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Aim: Low back pain (LBP) is one of the most common musculoskeletal 

diseases in the world. Apoptosis of nucleus pulposus (NP) cells and structural 

changes in the intervertebral disc (IVD) matrix cause its degeneration and are 

directly related to LBP. Because of exosomes derived from mesenchymal stem 

cells (MSC-Exo) are high therapeutic potential and may be valuable options 

for decreasing intervertebral disc degeneration (IDD).  

The present study evaluates changes in the expression level of genes 

responsible for repairing NP cells (collagen and aggrecan) and tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α) gene and the effectiveness of exosomes in inhibiting 

excessive apoptosis of NP cells under inflammation. 

Material and Methods: Exosomes were separated by ultracentrifuge. They 

were identified with the help of transmission electron microscopy (TEM), 

atomic force microscope (AFM), and dynamic light scattering (DLS). Cell 

viability was evaluated by MTT assay and DAPI staining. Real-time PCR 

measured the expression of collagen, aggrecan, and TNF-α genes. 

Results: Exosomes are vesicles with a diameter of about 35.5 to 100 nm. 

Based on the findings of the MTT assay, the survival rate of the inflammatory 

cells treated with exosomes was significantly different from the inflammation 

group without treatment (*P<0.05 at the dose of 100 μg/ml, **P<0.01 at the 

doses of 25 and 50 μg/ml). DAPI results showed a decrease in cell death in the 

exosome-treated group. Real-time PCR results showed increased expression 

of collagen (*P<0.05) and aggrecan (***P<0.001) genes and decreased the 

TNF-α (**P<0.01) gene in inflammatory cells treated with exosomes. 
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Conclusion: Exosomes derived from mesenchymal stem cells can increase 

collagen and aggrecan gene expression and decrease TNF-α gene expression 

in treated cells. 
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 نوکلئوس هلايلسلللو

 ، لپوزوسوپ

شللتق هاياگزوزوم از  م

يلادي هلايسللللول  بلنل

 مزانشيمي، 

 کلاژن، 

 اگریکان، 

نلده  فلاکلتلور نلکلروز دهل

 آلفا. -تومور

سررطا بیان ژن هدف:  ضررر، تیییرات  آلفا  در  -های کلاژن، اگریکان و فاکتور نکروز دهنده توموردر مطالعه حا

شری اگزوزو  بر کاهآ آپوپتوز NPهایسرلول شرده با اگزوزو  و ارربخ ملتهب  NPهایسرلول یسالتهابی تیمار 

شرد  سری  سرکول الکترونی اگزوزو  ها:و روش مواد برر سرازی و با کمک میکرو سرانتریفیوژ جدا ها با روش اولترا

سرکول نیروی اتمی شردند  عبوری، میکرو سرایی  شرنا سرلو و روش پراکندگی نور پویا  سرتایی   ها با آزمونلزی

MTTآمیزی و رنگDAPI های کلاژن، اگریکان و مورد بررسری ررار گرفت  سرنجآ بیان ژنTNF-α  با روش

Real-time PCR   جینتاصررورت گرفت: MSC-Exoشررند  نانومتر می 100تا  5/35هایی با رطر ، وزیکول با

سراس آزمون  بر سرلولMTTا سرتایی  شرده با ، میزان زی سربت به های ملتهب تیمار  اگزوزو  تفاوت معناداری ن

شرررت دوزهرای  >P**01/0، لیترمیکروگر  بر میلی 100در دوز  >P*05/0)گروه التهرابی بردون تیمرار دا

شررران DAPI  نترای  (لیترمیکروگر  بر میلی 50و  25 شرررده برا  یسدهنرده کراهآ آپوپتوزن در گروه تیمرار 

و ( >P***001/0)و اگریکان ( >P*05/0)های کلاژن ، افزایآ بیان ژنReal time PCRاگزوزو  بود  نتای  

 :يريگجهينتهای التهابی تیمار شرده با اگزوزو  را نشران داد  در سرلولTNF-α(01/0**P< )کاهآ بیان ژن 

سررلولاگزوزو  شررتا از  شرریمی میهای بنیادی های م های کلاژن و اگریکان و بیان ژن توانند باعث افزایآمزان

سررلول TNF-αکاهآ بیان ژن  ضرررورت مطالعات کلینیکی کمردرد کاملا در  شرروند و لرا  شررده  های تیمار 

 شود محسوس و پیشنهاد می

17/02/1402: افتیدر خیتار  

08/09/1402:يبازنگر خیتار  

 27/09/1402: رشیپذ خیتار

 مقدمه -1

های اجتماعی و ارتصادی زیادی یک مشکل بالینی شایع و یکی از علل اصلی ناتوانی جسمی است که هزینه (LBP) کمردرد

