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هاي مترشح از سلولهاي سرطان ريه در بستر ميكروفلويديك به  آشكار سازي اگزوزم
  روش ايمونوفلورسانس

  *عبداله اله ورديو  حسين نادري منش ،مسلم صدقي، رويا كلاهچي، كوشا ايراني
  تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوفيزيكدانشگاه ايران، تهران، 

  06/08/1399 :تاريخ پذيرش  25/01/1399 :تاريخ دريافت

 چكيده

ها نفر در بيشترين موارد مرگ و مير ناشي از سرطان در سراسر جهان است و هرساله منجر به مرگ ميليون عاملسرطان ريه 
. بطوريكه آمار مرگ بعلت سرطان ريه از مجموع دو سرطان بعدي يعني سرطان سينه و پروستات بيشتر است ، شودجهان مي

تر است، زيرا اكثر بيماران مبتلا به سرطان ريه در نتيجه درمان در سرطان ريه در مقايسه با سرطان سينه و پروستات نامطلوب
م و يتشابه علات عدم تشخيص زود هنگام سرطان ريه، عل. رخ داده است شوند كه متاستازاي از بيماري تشخيص داده ميمرحله

امروزه توجه زيادي به . نشانه هاي سرطان با علايم بيماران ريوي و نبود روشي كه بتوان آنرا در مراحل اوليه شناسايي كند
ه مي توان اطلاعاتي از وقايع داخل ، اگزوزمها و تتراسپانين ها به عنوان بيوماركرهايي ك RNAنشانگرهاي زيستي نظير ميكرو
وش ليتوگرافي نوري ساخته شد، سپس رابتدا چيپ ميكروفلويديك طراحي و با در اين تحقيق، . سلول بدست آورد شده است

و   CD63آنتي بادي هاي  توسط سپس، تثبيت شدندداخل چيپ  ميكروفلويديك  مترشح از سلولهاي سرطان ريه هاي  اگزوزم
CD151  كنژوگه باFITC با ميكروسكوپ نيروي از چيپ استخراج و اين روش  بااگزوزمهاي تثبيت شده . آشكار سازي شدند
سايز اگزوزمها متوسط . بودنانومتر  37تا  DLS ،19توسط  بدست آمده متوسط سايز اگزوزمها . مطالعه شدند DLSاتمي و 

  . دارد مطابقت DLSنانومتر است كه با نتايج بدست آمده توسط   37-35اتمي برابر محاسبه شده توسط ميكروسكوپ نيروي 

  CD151و  CD 63هاي  آنتي بادينشانگرهاي مولكولي،  سرطان ريه، ميكروفلوييديك، اگزوزوم،: واژه هاي كليدي

 a-allahverdi@modares.ac.ir: ، پست الكترونيكي 02182884749 : نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
سرطان ريه يكي از شايعترين سرطان هاي شناخته شده 
است و هرساله تعداد زيادي از بيماران مبتلا به اين سرطان 
به دليل عدم تشخيص به موقع جان خود را از دست 

در حالي كه اگر اين بيماري در مراحل اوليه  ..دهندمي
بيماري،  تشخيص داده شود در صد زنده ماندن مبتلايان به

هاي روش. كندبه طور چشمگيري افزايش پيدا مي
ها و مراكز تشخيصي  كه در حال حاضر در ازمايشگاه

شوند اغلب مبتني بر تصوير برداري مي درماني استفاده مي
ر زماني قادر به مشاهده تومور باشند، به عبارت ديگ

باشد و در به يك سانتي متر رسيده  تومورهستندكه قطر 

اين مرحله به احتمال زياد تومور متاستاز داده  
بيشترين ضايعات ايجاد در اكثر موارد باليني . ]9[,]6[است

شده در سرطان ريه در مراحل پيشرفته تشخيص داده 
شود به همين دليل پزشكان زمان لازم براي درمان بيمار مي

براين محققان سعي بر اين دارند كه با توسعه بنا .را ندارند
هاي نوين و با تمركز ويژه برنشانگرهاي مولكولي  روش

  بر اين مشكل غلبه كنند

در سلولها و موجودات زنده، اگزوزمها دو وظيفه 
حذف پروتين هايي كه كارايي : بيولوژيكي را بر عهده دارند

انها به اتمام رسيده و ديگري انتقال بيومولكولهاي ويژه بين 
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 سلولها از طريق مايعات بيولوژيكي نظير خون و پلاسما
سلولهاي سرطاني مقادير مطالعات نشان داده كه . ]7[

تري از وزيكولهاي خارج سلولي آزاد مي كنند كه در بيش
فرايند تبديل سلولهاي غير متاستاري به متاستازي نقش 

مطالعات اخيرئنشان داده وزيكولهاي خارج . ]3[دارند
سلوليدكه توسط سلولهاي سرطاني آزاد مي شود محيط 
اطراف تومور را تغيير مي دهند و در تبديل سلولهاي 

stromal رگ ساز، پيش متاستازي يا سولولهاي  به سولهاي
هاي آزاد اگزوزوم   .  ]10 [مهار كننده تومور نقش دارند 

