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Aims: Extracellular vesicles (EV) are nanoscale vesicles that were previously thought to be 

secreted into the bloodstream by apoptotic cells. Today, EVs have been demonstrated to be 

secreted by almost all cells in the body, which contain valuable biomarkers for early diagnosis of 

a wide variety of diseases, particularly cancers. Efficient separation of EVs encounter challenges 

due to the presence of proteins and lipoproteins. Hence, the need for a time-saving and non-

invasive diagnostic method with the ability to quantify isolated EVs, which is also applicable to 

resource-limited situations, can be the major necessities to advance EV-based diagnostic studies. 

The aim of the present study was to provide a relatively rapid and efficient method for isolating 

EV from blood as an important biological fluid in humans. 

Materials & Methods: In this case study, with the combination of size exclusion chromatography 

and ultracentrifuge, EVs were successfully isolated from human blood plasma samples within an 

hour. To confirm the isolation process according to MISEV guidelines, three tetraspanin 

membrane proteins CD63, CD81, CD9, and one luminal protein TG101, were evaluated as positive 

protein markers and connexin protein as a negative marker by Western blot. 

Findings: The maximum presence of positive markers and the absence of negative markers in F7 

to F9 fractions were confirmed. Additionally, their size distribution evaluation was done using 

the DLS technique with an average diameter in the range of 100 nm. Quantification of the protein 

content of EVs was also performed by BCA assay. 

Conclusion: The present study shows that the combination of high-speed centrifugation and 

size-based chromatography methods is very effective in isolating EV from the blood plasma of 

individuals. 
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توان شوند و حاوی بیومارکرهای ارزشمندی هستند که میمیهای بدن ترشح های خارج سلولی، تقریباً توسط تمامی سلولوزیکولاهداف: 
ها بخصوص در حوزه سرطان بهره برد. نیاز به یک متد تشخیصی سریع و کارآمد با قابلیت از آن در جهت تشخیص زودهنگام انواع بیماری

تواند از و غیرتهاجمی باشد، می جداسازی شده که در عین حال قابل اجرا در شرایط کمبود تجهیزات آزمایشگاهی EVsکمیت سنجی 
منظور  به باشد. هدف از تحقیق حاضر ارئه روش نسبتا سریع و کارامد EVsجمله ضروریات در جهت پیشبرد مطالعات تشخیصی مبتنی بر 

 .از خون به عنوان یک مایع بیولوژیک مهم در انسان است EVsجداسازی 

 با ساعت کی یط درEVs  بالا، دور وژیفیسانتر و براندازه یمبتن یکروماتوگراف روش دو قیتلف با یتجرب مطالعه نیا درها: و روش مواد
 ننیتتراسپ ییغشا نیپروتئ سه و،یسیما یارهایمع با مطابق یجداساز ندیفرا دیتائ جهت. شدند یجداساز انسان پلاسما از تیموفق

CD63، CD81،CD9  لومنال نیپروتئ کی و TG101 یمنف مارکر عنوان به نیکانکس نیپروتئ و مثبت ینیپروتئ یها¬شاخص عنوان به 
 .گرفتند قرار یابیارز مورد بلات وسترن کمک به

تائید شد. علاوه بر این، توزیع اندازه آنها به  9الی  7های حضور حداکثری مارکرهای مثبت و عدم حضور مارکر منفی در فرکشن: هاافتهی
 BCAنیز با سنجش  EVsسنجی مقدار محتوای پروتئینی نانومتر صورت گرفت. کمیت 100با میانگین قطر در محدوده  DLSکمک تکنیک 

 .انجام شد

های سانتریفیوژ دور بالا و کروماتوگرافی مبتنی بر اندازه به منظور جداسازی تحقیق حاضر مبین آن است که تلفیق روش: یریگجهینت
EVs از پلاسمای خون افراد بسیار کارامد است. 

