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  چکیده

. است اکسیدانیآنتی خاصیت با ترکیبی کروسین. است کادمیوم سنگین فلز کبد، سرطان ایجاد عوامل از یکیو هدف:  زمینه

) در سرطان کبد القاء MMP9و  MMP2( 9 و 2 متالوپروتئیناز ماتریکس هايژن بیان بر کروسین اثر تعیین مطالعه این هدف

  بود.  ییصحرادر موش  یومشده توسط کادم

 کادمیوم)، mg/kg 15( کروسین ،کنترلگروه  4ماده به  ییصحرا موش 40 حاضر، تجربی مطالعه در: هاروش و مواد

)mg/kg 20 ،(یانب یمنظور بررسگاواژ روزانه، بافت کبد به یقاز طر یمارهفته ت 8شدند. پس از  یمتقس کادمیوم±کروسین 

  شدند.  یزآنال one-way ANOVAها با روش شد. داده جدا Real-Time PCR ها با روش ژن

 مصرف. )>001/0p( دهدمی افزایش کبد بافت در را MMP9و  MMP2 ژن دو بیان کادمیوم مصرف دادنشان نتایج :هایافته

  )>001/0p( شد کبد بافت دو ژن در هر بیان توجه قابل کاهش باعث کروسین

  کاهش دهد. کبدي بافت در را MMP9 و MMP2 هايژن بیان بر کادمیوم افزاینده تأثیر تواندمی ینکروس :گیرينتیجه

  MMP2، MMP9 کروسین، کادمیوم،کبد،  :کلیدي هايواژه
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  مقدمه

