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 مقاله پژوهشي 

 

 های بنیادی خونساز بند ناف  بر تکثیر سلول Yتاثیر نوروپپتید 
 

 3، کامران عطاردی2اله اکبر پورفتح ، علي4نسب سوسن مرادی

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
. از این رو تکثیر استهای بنیادی خونساز خون بند ناف یک محدودیت جهت مصارف بالیني  تعداد کم سلول

. سیستم عصبي استها به منظور دستیابي به تعداد مناسب برای مقاصد درماني ضروری  سلول این آزمایشگاهي
 محیط مغز های بنیادی خونساز در ریز سمپاتیک و نوروترنسمیترها در تنظیم خود نوسازی، تکثیر و تمایز سلول

هاای خونسااز در شارایط     در سلول Yارزیابي قدرت تکثیری نوروپپتید  ،استخوان نقش دارند. هدف از مطالعه
 بود.آزمایشگاهي 

 ها روش مواد و
هاا در ضواور فقاط     های بنیادی خونسااز پاا از جداساازی آن    مقایسه کشت سلول در یک مطالعه تجربي،

میکروماورر   4به عنوان گروه کنترل و در شرایط تیماار شاده باا تلظات     (SCF، TPO، FLT3 L)سایتوکاین 
دار و  هاای هساته   تعداد تام سالول  ۷ در روزبه عنوان آزمون انجام پذیرفت.  علاوه بر سایتوکاین Yنوروپپتید 

نیاز   LTC-IC. آزماون  شاد های تزاید یافته بررسي  زایي سلول محاسبه گردید. قدرت کلني +CD34 های سلول
 شد.زایي در کشت طورني مدت انجام  جهت بررسي قدرت کلني

 ها يافته
 +CD34 ای و های تام تک هسته های بنیادی خونساز بند ناف منجر به افزایش معنادار سلول روزه سلول ۷تکثیر 

 های مختلط، میلوئیدی و اریتروئیدی انواع کلني مشاهدهمقایسه با گروه کنترل شد.  در Yتیمار شده با نوروپپتید
. باود هاای خاوني    به انواع رده +CD34یافته  های تکثیر دهنده ضفظ قدرت تمایزی سلول نشان CFUدر آزمون 

 طورني مدت را ضفظ کرده بودند.زایي در کشت  قدرت کلني Y با نوروپپتیدتکثیر شده های  سلول

 ينتيجه گير
 ها رده انواع به تمایز قدرت ضفظ با را خونساز بنیادی های سلول تکثیر تواند مي Y نوروپپتید داد نشان ما مطالعه

 .نماید ضمایت سایتوکایني مکمل ضوور در و روزه ۷ کشت در

  Yنوروپپتید خونساز، بنیادی های سلول ناف، بند خون :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 72/3/69: تاريخ دريافت
 72/9/69: تاريخ پذيرش
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  مقدمه 
 بـه  ،های اخيـر  های بنيادی خونساز در دهه پيوند سلول    

عنوان يک گزينه درمانی مناسب بـرای درمـان بسـياری از    
هـا،  گرفته است. انـوا  لوسـمی   ها مورد توجه قراربيماری

و ... از  هـا آنمی آپلاستيک، آنمی داسـی شـك ، تامسـمی   
های بنيـادی   سلولباشند که با پيوند هايی میجمله بيماری

توان از سه منبع ها را میاين سلول .اند شدهدرمان خونساز 
نـاف جداسـازی    مغز استخوان، خون محيطی و خون بنـد 

هـا از خـون   کرد. با توجه به سهولت جداسازی اين سلول
اليانی نـه  کـه تـا س ـ    با توجه به ايـن  طور ناف و همين بند

عنوان يک زباله تلقی و مورد توجه   ناف به چندان دور بند
های بنيـادی خونسـاز از   گرفت، جداسازی سلول قرار نمی
. (2، 7)خود جلب کـرد   ناف توجه محققين را به خون بند

نـاف بـه بيمـارانی کـه اهداکننـده سـازگار        پيوند خون بند
خويشــاوند يــا ويرخويشــاوند ندارنــد، منجــر بــه درمــان  

های بدخيم بسـياری گرديـد. بـا توجـه بـه ت ـداد        بيماری
ناف و تاخير پيونـد   در خون بند های بنيادیمحدود سلول

اسـتخوان و خـون محيطـی، ايـن روش       در مقايسه با مغز
 ـ  .(3)شـد   کـار گرفتـه  ه درمانی عمدتا برای کودکان بيمار ب

پيوند خون بند ناف در صورت عدم دسترسی به اهداکننده 
عنــوان درمــان   خويشــاوند يــا ويرخويشــاوند ســازگار بــه

انتخابی مطرح گرديد. اما با توجه بـه دوز سـلولی توصـيه    
شده جهت پيوند خون بند ناف و وزن بالغين، ايـن گـروه   

