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A B S T R A C T 

Background and Objectives 
Exosomes are a subclass of extracellular vesicles (EVs) released via the endosomal 

pathway, ranging in diameter from 30 to 150 nm. They carry a diverse of biological 

macromolecules such as DNA, RNA, and proteins. Platelet-derived exosomes are the 

most abundant nanoparticles in the bloodstream. Given the need for simple and efficient 

isolating techniques, this study evaluates a method based on polymer precipitation for 

exosome isolation.  

Materials and Methods 
This experimental interventional study utilized platelet concentrate samples prepared by 

the platelet-rich plasma method, obtained from the Iranian Blood Transfusion 

Organization after one day after collection. On day three of storage, two different 

protocols differing in centrifugation steps and based on polymer precipitation were used 

to isolate platelet exosomes. The size of the isolated particles was compared by dynamic 

light scattering (DLS)  (n=2). Additionally, the concentration of the isolated particles was 

determined using the Bradford assay (n=2), and Western blot analysis was performed 

for presence of the exosomal marker CD63.  

Results 
DLS analysis showed that Protocol A produced particles with a broader size distribution, 

with over 73% of particles exceeding the accepted exosome size range (>150 nm). In 

contrast, Protocol B which included multiple consecutive centrifugation steps, 100% of 

particles were within the 30-150 nm range, demonstrating more uniform size 

distribution. Bradford assay results showed that the average protein concentration of the 

extracted nanoparticles was 0.424±0.12 mg/mL for protocol A compared to 2.62±0.19 

mg/ml for protocol B. Western blot analysis confirmed the expression of exosomal 

marker CD63 in the isolated particles. 

Conclusions   
Our findings demonstrate that performing multiple consecutive centrifugation steps into 

the polymer-precipitation method significantly enhances the purity and size of isolated 

platlet exosomes. This study introduces an optimized protocol for isolating high-quality 

exosomes based on polymer-precipitation. 
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 با استفاده از سانتریفیوژ  پلاکت مشتق از  یهااگزوزوم یجداساز یسازنه یبه

   مریپل  دهی بارسوب  متوالی در روش
 

   5مهسا صالحی   ،          4،  3فاطمه شمس سیده  ،         2پور ، مهشید محمدی 1مبینا نظری 
 

 طنن  پژو اننآ و می اشننآ  ننالآ سسنن  یؤ  نن   ن سننتی  و بی ل ژگنن   ننا فرمورده تحنینننا  یرکنن  ن شساسننآ مایاگانن ا آ و  انن ا شخونننا   نن  کارشننساا شرشننن     -1
 شگرش  تهرش  ن     ن شخونا 
 شگرش  تهرش  ن     ن شخونا  ط  پژو اآ و می اشآ  الآ سس  یؤ     ن ستی   و بی ل ژگ   ا فرمورده  تحنینا  یرک  شسوادگار ن ی لک لآ ژخوی   (PhD) دکورش  تخصصآ -2
دشخانن اه  انن ا ن دشخاننکنه پ شننکآ شساسننآ مایاگانن ا آ و باخنن   نن   ن دپارتمننا      شسننوادگار ن شساسننآ مایاگانن ا آ و باخنن   نن   نن   (PhD) دکوننرش  تخصصننآ -3

 شگرش  ن یاهن ن پ شکآ یاهن
 یرک  تحنینا  پات ل ژ  ی لک لآ سرطا  ن دشخا اه  ا ا پ شکآ یاهن ن یاهن ن شگرش  -4
 طنن  پژو اننآ و می اشننآ  ننالآ سسنن  یؤ  نن   ن سننتی  و بی ل ژگنن   ننا فرمورده تحنینننا  یرکنن  شسننوادگارن  اگسنن  فسنناور  پ شننکآ (PhD)دکوننرش  تخصصننآ  -5

 شگرش  تهرش  ن     ن شخونا 
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 هچكيد

شوند و قطری که از طریق مسیر اندوزومال آزاد می  هستند  یخارج سلول  یهاکولیاز وز  یاها دستهاگزوزوم 

ها و پروتئین  DNA    ،RNAهای زیستی از جمله  ها شامل ماکرومولکولدارند. محتوای آن نانومتر    30-150بین  

جا که یافتن روشی   ترین نانوذرات جریان خون هستند. از آنهای مشتق از پلاکت، فراوان باشد. اگزوزوم می

با اهمیت است، در این پژوهش روش  ساده و کارآمد برای جداسازی این وزیکول مؤثری بر مبنای ها بسیار 

 های پلاکتی معرفی شده است. رسوب پلیمری جهت جداسازی اگزوزوم 

تهیه شده به روش پلاسمای غنی از پلاکت پس از یک روز  های کنسانتره پلاکتی  نمونه در این مطالعه تجربی،  

روزذخیره پایان  در  شد.  تهیه  ایران  انتقال خون  سازمان  از  دو  3  سازی،  دورهای   دستورالعمل،  در  مختلف 

اندازه ذرات جدا  سانتریفیوژ و بر مبنای رسوب پلیمری، جهت جداسازی اگزوزوم  های پلاکتی استفاده شد. 

