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A B S T R A C T 

Background and Objectives 
Mesenchymal stem cells (MSCs) and their small extracellular vesicles (sEVs)-based 

therapies have attracted considerable attention as novel therapeutic strategies in 

preclinical studies and clinical trials. sEVs exhibit therapeutic effects similar to their 

parental cells while offering higher safety, making them a promising alternative to direct 

cell transplantation. Consequently, identifying optimal cellular sources and developing 

efficient methods for sEV isolation are of critical importance. Human umbilical cord 

Wharton’s jelly–derived MSCs (WJ-MSCs), represent a valuable source for sEV 

production due to ease accessibility; high proliferative capacity, and potent 

immunomodulatory properties. This study aimed to establish a practical, streaight 

forward, and cost-effective protocol for the isolation and characterization of WJ-MSC-

derived exosomes to enhance precision and reproducibility of laboratory processes. 

Materials and Methods 
In this Experimental study, MSCs were isolated from two independent human umbilical 

cord Wharton’s jelly specimens using the explant method. Following phenotypic 

characterization via assessment of surface markers expression  (CD73, CD105, CD34 and 

CD45) and differentiation assays, sEVs were isolated from conditioned medium. Per 

batch, 15 mL of conditioned medium was collected from multiple culture flasks 

maintained under identical conditions, using a commercial kit. The morphological 

characteristics of the isolated sEVs were evaluated by scanning electron microscopy 

(SEM), and their protein concentration was determined using the Bradford assay. 

Results 
Flowcytometric analysis revealed high expression of MSC-associated markers CD73 

(98.8%) and CD105 (93.8%), while hematopoietic markers CD34 and CD45 were 

expressed at levels below 2%. The osteogenic and adipogenic differentiation potentials of 

the cells were also confirmed. SEM images demonstrated preserved membrane integrity 

and spherical morphology of the isolated sEVs, with a size distribution falling within the 

expected range of approximately 40–60 nm. The protein concentration of the isolated 

sEVs was quantified at 500 µg/mL based on the Bradford assay (n = 3). 

Conclusions   
These findings indicate that the explant method, in conjunction with density gradient 

centrifugation–based commercial kits, provides a simple, cost-effective, and efficient 

approach for the isolation of WJ-MSCs and production of high-quality sEVs, thereby 

providing a practical platform for future preclinical and translational applications. 

Key words: Umbilical cord, Wharton Jelly, Mesenchymal stem cell, Extracellular 

Vesicles 
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از های خارج سلولی کوچک وزیکول  مشخصه یابیجداسازی و دستورالعمل کاربردی 

 های بنیادی مزانشیمی ژل وارتون بند ناف انسانیسلول 
 

         3سمیه صادقی،          2 مهسا صالحی ، 1میلاد خباره

 
 ـ ایران ـ تهران  طب انتقال خون پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ خون سلامتهای بیولوژیک و مرکز تحقیقات فرآوردهـ  پزشکی بیوتکنولوژیدانشجوی کارشناسی ارشد  -1
 طب انتقال خون ـ تهران ـ ایران پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ خون سلامتمرکز تحقیقات فرآورده های بیولوژیک و  یارـ استاددکترای تخصصی بیوتکنولوژی پزشکی  -2
 ـ ایران ـ تهران  طب انتقال خون پژوهشیسسه عالی آموزشی و ؤم ـ انتقال خونمرکز تحقیقات استادیار ـ دکترای تخصصی ایمونولوژی پزشکی  -3
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 هچكيد

(  sEVsکوچک )  یخارج سلول  یهاکولیوز  و (MSCs) یمیمزانش  یادیبن  یهابر سلول   یمبتن  یهاامروزه درمان 

آن  از  عنوان  مشتق  به  گسترده  ن،ی نو  یدرمان  کرد یرو   کیها  مطالع  یاتوجه  در  و    ینیبال  ش یپهای  هرا 

مادر    یهاسلولبا  مشابه    یدارا بودن اثرات درمان   ضمن  sEV  ذرات  اند.به خود جلب کرده  ی نیبال   یهاییکارآزما

ا این   یمنیاز  از  برخوردارند.  م  میمستق  یدرمان  سلول   یبرا  یمناسب  نیگزیجارو  بالایی  . شوندیمحسوب 

استخراج  یهامناسب و توسعه روش  یمنبع سلول  ییشناسا اهم  هاوزیکول   این  کارآمد جهت    ی ا ژهیو  تیاز 

  آسان،  یدسترس  لیبه دل  یبند ناف انسان  تونمشتق از ژل وار  یمیمزانش   یادیبن  یهابرخوردار است. سلول 

  .مطرح هستند   نهیزم  نی از منابع ارزشمند در ا  یکیمطلوب، به عنوان    یمیتنظ  یمنیو خواص ا   قدرت تکثیر بالا 

ا  از  ارائه    نیهدف  مقرون    آسان  ،یکاربرددستورالعمل  مطالعه،  مشخصهبرای  صرفه    به و  و   ی ابیاستخراج 

 ی ندها یفرآو تکرارپذیری  دقت    مزانشیمی ژل وارتون بند ناف انسانی است تا  یهامشتق از سلول  یهااگزوزوم 

 ارتقا یابد.  یشگاهیآزما

این مطالعه از  ، سلولتجربی  در  بنیادی مزانشیمی  با   دوهای  انسانی  ناف  وارتون بند  نمونه مجزای بافت ژل 

سلول   Explant روش فنوتیپ  تأیید  از  پس  شدند.  مارکرهای  استخراج  بیان  نظر  از  ،  CD73  ،CD45  ،CD34ها 

CD105  جهت استخراج    ها،های چربی و استئوبلاست ها به سلولو پتانسیل تمایزی آنsEVs  15، در هر نوبت 

آوری و با استفاده از  از سوپرناتانت سلولی حاصل از چند فلاسک کشت تحت شرایط یکسان جمع  لیترمیلی

 ها با میکروسکوپ الکترونی روبشی  sEVفرآوری شد. خصوصیات مورفولوژیک    sEVsکیت تجاری استخراج  

(SEM) ها با آزمون برادفورد مورد ارزیابی قرار گرفتو غلظت پروتئینی آن. 