را در مقطعی از زندگی خود تجربه  LBPدرصد از بزرگسالان  80کند  بر اساس مطالعات، را بر خانواده و جامعه تحمیل می

کنند )2-1(  سازمان بهداشت جهان )WHO(، LBP را بهعنوان ششمین بیماری سنگین در جهان معرفی کرده است )3(  می
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یکی از مهمترین عللLBP، دژنراسیون دیسک بین مهرهای )IDD( است که عوامل متعددی از جمله تیییر بار مکانیکی، انحطاط 

ماتریکس خارج سلولی )ECM)، استرس اکسیداتیو، پیری بیآ از حد، آپوپتوزیس سلول های نوکلئوس پولپوزوس )NP (و 

التهاب، به پیشرفت آن کمک میکنند )IDD  )4-5 یک فرآیند پیچیده با واسطه سلولی است که منجر به تیییرات در ساختار 

و عملکرد دیسک بین مهرهای (IVD ) میشود )6(  از نظر بالینی، IDD  یک بیماری پیشرونده و مزمن است که باعث درد پا، 

 IDD از عوامل ایجاد NP و پروتئوگلیکانها در سلولهای II بی حسی و ناراحتی در ناحیه کمر میشود )7(  کاهآ کلاژن نوع

 CEP(( و صفحات انتهایی غضروفی هیالین) AF( آنولوس فیبروزوس ،NP از سه بخآ متمایز سلولهای IVD  )8( می باشد

تشکیل شده است )9(  بافت NP یک بافت ژل مانند و هیدراته غنی از پروتئوگلیکان و کلاژن نوع II است که دارای خواص 

هیدرواستاتیکی برای خنثی کردن بار مکانیکی روی ستون فقرات است  NP در فرآیند دژنراتیو IVD نقآ دارد؛ همچنین توانایی 

بازسازی NP حدارل است )AF  )10-11 که از 15 تا 25 لاملا متحدالمرکز حاوی رشته های کلاژن نوع I و IIو فیبرهای الاستین 

تشکیل شده است، سلولهای NP را احاطه میکند  همچنین سلولهای NP و AF در IVD توسط صفحات CEP از بالا و پایین 

محصور میشوند )12(  اگریکان و کلاژن در سلولهایNP، ماتریکس خارج سلولی )ECM( پیچیدهای را تشکیل میدهند  

هموستاز مناسب ECM در سالم نگه داشتن دیسک نقآ دارد )13(  تیییرات دژنراتیو اولیه در سلولهای NP با تخریب کلاژن 

نوع II و اگریکان توسط متالوپروتئینازهای ماتریکس )MMPs (و دیساینتگرینها همراه است  علاوه بر این، سنتز و هیدراتاسیون 

ECM کاهآ مییابد و تخریب سلولهای NP را تشدید میکند )14(  یکی از دلایل اصلی بروز IDD، فرآیندهای التهابی است 

 IVD در TNF-α  )15( ایجاد می شود) IL-1( 1-و اینترلوکین) TNF-α( که توسط سایتوکینهایی مانند فاکتور نکروز تومور-آلفا

دژنره شده به شدت بیان شده و باعث افزایآ پاسخهای التهابی میشود  بیان بیآ از حد آن ممکن است یک عامل ایجاد کننده 

IDD  باشد  TNF-α تخریب ECM را افزایآ میدهد، پیری سلول را تسریع میکند و باعث آپوپتوزیس و پیروپتوز سلولهای 

 )MSC( الگوهای درمانی فعلی در پزشکی استفاده از سلولهای بنیادی از جمله سلولهای بنیادی مزانشیمی  )میشود )16 IVD

میباشد که از میز استخوان جدا میشوند  این سلولها جمعیتی از سلولهای پیآساز چند توان هستند که میتوانند بافتهای 

مختلف را بازسازی کنند )17(  ارتباط بین سلولی سلولهای بنیادی و سلولهای آسیب دیده از طریا آزاد شدن وزیکولها از 

سلولهای بنیادی مزانشیمی میز استخوان تنظیم میشود که سیگنالهای سلولی را منتقل میکنند )18(  سلولهای بنیادی 

مزانشیمی میتوانند از طریا عوامل پاراکرین خود مانند اگزوزو ها در برابر مرگ سلولی در IVD محافظت کنند  به همین دلیل، 

اگزوزو ها میتوانند جایگزینی برای درمانهای مبتنی بر سلولهای بنیادی باشند )19(  اگزوزو ها دارای ساختار وزیکولی بین 

