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هـا    ي ملانوسيت   شت اوليه كجداسازي و   . گيرد  ها از بافت انجام مي     دنبال جداسازي سلول   شت اوليه به  ك: زمينه و هدف  
هاي مضر خورشيد، ايجاد رنـگ پوسـت، قرنيـه و مـو               ها در محافظت از بدن در برابر اشعه         با توجه به نقش اين سلول     

 نوزاد پوست پيشها از  شت و تكثير ملانوسيتكي جداسازي،  اندازي نحوه منظور راه لعه بهاين مطا. اهميت است بسيار با
  .شت ملانوسيتي انجام شده استكي دو نوع محيط  سال و مقايسه  افراد بزرگكو پوست پل

وط  اپيـدرم از درم، جـدا و مخل ـ        . استفاده شد  كپوست و پل   پيشهاي    نمونهاز  ها    شت ملانوسيت كبراي  : روش بررسي 
پـس از    هـا   بـراي تاييـد ملانوسـيت     . شت داده شـد   ك ـهاي انتخابي ملانوسيتي      سلولي حاصل از هضم اپيدرم در محيط      

  .وس استفاده شدكنش زنجيره پليمراز معكنوسيتوشيمي و واوهاي ايم كنيكشت از تكجداسازي و 
ندگي سـلولي و  بو از لحـاظ چـس  رفولـوژي  و از لحـاظ م اسـتر  فربولشت در عدم حضور كه كنتايج نشان داد    :ها  يافته

 ـ. تـر اسـت    مراتـب مناسـب    هـا بـه    ي ملانوسيت كهاي فيزيولوژي  ويژگي ه ك ـعـلاوه، در ايـن بررسـي مـشخص شـد             هب
 است و پوست پيشهاي جداشده از  تر از ملانوسيت مراتب دندريتيك سال به  افراد بزرگكهاي جداشده از پل ملانوسيت

  .باشد  ميكتر از ملانوسيت جداشده از پل  بيشپوست پيش هاي حاصل از تعداد پاساژهاي ملانوسيت
  ه در ايـن مطالعـه     ـك ـشـود     اده مـي  ـهـا استف ـ    ترـاس ـ  فربولها از     تـشت ملانوسي ـكصورت مرسوم براي     به: گيري  نتيجه

  يهـا   عـلاوه ملانوسـيت    بـه . تـر بـود    تورهاي رشد، بهتر و مناسـب     كاستر و با استفاده از فا      كشت در عدم حضور فربول    
تـر قـدرت تكثيـر توصـيه         زان بـيش  ـقات با توجه مي ـ   ـ براي تحقي  وستـپ  شـپيون  چ  تر هم  وانـهاي ج  حاصل از بافت  

  .شود مي

  .تور رشدك، فااستر فربول پوست، اپيدرم، ملانوسيت، :ليديك لماتك

 
  

 وزن لك% 16 حدود و است بدن عضو نيتر عيوس (Skin) پوست
 2m3/2-2/1 آني خارج سطح و دهد يم ليكتش نيبالغ در را نبد

 هيلا كي ،(Epidermis) درمياپ از پوستي شناس بافت لحاظ از .است
 از بند هم هيلا كي ،(Dermis) درم وي اكتودرم يمنشا با اليتلياپ

 در درمياپ ضخامت سهيمقا هيپا بر هك شود يم ليكتش مزودرم يمنشا
  درم ـ اپي1-4.گردد يم مـيتقس كناز و مـيضخ عواـان به لف،ـمختي نواح

  
 يشاخ ي هيلا: از عبارتند داخل به خارج از هك ستداراي چهار لايه ا

(Stratum corneum)، شفاف هيلا (Stratum lucidum)، دار دانه هيلا 
(Stratum granulosum)ايزا هيلا  و (Stratum germinativum) .درميپا 

 از ها تيملانوس انيم نيا در هك استي لاص سلول گروه چهاري دارا
 ي كننده ديتولي ها سلول ها تيملانوس. دارندي تر شيب تياهم هيبق

 ها چشم مو، پوست، درمياپي نييپا هيلا در هك هستند) نيملان (دانه رنگ
   4.دارند قرار مننژ و گوش يداخل ي هيلا و

  ي ها ولـسل زـج به 5،رندـيگ يم منشا نورواكتودرم از ها تـيملانوس

 مقدمه

 

  148 تا 139هاي  ، صفحه3 شماره،71دوره،1392خردادي تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    12/12/1391:     تاريخ پذيرش22/06/1391: يخ دريافت مقالهتار                  چكيده
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               و همكارانياراني رضا                      140

  148 تا 139 ،3، شماره 71، دوره 1392 خردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 

 مغــز شيپــ از (Optic cup) يينــايب جــام از هكــ هيكشــبي ا دانــه رنــگ
(Forebrain) بـا  هـا  تيملانوس ـ گـسترش  انـسان  در شـوند،  يم مشتق 

 صـورت يـي   زا نيجن طول دري  عصب غيست از ها ملانوبلاست مهاجرت
   6.رديگ يم

 باعث كيملانوژن دودمان بهي عصب غيستي ها سلول شدن متعهد
ي مقصدها از ياريبس به قادرند هك شود يم ها وبلاستملان جاديا

 و (Melanogonia) ايملانوگون به تينها در و نندك مهاجرت مختلف
 در اغلب ها ملانوسيت پوست در 7.يابند زيتما بالغ ملانوسيت به سپس
 درمياپ بازالي  هيلا در درمياپ به مهاجرت از پس هك دارند حضور درم
  .رنديگ يم قرار