هاي شده ازسلول سرطاني، بر سطح خود انبوهي از انتي ژن
- توان در تشخيصها ميتوموري دارند كه از اين انتي ژن

و همچنين نظارت   هاي غير تهاجمي و زود هنگام سرطان
 .بر روند درمان استفاده كرد

در روشهاي سنتي ، جداسازي اگزوزوم ها با استفاده از 
تواند شود ولي اين روش نمياولتراسانتريفيوژ انجام مي

هاي  ها را از ساير ساختارهاي وزيكولي يا پروتييناگزوزوم
هاي ديگر مانند وسترن بلات روش. بهم چسبيده تمايز دهد

بري هستند كه هاي ايمونولوژي، فرايندهاي زمانسنجشو 
به مقدار زيادي از اگزوزوم جداشده از خون يا محيط 

  .]9[كشت احتياج دارند

ها از طريق روشهاي ووزمتحقيقات بر روي جداسازي اگز
تا كنون انجام شده  2010مبتني بر ميكروفلوييديك از سال 

ي مصرفي، است و مزاياي خود را مانند حجم كم نمونه
 .هزينه كم و زمان كاركرد كوتاه را به اثبات رسانده است

هاي ميكروفلوييديكي كه تا كنون براي جداسازي تكنيك
-دو دسته طبقه بندي مياگزوزوم ها استفاده شده است به 

هاي جداسازي  مبتني بر اندازه وزيكولها و روش: شوند
  .هاي جداسازي مبتني بر بيو ماركرهاي سطحيروش

هاي ايمني سنجي براي جداسازي استفاده از روش
تر است زيرا در ساير ن ها مطمئها، ازديگر  روشاگزوزوم
باعث ... وهاي جداسازي  عواملي نظيراندازه، غلظت روش

انتي ژن كاملا  - افزايش خطا شده بعلاوه واكنش انتي بادي

و همكاران با استفاده از چيپ   Zhao .]2[.اختصاصي است
،  EpCAM  ،CA125  ،CD9 ميكروفلويديك، آنتي بادي 

CD81  وCD63  تثبيت كردند و از پلاسماي افراد مبتلا به
نتايج . سرطان تخمدان بعنوان منبع اگزوزم استفاده كردند

نشان داده در افراد مبتلا به سرطان تخمدان، اگزوزمهاي 
حاوي آنتي بادي هاي فوق الذكر نسبت به افراد سالم 

با و همكاران  He.  ]9 [افزايش قابل ملاحظه پيدا مي كنند
و )  CA125و   EpCAM (استفاده از آنتي بادي تومور 

كه بر )  CD9و  CD63   ،CD81( مي وماركرهاي اگزوز
 PDMSروي كانالهاي ميكروفلويديك ساخته شده از 

مهاي مترشح از سلولهاي وتثبيت شده بود توانسته اگزوز
سرطان ريه غير كوچك را تثبيت كرده، سپس با استفاده از 

ده تخريب و پروتين هاي سطحي اگزوزم را بافر ليز كنن
  . ]4 [. تعيين كنند

در اينجا ما با طراحي و ساخت يك تراشه   
ها را دارد ميكروفلوييديكي كه قابليت جداسازي اگزوزوم

روش جديدي براي تشخيص زود هنگام سرطان ريه را 
اين تراشه ميكروفلوييديكي از طريق انتي .  ارائه مي دهيم

شود، اگزوزوم كه بر روي سطحش تثبيت ميهايي بادي
و ندازد اهاي موجود در محيط كشت وپلاسما را به دام مي

با نشانگرهاي فلورسانس كنژوگه شده با آنتي بادي قابل 
  . رويت مي گردد

  مواد و روشها
تراشه از طرح  :ساخت تراشه ميكروفلوييديك

. استفاده شد طراحي شده در مطالعه قبل ميكروفلوييديك 
با استفاده از روش  بر روي سيليكون طرح مورد نظر

بر روي  UV  بوسيله ي تايش نورليتوگرافي نوري 
اساس  . ]5 [ساخته شد 2050مدل  SU-8فتورزيست 

 طراحي اين الگو بر مبناي جريان حداكثري در وسط كانال
جريان  كناره هاي كانال جزيان كند مي شود و و  است

مي  تعبيه شده برقرار حداقلي داخل اشكال ذوزنقه ايي
جهت شبيه سازي جربان داخل كانال از نرم افزار . باشد
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Comsol Multiphysics   تراشه . استفاده شد 5,5نسخه
از مورد نظر به عنوان مستر چيپ در نظر گرفته مي شود و  

جهت كپي  ،Polydimethylsiloxane (PDMS) پلي مر
بدين ترتيب  از تركيبي با نسبت  . برداري استفاده گرديد

استفاده  Curing agentو PDMS مر وزني از پلي  10:1
آن را روي مستر چيپ  ،شده، پس از مخلوط كردن پليمر

