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Abstract 
Background and Objective: Epidermis is the outer layer of skin, regenerating continuously. Epidermal 
stem cells play important roles in tissue regeneration, scar regeneration and neoplasm formation.This 
study was displayed for the isolation and culture of interfollicular epidermal stem cells from newborn 
mouse skin without feeder layer. 

Materials and Methods: This experimental study was displayed on 0-3 old-day newborn NMRI mouse 
skin 60-70 gr weight. The epidermal keratinocytes were separated mechanically and enzymatically from 
0-3 old day newborn mice skin (NMRI strain) and seeded on fibronectin-collagen culture substrates. 
Putative epidermal stem cells were selected by rapid adherence for 10 minutes on this  composite matrix 
of type 1 collagen and fibronectin and the unattached cells were discarded and attached cells were 
cultured in essential minimal eagle medium (EMEM) (ca+2-free culture medium containing 0.05 mM 
Ca+2, 9% FBS, 50% conditioned medium, EGF (epidermal growth factor) and Cholera Toxin. The 
immunocytochemistry of β1-integrin analysis used to indicate their stemness nature. 

Results: The results indicated that rapid adherence yields 50% purity. By using this method, the stem 
cells have been subcultured continuously without any change in the cell properties. The isolated 
interfollicular epidermal stem cells, expressed epidermal stem cells special marker (β1-integrin) in high 
levels, which indicates stem cell nature. 

Conclusion: This new method yields pure viable epidermal stem cells that can be used in regenerative 
medicine and cell therapy. 
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  ۳۸ تا ۳۱ صفحات  

 تحقيقي

  
  فوليکولي بين درم اپي بنيادي هاي سلول کشت و جداسازي

  يذمغ هلاي از استفاده بدون موشتازه متولد شده  نوزاد پوست
 ۲، دکتر محمدتقي قربانيان۲*کاشاني قاسم حاجي مريم دکتر، ۱ناهيد شيخاني

  .انشگاه دامغانددانشکده زيست شناسي، ، ينيتکو - يسلول يست شناسيز ارشد يکارشناس يدانشجو -۱
  .دامغان دانشگاه ، زيستي علوم پژوهشکده و شناسي زيست دانشکده ، مولکولي و سلولي گروه استاديار -۲

  _________________________________________________________________________    
  چكيده

 ترميم در مهمي نقشدرمي  اپي بنيادي هاي سلول. شود مي تجديدداوم م طور بهپوست بدن است که  يخارجلايه  درم اپي : هدف و زمينه
 فوليکـولي  بـين  درم اپـي  بنيادي هاي سلول کشت و جداسازياين مطالعه به منظور . دارند عهده به نئوپلاسم گيري کلش و زخم ترميم بافتي،
  .انجام شد يذمغ لايه از استفاده بدون موش نوزاد پوست

 .شد انجام رمگ ٦٠-٧٠وزن تقريبي صفر تا سه روزه و تازه متولد شده  NMRI نژادسر موش  ٤ يرو مطالعه تجربي اين : بررسي روش
 .شدند گسترده ١ کلاژن -فيبرونکتين کشت سوبستراي روي و جدا ها موش پوست از آنزيمي و مکانيکي صورت به درم اپي هاي کراتينوسيت

 انتخـاب  کلاژن -فيبرونکتين از مرکب ماتريکس اين روي دقيقه ١٠ زماني بازه در سريع اتصال وسيله به مفروضدرمي  اپي بنيادي هاي سلول
 کلسـيم،  مـولار  ميلـي  ٠٥/٠ شامل )کلسيم فاقد( EMEM کشت محيط در چسبيده هاي سلول و شدند ريخته دور نچسبيده هاي سلول .شتندگ

 ايمونوسيتوشيمي آناليز از .شدند داده کشت کلراتوکسين ودرمي  اپي رشد فاکتور ،درصد ٥٠ ثانويه کشت محيط ،درصد ٩ گاوي جنين سرم
  .شد استفاده ها سلول بودن بنيادي خيصتش يبرا اينتگرين -١بتا

 تغيير بدون بنيادي هاي سلول روش، اين از استفاده با .شود ميدرصد  ٥٠ خلوص باعث ها سلول سريع اتصال که داد نشان نتايج : ها يافته
 هويـت  که کردند بيان را اينتگرين -١بتا ها، سلول اين ويژه مارکر شده، جدادرمي  اپي بنيادي هاي سلول .کنند مي رشد سلولي هاي ويژگي در

  .داد نشان را آنها بودن بنيادي
 بدون موش نوزاد پوست فوليکولي بين درم اپي بنيادي هاي سلول کشت و جداسازيحاصل نتايج اين مطالعه نشان داد که  : گيري نتيجه
  .کار رود به يپزشکي ترميم و ل درمانيسلوتواند در  يکه م است يا هزنددرمي  اپي بنيادي هاي سلول، يذمغ لايه از استفاده

