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  :چكيده
   به عنوان مهمترين آلرژن گياه سلمهChe a 1كلونينگ و بيان آلرژن 
 Chenopodium Album)يك علف هرز متعلق به ) سلمه در فارسيChenopodium  ها كه به صورت 

. ژي درايران است عامل اصلي آلرChenopodium Albumگرده . خودرو در تمام طول سال رشد مي كند
 و Che a 1 ،Che a 2:  نسبت داده شده اند عبارتند از Chenopodium Albumمهمترين آلرژنهايي كه به 

Che a 3 . هدف از اين كار كلون كردن Che a 1 داخل باكتريEscherichia coli) E. coli ( براي توليد
 يك روش E. coliنوتركيب درباكتري كلونينگ، توليد و خالص سازي آلرژن . آلرژن نوتركيب مي باشد

براي كلون كردن اين . اقتصادي درتهيه مقادير زياد پروتئين خالص شده براي مقاصد درماني است
 RNA ساخته شده از cDNAسپس با . استفاده گرديدRNAآلرژن،ابتدا از گرده گياه براي استخراج 

سپس . جيره اي پلي مرازي گذاشته شد ، واكنش زنChenopodium Albumاستخراج شده از گرده گياه 
 و ترانسفرم كردن آن داخل باكتري (+)pET21b ساخته شده به داخل پلاسميد cDNAكلونينگ با ورود 

E.coli سويه TOP10براي بررسي كلونينگ انجام گرفته پلاسميد هاي حاوي .  انجام شدChe a 1 توليد 
 را در پلاسميد هاي قرار گرفته در باكتري Che a 1 قطعه نتيجه آزمايشات، وجود. شده تعيين توالي گرديدند

E. coli سويه TOP 10نتيجه سكانس هاي بدست آمده شباهت زياد اين توالي را با توالي . تاييد مي كرد
، Chenopodium Album آلرژن اصلي گرده گياه cDNAدر نتيجه .  نشان مي دادGenBankموجود در 

Che a 1ر اين مطالعه براي اولين از سيستم پروكاريوتي براي كلون كردن د. با موفقيت كلون شدChe a 1 
  . استفاده گرديد
  آلرژن، گياه سلمه، كلونينگ: كلمات كليدي
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  فهرست مطالب
 صفحه  عنوان

  فصل اول   
  مقدمه

 ي آلرژ-1-1 2

  آلرژنيف تعر-1-1- 1   2

  اه آلرژني طبقه بند-1-1-2    2

 ي خانگهاي آلرژن-1-1-2-1     2

  گرده هاهاي آلرژن-1-1-2-2     3

 )پولن ها( گرده ها -1-1-2-2-1       3

 ي آلرژيم علا-1-1-3   3

   نحوه تشخيص آلرژي-1-1-4   4

  ي درمان آلرژ-1-1-5   4
   سلمهياه گ-1-1-6    4
   آلرژي به گردة گياهان-1-1-7   5
   بالينييم علا-1-1-7-1     5
 ي مولكوليدگاه از دياهي گهاي آلرژني طبقه بند-1-1-8   7

    ين ابر خانواده كاپ-1-1-8-1     7
  ابر خانواده پرولامين  -1-1-8-2     7

 هاين پروتئيص تخلهاي روش-1-2 7

 ين استخراج پروتئ-1-2-1   8

 ي سلوليب تخرهاي روش-1-2-2   8

 يم ملاهاي-  روش-1-2-2-1     8

 يد شدهاي روش-1-2-2-2     8

 ين پروتئي عصاره حاويظ تغل-1-2-3   10
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       صفحه                           عنوان
  12               هاين پروتئيص مورد استفاده در تخلي هايك تكن-1-2-4   
  12                  ي كروماتوگراف-1-2-4-1    

  13              يون يض تعوي كروماتوگراف-1-2-4-1-1      
  13          يزي آب گريوندهاي بر اساس پي كروماتوگراف-1-2-4-1-2      

  14               كروماتوگرافي ميل جذبي-1-2-4-1-3      
  15      ي مصنوعيگاندهاي با استفاده از لي جذبيل مي كروماتوگراف-1-2-4-1-3-1        
  17        ي با استفاده از عناصر فلزي جذبيل مي كروماتوگراف-1-2-5-1-3-2        
  19     نشانداريولوژيكي بيبات با استفاده از تركي جذبيل مي كروماتوگراف-1-2-5-1-3-3        

  20                    ينگ كلون-1-3
  RNA                21 و DNA ي جداساز-1-3-1  

  21                      شكستن سلول-1-3-1-1    
  21                     رسوب دادن اسيد هاي نوكلئيك -1-3-1-2    
  22                   جدا كردن-1-3-1-3    
  22                 رسوب پروتئين ها-1-3-1-4    
  22              از همRNA و DNA جدا كردن -1-3-1-5    
  22                   رسوب با اتر-1-3-1-6    
  DNA              22 قطعات ي جداساز-1-3-1-7    
  23             استخراج شدهDNA غلظت يين تع-1-3-1-8    
  23              يشگاهدر آزماDNA  ير و تكثيد تول-1-3-2  

  23                 يميايي سنتز ش-1-3-2-1    
    1-3-2-2-  PCR                  23                    
  TM(               24( ذوب ي دما-1-3-2-2-1

