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  چكيده
  .تحقيقات فراواني اثر ضدسرطاني كلاله زعفران را نشان داده است :مقدمه
ساده هاي  و گلبرك زعفران به روشهاي خيسانده الكلي كلاله  و اثر ضدتوموري عصاره سميت هدف از اين مطالعه بررسي :هدف

  .دوزميني با ميكروب اگروباكتريوم تومه فشنز ب ميگوي آب شور و سنجش ديسك سيب
به روش ميكروپليت انجام  MICها آزمون  براي بررسي فعاليت ضدباكتري اگروباكتريوم تومه فشنز توسط عصاره: روش بررسي

. منتقل شد درصد 5/1زميني با قطر مشخص زير هود لامينار به آگار  يبهاي س در روش بررسي اثر ضد توموري، ديسك. گرفت
زميني  هاي سيب هاي كلاله و گلبرگ زعفران به روي ديسك ميكروليتر از مخلوط سوسپانسيون اگروباكتريوم و محلول عصاره 50

ز انكوبه شد تا تومورهاي حاصل بر رو 21و به مدت گراد  درجه سانتي 25ها در دماي  پليت. قرار داده شده در پليت تلقيح شد
هاي ميگو محيط مناسب آب درياي مصنوعي تهيه و  ميگوي آب شور براي باز كردن تخمدر روش . ها شمارش شود روي ديسك

هاي  پس از انجام آزمون به روش استاندارد با توجه به تعداد مرگ و مير ميگوها غلظت. ها فراهم شد شرايط لازم براي باز كردن تخم
  .مناسب ثانويه نيز تهيه و نتايج بررسي شد

 MICاگروباكتريوم تومه فشنز نداشت و بر عليه خاصيت ضدباكتري  mg/ml 16-1هاي  عصاره گلبرگ در غلظت: ها يافته
به دست آمده در مهار رشد تومورهاي ناشي از اگروباكتريوم تومه فشنز براي عصارة  IC50 .محاسبه شد mg/ml 10عصاره كلاله 

هاي الكلي كلاله و گلبرگ در روش ميگوي آب شور  عصاره LC50 .تعيين شد mg/ml8/10  و عصاره گلبرگ mg/ml 3/5لاله ك
  .به دست آمد ppm 8/1356 و ppm 7/1678  به ترتيب
اشد و كلاله ب دهد كه كلاله توانايي بيشتر در مهار رشد توموري نسبت به گلبرگ دارا مي نتايج اين تحقيق نشان مي: گيري نتيجه

  .داراي سميت كمتري نسبت به گلبرگ است
  زميني كلاله و گلبرگ زعفران، آنتي تومور، ميگوي آب شور، ديسك سيب: واژگان گل
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 ... بررسي اثر ضدتومور سيتوتوكسيسيتي

 

  مقدمه
مانده  سرطان به عنوان بزرگترين عامل مرگ در جهان باقي     

 .]1[شود  ميليون نفر در هر سال مي 6و منجر به مرگ بيش از 
دهند  رشدي در دست است كه نشان ميشواهد رو به 

زايي و  زايي، ضد جهش داراي اثرات ضد سرطان 1يدهايكاروتنو
  .]2[ باشند تعديل كنندگي سيستم ايمني مي

گرفته  2هاي خشك شده گياه زعفران زعفران كه از كلاله     
يدها يهايي است كه سرشار از كاروتنو شود از جمله گونه مي
. شود مصرف مي تلف جهان عموماًباشد و در مناطق مخ مي

از جمله گياهان دارويي است  (.Crocus sativus L)زعفران 
كه در طب سنتي به كابردهاي متعدد آن از جمله ضداسپاسم، 

دهنده لثه، ضدنفخ،  كمك به هضم طبيعي غذا، تسكين
دهنده تعريق، مقوي معده، محرك تمايلات جنسي،  افزايش
توان اشاره  د قاعدگي زودرس ميآور، ضد آبريزش و ايجا خلط
علاوه بر اين مطالعات فارماكولوژيكي جديد نشان . ]3[ كرد
دهند كه عصاره زعفران داراي اثرات ضدتومور،  مي

آورندگي چربي خون  هاي آزاد و پايين كنندگي راديكال جمع
عصاره آبي و الكلي زعفران تشنج ناشي از پنتيلن  .]3[باشد  مي

هاي كلاله  عصاره]. 4[وك را در موش مهار كرد تترازول و الكتروش
و گلبرگ زعفران همچنين اثرات ضدالتهابي، ضددردي و نيز 

