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  7951اول اسفند  ی /هفته905 ی /شمارهمو شش  سال سی دانشکده پزشکی اصفهانمجله 
 7/71/7937تاریخ چاپ:  3/8/7937تاریخ پذیرش:  7/7/7937تاریخ دریافت: 

  

 PC12های  های بنیادی چربی بر بقا و تمایز عصبی سلول های مشتق از سلول بررسی تأثیر اگزوزوم

 
 3صالحی حسین ،3بهرامیان حمید ،2امیرپور نوشین ،1شریعتی سمیرا

 
 

چکیده

ها و  کنند. این ترشحات، شامل مولکول های مختلف، عوامل متفاوتی را به محیط ترشح می های بنیادی مزانشیمی، علاوه بر توانایی تمایز به دودمان سلول مقدمه:

ها و  هایی هستند که پروتئین یکولها، نانووز ها مطرح گردیده است. اگزوزوم باشند که اعمال متفاوتی برای آن (ها میExosome)  های خارج سلولی یا اگزوزوم وزیکول
ها را به عامل  تواند اگزوزوم ها، می نمایند. این ویژگی کنند و به دنبال آن، تکثیر، بقای سلولی و تمایز را در سلول گیرنده القا می ی ژنتیک به سلول هدف وارد می ماده

 .( بودPC12) Pheochromocytomaی سلولی  وم بر بقا و تمایزعصبی ردهدرمانی مناسب تبدیل کند. هدف از انجام این مطالعه، بررسی تأثیر اگزوز

ها از  سپس، اگزوزوم .های بنیادی از بافت چربی جداسازی، کشت و پاساژ داده شد نامه از بیماران جوان کاندیدای عمل جراحی، سلول پس از دریافت رضایت ها: روش

 یعامل رشد عصب های تیمار با اگزوزوم، روز در چهار گروه شامل گروه 7به مدت  PC12های  صبی، سلولها جداسازی شدند. به منظور تمایزع محیط رویی سلول
(Nerve growth factor یا NGF ،)NGF/exosome  های تمایز یافته با استفاده از روش  کشت و تمایز داده شدند. بقای سلول گروه شاهدوMTT  و تمایزعصبی

 .( مورد ارزیابی قرارگرفتReal-time PCR) Real-time polymerase chain reactionها با روش  آن

داری دارد. همچنین، نتایج حاصل  ها تفاوت معنی نسبت به سایر گروه 7و  9، 7های تمایز یافته با اگزوزوم در روزهای  داد میزان بقای سلول نشان MTTنتایج  ها: یافته

داری  در روز هفتم نسبت به گروه شاهد افزایش معنی Microtubule-associated protein 2 (Map2)گر عصبی نشان داد که بیان نشان Real-time PCRاز 
 .(P < 007/0داشت )

شوند. امید است شناخت  PC12های  توانند سبب افزایش بقا و تمایزعصبی سلول های مشتق از سلول بنیادی چربی، می این مطالعه، نشان داد اگزوزوم گیری: نتیجه

 .ی عصبی باشد های تخریب کننده های غیر سلولی بیماری ها، کمک شایانی به درمان بیشتر اگزوزوم

 Pheochromocytomaها،  های بنیادی، اگزوزوم چربی، سلولبافت ، سلولی تمایز واژگان کلیدی:

 
های بنیادی چربی بر بقا و تمایز  های مشتق از سلول بررسی تأثیر اگزوزوم .صالحی حسین بهرامیان حمید، امیرپور نوشین، شریعتی سمیرا، ارجاع:

 7078-7089(: 003) 96؛ 7937مجله دانشکده پزشکی اصفهان . PC12های  عصبی سلول

 

