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   مقدمه
عادل بین تزاید سلولی و آپوپتوز هوموستاز بافتی در نتیجه ت

های  آپوپتوز نقش کلیدی در تنظیم رشد و تکامل بافت. می باشد
سالم و سرطانی به عهده داشته و به هم خوردن روند آپوپتوز 

 )1-3(.می شود منجر به بیماری های مختلف از جمله سرطان
در بافت ها و رده های سلولی با حذف هورمون و را آپوپتوز 
یون به نظر سهمانند پرولیفرا. ای رشد می توان القاء کردفاکتوره

می رسد که آپوپتوز هم در بافت طبیعی پستان دارای تغییرات 
این روند )4(. آن در پایان فاز لوتئال استحداکثردوره ای است و 

افزایش آپوپتوز در اثر کاهش استروژن یا پروژسترون است که 
اثر استرادیول در رده های . دافت در پایان سیکل ماهانه اتفاق می

سلولی دارای گیرنده بررسی و نشان داده شده که در این 

نتی استروژن منجر به آهای سلولی حذف استروژن و یا  رده
 غدد پستانی بافت هدف برای )5و6(.مرگ سلولی می شود

اثرات این . هورمون های استروژن و پروژسترون هستند
  . یرنده اختصاصی شان می باشدها به واسطه اتصال به گ هورمون
نتی آپوپتوتیک استروژن همراه با اثر میتوژنیک آن در آاثر 

نتی  آ.سلول های پستان در ایجاد سرطان پستان نقش دارد
استروژن ها به عنوان یک شیوه درمانی در پیشگیری از سرطان 

پروژستین ها در پیشگیری از بارداری و . پستان کاربرد دارد
علی رغم اهمیت.  به کار می رود1ی جایگزینیهورمون درمان

                                           
ą Hormone replacement therapy (HRT) 

  چکیده
    هدف از این پژوهش بررسی اثرات. هورمون های استروئیدی پرولیفراسیون سرطان پستان را تحت تاثیر قرار می دهند :  هدفزمینه و

17-β استرادیول، پروژسترون و تستوسترون بر رده های سلولی سرطان پستان MCF-7 و MDA-MB468  می باشد .  
ستریپ شده توسط چارکول محتوی غلظت های مختلف هورمون های استروژن، سلول ها در محیط کشت با سرم ا: روش کار مواد و

و غلظت های مختلف پروژسترون و تستوسترون ) nM 10( پروژسترون و تستوسترون و در محیط کشت با سرم استریپ شده محتوی استرادیول
  . ارزیابی شد   MTTپرولیفراسیون سلولی با روش. ند ساعت کشت داده شد72به مدت 
، اما بر رده )>P 05/0( می شود MCF-7دهد که استرادیول به طور معنی داری سبب پرولیفراسیون رده سلولی نتایج نشان می :فته هایا
در حالی که پروژسترون به تنهایی اثر معنی داری بر رده های سلولی مورد مطاله ندارد، ولی در حضور .  اثری نداردMDA-MB468سلولی

 MCF-7تستوسترون به طور معنی داری از پرولیفراسیون رده سلولی.  جلوگیری می کندMCF-7اسیون رده سلولی سلولیاسترادیول از پرولیفر
  . اثری نداردMDA-MB-468در حضور و در غیاب استرادیول جلوگیری می کند ولی بر روی رده سلولی

، بهار 1 سال هفتم، شماره  مجله طبیب شرق،( . هورمون هستندپرولیفراسیون سلول های سرطان پستان وابسته یا غیر وابسته به :نتیجه گیری
  )29 تا 21 ، ص1384

  وئیدیرده های سلولی سرطان پستان، پرولیفراسیون، هورمون های استر: واژه ها گل

  11/12/83  :مقاله تاریخ دریافت
  24/2/84  : مقالهپذیرشتاریخ 
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درمانی آن ها، یافته ها مبنی بر اثر پروژستین ها در رده های 
اطلاعاتی در رابطه با تنظیم . سلولی سرطان پستان اندک است