  ان یب های مزانشیمی ژل وارتون بند ناف انسانی،مشتق از سلول   یهانشان داد که سلول   یفلوسیتومتر  جینتا

  CD45 و CD34 خونساز  یمارکرها  انیب  در حالی کهداشته    CD73  )%8/93و )  CD73(  %8/98)  یاز مارکرها  ییبالا

، حفظ   SEMریشد. تصاو  دیی تأ  یو چرب  یاستخوان  یهاها به ردهسلول  زیتوان تما  ن،چنیهم.  بود  %2کمتر از  

.  داد  نشان(  نانومتر  40-60مورد انتظار )  ی را در محدوده ابعاد  sEV  ی ذراتکرو  یو مورفولوژ  ییاغش  تیتمام

کوچک  هایوزیکول   ینپروتئی  غلظت سلولی  با    استخراج  خارج  برابر  برادفورد  آزمون  اساس  بر   500شده 

 .دیمحاسبه گرد ( =n 3) تریلیلیبر م کروگرم یم

 ،یچگال  بیش  وژیفیبر سانتر  یمبتن  یهاتیبه همراه استفاده از ک  Explantمطالعه نشان داد که روش    نی ا  جینتا

  ذرات   دیژل وارتون و تول  یم یمزانش  یادیبن  یهااستخراج سلول  یصرفه و کارآمد برا  به  ساده، مقرون   یروش

 د یجهت تول  یعمل  کار راه  کی به عنوان    تواندیمناسب است و م  تیفیبا ک   خارج سلولی کوچک   هایوزیکول 

 .ردیمورد استفاده قرار گ خارج سلولی کوچک هایوزیکول  ذرات

سلولیهای خارج وزیکولهای بنیادی مزانشیمی، سلولژل وارتون ، ، بند ناف

 11/11/1404تاریخ دریافت: 

 12/02/1405تاریخ پذیرش: 
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 ی مزانشیم  بنیادی  هایسلول  بر  مبتنی  درمان  امروزه    

(MSCs    :Mesenchymal stem cellsترشحـات و    ها،آن  ( 

 EVs    :Extracellularسلولی)  خارج  هایوزیکول ویژه  بـه

Vesiclesبه   پزشکی  در  نوظهور  استراتژی  یـک  عنوان  (، 

  انجمن  استاندارد  بیانیه  اساس  بر.  شوندمی  شناخته  بازساختی

 MISEV    :Minimalسلولی )  خارج  هایوزیکول  المللیبین

Information for Studies of Extracellular Vesicles  ،)این  

  بزرگ  EVs  کلی   دسته  دو   به  اندازه   حسب  بر   ها وزیکول 

  . دـشونمی  تقسیم(  smal EVsیا    sEVs)  کوچک EVs و

  اندازه  محدوده  و  اندوزومی  منشأ   با  هاییوزیکول  ،sEV  ذرات

  بین ارتباطات در حیاتی نقش که هستند نانومتر 150 تا 40

 . (1-3)کنند می ایفا کـبیولوژی هایپیام انتقال و سلولی

مهمسلول     از  یکی  مزانشیمی  بنیادی  منابع  های  ترین 

ذرات   استخراج  می  sEVجهت  طبق محسوب  بر  شوند. 

انجمنـتعری :    ISCT)  درمانی  سلول   المللیبین   ف 

International Society for Cellular Therapy)،   هایسلول  

MSCسلول عنوان  به    با   توان  چند  استرومایی  های، 

 پلاستیک   به  اتصال  توانایی  شوندگی،  تجدید   خود  هایویژگی

ظرفیت  کشت  شرایط  در   هایدودمان  به  تمایز  استاندارد، 

  ،CD105  مانند   سطحی  نشانگرهای   بیان  و  متعدد  سلولی

CD73  و  CD90  همچون  مارکرهایی   بیان  عدم  و  CD34  و  

CD45  می  از   ها سلول  این   چه  اگر.  (4)  شوند درنظر گرفته 

  قاعدگی   خون  و  چربی  استخوان،  مغز  نظیر  متنوعی  هایبافت

  ناف   بند  بافت  اخیر،  هایسال  در  هستند، اما  استخراج  قابل 

 ای ویژه  توجه  مورد  فرد،   به  منحصر  های ویژگی  دلیل   به  انسان

  غلاف  و  خونی  عروق   شامل  ناف  بند.  (5-7)  است  گرفته  قرار

  ژل  نام   به   محافظی   ژلاتینی  ماده   توسط  که  است  آمنیوتیک

  هایسلول.  ( 8)  اند شده  احاطه(  Wharton’s Jelly)  وارتون

 روش   آسان،  دسترسی  دلیل  به  وارتون،  ژل  از  مشتق  بنیادی

  اخلاقی،  هایچالش  وجود  عدم  تهاجمی،  غیر  جداسازی

  منبعی  بالا،   تکثیر  توان  و  محدودتر  هتروژنیسیته  خاصیت

 بالینی   و  صنعتی  مقیاس  در sEV استخراج ذرات   برای  آلایده

 (.  9، 10) روند می شمار به

  انتقال  در  ها آن  توانایی   دلیل  به   sEVs  درمانی   کاربرد     

 برابر   در  بالا  پایداری  والد،  هایسلول   کـبیولوژی  اطلاعات

 سیستم   از  فرار  قابلیت  و   ناچیز  سمیت  دارویی،  تخریب

  هایبیماری  درمان  در  را  جدیدی  هایافق  دوتلیال،ـرتیکولوآن

 ه ـب ی ـدستیاب ال، ـح این . با (9، 10) است گشوده لفــمخت

   بالا   تــکیفی  ا  ـب  ازیـجداس  ت ـجه  قـدقی  ای ـهدستورالعمل 

  با  مطالعه،  این  در  لذا.  است  کلیدی  چالش  کـی  چنانهم

  دستورالعمل   آزمایشگاهی،   فرآیندهای   در  دقت  ارتقای  هدف 

  هایسلول   استخراج  برای  صرفه  به  مقرون  و  ساده   کاربردی،

WJ-MSC  بافتی   قطعه   از  سلول  مهاجرت  روش   به  (Explant  )

