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Aim: Cartilage tissue has limited capacity for spontaneous repair and self-renew due to the 

absence of vascularization and progenitor cells, thus requiring a therapeutic approach to 

repair tissue damage. Recently, extracellular vesicles (EVs) have attracted attentions 

because of their major roles in cell communication and tissue repair by regulating cellular 

processes such as cell growth, differentiation, and proliferation. Therefore, it is necessary 

to isolate extracellular vesicles with chondrogenic potential from an appropriate cellular 

source for cartilage regeneration. This study aims to compare the chondrogenic ability of 

extracellular vesicles derived from cocultured -chondrocytes / mesenchymal stem cells 

(CHO / MSC) at ratios of 1/2 and 1/4.  

Material and Methods: Towards this goal, chondrocytes and mesenchymal stem cells 

were isolated from rabbit articular cartilage and bone marrow, respectively. Mesenchymal 

phenotype of isolated MSCs were characterized based on their surface markers and by 

differentiation into mesenchymal lineages. Chondrocytes and mesenchymal stem cells 

were co-cultured with defined ratios, their conditioned media were collected and 

extracellular vesicles were extracted with an ultracentrifuge. Concentrations of 

extracellular vesicles were determined using BCA Protein Assay Kit, then EVs were 

characterized in terms of size, morphology, and expression of surface markers by dynamic 

light scattering (DLS), scanning electron microscope (SEM) and western blotting, 

respectively. Mesenchymal stem cells were treated with different concentrations of 

extracellular vesicles (50, 100, and 150 ug/ml) for 21 days. Quantitative real time-PCR 
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(qRT-PCR) and histological analysis were subsequently performed to assess the quality of 

chondrogenic differentiation among experimental groups. The differentiation of MSCs to 

osteogenic and adipogenic lineages  was demonstrated by Oil Red and Alizarin Red 

staining after 21 days.  

Results: The results of flow cytometry showed that CD90 was expressed by 88.6% of the 

cell population as a positive marker and CD34 as a negative marker was only expressed in 

5.48% of the cell population. SEM micrographs confirmed the spherical shape of CHO/ 

MSC-EV 1/2 and CHO/MSC-EV 1/4 and the mean particle size of isolated EVs were 

51.66 ± 8.15 and 19.11 ± 6.03 nm, respectively. Special surface markers for extracellular 

vesicles containing CD9 and CD81 were expressed in both groups. At concentrations of 

100 and 150 ug/ml of CHO/MSC-EV 1/2, higher cartilage - specific markers, including 

Col II were observed compared to CHO/MSC-EV 1/4. Similarly, safranin O and toluidine 

blue staining revealed the more deposition of aminoglycan and proteoglycan at 

concentrations of 100 and 150 ug/ml of CHO/ MSC-EV 1/2, compared to CHO/ MSC-EV 

1/4. This study demonstrated the chondrogenesis potential of extracellular vesicles, 

especially in CHO /MSC-EV 1/2 and extracellular vesicles derived from co-culturing 

chondrocytes/MSCs improve matrix production and chondrogenesis.  

Conclusion: Our research shows that chondrocyte-MSCs proximity is essential for the 

response as improved viability, chondrogenesis, and matrix formation in recipient MSCs. 

It is also proposed that co-cultured derived EVs with the ability to promote chondrogenesis 

have the potential to be utilized in cartilage regeneration.  Due to their immunogenicity 

and their low tumorigenic potential, extracellular vesicles can be used to help repair 

cartilage tissue. 
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های بنیادی مزانشیمی بر پتانسیل تمایز  های مختلف کندروسیت و سلول ثیر نسبتات

کشتی کندروسیت و  های خارج سلولی استخراج شده از هم وزیکولبه غضروف در 

 های بنیادی مزانشیمی سلول

1 ینیسمانه حس ،2,1 زاده نیحس میمر
 *1نژاد یمحمدرضا باغبان اسلام ،*

 هـاي گـروه سـلول ،یسـلول علـوم قـاتیتحق مرکـز ،یدانشگاه جهاد اديیبن هاي سلول فناوري و یشناس ستیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه1

  رانیتهران، ا ،ینیتکو یشناس ستیز و اديیبن
  رانیا ،تهران ،علم و فرهنگ یانتفاع ریدانشگاه غ ،یستیز علوم و نینو يها يفناور دانشکده2

 

 چکیده  واژگان کلیدی

 ،یسالول  خاارج  هاای  وزیکول

 ،یمیمزانشا  یادیبن یها سلول

 ییزا غضروف ت،یکندروس

 

 کردیرو کی ازمندین ،یمفصل  بیآس جادیدنبال ا‫به غضروف بافت يخود‫هخود ب میترم ییتوانا عدم هدف: 

 قیبافت از طر میو ترم یسلول ارتباطات در (EVی )خارج سلول يها کولیوزنقش  اریاخثر است. وم یدرمان

 ییزاغضروف ییتوانا سهیمقا ،مطالعه نیا هدف. است گرفته قرار توجه مورد یسلول ندهايیفرا میتنظ

EVطیدر شرا 4 به 1و  2به  1ي ها نسبت با یمیمزانش يادیبن سلول/تیکندروس یکشت هم از مشتق يها 

 ییرو هاي طیمح. یابی شدندو مشخصه يجداساز ها سلول راستا، نیا در ها: مواد و روش .است یتن برون

 لحاظ از هاEV. شد استخراج وژیفیبا استفاده از دستگاه اولتراسانتر EV و آوريجمع نظرمورد  هاي سلول

به  یمیمزانش يادیبن يها سلول زیتما یی. تواناشدند یبررس یسطح مارکرهاي انیب و مورفولوژي اندازه،

 یروز بررس 21( در تریل یلیم بر کروگرمیم 150و 100، 50)ي هاEVمختلف  يها در حضور غلظت تیکندروس

 نتایج: .شد یابیارز یمطالعات بافت و qRT-PCRبا استفاده از  یغضروف يمارکرها انیشد و ب

CHO/MSC-EV 1/2 و CHO/MSC-EV 1/4 و  66/51± 15/۸با اندازه  بیترت بهو  شکل يکرو

 شد. انیب گروه دودر  CD81و  CD9شامل  هاEV ي ژهیو یسطح مارکرهايو  بودهنانومتر  ±11/1۹ 03/6

وهمچنین ترشح آمینوگلیکان وپروتئوگلیکان در  Col IIویژه ‫هی بغضروف يافزایش بیان بالاتر مارکرهاي ویژه

 CHO/MSC-EV نسبت به  CHO/MSC-EV 1/2لیتر  میکروگرم بر میلی 150و 100 يها غلظت

ویژه در ‫هرا ب هاEVنتایج حاصل از این مطالعه پتانسیل تمایز به غضروف  گیری: نتیجه د.مشاهده ش1/4

زایی بالا  که توانایی غضروف هاEVنشان داد. استفاده از  CHO/MSC-EV 1/2هاي مشتق از  وزیکول