 مقدمه

هلایعصلبی باتخریبسلول یعصبی،تخریبکنندههایبیماری

عصلبیبلدنقدرتترمیمدربافلتتلجهبهکمبا.گویا همراهاست

بلراییدنبا راهمناسلبهها،محققانهملارهب عدمجایگزینیسول 

درخصلصهایبنیادیسول بهتازگی،اند.هابلدهبیماریدرماناین

بسیارمللردتلجلههایعصبی،هانظیربیماریدرمانبرخیازبیماری

هلایبنیلادیسول هایبنیادی،میانانلاعسول .از(1)اندگرفتهقرار

عولتهبل(MSCsیاMesenchymal stem cells)مزانشیمیبالغین

تاخلاقلیدراسلتهاده عدم جلدمشکلاخاصیتسازگاریایمنی

،MSCsباشلند.مناسبیمیینسبتآسانگزینهبهها دستیابیازآن

هلایبلافتیرا آسلیببنلدیاهاتملایزسول دیگرانلاعتلانندبهمی

هلاینلر دننراتیللاین یژگیجهتدرمانبیملاریکنندکهازترمیم

درمللانی،همیشللهدرسللول بللاایللن للا ،.(2)اسللتاسللتهادهشللده

ایمنلی،سوللیتلسطسیسلتمملردخطراتیچلنردهاییدرنگرانی

.(3)ثباتیننتیکی جلدداردها بیبدخیمی

هاثراتدرمانیخلدرابMSCsاندکردهمحققانثابتبهتازگی،

کننلد.ایلنتر فیل ترشلحیاعملا ملیعلاملطلرعمده،ازطریق

یللاMicro RNAs)هللاRNAمیکللر رشللد،علاملللشللاملعلامللل،
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miRNAs)میکلر  بلر سلبانلدازه،ییهستندکلهها ل  زیک

 .(4)شلندنامیدهمی )اگز ز م(لنانل زیک

یفسلهللیییدیبالایهییمحصلردرغشالیلاگز ز م،نانل زیک

،لیییلدشلاملرلر تنین، اللدخللدسلول یمشلابه ترکیبلباشدمی

RNAسبببهبلد،کدینگدارد.درمانبااگز ز مهایکدینگ غیر

 جرا لیهلایسلوللیریامدهایدرمانی کاهشمشکلاتدرملان

ینلدهایترمیملیخاطرتلاناییاگز ز مدرآغازفراهاینبشلدکهمی

.(5)ایمنلیاسلتدیده تنظیممناسبتحملسیبآداخویدربافت

تللان ملیرنلدمغلزیرادا-تلاناییعبلرازسدخللنی،هااگز ز م

سیسلتمعصلبیبد ننیازبهجرا یبلههاراازمسیرهای ریدی،آن

.ایلن(6)نمللد ارد(CNSیلاCentral nervous system)مرکزی

 سلببکلاهشباشلندملیثرؤدردرمانبیماریآلزایمرم،ها ل زیک

هلا نللر نی.ملاجهلهشلندمی خارجسول داخلدربتاآمیولئید

سللبببهبلللدعموکللرددربیمللاریهللا،هللابللااگللز ز مستر سللیتآ

خاصلیت،هلااگلز ز م.شللدملیسیبطنابنخلاعیآرارکینسلن 

بهسلول هلد ،سلببmiRNAsانتقا  بارندنلر نیدا هاظت

هاستر سیتآها دنعموکردنلر ننگردارذیریعصبی بازانعطا 

همچنلین،.(7)انلدمغلزیشلدهیهایناشیازسلکتهسیبآ درمان

.ازایلنر ،در(8)سوللیمؤثرندهادرافزایشرشد بقایاگز ز م

هلایگهته،تأثیراگلز ز مهایریشی اضرباتلجهبه یژگیمطالعه

MSCsیسللول عصللبیرده اصلللازچربللی،بللربقللا تمللایز

Pheochromocytoma(PC12ملردارزیابیقرارگرفت).



