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 چكيده

از:هدف به هدف بر اين پژوهش بررسي اثر كروسين . ساز موش استي بنيادي اسپرمها سلولروي عنوان يكي از مواد فعال زيستي زعفران

و روش  DMEM/F12كشـت در محـيط Balb/C بنيادي اسپرماتوگوني موش نوزاد نژاديها سلولاين مطالعه آزمايشگاهيدر:ها مواد

روز تيمـار شـدند بـراي شناسـايي12و6مـدتبه) ميكروگرم بر ميلي ليتر40،20،10،5،5/2(هاي كروسين كشت داده شده با غلظت

ازي بنيادي از آزمون آلكالين فسفاتاز،ها سلول و DAPI، دين اورنـجيي زنده از آزمون اكرها سلول، تشخيص MTTتست بررسي سميت

شد DCF-DAاز آزمونتپتانسيل آنتي اكسيدان تست دانكن صـورت  ANOVA آزمون،SPSS آناليز آماري توسط نرم افزار. استفاده

و شد نظر دار در معني>05/0p گرفته .گرفته

ايـن. سـاز اعمـال نكـردي بنيادي اسپرمها سلولگيري بر روي ليتر سميت چشمميكروگرم بر ميلي20 هاي زيركروسين در غلظت:نتايج

از كشتپس6ليتر كروسين در روز ميكروگرم بر ميلي40و20تحت تاثير دوزهاي ساز اسپرمي بنياديها سلولحالي است كه زيستايي در

و در روز24و21ميزان به  ميكروسـكوپ توسـط هـا سـلول بـودن زنـده بررسـي هچنين.درصد كاهش يافت41و29ميزانبه12درصد

5،10،5/2( هـاي غلظـتدررا كروسـينيتاكسـيدان آنتيو محافظتي اثر فلوريمتري توسطيتاكسيدانآنتي پتانسيل بررسيو فلورسانس

.داد نشان روز6از بعد كروسين) ليتر ميليبر ميكروگرم

مي:نتيجه گيري بر كروسين ازي بنيادي اسپرمها سلولروي تواند اثر حفاظتي برطريق ساز موشي داشته باشد كه زيسـتايي حداقل تاثير

و ميرو كاهشها سلول مييسلولمرگ .كند اثر خود را ايفا

 هاي بنيادي اسپرماتوگوني، سلوليس، آپوپتوزتكروسين، آنتي اكسيدان:واژگان كليدي
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 مقدمه
شمار به زنانو در مردان مهم مشكلات از يكي ناباروري

كه رود، به گونه مي  اپيدميولوژيكو شواهد باليني اي
عوامل).1(اند را تائيد نموده مردان در ناباروري افزايش

پرتوهاي يونيزان هاي مغناطيسي، متعددي همچون ميدان
و برخي داروها منجر به افزايش  و استعمال دخانيات

 از طرفي با توجه به موثر بودن.شوند ناباروري در مردان مي
مردان، باروري در افزايش ميزان گياهي داروهاي برخي

كه تحقيقات گسترده اي براي كشف مواد فعال زيستي
صورت گرفته بر مشكل ناباروري مردان غلبه كنند، بتوانند
به).3و2(است  از جنبه ديگر، در بيماراني كه مبتلا

و تحت روش و سرطان هستند هاي درماني شيمي درماني
پرتو درماني قرار مي گيرند، اسپرم آسيب ديده افزايش 

در شود، از اين يافته كه منجر به ناباروري مي رو دانشمندان
اسها سلولتلاشند كه با غني سازي  ساز راه پرمي بنيادي

.)4(حلي براي رفع اين مشكل پيدا كنند 
و بيضه داراي پتانسيل خود ساز اسپرمهاي لوله بازسازي

ها سلولي زاياي اسپرم هستند، بنابراين اينها سلولتوليد 
.)2(توانند نقش مهمي در درمان ناباروري داشته باشند مي

و كشت ي بنيادي اسپرماتوگونيها سلولجداسازي
به مي تواند نقش مهمي در درمان ناباروري بيماران مبتلا

و تحت درمان با روش و سرطان بوده  هاي شيمي درماني
رو دانشمندان از اين.)5(پرتو درماني هستند ايفا كند

وها سلولبراي جداسازي  تمايز نيافتهي اسپرماتوگوني
و براي شناسايي آن ها از ماركرهاي بسيار تلاش كرده

