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 چکیده:

به عنوان  نیروسک. شودمحسوب می مرگ و میر در دنیا اصلیدر تشخیص و درمان، سرطان یکی از عوامل های چشمگیر با وجود پیشرفتمقدمه: 

حال، هنوز اثرات ضد  نی. با اداده است پستان، لوزالمعده و معده از خود نشان یدر تومورها یقو یموجود در زعفران، اثرات ضد تومور اصلی دیکاروتنوئ
ترانسفورم  Bی هاسلول بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی کروسین رویمطالعه حاضر، هدف از . ستیمشخص ن Bسلول  یهادر لنفوم ژهیبه و نیکروس یلنفوما

 ویروس اپشتین بار لنفوم بود. شده با

قرار  یمورد بررساست  آلوده به ویروس اپشتاین بار Bکه نوعی لنفوم  CO 88BV59-1 LCL رده سلولی  بر نیکروستاثیر مطالعه،  نیدر ا روش کار:

 ازبا استفاده  بیسلول و آپوپتوز به ترتانی زنده ممیزان تحت درمان قرار گرفتند.  کرومولاریم 200تا  2/0 نیروز با کروس سهها به مدت گرفت. سلول
 شد. نییتع Real-Time PCRتوسط  miRNA-15a5pو  miRNA-15a3p انیب نی. همچنندقرار گرفت یمورد بررس یتومتریسفلوو  MTTروش 

در . (>P 05/0) کرد مهارزمان را و به روش وابسته به دوز  ویروسآلوده به  یهااز سلول یو آپوپتوز ناش ریتکث یبه طور قابل توجه نیکروس ها:یافته

 مشاهده نشد نشده  ماریت یهابا سلول سهیدر مقا miRNA-15a5pو  miRNA-15a3p انیب زانیدر م یمعنادار رییتغ نیشده با کروس ماریت یهاسلول
(05/0 P>). 

در کاهش زنده مانی و افزایش آپوپتوز سلول های لنفومی و همچنین عدم تغییر در میزان  نیکروسبا توجه با تاثیر نشان داد که  جینتا گیری:نتیجه

 در نظر گرفت. ویروس اپشتاین بارمرتبط با  Bدر درمان لنفوم سلول  از آن به عنوان یک کاندید درمانی توانیم miRNA-15a بیان 
 

 ، کروسینBآپوپتوزیس، لنفوم سلول  واژگان کلیدی:

 

 مقدمه:
جزء خانواده هرپس گاما  Epstein Barr (EB)اپشتاین بار ویروس 

درصد افراد جامعه را آلوده کرده است  90ویروس است که بیش از 
 شدهدر بدن  Bهای رویه سلولباعث تکثیر بیویروس . این [2،1]

سیستم ایمنی باعث بیماری  ضعفدنبال عفونت و ه و ب
از  Bهای سلول با بدخیمی این ویروس شود.می فراتیوولیفوپرنل

و پس نفوپرولیفراتیلنفوم بورکیت و بیماری ل ،جمله لنفوم هوچکین
 PTLD Post-Transplantاز پیوند )

Lymphoproliferative Disorders,مرتبط است ). 
 های کوچک RNAریق تغییر در بیان ویروس اپشتاین بار از ط

(miRNAسلول )های سلولی باعث ها و در پی آن تغییر بیان ژن
 . [3]شودن و یا سرطانی شدن سلول آلوده مینامیرا شد

های  RNA یک گروه از -ها  miRNA شده است که شخصم
های مختلف از ارتباط نزدیکی با بیماری - کوچک غیر کدکننده
 22های  RNAدر اصل  ها miRNA .جمله سرطان دارند

Pars J Med Sci 2020;18(3):21-31 

mailto:microkargar@gmail.com


 ی و همکارانعبدالرضا ستوده جهرم  کروسین بر میزان آپوپتوز سلولی  ریتاث

 99زشکی پارس، دوره هفدهم، شماره سه، پاییزمجله علوم پ

 22 

هستند که بیان ژن را در مرحله پس از  کنندهنوکلوتیدی غیر کد
نزدیک به یک سوم ژنوم بدن انسان د. نرونویسی تنظیم می کن

 miRNAبه طور متوسط هر  .[4]شود تنظیم می miRNAتوسط 
 . [5]درصد از ژنوم را تنظیم کند  30تواند بیان می

 miRNAهایی که بیان شان توسط ای از پروتئینبا توجه به گستره
تقریباً در تنظیم همه فرآیندهای زیستی  miRNA، شودمیتنظیم 

