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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 13/7/91: تاريخ پذيرش         25/4/91: تاريخ دريافت  1391ماهاول آبانهفته/203شماره /ام سيسال

  
ساز اندوتليال در گردش خون  پيش هاي بررسي اثر تستوسترون بر روي تعداد سلول

   هاي نر ويستار  رت
  

  ، 1، زهراالسادات مرتضوي2شقايق حق جوي جوانمرددكتر ، 1سعيده بحراني
  1اصفهاني فريد نصر ،1مريم موتمر

  
  

  چكيده
، تا قبل از سن سن اين مشكل در مردان نسبت به زنان هم. شوند مير افراد زيادي مي  و  جهان سبب مرگ عروقي در سراسر    -هاي قلبي بيماري :مقدمه
زايي و  اندوتليال در رگ ساز هاي پيش سلول .كند عروقي را تقويت مي –روي سيستم قلبي  ي اثر منفي تستوسترون بر بيشتر است و فرضيه يائسگي،

هدف ما تعيين اثر  ،در اين مطالعه. ها هنوز نامشخص است ا بر روي عملكرد اين سلوله اثر آندروژن. هاي عروقي نقش مهمي دارند ترميم آسيب
 .دبوساز اندوتليال در خون  هاي پيش تستوسترون بر تعداد سلول

گروه  3 و Shamگروه اول عمل جراحي  .تايي تقسيم شدند گروه شش 4رت نر ويستار به طور تصادفي به  24ي تجربي تعداد  در اين مطالعه :ها روش
هاي مختلف  ها با غلظت ساير گروه. تيمار شدند دارونماگروه شم با روغن كنجد به عنوان . قرار گرفتند Orchidectomy ديگر تحت عمل جراحي

 .دگردي گيري ساز اندوتليال با فلوسايتومتري اندازه هاي پيش ها تعداد سلول سپس در خون رت. هفته تيمار شدند 21 تستوسترون زيرجلدي به مدت

داري كمتر از ميانگين آن در گروه شم  يبه صورت معن) گروه عقيم تيمار شده با دارونما(اندوتليال در گروه شاهد  ساز هاي پيش ميانگين تعداد سلول :ها يافته
هاي نر  اندوتليال در رت ساز هاي پيش لميانگين تعداد سلو .گرم بر حسب كيلوگرم وزن بدن بود ميلي 1با دوز  تستوسترون ي كننده و گروه نر عقيم دريافت

كه به طور  در حالي شت،داري با اين ميانگين در گروه شم ندا يتفاوت معن گرم بر حسب كيلوگرم وزن بدن ميلي 5با دوز  ي تستوسترون كننده عقيم دريافت
 .گرم بر حسب كيلوگرم وزن بدن بود ميلي 1با دوز  تروني تستوس كننده هاي نر عقيم دريافت داري بيشتر از اين ميانگين در گروه شاهد و رت يمعن

ساز  هاي پيش كند كه تستوسترون چه به صورت اندوژن و چه به صورت اگزوژن در حيوانات نر در حفظ تعداد سلول نتايج ما پيشنهاد مي: گيري نتيجه
  .اندوتليال نقش دارد
  اندوتليال ساز هاي پيش تستوسترون، سلول :واژگان كليدي

 
  مقدمه

ــرفت ــان     پيش ــخيص و درم ــمگيري در تش ــاي چش ه
هـاي اخيـر رخ داده    عروقـي در دهـه   - هاي قلبي بيماري
ترين علـت مـرگ و ميـر در     ايسكمي قلبي اصلي. است

در  عروقـي مغـز  هـاي   جهان است و پس از آن بيمـاري 
عروقي ساليانه  - هاي قلبي بيماري. ي دوم قرار دارند رده
  ).1- 2( دنباش ها مياز مرگ و مير درصد 30ول ؤمس

