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Extended Abstract

1. Introduction

iabetes is one of the most important 
endocrine diseases in human society 
that has long been associated with spe-
cific side effects such as nephropathy, 

D
retinopathy, neuropathy, fertility decline, ovarian di-
ameter decrease, erectile dysfunction, sperm motility, 
and testicular tissue changes [1].

The population with diabetes is on the rise and threatens 
developed countries such as the United States and, at the 
same time, threatens developing countries, causing cardio-
vascular disease, blindness, renal failure, and so on [2].
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Aims Type 1 diabetes is a high-prevalent endocrine disease and causes oxidative stress in the testis tis-
sue. In the treatment of diabetes, the tendency toward herbal medicines use is increasing. This study 
aimed to investigate the crocin effect on the Bax, Bcl2 (B-cell lymphoma 2), and anti-oxidant levels of 
streptozotocin-induced diabetic rats.
Methods & Materials This experimental study was performed at Payam Noor University. In total, 24 rats 
were divided into 4 groups, as follows: control, untreated diabetic, and 2 crocin-treated (50, 100 mg/mL, 
25 days intraperitoneal injection) diabetic groups. The diabetic groups were diabetic rats receiving the 
Intraperitoneal (IP) injection of Streptozotocin (STZ). On day 25, the testicles were dissected to evaluate 
antioxidant enzymes, Bax and Bcl2. The obtained results were analyzed in SPSS using One-Way Analysis 
of Variance (ANOVA) and Least Significant Difference (LSD) test.
Findings The pro-apoptotic Bax and malondialdehyde levels in the treated group with a concentration of 
100 mg/mL of crocin was significantly reduced, compared to the treated group with a concentration of 50 
mg/mL of crocin and the control group. However, the level of pro-apoptotic Bcl-2 and glutathione peroxi-
dase, superoxide dismutase, and catalase enzymes in the treated group with a concentration of 100 mg/
mL of crocin significantly increased, compared to the treated group with a concentration of 50 mg/mL of 
crocin, and the control group (P<0.05). Such finding indicates the effect of crocin concentration. Addition-
ally, crosin significantly reduced the glucose level in diabetic rats.
Conclusion Crocin improved the antioxidant indicators and diabetes-induced damages in the testis tissue 
of diabetic rats.
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Nowadays, research on medicinal plants with the aim 
of achieving new and effective compounds is a top 
priority. Many plants are a rich source of natural anti-
oxidants and can reduce the effects of oxidants and the 
effects of some diseases such as diabetes.

A study by Aricav et al. (2006) found that in diabetic 
rats, testosterone and LH levels were significantly de-
creased in alloxan-treated diabetic groups compared to the 
healthy control group, indicating an effect of diabetes on 
the reduction of male hormones [12]. Other research has 
also shown that high blood sugar levels can affect sperm 
quality and thus reduce the fertility potential in men [13].

2. Methods

In this experimental study, carried out in Payam-e-
Noor University in 2018, 24 rats weighing 195±4 g 
and approximate age of 95±3 days were used. Animals 
were kept in standard polycarbonate cages (Razi Rad, 
Iran) at 24±3°C, 35±4% of relative humidity, and a 
12-h light-dark period. They watered sufficiently in 
500 ml plastic bottles and fed with a standard formula 
food for rats (Daneh-Daran Toes, Iran). In order to 
adapt to the environment, the experiments started at 
least 10 days after the animals were housed. 

In this study, all surgeries and sampling were per-
formed under complete anesthesia. It was also attempt-
ed to use the least acceptable sample size. All labora-
tory animal rights in the study for human use based on 
international guidelines for the care and use of labora-
tory animals were respected.

3. Results

The results of the study showed that the tissue level 
of Bax indices and the amount of malondialdehyde in 
the diabetic control group were significantly increased 
compared to the healthy control group. The amount of 
Bcl2 and superoxide dismutase, glutathione peroxi-
dase, and catalase were significantly decreased in the 
diabetic control group (P<0.05). Tissue expression of 
the Bcl2 index in treating diabetic groups with 50 mg/
ml crocin was not significantly different from the con-
trol diabetic group, but the glutathione peroxidase en-
zyme increased significantly in treating diabetic group 
with 50 mg/ml crocin (P<0.05).

4. Discuss

In this study, the effect of crocin on sperm parameters 
in diabetic rats was investigated. Factors contributing 
to the increase in oxidative stress in diabetic patients 
include the reduction of antioxidants such as superox-
ide dismutase and glutathione peroxidase. The level of 
malondialdehyde in healthy subjects is lower than in 
diabetic subjects and the level of antioxidant enzymes 
is higher than in diabetic subjects [25].

Based on the results, crocin at a concentration of 100 
mg/ml significantly increased the mean percentage of 
antioxidant enzymes such as catalase, superoxide dis-
mutase, and glutathione peroxidase compared to the 
diabetic control group; it also significantly reduced the 
amount of malondialdehyde (P<0.05).

 Given that all mice in the experimental group were 
treated with crocin and the diabetic control group by 
streptozotocin, improvement in catalase, superoxide 
dismutase, glutathione peroxidase, and Bcl2 index 
tissue expression in the crocin-treated experimental 
group could be attributed to the effective compositions 
in this plant.

 Research has shown that crocin has high antioxidant 
properties and increases blood insulin levels and low 
blood sugar levels in diabetic samples, and so far no 
adverse effects of crocin on the liver and kidney tissue 
have been reported [6].

