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های دارویي، بسیار موورد  بهداشتي و همچنین به عنوان نانوحامل -های شیر به جهت دردسترس بودن و کارایي بسیار در محصولات آرایشيامروزه اگزوزوم .چکیده

 یهوا روش يبرخو پژوهش بوه   نیدر ااهمیت است، ها بسیار باآنجایي که یافتن روشي ساده و کارآمد برای جداسازی این وزیکول توجه محققین قرار گرفته است. از

اده اسوتف  بوا  هوا اگزوزوم يابیمشخصه و پرداختهداخلي  چند کیت تجاری و PEG مریپل از استفاده با یجداساز وژ،یفیاولتراسانتر مانندگاو  ریش از اگزوزوم یجداساز

 شوده در تصواویر  تورین روش جداسوازی اگوزوزوم، تدوداد  رات مشواهده     به عنوان رایج در روش اولتراسانتریفیوژ، .است شدهانجام  يالکترون کروسکوپیم و DLSاز 

اگزوسوان،   تیو ک يکروسوکوپ یم ریوتصادر  برآورد شد، درحالي که( x ۶0000پارتیکل در هر تصویر با بزرگنمایي تقریبي  2±۵)ي بسیار پایین الکترون کروسکوپیم

بوا   رات  قطور  نگیانیو م ،PEGبا اسوتفاده از   یجداساز در ( قابل مشاهده بود.x ۳00000پارتیکل در هر تصویر با بزرگنمایي تقریبي ۳0±1۵0) تدداد  رات زیادی

 مشواهده ، بوود نوانومتر   12۳و  142، 1۷۶ه قطر  رات به ترتیوب  ک اولتراسانتریفیوژ، کیت اگزوسیب و کیت آنااگزو هایروش بیشتر از نانومتر و DLS ،2۶۳تکنیک 

 دییو تأ شوده را بوودن سوایز  رات جداسوازی   کوچوک هم  DLS جینتانانومتر بود که  ۳0-۷0±10میانگین قطر  رات در تصاویر میکروسکوپي کیت اگزوسان، . گردید

 ممکون  و دارند وجود ریش در وفور به ي رات نیچن که روداین احتمال مي اگزوسان، تیک نتایج میکروسکوپي در( ≤ nm ۳0) زیر  رات با توجه به تدداد زیاد. کرد

 يولو  های مطالده شده، قابلیت جداسازی اگوزوزوم از شویر را داشوتند   هر چند تمامي روش تینها در. اندنبوده زیر  رات نیا یجداساز به قادر گرید یهاروش است

   تری صورت پذیرد.استاندارد برای جداسازی اگزوزوم از شیر گاو، لازم است مطالدات گسترده تر و مدرفي یک روشمقایسه دقیق یبرا

 سلوليهای خارجوزیکولشیر، ، مریپل با يدهرسوب وژ،یفیاولتراسانتراگزوزوم،  .کلیدی هایواژه
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Abstract. Recently, milk exosomes have attracted much attention from researchers due to their availability and 

efficiency in cosmetic products and also as drug delivery nanocarriers. Since it is very important to find a simple and 

efficient method to purify these vesicles, in this research some methods of exosome isolation from bovine milk such as 

ultracentrifugation, using PEG polymer and several commercial kits were discussed and characterized. Detection of 

exosomes has been done using DLS and electron microscopy. 

In ultracentrifugation, as the most common method of exosome isolation, the number of particles in the electron 

microscope images was estimated to be very low (5 ± 2 particles), while in the microscopic images of the Exosun kit, a 

large number of exosomes (150 ± 30 particles) was visible. In PEG precipitation, the average diameter of the particles 

in DLS results was 263 nm and more than the ultracentrifugation, Exocib and Anaexo kit, where the diameter of the 

particles was 176 nm, 142 nm, and 123 nm, respectively. The average diameter of the particles in the microscopic 

images of the Exosun kit was 30-70±10 nm, and DLS results confirmed the small size of the isolated particles. 

Considering the large number of small particles (≥ 30nm) in the microscopic results of the exosun kit, other methods 

may not have been able to isolate these small particles. Finally, although all the studied methods were able to isolate 

exosome from milk, more extensive studies are necessary to make a more accurate comparison and to introduce a 

standard method for isolating exosome from bovine's milk. 
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 مقدمه    
 و هوا کوول یکرووزیم ها،اگزوزوم شامل يسلول خارج یهاکولیوز   

 يسولول  خوارج  یفضوا  به هاتوسط انواع سلول ها،یباد کیآپوپتوت

هستند و  یدیپیل هیدولا غشاء یدارا هاکولیوز نیا. شونديآزاد م

 گریهمود  باو عملکرد  اتیمحتو اندازه، ،یآزادساز ریمس وژنز،یدر ب

 کیو نوکلئ دها،یو پیل شوامل  هاکولیوز نیا اتیمحتو. دارند تفاوت

 یغشوا  بوا  مورتبط  یهوا نیپوروتئ  ژهیو و بوه  هوا نیپروتئ و دهایاس

 .L. M) شوووديموو دیووپیل سوومیمتابول و توزولیسوو ،یيپلاسووما

Doyle & M. Z. Wang, 2019) . نیکووچکتر  هوا اگوزوزوم 

 دارنود نوانومتر   1۵0الي  ۳0 نیب یااندازه ها،کولیوز نیا از دسته

(Zhou et al., 2020)۳0 را اگوزوزوم  نودازه امنواب    ي. در برخ 

. (Jung & Mun, 2018) انود در نظور گرفتوه   نانومتر ۳00الي 

 میکرومتر هسوتند  1نانومتر الي  ۵0 هاکولیکرووزیم ،یبدد گروه

 زدن جوانوه  از میمسوتق  طوور  بوه که بزرگتر از اگزوزوم ها بوده و 

 یهوا لکوو یوز یبدود  دسوته . شونديم يناش يتوپلاسمیس یغشا

 انودازه هسوتند کوه از لحوا      هوا یبواد  کیو آپوپتوت ،يسلول خارج

 يمرگ سلول ندیفرا یيدسته محسوب و در مراحل انتها نیبزرگتر

. (Kotmakçı & Erel Akbaba, 2017) گردنووديمووآزاد 

 در و دارنود  حضور فراوان طور به يکیولوژیب داتیما در ها،اگزوزوم

 ,.Pisitkun et al) ادرار ،(Caby et al., 2005) پلاسوما 

 دسوتگاه  دوات یما ،(Lässer et al., 2011) ریش بزاق، ،(2004

  یمووا ک،یوووتینیآم  یمووا سورم،  ،ينخوواع -یمغووز  یمووا ،يتنفسو 

 Laura) شووند يم افتی مدده دیاس و صفرا لنف، اشک، ،يمفصل

M. Doyle & Michael Zhuo Wang, 2019). 

زدن غشوای  ها و از جوانهها در داخل سیتوپلاسم سلولاگزوزوم   

ابتودا بوا اندوسویتوز،    . گیرنداندوزوم به فضای داخلي آن منشأ مي

و  بدد از طي رونود بلوو   س سپشود و اندوزوم ابتدایي تشکیل مي

بوه انودوزوم فواز    جوانه زدن غشای آن به سومت فضوای داخلوي،    

 MVB ی یوووا اجسوووام چنووود وزیکوووولي بوووه نوووام    ریخأتووو

(Multivesicular body )نی. ادنشويم لیتبد MVB  یوا   هوا

شود و یوا بوه   مي بیتخرها محتویات آن و شده متصل زوزومیلبه 

هوا  که هموان اگوزوزوم  غشای سلول متصل شده و محتویات خود 

 ,.Yang et al)کننود  هستند را به فضای خارج سلولي آزاد مي

2019). 