در  miRNAها، نقش کند. در بسیاری از پژوهشنقش ایفا می
، حفظ حالت  [6]های بدن ها و دستگاهگیری اندامتکوین و شکل

ها به انواع های بنیادی و تنظیم تمایز آنخودتکثیری در سلول
، تنظیم و تکوین سیستم  [8]، رشد، آپوپتوز  [7]های دیگر سلول

سرکوب تومور، متاستاز و مقاومت  [10]، تومورزایی [9]ایمنی 
 جایگاه ژنی در کهmiRNA-15a اثبات شده است.  [11]دارویی 
13q14 پروتئین منفی هایکنندهتنظیم عنوان به دارند، قرار BCL-

به  منجر تواندشان می کاهش فعالیت و یا حذف کرده و عمل2
است  تومور گرسرکوب miRNA بنابراین شود. Bلنفوم سلول 

[13،12].  
، کاهش فعالیت ویروس اپشتاین بارهای آلوده به در بیشتر سلول

که در نتیجه آن فعالیت  شودمیدیده  miRNA-15aو یا حذف 
نوبه خود باعث ژن بهکند. افزایش این افزایش پیدا می BCL-2ژن 

، کاهش [14]های توموری رویه سلولافزایش فعالیت و تکثیر بی
 . [15] شودمیآپوپتوز و نامیرایی سلول 

از طریق دهنده ویروس اپشتاین بار به دلیل ورود PTLD بیماری 
دهد. حتی ممکن است فرد به گیرنده پیوند رخ می +EBVپیوند 

آلوده شده باشد ویروس وند به این گیرنده پیوند قبل از دریافت پی
و ویروس را به صورت نهفته در بدن خود داشته باشد و به دلیل 
فعال شدن ویروس در نتیجه تضعیف سیستم ایمنی، بیماری 

PTLD  در  ویروس اپشتاین باررخ دهد. با توجه به شیوع بالای
 .[2]در بیماران پیوندی مقدور نیست PTLD جامعه پیشگیری از 

های عضو خانواده ویروس ویروس اپشتاین بارجایی که  از آن
توان از داروهای ضدویروسی همچون اسیکلوویر هرپس است، می

و گانسیکلوویر که برای درمان بقیه اعضای این خانواده استفاده 
نیز استفاده ویروس حاصل از این   PTLD، برای درمان شودمی

کارایی  PTLDکرد. اما مشخص شده است این داروها در درمان 
چندانی ندارند. همچنین داروهای شیمی درمانی همچون 

و  دوکوروبیسین هیدروکلرایدوینکرستین، سیکلوفسامید، 
ها از جمله بورکیت، پردنیزولون که برای درمان سایر لنفوم

شوند در فاده میبزرگ منتشره است Bهوچکین و لنفوم سلول 
. از سوی دیگر، از ایمنوتراپی [16]کارایی ندارند  PTLDدرمان 

که  شودمیاستفاده  PTLDهمچون ریتوکسی ماپ نیز در درمان 
روش درمانی بسیار پرهزینه بوده و درصورتی موثر است که به 

. به طور [19-17]صورت ترکیبی با شیمی درمانی استفاده شود 

اسبی نداشته و از آن جایی که در پی درمان من PTLDکلی، 
تضعیف سیستم ایمنی در افراد دریافت کننده پیوند اعضا ایجاد 

گر آن کاهش تجویز داروهای سرکوب ، تنها راه درمانشودمی
بود که خود می تواند باعث دفع پیوند شود  سیستم ایمنی خواهد

[20]  . 
 ینقش مهم دهایکاروتنوئ از جمله اهانیمشتق شده از گ باتیکتر

از عوامل ضدسرطان  یو منبع ارزشمند شتهسرطان دا درماندر 
 کیبه عنوان  نیدهد که کروسید. شواهد نشان منکنیرا فراهم م

. [21] دارد یزعفران، اثرات ضدسرطان اهیاز گ جدا شده دیکاروتنوئ
ها، کروسین دارای خاصیت بازدارندگی و با توجه به نتایج پژوهش

، سرطان [22] یکبد یهاسرطان سلول ضدسرطانی در
سرطان  یهاسلول، [23]سر و گردن  یفرش سنگ یهاسلول

در  ،[25]استروده بزرگ  یسرطان یهاو سلول [24]دهانه رحم 
های طبیعی ندارد اثر سیتوتوکسیسیتی روی سلول چیکه ه یحال

