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  01/06/1394تاريخ پذيرش:     21/01/1394تاريخ دريافت:                                                  
 چكيده
 مطالعه اين در: زعفران داراي اثرات فارماكولوژيك متعدد است و نانوذرات طلا نيز در عملكرد و تمايز سلولي نقش دارند. مقدمه

هاي بنيادي مزانشيمي  ي طلاي سنتز شده با استفاده از برگ آويشن شيرازي در تمايز سلول ي زعفران و نانوذره اثرات عصاره
 مورد بررسي قرار گرفت. استئوبلاستشده از مغز استخوان موش صحرايي به مشتق

 .شناسايي شدندو  آوري نژاد ويستار جمع ييموش صحرا استخوان هاي مغز سلول در اين پژوهش تجربي،ها:  روشمواد و 
(نمك  MTTروش با ي زعفران  سميت نانوذرات طلا و عصارهسپس با روش فلوسايتومتري اين سلول ها شناسايي شدند. 

 20ي طلا ( ليتر)، نانوذره روگرم بر ميليميك 400هاي تجربي تيمار با زعفران ( ها به گروه نمونه گيري شد. اندازه تترازوليوم برمايد)
اثرات ليتر) تقسيم شدند.  ميكروگرم بر ميلي 20و  400ي طلا و زعفران (به ترتيب  ليتر) و تيمار توأم با نانوذره ميكروگرم بر ميلي

 روز بررسي گرديد. 14كالين فسفاتاز پس از روز و فعاليت آل 21تمايزي با رنگ آليزارين قرمز پس از 
تأييد كرد. مطابق نتايج حاصل از آزمون ها را  بودن سلول بنيادي، بررسي ماركرهاي سطحي با روش فلوسايتومتري: هايافته

MTT )6/0p=( ي آبي  شان داد عصارهنقرمز  آليزارين آميزي ها نداشتند. رنگ پذيري سلولافزايي اثري بر زيست هاي هم غلظت
افزايي بيشتر بود. فعاليت  شود. اين اثرات در گروه هم ها مي افزايش تمايز استئوژنيكي اين سلولي طلا منجر به  زعفران و نانوذره

 افزايي در مقايسه با كاربرد هر يك به تنهايي افزايش داشت. هاي هم كالين فسفاتاز در گروهآل
ي طلا تمايز استخواني را در  و نانوذره زعفران ي آبي عصارهي توأم از  ي حاضر، استفاده با توجه به نتايج مطالعه :گيري نتيجه
 دهد. هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان افزايش مي سلول

 ي طلا، استئوبلاست. هاي بنيادي مزانشيمي، زعفران، نانوذره : سلولها كليدواژه
E.mail: Baharara78@gmail.com نويسنده مسئول: *
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 مقدمه
0Fكوركوس ساتيووس«زعفران كه با نام علمي 

شناخته » 1
اي است كه كاربردهاي دارويي  شود نوعي گياه بوته مي

كار  عنوان ادويه در صنايع دارويي به متنوعي را دارد و به
نوع تركيب  150هاي رنگي زعفران حدود رود. در كلاله مي

ترين تركيبات فعال  فعال و غير فعال وجود دارد كه مهم
بيولوژيكي آن شامل كروسين، پيكروكروسين، كاروتنووئيد، 

هاي  تحقيقات در زمينه ).1باشد ( ها مي سافرانال و ويتامين
و مواد  ي تام طب مدرن نشان داده است كه عصاره

صورت خالص خواص ضد  ي اين گياه به دهنده تشكيل
توموري و ضد التهابي دارند. همچنين اين گياه براي درمان 

 ).2هاي كبدي اهميت دارد ( آترواسكروزيس و آسيب
هاي پزشكي  امروزه استفاده از نانوتكنولوژي در زمينه

). نانوذرات طلا در پزشكي 3افزايش يافته است (
زيادي دارند؛ اين نانوذرات سميت اندكي بر كاربردهاي 

هاي شيميايي سنتز نانوذرات طلا  . روش)4ها دارند ( سلول
هاي سمي، مصرف انرژي بالا و  شامل استفاده از حلّال

همچنين توليد محصولات است كه براي محيط زيست و 
هاي بالايي  سلامت انسان خطر دارند. از سويي ديگر هزينه

شكل محدود از نانوذرات بايد صرف گردد كه تا  براي توليد
ها را كاهش  ي آن حد زيادي خواص و كاربردهاي بالقوه

ي ساير  دهد. نياز فوري براي طراحي و توسعه مي
ي عوامل ذكرشده در بالا را از بين ببرد  هايي كه همه روش

هاي سنتز سبز براي  رسد روش شود. به نظر مي احساس مي
فلزي در حال حاضر راه حل قسمت  بيوسنتز نانوذرات

