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Background and Objectives Herbal medicines have fewer side effects than chemical drugs. In this regard, 
researchers are looking to find herbal ingredients to heal diabetic wounds. Saffron is a powerful antioxi�
dant that can be effective in treating diabetic wounds. This study aims to evaluate the effect of saffron’s 
main ingredients (crocin and safranal) on skin wound healing in streptozotocin-induced diabetic rats.
Subjects and Methods In this experimental study, 30 rats were divided into six groups. One control group, 
one diabetic group, two diabetic groups treated with crocin (300 and 600 mg/kg body weight), and two 
diabetic groups treated with safranal (300 and 600 mg/kg body weight). The diabetes was induced by 
intraperitoneal injection of streptozotocin (55 mg/kg body weight). Sampling was performed for his�
tological studies to measure the number of neutrophils, macrophages, blood vessels, and epithelium 
thickness on days 3, 7, 15 and 20 after wound creation. 
Results The collected data were analyzed by one-way analysis of variance and the least significant differ�
ence test, considering the significance level of P<0.05.
Conclusion Crocin and safranal components of saffron can accelerate the wound healing process in dia�
betic rats by affecting the number of neutrophils, macrophages, blood vessels, and epithelial thickness.
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Extended Abstract

Introduction

iabetes mellitus has high prevalence world-
wide. There are two types of diabetes mel-
litus including type 1 and 2. In the first type, 
there is a problem with insulin secretion, 
while the second type causes a decrease in 

the β cells mass and subsequently causes a decline in in-
sulin secretion. In diabetic patients, wounds tend to heal 
slowly. The main reason for slow wound healing in diabetic 
patients is high blood sugar. Chronic wounds do not heal 
and remain in the inflammation stage. As the healing speed 
increases, the infection subsequently decrease. Effective 
drug for the treatment of diabetes is insulin as well as the 
drugs that reduce blood glucose level, but they have several 
side effects such as increased fat, decreased fat tissue in the 
injection site, and occurrence of hypoglycemic shock. Due 
to the fewer side effects of herbal drugs, their use has at-
tracted the attention of researchers. Saffron has antioxidant 
properties that increase insulin sensitivity and lower blood 
sugar. The main and active components of saffron are cro-
cin, crocetin and safranal which can eliminate free radicals 
and reduce oxidative damage in ischemic tissues. In recent 
studies, the antidiabetic effect of saffron plant has also been 
reported. This study aims to investigate the effectiveness 
of the active ingredients of saffron (crocin and safranal) in 
healing skin wounds in rats with diabetes induced by strep-
tozotocin (STZ)

Methods

 In this experimental study, 30 rats were divided into six 
groups; one control group, one diabetic group, two dia-
betic groups treated with crocin (300 and 600 mg/kg body 
weight), and two diabetic groups treated with safranal (300 
and 600 mg/kg body weight). After 16 hours of fasting, the 
rats became diabetic with intraperitoneal injection of STZ 
(55 mg/kg body weight). Twenty-four hours after the cre-
ation of wounds, the first injection of crocin was performed. 
The control samples, within 25 days, received intraperito-
neal injection of 0.5 mL saline solution for creating tension. 
In diabetic samples, rats received intraperitoneal injection 
of 0.5 mL saline solution within 25 days. The crocin and 
safranal with concentrations of 300 and 600 mg/kg body 
weight were intraperitoneally injected for 25 days. The 
first sampling was done on the third day after the wound 
was created. Sampling for histological studies was done to 
measure neutrophil count, macrophage count, blood vessel 
count, and epithelium thickness on days 3, 7, 15, and 20 
after the creation of wounds. The data were analyzed by 

one-way analysis of variance and then compared with each 
other by the least significant difference test, considering the 
significance level of P<0.05.

Results:

 In the groups treated with crocin and safranal (300 and 
600 mg/kg body weight) compared to the diabetic group, 
the number of neutrophils and macrophages increased on 
days 3 and 7, while significantly decreased on days 15 and 
20. In the groups treated with crocin and safranal (300 and 
600 mg/kg body weight), compared to the diabetic con-
trol group, Epithelium thickness increased on days 3 and 
7 and decreased on days 15 and 20, which were signifi-
cant. The number of fibroblasts and blood vessels on days 
3, 7, 15 and 20 significantly increased in the groups treated 
with crocin and safranal group (300 and 600 mg/kg body 
weight) compared to the diabetic and control groups. The 
number of macrophages and neutrophils increased on days 
3 and 7 and decreased on day 20 in groups treated with cro-
cin and safranal (300 and 600 mg/kg body weight). There 
was a significant increase in the number of fibroblasts and 
blood vessels on days 3, 7 and 15 in the diabetic groups 
treated with a concentration of 600 compared to the diabet-
ic groups treated with a concentration of 300 mg/kg body 
weight. Epithelium thickness also increased significantly 
on days 3 and 7 and decreased significantly on days 15 and 
20 in the diabetic groups treated with a concentration of 
600 mg/kg body weight compared to the diabetic groups 
treated with 300 mg/kg body weight concentration, which 
indicates the concentration-dependent effect of saffron ex-
tract (crocin and safranal) (Figure 1)

