـدن پـروتئين  
  . هاي كبد از نظر هيستوپاتولوژي نيز بررسي شد نمونه. آلدييد در كبد ارزيابي شد دي هاي كربونيل و مالون گروه
داري در پارامترهـاي   گونه تغييـر معنـي   هيچ. ها بررسي شد ه در درمان بيماريكروسين با دزهاي مختلف مورد استفاد :نتايج

سوپراكسـيد  هـاي كاتـالاز و    ها و فعاليت آنزيم هاي كربونيل پروتئين ، گروهآلدييد دي مالونبيوشيميايي سرم، گلوتاتيون احيا، 
باعـث  گرم بر كيلوگرم  ميلي 200تنها دز . شدهمچنين هيچ تغيير بافتي در كبد مشاهده ن. در بافت كبد ايجاد نشدديسموتاز 

  . شد كه شايد در درازمدت جبران شودگلوتاتيون پراكسيداز اندكي كاهش در فعاليت 
  .كروسين در دزهاي مورد استفاده هيچ اثر سمي بر كبد رت نداشت :گيري نتيجه

  
 اكسيدان اكسيداني، پيش كروسين، زعفران، سميت كبدي، سيستم دفاع آنتي: كليدواژگان

  

  

 مقدمه

درصد وزن كلالـه   5/3كه در حدود ) Crocin(ها  كروسين
ترين عامل ايجـاد كننـده    دهد، مهم خشك زعفران را تشكيل مي

  رنگ زعفران بوده و جزء معدود كاروتنوييدهاي محلول در آب 

  
مطالعـات متعـدد نشـان    ). 1شـكل  (موجود در طبيعـت اسـت   

داراي آثار دارويي گونـاگوني  هاي زعفران  است كه كروسين داده
از جملـه  . هـاي بـاليني قابـل اسـتفاده اسـت      بوده و براي درمان
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  بررسي اثرات سميت كبدي كروسين در رت
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ــين  ــواص كروس ــي  خ ــا م ــي    ه ــد آتروژن ــار ض ــه آث ــوان ب  ت
)Antiathergenic(      و ضد لختـه، محافظـت كننـدگي سيسـتم

ها، بهبود رفتارهاي يادگيري و حافظـه، كـاهش    عصبي و نورون
ه، بهبود جريان خون در شبكيه ليپيدهاي سرم، بهبود كاركرد كلي

اكسـيدان، ضدسـرطان و    و عملكرد چشـم، ضـد التهـاب، آنتـي    
طور مبسوط در يك مقاله مروري بـه   ضدتومور اشاره كرد كه به

كروسـين بـه دليـل سـاختمان ويـژه      . ]1[ها اشاره شده است  آن
ــدي خــود، راديكــال ــه و هــاي آزاد  كاروتنويي ــه دام انداخت را ب

رود و براسـاس   شـمار مـي   اكسيدان بـالقوه بـه   بنابراين يك آنتي
 CBA )Crocinاكسيداني آن آزموني به نام  همين ويژگي آنتي

Bleaching Assay (اكسـيداني   گيري ظرفيت آنتـي  براي اندازه
  .]2[طراحي شده است 

  

  
  

  ]1[  ساختار انواع كروسين 1شكل 
  

اني كاروتنوييدها تحت شـرايطي ممكـن   اكسيد فعاليت آنتي
اكسيداني تغيير يابد به ايـن ترتيـب    است به سمت فعاليت پيش

آنتــي  -اكســيدان كـه كاروتنوييــدها ممكــن اســت تعــادل پــيش 
اكسيدان را به سمت فعاليت اكسيداني پيش ببـرد و بـا كـاهش    

هـا   اكسيداني، منجر به آسيب اكسـيداتيو بافـت   سيستم دفاع آنتي
اكسـيداني كاروتنوييـدها اولـين بـار      يت احتمالي پيشفعال. شود

مطرح شـد، بـه   ) Burton & Ingold(توسط بارتون و اينگولد 

اين صورت كه با افزايش فشار اكسيژن يا غلظـت كاروتنوييـد،   
ــي   ــت آنت ــد ممكــن اســت فعالي ــك كاروتنويي ــا  ي ــيداني ي اكس

  . ]3[اكسيداني داشته باشد  پيش
اكسيداني در حالت طبيعي دائماً در تعـادل   سيستم دفاع آنتي

هاي فعـال اسـت تـا بتوانـد هموسـتاز       با سرعت توليد راديكال
)Homestasis (  ــدن برقــرار كنــد اكســيداتيو  تــنش . را در ب
)Oxidative Stress (  حاصل به هم خوردن تعادل بين ايـن دو

زايش مواجهه با مواد اكسيدان يا كـاهش  عامل است كه در اثر اف
تواند منجر بـه تغييـر    شود و مي ها ايجاد مي حفاظت در برابر آن

هـا و   هـا، پـروتئين   هاي مهم زيستي نظير چربي ساختار مولكول
اكسيداتيو تغييـرات زيـادي را در    تنش. اسيدهاي نوكلئيك شود