). آويشن شيرازي گياه 5باشد ( ي اين مشكلات مي عمده
1Fي نعناعيان بومي ايران و افغانستان از خانواده

است.  2
نعناعيان انواع تركيبات ترپنوئيدي و آروماتيك را توليد 

شوند  ها ذخيره مي هاي آن طور عمده در برگ كنند كه به مي
هاي هوايي اين  ي بخش دهنده ). تركيبات اصلي تشكيل6(

گياه شامل پاراسمين، گاما ترپينن، كارواكرول و تيمول 
يشن ي موجود در آو است؛ همچنين تيمول تركيب عمده

                                                            
1 Crocus sativus L 
2 Lamiaceae 

باشند كه  هاي عاملي فعال مي است. اين موارد داراي گروه
 .)7(توانند در بيوسنتز نانوذرات نقش مهمي را ايفا كنند  مي

هاي گياهي آويشن شيرازي  در اين تحقيق تجربي از برگ
ي طلا استفاده شد. تاكنون اثرات  براي سنتز نانوذره

هاي زيستي بر تمايز  ده با روشنانوذرات طلاي سنتز ش
هاي بنيادي مورد مطالعه قرار نگرفته است.  استخواني سلول

با توجه به ضرورت شناسايي عوامل مؤثر در القاي تمايز 
هاي بافت استخواني براي  هاي بنيادي به سمت سلول سلول

اهداف درماني نظير پوكي استخوان، تحقيق حاضر با هدف 
ي طلا  ي زعفران و نانوذره هبررسي اثر تمايزي عصار

هاي بنيادي مزانشيم مغز  افزايي بر تمايز سلول صورت هم به
 استخوان رت انجام گرفت.

 ها مواد و روش
 روش تحقيق:

آزمايشگاهي بـود كـه در سـال     -اين مطالعه از نوع تجربي 
در مركز تحقيقاتي بيولوژي كـاربردي تكـوين جـانوري     93

 نجام شد.دانشگاه آزاد اسلامي مشهد ا
 ي طلا به روش سبز: ي نانوذره تهيه
 ي گياهي آويشن شيرازي: آوري و شناسايي نمونه جمع

2Fهــاي هــوايي گيــاه آويشــن شــيرازي  انــدام 

ي  از منطقــه 3
آوري و در هربـاريوم   ي مشـهد در فصـل بهـار جمـع     طرقبه

شناسـايي   35314دانشگاه فردوسي مشهد با كد هرباريومي 
بـار   ها جدا و دو ه از ساير قسمتهاي گيا گرديد. سپس برگ

وشـو داده شـد و در دمـاي    با آب مقطر دو بار تقطير شست
 روز خشك گرديد. 7اتاق به مدت 

 گيري:عصاره
 100هاي گيـاه آويشـن بـا     شده از برگ گرم از پودر تهيه 5 

ليتر آب مقطر دو بار استريل مخلوط شـد و روي هـات    ميلي
قه بعد از جوش، مخلوط از دقي 5پليت قرار گرفت تا بجوشد. 

روي هات پليـت برداشـته شـد و بـا كاغـذ صـافي واتمـن        
 4ي حاصل در دماي  صاف گرديد؛ سپس عصاره 1ي  شماره

 هاي بعدي نگهداري شد. درجه براي استفاده
 ي محلول كلرواوريك: تهيه

                                                            
3 Zataria multiflora 
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پودر تتراكلريد طلا چهار آبه تهيه شد و در آب مقطر دو بار  
حلـول حاصـل، دور از نـور و در    تقطير حل گشت. سـپس م 

 هاي بعدي نگهداري گرديد. يخچال براي استفاده
 سنتز نانوذرات طلا

ي نانوذرات ابتدا تمام ظروف با تيـزاب سـلطاني    براي تهيه 
ي گيـاهي و محلـول    وشـو داده شـد، سـپس عصـاره    شست

كلرايد طلا براي سنتز نانو ذرات طـلا بـا يكـديگر مخلـوط     
 شدند.
 آبي زعفران: ي ي عصاره تهيه

 3صورت تجـاري تهيـه گرديـد.     ي خشك زعفران به كلاله
هـاي خشـك زعفـران كـاملاً سـاييده شـد و        گرم از كلاله

گيري با اسـتفاده از دسـتگاه سوكسـيله و آب مقطـر     عصاره
ي زعفران  كردن عصاره انجام گرديد؛ در نهايت براي خشك

ي  تهيـه از دستگاه انجمـاد در خـلأ اسـتفاده گرديـد. بـراي      
ــودر حاصــل از عصــاره  غلظــت ــاز، پ گيــري هــاي مــورد ني