Discussion

Wound healing phases include hemostasis, inflammation, 
proliferation and remodeling. Modulating inflammation, 
for example, with the help of antioxidant agents can ac-
celerate wound healing. In diabetic patients, the inflam-
mation phase is longer and wound healing is slow. Saffron 
increases insulin sensitivity and lowers blood sugar level. 
According to other studies, it has been proven that saffron 
extract increases the capacity of antioxidant enzymes and 
reduces the production of free radicals. Neutrophils are the 
first cells to act during the inflammation phase. Then mac-
rophages enter the wound site. Macrophages, which are 
the most important cells in completing the inflammation 
phase, produce growth factors such as fibroblast, epithelial 
and endothelial cells and stimulate them in healing wound. 
Hyperglycemia at the wound site in diabetic patients inhib-
its the function of macrophages. Therefore, new blood ves-
sels, fibroblasts and nutrients are reduced at the wound site 
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and wound healing is thus declined. Increased blood flow 
is needed for wound healing, which is not present in dia-
betic wounds due to vascular problems and lack of tissue 
oxygenation. Decreased epithelialization has been reported 
in diabetic patients. According to the results of this study, 
the two active ingredients of saffron significantly reduce 
the duration of wound healing in diabetic rats by increasing 
the number of neutrophils, macrophages and blood vessels, 
and the thickness of epithelium (probably due to antioxi-
dant and cell proliferation effects) 
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Figure 1. Comparison of wound healing in crocin, control and diabetic treatrnent groups 

http://jsmj.ajums.ac.ir/?lang=en
http://tehran.pnu.ac.ir/portal/home/
http://tehran.pnu.ac.ir/portal/home/
https://irandoc.ac.ir/
https://irandoc.ac.ir/
http://tehran.pnu.ac.ir/portal/home/
https://medical.mums.ac.ir/
https://kavian.ac.ir/
http://tehran.pnu.ac.ir/portal/home/


45

فروردین و اردیبهشت 1401. دوره 21. شماره 1

مقاله پژوهشی

اثر کروسین و سافرانال بر بهبود زخم های پوستی در موش صحرایی دیابتی شده با استرپتوزوتوسین

زمینه و هدف گیاه زعفران می تواند به عنوان یک آنتی اکسیدان قوی در درمان زخم دیابتی مؤثر باشد. گیاهان دارویی نسبت به داروهای 
شیمیایی اثر جانبی کمتری دارند. بنابراین محققان برای ترمیم زخم های دیابتی به دنبال یافتن ترکیبات گیاهی هستند. این مطالعه با 

هدف بررسی اثر ماده مؤثر زعفران )کروسین و سافرانال( بر ترمیم زخم پوستی در موش دیابتی شده با استرپتوزوتوسین انجام شد.
روش بررسی در این مطالعه تجربی، تعداد 30 رأس موش صحرایی به 6 گروه کنترل، دیابتی، دیابتی تحت تیمار با کروسین و 
سافرانال با غلظت های 300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش تقسیم شدند. گروه های دیابتی با یک بار تزریق داخل صفاقی 
استرپتوزوتوسین با غلظت 55 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش دیابتی شدند. نمونه برداری برای مطالعات بافت شناسی به منظور 
شمارش شاخص های بافتی نوتروفیل، ماکروفاژ، عروق خونی، ضخامت اپی تلیوم در روزهای 3، 7، 15 و 20 بعد از ایجاد زخم انجام شد. 

میانگین ها توسط آزمون واریانس یک طرفه تحلیل و سپس توسط آزمون مقایسه میانگین در سطح 5 درصد با یکدیگر مقایسه شدند.
یافته ها در گروه های تحت تیمار با عصاره زعفران، روند تشکیل سلول هاي التهابي، عروق خوني، سلول های فیبروبلاست و ضخامت 
.)P<0/05( اپی تلیوم، از روز سوم تا بیستم در مقایسه با گروه دیابت در ابتدا افزایش و در روزهای پانزدهم و بیستم کاهش معنا دار داشت

نتیجه گیری کروسین و سافرانال توانستند با اثرگذاری بر شاخص های نوتروفیل، ماکروفاژ، عروق خونی، ضخامت اپی تلیوم و افزایش آن ها 
روند بهبود را تسریع و شرایط ترمیم زخم را تسهیل کنند.

کلیدواژه ها: 
کروسین، سافرانال، 
ترمیم زخم، موش 
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مقدمه

دو نوع از دیابت شیرین شامل دیابت نوع اول و دوم را می توان ذکر 
کرد. در نوع اول ترشح انسولین با مشکل روبه رو است. دیابت نوع دوم 
سبب کاهش توده سلول های β شده و متعاقباً باعث ایجاد نقص در 
ترشح انسولین می شود ]1[. دیابت شیرین به طور گسترده در جهان 

پیرامون گسترش یافته است ]2[. 

بیماری دیابت مشکلات متابولیکی ایجاد می کند که این امر سبب 
هیپرگلیسمی و منجر به بروز 25 درصد نارسایی کلیوی، 50 درصد 
قطع عضو و نابینایي در بیماران دیابتی شده است. در دیابت، زخم ها 
به کندی التیام می یابند. مشکل اصلی برای ترمیم زخم بیماران دیابتی 

بالا رفتن قند خون است ]3[. 

پوست یک سد دفاعی مهم برای محافظت بدن در برابر عوامل 
متعددی است که باید یکپارچگی آن حفظ شود. زخم، حاصل مختل 
شدن بخش ساختاری و عملکردی پوست است. پس از آسیب بافتی، 
ترمیم به سرعت اتفاق می افتد. در بافت آسیب دیده، پلاکت های خونی 
توسط عروق آزاد شده و سبب آزادسازی سلول های خونی در آن 
محل می شوند. از مهم ترین علائم آسیب بافت، آزاد شدن مولکول های 
رشته های  و ظاهر شدن  فسفات1  تری  آدنوزین  یا   )ATP( انرژی زا 
کلاژنی در دیواره عروق است. در محل آسیب دیده، ابتدا لخته ایجاد 
می شود که مانع خون ریزی به میزان بیشتر در محل جراحت می شود 
و همچنین مانع ورود عوامل عفونت زا از محل آسیب دیده می شود 

 .]4[

تعادل  می تواند  که  است  هموستاتیک  فرایند  یک  زخم،  بهبود 
فیزیولوژیک را بازگرداند و شامل فرایند التهابی، ایجاد دوباره اپیدرم، 

برگرداندن دو لبه زخم و ایجاد بافت هم بند است ]7-5[. 

مرحله هموستاز، اولین مرحله در ترمیم زخم است که فاز هموستاز 
و کواگولاسیون به سرعت پس از بروز جراحت رخ می دهند. 

