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  چكيده

در اين تحقيق . يك ايزوفرم اكتين است كه در بسياري از انواع سلولهاي يوكاريوت وجود دارد) α-SMA(اكتين آلفاي ماهيچة صاف  :هدف
  . ستي مورد مطالعه قرار گرفتنحوة بيان اين پروتئين در ضمائم پو

        در تحقيق حاضر بيان پروتئين آكتين آلفاي ماهيچـه صـاف در سـلولهاي درمـي سـه نـوع از ضـمائم پوسـتي در شـرايط           :ها مواد و روش
in vitro در يك مورد در شرايط  و in situ به روش ايمونوهيستوشيمي مورد مطالعه قرار گرفت .  

اين پروتئين تقريباً در تمام سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول موي ويبريسا بيان  in vitroه نشان داد كه در شرايط نتايج بدست آمد :نتايج
ولي فقط درصد كمي از سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول  ،سلولهاي درمي بستر چنگال نيز با درصد بالايي اين پروتئين را بيان نمودند. شد

اين پروتئين بشدت در سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول پـر و سـاير بافتهـاي درمـي      in situدر شرايط . بودندپر داراي اين پروتئين مثبت 
  . قاعدة فوليكول بيان گرديد

بعـلاوه  . شـود  در سلولهاي درمي چنگال و پر، را در محيط كشـت گـزارش مـي   α-SMA در اين تحقيق براي اولين بار بيان  :نتيجه گيري
كند كه اين پروتئين يـك نقـش اساسـي در فعاليتهـاي طبيعـي و       همراه شواهد موجود توسط ساير محققين ثابت مي نتايج بدست آمده به

اين پروتئين در فوليكول پـر، مويـد    همچنين بيان بسيار زياد. نمايد داران بازي مي ترميمي پوست و ضمائم پوستي پستانداران و ساير مهره
سبت به نقشي است كه آن در فوليكول موي پستانداران برعهده دارد ولي تعيين دقيق اين نقش بـه  نقش مهمتر اين پروتئين در پرندگان ن

 .مطالعات بيشتري نياز دارد

  اكتين آلفاي ماهيچة صاف، ايمونوهيستوشيمي، فوليكول مو، پر، ناخن، سلولهاي درمي :واژگان كليدي
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  مقدمه
سـلولهاي   اكتين يك پروتئين اسكلت سلولي اسـت كـه در تمـام   

اين پروتئين فراوانترين پروتئين موجـود  . شود يوكاريوت يافت مي
درصـد از   5باشد و اغلب تـا   در بسياري از سلولهاي يوكاريوت مي

اين پروتئين بـه همـراه   ). 1(گردد كل پروتئين سلول را شامل مي
ها ضمن فراهم آوردن حمايت مكانيكي براي سلول  ساير پروتئين

و حركـت   نقباض، چسـبندگي ولي همچون ادر اعمال مختلف سل
در بافتهاي يوكاريوتها سه نوع ايزوفرم اكتين ). 3و2(دخالت دارد 
كه آنها را ميت وان بـر مبنـاي نقـاط    ) آلفا، بتا و گاما(وجود دارد 

ايزوالكتريــك متفــاوت كــه در ژل الكتروفــورز دو بعــدي آشــكار  
  بتا بطور غير در حاليكه اكتين). 5و4(شود از هم متمايز نمود  مي

اكتـين آلفـاي    ،افتراقي در تمام سـلولهاي يوكـاريوت وجـود دارد   
       قلبــي، اكتــين آلفــاي اســكلتي و اكتــين آلفــاي ماهيچــة صــاف 

)α-smooth muscle actin  ياα-SMA ( بعنوان اكتين خـاص-
  ). 7 و 6(شوند  بافت در نظر گرفته مي

هيچـة صـاف   عمـدتاً در ما ) α-SMA(اكتين آلفاي ماهيچه صاف 
طبيعي بالغ و بطور موقت در طي نمو ماهيچـه اسـكلتي و قلبـي    

اين پروتئين مهمترين پروتئين ماهيچه صـاف   .)8(شود  بيان مي
بوده و بعنوان يـك نشـانگر اختصاصـي بـراي ايـن نـوع ماهيچـه        

اما بيان اين پروتئين تنها به سلولهاي ماهيچـة  . شود محسوب مي
سـلولها همچـون سـلولهاي     شـود و در سـاير   صاف محـدود نمـي  

و سـاير سـلولهايي   ) 11(تليـال   و ميواپي) 10و9(ميوفيبروبلاست 
بيش از چند دهه است . گردد كه خاصيت انقباضي دارند يافت مي

كه مشخص شده سلولهاي فيبروبلاست بافت همبند نيـز فعاليـت   
ــبه  ــي ش ــه -انقباض ــي  ماهيچ ــان م ــود نش ــد  اي از خ ). 12(دهن

دهـد انقبـاض فيبروبلاسـتها     د كه نشان ميهايي وجود دار گزارش
يـك نقـش كليـدي در بسـته     ) درم(در بعضي از بافتهاي همبند 

، 13( كنـد  شدن زخمها در جريان التيام جراحت پوست بازي مي
و تاييد شده كه اين رفتـار انقباضـي فيبروبلاسـتها    ) 16و15، 14

وجـود  ). 20و19، 17،18(در آنهـا اسـت    α-SMAناشي از بيـان  
پـروتئين حتـي در سـلولها و بافتهـاي ظـاهراً غيـر انقباضـي        اين 

ــز     ــيمي مغ ــلولهاي مزانش ــتها، س ــيتها، استئوبلاس نظيركندروس
اي و ســلولهاي  اســتخوان، آملئوبلاســتها، ديســكهاي بــين مهــره 