 ها روش

 Human adipose stem cells) چربی بنیادی های سلول جداسازی

عملایدیجلانکاندبیماراننامهازتیازاخذرضارس (:hASCs یا

شلگاهی بلهآزماافلتیدریجولدریلزیچرببافتیمقدار،یجرا 

بللللایبافللللتچربللللیازشستشلللللشللللد.رللللسانتقللللا داده

Phosphate buffered saline(PBS،)یهللاجهللت للذ بافللت

د.یلگردخلردیکیصللرتمکلانبافتبه،یخلنیها سول یاضاف

درصلد375/3بلاغوظلتIکلاننلازمیآنلزقهیدق33مدتهبسیس،

Fetal bovine serum(FBS)طیاسلتهادهازمحلاضافه کلاننازبا

Dulbecco's modified Eagle's mediumدرصلدبلههمللراه13

(DMEM)یلیر یطمحلیهیل تخولنیهیانجامسلانترشد.بایخنث،

FBSکشللتطیاسلتهادهازمحلابلهدسلتآملدهبلیسلوللرسللب

درصدDMEM Penicillin/streptomycin1درصدبههمراه13

شد.کشتداده

DMEMبامحلیط5تا3راسانهایسول  :اگزوزوم یجداساز

آ ریجمل رلسازشد دادهساعتکشت48بهمدتFBSبد ن

بلا یلیرهلا،محلیطجداسازیاگز ز مبهمنظلر،اه ییآنیطرمح

هلا بقایلایتاسلول شددقیقهسانتریهیلن23بهمدتg1233د ر

کیللتاسللتهادهازهللابللااگللز ز م،سللیس.سللوللی للذ شلللند

Exo-spinTM(Cell Guidance Systems)یناملله طبللقشللیله

گللرادیسللانتیدرجلله-83دردمللای جداسللازیشللرکتسللازنده

.شدندسازیذخیره

بلرای :عبوویی  یالکترون یکروسکوپها با م اگزوزوم ییشناسا

عبللرییازمیکر سکلپالکتر نلها،ییدجداسازیملفقاگز ز مأت

(Transmission electron microscopeیلللللللاTEM)

(Zeiss,EM10C)ازمحولل اگلز ز مبلامیکر لیتر23شد.استهاده

بلراییل دقیقلهدرصلدPhosphotungstic acid2میکر لیتلر23

بررسلی TEMاسلتهادهاز.نملنلهبلاگردیلدمیزی خشل آرنگ

.(9)انجامشدبرداریعکس

در3333بلهتعلدادPC12ایهلسلول  :PC12 یها سلول یزتما

Roswell Park Memorial Instituteتمایزیمحیطدرمترمرب سانتی

(RPMIبللههمللراه)درصللد13Horse serum،5درصللدFBS 

هللاییکللهبللار یظللر سیوین/استررتلمایسللینبللردرصللدرنللی1

Laminin/Poly-D-Lysine(Laminin/PDLرلشللشداده)شللده

،مطالعلهدرایلند.دنشلداده تملایزکشلتر ز7بهملدت،بلدند

لیتلرلگرم/میوینلان133شاملگر هشاهد،گر هتیمارشدهباهاگر ه

Nerve growth factor(NGF)(13)گللر هتیملللارشللدهبلللا،

،گللر هتیمللارشللدهبللا(11)اگللز ز ملیتللرمیکر گرم/میوللی53

لیتللللرمیکر گرم/میوللللیNGF 53لیتللللرنللللانلگرم/میوی133

 بلدند.اگز ز م

بلااگلز ز م :هود   های سلول به ها اگزوزوم ویود بریسی هلا

(AOیللاAcridine orange)ا رنلل نیدیللاکرمللل /میکر لیتر23

،سلیسشدند.یاتاقنگهداریدردماقهیدق93مدته بیزیآمرنگ

ملدته بشدنداضافهPC12یهاکشتسول طیهابهمحاگز ز م

درصلد4دیهابارارافرمالدهگرفتند.سول شبدرانکلباتلرقرار ی

Diamidino-2-phenylindole-6,′4هللابللاشللده هسللتهثابللت

(DAPI)کر سلکلپیهلابلامسلول ،تیلنهاشلدند.دریزیمآرنگ

.(12)دندیگردیفولرسنتبررس

-2,5-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3یوووووووووووووو  تکن

Diphenyltetrazolium Bromide (MTT): ابتللدا،ر شنیللدرا

سللیس،هیللتخو7 1،3یر زهللادرهللانملنللهیللیر طیمحلل

ه بلشلداضلافهMTTمیکر لیتلر43میکر لیترمحیطکشت 43

میکر لیتلر433 هیلتخوMTT،.سیسدیگردهساعتانکلب4مدت

Dimethyl sulfoxide(DMSO)زانیلشلد.ماضافهقهیدق23یبرا

.دیگردیریگاندازهنانلمتر543باطل ملجیجذبنلر
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  Real-time Pplymerase chain reaction یوووو  تکن