مرحله دوم، فاز التهابی است که به سرعت اتفاق می افتد و طی این 
فاز، افزایش نفوذپذیری در رگ ها و جذب سلولی رخ می دهد. 

 مرحله سوم، افزایش سلول هاي بازال و انتقال اپی تلیال در پل 
فیبرین در داخل لخته رخ می دهد. 

مرحله چهارم، شامل ازدیاد فیبروبلاستی، تجمع ماده زمینه اي و 
ایجاد کلاژن رشته ای است. 

در مرحله پایانی، تمایز بافتی، بازسازي کلاژن ها، انقباض زخم و 
تولید رنگ دانه ها اتفاق می افتد. زخم های مزمن پیشرفتی در ترمیم 

زخم نخواهند داشت و در مرحله التهاب باقی خواهند ماند ]8، 9[. 

پای دیابتی 15 درصد گزارش  اعلام شده، زخم  طبق تحقیقات 
شده است که در بین افراد مواجه شده با این مشکل، 25 درصد با 

1. Adenosine Triphosphat

قطع عضو روبه رو شدند و حدود 50-59 درصد در اثر قطع عضو 
دچار مرگ شدند. کوتاه تر کردن زمان بهبود زخم با عوارض کمتر 
بسیار مهم است. با افزایش سرعت ترمیم، عفونت نیز متعاقباً کاهش 
خواهد یافت ]11 ،10[. افزایش سرعت ترمیم در زخم ازنظر اقتصادی 
و حتی بهداشتی مقرون به صرفه است ]13 ،12[. داروی مؤثر در 
درمان دیابت، انسولین و داروهایی هستند که باعث کاهش گلوکز 
خون می شوند و عوارض متعددی شامل بالا رفتن چربی، کاهش بافت 
چربي در مکان تزریقی و بروز شوك هیپوگلیسمی دارند. پس فرد به 

داروهایی با عوارض جانبی کمتر برای درمان نیاز دارد ]13 ،2[.

باتوجه به عوارض کمتر داروهای گیاهی، نظر محققان به سمت 
این داروها که عوارض جانبی کمتري دارند، جلب شده است. زعفران 
خواص آنتی اکسیدانی دارد که سبب بالا بردن حساسیت به انسولین 
Crocus sa�14[. زعفران با نام علمي[  و کاهش قند خون می شود

.tivus L از خانواده Iridaceae است. پیکروکروسین طعم تلخ به 
زعفران می دهد که می تواند به سافرانال که یک آلدئید است، تبدیل 
شود. ترکیب دیگر در این گیاه کروسین است که نوعی گلیکوزید 
مشتق شده از کاروتنوئیدي با نام کروستین است که رنگ زعفران 
را ایجاد می کند. اجزای اصلی و فعال زعفران، کروسین، کروستین و 
سافرانال هستند ]16 ،15[. گیاه مذکور خواص و کاربردهاي دارویي 
و درماني متعددي همانند اثرات ضدافسردگي، خواب آوري، ضددرد 
و ضدالتهاب، آنتي اکسیدان، ضدآلزایمر و کاهنده قند و چربي خون 

دارد ]17[. 

و  آنتی اکسیدانی  خواص  از  ناشی  زعفران  گیاه  درمانی  اثرات 
ضد التهابی است ]18[. طی تحقیقات اخیر احتمال اثربخشی زعفران 
در افزایش بهبود ناحیه آسیب دیده در جراحات سوختگی گزارش شد 
]19[. ترکیبات اصلی زعفران می توانند رادیکال هاي آزاد را از بین 
ببرند و سبب کاهش آسیب هاي اکسیداتیو در بافت هاي ایسکمیک 
تا  نیز  زعفران  اثر ضد دیابتی  اخیر  تحقیقات  در  شوند ]20 ،14[. 
حدودی مشخص شده است. طی تحقیقی که بر روی موش دچار 
سرطان کولون انجام شد، طی درمان با تزریق کروسین، قند خون 
کاهش یافت ]21[. اثر آنتی اکسیدانی در Crocus sativus به خاطر 

وجود کاروتنوئیدها و فنل ها است ]22[. 

عصاره زعفران برای بهبود سوختگی درجه دو استفاده شده است 
موش  روي  بر  همکاران  و  حسین زاده  آزمایشگاهی  مطالعه   .]23[
خاصیت  می تواند  دُز  چندین  با  زعفران  عصاره  که  کرد  مشخص 
ضد درد و ضدالتهابی داشته باشد که این اثرات ممکن است به علت 
حضور فلاونوئیدها، تانن ها، آنتوسیانین ها، آلکالوئیدها وساپونین هاي 
موجود در زعفران باشند ]24[. همچنین زعفران با اثر آنتی اکسیدانی 
با افزایش سطح گلوتاتیون و حذف پراکسیداسیون چربی توانست مانع 

از تخریب مخاط معده و تولید زخم شود ]26،25 [.

روش بررسی
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این پژوهش به صورت تجربي در آزمایشگاه گروه زیست شناسي 
دانشگاه پیام نور مشهد انجام شد.

حیوانات مورد استفاده و شرایط نگهداري

در این مطالعه تجربی، تعداد 30 رأس موش صحرایی با محدوده 
وزنی 4 ± 195 گرم و سن تقریبی 3 ± 95 روز تهیه شد. حیوانات در 
و چرخه  درصد  نسبی50  دمای 3 ± 20 درجه سانتی گراد، رطوبت 
تاریکی- روشنایی 12 ساعته تحت برنامه غذایی مشترك )شرکت 
جوانه خراسان، ایران( در قفس های استاندارد پلی کربنات شفاف )رازی 
راد، ایران( قرار داده شد و آب هم به مقدار کافی توسط بطری های 
از  اطمینان  برای  قرار داده شد.  اختیار آن ها  500 میلی لیتری در 
سازش با محیط جدید، پس از گذشت یک هفته آزمایش ها انجام شد.

