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50 84بهار ، 1ماره، ش8مجله علوم پایه پزشکی ایران، جلد          

 ایی زیرکلاسهای جهت شناس)  ELISA(پایه ریزی روش غیر مستقیم الیزا 
 نهای گرده گیاه زعفراناختصاصی ضد آلرژ

   فروغ گلساز شیرازی،،شیما تولایی ،هومن کاغذیان ،مجتبی سنکیان ،فاطمه واحدی ، دکتر عبدالرضا وارسته
 دکتر محمود محمودی،  عنبرانیدکتر مجید عارفی 

 ونولوژی، دانشگاه علوم پزشکی مشهدم، مرکز تحقیقات اییمیمونوبیوشیبخش ا
 4/6/83:     ،    تاریخ پذیرش مقاله25/4/82:    تاریخ دریافت مقاله

 
  خلاصه

ن در مطالعات اخیر، آلرژی زائی گرده گیاه زعفرا       . گرده گیاهان یکی از عوامل مهم ایجاد بیماریهای آلرژیک یا ازدیاد حساسیت نوع یک می باشد               
 در ایجاد علائم بالینی به خوبی مشخص گردیده است، اما عوامل دیگری نیز ممکن است در ایجـاد یـک طیـف          IgEنقش  . نیز به اثبات رسیده است    

  علیه آلرژنهـا، بـه عنـوان عوامـل دخیـل در ایجـاد علائـم بـالینی         IgGحضور زیر کلاس های اختصاصی   . متعدد از علائم بالینی آلرژی دخیل باشند      
 . ژی نیز مطرح می باشندآلر

طـور  ه  ب ـ.  برای شناسائی زیر کلاسهای اختصاصی ضـد عصـاره گـرده زعفـران مـی باشـد                 ELISAهدف از انجام این مطالعه، پایه ریزی روش         
 و  ELISAت مخصـوص    دیواره های میکروپلی ـ   عصاره تام گرده زعفران بر روی        (Coat)  پوشش خلاصه روش کار استفاده شده عبارت است از،         

 افزودن سرم افراد مورد مطالعه، آنتـی بـادی ضـد یکـی از زیـر                  با .(BSA)ن سرم گاو  یت توسط آلبوم  جایگاههای اشغال نشده سطح پلی    اشباع  پس  س
زان فعالیت آنزیم پراکسیداز موجود      و تعیین می   TMBدر مرحله نهائی با افزودن      . اضافه می گردد  ) کونژوگه با آنزیم پراکسیداز    ( IgGکلاس های   

میـزان جـذب    در پایان با افزودن اسید کلریدریک، جهت توقف واکنش آنزیمـی، مـی تـوان    .  مشخص می گرددIgGت، حضور زیر کلاس پلیدر  
 پایه ریـزی شـده،      ELISAجهت بررسی کارائی روش     .  مشخص نمود  ،  داردرا  که ارتباط مستقیم با میزان آنتی بادی اختصاصی          nm450در   نوری
که در مناطق زعفران خیز و غیر زعفران         ندبوداین دو گروه شامل افرادی      .  دو گروه از افراد بررسی شده است       صاصی در  اخت IgG زیر گروه    حضور

میـان دو   اختصاصـی ضـد عصـاره گـرده زعفـران      IgGنتایج حاصل اختلاف معنی داری را به لحاظ حضور میزان زیر کلاس  . خیز زندگی می کنند   
 . مشخص می نمایدگروه 

 .IgGالیزا، زعفران، گرده،  :یکلمات کلید
 

 مقدمه
 بـالینی آلـرژی فصـلی و آلـرژی          رینیت آلرژیک یکی از علائم    

گرده گیاهان به عنوان یکی از مهمترین عوامـل         . شغلی می باشد  
مطالعـات قبلـی    ) 15(ایجاد رینیت های آلرژیک مطـرح هسـتند         

 از آلرژی هـای بینـی بـه آسـم           20-%30نشان داده اند که حدود      
مواد متعددی با منشاء گیاهی باعـث ایجـاد         ). 6(ی می شوند    منته

نی کـه در معـرض ایـن        از کـارگرا  % 40. آلرژی شغلی می شوند   
از % 15 تـا    2.  علائم آلرژی را ظـاهر مـی نماینـد         مواد می باشند،  