 يخارج سلول یهاکولینانووز ها،اگزوزومکه اشاره شد  همانطور   

 کیو نوکلئ حامول  و شووند يمو  ترشو   هوا سلول توسط که هستند

 ،(miRNA, mRNA, tRNA and DNA) هووادیاسوو

-ندیفرآ در و هستند فدال ستیزمواد  گریو د هادیپیل ها،نیپروتئ

از  .کننووديمو  فووایا نقوش  بوودن يکیپواتولوژ  و يکیولوووژیزیف یهوا 

، CD9توان به توبولین، اکتوین،  های شاخص اگزوزوم ميپروتئین

CD82 ،CD81  وCD63 تووان بوه   هوا موي  ترین لیپید، از مهم

آموین  اتوانول سورین و فسوفاتیدیل  کولین، فسوفاتیدیل تیدیلفسفا

 یدارا کوه  هوا کوول یوز نیو ا .(Yang et al., 2019)اشاره کرد 

 يمصونوع  یهوا حامل با سهیمقا در هستند یدیپیل هیدولا یغشا

 یفورد  بوه  منحصور  و هگسترد یایمزا نانو رات، و هاپوزومیل مانند

تموام انوواع    بوا  ی. تقردارنود  هایماریب درمان و صیتشخ نهیزم در

 هماننوودکننوود،  دیوواگووزوزوم تول تواننووديموو يانسووان یهوواسوولول

HUVECs، MSC، یهاسلول T، یهاسلول B،  هوا، ماکروفواژ 

DC، NK (Y. Zhang et al., 2020). 

 قرار یبرداربهره مورد هااگزوزوم از يمختلف انواع حاضر حال در   

درمان  یمشتق از تومور برا یهااگزوزوم ،مثال عنوانبه ؛اندگرفته

 و( malignant ascites) میبودخ  تیآسو آوردگي شوکم یوا   آب

. ملانوموا  درموان  یبورا  هوا سول  کیتیدنودر  از مشتق یهااگزوزوم

. دارنود  ينیبال یهاکاربرد یبرا یادیز لیپتانس هااگزوزوم نیبنابرا

و  بوودن  بور زموان  محودود،  بوازده  مانند ب،یمدا يحال برخ نیبا ا

 مشوکلات  و سورطان  کیو تحر خطور  سلول، کشتبودن  نهیپرهز

 کورده  مواجه يمشکلات با را هانوع اگزوزوم نیاستفاده از ا ،ياخلاق

 یبورا  وگوا  ریشو  یهااگزوزوم موان ، و نواقص نیا رف  یبرا. است

 یداروهوا  آن از پوس  و شودند  یجداساز 2010 سال در بار نیاول

مراحول درموان    و یبارگوذار  هوا کوول یوز نیا داخل يدرمانيمیش

 اثورات  ر،یشو  یشوده در اگوزوزوم هوا    یبارگذار یداروانجام شد. 

 هوا ارگوان  گور یو د هیو ر نه،یدر برابر سرطان س یبهتر یضدتومور

 .  (Q. Zhang et al., 2020) داد نشان آزاد یدارو به نسبت

 اسوت  اگزوزوم از يدیوس منب  ریش اندثابت کرده يفراوان مناب    

(Bae & Kim, 2021; Melnik et al., 2021; R. 

Munagala et al., 2016; Sánchez et al., 2021) در ،

 يدسترسو  بودن، خطريب لیو به دل شوديم افتی وفوربه دتیطب

و امکوان   (Adriano et al., 2021) بوودن  نوه یهزکوم  آسوان، 

. ردیو گ قورار  اسوتفاده  مورد دارو عنوانبه توانديم يمصرف خوراک

 عوامول  یبورا  يحوامل  عنوانبه تواننديم ریش یهااگزوزوم اصلدر

 ,.Radha Munagala et al)عمول کننود    هادارو و یيایمیش

 یهوا به عنوان حامل دارو ریش یهااگزوزوم یامطالده در. (2016

داروها بصورت آزاد بوا   نی. ااست شده گرفته کار به يدرمان يمیش

از مووارد باعو     یاریهستند کوه در بسو   ياثربخش یدارادوز بالا 

 یبارگوذار  با که يدرصورت شوند،يم رمنتظرهیغ يستمیس تیسم

 شوديم کاسته داروها نیا يسم عوارض از تنها نه اگزوزوم در آنها

 يکارآمودتر بوه وقووع مو     يلو یانتقال آنها به سلول هودف خ  بلکه

 .(Q. Zhang et al., 2020) ونددیپ
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 يمواد مدودن  ها،نیاز پروتئ یادهیچیمخلوط پ ،پستانداران ریش   

نوزاد  يمنیو ا هیدر تغذ يمختلف است که نقش مهم یهايو چرب

گاو  ریش یهانیدرصد پروتئ 80 حدود نیکازئ یهانیپروتئ دارد.

 از يبزرگو  ماننود  سول یم و یدیو  رات کلوئ .هنود ديمو  لیرا تشک

 درایون مسوأله    و ردیگيم شکلفسفات  میو کلس نیکازئ بیترک

 Mohd) کنود يمو  جواد یا مشوکل  ریشو از  هااگزوزوم یجداساز

Younus Bhat, 2016) .هوا سول یم نیو ا نیب هااگزوزوم يگاه 

 دیو منظوور با  نیو ا . بوه شونديو از دسترس خارج م رندیگيم قرار

 .گرددآن حذف  نیامکان کازئ حد تاو  یيزدايچرب ریابتدا ش

 يبررسو  مورد اگزوزوم یجداساز یبرا یمتددد یهاروش را یاخ   

بوا اسوتفاده از    یجداساز وژ،یفیاولتراسانتر مانند ؛است گرفته قرار

 مووور،یبووور پل يمبتنووو یهووواروش خوووا ، یهوووایبووواديآنتووو

 يبررسوو بوه  پووژوهش نیو ا در. يکروموواتوگرافو ونیلتراسو یکروفیم

 ریشوو از اگووزوزوم یجداسوواز در هووا روش نیووا از يبرخوو یيکووارا

 .است شده اختهپرد

 از يکووی ،یوويعنوووان روش اسووتاندارد طلا بووه وژیفیاولتراسووانتر   

از  شیپ. شوديم محسوب اگزوزوم صیتخل یهاروش نیترلداومت

توا   ریشو  نیپروتئ مختلف، یهاروشبا  دیبا وژیفیاولتراسانترانجام 

 بوا  تووان يم که است نیاروش  نیا تی. مزگرددحذف  امکانحد 

 یرا بوا سورعت هوا    يخارج سلول یهاکولیوز انواع ،آن از استفاده

 g 100000بوا   جودا نموود. اگوزوزوم حودودا      ،وژیفیمختلف سانتر

روش متوداول   .(Coughlan et al., 2020) شوديم یجداساز

دهي اگوزوزوم اسوت. بورای    بددی، استفاده از پلیمرها برای رسوب

-لنیاتو يپلو هوا ماننود   توان از برخي پلیمور اگزوزوم ميجداسازی 

 يمولکول یهابا وزن PEG واق در. استفاده کرد (PEG) کولیگل

 ک،یوونوکلئ یهووادیاسوو هووا،نیپووروتئ دادنرسوووب یبوورا مختلووف

 نیو ا. ردیو گيمو  قرار استفادهمورد کوچک  رات ریسا و هاروسیو

 فووق  یمور یپل یهوا محلوول  در باتیترک تیحلال کاهش از روش

 و نمونوه  کوردن مخلووط  با روش نیا در. کنديم استفاده آبدوست

 یهوا کوول یوز يدهو رسووب  ون،یانکوباسو سپس  یمریپل محلول

-يمو  سور یم نییبا سرعت پوا  وژیفیاز سانتر استفادهبا يسلولخارج

 ایووبووالا و  یهوواسوورعت بووا وژیفیسووانتر بووه یازیوون و گووردد

رسووب   انکوار قابلریغ یایمزا از نیهمچن. ستین وژیفیاولتراسانتر

و امکوان کوار در    يبه سوادگ  توانيم PEGاگزوزوم با استفاده از 

اشواره   ونیو کم به غلظوت   يو وابستگ يکیولوژیزیف pHمحدوده 

از  یاریبس. (Maria Yu Konoshenko et al., 2018)کرد 

 بوا  يدهو رسوب اساس بر هماگزوزوم  یجداساز یتجار یها تیک

PEG د شده ان يطراح(Tang et al., 2017). 

