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  آفتابگردان گياههاي  گرده زايي آلرژيبنزوپيرن بر خاصيت تأثير 
 *2احمد مجد و 1زهرا بقايي فر

 شناسي گروه زيست دانشگاه پيام نور، تهران،

  شناسي گروه زيستدانشكده علوم، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شمال،  تهران،

  4/11/91 :تاريخ پذيرش  24/8/91 :تاريخ دريافت
  چكيده

اين ذرات داراي خاصيت . است )DEP( ديزليعنوان بخش مهمي از ذرات خروجي اگزوز موتورهاي  به )BaP(بنزوپيرن 
عنوان بخش  ، بهBaP اثراتنمودن هدف از اين تحقيق روشن  .هستند معمولهاي  آلرژن در مقابل و ازدياد حساسيت افزايشي هم

تحت شرايط  ،)ركورد واريته( گياهان آفتابگردانكشت  تدااب بدين منظور، .است آفتابگردانهاي  گرده زايي آلرژي، بر DEP اصلي
در بافر  ،شده آوري جمعهاي  گرده  عصاره .شد انجام)  /BaP )1 -gL 04/0 ،02/0 ،002محلولهاي با و تيمار روزانه آنها اي  گلخانه

تست پوستي، سنجش   يلهبوسها  گرده زايي آلرژيهندي، توان  هاي خوكچهسازي  حساسپس از  .تهيه شد (PBS)فسفات نمكي 
با روش برادفورد  اي گردهي ها عصارهسنجش پروتئين كل . مورد بررسي قرار گرفتها  ائوزينوفيلتعيين تعداد  كل و IgEسطح 

و شاهد شده  تيمار گياهانمختلف  هاي گروهدر  SDS-PAGEبا روش الكتروفورز  اي گردههاي پروتئيني الگوي باند. انجام شد
به طور  BaPبا شده  تيمارگياهان   گردهآلرژيك در  هاي واكنششدت نشان داد كه  زايي آلرژيررسي توان ب. شدندمقايسه 

 .افزايش يافت اي گرده، مقدار پروتئين كل BaPبا شده  تيمار هاي گروهدر كليه  .نسبت به شاهد افزايش يافته استداري  معني
ناپديد  kDa 27باند پروتئيني  gL 04/0 BaP- 1 با محلولشده  تيمارگياهان   گردهنشان داد در  اي گردههاي  پروتئينمطالعه كيفي 

تفاوتي بين الگوي  BaPتر  پايينهاي  غلظتبا شده  تيماراما در گياهان . شدتشكيل  19و  kDa 22 شده و دو باند جديد
، طي مطالعات gL 04/0 BaP-1با شده  تيمارهاي  گردهدر  kDa 22تنها باند پروتئيني كه  طوري به .ديده نشد اي گردههاي  پروتئين

كه  ،گردد جديدهاي  پروتئيناند باعث تشكيل تو مي BaPنتايج نشان دادند كه . واكنش داد IgEبه شدت با آنتي ايمونوبلات 
  . توانند به صورت آلرژن عمل كنند مي

  اي گردهپروتئين  پيرن،بنزو ايمونوبلات، آلودگي هوا،، اي آفتابگردان، آلرژي گرده: كليديهاي  واژه

  z_baghaeifar@pnu.ac.ir :الكترونيكي پست ،09125879046: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
رات خروجي اگزوز ذ  بوسيلهآلودگي هواي القاء شده 

در كشورهاي صنعتي و در حال  )DEP( هاي ديزليموتور
شامل مخلوط  DEP .)66، 27، 15( باشد ميتوسعه معمول 

اي از ذرات بسيار ريزي است كه كربن بنيادي و  پيچيده
ها و نيز ) PAH( اي حلقهي آروماتيك چند ها هيدروكربن

را  ها هيدروكربنو تركيبات آلي فرار از قبيل  ها آئروسل
ي بيماريهادر ايجاد  اين ذرات ).25، 21(گيرد  دربر مي
، بدين )66و  47، 44، 42( نقش داردآلرژيك  وتنفسي 

مستقيم از طريق توانند گرده را به صورت غير مي ترتيب كه
يا مستقيم از طريق آلوده القاء استرس رشد روي گياه 

تحت  در هواها  گردهسازي بساك هاي گياه يا طي پرواز 
ها تحت تأثير PAH ).20و  17، 9( تأثير قرار دهند

انسان، مثلا از طريق احتراق   طهواسهاي طبيعي يا با فرايند
ي فسيلي آزاد سازي شده و در محيط زيست ها سوخت

پنج  PAHيك  )BaP( بنزوپيرن ).64( شوند پراكنده مي
كامل يا سوختن ناتيپيك است كه محصول احتراق  اي حلقه
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مثل سيگار، گازوئيل و چوب است ) حاوي كربن(مواد آلي 
ع آبي يافت شده و در هوا و نيز در برخي منابكه  )64(
 محيطي است PAH عنوان شاخص قرارگيري در معرض به
)53 .(BaP مشابه ديگر PAH اراي توانايي انباشتگي در ها، د