  25                يمرها مخلوط پرا-1-3-2-2-2      
  25               مراز هاي پلDNA انواع -1-3-2-2-3      

        1-3-2-2-3-1-  DNAمراز يپل Taq              25  
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       صفحه                           عنوان
25          1-3-2-2-3-2- DNAمراز  ي پل Pfu  
  يزيم منيون -1-3-2-2-4        26
  ي مشكلات آلودگ-1-3-2-2-5        26
  PCR محصولات ي خالص ساز-1-3-3    27
  DNA هاي برش مولكول-1-3-4    28
28      1-3-4-1- Type I restriction-modification system  
28      1-3-4-2-  Type II restriction-modification system  
   چسبندهي انتها-1-3-4-2-1         29
   صافي انتها-1-3-4-2-2         29
30        1-3-4-3- Type III restriction-modification system    
  DNA ايه اتصال مولكول-1-3-5    30
  اه مولكولي انتهاهاي دستكار-1-3-5-1     31
  PCR كلون كردن  هاي حامل-1-3-6   31
  هايد پلاسم-1-3-6-1     32
  )ي باكتريروسو (يوفاژها باكتر-1-3-6-2      32
    يدها كازم-1-3-6-3      32
  يدها فاسم-1-3-6-4     32

  يزبان داخل م وارد كردن حامل ها بهي روش ها-1-3-7    33
  يوفاژها و باكترهايروس و-1-3-7-1      33
  يون ترانسفورماس-1-3-7-2      33
   الكتروپورشن  -1-3-7-3      34
  يك نوكلئيد تفنگ اسيا اي تفنگ ذره-1-3-7-4     34
    ي اتصال پروتوپلاسم-1-3-7-5     35
    DNA ي كم محلول حاويار بسيق تزر-1-3-7-6     35
  PCR حامل كلون كردن ي هايستم س-1-3-8   35
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  صفحه                                   عنوان
  TAكلون كردن  -1-3-8-1     35
   صافي كلون كردن انتها-1-3-8-2     36
  ي طولانPCR كلون كردن قطعات حاصل از -1-3-8-3     36
  يق تحقين هدف از انجام ا-1-4 37

  
  فصل دوم 

  
  مواد و روش ها 

  
   فهرست مواد مورد استفاده-2-1 40
   مورد استفادهي فهرست دستگاه ها-2-2  42
   سلمهياه گChe a 1 كد كننده ژن آلرژن ي جهت كلون نمودن توالي اختصاصي طراحي پرايمرها-2-3 43
 Forward يمر پرا-2-3-1 44

  Reverse يمر پرا-2-3-2 44
   سلمهياه گرده گي جمع آور-2-4 44
   سلمهياه از گرده گRNAاستخراج  -2-5 45
   استخراج شدهRNA موجود درDNA حذف -2-6 45
  Total RNA از cDNA ساخت -2-7 46
  ي اختصاصيمر سلمه با استفاده از پراياه گChe a 1 ژن كد كننده آلرژن ي اختصاصير تكث-2-8 46
   مرازي پلpfu يم با استفاده از آنزChe a 1 ير تكثي شده براينه بهPCR انجام -2-9 48
   كلون شدهيد پلاسمي حاوي انجام كلونينگ و تائيد كلون ها-2-10 49
  مورد نظر از ژل آگارزPCR باند  ي و خالص سازي جداساز-2-11 50
  Not 1 و Xho 1 يم توسط آنزPCR برش مضاعف محصول -2-12 51
  

52  
 ي هايم با آنزيگاسيون واكنش ليا چسبنده بري انتهايجادبمنظور ا (+) pET21b ي آماده ساز-2-13

  :Xho 1 و Not 1محدودالاثر 
@ استخراج شده از ژليد پلاسمي خالص ساز-14-٢ 54 @

  Xho 1 و Not 1 ي هايم خالص شده با آنزي هايد برش پلاسم-2-15 54
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       صفحه                           عنوان
  pET21b   55(+) داخل ) Che a 1 (bp 507 كلون كردن قطعه ي برايگاسيون انجام واكنش ل-2-16
  56        ينو طبق روش تغيير يافته اE.coli كامپتنت نمودن باكتري -2-17
  pET21b    57(+)  كامپتنت شده توسط پلاسميد TOP 10 ترانسفرم نمودن باكتري هاي -2-18
  57                   استخراج پلاسميد-2-19
  58                 تعيين توالي قطعه وارد شده-2-20
  58              يب نوتركين پروتئي و خالص سازنيا ب-2-21
  E.Coli BL-21    58  درون باكتري pET21b (+) Che a 1 وارد نمودن پلاسميد نوتركيب -2-22
  Che a 1          59 و بيان پروتئين نوتركيب يب نوتركي كشت باكتر-2-23
  SDS-PAGE            59 شده با روش يان بين پروتئي بررس-2-24
  62          ـاسـي بريليانت بلو ژل پلي آكريل آميد رنگ آميزي كوم-2-25
  62                يد آميل آكري ژل پلي رنگبر-2-26
  62               بالاياس در مقيب نوتركين پروتئيان ب-2-27
  62        ي كروماتوگرافينيتي به روش متال افيب نوتركين پروتئي خالص ساز-2-28
  63             بيان شدهChe a 1 پروتئين ي خالص ساز-2-29
  63                 شدهيص تخلين پروتئياليز د-2-30
  65     سلمهياه با استفاده از سرم افراد بيمار حساس به گرده گChea 1 يسيته آلرژني بررس-2-31
  