تهیه کروسین و سافرانال

آلدریخ  سیگما  شرکت  از  میلی لیتر  بر  میلی گرم  عصاره 2000 
)فرانسه( تهیه شد. سپس به منظور مقایسه دو غلظت و بررسی اثر 
افزایش غلظت بر میزان تأثیرگذاری دارو، محلول هایی با غلظت های 
300 و 600 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن موش به طور 

مجزا آماده شد.

استفاده از استرپتوزوتوسین2 برای ایجاد دیابت

تزریق  با  موش های صحرایی  ناشتا،  ساعت  گذشت 16  از  پس 
داخل صفاقی استرپتوزوتوسین )سیگما آلدریخ، آلمان( به میزان 55 
میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن موش، دیابتی شدند. بافر 
به عنوان حلال استرپتوزوتوسین استفاده  با اسیدیته 4/5  سیترات 
شد. تزریق استرپتوزوتوسین به گروه دیابتی و 4 گروه دیابتی تحت 
درمان با کروسین و سافرانال )غلظت های 300 و 600 میلی گرم بر 
کیلوگرم وزن بدن موش( صورت گرفت. 72 ساعت بعد از تزریق 
مورد  دیابتی شدن موش های  از  اطمینان  استرپتوزوتوسین جهت 
با  ناحیه دم حیوان، خون گرفته شد و قند خون  از رگ  آزمایش 
گلوکومتر )مدل IGM-0002A، شرکت EasyGluco ، ساخت کشور 
کره( تعیین شد. قند خون بالاتر از 300 میلی گرم بر دسی لیتر به عنوان 
معیار ارزیابی دیابت درنظر گرفته شد. تزریق عصاره ها دو بار در هفته 

صورت گرفت.

روش ایجاد زخم

بعد از حصول اطمینان از دیابتی شدن حیوانات، در شرایط استریل، 
ابتدا موهای پشت موش ها را به کمک قیچی و کرم موبر حذف شد و به 
منظور ایجاد زخم، حیوان را در داخل اتاق بیهوشی حاوی دی اتیل اتر 
)شرکت MERCK( قرار داده شد. بعد از اطمینان از بیهوشی موش ها، 
6 زخم به فواصل 1 سانتی متر از ستون مهره ها با اندازه های یکسان 
)طول 3 سانتی متر( در پشت موش ها ایجاد شد. عمق زخم شامل 

2. Strepotozocin (STZ)

اپی درم )لایه خارجی(، درم )میانی(، هیپودرم )درونی( بود. 24 ساعت 
بعد از ایجاد زخم ها اولین کروسین تزریق شد.

روش تیمار

گروه اول: نمونه های کنترل، ظرف 25 روز، حدود 0/5 میلی لیتر 
تزریق داخل صفاقی محلول سالین به منظور ایجاد تنش دریافت 

کردند. 

گروه دوم: نمونه های گروه دیابتی، پس از اطمینان از دیابتی شدن 
موش ها، ظرف 25 روز 0/5 میلی لیتر تزریق داخل صفاقی محلول 
سالین، به منظور ایجاد تنش دریافت کردند.استرپتوزوتوسین به میزان 

55 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش ها محاسبه شد. 

گروه سوم و چهارم: نمونه های دیابتی، بعد از حصول اطمینان 
از دیابتی شدن حیوانات به مدت 25 روز به میزان 0/5 میلی لیتر 
کروسین با غلظت های 300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن 

موش به صورت داخل صفاقی دریافت کردند. 

گروه پنجم و ششم: مشابه گروه قبل، دیابتی شدند و از سافرانال با 
غلظت های 300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش به صورت 
داخل صفاقی برای درمان آن ها استفاده شد. سومین روز پس از ایجاد 
 10 فرمالین  در  نمونه ها  گرفت.  صورت  نمونه برداری  اولین  زخم 
درصد فیکس و به ترتیب در روزهای 7، 15 و 20 بعد از ایجاد زخم 
نمونه برداری های بعدی صورت گرفت. پس از انجام مراحل آماده سازی 
میکروتوم  توسط دستگاه  میکرون  با ضخامت 5  برش  هایی  بافت، 
ائوزین  هماتوکسیلین  روش  با  نمونه ها  درانتها،  و  تهیه   )Sacora(
رنگ آمیزی شدند. مطالعات آسیب شناسی با ارزیابی پارامترهایی مانند 
آماس بافتی، میزان اپی تلیزاسیون، تشکیل بافت گرانوله و پرخونی 

ناحیه درم ارزیابی شد ]21[. 

در مشاهدات میکروسکوپي با استفاده از میکروسکوپ نوری )مدل 
40، شرکت ZEISS, Axioscope، ساخت کشور آلمان( مقاطع بافتي، 
میزان اپي  تلیزاسیون )اندازه گیري ضخامت اپي تلیوم برحسب میکرومتر، 
توسط میکرومتر چشمي( بررسی شد ]3، 21[. به منظور اندازه گیری 
 Mic 1143, HWF 10X EYE( ضخامت اپی تلیوم از میکرومتر چشمی
PIECE 10/100 Adjustable، شرکت ZEISS, Axioscope، ساخت 
کشور آلمان( استفاده شد. میکرومتر خطی در اکولر جاگذاری و پس از 
کالیبراسیون، ضخامت ده نقطه از بافت اپی درم جدید که در فاصله های 
مساوی از هم قرار داشتند، مشخص و میانگین آن ها برحسب میکرومتر 
 ،IBM نسخه 18 )شرکت SPSS محاسبه شد. داده ها با نرم افزار آماری
شیکاگو ایالات متحده( تجزیه وتحلیل شد. از آزمون واریانس یک  طرفه3 

برای مقایسه میانگین استفاده شد ]9 ،3[. 