  ایپو نور یپراکندگ ،براندازه یمبتن یکروماتوگراف ،نشانگر ،یجداساز ،یسلول خارج یهاکولیوزها: کليدواژه 
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 مقدمه
ارتباطات بین سلولی مشخصه اصلی موجودات پُرسلولی است که 

های ترشحی سلول و انتقال مولکول-به دو صورت تماس سلول
ها جهت آزادسازی [. از دیرباز توانایی سلول1است ] یرپذامکان

ها به محیط خارج سلولی طی فرایند آپوپتوز، مطرح بوده وزیکول
هایی های سالم نیز وزیکول، این واقعیت که سلولوجودیناست. باا

  [.2شده است ]شناخته یراً کنند، اخرا به محیط خارج سلول آزاد می
 (Extracellular Vesicles) سلولی های خارجوزیکول

(EVs گروهی ناهمگن از ساختارهای مشتق شده از غشای سلولی )
های بنیادی های مختلفی ازجمله سلولهستند که توسط سلول

های ها، سلولها، پلاکتهای دندریتیکی، نورونمزانشیمی، سلول
به با توجه  EVs[. 3شوند ]اندوتلیال، اپی تلیال و ... ترشح می
کلاس اجسام آپوپتوتیک  یرمکانیسم تولید، منشأ یا اندازه در سه ز

Apoptotic bodiesمیکرووزیکول ،( هاmicrovesicles و )
شوند. در طی مرگ بندی می( طبقهexosomesها )اگزوزوم
تا  1000ها اجسام آپوپتوتیک با ابعاد شده سلولی، سلولریزیبرنامه
ها ها که به آن[. میکرووزیکول4ند ]کننانومتر را آزاد می 5000

 100زنی از غشا با اندازه شود، طی فرایند جوانهاکتوزوم نیز گفته می
ها ، اگزوزومEVsترین [. کوچک5شوند ]نانومتر تولید می 1000تا 
ها در درون سلول و از نانومتر ( هستند که محل تولید آن 100تا  30)

در حفره لومنی اندوزوم اولیه  هاداخلی وزیکول یزنطریق جوانه
شده است که فارغ از نوع های اخیر مشخص[. البته در سال6است ]

ها با یکدیگر همپوشانی دارد و مسیر بیوژنز، اندازه این وزیکول
در  EVsتوان اندازه دقیق و مشخصی برای هر دسته اعلام کرد. نمی

رار، بزاق، مایعات مختلف بدن ازجمله خون، مایع مغزی نخاعی، اد
حاوی انواع   EVs[.7شوند ]مایع آمنیوتیک، اشک و ... یافت می

ها، لیپیدها، و نوکلئیک اسیدها هستند که این ها، گیرندهپروتئین
ترکیبات هم در درون محفظه آبی و هم در بین دولایه فسفولیپیدی 

تواند مطابق با روند ها می[. هرچند که محتویات آن8قرار دارند ]
های مرتبط با نز و منشأ سلولی متفاوت باشند، اما پروتئینبیوژ

 ,EV (TSG101ها(، بیوژنز ، اینتگرینICAMعملکرد غشا )

ALIX( جذب و آزادسازی ،)Annexins, Rab proteins )
[. علاوه بر این، طیف 9شوند ]ها یافت میطورمعمول در آنبه

، CD9 ،CD37 ،CD53 ،CD63ها مثل وسیعی از تتراسپانین
CD81 ،CD82 [10پروتئین ،]ژن مثل های مربوط به ارائه آنتی

HLA-G ،MHCها مثل ، سیتوکینVEGF-A [11 سمافورین ،]3A 
(Sema 3A[ )12 ،]TGF-beta [13 و ]EGFR VIII [14 نیز ]

 توانند حضورداشته باشند.می
طور کامل بررسی نشده است. هنوز به EVsمحتوای لیپیدی 

ها از لیپیدی آن یهها بیانگر غنای دولاپژوهش وجودینباا
اسفنگومیلین، کلسترول، فسفاتیدیل کولین، فسفاتیدیل اینوزیتول، 

 GM3آمین، فسفاتیدیل سرین، پروستاگلاندین فسفاتیدیل اتانول
 [.15،16است ]

EVs اسیدی متنوع هستند ازنظر ماهیت محتوای نوکلئیک
اسیدهای موجود د که نوکلئیکان[. تحقیقات پیشین نشان داده17]

، و هاrRNA یژهوهای کوچک به RNAنوعاغلب از EVs در 
tRNAالبته[. 18هستند ] هاRNA  های کوچک دیگری نیز وجود
و  هاmRNAکوتاه و بلند،  هایnon-codingمثال عنواندارند، به

miRNAهایی در خصوص حضور محتوای [. داده19] هاDNA 
 کمیاب موجود است.  EVsر میتوکندریایی و ژنومی د

