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چكيد ه 
     به کمک روش RNA-seq می توان اطلاعات کاملی در خصوص شناسایی ژن ها بدست آورد که نتایج آن ممکن است در ژنتیک و اصلاح 
دام و طیور سودمند باشد. تاکنون مطالعات کمی در خصوص استفاده از این روش در ارزیابی ترانسکریپتوم طیور بومی گزارش شده است، با 
توجه به اهمیت lncRNAها در فرآیندهای بیولوژیکی، در مطالعه حاضر به بررسی lncRNAهای حاصل از ترانسکریپتوم مرغ بومی اصفهان 
و سویه تجاری راس 708 و تفاوت بیان آن ها پرداخته شده است. در این مطالعه با استفاده از توالی یابی نسل جدید، lncRNA 568  شناسایی 
شد که تغییرات بیان lncRNA 116 معنی دار بود )P-value ≤  0/05(. نتایج نشان داد lncRNA های دارای بیان متفاوت در مسیر های 
بیولوژیکی مرتبط با متیلاسیون لایزین و هیستون، فعال سازی لکوسیت های میلوئیدی، تنظیم مثبت تولید سایتوکین و تنظیم فعال سازی 
لنفوسیت ها نقش دارند. آنالیز عملکرد مولکولی این ژن ها نشان داد فعالیت پروتئین تیروزین کیناز غیر غشایی، پروتئین متیل ترانسفراز، 
متیل ترانسفراز وابسته به S-آدنوزیل متیونین، و انتقال گروه های یک کربنی و اتصال گیرنده سیگنال به طور معنی داری غنی می شوند. بر 
اساس نتایج حاصل، lncRNAهایی که تفاوت بیان معنی داری در دو گروه بومی و تجاری دارند با مسیرهای سیستم ایمنی و متیلاسیون 

مرتبط می باشند که می توانند به عنوان بیومارکر استفاده شوند.  
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 Based on the RNA-seq method, a thorough set of information can be obtained from the identification of geneswhich the 
results  may be beneficial  in the genetics and breeding of livestock and poultry. So far, few studies have been reported 
regarding the use of this method in the evaluation of native poultry transcriptome. Considering the importance of lncRNAs 
in biological processes, the present study has investigated the lncRNAs from the transcriptome of native Isfahan  chicken 
and the commercial Ross 708 strain as well as differences  in their expression. In this study using next generation sequenc-
ing, 568 lncRNAs were identified, out of which the expression changes of 116 lncRNAs were meaningful (P-value ≤0.05). 
The results showed differently-expressed incRNAs which are associated with the biological pathways including histone 
and lysine methylation, myeloid leukocyte activation, positive regulation of cytokine production ,, , and regulation of 
lymphocyte activation. The analysis of molecular functions of the genes indicated the activity of non-membrane-spanning 
tyrosine kinase, protein methyltransferase, S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase, and transfer of one-carbon 
groupsacting on a protein, and signaling receptor binding are enhanced meaningfully. Based on the results, lncRNAs that 
vary in expression between native and commercial groups are associated with immune and methylation pathways, and can 
be used as biomarkers.
Keywords: Gene expression pattern, lncRNA, Native chicken breed, Ross strain, RNA-seq

مقدمه
ویژه  به  غذا،  به  افزون  روز  نیاز  و  افزایش جمعیت جهان  با  همزمان 
مواد پروتئینی، تأمین نیازهای غذایی انسان یکی از مسائل جوامع بشری 
است. گوشت مرغ به دلیل سطح پروتئین بالا، کلسترول پائین و کالری 
کم، منبع پروتئینی با کیفیت بالا برای انسان است. صنعت طیور نقش 
بسیار مهمی در تبدیل غلات به گوشت و تخم مرغ برای انسان دارد)2(. 
از طریق اجرای صحیح  از وقوع بیماری ها  در پرورش طیور پیشگیری 
برنامه های  اجرای  در  اشکالی  احتمالاً  اگر  و  است  زیستی  برنامه های 
امنیت زیستی پیش آید و بیماری به وقوع بپیوندد، باید مطمئن بود که 
طیور از نظر عملکرد سیستم ایمنی در حد مطلوبی قرار دارند و قادر 
به دفاع از خود می باشند، سیستم ایمنی طیور به دو دسته مکانیزم های 
اختصاصی و غیراختصاصی تقسیم می شود. مکانیزم های غیراختصاصی 
شامل راه های ذاتی است که سبب مقاومت طیور به بیماری می شود. 
گرفته  نظر  در  طیور  سلامت  برنامه  طراحی  هنگام  در  سیستم ها  این 
نمی شود. بسیاری از برنامه ها بر پایه واکسیناسیون و آنتی بیوتیک استوار 
است. به همین دلیل اهمیت مکانیزم های غیراختصاصی، درک کامل و 