كنـد؛ از جملـه شكسـته شـدن      هـا ايجـاد مـي    ساختار پـروتئين 
يوندهاي پپتيدي، ايجاد اتصالات عرضي جديد در يـك رشـته   پ

پپتيـدي مختلـف و تشـكيل     هـاي پلـي   پروتئيني يـا بـين رشـته   
هاي پروتئيني بـا وزن مولكـولي بـالا، تغييـر در ميـزان       مجموعه

هـاي كربونيـل در    هـا و تشـكيل گـروه    هاي تيول پـروتئين  گروه
ي پـرولين،  ويـژه در آمينواسـيدها   زنجير جانبي آمينواسـيدها بـه  

گيري ميـزان   در حال حاضر اندازه. ]4[ليزين، آرژنين و ترئونين 
عنوان يك شاخص اساسـي بـراي بررسـي     هاي كربونيل به گروه

گيري  ارجحيت اندازه. رود كار مي ها به ميزان اكسيدشدن پروتئين
منظـور بررسـي    هـا بـه   هاي كربونيل نسبت به سـاير روش  گروه

هـاي كربونيـل در    علت تشكيل گروه ها، به اكسيد شدن پروتئين
. ]5[هاســت  مراحــل اوليــه اكســيد شــدن و پايــداري نســبي آن

هـا   ترين محصولات ايجاد شده در اثر پراكسيد شدن چربـي  مهم
ــد هيدروپراكســيدها، محصــولات فلورســانس،   ــد از ليپي عبارتن

 )Conjugated Dienes( هاي كونژوگه ان هاي فرار و دي آلكان
وپراكســيدها كــه اغلــب در اثــر اكســيد شــدن  ليپيــد هيدر. ]6[

ــفوليپيدها و    ــود در فسـ ــباع موجـ ــرب غيراشـ ــيدهاي چـ اسـ
شود، ناپايدار اسـت و بـه محصـولات     استركلسترول تشكيل مي

) Malondialdehyde: MDA(آلدييـد   دي اي نظير مالون ثانويه
آلدييد سه كربنه و يكـي   آلدييد يك دي دي مالون. شود تبديل مي

هم و عمده ناشي از پراكسيد شـدن ليپيدهاسـت   از محصولات م
كه اغلب براي بررسي سـنجش ميـزان پراكسـيد شـدن ليپيـدي      
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گيـري ايـن    هـاي مختلفـي بـراي انـدازه     روش. شود استفاده مي
هـاي متـداول، واكـنش آن بـا      تركيب وجود دارد؛ يكي از روش

اســت كــه بــا  )Thiobarbituric acid( تيوباربيتوريــك اســيد
تيوباربيتوريك اسيد از طريق  -آلدييد دي مالون تشكيل كمپلكس

 .]7[شود  گيري مي سنجي اندازه طيف

در جـايي قـرار گرفتـه    ) Anatomic(كبد از لحاظ آناتومي 
است كه بين محل جذب مواد از روده و گردش خون سيستمي 
است و نيز از لحـاظ فيزيولـوژيكي و بيوشـيميايي داراي انـواع     

بوليزه كننـده اسـت؛ در نتيجـه كبـد     هـاي متـا   متعددي از آنـزيم 
ترين انـدام در متابوليسـم و حـذف مـواد خـارجي       عنوان مهم به

مطالعاتي كه در جوندگان انجام شده نشان داده . ]8[كند  عمل مي
صورت خوراكي قبل از جـذب   است كه كروسين دريافت شده به

تبديل شـده  ) Crocetin(يا در حين جذب در روده به كروستين 
ين جذب شده هم در روده و هـم در كبـد بـه مشـتقات     و كروست

همچنـين ديـده شـده كـه     . ]11- 9[شود  گلوكورونيد متابوليزه مي
صـورت   كروسين پس از تزريـق داخـل صـفاقي يـا دريافـت بـه      

هـا دفـع    يابـد و سـپس از طريـق كليـه     خوراكي در كبد تجمع مي
در مطالعه حاضر آثار سمي احتمالي دزهـاي مـؤثر   . ]12[شود  مي

و ] 13[هاي مختلف مثل سرطان پستان  كروسين در درمان بيماري
و درد مـزمن  ] 16، 15[ 2و  1 نـوع ، ديابـت  ]14[سرطان معده 

اخيراً در آزمايشگاه محققـان حاضـر در رت   كه همگي  ]18، 17[
  .القا و مطالعه شده است، بر كبد رت طبيعي بررسي شد

  

  ها مواد و روش
  ها مواد شيميايي و كيت

هاي مورد استفاده در اين تحقيـق   واد شيميايي و كيتكليه م
ــر  از شــركت ــاي معتب ــا( Sigmaه ــان( Merckو  )آمريك  )آلم

  .خريداري شد
  

  استخراج كروسين
ســازي كروســين از زعفــران براســاس  اســتخراج و خــالص

  .]19[روش بولحسني و همكاران انجام گرفت 
  

  تهيه، نگهداري و نحوه تيمار حيوانات آزمايشگاهي
دو ماهه بـا  ) Wistar Albino(آلبينو  هاي ماده ويستار رت