 عوامل نیز و هاژن تأثیر تحت بدخیمی ایجاد فرآیند

 چند رویدادي سرطان پیشرفت و ایجاد. است محیطی

 با مواجهه زمان از سال 30 تا 20 معمولاً که است ايمرحله

]. 1[ انجامدمی طول به بیماري ایجاد تا کارسینوژن عامل

 یبآس یجادمختلف در ا یطیو عوامل مح یکیتنوع ژنت

شامل  یطیمح ي]. عوامل خطرزا2کبد نقش دارند [ یدگید

 مصرف ،C (HCV)) و B )HBV یتهپات یروسعفونت با و

 مانند محیطی هايآلاینده و غذایی رژیم سیگار، و الکل

 باشندمی کادمیوم و آرسنیک مانند عناصري آفلاتوکسین،

 یک عنوان به و است سنگین کمیاب عنصر یک کادمیوم]. 1[

 و کبد ها،ریه که استشده بنديطبقه انسانی زايسرطان

 در مدتطولانی گرفتن قرار و دهدمی قرار هدف را هاکلیه

 برساند آسیب هااندام این عملکرد به تواندمی کادمیوم معرض

راه  ترینی]. اصل3[ شود تومور رشد باعث مدت طولانی در و

کشت شده  جاتيخوردن سبز یقاز طر یومبا کادم یآلودگ

 در سنگین]. فلزات 2است [ یومآلوده به کادم يهادر خاك

 مختل را متابولیسم عمل و شده وارد بدن وساز سوخت عمل

 و کبد ها،کلیه عصبی، سیستم بر جدي اثرات و نمایندمی

 ،)Crocus sativus( ساتیوس کروکوس]. 3[ گذارندمی خون

 راسته از گیاهی شودمی شناخته زعفران عنوان به که

) Iridaceae( زنبقیان تیره و) Asparagales( سانانمارچوبه

 ترکیبات که است داده نشان زعفران شیمیایی یزاست. آنال

 عامل کارتنوئیدي ترکیبات( کروسین شامل آن اصلی مؤثر

) معطر عامل( سافرانال) طعم عامل( پیروکسین) زعفران رنگ

 نوکلئیک اسید سنتز بر مهاري اثر کروسین که باشدمی

 کروسین شیمیایی فرمول است، داده نشان سلولی داخل

C44H64O24 روي بر کروسین درمانی]. خواص 4[ باشدمی 

آنتی و ضدالتهابی فعالیت خاطر به را هابیماري از انواعی

 و اکسیداتیو استرس که جاییآن از. دانندمی آن اکسیدانی

 ماتریکس از انواعی بیان افزایش آن نتیجه در و التهاب

 عنوان به ))Metalloproteinases (MMPs)( متالوپروتئیناز

 ناشی سلولی آسیب بر تأثیرگذار فاکتورهاي ترینمهم از یکی

 استرس مهار بنابراین شوند،می محسوب کادمیوم اثر از

 کروسین نظیر اکسیدانیآنتی هايمکمل توسط اکسیداتیو

 و MMPs بیان کاهش یا مهار در مهمی نقش تواندمی

 متالوپروتئینازها یکس. ماترباشد داشته سلولی آسیب کاهش

 خارج ماتریکس بازسازي در که هستند اندوپپتیدازهایی

 در MMPs فعالیت و بیان. دارند اساسی نقش سلولی

 ژن انتخاب دلایل. یابندمی افزایش انسانی هايسرطان

MMP-2 ژن و MMP-9 لحاظ به که است این دیگریک با 

 ویژگی MMP-9 و MMP-2. هستند مرتبط هم با ساختاري

خود  یعیدر حالت طب دارند، را اتصال دامنه در مشترك

را  هایتوکاینس یزو ن دهندیرا کاهش م Vو  IV يهاکلاژن

  ].5[ کنندیفعال م

 ینکروس يبه دست آمده از اثر مهار یعلم یجاساس نتا بر

 ریثتأ تعیین حاضر، تحقیق از هدف ي،بافت کبد یببر آس

به عنوان  MMP-9و  MMP-2 يهاژن یانبر ب ینکروس

در بافت کبد  و متاستاز یبآس یشرفتمؤثر در پ يهاژن

   .بود یوماز مصرف کادم یناش یدهد یبآس ییصحرا يهاموش

  هاروش و مواد

 بالغماده  ییصحراسر موش 40حاضر،  یمطالعه تحرب در

ها شد. آن یهته یرانپاستور ا یتوگرم) از انست 200-250(

 گراد، سانتی درجه 20-23استاندارد (دما  یطتحت شرا

ساعته)  12 یکیتار ییروشنادرصد رطوبت و چرخه  5±50

روز  7شدند. بعد از  ينگهدار یطبا مح يسازگار يبرا
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شدند.  یمگروه تقس 4به  یبه طور تصادف ییصحرا هايموش

نکردند. گروه دوم:  یافتدر یماري: گروه کنترل که تیکگروه 

 20( (Sigma- Aldrich, USA) ینشده با کروس یمارت

هفته. گروه سوم:  8وزن بدن) به مدت  یلوگرمگرم بر کیلیم

 15(  (Germany, Alfa Aesar) یومشده با کادم یمارت

هفته. گروه چهارم  8وزن بدن) به مدت  یلوگرمگرم بر کمیلی

 بر گرممیلی 15( یومشده با کادم یمار(گروه کمپلکس): 

 یلوگرمبر ک گرممیلی 20( کروسین و) بدن وزن کیلوگرم

به صورت  ینو کروس یومهفته. کادم 8وزن بدن) به مدت 

 يداده شد. دوزها یواناتحل شده در آب با روش گاواژ به ح

 یشینبراساس مطالعات پ ینو کروس یوماز کادم یمصرف

 یوانی،ح يهامدل یمارهفته ت 8]. پس از 6انتخاب شدند [

شدند و پس از  یوتانایز یبه روش اخلاق صحرایی يهاموش

 RNA بهو سپس  یدگردشدن بدن، بافت کبد خارج باز

Later 80 دماي در آزمایش شروع زمان تا و شد منتقل- 

 روي شده انجام هايآزمایش. شد نگهداري گرادسانتی درجه

 اصول با مطابق و انیکس کاملاً شرایط در حیوانات امیتم

 است گرفته صورت آزمایشگاهی حیوانات با کار اخلاقی

)NIH publication n. 86-23, revised 1985ي). مطالعه دارا 

از  IR.IAU.SRB.REC.1397.029 کد اخلاق به شماره 

  تهران بود. یقاتدانشگاه  آزاد واحد علوم و تحق

RNA یتتام از بافت کبد با استفاده از ک RiboEx 

)GENE ALL, South Koreaیدکننده) بر طبق پروتکل تول 

 يبا اسپکتروفوتومتر RNA یفیتو ک یتجداشد. کم

)NanoDrop ND-1000 spectrophotometer; Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA و الکتروفورز آگارز ژل (

با  ییهانمونه ،cDNAشد. به منظور سنتز  یابیارز درصد5/1

 هايیبررس يبرا 8/1- 2نانومتر  280/260نسبت جذب 

معکوس با  یسیاعتبار شدند.  واکنش رونو یینتع تربیش

 PrimScript RT Reagent Kit )(Japan Takara یتک

Corporation with proprietary code RR037A .انجام شد (

در  أییدت يو برا یطراح Oligo 7افزار با کمک نرم یمرهاپرا

 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) یتسا

ارسال شدند.  یشگامساخت به شرکت پ يشدند و برا یابیارز

 واکنششد.  دهاستفا یبه عنوان کنترل داخل GAPDHاز ژن 

PCR  هايژن براي شده طراحی پرایمرهايبا استفاده از 

MMP2 )MMP2-F, 5'-

CAAGTTCAACGGCACAGTCA-3'  وMMP2-R, 5'-

CCCCATTTGATGTTAGCGGG-3' (، MMP9 

)MMP9-F, 5'-GAACACCATCGAGACCATGC-3' 