  ].5،6[هاي حيواني از خود نشان دادند  ضدافسردگي در مدل
و همكارانش اثرات ضدسرطاني  Nairبراي نخستين بار      

عصاره زعفران را عليه طيف وسيعي از تومورهاي موشي و 
نشان داده  .]2[ هاي لوسمي انساني گزارش دادند ولكشت سل

شده كه عصاره زعفران قادر به مهار يا كند كردن روند ايجاد 
هاي آزمايشگاهي به روش  ر در انواع مختلفي از مدلوتوم

يدهاي طبيعي گرفته شده از يكاروتنو .]7،8[داخل بدني است 
رشد  زعفران مانند كروسين و كروستين اثرات مهاري بر روي

  ].9[ اند ها در لوسمي از خود نشان داده و القاي تمايز سلول
در اين تحقيق اثر ضدتومور عصاره الكلي كلاله و گلبرگ      

سنجش ديسك اي يعني  تني ساده زعفران به روش برون
  و  زميني با ميكروب اگروباكتريوم تومه فشنز بررسي شد سيب

  

                                           
1 carotenoids  2 Crocus sativus L. 

  

ور مورد تحقيق همچنين سميت سلولي به روش ميگوي آب ش
هدف اصلي اين تحقيق تثبيت اثر ضدسرطاني . قرار گرفت

كلاله زعفران به يك روش ساده و همچنين براي اولين بار اثر 
  .ضدتومور گلبرگ زعفران مورد بررسي قرار گرفت

  

  ها  مواد و روش
  تهيه زعفران

هاي كشاورزي  از زمين 1380گياه زعفران در آبان ماه      
خشك ). 01-0319- 143كد هرباريوم (ي شد آور مشهد جمع

  .كردن گياه تحت شرايط سايه و دور از نور صورت گرفت
  

  تهيه عصاره
از به ترتيب گرم  5و  4. از روش خيساندن استفاده شد     

اي  داخل ظرف شيشه آنگاه. زعفران پودر شدو گلبرگ كلاله 
. ده شددرجه افزو 80ليتر اتانول  ميلي 500تيره ريخته و به آن 

با سرعت  دقيقه 5به مدت  ساعت محتويات ظرف 24بعد از 
با . سانتريفوژ گرديد و رسوبات جدا شددور در دقيقه  3000

درجه  40كمك دستگاه حذف حلال در خلا و در دماي 
  .گراد اتانول حذف شد سانتي

  
  ]10،11[بررسي فيتوشيمي 

  تشخيص فلاونوييد -الف
 5/12با ) لاله و گلبرگ زعفرانك(گرم از پودر گياه  25/0     
ليتر متانول به مدت چند دقيقه جوشانده شد و سپس  ميلي

 ليتر ميلي 4به محلول صاف شده . محلول صاف گرديد
در قيف ) هاي محلول در چربي جهت ناخالصي(اتردوپترول 

اين عمل سه بار . دكانتور افزوده و عمل استخراج انجام شد
ليتر از فاز متانولي را در دو لوله  يميل 2تا  1مقدار . تكرار شد

 ليتر ميلي 05/0ها  آزمايش ريخته و سپس به هر يك از لوله
 200ها  به يكي از لوله. اسيد كلريدريك غليظ اضافه شد

گرم براده منيزيم افزوده و لوله ديگر به عنوان شاهد در  ميلي
اي كه  ايجاد رنگ نارنجي تا قرمز در كف لوله .نظر گرفته شد

  . راده منيزيم افزوده شده نشان دهنده وجود فلاونوييد استب

60



  1384تابستان دهم، پانزفصلنامه گياهان دارويي، سال چهارم، شماره     

 

و همكاران زاده حسين  

 

  

  آلكالوييد تشخيص - ب
  ليتر اسيد كلريدريك  ميلي 5ها  گرم از عصاره 25/0به      

دقيقه جوشانده و سپس  5درصد اضافه كرده و به مدت  1
حجم به ميزان اوليه رسانده شد و محلول اسيدي حاصل صاف 

درصد  10مقدار مناسب آمونياك  محلول حاصل توسط. گرديد
  .قليايي و با اتيل اتر استخراج گرديد

ليتر اسيد   ميلي 5محلول اتري تا حد خشك تبخير و به آن      
سپس محلول اسيدي حاصل به . درصد افزوده شد 1كلريدريك 

يك قسمت به عنوان شاهد در نظر . سه قسمت تقسيم گرديد
بوشاردا و ماير اضافه گرفته شد و به دو قسمت ديگر معرف 