زعفران و ترکیبات فعال آن مانند کروسین باعث حفاظت  [.26]
هایی همچون اکسیداتیو استرس و های اندوتلیال از آسیبسلول

 .[24]شودمیآپوپتوز 
 لنفوم یروکروسین موجود در زعفران ر یثتاتا کنون از آنجائی که 

قرار نگرفته  یویروس اپشتاین بار مورد بررس ایجاد شده ناشی از
جه به میزان بالای موارد درمانی مرتبط با پیوند اعضا و با تو است

، این PTLDدر کشور و به تبع آن شیوع بالا و عدم درمان مناسب 
پژوهش با هدف بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی کروسین بر روی 

 رده سلولی ویروس اپشتاین بارآلوده به  Bلنفوم سلول 
CO 88BV59-1  انجام شد. همچنین تغییرات بیانیmiRNA-15a  

 در پی این تیمار در این رده سلولی مورد بررسی قرار گرفت. 
 

 روش کار:

 Bهای آزمایشگاهی حاضر روی لنفوسیت -پژوهش تجربی
انجام  CO 88BV59-1رده  ویروس اپشتاین بارسرطانی آلوده به 

از شرکت بانک  CRL-10624شد. رده سلولی فوق با کد سلولی 
که با  RPMI 1640محیط کشت و در خریداری   ATCCسلولی

غنی شده و  (Fetal bovine serum, FBS)سرم گاوی درصد  10
سیلین، استرپتومایسین و آمفوتریپسین پنی هایبیوتیکحاوی آنتی

B از  کروسینسانتیگراد نگهداری شد.  جهدر 37دمای  بود در
-Trypsinتریپسین ) جملهو دیگر مواد لازم از شرکت سیگما 

EDTA،) MTT ( محیط کشت ،RPMI 1640 آنکسین ،)
Annexin-V-(FITC)  و پروپیدیوم آیودید(propidium iodide, 

PI)  استخراج و کیت از شرکت مرک(RNA extraction Kit 

(TRIZOL reagent) )و کیت RT-PCT  از شرکتRoche  و کیت
 پروژه این خریداری شد.  Fermentasاز شرکت  cDNAساخت 
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پژوهشی در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی جهرم با کد 
IR.JUMS.REC.1399.026 .به تصویب رسیده است  

 

  MTTروش های زنده به لسلومیزان تعیین 
برای تعیین غلظت موثری از کروسین که باعث مرگ سلولی در 

ابتدا استفاده شد.  MTTاز روش  شودمی( IC50ها )نیمی از سلول
که  RPMI 1640محیط کشت در CO 88BV59-1 های رده سلول

، سیلینغنی شده و حاوی آنتی بیوتیک پنیده درصد FBS با 
 جهدر 37مای دبودند در  B و آمفوتریپسین، استرپتومایسین

کشت درصد  5اکسیدکربن درصد و دی 90، رطوبت سانتیگراد
درصد  80ها به حدود پوشانی سلول که هم پس از این .داده شدند

آوری و پس از شستشو، در ها را با تریپسین جمعسلول ،رسید
کشت داده شدند. پس از  3× 105با غلظت  ایخانه 96های پلیت

 با غلظت های کروسینساعت، محیط کشت با محیط حاوی  24
 تیمار کروسینها با میکرومول جایگزین شد و سلول 200تا  2/0از 

تنها حاوی دی متیل گروه کنترل های . محیط کشت سلولشدند
ساعت  72و  48، 24 بعد از گذشت .( بودDMSOسولفاکساید )

 PBSهای آزمایش و کنترل با های گروه، سلولیمارپس از ت
اضافه شد.  هابه آن ساعت 4برای مدت  MTT شستشو و محلول 

ل متیدیبا را های رنگی ایجاد شده کریستال آن پس از
 570طول موج  درحل کرده و میزان رنگ ایجاد شده  سولفاکساید

مورد بررسی قرار گرفت. هر نانومتر توسط دستگاه قرائت الیزا 
  بار تکرار شد.سه آزمایش 

 

 فلوسیتومتری روشهای آپوپتوتیک به تعیین سلول
-CO 88BV59 های رده سلولبرای تعیین میزان آپوپتوز سلولی، 

کشت داده شدند.  3× 105خانه با غلظت   24در پلیت های  1
محلول کشت با محلول  ،تعسا 24پس از گذشت مدت زمان 