 افــرادی کــه از آســم رنــج مــی برنــد دچــار آلــرژی شــغلی نیــز  
 ). 4(می باشند 
 متعلق به خانواده زنبقمـی  )Corcus sativus( زعفران گیاه

 تفادهس ـغـذایی مـورد ا   افزودنـی   پرچمهای آن به عنوان    کهباشد  

 ایران، اسپانیا و منـاطقی دیگـر از دنیـا            در زعفران. قرار می گیرد  
  اسـتان  ،ر ایـران  دکشت زعفران   مهمترین منطقه   . کشت می شود  

  بـرای  آئروآلرژن به عنوان گیاه زعفران   گرده  . د می باش  خراسان
 گزارش شده   کنند زندگی می   مناطق زعفران خیز   ی که در  افراد
، بـه شـیوع اپیـدمیک        قبلـی  های   به عنوان مثال در گزارش     .است

 گـرده افشـانی زعفـران       طی فصل  در یک بیماری شبیه آنفلوآنزا   
 نقش گرده گیـاه     آزمایشات کلینیکی ). 10 ، 5(اشاره شده است    

نش نسـبت بـه     واک ـ). 14 ( نمود  تایید یژزعفران را در ایجاد آلر    
 بـه واسـطه     آلرژنها معمولا بـه عنـوان واکنشـهای ایمونولوژیـک         

IgE          2( در نظر گرفتـه مـی شـود .(IgG      اختصاصـی آلـرژن در 
 حساسـیت بـه   ایجـاد سرم انسان دیده شده است، اما نقش آن در   

  مطالعه پاسخهای  جهت روش الیزا ). 17(آلرژنها مشخص نیست    
:a-varasteh@mums.ac.ir Email         ، 0511- 7618088 :  نمابر،0511- 7627601-5:  تلفنعبدالرضا وارسته، دکتر:  نویسنده مسئول
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 دکتر عبدالرضا وارسته

51 84، بهار 1ماره، ش8مجله علوم پایه پزشکی ایران، جلد                                                                                             

از کـارآیی   ،   گسـترده  اپیدمیولوژیکسرو مطالعات   درهومورال  
روش طراحـی   هدف از این تحقیق،     . مناسبی برخوردار می باشد   

 گـرده   علیـه  IgG اختصاصـی     زیر کلاسـهای   شناساییالیزا برای   
 .انسان می باشدزعفران در سرم 

 
    کارمواد و روش

عصـاره گـرده     : )عصاره گرده گیاه زعفـران     (تهیه آنتی ژن  
ــران  ــاه زعف ــاد تغ  گی ــا ایج ــی در یب ــاده آ) Harfi) 8روش یرات م
ــ  . طــور مختصــر در زیــر شــرح داده شــده اســت ه گردیــد کــه ب

 در ماههـای گـرده افشـانی         این گیاه  گرده های زعفران از پرچم    
 1ستن سـرد بـه نسـبت     ابه وسیله گرده ها. تهیه شد )  آبان-مهر(

 همراه با تکان مـداوم بـه مـدت          )سی سی 10یک گرم در   (10به  
 پس از آن استن از طریق مکش      . د ساعت چربی زدائی گردی    16

گـرده  .  جـدا شـد    با استفاده از ارلن بوخنر و قیف مخصوص آن        
ــوق، ــای ف ــافر فســفات ه ــولار 01/0 در ب ــاوی ) =4/7pH( م ح

EDTA 20     میلی مولار و PMSF 1        18 میلی مولار و به مـدت 
 دقیقـه   30آمده به مدت     به دست  مخلوط   .به هم زده شد   ساعت  

 محلــول رویــی در برابــر بــافر فســفات ســانتریفوژ و  g 5600در 
بعـد از ایـن     .  ساعت دیالیز گردیـد    48 میلی مولار به مدت      01/0

. می شود  عبور داده    µm 22/0 از فیلتر     عصاره آماده شده   مرحله
غلظت . ردیگ  می  انجام گراد  سانتی درجه   4 در   فوقتمام مراحل   

  توســـط روش گـــرده گیـــاه زعفـــران عصـــارهپـــروتئین هـــای
Bradford1(دازه گیری شد  ان .( 

سـاکن در     نمونه سـرم از زعفـران کـاران        44 :سرم افراد   تهیه  
کـه  ) بیرجنـد و قـاین    ( زعفران خیز جنوب استان خراسان       مناطق

