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 چكیده

تواند ضربه روانی شدیدی به  صورت یک نگرانی اجتماعی درآمده است و می امروزه مشکل ناباروری در دنیا به 
ها را  های گرانولوزا می باشند که رشد و بلوغ اووسیت های تخمدان، سلول زوجین وارد سازد. از مهمترین سلول

توانند با  باشند که می های خارج سلولی می دهند. اگزوزوم ها یک کلاس ویژه از وزیکول تحت تاثیر قرار می
های سلولی شوند. هدف از این پژوهش تجربی بررسی ترشح  ها باعث بروز پاسخ سیگنال رسانی به سلول

های  های گرانولوزای تحت تیمار با اگزوزوم های مترشحه از سلول های استرادیول و تستوسترون در سلول هورمون
های بنیادی مغز استخوان موش کوچک آزمایشگاهی کشت  در این پژوهش سلول باشد. بنیادی مغز استخوان می

آوری گردید. درادامه با استفاده از  ها که حاوی اگزوزوم بودند جمع داده شدند و محیط کشت رویی سلول
میکروسکوپ نیروی اتمی، میکروسکوپ الکترونی نگاره حضور و قطر اگزوزوم ها بررسی شد. در نهایت غلظت 

نتایج بدست آمده توسط میکروسکوپ  .های گرانولوزا با روش الیزا بررسی شد های مترشحه از سلول مونهور
های  نانومتر را تایید کردند و همچنین تیمار سلول 07ها با قطر تقریبی  نیروی اتمی و نگاره حضور اگزوزوم

های بنیادی مزانشیمی مغز  سلولهای بدست آمده از  گرانولوزای تخمدان موش کوچک آزمایشگاهی با اگزوزوم
های استرادیول و تستوسترون توسط این  استخوان موش کوچک آزمایشگاهی موجب افزایش ترشح هورمون

های مشتق شده از مغز استخوان موش کوچک  ها شد. نتایج بدست آمده از این مطالعه موید تاثیر اگزوزوم سلول
  .ول و تستوسترون استهای جنسی استرودی آزمایشگاهی بر ترشح هورمون

 

 .تستوسترون ،استرودیول ،سلول گرانولوزا ،اگزوزوم، سلول های بنیادی :ها کلیدواژه
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 مقدمه
صورت یک نگرانی  بهامروزه مشکل ناباروری در دنیا 

تواند ضربه روانی شدیدی به  اجتماعی درآمده است و می
ها در  . ناباروری عدم توانایی زوج]5[زوجین وارد سازد

باردارشدن پس از یک سال مقاربت جنسی و بدون استفاده 
تواند عواقب  شود و می های پیشگیری گفته می از روش

زیاد برای درمان های مالی  جسمانی و روانی همراه با هزینه
در  میوز تقسیمروند  دنکر لفعا. ]81[این افراد را در برگیرد

 معلو محققینماني درمهم از اهداف آن  غبلوو  اووسیت
 In) ها اووسیتمايشگاهي آز غ. بلو]9[بوده است ناباروری

Vitro Maturation, IVM ) 8995 در سال بار اولینبرای 
ه القا وز. امر]9[گردید  حمطر Pincus Enzmanتوسط 
هایی  روشاز يکي  خارج از بدن در اووسیتتکامل رشد و 

 شود تولیدمثل به کار گرفته میکمکي فنّاوری در است که 
فولیکول چندين فاز فولیکولار طي در، رانپستاندا. در ]6[

 تعداد محدودیيا  وها  آن ازفقط يکي رشد کرده و به  وعشر
و کنند  میرا پیدا بالغ  اووسیتبه شدن  تبدیلشانس ها  آناز 

و در شده دچار آترزی گذاری  تخمکاز قبل  روزچند بقیه 
ها  اووسیت IVMروش  گیرد. در ها آپوپتوزیس صورت می آن
 و درشده  برداشته  نتخمدا ازوزیکول ژرمینال  حلهمر در

های  سپس تخمکشوند،  کشت داده می In vitroمحیط 
. ]85[شوند میبارور  متوسط اسپر II زبالغ مرحله متافا