  فصل سوم
   نتايج

  RNA                  68 استخراج -3-1
  69      ي اختصاصي با استفاده از پرايمرهاي اختصاصPCR و انجام cDNA تهيه -3-2
  70             مورد نظر از ژل آگارزPCRباند  جداسازي -3-3
  PCR                71 محصول ي آماده ساز-3-4
  pET21b(+)                72 يد استخراج پلاسم-3-5
  74               استخراج شدهيد پلاسمي آماده ساز-3-6
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                                    عنوان
  صفحه

  E. coli (TOP 10)      75 داخل ي و ترانسفرمه كردن باكتريگاسيون انجام واكنش ل-3-7
  75         و انجام الكتروفورزيد قطعه كلون شده توسط استخراج پلاسمييد تا-3-8
  Che a 1               76 يب نوتركين پروتئيان ب-3-9
  77     سلمهياه حساس به گرده گيماربا استفاده از سرم افراد بrChea1  يسيته آلرژني بررس-3-10
  

  فصل چهارم
   نتايج

  80                     بحث-4-1
  E.coli TOP10            83لت ترانسفورم اوليه در  ع4-1-1
4-1-2BL21 Star (DE3)   E.coli                84  
  87                    يشنهادات پ-4-2

  89                      منابع
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  ها فهرست شكل
   صفحه                                  عنوان

  9  براي استخراج پروتئين مورد استفاده French pressure شمايي از دستگاه -1-1شكل 
  10   شمايي ازآسياب كلوئيدي مورد استفاده براي استخراج پروتئين-2-1شكل 
  10   استفاده از گلوله هاي شيشه اي در محفظه اي مجهز به همزن و سرد كن براي استخراج پروتئين-3-1شكل 
  بودن   آبدوستيزان رنگ مشخص كننده ميمناطق آب. متفاوتيدروفيليك با مناطق هين دو مولكول پروتئيسه مقا-4-1شكل 
  11                      . باشدي مينپروتئ

  12        ين مورد استفاده در رسوب دادن پروتئهاي جهت خروج نمكياليز از ديي شما-5-1شكل 
                يوني يض تعوي كروماتوگراف-6-1شكل 

 13  
  14                  ي جذبيل مي كروماتوگراف-7-1شكل 
  15                  ينز پروتئ اي الگو بردار-8-1شكل 
  . ترانسفراز متشكل از سه اسيد آمينه فنيل آلانين، گلايسين  و گلوتامين Sمنطقه كليد گلوتاتيون : A -9-1شكل 

 B :16        ين و گلوتامين آذي ترين، آلانيل متشكل از سه مولكول فني مصنوعيگاند ليدمنطقه كل   
  17    ين و گلوتامين آذي ترين، الانيلسه مولكول فن متشكل از ي مصنوعيگاند مراحل ساخت ل-10-1شكل 

  17            ي جذبيل مي در كروماتوگرافي استفاده از عناصر فلز-11-1شكل 
 يي بالايت  از ظرفيافته توسعه ي مس ستونهاي حاويافته توسعه ي جذبيل مي كروماتوگرافي ستونها-12-1شكل 

 از مس كه يري شستشو مقاديات  با انجام عملCدر مرحله .  بردي مينا از ب ريه اولي به شفاف سازياز امر نينبرخوردارند كه ا
 در ستون يومس  بEدر مرحله . شودي وارد ستون ميومس بD مرحله رد. شوديبه صورت متصل  نشده وجود دارند خارج م

 تا ذرات شوديجام م  كه در شكل نشان داده نشده است شستشو در جهت عكس ورود مواد انG وFوجود دارد و در مرحله
 يص نظر تخلد مورين تا پروتئشودي انجام ميميدازول شوستشو توسط اHدر مرحله .  خارج شوندي سلولي و تكه هايسلول

  Lim, 2007(                                  18.(شودي شسته مNaOH وسيله شده و بهياء احEDTAگردد و سپس ستون توسط 
  19                                                         فلزاتي حاوين  به رزيستيدين، هي نشاندار با پلين پروتئ نحوه اتصال-13-1شكل 
  20                                                                                                  نشانداراز فلزين جدا شدن پروتئيسم مكان-14-1شكل 
  31                                                                                                                           يگاز واكنش ليسم مكان-15-1شكل 
                                                                       به سلوليكي در اثر بار الكتريد ورود قطعات پلاسمي چگونگ-16-1شكل 

34  
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  34                                                                                                                                        ي تفنگ ذره ا-17-1شكل 
 در قسمت مياني، باندهاي S25و S 18وزومي  ريبRNAباندهاي . % 5/1 در ژل آگارز RNA الكتروفورز -1-3شكل 
RNA تخريب شده در پايين و DNAدر بالاي ژل  .M :1. شاخص وزن مولكولي :RNA قبل از مرحله تخريب 
DNA.2 :RNAبعد از مرحله تخريب DNA                                                                                                              68 

 bpقطعه : 1 كيلو جفت بازي،1شاخص وزن مولكولي : M%. 5/1 در ژل آگارزPCR الكتروفورز محصول -2-3شكل 
  69                                                                                                                 تكثير يافته توسط پرايمر هاي اختصاصي504