و بدليل اين انباشتگي، هاست  خاكحيوانات و  گياهان،
قرار غذايي در جايگاه بالاتري   زنجيرههرچه موجودات در 

و ها  انساندر  BaP .يابد ن افزايش ميگيرند، غلظت آ مي
را سمي  يها متابوليتابوليز شده و برخي حيوانات مت

  .)64و  40، 28، 5، 4( دهد ميتشكيل 

از نظر  )L annuus Helianthus.( گياه آفتابگردان
كي از ي  تيرهاين  .مركبان تعلق دارد  تيرهشناختي به  گياه

 20000گياهان گلدار است و بيش از  هاي تيره ترين فراوان
وسيعي در كل جهان پراكنش  تيرهاعضاي اين . ه داردگون

 زايي آلرژيو بسياري از جنس هاي آنها از نظر  دارند
گياهان مركبان يكي از ). 8،  7( اهميت زيادي دارند

 150ياهي با بيش از گي ها درماتيتعوامل ترين  معمول
 .هستند زايي آلرژيگونه شناخته شده از نظر خاصيت 

اين گياهان نسبتا بالاست و اغلب در  سازي حساسظرفيت 
شود  كاران ديده مي گل و ها، كشاورزان افرادي مثل باغبان

. هاي پياپي و نزديك با آنها هستند كه در معرض تماس
در بسياري  مركبان  تيرهحساسيت تماسي ناشي از گياهان 

 .)65و  62، 51، 26، 23( از نقاط دنيا گزارش شده است
آنافيلاكسي  هاي واكنشتوانند  ميبذرهاي آفتابگردان 

تست پوستي ). 39( برخي افراد ايجاد كنند در شديدي را
 ).30( باشد ميآفتابگردان مثبت تازه هاي  دانهنسبت به 

آفتابگردان در افراد درگير در هاي  گردهآلرژي نسبت به 
هاي آفتابگردان، افرادي كه در نزديكي مزارع فرآوري بذر
هاي  گردهس از خوردن عسل حاوي ا پي ،كنند زندگي مي

چندين آلرژن، با  ).32، 11( آفتابگردان مشاهده شده است
هاي  گردهاز  4/14، 7/28، 32و kDa 39ي مولكولي ها وزن

با . )22، 19( جداسازي شدندآن  هاي دانهو آفتابگردان 
را بر  DEP افزايشي هماثرات محققان وجود اينكه ساير 

و نيز  )47، 14( شان دادندمتفاوت نهاي  آلرژن برخي

هاي  آلرژن بر افزايشي همچندين گزارش در مورد عملكرد 
اما هيچ گزارشي  )36، 35( مايت و اوآلبومين وجود دارد

، بر DEP عنوان بخش اصلي ، بهBaP در مورد اثر
هدف اين پژوهش،  .وجود ندارد اي گرده زايي آلرژي

و  يا گردههاي  پروتئينبر  BaPاثر نمودن مشخص 
عنوان يك گياه  در آفتابگردان به اي گرده زايي آلرژي
  .زاي نسبي است آلرژي

  مواد و روشها
  گياهان آفتابگردانبذرهاي : هامواد گياهي و تيمار

).L annuus Helianthus( در  مركبان  تيرهركورد از   واريته
مختلفي در مزرعه تحقيقاتي دانشگاه بوعلي سينا  هاي گروه

 40متر و ارتفاع  سانتي 30به قطر (گلدان  50 .كاشته شدند
% 30كيلوگرم خاك كشاورزي حاوي حدود  3با ) متر سانتي
 5گلدانها در . هوموس پر شدند% 20لوم و % 50 ماسه،

بندي  تقسيمگلدان بودند  10گروه كه هر يك شامل 
رست بود كه تحت  دانه 2هر گلدان حاوي . گرديدند
آزمايشي به  هاي گروه. دنگهداري شدناي  گلخانهشرايط 

با شده  تيمارگياهان  :بندي شدند صورت زير دسته
در سه  )PBS( ي بنزوپيرن در بافر فسفات نمكيها محلول

- 1)1غلظت 
gL002/0، 2( 1 -

gL 02/0، 3( 1 -
gL 04/0 

 باشده  تيمارگروه شاهد  )PBS M 01/0، 4 بنزوپيرن در
PBS M 01/0  بر  ريگروه شاهدي كه هيچ گونه تيما) 5و
دهي  تيمارها دو هفته قبل از گل .بود آن اعمال نشده روي

طي گلدهي و نمو  شروع شدند و تا سه هفته بعدي،
گرم  BaP ،2/1 هاي براي تهيه محلول .ادامه يافتندها  گرده

  مخلوط شد PBSليتر  3با  پودربنزوپيرن
 (Sigma-Aldrich, UK).  