DMEM3Fهاي زعفران توزين و در محـيط كشـت    كلاله

1 

)German Merck,.حل شد ( 
 نگهداري و آماده نمودن حيوانات آزمايشگاهي:

هـاي نـر نـژاد ويسـتار كـه از مركـز       در اين تحقيـق از رت 
. پژوهشي خوارزمي مشهد تهيه شده بودنـد اسـتفاده گرديـد   

مركز تكثير و پـرورش  «حيوانات در شرايط آزمايشگاهي در 
ي  دانشگاه آزاد اسلامي و پژوهشكده» حيوانات آزمايشگاهي

 12سـاعت روشـنايي و    12خوارزمي تحت شرايط استاندارد 
گراد  ي سانتي درجه 21±2ي حرارت  ساعت تاريكي و درجه

هـاي مخصـوص نگهـداري شـدند و آب و غـذاي       در قفس
 120-180ها با وزن  ها قرار گرفت. موش ختيار آنكافي در ا

گرم براي استخراج مغز اسـتخوان از ران و سـاق پـا مـورد     
 استفاده قرار گرفتند.

مزانشـيمي از مغـز    هـاي بنيـادي   اسـتخراج و تيمـار سـلول   
 استخوان رت

گـرم ابتـدا بـا     150هاي نـژاد ويسـتار بـا وزن تقريبـي     رت
% ضدعفوني 70الكل  ي وسيله هوش و سپس به كلروفرم بي

و  ران هـاي  شـدند و در شـرايط كـاملاً اسـتريل اسـتخوان     
                                                            

1 Dulbecco's Modified Eagle's medium  

گرديد. مغـز اسـتخوان از داخـل كانـال      ها جدا ني آن درشت
كه  22ي  استخوان به كمك يك سرنگ و سرسوزن شماره

4Fفلاشينگ پر شده بود با روش DMEMمحيط  با

تخليه  2
، 1500دقيقــه بــا دور  5گرديــد. مغــز اســتخوان بــه مــدت 

) شد تا پليت سلولي تشكيل Sigma, USAسانتريفيوژ (
 2شود. سپس محيط رويي تخليه شـد و بـه پليـت سـلولي     

  FBS% 15حــاوي  DMEMليتــر محــيط تــازه  ميلــي
5F

المللـي   واحد بـين  100سيلين و  المللي پني واحد بين 100و3
هاي حاصل كشـت داده   استرپتومايسين اضافه گشت. سلول

گراد  ي سانتي درجه 37شدند و فلاسك به انكوباتور با دماي 
روز  3هـا هـر    منتقل گرديد. محيط سلول CO2درصد   5

هاي مزانشـيمي   بار به مدت دو هفته تعويض شد. سلول يك
اســاس خاصــيت چســبندگي خــود بــه كــف فلاســك  بــر 
سـاز   هـاي خـون   ها ازجمله سـلول  چسبند اما ساير سلول مي

چون توانـايي چسـبيدن ندارنـد بـا تعـويض محـيط خـارج        
شوند. پاساژ سلولي بعد از يك هفته صورت گرفت و بعد  مي

ها كـاملاً خـالص شـده و بـراي تيمـار       از پاساژ چهار، سلول
 آماده بودند.
بادي بر عليـه   هاي بنيادي با استفاده از آنتي لولشناسايي س

و  CD31و  CD45,CD44ماركرهاي سطحي سلولي 
 روش فلوسايتومتري:
گر ها، فلوسايتومتري با نشان بودن سلولجهت تعيين بنيادي
CD45,CD44  وCD31 )Germany .انجــام شــد (
ي  وسيله هاي چسبنده به كف فلاسك به بدين منظور سلول

 rpm 2000دقيقه با دور  10ا شدند و به مدت تريپسين جد
 PBSسانتريفيوژ گرديدند. سـپس محـيط رويـي تخليـه و     

6F

 10اضافه شد. بعد از آن در اپندورف ريخته شد و به مـدت  4
ي  سـانتريفيوژ گرديـد. در مرحلـه    rpm 2000دقيقه با دور 
دقيقـه در   15% به آن اضافه شد و بـه مـدت   4بعد فرمالين 

 شـده در ي رقيـق  بـادي اوليـه   ت. آنتـي يخچال قـرار گرف ـ 
BSA/PBS 7F

 10هـا بـه مـدت     اضافه شـد و سـلول   53٪

                                                            
2 Flashing 
3 Fetal bovin serum 
4 Phosphate buffered salin  
5 Bovine serum albumin 
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، PBSوشو بـا  ساعت در يخچال قرار گرفت. پس از شست
 Gايمنوگلـوبين  بادي ثانويه (فلورسنس ايزوتيوسـيانات  آنتي

8F

1FITC (رقيق شده در BSA/PBS 3٪   اضافه گرديـد
دقيقـه در يخچـال  قـرار  گرفتنـد،      30ها به مـدت   و سلول