%. 5/1 برش خورده از ژل آگارز PCRمحصول : شكل الف .  روي ژل آگارزPCR الكتروفورز محصول -3-3شكل 
  70                                                                                %5/1 بعد از خالص سازي از ژل آگارز PCRمحصول : شكل ب 

محصول خالص : 1شاخص وزن مولكولي، : M %5/1 از ژل آگارز bp 504حصول خالص شده  الكتروفورز م-4-3شكل 
  Xho1                                                             71 وNot1  روي ژل آگارز بعد از برش هاي آنزيمي توسطbp 504شده 

  pET21b                                                                                                                    72(+)  نقشه وكتور -5-3شكل 
    73                                                   جدا كردن پلاسميد هاي سوپر كويل از انواع شكسته.  استخراج پلاسميد-6-3شكل 
  pET21Bالكتروفورز پلاسميد : 1 بازي  كيلو جفت1. شاخص وزن مولكولي: M-7-3شكل

  74                                                                                                       پلاسميد برش خورده بعد از هر دو برش آنزيمي: 1
پلاسميد خالص : 1مولكولي شاخص وزن : .M%1 الكتروفورز پلاسميد هاي استخراج شده از ژل آگارز -8-3شكل 

  Che a 1                               75پلاسميد هاي استخراج شده حاوي قطعه: 5وChe a 1 .2،3،4استخراج شده بدون قطعه 
  ). رنگ آميزي شده با كوماسي بلوSDS-PAGEژل ( نوتركيب گياه سلمه Che a 1  بيان پروتئين-9-3شكل

M : حاوي پلاسميد بدون قطعه ژن كلون ;:1شاخص وزن مولكوليChe a 1 .2 : كلون حاوي قطعه ژنChe a 1 بدون 
IPTG .3,4,5 : كلون حاوي قطعه ژنChe a 1 بعد از افزودن                                                       IPTG76  
:  1. وزن مولكوليشاخص : M. با سرم افراد حساس به گرده گياه سلمهChea1 ايمونوبلاتينگ  -8-3شكل

واكنش افراد حساس به گرده گياه سلمه داراي  :  2. با سرم فرد پريك منفيrChea1ايمونوبلاتينگ  پروتئين تخليص شده 
  rChea1 77                                                                                                             پريك مثبت با 
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  اجدول هفهرست 
       صفحه                           عنوان

  PCR46مقاديرمواد تشكيل دهنده واكنش  -1-2جدول 
  47 با استفاده از پرايمراختصاصيChe a 1  آلرژن cDNAپارامترهاي ترموسايكلرجهت تكثير اختصاصي  -2-2جدول 
  48                                        پلي مراز pfuتفاده از  با اسChe a 1 براي تكثير PCR محتواي بهينه واكنش -3-2جدول 
  48                                          پلي مراز pfu با استفاده از Che a 1 براي تكثير PCR شرايط بهينه واكنش -4-2جدول 
   Not 1                                                                        51با  PCR محتواي واكنش برش آنزيمي محصول -5-2جدول 
  Xho 1                                                                       51با  PCR محتواي واكنش برش آنزيمي محصول -6-2جدول 
  Not 1                                                                         54شرايط بهينه برش اول آنزيمي پلاسميد با آنزيم  -7-2جدول 
  Xho 154                                                        آنزيم  شرايط بهينه برش دوم آنزيمي پلاسميد با -8-2جدول 
  55                                                                                               شرايط بهينه براي انجام واكنش ليگاسيون-9-2جدول 
   61                                                       مقدار مواد مورد نياز جهت تهيه ژل جدا كننده و ژل متراكم كننده -10-2جدول 
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   آلرژي1-1

هاي بي ضرر كه آلرژي يك عملكرد نامناسب سيستم ايمني است كه به عنوان يك پاسخ به آنتي ژن
 به معني ergon و "ديگر" به معني Allosآلرژي از كلمه يوناني . آلرژن ناميده مي شوند ايجاد ميشود

مومي يا سيستميك به در واقع آلرژي يك پاسخ التهابي ع .(Zuerche, 2006) گرفته شده است "كاركردن"
  .آلرژن ها مي باشد

  
   تعريف آلرژن1-1-1

 IgEتعريف كلي آلرژن عبارتست از پروتئيني كه توانايي حساس كردن فرد را از طريق توليد 
واكنش متقابل ميان آلرژن ها . داشته باشد و پس از برخورد مجدد با آن پروتئين، پاسخ آلرژيك ايجاد شود

هايي مانند رينيت، سينوزيت، آسم، كهير، اگزما، درماتيت، آنافيلاكسي و يماري در واقع شالوده بIgEو 
هاي گياهي، پروتئين هاي اكثر آلرژن. ها پروتئين هستنداغلب آلرژن. بعضي اختلالات گوارشي مي باشد

بر اين علاوه . مي باشند) گندم ،برنج و سويا(ومهار كننده هاي پروتيناز ) سويا، بادام زميني(ذخيره اي 
  .تعدادي پروتئين مرتبط با بيماري زايي در ميوه هاي تازه و سبزيجات به عنوان آلرژي غذايي وجود دارد

