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 اثرات استروژن، پروژسترون و تستوسترون بر پروليفراسيون 

  رده هاي سلولي سرطان پستان
 

  *سعيد قواميدكتر ،*محمد هاشميدكتر 

  

  دانشكده پزشكي، گروه بيوشيمي باليني ،زاهدان دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني  * 
 

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

   مقدمه
هوموستاز بافتی در نتيجه 

عادل بين تزايد سلولی و آپوپتوز ت
آپوپتوز نقش آليدي در . می باشد

هاي سالم  تنظيم رشد و تكامل بافت
و سرطاني به عهده داشته و به هم 
خوردن روند آپوپتوز منجر به 
 بيماري هاي مختلف از جمله سرطان

در بافت را آپوپتوز  )١-٣(.مي شود
ها و رده هاي سلولي با حذف 

اي رشد مي توان هورمون و فاآتوره
يون سهمانند پروليفرا. القاء آرد

به نظر مي رسد آه آپوپتوز هم در 
بافت طبيعي پستان داراي تغييرات 

آن در  حداآثردوره اي است و 
اين )۴(.پايان فاز لوتئال است

روند افزايش آپوپتوز در اثر 

آاهش استروژن يا پروژسترون است آه 
در پايان سيكل ماهانه اتفاق 

اثر استراديول در رده . دافت مي
هاي سلولي داراي گيرنده بررسي و 

هاي  نشان داده شده آه در اين رده
نتي آسلولي حذف استروژن و يا 

استروژن منجر به مرگ سلولي مي 
غدد پستاني بافت هدف  )۵و۶(.شود

براي هورمون هاي استروژن و 
اثرات اين . پروژسترون هستند

ها به واسطه اتصال به  هورمون
 . يرنده اختصاصي شان مي باشدگ

نتي آپوپتوتيك استروژن آاثر 
همراه با اثر ميتوژنيك آن در 
سلول هاي پستان در ايجاد سرطان 

نتي استروژن ها آ .پستان نقش دارد

  چكيده
    هدف از اين پژوهش بررسي اثرات. هورمون هاي استروئيدي پروليفراسيون سرطان پستان را تحت تاثير قرار مي دهند : هدف زمينه و

17-β  استراديول، پروژسترون و تستوسترون بر رده هاي سلولي سرطان پستانMCF-7  وMDA-MB468  مي باشد .  
ستريپ شده توسط چاركول محتوي غلظت هاي مختلف هورمون هاي استروژن، سلول ها در محيط كشت با سرم ا: روش كار مواد و

و غلظت هاي مختلف پروژسترون و تستوسترون ) nM 10( پروژسترون و تستوسترون و در محيط كشت با سرم استريپ شده محتوي استراديول
  . ارزيابي شد   MTTپروليفراسيون سلولي با روش. ندساعت كشت داده شد 72به مدت 
، اما بر رده )>P 05/0(مي شود  MCF-7دهد كه استراديول به طور معني داري سبب پروليفراسيون رده سلولي نتايج نشان مي :فته هايا
در حالي كه پروژسترون به تنهايي اثر معني داري بر رده هاي سلولي مورد مطاله ندارد، ولي در حضور . اثري ندارد MDA-MB468سلولي

 MCF-7تستوسترون به طور معني داري از پروليفراسيون رده سلولي. جلوگيري مي كند MCF-7اسيون رده سلولي سلولياستراديول از پروليفر
  .اثري ندارد MDA-MB-468در حضور و در غياب استراديول جلوگيري مي كند ولي بر روي رده سلولي

، بهار 1سال هفتم، شماره   مجله طبيب شرق،( .هورمون هستند پروليفراسيون سلول هاي سرطان پستان وابسته يا غير وابسته به :نتيجه گيري
  )29تا  21 ، ص1384

 وئيديرده هاي سلولي سرطان پستان، پروليفراسيون، هورمون هاي استر: واژه ها گل

  11/12/83 : مقاله تاريخ دريافت
  24/2/84 : مقاله پذيرشتاريخ 
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به عنوان يك شيوه درماني در 
پيشگيري از سرطان پستان آاربرد 