  با  ها سلول  این رویی سوپ از sEVs آن، جداسازی متعاقب و

  چگالی   شیب  سانتریفیوژ  پایه  بر  تجاری  هایکیت  از  استفاده

  آنزیمی،   هایروش  برخلاف  روش  این.  گردید  سازیپیاده

 تولید   به  منجر  و  کرده  وارد   هاسلول   به  کمتری  آسیب

  در . شودمی  بالا  تمایزی  توان  و  خلوص  با   سلولی  هایجمعیت 

  و  پروتئینی  غلظت  فیزیکوشیمیایی،  هایویژگی  نهایت،

  ارزیابی  جهت  حاصله  هایوزیکول   مورفولوژیک  ساختار

 .گرفت قرار بررسی مورد  روش، کارآمدی

 

   sEVsفاز اول: استخراج  

شده، از پژوهشگاه    های بند ناف از نوزادان تازه متولدنمونه    

سالین    نرمالدرون    تهیه و تحت شرایط استریل  رویان تهران،

شرح داده شده    هایو تمام آزمایش  به آزمایشگاه منتقل شدند

در    ام شد. ـدر ادامه، در شرایط استریل و زیر هود لامینار انج

مجزا   ینمونه بافت ژل وارتون بند ناف انسان  2  این مطالعه از

روش   ب  Explantبا  تقر  یافت ـ)قطعات  طول   5  یبیبه 

.  دی گرد  استفاده   MSCهای  سلول   استخراججهت  (  تریلیلیم

سیلین و  حاوی پنی  PBSناف با    نمونه بندبدین صورت که،  

های باکتریایی  استرپتومایسین به منظور از بین بردن آلودگی

های خونی، شامل یک سیاهرگ  شستشو داده شد. سپس رگ

ج کوچک،  سرخرگ  دو  و  ژل  ادـبزرگ  بافت  و  شده  سازی 

کوچکتر قطعات  به  قیچی  با  تقسیم    متر(میلی  5)  وارتون 

های خون باقیمانده  ،  PBSا شستن مکرر با  ـسپس ب  گردید.

کوچک  ـپ  قطعات  و  به    قطعه(  6الی  5)تعداد    بافتی اک 

دقیقه    5  انتقال داده شد و به مدت  متریسانتی  25  کسفلا

گردید تا بیشترین   بهگراد انکودرجه سانتی  37  انکوباتوردر  

فلا کف  و  بافتی  قطعات  بین  چسبندگی  فراهم  سمیزان  ک 

یابی به میزان حداکثر سلول آزاد شده از جهت دستشود.  

بافت جابهـقطعات  عدم  تکه ی،  یا  جایی  پلیت  در  بافتی  های 

ها از قطعات بافتی  فلاسک کشت نقش مهمی در خروج سلول 

شود قبل از اضافه کردن محیط کشت به  دارد، لذا توصیه می 

  5الی    3  تمد  فلاسک کشت سلولی، ابتدا قطعات بافتی به

انکوباتور    قیقهد سانت  37در  ا  ـت  دگرد  انکوبهگراد  یدرجه 

 سکفلاو کف   یبافت تقطعا بین یچسبندگ انمیز بیشترین

 . (11)ایجاد شود  
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هر     به  کشت    سکفلا  سپس،  به    DMEM-F12محیط 

  72  ها به مدتسک، اضافه گردید. فلا  FBSدرصد    10همراه  

انکوبه شد   2CO  %5  ،گراددرجه سانتی  37  انکوباتورساعت در  

محیط کشت آنها با دقت و به آرامی تعویض شد.    سپس و  

ب انکوباسیون،  زمان  طول  سلوله  در  بنیادی  تدریج  های 

از قطعهـمزانشیمی شروع ب انتشار در    های بافتی و ه خروج 

روز بعد از انکوباسیون،  7الی  5 کنند و معمولاًکف پلیت می

سلولهای کوچک در اطراف قطعات بافت قابل رؤیت است.  

های آزاد شده به تراکم مناسب  که جمعیت سلول پس از این

قطعات   به   بافتیرسید،  و  شد  برداشته  کشت  فلاسک  از 

سلولهای آزاد شده اجازه رشد داده شد تا به تراکم مناسب  

از آن ها در محیط کشت به طور که تراکم آن  برسند. پس 

  -ها با استفاده از تریپسیندرصد رسید، سلول 80 به تقریبی

EDTA   (12)استخراج شدند . 

 

 :  WJ-MSCهای پتانسیل تمایز سلول
منظور         و(  %80)  مناسب  تراکم  به  هاسلول  رسیدنبه 

  دوکی)  مورفولوژیک  ایـهویژگی  حفظ  و  خلوص  از  اطمینان

از  اولیه پاساژهای طی در ،مزانشیمی هایسلول ( بودن شکل

پاساژسلول  تراکم    2  های  به  از رسیدن  پس  و    80استفاده 

سلول تمایز  پتانسیل  به    WJ-MSCهای  درصد، 

و سلولاستئوبلاست  قرار گرفت  ها  بررسی  های چربی مورد 

(4)  . 