 ،mRNA ،DNA ،30 تا 150 نانومتر هستند که توسط اکثر سلولها به مایعات بدن آزاد می شوند  اگزوزو ها شامل پروتئینها

microRNA و RNA طولانی غیر کدکننده هستند )20(  اگزوزو ها با تعدیل سیستم ایمنی، تحریک تکثیر سلولی، افزایآ 

رگزایی، جلوگیری از آپوپتوزیس و سرکوب استرس اکسیداتیو اررات درمانی دارند و با انتقال آنزیمهای فعال به بازگرداندن 

فعالیت طبیعی سلول به هومئوستازی و ترمیم سلول کمک میکنند )21(  استفاده از اگزوزو ها یکی از درمانهای مفیدی است 

که میتواند IDD را کاهآ و یا از ایجاد آن جلوگیری کند، بازسازی سلولهای NP را تسریع و استرس شبکه آندوپلاسمی و 

مرگ سلولهای نوکلئوس پولپوزوس را کنترل کند )22(  با توجه به ارر مثبت اگزوزو  در ترمیم و بازسازی بافتها، در مطالعه 

حاضر ارر اگزوزو های مشتا از سلولهای بنیادی مزانشیمی میز استخوان خرگوش بر تیییرات سطا بیان ژنهای مسئول ترمیم 

سلولهایNP )کلاژن و اگریکان( و ژن التهابی TNF-α در سلولهای التهابی تیمار شده با اگزوزو  و سلولهای التهابی بدون 

 تیمار بررسی و نقآ محافظتی اگزوزو ها بر کاهآ آپوپتوزیس سلولهایNP تحت التهاب ارزیابی شد  
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 هاو روش مواد -2

های زیست پزشکی دانشگاه آزاد اسلامی های مورد استفاده در این پژوهآ بر طبا مصوبات کمیته اخلاق در پژوهآکلیه روش

  انجا  شد  IR.IAU.MSHD.REC.1401.149با شناسه اخلاق واحد مشهد 

در مرکز تحقیقات بیولوژی کاربردی تکوین جانوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد مشهد  1401این تحقیا در سال  :قيتحق روش

های نوکلئوس پولپوزوس تیمار شده در سلولآلفا  -فاکتور نکروز دهنده تومورو کلاژن، اگریکان های بررسی بیان ژن"جهت 

 انجا  شد  "میز استخوان خرگوش های بنیادی مزانشیمیسلول های مشتا ازتوسط اگزوزو 

در این مطالعه تجربی آزمایشگاهی از خرگوش نژاد سفید نیوزلندی استفاده شده : هاي نوکلئوس پولپوزوساستخراج سلول

است  خرگوش با تزریا عضلانی کتامین و زایلازین کشته شد  ستون فقرات تحت شرایط استریل خارج شد و عضلات از دیسک 

آوری شد  پس تینی داخل دیسک به طور کامل جمعای برش داده شد و بافت ژلاروزوس دیسک بین مهرهآنولوس فیبجدا شدند  

مدت 2 ساعت در انکوباتور شیکردار هضم شد  سوسپانسیون در به IIدرصد کلاژناز  2/0از برش به رطعات، بافت مورد نظر در 

g1200 برای 10 دریقه سانتریفیوژ شد  پلیت سلولی در محیط کشت DMEM-LG به همراه 10 درصد FBS و 1 درصد آنتی 

   (23) (1)شکل  ندانکوبه شد 2COدرصد  5گراد و درجه سانتی 37بیوتیک کشت و در دمای 

 

 ×100نمایی  درشت - NPتصویر میکروسکوپی سلول های  :1شکل 

ها بریده فت اضافی جدا شد، انتهای استخواناستخوان ران بدون با: هاي بنيادي مزانشيمي از مغز استخوانسلولاستخراج 

مدت 10 دریقه در g 1500 سانتریفیوژ بهشد و با استفاده از سرنگ، میز استخوان از استخوان ران خرگوش آسپیره و سپس 

 (  24) (2درصد آنتی بیوتیک کشت داده شدند )شکل 10و  FBS درصدLG-DMEM ،15 پلیت سلولی در محیط  شد 
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 ×100درشت نمایی  -تصویر میکروسکوپی سلول های بنیادی مزانشیمی میز استخوان: 2شکل 

 

ها، برای جداسازی اگزوزو : هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان با روش اولتراسانتریفيوژاستخراج اگزوزوم از سلول

ترتیب با دور g ، 300 g آوری شد  سپس سه دور سانتریفیوژ متوالی بهها جمعپاساژ، محیط کشت رویی سلول 5تا  3بعد از 

