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 مقدمه
تماای م  ودوت ز دهاارا  ح ظ بقا  خاایظ  وت 
و  سته  ه  حقح رظ  رتبیط و تخی ل  ی تیگح هم هوعین 

هی هیز  د  ین و  حیط  طح فشااین هسااتمرک  ی حو 
یییم تر بین   ی ت  سااات مم هبوتا و ترییح ز او

سطوح  شر و ت  یح تر  که  ح ظ  تهر مرخ  هیآنر
هی ی حو  ه تست آورتن غذ  و تفیع تر  ح  ح تیگح  

و  خیو ت تر  ح  ح ساایسااتم  یممم یااحورظ  ساات 
سلولم  د  شخصه(1) صلم یک ک  رتبیط  ین  هیظ  

تمیس  ین  تو هر م رگیهیساام  ساات که  د ه آن 
شر سلولم و یی  هتخیل  ول ول شحم  ی ک (2)هیظ تح

ی حو لیاار   ی ول تو یوز هاایود احوکاایر هاای و  د 

تیگحظ  سااات که  سااایدوکیر  رتبیطمهی یوکیریوز
ستم  سییم آن  ه  و یل قحن  ی ک (3) گحتت ح مشمی

هی  د غشیء الاسمییم یی  ح ین  سیس،  ی حو ودی ول
گحفته و شااای ل  حتوییز   مشااا لو ن سااالول 

ک  رین تحتیب تر (3)شااوهر ساایتودول و غشاایء  م
هااییم گحم  مقم و گحم هاای ) اایکتحظاحوکاایریوز

  OMVیً  صاااطلابااهاای ر    باات(  ی حوودی ول
(Outer Membrane Vesiclesیی ودی ول هیظ ( 

هییم کحوظ که ک ودی ولهی مر مغشااایء  یردم 
عمرتیً  ی غشااییم تو  یه  د ساالول  ه  حیط  یر  

هه  مر مدو   د  آد تشاااراهیظ ک  ین ودی ول(4) ده
شیء  یکتحظ شی ل تحکیبیتم غ هیظ گحم  مقم، غیلبیً 
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 چکیده

ها به مهمی در فیزیولوژی، بیماری زایی و تعامل بین میزبان و عامل بیماریزا دارند. این وزیکولها نقش های غشاااخ رارجی بارتریوزیکول :هدف و زمینه

عنوان  ها بهبارتری نقش دارند. از آنجایی ره آن دنها و محتویات رود را به شااکل محاف ش شااده منتقل رنند و در زنده مانبارتری اجازه می دهند تا آنزیم
های جداسااازی این رند. از این رو روشها با محیط رمک میها و تعامل آنها به شاانارش بیشااتر بارتریوند، مطالعه آننماینده بارتری محسااوم می شاا

 های غشاخ رارجی بارتری اشرشیارلی اسش.ای دارد. لذا، هدف از این پژوهش، معرفی روشی نوین برای جداسازی وزیکولها اهمیش ویژهوزیکول

شش جدا گردید و از  :روش کار سپس مایع رویی ر شد.  شش داده  ستاندارد ر شرایط ا سیژنیک در  شیارلی انتروتور شر ضر، بارتری ا سی حا شنا در روش 

سی برای تغلیظ وزیکول سیون با جریان مما سومفیلترا سانتریفیوژ دور بالا برای ر شد. وزیکولدهی آنها و  ستفاده  سکوپ ها ا سط میکرو شده تو های جدا 
 رونی عبوری تایید و وزن مولکولی و میزان غل ش پروتئینی مشخص گردید.الکت

سی وزیکول :هایافته شنا سکوپ الکترونی تایید و اندازه آنریخش  سط میکرو شان دهنده  100تا  50ها بین ها تو شد. الگوی الکتروفورتیک ن نانومتر تعیین 

 میکروگرم مشخص گردید. 542های تخلیص شده و غل ش پروتئین وزیکول ریلودالتون بوده 22-41باندهای قوی و ضعیف در ناحیه بین 

