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هاي دارویی، بسیار مـورد  بهداشتی و همچنین به عنوان نانوحامل -هاي شیر به جهت دردسترس بودن و کارایی بسیار در محصولات آرایشیامروزه اگزوزوم .چکیده

 يهـا روش یبرخ ـپژوهش بـه   نیدر ااهمیت است، ها بسیار باآنجایی که یافتن روشی ساده و کارآمد براي جداسازي این وزیکول توجه محققین قرار گرفته است. از
اده اسـتف  بـا  هـا اگزوزوم یابیمشخصه و پرداختهداخلی  چند کیت تجاري و PEG مریپل از استفاده با يجداساز وژ،یفیاولتراسانتر مانندگاو  ریش از اگزوزوم يجداساز

 شـده در تصـاویر  تـرین روش جداسـازي اگـزوزوم، تعـداد ذرات مشـاهده     به عنوان رایج در روش اولتراسانتریفیوژ، .است شدهانجام  یالکترون کروسکوپیم و DLSاز 
اگزوسـان،   تی ـک یکروسـکوپ یم ریوتصادر  برآورد شد، درحالی که) x 60000پارتیکل در هر تصویر با بزرگنمایی تقریبی  2±5(ی بسیار پایین الکترون کروسکوپیم

بـا  ذرات  قطـر  نگیانی ـم ،PEGبا اسـتفاده از   يجداساز در ) قابل مشاهده بود.x 300000پارتیکل در هر تصویر با بزرگنمایی تقریبی 30±150( تعداد ذرات زیادي
 مشـاهده ، بـود نـانومتر   123و  142، 176ه قطر ذرات به ترتیـب  ک اولتراسانتریفیوژ، کیت اگزوسیب و کیت آنااگزو هايروش بیشتر از نانومتر و DLS ،263تکنیک 

 دیی ـتأ شـده را بـودن سـایز ذرات جداسـازي   کوچـک هم  DLS جینتانانومتر بود که  30-70±10میانگین قطر ذرات در تصاویر میکروسکوپی کیت اگزوسان، . گردید
 ممکـن  و دارند وجود ریش در وفور به یذرات نیچن که روداین احتمال می اگزوسان، تیک نتایج میکروسکوپی در) ≥ nm 30( زیر ذرات با توجه به تعداد زیاد. کرد

 ـ هاي مطالعه شده، قابلیت جداسازي اگـزوزوم از شـیر را داشـتند   هر چند تمامی روش تینها در. اندنبوده زیر ذرات نیا يجداساز به قادر گرید يهاروش است  یول
   تري صورت پذیرد.استاندارد براي جداسازي اگزوزوم از شیر گاو، لازم است مطالعات گسترده تر و معرفی یک روشمقایسه دقیق يبرا
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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 هـا کـول یکرووزیم ها،اگزوزوم شامل یسلول خارج يهاکولیوز   

 یسـلول  خـارج  يفضـا  به هاتوسط انواع سلول ها،يباد کیآپوپتوت
هستند و  يدیپیل هیدولا غشاء يدارا هاکولیوز نیا. شوندیآزاد م

 گریهمـد  باو عملکرد  اتیمحتو اندازه، ،يآزادساز ریمس وژنز،یدر ب
 کی ـنوکلئ دها،ی ـپیل شـامل  هاکولیوز نیا اتیمحتو. دارند تفاوت

 يغشـا  بـا  مـرتبط  يهـا نیپـروتئ  ژهی ـو بـه  هـا نیپروتئ و دهایاس
 .L. M( شــودیمــ دیــپیل ســمیمتابول و توزولیســ ،ییپلاســما

Doyle & M. Z. Wang, 2019( . نیکـوچکتر  هـا اگـزوزوم 
 دارنـد نـانومتر   150الی  30 نیب يااندازه ها،کولیوز نیا از دسته

)Zhou et al., 2020(30 را اگـزوزوم  دازهان ـمنـابع   ی. در برخ 
. )Jung & Mun, 2018( انـد در نظـر گرفتـه   نانومتر 300الی 
 میکرومتر هسـتند  1نانومتر الی  50 هاکولیکرووزیم ،يبعد گروه

 زدن جوانـه  از میمسـتق  طـور  بـه که بزرگتر از اگزوزوم ها بوده و 
 يهـا کـول یوز يبعـد  دسـته . شوندیم یناش یتوپلاسمیس يغشا

 انـدازه هسـتند کـه از لحـاظ     هـا يبـاد  کی ـآپوپتوت ،یسلول خارج
 یمرگ سلول ندیفرا ییدسته محسوب و در مراحل انتها نیبزرگتر

. )Kotmakçı & Erel Akbaba, 2017( گردنــدیمــآزاد 
 در و دارنـد  حضور فراوان طور به یکیولوژیب عاتیما در ها،اگزوزوم
 ,.Pisitkun et al( ادرار ،)Caby et al., 2005( پلاسـما 
 دسـتگاه  عـات یام ،)Lässer et al., 2011( ریش بزاق، ،)2004
 عیمــا ک،یــوتینیآم عیمــا سـرم،  ،ینخــاع -يمغــز عیمــا ،یتنفس ـ
 Laura( شـوند یم افتی معده دیاس و صفرا لنف، اشک، ،یمفصل

M. Doyle & Michael Zhuo Wang, 2019(. 
زدن غشـاي  ها و از جوانهها در داخل سیتوپلاسم سلولاگزوزوم   

ابتـدا بـا اندوسـیتوز،    . گیرنداندوزوم به فضاي داخلی آن منشأ می
و  بعد از طی رونـد بلـوغ   سپسشود و اندوزوم ابتدایی تشکیل می

بـه انـدوزوم فـاز    جوانه زدن غشاي آن به سـمت فضـاي داخلـی،    
ــ ــام    ریخأتـ ــه نـ ــولی بـ ــد وزیکـ ــام چنـ ــا اجسـ  MVB ي یـ

)Multivesicular body (نی. ادنشویم لیتبد MVB  یـا   هـا
شود و یـا بـه   می بیتخرها محتویات آن و شده متصل زوزومیلبه 

هـا  ه همـان اگـزوزوم  غشاي سلول متصل شده و محتویات خود ک
 ,.Yang et al(کننـد  هستند را به فضاي خارج سلولی آزاد می

2019(. 
 یخارج سلول يهاکولینانووز ها،اگزوزومکه اشاره شد  همانطور   

 کی ـنوکلئ حامـل  و شـوند یم ـ ترشـح  هـا سلول توسط که هستند
ــ ــادیاس  ،)miRNA, mRNA, tRNA and DNA( ه

-ندیفرآ در و هستند فعال ستیزمواد  گریو د هادیپیل ها،نیپروتئ
از  .کننــدیم ـ فــایا نقـش  بــدن یکیپـاتولوژ  و یکیولــوژیزیف يهـا 

، CD9توان به توبولین، اکتـین،  هاي شاخص اگزوزوم میپروتئین
CD82 ،CD81  وCD63 تـوان بـه   هـا مـی  ترین لیپید، از مهم

آمـین  اتـانول سـرین و فسـفاتیدیل  کولین، فسـفاتیدیل یدیلفسفات
 ـا .)Yang et al., 2019(اشاره کرد   يدارا کـه  هـا کـول یوز نی

 یمصـنوع  يهـا حامل با سهیمقا در هستند يدیپیل هیدولا يغشا
 يفـرد  بـه  منحصـر  و گسترده يایمزا نانوذرات، و هاپوزومیل مانند

تمـام انـواع    بـاً ی. تقردارنـد  هايماریب درمان و صیتشخ نهیزم در
 هماننــدکننــد،  دیــاگــزوزوم تول تواننــدیمــ یانســان يهــاســلول

HUVECs، MSC، يهاسلول T، يهاسلول B،  هـا، ماکروفـاژ 
DC، NK )Y. Zhang et al., 2020(. 