2000 و g 10000 انجا  شد  پس از سانتریفیوژ، مایع رویی نهایی از فیلتر 0/2 میکرون عبور داده شد و در نهایت اولتراسانتریفیوژ 

بهمدت 60 دریقه در g 100000 انجا   شد تا اگزوزو ها رسوب کنند  سپس اگزوزو ها در 500 میلیلیتر PBS سرد، معلا شد 

و غلظت کل پروتئین توسط کیت سنجآ پروتئین BCA تشخیص داده شد و سپس تا زمان استفاده در دمای 20- درجه 

 سانتیگراد نگهداری شدند )25( 

 بنيادي مزانشيميهاي شناسایي اگزوزوم مشتق از سلول

)شرکت  (TEM) از میکروسکول الکترونی عبوری: (TEM)ميکروسکوپ الکتروني عبوري شناسایي اگزوزوم توسط 

TESCAN BRNO- Mira3 LMU )پارافرمالدهید از استفاده با هااگزوزو   ها استفاده شدبرای تعیین مورفولوژی اگزوزو ، آمریکا 

مدت 30 دریقه فیکس شده و مخلوط روی صفحهی پوشیده شده از مس ررار گرفت و بهمدت 10 دریقه در دمای به درصد 4

 TEM اتاق خشک شد  سپس محلول خشک شده توسط 1 درصد اورانیل استات، لکه دار شده و در نهایت توسط میکروسکول

 بررسی شد  

ساختار سه بعدی اگزوزو  با استفاده از میکروسکول نیروی : (AFM)شناسایي اگزوزوم توسط ميکروسکوپ نيروي اتمي 

ها در دستگاه سونیکاتور ررار گرفتند  پس برای آماده سازی، نمونه  مورد مطالعه ررار گرفت، آلمان( JPK)شرکت  (AFM) اتمی

دریقه،  15کوچک روی لا  ررار داده شد و پس از حدود  فیکس شدند سپس یک رطرهها از خروج از دستگاه سونیکاتور نمونه

 ها خشک گردید بررسی توسط میکروسکول نیروی اتمی صورت گرفت  زمانی که نمونه

استخراج گیری رطر ذرات برای اندازه (DLS) از پراکندگی نور پویا: (DLS)پراکندگي نور پویا شناسایي اگزوزوم توسط روش 

، فرانسه( HORIBA)شرکت   Zetasizer Nano ها با استفاده از دستگاهنمونه  های بنیادی میز استخوان استفاده شدشده از سلول

    بررسی شدند DLS و تکنیک
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 گروه هاي آزمون

 های شاهد و تجربی زیر بررسی شدند:ها در گروهسلول

التهابی بدون تیمار  NP هایگروه شاهد آزمایشگاهی: سلول سالم)شرایط طبیعی کشت و فارد تیمار(  NPهایسلول گروه شاهد:

 NPهای : تیمار سلول1(  گروه تجربی  ندگرفت ررار  LPS یعامل التهاب رتأری تحتها لسلو ،NPهای )برای ایجاد التهاب در سلول

میکروگر  بر  25التهابی با غلظت  NPهای : تیمار سلول 2گروه تجربی  لیتر اگزوزو میکروگر  بر میلی 15التهابی با غلظت 

تیمار  : 4گروه تجربی   لیتر اگزوزومیکروگر  بر میلی 50التهابی با غلظت  NP های: تیمار سلول 3گروه تجربی لیتر اگزوزو  میلی

 لیتر اگزوزو  میکروگر  بر میلی 100التهابی با غلظت   NP هایسلول

 

ساعت پس  24بررسی شد   MTT ها با استفاده از روشها بر زیستایی سلولارر اگزوزو  :  MTT ها با بررسي زیستایي سلول

  لیترمیکروگر  بر میلی 5، با غلظت 4و تجربی  3، تجربی 2، تجربی 1های شاهد آزمایشگاهی، تجربیها، گروهاز کشت سلول

LPS   ترتیب غلظتهای 10، 25، 50 و 100 میکروگر  بر میلیلیتر های تجربی بهساعت، به گروه 24ملتهب شدند  پس از

اگزوزو  اضافه شد  پس از 24 ساعت تیمار، میزان زیستایی سلولها با روش MTT بررسی شد  برای بررسی ارر اگزوزو ، محلول 

MTT به محیط کشت سلولها اضافه و بهمدت چهار ساعت انکوبه شدند  سپس محیط رویی خارج وDMSO  به سلولها اضافه 