ساعت،  72و  48، 24زمان های  IC50با متناسب  کروسینحاوی 
و جایگزین شد میکرومولار  2/79و  7/117، 9/165 بـه ترتیـب

. پس وجود داشت دی متیل سولفاکساید نیز تنهاگروه کنترل  در
ها با استفاده ، تمام سلولتیمارساعت از  72و  48، 24ت گذشاز 

شستشو داده شدند و  PBSاز تریپسین جمع آوری و با محلول 
های آپوپتوتیک رنگ آمیزی و سلول PIو  Annexin-Vسپس با 
 .ندشمارش شد  FACScanTM فلوسیتومتری با دستگاه

 

 روشبا استفاده از  mi-RNAتعیین میزان بیان 
Real-time RT-PCR  

 RNA، تمام هاتیمار سلولساعت از  72و  48، 24 پس از گذشت 
طبق پروتکل مربوطه  RNeasy mini kitها به وسیله کیت سلول

دست آمده با ه ب RNAژنومی،  DNAاستخراج و به منظور حذف 

به دست آمده  RNAشد. غلظت  یمارت RNase-free DNaseکیت 
با استفاده از دستگاه نانومتر  280نانومتر به  260در طول موج 

 260. از نمونه های که نسبت جذب نوری [28]دشتعیین  نانودراپ
 cDNAداشتند، برای ساخت  2/2تا  8/1نانومتر بین  280به 

 استفاده شد.
برداری میکرومولار( )نسخه 25یک میکرولیتر از پرایمرهای )

 miRNA ،universal step loop  (USTLمعکوس( عمومی 

primer)  [29]  ( و دو میکروگرم از 1)جدولRNA  رقیق شده در
میکرولیتر رسانده  10به حجم   (RNase free)آب دو بار تقطیر 

گراد برای درجه سانتی 70دقیقه در دمای  10شد. پس از 
دناتوراسیون، فوراً روی یخ قرار داده شد. چهار میکرو لیتر از بافر 

×RT 5 چهار میکرو لیتر ،dNTPs mix یک میکرولیتر آنزیم ،
ReverTra Ace (100 U/μL; TOYOBO, Osaka, Japan)  و

به آن اضافه شد و   (RNase free)میکرولیتر آب دو بار تقطیر 11
درجه سانتی گراد به مدت یک ساعت انکوبه شد و  42در دمای 

 cDNAشد.  درجه سانتی گراد قرار داده 90دقیقه در 10سپس 
کلی برای بررسی میزان بیان هر دو  cDNAحاصل بعنون یک 

مورد بررسی قرار  Real Time PCRو به روش  miRNA-15aنوع 
 48، 24گرفت. هر تیمار سلولی در هر کدام از مدت زمان تیمار )

ساعت( سه بار تکرار شد و برای هر تکرار سه بار آزمایش  72و
PCR  .انجام شد 

 Platinum SYBRبا استفاده از کیت  Real-time PCRآزمایش 

Green qPCR Super Mix-UDG  شرکتInvitrogen  بر طبق
دستورالعمل مربوطه انجام شد. به طور خلاصه، هر واکنش شامل 

 10میکرولیتر پرایمر فوروارد )cDNA ،5/1یک میکرولیتر 
 Universal Reversمیکرولیتر پرایمر معکوس ) 5/1میکرومولار(، 

primer( )10  میکرولیتر  25(، 1میکرومولار( )جدولSYBR mix 
میکرولیتر آب دو بار تقطیر بود. به منظور خارج کردن  21و 

ها های هوا از درون میکروتیوب ها، پلیت حاوی میکروتیوبحباب
سانتریفیوژ شد. سپس پلیت  g 1000 ×به مدت یک دقیقه در دور 

و تشخیص میزان  Real-time PCRمذکور برای بررسی واکنش 
 ,QIAGEN Rotor-Gene Q (QIAGENفلورسنت در دستگاه 

Hilden, Germany)  قرار داده شد. برنامه دمایی دستگاه به صورت
 زیر تعیین شد: 

جه در 95دقیقه و دمای  10به مدت  PCRمرحله اولیه فعال سازی 
مراز فعال پلی Hot Star Taq DNAگراد که در آن آنزیم سانتی

 95ثانیه در دمای  15. مرحله دوره ای شامل دناتوراسیون شودمی
گراد درجه سانتی 60ثانیه در دمای  45 گراد، آنیلینگدرجه سانتی

گراد بود. این درجه سانتی 72ثانیه در دمای   30و طویل شدن 
 . [28]بار تکرار شد  40چرخه به تعداد 
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به صورت   ΔΔCT-2ها با استفاده فرمول mi-RNAبیان نسبی 
 زیر محاسبه شدند. 

