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ABSTRACT

Background & objectives: Toluene as a systemic toxin and industrial solvents has different
effects on vital organs of the body. There is little mechanistic study of the interactions
between toluene and human lymphocytes. In this study, the direct toxicity of toluene and the
potential of agents with antioxidant, mitochondrial/lysosomal protective effects to reduce its
possible toxicity in human lymphocytes were studied.
Methods: Blood lymphocytes were isolated from healthy male volunteer's blood, using Ficoll
Paque Plus followed by gradient centrifugation. In this study, cell viability, reactive oxygen
species (ROS) level, lipid peroxidation (LPO), mitochondrial membrane potential (MMP),
lysosomal membrane damage, glutathione (GSH) and glutathione disulfide (GSSG) levels,
were determined in blood lymphocytes after incubation with toluene and antioxidant,
mitochondrial and lysosomal protective compounds.
Results: Results showed that toluene reduced lymphocyte viability, increased ROS levels,
LPO content, damage to lysosomal membranes, mitochondrial damages and GSH depletion,
which these damages were significantly inhibited by dibutyl hydroxytoluene (BHT) as a
synthetic antioxidant, cyclosporine A (Cs. A) as an inhibitor of mitochondrial pores, and
chloroquine as a lysosomotropic agent.
Conclusion: Results of our study suggest that using of antioxidants, mitochondrial and
lysosomal protective agents can be effective in reducing toluene-induced toxicity in exposed
individuals.
Keywords: Toluene; Antioxidant; Cytotoxicity; Mitochondria; Mitochondrial Protective
Agents
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مقدمه
گروهـی از مـواد شـیمیایی اطـلاق     هـاي آلـی بـه   حلال
شود که به طـور گسـترده در فراینـدهاي صـنعتی     می

و داراي خصوصـیاتی  گیرنـد مـی مورد اسـتفاده قـرار   

. ]1[باشـند مـی جمله فراریت بالا و حلالیت در چربی از
تولوئن یک هیدروکربن آلـی و پرکـاربردترین حـلال    

 ــ ــت ک ــنعتی اس ــگ ص ــاخت رن ــاخن ه در س ــا، ن ــا، ه ه
ها کـاربرد  هاي کفش، جوهرها و حلال رنگکنندهبراق

چکیده
هـاي حیـاتی بـدن    ي ارگـان تولوئن به عنوان یک سم سیستمیک و حلال صنعتی داراي اثرات مختلفـی بـر رو  زمینه و هدف:

در ایـن  .سـانی وجـود دارد  هـاي ان مطالعات مکانیستیک اندکی در ارتباط با فعل و انفعالات بین تولوئن و لنفوسـیت باشد. می
هاي میتوکندریایی و تولوئن و پتانسیل ترکیبات با خواص آنتی اکسیدانی و محافظتی در مقابل آسیبمطالعه سمیت مستقیم

. نسانی مورد مطالعه قرار گرفتهاي الیزوزومی به منظور کاهش سمیت احتمالی آن در لنفوسیت
ــار: ــیتروش ک ــراد دا  لنفوس ــانی از اف ــاي انس ــتفاده از   ه ــا اس ــرد ب ــب م ــال آن  Ficoll Paque Plusوطل ــه دنب و ب

هـاي  هاي مختلف جداسازي شدند. در این مطالعه، پارامترهایی از قبیل زنده مانی سلولی، سـطح رادیکـال  سانتریفیوژکردن
ن احیـا  )، آسـیب لیزوزومـی، سـطح گلوتـایتو    MMP)، لیپید پراکسیداسیون، سقوط پتانسیل غشاي میتوکنـدري ( ROSفعال (

)GSH) و اکسیده (GSSGهاي انسانی پس از مواجهه با تولوئن و ترکیبات آنتی اکسیدان و محافظـت کننـده   ) در لنفوسیت
میتوکندري و لیزوزومی مورد سنجش قرار گرفت. 

ون، ، لیپیـد پراکسیداسـی  ROSهـا، افـزایش سـطح    نتایج نشان داد که تولوئن سبب کاهش در زنده مانی لنفوسـیت ها:یافته
بوتیـل  هـا توسـط عوامـل چـون دي    آسیب به غشاي لیزوزوم، میتوکندري و تخلیه گلوتاتیون شـده اسـت کـه ایـن آسـیب     

هـاي  ) به عنوان مهارکننده روزنـه Cs.A) به عنوان یک آنتی اکسیدان مصنوعی، سیلکلوسپورین (BHTهیدروکسی تولوئن (
ی به طور معنی داري مهار شد.میتوکندریایی و کلروکین به عنوان محافظت کننده لیزوزم

هـا و عوامـل محافظـت کننـده میتوکنـدریایی و      کند که اسـتفاده از آنتـی اکسـیدان   نتایج مطالعه پیشنهاد مینتیجه گیري:
لیزوزومی می تواند در کاهش سمیت ناشی از تولوئن در افراد مواجهه یافته موثر باشد. 