نيك براي مدت يت از دستگاه اولتراسوللابراي بالا بردن ح
ها نيز از طريق رقيق  ساير غلظت .دقيقه استفاده شد 20

هوايي گياهان  هاي بخش .سازي اين محلول ساخته شدند
با ) ي در حال نموها جوانهو ها  برگ شامل( مورد آزمايش

در  ،اسپري شدندمحلول بنزوپيرن ف مختلهاي  غلظت



 1393، )ويژه نامه( 5، شماره 27جلد                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

755 

 هر گياه به. اسپري گرديدند PBS ها باحالي كه شاهد
از ليتر  ميلي 20هفته با حدود  5صورت روزانه تا 

پس از گلدهي، . ي ذكر شده فوق تيمار گرديدها محلول
تحت تيمار و  هدبه صورت جداگانه از گياهان شاها  گرده
از صافي ها  گردهمنظور خالص سازي  به. شدند آوري جمع

تا زمان ها  گردهاستفاده شد و  mµ 40-30 يها)مش(
   .نگهداري شدند - C°76استفاده در 

، اي گرده هاي عصارهبراي آماده سازي : مطالعات پروتئيني
 PBS بافرليتر  ميلي 20خالص شده به  هاي گردهيك گرم از 

M 01/0 18 سوسپانسيون حاصل به مدت. اضافه شد 
دقيقه  40مخلوط شد و  روي شيكر C°4 ساعت در دماي

مده طي محلول شناور بدست آ .سانتريفيوژ گرديد C°4 رد
 -C°20بعدي در دماي   شب دياليز گرديد و براي استفاده

عصاره  ارزيابي غلظت پروتئيني ).61( نگهداري شد
استخراج . شدانجام ) 1976(به روش برادفورد  اي گرده

محلول در بافر نمونه با حرارت دادن به مدت هاي  پروتئين
  .لود كردن انجام شدقبل از  C° 10دقيقه در دماي  3- 4
 lµ 90 پروتئين در هر چاهك ريخته شد.   

دستگاه الكتروفورز ) pH 3/8( گلايسين -ژل در بافر تريس
 ,Bio-RAD (Power Pac Basic ران شده و با ماركر

USA)(Sigma, St. Louis, MO)   پروتئيني شركتSigma 
  .گرديد كاليبره

به عنوان يك  ،شده حساسهندي  هاي خوكچهاز : حيوانات
با ( نر نژاد پيربرات هاي خوكچه. استفاده شد مدل آزمايشي

و  سرم سازي رازي خريداريمؤسسه از  )هفته 8- 10سن 
آفتابگردان تيمار هاي  گردهبا  سازي حساس به منظور
 C° 2± 25حيوانات در اتاق مخصوص با دماي . گرديدند

سپس  .شدندنگهداري و با رژيم غذايي آزمايشگاهي تغذيه 
عصاره 100 بندي و با تزريق قسيمتايي ت گروه شش 9در 
فسفات  بافر پروتئين در gµ50حاوي حدود ( اي گرده
 BaP µlهاي مختلف  شده با غلظت شاهد و تيمار) نمكي

  BaPهمچنين سه غلظت  .شدند سازي حساس

1 (1 -gL002/0، 2( 1 -gL 02/0  1) 3و -gL 04/0  3نيز به 
 PBSيك گروه تنها  .گرديد گروه از حيوانات تزريق

. اعمال نگرديدگروه ديگر تيماري بر روي و  دريافت كرد
  .)24، 15( شد روز يكبار انجام 10هر ، بار 3 سازي حساس

خوكچه  پوستي ازآزمون منظور انجام  به: پوستيآزمون 
و  ldonSheبه روش  اي گردهعصاره . هندي استفاده شد

ي شاهد و ها گروهشامل ( ها نمونهاز كليه  )1967(همكاران 
هر  .شدپوستي انجام آزمون تهيه شد و  )BaP باشده  مارتي

 M 05/0رقيق شده با  اي گردهعصاره  lµ 100حيوان با 
PBS ،4/7 pH حاوي  وgµ 50  پروتئين مورد آزمايش

مثبت كنترل منفي بافر فسفات نمكي و كنترل . قرار گرفت
هاي  واكنش). 24( بود) ml/mg 1(هيستامين هيدروكلرايد 

ساعت از آزمون پوستي  24و  8، 1از گذشت پوستي پس 
 . گيري شدند تورم اندازه  بر اساس قطر هاله

 آزمونهايهندي در  هاي خوكچه: سرولوژيك آزمونهاي
بطور خوني هاي  نمونه. كار برده شدند سرولوژيك به

تهيه پوستي آزمون از قلب، يك هفته پس از مستقيم 
استفاده در  تهيه شده تا زمان هاي سرم .)3( گرديدند

C°76 - شده  حساسسرم حيوانات . نگهداري شدند
 IgEسنجش تحت  BaPشاهد و تحت تيمار  هاي گروه

كل سرم از طريق بكارگيري روش  IgE. قرار گرفتند
ELISA  مقدار . شدارزيابيIgE بر حسب نانوگرم  كل سرم

 خوكچه هندي IgEبا بكارگيري كيت استاندارد ليتر  ميليدر 
(guinea pig specific ELISA kit, Serotec, UK.) 

