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 دهیکچ
های مرتبط با سیستم عصبی بسیار مورد توجه  ها به عنوان رویکردی جدید بویژه برای درمان بیماری استفاده از اگزوزوم مقدمه:

های  شده از سلول های استخراج های بیومولکولی و مورفولوژیک اگزوزوم ای ویژگی است. نوآوری این مطالعه ارائه تحلیل مقایسه

طور کامل مورد بررسی قرار نگرفته است،  تر در تحقیقات آزمایشگاهی به ی مغز، که پیشها ( و آستروسیتNSCsبنیادی عصبی )

 باشد. ها، شناسایی و مقایسه آنها جهت پیشبرد اهداف درمانی می ها این سلول لذا هدف از این مطالعه استخراج اگزوزوم

ها به کمک  های سطح آن ها از مغز نوزاد موش صحرایی استحصال شدند و مارکر و آستروسیت NSCs ها: مواد و روش

 CDها حضور  ها با استفاده از کیت آناسل انجام شد. جهت تایید اگزوزوم ایمونوسیتوشیمی تایید شد. جداسازی اگزوزوم

ها با استفاده از روش بردفورد انجام شد.  زوم( با استفاده از وسترن بلات و تعیین غلظت اگزوCD9, CD63, CD81مارکرها )

 DLSو  (TEM)ها با استفاده از تصویر برداری میکروسکوپ الکترونی گذاره  های مورفولوژی و اندازه قطر اگزوزوم بررسی

 انجام شد.

شده به های استخراج  را نشان داد. غلظت اگزوزوم GFAPو  Nestin ،Tuj-1ایمونوسیتوشیمی حضور مارکرهای  نتایج:

 ,CD9میکروگرم/میلی لیتر بود. وسترن حضور مارکرهای 19/454و  52/330ها معادل  و آستروسیت NSCsترتیب در 

CD63, CD81 های استخراج شده از  های استخراج شده تایید کرد. میانگین قطر اگزوزوم را بر سطح اگزوزمNSCs  و

 نانومتر بود.  61/38و  45/50، به ترتیب DLSآستروسیت با استفاده از 

ها به سبب مقدار پروتئین بیشتر و اندازه  های استخراج شده از آستروسیت : این احتمال وجود دارد که اگزوزومگیری نتیجه

های  توجه بیشتری را به عنوان یک رویکرد درمانی جدید در بیماری NSCsهای استخراج شده از  کوچکتر نسبت به اگزوزوم

ها  نند. اگرچه مطالعات بیشتر برای تأیید و بررسی عملکرد بیولوژیکی و اثربخشی این اگزوزومسیستم عصبی به خود جلب ک

 .شود در فرآیندهای ترمیم عصبی پیشنهاد می
 

 .های آستروسیت، موش صحرایی های بنیادی عصبی، سلول اگزوزوم، سلول :ها  کلیدواژه
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 مقدمه
‌)‌سلول ‌بنیادی‌عصبی ‌سلولNSCsهای ‌عنوان ‌به ‌پیش‌( ساز‌‌های

‌تعریف‌میCNSسیستم‌عصبی‌مرکزی‌) ‌ظرفیت‌خود‌‌( شوند‌که
‌سلول ‌به ‌شدن ‌تبدیل ‌برای ‌توانی ‌چند ‌پتانسیل ‌و های‌‌نوسازی

‌ ‌دارند. ‌را ‌گلیال ‌و ‌می‌NSCsعصبی ‌جنین‌‌را ‌بافت‌مغز ‌از توان
‌پیاز‌ ‌مانند ‌بالغ ‌انسان ‌مغز ‌از ‌ناحیه ‌چندین ‌از ‌همچنین ‌و انسان

های‌جانبی‌‌بویایی،‌قشر‌مغز،‌هیپوکامپ‌یا‌ناحیه‌تحت‌بطنی‌بطن
‌ ‌کرد. ‌نسبت‌به‌NSCجدا ‌تمایز ‌دلیل‌توانایی‌خودتکثیری‌و ‌به ها

‌جهت‌‌فنوتیپ ‌به ‌امیدوارکننده ‌یک‌کاندید ‌گلیال، ‌و ‌عصبی های
.‌همچنین‌[1]هستند‌‌CNSهای‌‌درمان‌مبتنی‌بر‌سلول‌برای‌آسیب

‌سلول‌آستروسیت ‌انواع ‌از ‌یکی ‌نقش‌‌ها، ‌و ‌هستند ‌گلیال های
ها،‌در‌‌دارند.‌آستروسیت‌CNSمهمی‌در‌حفظ‌ساختار‌و‌عملکرد‌

ها،‌تشکیل‌و‌نگهداری‌سد‌‌حمایت‌فیزیکی‌و‌متابولیکی‌از‌نورون
‌محافظت‌BBBمغزی)-خونی ‌و ‌نوروتروفیک ‌عوامل ‌تولید ،)

‌فرآیندهای‌ترمی ‌‌CNSم‌عصبی‌و ‌آستروسیت[2]نقش‌دارند ها‌‌.
‌توسط‌ ‌اطلاعات ‌پردازش ‌و ‌سیناپسی ‌انتقال ‌در ‌را ‌اصلی نقش

‌ ‌حیاتی ‌نقش ‌به ‌توجه ‌با ‌دارند. ‌عصبی ‌NSCsمدارهای و‌‌
‌‌آستروسیت ‌در و‌همچنین‌اهمیت‌مبادلات‌بین‌سلولی،‌‌CNSها

ها‌‌شوند،‌این‌سلول‌ها‌واسطه‌می‌به‌ویژه‌آنهایی‌که‌توسط‌اگزوزوم
‌ارتباطات‌ ‌تقویت ‌و ‌سلولی ‌کنترل ‌تنظیم ‌برای ‌آنها ‌ترشحات و

‌سلول ‌مناسب ‌رشد ‌برای ‌لازم ‌و‌‌پیچیده ‌عملکرد ‌عصبی، های
‌.[3]ها‌ضروری‌هستند‌‌هومئوستاز‌نورون

‌وزیکول‌اگزوزوم ‌نانو ‌‌ها ‌قطر ‌100-30های‌خارج‌سلولی‌با
.‌[4]شوند‌‌ها‌ترشح‌می‌ط‌تمامی‌سلولنانومتر‌هستند‌و‌تقریبا‌توس