.)6( اندي استفاده كردهخاص
حدود هشت درصد از جمعيت كشور ايران دچار مشكل

و حدود نيمي از مشكلات ناباروري به علت ناباروري بوده
مينقص در فاكتور در).8و7(باشد هاي مردانه

مي پيشرفت دهند هاي اخير طب باروري، مطالعات نشان
فاكتور مهمي) هاي فعال اكسيژن گونه( ROSتوليد بالاي

و يكي از است كه باعث اختلال در عملكرد اسپرم شده
مي معضلات ناباروري در مردان به در مردان. آيد حساب

در مايع مني وجود ROSنابارور مقدار زيادي از فاكتور 
به دارد كه ممكن است يكي از دلايل ناباروري آن حساب ها

).10و9(آيد 
كه ROSتوليد كننده در شرايط فيزيولوژيك اسپرم بوده

نقش مهمي در عملكرد اسپرم در طي ظرفيت يابي اسپرم، 
و الحاق اووسيت ايفا مي طي. كند واكنش آكروزومي در

ها در مايع مني شرايط استرس، ميزان توليد اين راديكال
و سيستم افزايش يافته كه عدم تعادل در توليد اين راديكال ها

فسفريلاسيون كمتر از حد معمولي موجبتآنتي اكسيدان
و  و بقا آكسونم، پراكسيداسون ليپيد، از دست دادن تحرك

).11(شود نهايتا بروز آسيب به سيستم توليدمثلي مي
و فعال ROSسطوح پايين براي برخي عملكردهاي سلولي

،شدن برخي از مسيرهاي سيگنالينگ سلولي ضروري است
هاي جدي تواند آسيبميها اما سطوح بالاي اين راديكال

و اثرات مخربي بر تكوين  در عملكرد سلول ايجاد نموده
ب. اوليه جنين القا كند ضدهبنابراين كارگيري تركيبات

كه از فعاليت مخرب)تآنتي اكسيدان(اكسيداتيو 
به راديكال مي هاي آزاد جلوگيري كنند، ضروري رسد نظر

عوامل آنتي رو مطالعات بر روي از اين).13و12(
بهتاكسيدان هاي سوخت منظور جلوگيري از آسيبي جديد

و  و ساز سلول اسپرم ممكن است باعث افزايش تحرك
و افزايش ظرفيت لقاح يابي شود ).9(مورفولوژي طبيعي

و داراي زعفران يك گياه چند ساله از خانواده زنبقيان
و آنتي اكسيدان يتخاصيت ضد سرطاني، ضد التهابي

به)14و13(شدبا مي طور گسترده در كشورهاي هند، كه
و به يونان، ايران، اسپانيا، فرانسه و عنوان غيره كشت شده

و محرك  ضد اسپاسم، سهل الهضم، ضد درد، ضد نفخ
و به و داروي غرايز جنسي در طب سنتي يك معدي عنوان

تحقيقات نشان).16و15(شود ادويه غذايي استفاده مي
و ناتواني جنسي داده اند  كه زعفران در درمان ناباروري

با توجه به كاربرد زعفران).18و17(نقش موثري دارد 
ي بنياديها سلولعنوان يك طعم دهنده غذايي، اهميت به

اسپرماتوژنيك در درمان ناباروري، آسيب پذيري بالاي اين
و لزوم شناساييها سلول در برابر تركيبات مختلف

و آنتي اكسيدانتركيبات طبيع كهتي داراي اثر حفاظتي ي
ي اسپرماتوژنيك وارد كنندها سلولكمترين سميت را بر

در اين پژوهش تجربي آزمايشگاهي، سميت كروسين.)8(
بر به عنوان يكي از مواد فعال زيستي موجود در زعفران

موشي مورد بررسي قرار ساز اسپرمي بنياديها سلولروي 
.گرفت

و روش ها مواد

و كشت براي:ساز اسپرمي بنياديها سلولجداسازي
به. اين منظور، دو مرحله هضم آنزيمي صورت گرفت

نر اين بي10صورت كه موش هوش شده، بافت بيضه روزه
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و داخل محلول حاوي آنتي بيوتيك PBS موش جدا شده
تا 100 سپس به بافت تكه تكه شده،. شستشو داده شد

و 200 دقيقه داخل15ميكرو ليتر كلاژناز اضافه شده
دقيقه15 پس از گذشت. قرار داده شدCO2 انكوباتور 

بيوپسي بافت بيضه از داخل انكوباتور خارج شده، به آن 
و به دقيقه داخل انكوباتور10 مدت تريپسين اضافه شده

