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 مقاله پژوهشي 

 

CD34های بنیادی  توسعه سلول
  DBMخون بند ناف در داربست  +

 نیکوتین آمیدتحت تاثیر 
 

 1، مجید شهابي4، مسعود سلیماني5، مهین نیکوگفتار ظریف4مریم حاج علي عسگری
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ها بووده و   این سلولآمیز  مانعي مهم برای پیوند موفقیت ،ناف خون بندبنیادی خونساز در های  سلول کم تعداد
از اهمیوت بواییي برخووردار اسوتت کشوت       ،هوا  حفظ خصوصیات عملکردی آندر کنار  ها زدیاد این سلولا

سازی ریز محیط مکانیکي و شیمیایي بافت مغز  کمک بسیاری به شبیه ،های سه بعدی ها بر روی داربست سلول
ت به کند ها کمک مي به تکثیر بدون تمایز سلولو استفاده از ترکیبات خاصي چون نیکوتین آمید  استخوان کرده

در  هوا  توسعه ایون سولول   های بنیادی خونساز، به منظور تکثیر با حداقل تمایز سلولاین ترتیب در این مطالعه 
 بررسي شدت  نیکوتین آمیداستخوان طبیعي در حضور  محیطي نزدیک به مغز

 ها روش مواد و
بار تجربه در محیط سه بعدی و در شرایط مختلف تحت  2در  های بنیادی خونساز سلول ،تجربيدر این مطالعه 

شدندت در نهایت به منظور بررسي میزان توسوعه  داده روز کشت  7ها و نیکوتین آمید به مدت  سایتوکاینتاثیر 
بررسي چنین  و هم فلوسیتومتریسلولي، شمارش تام سلولي، ایمونوفنوتیپ سلولي و سنجش آپوپتوز به روش 

 بررسي شدت  آنوا آزمونتوسط ها انجام شدت نتایج  سلولزایي  توانایي کلني
 ها يافته

 ، میوزان کمتور آپوپتووز و   +CD34هوای   سلولها و  ر در تعداد کل سلولتکثیر بیشتاین مطالعه حکایت از نتایج 
نسبت به ها و نیکوتین آمید در داربست سه بعدی  در موارد استفاده توام از سایتوکاینزایي بایتر  توانایي کلني

 داشتت های دیگر گروه
 ينتيجه گير

در محیط آزمایشوگاه و داربسوت سوه    نیکوتین آمید با ممانعت از ایجاد تغییرات اپي ژنتیکي حاصل از کشت 
 دت نآی به شمار ميها  ترکیب بسیار مناسبي برای توسعه این سلول ،استخوان مغزریز محیط سازی  با شبیهبعدی 

 بندناف د،یآم نیکوتین ک،یهماتوپوئت یادیبن سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه 
ــد     ــت وان   پيون ــز اس ــک م  ــي در   ،آلوژني ــان عی  درم

هـای یيـر    سيستم خونسـاز و ب یـي بيمـاری   های  بدخيمي
 (HSC)خونسـاز هـای بنيـادی    سلولسيستم خونساز است. 

هايي بسـيار پرتـوان بـوده و     حاصل از خون بند ناف، سلول
ای را در سلول درماني و پزشکي بازساختي بـه   ژه وي جايگاه

، ليکن به دليل ت داد کم، اسـتااده از  اند خود اختصاص داده
 ای های گسترده ها محدود شده است. در اين راستا تلاش آن

برای رفـ  ايـن    ،سه ب دیهای  از جمله استااده از داربست
هـای   از بـين داربسـت    .(1)محدوديت انجـا  شـده اسـت   

، بـه عنـوان   Demineralized Bone Matrix( DBMمـذکور ) 
کــه ب ــ   اســتبافــت آلوگرافــت، داربســتي اســت واني 

مـاتريک  خـارج سـلولي آن تحـت تـاثير       دني ترکيبات م
حذف شده اسـت و مـاتريک  کـلاژن کـه ارگانيـک       اسيد