ويژه  هخوني ب هاي سلولتغييرات تعداد  .گيري گرديد اندازه
با دستگاه  ،شاهد و تحت تيمار هاي گروهدر  ها ائوزينوفيل

در  )Sysmexk1000(خوني  هاي سلولشمارشگر 
آزمايشگاه مرجع مركز بهداشت همدان مورد مقايسه قرار 

 ).52، 15(گرفتند 

به  اي گرده هاي عصارهپروتئيني  هاي باند: بلاتينگايمونو
به بعد و  شدندجداسازي  PAGE -SDS الكتروفورز روش

  mµ 2/0 PVDFبه غشا  V25مدت يك ساعت در 



 1393، )ويژه نامه( 5، شماره 27جلد                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

756 

(Bio Rad, USA) طي شب در  اهاغش ).57( انتقال يافتند
 و %5شيرخشك بدون چربي ، SPB مخلوط در C°4دماي 

M 05/0 3NaN به  ون رقيق شدهسرم خ. بلاك شدند
، شيرخشك PBSمحلول حاوي در ) V/V( 1:5 نسبت

به غشا اضافه شد و طي  M 01/0 3NaN و %1بدون چربي 
 20سپس غشا به مدت . انكوبه گرديد C°4شب در دماي 

شستشو داده  20Tween %1/0 حاوي PBSدقيقه سه بار در 
هندي در  هاي خوكچهدر مرحله بعدي، سرم  ).54، 18( شد

شد و محلول به سرم  رقيق 1:7000بلاك به نسبت محلول 
ده محلول نهايي طي شب روي شيكر قرار دا. اضافه گرديد

سپس غشا به مدت يك ساعت در محلول آنتي بادي . شد
1IgG  پلي كلنال كانژوگه خوكچه هندي(Serotec, UK.) 

 1:3000به نسبت  20Tween- 05/0 %PBSرقيق شده در 
از شستشوي مجدد، غشا بوسيله  پسدر نهايت . قرار گرفت

 ,ECL (Amersham Bioscienceروش كمولومينسانس 

USA) باندهاي آلرژن پس از يك دقيقه تماس . بررسي شد
  .)59، 6( آشكارسازي شدند X -OMATبا فيلم كداك 

بين  دار معنيمنظور شناسايي تفاوت  به: آماريهاي  تحليل
 هاي گروهمورد آزمايش، شاهدها و نيز بين  هاي گروه

بين  LSDو ) ANOVA(آزمايشي مختلف، آناليز واريانس 
 ها دادههر يك از  ).16( مورد مطالعه انجام شد هاي گروه

مورد  هاي گروهحيوان در  SE، 6 ±نشانگر ميانگين 
   .آزمايش و شاهد است

  نتايج
 پوستيآزمون نتايج : و سرولوژيك پوستي آزمونهاي

پس از گذشت  ،مختلفهاي  نمونه) تورم  هالهقطر  حداكثر(
ضمن انجام . نشان داده شده است 1 نموداريك ساعت، در 

پوستي، بالاترين ميزان حساسيت آلرژيك با ميانگين آزمون 
يي ديده شد كه با عصاره ها نمونهدر  Cm 6 تورم  هالهقطر 
. گرديدندحساس  gL 04/0 BaP- 1با شده  تيمارهاي  گرده

  هالهاهد با ميانگين قطر شهاي  گردهواكنش آلرژيك در 
متفاوت هاي  غلظتدر  BaP. بود نسبتا بالا cm 3 تورم

و اثر آن در بالاترين  شتندامؤثري  زايي آلرژيپتانسيل 
آناليز آماري . گيري شد اندازهشاهد   گردهتر از  غلظت، پايين

شده  تيمار اي گرده هاي عصاره زايي آلرژينشان داد كه اثر 
شاهد و  اي گرده هاي عصارههي بيش از به ميزان قابل توج

بررسي  ).p≥05/0( بود نشده سازي حساسگروه 
هاي هندي  خوكچهكه در  دادنشان  اسميرهاي خوني

ها  ائوزينوفيلتعداد اي  هاي گرده عصارهبا  شده حساس
هاي هندي  خوكچهبه نحوي كه در . افزايش يافت

با گياهان تيمار شده   هاي گرده عصارهبا  شده حساس
-3در حدود ها  ائوزينوفيل، تعداد gL 04/0 BaP- 1محلول 

گياهان هاي گرده  عصارهكه با  بودبرابر بيشتر از آنهايي  2
بار بيشتر از  10شدند و در عين حال سازي  حساس شاهد
اثربخشي محلول ). 2نمودار( بود نشده سازي حساسگروه 

1 -
gL 002/0 BaP ز دو با توجه به رقيق بودن بسيار كمتر ا

- 1با افزايش غلظت به . محلول ديگر است
gL 02/0  تعداد

هاي گياهان شاهد تا دو برابر  نسبت به گردهها  ائوزينوفيل
با محلول  شده هاي هندي حساس خوكچهدر . يافتافزايش 