 قرار يبرداربهره مورد هااگزوزوم از یمختلف انواع حاضر حال در   
درمان  يمشتق از تومور برا يهااگزوزوم ،مثال عنوانبه ؛اندگرفته

 و) malignant ascites( میبـدخ  تیآس ـآوردگی شـکم یـا   آب
. ملانومـا  درمـان  يبـرا  هـا سـل  کیتیدنـدر  از مشتق يهااگزوزوم

. دارنـد  ینیبال يهاکاربرد يبرا يادیز لیپتانس هااگزوزوم نیبنابرا
و  بـودن  بـر زمـان  محـدود،  بـازده  مانند ب،یمعا یحال برخ نیبا ا

 مشـکلات  و سـرطان  کی ـتحر خطـر  سلول، کشتبودن  نهیپرهز
 کـرده  مواجه یمشکلات با را هانوع اگزوزوم نیاستفاده از ا ،یاخلاق
 يبـرا  وگـا  ریش ـ يهااگزوزوم موانع، و نواقص نیا رفع يبرا. است

 يداروهـا  آن از پـس  و شـدند  يجداساز 2010 سال در بار نیاول
مراحـل درمـان    و يبارگـذار  هـا کـول یوز نیا داخل یدرمانیمیش

 اثـرات  ر،یش ـ يشـده در اگـزوزوم هـا    يبارگذار يداروانجام شد. 
 هـا ارگـان  گـر یو د هی ـر نه،یدر برابر سرطان س يبهتر يضدتومور

 .  )Q. Zhang et al., 2020( داد نشان آزاد يدارو به نسبت
 اسـت  اگزوزوم از یعیوس منبع ریش اندثابت کرده یفراوان منابع   
)Bae & Kim, 2021; Melnik et al., 2021; R. 

Munagala et al., 2016; Sánchez et al., 2021( در ،
 یدسترس ـ بودن، خطریب لیو به دل شودیم افتی وفوربه عتیطب

و امکـان   )Adriano et al., 2021( بـودن  نـه یهزکـم  آسـان، 
. ردی ـگ قـرار  اسـتفاده  مورد دارو عنوانبه تواندیم یمصرف خوراک

 عوامـل  يبـرا  یحـامل  عنوانبه توانندیم ریش يهااگزوزوم اصلدر
 ,.Radha Munagala et al(عمـل کننـد    هادارو و ییایمیش

 يهـا به عنوان حامل دارو ریش يهااگزوزوم يامطالعه در. )2016
داروها بصورت آزاد بـا   نی. ااست شده گرفته کار به یدرمان یمیش

از مـوارد باعـث    ياریهستند کـه در بس ـ  یاثربخش يدارادوز بالا 
 يبارگـذار  با که یدرصورت شوند،یم رمنتظرهیغ یستمیس تیسم
 شودیم کاسته داروها نیا یسم عوارض از تنها نه اگزوزوم در آنها
 یکارآمـدتر بـه وقـوع م ـ    یل ـیانتقال آنها به سلول هـدف خ  بلکه

 .(Q. Zhang et al., 2020) ونددیپ
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 یمواد معـدن  ها،نیاز پروتئ يادهیچیمخلوط پ ،پستانداران ریش   
نوزاد  یمنیو ا هیدر تغذ یمختلف است که نقش مهم يهایو چرب
گاو  ریش يهانیدرصد پروتئ 80 حدود نیکازئ يهانیپروتئ دارد.

 از یبزرگ ـ ماننـد  سـل یم و يدی ـذرات کلوئ .هنـد دیم ـ لیرا تشک
 درایـن مسـأله    و ردیگیم شکلفسفات  میو کلس نیکازئ بیترک

 Mohd) کنـد یم ـ جـاد یا مشـکل  ریش ـاز  هااگزوزوم يجداساز
Younus Bhat, 2016) .هـا سـل یم نی ـا نیب هااگزوزوم یگاه 

 دی ـمنظـور با  نی ـا . بـه شوندیو از دسترس خارج م رندیگیم قرار
 .گرددآن حذف  نیامکان کازئ حد تاو  ییزدایچرب ریابتدا ش

 یبررس ـ مورد اگزوزوم يجداساز يبرا يمتعدد يهاروش راًیاخ   
بـا اسـتفاده از    يجداساز وژ،یفیاولتراسانتر مانند ؛است گرفته قرار

 مـــر،یبـــر پل یمبتنـــ يهـــاروش خـــاص، يهـــايبـــادیآنتـــ
 یبررســ بـه  پــژوهش نی ـا در. یکرومــاتوگرافو ونیلتراس ـیکروفیم

 ریشــ از اگــزوزوم يجداســاز در هــا روش نیــا از یبرخــ ییکــارا
 .است شده اختهپرد
 از یکــی ،یــیعنــوان روش اســتاندارد طلا بــه وژیفیاولتراســانتر   
از  شیپ. شودیم محسوب اگزوزوم صیتخل يهاروش نیترلداومت

تـا   ریش ـ نیپروتئ مختلف، يهاروشبا  دیبا وژیفیاولتراسانترانجام 
 بـا  تـوان یم که است نیاروش  نیا تی. مزگرددحذف  امکانحد 

 يرا بـا سـرعت هـا    یخارج سلول يهاکولیوز انواع ،آن از استفاده
 g 100000بـا   جـدا نمـود. اگـزوزوم حـدوداً     ،وژیفیمختلف سانتر

روش متـداول   .(Coughlan et al., 2020) شودیم يجداساز
دهی اگـزوزوم اسـت. بـراي    بعدي، استفاده از پلیمرها براي رسوب

-لنیات ـیپل ـهـا ماننـد   توان از برخی پلیمـر اگزوزوم میجداسازي 
 یمولکول يهابا وزن PEG واقعدر. استفاده کرد )PEG( کولیگل

 ک،یــنوکلئ يهــادیاســ هــا،نیپــروتئ دادنرســوب يبــرا مختلــف
 نی ـا. ردی ـگیم ـ قرار استفادهمورد کوچک ذرات ریسا و هاروسیو

 فـوق  يمـر یپل يهـا محلـول  در باتیترک تیحلال کاهش از روش
 و نمونـه  کـردن مخلـوط  با روش نیا در. کندیم استفاده آبدوست
 يهـا کـول یوز یده ـرسـوب  ون،یانکوباسو سپس  يمریپل محلول
-یم ـ سـر یم نییبا سرعت پـا  وژیفیاز سانتر استفادهبا یسلولخارج

ــردد ــن و گ ــه يازی ــانتر ب ــا وژیفیس ــرعت ب ــاس ــالا و  يه ــب  ای
رسـوب   انکـار قابلریغ يایمزا از نیهمچن. ستین وژیفیاولتراسانتر

و امکـان کـار در    یبه سـادگ  توانیم PEGاگزوزوم با استفاده از 
اشـاره   ونی ـکم به غلظـت   یو وابستگ یکیولوژیزیف pHمحدوده 

از  ياریبس. (Maria Yu Konoshenko et al., 2018)کرد 
 بـا  یده ـرسوب اساس بر هماگزوزوم  يجداساز يتجار يها تیک

PEG د شده ان یطراح(Tang et al., 2017). 
بـه دلیـل رایـج بـودن در      وژیفیاولتراسـانتر  روش پژوهش نیا در

 Kandimalla et al., 2021; Kanchan( نیش ـیپ مطالعات

Vaswani et al., 2017(، بـا  یده ـرســوب PEG یبرخــ و 
دهی با پلیمر (که همگی بر مبناي رسوب ي داخلیتجار يهاتیک

صـرفه بـودن،   بـه به دلیـل دردسـترس و مقـرون    ،)اندشدهطراحی
هاي رایج بـراي  با استفاده از تکنیک حاصل جینتا و دیگرد انتخاب