ــت ــروتئين   و بر اس ــل پ ــد مت ــای رش ــي فاکتوره ــای  خ ه
 .(2، 3)است باعي ماندهمورفوژنيک است وان در آن 

برخـي   ،هـای سـه ب ـدی    علاوه بر اسـتااده از داربسـت      
نيکـوتين  شوند.  ها مي توس ه اين سلول بترکيبات نيز موج

در که است  B3شکلي از ويتامين  NAM(C6H6N2O)يا  آميد
و  شـد  کشـف  1635 سال در. اين ماده شود یذاها يافت مي

مـورد   يـي داروو به عنوان يـک مکمـل یـذايي    از آن زمان 
ــي  ــرار م ــتااده ع ــرد. اس ــد گي ــوتين آمي ــوا   نيک يکــي از ان

ــده ــت و    مهارکنن ــتيلاز اس ــتون داس ــای هيس ــده ه مهارکنن
ــايي اســت کــه از   آنــزيم نيکــوتين آميــد آدنــين دی    ه

+نوکلئوتيد)
NAD )   کنند)ماننـد   برای ف اليتشـان اسـتااده مـي

 NADکه يک هيستون داستيلاز وابسـته بـه   سرتوئين  آنزيم
بنــابراين بــه صـورت مســتقيم در کنتــرل عملکــرد  ، اسـت( 

ــد انــرژی دخالــت و  متابوليســم ســلولي ميتوکنــدری، تولي
 های بنيـادی  سلولنشان داده است که  ها . میال ه(6-9)دارد

محـي    ريـز بـوده و  حـي  خـود   م ريـز  خونساز تحت تاثير
ــي  ــي اساس ــلول   نقش ــن س ــت اي ــين سرنوش ــا و  در ت ي ه

ها به سوی خاموشـي، خـود نوسـازی و يـا      گيری آن جهت
نشـان داده شـده کـه    ای  در میال ـه . (7)کنـد  بازی ميتمايز 

، ثر در خونسازیؤهای م سايتوکاينافزودن نيکوتين آميد به 
CD34هـای   ای از سـلول  راواني افـزاي  يافتـه  ف

+
 CD38

و  -
را همراه داشـته  های مت هد به يک رده خاص  کاه  سلول

 ها افـزاي  مهـاجرت بـه سـمت     سلول اينچنين  است. هم
SDF-1 (stromal cell–derived factor1)   و در واع  افزاي

نتـاي   . (8)نـد ا هاسـت وان را نشـان داد   لانه گزينـي در م ـز  
و همکاران  تاثير نيکوتين آميد را بـر  هورويتز  های همیال 

از . (6)های بنيادی خونسـاز نشـان داده اسـت    توس ه سلول
و همکـاران   تـان  ای کـه توسـ     در میال ـه  ديگـر، طرف 

صــورت گرفــت، مشــاهده شــد کــه اســتااده از داربســت  
 های متمايز شـده از  است وان اسانجي همراه با استئوبلاست

هـا و  HSC، در ازديـاد  (MSC)های بنيادی مزانشـيمي  سلول
. (11)ها، تاثير عابل تـوجهي دارد  حاظ حالت تمايز نيافته آن

 هـای بنيـادی   توسـ ه سـلول  میال ـه  در ايـن  به اين ترتيب 
اسـتااده از   بـا بررسـي و  تحت تاثير نيکوتين آميد  خونساز

بـه شـراي    شراي  کشت ، DBM داربست سه ب دی طبي ي
 د. شنزديک داخل بدن 

 
  ها روشمواد و 

  بود.اين میال ه از نو  تجربي مداخله ای     
 

 تهيه خون بند ناف:

 اننامـه کتبـي از مـادر    ناف با دريافت رضـايت  بند خون    
خـون   های بنيادی مزانشـيمي  سلول هنگا  زايمان تهيه شد.