 در ها تيملانوس داران، مهره در درمياپ بازال ي هيلا در هعلاو به
 ارك نيا و هستند اطراف يها تينوسيكرات با كينزد اريبس تماس

 ارتباط نيا. رديگ يم صورت ها آني كيتيدندر يها الهطستا ي واسطه به
 خودشان ي هياول ي فهيوظ هك دهد يم اجازه ها تيملانوس به كينزد
 ،دهند انجام را ها تينوسيكرات به آن انتقال و نيملان ديتولي يعن

 و بنفش ماورايي  اشعه مقابل دري دفاع سپر ك يجاديا باعث نيبنابرا
 ديتول با ها تينوسيكرات علاوه به 8.شوند يم مو و پوست رنگ جاديا زين
 گريد و نياندوتل ،يبروبلاستيف رشد توركفا مانندي رشدي تورهاكفا
 نقش ها تيملانوسي تيسيدندر و ملانوژنز ر،يثكت رشد، در ،تورهاكفا

 تيملانوس سلول كي سگ و انسان در 9،دارنديي سزا به وي اصل
 ارتباط در تينوسيكرات 10-20 و 30-40 با بيترت به متوسط طور به

   10.است
 ـ ي دانـه  رنگ است معروف ملانوژنز نام به هكي  نديفرآي  ط  نيملان
 بـا  مقابله و پوست رنگ دادن لكش دري  اصل عامل هك شود يم ساخته
 اوليــه شتكــ 11.باشــد يمــ بــنفش يمــاورا تــابش يزا بيآســ اثــرات
 صورت بافت از ها سلول جداسازي دنبال به بلافاصله هك ها، تيملانوس

 هـا  سلول نيا كاند تعداد ليدل به ها شتك نيتر لكمش ازي  كي گيرد، مي
 ـاهم از شتك ـ طيمح ـ در هـا  آني   بالا تيحساس زين و  ـ تي  ييسـزا  هب

 1900 دهه اوايل از سرم در حيواني هاي سلول شتك. است برخوردار
 در تـوجهي  قابـل  پيشرفت اخير، ساله 20-30 در اما است، شده انجام

 گفتـه  هك ـ طور همان .است گرفته صورت ويژه هاي سلول انواع شتك
. هـستند  يعصب غيست يمنشا با كيتيدندري  ها سلول ها تيملانوس شد
 در كوچ ـك اريبـس ي  سلول گروه كي ها تينوسملا كيآناتوم صورت به

 ـتلياپ در (چـشم  ،)درمياپ بازال ي هيلا در (پوست  و هيكشـب ي  رنگ ـ ومي

Uveal tract(، ــاتر ــو، سكيم ــوش م ــشا ،(Stria vascularis) گ ي غ
 با هك 12باشند يم (Leptomeninges)ي  زكمري  عصب ستميس وي  موكوس
 نشكپرا و ريثكت ،دهش ادي ي ريقرارگي  كيآناتوم تيموقع و سن به توجه
   13.است متفاوت ها تيملانوس
 متصل شرفتهيپ اريبس ارگانل كي در ها تيملانوس در نيملان ديتول

 در علاوه به ها سلول نيا 14.رديگ يم صورت موملانوز نام به غشا به
 مثل ها يناهنجار و كيپاتولوژي ها بيآس و لاتكمش ازي اريبس

  پوستي-لبينيسم چشميآ ،(Vitiligo) گويليتيو ملانوما،
(Oculocutoneous albinism)، ابلقي يا دورنگي (Piebaldism)، 

-Vogt-Koyanagi سندرم و (Waardenburg) واردنبورگ سندرم

Harada ي برا را ها آن شتك وي جداساز تياهم هك باشند يم ليدخ
 و كل (گويليتيو مارانيب دري اصل عامل. ندك يم چندان دوي بررس

 و نقص ليدل به است، عيشاي پوستي ها يماريب ازي كي هك) سيپ
ي رو بر ارك وي جداساز لزوم خود نيا و باشد يم ها تيملانوس بيآس

 شتك گذشته ي دهه چند در 15.سازد يم ارتركآش را ها تيملانوس
 دست هب سال بزرگ افراد و نوزادان ازي انساني ها تيملانوسي انتخاب
 دنبال قبل ها سال از هك ها تيسملانوي  هياول شتك 16.است آمده

-0-12) استات فربول ليتترادكانو از هك Eisengerي ارهاك با شد يم

Tetradecanoyl Phorbol Acetate, TPA) ي برا توژنيم عنوان به
  10.شدي ديجد ي مرحله وارد كرد استفاده ها تيملانوس

Eisenger استات رستاتيم فربول از (Phorbol Myristate Acetate, 

PMA) ي بـرا  منـد  قـدرت  يتوژنيم و هاستاستر فربول ي خانواده از هك
. كـرد  اسـتفاده  نيكلراتوكـس  واست   ها سلول ازي  اريبس رشد و ريثكت
 شـوند  يم ـ جداشـده ي  سـلول ي  ها رده تمام ريثكت باعث بيكتر دو نيا
 اسـتر  فربـول  حـضور  در ها بلاست برويف و ها تينوسيكرات كهي  ا گونه به
 ـثكت آخر مراحل به هك رود يم بالا رشانيثكت قدرت چنان آنيي  تنها به  ري

 فك ـ بـه  تواننـد  ينم ـ ها آن ازي  اريبس گريد طرف از و رسند يم خود
 رشدشان نيكلراتوكس حضور در ها بروبلاستيف زين و ندببچس كفلاس