 

ΔΔCT = (Ct (experimental target gene) –Ct (experimental 

internal control)) -(Ct (control target gene) – Ct (control 

internal control)) 
 

 انجام شد  Real-time RT-PCRسایبرگرین،  روش در نهایت با 
-miاز ژن   مورد نظر تعیین شد. mi-RNAو میزان بیان نسبی 

RNA U6 از  ونوان کنترل ه عبcDNA  ساخته شده باUSTL 

primer  نیز برای بیانmi-RNA U6 .استفاده شد  

 مشخص شده است. 1توالی پرایمر های استفاده شده، در جدول 
 

 :تحلیل آماری
انجام شد.  های مربوط به هر نمونه به صورت سه تاییآزمون

نمایش داده شده است. تحلیل  mean±SDها به صورت داده
و با کمک آزمون  16نسخه  SPSSها با استفاده از نرم افزار داده

ها سطح معناداری واریانس یک طرفه انجام شد. در تمام آزمون
هایی که تفاوت آن ها از نظر درنظر گرفته شد. داده 05/0کمتر از 

ستاره )*، **( مشخص شده آماری معنادار بوده است با علامت 
 است.

 
 hsa-miR-15a [28]: توالی آغازگر های مورد استفاده برای 1جدول 

 

mi-RNA دما سکانس 

USTL primer 5-GAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAA 

GAATGTGCGTCTCGCCTTCTTTCNNNNNNNN-3 
 گراددرجه سانتی 90

hsa-miR-15a-3p 5-CAGGCCAUAUUGUGCUGCCUCA-3  

hsa-miR-15a-3P-F 

primer 

5-ACACTCCAGCTGGGCAGGCCATATTGTGCTGCCTC-3 60 گراددرجه سانتی 

hsa-miR-15a-5p 5-UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG-3  
hsa-miR-15a-5P-F 

primer 
3-5-ACACTCCAGCTGGGTAGCAGCACATAATGGTTTGT 60 گراددرجه سانتی 

Universal Revers primer 5-TGGTGTCGTGGAGTCG-3 8/59 گراددرجه سانتی 

U6 internal control F 

primer 

5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3 1/59 گراددرجه سانتی 

U6 internal control R 

primer 

5-CTCGCTTCGGCAGCACA-3 1/59 گراددرجه سانتی 

 

 

ها:یافته
 MTTهای زنده با استفاده از بررسی میزان سلول

به صورت  آلوده به ویروس Bسلولی  ردهبا تیمار  MTTآزمایش 
های تیمار وابسته به زمان و دوز کروسین انجام گرفت و سلول

ج با کمک ینتانشده به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدند. 
همچنان که در شکل  .بوددر سه تکرار به این شکل  MTT روش

نیز نشان داده شده است، کروسین به صورت وابسته به دوز و 
تایج . نوابسته به زمان میزان زنده مانی رده سلولی را کاهش داد

درصد بقای سلولی کاهش کروسین شان داد که با افزایش غلظت ن
 200 یابد به طوری که کمترین بقای سلولی در غلظـتمی

 (P<001/0)مشاهده شد ساعت  72زمان  میکرومولار و در
در زمان های مختلف انکوباسیون  IC50(. همچنین میزان 1)شکل

در  کروسین IC50 غلظـتمیانگین  نشان داده است. 1در شکل
و  7/117، 9/165 ساعت بـه ترتیـب 72و  48، 24مدت زمان 

 میکرومولار بود. 2/79
 

 فلوسایتومتری: نتایج میزان آپوپتوز سلولی به روش 
 CO 88BV59-1 یرده سلول یرو کیآپوپتوت تاثیر نییتع یبرا

LCLریمقاد توجه به ها با، سلول IC50  به دست آمده در آزمایش
MTTتیمارتحت  نیساعت با کروس 72و  48، 24 ، در زمان های 

ی و تومتریفلوسی به روش قرار گرفتند و سپس اثرات آپوپتوز
شد. در این روش  ییشناسا PIو  Annexin Vاستفاده از 

و  Annexin رنگفقط  ،هایی که دچار آپوپتوز اولیـه شـدهسلول
هـا سلولی آن غشایو  ههایی کـه دچار آپوپتوز ثانویه شدسلول

