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به یکی از لاینسبب شده که این قلباز جملههاي حیاتی بدن، ، بدون توجه به توسعه اندامآرینلاینروي گزینیهاي بهبرنامه
هاي ژنی درگیر ها و شبکهرو، این مطالعه با هدف شناسایی ژنهاي بسیار حساس نسبت به سندروم آسیت شناخته شود. از اینلاین

و حساسنمونهدو. بدین منظور، انجام شدآرین لاینهاي بافت قلب مرغان حساس و مقاوم به آسیت آپوپتوزیس قلبی در سلولبا 
بدست آمد. تعیین RNA-Seqیابی نسل جدید و اطلاعات ترانسکریپتومی آنها با استفاده از توالیRNAاستخراج مقاومنمونه دو

صورت گرفت. همچنین تفریق بیان ژن با Trimmomaticو FastQCافزارهاي کیفیت داده و حذف آلودگی آن با استفاده از نرم
دند که بعد از شها مشاهده ژن در مجموع نمونه20034د. شپذیر امکانCuffdiffو Cuffmerge ،Cufflinkافزارهاي استفاده از نرم
مرتبط دانسته زیستیمسیر 66ژن با 291در مجموع ،هاي مقاوم نسبت به حساسدار نمونههاي با میزان بیان معنیجداسازي ژن

شناسی هستیزیستیدار داشتند. بررسی فرآیندهاي آپوپتوزیس ارتباط معنیزیستیژن در مسیر 53که در این میان، ،شدند
آپوپتوزیس نشان دادند که مسیرهاي تنظیم فرآیند سلولی و زیستیبراي مسیر هاي مقاوم به آسیت دار در نمونههاي معنیژن

-ژننشان داد کهشبکه ژنی ترسیم شده.)FDR>01/0(داري تحت تاثیر آسیت قرار دارندتنظیم منفی آپوپتوزیس به طور معنی

مبتنی بر این اصلاح نژاد. بنابراین هستندبیشترین ارتباط ژنی در شبکه ژنی داراي MAD2L1و MEF2A ،FGF10 ،CDK1هاي 
ها و طراحی دارو ممکن است در کنترل آپوپتوزیس ناشی از سندروم آسیت موثر باشد. ژن

RNA-Seq، مرغ آرینسندروم آسیت، آپوپتوزیس، بیان ژن، : کلیديهايواژه
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مقدمه
این کشور راه پرورش ماکیان در ایران و انتشار آن از 

اي بسیار کهن دارد. ایران (پرشیا) یک امپراطوري تاریخچه
میلادي هفتمقرن قبل از میلاد تا  تقریباًپنجبزرگ از قرن 

بود و از هند (دهلی) تا دریاهاي سیاه و مدیترانه گسترده 
ایران در محل ،و بعد از آن، در قرون وسطیبود. در آن زمان

یل ماکیان از ها براي حمل و نقل محصولات، از قبتقاطع راه
دریا قرار داشت. راهخشکی و هم از راهشرق به غرب، هم از 

هاي زیادي در حوالی ایران و کشورهاي همسایه طی جنگ
هاي ماکیان را ها نیز توسعه و گسترش جمعیتاین دوره

هاي باستان شناسی حضور ماکیان را در کرد. حفاريآسان
ت هاي باستان تأیید کرده اسایران در زمان

)Mohammadabadi et al., انجام ). بر اساس تحقیقات2010
هاي یافت شده در ایران در سه منطقه وجود استخوانشده، 
) (جنوب Tepe Yahyaاند: دو کشف در تپه یحیی (داشته

قبل سال 3900تا 3800شرقی ایران) به ترتیب متعلق به 
قبل از میلاد و دیگري در تخت سلیمان1000از میلاد و 

قبل از میلاد سال 1000(شمال غربی ایران) متعلق به 
)Mohammadabadi et al., هاي مرغ لاین). از طرفی 2010

آرین ایران که از شرکت طیور هیبرو هلند خریداري شدند 
نزدیک به یک میلیارد و 92تا سال 87توانستند از سال 

یکصد میلیون جوجه یکروزه تولید نمایند. وجود مشکلاتی 
، میزان پایینضریب تبدیل غذایی و وزن بازاريهمچون 

1آسیترضهعابه علت بروزبالاتر از حد استاندارد ومیرمرگ

آرین بازارپسندي مناسبی نداشته باشد. لاین سبب شده که 
گزارش درصد 10بیش ازمیزان بروز آسیت در این سویه 

درصد مرگ و میر ،مدیریتیاصولشده که با رعایت نکردن
Azizianیابد (افزایش می et al., 2013; Hassanpour et al.,

دهد نشان میدیگرهاي تجاري ها در سویه). بررسی2014
ودرصد کل مرگ8کمتر از میر به دلیل آسیتومرگکه

Dominguez-Avila(استمیر  et al., 2013 .(
در بروز سندروم آسیت عوامل متعددي از قبیل عوامل 

کننده پرندگان مستعدعواملاي و محیطی از ژنتیکی، تغذیه
ی به آسیت هستند. آناتومی و فیزیولوژي سیستم تنفس

1. Ascites syndrome

هاي گوشتی به سندرم افزایش فشار پرندگان در ابتلاء جوجه
. حجم ریه و قلب کوچک است) و آسیت مهم 2PHS(ریوي

در مقایسه با وزن بدن و سینه بزرگ و سنگین، سبب ایجاد 
هاي هوایی شده و در نتیجه فشار محتویات شکم روي کیسه
Hassanpourیابد (آسیت در پرندگان افزایش می et al.,

). هر عاملی که سبب افزایش فعالیت متابولیکی پرنده 2011
افزایش فشار سبببرد که شود نیاز به اکسیژن را بالا می

هاي فیزیولوژیکی از جمله نارسایی د که آسیبشوریوي می
سمت راست قلب، بطن راست قلب، نارسایی دریچه بطن 
راست، احتقان سیاهرگ مرکزي، احتقان غیر فعال کبدي و 

