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  مقدمه

ها در بدن، ارگان بسیاري ازدر طی دوران زندگی،

یا در هاي آنها بطور فیزیولوژیکی وبعد از اینکه سلول

روند توانایی ایجاد سلول جدید اثر آسیب از بین می

هاي ساسا توانایی ترمیم سلولی به سلولدارند، ارا

  . ]1[ بنیادي بالغ وابسته است

پوست بزرگترین ارگان بدن است که اعمال مهمی 

رجه حرارت، دهد که شامل تنظیم ددر بدن انجام می

پوست داراي .باشدمی حفظ تعادل مایعات بدن

غدد  فولیکول مو وضمایم بافتی همچون اپیدرم،

  . ]2[ باشدسباسه می

چکیده

هاي سلول. شوندمیآناژن، کاتاژن، تلوژن  رشد در طی دوران زندگی، فولیکول موهاي بدن وارد سه فاز :هدفزمینه و 

فاز آناژن ، در Bulgeو سلولهاي ناحیه  غلاف ریشه خارجی است قرار دارندکه بخشی از  Bulgeدر ناحیه  فولیکول مو بنیادي

      هاي بنیادي محسوب منبع سلول Bulgeچندین سال است که ناحیه  .هاي جدیدي ایجاد می کنندو سلول تکثیر می کنند

فولیکول مو در موش صحرایی  Bulgeهاي بنیادي مشتق از ناحیه شود، با اینحال مطالعات کمی در مورد خصوصیات سلولمی

Inبصورت  Vitro ناحیههاي بنیادي را در در این مطالعه، بیان فاکتورهاي سلول. انجام شده استBulge  فولیکول موي    

  .را بررسی نمودیم هاي صحراییموش

حاوي فاکتورهاي  جدا شدند و در محیط کشت Bulgeناحیه  ،از فولیکول هاي موي موش صحراییاین مطالعه  در :روش کار

بیان  بعد از کشت، یک هفته و سه هفته موي موش صحراییفولیکول  Bulgeدر سلولهاي ناحیه  .رشد کشت داده شدند

Nestin ،CD34  وK15 استفاده شد یمونوسیتوشیمی و فلوسیتومتريدر این مطالعه از روشهاي ا .بررسی شدند.  

را  Nestin ،CD34ها پتانسیل تکثیري بالایی دارند و قبل از تمایز مارکرهاي  نتیجه این مطالعه نشان داد که سلول :یافته ها

    .بیان نشد ،بودندمتمایز نشده بنیادي که هاي در سلول K15بیان کردند ولی مارکر 

 توانند فاکتورهايهاي موش صحرایی، میفولیکول Bulgeهاي کشت یافته ناحیه نتایج نشان دادند که سلول :نتیجه گیري

  .باشندهاي بنیادي چند توان توانند سلولها میهاي بنیادي را بیان کنند پس بنابراین این سلولسلول

   صحرایی ، فولیکول مو، موشBulge، ناحیه  Nestin ،CD34 ،K15 :کلمات کلیدي
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هاي بنیادي سلول هاي گذشته، محققان وجوددر سال

هاي سلول این. را در فولیکول مو گزارش کردند

 Bulgeبنامبنیادي در یک ناحیه خاصی از فولیکول مو 

این ناحیه نزدیک اتصال عضله . قرار گرفته است

راست کننده مو و در زیر غده سباسه  قرار گرفته 

هاي بنیادي ولخاصیت سل Bulgeهاي سلول. است

     د و سیکل تقسیم کندي دارند و ناپیتلیال را دار

 باقی بمانند مو توانند بمدت طولانی در فولیکولمی

]4،3[ .  