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫آمیز باشد. تواند در ترمیم بافت غضروف، موفقیت زایی و خطر تومورزایی می دلیل عدم ایمنی‫هدارند، ب

2/03/1401: افتیدر خیتار  

11/09/1401: یبازنگر خیتار  

 22/09/1401: رشیپذ خیتار
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 مقدمه -1

علت ‫به یمفصل غضروفو مسن جامعه است.  انسالیقشر م انیم در ژهیو‫هب عیاز اختلالات شا یکی یمفصل غضروف يها يماریب  

 یجزئ يها بیآس جهیدر نت ،دارد يخود بهخود میترم يبرا يمحدود تیظرف یسلول نییو تراکم پا یعدم وجود رگ خون

 يبرا یو جراح یدرمان دارو شامل یسنت يها روش. (1) ( منجر شوندOA) تیمانند استئوآرتر شروندهیپ يها بیآس به توانند یم

. (3, 2)اند  موفق نبوده یغضروف بیدر درمان کامل آس چکدامیه اماشده است  گرفته کار‫هب یغضروف مفصل بیآسدرمان 

( براساس دارا MSCsهاي بنیادي مزانشیمی ) هاي غضروفی است و سلول هاي نوین در درمان آسیب درمانی یکی از روش سلول

رغم امکان  علی. (6-4)اند  عنوان یک منبع سلولی مناسب مورد توجه قرار گرفته‫هبودن توانایی تمایز به غضروف و استخوان ب

به  زیتما تیاز جمله از دست رفتن ظرف ییها چالش باهمچنان  ها ی استفاده از این سلولتن برون طیدر شرا هاMSC ریتکث

 خارج يها کولیوزاستفاده از  ریاخ يها سال در. (7)است  همراه ییزا یمنیو ا ییخطرتومورزا ر،یکشت و تکث طیغضروف در شرا

 یدرمان سلول از یناش عوارض بدون واز سلول  يعار یدرمان کردیرو کی عنوان‫به است یسلول ترشحات انواعاز  یکی که یسلول

 يدیپیل ي هیلا دو يغشابا  ییها کولیوز ،یسلول خارج يها کولیوزمورد توجه قرار گرفته است.  ییزا یمنیا و ییتومورزا جمله از

استخراج  الینوویس عیما و ینخاع-يمغز عیما بزاق، سرم، مانندمختلف بدن  عاتیما از نیها و همچن انواع سلول ازهستند و 

ها، در فرایند   هاي خارج سلولی با تنظیم فرایندهاي سلولی از جمله رشد، تمایز و فراخوانی سلول وزیکول. (۸-12) شوندمی

تلف شامل قلب، کلیه، کبد، هاي مخ ها براي ترمیم بافت و نقش درمانی آن نماید هاي مختلف، نقش مهمی ایفا می ترمیم بافت

 ها CPCهاي مشتق از  EVو همکاران با استفاده از  Wang.(1۸-13)ریه و پوست نیز مورد مطالعه قرار گرفته است 

(Chondrogenic Progenitor Cells( در مدل موشی دچار استئوآرتریت )OA نشان دادند که این )EV  ها قادر به جلوگیري از

ها در شرایط آزمایشگاهی هستند.  در داخل بدن و همچنین افزایش تحریک در روند تکثیر کندروسیت OAپیشرفت و شدت 

 مشتق يهاEV ي کننده افتیدر يها موش در غضروف میترم ندیفرا در لیدخ يها ژن که داد نشان qRT-PCR جینتا نیهمچن

 و Zhang که توسط يا مطالعهحاصل از  جینتا .(1۹) داشتند انیب کاهش التهاب ي دخیل درها ژن و انیب شیافزا ها CPC از

 میدر ترم یانسان نیمشتق از جن یمیمزانش يادیبن يها شده از سلول جدا یسلول خارج يها کولیوزقش در بررسی ن همکاران

هاي خارج سلولی منجر به بهبود آسیب استئوکندرال از طریق تشکیل  وزیکول نشان داد که ،انجام شد استئوکندرال بیآس

 يها کولیوزاثر  2017در سال  Taoگروه  نیهمچن. (20) دشکندرال و بافت شبه غضروف هیالین بافت شبه استخوان ساب

. کردند یبررس استئوکندرال بیرا در آس miRNA- 140 انیب شیبا افزا الینوویس عیما MSC يهاسلولمشتق از  یخارج سلول

 و یتنبرون طیشرا در ها تیکندروس ریتکث شیسبب افزا یخارج سلول يها کولیوز نیمطالعه نشان داد که استفاده از ا نیا جینتا

و  Vonkتوسط گروه  201۸اي دیگر که سال  در مطالعه. (21) ی گردیدتندرون طیدر شرا تیاستئوآرتر شرفتیاز پ يریجلوگ

مغز استخوان انسان بر مدل شبه استئوآرتریت در کندروسیت در شرایط   MSCازمشتق  EVجهت بررسی اثر  (22) همکاران

طریق مهار فاکتورهاي التهابی موثر بر هموستاز،  از  MSCازهاي مشتق  EVد که استفاده ازشانجام شد، مشاهده  تنی‫برون

و نیز کاهش مارکر  Col II ،Sox9ها سبب افزایش ترشح پروتئوگلیکان،  EVبخشند. همچنین این ترمیم غضروف را بهبود می

از  مشتق EVزاده و همکاران صورت گرفت، اي که توسط حسیندر مطالعه .شد در بافت تازه تشکیل شده  ColXهایپرتروفی 

مشتق  EVهاي بنیادي مزاشیمی، بیان بالاتري از مارکرهاي غضروفی، ترشح پروتئوگلیکان و گلوکزآمینوگلیکان نسبت به سلول

. اگرچه این مطالعات اثر (1)ها بالاتر بود  EVاما بیان مارکر هایپرتروفی در این  ،تنی نشان داداز کندروسیت در شرایط برون

EV زایی بالاتر و ‫اما همچنان دستیابی به یک منبع سلولی با توانایی غضروف دهدهاي غضروفی نشان میها را در بهبود آسیب

و کندروسیت، سبب تحریک تمایز  هاي بنیادي مزانشیمی کشتی سلول اند که هم مطالعات نشان داده ثرتر مورد نیاز است.وم
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MSCشود و نیز سایتوکین ترشح شده توسط  ها به غضروف میMSCهاي غضروفی و ترشح  ها سبب افزایش تکثیر سلول

. مطالعات (24, 23)گیرد هاي خارج سلولی صورت مید و این امر بواسطه وزیکولشو زمینه خارج سلولی غضروف می ماده

 1به  1، نسبت (25) و همکاران Shiطور مثال، ‫را مورد ارزیابی قرار دادند. به MSCهاي متنوعی از کندروسیت و مختلف نسبت

را  MSCکشتی تکثیر کندروسیت و تمایز خرگوش را کشت دادند و مشاهده کردند این هم جدا شده از MSCاز کندروسیت و 

هاي بنیادي  کشتی کندروسیت و سلول نشان داد که هم 2011و همکاران در سال  Bianي گروه  نتایج مطالعه افزایش داد.