BaP  نسبت به ها  ائوزينوفيلافزايش چنداني از نظر تعداد
يا  ⅓متر از اين محلولها ك شد، و اثرشاهد ديده نهاي  نمونه
نيز كه  PBS. بود هر دو واريته شاهدهاي گياهان  گرده ¼

در مقايسه با گروه بدون  ،ه بودتزريق گرديد شمبه صورت 
ي ها داده. نشدها  ائوزينوفيلتعداد تزريق باعث افزايش 

نمودار  ي مختلف درها گروهكل در  IgEمربوط به تعيين 
باعث افزايش  يا گرده هاي عصارههمه . نشان داده شدند 3

. گرديدند شده حساسكل در خون حيوانات  IgEسطوح 
تيمار  اي گرده هاي عصارهبا  شده حساسسرم حيوانات 

 .بودكل بيشتري نسبت به حيوانات شاهد  IgEنشده، داراي 
كل در حيوانات  IgEكه مقدار دادند نتايج نشان 

در حد  BaPبا شده  تيمار اي گرده هاي عصارهبا  شده حساس
كه دادند آناليزهاي آماري نشان . افزايش يافتداري  معني

تيماري با هاي  گردهبا  شده حساستفاوت بين حيوانات 
BaP  05/0(بود شاهد قابل توجه هاي  گردهيا≤p) ( نمودار

3( .  
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نيمرخ باندهاي پروتئيني حاصل از : آناليز پروتئيني
PAGE–SDS شاهد يا (اي متفاوت  هاي گرده عصاره
نشان  1در شكل ) BaPهاي متفاوت  شده با غلظت تيمار

  .داده شده است

  
اي آفتابگردان  هاي گرده مقايسه نيمرخ الكتروفورزي پروتئين -1شكل 
، ماركر پروتئيني؛ M. وه گياهان شاهد و تحت تيمار بنزوپيرندر گر

هاي گياهان شاهد بدون هيچ گونه  هاي پروتئيني گرده ، باند1الگوي 
شده با بافر  هاي گياهان تيمار هاي پروتئيني گرده باند ،2ي تيماري؛ الگو

شده  هاي گياهان تيمار هاي پروتئيني گرده ، باند3فسفات نمكي؛ الگوي 
هاي  هاي پروتئيني گرده ، باند4بنزوپيرن؛ الگوي  gL-1 002/0 با محلول

هاي  ، باند5بنزوپيرن؛ الگوي  gL-1 02/0شده با محلول  گياهان تيمار
 .بنزوپيرن gL-1 04/0شده با محلول  هاي گياهان تيمار ئيني گردهپروت

  
، M. شده سرم خون حيوانات حساسنتايج ايمونوبلاتينگ  -2شكل 

شده  هاي گياهان تيمار هاي پروتئيني گرده ، باند1ماركر پروتئيني؛ ستون 
، باند آشكار شده پس از 2ستون  بنزوپيرن؛ gL-1 04/0 با محلول

شده با  هاي گياهان تيمار گرده بلاتينگ انجام شده دربررسي ايمونو
 .بنزوپيرن gL-1 04/0 محلول

قرار  19و  kDa 22 باندها در محدوده وزن مولكولي
الكتروفورز نشان داد كه چندين پروتئين در . گرفتند
 هاي باندكه با  شتوجود دا BaPتيماري با هاي  گرده

باندي با . ندبود شاهد متفاوتهاي  گردهمشاهده شده در 
  با محلولشده  تيمارهاي  گردهدر  kDa 27وزن مولكولي 

 1 -gL 04/0 BaP  ناپديد شد و دو باند پروتئيني جديد
kDa 22  تيماري با هاي  گردهدر  19وBaP  تشكيل

سنجش پروتئيني نيز نشان داد كه محتوي . گرديدند
. افزايش يافت BaPبا شده  تيمارهاي  گردهپروتئيني در همه 

با شده  تيماردر گروه داري  معنيافزايش قابل توجه و البته 
1 -

gL 04/0 BaP 1جدول(گرديد  اهدهمش.(  
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 هاي مختلف ركورد در گروه  واريتهآفتابگردان   هاي گرده محتواي پروتئيني عصاره -1جدول 

گياهان  گرده نوع نمونه
 شاهد

هاي شمگرده
 )PBSشده با  تيمار(

 باشدههاي تيمارگرده

gL-1002/0 BaP      

شده با     هاي تيمار گرده
gL-102/0 BaP   

شده با    هاي تيمار گرده
gL-104/0  BaP 

  مقدار پروتئين 
(µg ml-1) 

11±157 12 ±160 15± 163 17±233  21 ±256 

باشد  مي دار معني  BaPشده با  هان شاهد و تيمارها بين گروه گيا تفاوت  .نمونه است 3-5انحراف معيار  ±دهنده ميانگين  ها نشان هر يك از داده
)01/0p≤ .(  