بوه دلیول رایوج بوودن در      وژیفیاولتراسوانتر  روش پژوهش نیا در

 Kandimalla et al., 2021; Kanchan) نیشو یپ مطالدات

Vaswani et al., 2017)، بوا  يدهو رسوووب PEG يبرخوو و 

دهي با پلیمر )که همگي بر مبنای رسوب ی داخليتجار یهاتیک

صورفه بوودن،   بوه به دلیول دردسوترس و مقورون    ،(اندشدهطراحي

های رایج بورای  با استفاده از تکنیک حاصل جینتا و دیگرد انتخاب

 هودف . گرفتند قرار سهیمقا مورد گریکدیبا یابي اگزوزوم مشخصه

ی هوا روش يبرخو  ي و مطالدوه قابلیوت  بررسپژوهش  نیاز انجام ا

بوود. روش   ریاز شو  اگوزوزوم  یجداسواز  متداول و کم هزینه برای

که به عنوان روش استاندارد طلایي و اولتراسانتریفیوژ با وجود آن

های جداسازی اگوزوزوم شوناخته شوده    ترین روشیکي از مرسوم

است، به دلیل نیاز به تجهیزات گران قیمت، قابلیت به کوارگیری  

در محصولات تجاری اگوزوزوم شویر را نخواهود داشوت، بنوابراین      

تواند محققین ده، ارزان قیمت و با کارایي بالا ميمدرفي روشي سا

های شیر در محصولات آرایشي این حوزه را به استفاده از اگزوزوم

هوای  و دیگر کاربردهای مهم آن تشویق نماید. اساس تمامي کیت

مورد مطالده در این پژوهش، مشوابه بوا روش جداسوازی بوا پلوي      

ایجواد یوک شوبکه    ( است. در این روش بوا  PEGاتیلن گلیکول )

هوای اگزوزوموي در آن، دیگور    پلیمری و به دام انداختن وزیکوول 

باشد. از ( نميg100000نیازی به سانتریفیوژ با شدت بسیار بالا )

دهي بوا  یک طرف به دلیل ساده و ارزان قیمت بودن روش رسوب

های تجاری انتخواب شوده و از طورف دیگور     و کیت PEGپلیمر 

تووان امیود داشوت در    ان اگزوزوم شیر، موي کاربردهای بسیار فراو

هووای شوویر کاربردهووای فراوانووي در  ای نزدیووک اگووزوزومآینووده

هوای دارویوي   بهداشتي و همچنین نانوحامول  -محصولات آرایشي

 پیدا کنند.

 :هاروش و مواد

 مواد و دستگاه:

از لبنیات فروشي محلي  (زهیرپاستوریغ خام ریش) گاو تازه ریش   

مامي مواد شیمیایي مورد استفاده در این پژوهش خریداری شد. ت

و سایر موواد از شورکت    HCl ،NaOH، PEG 6000 از جمله:

- آنا تیک، فنستیزبیساز شرکت  بیاگزوس تیکمرک )آلمان(،

از شوورکت  PBSو بووافر آموواده  طووبسوولولآنووااز شوورکت  اگووزو

 کالازیست تهیه گردید.  

-g1۵000شدت پایین ) قابل  کر است تمامي سانتریفیوژها با   

g۳000     16-2( با دسوتگاه شورکت سویگما )مودلKL  سواخت ،

 Beckman( با دستگاه g100000آلمان( و اولتراسانتریفیوژها )

Coulter .ساخت آمریکا( انجام شده است( 
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 :  ریش ییزدایچرب

لازم است  ،های جداسازی اگزوزومقبل از انجام هر یک از روش   

 نیو . اگوردد  یوي زدايچربو  ،پژوهش است نیا يکه نمونه اصل ریش

 اسووت یضوورور اگووزوزوم یجداسووازبووازده  شیافووزا یعموول بوورا

(Wijenayake et al., 2021). ریشو  هیاز ته پس منظوراینبه 

از لبنیات فروشي محلي )شیر با چربي کامول و بودون هوی      خام

 مرحلوه  چنود ، ون یا استریلیزاسویون( تیماری اعم از پاستوریزاسی

 يبرخو  و يچربو  توا  شود  اعموال  مختلوف  یهاشدت با وژیفیسانتر

میلوي لیتور    40  ابتودا . گردد حذف ریش نمونه از مرده یهاسلول

دقیقوه سوانتریفیوژ شود.     20به مودت   g۳000 شدت با خام ریش

 ۶0به مدت  g9000 شدت با و سوپ رویي به ظرف جدید منتقل

 از حاصول  یوي رو سووپ  بدود  مرحله در. دیگرد وژیفیترسان قهیدق

شد.  دقیقه سانتریفیوژ ۶0به مدت  g1۵000 شدت با قبل مرحله

 4 یدموا  در هوا  کر این نکته لازم است کوه تموامي سوانتریفیوژ   

 .گرفت صورت گراديسانت درجه

 وژیفیاولتراسانتر از استفاده با ریش اگزوزوم یجداساز

(UC-HCl:) 

 ،(Yamauchi et al., 2019)روش طبوق پروتکول    نیو ا در   

حوذف   نیپوروتئ  نیو استفاده و ا HClاز  نیرسوب کازئ منظوربه

 g۳000بوا سوانتریفیوژ    خام ریش یيزدايچرب از پس ابتدا درشد. 

اضوافه   زهیونیو آب د یبه نمونه با حجم مسواو  دقیقه، 20به مدت 

 ۶/4محلول بوه   pHمولار،  کی HClاز . سپس با استفاده گردید

 ابتدا، حاصل ينیپروتئ رسوب حذف جهتاز آن  پسرسانده شد. 