شان میگیرینتیجه صادی و : نتایج به دسش آمده ن شده در این مطالعه علاوه بر ارائه محصولی همسان، از بعد اقت ستفاده از روش ارائه  دهد ره در نتیجه ا

 ها در سطح صنعتی نیز باشد.زمینه ساز جداسازی این وزیکول تواندهای رایج مزایای مثبتی دارد و میزمانی نسبش به روش

 

 وزیکول های ترشحی غشاخ رارجی، فیلتراسیون با جریان مماسی، بارتری اشرشیارلی :هاکلیدواژه
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یر،  کیر مر لیپوالم سااای یرهی،  ول ول یه هیظ لیپ
هی و تیگح عو  ل برز د  و بتم چسبمرا، توکسین

ستمر  سیرهوکلوئیک ه شیظ ک  ین ودی ول(4)  هی غ
 حیطم، کسااب  هیظ سااتحس یردم تر ایسااب  ه 

 د یم یمیرظ( و Biofilm) غذ ، تولیر دیسااات  یه
هی یک هخش ت رهرک تر و قع آد ت شاارن  ین ودی ول

 حیط  ساات که بیوظ ایسااب تطبیخم هساابت  ه 
برز و  هیظ  فیکتور بیتم  د تیو را سااالولم،  تحکی

 وتن  ی حو ،  د  یمیرظهی  وتا و تر  و رت ایتگن
 را ح عه یز ین ر   تساااتگیا  یممموظیقه تخی ل  ی 

جییمت رتک  هی  د تموع کمم تر  ین ودی ول که دآه
گیهیسااام یین  ی حو ر که   میلم  هر  ع هی  ح ورت ر

هخش  همم تر  شاااوت م هجیم  توساااط  ین تر ز
 عمیلم همیهمر  هه ک (1) کمر مدهرگم یی ته  یدظ 

یجیت  ایتلییل،   هیظسلولگزیمم  یکتحظ،  تصیل  ه 
سب سم عقوهت اییر ر،  لخیء ای ستح هیظ  لتهی م و ت

 یکتحظ  ه  میطق تورتح  د  حل  صاالم  وت،  رون 
 می ح ین  ی  ین روش ؛ (4)تححیک ساایسااتم  یممم 

هی و تیگح تحکیبیز تحشاااد شااارا  د  یکتحظ، هزیمآ
هر ف  وتشااااین  هه ترییحظ  ه    رون هیچ گو

 .(5) رسمر م
میرظ هیظ یکتحظ خیطح ز  د  ی جیت   عث  ی  ی

هیظ  هساایهم و  هر شااتم دییتظ تر سااطد دم یت
هر مت  م  هیهمگوهم شاااو هرف  هیظ ول ولک 
و کساان و  ه تهبیل آن فخر ن  عمو ن ه شاارا هتخی 

 د  تسااتگیا  یمممبقیظت اییر ر و کی ل  د سااوظ 
 کممریشاااهعمرا  و ه م هساااتمر که تر کمتحل و 

 ی توده ک (6) یکتحیییم ودوت ت رت  هیظ یمیرظ ک ح 
لب  طی طیل ه  ح روظ  تکحشاااارا ه   یت    هم

شحم  هیظودی ول شت  مظور یکتحظ  هتح ح ترک  ی
ی دییم ت ییفته فز یشو  یکتحظ و کمش  ین  یز ین 

آن  ح روظ ساایسااتم  یممم و  سااتقیتا  ت ثیح زکه 
 Acellular) هاایظ فاایقاار دحمو کسااان عمو ن ااه

Vaccines )ک روشن (7)قح ر گحفته  ست   ورتتوده
 سااات که  ولین قرم  ح ظ  طیل ه و  ساااتقیتا  د 

هیظ ، در سیدظ آن  ستک تی  ه   حود روشهیودی ول
سیدظ ودی ول  ختلقم  ح ظ هی تححیک تولیر و در 

