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Abstract: 
Aims: Cadmium is one of the industrial and environmental pollutants which are potentially 
the production of free radicals. On the other hand it has an important role in DNA oxidative 
damage, mutagenesis, aging and cancer. This study investigated the protective effect of 
saffron on the rate of DNA breakage against cadmium contamination in the macrophage 
and lymphocyte cells. 
Methods: First, an appropriate numbers of macrophage obtained from peritoneum and 
lymphocytes from the spleens of mice. After confirmed alive, they were treatment with 
kMnO4 and cadmium in the presence and absence of saffron (in RPMI medium). We use 
Comet assay method to assay rate of DNA damage. 
Results: In normal cells, the average movement of DNA was 21.01±2.53 microns, while 
the cells were treated with kMnO4, cadmium and cadmium + extract (61.24±5.34; 
40.7±6.23; 32.03±3.84) respectively. And also amount of % DNA that remaining in the 
nucleus, respectively in normal cells, positive control, cadmium and cadmium + extract 
were (97.69±8.45; 18.54±4.28; 21.92±3.25; 87.05±7.46). 
Conclusion: The results of this study indicate the anti genotoxicity effects of saffron in 
protecting DNA against oxidative failure that is caused by cadmium. It seems likely that 
oral administration of this plant will be preventing of complications of these factors. 
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  چکیده:
کادمیوم از جمله آلاینده هـاي صـنعتی و محیطـی اسـت کـه       :اهداف

از طرفـی تخریـب اکسـیداتیو     گـردد  بالقوه باعث تولید رادیکال آزاد می
DNA ،هدف از . پیري و سرطان بازي می کند نقش مهمی در موتاژنز

زعفـران بـر میـزان محافظـت      مطالعه حاضر بررسی تاثیر عصـاره آبـی  
DNA        درمقابل شکسـت ناشـی از آلـودگی بـه کـادمیوم در سـلولهاي

  ماکروفاژ بود.
ابتدا سلولهاي ماکروفاژ به تعداد مناسب از صفاق و لنفوسیتها  ها:روش

از طحال موش سوري جدا شده و پس از تاییـد زنـده بـودن، آنهـا را در     
و کـادمیوم در حضـور و عـدم حضـور      kMnO4بـا   in vitroمحـیط  

مورد تیمـار قـرار داده و میـزان    RPMI) فران (در محیطعصاره آبی زع
مـورد ارزیـابی    Comet assayرا با اسـتفاده از روش   DNAشکست 

  قرارگرفت.
 2.53±21.01؛DNAدر سلول هاي نرمال متوسط حرکت  :هایافته

، kMnO4میکرومتر بود در حالیکه در سلول هاي تیمار شده با 
ن به ترتیب کادمیوم و کادمیوم+ عصاره آبی زعفرا

) بدست آمد. و هم 61.24±5.34;40.7±6.23;32.03±3.84(
سلول هاي  باقیمانده در هسته نیز بترتیب در DNA%چنین میزان 

  کادمیوم و کادمیوم+ عصاره آبی زعفران به ترتیب  ،کنترل مثبت ،نرمال
 ) بود97.69±8.4;18.54±4.28;21.92±3.25;87.05±7.46(

  عصاره آبی زعفران.
نتایج حاصل از این مطالعه بیانگر اثرات آنتی  گیري: نتیجھ

در مقابل  DNA ژنوتوکسیسیتی عصاره آبی زعفران در محافظت
شکست اکسیداتیو ناشی از کادمیوم است بنظر می رسد که مصرف 
خوراکی این گیاه احتمالا می تواند از عوارض ناشی از این عوامل 

  پیشگیري کند.
زعفران، روش کامت، کادمیوم، ماکروفـاژ، لنفوسـیت، شکسـت     :هاکلیدواژه

DNA    
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  مقدمه
کادمیوم بصورت هاي مختلفی در الاینده اي صنعتی وجو دارد و 
از مواد سمی و خطر ناك محسوب می شود. یکی از پیامدهاي 
ناخوشایند صنعتی شدن و تمایل به کسب درآمد بیشتر در 
کشورهاي دنیا افزایش آلایندگی و در پی آن بروز فجایع زیست 