سيليكوني ريخته، حباب زدايي توسط دسيكاتور خلا 
دقيقه انجام شده، سپس ان را جهت پليمر شدن  30بمدت 

 درجه سانتيگراد قرار داده  65در دماي  يك شبدت به م
كاملا   PDMS   بعد از مدت زمان مذكور، هنگاميكه. شد

   ،تراشه سيليكوني جدا  كردهشد آن را از روي  پليمريزه 
بر روي   (reservoir)سپس محل ورود و خروج نمونه 

  در مرحله بعد، تراشه .  ديسوراخ گرد PDMSتراشه 
PDMS هاي ه شيشه اي جهت ايجاد گروو اسلايد

به  Harrick plasma cleanerداخل دستگاه هيدروفيل در 
سپس تراشه داده شد و قرار   Hiدر مد  ثانيه 45مدت 

PDMS  بر روي اسلايد شيشه اي قرار گرفته و با قرار دادن
دقيقه  باعث تشكيل  2درجه به مدت زمان  95دردماي 

مستر  تراشه . شدائمي پيوند كوالانسي و اتصال محكم و د
را   PDMSجهت تهيه كپي با قابليت  استفاده مكرر  چيپ
 . دارد

از رده سلولي : استخراج اگزوزم از سلولهاي سرطان ريه
A549 )براي كشت سلولي ) لاين سلول سرطاني ريه

دو روش پيشنهاد شده براي استخراج  .استفاده گرديد
مايع رويي سلول  اگزوزوم موجود بود كه در روش اول

دقيقه با دور  10به مدت و  شدهاي كشت داده شده جدا 
و سپس محيط  گرديددقيقه، سانتريفيوژ / دور 14000

در روش دوم  . شدداده ميكرومتر عبور  2/0فوقاني  از فيلتر 
راسانتريفيوژ با دور بالا از اولتتهيه اگزوزم خالص به منظور 

ابتدا محيط رويي سلول هاي  جهت اين امر . ستفاده شدا
( پس از سانتريفيوژ در مرحله قبل كشت داده شده را 

  g   دقيقه با دور 90به مدت  را) دقيقه/ دور  14000
اولتراسانتريفيوژ كرده درجه سانتيگراد  4و دماي   100000

كه  و سوپرناتانت را دور ريخته و رسوب ته نشين شده را 
حل كرده و تا زمان  PBSدر بافر اگزوزم خالص مي باشد 

مي قرار  ) حدود صفر درجه سانتيگراد( مصرف در يخ 
  . گيرد

ن اندازه ذرات با استفاده از پراكندگي نور ديناميكي يتعي
)DLS( : پراكندگي نور ديناميكي روشي فيزيكي است كه

براي تعيين توزيع ذرات موجود در محلول ها و 
اين روش غيرمخرب و . سوسپانسيون استفاده مي شود

سريع براي تعيين اندازه ذرات در محدوده چند نانومتر تا 
در اين روش، از روي حركت  .ميكرون به كار مي رود

براوني ذرات در فاز سيال مي توان توزيع ابعاد ذرات در 
براي تعيين توزيع  دستگاه اين. يك محلول را مشخص كرد

مايش را اندازه ذرات، حركت براوني ذرات مورد آز
گيري حركت براوني ذرات  اندازه. كند گيري مي اندازه

بوسيله محاسبه ميزان نوسانات در شدت پرتوهاي نور 
اين دستگاه از . گردد متفرق شده توسط ذرات تعيين مي

نور شدن و  اي كه به صورت كم روي تغييرات الگوي نقطه
تواند تغييرات  نور شدن نقاط تيره و روشن است، مي پر

پرتوهاي نور متفرق شده توسط ذرات را محاسبه  شدت
گيري  كند كه تعيين شدت تفرق پرتوهاي نور، به اندازه

سرعت حركت براوني . شود حركت براوني ذرات منتهي مي
– معادله استوك (ذرات با اندازه آنها در ارتباط است 

 تر آرام تر، بزرگ ذرات براوني حركت كه طوري به ،)انيشتين 
 ذراتي چه هر پس. است تر كوچك ذرات براوني حركت از
 شدت باشند، تر بزرگ گيرند مي قرار آزمايش مورد كه

تر است  اي آنها نيز آرام تغييرات الگوي نقطه يا و نوسانات
و در نتيجه شيب نمودار نزولي همبستگي در اين ذرات در 

با . كند تري سقوط مي محدوده زماني مشخص، با شيب كند
هاي بدست آمده از نرخ شيب نزولي  الگوريتماستفاده از 

تواند توزيع اندازه ذرات  نمودار همبستگي، اين دستگاه مي
مورد آزمايش را بر حسب شدت نور متفرق شده از ذرات 

  . ارائه دهد
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راكندگي نور جهت تعيين سايز اگزوزمها به روش پ
ميلي ليتر از نمونه اگزوزم خالص شده  1حدود يناميكي ، د

