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چکیده

ي درمی چنگال موش صحرایی مورد مطالعه هاسلولوشیمیایی و القایی ي مورفولوژیکی، کشت سلولی، ایمونهاویژگیدر این تحقیق :هدف
.قرار گرفت

هاي قطع شـده بـراي مطالعـات بافـت شناسـی      ابتدا انگشتان موش از محل آخرین مفصل منتهی به چنگال قطع و بخش: هامواد و روش
3و 2کشت شـده در پاسـاژ   ي هاسلول. ت داده شدکشin vitroچنگال استخراج و در شرایط ههمچنین بافت درمی زیر صفح. دشآماده 

رنگ DiIي کشت شده با هاسلولدر نهایت . واکنش داده شدندα-smooth muscle actin(ASMA)روي لامل متتقل و با آنتی بادي به
.هاي ویبرسا و گوش پیوند زده شدندفولیکول-شده و به نیمه

بـا پـاپیلاي درمـی فولیکـول مـو      ASMAشناسی، کشت سلولی، بیان پـروتئین  ي ریختهاویژگیي درمی چنگال از نظر هاسلول: نتایج
یک مورفولوژي دو قطبی و دوکی شکل را به نمایش گذاشتند که در یک ماتریکس خارج سلولی غنـی از  هاسلولاین . شباهت نشان دادند

ا در سیتوپلاسم خود بیـان کردنـد و ایـن پـروتئین بـا      رASMAي کشت شده پروتئین هاسلولاکثریت . گلیکوزآمینوگلیکان قرار داشتند
اکتوپیک درماپیقادر نبودند هاسلولي درمی فولیکول مو این هاسلولبا وجود این، برخلاف . اي مشاهده شدشدت بیشتري در پاهاي تیغه

.پوستی القا کنندهرا براي ایجاد یک زائد

ي درمـی سـایر ضـمائم    هاسلوللاي درمی فولیکول مو مشاهده شده است قابل تعمیم به ي پاپیهاسلولقابلیت القایی که در : گیرينتیجه
ي پاپیلاي درمـی  هاسلولموجود در هد که عامل القا کنندشواز شواهد چنین استنباط می. ي درمی چنگال نیستهاسلولپوستی از جمله 
. دشوي درمی چنگال بیان نمیهاسلولفولیکول مو در 

ییکشت سلول، بافت شناسی، ایمونوشیمی، القا، موش صحرا: واژگان کلیدي
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مقدمه

هیی با منشا انتوژنی متفاوت که در نتیج ـهاسلولکنش بین برهم
گیرنـد یکـی از اتفاقـات    حرکات سلولی در مجاورت هم قرار مـی 

هـاي دو سـویه،   کـنش این بـرهم . معمول طی تکوین جنین است
یر وار اساس تکوین تعدادي از بندي شده، منظم و زنجزمانادقیق
مطالعـات  ).4و 3، 2، 1(دهـد  هاي جنـین را  تشـکیل مـی   اندام

اکتـودرمی پوسـت و   -هـاي مزانشـیمی  زیادي روي بـرهم کـنش  
انجـام  ) فولیکول مو، فولیکول پر و غـدد پسـتانی  (ضمائم پوستی 

ها در تکوین کنشگرفته و در این مطالعات نقش حیاتی این برهم
عـلاوه  ). 5-12(م آن نشان داده شده است یو ضماطبیعی پوست 

ها در طی تکوین جنینی شواهدي وجود کنشبر اهمیت این برهم
هـا بـراي رشـد و تمـایز     کنشکند این برهمدارد که پیشنهاد می

در پی ). 13(باشند تلیوم در موجود بالغ نیز حیاتی میصحیح اپی
م رسانی وجود این مطالعات چنین مطرح شده که فاکتورهاي پیا

تلیـوم و مزانشـیم عمـل کـرده و     دارند که روي هـر یـک از اپـی   
).14(کنند ها را تنظیم میوستازي آنئموه

inها و تـاثیرات مسـتقیم آن در شـرایط    کنشاین برهمهمطالع

vivo       کـه  و طـی فرآینـد مورفـوژنز سـخت و دشـوار اسـت چـرا
توان که نمیمتغیرهاي بسیاري در این موضوع دخالت دارند و این

رو، بـراي  از این. آسانی شرایط آزمایش را تحت کنترل قرار دادهب
هـاي  هـا محققـین بـه تکنیـک    کنشدرك بهتر ماهیت این برهم

ي در حـال  هـا بافتها، در این تکنیک. کنندنوترکیبی مراجعه می
یی از هـا بافـت ی از یکدیگر جدا شده و بـا  درماپی–تکوین درمی 

، )Heterotopic(متفـاوتی از بـدن   ه ناحی ـزاحیوان هم نوع ولی 
و ) Heterochronic(نوع  ولی متفاوت از نظر تکـوین  حیوان هم

) Heterospecific(متفــاوتی قــرار دارد هیــا حیــوانی کــه در رد
ي نوترکیب شده سپس یا در شـرایط  هابافتاین . شوندمجاور می
in vitroجه قرار کوریوآلانتوئیک جوهیا روي پردشوندکشت می

چنـین  . ندشـو گیرند و یا به یک میزبـان مناسـب پیونـد مـی    می
آزمایشات نوترکیبی نه تنهـا کرونولـوژي و آبشـار وقـایع را طـی      

کند بلکه نقش هر بافـت را در  م پوستی مشخص مییتکوین ضما
)15(کند این اتفاقات آشکار می
کـه در آغـاز بـین   heterospecificهـاي  با استفاده از نوترکیبی

د کـه  شانجام شد مشخص ي جنین موش و جنین جوجههابافت
ــه م پوســتی در یضــما) species specificity(اي  ویژگــی گون

از ایـن آزمایشـات چنـین    ). 18و 17، 16(نهفتـه اسـت  درماپی
درم یک نقش تعیین کننده در تکـوین  ا شد که ظاهراستنتاج می

که درم نیز اما مطالعات بعدي مشخص کرد. م پوستی نداردیضما
همچنـین نشـان   . یک نقش غیرقابل انکاري در ایـن فرآینـد دارد  

، درم در تمـام  درماپـی هاولی ـيداده شده است که علاوه بر القـا 
علاوه، مشخص شـده  به. م پوستی نقش داردیمراحل تشکیل ضما