باشند  های تخمدان می ترین سلول های گرانولوزا مهم سلول
که تغییرات فیزیولوژیکی و موفولوژیکی در طی فرایندهای 

گذاری و  فولیکولار که شامل تکثیر، تمایز، تخمک
شوند که رشد و  لوتئالاسیون و آترزی است را متحمل می

دهند، عملکرد اصلی  یر قرار میها را تحت تاث بلوغ اووسیت
گرانولوزا شامل القاء تولید هورمون های جنسی و  سلول های

مختلف مورد نیاز برای فولیکولوژنز و  پپتیدهای
ها یک کلاس ویژه از  . اگزوزوم]8[باشد می گذاری تخمک

باشند که منشاء غشایی دارند  وزیکول های خارج سلولی می
ها  . اگزوزوم]7[شوند شح میها تر و توسط بسیاری از سلول

، microRNAای از مواد را شامل  ی پیچیده محموله
mRNA ،RNA ی بلند و  غیر رمز شوندهDNA  ژنومیک
هند که  های گیرنده تحویل می های دهنده به سلول از سلول

. ]4[باشد عنوان مکانیسمی از ارتباطات سلول با سلول می به
است که تمام آنالیز بر روی اگزوزوم مشخص کرده 

ها از جمله ساختار )دو لایه  ها در برخی از شاخص اگزوزوم
. ]1[لیپیدی(، اندازه، تراکم و ترکیب پروتئینی مشترک هستند

ی  اند که اگزوزوم ها به عنوان یک وسیله تحقیقات نشان داده
های سلولی  های پروسه نقلیه و یا ارتباطی برای تنظیم فعالیت

 شوند های دیگر ترشح می ر سلولکنند که از سای عمل می
های مشتق از سلول های  . ثابت شده است که اگزوزوم]1[

بخشند و  بنیادی مزانشیمی بافت آسیب دیده را بهبود می
. این اثرات ]2[کنند های ایمنی را تنظیم می همچنین پاسخ

های پاراکرینی حاصل  با توجه به ویژگی و ارسال سیگنال
آزمایشگاهي تخمك یکی از  . امروزه کشت]82[شود می

ها در درمان اختلالات باروري بوده و گامي  مؤثرترین روش
های  مؤثر جهت کمك به زنان براي حفظ باروري در بیماری

  های رژیمي همچون شیمی تهدیدکننده باروري و یا درمان
های اخیر مطالعات زیادی در  در سال .]89[باشد درمانی می

های کشت  و تمایز فولیکولجهت یافتن عواملی که رشد 
شده در محیط آزمایشگاهی را بهبود بخشد در حال  داده 

انجام است که در این زمینه استفاده از ترکیبات محرک رشد 
در بلوغ آزمایشگاهی تخمک توجهات زیادی را جلب نموده 

 است.
های زیادی در زمینه مطالعه  در دهه گذشته علاقمندی

نوان ابزارهای مهم ارتباطات ها به ع عملکردهای اگزوزوم
سلول در فرآیندهای مختلف فیزیولوژیکی و آسیب  -سلول

شناختی صورت گرفته که از نظر تکاملی حفاظت شده 
های بنیادی  هستند و شواهد زیادی وجود دارند که سلول

تواند  نمایند و این می مزانشیمی به شیوه پاراکراین عمل می
مورد کشت شرایطی آنها  تاکید بر عوامل زیستی موجود در

های بنیادی مزانشیمی  باشد همچنین مواد مترشحه از سلول
های بنیادی مزانشیمی  دارای عملکردهای مشابه با سلول

هستند و این عملکرد شامل ترمیم آسیب بافتی، حمایت از 
. از این ]28[های التهابی و تعدیل سیستم ایمنی است پاسخ

های مشتق شده از  ومرو بر آن شدیم تا اثرات اگزوز
های گرانولوزای موش کوچک  های بنیادی را بر سلول سلول

 آزمایشگاهی را بررسی کنیم.
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 ها مواد و روش
 ها تهیه اگزوزوم

 های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان: تهیه سلول
که در  NMRIیک سر موش کوچک آزمایشگاهی نژاد 

در  ساعت تاریکی 82ساعت نور و  82) شرایط استاندارد
درجه سلسیوس( در اتاقک حیوانات نگهداری  25دمای 

ی کلروفورم کشته و استخوان ران آن جدا  شد، به وسیله
ی یک  گردید. سپس دو سر استخوان قطع شده و به وسیله

سرنگ که از محیط کشت پر شده محتویات مغز استخوان 
به درون فلاسک کشت سلولی منتقل شد. پس از چند بار 

شت و حذف مواد زاید، سلول های بنیادی تعویض محیط ک
 مغز استخوان شروع به تکثیر و خالص شدن کردند. 