 ح اییه  ساااتقیتا  د  هییمروش ر ئه شااارا  ساااتک 

 ولتح سااایهتحیقیو،هی،  ولتح  فیلتحهی و رساااو  تهم 
ییظ ودی ول یب و  ز  کر م ت ر ظ   ی که هح  هی 

هیظ اژوهشاام و  قتصاایتظ  یصاام هسااتمرک دمبه
هیظ  ذکور  یه م  ح ظ صاام تم  سااتقیتا  د روش
 می ح ین هرف  ین ؛ هی  ستودی ولشرن در سیدظ 

اژوهش ر   ح اییه   حفم روشااام  میساااب  ح ظ 
 د  آد تشااراهیظ غشاایء  یردم در ساایدظ ودی ول

یک  رل  د  یهو تا  عمو ن ه یکتحظ  شااحشااییکلم 
 هیظ گحم  مقم قح ر ت تیمک یکتحظ

 
 روش کار

صات باکتری    شخ  یکتحظ  ورت  سااتقیتا تر : م
هش  اژو ین  لم   ظساااویااه  ک  د  شاااحشااایاای

 ETEC- Enterotoxigenic هتحوتوکسااایژهیااک )

Escherichia coli  ی سااحوتیی  )O101  و فیمبحیه
K99  میسااام گحوا که تر  خش  یممم شااا  وتا 

و  یممم شاامیساام ت هشاا را  شاامیساام ی حو 
هیظ بو ه ت  پزشاا م ت هشااگیا تهح ن  د گیوت رظ

 تهح ن در  شرا  ستک
 یکتحظ  د  ح ظ کشااات : کشتتو و تاداد کل ی

(  سااتقیتا LB) Luria–Bertani حیط آ گوشاات 
شااار،  رین  مظور یک کلمم  د  یکتحظ  ه  حیط 

شت  ییفه و 1تر بجم  LBآ گو  20 ه  رز  لیتح  
ترده  37ساایعت تر  ه و یتور شاای ح ت ر تر ت یظ 

 ک(6)،  ه و ه گحتیر گح تسیهتم
ترشتتحی غشتتاء  های وزیکولجداستتازی  
  مظور هسیعت کشت  20اس  د : خارجی باکتری

هی، تر   تر   ییع رویم کشااات در سااایدظ ودی ول
سیهتحیقیو،  ه  رز  سط  تقیخه در   15 یکتحظ تو

سیهتحیقیو، سحعت  شخیص  هتحین   گحتیرک  ح ظ ت
(Refrigerated SIGMA 3-16K Centrifuge)  د 

شرک g) 10000، 5000، 3000 تورهیظ ستقیتا    )
هی  ورت در ساایدظ ودی ولسااپس سااه روش  ح ظ 

 آد ییش قح ر گحفت:
فیلتح کحتن  ییع رویم کشااات  ه تحتیب  ی  -1

 ی حون و ساایهتحیقیو، آن  22/0و  45/0 فیلتحهیظ
 کگح تسیهتمترده  4تر ت یظ  g20000× ی تور 

 هتخیل  سااتخیم  ییع رویم کشاات  یکتحظ  ه  -2
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گیا  Tangential Flow Filtration (TFF )تسااات
(Millipore, DUOBLOC TM, USAو ) 

 تر  خزن  صلم تستگیا  یهرا یقمسیهتحیقیو،  ییع 
 کگح تسیهتمترده  4تر ت یظ  g20000× ی تور 
 هتخیل  سااتخیم  ییع رویم کشاات  یکتحظ  ه  -3

تر  خزن  صااالم   یهرا یقمک  ییع TFFتساااتگیا 
هیظ یب  ی فیلتح گیا  ه تحت  22/0و  45/0 تسااات

شرا  ی تور  سپس  ییع فیلتح  شرک   ی حون، فیلتح 
×g20000  سیهتحیقیو،  گح تسیهتمترده  4تر ت یظ

گحتیرک رسااو  بیصاال  د ساایهتحیقیو، تر هح سااه 
بل تر  PBS حبله تر   -70بل و  ح ظ  ت  ه  ح 