‌نانووزیکول ‌نوکلئیک،‌‌این ‌اسیدهای ‌حمل ‌ی ‌واسطه ‌به ها
اری‌توانند‌در‌بسی‌ها،‌لیپیدها‌و‌سایر‌مواد‌فعال‌زیستی‌می‌پروتئین

‌باشند.‌ ‌پاتولوژیک‌بدن‌نقش‌داشته ‌فرآیندهای‌فیزیولوژیکی‌و از
های‌میزبان،‌سبب‌شده‌تا‌در‌‌ها‌در‌ورود‌به‌سلول‌قابلیت‌اگزوزوم
‌حامل ‌با ‌لیپوزوم‌مقایسه ‌همچون ‌مصنوعی ‌نانوذرات‌‌های ‌و ها

‌و‌منحصر‌به‌فردی‌را‌در‌زمینه‌تشخیص‌و‌درمان‌ مزایای‌گسترده
‌‌بیماری ‌باشند ‌داشته ‌5]ها ‌نشا[6, ‌مطالعات‌اخیر ‌داده. ‌که‌‌ن اند

‌نانوزیکول ‌مانند‌‌این ‌بیولوژیکی ‌عملکردهای ‌از ‌بسیاری ‌در ها
‌نقش‌ ‌سرطان ‌و ‌اعصاب ‌بازسازی ‌ایمنی، ‌تنظیم ‌سلولی، تکثیر

های‌مشتق‌‌کنند‌که‌اگزوزوم‌.‌شواهد‌موجود‌تأیید‌میحیاتی‌دارند
‌سلول ‌از ‌سیگنال‌‌شده ‌طریق ‌از ‌را ‌خود ‌محتویات ‌بنیادی، های

‌سلولی ‌از ‌پاراکرین ‌می‌دهی ‌منتقل ‌دیگر ‌سلول ‌‌به .‌[7]کنند
‌سلول‌‌اگزوزوم ‌از ‌شده ‌آزاد ‌)نورون،‌‌های ‌عصبی ‌سیستم های

‌پذیری‌ ‌شکل ‌در ‌میکروگلیا( ‌الیگودندروسیت، آستروسیت،
‌رابطه ‌نورون‌سیناپسی، ‌بازسازی‌-ی ‌و ‌عصبی ‌محافظت گلیا،

‌ ‌دارند ‌نقش ‌8]عصبی ‌کوتاه‌.[9, ‌و‌‌بهبود ‌بیماری ‌علائم مدت
‌برا ‌دارویی ‌درمان ‌در ‌دارو ‌دوز ‌به ‌وابسته ‌جانبی ی‌عوارض

‌مجبور‌کرده‌است‌تا‌‌بیماری های‌نورودژنراتیو،‌جامعه‌پزشکی‌را
به‌دنبال‌درمانی‌مؤثر‌برای‌این‌تهدید‌جدی‌سلامت‌جهانی‌باشد.‌

‌سلول ‌درمانی ‌اختلالات‌‌پتانسیل ‌درمان ‌برای ‌بنیادی های
‌ ‌سال ‌در ‌مطالعات‌‌1980نورودژنراتیو ‌سپس، ‌شد. شناسایی

‌درم‌گسترده ‌استراتژی ‌این ‌توسعه ‌برای ‌درمان‌ای ‌برای انی
های‌بنیادی‌و‌ترشح‌‌های‌عصبی‌انجام‌شد.امروزه،‌سلول‌بیماری

‌بیماری ‌درمان ‌برای ‌درمانی ‌محیط ‌یک ‌عنوان ‌به های‌‌آنها
‌شده ‌شناخته ‌اگزوزوم‌نورودژنراتیو ‌از‌‌اند. ‌شده ‌مشتق های

‌به‌‌سلول ‌هستند، ‌ترشحات‌آنها ‌از ‌بخش‌مهمی ‌که های‌بنیادی،
ها‌هستند‌‌کرد‌درمانی‌این‌سلولعنوان‌مسئول‌بخش‌مهمی‌از‌عمل

‌فزاینده[10] ‌تعداد ‌پیوند‌‌. ‌بالینی، ‌پیش ‌مطالعات ‌از ای
تژی‌های‌بنیادی‌را‌به‌عنوان‌یک‌استرا‌های‌مشتق‌از‌سلول‌اگزوزوم

‌تخریب‌عصبی‌پیشنهاد‌ ‌شناختی‌و ‌زوال ‌برابر ‌در درمانی‌جدید
‌اگزوزوم‌کرده ‌‌‌اند. ‌از ‌شده ‌مشتق ‌زیادی‌‌NSCهای ‌تعداد حاوی

‌فعالیت‌ ‌تنظیم ‌به ‌بالقوه ‌طور ‌به ‌که ‌هستند ‌زیستی ‌فعال مولکول
‌نورون ‌در ‌سیناپسی ‌فعالیت ‌و ‌می‌رونویسی ‌کمک ‌و‌‌ها کنند

‌‌می ‌مرت‌CREBتوانند ‌مولکولی ‌آبشار ‌در‌و ‌نوروتروفین ‌با بط
ها‌به‌عنوان‌یکی‌از‌مهم‌‌.‌آستروسیت[11]‌هیپوکامپ‌را‌فعال‌کنند

،‌اگزوزوم‌هایی‌با‌اجزای‌CNSهای‌حمایت‌کننده‌در‌‌ترین‌سلول
‌می ‌مختلف‌ترشح ‌شرایط ‌اگزوزوم‌مختلف‌در ‌اثرات های‌‌کنند.

‌از‌ ‌به‌فرآیندهای‌بیولوژیکی‌و‌‌آستروسیت‌بر‌نورونمشتق‌شده ها
‌ ‌در ‌می‌CNSپاتولوژیک ‌اخیر،‌‌مربوط ‌مطالعه ‌یک ‌طبق شود.