هایی و سلول  PIو  Annexin دو رنـگبود انـدکی نفوذپذیر شده 
 )شکل را بـه خـود گرفتنـد PI که دچار نکروز شده فقط رنـگ

 ، کروسیننشان داده شده استنیز  3طور که در شکل  همان(. 2
به صورت وابسته به  یدر رده سلول یقابل توجه کیآپوپتوت اثرات

  (.P<001/0) نشان داد دوز و وابسته به زمان
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 زبا استفاده ا miRNA-15aنتایج میزان بیان 

 Real Time-PCR: 
در این مطالعه برای تعیین عملکرد کروسین بر میزان بیان 

miRNA-15a3p  وmiRNA-15a5pپس از تیمار با  ها، سلول
ساعت  72و  48، 24های مختلف کروسین در زمان های غلظت

آن ها استخراج شد. بررسی  RNAپس از تیمار جمع آوری شده و 
در  RNAاستخراجی تعیین شد. نسبت جذب  RNAکمی و کیفی 

به دست آمد  2تا  8/1نانومتر بین  280نانومتر به  260طول موج 
بود. در ادامه  DNAکه نشان دهنده عدم آلودگی آن به پروتئین و 

،  cDNAاستخراجی به عنوان الگو و ساخت  RNAبا قرار دادن 
مورد بررسی  Real Time PCRها به روش  miRNAمیزان بیان 

و  miRNA-15a3pقرار گرفت. نتایج نشان داد میزان بیان نسبی 
miRNA-15a5p  در رده سلولی تیمار شده با کروسین در مقایسه

با سلول کنترل، تغییر آماری معناداری در زمان های مختلف 
 (.2()جدول 4انکوباسیون نداشته است )شکل

 
 
 

 
 تاثیر کروسین بر زنده مانی رده سلولی: 1شکل
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چهار حالت ممکن )یک  در یجمعیت سلول: نتایج فلوسیتومتری نشان دهنده القای آپوپتوزیس در رده سلولی تیمار شده با کروسین در زمان های مختلف: 2شکل 
شامل  Q2. ناحیه دمثبت هستن PI فقط از نظرو که به صورت مکانیکی تخریب شده اند  است ی نکروتیکهاسلولشامل  Q1ها( توزیع شده اند. ناحیه چهارم
 منفی و PI و شوند میاولیه که متحمل آپوپتوز است یی هاسلولجمعیت شامل  Q3هستند. ناحیه  برای هر دو رنگ مثبتکه ی درگیر در آپوپتوز تاخیری هاسلول

Annexin V هستند. ناحیه  مثبتQ4  های منفی برای یی که کنترلهاسلول ی زنده یعنیهاسلولجمعیت شامل Annexin V  وPI  .می باشند 
 

ساعت ۲۴کروسین   

ساعت ۴۸کروسین   

ساعت ۷۲کروسین  ساعت ۷۲کنترل    

ساعت ۴۸کنترل   

ساعت ۲۴کنترل   
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ر مقایسه با گروه : تحلیل مقداری آپوپتوزیس در رده سلولی تیمار شده با کروسین در زمان های مختلف انکوباسیون: تاثیر آپوپتوزی کروسین روی رده سلولی د3شکل 
 **( P  ،*001/0=P=002/0کنترل قابل توجه بود )

 
 
 
 

 
 در رده سلولی تیمار شده با کروسین در زمان های مختلف انکوباسیون miRNA-15a: میزان بیان نسبی 4شکل 

 
 

 در رده سلولی تیمار شده با کروسین در زمان های مختلف انکوباسیون  miRNA-15a: میزان بیان نسبی 2جدول
 

P value 72 ساعت 24 ساعت 48 ساعت miRNA 

17/0 13/0 11/0 83/0 15a3p 

09/0 53/0 27/0 72/0 15a5p 
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 بحث:
 یویروس اپشتاین بار دارا اب تبطمر ویفراتیولپرلنفر هایختلالا

 یریدرمان رفتار متغ بوده و در پاسخ بهناهمگن  ینیتظاهرات بال
دارای لنفوم های امروزی درمان یی کهجا ز آن. ا[30]دارند 

 یهابافتهای توموری به بوده و علاوه بر بافت یعوارض جانب
رساند، استفاده از گیاهان دارویی برای بیمار نیز آسیب می یعیطب

 ییدارو اهانی. گاندیت بیشتری پیدا کردهدر جهان محبوبدرمان 
 یهایماریهستند که ب یضدتومور باتیاز ترک یمنبع خوب