  کراتينوسيت ، اينتگرين -١بتا ، مغذي لايه ، فوليکولي بين درم اپي بنيادي هاي سلول : ها واژه کليد
  _________________________________________________________________________    
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  مقدمه
 تمـاس  در کـه  اسـت  بـدن  درپوسـت   لایـه  ترین خارجی درم اپی
 تجدیدمداوم در حال  طور به بافت این .است خارج محیط با مستقیم

 را تمایز از متفاوتی درجات که است هایی کراتینوسیت شاملاست و 
 لایه هاي کراتینوسیت در تکثیر ،درم اپی درون ).2و1( دهند می نشان
 هـا  سلول .باشند می پایه غشاي با تماس در که افتد می اتفاق اي قاعده
 به نهایت در و کنند می مهاجرت پوست سطح به نهایی تمایز دنبال به

 سـه  ).3( یابنـد  مـی  ریـزش  پوسـت،  سـطح  از مرده هایی سلول عنوان
 کینتیـک  آنـالیز  توسـط  اي، قاعـده  هـاي  کراتینوسیت از زیرجمعیت

 تقسـیم  هـاي  سـلول  بنیـادي،  هاي سلول ).4( شوند می تعریف سلولی

 ،درمــی اپـی  بنیـادي  هــاي سـلول  متعهـد  هــاي سـلول  و اگـذر  شـونده 
 سـلولی  سـیکل  بـا  خـاموش  هاي سلول از کوچکی نسبتاً جمعیتزیر

  بــالاي بیـان  خودتجدیـدي،  ویژگـی  توسـط  کـه  )5( هسـتند  آهسـته 
 خـارج  مـاتریکس  هـاي  پـروتئین  بـه  سـریع  اتصال و اینتگرین -1 بتا

  ).6( شوند می داده تشخیص سلولی
 بافتی، ترمیم در مهمی نقشدرمی  اپی بنیادي هاي سلولن یهمچن
 هـا  سـلول  این ).7( دارند عهدهرب نئوپلاسم گیري شکل و زخم ترمیم
 کـه  دهنـد  می تشکیل را اي قاعده لایه هاي سلول از درصد 1-10 بین
 کـه  اسـت  ایـن  بـر  اعتقـاد  ).8( دارد بسـتگی  اسـتفاده  مورد روش به

 یـک  تـا  شـوند  می تقسیم نامتقارن طور بهدرمی  اپی بنیادي هاي سلول
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د ی ـد آوجـو  بـه  گذرا شونده تقسیم سلول یک و جدید بنیادي سلول
ــاي ســلول ).9( ــونده تقســیم ه ــذرا، ش ــداد از پــس گ  محــدودي تع

 تري پایین سطوح آنها .شوند می نهایی تمایز متحمل سلولی تقسیمات
 هــاي پـروتئین  بـه  تـر  آهسـته  و کننـد  مـی  بیـان  را اینتگـرین  -1 بتـا  از

 هـاي  کراتینوسـیت  ).10( شـوند  مـی  متصـل  سلولی خارج ماتریکس
 عنـوان  به توان می رادرمی  اپی بنیادي هاي سلول و شده کشت نسانیا

 هاي زخم ها، سوختگی از ناشی جراحات در بیولوژیکی پوشش یک
 مـورد  درمـانی  سـلول  و پوسـتی  هـاي  بیمـاري  سایر تومورها، شدید،
 عنـوان  بهدرمی  اپی بنیادي هاي سلول این، بر علاوه .داد قرار استفاده
 گیرنـد  می قرار استفاده مورد دارو تست و یدرمان ژن در هدف یک

 همچنـان  هـا  سـلول  ایـن  تشـخیص  و جداسـازي  وجود، این با ).11(
 وجـود  عـدم  آن علـت  و است پزشکی و سلولی بیولوژي در چالشی

ــاي ــژه مارکره ــن وی ــلول ای ــت س ــی .)13و12( هاس ــرین از یک  بهت
 هستند ها اینتگرین خانواده ها، سلول این براي شده مطالعه مارکرهاي

 بتا بیان .باشند می پایه غشاي به اي قاعده هاي سلول اتصال ولؤمس که
 هـا  کراتینوسیت سایر و بنیادي هاي سلول بین تمایز يبرا اینتگرین-1

  ).14و1( گیرد می قرار استفاده مورد
ــا   ،درم اپــی در اي قاعــده لایــه هــاي ســلول عمــده وجــود، ایــن ب
 جداسـازي  بـراي  جدیـدي  روش لذا .کنند می بیان را اینتگرین-1 بتا
 ماننـد  متابولیـک  هـاي  رنـگ  از اسـتفاده  بـا  ها تلاش .است لازم آنها

 هـا  سـلول  سـایر  از بنیـادي  هـاي  سـلول  تفکیـک  يبـرا  123 رودامین
 بـا  همچنـین درمـی   اپـی  بنیـادي  هاي سلول ).15( باشد مفید تواند می