د شودرم تعیین میهوسیلهکه مورفولوژي و طرح ضمائم پوستی ب
ی درم ـاپی-هاي درمیکنشه روي برهممطالعات انجام شد). 19(

طـور  هکند که حتی در بلوغ نیـز درم ب ـ طی بلوغ نیز پیشنهاد می
این شاهد از . گذاردتاثیر میدرماپیمداوم و موثر روي سرنوشت 

آید که بین فولیکول پـر و فولیکـول مـو    هایی میانجام نوترکیبی
). 20(انجام گرفته است 

م پوستی یپیلاي درمی حاصل از ضماي پاهاسلولدنبال کشت هب
هـا سـلول محققین نشـان دادنـد کـه ایـن     ) مو، پشم و ویبریسا(

کننـد  ي کامل خود ویژگی القـایی را حفـظ مـی   هابافتهمچون 
توانستند تولید مو را بـر  ي کشت شده میهاسلولکه این نحويبه

هـاي جالـب   با وجود این یافته).21(روي پوست گوش القا کنند 
هـاي  کنشبرهمهجواب متعددي در زمینهنوز سوالات بی،توجه
شود به لیکن در این مقاله  سعی می. ی وجود دارددرماپی-درمی

ي درمـی مشـتق   هـا سلولیک سوال جواب داده شود و آن اینکه 
) در اینجا چنگال موش صـحرایی (ی درماپیم یشده از سایر ضما

ي درمـی فولیکـول   هاسلولهاي القایی مشابه آنچه در نیز قابلیت
.گذارند یا خیرشود را به نمایش میمو و پر مشاهده می

هپریمات نیز یک زائد-ها و چنگال در حیوانات غیرناخن در انسان
هشود که در طـی مراحـل جنینـی در نتیج ـ   پوستی محسوب می

اگرچـه، بـرخلاف   . شودایجاد مییدرماپی-هاي درمیکنشبرهم
هن داراي رشد مداوم بوده و فاقد مرحلفولیکول مو، چنگال و ناخ

باشــند ولــی در سرتاســر حیاتشــان بــین ایــن دو اسـتراحت مــی 
پیشنهاد شـده کـه نـاخن و چنگـال در     . هایی وجود داردشباهت

همچنـین از  . فولیکول مو هسـتند هشدواقع شکل تانخورده و باز
هم نشـان  هلحاظ بیوشیمیایی نیز این دو ساختار شباهت زیادي ب

تحقیقـات  هها بر اساس سابقرغم این شباهتعلی).22(هند دمی
ي القایی بخش درمی هاویژگینوترکیبی تاکنون پژوهشی بر روي 

رو در ایـن مطالعـه   از ایـن . ناخن یا چنگال صورت نگرفتـه اسـت  
ي درمی چنگـال در محـیط   هاسلولي هاویژگیعلاوه بر بررسی 

ي درمـی  هـا لولس ـشود کـه آیـا   کشت به این سوال پرداخته می
حاصل از بستر چنگال موش صحرایی داراي این قابلیـت هسـتند   

تشکیل ضـمائم  ) فولیکول مو(هتروتوپیک درماپیکه در پیوند با 
ایـن  هپوستی را  القا کنند؟ و اگر این قابلیـت را دارنـد در نتیج ـ  

آید؟ وجود میهپوستی بهنوترکیبی چه زائد
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هامواد و روش

رفتار با حیوانات و کسـب  هنحوهز طی دوربعد ا:بافت شناسی
منظـور دسـتیابی بـه    اخلاق دانشگاه، بـه همجوز مربوطه از کمیت

تري از مورفولـوژي و محـل دقیـق قرارگیـري     دانش و فهم دقیق
ــلول ــاسـ ــژاد  هـ ــحرایی نـ ــوش صـ ــال مـ ــی در چنگـ ي درمـ

PVG)inbred Piebald Virol Glaxo(    4، یـک نـوزاد مـوش
کشـته و انگشـتان   CO2بالایی از وزحیوان با د. نتخاب شدروزه ا

انگشتان در . دشاسکالپل قطع هدست و پاي آن با کمک یک تیغ
هاي تثبیـت  تثبیت شدند و نمونهدرصد4محلول فرمالین نمکی 

طریق معمول براي مطالعات بافت شناسـی آمـاده   هبا شده متعاقب
. دش

بـراي  :تر چنگالهاي درمی از بسجداسازي و کشت سلول
. روز اسـتفاده  شـد  30تـا  4هایی با سنین بـین  این بخش موش

هـاي  کشته و سپس انتهـاي انـدام  CO2بالایی از دوزحیوانات با 
با اسـتفاده از  . شستشو داده شددرصد70ها با اتانول حرکتی آن

اسکالپل نوك انگشتان از محل آخرین مفصل منتهی به هیک تیغ
هاي جدا شده بلافاصله در و قطعه) a1شکل (چنگال قطع گردید 

U/ml 100(هـا  بیوتیـک و آنتـی MEMیک پتري دیش حاوي 

استروپتومایسـین، دوز لیتـر میکروگرم بر میلـی 100پنیسیلین، 
فـونگیزون، همگـی تهیـه شـده از     لیتـر میکروگرم بـر میلـی  5/2

ــا . قــرار گرفــت) Gibcoشــرکت  در زیــر استرئومیکرســکوپ و ب
جراحی ظریف یک برش طولی در طول پوسـت  از قیچیاستفاده 

. د تا ساختارهاي داخلی آشـکار گردنـد  شبخش قطع شده ایجاد 
سـاختارهاي  . جدا شده و دور انداخته شداها متعاقبپوست نمونه
ها عبارت بودنـد از اسـتخوان آخـرین بنـد انگشـت      داخلی قطعه

به یک ظـرف  همراه هم ي مربوط به چنگال که بههابافتهاضافهب
-در اینجا با کمک پنس. دشبیوتیک منتقل و آنتیMEMجدید 

آرامی از استخوان جدا و دور چنگال بههکراتینههاي ظریف صفح
کراتینـه  هبافت پاپیلاي درمی که درست زیر صـفح . انداخته شد

گیرند اکنون تنها بـافتی بودنـد کـه چسـبیده بـه سـطح       قرار می
اکنـون ایـن بافـت    . قی مانده بـود استخوان آخرین بند انگشت با