های‌خارج‌سلولی‌کوچک‌مشتق‌از‌آستروسیت،‌تشکیل‌‌وزیکول
‌سیگنال ‌طریق ‌از ‌‌سیناپس‌را ‌فیبولین‌TGF-βدهی ‌واسطه ‌2-با

‌می ‌اگزوزوم‌ترویج ‌این ‌این، ‌بر ‌علاوه ‌عملکردهای‌‌کنند. ها
‌بیماری ‌در ‌را ‌مختلفی ‌‌بیولوژیکی ‌مختلف انجام‌‌CNSهای

ها‌از‌محیط‌‌.‌هدف‌از‌این‌مطالعه‌استخراج‌اگزوزوم[12]‌دهد‌می
و‌آستروسیت‌با‌استفاده‌از‌کیت‌شیمیایی،‌شناسایی‌‌‌NSCsکشت‌

‌باشد.‌و‌مقایسه‌آنها‌می
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 روش کار 
‌مقاله ‌دارای‌‌این ‌که ‌است ‌دکتری ‌دانشجوی ‌نامه ‌پایان حاصل

 باشد.‌می‌IR.SCU.RES.1403.071تاییدیه‌اخلاقی‌با‌کد‌
 

 های بنیادی عصبی و آستروسیت استخراج سلول
‌ ‌پژوهش‌نوزاد ‌این ‌تکثیر‌‌1-3در ‌مرکز ‌از ‌موش‌صحرایی روزه

جندی‌شاپور‌تهیه‌شد.‌سپس‌به‌روش‌آسان‌کشی‌توسط‌کلروفرم‌
سرحیوان‌جدا‌شد.‌پس‌از‌شکاف‌جمجمه‌در‌شرایط‌کشته‌شد‌و‌

‌به‌ ‌و ‌شده ‌قطعات‌کوچک‌تقسیم ‌به ‌و ‌جدا ‌حیوان ‌مغز استریل،
دقیقه‌در‌آنزیم‌‌20ها،‌به‌مدت‌‌منظور‌هضم‌اتصالات‌بین‌سلول

درجه‌انکوبه‌شد.‌پس‌از‌‌37(‌در‌دمای‌Gibco)‌25/0تریپسین‌%
‌دور‌ ‌و‌محلول‌حاصل‌با ‌شده ‌1000آن‌از‌صافی‌مش‌عبور‌داده

rpm‌‌ ‌مدت ‌سلولی‌‌7به ‌پلت ‌نهایت ‌در ‌شد. ‌سانتریفیوژ دقیقه
‌ ‌کشت ‌محیط ‌فلاسک‌حاوی ‌در ‌%‌DMEMحاصل ‌10حاوی

‌FBSسرم‌جنین‌گاو‌) ساعت‌پس‌از‌کشت‌‌24(‌کشت‌داده‌شد.
‌توده‌سلول ‌جداسازی ‌منظور ‌به ‌‌ها، ‌سلولی ‌محیط‌NSCsهای ،

رویی‌از‌فلاسک‌سلولی‌برداشته‌شد‌و‌در‌فلاسک‌جداگانه‌کشت‌
‌.‌[13]ده‌شددا

 
 شده با استفاده از ایمونوسیتوشیمی های استخراج تایید سلول

(‌و‌آستروسیت‌Tuj-1و‌‌Nestin)‌NSCsانگرهای‌به‌جهت‌تایید‌نش
(GFAPاز‌تکنیک‌ایمونوسیتوشیمی‌استفاده‌شد.‌ابتدا‌سلول‌)های‌‌

دقیقه‌‌30درصد‌به‌مدت‌‌4کشت‌شده‌با‌استفاده‌از‌پارافرمالدئید‌
‌افزودن‌محلول‌تریتون‌) ‌با ‌به‌مدت‌‌5/0تثبیت‌شدند. ‌5درصد،

‌سلول ‌افزودن‌دقیقه( ‌پس‌از ‌پذیر‌شدند. ‌نفوذ آنتی‌بادی‌اولیه‌‌ها
(GFAP, Nestinو‌‌Tuj-1(‌)Abcam, Santa cruzپلیت‌به‌مدت‌‌،)

درجه‌سانتی‌گراد‌نگهداری‌شد.‌در‌روز‌دوم،‌‌4یک‌شب‌در‌دمای‌
پس‌از‌حذف‌آنتی‌بادی‌اولیه،‌آنتی‌بادی‌ثانویه‌اضافه‌شد‌و‌پلیت‌

‌ ‌مدت ‌هسته‌60به ‌سپس ‌گرفت. ‌قرار ‌انکوباتور ‌در های‌‌دقیقه
‌ ‌با ‌سلولی ‌رنگ ‌از ‌diamidino-2-phenylindole-6'،4استفاده

(0.1‌ )%(DAPI)با‌‌‌ ‌مشاهده ‌برای ‌و ‌شدند ‌آمیزی رنگ
‌Olympusمیکروسکوپ‌فلورسانس‌) ،BX51شدند‌ ‌آماده ‌ژاپن( ،‌

[14].‌
‌
‌

یکول  های اگزوزوم استخراج نانووز
ها‌مطابق‌با‌دستورالعمل‌کیت‌آناسل‌انجام‌شد.‌‌استخراج‌اگزوزوم

‌اینکه‌فلاسک‌محتوی‌ ‌پاساژ‌سوم‌‌NSCsپس‌از و‌آستروسیت‌به
ساعت‌یکبار‌برداشته‌شد‌و‌‌72رسید،‌محیط‌کشت‌فلاسک‌هر‌

عات‌درشت،‌سانتریفیوژ‌شد.‌سپس‌محیط‌به‌منظور‌جداسازی‌قط
‌معرف‌ ‌همراه ‌به ‌مدت‌‌Aرویی‌فیلتر‌شد‌و ساعت‌در‌‌12کیت،

ها،‌‌درجه‌انکوبه‌شد.‌سپس‌به‌منظور‌جداسازی‌اگزوزوم‌4دمای‌
‌ ‌مدت ‌به ‌حاصل ‌‌40محلول ‌دمای ‌در درجه‌‌4دقیقه

‌پلت‌3000rpmسانتریفیوژ) ‌ماندگاری ‌افزایش ‌منظور ‌به ‌شد. )
اضافه‌شد.‌تمامی‌‌B)اگزوزوم‌ها(،‌معرف‌حاصل‌از‌سانتریفیوژ‌

‌شرکت‌ ‌کیت ‌دستورالعمل ‌با ‌مطابق ‌اگزوزوم ‌استخراج مراحل
‌آناسل‌انجام‌شد.