 شد  جرب نوری در 570 نانومتر با استفاده از اسپکترومتر خوانده شد )26( 

و بررسی مرگ سلولی ها برای مشاهده هسته سلول DAPI آمیزیرنگ:  DAPIآميزي ها توسط رنگارزیابي زیستایي سلول

مدت 24 ساعت کشت داده شدند  سپس دو گروه سلولی بهمدت 24 ساعت با بهخانه  6ها در یک پلیت ابتدا سلول استفاده شد 

غلظت 5 میکروگر  بر میلیلیتر LPS تحت التهاب ررار گرفتند  پس از گرشت زمان، یک گروه سلولهای التهابی بهمدت 24 

ساعت تحت تیمار با اگزوزو  ررار گرفت  سپس سلولها با رنگ DAPI بهمدت 10 دریقه تیمار شدند  در نهایت سلولها با 

 میکروسکول فلورسنت بررسی شدند )27( 

 و   DNaseدر شرایط عاری از  RNAها، استخراج پس از تیمار سلول:  TNF-α  هاي کلاژن، اگریکان وبررسي بيان ژن

RNase طبا پروتکل کیت شرکت  pars tous   غلظت کمیانجا  شد RNA به روش نانودرال توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در

و با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  pars tousبر اساس پروتکل کیت سنتز شرکت  ،cDNAسنتز نانومتر تعیین شد  260طول موج 

طراحی شد  در نهایت،  (GAPDH)های مورد مطالعه و ژن کنترل داخلیهمچنین یک جفت پرایمر برای هر یک از ژن انجا  شد 

با  Real-time PCR های التهابی با استفاده از تکنیکدر پاسخ به تیمار اگزوزو  در سلول TNF-α های کلاژن، اگریکان وبیان ژن

(  توالی پرایمرهای  مورد استفاده در این مطالعه در 28استفاده از رنگ فلورسنت سایبرگرین و پرایمرهای اختصاصی تعیین شد )

 ( 1)جدول زیر فهرست شده اند

Genes Sequence (5′ - 3′) Tm 
TNF Forward primer 5′-CCTCTTCTCTTTCCTGCTC-3′ 60 
TNF Reverse primer 5′-GCGGGTTTGCTACTACG-3′ 60 

ACAN Forward primer 5′-CAACAACAACGCTCAGGA-3′ 60 
ACAN Reverse primer 5′-AGGTGAAGGGTAGGTGGTAA-3′ 60 

COL2A1 Forward primer 5′-TGCGACGACATAATCTGTG-3′ 60 
COL2A1 Reverse primer 5′-TCCTTTCTGCCCCTTTG-3′ 60 

Real-time PCR  مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در :1جدول  
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 آماري زيآنال -3

 سطا و گرفته صورت هاداده یمقایسه منظور به One-way ANOVA آزمون ،8 نسخه Prism افزار نر  توسط آماری آنالیز

 اند شده ترسیم Excel افزارنر  از استفاده با نمودارها یکلیه  شد گرفته نظر در P<0.05 معناداری

 جینتا -4

 (TEM)ميکروسکوپ الکتروني عبوري شناسایي اگزوزوم توسط 

های وزیکول های بنیادی مزانشیمی استفاده شد های مشتا شده از سلولبرای مشاهده مورفولوژی اگزوزو  TEM از میکروسکول

کوچک با مورفولوژی دایرهای، ساختار غشایی دو لایه و اندازه حدود 100 نانومتر با میکروسکول TEM رابل مشاهده بودند )شکل 

  )3 

 

 TEMبا میکروسکول  اگزوزو  مورفولوژی :3شکل

 (AFM)شناسایي اگزوزوم توسط ميکروسکوپ نيروي اتمي 

های وزیکول AFM نتای  تجزیه و تحلیل مشاهده شد  AFM ساختار اگزوزو  در توپوگرافی سه بعدی با استفاده از میکروسکول

 (  4ها هستند )شکل نانومتر را نشان داد که مشخصه اگزوزو  84/85گرد با ابعاد 
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 AFMساختار اگزوزو  با میکروسکول  :4شکل 

 

 (DLS)پراکندگي نور پویا شناسایي اگزوزوم توسط روش 

نانومتر، با پیک  100تا  30های بنیادی مزانشیمی بین شده از سلولذرات استخراجنشان داد که رطر  DLS آمده ازدستنتای  به

  ( 5دهد )شکل نانومتر است که درت جداسازی اگزوزو  را نشان می 5/35ذرات در 

 

 DLSتوزیع اندازه اگزوزو  ها توسط  :5شکل

 

 