از  یادیتنوع ز .[31]کنند یاز جمله لنفوم را درمان م یمختلف
. ندشده ا یبررس یانسان یهادر درمان نئوپلاسم یاهیگ باتیترک

 زعفران اهیگیک نوع نشان داده است که  ریاخ یعلم یها افتهی
ضد  تیفعال یدارا به ویژه کروسین دهنده آنلیو مواد تشک

 ،هستند کینئوپلاست هایدر برابر اختلال یقابل توجه یسرطان
 جادیا یعیطب یهابافت یرو کیتوتوکسیاثرات س که نیبدون ا
که معمولاً با نام زعفران شناخته  Crocus sativus .[32]کنند 

و  نیسافرانال، کروس همچون یاصل باتیشود شامل ترکیم
محسوب  ی زعفراناصل به عنوان جزء نیکروس است. نیکروست

 .[33]است  یقابل توجه یکیولوژیب یهاتیفعالدارای و  شودمی
لنفوم  یرو نیکروس تاثیر یبررس در راستای یپژوهش چیتاکنون ه

، در نیانجام نشده است. بنابرا in vitro طیدر شرا B یهاسلول
جدا شده  نیکروس کیو آپوپتوت یسلول تیاثرات سمحاضر مطالعه 

-CO 88BV59 یرده سلول هیعلهای مختلف با غلظت این گیاهاز 

1 LCL  که نوعی سلولB  تغییر شکل یافته و آلوده شده با ویروس
نشان  این پژوهش جی. نتااست مورد ارزیابی قرار گرفت اپشتاین بار

 های ردهنی سلولزنده ما یبه طور قابل توجه نیداد که کروس
CO 88BV59-1 LCL یر با گزارش هایاثت نیدهد. ایرا کاهش م 

در برابر  نیکروس مهاری تیخاص خصوصدر منتشر شده  یقبل
در مطالعه . [35،34،22]سازگار است  یمختلف تومور یهاسلول

در بهبود تومور ملانوما در  یخواص ضدتومور نی، کروسیگرید
 .[36] ه استداد انداخل بدن نش

رده آپوپتوز  بر میزان نیکروس در پژوهش حاضر همچنین تاثیر
ریزی فرایند آپوپتوز یا مرگ برنامه .سلولی مورد بررسی قرار گرفت

در موجودات زنده است  دهیچیپ یکیولوژیب ندیفرآ کیشده سلول 
ها به منظور به عنوان روشی حفاظت شده، تحت کنترل ژنکه 

رود و در بسیاری از های ناخواسته به کار میحذف سلول
 .[37]کند ها مداخله میهای سیستم ایمنی یا بیماریسازوکار

ترین تفاوت این مسیر با نکروز سلولی به عنوان مسیر اصلی اصلی
بودن اثر ، عدم ایجاد التهاب و محدود واستههای ناخحذف سلول

 یتومور یهاآپوپتوز در سلول یالقا .های هدف استبه سلول
 است یضد سرطان یداروها دیدر تول یاصل یهااز روش یکی
 جادیباعث ا نیکروس تیمارنشان داد که  مطالعه حاضر جیانت .[38]

 یبه روش CO 88BV59-1 LCL یرشد در رده سلول یاثرات مهار
 قیها را از طرسلولممکن است شود که یوابسته به زمان م

های ژن انیمهار ب یا آپوپتوز و-پیش یهاژن انیب شیافزا
در  اولیه و تاخیریآپوپتوز  یالقا ببرد. نیاز ب ضدآپوپتوزی

سافرنال و کروسین با تیمار شده  BT-474 یسرطان یهاسلول
 یمورد بررس in vitro طیو همکاران در شرا زعفران، توسط فریدی

 به میزان خوبی نیکروس یاثر ضد تومور .[39] ه استقرار گرفت
 است. یکننده چرخه سلول ترلکن هایبیان ژن میتنظ ه واسطهب

در برابر انواع مختلف  نیکروس سازوکار قیدق یابیارز یبرا
 .[41،40]شده است یطراحمطالعات مختلفی تاکنون  هاسرطان

خطر یب in-vivoدر مدل  نیگزارش شده است که کروس به تازگی
، آپوپتوز قابل یو خارج یذات ریتواند با فعال کردن مس یاست و م

. [42]کند  جادیا( MCF-7)سرطان پستان  یرا در رده سلول یتوجه
همچنین نشان داده شده است که کروسین باعث القای آپوپتوز 