 يرهـا یغمت از اسـتفاده  با پایین گرانولیتی و کوچک اندازه از استفاده
 بنیـادي  هـاي  سـلول  ).12( هسـتند  تشـخیص  قابـل  فلوسـیتومتر  نوري
 تکوین طی را متعددي سلولی هاي دودمان توانند می موشدرمی  اپی
  ).16( کنند تولید

درم  هاي بنیادي اپی این مطالعه به منظور جداسازي و کشت سلول
ي انجـام  ذنوزاد موش بدون استفاده از لایه مغ ـ بین فولیکولی پوست

  .شد
  بررسي روش

تازه متولد شـده   NMRIنژاد موش سر  4 يرو مطالعه تجربیاین 
شــده از  يداریــخر گــرم 60-70صــفر تــا ســه روزه و وزن تقریبــی 

شگاه کشت بافت و سـلول پژوهشـکده   ی، در آزماکرج يمؤسسه راز
 1389در سـال  غـان  مدانشگاه دا یست شناسیدانشکده ز یستیعلوم ز

  .انجام شد
ها بـراي   موش. ار روي حیوانات رعایت گردیدپروتکل اصول ک

 از اسـتاندارد  شـرایط  در روز ده مـدت  به محیط، شرایط با سازگاري
 سـاعت  12 -روشـنائی  سـاعت  12( نـور  و تغذیـه  رطوبـت،  دما، نظر

  .شدند نگهداري حیوانخانه در )تاریکی
  

  کراتينوسيتي بنيادي هاي سلول کشت و جداسازي
 شـروع  بـراي  .شـدند  قربانیدکربن یکسا يز دا استفاده با ها موش

 صـورت  بـه  را شـکم  پوسـت  ابتدا .بود نیاز موش سه پوست به کار،
 بافت سپس .مینمود منتقل لامینار هود زیر به و میکرد جدا تکه یک
 هـاي  کراتینوسیت .میداد تراش آرامی و دقت به را زیرپوستی چربی
ــا هضــم از پــس اي قاعــده  EDTA 02/0 و درصــد 25/0 ســینیپتر ب
 جـدا گـراد   یدرجـه سـانت   4 دماي در روز شبانه یک مدت بهدرصد 
ــده ــلاژن روي و شـ  و (sigma, cat.no:c7661, 30µg/ml) 1 کـ

 یهای سلول .شدند گسترده (Sigma, F4759, 10µg/ml) فیبرونکتین
 داده کشـت  چسـبیده  هـاي  سـلول  شدند و ریخته دورند؛ نچسبیدکه 
 ca+2-free)درصـد  EMEM 50 از هـا  سـلول  کشـت  محـیط  .شدند

culture medium Biowittaker Inc, walkersville, MD, cat 
no:06-1746(، 50مــولار میلــی 05/0 ثانویــه، کشــت محــیط درصــد 

ــیم ــتوك از ( کلس ــولار 1 اس ــد chelex-FBS 9 ،)م  sigma)درص
cat.no: c7901-fetal bovine serum from perchased Gibco 
cat.no: 10270-106)،  

M 10-10×1 ــرا ــین کلـــ   و (Sigma cat.no: c8052) توکســـ
EGF 4 تر یل یلینانوگرم بر م(Sigma, cat.no: e4127) شد تشکیل.  

درجـه   37 يدرصـد و دمـا   5دکربن یاکس يد شرایط در ها سلول
 تعویض بار یک روز سه هر کشت محیط. گراد قرار داده شدند یسانت
 25/0 ریپسـین ت از اسـتفاده  بـا  درصد80 تراکم به رسیدن از پس. شد

شـدند   داده پاسـاژ  ها سلول دقیقه، 5 مدت به EDTA Mm1 و درصد
  ).18و17(

 با ثانويه کشت محيط تهيه يبرا ها فيبروبلاست کشت و جداسازي
  بافت کشت روش از استفاده
 روي را هـا  آن پوسـتی،  قطعـات  از چربـی  بافـت  برداشتن از پس
 رشـد  حـیط م تـر یل یل ـیم4 شـامل  کـه  م ی ـداد قرار mm 60 هاي پلیت

  ،DMEM (Gibco cat.no: 31600-083) فیبروبلاســـــــت
FBS10 ــد و -25mM 4-(2-Hydroxyethyl)-1 (HEPES)درصــ

piperazineethanesulfonic acid  (Gibco cat.no: 15630-050) 
ــا در هـــا پلیـــت. بـــود ــه ســـانت 37 يدمـ ــراد در یدرجـ ــو گـ ر حضـ
 اجـازه  هـا  فیبروبلاسـت  بـه . شدند داده قرار درصد 5دکربن یاکس يد

 .برسـند  درصـد  60  تـراکم  بـه  طبیعـی  کشـت  شرایط در تاشد  داده
 يد و در دمـا ی ـگرد آوري جمـع  روز دو از پـس  ثانویه کشت محیط
 محـیط  در ها فیبروبلاست .شد نگهداريگراد  یدرجه سانت 20 يمنها