 
 های بنیادی با روش فلوسایتومتری  شناسایی سلول

سطحی  های بنیادی از مارکر جهت شناسایی سلول
و روش  CD 45و  CD 44های بنیادی  اختصاصی سلول

 فلوسایتومتری استفاده گردید.
 

 سازی اگزوزوم جداسازی و خالص
ها به تراکم حدود  ها زمانی که آن کشت روی سلول محیط

درصد از فلاسک رسیدند، حذف سپس به مدت  17الی  77
بدون  FBSساعت در محیط کشت فاقد سرم ) 41الی  24

آوری شد و  اگزوزوم( کشت داده شد. مایع رویی جمع
خالص  g 777/877اگزوزوم ها با اولتراسانتریفیوژ در 

معلق شده   PBSاز  μl 277شدند. اگزوزوم ها در  سازی
(suspended و در )گراد  درجه سانتی -27°(C نگهداری )

 شدند. 
 

شناسایی اگزوزوم توسط میکروسکوپ نیروی اتمی 
(Atomic Force Microscope) 

برای آماده سازی جهت میکروسکوپی نیروی اتمی، 
دقیقه قرار  27ها در دستگاه سونیکاتور برای مدت  نمونه

 9گرفتند. پس از خروج از دستگاه سونیکاتور مقدار 
میکرو لیتر  877ها برداشت شد و با  میکرولیتر از نمونه

% که از قبل طبق پروتوکل موجود 2محلول پارافرمالدئید 

تهیه شده است بلافاصله فیکس شدند. سپس یک قطره ی 
بعد  دقیقه و 85کوچک روی لام قرار داده شدو پس از حدود 

از خشک شدن نمونه ها بررسی توسط میکروسکوپ نیروی 
 اتمی صورت گرفت.

 
 الکترونی نگاره شناسایی اگزوزوم توسط میکروسکوپ

(SEM ) 
های تخلیص به منظور بررسی شکل و اندازه اگزوزوم

 PBSدرصد تثبیت و با  5/2شده توسط گلوتارآلدهید 
شستشو شد. سپس نمونه توسط اتانول آبگیری شده و روی 

ی نازکی از طلا پوشانده شد و  سطح شیشه ای خشک با لایه
 توسط میکروسکوپ بررسی گردید.

 
 ها تعیین غلظت اگزوزوم

ها از روش بردفورد استفاده  جهت تعیین غلظت اگزوزم به
گردید. به منظور تعیین مقدار اگزوزوم جدا شده، پروتئین آن 

و رسم نمودار استاندارد  Bradfordرا با استفاده از محلول 
با  BSAهای متوالی شده از پروتئین  با استفاده ار رقت

 غلظت مشخص تعیین گردید.
 

 های گرانولوزا ها بر سلول بررسی اثرات اگزوزوم
های ماده کوچک آزمایشگاهی نژاد  حیوانات: موش

NMRI  روز از مرکز تحقیقات  28تا84با سن تقریبی
 ایران تهیه شد. -تکوین جانوری مشهد –بیولوژی کاربردی 

های گرانولوزا با  های گرانولوزا: سلول استخراج سلول
روزه  28های تخمدان موش  روش مکانیکی از فولیکول

و  FBS ,ITSحاوی  α-MEMشت ک استخراج و در محیط
FSH  های  روز سلول 4قرار گرفتند و پس از گذشت

 ها تیمار شدند. گرانولوزا با دوزهای مختلف اگزوزوم
 

 های آزمون  گروه
 کشت پایه قرار های گرانولوزا در محیط گروه کنترل: سلول

 82سلول در هر چاهک از پلیت  5× 875گرفتند. تعداد 
 خانه کشت داده شدند.
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های گرانولوزا در  : سلول9و 2و 8گروه تجربی 
میکرولیتر  (877و 57و25های ) کشت پایه و غلظت محیط