 …  286  دهنده نکروز فاکتور و اگریکان کلاژن، هاي ژن بيان بر خرگوش استخوان مغز مزانشيمي بنيادي هاي سلول از مشتق هاي اگزوزوم اثر
 

 1 شماره /4دوره  /14/ جلد  1402 سلول و بافت/ سال

 

 BCAنتایج حاصل از روش 

میکروگر  بر  700های بنیادی مزانشیمی میز استخوان حاوی مایع رویی سلولهای جدا شده از محلول تهیه شده از اگزوزو 

 تایید شد  BCA لیتر پروتئین بود که با استفاده از روشمیلی

 LPSبررسي اثر اگزوزوم بر بهبود التهاب ناشي از 

 MTTنتایج آزمون 

انجا  شد  طبا نتای ، تفاوت معناداری MTT التهابی با آزمون NP هایبررسی ارر درمانی دوزهای مختلف اگزوزو  بر روی سلول

های لیتر اگزوزو ، در مقایسه با سلول میکروگر  بر میلی 100و  50، 25های التهابی تیمار شده با دوزهای در زیستایی سلول

میکروگر   50و  25دوزهای  >P**01/0، لیترمیکروگر  بر میلی 100در دوز  >P*05/0مشاهده شد ) بدون تیمار LPSالتهابی با 

التهابی است  NP هایسلول لیتر دوز بهینه برای تیمارمیکروگر  در میلی 50دهد که نشان می MTT نتای  آزمون ( لیتربر میلی

 ( 1نمودار)

 

 

 

(  مقدار MTTبا آزمون سمیت سلولی ) NPهای و درمان با دوزهای مختلف اگزوزو  بر زیستایی سلول LPSبررسی ارر  :1نمودار 

05/0*P<  01/0و  لیترمیکروگر  بر میلی 100در دوز**P<  اختلاف معناداری را در مقایسه لیترمیکروگر  بر میلی 50و  25در دوزهای ،

  بدون تیمار نشان می دهد  LPSهای التهابی با با گروه سلول
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 DAPIزي آميرنگنتایج 

منظور بررسی ارر اگزوزو ها بر هسته سلولهای NP، رنگآمیزی DAPI انجا  شد  با توجه به تصاویر رنگ العه بهدر این مط 

آمیزی DAPI، اگزوزو ها التهاب ناشی از LPS را کاهآ و زیستایی سلولهای التهابی در گروه سلولهای تحت تیمار با اگزوزو  

در مقایسه با گروه سلولهای التهابی بدون تیمار افزایآ دادهاند  همچنین مشاهده شد که زیستایی سلولهای التهابی تیمار شده 

 با اگزوزو  نزدیک به زیستایی سلولهای گروه شاهد میباشد )شکل 6( 

 

 

 

 

 

 

های کروی )ج( گروه بی تحت تیمار با اگزوزو  با هستههای کروی )ب( گروه التها  )الف( گروه شاهد با هستهDAPIآمیزی رنگ :6شکل 

 دهد(ها را نشان میی تخریب شده  ) فلآ نارنجی، هستههای بدون تیمار با اگزوزو  با هستهالتهاب

 

 NP هايدر سلول TNF-α هاي کلاژن، اگریکان وها بر بيان ژناثرات اگزوزوم

تعیین شد  Real-Time PCR التهابی با  NP هایدر پاسخ به تیمار اگزوزو  در سلول TNF-α های کلاژن، اگریکان وبیان ژن 

و گروه التهابی تحت تیمار با اگزوزو   در گروه التهابی بدون تیمار TNF-α های کلاژن، اگریکان وتیییرات در سطا بیان ژن

دست آمده، بیان ژنهای کلاژن و اگریکان در گروه تحت تیمار با اگزوزو  نسبت به گروه التهابی هبر اساس نتای  ب مشاهده شد 

بدون تیمار با اگزوزو  افزایآ داشته است )نمودار 2و3(  همچنین مشاهده شد، سطا بیان ژن TNF-α در گروه تحت تیمار با 

 اگزوزو  بهطور معناداری کاهآ یافت  در گروه التهابی بدون تیمار با اگزوزو  نیز افزایآ بیان ژن TNF-α مشاهده شد )نمودار4(  

 

 

 

 

 

 

 foldها بر مبنای کلیه داده ) و گروه التهابی تیمار شده با اگزوزو  LPSدر گروه شاهد، گروه التهابی با  کلاژنتیییرات بیان ژن  :2نمودار

change (ΔΔCq) آنالیز هب ΔΔCq کلیه دادهها را بر مبنای  )Bio-Rad( Real-Time PCR دست آمده است و نر افزار دستگاه