و نوك سوزن سرنگ از استخوان جدا شده آرامی با کمک پنسبه
ایـن  . انتقـال یافـت  متـر  میلـی 35و به ظروف کشت ) b1شکل (

MEM +20[ابتدا در یک یـا دو قطـره محـیط کشـت     هابافت
کشـت داده  ]هـا بیوتیـک آنتی) + FCS(سرم جنین گاوي درصد

37نکوباتور براي کشت عبارت بـود از دمـاي   شرایط داخلی ا.شد
ظـروف  CO2.درصـد  5درصد اکسـیژن و  95، گراددرجه سانتی

چهار روز پس از کشت در زیر میکروسکوپ اینورت مورد مشاهده 
بـه  هـا بافـت اي دال بر چسبیدن قرار گرفته و پس از دیدن نشانه

لیتـر از همـان محـیط    میلـی 2، هاسلولکف ظرف و شروع رشد 
پس از ایجـاد، رشـد و خـروج کامـل     . شدشت به ظروف اضافه ک

کار تا هو همچنین در ادام) tissue explants(هابافتاز هاسلول
MEM +10[با محیط کشـت  هاسلولپاساژ هرسیدن به مرحل

د ش ـتغذیـه  ]هـا بیوتیـک آنتی) + FCS(سرم جنین گاوي درصد
).c1شکل (

-'1,1رنـگ حیـاتی   هاي کشت شده بارنگ آمیزي سلول

Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine
Perchlorate  یاDiI

ي درمـی حاصـل از   هـا سـلول براي آشکار کردن قابلیـت القـایی   
فولیکـول  درماپـی (هتروتوپیـک  درماپیکنش با چنگال در برهم

ي هـا سـلول ، ابتـدا  in vivoدر شرایط ) گوشدرماپیویبریسا و 
DiIبـا  رنـگ حیـاتی   3و 2کشت داده شده بعد از پاساژ درمی

کار ایـن بـود کـه مـا     هدف از این). d1شکل (رنگ آمیزي شدند 
در انتهـاي کـار   هـا سـلول بتوانیم تا بـدون آسـیب رسـاندن بـه     

. ي پیوند شده را در محل پیوند تعقیـب کنـیم  هاسلولسرنوشت 
فوژ نمـودن  کـردن و سـانتری  براي این منظـور بعـد از تریپسـینه   

لیتـر  ، پلیت سلولی کـف لولـه سـانتریفوژ در یـک میلـی     هاسلول
MEM میکرومول 5حاويFM-DiI)  مولکولار پروبـز، آمریکـا (

سوسپانسیون سلولی متعاقبـا ابتـدا   . حالت سوسپانسیون درآمدهب
و بعـد بـراي   گـراد درجه سانتی37دقیقه در دماي 5براي مدت 

هـا سـلول . انکوبـه شـد  گـراد یدرجه سانت4دقیقه در دماي15
ســـانتریفوژ و محلـــول رویـــی rpm1800ســـپس در شـــرایط 

)supernatant (پلت سلولی با . حاوي رنگ اضافی دور ریخته شد
صورت سوسپانسون درآمد و سوسپانسیون هبMEMلیتر میلی5

در این مرحله پلت سلولی در . دشصورت قبل سانتریفوژ هدوباره ب
MEM درصد 10حاويFCSحالت سوسپانسـیون درآمـد و   هب

ظروف . دشمنتقل متر میلی35در همین محیط به ظروف کشت 
گراددرجه سانتی37روز در شرایط تاریکی و دماي 3براي مدت 

بـا  هـا سـلول بعد از پایان این مدت محیط کشت . خوابانده شدند
ظروف در این محیط براي . دشتنها تعویض MEMمحیط کشت 

انکوبه شدند تـا اینکـه   گراددرجه سانتی37ر دماي ساعت د24
.آید آماده شوندطریقی که شرح آن در زیر میبراي پیوند زدن به

بـه داخـل   DiIهاي رنـگ آمیـزي شـده بـا     پیوند سلول
بـراي  :)فاقد پاپیلاي درمی(فولیکول ویبریساي قطع شده 
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ي اه ـسلولهعنوان پذیرندهماه ب4موش صحرایی با سن 2پیوند 
موهاي (هاي ویبرسا پیوندي انتخاب شدند و محل پیوند فولیکول

. بـود ) زبر و درشت پشت لب فوقانی جوندگان و سایر پستانداران
,Mallinckrodt Veterinary Ltd)هـا بـا کمـک فلـوتن     موش

UK)اسـکالپل  هسپس بـا کمـک قیچـی و تیغ ـ   . هوش شدندبی
که ویبریسا قرار ايلب فوقانی از عقب ناحیههظریف پوست ناحی
بریده با روشی که با جزئیات در جـاي دیگـر    هدارند بریده و ناحی

ها در معـرض  معکوس شد تا فولیکول) 22(شرح داده شده است 
ي همبنـد  هـا بافتطور مجزا از هها سپس بفولیکول. قرار گرفتند

) 23(ها بر مبناي فرمـول اولیـور   اطراف آزاد شدند و موقعیت آن
تر که در آخرین هاي بزرگلیات پیوند روي فولیکولعم. دشثبت 

هـا بـر   فولیکـول . گیرند انجام گرفتشکمی قرار می-ردیف پشتی
ي پیونـدي  هـا سلولطبق روش معمول و استاندارد براي پذیرش 

 ـ). 24(آماده شدند  طـور خلاصـه، ابتـدا بـا اسـتفاده از پـنس       هب
و سـپس  ها از محل اتصال به سطح پوست گرفتـه شـده   فولیکول

). a2شـکل  (د شدنطولی از فولیکول با کمک قیچی ظریفی قطع 
همحل قطع شدگی درست در بالاي محل ورود عصـب بـه دیـوار   

فوقانی فولیکـول  هعبارتی نیمهکار بکپسول فولیکول بود و با این
هنیم ـ. جدا شـد ) b2شکل (تحتانی فولیکول هاز نیم) b2شکل (

تحتانی همان محلی اسـت  هناحی(تحتانی سپس دور انداخته شد 
). گیرندي پاپیلاي درمی خود فولیکول در آن قرار میهاسلولکه 

 ـ هویبرساي موجـود در نیم ـ هسپس رشت هجـا مانـد  هفوقـانی و ب
کـار  تا با این) c2شکل (شد فولیکول قطع شده از فولیکول کنده 