  محیطی است. 
ل فرآیند ذوب، ریخته گري آلودگی آب با فلزات سنگین بدنبا

فلزات، استفاده از سوخت هاي فسیلی و دیگر فعالیت هاي 
صنعتی رو به گسترش است. بروز مشکلات بهداشتی در انسان 
به علت تجمع فلزات سنگین در بدن ناشی از تنفس و یا مصرف 

. آلودگی حاد با فلزات سنگین ]1[ مواد آلوده کزارش شده است
رگ فرد میشود اما آلودگی مزمن منجر به در کوتاه مدت باعث م

تجمع این فلزات در برخی از بافتها من جمله کبد و مغز 
  .]3 -2[استخوان میشود

استفاده از کادمیوم در جوشکاري هاي صنعتی و باتري سازي ها 
و استنشاق بخارات حاصله باعث افزایش میزان این عنصر سمی 

تولید رادیکالها ي آزاد و در خون شده و میتواند باعث افزایش 
  . ]4[استرس اکسیداتیو گردد

 (SH-)کامیوم به علت تمایل بالا به گروههاي سولفیدریل 
باعث غیر فعال شدن انتی اکسیدان هاي حاوي عامل سولفوري 
(تیول) می شود و با کاهش قدرت سیستم دفاع آنتی اکسیدانی 

طریق  منجر به آفزایش استرس اکسیداتیو می شود و ار این
  .]5[باعث القاء سمیت کبدي و کلیوي می گردد

 ) ROSاسترس اکسـیداتیو ناشـی از رادیکالهـاي آزاد اکسـیژن (    
عاملی است که میتواند منجر به شکست تک زنجیره و دو زنجیره 

DNA       می شود که خـود اولـین مرحلـه در بیماریهـاي دژنراتیـو
ــت.    ــري اس ــرطان و پی ــر س ــانی نظی ــرایط  ROSانس ــا در ش ه

ــل     فی ــاع در مقاب ــر دف ــف نظی ــک مختل ــوژیکی و پاتولوژی زیول
القاء مـرگ   ،تکثیر سلولی ،میکروارگانیسم هاي، متابولیسم سلولی

پاسخ  سلولی و آلودگی ناشی از صنایع و نیز دود سیگار و همچنین
از  CD). کـادمیوم ( ]1[به عوامل محیطی خاص تولید مـی شـود  

مسـتقیم از طریـق   است که بطور غیـر   جمله عوامل سرطانزاست
تخلیه سیستم آنتی اکسیدانی سلول منجر بـه تولیـد رادیکالهـاي    

تا کنون مواد مختلفی تحت عنـوان پـاك    آزاد در سلول می گردد.
مهـار کننـده مـرگ سـلولی و عوامـل       ،رادیکـال آزاد  کننده هاي

فارماکولوژیکی توکسیک به منظور کاهش اثرات سمی اکسـیدانها  
 ـ  رون تنـی مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه      در شرایط درون تنـی و ب

هم چنین اثرات مثبت حفاظتی آنتی اکسـیدان هـاي   ]12-7[است
، گلوتـاتیون و معرفهـاي   Cویتـامین  ،Eمختلف از جمله ویتـامین  

استیل سیستئین بر علیـه   -Nتیولی دیگر نظیر دي تیو تریتول و 
. از ]14، 13[سمیت ناشی از عوامل اکسیدان گزارش شـده اسـت   

ه اثرات حفاظتی عصاره آبی زعفران درشکست دو زنجیـره  آنجا ک
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DNA  ناشی از مصرف داروهاي ضد سرطان و نیز اثر مهاري آن
، 15[گزارش شده است در مقابل ژنوتوکسیسیتی ناشی از بنزوپیرن

در مطالعه حاضر اثر حفاظتی عصاره آبی زعفران روي سمیت  ]16
و  لول هاي ماکروفـاژ در س ناشی از آلودگی با کادمیوم کلراید ژنی

لنفوسیت بعنوان مهمتـرین عوامـل درتوانمنـدي سیسـتم ایمنـی      
سلولی در موش سوري ارزیابی شد لذا اثر حفـاظتی عصـاره آبـی    
زعفران روي ماکروفاژ ها و لنفوسیت هاي جدا شـده در دوزهـاي   

  مختلف مورد مطالعه قرار گرفت.
  