هاي میتوکندریاییکنندهت سلولی، میتوکندري، محافظت، سمیتولوئن، آنتی اکسیدانواژه هاي کلیدي: 
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ایـن، در صـنایع آرایشـی بسـیار مـورد      علاوه بردارد. 
هـا و  همچنین از اجزاء نـایلون گیرد واستفاده قرار می

. کــاربرد گســترده ]2,3[هــاي پلاســتیکی اســتبطــري
اعث شده است تولوئن در فرایندهاي صنعتی مختلف ب

که تعداد زیـادي از کـارگران در معـرض بخـارات آن     
از طریـق  . مواجهه بـا تولـوئن معمـولاً   ]4[قرار بگیرند 

گیرد، اما مواجهه با آن از استنشاق بخار آن صورت می
پذیر ی، مخاطی و خوراکی نیز امکانتماس پوستطریق 
. با توجه به اثـرات سـمی خطرنـاك ناشـی از     ]4[است 

حـد آسـتانه مجـاز میـانگین تـراکم      ACGIH1تولوئن
ا بـراي تولـوئن   ساعت کار ر8در طی ppm20زمانی 

ــت    ــرده اس ــنهاد ک ــوئن]5[پیش ــی. تول ــر  م ــد ب توان
هاي حیاتی بدن از جمله سیستم ریوي، سیسـتم  سیستم

هـاي خـونی، قلبـی،    اعصاب مرکزي و محیطی، سیستم
.]6-8[کبدي اثر بگذارد کلیوي، پوستی و 

تحقیقات نشان داده است که مواجهه با تولـوئن باعـث   
هـاي صـحرایی   افزایش اسـترس اکسـیداتیو در مـوش   

. عـلاوه بـر ایـن، مواجهـه مـزمن و      ]9,10[شده اسـت  
هـاي  طولانی مدت با تولوئن باعـث افـزایش مولکـول   

اکسیداتیو و کاهش مارکرهـاي آنتـی اکسـیدانی    -پرو
. شواهدي تحقیقاتی وجود دارد که ]11,12[شده است 

تولوئن بخشـی از سـمیت خـود را از طریـق اسـترس      
آزاد و لیپیـد  هـاي  اکسیداتیو (بواسطه افزایش رادیکال

. اســـترس ]11[دهـــد مـــیپراکسیداســـیون) انجـــام
هاي اکسـیداتیو و  اکسیداتیو یک عدم تعادل بین سیستم

هـا و نتیجـه تولیـد    ها و بافتآنتی اکسیداتیو در سلول
هـاي  هـاي آزاد اکسـیداتیو و گونـه   د رادیکالبیش از ح

. زنجیره انتقال ]13-15[باشد می)ROSفعال اکسیژن (
در ROSالکترون در میتوکندري مهمترین منبع تولید 

ROS. افزایش بـیش از حـد   ]16,17[باشد میهاسلول

هـا،  هاي بـدن (پـروتئین  باعث آسیب به ماکرومولکول
ــی ــدها)چرب ــا و لیپی ــیه ــود م ــی ]18,19[ش . در برخ

ي خـون  هامطالعات گذشته اثرات تولوئن بر لنفوسیت

1 American Conference of Governmental Industrial
Hygienists

، اما تـا  ]20,21[انسانی مورد بررسی قرار گرفته است 
هاي سلولی دخیل در اثرات تولـوئن  به اکنون مکانیسم

ي خون انسـانی بـه طـور دقیـق مـورد      هالنفوسیتبر 
نگرفته اسـت. بنـابراین، در ایـن مطالعـه     بررسی قرار 

ــابی   ــوئن و ارزی هــدف بررســی ســمیت مســتقیم تول
پتانسیل ترکیبات با خواص آنتی اکسـیدانی، محـافظتی   

ــیب ــل آس ــی  در مقاب ــدریایی و لیزوزوم ــاي میتوکن ه
ي هـا لنفوسیتمنظور کاهش سمیت احتمالی آن در به

انسانی است. 

روش کار
هاي خوننمونه

نفـر) از آزمایشـگاه مسـعود    10هاي خون (تمام نمونه
(تهران، ایران) تهیه و از نظر سـلامتی توسـط سـازمان    

این . انتقال خون (تهران، ایران) مورد تأیید قرار گرفتند
مطالعه توسط کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی شهید 
بهشتی تایید شده است و همه افراد سالم فرم رضایت 

.]22[ده اند نامه اگاهانه را امضا کر
هالنفوسیتجداسازي 
ــه خــون هــالنفوســیت داوطلــب ســالم در 10از نمون

آوري شـدند. سـال جمـع  35تا 25محدوده سنی بین 
ــالنفوســیت ــتفاده از ه ــا اس و Ficoll Paque Plusب

ــردن در دور  ــانتریفیوژ ک ــدت g ×2500س ــه م 20ب
درجــه ســانتی گــراد جداســازي 25دقیقــه در دمــاي 

هـا  ر لیز کننـده اریتروسـیت  در بافهالنفوسیتشدند. 
، NaHCO3میلی مولار NH4Cl ،10میلی مولار 150(
) معلق شدند و به =7.4pHدر EDTAمیلی مولار1

درجه سانتی گـراد انکوبـه   37دقیقه در دماي 5مدت 
ها دور بلافاصله اضافه شد و سلولPBSشدند. سپس 

g ×1500 درجــه 20دقیقــه در دمــاي 10بــه مــدت
 ـ  راد سـانتریفیوژ شـدند. محلـول رویــی دور    سـانتی گ

و RPMI1640ها با محـیط کشـت   ریخته شد و سلول
L- گلوتـــامین وFBS)10 دو بـــار شستشـــو داده (%

دقیقـــه 7بـــه مـــدت  g ×200شـــدند و در دور 
ــایی   ــالنفوســیتســانتریفیوژ شــدند. غلظــت نه در ه
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ــه  ــود. cells/ml106×1مطالع ــیش از ب ــد95ب درص
. ]23[زنده بودندهان انجام تستدر زماهاسلول