رانجام تجمع مایعات سروزي در حفره صفاقی و س
Hassanpourپریکاردیوم را در پی دارد ( et al., 2011 .(

هاي دخیل در هاي ترنسکریپتومی نشان داده که ژنبررسی
مسیرهاي مرتبط با اکسیداسیون و احیا، سوخت و ساز 

کربوهیدرات، پاسخ ایمنی، انتقال سیگنال، آپپتوز و وچربی
گلبول قرمز در پرندگان آسیتی، نسبت به تمایز سلول

Wangشود (پرندگان سالم، به شکل متفاوتی بیان می et

al., ). اگرچه مکانیسم دقیق بروز این سندروم در 2013
رسد که به نظر میپرندگان هنوز شناخته شده نیست، اما 

نقص ژنتیکی لاین آرین و عدم اصلاح ژنتیکی آن نسبت به 
مانی در گذشته، عامل اصلی بالا بودن دهصفات مرتبط با زن

که آسیت طرفی با توجه به اینسندروم آسیت در آن باشد. از
در انتهاي دوره و در پرندگان درشت بیشتر شیوع پیدا 

دهندهبراي پرورشکند، لذا ضرر اقتصادي بسیار زیادي می
Hassanpour(در پی دارد et al., 2014(.

که به استهاي قلبی هاي آسیت، مرگ سلولاز نشانهیکی 
گویند. آپپتوزیس یا مرگ از پیش طراحی می3آپپتوزیسآن 

یند ویژه است که نقش مهمی در حفظ تکثیر آشده یک فر
Jacobsonکند (سلولی و هموستازي بدن ایفا می et al.,

ریزي شده براي افزایش تعداد و ). مرگ سلولی برنامه1997
حفظ حالت هموستاز ضروري است، ولی راهتکثیر سلول از 

تغییر کند و نتیجه معکوس توازندر حالتی ممکن است این 
Chesterو اثر مخرب و مضر داشته باشد ( et al., 1998;

Laytragoon-Lewin, 1999کننده هاي تنظیم). ژن

2. Pulmonary Hypertension Syndrome (PHS)
3. Apoptosis
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ایجاد کننده -1:شوندبه سه دسته تقسیم مییسآپوپتوز
بتا اینترلوکین به 1ل تبدیل آنزیم عنوان مثاه آپپتوزیس (ب

- 2،) که در شروع آپپتوزیس نقش داردICEخانواده 
) که BCL-2عنوان مثال ژن ه کننده آپپتوزیس (بمتوقف

بسیاري ازبراي آپپتوز بسیار مهم هستند و در پاتوژنز
-3وها مانند لنفوم و سرطان خون نقش داردبیماري
یس (به عنوان مثال لیگاند هاي واسط آپپتوزکنندهتنظیم

FAS/FAS ،p53 ،C-MYCتواند با جمعی از ) که می
هاي آپپتوزیس ارتباط داشته کنندههاي دیگر تنظیمگیرنده

ایفا کندکننده یا بازدارنده آپپتوزیس را باشد و نقش تحریک
)Rezvani et al., هاي منظور، بررسی دادهبدین). 2010

تواند در درك هاي قلبی میسلولآپپتوزیسترانسکریپتومی 
بهتر ساز وکار این عارضه در لاین آرین راهگشا باشد و از 
طرفی اطلاعات لازم را براي اصلاح نژاد این لاین در اختیار 

،نژاداصلاحوکیژنتحوزهدرهمچنین محققان قرار دهد. 
هبیبزرگکمکتواندیمهاتیجمعیکیژنتساختارازاطلاع
مهمتر،همهازونژادياصلاحهايطرحبرايزيیربرنامه
ازاستفادهویمولکولهايروشنماید.یکیژنتریذخاحفظ

بههانهیگزنیبهترازیکینهیزمنیادریمولکولنشانگرهاي
-یمارائهکهاديیزاطلاعاتبهتوجهبارایزد،یآیمحساب

-روشبارکوردهالیتحلوهیتجزازکهیجینتاتواندیمدهد

یحتونمودهلیتکمودییتأرااستآمدهبدستآماريهاي
Alinaghizadeh(کندردراآنهااستممکن et al., 2010 .(
یکیکهدارديادیزدیفوایملکولکیژنتازاستفادهبعلاوه،

خاصگاهیجايبراافرادپیژنوتنییتع،داریمعندیفوانیااز
Mousavizadeh(است et al., ازاستفادهنیهمچن.)2009

ممکنواناتیحنژاداصلاحوانتخابدریکیژنتينشانگرها
کندعیتسررایکیژنتشرفتیپیجیمهطوربهاست

)Javanmard et al., یکیژنتتنوعمطالعهنیهمچن). 2008
یبومریذخایکیژنتمنابعازحفاظتيبرایبومينژادها

Mohammadi(استيضرورولازم et al., حفاظت). 2009
خاصينژادهایکیژنتمنابعازیقیعمدانشاساسبردیبا

یکیژنتاتیخصوصنییتعوییشناسايبراتلاشلذاباشد،
Shojaei(داردتیاهماریبسیمحلویبومينژادها et al.,

2010; Zamani et al., امروزه امکان دستیابی به ).2013
یابی ترانسکریپتوم با استفاده از هاي حاصل از توالیداده

یابی نسل جدید فراهم شده و اطلاعات دقیقی تکنیک توالی
هایی که هاي سلولی، حتی آن دسته از رونوشتاز رونوشت

نیمه عمر کوتاهی دارند و یا سطح بیان آنها در سلول بسیار 
). این Wilhelm et al. 2008کند (پایین است، را تهیه می

ر گسترده در مطالعات مختلفی جهت شناسایی ها به طوداده
ها، بررسی شناسایی جهشهاي جدید،ها و رونوشتژن

ها و بررسی شبکه ژنی مورد استفاده قرار تفاوت بیان در ژن
دروریطيرويمتعددیملکولمطالعاتاگر چه گیرد. می

Zandi(استشدهانجامرانیا et al., 2014;

Mohammadifar et al., 2011; Moazeni et al., 2016a;