پروژستين ها در پيشگيري از . دارد
ي بارداري و هورمون درمان

علي رغم . به آار مي رود ١جايگزيني
اهميت

                                           
١ Hormone replacement therapy (HRT) 
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درماني آن ها، يافته ها مبني بر 
اثر پروژستين ها در رده هاي سلولي 

اطلاعاتي . سرطان پستان اندك است
در رابطه با تنظيم هورموني 
آپوپتوز در بافت طبيعي پستان در 

در  in vitroاغلب مطالعات . دست نيست
ي رابطه با اثر پروژسترون در رو

و رده هاي  )٧(هاي طبيعي پستان سلول
سلولي پستان آه داراي گيرنده 

 )٨(هستند) T47-Dاز قبيل(پروژسترون 
حاآي از آن است آه پروژسترون اثر 

شواهد . نتي پروليفراسيون داردآ
نشان دهنده اين است آه  باليني

ندروژن ها در درمان سرطان پستان آ
مؤثر هستند و در غلظت 

د رده سلولي سرطان رش ،فيزيولوژيك
  )٩(.را مهار مي آند ZR-75-1پستان 

 روش آار 
رده هاي  : هاي سلولي مورد بررسي رده

-MCFو MDA-MB-468 سلولي سرطان پستان
 (NCBI)از بانك سلولي ايران  7

مستقر در انستيتو پاستور خريداري 
، يك مدل استاندارد   MCF-7رده. شد

 inبراي تحقيقات سرطان پستان در  
vitro به صورت چسبيده به  آه  است

اين منشاء .  آف فلاسك رشد مي نمايد
آدنوآارسينوماي پستان است و رده 

داراي مورفولوژي سلول هاي اپي 
تليال بوده و گيرنده استروژن را 

-MDA رده منشاء  .بيان مي نمايد
MB-468 آدنوآارسينوماي پستان نيز

داراي مورفولوژي سلول هاي اپي  و
وده و تفاوت اصلي آن با تليال ب

رده قبلي اين است آه گيرنده 
  )١٠(.استروژن را بيان نمي آند

رده های سلولی  :سلولی یکشت رده ها
درصد  ١٠محتوي RPMI-1640در محيط کشت 

ميلي مولار  ٢سرم جنين گوساله،  
گرم در ليتر بي  ٢گلوتامين، 

واحد در ميلي ليتر پني  ١٠٠آربنات، 
گرم در ميلي  وميكر ١٠٠سيلين و 

ر انكوباتودر ليتر استرپتومايسين 
CO2  دي  درصد ٥با شرايط

هواي مرطوب و  درصد ٩٥ ،اآسيدآربن
  )١٢و١١(.کشت داده شد c٣٧° دماي 

در صورتي آه  :پاساژ سلول ها
تراآم سلولي در فلاسك ها به بيش از 

ها پاساژ داده برسد، سلول درصد ٨٥
ر به اين صورت آه ابتدا د. مي شد

زير هود لامينار، محيط آشت سلول ها 
ميلي ليتر  ٣سپس به آن  ،خالي شد

براي تهيه اين ( استريل محلول تريپسين
گرم  ٠٢/٠گرم تريپسين و ٠٥/٠محلول، 

EDTA  ميلي ليتر فسفات  ١٠٠را در
حل و با فيلتر  PBS)(بافر سالين 

اضافه  )ميكرون استريل شد ٢/٠
ل دقيقه محلو ٢تا  ١پس از. گرديد

 دقيقه در ١٠تخليه و به مدت 
. قرار داده مي شدCO2  انكوباتور

به محض مشاهده آنده شدن سلول ها 
از آف فلاسك به وسيله ميكروسكوپ 

ها را  به هود لامنيار معكوس، آن
منتقل آرده و به آن محيط آشت 
اضافه و بين  فلاسك هاي جديد تقسيم 