سنجش زنده مانی سلولی
هاي رنگ سنجی متـداول  یکی از روشMTTآزمایش

بررسی میزان سمیت مواد بر حیات سلول است. براي
این مساله با سـنجش قـدرت احیـاء رنـگ تترازولیـوم      

)MTTو تبــدیل آن بــه هــاي ســلولی) توســط آنــزیم
بلورهاي فورمازان با رنگ بنفش مورد بررسـی قـرار   

 ـ) در پلیcells/ml104×1(هـا لنفوسیتگیرد. می ت ـــ
و 1/0، 001/0،01/0وئن (ــور تولــــتایی در حض96

1% v/v 6) و عدم حضور تولوئن (گروه کنترل) براي
ــه،   ــان مواجه ــدند. در پای ــه داده ش ــاعت مواجه 25س

ــر از  ــیMTT)5میکرولیت ــرم/میل ــر در  گ ــی لیت میل
RPMI1640هاي پلیت اضافه و ) به هر کدام از چاهک

درجـه  37سـاعت در دمـاي   2انکوباسیون بـه مـدت   
 ــتیســان هــاي کریســتالپس گــراد صــورت گرفــت. س

حل شدند. در نهایـت  DMSOفورمازان نامحلول در 
ELISAجـذب توسـط    Reader   570در طـول مـوج

. ]23[نانومتر قرائت شد 
)ROSي فعال اکسیژن (هاسنجش تولید رادیکال

ازبواسطه مواجهه با تولوئنROSجهت ارزیابی سطح 
-DCFHاستفاده شـد. معـرف   DCFH-DAمعرف 

DA به دي کلروفلورسـین  هالنفوسیتپس از نفوذ به
)DCFHشود. سـپس در  میفلورسنت هیدرولیز) غیر

بـا  ) DCFبـه دي کلروفلورسـین (  ROSاثر واکنش با 
ــدیل ــالا تب ــه طــور خلاصــه،  مــیفلورســنت ب شــود. ب

ســلول در 106تــایی (24هــاي هــا در پلیــتلنفوســیت
ــی ــر) در میل ــا RPMI1640لیت ــامین و -Lب ٪10گلوت

FBS 5درجه سـانتیگراد بـا   37در٪CO2  و رطوبـت
ها بـا  ساعت انکوبه شدند. لنفوسیت3مناسب به مدت 

DMSO)05/0%هـاي  لظـت ) به عنوان گروه کنترل، غ
) نــانوگرم/لیتر5000و 1000، 500مختلـف تولـوئن (  

)+ نـاتوگرم/لیتر 1000هاي مجزا و تولـوئن ( در گروه
BHT)50و میکــرو مــولار (H2O2 بــه عنــوان کنتــرل

درجـه سـانتیگراد تحـت درمـان     37مثبت مواجهه در 

سـاعت (هـر سـاعت    3قرار گرفتند. سـپس در طـول   
گیري شـد.  ي فعال اندازههان تولید رادیکالیکبار) میزا

شسـته و در  PBSبـا  هـا لنفوسیتدر پایان هر ساعت، 
PBS میکرومــول 10حــاويDCF-DA 15بــه مــدت

دقیقه معلـق شـدند. بـه منظـور حـذف رنـگ اضـافی        
زي ــــرنــگ آمیDCF-DAکــه قــبلاً بــا هــالنفوســیت

دور در 1000دقیقه سانتریفوژ در 1ده بودند با ـــش
PBSشدند دو بار بـا اسـتفاده از   دقیقه از محیط جدا 

بـا  DCFشستشو داده شدند. سپس شدت فلورسانس 
ــانس   ــپکتوفتومتر فلورس ــتفاده از اس Shimadzuاس

RF5000U    520و 500(طول مـوج جـذبی و نشـري
. ]22[گیري شد نانومتر، به ترتیب) اندازه

سنجش لیپید پراکسیداسیون 
) به عنوان محصـول جـانبی   MDAمالون دي آلدئید (

پراکسیداسیون لیپید در نمونه با اسـید تیوباربیتوریـک   
)TBAرکیب اضـــافی ـــــــنش داده و یـــک تـــــ) واک

MDA-TBAـــتولی ــیدـ ــد. تم ـــکن ــافی ــ رکیب اض
MDA-TBAنـانومتر از  532تی در توان به راحمیرا

ي هـا در پلیـت هالنفوسیتنظر کالریمتري تعیین کرد. 
بـا  RPMI1640سلول در میلی لیتر) در 106تایی (24
L- 10گلوتامین و٪FBS 5درجه سانتیگراد با 37در٪

CO2 ســاعت انکوبــه 3و رطوبــت مناســب بــه مــدت
بــه عنــوان %)DMSO)05/0بــا هــالنفوســیتشــدند. 