 هـدف . گرفتند قرار سهیمقا مورد گریکدیبا یابی اگزوزوم مشخصه
ي هـا روش یبرخ ـ ی و مطالعـه قابلیـت  بررسپژوهش  نیاز انجام ا

بـود. روش   ریاز ش ـ اگـزوزوم  يجداسـاز  متداول و کم هزینه براي
که به عنوان روش استاندارد طلایی و اولتراسانتریفیوژ با وجود آن

هاي جداسازي اگـزوزوم شـناخته شـده    ترین روشیکی از مرسوم
است، به دلیل نیاز به تجهیزات گران قیمت، قابلیت به کـارگیري  
در محصولات تجاري اگـزوزوم شـیر را نخواهـد داشـت، بنـابراین      

تواند محققین ده، ارزان قیمت و با کارایی بالا میمعرفی روشی سا
هاي شیر در محصولات آرایشی این حوزه را به استفاده از اگزوزوم

هـاي  و دیگر کاربردهاي مهم آن تشویق نماید. اساس تمامی کیت
مورد مطالعه در این پژوهش، مشـابه بـا روش جداسـازي بـا پلـی      

ایجـاد یـک شـبکه    ) است. در این روش بـا  PEGاتیلن گلیکول (
هـاي اگزوزومـی در آن، دیگـر    پلیمري و به دام انداختن وزیکـول 

باشد. از ) نمیg100000نیازي به سانتریفیوژ با شدت بسیار بالا (
دهی بـا  یک طرف به دلیل ساده و ارزان قیمت بودن روش رسوب

هاي تجاري انتخـاب شـده و از طـرف دیگـر     و کیت PEGپلیمر 
تـوان امیـد داشـت در    ان اگزوزوم شیر، مـی کاربردهاي بسیار فراو

ــده ــزوزومآین ــک اگ ــی در  اي نزدی ــاي فراوان ــیر کاربرده ــاي ش ه
هـاي دارویـی   بهداشتی و همچنین نانوحامـل  -محصولات آرایشی

 پیدا کنند.

 :هاروش و مواد

 مواد و دستگاه:

از لبنیات فروشی محلی  )زهیرپاستوریغ خام ریش( گاو تازه ریش   
مامی مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش خریداري شد. ت

و سایر مـواد از شـرکت    HCl ،NaOH، PEG 6000 از جمله:
- آنا تیک، فنستیزبیساز شرکت  بیاگزوس تیکمرك (آلمان)،

ــااز شــرکت  اگــزو ــافر آمــاده  طــبســلولآن از شــرکت  PBSو ب
 کالازیست تهیه گردید.  

-g15000شدت پایین ( قابل ذکر است تمامی سانتریفیوژها با   
g3000     16-2) با دسـتگاه شـرکت سـیگما (مـدلKL  سـاخت ،

 Beckman) با دستگاه g100000آلمان) و اولتراسانتریفیوژها (
Coulter .(ساخت آمریکا) انجام شده است 
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 :  ریش ییزدایچرب

لازم است  ،هاي جداسازي اگزوزومقبل از انجام هر یک از روش   
 ـ ،پژوهش است نیا یکه نمونه اصل ریش  نی ـ. اگـردد  یـی زدایچرب

 اســت يضــرور اگــزوزوم يجداســازبــازده  شیافــزا يعمــل بــرا
(Wijenayake et al., 2021). ریش ـ هیاز ته پس منظوراینبه 

از لبنیات فروشی محلی (شیر با چربی کامـل و بـدون هـیچ     خام
 مرحلـه  چنـد ، ون یا استریلیزاسـیون) تیماري اعم از پاستوریزاسی

 ـ تـا  شـد  اعمـال  مختلـف  يهاشدت با وژیفیسانتر  یبرخ ـ و یچرب
میلـی لیتـر    40  ابتـدا . گردد حذف ریش نمونه از مرده يهاسلول

دقیقـه سـانتریفیوژ شـد.     20به مـدت   g3000 شدت با خام ریش
 60به مدت  g9000 شدت با و سوپ رویی به ظرف جدید منتقل

 از حاصـل  یـی رو سـوپ  بعـد  مرحله در. دیگرد وژیفیترسان قهیدق
شد.  دقیقه سانتریفیوژ 60به مدت  g15000 شدت با قبل مرحله

 4 يدمـا  در هـا ذکر این نکته لازم است کـه تمـامی سـانتریفیوژ   
 .گرفت صورت گرادیسانت درجه

 وژیفیاولتراسانتر از استفاده با ریش اگزوزوم يجداساز
)UC-HCl:( 

 ،(Yamauchi et al., 2019)روش طبـق پروتکـل    نی ـا در   
حـذف   نیپـروتئ  نی ـاستفاده و ا HClاز  نیرسوب کازئ منظوربه

 g3000بـا سـانتریفیوژ    خام ریش ییزدایچرب از پس ابتدا درشد. 
اضـافه   زهیونی ـآب د يبه نمونه با حجم مسـاو  دقیقه، 20به مدت 

 6/4محلول بـه   pHمولار،  کی HClاز . سپس با استفاده گردید
 ابتدا، حاصل ینیپروتئ رسوب حذف جهتاز آن  پسرسانده شد. 

 وژیفیسـانتر  قـه یدق 60به مـدت   g9000 شدت با مخلوط حاصل
 شـدت  بـا  قبل مرحله از حاصل ییرو سوپ بعد مرحله در. دیگرد

g15000  شد. ذکر این نکتـه لازم   دقیقه سانتریفیوژ 60به مدت
 گـراد یسـانت  درجـه  4 يدمـا  در هـا ه تمـامی سـانتریفیوژ  است ک
 در g100000با شـدت   یی. در مرحله آخر سوپ روگرفت صورت

 وژیفیاولتراسـانتر  قـه یدق 60 مدت به و گرادیسانت درجه 4 يدما
در  اگـزوزوم رسـوب   و ، آمریکـا) Beckman Coulter(شرکت 

 کنواخــتی محلــول. حــل شــد PBSاز محلــول  میکرولیتـر  100
درجـه   -20 يدمـا  در يدیی ـتأ يها تست انجام تا اگزوزوم ياوح

   .شد ينگهدارگراد سانتی
 ):PEG )PEGبا استفاده از  ریش اگزوزوم يجداساز

 PEG 6000اگزوزوم از محلول  یدهرسوب يبرا روش نیا در   
 20بـه مـدت    g3000 شـدت  بـا  خـام  ریش ابتداگردید. استفاده 

 بـا  و یی بـه ظـرف جدیـد منتقـل    دقیقه سانتریفیوژ شد. سوپ رو
 مرحلـه  در. دی ـگرد وژیفیسانتر قهیدق 60به مدت  g9000 شدت

به مـدت   g15000 شدت با قبل مرحله از حاصل ییرو سوپ بعد

شد. ذکر این نکتـه لازم اسـت کـه تمـامی      دقیقه سانتریفیوژ 60
 .گرفت صورت گرادیسانت درجه 4 يدما در هاسانتریفیوژ

-جمـع  فـالکن  کی در قبل مرحله از حاصل ییرو سوپ سپس   
و  µm 4/0 لتـر یف ازابتـدا   ماندهیحذف ذرات باق منظوربه و يآور

 PEGدرصد 20 . محلولشد عبور داده µm 2/0 لتریف ازسپس 
 ،ونیلتراسیف و ییزدایحاصل از مرحله چرب ییو سوپ رو  6000

 درجـه  4 در قـه یدق 30 مـدت  بـه  وبا هم مخلـوط   1:1به نسبت 
 10بـه مـدت    g 3000شـدت   بـا  سـپس انکوبه شـد.   گرادیسانت

 سـوپ . دی ـگرد وژیفیسانتر ،گرادیدرجه سانت 4 يو در دما قهیدق
 کنواخـت ی محلـول شد.  حل PBSرسوب آن در  وبرداشته  ییرو