فلاسك ها با درج مشخصات و . شدند مي
 CO2مجدداً در انكوباتور  تاريخ،

 .آشت داده مي شد
 ):FCS(استريپ آردن سرم جنين گاوي

براي بررسي وابستگي رده سلولي به 
عاري (هورمون، نياز به سرم استريپ 

است آه تهيه آن به اين ) از هورمون
درصد  ٥سوسپانسيون  :صورت است آه

  ٧٠-درصد دآستران تي٥/٠ چارآول،
مورد   FCSمعادل حجمي از. تهيه شد

چارآول  ،نظر، سوسپانسيون دآستران
دور در دقيقه  ٢٥٠٠اضافه و در
سپس به رسوب حاصل، . سانتريفوژ شد

سرم اضافه و به مدت يك ساعت در 
درجه سانتيگراد انكوبه و سپس  ٣٧

. دقيقه سانتريفوژ شد ٢٠به مدت 
ميكرون  ٢/٠ سرم با فيلتر آنگاه

درجه سانتيگراد  -٢٠ فيلتر و در
با اين روش، بيش . اري گرديدنگهد
درصد هورمون هاي استروئيدي  ٩٩از 

  )١٠(.حذف مي شوند
سلول ها در : سلول ها تيمار

 زماني آهآشت داده شد  ٢٥ cm2فلاسك
درصد  ٨٥حدود  بهتراآم سلولي 
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و پس از  ، تريپسينه نمودهرسيد
نئوبار، سلول توسط لام  شمارش سلولي

در سلول  ٣×١٠٤(يکسان با دانسيتة 
  یبه هر يك از چاهك ها )ميلي ليتر

حال . چاهكي اضافه مي شد ٩٦  پليت
ساعت در  ٤٨تا  ٢٤پليت ها به مدت 

گرفت تا قرار مي CO2انكوباتور 
سلول ها به آف چسبيده و رشد 

پليت هايي آه مطابق با  .نمايند
دستورالعمل بالا جهت تيمار آماده 
شدند، به زير هود منتقل گرديد و 

شت چاهك ها توسط سمپلر با محيط آ
با سپس محيط آشت جديد . دقت خالي شد

حاوي غلظت هاي سرم استريپ شده 
 .مختلف ، به هر يك اضافه گرديد

براي بررسي اثر هورمون ها بر 
 ،سيتوتوآسيسيتي/روند پروليفراسيون
چاهكي رشد  ٩۶سلول ها در پليت 

داده و سپس محيط آشت سلول ها با 
سرم استريپ شده محيط آشت جديد با 

هاي  محتوي غلظت هاي مختلف هورمون
استروژن، پروژسترون و تستوسترون 

همچنين سلول ها را با . گرديدتعويض 
سرم استريپ شده محتوي استراديول 

)nM و غلظت هاي مختلف ) ١٠
 . شدندپروژسترون و تستوسترون تيمار 

چاهك در نظر  سهبراي هر غلظت 
توي چاهك هاي شاهد مح .گرفته شد

محيط آشت با سرم استريپ شده بوده و 
  .هيچ تيماري دريافت نكردند

بررسي سيتوتوآسيسيتي با استفاده از  
نمك زرد رنگ  MTT   : MTT٢روش 

تترازوليم محلول در آب است آه توسط 
 سوآسينات دهيدروژناز ميتوآندري

هاي زنده و فعال، احياء هاي سلول
لول و به ترآيب رنگي فورمازان نامح

شود آه اين رنگ با حلال  تبديل مي
آلي حل گشته و شدت رنگ در طول موج 

ميزان  نانومتر متناسب با  ٥٧٠
براي  )١٣-١١(.سلول هاي زنده است

ارزيابي سيتوتوآسيسيتي، سلول ها 

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

، در پليت ٣×cell/ml١٠٤با دانسيته 
چاهكي آشت داده و پس از  ٩۶هاي 

ساعت آه سلول ها به سطح  ٧٢تا  ۴٨
ليت چسبيد و وارد فاز رشد شدند، پ

پس از مدت زمان . تيمار مي گردند
به هر چاهك ) ساعت ٧٢(مورد نظر 

محلول ( MTTميكروليتر محلول  ٥٠
mg/ml ٥ MTT  در (PBS اضافه و به
ساعت در انكوباتور انكوبه  ٥مدت 