ایـن  .  شـد  تهیه دارای علائم بالینی آلرژی به گرده زعفران بودند       
جهـت  . نمونه ها بـه عنـوان کنتـرل مثبـت در نظـر گرفتـه شـدند                

 منـاطق در  کـه   از داوطلبـان سـالم    نیزه سرم   نمون 20 منفی، لکنتر
 . تهیه شدکردند زعفران  زندگی میکشت 
 کروتیتــــر یروش الیــــزا بــــر روی پلیتهــــای م :الایــــزاروش 

)Nunc - Covalink (ک هـای  ه ـ چا در هر یـک از .انجام شد 
گرده زعفران ریختـه و      عصارهکرولیتر از   ی م 100پلیت های الیزا    

غلظـت  . نتی گراد قرار گرفـت     درجه سا  4به مدت یک شب در      
 کروگـرم بـر    ی م 10 عصاره مورد استفاده برای کوتینگ    پروتئینی  
بـافر  (  هـای متفـاوت      pH بـافر بـا      2 باشـد کـه در     مـی  میلی لیتر 
 مرحلـه بعـد    در.رقیق شده بود )  = pH 2/8  و = 3pHفسفات 

 حـاوی   = pH  4/7 ،بافر فسفات(پلیت توسط بافر شستشو دهنده 
ه د  شستشو داسه مرتبه)  BSA%05/0 و  Tween 20  از % 05/0
) در بافر فسفات  % BSA 1( کننده   اشباعمرحله بعد محلول    در. شد

 حالـت   2 هر چاهک افـزوده شـد و در          به کرولیتری م 200به مقدار   
 به مدت یک شب و دیگری       گراد  سانتی درجه   4متفاوت یکی در    

 سـپس . ت ساعت قرار گرف ـ   یک به مدت    گراد  سانتیدرجه   37در  
 بـه صـورت     با بافر شستشو داده شدند و نمونه ها        دو نوبت پلیت ها   

 رقت متفـاوت    2 در   کهچا میکرولیتر به هر     100 به مقدار    تاییدو
 سـاعت در    2 اضافه گردید و پلیت ها بـه مـدت           50 به   1 و   10 به   1

ــد  37 ــداری ش ــراد نگه ــانتی گ ــه س ــه و  .  درج ــن مرحل ــد از ای بع
 انسـانی    IgGی علیه کلاسـهای آنتی بادی موش، شستشوی مجدد

mouse anti human IgG1,2,3,4)   تهیـه  یمنوکلونال آنتـی بـاد ،
 میکرولیتـر  100طور مجزا به مقـدار  ه ، ب ) Sigmaشده از شرکت

به مـدت    گراد  سانتیدرجه   37در دمای   اضافه شد و     هر چاهک    به
 . گردید انکوبه  ساعت1

-IgGیداز پراکس ـ ه مجدد ، محلـول کونژوگ ـ     یبعد از شستشو  
HRP) (anti mouseتهیه شده از شرکت sigma 100  به میزان 

میکرولیتر در هر چاهک در رقتهای متفاوت اضافه گردید و پلیتها           
در .  ساعت قرار داده شد    1 ت به مد  گراد  سانتی درجه   37در دمای   

 50  از محلول سوبسترای آنـزیم کـه شـامل            ،نهایت بعد از شستشو   
 بــا TMB(3,3,5,5 Tetra Methyl Benzidine)میکرولیتــر

  میلی لیتر بافر استات سـدیم      5و   DMSOر  د mg/ml 3/0 غلظت
5/5  pH= 30( میکرولیتر 1همراه با%(H2O2     می باشـد بـه پلیتهـا 

 30 پلیت ها در تاریکی و در دمـای اتـاق بـه مـدت                . گردید اضافه
 میکرولیتـر   50اضافه نمـودن     به وسیله واکنش  . دقیقه قرار داده شد   

HCl 2   ــزان جــذب ــف و می ــال متوق ــوری  نرم ــول  نمون ــه در ط ن
فتومتر مخصـوص الیـزا      اسـپکترو   نانومتر توسـط دسـتگاه     450موج
وسـیله  ه  در تمام مراحـل نگهـداری، سـطح پلیتهـا ب ـ          . ن گردید یتعی

  . می شدپارافیلم به منظور جلوگیری از تبخیر پوشانده
 بـا جـذب      جـذب متوسـط نمونـه هـا در هـر سـرم             :آنالیز آماری 