و گردن رحم مقاوم به  [23]های سرطانی سر و گردن در سلول
 . [43]شود شیمی درمانی می

( در 3p, 5p)miRNA-15a در این مطالعه همچنین میزان بیان 
های تیمار شده با کروسین مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج سلول

های تیمار شده با کروسین تغییر معناداری د که در سلولنشان دا
در مقایسه با  miRNA-15a5pو  miRNA-15a3pدر میزان بیان 

 اند داده نشان بسیاری های تیمار نشده وجود ندارد.  شواهدسلول
 موارد اکثر در دارد، قرار 14q13لولوس  در که miRNA-15a که

( CLLبه ویژه لوسمی لنفوسیتی مزمن ) Bهای سلول لنفوم
 عنوان به  miRNA-15a. اندشده حذف یا داشته بیان کاهش
 نشان امر این کند.می عمل BCL2 پروتئین منفی کننده تنظیم
کاهش فعالیت و یا  نتیجه در است که مولکولی سازوکار دهنده
 [13،12] شود CLL به منجر تواند می  miRNA-15a حذف

 باشد. تومور گر می تواند سرکوب  miRNA-15a بنابراین،
های سلولی  miRNAاز طریق تغییر در بیان  ویروس اپشتاین بار 

های ویروسی باعث نامیرا شدن و یا و در پی آن تغییر بیان ژن
های آلوده . در بیشتر سلول[3]شود سرطانی شدن سلول آلوده می

، miRNA-15aبه این ویروس به علت کاهش فعالیت و یا حذف 
 یابد.تکثیر تومور افزایش می

 

 گیری:نتیجه
تواند به یم نیکه کروس دادمطالعه نشان  نیحاصل از ا یهاداده

آپوپتوز با افزایش  Bدر لنفوم سلول  یریعامل ضد تکث کیعنوان 
 نی.  اندعمل کهای تیمار شده وابسته به دوز و زمان در سلول

به عنوان  نیرا در رابطه با استفاده بالقوه از کروس یها شواهدافتهی
آلوده  Bلنفوم سلول مبتلا به  مارانیخاص در درمان ب یدارو کی
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کم  ریآن تأث لیدل که شاید دهدیبه ویروس اپشتاین بار ارائه م
 تیبا توجه به محبوبباشد.  یعیطب B یهابر سلول این ترکیب
آن استفاده بالقوه و  یسرطان مارانیدر ب ییدارو اهانیاستفاده از گ

دقیق  سازوکار مشخص شدن یلازم است برا ،در درمان لنفوم
، یکیدر سطح ژنت یسرطان یهاسلول یعملکرد آن بر رو

 انجام شود. یشتریهای بپژوهش

 تشکر و قدردانی:
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

کمیته جهرم برای بررسی و تصویب پروژه پژوهشی حاضر و از 
برای تایید آن تقدیر  دانشگاه علوم پزشکی جهرم اخلاق پژوهشی

 آید. و تشکر به عمل می
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Abstract:  
Introduction: 

Despite advances in diagnosis and therapy, cancer is still the main cause of death worldwide. Crocin, 

the major carotenoid in saffron, exhibits potent anti-tumor effects in breast, pancreas, and gastric 

tumors. However, the anti-lymphoma effects of crocin are still unclear, especially in B cell lymphomas. 

The present study aimed to evaluate the cytotoxic effects of crocin on EBV-infected transformed B cell. 

Material and Methods:  

In this study, the effects of crocin on CO 88BV59-1 LCL – an Epstein‐Barr‐Virus (EBV) Infected 

Transformed B cell was examined. The cells were treated with crocin (0.2-200 µM), for 3 days. Cell 

viability and apoptosis were evaluated using MTT, and flow cytometry techniques respectively. Also, 

miRNA-15a genes expression were determined by real-time PCR. 

Results: 

Crocin significantly inhibited proliferation and induced apoptosis in EBV infected cell-line in a dose 

and time-dependent manner (P<0.05). There was no significant change in the expression of miRNA-

15a3p and miRNA-15a5p in treated cells compared to untreated cells (P>0.05). 

Conclusions:  

The results suggested that crocin can be considered for preclinical and also clinical testing in EBV-

associated B cell lymphoma treatment. The results showed that due to the effect of crocin in reducing 

the survival and increasing apoptosis of lymphoma cells and also due to the lack of change in the 

expression of miRNA-15a, it can be considered as a therapeutic candidate in the treatment of EBV-

associated B cell lymphoma. 
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