3、 發毛評估系統的設計─『三明治』模型及表面移植技術
目的：建立一個發毛的評估系統，以測試真皮乳突及真皮乳突球狀物的發毛誘導潛力。

實驗方法：
A.『三明治』模型的建立 (Reynolds AJ. Jahoda CA.,1992)
由於大白鼠的腳掌皮膚不會生長毛髮，尤其是後腳掌皮膚，因為掌面積寬廣很適合用來作為評估發毛誘導能力的素材。摘取大白鼠後腳掌皮膚，去除底部之軟組織及筋膜組織。並將它分為2~3塊的皮膚切片。每小塊皮膚大小約0.3 x 0.7～0.8cm左右。然後將皮膚小塊置入濃度為每毫升500 unit的dispase溶液，並將之置於37oC的incubator。5～7分鐘後，經此處理的腳掌皮膚，其真皮與表皮的結合力會變弱，此時我們可利用小尖鑷子將一端的表皮與真皮分離開來。接下來我們可將具有誘導能力的真皮乳突或是真皮乳突球狀物塞入此無毛皮膚的真皮與表皮間隙。 然後再將表皮蓋回真皮之上，有如三明治一般，並於37oC 的Incubator中放置一天。使的表皮與真皮的結合力能有部分的回復。（見附圖12～14）
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附圖12：大白鼠後腳掌無毛的皮膚,可作為發毛研究的素材
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附圖13：經dispase處理的腳掌皮膚，可將表皮與真皮分離開來。然後將具有誘導能力的真皮乳突或是真皮乳突球狀物塞入真皮與表皮間隙
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附圖14：三明治發毛誘導系統，隱約可見真皮乳突球狀物位於真皮與表皮之間。

B. 表面移植技術

我們的三明治發毛誘導系統會移植到裸鼠的背部做為發毛評估之用。移植時，我們會先切除裸鼠背部的皮膚，切除的大小與我們製作的後腳掌皮膚大小相當或略小。之後我們將後腳掌皮膚置於裸鼠背部，並以透明人工薄膜固定。一般一週後，移植皮膚的傷口會癒合。然後我們可將其切下來，進行皮膚病理檢查，以確認發毛的情形。（見附圖15～17）
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附圖15：圖中兩個移植於裸鼠背部的三明治發毛誘導系統。
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附圖16：四週後可見移植的腳掌皮膚已存活於裸鼠的背部。
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附圖17：黑圈內可見一根以此三明治發毛模型誘導出來的白色毫毛。
四、特殊染色LacZ stain於誘導毛囊之細胞來源確認

目的：為了進一步確認在我們的發毛模型中所誘導出來的毛髮，確實是來自我們植入的真皮乳突或是真皮乳突球狀物所誘導出來的。而不是移植時因表皮壞死，而由模型周邊的裸鼠背部皮膚延伸而來的，或是或是之前擷取大白鼠後腳掌皮膚時不小心取到腳掌周邊帶毛的皮膚所殘留下來的毛囊。我們利用兩種不同的老鼠來組成我們的發毛模型，之後利用只能辨認出其中一種老鼠組織的特殊染色，來瞭解誘導出來的毛囊來源。在此我們選用一種特殊基因型的小鼠─Rosa 26作為本實驗的研究材料 (Zambrowicz BP, Imamoto A, Fiering S, Herzenberg LA, Kerr WG, Soriano P., 1997)。這種老鼠帶有LacZ的報導基因，使的Rosa 26的老鼠組織可以表現出beta-galactosidase。這種酵素可與 X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside)產生藍色沉澱物於的Rosa 26老鼠組織內。使的我們可以藉由藍色的組織反應辨認出Rosa 26的老鼠組織。（見附圖18）
LacZ特殊染色X-gal藥液的配製法：將0.1% X-gal solution, 2mM MgCl2, 5mM K-ferricyanide, 5mM K-ferrocyanide 溶解於PH值7.2的 Dulbecco’s phosphate buffered saline(PBS)中.