همواره یک نیاز اساسی در ایجاد ابزارهای  کهییازآنجا
موقع بیماری و پاسخ درمانی تشخیصی وجود دارد که ارزیابی به

های اخیر علاقه مناسب و زودهنگام را فراهم نماید، در سال
عنوان یک پلتفرم که حاوی انواع نشانگرهای به EVsای به فزاینده

های هدف عنوان یک نمایشگر از وضعیت سلولتند و بهزیستی هس
عنوان را به EVsتوان کنند به وجود آمده است. درواقع میعمل می

یک بستر بیوپسی در حوزه تشخیص زودهنگام و درمان لحاظ کرد 
[20 .]EVs هومئوستاز و دفع مواد زائد  عنوان راهی برایدر ابتدا به

 شوند.ها توصیف میبیولوژیک از سلول
در جریان ارتباطات بین  EVs یرگذارامروزه نقش مهم و تأث

تنها در عملکردهای نرمال بلکه در شرایط بیماری در سلولی، نه
 -[، قلبی22] یمنیهای خود ا[، بیماری21امراضی مثل سرطان ]

از  EVs[ بسیار مشهود است. همچنین 24[، تنفسی ]23عروقی ]
های هدف ممکن است بر بازسازی طريق القاء بیان ژن در سلول

های هدف، آنژيوژنز، استرومای مغز استخوان، عملکرد سلول
[. 25باشند ] یرگذارهای خونی تأثپیشرفت و متاستاز بدخیمی

 های مختلف استخراج روش سازیینهو به یریکارگبه جهتینبد

EVsبسیار موردتوجه قرارگرفته است.  امروزه 
برانگیز است. تاکنون، در مورد چالشها بسیار مطالعه وزیکول

نظر ، اتفاقEVsها برای توصیف یا جداسازی ترین روشمناسب
ها، )اگزوزوم هاوزیکولوجود نداشته است. محققین حوزه 

های موجود در ها یا ذرات مشابه(، به دلیل کاستیمیکروزیکول
ا ترکیب ها در رابطه بهای آنالیز وزیکول، از قابلیت اعتبار دادهروش

ها مطمئن نیستند. برای عملکردی، فیزیکی و بیوشیمیایی وزیکول
های المللی وزیکولهای مناسب، انجمن بینمقابله با ابهام در روش

 EVsای از معیارها را برای مطالعه مجموعه (ISEVخارج سلولی )
های دقیق و معتبر را منتشر نماید. این ایجاد کرده است تا داده

عنوان حداقل به 2014ها که برای اولین بار در سال دستورالعمل
وزیکول منتشر  یدر مجله خارج سلول  EVsاطلاعات برای مطالعه

( MISEV guidelinesشد و تحت عنوان دستورالعمل مایسیو )
طور منظم منتشر روزرسانی شده و بهشوند، اکنون بهشناخته می

سرعت در حال تحول بهگردند تا همگام با فضای تحقیقاتی که می
های مایسیو توسط ویتور است، همگام شوند. آخرین دستورالعمل

(Witwer) [26]مکاران منتشرشده است ه و.   
تواند در حوزه نظارت می EVsهای مبتنی بر امروزه تشخیص

و پایش بر وضعیت سلامت کارکنان نیروهای عملیاتی و نظامی 
ی سریع و آسان به این متد مورداستفاده قرار گیرد. لذا دسترس

 جانبه امری ضروری است.تشخیصی همه
هدف از مطالعه حاضر ارائه یک روش جداسازی مناسب، 

های این مخازن کوچک حاوی بیومولکول یساز یشناسایی، و کم
زیستی است که امکان تشخیص سریع، زودهنگام، و غیرتهاجمی 

 .سازدها را فراهم میبیماری
 

 هامواد و روش
های شناسی و فناوری سلولمطالعه تجربی حاضر در موسسه زیست

، مرکز تحقیقات علوم سلولی، گروه ACECRبنیادی رویان، 
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 1399شناسی، تهران، ایران در تابستان های بنیادی و زیستسلول
 انجام شد.