5. Conclusion

Crocin at a concentration of 100 mg/ml was able to 
decrease the tissue expression index of Bax and signifi-
cantly increased the tissue expression of Bcl2 as well 
as antioxidant enzymes such as catalase, superoxide 
dismutase, and glutathione peroxidase compared to 
diabetic control group; it also improved the damages 
induced by diabetes in the testicular tissues of the rats.
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This study has obtained its ethical approval from the 
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اهداف دیابت نوع اول از شایع ترین بیماری های غدد درون ریز است و باعث استرس های اکسیداتیو در بافت بیضه می شود. امروزه در 
درمان دیابت گرایش به  سوی داروهای گیاهی روز به روز گسترش می یابد. این مطالعه با هدف بررسی اثرات کروسین بر شاخص های 

آنتی اکسیدانت و میزان Bax و Bcl2 در موش های صحرایی انجام شد.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی که در دانشگاه پیام نور انجام شد، 24 سر موش صحرایی به چهار گروه کنترل، کنترل دیابتی، دیابتی 
تحت تیمار با کروسین )50 و 100میلی گرم بر میلی لیتر، 25روز تزریق داخل صفاقی( تقسیم شدند. گروه های دیابتی با یک بار تزریق 
داخل صفاقی استرپتوزوتوسین دیابتی شدند. در روز 25 آزمایش، بیضه موش ها به منظور ارزیابی آنزیم های آنتی اکسیدانی و شاخص های 
Bax و Bcl2 خارج شد. نتایج توسط نسخه 20 نرم افزار آماری SPSS و آزمون تحلیل واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی LSD تحلیل 

شدند.

یافته ها سطح بافتی شاخص Bax و مقدار مالون دی آلدئید در گروه تحت تیمار با غلظت100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین در 
مقایسه با گروه تحت تیمار با غلظت50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین و گروه کنترل دیابتی کاهش معنی داری داشت؛ همچنین 
در مقدار سطح بافتی شاخص Bcl2 و آنزیم های گلوتاتیون پراکسیداز، سوپر اکسید دیسموتاز و کاتالاز در گروه تحت تیمار با 
غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به گروه تحت تیمار با غلظت50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین و گروه کنترل 
دیابتی افزایش معنی داری مشاهده شد )P>0/05( که نشان دهنده اثر وابسته به غلظت کروسین است. همچنین کروسین سبب 

کاهش معنی داری در میزان قند خون موش های دیابتی شد. 

نتیجه گیری کروسین موجب بهبود شاخص های آنتی اکسیدانی و همچنین آسیب های ایجاد شده توسط دیابت در بافت بیضه موش های 
صحرایی دیابتی می شود.

کلیدواژه ها: 
 ،Bax، Bcl2 ،کروسین
بیضه، موش صحرایی، 

دیابت

تاریخ دریافت: 27 دی 1397
تاریخ پذیرش: 28 فروردین 1398

تاریخ انتشار: 09 مهر 1398

مقدمه

دیابت از مهم ترین بیماری های غدد درون ریز در جوامع انسانی 
است که در درازمدت با عوارض جانبی خاص مانند: نفروپاتی، 
تخمدان،  قطر  کاهش  باروری،  کاهش  نوروپاتی،  رتینوپاتی، 
بافتی بیضه  اختلالات نعوظ، کاهش تحرک اسپرم و تغییرات 
همراه است ]1[. جمعیت افراد مبتلا به دیابت رو به افزایش است 
و کشورهای توسعه یافته مانند ایالات متحده و کشورهای در حال 
توسعه را تهدید می کند و باعث بیماری های قلبی عروقی، کوری، 
نارسایی کلیوی و غیره می شود ]2[. دیابت در بروز ناباروری و 
اختلالات هورمونی در مردان نقش مهمی دارد و مشخص شده 
بافت  در  آنتی اکسیدانی  دفاع  سیستم  دیابت  نتیجه  در  است 
بیضه تضعیف شده و توانایی آن در محافظت بافت بیضه در برابر 

آسیب های اکسیداتیو کاهش می یابد. تضعیف دفاع آنتی اکسیدانی 
به افزایش تجمع رادیکال های آزاد اکسیژن1 در مایع منی منجر 
زایا  سلول های  به  رسیدن  آسیب  موجب  درنهایت  و  می شود 

می شود ]4 ،3[. 

مایع منی در افراد سالم حاوی آنتی اکسیدان های آنزیمی نظیر 
غیرآنزیمی  آنتی اکسیدان های  و  کاتالاز  سوپراکسید دیسموتاز، 
مانند آسکوربات، آلفا توکوفرول و پیروات است که نقش حفاظت از 
اسپرماتوزوا در برابر استرس های اکسیداتیو را به عهده دارند ]4[. در 
شرایط طبیعی رادیکال های آزاد اکسیژن تولید شده در مایع منی 
توسط آنتی اکسیدان های موجود در مایع منی غیرفعال می شود؛ 
درنتیجه یکی از دلایل ایجاد شرایط استرس اکسیداتیو و نقص 

1. Reactive Oxygen Species (ROS) 

1. گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران. 