هر چنـد  ). 23و 22، 21(تليالي عدسي چشم تاييد شده است  اپي
مشـخص   در اين سلولها و بافتهـا هنـوز   α-SMAكه نقش واقعي 

       اين است كـه سـلولهاي حـاوي    از احتمالات نشده است ولي يكي
α-SMA هـه طبيعي و چـامي چـرميمي و التيـرايندهاي تـدر ف  

  . كنند پاتولوژيكي شركت مي
علاوه بر پوست در ضـمائم پوسـتي نيـز بيـان      α-SMAپروتئين 

، ي كـه در مهـره داران شـامل مـو، پشـم     ضـمائم پوسـت   .شود مي
موهــاي زبــر روي ســطح پشــتي لــب فوقــاني بعضــي  ( ويبريســا

باشـند در دورة   ، پر، ناخن، چنگال، شاخ و غيـره مـي  )پستانداران
كنشهاي مولكـولي و بيوشـيميايي تقريبـاً     جنيني تماماً طي برهم

افتـد   مشابهي كه بين لاية اپيدرمي و مزانشيمي جنين اتفاق مـي 
بـين خـود    گيرند و در سرتاسـر حيـات شـباهتهايي را    منشاء مي
، بطوريكه بعنوان مثال گفته شده كه نـاخن  )24(كنند  آشكار مي

داران در حقيقت يك فرم بازنشده از فوليكـول مـو    يا چنگال مهره
   ).25( سازد است كه بجاي مو صفحة كراتيني مي

در فوليكول مو صورت گرفته  α-SMAمطالعاتي كه بر روي بيان 
ولهاي غـلاف درمـي و   سـل  in situدهد كـه در شـرايط    نشان مي

كنند ولي سـطح بيـان آن    پاپيلاي درمي اين پروتئين را بيان مي
ضـمن اينكـه ميـزان    ). 5(كند  در نقاط مختلف فوليكول فرق مي

بيان اين پروتئين حتي در يك نوع سلول فوليكول مو در شـرايط  
in vitro  با شرايطin situ  رسد كه  بنظر مي). 26(متفاوت است

ر فوليكول مو يك نقش اساسي در كنترل فعاليـت  اين پروتئين د
كند ولي ايـن موضـوع هنـوز كـاملاً تاييـد       اي آن بازي مي چرخه

 . نشده است

تــاكنون  ،عليــرغم شــباهتهاي ذكــر شــده بــين ضــمائم پوســتي 
اي بر روي بيان يا عدم بيان اين پروتئين در ساير ضـمائم   مطالعه

تهاي جنينـي و  پوستي صورت نگرفته است و با وجود ايـن شـباه  
ساختاري مشخص نيسـت كـه آيـا ايـن شـباهتها در مـورد ايـن        

ايـن  . شود پروتئين نيز صادق است يا تفاوتهايي بين آنها ديده مي
تواند كليـدي بـراي تعيـين نقـش دقيـق و       شباهتها يا تفاوتها مي

واقعي اين پروتئين در ضمائم پوستي باشد و به ما نشـان خواهـد   
ن بطور كلي نقش يكساني در تمـام ضـمائم   داد كه آيا اين پروتئي

پوستي دارد، يا اينكه با توجه به وظايف و ويژگيهاي منحصـر بـه   
داران ايـن پـروتئين در هـر يـك از آنهـا       فرد اين ضمائم در مهره

براي آگاهي از اين . باشد داراي يك نقش متفاوت و اختصاصي مي
بر سلولهاي  موضوع ما بر آن شديم كه بيان اين پروتئين را علاوه

درمــي فوليكــول مــوي ويبريســا در ســلولهاي درمــي موجــود در 
چنگال پستاندار و فوليكول پر پرنده مورد بررسي قرار دهيم تا بـا  
توجه به نتايج حاصله بتوانيم نقش احتمالي اين پروتئين در ايـن  

  .ضمائم پوستي بهتر درك نماييم
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  ها مواد و روش
كول موي ويبريسا موش جدا نمودن سلولهاي درمي از فولي

 PVG )inbred Piebaldموش صحرايي نژاد  5تعداد  :صحرايي

Virol Glaxo rat ( ــدند ــته ش ــودن   كش ــارج نم ــس از خ و پ
فوليكولهاي ويبريساي آنهـا، پـاپيلاي درمـي ايـن فوليكولهـا بـه       

جـدا  ) 27و  26، 5(ترتيبي كه توسط سايرين توضيح داده شـده  
با توجه به پروتكلهاي تعريف شده كليه مراحل انجام طرح . گرديد

بطـور خلاصـه،   . رهام، انگلستان صورت گرفته استدر دانشگاه دو
بعد از شكافتن پوست لب فوقـاني مـوش بـا كمـك قيچـي، لبـه       
پوست بريده شد و با انبرهاي ريز گرفته و كشيده شـد تـا اينكـه    

سـپس بـا كمـك    . فوليكولهاي بزرگ ويبريسا از زير نمايان شدند
يكولها يكي يكي و بĤرامي از ناحيه گردن گرفته، جـدا و  پنس فول

ــاوي   ــرف ح  MEM )Eagle’s Minimal Essentialدر ظ

Medium, Gibco, Life Technologies, UK ( ــرار داده ق
و ) Nikon SMZ-10, Japan(در زير استرئوميكروسكوپ . شدند

با استفاده از يك قيچي ريز ناحية قاعـدة فوليكولهـا از بخشـهاي    
در اينجـا بـا   . اني آن جدا و به ظرف جداگانه انتقال داده شـد فوق

ي اطراف قاعـدة فوليكـول را   كمك پنس ظريف لبه كپسول كلاژن
و با استفاده از يك پنس ديگر سطح پائيني آن بطرف بـالا  گرفته 