ــروم   از  ــانی محـ ــن روش درمـ ــد از ايـ ــاران نيازمنـ بيمـ
کـه بـه    هـايی  هتـرين مطال  ـ  يكی از ابتـدايی  .(6)گردند می

تسريع روند پيوند و بهبود بازيـابی سيسـتم ايمنـی     منظور
هـای   ثير آزمايشـگاهی سـلول  مورد مطال ه قرار گرفت، تك

سازهای اوليه خون بند ناف بود. با افـزايش   بنيادی يا پيش
های جديـد   ازی و روشنسهای خو دانش در مورد جايگاه

سازها، بنـد نـاف در دسـترس     القاء تكثير بدون تمايز پيش
تكثيـر   هـای  روشبيشتری قرار گرفت. سـابقه اسـتداده از   

هـای قبـ  بـر     الهـای بنيـادی بـه س ـ    آزمايشگاهی سـلول 
هـای بنيـادی بـا جداسـازی      گردد. فرآيند تكثير سـلول  می

CD34سـاز   های پـيش  سلول
CD133يـا   +

و انكوباسـيون   +
 ن همراه با فاکتورهای  ـهای جايگزي ها در سرم يا محيط آن

  .پذيرد انجام می G-CSF و SCF،  TPO  رشد از جمله

 زـط مغ ــمحي ـ زـري ـ خونســـاز در های بنيـادی   سلول    
گيرنـد کـه در ت يـين     عواملی قرار می استخوان تحت تاثير

يكـی از ايـن عوامـ  تـاثيرات      ثر است.ؤها م سرنوشت آن
 اسـتخوان اسـت   محيط مغـز  ی در کنترل ريزـسيستم عصب

ــبی   نوروت .(2-1) ــتم عص ــحه از سيس ــميترهای مترش رنس
اسـتخوان   محيط مغز نقش کليدی در تنظيم ريز ،سمپاتيک
 بيـان  ،چه مكانيسم اين تغييرات ناشناخته اسـت  اگر دارند.
 ،سـازهای خـونی   های نوروترنسـميترها روی پـيش   گيرنده

گواهی بر ارتباط مستقيم سيستم عصبی و سيسـتم خـونی   
ــد ــت. نوروپپتيـ ــرين Y  اسـ ــراواناز مهمتـ ــرين  و فـ تـ

نوروترنسميترهای عصـبی در سيسـتم اعصـام سـمپاتيک     
 6713 لكولیواسيدآمينه و وزن م 39با  Y نوروپپتيد ،است

پپتيـد   و پلـی  YYگرم بر مول اسـت کـه بـه همـراه پپتيـد      
بـه   و باشـند  می  NPYيا  PP-Foldخانواده جزوپانكراتيک 

 عنوان نوروترنسميتر در مغز و سيسـتم عصـبی اتونوميـک   
هـای شـيميايی در سيسـتم     اين واسطهکند.  انسان عم  می

عصبی اتونوميک عمدتاً توسط سيستم اعصـام سـمپاتيک   
ــی  ــد م ــز در  تولي ــد و در مغ ــاخته   گردن ــامموس س هيپوت

 تـاتموتو  توسط 26۹7ابتدا در سال  Yنوروپپتيد  د.نشو می
 هـای  هاز هيپوتامموس خوک جدا شد و از آن پس مطال  ـ
 . (۹)زيادی در رابطه با نقش آن در انسان انجام گرفت

هـای فيزيولوژيـک متدـاوتی بـرای آن شکـر شـده        نقش    
تنظيم  های ضد پيری، مكانيسم است، از جمله نقش آن در

تنظيم مصرف انـرژی، تنظـيم هموسـتاز اسـتخوان،      اشتها،
استخوان،  محيط مغز های ايمنی، تنظيم ريز هموستاز سلول

ــوژنز ــه آنژي ــادگيری و فافظ ــی آن  .(6-22)، ي دوز داروي
يی آتواند اثر درمانی برای نوروپاتی عصبی و عـدم کـار   می
اثر مستقيم تنظيمی گيرنـده   .(27)استخوان داشته باشد مغز

هـا از جملــه   روی شـمار متدـاوتی از سـلول    Y نوروپپتيـد 
هـای بنيـادی رويـانی اثبـات      سازهای عصبی و سلول پيش

سـاز   هـای پـيش   کشت طـومنی مـدت سـلول   . شده است
و بدون ميه مغـذی منجـر    Yنوروپپتيد  رويانی در فضور

گيرنـده   هـای  زير تيپ .(23)ها شد به تكثير بدون تمايز آن
هـای   هـای ايمنـی، سـلول    توسط اولب سلول Y نوروپپتيد

هــای بنيــادی    های اندوتليـال و سـلول  آديپوسيت، سلول
   .(26-22)شوند بيــان می مـزانشيمی
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بــر  Y ارزيــابی اثــر نوروپپتيــداز ايــن مطال ــه، هــدف     
 تكثيرآزمايشگاهی سلول بنيادی خونساز وافـد خـون بنـد   