 دستگاه توسط  را در كووت دستگاه ريخته و داده هارا  
 . بدست آمد  Malvernبرند  زتا سايزر

جهت اطمينان از وجود اگزوزم : نشان دار كردن اگزوزم
به اگزوزم خالص   (A549 )مترشح از سلول سرطان ريه 

با انتي بادي  ميكروليتر از  3  ،بدست آمده از مرحله قبل
كنژوگه با  (CD151)اختصاصي  mg.mL-1 1000/1غلظت 

FITC ،   اتصال انتي بادي با ميكروسكوپ . گرديداضافه
   .]4[تصوير برداري شد Olympus IX81فورسانس 

ميكروسكوپ نيروي  بررسي مورفولوژي اگزوزوم ها با
 ):Atomic force microscopy= AFM(اتمي 

ميكروسكوپ نيروي اتمي پركاربردترين ميكروسكوپ 
به كمك ان مي توان توپوگرافي سطح . روبشي است

تصوير فاز، تصوير  زبري سطح، ،)تصوير سه بعدي (
اصطكاك، خواص مغناطيسي و ضخامت تك لايه را مورد 

ميكروسكوپ از يك پروب  اين. بررسي دقيق قرار داد
كه يك نوك سوزني مخصوص  )Cantilever( كانتي ليور

استفاده مي كند كه معمولا از  ارزيابي سطحدارد براي 
نوك سوزني سطح نمونه را روبش . جنس سيليكون است

باريكه . شوددر اين دستگاه از نور ليزر استفاده مي. كندمي
حال روبش برخورد به كانتي ليور در  به صورت مداومليزر 

پرتو در حال تابش كه متاثر كوچك ترين انحراف كرده و 
از حركت روبشي كانتي ليور است توسط يك اشكارساز 

  . شودتجزيه و تحليل مي

جهت اماده سازي لام جهت عكسبرداري با ميكروسكوپ 
AFM  لام مورد نظر با استون شست و شو داده شد و ،

 70-50درجه ، مقدار  60پس از خشك شدن در دماي 
ميكروليتر از مايع  اگزوزم بعد  از اولترا سانتريفيوژ   روي 

ساعت در دماي اتاق  2- 1اين لام به مدت . لام ريخته شد
جهت خشك شدن قرار گرفت و سپس با ميكروسكوپ 

مورد مطالعه   Nanosurf Bio-AFM Swissنيروي اتمي 
 . رفتگقرار 

: تثبيت لينكر، انتي بادي در كانالهاي ميكروفلويديك
جهت اتصال آنتي بادي بايد بهينه و آماده   PDMSسطحي 

آب گريز است ابندا   PDMSاز آنجايي كه پليمر   .شود
در سطح  OH–بايد  توسط پلاسما گروهاي هيدروفيل 

 Glycidyloxypropylاولين مرحله، تثبيت لينكر 

trimethoxysilane (GPTMS)   بر روي سطح كهمي باشد 

PDMS از لينكر در % 2بدين منظور غلظت  .  انجام گرفت
در كانال ميكروفلويديك ساخته شده متانول را اماده كرده و 

ساعت در  3الي  2و به مدت  تزريق گردبدPDMS  از
با جريان آهسته كه بوسيله پمپ  نتيگراددرجه سا 60دماي 

بصورت جريان بسته به حركت  سرنگي ايجاد مي شود
تا لينكرها با سطح، اتصال مناسب را برقرار شد  دراورده

هاي اپوكسي در لينكر بستر مناسبي را براي گروه. كنند
پس از  . كنندفراهم مي  )CD63-FITC(اتصال انتي بادي 

با  مدت زمان مناسب، كانال ميكروفلويديك مورد نظر
متانول شست وشو داده و تحت گاز  نيتروژن خشك 

. اضافه شد )CD63-FITC(، سپس انتي بادي اول گرديد
ن اي. مي باشد mg.mL-1 1000/1 غلظت مناسب انتي بادي

ميكروليتر از  100 غلظت را تهيه كرده و به ورودي چيپ
ساعت در  2افه نموده و به مدت  حداقل اض انتي بادي

بعد . به حركت دراورده شدمحيط با جريان مشخص دماي 
، ان را با اتصال انتي بادي جهت فوق الذكرازگذشت زمان 

داده تا اتصالات غير اختصاصي از شست وشو  PBSبافر
ميكروليتر از اگزوزوم  100در مرحله ي بعد . بين برود

ساعت  1و حدود  هيپ كردوارد چخالص شده را به آرامي 
بدون حركت اجازه داده مي شود اتصال بين بيوماركر 

سپس كانال با . برقرار شودموجود در اگزوزم و آنتي بادي 
بافر شستشو داده شد و با ميكروسكوپ فلورسنت  

Olympus IX81 لازم به . كانالها بررسي و مطالعه شدند
همه اگزوزم  ماركر عمومي است كه روي CD63ذكر است 