بررسی اثر کروسین بر میزان Bax ،Bcl2 و شاخص های استرس اکسیداتیو در بافت بیضه موش های 
صحرایی دیابتی شده با استرپتوزوتوسین
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عملکرد اسپرماتوزوا به دلیل عدم تعادل بین تولید رادیکال های 
آنتی اکسیدان هاست  توسط  آن  غیرفعال شدن  و  اکسیژن  آزاد 
]4[. این احتمال نیز وجود دارد که افزایش تولید رادیکال های 
آزاد اکسیژن سرانجام باعث کاهش فسفوریلاسیون پروتئین های 
آکسونمی و عدم تحرک اسپرم شود که این موجب کاهش سیالیت 

غشا و درنهایت اختلال در لقاح اسپرم و اووسیت می شود ]3[. 

منی،  مایع  در  آنتی اکسیدان ها  حضور  و   DNA فشرده بودن 
DNA اسپرم را از آسیب اکسیداتیو محافظت می کند. در افراد 
مبتلا به دیابت با توجه به اینکه DNA اسپرم در معرض غلظت 
قطعه قطعه  موجب  دارد،  قرار  اکسیژن  آزاد  رادیکال های  بالای 
شدن آن می شود و همچنین پایین بودن سطح آنتی اکسیدان ها 
در مایع منی و تولید بیش از اندازه رادیکال های آزاد اکسیژن، 
باعث ایجاد ساختار غیرطبیعی در اسپرم افراد مبتلا به دیابت 

می شود ]5[. 

دیابت ناشی از استرپتوزوتوسین2 در موش های صحرایی، دیابت 
نوع 1 است. عصاره زعفران سطح انسولین سرم را در موش های 
دیابتی و غیردیابتی افزایش می دهد و موجب بازسازی سلول های 
β در موش های دیابتی با استرپتوزوتوسین می شود ]6[. افزایش 
طولانی مدت گلوکز، دلیل اصلی آغاز زنجیره ای از واکنش های 
شیمیایی و تشکیل محصولات پیشرفته Glycation 3 است ]7[. 
استرس های اکسیداتیو به معنای افزایش تولید رادیکال های آزاد 
یا کاهش فعالیت آنتی اکسیدانی و یا هردوست. در بیماری دیابت، 
افزایش آپوپتوز در بافت بیضه رخ می دهد که از نشانه های بارز آن 
افزایش سطح بافتی شاخص Bax 4و کاهش سطح بافتی شاخص 
بافت بیضه است که در جهت تشدید آپوپتوز عمل  Bcl2 5 در 
می کند. خانواده پروتئین Bcl2 که با ژن Bcl2 کدگذاری می شود 
به خوبی شناخته شده است و در علائم بقا یا مرگ و میر در اثرات 
سلولی دیابت نقش دارد و یک پروتئین آنتی آپوپتوتیک است و 

می تواند از آسیب های سیتوتوکسیتی جلوگیری کند ]9 ،8[. 

پروتئین Bax یا پروتئین X وابسته به Bcl2 پروتئین تنظیم کننده 
آپوپتوز است که با ژن Bax رمزگذاری می شود و در زمان آسیب به 
ارگان ها از بین می رود؛ همچنین باعث القای سیگنال های مختلف 
در  عامل  مهم ترین  پروتئین ها  این  غلظت  پس  می شود،  سلولی 
سرنوشت سلولی است ]Bax .]9، 10 برای آپوپتوز در سلول های 
موجب   Bcl-2 حد  از  بیش  بیان  بنابراین  است؛  ضروری  طبیعی 
افزایش بقای سلولی می شود که با سرکوب آپوپتوز در سلول هایی که 

تحت محرک القای آپوپتوز قرار دارند همراه است ]11[. 

امروزه مطالعه روی گیاهان دارویی با هدف رسیدن به ترکیبات 

2. Streptozotocin (STZ)
3. Advanced Glycation End Products (AGES)
4. Bcl2 Associated X (BAX)
5. B-cell lymphoma 2  (BCL2) 

جدید و مؤثر در اولویت قرار گرفته است. بسیاری از گیاهان منبع 
غنی از آنتی اکسیدان های طبیعی هستند و می توانند اثرات ناشی 
از اکسیدان ها و عوارض برخی از بیماری ها مانند دیابت را کاهش 
دهند. تحقیقاتی که توسط آریکاو و همکاران در سال2006 انجام 
 LH شد، نشان می دهد در موش های دیابتی مقدار تستوسترون و
در گروه های دیابتی شده با آلوکسان در مقایسه با گروه شاهد سالم، 
کاهش معنی داری دارد که این نشان دهنده تأثیر دیابت بر کاهش 
مقدار هورمون های مردانه است ]12[. همچنین تحقیقات دیگر نشان 
می دهد سطح بالای قند خون ممکن است بر کیفیت اسپرم تأثیر 

بگذارد و بنابراین پتانسیل باروری در مردان را کاهش دهد ]13[.

 ریس و همکاران در سال 2009 دریافتند دیابت وابسته به 
انسولین با کاهش میزان اسپرم همراه است و باعث کاهش قدرت 
و تحرک اسپرماتوزا می شود ]14[. تحقیقات دیگری نیز در این 
زمینه انجام شده، ولی طبق مطالعات صورت گرفته در هیچ یک به 
بررسی میزان سطح بافتی شاخص Bax و Bcl2 در بافت بیضه 

موش های دیابتی پرداخت نشده است ]15-17 ،11[. 