 هگهر رظ شرک گح تسیهتمترده 
 تاا ییاار  مظور ااه: میکروستتکوا اتکترو ی        

 یردم  د  ی حوس وپ هیظ تحشحم غشیء ودی ول
(  ساااتقیتا گحتیرک  ه طور TEM ل تحوهم گذ را )

تر  ودی ول  و ر  PBS 01/0هی  ی  لاصاااه، تر   
سپس  د گحیر هیظ هی لم  ی  ش  شرهرک  ی مو  ت 

 ساااتقیتا گحتیرک  ین گحیرهی تر   تر   ی فحوم  400
شر  و ر و   ر  ی  خیر کح ن سطحشین اوشش ت تا 

روظ آن  OMVولیتح  د هموهه  ی ح 15و  ه  یز ن 
 PBS 01/0ریخته شااارک تر  حبله   ر گحیرهی  ی 

ترصاار ، تین  1/0و  BSA و ر  5/0 و ر بیوظ 
شرک هموهه روظ گحیر  ی  شو ت تا  ست  PBS 01/0ش

بیوظ  یر،  ه  رز  1 و ر  لرئ تیرآ  1ترصااار گلو
فی س گحتیر و  گح تسااایهتمترده  4سااایعت تر 

تا شارک تراییین شاساتشاو ت  PBS جرتآ توساط 
گحیرهی  ی فسااقوتمگسااتیز اتیساایم )رهی آ یزظ 

رهی شاارا و اس  د  شااک شاارن آ یتا   مقم(
شرهر  س وپ  ل تحوهم گذ را  سط  ی حو سم تو  حر

 ک(8)
  ح ظ ت یین ودن  ول ولم: تایین وزن موتکوتی

هیظ تخلیص شااارا  د سااایساااتم  یفحظ ودی ول
شرک هموهه  ستقیتا  سته  کحیلا یلا   تر  OMVهیایو

بیوظ ساااریم  M 0625/0 Tris-HCL یفح بیوظ 
 10ترصاار(، گیلیسااحول ) 2توتساایل سااولقیز )

صر(،  حو وفمول  لو ) صر(  ه  رز  001/0تر  5تر
ترده سااایتتم گح ت بح رز  100تقیخه تر ت یظ 

ستقیتا  د ،ل الم آکحیل آ یر  سپس  ی   شرک  ت تا 

ین ت ی  مظور هترصاار  ل تحوفورد  هجیم گحفتک  13
ودن  ول ولم  د  یرکح  ستیهر رت )سیمی ،ن(  ستقیتا 

 ک(9)گحتیر 
ظو پروتئین   غلظات احوتیین  ه : تایین غل

تی  Warburg-christianروش  هر دا گیحظ شااار   
ظت آلوتگم حیظ هشاااوت و غل یرظ ل هیظ هوکلیوت

 ک(10)احوتیین  یلص  ه تست آیر 
 
 

 هایافته
های ترشتتحی غشتتاء   جداستتازی وزیکول 

جی س  نیپروتئ تایین وزن موتکوتی،خارجی، 
وش تر ر: توسط میکروسکوا اتکترو ی تأییدو 

شت  ذر  ورت هظح تر  یح، اس  د ک سم بی  1شمی
ستیهر رت، اس  د  شح یط    20لیتح  حیط کشت تر 

گحم توتا ساالولم  حطو  بیصاال و  4/36 ساایعت
تخمین دتا شرک  CFU 1010 × 40/1 ظ یکتحت ر ت 

 ییع رویم کشااات  ییر فیقر هحگوهه  که دآهجییم
دساام  یکتحظ و کوتورتم  یشاار،  د سااه سااحعت 

 ین هرف  g×10000 طحح شاارا تمهی  ی سااحعت 
  حخق گحتیرک

هتییج  ه تسااات آ را  د ساااه روش  ذکور  ح ظ 
هی  ه تحتیب  ه  ی هشااین ت ت که در ساایدظ ودی ول