ميكرو 100سوسپانسيون سلولي سانتريفوژ شد،. قرار گرفت
و درون DMEM-F12 درصد10ليتر محيط  اضافه شد

شد2/0پليت كوت شده با ژلاتين  از. درصد كشت داده پس
بهها سلوليك شبانه روز محيط رويي  و ها سلولخارج شده

نانوگرم20ميزان محيط حاوي فاكتور رشد فيبروبلاستي به
و سرم ده درصد افزوده شد  ).4(بر ميلي ليتر

براي شناسايي:ي فعاليت آلكالين فسفاتازارزياب
و4، ساز اسپرمي بنياديها سلول روز بعد از جداسازي

10دقيقه در معرض فرمالين10مدتبهها سلولكشت، 
پس درجه سانتي4درصد در دماي گراد قرار داده شدند،

دو بار شستشو =pH)٩/٨(از آن توسط محلول تريس 
و به آن سوبستراي نفتل فسفات  و نمك ويوله01/0شدند

و06/0 در30 مدتبهدرصد اضافه شد انكوباتور دقيقه
و در زير2سپس. قرار گرفت بار با آب شستشو داده شد

 ساز اسپرمهاي سلولي بنيادي ميكروسكوپ معكوس توده
).20(مورد بررسي قرار گرفت
و تاييد:ها گروه بندي آزمايش پس از جداسازي

، جهت بررسي اثر ساز اسپرمي بنياديها سلولاستخراج 
هاي كنترل در گروهها سلول،ها سلولكروسين بر روي اين

هاي هاي تيماري تحت تاثير غلظتو گروه) فاقد تيمار(
يكروگرم بر ميليم40،20،10،5،5/2(مختلف كروسين 

مي)ليتر .شوند تقسيم بندي
جهت: MTTرسي سميت كروسين توسط آزمون بر

ي بنياديها سلولبررسي سميت كروسين بر روي 
 DMEM-F12در محيط كشتها سلول، اين ساز اسپرم

صد10حاوي) شركت ايده زيست، ايران( 1و FBSدر
، Gibcoشركت( درصد پني سيلين استرپتومايسين

داده گراد كشت درجه سانتي37درون انكوباتور)آمريكا
 با استفاده از روش كروسين سميت سلوليو شدند

MTT)شركتApplichemمورد ارزيابي قرار)، آلمان
خانه كشت96پليتدرها سلولمنظور براي اين. گرفت

و با غلظت ،40،20،10( كروسينهاي مختلف داده شدند

تيمار روز12و6 مدتبه) ليتر يكروگرم بر ميليم5،5/2
در4 مدتبهها سلولاز اين مدتپس. شدند ساعت

قرار گرفته) ليتر ميلي گرم بر ميليMTT )5معرض رنگ 
حل كردن كريستال DMSOو  به جهت هاي فورمازان

درها سلول و جذب نانومتر توسط 560اضافه شد
شد)، آمريكاEpochشركت(اسپكتروفتومتر  .)12(خوانده

و/ آزمون اكريدين اورنج :DAPIپروپوديوم ايدايد
يوم ايدايد براي تشخيصيدپروپ/ اكريدين اورنج آميزي رنگ

بهها سلول و مرده ميي زنده بهكار يها سلولكه طوري رود
بهها سلولزنده به رنگ سبز، و نكروزه ترتيبي آپوپتوزي

و قرمز قابل تشخيص هستند  .)21(به رنگ زرد، نارنجي
هاي غلظتباها سلولتيمار پس از روز6 براي اين منظور،

و تيمارها سلولمختلف كروسين، به  10ي گروه كنترل
و پروپوديوم ايدايد ميكروليتر10ميكروليتر اكريدين اورنج
و زيستايي  در زير ميكروسكوپها سلولاضافه شده

.مورد بررسي قرار گرفت فلورسانس
به DAPI آميزي رنگ ژي منظور بررسي مورفولو نيز كه

ب ميههسته يها سلولروز پس از تيمار، بر روي6رود، كار
و و گروه كنترل تيمار متانول جهت تثبيت افزوده شده

ليتر ميكروگرم بر ميلي50سپس در معرض رنگ با دوز 
و در زير ميكروسكوپ فلورسنت مورد بررسي  قرارگرفته

.قرارگرفتند
برتتعيين ظرفيت آنتي اكسيدان ي كروسين

در 500000تعداد:ساز اسپرمي بنياديها سلول سلول
و 96 پليت ساعت توسط24 گذشت از بعد خانه كشت