خواص هیپوگلیسمی6 بسیاری از گیاهان دارویی در مدل های 
حیوانی و مطالعات بالینی بررسی و تأیید شده است ]18[. یکی از 
گیاهان دارویی بسیار مهم، کروکوس ساتیووس7 از تیره زنبقیان8 
 .]19[ زرپران شناخته می شود  یا  زعفران  نام های  به  که  است 
زعفران، گیاهی چند ساله در ایران، هند و یونان است که خواص 
زیادی از قبیل خواص دارویی، رنگی و غذایی دارد. زعفران یک 
افزاینده غذاست که به عنوان دارو در طب سنتی استفاده می شود 
و خاصیت ضد انعقادی، ضد افسردگی، ضد التهابی، ضد تومور، بهبود 

حافظه و یادگیری، ضد فشار خون و غیره دارد ]20[. 

اخیراً گزارش شده که کروسین دارای فعالیت آنتی اکسیدانی 
قابل توجهی است. سافرانال و کروسین دو ترکیب مهم و اصلی 
این دو ماده  به دلیل وجود  زعفران اند و خواص اصلی زعفران 
و  می دهد  افزایش  را  انسولین  به  حساسیت  کروسین  است. 
ناهنجاری های مرتبط با آن را بهبود می بخشد ]6[. یکی از این 
ناهنجاری ها زخم های گوارشی است که کیانبخت و همکاران در 
مطالعه ای نشان دادند عصاره زعفران در بهبود زخم های گوارشی 
و جلوگیری از آسیب های مخاطی ناشی از دیابت بسیار مؤثر است 

 .]21[

هایپرگلیسمی در دیابت نوع 1 و 2 اتفاق می افتد و موجب 
استرس های اکسیداتیو می شود. سمرقندیان و همکاران نشان 
دادند عصاره زعفران اثرات متابولیکی ناگوار ناشی از هایپرگلیسمی 
و دیابت را از بین می برد ]8[. هدف از انجام این تحقیق، بررسی 
اثر گیاهان دارویی بر سلامت انسان ها و درمان بیماری هاست و 

6. Hypoglycemia
7. Crocus sativus 
8. Iridaceae
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ضرورت انجام این پژوهش از آنجا احساس می شود که دیابت یکی 
از بیماری هایی است که انسان های زیادی به آن مبتلا هستند و 
موجب مشکلات بسیاری از جمله مشکلات ناباروری می شود؛ از 
طرفی استفاده از داروهای شیمیایی برای سلامت انسان ها مضر 
است و همچنین امکان استفاده از گیاهانی مانند زعفران که بومی 
ایران هستند، میسر است؛ بنابراین در این پژوهش به بررسی اثر 
کروسین بر میزان Bax ،Bcl2 و شاخص های استرس اکسیداتیو 

در بافت بیضه موش های صحرایی دیابتی پرداخته شده است.

مواد و روش ها

در این مطالعه تجربی که در سال 1397 در دانشگاه پیام نور 
انجام شد تعداد 24 سر موش صحرایی با محدوده وزنی 195±4 
دمای  در  حیوانات  شد.  تهیه  روز  تقریبی95±3  سن  و  گرم 
3±24 درجه سانتی گراد، رطوبت نسبی 4±35 درصد و دوره 
پلی کربنات  استاندارد  قفس های  در  روشنایی تاریکی 12 ساعته 
به مقدار کافی  نگهداری شدند و آب  ایران(  راد،  )رازی  شفاف 
توسط بطری پلاستیکی500 میلی لیتر در اختیار آن ها قرار داده 
شد. همچنین از غذای فشرده مخصوص موش با فرمول استاندارد 
ایران( تغذیه کردند. به منظور حصول حالت  )دانه داران توس، 
سازش با محیط، آزمایش ها پس از گذشت حداقل 10 روز پس 
از استقرار حیوانات به انجام رسید. در این مطالعه کلیه اعمال 
جراحی و نمونه گیری ها تحت بیهوشی کامل انجام شد. همچنین 
سعی شده است از کمترین تعداد نمونه قابل قبول استفاده شود. 
برای  پژوهش  در  آزمایشگاهی  حیوانات  حقوق  تمامی  رعایت 
استفاده انسانی مبتنی بر دستورالعمل های بین المللی مراقبت و 

استفاده از حیوانات آزمایشگاهی بود.

طراحی آزمایش و گروه بندی

هر  )در  گروه  چهار  به  تصادفی  به صورت  موش های صحرایی 
گروه شش سر موش صحرایی( کنترل، کنترل دیابتی، دیابتی تحت 
تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر و غلظت 100 میلی گرم بر 
میلی لیتر کروسین تقسیم شدند. موش های صحرایی گروه کنترل 
به مدت 25 روز، به صورت داخل صفاقی، 0/5 میلی لیتر محلول 
سالین به عنوان حلّال دارو دریافت کردند. موش های صحرایی گروه 
کنترل دیابتی پس از القای دیابت تجربی توسط استرپتوزوتوسین 
با غلظت 55 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش، به مدت 25 
روز به صورت داخل صفاقی، 0/5 میلی لیتر محلول سالین به عنوان 

حلال دارو دریافت کردند. 

دو گروه دیگر موش های صحرایی پس از القای دیابت تجربی 
به مدت 25 روز، 0/5 میلی لیتر غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر 
و با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر به صورت داخل صفاقی، 

کروسین دریافت کردند. 