‌
 ها با استفاده از وسترن بلات تایید مارکرهای سطح اگزوزوم

‌بافر ‌از ‌استفاده ‌با ‌اگزوزوم ‌از ‌کل   RIPAپروتئین
(Assay Radioimmuno-Percipitation)استخراج‌شد‌و‌توسط‌ژل‌‌

PAGE‌(Sodium Dodecyle Sulfate-Polyacrylamide Gel  

Electrophoresisلکه‌ ‌سپس ‌شد. ‌جداسازی ‌غشای‌‌( ‌به ها
‌محلول‌ ‌در ‌غشاء ‌کردن ‌انکوبه ‌با ‌و ‌شدند ‌منتقل نیتروسلولزی

های‌‌ساعت‌در‌دمای‌اتاق،‌مهار‌واکنش‌2مسدود‌کننده‌به‌مدت‌
‌ ‌از ‌پس ‌شد. ‌انجام ‌اختصاصی ‌بادی‌غیر ‌آنتی ‌یک ‌با ‌غشا آن،

‌CD9های‌‌اختصاصی‌علیه‌تتراسپانین ،CD63و‌‌CD81‌((Santa 

Crus Companyبادی‌ثانویه‌متصل‌‌ساعت‌و‌یک‌آنتی‌5(‌به‌مدت‌
HRP(horseradish peroxidase‌.به‌مدت‌یک‌ساعت‌انکوبه‌شد‌)
ECL‌(Enhanced chemiluminescence‌)ها‌با‌استفاده‌از‌کیت‌‌لکه

‌.[15]‌دندتشخیص‌داده‌ش
‌

 Dynamic Lightها با استفاده از  سنجش قطر اگزوزوم

Scatterin (DLS)  
‌ ‌محدوده ‌ذرات‌در ‌قطر ‌گیری ‌‌1اندازه ‌تا ‌با‌‌6نانومتر میکرومتر
(‌ ‌پراکندگی‌دینامیکی‌نور ‌از ‌گیری‌میDLSاستفاده ‌اندازه شود.‌‌(

‌افزودن‌‌بدین‌منظور‌اگزوزوم ‌با به‌حجم‌‌PBSهای‌استخراج‌شده
‌اگزوزوم‌300 ‌سپس‌قطر ‌شد. ‌از‌‌میکرولیتررسانده ‌استفاده ‌با ها

‌ ‌شد‌Zetasizer Nano ZSدستگاه ‌گیری ‌اندازه ‌آمریکا( ‌)ساخت
[16]‌.‌
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 تصوبرداری با استفاده از میکروسکوپ الکترونی گذاره
(TEM) 

‌اگزوزوم ‌مورفولوژیکی ‌تحلیل ‌و ‌از‌‌تجزیه ‌استفاده ‌با ها
سازی‌نمونه‌‌میکروسکوپ‌الکترونی‌عبوری‌انجام‌شد.‌برای‌آماده

‌یک‌ ‌ابتدا ‌توسط‌میکروسکوپ‌الکترونی‌عبوری، جهت‌مشاهده
‌پوشش‌کربن‌ ‌ای‌با ‌روی‌شبکه ‌را ‌اگزوزوم ‌سوسپانسیون ‌از قطره

‌با ‌دمای‌اتاق، ‌در ‌خشک‌شدن ‌پس‌از ‌و ‌داده استریل‌‌‌PBSقرار
‌یورانیل‌استات‌ ‌با ‌و ‌مدت‌1شسته ‌با‌‌1%‌به ‌و ‌شد ‌انکوبه دقیقه

‌ ‌)مدل ‌میکروسکوپ‌الکترونی ‌از ‌شرکت‌906Eاستفاده ،LEO‌)
 .[17]‌تصویر‌برداری‌شد

 
 ها با استفاده از تست بردفورد  گیری غلظت اگزوزوم اندازه

میزان‌پروتئین‌استخراج‌شده‌در‌محلول‌حاصل‌‌به‌منظور‌سنجش
‌از‌پروتئین‌سنجی‌به‌روش‌بردفورد‌استفاده‌شد.‌ حاوی‌اگزوزوم،

میکرولیتر‌از‌محلول‌اگزوزوم‌در‌پلیت‌ریخته‌شد‌‌60بدین‌منظور‌
‌ ‌ترتیب ‌به ‌هر‌‌40و ‌به ‌بردفورد ‌محلول ‌و ‌مقطر ‌آب میکرولیتر

‌ن ‌در ‌کنترل ‌عنوان ‌به ‌هم ‌یک‌نمونه ‌شد. ‌گرفته‌چاهک‌اضافه ظر
‌سپس‌خوانش‌ ‌)‌ODشد. ‌ریدر ‌الایزا ‌در‌Bio tekتوسط‌دستگاه )

‌.[18]انجام‌شد‌595طول‌موج‌
 
‌نتایج

  NSCsهای آستروسیت و  بررسی مورفولوژی سلول
هستند‌و‌وجود‌‌NSCsهای‌نوروسفر‌که‌حاصل‌تجمع‌‌تشکیل‌توده

‌ستاره ‌ویژگی‌ضمائم ‌جمله ‌از ‌که ‌شکل ‌سلول‌ای های‌‌های
‌سلول ‌از ‌شده ‌تهیه ‌تصاویر ‌از‌‌آستروسیت‌است‌در ‌استفاده ‌با ها

میکروسکوپ‌معکوس‌به‌خوبی‌نشان‌داده‌شد.‌در‌ابتدای‌کشت،‌
NSCکنند‌که‌‌یابند‌و‌توده‌هایی‌ایجاد‌می‌ها‌در‌کنار‌هم‌تجمع‌می‌

‌سلول ‌و‌‌برخلاف ‌نمیچسبند ‌فلاسک ‌کف ‌به ‌آستروسیت های
‌فاکتور ‌در‌صورت‌وجود ‌به‌مرور، های‌رشد‌‌حالت‌شناور‌دارند.

‌ ‌محیط‌کشت، ‌ای‌‌NSCکافی‌در ‌حالت‌توده ‌از ‌و ‌شده ‌تکثیر ها
‌‌شکل‌خارج‌می ‌با ‌و ‌شده ‌سلولی‌کشیده ‌زوائد های‌‌NSCشوند.