 وژیفیسوانتر  قوه یدق ۶0به مودت   g9000 شدت با مخلوط حاصل

 شودت  بوا  قبل مرحله از حاصل یيرو سوپ بدد مرحله در. دیگرد

g1۵000  شد.  کر این نکتوه لازم   دقیقه سانتریفیوژ ۶0به مدت

 گوراد يسوانت  درجوه  4 یدموا  در هوا ه تموامي سوانتریفیوژ  است ک

 در g100000با شودت   یي. در مرحله آخر سوپ روگرفت صورت

 وژیفیاولتراسوانتر  قوه یدق ۶0 مدت به و گراديسانت درجه 4 یدما

در  اگوزوزوم رسووب   و ، آمریکوا( Beckman Coulter)شرکت 

 کنواخووتی محلووول. حوول شوود PBSاز محلووول  میکرولیتور  100

درجوه   -20 یدموا  در یدییو تأ یها تست انجام تا اگزوزوم یاوح

   .شد ینگهدارگراد سانتي

 PEG (PEG:)با استفاده از  ریش اگزوزوم یجداساز

 PEG 6000اگزوزوم از محلول  يدهرسوب یبرا روش نیا در   

 20بوه مودت    g۳000 شودت  بوا  خوام  ریش ابتداگردید. استفاده 

 بوا  و یي بوه ظورف جدیود منتقول    دقیقه سانتریفیوژ شد. سوپ رو

 مرحلوه  در. دیو گرد وژیفیسانتر قهیدق ۶0به مدت  g9000 شدت

به مودت   g1۵000 شدت با قبل مرحله از حاصل یيرو سوپ بدد

شد.  کر این نکتوه لازم اسوت کوه تموامي      دقیقه سانتریفیوژ ۶0

 .گرفت صورت گراديسانت درجه 4 یدما در هاسانتریفیوژ

-جمو   فوالکن  کی در قبل مرحله از حاصل یيرو سوپ سپس   

و  µm 4/0 لتور یف ازابتودا   ماندهیحذف  رات باق منظوربه و یآور

 PEGدرصد 20 . محلولشد عبور داده µm 2/0 لتریف ازسپس 

 ،ونیلتراسیف و یيزدايحاصل از مرحله چرب یيو سوپ رو  6000

 درجوه  4 در قوه یدق ۳0 مودت  بوه  وبا هم مخلووط   1:1به نسبت 

 10بوه مودت    g ۳000شودت   بوا  سوپس انکوبه شود.   گراديسانت

 سووپ . دیو گرد وژیفیسانتر ،گراديدرجه سانت 4 یو در دما قهیدق

 کنواخوت ی محلوول شد.  حل PBSرسوب آن در  وبرداشته  یيرو

درجوه   -20 یدموا  در یدییو تأ یها تست انجام تا اگزوزوم یحاو

 .شد ینگهدارگراد سانتي

 :یتجار یهاتیک از ستفادها با ریش اگزوزوم یجداساز

 (Exocibاگزوسیب ) تیک

های قبلي به منظور چربي زدایي هم همانند روشروش  نیا در   

دقیقوه سوانتریفیوژ    20به مودت   g۳000 شدت با خام ریش ابتدا

بوه   g9000 شودت  بوا  و شد. سوپ رویي به ظرف جدیود منتقول  

 یوي رو سووپ  بدود  مرحلوه  در. دیگرد وژیفیسانتر قهیدق ۶0مدت 

دقیقوه   ۶0بوه مودت    g1۵000 شودت  بوا  قبول  مرحله از حاصل

 هوا شد.  کر این نکته لازم است که تمامي سانتریفیوژ سانتریفیوژ

 .گرفت صورت گراديسانت درجه 4 یدما در

 لتور یو سپس با ف µm4/0 لتریف باخام  ریش ونیلتراسیف سپس   

µm2/0 یبوورا انجووام شوود. مانوودهیباق  رات حووذف منظوووربووه 

 تیوواز ک ،آمووده بدسووت شووفاف محلووول از اگووزوزوم یجداسوواز

 و دیو گرد اسوتفاده  اگزوسیب )شرکت سویب زیسوت فون، ایوران(    

 تیو نها در و شود  دنبوال  تیو ک دسوتورالدمل  طبق مراحل يتمام

 در یدییو تأ یهوا  تسوت  انجام تا اگزوزوم یحاو کنواختی محلول

 .شد ینگهدار -20 یدما

 (Anaexoآنا اگزو ) تیک

های قبلي به منظور چربي زدایي همانند روش نیزروش  نیا در   

دقیقوه سوانتریفیوژ    20به مودت   g۳000 شدت با خام ریش ابتدا

بوه   g9000 شودت  بوا  و شد. سوپ رویي به ظرف جدیود منتقول  

 یوي رو سووپ  بدود  مرحلوه  در. دیگرد وژیفیسانتر قهیدق ۶0مدت 

 دقیقوه  ۶0بوه مودت    g1۵000 شودت  بوا  قبول  مرحله از حاصل

 هوا شد.  کر این نکته لازم است که تمامي سانتریفیوژ سانتریفیوژ

 ونیلتراسو یف. سوپس  گرفوت  صورت گراديسانت درجه 4 یدما در

 منظوور بوه  µm 2/0 لتریف با سپس و µm 4/0 لتریف با خام ریش

 از اگووزوزوم یجداسوواز یبووراانجووام شوود.  مانوودهیباق  رات حووذف

گوزو )شورکت آنوا سولول     آنا ا تیاز ک ،آمده بدست شفاف محلول

مراحول طبوق دسوتورالدمل     يو تمام دیاستفاده گرد طب، ایران(
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 توا  اگوزوزوم  یحواو  کنواختی حلولم تیدنبال شد و در نها تیک

 .شد ینگهدار -20 یدما در یدییتأ یها تست انجام

 

 (:Exosun) اگزوسان تیک

 10بوه مودت    g۳000 ابتدا شویر خوام بوا شودت     روش نیا در   

نتریفیوژ شد. سوپ رویي به ظرف جدیود منتقول و بوافر    دقیقه سا

B   بوه   4بوه   1کیت اگزوسان )شرکت اگزوسان، ایران( با نسوبت

به  g9000سوپ رویي اضافه گردید. سپس مخلوط حاصل با دور 

مدت یک ساعت سانتریفیوژ شد. در این مرحله سووپ رویوي بوه    

آن بوه   8بوه   1کیت به نسبت  Aظرف جدید منتقل شده و بافر 

درجوه انکوبوه    4افزوده و طبق پروتکل کیت یک شوب در دموای   

برای رسوب دادن اگزوزوم، بوه مودت نویم سواعت بوا      شد. سپس 

گوراد، سوانتریفیوژ انجوام    درجه سوانتي  4و دمای  g۳000شدت 

حل شده و بوه مودت    PBSگردید. رسوب اگزوزوم حاصل در بافر 

هوداری  ساعت در دمای اتاق نگهوداری شود و سوپس بورای نگ     1

 گراد منتقل گردید.درجه سانتي -20طولاني مدت به دمای 

-مشخصه منظوربه اگزوزوم یحاو یهانمونه یساز آماده

 ی:ابی

 :DLSانجام تست  منظوربه یسازآماده

 PBS، 100بوا اسوتفاده از    ،اگزوزوم پوس از  وب شودن   نمونه   

 ،Zetasizer)دسووتگاه  DLSانجووام تسووت  یو بوورا قیووبرابوور رق

 .شد یساز( آماده Malvernکتشر

 یالکترون   کروسکوپیم یعکسبردار منظوربه یسازآماده

 گذاره:

 یاگوزوزوم هوا   سوپس شود.   هیته يبا پوشش کربن يمس دیگر   

درصود بوه   2( PFA) دیپارافرمالده تریل يلیم 1با  شدهیجداساز

از محلووول  تووریکرولیم ۷تووا  ۵. شوود کسیفوو قووهیدق ۵موودت 

و بوه مودت    شدقرار داده  يمس دیگر یرواگزوزوم  ونیسوسپانس

یورانیول  قطوره محلوول    20بلافاصله با  سپسانکوبه شد.  قهیدق1

توسط سرنگ رنگ  دیگرسط   یرو لترشده،یف 1%( UA)استات 

 کاغوذ  از اسوتفاده بوا   دیو گر یرو ياضاف UA. محلول شد یزیآم

 شستهقطره آب  کیبه سرعت با  دیگر سپس. شد برداشته يصاف

بورد. پوس از آن    يم نیرنگ را از ب يمرحله محلول اضاف نی. اشد

 قوه یدق 10ظرف کشت پوشانده شد و به مودت   کیبا  دیگر یرو

 کروسوکوپ یمسپس عکسوبرداری بوا   و  داتاق خشک ش یدر دما

شورکت   ، سواخت EM10C-100 KV)مودل  گوذاره   يالکترونو 

Zeiss کشور آلمان( صورت گرفت ،(Jung & Mun, 2018). 

 

 

 :نگاره یالکترون کروسکوپیم یعکسبردار منظوربه یسازآماده

 دیو هگلوتارآلد تور یل يلو یم 1بوا   شدهیمحلول اگزوزوم جداساز   

( بوه   pH=۷) لاتیکواکود  میمولار سد 1/0درصد در محلول  ۵/2

 سوپس . شود  کسیفگراد  يدرجه سانت 4 یساعت در دما1مدت 

 1/0بوافر   تور یل يلیم 1با  نمونهو  شد برداشته کسیف یهامحلول

 ۳مرحلوه   نیو ا. شد شستهاتاق  یدر دما لاتیکاکود میمولار سد

 تور یل يلو یم 1تکرار شد. نمونه بوا   قهیدق 10بار و هر بار به مدت 

درجوه  4 یساعت در دموا  1درصد به مدت  2 میاوسم دیتتروکس

و  شود  برداشته کسیف یهامحلول مجددا. شد کسیفگراد  يسانت

. شود  شسوته  لاتیکواکود  میمولار سود  1/0افر با ب 2 مرحله مانند

 یهوا غلظوت  بوا اتانول  لهیبوس بیترت هب قهیدق 10به مدت  سپس

درصوود(  100و  9۵، 90، 80، ۷0، ۶0، ۵0 بیوو)بووه ترت مختلووف

اتانول بوه مودت    ریتبخ منظورهب تینها در. شدانکوبه  کریش یرو

 بووا یعکسووبردار سووپس واتوواق انکوبووه   یدر دمووا قووهیدق ۳0

سواخت   ،VEGA3)مدل  SEM يروبش يالکترون کوپکروسیم

 Jung) شود  انجوام چک(  ی، کشور جمهورTESCANشرکت 

& Mun, 2018). 