Moazeni et al., 2016b ها و شبکه بیان ژن)، اما تاکنون
ژنی مرتبط با مرگ سلولی و آپپتوزیس مورد مطالعه قرار 

و ها، در این مطالعه، با بررسی بیان ژن. لذانگرفته است
هاي آپپتوزیس در جوجهمرتبط با مرگ سلولی و شبکه ژنی

- در دو تیمار درگیر با بیماري و سالم، ژنگوشتی لاین آرین 

هاي زیستی مرتبط با بیماري شناسایی و گزارش ها و چرخه
. شودمی

هامواد و روش
مرکز تمام مراحل دوره پرورش در :گیريو نمونهطیورپرورش

تعداد دانشگاه فردوسی مشهد انجام شد.تحقیقات کشاورزي
Bخط از 1پدريخانواده ناتنی 67قطعه جوجه از 1458

تر است) در روز اول ن آرین (که در آن آسیت شایعلای
خروس 67ها نتاج این جوجهگذاري شدند. انتخاب و شماره

هاي قبل نیز تعداد مرغ بودند که در نسل501و تعداد 
يمرغ و خروس مولد موجود بود. به منظور القا4344

جوجه از 10دوره پرورش، تعداد حدود 21در روز آسیت، 
(دماي سالن در طول روز سردهر خانواده ناتنی به سالن 

9- 10در طول شب تا و سانتیگراددرجه18تا 15بین 
ساعت اول 48روشنایی در ) منتقل شدند.سانتیگراددرجه 

صورت صورت ممتد و با شدت نور بالا و در بقیه روزها بهبه
جیره غذایی بهعت روشنایی و یک ساعت تاریکی بود.سا23

صورت آردي و بر پایه ذرت و سویا بود. جیره غذایی به
دان (روزهاي روز اول)، میان10دان (فازي پیشصورت سه

تا انتهاي دوره پرورش یعنی 25) و پس دان (روز 24-11

1. Paternal half-sib families



...والدینبررسی بیان ژن و شبکه هاي ژنی مرتبط با آپوپتوزیس در مرغان حساس و مقاوم به آسیتو همکاران: سعید صحرایی56

هاي ها متناسب با جیرهاین جیره) تنظیم شد.54روز 
آسیت در يمنظور القاولی به،پیشنهادي لاین آرین بودند

تري نسبت به اکثر پرندگان حساس، جیره غذایی متراکم
براي اینکه پروتکل پیشنهادي لاین آرین تنظیم و تهیه شد.

از تلف شدن حداکثر تعداد پرندگان حساس به آسیت 
ادامه54اطمینان حاصل شود، طول دوره پرورش تا روز 

شده شد. بعد از اعمال تنش سرمایی، پرندگان تلفداده 
وقوع آسیت ها بررسی شد. شده و علت مرگ آنشکافیکالبد

با تجمع آب در حفره شکمی و اطراف قلب و ایجاد 
-مردگی در کبد و هایپرتروفی بطن راست که با شلبافت

قابل تشخیص بود. سپسشدگی بافت کل قلب همراه است، 
نمونه آسیت) 10نمونه سالم و 10لب (نمونه بافت ق20از 

ها به خوبی با برداري شد. نمونهپروررش، نمونه42در روز 
RNA-Shield (شرکت دنازیست، ایران) تیمار شده و سپس

برداري حاوي نیتروژن مایع منتقل به داخل فلاسک نمونه
به آزمایشگاه منتقل RNAشده و بلافاصله جهت استخراج 

شدند.
با استفاده از RNAاستخراج: یابیو توالیRNAاستخراج 

با نام تجاري Rocheشرکت RNAمحلول استخراج 
TriPure Isolation Reagent صورت گرفت. به شکل

نمونه با یکدیگر آمیخته شدند و سپسپنجهر مختصر،
گرم از نمونه با استفاده از نیتروژن مایع بخوبی میلی100

د. شمیلی لیتر ترایزول به آن اضافه 1پودر شد و سپس 
میکرولیتر کلروفورم به محلول اضافه شده و سپس به 200

د. محلول شفیوژ یسانترrpm12000دقیقه در 15مدت 
ماکرولیتر 500بالایی به میکروتیوپ دیگر منتقل شده و 

، RNAایزوپروپانول سرد به آن اضافه شد. به منظور رسوب 
70سانترفیوژ انجام شده و پس از شستشو رسوب با اتانول 

به آن RNaseو DNaseمیکرولیتر آب عاري از 100درصد، 
RNAت د. به منظور دستیابی به کمیت و کیفیشاضافه 

99میکرولیتر از نمونه استخراج شده با 1استخراج شده، 
میکرولیتر آب مخلوط و در الکتروفورز و اسپکتوفوتومتر 

در مجموع دو نمونه سالم نانودراپ مورد بررسی قرار گرفت.
چین BGIیابی به شرکت به منظور توالیو دو نمونه بیمار 

ستگاه ایلومینابا دNGSهاي و تولید دادهیابی جهت توالی
د. شارسال 9/1دو طرف خوانش

بدین منظور نتایج بدست آمده از : هابررسی کیفیت خوانش
)FastQC)Andrews, 2010افزار یابی با استفاده از نرمتوالی

از قبیل کیفیت بازها و یمورد بررسی قرار گرفتند. پارامترهای
مورد بررسی قرار غیرهها، میزان آلودگی به آداپتور وخوانش

هر خوانش به GCحداقل و حداکثر درصد بازهاي . ندگرفت
. به منظور حذف درصد در نظر گرفته شد80و 20ترتیب 
دم پلی ،هاده باز اول همه خوانشپتوري، اهاي آدآلودگی

- هاي بیو دادهآدنین به طول ده باز از سمت چپ و راست

Bolgerاستفاده شد (Trimmomaticافزار کیفیت از نرم et

al., هاي داراي بازهاي همه خوانش). همچنین 2014
و 28هاي با میانگین کیفیت کمتر از ناشناخته و خوانش