 Magnetic-activated cell بنــد نــاف بــا اســتااده از روش

sorting (MACS)  .جداسازی شدند 
 

 ها از خون بند ناف: HSCجداسازی 
 MACS روشهـا بـا اسـتااده از     جداسازی ايـن سـلول      

کـه بـه    CD34هـای   بادی آنتي روشگرفت. در اين  صورت 
ذرات آهن کونژوگـه هسـتند، در ميـدان م ناطيسـي سـبب      

شوند و در ادامه با خارج کردن  ها در ستون مي ماندن سلول
CD34هـای   وانيم سـلول ت مي ،ستون از ميدان م ناطيسي

را  +
 جداسازی کنيم. 

 
 :ت يين یلظت مناسب نيکوتين آميد

 ،جهت يافتن یلظت مناسب نيکوتين آميد مورد اسـتااده     
مــولار آمــاده شــد و  ميلــي11، 5، 3، 1، 5/1، 1/1یلظــت  9

HSC روز در محي  کشت  7ها به مدتstem span راه ـهم 
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 * > p 02/0 های مختلف روز در غلظت 7دار پس از  های هسته مقایسه نتایج شمارش سلول :4نمودار 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  مختلف یها غلظت در روز 7 از پس+CD34  یها سلول درصد خلوص جینتا سهیمقا :5 نمودار

NS:None Significant 

 
های م تلف از نيکوتين آميد کشت شـدند. نتيجـه    با یلظت

( و درصــد خلــوص TNCدار) هــای هســته شــمارش ســلول
CD34های  سلول

در نمودارهـا نشـان داده   روز  7پـ  از   +
 (.2و  1 هایشده است)نمودار

 
 سازی بستر سه ب دی: آماده
 شـدند،  متصل مي DBMها بايد به  که سلول به علت اين    

شـد. جهـت تنظـيم اسـيديته      با کلاژن کوت  DBMدر ابتدا 

DBM ، pH    برسـد، بـه همـين     7محلول بايستي به حـدود
مولار با تيتراسـيون،   NaOH 1/1منظور با استااده از محلول 

 .شد تنظيم  7حدود  pHمقدار 
 

 ها: کشت سلول
هـای   کـه در خانـه   DBMبه هـر   HSCار هز 151ت داد     

 خانه عـرار داده شـده بـود، اضـافه گرديـد و      68های  پليت
 و  stem spanها در محي  DBMروز در 7ها  به مدت  سلول
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 در شراي  م تلف به شرح زير کشت شدند:
 )کنترل مناي) بدون هيچ افزودني 
  ــايتوکاين هــای و  stem cell factor (SCF (س

(TPO)  Thrombopoietin هر يک(ng/L 51) 
  ميلي مولار 5/1نيکوتين آميد 
 نيکوتين آميد + سايتوکاين 

 :شمارش سلولي
هـای کشـت داده شـده از     روز با پيپتاژ سـلول  7پ  از     

هـا   شدند. سپ  شـمارش ايـن سـلول    جدا  DBMداربست 
 گرفت. توس  دستگاه شمارشگر سلولي انجا  

 
 :شدههای جدا  ت يين خلوص سلول

CD34 هــای  جهــت بررســي فنوتيــ  ســلول    
پــ  از +

چنـين پـ  از کشـت در     هم جداسازی از خون بند ناف و
DBM   هـا   شد. عبل از افـزودن سـلول   ، فلوسايتومتری انجا

در  DBMهـا از   چنين پ  از جداسـازی آن  و هم DBMبه 
هـزار سـلول    21، به دو ميکروتيوب هر يک حـدود  7روز 

 IgG1يک لوله به عنـوان ايزوتايـ  کنتـرل،   . به ديگرداضافه 
بـادی    و به لوله ديگر دو آنتـي  PEو  FITCموشي متصل به 

CD34  متصل به PE ))و  )داکو، دانمـارCD38    متصـل بـه
FITC ))افزوده گرديد. در نهايت با دسـتگاه   )داکو، دانمار

 فلوسايتومتری آناليز صورت گرفت.
 