 عروقي در مـردان  - هاي قلبي اين مشاهده كه بيماري

 تا پـيش از سـنين يائسـگي    سن خود نسبت به زنان هم
بـرد كـه    بيشتر است، احتمال ايـن فرضـيه را بـالا مـي    
عروقـي   -تستوسترون اثر منفي بر روي سيسـتم قلبـي  

تستوسترون پلاسـما همـراه بـا افـزايش سـختي      . دارد
البته، علاوه بر اين اثرات ). 3-4( ان استعروق در مرد

 .منفــي، تستوســترون داراي اثــرات مثبــت هــم هســت
عقيم، تصـلب   هاي نر خرگوشتستوسترون اگزوژن در 

 .)5( كند ين را مهار مييشرا
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يـــا  EPC(ســـاز انـــدوتليال  هـــاي پـــيش ســـلول
Endothelial progenitor cell (هـايي مشـتق از    سلول

اراي خاصيت آنژيوبلاستيمي مغز استخوان هستند كه د
ي  تواننـد بـا القـاي واسـطه     هـا مـي   ايـن سـلول  . باشند
ين يـا بـا   يپـا  O2ي  هـايي بـا ذخيـره    زايي در مكان رگ

هاي انـدوتليال عـروق خـوني     لتحريك بازسازي سلو
هـاي دچـار ايسـكمي را     آسيب ديده، عملكـرد ارگـان  

ها در گردش خـون افـراد    EPCتعداد  .)6( بهبود دهند
ــالم  ــم اســت س ــيار ك ــه   .)7( بس ــيب ب ــوارد آس در م
هــاي انــدوتليال عــروق مثــل مراحــل آغــازين   ســلول

تواننـد از   هاي اندوتليال بـالغ مـي   آترواسكلروز، سلول
ها بالغ  اما چون اين سلول ،ديگر جايگزين شوند مناطق

هـا در تكيـر بسـيار كـم اسـت و در       هستند توانايي آن
 .لازم است هاEPCنتيجه منبع ديگري براي جايگزيني 

ي عـروق بعـد از    در ايسكمي اندام يا تخريـب ديـواره  
ترومبوز عروق كرونر و يا جراحـي بـاي پـس عـروق     

ي در گردش افزايش هاEPCكرونري، به سرعت تعداد 
 ي البته اين وقايع به دنبال سطح افـزايش يافتـه  . يابد مي

VEGF )Vascular endothelial growth factor( 
   .)8-10( افتد اندوژن اتفاق مي

ــازي    ــه رهاس ــت ك ــده اس ــان داده ش  ،VEGFنش
 دهـد  را از مغز اسـتخوان افـزايش مـي    EPCرهاسازي 

)12-11( .EPC صـاف   ي توانند با تمايز به عضله ها مي
و در نتيجـــه در ايجـــاد عضـــله   شـــوند تبـــديل 

)Myogenesis (دننقش داشته باش )گزارش شـده  .)13 
روق مغـزي  ها همچنين در بازسـازي ع ـ  EPCاست كه 

ايسـكمي انـدام و   . ي مغزي نقـش دارنـد   پس از سكته
هـاي در   EPCانفاركتوس ميوكارد حاد با افزايش سريع 

  .)14( همراه است EPCگردش و القاي سريع حركت 
ــاركر   ــه م ــان VEGFR2و  CD34 ،CD133س   نش

هـايي بـا    سلول. اوليه و نارس هستندهاي EPCي  دهنده
غـز اسـتخوان يافـت    در مبه طور عمده اين مشخصات 

تـر   هاي بالغ در گردش خون افراد بالغ، سلول. شوند مي
و  CD34اما  ،دهند خود را از دست مي CD133ماركر 

VEGFR2 اين بيانگر . ها وجود دارد نهنوز در سطح آ
ي  دهنــده  نشــان CD133آن اســت كــه از دســت دادن 

هـاي شـبه      لدر حال گردش به سـلو  EPCتكامل سلول 
 هـاي در گـردش   EPCدر نتيجـه  . تر اسـت  بالغاندوتليال 