درصـد   1سپس سانتريفيوژ انجام شد و سلول ها با فرمالين 
 ) آناليز شدند.FACSفيكس و با دستگاه فلوسايتومتري (

ي آبـي زعفـران و سـميت     سنجش ميـزان سـميت عصـاره   
 نانوذرات طلا:

 ـ بـراي سـنجش ميـزان ســميت عصـاره      ي زعفــران و ي آب
شـده ي مغـز   هاي مزانشيمي مشـتق  نانوذرات طلا بر سلول

9Fاســتخوان از نمــك تترازوليــوم برومايــد

اســتفاده شــد. در  2
خانه كشت  24هاي سلول در پليت 105ي اول تعداد  مرحله

هـاي   ساعت با غلظـت  48و  24داده شدند و بعد از گذشت 
ي  كلالـه ي  ليتر عصـاره  گرم در ميلي ميلي 2و  5/1، 1، 5/0

ليتـر   ميكروگـرم بـر ميلـي    100تا  10هاي  زعفران و غلظت
طلا تيمار شدند. پس از سپري شدن زمان مورد نظر به هـر  

ها  اضافه گرديد و سلول MTTميكروليتر محلول  10خانه 
ساعت دور از نور انكوبه شدند. در نهايت محـيط   4به مدت 

ــلول  ــه س ــد و ب ــارج گردي ــي خ ــاي  روي ــر  100ه ميكروليت
DMSO 10F

اضافه شد، جذب محلول رنگي در طـول مـوج    3
ــپكتوفتومتر (  560 ــا اسـ ــانومتر بـ ) Epoch, USAنـ
هـا در مقايسـه بـا     گيري شد. سپس درصد بقاي سلول اندازه

 كنترل و با استفاده از فرمول زير محاسبه گرديد.
× 100 ) (A treated / A controlدرصد بقاء سلولي = 

treated A  وcontrol A   ــلول ــذب س ــب ج ــه ترتي ــاي  ب ه
 تيمارشده و نمونه كنترل مي باشد

ي طـلا   هاي بنيادي مزانشيمي همراه با نانوذره تيمار سلول
 و زعفران:

شده از مغز هاي مزانشيمي مشتق براي القاي تمايز در سلول
تـر از دوز كشـنده اسـتفاده     هـاي پـايين   استخوان از غلظـت 

-عـدد در پليـت   103اد ها با تعد طور خلاصه سلول گرديد. به
هـاي درون   خانه كشت داده شـدند. سـپس نمونـه    12هاي 

                                                            
1 Fluorescein isothiocyanate 
2 MTT 
3 Dimethyl Sulfoxide 

پليت به سه گروه تجربي و يك گروه كنترل تقسيم شـدند.  
 1گروه كنترل هيچ تيماري را دريافت نكردند. گروه تجربي 

ميكروگـرم بـر    400ي زعفـران را بـا غلظـت     فقط عصـاره 
و به مدت ساعت دريافت كردند  24ليتر پس از گذشت  ميلي

ي  ي نـانوذره  وسـيله  بـه  2هفته تيمار شدند. گروه تجربي  2
 21و  14ليتر به مدت  ميكروگرم بر ميلي 20طلا به غلظت 

افزايــي  صــورت هــم بــه 3روز تيمــار شــدند. گــروه تجربــي 
 400هـاي   ي زعفران و طلا را به ترتيـب بـا غلظـت    عصاره

  تر نـانوذره لي ميكروگرم بر ميلي 20ليتر و  ميكروگرم بر ميلي
طـور   ها بـا دقـت بـه    دريافت كرده بودند. تغييرات اين سلول

 ,INV3روزانه با اسـتفاده از ميكروسـكوپ فـاز متضـاد (    
Italyt .تحت نظر گرفته شد ( 

 آميزي آليزارين قرمز: رنگ
ي زعفـران بـه    هاي تحت تيمـار بـا عصـاره    لايه سلوليتك

 ا متانولدقيقه ب 10شسته و به مدت  PBSروز با  21مدت 
ــالص  ــپس   (Sigma, USA)خ ــدند و س ــيكس ش ف

11Fآميزي با محلول رنگـي آليـزارين قرمـز    رنگ

4 (Merck; 
Germany)   دقيقـه صـورت گرفـت. سـپس      5در زمـان

ها با آب مقطر شستشو داده شدند و بـا ميكروسـكوپ    نمونه
 ) مورد ارزيابي قرار گرفتند. (INV3, Itaiyفاز متضاد (

 فسفاتازي:كالين سنجش فعاليت آل
سرد از پليت  PBSروز با استفاده از  14ها پس از  سلول