  .شود يم متوقف
 ـاپ از درم ردنك جدا از بعد حاضري    مطالعه در ي هـا  سـلول  درم،ي

 و شـد ي  جداسـاز ي  انـسان  كپل ـ و پوسـت   پيشي  ها نهنمو ازي  درمياپ
ــپس ــ از س ــو شتك ــي  ژهي ــضور دري تيملانوس ــدم و ح ــضور ع  ح
 ـا در (اسـتر  فربول  ـي  بـرا ) PMA مطالعـه  ني  ـجمع آوردن دسـت  هب  تي
  .شد استفاده ها تيملانوس ازي خالص
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ل، شت سـلو  ك ـي حاضر از نـوع تجربـي و در آزمايـشگاه              مطالعه
 1390-91هـاي    طـي سـال   رمانشاه  كي  كز تحقيقات بيولوژي پزش   كمر

  .يددانجام گر
هاي پوست مورد اسـتفاده در ايـن         نمونه: سازي بافت اپيدرم   آماده

 انسان بودنـد    ك و پوست پل   (Foreskin) پوستي پيش هاي  هتحقيق، قطع 
 (Circumcision) ترتيب حاصل از عمل جراحي داوطلبانـه ختنـه      ه به ك

 كه افتـادگي پل ـ   ك ـ بيماراني بود    كهاي حاصل از پوست پل      ريز و دور 
 )س(داشتند كه از اتاق عمـل سـرپايي بيمارسـتان حـضرت معـصومه        

به والدين بيماران در موارد     . رمانشاه تهيه و مورد استفاده قرار گرفتند      ك
افي ك اطلاعات   كخود بيماران در موارد پوست پل      ان و به  كودكي    ختنه

امـل  كمطالعـه تحـت شـرايط رعايـت         .  گرفته شـد   نامه داده و رضايت  
پژوهـشي دانـشگاه علـوم       -ي اخلاقـي    ميتهكات اخلاقي و با تاييد      كن

  .رمانشاه انجام شدكي كپزش
 Hanks Balanced Salt Solutionهــا بلافاصــله در بــافر  نمونــه

(HBSS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  ــد ــسيم و كفاق ل
ين، استرپتومايسين، جنتامايسين و آمفوتريـسين      ليس منيزيم و داراي پني   

B    بـار و    هاي پوست دو   نمونه. آزمايشگاه منتقل شدند    قرار گرفتند و به
سـپس  .  شـسته شـدند    HBSS محلول   ml5 دقيقه در    پنجمدت   هربار به 

 ml5 قرار گرفتند و سـپس دوبـاره در          %70قه در اتانول    ي دق دومدت   به
ده از ســت جراحــي اســتريل بــا اســتفا.  شــسته شــدندHBSSمحلــول 
هاي مـرده پوسـت در هـر         هاي خون و بافت    هكهاي چربي و ل    قسمت
طـور    بـه قطعـات    پوسـت بـه   . دقت برداشته شـد    نظر به   مورد يها نمونه
شده سـپس در درون      قطعات پوست آماده  .  بريده شد  mm55 يتقريب
  . قرار گرفتندHBSS آنزيم ترمولايزين در ml5هاي حاوي  ونكفال

 C 4  شب در دمـاي    كهاي حاوي نمونه ي     مرحله فالكون  در اين 
 پـنج هاي حاوي نمونه     در روز بعد، فالكون   . درون يخچال قرار گرفت   

ي محلول آنزيمي،      انكوبه شدند و پس از تخليه      C 37 دقيقه در دماي  
با استفاده از پنس و پنست مناسـب و اسـتريل درم را از اپيـدرم جـدا                  

هـاي اپيـدرمي حاصـل       از اپيدرم، از ورقه   ز جداشدن درم    بعد ا . گرديد
اسـتفاده   EDTA -براي جداسازي سلول با استفاده از آنـزيم تريپـسين         

 در  EDTA - آنـزيم تريپـسين    ml5 دقيقه در    15هاي اپيدرمي     ورقه. شد
هـاي   شـده و بافـت     هـاي جـدا    سـلول . زدن انكوبـه شـدند     حالت هـم  

ومتـري عبـور داده     رك مي 80هاي سلولي    نظر از صافي   ي مورد  مانده باقي
مـدت    به g800مخلوط در   . هاي سلولي موجود جدا شوند     دهيشد تا زا  

شت ك ـ محـيط    ml3رسـوب سـلولي بـا       .  دقيقـه سـانتريفوژ شـد      پنج
ها بـا اسـتفاده از        تعليق درآمد و بقاي سلول     ها به   مخصوص ملانوسيت 

  .بلو سنجيده شد تست تريپان
: Melanocye Growth Meduim, (MGM)شت ملانوسيت كمحيط 

ه داراي  كاي است      محيط ويژه  استر  فربولشت ملانوسيتي فاقد    كمحيط  
 محـيط   %87:  آن عبارتند از   ml100ه براي   كباشد   يبات متعددي مي  كتر

 MCDB-153 (Sigma, Cat. No. M7403, USA) ،2% FBS ،10%ي  پايـه 
Chelated FBS ،ــيدو ــولار ال  ميلـ ــامين، -مـ ــولار 20گلوتـ  پيكومـ

ــر 14/1، (Sigma, Cat. No. C3021, USA)كلراتوكــسين  ــانوگرم ب  ن
 ,rhbFGF, Reliatech)) تور رشد فيبروبلاستي پايهكفا (bFGFليتر  ميلي

Cat. No. 300-003, USA) ،100 نانومولار ET-3 (rhET-3, Sigma, Cat. 