نسبتاً     زمان  مدت  به  توجه  با  که،  صورت  طولانی    بدین 

و    های تمایزیآزمایشروز( جهت    21ها )انکوباسیون سلول 

ها در اثر تراکم بیش از اندازه  جهت جلوگیری از ریزش سلول 

سلول  10سلولی،   پاساژ    WJ-MSC  هزار  پلیت  2در  به   ،

ساعت انکوباسیون در   48گذشت    انه منتقل و پس ازـچهارخ

سانتی  37انکوباتور   کشت،    2CO  %5گراد،  درجه    محیط 

لیتر محیط تمایز استئوژنیک  میلی  1با    هاکـموجود در چاه

  10مولار(، گلیسرول فسفات )میلی  100شامل دگزامتازون )[

)میلی اسکوربیک  اسید  و  به همراه   50مولار(،  میکرومولار( 

آدیپوژنیک  ـی  و  ]  FBSدرصد    10 تمایز  محیط  شامل  [ا 

متیل گزانتین    -ایزوبوتیل-3مولار(،  میلی  100ایندومتاسین )

مولار(، و انسولین میلی  250مولار(، دگزامتازون )میلی  5/0)

جایگزین شد. به   ] FBSدرصد  10ه همراه ـمولار( بمیلی 5)

هر  روز  21  مدت تمایزی  یک   3  محیط  تع  روز  ویض  ـبار 

ها به بافت استخوان و سلول   روز، تمایز  21گردید و پس از  

 Oil Red O و    Alizarin Redآمیزی  چربی به ترتیب با رنگ

گرفت   قرار   Alizarin Redآمیزی  رنگ.   (4)مورد سنجش 

برای مشاهده تجمعات ترکیبات معدنی خارج سلولی و تایید  

برای تایید تجمع قطرات   Oil Red O، و  تمایز به استخوان

 .انجام شد های تمایز یافته)چربی( در داخل سلول لیپیدی

 

ــتجزی به کمک   WJ-MSCهای فنوتیپ ســلول ه و تحلیلـــ
  :یفلوسیتومتر

-WJهای  نشانگرهای سطحی، سلولبرای تجزیه و تحلیل      

MSC    دوم پاساژ  صورت   1×610)حدود  در  به  سلول( 

آنتی با  علیه بادیسوسپانسیون تک سلولی  مونوکلونال  های 

CD73  ،CD45  ،CD34  ،CD105  ها  آمیزی شدند. دادهگـرن

 . (4)تجزیه و تحلیل شد  Flowjo 7.6.1افزار با نرم

 

 :  sEV ذرات جهت جداسازی WJ-MSCتهیه سوپ سلولی 

سلول   sEVذرات       کشت  محیط  به    WJ-MSCهای  از 

آمد   استخراج  (13)دست  به طور خلاصه، جهت   .sEVs   از

با    دوم در پاساژ   WJ-MSCهای سوپ سلولی حاصل از سلول 

روز، محیط کشت   3الی    2هر   درصد استفاده شد.  80تراکم  

  FBS. بدین صورت که  شدکمتری جایگزین    FBSها با  سلول 

و صفر    2  ،  5  ،  7درصد به صورت تدریجی به    15محیط از  

یافت با محیط کشت بدون سرم سازگار تا سلول  کاهش  ها 

محیط به صفر   FBSکه میزان    شوند. در نهایت پس از این

از چند فلاسک کشت سلول  یی رو  عیرسید، ما  که    یحاصل 

و با    یآورکشت داده شده بودند، جمع  کسانی  طیتحت شرا

از فیلترهای   بقایای    22/0استفاده  میکرومتری فیلتر شد تا 

گراد  درجه سانتی  70و در نهایت در منفی    سلولی حذف شود

 ذخیره گردید.  
 

 :  WJ-MSCهای مشتق از سلول sEV ذرات استخراج
از مایع رویی تهیه شده با استفاده   MSC-sEVجداسازی     

دستورالعمل   انجـام   Exocib (Cib Biotech Co.)کیت    از 

شیب   شد. سانتریفیوژ  مبنای  بر  کیت  این  عملکرد  اساس 

لایه ایجاد  کیت  این  اساس  است.  با چگالی  محلول  از  هایی 

اساس وزن     sEVچگالی متفاوت است که در آن ذرات   بر 

می قرار  مناسب  لایه  در  خود    15ابتدا  گیرند.  مخصوص 

لیتر  میلی 3با دفریز شد و شده   لیتر از مایع رویی فیلترمیلی

از گذشت یک  موجود در کیت    Aمعرف   مخلوط شد. پس 

ها به مدت  گراد، لولهدرجه سانتی  4شب انکوباسیون در دمای  

سانتریفیوژ شدند. در نهایت،    g  1000دقیقه با سرعت    40
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رسوب،   اندازه  به  به    PBSمیکرولیتر    200تا    100بسته 

   ت تعلیق درآمد. ـرسوب اضافه شد و مخلوط دوباره به حال

 :  SEM عکسبرداری توسط میکروسکوپ الکترونی

مورفولوژی     مشاهده  میکروسکوپ   sEV  ذرات  برای  از 

روبشی SEM   (Scaning electron microscopy )  الکترونی 

  PBSابتدا با   sEVs  ونیمنظور، سوسپانس  نیبد  .استفاده شد

 تر یکرولیم  10سپس مقدار  (.  10به    1)به نسبت    دیگرد  قیرق

قرار داده شد و اجازه داده   زیتم یاشهیلامل ش یاز نمونه رو

دما در  تا  شرا  ی شد  در  شود  لأخ  طیاتاق  از   .خشک  پس 

طبق    یسازآماده دستگاه،  دستورالعملنمونه    استاندارد 

(2100  AIS-    ،SEM-SDBON  ) امیرکبیر دانشگاه  در 

 انجام گرفت.  یربردار یتصو

 

 : با استفاده از روش برادفود  sEV نیتعیین غلظت پروتئ
مطابق با دستورالعمل کیت  sEVs نیتعیین غلظت پروتئ    

شد انجام  که  ، پروتوسیب  صورت  یا    sEVsه  ـنمون  بدین  و 

 125 ) داردـه عنوان استان ـب  BSA  نیپروتئ یمتوال یهارقت

  وط ـمخل  (رـمیکرولیت  125ی ) ـول کوماســمحل  با  (میکرولیتر

دقیقه در دمای اتاق در تاریکی انکوبه   10ه مدت  ـد و ب ـگردی

ها در  شد. پس از گذشت مدت زمان انکوباسیون، جذب نمونه

  sEVsنانومتر خوانش گردید و مقدار غلظت    595طول موج  

 شد. استاندارد محاسبه   هاینمونه به کمک رسم نمودار از 

  

 