سیهتحیقیو، تور  ستقیتا  د  سه روش اس  د   تر هح 
ست   ی تقیوز هی  شرا   صل  سو م بی  هیآن ی  ر

 
( جرم رامل بارتری 1، )SDS-PAGEالگوی الکتروفورتیک  -1تصاااویر 

ETEC( ،2 بارتری قبل از فیلتر ( 3) ،22/0و  45/0( مایع رویی رشاااش 
( نمونه به 4نمونه به دساااش آمده از روش اول جداساااازی ویزیکول ها، )

ها ره بساایار مشااابه بارتری دسااش آمده از روش دوم جداسااازی وزیکول
 رامل اسش.
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هه هیظ رساااو م  شاااخص اس  د  ل تحوفورد همو
گحتیرک تر روش  ول،  یهرظ تر  ل تحوفورد  شایهرا 
هشاارک تر روش توم،  لگوظ  ل تحوفورد بیصااله تر 

لگوظ  ل تحوفورد  یکتحظ کی ل  سااییر  خییسااه  ی  
 شاای ه  وت و   ی تر روش سااوم  لگویم  تقیوز  د 
شیهرا گحتیر  سه  ی  یکتحظ کی ل    یهر هی تر  خیی

هیظ غشااایء (ک  لگوظ بحکتم ودی ول1 حیتصاااو)
صر تر  13 ل تحوفورد  SDS-PAGE یردم تر  تر

 خییسااه  ی  یرکح احوتییمم  سااتیهر رت و دحم کی ل 
 ه صااورز تحکیبم  د  یهرهیظ قوظ  ETEC  یکتحظ

حروتا  و کیلو ت لتون  41 تی 14و یااا یر تر  
علاوا  ح  ین هموهه تهیه  (ک2  شاایهرا شاار )تصااویح

شت  یکتحظ قبل  د فیلتحهیظ   45/0شرا  د  ییع ک
 ی حون هیز  ل تحوفورد گحتیر که  ه تلیل  22/0و 

رقیق  وتن و عرم ترلیا هیچ  یهرظ تر  ل تحوفورد 
 می ح ین رسااو  بیصاال  د روش سااوم ؛  یجیت ه حت

 ح ظ ت یین  صااوصااییز ریخت شاامیساام توسااط 
 ی حوساا وپ  ل تحوهم و ت یین غلظت احوتیین هی 
 سااتقیتا شاارک  صااوصااییز ریخت شاامیساام 

هیظ غشاایء  یردم توسااط  ی حوساا وپ ودی ول
تی  50هی  ین و  هر دا ودی ول ت ییر ل تحوهم گذ را 

(ک  هتخیل  ه 3 گحتیر )تصاااویحهیهو تح ت یین  100
، لوت لتونیک 10و  سااتقیتا  د فیلتح  TFFتسااتگیا 

هیظ  یهرا یقم ی حون  ودب بذف  22/0و  45/0
قط یز  یکتحظ هی  د  حیط کشااات گحتیر که  ی 
توده  ه تصااایویح  ه تسااات آ را عرم ب اااور 

هییم   ل قط یز  یکتحظ و فلا،ل تر هی یلصااام
سااتک تموع تر  حصااول  ه تساات آ را  شااخص  

هی، تقیوز تر دییگیا  یهرهیظ  یجیت  هر دا ودی ول
سم  یز نکمر م ت ییرشرا تر  ل تحوفورد ر    ک  حر

احوتیین طبق روش و ر حگ  د توتا سااالولم دهرا، 
 ی حوگحم احوتیین ودی ول تحشاااحم غشااایء  542

 کتهر م یردم  یکتحظ ر  هشین 
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 گیریبحث و  تیجه

ستقیتا  د ودی ول شیء  یردم  یکتحظ  هی، هیظ غ
عو  ل  عمو ن ههیظ گحم  مقم  ه ویژا  یکتحظ

ت ریل کممرا سیستم  یممم  ی  فز یش رو  ه رشرظ 
هیظ  د  ین رو روش ک(11-15)همح ا  م  یشااار 