‌می ‌برقرار ‌سیناپس ‌‌a-1کنند)تصویر‌مجاور ‌زوائد‌bو ‌وجود .)
‌ای‌شکل‌به ‌ظاهری‌ستاره ‌منشعب، ‌نازک‌و ها‌‌آستروسیت‌بلند،

‌تعداد‌سلول‌می ‌ابتدای‌کشت‌که ‌در ‌به‌جهت‌‌دهد. ‌کم‌است، ها
‌سلول ‌میان ‌ارتباط ‌ولی‌‌برقراری ‌دارند ‌زیادی ‌رشد ‌زوائد، ها،

‌کمتر‌‌بتدریج‌که‌تراکم‌سلولی‌افزایش‌یافت،‌فضای‌بین‌سلول ها
‌سلول ‌شکل ‌ای ‌ستاره ‌ظاهر ‌و ‌شده ‌تر ‌کوتاه ‌زوائد ‌به‌‌شده، ها

‌(.bو‌‌a-2صویر)ت‌شود‌خوبی‌نمایان‌می
‌

و آستروسیت با استفاده  NSCsهای  بررسی مارکرهای سلول
‌از ایمونوسیتوشیمی

‌Nestinبیان‌مارکرهای‌ ،Tuj-11)تصویر‌c‌‌ ‌dو ‌‌eو ‌fو ‌و )GFAP‌
(‌با‌استفاده‌از‌ایمونوسیتوشیمی‌نشان‌داده‌شد‌که‌dو‌‌c-2)تصویر

‌هویت‌سلول ‌کننده ‌ترتیب‌تایید ‌‌به ‌شده ‌استخراج و‌‌NSCsهای
‌آستروسیت‌بود.‌

‌
های استخراج شده با  نتایج بررسی فراساختار اگزوزوم

 استفاده از میکروسکوپ الکترونی گذاره
نشان‌داده‌شده‌است،‌تصاویر‌با‌استفاده‌‌3همانگونه‌که‌در‌تصویر

از‌میکروسکوپ‌الکترونی‌گذاره‌علاوه‌بر‌نشان‌دادن‌محدوده‌قطر‌
‌دهن‌اگزوزوم ‌نشان ‌نانو، ‌محدوده ‌در ‌ظاهر‌ها ‌و ‌یکنواختی ده

‌ها‌بود.‌فنجانی‌این‌نانووزیکول
 

های استخراج شده با استفاده از تکنیک وسترن  تایید اگزوزوم
  DLSبلات، 

‌ارزیابی‌شد،‌‌غلظت‌اگزوزوم ‌بردفورد ‌توسط ‌استخراج‌شده های
و‌‌NSCsهای‌استخراج‌شده‌از‌‌این‌غلظت‌به‌ترتیب‌برای‌اگزوزوم

‌‌آستروسیت ‌معادل ‌‌52/330ها ‌لیتر‌‌19/454و میکروگرم/میلی
‌مارکر‌ توسط‌تست‌وسترن‌‌CD9, CD63, CD81بود.‌حضور‌سه

های‌استخراج‌‌بلات‌تایید‌شده‌و‌نشانگر‌این‌است‌که‌نانووزیکول
های‌استخراج‌شده‌از‌‌شده‌اگزوزوم‌هستند.‌میانگین‌قطر‌اگزوزوم

NSCs‌‌ ‌از ‌استفاده ‌با ‌آستروسیت ‌DLSو ‌ترتیب ‌به و‌‌45/50،
 (.‌4بود‌)تصویر‌نانومتر‌61/38

 
 بحث

‌ ‌ها‌از‌مغز‌نوزاد‌موش‌و‌آستروسیت‌NSCsدر‌مطالعه‌حاضر‌ابتدا
‌منظور‌خالص‌سازی‌‌3-1 ‌به ‌شد. ‌جداسازی‌و‌کشت‌داده روزه

‌به‌پاساژ‌سوم‌رسیدند،‌مارکرهای‌‌ها،‌پس‌از‌اینکه‌سلول‌سلول ها
‌و‌ ‌شده ‌شناسایی ‌کمک‌تکنیک‌ایمونوسیتوشمی ‌به ‌سلول سطح

از‌جمله‌مارکرهای‌عصبی‌‌Tuj-1و‌‌Nestinد.‌ها‌تایید‌ش‌هویت‌آن
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‌آن ‌در‌سطح‌سلول‌هستند‌که‌حضور ‌تایید‌‌ها های‌استخراج‌شده
‌ ‌مارکر ‌در‌‌Nestinشد. ‌که ‌است ‌سلولی ‌اسکلت ‌پروتئین یک

NSCمارکر‌[19]‌شود‌های‌مغز‌در‌حال‌رشد‌و‌بالغ‌مشاهده‌می‌‌.
Tuj-1نورون‌‌ ‌محیطی‌در‌‌نشانگر ‌سیستم‌عصبی‌مرکزی‌و ‌در ها

‌می ‌عصبی ‌تمایز ‌اولیه ‌[20]‌باشد‌مراحل .GFAPرشت‌‌ ه‌نوعی
‌آستروسیت ‌در ‌عمدتاً ‌که ‌است ‌میانی ‌سلولی ‌یافت‌‌اسکلت ها

شود‌و‌شکل‌سلولی،‌ساختار‌سیستم‌عصبی‌مرکزی،‌عملکرد‌‌می
 .‌[21]‌کند‌سیناپسی‌و‌ثبات‌مکانیکی‌را‌حفظ‌می

 

.... 
‌e‌)Tuj1و‌‌c‌)Nestin( نوروسفر با استفاده از میکروسکوپ نوری فاز معکوس. تصاویر تایید نشانگرهای bهای بنیادی عصبی و  ( سلولa: تصاویر 1تصویر=

‌میکرومتر(‌100)بزرگنمایی‌با‌استفاده‌از‌میکروسکوپ‌فلورسنت.‌DAPI(‌رنگ‌آمیزی‌fو‌‌dبه‌همراه‌

‌
(‌رنگ‌آمیزی‌bو‌‌GFAP(‌تایید‌نشانگر‌c(.‌تصاویر‌10و‌‌4های‌آستروسیت‌با‌استفاده‌از‌میکروسکوپ‌نوری‌فاز‌معکوس‌)بزرگنمایی‌(‌سلولbو‌‌a:‌تصاویر‌2تصویر

DAPIمیکرومتر(.‌100)بزرگنمایی‌‌با‌استفاده‌از‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌‌
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‌
‌