سپس محيط آشت سلول با سرنگ . شدمي
و سوزن به دقت خارج  و به هر 

دی متيل ي ليتر ميل ١چاهك، 
اضافه و جذب  )DMSO(سولفوکسيد 

هر چاهك در مقابل شاهد، در طول 
 . شدنانومتر قرائت مي ٥٧٠موج 

د سلول هاي ـدرص ر حسبـنتايج ب
 به تيمار شده نسبتزنده 
 .محاسبه گرديد آنترل

جهت ارزيابي   :روش هاي آماري
 بدست آمده نتايج  آماري

با استفاده از  ANOVA  از تست 
استفاده   SPSS –10نرم افزار آماري 

 .شد

  يافته ها 
مورفولوژی سلول های  ١در تصوير 

MCF-7  ١٠در محيط کشت کامل حاوی 
و  درصد سرم جنين گاوی استريپ نشده

استريپ شده و محيط کشت حاوی سرم 
جنين گاوی استريپ شده محتوي 

نشان داده شده ) ١٠ nM( استراديول
 MCF-7  مورفولوژی سلول های. است

در محيط کشت حاوی سرم جنين گاوی 
استريپ شده تغيير کرده و در اين 

کند که دال  شرايط به خوبی رشد نمی
بر وابستگی اين رده سلولی به 

افزودن . هورمون برای رشد است
استراديول به سرم استريپ شده سبب 
مي شود آه مورفولوژي آن شبيه به 

 . شاهد شود و به خوبي رشد نمايد
 

در  MCF-7مورفولوژي سلول هـاي . ١وير صت
درصـد سـرم جـنين گـاوي       ١٠محيط آشت محتـوي 

)A(  محيط آشت حاوي سرم استريپ شـده ،)B (
 nMو محيط آشت حاوي سرم استريپ شده محتوي 

 ). C(استراديول  ١٠

A B C 
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مورفولوژي سلول هاي  ٢تصوير 
MDA-MB468 ١٠ یدر محيط کشت حاو 

پ نشده و درصد سرم جنين گاوی استري
همان . نشان مي دهدرا استريپ شده 

طوري آه مشاهده مي شود مورفولوژي 
اين رده سلولي در دو محيط با هم 
تفاوت ندارد و به خوبي در محيط 

 .    آشت عاري از هورمون رشد مي آند
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-MDA مورفولــوژي ســلول هــاي. ٢تصــوير 
MB468درصد سرم جـنين   ١٠در محيط آشت محتوي

آشت حـاوي سـرم اسـتريپ     ، محيط)A(گاوي  
   ).B(شده 

 
 
 
 
 
 
 
 

اثر غلظت های مختلف  ١در نمودار 
 MCF-7بر رده هاي سلولي استراديول

ساعت نشان  ٧٢پس از  MDA-MB468و
استراديول به طور . داده شده است

معني داري سبب پروليفراسيون رده 
، در )>P ٠۵/٠( مي شود MCF-7سلولي

 MDA-MB468حالي آه بر رده سلولي
همان طوري آه در . اثري ندارد

نشان داده شده پروژسترون  ٢نمودار 
 به تنهايي اثر معني داري بر 

هاي سلولي مورد مطاله ندارد ولي  رده
در حضور استراديول از 

 MCF-7پروليفراسيون رده سلولي سلولي
 ).٣نمودار (آند  جلوگيري مي

تستوسترون به طور معني داري از 
در  MCF-7سلوليپروليفراسيون رده 

حضور و در غياب استراديول جلوگيري 
آند در صورتي آه بر روي رده  مي

اثري ندارد  MDA-MB-468سلولي
  ).۵و  ۴نمودار (

      
 
 
 

 
 
 
 

