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Abstract 
 

Background and purpose: Menstrual blood-derived mesenchymal stem cells (MB-MSCs) expressing 

CD44, CD90, and CD105 markers were recently introduced. These cells are a good source of stem cells for research 

and use in regenerative medicine due to uncomplicated collection without invasive surgical intervention or ethical 

issues. Cell culture is one of the most essential techniques in molecular cell biology, and the culture medium is the 

most critical component. Serum is one of the crucial components of the culture medium and a protective solution. 

One of the most common serums used in cell culture is fetal bovine serum (FBS). This serum is an unknown mixture 

and can contain unfavorable factors such as endotoxin, mycoplasma, viral contaminants, or prion proteins. Therefore, 

there is a need for a human substitute for FBS that can be utilized for clinical applications. In this study, a humanized 

protocol utilizing autologous serum (AS) instead of FBS is tested to investigate the expansion of MB-MSCs and 

exosomes released from these cells. 

Materials and methods: A menstrual blood sample was collected from the donor on the second day of 

menstruation. Autologous serum samples were also collected to prepare the culture medium. First, mesenchymal stem 

cells were extracted from menstrual blood and then cultured in an environment enriched with autologous serum at 

different concentrations of 10%, 15%, and 20%. The investigation was done on the cells obtained in the third passage. 

Cultured cells in autologous serum were analyzed regarding expansion and expression of mesenchymal surface markers 

(CD73 and CD105). An inverted microscope was used to study the expansion, and flow cytometry was used to 

investigate the expression of mesenchymal markers. Also, in the next step, the culture medium of cultured cells in 

autologous serum was collected for exosome isolation. Exosome isolation was done by a three-step combination 

method of sedimentation, size exclusion chromatography with CL-2B sepharose resin, and making it concentrated. 

Finally, the purified exosomes were analyzed regarding morphology, size, and expression of CD9, CD63, and CD81 

markers. Transmission electron microscope (TEM), dynamic light scattering (DLS), and flow cytometry analysis 

were operated, respectively. 

Results: According to the observations, cell expansion was observed in all three concentrations of 

autologous serum, and the most favorable results were marked in the concentration of 15%. In addition, flow 

cytometry results indicated the expression of mesenchymal markers CD73 and CD105 in cells cultured with 15% 

autologous serum. Exosomes were isolated from the culture medium of mesenchymal stem cells cultured with 

autologous serum, and their characteristics were investigated using dynamic light scattering, transmission electron 

microscope, and flow cytometry techniques. The size of the exosomes ranged from 30-150 nm, and their morphology 

was cup-shaped. The expression of exosome markers such as CD9, CD63, and CD81 was also confirmed. 

Conclusion: As a result, with the increase of using mesenchymal stem cells in regenerative medicine, it is 

imperative to ensure the safety of the process and materials used in this field. Therefore, autologous serum can be a 

suitable option for the culture of mesenchymal stem cells derived from menstrual blood. 
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 پژوهشــی

 

در  یگاو نیسرم جن نیگزیاستفاده از سرم اتولوگ به عنوان جا
 یمشتق شده از خون قاعدگ یمیمزانش یادیبن یهاگسترش سلول

 
 1زینب رضایی کیاسری

 2امیرعلی خداشناس
 3مرضیه زمانیان 

 4پدرام ابراهیم نژاد
 1تاجی فاطمه زارع

 چكیده
 کننده مارکرهای(، اخیرا معرفی شده و بیانMB-MSCsی )های بنیادی مزانشیمی مشتق از خون قاعدگسلول و هدف: سابقه

CD44 ،CD90  وCD105 گونه مداخله جراحی تهاجمی و نداشتن هیچ گونه آوری آسان و بدون هیچها به علت جمعهستند. این سلول
ترین مهمت سلولی یکی از های بنیادی برای تحقیقات و استفاده در پزشکی بازساختی هستند. کشمسئله اخلاقی منبع خوبی از سلول

و یک محلول  ترین جزء است. سرم یکی از اجزای مهم محیط کشتها در زیست شناسی سلولی مولکولی است و محیط کشت مهمتکنیک
 است. این سرم مخلوطی نامشخص (FBSسرم جنین گاوی) های مورد استفاده در کشت سلول،سرمترین کننده است. یکی از رایجمحافظت
 بنابراین،های پریون باشد. های ویروسی یا پروتئینتواند حاوی فاکتورهای نامطلوبی مانند اندوتوکسین، مایکوپلاسما، آلایندهمیاست و 

با  وجود دارد که بتوان از آن برای کاربردهای بالینی استفاده کرد. در این مطالعه، یک پروتکل انسانی FBSنیاز به جایگزینی انسانی برای 
 شود.ها آزمایش میهای آزاد شده از این سلولو اگزوزوم MB-MSCsبرای بررسی رشد  FBS( به جای ASاز سرم اتولوگ )استفاده 

آوری شهد. نمونهه سهرم در روز دوم قاعدگی، نمونهه خهون قاعهدگی از اهداکننهده جمهعدر این مطالعه تجربی،  ها:مواد و روش
های بنیادی مزانشیمی از خون قاعهدگی اسهتخراو و سهدر در محیطهی ابتدا، سلول آوری شد.اتولوگ نیز برای تهیه محیط کشت جمع

