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 ها بدخيميانواع  درزعفران نشان داده كه اثرات بيولوژيكي مختلفي  ماده موثرعنوان  هكروسين ب. باشد سرطان در حال افزايش مي

ر رده سلول سرطان پستان د VEGFآپوپتوز و الگوي بيان ژن  ءالقا، هدف از اين مطالعه بررسي اثر كروسين بر مهار رشد .دارد
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 مقدمه

نوع  ترين ها، سرطان پستان جزء شايع سرطان مياناز 

عنوان  در بين زنان است و به مير و  سرطان و علت اصلي مرگ

و اين  )1( شود يكي از مشكلات بهداشتي قرن محسوب مي

اي كه  بيماري به سرعت در دنيا در حال افزايش است؛ به گونه

سال گذشته در برخي در كشورهاي در حال  در طي چند

سالانه . برابر رسيده است 4تا  3طي چند دهه اخير به  توسعه

شود و  گزارش مي پستانميليون مورد سرطان  1/1بيش از 

 .)2( ميرند مورد بر اثر سرطان پستان مي هزار 410بيش از 

مورد جديد از سرطان پستان ثبت  8500ه در ايران نسفاأمت

ست نفر به دليل اين بيماري جان خود را از د 1400شده و 

اي در  هاي قابل ملاحظه تاكنون پيشرفت . )3( دهند مي

جانبه درماني سرطان پستان صورت گرفته  هاي چند برنامه

ساله  5هاي درماني امكان افزايش بقاي  است و با تكميل روش

جراحي هنوز به عنوان اولين روش  .بيماران فراهم گرديده است

استفاده  IIو  Iانتخاب شده در مقابله با سرطان مهاجم مرحله 

رتودرماني، هورمون پ مثل هاي كمكي درمان .)4( گردد مي

براي كند كردن تهاجم و تكثير اين  درماني نيز درماني و شيمي

درماني  شيمي هر چند )5( كاربرد دارد هاي بدخيم نوع سلول

  . )6( عاري از عوارض ناخواسته نيستنيز 

هاي درماني  تهاجمي بودن روش با توجه به به هر حال

هاي نوين به ويژه از  نياز به استفاده از تركيبات و روش ،موجود

تركيبات موجود در طبيعت در كنترل و درمان اين سرطان 

اي  ترين گونه زعفران گران .شود بيش از پيش احساس مي

نوان داروهاي گياهي، طعم و ع هگسترده باست كه به طور 

دليل رنگ، بو و طعم ه دهنده غذايي و عامل مطلوب ب  رنگ

سير از نواحي گرم و باشد منحصر به فرد آن از دوران باستان مي

دست  هب Crocus sativus Linnaeusاز گياهي با نام علمي 

 -و اين گياه در بسياري از كشورها مثل اسپانيا )7( آيد مي

كاشته براي مصارف خوراكي و دارويي مختلف چين و ايران 

به دليل حاوي  صاره زعفرانعمطالعات نشان داده . )8( شود مي

داراي خواص  هاي فعال از نظر بيولوژيك، بودن متابوليت

هاي سرطاني انساني در  رشد سلول بر توموري و مهاري نتيآ

 نوع 150 زعفران با حدوددر  .)9, 10(باشد  مي in-vivoشرايط 

 فعال تركيب ترين مهم كه دارد وجود فعال رغي و فعال تركيب

كروسين با . )11 ,12( باشد كروسين مي گياه اين در بيولوژيكي

تنوئيد محلول ويك كار C44H64O24فرمول شيميايي كروسين 

 .استثابت شده التهابي  داني و ضدياكس ب با خواص آنتيآدر 

سين باعث كه كرو داده استعلاوه برخي از مطالعات نشان  هب

هاي سرطاني مشتق شده از دهانه رحم  مهار رشد در انواع سلول

اثرات موثر كروسين بر  .)10 ,13( گردد و غدد پستان مي

هاي سرطاني از جمله سرطان  كاهش رشد و تكثير ساير سلول

و Bax و افزايش بيان  Bcl-2كاهش بيان كولون و ريه به واسطه 

طور  و همينسيكل سلولي از  G1مرحله توقف رشد سلولي در 

كردن ساير مسيرهاي  در فعال دخالت اين متابوليت زعفران

 .)14 ,15(رساني درون سلولي به خوبي مطالعه شده است  پيام

هاي  سلولبراي درمان موثر با توجه به مطالب عنوان شده، 

استفاده از منابع طبيعي و  از روند تكثير طبيعي، خارج شده

ها از جمله كروسين و  نآگياهان دارويي و تركيبات موثر 

راهكار عنوان يك ه ب رساني سلولي پيامشناخت دقيق مسيرهاي 

  .شود تلقي ميو مهم سودمند  درماني

رساني منتهي شونده به تهاجم  پياميكي از مسيرهاي 

. )16( باشد زايي مي پديده ايجاد رگ هاي سرطاني پستان، سلول

هاي  ساز زايي در ابتدا با تكثير و تمايز پيش رگآنژيوژنز يا 

گيري  شروع و تا شكل) واسكولوژنز(هاي اندوتليال عروق  سلول

شبكه عروقي  و در ادامهرود  هاي خوني اوليه پيش مي رگ

آنژيوژنز فيزيولوژيك در بارداري و شرايط . شود مي ايجاد

ها ديده  ولوژيك مثل ترميم زخم، رتينوپاتي ديابتي و سرطانپات

شوند،  مي اين پديدهفاكتورهايي كه موجب . )17( شود مي

) Vascularاعضاي خانواده فاكتور رشد اندوتليال عروق

) )VEGF( endothelial growth factor هاي  همراه گيرنده به

كيلو جفت باز  14به طول  VEGFژن  .)18( باشد ميها  آن

 8و شامل  قرار گرفته است 6بر روي كروموزوم طول داشته و 

 غالب آن محصول ژني و )19( باشد اينترون مي 7اگزون و 

 شود يمر يافت مياد هومو به صورت است كه عمدتاً پروتئيني

 هوازي، شرايط بي در شرايط كاهش فشار اكسيژن در .)20(
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  و همكاران سراواني رويا