گرم از انستيتو پاستور ايران خريداري شـدند و   180 ± 20وزن 
خانه دانشگاه تربيت مدرس تحـت شـرايط اسـتاندارد     در حيوان

ها دسترسي آزادانـه بـه آب    رت. نور، دما و رطوبت قرار گرفتند
محـيط   منظور سازگاري با هفته به 2بعد از تقريباً . و غذا داشتند
هر گروه (گروه تقسيم شدند  4طور تصادفي به  ها به جديد، رت

ــه اعضــاي آن حــلال   1گــروه ). رت 6 ــود و ب گــروه كنتــرل ب
، 4تا  2هاي  به گروه. كروسين كه نرمال سالين است، تزريق شد

اي  گرم بر كيلوگرم هفته ميلي 200و  100، 50كروسين با دزهاي
. ل صـفاقي تزريـق شـد   صـورت داخ ـ  هفته به 4مدت  يك بار به

ها يك هفته بعد از آخرين تزريق كشته شدند، نمونه خـون   رت
درجـه   15دقيقه در دمـاي   15مدت  آوري شد و به از قلب جمع

دور در دقيقـه سـانتريفوژ و سـپس     2500گراد با سرعت  سانتي
ها پـس از شستشـو    كبد رت  همچنين بافت. سرم جداسازي شد

 -80ع در ازت مـايع، در فريـزر   در نرمال سالين و انجماد سـري 
  .ذخيره شدگراد  درجه سانتي

  
  گيري پارامترهاي بيوشيميايي سرم اندازه

پارامترهــاي ســرمي عملكــرد كبــد شــامل ســطوح آلانــين  
و ) AST(، آســپارتات آمينوترانســفراز )ALT(آمينوترانســفراز 
و نيز پارامترهاي سرمي عملكـرد كليـه   ) ALP(آلكالين فسفاتاز 

ها با استفاده از  ، اوريك اسيد و كراتينين در سرم رتشامل اوره
  .گيري شد هاي تشخيصي پارس آزمون اندازه كيت

  
  بررسي هيستوپاتولوژي كبد

شناسي، مقـداري از بافـت كبـد     براي انجام مطالعات آسيب
هاي مورد مطالعـه بلافاصـله بعـد از بـاز كـردن شـكم و        موش

 ــ   ــته و در محل ــالين برداش ــال س ــو در نرم ــالين شستش   ول فرم
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ها به روش هماتوكسيلين  آميزي لام رنگ. درصد انداخته شد 10
  .و ائوزين صورت گرفت

  

  سنجش پارامترهاي بيوشيميايي در كبد
  گيري پارامترهـاي بيوشـيميايي كبـد از همـوژن      براي اندازه

مـولار   ميلي 10درصد تهيه شده با بافر فسفات  20درصد يا  10
)4/7 :pH (استفاده شد.  

  

  گيري ميزان گلوتاتيون احيا ندازها
  & Sedlak( ليندسـي  سـدلاك و  در ايـن تحقيـق از روش  

Lindsay( گيري مقدار گلوتاتيون احيا استفاده شـد   براي اندازه
ــه . ]20[ ــر از همــوژن  500ب ــد،  20ميكروليت   درصــد بافــت كب
كلـرو   ميكروليتـر محلـول تـري    100ليتر آب مقطـر و   ميلي 6/4

دقيقـه   15تـا   10مـدت   د اضافه شـد و بـه  درص 50اسيد  استيك
هـاي بـافتي،    منظور رسوب دادن پـروتئين  سپس به. مخلوط شد
دور در دقيقـه در دمـاي    9000دست آمده با سرعت  مخلوط به

ليتـر از محلـول    ميلي 5/0. دقيقه سانتريفوژ شد 15مدت  اتاق به
 EDTAمـولار حـاوي    4/0ميكروليتر بافر تريس  975رويي با 

)Ethylene di-amine tetra acetic acid (2/0  مـــولار
)9/8pH= ( تيو نيترو بنزوئيك اسـيد   ميكروليتر محلول دي 25و
)5,5´-Dithiobis 2-nitrobenzoic acid: DTNB (01/0 مولار 

 شـاهد مخلوط شد و جذب آن توسط اسپكتروفتومتر در مقابـل  
  .نانومتر خوانده شد 412در طول موج 

  

  آنزيم كاتالازگيري فعاليت  اندازه
در  g13000دقــيقه در   10مـدت  درصد كبد به 10هموژن 

از محلـول رويـي   . گـراد سـانتريفوژ شـد    درجه سـانتي  4دماي 
گيـري فعاليـت كاتـالاز     هاي سانتريفوژ شده بـراي انـدازه   نمونه

ميكروليتـر   975ميكروليتر از محلول رويـي بـا    25. استفاده شد
  شـده و بـا اضـافه كـردن      مـولار مخلـوط   ميلي 50بافر فسفات 

مولار، كاهش جذب  ميلي 30ميكروليتر پراكسيد هيدروژن  500
گيـري   دقيقـه انـدازه   1در مدت  شاهدنانومتر در مقابل  240در 

ــول      ــق فرمـ ــالاز طبـ ــزيم كاتـ ــت آنـ ــزان فعاليـ ــد و ميـ   شـ
K= (2.3/Δt) (logA1/A2)  21[محاسبه شد[.  