‌(‌آستروسیت‌با‌استفاده‌از‌میکروسکوپ‌الکترونی‌گذاره.b(‌بنیادی‌عصبی‌و‌aهای‌‌های‌استخراج‌شده‌از‌سلول‌:‌تصاویر‌تهیه‌شده‌از‌اگزوزوم3تصویر
‌

‌
(‌بنیادی‌عصبی‌و‌آستروسیت‌توسط‌تکنیک‌وسترن‌aهای‌‌ز‌سلولهای‌استخراج‌شده‌ا‌(‌در‌اگزوزومCD9,CD63,CD81)CD:‌نتایج‌حاصل‌از‌بیان‌نشانگرهای‌‌4تصویر

‌(‌مقایسه‌ی‌قطر‌اگزوزوم‌هاe(‌آستروسیت.‌d(‌بنیادی‌عصبی‌و‌aهای‌‌های‌استخراج‌شده‌از‌سلول‌به‌جهت‌تایید‌نانوذره‌بودن‌اگزوزوم‌DLSبلات.‌نمودارهای‌حاصل‌از‌
(*p<0.05.)‌

 

و‌‌NSCsها‌از‌محیط‌کشت‌‌همچنین‌در‌این‌مطالعه‌اگزوزوم
ها‌با‌استفاده‌از‌کیت‌جداسازی‌شد.‌پس‌از‌جداسازی‌‌آستروسیت

‌تایید‌هویت‌نانووزیکول ‌منظور ‌تکنیک‌‌به ‌از های‌استخراج‌شده
‌ ‌بلات، ‌‌DLSوسترن ‌مارکرهای‌‌TEMو ‌حضور ‌شد. استفاده

a b 
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(‌ ‌ازCD9 CD63, CD81,تتراسپانین ‌حاصل ‌نتایج ‌در تکنیک‌‌(
‌نانووزیکول ‌که ‌کرد ‌تایید ‌بلات، ‌شده‌‌وسترن ‌استخراج های

‌مطالعه‌ ‌در ‌نتایج‌ما، ‌با ‌مشابه ‌هستند. ‌همکاران‌‌Longاگزوزوم و
(2020‌ ‌مارکرهای ‌حضور ،)CD9‌‌ ‌وسترن‌‌CD63و ‌تست در

‌سلول‌اگزوزوم ‌از ‌شده ‌مشتق ‌شد.‌‌های ‌تایید ‌آستروسیت های
‌ ‌کار ‌در ‌)‌Zhangهمچنین ‌همکاران ‌تا2021و ‌مارکر‌(، ‌سه یید

CD9, CD63‌‌ ‌اگزوزوم‌CD81و ‌از‌‌در ‌شده ‌استخراج های
,‌22]‌های‌آستروسیت‌با‌استفاده‌از‌وسترن‌بلات‌تایید‌شد‌سلول
23]‌ ‌مطالعه ‌در .Maهمکاران‌‌ ‌مارکرهای‌2019)‌و ‌نیز‌حضور )

CD9و‌‌CD63های‌استخراج‌شده‌از‌‌در‌اگزوزوم‌NSCهای‌ناحیه‌‌
‌شد ‌تایید ‌بلات ‌وسترن ‌تکنیک ‌از ‌استفاده ‌با ‌مغز .‌[24]‌قشر

‌اگزوزوم ‌شناسایی ‌‌نشانگرهای ‌شامل ‌،Alixها ،flotillin-1و‌‌
CD9‌،CD63و‌‌CD81ها،‌به‌عنوان‌مهمترین‌‌اشند.‌تتراسپانینب‌می‌

‌در‌میکرووزیکول ‌اگزوزوم‌نشانگرهای‌سطحی‌که‌معمولًا ‌و ها‌‌ها
شوند،‌یک‌بررسی‌قابل‌اطمینان‌برای‌تحقیقات‌زیستی‌‌یافت‌می

‌اگزوزوم ‌با ‌رابطه ‌هستند‌در ‌با‌[25]‌ها ‌بلات ‌وسترن ‌همچنین .
‌پروتئین‌ ‌دو ‌هر ‌تشخیص ‌توانایی ‌و ‌بودن ‌دسترس ‌در سادگی،
‌برای‌ ‌اعتماد ‌قابل ‌رویکرد ‌یک ‌اگزوزومی، ‌داخلی ‌و سطحی

‌اگزوزوم‌شناسایی‌پروتئین ‌می‌های‌هدف‌مرتبط‌با ‌ارائه ‌و‌‌ها دهد
‌تحق ‌در ‌آن ‌از ‌گسترده ‌قابل‌استفاده ‌اهمیت‌و یقات‌اگزوزومی‌بر
‌.[26]‌اطمینان‌بودن‌آن‌تاکید‌دارد

‌ ‌از ‌حاصل ‌‌DLSنتایج ‌حدود ‌که ‌داد ‌از‌‌9/99نشان درصد
‌از‌محیط‌کشت‌‌وزیکول و‌آستروسیت‌‌NSCsهای‌استخراج‌شده

نانومتر‌دارند.‌این‌نتایج‌‌61/38و‌‌45/50به‌ترتیب‌قطری‌حدود‌
های‌استخراج‌شده‌در‌محدوده‌نانو‌‌حاکی‌از‌آن‌است‌که‌وزیکول

‌این‌ ‌گذشته، ‌در ‌شده ‌انجام ‌مطالعات ‌با ‌مطابق ‌و ‌دارند قرار
‌اگزوزوم‌نانووزیکول ‌ی ‌دسته ‌در ‌مطالعه‌‌ها، ‌در ‌دارند. ‌جای ها

Derkus‌(‌ ‌همکاران ‌اگزوزوم2022و ‌قطر ‌میانگین ‌نیز های‌‌(،
‌ ‌از ‌‌NSCاستخراج‌شده ‌تحت‌بطنی، ‌ناحیه ‌در ‌بود‌80ها ‌نانومتر

[27]‌ ‌مطالعه ‌از ‌حاصل ‌نتایج ‌در .Sampedroهمکاران‌‌‌ و
‌اگز2024) ‌قطر ‌محدوده ‌از‌‌وزوم(، ‌شده ‌استخراج های

‌‌آستروسیت ‌بود.‌50-250ها ‌نتایج‌‌[28]‌نانومتر ‌این‌نتایج‌با و
‌DLSشایان‌ذکر‌است‌روش‌‌حاصل‌از‌مطالعه‌ما‌مطابقت‌داشت.