درجـه   -20 يدمـا  در يدیی ـتأ يها تست انجام تا اگزوزوم يحاو
 .شد ينگهدارگراد سانتی

 :يتجار يهاتیک از ستفادها با ریش اگزوزوم يجداساز
 )Exocibاگزوسیب ( تیک

هاي قبلی به منظور چربی زدایی هم همانند روشروش  نیا در   
دقیقـه سـانتریفیوژ    20به مـدت   g3000 شدت با خام ریش ابتدا

بـه   g9000 شـدت  بـا  و شد. سوپ رویی به ظرف جدیـد منتقـل  
 یـی رو سـوپ  بعـد  مرحلـه  در. دیگرد وژیفیسانتر قهیدق 60مدت 
دقیقـه   60بـه مـدت    g15000 شـدت  بـا  قبـل  مرحله از حاصل

 هـا شد. ذکر این نکته لازم است که تمامی سانتریفیوژ سانتریفیوژ
 .گرفت صورت گرادیسانت درجه 4 يدما در
 لتـر یو سپس با ف µm4/0 لتریف باخام  ریش ونیلتراسیف سپس   

µm2/0 ــه ــورب ــذف منظ ــدهیباق ذرات ح ــد. مان ــام ش ــرا انج  يب
ــزوزوم يجداســاز ــول از اگ ــده بدســت شــفاف محل ــاز ک ،آم  تی

 و دی ـگرد اسـتفاده  اگزوسیب (شرکت سـیب زیسـت فـن، ایـران)    
 تی ـنها در و شـد  دنبـال  تی ـک دسـتورالعمل  طبق مراحل یتمام

 در يدیی ـتأ يهـا  تسـت  انجام تا اگزوزوم يحاو کنواختی محلول
 .شد ينگهدار -20 يدما

 )Anaexoآنا اگزو ( تیک
هاي قبلی به منظور چربی زدایی همانند روش نیزروش  نیا در   

دقیقـه سـانتریفیوژ    20به مـدت   g3000 شدت با خام ریش ابتدا
بـه   g9000 شـدت  بـا  و شد. سوپ رویی به ظرف جدیـد منتقـل  

 یـی رو سـوپ  بعـد  مرحلـه  در. دیگرد وژیفیسانتر قهیدق 60مدت 
 دقیقـه  60بـه مـدت    g15000 شـدت  بـا  قبـل  مرحله از حاصل

 هـا شد. ذکر این نکته لازم است که تمامی سانتریفیوژ سانتریفیوژ
 ونیلتراس ـیف. سـپس  گرفـت  صورت گرادیسانت درجه 4 يدما در
 منظـور بـه  µm 2/0 لتریف با سپس و µm 4/0 لتریف با خام ریش

 از اگــزوزوم يجداســاز يبــراانجــام شــد.  مانــدهیباق ذرات حــذف
گـزو (شـرکت آنـا سـلول     آنا ا تیاز ک ،آمده بدست شفاف محلول

مراحـل طبـق دسـتورالعمل     یو تمام دیاستفاده گرد طب، ایران)
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 تـا  اگـزوزوم  يحـاو  کنواختی حلولم تیدنبال شد و در نها تیک
 .شد ينگهدار -20 يدما در يدییتأ يها تست انجام

 

 ):Exosun( اگزوسان تیک
 10بـه مـدت    g3000 ابتدا شـیر خـام بـا شـدت     روش نیا در   

نتریفیوژ شد. سوپ رویی به ظرف جدیـد منتقـل و بـافر    دقیقه سا
B   بـه   4بـه   1کیت اگزوسان (شرکت اگزوسان، ایران) با نسـبت

به  g9000سوپ رویی اضافه گردید. سپس مخلوط حاصل با دور 
مدت یک ساعت سانتریفیوژ شد. در این مرحله سـوپ رویـی بـه    

آن بـه   8بـه   1کیت به نسبت  Aظرف جدید منتقل شده و بافر 
درجـه انکوبـه    4افزوده و طبق پروتکل کیت یک شـب در دمـاي   

براي رسوب دادن اگزوزوم، بـه مـدت نـیم سـاعت بـا      شد. سپس 
گـراد، سـانتریفیوژ انجـام    درجه سـانتی  4و دماي  g3000شدت 

حل شده و بـه مـدت    PBSگردید. رسوب اگزوزوم حاصل در بافر 
هـداري  ساعت در دماي اتاق نگهـداري شـد و سـپس بـراي نگ     1

 گراد منتقل گردید.درجه سانتی -20طولانی مدت به دماي 
-مشخصه منظوربه اگزوزوم يحاو يهانمونه يساز آماده

 ی:ابی
 :DLSانجام تست  منظوربه يسازآماده

 PBS، 100بـا اسـتفاده از    ،اگزوزوم پـس از ذوب شـدن   نمونه   
 ،Zetasizer(دســتگاه  DLSانجــام تســت  يو بــرا قیــبرابــر رق

 .شد يساز) آماده Malvernکتشر
 ـ کروسکوپیم يعکسبردار منظوربه يسازآماده  یالکترون

 گذاره:
 ياگـزوزوم هـا   سـپس شـد.   هیته یبا پوشش کربن یمس دیگر   

درصـد بـه   PFA (2( دیپارافرمالده تریل یلیم 1با  شدهيجداساز
ــدت  ــهیدق 5م ــ ق ــد کسیف ــا  5. ش ــریکرولیم 7ت ــول  ت از محل

و بـه مـدت    شدقرار داده  یمس دیگر يرواگزوزوم  ونیسوسپانس
یورانیـل  قطـره محلـول    20بلافاصله با  سپسانکوبه شد.  قهیدق1

توسط سرنگ رنگ  دیگرسطح  يرو لترشده،یف UA (1%(استات 
 کاغـذ  از اسـتفاده بـا   دی ـگر يرو یاضاف UA. محلول شد يزیآم

 شستهقطره آب  کیبه سرعت با  دیگر سپس. شد برداشته یصاف
بـرد. پـس از آن    یم نیرنگ را از ب یمرحله محلول اضاف نی. اشد
 قـه یدق 10ظرف کشت پوشانده شد و به مـدت   کیبا  دیگر يرو

 کروسـکوپ یمسپس عکسـبرداري بـا   و  داتاق خشک ش يدر دما
شـرکت   ، سـاخت EM10C-100 KV(مـدل  گـذاره   یالکترون ـ
Zeiss کشور آلمان) صورت گرفت ،(Jung & Mun, 2018). 

 

 

 :نگاره یالکترون کروسکوپیم يعکسبردار منظوربه يسازآماده

 دی ـهگلوتارآلد تـر یل یل ـیم 1بـا   شدهيمحلول اگزوزوم جداساز   
) بـه   pH=7( لاتیکـاکود  میمولار سد 1/0درصد در محلول  5/2

 سـپس . شـد  کسیفگراد  یدرجه سانت 4 يساعت در دما1مدت 
 1/0بـافر   تـر یل یلیم 1با  نمونهو  شد برداشته کسیف يهامحلول

 3مرحلـه   نی ـا. شد شستهاتاق  يدر دما لاتیکاکود میمولار سد
 تـر یل یل ـیم 1تکرار شد. نمونه بـا   قهیدق 10بار و هر بار به مدت 

درجـه  4 يساعت در دمـا  1درصد به مدت  2 میاوسم دیتتروکس
و  شـد  برداشته کسیف يهامحلول مجددا. شد کسیفگراد  یسانت

. شـد  شسـته  لاتیکـاکود  میمولار سـد  1/0افر با ب 2 مرحله مانند
 يهـا غلظـت  بـا اتانول  لهیبوس بیترت هب قهیدق 10به مدت  سپس

ــه ترت مختلــف ــ(ب درصــد)  100و  95، 90، 80، 70، 60، 50 بی
اتانول بـه مـدت    ریتبخ منظورهب تینها در. شدانکوبه  کریش يرو

ــهیدق 30 ــا ق ــه   يدر دم ــاق انکوب ــپس وات ــبردار س ــا يعکس  ب
سـاخت   ،VEGA3(مدل  SEM یروبش یالکترون کوپکروسیم

 Jung) شـد  انجـام چک)  ي، کشور جمهورTESCANشرکت 
& Mun, 2018). 