صحیح از این مکانیزم ها لازم و ضروری است )15(.
خصوصیات زیستی نه تنها در سطح DNA بلکه در سطح mRNA قبل 
و پس از رونویسی به دقت کنترل و تنظیم می گردد، به طوری که بخش 
این  با  از 90%( می تواند مورد رونویسی قرار گیرد.  )بیش  اعظم ژنوم 
حال فقط بخش کوچکی از آن )1% تا RNA  )2%های رمزکننده پروتئین 
RNA با  مرتبط  بین ژنی،  مکان  هزار  ده ها  شامل  باقیمانده،  و  بوده 

RNAهای طولانی غیرکدکننده  های غیررمزکننده پروتئینی می باشند. 
)lncRNA( نقش مهمی در تنظیم بیان ژن در سطح رونویسی دارند)4(. 
lncRNAها رونوشت هایی غیررمزکننده و بدون چهارچوب خوانش باز 
بر 100 هزار  افزون  تا  بین 200  دارای طولی   (Open reading frame)
II رونویسی شده  RNA پلیمراز  توسط آنزیم  نوکلئوتید بوده که اکثراً 
سمت  در   )Cap( کلاهک  و   A پلی  دم  دارای  آن ها  بیشتر  همچنین  و 
بیان سطح  از  کمتر   lncRNA بیان  سطح  معمولاً  می باشند.  خود   5

بیان اختصاصی در یک بافت  از آن ها دارای  mRNAها بوده و برخی 
یا سلول می باشند)RNA-seq .)9 تکنیکی است که برای توالی یابی کل 
ترانسکریپتوم استفاده می شود که همراه با روش های محاسباتی، امکان 
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بازسازی ترانسکریپتوم و کمی سازی بیان ژن را فراهم می کند، این روش 
با ارائه یک پوشش جامع تر از کل ترانسکریپتوم، بر کاستی های فناوری 
توالی های شناخته شده محدود نمی شود  به  ریزآرایه ها غلبه می کند و 
بنابراین RNA-seq یک فرصت قابل توجه برای حاشیه نویسی و مشخص 
کردن RNA های طولانی غیر کد کننده )lncRNA( ارائه می دهد )12(. 
غیر   RNA از  انسان  درک  برای  را  جدیدی  فصل  lncRNAها  کشف 
بیان ژن در سلول های  تنظیم  برای  باز می کند و راه جدیدی  کدکننده 
جانوری ارائه می دهد و همچنین تنظیم سریع تر و موثرتر مولکول های 
mRNA هدف را در سطح RNA تکمیل می کند. به هر حال، شناسایی 
و حاشیه نویسی lncRNA عملکرد جدیدی را برای ما به منظور مطالعه 

مکانیسم مولکولی و فرآیند های بیولوژیکی در طیور ارائه می دهد. 

مواد و روش ها
پرورش طیور و جمع آوری نمونه

این مطالعه در سالن مرغداری مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی 
صفی آباد دزفول انجام شد. برای این منظور از جوجه راس 708 به عنوان 
سویه تجاری و جوجه اصفهانی بعنوان توده بومی استفاده شد. جوجه ها 
تا پایان 28 روزگی با شرایط یکسان و مشابه از نظر مدیریت پرورش 
)دما، رطوبت و نور( نگه داری شدند. دما در شروع دوره c 32 و پس 
از آن روزانه c 0/5 کاهش یافت تا در 26 روزگی به دمای c 24 رسید. 
دسترسی به آب آشامیدنی و خوراک آزاد بود. در پایان 48 روزگی از هر 
 RNA-seq یک از دو گروه شش قطعه جوجه مرغ به طور تصادفی برای

انتخاب و توزین شد.