اغلب . هورمونی آپوپتوز در بافت طبیعی پستان در دست نیست
های  ی سلول در رابطه با اثر پروژسترون در روin vitroمطالعات 

 و رده های سلولی پستان که دارای گیرنده )7(طبیعی پستان
 حاکی از آن است که )8(هستند) T47-Dاز قبیل(پروژسترون 

 نشان بالینیشواهد . نتی پرولیفراسیون داردآپروژسترون اثر 
ندروژن ها در درمان سرطان پستان مؤثر آدهنده این است که 

د رده سلولی سرطان پستان  رش،هستند و در غلظت فیزیولوژیک
ZR-75-19(. را مهار می کند(   

 روش کار 

رده های  سلولی سرطان : های سلولی مورد بررسی رده
 از بانک سلولی ایران MCF-7و MDA-MB-468 پستان

(NCBI)رده.  مستقر در انستیتو پاستور خریداری شدMCF-7  ،
 in vitroیک مدل استاندارد  برای تحقیقات سرطان پستان در  

.   به صورت چسبیده به کف فلاسک رشد می نماید که است
آدنوکارسینومای پستان است و دارای مورفولوژی این رده منشاء 

 .سلول های اپی تلیال بوده و گیرنده استروژن را بیان می نماید
 وآدنوکارسینومای پستان نیز MDA-MB-468 رده منشاء 

وده و تفاوت اصلی آن دارای مورفولوژی سلول های اپی تلیال ب
   )10(.با رده قبلی این است که گیرنده استروژن را بیان نمی کند

 رده های سلولی در محیط کشت : سلولییکشت رده ها
RPMI-1640میلی 2سرم جنین گوساله،   درصد 10 محتوی 

 واحد در میلی 100 گرم در لیتر بی کربنات، 2مولار گلوتامین، 
در  گرم در میلی لیتر استرپتومایسین ومیکر 100لیتر پنی سیلین و 

  درصد95 ، دی اکسیدکربن درصد5 با شرایط CO2ر انکوباتو
   )12و11(.کشت داده شد c37° هوای مرطوب و دمای 

در صورتی که تراکم سلولی در فلاسک ها  :پاساژ سلول ها
به این . ها پاساژ داده می شد برسد، سلول درصد85به بیش از 

ر زیر هود لامینار، محیط کشت سلول ها خالی صورت که ابتدا د

برای تهیه  (استریل  میلی لیتر محلول تریپسین3 سپس به آن ،شد
 100 را در EDTA گرم 02/0 گرم تریپسین و05/0این محلول، 

 میکرون 2/0 حل و با فیلتر PBS)(میلی لیتر فسفات بافر سالین 
ل تخلیه و به  دقیقه محلو2 تا 1پس از.  اضافه گردید)استریل شد

به محض . قرار داده می شدCO2  انکوباتور  دقیقه در10مدت 
مشاهده کنده شدن سلول ها از کف فلاسک به وسیله 

ها را  به هود لامنیار منتقل کرده و به میکروسکوپ معکوس، آن
آن محیط کشت اضافه و بین  فلاسک های جدید تقسیم 

 مجدداً در فلاسک ها با درج مشخصات و تاریخ،. شدند می
  . کشت داده می شدCO2انکوباتور 

 برای بررسی ):FCS(استریپ کردن سرم جنین گاوی
عاری از (وابستگی رده سلولی به هورمون، نیاز به سرم استریپ 

 سوسپانسیون :است که تهیه آن به این صورت است که) هورمون
معادل .   تهیه شد70-درصد دکستران تی5/0  درصد چارکول،5

چارکول  ، مورد نظر، سوسپانسیون دکستران FCSحجمی از
سپس به رسوب .  دور در دقیقه سانتریفوژ شد2500اضافه و در

 درجه 37حاصل، سرم اضافه و به مدت یک ساعت در 
 آنگاه.  دقیقه سانتریفوژ شد20سانتیگراد انکوبه و سپس به مدت 

 درجه سانتیگراد -20  میکرون فیلتر و در2/0 سرم با فیلتر
 درصد هورمون های 99با این روش، بیش از . اری گردیدنگهد