  .گرديد
اي رنگ با افزودن معرف بوشاردا و  تشكيل رسوب قهوه     

دهنده  رسوب سفيد مايل به زرد با افزايش معرف ماير نشان
  .وجود آلكالوييد است

  
  تشخيص تانن  -ج

ليتر  ميلي 10گرم عصاره كلاله و گلبرگ زعفران در  25/0     
ليتر سديم  ميلي 3-4ا ه آب مقطر حل و به محلول عصاره

درصد در  5دو قطره كلرورفريك . درصد افزوده شد 10كلرايد 
سپس . ليتر آب مقطر افزوده شد ميلي 5يك لوله آزمايش به 

  .ها به لوله آزمايش اضافه گرديد چند قطره از محلول عصاره
  .ايجاد رنگ سبز متمايل به آبي نشان دهنده وجود تانن است     

  
  نين تشخيص ساپو - د

گرم عصاره در لوله آزمايش ريخته و در مقداري آب  25/0     
ثابت . ثانيه به شدت تكان داده شد 30مقطر حل و به مدت 

دهنده حضور ساپونين  ماندن كف به مدت نيم ساعت نشان
  .است

  

  تشخيص آنتوسيانين -ه
مقداري عصاره در آب مقطر حل نموده و محلول حاصل به      

و  pH 4 -3حضور رنگ قرمز در . يدريك اسيد شدوسيله اسيد كلر
  .باشد دهنده وجود آنتوسيانين مي نشان pHتغيير رنگ با تغييرات 

  

  ]12[ زميني آزمون ديسك سيب
   w/v 1/0سديم  زميني در هيپوكلريت پس از شستشو، سيب     

  

ور و ضدعفوني شد و تحت هود  دقيقه غوطه 20به مدت 
 5/0و ارتفاع  متر سانتي 5/1هايي به قطر  لامينار ديسك

زميني  هاي سيب ديسك. ها تهيه شد زميني از سيبمتر  سانتي
منتقل و در هر ) درصد5/1(حاوي آگار   تهيه شده به پليت

هاي  براي هر غلظت از عصاره. پليت پنج ديسك قرار داده شد
  .گياه سه تا پنج پليت حاوي ديسك تهيه شد

  ريوم تومه فشنز پس از كشت باكتري اگروباكت     
(ATCC 23341)  در محيطSoybean Casein Digest Agar ،

هاي  بر روي ديسك )CFU/ml 108( توسط سمپلر باكتري
هاي حاوي ديسك به مدت  سپس پليت. زميني تلقيح شد سيب

پس از . قرار داده شدگراد  درجه سانتي 25روز در انكوباتور  21
زميني با محلول  هاي سيب اين مدت تومورها بر روي ديسك

تومورها به دليل نشاسته خيلي . لوگول آغشته و شمارش شدند
زميني آبي پررنگ  رنگ ولي بافت سيب كم در برابر لوگول بي

نسبت به گروه كنترل منفي درصد مهار رشد . شود مي
به صورت سنجيده ) سوسپانسيون ميكروبي همراه آب مقطر(

IC50 محاسبه شد.  
  

  ]12[ آزمون ميگوي آب شور
تخم ميگو داخل پليت حاوي آب درياي مصنوعي در      

پس از . ساعت قرار داده شد 24درجه به مدت  25انكوباتور 
عدد لارو زنده به پليت منتقل و در  10ها به لاروها،  تبديل تخم

. درجه قرار داده شد 25ساعت در انكوباتور  24مدت 
ريخته و  در حفره هاي پليتهاي مختلف از عصاره را  غلظت

. يك حفره بدون عصاره  به عنوان كنترل در نظر گرفته شد
ساعته  24بر روي لارو  LC50مرگ و مير به صورت  ددرص

  . محاسبه شد

  
ها در مهار رشد اگروباكتريوم  تعيين حداقل غلظت عصاره

  تومه فشنز 
ها بر روي ميكروب  هاثر ضدميكروبي احتمالي عصار     

يكروپليت و در محيط كشت اگروباكتريوم به روش م
Nutrient Broth جنتامايسين به عنوان كنترل . صورت گرفت

  .مثبت در نظر گرفته شد
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  آناليز آماري
 .Pharmافزاري از برنامه نرم IC50و  LC50جهت تعيين      

PCS استفاده شد و توسط اين برنامه مقايسه شد.  
 