چنین غلظت ذرات جدا شده با روش بردفورد  هم(.  =n  2)  مقایسه شد  DLS  یا شده توسط تفرق دینامیکی نور

 انجام شد. CD63و آنالیز وسترن بلات برای نشانگر اگزوزومی  ( =n 2)تعیین شد 

تری ردهت، ذرات جداشده دارای توزیع اندازه گسA  دستورالعملنشان داد که در    DLSنتایج حاصل از تحلیل  

نانومتر( قرار داشتند. در مقابل،   150ذرات در محدوده خارج از اندازه اگزوزوم )بزرگتر از    %73بودند و بیش از  

بازه    %100که شامل مراحل سانتریفیوژ در چند دور متوالی و رو به افزایش بود،    B  دستورالعملدر   ذرات در 

یکنواخت   150تا    30اندازه   بسیار  اندازه  توزیع  و  قرار گرفتند  اگزوزوم(  )محدوده  تری مشاهده شد.  نانومتر 

نشان هم بردفورد  روش  نتایج  معادل  چنین،  شده،  استخراج  ذرات  پروتئین  غلظت  میانگین    mg/mLدهنده 

وسترن بلات    تجزیه و تحلیلبود.    B  دستورالعملدر    mg/mL  62/2  ±  19/0  و  A  دستورالعملدر    12/0  ±  424/0

 را در ذرات جداشده تأیید کرد.  CD63نیز بیان پروتئین  نشانگر اگزوزومی 

در این مطالعه مشخص شد که انجام چند مرحله سانتریفیوژ متوالی در روش رسوب پلیمری، نقش مؤثری در  

ای را جهت جداسازی  بهینه شده تر با اندازه یکنواخت دارد. این مطالعه روش  های خالصجداسازی اگزوزوم 

 کند.تر بر مبنای رسوب پلیمری معرفی میهای خالصاگزوزوم 

، تفرق دینامیکی نورها، پلاکتهاهای خارج سلولی، اگزوزوم وزیکول 

 13/03/1405تارگخ درگاف : 

 14/05/1405تارگخ پذگرش: 
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ذرش  ک چکآ  سوسن    ،(EVs ا   ارج سا لآ )واگک      

وشسط  شصاآ شرتباط سا   و    ش خن ا ماشد یآک  ت سط سا   

سا     ی لک   ا  EV.  باشسنیآب   شخونا   اگسوآ،  با   ا  

 ا  م  ت ش   یآو    کسسنآ ا  گیرخنه رش تسظیم ی سا   ماکرد  

 ا  یوعند    ا  بی ل ژگکآ، ب  اگرگروهبر شساا وگژگآرش  

  ا و شجساا مپ پو ا   ا، ییکروواگک   شگ واوا  : تنسیم کرد

خاخ یور دشرخن، شا طرگق   150تا    30 ا قطر  بین  شگ واوا  .(1)