   )10(.استروئیدی حذف می شوند
 کشت داده شد cm2 25سلول ها در فلاسک:  سلول هاتیمار
، تریپسینه رسید درصد 85 حدود به تراکم سلولی زمانی که

نئوبار، سلول با دانسیتۀ  توسط لام و پس از شمارش سلولی نموده
  ی به هر یک از چاهک ها)در میلی لیتر سلول 3×104(یکسان 
 48 تا 24حال پلیت ها به مدت .  چاهکی اضافه می شد96  پلیت

گرفت تا سلول ها به کف  قرار میCO2ساعت در انکوباتور 
پلیت هایی که مطابق با دستورالعمل بالا  .چسبیده و رشد نمایند

جهت تیمار آماده شدند، به زیر هود منتقل گردید و محیط 
سپس محیط . شت چاهک ها توسط سمپلر با دقت خالی شدک
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حاوی غلظت های مختلف ، با سرم استریپ شده کشت جدید 
 برای بررسی اثر هورمون ها بر روند .به هر یک اضافه گردید

 چاهکی 96 سلول ها در پلیت ،سیتوتوکسیسیتی/پرولیفراسیون
رشد داده و سپس محیط کشت سلول ها با محیط کشت جدید 

های  سرم استریپ شده محتوی غلظت های مختلف هورمونبا 
همچنین . گردیداستروژن، پروژسترون و تستوسترون تعویض 

و ) nM 10(سلول ها را با سرم استریپ شده محتوی استرادیول 
 برای . شدندغلظت های مختلف پروژسترون و تستوسترون تیمار 

 چاهک های شاهد . چاهک در نظر گرفته شدسههر غلظت 
حتوی محیط کشت با سرم استریپ شده بوده و هیچ تیماری م

   .دریافت نکردند
   : MTT2 بررسی سیتوتوکسیسیتی با استفاده از روش 

MTT  نمک زرد رنگ تترازولیم محلول در آب است که
های زنده  های سلولتوسط سوکسینات دهیدروژناز میتوکندری

لول تبدیل و فعال، احیاء و به ترکیب رنگی فورمازان نامح
شود که این رنگ با حلال آلی حل گشته و شدت رنگ در  می

میزان سلول های زنده  نانومتر متناسب با  570طول موج 
برای ارزیابی سیتوتوکسیسیتی، سلول ها با دانسیته  )13-11(.است

cell/ml104×3 چاهکی کشت داده و پس از 96، در پلیت های 
لیت چسبید و وارد فاز  ساعت که سلول ها به سطح پ72 تا 48

 72(پس از مدت زمان مورد نظر . رشد شدند، تیمار می گردند
محلول ( MTT میکرولیتر محلول 50به هر چاهک ) ساعت

mg/ml 5 MTT در  (PBS ساعت در 5اضافه و به مدت 
سپس محیط کشت سلول با سرنگ و . شدانکوباتور انکوبه می

دی متیل ی لیتر  میل1سوزن به دقت خارج  و به هر چاهک، 
 اضافه و جذب هر چاهک در مقابل )DMSO(سولفوکسید 

  . شد نانومتر قرائت می570شاهد، در طول موج 
  به تیمار شده نسبتد سلول های زنده ـدرص ر حسبـنتایج ب

                                           
2 [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium 
bromide] 
 

  .محاسبه گردید کنترل
  بدست آمده  نتایج جهت ارزیابی آماری  :روش های آماری

  SPSS –10نرم افزار آماری  با استفاده از ANOVA   از تست
  .استفاده شد

  یافته ها 
 در محیط MCF-7 مورفولوژی سلول های 1در تصویر 

 و  درصد سرم جنین گاوی استریپ نشده10کشت کامل حاوی 
استریپ شده و محیط کشت حاوی سرم جنین گاوی استریپ 

. نشان داده شده است) nM 10( شده محتوی استرادیول
 در محیط کشت حاوی سرم MCF-7  مورفولوژی سلول های