  

  هاطبقه بندي آلرژن 1-1-2
، اين مي باشند عملكرد بيولوژيك متفاوتي و دارايها تعلق دارند ها به گروهي از پروتئينآلرژن

  :د كه عبارتند ازها به سه گروه اصلي تقسيم مي شوننپروتئي
  
   1خانگيهاي آلرژن1-1-2-1

ها و ها، تروپوميوزينهاي متصل شونده به ليگاند يا ليپوكالين، آلبومين، پروتئين)پروتئازها(آنزيم ها 
  .پروتئين هاي متصل شونده به كلسيم

  
  2 هاگردههاي آلرژن 1-1-2-2

                                                 
1 In door 
2 Out door 
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 پكتات ه به كلسيم، مهار كننده تريپسين،، پروتئينهاي متصل شوند1هاي مرتبط با بيماريزاييپروتئين
   . آلرژنهاي غذايي حيواني و گياهي2لياز،

- ها، پروتئين، پروفيلين)(nsLTPsها پروتئين انتقال دهنده غير اختصاصي ليپيد: اعضاء اين خانواده عبارتند از

  . (Breiteneder, 2000)ها و تروپوميوزيناي دانههاي ذخيره
  
  )پولن ها(ها ه گرد 1-1-2-2-1

 ة معمولاً متوسط انداز وگياهان هستند كه براي باروري گياه ضروري مي باشندجنسي نر هاي سلول
سنگين بوده و ود ـ خخـاصوشش ـ پعلتاهان، به ـهاي گيه برخي از گرد. آنها كمتر از قطر موي انسان است

ه سبك هاي هرز كهاي علفاما گرده. كنندميآلرژي ندر نتيجه ايجاد  و شوندل مي ـتوسط حشرات حم
  .بسيار آلرژي زا هستند شوند،هاي طولاني جابجا ميهستند و توسط باد تا مسافت

زبان گنجشك، ، چنار  بلوط، غان،:مانند ي گياهانه گردناشي ازل بهار اياوي در م آلرژي فصليلاع
: هاي هرزي ماننده علف گردناشي از ،م آلرژييلاعاوايل تابستان  اواخر بهار و در .باشدمي سرو و گردو 

ة ردـوسط گـتعلايم آلـرژي  ر تابستانـ اواخ.ترُشك مي باشد ، يونجه وعلف ياغي ،پنجه مرغيتيموتي، 
البته .  ايجاد مي شودنهيزرد ايتوق  و علف شور سفيد، تاج خروس، تاج خروس: علفهـاي هـرزي مـاننـد

  .ي زماني را اندكي تغيير دهدن دوره هاي مي تواند ا هر منطقهشرايط آب و هوايي
  
   علايم آلرژي1-1-3

اي همانند سندرم آلرژي دهاني يا كهير دامنه علايم آلرژي غذايي از علايم بسيار خفيف و منطقه
كند، تا علايم سيستميك تهديد كننده زندگي تماسي كه چند ساعت بعد از خوردن ماده آلرژي زا بروز مي

شدت يك . باشدكند، متغيير مياصله بعد از خوردن ماده آلرژي زا ظهور ميمانند شوك آنافيلاكسي كه بلاف
واكنش آلرژيك غذايي به فاكتورهاي مختلفي شامل ميزان آلرژن جذب شده، نوع آلرژن، هضم آلرژن در 

هاي سرد و مصرف داروهايي دستگاه گوارش، شرايط سلامت فرد، ورزش فيزيكي، مصرف الكل و نوشيدني
  . (Lidholm, 2006) ضد التهابي غيراسترويدي مي باشدمثل داروهاي

  
   نحوه تشخيص آلرژي1-1-4

بعد از گرفتن . (van, 2007)اولين قدم در تشخيص آلرژي، گرفتن شرح حال دقيق بيمار مي باشد
اساس كار آزمون پوستي وارد . ترين و ساده ترين روش تشخيص تست پوستي مي باشدسابقه بيمار، ارزان

 اختصاصي متصل IgEبا ايجاد تماس بين عصاره آلرژن و . ار كمي آلرژن به داخل اپيدرم مي باشد كردن مقد
                                                 

1 pathogenesis related protein 
2 pectate lyases . 
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هايشان مي ها را وادار به آزاد سازي مواد درون گرانولهاي ماستوسيت پوستي، ماستوسيتبر روي سلول
و ) افزايش نفوذپذيري عروقدليل ه ب (1و ويل) بدليل اتساع عروق( دقيقه اريتم 20-10نمايد، در نتيجه بعد از 

 در اينصورت (van, 2007. van, 2006).ايجاد مي گردد) بدليل تحريك انتهاي اعصاب اين ناحيه (خارش 
در تستهاي پوستي تكنيك و ميزان . ها به اثبات ميرسد اختصاصي اين آلرژن، بر روي ماستوسيتIgEحضور

براي انجام تست پوستي پريك از عصاره .  تست مي باشدپايداري آلرژن بكار برده شده، مهمتر از نحوه انجام
استفاده ) سالين(و كنترل منفي ) هيستامين( همراه با كنترل مثبت 1:40 يا 1:20هاي هاي گليسرينه با رقت