ایجاد دیابت تجربی

 16 دنبال  به  صحرایی  موش های  در  دیابت  تجربی  مدل 
ساعت ناشتایی با یک بار تزریق داخل صفاقی استرپتوزوتوسین 
به  میلی گرم   55 میزان  به   )Sigma-Aldrich, Germany(
ازای هر کیلوگرم وزن بدن ایجاد شد. همچنین از بافر سیترات 
)pH=5/4( به عنوان حلال استرپتوزوتوسین استفاده شد. تزریق 
استرپتوزوتوسین به گروه کنترل دیابتی و دو گروه دیابتی تحت 
تیمار با غلظت های 50 و 100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین 
صورت گرفت. با توجه به اینکه مطالعه، روی دیابت مزمن است، 
حدود سه روز پس از تزریق استرپتوزوتوسین جهت تأیید القای 
دیابت تجربی از ورید دمی خونگیری صورت گرفت و قند خون 
IGM-0002A )EasyGluco, Ko-  توسط دستگاه گلوکومتر مدل

rea( اندازه گیری شد. همچنین قند خون بالای 300 میلی گرم 
بر دسی لیتر به عنوان شاخص دیابتی شدن و روز صفر آزمایش در 
نظر گرفته شد ]22[. میزان قند خون موش ها قبل از دیابتی شدن 
و سپس در روزهای 8، 16 و 24 پس از شروع تیماردهی نیز 
مجدد اندازه گیری شد. میانگین وزن موش های صحرایی نیز در 
تیماردهی  از شروع  بعد  هر گروه در روزهای 1، 8، 16 و 24 

سنجش شد.

اندازه گیری پارامترهای خونی

اتر  دیاتیل  با  صحرایی  موش های  تیمار،  دوره  پایان  در 
)Merck,Germany( بیهوش شدند سپس، بافت بیضه از بدن 
با محلول  از شست وشو  آزمایشگاهی خارج شد و پس  حیوان 
سالین جهت سنجش پارامترهای مدنظر به آزمایشگاه منتقل شد. 
سطح بافتی پارامترهای مورد بررسی توسط روش ELISA، دستگاه 
الایزاریدر مدل Stat Fax, USA( 2100( و کیت های شرکت فاین 

تست )Finetest, China( سنجش شد. 

سنجش ها بر اساس بازه و حساسیت هر پارامتر به این قرار 
نانوگرم بر  بازه 0/312-20  با   Bax بافتی است: شاخص سطح 
میلی لیتر و حساسیت >0/188؛ شاخص سطح بافتی Bcl2 با 
بازه10-0/156 نانوگرم بر میلی لیتر و حساسیت >0/094؛ آنزیم 
سوپر اکسید دیسموتاز با بازه 50-0/781 نانوگرم بر میلی لیتر 
و حساسیت >0/469؛ آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز با بازه2000-

31/25 پیکوگرم بر میلی لیتر و حساسیت >18/75، آنزیم کاتالاز 
با بازه 2000-31/20 واحد بین المللی میلی در هر میلی لیتر و 
حساسیت >18/75، مقدار مالون دی آلدئید با بازه 7/813-500 

نانوگرم بر میلی لیتر و حساسیت >4/688 ]24 ،23[.

تجزیه و تحلیل آماری 

اطلاعات به دست آمده با نسخه 20 نرم افزار آماری SPSS تحلیل 
شد. با توجه به اینکه نتایج به دست آمده کمّی است، توسط آزمون 
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کلوموگروف اسمیرنوف9 فرض طبیعی بودن توزیع فراوانی داده ها 
بررسی شد. جهت مقایسه میانگین بین گروه های موردآزمایش از 
آزمون تحلیل واریانس یک طرفه10 و جهت مقایسه زوج گروه ها از 
آزمون تعقیبی LSD استفاده شد. همچنین نتایج به دست آمده به 
همراه محاسبات آماری مربوطه به صورت میانگین± انحراف معیار 
گزارش شد. سطح معنی داری در آزمون ها 0/05 در نظر گرفته 

.)P>0/05( شد

یافته ها

نتایج حاصل از تحلیل داده های مطالعه حاضر نشان داد سطح 
بافتی شاخص های Bax و مقدار مالون دی آلدئید در گروه کنترل 
دیابتی در مقایسه با کنترل سالم به طور معنی داری افزایش یافته 
است. مقدار Bcl2 و آنزیم های سوپر اکسید دیسموتاز، گلوتاتیون 
پراکسیداز و کاتالاز در گروه کنترل دیابتی در مقایسه با گروه 
شاهد به طور معنی داری کاهش یافت )P>0/05(. سطح بافتی 
شاخص Bcl2 در گروه دیابتی تحت تیمار با غلظت 50 میلی گرم 
بر میلی لیتر کروسین در مقایسه با گروه کنترل دیابتی تفاوت 
گروه  در  پراکسیداز  گلوتاتیون  آنزیم  ولی  نداشت،  معنی داری 
دیابتی تحت تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین 

.)P>0/05( به طور معنی داری افزایش یافت

افزایش میزان آنزیم کاتالاز نیز در گروه دیابتی تحت تیمار 
با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به کنترل 
معنی دار نبود، ولی کاهش شاخص Bax در گروه دیابتی تحت 
تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر نسبت به شاهد دیابتی 
اکسید  سوپر  آنزیم  میزان  همچنین   .)P>0/05( بود  معنی دار 
دیسموتاز در گروه دیابتی تحت تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر 

