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Extended Abstract 

Introduction: Triptolide (TP) possesses valuable therapeutic properties, including anti-

inflammatory, immunosuppressive, anti-rheumatoid, and anticancer effects. However, its 

clinical application is severely limited by significant hepatotoxicity. Consequently, there is an 

urgent need to mitigate TP-related toxicity without compromising its therapeutic efficacy. 

Modern pharmacological studies on saffron and its primary constituents have revealed a wide 

range of biological activities, such as anti-inflammatory, antinociceptive, antioxidant, 

immunoregulatory, neuroprotective, cardioprotective, and anticancer effects, as well as 

protection against natural and chemical toxins. Crocin (CR), the main bioactive compound of 

saffron and a potent natural antioxidant, has demonstrated significant protective effects against 

liver injury. The aim of this study was to elucidate the molecular mechanisms underlying the 

protective effect of CR against TP-induced hepatotoxicity through the re-analysis of RNA-Seq 

data. 

Materials and Methods: In this study, 12 male Kunming mice (body weight 20 ± 2 g) were 

used for the reanalysis of transcriptomic (RNA-Seq) data to investigate differential gene 

expression and identify key biological pathways involved in the attenuation of TP-induced 

hepatotoxicity following CR treatment. Mice were randomly divided into three groups (4 mice 

per group): a control group receiving normal saline (NC), a TP group receiving a moderate 

dose (300 μg/kg; TP), and a group receiving TP (300 μg/kg) combined with CR (100 mg/kg; 

TP+CR). All treatments were administered orally by gavage once daily for 7 consecutive days 

at a volume of 0.2 mL per 10 g body weight. At the end of the treatment period, liver tissues 

were collected, and total RNA was extracted. RNA quality and purity were evaluated using a 

NanoDrop spectrophotometer and agarose gel electrophoresis, respectively. To elucidate the 

molecular mechanisms of CR's protective effects, the publicly available RNA-Seq dataset 

(accession number GSE202175) from the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) database 

was reanalyzed using the iDEP web-based analysis platform. Differential gene expression 

analysis was performed using the DESeq2 package through pairwise comparisons between 

treatment groups. During preprocessing, genes with low read counts were filtered based on a 

minimum of 0.5 counts per million (CPM) in at least one library. For gene clustering and 

principal component analysis (PCA), data were transformed as log₂(CPM + c) using the edgeR 

package, where the constant c = 4 was chosen as recommended by iDEP. A total of 55,487 

genes were detected from 12 samples, of which 18,248 passed the filtering threshold. Among 

these, 18,121 genes were successfully mapped to Ensembl gene IDs, while the remaining 127 

genes were retained in their original form for downstream analyses. 
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Results and Discussion: Differential gene expression analysis using DESeq2 and k-means 

clustering revealed that, out of 18,248 identified genes, 2,329 were upregulated and 2,261 were 

downregulated across comparisons. KEGG pathway enrichment analysis indicated significant 

enrichment in several pathways, including metabolic pathways, steroid hormone biosynthesis, 

retinol metabolism, chemical carcinogenesis–DNA adducts, arachidonic acid metabolism, 

linoleic acid metabolism, drug metabolism–other enzymes, primary bile acid biosynthesis, 

xenobiotic metabolism by cytochrome P450, steroid biosynthesis, neutrophil extracellular trap 

(NET) formation, and systemic lupus erythematosus (SLE). Crocin stabilized and modulated 

pathways related to drug, toxin, and inflammatory mediator metabolism, thereby exerting a 

protective role against TP-induced hepatotoxicity and restoring hepatic cellular homeostasis 

toward a normal state. 

Conclusion: By stabilizing and regulating the metabolic pathways of drugs, toxins, and 

inflammatory mediators, CR can exert a protective effect against TP-induced hepatotoxicity. 

The activation of these pathways reflects the body's attempt to restore biological homeostasis 

following exposure to TP. Overall, CR modulates the destructive activities of immune cells by 

targeting immune and anti-inflammatory pathways, thereby restoring the cellular status of the 

liver to a normal state. This targeted regulation of specific pathways may serve as the 

fundamental mechanism underlying the hepatoprotective effect of CR against TP-induced liver 

toxicity. Consequently, CR should be considered an effective strategy for reducing the adverse 

effects of toxic drugs, particularly TP. 
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 چکیده 

مجدد    لی تحل  ق یاز طر  د، یپتولیتر  یکبد   تیبرابر سم  در  نیسکرو  یاثر محافظت  یمولکول  سازوکارهای  و  هاژن  ییشناسا  ، مطالعه  ن یهدف ا

  ن یا  در .  بود  iDEPافزار تحت وب  با استفاده از نرم   NCBIگاهیپا  در   موجود GSE202175 یدسترس  شماره  با  RNA-Seq  یهاداده

بهموش   شیآزما تصادفها  گروه    یطور  سه  با در  سالکنترلشدند:    میتقس  (تکرار  ۴  )  تر  افتیدر  ، (NC)  نرمال   ن ی:    3۰۰)  دیپتولیکننده 

و  TP  لوگرم؛یک   بر  کروگرمیم ترافتیدر(  کروسین  دیپتولیکننده  ک   کروگرمیم  3۰۰)   همراه  با    لوگرم یبر  بر    گرمیلیم  1۰۰  نیکروسهمراه 

 DESeq2 روش  با  هاژن  یافتراق  انیب  لی. تحلشدند  اعمال  روزانه  یصورت گاواژ خوراک روز به   هفتبه مدت    مارهایت  (. TP +CR   لوگرم؛یک 
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  2329  بیترتبه  ها، سه یمقا  همه  یبرا  متفاوت  انیب  ی هاشده، تعداد ژن  ییژن شناسا  182۴8، نشان داد از مجموع  k-means  یبند و خوشه

ب  یهاژن  2261و   پائ  انیبا  و  نتا  نیبالا    ی رهایبا، مس  مرتبط  یرهای نشان داد که مس (KEGG) یستیز  یرهایمس  یسازیغن  جیبودند. 