فشار داده شد تا با معكوس كردن آن محتويات داخل كپسول كه 
ــي   ــاپيلاي درم ــلاف  ،)dermal papilla(شــامل پ ــزي و غ مرك

بـا  . سلولهاي اپيدرمي ماتريكس هستند، از كپسول خـارج گـردد  
كمك پنسهاي ظريف، پاپيلاي درمي از سلولهاي غلاف اپيـدرمي  

  .جدا و به ظروف كشت انتقال يافت
   

تعـداد دو   :جدا سازي پاپيلاي درمي از فوليكول پـر كبـوتر  
نها از بقيـه  كبوتر معمولي بالغ تهيه شد و پس از كشتن، بالهاي آ

سپس تمام پرهاي روي بال بجز پرهاي كوچـك  . بدن جدا گرديد
سپس بـا اسـتفاده از   . تازه بيرون آمده با دست از بال كنده شدند

قيچي، ساقه پرها از محل خـروج از پوسـت قطـع و دور انداختـه     
درصـد بـراي   70باقيمانده بالهـا پـس از شستشـو در اتـانول     . شد

و آنتـي بيوتيـك منتقـل     MEM كارهاي بعدي به ظروف حـاوي 
هاي ظريف، پوست روي بال بـه همـراه    با استفاده از قيچي. شدند

چـون قاعـده   . فوليكولهاي پر آن از بافتهـاي زيـرين جـدا شـدند    
 ،فوليكولهاي پر در تماس نزديك بـا اسـتخوانهاي بـال قـرار دارد    

آمد تـا حـين جـدا كـردن پوسـت بـه قاعـده         دقت زيادي بعمل 
پوست جدا شده بـه همـراه فوليكولهـاي    . بي نرسدفوليكولها آسي

بيوتيك تـازه   و آنتي MEMموجود در آن به ظرف ديگري حاوي 

متعاقباً در اين ظرف فوليكولهـا از بافتهـاي اطـراف    . منتقل شدند
   در اينجا بعضي از اين فوليكولهـا بـراي بررسـي بيـان    . جدا شدند
α-SMA  ــرايط ــا فريزميكر  in situدر ش ــرش ب ــراي ب ــوم ب وت

اما بقيه فوليكولها بـراي خـارج كـردن    . آماده شدند) كرايوستات(
ابتـدا بـا   . پاپيلاي درمي و كشت سلولي بطريق زير آمـاده شـدند  

. هاي ريز پوشش شاخي اطراف فوليكول پاره گرديـد  كمك قيچي
در زير اين پوشش يك غلاف درمي وجود دارد كه آن نيز پـاره و  

لـي فوليكـول كـه شـامل بافـت      خارج شد تا اينكه محتويات داخ
. تليالي خارجي و پاپيلاي درمي مركـزي اسـت آشـكار گـردد     اپي

سپس با كمك سر سرنگ و پنسهاي بسيار ريـز بخـش اپيـدرمي    
جدا و دور انداخته شد ولي بخش داخلي كه شامل پاپيلاي درمي 

  . است به ظروف كشت حاوي محيط كشت منتقل گرديدند
 

رمـي از چنگـال مـوش    جدا نمودن و كشـت سـلولهاي د  
براي اينكار موشـهاي صـحرايي ابتـدا كشـته شـدند و       :صحرايي

. درصـد شستشـو داده شـدند   70اندامهاي حركتي آنهـا بـا الكـل    
سپس بـا اسـتفاده از يـك تيغـة اسـكالپل آخـرين بنـد انگشـت         

بندهاي . اندامهاي حركتي آنها كه واجد چنگال است قطع گرديد
بيوتيـك منتقـل    و آنتي MEMانگشت قطع شده به پتري حاوي 

هاي ريز و تيز،  با استفاده از استرئوميكروسكوپ و قيچي. گرديدند
با يك برش طولي پوست روي انگشتان برداشـته شـد، تـا اينكـه     

اجزاء داخلـي كـه شـامل بافتهـاي     . اجزاء داخلي آن آشكار گردد
اطراف استخوان آخرين بند انگشت و بافتهاي مربوط بـه چنگـال   

. تـازه منتقـل گرديدنـد    MEMقباً به ظروف حـاوي  هستند متعا
ســپس صــفحه كراتينــي چنگــال بــه آرامــي از بافتهــاي اطــراف 

سـپس پـاييلاي   . استخوان بند انگشـت جـدا و دور انداختـه شـد    
پاپيلا كه فقـط  . درمي كه در زير صفحة چنگال بود آشكار گرديد

به بافتهاي اطراف استخوان متصل بـود بـا اسـتفاده از پـنس بـه      
متري حـاوي   ميلي 35رامي از اين بافتها جدا گرديد و به ظروف آ

  . محيط كشت انتقال داده شد
  

هر سه نوع بافت درمي خارج شده  :نحوة كشت بافتهاي درمي
از فوليكول موي ويبريسا و بستر چنگال موش صحرايي فوليكـول  
پر كبوتر بر طبق روشي كه با جزئيـات توسـط ديگـران توصـيف     

در اينجا بافتهاي جدا شده بـراي  ). 27و  5(شد  شده، كشت داده
هاي كـوچكي بـه    شروع كشت ابتدا با كمك نوك سرنگ به قطعه

     متر خـرد شـدند و در نهايـت بـه ظـروف كشـت       ميلي 1-2ابعاد 
حـاوي  ) Falcon, Becton Dickinson, UK(متـري   ميلـي  35
محيط كشت مورد استفاده . قطره محيط كشت انتقال يافت 2-1
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استروپتومايســين، (بيوتيكهـا   آنتـي +  MEMي كشـت شـامل  بـرا 
ــا غلظــت   پنــي ــونگيزون هــر يــك ب ) units/ml 50ســيلين و ف