سیدظ آن ستک گوهیگوهم  ح ظ در  هی  ر ئه گحتیرا  
یح همیهمر تیگح روش شرا تر  طیل ه بی هیظ  ر ئه 

تی  ه   حود، در سااایدظ ودی ول غشااایء  یردم  ی 
کی ل  یکتحظ  د  حیط کشااا ت و بذف دسااام 

ک  ی توده  ه (6-8) شوت مهگهر رظ  ییع رویم آغید 
هتییج  ه تسااات آ را  د  حرسااام ساااه روش  ح ظ 

هیظ تحشااحم غشاایء  یردم در ساایدظ ودی ول
 یکتحظ،  م تو ن هتیجه گحفت که روش ساااوم که 

و فیلتحهیظ  TFFتحکیبم  د  سااتقیتا  د ساایسااتم 
 ی حون  ساات،  هتحین  حصااول ر   22/0و  45/0

صو) تهر م ر ئه  ستم (ک 4 حیت سی ستقیتا  د   TFF 
ست،    ین  سم   سیون  ی دحیین  می که یک فیلتح 
 ستقیتا  د فیلتحهییم  ی  هر دا هیظ  ختلر و ترلیا 

هی ر  تر یک د ین هسبت  ه  ستقیتا  یشتح احوتیین
 ظ که  ییع رویم ک  ه گوههتهر م د ساایهتحیقیو،هی 

 و دظ  د  در  شاارا  د کشاات  یکتحظ،  ه صااورز

 
سازی  SDS-PAGEالگوی الکتروفورتیک  -2تصویر  از روش سوم جدا
-41های غشااائی از های غشاااخ رارجی، دامنه باندهای وزیکولوزیکول

 ریلودالتون اسش. 14

 

 
صویر  سازی وزیکول -4ت شماتیک از مراحل جدا ستم شکلی  سی سانتریفیوژ دور پایین، مایع رویی به  سیله  سازی مایع رویی به و شش بارتری و جدا شاخ رارجی. پس از ر  TFFهای غ

سیون با جریان مماسی( منتقل، در آنجا توسط پمپ فشار ) ره حاوی ذرات روچک تر از اندازه فیلتر هستند از فیلتر  ( از مخزن دستگاه به فیلتر منتقل می شود و بخشی از مایع1)فیلترا
ستگاه بر می2عبور می رند ) صلی د شکل می گیرد )3گردد )( و بخش دیگر به مخزن ا شده از فیلترهای 4( و فرآیند تغلیظ  سپس مایع تغلیظ  میکرون عبور داده می  22/0و  45/0(. 

 اسش. OMVبالا منتقل می گردد. رسوم به دسش آمده پس از سانتریفیوژ حاوی به سانتریفیوژ دور  OMVشود و به من ور جمع آوری 

 

 

 
بارتری  OMVتصااویر میکروسااکوپ الکترونی تهیه شااده از  -3تصااویر 

 شوند.می های متفاوت دیدهها در اندازهاشرشیارلی انتروتورسیژنیک. وزیکول
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( و  خشم  د Permanent) کمر مغشیء فیلتح عبور 
 کماارممو  د فیلتح عبور ه  اایهاارا اایقمآن کااه 

(Retentate صلم ستگیا  ح  م گحتتک (،  ه  خزن   ت
عث ترلیا  بت ت رت:  و ً  ی مر تو ویژگم     ین فحآی

، ثیهییً بجم  ییع  ورت شاااوت مهی  یشاااتح احوتیین
کیهش  قیتا  ح ظ تخلیص احوتیین ر   هر م سااات  ت

که  ین  وت  ودب کیهش د ین و هزیمه تمیم  (16)
هیظ غشیظ شرا تر  جموع روش در سیدظ ویزی ول

 کشوت م یردم  یکتحظ 

هیظ  ر ئه شااارا تی  ه   حود اس  د در  تر روش
تر  آن ر   د  کحتن  ییع رویم کشااات  یکتحظ،   