 روز6 از بعد. هاي مختلف كروسين تيمار شدند غلظت
وها سلولمحيط رويي  معرضدرها سلول برداشته شده

30 برايگراد سانتيدرجه37 در2O٢H ميكروليتر 50
به.دقيقه انكوبه شدند كفها سلولسپس ي

ميكرو مولار اضافه شد، دور پليتDCFH-DA 5پليت
و شدت فلورسنس   DCFفويل آلومينيومي پيچيده شده

.)22(توسط فلوريمتر مورد بررسي قرار گرفت

 آناليز آماري
 طرفه، آزمون يكSPSSآناليز آماري توسط نرم افزار

ANOVA صورتها مقايسه داده منظور تست دانكن به
و در مقايسه گروه  هاي تيماري با گروه كنترل سطح گرفته

05/0p<دار در نظر گرفته شد معني.
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 نتايج
:ساز اسپرمي بنياديها سلولجداسازي

كه نتايج آزمون فعاليت آلكالين فسفاتازي نشان داد
روز4ي بنيادي اسپرماتوژنيك پس از گذشتها سلول
هايي را ايجاد نمودند كه يه رنگ آبي مايل به بنفش كلوني

در. قابل تشخيص بودندها سلولاز ساير  ظهور رنگ آبي

بالاي هاي سلولي كف پليت نشان دهنده فعاليت كلوني
ي بنياديها سلولهاي سلولي آلكالين فسفاتازي توده

است كه از بارزترين ماركرهاي سلول بنيادي ساز اسپرم
مي به كه.روند شمار ي سرتوليها سلولاين در حالي است
.)1 شكل( عنوان كنترل منفي جذب رنگ را نشان ندادند به

نر هاي بنيادي اسپرم مورفولوژي سلول:A:1شكل به4روزه10ساز موش ). آميزي بدون رنگ(هايي قابل مشاهده است صورت كلوني روز پس از كشت كه
B:بزرگنمايي) آميزي پس از رنگ(ساز موشي است هاي بنيادي اسپرم روز پس از كشت كه بيانگر فعاليت آلكالين فسفاتازي سلول4ظهور رنگ آبي

١٠٠×.C:به سلول و رنگ آلكالين فسفات هاي دوكي شكل سرتولي كه مشاهده زير ميكروسكوپ. از را جذب نكردندعنوان كنترل منفي استفاده شده
.400×معكوس، بزرگنمايي 

دو ساز اسپرمي بنياديها سلولبررسي مورفولوژي در طي
 DMEM-F12در محيطها سلولهفته از كشت اين 

از3 ساز اسپرمي بنياديها سلولنشان داد كه روز پس
هايي اتصال يافته به لايه سلولي صورت توده كشت، به

، قابل)ي سرتولي دوكي شكلها سلولاحتمالا(زيري 
ازها سلولروز پس از كشت اين4. مشاهده هستند قبل

درها سلولانجام آزمون آلكالين فسفاتاز موروفولوژي اين 
و كلوني زير ميكروسكوپ معكوس مورد بررسي قرار گرفت

اسها سلول بهپي بنيادي شد رماتوژنيك . وضوح مشاهده
و كندن تكها سلولپس از پاساژ سلولي از كف پليت،

و در  لايه فيبروبلاستي در كف ظرف مشاهده نشد
بهها سلولحالت اين صورت مثلثي كشيده به كف پليتي

د ي بنياديها سلولكهر حاليچسبيده بودند،
شكل مشاهده شدند اتوژنيك با مورفولوژي دايرهاسپرم . اي

 ساز اسپرمي بنياديها سلولهمچنين پس از پاساژ تمايل
).2شكل(خوبي قابل مشاهده بود به ايجاد كلوني به

به3ساز هاي بنيادي اسپرم سلول)A:2شكل هاي سرتولي دوكي احتمالا سلول(هايي اتصال يافته به لايه سلولي زيري صورت توده روز پس از كشت،
به روز پس از كشت كه توده4هاي بنيادي اسرماتوژنيك كلوني سلول)B،٢٠٠×بزرگنمايي.، قابل مشاهده است)شكل مي ها را دهد وضوح نشان

به سلول)C، ١٠٠×بزرگنمايي  هاي بنيادي اسپرماتوژنيك كه سلول صورت مثلثي شكل به كف پليت چسبيده در حالي هاي سرتولي پس از اولين پاساژ
به هاي بنيادي اسپرم تمايل سلول)D،�٠٠×بزرگنمايي. شوند با مورفولوژي دايره اي شكل مشاهده مي خوبي قابل ساز به ايجاد كلوني پس از پاساژ اول