جنین گاوی استریپ شده تغییر کرده و در این شرایط به خوبی 
کند که دال بر وابستگی این رده سلولی به هورمون  رشد نمی

افزودن استرادیول به سرم استریپ شده سبب . برای رشد است
می شود که مورفولوژی آن شبیه به شاهد شود و به خوبی رشد 

  . نماید
  

 10 در محیط کشت محتویMCF-7مورفولوژی سلول های. 1ویر صت
، محیط کشت حاوی سرم استریپ شده )A(درصد سرم جنین گاوی  

)B (       و محـیط کـشت حـاوی سـرم اسـتریپ شـده محتــویnM 10 
  ). C(استرادیول 

 
 
 
 
 
 

  

 در MDA-MB468 مورفولوژی سلول های 2تصویر 
پ نشده و  درصد سرم جنین گاوی استری10 یمحیط کشت حاو

همان طوری که مشاهده می شود . نشان می دهدرا استریپ شده 
مورفولوژی این رده سلولی در دو محیط با هم تفاوت ندارد و به 

  .    خوبی در محیط کشت عاری از هورمون رشد می کند

A B C 
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در محیط کـشت  MDA-MB468 مورفولوژی سلول های. 2تصویر 
 کـشت حـاوی سـرم    ، محـیط )A( درصد سرم جنین گاوی       10محتوی

   ).B(استریپ شده 

 
 
 
 
 
 
 
 

بر رده های   اثر غلظت های مختلف استرادیول1در نمودار 
 ساعت نشان داده 72 پس از MDA-MB468 وMCF-7سلولی

استرادیول به طور معنی داری سبب پرولیفراسیون رده . شده است
، در حالی که بر رده )>P 05/0 ( می شودMCF-7سلولی
همان طوری که در نمودار .  اثری نداردMDA-MB468سلولی

  نشان داده شده پروژسترون به تنهایی اثر معنی داری بر 2
های سلولی مورد مطاله ندارد ولی در حضور استرادیول از  رده

کند   جلوگیری میMCF-7پرولیفراسیون رده سلولی سلولی
تستوسترون به طور معنی داری از پرولیفراسیون رده  ).3نمودار (

 در حضور و در غیاب استرادیول جلوگیری MCF-7سلولی
 MDA-MB-468کند در صورتی که بر روی رده سلولی می

  ).5 و 4نمودار (اثری ندارد 
      

 
 
 

  
  
  

  

اثـر غلظـت هـای مختلـف اسـترادیول بـر پرولیفراسـیون          .  1نمودار
ــستان   رده ــرطان پ ــلولی س ــای س  . MDA-MB468 و MCF-7ه

 داده SD Mean ±  (6(انحـراف معیـار   ±نمودار بیانگر میـانگین  
  .می باشد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

اثر غلظت های مختلف پروژسترون بر پرولیفراسـیون رده         .  2نمودار
نمـودار   . MDA-MB468  و MCF-7های سلولی سرطان پـستان    

 . داده می باشدSD Mean ±  (6( انحراف معیار±بیانگر میانگین 

  
  
  
  
  
  
  
  

پروژسترون بر پرولیفراسیون رده    اثر غلظت های مختلف     .  3نمودار
 در حـضور  MDA-MB468 و  MCF-7های سلولی سرطان پـستان    

ــانگین  ). nM 1(اســترادیول ــانگر می ــار±نمــودار بی                    انحــراف معی
)SD Mean ±  (6داده می باشد .  
  
  
  
  
  
  
 
  
  

اثر غلظت های مختلف تستوسترون بر پرولیفراسیون رده .  4نمودار
نمـودار   . MDA-MB468 و   MCF-7رطان پـستان  های سلولی س  

 . داده می باشدSD Mean ±  (6( انحراف معیار±بیانگر میانگین 
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اثر غلظت های مختلف تستوسترون بر پرولیفراسیون رده .  5نمودار

  در حـضور     MDA-MB468 و   MCF-7های سلولی سرطان پستان   
ــانگین  ). nM 1(اســترادیول ــانگر می ــ±نمــودار بی ــار انح            راف معی

)SD Mean ±  (6داده می باشد .  
  