(Real-time PCR): ننانیللبزانیللمیر شجهللتبررسللنیللا

Microtubule-associated protein 2(Map2)انجللام7درر ز

هللابللااسللتهادهازازسللول RNA،طلللرخلاصللهه.بللگرفللت

RNeasy mini kit هشلدهتلسلطشلرکتیلدسلتلرالعملاراطبق

نکاربردهببا،استخراجشدهRNAید.ازر یسازندهاستخراجگرد

First strand cDNA synthesis kitی،نسلخهcomplementary DNA

(cDNA)مللردنظلربلایهلاننانیلبزانیمیریگساختهشد.اندازه

 Maxima SYBR Green/Rox qPCR master mixتیلاستهادهازک

یدملاییبرنامله.دیلگردانجامComparative Ct(ΔΔCt)بار ش

گلرادبلهیسلانتیدرجله95ملرداستهاده،شاملدمای اسرشتا لیهدر

یدرجله95چرخهبهترتیببادمای اسرشت43دقیقه سیس،4مدت

ثانیه دمایاتصلا مناسلببلرایهلرررایملربله13گرادبهمدتسانتی

گلرادبلهملدتیسلانتیدرجله63ثانیه دملایطلیللشلدن33مدت

گلرادیسلانتیدرجله55-95بلد.سیس،دمایذ بشلدنبلینثانیه63

گردید.ررایمرهایملرداستهادهدراینمطالعله،شلاملThresholdتعیین

Map2-F: GACAGAGAAACAGCAGAGGAAGTG ،

Map2–R: TGTTCTGATGCTGGCGATGGT ،GAPDH-F: 

CAAGTTCAACGGCACAGTCAAG GAPDH-R: 

ACATACTCAGCACCAGCATCAC(Housekeeping gene)

طرا یگردید.Allele Id 76افزاربلدند.ررایمرهابااستهادهازنرم

افلزاراستهادهازنرمبایآماریها اکا ی: ها داده یلو تحل یهتجز

SPSS22ینسلخه(version 22, IBM Corporation, Armonk, NY)

بلار شMTT Real-time PCR اصلازیهادادهگرفت.انجام

یابیلمللردارزTukeyیبیتعقآزملن One-way ANOVAیآمار

شد.گرفتهنظردریداریعنلانشاخصمعنهبP<353/3گرفتند.قرار



 ها افتهی

کشلتطیازمحلهااگز ز م،دادنشانTEMکر سکلپیبامیبررس

Human adipose-derived stem cells(hASCs)صیتخوللل

(.1)شکلباشندیمنانلمتر33-133گردباقطریهاکل یاند  زدهیگرد




 . تصویر میکروسکوپ الکترونی عبویی از اگزوزوم تخلیص شده1شکل 

نتلای  اصللاز هد : های سلول به ها اگزوزوم انتقال بریسی

ا رنل بلهایلنهایرنگشلدهبلاآکریلدینها، ر داگز ز مبررسی

(.2هاراتأییدنملد)شکلسول 




ها دی  . تصویر میکروسکوپ فلویسنت از حضوی اگزوزوم2شکل 

: DAPIیا  Diamidino-2-phenylindole-6,′4های هد  ) سلول

 : قرمز، اگزوزوم(AOیا  Acridine orangeی سلول( ) آبی، هسته



درMTTنتلای  اصللاز تمایز یافته: های سلول بقای بریسی

آمدهاست.درگر هتیمارشدهبااگلز ز منسلبتبلهگلر ه3شکل

داریدرمیلزانبقلایسلوللی،ر زهاتهلا تمعنلییشاهد،درهمه

مشاهدهشد.همچنین،میزانبقایگر هاگز ز مدرر زسلمنسلبت

NGF( درر زههتمنسبتبلهگلر هP<331/3ها)بهسایرگر ه

(331/3>P)داریرانشانداد.ا تمعنینیزته




-2,5-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3ی نتایج  . مقایسه3شکل 

Diphenyltetrazolium Bromide (MTTگروه )  های مختلف دی

 7و  3، 1یوزهای 
(aگر هی:مقایسهNGF،باگر هشاهدbگر هی:مقایسهNGFاگز ز مباگر ه/

/اگز ز مباNGFگر هی:مقایسهdگر هاگز ز مباگر هشاهد،ی:مقایسهcشاهد،

گر هاگز ز می:مقایسهNGF،fباگر هگر هاگز ز می:مقایسهNGF،eگر ه

/اگز ز م(NGFباگر ه

cc ee:313/3>P
aaa،bbb،ccc،ddd،eee fff:331/3>P
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رسازPC12هایسول  :PC12 سلولهای عصبی تمایز بریسی