پـس از  . ي پیوندي مهیا شـود هاسلولفضاي لازم براي جا دادن 
سـراغ ظـروف کشـت    هاي پذیرنـده بـه  فولیکولنیمهآماده شدن

رنگ شده بودند رفته و بعد از DiIي درمی چنگال که با هاسلول
سلولی روي کف هلای، تکهاسلولدور ریختن محیط کشت روي 

صـورت  هو ب) e1(لاستیکی تراشیده شده هظرف با کمک یک تیغ
سـلولی سـپس   هایـن تـود  . دش ـجمـع آوري  ) clamp(یک توده 

هـا قـرار   فولیکـول پنس به فضایی کـه در انتهـاي نیمـه   هوسیلهب
شـکل  (شدویبرسا ایجاد شده بود منتقل هداشت و از کندن رشت

d2 .(ي هـا سلولفولیکول به این طریق نیمه9طور کلی تعداد هب
هـا سلولبعد از تزریق . را دریافت نمودندDiIدرمی رنگ شده با 

حالت اول برگردانـده  این ناحیه بهها، پوستفولیکولبه این نیمه
هـوش  هها سپس بموش. شدشده و بریدگی ایجاد شده بخیه زده 

ذکـر ایـن نکتـه    . هاي مجزا منتقـل شـدند  آورده شده و به قفس
وش آمدن، این حیوانات مشـکلی در  هضروري است که پس از به

روز از عملیـات پیونـد   20بعـد از  .خوردن و آشـامیدن نداشـتند  
هاي دریافت فولیکولهاي میزبان کشته شده و نیمهششدن، مو

 ـهکنند میلـز،  (tissue-tekطـور فـوري بـا مـایع     هپیوند جدا و ب
بـا اسـتفاده از   . قالب گیري و با نیتروژن مایع فریز شدند) آمریکا

میکرومتري 6هاي برش) برایت، انگلستان(میکروتوم کرایوستات 
ها در طور سریع برشهسپس ب. تهیه و بر روي لام قرار داده شدند

زیر میکروسکوپ فلورسنس مجهز به فیلتر فلورسنس رودامـین و  
.هاي فازکنتراست مـورد مشـاهده قـرار گرفتنـد    همچنین عدسی

، )1a(گـال  محل قرار گیري بافـت پـاپیلاي درمـی در چن   . فولیکول ویبریساي پاپیلاي درمی چنگال به نیمههاسلولمراحل آماده سازي و پیوند :1شکل 
بـالایی نیمـه  هبـه نیم ـ هـا سـلول ، پیوند )1d(DiIي کشت شده با هاسلول، رنگ آمیزي )1c(، کشت بافت در محیط کشت )1b(خارج کردن بافت پاپیلا 

، پـذیرش  )2c(فولیکـول  بـالایی  همو از نیم ـه، کندن رشت)2b(پائینی فولیکول هدور انداختن نیم) 2a(دو نیمه کردن فولیکول ویبریسا .فولیکول ویبریسا
).  2d(مو هي درمی چنگال به فضاي برجاي مانده از محل رشتهاسلول
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ــلول ــد زدن س ــا پیون ــده ب ــزي ش ــگ آمی ــاي رن -'1,1ه

Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine
Perchlorate)DiI (هاي ایجاد شده در لالـه  داخل زخمهب

هـوش  طور سبک بـی هفلوتن بموش بالغ با کمک 3تعداد :گوش
. درصد شستشو داده شد70ها  با الکل هاي آنگوشهشده و لال

اسـکالپل  هها با کمـک یـک تیغ ـ  سپس با در دست گرفتن گوش
متـر در  میلـی 4تـا  3طول هیک زخم طولی کوچکی ب11شماره 

سپس یک سر سوزن سرنگ از طریق ایـن  . مرکز گوش ایجاد شد
ي هـا سـلول داده شد تا فضاي لازم بـراي  داخل درم عبور هزخم ب

حال هر گونه خون و ترشحات دیگر زخم و . پیوندي را ایجاد کند
اطراف آن با کمک دستمال استریل پاك شد تا کار بـراي پیونـد   

بـراي پیونـد زدن   . آماده گرددDiIي درمی رنگ شده با هاسلول
اده شرح دقبل دوباره به همان طریقی که در قسمت هاسلولاین 

دست آمـده  هسلولی بهاز کف ظروف تراشیده شده و تودهاسلول
داخل فضاي ایجاد شده در زخـم گـوش   هظریفی ببا کمک پنس
حال خود رها هاي بحال محل زخم براي چند دقیه. جاسازي شد

ي پیوندي و ترشحات خـونی پوسـت   هاسلولسطحی هشد تا لای
وش آینـد و  ه ـا بهها اجازه داده شد تسپس به موش. خشک شود

روز بعـد از پیونـد زدن،   10تا 7. هاي خود منتقل شوندبه قفس
حیوانات مذکور کشته شده و بافت محل زخم بعد از جدا سـازي  

هاي بـافتی  ها ذکر شد براي بررسیچه براي فولیکولبه روش آن
.دشآماده 

نتایج

بافت شناسی
ي که در اهاي مداوم و پیوستهکنشبرهمهچنگال در نتیج

بخش درمی . شودافتد تولید میانتهاي پشتی انگشتان اتفاق می
که ) مکان تولید سلول(ی درماپییا پاپیلاي چنگال با ماتریکس 

کنش در بالاي انتهاي دیستال آخرین بند انگشت قرار دارد برهم
و مشخصاتی را به هاویژگیپاپیلاي درمی چنگال . کندمی

ي پاپیلاي درمی فولیکول موي هالولسگذارند که در نمایش می
ي هاسلولبه این ترتیب که پاپیلا با . شوددر حال رشد دیده می

شود که در یک ماتریکس خارج فیبروبلاستی اشغال میشبه
ماتریکس خارج سلولی این ). 2شکل (اند سلولی فراوان پراکنده

ت که این اسهگیرد که نشانخوبی با آبی آلسین رنگ میهپاپیلا ب
. باشداین ماتریکس غنی از ترکیبات گلیکوزآمینوگلیکان می

تلیومی قرار دارد که در درست در بالاي این پاپیلاي درمی اپی
هاي سلولی آن پوست است که لایهدرماپیاي از واقع ادامه