 :جینتا   

نتووایج جداسووازی اگووزوزوم و اطمینووان از صووحت و کیفیووت      

و  DLSها در این پژوهش با اسوتفاده از روش  جداسازی وزیکول

نهایت دو نموودار مقایسوه ای   ارش و درمیکروسکوپ الکتروني گز

و میانگین قطر  رات ارائه شده  PIبرای  DLSمستخرج از نتایج 

 است.

 :DLSشده با  یاندازه ذرات جداساز یبررس

شوده و درصود   قطور  رات جداسوازی   DLSبا اسوتفاده از روش     

و  1طور که در شکل ها مورد بررسي قرار گرفت. همانفراواني آن

جداسازی شده با  ل مشاهده است، میانگین قطر  راتقاب 2شکل 

آنوااگزو بوه    تیو و ک بیاگزوسو  تیو ک وژ،یفیاولتراسانتر هایروش

در روش جداسازی بوا   باشد.نانومتر مي 12۳و  142، 1۷۶ بیترت

PEG نانومتر مشواهده گردیود    2۶۳، میانگین قطر  رات بیشتر و

رات حودود  (. در نتایج کیت اگزوسوان، میوانگین قطور     2)شکل 

( که با نتایج نموودار حاصول از   2نانومتر محاسبه شد )شکل  1۵4

DLS  حواکي از هتوروژن و ریوز     1( متفاوت است. شکل 1)شکل

 بودن  رات جداسازی شده با کیت اگزوسان است.
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 يپراکندگ روش توسط شده یجداساز یهااگزوزوم يبررس -۱ شکل

 توسط شدهیجداساز  راتایز و درصد فراواني س(. DLS) نور يکینامید

(  A )UC-HCl ، B )PEG، C )Exocib، D )Anaexo،E یهاروش

Exosun قابل مشاهده است. 

Figure 1. Study of isolated exosomes via DLS. The size and 

frequency percentage of isolated particles via A) UC-HCl, B) 

PEG, C) Exocib, D) Anaexo, E) Exosun. 

 
 یهوا روش در (Mean Sizeمقایسوه میوانگین قطور  رات )    نمودار -۲ شکل

 بوه  مربووط به ترتیوب از چوب بوه راسوت      نمودارها. ی اگزوزومجداساز مختلف

 .شونديم Exosunو  UC-HCl، PEG، Exocib، Anaexo یهاروش

Figure 2. Comparison diagram of mean size in different 

exosome isolation methods. The diagrams correspond to 

the methods (in order from the left to right) UC-HCl, 

PEG, Exocib, Anaexo, Exosun. 

 :یجداساز یهاروش در PI یاسهیمقا نمودار

)شاخص پراکندگي( براساس هتروژن بوودن انودازه    PIشاخص    

شود. همچنین ارائه مي DLSنتایج   رات در نمونه، محاسبه و در

شکل بوودن  رات  اندازه و همنتیجه ظاهری این شاخص یدني هم

در نتووایج میکروسووکوپ الکترونووي قابوول مشوواهده اسووت. مقووادیر 

نمونوه، بوین    (monodisperse)استاندارد برای همووژن بوودن   

دهنوده هتوروژن بوودن    و مقادیر بویش از ایون، نشوان    ۷/0تا  ۵/0

(polydisperse)  نموودار  ۳سایز و شکل  رات است. در شکل ،

PI ها بصورت ستوني نشان داده شده بدست آمده از تمامي روش

و بیشوترین   UC-HClاست که کمترین مقدار مربوط بوه روش  

 است. Exocibمربوط به 

 
هوای مختلوف جداسوازی اگوزوزوم. ایون      در روش PIنمودار مقایسه  -۳شکل 

وژن بودن سایز  رات نمونه پس از جداسازی اسوت.  گر میزان همشاخص نمایان

، UC-HCl ،PEGهوای )بوه ترتیوب از سومت چوب(      نمودار ها مربوط به روش

Exocib ،Anaexo ،Exosun شوند.مي 

Figure 3. Comparison diagram of PI in different exosome 

isolation methods. This index shows the degree of 

homogeneity of sample particle size after isolation. The 

diagrams correspond to the methods (in order from the 

left) UC-HCl, PEG, Exocib, Anaexo, Exosun. 
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 :یالکترون کروسکوپیم از استفاده بااگزوزوم ها  یابیمشخصه

دهد که تمامي ( نشان مي4نتایج میکروسکوپ الکتروني )شکل    

اند، چرا کوه  رات  ها در جداسازی اگزوزوم موفق عمل کردهروش

شوده، مورفولوووژی و محودوده سوایزی اگووزوزوم را دارا    جداسوازی 

هوا  ها تمامیوت غشوای اگوزوزوم   هستند و همچنین در اغلب روش

حفظ شده و ساختار کروی و یا فنجاني شکل قابل مشاهده است. 

نانومتر مي  1۵0الي ۵0ین ها حدودا  بدر این تصاویر قطر اگزوزوم

نوانومتری،   ۵0باشد، تنها در نتایج کیت اگزوسوان در کنوار  رات   

( E-4و  F-4نوانومتر )شوکل    ۳0الوي   20 رات بسیار ریزی بین 

 قابل مشاهده است.

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یهاروش توسط شدهیجداساز شکليضیب و گرد ت را. مختلف یهاروش از استفاده با شدهیجداساز یهااگزوزوم يالکترون کروسکوپیم یهاعکس -۴ شکل

A )UC-HCl  ،B )PEG ،C )Exocib ،D )Anaexo ،E  وF )Exosun. است مشاهده قابل. 

Figure 4. Electron microscopy images of isolated exosomes via various methods. Isolated globular and oval shape 

particles via methods A) UC-HCl, B) PEG, C) Exocib, D) Anaexo, E,F) Exosun are observable. 

. 

 

مختلوف   هوای  رات در روش زیسوا  ينمودار پراکنودگ  ۵در شکل 

با  يالکترون کروسکوپیم هایقابل مشاهده است. عکس یجداساز

- رات در اندازه يشده و فراوان زیآنال ImageJ افزاراستفاده از نرم

آموده از هموه   ده شوده اسوت.  رات بدسوت   مختلف نشان دا های

 1۵0الوي  ۳0) اگوزوزوم  یاشوده در بوازه انودازه   انجوام   هایروش

کننده از شواهد اثبات گرید يکیشاخص،  نیقرار دارند و ا نانومتر(

باشوووديموووشوووده حضوووور اگوووزوزوم در نمونوووه جداسوووازی  
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، PEG، نموودار دوم:  UC-HClنموودار اول:  . مختلوف  یهوا روش از اسوتفاده  بوا  یجداساز در (نانومتر حسببر اگزوزوم قطر)  رات زیسا پراکندگي نمودار -۵شکل

 مختلوف  یهوا زیسوا  يانفراو ستوگرام،یه یهانمودار در. است (Exosun)اگزوسان  تیک به مربوط:  مپنج نمودار و Anaexo: مچهار نمودار ،Exocib: سوم نمودار

 .است مشاهده قابل اگزوزوم  رات

Figure 5. Comparison diagram of particle size (diameter of exosome in nanometers) in isolation using different kits. 