هاي  ژن هیپرتروفی و افزایش ویژگیاسید سبب کاهش بیان  در هیدروژل هیالورونیک 4به  1انسانی با نسبت   مزانشیمی

-شود. در حالی ها و نیز ماتریکس غضروفی می عملکردي و همچنین ترکیبات غضروف مهندسی شده شامل گلیکوزآمینوگلیکان

هاي بنیادي مزانشیمی از نظر خواص بیومکانیکی و بیوشیمیایی  ها و سلول که نتایج حاصل از کشت جداگانه کندروسیت

کشتی ‫هاي مختلفی از همانجام شد، نسبت (27) و همکاران Xuاي که توسط . در مطالعه(26)کشتی بود  هم تر از گروه ضعبف

، اثر MSCهاي خرگوشی را مورد بررسی قرار دادند و مشاهده نمودند با افزایش نسبت سلول MSCهاي کندروسیت و سلول

حاصل از  EVرسد نظر می‫، به(2۸)نقش دارد  EVسلولی در محتواي  این که منشکشتی افزایش یافته است. با توجه به اهم

و  یبر بررس یمبن يا مطالعه تاکنونبا نسبت مختلف نیز اثر متفاوتی داشته باشد. لذا، از آنجا که  MSCکشتی کندروسیت و هم

 نیهمچن و انجام نشده استکشتی غضروف و استخوان هم از حاصل یسلول خارج يها کولیوز ییزا غضروف لیپتانسمقایسه 

حاضر،  ي هدف از مطالعه، رود یشمار م حوزه به نیا يها از چالش یکیهمچنان  یسلول خارج يها کولیغلظت مؤثر وز نییتع

 یمیمزانش يادیبن يها سلولزمان کندروسیت و  کشت همشده از  جدا یسلول خارج يها کولیوز ییزا غضروف ییتوانای اثر بررس

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫است. هاي غضروفیجهت کاربرد در ترمیم آسیب 4به  1 و 2به  1هاي  با نسبت

 ها و روش مواد  -2

مغز استخوان از خرگوش سفید نر نیوزلندي به روش آسپیراسیون جدا و  : یمیمزانش یادیبن یها سلول ریتکث و یجداساز

  هیکشت پا طیمح يدارا cm2  75فلاسک درجدا شده،  یمیمزانش يادیبنهاي  طور خلاصه، سلول‫به .(2۹)سانتریفیوژ شد 

‫DMEM (Dubleco’s‫modified کشت طیمح يحاو eagles;‫medium‫ Invitrogen,درصد 10 يگاو ینیجنو سرم  (‫US 

(Fetal Bovine Serum; Gibco, US)، 1 نیسی/استرپتومانیلیسیپن درصد (Invitrogen; US ))عنوان پاساژ صفر ‫داده و به کشت

انکوبه شدند.   CO2درصد 5 يحاو اتمسفر و گراد یسانت ي درجه 37  يها در انکوباتور در دما شدند. سپس فلاسک گرفته نظر در

 (.کیپاساژ داده شدند )پاساژ  3به  1ها  سلول ،درصد ۸0 به تراکم  دنیپس از رس وشد  انجامبار ‫کیهر سه روز  طیمح ضیتعو

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫.گرفتند قرار استفاده مورد يبعد شاتیآزما جهت سوم پاساژ يها سلول تینها در و شده تر خالص پاساژ هر در ها سلول

از مغز  جداشده يها سلول یمینشامز تیماه :جداشده از مغز استخوان یادیبن یها سلولماهیت مزاشیمی  یبررس

. گرفت قرار یابیارز موردها ي مزاشیمی و همچنین بررسی بیان مارکرهاي سطحی این سلولها رده به زیتما استخوان از طریق

 هزار 100 تعداد خانه، 6 کشت ظرف چاهک هر در ،ی(چرب ی واستخوانهاي مزانشیمی )بررسی توانایی تمایز به رده منظور به

با  هیکشت پا طیدرصد ظرف کشت، مح ۸0تا  70ها به کف ظرف کشت و پر شدن  سلول دنی. پس از چسبشد ادهد قرار سلول

 هیکشت پا طیمح يدارا چاهک. دیگرد انجام  بار‫کیروز  سههر  طیمح ضیو تعو نیگزیجا یچربو  استخوان زیتما يها طیمح

ها با استفاده از  ها خارج شده و سلول سلول ییرو طیروز، مح 21گروه شاهد در نظر گرفته شد. پس از گذشت  عنوان به

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫.(2۹) گرفتند  قرار یبررس مورد یو چرب استخوان به زیتما يبرا بیترت‫به رد لیاوو  رد نیزاریآل يزیآم‫رنگ

 گرفت قرار یبررس مورد يتومتریفلوسا روش از استفاده با ،CD90 و CD34 شامل ي جدا شدهها سلول یسطح يها  مارکربیان 

 100به  فسفات بافر با ییمنتقل و حجم نها يتومتریمخصوص فلوسا يهابه لوله 3پاساژ  سلول هزار 100، منظور نیبد. (1)
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در تاریکی و  هابه هر لوله به صورت جداگانه اضافه شد. لولهمشخص  با غلظت CD90و  CD34ي بادینتآرسانده شد.  تریکرولیم

 -FACScan flowي با استفاده از دستگاهتومتریفلوسا خوانشانکوبه شدند.  قهیدق 30مدت ‫به گراددرجه سانتی 4در دماي 

cytometer (BD FACS Caliber, BD Biosciences, San Jose CA, USA) ها توسط نرم افراز داده زینالآ صورت گرفت و  

Flowing Software  انجام شد. 5/2نسخه‫‫‫ 

اصول  تیبا رعا یخرگوش تحت عمل جراح ي زانو از غضروف بافت يها نمونه :تیکندروس یها کشت سلول و یجداساز

 ،یجراح غیو به کمک ت لیاستر طیمنتقل و سپس تحت شرا شگاهینمونه به آزما .دش هیته یشگاهیآزما واناتیکار با ح یاخلاق

بافت غضروف در محلول  يمتر یلیم 3تا  2 يها طور کامل جدا شد و پس از خرد شدن، تکه‫زانو به لیغضروف از کند ي   هیلا

 يها تی. سپس کندروسدیگرد  يدار نگه گراد یدرجه سانت 37 يشب در دما کیمدت ‫به درصد ۸/0با غلظت  کیکلاژناز نوع 

 ضیتعوبه ظرف کشت انتقال داده شدند.  و يآور جمع قهیدق 5مدت ‫به 1200با دور  وژیفیجدا شده از بافت به کمک سانتر

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫.(2۹) شد انجام بار کی هفته هر دیجد يها فلاسک به انتقال و بار‫کی روز 3 هر ها سلول طیمح

حاصل از هم   EVآوردندست‫هبراي ب :ییروکشت  طیمح یآورو جمع یمیمزاش یادیو سلول بن تیکندروس یکشتهم