 :آپوپتوز
هـا، ميـزان آپوپتـوز     ماني سلول جهت بررسي ميزان زنده    

HSC ها با استااده از کيتAnnexin-PI  بررسي شد. در روز
برای هر يک از  7های جدا شده و در روز HSCصار برای 

که بـه دو ميکروتيـوب    گرديدها به اين صورت عمل  گروه
و بـه   unstainهزار سلول اضافه شد. يک لولـه   21هر يک 

شده و نتاي  بـا اسـتااده از    اضافه PIو  Annexinلوله ديگر 
 شد. دستگاه فلوسايتومتری خوانده 

 
هـا پـ  از   HSC (CFU assayزايـي)  بررسي توانـايي کلنـي  

 :کشت
 ررسي خصوصيات  ـت بـي جهـ  کلنـسنج آزمـايـ      

انجا  گرفت. در ايـن    7ها در روز صار و HSC عملکردی
انـوا   شد که حـاوی   از محيیي نيمه جامد استااده  آزماي 

های خوني  نياز برای تمايز به انوا  رده های مورد سايتوکاين
 شد: به ترتيب زير انجا   آزماي بود. اين 

ليتـر محـي     ميلـي  3سلول شـمارش و بـه    1111ت داد     
ها توسـ    حاوی سلول متوکالت محي  شد. اضافه متوکالت 

شد. سپ  اين  ري ته  CFUهای م صوص  سرنگ در دي 
 CO2گـراد،   درجـه سـانتي   37انکوباتور با دمای ها در  دي 

 روز،16پــ  از  شــدند. % عــرار داده مــي65% و رطوبــت 5
 51تجم ـات حـاوی    .گرديدند ها بررسي و شمارش  کلوني

 شدند.سلول يا بيشتر به عنوان کلني تلقي 
تحـت آزمـون    حاصـله  اطلاعاتی آمار تجزيه و تحليل    
 در م نـادار ی آمـار  نظـر  از >p 15/1 ريمقاد. شد انجا  آنوا
 .شد گرفته نظر
 

 ها يافته
CD34های  ت يين درصد خلوص سلول

جدا شده از خـون   +
 بند ناف:

CD34های  برای ت يين خلوص سلول    
هـای   بادی از آنتي +

طبـ  آنـاليز    شد. استااده  CD38و  CD34های  ضد شاخص
ــه طــور ميــانگين ،فلوســايتومتری از درصــد  3/88 ± 1/7 ب

CD38ها سلول
-
CD34

+
 .(1)شکل بودند  

 . 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

جدا شده  +CD34های  گراف فلوسایتومتری خلوص سلول: 4 نمودار
های  سلول Yو محور  +CD34های  سلول Xاز خون بند نافت محور 

CD38+ دهدت را نشان مي 

File: untreat-cd105-FITC-cd146-pe-.FCS   Date: 07-09-2015  Time: 20:51:46    Particles: 3780   Acq.-Time: 19 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 2997    2997    -    79.29 113.79  29.74 36.47   71.18
Q1 R1 0       0       -    0.00 -    -    -    -    
Q2 R1 114     97      -    3.24 349.45  40.17 16.40   46.11
Q3 R1 839     169     -    5.64 7.17    32.04 1.03    20.90
Q4 R1 2827    2731    -    91.12 93.13   84.85 1.97    87.38
RN1 R1 108     91      -    3.04 16.81   45.41 -    -    
RN2 R1 2946    2833    -    94.53 101.76  92.58 -    -    
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 * > p 02/0 تمختلف طیشرا در کشت روز 7 از پس شده جدای ها سلول رکلیتکث زانیم :1 نمودار

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 * > p 02/0ت مختلف طیشرا در کشت روز 7 از پس +CD34ی ها رسلولیتکث زانیم :2نمودار 
  

 :ت يين یلظت نيکوتين آميد
هـای   بيشـترين ت ـداد سـلول    ،مولار ميلي 5/1در یلظت     

دار اکه با توجه به تااوت م ن ـ مشاهده شد (TNCدار ) هسته
گـرفتن  اين گروه با گروه کنتـرل و هـم چنـين بـا در نظـر      