کوبایاشیتحقیقات
1

  و همکارانش نشان داد که  

فولیکول موي موش صحرایی بعد از  Bulgeهايسلول

هاي سلولی را تشکیل از کل کلونی% 95کشت قادرند 

هاي اند که سلولمطالعات نشان داده .]5،4[ ددهن

فولیکول  Bulgeدر ناحیه  CD34و nestinبیان کننده 

این  و موي موش سوري و انسان قرار دارند

هاي بنیادي فولیکول ها بعنوان نشانگر سلولپروتئین

تاکنون  .]7،6[موي موش و انسان مطرح هستند

 Bulgeمطالعه روي بیان این مارکرها در ناحیه 

  . فولیکول موي موش صحرایی انجام نشده است

      هدف از این مطالعه بررسی بیان مارکرهاي 

و مارکر  Nestin ،CD34هاي بنیادي همچون سلول

در ناحیه  K15هاي متمایز شده کراتینوسیتی سلول

Bulge فولیکول موي  موش صحرایی است.  

  

  روش کار 

نر  ویستارد هاي صحرایی نژادر این مطالعه از موش

حیوانات در . گرم استفاده شد 150-200به وزن 

اتاق نگهداري . شدندهاي استاندارد نگهداري میقفس

شرایط نوري حیوانات . داراي نور و حرارت کافی بود

ساعت تاریکی  12 ساعت روشنایی و 12به صورت 

درجه  37 درجه حرارت اتاق در محدوده. بود

ذاي کافی براي غ آب و. شدحفظ میسانتیگراد 

  .حیوانات به صورت آزاد وجود داشت

                                                            
1 Kobayashi

  :گیرندگروه مورد بررسی قرار می 2در این مطالعه 

هاي فولیکول Bulgeهاي بنیادي سلول: گروه اول

موش صحرایی پس از جداسازي و با روش 

  . ایمونوسیتوشیمی رنگ آمیزي شدند

3T3هاي از نوع فیبروبلاست: گروه دوم feeder  از

پاستور تهیه شد و بعنوان گروه کنترل منفی  انستیتو

  .در رنگ آمیزي ایمونوسیتوشیمی در نظر گرفته شد

  فولیکول مو  Bulgeجدا کردن ناحیه 

اي قرار گرفته و با انداختن هها در ظرف استوانموش 

پنبه آغشته به اتر
2

. به داخل ظرف بیهوش می شدند 

بتادین  1:1صورت و سر حیوان توسط محلول  سپس

و پراکسید هیدروژن به مدت سه دقیقه شستشو 

داده شد و بدنبال آن موهاي ناحیه صورت حیوان با 

تمیز و ضد  %70ریش تراش، برداشته شده و با الکل 

شد و در نهایت بافت لب بالاي موش که میعفونی 

  .شدمیحاوي سبیل بود بریده 

بعد از برداشتن بافت لب بالا در زیر هود و محیط 

 سیلینحاوي پنی DMEM/F12ها در نمونه ،استریل

 100( ، استرپتومایسین)لیترواحد در میلی 100(

 5/0( B، آمفوتریسین )لیترم در میلیرمیکروگ

بمدت نیم ساعت قرار داده ) لیترمیکروگرم در میلی

در فسفات بافر،  ها پس از شستشوي نمونه. شدندمی

 .شدمیهاي همبند اطراف فولیکول برداشته بافت

هاي کوچک تقسیم و در محلول به تکه هانمونهسپس 

و در ) لیترگرم در میلیمیلی II )1 دیسپاز/II کلاژناز

بمدت نیم ساعت درجه سانتیگراد  37 درجه حرارت

  .انکوبه شدند

هاي مو به وسیله پنس بعد از نیم ساعت فولیکول

       ظریف از بافت لب بیرون کشیده شدند و به 

منتقل شدند و با استفاده از تیغ  35mm هايپلیت

بیستوري کوچک برش عرضی از بالا و پایین ناحیه 

Bulge  شد و ناحیه دادهBulge  جدا شد بعد از

، این Bulgeبرداشتن کپسول کلاژن اطراف ناحیه 

                                                            