ليز شدند و با استفاده از  X 100ي تريتون  وسيله جدا و به
پيپتاژ هموژنايز گرديدند. محلول حاصل با استفاده از كيت 

) با  Pars Azmoon, Iranلين فسفاتاز (سنجش آلكا
 .سنجي مورد آزمايش قرار گرفتروش رنگ

 ها با ميكروسكوپ زمينه تاريك: ي نمونه دهمشاه
ي  وسيله براي تعيين توانايي برداشت نانوذرات طلا به

 روز از ميكروسكوپ زمينه تاريك 21ها پس از  سلول
 (Biomed, Korea)  .استفاده گرديد 

 آناليز آماري:
با استفاده از آناليز  16ي  نسخه SPSSافزار  نتايج با نرم

و آزمون  ANOVA One-wayطرفه  واريانس يك
                                                            

4 Alizarin red 
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Tukey دار مورد بررسي قرار گرفتند و  سطح معني
 ترسيم شدند. Excellافزار  نمودارها با استفاده از نرم

 ها يافته
 ي طلا با هاي مورفولوژيكي نانوذره نتايج حاصل از بررسي

 ميكروسكوپ الكتروني گذاره:
 مشاهدات در اين قسمت نشان داد كه نانوذرات طلاي سنتز

هاي آويشن شيرازي داراي  ي برگ شده با استفاده از عصاره
اشكال  گوش و برخي ضلعي، سه اشكال متنوع ازجمله پنج

باشند. در اين تصاوير مشخص شد كه  تعريف نشده مي
وجهي نزديك  نانوذرات سنتز شده با آويشن بيشتر به پنج

هستند (الف). همچنين در تصوير مشخص است كه 
صورت مجزا  راكندگي مناسبي دارند و بهنانوذرات شاخص پ

 DLSاند. نتايج حاصل از آناليز نانوذرات طلا با  قرار گرفته
12F

-100ي اين نانوذرات بين  ي اندازه نشان داد كه محدوده1
بود  52/20ي نانوذرات  باشد. متوسط اندازه نانومتر مي 10

سنجي مادون  (ب، ج و د). نتايج حاصل از بررسي طيف
ي گياهي پوشش  داد كه نانوذرات طلا با عصارهقرمز نشان 

 ).1ي  اند (شكل شماره داده شده
 هاي تيمارشده: ارزيابي مرفولوژي سلول

هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از مغز  در كشت اوليه سلول
هاي نژاد ويستار بسيار هتروژن و ناهمگن استخوان رت

 كه -ساز  هاي خون بودند. در طي تعويض محيط، سلول
نچسبيده بودند حذف شدند و در طي پاساژ اول سلولي 

ي چسبنده با مرفولوژي متفاوت از  هاي تمايزيافته سلول
طوري كه در  هاي بنيادي مزانشيمي حذف شدند؛ به سلول

هاي دوكي نسبت به پاساژ اول  پاساژ دوم، تعدادي از سلول
 ها دوكي بودند. بيشتر و در طي چهار پاساژ، اغلب سلول

 هاي بنيادي: ج فلوسايتومتري سلولنتاي
هاي بنيادي مزانشيمي  تجزيه و تحليل فلوسايتومتري سلول

هاي  جدا شده از مغز استخوان براي ماركر سطحي سلول
ساز  مثبت ارزيابي شد اما براي ماركر خون CD44بنيادي 

CD45  و ماركر اندوتليالCD31 منفي ارزيابي شد 
 ).2ي  (شكل شماره

                                                            
1 Dynamic light scattering 

ي زعفران و  ز آزمون سنجش سميت عصارهنتايج حاصل ا
 ي طلا: نانوذره

منظور بررسي ميزان سميت نانوذرات طلا و زعفران و نيز  به
هاي بنيادي از تست  يافتن دوز مناسب براي تمايز سلول

MTT  استفاده گرديد. نتايج حاصل از بررسي
هاي بنيادي مزانشيمي  سيتوتوكسيتي نانوذرات طلا بر سلول

 25هاي زير  مغز استخوان نشان داد كه غلظتمشتق از 
ها  ليتر اثر معنادار بر مهار تكثير سلول ميكروگرم بر ميلي

صورت وابسته به  هاي بالاتر به ندارند در حالي كه غلظت
گردند و غلظتي كه  ها مي دوز منجر به مهار تكثير اين سلول

 100گردد برابر با  ها مي درصد سلول 50منجر به مرگ 
ليتر است. بررسي اثرات سيتوكسيتي  وگرم بر ميليميكر

ها نشان داد غلظتي كه  ي زعفران بر روي سلول عصاره
 1200ها گرديد برابر  % از سلول50منجر به مرگ 
براي  400ليتر بود. در اين تحقيق غلظت  ميكروگرم بر ميلي