  هاروش
 30-25(متوسـط وزن   balb/cنـژاد   موش آزمایشگاهی کوچـک 

گرم) ازخانه حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه بقیـه االله (عـج)، گـروه    
آگــارز بــا نقطــه ذوب پــایین  ،فیزیولــوژي خریــداري شــد. آگــارز

)LMPA   ،ــد ــدیوم برومایــ  ،RPMI-1640 ،EDTA)، اتیــ
 .Stاز شـرکت سـیگما(   PBS ،تریپـان بلـو   ،هیدروکسید سـدیم 

Louis, MO, USA ایر مـواد شـیمیایی   ) خریداري گردیـد. س ـ
مورد استفاده با درجه خلوص بالا از شرکت مـرك تهیـه گردیـد.    
عصاره آبی زعفران نیـز از آزمایشـگاه فیزیولـوژي دانشـگاه بقیـه      

  االله(عج) (دکتر صحرایی) دریافت شد.
  جدا سازي ماکروفاژ ها و لنفوسیت

شستشوي صفاق موش سوري بوسیله  سلول هاي ماکروفاژ توسط
PBS لنفوسیت در شرایط استریل با تزریق و  استریل و سلولهاي

استریل به طحـال مـوش سـوري جمـع آوري      PBSتخلیه توام 
  گردید.

Viability تشخیص  ٪95ها با استفاده ازتریپان بلو حدود  سلول
ــد ــا  ]17[داده ش ــلولها را ب ــو داده و  RPMI 1640. س شستش

 RPMIسـلول در محـیط   1061شـمارش شدند.سـپس تعـداد    
  جهت ادامه کار تهیه گردید.ml1با حجم نهایی  1640

  هاتیمار سلول
تهیه محلولها و غلظت هاي مختلف کادمیوم بر اسـاس مطالعـات   

.در این مطالعه میـزان ژنوتوکسیسـیتی   ]20-18[قبلی ما انجام شد
کادمیوم کلراید در حضور و عدم حضـور   M300ناشی از غلظت 

 0 ،-0/.5عصاره آبی زعفـران(   ]mM 100 ،50 ،25( غلظت هاي
ساعت انکوباسیون) تعیین شد. بـه سـلول هـاي کنتـرل و      0/.5و 

تنها دریافت کرده بودند به طور همزمان حجـم   Cdسلولهایی که 

بـه   mM25 ./KMno4افـزوده شـد. از غلظـت     PBSمساوي 
عنوان کنترل مثبت در شرایط مشابه سایر گروهها استفاده گردید. 

سلولها  قابلیت زنده بودن و حیات کوباسیون مجدداپس از پایان ان
  تعیین و از آنها جهت بررسی ژنوتوکسیسیتی استفاده شد.

میزان شکست تک زنجیـره و   :DNAشکست  میزانتعیین 
. ]21[ سنجیده شـد  Comet assayبه روش  DNAدو زنجیره 

از  ٪/.6محلـول   از سلولها را پس از تیمـار بـا   25 ،بطور اختصار
LMPA  درPBS   به حجـم500   رسـانده و75   از آن را کـه

سلول بود روي مرکز اسـلایدي کـه قـبلا بـا      1000-500حاوي 
قرار داده شد و در تـاریکی و دمـاي    پوشانده شده بود ٪5آگارروز 

سپس به منظور شکست غشاي سلول و غشـاي   اتاق خشک شده
ي هسته، اسلایدها را به مدت یک ساعت درشرایط تاریکی و دمـا 

C º 4گردید. پس از قرار دادن اسـلاید در   در بافر لیز کننده تیمار
دو زنجیـره اي   به منظور باز شدن رشـته  pH=13محلول سود با 

DNA،    ولـت بـه    0/7اسلاید ها در محیط قلیایی و ولتـاژ ثابـت
دقیقه الکتروفورز شدند.  45به مدت  ازاي هر سانتی متر مربع ژلوز