 : Explant با روش  WJ-MSCهای  جداسازی سلول 

 ژل با استفاده از قطعات بافت   MSCهای  جداسازی سلول     

از قرار 1  شکلانسان صورت گرفت )  بند ناف   وارتون (. بعد 

الی    5کشت، در روزهای    یها افتی در فلاسک ـدادن قطعات ب

افت قابل مشاهده بود.   ـ، اولین مهاجرت سلولی در اطراف ب7

ها گرد و سپس تغییر شکل داده و  سلول در ابتدا مورفولوژی  

پس از حصول تراکم سلولی   .های دوکی شدندتبدیل به سلول

بافت    قطعات،  (14الی    10)روزهای    بافتی  قطعهدر اطراف هر  

های آزاد شده  گردید تا سلولها خارج  وارتون از فلاسک   ژل

 (. 1 شکل ) تکثیر و گسترش یابند

 

 

 

 

 

وارتون برش داده شده    ژل( قطعات  B،  انسانی  ( نمایی از نمونه بند نافAوارتون انسانی.    ژلاز بافت    WJ-MSCهای  : جداسازی سلول  1  شکل

 روز پس از کشت. G  )14و  D )5 ،E )7 F )10و  C )1ها از قطعات  بافتی در روزهای متری. بررسی مهاجرت سلولمیلی 5به ابعاد 
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)پاساژ دوم( پس  WJ-MSCهای  ( مورفولوژی دوکی شکل سلولAها: و تایید تمایز آن  WJ-MSCهای : نمای میکروسکوپی از سلول2 شکل

روز در محیط تمایزی القاکننده    21ها پس از گذشت  سلول  داخل   در  یقطرات چرب  لیتشک  ینما (  Bاز گذشت یک هفته در محیط کشت.  

القاکننده  روز کشت در محیط تمایزی    21ها پس از  ( نمای رسوب ترکیبات معدنی در اطراف سلولOil red O   .  C  آمیزیآدیپوسیت و رنگ

 .  Alizarin redآمیزی استئوسیت و رنگ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یفلوسیتومتربه کمک  WJ-MSCهای بیان مارکرهای سطحی در سلول :3شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 sEVاز ذرات   SEM میکروگراف میکروسکوپ الکترونی   :4شکل 

Un-stain 

CD 45 

CD34 

CD 105 

CD73 
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 .: منحنی استاندارد آزمون برادفورد به همراه معادله محاسبه غلظت نشان داده شده است5شکل 

 
تحلیل و  سلول   تجزیه  سلول  WJ-MSCهای  تمایز  های  به 

 : استخوانی و چربی
با  وارتون انسانی،   ژلهای جدا شده از قطعات بافت سلول    

  رشد کرده و در هفته  ویژگی چسبندگی به کف فلاسک کشت

به   هاسلول  مرحله  این  در.  د ـرسیدن  تراکم   %80  دوم کشت 

  این .  شدند   داده  انتقال   جدید  فلاسک  به  و   شدند   داده   پاساژ 

های  دوکی شکل را نشان دادند و ویژگی  موفولوژی  هاسلول 

  حفظ شد  های متوالیپاساژ  در طیها  مورفولوژیکی این سلول

پ   WJ-MSCهای  سلول(.  A2شکل  ) نظر ـدر  از  دوم،  اساژ 

که   صورت  بدین  شدند.  تأیید  سلولی  رده  به  تمایز  توانایی 

سلول این  تمایز  از  توانایی  پس  انکوباسیون   21ها  از  روز 

آدیپوسیت  سلول  و  استئوسیت  القای  تمایزی  محیط  در  ها 

های تمایز یافته  بررسی شد. تجمع قطرات لیپیدی در سلول

استفـب رنگـا  روش  از  شد    Oil Red Oزی  ـآمیاده  تأیید 

همB2شکل  ) خارج  (.  معدنی  ترکیبات  تجمعات  چنین، 

شکل  گردید )  همشاهد   Alizarin Red Sآمیزی  سلولی با رنگ

C2 .) 

 

سلول سطحی  مارکرهای  روش    WJ-MSCهای  بررسی  با 
 :یفلوسیتومتر 

سلول     کمک    WJ-MSCهای  فنوتیپ  ی  فلوسیتومتر به 

از   نتایج حاصل  داد که فلوسیتومتربررسی گردید.  نشان  ی 

(  %8/93)  و   CD73(  %8/98)   ها به لحاظ بیان مارکرهایسلول 

CD105  ای ـکه بیان مارکره  . در حالی(3)شکل    مثبت بودند  

(83/1% )CD34 ( 28/1و% )CD45 (. 3)شکل   ودـی بـمنف 

ج  sEV  ذرات  بررسی استفادهـهای  با  شده    از  داسازی 
 :  SEMکترونی لمیکروسکوپ ا

میکروگراف     از  حاصل  الکترونی  نتایج  میکروسکوپ  های 

های استخراج شده با ظاهری نشان داد که بیشترین وزیکول

ان ت    40-60بین    دازه ـکروی و محدوده  گردید    یید أ نانومتر 

 (.  4 شکل)

 

 :به کمک برادفورد  sEVتعیین غلظت 
طور که در بخش    ، همانبرادفوردآزمایش    انجامبه منظور      

ها،  سلول  یابیداده شد، پس از مشخصه   حیها توضو روش   مواد

استخراج در  sEV  ذرات  جهت  از    تریلیلیم  15ت  ـنوب  هر، 

  Exocib  تیو با استفاده از ک  یآورجمع  یسوپرناتانت سلول

 تر یکرولیم  200تا    100شد. بسته به اندازه رسوب،    یورآفر

PBS  قیه حالت تعلـمجدداً ب  ونیبه رسوب اضافه و سوسپانس  

برا و   آزمایش   یدرآمد.  تعه  ب  برادفورد  غلظت    نییمنظور 

رسوب sEVذرات    ینیپروتئ چند  ی ها،  از  نوبت    نیحاصل 

در   کدام  هر  )که    PBSمیکرولیتر    200  تا   100استخراج 

یکنواخت جهت  بودند(  شده  میانگین  تعلیق  غلظت،  سازی 

گردPool)  عیتجم انجام  دـدنی(  جهت  سپس،    آزمایش. 