  بحث 
 درمانی به عنوان یک شیوه درمانی مؤثر در سرطان هورمون
 بیان کرد که 1896اولین بار بیتسون در سال . پستان است

برداشتن دو طرفه تخمدان در خانم مبتلا به سرطان پیشرفته پستان 
ش های اندوکرین پس از آن رو. باعث بهبود بیماری می شود

درمانی متعددی مطرح شد که از جمله آن ها می توان به 
آدرنالکتومی، هیپوفیزکتومی و تجویز دوز فارماکولوژیک 
استروژن ها، اندروژن ها، پروژستین ها و گلوکوکورتیکوئیدها 

هیچکدام از این روش ها آن چنان در درمان موفق . اشاره کرد
نتی استروژن آسیفن که یک  تاموک1970در اوایل دهه . نبود
گیری گیرنده  اندازه. در درمان سرطان پستان مطرح شد، است

استروژن این امکان را فراهم آورد تا تومورهایی که به هورمون 
 هورمون های )14(.دهند انتخاب گردند درمانی پاسخ می

استروئیدی عمل خود را به واسطه گیرنده های سیتوپلاسمی خود  
  . و بر بیان ژن اثر می گذارندانجام می دهند 

استروژن اثرات متعددی در بیان ژن های مختلف از جمله 
فاکتور رشد، بیان گیرنده فاکتور رشد و گیرنده پروژسترون 

 بررسی ها نشان داده که استرادیول از آپوپتوز در )16و 15(.دارد

جلوگیری می کند و این عمل را به MCF-7  رده های سلولی
 که یک BADلاسیون و غیر فعال کردن پروتئین واسطه فسفوری

 استرس های )17(.پروآپوپتوتیک پروتئین است انجام می دهد
 سبب توقف رشد یا DNAمختلف نظیر هیپوکسی و آسیب به 

 که MCF-7 در رده سلولی )18(. می شودp53آپوپتوز وابسته به 
 استرادیول سبب غیر )19(، در آن بیان می شودp53آلل وحشی 

از طرفی غیر فعال . گرددل شدن عملکرد این پروتئین می فعا
 وابسته به استرادیول سبب تومورزایی سلول های p53شدن 

همچنین در رده . بدخیم وابسته به گیرنده استروژن می شود
 نشان داده شده که استروژن از طریق گیرنده MCF-7سلولی

 سبب پرولیفراسیون سلولی cAMPسطح سلولی و با افزایش
   )20(.شود یم

 Bcl 2 از طرفی استرادیول سبب افزایش بیان پروتئین 
 )22و21و1(.نتی آپوپتوزی داردآشود که این پروتئین اثر  می

استرادیول در غلظت های فیزیولوژیک سبب پرولیفراسیون  
 در این پژوهش مشاهده )23(. می شودMCF-7سلول های رده 

 سرم استریپ  که در محیط کشت باMCF-7شد که سلول های 
شده کشت داده شده، افزودن استرادیول سبب پرولیفراسیون 

  .   در این رده سلولی می شودمیزان،وابسته به 
    بسیاری از اعمال پروژسترون به اثرات ضد استروژنی آن 

را ) ER(پروژسترون بیان گیرنده استروژن . نسبت داده می شود
 پروژسترون به )24(.کاهش داده و تجزیه آن را افزایش می دهد

حضور استرادیول باعث مهار رشد  تنهایی اثری ندارد ولی در
 یکی از دلایلی که پروژسترون به .سلول های سرطانی می شود

       تنهایی اثر ندارد ولی در حضور استروژن از پرولیفراسیون 
ن است که گیرنده کند ای  جلوگیری میMCF-7رده سلولی

پروژسترون از محصولات عمل استروژن است و در غیاب 
 همان طوری که )25(.استرادیول گیرنده پروژسترون بیان نمی شود

بیان شد پروژسترون رشد سلول های سرطانی را در حضور 
استروژن مهار می کند و این فرضیه که پروژسترون اثر محافظتی 
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از .  تائید می نماید ران دارددر مقابل استروژن در بافت پستا
 بالای پروژستین ها در درمان سرطان پستان استفاده میزان
     )26(.شود می