No. E9173, USA) ،10ليتر   نانوگرم بر ميليSCF)  هـاي   تور سـلول كفـا
 يـك  و (rhSCF, R&D Systems, Cat. No. 255-SC-050, USA)) بنيادي

 روز قابـل    هـشت  تـا    C 4 اين محيط در  . ليتر هپارين  نانوگرم بر ميلي  
ــدار اســت  ــتفاده و پاي ــه. اس ــراي تهي ــه محــيط   ب ــر ك ي محــيط ديگ

 طبق روش Phorbol Myristate Acetate (PMA)ي است از استر فربول
  17.معمول با اندكي تغييرات استفاده شد

 در T25شت سـلول  ك ـهـاي   كولي حاصـل در فلاس ـ   مخلوط سـل  
هـا در   سلول. شت داده شدك ساعت 72 براي  Co2% 5 و   C 37 شرايط

 كف فلاس ـ ك ـه بـه    ك ـهـايي     شسته شد تا سلول    MGMروز چهارم با    
از ايـن پـس تعـويض محـيط         . اند از محيط خارج شـوند       اتصال نيافته 

 روز  14 تا   12ها پس از گذشت       م سلول كترا. دوبار در هفته انجام شد    
  . رسيد%70حدود  ور بهكدر شرايط مذ

-داده هاي كـشت   براي تاييد ملانوسيت  : ها  تاييد هويت ملانوسيت  
 ـكشده از ت   ,Immunocytochemistry) نوسيتوشـيميايي وايمهـاي   كني

ICC) ـنش زنجك ـوا و   Reverse Transcription) وسك ـپليمـراز مع ره ي

PCR, RT-PCR)  شداستفاده.  
 براي ماركرهاي   ICCنظر جهت     مورد يها  سلول: نوسيتوشيميوايم

 ,MITFبــادي ضــد  ترتيــب بــا ســه آنتــي اختــصاصي ملانوســيتي بــه

Tyrosinase, HMB-45 ــ ــيتك ــصاصي ملانوس ــي ه اخت ــا م ــند،  ه باش
 دقيقـه   20مدت   به% 4 با پارافرمالدييد    ها  ابتدا سلول  .آميزي شدند  رنگ

  سلولي نفوذپذيري رهاي داخلكبراي مار.  شدندتـتثبيدر دماي اتاق 

  بررسيروش
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  شده يبررسي ها ژن به مربوط پرايمرهاي توالي: 1جدول 
 وليكلووزن م تعداد جفت باز توالي پرايمرها  ها ژن

PMEL  
  

F: CTGTGCCAGCCTGTGCTAC  
  

R: CACCAATGGGACAAGAGCAG  
19  
20 

5756  
6169 

Tyrosinase 

  

F: GTCTTTATGCAATGGAACGC  
  

R: GCTATCCCAGTAAGTGGACT 

20  
20 

6132  
6117 

MITF 

  

F: TTATGTACCTTCTCTTTGCC  
  

R: GCTTGCTGTATGTGGTACTTG 

21  
21 

6313  
6474 

  
 دقيقه انجام 15مدت   در دماي اتاق به    X-100 1/0%با استفاده از تريتون     

مـدت   هـا بـه     بـراي جلـوگيري اتـصالات غيراختـصاصي، نمونـه         . شد
 1/0% (BSA) و آلبومين گـاوي      %6ساعت در دماي اتاق با سرم بز         كي

 شـبانه   C 4 بادي اوليـه در    ها با افزودن آنتي     سپس نمونه . ه شدند كبلو
 ) دقيقـه  دوبـار    بـار هـر    پنج(ها    كچاه پس از شستشوي  . وبه شدند كان

 (FITC)ات  فلئورسـين ايزوتيوسـيان    بادي ثانويه مناسب كونژوگه با     آنتي
 هـا اضـافه شـد، سـپس         كساعت در دماي اتـاق بـه چاه ـ        كي مدت به

وپ كروس ـكو بـا مي  )  دقيقـه  دوبـار     هـر  ر،بـا  دو(شسته شـد    ها   كچاه
  .رار گرديدكبار ت هر آزمون حداقل سه .فلورسنت بررسي شد

 ســلولي بــا RNA: (RT-PCR)وس كــره پليمــراز معيــنش زنجكــوا
ها تهيه گرديد و       و انجام مراحل معمول از نمونه      RNaxPlusاستفاده از   

cDNA    يـت  كدسـتورالعمل   وس و طبـق     ك ـبـرداري مع    با روش نـسخه
 توليـد  (Thermo Fisher Scientific Inc. Rockford, IL USA)ت كشـر 
پس نتايج آن   س و   سازي و انجام شد     ها بهينه    براي تمام نمونه   PCR. شد

. مـورد بررسـي قـرار گرفـت        تروفـورز در ژل آگـارز     كبا استفاده از ال   
ه  ديـد  1ترتيب در جدول      انتخاب گرديد به   PCRه جهت   كهايي    پرايمر

 اختصاصي قبلي   يها   براي همان ماركر    جفت پرايمر ويژه   سه. شوند  مي
 .بررسي گرديد

  

  
از اپيـدرم در حـضور محـيط          حاصـل   شـده  هاي جدا  شت سلول ك

 ـ MGMشت  ك ـمحـيط   : هـا  اختصاصي ملانوسـيت   شت ك ـ محـيط    ك ي
دهد و از     ميها   ثير را به ملانوسيت   ك رشد و ت   ي ه اجازه كانتخابي است   