  نتايج
و ساپونين در كلاله  هاي فيتوشيمي وجود آلكالوييد آزمايش     

و آنتوسيانين، آلكالوييد، تانن و فلاونوييد را در گلبرگ تاييد 
  ).1جدول شماره (نمودند 

هاي الكلي گلبرگ در محدوده غلظت اثر  عصاره     
اثر ضدميكروبي بر عليه اگروباكتريوم تومه فشنز  ،ضدتوموري

له حداقل غلظت مهار باكتري عصاره كلا. از خود نشان ندادند
mg/ml 10 محلول (هاي حاوي شاهد مثبت  چاهك. بود

همراه سوسپانسيون اگروباكتريوم تومه  mg/ml 5جنتامايسين 
  .شفاف بود) فشنز
     IC50 هاي الكلي گلبرگ و كلاله براي مهار رشد  عصاره

زميني ناشي از اگروباكتريوم تومه  تومورهاي تاجي شكل ديسك سيب
  و  mg/ml 59/10) 24/9- 14/12(يب به ترت )1شكل شماره ( فشنز

)9/5 -76/4 (mg/ml 3/5 هاي  هاي مختلف عصاره اثر غلظت. بود
شكل ( الكلي گلبرگ و كلاله در مهار رشد تومور وابسته به دوز بود

 mg/mlكرستين به عنوان كنترل مثبت با غلظت  وين. )2شماره 
  .باعث مهار كامل رشد تومور شد 08/0

     LC50 ي گلبرگ و كلاله در مرگ و مير لاروها عصاره الكل
  -9/1770(و  ppm 1356) 0/1288-1/1429(ميگو به ترتيب 

2/1591 (ppm 7/1678 بود ) 3شكل شماره( .IC50  وLC50 
 داري  هاي كلاله و گلبرگ زعفران تفاوت معني عصاره

)05/0 p< (داشتند.  
  

  بحث 
هاي  رهبراساس نتايج به دست آمده از اين تحقيق، عصا     

زميني  الكلي كلاله و گلبرگ زعفران به روش ديسك سيب
باعث كاهش تعداد تومورهاي ايجاد شده از اگروباكتريوم تومه 

زميني شدند و اثر ضدتوموري با اين  هاي سيب فشنز در ديسك
در اين مطالعه عصاره كلاله اثر بيشتري در . روش نشان دادند

گ نشان داد و مهار مهار رشد توموري نسبت به عصاره گلبر

در . هاي كلاله و گلبرگ وابسته به دوز بود رشد توموري عصاره
بررسي سميت به روش ميگوي آب شور، گلبرگ سميت 
بيشتري نشان داد ولي در مجموع هر دو عصاره سميت قابل 

  .اي بر روي ميگوي آب شور ندارند ملاحظه

  
  مطالعه سميت حاد

گيري سميت حاد كلاله و  زهدر اين مطالعه به منظور اندا     
گلبرگ زعفران، ميزان مرگ و مير لارو ميگوي آب شور در 

هر بار لاروها در . گيري شد هاي مختلف اندازه تماس با غلظت
شرايط استاندارد از جهت دما، مدت زمان و نيز غلظت نمك 

به دست آمده با اين روش  LC50. آب شور دريا نگهداري شد
و در مورد عصاره  ppm 7/1678له برابر عصاره الكلي كلا

طبق تحقيقات به عمل . باشد مي ppm 7/1356الكلي گلبرگ 
آمده سميت قابل ملاحظه در روش ميگوي آب شور وقتي در 

. ]12[باشد  ppm 1000آن كمتر از  LC50شود كه  نظر گرفته مي
  هاي به دست آمده بالاي  LC50با توجه به نتايج كه 

ppm 1000 هاي  ها در غلظت گفت اين عصاره توان است مي
اي بر روي ميگوي آب شور ندارند  پايين سميت قابل ملاحظه

  .آيند و جزو مواد داراي سميت كم به حساب مي
  

بررسي نتايج مهار رشد توموري در سنجش ديسك 
  زميني سيب
زمينـي اثـر ضـدتوموري براسـاس      در سنجش ديسك سيب     

تعـداد تومورهـاي ناشـي از    درصد و بالاتر از آن در  20كاهش 
بـت بـه ديسـك كنتـرل منفـي مشـخص        اگروباكتريوم تومه فشنز نس

هـاي   شود و براي اينكه نتايج قابل قبول باشد بايد در تمـام غلظـت   مي
بـاكتري در   108(هاي تهيه شده تقريباً تعداد مشـخص بـاكتري    عصاره
يـه  هـاي ته  بايد توجه داشت عصـاره  .وجود داشته باشد) ليتر هر ميلي