 از قبــل تــا شــدند داده کشــت روز دو مـدت  بــه خــود طبیعــی رشـد 
 .کنند بازیابی را خود ها سلول ،ثانویه کشت محیط مجدد آوري جمع
 يدما در روز شبانه یک مدت به ثانویه کشت محیط استفاده، از قبل

 10-15 مـدت  بـه  g5000در  سپس .شد داده قرارگراد  یدرجه سانت4
 رویـی  محلول. شدند سانتریفوژگراد  یدرجه سانت4 يدما در و دقیقه
  ).18و17( دیگرد فیلتر میکرون 2/0 فیلتر از استفاده با
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  ايمونوهيستوشيمي و شناختي بافت مطالعات
ــیت ــاي کراتینوس ــده داده کشــت ه ــا  coverslip روي ش  PBSب

  مــدت بــه PBS در درصــد 4پارافرمالدهیــد در ه وشــد داده شستشــو
 هـا  سـلول  نفوذپـذیرکردن  منظـور  بـه  سـپس  .شـدند  فـیکس  دقیقه 5
 قـرار درصـد   Triton X-100 3/0 محلول معرض در دقیقه 5 مدت به
 10 طبیعی سرم با ها سلول ،PBS با شستشو بار سه دنبال به. شدند ادهد

 دقیقـه  30 مـدت  بـه  PBS در (Sigma, cat no. G9023) بـز  درصـد 
 ها سلولسپس  .دیگرد بلوکه غیراختصاصی هايدپیون تاشدند  تیمار
ــه ــدت ب ــ م ــا ســاعت کی ــی ب ــه بــادي آنت ــا اولی   اینتگــرین -1 بت

(P5D2, Abcam,cat.no: ab24693, cambridge, England) در 
. شـدند  انکوبـه  PBS در 1000/1رقـت  باگراد  یدرجه سانت 37 يدما

Coverslip بــا بــار ســه هـا PBS ثانویــه بــادي آنتــی بــا و شـند  شســته  
FITC-conjugated anti-mouse IgG (Sigma, cat.no: f9137)  بـه 

 يهـا  بخش تهیه يبرا). 18(شدند  انکوبه تاریکی در دقیقه 45 مدت
 بـا  و شـد  تهیـه  میکـرون  5 ضـخامت  بـا  پوستی قطعات مثبت، ترلکن

 قـرار  پـردازش  مـورد  DAPI و ائـوزین  -هماتوکسـیلین  آمیزي رنگ
  درمـی مفـروض بیـان    هاي بنیـادي اپـی   تشخیص سلول يبرا .گرفتند

بـا اسـتفاده از    اینتگرین با اسـتفاده از آنـالیز ایمونوسیتوشـیمی    -1بتا 
 ساخت کشور ژاپـن  E600دل م )Nikon( فلوروسنت میکروسکوپ

  .مورد بررسی قرار گرفت

  ها يافته
 نـوزاد  پوسـت  از آنزیمـی  صـورت  بـه  درم اپـی  هاي کراتینوسیت

 اتصـال  وسـیله  بـه  مفـروض  بنیـادي  هـاي  سلول .دیگرد جدا ها موش
 و ندشـد  انتخاب فیبرونکتین و 1 ازکلاژن مرکب ماتریکس به سریع
گـراد   یدرجـه سـانت   37 يدرصد و دما 5دکربن یاکس يد شرایط در

 تمـایز  بـا  چسـبنده  سـریع  هاي سلول وقه قرار گرفتند یدق 10به مدت 
 در چسـبنده  سـریع  هاي سلول شدند و تفکیک ها سلول سایر از کمتر
 اول روزهـاي  در ها سلول ).a کی شکل( نمودند رشد طبیعی محیط
 داده پاسـاژ درصـد   70-80 تراکم در ها سلول .شتنددا اي آهسته رشد
 بیشـتري  شدت با ها سلول متوالی، پاساژهاي با ).bک یشکل (د شدن
 درم اپـی  بنیـادي  هـاي  سلول مورفولوژي ).cکی شکل(نمودند  رشد

هـا بـا    زان اتصال سـلول یم ).dک ی لشک(بود  وجهی شش تا مکعبی
  .افتیش یگذشت زمان افزا

 از لایه تک یک ها، فیبروبلاست کشتروز پس از آغاز  3 یال 2
 شد ظاهر بافت اطراف در شکل دوکی مورفولوژي با ها تفیبروبلاس

 بـه  هـا  فیبروبلاسـت  هفته، یک مدت به کشت از پس). a,b 2شکل (
 بـه  پلیـت  از هـا  فیبروبلاسـت  ).c 2شـکل  (دند یدرصد رس 80 تراکم
 3-5 پاسـاژ  در هـا  فیبروبلاسـت  از). d 2شکل (شدند  منتقل فلاسک
 هـا  فلاسـک  سپسشد؛  هاستفاد ثانویه کشت محیط آوري جمع براي