 کرده است  در ضمن کلیه اعداد relative normalized expression میباشند (
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 foldها بر مبنای )کلیه داده و گروه التهابی تیمار شده با اگزوزو  LPSدر گروه شاهد، گروه التهابی با  اگریکانتیییرات بیان ژن  :3نمودار

change (ΔΔCq بدست آمده است و نر ) افزار دستگاهReal-Time PCR (Bio-Rad)  ها را بر مبنای کلیه دادهΔΔCq  آنالیز کرده

 باشند (می relative normalized expressionاست  در ضمن کلیه اعداد 

 

  

ها بر مبنای ) کلیه داده و گروه التهابی تیمار شده با اگزوزو  LPSدر گروه شاهد، گروه التهابی با  TNF-α بیان ژنتیییرات  :4 نمودار

fold change (ΔΔCqب )ه ΔΔCq کلیه دادهها را بر مبنای  )Bio-Rad( Real-Time PCR دست آمده است و نر افزار دستگاه

 آنالیز کرده است  در ضمن کلیه اعداد relative normalized expression میباشند (

 بحث -5

 است همراه گردن و کمر درد با IDD  (29) کنندمی تجربه را کمردرد زندگی از مقطعی در افراد از درصد 80 مطالعات، اساس بر

 دژنراتیو فرآیند طول در ماتریکس ترکیب تیییر دلیل به ایمهره بین دیسک هایسلول(  30) دهدمی کاهآ را زندگی کیفیت و

 ناشی تاعمد NP سلولی مرگ با IDD(  31) شوندمی یسآپوپتوز افزایآ دچار ها،پروتئوگلیکان و کلاژن تدریجی رفتن بین از و

 ایمهره بین دیسک دژنراسیون آبشار کردن معکوس یا کاهآ بر تحقیقات تمرکز حاضر، حال در  (32) است مرتبط TNF-α از

 و بافت ترمیم برای درمانی پتانسیل و ژنتیکی پایداری آسان، دسترسی دلیل به ((MSCs مزانشیمی بنیادی هایسلول  است

 هایسلول توسط شده ترشا هایاگزوزو  که اندداده نشان زیادی تحقیقات  هستند مفید درمانی کاربردهای برای ایمنی، تنظیم

 سلولی خارج هایوزیکول هااگزوزو (  34-33) کنندمی عمل IDD درمان برای جایگزین راه یک عنوان به مزانشیمی بنیادی
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 MSC-Exo  (35) شوندمی استفاده متعدد هایبیماری درمان در معمولاً و کنندمی شرکت سلولی بین ارتباطات در که هستند

 کاهآ و ECM تخریب مهار ،NP هایسلول تکثیر افزایآ و یسآپوپتوز مهار با تواندمی که است تنظیمی فاکتورهای انواع حاوی

 از مشتا هایاگزوزو  ، (37) همکاران و Wang  (36)کند  جلوگیری IDD پیشرفت از اکسیداتیو استرس و التهابی پاسخ

های بنیادی مزانشیمی میز استخوان با ساختار گرد و فنجانی و رطر تقریباً 30 تا 100 نانومتر توسط میکروسکول TEM سلول

شناسایی کردند  در مطالعه ما، با کمک میکروسکول TEM، وزیکولهای دایرهای به رطر حدود 100 نانومتر مشاهده شد  نتیجه 

میکروسکول AFM در مطالعه بارری و همکاران )38(  ، شکل کروی همگن از اگزوزو های مشتا از سلولهای بنیادی مزانشیمی 

با محدوده اندازه 40 تا 80 نانومتر را نشان داد همچنین تصویربرداری AFM در این مطالعه انجا  شد و نتای ، نانوذرات کروی 

در حدود 85 نانومتر را نشان داد  اندازهگیری اگزوزو ها با تکنیک DLS در مطالعه Zhu و همکاران )39( نشان داد که رطر این 

ذرات عمدتا بین 30 تا 100 نانومتر و پیک آن 51 نانومتر است  در بررسی ساختار اگزوزو ها با دستگاه DLS، ذرات بین 30 تا 

100 نانومتر با پیک ذرات 35/5 نانومتر مشاهده شد  نتیجه DLS در مطالعه ما با مطالعه Zhu و همکاران )33( مطابقت دارد  

در مطالعه Zhu و همکاران )33(، ارر MSC-Exo بر آپوپتوزیس سلولی با استفاده از روش MTT اندازهگیری شد  با توجه به 

نتای ، سلولهای NP التهابی شده با IL-1β سطا آپوپتوزیس بالاتر و سطا پایینتری از زیستایی سلولی را نشان دادند  اگزوزو ها 