.400×معكوس، بزرگنمايي مشاهده زير ميكروسكوپ. مشاهده است
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 آزمون سميت سلولي
كه كروسين در غلظت نشان داد MTTهاي آزمون يافته

12و6ليتر در روزهاي ميكروگرم بر ميلي20هاي زير 
ي بنياديها سلولگيري بر روي سميت چشم پس از كشت

. اعمال نكرد) فاقد تيمار(نسبت به گروه كنترل ساز اسپرم

ي بنياديها سلولاين در حالي است كه زيستايي
ميكروگرم بر ميلي40و20تحت تاثير دوزهاي ساز اسپرم

به6تر كروسين در روز لي 24و21ميزان پس از كشت
و در روز مي12درصد درصد در مقايسه41و29زان به

.)1نمودار( با گروه كنترل كاهش يافت

از هاي بنيادي اسپرم اثر كروسين بر زيستايي سلول:1نمودار و (A)روز6ساز پس نتايج نشان داد كه دوز هاي . MTTتوسط (B)روز تيمار12تيمار
در. ساز ندارد هاي بنيادي اسپرم ميكروگرم بر ميلي ليتر كروسين تاثيري بر زيستايي سلول20 كمتر از  نتايج نشان دهنده اين مطلب است كه كروسين

مي هاي بنيادي اسپرم درصد به بالاي سلول80روز پس از تيمار موجب بقاي12و6ليتر ظرف ميكروگرم بر ميلي10هاي زير غلظت ايجنت. شود ساز
)دوازده روز پس از تيمارBشش روز پس از تيمار، نمودارA نمودار()**>05/0p<*،01/0p .(انحراف معيار نشان داده شده است±صورت ميانگين به
). 05/0p< *،01/0p<**(

و/ اكريدين اورنج آميزي رنگ پروپوديوم ايدايد
DAPI:افتراقي اكريدين اورنج آميزي نتايج حاصل از رنگ

20،10،5هاي ديوم ايدايد نشان داد كه در غلظتيپروپ/ 
موشي به رنگ ساز اسپرمي بنياديها سلولكروسين، اغلب

و مويدها سلولسبز در آمدند كه نشان دهنده زنده بودن 
ميكروگرم بر ميلي ليتر20هاي زير عدم سميت غلظت

ي بنيادي اسپرماتوژنيك موشيها سلولكروسين بر روي 
40است، اين در حالي است كه كروسين در غلظت

 ساز اسپرمي بنياديها سلولميكروگرم بر ميلي ليتر به
و موجب كاهش زيستايي اين بهها سلولنفوذ كرده نسبت

).3شكل(گروه كنترل شده است 
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6ساز موشي هاي بنيادي اسپرم پروپيديوم ايدايد نشان دهنده عدم نفوذ رنگ پروپوديوم ايدايد به سلول/ آميزي اكريدين اورنج رنگ:3شكل
40كه در غلظت ها است درحالي زيستايي سلولو) ليتر ميكروگرم بر ميلي20تا0(هاي مختلف كروسين روز پس از تيمار با غلظت

ميكروگرم10ميكروگرم بر ميلي ليتر، غلظت5ترتيب نشان دهنده كنترل، غلظتبه A-E.ها كاهش يافته است كروسين زيستايي سلول
فلورسانس وسكوپمشاهده زير ميكر. ليتر كروسين ميكروگرم بر ميلي40ليتر، غلظت ميكروگرم بر ميلي20ليتر، غلظت بر ميلي

Olympus 400×، بزرگنمايي.

كه DAPI آميزي رنگ ي بنياديها سلولنيز نشان داد
،10،5(هاي پايين كروسين تحت تاثير غلظت ساز اسپرم

مورفولوژي هسته طبيعي) ميكروگرم بر ميلي ليتر5/2

هاي زير داشتند كه بيانگر اثر حفاظتي كروسين در غلظت
موشي ساز اسپرمي بنياديها سلولحد كشنده بر روي 

).4شكل(است 

تا0(هاي مختلف كروسين روز پس از تيمار با غلظت6ساز موشي هاي بنيادي اسپرم نشان دهنده عدم تغيير در هسته سلول DAPIآميزي رنگ:4شكل
ترتيب كنترل،به A-E. كروسين مورفولوژي هسته تغيير يافته است40كه در غلظت ها است در حاليو زيستايي سلول) ميكروگرم بر ميلي ليتر 20