ههای حاصهل شهده در کشت داده شدند. بررسهی بهر روی سهلول درصد 01و  01، 01های مختلف غنی شده با سرم اتولوگ در غلظت
 (CD105و  CD73رهای سهطحی مزانشهیمی )های کشت داده شده در سرم اتولوگ از لحاظ رشد و بیان مارکپاساژ سوم صورت گرفت. سلول

برای بررسی بیهان مارکرههای مزانشهیمی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. برای بررسی رشد از میکروسکوپ اینورت و از فلوسایتومتری 
وری شهد. آبهرای جداسهازی اگهزوزوم جمهع های کشت داده شده در سرم اتولهوگچنین در گام بعدی محیط کشت سلولاستفاده شد. هم

و تغلهی   CL-2Bدهی، سایز اکسکلوژن کروماتوگرافی با رزین سهفارز ای رسوبجداسازی اگزوزوم از یک روش ترکیبی سه مرحله
بررسهی  CD81و  CD9 ،CD63سازی شده از نظر مورفولوژی، اندازه و بیان مارکرهای های خالصصورت گرفت. در نهایت اگزوزوم

 ( و فلوسایتومتری استفاده شد.DLS(، تفرق نور دینامیکی )TEM) روسکوپ الکترونی عبوریشدند. به ترتیب از آنالیز میک
 01تهرین نتهایج در غلظهت با توجه به مشاهدات در هر سه غلظت سرم اتولوگ، گسترش سهلولی مشهاهده شهد کهه مطلهوب ها:یافته
 01 های کشت شده باسلول در CD105و  CD73 ای مزانشیمیمشاهده شد. علاوه بر این، نتایج فلوسایتومتری حاکی از بیان مارکرهدرصد 
ههای جداسهازی شهده از اگهزوزوم و فلوسهایتومتری DLS ،TEMهای انجام شده بهه وسهیله چنین در بررسیسرم اتولوگ بودند. هم درصد

مورفولوژی آنان فنجهانی شهکل  نانومتری داشتند، 011-01های بنیادی مزانشیمی کشت داده شده با سرم اتولوگ اندازه محیط کشت سلول
 ها تایید شد.( نیز در آن CD81و  CD9 ،CD63بود و بیان مارکرهای اگزوزومی )

در پزشکی بازساختی، اطمینان از ایمنی فرآینهد و مهواد مهورد  های بنیادی مزانشیمیسلولدر نتیجه، با افزایش استفاده از  استنتاج:
ههای تواند گزینه مناسبی بهرای کشهت سهلولتوان گفت، سرم اتولوگ میباشد. بنابراین میمیاستفاده در این حیطه بسیار حائز اهمیت 

 بنیادی مزانشیمی مشتق از خون قاعدگی باشد.
 

 های بنیادی مزانشیمی خون قاعدگی، سرم جنین گاوی، سرم اتولوگ، اگزوزوم، پزشکی بازساختیسلول های کلیدی:واژه
 

 :s.khodashenas@mazums.ac.ir E-mail ی   پزشک نینو یهایدانشکده فناور، جاده فرح آباد، مجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم 01کیلومتر ی:سار -سخداشنا امیرعلی مولف مسئول:
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علوم پزشک ،یپزشک نینو یهایدانشکده فناور ،یپزشک یفناور ستیارشد ز یکارشناس یدانشجو. 0
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علوم پزشک ،یپزشک نینو یهایدانشکده فناور ،یپزشک یفناور ستیگروه ز ر،ایاستاد. 0
 رانیا ،یسار مازندران، یپزشک علوم دانشگاه ،یپزشک دانشکده مان،یگروه زنان و زا ار،یدانش. 0
 رانیا ،یسار ران،مازند یپزشک علوم دانشگاه ،یداروساز دانشکده ،یگروه داروساز ار،ی. دانش4
 : 00/00/0410 تاریخ تصویب :             01/01/0410 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :           00/9/0410 تاریخ دریافت 
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 مقدمه

هههای بنیههادی مزانشههیمی مشههتق از خههون قاعههدگی سههلول

(MB-MSCsسلول ،) های بنیادی بالغی هستند که اخیهرا

کننهده مارکرههای انهها بیهایهن سهلول .شده است معرفی

CD44 ،CD90  وCD105 مارکرههای بخشی از که  بوده

از مزایهای  های بنیادی مزانشیمی هسهتند.اختصاصی سلول

و بههدون آوری آسههان تههوان بههه جمههعههها مههیایههن سههلول

 گونهههه مداخلهههه جراحهههی تههههاجمی و نداشهههتن ههههیچ

. تحهت شهرایط (0)گونه مسهئله اخلاقهی اشهاره کهردهیچ

osteogenic ،adipogenic  یاchondrogenic ههااین سهلول 

 ترتیب در شرایط آزمایشگاهی بهه استئوسهیت،توانند بهمی

تهوان . بنهابراین مهی(0)چربی یا غضروف تمایز پیدا کنند

MB-MSCs های بنیادی بهرای ها را منبع خوبی از سلول

کشت  تحقیقات و استفاده در پزشکی بازساختی دانست.