اسلایدها که با قـرار دادن آنهـا در بـافر     pH پس از خنثی نمودن
آنها را در دماي اتاق قرار  ،دقیقه)صورت پذیرفت 15خنثی کننده (

داده تا خشک شوند و سپس با افزودن محلـول اتیـدیوم برومایـد    
ناشی از میـدان   DNAمیزان حرکت  ،DNAجهت رنگ آمیزي 

مهـا  الکتریکی با استفاده از میکروسکوپ فلورسانت تعیـین و از لا 
فاکتورهـاي   comet scoreعکس گرفته شد. با کمک نرم افزار 

 ,DNA )Tail lenght , %DNA in Tailشـاخص شکسـت   

Head diameter, %DNA in head( .بطور کمی تعیین گردید  
  آنالیز آماري

گزارش شد و داده ها با اسـتفاده از   meanSDنتایج به صورت 
t-test َ و ANOVA   براي مقایسه تغییرات متغییرها در غلظـت

بـه   p0.03هاي مختلف مورد تجزیـه و تحلیـل قـرار گرفـت.     
  عنوان معنی دار بودن نتایج در نظر گرفته شد.

  

  نتایج
کـه بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ      cometاسلاید هاي حاصل از 

فلورسانت مورد ارزیابی قـرار گرفتـه بودنـد جهـت تعیـین میـزان       
  ) 1:شکل( شاخص ها با کمک نرم افزار از آنها عکس گرفته شد.
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 comet scoreبا کمک نرم افزار  نتایج حاصل از بررسی تصاویر
) در شرایط برون M 300کادمیوم با غلظت ( بیانگر آن است که

می  DNAتنی به طور معنی داري موجب شکست هر دو زنجیره 

شود بطوري که میزان متغییرهاي مورد سنجش قابل مقایسـه بـا   
به عنوان یـک عامـل اکسـیدان     KMno4مقادیر حاصل از تاثیر 

  : الف و ب).2(شکل قوي و کنترل مثبت است
  

  .Comet assayدر مقایسه با سلول نرمال با استفاده از روش  mM25 (./KMno4و M 300 (Cd  ) (شاخص هاي ژنوتوکسیسیتی ناشی از آلودگی با  )2شکل
   µMبر حسب  Tail Lengthو  Comet Length , Head Diameterالف: مقایسه 

  ٪بر حسب  DNA in tail%و  DNA in head%ب: مقایسه 
 

 
 

  )الف
  

 

 

 ج و

 ب ه

 الف د



 213آلودگی با کادمیوم کلراید درسلول ماکروفاژ و لنفوسیت موش سوري بر ژنوتوکسیسیتی ناشی از بررسی تاثیر حفاظتی عصاره آبی زعفران   ___________   

Q Horizon Med Sci   Vol. 18, No. 5 (supplement), winter 2013 

0

20

40

60

80

100

120

MQ.%DNA in
Head

MQ.%DNA in
Tail

Lym.%DNA in
Head

Lym.%DNA in
Tail

DN
A%

 ِ◌

MnSo4 Cd Normal

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

post- treatment

same-time treatment

pre- treatment

 

 

 

 

 ب)

 

 

 

n=100  p<0.03 p<0.001 
  

شاخص هاي مورد  Cdبا افزودن عصاره آبی زعفران قبل از آلودگی با 
 , Tail length , %DNA in Tail, Head diameter سنجش

%DNA in head به طور معنی داري کاهش نشان می دهند که (
).3مثبت عصاره آبی زعفران است (شکلبیانگر تاثیر 

  
در سلول ماکروفاژ و لنفوسیت با استفاده از روش  M 300 (Cd (بر میزان ژنوتوکسیسیتی ناشی از آلودگی با  : مقایسه تاثیر تک دوز عصاره آبی زعفران3شکل

Comet assay ،همزمان و پس تیمار با کادمیوم. بصورت پیش تیمار 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

n=100  p<0.03 p<0.001 
 

نیز موجب کاهش تـاثیرات سـمی    Cdافزایش همزمان عصاره با 
Cd   آلـودگی بـا   می شود ولی در مقایسه با افـزایش قبـل از Cd 