1000، 500هاي مختلف تولـوئن ( غلظتگروه کنترل،
ي مجـزا، تولـوئن   هـا ) در گـروه نانوگرم/لیتر5000و 
ــانوگرم/لیتر1000( ــولار50(BHT)+ نـ ــرو مـ )، میکـ

) میکرو مولار5(Cs.A)+ نانوگرم/لیتر1000تولوئن (
درجه سانتیگراد 37) در نانوگرم/لیتر1000و تولوئن (

هالنفوسیتهه، تحت درمان قرار گرفتند. پس از مواج
شسته شدند و محیط کشت حذف شد. سـپس  PBSبا 

میلـی لیتـر اسـید    1توسط هموژنایزر در لوله حـاوي  
-تري کلرواستیک به صورت مکانیکی لیز شدند. نمونه

ــه مــدت 1000هــاي همگــن در  ــه ب 10دور در دقیق
دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع رویی بـه لولـه جدیـد    

و TCAدرصـد  20حـاوي  میلی لیتر معـرف ( 4حاوي 
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) منتقل شدند. این مخلوط به مـدت  TBAدرصد5/0
درجه سانتیگراد انکوبـه شـد و   90دقیقه در دماي 15

دور 1000پس از خنک شدن سریع با یخ، مخلـوط در  
در دقیقه سانتریفیوژ شد. جذب10در دقیقه به مدت 

.]24[گیري شد نانومتر اندازه532
سنجش آسیب میتوکندریایی

میکرومـولار) بـه عنـوان یـک     5(123معرف رودامین 
ــیب      ــنجش آس ــت س ــاتیونی جه ــنت ک ــگ فلورس رن

مــورد اســتفاده قــرار هــامیتوکنــدریایی در لنفوســیت
سـلول  106(تایی24ي هادر پلیتهالنفوسیتگرفت. 

٪10گلوتـامین و  -Lبا RPMI1640در میلی لیتر) در 

FBS 5درجه سـانتیگراد بـا   37در٪CO2  و رطوبـت
بـا  هالنفوسیتساعت انکوبه شدند. 3مناسب به مدت 

DMSO)05/0% ي هـا ) به عنوان گروه کنترل، غلظـت
)نــانوگرم/لیتر5000و 1000، 500(مختلـف تولـوئن   

)+ نـانوگرم/لیتر 1000لـوئن ( ي مجـزا، تو هـا در گروه
BHT)501000)، تولــــــوئن (میکــــــرو مــــــولار

ــانوگرم/لیتر ــولار 5(Cs.A)+ ن ــرو م ــوئن میک ) و تول
درجـه سـانتیگراد تحـت    37)+ در نانوگرم/لیتر1000(

سـاعت (هـر  3درمان قرار گرفتنـد. سـپس در طـول    
123شدت فلورسـانس رودامـین   ساعت یکبار) میزان 

بـا  هـا لنفوسـیت ایان هر ساعت، گیري شد. در پاندازه
PBS شسته و درPBS میکرومـول رودامـین   5حاوي
کـه  هـا لنفوسیتدقیقه معلق شدند. 15به مدت 123

1رنـگ آمیـزي شـده بودنـد بـا      123قبلاً با رودامین 
دور در دقیقــه از محــیط 1000دقیقـه ســانتریفوژ در  

123جدا شدند. این کار بـه منظـور حـذف رودامـین     
انجـام شـد.   PBSز محیط دو بار با اسـتفاده از  اضافی ا

بـا اسـتفاده از   123سپس شدت فلورسانس رودامـین  
Shimadzu RF5000Uفلورســانس تومتراســپکتروف

مـورد  520و 490هاي نشري و جـذبی  در طول موج
. ]24[سنجش شد 

ي لیزوزمیهاسنجش آسیب
گیـري بـی ثبـاتی   آکریدین اورنج براي انـدازه رنگاز 

غشاي لیزوزومی استفاده شد. آکریدین ارنج، یک بـاز  

ــذیرش    ــد از پ ــت و بع ــک اس ــعیف لیزوزوموتروپی ض
یابد کـه  میپروتون در لیزوزوم به دام افتاده و تجمع

 ـ از نشـر آن سـبب   که در صورت آسیب لیزوزمی با ب
شـود.  مـی افزایش شـدت فلورسـانس اکریـدن ارنـج    

ســلول در 106تــایی (24ي هــادر پلیــتهــالنفوســیت
ــی ــر) در میل ــا RPMI1640لیت ــامین و -Lب ٪10گلوت

FBS 5درجه سـانتیگراد بـا   37در٪CO2  و رطوبـت
بـا  هالنفوسیتساعت انکوبه شدند. 3مناسب به مدت 

DMSO)05/0% (هـاي  ه کنترل، غلظـت به عنوان گرو
)نـانوگرم/لیتر 5000و 1000، 500(مختلف تولـوئن  

)+ نـانوگرم/لیتر 1000تولـوئن ( ي مجـزا، هـا در گروه
BHT)501000)، تولــــــوئن (میکــــــرو مــــــولار

ــانوگرم/لیتر ــولار 5(Cs.A)+ ن ــرو م ــوئن میک ) و تول
درجـه سـانتیگراد تحـت   37در )+ نانوگرم/لیتر1000(

سـاعت (هـر   3سـپس در طـول   درمان قرار گرفتنـد.  
ساعت یکبار) میزان شدت فلورسانس اکریدین اورنـج 

بـا  هـا لنفوسـیت گیري شد. در پایان هر ساعت، ندازها
PBS شسته و درPBS میکرومـول اکریـدین   5حاوي

کـه  هالنفوسیتدقیقه معلق شدند. 15اورنج به مدت 
1رنـگ آمیـزي شـده بودنـد بـا      123قبلاً با رودامین 

دور در دقیقــه از محــیط 1000ســانتریفوژ در دقیقـه  
جدا شدند. این کار به منظور حـذف اکریـدین اورنـج    

انجـام شـد.   PBSاضافی از محیط دو بار با اسـتفاده از  
سپس شدت فلورسانس اکریدین اورنج بـا اسـتفاده از   

