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Effect of Helicobacter pylori, black tea and sodium bicarbonate on iron metabolism
and MDCK cell survival
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Abstract
Background: Iron deficiency anemia is the most common nutritional disorder in the world. Diet
and Helicobacter pylori infection are among the main causes of this disorder.
Objective: In this study, the effect of black tea extract and sodium bicarbonate with Helicobacter
pylori on the genes involved in iron absorption and storage, as well as cell proliferation, were
studied.
Methods: Simultaneous cultivation of MDCK and Helicobacter pylori cell lines was performed at
concentrations of 10, 20, 40 and 80 μg/ml of tea extract and 30, 40, 60 and 100 mM sodium
bicarbonate at 24 and 48 hours. The effect of treatment on cell survival was investigated by trypan
blue staining and expression of MYC, TFRC, FTH1, IRP2, IRP1, and NDRG1 genes by real-time
PCR and analyzed by ANOVA and independent T-test.
Findings: There was no significant change in the expression of the genes involved in iron
metabolism under the influence of tea, sodium bicarbonate and Helicobacter pylori treatment in
MDCK cell line. Upregulation MYC gene expression was observed in the presence of Helicobacter
pylori after 24 hours treatment with tea extract, and sodium bicarbonate, and in the absence of
Helicobacter pylori upregulation with tea extract after 48 hours (P<0.05). Also upregulation
NDRG1 gene expression was seen after tea extract treatment of cells with or without Helicobacter

pylori in both 24 and 48 h (P<0.05).
Conclusion: Sodium bicarbonate and tea each one alone didn’t not influence iron status. This study
suggests that reduction of tea intake could be served as a risk prevention strategy.
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چکیده
رژیم غذایی و عفونت هلیکوباکترپیلوري از جمله عوامل مطرح در بروز ایـن  باشد. اي در جهان میترین اختلال تغذیهآهن شایعخونی فقر کمزمینه: 

باشند. اختلال می
هاي دخیـل در جـذب و ذخیـره آهـن و     لیکوباکترپیلوري بر روي ژنثیر عصاره چاي سیاه و جوش شیرین در کنار عفونت هدر این مطالعه تأهدف: 

تکثیر سلولی مورد بررسی قرار گرفته است.
عصاره لیتر میکروگرم در میلی80و 40، 20، 10هاي و هلیکوباکترپیلوري تحت تأثیر غلظتMDCKکشت همزمان رده سلولی ها: مواد و روش

آمیزي تریپان یر تیمار بر بقاي سلولی توسط رنگثم گرفت. تأساعت انجا48و 24هاي شیرین در زمانمولار جوش میلی100و 60، 40، 30چاي و 
ي آنـووا و آزمـون آمـار  بـا  و بررسـی Real-time PCRروشبـا  NDRG1وIRP1 ،IRP2 ،FTH1 ،TFRC،MYVهـاي  بلو و بیـان ژن 

گردید.تحلیلتیهاي مستقل نمونه
MDCKثیر تیمار چاي، جوش شیرین و هلیکوباکترپیلوري در رده سلولیهاي دخیل در متابولیسم آهن تحت تأاز بیان ژنتغییر معناداريها: یافته

عصاره چايثیرتحت تأساعت و24در زمان هلیکوباکترپیلوري در حضورکربنات ثیر تیمار چاي و بیتحت تأMYCافزایش بیان ژن مشاهده نشد. 
با و بدون حضور هلیکوباکترپیلوري NDRG1همچنین افزایش بیان ژن.)>05/0Pر هلیکوباکترپیلوري مشاهده شد (ساعت بدون حضو48در زمان 
).>05/0P(ساعت تحت تیمار عصاره چاي، مشاهده شد48و 24در زمان 

تحـت  MYCتوجه به افزایش بیان ژن ندارند. باآهن ثیري بر وضعیت ي به تنهایی تأچاومیکربنات سدیدهد که بمینشان جینتاگیري: نتیجه
شود.پیشگیري از خطر بدخیمی پیشنهاد میراهکار عنوان یک اهش مصرف چاي بهثیر عصاره چاي، کتأ