شد، ها کوتاه میطول آن،هایی که بعد از پیرایشخوانش
. حذف شدند

-خوانش،در این مرحله: ها روي ژنوم مرجعشیابی خوانهنقش

یابی شده ترانسکریپتوم که از کیفیت آنها هاي توالی
-Gallusمرجع اطمینان حاصل شده است روي ژنوم 

gallus.Galgal4.79 که از سایتensembl

)ftp.ensembl.org/pub/release-79/fasta/gallus_gallus/dna(
همردیف TopHat2افزار دانلود شده بود، با استفاده از نرم

Trapnell(شدند et al., افزار قابلیت این نرم). 2009
شناسایی و در نظر گرفتن نواحی اسپلایسینگ را دارد و 

. اما مناسب استRNA-Seqهاي دادهتجزیهبنابراین براي 
ایندکسژنوم مرجع TopHat2افزار با توجه به اینکه نرم

Bowtie2افزار از نرم،پذیردعنوان ورودي میشده را به

Langmeadایندکس کردن ژنوم مرجع استفاده شد (جهت

et al., 2009; Trapnell et al., 2009.(
به منظور : ها روي ژنوم مرجعخوانشیابینقشهصحتبررسی 

مرجع و دستیابی ژنومها باهمردیفی خوانشبررسی صحت
کیفی يهایژگیو همچنین بررسی سایر وهمردیفی عمقبه

RseQC-2.3.9افزار از نرمتطبیق داده شده،هايخوانش

Wang(استفاده شد et al., 2012.(
ها خوانشگردآوريبراي :ها و تفاوت بیان ژنگردآوري خوانش

و همچنین هاي آزمایش حاضرومترنسکریپتبدست آوردنو 
و Cufflinksافزار ، از نرمدستیابی به تفاوت بیان ژن

Cuffdiff.استفاده شد
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افزار از نرم: FPKMو RPKMتجزیه
CufflinksTrapnell et al., اسمبلیبراي ) (2009

یابی ها و شمارش تعداد قطعه یا خوانش نقشهترنسکریپت
ها با توجه به شده به هر ژن و استانداردسازي تعداد خوانش

هاي مختلف، تعداد قطعه طول ژن و میزان بیان کلی در لین
شده براي هر ژن را، که با یابی شده تصحیحیا خوانش نقشه

)2هاي تک انتهایی(براي خوانشRPKM1معیارهاي 
)Mortazavi et al., هاي براي خوانش(FPKM3) و 2008

Trapnell()4جفت انتهایی et al., شوند، مشخص می)2009
هاي با دهد. بدین ترتیب امکان مقایسه بیان ژنبدست می

هاي یابی شده با لینهاي توالیطول مختلف و بیان ژن نمونه
ود.شمختلف مهیا می

هاي ساختاري و عملکردي بررسی ویژگی:شناسی ژنهستی
دار در دو گروه بیمار و آسیتی با استفاده از هاي معنیژن

به آدرس DAVID5پایگاه اطلاعاتی
https://david.ncifcrf.gov/شد (نجاماHuang et al.,

2009a; Huang et al., 2009b این پایگاه با اتصال به .(
به بررسی KEGG7و GO6هاي دیگري مانند پایگاه

پردازد.دار میهاي معنیعملکردي و مسیرهاي متابولیکی ژن
حذف شدند. تجزیهکه فاقد نام ژن بودند از این هاییجایگاه

ها، هاي ساختاري و عملکردي ژنویژگیبه منظور برآورد 
در Official Geneهاي تبدیل شده به فرمت لیست ژن

پس از وارد شد. Gene Functional Classificationبخش 
20034کهمشخص شد،و بررسی نتایج این مطالعهتجزیه

که فاقد نام یهایدند. ژنشها مشاهده ژن در مجموع نمونه
با استفاده ensembleهاي با فرمت بودند حذف شدند و ژن

تبدیل شدند. از بین officialبه فرمت DAVIDافزار از نرم
) >01/0Pداري ( ژن به طور معنی653ها، تعداد این ژن

1. Reads Per Kilobase of transcript per Million mapped
reads
2. Single End (SE) or Single Read (SR)
3. Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped
reads
4. Paired End (PE)
5. Database for Annotation, Visualization and Integrated

Discovery

6. Gene Ontology Consortium

7. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

هاي مقاوم و حساس به آسیت نشان تفاوت بیان را بین مرغ
ها و مسیرهاي شناسی ژندادند. به منظور مطالعه هستی

استفاده شد. در این پایگاه DAVIDافزار از نرمزیستی
Gene Ontologyو KEGG Pathwayهاي داده،اطلاعاتی

د. در شژن به شکل کامل مطالعه و بررسی 653براي آن 
مشاهده شدند. ژن 291براي زیستیمسیر 66این میان، 

با توجه به هدف اصلی این پژوهش که تمرکز روي مسیر 
هاي مرتبط با ، لیست ژناستآپوپتوزیس زیستی

تهیه و سپس زیستیمسیر 66آپوپتوزیس پس از بررسی 
-دادهو DAVIDنسبت به بررسی مجدد در پایگاه اطلاعاتی 

مشخصا براي Gene Ontologyو KEGG Pathwayهاي 
آپوپتوزیس مورد مطالعه و بررسی قرار گرفت. این لیست 

رتی ژن مرتبط با آپوپتوزیس بودند و یا به عبا53ژنی شامل 
هاي مقاوم به آسیت نسبت به داري در جوجهبیان ژنی معنی

هاي درگیر در هها و شبکنژبررسی حساس را داشتند. 
به منظور بررسی برهمکنش آپوپتوزیسمسیرهاي مرتبط با

-نرمبا استفاده ازآپوپتوزیسهاي درگیر در و ارتباط بین ژن

انجام/http://string-db.orgبه آدرس STRING 10افزار 
).The STRING database, 2017شد (

و بحثایجنت
هاي بافت از نمونهRNAپس از استخراج : RNAاستخراج 

3،استخراج شدهRNAقلب، به منظور سنجش کیفیت 
د.شدرصد الکتروفورز 1آگارزمیکرولیتر از نمونه روي ژل