منظور شناسايي آلرژن در سرم خون،  به: ايمونوبلاتينگ
در ). 2 شكل(انجام شد  اي گرده هاي عصارهايمونوبلات 

آميزي آبي  باند پروتئيني مجزا بوسيله رنگ 7حدود 
 gL 04/0 BaP- 1باشده  تيمارهاي  گردهكوماسي در 

منظور مشخص سازي باندهاي آلرژن،  به. رديدندمشخص گ
از طريق ايمونوبلات با بكارگيري  IgEباندهاي متصل به 

آفتابگردان  اي گردهبا عصاره  شده حساسسرم حيوانات 
پس از ايمونوبلات، باندي با وزن . آشكارسازي شدند
). 2 شكل(مشخص گرديد  kDa 22مولكولي حدود 

خون حيوانات  هاي سرمواكنش شديدي با همه 
تفاوت ميان حيوانات البته . ديده شد شده حساس
باند آلرژني ). p≥05/0(بود  دار معنيو شاهد  شده حساس

آزمايشي  هاي گروهشاهد و ساير  اي گردههاي  عصارهدر 
  .قابل تشخيص نبود

  بحث
ويژه ذرات خروجي اگزوز موتورهاي  ههوا، ب هاي آلاينده
داراي  BaPنده آن از قبيل ده و اجزاء تشكيل) DEP(ديزلي 

 ،9 ،5 ،2،1،4( اثرات متفاوتي بر موجودات زنده هستند
 هاي واكنشباعث افزايش  تواند مي خروجي ديزل ).38

داراي اثر  DEP. )50( آلرژيك از قبيل رينيت و آسم گردند
و  باشد ميمعمول هاي  آلرژن در مقابل افزايشي هم

 دهد افزيش مي هشد حساسآلرژي را در افراد  هاي نشانه
بر اين اساس، پتانسيل . )55و  49، 37، 34، 29، 27، 15(

و شاهد آفتابگردان به شده  تيمارهاي  گرده زايي آلرژي
پوستي، تغييرات آزمون القاء شده از طريق  هاله تورموسيله 

كل در خون  IgEو مقدار  ها ائوزينوفيلدر تعداد 
مورد ارزيابي عنوان يك مدل تجربي  هندي، به هاي خوكچه

سرولوژيك نشان دادند كه  يها آزمايشنتايج  .قرار گرفت
 IgEو مقدار  تورم  هالهها، قطر متوسط  تعداد ائوزنيوفيل

 اي گرده هاي عصارهبا شده  تيمار هاي خوكچهكل خون در 
  ).3 و 2 ،1 هاي نمودار( بودي شاهد ها گروهبيشتر از 

كه آفتابگردان  كردگيري  توان چنين نتيجه ميبر اين اساس، 
نيز قبلي  يها آزمايشچنانكه  .ستزا گياهي آلرژي

تنفسي نشان  آزمونهايرا از طريق آفتابگردان  زايي آلرژي
ترتيب، اين نتايج آشكارا نشان  نبدي. )22، 19( اند داده

ي زمانيكه با هاي گردهچنين  زايي آلرژيدادند كه پتانسيل 
BaP  و 2 ،1 هاي نمودار(تيمار شدند افزايش يافته است 

گياهان  گردهبا   شده حساسعنوان نمونه، در گروه  به). 3
 5/2 ها ائوزينوفيل، تعداد gL 04/0 BaP- 1با شده  تيمار

 5در حدود شاهد و   گردهبا  شده حساسبرابر بيش از گروه 
  . بود gL 04/0 BaP- 1با  شده تيمار  گردهبار بيش از 

تواند باعث  هايي نميبه تن BaPاين بدان معني است كه 
آلرژيك گردد اما زمانيكه با گرده  هاي واكنشافزايش 

عمل ) افزايش دهنده(عنوان ادجوانت  گردد به مخلوط مي
آلرژيك به ميزان  هاي واكنشگردد تا  كند و باعث مي مي

زيادي مبني  هاي گزارشهر چند . قابل توجهي افزايش يابد
 وجود دارد اي گرده يزاي آلرژيبر  DEP افزايشي همبر اثر 

، BaPجديدي در مورد اثر  تحقيقاما اين ، )44و 15، 14(
. است اي گرده زايي آلرژي، بر DEPعنوان بخش اصلي  به
مبني بر عملكرد كمي  هاي گزارشتنها كه  طوري به
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   ).36، 35( داردمرغ وجود  با آلرژن مايت و اوآلبومين تخم BaP افزايشي هم

  
، 1-4هاي  گروه. اي مختلف يا بافر فسفات نمكي هاي گرده شده با عصاره هاي هندي تيمار تورم آزمون پوستي در خوكچه  قطر هالهمقايسه  -1نمودار 
شده با بافر فسفات نمكي؛  هاي گياهان تيمار بافر فسفات نمكي و گرده، (1mg ml-1)ها با هيستامين هيدروكلرايد  شده شاهد، حساس ترتيب به
ها با  شده ، حساس9-11هاي  هاي گياهان شاهد؛ گروه شده با گرده ، حساس8هاي بنزوپيرن در سه غلظت؛ گروه  ها با محلول شده حساس ،5-7هاي  گروه