 :جینتا   
ــت       ــحت و کیفی ــان از ص ــزوزوم و اطمین ــازي اگ ــایج جداس نت

و  DLSها در این پژوهش با اسـتفاده از روش  جداسازي وزیکول
نهایت دو نمـودار مقایسـه اي   ارش و درمیکروسکوپ الکترونی گز

و میانگین قطر ذرات ارائه شده  PIبراي  DLSمستخرج از نتایج 
 است.
 :DLSشده با  ياندازه ذرات جداساز یبررس

شـده و درصـد   قطـر ذرات جداسـازي   DLSبا اسـتفاده از روش     
و  1طور که در شکل ها مورد بررسی قرار گرفت. همانفراوانی آن

جداسازي شده با  ل مشاهده است، میانگین قطر ذراتقاب 2شکل 
آنـااگزو بـه    تی ـو ک بیاگزوس ـ تی ـک وژ،یفیاولتراسانتر هايروش

در روش جداسازي بـا   باشد.نانومتر می 123و  142، 176 بیترت
PEG نانومتر مشـاهده گردیـد    263، میانگین قطر ذرات بیشتر و

رات حـدود  ). در نتایج کیت اگزوسـان، میـانگین قطـر ذ   2(شکل 
) که با نتایج نمـودار حاصـل از   2نانومتر محاسبه شد (شکل  154
DLS  حـاکی از هتـروژن و ریـز     1) متفاوت است. شکل 1(شکل

 بودن ذرات جداسازي شده با کیت اگزوسان است.
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 یپراکندگ روش توسط شده يجداساز يهااگزوزوم یبررس -1 شکل
 توسط شدهيجداساز ذراتایز و درصد فراوانی س). DLS( نور یکینامید

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

 
 يهـا روش در )Mean Sizeمقایسـه میـانگین قطـر ذرات (    نمودار -2 شکل

 بـه  مربـوط به ترتیـب از چـپ بـه راسـت      نمودارها. ي اگزوزومجداساز مختلف
 .شوندیم Exosunو  UC-HCl، PEG، Exocib، Anaexo يهاروش

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. 

 :يجداساز يهاروش در PI ياسهیمقا نمودار

(شاخص پراکندگی) براساس هتروژن بـودن انـدازه    PIشاخص    
شود. همچنین ارائه می DLSنتایج  ذرات در نمونه، محاسبه و در

شکل بـودن ذرات  اندازه و همنتیجه ظاهري این شاخص یعنی هم
در نتــایج میکروســکوپ الکترونــی قابــل مشــاهده اســت. مقــادیر 

نمونـه، بـین    )monodisperse(استاندارد براي همـوژن بـودن   
دهنـده هتـروژن بـودن    و مقادیر بـیش از ایـن، نشـان    7/0تا  5/0
)polydisperse(  نمـودار  3سایز و شکل ذرات است. در شکل ،

PI ها بصورت ستونی نشان داده شده بدست آمده از تمامی روش
و بیشـترین   UC-HClاست که کمترین مقدار مربوط بـه روش  

 است. Exocibمربوط به 

 
هـاي مختلـف جداسـازي اگـزوزوم. ایـن      در روش PIنمودار مقایسه  -3شکل 

وژن بودن سایز ذرات نمونه پس از جداسازي اسـت.  گر میزان همشاخص نمایان
، UC-HCl ،PEGهـاي (بـه ترتیـب از سـمت چـپ)      نمودار ها مربوط به روش

Exocib ،Anaexo ،Exosun شوند.می 
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 تمامی ) نشان می4نتایج میکروسکوپ الکترونی (شکل    
اند، چرا کـه ذرات  ها در جداسازي اگزوزوم موفق عمل کردهروش

شـده، مورفولــوژي و محـدوده سـایزي اگــزوزوم را دارا    جداسـازي 
هـا  ها تمامیـت غشـاي اگـزوزوم   هستند و همچنین در اغلب روش

حفظ شده و ساختار کروي و یا فنجانی شکل قابل مشاهده است. 
نانومتر می  150الی 50ین ها حدوداً بدر این تصاویر قطر اگزوزوم

نـانومتري،   50باشد، تنها در نتایج کیت اگزوسـان در کنـار ذرات   
) E-4و  F-4نـانومتر (شـکل    30الـی   20ذرات بسیار ریزي بین 

 قابل مشاهده است.

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 يهاروش توسط شدهيجداساز شکلیضیب و گرد تذرا. مختلف يهاروش از استفاده با شدهيجداساز يهااگزوزوم یالکترون کروسکوپیم يهاعکس -4 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. 

. 

 
مختلـف   هـاي ذرات در روش زیسـا  ینمودار پراکنـدگ  5در شکل 

با  یالکترون کروسکوپیم هايقابل مشاهده است. عکس يجداساز
-ذرات در اندازه یشده و فراوان زیآنال ImageJ افزاراستفاده از نرم

آمـده از همـه   ده شـده اسـت. ذرات بدسـت   مختلف نشان دا هاي

 150الـی  30( اگـزوزوم  ياشـده در بـازه انـدازه   انجـام   هايروش
کننده از شواهد اثبات گرید یکیشاخص،  نیقرار دارند و ا نانومتر)

ــازي   ــه جداسـ ــزوزوم در نمونـ ــور اگـ ــده حضـ ــشـ ــدیمـ باشـ
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، PEG، نمـودار دوم:  UC-HClنمـودار اول:  . مختلـف  يهـا روش از اسـتفاده  بـا  يجداساز در )نانومتر حسببر اگزوزوم قطر( ذرات زیسا پراکندگی نمودار -5شکل
 مختلـف  يهـا زیسـا  یانفراو ستوگرام،یه يهانمودار در. است (Exosun)اگزوسان  تیک به مربوط:  مپنج نمودار و Anaexo: مچهار نمودار ،Exocib: سوم نمودار
 .است مشاهده قابل اگزوزوم ذرات

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
الـی   30اي بـین  با انـدازه  یخارج سلول يهاکولیوز ،هااگزوزوم   

بـا خـود   را  يادهی ـچیپ یمحموله مولکول که هستند نانومتر 150
به این ترتیـب  رسانند و یم رندهیگ يهابه سلول وکنند یحمل م

. در واقع نندکیعمل م یسلول نیب یارتباط ستمیس کیبه عنوان 
هـاي زیسـتی   ها نانوحامـل گونه بیان کرد که اگزوزومتوان اینمی

ی مختلـف  هستند که به خوبی نقش خود را در انتقال مواد زیسـت 
کنند. امـروزه محققـین در جسـتجوي    در درون موجودات ایفا می

هاي دارورسـانی هسـتند   ها در سیستمکارگیري این نانووزیکولبه
)Chen et al., 2021( هـا  . با وجود تمامی مزایایی که اگـزوزوم

نـد، ولـی دو مشـکل    به عنوان حامل دارویـی بـا خـود همـراه دار    
اساسی باعث شده تا کنون چندان در حوزه درمـان موفـق ظهـور    

هـاي  نکنند؛ یکی پر هزینه بودن تولیـد انبـوه اگـزوزوم از سـلول    
صـرفه  یابی به یک روش کارآمـد و بـه  انسانی و دیگري عدم دست
. )Yakubovich et al., 2022(بــراي جداســازي اگــزوزوم 