، DMEM کشت طیشامل مح هیکشت پا طیدر مح 4به  1 و 2به  1 هاي طور همزمان با نسبت‫به MSCو   تیکندروسکشتی، 

درجه  37 يکشت داده شدند و در انکوباتور در دما درصد 1 نیسی/ استرپتومانیلیسیو پن EVفاقد  درصد 15 يگاو نیسرم جن

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫آوري شد. هاي خارج سلولی جمع ها جهت استخراج وزیکول محیط رویی سلول و دش يدار‫نگه گراد یسانت

 ازشده  يآور جمع کشت يها طیمح از یخارج سلول يها کولیوز يجداساز يبرا: یسلول خارج یها کولیوز یجداساز

 15مدت ‫به 1500 (g)با دور  یسلول يها طیمح ابتدا .شداستفاده  وژیفیروش اولتراسانتر از هاMSC / تیکندروسکشتی ‫هم

محلول  اول، ي کردن رسوب حاصل از مرحله. پس از خارج )مرحله اول( شدند وژیفیمرده سانتر يها جهت حذف سلول قهیدق

، محلول روئی حاصل از مرحله EVجهت جداسازي . )مرحله دوم( شد وژیفیسانتر قهیدق 15مدت ‫به 20000 (g)در دور روئی 

 يخارج شده و رسوب حاصل حاو ییرو طیمحدر این مرحله، شد.  وژیفیسانتر ساعت 2 مدت‫به 100000 (g) در بار دودوم 

 گراد یسانت ي درجه -70در  يبعد شاتیتا آزما و شده سوسپانس لیاستر یمنف فسفات بافر در یخارج سلول يها کولیوز

و گروه  CHO/MSC-EV 1/2نام ‫به2به  1ها با نسبت کشتی سلولجدا شده از هم EVاز این به بعد،  .(30) شد يدار‫نگه

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫در متن ذکر شده است.  CHO/MSC-EV 1/4 به نام 4به  1کشتی با نسبت ‫هم

  یخارج سلول یها کولیوزغلظت  نییتع

 BCA (BCA protein assay kit)کیت سنجش پروتئین  ازاستفاده  با یخارج سلول یها کولیوزغلظت  سنجش

(EMD Millipore Company, Darmstadt, Germany) با بافر فسفات  نمونه ابتداشد.  انجامطبق دستورالعمل شرکت سازنده  

و محلول  قیرق یمنف BCA  يحاو تیپل گراد، یسانت درجه 37 يدما در ونیانکوباس قهیدق 30از  پس. شد افزودهها  به نمونه 

نانومترخوانده شد.  560در طول موج  دریر تیکروپلینمونه توسط دستگاه م  

 یکینامینور د یاز روش پراکندگ شده جدا یخارج سلول يها کولیوزاندازه  نییتع جهت :(DLS) یکینامینور د یپراکندگ

(DLS( )Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK)  استخراج شده در بافر  يها کولیوزاستفاده شد. ابتدا
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شدت  زانیم گرفته و بر اساس قرار ينور آشکارسازدر دستگاه در مقابل  تریل یلیم کی ییفسفات سوسپانس شده و حجم نها

 . دش نیی، اندازه ذرات تعنمونهاز  ينورعبور یپراکندگ

 یالکترون کروسکوپیاستخراج شده با استفاده از م يها کولیوز يمورفولوژ یبررس :(SEM) یروبش یالکترون کروسکوپیم

 فسفات بافر با شده استخراج یخارج سلول يها کولیوزاز  یمشخص غلظت ابتدا نمونه، کردن آماده يبراصورت گرفت.  یروبش

 کروسکوپیم توسط و شدند دارپوششذرات طلا  توسط ها نمونه شدن، خشک از پس. شد داده قرار لام يرو و شده قیرق یمنف

 .شد انجام يبردار عکس (Philips XL30 SEM, The Netherlands) یروبش یالکترون

. دش  یبلات بررسبا استفاده از روش وسترن CD81 و CD9 شامل یخارج سلول يها کولیوز یسطح يمارکرها :بلات وسترن

انتقال ولت انجام شد.  120با ولتاژ  قهیدق 75 مدت‫به نیپروتئ کروگرمیم 15 غلظت با ها نمونه SDS-PAGEالکتروفورز  ابتدا

 (Semi-Dry)خشک  مهین روش ي لهیوس‫هب ولت 25 ولتاژ در قهیدق 30 و ساعت 2 مدت‫به غشا آکریلامید بهپروتئین از ژل پلی

 1 مدت‫بهشسته شد و  قهیدق 30 مدت‫به (20 نیتوئ م،یسد دیکلر ،HCL -سیتر) TBST بافرمرتبه با  3. سپس غشا شد انجام

 :CD9 (Catalog Noشامل  هیاول يها يباد یپس در مجاورت آنتس .قرار گرفت BSA درصد 5 مسدود کننده بافر ساعت در

GTX76182, Genetex, US )و CD81 (Catalog No: EX203, Cellgs, UK )درصد 2بافر مسدود کننده در  محلولBSA  

بافر  در محلول ي هیثانو يباد یآنت در غشا ،TBST روز قرار داده شد. پس از شستشوي غشا با بافر یک شبانه مدت‫به

-ژل )ژل ریتصو ستمیسسوبسترا به غشا افزوده شد و از  تیدرنها ساعت قرار داده شد و 1براي   BSAدرصد 2 مسدودکننده

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫. دشخوانش غشا استفاده  ي( براUvitec, Cambridge, UKداک( )

از  یخارج سلول يها کولیوز زاییغضروف لیپتانس یمنظور بررس‫به :ییزا بر غضروف یخارج سلول یها کولیاثر وز یبررس

دست ‫هبنیادي مزانشیمی مشتق از مغز استخوان خرگوش )ب سلول هزار 250. شد استفاده( Micro mass) یسلول ي روش توده

 تریل یلیم بر کروگرمیم 150 و 100 ،50 غلظت با یسلول خارج يها کولیوز و شده داده رسوب فالکون درآمده در مرحله اول( 

 با زیتماروز  21از  پسشد.  گرفتهنظر  در EV بدون غضروف به زیتما طیمح يدارا شاهد گروه. دش اضافه يزیتما طیمح به

 ‫‫‫‫‫‫. دش یبررس یغضروف يها ژن انیب یبررس و یبافت مطالعات انجام

qRT-PCR: شامل  ییزا غضروف در لیدخ يهاژن انیب یبررسAgn ،Col II ،Sox9  یپرتروفیها مارکرو ColX،  روشبا qRT-

PCR گرفت. استخراج  صورتRNA زمان  و سنتز همcDNA تیبا استفاده از ک یسلول ي از توده Single Cell To cDNA 

 Maxima SYBR Green/ROXاز استفاده با qRT-PCR يها کنش برهمانجام شد.  (رانیا ان،یرو ژن نوآورانیهست)شرکت 

qPCR Master Mix  (در دستگاه رانیا ز،یکتاتجهی شرکت )Applied Biosystems Step One plus Real-time PCR  انجام