 ههاشودکه توسط آن سلولته میسلولی تکنیکی در نظرگرف

در خارو از یک موجود زنده تحت شرایط کنترل شهده 

، مواد مغذی و سهطوح اهایعات( کشهت pH)مانند دما، 

هها در زیسهت تهرین تکنیهک. یکهی از مههم(0)می شوند

 زیرا بستری را برای بررسی ،شناسی سلولی مولکولی است

ل فهراهم بیولوژی، بیوشیمی، فیزیولوژی و متابولیسم سلو

ترین جزء است، زیرا مهواد . محیط کشت مهم(4)کندمی

هایی که بهرای رشهد مغذی، فاکتورهای رشد و هورمون

چنین باعث تنظیم کند و همسلول لازم است را فراهم می

pH چنهین محهیط کشهت . ههم(1)شودو فشار اسمزی می

شهود. های کشهت داده شهده مهیباعث بقا و تکثیر سلول

 د ذکر شود که درصورت لزوم اگر پژوهشهگراین نکته بای

تواند شرایط خاصی را برای مطالعه خود در نظر دارد می

یکهی از اجهزای  .(6)محیط کشت را اصلاح و بهینه کنهد

 مهم محیط کشت، سرم است. سرم یک محلول محافظهت

هها و کننده است که حهاوی فاکتورههای رشهد، هورمون

تفاده از آن باعهث کننده است. اسهزداییهای سممولکول

چنهین در انجمهاد شهود، ههمزنده مانی کشت سهلول مهی

ترین سرم مورد اسهتفاده در سلولی نیز کاربرد دارد. رایج

بها  .(1)( استFetal Bovine Serum) FBSکشت سلول 

های بنیادی مزانشیمی مشخص شدن پتانسیل خوب سلول

در کاربردهههای بههالینی، چگههونگی افههزایش و گسههترش 

گریهد در مقیها   GMPصهورت ههها بهسلول کشت این

ههای گسهترش و تهر پروتکلشود. بیشبزرگ مطرح می

 عنوان مکمل محیط کشت استفادههب FBSکشت موجود از 

برای کشت و گسترش این نوع  FBSکنند. استفاده از می

زیرا مواد مغذی حیاتی، فاکتورهای  ،ها عملی استسلول

هها فهراهم ی سهلولچسبندگی و فاکتورهای رشهد را بهرا

. با این حال، سرم زنوژنیک از دیدگاه علمی و (8)کندمی

توانههد بیولههوژیکی، مخلههوطی نامشههخص اسههت کههه مههی

هایی رو به وجود آورد و یکسری مشکلات و پیچیدگی

ههایی های ایمنی زیستی نیز نگرانهیاز طرفی از نظر جنبه

ممکهن  FBSزیهرا  ،در مورد اسهتفاده از آن وجهود دارد

ت حاوی فاکتورههای نهامطلوب ماننهد اندوتوکسهین، اس

های پریون های ویروسی یا پروتئینمایکوپلاسما، آلاینده

یادداشهتی بهرای راهنمهایی در ". کمیسیون اروپا (9)باشد

مورد به حداقل رساندن خطر انتقال عوامهل آنسهفالوپاتی 

ههای دارویهی اسفنجی شکل حیوانی از طریهق فهرآورده

( منتشهر کهرد کهه EMA/410/01) "کیانسانی و دامدزش

کند باید ابتدا استفاده از مواد با منشاء غیر حیوانی بیان می

پروتکههل انسههانی  ایههن مطالعههه. در (01)تهرجی  داده شههود

از  FBSجهای هگیهرد و بهای مورد آزمایش قرار میشده

های مزانشیمی سرم خون اتولوگ برای رشد دادن سلول

 شود.رد استفاده میمشتق از خون قاعدگی خود ف
 

 هامواد و روش
 یخون قاعدگ یمیمزانش یادیبن یهاسرم و سلول یجداساز

بهها مجههوز کمیتههه اخههلاق در ایههن مطالعههه تجربههی، 

(IR.MAZUMS.IMAMHOSPITAL.REC.1400.041) 

رگ وریهدی دسهت راسهت از  ،گاهانههآو کسب راایت 

ی خهون بیمار خهون گرفتهه شهد و سهرم اتولهوگ از نمونهه

فیلتهر شهد.  00/1بها سهانتریفیوژ جداسهازی و بها فیلتهر دست 

دقیقههه دکمدلمانههه  01مههدت درجههه بههه 16سههدر در دمههای 

گردید. بعد از جداسازی سرم، از سرم اتولوگ حاصل شده 
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ههای بنیهادی مزانشهیمی مشهتق از خهون جهت کشت سلول

قاعدگی فرد اسهتفاده شهد. نمونهه خهون قاعهدگی بها کهاپ 

مار مبتلا به کاهش ذخایر تخمهدانی قاعدگی از یک خانم بی

ههای سیکل قاعدگی بعهد از گذرانهدن تسهت 0تا  0در روز 

HIV  وHCV  و دریافت راایت آگاهانه گرفتهه شهد. ایهن

سههاختار  ،جملههه معیارهههای ورود مطالعههه از براسهها  فههرد

سهال سهن را  40تها  01تخمدانی و رحمی نرمال بهود و بهین 

ههای العهه ماننهد بهدخیمیدارا بود و معیارهای خهروو از مط

شهد. خههون ههای ژنتیکههی را شهامل نمهیلگنهی و ناهنجهاری

و  Bبیوتیهک و آمفوتریسهین قاعدگی به محلول حاوی آنتی

EDTA  بهه آزمایشهگاه جههت جداسهازی و سهدر و منتقل

های بنیادی مزانشیمی مشتق از خهون قاعهدگی کشت سلول

دقیقه  0مدت انتقال داده شد. نمونه خون گرفته شده ابتدا به 

بهه مهدت  rpm 0111ورتکر شد. سدر در دمای اتهاق بها 

سانتریفیوژ شده و مهایع رویهی اوت و سهلول ههای  دقیقه 01

حذف شدند. بهه طهور  RBC Lysis Bufferخونی به روش 

به فهالکون  RBC Lysis Bufferلیتر از میلی 01خلاصه ابتدا 

دقیقهه  01مدت ااافه و سدر خوب ورتکر شد. سدر به

دقیقه  01گراد انکوبه شدند. بعد از درجه سانتی 01در دمای 

دقیقهه  01مهدت بهه rpm 0811 فالکون در دمای اتاق با دور

 سانتریفیوژ و محیط رویی خارو شد.