  د یاس  سمیمتابول،  DNA  به  ییایمیش  مواد  اتصال  –  ییایمیش  ییزاسرطان  نول، یرت  سمیمتابول  ، یدیاستروئ  ی هاهورمون  وسنتزیب  ، یکیمتابول

  یخارج  باتیترک   سمیمتابول  ه، یاول  یصفراو  یدهایاس  وسنتزیب  ها، م یآنز  ریسا  –داروها    سمیمتابول  ک، ینولئ یل  دیاس  سمیمتابول  ک، یدونیآراش

بP450  توکرومیس  توسط(  هاکیوتی زنوب) س(NETs)  لینوتروف  یسلولخارج  یهاتله  ل یتشک  دها، یاستروئ  وسنتزی،  لوپوس    ک،یستمی، 

معناداربه تثب  نیکروس.  اندشده  یسازیغن  یطور  تنظ  تیبا  و واسطه  سمیمتابول  یرها یمس  میو   ینقش حفاظت  ، یالتهاب  یهادارو، سموم 

سم  یمؤثر برابر  وضعیم  فایا  دیپتولیتر  ی کبد  تیدر  و  حالت    ی سلول  تیکند  به  را  شواهد   ها، افتهی  نیا.  کندیم  کی نزد  یعیطبکبد 

پ  دهندیارائه م  نیکروس  یاز اثر محافظت  یاهیاول  یپتومیترانسکر راهکار   کیعنوان  به  بیترک   نیا  شتریب  یکه بررس  کنندیم  شنهادیو 

 ارزشمند است.  ، ییدارو تیسم تیریدر مد یکمک

 کروسینی،  کبد تیسم، دیپتولیتری،  ژن یرهایمس  لیکلیدی: تحل هایواژه

 

 مقدمه 

استخراج   Tripterygium wilfordii Hook F  اهیاست که از گ  یستیز  فعّال  دیاپوکس  ترپنی د  کی(  Triptolide)  دیپتولیتر

قابل    ی(. با وجود خواص درمانYuan et al., 2019است )  یقو  گرسرکوبیمنیو ا  یضدسرطان  ،یاثرات ضدالتهاب  یو دارا  شودیم

. (Hu et al., 2022)  محدود شده است  هاهیدر کبد و کل  ژهیوآن به  دیشد  تیسم  لیلبه د  د یپتولیاز تر  ینیتوجه، استفاده بال

  ، یکبد  یهاآپوپتوز سلول   یالقا  و،یداتیاکس  تنش  شیبا افزا  دیپتولیاز تر  یناش  یکبد  تیاند که سممطالعات متعدد نشان داده

 .(Shen et al., 2023) مرتبط است MAPKو   NF-κBمانند   ی التهاب ی رهایمس یسازو فعال یتوکندریاختلال در عملکرد م

کند که این موارد استفاده بسیار سمی است، حلالیت کمی در آب دارد و عوارض جانبی قابل توجهی ایجاد می  TPبا این حال،  

برای  بر قدرت درمانی آن وجود دارد. اثربدون  TPسازد. بنابراین، نیاز فوری به کاهش سمیت مرتبط با بالینی آن را محدود می

های دارویی جدید، اصلاحات ساختاری و ترکیب آن با سایر گیاهان  طراحی شکل از جمله    این منظور، راهبردهای متعددی  

 . (Zeng et al., 2020; Zhang et al., 2020; Yalikong et al., 2021)  اندمورد بررسی قرار گرفته دارویی

از جمله اثرات   :اندمطالعات فارماکولوژیک مدرن بر روی زعفران و ترکیبات اصلی آن، طیف وسیعی از آثار زیستی را آشکار کرده

آنتی التهابی، ضد درد،  بیماریاکسیدانی، تنظیمضد  ایمنی، نقش در  قلبی  های عصبیکننده سیستم  عروقی، ضد  -تخریبی و 

 Attia et al., 2021; Ali, 2024 ; Xing) و محافظت در برابر سموم طبیعی و شیمیایی  افسردگی  ضد  ،  سرطان، ضد آرتریت

et al., 2021; Hosseinzadeh & Moudi, 2022.)  نیسکرو  (Crocin)گلیکوزیل استرهای یک اسید  ، که به شکل مونو و دی

پلیدی از جمله ترکیبات  کربوکسیلیک  آثار (  Crocus sativus Lزعفران )  یدیکاروتنوئاصلی    فعّالان وجود دارد،  است که 

 دانیاکسیآنت  کیبه عنوان    نیسکرو  .(Abdi et al., 2022; Salem et al., 2022; Xu et al., 2022)زنند  درمانی آن را رقم می

شده    ندمست  یبه خوب  ویداتیاکس  تنشاز    یناش  یبافت  یهاب یآن در برابر آس  یکه اثرات محافظت  شودی شناخته م  یقو  یعیطب

و    Nrf2/HO-1  ریمس  یسازفعال  قیاز طر  تواندیم  نیسکه کرو  دهدینشان م  ی(. شواهد تجربAnaeigoudari. 2021است )

 (. Chen et al., 2021) شود ی کبد یهادر سلول  شدهی زیربرنامه ی، موجب کاهش التهاب و مرگ سلولNF-κB ریمهار مس
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اطلاعات    تواند یم  mRNAها در سطح  ژن   انیب  یالگو  راتییتغ  یبررس  ن، یسو کرو  دیپتولیتر  نیب  یمتقابل احتمال  راتبا توجه به اث

. (Zhan et al., 2019)  فراهم سازد   دیپتولیاز تر  یناش  یکبد   تیمؤثر در کاهش سم  یمولکول  یرهایدر مورد مس  یارزشمند

ابزارها  یپتومیترنسکر  یهاداده  لیتحل از  استفاده  مس  قادر  یکیوانفورماتیب  یبا  و    ی دیکل  یهاژن  نگ،یگنال یس  یرهایاست 

  iDEP  افزار تحت وب(. نرمZhan et al., 2019کند )  ییشناسا  اند،افتهی  رییتغ  یبیرا که در اثر درمان ترک  یمیتنظ  یهاشبکه 

(integrated Differential Expression and Pathway analysis  )ابزارها  یکی برا  یاز  کاربرپسند  و   ل یلتح  یکارآمد 

(  KEGGو    GO)  رهایمس  یسازیغن  لیتحل  ، یبندخوشه   ،افتراقی   انی با ب  یهاژن  ییاست که امکان شناسا  RNA-seq  ی هاداده