از    میکرولیتر(  125مورد نیاز مطابق با کیت )  برادفورد، مقدار

پروتئ  برداشته  sEVs  یینها  ونیسوسپانس غلظت    نیشد. 

sEVs  و در سه تکرار مستقل   تیاستاندارد ک   ی منحن  میبا ترس 

(3  n=  )نیغلظت پروتئ  نیانگ ی . م(5)شکل    شد  نییتع  sEVs  

 لیتر بود. میکروگرم در میلی   500 ده حدودـت آمـه دسـب

 ن در  ـمیزان پروتئی  آزمایش ن  ـه ایـت ک ـه ذکر اسـلازم ب    
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میـنمون نشان  را  جهت  ه  و   اختصاصی   بررسیدهد 

تر های اختصاصیاز روش  شودتوصیه می sEVsهای پروتئین

 چون روش وسترن بلات استفاده کرد.  هم

  یدیکل  ی هایژگ یو  لیمشتق از سلول به دل  sEV  ذرات     

م اـخود  پا  یی زایمنیانند  و    بالا   ییایمیکوشیزیف  یدار یکم، 

مدت  امکان طولانی  ب  تیظرف  ،نگهداری  بافتـنفوذ  و  ه  ها 

طولانـارتب  یبرقرار  یبرا  یذات  تیظرف سا  یاط  با    ریمدت 

با درمان بر  ات و محدودیتها، عدم خطرسلول  های مرتبط 

سلولـپای کانده  زم  یادوارکنندهیام  ی درمان  یدای،   نه یدر 

 .  (14)  شودیمحسوب م مدرن یپزشک

یی  ایمیکوشیزیخلوص و خواص فبا این وجود، عملکرد و      

تأث  sEV  ذرات و  منشاء    ر یتحت  مناسب  انتخاب  سلولی 

اگزوزمجداساز  یهاروش م  ی  لذا،  ردیگیقرار  تولید  .  امکان 

sEVs  ب مقیاس  سلولی ـدر  منبع  یک  وجود  ضرورت  و  الا 

است دانشمندان  و  محققان  توجه  مورد  (. 4،  15)  مناسب 

منابع  سلول  بهترین  از  یکی  مزانشیمی  بنیادی    sEVsهای 

به راحتی   MSCهای  . به طور عمده، سلول شوندمحسوب می

بافت تمام  میاز  دست  به  انسانی  واسطه  های  به  و  آیند 

از دست دادن خواص  زیاد بدون  گسترش آسان در مقادیر 

، به عنوان یک منبع مقیاس پذیر و درازمدت از خود  بازسازی

sEVs  (. 4، 15) شونددر نظر گرفته می 

،  MSCهای  در میان منابع مختلف جهت جداسازی سلول      

فاقد   و  دسترس  در  مناسب،  سلولی  منبع  یک  ناف  بند 

اند که در  نشان داده  هاه. مطالع(16) است  مشکلات اخلاقی

با سلول از سایر  MSCهای  مقایسه  ،  هابافت  استخراج شده 

پتا  WT-MSCهای  سلول  کنندگی  تعدیلسیل  ندارای 

ایمنی هستندقوی   سیستم  بالاتری  تکثیر  و  (.  17،  18)  تر 

مستخرج از خون بند MSC های  شایان ذکر است که سلول

با این  دارند،  WJ-MSC های  های مشابهی با سلولناف ویژگی

تکثیـح نرخ  کم،  فراوانی  دلیل  به  ضعیفـال،  و   ر 

کشت،  محدودیت کاربردههای  جذابیت  ـبرای  بالینی  ای 

تهاجمی و    های غیرچنین استفاده از روشکمتری دارند. هم

سلول ـب استخراج  در  درد  آنWJ-MSCهای  دون  به  ،  را  ها 

ایگزین بهتری برای کاربردهای بالینی تبدیل کرده  ـعنوان ج

آن  .(19)است   غنکه    جایی  از  منبع  ناف  بند  از    یخون 

های  است و میزان سلول   خونساز  سازشیپ /یادیبن  یهاسلول 

MSC   دارد،  ـپ استخراج   ایینی  وارتون،  ژل  با  مقایسه  در 

ناف دشوار و با راندمان پایین    از خون بند   MSCهای  سلول 

ها است.  ه ژل وارتون منبع غنی از این سلولـاست در حالی ک

های استخراج  ی سلول مورفولوژاد در  ـتنوع زی  ن،یعلاوه بر ا

یی پایین این منبع سلولی  آ، سبب کارخون بند نافشده از  

 (.  20-22) شودمی

سلول     با  مقایسه  از جفتدر  مزانشیمی مشتق  -P)  های 

MSCs    =Placental mesenchymal stem cells)رغم  ، علی

مورف  شباهت به  ـدر  تمایز  پتانسیل  و  ایمونوفنوتیپ  ولوژی، 

آدیپوسیتاستئوبلاست  و  سلول ها  زمان    WJ-MSCهای  ها، 

تر، نرخ تکثیر بالاتر و نرخ تشکیل دو برابر شدن سلولی کوتاه

نشان که  دارند،  بیشتری  چشمکلونی  کاربردی  دهنده  انداز 

 ی جداسازاز طرفی،    .(23،  24)ها است  بهتر برای این سلول

احتمال و  بوده    دهیچیاز جفت، پ   یمیمزانش  یادیبن  یهاسلول 

ب است  یمادر  یهاسلولا   ـآلودگی  که  زیاد  موضوع ،  این 

سلولنشان مزیت  سهولت   WJ-MSC  هایدهنده  نظر  از 

  . (25)است    ی جفتبا منابع    سهیو خلوص در مقا  یجداساز

،  BM-MSCهای  ای در مقایسه بین سلول هچنین درمطالعهم

WJ-MSC    وAT-MSCکه سلول است  گزارش شده  های  ، 

WT-MSC    وBM-MSC    در بالاتری  تکثیر  قدرت  دارای 

با سلول در    AT-MSCهای  مقایسه  ژن  بیان  الگوی  و  بوده 

سلول  WT-MSCهای  سلول  با    AT-MSCهای  مشابه 

 . (26)باشد می

 ه نوین درمان و توسع  یهاروشاهمیت  امروزه با توجه به      

های مناسب  مبتنی بر سلول، شناسایی و دستیابی به روش