   بود.ناف 

 

  ها روشمواد و 
طی سه مرفله مشـتم  بـر بررسـی     تجربی اين مطال ه    

ت يين دوز مناسب نوروپپتيد ، Yهای نوروپپتيد  بيان گيرنده
Y  هـای بنيـادی خونسـاز و نحـوه تكثيـر       بر تكثير سـلول

در  Yهای بنيادی خونساز تيمار شـده بـا نوروپپتيـد     سلول
وافد خون بند  3 مقاب  گروه کنترل انجام و در هر مرفله

آوری ناف مورد آزمون قرار گرفـت. ابتـدا در مرکـز جمـع    
نامـه کتبـی از والـدين     خون بند ناف، اقدام به اخذ رضايت

ــه خــون بنــدشــد. ســپ نــاف ب ــد از زايمــان در  س نمون
آوری و در هـای مخصـوخ خـون بنـد نـاف جمـع       کيسه

ها کمتـر از  شرايط استري  به آزمايشگاه انتقال يافت. نمونه
گيری مورد پردازش قـرار گرفتنـد.   ساعت از زمان نمونه 6

فـايكول جـدا    بـا اسـتداده از  ای  های تک هسته ابتدا سلول
 MACSبـه روش   نيادی خونسازهای ب سپس سلولشدند. 

ميـزان  جـدا شـدند.    CD34بـر عليـه   بـادی   و توسط آنتـی 
CD34 های  خلوخ سلول

با روش فلوسيتومتری ارزيـابی  +
 Yهـای نوروپپتيـد    شد. به منظور بررسی نحوه بيان گيرنده

CD34هـای   از سلول
% اسـتداده  60بـا خلـوخ بـيش از     +

CD34 های  سلول  RNAشد.
ترايـزول جـدا   با اسـتداده از  +
 cDNAبـا اسـتداده از کيـت     RNAشد. ب د از اسـتخرا   

Synthesis kit Thermo scientific  مطـاب    ،ترمـو  شـرکت
بـا  انجـام پـذيرفت.    cDNA سـاخت  دستورال م  سـازنده 

نوروپپتيـد در اولـب    1و  2هـای   توجه به بيان زيـر تيـپ  
 نوروپپتيدهای ايمنی، برای تاييد بيان اين دو گيرنده  سلول

Y های بنيـادی خونسـاز، آزمـون     در سلولConventional 

PCR های زير تيـپ   با استداده از توالی آوازگرهای گيرنده
ــد  1و  2 ــه Yنوروپپتي ــوان  GAPDHدار  و ژن خان ــه عن )ب

ای پليمـراز   واکنش زنجيره(. 2کنترل( انجام گرفت)جدول 
آم  ميكروليتــر 2 ميكروليتــر فــاوی 70در فجــم نهــايی 

ــاز،   ــاری از نوکلئـ ــر 20عـ  Master mix ، 1/0ميكروليتـ
 cDNAميكروليتـر   2و  هاآوازگراز هر کدام از  ميكرومول

ــايكلر   ــتگاه ترموس ــو در دس ــوان الگ ــه عن ــام  ب ــانج د. ش
ای پليمـراز بـا اسـتداده از ژل     واکـنش زنجيـره   محصومت

ت يـين دوز  جهـت   قـرار گرفـت.  بررسـی  مورد  %7آگارز 
CD34هـای   جداسازی سلول، مجدداً Yمناسب نوروپپتيد 

+ 
بـه  ای  های تـک هسـته   صورت گرفت. شمارش تام سلول

در اين مرفله به منظور ت يـين  . شدانجام  وسيله مم نئوبار
CD34های خلوخ سلول

CD38های و سلول +
بـه روش   -

ــدا  ــيتومتری، ابتـ ــيون   10فلوسـ ــر از سوسپانسـ ميكروليتـ
ــای   206ســلولی)فاوی  ســلول(، جهــت بررســی مارکره

يكـی مربـوط بـه آزمـايش و ديگـری       سطحی به دو لولـه 
مربوط به کنترل ايزوتيپ منتق  گرديده، به لولـه آزمـايش   

و  CD34-PEبادی مونوکلونال ميكروليتر از آنتی 1/7ميزان 
ــی  1/7 ــر از آنت ــال  ميكروليت ــادی مونوکلون  CD38-FITCب

ميكروليتـر از   1/7وپ ( و به لوله کنترل ايزوتBD)شرکت 
های ( بر عليه سلولBD)شرکت  IgG1-FITC/PE بادیآنتی

موشی جهت شناسايی و فـذف بانـدهای ويراختصاصـی    
  اضافه شد.