  یهامجدد داده لیمطالعه، تحل نی. هدف از ا(Ge et al., 2018)  کندیفراهم م  یسینوبه برنامه ازیرا بدون ن جینتا یو مصورساز

  یکبد  تیمؤثر در کاهش سم  یدیکل  یستیز  یرهایمسشناسایی  ها و  ژن بیان افتراقی  آنالیز  ( جهت  RNA-Seq)  یپتومیترنسکر

   .بود iDEPافزار تحت وب با استفاده از نرم ،زعفران نیسدر حضور کرو د،یپتولیالقا شده توسط تر

 

 هامواد و روش

 نر نژاد  یهاموشاستفاده شد که در آن    (Yan et al., 2022)  همکاران  و  یان   حاصل از پژوهش  یهااز داده  قیتحق  نیا  در

Kunming    دیپتولیتر  بیاثر ترک  یبررس  یگرم( برا  20  ±  2)وزن (TP)   کروسینو (CR)   .در این  مورد استفاده قرار گرفتند

گروه  موشآزمایش   )هر  گروه  در سه  تصادفی  به صورت  تقسیم شدند:  چهارها  کنترل؛  :  Aگروه    موش(  )گروه  نرمال  سالین 

NC)،  گروهB  :( میکروگرم بر کیلوگرم؛    300تریپتولید با دوز متوسطTP)    گروه  وC  :( میکروگرم بر    300تریپتولید با دوز متوسط

صورت گاواژ خوراکی یک بار در روز و  روز به  ۷تیمار به مدت    .(TP+CRگرم بر کیلوگرم؛  میلی 100)  کروسینکیلوگرم( همراه با  

از   RNAو یآورکبد جمع  یهانمونه مار،یدوره ت انی پا در گرم وزن بدن انجام شده است. 10لیتر به ازای هر میلی 2/0با حجم 

   .دیها استخراج گردآن بافت

کتابخانه، تحلیل   mRNA-seqساخت  توسط شرکتهای  و  انجام   Sinotech Genomics بیوانفورماتیکی  )شانگهای، چین( 

و سنتز  mRNA سازیغنی،   RNA. روند کلی کار به شرح زیر بود: استخراج و بررسی کیفیت(Yan et al., 2022)  گرفت

افزودن دمcDNAسازی  خالص  مکمل،رشته   انتهاها،  به غنی  ،یابی و اتصال آداپتورهای توالی A (A-tailing) ، ترمیم  سازی 

  استفاده گردید  )ایالات متحده( Illumina NovaSeq 6000 از دستگاه RNA یابیو ساخت کتابخانه. برای توالی PCR روش

(Yan et al., 2022)خامهای . داده (raw reads)  باکیفیتهای خوانش های نامرغوب حذف شدند، سپستوالیتصفیه شده و 

(clean reads)   افزاراستفاده از نرم ا  ب Hisat2   ها به صورتگذاری شدند. میزان فراوانی ژن ( روی ژنوم مرجع نقشه 2.0.5)نسخه 

FPKM   افزارنرم  از .  گردید بیان(  شدهنقشهباز از اگزون در هر یک میلیون قطعه    )تعداد قطعه به ازای هر کیلو Stringtie   برای

 . (Yan et al., 2022) سازی استفاده شد برای نرمال  TMM شمارش قطعات درون هر ژن و از الگوریتم
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  یضرور  یکاف  یآمار  توان  یبرا   را  یستیکه حداقل سه تکرار زرخی مقالات  باستناد به  و   Seq -RNAجیرا  یبر اساس استانداردها

با استفاده از نانودراپ و ژل  RNA و خلوص  تیفیک  .( 2016et alLin ,.)  چهار تکرار استفاده شددر این پژوهش از    دانندیم

 لیتحل  قیاز طر  د،یپتولیتر  یکبد  تیبرابر سم  در  کروسین  ی اثر محافظت  یمولکول یهاسمیمکان  یی شناساشد.    یابیالکتروفورز ارز

 iDEP  تحت وب  افزاربا استفاده از نرم    ،  NCBIدر پایگاه   موجود   GSE202175 با شماره دسترسی  RNA-Seq  ی هامجدد داده

چندگانه،    هایکشف اشتباه در آزمون انجام شد و برای کنترل نرخ   DESeq2 روش  آنالیز بیان افتراقی با استفاده ازانجام شد.  

مورد استفاده    یهاداده(.  Love et al., 2014)  به کار گرفته شد FDR < 0.05 با آستانه Hochberg (BH)-Benjamini روش

 Counts Per) 1ون یلیخوانش در م5/0فرض حداقل  شیصورت پ بهکم   های با خوانشفیلتر کردن ژن پردازش  شیدر مرحله پ 

Million-CPM  ها  داده  لیتبدحله بعد  رانجام شد و در مکتابخانه،    کی( حداقل در(log2 (CPM + c))  و    یبندخوشه   یبرا

 Ge et)  شد  تهدر نظر گرف  c،  4فرض  شی. به صورت پ (Dai et al., 2014)  انجام شد   edgeRبا استفاده از بسته  PCA  زینالآ

al., 2018).    ژن در پایگاه داده به    18121ژن از فیلتر عبور کردند و    18248استخراج و   نمونه  12  ازژن    5548۷در مجموع

برای شناسایی نواحی ژنومی که    به صورت اصلی استفاده شدند. ژن   12۷مانده یعنی  باقیتبدیل شدند.    Ensemblشناسه ژن  

آن معنیها  در  ژن تجمع  از  افزایشداری  بیان  با  کاهش (up-regulated) یافتههای  از    (down-regulated)یافتهیا 

کروموزومی معنادار از نظر   تواند نواحیمی تحلیل رگرسیون بر اساس که ( 2011et al.Ferrari ,)  استفاده شد  PREDA بسته

کنش  ، یک شبکه برهمافتراقی  بیانبا های  برای بررسی ارتباطات عملکردی بین ژن  .(Ge et al., 2018)   را شناسایی کند  آماری

ابتدا فهرست ژن   (Protein–Protein Interaction Networkپروتئینی )–ژنی افتراقی    هایایجاد شد.  پایگاه داده  با بیان  به 