. شوندکنند دچار تمایز میطرف سطح حرکت میکه بههمچنان
تر تر و طویلح بزرگتر، پهندر مسیر حرکت به سطهاسلولاین 

هها سرانجام صفحآن. دهندخود را از دست میهشده و هست
ي متراکم کراتینه شده هاسلولسازند که از ضخیم چنگال را می

.گرددتشکیل می

و ) پیکـان (ی درماپیبخش 2ساسی از طور اهچنگال ب. بزرگنمائی پائین از انتهاي انگشت) A: (روزه4شناسی چنگال موش صحرائی ساختار بافت:2شکل 
. بزرگنمائی بالاتر از همان ناحیـه ) B. (ي غضروفی استهاسلولهنوز استخوانی نشده و شامل ) b(استخوان آخرین بند انگشت . دشوتشکیل می) d(درمی 

از این بافت درمی براي کشـت  . شودر دارند تشکیل مییی که در ماتریکس غنی از گیکوزآمینوگلیکان قراهاسلولاز ) پیکان(بافت درمی یا پاپیلاي چنگال 
.  میکرومتر50برابر Bمیکرومتر و در 100برابر با Aخط نشانه در . کورتیسSپونسواي -هماتوکسیلین-آبی آلسین: رنگ آمیزي.سلولی استفاده شد
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کشت سلولی
ي پاپیلاي درمـی چنگـال سـه روز بعـد از     هاسلولظروف کشت 

از هـا سـلول در این زمان . رد مشاهده قرار گرفتندانجام کشت مو
tissue(هاي بافتی تمام جهات شروع به خروج از پیرامون قطعه

explants (در هـا سلولبا وجود بعضی تغییرات، این . کرده بودند
در ابتدا هـیچ تفـاوتی از   . حالت کلی کوچک و دوکی شکل بودند

هـاي بـافتی و   طعـه ي مجـاور ق هـا سـلول نظر اندازه و تراکم بین 
حال، بعد از با این). A3شکل (اي وجود نداشت ي حاشیههاسلول

تـر از  متـراکم هـا بافـت ي مجـاور  هـا سـلول روز، 3تـا  2شت ذگ
). B3شــکل (شــدند اي ظــاهر مــیي نــواحی حاشــیههــاســلول
اي متعـددي بودنـد کـه    اي داراي پاهـاي تیغـه  ي حاشیههاسلول

.در حال حرکت و مهاجرت هستنداشاره به این داشت که فعالانه
ي در هـا سـلول ي پاپیلاي درمی بالا بـود و  هاسلولقابلیت تکثیر

شـکل  (شـدند  حال تقسیم به فراوانی در محیط کشت دیـده مـی  
C3 .(هـا سـلول این سرعت تکثیر بالا و مهاجرت فعال هدر نتیج ،

فرآیند گسترش سلولی در اطراف قطعات بافتی سـریع بـود و بـه    
تمام فضاي کف ) دو هفتهطی(در زمان کوتاهی هاسلولتبع آن 

این ویژگی حتی بعد از ).D3شکل (پوشاندند ظروف کشت را می
ها طـی فقـط   که آنطوريهشد بها حفظ میدر آنهاسلولپاساژ 

پیوسـته یـا کانفلوئنـت    هحالت تـک لای ـ چند روز بعد از پاساژ به
)confluent (مجتمـع  هاسلولنت، در حالت کانفلوئ. رسیدندمی

کردنـد ولـی   ایجاد می) clumps(هاي سلولی متراکم شده و توده
چـه در مـورد   آنههاي سلولی از لحاظ بزرگی بـه انـداز  این توده

-نمـی )21(ي پاپیلاي فولیکول مو دیده شـده  هاسلولهاي توده
).D3شکل (رسیدند 

روز 4هـاي بـافتی   ي درمی خارج شـده از قطعـه  هاسلول) A(.لاي درمی چنگال در محیط کشتي پاپیهاسلولکنتراست از -هاي فازفمیکروگرا:3شکل 
ي مجـاور  هـا سـلول روز از شـروع کشـت   7بعـد از  ) B. (اي مشـخص هسـتند  عمدتا دوکی شکل بوده و داراي پاهـاي تیغـه  هاسلول. پس از شروع کشت

ي درمـی محـیط   هـا سـلول در میـان  ) پیکان(ي در حال تقسیم متعددي هاسلول) C. (شوندي پیرامونی مشاهده میهاسلولتر از هاي بافتی متراکمقطعه
A ،Bخط نشـانه در  . دادندرا می) پیکان(هاسلولهاي کوچکی از ها و تودهي درمی تشکیل مجتمعهاسلولکانفلوئنت هدر مرحل) D. (کشت وجود داشت

.  رمیکرومت150برابر با Dمیکرومتر، در 25برابر Cو 
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ASMAبادي هاي کشت شده یا آنتیدار کردن سلولنشان
ي پـاپیلاي درمـی   هـا سـلول ي هاویژگیراي آشکار کردن سایر ب

ASMAبـادي  بـا آنتـی  3و 2بعد از پاساژ هاسلولچنگال، این 

-با این آنتـی هاسلولدرصد این 90تا 85اتقریب. دار شدندنشان
ــادي نشــان ــب درب ــن ترکی ــتدار و ای ــام میکروفیلامن ــاي تم ه

با ایـن وجـود شـدت رنـگ     ). 4شکل (سیتوپلاسمی بیان گردید 
هاي بیشـتر از بقی ـ هاي موجـود در پاهـاي تیغـه   گرفتن فیلامنت
ي پهـن و  هـا سـلول بادي در همچنین  این آنتی. سیتوپلاسم بود

ي کوچـک و متـراکم   هاسلولپراکنده با شدت بیشتري نسبت به 
.شدظاهر می

این پـروتئین اسـکلت سـلولی را    هاسلولاکثریت . ASMAي درمی چنگال در محیط کشت با آنتی بادي هاسلولرنگ آمیزي ایمونوفلورسنس از :4شکل 
کم ي کوچـک و متـرا  هـا سلولشدیدتر از ) پیکان بزرگ(ي پهن هاسلولکنند ولی بیان این پروتئین در بیان می) ايویژه در پاهاي تیغههب(در سیتوپلاسم 