در . وجود دارد) چه سالم و چه اگزوزمي ( هاي انساني 
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جهت شناسايي ماركر اختصاصي سرطان ريه كه ادامه 
CD151  سلولها و اگزوزمهاي سرطان ريه % 98است و در

. استفاده شد CD151-FITC آنتي بادي بيان مي شود از 
جهت اين امر، كليه مراحل فوق نظير فعال كردن سطح با 

، خشك كردن با GPTMSپلاسما، عامل دار كردن با لينكر 
گاز نيتروژن انجام شد و در مرحله آخر از آنتي بادي 

CD151-FITC  استفاده شد و وجود يا عدم وجود اگزوزم
 Olympusميكروسكوپ فلورسنت  حاوي ماركر سرطاني با

IX81  به اين صورت كه چيپ  . ررسي قرار گرفتمورد ب
مورد استفاده را زير ميكروسكوپ قرار داده و نقاط رنگي 
كه نشان دهنده ي محل هايي است كه آنتي بادي متصل 

  .بررسي شدندشده است 

  نتايج
الگوي طرح ميكروفلويديك : الگوي طرح ميكروفلويديك

بدين . بر مبناي سادگي جهت ساخت و دست ورزي است 
معني كه يك ورودي و يك خروجي داشته و جهت 
افزايش نسبت سطح به حجم اشكال ذوزنقه ايي تعبيه شد 
تا سرعت جريان در اين اشكال به حداقل رسيده و مناطق 

اين طرح . تشكيل گردد) Dead zone( مرده 
و در  ] 5 [يك در مطالعه قبلي نيز استفاده شده ميكروفلويد

طول ميكروكانال .  الف نشان داده شده است 1شكل 
 40ميكرومتر در نظر گرفته شد، عرض كانال  40000

الگوي . ميكرومتر در نظر گرفته شد 50 ميكرومتر و ارتفاع
ترسيم شد  Adobe Illustrator CC2014كانال با نرم افزار 
  .از شركت انتشارات رسا تهيه شد رو ماسك مورد نظ

ها با استفاده از نرم افزار معادلات حاكم در جريان كانال
به خاطر . شد شبيه سازي 5,5نسخه مولتي فيزيك كامسول 

تقارن هندسه كانال شبيه سازي به صورت دو بعدي 
هندسه مدل شده عبارت است از كانالي با . صورت گرفت

هايي ذوزنقه شكل به صورت ميكرو متر با خانه 40عرض 
. يك در ميان، در چپ و راست كانال ايجاد شده است

جريان . ميكرومتر مي باشد 150فاصله هر ذوزنقه از كناري 

به صورت جريان لامينار تك فازي شبيه سازي شد و با 
هاي فيزيكي توجه به رقيق بودن براي شبيه سازي از ويژگي

طرح مورد نظر در  الگوي.ب در دماي اتاق استفاده شدآ
 1پروفايل جريان  سيال در كانال در شكل  الف،  - 1شكل 

ج  -1و پروفايل خطوط جريان در كانال در شكل  ،ب –
 . نشان داده شده است

 

   .ب نتايج شبيه سازي-1الف الگوي طرح استفاده شده،  -1شكل 

خطوط جريان را .ج نتايج شبيه سازي -1پروفايل جريان در كانال، 
  نشان مي دهد

پراكندگي ديناميكي نور يكي از : اگزوزماندازه گيري سايز 
روشهاي دقيق، سريع، تكرارپذير و نسبتا كم هزينه در 

هاي  گيري شعاع هيدروديناميكي و ساير مشخصه اندازه
سايز . ]8[ديناميكي نانوذرات معلق در يك مايع است

) DLS( ها توسط بررسي تفرق ديناميكي نور اگزوزوم
پيك  DLSسنجش توزيع تعداد توسط . ارزيابي شد

هاي استخراج نانومتر را براي جمعيت اگزوزوم.35.حدودا
  .دهدشده نشان مي
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  .دهدرا نشان مينانومتر  37ذراتي با سايز حدودا  اي شكل با پيكتوزيع سايز زنگوله DLSنمودار سنجش اندازه اگزوزوم ها توسط - 2شكل 

  

مشخص است بازه ي تغييرات  2همانطور كه در شكل 
پيك سايز ذرات موجود در نمونه محدود بوده و 

هاي استخراج نانومتر را براي جمعيت اگزوزوم.35.حدودا
 چيپ ودهد كه نشان دهنده ي كارايي شده نشان مي

 .استخراج اگزوزوم به صورت خالص است

: اگزوزم با ميكروسكوپ نيروي اتمي تصويربرداري
تصاوير بدست امده از ميكروسكوپ نيروي اتمي، 

. دهدهاي مختلف را نشان ميهاي با اندازهاگزوزوم
- ها را نشان ميموالف تصوير دو بعدي از اگزوز-3شكل

شود اهده ميدهد كه بزرگترين اگزوزومي كه در تصوير مش
 19و كوچكترين اگزوزوم با قطر دارد نانومتر  144قطر