ها شـناور و گـرد       ند، اين سلول  ك ها جلوگيري مي    يدن ديگر سلول  بچس

 ساعت پس از جداسـازي،      72.  نچسبيدند كف فلاس كمانده و به     باقي
هـاي چـسبيده     ها حذف شـدند و سـلول       با تعويض محيط، اين سلول    

بعـد از تعـويض محـيط،       ). A-1ل  كش ـ(ثير يافتنـد    كت) ها ملانوسيت(
هـاي   يده افـزايش يافتـه و تعـداد ملانوسـيت         بچـس  يهـا  ثير سـلول  كت
 و  B-1ل  كش ـ(ثير سلولي افـزايش يافـت       كتوجه به ت   شده با  داده شتك
شت را  ك ـل محـيط    كدر واقع در اين مرحله هر سه روز          ).C-1ل  كش

 تا  12بعد از   . شت به آن اضافه نموديم    ك از محيط    ml4رديم و   كخالي  
بـا پاسـاژ    . )D-1ل  كش ـ(د  يم رس ـ ك ترا %70ها به    شت سلول ك روز   14

 ديگـر  ك به دو يا چند فلاس ـك فلاسكها از ي ها و انتقال سلول   سلول
ند و تعدادشـان  شـو  تقـسيم  بار ديگرها  ه سلولكان فراهم شد كاين ام 

  .افزايش يابد
 Phorbol-12-Myristate-13-Acetateشت ملانوسيت در حضور ك

(PMA) :ر شت در حـضو   ك ـهـا،    شت ملانوسـيت  ك ـهاي   ي از روش  كي
يبــات ك اســتفاده از تر10و17. اســتPMAاســترها از جملــه   فربــول
ه باعث افزايش   كبرد بل  ها را از بين مي     تيتنها كراتينوس  استري نه  فربول

هـا    از چـسبيدن كراتينوسـيت  PMA 10،شـود  ها هم مي  ثير ملانوسيت كت
نـد و   ك ها جلـوگيري نمـي      يدن ملانوسيت بند اما از چس   ك جلوگيري مي 

شت ك ـدر بررسـي    . شـود  هـا مـي    ثيـر آن  كافـزايش ت  عـلاوه باعـث      به
ي از  ك ـه ي ك ـشت داده شـدند     ك ـ PMAها در حضور     ملانوسيتي، سلول 

شت ك ـهـاي طـولاني اسـت بـراي      باشـد و سـال    ها مـي  TPAمشتقات  
 و مورفولــوژي آني حاصــل از   نتيجــه ورود ار مــيكــ ملانوســيت بــه

  .شود  ديده مي2ل كها در ش سلول
شت در كه نسبت به ك ييها ين تفاوتتر ي از مهمكشت يكدر اين 

ها  ل ملانوسيتكش يك دويرفولوژو داشت، مPMAعدم حضور 
استرها  قطبي در حضور فربول  و در مواردي نيز سهقطبيصورت دو به

 هايافته
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استرها ديده نشد  رفولوژي در عدم حضور فربولوه اين مكاست 
 سال  حاصل از افراد بزرگكهاي پوست پل ل ملانوسيتامثعنوان  به(

دندريتيك ديده  امل حالت پليكطور  بهها   سلولPMAدر عدم حضور 

ل طبيعي خود يعني كش هاي ملانوسيت به و سلول) شدند مي
لات استفاده از كي از مشكه اين يكدندريتيك ديده شدند  پلي

   و نوزاد پوست شـپي از لـحاص شتـك ي سهـيمقا .استرها است فربول

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ـ دهيد چسبيده هاي تيملانوس (تيملانوس شتك چهارم روز )B). شوند يم دهيد چسبيده هاي تيملانوس (تيملانوس شتك سوم زرو )A: 1شكل    نهـم  روز )C). شـوند  يم
 ـ چهـاردهم  روز )D). شـوند  يم دهيد چسبيده هاي تيملانوس (تيملانوس شتك  ـ. (تيملانوس ـ شتك  Nikon EL WD، Eclipse TS 100 Inverted Microscope نيدورب

(Nikon, Tokyo, Japan)40نمايي   با بزرگ(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )20يي نما بزرگ با، Eclipse TS 100 Inverted Microscope با ريتصاو( )PMA ،B كشت در حضور )PMA ،Aها در عدم حضور  كشت ملانوسيت: 2شكل 
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 ـ( انـسان  درمياپ از جداشده يها تيملانوس در )MITF، C ماركر )Tyrosinase ،B ماركر ،)HMB-45 ،A ماركر انيب  :ICC باي تيملانوسي رهاكماري بررس: 3شكل   نيدورب
Nikon EL WD، Eclipse TS 100 Inverted Microscope (Nikon, Tokyo, Japan)40نمايي   با بزرگ(  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
ي ها سلول در، HMB-45 ،MITF ،Tyrosinase ژن سه انيبي  بررس:4شكل 

  RT-PCR روش با تينوسملا

  
 پلك از شده جداي ها تيملانوس كه داد نشان سال بزرگ پلك پوست
- تيملانوس از) كيتيدندر يپل (تر كيتيدندر مراتب به سال بزرگ افراد

 افرادي ها تيملانوس زين و است نوزادان پوست پيش از شده جداي ها 
 در و ريثكت توقف ،يسلول يريپ دچار پاساژ سه از پس سال بزرگ

 از شده جداي ها تيملانوس هك يحال در ،شدندي سلول مرگ تينها
   توقف ،يسلولي رـيپ دچار شش اژـپاس از دـبع وزادانـن پوست شـپي

  .شدندي سلول مرگ تينها در و ريثكت
- يبررس از حاصل جينتا: يتيملانوسي اختصاصي رهاكماري بررس