Shimadzu RF5000Uفلورســانس تومتر اســپکتروف

ورد م ـ520و 490ي نشري و جـذبی  هادر طول موج
. ]24[سنجش شد 

) و گلوتـاتیون اکسـید   GSHسنجش گلوتاتیون احیـا ( 
)GSSG(

تحت درمان بـا  هالنفوسیتدر GSSGو GSHسطح 
گیري شد. به طور خلاصه،اندازهHilfو Hissinروش 

ســلول در 106تــایی (24ي هــادر پلیــتهــالنفوســیت
ــی ــر) در میل ــا RPMI1640لیت ــامین و -Lب ٪10گلوت

FBS 5درجه سـانتیگراد بـا   37در٪CO2  و رطوبـت
بـا  هالنفوسیتساعت انکوبه شدند. 3مناسب به مدت 
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DMSO)05/0% ي هـا ) به عنوان گروه کنترل، غلظـت
) لیتـر وگرم/نـان 5000و 1000، 500مختلف تولوئن (

)+ لیتـر نـانوگرم/ 1000ي مجزا، تولـوئن ( هادر گروه
BHT)50ــوئن (میکــرو مــولار ــانوگرم/1000)، تول ن
1000) و تولـــوئن (میکـــرو مـــولار5(Cs.A)+ لیتـــر

درمـان  درجه سانتیگراد تحـت 37در )+ لیترنانوگرم/
دو بار بـا  هالنفوسیتقرار گرفتند. پس از انکوباسیون، 

PBS میلی 1توسط هموژنایزر در لوله حاوي شسته و
به صـورت مکـانیکی لیـز    mM1/0لیتر از بافر فسفات 

4در دماي دور در دقیقه8000شدند. محلول لیز در 
دقیقه سانتریفیوژ شـد و  10درجه سانتیگراد به مدت 

GSH ،100مایع رویی جمع آوري شد. براي ارزیـابی  
TRIS-HClزمیلـی لیتـر ا  3میکرولیتر مایع رویـی بـا   

مخلوط DTNBمیلی مولار 10میلی مولار حاوي 500
دقیقــه 15درجــه ســانتیگراد بــه مــدت 25شــد و در 

میکرولیتـر  GSSG ،100انکوبه شـد و بـراي ارزیـابی   
محلـول واکـنش حـاوي    میلـی لیتـر از  3مایع رویی به 

ــاز (  ــاتیون ردوکت ــر  1Uگلوت ــراي ه ــیم3ب ــر یل لیت
ـــمح ـــلول واکــ ــیمی500نش)، ــ ـــل ـــتر بلیــ افرـــ

TRIS-HCl (pH=8.0) ،150میکرومولارNADPH ،
ــی1 ــرلیمیل ــیEDTA ،3ت ــر لیمیل 100و MgCl2ت

اضافه شد و در دماي اتاق به مـدت  DTNBتر لیمیلی
دقیقه انکوبه شـد. سـپس شـدت جـذب نـوري در      15

وســــط دســــتگاه اســــپکتروفتومتر نــــانومتر ت412
.]25[گیري شد اندازه

آماريتجزیه و تحلیل
انحراف معیار گزارش شدند. ±نتایج به صورت میانگین
داري با اسـتفاده  ند. سطح معنینتایج سه بار تکرار شد

یـک طرفـه (توسـط آزمـون     ANOVAهـاي  از تست
دو طرفه (توسـط آزمـون   ANOVAتعقیبی توکی) و 

عنـوان سـطح   بهp>05/0تعقیبی بونفرونی) تعیین شد. 
.نظر گرفته شددر داريمعنی

هایافته
سمیت سلولی

از هـا لنفوسـیت جهت بررسی اثرات تولوئن بـر بقـاي   
نــانوگرم/لیتر 5000و 1000، 500، 100هـاي غلظـت 

. نتــایج نشــان داد کـه تولــوئن بــه طــور  اسـتفاده شــد 
6را در طـی  هـا لنفوسـیت ) بقاي p>05/0داري (معنی

نـانو  5000و 1000هاي ساعت انکوباسیون در غلظت
100کاهش داده است. در حالیکه در غلظت گرم/لیتر 

).1(شکل این اثر مشاهده نشدلیترنانوگرم/500و 

. زنده مانی سلولی1شکل 
انحراف معیار گزارش شده اند (تعداد ±به صورت میانگین هاداده

) نشان دهنده سطح p<0.001(***و)p<0.001(** . )5= هانمونه
با گروه کنترل است.داريمعنی

هاي فعال اکسیژن رادیکال
هاي فعال اکسیژن نشـان داد کـه   نتایج ارزیابی رادیکال

از مواجهـه بـا   بعد هالنفوسیتدر هاین رادیکالسطح ا
1000، 500هايدر غلظتداريیطور معنتولوئن به 

3و 2، 1و در فواصـل زمـانی   لیتـر  نانوگرم/5000و 
). همـانطور کـه در   2ه است (شکل ساعت افزایش یافت

بـه عنـوان یـک    BHTنشان داده شـده اسـت   2شکل 
هـاي  داري سـطح رادیکـال  اکسیدان به طور معنیآنتی

1000فعال اکسیژن افـزایش یافتـه ناشـی از تولـوئن (    
به H2O2) را کاهش داده است. همچنین، نانوگرم/لیتر

هـاي  عنوان کنترل مثبت براي ارزیـابی سـطح رادیکـال   
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عال اکسیژن مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت (شـکل    ف
A2.(