 

VEGF ميزان بر  هاي اختصاصي خود اتصال به گيرنده با

 اثر گذاشته و تغذيه كننده بافت توموري پذيري عروق نفوذ

رشد  تسريعمنجر به  در نهايت كند كه ها را فعال مي آن

 اطراف سلولي و هاي خوني از طريق تخريب ماتريكس رگ

 شود مهار آپوپتوز مي به طبع ها و سهولت در مهاجرت سلول

انواع در  وقوع آنژيوژنزدر  VEGFنقش اهميت . )21(

نوان ه عب فاكتور عروقيباعث شده كه اين  يسرطانهاي  سلول

خصوص  و بهبراي درمان سرطان  بلقوه يكي اهداف دارويي

اين فعاليت جا كه  آن از. سرطان پستان در نظر گرفته شود

هاي سرطاني  هاي سلول در برخي از ردهفاكتور رشد عروقي 

دهد كه عصاره آبي زعفران  يابد و مطالعات نشان مي افزايش مي

هدف از ، گردد مي ها در ساير سرطان VEGFباعث كاهش بيان 

عنوان ه كروسين بثرات احتمالي مطالعه اخير بررسي ا

القاي  ،زعفران برمهار رشد ترين متابوليت بيولوژيك اصلي

لولي در رده س VEGFالگوي بيان ژن  تغييرات آپوپتوز و

  . باشد مي MCF-7سرطان پستان 

 روش بررسي

كروسين از پژوهشكده اي،  جهت انجام اين مطالعه مداخله

بوعلي وابسته به دانشگاه علوم پزشكي مشهد با درجه خلوص 

به صورت استوك در  ب مقطر حل وآدرصد خريداري و در  97

 پستانرده سلولي سرطان . نگهداري شدگراد  درجه سانتي -20

MCF-7  از بانك سلولي ايران(NCBI) انستيتو  مستقر در

مواد كشت سلولي از جمله محيط كشت  .پاستور خريداري شد

 ؛تومايسيناسترپ -سيلين يپنمحلول  ،RPMI-1640سلولي 

از شركت ) FBS( و سرم جنين گاوي EDTA-تريپسين

 و كيتMTT رنگ  .تهيه شد) ايران) (INOCLON(اينوكلون 

RNX  براي استخراجRNA هاي سيگما  به ترتيب از شركت

هاي  كيت. خريداري شد) ايران(شركت سينا ژن  و) آمريكا(

 cDNAو سنتز ) آمريكا ،Biovision( پتوزوسنجش آپ

  .شد  از طريق ثبت سفارش تهيهنيز  )؛ژاپن تاكارا(

  كشت سلولي

در محيط كشت  MCF-7هاي سلولي سرطان سينه،  رده

RPMI-1640  ده درصد حاويFBS  ًبه  قرار داده شد و بعدا

 منتقل C° 37رطوبت و دماي % CO2 ،95% 5انكوباتور حاوي 

ها روزانه به وسيله ميكروسكوپ معكوس از نظر   فلاسك .شدند

رشد و تراكم سلولي، مورفولوژي و كنترل آلودگي مورد بررسي 

انجام تعويض محيط كشت در زمان مورد نياز . گرفتند قرار مي

تا  80ها در فلاسك به  كه تراكم سلول پس از اين. گرفت مي

به منظور تعيين . شدند ها پاساژ داده مي رسيد، سلول مي% 85

هاي فلاسك از  هاي زنده در شمارش تام سلول درصد سلول

 . استفاده شد درصد 1/0آميزي تريپان بلو  رنگ

 MTT assay بررسي سميت سلولي به روش

هاي موجود در فلاسك تريپسينه شده و پس از  سلولابتدا 

سلول در  5×103(ها با دانسيته مشخص  شمارش سلولي، سلول

به هر چاهك ه و منتقل شدچاهكي  96به پليت ) ميلي ليتر

ميكروليتر محيط كشت كامل همراه با سلول افزوده  200

ساعت در اين شرايط  24ها به مدت  سپس سلول. گرديد مي

به كف ظرف چسبيده و در فاز  ها كاملاً تا سلول شدهانكوبه 

پس از اين زمان، محيط كشت . رشد لگاريتمي قرار گيرند

هاي متفاوت كروسين  ها با غلظت ها تخليه شده و سلول چاهك

اين آزمايشات . تيمار شدند) ليتر گرم بر ميلي ميلي 8تا  0(

سه  حداقل سه بار تكرار شد و براي هرغلظت در هر آزمايش

زمان مورد نظر  طي شدن پس از .چاهك در نظر گرفته شد

 MTTليتر محلول  ميكرو 20، به هر چاهك )ساعت 48 و 24(

اضافه و به ) PBSليتر در  گرم بر ميلي ميلي 5غلظت نهايي (

و پس سپري  شدهانكوبه  اًمجدد ساعت در انكوباتور 3مدت 

 200شد و به هر چاهك  شدن زمان محيط رويي دور ريخته مي

هاي فورمازان حل  شده تا كريستالافزوده  DMSOميكروليتر 

هاي تيمار  ي مربوط به گروهها سپس ميزان جذب چاهك .شوند

نانومتر  570در طول موج هاي مختلف كروسين  شده با غلظت

و بر ميزان متناظر آن شده خوانده  Elisa readerتوسط دستگاه 

ماني     شد تا درصد زنده 100ضربدر  در گروه كنترل تقسيم و

  .به دست آيدها پس از تيمار     سلول

  بررسي آپوپتوز

 6لول در ميلي ليتر به پليت س 3×105ه ها با دانسيت سلول

، تيمار انكوباسيون ساعت 24اضافه شد و پس از  چاهكي
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 MCF-7اثر كروسين بر سلول هاي سرطاني 