هایی‌مانند‌حساسیت‌‌تها‌با‌محدودی‌گیری‌قطر‌اگزوزوم‌در‌اندازه
یافته،‌عدم‌توانایی‌در‌تفکیک‌ذرات‌‌ها‌و‌ذرات‌تجمع‌به‌ناخالصی

‌کوچک‌بزرگ ‌و ‌است.‌‌تر ‌مواجه ‌دستگاه ‌پارامترهای ‌تأثیر ‌و تر،
‌تکنیک ‌سایر ‌از ‌استفاده ‌تصویربرداری،‌‌بنابراین، ‌انواع های‌مانند

‌‌تحلیل ‌و ‌بیولوژیکی  NTA (Nanoparticle Trackingیاهای

Analysis)[29]‌گردد‌پیشنهاد‌می‌. 
‌می‌اگزوزوم ‌راحتی ‌به ‌خود ‌مقیاس‌نانو ‌دلیل ‌به ‌از‌‌ها توانند

BBBتوانند‌به‌عنوان‌‌عبور‌کرده‌و‌علاوه‌بر‌نقش‌درمانی‌خود‌می‌
‌بیماری ‌درمان‌بسیاری‌از ‌در ‌و ‌عمل‌کرده ‌ویژه‌‌حامل‌دارو ‌به ها

‌ایفا‌‌بیماری ‌را ‌نقش‌مهمی ‌مغزی ‌عصبی ‌سیستم ‌با ‌مرتبط های
های‌استخراج‌شده‌از‌‌داده‌است‌که‌اگزوزوم‌کنند.‌تحقیقات‌نشان

NSCها‌به‌دلیل‌وجود‌‌miRNAتوانند‌تمایز‌‌های‌خاص‌می‌NSCرا‌‌
در‌شرایط‌آزمایشگاهی‌افزایش‌داده‌و‌همچنین‌به‌سبب‌اثرات‌ضد‌
‌بافت‌ ‌ریزمحیط ‌با ‌تعامل ‌و ‌نوروتروفیک ‌و ‌نوروژنیک التهابی،

‌.[29]‌مغز،‌برای‌درمان‌چندین‌بیماری‌عصبی‌مفید‌هستند
ها‌تایید‌‌نیز‌حضور‌اگزوزوم‌TEMیر‌بدست‌آمده‌از‌در‌تصاو

‌که‌ ‌آنجایی ‌از ‌شد، ‌داده ‌نشان ‌تصاویر ‌در ‌که ‌همانطور شد.
ها‌مشابه‌با‌غشای‌‌ها‌منشاء‌سلولی‌دارند،‌غشای‌اگزوزوم‌اگزوزوم

‌دولایه ‌غشای ‌وجود ‌است. ‌ای ‌دولایه ‌از‌‌سلول ‌گرفته ‌منشاء ای
‌نانووزیکول ‌این ‌عبور ‌توانایی ‌به ‌‌سلول ‌از ‌همنیطور‌‌BBBها و

کند.‌مشابه‌با‌نتایج‌‌های‌هدف‌کمک‌می‌قدرت‌نفوذ‌بالا‌به‌سلول
در‌‌NSCهای‌استخراج‌شده‌از‌‌اگزوزوم‌TEMما،‌نتایج‌حاصل‌از‌

‌ ‌)‌Spinelliمطالعه ‌همکاران ‌شکل‌فنجانی‌معمولی‌و‌2020و ،)
.‌در‌[11]‌نانومتر‌را‌نشان‌داد‌100توزیع‌اندازه‌با‌پیک‌متوسط‌در‌

های‌‌(‌نیز‌شکل‌فنجانی‌اگزوزوم2020و‌همکاران‌)‌Attiliمطالعه‌
.‌این‌نتایج‌[4]‌های‌آستروسیت‌تایید‌شد‌استخراج‌شده‌از‌سلول

ها‌از‌نظر‌شکل‌ظاهری‌تفاوت‌‌احتمالا‌اگزوزوم‌دهد‌که‌نشان‌می
‌ویژه‌ای‌با‌یکدیگر‌ندارند.

نتایج‌حاصل‌از‌سنجش‌پروتئین‌به‌روش‌بردفورد‌نشان‌داد‌که‌
‌ ‌اگزوزوم ‌محتوی ‌شده ‌استخراج ‌به‌‌NSCsمحلول ‌آستروسیت و

میکروگرم/‌میلی‌لیتر‌پروتئین‌‌19/454و‌‌52/330ترتیب‌محتوی‌
‌پروتئی ‌مقدار ‌بنابراین ‌کشت‌است. ‌محیط ‌از ‌شده ‌استخراج ن

‌به‌‌سلول ‌نسبت ‌یکسان ‌حجم ‌با ‌محلولی ‌در ‌آستروسیت های
NSCsهای‌مشتق‌شده‌از‌‌به‌طور‌معنی‌داری‌بیشتر‌بود.‌اگزوزوم‌
(‌ ‌انتقال‌دهند‌و‌‌توانند‌پروتئین‌(‌میGDEsگلیا ‌را ‌و‌نوکلئوتیدها ها

ها‌ارتباط‌‌GDEاثرات‌محافظتی‌روی‌سیستم‌عصبی‌داشته‌باشند.‌
های‌ضد‌استرس،‌ضد‌التهاب‌و‌رشد‌نیوریت‌‌نورون،‌پاسخ‌-گلیا
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های‌عصبی‌‌کنند‌و‌همچنین‌ممکن‌است‌در‌بیماری‌را‌تقویت‌می
‌و‌ ‌پارکینسون ‌آلزایمر، ‌بیماری ‌گلیوبلاستوما، ‌گلیوما، مانند

‌می‌عفونت ‌همچنین ‌آنها ‌باشند. ‌داشته ‌نقش ‌عصبی توانند‌‌های
براین‌بر‌عملکرد‌عبور‌کرده‌و‌وارد‌گردش‌خون‌شوند،‌بنا‌BBBاز

‌تأثیر‌می‌سایر‌اندام داده‌شد‌‌ای‌نشان‌‌در‌مطالعه.‌[30]‌گذارند‌ها
‌اگزوزوم ‌وریدی ‌درون ‌تزریق ‌‌که ‌از ‌مشتق در‌‌‌انسان‌NSCsهای

‌‌موش ‌آلزایمر ‌مدل ‌پلاک‌‌5xFADهای ‌تجمع ‌کاهش باعث
سازی‌میکروگلیال‌شد.‌این‌نتایج‌با‌ترمیم‌نسبی‌‌آمیلوئید‌بتا‌و‌فعال

های‌پیش‌التهابی‌در‌حال‌گردش‌در‌‌سطوح‌هموستاتیک‌سیتوکین
‌است‌موش ‌مرتبط ‌آلزایمری ‌مدل ‌نانو‌[31]‌های ‌با ‌درمان .