RNA استخراج و توالی یابی
 RNA ml 2 نمونه خون از ورید بال براکیال/ اولنار جمع آوری گردید. 
کل با استفاده از محلول ترایزول شرکت سیگما طبق دستورکار شرکت 
استخراج شد. استخراج RNA با مخلوط کردن مقادیر مساوی سه نمونه 
RNA در هر گروه برای ایجاد چهار نمونه RNA ادغام شده)دو نمونه در 
هر گروه( تهیه شد. نمونه ها برای توالی یابی به شرکت BGI چین ارسال 
 2000  Illumina Hiseq فنی  چارچوب  از  استفاده  با  توالی یابی  و  شد 

قطعات 150 جفت بازی تولید گردید.
آنالیز داده

داده  نمایش  یک  شکل  در  پژوهش  اجرای  مراحل  از  شماتیک  نمایش 
با  خام  خوانش های  توالی  کیفیت  توالی یابی  از  بعد  است.  شده 
http://www.) نسخه )0/11/9( به آدرس FastQC استفاده از نرم افزار

و   )3( شد  بررسی   (bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
ناشناخته  نوکلئوتید  حاوی  خوانش های  و  پایین  کیفیت  با  خوانش های 
استفاده  با  داده ها  ویرایش  گردید.  شناسایی  تکراری  توالی های  و   "N"
از نرم افزار Trimmomatic نسخه )0/45( انجام گرديد )5(. خوانش های 
بررسی   FastQC نرم افزار  با  مجدد  کیفیت  تایید  برای  شده  پیرایش 
تشکیل  و  مرجع  ژنوم  روی  بر  خوانش ها  مکان یابی  منظور  به  شدند. 
ویرایش  )ژنوم مرجع  ژنوم مرجع  اطلاعات  به  آن ها،  از  ترانسکریپتوم 
http://asia.) ششم و  فایل حاشیه نویسی، ویرایش 104 به آدرس برخط

آن  حاشیه نویسی های  نیز  و   (ensembl.org/info/data/ftp/index.html
نیاز است. هم ردیفي خوانش های کوتاه بر روی ژنوم مرجع با استفاده از 
نرم افزار HISAT2 نسخه )0/2/2( انجام شد )13(. خوانش های هم تراز 
 StringTie شده برای هر نمونه به طور جداگانه و با استفاده از نرم افزار
)نسخه 2/1/6( سرهم بندی شدند )22(. بعد از اتمام هم ردیفی هر كدام 
از  استفاده  با  نمونه  هر  از  شده  تشکیل  ترانسکریپتوم های  نمونه ها،  از 
StringTie merge ادغام شد و يك فايل ترنسكريپتوم جديد مرجع ادغام 

شده حاصل گردید. 

شناسایی lncRNAها 
نسخه   Cuffcompare نرم افزار  از  رونوشت ها  ماهیت  شناسایی  برای 
)2/2/1( و فایل رفرنس دهی ژنوم مرغ )فایل GTF( استفاده شد )23(. 
به این ترتیب رونوشت های با حروف i به عنوان اینترونی، u به عنوان 
نشده(  شناخته  )ژن های  شده  رفرنس دهی  عنوان  به   x و  ژنی  بین 
بیش  طولی  که  اگزونی  تک  رونوشت های  ادامه  در  شدند،  گروه بندی 
از 10000 نوکلئوتید داشتند حذف شدند. به منظور حذف رونوشت ها 
با توان رمزکنندگی پروتئین، از سه ابزار آنلاین CPC نسخه )2( )14(، 
نسخه   PLEK و   )7(  CNIT (http://www.cnit.noncode.org/CNIT(
)1/2( )16( استفاده گردید. رونوشت هایی که توسط ابزار فوق دارای 
پتانسیل رمزکنندگی پروتئینی تشخیص داده شدند از مجموعه ی داده ها 
درسطح  معنی دار  مورد  یک  حداقل  دارای  رونوشت های  شد.  حذف 
http://) آدرس  به   Uniprot داده  پایگاه های  با  شده  مقایسه   0/0001