اثر غلظت هاي مختلـف اسـتراديول   .  ١نمودار
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نمــــودار .  MDA-MB468و  MCF-7پســــتان

 SD Mean(انحراف معيـار  ±بيانگر ميانگين 
 .داده مي باشد ٦)  ±
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اثر غلظت هاي مختلـف تستوسـترون   .  ٥نمودار

بر پروليفراسيون رده هـاي سـلولي سـرطان    
ــتان ــور   MDA-MB468و  MCF-7پسـ در حضـ
نمودار بيانگر ميـانگين  ). ١ nM(استراديول

)  ± SD Mean(           راف معيــارانحــ ±
  .داده مي باشد ٦

  

  بحث 
درماني به عنوان يك  هورمون

شيوه درماني مؤثر در سرطان پستان 
اولين بار بيتسون در سال . است
بيان آرد آه برداشتن دو طرفه  ١٨٩۶

تخمدان در خانم مبتلا به سرطان 
پيشرفته پستان باعث بهبود بيماري 

ش هاي پس از آن رو. مي شود
اندوآرين درماني متعددي مطرح شد 
آه از جمله آن ها مي توان به 
آدرنالكتومي، هيپوفيزآتومي و 
تجويز دوز فارماآولوژيك استروژن 
ها، اندروژن ها، پروژستين ها و 

. گلوآوآورتيكوئيدها اشاره آرد
هيچكدام از اين روش ها آن چنان 

در اوايل . در درمان موفق نبود
نتي آسيفن آه يك تاموآ ١٩٧٠دهه 

در درمان سرطان ، استروژن است
گيري گيرنده  اندازه. پستان مطرح شد

استروژن اين امكان را فراهم آورد 
تا تومورهايي آه به هورمون 

دهند انتخاب  درماني پاسخ مي
هورمون هاي استروئيدي  )١۴(.گردند

عمل خود را به واسطه گيرنده هاي 
و بر سيتوپلاسمي خود  انجام مي دهند 

 . بيان ژن اثر مي گذارند
استروژن اثرات متعددي در بيان 
ژن هاي مختلف از جمله فاآتور رشد، 
بيان گيرنده فاآتور رشد و گيرنده 

بررسي ها  )١۶و ١۵(.پروژسترون دارد
نشان داده آه استراديول از 

-MCF  آپوپتوز در رده هاي سلولي
جلوگيري مي آند و اين عمل را به 7

لاسيون و غير فعال واسطه فسفوري
آه يك  BADآردن پروتئين 

پروآپوپتوتيك پروتئين است انجام مي 
استرس هاي مختلف نظير  )١٧(.دهد

سبب توقف  DNAهيپوآسي و آسيب به 
مي  p53رشد يا آپوپتوز وابسته به 

آه  MCF-7در رده سلولي  )١٨(.شود
در آن بيان مي  p53آلل وحشي 

ل استراديول سبب غير فعا )١٩(،شود
. گرددشدن عملكرد اين پروتئين مي 

وابسته  p53از طرفي غير فعال شدن 
به استراديول سبب تومورزايي سلول 
هاي بدخيم وابسته به گيرنده 

همچنين در رده . استروژن مي شود
نشان داده شده آه  MCF-7سلولي

استروژن از طريق گيرنده سطح سلولي و 
سبب پروليفراسيون  cAMPبا افزايش

  )٢٠(.شود يسلولي م
از طرفي استراديول سبب افزايش  

شود آه اين  مي Bcl 2بيان پروتئين 
نتي آپوپتوزي آپروتئين اثر 

استراديول در غلظت  )٢٢و٢١و١(.دارد
هاي فيزيولوژيك سبب پروليفراسيون  

 )٢٣(.مي شود MCF-7سلول هاي رده 
در اين پژوهش مشاهده شد آه سلول 

سرم  آه در محيط آشت با MCF-7هاي 
استريپ شده آشت داده شده، افزودن 
استراديول سبب پروليفراسيون 