    (Dupont, 1998)شود¬مي
  

   درمان آلرژي 1-1-5
  : (Hill, 2001)هاي درمان آلرژي عبارتند از راه

  (Van, 2006. Dupont, 1998, Nowak, 2006)ا مواد محرك ي نآلرژ  اجتناب از   -1
  (Sampson, 2004)ي يدرمان دارو  -2
  (Marks, 1993) ي درمانيايمون -3
  .(Marks, 1993) تنظيم سيستم ايمني  -4
 
   گياه سلمه1-1-6

گياه سلمه، علف هرزي است كه در تمام طول سال به صورت خودرو در نواحي بياباني و نيمه 
 اين گياه از شدت آلرژي زايي بالايي .كشور هاي عربستان صعودي، ايران و كويت مي رويدبياباني 

كه به نظر مي رسد منشاء اصلي آلرژي زا در اين گياه گرده و برگهاي آن باشند بطوري. برخوردار است
 اين گونه هاي اغلب گياهانبرگ. آلرژي هاي وابسته به پولن در تمام گونه هاي اين گياه ديده مي شوند

هاي له شدة آن گازهاي آلي فّراري توليد مي كند كه در برگ. موجب دو حالت اصلي آلرژي مي شود
صـورت استنشاق موجب سـرگيجه مي شوند و همچنين در صورت تماس با پوست موجب حساسيت پوستي 

كه ساقة آن  نتيمتر  سا180 تا 30اين گياه علف هرزي علف هرزي است يكساله، ايستا به ارتفاع. مي گردند
 5/7 تا 5/2سطح زيرين آنها متمايل به سفيد و طول آنها  ها متناوب و برگ . صاف، شياردار و منشعب است

 گلها كوچك و  هرمي شكل، گل آذين. ها صاف، لوبدار و يا موجدار مي باشد حاشية برگ سانتيمتر است،
تان هاي گرگانف اصفهان، تهران، بلوچستان، خراسان پراكنش آن در اس. گل هستندمتمايل به سبز و بدون دم

  .باشدمي
  

                                                 
1 Weal 
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   گياهانةگرد آلرژي به 1-1-7
   علايم باليني1-1-7-1

. ترين عامل آلرژي زا در محيط خارج از محل سكونت شناخته شده استگرده گياهان به عنوان مهم
رد بيـني مي شـوند، به سمت حـلق هايي كه با تنـفس وادر فردي كه به گردة گياهان آلـرژي ندارد، گـرده

اما در فرد آلرژيك، به محض اينكه . رفتـه و پس از آن يـا بـلعيـده مي شوند و يا با سرفه خارج مي گردند
شوند اي آغاز ميهـاي زنجيرهگردة مسئول آلـرژي در تماس با مخـاط بيني قرار مي گيرد يكسري واكنش

ها مي گردد، اين مـواد سلهاي شيميايي از ماستمين و ساير واسطهكه در نهايت منجر به آزادسازي هيستا
شيميايي منجر به اتساع عروق خوني كوچك موجود در بيني مي شوند كه نتيجة آن التهاب، قرمزي و 

خلط و (هيستامين همچنين باعث خارش و سوزش بيني و افزايش ترشح موكوس . گرفتگي بيني است
ير واسطه هاي شيميايي مانند پروستاگلاندين ها و لكوترين ها هم مي توانند سا. گرددمي) ترشحات مخاطي

- در افـرادي كه به گـردة گياهان حساسيت دارند، علايم آلـرژي به. باعث بروز برخي علايم آلرژي شوند

شـايعترين علايم و نشانه هاي آلرژي به گردة گياهان موارد زير مي . كنند¬هاي متفاوتي بروز ميصورت
  :باشند

  . عطسه كه معمولاً همراه با آبريزش بيني است-
   سرفه-
  . خارش چشم ها، بيني و گلو، اشك ريزش-
  ).التهاب ملتحمة چشم( كونژكتيويت -
حلقه هاي سياه رنگ اطراف پلك تحتاني چشم ها كه به علت اختلال در تخلية خون ( هالة آلرژيك -

  ).ها اتفاق مي افتدوريدي سينوس
طور مداوم با پشت دست، بيني برخي از كودكان مبتلا به آلرژي، بعلت آبريزش بيني به(رژيك  سلام آل-

  ).خود را به سمت بالا مي رانند كه اين حالت را سلام آلرژيك مي نامند
كنند كه يك مشكل جدي تنفسي علايم در برخي از افراد به تدريج به سمت آسم پيشرفت مي

  . فصل گرده افشاني گياهان تكرار شود منجر به مزمن شدن آسم خواهد شداگر اين حالت هرساله در. است
هاي هوايي و افزايش نشانه هاي آسم شامل سرفه، خس خس سينه و كوتاهي نفس به علت تنگ شدن راه

اگر خس خس سينه و كوتاهي نفس . تواند ناتوان كننده و حتي كشنده باشدآسم مي. توليد موكوس است
زش چشم و بيني باشند، نشانة درگيري شديد راههاي هوايي است و براي رفع علايم بايد درمان همراه با آبري

  طبي انجام گيرد
گاهي افتراق بين سرماخوردگي و آلرژي مشكل است زيرا بسياري از علايم در هر دو بيماري مشابه 

- پزشك و بيمار كمك ميهايي نيز وجود دارد كه در امر تشخيص صحيح به ¬البته تفاوت. و مشترك هستند