 مریهر پرا يهر واکنش دو بار تکرار و برا يشد و برا دهیچ خیرک  يمخصوص رو پیاستر ،یمورد بررس يها به تعداد نمونه .شد

 داده قرار 2ها و مدت ذکر شده در جدول دما در بیترت به کلیس چهل يبرا ها نمونهدر نظر گرفته شد.  زین یدو کنترل منف

 يها شد. با استفاده از داده دییامحور ذوب ت زیبا آنال يریتکث يها مخصوص ژن واکنش کیپ ،ییاز اتمام واکنش نها پس. شدند

 گروه به نسبت شیآزما يها گروه در نظر مورد miRNAها و  از ژن کیهر  انیب ینسب زانیم بود CTشکل ‫دستگاه که به یینها

ها با نرم افزار  داده تینها در .دش( محاسبه EVفاقد  و غضروفی زیتما طیکشت داده شده در مح ي افتهی زیتما يها سلول) شاهد

REST (Relative Expression Software Tool )سطح  راتییقرار گرفتند. تغ یابیارز موردmRNA نمونه با سطح هر Gapdh 

mRNA) House keeping ( انیب زانینسبت به گروه شاهد )م شیآزما يها هر ژن در گروه انیب رییتغ زانیشد. م يساز نرمال 
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 نشان رامورد استفاده  مرهایپرا 1 جدول. شد نمایش داده Fold changeدر نظر گرفته شد( به صورت  کیهر ژن در گروه شاهد 

 ‫‫‫.دهد یم

 یغضروف يها ژن انیب یبررس يبرا شده یطراح يمرهایپرا ستیل :1جدول

 

از  ،بعد ي شدند. در مرحله تثبیتدرصد  4 دیابتدا با پارافرمالده يزیتما طیدر مح افتهی زیتما يها سلول :یبافت مطالعات

 ها برش. دش هیته کرونیم 6 قطر با ییها برش کروتومیبا دستگاه م تینهادر شد و  گرفته ینیشده نمونه پاراف تیتثب يها سلول

 مرحله در .شد استفادهبلو  نیدیو تولوئ O نیسافران يها رنگ از زین ها لام يزیآم رنگ يبرامنتقل شدند و  یلام معمول يبه رو

 .دش مشاهده ينور کروسکوپیم با و شد داده قرار خشک لام يرو بر لامل آخر،

  یآمار زیآنال -3

با استفاده از  مختلف يهاگروه نیب وبین دو گروه با استفاده از آزمون تی مستقل  مورد مطالعه يها دست آمده در گروه‫هب جینتا

انحراف معیار  ±میانگین صورت‫ها به داده شیشد. نما زیآنال( 7)نسخه  GraphPad Prism افزار نرم با ،طرفه‫آنالیز واریانس یک

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫. است شده گرفته نظر در ((p<0.05در سطح  جیبودن نتا دار یعنمارائه شده و 

 جینتا -4

  ها آن یها یژگیو یو بررس یمیمزانش یادیبن یها سلول ریو تکث یجداساز

 کشت طیمح در شناور صورت‫هب یخون يها سلول وبه کف  دهیچسب يها سلول .صورت ناخالص بودند‫به هیدر کشت اول ها سلول

 به ها یکلن نیا جیبتدر و کرده رشد یکلن جادیا بدون ای و یکلن جادیا باشکل  یدوک دهیچسب يها سلول. بودند مشاهده قابل

 ‫‫‫‫‫(.الف 1)شکل  کردند پر را کشت ظرف کف و دهیرس گریکدی

  CD34یکیتیهماتوپو مارکر يبرا ها سلول نیا کهجدا شده از مغز استخوان نشان داد  يها سلول يبرا يتومتریفلوسا زیآنال جینتا

 مارکر نیا انیب ي دهندهنشان ، CD90 یمیمزانش  مارکر یبررس جینتا. کنند ینم انیبرا در سطح خود  مارکر نیاو  هستند یمنف

جدا شده  يها سلول که دهند یمنشان  يتومتریفلوساتوسط روش  آمدهدست ‫به جینتاجدا شده بود.  يها سلولدر سطح 

 ‫‫‫(.ب 1 شکل) دارندرا  یمیمزانش يادیبن يها سلول يها یژگیو

Primer sequences Genes 

F: GAACCCAGAATCCATCTGAG 

R: GGCATAGGGAATGAAGAACTG 

Col X 

F: AGTAGGCAATAGTGTAGAGGAC 

R: CGGTGTTTAAGGCTCAAGG 

Sox 9 

F: CAAGTCCCTCAACAACCAG 

R: TATCCAGTAGTCACCGCTC 

Col II 

F: TGCCACTGTGAGAGTTCC 

R: ACATTCCACACCCAGAGTT 

Agn 
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 شامل استخوان و یمیمزانش يها به دودمان ها سلول نیا يزیتما ییتوانا، شده جدا يها سلول بودن یمیمزانش اثبات منظور‫به

 کردند ی، شروع به ترشح مواد معدن روز 21مدت  یبه استخوان ط زیتما طیدر مح ها سلولقرار گرفت.  یابیمورد ارزنیز  یچرب

 شدند دهید قرمز رنگ به ينور کروسکوپیم ریز در شده لیتشک یاستخوان يها ندول .دش انینمارد  نیزاریآل يزیآمرنگ باکه 

 و شد یبررسرد  لیاو يزیآم توسط رنگ یچرب ي به رده زیتما نیهمچن (. ج، د 1به استخوان بود )شکل  زیتما ي کننده دییاکه ت

ه،  1به رنگ قرمز درآمدند )شکل  رد لیاو يزیآمرنگ کمک به افتهی زیتما يها سلول توپلاسمیس درون شده جمع یچرب قطرات

 ‫‫‫(.  و

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 يمارکرها انیب یبررس)الف(  استخوان مغز از جداشده يها سلول جدا شده از مغزاستخوان خرگوش. یمیمزانش يادیبن يها سلول :1 شکل

 از بعد )د( شاهد گروه و )ج( استخوان به افتهی زیتما يها سلول (.بي )تومتریفلوسا روش از استفاده با یمیمزانش يادیبن يها سلول یسطح

 .روز 21 گذشت از بعد)و(  شاهد گروه و ی )ه(چرب به افتهی زیتما يها سلول. روز 21 گذشت

 شده  جدا یخارج سلول یها کولیوز یها یژگیو یبررس

 یمورد بررس یسطح يها نیو پروتئ يمورفولوژ، اندازه نظراز  ،یهر دو منبع سلول از شده استخراج یخارج سلول يها کولیوز

در  DLSتوسط دستگاه  مختلفدر دو گروه شده  استخراج یخارج سلول يها کولیوزاندازه  یحاصل از بررس جینتا قرار گرفتند. 