تفاوت بين . حيوان است 6انحراف معيار  ±ها  هر ستون معرف ميانگين داده. بنزوپيرن؛ هاي متفاوت محلول شده با غلظت هاي گياهان تيمار گرده
  .است دار معني ≥p 05/0مختلف در سطح احتمال  هاي گروه

  
، 1-3هاي  گروه. اي مختلف يا بافر فسفات نمكي هاي گرده شده با عصاره هاي هندي حساس ها در خون خوكچه تعداد ائوزينوفيل مقايسه -2نمودار 

هاي  ها با محلول شده ، حساس4-6هاي  فسفات نمكي؛ گروهشده با بافر  هاي گياهان تيمار ها با بافر فسفات نمكي و گرده شده شاهد، حساس ترتيب به
هاي  شده با غلظت هاي گياهان تيمار ها با گرده شده ، حساس8-10هاي هاي گياهان شاهد؛ گروه شده با گرده ، حساس7بنزوپيرن در سه غلظت؛ گروه 

 ≥p 05/0هاي مختلف در سطح احتمال  تفاوت بين گروه. است حيوان 6انحراف معيار  ±ها  هر ستون معرف ميانگين داده. بنزوپيرن؛ متفاوت محلول
  .است دار معني
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اي مختلف يا بافر  هاي گرده شده با عصاره هاي هندي حساس در خون خوكچه) ليتر خون نانوگرم در ميليE (مقايسه مقدار ايمونوگلوبولين  -3نمودار 

هاي مختلف در  تفاوت بين گروه. حيوان است 6انحراف معيار  ±ها  عرف ميانگين دادههر ستون م. باشد مي 2 نموداراختصارات مشابه . فسفات نمكي
  .است دار معني ≥p 05/0سطح احتمال 

در حيوانات . دادنتايج مشابهي را نشان كل،  IgEآناليز 
 در حدودكل  IgEشاهد، مقدار هاي  گردهبا شده  تيمار

ng/ml 90 هاي  گردهبا  شده حساساما در گروه  بود
 ng/ml  150اين مقدار تا gL 04/0 BaP- 1با شده  تيمار

 BaPكل در حيواناتي كه تنها با  IgEسطح . افزايش يافت
اين بدان معني . بودشاهد هاي  نمونهحساس شدند مشابه 

شود اما  عنوان يك آلرژن محسوب نمي به BaPاست كه 
ل آلرژن مث  گردهيك  زايي آلرژيتواند باعث افزايش  مي

 PAGE –SDSي حاصل از ها دادهآناليز . آفتابگردان شود
باندهاي  نيمرخي قابل توجهي بين ها تفاوتنشانگر 
. بود BaPبا شده  تيمارتيمار نشده و هاي  گردهپروتئيني 
شد  اي گردهجديد هاي  پروتئينباعث بيان  BaPتيمار با 

  ،BaPبا بالاترين غلظت شده  تيماردر گياهان ). 1شكل(
1 -

gL 04/0 باندي با وزن مولكولي ،kDa 27  ناپديد شده و
و  kDa 22ي مولكولي ها وزنبه جاي آن دو باند جديد با 

جديد احتمالا به هاي  پروتئينتشكيل اين . تشكيل شدند 19
تواند با بيان ژني جديد مرتبط  است كه مي BaPدليل تيمار 

رش با توجه به اينكه اثرات سمي بنزوپيرن قبلا گزا. باشد
، اين طور به )64، 40، 38، 35، 28، 9، 5، 4( شده است
توانند  جديد تشكيل شده ميهاي  پروتئينرسد كه  نظر مي

با نتايج  ها اين يافته. زدا باشند سمهاي  پروتئينعنوان  به
) 2008(و همكاران  Chehregani ازجمله پژوهشگران قبلي
 يها گزارشبرخي . باشد ميهمسو  DEPدر مورد اثرات 

هاي  گردهپروتئيني  هاي باند نيمرخكه قبلي نشان دادند 
 -kDa  94ي مولكوليها وزنباند با  13شامل آفتابگردان 

 7هاي ما مبني بر وجود  كه با يافته، )22، 19( باشد مي 4/14
متفاوت است  kDa 90 -19 ي مولكوليها وزنباند با 

ر تأثيرسد كه شرايط محيطي  اين طور به نظر مي). 1شكل(
، يا )15( دارند اي گردهي پروتئيني اقابل توجهي بر محتو

 هاي تكنيكيا  ها واريتهاين تفاوت به دليل متفاوت بودن 
نتايج ما بيش از سه بار (بكار رفته در اين مطالعات است 

 هاي باندآلرژن،  هاي باندمنظور شناسايي  به). تكرار شدند
م خون از طريق ايمونوبلات سر IgEاتصال يافته با 