مواد تخصصی لازم برای این پژوهش به شرح ذیل خریداری 
 :شد

 ,Bio-Rad-Millipore)(: PVDFغشای الکتروفورتیک )

Germanyهای اختصاصی برای بادی(، آنتیTSG101 (1:500 ,
Gentex, USA و )CD81 (1:500 ,Santa Cruz, Germany و )

 -(Santa Cruz, Germany, 1:500نشانگر منفی کالنکسین )
BSA  ،sigma -  کیتBCA Protein Assey) 

 EVsاج منظور جداسازی و استخربه. های خونیتهیه نمونه
های سی خون در لولهسی 5از افراد مرد سالم داوطلب در آزمایشگاه 

 آوری شد. جمع یریگخون
 qEVهای از نمونه پلاسما توسط ستون EVsجداسازی 

original .یرهای خون و جداسازی اجزا غآوری نمونهپس از جمع 
 10ها به مدت منظور استفاده از پلاسمای خون، نمونهآن به یسلول

 سانتریفیوژ شد. 2000gتا  1000g دقیقه با نیروی

 qEVهای از نمونه پلاسما توسط ستون EVsجداسازی  -

original های حذف اندازه  انجام شد. این ستون(size 

exclusion chromatography) جداسازی سریع ،
های اضافی و مایعات را از سلول یهای خارج سلولوزیکول

کند. هر ستون با حفظ پذیر میامکانپیچیده بیولوژیکی 
زمینه، لیپیدها، های پس، پروتئینEVsخواص بیولوژیکی 
منظور بهبود حساسیت و دقت ها را بهاملاح و سایر آلاینده

از  EVsکند. جداسازی حذف می یخوبها بهسنجش
 qEVهای شده توسط ستونهای پلاسمای تهیهنمونه

original دارای بیشینه حجم با( رگذاریLoading در هر )
میکرولیتر بوده و با این مقدار حداکثر  500دفعه به میزان 

 بار است. 5ظرفیت استفاده از ستون، 

قبل از استفاده از ستون، ابتدا روی پایه مخصوصی قرار داده  -
 یآرامشد و درپوش بالا برداشته و سدیم آزید داخل ستون به

پر شد و درپوش  PBSا طور کامل خارج شد. سپس ستون بو به
قطره خارج و قطره یآرامبه PBSپائینی ستون برداشته شد تا 

 Flushingشود. سپس، متناسب با حجم شستشو )

volume لیتریلیم 15(، حداقل PBS  از ستون عبور داده شد
 تا شستشو کامل انجام شود. 

، نمونه پلاسما به PBSمحض تخلیه ناحیه فوقانی ستون از به -
( Fractionهای )تون منتقل شد و بلافاصله فراکشنداخل س

 گردید.  یآورجمع PBSلیتری از نیم میلی

اندازه ( ستون بهVoid volumeحجم دورریز ) کهییازآنجا -
 4لیتری، میلی فراکشن نیم 6است، پس از  لیتریلیم 8/2

لحاظ  EVsهای حاوی عنوان نمونه( به10تا  7فراکشن بعدی )
 شد.

ه بعد، جهت تغلیظ و کاهش حجم نمونه، از فیلترهای در مرحل -
لیتری که داخل ( نیم میلیAmiconآمیکون )
بودند، استفاده شد.  شدهیهلیتری تعبمیلی 2های میکروتیوب

دقیقه  10به مدت  14000gها با دور برای این کار نمونه
سانتریفیوژ گردید و سپس جهت تخلیه نمونه تغلیظ شده 

صورت برعکس قرار داخل فیلتر، داخل میکروتیوب جدید به
دقیقه سانتریفیوژ گردید.  2به مدت  1000gداده شد و با دور 

 Snapهای تغلیظ شده پس از انجماد سریع )نمونه

freezing نگهداری شد.  -70( درون نیتروژن مایع، در فریزر
ها و بین دو نمونه و در پایان کار هر بار قبل از بارگذاری نمونه

ها شستشو داده شد. مراحل متناسب با حجم شستشو، ستون
 آمده است. 1شکل در  EVsکلی جداسازی 

 
از نمونه خون انسانی. پس از جداسازی پلاسما  EVsپروتکل جداسازی ( 1شکل 

شوند. سپس بزرگ با یک مرحله سانتریفیوژ جداسازی می EVsاز خون، ابتدا 
شده و های کروماتوگرافی مبتنی بر اندازه عبور دادهسوپ رویی از ستون

شوند. هستند جداشده و باهم مخلوط می EVsهایی از ستون که حاوی فرکشن

های مخلوط شده ، همه فرکشنEVsمنظور کاهش حجم و افزایش غلظت به
 شوند.گراد نگهداری میدرجه سانتی 70شوند و در فریزر منفی تغلیظ می