هاي مورد بررسي باعث مرگ بـاكتري نشـود زيـرا در     شده در غلظت
  .گردد غير اين صورت نتايج منفي كاذب ايجاد مي

به دست آمده براي عصاره الكلي حداقل  MICطبق      
بنابراين بررسي  ،تعيين شده mg/ml 10غلظت مهار رشد آن 

 mg/ml 10هاي كمتر از  كاهش تعداد تومورها در غلظت
  .تر خواهد بود مطمئن
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  آميزي با لوگل از رنگ) ب(و بعد ) الف(زميني قبل  نمايش تومورهاي تاجي شكل حاصل از آگروباكتريوم تومه فشنز بر ديسك سيب -1 شماره شكل
 

 بررسي فيتوشيمي عصاره الكلي كلاله و گلبرگ زعفران -1 شماره جدول
 

  ونوييدفلا  ساپونين  تانن آلكالوييد آنتوسيانين اندام گياه
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 ... بررسي اثر ضدتومور سيتوتوكسيسيتي
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هر نقطه مبين ميانگين درصد مهار . لبرگ زعفرانگودرصد مهار رشد توموري ناشي از اگروباكتريوم تومه فشنز توسط عصاره الكلي كلاله  -2 شماره شكل
  .باشد كه ميانگين درصد مهار نسبت به كنترل منفي سنجيده شده است عدد مي 12زميني مورد مطالعه در هر غلظت  هاي سيب تعداد ديسك. باشد مي SD+ رشد 
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  .باشد ميگو مي 30گلبرگ زعفران، هر نقطه مبين اثر بر روي كلاله و هاي مختلف عصاره الكلي  در مقابل غلظتدرصد مرگ و مير لاروها آرتميا  - 3 شماره شكل

  
  

عصاره الكلي گلبرگ خاصيت ضدباكتري تومه فشنز نشان      
  .كند در بررسي نتايج محدوديتي ايجاد نميدر نتيجه نداد 

لاله بر اي كه اثر ضدسرطاني عصاره الكلي ك در مطالعه     
بر روي  LC50 ،بررسي شده 1هاي سرطاني انسان روي سلول

مولار براي  ميلي 3بوده و  mg/ml 3/2هاي سرطاني  سلول

                                           
1 Hela cell 

  عصاره كلاله
 عصاره گلبرگ
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مولار براي  ميلي 3مولار براي سافرانال و  ميلي 8/0كروسين، 
در اين تحقيق كروسين به . است گزارش شدهپيكروكروسين 

  .]13[ت عنوان مهمترين ماده ضدسرطاني معرفي شده اس
يدي بوده و محلول يكروسين جزء گليكوزيدهاي كاروتنو     

در مطالعه ديگر اثر كروسين، كروستين . باشد در آب و الكل مي
متيل كروستين در مهار رشد و القاي تمايز سلولي لوسمي  و دي

به دست آمده  IC50پروميلوستيك بررسي شده است كه 
 8/0(وستين متيل كر و دي) ميكرومولار 2(كروستين 
  .]9[بوده است ) ميكرومولار 2(و كروسين ) ميكرومولار

شود كه محدوده دوزها  با مقايسه نتايج ذكر شده ديده مي     
كلاله  IC50(كه در اين مطالعه به دست آمده  IC50. متغير است

mg/ml 2/5 ( به مقدارLC50 اي كه بر  به دست آمده از مطالعه

تر است كه  نزديك) mg/ml 3/2(انجام شده  Hela cellروي 
 .اند هر دو بر روي عصاره اتانولي كلاله بررسي شده

  رود محدوده دوزهاي موثر به دست آمده به نوع  احتمال مي     

شود، بستگي داشته باشد و نتايج  هايي كه روي آن مطالعه مي سلول
به دست آمده از اين مطالعه حاكي از توافق و ارتباط بين سنجش 

  .است Hela cellزميني و مطالعه ذكر شده روي  ك سيبديس
 كلالههاي الكلي  عصارهدهد كه  نتايج اين تحقيق نشان مي     

باشند و  تني مي و گلبرگ داراي اثر ضدتومور به روش برون
 بيشتردر مهار رشد توموري نسبت به گلبرگ  كلالهتوانايي 

داراي سميت  كلاله همچنين اين تحقيق نشان داد كه. باشد مي
 .كمتري نسبت به گلبرگ است
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