هاي فراوان از آمیز اگزوزومامروزه با شناسایی و جداسازي موفقیت
ــع ارزان و    ــک منب ــوان ی ــه عن ــات، ب شــیر انســان و دیگــر حیوان
دردسترس براي تولید اگزوزوم، این امید در ذهن محققین نقـش  

سـازي ایـن نانوسـاختارهاي    تـوان بـه تجـاري   بسته است که مـی 
آن بـود بـا مقایسـه    زیستی اندیشـید. در ایـن مطالعـه هـدف بـر      

کارآمدي چند کیت داخلی براي جداسازي اگزوزوم از شیر گـاو و  
مقایسه نتایج آن با روش استاندارد اولتراسانتریفیوژ، روشی سـاده  

صرفه براي جداسازي اگزوزوم از شیر گاو معرفی گردد. بهو مقرون
ــور     ــیر، حض ــزوزوم از ش ــازي اگ ــورد جداس ــلی در م ــکل اص مش

هاي کازئین است که در بی و مقادیر زیاد میسلهاي چرنانومیسل
 ,.Benmoussa et al(کنـد  امر جداسازي تـداخل ایجـاد مـی   

و بنابراین هر روشی بتواند این مشـکل را مرتفـع سـازد،     )2020
تواند به عنوان روشی کارآمد براي تخلـیص اگـزوزوم از منـابع    می

هــاي روش ،پــژوهش نیــا ریر مطــرح گــردد. د مختلــف شـ ـ
 ،اگزوسـیب  يتجـار  تی ـک ،PEGبا  یدهرسوب وژ،یفیاولتراسانتر

براي جداسازي اگزوزوم شیر  وساناگز تیو ک آنااگزو يتجار تیک
از آنجایی که اساس تکنیـک جداسـازي    ی قرار گرفت.بررسمورد 

است،  PEGدهی با ها یکسان و مشابه رسوبدر تمامی این کیت
 توان به راحتی به مقایسه آنها پرداخت.بنابراین می

 وژیفیاولتراسـانتر  روش، نیترمتداول شدهانجام يهاپژوهش در   
 ـ اسـت  برخـوردار  زی ـن ییاز بازده بالا موارد اغلب در که است  یول
 يبـرا ی پژوهش ـ. در سـت یو دردسـترس ن  صـرفه بـه مقرون یروش
 حــذف منظـور بـه  يدیروش از رســوب اس ـ نی ـا ییکـارا  شیافـزا 
 روش جینتـا  سـه یمقا تی ـنهااستفاده شـد و در   ریش يهانیپروتئ

 وژ،یفیاولتراسـانتر  همراهبه يدیاس رسوب روش و وژیفیاولتراسانتر

 روش ماننـد  يدیاس ـ رسـوب  روش در هـا اگـزوزوم  کـه  داد نشان
 شدند جدا وارهید شدن شکسته بدون و یخوب به وژیفیاولتراسانتر

ها کـاملاً شـبیه روش اول   ژیکی این وزیکولهاي مورفولویژگیو و
ها در رسوب اسیدي، سـطح  بود با این تفاوت که بعضی از اگزوزوم

-پایین بر پروتئین pHتواند به دلیل اثر ناهمواري داشتند که می
هاي این پژوهش نشـان داد کـه   یافته هاي سطحی اگزوزوم باشد.

تخریب جـدي   ها با استفاده از روش رسوب اسیدي بدوناگزوزوم
بـه   توانـد جـایگزین اولتراسـانتریفیوژ   جدا شدند و این روش مـی 

تنهایی شود. از طرفی در ایـن روش حـذف کـازئین کـه یکـی از      
مراحل مهم در جداسازي اگزوزوم شیر اسـت بـه خـوبی صـورت     

در پژوهش حاضر نیـز بـا    .(Yamauchi et al., 2019)گرفت 
ابتـدا کـازئین   شده، شده در منبع ذکري از روش استفادهالگوبردار

حــذف و اگــزوزوم آن بــا اســتفاده از      pHشــیر بــا کــاهش   
اولتراسانتریفیوژ جداسازي شـد. شـواهد میکروسـکوپ الکترونـی     
نشان داد که مورفولوژي ذرات جداشده با اگزوزوم مطابقت دارد و 

زي محـدوده سـای   DLSهمچنین نتایج بدسـت آمـده از تکنیـک    
اگزوزوم را تأیید نمود. از لحاظ هتروژن بودن سایز و شکل ذرات، 

تر ولـی از تـراکم کمـی    یکسان UC-HClهاي جداشده با اگزوزوم
شـده،  ). از آنجایی که نتایج مطالعـه ذکـر  2برخوردار بودند (شکل 

هـا و  تأثیري بر ساختار اگزوزوم HClتأیید کرده است که تیمار با 
سـازي نمونـه بـراي    بنابراین ممکن است آمادهتخریب آنها ندارد، 

هـاي کمتـري   عکسبرداري در این مسأله دخیل بوده که اگـزوزوم 
 جداسازي شده است.

گاو و انسان بـا اسـتفاده از    ریش يهااگزوزوم ی دیگر،ژوهشپ در   
 size exclusionو  وژیفیروش اولتراســــــــانتر

chromatography ظـت  غل ،يشدند. پس از جداساز يجداساز
مورفولوژي ذرات و  ،NTAاز  استفادهبا  روشهر دو  يهااگزوزوم

 و مونــوبلاتیا از اســتفاده بــا تیــنها در و ،TEMبــا اســتفاده از 
شـدند.   ارزیـابی  یاگزوزوم يحضور نشانگرها ،یجرم یسنجفیط
دونـات  ي یـا  کـرو  یعن ـی هااگزوزوم يمورفولوژ یاصل يهایژگیو

ــودنشــکل ــاگزوز ي، وجــود نشــانگرهاب ــد  یوم  ،FLOT-1مانن
CD9، CD81  انسان و  ریش يهاذرات در اگزوزومبالاي  تعدادو
   .(Vaswani et al., 2019)شد  دییگاو تأ

ــه در    ــهمطالعـ ــري بـ ــازدهی، از  اي دیگـ ــزایش بـ ــور افـ منظـ
ي جداســازي اگــزوزوم اولتراســانتریفیوژ بــا گرادیــان چگــالی بــرا

ها بـر اسـاس   اگزوزوم يجداساز ،این روشدر  استفاده شده است.
 شیاز پ ـ یچگال انیگراد طیمح کیآنها در  یاندازه، جرم و چگال

از  یچگـال  یجیبا کاهش تدر وژیفیلوله سانتر کیساخته شده در 
 ،افتراقـی  وژیفیشـود. بـرخلاف اولتراسـانتر   مـی به بالا انجام  نییپا

اسـت کـه    نی ـا یچگـال  انی ـبـا گراد  وژیفیاولتراسانتر نقطه ضعف
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محـدود  ، کی ـبار بارگـذاري  هیتوسط ناح يادیآن تا حد ز تیظرف
 بـا وجـود آنکـه    .(K. Vaswani et al., 2017) شـده اسـت  

اشکالات مهم از  ولی ،میزان خلوص در این روش بالاتر رفته است
 تـر یل یل ـی(محدوده م بالاي نمونهبه حجم  ازینتوان میروش  نیا

کـه از   ییهـا اگـزوزوم  ژهی ـتجمع اگزوزوم (بـه و  ای بیآس، )تریتا ل
 ی، آلـودگ )رنـد یگیم ـ أمنش ریمانند ش ویسکوز اریبس يهامحلول

و مشـابه بـا   ) HDLsبـالا (  یبـا چگـال   ییدهایپیلی (نیپوپروتئیل
 پرزحمـت و  اریتواند بسیم نیهمچناگزوزوم) برشمرد. این روش 

 ـ (ممکـن اسـت   بر باشدزمان و  )سـاعت طـول بکشـد    24از  شیب
ــد    ــته باشـ ــم داشـ ــی هـ ــازدهی کمـ ــی و بـ ــمن خروجـ  درضـ