لیپید پراکسیداسیون
نشان داده شده اسـت، سـطح   3همانطور که در شکل 

) بـه عنـوان شـاخص لیپیـد     (MDAمالون دي آلدئید 
ــا هــالنفوســیتپراکسیداســیون در  ي مواجهــه یافتــه ب

لیتـر  نـانوگرم/ 5000و 1000هـاي تولوئن در غلظت
500ست. در حالیکه، این اثر در غلظـت  افزایش یافته ا

مشاهده نشـده اسـت. سـطح    از تولوئنلیتر/منانوگر

MDA) 1000افزایش یافته ناشی از مواجهه با تولوئن
) مهـار  میکـرو مـولار  50(BHT) توسط لیترنانوگرم/

هاي فعال اکسیژن، سیکلوسـپورین  کننده تولید رادیکال
A)5سـته نگهدارنـده   ) به عنـوان عامـل ب  میکرو مولار

) میکرو مولار100ین (ــروزنه میتوکندریایی و کلروک
و مهارکننده واکـنش  لیزوزوموتروپیکبه عنوان عامل 

داري کـاهش یافتـه اسـت (شـکل     فنتون به طور معنـی 
B2.(

هاسطح لیپید پراکسیداسیون در لنفوسیت(B)اکسیژن و دیکال فعالاتولید ر) سطح A. (2شکل 
) نشان دهنده سطح p<0.0001(****) و p<0.01 ،(***)p<0.001(**).5= هاانحراف معیار گزارش شده اند (تعداد نمونه±صورت میانگین بههاداده

) است.نانوگرم/لیتر1000با گروه تولوئن (داري) نشان دهنده سطح معنیp<0.0001(####و ) p<0. 001(###با گروه کنترل است.داريمعنی

زیابی آسیب میتوکندریاییار
2، 1نتایج نشان داد که تولوئن در همه فواصل زمانی (

ــت3و  ــاعت) و در غلظ ــايس 5000و 1000، 500ه
) سـبب  p>05/0(داريمعنـی بـه طـور   لیتـر  نانوگرم/

ي انسـانی  هـا لنفوسـیت ایجاد آسیب میتوکندریایی در 
، سیکلوسـپورین  BHTشده است. استفاده همزمـان از  

Aمنجـر  لیتـر نانوگرم/1000وکین با تولوئن (و کلر (
).A3به کاهش آسیب میتوکندریایی شده است (شکل 

سنجش آسیب لیزوزومی
1000، 500هـاي نتایج نشان داد که تولوئن در غلظت

سبب آسیب به غشاي لیـزوزوم  نانوگرم/لیتر 5000و 

ي هـا لنفوسـیت سـاعته در  3و 2، 1در فواصل زمـانی  
ت. استفاده همزمـان از سیکلوسـپورین   انسانی شده اس

A) سـبب  لیتـر نانوگرم/1000و کلروکین با تولوئن (
پیشـــگیري از آســـیب لیزوزومـــی و پـــارگی غشـــاي 

نـانوگرم/ 1000لیزوزومی ناشی از تولوئن در غلظت
). B3ي انسانی شده است (شکل هالنفوسیتدر لیتر

GSSGو GSHسنجش 

ــکل   ــه در ش ــانطور ک ــان داده 4هم ــت  نش ــده اس ش
هـاي  بـا تولـوئن در غلظـت   هـا لنفوسـیت انکوباسیون 

GSHباعث تخلیـه  نانوگرم/لیتر 5000و 1000،500

). A4شده اسـت (شـکل   هاداخل سلولی در لنفوسیت
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ي مواجهه یافته با تولـوئن  هالنفوسیتدر GSHتخلیه 
و افزایش خارج سـلولی  GSSGممکن است به خروج 

BHT). اســتفاده ازB4آن نســبت داده شــود (شــکل 

) و میکرو مولار5(A)، سیکلوسپورین میکرو مولار50(
ــروکین ( ــولار 100کل ــرو م ــوئن ( میک ــا تول 1000) ب

داخـل  GSH) سبب پیشـگیري از کـاهش   نانوگرم/لیتر
ناشی از تولوئن GSSGسلولی و افزایش خارج سلولی

شــده اســت هــا) در لنفوســیتلیتــرنــانوگرم/1000(
).A-B4(شکل 

هایکپارچگی غشاي لیزوزوم در لنفوسیت) B) سقوط پتانسیل غشاء میتوکندري و (A. (3شکل 
) p<0.0001(****) و p<0.05 ،(**)p<0.01 ،(***)p<0.001(*). 5= هاانحراف معیار گزارش شده اند (تعداد نمونه±به صورت میانگین هاداده

) است.نانوگرم/لیتر1000با گروه تولوئن (داري) نشان دهنده سطح معنیp<0. 001(###ست. با گروه کنترل اداريدهنده سطح معنینشان

)B) و گلوتاتیون اکسیده خارج سلولی (A. سنجش گلوتانیون احیاء داخل سلولی (4شکل 
با گروه کنترل است. داريمعنیدهنده سطح ) نشانp<0.001(***). 5= هاانحراف معیار گزارش شده اند (تعداد نمونه±به صورت میانگینهاداده

###)p<0.001 است.نانوگرم/لیتر1000با گروه تولوئن (داريمعنی) نشان دهنده سطح (
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بحث
سمیت در سیستم ایمنی بواسطه نقـش مهمـی کـه در    