 rpmااهافه و بها دور  PBSبه رسوب انتههای فهالکون 

ژ شد. سهدر سهوپرناتانت فیوسانتری دقیقه 01به مدت  0111

لیتهر سهرم اتولهوگ میلهی 0ی در خارو شده و رسوب سلول

به پلیهت  درصد 01و  01، 01های حل شد و سدر با غلظت

 DMEM F12خونههه حههاوی محههیط کشههت کامههل  04

 U/ml011همههراه ایههالات متحههده آمریکهها( بههه )گیبکههو،

استرپتومایسههین )گیبکههو، ایههالات  mg/ml011سههیلین و پنههی

)سههیگما، ایههالات  Bآمفوتریسههین  μg/ml 1/0 متحههده( و

 0مهدت هها بههمتحده آمریکا( ااافه شد. پلیت حاوی سلول

و  CO2 درصهد 1گراد و درجه سانتی 01روز در دمای شبانه

انکوبهه شهد و سهدر محهیط کشهت آن  درصد 91رطوبت 

 روز محههیط کشههت  4الههی 0تعههویش شههد. از ایههن پههر هههر 

 

ها همزمان در سه تعویش گردید. برای تکرارپذیری بررسی

هههای سههرم اتولههوگ ذکههر شههده، ظههتچاهههک دیگههر بهها غل

 ها کشت داده شدند.سلول

 

 کشت داده شده یهاپاساژ سلول
رسهیدند بها  درصهد 91ها به تهراکم زمانی که سلول

هها از ( سهلول، بیووست، فرانسهTrypLE) EDTA-تریدسین

 کف پلیت جدا و در چندین چاهک تقسیم شهدند. در ابتهدا

میکرولیتر  111محیط کشت کاملا خارو و کف پلیت با 

PBS ی محهیط طور کامل شسته شد تها باقیمانهدهسرد به

مهدت ها خارو شود. بهکشت حاوی سرم از سط  سلول

در پلیت در دمای محیط باقی ماند و سدر  PBSدقیقه  0

میکرولیتههر آنههزیم  011ای صههورت قطههرهبههه خهارو شههد.

ها ریخته شد و بها تریدسین در سراسر پلیت بر روی سلول

ها به ادن آرام پلیت سعی شد که تمام سط  سلولتکان د

تریدسین آغشته شود. سهدر بهرای فعالیهت بهینهه آنهزیم، 

 0درجه به میهانگین مهدت زمهانی  01پلیت در انکوباتور 

هها در نظهر سهلول دقیقه قرار داده شد. بعد از زمان مهورد

ههها زیرمیکروسههکوپ بررسههی شههدند. زمههانی کههه سههلول

بسهیار آرام  ها کردندچاهک شدن از کف شروع به جدا

هها دوبهاره بها های پلیت اهربه وارد شهد. سهلولبه کناره

میکروسکوپ بررسی شده و در صورت جدا شدن تمهام 

میکرولیتهر  111سازی آنزیم، حدود ها جهت خنثیسلول

ههای پلیهت حاوی سرم به چاههک DMEM F12محیط 

 1/0سلولی به میکروتیوب سوسدانسیون ااافه شد. سدر 

 g 011دقیقههه در دور  01مههدت لیتههری منتقههل و بهههیلههیم

سانتریفوژ شد. سدر محیط رویهی خهارو و بهه رسهوب 

لیتر محیط کشت غنی شده با سهرم ااهافه میلی 0سلولی 

لیتهر محهیط میلهی 0بها  ها در دو چاهکشد. سدر سلول

و های اتولوگ قبلی پاساژ کشت غنی شده با درصد سرم

میهزان رطوبهت مطلهوب قهرار  دار بها CO2در انکوباتور 

 4الهی  0هها ههر داده شدند. تعویش محیط کشت سهلول

 برسند. درصد 91روز انجام شد تا به تراکم 
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مشتق از خون  یمیمزانش یادیبن یهاسلول یتومتریفلوسا
 یقاعدگ

 هههایبههادیمارکرهههای سههطحی بهها اسههتفاده از آنتههی

CD34، CD45 ،CD73  وCD105 با فلوسایتومتری مورد 

بهرای  0های حاصل از پاسهاژ رزیابی قرار گرفت. سلولا

انجههام فلوسههایتومتری اسههتفاده شههد. بههدین منظههور ابتههدا 

تریدسههینه و سههدر  PBSها بعههد از شستشههو بهها سههلول

سانتریفیوژ شدند. به سوسدانسیون سهلولی مقهدار کهافی بهافر 

 ااهافه ،بهود FBS درصهد 1که حاوی  DPBSآمیزی رنگ

میکرولیتهر سوسدانسهیون بهه  011 ها شمارش وشد. سلول

 ههای ذکهربهادیمیکرولیتر از آنتهی 1هر لوله ااافه شد. 