 
 PCR: آتازگرهای مورد استفاده برای 4جدول 

 

 (bpطول قطعه تکثیری ) (’3…’5توالي ) جهت آتازگر

NPY1R 
 ATTTCCATCGGACTCTCATAGG جلوبرنده

23۹ 
 TTGTCCATCATGTTGTTTCTCC م كوس

NPY5R 
   TGTTACAAGGAAAGGCTATCG جلوبرنده

269 
 ATACTCGTCGAGCTCTAAATCC م كوس

GAPDH 
 CTGGCCAAGGTCATCCATG جلوبرنده

270 
 GCCATCACGCCACAGTTTC م كوس
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درجه  6دقيقه در تاريكی و در دمای  30مدت ها به لوله    
هـا توسـط دسـتگاه    نهايتاً نمونه شدند. گراد قرار داده سانتی

 فلـومكس  افـزار  و تحت نرم (Partec PAS III)فلوسيتومتری
مقابـ   های بنيـادی خونسـاز در    سلولشد.  تجزيه و تحلي 

( قرار داده Tocris)شرکت  Yهای مختلف نوروپپتيد  ولظت
کمترين تمايز  و شد و دوز مناسب بر اساس بيشترين تكثير

انتخـام   های تزايد يافته در مقايسه با گـروه کنتــرل   سلول
ميكرو  002/0و  02/0، 2/0، 2های مورد مطال ه  شد.ولظت
تكثيـر  ،  Yپس از ت يين دوز مناسـب نوروپپتيـد    مومر بود.

CD34های سلول
بـه  مختلـف  ناف در دو شرايط   خون بند +
  انجام پذيرفت. زيرصورت 

 به همراه سايتوکاين Yتيمار شده توسط نوروپپتيد  -2

(Cyto+NPY ولظت نوروپپتيد( )Y  2 )ميكرومومر 

 ( Cyto-NPYتنها در فضور سايتوکين) -7
هـا در هـر دو شـرايط بـه صـورت تكـرار        تكثير سـلول     
)شرکت اسـتم سـ     Stem spanتايی و در محيط کشت  سه

)بـا   TPO  ،SCFهـای   تكنولوژيس( و در فضور سايتوکاين
 10)بــا ولظــت  Flt3Lميكروگــرم در ليتــر( و  200ولظــت 

پـس  ميكروگرم در ليتر( به مدت يک هدته انجام پـذيرفت.  
هـای تكثيـر يافتـه از نظـر      ل ی، سـلو روز کشت سـلول  2از 

ايمونوفنوتيـپ شـدند.    CD38و  CD34مارکرهای سـطحی  
CD34های بنيـادی   زايی سلول قدرت کلنی

قبـ  و ب ـد از    +
 H4435در محـيط   CFU-assayيک هدتـه کشـت بـه روش    

Methocult ( انجـام گرفـت.   )شرکت استم س  تكنولوژيس
اضـافه شـد.    ليتر محيط کشت ميلی 3سلول به  3000ت داد 

بـه صـورت    سوسپانسيون تهيه شده مخلوط شـد تـا کـاملاً   
ليتــر از سوسپانســيون  ميلــی 2 يكنواخــت در بيايــد. ســپس

 31هـای   سلولی ايجاد شده به آرامی بـه هـر يـک از پليـت    
درجـه   32در انكوباتور انتقال داده شد و سپس  متری  ميلی
 26ت ها در مـد  قرار داده شد. سلول  CO2 %1و گراد  سانتی

های وافـد، تكثيـر و تمـايز پيـدا      روز انكوباسيون به کلونی
هـا بـه وسـيله ميكروسـكوپ      روز کلـونی 26 کردند. پس از

شمارش شـدند. بررسـی قـدرت     20با بزرگنمايی  م كوس
هـای بنيـادی خونسـاز در کشـت طـومنی       زايی سلولکلنی
 هدته  1 از ( ب د از تكثير انجام گرفت و ب دLTC-ICمدت)

  شد.انجام  CFU assayبرای آن 

-Paired sample tآماری  آزمايشو  SPSS 29 افزار نرم از   

Test 01/0 .هــا اســتداده شــد جهــت آنــاليز داده p<  از نظــر
 .نادار درنظر گرفته شده است آماری م

 
 ها يافته
،  NPY5R و NPY1R تاييد فضور قط ـه ژنـی  منظور به    

بنيـادی خونسـاز،    شده از سـلول  تام استخرا  cDNAروی 
PCR  انجـــام  پــس از  .انجــام شـــدPCR conventional  ،

ها روی ژل منتق   محصومت تكثير شده از هر دوی گيرنده
و الكتروفورز شد. طـول قط ـه تكثيـر شـده مـورد انتظـار       

بود. بانـدی  269و 23۹به ترتيب   NPY 5Rو  NPY 1Rبرای
ه دست آمـده بـرای   مشاهده نشد. باند بbp 269در محدوده 