CD34هـای   درصد سلول
در ايـن گـروه، ايـن یلظـت بـه       +
در تجربيات در نظر گرفتـه شـد. لاز     عنوان یلظت مناسب

CD34هـای   به ذکر است که درصـد سـلول  
در دو یلظـت   +

بالاترين رعم را داشت که به دليل عد  تااوت ،  5/1و  1/1
 TNCدار اچنين افزاي  م ن ـ دار بين اين دو گروه و همام ن
ا اطمينان انت ـاب  ـت بـن یلظـولار، ايـم ميلي 5/1گروه در 
 شد.
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 نیکوتین آمید : C سایتوکاین : B منفي :کنترل A در شرایط مختلف کشتت CD38-FITCو  CD34-PEهای  نتایج فلوسایتومتری شاخص :4شکل 
D : محور + سایتوکاینت نیکوتین آمید X های  سلولCD34+ و محورY های سلولCD38+ دهدت را نشان مي 

 
 شمارش سلولي و ارزيابي ميزان تکتير سلولي:

( در پايـان  TNCدار جدا شده) های هسته ت داد کل سلول    
مواردی که محي  کشت حـاوی   روز هاتم کشت در تمامي 

سايتوکاين و يا نيکوتين آميد به تنهايي بـود،   نيکوتين آميد+
 .  (5و  6)نمودارهای افزاي  م نادار را نشان داد

 
 ها پ  از هم کشتي:HSCبررسي ايمونوفنوتاي  

ــرای      ــا در روز صــار و روز HSCب فلوســايتومتری  7 ه
ــاخص ــای  ش ــي   CD38-FITCو  CD34-PEه ــدبررس . ش

 1/7روز صار  در  CD34ميانگين بيان مارکر سیحي درصد
 CD34بود. در روز هاتم درصد بيان مـارکر   درصد 3/88 ±

های زير ميزان  م تلف کشت متااوت بود. گراف در شراي 
ــا ی  ــان مارکره ــف  CD38و  CD34بي ــراي  م تل را در ش

هـا مربـوب بـه يکـي از نتـاي        دهد. گـراف  مي کشت نشان
 .(1)شکل فلوسايتومتری برای هر گروه است

 
 ها پ  از هم کشتي:HSCبررسي ميزان آپوپتوز 

وارد هـا،   از سـلول % 61بي  از های کنترل،  یير از گروه    
های زنـده حاصـل    فاز آپوپتوتيک نشده بودند. ت داد سلول

. نتاي  يکـي از  بود ها آپوپتوز در ت داد میل  سلولآزماي  
 .(2)شکل آمده است شکلها در  گروه

 
 :ها HSCزايي  بررسي توان کلني

 ده،ـدا شـهای ج زايي سلول به منظور بررسي توان کلني    
ــداد  ــت کشــت شــدند.   1111ت  ســلول در محــي  متوکال

های ايجاد شده با اسـتااده از ميکروسـکوم م کـوس     کلني
 شمارش شدند.

 روز 7ای تکتير شده پ  از ـه ولـي سلـزاي يـوان کلنـت    
های  کشت در شراي  م تلف، از طري  شمارش ت داد کلني
 ايجاد شده در محي  متوکالت مورد ارزيابي عرار گرفت.

File: 34PE-38 FITC- C.FCS   Date: 30-04-2014  Time: 16:08:46    Particles: 1688   Acq.-Time: 79 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 1302    1302    -    77.13 87.39   24.06 18.72   67.68
Q1 R1 471     389     -    29.88 6.11    33.59 19.60   51.09
Q2 R1 567     386     -    29.65 30.86   120.64 55.95   165.42
Q3 R1 223     135     -    10.37 6.01    43.31 6.03    51.52
Q4 R1 427     392     -    30.11 31.87   59.23 2.52    91.81
RN1 R1 1019    763     -    58.60 38.14   179.83 -    -    
RN2 R1 958     746     -    57.30 32.27   92.13 -    -    