همچنین سلول های فیبروبلاست، ماکروفاژ، نوتروفیل، عروق خونی 
)در واحد سطح، میکرومترمربع( شمارش شد. برای شمارش از قطعه 

3. One-way ANOVA
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چشمی4 هلندی که روی آن یک جدول شطرنجی با 400 خانه نصب 
بود )مدل Mic 19-0078، شرکت Euromex Microscop، ساخت 
کشور هلند( استفاده شد ]26[. مساحت مربع شطرنجی برابر با 625 
میلی متر مربع است )معادل 62500 میکرومترمربع(. صفحه مدرج 
در اکولر جاگذاری شد و در درشت  نمایی x  400 تعداد سلول های 
نوتروفیل، ماکروفاژ و فیبروبلاست شمارش شدند. تعداد سلول ها در 
10 مقطع برش بافتی به تصادف شمارش و مجموع آن ها محاسبه 
شد. سپس میانگین سلول هاي شمارش شده محاسبه و توسط نرم افزار 

آماري در گروه هاي مختلف مقایسه شد ]27 ،26[.

تجزیه و تحلیل اطلاعات

بررسی شد.   SPSS آماری نرم افزار  به دست آمده توسط  اطلاعات 
میانگین ها توسط آزمون واریانس یک طرفه تحلیل شدند و سپس به 

4. Eye piece

وسیله آزمون مقایسه میانگین حداقل تفاوت معنادار5 در سطح 5 
.)P<0/05( درصد با یکدیگر مقایسه شدند

یافته ها

بررسي اپي تلیزاسیون 

نتایج میکروسکوپي نشان داد روند اپي تلیزاسیون، تا روز بیستم 
ترمیم در نمونه هاي تحت تیمار با عصاره ها، نسبت به گروه های کنترل 
و دیابتی سریع تر است. در روزهاي سوم، هفتم، پانزدهم، ضخامت 
اپي تلیوم در نمونه های تحت تیمار با کروسین و سافرانال )غلظت 300 
و 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش( نسبت به گروه هاي 
 )P<0/05( کنترل سالم و دیابتی روند افزایش معناداری را نشان داد

)جدول شماره 1(.

5. Least Significant Difference  (LSD)

جدول 1. میانگین ضخامت اپی تلیوم )برحسب میکرومتر( در موش های سالم و دیابتی )وزن بدن موش میلی گرم بر کیلوگرم( تحت تیمار با کروسین و سافرانال به 
تفکیک گروه در روزهای 15 و 20

روز
میانگین±انحراف معیار

تیمار سافرانال 600 تیمار سافرانال 300 تیمار کروسین 600تیمار کروسین 300 دیابتیکنترل

15 30/66 ± 2/05 hi23/66        ± 2/62 l30/33 ± 3/3 hij39/66 ± 2/05 bcd31/66 ± 1/24 fghi42 ± 1/63 ab

2030/33    ± 1/24 jkl40/66 ± 2/5 bc30/31 ± 2/94 hijk30/23 ± 1/24 cde30/31 ± 1/24 ghi30/21 ± 3/85 defg

. )P<0/05( طبق آزمون حداقل تفاوت معنادار، حروف مشترك معنا دار نیستند 

جدول 2. میانگین تعداد سلول های نوتروفیل )برحسب میکرومترمربع( در موش های سالم و دیابتی )وزن بدن موش میلی گرم بر کیلوگرم( تحت تیمار با کروسین 
و سافرانال به تفکیک گروه در روزهای 3، 7 و 20

روز
میانگین±انحراف معیار

تیمار سافرانال 600تیمار سافرانال 300 تیمار کروسین 600 تیمار کروسین 300دیابتیکنترل

328/33± 2/49 a13/66±1/24 hig24 ± 1/63 cde26/33 ± 1/23 abc25 ± 0/81 bcd27 ± 0/81 ab

727±0/81 ab16±0/81 h21/66 ± 2/05 ef20/33 ± 1/24 fg21 ± 0/81 fg19 ± 0/81 g

2011±0/81 klm22/66±1/24 def10 ± 0/81 lmn8 ± 0/81 no8/66 ± 1/69 mno7/33 ± 1/24 o

. )P<0/05( طبق آزمون حداقل تفاوت معنادار حروف مشترك معنا دار نیستند *

جدول 3. میانگین تعداد سلول های ماکروفاژ )بر حسب میکرومترمربع( در موش های سالم و دیابتی )وزن بدن موش میلی گرم بر کیلوگرم( تحت تیمار با کروسین 
و سافرانال به تفکیک گروه در روزهای 3، 7 و 20

روز
میانگین±انحراف معیار

تیمار سافرانال 600 تیمار سافرانال 300 تیمار کروسین 600تیمار کروسین 300 دیابتیکنترل

323/66±1/24 efg14/66±1/07 klm27 ± 0/81 bc29/33 ± 2/05 ab26/33 ± 1/24 cde30 ±1/63 a

721±0/81 gh19±0/81 hi22/33 ± 1/7 fg26/66 ± 1/24 bcd23/66 ± 2/05 efg27/66 ± 1/24 abc

2016/33±1/24 ijkl22±0/81 fg13 ± 1/63 mn10/66 ± 1/24 n14 ± 0/81 lm10/33 ± 1/24 n

. )P<0/05( طبق آزمون حداقل تفاوت معنادار حروف مشترك معا دار نیستند *
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کنترل  گروه هاي  بین  در  اپي تلیوم  در ضخامت  بیستم،  روز  در 
سالم و تحت تیمار با عصاره ها، نسبت به گروه کنترل دیابتي اختلاف 
معنا داري مشاهده شد )P<0/05(. ضخامت گروه های کنترل سالم و 
تحت تیمار با عصاره ها شروع به کاهش کرد، اما ضخامت اپي تلیوم 
نمونه کنترل دیابتي در حال افزایش بود و این نشان دهنده تأخیر در 

روند اپي تلیزاسیون گروه کنترل دیابتي است )جدول شماره 1(.