NPY1R ــدؤم ــپ   ي ــده تي ــد 2فضــور گيرن  در Y نوروپپتي
CD34های  سلول

هـای  بيشترين ميـزان تكثيـر سـلول    .بود +
ــته ــلولهسـ ــای دار و سـ CD34هـ

+
/CD38

 2در ولظـــت  -
  .(2مشاهده شد)نمودار  Yميكرومومر نوروپپتيد 

شـود پاسـخ   مشـاهده مـی   2طور کـه در نمـودار    همان    
CD34های  سلول

هـای مختلـف   ولظـت  مورد مطال ـه بـه   +
وابسته به دوز بود و ميزان تكثير بدون تمـايز  ،  Yنوروپپتيد 

بوده و بيشـينه   Yافزايش ولظت نوروپپتيد  ها متاثر ازسلول
در برابـر   >p 007/0 برابـر بـا   ۹/2۹تكثير سلولی به ميـزان  

بـه   >p 003/0 برابر بـا  7/22افزايش تكثير سلولی به ميزان 
در  Yميكرومـومر نوروپپتيـد    2/0و  2های با ولظت ترتيب

 1/27برابر گروه کنترل با افزايش تكثيـر سـلولی بـه ميـزان     
 Yميكرومومر نوروپپتيـد   2برابر مشاهده شد، لذا از ولظت 

  در ادامه مطال ه استداده شد.
های بنيادی خونسـاز  به منظور بررسی نحوه تكثير سلول    

هـای  سـلول  مجدداً،  Yينه نوروپپتيد تيمار شده با ولظت به
CD34

خون بند ناف جدا گرديد. شـمارش تـام    هایوافد +
از  ای توسط مم نئوبار انجام گرفـت و هسته های تکسلول
پـس   ايمونوفنوتيپ با روش فلوسيتومتری بررسی شـد.  نظر

CD34هـای  از يک هدته کشت سـلول 
در فضـور و عـدم    +

بـرداری   نمونه تكثير يافتههای ، از سلولYفضور نوروپپتيد
دار، آنـاليز  هسـته  هـای عم  آمد و شـمارش تـام سـلول   به 

 LTC-ICزايـی و آزمـون    فلوسيتومتری، بررسی قدرت کلنی
 .(2)شك  انجام پذيرفت
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 بر ضسب میکرومول Yتلظت نوروپپتید 

** 

* 

File: CD34 PE-38 FITC   Date: 11-09-2016  Time: 10:52:51    Particles: 5000   Acq.-Time: 91 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 4533    4533    -    90.66 96.24   13.78 12.85   43.63
Q1 R1 201     172     -    3.79 0.98    90.68 15.76   211.62
Q2 R1 1087    950     -    20.96 32.40   51.83 9.36    140.84
Q3 R1 261     180     -    3.97 1.08    88.17 0.85    88.85
Q4 R1 3451    3231    -    71.28 53.42   138.28 0.36    147.13
RN1 R1 1721    1496    -    33.00 8.21    194.51 -    -    
RN2 R1 4716    4322    -    95.35 44.83   109.66 -    -    

File: unstain   Date: 11-09-2016  Time: 10:44:41    Particles: 3415   Acq.-Time: 176 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 2947    2947    -    86.30 97.73   12.06 15.15   41.38
Q1 R1 44      27      -    0.92 1.34    58.85 3.20    5.39
Q2 R1 109     11      -    0.37 5.93    83.34 6.32    93.36
Q3 R1 3206    2878    -    97.66 1.19    59.47 1.12    60.46
Q4 R1 56      31      -    1.05 3.33    6.28 1.46    54.84
RN1 R1 162     44      -    1.49 3.95    80.21 -    -    
RN2 R1 165     42      -    1.43 4.01    67.50 -    -    
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File: ISO   Date: 18-09-2016  Time: 11:26:18    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> 4722    4722    -    94.44 115.29  11.52 12.36   29.16
Q1 R1 37      32      -    0.68 2.97    19.73 5.79    7.40
Q2 R1 218     50      -    1.06 5.80    34.36 7.20    30.88
Q3 R1 4672    4586    -    97.12 1.76    38.85 2.43    35.19
Q4 R1 73      54      -    1.14 4.76    79.33 3.65    23.85
RN1 R1 266     92      -    1.95 6.49    28.34 -    -    
RN2 R1 266     85      -    1.80 5.56    60.20 -    -    

                                      D                                                                       C 
File: 1.3 finl   Date: 21-02-2017  Time: 14:28:13    Particles: 5000   Acq.-Time: 41 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 4303    4303    -    86.06 107.61  15.00 9.96    39.18
Q1 R1 1229    1089    -    25.31 1.12    40.94 16.58   46.05
Q2 R1 488     295     -    6.86 17.72   82.52 10.34   48.40
Q3 R1 678     479     -    11.13 1.45    53.36 2.64    46.39
Q4 R1 2605    2440    -    56.70 57.97   77.93 1.28    63.19
RN1 R1 1730    1395    -    32.42 15.17   50.23 -    -    
RN2 R1 3067    2715    -    63.10 53.99   82.74 -    -    

Speed: 4.5 µl/s
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 FSC-A SSC-A FL1-A FL2-A IC