)Gibco ( ــد  20و  ,FCS )Fetal Calf Serumدرصــ

Biochrom (ظروف كشت سپس در داخل انكوباتور با دماي . بود
     درصـد  5درصـد اكسـيژن و   95گـراد و شـرايط    درجه سـانتي 37

روز از شـروع كشـت،    3-4بعـد از  . قرار گرفـت  دي اكسيد كربن
پـس از  . ظروف در زير ميكروسكوپ فازكنتراسـت مشـاهده شـد   

اينكه بافتهاي درمي به كف ظروف چسبيدند و علائم رشد سلولي 
. ليتر محيط كشت تازه به آنها افـزوده شـد   ميلي 2 ،را نشان دادند

روز يكبـار بـا محـيط     4در طي مدت كشت، محيط قـديمي هـر   
موقعيكه سلولها به تـراكم نهـايي رسـيدند    . ديد تعويض گرديدج
كشــتها پاســاژ داده شــد و بــه ) confluentحالــت كانفلوئنــت، (

سـلولها پـس از پاسـاژ دوم بـراي     . ظرفهاي ديگـر انتقـال يافتنـد   
  . كارهاي ايمونوهيستوشيمي به روش زير آماده شدند

  

ا آنتي ب in vitroنشان دار كردن سلولهاي درمي در شرايط 
α-SMA ــيمي ــروش ايمونوهيستوشـــ ــل  :بـــ مراحـــ

و  10، 5(ايمونوهيستوشيمي بر مبناي آنچه كـه توسـط ديگـران    
ــا تغييراتــي) 27 بطــور خلاصــه، . انجــام گرفــت ،بيــان شــده و ب

سوسپانسيون سلولهاي درمي بعد از دومين پاساژ روي لاملي كـه  
متري گذاشـته شـده بـود، كشـت      ميلي 35در كف ظروف كشت 

و  لها به سطح لامل چسبيدهروز كه سلو 7-10بعد از . شدندداده 
در اثر رشد و تقسيم بحالت كانفلوئنـت رسـيدند، ظـروف حـاوي     
لامل از انكوباتور خارج و با كمك يك پنس ظريف لامل از ظـرف  

لامل حاوي سلولها سپس چنـد بـار بـا بـافر     . كشت خارج گرديد
PBS    در اسـتون و  دقيقـه   5شسته شد و بعد از آن بـراي مـدت
گـراد تثبيـت گرديـد و پـس از تثبيـت       درجه سـانتي  -20دماي 

دقيقـه بـا بـافر     3-5دوباره براي مدت چند بار و هر بار به مـدت  
اوليـه   α-SMAسپس آنتي بـادي منوكلونـال   . شستشو داده شد

با ) Dr. Gabbiani, Geneva, Switzerlandتهيه شده توسط (
PBS  حـاوي سـلولهاي تثبيـت     ده بار رقيق گرديد و روي لامـل

ساعت در دمـاي   1لامل مذكور سپس به مدت . شده، ريخته شد
 3بعد از اين مدت سلولها مجدداً براي . اتاق به حال خود رها شد

              سـاعت  1شستشو داده شـدند و سـپس بـه مـدت      PBS    بار با
  biotinylated goat anti-mouse antibodyدر معــرض

)Sigma, Aldrich, UK ( بعـد از  . قرار گرفتنـد  90به  1با رقت
 1هـا بـراي آخـرين بـار بـه مـدت        نمونه PBSشتشوي دوباره با 

ــرض   ــر در مع ــاعت ديگ  fluorescein-liked sterptavidinس

)Sigma, Aldrich, UK ( بعد از . قرار گرفتند 100به  1با رقت
پوشـانده  ) citifluor )Agar aidsشستن نهايي، لامل با محلـول  

مـورد  ) Zeiss ICM 405(شد و در زير ميكروسكوپ فلورسنس 
بـراي هـر يـك از    . مشاهده قرار گرفت و تصاوير مربوطه تهيه شد

هـاي شـاهد    در نمونـه . سلولهاي درمي نمونه شاهد نيز تهيه شـد 
بـادي   تمام مراحل مذكور انجام شد ولي بجـاي اسـتفاده از آنتـي   

  . خالص قرار گرفتند PBSاوليه در اينجا سلولها فقط در معرض 
  

در  α-SMAنشاندار كردن فوليكولهاي پر بـا آنتـي بـادي    
فوليكولهاي پر بعد از جدا شدن از بال پرنده بـه   :in situ شرايط

ترتيبــي كــه در قســمت مربوطــه توضــيح داده شــد در محلــول  
tissue-tek )Agar aids (     قالبگيري گرديـد و سـپس بـا كمـك

از قالبهـاي مـذكور، بـا كمـك     سـپس  . نيتروژن مايع فريز شـدند 
 6برشـــهاي ) model 1720, Leitz(دســـتگاه كرايواســـتات 

برشهاي تهيه شده سپس بـر روي لامهـاي   . ميكرومتري تهيه شد
برشـها سـپس در   . ليـزين قـرار داده شـدند   -پوشيده شده با پولي

درجه با  4دماي اتاق گذاشته شد تا خشك شوند و بعد در دماي 
بعد از اين مرحلـه بـراي   . تثبيت شدند دقيقه 10استون به مدت 

نشاندار كردن برشها به همان ترتيبي كـه در قسـمت قبـل بـراي     
  .سلولهاي محيط كشت توضيح داده شد، عمل گرديد