 

 EVsایی های شناسروش

با استفاده از  EVsتوزیع اندازه . (DLSپراکندگی نور پویا ) -
 - Dynamic light scattering)روش پراکندگی نور پویا 

DLS) میکروگرم از  50گیری شد. مقدار اندازهEVs  950در 
با دستگاه  EVs رقیق شد و توزیع اندازه PBSمیکروگرم 

Zetasizer nano  گراد با ضریبدرجه سانتی 25در دمای 
 قرائت شد. 01/0و جذب  38/1شکست 

بر اساس غلظت نسبی  یهای خارج سلولوزیکول یساز یکم -
محتوای  EVs یساز یمنظور کمبه(. BCA assayپروتئین )
 BCAبا استفاده از کیت  شدهیآورجمع  EVsپروتئینی

Protein Assay شد. تست  یساز یکمBCA  روشی برای
 صورتینمقدار پروتئین است. اصول این تست بد یریگاندازه

را به   +cu2تواند در یک محیط قلیاییاست که پروتئین می
cu+  احیا کند )واکنش بیوره( و در حضور

bicinchoninic  Acid  منجر به تولید رنگ ارغوانی شود
 560موج در طول  +BCA.cuرنگ ارغوانی حاصل از کمپلکس

با استفاده از یک گراف استاندارد که نانومتر دارای جذب است. 

 خون

 پلاسما

های بزرکجداسازی وزیکول  

 qEVعبور از ستون 

 های مختلفجداکردن فرکشن

 های مختلف و تغلیظکردن فرکشنیکی

 درجه سانتی گراد 70های کوچک در فریزر منفی نگهداری وزیکول
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زمان با آزمایش تهیه شد با توجه به میزان جذب هم
 شده مقدار پروتئین گزارش شد.  قرائت

با حجم  EVsمیکروگرم پروتئین  20درمجموع . وسترن بلات -
رقیق و سونیکیت  SDS-PAGEمساوی از بافر بارگذاری نمونه 

ه حرارت داده شد و دقیق 5درجه به مدت  95شد و در دمای 
بارگذاری  SDS-PAGEدرصد،  12سپس نمونه بر روی ژل 

 poly vinylگردید. پس از انتقال به غشای الکتروفورتیک )

difluoridene- PVDF  ،(Bio-Rad-Millipore, 

Germany5ها با آلبومین سرم گاوی (  نمونه% (BSA  ،
تریس سیگما ، ایالات متحده آمریکا( در محلول نمکی بافر 

 مسدود شدند.    Tween 20(TBST%  ) 1/0حاوی 
 ,TSG101 (1:500 ,Gentexهای اختصاصی برای بادیآنتی

USA و )CD81(1:500Santa Cruz, Germany و نشانگر منفی )
( با calnexin( )1:500 ,Santa Cruz, Germany)  کالنکسین

بادی ها شسته و با آنتیغشاها انکوبه شدند. در مرحله بعد لکه
بار  3ساعت در دمای اتاق انکوبه شدند. پس از  1ثانویه به مدت 
، ماده شیمیایی تقویت شده  TBST(1Xشستشو با )

(enhanced chemiluminescence - ECLبه لکه ) ها اضافه
شد و باندهای پروتئینی توسط دستگاه کمی لومینسانس تشخیص 

  .داده شدند
 

 هایافته
پس از تهیه . حاصل از نمونه پلاسما EVsجداسازی و ارزیابی 

 qEVهای با استفاده از ستون  EVsپلاسمای خون، جداسازی

original انجام شد و سپس مطابق باMISEV guideline  
 قرار گرفت. یموردبررس

لیتر است، میلی 8/2اندازه حجم دورریز ستون به کهییازآنجا
( 10تا  7ی )فراکشن بعد 4لیتری، فراکشن نیم میلی 6پس از 

لحاظ شد. هر فرکشن ازنظر محتوای  EVsهای حاوی عنوان نمونهبه
کمی پروتئین کل، حضور مارکرهای مولکولی وزیکولی و سلولی، و 

آمده مبین حضور دستقرار گرفت. نتایج به یاندازه ذرات موردبررس
( بودند. F7 ,F8,F9 F10) 10تا  7های در فرکشن EVsحداکثری 