  

  ازگيري فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموت اندازه
براي تعيين ميزان فعاليت آنـزيم سوپراكسـيد ديسـموتاز از    

 Sigmaشركت گيري فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز  كيت اندازه
 ين اكسـيداز زانت ـ -در اين كيـت از سيسـتم زانتـين   . استفاده شد

)Xanthine- Xanthine Oxidase( عنوان توليد كننده آنيون  به
ــا  ي تركيــب سوپراكســيد اســتفاده شــده اســت كــه ســبب احي

بـــه رنـــگ  ) Nitrobluetetrazolium(نيتروبلوتترازوليـــوم 
  ايـن تركيـب در طـول مـوج     . شـود  مي )Formazan( فورمازان

فعاليت آنـزيم سوپراكسـيد   . نانومتر بيشترين جذب را دارد 450
. شـود  صورت ميـزان مهـار ايـن واكـنش بيـان مـي       ديسموتاز به

اس روش شـرح  گيري فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز براس اندازه
درصد كبـد انجـام    10داده شده در كيت و با استفاده از هموژن 

  .شد
  
  گيري فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز اندازه

گيـري فعاليـت آنـزيم گلوتـاتيون پراكسـيداز از       براي اندازه
طـور   كـه بـه   )Hoffman( روش شرح داده شده توسط هـافمن 

را ) تيون مصرف نشـده گلوتا(مستقيم ميزان سوبستراي باقيمانده 
طي فواصل زمـاني مشـخص در حضـور مقـادير كـم پراكسـيد       

  در يـك لولـه آزمـايش    . ]22[كند، اسـتفاده شـد    گيري مي اندازه
ليتـر بـافر سـديم     ميلـي  1مـولار،   ميلـي  2ليتر گلوتاتيون  ميلي 1

مـولار   01/0ليتر سديم آزايد  ميلي EDTA ،5/0فسفات حاوي 
حجم نهـايي  . درصد كبد ريخته شد 20ميكروليتر هموژن  30و 

مخلـوط  . ليتـر رسـانده شـد    ميلـي  4اين مخلوط با آب مقطر به 
گـراد انكوبـه    درجه سـانتي  37دقيقه در  5مدت  دست آمده به به
مولار به آن  ميلي 25/1ليتر پراكسيد هيدروژن  ميلي 1سپس . شد

ليتر از ايـن مخلـوط    ميلي 1اي،  دقيقه 3اضافه شد و در فواصل 
ــه برد ــي 4اشــته شــد و ب ــول متافســفريك اســيد  ميل ــر محل  ليت

)Metaphosphoric acid( در مرحلـــه بعـــد . اضـــافه شـــد  
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ليتــر محلــول  ميلــي 2ليتــر از ايــن محلــول جديــد بــه  ميلــي 2
Na2HPO4 4/0  ليتر محلول  ميلي 1مولار وDTNB  اضافه شد

دسـت آوردن   بـراي بـه  . نانومتر خوانـده شـد   412و جذب در 
يون در زمان صفر، تمامي مواد بـالا در يـك لولـه    غلظت گلوتات

آزمايش ديگر اضافه شد؛ با اين تفاوت كـه بـه جـاي پراكسـيد     
جايي كه ممكن است گلوتـاتيون   از آن. هيدروژن آب اضافه شد

طور غيرآنزيمي اكسيد شود، لازم است تا ميزان اكسـيد شـدن    به
امي مـواد  بدين منظور تم. دست آيد غيرآنزيمي گلوتاتيون نيز به

نمونـه در يـك لولـه آزمـايش جداگانـه      ذكر شده در بالا به جز 
اي كاملاً مانند بالا عمـل شـد تـا     دقيقه 3ريخته شد و در فواصل 

فعاليــت آنــزيم . دســت آيــد ميــزان اكســيد شــدن غيرآنزيمــي بــه
گلوتاتيون پراكسيداز با استفاده از معادله ارايه شده توسط تسـوبي  

)Tsuboi (10[ و همكاران (log C0 - log C6)  =  فعاليت آنـزيم
)Activity[( دست آمد  به]23[.  