کهدادنشاننانودراپاسپکتروفتومتريدستگاهبانورسنجی
RNAاست مناسبیکمیتوکیفیتدارايشدهاستخراج

نشان از کیفیت 18sو 28sوجود دو باند شارپ . )1(شکل 
ترین ها متداولپروتئیناستخراجی داشت. RNAبالاي 

ندهستRNAو DNAهاي هاي اضافی در نمونهکنندهآلوده
آلودگی هیچ است مشخص 1در شکل که همانطور و 

د. شمشاهده نپروتئینی



...والدینبررسی بیان ژن و شبکه هاي ژنی مرتبط با آپوپتوزیس در مرغان حساس و مقاوم به آسیتو همکاران: سعید صحرایی58

Fig. 1. Evaluation of the quality of RNA extraction
on 1% agarose gel. The presence of the bands of 28s

and 18s indicates the quality of RNA extraction

انجام شده روي ژل RNAبررسی کیفیت استخراج - 1شکل 
دهنده ، نشان18sو 28sدرصد. وجود باندهاي 1آگارز 

.استاستخراجی RNAکیفیت 

هاي کلی، کیفیت خوانشطوربه: RNA-Seqنتایجتجزیه
یابی مناسب و متوسط کیفیت بازهاي خواندهحاصل از توالی

3(احتمال وجود یک باز اشتباه در هر 25شده بالاي 
نسبت به 1پیروهاي . خوانششدبرآورد بازي) 100خوانش 
تر کیفیت بهتري داشتند و با نزدیک2روهاي پیشخوانش

مشاهده ها شدن به انتهاي خوانش افت کیفیت باز در آن
کیفیت بازها در طول هاي مربوط بهداده1جدولدر .شد

ها و سایر معیارهاي کیفی خوانش، پراکنش کیفیت خوانش
فرآیندبعد از پیش و آسیتیسالم وهمربوط به نمون

طول خوانش پس از حذف شده است.گزارشوري آفرپیش
باز بود Trimmomatic ،90ها با استفاده از نرم افزار آلودگی

تفریقی بیان تجزیهکه نشان از کیفیت مناسب داده ها براي 
در چند ژن مرتبط با آپوپتوزیس 53بعضی از ژن داشت.

مسیرهاي غنی دخیل بودند. نتیجه تجزیهزیستی مسیر 
ها با دلالت بر نقش این ژنKEGG PATHWAYشده

1. Backward reads
2. Forward reads

داشت. با اینCell cycleو Oocyte meiosisمسیرهاي 
دار نبودند. در این دو هیچ یک از این مسیرها معنی،حال

هاي به عنوان ژن4MAD2L1و CDK13هاي ژن،مسیر
-هستیبررسی مسیر شوند.اصلی و مشترك شناخته می

شده ارائه2در جدول زیستیبراي فرآیند هاشناسی ژن
است. همانطور که مشخص است مسیرهاي مربوط به تنظیم 

دار معنیFDRفرآیند سلولی و تنظیم منفی آپوپتوزیس با 
35در بالاترین سطح قرار گرفتند. نتایج نشان می دهد که

و در هستند>01/0Pدارايزیستیمسیرهاي درصد 
هاي شناسایی شده مرتبط با ژنزیستیمسیر 130مجموع 

بودند ژن26هاي درگیر در تنظیم فرآیند سلولی بودند. ژن
هاي ژن.است5MEF2که مهمترین آنها شامل خانواده 

بودند که ژن8درگیر در تنظیم منفی آپوپتوزیس شامل 
هاي مطابق گزارش.استCRYABژنمهترین آنها 

- نقش حیاتی در زیستآپوتوزیس و نکروزیس ،پژوهشگران

شناسی طبیعی از جمله رشد و هموستاز سلول دارند 
)Konstantinidis et al., رو بسیاري از ). از این2012

هاي قلبی و عروقی، هاي انسان از جمله بیماريبیماري
افتد سرطان و دیابت در نتیجه مرگ سلولی اتفاق می

)Freedman et al., که ستاها ثابت کرده). پژوهش1998
رونویسی را در توسعه و عاملکه نقش MEF2خانواده ژنی 

عهده دارند، با آپوپتوزیس قلبی در هاي قلب برتمایز بافت
;Olson, 1998ارتباط است ( Potthoff et al., 2007;

McKinsey et al., 2002 .( همچنین این ژن به عنوان یک
رونویسی هسته و توسعه و عواملموثر بر يپیشروعامل

). نقش اصلی Olson, 2006شود (رشد بافت قلب شناخته می
ب بافت قلهاي کاردیاك تنظیم و عملکرد ژندر MEF2ژن 

Desjardinsاست ( et al., با توجه به عملکرد ). 2016
در بافت میوکارد، هرگونه تغییر بیان ژن MEF2تاثیرگذار 

سبب ایجاد آپوپتوزیس مستقیماًتواند در این خانواده می
هاي دانشمندان نشان داده که چندین بررسید. شولولی 

نقش مهمی را در 6پروتئین کوچک مرتبط با شوك حرارتی
قلب دارد که هاي عضلهسلولتنظیم سیگنال آپوپتوزیس در 

3. Cyclin-dependent kinase 1
4. Mitotic spindle assembly checkpoint protein
5. Myocyte enhancer factor 2
6. Small heat-shock proteins
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است) CRYABمهمترین آنها شامل آلفا کریستالین (
)Morrison et al., 2004( حفظ انعطافراه. این پروتئین از-

ها، یکپارچگی میتوکندري و همچنین پذیري سارکوئیک
ها داراي عملکرد محافظتی در کاردیومایستحفظ هموستاز

Mitra(است et al., ). بنابراین از آنجا که بیماري 2013
آن در یدر ارتباط بوده و فراوانآسیت با شوك حرارتی کاملاً

نقش CRYABهاي گرم سال بیشتر است، پروتئین فصل
در اپوپتوزیس قلبی دارد. ايکنندهتعیین

سلولیهاياندامبراي فرآیند شناسی ژنهستیبررسی مسیر 
دهد نتایج این جدول نشان میشده است. ارائه3در جدول 
ژن نقش بسیار موثر در 5،ژن کاندید شده53که از بین 