STRING  ها استخراج شود. سپس شبکه حاصل با استفاده  شده بین پروتئینبینیشده و پیشهای شناختهکنشوارد شد تا برهم

 .( Ge  et al., 2018) ترسیم و تحلیل گردید Cytoscapeافزار از نرم

 

 نتایج و بحث 

 . ابدییکاهش م  نیانگیوابسته به م  انسیکه وار  دهدیشده را نشان م یتمیلگار لیتبد یهاداده عیتوز 1شکل

 
1 Counts Per Million 
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 شده یتمیلگار ل یتبد یهاداده عیتوز :1  شکل

Figure 1. Distribution of log transformed data 

 

پ    کتابخانه  کیدر    0CPM/ 5فرض حداقل    ش یپ براساس آستانه    ، کم  های با خوانشفیلتر کردن ژن ،  پردازش  ش یدر مرحله 

آورده    1  جدولهای فیلتر شده در  ها، تعداد کل خوانش، تعدادکل خوانش بعد از فیلترکردن و خوانش نمونه  پذیرد.صورت می

 شده است. 

 

 

 

 

 

 های فیلتر شده ها و خوانش ها، کل خوانش نمونه . 1جدول 

Table 1. Samples, total count, and filtered reads 
Counts removed Total counts after filter Total counts Sample 

6,732 18,423,834 18,430,566 NC_1 

6,383 16,449,596 16,455,979 NC_2 

5,070 16,864,005 16,869,075 NC_3 

5,395 15,618,380 15,623,775 NC_4 

15,040 16,082,133 16,097,173 X300TP_1 

7,203 15,648,707 15,655,910 X300TP_2 

12,824 17,848,621 17,861,445 X300TP_3 

7,712 17,335,577 17,343,289 X300TP_4 

7,923 16,235,573 16,243,496 X300TP_CR_1 

5,607 15,503,619 15,509,226 X300TP_CR_2 

5,627 17,910,005 17,915,632 X300TP_CR_3 

4,688 16,907,638 16,912,326 X300TP_CR_4 
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های کدکننده پروتئین با تعداد  بر اساس این نمودار، ژن   ترسیم کرده است.ها را در ژنوم  انواع مختلف ژن   فراوانی  توزیع  2شکل  

توجهی از عناصر غیرکدکننده نیز در  شده دارند. علاوه بر این، تعداد قابلهای شناساییبیشترین سهم را در میان ژن  21652

که  مشاهده شد  مورد    9664با تعداد  (  lncRNA)  های بلند غیرکدکننده RNA   ( و136۷0ها )ژن ژنوم وجود دارد که شامل شبه

ژن نشان بیان  تنظیم  پیچیدگی  همچنیندهنده  است.  ژنومی  سطح  در  مانندRNA   ها  غیرکدکننده  کوچک   miRNAهای 

(1124) ، snoRNA (1065)  و snRNA (789) ها و فرایندهای  شوند که نقش مهمی در تنظیم پسارونویسی ژنمشاهده می

می  RNAپردازش دسته   .کنندایفا  ژنسایر  مانند  ایمونوگلوبولینها  سلول  (،Ig)  های  های  RNA   و T  (TR)  هایگیرنده 

میتوکندریایی با تعداد کمتر نیز حضور دارند، اما در عملکردهای تخصصی سلولی نقش اساسی دارند. در مجموع، این توزیع نشان 

های  RNA   توجهی از ژنوم شاملدهند، بخش قابلمی  ها را تشکیلهای کدکننده پروتئین بخش عمده ژندهد که اگرچه ژنمی

 . ها نقش مهمی دارند های سلولی و بیان ژنای است که در تنظیم فعالیتغیرکدکننده

 

   ها در ژنومای توزیع انواع ژننمودار میله: 2شکل 
genomeBar chart showing distribution of different gene types in the Figure 2:  
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   مطالعه های مورد های با بیان متفاوت در گروهنقشه حرارتی ژن  :3 شکل
groups iedHeatmap of differentially expressed genes across the studFigure 3:  

ها  ها و ژنها در ستوندهد. در این نقشه، نمونه میهای مختلف مطالعه نشان  ها را در گروه، الگوی بیان ژن3شکل  قشه حرارتی  ن

دهنده کاهش بیان، رنگ قرمز  رنگ سبز نشان   .دهنده سطح بیان ژن استها قرار دارند و شدت رنگ هر سلول نشان در ردیف

ژن از    18248استخراج شد،   نمونه   12  ژن که از  5548۷از مجموع  باشد.  افزایش بیان و رنگ سیاه عدم تغییر در بیان ژن می

کردند عبور  ژ  انی ب  لیتحل  در.  فیلتر  مقا   ی ژن  انیب  راتییتغ  نیشتریب  ، هانافتراقی  با    دیپتولی ترگروه    سهیدر   کروسینهمراه 

(X300TP_CR  با )  دی پتولیترگروه  (X300TP)  ( که  یژن کاهش  1185و    یشی ژن افزا  1154ژن، شامل    2339مشاهده شد ،)

. در  (4 شکل ) باشد ،یعیها به حالت طب آن یها و بازگشت نسبژن انیب ییبر بازآرا کروسین گستردهریتأث انگریبتواند میاحتمالاً 

  ۷11و    یشیافزا  ۷38شد )  ییمتفاوت شناسا  انیژن با ب  1449  زین  (NCکنترل )گروه  با    (X300TP)  دیپتولیترگروه    سهیمقا

که  یکاهش اثرات سممنعکستواند  میاحتمالاً  (،  الگو  دی پتولیتر  یکننده  حالباشد  ، هاژن  انی ب  یبر  مقا   کهی. در  گروه    سهیدر 

  802کمتر بود )  یتوجهطور قابلبه  افتهیرییتغ  یهاتعداد ژن  ( NCکنترل )گروه  ( با  X300TP_CR)  کروسینهمراه با    دیپتولیتر

  همکاران   ویان    .باشد  کروسیندر حضور    هاتعادل در بیان ژن   یو بازگشت نسب  بیدهنده کاهش آسنشان ممکن است  ژن(، که  
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(Yan et al., 2022)  دیپتولیترگروه    سهیدر مقاگزارش کردند  (X300TP)    گروه  با( کنترلNC)  1148 mRNA  سهیدر مقاو 

با بیان متفاوت شناسایی    1526  mRNA(  X300TP)  دیپتولیترگروه  ( با  X300TP_CR)  همراه با کروسین  دیپتولیترگروه  

تر تغییر بیان و تفاوت  ناشی از آستانه سختگیرانه احتمالاً  تفاوت نتایج ما با مطالعه مرجع    شدند که از نتایج این تحقیق کمتر بود.