(Wijenayake et al., 2021).  
اسـتخراج اگـزوزوم    يروش بـرا  نیپرکاربردتر ،وژیفیاولتراسانتر   

قیمت همانند نیاز به تجهیزات گران ییهاتیدمحدو 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 رسـوب
تواند جایگزین مناسبی براي این روش قرار گیـرد. در  پلیمري می

) بـا ایجـاد   PEGگلیکول (اتیلنروش پلیمرهایی همچون پلیاین 
شبکه و به دام انداختن تعداد زیادي ذرات اگزوزومـی، شـرایط را   

دهی در شدت دور پایین توسط سانتریفیوژ را فـراهم  براي رسوب
سازد و به این ترتیب نیاز به دسـتگاه اولتراسـانتریفیوز مرتفـع    می
مـورد   دي کـه در ایـن پـژوهش   گردد. به این ترتیب، روش بعمی

 PEG 6000ارزیابی قرار گرفت، جداسازي با اسـتفاده از پلیمـر   
در  PEGنـانومتري جـدا شـده توسـط      100بود. ذرات وزیکولی 

تصاویر میکروسکوپ الکترونی، مشاهده شدند. از آنجایی که پلیمر 
PEG هاي بـالا توانـایی رسـوب دادن پـروتئین را هـم      در غلظت

هایی راین احتمال آلودگی به پروتئین در چنین روشداراست، بناب
هاي سـرم بـا اسـتفاده از    یابد. در پژوهشی که اگزوزومافزایش می

-هاي تجاري (بـر اسـاس رسـوب   هاي متفاوت از جمله کیتروش
) تخلیص شدند، به این نکته اشاره شده اسـت کـه   PEGدهی با 
PEG م شـود  اگزوزومی سـرم ه ـ تواند باعث رسوب ذرات غیرمی

(Helwa et al., 2017). هاي خارج سـلولی جداسازي وزیکول 
 يهـا نیهـا و پـروتئ  نیبـا رسـوب همزمـان نوکلئـوپروتئ    تواند می

ــیریغ ــوم اگزوزوم ــد آلب ــوپروتئیآپول ن،یمانن ــو  E نیپ  نیهمچن
 .M. Y)باشـد  همـراه   یمن ـیا يهاکمپلکس و هانیمونوگلوبولیا

Konoshenko et al., 2018) . نتیجه در مـورد شـیر کـه    در
هـاي چربـی اسـت، نیـز     حاوي مقادیر زیادي از پروتئین و میسل

 توان چنین اتفاقی صورت گیرد.می
توان بـه  یم PEGبا  هاوزیکول تخلیصانکار  رقابلیغ يایاز مزا   

 pHامکــان کــار در محــدوده    نیســرعت و همچنـ ـ ی،ســادگ
. از کـرد اشـاره   ونی ـبـه غلظـت    فیضـع  یو وابستگ یکیولوژیزیف

دهـی  هاي تجاري که در حال حاضر در دنیا بر اساس رسوبکیت
تـوان بـه   رسـند، مـی  یا پلیمرهاي دیگر بـه فـروش مـی    PEGبا 

 System(شــرکت  ExoQuickمــواردي همچــون کیــت   
Biosciences ي اگـزوزوم تـام  جداسـاز  کیـت متحـده)،   الاتیا 

ــرکت  ــ، اInvitrogen(ش ــده)، الاتی ــت  متح  ExoPrepکی
اگزوزوم  سازيخالص تی)، کیاستون HansaBioMed(شرکت 

ــرکت ( ــادا Norgenadaekشــ ــ) و ککانــ ــاز تیــ  يجداســ
miRCURY شرکت) Exiqon  (مقـدار و   اشاره کرد.دانمارك

جــدا شــده بــا اســتفاده از  microRNAو  هــااگــزوزوم تیــفیک
 يهـا کیتبا تا حدودي تواند یم PEG 6000شده  آمادهمحلول 

کمتـر   یروش به طـور قابـل تـوجه    نهیهز ، امابرابري کند يتجار
همـین عوامـل،    است. ریپذ اسیو مق عیروش ساده، سر نیاست. ا

حـال،   نی ـکند. با ایتر مجذاب ینیبال قاتیتحق يروش را برا نیا
مري معایبی نیز دارد کـه  تر اشاره شد روش پلیهمانطور که پیش

 يهـا سهـا، کمـپلک  نینمونه با پـروتئ  ریمتغ یآلودگ ترین آنمهم
ذرات  نیهـا و همچن ـ نینوکلئـوپروتئ  ،هـا نیپـوپروتئ یل ،ینیپروتئ

 .(M. Y. Konoshenko et al., 2018) است یروسیو
هاي ترین کیتدر پژوهشی از کیت اگزوکوئیک که یکی از رایج   

ــه شــمار مــی  رود و اســاس آن هــم تجــاري تخلــیص اگــزوزوم ب
منظور جداسازي اگزوزوم شـیر  است، به PEGرسوبدهی با پلیمر 

استفاده شده است. نتایج بدست آمـده از میکروسـکوپ الکترونـی    
هاي جداسازي شده با این روش نسـبت  اگزوزومدهد که نشان می

اي داشـته  به روش اولتراسانتریفیوژ تغییر ساختاري قابل ملاحظه
همچنین در مطالعه اي  .(Wijenayake et al., 2021)است 

دیگري که از کیت اگزوکوئیک براي جداسـازي اگـزوزوم از شـیر    
آمده حاکی از آن است که مورفولوژي دسته، نتایج بهاستفاده شد

ذرات اگزوزوم تا حدودي تغییر کرده ولی بطور کلی این کیت بـه  
عنوان روشی سریع و با بازده بالا بـراي جداسـازي اگـزوزوم شـیر     

 .(Yamada et al., 2012) ارزیابی شده است
در پژوهش حاضر، سـه کیـت تجـاري داخلـی کـه بـر اسـاس           

ند، مورد ارزیابی قرار گرفت. قابـل  ارسوبدهی با پلیمر طراحی شده
منظور ذکر است که هر سه کیت براي اولین بار در این پژوهش به

اند. همانطور کـه  جداسازي اگزوزوم از شیر گاو به کار گرفته شده
هاي به کار رفتـه  ترین روشدر پیش اشاره گردید، یکی از مرسوم

-هزینهکم دهی با پلیمر است. ساده وهاي تجاري، رسوبدر کیت
بودن این روش، دلیل مهم دیگري اسـت کـه امـروزه بـه عنـوان      
روشی براي جداسازي اگزوزوم در مقیاس وسیع مورد توجه قـرار  
ــه    ــوط ب ــی، مرب ــه اســت. در تصــاویر میکروســکوپ الکترون گرفت

هاي جداسازي شده با کیت اگزوسیب، آنااگزو و اگزوسان، اگزوزوم
بـل مشـاهده اسـت. در مـورد کیـت      ها قافراوانی بالایی از وزیکول
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اگزوسان با وجود مشاهده ذرات بسیار منظم و یکدست، محـدوده  
تر از دو کیـت دیگـر و   شده کوچکهاي جداسازيسایزي اگزوزوم

هـاي جداسـازي شـده بـا روش     تـر از اگـزوزوم  همچنین کوچـک 
). 5و  4باشـد (شـکل  مـی  PEGدهی با اولتراسانتریفیوژ و رسوب

نانومتر در مطالعـات   30هایی با اندازه کوچکتر از مشاهده اگزوزوم
اي در هـاي مطالعـه  دیگران هم سابقه داشته است. طبق گـزارش 

هاي جداسازي شـده از رده سـلولی   ، در نتایج اگزوزوم2021سال 
COLO 20530تـر از  هاي بسیاري بـا سـایز کوچـک   ، وزیکول 

در  .(Dash et al., 2021)نانومتر به خوبی قابل مشاهده است 
هم ذراتی با اندازه کوچک از سلول  2019مطالعه دیگري در سال 

ــادي مزان ــاي بنی ــت   ه ــده اس ــازي ش ــون جداس ــیمی ژل وارت ش
(Chopra et al., 2019). 