 

گرم بر  ميلي 8 و 4،2ها به جز گروه كنترل با غلظت هاي  سلول

محيط رويي  پس از سپري شدن زمان؛ .م شداليتر انج ميلي

به واسطه افزودن مقادير هاي كف پليت  ها و سلول چاهك

جدا شدند و كل محتويات هر چاهك  EDTA-تريپسين كافي از

پتوز وسپس طبق پروتكل كيت آپ. به يك فالكون منتقل گرديد

)Technologies Biovision(شده از  و تيمار كنترلهاي  ، سلول

ميكروليتر از بافر مخصوص كيت  400در  كف پليت جدا شده و

 15و  Vميكروليتر رنگ آنكسين  5پس از افزودن  .شناور شدند

با  PIميكروليتر رنگ  5 مجدداً انكوباسيون در تاريكي، دقيقه

دقيقه به دور از نور در دماي محيط  15ها افزوده شده و  آن

، هر نمونه در )دور در دقيقه 900(پس از سانتريفوژ . قرار گرفت

دستگاه  ميكروليتر محلول ايزوتونيك رقيق شده و توسط 1000

 .آناليز شد )PASII Partec( فلوسيتومتر

   Real-Time PCRبه روش انجام VEGF سنجش بيان ژن

 Acid Guanidinumسلولي با استفاده از متد  RNA محتواي

Thiocyanate Phenol )RNX استخراج  )شركت سينا ژن

 ته هاي كنترل و تيمار از براي اين منظور ابتدا سلول .گرديد

ليتر از محلول  ميلي 1 جدا كرده و بعداً چاهكي 6هاي  پليت

RNX پس از ليز  اضافه شده و بر طبق پروتكل شركت سينا ژن

 RNA عصاره سلولي و استخراج آن توسط كلروفورم و اتانول،

و در  شده آب ديونيزه حلميكروليتر از  50در  و شده استخراج

سازي   پس از نرمال .گراد ذخيره شد درجه سانتي - 80دماي 

طبق  ),cDNA )Japan TaKaRaكيت سنتز  از، RNAغلظت 

  .استفاده شد پروتكل

 ازسايبرگرين،  روشبا  Realtime-PCRبراي اجراي 

با  exon-exon junctionهاي طراحي شده به صورت  پرايمر

و  F: GAAGGAGGAGGGCAGAATCATCACتوالي

R:CACAGGATGGCTTGAAGATGTACTC  با طول باند

در پايگاه  VEGF )NC_000006.12جفت باز براي ژن 142

NCBI (و F: GAGCCATCGTCAGACAC و 

R:CATGTAGTTGGAATGAAGG  جفت باز  150با

ستفاده ا) NCBIدر پايگاه  GAPDH )NC_000012.12 براي

 Master Mixميكروليتر  10جهت انجام سنجش بيان از . شد

SYBR Green ،2 روليتريكم  Primer F,R ،3 يكروليتر ام

CDNA  ميكروليتر 5به همراهDEPC Water   براي ژن مورد

مرجع تحت عنوان كنترل عنوان ژن ه ب( GAPDH ژن مطالعه و

ذيل انجام  برنامه دمايي اجرايي به صورت. استفاده شد) داخلي

 ،گراد درجه سانتي 95دقيقه در دماي  10جداسازي اوليه : شد

، گراد درجه سانتي 95ثانيه در دماي  15 بعديجداسازي 

درجه  61ثانيه در دماي  60اتصال و تكثير براي هر دو ژن 

انجام  ABI 7700 توسط دستگاه سيكل 40 به مدتگراد  سانتي

هاي تكثيري ژن هدف در  نتايج حاصل از آناليز منحني .شد

2 روشمقايسه با ژن مرجع، توسط 
−∆∆C

T  مورد سنجش قرار

  .گزارش شد Foldبه صورت  mRNAگرفته و تغييرات ميزان 

  تجزيه و تحليل آماري 

 SPSS V.16.0 نرم افزار ها از به منظور تجزيه و تحليل داده

 One way analysis of ANOVAپارامتريك غير آزمون  و

 مقادير گزارش و Mean ± SEMنتايج به صورت . استفاده شد

05/0p<  دار در نظر گرفته شد معني.  

  ملاحظات اخلاقي

پروپوزال اين تحقيق توسط دانشگاه علوم پزشكي زاهدان 

  .تاييد شده است

 .نتايج

 هاي سلولي نتايج بررسي اثرات كروسين بر رشد رده

MCF-7   

ها نسبت به چاهك شاهد متناظر خود  نتايج تيمار سلول

هاي زنده نسبت به كنترل  مقايسه گرديد و درصد سلول

هاي  غلظت تكثيري  ضددهنده اثر  نشان 1شكل . محاسبه شد

اثر . باشد مي MCF-7رده هاي  سلولوي ر مختلف كروسين بر

 2اي بالاتر از ه ها در غلظت مهاري كروسين بر رشد اين سلول

 4ساعت و بالاتر از  48ليتر براي زمان  گرم بر ميلي ميلي

ساعت مشهود  48و  24هاي ليتر براي زمان گرم بر ميلي ميلي

 4هاي زنده در غلظت  كه درصد سلول طوري هب. باشد مي

ساعت  48و  24هاي  ليتر كروسين در زمان گرم بر ميلي ميلي

در اين  IC50. رسد مي درصد 31±1/3و 45±5/2به ترتيب به
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Annexin دهد در هيچ يك از  نشان مي

هاي عنوان شده، نكروز مكانيسم اصلي مرگ سلولي 

 Real timeبا استفاده از  VEGFنتايج بررسي الگوي بيان

 24و  12، 6هاي  را در زمان VEGF نتايج بيان ژن

نشان  كروسين ليتر گرم بر ميلي ميلي 3ساعت در حضور غلظت 

 VEGFشود ميزان بيان  طور كه مشاهده مي

هاي  سلول(يك كاهش وابسته به زمان نسبت به گروه كنترل 

و بعد از اين زمان  دهد ساعت نشان مي 12تا زمان 

VEGF  039/0( شود مشاهده ميp= (.  