FSC  180.0 lin 200.0 999.9 -- - - - - - - - -
SSC  220.0 lin 10.0 999.9 - -- - - - - - - -
FL1  460.0 log3 10.0 999.9 - - -- 20.8 - - - - 0.8
FL2  520.0 log3 10.0 999.9 - - 61.5 -- - - - - 0.4
FSC-A  180.0 lin 200.0 999.9 - - - - -- - - - -
SSC-A  220.0 lin 10.0 999.9 - - - - - -- - - -
FL1-A  460.0 log3 10.0 999.9 - - - - - - -- - -
FL2-A  520.0 log3 10.0 999.9 - - - - - - - -- -

File: c3 final   Date: 21-02-2017  Time: 14:20:43    Particles: 5000   Acq.-Time: 73 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 3551    3551    -    71.02 118.42  15.92 14.10   47.83
Q1 R1 1270    818     -    23.04 1.20    46.58 14.87   47.28
Q2 R1 461     219     -    6.17 16.09   82.07 10.01   45.79
Q3 R1 1128    709     -    19.97 1.46    53.61 2.21    56.83
Q4 R1 2141    1805    -    50.83 36.26   70.49 1.36    64.71
RN1 R1 1753    1054    -    29.68 13.71   50.45 -    -    
RN2 R1 2575    2005    -    56.46 34.36   73.50 -    -    

Speed: 4.0 µl/s
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 FSC-A SSC-A FL1-A FL2-A IC

FSC  190.0 lin 200.0 999.9 -- - - - - - - - -
SSC  220.0 lin 10.0 999.9 - -- - - - - - - -
FL1  460.0 log3 10.0 999.9 - - -- 20.8 - - - - 0.8
FL2  520.0 log3 10.0 999.9 - - 61.5 -- - - - - 0.4
FSC-A  190.0 lin 200.0 999.9 - - - - -- - - - -
SSC-A  220.0 lin 10.0 999.9 - - - - - -- - - -
FL1-A  460.0 log3 10.0 999.9 - - - - - - -- - -
FL2-A  520.0 log3 10.0 999.9 - - - - - - - -- -
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: نتیجه بررسي فلوسیتومتری 4شکل 

از نمونه بند  CD38و  CD34های شاخص

گراف   :Aناف جداسازی شده روز صفر 

های نمایشگر پراکندگي سلولي، سلول

اند. انتخاب شده R1مونونوکلئار در گیت 

Bبادی : گراف نمایشگر اتصال با آنتي

 : FITC Cو  PEایزوتیپ کنترل کنژوگه با 

گراف نمایشگر اتصارت سلولي با دو 

ب(  CD38-FITCو  CD34-PEبادی آنتي

نمایشي از بررسي فلوسیتومتری میزان 

تیمار شده بعد از  +CD34های تکثیر سلول

: گراف نمایشگر Aیک هفته کشت 

های مونوکلئار در پراکندگي سلولي، سلول

: گراف Bاند. انتخاب شده R1گیت 

بادی ایزوتیپ کنترل نمایشگر اتصال با آنتي

: گراف نمایشگر FITC Cو  PEکنژوگه با 

اتصارت سلولي گروه کنترل با دو 

: CD38-FITC Dو  CD34-pEبادی  آنتي

گراف نمایشگر اتصارت سلولي گروه 

با دو  Yاز نوروپپتید  µM 4تیمار با 

 CD38-FITCو  CD34-PEبادی آنتي

برای سه  -CD34+/CD38)میزان شاخص 

روز  ۷و پا از  28/۷0تکرار در روز صفر 

های کنترل، تیمار با گروهکشت، برای 

و  1/32 ± 44/1به ترتیب  Yنوروپپتید 

 بود.( ۷3/94 ± 11/3

 

 

افزایش  **،  >p 003/0افزایش معنادار در سطح  *) -CD34+/CD38های  بر تکثیر سلول Yهای مختلف نوروپپتید  : مقایسه تاثیر تلظت4نمودار 
 (>p 002/0معنادار در سطح 
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 و همكاران سوسن مرادی نسب                                                                                     های بنيادی خونساز بند ناف سلول و Yنوروپپتيد 

 

320 

 

 CD34 هـای نتايج بررسی فلوسيتومتری شاخص 2شك      
ــدر و  CD38و  ــسدر روز ص ــت 2از  پ ــان  روز کش را نش
 .  دهد می
ها طی مدت يک هدته ها و تكثير آنشمارش کلی سلول    

هـای اوليـه    در هر دو فالت کشت نسبت بـه ت ـداد سـلول   
اما اين افزايش بـه  ، افزايش داشت منتق  شده به هر چاهک

 Y (21/3صورت م ناداری در گروه تيمار شده با نوروپپتيد 
ــرل   ( 61/2۹ ± ــروه کنتــ ــيش از گــ ( 76/22 ± 62/2)بــ
هـای   در مرفله ب ـد ميـزان تكثيـر سـلول     .(>p 002/0)بود