، 01/0P<0میکروذرات خون دارند (شناسی ژنهستی
FDR>1/0 .(هاي فعال و یا ذرات میکرو ذرات خون از سلول

براي شناسایی نشانگرو به عنوان آپوپتیک تولید شده 
هاي مزمن قلبی در انسان بکار می رود. در حال نارسایی

میکروساختارهاي سلولی، پلاکتی و ،حاضر
ها را با ذراتمونوسیت/ماکروفاژ بدست آمده از میکرو

وضعیت التهابی در وهاي قلبی و عروقی و متابولیکیبیماري
Berezinارتباط می دانند ( et al., 2015 بنابراین با توجه .(

د که با شوبه نتایج بدست آمده در این مطالعه مشخص می
توجه به اینکه آسیت بیمار متابولیکی براي حیوان است، لذا 

قلبی، حیوان را با بیماري نارسایی تولید میکروذرات در بافت
-اندامهاي کاندید درژنهمچنینقلبی درگیر ساخته است. 

از یهایدیگر مانند اسپایندال میوتوتیک، بخشهاي زیستی 
کروموزوم، فیبرونوژن، فضاي خارج سلولی و گرانول هاي آلفا 

). >01/0Pداري حضور داشتند (ها به شکل معنیپلاکت
هاي سلولی در فعالیت طبیعی سلولهايمانداتمامی این 

ژنشناسیهستیبررسی همچنین قلب نقش موثري دارند. 
ژن مرتبط با آپوپتوزیس53براي فرآیند عملکرد مولکولی

پروتئین، به ها با اتصال این ژنبیشتردهد که نشان می
RNAرونویسی و عواملها، داروها، کروماتین، ماکرومولکول

).4دار دارند (جدول ... ارتباط معنیمرازها و پلی
مقاوم به آسیت ژن مرتبط با آپوپتوزیس در مرغان 53

به منظور مشخص شدن نحوه حساس مرغاننسبت به
وارد شد. به منظور ترسیم Stringبرخطافزار عملکرد به نرم

از در آپوپتوزیسژن درگیر53کنش پروتئینی شبکه برهم

گره تعریف شده 53گره از 48استفاده شد. Stringافزار نرم
Gallusگونه جنس و در شبکه  gallus به نمایش درآمد

)000076/0P=( جدول)هاي ژن).5MEF2A ،FGF10 ،
CDK1هاي اصلی در دو شبکه برهمکنش به عنوان ژن

دناههاي درگیر در آپوپتوزیس شناخته شدپروتئینی ژن
).2(شکل 

ترین به عنوان یکی از اصلیFGFبیان پروتئین خانواده 
Vega-Hernándezها در رشد قلب ضروري است (مولکول et

al., 2011دهینالگ). در پرندگان سیFGF به منظور تحت
هاي هاي اپیکاردیال و تمایز سلولتاثیر قرار دادن سلول

هاي قلبی بین سلول، اي عروق کرونر، فیبروبلاستعضله
ها ضروري هاي اندوتلیال عروق کرونر و کریویموسیتسلول

Lepilinaاست ( et al., 2006 بنابراین با توجه با سرعت .(
قلبی در لاین مرغ آرین، بیان این ژن نقش بسزایی لارشد با

در رشد بافت قلب و پرنده دارد. لذا با توجه به اینکه این ژن 
قرار گرفته در یک شبکه MEF2Aو CRYABبه همراه ژن 

تواند در آپوپتوزیس ها میکنش نهایی این ژنبرهماست، 
سلولی قلب جوجه هاي حساس به آسیت موثر باشد.

) نقش موثري در CDKبیان ژن سیکلین وابسته به کیناز (
Ahujaها دارد (تنظیم چرخه سلولی کاردیومایست et al.,

در پاسخ Aها نشان داده که سطح سیکلین ). بررسی2007
به تحریک کاهش اکسیژن افزایش یافته و بیان غیر التهابی 

هاي کاردیومویست منجر به آپوپتوزیس در سلولAسیکلین 
Adachiشود (می et al., بنابراین در تابستان با ). 2001

افزایش دما و کاهش رطوبت سالن که هر دو از عوامل اصلی 
و اکسیژن سندروم آسیت هستند، تنفس دچار مشکل شده 

رو با افزایش سطح سیکلین یابد. از اینبدن حیوان کاهش می
Aافتد. ها اتفاق میهاي کاردیومایوست، آپوپتوزیس در سلول
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Fig. 2. The Protein-Protein Interaction network for apoptosis pathway genes of Gallus gallus showing gene

clusters of ascites sensitive Aryan chickens (P=0.000076). The similar colored nodes are related to a cluster, and

larger nodes are proteins whose three-dimensional structures are detected

Gallusتوزیس هاي مسیر آپوپپروتئین ژن-شبکه برهم کنش پروتئین- 2شکل  gallusهاي تحت به همراه نمایش خوشه
هاي و گرههستندهاي همرنگ مربوط به به یک خوشه . گره)=000076/0P( هاي حساس به آسیت لاین آرین شبکه در نمونه

ار سه بعدي آنها شناسایی شده استهستند که ساختیهایپروتئین،تربزرگ

RNA-Seqهاي پیرایش توالیها در قبل و بعد از اطلاعات آماري خوانش- 1جدول 

Table 1. Statistical information of the readings RNA-Seq sequences before and after of trimming

Before trimming After trimming

Samples$ Number of reads
(pairs)

Read length (Base)
Number of reads

(pairs)
Read length (Base)

As-1 25389617 100*2 24992539 90*2

As-2 25380387 100*2 25061262 90*2

He-1 25367470 100*2 25085727 90*2

He-2 25364938 100*2 25070763 90*2

Total 101402412 100*2 100210291 90*2

$ Samples with As prefix are related to ascites treatment and samples with He prefix are related to healthy group.
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ژن مرتبط با آپوپتوزیس در مرغان حساس به 53مربوط به بررسی بیان زیستیبررسی مسیر ژن آنتولوژي براي فرآیند - 2جدول 
آسیت نژاد آرین