 ونانومتر  CHO/MSC-EV 1/215/۸ ± 66/51 قطر میانگین انجام شده،  زینشان داده شده است. طبق آنال الف 2شکل 

 CHO/MSC-EVکه دشدست آمده مشاهده ‫هب يها است. طبق اندازه نانومتر CHO/MSC-EV 1/403/6±11/1۹  قطرمیانگین 

 ‫‫‫.دارند CHO/MSC-EV 1/4 با سهیمقا در يبزرگتر ي اندازه 1/2

 دییاترا  یهر دو گروه سلول ازشده  استخراج یخارج سلول يها کولیوز يکرو يمورفولوژ ی،روبش یالکترون کروسکوپیم ریتصاو

 و CD9 شامل یخارج سلول يها کولیوز ي ژهیو یسطح يها نیپروتئ حضور بلات وسترن از حاصل جینتا (.ب 2)شکل  نمود

CD81 عدم حضور مارکر  وCalnexin  آمده، دست به جینتا به توجه باکرد.  دییانمونه تهر دو را در  CHO/MSC-EV 1/4 انیب 

 ج(. 2)شکل  داد نشان CHO/MSC-EV 1/2را نسبت به  CD81 سطحی نیپروتئاز  يبالاتر
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 .)الف( DLS استخراج شده توسط یخارج سلول يها کولیوزاستخراج شده. قطر  یخارج سلول يها کولیوز يها یژگیو یبررس: 2 شکل

 يها کولیوز. )ب(  CHO/MSC-EV 1/4و CHO/MSC-EV 1/2 مشتق از  یسلولخارج  يها کولیوزاز  SEM میکروسکوپ تصاویر

 يها کولیوز CD81و  CD9 یاختصاص یسطح يها نیپروتئ انیب .باشند می يشکل با ابعاد نانومتر کروي مورفولوژي داراي یسلولخارج 

و عدم بیان مارکر ( KDa) دالتون لویک 25در باند  CD81و  CD9 یسطح هاي نیپروتئبیان . بلات وسترنروش  با یسلولخارج 

Calnexin بررسی میزان جذب . یید شد )ج(اتEV با  یمیمزانش يادیبنهاي  هاي بنیادي مزانشیمی. سلول توسط سلولPKH26 رنگ ‫به

 ‫‫‫د )د(.دار ش به رنگ آبی نشان DAPIها نیز با  ي سلول دار شدند. هسته ها با کلسئین به رنگ سبز نشانEVقرمز و 

 

دهد که  د( نشان داده شده است. نتایج نشان می 2شکل هاي خارج سلولی در ) نتایج حاصل از بررسی میزان جذب وزیکول

 ساعت صورت گرفته است.  24ی بعد از میمزانش يادنیب يها سلولها توسط EVجذب 

 یمیمزانش یادیبن یها سلول غضروف به زیتما بر شده جدا یسلول خارج یها کولیوز اثر

ی خارج سلول يها کولیوزکشت داده شده در حضور  يها MSCزیتما از حاصل یسلول ي توده در Col II ژن انیب زانیم

CHO/MSC-EV 1/2  وCHO/MSC-EV 1/4 افتیدر گروهنشان داد.  شاهد گروهرا نسبت به  يدار یمعن شیافزا ينظر آمار از 

 Col IIژن  انیب زانیرا در م يدار‫یاختلاف معن تریل یلیبر م کروگرمیم 100و  50غلظت  با CHO/MSC-EV 1/4 ي کننده

ي  کننده ها در گروه دریافت ي غلظت همه .داد نشان تریل یلیبر م کروگرمیم 150با غلظت  سهیمقا در زین و شاهدنسبت به گروه 

CHO/MSC-EV 1/2 .(الف 3)شکل داري نسبت به گروه شاهد، نشان دادند  نیز افزایش بیان معنی‫‫‫ 

 گروه به نسبت را يبالاتر انیب تریل یلیم بر کروگرمیم 100 غلظت باCHO/MSC-EV 1/4  گروه در زین Sox 9ژن  انیب زانیم

و   CHO/MSC-EV 1/4تر گروهیل یلیبر م کروگرمیم 150غلظت  و پس از آن ها داشته است غلظت رینسبت به سا زیو ن شاهد
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داري در مقایسه با گروه شاهد نشان دادند. در ‫یاختلاف معن CHO/MSC-EV 1/2 روهگ تریل یلیم بر کروگرمیم 100 غلظت

 ‫‫‫(. ب 3)شکل  شدهده نمشا Sox 9ژن داري در بیان   ها، از نظر آماري افزایش معنی سایر گروه

. در داد نشانداري ‫یلیتر افزایش معن بر میلی  میکروگرم 150بویژه غلظت CHO/MSC-EV 1/2  يدر گروه حاو نیز Agnژن 

هاي حاوي  . در گروهشاهد مشاهده شد گروهژن نسبت به  نیبالاتر ا انیب زانیمنیز  تریل یلیبر م کروگرمیم 50 و 100 غلظت

CHO/MSC-EV 1/4 ، کروگرمیم 100اما در غلظت  دیمشاهده گرد بیان شیافزا تریل یلیم  بر  کروگرمیم 150و  50غلظت  در 

 ‫‫‫‫‫‫(. ج 3)شکل  داد نشان کاهش يدار یمعن طور‫به ژن نیا انیب تریل یلیبر م

 يها گروه در qRT-PCRحاصل از  جینتا قرار گرفت. یبه غضروف مورد بررس زیدر تما یپرتروفیمارکر ها کیعنوان ‫به Col X ژن

 ژن. اما، افزایش بیان داد نشان شاهدبا گروه  سهیدر مقا CHO/MSC-EV 1/2روه در گ ژن را نیکم ا اریبس انیب مطالعه، مورد

Col X هاي دریافت کننده در گروه  CHO/MSC-EV 1/4بر  کروگرمیم 100و 50غلظت  در انیب شیافزا نیکه ا شد مشاهده

 CHO/MSC-EV نسبت بهCHO/MSC-EV 1/2  هاي در گروه Col X ژن انیب زانیمدار بود.  از لحاظ آماري معنی تریل یلیم

 150در غلظت  Col X ژن انیبدار نبود. همچنین  ها و در مقایسه با گروه کنترل از لحاظ آماري معنی ، در تمام گروه1/4

لیتر بسیار کاهش نشان  میکروگرم بر میلی 100و  50هاي  نسبت به غلظت CHO/MSC-EV 1/4  لیتر گروه میکروگرم بر میلی

 ‫‫‫د(. 3 لداد )شک

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

حاصل  یسلول ي در توده)د(  Col X )ج(. Agn )ب(. Sox 9 (.الف) Col IIشامل  ;یغضروف ي ژهیو يها ژن انیب یکم سهیمقا : 3 شکل

 p < 0.05; ∗∗p∗ .روز 21 گذشت از پس متفاوت يها غلظت با و یخارج سلول يها کولیوزدر حضور  یمیمزانش يادیبن يها سلول زیاز تما

< 0.01; ∗∗∗p < 0.001; and ∗∗∗∗p < 0.0001 دهد یم نشان شاهد گروه به نسبت را يدار یمعن. 