سلول این  تکثیر  و  استخراج  بسیار  جهت  بالا  مقیاس  در  ها 

های مختلفی جهت  حائز اهمیت است. در حال حاضر، روش

مختلف گزارش و   هایهدر مطالع  MSCهای  استخراج سلول 

-Explant  (29و    های آنزیمیاند از جمله روش مقایسه شده

پای  ی هاروش  .(27 از آنزیم  هآنزیمی متعدد بر  های  استفاده 

 های دیگر نظیر پروتئولیتیک مانند کلاژناز، تریپسین و آنزیم

و   سلولی  خارج  ماتریکس  حذف  جهت  در  هیالورونیداز 

سلول  استواراست  آزادسازی  روش  (30)ها  در   .Explant  

شود تا  قطعات کوچک بافتی در محیط کشت قرار داده می

با روش  ه  ها بسلول  مقایسه  بافت خارج شوند. در  از  تدریج 

و    بوده تر  آسانتر، و مقرون به صرفه  Explantآنزیمی، روش  

آسیبسلول  با  میها  مواجه  کمتر  ودیدگی    درصد  شوند 

ها میزان رشد  چنین این سلولهممانی بالاتری دارند و  زنده

استخراج   از  پس  کوتاه  زمان  مدت  در  را  نشان بیشتری 

مطالع(29)  دهندمی در  ب  هایه.  روش  دو  این  ه  ـبسیاری 

مورد بررسی و مقایسه قرار    MSC  یهاسلول   منظور استخراج

که   داده شده استو همکاران نشان    پریا  مطالعه  اند. درگرفته
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از    یهاسلول  آمده  دست  باین  به  نظر  از  روش   ان یدو 

،  CD34  ،CD44  ،CD73  ،CD90)   یسطح  یمارکرها

CD105    وHLA-DRفعال و  کم   یمنیا  یهاتی(    یتفاوت 

به   تکث  یطوردارند،  روش  دو  هر  تک  سلول   ریکه  های 

مح   ایهسته   PBMC    :Peripheral blood)  یطیخون 

mononuclear cell  )را   ها ت یلنفوس  رینکرده و تکث  کیرا تحر

م بکنندیسرکوب  وجود،   ـ.  این  بسا    نییپا  اریدرصد 

پاساژ    ی خون   DR-HLA+ یهاسلول  سلولدر  از  های  اول 

MSC  استخراج شده با روش Explant تیجمع  دهندهنشان  

 Explant روش  .(31)  است   MSC هایسلول   ترکنواخت ی

تر با نرخ هتروژنتر و کمخالص  یهامنجر به برداشت سلول 

آنز  ریتکث روش  به  نسبت  حال شودمی  یم یبالاتر  در  که    ی، 

 ی استم سل شبه هاسلول   یعلاوه بر جداساز  یمیهضم آنز

موجب  (،  Fibroblast-like stem cells)  لاستـبروبیف

پر  الیاندوتل  یهاسلول   یآزادساز   گرددیم  زین  ها ت یسیو 

از   ی کمتر ناش  بیو آس  ترکنواختی  یتجمع سلول  لذا .  (32)

تکث  شیافزا  لیدل  ها،میآنز به دست  MSC هایسلول   رینرخ 

 .  (31، 32) است Explant آمده از روش

نیون       خود   زیو همکاران  مطالعه  کدر  کردند  ه  ـگزارش 

)تا    بیشتر بوده است  Explantروش  در  ها  سلول  هیتعداد اول

نشان  و همکاران  جینگ    .P0)  (33)  پاساژ   در  شتریبرابر ب  8/2

ه ـاستخراج ب  دو روز اول پس از  درها  تعداد سلول  دادند که

بعد    یکم است، اما به سرعت در روزها  Explant  کمک روش

به دست آمده با    هیاول  ی هاسلول  ت یو در نها  ابد ـییم   شیافزا

ها  . آندندـرسی  %80یزمان به کانفلوئنسهم  باًیدو روش تقر

دادند که روش ب Explant نشان    یهااز سلول   یشتریبازده 

هضم روش  به  نسبت  م  آنزیمی  استرومال  که    دهد،یارائه 

دل به  قابل  ل یاحتمالاً  قرار   ی هاسلول  یچسبندگ  ت یکاهش 

آنز معرض  در  سلول   میگرفته  رفتن  دست  از  طول و  در  ها 

هضم    ونیلتراسیف  یندهایفرآ روش  در  شستشو  آنزیمی  و 

از روش  .(34)  است استفاده  آنزیمی در جهت  لذا  های غیر 

این مطالعه  توصیه می  MSCهای  جداسازی سلول  شود. در 

روش   از  سلول   Explantنیز  استخراج  جهت  -WTهای  در 

MSC  ت جهت  در  اصلی  معیارهای  و  گردید  و  ائاستفاده  ید 

 المللی سلول بر اساس انجمن بین  MSCهای  خلوص سلول 

هم(ISCT)درمانی   توانایی  ،  و  مورفولوژی  بررسی  چون 

ها به سطح، میزان تکثیر و قدرت تمایز  چسبندگی این سلول

ها به بافت چربی و استخوان و حضور مارکرهای مختص آن 

حضور CD105و    MSC   (CD73های  سلول  عدم  و   )

 رار ــید ق ئ( مورد تاCD45و    CD34مارکرهای غیراختصاصی )

 گرفت.    

انتخ     بر  مناسب،  ـعلاوه  منبع  مقیاساب  و  تولید  پذیر 

حفظ   چنینو همها با بازده و خلوص بالا    sEVsجداسازی  

آن درمانساختار  با  مرتبط  اصلی  چالش  بر  ها  مبتنی  های 

sEVs    به مقرون  باید  جداسازی  روش  این،  بر  علاوه  است. 

.  (14)صرفه باشد و با فرآیند تولید با توان بالا سازگار باشد  

روش مامروزه  توانایی  مبنای  بر  مختلفی  جهت  ؤهای  در  ثر 

های اضافی در جهت و حذف پارتیکل  sEV  ذرات  جداسازی

دارد  sEVsداسازی  ـج اغلب مطالع(35)  وجود  در  ، دو  هاه. 