  .)15( هستند +CD34+/VEGFR-2 داراي
ي آنـدروژن را در   ها، گيرنده EPCبا وجود اين كه 
ولي اطلاعات كمي در مـورد   ،كنند سطح خود بيان مي

در يكي . )16( وجود دارد EPCها بر روي  اثر آندروژن
 در گـردش در مـردان   EPCي  از مطالعات ميـزان پايـه  

با افـزايش تستوسـترون درمـاني    يسم هيپوگنادمبتلا به 
هـا بـر روي حركـت     اثـر آنـدروژن   .)5( كاهش يافـت 

EPC     ــت ــث اس ــورد بح ــخص و م ــوز نامش ــا هن . ه
Sieveking   و همكاران با مجزا كردن فاز اوليه و آخـر

EPC ها  ها به اين نتيجه رسيدند كه تحريك با آندروژن
 ـ فـاز آخـر و   در  EPCثيري بـر روي گسـترش   أهيچ ت

در مـردان   .)17( نـدارد  In vitroچسبندگي در شرايط 
ــان ــزان  مي در گــردش بســيار بيشــتر از  EPCســال، مي

هـاي   ثيرات محـرك أت. بستگي دارد E2تستوسترون به 
بالغ  Progenitorهاي  رشدي تستوسترون فقط به سلول

  . شود محدود مي
بــا توجــه بــه محــدوديت و تنــاقض اطلاعــات در 

ايـن   ، هـدف EPCها بر روي  يرات آندروژنثأي ت زمينه
هـاي   يرات تستوسترون بر روي سـلول أثمطالعه يافتن ت

EPC ــود ــراي ايــن منظــور از شــمارش ســلول . ب هــاي  ب
CD34+/VEGFR-2+  با استفاده از تكنيك فلوسـايتومتري 

   .)6(شد استفاده 
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  ها روش
تجربـي در مركـز تحقيقـات فيزيولـوژي      ي اين مطالعه

 24تعـداد  . زشكي اصـفهان انجـام شـد   دانشگاه علوم پ
گرم از انستيتو  160-180رت نر از نژاد ويستار با وزن 
ها به مدت دو هفته  رت. پاستور تهران خريداري شدند

تحت شرايط استاندارد با دسترسي آزاد به آب و غـذا  
در ) 20 تـا  6سـاعت  (سـاعته   14با طـول روشـنايي   

دانشـگاه   فيزيولـوژي  تحيوانات مركز تحقيقا ي لانه
ــا شــرايط    ــوم پزشــكي اصــفهان جهــت تطــابق ب عل

ــه صــورت  ســپس رت). 18( نگهــداري شــدند هــا ب
. دنـد گرديتـايي تقسـيم    تصادفي به چهار گروه هشت

بـه  ) Alfasan( درصـد  10پس از بيهوشي با كتـامين  
 2و زايلـوزين  كيلـوگرم   گـرم بـر   ميلي 60- 70مقدار 
ــه مقــدار ) Alfasan( درصــد ــر ميلــي 5- 13ب  گــرم ب
ايجاد ( Sham، گروه اول تحت عمل جراحي كيلوگرم

و سه گروه ديگـر تحـت   ) شكاف جراحي و بستن آن
در  .)19( قرار گرفتنـد  Orchidectomyعمل جراحي 

هـا بـه وضـعيت     رت Orchidectomyعمل جراحـي  
Supine ها با ايجاد شكاف ميـاني   هقرار گرفتند و بيض
 اسكروتوم خـارج شـدند و سـپس محـل     ي در ناحيه

پس از اتمام عمل ). 20( شكاف جراحي بخيه زده شد
 800000سيلين  بيوتيك پني ليتر آنتي ميلي 2/0جراحي 

به صورت داخل صفاقي طـي سـه   ليتر  واحد در ميلي
يـك روز بـه منظـور جلـوگيري از      ي نوبت با فاصله