 . باشد های آماریدر روش

 

و  دیپتولیکنترل، تر)  های بین تیمارهادر مقایسه DESeq2 شده توسطشناسایی (DEGs) های با بیان متفاوتژن  :۴ شکل

  (همراه با کروسین دیپتولیتر
Figure 4: Differentially expressed genes (DEGs) identified by DESeq2 in comparisons between treatments 

 (X300TP_CR) groups)control (NC), tripotide (X300TP), and tripotide plus crocin ( 

های هر گروه عمدتاً در فضای  نشان داد نمونه  ، (5  شکل )ی  ژن   انیب  یهاشده بر داده( انجامPCA)  ی اصل  یهامؤلفه نمودار آنالیز  

درصد    89/50در مجموع  (  PC2محور دوم )و ( PC1محور اول )و   اند بندی شدهخوشه(  PC2 و  PC1 ابعاد در  ) اختصاصی خود 

 دیپتولی( و ترX300TP)  دیپتولی(، ترNCکنترل )  یشیسه گروه آزما  انیم  یواضح  زیتما  . دهند میرا پوشش    هاکل داده  انسیاز وار

های دیگر  دهد بیان ژنی هر گروه مشخصاً با گروه این جداسازی نشان می .  مشاهده شد(  X300TP_CR)  کروسینهمراه با  

  X300TP_CRگروه    .باشدمی( روی الگوی بیان ژن کاملاً مشهود  کروسینو اثر تیمارها )به ویژه اثر حفاظتی  متفاوت است  

توانسته بیان ژنی مربوط به سلامت    کروسین احتمالاً  دهد  تر است که نشان میبه سمت گروه کنترل نزدیک X300TP نسبت به 

  سوهم  (Hu et al., 2022)  و همکاران  هوبا گزارش    افتهی  ن یا  .طبیعی را تا حدی بازیابی کند یا به حالت نرمال نزدیک نماید 

   . است بوده 
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 (و تریپتولید همراه با کروسین کنترل، تریپتولید)  برای تیمارهای مورد مطالعه (PCA) های اصلیآنالیز مؤلفه :  5شکل  

X300TP, and  NC, tripotide:Control: Principal Component Analysis (PCA) for the studied treatments (: 5Figure 

X300TP_CR) tripotide plus crocin:  

  

و تریپتولید همراه با   کنترل، تریپتولید) تیمارهای مورد مطالعه  نیب  متفاوت  انیبا ب  یها mRNAتعداد  اگرامید  ون :6شکل  

 (کروسین
Figure 6:  Venn diagram showing the number of differently expressed mRNAs between the studied treatments 

(Control: NC, tripotide: X300TP, and tripotide plus crocin: X300TP_CR) 

 X300TP) کنترلگروه  با    دیپتولیتر گروه  یسهی. در مقادهدیرا نشان م  متفاوت  انیبا ب  یهاmRNA   تعداد   اگرامیون د  6  شکل

vs NC) ۷21  ، تعداد  ، mRNA   ًگروه  با  نیهمراه با کروس  دیپتولیتر گروه   یسهیمقا در  کهیحال   در  داشتند،   انی ب  تفاوتمنحصرا

 دیپتولیتر گروه  نیب یسه یدر مقا  گر، ید یمنحصر به فرد بودند. از سو mRNA ، 56۷ ، تعداد (X300TP_CR vs NC)  کنترل

  دادند   نشان  انیبتفاوت  منحصراً    mRNA  ،1264  ، تعداد (X300TP_CR vs X300TP)  دی پتولیترگروه    با نیهمراه با کروس

 ن یطور مشترک ببه  mRNA،  331 ن،یعلاوه بر ا .است  نیکروس  حضور  در  یپتومیترنسکر  پاسخ  در  توجه  قابل   راتییتغ  انگریکه ب

    یهاسهیمقا  نیب  mRNA،  310 کهیحال  در  داشتند،  انیبتفاوت   X300TP_CR vs NC و   X300TP vs NCیسهیمقا  دو

X300TP vs NC   وX300TP_CR vs X300TP   138  نیمشترک بودند. همچن  ،mRNA  یهاسه یمقا   ن یب X300TP_CR 
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vs NC   و X300TP_CR vs X300TP 23  ت،یدر نها   .داشتند  یهمپوشان،  mRNA  تفاوت   مشترک  طور  به  سهی در هر سه مقا

اند و ممکن است اهداف بالقوه برای  بازنگشته که علیرغم اثر محافظتی کروسین، هنوز به طور کامل به سطح کنترل  داشتند    انیب

  ، ی التهاب  یهاپاسخ  با  مرتبط  یستیز  یرهایمس  لیتعد  با  است  ممکن  راتییتغها و  تفاوت  نیا  .های درمانی تکمیلی باشنداستراتژی 

و    دیپتولیتر  بیکه ترکشده است  گزارش  در یک تحقیق    .باشند  مرتبط  نیکروس  حضور  در  دارو  سمیمتابول  و  وی داتیاکس  استرس

شناس موجب  ب  ژن   ۷6  ییاکروسین  کبد شد  افتراقی  انیبا  بافت  تحقیق  .  (Yan et al., 2022)  در  مقایسه آنها  در  جای  به 

X300TP_CR vs NC  های داده  پایگاه  از(DisGeNet و GeneCards  )های مرتبط با سمیت کبدی استفاده  برای شناسایی ژن

   .شتکه با نتایج این تحقیق مغایرت دا  کردند

با کنترل  دیپتولیتر سهیمقا( 1دهد: )نشان می گروه سهرا در متفاوت  انیبا ب یهاmRNA ( ی ولکانو )آتشفشان نمودار ،۷ شکل 

(X300TP vs NC  ،) کروس  دیپتولیتر  سهیمقا با  کنترل  نیهمراه  و   دیپتولیتر  سهیمقا ،  (X300TP_CR vs NC)  با 

  کمتر از  نرخ کشف خطا معیارهای  اساس    برهای دارای بیان متفاوت  ژن .  (X300TP vs X300TP_CR)  نی+کروسدیپتولیتر

05/0  (FDR < 0.05  )  تغییر بیان بیشتر از دو برابرو (Fold-change > 2)  ، شناسایی شدند . 