 LPS شده اند  در این مطالعه، ارر التهاب ناشی از NP و افزایآ زیستایی در سلولهای IL-1β باعث کاهآ آپوپتوزیس ناشی از

بر سلولهای NP و نتای  تیمار سلولهای التهابی با دوزهای مختلف اگزوزو  با روش MTT مورد بررسی ررار گرفت  نتای  نشان 

داد که زیستایی سلولهای التهابی تحت تیمار با دوزهای مختلف اگزوزو  در مقایسه با سلولهای التهابی بدون تیمار افزایآ 

یافته است  سیتوکینهای التهابی تولید شده توسط ماکروفاژها یا سلولهای دیسک در انحطاط دیسک نقآ دارند  واسطههای 

التهابی مختلف، از جمله TNF-α، نقآ مهمی در فرآیندهای کاتابولیک در IVD انسان ایجاد میکنند و بیان آنها را در 

دژنراسیون IVD افزایآ میدهند )40(  اگزوزو های مشتا شده از MCS میتوانند از سلول های NP در برابر آپوپتوزیس و 

التهاب ناشی از TNF-α محافظت کنند )41(  برخلاف گروه شاهد و گروه سلولهای التهابی بدون تیمار، مطالعه حاضر کاهآ 

رابل توجهی را در بیان ژن مرتبط با التهاب )TNF-α( در سلولهای التهابی تیمار شده با اگزوزو  نشان میدهد  در نتیجه، 

اگزوزو های مشتا شده از سلولهای بنیادی مزانشیمی، التهاب ناشی از IDD را با کاهآ بیان ژن TNF-α کاهآ میدهند  

یکی از ویژگیهای مهم انحطاط IVD کاهآ سلولهای زنده و فعال است  هدف از درمانهای مبتنی بر سلولهای بنیادی برای 

ترمیم دژنراتیو IVD، تقویت سلولهای زنده با توانایی تولید ماتریکس مناسب و مفید میباشد  نتای  نشان میدهد که با بهبود 

فعالیت تکثیر سلولهای NP توسط اگزوزو ها، تولید ECM سالمتر بهبود مییابد )42(  در مطالعه Zhu و همکاران )43(، 

مشخص شد که در سلولهای NP تیمار شده با TNF-α، افزایآ سطا بیان پروتئینازهای ECM کاتابولیک و کاهآ پروتئینهای 

 miR-532-5p میتواند با افزایآ MSC-Exo ،ایجاد شد  بر اساس یافتهها TNF-α و اگریکان( توسط II کلاژن( ECM آنابولیک

در بافت NP از افزایآ آپوپتوزیس ناشی از TNF-α، فعال شدن پروتئینهای آپوپتوزیس، عد  تعادل سطوح آنابولیک و کاتابولیک 

و تخریب سلولهای NP جلوگیری کند  تجزیه و تحلیل ما نشان داد که اگزوزو ها به طور رابل توجهی بیان ژنهای اگریکان و 

کلاژن را در سلولهای التهابی تحت تیمار با اگزوزو  در مقایسه با سلولهای شاهد و سلولهای التهابی بدون تیمار، افزایآ 

میدهند  همچنین این نتای  نشان میدهد که سلولهای NP ملتهب تحت تیمار با MSC-Exo میتوانند ماتریکس خارج سلولی 

 سالم تری تولید کنند و ترمیم سلولهای التهابی را بهبود بخشند 
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 يريگجهينت -6

 توسط شده تیمار پولپوزوس نوکلئوس هایسلول در آلفا -تومور دهنده نکروز فاکتور و اگریکان کلاژن، هایژن بیان مطالعه این در

 هایسلول از مشتا هایاگزوزو  که داد نشان ما نتای   شد بررسی استخوان میز مزانشیمی بنیادی هایسلول از مشتا هایاگزوزو 

دهند  می کاهآ ،TNF-α التهابی ژن بیان کاهآ با را NP هایسلول در LPSتوسط شده ایجاد التهاب مزانشیمی، بنیادی

همچنین اگزوزو ها با افزایآ بیان ژنهای کلاژن و اگریکان، سنتز ماتریکس خارج سلولی را افزایآ داده که به بهبود زیستایی 

سلولهای NP کمک میکند  بر اساس یافتههای این تحقیا، MSC-Exo میتواند دژنراسیون IVD را معکوس کرده و بهعنوان 

 یک کاندید مناسب برای مطالعه بیشتر کلینیکی IDD مورد استفاده ررار گیرد 

  و قدرداني تشکر -7
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