2 Ether
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بخش با بافر فسفات شستشو داده شد و آماده کشت 

.گردید

  کشت سلولی

از انستیتو پاستور  3T3 feederسلولهاي فیبروبلاست 

DMEMتهیه شد و در محیط  (gibco)1
 %10حاوي  

FBS2
  . کشت داده شدند 

طی مراحلی انجام  Bulgeهاي ناحیه کشت سلول

  .]9،8[گرفت

اتیل دي % 01/0 محلول جداشده در Bulgeه ناحی

تریپسین % 125/0 و (EDTA)آمین تترا اسیتیک اسید 

(gibco)   درجه  37 دقیقه و در دماي 30به مدت

هاي جدا شده با سرعت سلول. انکوبه شدسانتیگراد 

rpm1200  دقیقه سانتریفوژ شدند و بعد  10بمدت

هایی که قبلا با کلاژن ها در پلیتسلول از جداسازي، 

  . نوع یک پوشیده شده بودند ریخته شدند

 گلوتامین- حاوي ال DMEM/F12ها در محیط سلول

 ، انسولین)مولمیلی 135/0( ، آدنین)مولمیلی 3، 4(

       سیگما( ، کلراتوکسین)لیترمیکروگرم در میلی 5(

9 -
، )لیترگرم در میلیمیلی 5/0( ، هیدروکورتیزون)10

3(EGF)فاکتور رشد اپیدرمال 
      نانوگرم در  10( 

  .کشت داده شدند FBS %10و  )لیتر، سیگمامیلی

  ایمونوسیتوشیمی

ساعت در  1بمدت پارافرماآلدئید % 4ها با سلول

فیکس شدند سپس بمدت درجه سانتیگراد  4 دماي

. شستشو داده شدند فسفات بافردقیقه و سه بار با  15

% 10حاوي  ها بمدت نیم ساعت در محلولنمونه

 X-100 (Fluka)تریتون  0,3، (invitrogen)سرم بز

  .قرار داده شدند

زیر بمدت یک هاي هاي اولیه در غلظتآنتی بادي

  :شدندنگهداري  C4°روز در دماي  شبانه

                                                            
1 Dulbecco’s Modified Eagle Mediun
2 Fetal Bovine Serum
3 Epidermal Growth Factor

آنتی  ،CD34 (Sigma,1:50)کلونالبادي پلیآنتی

بادي مونوکلونال نستین
4

 (Sigma,1:200)  آنتی و

K15مونوکلونال  بادي (Sigma,1:100)   استفاده شد

PBS5دقیقه با  15ها سه بار بمدت و سپس سلول
 

ر هاي زیثانویه با رقتباديآنتی .شستشو داده شدند

  :بمدت دو ساعت در دماي اتاق استفاده شد

با رقت  FITCکونژوکه با  هاي ثانویه باديآنتیاز

 Alexa flourکونژوگه با  بادي ثانویهو آنتی 1:200

بمدت دو ساعت در دماي اتاق  1:400با رقت  546

ها نمونه PBSبعد از سه بار شستشو با .استفاده شد

  (Olympus AX70)میکروسکوپ فلوئورسنت با

  . مورد بررسی قرار گرفتند

  فلوسایتومتري

فولیکول مو،  Bulgeناحیههاي سوسپانسیون سلول

در بافر  PBSو % 2پس از فیکس شدن در فرمالدئید 

قرار داده % 05/0 و سدیم آزاید% 1/0حاوي ساپونین 

 اولیهکلونال پلی باديبا آنتی سلولها سپس. شدند

CD34 (Sigma,1:50)دي مونوکلونال نستین ،آنتی با

رنگ شدند و پس از  K15و آنتی بادي مونوکلونال 

و کونژوکه بادي ثانویه ، با آنتیفسفات بافر باشستشو 

Alexa flour 546 6FITC دقیقه در دماي  30بمدت

سپس با بافر شستشو شده و جهت . اتاق رنگ شدند

هایی نمونه. پروسه فلوسایتومتري بررسی گردیدند

آنتی بادي ثانویه رنگ شدند به عنوان  که فقط با

  .ندکنترل منفی در نظر گرفته  شد

  