 

 

 

 

 

 

 هابین گروه   (و افزایش یافته  افتهیکاهش متفاوت )بیان    انیبا ب   یهاژن   ولکانو  یهانقشه  : 7شکل
Figure 7: Volcano maps of differentially expressed mRNAs (downregulated and upregulate) between groups   

نشان داده شده است. در این تحلیل، مسیرهای    8شکل  مراتبی در  بندی سلسلهسازی مسیرهای زیستی و خوشه تحلیل غنی

  ( hierarchical clustering)  مراتبیبندی سلسلهروش خوشه   بر اساس شباهت عملکردی با استفاده ازابتدا  شده  زیستی غنی

 بندی شدند.  در پنج خوشه عملکردی گروه  K-meansو سپس با الگوریتم  نددهی شدسازمان

غنی مسیرهای  از  توجهی  قابل  بخش  که  داد  نشان  خوشه نتایج  در  و  شده  دارو  متابولیسم  لیپیدها،  متابولیسم  با  مرتبط  های 

 Metabolic pathways  ،Metabolism of xenobioticsشده، مسیرهای  در میان مسیرهای غنی  زدایی کبدی قرار دارند.سم

by cytochrome P450  ،Drug metabolism–other enzymes  ،Retinol metabolism  ،Steroid hormone 

  
X300TP-X300TP_CR 

 

X300TP_CR-NC 

 

 

X300TP-NC 
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biosynthesis  ،Steroid biosynthesis  ،Arachidonic acid metabolism  ،Linoleic acid metabolism    وPrimary 

bile acid biosynthesis  زدایی  های سمدهنده تغییرات گسترده در فرآیندهای متابولیکی و سیستممشاهده شد که نشان

 Neutrophil extracellular trap formationهای ایمنی و التهابی از جمله  کبد است. همچنین مسیرهای مرتبط با پاسخ

(NETs) ،Systemic lupus erythematosus (SLE)  وIL-17 signaling pathway شده قرار نیز در میان مسیرهای غنی

که می پاسخداشتند  نقش  بیانگر  باشد.تواند  تریپتولید  توسط  القا شده  کبدی  در سمیت  التهاب  و  ایمنی  این،    های  بر  علاوه 

اسیدهای چرب شامل   متابولیسم  با  مرتبط   Fatty acid metabolism  ،Fatty acid elongation  ،Fatty acidمسیرهای 

degradation    وBiosynthesis of unsaturated fatty acids   دهنده  نشان  تواند می  های مجزا مشاهده شدند کهنیز در خوشه

های با  دهد که ژنشده نشان میبندی مسیرهای غنیبه طور کلی، الگوی خوشه   اختلال در هموستاز لیپیدی در بافت کبد است.

مسیرهای در  عمدتاً  افتراقی  سم  بیان  متابولیسم،  با  به  مرتبط  وابسته  پاسخCYP450زدایی  و  لیپیدها  متابولیسم  های  ، 

شوند. این نتایج  درگیر هستند که همگی از فرآیندهای کلیدی در بروز و تعدیل سمیت کبدی محسوب میاحتمالاً  ایمنی/التهابی  

های التهابی و استرس اکسیداتیو در  متابولیکی و کاهش پاسخدهد که کروسین احتمالاً از طریق تنظیم این مسیرهای  نشان می

 کاهش آسیب کبدی القا شده توسط تریپتولید نقش دارد. 

استرس   قیآپوپتوز از طر  ی و القا  Nrf2را در سرکوب    TPدارد که نقش    یخوانهم  نیشیپ   یها با گزارش  های این تحقیقیافته

  کاهدیم یکبد  بیاز آس  MAPKو مهار    PI3K-Akt/Nrf2  ی رهایمس  یسازبا فعال  CRکه   ی اند، در حالنشان داده  ویداتیاکس

  ، ی. به طور کلگرداندیم  باز  یعی( را به حالت طبونیو گلوتات  CYP450  یرهایمس  ژهیو)به  ییزداو سم  یکیمتابول  یندهایو فرآ

بقا و کاهش استرس   نگیگنالیس  یرهایدوگانه مس  میتنظ  قی از طر  دیپتولیتر  یکبد  تیدر کاهش سم  کروسین  یاثر محافظت

های    mRNA   نشان داد که  KEGG تجزیه و تحلیل  .(Guo et al., 2024; Hassani et al., 2017)  شودیم  دییتأ   ویداتیاکس

با سمیت   افتراقی مرتبط  بیان  انعقاد خون، مسیر سیگنالینگدارای  آبشارهای کمپلمان و  عمدتاً در مسیرهای  ،  p53 کبدی، 

 ,.Yan et al)  سازی شده بودند غنی   P450سیتوکروم  –  و متابولیسم داروها  IL-17 متابولیسم گلوتاتیون، مسیر سیگنالینگ

پوشال    یعصاره آب  یانعقاد  ریدهنده تأثنشان   ( Ramandi et al., 2022)  همکاران   و  رمندی  حاصل از مطالعه  یهاافته ی(. 2022

  باشد   کننده   کمک  نهیزم  ن یا  در  ی لیتکم  یهاپژوهش  انجام   در   زین  و  زعفران  نهیبه  ینیبال  کاربرد  جهت  در  تواندیم بود که  زعفران  

  با نتایج این تحقیق مطابقت داشت. که

 

 



 

13 

 

 

 مراتبیبندی سلسله خوشه با استفاده از اُنتولوژی سازی ژن تحلیل غنی :8 شکل
Figure 8: Gene Ontology (GO) enrichment analysis using hierarchical clustering 

 

 WGCNA  شده در تحلیلانتخابهای برای ژن  KEGG سازی مسیرهایغنی تحلیل :9 شکل

Figure 9: KEGG pathway enrichment analysis for the selected genes in the WGCNA analysis 