Table 2. The investigated gene ontology pathways for biological process including 53 genes involved in apoptosis in
ascites sensitive Aryan chickens

Term Count P value Pop
Hits

Pop
Total

Fold
Enrichment

Bonferroni Benjamini FDR

GO:0050794~regulation of cellular
process

26 2.68E-07 2154 6441 2.355955 1.95E-04 1.95E-04 4.06E-04

GO:0043066~negative regulation of
apoptosis

8 6.02E-07 105 6441 14.871 4.37E-04 2.19E-04 9.13E-04

GO:0050789~regulation of biological
process

26 6.72E-07 2247 6441 2.258446 4.88E-04 1.63E-04 0.001018

GO:0060548~negative regulation of
cell death

8 6.85E-07 107 6441 14.59303 4.98E-04 1.24E-04 0.001039

GO:0043069~negative regulation of
programmed cell death

8 6.85E-07 107 6441 14.59303 4.98E-04 1.24E-04 0.001039

GO:0065007~biological regulation 26 1.91E-06 2359 6441 2.15122 0.001386 2.77E-04 0.002895
GO:0048523~negative regulation of
cellular process

12 3.54E-06 428 6441 5.472387 0.002563 4.28E-04 0.005357

GO:0042981~regulation of apoptosis 9 5.78E-06 209 6441 8.404959 0.004185 5.99E-04 0.008754
GO:0043067~regulation of
programmed cell death

9 6.65E-06 213 6441 8.247119 0.004816 6.03E-04 0.010077

GO:0010941~regulation of cell death 9 6.88E-06 214 6441 8.208581 0.004986 5.55E-04 0.010433
GO:0048519~negative regulation of
biological process

12 8.59E-06 469 6441 4.993991 0.006218 6.24E-04 0.013019

GO:0032501~multicellular
organismal process

16 3.68E-05 1024 6441 3.049716 0.02635 0.002425 0.055724

GO:0006916~anti-apoptosis 5 5.41E-05 43 6441 22.69556 0.038495 0.003266 0.081906
GO:0048522~positive regulation of
cellular process

11 1.18E-04 511 6441 4.201566 0.081984 0.006558 0.178394

GO:0048518~positive regulation of
biological process

11 2.31E-04 554 6441 3.875451 0.15433 0.011902 0.349285

GO:0007275~multicellular
organismal development

13 3.41E-04 823 6441 3.083066 0.219498 0.016385 0.51595

در مرغان ژن مرتبط با آپوپتوزیس 53بررسی مسیر ژن آنتولوژي براي اجزاي سلولی مربوط به بررسی بیان - 3جدول 
حساس به آسیت نژاد آرین

Table 3. The investigated gene ontology pathway for cellular components including 53 genes involved in apoptosis
in ascites sensitive Aryan chickens

Term Count P value Pop Hits Pop Total Fold Enrichment Bonferroni Benjamini FDR
GO:0072562~blood microparticle 5 7.60E-05 47 10057 21.39787 0.014346 0.014346 0.094477
GO:0072686~mitotic spindle 4 2.61E-04 26 10057 30.94462 0.048421 0.024511 0.324138
GO:0044427~chromosomal part 10 3.15E-04 458 10057 4.391703 0.05802 0.019727 0.390222
GO:0005577~fibrinogen complex 3 3.45E-04 6 10057 100.57 0.063373 0.016234 0.42735
GO:0005694~chromosome 10 5.64E-04 496 10057 4.055242 0.10165 0.021211 0.698756
GO:0005615~extracellular space 11 8.36E-04 637 10057 3.473375 0.146989 0.026149 1.034579
GO:0031091~platelet alpha granule 3 0.001753 13 10057 46.41692 0.283473 0.046504 2.156899
GO:0005634~nucleus 28 0.00219 3449 10057 1.632914 0.340668 0.050734 2.687887
GO:0000228~nuclear chromosome 7 0.002298 281 10057 5.010605 0.35415 0.047416 2.819314
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در مرغان ژن مرتبط با آپوپتوزیس 53بررسی مسیر ژن آنتولوژي براي عملکرد مولکولی مربوط به بررسی بیان - 4جدول 
حساس به آسیت نژاد آرین

Table 4. The investigated gene ontology pathway for molecular functions related to 53 genes involved in apoptosis
in ascites sensitive Aryan chickens

Term Count P value Pop
Hits

Pop
Total

Fold
Enrichment

Bonferroni Benjamini FDR

GO:0005515~protein binding 17 2.45E-04 1334 8532 2.588777 0.053172 0.053172 0.312081
GO:0003682~chromatin binding 8 2.45E-04 267 8532 6.086677 0.053235 0.026982 0.312459
GO:0044877~macromolecular
complex binding

10 2.92E-04 466 8532 4.359289 0.063154 0.021511 0.372501

GO:0008144~drug binding 4 7.15E-04 37 8532 21.96139 0.14734 0.039065 0.907703
GO:0000982~transcription factor
activity, RNA polymerase II core
promoter proximal region
sequence-specific binding

6 0.001377 174 8532 7.004926 0.264591 0.059615 1.742766

GO:0001104~RNA polymerase II
transcription cofactor activity

4 0.002517 57 8532 14.25564 0.429993 0.08943 3.164481

GO:0003700~transcription factor
activity, sequence-specific DNA
binding

9 0.003726 542 8532 3.373221 0.56497 0.112109 4.649979

GO:0001071~nucleic acid binding
transcription factor activity

9 0.003726 542 8532 3.373221 0.56497 0.112109 4.649979

GO:0001105~RNA polymerase II
transcription coactivator activity

3 0.004897 22 8532 27.7013 0.665393 0.127899 6.070915

GO:0001076~transcription factor
activity, RNA polymerase II
transcription factor binding

4 0.008787 89 8532 9.130016 0.860302 0.196435 10.64909

هاي حساس به آسیت در لاین آرینرندههاي مسیر آپوپتوزیس در پژنشبکه ژنیتجزیه- 5جدول
Table 5. Analysis of gene network for genes involved in apoptosis in ascites sensitive Aryan chickens

48Number of nodes
46Number of edges

1.92Average node degree
0.46Average local clustering coefficient
25Expected number of edges

7.6e-05PPI enrichment P value

هاي هاي موثر در آپوپتوزیس سلولدر این گزارش نیز اثر ژن
که نشان دادهبررسی فنوتیپی قلبی مورد بررسی قرار گرفت. 