جدول 1- نتایج حاصل از هم ترازی رونوشت ها با ژنوم مرجع مرغ و درصد نوکلئوتید سیتوزین و گوانین در توالی های شناسایی شده.

تکرارمجموع خوانش هاخوانش های پیرایش شدهGC )%(درصد هم ترازی با ژنوم مرجع نسخه شش

نمونه %93/254718509420187683071
بومی

نمونه %93/114817650558179956322

نمونه %92/494715677357159238381
تجاری

نمونه %92/414815313649156211642

مطالعه ترانسکریپتومی lncRNAها در ...
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https://mirbase.org/ftp.) آدرس  به   www.uniprot.org)، miRbase
shtml) و Rfam به آدرس (http://rfam.xfam.org) حذف شدند. پس از 
پایان عملیات حذف رونوشت های کدکننده، رونوشت های باقیمانده به 

عنوان RNAهای غیرکننده بلند در نظر گرفته شدند. 
مجموعه   )24(  )0/2(  FEELnc نرم افزار  از  استفاده  با  نهایت  در 
توجه  با  شدند.  دسته بندی   lncRNA عنوان  به  باقیمانده  رونوشت های 
به این که تا به حال تعداد زیادی از lncRNAها در ژنوم مرغ در بانک 
اطلاعاتی NONCODE گزارش شده ولی در فایل رفرنس دهی ژنوم وارد 
به   NONCODE داده  پایگاه  از  lncRNAهای مرغ خانگی  است.  نشده 
آدرس http://www.noncode.org دریافت شد، سپس از BLASTn برای 
جستجوی هومولوژی lncRNAهای کاندید با lncRNAهای گزارش شده 
در مرغ اهلی استفاده شد. رونوشت های در سطح معنی دار 0/0005 با 

باقیمانده  و  شده  شناخته   lncRNA عنوان  به  بررسی  مورد  توالی های 
رونوشت ها بعنوان lncRNA های جدید گزارش شدند. در مرحله بعدی 
رونوشت هایی که به عنوان lncRNA شناسایی شدند از لحاظ معنی داری 
ژن های  عملکردی  بررسی  همچنین  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  بیان 
کاندیدای هدف از طریق آنالیز عملکردی و آنالیز مسیرهای زیستی ژن ها 
 (DAVID) (http://david.ncifcrf.gov / سایت  از  استفاده  با   (KEGG)

صورت گرفت )6(. 

نتایج 
 به منظور شناسایی ترانسکریپت و LncRNAهای با تفاوت بیان معنی دار، 
از چهار کتابخانه ی cDNA در دو سطح متفاوت طیور توده بومی و طیور 

             شکل 1- نمایش شماتیک از مراحل اجرای پژوهش.



64

از  بیش  توالی یابی  از  نتایج حاصل  استفاده شد.  راس 708  تجاری  سویه 
68/3 میلیون خوانش جفتی 150 نوکلئوتیدی را نشان داد. بررسی کیفیت 
خوانش ها نشان داد که تمامی آن ها دارای میانگین کیفی بالاتر از 38 و 
GC% )درصد نوکلئوتید سیتوزین و گوانین در توالی های شناسایی شده( 
در مرغان بومی و تجاری 47/5 % بدست آمد. این دو فاکتور نشان دهنده 
کیفیت بالای خوانش ها و مناسب بودن آن ها برای آنالیزهای بعدی است. 
بیشتر از 92 % خوانش های پردازش شده با رفرنس ژنوم طیور همردیف 