  
  در بافت كبد TBARSگيري مقدار  اندازه

 TBARS )Thiobarbituric Acidگيـري ميـزان    اندازه

Reactive Substances (  براساس روش اوكـاوا)Ohkawa (
ميكروليتر از همـوژن بـافتي    100. ]24[و همكاران انجام شد 

ميكروليتر سديم دودسيل  200درصد برداشته شد و به آن  10
ليتر محلـول آبـي    ميلي  5/1ليتر اسيد استيك و  ميلي 5/1سولفات، 

حجم اين مخلوط با آب مقطر بـه  . تيوباربيتوريك اسيد اضافه شد
در  دقيقـه  60مـدت   سپس اين مخلوط بـه . ليتر رسانده شد ميلي  4

پـس از  . گـراد قـرار داده شـد    درجه سانتي 90حمام آب گرم 
ليتـر آب   ميلـي  1خنك كردن لوله آزمايش در زيـر آب سـرد،   

بـه آن   )n-Butanol( ليتـر نرمـال بوتـانول    ميلـي  5ديونيزه و 
بعـد از سـانتريفوژ بـا سـرعت     . اضافه و به شدت هم زده شد

داشته شد و دقيقه، لايه آلي بر 10مدت  دور در دقيقه به 4000
نانومتر، طـول   515: طول موج تحريكي(در دستگاه فلوريمتر 

نمـودار اسـتاندارد   . ارزيـابي شـد  ) نـانومتر  553: موج نشـري 
هــاي مختلــف محلــول  بــا اســتفاده از رقـت  آلدييــد دي مـالون 

نـانومتر   Tetramethoxypropane( 10( تترامتوكسي پروپان

ــا اســتفاده از آن غلظــت   در  آلدييــد يد مــالونرســم شــد و ب
در هـر   آلدييـد  دي مـالون هاي مجهول براساس نـانومول   نمونه

  .دست آمد گرم بافت كبد به
  

  ها در بافت كبد سنجش محتواي كربونيل پروتئين
هـا از روش   گيري محتواي كربونيـل پـروتئين   براي اندازه

و همكاران با اندكي تغيير ) Levine(معرفي شده توسط لوين 
كبد در درصد  10ميكروليتر از هموژن  100. ]25[استفاده شد 

عنـوان   هـا بـه   يكي از ميكروتيـوب . دو ميكروتيوب ريخته شد
بـه  . در نظر گرفته شـد  شاهدعنوان  نمونه مجهول و ديگري به

محلــول ميكروليتــر دي نيتروفنيــل  500ميكروتيــوب نمونــه، 
، شـاهد مولار و به ميكروتيـوب   ميلي DNPH (10(هيدرازين 

مولار  2 يعني اسيد كلريدريك DNPHميكروليتر حلال  500
شـد و  ) Vortex(هـا كـاملاً ورتكـس     ميكروتيوب. اضافه شد

دقيقـه   15هـر  . ساعت در دماي اتـاق قـرار گرفـت    1مدت  به
 600بعد از يـك سـاعت، مقـدار    . شد ها ورتكس  ميكروتيوب

ــرو اسيداســتيك   ــري كل ــر ت ــه هــر دو  20ميكروليت درصــد ب
ا ه ـ سپس ميكروتيوب. ميكروتيوب اضافه و كاملاً مخلوط شد

ــه ــدت  ب ــا دور   3م ــه ب ــاي  g 11000×دقيق ــه  4در دم درج
محلـول رويـي دور ريختـه شـد و     . گراد سانتريفوژ شد سانتي

اتيل استات  - ليتر محلول اتانول ميلي 1رسوب تشكيل شده با 
عمل . اضافي شستشو داده شد DNPHمنظور حذف  به) 1:1(

هربـار قبـل از سـانتريفوژ و دور    . شستشو دو بار انجـام شـد  
ها در دمـاي اتـاق    دقيقه ميكروتيوب 10يختن محلول رويي، ر

ليتـر اوره   ميلـي  6/0در انتها رسوب حاصل در . نگهداري شد
ها  ها، رسوب براي حل شدن كامل پروتئين. مولار حل شد 10
. گراد قـرار گرفـت   درجه سانتي 37دقيقه در دماي  15مدت  به

نومتر نـا  360 طـول مـوج   در عليه شاهد ها سپس جذب نمونه
بــا اســتفاده از . توســط دســتگاه اســپكتروفتومتر خوانــده شــد

ــولي  ــل  مقــدار گــروه 22000ضــريب جــذب م هــاي كربوني
دست آمد و مقدار آن بـر اسـاس ميكروگـرم بـر      ها به پروتئين

  .گرم پروتئين گزارش شد ميلي
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  ها تجزيه و تحليل داده
 و 16نسخه  SPSSافزار  ها از نرم براي تجزيه و تحليل داده

  One-way Analysis of(آزمون آنـاليز واريـانس يـك طرفـه     
Variance: ANOVA (هـاي   براي انجـام آزمـون  . استفاده شد

داري در كليـه   سطح معنـي . استفاده شد Tukeyتكميلي آزمون 
ــون ــر از   آزم ــا كمت ــد  ) P>05/0( 05/0ه ــه ش ــر گرفت .در نظ

  نتايج
 گيري پارامترهاي آسـيب كبـدي و   نتايج حاصل از اندازه

دريافت دزهـاي  . آورده شده است 1ها در جدول  كليوي رت
ــي  ــتلاف معن ــين اخ ــف كروس ــدام از  مختل ــيچ ك داري در ه