شده در وسترن بلات، حضور عد مطابق با الگوی مشاهدهبه ب  F11از
های عنوان یک مارکر سلولی بیانگر وجود آلودگیبه کالنکسین

ها بود. بر فاقد این نوع از آلودگی F10تا  F7سلولی بود. در مقابل، 
مشاهده نشد. با توجه به  F8و  F7، پروتئینی در BCAطبق روش 

 8های و فرکشن 9تا  7های نها، فرکشاطلاعات حاصل از فرکشن
های بیشتر با ها به منظور بررسیبه جهت تغلیظ و غنای نمونه 10تا 

های تجمیع شده یکدیگر تجمیع شدند. غلظت پروتئین در فرکشن
 بود. mg  pr/ml  1کمتر از 
 

  EVsشناسایی 

جداشده با  EVsتوزیع اندازه . (DLSپراکندگی نور پویا ) -
بررسی شد. این  (DLS)استفاده از روش پراکندگی نور پویا 

گیری حرکت براونی مرتبط با قطر تکنیک مبتنی بر اندازه
است.  Stokes-Einsteinهیدرودینامیک بر پایه معادله 

های مختلف بیولوژیک در جداشده از نمونه EVsاندازه 
 150با اندازه زیر   EVsمعمولاً  نانومتر است. 500تا  30محدوده 
نتایج  2شکل نامند. مطابق با کوچک اندازه می EVsنانومتر را 

جداشده  EVsحاصل از این روش نشان داد که میانگین قطر 
 نانومتر قرار داشتند.100از پلاسما در محدوده زیر 

 
نشان داد که پراکنش اندازه  DLSگیری پراکنش اندازه ذرات با اندازه (2شکل 

 نانومتر است. 100تا  50جداسازی شده از خون در محدود  EVsذرات 

 

پس از تعیین غلظت پروتئین کل با استفاده از . وسترن بلات -
ها بر روی ژل ، بارگذاری نمونهBicinchoninic Acidروش 

SDS-PAGE به غشای الکتروفورتیک  یتانجام شد و درنها
(PVDF منتقل ) .شد 

 
کاررفته جهت ارزیابی مارکرهای های اختصاصی بهبادیآنتی
بود و  CD9, CD63,TSG101 CD81شامل  EVsمولکولی 

 (calnexinمنظور ارزیابی مارکر سلولی نشانگر منفی کالنکسین )به
TSG63, CD9CD ,101 ,حضور مارکرهای  3شکل بود. مطابق 

CD81 گردید.  ییدهای تجمیع شده، تأدر همه نمونه
 فاقد کالنکسین بودند. F9تا   F7هایفرکشن
 

 
 EVsبا روش وسترن بلات.  EVsهای شاخص بررسی بیان پروتئین (3شکل 

 CD9و  CD63 ،CD81جداسازی شده در این پژوهش برای سه شاخص غشایی 
 .مثبت بودند TSG101و یک شاخص لومنال 

 

 بحث
های مطالعه تجربی حاضر بیانگر این مطلب است که تلفیق روش
منظور سانتریفیوژ دور بالا و کروماتوگرافی مبتنی بر اندازه به

از پلاسمای خون افراد روشی نسبتاً سریع و بسیار  EVsجداسازی 
هایی در ابعاد نانو تا میکرو هستند که ، وزیکولEVsکارآمد است. 

های مربوطه، فاکتورهای رشد و گیرنده محتویاتی شامل لیپیدها،
-nonها و mRNAرسان، و نیز های پیامپروتئازها، مولکول

coding RNAهای هدف حمل ، ... را از سلول منشأ به سلول
[ و احتمالًا 3شوند ]ها آزاد میاز همه انواع سلول EVs[. 8کنند ]می

های دخیل در سرطان، تحریکات محیطی، توسط مکانیسم
 شوند.سازی سلولی، استرس اکسیداتیو، و ... القا میفعال

های شده، سازوکارهای مولکولی و میانجیمطالعات انجام
در شرایط فیزیولوژیک و بیماری  EVsارتباط بین سلولی مبتنی بر 

عنوان یک منبع احتمالی برای تحلیل ها بهرا بر پایه این داده
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ند. از طرف دیگر در طیف وسیعی افرایندهای فیزیولوژیک ارائه کرده
عنوان اهداف درمانی و راهکار تشخیصی در ها بهها، از آناز بیماری