شا شجساا چسن واگک لآ ) شخنواویآ  ( یساأ  MVBیسیر ا  

شگ وسیو ا  آی فرمگسن  طرگق  شا  و  یحیط  ارج   وشردگیرخن 

دشرش  خااخ ر ا  سطحآ  ا  م چسین  م   ؛ش خنیآسا لآ  

و    Alix(،  CD81و    CD9  ،CD63)    ان یتورشسپس  یاخسن

TSG101  ین  ئک  با کم  روش وسور  بت  برش  تا   سوسن

تحنینا  خاا     .(2-6)  ش خن ا شساساگآ یآیا ی  شگ واوا

شگ واوا ک   شس   وشسط دشده  برش    ا  یهمآ  ی لک لآ   ا  

و    mRNA   ،   miRNA  ،lncRNA   ا،  ا، پروتئیننشخونا  لیپی

DNA   د سن  م سواا سا لآ رش  ا شجااه یآ سوسن ک  ب  م

 ا  سا لآ رش حذف کسسن و شرتباطا  بین  کسسن، ابال   حفظ

شگ واوا کسسن.  تسهیل  رش  شخنشیآ  بین  و  تماا  سا لآ  در   ا 

 ا  ی لک لآ رش ب  روش  کسسن و پیاایاگعا  بن  گردش یآ

 . ( 7، 8) کسسن پارشکرگن حمل یآ و شت کرگن

شگ واوا     بالیسآ،  خظر  شگنهشا  کاخنگنش ا   ب   س ش   م    ا 

و   اگسوآ  خااخ ر ا   ت سع   ب   یرب ط  کاربرد ا   برش  

اود بیمار   تاخیص  گرفو      ا س اا  خظر  ش خن.  یآدر 

شخنشاه،   اشگ واوا شساا  بر  و    باگن  بی شیمیاگآ    شص 

و   یننشر  ب   شگ واویآ  غیر  شج ش   شا  سطحآ،  خااخ ر ا  

ش خن جنش  کافآ  یا شگ واوا  .(9،  10)   ا ص  در    عا گ ا 

   یغ   عگیادر، یا  ریش خن، شا جما  شآیخواف بن  ظا ر ی

 . (11)  صفرش، لسف و ب شق    ،ی  تیمیس  عگیا     ،شدرشر،    ،آ خخا  

شگ واوا   EV  شا  %75شا    شیب جما   شا  شا  ا،  در       ا، 

 ا شا  تاخیص شگ واوا  .(12،  13)  ش خن آ ا یاوق یپتک 

شخ شع   ییکروواگک   ا  EVساگر  یاخسن  رگ ش   ا،  ت سط  ک  

یآ ماشد  پتسما  برشخ ی   غاا   چالش  تجربآ  خظر  شا  ش خن، 

خا م ن    .(14)  شس  خاخ ینیاا،   شص  شخنشاه  دلیل  ب  

خم خ   در  یحنود  دسورسآ  و  بن ،  گسورده  یاگعا    ا  

شگ واوا ش وماد  قابل  چسا    ا   الص  مجنشساا  یؤثر و 

چالش برشخ ی  شس . بسابرشگن، تحنینا  بیاور  باگن در ی رد  

 . (15) جنشساا  شگ واوا شخجاا ش د  ا روش

 ا  یخواف جنشساا  شگ واوا تحنینا  در ی رد فساور     

تبنگل شنه شس . شگن  جذشب   ا  ش یر ب  گ  ی ض ع  در د  

ط ر گسورده بر شساا شص   شساسآ    ت ش  ب آ ا رش یفساور 

جنشساا ، یاخسن شولورشساخورگفی ژ، جنشساا  یبوسآ بر شخنشاه،  

  - نشساا  ییکروننج  آ ونذب شگم خ شفیسیونرس ب پایمر ، ج

با شف شگش پواخسیل شسوفاده    .( 16)  بسن  کردفا ئینگ  طبن  

 ا برش   ساا  روش جنشساا  م ، بهیس   ا شگ واوابالیسآ شا  

تکرشرپذگر  سسجش ضرور  شنه   و  بااده،  ا ص  حنشکثر 

 .(17) شس 

م      ک   الص  شا  شولورشساخورگفی ژ  جاگآ  طرگق  شا  ساا  

گرش  یآ  روشآ  تانآ  کاربرد ا   ماآ  برش   د،   شقیم  

و   ساخورگفی ژ  سر   گ   شا  شسوفاده  با  شگ واوا  شسوخرشج 

پایمر   الص با  ینرو  ب   س ش   ساا   تر  صرف    ب   روشآ 

گ  شسورشتژ   ،  رس ب یبوسآ بر پایمر .(18)نه شس ش  یعرفآ

 ا  جنشساا  شگ واوا تجار  شس . در ییا   رشگج در کی 

مب پاآپایمر ا   یخواف،  )دوس   گایک    ب   PEGشتیان   )

  PEGش د.  رس ب شسوفاده یآ  ط ر گسورده ب   س ش  یعرف 

 ا تعایل   ا  مب شطرشف شگ واوات شخن با ی لک  دوس  یآمب 

دششو  و یسجر ب  شگجاد گ  رگ یحیط مب رگ  ش د. در ط    

شگ واوا شگ واوا ا کا ش یآشگن فرمگسن، حتلی    ا  گابن و 

   .(19) کسسنرس ب یآتر پاگین دور ا  تح  ساخورگفی ژ با

تجهی ش  روش       ب   خیاا   رس ب  بر  یبوسآ  جنشساا  

تخصصآ خنشرد، سرگع، ساده و ینرو  ب  صرف  شس  و فنط  

رساخن   ا مسیبآ خمآ  EVب     و  ب  حجم خم خ  کمآ خیاا دشرد

حا ،    .(20) شگن  خا الصآ  PEGبا  شن   شضاف   ب    طر   ا 

در   شگ واوا شس   یمکن  ک   دشرد  رش  شنه  شسوخرشج   ا  

م فعالی  بی ل ژگکآ  کسن.  م ا   شگجاد  ش وت   چسین   ا 

 گذشر  شس   ا، شا یعاگ  رس بییکروواگک  ایا    م  رس ب

(21).   

ت ش  با  رش یآ  PEG ا  رس ب شگ واوا یبوسآ بر  کاسوآ    

  د سنیآخاا      ا  یطالع ا برطرف کرد.  روشترکی  با ساگر  

 ا، شا جما  شولورشساخورگفی ژ، ب  روشو ساگر    PEGک  ترکی   

  د نیآ ا رش در یحنوده قطر یطا ب قرشر    ط ر بالن ه شگ واوا

در شثر ساخورگفی ژ     نف شا طرشحآ شگن یطالع ، بررسآ .(22)

  پتکوآ   ا  بر ساگ  شگ واوا  چسن دور یو شلآ و رو ب  شف شگش

  س .جنش شنه بر شساا رس ب پایمر  ش
 

رس ب پایمر     ادر شگن یطالع  دو روش جنشساا  بر یبس   

ش  تجربآ شگن یطالع  شا خ ع ینش ا   با گکنگ ر یناگس  شنخن. 

تهی  شنه در کیس  فرمورده  خم خ  کسساخوره پتکوآ  س   و    ب د

شا  غسآ  پتسما   روش  ب   و  میرگکا(  ) م خویکس،  پتکوآ 
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 ا پس شا گ   ی رد شسوفاده قرشر گرف . پتک    (PRP)پتک 

 ا  پتکوآ  شا فرموردهب  ص ر  تصادفآ  ساا  و  روا ذ یره 

گروه   خآ،   ی رد  در  تهی  شن.  شگرش   شخونا       ساایا  

خنشش .  حجم و شکل ظا ر  کیس   شخوخابآ وج د   ا  یچ 

تعنییاخ ی پتک ن ن  کسساخون نشد  در  یعاد ننا  پتکوآ    ره 

L 610×74/1  دوپس شا     ا  پتکوآب ده شس . کسساخوره  

قرشرگرفون   شیکر  دش لروا  دشخش شخک بات ر  )شرک   دشر 

گرشد  درج  ساخوآ  24شلآ    20در دیا   پژو ش فجر، شگرش (  

pooled    ا  پتکوآ، ی رد  جه  جنشساا  شگ واواشنخن و 

 ا   ا طآ فعالی  طبیعآ پتک شگ واوا  شسوفاده قرشر گرفوسن.