.   میکرومتر50خط نشانه برابر . است) نوك پیکان(

هاي درمی پاپیلاي چنگالکنشی سلولتوانایی برهم
ي کشت شـده  هاسلولکنشی، هاي برهممنظور ارزیابی قابلیتبه

هـاي ایجـاد   داخل زخمرنگ شده و سپس بهDiIچنگال ابتدا با 
یسـا مـوش   بـالایی فولیکـول ویبر  هگوش و یـا نیم ـ هشده در لال

هـاي دریافـت   شناسی گـوش هاي بافتبررسی. دشصحرایی وارد 
نشـان  هـا سلولروز پس از وارد نمودن 10تا 7سلول در هکنند

راحتـی  هبهابافتدلیل گسیختگی سلول بههپذیرندهداد که ناحی
گونـه  امـا هـیچ  ). A5شکل (از نواحی اطراف قابل تشخیص است 

بـراي  . وارد شده مشاهده نشـد يهاسلولساختار بافتی در محل 
هـاي  ي کاشته شـده، بـرش  هاسلولپی بردن به موقعیت و مکان 

بافتی تهیه شده از گوش میزبـان زیـر میکروسـکوپ فلورسـانس     
ي هـا سـلول . مجهز به فیلتر رودامین مورد مشاهده قرار گرفتنـد 

هـاي مجتمعـی   صورت تودههباپاپیلاي چنگال عمدتهکاشته شد
ش وجود داشتند، هر چند کـه تعـدادي از ایـن    در عمق بافت گو

شدند طور پراکنده در پیرامون محل زخم دیده میهنیز بهاسلول
در ساختمان و یا در ارتباط با هـیچ  هاسلولاما، این ). B5شکل (

. مشـاهده نشـدند  ) از قبیل فولیکول مو و یا غیـره (ساختار بافتی 

ارد شده در سـاختار  ي درمی وهاسلولعلاوه براین، هیچ اثري از 
. ي میزبان و ضمائم آن مشاهده نشدهابافت

ههـاي ویبریسـاي دریافـت کننـد    فولیکولهمچنین بررسی نیمه
روز از آزمایش مشخص کرد 20ي پاپیلاي چنگال بعد از هاسلول

با کمـک همکـاري   اها ظاهرفولیکولکه قسمت تحتانی این نیمه
گـاهی در ایـن   بافت جـوش ي پیوندي التیام یافته و یک هاسلول

هـا هـیچ   فولیکـول امـا از ایـن نیمـه   . ناحیه شـکل گرفتـه اسـت   
). C5شـکل  (منشا نگرفته بـود  ...) مو و هاز قبیل رشت(ساختاري 

اي از تـرمیم  شناسی نیز نشان داد که هیچ نشـانه مشاهدات بافت
پوسـتی دیگـر در ایـن    هفولیکول و ایجاد مو یا تشکیل یک زائـد 

هاي تهیه شده از بررسی برش. شودها مشاهده نمیفولیکولنیمه
ها زیر میکروسکوپ فلورسانس تایید کـرد کـه   فولیکولاین نیمه

طور پراکنده در بخـش  هي رنگ شده بهاسلولهرچند تعدادي از 
شـوند لـیکن بخـش اصـلی     هـا دیـده مـی   فوقانی ایـن فولیکـول  

، یعنـی  هـا ي پیوند شده هنوز در انتهاي تحتانی فولیکولهاسلول
شـکل  (اند به آ ن وارد شدند، باقی ماندههاسلولهمان جایی که 

D5.(
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اي از گـوش  برش بافتی از ناحیه) A. (ي پاپیلاي درمی کشت شدههاسلولهي دریافت کنندهابافتکنتراست و فلورسنس از -هاي فازمیکروگراف:5شکل 
محـل وارد کـردن   . اي از تشکیل ساختار پوسـتی در محـل پیونـد دیـده نمـی شـود      هیچ نشانه. را دریافت کرده بودDiIي درمی رنگ شده با هاسلولکه 

طـور کـه مشـاهده    همـان . تصویر گرفته شده از محل پیوند با استفاده از میکروسـکوپ فلورسـنس  ) B). (پیکان(، موقعیت زخم ایحاد شده )der(هاسلول
اي ي درمـی نیـز نشـانه   هاسلولهفولیکول دریافت کنندنیمه) C. (شوندهنوز هم در محل پیوند مشاهده می) نگ قرمزر(ي درمی چنگال هاسلولشود می

فولیکـول دریافـت کننـده سـلول نیـز      نیمههمشاهد) D. (شودآن دیده نمیدر) پیکان(بافت میزبان درماپیي پیوندي و هاسلولکنش بین از ایجاد برهم
Cو Bمیکرومتـر، در  25برابر Aخط نشانه در . شونددر محل پیوند مشاهده می) رنگ قرمز(ي درمی هاسلولروز هنوز نیز 2گذشت نشان داد که بعد از 

.میکرومتر50برابر با Dمیکرومتر و در 100برابر 

بحث

نشان داد این ساختار شناسی چنگال در این پژوهش بررسی بافت
ی درم ـاپـی نیز همچون سایر ضمائم پوستی از دو بخش درمـی و  

کنش همین دو بخش است کـه  برهمهد و در نتیجشوتشکیل می
کراتینی چنگـال و یـا نـاخن در طـول عمـر      هطور ممتد صفحهب

جنینی کـه  هکنش نه تنها در دوراین برهم. کندحیوان  رشد می
فاکتورهاي متعددي شناسایی شده . ه داردبلوغ ادامهدر تمام دور

). 25(دخالـت دارنـد  درماپـی کنش میـان درم و  که در این برهم
LIMتحقیقات انجام شده اهمیت نقش فاکتور رونویسـی   1B را

در جنـین مـوش   ) و همچنین اندام حرکتـی (در تشکیل چنگال 

-این فاکتور همچنین در ایجاد قطبیـت پشـتی  . نشان داده است
چنـین تصـور   ). 26(دام حرکتی در حال نمو نقش دارد شکمی ان

LIMرود که می 1B      نقـش خـود را از طریـق مسـیر اسـپوندین
ها هستند که اي از پروتئینها خانوادهاسپوندین. رساندانجام میهب

نشـان داده شـده کـه    . در ارتباطات درون سلولی مشارکت دارنـد 
تم پیـام رسـانی   در تعیین فعالیت سیس ـ4براي مثال، اسپوندین 