سلول در هر چاهک  5× 875اگزوزوم ها قرار گرفتند. تعداد 
 .خانه کشت داده شد 82از پلیت 

 
ها بر ترشح هورمون تستوسترون و استرادیول در  تاثیر اگزوزوم

 های گرانولوزا  سلول
در هر چاهک از  5× 875های گرانولوزا با تراکم  سلول

 CO2درجه با  97روز در دمای  4خانه به مدت  82پلیت 
ساعت همراه  41ها به مدت  % کشت شده و سپس سلول5

آوری شده  کشت رویی جمع ها انکوبه شدند، محیط اگزوزوم
و سطوح استرادیول و تستوسترون در مایع رویی با استفاده از 

 ارزیابی گردید. روش الایزا
 

 ها یافته
شده با روش   های کشت تایید بنیادی بودن سلول

 فلوسایتومتری
های بنیادی دارای مارکرهای  با توجه به اینکه سلول

باشند حضور این مارکرها با تکنیک  اختصاصی می
و  CD44فلوسایتومتری بررسی شد. در این مطالعه مارکر 

CD45  مورد بررسی قرار گرفت. تصاویر زیر موید بیان و

های استخراج شده از مغز  حضور این مارکرها بر سطح سلول
  باشد. استخوان موش کوچک آزمایشگاهی می

 
 ها نتایج حاصل از میکروسکوپ نیروی اتمی اگزوزوم

با توجه به نتایج منتشر شده در بسیاری از مقالات 
 277تا  27ها در حدود  اگزوزومی میانگین قطر  اندازه

باشد. تصاویر زیر حاصل از میکروسکوپی نیروی  نانومتر می
تا  27ها با دیامتر تقریبی بین  اتمی بیانگر حضور اگزوزوم

 .باشد نانومتر می 867
 

 نتایج میکروسکوپ الکترونی
ی حاوی اگزوزوم برای انجام میکروسکوپی  نمونه

ند. تصاویر زیر موید ماده شدآ( SEMالکترونی نگاره )
 .باشند نانومتر می 57حضور اگزوزوم ها با دیامتر تقریبی 

 
ها بر ترشح هورمون استرادیول بر  نتایج بررسی اثر اگزوزوم

 های گرانولوزا سلول
آوری محیط  های گرانولوزا و جمع بعد از کشت سلول

رویی غلظت هورمون استرادیول در محیط رویی با استفاده 
اختصاصی استرادیول و روش الایزا سنجیده شد. از کیت 

 اند. نتایج در نمودار زیر خلاصه شده
 

 
A)  نمودار مارکر سطحیCD44 سلول ها مارکر 33. همان طور که مشاهده می شود در حدود %CD44 اند.  را بیان نمودهB نمودار مارکر )

 را بیان نموه اند.CD45% سلول ها مارکر 59.بالغ بر CD45سطحی 
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A نانومتر نشان می دهد.  761( تصویر حاصل از میکروسکوپی نیروی اتمی. اگزوزومی را با دیامترB نمودار خروجی میکروسکوپ نیروی )

 نانومتر نشان می دهد. 765تا  95اتمی که میانگین اندازه ی اگزوزوم ها را بین 
 

 
 

Aحاصل از میکروسکوپ الکترونی نگاره که نشان دهنده ی توده ی متشکل از اگزوزوم ها می باشد. ( تصویر B یبی ( همان تصویر که ابعاد تقر
 اگزوزوم در آن مشخص شده است.

 

ها بر ترشح هورمون تستوسترون  نتایج بررسی اثر اگزوزوم
 های گرانولوزا سلول

آوری محیط  های گرانولوزا و جمع بعد از کشت سلول
رویی غلظت هورمون تستوسترون در محیط رویی با استفاده 
از کیت اختصاصی تستوسترون و روش الایزا سنجیده شد. 

 نتایج در نمودار زیر خلاصه شده اند.
 