بررسي سلول هاي التهابي

در روز سوم، بیشترین تعداد نوتروفیل در گروه کنترل مشاهده شد 
که در مقایسه با گروه های تحت تیمار با کروسین و سافرانال )غلظت 
600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش( معنا دار نبود، اما افزایش 
مقدار نوتروفیل در گروه کنترل نسبت به گروه های دیابتی و تحت 
تیمار با کروسین و سافرانال ) غلظت 300 میلی گرم بر کیلوگرم وزن 

 .)P<0/05( معنا دار بود )بدن موش

همچنین در روز هفتم، تعداد نوتروفیل های بیشتری در گروه های 
تحت تیمار با کروسین و سافرانال ) غلظت 300 و 600 میلی گرم 
بر کیلوگرم وزن بدن موش( و کنترل سالم، نسبت به نمونه دیابتی 
مشاهده شد. در روزهای پانزدهم و بیستم، کمترین تعداد نوتروفیل 
در گروه های تحت تیمار با کروسین و سافرانال ) غلظت 600 میلی گرم 
بر کیلوگرم وزن بدن موش( مشاهده شد. این کاهش در مقایسه با 
گروه های دیابتی، کنترل، تحت تیمار با کروسین و سافرانال ) غلظت 
300 میلی گرم بر کیلوگرم بدن وزن موش( معنادار بود و نشان دهنده 

سرعت بهبود ترمیم زخم ها بوده است. 

همچنین بیشترین تعداد ماکروفاژ در روزهای سوم و هفتم در 
گروه های تحت تیمار با کروسین و سافرانال ) غلظت 600 میلی گرم بر 
کیلوگرم وزن بدن موش( مشاهده شد. این افزایش تعداد در مقایسه با 
گروه های کنترل، دیابت و تحت تیمار با سافرانال و کروسین )تنها در 
روز هفتم( )غلظت 300 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش( معنا دار 
بود و همچنین در روزهای پانزدهم و بیستم، کمترین تعداد ماکروفاژ 
در گروه های تحت تیمار با کروسین و سافرانال )غلظت 600 میلی گرم 
بر کیلوگرم وزن بدن موش( مشاهده شد. این کاهش در مقایسه با 
گروه های کنترل، دیابت و سافرانال )غلظت 300 میلی گرم بر کیلوگرم 

وزن بدن موش( معنادار )P<0/05( بود )جداول شماره 2 و 3(.

بررسي عروق خوني 

در روز سوم، گروه کنترل دیابتي در میزان رگ زایي براساس شمارش 
تعداد عروق نسبت به گروه های تحت تیمار کروسین، سافرانال )غلظت 
300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش( و کنترل کاهش 
معناداري نشان داد )P<0/05(. حداکثر تعداد عروق خوني در روز 
هفتم در گروه های تحت تیمار با کروسین و سافرانال 600 مشاهده 
شد که نسبت به گروه های کنترل، دیابتی و تحت تیمار سافرانال با 
غلظت 300 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش افزایش معناداری 
نشان داشت. در روزهای پانزدهم و بیستم، روند رو به کاهش معنا دار 
در تعداد عروق خونی در گروه های تحت تیمار با کروسین، سافرانال 
)غلظت  300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش( و کنترل 

نسبت به گروه دیابتی مشاهده شد )P<0/05( )جدول شماره 4(.

جدول 4. میانگین تعداد عروق )برحسب میکرومترمربع( در موش های سالم و دیابتی )وزن بدن موش میلی گرم بر کیلوگرم( تحت تیمار با کروسین و سافرانال به 
تفکیک گروه در روزهای 3، 7 و 20

روز
میانگین±انحراف معیار

تیمار سافرانال 600 تیمار سافرانال 300 تیمار کروسین 600 تیمار کروسین 300دیابتیکنترل

322/66±2/05 ijk19/33 ± 2/05 k26/33 ± 3/3 fghig30/33 ± 2/05 def27/66 ± 2/05 efgh32 ± 2/45 cde

728/66±2/86 efg21/66 ± 2/5 jk34 ± 2/94 bcd38 ± 2/19 ab35 ± 0/81 bcd41 ± 2/94 a

2026/31±1/7 fghi24/66 ± 1/7 ghij28 ± 0/81 efg32/2 ± 0/45 cde30/33 ± 2/05 def35 ± 2/45 bcd

. )P<0/05( طبق آزمون حداقل تفاوت معنادار حروف مشترك معنادار نیستند *

جدول 5. میانگین تعداد سلول های فیبروبلاست )بر حسب میکرومترمربع( در موش های سالم و دیابتی )وزن بدن موش میلی گرم بر کیلوگرم( تحت تیمار با کروسین 
و سافرانال به تفکیک گروه در روزهای 3، 7 و 20

روز
میانگین±انحراف معیار

تیمار سافرانال 600 تیمار سافرانال 300 تیمار کروسین 600 تیمار کروسین 300 دیابتیکنترل

326/33±1/24 ij18/33±1/24 k30/66±1/07 ghi36/66 ± 2/62 cdef33 ± 2/5 fg40/66 ± 1/44 cd

732/33±2/05 fgh22/33±2/49 jk37/66 ±2/05 cdef47/33 ± 1/7 db40 ±1/63 cd49/66 ± 2/05 a

2027±1/63 hig26/33±2/05 ij32/33 ± 2/05 fgh41 ±1/91 cd34 ± 3/26 efg39/66 ± 4/78 cde

. )P<0/05( طبق آزمون حداقل تفاوت معنادار حروف مشترك معنادار نیستند *
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بررسی فیبروبلاست ها

در روز سوم، کمترین تعداد فیبروبلاست در گروه دیابت به طور 
معنا داری نسبت به گروه کنترل، تیمار با کروسین، سافرانال با غلظت 
شد  مشاهده  موش  بدن  وزن  کیلوگرم  بر  میلی گرم  و 600   300
)P<0/05(. در روز هفتم، گروه تحت تیمار با کروسین، سافرانال با 
غلظت 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش، بیشترین تعداد 
فیبروبلاست را نشان دادند که این اختلاف نسبت به گروه کنترل، 
بر  میلی گرم  )غلظت 300  سافرانال  و  کروسین  با  تیمار  و  دیابت 

کیلوگرم وزن بدن موش( معنا دار بود. 