درجههه  4ههها مخلههو  شههد و در دمههای شههده بهها سههلول

دقیقه در تاریکی انکوبهه شهد. بهه  01مدت گراد بهسانتی

هایی کهه بهه های ااافی و سلولبادیمنظور حذف آنتی

 0111بهها دور بههادی کونژوگههه نشههدن، سههانتریفیوژ آنتههی

هها بها بهافر دقیقه انجام شد و سهه مرتبهه سهلول 1مدت به

ههای ژنآمیهزی شستشهو داده شهدند. آنهالیز آنتهیگهرن

 ترتیههب توسههط دسههتگاه ههها بهههسههط  سههلولی و داده

(BD Biosciences, US )FACS Calibur افهزار و نهرم

FLowJo .انجام شد 

 
ده در کشهت داده شه یهاسلول یهااگزوزوم یجداساز

 درصد 01سرم اتولوگ 
های بنیادی مزانشیمی زمانی که در پاساژ سوم سلول

 به کانفلوئنسهی درصد 01کشت داده شده در سرم اتولوگ 

ها محیط کشت خارو گردید. سلولدرصد رسیدند،  91

لیتهر محهیط میلهی 0سه بهار شستشهو شهد. سهدر  PBSبا 

سههاعت در  06مههدت کشههت خههام بههه سههلول ااههافه و بههه

سهاعت  06یط انکوباسیون قبلی انکوبهه شهد. بعهد از شرا

ها مجدد پاساژ و بها آوری شد و سلولمحیط کشت جمع

آوری محههیط سههرم اتولههوگ کشههت داده شههدند. جمههع

ههای ابتدا، محیط کشت انجام شد. 1تا  0کشت از پاساژ 

در  rpm 9111 دقیقه با دور 61آوری شده به مدت جمع

تریفیوژ و محهیط رویهی بها گراد ساندرجه سانتی 4دمای 

 8محیط کشت فیلتهر شهده بها  فیلتر شد. PES 00/1فیلتر 

سهاعت  06اتیلن گلیکول ترکیب و بهه مهدت پلی درصد

گهراد بهر روی شهیکر قهرار داده درجه سهانتی 4در دمای 

دقیقه در دمای  01به مدت  rpm 9111شد. سدر با دور 

 درجه سانتریفیوژ شد. محهیط رویهی خهارو و رسهوب 4

لیتر رسانده و در آن حهل میلی 0به حجم  PBSانتهایی با 

های جداسازی شده سازی اگزوزومگردید. برای خالص

از روش سایز اکسکلوژن کروماتوگرافی با رزین سهفارز 

CL-2B )نمونه تغلهی   استفاده شد. )ارگ بیوتک، ایران

لیتر( بر روی ستون لود میلی 0شده با پلی اتیلن گلیکول )

 01فیلتهر شهده انجهام شهد.  PBSدر شستشو بها شد و س

 ههایآوری شد. فرکشنلیتر جمعمیلی 1/1فرکشن متوالی 

کیلهو دالتهون  011آوری و توسهط آمیکهون جمهع 9تا  6

های جدا شده تا استفاده بعدی در تغلی  شدند. اگزوزوم

 گراد نگهداری شدند.درجه سانتی -81دمای 

 

 شده یازخالص س یهااگزوزوم یژگیو یینتع
سازی شده های خالصبرای تعیین ویژگی اگزوزوم

باید اندازه، مورفولوژی و مارکرهای اگزوزومی سنجیده 

شود. در این مطالعه از روش پراکنهدگی نهور دینهامیکی 

(DLSبرای اندازه )گیری ذرات، الکتروسکوپ الکترونهی 

 ( برای بررسی مورفولوژی و فلوسایتومتریTEMعبوری )

عنوان مارکرهای هب CD81و  CD9 ،CD63 برای بررسی

 0گیری سایز ذرات، برای اندازه اگزوزومی استفاده شد.

لیتر از اگهزوزوم تخلهیص شهده بها اسهتفاده از یهک میلی

ااهافه شهد.  HORIBAسرنگ به درون کووت شرکت 

سدر کووت به منظور خوانش درون دستگاه زتا سهایزر 

HORIBA-SZ100 ات بررسیقرارگرفت و پراکندگی ذر 

گیهری جههت شستشهو کهووت، شد. پر از اتمام انهدازه

ابتهدا بهها اسههتفاده از فشههار آب محلههول حههاوی اگههزوزوم 

درون کووت خارو شد. سدر به کمک یک سرنگ به 

 1مهدت ااهافه شهد و بهه درصهد 11درون کووت الکل 

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد. بعد از زمان گفته شهد 

مرتبههه بهها آب مقطههر  0ارو و الکههل از درون کههووت خهه
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طور خلاصه، یک قطره ، بهTEMشتسشو داده شد. برای 

 0مهدت میکرولیتهر( بهه 01ههای جهدا شهده )از اگزوزوم

مش با پوشش کربن قرار داده شد  011دقیقه روی گرید 

درصههد  0دقیقههه بهها اورانیههل اسههتات آبههی  0مههدت و بههه

ههوا آمیزی منفی شد. سدر، اجازه داده شد تها در رنگ

که TEM(Zeiss, EM10C)خشک شود و بر روی یک 

کنهد، مهورد کیلو ولت کار مهی 011دهنده با ولتاژ شتاب

 بررسی قرار گرفت.
 