 ی حون عبور ت تا تاای  22/0و  45/0فیلتحهاایظ 
هرا یقمقط یز  کی ل بذف   ی  د  یکتحظ  ه طور 

شاااوهرک ساااپس  ییع فیلتح شااارا  ح ظ تخلیص 
( g×100000هی  ه سیهتحیقیو،هیظ تور  ی  )ودی ول

سیعت رسو م  4 لم  2 متخل  م شر و اس  د طم 
ست که بیوظ ودی ول شیء  یردم  یکتحظ   هیظ غ

ک  ه تلیل  یم ه (18 ،17 ،6-8) ه تسااات  م آیر 
ست، ودی ولبجم  ست آ را   مو ً کم   هیظ  ه ت

ستقیتا   د  ین رو هیید  ه روش هییم   یعر   ل  
یی تحکیبم  د (، رسااو  تهم و UF د  ولتح فیلتحهی )

شتح آن ستک همه  ین  و رت ح ظ ترلیا  ی ک (7)هی  
ست که  صورز   کیرکحت  ولتح فیلتحهی   مو ً  رین 

کیلو ت لتون،  100تاای  50 اای  هاار دا هااییم  ین 
ر   د  ییع رویم کشااات  OMVهیظ غیح احوتیین

ستم  کمر م یکتحظ در   سی سبب  TFFو همیهمر 
ستقیتا  د ک  ی (16) شوهر مترلیا  ییع   ین ودوت  

ام  هیظ فشاایر  ح ظ سااحعت  خشاایرن  ه فحآیمر 
در سااایدظ تر  ولتح فیلتحهی  ودب چسااابمرگم 
هی  ه غشااایء فیلتح و   تلال تر عمل حت  احوتیین 

ستم آن سی  ین  TFFهی  م گحتتک تر بیلم که تر 
شیر  لایم   حروتیت ودوت هر رت،  ییع تحت یک ف

تسااتگیا بحکت  ه صااورز  و دظ  ی غشاایء فیلتح 
هی و  ه همین تلیل  د چساابمرگم احوتیین کمر م

یحظ  گ گح تر (16) شاااوت مدلو ی فم ت طح ک  د 
سولقیز  ح ظ  هیظروش سو  تهم که  د آ وهیوم  ر

هی و  هیظ غشااایء ودی ولرساااو  ت تن احوتیین 
یر  ح بل   یردم  یکتحظ  ساااتقیتا  م گحتت،  ی

یتا هی  سااتق ودی ولایچیرا  ظ ر   ح ظ در ساایدظ 
تی  ین  تهر مکحت،  ح بلم که  ین    ین ر   ه  ی 

احوتیین هی تق یک قیئل شااویم   ی هیید مر صااحف 
هی  ین  صوصیتک (19 و 7)د ین و  و ت  یشتح  ست 

 یعث کیهش  سااتقیتا  د  ین روش هساابت  ه روش 
 هیظ ییت شرا  م گحتتک

 د تیگح  زیت هیظ  سااتقیتا  د روش  ر ئه شاارا، 
کیهش  ییع رویم کشات   ر  د  حو   د سایساتم 

TFF  ستقیتا  د ستک  ین ویژگم همح ا  ی کیهش    
 ی حون هساااباات  ااه  22/0و  45/0فیلتحهاایظ 

شم که  د روش ستک  گوهه  ظ که تر رو هیظ تیگح  
 ستقیتا هگحتیر،  ه تلیل عرم ترلیا  TFFسیستم 
رویم بتم اس  د سااایهتحیقیو،  ی تور  ی   ییع 

رسااو  قی ل تودهم در  هشاار و عرم  سااتقیتا  د 
 ی حون هیز  ی ودوت  یم ه  22/0و  45/0 فیلتحهیظ

 ییع رویم تر ظیهح فیقر هحگوهه کوتورتم  وت،   ی 
یک  شااای هم  ی  یل  یم ه  لگوظ  ل تحوفورت  ه تل