در اين رده  ميزان،وابسته به 
 .  سلولي مي شود

بسياري از اعمال پروژسترون     
به اثرات ضد استروژني آن نسبت 

پروژسترون بيان . داده مي شود
را آاهش داده ) ER(گيرنده استروژن 

 )٢۴(.و تجزيه آن را افزايش مي دهد
پروژسترون به تنهايي اثري ندارد 

حضور استراديول باعث مهار  ولي در
يكي  .رشد سلول هاي سرطاني مي شود

از دلايلي آه پروژسترون به تنهايي 
اثر ندارد ولي در حضور استروژن از 
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رده        پروليفراسيون 
ن است آند اي جلوگيري مي MCF-7سلولي

آه گيرنده پروژسترون از محصولات عمل 
استروژن است و در غياب استراديول 

 )٢۵(.گيرنده پروژسترون بيان نمي شود
همان طوري آه بيان شد پروژسترون 
رشد سلول هاي سرطاني را در حضور 
استروژن مهار مي آند و اين فرضيه 
آه پروژسترون اثر محافظتي در مقابل 

 را ن دارداستروژن در بافت پستا
بالاي  ميزاناز . تائيد مي نمايد

پروژستين ها در درمان سرطان پستان 
    )٢۶(.شود استفاده مي

بيان شده است آه پروژسترون سبب 
مي  T47Dپروليفراسيون رده سلولي

اين رده داراي گيرنده  )٢٧(.شود
 .استروژن و پروژسترون مي باشد

 MCF-7نشان داد در رده حاضرنتايج 
اين گيرنده ها است  آه داراي

پروژسترون در حضور استراديول سبب 
مهار پروليفراسيون سلولي مي شود 

 .  ولي به تنهايي اثري ندارد
نشان دهنده اين  بالينيشواهد 
دروژن ها در درمان آناست آه 

سرطان پستان مؤثر هستند و در 
غلظت فيزيولوژيك رشد رده سلولي 

 )٩(.سرطان پستان را مهار مي آند
اين پژوهش نشان داديم آه  در

را  MCF-7تستوسترون رشد رده سلولي 
در حضور و در غياب استروژن مهار 

 MDA-MB468مي آند ولي بر رده سلولي 
 . بي اثر است

پژوهش هاي انجام شده حاآي از آن 
 ،فيزيولوژيك ميزاناست آه در 

تستوسترون و دي هيدروتستوسترون 
 MCF-7هاي رده  پروليفراسيون سلول

و در غياب  )٣٠-٢٨(را در حضور
گرچه  ، )٣١و٢٨(مهار مي نمايد استروژن

همه مطالعات اين ارتباط را نشان 
ندروژن ها اثر استروژن آ )٣٢(.دهد نمي

مهار مي  MCF-7 را در رده سلولي
در اين پژوهش ما نيز  )٣٣(.نمايد

 نشان داديم آه تستوسترون در حضور و
ن در غياب استراديول پروليفراسيو

 . را مهار مي آند MCF-7رده سلولي
آه گيرنده  MDA-MB435در رده سلولي

ندروژن را در غياب گيرنده هاي آ
استروژن و پروژسترون بيان مي آند 

دروژن سبب پروليفراسيون اين آن
 در رده سلولي )٣۴(.رده سلولي مي شود

  MDA-MB468  مشخص شد آه تستوسترون
 اثري بر پروليفراسيون در اين رده

تاآنون گزارشي از  سلولي ندارد و
ندروژن ها در اين رده سلولي آاثر 

نقش و اهميت . منتشر نشده است
ندروژن ها و گيرنده هاي آن آباليني 

ها در سرطان پستان به درستي 
 .  شناخته نشده است

 سپاسگزاري       
اين پژوهش در آزمايشگاه تحقيقات 
سرطان گروه بيوشيمي دانشكده 

شگاه تربيت مدرس انجام پزشكي دان
از سرآار خانم دآتر آريمي تهراني . شد

 .شود قدرداني مي وآمال تشكر 
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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 
 

  *Clinical Biochemistry Dept, Faculty of Medicine, Zahedan University of Medical Sciences and health services, 
Zahedan, Iran. 
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