 یآمار زیآنال
 هایو از آزمون SPSSافزار برای آنالیز آماری از نرم

t-test چنهین اسهتفاده شهده اسهت. ههمP 11/1تههر از کهم 

 ه است.دار در نظر گرفته شدیصورت معنهب
 

 هایافته
 یههاغلظت در شده داده کشت یهاسلول یژگیو نییتع

 اتولوگ سرم متفاوت
های بنیادی مزانشیمی مشتق از خون قاعهدگی سلول

غنهی  DMEM F-12پر از جداسازی در محیط کشت 

سهرم اتولهوگ  درصهد 01و  01، 01ههای شده با غلظت

های کشت داده شده در غلظت کشت داده شدند. سلول

هههای روز رشهد کردنههد. امها سهلول 1پهر از  درصهد 01

 01و  01ههای سهرم اتولهوگ کشت داده شده در غلظت

ههای کشهت داده روز رشهد کردنهد. سهلول 0در  درصد

رشد اعیفی از خود نشان داده و  درصد 01شده در سرم 

ههای به تراکم نرسیدند و در نهایت از بین رفتنهد. سهلول

 بهترین رشهد را داشهته درصد 01کشت داده شده در سرم 

پهر و ( <P 11/1صورت معناداری گسترش یافتند )هو ب

ههای کشهت رسیدند. سلول درصد 81روز به تراکم  1از 

پاساژ از تعداد  0پر از  درصد 01داده در محیط کشت 

های کشت داده شده اولیه، تعدادشان کاهش پیهدا سلول

ای بنیادی هپر از کشت، سلول .(0شماره  تصویر) کرد

 درصهد 01مزانشیمی مشتق از خون قاعدگی که در سرم 

رشد پیدا کردند، در پاساژ سوم مورفولوژی فیبروبلاست 

مانند، دوکهی شهکل و کشهیده را در طهول دوره کشهت 

 (.0شماره  تصویرآزمایشگاهی نشان دادند )

 

   

 
 

رشهد داده  یههاتعداد سلول ،ینمودار شمارش سلول :1شماره  تصویر

 اول تا سوم یمختلف سرم اتولوگ در پاساژها یهاشده در غلظت

 
هههای بنیههادی مزانشههیمی جههدا شههده از خههون سههلول

هههای قاعههدگی در ایههن مطالعههه از اسههتانداردهای سههلول

بنیههادی بههالخ برخههوردار بودنههد. جهههت بررسههی و تاییههد 

مهارکر اختصاصهی  0های بنیادی مزانشیمی از بیان سلول

مارکر خونسهاز اسهتفاده شهد.  0بیان این سلول ها و عدم 

ههای همچنین نتایج فلوسهایتومتری نشهان داد کهه سهلول

بیان مثبت و  CD105و  CD73کشت داده شده که برای 

 (.0تصویر شماره منفی بودند ) CD45و  CD34برای 

 

 شده یساز خالص یها اگزوزوم یژگیو نییتع

های کوچک بها دو لایهه ها نوعی وزیکولاگزوزوم

نهانومتر  01 -011ها بین لیدیدی هستند که اندازه آنفسفو

است و دارای عملکردهای مختلف بیولهوژیکی هسهتند. 

گیهههری توزیهههع انهههدازه بهههرای انهههدازه DLSاسهههتفاده از 

ها انجام شد. در شکل نشان داده شده است کهه اگزوزوم

نهانومتر بهود  011-01قطر نانو ذرات جداسازی شده بین 

ها کاملاً مطابقت داشهته و حهاکی از که با سایز اگزوزوم

 (.4تصویرشماره باشد )ها میصحت جداسازی اگزوزوم
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درصهد سهرم اتولهوگ،  01کشهت داده شهده در  یهامختلف از سرم اتولوگ. الف( سلول یهاکشت داده شده در غلظت یهاسلول :2شماره  تصویر

 درصد سرم اتولوگ 01درصد سرم اتولوگ، و(  01ب( 
 

 
 

 یکهه ماررهها یداشهتند. در حهال یمیمزانشه یمارکرهها یبهرا یمثبت انیدرصد در پاساژ سوم ب 01کشت داده شده در سرم  یهاسلول :3ر شماره تصوی

 نداشتند یانیخونساز ب

 

 
 DLS لیوتحل هیشده درتجز جدا یهااندازه اگزوزوم :4تصویر شماره

 نانومتر داشتند 019در  زیت کیپ کی
 

تأیید  TEMها از طریق اگزوزومسدر، مورفولوژی 

ههای مورفولوژی وزیکول TEMشد. نتایج عکسبرداری 

 لایه را تأییدکرد که همان مورفولهوژی فنجانی شکل با دو

 (.1 شمارهتصویرباشد)ها را میشناخته شده برای اگزوزوم

 
 