 دييتا را ها ولسل بودن تيملانوس RT-PCR وي ميتوشينوسومياي ها 
- دست بهي ها تيملانوس تيماه نييتع هتج: يميتوشينوسوميا .ردك
ي اختصاصي باد يآنت سه ،يانسان كپل پوست و پوست پيش از آمده 

ي ها تيملانوس. ندشد استفاده MITF و HMB-45 ،Tyrosinase ضد
 ازي اثر و شده خالصي خوب به هك چهار و سهي پاساژها از حاصل

- مونوياي بررس جهت نبود ها آن در ها بروبلاستيف و ها تينوسيكرات
 96ي ها تيپل در شدن نهيپسيتر از بعد و شدند انتخابي ميتوشيس

ي زيآم رنگ از حاصل جينتا شدند، ختهير نييپا اريبس مكترا با خانه
 .باشد يمي تيملانوسي رهاكماري  نندهك دييتا 3 لكش در كينولوژوميا
ي ها سلول مطالعه نيا در: (RT-PCR)س وكنش زنجيره پليمراز معكوا

 انيب نظر از و داشتند %70-80 مكترا هك چهار و سه پاساژ از حاصل
 در RT-PCR جينتا. شدندي بررس MITF و PMEL ،Tyrosinaseي ها ژن
 نيا راركت سه هر در هك داد نشان آگاروز ژل يرو بر تروفورزكال

 لكش در جينتا نيا اند شده انيب مطلوب طور به ها تيملانوس در ها ژن
  .شود يم دهيد 4

  

  
ي ها تيملانوسي انتخاب شتك وي جداساز گذشته ي دهه چند در
 16.است گرفته صورت سال بزرگ افراد و نوزادان پوست ازي انسان

 بحث

bp1000 
bp 900  
bp 800  
bp 700  
bp 600  
bp 500  

  

bp 400  
bp 300  

  

bp 200  
  

bp 100  
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ي ارهاك با شد يم دنبال قبل ها سال از هك ها تيملانوس شتك
Eisenger مشتقات ازي ك ياز هك TPA ي براي توژنيم عنوان به
 از Eisenger 10.شدي ديجد ي مرحله وارد ردك استفاده ها تيملانوس

PMA )ريثكتي برا مند قدرتي توژنيم و استرهاست فربول ي خانواده از 
 دو نيا. كرد استفاده نيكلراتوكس و) ها سلول ازي اريبس رشد و
ي ا گونه به شوند يم هجداشدي سلولي ها رده تمام ريثكت باعث بيكتر
يي تنها به استر فربول حضور در ها بلاست برويف و ها تينوسيكرات هك
 خود ريثكت آخر مراحل به هك رود يم بالا رشانيثكت قدرت چنان آن
 در ها بروبلاستيف زين و ندببچس توانند ينم گريد طرف از و رسند يم

  .شود يم متوقف رشدشان نيكلراتوكس حضور
 PMA حضور عدم ويي تنها به نيكلراتوكسي ها يژگيو ازي كي
 هك يحال در است مك سرعت باي ول ها تيملانوس رشد و ريثكت شيافزا

 ها تيملانوس ط،يشرا نيا در .كند يم عمل عيسر اريبس PMA با همراه
 PMA فاقد روش به نسبتي تر شيبي پاساژها تعداد و ريثكت قدرت
ي حال در. داشت نگه را ها لولس نيا شود يم تر يطولان زمان و دارند
 محدود ها تيملانوسي دار نگه مدت طول استر فربول فاقد روش در

 تواند يم كار نوع به بسته كه دارد زيني بيمعا روش نيا اما است،
 كشت روش نيا در كهيي ها تيملانوس ،عنوان نمونه به باشد نامناسب

ي ستيبا كه يحال در هستند، شكل يدوك هعمدطور  به شوند يم داده
 PMA از نكردن استفادهي برا گريد ليدلا ازي كي. باشند كيتيدندر يپل
باعث  هك ست اها تيملانوس كيولوژيزيفي ها يژگيوي رو بر آن ريتأث
ها  هاي آن اهش تدريجي يا سريع ملانينكها و  شدن آن قطبي دو
   18.شود مي

 اه سلولي رو بر هك استي راتييتغ PMA لاتكمش از گريدي كي
 گفته هك سلولي چسبندگ در رييتغ مثل 18،كند يم جاديا ها آن يغشا و
 طور بهي ستيبا هك شود يميي ها سلولي چسبندگ شيافزا باعث شود يم
 تا هكيي ها سلولي چسبندگ كاهش نيچن هم و باشند معلقي عيطب

ي ها رده تمام ريثكت شيافزا زين و اند كرده رشد چسبنده صورت به حالا
 هك شده دهيد نيچن هم. باشد مناسب ماي برا است نكمم هكي سلول

PMA 19.ردك متوقف را ها تيملانوس در ملانوژنز   
 هموژن نيبلدرچي عصب غيست از شده جداي ها سلول در اثر نيا
 در و ملانوژنز قطع باعث بالاي ها غلظت در PMA كه شد دهيد هم

 آن از پس 20.شود يم آن ريتأخ و هشاك باعث نييپاي ها غلظت
 انجام درمياپ از ها تيملانوسي جداسازي براي گريد متعددي كارها

 افراد پوست از حاصلي تيملانوس كشت ي سهيمقا بهي گروه شد،
   21.پرداختند خردسالان و سال بزرگ
 Isobutylmethylxanthine گزانتين متيل  ايزوبوتيلاز گروه نيا