 بحث 
ها علاوه بر  در تحقیقات نشان داده شده است که سلول

هایی به نام اگزوزوم  محلول، نانو وزیکولترشح فاکتورهای 
های مجاور و دورتر  ها با سلول کنند که از طریق آن تولید می

ها دارای مقدار قابل  اگزوزوم .]7[کنند ارتباط برقرار می
 . در ]4[باشند می RNAهای پروتئین و  توجهی از مولکول
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های بنیادی مغز استخوان  های گرانولوزای تحت تیمار با اگزوزوم های استخراج شده از سلول غلظت هورمون استرادیول مترشحه از سلولنمودار 
 p-value=0.0001 موش بر اساس تکنیک الایزا. ***:

 

 
 

های بنیادی مغز  استخراج شده از سلولهای گرانولوزای تحت تیمار با اگزوزوم های  نمودار غلظت هورمون تستوسترون مترشحه از سلول
 p-value=0.004 استخوان موش بر اساس تکنیک الایزا. **:

 
 

Maumus های بنیادی  ها از سلول مطالعه حاضر اگزوزوم
برداری از آنها انجام  مزانشیمی جداسازی شده وعکس

های  نشان داد سلول 2789در پژوهش خود در سال  گرفت.
بخشند  بنیادی مزانشیمی تعمیر بافت آسیب دیده را بهبود می

کنند و این اثرات با  های ایمنی را تنظیم می و همچنین پاسخ
های پاراکرینی حاصل می  توجه به ویژگی و ارسال سیگنال

ها در بسیاری از فرآیندهای فیزولوژیکی  . این سلول]82[شود
ی ذراتی هستند که  چون حمل کننده اند و پاتولوژیکی دخیل

شوند و آنها را به محل آسیب  فاکتورهای درمانی نامیده می
 033تا  03هایی با اندازه  ها وزیکول اگزوزوم. ]2[رسانند می

های پاتولوژیکی و بیولوژیکی  نانومتر هستند که در پردازش
هایی منشا  نقش اساسی دارند و بسته به این که از چه سلول

های  رند دارای ترکیبات مختلف هستند، لذا بیان ژنگی می
در پژوهش حاضر نیز بر  .]89[کنند متفاوتی را تنظیم می

های  اساس یافته های میکروسکوپی اتمی و نگاره اگزوزوم
نانومتر بودند که هم  03بدست آمده نیز تقریبا دارای قطر 

ها  باشد. همچنین اگزوزوم ها می راستا با نتایج دیگر پژوهش
های متفاوت زیستی مانند ایمنی، التهاب،  در پردازش

 بارداری، تعمیم بافت، انعقاد خونی و رگزایی نقش دارند
ها را توان آن ها این است که می . از مزایای مهم اگزوزوم]11[

*** 

*** 
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ها جا داد و نیز  مهندسی کرد و ترکیبات مختلف را داخل آن
تصاصی های اخ ها را با انتقال گیرنده اختصاصیت آن

های اخیر مطالعات زیادی  . در سال]88[اگزوزومی بالا برد
های کشت  در جهت یافتن عواملی که رشد و تمایز فولیکول

شده در محیط آزمایشگاهی را بهبود بخشد در حال  داده
محرک رشد  انجام است که در این زمینه استفاده از ترکیبات

نموده  در بلوغ آزمایشگاهی تخمک توجهات زیادی را جلب
تکثیر ( IL-1) 8 عنوان مثال اینترلوکین. به ]29[است
 In Vitro های گرانولوزای گاو و رت را در شرایط سلول

های تخمدانی را  تکثیر سلول IL-1کند همچنین  تنظیم می
کند و آپوپتوز و رشد فولیکولی را نیز سرکوب  تحریک می

بتا برای سنتز و تنظیم استروئید و  IL-1. مچنین ]11[کند می
های گرانولوزا و تکا عمل  ها در سلول تخمک گذاری در رت

را در تخمدان  GVBDاین سیتوکاین همچنین  .]22[کند می
بخشد و تحریک کننده میوز و بلوغ   خرگوش بهبود می

  .]86[باشد اووسیت در اسب ماده می
و همکاران بیان داشتند که که  Sarvar 2786در سال 

های بیولژیکی هستند که تحت شرایط  ها واسطه اگزوزوم
شوند که شامل  فیزیولوژیک و پاتولوژیک ایجاد می

mRNAs, siRNA ،لیپیدها ،RNAs  های ریبوزومی
ها  هستند، در حقیقت مشخص شده است عملکردهای آن