ب5غلظت  . ليتر كروسين ميكروگرم بر ميلي40ليتر، غلظت ميكروگرم بر ميلي20ليتر، غلظت ميكروگرم بر ميلي10ليتر، غلظتر ميليميكروگرم
.400×، بزرگنمايي Olympusفلورسانس مشاهده زير ميكروسكوپ
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ي هـا سـلولي كروسين بـرتپتانسيل آنتي اكسيدان

 ساز اسپرمبنيادي

هاي نشان داد كه غلظت DCF كاهش شدت فلورسنت
در ROSافزاينده كروسين از طريق كاهش  داخل سلولي

صورت وابسته به دوز دارايبه ساز اسپرمي بنياديها سلول
ي است، در اين رابطه تماميتپتانسيل آنتي اكسيدان

هاي مورد آزمايش كروسين داراي ظرفيت كاهش غلظت
5/2هاي صورت كه غلظت هاي آزاد هستند، به اين ديكالرا
با ميكروگرم بر ميلي10تا 40تا20و **>01/0p ليتر

با ميكروگرم بر ميلي  دار است معني ***>001/0pليتر نيز
.)2نمودار(

هاي مختلف كروسين نشان دهنده پتانسيل آنتي اكسيدانتي اين درون سلولي القا شده توسط آب اكسيژنه پس از تيمار با غلظتROS فعاليت:2نمودار
به. است تركيب . انحراف معيار نشان داده شده است±صورت ميانگين نتايج

)05/0p<*،01/0p<**،001/0p<***(

 بحث
و تركيبات فعال تحقيقات قبلي نشان داده اند كه زعفران

.ي بنيادي هستندها سلولآن داراي پتانسيل تمايزي روي 
ما نشان داد كه هاي هاي قبلي يافته در يكي از پژوهش

پتانسيل تمايزييعصاره آبي زعفران قادر به القا
ي بنيادي مغز استخوان موشها سلولاوستئوژنيك روي 

كههم).23(است چنين گزارشات نشان داده است
عنوان يكي از تركيبات فعال زعفران قادر است كروسين به

هاي بنيادي عصبي را به سمت اوليگودندروسيتها سلول
تا ساز اسپرمي بنياديها سلولدر مورد).24(ز دهد تماي

، چه در محيطها سلولكشت اين 2009 قبل از سال
و چه در محيط در آزمايشگاه ايران گزارش نشده هاي ديگر

و همكارانش بود، تا زماني توانستند)25( كه صدري
درها سلول ي بنيادي اسپرماتوگوني را در محيط آزمايشگاه
و تكثير دهند in vitroشرايط تحقيقات اثبات.كشت

كرده اند كه عدم باروري مردان با آسيب به تكثير 
ي زاينده مرتبط است، از طرفي نشان داده شدهها سلول

كه تركيبات فعال زيستي همانند عصاره گرده خرما مي
 ساز اسپرمي بنياديها سلولتوانند داراي اثر حفاظتي بر 

.)26( باشد
بهدر اين مطال ي بنياديها سلولدليل اينكه عه

هاي مني ساز قرار دارند پايه لولهياسپرماتوژنيك در غشا
در نوزادان موش بيشتر از موش بالغها سلولو ميزان اين 

و همكاران است بر اساس پروتوكل گوهر از)4( بخش
مي10هاي نر نوزاد موش جهت بررسي. شود روزه استفاده

هاي، اثر غلظتساز اسپرمي بنياديها سلولاثر كروسين بر 
بر مختلف كروسين به عنوان يكي از مواد بيولوژيك زعفران

مورد بررسي ساز اسپرمي بنياديها سلولزيستايي 
براي تعيين سميت سلولي عوامل MTTروش. قرارگرفت

و شيميايي مورد استفاده قرار مي نتايج. گيرد دارويي
هاي مختلف داد كه غلظت نشان MTTحاصل از آزمون 

روز6ميكروگرم برميلي ليتر در ظرف20تا5/2كروسين 
ي بنياديها سلولگيري بر روي روز سميت چشم12و 
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.نداشت ساز اسپرم
دلايلهب ساز اسپرمي بنياديها سلولكشت طولاني مدت

كه.باشد مختلف بسيار دشوار مي يكي از دلايل اين است
يسدر هفته اول دچار آپوپتوز ساز اسپرمي بنياديها سلول