سازي آشكار اي گرده هاي عصارهبا   شده حساسحيوانات 
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در پس از ايمونوبلات، باندي با وزن مولكولي . شدند
 gL 04/0 BaP- 1با  شده تيمارهاي  گردهدر  kDa 22حدود 

حضور  ي مبني برهاي گزارش). 2شكل(مشخص گرديد 
 و kDa 55ي مولكولي ها وزنآلرژن متفاوتي با  هاي باند
آفتابگردان شاهد هاي  گردهدر  4/14 ،24 ،7/28،  32 ،39

ي ديگر و طي ها واريتهاين نتايج از  ،)22، 19( وجود دارد
نتايج ما، باند آلرژن  بر پايه. اند مطالعات انساني بدست آمده

  واريتهدر  BaPتيمار تأثير يك باند جديد است كه تحت 
اي ه مطالعات ديگري مطابق يافته. ركورد تشكيل شده است

دهند باندهاي پروتئيني جديد در  ما وجود دارد كه نشان مي
عنوان  گروه قرار گرفته در معرض آلودگي تشكيل شده و به

 BaPبا شده  تيمارهاي  گردههمه . كنند آلرژن جديد عمل مي
توانند باعث القاء واكنش آلرژيك شوند  و شاهد مي

ر گروهي اما پروتئين آلرژن تنها د). 3 و 2 ،1 هاي نمودار(
- 1كه با 

gL 04/0 BaP بوجود آمد و با روش  ،تيمار شدند
توان چنين  ميبنابراين . بود ايمونوبلات قابل تشخيص

ي تيمار نشده ها گروهگيري كرد كه مقدار پروتئين در  نتيجه
كمتر از آن است كه  BaPهاي  غلظتبا ساير شده  تيماريا 

ن آناليز همچني. به صورت باند آلرژن قابل تشخيص گردد
در  g/mlµ 123ي پروتئيني از اپروتئيني نشان داد كه محتو

با شده  تيماردر گروه  g/mlµ 347گروه تيمار نشده به 
  ).1جدول(افزايش يافت  BaPبالاترين غلظت 

عنوان بخش اصلي  ، بهBaPنشان داد كه پژوهش نتايج اين 
DEP هاي  پروتئين، داراي اثرات قابل توجهي در افزايش
) ها آلرژن(جديد هاي  پروتئينو تشكيل ) ها آلرژن( اي گرده
با  در ارتباط BaPاين اولين گزارش در مورد نقش . باشد مي

  .است اي گردهآلرژي 

  گيري نتيجه

اند  دادهمتعددي وجود دارند كه نشان  هاي گزارش
و تركيبات شيميايي موجود در  DEPهوا شامل  هاي آلاينده
 قرار دهندتأثير را تحت  اي گرده يزاي آلرژيتوانند  آنها مي

 زايي آلرژينتايج اين پژوهش نشان داد كه . )47و  44، 15(
. به ميزان قابل توجهي افزايش يافته است BaPدر معرض 

نسبت  افزايشي همداراي اثر  BaPمعني است كه  ناين بدا
پروتئيني و نيز  هاي باند نيمرخ. است اي گردههاي  آلرژن به

قرار گرفت و اين تأثير تحت  BaPن بوسيله مقدار پروتئي
رسد كه اين مسئله با افزايش ميزان آلرژي  طور به نظر مي
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Abstract 

Benzo (a) pyrene (BaP) is an important part of diesel exhaust particles. Diesel exhaust 
particles have been shown to express adjuvant activity for sensitization upon common 
allergens. The aim of this research is to elucidate the effects of BaP, as a major part of 
DEP, on the sunflower pollen allergenicity. Sunflower plants were treated every day 
under greenhouse conditions with different concentrations of Benzo (α) pyrene (BaP) 
and allergenicity of the pollen extracts prepared in a phosphate buffer were compared 
by means of skin test, as well as analysis of blood eosinophil count and total IgE level 
in guinea pigs. Non-treated and BaP-treated pollen grains were studied by SDS-PAGE 
for BaP-induced changes in protein banding profiles and also allergen band(s) were 
detected by immunoblotting method. Results showed that allergenicity (inducing 
allergic symptoms) of the BaP-treated pollen grains was increased considerably 
although the non-treated are still effective too. In all of the treated groups with 0.04 g.L-

1 BaP, the total protein increased. SDS-PAGE showed that protein banding profiles of 
the pollen grains were changed, the band with molecular weight of 72 kDa disappeared 
and two new bands,19 and 22 kDa appeared in the BaP-treated. The plants treated with 
lower concentrations of  0.04 g.L-1 BaP didn’t show any difference with the control 
samples. Immunoblotting studies showed a band with molecular weight of 22 kDa in 
BaP-treated pollen that reacts strongly with anti-IgE, but there is not any similar band in 
the non-treated. 

Key words: Air pollutants, Benzo (α) pyrene, Helianthus annuus, Immunoblotting, 
Pollen allergenicity, Pollen protein 

 

 

 