  

  

  

  

  

  

  

  
  .ساعت 48 و 24هاي  در زمان

05/0**p< (  

  

  

  

  

  

  

  

  
 MCFهاي سرطان پستان با غلظت  

  .كروسينليتر  گرم بر ميلي ميلي 8غلظت ) 

          مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

849  

ساعت  24ليتر در زمان  گرم بر ميلي

 ).در مقايسه با كنترل

هاي آپوپتوزي در     تأثير كروسين بر درصد فراواني سلول

  :با استفاده از تكنيك فلوسايتومتري

درصد  ،2مطابق منحني تراكمي نشان داده شده در شكل 

با افزايش غلظت كروسين در  متحمل فرايند آپوپتوز

 چنين اين هم .ه استمقايسه با گروه كنترل به افزايش يافت

نمايش داده  3در شكل  به صورت هيستوگرام

هاي  درصد سلولشود،  طور كه مشاهده مي

 آپوپتوتيك اوليه و ديررس با افزايش غلظت كروسين افزايش

در مقايسه با گروه كنترل ميزان اين افزايش همواره 

0p= (. چنين نتايج رنگ  هم

V/PI Annexin آميزي

هاي عنوان شده، نكروز مكانيسم اصلي مرگ سلولي  غلظت

 .نبوده است

نتايج بررسي الگوي بيان

–PCR   

نتايج بيان ژن 4 شكل

ساعت در حضور غلظت 

طور كه مشاهده مي همان. دهد مي

يك كاهش وابسته به زمان نسبت به گروه كنترل 

تا زمان ) غير تيمار

 افزايش بيان در ژن

در زمان MCF-7 هاي سلول ماني درصد زندهبر  هاي مختلف كروسين تاثير غلظت

05( در مقايسه با كنترل ارائه شده است Mean ± SD نتايج بر اساس 

MCF-7هاي فلوسايتومتر در اثر تيمار سلولمنحني تراكمي خروجي دستگاه 

) و د ليتر گرم بر ميلي ميلي 4غلظت ) ج ليتر گرم بر ميلي ميلي 2غلظت 

  

 

مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

 

گرم بر ميلي ميلي 3 اًزمايش تقريبآ

در مقايسه با كنترل  >05/0P(مد آدست  هب

تأثير كروسين بر درصد فراواني سلول

با استفاده از تكنيك فلوسايتومتري MCF-7رده 

مطابق منحني تراكمي نشان داده شده در شكل 

متحمل فرايند آپوپتوزهاي  سلول

مقايسه با گروه كنترل به افزايش يافت

به صورت هيستوگرام دار افزايش معني

طور كه مشاهده مي همان .اند شده

آپوپتوتيك اوليه و ديررس با افزايش غلظت كروسين افزايش

ميزان اين افزايش همواره  يافت كه

022/0( ه استدار بود معني

تاثير غلظت :1شكل 

منحني تراكمي خروجي دستگاه  :2شكل 

غلظت ) ب ،)كنترل(صفر ) الف 
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 MCF-7اثر كروسين بر سلول هاي سرطاني 

 

  

  
  

  

  

  

در   Mean ± SD نتايج كمي بر اساس. پس از تيمار با كروسين MCF-7 رده سلوليهاي آپوپتوتيك اوليه و ديررس در  درصد سلول هيستوگرام :3شكل 

  ) >p**05/0( مقايسه با كنترل به صورت درصد ارائه شده است

  

  

  

  

  

  
  .) >MCF-7 )05/0**pدر رده سلولي VEGF بيان ژن الگوي بررسي اثرات كروسين بر  :4شكل 

  