  یافته ها

 از روش تعدیل شده اي براي جداسازي راحت ناحیه

Bulge  استفاده شد که فولیکول موي سبیل موش و

  .شودمشاهده می 1در شکل Bulgeناحیه 

  

  

                                                            
4 Nestin
5 Phosphate Buffer Solution
6 Fluorescein Isothioyanate
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  تکثیر سلولی 

ي هادهد که سلولنشان می 2 مقایسه تصاویر شکل

. از میزان رشد بالایی برخوردار بودند Bulgeناحیه 

ها در محیط شود سلولهمانطوریکه مشاهده می

. تکثیر زیادي دارند EGF, Cholera toxinکشت حاوي 

هایی که میزان کمی سلول وجود دارد، بعد در پلیت

هاي بنیادي ها از سلولاز یک هفته کشت سلولی، پلیت

  .بودپر شده 

   Bulgeهاي در سلولnestinبیان 

هاي ایمونوسیتوشیمی نشان داد که رنگ آمیزي

که از کشت فولیکول موي موش  Bulgeهاي سلول

 nestinآیند  قبل از متمایز شدن،  صحرایی بوجود می

ها در حالیکه همین سلول) A.3شکل( کنندرا بیان می

) B.3شکل(بعد از دو ماه کشت دادن و پاساژ دادن 

قادر به )DوC.3شکل(ها نه فیبروبلاستمشابه نمو

، در روش bulgeهاي سلول. نیستند nestinبیان 

را قبل از تمایز بیان  nestinفلوسیتومتري هم، مارکر 

  ).4شکل( کردندمی

  

  

با فلش  Bulgeو ناحیه (A)بافت همبند اطراف  فولیکول موي جداشده همراه با. از فولیکول موي سبیل موش صحرایی Bulgeجداسازي ناحیه.1شکل

  (B)نشان داده شده است

  

همان سلولها بعد . (A)بعد از تریپسینه شدن با تراکم سلولی کم کشت داده شدند  Bulgeسلولهاي بنیادي ناحیه . Bulgeکشت سلولهاي بنیادي .2شکل

  .شوند بعد ازکشت دیده می (D)و یک ماه(C)ساعت  48و  (B)ساعت  24از 
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  Bulgeدر سلولهاي  CD34بیان مارکر 

 CD34هاي بنیادي بیان مارکر سلول 6و  5 هايشکل

ر دو روش د Bulgeهاي ناحیه را در سلول

فلوسیتومتري یک هفته بعد از و ایمونوسیتوشیمی 

  .دهدکشت را نشان می

  

و فیبروبلاست هاي  Bulge (B)بعد از دو ماه سلولهاي متمایز شده ). A(شده اند positive nestin، هفت روز بعد از کشت اولیه، Bulgeسلولهاي .3شکل

(C) 3t3  با مارکرnestin رنگ نگرفته اند و شکل ،(D) سلولهاي فیبروبلاست رنگ آمیزي شده باDAPi را نشان می دهد.  

80.62

13.68

65.35

FSC

S
S
C

FL1

Nestin

 FL1دیده می شود، پس از  گیت بندي و اعمال آن بر روي  SSCو FSCجمعیت سلولی بر روي محورهاي . تريبیان نستین در روش فلوسیتوم. 4شکل

.می باشد 65,35هم بر روي هیستوگرام  M2می باشد میزان 94,32مثبت معادل  nestinوهر یک از چهار قسمت، میزان 
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 bulgeدر ناحیه  K15بیان نشدن مارکر کراتینوسیت 