The first diagram: UC-HCl, the second diagram: PEG, the third diagram: Exocib, the fourth diagram: Anaexo, and the 

fifth diagram: is  related to the Exosun kit. In the histogram diagrams, the frequency of different sizes of exosome 

particles can be observe. 
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 بحث

الوي   ۳0ای بوین  با انودازه  يخارج سلول یهاکولیوز ،هااگزوزوم   

بوا خوود   را  یادهیو چیپ يمحموله مولکول که هستند نانومتر 1۵0

به این ترتیوب  رسانند و يم رندهیگ یهابه سلول وکنند يحمل م

. در واق  نندکيعمل م يسلول نیب يارتباط ستمیس کیبه عنوان 

هوای زیسوتي   ها نانوحامول گونه بیان کرد که اگزوزومتوان اینمي

ي مختلوف  هستند که به خوبي نقش خود را در انتقال مواد زیسوت 

کنند. اموروزه محققوین در جسوتجوی    در درون موجودات ایفا مي

های دارورسواني هسوتند   ها در سیستمکارگیری این نانووزیکولبه

(Chen et al., 2021) هوا  . با وجود تمامي مزایایي که اگوزوزوم

نود، ولوي دو مشوکل    به عنوان حامل دارویوي بوا خوود هموراه دار    

اساسي باع  شده تا کنون چندان در حوزه درموان موفوق ظهوور    

هوای  نکنند؛ یکي پر هزینه بودن تولیود انبووه اگوزوزوم از سولول    

صورفه  یابي به یک روش کارآمود و بوه  انساني و دیگری عدم دست

. (Yakubovich et al., 2022)بوورای جداسووازی اگووزوزوم 

های فراوان از آمیز اگزوزومامروزه با شناسایي و جداسازی موفقیت

شوویر انسووان و دیگوور حیوانووات، بووه عنوووان یووک منبوو  ارزان و   

دردسترس برای تولید اگزوزوم، این امید در  هن محققین نقوش  

سوازی ایون نانوسواختارهای    تووان بوه تجواری   بسته است که موي 

آن بوود بوا مقایسوه    زیستي اندیشوید. در ایون مطالدوه هودف بور      

کارآمدی چند کیت داخلي برای جداسازی اگزوزوم از شیر گواو و  

مقایسه نتایج آن با روش استاندارد اولتراسانتریفیوژ، روشي سواده  

صرفه برای جداسازی اگزوزوم از شیر گاو مدرفي گردد. بهو مقرون

مشووکل اصوولي در مووورد جداسووازی اگووزوزوم از شوویر، حضووور    

های کازئین است که در بي و مقادیر زیاد میسلهای چرنانومیسل

 ,.Benmoussa et al)کنود  امر جداسازی توداخل ایجواد موي   

و بنابراین هر روشي بتواند این مشوکل را مرتفو  سوازد،     (2020

تواند به عنوان روشي کارآمد برای تخلویص اگوزوزوم از منواب     مي

هووای روش ،پووژوهش نیووا ریر مطوورح گووردد. د مختلووف شوو 

 ،اگزوسویب  یتجوار  تیو ک ،PEGبا  يدهرسوب وژ،یفیاولتراسانتر

برای جداسازی اگزوزوم شیر  وساناگز تیو ک آنااگزو یتجار تیک

از آنجایي که اساس تکنیوک جداسوازی    ي قرار گرفت.بررسمورد 

است،  PEGدهي با ها یکسان و مشابه رسوبدر تمامي این کیت

 توان به راحتي به مقایسه آنها پرداخت.بنابراین مي

 وژیفیاولتراسوانتر  روش، نیترمتداول شدهانجام یهاپژوهش در   

 يولو  اسوت  برخووردار  زیو ن یياز بازده بالا موارد اغلب در که است

 یبورا ي پژوهشو . در سوت یو دردسوترس ن  صورفه بوه مقرون يروش

 حووذف منظوور بوه  یدیروش از رسوووب اسو  نیو ا یيکوارا  شیافوزا 

 روش جینتوا  سوه یمقا تیو نهااستفاده شود و در   ریش یهانیپروتئ

 وژ،یفیاولتراسوانتر  همراهبه یدیاس رسوب روش و وژیفیاولتراسانتر

 روش ماننود  یدیاسو  رسووب  روش در هوا اگوزوزوم  کوه  داد نشان

 شدند جدا وارهید شدن شکسته بدون و يخوب به وژیفیاولتراسانتر

ها کواملا  شوبیه روش اول   ژیکي این وزیکولهای مورفولویژگيو و

ها در رسوب اسیدی، سوط   بود با این تفاوت که بدضي از اگزوزوم

-پایین بر پروتئین pHتواند به دلیل اثر ناهمواری داشتند که مي

های این پژوهش نشوان داد کوه   یافته های سطحي اگزوزوم باشد.

تخریب جودی   ها با استفاده از روش رسوب اسیدی بدوناگزوزوم

بوه   توانود جوایگزین اولتراسوانتریفیوژ   جدا شدند و این روش موي 

تنهایي شود. از طرفي در ایون روش حوذف کوازئین کوه یکوي از      

مراحل مهم در جداسازی اگزوزوم شیر اسوت بوه خووبي صوورت     

در پژوهش حاضر نیوز بوا    .(Yamauchi et al., 2019)گرفت 

ابتودا کوازئین   شده، شده در منب   کری از روش استفادهالگوبردار

حووذف و اگووزوزوم آن بووا اسووتفاده از      pHشوویر بووا کوواهش   

اولتراسانتریفیوژ جداسازی شود. شوواهد میکروسوکوپ الکترونوي     

نشان داد که مورفولوژی  رات جداشده با اگزوزوم مطابقت دارد و 

زی محودوده سوای   DLSهمچنین نتایج بدسوت آموده از تکنیوک    

اگزوزوم را تأیید نمود. از لحا  هتروژن بودن سایز و شکل  رات، 

تر ولوي از توراکم کموي    یکسان UC-HClهای جداشده با اگزوزوم

شوده،  (. از آنجایي که نتایج مطالدوه  کور  2برخوردار بودند )شکل 

هوا و  تأثیری بر ساختار اگزوزوم HClتأیید کرده است که تیمار با 

سوازی نمونوه بورای    بنابراین ممکن است آمادهتخریب آنها ندارد، 

هوای کمتوری   عکسبرداری در این مسأله دخیل بوده که اگوزوزوم 

 جداسازی شده است.

گاو و انسان بوا اسوتفاده از    ریش یهااگزوزوم ي دیگر،ژوهشپ در   

 size exclusionو  وژیفیروش اولتراسووووووووانتر

chromatography ظوت  غل ،یشدند. پس از جداساز یجداساز

مورفولوژی  رات و  ،NTAاز  استفادهبا  روشهر دو  یهااگزوزوم

 و مونوووبلاتیا از اسووتفاده بووا تیوونها در و ،TEMبووا اسووتفاده از 

شودند.   ارزیوابي  ياگزوزوم یحضور نشانگرها ،يجرم يسنجفیط

دونوات  ی یوا  کورو  يدنو ی هااگزوزوم یمورفولوژ ياصل یهايژگیو

 ،FLOT-1ماننوود  يوموواگزوز ی، وجووود نشووانگرهابووودنشووکل

CD9، CD81  انسان و  ریش یها رات در اگزوزومبالای  تددادو

   .(Vaswani et al., 2019)شد  دییگاو تأ

منظوووور افوووزایش بوووازدهي، از  ای دیگوووری بوووهمطالدوووه در   

ی جداسووازی اگووزوزوم اولتراسووانتریفیوژ بووا گرادیووان چگووالي بوورا

ها بور اسواس   اگزوزوم یجداساز ،این روشدر  استفاده شده است.

 شیاز پو  يچگال انیگراد طیمح کیآنها در  ياندازه، جرم و چگال

از  يچگوال  يجیبا کاهش تدر وژیفیلوله سانتر کیساخته شده در 

 ،افتراقوي  وژیفیشوود. بورخلاف اولتراسوانتر   موي به بالا انجام  نییپا

اسوت کوه    نیو ا يچگوال  انیو بوا گراد  وژیفیاولتراسانتر نقطه ضدف
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محودود  ، کیو بار بارگوذاری  هیتوسط ناح یادیآن تا حد ز تیظرف

 بوا وجوود آنکوه    .(K. Vaswani et al., 2017) شوده اسوت  

اشکالات مهم از  ولي ،میزان خلو  در این روش بالاتر رفته است

 تور یل يلو ی)محدوده م بالای نمونهبه حجم  ازینتوان ميروش  نیا

کوه از   یيهوا اگوزوزوم  ژهیو تجم  اگزوزوم )بوه و  ای بیآس، (تریتا ل

 ي، آلوودگ (رنود یگيمو  أمنش ریمانند ش ویسکوز اریبس یهامحلول

و مشوابه بوا   ( HDLsبوالا )  يبوا چگوال   یيدهایپیلي )نیپوپروتئیل

 پرزحموت و  اریتواند بسيم نیهمچناگزوزوم( برشمرد. این روش 

و  (سواعت طوول بکشود    24از  شیبو  )ممکون اسوت   بر باشدزمان

 درضووومن خروجوووي و بوووازدهي کموووي هوووم داشوووته باشووود   
(Wijenayake et al., 2021).  