) و  'MMP9-R, 5'-GGTCCAGGTCAGGTGTGTAA-3و

-'GAPDH-F, 5( یبه عنوان کنترل داخل GAPDHژن 

AGGATGGTCTACTGGCACAC-3'  وGAPDH-R, 5'-

GTGCAGGACAAATAGGAGCG-3' (شد انجام.  

 cDNA واکنش  يبه دست آمده به عنوان الگو براReal-

Time PCR  با دستگاهRotor Gene 6000 (Corbett 

Research, Australia)  شرکت  یکسو مسترم

AMPLIQON ییابتدا یونشد: دناتوراساستفاده یرشرح ز به 

 یرتکث یکلس 40که با  گرادیدرجه سانت 95در  یقهدق 15

در  یهثان 30 گراد،یدرجه سانت 95در  یهثان 15: یافتادامه 

درجه  54و  MMP-9و  MMP-2 يبرا گرادیدرجه سانت 60

درجه  72در  یهثان 30و  GAPDH يبرا گرادیسانت

و ذوب رسم شدند. به منظور  یرتکث هايی. منحنگرادیسانت

از آگارز ژل  ،Real-time PCRصحت محصول واکنش  ییدتأ

ژل  يشده بر رو یددرصد استفاده شد، تا اندازه قطعات تول 2

  شود.  یريگآگارز اندازه
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 به صورت  یجدر سه تکرار انجام شد و نتا هایشآزما تمام

 CT یر،از تکث پسشدند. گزارش یارانحراف مع ± یانگینم

(cyclic threshold) با  یمرهاپرا ییشد و کارآ یینها تعنمونه

 یزانشد. م یابیارز LinRegPCR(11.0)استفاده از نرم افزار 

با ژن کنترل  یسهدر مقا MMP9و  MMP2 يهاژن یانب

 یی(کارآ( CTΔΔ-Eبر اساس فرمول  GAPDH یداخل

). LinRegPCR v.10.2افزار ) به دست آمد (نرمE=1)+یمرپرا

) One-Way ANOVA( طرفهیک واریانس آنالیز آماري آزمون

 05/0�Pسنجش قرارگرفت. مورد  Tukey یبیتعق آزمونو 

 ي. محاسبه آمارشد در نظر گرفته داریمعن يبه لحاظ آمار

 انجام 24نسخه  SPSSافزار نرممطالعه با استفاده از  ینا

 . گرفت

 نتایج

 يهاگروه یاندر م MMP9و  MMP2 يهاژن یانب مقایسه

ژن  یان. باست آمده 1 شکل در پژوهش این در کننده شرکت

MMP2 با گروه کنترل و گروه  یسهدر مقا یومدر گروه کادم

به  یب،ترتبه ین،و کروس یومزمان کادمکننده هممصرف 

). 001/0�pداشت ( یشبرابر افزا 989/4و  422/5 یزانم

 کروسین، کننده مصرف گروه میان ژن بیان میزان اختلاف

 کنترل گروه به نسبت کروسین و کادمیوم با شده تیمار گروه

  .نبود دارمعنی

ژن  یانب یزانم ییراتتغ یبررس يبرا يآمار محاسبات

MMP9 نسبت  یومژن در گروه کادم ینا یاننشان داد که ب

لحاظ برابر داشته است که به  83/3 یشبه گروه کنترل افزا

در  MMP9ژن  یان). ب001/0�pاست (بوده  داریمعن يآمار

 75/4 داریمعنکاهش  یومو کادم ینشده با کروس یمارگروه ت

ژن  یانب یزان). اختلاف م001/0�p( داد نشان را برابري

MMP9 شده با  یمارگروه ت ین،کننده کروسدرگروه مصرف

 نبود. دارینسبت به گروه کنترل معن ینو کروس یومکادم

 

 

 

). هر ینو کروس یومزمان کادمو کمپلکس (مصرف هم یومکادم ین،کنترل، کروس يهادر گروه MMP9و  MMP2 يهاژن یانب یزانم یبررس - 1 شکل

 یارانحراف مع ± یانگینبه صورت م یجانجام شد و نتا یشآزما یبار تکرار تجرب 3با  هابود که از هرکدام از نمونه ییصحراسر موش 10گروه شامل 

با  داريیدهنده تفاوت معننشان  aها استفاده شد. داده یسهمقا يبرا Tukey یبیطرفه و آزمون تعق یک یانسوار یلگزارش شده است. از آزمون تحل

٠
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با گروه کمپلکس   داريیدهنده تفاوت معننشان c) و ≥P 001/0( ینبا گروه کروس داريیدهنده تفاوت معن نشان  b)، ≥P 001/0گروه کنترل (

)001/0P≤ (است.  