‌محافظت‌‌وزیکول ‌آلزایمری ‌مدل ‌مغز ‌در ‌آسیب‌سیناپسی ‌از ها
های‌آزاد‌‌شود.‌اگزوزوم‌کند‌که‌موجب‌بهبود‌علائم‌شناختی‌می‌می

‌توسط‌آستروسیت ‌عصبی‌از‌‌شده ‌محافظت‌کننده ‌حاوی‌مواد ها
،‌فاکتور‌رشد‌اندوتلیال‌عروقی‌2-فاکتور‌رشد‌فیبروبلاستجمله‌

به‌خوبی‌مشخص‌شده‌است‌که‌.‌[3]‌هستند‌D-و‌آپولیپوپروتئین
‌از‌سلول‌اگزوزوم ‌شده های‌آستروسیت‌در‌شرایط‌کشت‌‌های‌رها

‌ ‌حامل ‌پروتئینmiRNAخاص ‌یا ‌که‌‌ها ‌هستند ‌خاص های
‌آسیب‌می ‌درمان ‌نویدبخش ‌بیماری‌توانند ‌و ‌مغزی های‌‌های

های‌آزاد‌‌در‌اگزوزوم‌Cکننده‌عصبی‌باشند.‌آنزیم‌آلدولاز‌‌تخریب
را‌با‌تشکیل‌کمپلکس‌با‌اکسین‌‌Wntیر‌ها،‌مس‌شده‌از‌آستروسیت

‌نورون ‌می‌در ‌فعال ‌‌ها ‌دهی ‌سیگنال ‌تحریک‌مسیر با‌‌Wntکند.
‌ ‌‌Wnt5aلیگاند ‌در ‌تغییراتی ‌به در‌‌miRNA-26a-5pمنجر
‌چگالی‌‌های‌هیپوکامپ‌می‌نورون ‌و ‌باعث‌افزایش‌تکثیر ‌که شود

‌.‌[32]‌شود‌دندریتی‌می
‌

‌نتیجه گیری
‌شناسایی‌اگزوزوم ‌جداسازی‌و ‌به ‌‌پژوهش‌حاضر ‌از و‌‌NSCsها

‌می‌آستروسیت ‌نشان ‌نتایج ‌است. ‌پرداخته ‌مراحل‌‌ها ‌که دهند
‌تأیید‌هویت‌اگزوزوم ‌کیت‌تجاری‌با‌‌استخراج‌و ‌از ‌استفاده ‌با ها

‌کوچک‌ ‌اندازه ‌و ‌زیستی ‌منشاء ‌است. ‌شده ‌انجام موفقیت
شود‌موجب‌‌می‌BBBها‌از‌‌ها‌که‌موجب‌سهولت‌عبور‌آن‌اگزوزوم

بت‌به‌سلول‌درمانی‌و‌دارو‌ها‌نس‌شده‌تا‌استفاده‌از‌این‌نانووزیکول
ها‌ارائه‌‌درمانی‌راهکاری‌مورد‌اطمینان‌تر‌به‌جهت‌درمان‌بیماری

‌اگزوزوم ‌مقایسه ‌از ‌بدست‌آمده ‌نتایج ‌طبق ‌استخراج‌‌دهد. های
‌ ‌از ‌که‌‌NSCsشده ‌دارد ‌وجود ‌احتمال ‌این ‌آستروسیت و

‌آستروسیت‌اگزوزوم ‌از ‌شده ‌استخراج ‌مقدار‌‌های ‌سبب ‌به ها
‌ا ‌و ‌بیشتر ‌اگزوزومپروتئین ‌نسبت‌به ‌کوچکتر های‌استخراج‌‌ندازه
‌سلول ‌از ‌درمان‌‌شده ‌در ‌تری ‌موثر ‌نقش ‌عصبی ‌بنیادی های

‌ها‌داشته‌باشند.‌بیماری
‌تایید‌و‌مقایسه‌اگزوزوم های‌‌این‌پژوهش‌با‌هدف‌استخراج،

‌ ‌از ‌اگزوزوم‌و‌آستروسیت‌NSCاستخراج‌شده ‌انجام‌شد. ‌به‌‌ها ها
‌ژنت ‌اطلاعات ‌حمل ‌و ‌زیستی ‌میان‌سبب‌منشا ‌آن ‌انتقال ‌و یکی

ها‌و‌مقیاس‌نانو‌خود‌نسبت‌به‌سلول‌‌ها،‌قابلیت‌حمل‌دارو‌سلول
‌بیماری ‌جهت‌درمان ‌اولویت‌بالاتری‌برخوردار‌‌درمانی‌به ‌از ها

‌اگزوزوم ‌با ‌بنابراین‌تحقیقات‌در‌رابطه ‌و‌مکانیسم‌هستند. های‌‌ها
های‌مرتبط‌‌ها‌به‌خصوص‌در‌حوزه‌پزشکی‌و‌بیماری‌عملکرد‌آن

‌تواند‌آینده‌ای‌امید‌بخش‌داشته‌باشد.‌ستم‌عصبی‌میبا‌سی
 

 تشکر و قدردانی
‌فیزیولوژی‌ ‌دکتری ‌مقطع ‌در ‌پژوهشی ‌کار ‌حاصل ‌تحقیق این

‌پایان ‌قالب ‌در ‌می‌جانوری ‌مساعدت‌. باشد‌نامه ‌از ‌وسیله بدین
معاونت‌محترم‌پژوهشی‌دانشگاه‌شهیدچمران‌اهواز‌در‌انجام‌این‌

‌نویسندگان‌این‌‌گردد.‌پژوهش‌تشکر‌و‌قدردانی‌می ‌از هیچ‌کدام
ها‌تعارض‌منافعی‌برای‌انتشار‌این‌مقاله‌‌مطالعه،‌افراد‌و‌یا‌دستگاه

‌ندارند.
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