جــذبهای بــین نمونــه هــای . متوســط ســرم شــاهد مقایســه گردیــد
  میزان  .دش با هم مقایسه     SPSS  برنامه آماری  وسیلهه   ب نیزمختلف  

p  در  .در نظر گرفتـه شـد       معنی دار  05/0 یا مساوی  مقدار کمتر    با 
 cut-off  بـالاتر از حـد      نوری یک نمونه    جذب  میزان صورتی که 

)2SD +    کنتـرل منفـی   متوسط جذب نوریcut-off=(     بـود، ایـن
 .در نظر گرفته شدنمونه به عنوان فرد حساس به زعفران 
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   بر علیه زعفرانIgGزیرکلاسهای اختصاصی 

52 84، بهار 1ماره، ش8زشکی ایران، جلد مجله علوم پایه پ         

Patient Normal
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IgG1(1:1000)
IgG1(1:2000)
IgG2(1:1000)
IgG2(1:2000)
IgG3(1:1000)
IgG3(1:2000)
IgG4(1:1000)
IgG4(1:2000)
Series9
Series10
Series11
Series12

 

 نتایج
 )coating buffer (کوتینگبافرهای 

به منظور ارزیابی بافر نگهدارنده، مقایسه بـین متوسـط جـذبهای            
 2خوانده شده در نمونه کنترل و نمونه هـای مـورد آزمـایش در               

 015/0ن بافر فسـفات     تفاوت بی  .حالت مورد بررسی قرار گرفت    
ــولا ــا  =pH 2/8ر م ــان =3pH ب ــه  2 در می ــورد مطالع ــروه م   گ

 )1شکل . (معنی دار بود
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 )=pH= 2/8 pH , 3(مقایسه بین بافرهای نگهدارنده متفاوت  : 1شکل 
  .ژنهای گرده زعفران به منظور ارزیابی آلرجهت الیزای غیر مستقیم

  
 شرایط اشباع شدن

 حالت اشباع شدن نشان داد که اشباع شدن در          2مقایسه بین   
 درجه سانتی گراد به مدت یـک شـب مـوثرتر از اشـباع               4دمای  

 .)2شکل  ( ساعت می باشد1شدن در دمای محیط به مدت 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 جهـت الیـزای غیـر       مقایسه بین شرایط مختلـف اشـباع کـردن         : 2شکل  
   .ژنهای گرده زعفران به منظور ارزیابی آلرمستقیم

 
 رقتهای سرم

 و  1 : 10ت سرم، رقتهای متفـاوت      قبه منظور یافتن بهترین ر    
 .)3شکل ( مشخص شد 1:10 تعیین شد و بهترین رقت،1 :50

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 به منظـور   جهت الیزای غیر مستقیمارزیابی رقتهای مختلف سرم: 3شکل  
  .ژنهای گرده زعفرانارزیابی آلر

 
 رقتهای آنتی بادی

،  - IgG4 - ،  1000 : 1 IgG3 1 : 2000(تهای کار بردن رقه با ب
1000 : 1  IgG2 - ، 1000 : 1 IgG1 -(  نتـایج بهتـری    ها آنتی بادی 

 .)4شکل (آمد  به دست
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  جهت الیزای غیر مستقیم    مقایسه بین رقتهای مختلف آنتی بادیها     : 4شکل  
   .ژنهای گرده زعفرانبه منظور ارزیابی آلر

 
 رقتهای کونژوگه

 و  HRP-Antiglobulin (  ،1:5000(رقتهای متفاوت کونژوگه    
ــت  1:20000 و 1:10000 ــزا در حال ــورد  دو توســط روش الی ــه م گان

 پس زمینه    کمترین  از کونژوگه  1:10000رقت  . آزمایش قرار گرفت  
 .)5شکل (و بالاترین جذب را برای نمونه های حساس نشان داد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 به جهت الیزای غیر مستقیممختلف کونژوگه مقایسه بین رقتهای : 5شکل 
 .ژنهای گرده زعفرانمنظور ارزیابی آلر
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 دکتر عبدالرضا وارسته

53 84، بهار 1ماره، ش8مجله علوم پایه پزشکی ایران، جلد                                                                                             

 بحث
به عنوان ( در فردی که ایمونیزه نشده و در معرض آنتی ژن 

 گیرد میقرار )  گرده ومثال آئروژنها مانند علف و چمن و دانه ها
 یا بوده معمولا خیلی پائین او های اختصاصی  سطح آنتی بادی