  .دور انداخته شدند

  درم هاي بنيادي اپي جداسازي و کشت سلول:  ۱ شکل
(a) ۱۰( دقيقه ۱۰فيبرونکتينپس از بازه زماني  -۱ هاي پوشيده با کلاژن درمي چسبيده روي پليت هاي بنيادي اپي سلول×(  
(b) ۲۰(روز از کشت  ۷ز درمي پس ا هاي بنيادي اپي سلول×( .(c) درمي در پاساژ اول  هاي بنيادي اپي سلول)۱۰×( .(d) 

 )×۴۰( )فلش(درمي  هاي بنيادي اپي مورفولوژي مکعبي شکل سلول
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  هاي پوست موش تازه متولد کشت بافت اوليه فيبروبلاست:  ۲شکل 
)a( هاي کشت داده شده در اطراف بافت  فيبروبلاست)۱۰( )فلش×( .)b( ها  مورفولوژي دوکي شکل فيبروبلاست

)۱۰×( .)c (ها از پليت به فلاسک  انتقال فيبروبلاست)۱۰×( .)d (ها در پاساژ سوم  فيبروبلاست)۱۰×( 

  درمي هاي بنيادي اپي تشخيص سلول:  ۳ شکل
)a (درمي مفروض از پوست موش تازه متولد  هاي بنيادي اپي مورفولوژي سلول)۱۰×(  
)b (هاي بنيادي  تصوير ايمونوفلوروسنت از سلولدر  اينتگرين ۱رکر بتا ما بيان)۱۰×( 

  درم قطعات پوستي به عنوان کنترل مثبت از اپي:  ۴ شکل
)a( اينتگرين  ۱آميزي بتا  رنگ)۱۰×(  

)b (اينتگرين با  ۱آميزي بتا  رنگDAPI )۱۰×( 
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ــادي هــاي ســلول ــا بنی ــا مثبــت اینتگــرین -1 بت  میکروســکوپ، ب
  ).3شکل (شدند  مشاهده فلوروسنت
بـه  میکـرون   5اینتگرین در قطعات پوستی بـا ضـخامت    1بیان بتا 

  ).4شکل (انجام شد  DAPIعنوان کنترل مثبت با استفاده از 
  بحث

درم بـین   هاي بنیادي اپـی  این مطالعه جداسازي و کشت سلولدر 
انجـام شـد    نوزاد موش بدون استفاده از لایه مغذي فولیکولی پوست

  .رسید حداقل به رشدعوامل  میزانو
 ديبنیـا  هـاي  سـلول  کشت و جداسازي براي متعددي هاي تلاش

 منجـر  که )19( است گرفته صورت موش و انسان پوست از درم اپی
 وقــایع و ســیگنال مســیرهاي مولکــولی،عوامــل  از بهتــري درك بــه

 ممکن را بنیادي هاي سلول تشخیص و جداسازي که شود می سلولی
 ایـن  ممتـد  و سـریع  جداسـازي  بـراي  1974 سـال  در ).20( سازد می

 تریپسـینه  دسـتگاه  از اي ویـژه  نـوع  از بـالغ  مـوش  پوست از ها، سلول
 ایـن  از استفاده با آمده دست به هاي سلول تعداد و شد استفاده کننده
 پوسـت  از متر مکعب یسانت 30 هر در درم اپی سلول 3-6×106 روش
 ماه 2 تا تنها اما ؛بودند زنده ها سلول درصد80 از بیش .بود شده جدا

 در اخیـر  هـاي  شتـلا  ).21( کردنـد  حفـظ  را خود بودن زنده قابلیت
 است شده انجام بافت کشت روش به ها سلول این جداسازي يراستا
 غیرکراتینوسـیتی  هـاي  سـلول  بـه  آلـودگی  احتمال روش این در که

 کشـت  لایه تک صورت به ها سلول آن از پس ).22-24( دارد وجود
 داراي هـا  کشـت  کـه نـد  داد نشان مطالعات این ).21-29( شدند داده
 کـردن  پهـن  .روبروسـت  مشکل با آنها پاساژ و دهستن محدودي رشد
 pH کاهش یا و )30( کلاژن از شده پوشیده هاي پلیت روي ها سلول
. ده اسـت یبخش ـ بهبـود  را هـا  سـلول  محـدود  رشد ،)31( رشد محیط

 مطالعــات موفقیــت بــه منجــر )Green )32 و Rheinwald کشــفیات
 دادنـد  اننش ـ آنهـا  .شد یآزمایشگاه شرایط در ها کراتینوسیت روي
 کلونـال  رشـد  باعـث  3T3 مزانشـیمی  هـاي  سـلول  از مغـذي  لایه که

 تکوین به منجر نتیجه این .دیگر سلولی نه و شود می ها کراتینوسیت
 تواننـد  مـی  ها کراتینوسیت آن در که شد سرم فاقد هاي کشت یطمح

 یـک  یی ـجز خلـوص  باعث و )33-35( کنند رشد مغذي لایه بدون
ــل  ــالاموس از کراتینوســیتی رشــدعام ــوص ،)36( هیپوت  و )37( خل