 ).1ي  زعفران انتخاب شد (نمودار شماره
 يزارين قرمز:آميزي آل ي حاصل از رنگ نتيجه

 قرمز آليزارين آميزي رنگ روز، 21و  14مدت  از بعد
 قرمز آليزارين آميزي رنگ نتايج بررسي .صورت گرفت

 ي آبي زعفران و نانوذرات طلاي سبز، كه عصاره داد نشان
مشتق  مزانشيمي هاي بنيادي سلول در تمايز ايجاد به قادر
باشند كه  مي هاسمت استئوبلاست به استخوان مغز از شده

 گذشت زمان با يابد و افزايي افزايش مي اين اثر در هم
 ماتريكس پذيري رنگ نتيجه در و گذاري ميزان رسوب

 ).3ي  شود (شكل شماره مي بيشتر سلولي نيز خارج
 كالين فسفاتازنتايج حاصل از بررسي فعاليت آل

كالين فسفاتاز نشان داد كه تيمار با نانوذرات نتايج تست آل
كالين ي زعفران باعث افزايش فعاليت آل طلا و عصاره

گردد. در هر صورت  هاي تحت تيمار مي فسفاتازي در سلول
هاي تيمار با نانوذرات طلا و  فعاليت اين آنزيم در گروه

تنهايي در طي  ي زعفران نسبت به كاربرد هر يك به عصاره
 ).2ي  روز بيشتر بود (نمودار شماره 14
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 بحث
ي  ي آبي كلاله افزايي عصاره پژوهش تجربي اثر هم در اين

ي طلا بر القاي تمايز استئوبلاستي در  زعفران و نانوذره
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق شده از مغز استخوان  سلول

 رت مورد ارزيابي قرار گرفت.
باشد كه  هاي چند تواني مي مغز استخوان حاوي سلول

وبلاست، ميوسيت و توانايي تمايز به استئوبلاست، آديب
در پيوند مغز  30ها بيش از  كندروسيت را دارد. اين سلول

كلينيكي بر حيوانات استخوان كاربرد دارند. مطالعات پيش
ها براي پيوند و  مدل، شواهدي مبني بر توانايي اين سلول

هاي بنيادي مزانشيمي  ). سلول8ترميم ارائه نموده است (
 براي منبع ترينسترسد شده از مغز استخوان درمشتق

 ها سلول اين باشند؛ گرچه هاي بنيادي مي سلول از استفاده
 ها سلول هستند. اين جداسازي قابل نيز ديگري از منابع

 هاي دودمان انواع به آزمايشگاهي شرايط كه در قادرند
 غضروفي، چربي، هاي سلول مزانشيمي همچون مختلف
 تمايز نوروني ايه مانند سلول غير مزانشيمي و اي ماهيچه
ي جداسازي و  ). بنابراين با توجه به روش ساده9يابند (

شده از مغز استخوان و هاي مزانشيمي مشتق كشت سلول
ها، در اين مطالعه از  قابليت دسترسي آسان به اين سلول

نتايج  ها براي القاي تمايز استفاده گرديد. اين از سلول
هاي مزانشيمي  ولحاصل از فلوسايتومتري نشان داد كه سل
و فاقد  CD44جدا شده داراي ماركرهاي سطحي 

باشند. مطالعات قبلي مي CD45و  CD31ماركرهاي 
هاي بنيادي جدا شده از مغز  اند كه سلول نشان داده

 ,CD29, CD106گرهايي نظير استخوان نشان
CD105 CD44 كنند در حالي كه  را بيان مي
 ).10كنند ( را بيان نمي CD45و  CD31ماركرهاي 

 در دسترس در و پايدار عنوان منابع به گياهان از استفاده
 توجه اخير هايسال در سازگاري نانوذرات زيست تهيه

 روش اين است. از مزاياي كرده جلب خود به را بسياري از
 توليد ارزاني و سازگاري،بودن، زيست غير سمي به توان مي

اخير،  هاي سال ). در11كرد ( اشاره بالا با خلوص نانوذرات
 ي نانوذرات فلزي تهيه براي ي گياهان عصاره از استفاده

 هاي روش مناسب براي و آسان جايگزين يك عنوان به
آويشن نوعي  .)12شده است ( مطرح فيزيكي و شيميايي
اي است كه كاربرد فراواني در طب سنتّي دارد و  گياه بوته

يابد. مطالعات  صورت خودرو رويش مي در مشهد نيز به
هاي آويشن داراي  نشان داده است كه بسياري از گونه

باشند  ها ميتركيبات مختلف ازجمله فلاونوئيدها و فنلي
13Fوي .)13(

يزي اثرات تما 2011و همكاران در سال  1
14Fكاتكين

شده از چاي سبز) را بر روند  فنول استخراج(پلي 2
شده از مغز استخوان هاي مزانشيمي مشتق تمايز سلول