روش اولترا سانتریفیوژ و روش سانتریفیوژ شیب چگالی مورد  

 که استفاده از اولترا   دهداند. نتایج نشان میمقایسه قرار گرفته 

الای استخراج،  ـچون ظرفیت بسانتریفیوژ دارای مزایایی هم

. از طرفی، نیاز به تجهیزات  استکمتر    یخلوص بالا و آلودگ

در نتیجه سرعت   sEV  ذرات  گران قیمت و امکان آسیب به

استخراج   معایب  از  سانتریفیوژ  کمک    sEVبالای  به 

. سهولت بالا و عدم  (36)شود  اولتراسانتریفیوژ محسوب می

های سانتریفیوژ شیب نیاز به تجهیزات ویژه از مزایای روش

شود که البته رسوب پروتئین و آلودگی  چگالی محسوب می

sEVs    پروتئین از جمله معایب این در نظر  روش  به همراه 

 .  (37)شود گرفته می

  ذرات   در این مطالعه از کیت اگزوسیب در جهت جداسازی    

sEV  های  موجود درسوپ سلولی سلولWT-MSC    استفاده

مبنای سانتریفیوژ شیب   بر  کیت  این  روش  اساس  که  شد، 

 ذرات   چگالی است. پس از جداسازی، خصوصیات مورفولوژی

sEV  عدم آسیب    به کمک میکروسکوپ الکترونی تایید شد و

ساختـب وزیکول ـه  آنار  غشا  یکپارچگی  و  رها  قابل  یت  ؤها 

 .  بود

 

 :مطالعههای محدودیت
از   sEV  ذرات  رغم دستاوردهای مطلوب در استخراجعلی    

هایی مواجه ، این مطالعه با محدودیتWJ-MSCهای  سلول 

نظر قرار   آتی مد  هایهاید در تفسیر نتایج و مطالعـبود که ب

گیرند: در این مطالعه، سنجش کمی پروتئین صرفاً بر اساس  

روش برادفورد )سنجش پروتئین کل( انجام شد. اگرچه این 

روش برای تعیین دوز اولیه و اثبات بازدهی استخراج کافی  

از   استفاده  عدم  اما  بلات   هاییروشاست،  وسترن    ا ی  نظیر 

غشایی یفلوسیتومتر  مارکرهای  شناسایی  اختصاصی    برای 

sEVs  هم روش  و  توزیع    NTAچنین  دقیق  تعیین  برای 

محدودیت از  ذرات،  محسوب اندازه  پژوهش  این  فنی  های 

 شود.  می
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 گیری نتیجه

، به  WJ-MSCهای  کند که سلولید میئپژوهش حاضر تا    

غیر دسترسی  منبعی    دلیل  بالا،  تکثیری  توان  و  تهاجمی 

مقروندهـای و  استخراج  به  آل  برای  در   sEV  ذرات  صرفه 

هستند.   آزمایشگاهی  که چنین  هممقیاس  داد  نشان  نتایج 

از   این    جداسازی  دستورالعملاستفاده  در  شده  معرفی 

استحصالپژوهش به  منجر  ساختار    sEV  ذرات  ،  با 

ا این  ب  گرددمی مناسبمورفولوژیک سالم و غلظت پروتئینی  

نظیر اکتفا به    در این مطالعه  هاییال، باید به محدودیتـح

به جای شناسایی مارکرهای اختصاصی  سنجش پروتئین کل

می پیشنهاد  که  نمود  اشاره  بلات(  وسترن  در  )مانند  شود 

از بافت  ا استفاده از حجم ـآینده، ب  هایهمطالع های بالاتری 

مشخصه  دقیقیـاولیه،  پروتئینی  بررسیابی  و  های  تر 

  .صورت پذیرد  sEV ذرات بر روی این عملکردی

 

 حمایت مالی 

مؤسسه       خون،  انتقال  تحقیقات  مرکز  توسط  پروژه  این 

  ،یانتقال خون و معاونت علمعالی آموزشی و پژوهشی طب  

  یمال  نیتأم  یجمهور  استی ر  انیو اقتصاد دانش بن  یفناور

 . شده است
 

 ملاحظات اخلاقی 

این مطالعه در کمیته اخلاق در پژوهش پژوهشکده علوم      

د  ــ ـی شهیــریز و متابولیسم ـ دانشگاه علوم پزشکغدد درون

است   کرده  دریافت  اخلاق  کد  بهشتی 

(IR.SBMU.ENDOCRINE.REC.1400.140 .) 
 

 عدم تعارض منافع 

رد. گونه تعارض منافعی در مطالعه حاضر وجود نداهیچ    

 
 نقش نویسندگان 

  لیها، تحلداده  یآورانجام مراحل پژوهش، جمع میلاد خباره:

 گزارش، نگارش مقاله هیها، تهداده

 مقاله  شیراینگارش و و دکتر مهسا صالحی:

مطالعه، انجام مراحل پژوهش،    یطراحسمیه صادقی:دکتر  

و    ییراهنما  و   ـــــتیهدا  ها،داده  لیتحل نگارش  پژوهش، 

 مقاله  شیرایو

     
 تشکر و قدردانی 

نامه کارشناسی  حاصل بخشی از نتایج پایان مقاله حاضر،     

طب ؤم  بیوتکنولوژیارشد   پژوهشی  و  آموزشی  عالی  سسه 

خون   طرح  باشد.  می  (1414)شماره  انتقال  اجرای  هزینه 

حمایت مالی معاونت    و  سسه عالی طب انتقال خونؤتوسط م

علمی، فناوری و اقتصاد دانش بنیان ریاست جمهوری تحت 

( در تهران، ایران، انجام شده CT1402080876شماره گرنت )

سسه عالی  ؤدریغ مهای بی. بدین وسیله، از کلیه حمایتاست

 ی فناور  ،ی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون و معاونت علم

 کمال تشکر را داریم. یجمهور استی ر انیو اقتصاد دانش بن
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