 بحث

صورت  نشان داد كه كروسين به نتايج مطالعه حاضر

 و سبب كاهش زيستايي  VEGFن ژنكاهش بيا مشهودي باعث

-MCF هاي سلول سرطان پستان  و القاء فرايند آپوپتوز در رده

- سرطان نتيجه تغييرات پيچيده مولكولي. شود مي7

بيوشيميايي است كه مكانيسم طبيعي رشد و تمايز سلولي از  

  اي تغيير يافته ها به گونه مكانيسمنظم طبيعي خارج شده و اين 

. شوند تكثير و مانع تمايز سلولي مي كه باعث افزايش رشد و

سرطان پوست و  سرطان پستان دومين سرطان پس از

 44تا  40مير ناشي از سرطان در زنان  و ترين علت مرگ شايع

هاي  كل سرطاندرصد از  32سرطان پستان . باشد ساله مي

هاي ناشي از سرطان در زنان را شامل  درصد مرگ 19زنان و 

طبيعي هدف اصلي از درمان سرطان توسط مواد  .)22(شود  مي

اين . باشد زايي مي كردن يا مهار فرايند سرطان و شيميايي كند

طبيعي  نگرش به طور هدفمند بر روي مسيرهاي داخلي غير

هاي رايج سرطان پستان  درمان. )23(باشد  سلولي متمركز مي

محصولات طبيعي يا و داراي اثرات جانبي قابل توجهي است 

صرفه ، ي بيشترايمن از جملهي يفتوشيميايي با توجه به مزايا

اي در درمان پيدا  و مقاومت دارويي كمتر جايگاه ويژه اقتصادي

بخشي  هاي بسياري در جهت افزايش اثر تلاش .اند كرده

بر و منشاء گياهي در حال انجام است داروهاي ضد سرطان با 

سرطان از منابع طبيعي  درصد داروهاي ضد 60همين اساس 

  . )24 ,25( اند مشتق شده

هاي اخير استفاده از داروهاي طبيعي  در نتيجه در سال

در . گياهي براي پيشگيري و درمان سرطان مطرح شده است

بلكه به شود  هاي توموري كنترل مي اين روش نه تنها سلول

تواند از طريق  و مي )26, 27(رسد  نمي يسلول سالم نيز آسيب

مهار تكثير سلولي، القا آپوپتوز، تعديل مكانيسم استرس 

اكسيداتيو و خصوصا تنظيم مسيرهاي سيگنالينگ سلولي اثرات 

اي است كه  ترين گونه زعفران گران .)24(دهند  خود را بروز 

دهنده  گياهي، طعم و رنگ عنوان داروهاي هبه طور گسترده ب

دليل رنگ، بو و طعم منحصر به فرد  هغذايي و عامل مطلوب ب

دهد مكانيسم مولكولي  باشد كه تحقيقات نشان مي آن مي

دهنده آن ميان كنش بين اين  عملكرد زعفران و اجزاي تشكيل

ي تومور آثار ضد. باشد مي DNAهاي زعفران با  تشكيل دهنده
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مطالعات نشان  .)28( القا شده داردنيز در سرطان پستان 