-)؛ بنابراين مي14ها بررسي نمودند (انسان به استئوبلاست
توان عنوان نمود كه ازجمله تركيبات طبيعي كه توانايي 

-ها ميهاي مزانشيمي دارند فنل القاي تمايز را در سلول
شود و وفور يافت مي باشند كه در گياهان ازجمله آويشن به

 ي همين اثر بود. ي ما نيز تأييدكننده نتايج حاصل از مطالعه
اند كه زعفران و تركيب  علاوه تحقيقات قبلي نشان داده به

ي آن يعني سافرانال، قادر به مهار تكثير و القاي تمايز  عمده
مشتق از مغز استخوان رت  هاي بنيادي مزانشيمي در سلول

). با توجه به اين موضوع كه نانوذرات طلا و 15باشد ( مي
ي زعفران بر طبق تحقيقات قبلي قادر به القاي  عصاره

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز  تمايز در سلول
منظور استفاده از  باشند، در اين تحقيق به استخوان مي

ف درماني اثر تركيبات طبيعي و گياهي در جهت اهدا
ذرات طلا براي ي زعفران به همراه نانو ي آبي كلاله عصاره

BMSCs15Fمؤثرتر نمودن القاي تمايز در 

مورد استفاده  3
قرار گرفت. نتايج حاصل از مطالعات گروه ما نشان داد كه 

ي زعفران و نانوذرات طلا  ي آبي كلاله تيمار توأم با عصاره
 باشد. به استئوبلاست مي BMSCsقادر به القاي تمايز 

گر رسوب كلسيم و تأييد  آميزي آليزارين قرمز بيان رنگ
باشد.  هاي مزانشيمي به سمت استئوبلاست مي تمايز سلول

پذيري  در اين تحقيق تجربي مشاهده گرديد كه ميزان رنگ
صورت  هاي تيمار به ها با آليزارين قرمز در گروه سلول

عفران بيشتر از كاربرد هر يك ي طلا و ز زمان با نانوذره هم
شود كه استفاده از اين رنگ  تنهايي بود. يادآور مي به

شدن ماتريكس باشد  تواند تنها روش شناسايي معدني مي
گر عنوان نشان ). افزايش فعاليت آلكالين فسفاتاز به16(

). در اين راستا 17رود ( تمايز استئوژنيك اوليه به كار مي
ش فعاليت آلكالين فسفاتازي را در گروه نتايج ما نيز افزاي

ي زعفران و طلا به ترتيب با غلظت  تجربي تيمار با عصاره
ها  ليتر نسبت به ساير گروه بر ميلي 25ميكروگرم و  400

تنهايي نيز منجر به  نشان داد. نانوذرات طلا و زعفران به

                                                            
1 Wie  
2 catechin 
3 Bone marrow stromal cells 
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گردد كه البته اين  كالين فسفاتازي ميافزايش فعاليت آل
 افزايي بيشتر بودند.هاي همدر گروه اثرات
16Fآنگ 

اثرات كروسين (يكي از  2007و همكاران در سال 1
ي گياه زعفران) را بر مهار  ي موجود در كلاله تركيبات عمده

). 18ي بزرگ نشان دادند ( هاي سرطاني روده تكثير سلول
ها به فاز تمايزي  زمينه ورود سلول مهار تكثير، پيش

ا توجه به اين مطالب و سوابق مطالعاتي كه ). ب19باشد. ( مي
توان استدلال كرد از آنجايي كه طبق نتايج  ذكر گرديد مي

هاي تحت تيمار  حاصل از سنجش قابليت زنده ماندن سلول
ها  ي زعفران، اين ماده باعث مهار تكثير اين سلول با عصاره

به  ها به اي براي ورود اين سلول تواند مقدمه شود كه مي مي
 از تمايزي باشد.ف

 گيري نتيجه
منظور استفاده از تركيبات طبيعي و  در اين تحقيق به 

ي  ي آبي كلاله گياهي در جهت اهداف درماني، اثر عصاره
براي  BMSCsي طلا بر تمايز  زعفران همراه با نانوذره

القاي تمايز مورد استفاده قرار گرفت. نتايج حاصل از 
ي  ي آبي كلاله عصاره مطالعات نشان داد كه اثر توأم

به  BMSCsزعفران و طلا قادر به القاي تمايز 
 باشد. استئوبلاست مي

 تشكر و قدرداني
از همكاران مركز تحقيقات و بيولوژي كاربردي تكوين 
جانوري دانشگاه آزاد اسلامي مشهد صميمانه تشكر 

ها بر روي  ي مراحل انجام آزمايش شود. در كليه مي
ي اخلاق كار با حيوانات با كد  حيوانات، مقررات كميته