 .  
  نتايج

 in vitroويژگي سلولهاي درمي در شرايط 

روز بعد از خوابانده شدن بافتهاي درمـي جـدا شـده از     3-5طي 
و فوليكول پر در محيط كشت، سـلولها  فوليكول ويبريسا، چنگال 

 explantشروع به رشد كردن در اطراف بافتهاي پيونـد شـده يـا    
و بتدريج در اثر تقسيمات متوالي تمـام كـف   ) A1شكل (نمودند 

سلولهاي حاصله از هـر سـه نـوع    . كردند ظرف كشت را اشغال مي
بافت هر چند در ابتداي رشد و در مجاورت بافت اوليه كم و بيش 

رد و كوچك بودند ولي بتـدريج پهـن شـده و ظـاهر دوكـي يـا       گ
 35سلولها در ظروف كشـت اوليـه   . كردند اي شكل پيدا مي ستاره
كشيد كه به تـراكم نهـايي    هفته طول مي 4-5متري حدود  ميلي

برسند و يك تك لايه را در كف ظرف ايجاد كنند و آن زماني بود 
  . دشدن كه سلولها براي پاساژ دادن آماده مي

ها و مشاهدات بعمل آمده روي نحوه رشد اين سـه نـوع    با بررسي
بافت مشخص شد كه بطور كلي سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول 
ويبريسا در ظروف كشت نسبت بـه دو نـوع سـلول ديگـر حالـت      
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تري بخود مي گرفتند كه اين حالت از همان ابتداي شروع  متراكم
اين سلولها هنگاميكه . بود نمايان explantرشد سلولها در اطراف 

رسـيدند روي همـديگر سـوار     بـه مرحلـه تـراكم نهـايي نيـز مـي      
آوردند كه اين  را بوجود مي) clamp(هاي سلولي  شدند و توده مي

شـد يـا اينكـه بحالـت      حالت در دو نوع ديگر سلولها مشاهده نمي
  ).B1شكل (مشخص وجود نداشت 

تر چنگال موش نيز در سلولهاي جدا شده از بافت درمي زير يا بس
درمـي را بخـود    ژگيهاي سـلولهاي حين رشد در محيط كشت وي

گرفته و از لحاظ مشخصات ظاهري مشابه فيبروبلاستهاي حاصله 
يعنـي اكثـراً    )21(از پوست كه توسط ديگران توصيف شده بودند

همانطور كه در . باريك و بلند بوده و ظاهري دوكي شكل داشتند
لها نسـبت بـه سـلولهاي پـاپيلاي درمـي در      بالا ذكر شد اين سلو

هنگام تشكيل تك لايـه اي سـلولي از تـراكم كمتـري برخـوردار      

دادنـد يـا اينكـه     را نمي) كلمپ(هاي سلولي  بودند و تشكيل توده
  ). C1شكل(شد  ها كمتر ديده مي اين توده

سلولهاي حاصله از فوليكول پر در محيط كشت ديرتـر از دو نـوع   
به ظـاهر شـدن در اطـراف بافـت پيونـد شـده       سلول ديگر شروع 

كردند ولي در هنگام ظاهر شدن همان مورفولـوژي سـلولهاي    مي
اين سلولها در محـيط كشـت بـر    . نمودند مزانشيمي را آشكار مي

اي در محـيط كشـت    خلاف دو نوع سلول ديگـر از رشـد آهسـته   
برخوردار بودند بطوريكه حداقل دو هفته ديرتـر از دو نـوع ديگـر    

اين رشد آهسته . رسيدند لت تراكم نهايي در ظروف كشت ميبحا
بطور مداوم هم در كشت هاي اوليه  و هم بعد از پاساژ دادن قابل 

اين سلولها همچنين به هيچ عنوان به تراكمـي كـه   . تشخيص بود
رسيدند و هميشه فاصـله   شد نمي در دو نوع سلول ديگر ظاهر مي

  ). D1شكل(شد  ياندكي بين سلولهاي همسايه مشاهده م
  

  
روز بعد از كشت از كنار بافت پيوند شده  6سلولهاي پاپيلاي درمي كه ) A. ميكروگرافهاي فاز كنتراست از سلولهاي درمي ضمائم پوستي:  1شكل 

)explant (اي  تر از سلولهاي حاشيه و متراكماند كوچكتر  همانطور كه ديده مي شود سلولهاي مجاور بافت كه به تازگي ايجاد شده. اند شروع به رشد نموده
علاوه بر تشكيل تك لايه اي، بعضي از سلولها . سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول ويبريسا در حالت تراكم نهايي)  B. ميكرومتر 200= خط نشانه. باشند مي

سلولهاي درمي حاصل از بستر چنگال موش صحرايي در حالت ) C. ميكرومتر 100= خط نشانه. اند هاي سلولي را داده روي هم سوار شده و تشكيل توده
سلولهاي ) D. ميكرومتر 150= خط نشانه. نيست) 2شكل (حالت تشكيل توده سلولي در اينجا به شدت پاپيلاي درمي فوليكول ويبريسا . تراكم نهايي

تر از دو نوع ديگر هستند و حالت توده سلولي آشكاري ايجاد  و پراكندهسلولها در اينجا بزرگتر . پاپيلاي درمي فوليكول پر كبوتر در حالت تراكم نهايي
  .ميكرومتر 100= خط نشانه. نمي گردد
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    in vitroدر سلولهاي درمي در شرايط  α-SMAبيان 
در سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول ويبريسا موش  α-SMAبيان 

ور بط ـ). 26و  5(صحرايي قبلاً بوسيلة ديگران گزارش شده اسـت  
كلي تقريباً تمام سلولهاي پاپيلاي درمي موجود در محيط كشـت  