Speed: 5.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 215.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 230.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 510.0 log3 10.0 999.9 - - -- 49.5 0.5
FL2 - 600.0 log3 10.0 999.9 - - 20.8 -- 0.8

File: 1-CD34-PE-CD38-FITC.FCS   Date: 05-10-2013  Time: 08:54:15    Particles: 2736   Acq.-Time: 12 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 2620    2620    -    95.76 81.52   15.64 15.17   28.42
Q1 R1 78      39      -    1.49 1.39    82.31 46.28   63.26
Q2 R1 622     590     -    22.52 87.85   48.03 23.13   62.00
Q3 R1 25      21      -    0.80 1.25    34.89 3.07    67.27
Q4 R1 2011    1970    -    75.19 153.81  43.92 1.57    94.85
RN1 R1 705     634     -    24.20 24.43   67.99 -    -    
RN2 R1 2633    2560    -    97.71 138.61  49.42 -    -    

File: CD34-PE-CD38-FITC.FCS   Date: 22-07-2013  Time: 08:25:07    Particles: 3000   Acq.-Time: 45 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 2018    2018    -    67.27 90.40   12.41 15.52   36.84
Q1 R1 264     85      -    4.21 1.89    94.02 61.87   232.76
Q2 R1 378     219     -    10.85 129.87  58.42 29.80   204.78
Q3 R1 242     128     -    6.34 1.65    102.07 3.88    73.60
Q4 R1 2116    1586    -    78.59 181.31  33.85 1.57    110.85
RN1 R1 808     413     -    20.47 28.31   230.53 -    -    
RN2 R1 2523    1815    -    89.94 174.16  38.16 -    -    

A 

C 

B 

D 



 69 زمستان، 6شماره  ،16 هدور                                                       

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 نیکوتین آمید+ سایتوکاینت : D نیکوتین آمید : C سایتوکاین : B : کنترل منفي  Aمقایسه میزان آپوپتوز در شرایط مختلف کشتت : 5شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 * > p 02/0زایي در شرایط مختلف کشتت  مقایسه کلني  :9نمودار 

 

File: 2.FCS   Date: 14-04-2015  Time: 13:21:45    Particles: 5000   Acq.-Time: 30 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 4942    4942    -    98.84 112.22  19.49 57.64   34.36
Q1 R1 191     176     -    3.56 2.84    90.70 14.60   28.11
Q2 R1 179     167     -    3.38 33.50   62.32 15.46   30.41
Q3 R1 4473    4445    -    89.94 1.37    99.36 4.05    44.48
Q4 R1 157     154     -    3.12 32.49   77.26 4.99    58.49
RN1 R1 363     336     -    6.80 15.12   29.18 -    -    
RN2 R1 336     321     -    6.50 33.01   69.57 -    -    
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م ـافزودن نيکوتين آميد هم در همراهي با سـايتوکاين و ه ـ 
 (>p 15/1) زايي شد ي سبب افزاي  م نادار کلنيـه تنهايـب

 .(9)نمودار 

 

 بحث
رفـ  محـدوديت اسـتااده از    ای برای  های گسترده تلاش    

انجـا    های بنيادی خونساز ناف جهت پيوند سلول خون بند
توان به تـلاش بـرای توسـ ه     شده است که از آن جمله مي

ها با استااده از مواد م تلف اشاره کرد کـه   ت داد اين سلول
. (1)های هيستون داستيلاز است مهارکننده ،يکي از اين مواد

هـای هيسـتون داسـتيلاز     يکـي از مهارکننـده   ،نيکوتين آميد
NADاست. اين ماده مهارکننده سرتوئين)کوآنزيم:

+
( اسـت.   