نانومتر  37باشد و بيشترين تراكم اگزوزمها، قطر نانومتر مي
ب تصوير سه بعدي از - 3شكل  . را نشان مي دهند

ها به وضوح ها و بلنديباشد كه پستيها مياگزوزوم

ج اندازه دقيق متوسط اگزوزم ها - 3است، شكل  مشخص
   .نانومتر را نشان ميدهد 37-35سايزي برابر 

اطلاعات تصاوير بدست آمده از ميكروسكوپ نيروي اتمي 
  :نمايش داده شده است  1به صورت خلاصه در جدول 

  
 مشخصات تصاوير ميكروسكوپ نيروي اتمي - 1جدول

788 nm  Image size 1 
780 ms  Time/line  2  
512  Point/line  3  
70%  Set point   4  
160.086 kHz  Vibration freq.  5  
500 mV  Vibration ampl  6  
Non-contact  Operating mode  7  
Tap 190AI-G Cantilever type 8 
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ب  تصوير سه بعدي از اگزوزوم -3تصوير دوبعدي گرفته شده با ميكروسكوپ نيروي اتمي  از اگزوزوم هاي تثبيت شده بر روي لام ،  الف  -3شكل

 ج سايز دقيق  متوسط اگزوم ها-3هاي تثبيت شده ير روي لام، 

 در: تثبيت لينكر، انتي بادي در كانالهاي ميكروفلويديك
 بدروفويبه علت گروه ه PDMSسطح  ،يعيطب حالت
CH3 سطح  ونيداسياكس. به لينكر ندارد تمايلي به اتصال

PDMS را  ليمت هاياز گروه يپلاسما برخ فرايند  در
بر ) SiOH(لانوليس يانتها جاديحذف نموده و موجب ا

گروه  يحاو PDMSستون در حقيقت سطح آن شده و 
وارد  PDMSشده  ديسطح اكس. شوديم ليدروكسيه يها

قابل  رياتصال محكم و غ كيشده و  شهيتماس متقابل با ش
را  PDMS رييتغ نيا نيهمچن. كنديم جاديبرگشت با آن ا

 GPTMSقابل اتصال با لينكر هايي از جنس سيلان نظير 
 OH–اين تركيبات از يك طرف با گروه هاي . مي كند

و از  متصل مي شود PDMSدر ) توسط پلاسما(ايجاد شده 
 NH2–طرف ديگر با داشتن گروههاي اپوكسي به گروهاي 

ن مي ئحلال اصلي سيلانها تولو. مي شود آنتي باديها متصل
ا بسته و نهايتي ن باعث خوردگئاز آنجايي كه تولو. باشد

ي مي شود حلالهاي مختلف كهاي ميكروفلويدي شدن كانال
. متانول انتخاب شد و در نهايت مورد بررسي قرار گرفتند

  . نشان داده شده است 4چگونگي اين فرايند در شكل 

  
ساختار  -و انتي بادي  PDMSنحوه اتصال لينكر به  -4شكل 

 GPTMSشيميايي لينكر

 

به   CD151و   CD63بررسي اتصال انتي بادي هاي 
: ي مترشح از سلولهاي سرطان ريه اگزوزوم ها

متداول در تصوير برداري فلوروسانس يكي از روش هاي 
ميكروسكوپ فلوروسانس به . زيست شناختي است
شود كه در ان براي ايجاد يك ميكروسكوپي اطلاق مي

در پديده . فلوروسانس استفاده شودخاصيت تصوير از 
فلوروسانس مولكول، يك فوتون با طول موج خاص را 
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. كندجذب و سپس ان را با طول موج بلندتري منتشر مي
بنابراين نور متفرق شده از سطح سلول را مي توان از نور 

 . تابيده شده به سلول تفكيك كرد

و ماركر  (CD63 )ماركر اگزومي  اتصالجهت اطمينان از 
دو مرحله آزمايش  ،( CD151 ) اختصاصي سرطان ريه

ميكروايتر از آنتي بادي  1انجام شد كه در مرحله اول 

CD63  در كنار رنگDPH زوزوم اضافه گبه محيط حاوي ا
ميكروليتر از آنتي بادي هاي مربوطه  1 شد و در مرحله دوم

اضافه شده و بلافاطه با محيط ميكروليتر  70را به حدود 
 5شكل . ميكروسكوپ فلورسانس مطالعه مي گردد

نامبرده و همچنين هاي ها در حضور انتي بادي  مزواگزو
  . شان داده شده استبدون آنتي بادي به عنوان كنترل ن

 

به اگزوزوم هاي مترشح شده از ) ج ( و كنترل بدون آنتي بادي )  ب(  CD151 ، )الف( DPHو   CD 63نتايج اتصال انتي بادي  - 5شكل 
 سرطان ريه  A549سلولهاي 

 :در كانال هاي تراشهتثبيت و آشكار سازي  اگزوزوم ها 
شكل (   PDMSبه پلي مر  GPTMS  پس از تثبيت لينكر