CD34
+
/38

مختلـــف بـــا همـــديگر مقايســـه   دو فالـــت -
 (.7 شد)نمودار

 ها نيز ب د از يک هدته  کشت در زايی سلولقدرت کلنی    
زايـی اوليـه )روز   کشت نسبت به قدرت کلنی هر دو فالت
   افزايش داشت. سلول( 203 یصدر()به ازا

 پايــان روز هدــتم در گــروه   زايــی در   قــدرت کلنــی    
-Cytoدر مقايســه بــا گــروه کنتــرل) ((Cyto+NPYآزمــايش

NPYافزايش م ناداری داشت )(01/0 p< 7()جدول.) 
در توليـد  های تكثيـر شـده   سلول به منظور ارزيابی توان    

 LTC-ICاز آزمـون   کلنی در شرايط کشت طـومنی مـدت،  
 ميزان قـدرت نتايج اين آزمون نشان از افزايش استداده شد. 

ــی ــی در گــروه  کلن ــايشزاي ــرل   آزم ــه گــروه کنت نســبت ب
 (.3()نمودار =p 02/0)داشت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

های آزمایش نسبت به  گروه p valueباشد.  سلول مي 403به ازای  42۷ ± 4/42در روز صفر کلني TNCهای  زایي سلول : میانگین کلني2جدول 

 اند. گروه کنترل محاسبه شده
 

 TNC/CFC 403 CFC Fold increase p value نمونه شرایط کشت

Cyto+NPY 

a ۹0 22/23 

066/0 
b 26 71/27 

c 62 23/23 

 72/23 ± ۹1/0 99/۹2 ± 97/۹ ميانگين ±انحراف م يار 

Cytp-NPY 

 )کنترل(

a 12 67/9 

*** 
b ۹3 ۹6/۹ 

c 92 31/9 

 7/2 ± 62/2 96 ± 13/22 ميانگين ±انحراف م يار 

۱۹/۶۴ ۱۲/۱۱ 
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 (LTC-ICطورني مدت)و کنترل در کشت و گروه کنترل  Yبا نوروپپتید زایي گروه تیمار شده  : مقایسه قدرت کلني3نمودار

 (=p 04/0افزایش معنادار در سطح  *)
 

 بحث
های بنيادی خونساز بند ناف، منجـر   روزه سلول 2تكثير     

هـای   ای و سلول های تام تک هسته به افزايش م نادار سلول
CD34

در مقايسه با گروه کنترل  Yتيمار شده با نوروپپتيد  +
 محـيط مغـز   در ريـز  هـای بنيـادی خونسـاز    سـلول گرديد. 

گيرنـد کـه در ت يـين     استخوان تحت تاثير عواملی قرار مـی 
ح شـده  راخير مط های هدر مطال  ثر است.ؤها م سرنوشت آن

استخوان توسط اعصام سـمپاتيک   محيط مغز ريز که است
کـه توسـط آن   هـايی   چـه مكانيسـم   اگـر  گـردد،  تنظيم مـی 

ــز    ــمپاتيک مغ ــحه از اعصــام س ــميترهای مترش نوروترنس
کنند، هنـوز ناشـناخته اسـت. در ايـن      استخوان را تنظيم می

هـای   در تكثيـر سـلول   Yنقش مسـتقيم نوروپپتيـد    ،مطال ه
و  پــارک . در فــالی کــهداده شــدبنيــادی خونســاز نشــان 

 کـه نوروپپتيـد   همكارانش گزارشی ارايه کردند مبنی بر اين
Y های اندوتليال  از طري   برهمكنش با ماکروفاژها و سلول

 گـردد. وی هـم   های بنيادی خونسـاز مـی   باعث بقای سلول
نظـر ژن   هـای نـاک اوت شـده از    چنين نشان داد که موش

هـای بنيـادی    به شـدت دچـار کـاهش سـلول     Y نوروپپتيد
 ا مخت ـه وان در آنـازسازی مغز استخـد و بـخونساز شدن

 .(22)شد

و  Yقبلی اثرات بـرهم کـنش نوروپپتيـد     های هدر مطال     
های مختلف سلولی نشان داده  در تكثير گروه 2گيرنده تيپ 

نوســازی  بــر خــود NPYشــده اســت. بــه تــازگی از تــاثير 
ای  ی صحبت شده است. در مطال ـه های بنيادی رويان سلول

 Yانجـام شـد، تـاثير مسـتقيم نوروپپتيـد       می سان که توسط
و  گرفـت م با ميه مغذی مورد ارزيابی قرار أبدون کشت تو

 یــهای بنيادی رويان به تكثير بدون تمايز م نادار در سلول
مطال ه مبنـی بـر تـاثير مسـتقيم     اين دست يافت که با نتايج 

هـای بنيـادی خونسـاز مطـاب  اسـت.       بر سلول Yنوروپپتيد 
 های بنيادی رويانی تكثير خصوصيت پرتوانی سلولمی  سان