 بنابراین حساسیت یک روش . باشد گیری می بل اندازهغیر قا
کار می رود مهم ه اندازه گیری که برای سنجش این نمونه سرمها ب

اختصاصی  IgG  زیرا سطح نانوگرم بر میلی لیتر آنتی بادی.باشد می
 غیراختصاصی IgGباید در حضور سطح میلی گرم بر میلی لیتر 

 به صورتها را  آنتی ژنه ک  افرادیدر مقابل .اندازه گیری شود
 قرار  آندر معرضاتفاقی  به صورت مثلا ندا  ه دریافت کردتزریقی
توانند   می،باشندآلرژن فعال  با ایمونوتراپی  تحت یاه باشندگرفت

اختصاصی را تولید  IgG  سطح بالای میکروگرم بر میلی لیتر از
ها اتصال غیر اختصاصی و حساسیت سنجش  در این سطح. کنند

 ).13(سیار با اهمیت می باشد ب
  بـرای سـنجش    EIA وRIA  مختلفـی ماننـد  یاگرچه روشها

  اسـت شـده طراحـی  اختصاصی آنتی ژن و سرم انسان      IgG  کمی
اختصاصی آنتی ژن     IgGبر روی سنجش کیفی     ، این تحقیق    )17(

 .نموده استدر سرم انسان تمرکز 
اختصاصـی سـرم بـرای تخمـین در     IgG  سـطوح آنتـی بـادی   

قـرار گرفتـه   ایـراد   مـورد  ،هـا  معرض قرار گرفتن شغلی به آنتـی ژن   
 به عنوان بیومارکر در معرض قـرار گـرفتن          شده که  پیشنهاداست و   

 ).3(ها در نظر گرفته شود  به آنتی ژن
در مطالعات قبلی به این اشـاره شـده اسـت کـه آنتـی بادیهـای                 

IgG     و غیره  قارچها، اکتینومیست ها  ( اختصاصی علیه آئروآلرژنها  (
می تواند در سرم افـراد نرمـال تعیـین گـردد، اگرچـه ایـن سـطوح                  

نتـایج  ). 12 ، 10(معمولا پـائین تـر از بیمـاران آلرژیـک مـی باشـد          
گروه نشـان مـی دهـد،      دو بین  اختلاف معنی داری را    ضرتحقیق حا 

بنــابراین توصــیه مــی شــود کــه آئروآلرژنهــای زعفــران در لیســت  
)panel (  در  که بیمـاران آلرژیـک      زمانی . دآلرژنها محسوب گرد

کـه در منـاطق زعفـران        مخصوصا افـرادی  (معرض قرار می گیرند     
های خالص در سـنجش    استفاده از آنتی ژن    ،)خیز زندگی می کنند   

  واکنشــهای متقــاطع لیایمنــی ســبب کــاهش قابــل ملاحظــه احتمــا
 استفاده قرار گرفت    ددر این تحقیق آنتی ژن خام مور      ). 9(می شود   

 انتظـار مـی رود      ، مشترک هسـتند    گیاهان دارای آلرژنهای   ونچو  
که با آنتی ژنهای خـام واکنشـهای متقـاطع از خـود نشـان دهنـد         

 روش حساسی کـه مـی توانـد بـرای درک            در این تحقیق   ).11(

 در حالتهای آلرژیک و  IgGنقش سطوح زیر کلاسهای مختلف    
طراحـی  د  مورد اسـتفاده قـرار گیـر      تظاهرات بالینی   رابطه آنها با    

این روش می تواند به عنوان روشی سـاده بـرای ردیـابی     . گردید
ــی رود     ــار م ــه انتظ ــد ک ــد باش ــوتراپی مفی ــاثیر ایمون ــی ت  در ط

  تحریک  را IgGهای بلوک کننده      آنتی بادی  ایمونوتراپی تولید 
ــ. نمایــد جهــت طــور کلــی در جمعیــت ه همچنــین مــی توانــد ب

 .فاده قرار گیرد مورد استاپیدمیولوژیکمطالعات گسترده سرو
 تشکر و قدردانی

از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی مشـهد بـه خـاطر            
تــامین هزینــه هــای مــورد نیــاز و همکــاری ســرکارخانم دکتــر   
ــه هــا تشــکر و    ــرای جمــع آوری نمون ــانی ب ــای ان کرمــانی و آق

 .قدردانی به عمل می آید
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