  بحث 

است که  ییدارو یتبا خاص یديکارتنوئ یبترک کروسین

 رسدمی. به نظر گرددیاستخراج م Crocus sativus یاهاز گ

آن  اکسیدانییآنت یتبه فعال ینکروس ییدارو هايیژگیکه و

 که اند داده نشان گرفته صورت مطالعات]. 2[ شودمیمربوط 

 عملکرد از حفاظت سلولی، تمایز و تکثیر تنظیم در کروسین

 آپوپتوزي و التهابی ضد هايفعالیت طریق از سلول طبیعی

 برابر در کروسین دهنده بهبود اثرات براین، علاوه. دارد نقش

 یگر،د ییسو از ]4[ است شده داده نشان کبدي آسیب

به  یه،تومور اول یجاداز ا یريمشخص شده است که جلوگ

 يهادر ژن یکیژنتیو اپ یکیژنت ییراتتغ يبازه بالا یلدل

 هاکارسینوژنو  یرونیسرکوب کننده تومور و حضور عوامل ب

تومور  یجادتوان از ایاست. پس اگر چه نم یرممکنغ یباًتقر

ها و روش یافتن يها براکرد، تلاش یريجلوگ یهاول

قرار دارد  یاديدر دستور کار محققان ز یشگیرانهپ يهادرمان

]7 .[  

 اشاره سنگین فلزات به توانمی کارسینوژن مواد جمله از

 آلاینده یک عنوان به سنگین فلز یک عنوان به کادمیوم. کرد

 مواد لیست هشتم رتبه در که شودمی شناخته محیطی

 یکبه عنوان  IARCتوسط  یزن و است گرفته قرار خطرناك

-9تومور شناخته شده است [ یجادکنندها یانسان ینوژنکارس

از  یکوچک غن  ینبعد از ورود به بدن به پروتئ یوم]. کادم8

 يهاو در بافت یابدیاتصال م یونینبه نام متالوت یستئینس

 انباشته یهکبد و کل یرنظ یی،مسئول در عمل سم زدا

 یکعوارض پاتولوژ تواندیحالت م ین]. در ا10[ گرددمی

از  ی. برخیدنما یجادا یخود را درسطح بافت و مولکول

 یشاز افزا یدر القاء سرطان را ناش یومنقش کادم مطالعات

 یجادا یاآزاد و  یکالراد یدتول یجهدر نت یداتیواسترس اکس

  ].2[ دانندمی یسلول یبآس یاحتمال یلالتهاب به عنوان دل

 یکسماتر ینازهايکه متالوپروتئ اندداده نشان تحقیقات

 یدجد ییرگزا یکس،ساختار ماتر یبدر تخر یخارج سلول

]. هم 5[ کنندیم یفاءتومور و متاستاز متعاقب آن نقش ا

 از MMP9 و MMP2 یعنی ینازهادو عضو متالوپروتئ ینچن

 سرطانی هايسلول شدن تهاجمی در مهم فاکتورهاي

 افزایش با ارتباط در هاآن بیان احتمالاً و شوندمی محسوب

 آزاد هايرادیکال از ناشی التهاب و اکسیداتیو استرس

 سطح کاهش و اکسیداتیو استرس پروسه مهار لذا باشد،می

 MMPs این بیان کاهش با احتمالاً تواندمی هااکسیدانآنتی

 آن بهبود نتیجه در و سرطانی يهاسلول پیشرفت مهار سبب

 ]. 10[ گردد

بر بافت کبد  یومکادم يزا یبنقش آس  گرفتن نظر در با

سرطان  یشرفتدر پ MMP9و  MMP2 يها] و نقش ژن11[

 کروسین تأثیر بار نخستین براي حاضر مطالعه در ]12کبد [

 صحرایی يهاموش کبدي بافت در شده ذکر يهاژن بیان بر

  .شد بررسی کادمیوم با شده تیمار

پژوهش نشان دادند که  ینبه دست آمده در ا نتایج

مؤثر  MMP9و  MMP2هر دو ژن  یانبر ب تواندیم ینکروس

و  یومشده با کادم یمارت يهاها را در نمونهآن یزانباشد و م
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 یزانبه م یومکادم یرتحت تأث هاينمونهنسبت به  ینکروس