به علاوه سلولهاي پهـن  ). A2شكل (اين پروتئين را بيان نمودند 
و گسترده شده و آنهايي كه با فاصـله از سـلولهاي همسـايه قـرار     

تـر خيلـي شـديدتر     داشتند نسبت به سلولهاي كوچكتر و متراكم
 ).  B2شكل (خود بيان نمودند اين پروتئين را در سيتوپلاسم 

درصد بالايي از سلولهاي درمي مشتق شده از بستر چنگال موش 
صحرايي نيز همچون سلولهاي پاپيلاي درمي حاصل از فوليكـول  

به . را در سيتوپلاسم خود بيان نمودندα-SMA ويبريسا پروتئين
اي سـلولها   علاوه در ايـن سـلولها ايـن پـروتئين در پاهـاي تيغـه      

همچنـين هـم چـون    . شد از سيتوپلاسم مركزي بيان مي شديدتر
سلولهاي پهن و بـا فاصـله ايـن     ،سلولهاي پاپيلاي درمي ويبريسا

  ). C2شكل (پروتئين را بهتر از سلولهاي متراكم بيان نمودند 

  

  
تقريباً تمام سلولهاي . يلاي درمي ويبريساپاپ) A. اند رنگ شده α-SMAميكروگرافهاي فلورسنت از سلولهاي درمي ضمائم پوستي كه با آنتي : 2شكل 

) C. ميكرومتر 25=  خط نشانه. با بزرگنمايي بالاتر Aتصوير ) B. ميكرومتر 50= خط نشانه. مثبت بودند α-SMAپاپيلاي درمي از نظر بيان پروتئين 
شود  ملاحظه مي. را در سيتوپلاسم خود بيان نمودند α-SMAاكثريت سلولها ولي نه تماماً پروتئين . سلولهاي درمي حاصل از بستر چنگال موش صحرايي

فقط . سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكول پر در محيط كشت) D. ميكرومتر 25= خط نشانه. كنند اي سلولها اين پروتئين را شديدتر بيان مي كه پاهاي تيغه
در مقطع طولي از فوليكول  α-SMAبيان ) E. ميكرومتر 25= شانهخط ن. را در سيتوپلاسم خود بيان مي كنندα-SMA بخش كمي از سلولها  پروتئين 

، )پاپيلاي درمي(پيكان زرد . اند با رنگ سبز قابل تشخيص است نواحي مختلف فوليكول كه پروتئين مذكور را بيان نموده. in situدر شرايط  پر كبوتر
  .ميكرومتر 100= ط نشانهخ. پولپ= pماهيچة راست كننده و = ، پيكان قرمز)رگ خوني(پيكان سفيد 
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     بر خلاف سـلولهاي درمـي حاصـل از مـوش صـحرايي، پـروتئين      
α-SMA  از سـلولهاي  ) حـدوداً يـك سـوم   (فقط در درصد كمي

پاپيلاي درمي فوليكول پر كبوتر بيان شد و بقية سـلولها از نظـر   
       در اينجـا ســلولهاي . ايـن پـروتئين واكــنش منفـي نشـان دادنــد    

α-SMA مـولاً در گروههـاي مجـزا و كنـار هـم ديـده       مثبت مع
امـا  . شـدند  منفي جدا مي α-SMAشدند و كاملاً از سلولهاي  مي

در هماهنگي با دو نوع سلول درمي ديگر در اينجـا نيـز پـروتئين    
α-SMA شـد   تـر شـديدتر بيـان مـي     در سلولهاي پهن و كشيده

  ).D2شكل(
  

در در سلولهاي پاپيلاي درمي فوليكـول پـر    α-SMAبيان 
 in situشرايط 

 in situدر پاپيلاي درمي ويبريسا در شرايط α-SMA چون بيان
قبلاً مطالعه شده و نظر به  عدم امكان برش گيري چنگال مـوش  

در اين ) با توجه به سخت بودن اين بافت(صحرايي با كرايواستات 
 in situدر شرايط  α-SMAتحقيق فقط فوليكول پر از نظر بيان 

مشاهدات انجام شده نشان داد كـه ايـن   . رار گرفتمورد مطالعه ق
همچنين . شود پروتئين با شدت بالايي در پاپيلاي درمي بيان مي

اين پروتئين در ديوارة عروق خـوني موجـود در فوليكـول وجـود     
به علاوه مشخص شد كه به غير از پاپيلاي درمي و رگهـاي  . دارد

ايـن پـروتين را   خوني بافتهاي همبند اطراف قاعدة فوليكول نيـز  
اما بيان اين پـروتئين در ايـن بافتهـاي همبنـد در     . كنند بيان مي

شود و از نيمة فوليكول بطرف بالا  سطوح بالاتر به ناگهان قطع مي
همچنـين مشـخص شـد كـه     . شود اين پروتئين در آنها بيان نمي

قوياً در عضلة راست كنندة پـر كـه بـه كنـارة      α-SMAپروتئين 
   ).  E2شكل (گردد  شود بيان مي ميفوليكول پر متصل 

  

   بحث
در اين تحقيق نشـان داديـم كـه    ) 5(در توافق با مشاهدات قبلي 

 in vitroسلولهاي پاپيلاي درمي فوليكولهاي ويبريسا در شـرايط  
بعـلاوه  . كردنـد  را در سيتوپلاسم خود بيان مي α-SMAپروتئين 

اي درمـي  در اين پژوهش براي اولين بار نشان داديـم كـه سـلوله   
بستر چنگال و همچنـين پـاپيلاي درمـي فوليكـول پـر همچـون       

در . همتاي خود در فوليكول ويبريسا واجـد ايـن پـروتيئن بودنـد    
مطالعات قبلي مشخص شده بـود كـه سـلولهاي پـاپيلاي درمـي      