Wnt/  ـ   ـهبتا کتنین دخالت دارد و این مسـیر نیـز ب خـود در  هنوب
). 28و 27(کنـد  شروع فرآیند تشکیل چنگـال نقـش بـازي مـی    

هایی که در تولید اسپوندین داراي نقص هسـتند انـواعی از   موش
گذارنـد  ها از جمله نداشتن چنگـال را بـه نمـایش مـی    ناهنجاري
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در ضمائم پوستی اسپوندین موجود عقیده بر این است که). 29(
درم رویی و شروع فرآیند نمو ایـن  ي درمی در القا اپیهاسلولدر 

ي درمی که فاقد هاسلولضمائم نقش دارد و نشان داده شده که 
-ی را بروز نمییاین خاصیت القا) فیبروبلاست(اسپوندین هستند 

ال نیز در تشـکیل چنگ ـ Aktعلاوه بر اسپوندین ژن ). 30(دهند 
هاي ترنسژنیکی که واجد تغییراتی در این ژن موش. اهمیت دارد

یـک پـروتئین   Aktمحصـول ژن  . باشندهستند فاقد چنگال می
ترئونین است که در پیام رسـانی سـلولی نقـش دارد    /کیناز سرین

برخلاف اسپوندین کـه در بافـت مزانشـیمی وجـود دارد و     ). 31(
-در اپـی Aktاسـت،  کنش بین مزانشیم و اکتودرممسئول برهم

کـرد پـروتئین   شود یک نقشی در عملتلیال قرار دارد و تصور می
) Bone morphgenic protein)BMPریخت زاي استخوان یـا  

این پروتئین عـلاوه بـر اینکـه در تشـکیل چنگـال      . کندبازي می
کنـد،  دخالت دارد یک نقش حمایتی در نمـو چنگـال بـازي مـی    

هآخرین بند انگشـت انسـان در دور  ضمن اینکه در قابلیت ترمیم 
رسد که این نظر میهبنابراین چنین ب). 32(نوزادي نیز نقش دارد 

تشکیل چنگال است و اگر هلازم) درم-درماپی(ارتباطات دوجانبه 
آن ایجـاد عـدم   هوجـود آیـد نتیج ـ  هاختلالی در این ارتباطات ب ـ

ال هاي همچون هیپوپلاستیک چنگتشکیل چنگال و یا ناهنجاري
).33(د شومی

مطالعات ایمونوهیستوشیمی انجام شده وجود ترکیبات متعـددي  
انـواعی از  . ی و درمی چنگال نشان داده استدرماپیرا در بخش 

هـاي سـخت   ، و کـراتین 1-10، کـراتین  )soft(هاي نـرم  کراتین
)hard( در بخــش 86و 85، 81، 32، 31، 17، 16، 14، کــراتین

همچنین در بخش ). 35و34(ه است ی چنگال یافت شددرماپی
در ایـن تحقیـق   . دشـو هاي مختلفی بیـان مـی  درمی نیز مولکول

ي درمـی در یـک مـاتریکس غنـی از     هاسلولنشان داده شد که 
وجـود  ) هـا جزئی از سـاختار پروتئوگلیکـان  (گلیکوزآمینوگلیکان 

ي مزانشیمی بسـتر چنگـال واجـد    هاسلولگزارش شده که .دارند
هســـتند و ایـــن یـــک پروتئوگلیکـــان ) versican(ورســـیکان 

هـا  لکتیکـان هکوندروئیتین سولفات است کـه عضـوي از خـانواد   
)lecticans (باشد می)همچنین مشخص شده که در بخش ). 36

پلاسـمینوژن  هفعال کنندهدرمی ویمنتین، دسمین و مهار کنند
ــوع  plasminogen activator inhibitor  type( 2ن 2 (

در این پژوهش نشان داده شد ). 37و 26(د  شومیشدت بیان هب
ASMAي درمی چنگال در محیط کشـت پـروتئین   هاسلولکه 

اي است که نشان کنند و این مشاهده در راستاي مطالعهبیان می
 ـHHF35بـادي  ي درمی با آنتـی هاسلولداده  شـدت واکـنش   هب

 ـآنتی. دهندنشان می طـور اختصاصـی بـه اکتـین     هبادي مذکور ب
ضـمن هـا پروتئینهمراه سایربهپروتئین اکتین. شودمتصل می

مختلـف اعمـال سـلول در بـراي مکانیکیحمایتآوردنفراهم
).38(دارد حرکت دخالتوچسبندگیانقباض،همچونسلولی

) گامـا . آلفا، بتا( اکتین ایزوفرمنوعسههایوکاریوتيهابافتدر
 ـبتـا اکتینکهحالیدر. داردوجود تمـام درغیرافتراقـی طـور هب
آلفاياکتینقلبی،آلفاياکتیندارد،وجودیوکاریوتيهاسلول

اکتـین عنوانهب) ASMA(صاف هماهیچآلفاياکتینواسکلتی
البته باید توجـه داشـت کـه    . شوندمیگرفتهنظربافت در-خاص

نظیر هاسلولدر سایرASMAصاف هي ماهیچهاسلولعلاوه بر 
یی هـا سـلول سایرتلیال و فیبروبلاست وبلاست، میواپیمیوفیبرو

چندازبیش).40و 39(شودمییافتدارندانقباضیخاصیتکه
همبندبافتفیبروبلاستيهاسلولشدهمشخصکهدهه است

. دهنـد مـی نشـان خـود ازايماهیچـه شـبه انقباضیفعالیتنیز
هـا  یبروبلاستفانقباضدهدمینشانکهداردوجودهاییگزارش

درهـا زخـم بسـته شـدن  درکلیـدي نقشدر بافت همبند یک
ایـن کـه شدهتاییدوکندبازي میپوستجراحتالتیامجریان
هـا  در آنASMAناشی از وجـود  هافیبروبلاستانقباضیرفتار
چنگـال بستردرمیيهاسلولدرASMAنقش ). 41(باشد می

بنـدي سـازمان وآرایشهتجدرانقباضینیروياعمالاحتمالا
ساختهبافتراندنهمچنینوناخنچنگال یاکراتینیيهاسلول
اینبرايکهايوظیفهمشابهچیزيباشد،میبیرونسمتبهشده