پارامترهاي بررسي شده در مقايسـه بـا گـروه كنتـرل ايجـاد      
  .نكرد

  
  اثر كروسين بر پارامترهاي آسيب كبدي و كليوي در رت طبيعي 1جدول 

  

 ها  گروه
  دز

گرم  ميلي(
 ) بر كيلوگرم

نينآلا
  آمينوترانسفراز

المللي  واحد بين(
 )بر ليتر

آسپارتات
  آمينوترانسفراز

المللي  واحد بين(
 )بر ليتر

  آلكالين فسفاتاز
المللي  واحد بين(

 )بر ليتر

  اوره
گرم بر  ميلي(

 )ليتر دسي

  اوريك اسيد
گرم بر  ميلي(

 )ليتر دسي

  كراتينين
گرم بر  ميلي(

 )ليتر دسي

1 - 7/15±572/14±6/1237/79±3/2065/5±43 4/0±6/1 07/0±45/0 
2 50 5/14±2/429/31±4/1128/99±2/2879/5±4/42 4/0±7/1 01/0±3/0 
3 100 4/12±5/483/46±1/1354/98±3/2622/5±3/44 16/0±3/1 01/0±37/0 
4 200 6/11±5/485/37±1563/72±2574/7±2/42 5/0±17/2 06/0±52/0 

  .انحراف معيار بيان شده است ±انگين صورت مي ها به تمامي داده* 
  

شناسي بافت كبد نشان داد كه  نتايج حاصل از بررسي بافت
گونه  شناسي كاملاً طبيعي بود و هيچ ها از نظر بافت تمامي نمونه

هـاي   تغيير قابل توجه اعم از نكروز و غيره در بافت كبد گـروه 
  ).2شكل (تحت تيمار با كروسين مشاهده نشد 

  

                      
  

                     
  

هايي است كه كروسـين   دهنده گروه ترتيب نشان به) د-دهنده گروه كنترل و ب نشان) هاي مختلف تحت مطالعه؛ الف بررسي هيستوپاتولوژيك بافت كبد در گروه 2شكل 
  )برابر 100بزرگنمايي . ( اند گرم بر كيلوگرم دريافت كرده ميلي 200و  100، 50با دزهاي 
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شـكل  (نتايج حاصل از سنجش پارامترهاي بيوشيميايي كبـد  
نشان داد كه دريافت دزهـاي مـورد بررسـي كروسـين، تغييـر      ) 3

هاي  داري در ميزان گلوتاتيون احيا، مالون دي آلدييد و گروه معني

هـاي كاتـالاز و سوپراكسـيد     ها و فعاليـت آنـزيم   كربونيل پروتئين
باعـث  گرم بر كيلـوگرم   ميلي 200و تنها دز ديسموتاز ايجاد نكرد 

  ).P>05/0(كاهش فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز شد 
  

                      
  

                     
  

                     
  

هايي است  دهنده گروه ترتيب نشان به 4و  3، 2هاي  ارهدهنده گروه كنترل و شم نشان 1رت طبيعي؛ شماره نتايج حاصل از سنجش پارامترهاي بيوشيميايي در كبد  3شكل 
  .دهد را نشان مي) P>05/0(دار در سطح  ستاره اختلاف معني. اند گرم بر كيلوگرم دريافت كرده ميلي 200و  100، 50كه كروسين با دزهاي 

  

  بحث
شـود كروسـين يـك     مشاهده مـي  1شكل طور كه در  همان

) Gentiobiose(د جنتيوبيوز ساكاري از دي استر تشكيل شده دي
دي  -8´و  8دي جنتيوبيوزيـل  (و كربوكسيليك اسيد كروستين 

تـرين   اين ماده يكي از مهـم . است) اوئات -8´و  8 -آپوكاروتن
. اسـت ) درصـد  80تقريبـاً  (كاروتنوييدهاي موجود در زعفـران  

كروسين خواص درماني متعددي دارد و به دليل محلـول بـودن   
عنوان يك داروي  و عدم ايجاد آثار جانبي به در آب، ايمن بودن

  .]27، 26[گياهي بسيار مورد توجه قرار گرفته است 
ــارتون  ــه  1984و اينگولـــد در ســـال بـ ــان كردنـــد كـ بيـ

كربنه تحـت شـرايطي ممكـن اسـت فعاليـت       40كاروتنوييدهاي 
غلظت اكسيژن، غلظت مولكـول  . ]3[پيش اكسيداني داشته باشند 

تـرين   اكسـيدان، مهـم   كاروتنوييد و آثار متقابل ساير تركيبات آنتي
اكسـيداني يـك    پـيش / اكسـيداني  عوامل تعيين كننده قدرت آنتـي 

اكسـيداني   دو مكانيسم براي فعاليت پـيش . ]28[ كاروتنوييد است
  :]29[اين كاروتنوييدها پيشنهاد شده است 
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ــا  - ــد ب و ) ROS )Reactive Oxygen Speciesكاروتنويي
RNS )Reactive Nitrogen Species ( واكــــنش داده و