چاي، جوش شیرین، هلیکوباکترپیلوريآهن،ها:واژهکلید

:مقدمه
هــاي فراینــداز ياآهــن انســان مجموعــهسـم یمتابول

و یستاز انسان را در سـطح سـلول  که هومومولکولی است 
اصـلی در  عامـل جـذب آهـن  )1(.کندیمظ حفکیستمیس

میزبـان و  هـاي  شـاخص تعادل فیزیولوژیک آهن اسـت و  
چـاي و  )2(غذایی نقش مهمی در این موضوع دارنـد. رژیم

کربنات سدیم) جزء رژیم غذایی بسیاري شیرین (بیجوش
ن     وامـل شـناخته شـده مـؤثر بـر جـذب آه ـ      عازافراد واز 
سـیاه و کـاهش   هاي موجود در چايفنولباشند و پلیمی

جوش شیرین مانع از جـذب مـؤثر   واسطه اسیدیته معده به
عفونـت بـاکتري هلیکوبـاکترپیلوري    )4و3(شـوند. مـی آهن 
نسـان را از زخـم معـده    از سـلامت ا هاي گونـاگونی  جنبه

ثیر تحـت تـأ  هاخونی فقر آهن و دیگر بیماريکمگرفته تا 
کلونیزاسیون هلیکوبـاکترپیلوري در مخـاط   )5(دهد.میقرار 

معده و التهاب ناشی از آن منجر به کاهش جـذب آهـن و   
از طـرف  )6(شـود. ی فقر آهن در مبتلایان میخونکمایجاد

انـدازي  دسـت دیگر کمبود آهن در محیط معده منجر بـه 
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دسـت  هـاي معـده جهـت بـه    هلیکوباکترپیلوري به سـلول 
ن امـر بـر شـدتشود که ایآوردن آهن مورد نیاز خود می

)7(زاید.افالتهاب ناشی از عفونت می

هـا کنتـرل   اي از ژنمتابولیسم آهن توسـط مجموعـه  
هايبه ژنتوان میها ترین آناز مهمشود کهمی

IRP1)(Iron regulatory protein 1;
regulatory protein 2; IRP2)(Iron,

(Transferrin receptor chain; TFRC)و
FTH1)1;eavytransferrin herritin(F کرد.اشاره)8(

نوبه خود عملکردهاي دیگري نیز ها بهکدام از این ژنهر
یا افزایش بیـان ایـن   کاهش سلولی دارند و در فرایندهاي 

عنـوان  بـه ،   واند مسائل متفاوتی را ایجاد کنـد تها میژن
شـبکه ارتبـاطی   )IRP2.)9زایـی ژن مثال پتانسیل سرطان

ها بر روي یکـدیگر  آنمتقابلثیرهايهاي مختلف و تأژن
نهایـت هـدف از ایـن    دیگـري اسـت کـه در    نیز موضوع

عنـوان مثـال      ، بـه تنظیمات پیچیـده، بقـاي جانـدار اسـت    
کـــــنش متابولیســـــم آهـــــن و عفونـــــت میـــــان

ــــوباکتــهلیک ــا ژنـرپیلــــــ ــاوري بــــــ ي                                     هــــــ
(N-Myc downstream regulated1) NDRG1

وورــــــومـک ژن مهارکننــــده تبـــــه عنــــوان یــــ
v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene

ــوان یــــک ژن ســــرطانبــــه عفونــــت )11و10(.زاعنــ
شـود میMYCژنانیبشیافزاباعث هلیکوباکترپیلوري

کاهش مقادیر آهن سلولی باعث افـزایش  از طرف دیگرو 
)12-14(.شودمیMYCژنبیانکاهشوNDRG1ژنبیان

بــا توجــه بــه حضــور    ،ســتافــرض مــا ایــن  
اي کـه  در محیط معـده، عوامـل تغذیـه   هلیکوباکترپیلوري