هـا،  یابی اگزوزومدر این پژوهش دو تکنیک رایج جهت مشخصه   
) و عکســـبرداري  DLSروش پراکنـــدگی دینـــامیکی نـــور (  

هاي مختلف جداسازي میکروسکوپ الکترونی، براي مقایسه روش
استفاده قرار گرفت. همانگونه که در بخش نتایج هـم بـه آن   مورد 

با تصاویر میکروسکوپی  DLSاشاره گردید، در برخی موارد نتایج 
نتـایج   PEGهمخوانی نداشت؛ به طور مثال، در روش رسوبدهی 

DLS بودن ذرات جداسازي شده بود (میانگین دهنده بزرگنشان
صـاویر میکروسـکوپی   نانومتر)، در صورتی کـه ت  263قطر ذارت= 

داد. همـین  نـانومتر را نشـان مـی    120الی  70ذراتی با سایز بین 
ــایج   ــت   DLSطــور در مقایســه نت و تصــاویر میکروســکوپی کی

توانایی شناسایی ذرات ریـز در   DLSاگزوسان مشخص است که 
حضور ذرات درشت را به خوبی ندارد. این مسأله بـه اسـاس ایـن    

انـدازه ذرات از نوسـانات   ، DLSگـردد. در تکنیـک   تکنیک برمی
 ـ  یناش شده شدت نور پراکنده در محلـول  ذرات  یاز حرکـت براون

که شدت نور پراکنده شده متناسب با  تیواقع نیشود. ایم نییتع

را نسبت بـه حضـور ذرات    کیتکن نیتوان ششم قطر ذره است، ا
 بسیار کم ریمقاد ییکند. اگر هدف شناسایحساس م اریبزرگ بس

(بــه طــور مثــال، شناســایی تجمــع ذرات و   باشــد شــتدرذرات 
در عـین  باشد، اما  تیمز کی تواندیمناپایداري آنها)، این توانایی 

در انـدازه   قی ـدق نیـی تع ياشـکال بـزرگ بـرا    کتواند یحال می
تـر  هاي هتروژن (حاوي ذرات ریـز در کنـار ذرات درشـت   محلول

در این حالت بـه دلیـل   . )Filipe et al., 2010( باشدهستند) 
تر، با وجود ناچیز بودن ایـن  حساس بودن تکنیک به ذرات درشت

ذرات در کنار ذرات ریز، میـانگین انـدازه ذرات، خیلـی بیشـتر از     
واقعیت برآورد خواهد شد. از آنجایی کـه انـدازه ذرات در تصـاویر    

شده در تصـاویر بـه خـوبی     میکروسکوپی با توجه به مقیاس درج
گیري کرد، بـا  توان اینگونه نتیجهقابل محاسبه است، بنابراین می

-، بـراي مشخصـه  DLSوجود سهولت و حساسیت بالاي تکنیک 
ــی نتــایج  یــابی اگــزوزوم هــا، عکســبرداري میکروســکوپ الکترون

دهد. به ایـن ترتیـب نتـایج    تري در اختیار محقق قرار میمطمئن
هش متکی بر اطلاعات بدسـت آمـده از تصـاویر    حاصل از این پژو

 به طور خلاصه بیان شده است. 1میکروسکوپی در جدول 
هاي تجاري بیشـتر از  همانگونه که مشخص است بازدهی کیت   

روش اولتراسانتریفیوژ بوده است. البته این امکان وجـود دارد کـه   
دهی با پلیمـر (کیـت هـاي    هاي رسوبآلودگی پروتئینی در روش

جـــاري اســـتفاده شـــده در ایـــن پـــژوهش) بیشـــتر از روش  ت
اولتراسانتریفیوژ باشد که در این مطالعـه بـه آن پرداختـه نشـده     

تـر  توان امید داشت با مطالعات کامـل است ولی در هر صورت می
دهی پلیمري در این خصوص و رفع نواقص احتمالی، روش رسوب

وزوم در مصارف به عنوان یک انتخاب مناسب براي تولید انبوه اگز
 تجاري، مورد استفاده قرار گیرد.
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 DLSهاي جداسازي اگزوزوم شیر بر اساس نتایج تصاویر میکروسکوپ الکترونی و تکنیک مقایسه روش -1جدول 
Table1.Comparision of milk exosomal separation methods based on the results of electronic micrroscope and DLS 

techniques 

 محدوده سایز ذرات* اساس تکنیک روش جداسازي
شاخص پراکندگی 

(PI**) 

تراکم ذرات در 

پیتصاویر میکروسکو  

 اولتراسانتریفیوژ

(UC-HCl) 

جداسازي بر اساس سایز و 
 چگالی

نانومتر 190-50 )5/0 -7/0مناسب (بین    پایین 

گلیکول اتیلندهی با پلیرسوب

(PEG) 

 بکه پلیمري وتشکیل ش
 تجمع ذرات

نانومتر 120-70 )5/0 -7/0مناسب (بین    پایین 

 کیت تجاري اگزوسیب

(Exocib) 
دهی با پلیمررسوب نانومتر 200-90  )≤7/0نامناسب (   بالا 

 کیت تجاري آنااگزو

(Anaexo) 
دهی با پلیمررسوب نانومتر 130-40  )5/0 -7/0مناسب (بین    بالا 

 کیت تجاري اگزوسان

(Exosun) 
دهی با پلیمررسوب نانومتر 80-20  )≤7/0نامناسب (   بالا 

 * بر اساس تصاویر میکروسکوپ الکترونی محاسبه گردیده است.
هاي هتروژنی مثـل اگـزوزوم (حـاوي ذرات بـا سـایزهاي      محاسبه گردیده است. شاخص پراکندگی یک پارامتر نسبی است و براي محلولDLS ** بر اساس نتایج 

 ) محتمل است.≤7/0الا بودن مقدار آن (متفاوت)، ب
 

 گیري:نتیجه

گیري کـرد کـه هـر چنـد روش     توان اینگونه نتیجهبنابراین می   
هاي جداسازي اگزوزوم به ترین روشاولتراسانتریفیوژ یکی از رایج

بودن و نیاز به تجهیزات ویژه، آید ولی به دلیل پرهزینهحساب می
تواند گزینـه مناسـبی   پلیمر میدهی با هاي رسوبهمچنان روش

براي جداسازي اگزوزوم از شـیر بـه شـمار رونـد. بـا وجـود آنکـه        
دهـی بـا پلیمـر    هـاي رسـوب  احتمال آلودگی پروتئینـی در روش 

هاي تجاري تخلیص اگـزوزوم) وجـود دارد ولـی اگـر     (اغلب کیت
هاي شیر به عنوان هدف تولید وسیع و استفاده صنعتی از اگزوزوم

تـرین روش تخلـیص،   مل دارویی مـدنظر باشـد، بهینـه   یک نانوحا
شــود. بنــابراین لازم اســت مطالعــات همــین روش محســوب مــی

ها با پلیمرهـا و  دهی اگزوزومبیشتري در خصوص مکانیسم رسوب
ــودگی   عوامــل دخیــل در آن صــورت گیــرد تــا بتــوان میــزان آل

ن پروتئینی را به حداقل رساند و یا به طور کامل حذف کرد. در ای
اي هـاي شـیر در آینـده   توان امیدوار بود کـه اگـزوزوم  صورت می

اي در نانوحامل دارویی در حوزه درمـان بـراي   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 

 سپاسگزاري: 
نویسندگان مراتب تشکر و قدردانی خود را از دانشگاه الزهـرا(س)  

گذاشتن تجهیزات و امکانـات آزمایشـگاهی بـراي    ارجهت در اختی
 دارندپیشبرد اهداف این پژوهش، اعلام می
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