  .]30[كند  محصولات پراكسيداتيو توليد مي
توانـد نفوذپـذيري غشـا را     هاي بالاي كاروتنوييـد مـي   غلظت -

 .سمي بالا ببرد هاي آزاد و مواد نسبت به راديكال

عنوان مثال ديده شـده اسـت كـه ليكـوپن و بتاكـاروتن در       به
توانـايي محافظـت از   ) ميكرومـولار  3- 1(هاي بسيار پايين  غلظت

در برابر صدمات اكسيداتيو را دارد؛ در صـورتي   DNAآسيب به 
اين توانـايي كـاهش   ) ميكرومولار 10- 4(هاي بالاتر  كه در غلظت

  .]31[دهد  كسيداتيو را افزايش مييافته و برعكس آسيب ا
. كربنــه اســت 20كروســين كاروتنوييــد محلــول در آب و 

سي شد، دزهايي است كه دزهاي كروسين كه در اين تحقيق برر
طور معمول در آزمايشگاه محققان حاضر و ساير محققـين در   به

در . ها نشـان داده شـده اسـت    موارد فوق مطالعه و آثار مفيد آن
، 50(اين تحقيق مشاهده شد كه دزهاي كروسين مورد اسـتفاده  

داري در مقـدار   تغييـر معنـي  ) گرم بر كيلوگرم ميلي 200و  100
سيد، كراتينين، آلانـين آمينوترانسـفراز، آسـپارتات    ا اوره، اوريك

. آمينوترانسفراز و آلكالين فسـفاتاز سـرم رت هـا ايجـاد نكـرد     
گرم بـر   ميلي 180و  90، 45، 15زاده و همكاران دزهاي  حسين

روز بـه رت و مـوش    21مـدت   كيلوگرم كروسين را روزانه بـه 
هش باعـث كـا   45و  15طبيعي دادند و مشاهده كردنـد كـه دز   

ALP  باعث كاهش كراتينين شد ولي ساير پارامترهـا   180و دز
همچنين گارسيو اولمـو  . ]8[تغيير نكرد ) ASTو  ALTاوره، (
)Garcia-Olmo ( گـرم بـر كيلـوگرم     ميلـي  400و همكاران دز

هفتـه بـه رت طبيعـي     13مـدت   اي يك بار بـه  كروسين را هفته
دادند و با بررسـي پارامترهـاي عملكـرد كبـد و كليـه مشـاهده       

هاي آلكالين فسـفاتاز و آسـپارتات    كردند كه اوره، فعاليت آنزيم
هــاي مــاده  هــاي نــر و كــراتينين در رت تآمينوترانســفراز در ر

  .]32[افزايش يافت 
انـد كـه دريافـت     و همكاران گزارش كـرده ) Wang(ونگ 

مـدت   گرم بر كيلوگرم روزانه به ميلي 50خوراكي كروسين با دز 
روز تغييري در عملكرد كبد در رت ايجاد نكـرده اسـت؛ امـا     8

هـاي  همچنـين دز . تواند باعث بيرنگ شدن حـاد كبـد شـود    مي
هفتـه، آسـيب    2مدت  گرم بر كيلوگرم روزانه به ميلي 100بالاي 

هاي سياه ايجاد كرده، در صورتي كه در دزهاي  كبدي و رنگدانه
درحالي كـه اسـتفاده   . اي نداشته است تر آثار قابل ملاحظه پايين

هـا،   درصـد كروسـين در رژيـم رت    1از ) مـاه  4(مدت  طولاني
دار شدن آن شـده   بد و رنگيزهباعث اختلال جزئي در عملكرد ك

هاي سـياه و آسـيب حـاد كبـدي بـه همـراه        البته رنگدانه. است
امـا  . ]33[ شدن، كاملاً قابل جبران و بازگشت بوده اسـت  بيرنگ

نتايج هيستوپاتولوژي حاصـل از تحقيـق حاضـر نشـان داد كـه      
چ تغييـر قابـل تـوجهي در    كروسين با دزهاي مورد استفاده هـي 

كند كه با نتايج هيستوپاتولوژيكي گـزارش   بافت كبد ايجاد نمي
اولمـو و  -و گارسـيا ] 12[زاده و همكـاران   شده توسـط حسـين  

 -نتايج گزارش شده توسط گارسيا. مطابقت دارد] 32[همكاران 
اولمو و همكـاران و همچنـين نتـايجي كـه نشـان دهنـده آثـار        

ها در كبد اسـت، بـه دليـل دز بسـيار      انهكروسين بر ايجاد رنگد
بالاي مورد استفاده از اين ماده در مدت بسيار طولاني است كـه  

پـذير اسـت؛ هـر     برگشـت  ]33[بر اساس نظر ونگ و همكاران 
هاي محققـان حاضـر اساسـاً تجـويز      چند كه با توجه به بررسي

مدت طولاني براي آثـار بهبـودي بخـش     چنين دزهاي بالايي به
  .ندارد ضرورتي

مطالعات زيادي درباره اثـر كروسـين بـر عملكـرد سيسـتم      
اكسيداني در حضور اسـترس اكسـيداتيو صـورت گرفتـه و      آنتي