 

 حضور در افتهی زیتما یسلول يهاتوده يرو بر O نیو سافران بلويدیتولوئ يزیآمرنگ شامل یبافت مطالعات جینتا 4 شکل

 ماده زمینهبلو  نیدیتولوئ يزیآم رنگدر . دهد یم نشان راCHO/MSC-EV 1/4  وCHO/MSC-EV 1/2  مختلف يهاغلظت
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 بلو، نیدیتولوئ يزیآم ها بود. در رنگآن يمتاکروماز تیاز خاص یبنفش شد که حاکآبی متمایل ها در داخل لاکونا  اطراف سلول

 50 غلظتدر  CHO/MSC-EV 1/4و گروه  تریل یلیمبر   کروگرمیم150و  100 هايغلظت، در CHO/MSC-EV 1/2 گروه

در  کانینوگلیکوزآمیاز گل یغن يها گاهیشدن جا بنفش (.4)شکل  تمایزي مشابه گروه کنترل نشان دادند تریل یلیمبر   کروگرمیم

و   CHO/MSC-EV 1/2گروهدر هر دو  باشد. ي میزان بالاي پروتئوگلیکان می دهنده نیز نشان O نیسافران يزیآم رنگ

CHO/MSC-EV 1/4  و مشابهت با  کانینوگلیکوزآمیگلمیزان بالاتري از  تریل یلیم بر  کروگرمیم 150 و 100 هايغلظتدر

 (. 4)شکل د شمشاهده  گروه کنترل

 

 

 

 

 

 

 

  مختلف یسلول منابع از مشتق یخارج سلول يها کولیوزمغز استخوان به غضروف در حضور  یمیمزانش يادیبن يها سلول زیتما :4 شکل

CHO/MSC-EV 1/2 و CHO/MSC-EV 1/4نیسافرانو  بلو نیدیتولوئ يزیآم رنگ با روز 21 زمان مدت در O  

 

 حثب -5

وارده نشان  يها بیآس شرفتیپ از يریجلوگ جهت را یدرمان کار‫راه از استفاده ضرورت م،یترم در غضروف بافت ییتوانا عدم   

 یاز سلول درمان یغلبه بر مشکلات ناش يبرا نینو يکار‫عنوان راه‫هب یخارج سلول يها کولیاز وز هاستفاد اریاخ. (31, 6) دهد یم

کشتی کندروسیت/ سلول بنیادي  هم حاصل از یخارج سلول يها کولیوز يزیتما لیمطالعه، پتانس نیاست. لذا در ا  مطرح شده

و با توجه به بیان بالاي  گرفتقرار  یمورد بررس یدر کنام غضروف یعنوان منبع سلول‫به  4/1و  2/1با نسبت هاي مزانشیمی

 نسبت بهCHO/MSC-EV 1/2  هاي خارج سلولی مشتق از مارکر هایپرتروفی، پتانسیل بالاي تمایز به غضروف وزیکول

CHO/MSC-EV 1/4 . شدیید ات‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫ 

جدا شده از مغز استخوان خرگوش، ماهیت مزانشیمی بودن این ی هاي بنیادي مزانشیم هاي سلول نتایج حاصل از بررسی ویژگی

هاي مزانشیمی شامل استخوان )با تشکیل  یید نمود. ظاهر فیبروبلاستی و دوکی شکل، توانایی تمایز به ردهاها را ت سلول

ه با تشکیل قطرات ها است( و چربی )ک ي زمینه معدنی در سیتوپلاسم سلول ي ترشح ماده دهنده هاي استخوانی که نشان ندول

هاي  هاي سلول ، از ویژگیCD34و همچنین عدم بیان مارکر   CD90چربی همراه است( و همچنین بیان مارکر مزانشیمی مثبت

  .(32, 1)جدا شده است که با مطالعات پیشین همخوانی دارد 
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 روش از استفاده با ها کولیوز قطر ابتدا آمده دست‫به يها نمونه در یسلول خارج يها کولیوز حضور اثبات و ییشناسا منظور‫به

 EVنانومتر قرار دارد که با  51 ي محدودهدر CHO/MSC-EV 1/2  ي اندازه. شد يریگ ( اندازهDLS) یکینامید نور یپراکندگ

که  دهد یمنشان  یخارج سلول يها کولیوزقطر  اندازه سهیمقا ن،یهمچن. (33)دارد  یهمخوان گریجدا شده در مطالعات د

CHO/MSC-EV 1/4 نسبت به  ياندازه کوچکتر CHO/MSC-EV 1/2.هاي خارج سلولی را  وزیکولا اي که اخیر در مطالعه دارد

 200تا  30بین  EV ي قطر ذرات از منبع کندروسیت و سلول بنیادي مزانشیمی مغز استخوان استخراج نموده است، اندازه

. لازم به ذکر است که قطر (34)گیرد  ي ذرات مطالعه حاضر نیز در این محدوده قرار می نانومتر گزارش شده است و اندازه

دست آمده از میکروسکوپ الکترونی روبشی همخوانی دارد. همچنین هر دو ‫ههاي خارج سلولی استخراج شده با نتایج ب وزیکول

را بیان کردند که این نتایج با تعاریف  CD9و  CD81هاي خارج سلولی شامل  گروه مارکرهاي سطحی پروتئینی وزیکول

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫.(30)( مطابقت دارد ISEVهاي خارج سلولی ) هاي خارج سلولی و نیز انجمن بین المللی وزیکول استاندارد از وزیکول

 ، Col IIي غضروفی شامل هاي ویژه هاي خارج سلولی جدا شده، بیان ژن در راستاي ارزیابی توانایی تمایز به غضروف وزیکول

Sox9  وAgn درMSC  هاي کشت داده شده در حضور CHO/MSC-EV 1/2 و CHO/MSC-EV 1/4 بررسی شد. ژنCol II 

ي کندروسیتی را  باشد که افزایش بیان آن تمایز به رده هاي ماده زمینه خارج سلولی بافت غضروف می یکی از مهمترین ژن

یید کننده ادهد که ترا نشان می EVهاي دریافت کننده ي حاضر، افزایش بیان این ژن در گروه . در مطالعه(35)دهد  نشان می

ي یک فاکتور رونویسی مهم در تمایز به غضروف است که القا  کد کننده Sox9زایی است. ژن بر غضروف EVثیر مثبت ات

ي  هاي ویژه . مطالعات پیشین افزایش بیان ژن(37, 36)باشد  هاي دخیل در مسیر تمایز به غضروف می ي بیان سایر ژن کننده

و افزایش این  (1)دهد  هاي بنیادي مزانشیمی نشان می هاي خارج سلولی حاصل از سلول هاي حاوي وزیکول غضروفی را در گروه

نیز یکی دیگر از  Agnبر این فرایند است.  EVثیر ادهنده تنیز نشان CHO/MSC-EV 1/4هاي دریافت کننده ژن در گروه