   .عفونت تزريق شدند
هـا   دو هفته پس از انجام عمل جراحي، تيمـار رت 

 Shamهايي كه تحت عمـل جراحـي    تر. آغاز گرديد
و ) Sigma( ليتر روغـن كنجـد   ميلي 1/0قرار گرفتند با 

ــه تحـــت عمـــل جراحـــي    ــر كـ ــروه ديگـ ســـه گـ
Orchidectomy  1/0بـا  روزانـه  قرار گرفتند به ترتيب 

بــه عنــوان ) گــروه شــاهد(ليتــر روغــن كنجــد  ميلــي
Vehicle ،1 ــي ــوگرم   ميل ــر كيل ــرم ب ــترونگ  تستوس

)Sigma( گـرم بـر    ميلـي  5وغن كنجد و محلول در ر
محلــول در روغــن ) Sigma( تستوســترونكيلــوگرم 

پشـت بـه    ي جلـدي در ناحيـه   كنجد به صورت زيـر 
  ).2( مدت سه هفته تيمار شدند

ساعت پس از انجام آخرين تزريق، از سـينوس   24
 ي هـا توسـط لولـه    داخلي چشـم رت  ي اوربيتال گوشه

بـه منظـور    .شد ليتر خون گرفته ميلي 1مقدار  به ينهيمو
 1/0هـاي خـون بـا     جلوگيري از ايجـاد لختـه، نمونـه   

  .)21( مخلوط شدندمول  يك ميلي EDTAليتر  ميلي
 با تكنيك فلوسايتومتري توسط دستگاه EPC تعداد

ACS )BD bioscience, USA (براي . گيري شد اندازه
 شـامل  EPCهاي سطح سلولي مبـين   اين كار از ماركر

VEGFR/2 ) شركتR&D(، CD34+ )FITC  ساخت
eBioscience  ــو ــن ديگـ ــا سـ    +CD45و  )كاليفورنيـ

)Santa Cruz 19( استفاده شد )كاليفورنيا سانتا كروز .( 

هـاي حـاوي    ها در لوله طور خلاصه خون موشه ب
EDTA دقيقـه بـا    10 و بـه مـدت   آوري گرديـد  جمع

FCR-blocking  از ميكروليتـر   50سـپس  . انكوبه شـد
ــه ــل بـ ـ  ي نمون ــون كام ــر  4ا خ   و  KDRاز ميكروليت

انكوبه  CD45از  ميكروليتر 5و  CD34از  ميكروليتر 5
بـادي   آنتيميكروليتر  5منفي با  شاهدهاي  نمونه .گرديد

هاي قرمـز قبـل از    گلبول. انكوبه شدند شاهدايزوتايپ 
هـاي   گلبـول بعد از ليز كردن  .فلوسايتومتري ليز شدند

  ومتري بـــا فلوســـايت يسوسپانســـيون ســـلول قرمـــز،
FACS Caliber    پـس از   .مورد سـنجش قـرار گرفـت

هــا و   جمعيــت لنفوســيت) Gating(عمليــات انتخــاب 
و  +CD45 ،CD34هـاي   هـايي كـه مـاركر   EPCتعداد 

KDR+ 19(مشخص شدند  ،داشتند.(  



  و همكاران سعيده بحراني  ساز اندوتليال در خون هاي پيش اثر تستوسترون بر تعداد سلول

  1391 هفته اول آبان/ 203شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1332

www.mui.ac.ir  

انحـراف   ±هاي حاصل بـه صـورت ميـانگين     داده
 18ي  نسـخه  SPSSافزار  معيار بيان شدند و توسط نرم

)version 18, SPSS Inc., Chicago, IL (  و بـا روش
One way ANOVA  و پس آزمونLSD  مورد بررسي

در نظـر   05/0كمتـر از   داري يسطح معن ـ. قرار گرفتند
   .گرفته شد

  
  ها افتهي

كه ميـانگين   بودنتايج حاصل از آناليز آماري بيانگر آن 
 انـدوتليال در گـروه شـاهد    سـاز  هاي پيش تعداد سلول