شدهمشخصپستانیهغدیعنیپوستیساختاردیگردرپروتئین
يهـا سـلول موجـود در ASMAکه داردارشی وجودگز.است

سـازي آزادوهـا سـلول اینانقباضدرپستانیهغدتلیالمیواپی
ایـن اینکـه ولـی ). 42(دارد دخالـت ي لومینالهاسلولازشیر

دیگراعمالدریاداردانقباضینقشانیز دقیقچنگالدرپروتئین
بیشـتري مـدارك وشـواهد بهاحتیاجیا خیرداردمشارکتنیز

.دارد

نشــان داد کــه نتـایج حاصــل از کشــت ســلولی در ایـن مطالعــه  
ي رشـد مشخصـات   هـا ویژگـی ي درمی چنگال از لحاط هاسلول

هـا بـرخلاف   اما اینکـه آن . گذارندها را به نمایش میفیبروبلاست
) دهنـد تجمـع سـلولی تشـکیل نمـی    که معمولا(ها فیبروبلاست

) aggregation(ي پاپیلاي درمی تجمع سلولی هاسلولهمچون 
ایـن  ) 21(گذارند نمایش میهبکانفلوئنت را همختصري در مرحل

ي درمی چنگـال ممکـن اسـت    هاسلولاحتمال را مطرح کرد که 
ي پـاپیلاي درمـی فولیکـول مـو     هـا سلولي مشابهی با هاویژگی

گیري و اتکا به این احتمال در ایـن تحقیـق   با بهره. داشته باشند
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کـنش بـا   ي درمی حاصل از چنگال در بـرهم هاسلولهاي قابلیت
مورد بررسی قرار ) هتروتوپیک(م دیگر یکتودرمی ضماي اهاسلول

ي پـاپیلاي  هـا سـلول گرفت، چرا که قبلا نشان داده شده بود که 
اکتوپیـک  درماپـی درمی و غلاف درمی فولیکول مو قادر به القـا 

ي درمـی  هاسلوللیکن نتایج حاصل از پیوند ). 44و 43(هستند 
حاضـر حـاکی از   هاکتوپیک در مطالعدرماپیچنگال به مجاورت 

ي کشت شده هاسلولاین بود که قطع نظر از تعداد دفعات پاساژ، 
م پوسـتی  یدر سـایر ضـما  درماپـی يدرمی چنگال قادر بـه القـا  

علاوه ایـن  به. رسید فاقد قدرت القایی هستندنظر میهنیستند و ب
ي پیوند شده حتی تـا موقـع برداشـت    هاسلولهمشاهده که تود

کـرد کـه عـدم    یوند وجود داشتند تاییـد مـی  هنوز هم در محل پ
و عـدم  هاسلولهتروتوپیک ناشی از پراکنده شدن درماپیيالقا

بنـابراین، در  . براي القا نبـوده اسـت  هاسلولوجود تعداد کافی از 
ي القایی پاپیلاي درمی فولیکـول مـو کـه در    هاویژگیمقایسه با 

حاضــر ه، مطالعــ)45(مطالعــات قبلــی نشــان داده شــده اســت 
طـور فراگیـر در   هي درمی ب ـهاسلولمشخص کرد که این ویژگی 

تـر  شـود یـا اگـر بخـواهیم دقیـق     تمام ضمائم پوستی دیده نمـی 
ي درمـی چنگـال دیـده    هـا سـلول صحبت کنیم حداقل در مورد 

ي پـاپیلاي  هـا سلولگزارش شده که آنچه باعث هویت . شودنمی
مورفـوژنز  مـو   هـا بـراي شـروع    درمی فولیکول مـو و قابلیـت آن  

shh/تنظیمی نوگینهاست که از طریق حلقshhد فاکتور شومی

از فاکتورهـاي مطـرح دیگـر در    ). 46(کنـد  نقش خود را باز مـی 
ي پاپیلاي درمـی فولیکـول مـو    هاسلولقابلیت القایی به ياعطا

BMP  ،TGF-β2 وwnt اینکه آیا دلیـل عـدم   ). 47-50(است
دلیـل فقـدان ایـن    هرمی چنگـال ب ـ ي دهاسلولقابلیت القایی در 

که تاکنون تحقیقـی در  مشخص نیست چراا فاکتورها است دقیق
رود انجام نگرفته است و انتظار میهاسلولاین رابطه بر روي این 

.هاي آینده این موضوع آشکار گرددکه در پژوهش

نتیجه گیري

ي پاپیلاي درمی چنگال هاسلولنتایج این آزمایش نشان داد که 
ي مورفولـوژیکی، کشـت سـلولی و بیـان اکتـین      هاویژگیاز نظر 

ي پـاپیلاي درمـی   هـا سـلول هایی را با صاف شباهتهآلفاي عضل
هـا، ایـن   لیکن با وجود ایـن شـباهت  . دهندفولیکول مو نشان می

مانند همتایان خود در فولیکول مو  و بافت همبند گوش هاسلول
پوستی جدید هیجاد یک زائدهتروتوپیک و ادرماپیيقادر به القا
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Abstract

Aim: In this research morphological, cell culture, immunochemical and inductive properties of rat’s
claw dermal cells were investigated.

Material and Methods: First, the toes and fingers of rat were amputated at the point of the last joint
and the amputated parts were processed for histological studies. Moreover, the dermal tissue located
beneath the claw’s plate was dissected and cultured in vitro. Cultured cells at passage two or three
were transferred on the slide and treated with α-smooth muscle actin (ASMA) antibody. Finally the

cultured cells were stained with DiI and implanted into the vibrissae semi-follicles and ears.

Results: The rat’s claw dermal cells in terms of morphological, cell culture and expression of ASMA
demonstrated similarity with dermal papilla cells of hair follicles. These cells showed a bipolar
spindle-shaped morphology having an extracellular matrix rich in glycosaminoglycans. Majority of the
cells expressed ASMA in cytoplasm with a higher intensity in lamelopodia.  However, with respect to
hair follicular dermal papilla cells, the claw dermal cells were not able to induce an ectopic epidermis
to form the skin appendage.

Conclusion: The inductive capability which has been seen in hair follicle’s dermal papilla cells can
not be generalized to dermal cells present in other skin appendages, including claw. Based on the
results presented here, the inductive factors exist in hair follicle dermal papilla cells is not expressed in
the claw dermal cells.
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