  . (23)   ا  پتکوآ شخباشو  شنخنطآ س  روا ماشد و در کیس  

 ا  پتکوآ در شرشگط شسورگل و اگر   د  گیر  شاکیس  خم خ  

 لاییسار کتا دو )بعث ، شگرش ( ص ر  گرف .

 

یخواف بر شساا    دسو رشلعمل ا  پتکوآ با دو  تهی  شگ واوا 
 رس ب پایمر  با شسوفاده شا کی  تجار  )مخاط ، شگرش (:

فعا      یسظ ر  ب   شبونش  پتک در  شضاف   ساا ،  شا  بعن   ا، 

،  PRPسآ سآ 10ب   mM 22با غاظ  خهاگآ  2CaClکرد  

گرشد ص ر   درج  ساخوآ  37گ  سا   شخک باسی   در دیا   

   گرف . سپس؛ 

با دور   PRP، طبق پروتکل پیاسهاد  کی   A  پروتکل در      

g  3000     10ب  یسظ ر حذف پتک  و بناگا  سا لآ ب  ین  

مور  با فیاور  دقین  ساخورگفی ژ شن. س پ روگآ بعن شا جمع

µM 22/0  .شورخج، شخ اسوا ( فیاور شن( 

بهیس B  پروتکل در       یسظ ر  ب   پیاسهاد  ،  روش  ساا  

کی ، ساخورگفی ژ در چسن دور یو شلآ و رو ب  شف شگش شخجاا 

 g  1500دقین  ساخورگفی ژ با دور    20 ا پس شا  شن. پتک 

رس ب کرده و ب  یسظ ر حذف بناگا  سا لآ، س پ روگآ ب   

ساخورگفی ژ شن. در خهاگ ،    g  3000دقین  با دور    15ین   

دقین  با    30جه  حذف ذرش  ب رگ س پ روگآ ب  ین   

لااا ب  ذکر شس  تماا    .(24)  ساخورگفی ژ شن  g  13000دور  

  4دشر ) ریل، ملما ( و در دیا   ا  چیرشحل با ساخورگفی ژ گخ

مور  با  گرشد شخجاا شن و س پ روگآ بعن شا جمع درج  ساخوآ

 )شورخج، شخ اسوا ( فیاور شن.  µM 22/0فیاور 

کی  ) بر     Aدر  ر دو پروتکل بعن شا فیاورشسی  ، یحا      

ب  خسب PEGپاگ    شا    5ب     1(  بعن  شضاف  شن.    16)خم خ ( 

کی    پروتکل  طبق  شخک باسی     درج    4   دیا  درسا   

  4دقین  در دیا     45ب  ین    g 3000 گرشد، با دورآساخو

گرشد ساخورگفی ژ شن. رس ب ب  دس  مینه در   درج  ساخوآ

µL 200 بافرPBS    .ب  حال  س سپاخسی   در مین 

ا شسوفاده شا روش  ن ا بن ن در شگ واوان  پروتئینن غاظنتعیی
 بردف رد:

 BSA   (Bovine serum  برش  تعیین غاظ ، شا شسواخنشرد    

albumin  ) غاظ یاخصبا  ، 125/0،  25/0،  5/0   ا  

  نگبنلیور شسوفاده گردگن. گرا در ییاآییاآ 031/0، 062/0

 ا  شا یعرف بردف رد )باگ رد، میرگکا( در چا    µL200یسظ ر

 ا  شسواخنشرد تهی   شا رق   µL  10رگخو  شن و یوعاق  م   

 ا شضاف  شن و خهاگواً   ا  جنش شنه ب  چا  شنه و شگ واوا

لااا    . (25)  خاخ یور قرشئ  شن   595جذب خ ر  در ط   ی ج  

شسواخنشرد ا   (  =n  2)  ب  ذکر شس  ک  تس  دو بار تکرشر شن

ی رد   (triplicate) ا، ب  ص ر  س  تاگآ  تهی  شنه و خم خ 

 مایاگش قرشر گرفوسن. 

 

اده شا روش تفرق دگساییکآ  نا شسوفن ا بن  تعیین شخنشاه شگ واوا
 :  (DLS)خ ر
ذرش ، روش سسجش    خاخ   تج گ  و تحایل ا   گکآ شا روش    

خ ر   دگساییکآ  شخنشاه  (DLS)تفرق  ت شخاگآ  ک   گیر   شس  

ذرش  در دش ل یحا   رش ب  ص ر  سرگع، ساده و بنو  خیاا  

ساا  خم خ  دشرد. شگن روش برش  تعیین شخنشاه ذرش  ب  میاده

ب  کار یآ تا ییکرو   خاخ یور  شگن  در یحنوده چسن  در  رود. 