غنی تحلیل  مسیرهای  نتایج  ژن   KEGGسازی  انتخاببرای  ماژولهای  از  تحلیل  شده  در  کلیدی   Weighted Geneهای 

Co-expression Network Analysis (WGCNA)    ژن  9شکل  در داد که  نشان  تحلیل  این  است.  داده شده  های  نشان 

شده  ترین مسیرهای شناساییاند. مهمسازی شدهدهی غنیداری در چندین مسیر متابولیکی و سیگنالمنتخب به طور معنی

،  Metabolic pathways  ،Retinol metabolism  ،Arachidonic acid metabolism  ،Linoleic acid metabolismشامل  

Steroid hormone biosynthesis  ،Primary bile acid biosynthesis  ،Ovarian steroidogenesis  ،PPAR 

signaling pathway    وBiosynthesis of unsaturated fatty acids    مسیر این،  بر  علاوه   Chemicalبودند. 

carcinogenesis–DNA adducts    شده  مراتبی مسیرهای غنیبندی سلسله خوشه  شده مشاهده شد.در میان مسیرهای غنینیز

نشان داد که بیشتر این مسیرها در چند گروه عملکردی مرتبط با متابولیسم لیپیدها، بیوسنتز استروئیدها، متابولیسم رتینوئیدها  

می قرار  کبدی  متابولیسم  تنظیم  مانند  و  مسیرهایی  حضور   Biosynthesis ofو    PPAR signaling pathwayگیرند. 

unsaturated fatty acids  انرژی سلولی  دهنده نقش مهم تنظیم متابولیسم لیپیدها و  نشانتواند  می در شبکه ژنی  تعادل 

فرآیندهای    Primary bile acid biosynthesisو    Retinol metabolism. همچنین مسیرهای  باشدشده  شناسایی از  که 
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به طور مستقیم با تنظیم  احتمالاً    WGCNAشده در  های شناساییدهند که ژنشوند، نشان مید کبد محسوب میکلیدی عملکر

سم و  متابولیکی  تحلیل  عملکرد  نتایج  مجموع،  در  هستند.  مرتبط  کبد  می  KEGGزدایی  ژننشان  که  کلیدی  دهد  های 

های استروئیدی و فرآیندهای  بولیسم لیپیدها، تنظیم هورمون بیانی عمدتاً در مسیرهای مرتبط با متا شده از شبکه هماستخراج 

های مولکولی مرتبط با پاسخ کبد به تیمارهای آزمایشی نقش مهمی  سازوکار  کتواند در درمتابولیکی کبد درگیر هستند که می

باشد.   از  ج ینتا  یهمپوشانداشته  دهد که شبکه ژنی  مینشان   clustering و   KEGG enrichment  ،GO analysis  حاصل 

نقش  ممکن است  زدایی کبدی  ویژه متابولیسم لیپیدها و فرآیندهای سممتابولیکی، به شده عمدتاً در تنظیم مسیرهایشناسایی

  05/0  کمتر از  نرخ کشف خطا  از  هادر آن   کهمختلف است    هایگروهات زوجی  مربوط به مقایس  12و    11،  10لاشکا  شته باشد.دا

(FDR < 0.05 )     برابرو از دو  بیشتر  بیان  ژنومیک  برای تشخیص جایگاه (Fold-change > 2) تغییر  روی  ی شده  غنهای 

   . کروموزوم استفاده شد

   

 همراه با کروسین تریپتولید گروه و گروه کنترل بین  ها  در کروموزوم تغییرات بیان ژن مقایسه  :1۰  شکل
Figure 10: Comparison of gene expression changes on chromosomes between control group and triptolide plus 

crocin group 

 
  گروه تریپتولیدها بین گروه کنترل و تغییرات بیان ژن در کروموزوممقایسه   :11  شکل

Figure 10: Comparison of gene expression changes on chromosomes between control group and triptolide  

group  
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 گروه تریپتولید با گروه تریپتولید همراه با کروسین ها بین مقایسه تغییرات بیان ژن در کروموزوم:  12شکل  
Figure 12: Comparison of gene expression changes on chromosomes between triptolide group and triptolide plus 

crocin group 

کند و نواحی  بیان ژن را بررسی میها، الگوهای مکانی تغییرات  ها روی کروموزومبا در نظر گرفتن موقعیت ژن   PREDAروش  

نتایج مقایسات    کند.ها به طور هماهنگ افزایش یا کاهش بیان دارند، شناسایی میها تعداد قابل توجهی از ژنژنومی را که در آن

تعداد  (  X300TP_CR vs NCزوجی نشان داد که در مقایسه گروه کنترل با گروه تیمار شده با تریپتولید همراه با کروسین )

های  مشاهده شد که بیانگر تغییرات قابل توجه در برخی جایگاه  13و    10های  شده بر روی کروموزومناحیه ژنومیکی غنی  6

شده بر روی  ناحیه غنی  2( نیز  X300TP vs NCژنومی در اثر تیمار ترکیبی است. در مقایسه گروه تریپتولید با گروه کنترل )

تواند موجب تغییر در برخی نواحی ژنوم شود. همچنین دهد تریپتولید به تنهایی نیز مین میشناسایی شد که نشا  13کروموزوم  

شده بر روی  ( تنها یک ناحیه غنیX300TP vs X300TP_CRدر مقایسه گروه تریپتولید با گروه تریپتولید همراه با کروسین )

بی تریپتولید و کروسین نسبت به سایر مقایسات، بیشترین به طور کلی، نتایج نشان داد که تیمار ترکی مشاهده شد.  ۷کروموزوم  

دهنده نقش بالقوه کروسین در تعدیل اثرات زیستی و  تواند نشانتغییرات در نواحی ژنومیکی را ایجاد کرده است. این یافته می

ن اثرات، مطالعات تکمیلی  های مولکولی ایتر مکانیسماحتمالاً کاهش عوارض ناشی از تریپتولید باشد، هرچند برای درک دقیق

 ضروری است. 