 رعايت گرديد. IRCT 1130517912022 كاربري باليني 

                                                            
1 Aung 



 94تابستان)، 15(پياپي2، شماره5 دوره                                                              مكمل                                                             طب 

1197 

 

 
 

 

 
 

 
 
 

 )1ي ( شكل شماره
 هاي ميكروسكوپ الكتروني گذاره از نانوذرات طلاي سنتز شده به روش سبز، الف: عكس

 دهد، را نشان مي DLSي پراكنش نانوذرات از نظر سايز آناليز شده با  ب: دامنه 
 هاي مختلف، هاي نانوذرات سنتز شده در زمان نوري را براي نمونه ج: ميزان جذب

 ).B) و نانوذرات سنتز شده (Aاز عصاره گياهي ( FTIRد: نتايج حاصل از نمودار 
 

 (ب) 

 (ج)

 (د)

#ƒ ÷v$ 
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 هاي بنيادي را تأييد كرد. نتايج فلوسايتومتري حضور سلول) 2ي ( شكل شماره
 
 

 
هاي بنيادي  ي زعفران سلول هاي مختلف طلا و عصاره اثرات سميت غلظت: نتايج بررسي 1ي  نمودار شماره

)Mean±S.D،**01/0p< ليتر زعفران، ستون سوم  ميكروگرم بر ميلي 400). ستون اول گروه كنترل، ستون دوم غلظت

 و طلا. ليتر زعفران ميكروگرم بر ميلي 25و  400ليتر طلا و ستون چهارم به ترتيب  ميكروگرم بر ميلي 25غلظت 
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 آميزي با آليزارين قرمز: پذيري ماتريكس خارج سلولي با رنگ ي ميزان رنگ ) مقايسه3ي ( شكل شماره

 ها هيچ نوع تيماري دريافت نكرده است، الف: گروه كنترل كه سلول
 زعفران،ي  ليتر عصاره ميكروگرم بر ميلي 400ب: گروه تيمار با دوز 

 ي طلا، ليتر نانوذره ميكروگرم بر ميلي 20ج: تيمار با دوز 
 ي زعفران. د: تيمار توأم با طلا و عصاره

 

 
 )2ي ( نمودار شماره

 25ليتر)، طلا ( ميكروگرم بر ميلي 400ي زعفران ( هاي تيمارشده با عصاره فسفاتاز در سلول كالين ي ميزان فعاليت آل مقايسه
كه  -ليتر) در مقايسه با كنترل  ميكروگرم بر ميلي 20و  400ليتر) و تيمار توأم با زعفران و طلا (به ترتيب  ميليميكروگرم بر 

داري نسبت به گروه كنترل افزايش يافته  صورت معني هاي تيمارشده ي نانوذرات طلا و زعفران، به ميزان جذب نوري در سلول
باشد  فسفاتازي بيشتر در گروه تيمار توأم در مقايسه با گروه كنترل مي ين كالي ميزان فعاليت آل دهنده نشان -است 

)Mean±S.D،**01/0P<.( 
  

#â $ 

#ƒ ÷v$ #x $ 

#ô$ 
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Abstract 
Introduction: Saffron (Crocus Sativus L) has various pharmacological effects. Gold 
nanoparticle (GNPs) is involved in cell function and differentiation. In this study the 
osteogenic effects of Saffron extract and biogenic synthesis gold nanoparticles (GNPs) 
using Shirazi Thyme (Zataria multiflora) leaves was investigated on differentiation of 
bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs). 
Methods: In this experimental study, Wistar rat bone marrow cells were collected and 
identified. Then these cells were detected by flow cytometry.Cytotoxicity of GNPs and 
Saffron extract was measured by MTT assay (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). Samples were divided to 3 experimental groups and 
were treated with GNPs (20 µg/ml), Saffron extract (400 µg/ml), and a combination of 
Saffron extract and GNPs (400 and 20 µg/ml respectively). Differentiation effects 
were investigated by alizarin red staining after 21 days and alkaline phosphates (ALP) 
activity after 14 days. 
Results: Flow cytometry analysis of surface specific markers confirmed the presence 
of stem cells. According to the results from MTT assay the concentrations that used for 
synergic groups had not affected cell viability (p= 0.6). Alizarin red staining showed 
Saffron extract and GNPs alone increased osteogenic differentiation. This effect on 
synergic group was higher. Alkaline phosphates activity in the combined Saffron and 
GNPs group showed a significant increase compared to the other groups. 
Conclusion: According to the findings of this study, synergic used of Saffron extract 
and GNPs effectively enhance BMSCs differentiation. 
Key words: Mesenchymal stem cells, Osteoblast, Saffron, Gold nanoparticle. 
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