را یک هفته  K15عدم بیان مارکر  8و  7هاي شکل

        نشان  bulgeهاي ناحیه بعد از کشت در سلول

  .دهدمی
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  بحث

، از هاي بنیادي فولیکول موبراي مطالعه سلول

بیشتر استفاده می هاي سبیل موش صحرایی فولیکول

به لحاظ اینکه به راحتی قابل دسترسی و به  شود

مطالعات محققان روي  .اندازه کافی بزرگ است

موي انسان و موش نشان داده فولیکول  Bulgeناحیه 

  

را نشان می دهد  3T3 feederرا در گروه کنترل منفی فیبروبلاست  CD34عدم بیان  ،A)(. با روش ایمونوسیتوشیمی CD34بیان آنتی ژن . 5شکل

.(200 x) (B)یک هفته بعد از کشت این پروتئین بیان می شود bulgeهاي  درحالیکه در سلول

  

91.67

1.22

CD34

92.65

  

 FL1دیده می شود، پس از گیت بندي  و اعمال آن بر روي  SSCو  FSCاي جمعیت سلولی بر روي محوره. در روش فلوسیتومتري CD34بیان . 6شکل

.می باشد 92,65هم بر روي هیستوگرام  M2میزان . می باشد 92,89مثبت معادل  CD34و هر یک از چهار قسمت، میزان 
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قرار  Bulgeهاي بنیادي در داخل ناحیه است که سلول

 نزدیک محل اتصال عضله Bulgeناحیه  .]4[ دارد

  .]4،3[ و زیر غده چربی قرار دارد راست کننده

 Bulgeهاي نشان داد که سلولحاضر نتایج مطالعه 

توان جدا کرد و در محیط موش صحرایی را می

آنالیز . کشت حاوي فاکتورهاي رشد کشت داد

ها در این هاي تشکیل شده و تعداد سلولکلونی

 هايشان داد که پتانسیل تکثیري سلولمطالعه ن

Bulge مطالعات قبلی روي سبیل موش . زیاد است

 ، صحرایی نشان داده است که در محیط کشت

 دهدها را تشکیل میکلونی% 95هاي این ناحیه، سلول

]10،5[ .  

در  nestinهمچنین یکی از نتایج این مطالعه، بیان 

دند اما بعد هایی بود که یک هفته کشت داده بوسلول

        شدند، این نتیجه نشاناز متمایز شدن بیان نمی

نه تنها در  nestinکننده هاي بیاندهد که سلولمی

هاي فولیکول موي انسان و موشBulgeناحیه 

ها در بلکه این سلول ]12،11[ دارد ترنسژنیک قرار

قرار نیز فولیکول موي موش صحرایی  Bulgeناحیه 

  .دارد

  
یک هفته  bulgeسلولهاي  و3T3 feeder (A)در سلولهاي فیبروبلاست  . K15با رنگ آمیزي ایمونوسیتوشیمی عدم بیان مارکر کراتینوسیت. 7شکل

  .(100x)(B)شودبعد از کشت بیان نمی 

7.14

1.51

92.26

K15

  
بندي و اعمال آن بر روي  دیده می شود، پس از  گیت SSCو FSCبر روي محورهاي جمعیت سلولی . در روش فلوسیتومتري  K15عدم بیان . 8شکل

FL1  و هر یک از چهار قسمت، میزانK15  می باشد میزان 3,73مثبت معادلM1  می باشد، که منفی در نظر گرفته  92,26هم بر روي هیستوگرام

.می شود
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هاي در سلول CD34بیان حاضر، تایج مطالعه یکی از ن