ــان داده ــي   نش ــين م ــه كروس ــوگيري از   اســت ك ــا جل ــد ب توان
هـا، ممانعـت از كـاهش مقـدار      پراكسيدشدن ليپيدها و پروتئين

عبـارت   يا به اكسيدان هاي آنتي گلوتاتيون و اصلاح فعاليت آنزيم
اكسـيداني، آثـار ناشـي از اسـترس      ديگر بالا بردن ظرفيت آنتـي 

اكسيداتيو ايجاد شده تحت شـرايط مختلـف را كـاهش دهـد و     
باعث بهبود وضعيت سلول براي مقابله با شـرايط ايجـاد شـده    

همچنـــين مطالعـــات زيـــادي دربـــاره اثـــر  ]37-34[شـــود 
هاي  عاليت آنزيمكربنه محلول در چربي بر ف 40كاروتنوييدهاي 

بـراي  . اكسيداني انجام گرفتـه اسـت   اكسيدان و سيستم آنتي آنتي
بـا دز   )Canthaxanthin( مثال ديده شده است كه كانتـازانتين 
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 Balb/cهـاي   روز در مـوش  15مـدت   ميكروگرم بر گرم به 14
باعث كاهش فعاليت گلوتـاتيون پراكسـيداز و افـزايش فعاليـت     

و بتاكـاروتن   ]38[ وتاز در بافت كبدكاتالاز و سوپراكسيد ديسم
باعث افـزايش  هفته در رژيم غذايي رت  2مدت  درصد به 02/0

در . ]39[ شـود  فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز در بافـت كبـد مـي   
تحقيق حاضر كروسين با دزهاي مورد استفاده تغييري در ميزان 

هـاي كربونيـل    گلوتاتيون احيا، مالون دي آلدييـد، ميـزان گـروه   
سوپراكسيد ديسـموتاز  هاي كاتالاز و  ها و فعاليت آنزيم پروتئين

هاي طبيعي ايجاد نكرد و تنهـا باعـث انـدكي     در بافت كبد رت
كاروتنوييـدهاي  . كاهش در فعاليت گلوتـاتيون پراكسـيداز شـد   

هــاي  توانــد تــأثيرات متفــاوتي بــر فعاليــت آنــزيم مختلــف مــي
اكسـيدان   هاي آنتي پاسخ متفاوت آنزيم. اكسيدان داشته باشد آنتي

تلف ممكن است به دليـل نقـش متفـاوت    به كاروتنوييدهاي مخ
هـا   ها در فرآيند اكسيداتيو و همچنـين جايگـاه سـلولي آن    آنزيم
پـيش اكسـيداني   نكته مهم ديگر اين اسـت كـه خـواص    . باشد

)Prooxidant(  كربنه و  40ذكر شده در بالا در كاروتنوييدهاي
محلول در چربي گزارش شده است، در حالي كه كروسين يك 

دز كاروتنوييـد  . كربنـه و محلـول در آب اسـت    20كاروتنوييد 
مصرفي و حضور همزمـان اسـترس اكسـيداتيو دو عامـل مهـم      
ديگري است كه بر چگونگي تأثير اين كاروتنوييـد بـر فعاليـت    

  .گذارد اكسيدان اثر مي هاي آنتي آنزيم
هاي ميـان پارامترهـاي بيوشـيميايي مـورد مطالعـه در       تفاوت

تواند به دليل تعداد دفعات  ذكر شده ميتحقيق حاضر با مطالعات 
با توجه بـه ايـن كـه    . مورد استفاده و فاصله زماني بين دزها باشد

ــر معنــي  داري در پارامترهــاي  دزهــاي مــورد اســتفاده هــيچ تغيي
اكسيداني كبد به جز گلوتاتيون  بيوشيميايي سرم و پارامترهاي آنتي

يـك در بافـت كبـد    پراكسيداز ايجاد نكرد و نيز هيچ تغيير پاتولوژ
توان گفت كه كروسين بـا دزهـاي مـورد اسـتفاده      ايجاد نشد، مي

كاملاً ايمن است و احتمالاً كاهش فعاليـت گلوتـاتيون پراكسـيداز    
بنـابراين دز  . پذير و قابـل جبـران اسـت    مدت برگشت در طولاني

تواند استرس اكسيداتيو را مهار نمايـد،   مناسب كروسين نه تنها مي
اين تحقيق براي بررسي . كند يز اثر سمي ايجاد نميبلكه خودش ن

هاي مختلف كه در بالا بـه   آثار سمي احتمالي كروسين در بيماري
  .ها اشاره شد، ادامه دارد آن

  

  تشكر و قدرداني
 يميوشيارشد رشته ب يان نامه كارشناسياز پا ين مقاله بخشيا

 ـدانشـگاه ترب  يمصوب دانشكده علـوم پزشـك   ينيبال ت مـدرس  ي
  .ده استين دانشگاه به انجام رسيا يت مالياست و با حما
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