ي مرتبط با ها عصاره زعفران باعث كاهش بيان ژن دهد كه مي

 .)29(گردد  هاي سرطان پستان مي در سلول فاكتورهاي رشد

 مطالعات زعفران كروسين است كهفعال  تركيب ترين مهم

تواند انواع مختلفي از رشد  نشان داده است كه كروسين مي

ي مرتبط با ها را كاهش دهد و بر بيان ژن هاي سرطاني سلول

به طور كلي، . )10( باشد تاثير گذار  هاي بدخيم پيشروي سلول

VEGF ق خوني وزدن عر فاكتورهاي اصلي روند جوانه جمله از

در فرايند . شود محسوب ميدوتليال انجديد از بستر عرقي 

كاهش فشار اكسيژن بافت از اهميت فوق العاده  و آنژيوژنز

رشد فزايند  به دليلدر تومورهاي جامد . برخوردار است

هاي سرطاني روند رشد سلول بر روند مرگ غالب  سلول

ها بر روي يكديگر تجمع يافته كه  در نتيجه سلول و گردد مي

حائز اهميت شده كه در وضعيت كاهش اكسيژن در مركز توده 

كتور رشد هاي سرطاني اقدام به ترشح فا ولسل اين حين

زايي جهت دريافت مواد غذايي لازم  اندوتليايي بر ايجاد رگ

  .)30( كنند براي رشد و تكثير و اكسيژن مي

هاي زنده،  اثر كروسين بر درصد سلول در مطالعه حاضر و

  MCF-7يها در سلول VEGF ژن و  بيان ميزان آپوپتوز

سلولي انتخاب شده به عنوان   رده. سرطان پستان بررسي شد

شناخته شده براي مطالعات سرطان پستان در  هاي كاملاً مدل

نتايج  .خارج از بدن موجود زنده كاربرد بسيار وسيعي دارد

نشان داد كه كروسين   MTT دست آمده از تست رنگ سنج هب

هاي  سلول به صورت وابسته به دوز و زمان باعث كاهش درصد

ساعت  48ها در زمان  شود و درصد زنده ماندن سلول زنده مي

تر بوده  ساعت پايين 24در مقايسه با همان غلظت در زمان 

با بررسي اثر  2013و همكاران از چين در سال   Sun. است

نشان دادند كه افزايش  HL-60هاي لوكمي  كروسين بر سلول

طوري كه در  هشود، ب ميغلظت اين ماده كاهش رشد مشاهده 

 45حدود  24ليتر كروسين در زمان  گرم بر ميلي ميلي 5غلظت 

درصد كاهش  65ساعت با همان غلظت  48درصد و در زمان 

 48و  24در پژوهش حاضر در زمان . شود رشد مشاهده مي

 يج اين مطالعهساعت بيشترين كاهش مشاهده شد كه با نتا

 2015وي و همكاران در سال  پنگ . )31(خواني دارد  هم

گزارش كردند كه كروسين باعث كاهش رشد و افزايش 

در  MCF-7هاي رده سرطاني  پتوتيك در سلولوهاي آپ سلول

 افزايش واسطهبه  ليتر گرم در ميلي ميكرو 50تا  25هاي  غلظت

به همراه  BAXو افزايش بيان پروتئين  8فعاليت كاسپاز 

فائزه والي و همكاران در سال  .)32(شود  افزايش پروتئين مي

گرم بر  ميلي 6و  5/4هاي  گزارش داد كه در غلظت 2015

هاي  در زمان MCF-7هاي  ليتر كروسين در تيمار سلول ميلي

كه  )33(صد سلول زنده كاهش يافته  ساعت در 48و 24

 ها در اين سلول رشد يكاهشروند با  نيز اين تحقيق هاي يافته

امين و همكاران از هند  عمر چنين، هم .منطبق استمطالعه ما 

گزارش دادند كه كروسين در كاهش رشد  2011در سال 

شانگ شن و . )34(باشد  گذار مي هاي سرطاني كبد تاثير ولسل

نشان دادند كه كروسين در سلول  2015همكاران در سال 

هاي سرطاني  باعث كاهش رشد سلول MCF-7سرطاني پستان 

گردد كه بيشترين  به دوز و زمان ميريه در شرايط وابسته 

مشاهده شده  48در زمان  16و  8هاي  كاهش رشد در غلظت

 مطالعه در ليتر گرم بر ميلي ميلي 3ها با غلظت  اين داده .بود

  .ساعت مطابقت دارد 12و  6هاي  در زمانفعلي 

نتايج آناليز بيان ژن در مطالعه فعلي حاكي از كاهش 

ساعت پس از  12و  6هاي  در زمان VEGFدار بيان ژن  معني

اين در حاليست كه   .تتيمار نسبت به گروه كنترل بوده اس

گرم بر  ميلي 3با  MCF-7هاي ساعت تيمار سلول 24پس از 

ليتر از كروسين، از ميزان كاهش بيان اين ژن نسبت به  ميلي

تواند حاكي از افزايش  گروه كنترل كاسته شد كه خود مي

و رسيدن به سطح طبيعي  VEGFوط به مرب mRNAميزان 

هاي تيماري  در دوره VEGFدر هر صورت، آناليز بيان . باشد

گيري  تواند به نتيجه ساعت، مي 72يا  48تر از جمله  طولاني

بهتر ما در مورد نقش اين متابوليت فعال زعفران در كاهش 

 .هاي سرطاني پستان كمك كند ل پتانسيل آنژيوژنتيك سلو

El-kharrag  ضمن مقايسه اثرات  2017و همكاران در سال

دار بر روي  وتوكسيك كروسين و نانوذره كروسينسايت

 3هاي سرطاني، مشاهده كردند كروسين با غلظت  سلول

درصدي تعداد  25ليتر قادر به كاهش  گرم بر ميلي ميلي

 72كبد پس از تيمار  HepG2هاي زنده در رده سلولي  سلول

چنين غلظت هاي بالاتر از كروسين قادر به  ساعته بوده و هم

نتايج . )35( شود ها مي در اين سلول VEGFكاهش ميزان 
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به  MCF-7هاي  دهنده اين است كه سلول نشان مطالعه حاضر

اند اما در مورد  مقادير كمتر از كروسين حساسيت نشان داده

ساعت در  12پس از  VEGFتغييرات الگوي بيان ژن 

 چنين هم .مطالعه مشابهي يافت نشد، MCF-7هاي  سلول

Chen  اثر كروسين بر القاي آپوپتوز و  2015و همكاران در سال

و نتيجه  دادندمورد مطالعه قرار را  P53بيان ژن ميزان بر 

پوتيك در يك وهاي آپ كه كروسين باعث افزايش سلولگرفتند 

 اخيركه با نتايج مطالعه  شود مي غلظتوابسته به  الگوي

دهد كه  تعدادي از مطالعات نشان مي. )36(خواني داشت  هم

سرطان كبد و  ي منحصري از جملهسلولهاي  كروسين در رده

ضمن  VEGFميلوماي انساني باعث كاهش بيان ژن  مالتيپل

باشد كه در  مي  )STAT3(هاي سيگنالينگ  بر مسير اثرگذاري

هاي  در رده سلول VEGFكاهش بيان ژن نيز مطالعه حاضر 

بررسي  .)37( مشاهده شد  MCF-7سرطاني پستان انسان

ي ديگري از ها روشميزان آپوپتوز القاء شده توسط كروسين با 

گيري ميزان فعاليت  طور اندازه و همين TUNEL Assayجمله 

جهت تشخيص وابستگي اين مسير مرگ  3 آنزيمي كاسپاز

مطالعه فعلي تواند به تأييد نتايج  سلولي به آبشار كاسپازي، مي

 .كمك كند

  نتيجه گيري

بيان  تواند دهد كه كروسين مي نشان مي حاصلهنتايج 

-MCF ر رده سلولي وابسته به زمان د الگويدريك   VEGFژن

پتوز وآپ ءباعث القاطور  همينو  اهش دهدسرطان پستان ك 7

گردد كه مطالعات بيشتري براي بررسي  پيشنهاد مي. گردد

رساني سلولي وابسته به  اي پيامه درك مكانيسم تر دقيق

تأييد كارايي و انجام شود تا بتواند راهكار مناسب براي  كروسين

دارويي  موثر توسعه استفاده از كروسين به عنوان يك درمان

  .براي سرطان پستان باشد 

 سپاسگزاري

از پرسنل مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانشگاه علوم 

گروه شيمي دانشگاه علم و صنعت طور     همين و پزشكي زاهدان

به جهت مساعدت در انجام اين پروژه قدرداني به عمل  ايران

نامه دانشگاه علم و صنعت     اين پژوهش حاصل از پايان .آيد    مي

  .ايران بوده و با هزينه شخصي انجام شده است

.وجود ندارد :تعارض در منافع

  

  

References: 

1- Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward 

E, Forman D. Global cancer statistics. CA 

Cancer J Clin 2011; 61(2): 69-90. 

2- Salehzadeh M, Norouzian P, 

Abbasalipourkabir R. The use of nanoparticles 

in diagnosis and treatment of breast cancer: A 

review. PSJ 2015;13(2):1-12. 

3- Soltaninejad M. The Relationship Of Self-

Differentiation And Cognitive Emotion Regulation 

With Quality Of Life In Women With Breast 

Cancer 2018 Iranian Quarterly J Breast Diseas 

2018; 11(1): 58. 

4- Sharma K, Sharma D, Gupta M, Seam R, 

MInhas S. Response to neoadjuvant 

chemotherapy in operable breast carcinoma and 

conversion of modified radical mastectomy to 

breast conservation surgery, long term results: an 

Indian perspective. ISJ 2017; 4(7): 2330-5. 