شـوند،  ش آهن آزاد در دسترس بـاکتري مـی  منجر به کاه
بـاکتري دارد و هـم ایـن    زایـی  بیماريثیر زیادي هم بر تأ

ــلول ــاجم  چـــالش سـ ــاظ تهـ ــه لحـ هـــاي معـــده را بـ
در ایـن مطالعـه   دهـد.  در فشار قرار میهلیکوباکترپیلوري

عنـوان  شـیرین بـه  ن است تا اثر چاي و جـوش  بر ایسعی
هاي دخیل روي ژنبر مؤثر بر جذب آهنايتغذیهعوامل

و عدم حضور در متابولیسم آهن و تقسیم سلولی در حضور
.بررسی شودMDCKهايسلولرويهلیکوباکترپیلوري بر

هامواد و روش:
MDCKیسلولرده (Madin-Darby canine kidney)cells

از بانک سلولی ایران (انستیتو پاسـتور) تهیـه و در محـیط    
سرم گوسالهدرصد10ضافهبه اRPMI(Gibco)کشت 
FBS)((Gibco)50سیلین و لیتر پنیواحد در میلی50و

 ـر داسترپتومایسـین  میکروگرم در واحد 37(دمـا  راتوانکوب
5اکسـیدکربن  درصـد و دي 95سیوس، رطوبت یدرجه سل

ها . سلولمطلوب کشت داده شدرشد رسیدن بهتا درصد)
ــه ــدادبـ ــتدر300×310تعـ ــايپلیـ ــهخا6هـ ــتنـ جهـ

و ساعت در محیط فاقـد سـرم   24مدت بهسازيهماهنگ
3بیوتیک کشت داده شدند. تیمار بـا اسـتفاده از   آنتیفاقد 
مـولار میلـی 23حـاوي RPMIلیتر محـیط کشـت   میلی

1/0حـاوي درصـد  5بـه میـزان   FBS،کربنات سدیمبی
ــرم در  ــیمیکروگـ ــرمیلـ ــلیتـ ــا ن،آهـ ــاره چـ يعصـ

)Sigma-T5550(ــت 80و 40، 20، 10هـــاي در غلظـ
ــی  ــرم در میلـ ــر میکروگـ ــیلیتـ ــدیم و بـ ــات سـ کربنـ

S5761)-Sigma( و 60، 40، 30هاي غلظتمجموعاً در
ییـد  کشـت سـلول جهـت تأ   انجام گرفت. مولارمیلی100

مـورد  PCRپلاسـما توسـط   آلـودگی بـا مایکو  عدم وجود 
جهت تعیین میـزان  بود.بررسی قرار گرفت و نتیجه منفی

درصـد  4/0ها در حـین تیمـار از تریپـان بلـو     بقاي سلول
استفاده شد. 

کربنـات از طریـق تغییـرات    که تأثیر بـی توجه به اینبا
pH هـا و در نتیجـه تغییـرات بیـان ژن اعمـال      بر سـلول
تمام تیمارهاي چـاي و جـوش شـیرین بـا     pH،گرددمی

درجه 37در دماي )Metrohm-744(متر pHاستفاده از 
انجام گرفت.اکسید کربنديداخل انکوباتور 

از آرشـیو  ATCC 26695سـویه هلیکوبـاکترپیلوري  
شناسـی دانشـگاه علـوم پزشـکی قــزوین     گـروه میکـروب  

10استفاده شد. براي کشت از محیط کلمبیا آگار به اضافه 
مخمـــر،درصـــد عصـــاره1خـــون گوســـفند، درصـــد

ــی ــکآنت ــايبیوتی ــینه ــرم در   B5/2آمفوتریس میکروگ
ــی ــر،میل ــوپریملیت ــی20تریمت ــرم در میل ــرمیکروگ ولیت

به مـدت  تریلیلیدر مکروگرمیم6به میزان نکومایسیناو
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درجـه در شـرایط میکروآئروفیلیـک    37سه روز در دمـاي  
Anoxomatایجاد شده توسط دستگاه AN2OP  کمپـانی