در روزهای پانزدهم و بیستم، روند رو به کاهشی در گروه کنترل و 
تحت تیمار با کروسین و سافرانال با غلظت 300 و 600 میلی گرم بر 
کیلوگرم وزن بدن موش نسبت به دیابتی مشاهده شد که معنا دار بود 

)P<0/05( )جدول شماره 5(.

بحث

بهبود در زخم شامل انعقاد، التهاب، تکثیر و شکل گیری مجدد 
بافت است. در تغییرات ساختاری ترمیم زخم فعالیت چند گروه 
از سلول ها از جمله ترمبوسیت ها، پلاکت ها، نوتروفیل ها، ماکروفاژها، 
فیبروبلاست ها، کراتینوسیت ها، همچنین پروتئازها و فاکتورهاي 
رشد بافتي مشخص شده است ]17[. التهاب، پاسخي به آسیب 
عضلاني است که با انتقال پروتئین هاي پلاسما و مهاجرت سلول های 
دفاعی به درون بافت پس از آسیب بافتی صورت می گیرد که سبب 
پاك سازي زخم، حذف سلول هاي آسیب دیده و عفونت در محل 

زخم می شود ]28 ،18[. 

طی آسیب پوستی تغییراتی در تعادل بین تکثیر و تمایز و همچنین 
فعال شدن سیستم ایمنی بدن صورت می گیرد که مستلزم هماهنگی 
ارتباطات بین سلولی بین کراتینوسیت ها، فیبروبلاست ها و سلول های 
التهابی است ]31-29[. ترکیبات با خاصیت ضد التهاب، بالاترین اثر 
را در مرحله اول و به میزان کمتر در فاز بعدی ترمیم دارند ]32[. 
تعدیل التهاب برای مثال به کمک ترکیبات آنتی اکسیدانی، ترمیم 
زخم را تسریع می کند ]33[. از عوارض بالا بودن میزان قند خون در 
مشکلات دیابتی می توان به تداوم غیرطبیعی مرحله التهاب، جلوگیري 
از ازدیاد سلول ها، سطح بالاي متالوپروتئین هاي ماتریکس و بالا رفتن 
سیتوکین هاي التهاب زا اشاره کرد؛ بنابراین در بیماران دیابتی بهبود 

زخم بسیار کند صورت می گیرد ]15[. 

در تحقیقات مشابه مشخص شد بهبود زخم در دیابت بسیار آهسته 
التهاب می شود ]34[. خواص  مرحله  باعث طولانی شدن  و  است 
ضد درد و ضدالتهاب عصاره زعفران مشخص شده است. این گیاه 
باعث افزایش حساسیت به انسولین می شود و میزان قند خون را 
کاهش می دهد. همچنین طبق گزارشی، سافرانال توانست فاز حاد 

درد را مهار کند ]35-37[. 

طبق نتایج تحقیقات دیگر، سافرانال و کروسین التهاب ناشي از 
تزریق فرمالین در موش هاي نر کوچک آزمایشگاهي را مهار کردند 
که احتمالاً افزایش ظرفیت آنزیم هاي آنتی اکسیدانی و کاهش تولید 
رادیکال هاي آزاد با اثر ضد التهاب و بالا بردن سطح خون رسانی، منجر 
به این عوامل می شوند ]38[. طبق تحقیقات دیگر، افزایش ظرفیت 
توسط  آزاد  رادیکال هاي  تولید  کاهش  و  آنتی اکسیدانی  آنزیم هاي 

عصاره زعفران اثبات شده است ]39[. 

می شوند،  عمل  وارد  التهاب  مرحله  در  که  سلول هایی  اولین 
نوتروفیل ها هستند. پس از هجوم نروتروفیل ها، ماکروفاژها وارد محل 
زخم می شوند ]40[. بالاترین میزان نوتروفیل ها 12-24 ساعت پس 
از آسیب بافتی است و مانع ایجاد و گسترش عفونت در محل زخم 
می شوند ]41 ،8[. قند داخل سلولي و افزایش آن در محل آسیب در 
دیابت، عمل بیگانه خواری ماکروفاژها را مهار می کند و مواد نکروتیک 
از محل آسیب برداشته نمی شوند؛ بنابراین عروق جدید فیبروبلاست ها 
و مواد غذایي در محل آسیب کاهش می یابند که خود از عواملي 
هستند که روند ترمیم زخم هاي دیابتي را با تأخیر روبه رو می کنند 

.]42، 43[

در پژوهش حاضر، تعداد نوتروفیل و ماکروفاژهاي موجود در محل 
زخم به عنوان معیاري جهت بهبود زخم درنظر گرفته شده است. 
همان طور که ذکر شد در اولین ساعات پس از ایجاد زخم، نوتروفیل ها 
براي حمله و از بین بردن میکروب ها وارد عمل می شوند و 3 روز 
پس از ایجاد زخم به بیشترین تعداد خود می رسند. تجزیه وتحلیل 
بیشتر اطلاعات حاصله نشان داد تعداد نوتروفیل ها در گروه سافرانال با 
غلظت 600 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش در مقایسه با گروه 
سافرانال با غلظت 300 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن موش، افزایش 
معنا داری در روز سوم پس از تیمار داشت. در ابتدای مراحل ترمیم، 
یعنی روزهای 3-7، میزان نوتروفیل در بافت ها افزایش یافته و در 
مراحل پایانی فرایند ترمیم، یعنی روزهای 15-20 تعداد نوتروفیل ها 
کاهش یافته که یافته های این تحقیق با گزارش های ارائه شده توسط 

محققان دیگر تطبیق داشته است ]44،38 [. 