5- Robert NJ ,Diéras V, Glaspy J, Brufsky AM, 

Bondarenko I, Lipatov ON, et al. RIBBON-1: 

randomized, double-blind, placebo-controlled, 

phase III trial of chemotherapy with or without 

bevacizumab for first-line treatment of human 

epidermal growth factor receptor 2–negative, 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
74

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

19
 ]

 

                             8 / 12

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.474
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4696-en.html


 

 1397 دي، دهم، شماره ششمدوره بيست و           علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزدمجله دانشگاه   

853  

  و همكاران سراواني رويا

 

locally recurrent or metastatic breast cancer. J 

Clin Oncol 2011; 29(10): 1252-60. 

6- Galluzzi L, Goubar A, Olaussen K, Vitale I, 

Senovilla L, Michels J, et al. Prognostic value 

of LIPC in non-small cell lung carcinoma. Cell 

Cycle 2013; 12(4): 647-54. 

7- Baharara J, Ramezani T, Shahrokhabadi K, 

Nazemi M. Effects of Crocus sativus L. extract 

and vitamin D3 on in vitro osteogenesis of 

mecenchymal stem cells. International J Cellular 

& Molecular Biotechnology 2014; 1:1-10. 

8- Pitsikas N, Sakellaridis N. Crocus sativus L. 

Extracts Antagonize Memory Impairments In 

Different Behavioural Tasks In The Rat. Behav 

Brain Res 2006;173(1):112-5. 

9- Nair S, Pannikar B, Panikkar K. Antitumour 

activity of saffron (Crocus sativus) . Cancer lett 

1991; 57(2): 109-14. 

10- Escribano J, Alonso GL, Coca-Prados M, 

Fernández JA. Crocin, safranal and picrocrocin 

from saffron (Crocus sativus L.) inhibit the growth 

of human cancer cells in vitro. Cancer lett 1996; 

100(1-2): 23-30. 

11- Gismondi A, Serio M, Canuti L, Canini 

A. Biochemical, antioxidant and antineoplastic 

properties of Italian saffron (Crocus sativus L.). 

American J Plant Sci 2012; 3(11): 1573-80. 

12- Lage M, Cantrell CL. Quantification of 

saffron (Crocus sativus L (.metabolites crocins, 

picrocrocin and safranal for quality determination 

of the spice grown under different environmental 

Moroccan conditions. Scientia Horticulturae 

2009; 121(3): 366-73. 

13- Chryssanthi DG, Lamari FN, Iatrou G, 

Pylara A, Karamanos NK, Cordopatis P. 

Inhibition of breast cancer cell proliferation by 

style constituents of different Crocus species. 

Anticancer research. 2007 Jan 1;27(1A):357-

62. 

14- Hoshyar R, Bathaie SZ, Sadeghizadeh M. 

Crocin triggers the apoptosis through increasing 

the Bax/Bcl-2 ratio and caspase activation in 

human gastric adenocarcinoma, AGS, cells. DNA 

Cell Biol 2013; 32(2): 50-7. 

15- Arzi L, Riazi G, Sadeghizadeh M, 

Hoshyar R, Jafarzadeh N. A Comparative Study 

on Anti-Invasion, Antimigration, and 

Antiadhesion Effects of the Bioactive Carotenoids 

of Saffron on 4T1 Breast Cancer Cells Through 

Their Effects on Wnt/β-Catenin Pathway Genes. 

DNA Cell Biol 2018; 37(8): 697-707. 

16- Egeblad M, Werb Z. New functions for the 

matrix metalloproteinases in cancer progression. 

Nature Rev Cancer 2002; 2(3): 161-74. 

17- Mostafaie A, Motlagh HRM, Mansouri K. 

Angiogenesis and the Models to Study 

Angiogenesis. Yakhteh Med J 2010;11(4): 351-

74. [Persian] 

18- Wu Y, Hooper AT, Zhong Z, Witte L, 

Bohlen P, Rafii S, et al. The vascular endothelial 

growth factor receptor (VEGFR1) supports growth 

and survival of human breast carcinoma. Int J 

Cancer 2006; 119(7): 1519-29. 

19- Sfar S, Saad H, Mosbah F, Chouchane L. 

Combined effects of the angiogenic genes 

polymorphisms on prostate cancer susceptibility 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
74

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

19
 ]

 

                             9 / 12

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.474
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4696-en.html


 

 1397 دي، دهم، شماره ششمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

854  

 MCF-7اثر كروسين بر سلول هاي سرطاني 

 

and aggressiveness. Molecular Biology Reports 

2009; 36(1): 37-45. 

20- Unemori EN, Ferrara N, Bauer EA, 

Amento EP. Vascular endothelial growth factor 

induces interstitial collagenase expression in 

human endothelial cells. J Cell Physiol 1992; 

153(3): 557-62. 

21- Martínez A. A new family of angiogenic 

factors. Cancer Letters 2006; 236(2): 157-63. 

22- Key TJ, Verkasalo PK, Banks E. 

Epidemiology of breast cancer. The lancet 

oncology. 2001 2(3):133-40. 

23- Aggarwal BB, Surh YJ, Shishodia S. The 

molecular targets and therapeutic uses of 

curcumin in health and disease: Springer 

Science & Business Media; 2007. 

24- Xiong Y, Wu X, Rao L. Tetrastigma 

hemsleyanum (Sanyeqing) root tuber extracts 

induces apoptosis in human cervical carcinoma 

HeLa cells. J Ethnopharmacol 2015; 165: 46-53. 

25- Cragg GM, Grothaus PG, Newman DJ. 