در واع  يـک هيسـتون    که از اين خانواده SIRT1 گروه زير
هـا   داستيلاز است بـا داستيلاسـيون ريشـه ليـزين هيسـتون     

امکـان  که در ايـن شـراي    موجب فشردگي کروماتين شده 
باشد. نيکـوتين آميـد ايـن عملکـرد را      رونويسي از آن نمي

هـا شـده و    م تل کرده و منجر به هايپراستيلاسيون هيستون
ها را تحت تاثير عرار  های مربوب به تکتير اين سلول بيان ژن

های بنـد نـاف   HSCاز طرفي طي توس ه . (11-16)دهد مي
شوند. مهار  ها دچار هايپر متيلاسيون مي آن DNAدر کشت، 

 هـا مهـار   کـه يکـي از انـوا  آن    DNAهای متيلاسيون  کننده
-آزا-5 ها)والپوريک اسـيد،  های داستيلاسيون هيستون کننده

و نيکوتين آميـد( هسـتند، بـر کـاه      دئوکسي سيتيدين -2
 مـؤثر های تنظـيم کننـده در همـاتوپوئز     هايپرمتيلاسيون ژن

چنين  ها و هم هستند. در نتيجه برای کاه  متيلاسيون ژن
شود،  ها که هر دو سبب افزاي  بيان ژني مي استيلاسيون آن

ها استااده HSCدر اين میال ه از نيکوتين آميد برای توس ه 
 شد.
 ها، عـد  وجـود ريـز   HSCيکي از علل هايپرمتيلاسيون     

محي  مناسب طي کشت است. شواهد حـاکي از آن اسـت   
که يک ساختار سه ب دی برای تقليد شـراي  فيزيولـوژيکي   

، 19)رسـد  مهم و ضروری به نظـر مـي   ex vivoها در  سلول
ها در داربسـت  HSCبه همين جهت در اين میال ه  (1، 15

DBM .کشت شدند 
  هـن آميد هم بدر اين میال ه مشاهده شد که افزودن نيکوتي

 راه با سايتوکاين به محي  کشت، شمارش ـتنهايي و هم هم
CD34های  ها و شمارش سلول کلي سلول

را در مقايسه بـا   +
به طـور م نـاداری افـزاي  داد ولـي بهتـرين       ،گروه کنترل

نتيجه از همراهي نيکوتين آميد با سـايتوکاين حاصـل شـده    
CD34برابری سـلول هـای     9/5 است که سبب افزاي 

و  +
شد. افزودن نيکوتين آميـد و سـايتوکاين    TNCبرابری  5/9

CD34هـای   به محي  کشـت سـبب شـد خلـوص سـلول     
+ 

هـای   سـلول  ،هـای ديگـر   افزاي  يافته و در مقايسه با گروه
هـای کشـت شـده بـا      چنـين گـروه   کمتری تمايز يابند. هم

نيکوتين آميد و سايتوکاين کمترين ميزان آپوپتوز را داشـتند  
شراي  زيست بهتـر در حیـور   که اين موضو  تاييد کننده 

هـای   ، در ميـان گـروه  CFUدر نتاي   باشد. نيکوتين آميد مي
هـا  HSCکشت شده، بيشترين ت داد کلني مربوب به کشـت  

 3همراه با سـايتوکاين و نيکـوتين آميـد بـود کـه افـزاي        
 برابری وجود داشت.

ديگـری از نيکـوتين آميـد و     های هپي  از اين در میال     
هت توس ه استااده شـده بـود. زيـرا نيکـوتين     سايتوکاين ج

هـای بنـد نـاف، مـان  هـايپر       HSCآميد علاوه بـر توسـ ه   
 .(1)شود ها مي اين سلول DNAمتيلاسيون 

هـا سـه هاتـه در دو    HSCو همکاران ،  پلد در میال ه    
+ سـايتوکاين و سـايتوکاين بـه تنهـايي      گروه نيکوتين آميد

ــد و   کشــت شــدند. در گروهــي کــه حــاوی نيکــوتين آمي
CD34هــای  ، ســلولTNCســايتوکاين بــود 

چنــين  و هــم +
زايي افزاي  عابل توجهي داشتند، ضمن آن که ت ـداد   کلني
های تمايز يافته در مقايسه با گروه حاوی سـايتوکاين   سلول