و   شنه  تابینه  ذرش   س سپاخسی    ب   لی ر  پرت   گ   روش، 

تغییرش  وشبسو  ب  ایا  در شن  خ ر پرشکسنه شنه، ک  خاشآ  

ت سط گ  مشکارساا و    شا حرک  برشوخآ ذرش  در یحیط شس 

ذرش    .گرددثب  یآ شخنشاه  ینرودگساییکآ  ییاخ ین  خهاگواً، 

 ا  شسوخرشج شنه ب  کم  شگ واوا .(26) یحاسب  یآ ش د

PBS    ب  حجمµL  2000    رساخنه شن و با دسو اه خاخ پارتیکل

ژشپن(   شخنه و   -  رگبا ساگسویفی  _SZ-100مخالاگ ر )ین   

و  (  =n  2)  دو بار تکرشر شن  مایاگشگردگن.    تج گ  و تحایل

ی رد مایاگش قرشر    (triplicate) ا ب  ص ر  س  تاگآ  خم خ  

شیمآ   دشخاکنه  یرک    مایاگا اه  در  یرحا   شگن  گرفوسن. 

 دشخا اه تهرش  شخجاا شن.  
 

گذشر  اده شا روش لک نا شسوفنا بن    شگ واوانن یا ینتعیی
 وسور : 

برش   گ    نگی تأ    برش     بت   وسور   شنه،  جنش     ذرش  

 ا  شگ واوا  آش وصاص   شا خااخ ر ا  آ کگک     CD63خااخ ر  

شن  شخجاا  ب     100  . (13)  شس ،  خم خ   پروتئین  ییکروگرا 

درج    95ب  ین  ده دقین  در دیا   (  x  5)   مرشه بافر خم خ 

  لگشکرآژ  پا     ا رو  خم خ  گرشد ج شاخنه شن و سپس  ساخوآ

با وا      ا پروتئین  جنشساا  برش SDS PAGE  10%نیمی
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 ا  ژ ،  در گکآ شا چا    یخواف قرشر دشده شنخن.  آک لی ل

)ساگو یوین ژ ، شگرش ( برش  تعیین ساگ   پروتئین ساگ  یارکر  

  ولواژ  ش  با    گباخن ا ب  ین     باخن ا  پروتئیسآ شف وده شن.

غاا  30 ب   س ئیس(     PVDF ول   شنخن )روش،  ،  یسونل 

یسنود  فاقن چربآ    %5شیر  ا   در یحا      سپس غااء

غاا بعن،  یرحا   در  مخو  ء شن.  )پاداشپادتن،    CD63   بادآبا 

غااء  در ط   ش  شخک ب  شن.  گرشدآدرج  ساخو 4در  شگرش (

با  بار  )یرک،    20ت ئین    %05/0حاو     PBS  یحا    س  

ین   ملما (   ب   سپس  و  شن  شرش  3شسو   در    طگسا   

مخو  آکگتار مخ گم     گثاخ    بادآبا  با   Horseradishکسژوگ  

Peroxidase  (HRP)  (Anti-mouse IgG)   ،ساگو یوین(

 % 05/0حاو     PBS  یحا  شخک ب  شن. یوعاقباً، غااء با  شگرش (  

شن.    20ت ئین   شا شسو   پروتئیسآ  باخن  مشکارساا   برش  

با شسوفاده  شسوفاده شن.  )ساگو یوین، شگرش (     ECLس بسورش   

شا      رگتصاو  باگ رد، میرگکا( )    ی لک لآربردشرگتص   سومیسشا  

        .شن  یغااء ته

     

 مخالی  میار :

 -Chi   نش شا مایننجه  مخالی  میار  فرضی  شگن پژو     

Square  8  شف شرو  خراGraph Pad Prism      شسوفاده شن.  طا

ب   س ش  یرا رد گا تأگین فرض  (  >p  05/0)  درصن  5ملفا   

 صفر در خظر گرفو  شن. 

  
 

 :  DLSبررسآ شخنشاه ذرش  جنشساا  شنه با 

ب     Bو    Aییاخ ین قطر ذرش  جنشساا  شنه با پروتکل      

 ب د   nm  80/58  ±  46/3و    nm  37/451  ±  78/132  ترتی 

   یخ  ذرش   شخنشاه  عگت ا  وذرش  جنش شنه    آفرشوشخ  .(1)شکل  

ک  در   ط ر   ما   .(1()خم دشر  1)جنو     شس   شنه  دشده  خاا 

پروتکل   یآ  Aخم دشر  ب  یاا نه  یسجر  پروتکل  شگن  ش د، 

تر  شنه و یحنوده  ت لین ذرشتآ با ت اگع شخنشاه خسبواً گسورده

خاخ یور گسورده شس . در ینابل،    400کاآ ذرش  تا بیش شا  

پروتکل   شا  حاصل  بارگ   Bخواگج  بسیار  شخنشاه  و  ت اگع  تر 

خاا  یآگکس ش    رش  پرشکسنگآ    م  د ن.تر   دشیس   چسین 

ذرش  در شگن روش بسیار یحنودتر ب ده و بیاور ذرش  در بااه  

 گیرد.  قرشر یآ  اخاخ یور در یحنوده ساگ  شگ واوا   150تا    30

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Aپروتکل 

 

 

 

 

 

 

 
 Bپروتکل   

 

. سایز و درصد فراونی ذرات جداسازی شده  (DLS)های جداسازی شده توسط روش پراکندگی دینامیکی نور بررسی اگزوزوم :1 شکل