تواند پیامدهاي جبران ناپـذیري را  کند میمیبدن ایفا
. مطالعـات گذشـته نشـان    ]26[به همراه داشته باشـد  

هاي آلی و صنعتی اختلال در حلالاند که مواجهه باداده
. ]27[ي انسانی را بـه همـراه دارد   هالنفوسیتعملکرد 

ي خـون  هالنفوسیتبرخی از محققین اثرات تولوئن بر 
، اما تا به ]20,21[انسانی را مورد بررسی قرار داده اند 

هاي سلولی دخیل در اثرات تولوئن بـر  اکنون مکانیسم
ي خون انسانی به طور دقیق مورد بررسی هالنفوسیت

قرار نگرفتـه اسـت. بنـابراین، ایـن مطالعـه بـه جهـت        
ــی در   ــدریایی و لیزوزومـ ــیب میتوکنـ ــی آسـ بررسـ

ي انسانی در مواجهه با تولـوئن در توجیـه   هالنفوسیت
محیطی با آن طراحی شده است. مواجهات شغلی و 

مـانی  ان داد که تولـوئن باعـث کـاهش زنـده    نتایج نش
ي انسانی شده است. این نتایج در توافق بـا  هالنفوسیت

انـد کـه   باشـد کـه نشـان داده   مینتایج مطالعات قبلی
مانی تی از جمله زایلن باعث کاهش زندههاي صنعحلال

. میتوکندري به عنوان یکـی  ]27[شوند میهالنفوسیت
هـاي فعـال اکسـیژن و    از مهمترین منابع تولید رادیکال

کنــد. مــییامــد آن اســترس اکســیداتیو ایفــاي نقــشپ
در زنجیره تنفسی میتوکندري در IIIو Iهاي کمپلکس

هاي فعال اکسیژن و اسـترس اکسـیداتیو   تولید رادیکال
دخالت دارند. علاوه براین، میتوکندري نقش مهمی در 

کنـد. سـاختارهاي میتوکنـدریایی    میمرگ سلولی ایفا
بسـیار حسـاس هسـتند    نسبت به اسـترس اکسـیداتیو   

ــیاري از    ]22,28[ ــه بس ــد ک ــان داده ان ــات نش . مطالع
ــزایش      ــق اف ــود را از طری ــمیت خ ــی س ــات آل ترکیب

هاي نرمـال ایجـاد  هاي فعال اکسیژن در سلولرادیکال
تواند با افزایش می. مواجهه با تولوئن]27,29[کنند می

. علاوه بر این، از ]9,10[استرس اکسیداتیو همراه باشد 
پیامدهاي مواجهه مزمن و طـولانی مـدت بـا تولـوئن    

اکسـیداتیو و  -هـاي پـرو  توان به افـزایش مولکـول  می
. ]11,12[کاهش مارکرهاي آنتی اکسیدانی اشاره کـرد  

نشان داد کـه مواجهـه بـا تولـوئن     حاضرنتایج مطالعه 
هـــاي فعـــال اکســـیژن در باعـــث افـــزایش رادیکـــال

انسانی شده است. يهالنفوسیت
مطالعـــات گذشـــته نشـــان داده انـــد کـــه آســـیب  

بـه عنـوان   Cمیتوکندریایی منجر به خروج سیتوکروم 
ــرو  ــروتئین پ ــک پ ــه  -ی ــدري ب ــک از میتوکن آپوپتوتی

سیتوزول و فعالسـازي آبشـاري کاسـپازي و همچنـین     
شـود. در حقیقـت، سـقوط پتانسـیل     مـی مرگ سلولی

وقــایع اولیــه و غشــاء میتوکنــدري بــه عنــوان یکــی از
برگشت ناپذیر در مرگ سلولی در نظر گرفته شـده  

هــاي . نتــایج نشــان داد کــه در غلظــت]30-32[اســت 
مورد اسـتفاده، تولـوئن توانسـته اسـت سـبب سـقوط       

ــاء م ــیل غش ــدري و  پتانس ــیب میتوکن ــدري، آس یتوکن
ــال  ــزایش رادیک ــین اف ــیژن در  همچن ــال اکس ــاي فع ه

یک به عنوانBHTي انسانی شود، و توسط هالنفوسیت
دهنـده  ی اکسیدانی مهار شده است که نشانعامل آنت

ــال ــیب  نقـــش رادیکـ ــیژن در آسـ ــال اکسـ ــاي فعـ هـ
باشد. میمیتوکندریایی

اخـل سـلولی   گلوتاتیون به عنوان یک آنتی اکسـیدان د 
هـاي فعـال   نقش مهمی در پیشگیري از تولیـد رادیکـال  

کند. عـلاوه بـر   میاکسیژن و لیپید پراکسیداسیون ایفا
این گلوتاتیون در محافظـت سـلولی در برابـر اثـرات     
مخرب استرس اکسیداتیو دخالت دارد. بنابراین، تخلیه 
گلوتاتیون داخل سلولی به عنوان یـک مـارکر اسـترس    

شـود و ممکـن اسـت بـه     میر نظر گرفتهاکسیداتیو د
افزایش سطح گلوتاتیون اکسیده خارج سـلولی نسـبت   

ــود  ــه   ]24[داده ش ــامی ک ــه هنگ ــان داد ک ــایج نش . نت
یه گلوتاتیون شوند تخلمیبا تولوئن انکوبههالنفوسیت