سرمـاخوردگي يك بيماري عفـوني است و منشأ ويـروسي دارد به همين علت تب خفيف تا متوسطي . كند
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-در فرد مبتلا ايجاد مي شود و فرد احساس خستگي، كسالت و درد عضلاني دارد كه با استراحت بهبود مي

ب گلو و كاهش حس بويايي و چشايي از علايم احتقان بيني، التها عطسه، سرفه، آبريزش بيني و چشم، . يابد
 هفته تداوم دارند و سپس فرد 2 روز و يا به ندرت 5 تا 3 اين علايم معمولاً. شايع در سرماخوردگي هستند

شيوع سرماخوردگي در .  غليظ و چركي هستندترشحات بيني در سرماخوردگي معمولاً. يابد بهبود ميكاملاً
در مقابل منشاء آلرژي غيرعفوني است يعني .  و الگوي دوره اي خاصي نداردسرد سال بيشتر است هايماه

گردة گياهان، : ترين اين مواد عبارتند ازعلايم ايجادشده ناشي از تماس با مواد آلرژي زا مي باشد كه شايع
سگ و هاي ناشي از حيوانات خانگي مانند آلرژن هاي ناشي از مايت موجود در گرد و غبار منزل، آلرژن

صـورت عطسه نيز علايم به) رينيت آلـرژيك(همانند سرماخوردگي، در آلـرژي بيني .... گربه، كپك ها و 
احتقان بيني و گاه   آبريزش و خارش چشم،  ،  )ترشحات شفاف و آبكي(آبريزش بيني  ،  )هاي تكراريعطسه(

لت و درد عضلاني است كه در آلرژي وجه افتراق ايندو حالت از يكديگر، تب و احساس كسا. باشدسرفه مي
همچنين علايم آلرژي بيني تا زماني كه فرد در تماس با آلرژن مورد نظر باشد، . بيني اين موارد وجود ندارد

ســال در مـاه يا   هـراي مشخص را نشـان مي دهـد، مثلاًادامه دارد و در بسياري از مـوارد يك الگوي دوره
 فردي. باشدشوند كه علت آن گرده افشاني گياهان در ايام خاصي از سال ميفصــل مشخصي علايم ظاهر مي

آلرژي را نشان خواهد  كه به گـردة گياه خاصي حساس است همزمان با فصل گـرده افشاني آن گياه، علايم
راين كنند بنابها در فصـول متفاوتي از سـال گـرده افشـاني ميها و گل-ها، علفداد و از آنجايي كه درخت

-البته افرادي كه به آلرژن.  پاييز و حتي زمستان هم ممكن است علايم آلرژي ايجاد شود ، در بهـار، تـابستان

 در تمام طول سال هاي حيواني و يا كپك ها حساسيت دارند معمولاً-هاي داخل منزل مانند مايت، آلرژن
  .علامتدار مي باشند

الگوي بروز علايم و توالي   آلرژي و سرماخوردگي، عليرغم وجود علايم مشابه در هر دو بيماري
زماني آنها و نيز ارتباط با منبع آلرژن به گونه اي است كه بسياري از بيماران، خود به اين مسئله پي برده و در 

البته بايد . كنندموقع مراجعه به پزشك حتي نوع مادة مورد نظر و زمان ايجاد علايم را نيز به درستي بيان مي
  . نظر داشت كه ممكن است هر دو بيماري همزمان با هم وجود داشته باشنددر
  

  هاي گياهي از ديدگاه مولكوليطبقه بندي آلرژن 1-1-8
 دراين تقسيم بندي .هاي ساختاري و عملكردي تقسيم مي شوندهاي گياهي بر اساس ويژگيآلرژن 

 اما با ساختار و عملكردي مشابه، در يك گروه قرار مي  %30با يكساني كمتر از  يكساني و يا% 30پروتئين هايي با 
  . (Breiteneder, 2005, Radauer, 2007) گيرند
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  1پينكاابر خانواده  1-1-8-1
شند كه از دو موتيف محافظت شده و يك باپين ها، پروتئين هايي با عملكردهاي متفاوت مياك

   . (Breiteneder, 2005, Radauer, 2007) اندكيل شدهكوپين تش  به نامايخمره-بتاساختار دومين مركزي با 
  

  :اعضاء اين خانواده عبارتند از 
   2ويسيلين)الف
  3لگومين) ب

  صـورت تريمريك در سيستم ترشحي سلول ديدههدر ابتدا باست كه   هگزامري11s لگومين، گلوبولين 
   (Breiteneder, 2005, Radauer, 2007) شود¬مي
  

  4اده پرولامينابر خانو 1-1-8-2
كه حـاوي تعداد زيـادي اســيد آمينه پرولين و هستند اعضاء اين ابرخانواده شامـل پروتئـين هايي 

 .Marks, 1993)  شود¬ واحد حفاظت شده سيستئين در آنها ديده مي 8مي باشند و همچنين  گلوتامين

Radauer, 2007) .  
  :اعضاء اين گروه عبارتند از

  . 2S (Marks, 1993 & Breiteneder, 2005)آلبومين هاي ) الف
   . Lipid transfer proteins  (Moller, 1998) (nsLTPs)) ب
ازها-مهاركننده هاي آلفا)ج    (Breiteneder, 2005 & Radauer, 2007) .  ميلاز و پروتئـ
   .  (Breiteneder, 2005) پرولامين غلات) د
  