هاي دریافت کننده . افزایش بیان در گروه(3۸)زایی است که بیان آن براي تمایز ضروري است هاي دخیل در غضروف‫ژن

CHO/MSC-EV 1/2  نسبت به گروهCHO/MSC-EV 1/4 درزایی باشد. غضروف نشان دهنده توانایی بیشتر این گروه در 

 و MSC یکشت هم از مشتق EVکه  ییها گروه است، شده انجام (3۹) همکاران و یلیاسماع توسطا ریاخ که يا مطالعه

داشتند که  Agn ،Col II ،Sox9شامل  یغصروف يها ژندر  انیب افزایش بودند، کرده افتیدر را بصورت اگریگیت تیکندروس

 ‫‫‫است.دست آمده از مطالعه حاضر  یید کننده نتایج بهات

 Col Xبررسی شد. ژنCHO/MSC-EV 1/4 و  CHO/MSC-EV 1/2 در دو گروه Col Xدر مقابل، بیان مارکر هایپرتروفی 

درصد  45سازي درون غضروفی است و در حدود  شود و یک مارکر مهم براي استخوان هاي هایپرتروفیک بیان می درکندروسیت

ي  ها در زمینه . لذا، هایپرتروفی یکی از چالش(42-40) شود هایپرتروف را شامل میهاي  از کلاژن تولید شده توسط کندروسیت

است که سبب ایجاد فنوتیپ کندروسیتی ناپایدار و  ها در شرایط آزمایشگاهیBMSCهاي حاصل از تمایز  استفاده از کندروسیت

 50و  100در این پژوهش در غلظت   در گروه هاي مورد مطالعه Col Xد. ژن شو نامناسب جهت کاربردهاي درمانی می

اند که  داشته است. مطالعات نشان داده ییبالا بسیار انیب CHO/MSC-EV 1/4 يحاو يها در گروه تریل یلیممیکروگرم بر 

EVاز مشتق يها MSCCol X ژن  زانیکه م رسد ینظر م‫به یمنطق نیبنابراو را دارند  پرتروفیغضروف ها لیتشک لیپتانس ها 

 ‫‫. (43, 20) باشد بالاتر CHO/MSC-EV 1/2به  نسبت  CHO/MSC-EV 1/4يها  گروه در
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و تولوئیدین بلو انجام شد.  Oي غضروفی سافرانین  هاي ویژه آمیزي شناسی شامل رنگ ت بافتمنظور بررسی بیشتر، مطالعا‫به

هاي بافت غضروف طبیعی را  ها آرایشی شبیه به سلول ي سلولی، سلول هاي بافتی نشان داد که در توده تصاویر حاصل از برش

تر  هاي مرکزي کندرویم داده و سلول ي شبه پري ي توده سلولی، تشکیل لایه ها در حاشیه به این ترتیب که سلول .دهند نشان می

ها و نیز زیاد بودن  دلیل حضور کربوهیدرات‫کند. ماتریکس غضروف حاوي گلیکوزآمینوگلیکان است. این امر به را احاطه می

بلو، خاصیت متاکرومازي را نشان  آمیزي تولوئیدین گلیکوزآمینوگلیکان در رنگهمراه ‫هاي سولفات با بار منفی است که به گروه

ها در داخل لاکونا به رنگ بنفش )بازوفیل( درآمد. همچنین  آمیزي، ماتریکس اطراف سلول ي این رنگ دهد. در نتیجه می

ا حالت نسبت‫اي به ز در نواحی حاشیهاند و داراي مورفولوژي گرد هستند نی هایی که در حفرات شبه لاکونا قرار گرفته سلول

نیز  qRT-PCRیید کننده نتایج ابه خوبی قابل مشاهده است که ت  EVهاي حاوي کشیده دیده شدند. تمایز غضروفی در گروه

 ‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫‫ در مقایسه با گروه شاهد نتایج بهتري را نشان داد. EVي  هاي دریافت کننده باشد. در مجموع، تمایز به غضروف در گروه می

آمیزي اختصاصی بافت غضروف، از آنجا که میزان مارکر  و رنگ qRT-PCRدست آمده از آنالیزهاي ‫در مجموع نتایج به

بالا است، علیرغم قایل مقایسه بودن بیان CHO/MSC-EV 1/2 نسبت به گروه CHO/MSC-EV 1/4 هایپرتروفی در گروه 

هاي  کشتی سلول هاي جدا شده از همEVتوان ادعا کرد که استفاده از می مارکرهاي غضروفی و پروتئوگلیکان بین دو گروه،

ي تمایز به  ( جهت انجام مطالعات در زمینه CHO/MSC-EV 1/2) 2به  1هاي بنیادي مزانشیمی با نسبت  کندروسیت و سلول

 ‫‫‫تري است. ي مناسب غضروف گزینه

 50ها در غلظت  گروه تیاکثر درSox9  و Col II يها ژن که‫نیا رغم یعل ،qRT-PCRحاصل از  يها بر طبق داده نیهمچن

 100غلظت،  نیدر ا زین Col X یپرتروفیژن ها انیب زانیبالا بودن م لیبودند، به دل يبالاتر انیب يدارا تریل یلیبر م کروگرمیم

 ‫‫‫‫.گرفت نظر در توان یم نهیعنوان غلظت به‫بهرا  تریل یلیبرم کروگرمیم

 یریگجهینت -6

مزانشیمی سبب بهبود پتانسیل  يادیبن يها سلولو  تیکندروس کشتی همکه  دادنشان  ما شاتیدست آمده از آزما‫هب نتایج   

هاي مشاهده شده در  گردد و با توجه به تفاوت هاي خارج سلولی مشتق از این منابع سلولی می تمایز به غضروف در وزیکول

داراي عملکرد تمایزي بهتري هستند.  CHO/MSC-EV 1/2از گروه  تریل یلیبرم کروگرمیم 100غلظت  ،هاي مختلف غلظت

هاي  و نیز کاهش بیان ژنSox9  و Col IIهاي غضروفی  ها از طریق بیان ژنEV ،تنی د که در شرایط برونشهمچنین مشاهده 

قادر به پیشبرد تمایز به غضروف خواهند بود. در نتیجه  ،یغضروف يها نیپروتئ انیب نیهمچن و Col Xاز جمله  یپرتروفیها

بینی است. براي مطالعات  عنوان یک روش امیدوارکننده قابل پیش‫هها در آزمایشات مربوط به ترمیم غضروف بEVاستفاده از 

ها  ت این وزیکولها و نیز محتویا ها، مکانیسم عمل آنEVد که جهت فهم دقیق نحوه عمکرد شو آتی در این زمینه پیشنهاد می

 ‫‫‫‫‫‫مورد برسی قرار گیرد.

  و قدردانی تشکر -7

این مطالعه توسط صندوق حمایت از پژوهشگران و فناوران معاونت علمی و فناوري ریاست جمهوري حمایت مالی شده است. 

 دارند.  وسیله نویسندگان این مقاله مراتب قدردانی خود را از این صندوق اعلام میلذا بدین
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