اسوتخراج اگوزوزوم    یروش بورا  نیپرکاربردتر ،وژیفیاولتراسانتر   

قیمت همانند نیاز به تجهیزات گران یيهاتیدمحدو بوده است اما

 Helwa et)بر بودن، استفاده از آن را محدود کرده است و زمان

al., 2017; Li et al., 2022).   به همین منظور روش رسووب

تواند جایگزین مناسبي برای این روش قرار گیورد. در  پلیمری مي

( بوا ایجواد   PEGگلیکول )اتیلنروش پلیمرهایي همچون پلياین 

شبکه و به دام انداختن تدداد زیادی  رات اگزوزوموي، شورایط را   

دهي در شدت دور پایین توسط سانتریفیوژ را فوراهم  برای رسوب

سازد و به این ترتیب نیاز به دسوتگاه اولتراسوانتریفیوز مرتفو     مي

موورد   دی کوه در ایون پوژوهش   گردد. به این ترتیب، روش بدمي

 PEG 6000ارزیابي قرار گرفت، جداسازی با اسوتفاده از پلیمور   

در  PEGنوانومتری جودا شوده توسوط      100بود.  رات وزیکولي 

تصاویر میکروسکوپ الکتروني، مشاهده شدند. از آنجایي که پلیمر 

PEG های بوالا توانوایي رسووب دادن پوروتئین را هوم      در غلظت

هایي راین احتمال آلودگي به پروتئین در چنین روشداراست، بناب

های سورم بوا اسوتفاده از    یابد. در پژوهشي که اگزوزومافزایش مي

-های تجاری )بور اسواس رسووب   های متفاوت از جمله کیتروش

( تخلیص شدند، به این نکته اشاره شده اسوت کوه   PEGدهي با 

PEG م شوود  اگزوزومي سورم هو  تواند باع  رسوب  رات غیرمي

(Helwa et al., 2017). های خارج سولولي جداسازی وزیکول 

 یهوا نیهوا و پوروتئ  نیبوا رسووب همزموان نوکلئووپروتئ    تواند مي

 نیهمچنووو  E نیپوووپروتئیآپول ن،یماننوود آلبوووم اگزوزوموويریغ

 .M. Y)باشود  هموراه   يمنو یا یهاکمپلکس و هانیمونوگلوبولیا

Konoshenko et al., 2018) . نتیجه در موورد شویر کوه    در

هوای چربوي اسوت، نیوز     حاوی مقادیر زیادی از پروتئین و میسل

 توان چنین اتفاقي صورت گیرد.مي

توان بوه  يم PEGبا  هاوزیکول تخلیصانکار  رقابلیغ یایاز مزا   

 pHامکووان کووار در محوودوده    نیسوورعت و همچنوو  ي،سووادگ

. از کورد اشواره   ونیو بوه غلظوت    فیضود  يو وابستگ يکیولوژیزیف

دهوي  های تجاری که در حال حاضر در دنیا بر اساس رسوبکیت

تووان بوه   رسوند، موي  یا پلیمرهای دیگر بوه فوروش موي    PEGبا 

 System)شوورکت  ExoQuickمووواردی همچووون کیووت   

Biosciences ی اگوزوزوم توام  جداسواز  کیوت متحوده(،   الاتیا 

 ExoPrepکیووت  متحووده(، الاتیوو، اInvitrogen)شوورکت 

اگزوزوم  سازیخالص تی(، کياستون HansaBioMed)شرکت 

 یجداسوووواز تیوووو( و ککانووووادا Norgenadaekشوووورکت )

miRCURY شرکت( Exiqon  )مقودار و   اشاره کرد.دانمارک

جوودا شووده بووا اسووتفاده از  microRNAو  هووااگووزوزوم تیووفیک

 یهوا کیتبا تا حدودی تواند يم PEG 6000شده  آمادهمحلول 

کمتور   يروش به طوور قابول تووجه    نهیهز ، امابرابری کند یتجار

هموین عوامول،    است. ریپذ اسیو مق  یروش ساده، سر نیاست. ا

حوال،   نیو کند. با ايتر مجذاب ينیبال قاتیتحق یروش را برا نیا

مری مدایبي نیز دارد کوه  تر اشاره شد روش پليهمانطور که پیش

 یهوا سهوا، کموپلک  نینمونه با پوروتئ  ریمتغ يآلودگ ترین آنمهم

 رات  نیهوا و همچنو  نینوکلئووپروتئ  ،هوا نیپووپروتئ یل ،ينیپروتئ

 .(M. Y. Konoshenko et al., 2018) است يروسیو

های ترین کیتدر پژوهشي از کیت اگزوکوئیک که یکي از رایج   

رود و اسوواس آن هووم تجوواری تخلوویص اگووزوزوم بووه شوومار مووي 

منظور جداسازی اگزوزوم شویر  است، به PEGرسوبدهي با پلیمر 

استفاده شده است. نتایج بدست آموده از میکروسوکوپ الکترونوي    

های جداسازی شده با این روش نسوبت  اگزوزومدهد که نشان مي

ای داشوته  به روش اولتراسانتریفیوژ تغییر ساختاری قابل ملاحظه

همچنین در مطالده ای  .(Wijenayake et al., 2021)است 

دیگری که از کیت اگزوکوئیک برای جداسوازی اگوزوزوم از شویر    

آمده حاکي از آن است که مورفولوژی دسته، نتایج بهاستفاده شد

 رات اگزوزوم تا حدودی تغییر کرده ولي بطور کلي این کیت بوه  

عنوان روشي سری  و با بازده بالا بورای جداسوازی اگوزوزوم شویر     

 .(Yamada et al., 2012) ارزیابي شده است

در پژوهش حاضر، سوه کیوت تجواری داخلوي کوه بور اسواس           

ند، مورد ارزیابي قرار گرفت. قابول  ارسوبدهي با پلیمر طراحي شده

منظور  کر است که هر سه کیت برای اولین بار در این پژوهش به

اند. همانطور کوه  جداسازی اگزوزوم از شیر گاو به کار گرفته شده

های به کار رفتوه  ترین روشدر پیش اشاره گردید، یکي از مرسوم

-هزینهکم دهي با پلیمر است. ساده وهای تجاری، رسوبدر کیت

بودن این روش، دلیل مهم دیگری اسوت کوه اموروزه بوه عنووان      

روشي برای جداسازی اگزوزوم در مقیاس وسی  مورد توجه قورار  

گرفتووه اسووت. در تصوواویر میکروسووکوپ الکترونووي، مربوووط بووه   

های جداسازی شده با کیت اگزوسیب، آنااگزو و اگزوسان، اگزوزوم

بول مشواهده اسوت. در موورد کیوت      ها قافراواني بالایي از وزیکول
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اگزوسان با وجود مشاهده  رات بسیار منظم و یکدست، محودوده  

تر از دو کیوت دیگور و   شده کوچکهای جداسازیسایزی اگزوزوم

هوای جداسوازی شوده بوا روش     تور از اگوزوزوم  همچنین کوچوک 

(. ۵و  4باشود )شوکل  موي  PEGدهي با اولتراسانتریفیوژ و رسوب

نانومتر در مطالدوات   ۳0هایي با اندازه کوچکتر از مشاهده اگزوزوم

ای در هوای مطالدوه  دیگران هم سابقه داشته است. طبق گوزارش 

های جداسازی شوده از رده سولولي   ، در نتایج اگزوزوم2021سال 

COLO 205۳0تور از  های بسیاری بوا سوایز کوچوک   ، وزیکول 

در  .(Dash et al., 2021)نانومتر به خوبي قابل مشاهده است 

هم  راتي با اندازه کوچک از سلول  2019مطالده دیگری در سال 

شوویمي ژل وارتووون جداسووازی شووده اسووت   هووای بنیووادی مزان
(Chopra et al., 2019). 