 ).19( شود می فیبروبلاستی سلولی هاي دودمان دیگر )38( کلونینگ
 Reiisi و )39( همکاران و Ikuta ،)17( همکارانش و Hakkinen اما
 مغذي لایه از استفاده بدون را ها سلول این توانستند )18( همکاران و
. دهنـد  کشـت  و کرده يجداساز محدود رشدعوامل  از استفاده با و

 10 تا حداقل شده فریز هاي استوك از برگرفته سلول، کشتامروزه 
 .است پذیر امکان متعدد رشدعوامل  و مغذي لایه از استفاده با پاساژ

 مـوش  از و کراتینوسیتی دودمان در مرتبه 26 پاساژها تعداد بیشترین

wild type 40( است(. Hager نیـادي ب هـاي  سـلول  پاساژ همکاران و 
  ).40( کردند گزارش پاساژ 19 تا را کزاتینوسیتی

 هـاي  روش بـا  مقایسه در شده داده شرح پروتکل مزایاي از یکی
 بـه  نیـاز  هـا  کراتینوسیت کشت روش این در که است آن )41( قبلی
 تر یافته تکامل و تر ساده و )42( ندارد متعدد رشدعوامل  و مغذي لایه
) 43(و همکـاران   Jonesر مطالعـه  د ).40و14( هاسـت  روش سایر از

 که اختصاصی کشت محیط یک از ها کراتینوسیت رشد پیشبرد براي
 انـدك  غلظـت  و ثانویـه  کشـت  محـیط  کلراتوکسـین،  ،EGF شامل
 از هـا،  کراتینوسـیت  کشـت  و اتصـال  يبـرا  .شد استفاده ؛بود کلسیم
ــاتریکس یــک ــب م ــرونکتین و 1 کــلاژن از مرک  .شــد اســتفاده فیب
 اینتگـرین  -1 بتارنده یگ از بالاتري سطوح درم اپی نیاديب هاي سلول
 بـراي  هـم  توانـد  می امر این که کردند بیان ها سلول سایر به نسبت را

 جداسازي براي هم و درم اپی درون بنیادي هاي سلول جایگاه تعییین
 مــاتریکس ).43( گیــرد قــرار اســتفاده مــورد بافــت از آنهــا مســتقیم
 اولیـه  اتصـال  باعـث  و کرد حمایت را ها سلول سریع اتصال کلاژنی
 مشـابه  ).43( دیگرد پلیت به ها سلول سایر به نسبت بنیادي هاي سلول
ــا ــه بـ ــم، بهبـــود پروسـ ــان زخـ ــاي رنـــدهیگ بیـ   برونکتینـــییف هـ

(α5β1[45] and  αlβ6 [42,10] integrins) در ها کراتینوسیت وقتی 
 کــه لیحــا درلــذا  ).44و6( شــود مــی القــا ؛گیرنــد مــی قــرار کشــت

 فیبرونکتین، ؛شود می سبب را ها سلول اولیه اتصال کلاژنی ماتریکس
در  ).41و40( بـرد  مـی  پـیش  بـه  را ها سلول تکثیر اولیه اتصال از پس

 ایـن  در .دی ـگرد اسـتفاده  فیبرونکتین و 1 کلاژن ازز یمطالعه حاضر ن
 را ها فیبروبلاست و ها کراتینوسیت ویژه مورفولوژي ها سلول مطالعه،

 تاییـد  بـراي  .نکرد تغییر پاساژها طی مورفولوژي این که دادند شانن
ــادي هــاي ســلول هویــت ــالیز ازدرمــی  اپــی بنی   ایمونوسیتوشــیمی آن

درمی  اپی بنیادي هاي سلول که طوري به. شد استفاده اینتگرین -1 بتا
  .کردند بیان را رسپتور این از بالایی سطوح

  گيري نتيجه
ــایج ایــن مطالعــه نشــان دا  د کــه حاصــل جداســازي و کشــت  نت

نـوزاد مـوش بـدون     درم بین فولیکولی پوسـت  هاي بنیادي اپی سلول
است کـه   يا درمی زنده هاي بنیادي اپی استفاده از لایه مغذي، سلول

  .کار رود تواند در سلول درمانی و پزشکی ترمیمی به یم
  قدرداني و تشكر
اخـذ   يابـر  یخانید ش ـی ـخـانم ناه نامـه   انی ـمطالعـه حاصـل پا   این

 از تکــوینی –زیســت شناســی ســلولی ارشــد در رشــته  یکارشناســ
 یت مـال ی ـبـود و بـا حما   دانشـگاه دامغـان   دانشـکده زیسـت شناسـی   

دانشـگاه دامغـان   و پژوهشکده علوم زیسـتی  دانشکده زیست شناسی 
 خـاطر  بـه  بلـوکی  لشـکر  تقـی  دکتـر  يآقـا  له ازیوس نیبد .انجام شد
  .میینما یمانه تشکر میمص تحقیقن یانجام ا در علمی حمایت

 



  يذمغ لايه از استفاده بدون موش نوزاد پوست فوليکولي بين درم اپي بنيادي هاي سلول کشت و جداسازي / ٣٦

  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان پزشكي علوم دانشگاه علمي مجله

References 
1. Li A, Simmons PJ, Kaur P. Identification and isolation of 
candidate human keratinocyte stem cells based on cell surface 
phenotype. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 Mar;95(7):3902-7. 