، انتهاي اپوكسي لينكر به گروه آمين آنتي بادي متصل )4
بنابراين آنتي بادي كه از طريق گروه آمين به . مي شود

پليمر متصل است مي تواند از طريق ماركرهاي موجود در 
آنتي بادي مورد استفاده . متصل شود به آن ها سطح اگزوزم

به  UVمي باشد كه در حضور نور  FITCداراي نشانگر 
فرآيند ميكروفلوييديك بر طبق .  رنگ سبز ديده مي شود

پرتوكل انجام گرديد و تصاوير زير بيانگر اتصال اگزوزوم 
با آنتي بادي ها در داخل تراشه است كه با ميكروسكوپ 

  ) 6شكل (   :ه استفلورسنت تصويربرداري شد
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  )ب( و كنترل  ) الف(     CD151و   CD63تثبيت و مشاهده اگزوزم توسط آنتي بادي    نتايج - 6شكل

سرطان غالبا  صيموجود تشخ روشهايبطور خلاصه، 
پردازش ي و تكنيك هاي بر پايه بافت سرطان يوپسيشامل ب

 ريغ ينشانگرها افتنپژوهش جهت ي.  تصاوير است
از  يكيتومور،  صيتشخبه منظور  بدن  عاتيدر ما يتهاجم

 .سرطان است قاتيرو به رشد در تحق تحقيقاتي  هاينهيزم
يكي از اين نشانگرهاي موجود، اگزوزم هاي مترشح از 

توسعه مطالعه  نيما از ا هدف. مي باشدسلولهاي سرطاني 
روشي مبتي بر ميكروفلويديك تا بتوان اگزوزم هاي مترشح 
از سلولهاي سرطاني را بتوان با استفاده از آنتي بادي بر 
عليه بيوماركرهاي اختصاصي اگزوزمها در كانالهاي 
ميكروفلويديك تثبيت كرد و با استفاده از رنگهاي 

كنژوگه شده با انتي بادي زير ميكروسكوپ  –فلورسانس 
دهد اگزوزمها بخوبي توانستند ينشان م جينتا. هده كردمشا

كه در آن قسمت سرعت جريان كمتر ( به اطراف كانالها 
متصل شده و با آنتي ) بوده و فرصت اتصال بيشتر است 

  . مشاهده گردد FITCبادي كنژوگه شده با 

  بحث
سرطان ريه به عنوان يكي از كشنده ترين نوع سرطان در 

ميليونها نفر از زنان و مردان را به كام مي جهان، سالانه 
مشخصه اصلي اين نوع سرطان، رشد كنترل نشده . كشاند

اگر اين بيماري درمان نشود، . سلولها در بافت ريه است

سلولهاي سرطاني مي تواند طي فرايند متاستاز به بيرون از 
اصلي  .ريه گسترش يابد و كل بدن را درگير سرطان كند

در سرطان، تشخيص ديرهنگام مي باشد،  ترين علت مرگ
به عبارت ديگر هنگامي سرطان ريه تشخيص داده مي شود 
كه متاستاز اتفاق افتاده باشد و علت تشخيص ديرهنگام اين 
نوع سرطان، تشابه علايم سرطان ريه و بيماري هاي ريوي، 
تهاجمي بودن روشهاي تشخيص، نبود روشي كه بتواند اين 

اگزوزومها . خيص دهدمراحل اوليه تشنوع سرطان را در 
وزيكولهاي حباب شكل اندوژنيك هستند كه از جوانه زدن 
در تقسيم اندوزوم در طول بلوغ اندوزوم، از انذوزوم اوليه 

. ندتا ثانويه به شكل ، وزيكولهاي چندتايي تشكيل ميشو
اگزوزومها از انواع مختلف پروتئينها تشكيل شده است 

 CDصلي سازگاري هيستولوژيك مانند پروتئينهاي ا

 ، تتراسپانينها، پروتئين شوك حرارتي MHC -II،اينتگرين، 

)Hsp( ،پروتئين مرتبط با Ras( Rab )حاوي انواع . و غيره
در . مختلف چربي، مانند اسفنگوميلين و كلسترول است

 نهايت، اگزوزومها حاوي اسيد نوكلئيك هستند، از جمله

miRNA ،mRNA   وncRNA ديدگاه  ها اگزوزوم. ها 
 دو هر با سرطان شناسي زيست به نسبت را جديدي
 دليل به .دهند مي ارائه درمان ارزيابي و تشخيصي مفاهيم
 اثر و متاستاز، ، پيشرفت ها اگزوزوم،سلول به سلول ارتباط
 را آنها .دهند مي قرار تاثير تحت را تومور درماني بخشي
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 تعيين براي بدن مايعات ساير و خون از توان مي
 رشد جمله از دهند، مي رخ بدن در كه بيماري فرآيندهاي
 اگزوزمها شد، عنوان همچنانكه  .كرد سازي جدا  سرطان،
 و يابد مي افزايش بدن مايعات در سرطان شروع با همزمان
 ماركرهاي كه اگزوزمهايي ساده روشهاي با بتوان چنانكه
 به پي توان مي داد نشان خون در بتوان دارند را سرطاني
 و تشخيص در مهمي گام كه برد سرطان در كانوني وجود
 است اگزومي ماركر CD63  ركرما .باشد مي سرطان درمان