به مي و آن شوند مي شدت تعداد به.يابد ها كاهش
هاي صورت كه پس از يك هفته كشت، سيگنال اين

بهها سلولمتفاوتي در درون  و اكسيژن عنوان فعال شده
هاي درون سلولي موجب ايجاد فعال كننده اين سيگنال

و از بين بردن  در. شودميهاولسلاسترس اكسيداتيو
، مرگ سلوليها سلولرابطه با مكانيسم از بين رفتن

هاتاز طريق خنثي كردن عمل آنتي اكسيدانيسآپوپتوز
ميها سلول ازي آسيب ديده را حذف كند، البته بعضي
دلايل ديگربه ساز اسپرمي بنياديها سلولهمانندها سلول

خ ارجي همانند مثل در معرض قرار گرفتن در برابر عوامل
و  و گرما حساسيت بيشتري به اكسيژن فعال دارند نور

در از اين).27-29(هستنديسبيشتر در معرض آپوپتوز رو
و6اين پژوهش از دو بازه زماني  روز به منظور12روز

تحت تاثير ساز اسپرمي بنياديها سلولبررسي زيستايي 
شد غلظت از طرفي. هاي مختلف كروسين استفاده
ويپروپ/ اكريدين اورنج آميزي رنگ  DAPIديوم ايدايد

كروسين10تا5/2هاي نشان داد كه تحت تيمار با غلظت
كهها سلول و داراي تماميت هسته بودند به رنگ سبز
ها گر اين مطلب است كه كروسين در اين غلظت بيان

نداشته ساز اسپرمي بنياديها سلولسميت خاصي بر روي
تحت تاثيرها سلولدرصد80روز حداقل12و پس از 

يدر مورد بقا. هاي پايين كروسين زنده بودند غلظت
دري بنيادي اسپرماتوژنيك، پژوهشها سلول گران همچنان

حال بررسي تركيبات مكمل در محيط كشت جهت 
نحوي كه مشخصبه.هستندها سلولافزايش زيستايي اين 

 ,bFGFشده است افزودن فاكتورهاي رشد همانند 
GDNF تواند در افزايشميها سلولبه محيط كشت اين

بها سلولزيستايي اين  بنابراين. سزايي داشته باشدهنقش
با غني كردن محيط كشت با فاكتورهاي رشد ممكن است 

).4(بتوان سميت پايين كروسين را برطرف نمود 
هايتناباروري در تحقيقات اخير از آنتي اكسيداندر زمينه

و عملكرد آن استفاده  مختلف براي بهبود زيستايي اسپرم
كه در شرايط مطالعات نشان داده اند زماني. شده است

آزمايشگاهي محيط كشت اسپرم حاوي تركيباتي همچون 

و آنتوسيانين  بتا مركاپتو اتانول، سيستنين، سيستئامين
آنباشد، ناهنجا مي ري كمتري در اين امر. شود ها مشاهده

موجب شده است كه گرايش زيادي به استفاده از آنتي 
و غذاييتاكسيدان هاي طبيعي موجود در گياهان دارويي

مي به هاي جانبي تواند در جلوگيري از آسيب وجود آيد كه
).17(هاي مصنوعي مفيد واقع شودتآنتي اكسيدان

و كاهش ناباروري مردان، در رابطه با ارتباط زعفران
و همكارانش بيمار غير52با بررسي)19( حيدري

ها مشاهده شده سيگاري كه كمبود اسپرم در مايع مني آن
بود پس از طي دوره درمان با زعفران در يك دوره سه 
ماهه نشان دادند كه زعفران باعث افزايش اسپرم در مايع 

ن داده است كه مطالعات نشا.شود مني بيماران مي
تركيبات فيتوشيميايي موجود در زعفران همچون تركيبات
و  و فلاونوئيدي، كروسين، كروستين، پيكروكروسين فنلي

ي عصاره زعفران نقشتسافرانال در فعاليت آنتي اكسيدان
و در شرايط خاصيت آنتي in vitroو in vivoدارند

ميتاكسيدان آنتي در مقايسه اثر.)30(دهندي نشان
و تركيبات فعال آن مطالعاتتاكسيدان ي عصاره زعفران

نشان داده است كه عصاره متانولي زعفران داراي فعاليت
و نسبت فعاليت آنتيتآنتي اكسيدان ي بالايي است

DPPH 50ي كروسين در هضم راديكال آزادتاكسيدان
و سافرانال  500درصد عصاره زعفران با غلظت34درصد