رشد بودن پرنده ارتباط بسیار قابل زا، تندتحت تنش آسیت
Hassanpour(اي با بروز آسیت نداردملاحظه et al., 2011(.
داري تواند به شکل معنیهاي ژنتیکی میبررسیرواز این

هاي درگیر در این سندروم را تبیین سازد.نقش ژن
آپوپتوزیس در هر دو حالت فیزیولوژیک و پاتولوژیک اتفاق 

کاسپاز در قلب با توجه mRNAافتد، بنابراین شناسایی می
بینی بود. مطالعات حیوانی و به فشار خون بالا قابل پیش

انسانی نشان داده است که آپوپتوزیس در ناحیه مرزي 
مایوکاردیوم قلب در فازهاي اولیه وجود دارد و نقش 

Olivettiآپوپتوزیس در انفارکتوس قلبی تایید شده است ( et

al., 1996; Bernecker et al., 2003; Kumar et al., 2003 .(
هاي مختلف شواهد آپوپتوزیس کاردیومایوسیت در گونه

مانند موش، موش صحرایی، خرگوش، سگ، گوسفند و 
Kangخوك در آزمایشات مختلف گزارش شده است ( et al.,

رو در این مطالعه به منظور دستیابی به ). از این2004
نسکریپتومی بافت قلب مرغان حساس به آسیت ااطلاعات تر

.دشاستفاده RNA-Seqلاین آرین، از روش 
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گیري کلینتیجه
مرغان لاین آرین در ایران درگیر بیماري متابولیکی آسیت 

هاي مولکولی و بیان ژن مرتبط با ند و بررسی پروفایلهست
این بیماري به منظور اهداف مختلف دارویی و ژنتیکی از 
اهمیت خاصی برخوردار است. از طرفی، بررسی مولکولی 

نیز در غیرهشامل آپوپتوزیس، آنژیوژنز و زیستیفرآیندهاي 
کمک فراوانی خواهد نمود. در بیماري بالارسیدن به اهداف 

-فرآیند آپوپتوزیس و مرگ برنامه،آسیتمتابولیکی سندروم 

و به عبارتی روند توسعه شودریزي شده سلول فعال می
. لذا شاید کنترل فرآیند آپوپتوزیس شودبیماري تشدید می

مطالعات ،. در این بینسبب شودبتواند کنترل بیماري را 
مولکولی پروفایل بیان ژنی فرآیند آپوپتوزیس در مرغان لاین 

و حساس به آسیت در جهت اهداف آتی حائز آرین مقاوم
ژن با بیان ژنی متفاوت 53اهمیت است. در این مطالعه 

معنی دار در مرغان مقاوم به بیماري آسیت شناسایی شدند. 
، زیستیها در چارچوب فرآیندهاي شناسی ژنبررسی هستی

و KEGGعملکرد مولکولی، اجزاء سلولی و مسیرهاي سلولی 

نشان رایبکه ژنی نتایج قابل توجههمچنین ترسیم ش
، MEFA2هاي خوبی نقش بیان ژنه دادند. نتایج ب

CRYAB ،CDK1 وFGF10 .را در این مطالعه نشان دادند
ها نقش کلیدي در فرآیند آپوپتوزیس رسد این ژننظر میه ب

روي ها عمدتاً. این ژنکنندایفا میناشی از بیماري آسیت 
توسعه و رشد بافت قلب، تنظیم سیگنال آپوپتوزیس در 

ها قلب و تنظیم چرخه سلولی کاردیوماستهاي عضلهسلول
ها در شبکه ژنی ترسیم نقش دارند. بررسی برهمکنش ژن

خوبی در فرآیند ه را بذکر شدههاي شده نیز جایگاه ویژه ژن
هبآپوپتوزیس ناشی از بیماري آسیت نشان داد. با توجه

که با بیان کردنتایج بدست آمده از این تحقیق شاید بتوان 
، FGF10و MEFA2 ،CRYAB ،CDK1هاي تمرکز روي ژن

در چارچوب طراحی دارو در کنترل فرآیند آپوپتوزیس و 
. از طرف نقش ایفا نمودها کنترل بیماري آسیت جوجهنهایتاً

ان ها در اصلاح لاین مرغدیگر شاید تمرکز روي این ژن
حساس به آسیت نیز جایگاه خاص خود را داشته باشند.  
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Abstract

The designing of animal breeding program on Aryan broiler chicks without development of vital organs such as the
heart, has made the chicken most susceptible for ascites syndrome. The cell apoptosis is common in ascites
syndrome. Therefore, this study was done with the aim of identification of genes and genetic networks that involved
in cardiac cell apoptosis among normal Aryan chickens and Aryan chickens resistant to ascites. For this purpose,
two ascites and two normal samples of Aryan chicken were RNA extracted and transcriptome data were produced
by the Next Generation Sequencing. The data quality and elimination of pollution were performed with FastQC and
Trimmomatic softwares. In addition, the gene expression analyses were investigated using Cuffmerge, Cufflink and
Cuffdiff. The results showed that there were 20034 genes in samples that 291 genes were associated with 66
biological pathways. Among this, 53 genes were associated with apoptosis pathways. Investigation of the biological
process of gene ontology showed that regulation of cellular process and negative regulation of apoptosis pathways
were significantly affected by chickens resistant to ascites syndrome (FDR <0.01). The gene network was extracted
by 48 nodes in two clusters. The results of genes’ networking showed that MEF2A, FGF10, CDK1 and MAD2L1
genes had maximum gene association. Therefore, the ascites syndrome in Aryan chickens can be controlled focusing
on these genes for breeding programs and drug designing.
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