ايــن پــروتئين را بيــان  in vitroويبريســا منحصــراً در شــرايط 
ر مـورد پـر سـلولهاي    كنند ولي در اينجا نشان داده شد كـه د  مي

اين پروتئين  in situو هم  in vitroپاپيلاي درمي هم در شرايط 

همچنين مشخص گرديد كه بر عكس . كند در آنها تظاهر پيدا مي
سلولهاي پاپيلاي ويبريسا كه تقريباً تماماً در محـيط كشـت ايـن    
پروتئين را توليد مي كنند در مورد سـلولهاي پـاپيلاي پـر فقـط     

ورزند و بقيه بـه ايـن    از سلولها به اين كار اقدام ميكسر كوچكي 
ايـن مشـاهدات بـه همـراه      .دهنـد  پروتئين پاسخ منفي نشان مي

انـد سـلولهاي غـلاف     نتايج حاصله توسط ديگران كـه نشـان داده  
 in situو هـم   in vitroدرمي فوليكول مـو نيـز هـم در شـرايط     

كتـين را در  ، نقش مهم ا)26(كنند  را بيان ميα-SMA پروتئين 
دهـد و انقبـاض فرآينـدي اسـت كـه       انقباض فوليكول نشان مـي 

 فوليكـول مـو  . تواند وظايفش را انجام دهد فوليكول بدون آن نمي
اي است و در طـي ايـن چرخـه عـلاوه بـر       داراي يك چرخة دوره

تغييرات فيزيولوژيك دگرگونيهاي مورفولوژيك عميقـي را پشـت   
ن ترتيب كـه در طـي فـاز رشـد     ، به اي) 28و  21(گذراند  سر مي

)anagen ( رشته موي)fiber (    تازه تشكيل شـده بطـور پيوسـته
شود و از اينرو به احتمال قوي  بطرف بالا و سطح پوست رانده مي

موجود در جزء درمي فوليكـول در ايـن رانـده     α-SMA پروتئين
بـه عـلاوه در فـاز انتقـالي     . شدن رشته مو دخالت مسـتقيم دارد 

)catagen (ــائيني فوليكــول  د ــواع فوليكولهــا، بخــش پ ر اكثــر ان
كند و اين خود دوباره اشاره  منقبض شده و بطرف بالا حركت مي

كار  به اين دارد كه سلولهاي اين ناحيه از فوليكول براي انجام اين
مضـاف بـر ايـن وجـود     . بايستي قابليـت انقبـاض داشـته باشـند    

مو ممكـن اسـت   هاي انقباضي در سلولهاي درمي فوليكول  اكتين
در تاييد . در آرايش سلولهاي سازنده رشته مو دخالت داشته باشد

اين مطلب مطالعات ميكروسكوپ الكتروني نشان داده اسـت كـه   
دستجات اكتين سلولهاي درمي ناحيه تحتاني فوليكول دستجات 

اي را در اطراف غلاف داخلـي ريشـه مـو تشـكيل      حلقوي پيوسته
قـه كراتينـوژنز اسـت كـه جايگـاه      و اين محـل منط  )2(دهند  مي

در طول فاز رشد سلولها در . باشد ضروري براي توليد رشته مو مي
پس از تكثير ) فوليكولسلولهاي اپيدرمي قاعدة (ناحيه ماتريكس 

كنند و در ايـن حـين و تـا قبـل از منطقـه       حركت ميبطرف بالا 
 ـ  . گـردد  كراتينوژنز بر حجم آنها افزوده مي ب در بـالاي ناحيـه بول

)bulb ( ســلولهاي حجــيم شــده همچــون قيــف بــداخل منطقــه
شوند و در اين منطقـه در اثـر نيـروي     كراتينوژنز باريك رانده مي

اعمال شده از اطراف به سلولهاي باريك و بلنـد كراتينـي تبـديل    
اين احتمال وجود دارد كه در اين فراينـد نيـروي   ). 29(شوند  مي

تينـي سـلولهاي درمـي    اعمال شده به سلولها توسط دسـتجات اك 
به علاوه، بـدنبال قطـع توليـد مـو در     ). 2(گردد  اطراف تامين مي

رسد كه در طي فاز انتقالي و استراحت  پايان فاز رشد، به نظر مي
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)telogen (شوند تـا   تمام عناصر انقباضي فوليكول بكار گرفته مي
رشته موي قديمي را كه در طي فاز رشد قبلي ايجاد شده بطـرف  

رانند تا اينكه در نهايت آن از سطح پوسـت بيافتـد و دوبـاره    بالا ب
سـلولهاي اطـراف بـر رشـته      α-SMAاين نيروي انقباضي توسط 

بنـابراين بطـور خلاصـه نتـايج ايـن      . گردد موي قديمي اعمال مي
كنـد كـه    تحقيق به همراه ساير مشاهدات انجام شـده تاييـد مـي   

رشـته   سـاختار در اجزاء درمي فوليكول مو براي  α-SMAوجود 
  . فوليكول مو ضروري است مو و حفظ پيوستگي و تماميت

عليرغم عدم وجود شواهد ديگر، با توجه به شباهتهاي جنينـي و  
        ســاختاري كــه بــين فوليكــول مــو و چنگــال وجــود دارد، نقــش

α-SMA    در سلولهاي درمي بستر چنگال احتمالاً اعمـال نيـروي
بندي سلولهاي كراتيني چنگال انقباضي در جهت آرايش و سازمان

يا ناخن و همچنين راندن بافت سـاخته شـده بـه سـمت بيـرون      
اي كه براي اين پـروتئين در ديگـر    باشد، چيزي مشابه وظيفه مي