 Tail length تاثیرات ضعیف تري مشاهده گردید. بطـوري کـه  
 DNA in% تفاوت معنـی داري را نشـان نـداده ولـی در مـورد     

Tail و%DNA in head   تفاوت ها معنی دار بوده است. نتـایج
حاصل بیانگر آن است که افزایش عصـاره آبـی زعفـران پـس از     

ثیر معنـی داري را ایجـاد   هیچ گونه تا Cdانکوباسیون سلول ها با 
نمی کند. بنابر این به نظر می رسد که عصاره آبی زعفران توانایی 

را دارا است ولـی   Cdتوسط  DNAپیش گیري از ایجاد شکست 
  توانایی حذف اثرات ایجاد شده را ندارد.  

به منظور بررسی تاثیر وابسـته بـه دوز عصـاره آبـی زعفـران      
نتـایج بیـانگر    ،ده شـده غلظت هاي مختلف عصاره به کار بـر 

ضد ژنوتوکسیسیتی عصاره آبی زعفران  افزایش اثرات حفاظتی
است ولی با بـه کـار گیـري غلظـت      50و  25در غلظت هاي 

 به نسبت افزایش غلظت کاهش اثرات مشاهده نمی گردد 100
  .)2و1(جدول

  
  

ظ
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در سلول ماکروفاژ با استفاده از  M 300 (Cd (مقایسه تاثیر غلظت هاي مختلف عصاره آبی زعفران (پیش تیمار) بر میزان ژنوتوکسیسیتی ناشی از آلودگی با  )1جدول
 Comet assay. (mean ±SD)روش 

 Normal Cd Cd+Saffron 
(25mM) 

Cd+Saffron 
(50mM) 

Cd+Saffron 
(100mM)  

kMnO4  

Comet length(μm)  21.7±3.15 39.65±6.3 35.7±4.17  31.45±2.73* 30.62±3.19* 59±5.7 
Head Diameter(μm) 33.75±4.31 17.78±4.38 21.9±2.76*  27.45±3.14** 25.2±4.8* 11.87±5.39 
Tail length(μm) 0.35±0.11  13.7±5.1 12.45±3.4 9.75±2.31** 11.1±3.87 24.69±3.5 
%DNA in Head 97.13±2.2  23.46±5.8 72.24±12.57** 84.56±6.9** 88.91±8.47** 15.68±5.5 
%DNA in Tail 1.87±0.47 75.43±12.83 28.27±4.65 12.03±4.21 17.23±3.65 90.65±4.8 
n=100  p<0.03 p<0.001 

  
در سلول لنفوسیت با استفاده  M 300 (Cd (مقایسه تاثیر غلظت هاي مختلف عصاره آبی زعفران (پیش تیمار) بر میزان ژنوتوکسیسیتی ناشی از آلودگی با  )2 جدول

 Comet assay. (Mean ±SD)از روش 
 Normal Cd Cd+Saffron 

(25mM) 
Cd+Saffron 

(50mM) 
Cd+Saffron 

(100mM)  
kMnO4  

Comet length(μm) 20.32±2.45 41.76±5.6 36.51±3.24  32.62±4.74* 31.32±1.9* 63.49±5.9 
Head Diameter(μm) 29.68±6.37 15.19±3.64 19.65±4.28  25.56±2.76** 26.29±3.65**  10.71±4.16 
Tail length(μm)  0.42±0.95 16.23±1.7 13.38±5.42 10.72±3.89** 11.98±2.29* 27.41±4.2 
%DNA in Head 98.25±1.1  20.39±7.3 70.64±4.58** 79.56±3.97** 85.19±6.6** 12.4±5.34 
%DNA in Tail 2.12±0.65 83.61±7.54 32.49±2.8** 15.44±6.31** 20.19±5.4** 93.74±3.26 
n=100  p<0.03 p<0.0 

  

  بحث
تحقیقات در زمینه اثر زعفران روي سلولهاي نئوپلاستیک در یک 
دهه گذشته بیانگر اثر ضـد سـرطانی و ضـد تومـوري زعفـران و      
 ترکیبات حاصل از آن درشرایط برون تنی و درون تنی بوده اسـت 