داري كمتـر از   يبه صورت معن ـبود كه  67/12 ± 17/2
ــروه شــم  ــانگين آن در گ اســت  )40/44 ± 87/13( مي

)05/0 < P .(  
سـازاندوتليال در   هـاي پـيش   ولميانگين تعـداد سـل  

  بـا دوز  ي تستوسـترون   كننـده  هاي نر عقيم دريافت رت
ــوگرم   5 ــر كيل ــرم ب ــي گ ــاوت ) 33/26 ± 83/3( ميل تف
 )40/44 ± 87/13(م داري با اين ميانگين در گروه ش يمعن

ها در گـروه   همچنين ميانگين تعداد اين سلول. نداشت
ــاهد   ــ) 67/12 ± 17/2(ش ــاوت معن ــم تف ــا  يه داري ب

به مقـدار   ي تستوسترون  كننده هاي نر عقيم دريافت رت
ولـي   ،شتندا )17/16 ± 52/2(گرم بر كيلوگرم  ميلي 1

ــلول  ــداد س ــانگين تع ــا در رت مي ــيم   ه ــر عق ــاي ن ه
ميلـي گـرم بـر     5بـا دوز  ي تستوسـترون   دهكنن دريافت
اري بيشتر از اين ميانگين در گروه د يبه طور معن كيلوگرم

بـا  ي تستوسترون  كننده هاي نر عقيم دريافت شاهد و رت
  .)P > 05/0(بود  ميلي گرم بر كيلوگرم 1دوز 

  
  بحث

در اين مطالعه ما به اين نتيجه رسيديم كه تستوسـترون  
چـه بـه صـورت اگـزوژن در      چه به صورت اندوژن و

سـاز   هـاي پـيش   حيوانات نـر در حفـظ تعـداد سـلول    
مـا عقـيم كـردن بـا      ي مطالعـه  در .اندوتليال نقش دارد

ساز انـدوتليال همـراه    هاي پيش كاهش چشمگير سلول
با دوز كه هورمون درماني با تستوسترون  در حالي ،بود

سبب افزايش چشمگير  ميلي گرم بر كيلوگرم 5روزانه 
ساز اندوتليال پس از كاهش ايـن   هاي پيش اد سلولتعد

در  .شــد هــا كــه ناشــي از عقــيم شــدن اســت، ســلول
مـردان هيپوگنـاد داراي   و همكـاران   Forestaي  مطالعه

 داراي سـاز انـدوتليال   هـاي پـيش   لتعداد كمتري سـلو 
CD34+  ــ، خــوندر گــردش تعــداد ايــن . )16( دبودن
. يابـد  يش مـي ها پس از تيمار با تستوسترون افزا سلول
 Sievekingتوسـط   به تازگياي مشابه كه  مطالعه نتايج

هاي موشي  كه در مدل ، نشان دادشدو همكاران انجام 
تحتاني بودنـد، عقـيم كـردن     مكه مبتلا به ايسكمي اندا

 Earlyساز اندوتليال فاز  ها سبب كاهش سلول پيش آن
ــال   ــتخوان و طح ــز اس ــا دي    در مغ ــار ب ــد و تيم ش

. گرديدرون باعث از بين رفتن اين نقص هيدروتستوست
هاي آنژيوژنيك در مغز اسـتخوان   تعداد سلول به علاوه

  ). 17( گشتو طحال به مقدار طبيعي بر
  Fadini     سـازي   و همكاران نشـان دادنـد كـه عقـيم

سـاز   هـاي پـيش   باعث كاهش چشـمگير تعـداد سـلول   
شــود ولــي هورمــون  انــدوتليال در گــردش خــون مــي

ســترون و دي هيدروتستوســترون   درمــاني بــا تستو 
هـا را   تواند اين كاهش را جبران كند و تعداد سلول نمي

نتايجي نيز در تضاد بـا   ).22( به مقدار طبيعي برگرداند
تواند به علـت تفـاوت    اند كه مي اين يافته گزارش شده