MARTجهـت کشـت همزمـان، رقـت     )15(.شـد استفاده
(نسـبت بـاکتري بـه    MOI 10:1متناسب از بـاکتري بـا   
جهت اسـتخراج  تهیه شد.RPMIسلول) در محیط کشت 

RNAاز کیـــتkitHigh Pure RNA Paraffin

ــرکت ( ــنتز ) Rocheشـ ــت  cDNAو سـ ــط کیـ توسـ
REVERTA-L) شــــــرکتAmpliSens ( طبــــــق

العمل انجام گرفت. دستور
PCRReal-time ــتگ ــط دســــــــ اهتوســــــــ

(Qiagen)Rotor-Gene Q18هايانجام گرفت. ژنS

rRNAوACTBهـاي  عنوان استاندارد داخلـی و ژن به
IRP1 ،IRP2،FTH1،TFRC،MYCوNDRG1ت جه

روي متابولیسـم و  کربنـات بـر  بـی چاي و تیماربررسی اثر
انجام گرفت. پرایمرهـاي ایـن   MDCKهايتکثیر سلول

توسـط  Canis lupus familiarisمطالعه براساس ژنوم 
IDT Primer Quest softwareزار ــــــ ـافرمنـــــ ـ

)Integrated DNA Technologies, Inc( طراحــی
آورده شده است. 1شمارهجدولها درکه لیست آندندش

پرایمرهـا بـا اسـتفاده از    تشـخیص بـودن  اختصاصی
BLAST)(Basic Local Alignment Search;

Tool (NCBI) GenBank database تعیین شد و هیچ
توالی که با این آزمون مداخله کند شناسایی نشد.

رایمرهاي مورد بررسینام، توالی و اندازه پ-1جدول 

طول مرجع
ژنتوالی پرایمرقطعه

)16(143 bp
CTAGTGATCCCTGAGAAGTTCC

ATGTCTGCTTTCCTCAATACC
18S - NM_001048082.1

)17(203 bp
GGCATCCTGACCCTGAAGTA

GGGGTGTTGAAAGTCTCGAA
ACTB - NM_001195845.2

105مطالعهاین bp
CACTGAATGGCTAGAGGGATAC

GCAGAAACCTTGAAGTTGCTG
TFRC- NM_001003111.1

115این مطالعه bp
GTCTTACGTCTACTTGTCCATG

TTTCTCAGCATGTTCCCTCTC
FTH1- NM_001193656.1

107این مطالعه bp
CTACAGGCTCTTGGGAAATC

ACTCCACAAACTTGCCTACTAC
IRP1- NM_001320941.1

144این مطالعه bp
CAACCAGTGCCTGAACCTG

ATGAGCCATTCCAGTTCCAG
IRP2 - NC_000915.1

)18(141 bp
TCGCCTATTTGGGAAGACAC

AAGCTGACGTTGAGAGGCAT
MYC - NM_001003246.2

)19(152 bp
AGGGCCTCGTCCTTATCAAC

GACCACCTCCACGTTGTTCT
NDRG1- NC_000915.1

، cDNAلاندا 3تا 5/1بیان ژن، PCRجهت انجام 
هر پرایمـر بـه مسـترمیکس آمپلیکـون     میکرومول از2/0
)RealQ Plus 2x Master Mix Green(ـــــه  افـاض

دقیقـه  15درجـه  95ترتیـب:  هاي حرارتی بهچرخهگردید.
30درجـه  60ثانیـه،  10درجه 95چرخه40آن، لدنبابه

تجزیـه و تحلیـل  جام گرفـت.  ثانیه ان20درجه 72ثانیه و 
Rotor-Gene Q Seriesافزار نرمتوسطنتایج Software

و بـا  Pfafflاسـاس روش انجام گرفت. میزان بیان ژن بر
)20(.محاسـبه شـد  REST(Qiagen)افـزار  استفاده از نرم

رافــزانــرمازهــادادهمنظــور تجزیــه و تحلیــل آمــاريبــه
16SPSSل ـهاي مستقنمونهوي آنوواآمارهايآزمونو
گرفته نظردر>05/0Pدار سطح معنید.ـشادهــاستفتی