(IBMX) 5 فلوئورويوراسيل-5 و-Fluorouracil (5-FU) كردند، استفاده 
- توتويس با تيمتابول يآنت كي يدوم كه يحال در است استر فربولي اول
 عنوان به دو نيا واقع در. ست اها تينوسيكراتي برا بالاي تيسيكس

 تومور ي برنده شيپ بهي يك كه روند يم كار به سرطان درماني داروها
 ازي اريبس. باشد يمي درمان يميشي دارو كي يگريد و است معروف
 حال كردند يم استفادهيي بايزي جراح از حاصل پوست از ها گروه

 ي مطالعه در 22.كردند استفاده پوست پيش ازنيز  ها آناز ي اريبس كه نيا
  .رفت كار به پلك پوست با سهيمقا در پوست نوع نيا ما

 از يك چيه از تيملانوس كشتي برا 1984 دري گريد گروه
 كهي مغزي عيطب ي عصاره يك از بلكه هنكرد دهاستفا برده نام باتيترك
 Bovine نام به هاست سلول رشد كيتحر دري فيضع تيفعالي دارا

Pituitary Exteract (BPE) دري ا گسترده مطالعات 16.كردند استفاده 
ي گوناگوني ها روش و باتيكتر و گرفت صورت بعدي ها سالي ط
 چهار تيدرنها .رفت كار به ها تيملانوس كشت وي جداسازي برا

 يك صورت به كه شد افتي يتيملانوس رشدي ها توژنيم ي عمده گروه
  :از عبارتند منسجمي بند دسته

 basic)  فاكتور رشد فيبروبلاستي پايه:يديپپت رشدي تورهاكفا -1

Fibroblast Growth Factor, bFGF)،1-انسولين  فاكتور رشد شبه 
(Insulin/insulin-like Growth Factor-1, IGF-1)،تور رشد ك فا

تور رشد ك فا،(Epidermal Growth Factor, EGF)اپيدرمي 
 ،(Transforming Growth Factor-α, TGF-α)آلفا  -ترانسفورماسيون

 Hepatocyte) تور رشد هپاتوسيتيك فا،(Endothelins, ET)اندوتلين 

Growth Factor/Scatter Factor, HGF/SF)، فاكتور سلول بنيادي 
(Stem Cell Factor, SCF) ،2-ي سلول داخلي ها ندهيافزا -3، ميلس ك

cAMP:آلفا- ي ملانوسيتي هكنند ك هورمون تحري (α-Melanocyte 

Stimulating Hormone, α-MSH)،فورسكولين  (Forskolin)، هورمون 
 ،(Follicle Stimulating Hormone, FSH) ي فوليلولي كننده كتحري

 Protein Kinase C هاي هنندك فعال -4، (Cholera toxin) كلراتوكسين

(PKC) 12 مانند-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) ،20-

oxo-phorbol-12,13-dibutyrate.  
   حذفي براي تيملانوس كشت طـيمح در همي مختلف باتـيكتر از
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 كردن خارج طيمح از شد، استفاده ها بروبلاستيف و ها  تينوسيكرات
 زين شوند يم محسوب مزاحم وي آلودگ ماي برا هك گريدي ها سلول

 كه ها بروبلاستيف حذفي برا مثلا باشد يم ها چالش ازي كي
 از هستند ها تيملانوس كشت راه سر بر موانع نيتر عمده و نيتر ياصل
 ها تينوسيكرات حذفي برا و شد استفاده Genticin (G418) نيسيجنت
 ها تيملانوسي جداساز 23.ردندك ادهاستف استرها فربول از هعمدطور  به

 دارند تيملانوس كهي ها قسمت تمام از ستين پوست به مربوط فقط
 بر علاوه گريد مطالعات در مثلا كرد استفادهي جداسازي برا شود يم
 از استفاده كردند،ي جداساز موي ها كوليفول از را ها تيملانوس درمياپ

 همي تيملانوس كشت طيشرا بهبودي برا مختلف رشدي فاكتورها
  24و25.گرفت قرار مطالعه موردي ا گسترده صورت به

 TPA Free MGM طيمح در كه داد نشان حاضري  مطالعه جينتا
 روابط و ردك حفظ را خود كيتيدندر لكش كاملطور  به ها تيملانوس

 در كه يحال در ،بود مشخص كاملاي ا شبكه صورت به ها آني سلول نيب
 ها تيملانوس ريتكث وي سلول رشد كه نيا با تراس فربولي حاو طيمح

ه عمدطور  به و نداشته كيتيدندر حالت ها تيملانوسي ول بود بالاتر
ي ها سلول شهيهمي مرفولوژ لحاظ از بودند، شكل يدوك صورت به

 نظر به تر سالم رشدي فاكتورها حضور در اول طيمح در شده داده كشت
 استر فربول حضور در شده ادهد كشتي ها سلول كه يحال در ديرس يم
 ريتكث ليدل به نيا ديشا بودند، تر فيضع و تر كيبار هعمدطور  به
 ي اجازه كه باشد استر فربول حضور در ها سلول تر عيسر و تر شيب

  .دهد ينم را ها سلول به توسعه و مناسب و اديز رشد
 مزاحمي ها سلول حضور شاهد ما طيمح دو هر در حال نيا با
 مراتب به اول طيمح در البته هك ميبود بروبلاستيف و تيسنويكرات
 صورت به و مشخص مقدار افزودن با را ها بروبلاستيف بود، تر مك

 در ها تينوسيكرات هك يحال در ميردك خارج طيمح از نيسيجنت محدود
 حذف طيمح ازي انتخاب كردن نهيپسيتر باي ستيبا وجود صورت