2. Watt FM. The stem cell compartment in human interfollicular 
epidermis. J Dermatol Sci. 2002 Apr;28(3):173-80. 

3. Watt FM. Terminal differentiation of epidermal keratinocytes. 
Curr Opin Cell Biol. 1989 Dec;1(6):1107-15. 

4. Potten CS, Morris RJ. Epithelial stem cells in vivo. J Cell Sci 
Suppl. 1988;10:45-62. 

5. Barthel R, Aberdam D. Epidermal stem cells. J Eur Acad 
Dermatol Venereol. 2005 Jul;19(4):405-13. 

6. Huang X, Wu J, Spong S, Sheppard D. The integrin alphavbeta6 
is critical for keratinocyte migration on both its known ligand, 
fibronectin, and on vitronectin. J Cell Sci. 1998 Aug; 
111 (Pt 15):2189-95. 

7. Rebecca J. Morris. Keratinocyte stem cells: targets for cutaneous 
carcinogens. J Clin Invest. 2000 Jul; 106(1): 3-8. 

8. Morris RJ, Potten CS. Slowly cycling (label-retaining) 
epidermal cells behave like clonogenic stem cells in vitro. Cell 
Prolif. 1994 May;27(5):279-89. 

9. Koster MI, Roop DR. Asymmetric cell division in skin 
development: a new look at an old observation. Dev Cell. 
2005 Oct; 9(4):444-6. 

10. Häkkinen L, Hildebrand HC, Berndt A, Kosmehl H, Larjava H. 
Immunolocalization of tenascin-C, alpha9 integrin subunit, and 
alphavbeta6 integrin during wound healing in human oral mucosa. 
J Histochem Cytochem. 2000 Jul;48(7):985-98. 

11. Bannasch H, Föhn M, Unterberg T, Bach AD, Weyand B, 
Stark GB. Skin tissue engineering. Clin Plast Surg. 2003 Oct; 
30(4):573-9. 

12. Zhou JX, Chen ShY, Liu WM, Cao YJ, Duan EK. Enrichment 
and identification of human ‘fetal’ epidermal stem cells. Hum. 
Reprod. 2004;19(4):968-74. 

13. Papini S, Cecchetti D, Campani D, Fitzgerald W, Grivel JC, 
Chen S, et al. Isolation and clonal analysis of human epidermal 
keratinocyte stem cells in long-term culture. Stem Cells. 2003; 
21(4):481-94. 

14. Henning H. Mouse epidermal keratinocytes. Primary culture of 
keratinocytes from newborn mouse epidermis in medium with 
lowered levels of ca+2. In: Leigh IM, Watt FM (eds). Keratinocyte 
methods. Cambridge: University Press. 1994; pp: 21-3. 

15. Yeheskely-Hayon D, Regev R, Katzir H, Eytan GD. 
Competition between innate multidrug resistance and intracellular 
binding of rhodamine dyes. FEBS J. 2009 Feb;276(3):637-48. 

16. Liang L, Bickenbach JR. Somatic epidermal stem cells can 
produce multiple cell lineages during development. Stem Cells. 
2002; 20(1):21-31. 

17. Häkkinen L, Koivisto L, Larjava H. An improved method for 
culture of epidermal keratinocytes from newborn mouse skin. 
Methods Cell Sci. 2001;23(4):189-96. 

18. Reiisi S, Esmaeili F, Shirazi A. Isolation, culture and 
identification of epidermal stem cells from newborn mouse skin. 
In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2010 Jan;46(1):54-9. 

19. Parkinson EK, Yeudall WA. The Epidermis. In: Freshney RI, 
Freshney MG. Culture of Epithelial Cells. Chap 3. 2nd. New York: 
Wiley-Liss. 2002; pp: 65-94. 

20. Morasso MI, Tomic-Canic M. Epidermal stem cells: the cradle 
of epidermal determination, differentiation and wound healing. 
Biol Cell. 2005 Mar;97(3):173-83. 

21. Fusenig NE, Worst PKM. Mouse epidermal cell cultures: 
Isolation and cultivation of epidermal cells from adult mouse skin. 
J Invest Dermatol. 1974; 63:187-93. 

22. Fell HB. The experimental study of keratinization in organ 
culture. In: Montagna W, Lobitz WC Jr (eds). The Epidermis. 
New York: Academic Press. 1964; pp: 61-81. 

23. Prose PH, Friedman-Kien AE, Neistein S. Ultrastructural 
studies of organ cultures of adult human skin. In vitro growth and 
keratinization of epidermal cells. Lab Invest. 1967 Dec; 17(6): 
693-716. 