ساز، طراحي مدل حيواني و  هاي پيش در تعريف سلول
  . پروتوكل اجرايي باشد

  ايــن موضــوع اثبــات شــده اســت كــه در شــرايط    
In vitro ــده ــدروژن در  ي در صــورت وجــود گيرن آن



  و همكاران سعيده بحراني  ساز اندوتليال در خون هاي پيش اثر تستوسترون بر تعداد سلول

  1333  1391 هفته اول آبان/ 203شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

www.mui.ac.ir  

 آنـدروژن مصـنوعي غيـر   يـا  سـاز و   هـاي پـيش   سلول
، افزايش مهاجرت و تكثير گيرنده ي آروماتيزه با واسطه

با اين وجـود، در  . شود ميمشاهده ساز  هاي پيش سلول
ــه ــاران Foresta مطالع ــد  و همك ــان داده ش كــه  نش

Flutamide هـاي   اثري بر روي حركت سلولCD34+ 
بـه  . كه وابسته بـه القـاي تستوسـترون اسـت، نـدارد     

انفـاركتوس   ي ها در فازهـاي اوليـه   علاوه، اين سلول
شبيه به ). 16( اند ميوكارد در اطراف ضايعه ديده شده

هـاي   در گـروه  +CD34هـاي   موارد قبل، تعداد سلول
د و بــا هورمــون عقــيم كــاهش چشــمگيري نشــان دا

مشـخص   .درماني به مقدار طبيعي خود رسيده اسـت 
هاي بنيادي براي پيشـبرد   شده است كه حركت سلول

 )Collateral( جـانبي  آنژيوژنز و بهبود گردش خـون 
در بيماران مبتلا به آترواسكلروز عروق كرونري لازم 

  .)23( است

  گيري نتيجه
به صـورت  كند كه تستوسترون چه  نتايج ما پيشنهاد مي

اندوژن و چه به صورت اگـزوژن در حيوانـات نـر در    
 .ساز انـدوتليال نقـش دارد   هاي پيش حفظ تعداد سلول

كه نشان دهنده اثر محافظتي و افزاينده تستوسترون در 
هـاي پـيش سـاز     حيوانات نـر بـر روي تعـداد سـلول    

  .باشد اندوتليال مي
  

  تشكر و قدرداني
بـا   290121كـد  اين پژوهش در قالب طرح تحقيقاتي 

حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشـكي  
بـدين وسـيله از پرسـنل محتـرم     . اصفهان انجام گرديد

مركــز تحقيقــات فيزيولــوژي دانشــگاه علــوم پزشــكي 
اصفهان و آقايان فريدون حق دوست و عليرضا زنديفر 

  .شود هايشان در اين پروژه قدرداني مي جهت كمك
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Abstract 

Background: Cardiovascular diseases (CVDs) are the main cause of mortality worldwide. The fact 
that men are more affected than women supports the hypothesis that testosterone is a risk factor of 
CVD. Endothelial progenitor cells (EPC) have an important role in vascular repair and angiogenesis. 
However, the effects of androgens on these cells are still unclear. In this study, we aimed to determine 
the effects of testosterone on the number of circulating EPCs.  

Methods: In this experimental study, 24 male Wistar rats were randomly allocated to four groups of 
six. The first group underwent sham operation and received 0.1 ml of subcutaneous sesame oil (as 
placebo) every day for three weeks. The other three groups underwent orchidectomy and received 
different concentrations of subcutaneous testosterone for three weeks. Finally, the number of EPCs 
was measured by flow cytometry. 

Findings: The number of circulating EPCs in the sham group decreased significantly. The number of 
EPCs in castrated groups that received 5 mg/kg/day testosterone increased significantly in comparison 
with castrated groups that received vehicle and 1 mg/kg/day testosterone (P < 0.05). 

Conclusion: Our findings suggest endogenous and exogenous testosterone to affect the number of 
circulating EPCs. 

Keywords: Endothelial progenitor cells, Testosterone 
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