هـاي فعـال اکسـیژن و    به عنوان پیامد افزایش رادیکال
هــاي اکسیداســیون لیپیــدي رخ داده اســت. طــی ســال

گذشته پیشنهاد شده اسـت کـه اکسیداسـیون لیپیـدي    
تواند نقش مهمی در سمیت ایجـاد شـده بواسـطه    می

. نتـایج مطالعـه حاضـر    ]27,33[هاي آلی ایفا کنـد  حلال
ــد     ــزایش لیپیـ ــبب افـ ــوئن سـ ــه تولـ ــان داد کـ نشـ
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شـده اسـت.  هـا لنفوسـیت پراکسیداسیون در غشـاي  
همچنین پیشنهاد شده است کـه اکسیداسـیون لیپیـدي    

پیامـد اخـتلال در   ناشی از مواجهـه بـا تولـوئن احتمـالاً    
ــاتیون و   سیســتم دفــاع انتــی اکســیدانی از جملــه گلوت

کننده ط با آن است. نتایج مطالعه تاییدهاي مرتبآنزیم
نتـایج مطالعـه حاضـر نشـان داد کـه      ها است. این یافته

ــاهش    ــی ک ــلولی، یعن ــاعی س ــتم دف ــرات در سیس تغیی
و افـزایش داخـل سـلولی   گلوتـاتیون احیـاء  محتـواي 

خارج سلولی، با آسیب میتوکنـدري  گلوتاتیون اکسیده
ایـن  همـراه اسـت.  هاي فعال اکسیژن رادیکالو تشکیل

. ]27[باشد مینتایج در توافق با نتایج مطالعات گذشته
دهد که استفاده به علاوه نتایج مطالعه حاضر نشان می

ــات ــیدانی و    از ترکیبــ ــی اکســ ــواص انتــ ــا خــ بــ
ي میتوکنــدریایی و لیزوزمــی هــاکننــدهمحافظــت

ــی ــا م ــوثري در ک ــش م ــد نق ــمیتتوانن ــاهش س ي ه
ي انسـانی  هـا لنفوسـیت شده توسـط تولـوئن در   ایجاد

داشته باشد.
هـا  م کنترل کیفیـت میتوکنـدري  ها براي تنظیلیزوزوم

نیـــاز هســـتند، و اســـترس اکســـیداتیو یکـــی از مورد
هـاي ذخیـره لیزوزمـی    هاي مشترك بیمـاري مشخصه

هـاي  ها به عنوان منابع اصلی رادیکالاست. میتوکندري
ــیژ  ــال اکس ــا   فع ــی ب ــاورت فیزیک ــزاد در مج ن درون

از ایـن رو غشـاي لیزوزومـی    ها قرار دارنـد.  لیزوزوم
ــالقوه یــک هــدف در دســترس و مســتقیم  بــه طــور ب

هاي رادیکال.استهاي فعال اکسیژن رادیکالسیگنالینگ
ها از طریـق واکـنش فنتـون    فعال اکسیژن در لیزوزوم

) کـه  H2O2. هیدروژن پراکساید (]34[شوند میتولید
شـود، در مقـادیر   مـی ها تولیـد در میتوکندريعمدتاً

.]35[یابـد  مـی هـا انتشـار  نرمال به درون لیزوزومغیر
ي انسـانی بـا تولـوئن سـبب ورود     هالنفوسیتمواجهه 

به بخش سیتوزولی شـده اسـت   رنگ آکریدین اورنج 
دهنده آسـیب بـه غشـاي لیـزوزوم و نشـت      که نشان

باشـد. از طریـف دیگـر، آسـیب غشـاي      میغشاي آن
بواسطه مواجهه بـا تولـوئن   هالنفوسیتلیزوزومی در 

کــاهش BHTو Aتوســط کلــروکین، سیکلوســپورین 
هـاي  توانند بـر نقـش واکـنش   مییافته است. این نتایج

و تولیـد  pHشبه فنتونی داخل لیزوزومی وابسـته بـه   
هاي فعال اکسیژن در آسـیب غشـاي لیزومـی    رادیکال

ي انسانی بواسطه مواجهه با تولوئن دلالت هالنفوسیت
داشته باشند. 

نتیجه گیري
لنشان داد کـه تولـوئن از طریـق تشـکی    حاضرمطالعه 
هاي میتوکنـدري و  و آسیبي فعال اکسیژن هارادیکال

ي انسانی سمی اسـت کـه   هالنفوسیتلیزوزومی براي 
ــاهش     ــیداتیو، ک ــترس اکس ــه اس ــر ب ــت منج در نهای

علاوه بر این نتایج .شودمیو سمیت سلولیگلوتاتیون
استفاده از ترکیبات با خواص دهد که میمطالعه نشان

هـاي میتوکنـدریایی و   هکننـد اکسیدان، محافظـت آنتی
بخشی در کاهش سمیت توانند نتایج امیدمیلیزوزمی

ــق   ــه از طری ــه یافت ــراد مواجه ــوئن در اف ناشــی از تول
محیطی و شغلی داشته باشد. 

تشکر و قدردانی
ن مقاله از پایان نامه خـانم دکتـر  نتایج ارائه شده در ای

طلاتپه (فارغ التحصیل داروسازي دانشـکده  بهناز شجاع
داروسازي دانشگاه علـوم پزشـکی شـهید بهشـتی) بـه      

تحت نظارت پروفسور جلال پوراحمـد و  1365شماره 
.دکتر احمد سلیمی استخراج شده است
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