9. Kolmogorov-Smirnov
10. One-way ANOVA 

میلی لیتر کروسین، تغییر معنی داری نسبت به گروه کنترل دیابتی 
نشان نداد. میزان مالون دی آلدئید در گروه دیابتی تحت تیمار 
با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین کاهش معنی داری 
نسبت به گروه کنترل دیابتی نشان داد )P>0/05(. سطح بافتی 
شاخص های Bax و مالون دی آلدئید در گروه دیابتی تحت تیمار 
با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین در مقایسه با گروه 

 .)P>0/05( شاهد دیابتی به طور معنی داری کاهش یافت

گلوتاتیون  کاتالاز،  آنزیم های  و   Bcl2 شاخص  بافتی  سطح 
پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتاز در گروه دیابتی تحت تیمار 
با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین در مقایسه با گروه 
شاهد دیابتی به طور معنی داری افزایش یافت )P>0/05(. در 
مقایسه دو غلظت کروسین، نتایج نشان داد سطح بافتی شاخص 
Bcl2 و آنزیم های سوپر اکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون 
پراکسیداز، در گروه دیابتی تحت تیمار با غلظت 100 میلی گرم 
بر میلی لیتر کروسین به طور معنی داری بیشتر از گروه دیابتی 
تحت تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین است 
)P>0/05(. همچنین سطح بافتی شاخص Bax و مقدار مالون 
دی آلدئید در گروه دیابتی تحت تیمار با غلظت 100 میلی گرم 
بر میلی لیتر کروسین به طور معنی داری کمتر از گروه دیابتی 
تحت تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین است که 
این امر نشان دهنده اثر وابسته به غلظت کروسین است )جدول 

شماره 1 و 2(.

از نظر میزان قند خون نتایج نشان داد قبل از دیابتی شدن موش ها 
در   .)P<0/05( نشد  معنی داری مشاهده  اختلاف  گروه ها  در همه 
مقایسه گروه کنترل دیابتی با کنترل سالم، میانگین قند خون در 
افزایش معنی دار  دارای  تیمار  از شروع  بعد  و 24  روزهای 8، 16 
با  تیمار  تحت  دیابتی  گروه  مقایسه  در  )P>0/05(. همچنین  بود 
غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به شاهد دیابتی، 

جدول 1. میانگین سطح Bcl2 ،Bax و آنزیم های آنتی اکسیدانی در بافت بیضه موش های سالم و دیابتی تحت تیمار با کروسین به تفکیک گروه

گروه
میانگین±انحراف معیار

دیابتی تیمار با غلظت 50 شاهد دیابتیسالم
میلی گرم بر میلی لیتر کروسین

دیابتی تیمار با غلظت 100 
میلی گرم بر میلی لیتر کروسین

Bax1/40±0/08f16/01±0/29a15/29±0/43b3/64±0/25e

Bcl28/07±0/16a0/95±0/05d1/05±0/05d6/50±0/28b

SOD41/37±1/42a3/22±0/04c5/22±0/32c25/39±2/95b

GPX564/12±5/37a103/11±3/09e123/01±17/24d318/70±5/90c

CAT437/51±4/02a114/36±3/79e121/28±2/40e349/55±7/05b

MDA24/66±2/43d245/94±4/42a210/23±12/31b73/16±5/94c

)P>0/05( میانگین های دارای حرف مشترک اختلاف معنی داری با یکدیگر ندارند LSD طبق آزمون

Bax: ng ml-1 ،Bcl2: ng ml-1 ،SOD: ng ml-1 ،GPX: Pg ml-1 ،CAT: mIU/ml ،MDA: ng ml-1
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در روزهای 8 و 16 اختلاف معنی داری بین میزان قندخون گروه ها 
مشاهده نشد، ولی در روز 24 کاهش معنی دار بود )P>0/05(. نتایج 
دیابتی تحت  مقایسه گروه  قند خون در  میزان  نظر  از  داد  نشان 
تیمار با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به شاهد 
دیابتی، در روز 8 اختلاف معنی دار نبود. با این حال در گروه دیابتی 
تحت تزریق کروسین با غلظت 100 در روزهای 16 و 24 قند خون 
پایین تری نسبت به گروه کنترلد دیابتی نشان دادند )P>0/05(. در 
روز 16 و 24، گروه تحت تیمار با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر 
کروسین میزان قند خون پایین تری نسبت به گروه تحت تیمار با 
غلظت 50 کروسین نشان دادند که این امر نشان دهنده اثر وابسته به 

دُز کروسین است )تصویر شماره 1(.

مطالعات انجام شده در رابطه با میانگین وزن موش های صحرایی 
نشان داد در روز یک شروع تیماردهی در همه گروه ها اختلاف 
معنی دار نبود )P<0/05(. در مقایسه گروه کنترل دیابتی با شاهد 
نشد،  مشاهده  معنی داری  اختلاف  تیماردهی   8 روز  در  سالم 
ولی در روزهای 16 و 24 کاهش وزن موش ها در گروه کنترل 
دیابتی محسوس بود )P>0/05(. در مقایسه گروه دیابتی تحت 

تیمار با غلظت 50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به شاهد 
دیابتی، در روزهای 8 و 16 اختلاف معنی داری در وزن موش ها 
مشاهده نشد، ولی در روز 24، افزایش معنی داری در میانگین 
مشاهده  کروسین 50  با  تیمار  تحت  موش های صحرایی  وزن 
شد )P>0/05(. در روز 16 در مقایسه گروه دیابتی تحت تیمار 
با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به کنترل 
دیابتی، کاهش میانگین وزن موش ها معنی دار نبود، ولی در روز 
24 افزایش معنی داری مشاهده شد )P>0/05(. در گروه تحت 
تیمار با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیترکروسین نسبت به گروه 
تحت تیمار با غلظت 50 کروسین، در روز 24 افزایش میانگین وزن 
موش های صحرایی معنی دار بود که نشان دهنده اثر وابسته به دُز 

کروسین است )تصویر شماره 2(.