 برابر).  75/4و  99/4 یبکاهش دهد (به ترت یقابل توجه

بر  ینکروس یدرباره اثربخش یمطالعات مختلف تاکنون

 یمشابه یجانجام شده است که نتا هاسرطاناز  یانواع مختلف

اند. از جمله در مطالعه مطالعه حاضر داشته هايیافته با

Ashfari  سرطان بر روسینک سرطان ضدو همکارانش اثر 

و  1D یکلینس یانشد و نشان داده شد که ب بررسی پستان

1Cip21P یندر اثر مداخله با کروس یپستان يدر تومورها 

 رشد سرکوب که داد نشان مطالعه، ین. اشوندیسرکوب م

]. مطالعه 13[ است بوده سلولی چرخه مهار نتیجه تومور

 یو همکارانش انجام شد، اثربخش Vazifedanکه توسط  یگرد

 قرار بررسی مورد) HN-5( گردن و سر سرطان در را کروسین

 هاسلول از بعضی و داده کشت را HN-5 هايسلول هاآن. داد

 پرتوهاي معرض در را آنها بعد و کردند انکوبه کروسین با را

 از استفاده با را هاسلول ماندن زنده سپس. دادند قرار گاما

 مانی زنده که دریافتند ها. آنکردند گیرياندازه MTT روش

 داريمعنی طور به کروسین با با شده تیمار هايسلول در

 و بخشی توسط دیگر مطالعه یک در]. 14[ بود شده تربیش

 توموري موشهاي به کروسین تجویز که شد بیان همکارانش

C57BL / 6 85  است داده کاهش را ریه به متاستازدرصد .

 را MMP-2 ، MMP-9 ، ERK-2 بیان چنینهم ینکروس

نشان  Algandabyمطالعه  چنینهم]. 12[ بود مهارکرده

 يکبد یبروزبر ف يااثر بهبود دهنده یناست که کروس داده

کاهش  ینآن در اثر کروس یانکه ب ییهااز ژن یکیدارد و 

 یجبا توجه به نتا ین]. بنابرا15بوده است [ MMP2 یابد،می

 کروسین که رسدمیبه دست آمده در پژوهش حاضر، به نظر 

از  یبه عنوان دو جزء اصل MMP9و  MMP2با مهار  تواندمی

 تومور و دست یعسر یشرفتاز پ ینازهامجموعه متالوپروتئ

  .نماید جلوگیري دیگر هايبافت به آن اندازي

  گیرينتیجه

به عنوان  ینگفت که استفاده از کروس توانیمجموع م در

از  یناش يعوارض کبد تواندیاز مواد مؤثره زعفران م یکی

 يبرابر 5باعث کاهش حدوداً  یزو ن یدرا جبران نما یومکادم

 یزانو باز گرداندن م MMP9و  MMP2دو ژن  یانب یزانم

 ییدارو کهینها به نمونه کنترل گردد. با توجه به اآن یانب

را به  ینکروس توانیوجود ندارد م MMP2 یانکاهش ب يبرا

به نظر  ینچندر نظر گرفت. هم یمناسب ینهعنوان گز

طب  يبرا یبه عنوان عامل تواندیم ینمصرف کروس رسدیم

  در نظر گرفته شود.  گیريیشپ
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Background and Objectives: One of the causes of liver cancer is the heavy metal cadmium. Crocin is a compound 

with antioxidant properties. This study aimed to investigate the effect of crocin on the expression of matrix 

metalloproteinase 2 and 9 (MMP2 and MMP9) genes in cadmium-induced liver cancer in rats.  

Materials and Methods: In this experimental study, 40 female rats were randomly divided into four groups: 

Control; Crocin (15 mg/kg); Cadmium (20 mg/kg); Crocin±cadmium. After 8 weeks of daily treating by gavage, the 

liver tissue was removed to evaluate gene expression by Real-Time PCR. Data were analyzed by One-way ANOVA. 

Results: The results revealed that cadmium consumption increases the expression of MMP2 and MMP9 genes in the 

liver tissue (p<0.001). Crocin   significantly reduced the expression of both genes in the liver tissue (p<0.001). 

Conclusion: Crocin can reduce the raising effect of cadmium on the expression of MMP2 and MMP9 in the liver 

tissue. 
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