 قابل مشاهده است. Bو  Aتوسط روش 
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 : فراوانی ذرات جدا شده بر اساس سایز 1جدول 

 

 nm 30<  درصد nm 30-150  )درصد( nm 150>  )درصد( χ2 p-value 

A 2  (0/2)پروتکل    25  (0/25)  73  (0/73)  
24/108 0001/0  < 

B 3  (0/3)پروتکل    95  (0/95)  2  (0/2)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 توزیع اندازه ذرات جداشده بر اساس فراوانی  تجزیه و تحلیل :1نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نانومتر خوانده شد. خط   570در طول موج  BSAهای متفاوت محلول نوری رقتجذب  ،  BSAهای محلولنمودار استاندارد رقت :2نمودار  

 دهد. درصد از خط رگرسیون را نشان می 95فاصله اطمینان  ، هاخط رگرسیون و نقطه چین ، پر

س
کان

فر
 

)%
(
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0 

 Aدستورالعمل         Bدستورالعمل 

(24/108  = 2 )0001/0 p< 

nm  30 

O
D
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4/0 

2/0 
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0877/0  +0472/1 y= 

  6/0                   4/0                    2/0                  0/0 

 (mg/mLغلظت پروتئین )
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و   KDa 32  ،KDa 35به روش وسترن بلات. سه باند با وزن مولکولی متفاوت ) CD63بادی مونوکلونال : نتایج ایمونواسی با آنتی2شکل 

KDa 50 .مشاهده شد ) 

 

 برش  تعیین غاظ  شگ واوا: Bradfordروش 

ب  یسظ ر شراگابآ کمآ بااده شسوخرشج ذرش  در دو پروتکل     

A    وB  شف شر   ، یسحسآ شسواخنشرد رسم گردگن Excel، در خرا 

در    BSAبر شساا خم دشر جذب خم خ  شسواخنشرد    .(2)خم دشر  

 ا  یوفاو ، ییاخ ین غاظ  پروتئین ذرش  شسوخرشج  غاظ 

پروتکل   در  یعاد   Bو    Aشنه  ترتی     ±  mL  12/0  ب  

تعیین گردگن. خواگج خاا     mg/mL  19/0  ±  62 /2و    424/0

د سنه تفاو  قابل ت جهآ در یی ش  پروتئین شسوخرشج شنه 

،  مس    Bبین دو روش ب د. غاظ  بالا  پروتئین در پروتکل  

کسن ک  شگن پروتکل خ  تسها شا خظر  کین یآأ، ت  DLSبا خواگج  

برش   برتر   روش  خی   کمآ  خظر  شا  شحومالاً  باک   ساگ ، 

 رود.  ا ب  شمار یآجنشساا  شگ واوا 

 

نه ت سط مخالی  وسور  ننشساا  شنا  جن آ شگ واوانبررس
 بت :

با       شگم خ شسآ  جنششنه،  ذرش   تعیین   گ   جه  

ب  روش وسور  بت  شخجاا شن.    CD63خ کا خا    باد  یمخوآ

بیا  کردخن    CD63 ا  جنشساا  شنه پروتئین  شگ واوا رش 

یاا نه    .(2 )شکل ی لک ل  س   ا   وا   با    یوفاو   آباخن 

(aDK  32  ،KDa  35    وKDa  50  )  دلیل ب   شحومالاً 

 .(27)  باشنپروتئین یآ   یتسگک ایگا

 بین  رش  گات ل ژننو پ  گ ل ژ گ نیف   ان اایپ  ا ن شگ واوا    

دشرخن.    آ ال  آ  شص جذب سا لو  کسسن  آیسونل ی   اسا   

م  بخنش  شرتباطا   در  فرش م   نگش  آسا ل  نی ا  رش  فرص  

  . (28)   مل کسسن   آکگ ل ژیب     اکسن تا ب   س ش  حایلآی

 ا  شخساخآ و  نا  پر   گس  ب د  ت لین شخب ه شگ واوا شا سا   

جنشساا    برش   صرف   ب   و  کارمین  روش  گ   ب   دسویابآ 

شگ واوا ک   شنه  با ث  دریا   شگ واوا  ح اه  در  چسنش    ا 

خکسسن بهیس    .( 29)  ی فق  مل  خویج   روشدر   ا   ساا  

ش  خ دگ  با ث روگکرد  ت شخن در مگسنهجنشساا  شگ واوا یآ

 جنگن سا   دریاخآ بر یبسا  شگ واوا باشن. 

ترگن روش جنشساا  شگ واوا  چ  شولورشساخورگفی ژ رشگج   شگر    

بنک  شس  روش گان   سن   شسواخن ش   خظر گرفو  نن  نشرد در 

ش د، شیا روشآ پر   گس  شس  ک  شیکا  دسورسآ ب  م   یآ

چسین، ساخورگفی ژ ا  یو شلآ و ط لاخآ   م  کسن.رش یحنود یآ

 ا   ارج سا لآ مسی   در دور بالا یمکن شس  ب  واگک  

ثیر  أ  ا ت  ا رش تغییر بن ن و بر کیفی  م سا وار م برساخن و 

   .(30، 31) ب ذشرد

ساخورگفی ژ    ا ل ن رشلعمندسو  ،رشساخورگفی ژندر روش شولو    

  Swinging-Bucket Rotor)  گکسا  برش  روت ر ا  یخواف

  ،Fixed-Angle Rotor  )ش خن ک  شغا  با ث  ب  کار گرفو  یآ

دشده گروهتفاو   ت سط  یآ ا  یوفاو   تحنیناتآ    ش د  ا  

شا روش   .(32)  ا  جنشساا  شگ واوا، بر یبسا  گکآ دگ ر 

   جنشساا   برش  آفننش  روش  ،رس ب پایمر  شس  ک  در م 

پروتئشگ واوا تجمعا   و  چ ال  آسی ا  شس     آ با  یمکن  بالا 

در    ژه گماشد، ب  و    انیبا پروتئاوا  پا  شگ و  آیسجر ب  مل دگ

A B 
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در حا  حاضر، خسب     فرشوش ، ش د.  نیسرا با ملب ی    اخم خ  