بحث

در پژوهش حاضر، اثر کروسین در بهبود پارامترهای اسپرمی 
در  دخیل  عوامل  شد.  بررسی  دیابتی  صحرایی  موش های  در 
افزایش استرس های اکسایشی در بیماران دیابتی شامل کاهش 
گلوتاتیون  و  دیسموتاز  اکسید  سوپر  مانند  آنتی اکسیدان هایی 

جدول 2. تجزیه واریانس اثر کروسین با دو غلظت 50 و 100 میلی گرم بر میلی لیتر بر Bcl2،Bax  و آنزیم های آنتی اکسیدانی در بافت بیضه موش های سالم و دیابتی

میانگین مربعات پارامترهای اندازه گیری شده
درجه آزادی منابع تغییر

MDA CAT GPX SOD Bcl2 Bax

 45473/2* 106371* 184920* 1336/86* 53/69* 233/30* 5 مدل

53/1 22 93 2/72 0/02 0/087 18 خطا

23 کل
* و ns به ترتیب نشان دهنده معنی داری در سطح 0/05، 0/01 و نبود اختلاف معنی دار است.

Bax: ng ml -1، Bcl2: ng ml -1، SOD: ng ml -1، GPX: Pg ml -1 ،CAT : mIU/ml، MDA: ng ml-1
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تصویر 1. مقایسه میانگین قند موش های دیابتی در روزهای 8، 16 و 24 بعد از شروع تیماردهی

.)P>0/05( حروف مشترک نشان دهنده عدم اختلاف معنی دار است LSD طبق آزمون

غزال عطائی و همکاران. بررسی اثر کروسین بر میزان Bax ،Bcl2 و شاخص های استرس اکسیداتیو در بافت بیضه موش های صحرایی دیابتی شده

http://hms.gmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1


348

پاییز 1398. دوره 25. شماره 4

پراکسیداز است. در افراد سالم میزان مالون دی آلدئید کمتر از 
افراد دیابتی است و میزان آنزیم های آنتی اکسیدانی بیشتر از افراد 

دیابتی است ]25[. 

بر اساس نتایج به دست آمده کروسین با غلظت 100 میلی گرم 
بر میلی لیتر توانست میانگین درصد آنزیم های آنتی اکسیدانت 
مانند کاتالاز، سوپراکسید دیسموتاز و گلوتاتیون پراکسیداز را 
نسبت به گروه کنترل دیابتی به طور معنی داری افزایش دهد؛ 
همچنین مقدار مالون دی آلدئید را به طور معنی داری کاهش داد 
)P>0/05(. با توجه به اینکه همه موش های گروه آزمیش تیمار شده 
با کروسین و گروه کنترل دیابتی توسط استرپتوزوتوسین دیابتی 
اکسید  سوپر  کاتالاز،  پارامترهای  در  بهبودی  می توان  شده اند، 
دیسموتاز، گلوتاتیون پراکسیداز و سطح بافتی شاخص Bcl2 در 
گروه آزمایش تیمار شده با کروسین را به ترکیبات مؤثر در این 
گیاه نسبت داد. پژوهش ها نشان داده است کروسین دارای خواص 
آنتی اکسیدانی بسیار است و موجب افزایش سطح انسولین خون 
و کاهش سطح قند خون نمونه های دیابتی می شود و همچنین 
بافت کبد و کلیه  بر  از کروسین  اثر مخربی  تاکنون هیچ گونه 

گزارش نشده است ]6[. 

افزایش سطح سرمی قند خون در دیابت باعث افزایش سطح 
اکسیداتیو  استرس های  افزایش  درنهایت  و  آزاد  رادیکال های 
بررسی  زمینه  در  نیز  دیگری  تحقیقات   .]4[ می شود  سلولی 
کروسین و بررسی آنزیم های آنتی اکسیدانی در موش های دیابتی 
انجام شده است؛ برای مثال شیرعلی و همکاران در سال 1391 
پروفایل های  و  انسولین  مقاومت  در  کروسین  اثر  بررسی  به 
لیپیدی پرداختند و نتایج آن ها نشان داد کروسین دارای اثرات 
ضددیابتی است و موجب بهبود پروفایل لیپیدی در مبتلایان به 
دیابت می شود ]7[. در مطالعه ای که توسط کیانبخت و همکاران 
داده  نشان  شد،  انجام  زعفران  ضد هیپرگلیسمی  اثرات  درباره 
شد کروسین و سافرانال در احیای سلول های بتا در موش های 

تأییدکننده  نتایج،  این  که  است  مؤثر  آلوکسان  با  دیابتی شده 
خواص آنتی اکسیدانی زعفران است ]6[. مطالعه بررسی دیابت در 
کانال های Hemomicrocircular بافت بیضه نشان داد دیابت 
باعث تخریب عمیق در کانال های Hemomicrocircular بافت 

بیضه و کاهش لومن مویرگی می شود ]26[. 