 یشههکل را بههرا یفنجههان یمورفولههوژ TEM جینتهها :5تصووویر شووماره 

 نشان دادجدا شده  یهااگزوزوم

 
 برای تایید بیان مارکرهای اگزوزومی از فلوسهایتومتری

و  CD63 ،CD9اسههتفاده شههد و مارکرهههای اگزوزومههی 

CD81 های جداسازی و خهالص بررسی شدند. اگزوزوم

شده برای هر سه مارکر اگزوزومهی بیهان مثبهت داشهتند 

 (.6شماره  تصویر)
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 یاگزوزومه یرکرههاجدا شده ما یهاتمام اگزوزوم :6تصویر شماره 

CD9 ،CD63  وCD81 کردند انیرا ب 
 

 بحث
از زمان معرفی تکنیک کشت سلولی، این روش بهه 

های مختلف از جمله تحقیقات ابزاری اروری در زمینه

های بنیادی ها، سلولسازی بیماریبیولوژیکی )مانند مدل

شناسی سرطان(، فناوری تولید مثل )مانند لقهاح و زیست

 تولیدی داروسهازیو واحدهای ، بیوتکنولوژیآزمایشگاهی(

 ها(ها، داروهای احیاکننده و واکسنبادیمانند تولید آنتی)

تبدیل شده است. کشهت سهلولی جهایگزین آزمایشهاتی 

شده است که فقط در یک سیستم زنده قابل انجام است. 

های مورد اسهتفاده در کشهت های کشت و مکملمحیط

ار مهم هستند. مکمهل اولیهه سلولی برای موفقیت آن بسی

ههها، اسههت کههه منبههع هورمههون FBSهههای پایههه در محههیط

ها، ها، ویتامینفاکتورهای رشد، اسیدهای آمینه، پروتئین

 ها و لیدیهدهای،کربوهیدراتهای معدنی، عناصرکمیابنمک

 .(00)باشدمورد نیاز برای متابولیسم و رشد سلولی می

ای یههک مکمههل اههروری بههر FBSدر تحقیقههات، 

های کشت سلولی و بافتی است. با ایهن حهال، بهه سیستم

دلیههل محههدودیت در دسههتر  بههودن و افههزایش تقااهها، 

افزایش درصد  011های اخیر بیش از درسال FBSهزینه 

ههای در سیستم FBSآوری و استفاده از یافته است. جمع

های اخلاقی و علمی را بهه همهراه دارد. کشت نیز چالش

 FBSهای متعددی برای رفع کمبهود یندر نتیجه، جایگز

در ایهن مطالعهه ا هر اسهتفاده از . (00)در نظر گرفته شهدند

بههرای کشههت  FBSعنههوان جههایگزین هسههرم اتولههوگ بهه

های بنیهادی مزانشهیمی خهون قاعهدگی خهود فهرد سلول

 های بنیادی مزانشهیمی راابتدا سلول ،منظوربدین بررسی شد.

بهه ) Chenر مطالعهه د .گردیداز خون قاعدگی جداسازی 

بهرای اولهین  (0111ل در سها شهمکارانو  Meng نقل از

مزانشیمی مشتق از خون قاعهدگی را های بنیادی بار سلول

علههت ها بهههزمههان، ایههن سههلولکردنههد. از آن توصههیف

تهاجمی و بدون درد،  غیر ای، جداسازیآوری دورهجمع

نرخ تکثیر بالا، دفهع کهم ایمونولوژیهک، و عهدم وجهود 

مسائل اخلاقی به یهک اسهتراتژی درمهانی امیدوارکننهده 

. (00)شهده اسههتبهرای توسههعه درمهان هههای مهو ر تبههدیل

 های بنیههادی مزانشههیمی مشههتق از خههون قاعههدگی سههلول

، CD9 ،CD29بههرای چنههدین مولکههول سههطحی ماننههد 

CD44 ،CD73 ،CD90 ،CD105 فهههاکتور رونویسهههی ،

اصههلی و کمههدلکر  CD166(، Oct-4) 4اتصههال اکتههامر

و درمیهان ایهن ( مثبهت بهوده MHC I) Iسازگاری بهافتی 

معمولاً بهرای  CD105و CD29، CD73 ،CD90ها مولکول

شوند. های بنیادی مزانشیمی استفاده میسلول نشانگرهای

چنین برای های بنیادی مزانشیمی خون قاعدگی همسلول

، CD34هههای بنیههادی خونسههاز ماننههد نشههانگرهای سههلول

CD45  وCD133 هههههههههههای و مارکرCD14 ،CD38  و

( بیان HLA-DR)لکوسیت انسانی  DR-ژنایزوتیپ آنتی

ها هماننهد سهایر چنین این نوع سهلول. هم(04)منفی دارند

 .(01)های بنیادی مزانشیمی دوکی شکل هستندسلول

های انسانی بهرای رشهد در مطالعات مختلفی از سرم

اسهت. شده های بنیادی مزانشهیمی اسهتفادهو تکثیر سلول

 درصههد 01از  شو همکههاران Shahdadfarای در مطالعههه

سههازی محههیط کشههت ( بههرای غنههیASسههرم اتولههوگ )

هههای بنیههادی مزانشههیمی مشههتق از مغههز اسههتخوان سههلول

 .(06)ها رشههد و تکثیههر یافتنههداسههتفاده کردنههد و سههلول

بنیههادی هههای سههلول شو همکههاران LeBlancچنههین هههم

ر محیط کشت غنی شهده بها مزانشیمی مغز استخوان را د
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های کشههت دادنههد و تکثیههر سههلول ABسههرم  درصههد 01

. مشههاهده شههد ABبنیههادی مزانشههیمی در حضههور سههرم 

بنیادی مزانشیمی کشت داده شده در های سلولهمچنین 

از نظههر بیهان مارکرهههای  AB محهیط غنههی شهده بهها سهرم

CD90 ،CD105 و آنتههی( ژن لکوسههیت انسههانیHLA )

درصهد  91تهر از پاساژهای سلولی بیش در تمام Iکلا  

بهرای از سرم اتولهوگ، . در این مطالعه نیز (01)مثبت بود

از محیط کشت اسهتفاده شهد. از سهه  FBSحذف کردن 

غلظت مختلف سرم اتولوگ برای کشهت اسهتفاده شهد. 