  طيمح به دنيبچس در ها تيملانوس كه نيا به توجه باي يعن شدند، يم
 هك باشند يم ها تينوسيكرات از تر فيعض كفلاس فك به اتصالات و
ي بند زمان با دهيبچس كفلاس به شده پخش صورت به و مكمح اريبس

   ها آن ها، تيملانوس شدن جدا از بعد هك ميردك عملي طور مناسب
 ادامهي زمان تا ارك نيا. ميردك خارج طيمح از دقت با و سرعت به را
   در ها تيملانوس جز هبي گريد سلول ازي اثر گريد هك افتي يم

  .نماندي باق طيمح

 موفق پاساژ حاضر مطالعه از آمده دست به جينتا از گريدي كي
 طيشرا جاديا ي واسطه به امر نيا. بود مرتبه پنج حداقل تا ها تيملانوس
 در. شد ريپذ انكام طيمح از بيرقي ها سلول ردنك خارج و مناسب

 از تر شيب شتك اما شده اشارهي تيملانوس اديز شتك مقالات ازي برخ
ي بقا و رشد طيشرا بودن مساعد و مناسب ي دهنده نشان پاساژ سه

 نشان را ها تيملانوسي داريپا و امكاستح هك هاست تيملانوس
ي بعد مطالعاتي برا قدم نياول ها تيملانوس ي هياول شتك .دهد يم

 ريدرگي ها سميانكميي شناسا: چون همي مطالعات است، نهيزم نيا در
 جاديا و بروز در كهي يها سميانكميي شناسا ملانوما، بروز و جاديا در

،  پوستي-، آلبينيسم چشميويتيليگو مثلي تيملانوسي ها يناهنجار
 Vogt- koyanagiابلقي يا دورنگي، سندرم واردنبورگ، سندرم 

Harada،رنگ جاديا در ريدرگي ها سميانكمي بررس  دخيل هستند 
 زين و نيملان ديتولي رو بر مختلف مواد و داروها اثري بررس پوست،

 بر بنفش ماورايي  اشعه اثري بررس ها، تيملانوس خود بر ها آن اثر
 در ها تيملانوس مهاجرتي  مطالعه ن،يملان ديتول و ها تيملانوسي رو

 ديتول در ريدرگي ميرآنزيغ و يميآنزي رهايمس زين وي مصنوع پوست
  .يسلول هموستاز در ليدخ و نيملان

 با ماي  مطالعه در ها تيملانوسي  هياول شتك وي جداساز از پس
ي براي مطالعات در آن از توان يم شتك نيا بودن خالص به توجه
 ها تيملانوس به وابستهي ها يناهنجار گريد و گويليتيو مارانيب درمان
 در شده داده شتكي ها سلول از توان يم علاوه به. ردك استفاده

 كينكت در گويليتيو مارانيب درماني برا، يسلول مخلوط كردن يغن
 در نيچن هم ها سلول نيا از ي استفاده. ردك استفاده تاول جاديا

 ديتول در ها آن ي استفاده وي مصنوع پوست ديتولي برا بافتي مهندس
 از Induced Pulripotent Stem Cells, (IPSc)) ييالقاي اديبني ها سلول

 عنوان به توانند يمي ساز خالص از پس هك استيي اربردهاك گريد
  .باشد نظر مدي بعدي ها هدف

 هك يمارانيب هيلك از دانند يم خود فهيوظ سندگانينو :سپاسگزاري
ي قدردان ،ردندك فراهم را مطالعه نيا انكام پوست نمونه دادن با
 كمك با هكي كپزشي ولوژيب قاتيتحق زكمر ارانكهم از. ندينما
. شود يم ركتش نمودند، ليتسه را مطالعه نيا انجامي كينكت وي ركف

وري اهاي بنيادي و معاونت تحقيقات و فن از ستاد توسعه سلول
ان انجام اين كه با حمايت مالي امكرمانشاه كي كدانشگاه علوم پزش

  .شود ر ميكمطالعه را فراهم ساختند، تش
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Background: Primary culture takes place following the cell isolation from tissues. 

Isolation and culture of melanocytes based on their roll in the protection of body against 

hazardous sun rays, production of skin, cornea and hair color is really important. This 

study was done to set isolation, culture and proliferation of melanocytes from children 

foreskin and adult eyelashes, and also comparison of two types of melanocyte culture 

medium. 

Methods: Human foreskin and eyelash samples were used for melanocyte isolation and 

culture. After isolation of epidermis from dermis, epidermis cell suspensions were 

prepared by enzymatic digestion. The isolated cells were cultured in two melanocyte 

selective culture media. Immunocytochemistary and reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) assays were used for confirmation of isolated and cultured 

melanocytes. 

Results: Our results indicated that isolated melanocyte cultured in the selective medium 

without phorbol esters is better than the melanocytes cultured in selective medium cont-

aining phorbol esters not only morphologically but also physiologically and from the 

aspect of cell adhesion. In addition, the results showed that isolated melanocyte from 

adult eyelashes are more dendritic than melanocytes isolated from children foreskin. 

Conversely, our results indicated that the number of cell passages in melanocyte isolat-

ed from foreskin is more than melanocytes isolated from adult eyelashes. 

Conclusion: Melanocytes cultured in selective medium containing convenient growth 

factors in absence of phorbol esters show more native physiological and adhesive 

properties. In addition, melanocyte isolated from younger tissues such as foreskin have 

better proliferative and sub-culturing properties so we suggest isolation and culture of 

younger tissues. 

 
Keywords: Epidermis, growth factor, melanocytes, phorbol ester, skin. 
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