حاضر  مطالعه  مشابه  را  مطالعه ای  همکاران  و  سمرقندیان 
در مورد اثر عصاره زعفران بر بافت ریه در موش های صحرایی 
خواص  نشان دهنده  کار  نتایج  که  دادند  انجام  دیابتی شده 
آنتی اکسیدانی زعفران و تأثیر مثبت آن بر بهبود سطح آنزیم هایی 
مطالعات   .]27[ بود  کاتالاز  و  دیسموتاز  اکسید  سوپر  مانند 
صورت گرفته توسط حسنان و همکاران نشان می دهد میزان بیان 
پروتئین Bax در شبکیه چشم افراد دیابتی افزایش می یابد و 
موجب آپوپتوز سلول ها می شود ولی در بیماران تحت درمان، 
میزان بیان Bax کاهش یافته و در مقابل برای سرکوب آپوپتوز در 

سلول ها، بیان Bcl2 افزایش می یابد ]11[. 

انارکولی و همکاران در مطالعه ای دیگر نشان  ایرج جعفری 
 Bcl2 و کاهش بیان Bax دادند دیابت باعث افزایش بیان پروتئین
در سطح mRNA هیپوکامپ موش های دیابتی می شود. نتایج 
این تحقیق نشان می دهد استفاده از انسولین و اسیدآسکوربیک 
به تنهایی و به صورت ترکیبی می تواند از طریق افزایش میزان بیان 
ژن Bcl2 و کاهش میزان بیان ژن Bax، آپوپتوز را در هیپوکامپ 

موش های صحرایی دیابتی مهار کند ]17[. 

یافته های حاصل از انجام این مطالعه نیز نشان داد سطح بافتی 
شاخص Bax و مقدار مالون دی آلدئید در گروه کنترل دیابتی 
نسبت به گروه کنترل سالم دارای افزایش معنی داری است. با این 
حال سطح بافتی شاخص Bcl2 و آنزیم های گلوتاتیون پراکسیداز، 
در  یافت.  معنی داری  کاهش  کاتالاز  و  دیسموتاز  اکسید  سوپر 
مقایسه گروه های تحت تیمار با غلظت 100 و 50 میلی گرم بر 
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تصویر 2. مقایسه میانگین وزن موش های دیابتی در روزهای 1، 8، 16 و 24 بعد از شروع تیماردهی

.)P>0/05( حروف مشترک نشان دهنده عدم اختلاف معنی دار است LSD طبق آزمون
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میلی لیتر کروسین کاهش معنی داری در سطح بافتی شاخص 
با غلطت  تیمار  مالون دی آلدئید در گروه تحت  Bax و میزان 
100 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نسبت به گروه تحت تیمار 
با غلظت 50 کروسین مشاهده شد، ولی سطح بافتی شاخص 
Bcl2 و آنزیم های گلوتاتیون پراکسیداز، سوپر اکسید دیسموتاز و 
کاتالاز در گروه تحت تیمار با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر 
کروسین، افزایش معنی داری نسبت به گروه تحت تیمار با غلظت 
50 میلی گرم بر میلی لیتر کروسین نشان داد که دلیل آن اثر 

.)P>0/05( وابسته به غلظت کروسین است

با توجه به نتایج به دست آمده می توان گفت افزایش معنی دار 
در سطح آنزیم های کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز و سوپر اکسید 
 100( کروسین  بالای  غلظت  با  تیمار شده  گروه  در  دیسموتاز 
میلی گرم بر میلی لیتر( در مقایسه با گروه کنترل دیابتی به معنای 

اثرات مثبت کروسین بر بافت بیضه موش های دیابتی است.

نتیجه گیری

کروسین با غلظت 100 میلی گرم بر میلی لیتر توانست شاخص 
و همچنین   Bcl2 بافتی  و سطح  کاهش  را   Bax بافتی  سطح 
آنزیم های آنتی اکسیدانی مانند کاتالاز، سوپر اکسید دیسموتاز 
و گلوتاتیون پراکسیداز را نسبت به گروه شاهد دیابتی به طور 
توسط  القاشده  آسیب های  همچنین  دهد؛  افزایش  معنیداری 

دیابت در بافت بیضه موش های صحرایی را بهبود بخشید.

گیاه  مؤثر  ترکیبات  عمل  مکانیسم  روشن شدن  که  آنجا  از 
زعفران در بهبود پارامترهای اسپرمی و بافت بیضه در نمونه های 
دیابتی نیاز به تحقیقات بیشتر دارد، پیشنهاد می شود بررسی های 
سیتولوژیکی بیشتری در این زمینه انجام شود. همچنین از آنجا 
که در این پژوهش از کروسین در انجام مطالعات استفاده شد 
می توان در مطالعات دیگر از اجزای دیگر عصاره زعفران استفاده 
کرد و با توجه به مشاهده اثرات مطلوب کروسین بر شاخص های 
ارزیابی شده و افزایش آنزیم های آنتی اکسیدانی با افزایش غلظت 
کروسین می توان گفت اثربخشی کروسین وابسته به غلظت است؛ 
افزایش  جهت  کروسین  بالاتر  غلظت های  از  استفاده  بنابراین 
مطالعه  این  محدودیت های  از  می شود.  پیشنهاد  آن  اثربخشی 
می توان به تأثیر عوامل مختلف فیزیولوژیکی و محیطی که بر 

سیستم های زنده حاکم است، اشاره کرد.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

رعایت تمامی حقوق حیوانات آزمایشگاهی در پژوهش برای 
انسانی مبتنی بر دستورالعمل های بین المللی مراقبت  استفاده 
و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی بود و کد اخلاقی این طرح 
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