  هاهاي تخليص پروتئين¬ روش1-2

   پروتئين استخراج1-2-1
متفاوت ) داخل ويا خارج سلولي-باكتريايي، گياهي و حيواني(روش استخراج بر اساس منبع پروتئين    
روش مورد نظر بايد تا حد امكان ملايم بوده و كمتر منجر به تخريب سلول ويا بافت و آزاد شدن . است

 و قدرت يوني pHهاي پايين، استخراج بايد بسيار سريع و در درجه حرارت. آنزيمهاي پروتئوليتيك گردد
انتخاب بافرها و . مناسب و با حضور بافر مناسب صورت پذيرد تا پايداري نمونه تا حد امكان حفظ گردد

                                                 
1 Cupin 
2 Vicillins 
3 Legumins 
4 Prolamin 
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به . هايي كه در مرحله استخراج مورد استفاده قرار مي گيرند بايد متناسب با هدف تخليص باشندافزودني
زياد توليد گردد استفاده از بافرهاي ارزان مانند استات يا سيترات كه پروتئين در مقادير عنوان مثال در صورتي

  . (Amersham, 2006) گيرند ارجحيت داردبه تركيبات پيچيده اي كه در آزمايشگاه مورد استفاده قرار مي
  

 هاي تخريب سلولي روش1-2-2

  هاي ملايم  روش1-2-2-1
هاي كشت داده شده مورد استفاده قرار اين روش بيشتر براي سلول ها و بافت : 1روش اسموتيك •

 .ها در محلولي با غلظتي كمتر از عصاره سلولي مي باشدگيرد و اساس آن قرار دادن سلولمي

انجماد . گيرداين روش بيشتر براي باكتري ها مورد استفاده قرار مي: 2انجماد و انجماد زدايي  متناوب •
روش انجماد نيز معمولا . دهدرا تحت تاثير قرار ميو انجماد زدايي متناوب، پايداري غشاء سلولي 

 .شودبا استفاده از نيتروژن مايع انجام مي

اين روش براي مخمرها و قارچها كاربرد بيشتري دارد و در آن معمولا از : هااستفاده از پاك كننده •
  (Amersham, 2006 & Mee, 2007)..شود استفاده ميSDSبافرهاي تجزيه كننده و 

  
ها هاي باكتريايي و قارچهاي گياهي ، سلولهاي آنزيمي براي بافتروش: هاي آنزيماتيكروش •

ها، سلولاز و پكتيناز براي گياهان و هايي مانند ليزوزوم براي باكتريها آنزيمدر اين روش. كاربرد دارند
 .ليتيكاز براي قارچها مورد استفاده قرار مي گيرند

  

  هاي شديد روش1-2-2-2
در اين . شودهاي سلولي استفاده مياين روش بيشتر براي سوسپانسيون: اده از امواج مافوق صوتاستف •

ها از روش بايد توجه داشت كه حرارت ايجاد شده به پروتئين آسيب وارد نكند لذا در بين پالس
 .  (Amersham, 2006 & Jonatan, 2006)شود¬فرآيند سرد كردن استفاده مي

 
 

                                                 
1 Osmotic lysis 
2 Repeated freezing and thawing   



٢٠ 
 

• :French pressure اين روش معمولا براي استخراج پروتئين از ميكروارگانيسم هايي مورد استفاده 
ها با استفاده از نيروي برشي تخريب مي در اين روش سلول. گيرند كه ديواره سلولي دارندقرار مي
 . نشان داده شده است1-1 در شكل French pressureنمايي از دستگاه . شوند

  
 

   مورد استفاده براي استخراج پروتئينFrench pressureاه  شمايي از دستگ-1-1شكل 
  

هاي سفت و مقاوم از نيروي مكانيكي سايشي براي تخريب بافت: استفاده از نيروي سايشي هاون •
 .شودساييدن بافت و يا سلول در حضور نيتروژن مايع انجام مي. شوداستفاده مي

 
هاي شيشه اي همراه با سلول و يا بافت از ساچمهبراي خرد كردن : ايهاي شيشهاستفاده از ساچمه •

هاي حاوي هاي سلولي و ميكروارگانيسماين روش براي سوسپانسيون. شودورتكس استفاده مي
 . (Amersham, 2006)گيردديواره سلولي مورد استفاده قرار مي

 
كاربرد دارد، سلول ها ها، مخمرها و قارچدر اين روش كه بيشتر براي باكتري: 1روش انفجار سلولي •

 قرار مي psi 2500در معرض فشار زياد گازهايي مثل نيتروژن يا گازهاي بي اثر ديگر با فشار حدود 
شود گازهاي محلول به شكل حباب افت فشار گاز سبب مي. گيرند و فشار به ناگهان افت مي يابد

 .شودهايي خارج گردند كه اين امر موجب تجزيه سلولي مي
 
هاي سلولي مورد استفاده شمايي از آسياب كلوئيدي كه بيشتر براي سوسپانسيون: يديآسياب كلوئ •

 . نمايش داده شده است2-1گيرد در شكل قرار مي

                                                 
1 Cell Bomb 