از آنجا که نمونه های درمان شده با عصاره و گروه کنترل دیابتی 
همگی توسط استرپتوزوتوسین دیابتی شدند، بهبود میزان نوتروفیل ها 
در گروه آزمایش تیمار شده با عصاره زعفران را به ترکیبات مؤثر در 
از 24-28 ساعت تعداد  این گیاه می توان نسبت داد. پس  عصاره 
ماکروفاژها افزایش یافته، در پنجمین روز به بالاترین سطح خواهند 
رسید ]15، 38[ که در روند ترمیم ماکروفاژها اهمیت بالایی دارند. از 
فعالیت ماکروفاژها به پاکسازی عفونت مواد خارجی و سلول های مرده 
در محل آسیب و ساخت مویرگ های خونی می توان اشاره کرد. منابع 
تولید کننده این سلول ها شامل دو دسته هستند: 1. جمعیت ماکروفاژ 
ساکن مستقر قبل از تولد، 2. مونوسیت های موجود در خون که به 

نواحی زخم جذب می شوند ]44،43 [. 
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کروسین و سافرانال با غلظت  300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم 
)برحسب  ماکروفاژی  سلول های  تعداد  میانگین  موش،  بدن  وزن 
میکرومترمربع( را در گروه های تیمار شده با عصاره زعفران 3 تا 7 روز 
پس از تیمار به طور معنا داری نسبت به گروه های کنترل و آزمایش 
دیابتی افزایش دادند؛ بنابراین بهبود میزان ماکروفاژها در گروه آزمایش 
تیمار شده با عصاره زعفران را به ترکیبات مؤثر در عصاره این گیاه 
می توان نسبت داد. ماکروفاژها که مهم ترین سلول ها در تکمیل فاز 
التهابی هستند، سبب تولید فاکتور های رشد مثل فیبروبلاست ها، 
سلول هاي اپی تلیال و اندوتلیال می شوند و محرك آن ها در بهبود 

ناحیه آسیب دیده هستند ]44[. 

بر  این تحقیق، کروسین و سافرانال )غلظت 600 میلی گرم  در 
گیلوگرم وزن بدن موش( و سافرانال )غلظت 300 میلی گرم بر گیلوگرم 
وزن بدن موش( توانستند میانگین تعداد سلول های فیبروبلاست )بر 
حسب میکرومترمربع( را در گروه های تیمار شده با عصاره زعفران 
به طور معنا دار نسبت به گروه دیابت و کنترل، در تمام روزهای مورد 
ارزیابی )روزهای 3، 7، 15 و 20( افزایش دهند.پس می توان بهبود 
میزان فیبروبلاست در گروه آزمایش تیمار شده با عصاره زعفران را به 

ترکیبات مؤثر زعفران نسبت داد ]45 ،9[. 

رگ های جدید در فاز تکثیر ایجاد می شود. آنژیوژنز از روز سوم بعد 
از آسیب شروع می شود و روز هفتم به بالاترین میزان می رسد و بعد از 
سومین هفته سرعت آنژیوژنز کاهش می یابد. اختلال در جریان خون 
موضعی و عواملی چون سن، چاقی، سوء تغذیه، عفونت، مصرف برخی 

داروها و دیابت سبب کاهش بهبود زخم می شود ]45[. 

بالا رفتن جریان خون در بهبود زخم پس از آسیب بافتی بدن 
مورد نیاز است که در زخم های دیابتي به خاطر مشکلات عروقی 
ایجاد نمی شود و اکسیژن رساني به بافت صورت نمی گیرد ]42 ،22[. 
تزریق عصاره زعفران )با غلظت 300 و 600 میلی گرم بر کیلوگرم 
وزن بدن موش( در نمونه های مورد بررسی، تعداد رگ های خونی را 
در گروه تحت تیمار با کروسین و سافرانال در روزهای 3، 7، 15 و 
20، نسبت به گروه کنترل و دیابت، به طور معنا دار افزایش داد. احتمالاً 
بهبود در میزان رگ های خونی را بتوان به تأثیر مستقیم سافرانال و 
کروسین نسبت داد. در فاز تکثیر سلول هاي جدید در اپیدرم )لایه 
فوقاني و پوشش محافظتي پوست( تولید می شوند. اپی  تلیزاسیون 
مجدد 12-18 ساعت بعد از تولید لخته در محل آسیب با تهاجم 

فیبروبلاست هاي درم ایجاد می شود ]46[. 

کاهش میزان اپی تلیزاسیون در دیابت گزارش شده است ،34[ 
افزایش  در  مشخصی  روند  صورت گرفته،  بررسی های  در   .46[
ضخامت اپیدرم وجود داشت ]46 ،39[. در نمونه های تیمار شده با 
عصاره زعفران، نتایج آماری ارائه شده نشان دادند تیمار با سافرانال 
و کروسین، توانست ضخامت لایه اپی تلیال را در مقایسه با نمونه 
کنترل در روزهای اولیه درمان افزایش دهد و سپس روند کاهشی 
را در ضخامت لایه اپی تلیوم ایجاد کند که احتمالاً این روند تسریع 

در بهبود زخم به تأثیر عصاره های زعفران مربوط است.

نتیجه گیري

باتوجه به خواص ذکر شده و نتایج به دست آمده از این مطالعه، ماده 
مؤثر زعفران )کروسین و سافرانال( می  تواند طول مدت بهبود زخم 
در موش  های صحرایی دیابتي را به طور قابل توجهي کاهش دهد. به 
نظر می رسد حداقل قسمتي از اثرات ضدالتهابی گیاه فوق احتمالاً 
به دلیل اثرات ضد التهابي و آنتی اکسیدانی و تکثیر سلولي است که 
در فرایندهاي متعدد ترمیم، نقش تسریع در بهبود زخم داشته است؛ 
بنابراین در درمان زخم، استفاده از عصاره زعفران، احتمالاً باعث تسریع 
بهبود، صرف هزینه کمتر درمانی و استفاده کمتر از آنتي بیوتیک ها و 

مقاومت به آن ها در برابر عفونت ها در افراد دیابتي می شود.
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