های بعههد از کشههت، در هههر سههه غلظههت از سههرم، سههلول

-MBرا  اما بهتهرین رشهد ،بنیادی مزانشیمی رشد کردند

MSCs  سهرم  درصهد 01در محیط کشهت غنهی شهده بها

مورفولهوژی دوکهی  MB-MSCsاتولوگ مشاهده شهد. 

چنهین در شکل و فیبروبلاست مانند را نشهان دادنهد. ههم

 CD105و  CD73پاساژ سوم بیان مارکرههای مزانشهیمی 

 01کشت داده شده با سهرم اتولهوگ  MB-MSCsبرای 

وه بهر کارآمهد مثبت بهوده اسهت. ایهن روش عهلا درصد

های چنین اگزوزومباشد. همبودن مقرون به صرفه نیز می

شده با سرم اتولوگ تمام های کشت داده حاصله از سلول

 01هها اگزوزومرا دارند.  هاهای مرتبط با اگزوزومویژگی

شکل فنجانی شهکل دارنهد و نانومتر اندازه دارند،  011تا 

هها و پهروتئین، mRNA ،lncRNA ،microRNAبا انتقال 

کننهد. لیدیدها ارتبا  محلی سلول به سلول را واسطه مهی

سهاختار فنجهانی شهکل  شو همکاران Jungای در مطالعه

توانهد مهیها را نوعی مورفولوژی دانسهتند کهه اگزوزوم

دلیهل فرآینهد خشهک کهردن رخ دههد. نتهایج بهه دلیلبه

Cryo-TEM ههها شههان داده اسههت کههه اگههزوزومنههها آن

. (08)کههاملا کههروی در محلههول آبههی دارنههد سههاختاری

اغلب روی  CD81 و CD9 ،CD63 ،Hsp70های مارکر

ها قرار دارند، در حالی که مهارکر شهبکه سط  اگزوزوم

 Lamp1و مهههارکر لیهههزوزوم  calnexinآندوپلاسهههمی 

تواننهد های هدف می. سلول(09،01)معمولاً وجود ندارند

جملهه همجوشهی  های مختلفی ازها را به روشاگزوزوم

. (00)غشایی، اندوسهیتوز و اتصهال گیرنهده جهذب کننهد

هها از طریهق انتقهال انهد کهه اگزوزوممطالعات نشان داده

های باعث ترمیم آسهیب microRNAsها و افقی پروتئین

 دسهتبههاتولهوگ ههای . اگزوزوم(00،00)شوندبافتی می

ن در ایه های بنیادی مزانشیمی خهون قاعهدگیآمده ازسلول

ارزیههابی ههای یکسهانی داشهتند. بهه علهت مطالعهه ویژگی

 هههاآمیههزی منفههی، اگزوزوممورفولههوژی از طریههق رنههگ

نشههان دادنههد و  TEMمورفولههوژی فنجههانی شههکل را در 

نانومتر را تأیید کهرد.  011تا  01های اندازه DLSبررسی 

تجزیهههه و تحلیهههل ایمونوفنوتایدینهههگ نشهههان داد کهههه 

و  CD9 ،CD63ه بهرای بیهان شدهای جداسازیاگزوزوم

CD81 هایتوان از این وزیکولمثبت هستند. بنابراین، می 

خارو سلولی تحهت عنهوان اگهزوزوم در مراحهل بعهدی 

 مطالعه استفاده کرد.

دهد کهه اسهتفاده نشان می حااردر نهایت، مطالعه 

، نیههاز بههه MB-MSCsاز سههرم اتولههوگ بههرای گسههترش 

 د و باعههث گسههترش بههرفاکتورهههای رشههد را از بههین مههی

توانهد جهایگزین شود. ایهن رویکهرد مهیها میاین سلول

های سلول درمانی در بسیاری از پروتکل FBSاستفاده از 

  MB-MSCشههود و بههه گزینههه بهتههری بههرای گسههترش 

 تبدیل شود.

 

 یسپاسگزار
ز همکاری صمیمانه تمام عزیزانی که در انجام این ا

شهود. و قهدردانی میمطالعه به ما یاری رسهاندند، تشهکر 

گونه تعارض منافع وجود ندارد. این بین نویسندگان هیچ

بررسهی ا هر : »01018نامهه بها شهماره مرتبط با پایانمقاله 

های مشتق از سلول های مزانشیمال خون قاعهدگی اگزوزوم

 ی فولیکولی تخمدان و میزان حاملگی دراتولوگ بر ذخیره

 بها مصهوبه اخهلاق« انیبیماران مبتلا به کاهش ذخایر تخمهد

«REC.1400.041IMAMHOSPITAL.IR.MAZUMS.» 

 .باشدمقاله می نویسنده اول
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