تجویز خوراکی عصاره آبی زعفران با روش وابسـته بـه    .]21-23[
 ارسـینوم آسـیت ارلـیخ   ک ،دوز باعث مهار رشد تومور آسیت موش

)EAC (، آسیت هاي دالتون لنفوما )DLA شده و طول زندگی (
موش تیمار شده را دو تا سه برابر افـزایش مـی دهـد. در مطالعـه     
ــیک و     ــرات ژنوتوکس ــین اث ــمی کروس ــر دوز غیرس ــابه دیگ مش

 C3H1OT1/2) را در رده سـلولی  BPنئوپلاستیک بنزوپیرین (
ن مطالعات مختلف درون تنی نشـان  . بنابرای]24[ را مهار می کند

می دهد که عصاره آبی زعفـران و اجـزاء خـالص شـده آن بطـور      
معنی دار طول زندگی حیوانات مبتلا به انواع تومورهـا را افـزایش   
می دهند اما هنوز مکانیسم اثـر آنتـی کارسـینوژنیک آن توضـیح     
داده نشده است. این مطالعه بـه منظـور ارزیـابی نقـش احتمـالی      

ه آبی زعفران در کاهش اثرات ژنوتوکسیسیته عوامل جهش عصار
بیانگر آن اسـت کـه عصـاره     زا و سرطانزا انجام شد. نتایج مطالعه

حاصل از  DNAآبی زعفران موجب کاهش معنی دار در شکست 
کلرایددر ماکروفاژ و لنفوسیت موش می شـود.   آلودگی با کادمیوم

ش سیسـتم آنتـی   چون کادمیوم بطور غیر مستقیم از طریق کـاه 
می  DNAموجب شکست زنجیره هاي  ROSاکسیدان و تولید 

احتمالا عصاره آبی زعفران به عنوان عامل آنتی اکسیدان از  ،شود
چون تیمار سلول هـا بـا عصـاره     .جلوگیري می کند ROSتولید 

آبی زعفران قبل از آلودگی با کادمیوم موجب کاهش معنی دار در 

T. Length  و%DNA.T   مــی شـود و طــولTail  و میــزان
DNA        داخل هسـته آن بـه عنـوان شـاخص از میـزان شکسـت
DNA   و خروج آن از هسته است لذا بیانگر کاهش معنـی دار در

 30است. ولی با تیمـار همزمـان و یـا     DNAشکست دو زنجیره 
دقیقه پس از آلودگی با کادمیوم تغییرات معنی داري مشاهده نمی 

هنده اثرات پیشگیرانه عصـاره آبـی زعفـران    شود. این نتایج نشاند
است و تاثیر چندانی در حذف و یا درمان اثرات ایجاد شده نـدارد.  
اثرات مشابهی در مطالعـه اي دیگـر بـا اسـتفاده از عصـاره آبـی       
زعفران به همراه عصاره سیر صورت گرفته کـه نتـایج آن بیـانگر    

ت و اثرات آنتی ژنوتوکسیسیتی روي سلول هاي مغـز مـوش اس ـ  
سیر به عنوان یک عامل آنتی اکسیدان موجب تقویت اثر حفاظتی 

    .]26[ زعفران می شود
  

  گیري:  نتیجه
با توجه به موارد مشاهده شده احتمالا از زعفران به عنوان مکمـل  
غذایی جهت جلوگیري از بروز عوارض ژنوتوکسیسیته مربـوط بـه   

  کار برد. کارسینوژن هاي محیطی و از جمله کامیوم می توان به
  

  تشکر و قدر دانی
از کلیه عزیزان کـه مـارا در انجـام ایـن پـژوهش یـاري کردنـد        
سپاسگزاریم. از سرکار خانم دکتر مهوش جعفـري مـدیر محتـرم    
گروه بیوشیمی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشـکی بقیـه االله   

دادنـد تشـکر و قـدر    که امکانات و لوازم لازم را در اختیار ما قرار 
  ماییم.می ندانی 
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