( ب  نیپروتئ  کروگرایی  )تعنشد ذرش /  نیذرش  ب  غاظ  پروتئ

شنه شس .    رفو گ ا ص ذرش  پذ   برش  آ س ش  شا ص   ب

بااده ذرش   نگبالاتر ، گذشررس ب   ا دسو رشلعمل شا  آبر 

دشرخن    آسگیپا  نیشیا خسب  ذرش  ب  پروتئ  کسسن، آی  نیرش ت ل

دل ب   شحومالاً    باشن ا یآنیپروتئ  ایا م     جنشساا  لیک  

رس ب چسین،   م(.  33،  34) سخو ایل  ب   شا   آد سنه 

 ا،  روش  نگوج د، ش  نگ. با شش دآحذف ی  گآ خها   ساامیاده

    گ سوسن تا ب     شولورشساخورگفی ژبا    س گدر حا  یطالع  و ینا

تبنمسا     روش جنشساا  ا   یحنودگ   .(35)  ش خن  لگتر 

ساا   ا  یخواف جنشساا  شگ واوا، بهیس  ی ج د در روش 

 سااد.  ا رش ضرور  یآدر جه  شسوخرشج شگ واوا 

یحنودگ      دگ ر  روششا  در  شگ واوا،   ا  جنشساا    ا  

شا واگک  نا  یجن اا  جمعی  نجنشس باشن. در  آنا ی ن  ش 

نشقل دو  نن اا  حننشسن ژ جنج شولورشساخورگفینخواگ  ش ،یطالع 

واگک    شا  یج ش  یآجمعی   خاا   ک   دشد  خاا   رش  د ن   ا 

 ا  جنششنه   ا در شگ واوا ا  یوفاوتآ شا واگک  جمعی  

 ا   در بین روش  . (36)  با روش شولورشساخورگفی ژ حض ر دشرخن

روش شگ واوا،  جنشساا   رس ب یخواف  درصن   ا   د آ 

کسسن. در  بیاور  شا ذرش  ب رگور رش  مرشه با شگ واوا جنش یآ

کی یطالع  شن  گفو   و  مکارش ،  رگچارد  ت سط   ا   ش ، 

پایمر ، یسجر ب  جنشساا  ذرش    بر یبسا  رس ب  تجار  

غیرشگ واویآ شنه و قادر ب  برطرف کرد  خا م  خآ ذرش   

ش  ک  کیم و  مکارشخش شخجاا دشدخن،  در یطالع   .(34)  خیسوسن

 ا  یاوق شا رس ب مل ئ  ساپ خیا شا برش  جنشکرد  شگ واوا 

شسوفاده  رروش   پایمر   م شس ب  تخای  ن.  یرحا   در   ا 

 ا  سا لآ ب رگور، خم خ  رش ب  ین   واگک  بناگا  سا لآ و  

گابن  ک  ب  تنرگج شف شگش یآ   س  بار با سر   ساخورگفی ژ

شنه در    ک  یسجر ب  قرشر گرفون ذرش  جنشساخورگفی ژ کردخن  

 ا  با ت ج  ب  چ الآ کمور شگ واوا  . (37)یحنوده شگ واوا شن

 ا   ارج سا لآ، شگن ذرش  پس در یناگس  با ساگر واگک  

روگآ   فاا  در  پاگین  سر    با  یو شلآ  ساخورگفی ژ ا   شا 

یآ باقآ  یآ)س پرخاتاخ (  ی ج   شیر  شگن  ک   یاخسن.  ش د 

 ا و ساگر ذرش  ب رگور طآ شگن یرشحل در پا   ییکروواگک   

در   . (38)  یحب ا شنه و ب  ط ر یؤثر شا خم خ  حذف ش خن

خواگج   پروتکل    DLSپژو ش حاضر،  دشد ک  در  بر    Aخاا  

رس ب  روش  یبسا   ب   تجار   کی   شا  شسوفاده  با  د آ 

شا یحنوده    %73پیاسهاد  شرک  سااخنه،   شا ذرش   ارج 

خاخ یور( قرشر گرفوسن، در حالآ ک  با   150شگ واوا )ب رگور شا  

در  شف شگش  ب   رو  و  یو شلآ  دور  چسن  در  ساخورگفی ژ  شخجاا 

خاخ یور جا  گرفوسن    30-150ذرش  در بااه    B  ،95%پروتکل  

()خم دشر 1()جنو   >p  0001/0)  و شخنشاه ذرش  گکس ش   شن

1.) 