Impact of natural products on developing new 

anti-cancer agents. Chem Rev 2009; 109(7): 

3012-43. 

26- Hashemi M, Nouri Lang M, Entezari M, 

Nafisi S, Nowrouzi H. Evaluation of induced 

apoptosis of apigenin in 3 lines of human B cell 

lymphoma in vitro. Medical Science Journal of 

Islamic Azad Univesity-Tehran Med Branch 

2009; 19(2): 87-92. 

27- Hashemi M, Lang M, Entezari M, Nafisi 

S, Nowrouzi H. Evaluation of induced apoptosis 

of apigenin in 3 lines of human B cell lymphoma 

in vitro. Med Sci J Islamic Azad Uni 

2009;19(2): 87-92.[Persian] 

28- El-kharrag R, Amin A, Hisaindee S, 

Greish Y, Karam SM. Development of a 

Therapeutic Model of Early Liver Cancer Using 

Crocin-Coated. Int J Oncol 2017; 50(1): 212-22. 

29- Mousavi M, Baharara J. Effect of Crocus 

sativus L. on Expression of VEGF-A and VEGFR-

2 Genes (Angiogenic Biomarkers) in MCF-7 Cell 

Line. ZJRMS 2014; 16(12): 8-14. 

30- Brown NS, Bicknell R. Hypoxia and 

oxidative stress in breast cancer Oxidative stress-

its effects on the growth, metastatic potential and 

response to therapy of breast cancer. Breast 

Cancer Res 2001; 3(5): 323-27. 

31- Sun Y, Xu HJ, Zhao YX, Wang LZ, Sun 

LR, Wang Z, et al. Crocin exhibits antitumor 

effects on human leukemia HL-60 cells in vitro 

and in vivo. Evidence-Based Complementary 

and Alternative Med 2013; 2013. 

32- Lu P, Lin H, Gu Y, Li L, Guo H, Wang F, 

et al. Antitumor effects of crocin on human breast 

cancer cells. International J Clinical 

Experimental Med 2015; 8(11): 20316-22. 

33- Vali F, Changizi V, Safa M. Synergistic 

apoptotic effect of crocin and paclitaxel or crocin 

and radiation on MCF-7 cells, a type of breast 

cancer cell line. International J Breast Cancer 

2015; 2015. 

34- Amin A, Hamza AA, Bajbouj K, Ashraf 

SS, Daoud S. Saffron: a potential candidate for a 

novel anticancer drug against hepatocellular 

carcinoma. Hepatology 2011; 54(3): 857-67. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
74

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

19
 ]

 

                            10 / 12

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.474
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4696-en.html


 

 1397 دي، دهم، شماره ششمدوره بيست و           علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزدمجله دانشگاه   

855  

  و همكاران سراواني رويا

 

35- El-Kharrag R, Amin A, Hisaindee S, 

Greish Y, Karam SM. Development of a 

therapeutic model of precancerous liver using 

crocin-coated magnetite nanoparticles. Inter J 

Oncol 2017; 50(1): 212-22. 

36- Chen S, Zhao S, Wang X, Zhang L, Jiang 

E, Gu Y, et al. Crocin inhibits cell proliferation 

and enhances cisplatin and pemetrexed 

chemosensitivity in lung cancer cells. Transl 

Lung Cancer Res 2015; 4(6): 775-83. 

37- Kim B, Park B. Saffron carotenoids inhibit 

STAT3 activation and promote apoptotic 

progression in IL-6-stimulated liver cancer cells. 

Oncol Report 2018; 39(4): 1883-91

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
74

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-1
0-

19
 ]

 

                            11 / 12

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.474
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4696-en.html


 

 

Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences       Received: 14 Sep 2018 

Vol 26| NO 10 | Jan 2019             Accepted: 17 Nov 2018  

Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences        Vol 26 | NO 10 | Jan 2019 

856 

Evaluation of VEGF gene expression levels and induction of apoptosis in 

crocin-treated MCF-7 breast cancer cells 

 

Roya Saravani 
1
, Saman Sargazi 

2
, Mahboubeh Rabbani 

3
, Ramin Saravani 

*4
 

 

 
Original Article 

 

  

Introdution: Targeting vascular endothelial growth factor (VEGF) is considered as a therapeutic goal in 

solid tumors; especially breast cancer. The use of drugs with natural compounds in the treatment of cancer is 

increasing because of exerting no adverse effects in normal cells. Crocin, as the main component of saffron, 

has been proved to have different biological activities on various types of malignancies. The aim of this 

study was to evaluate the effect of crocin on growth inhibition, induction of apoptosis and expression of 

VEGF in MCF-7 breast cancer cell line. 

Methods: In this interventional study, MTT cytotoxic assay was performed to evaluate the cell death-

inducing effects of crocin on MCF-7 cells growth at different concentrations ranging from 0 to 8 mg/mL for 

24 to 48 hours. Annexin V/PI staining and realtime-PCR assay were used in order to determine the type of 

cell death and assess the changes in the expression pattern of VEGF gene, respectively. The nonparametric 

ANOVA test was applied for data analysis via SPSS software version 16 where p-value less than 0.05 were 

regarded statistically significant. 

Results: Compared to untreated cells, crocin-treated MCF-7 cells demonstrated a significant decrease in 

growth at 24 and 48 hours in a dose- and time-dependent manner. Results of Flow-cytometry showed an 

increase in the percentage of apoptotic cells coincident with increased crocin concentration. Also, decreased 

expression of the VEGF in a time-dependent manner was observed p<0.05). 

Conclusion: The results indicated that crocin induces marked apoptosis in a time-dependent manner while 

reducing the expression of VEGF in MCF-7 cells. More studies are required to confirm the efficacy of crocin 

as an anti-tumor agent for cancer therapies. 
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