24. Flaxman BA, Lutzner MA, Van Scott EJ. Cell maturation and 
tissue organization in epithelial outgrowths from skin and buccal 
mucosa In Vitro. The Journal of Investigative Dermatology. 1967; 
49:322-32. 

25. Cruickshank CN, Cooper JR, Hooper C. The cultivation of 
cells from adult epidermis. J Invest Dermatol. 1960 May; 
34:339-42. 

26. Briggaman RA, Abele DC, Harris SR, Wheeler CE Jr. 
Preparation and characterization of a viable suspension of 
postembryonic human epidermal cells. J Invest Dermatol. 1967 
Feb;48(2):159-68. 

27. Yuspa SH, Morgan DL, Walker RJ, Bates RR. The growth of 
fetal mouse skin in cell culture and transplantation to F1 mice. 
J Invest Dermatol. 1970 Dec;55(6):379-89. 

28. Karasek MA, Charlton ME. Growth of postembryonic skin 
epithelial cells on collagen gels. Invest Dermatol. 1971 Mar; 
56(3):205-10. 

29. Fusenig NE. Isolation and cultivation of epidermal cells from 
embryonic mouse skin. Naturwissenschaften. 1971 Aug;58(8):421. 

30. Liu SC, Karasek M. Isolation and growth of adult human 
epidermal keratinocytes in cell culture. J Invest Dermatol. 
1978 Aug; 71(2):157-62. 

31. Eisinger M, Lee JS, Hefton JM, Darzynkiewicz Z, Chiao JW, 
DeHarven E. Human epidermal cell cultures: growth and 
differentiation in the absence of differentiation in the absence of 
dermal components or medium supplements. PNAS. 1979 Oct; 
76(10): 5340-4. 

32. Rheinwald JG, Green H. Serial cultivation of strains of human 
epidermal keratinocytes: the formation of keratinizing colonies 
from single cells. Cell. 1975 Nov;6(3):331-43. 

33. Maciag T, Nemore RE, Weinstein R, Gilchrest BA. An 
endocrine approach to the control of epidermal growth: serum-free 
cultivation of human keratinocytes. Science. 1981 Mar; 
211(4489):1452-4. 

34. Boyce ST, Ham RG. Calcium-regulated differentiation of 
normal human epidermal keratinocytes in chemically defined 
clonal culture and serum-free serial culture. J Invest Dermatol. 
1983 Jul; 81(1 Suppl):33s-40s. 

35. Wille JJ Jr, Pittelkow MR, Shipley GD, Scott RE. Integrated 
control of growth and differentiation of normal human 
prokeratinocytes cultured in serum-free medium: clonal analyses, 
growth kinetics, and cell cycle studies. J Cell Physiol. 1984 Oct; 
121(1):31-44. 

36. Gilchrest BA, Marshall WL, Karassik RL, Weinstein R, 
Maciag T. Characterization and partial purification of keratinocyte 



  ٣٧ / ناهيد شيخاني و همکاران  

  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان پزشكي علوم دانشگاه علمي مجله  

growth factor from the hypothalamus. J Cell Physiol. 1984 Sep; 
120(3):377-83. 

37. Rubin JS, Osada H, Finch PW, Taylor WG, Rudikoff S, 
Aaronson SA. Purification and characterization of a newly 
identified growth factor specific for epithelial cells. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 1989 Feb; 86(3):802-6. 

38. Finch PW, Rubin JS, Miki T, Ron D, Aaronson SA. Human 
KGF is FGF-related with properties of a paracrine effector of 
epithelial cell growth. Science. 1989 Aug;245(4919):752-5. 

39. Ikuta S, Sekino N, Hara T, Saito Y, Chida K. Mouse epidermal 
keratinocytes in three-dimensional organotypic coculture with 
dermal fibroblasts form a stratified sheet resembling skin. Biosci 
Biotechnol Biochem. 2006 Nov;70(11):2669-75. 

40. Hager B, Bickenbach JR, Fleckman P. Long-term culture of 

murine epidermal keratinocytes. J Invest Dermatol. 1999 Jun; 
112(6):971-6. 

41. Breuss JM, Gallo J, DeLisser HM, Klimanskaya IV, Folkesson 
HG, Pittet JF, et al. Expression of the beta 6 integrin subunit in 
development, neoplasia and tissue repair suggests a role in 
epithelial remodeling. J Cell Sci. 1995 Jun;108 (Pt 6):2241-51. 

42. Bickenbach JR, Chism E. Selection and extended growth of 
murine epidermal stem cells in culture. Exp Cell Res. 1998 Oct; 
244(1):184-95. 

43. Jones PH, Harper S, Watt FM. Stem cell patterning and fate in 
human epidermis. Cell. 1995 Jan;80(1):83-93. 

44. Jones PH, Watt FM. Separation of human epidermal stem cells 
from transit amplifying cells on the basis of differences in integrin 
function and expression. Cell. 1993 May;73(4):713-24. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