هوا،  یابي اگزوزومدر این پژوهش دو تکنیک رایج جهت مشخصه   

( و عکسوووبرداری  DLSروش پراکنووودگي دینوووامیکي نوووور )  

های مختلف جداسازی میکروسکوپ الکتروني، برای مقایسه روش

استفاده قرار گرفت. همانگونه که در بخش نتایج هوم بوه آن   مورد 

با تصاویر میکروسکوپي  DLSاشاره گردید، در برخي موارد نتایج 

نتوایج   PEGهمخواني نداشت؛ به طور مثال، در روش رسوبدهي 

DLS بودن  رات جداسازی شده بود )میانگین دهنده بزرگنشان

صواویر میکروسوکوپي   نانومتر(، در صورتي کوه ت  2۶۳قطر  ارت= 

داد. هموین  نوانومتر را نشوان موي    120الي  ۷0 راتي با سایز بین 

و تصوواویر میکروسووکوپي کیووت   DLSطووور در مقایسووه نتووایج  

توانایي شناسایي  رات ریوز در   DLSاگزوسان مشخص است که 

حضور  رات درشت را به خوبي ندارد. این مسأله بوه اسواس ایون    

انودازه  رات از نوسوانات   ، DLSگوردد. در تکنیوک   تکنیک برمي

در محلوول   رات  ياز حرکوت براونو   يناش شده شدت نور پراکنده

که شدت نور پراکنده شده متناسب با  تیواقد نیشود. ايم نییتد

را نسبت بوه حضوور  رات    کیتکن نیتوان ششم قطر  ره است، ا

 بسیار کم ریمقاد یيکند. اگر هدف شناسايحساس م اریبزرگ بس

)بووه طووور مثووال، شناسووایي تجموو   رات و   باشوود شووتدر رات 

در عوین  باشد، اما  تیمز کی توانديمناپایداری آنها(، این توانایي 

در انودازه   قیو دق نیوی تد یاشوکال بوزرگ بورا    کتواند یحال مي

تور  های هتروژن )حاوی  رات ریوز در کنوار  رات درشوت   محلول

در این حالت بوه دلیول   . (Filipe et al., 2010) باشدهستند( 

تر، با وجود ناچیز بودن ایون  حساس بودن تکنیک به  رات درشت

 رات در کنار  رات ریز، میوانگین انودازه  رات، خیلوي بیشوتر از     

واقدیت برآورد خواهد شد. از آنجایي کوه انودازه  رات در تصواویر    

شده در تصواویر بوه خووبي     میکروسکوپي با توجه به مقیاس درج

گیری کرد، بوا  توان اینگونه نتیجهقابل محاسبه است، بنابراین مي

-، بورای مشخصوه  DLSوجود سهولت و حساسیت بالای تکنیک 

هووا، عکسووبرداری میکروسووکوپ الکترونووي نتووایج  یووابي اگووزوزوم

دهد. به ایون ترتیوب نتوایج    تری در اختیار محقق قرار ميمطمئن

هش متکي بر اطلاعات بدسوت آموده از تصواویر    حاصل از این پژو

 به طور خلاصه بیان شده است. 1میکروسکوپي در جدول 

های تجاری بیشوتر از  همانگونه که مشخص است بازدهي کیت   

روش اولتراسانتریفیوژ بوده است. البته این امکان وجوود دارد کوه   

دهي با پلیمور )کیوت هوای    های رسوبآلودگي پروتئیني در روش

جووواری اسوووتفاده شوووده در ایووون پوووژوهش( بیشوووتر از روش  ت

اولتراسانتریفیوژ باشد که در این مطالدوه بوه آن پرداختوه نشوده     

تور  توان امید داشت با مطالدات کامول است ولي در هر صورت مي

دهي پلیمری در این خصو  و رف  نواقص احتمالي، روش رسوب

وزوم در مصارف به عنوان یک انتخاب مناسب برای تولید انبوه اگز

 تجاری، مورد استفاده قرار گیرد.
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 DLSهای جداسازی اگزوزوم شیر بر اساس نتایج تصاویر میکروسکوپ الکتروني و تکنیک مقایسه روش -۱جدول 
Table1.Comparision of milk exosomal separation methods based on the results of electronic micrroscope and DLS 

techniques 

 محدوده سایز ذرات* اساس تکنیک روش جداسازی
شاخص پراکندگی 

)PI**( 

تراکم ذرات در 

پیتصاویر میکروسکو  

 اولتراسانتریفیوژ

)UC-HCl( 

جداسازی بر اساس سایز و 

 چگالي
نانومتر 190-۵0 (۵/0 -۷/0مناسب )بین    پایین 

گلیکول اتیلندهی با پلیرسوب

)PEG( 

 بکه پلیمری وتشکیل ش

 تجم   رات
نانومتر 120-۷0 (۵/0 -۷/0مناسب )بین    پایین 

 کیت تجاری اگزوسیب

)Exocib( 
دهي با پلیمررسوب نانومتر 200-90  (≥۷/0نامناسب )   بالا 

 کیت تجاری آنااگزو

)Anaexo( 
دهي با پلیمررسوب نانومتر 1۳0-40  (۵/0 -۷/0مناسب )بین    بالا 

 کیت تجاری اگزوسان

)Exosun( 
دهي با پلیمررسوب نانومتر 80-20  (≥۷/0نامناسب )   بالا 

 * بر اساس تصاویر میکروسکوپ الکتروني محاسبه گردیده است.

های هتروژني مثول اگوزوزوم )حواوی  رات بوا سوایزهای      محاسبه گردیده است. شاخص پراکندگي یک پارامتر نسبي است و برای محلولDLS ** بر اساس نتایج 

 ( محتمل است.≥۷/0الا بودن مقدار آن )متفاوت(، ب

 

 گیری:نتیجه

گیری کورد کوه هور چنود روش     توان اینگونه نتیجهبنابراین مي   

های جداسازی اگزوزوم به ترین روشاولتراسانتریفیوژ یکي از رایج

بودن و نیاز به تجهیزات ویژه، آید ولي به دلیل پرهزینهحساب مي

تواند گزینوه مناسوبي   پلیمر ميدهي با های رسوبهمچنان روش

برای جداسازی اگزوزوم از شویر بوه شومار رونود. بوا وجوود آنکوه        

دهوي بوا پلیمور    هوای رسووب  احتمال آلودگي پروتئینوي در روش 

های تجاری تخلیص اگوزوزوم( وجوود دارد ولوي اگور     )اغلب کیت

های شیر به عنوان هدف تولید وسی  و استفاده صندتي از اگزوزوم

تورین روش تخلویص،   مل دارویي مودنظر باشود، بهینوه   یک نانوحا

شووود. بنووابراین لازم اسووت مطالدووات همووین روش محسوووب مووي

ها با پلیمرهوا و  دهي اگزوزومبیشتری در خصو  مکانیسم رسوب

عواموول دخیوول در آن صووورت گیوورد تووا بتوووان میووزان آلووودگي  

ن پروتئیني را به حداقل رساند و یا به طور کامل حذف کرد. در ای

ای هوای شویر در آینوده   توان امیدوار بود کوه اگوزوزوم  صورت مي

ای در نانوحامل دارویي در حوزه درموان بورای   نزدیک جایگاه ویژه

 خود باز خواهند کرد.

 
Abbreviation 

HUVECs: Human umbilical vein endothelial 

cells 

MSC: Mesenchymal stem cells 

DC: Dendritic cells  

NK: Natural killer cells 
PEG: polyethyleneglycol  
PBS: Phosphate buffered saline 

PFA: Paraformaldehyde 

UA: Uranyl acetate 

PI: Polydispersity index 
NTA: nanoparticle tracking analysis 

 سپاسگزاری: 

نویسندگان مراتب تشکر و قدرداني خود را از دانشگاه الزهورا)س(  

گذاشتن تجهیزات و امکانوات آزمایشوگاهي بورای    ارجهت در اختی

 دارندپیشبرد اهداف این پژوهش، اعلام مي
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