خوشه  13شکل   به  سلسله مربوط  ژنبندی  ماژولمراتبی  شناسایی  و  تحلیل  ها  در  صورت    WGCNAها  به  و   Geneاست 

dendrogram and module colors   از دندروگرام )درخت خوشه نمودار، هر شاخه  این  در  است.  داده شده  بندی( نمایش 

اند. محور عمودی با  بندی شده( با یکدیگر خوشهco-expressionها بر اساس شباهت الگوی بیان )نمایانگر یک ژن است و ژن

ها کمتر باشد، شباهت بیان  تفاع اتصال شاخهدهد؛ هرچه ارها را نشان میمیزان فاصله یا عدم شباهت بین ژن  Height  عنوان

ژن  عنوان  بین  با  رنگی  نوار  شکل،  پایین  قسمت  در  است.  بیشتر  ماژولنشان  Dynamic Tree Cutها  ژنی  دهنده  های 
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 ها با الگوی بیان مشابه است که احتمالاً در یک مسیرای از ژن شده است. هر رنگ بیانگر یک ماژول ژنی شامل مجموعهشناسایی

ای  ای و قهوهبیولوژیکی یا عملکرد مشترک نقش دارند. در این تحلیل چندین ماژول مختلف از جمله آبی، سبز، قرمز، زرد، فیروزه

دهد و شامل تعداد بیشتری ترین ماژول را تشکیل می( بزرگturquoiseای )ها، ماژول فیروزهاند. از میان این ماژولشناسایی شده

  یهاها در یک فرآیند زیستی مهم باشد. ماژولدهنده مشارکت این ژنیان مشابه است که ممکن است نشانها با الگوی باز ژن 

دهد  دهند. به طور کلی، این نتایج نشان میبیان را نشان میهای همهای کوچکتری از ژن ای نیز گروهآبی، سبز، قرمز، زرد و قهوه

توانند در مراحل بعدی تحلیل برای بررسی اند که میبیان سازماندهی شدهها در شبکه بیان ژنی به چندین ماژول همکه ژن 

(  hub genesهای کلیدی )ارتباط با صفات مورد مطالعه یا شرایط تیماری )مانند تریپتولید و کروسین( و همچنین شناسایی ژن

 مورد استفاده قرار گیرند. 

 

 WGCNA لیتحل در ها ماژول ییشناسا و  هاژن یمراتبسلسله یبندخوشه :  13شکل  
Figure 13: Hierarchical clustering of genes and module identification in WGCNA analysis 

 highest degree of)  اتصال  درجه  نیژن برتر با بالاتر  10مربوط به    (expression network-co)  یانی بشبکه هم  ،14کل  ش

connectivity  )گره   هر  شبکه،  نی. در ادهدیم  شینما  را  (node  )الی  هر   و   ژن  کی  انگر ی نما (edge  )یدهنده همبستگنشان  

  ارتباط  از ی حاک هاژن انیم  متعدد   یهاالی وجود  شود،یم  مشاهده  شکل در  که طورهمان. است ژن دو  انی ب سطوح نیمعنادار ب

ژن د.  باشیم  هاآن  انیم   توجهقابل  ی انی بهم  و  یعملکرد شبکه  این  مانند  در  ،  Gm47096  ،Ces1e  ،Kifb1،  Kyat1هایی 

Akr1c6  ،Hsd17b2  ،Rnf222 ،F11  ،Pem    وBaat   حضور دارند که به صورت یک شبکه نسبتاً متراکم با یکدیگر در ارتباط

ها احتمالاً در مسیرهای زیستی مشترک یا فرآیندهای متابولیکی مرتبط  دهد که این ژنهستند. تعداد زیاد اتصالات نشان می

های مرکزی  توانند به عنوان ژنمی  (Akr1c6  و  Gm47096  ،Ces1eها که اتصالات بیشتری دارند )به ویژه  نقش دارند. برخی ژن

این   تری در تنظیم فرآیندهای بیولوژیکی داشته باشند.در شبکه در نظر گرفته شوند و ممکن است نقش مهم  hub genesیا  
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می نشان  ژنشبکه  که  شناساییدهد  میهای  عمل  مرتبط  هم  به  مجموعه  یک  صورت  به  مسیرهای  شده  در  عمدتاً  و  کنند 

الگویی میمتابولیسمی، سم دارند. چنین  هورمونی مشارکت  تنظیم  و  مورد مطالعه  زدایی  تیمارهای  که  باشد  آن  بیانگر  تواند 

زدایی موجب تغییرات مولکولی های مرتبط با متابولیسم و سمای از ژن )تریپتولید و کروسین( ممکن است از طریق تأثیر بر شبکه

ای زنجیرهواکنش  با استفاده از    Gstp1و    Cyp1a2  ،Gsta4، سه ژن شامل افتراقی با بیان  ژن   ۷6از میان  در یک پژوهش    شوند.

 (.  2022et alYan ,.) که با نتایج این تحقیق مغایرت داشت اعتبار سنجی شدند ( PCR-qRTدر زمان واقعی ) پلیمراز کمی

 

   برتر یهاژن  expression)-(co ی انیبشبکه هم:  ۴1  شکل

expression network of top genes-Co :4Figure 1 

 

 نتیجه گیری کلی 

نقش حفاظتی مؤثری در برابر سمیت تواند  میهای التهابی،  با تثبیت و تنظیم مسیرهای متابولیسم دارو، سموم و واسطه  کروسین

شدن این مسیرها بیانگر تلاش بدن برای بازیابی تعادل زیستی پس از مواجهه با تریپتولید است. فعّال  کند.  کبدی تریپتولید ایفا  

و ضدالتهابی،    کروسیندر مجموع،   ایمنی  و  های مخرب سلولیتفعّالبا هدفمندسازی مسیرهای  تعدیل کرده  را  ایمنی  های 

اساس مکانیسم محافظتی  تواند  میوضعیت سلولی کبد را به حالت نرمال نزدیک نموده است؛ این تنظیم هدفمند مسیرهای خاص،  

انبی  تواند به عنوان راهبردی مؤثر برای کاهش عوارض جشود و میدر مقابل سمیت کبدی ناشی از تریپتولید محسوب    کروسین

 .ویژه تریپتولید مورد توجه قرار گیردداروهای سمی به

 

 تعارض منافع 

 .  ندارد نویسندگان وجود توسط منافع تعارض هیچگونه
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