و  پابلت بود که موید نتیجه، تحقیقات Bulgeناحیه 

همکارانش روي فولیکول موي انسان است که نشان 

، Bulgeاي خارجی و در ناحیه دادند که در غلاف ریشه

CD34 ژن آنتی شود و همچنین بیان اینبیان می

هاي بنیادي لسلو دهنده وجودسلول پروژنیتور نشان

هاي ناحیه سلول .]14،13[ است Bulgeناحیهدر 

Bulge هاي ترنسژنیک در موشnestin  وCD34  را

  . ]16،15،7،6[ کنندمی بیان 

با روش ایمونوهیستوشیمی نشان داد که،  ما بررسی

فولیکول موي موش صحرایی قبل  Bulgeهاي سلول

ید نتیجه که موکنند را بیان نمی K15مارکر  ،از تمایز

هاي و همکارانش روي موشآموح  مطالعات

هاي بنیادي ترنسژنیک است که نشان دادند، سلول

، در حالت Bulgeفولیکول مو جدا شده از ناحیه 

 CD34کردند اما را بیان نمی 15، کراتین متمایز نشده

در محیط  Bulgeهاي ناحیه کردند و سلولرا بیان می

        متمایز  FBS %10و  RPMI1640کشت حاوي 

، سلول گلیال، سلول عصبیبه  شوند ومی

         ملانوسیت تبدیل  عضله صاف و، کراتینوسیت

هاي بنیادي سبیل و این سلول% 48بطوریکه . شوندمی

اي هاي موي خزههاي بنیادي فولیکولسلول% 68

مطالعات  .]17[ شودپوست به نورون تبدیل می

موي گوسفند نشان محققان دیگر روي فولیکول 

اي خارجی فولیکول اند که اغلب نقاط غلاف ریشهداده

را دارند اما ناحیه کوچکی در غلاف  K15توان بیان 

هاي بنیادي است اي خارجی که حاوي سلولریشه

  . ]18[ را ندارند K15قدرت بیان 

هاي حیوانی نشان داده است که بررسی روي نمونه

موي موش سوري، مارکرهاي مختلفی در فولیکول 

ما در  .]19[ شودموش صحرایی و انسان بیان می

هاي مطالعات قبلی هم نشان داده بودیم که سلول

بنیادي فولیکول موي موش صحرایی توان تبدیل به 

  . ]21،20[ هاي نورونی و گلیال را داردسلول

  

  نتیجه گیري

 Bulgeهاي نتیجه مطالعه حاضر نشان داد که سلول

توانند مارکرهاي موش صحرایی میفولیکول موي 

را بیان  CD34و  nestinهاي بنیادي همچون سلول

هاي کراتینوسیت در کنند و پروتئین تمایزي سلول

هاي این هاي این ناحیه  وجود ندارد، پس سلولسلول

توانند بعنوان ناحیه قدرت تکثیري زیادي دارند و می

هاي بنیادي بالغین در فولیکول مو مطرح منبع سلول

توانند اهمیت درمانی داشته شوند و در آینده می

  .باشند
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ABSTRACT

Background & objectives: During lifetime, hair follicles undergo three cyclic changes: 
anagen, catagen, telogen. In hair follicles, stem cells located in Bulge area, which is part of 
the outer root sheath. Bulge cells proliferate new cells in anagen phase. Bulge region of hair 
follicle indicated as a source of stem cell for many years, but little studies done in vitro to 
characterize rat bulge region hair follicle stem cells.
Methods: In this study Bulge cells of rat hair follicle were isolated and cultured, then 
morphological features of these cells surveyed.  Nestin and CD34 as hair follicle stem cell 
markers, and K15 as a keratinocyte marker assessed by immunocytochemistry after one to 
three weeks.
Results: In this study, we found that, 2 days after attachment of cells to floor of plates, the 
cells were initiated to proliferation and migration. These cells had good nestin and CD34
immunostaining, but after three week differentiation,were nestin and CD34 negative. Also 
these cells couldn’t express K15.
Conclusion: Results showed that cultivated rat bulge cells, have high proliferative potential, 
and also could express nestin and CD34 as stem cell factors.
Key words: Nestin, CD34; K15; Bulge Region; Hair Follicle; Rat