بیان شده است که پروژسترون سبب پرولیفراسیون رده 
 این رده دارای گیرنده استروژن و )27(. می شودT47Dسلولی

 که MCF-7 نشان داد در ردهحاضر نتایج .پروژسترون می باشد
 این گیرنده ها است پروژسترون در حضور استرادیول دارای

سبب مهار پرولیفراسیون سلولی می شود ولی به تنهایی اثری 
  .  ندارد

دروژن ها در آن نشان دهنده این است که بالینیشواهد 
درمان سرطان پستان مؤثر هستند و در غلظت فیزیولوژیک رشد 

 این پژوهش  در)9(.رده سلولی سرطان پستان را مهار می کند
 را در MCF-7نشان دادیم که تستوسترون رشد رده سلولی 

حضور و در غیاب استروژن مهار می کند ولی بر رده سلولی 
MDA-MB468بی اثر است  .  

 میزانپژوهش های انجام شده حاکی از آن است که در 
 تستوسترون و دی هیدروتستوسترون پرولیفراسیون ،فیزیولوژیک

  و در غیاب استروژن)30-28( را در حضورMCF-7های رده  سلول

 گرچه همه مطالعات این ارتباط را نشان ، )31و28(مهار می نماید
 MCF-7 ندروژن ها اثر استروژن را در رده سلولیآ )32(.دهد نمی

 در این پژوهش ما نیز نشان دادیم که )33(.مهار می نماید
ن رده در غیاب استرادیول پرولیفراسیو تستوسترون در حضور و

  .  را مهار می کندMCF-7سلولی
ندروژن را در آ که گیرنده MDA-MB435در رده سلولی

دروژن آنغیاب گیرنده های استروژن و پروژسترون بیان می کند 
    در رده سلولی)34(.سبب پرولیفراسیون این رده سلولی می شود

MDA-MB468  مشخص شد که تستوسترون اثری بر
تاکنون گزارشی از اثر   سلولی ندارد وپرولیفراسیون در این رده

نقش و اهمیت . ندروژن ها در این رده سلولی منتشر نشده استآ
ندروژن ها و گیرنده های آن ها در سرطان پستان به آبالینی 

  .  درستی شناخته نشده است

  سپاسگزاری       
این پژوهش در آزمایشگاه تحقیقات سرطان گروه بیوشیمی 

از سرکار . شگاه تربیت مدرس انجام شددانشکده پزشکی دان
  .شود  قدردانی میوخانم دکتر کریمی تهرانی کمال تشکر 
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Effects of estradiol, progesterone and testosterone on 
proliferation of human breast cancer cell lines 

 
Hashemi M., PhD*, Ghavami S., PhD* 

 
Background: Steroid hormones affect the proliferation of breast cancer. The aim of this study 

was to test the effect of estradiol, progesterone and testosterone on MCF-7 and MDA-MB468 
human breast cancer cell line. 

Methods and Materials: The human breast cancer cell line MCF-7 and MDA-MB468 were grown 
in charcoal striped serum in the presence and absence of 10 nM 17- β-estradiol with different 
concentration of progesterone and testosterone for 72 hrs. Growth of cells evaluated by MTT 
method.  

Results: The results demonstrated that estradiol produced an increase in the cell proliferation 
rate of MCF-7 cells grown in the presence of charcoal-stripped serum, but had no effect on MDA-
MB468 cells. While progesterone had no effect on cell growth when tested alone on both cell lines, 
it significantly inhibited the growth of MCF-7 cells in the presence of 10 nM estradiol. Testosterone 
had no effect on cell growth of MDA-MB468 cells in the presence or absence of estradiol. In MCF-
7 cells, testosterone significantly inhibited the growth of these cells in the absence or presence of 
estradiol.  

Conclusions: Proliferation of breast cancer cells are hormone dependent or hormone 
independent. 

 

KEY WORDS: Breast cancer cell line, Proliferation, Steroid hormone 
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