گزارشـي  . ساختار پوستي يعني غده پستاني مشخص شده اسـت 
موجـود در سـلولهاي ميواپيتليـال غـده      α-SMAوجود دارد كه 

ن سـلولها و آزاد سـازي شـير از سـلولهاي     پستاني در انقباض اي ـ
ولي اينكه اين پروتئين در چنگال نيـز  ) 30(لومينال دخالت دارد 

دقيقاً نقش انقباضي دارد يا در اعمال ديگر نيز مشـاركت دارد يـا   
به عـلاوه گـزارش   . خير احتياج به شواهد و مدارك بيشتري دارد

از در حقيقـت يكـي    α-SMAشده كـه سـلولهاي بيـان كننـده     
هـاي كـلاژن ميـان بـافتي      مهمترين سلولهاي توليد كننده رشته

از اينرو شايد يكي از نقشهاي اين پـروتئين ممكـن   ). 31(هستند 
هـاي موجـود در لابـلاي     است دخالـت در سـنتز و ترشـح رشـته    

در α-SMA همچنين بيان قـوي و شـديد   . سلولهاي درمي باشد
يلاي درمـي  سلولهاي بافـت همبنـد، رگ خـوني، ماهيچـه و پـاپ     

به نقش با اهميت اين پروتئين در  in situفوليكول پر در شرايط 
در پرندگان پروازي همچون كبوتر، پـر  . كند اين ساختار اشاره مي

تـري در   در مقايسه با مو در پستانداران نقـش بسـيار بـا اهميـت    
تـوان در همـين    ايـن اهميـت را مـي   . كند حيات حيوان بازي مي
ود يك رگ خـوني مسـتقل بـراي پـاپيلاي     تحقيق با توجه به وج

درمي فوليكول پر درك نمود، چيزي كه تاكنون در مورد پاپيلاي 
از طرفي بر خلاف پاپيلاي . درمي فوليكول مو گزارش نشده است

ايـن پـروتئين در آنهـا     in situدرمي فوليكول مو كه در شـرايط  
 شود در اينجا مشاهده شد كـه ايـن پـاپيلا و حتـي رگ     بيان نمي

اين نتايج دوباره به . كنند را بيان مي α-SMA خوني آن پروتيئن
  .نمايد در فوليكول پر اشاره مي α-SMAنقش بارز 

وجود تفاوتهايي كه در اين تحقيق بين سلولهاي درمي سـه نـوع   
مشــاهده شــد  α-SMAضــمائم پوســتي از نظــر بيــان پــروتئين 

نقـش   تواند منعكس كننده اين واقعيـت باشـد كـه عـلاوه بـر      مي
مشترك، ترميم و انقباض، اين پروتئين به احتمـال زيـاد در ايـن    

كنـد كـه بسـته بـه      ضمائم يك نقش اختصاصـي نيـز بـازي مـي    
از طرفي همانطور كـه مشـاهده شـد    . كند فعاليتهاي آنها فرق مي

بيان اين پروتئين در سلولهاي درمي بستر چنگال خيلي كمتـر و  
باشـد و   ليكول پـر و مـو مـي   محدود تر از بيان اين پروتئين در فو

فوليكولها در مقايسه با چنگـال ضـمائم بسـيار فعـالتري هسـتند      
هـاي متـوالي    چراكه همانطور كه در بالا اشاره شـد داراي چرخـه  

هـا در چنگــال ديــده   رشـد و بازســازي هســتند كـه ايــن چرخــه  
توان چنـين اسـتنباط    بنابراين با توجه به اين نتايج مي. شود نمي

در فعل و انفعالات ديناميك اين ضـمائم نقـش    α-SMAكرد كه 
فعال و بارزي ايفا مي كند ولي اينكه دقيقاً اين نقش چيست و از 
چه طريق و با واسطه چه مولكولهاي ديگـري ايـن نقـش اعمـال     

  .  گردد نياز به تحقيقات بيشتري دارد مي
  

  نتيجه گيري
 تـوان چنـين   با توجه به نتايج بدست آمـده در ايـن تحقيـق مـي    

و انفعالات ديناميـك ضـمائم   در فعل  α-SMAاستنباط كرد كه 
كنـد ولـي اينكـه دقيقـاً ايـن       پوستي  نقش فعال و بارزي ايفا مي

نقش چيست و از چه طريق و با واسطة چـه مولكولهـاي ديگـري    
  .  گردد نياز به تحقيقات بيشتري دارد اين نقش اعمال مي
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Abstract 

Aim: Alpha smooth muscle actin (α-SMA) is an actin isoform present in many kinds of eukaryotic 

cells. In this survey the expression of this protein in skin appendages was examined.  

Materials and Methods: In present study we examined the expression of this protein in 3 populations 

of dermal cells derived from three different skin appendages in vitro and in one case in situ by means 

of immunohistochemistry. 

Observations: The results obtained here showed that in culture this protein is expressed nearly in all 

dermal papilla cells derived from vibrissa follicles. In case of dermal cells derived from claw unit a 

high percentage of cells expressed the protein, but in feather follicles only a small percentage of 

dermal papilla cells were positive for this protein. The α-SMA was also strongly expressed in dermal 

components reside at basal region of feather follicles in situ. 

Discussion: Here we report for the first time that α-SMA is expressed in cultured dermal cells of claw 

and feather follicle. Moreover, these findings along with the results provided by other workers 

reinforce the crucial role of this protein in normal activities of skin and cutaneous appendages in 

mammals and other vertebrates. Given to a high expression of this protein in dermal cells of feather 

follicle particularly in situ, it can be concluded that α-SMA plays a more important role in birds 

compared to its role in hair follicle of mammals but the exact role of this protein needs to be 

elucidated.   
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