صیه ه شین ت ت تو یا لک ترشوتمم یکتحظ کی ل ر  ه
که  ی  تهر مر   ه  ی   ییع رویم کشاات  ین    ین

هی تر توده  ه ترتسااتحس هبوتن  ولتح ساایهتحیقیو،
خیتم و ت هشاااگیهم، در سااایدظ   ک ح  ح کز تحخی

هی توسط سیهتحیقیو،هیظ تور  ی  هیز    ین ودی ول
ست آ را  د  طیل ه  شرک تر  ت  ه هتییج  ه ت اذیح  ی

هیظ  ه تست ی ولودبییح،  حرسم ریخت شمیسم 
( علاوا 3آ را توسط  ی حوس وپ  ل تحوهم )ش ل 

صول  صم هیظ احوتییمم تر  ح  ح عرم ودوت هی یل
 ه تسااات آ را، طبی م  وتن شااا ل ف اااییم 

هی ر  تر  جموع فحآیمر در ساایدظ هشااین ودی ول
هیظ ودی ول ه طورظ که همساااین  وتن  تهر م

  کمرک م ت ییردر  شرا  ی  طیل یز سییح  حخخین ر  
لگوظ قح رگیحظ ودی ول ل تحوفورد   هاای تر ،ل  

SDS-PAGE تهر م، ت  مه  ظ  د  یهرهی ر  هشااین 
هرک  ین  41تی  14که  د  ته   کیلوت لتون قح ر گحف

هیهو تح(  100-50هی )هتیجه  ه همح ا  هر دا ودی ول
هیظ تیگح  طی خت  ی هتییج  ه تسااات آ را  د روش

 ک(20 ،19 ،8 ،6) ت رت
جی هیظ که ت هش فمم در سااایدظ ودی ول  د آه

تر  هیآنهی و  ساااتقیتا  د غشااایظ  یردم  یکتحظ
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هی رود  ه رود اژوهش هیظ  ح وط  ه تولیر و کساان
گسااتحش  م یی ر، هتییج  ه تساات آ را  د اژوهش 
بییح   حفم کممرا روشم هوین  ی  ز ییظ  قتصیتظ 

لم و د یهم  ست که تر عین بیل  ر ئه تهمرا  حصو
همسین هسبت  ه روش هیظ ر یج تر  یر   د کشور 

شر و  ستقیتا  د آن تو هر م م  ی سید   هی تر د یمه 
   ر صم تم  یشرک
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Abstract 
Background: Among pathogenic bacteria, Gram-negative bacteria are important. The 

secreting outer membrane vesicles of the bacteria have important role in physiology, virulence, 

and the interaction between host and pathogen. These vesicles allow bacteria to transmit 

enzyme and its contents as conserved form and are involved in their viability. Since they 

represent bacterial candidate, their study can help us to learn more about bacteria and their 

interaction with the environment. Therefore, isolation methods of vesicles are important. So, 

the aim of this study was to introduce a new method for isolation of Escherichia coli outer 

membrane vesicles. 

Methods: The bacteria of Enterotoxigenic Escherichia coli were cultured under standard 

conditions. Supernatant was removed and then the tangential- trans flow filtration was used for 

concentrating vesicles, after which high speed centrifuges were used for obtaining the 

deposition. Isolated vesicles were confirmed by transmission electron microscopy and 

molecular weight of the protein concentration was determined. 

Results: Vesicle morphology was confirmed by transmission electron microscopy and size of 

vesicles were determined between 50 to 100 nanometers. Electrophoretic pattern reflects the 

strong and weak bands in the region between 22-41 kDa and concentration of protein was 

determined as 542 micrograms. 

Conclusion: In the present study these results show that by using this method, in addition to 

providing the same product, has positive benefits in regard to time and economic point of view 

in comparison to common procedures and it can also be used for isolating the vesicles at 

industrial level. 

 

Keywords: Secretory outer membrane vesicles, Tangential- trans flow filtration, Escherichia 

coli 
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