ملردبررسیقرارگرفتند.Map2ر زتمایز،ازنظربیاننشانگر7

درMap2،نتای بهدستآملدهنشلاندادبیلاننن4طبقشکل

شلاهدنسبتبهگر هیداریمعن اگز ز م،بهطلرNGFهایگر ه

اگلز ز منسلبتبلهسلایرنندرگر هینایانبین،همچنبلد.شتریب

نشانداد.(P<331/3داری)افزایشمعنیهاگر ه




 Microtubule-associated protein 2نتایج میزان بیان نسبی ژن  .4 شکل

(Map2) های موید آزمایش دی گروه 
*:353/3>P313/3:**؛>P331/3:***؛>P



 بحث

باشلندکلههایبنیادیملی،ازانلاعسول مزانشیمیبنیادیهایسول 

در ایجلادکننلدهلایبلال ازانلاعسلول ایتلاندطیفگستردهمی

های.از یژگی(2)استهادهقرارگیرندملردهایعصبیبیماریدرمان

درهلاها  زیکلل شاململلکل علاملمختوفرشحتها،اینسول 

هلاییهسلتندکلهها،نلانل زیکل اگز ز م(.4باشد)میمحیطکشت

باشند انتقلا ایلنمللادبلهیننتی میدارایرر تنین،لییید ماده

 ازآرلرتلزسوللی(7)تلاندسببتمایزعصبیشلدسول هد ،می

هلایعصلبیملؤثر.درنتیجله،دردرملانبیملاری(8)جولگیریکند

دهنلد همچنین،بیاننشانگرهایعصبیراافزایشمی(11)باشندمی

.(3)هاخاصیت هاظتنلر نیدارند.همچنین،اگز ز م(13)

هاسلاختارهاییبلاغشلاید مطالعاتقبوینشاندادنداگز ز م

ی.مطالعله(14)نانلمترباشکلگلردهسلتند33-133یلایه اندازه

نلانلمتر 33-133یهاذراتیبلاانلدازه اضرنیزنشانداداگز ز م

 همکلاران، ر دWaldenstromیشکلگلردهسلتند.درمطالعله

هلایهلد بررسلیگردیلد نتلای نشلاندادهابهسلول اگز ز م

هلایدیگلرهسلتند محتلیلاتهاقادربله ر دبلهسلول اگز ز م

هایهد ردیابیشدندیسول هادر نسیتلرلاسم هستهاگز ز م

دهلدراستاباسایرمطالعاتنشلانملیهایاینمطالعه،هم.یافته(12)