ازجمله  .[20]شود جهت شناسایی بیومارکرهای ویژه استفاده می
ای مزانشیمی های ساقههای مشتق شده از سلولاگزوزوم

(Mesenchymal stem cell-derived Extracellular 

vesicles-Derived-CMS)  های طور انبوه توسط سلولکه به
MSC قابلیت بارگذاری دارو و تحویل آن به اهداف  شوند،تولید می
به نام  شدهیهای مهندسیا اینکه گزوزوم [27]رادارند  یسلولدرون
های RNAها جهت تحویل لیپوزوم یجا( بهiexosomeاگزوم )ای

های نیک در سلولانکوژ KRASسری اختصاصی ژن کوتاه سنجاق
. همچنین در مطالعه [28]اند شدهسرطانی پانکراس موش استفاده

های سرطانی جداسازی شده از سلول هاییکولوز یکرودیگری از م
LNCaP  وPC-3  پروستات برای بارگذاری داروی پاکلیتاکسل

(paclitaxelدر درمان این سرطان استفاده گردیده است ) [29]. 
بودن و گسترش روزافزون این زمینه علمی، با توجه به جوان 

های جداسازی فعلی یکی از مشکلات، عدم استانداردسازی روش
ها شامل جداسازی بر مبنای استفاده از است. این روش

، کروماتوگرافی، فیلتراسیون و یدهاولتراسانتریفیوژ، رسوب
های جدیدتری از قبیل میکروفلويیدیک هستند که هرکدام از روش
های قراردادی [. ازجمله معایب روش30ها مزایا و معایبی دارند ]آن
 Co-isolation ofها )زمان آلودگیتوان به جداسازی هممی

contaminantsگونه که در سانتریفیوژ افتراقی ( اشاره کرد. این
( و در اولترا Protein aggregatesشاهد انباشت پروتئین )

ها از ی ناقص وزیکولسانتریفیوژ شیب غلظتی با جداساز
روش اولتراسانتریفیوژ روش  [.31ها روبرو هستیم ]لیپوپروتئین

کلاسیک جداسازی است که بیشترین تعداد مقالات را به خود 
قیمت بر بودن و نیاز به دستگاه گراناختصاص داده است ولی زمان

و کاربر متخصص، باعث شده است که این روش برای کارهای 
ترین و سریع qEV[. روش 32مناسب نباشند ] تشخیصی کلینیکی

روش  ینسازد. در ارا فراهم می EVsسیستم جداسازی  ینمؤثرتر
که بر مبنای کروماتوگرافی مبتنی بر اندازه است، تهیه نمونه به 

های مبتنی بر غلظت مانند تر از روشخالص یتوجهمیزان قابل
 precipitationدهی )های معرف رسوباولتراسانتریفیوژ و کیت

reagent kitsفاقد  خودیخود( است. روش اولتراسانتریفیوژ به
منظور ، بهیدههای معرف رسوبقابلیت استانداردسازی است. کیت

ها و سایر بسیاری از پروتئین یدهبه دلیل رسوب EVsتخلیص 
همراه  EVsهای غیر های نهایی را با آلایندهاجزای زیستی، نمونه

شده با های خالصکارآمد نخواهد بود. در مقابل نمونه و لذا سازدیم
(، استاندارد cleanهای کاملاً خالص )، نمونهqEVاستفاده از روش 

تنها ازنظر ساختار، بلکه از حیث در آن نه EVs، و سازگار بوده که یرپذ
کارگیری در عملکرد نیز دستخوش تغییر نشده و لذا جهت به

 قبول هستند.    بالینی قابل هاییشهای تحقیقاتی و آزماحوزه
پژوهش حاضر نشان داد که با استفاده از تکنیک تلفیقی 

از پلاسمای  EVsکرماتوگرافی مبتنی بر اندازه و سانتریفیوژ دور بالا، 
مایعات خارج سلولی، مطابق با  ینترعنوان یکی از مهمخون، به

[ 26مایسیو ]های سلولی های مطالعه وزیکولحداقل دستورالعمل
های مایسیو جداسازی، دستورالعمل ییدمنظور تأجدا شدند. به

کند که حداقل یک نوع پروتئین در دو گروه باید مثبت تصریح می
شناسایی شود و از طرف دیگر عدم وجود یک نشانگر منفی باید 