در اين پژوهش نيز با توجه.)31(ميلي گرم بر ليتر است
درتبه پتانسيل آنتي اكسيدان و مواد فعال موجود ي زعفران

آن، با توجه به اين كه گزارش شده است كروسين از طريق
در هاي آزاد موجب افزايش كيفيت اسپرم سركوب راديكال

، اثر)32(شود حيوانات تحت تيمار با سيكلوفسفاميد مي
مورد ساز اسپرمي بنياديها سلولكروسين بر زيستايي

يتدر رابطه با ظرفيت آنتي اكسيدان. بررسي قرار گرفت
كروسين، نتايج اين پژوهش نشان داد كه كروسين در

هاي آزاد تمامي غلظت ها پتانسيل بالايي در مهار راديكال
ميكروگرم بر ميلي10هاي زير رد، اما تنها در غلظتدا

و مير  ي بنياديها سلولليتر است كه كاهش مرگ
بنابراين كاهش ميزان.شود اسپرماتوژنيك مشاهده مي

راديكال آزاد تحت تاثير غلظت هاي مختلف كروسين 
هايي در غلظتتدهد كه پتانسيل آنتي اكسيدان نشان مي

و ميرمپايين همراه با كاهش  و افزايش زيستايي رگ
به ساز اسپرمي بنياديها سلول يك ممكن بتواند عنوان
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عامل حفاظتي در تحقيقات بعدي بر روي نقش اين
تركيبات در پيشگيري از آسيب عوامل مخرب بر بافت 

. بيضه مد نظر قرار گيرد

 نتيجه گيري
در نتايج اين پژوهش نشان داد كه كروسين مي تواند

ي بنياديها سلولهايي پايين اثر حفاظتي بر روي غلظت
20(هاي بالاتر اما در غلظت. موشي داشته باشد ساز اسپرم

از طريق كاهش زيستايي) ميكروگرم بر ميلي ليتر40و
و ميرها سلول يموجب القاها سلولو افزايش مرگ

ميها سلولآسيب به . شودي زاياي دودمان اسپرماتوژنيك
مي نتايج اين هاي غير سمي كروسين دهد كه غلظت نشان

ممكن است بتواند مكمل) ميكروگرم بر ميلي ليتر10زير(
 ساز اسپرمي بنياديها سلوليمناسبي براي حفظ بقا

تواند موشي در مقابله با عوامل آسيب رسان باشد كه مي
البته براي اثبات. در تحقيقات باروري حائز اهميت باشد

و درك جزئياتز به پزوهشاين فرضيه، نيا هاي بيشتر
درها سلولمكانيسم اين اثر بر  ي بنيادي اسپرماتوژنيك

.حضور عوامل آسيب رسان است

و قدرداني تشكر
 كاربردي بيولوژي تحقيقاتي مركز محترم همكاران از

 همكاري پژوهش اين اجرايدركه خوارزمي پژوهشكده
.سپاسگزاريم صميمانه داشتند
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Abstract 
Aim: The aim of this study is evaluating the effect of crocin as one of saffron bioactive compounds in 
mice spermatogenic stem cells. 
Material and Methods: Balb/c neonate spermatogenic stem cells were grown in DMEM-F12 medium 
and were treated with various concentrations of crocin (2.5, 5, 10, 20, 40 µg/ml) for 6 and 12 days. For 
detecting spermatogenic stem cells, assessment cytotoxicity, recognizing viable cells and antioxidant 
capacity have been used alkaline phosphatase assay, MTT assay, AO, DAPI staining, and DCF-DA 
assay, respectively. Statistical analyses, One-way ANOVA, Duncan test(P≤0.05), were conducted 
using SPSS software . 
Results: Crocin in concentrations >20 µg/ml exerted no significant toxicity on mice spermatogenic 
stem cells in 6 and 12 days treatment. Meanwhile, viability of mice spermatogenic stem cells was 
reduced under exposure to 20, 40 µg/ml to 21, 24 % in 6 days and 29, 41% in 12 days treatment. 
Further, evaluations of cell viability by fluorescence microscopy and antioxidant potential by 
fluorimetery have showed protective and antioxidant effect of crocin after 12 day treatment. 
Conclusion: Crocin can be induced protective effect on mice spermatogenic stem cells, which 
conducted their effect through minimal effects on cell viability and reducing cell death. 
Keyword: Crocin, antioxidant, Apoptosis, Spermatogenic stem cells 
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