ها  ها را مورد ارزيابی قرار داد. سلول يافته و توان تمايزی آن
های اکتودرم، مزودرم و اندودرم را  توان تمايزيشان به سلول

هـای تيمـار    نيـز سـلول  فاضر در مطال ه  فدظ کرده بودند.
هـای   ده توسط نوروپپتيد خاصيت تمايزی خود را بـه رده ش

و گرانولوسـيتی فدـظ کـرده بودنـد و قـدرت       اريتروئيدی
ها نسبت به گـروه کنتـرل افـزايش م نـادار      زايی در آن کلنی

 داشت.  
در  SCFو  FLt3  ،TPOهـای  نقش سـيتوکاين هم چنين     

مـورد   اه ـ ههای بنيادی خونساز نظير ساير مطال  تزايد سلول
هـای   در تكثير سلولY  يد قرار گرفت، پتانسي  نوروپپتيدأيت

های کشت بدون تيمار و ساز خونی در مقايسه با روش پيش
بــه تائيــد رســيد. تكثيــر  نيــز تنهــا در فضــور ســايتوکاين

ــای ســلول CD34 ه
ــار  + ــا اســتداده از تيم ــردن توســط  ب ک

در پايان هدتـه اول نسـبت بـه شـرايط کشـت       Yنوروپپتيد 
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قـدرت   گيـری نشـان داد.   ن تيمار کردن افـزايش چشـم  بدو
های تكثير شده به روش تيمار با نوروپپتيـد  زايی سلولکلنی

Y داری اصورت م ن فاقد تيمار به کشت در مقايسه با روش 
 افزايش يافت.

هــای  دار، ســلول هــای هســته افــزايش چشــمگير ســلول    
CD34

+  ،CFC-U  وLTC-IC ها بـا اسـتداده   در تكثير سلول
ها مؤيد اين مطلـب  در مقايسه با ساير روش Yاز نوروپپتيد 

خـوبی   بـه  Yاست که سيستم عصـبی از طريـ  نوروپپتيـد    
 .کندها را فمايت میخودنوسازی سلول

 

گيري نتيجه
CD34هـای  با توجه بـه الگـوی افـت ت ـداد سـلول         

و  +
گيـری  توان چنـين نتيجـه  ، می LTC-ICو  CFC-U خصوصاً

در Y های بنيادی با نوروپپتيـد   کرد که اثر تيمار کردن سلول

ــيتوکين   ــط س ــا فق ــه ب ــظ   مقايس ــر و فد ــت تكثي ــا جه ه
های بنيادی خونساز، اثری مانـدگارتر و  خودنوسازی سلول

پاياتر است به اين ترتيب و با توجه به مطالـب ارايـه شـده    
كثير در ثر بر تؤتواند به عنوان يک فاکتور م می Yنوروپپتيد 

چنـين بـه    و هـم  بازسازی مغز استخوان نقش داشته باشـد 
های بنيادی مورد اسـتداده   عنوان يک مكم  در کشت سلول

 قرار گيرد.
 

    تشكر و قدرداني
نامـه کارشناسـی ارشـد مرکـز      اين پژوهش فاص  پايان    

تحقيقات مؤسسه عالی آموزشـی و پژوهشـی طـب انتقـال     
وسيله از مؤسسه به جهت فمايت مالی  باشد. بدين خون می
     گردد. تشكر می
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Abstract 
Background and Objectives 

The low number of hematopoietic stem cells (HSCs) in each unit of UCB is a limitation for 

clinical application of this source of HSCs. Ex vivo expansion of HSCs to obtain a sufficient 

number for therapeutic purposes is necessary. The sympathetic nervous system (SNS) and 

neurotransmitters regulate HSCs self-renewality, proliferation and differentiation in the bone 

marrow. The aim of this study was to evaluate the proliferative effect of NPY on the CB-HSCs 

in ex vivo condition.    

 

Materials and Methods 

After isolation of HSCs, the comparison of HSCs Ex vivo expansion using 1 µM NPY and 

cytokine as test group with cytokine as control group was performed . TNC number and 

CD34
+
 cell number were calculated on day 7. Colony formation assay was performed in 

methylcelloluse medium. LTC-IC assay was performed to investigate colonization potential of 

expanded cells in long time culture. 

 

Results 

Ex vivo expansion of CB-HSCs after 7 days resulted in significant increase in the number of 

total nucleated cells and CD34
+
 cells in NPY-treated groups in comparison to control group. 

The formation of different cell colonies identified as erythrocytic, granulocytic and mix 

colonies in CFU assay reflect the differentiation potential of expanded CD34 cells. Treated 

group with NPY also retained their ability to formate colonies in long term culture. 

 

Conclusions   

Our study demonstrated that Neuropeptide Y can successfully support expansion of CD34
+
 

hematopoietic stem cells while retaining their potential of  being differentiated into various cell 

lineages after 7-day culture period with cytokine supplementation.  
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