Dilute with PBS, PH7.2
實驗方法：

利用前述的三明治發毛模型的製作方法，我們將Rosa 26的真皮乳突或是真皮乳突球狀物植入大白鼠的後腳掌皮膚內，之後再利用前述的表面移植技術，將此特製的發毛模型植到裸鼠的背部。四個禮拜後，我們將移植的腳掌皮膚取下來，

以0.25% 的glutaraldehyde 溶液固定2~3 小時。之後再以PBS溶液清洗兩次後，浸入上述的X-gal藥液，擺放置隔夜。之後再以PBS溶液清洗後，進行病理切片的製作過程。
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附圖18：以Rosa 26小鼠的真皮乳突球狀物植入大白鼠後腳掌的皮膚，所製成的三明治發毛模型，經X-gal藥液處理後，可見植入的真皮乳突球狀物呈現藍色反應，而大白鼠皮膚則對此藥液不反應。
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附圖19：移植四週後的發毛模來進行毛囊分化的誘導。而在實驗中我們也確實瞭解到型皮膚進行病理切片檢查，可見一誘導毛囊形成。

毛囊根部有一藍色小點，為植入的真皮乳突，經LacZ特殊染色後，出現藍色反應，可知此毛囊確為我們誘導出來的毛囊。而毛囊細胞的來源則是來自大白鼠後腳掌皮膚的表皮。
參、心得

1. 在本此進修的研究過程中，本人已熟悉利用解剖顯微鏡分離真皮乳頭突的技巧，以及如何穩定且大量的培養真皮乳突細胞等基本技術。

2. 在此次進修中本人尋找出如何製作類似真皮乳突構造的真皮乳突球狀物，用以取代真皮乳突，來達到毛囊分化的誘導目的。在研究發現中，本人發現人工製作的真皮乳突球狀物具有不亞於真皮乳突的毛囊分化誘導能力。

3. 本人已成功利用三明治組織模型及表面移植技術，建立一個發毛潛力的評估系統。未來如果有新的發毛誘導物的研發，也可利用此系統來測試其發毛誘導能力。

4. 在本次實驗中本人利用特殊的染色技巧，搭配不同老鼠組織的三明治發毛模型製作，不但確認了無毛腳掌皮膚所長出來的毛囊的確是我們植入的真皮乳突所誘導出來，且同時瞭解到誘導的毛囊組織是來自表皮的細胞分化而成的，而不是植入的真皮乳突細胞分裂分化而成的。因此，我們再次確立了真皮乳突細胞於毛囊再生的過程中，扮演的是誘導的角色，而不是分化細胞的提供者。

5. 在本人的毛囊分化誘導實驗中，本人發現誘導再生的毛囊所製作出來的毛髮，較原來的毛髮細小，這是因為無毛的腳掌皮膚環境不適於毛髮再生或是在我們的發毛模型中，仍須加入一些生長因子，以促進毛髮生長的更好可作為日後繼續研究的課題。

肆、建議事項：

在本次進修的研究學習中，本人發現根據毛囊的再生已不是搖不可及的夢想，根據本人這一年的研究心得，毛囊再生的這個研究領域，未來還有很多研究課題，值得繼續研究探討。例如：

1. 真皮乳突球狀物與真皮乳突的毛囊誘導能力，是否有差別？

2. 不同細胞數目形成的真皮乳突球狀物的毛囊誘導能力是否有所不同，以及多少數目形成的真皮乳突球狀物，可達到最佳的毛囊誘導能力。

3. 不同細胞數目形成的真皮乳突球狀物，是否會影響到之後誘導毛囊所產生的毛髮粗細大小。

4. 如何能製作一個注入系統，以便將我們製作出具有毛囊分化誘導能力的真皮乳突球狀物注入皮膚，以使實驗室的研究知識能與臨床應用接軌。

5. 真皮乳突球狀物與表皮的距離是否會影響到毛囊的分化誘導。

6. 利用現有的發毛模型中，是否可藉由加入一些生長因子，以促進毛髮生長的更好，產生更為粗壯的毛髮。
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