 یناناطمنشان داده شود. در مطالعه حاضر، جداسازی صحیح و قابل

EVs انسان با معیارهای  از نمونه خونMISEV2018 گردید.  ییدتأ
های جداسازی شده که در این پژوهش پراکنش اندازه وزیکول

شده در ( در محدوده گزارش2شکل شده است )ارائه DLSتوسط 
ها طبق نتایج وسترن دستورالعمل مایسیو قرار دارد. این وزیکول

 CD9و  CD63 ،CD81یی تتراسپنین بلات برای سه پروتئین غشا
مثبت بودند و برای پروتئین کلنکسین  TSG101و پروتئین لومنال 

(. در این 3شکل منفی بودند ) یسلولبه عنوان مارکر اندامک درون
از پلاسمای خون  EVsپژوهش روش مورداستفاده جهت جداسازی 

 ییدی و کمی )از طریق تأهای کیفبا روش EVsبا مشخص کردن 
های منفی(، بر و عدم حضور شاخص EVsحضور نشانگرهای 

معیارهای دستورالعمل مایسیو انطباق داشت، لذا توانایی جداسازی 
عنوان یک مایع مهم دینامیک خارج از خون به EVs آمیزیتموفق

، پروتئومیکس، متابولومیکس، miRNAسلولی، امکان جداسازی 
 سازد.های کابردی را فراهم میام دیگر سنجشو نیز تحقق انج

یکی دیگر از مزایای این روش، سرعت نسبتاً بالای آن است 
که در کمتر از یک ساعت قابلیت انجام دارد. از طرف دیگر، این روش 
قابلیت انجام در هر محیط آزمایشگاهی بدون تجهیزات خیلی 

تواند در آینده میپیشرفته از قبیل اولتراسانتریفیوژ را دارد و در 
 های تشخیص طبی به کار گرفته شود. آزمایشگاه

واسطه پرخطر و لازم به ذکر است که در برخی مشاغل به
زا بودن، رصد و پایش مداوم سلامت افراد، امری ضروری استرس

گری توان به نظامیاست. از این مشاغل پراسترس و پرمخاطره می
عملیاتی و... اشاره کرد که احتمال ازجمله یگان ویژه، نیروهای 
-، عضلانی و اسکلتی و قلبییتنابتلای کارکنان به امراض روان

عروقی زیاد است، لذا ضرورت دستیابی به یک روش سریع و با دقت 
ای این افراد اهمیت فراوانی دارد. از بالا جهت پایش سلامتی دوره

فراد نظامی، طرفی حساسیت و گستردگی معاینات سربازان و دیگر ا
انجام در انواع  یتای باقابلبر ضرورت در اختیار داشتن شیوه

های آزمایشگاهی نظامی و انتظامی و با امکانات حداقلی محیط
 .افزایدمی

 

 گیرینتیجه
های سانتریفیوژ دور بالا های مطالعه حاضر تلفیق روشطبق یافته

از پلاسمای  EVsمنظور جداسازی و کروماتوگرافی مبتنی بر اندازه به
علاوه بر  EVsخون افراد روشی نسبتاً سریع و بسیار کارآمد است. 

های های درمانی بالایی که دارند، با توجه به ویژگیپتانسیل
توان از دارند، می یسلولمحتوی درون ینه  که درزم یفردمنحصربه

عنوان نشانگرهای زیستی جهت پایش سلامت فرد بهره برد. ها بهآن
نمایند، های اجدادی را حمل میاطلاعات حاصل از سلول EVs زیرا

های مختلف زیستی بدن ازجمله ها در نمونهبنابراین با آنالیز آن
توان وضعیت سلامت افراد بخصوص افرادی که بزاق، خون و ... می

دارای مشاغل پراسترس هستند را در کمترین زمان ممکن رصد نمود 
بینی پلت فرم تشخیصی جهت پیش عنوان یکو از این روش به

 های احتمالی فرد بهره برد. شرایط سلامتی و بروز بیماری
 

 تشکر و قدردانی
این مطالعه حاصل یک پروژه تحقیقاتی است و در موسسه 

شده است. های بنیادی رویان انجامشناسی و فناوری سلولزیست
موسسه رویان  ربطینویسندگان این مقاله از همکاری مسئولین  ذ
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اند، تشکر و تقدیر که در انجام این طرح تحقیقاتی کمک نموده
 نمایند.می
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