شلند.هایهد جذبمیهاتلسطسول اگز ز م

هادارایاثراتمتها تیمانندافزایشبقایسلوللیهسلتند.اگز ز م

افظتعصلبیهسلتند.درهادارایاثرمحاگز ز مما،یبراساسمطالعه

هایمترشحهازسول بنیادیچربلی، همکاران،اگز ز مHuیمطالعه

هاشدند.اینافزایشرشد،بلاافلزایشسببافزایشقابویترشدسول 

همکلاران، Farinazzoهلاارتبلاممسلتقیمیداشلت.غوظتاگز ز م

Adipose tissue derived stem cellsهلاینشلاندادنلداگلز ز م

(ASCsباکاهش)Caspase3هلا در،باعثکلاهشآرلرتللزنللر ن

زثابلتهانیل.درسایربررسی(15)شلندنتیجه،افزایشبقایسوللیمی

شلندکهعولتهاسببافزایشرشد بقایسوللیمیانداگز ز مکرده

.(16)باشلدهایمربلمبهتکثیلرسلوللیملیاینافزایش،تغییربیاننن

ی اضردرراستایمطالعلاتقبولینشلاندادهیمطالعهبنابراین،نتیجه

شللد.ازتمایزیافتهملیهایها،باعثافزایشبقایسول استاگز ز م

تلانبهافزایشتمایزعصبیاشلارهکلرد.درایلندیگرآثاراگز ز م،می

دارتمایزعصبی)باتلجهبلهبیلانهاسببافزایشمعنیمطالعه،اگز ز م

شدند.PC12های(درسول Map2نن

هلایسلول بنیلادی همکارانبرر یاگز ز مZhangمطالعات

تلانندباعلثتملایزعصلبیشللند هامیانداداگز ز ممزانشیمی،نش

هلاهایبال ایجادکنند سببتغییرشکل طلیلشدننلریلتنلر ن

هلاباشلدشلندکهشایدبهعوت ضللرعلامللرشلددر ناگلز ز م

(17).Wangایمحتلیلاتاگلز ز مرابررسلی همکاران،درمطالعه

هلا،هابلهسلایرسلول هاباانتقا رر تنیننملدند نشاندادنداگز ز م

.مطالعللات(18)شلللندهللامللیسللببایجللاد افللزایشطللل نلریللت

هللادارایمقللادیراسللتاگللز ز مسللایرمحققللاننیللزثابللتکللرده

Messenger RNA(mRNA،)MicroRNA(miRNA )زیلللادی

ها،مقلادیرزیلادتریهایمربلمبهتمایزعصبیهستند.اگز ز مرر تنین

باشند. جلدمقلادیرهایمخصلصبافتعصبیرادارامیmiRNAاز

هلاز مهادراگلز ،ازعلاملمؤثردرر نلیسیرر تنینmiRNAبالای

.همچنلین،(13)دهلدهارتانسیلالقایتمایزعصبیملیباشد بهآنمی

هلاباعلثفعلا  همکاران،نشاندادنداگلز ز مFarinazzoیمطالعه

شللند.ملیASCsهلایهایمربلمبهنلر ننزدرسلول شدنسیگنا 

هلابللد،بیانگرفعا شدنالیگلدندر گویا Nestinافزایشبیانرر تنین

هاجهتتمایزعصبیاسلتهادهشلدی اضر،ازاگز ز م.درمطالعه(3)

قادربهالقایتمایزعصبیهستند.ها نتای نشانداداگز ز م

هلایعصلبی بلاباتلجهبهعدم جلددرمانمناسببرایبیملاری

هلا،ها،امیداستشناختبهتراگلز ز متلجهبهمزایایاستهادهازاگز ز م

.هابه جلدآ ردراهینلین هملارجهتدرماناینبیماری
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Abstract 

Background: Mesenchymal stem cells can be differentiated into multiple cell lineages, and secrete different 

factors. These secretions contain molecules and extracellular vesicles that have some effects. Exosomes are 

nanovesicles that enter protein and genetic material to target cells, and thereby induce proliferation, survival, and 

neural differentiation in target cells. So, exosomes can be considered as an ideal source for non-cellular therapy. 

The aim of this study was to investigate the effects of human adipose stem cell (ASC)-derived exosomes on 

survival and neural differentiation of pheochromocytoma cell line (PC12).  

Methods: The adipose tissue samples were obtained from young donors after signing the consent. The stem cells 

were isolated and cultured. Then exosomes were isolated from supernatant. In order to neural differentiation, the 

PC12 cells were treated in four groups with exosomes, nerve growth factor (NGF), NGF/exosome, and control 

for 7 days. The cells survival was assayed using MTT assay and neural differentiation of cells was confirmed by 

real-time polymerase chain reaction (real-time PCR). 

Findings: Based on MTT assay, there was significant difference in cell survival between exosome-treated group 

and other groups at days 1, 3, and 7. The results of real-time PCR showed that the expression of neural marker 

microtubule-associated protein 2 (Map2) significantly increased in exosome-treated group compared to other 

group at day 7 (P < 0.001). 

Conclusion: This study revealed that ASC-derived exosomes improved the survival and neural differentiation of 

PC12 cells. Our results suggest that exosomes may pave the way for non-cellular treatment of neurodegenerative 

diseases. 
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