شد.
هایافته:

کربنـات سـدیم در   ها با عصاره چاي و بیتیمار سلول
48ساعت (با و بـدون هلیکوبـاکترپیلوري) و   24دو زمان 

کترپیلوري در کنار گروه شاهدساعت بدون حضور هلیکوبا
جهت بررسی اثـر شـرایط   گانه انجام گرفت. 	صورت سهبه

کربنات اره چاي و بیاسیدي یا بازي حاصل از تیمار با عص
تیمار در شرایط انکوبـاتور  پس از محیط کشت pHسدیم 
مولارمیلی100غلظتدرکشتمحیطpHشد. گیرياندازه
میکروگــرم در 80و در غلظــت 3/8ســدیم، کربنــاتبــی
).الف-1بود (شکل5/6لیتر عصاره چاي،میلی

سـاعت تیمـار بـا    24هـاي زنـده پـس از    تعداد سلول
48و پـس از  135×310اره چاي و هلیکوباکترپیلوريعص

هاي زنده پس اي دیده نشد. تعداد سلولساعت سلول زنده
ــور     24از  ــدون حض ــاي ب ــاره چ ــا عص ــار ب ــاعت تیم س

ت            ســـاع48و پـــس از 195×310هلیکوبـــاکترپیلوري 
زنده پس از يهاتعداد سلول).ب-1بود (شکل 170×310

يلوریکوبـاکترپ یو هلکربنات سـدیم یبباماریساعت ت24
ــس از 110×310 ــاعت48و پ ــیچس ــده ه ــلول زن ياس

سـاعت  24زنـده پـس از   يهـا نشد. تعداد سلولمشاهده
يلوریکوباکترپیهلبدون حضور و کربنات سدیمبیبا ماریت
.)ب-1(شکلبود156×310ساعت48پس از و163×310
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هاي مورد بررسی ظتدر غلpH: نمودار تغییرات الف- 1شکل 
: نمودار بقاي سلولی پس از تیمار بکربنات سدیم، چاي و بی

کربنات سدیمبا چاي و بی

ثیر عصاره چاي و هلیکوبـاکترپیلوري بـر   أدر بررسی ت
روي متابولیسم آهـن در گـروه تیمـار بـا عصـاره چـاي و       

ه زمـانی  در بازشاهددر مقایسه با گروه هلیکوباکترپیلوري
اي دخیـل  ـهان ژنـاداري از بیـساعت تغییر معن48و 24

در متابولیسم آهن بـا و بـدون حضـور هلیکوبـاکترپیلوري     
80ت ـدر غلظMYCان ژن ـش بیـد. افزایـده نشـمشاه

ور ــاي در حضــاره چـــعصرـــلیتیـرم در میلـمیکروگ

میکروگرم در 80و 40هايهلیکوباکترپیلوري و در غلظت
48بـدون حضـور هلیکوبـاکترپیلوري در زمـان     لیتـر میلی

؛ همچنین افزایش بیان ژن )>05/0Pساعت مشاهده شد (
NDRG1 عصـاره  لیتـر میکروگرم در میلـی 10در غلظت

20و10هاي غلظتون حضور هلیکوباکترپیلوري،چاي بد
عصــاره چــاي بــا حضــور    لیتــرمیکروگــرم در میلــی 

ــا ــاکترپیلوري در زم ــاعت و24ن هلیکوب ــین در هس مچن
ســاعت 48هــاي عصـاره چــاي در زمـان   تمـامی غلظـت  

).>05/0Pمشاهده شد (
کربنات سدیم و هلیکوباکترپیلوري بر ثیر بیدر مورد تأ

در بـازه  روه شاهدروي متابولیسم آهن نیز در مقایسه با گ
هـاي  داري از بیـان ژن غییر معنیساعت ت48و 24زمانی 

ــل ــا و دخیـ ــن بـ ــم آهـ ــور  در متابولیسـ ــدون حضـ بـ
MYCهلیکوباکترپیلوري مشاهده نشد. افزایش بیـان ژن  