جه  تعیین   گ  ذرش  جنش شنه، خواگج وسور  بت      

  CD63خاا  دشد ک  ذرش  جنش شنه غسآ شا یارکر شگ واویآ 

شگ واوی   گ  CD63  نیتورشسپاخ  .(2)شکل    ب دخن   آخااخ ر 

  شس .   یتسگک ایگا  اهگشسا و  شنه با س  جا 

یطالع      شن  در  گفو   برش  ر یشسمش   در   CD63   ی ج د 

 شس    CD63    ی تسگک اید سنه گا خاا خواگج وسور  بت ،  

  خواگج وسور  بت  یطالع  حاضر س  باخن در یحنوده  .(39)

KDa  32،   KDa35    وKDa  50  چسین خواگج   م  .خاا  دشد

یطالع  در  کرد  یااب   بیا   لک    CD63ش   ص ر   شا     شب  

  لیب  دلشن ک   دشلو   ظا ر    ا یک  60تا    25  نیب   باخن ا

بر یهاجر     ت شخنآشس  ک  ی   نیپروتئ  رییوغ    یتسگک ایگا

و  س سل  در یطالع     .(40)   ب ذشرد  ریتأث   رادر ط   شلکوروف

فعا  شا  پتک  مکارش ، پس  با گا ک خا  کاسیم،  ساا    ا 

شگ واوا تعیین   گ    ا ص ر  گرف . وسور   جنشساا  و 

   ا  جنشجه  تعیین   گ  شگ واوا  CD63بت  پروتئین  

 ا  ماشد شنه شا پتک  فعا   ک  در شگ واوا  شخجاا شنشنه  

شمس و  مکارش  بیا     .(28)  باخن ق   تر رش خاا  دشد  ،شنه

خفرگن و   ا  شپآساا  پتک  با مگ خیس  کردخن پس شا فعا 

خسبآ   فرشوشخآ  جنششنه  ذرش   شخنشاه  ت اگع  کاسیم،  کارگن 

   .( 41)  ا رش دشردبیاور  شا شگ واوا 

 EV  لیتاک   برش  شنه  شسا و یحرک     گ،  2Ca   خ ف رگ    

خاا       ادگا   ا  یطالعباشن.  آی   آخ ع سا ل  شاصرف خظر  

  شا  شگ واوا  ترشح   شگشف ش  ب    یسجر  م یکاس   خ ف رگدشدخن  

خواگج    .(42)  ش دآی   اپتک  شا  ک   ط ر  و    DLS ما  

ک    شن  دشده  خاا   یطالع   شگن  در  شس ،  یاخص  بردف رد 

   نننوده ساگنر  در یحنا  بیاون  یننشر شگ واوا  Bپروتکل  

 کسن.  تر  رش حاصل یآگکس ش   
 

 گیری نتیجه

ساخورگفی ژ در چسن دور یو شلآ و رو ب  شف شگش ب   مرشه     

نشساا   ننؤثر  در جننش ینخن  ،رنر پایمنآ بن ب یبوسنرس

ت شخن بر خا م  خآ ذرش  غاب   ا  پتکوآ دشرد ک  یآشگ واوا

و   فرش م  شگ واواکرده  گکس ش    یحنوده  در  ساگ   با   اگآ 

کاآ  مورد.  م بااده  شف شگش  ب   شحومالاً  روش  شگن  چسین، 

گردد. بر شگن شساا، روش   ا  جنش شنه خی  یسجر یآشگ واوا

یطالع برش   شسوخرشج    ا   پیاسهاد   با  نف  تحنیناتآ 

 ش د. ا  پتکوآ ت صی  یآشگ واوا
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 حمایت مالی 

حماگ  یالآ شا شگن پروژه، ت سط یؤسس   الآ می اشآ      

د  واو پژو اآ ط  شخونا     ، در قال  گرخ  پژو اآ شس

 رش سما تأیین شنه شس . 

 

 ملاحظات اخلاقی 

  نأگیت   IR.TMI.REC.1403.018با کن ش تق یطالع     نگش    

پژو ش  کار  در  شنه در  ش تق    آپ شک  س گا    اگروه 

  یرک   درط  شخونا         آ و پژو ا  آمی اش  آ سس   الؤی

 . شس  شنه شخجاا     شخونا  نا یتحن
 

 عدم تعارض منافع 

شظهار یآ     تعارض یسافعآ  دشرخن ک   یچخ گسسنگا   گ خ  

 در یطالع  حاضر وج د خنشرد.

 نقش نویسندگان 

 شجرش  پژو ش، خ ارش ینال  یبیسا خظر :

یحمن  یهاین  یطالع ، شگنه  پ ر:دکور  طرشحآ  و  پردشا  

  مکار  و خظار  بر شجرش  پژو ش و خ ارش ینال   

فاطم  شمس: خ ارش    دکور  و  پژو ش  شجرش   در   مکار  

 ینال 

 یااور طرح دکور یهسا صالحآ:
 

 تشکر و قدردانی 

پاگا      شا  بخاآ  حاصل  ینال   شرشن شگن  کارشساسآ  خای  

باشن.  یؤسس   الآ می اشآ و پژو اآ ط  شخونا      یآ

شا   وسیا   یؤسس  ح اه  بنگن  پژو اآ  و  می اشآ   یعاوخ  

تاکر و قنردشخآ     الآ می اشآ و پژو اآ ط  شخونا     

 گردد. یآ
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