 ماكر CD151 ماركر و دارد وجود اگزوزمها همه روي كه
 گيرد مي نشات سرطاني سولولهاي از كه است ريه سرطان

   .دارد وجود اگزوزمها %98 روي بر و

 روشي عنوان به ( ميكروفلويديك بستر از تحقيق، اين در
 )نمونه و مواد كمتر بسيار مصرف با كنترل، قابل سريع،
 سلولهاي از مترشح اگزومها سازي آشكار و تثبيت جهت

 ريه سرطان اصلي سلولهاي عنوان به A549 سرطاني
ميكروفلويديك باعث   تراشه هاي استفاده از .شد استفاده

مواد شده و همچنين مي افزايش سرعت و كاهش مصرف 
اين امر در . توان تعداد كمتري  اگزوزم را نيز مشاهده كرد

اوايل سرطان كه ميزان اگزوزم هاي حاوي ماركرهاي 
. سرطاني  انتشار يافته بسيار كم است بسيار اهميت دارد

 كانالهاي بستر روي بر بادي آنتي اتصال جهت
 يلانس يك از شده تشكيل PDMS از كه ميكروفلويديك

Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane -(3 نام به

(GPTMS)  شبيه سازي كامسول به خوبي . استفاده شد
نشان داد، جريان در اشكال ذوزنقه ايي تعبيه شده در 

و سيلان  يافتكانالهاي ميكروفلويديك، به شدت كاهش 

را با بستر  PDMSفرصت كافي جهت اتصال شيميايي با 
از آنجايي كه هر مولكول آنتي بادي به يك . كردپيدا 

متصل شده است، هر چه شدت نور  FITCمولكول 
بيشتر باشد نشان ) در محدوده سبز( فلورسانس نشر شده 

دهنده بيشتر بودن ميزان آنتي بادي متصل شده و در نتيجه 
در اين تحقيق، روشي  . بيشتر بودن ميزان اگزوزم مي باشد

تكرار در بستر ميكروفلويديك پايه ساده، سريع  و قابل 
گذاري شده كه مي تواند اگزوزمهاي مترشح از سلولهاي 

  . سرطان ريه را تثبت و آشكار كند

سرم حاصل از ( در تحقيقات بعدي، نمونه هاي بيولوژيك 
با .  مورد بررسي قرار خواهد گرفت) ارافراد بيم خون

 Analyzer article Tracking PNanoدستگاه استفاده از 

“NTA” به تازگي توسطكه  به نام آناليز دريابي نانوذرات 
تعداد اگزوزم را مي توان  دانشگاه زاهدان خريداري شده 

در اينصورت مي توان تعداد . در واحد حجم تعيين كرد
مشخصي از اگزوزم را داخل تراشه وارد كرده و تصاوير 

و با كنترل  آناليز هاي پردازش حاصل را با نرم افزار 
  ..و بصورت كمي بيان كرد مقايسه كرد

  و قدرداني تشكر

  بدينوسيله مولفين از صندوق حمايت از پژوهشگران
(INSF)  و دانشگاه تربيت  96006759بخاطر گرنت شماره

تشكر   IG-39708مدرس بخاطر گرنت هسته پژوهشي 
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Abstract 

Lung cancer is the most killer cancer in both men and female, as the lung cancer 
mortality rate is higher than death by the next two breast and prostate cancers. Lung 
cancer treatment compared to breast cancer is almost unsatisfied, since the most of lung 
cancer cases are diagnosed at a stage of the disease where metastasis has occurred. The 
cause of late diagnosis in lung cancer is the similarity of signs and symptoms of cancer 
with pulmonary symptoms   and lack of confidence approaches to identify it at early 
stage. Nowadays, much attempt is paid to biomarkers such micro RNAs, exosomes, and 
tetraspanins that can give us information about intracellular events. Microfluidic as 
science is the study of fluid behavior, and as technology is the construction and use of 
the specific properties in these dimension which is evolving and entering various fields, 
from chemical synthesis and biological analysis to optics and even information 
technology. In this work, we designed and fabricated via UV lithography a microfluidic 
chip for lung cancer cell derived exosomes capture followed by detection by 
CD63/CD151-FITC antibodies.  The capture exosomes then extracted from microfluidic 
chip and investigated by Atomic Force Microscopy, AFM, and Dynamic Light 
Scattering DLS. The average size of exosomes was measured 19-37 nm by DLS and 35-
37 nm by AFM that are similar to each other.  

Key words: exosome, Lung cancer, early cancer diagnostic, microfluidic approach, CD 
63/ CD 151 Anti bodies  