ــامی غلظــت ــیدر تم ــاي ب ــات ســدیم در حضــور ه کربن
NDRG1هلیکوباکترپیلوري و همچنین افزایش بیان ژن 

کربنات سـدیم  بیمولارمیلی60و 40، 30هاي در غلظت
سـاعت مشـاهده   24با حضور هلیکوباکترپیلوري در زمان 

.)>05/0Pشد (

کربنات سدیمدر تیمار با چاي و بیIRP1,IRP2,TFRC,FTH,MYC,NDRG1هاي نمودار تغییرات بیان ژن-2شکل 
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گیريبحث و نتیجه:
هاي مختلف همواره ارتباط رژیم غذایی با بروز بیماري

اسـاس ماهیتشـان   مطرح بوده و مواد غذایی هـر کـدام بر  
گذارنـد.  بر روي سلامتی انسان مـی خاص خود رااثرهاي

این که چاي و جوش شیرین تا چه حد باعـث اخـتلال در   
ــوده و  جــذب آهــن مــی شــوند همــواره مــورد مناقشــه ب

کـه عفونـت   از طرف دیگر با توجـه بـه ایـن   )22و21(هست.
خونی فقـر  عنوان یکی از علل کموري نیز بههلیکوباکترپیل

در این بررسـی شـواهدي دال بـر    )23(باشد،آهن مطرح می
تأثیر این دو ماده با و بدون حضور هلیکوبـاکترپیلوري بـر   

اینـد جـذب   آید فرنظر میدست نیامد. بهمتابولیسم آهن به
بیش از یک یـا دو مـاده غـذایی    ی آهن تحت تأثیر عوامل

توانند منجر بـه  تنهایی نمیکدام از این مواد بههیچباشد و 
خـونی فقـر آهـن    و در نهایـت کـم  آهن اختلال در جذب 

ثیر چـاي و  طور قطع در مـورد تـأ  که بتوان بهاین)24(شوند.
ــر روي جــذب آهــن نظــر داد وش جــ ــد   شــیرین ب نیازمن

)25(.استتر و طولانی بیشبالینیهايهمطالع

عصاره چاي و جـوش شـیرین بـر روي    در بررسی اثر 
نقـش  نتایج مطالعـه حاضـر  ،NDRG1وMYCهاي ژن

و سـرکوب  MYCهلیکوباکترپیلوري در افزایش بیان ژن
البتـه نکتـه مهـم در ایـن     )12(.تأیید کردرا NDRG1ژن 

ــان ژن  ــزان بی ــزایش می ــا دMYCبررســی، اف ر تیمــار ب
هاي بالاي عصـاره چـاي و مـوازي بـا آن کـاهش      غلظت

 ـعنـوان  بـه NDRG1ژن میزان بیان  بـه  پاسـخ ژن کی
ــترس ــان اســ ــور 48در زمــ ــدون حضــ ــاعت بــ ســ

هلیکوباکترپیلوري بود که ایـن موضـوع نیـاز بـه بررسـی      
عنوان یک ژن داراي بهMYCتري دارد، چرا که ژنبیش

میت زیادي در بسیاري عملکرد کلیدي در چرخه سلولی اه
خصــوص متنــوعی درهــايمقالــه)26(.هــا دارداز ســرطان

خــواص نیــزوخطــر ابــتلا بـه ســرطان مصـرف چــاي و 
ثیر و البته تعدادي نیـز بـر عـدم تـأ    وجود دارد ضدسرطان

 ـ )72-13(.دلالت داردچاي ایج حاصـل از ایـن   با توجه بـه نت
ژیـم  دیگـر مبنـی بـر ارتبـاط ایـن ر     هايمطالعه و مطالعه

و )33و32(هاي مختلف از قبیـل مـري  غذایی با بروز سرطان

هش در رسـد کـا  نظـر مـی  با مصرف چاي، به)43(پروستات
پیشگیري راهکار عنوان یک مصرف این فرآورده غذایی به
از خطر، خالی از فایده نباشد.
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