یتی های مزانشیمی دارای عملکرد حما مشابه عملکرد سلول
های  های بافتی، سرکوب پاسخ باشند و در ترمیم آسیب می

شوند و دارای فاکتورهای ترمیمی بافت  التهابی می
کند، و  تولید استرادیول را تحریک می FSH .]87[باشند می

محققان گزارش دادند وقتی بطور طبیعی مرحله فولیکول 
شود، تأثیر قابل توجهی در  آنترال در داخل بدن ایجاد می

رسد تکثیر سلول  به نظر می FSHمیوز تخمک دارد، 
کند، در حالی که استرادیول اندازه  گرانولوزا را تحریک می

. براساس نتایج مطالعات قبلی، ]9[دهد سلول را افزایش می
تواند بر رشد فولیکول پره آنترال تأثیر مثبت  استرادیول می

در . در این مطالعه، درصد ترشح استرادیول ]87[بگذارد
های گرانولوزا تحت تیمار با اگزوزوم نسبت به  سلول
های شاهد افزایش یافت. نتایج این بخش نشان داد که  نمونه

اگزوزوم با غلظت مناسب اثرات مثبتی بر ترشح هورمون 
 های گرانولوزا دارد. استرادیول در سلول

تغییرات در تستوسترون، در مطالعات داخل بدن و 
که تستوسترون باعث تبدیل آزمایشگاهی نشان داد 

این هورمون همچنین  ،شود های اولیه به ثانویه می فولیکول
شود و باعث کاهش  باعث افزایش تکثیر تک و گرانولوز می

. در این ]27[شود های آنترال می شاخص آپوپتوز در فولیکول
مطالعه، تولید تستوسترون در سلول های گرانولوزا تحت 

نتایج ترشح تستوسترون در  ،ه شدتیمار با اگزوزوم، مقایس
مقایسه با نمونه شاهد نشان داد که در گروههای تحت تیمار 
با اگزوزوم، غلظت تستوسترون در مقایسه با نمونه شاهد 

 افزایش یافت،
نتایج بدست آمده ازتحقیق حاضر موید این موضوع 

ها برای افزایش میزان باروری  توان از اگزوزوم است که می
د. جنبه ی حایز اهمیت این تحقیق این است که استفاده کر

برای اولین بار از مواد زاید و دور ریختنی در طی فرآیند 
ایی استخراج شده است که  های بنیادی ماده کشت سلول

دارای طیف وسیعی از عملکردهای متفاوت و موثر بر 
 .باشد های گرانولوزا می سلول
 

 تشکر و قدردانی
تحقیقات بیولوژی کاربردی تکوین نویسندگان از مرکز 

جانوری که در انجام این مطالعه نقش بسزایی را ایفا نمودند 
 نهایت تشکر و قدردانی را دارند.
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Abstract 
The problem of infertility in the world today has become a social concern and can cause severe 

psychological trauma to couples. One of the most important ovarian cells are granulosa cells that 

affect the growth and maturation of oocytes. Exosomes are a special class of extracellular vesicles that 

can trigger cellular responses by signaling to cells. The aim of this experimental study was to evaluate 

the secretion of estradiol and testosterone in granulosa cells treated with exosomes secreted from bone 

marrow stem cells. In this study, bone marrow stem cells were cultured and the culture medium of 

cells containing exosomes was collected. Subsequently, the presence and diameter of exosomes were 

examined using atomic force microscopy and electron microscopy. Finally, the concentration of 

hormones secreted from granulosa cells was assessed by ELISA method. The results obtained by 

atomic force microscopy and electron microscopy confirmed the presence of exosomes with an 

approximate diameter of 70 nm and also treatment of mice ovarian granulosa cells with exosomes 

derived from bone marrow mesenchymal stem cells increased the secretion of estradiol and 

testosterone by these cells. The results of this study confirm the effect of exosomes derived from the 

bone marrow of NMRI mice on the secretion of the sex hormones estradiol and testosterone. 
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