افـزاي  بيشـتر ت ـداد     .(8)به طور م ناداری کاه  داشـت 
 ،میال ـه ايـن  نسـبت بـه    پلـد  ها در میال ه ها و کلني سلول

کـه  پلد) ممکن است به علت مدت زمان کشـت در میال ـه  
چنين ترکيب سايتوکايني که  و هم (میال ه بوداين سه برابر 
 در حـالي  باشـد  بود، FLT3-Lو  TPO  ،SCF  ،IL-6حاوی 

و  SCFتنها حـاوی   حاضرکه ترکيب سايتوکايني در میال ه 
TPO .بود 
هـا از  HSC، بـرای توسـ ه    2119ای در سال  در میال ه    

داربستي از جن  است وان استااده شد و سايتوکاين يا ماده 
ديگری به محي  کشت اضـافه نشـد ولـي نتـاي  حـاکي از      
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ها در مقايسه با کشـت دو ب ـدی بـود    HSCر افزاي  م نادا
چـه در ايـن میال ـه ملاحظـه      به صورت خلاصه آن .(17)

شد، تاثير عابـل ملاحظـه نيکـوتين آميـد و سـايتوکاين بـر       
هـای   سـلول  زايـي و کـاه  ميـزان آپوپتـوز     توس ه و کلني

 بنيادی هماتوپوئتيک بود. 

 

گيري نتيجه
زايــي  نيکــوتين آميــد و ســايتوکاين بــر توســ ه و کلنــي    

ثر بوده و سـبب افـزاي    ؤهای بنيادی هماتوپوئتيک م سلول

   هـای  و افـزاي  خلـوص سـلول    هـا  مـاني ايـن سـلول    زنده
CD34

 شدند. +
 

    تشكر و قدرداني
کارشناسي ارشد با حمايت نامه  اين مقاله ب شي از پايان    

سسه عالي آموزشي و پژوهشي طـب انتقـال خـون    ؤمالي م
باشد. بدين  مي IR.IMI.REC.1394.23و با کد اخلاق  تهران

سسه تشکر و ؤهای اين م وسيله نويسندگان مقاله از حمايت
 نمايند. عدرداني مي
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Abstract 
Background and Objectives 

The low number of umbilical cord blood cells is an important barrier to successful bone 

marrow transplantation. Therefore, the growth of these cells while maintaining their functional 

characteristics is of great importance. Culturing cells on 3D scaffolds like DBM has greatly 

contributed to the simulation of the mechanical and chemical micro-environment of the bone 

marrow tissue. There are also specific compounds for proliferation without differentiation of 

cells one of which is nicotinamide. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, hematopoietic stem cells (HSCs) were cultured 7 days in DBM 

under the following conditions of (1) negative control, (2) cytokine, (3) nicotinamide, (4) 

nicotinamide and cytokine. After 7 days, cell count, purity using flow cytometry, colony 

forming unit assay and apoptosis were evaluated and performed. The data were analyzed using 

Anova. 

 

Results 

Our results indicated that in all cases, the combination of nicotinamide and cytokine was 

accompanied with more proliferation, more CD34
+
 cells, less apoptosis, and higher colony-

forming ability than other groups. 
 

Conclusions   

Nicotinamide is a very suitable compound for the development of umbilical cord blood cells

given the role of the former in preventing epigenetic changes that are the outcome of 

laboratorial cell culture and the simulation of bone marrow niche by DMB.  

 

Key words: Hematopoietic Stem Cell, Nicotinamide, Umbilical Cord 

 

 

 

 

 

 
Received:    2 Aug 2017 

Accepted: 27 Sep 2017 

 

 
Correspondence: Nikougoftar Zarif M., PhD of Hematology. Associate Professor of Blood Transfusion Research 
Center, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine.  
P.O.Box: 14665-1157, Tehran, Iran. Tel: (+9821) 88601575; Fax: (+9821) 88601576  
E-mail: Nikougoftar@ibto.ir 

 

 

 

Sci J Iran Blood Transfus Organ 2018; 14(4): 295-304 

Original Article 

 