شدند )جدول 1(.
در مرحله بعد با استفاده از نرم افزار Stringtie و cuffcompare و فایل 
حاشیه نویسی مرغ اهلی، تجزیه و تحلیل داده های RNA-seq نشان داد 
در مجموع 20034 ژن بیان شده  است. به منظور شناسایی lncRNAهای 
مرغ، رونوشت های با پتانسیل بالای کدکنندگی با در نظر گرفتن معیارهای 
مختلف حذف شده و در نهایت بعد از اعمال فیلترهای بیان شده در بخش 
مواد و روش ها و آنالیز توالی ها 568 ژن به عنوان LncRNA شناسایی شد. 
از این تعداد، 467 رونوشت در مرغ تجاری و 535 رونوشت در مرغ بومی 
بیان شده بودند. همچنین نه رونوشت فقط در مرغ بومی و 33 رونوشت 
فقط در مرغ تجاری بیان شده بودند. در مقایسه lncRNAهای شناسایی 
شده )568( با lncRNAهای گزارش شده در فایل رفرنس دهی ژنوم مرغ، 
تعداد lncRNA  51 مشابه یافت شد که lncRNA Annotated نامگذاری 
شدند. lncRNAهای باقیمانده با lncRNAهای موجود در بانک اطلاعاتی 
گردید  رونوشت   102 شناسایی  به  منجر  که  شدند  بلست   NONCODE
باقیمانده  رونوشت   415 و  شدند  طبقه بندی  شده  شناخته  عنوان  به  و 
به عنوان جدید )New( طبقه بندی شدند به دلیل اینکه با هیچ کدام از 
 lncRNA فایل های مرجع پایگاه های داده شناسایی نشدند. و در نهایت

در  مرغ  فایل حاشیه نویسی  و  ژن های همجوار  اساس  بر  شناسایی شده 
چهار گروه بین ژنی شناخته شده (known lincRNA) و اینترونی شناخته 
شده (intronic lncRNA) و بین ژنی جدید (novel lincRNA) و اینترونی 

جدید (intronic lncRNA) قرار گرفتند )جدول 2(.  
همچنین مطالعه ی lncRNAهای شناسایی شده بر اساس طول آن ها نشان 
داد که بیشتر lncRNAها طولی بین 20000-200  نوکلئوتید دارند)شکل 
 13196.5 شده  یابی  توالی  های  نمونه  در  آن ها  طول  میانگین  و   )2
نوکلئوتید می باشد. طول lncRNA در انسان 10000 نوکلئوتید و در موش 
550 نوکلئوتید می باشد)8(. نتایج مطالعه نشان داد که طول lncRNAهای 
بزرگتر است. وجود  انسان و موش  در   lncRNA از طول  شناسایی شده 
نسبت  اگزونی  نواحی  در   )GC( سیتوزین-گوانین  میزان  بالاتر  مقادیر 
به معنای رونویسی،  و  بوده  توالی های رمز کننده  اینترونی، مشخصه  به 
اسپلایسینگ و ترجمه کارآمد تر این نواحی نسبت به اینترونی مشاهده 
شده است)8( نتایج مطالعه حاضر نشان داد که میانگین میزان سیتوزین-

سیتوزین-گوانین  میزان  میانگین  از  بیشتر  ژنی  بین  نواحی   )GC(گوانین
)GC( نواحی اینترونی می باشد. 

علاوه بر این، توزیع و مکان های کروموزومی آن ها نیز بررسی شد. نتایج 
lncRNAها در سراسر کروموزوم های مرغ توزیع شده اند  نشان داد که 
)کروموزوم های یک تا 33 و z(، کروموزوم های یک تا پنج و 18 حاوی 
بیشترین تعداد lncRNA هستند. رونویسی گسترده در تمام کروموزوم ها 
با برخی تمایلات در فعالیت رونویسی بر روی کروموزوم های خاص نشان 
می دهد که وجود lncRNA ها به دلیل خطا در فرآیند رونویسی نیستند 

)شکل 3(.
گروه  دو  در  شده  شناسایی  lncRNAهای  بیان  میزان  مطالعه  این  در 

جدول 2- خصوصیات رونوشت ها و ژن های lncRNAها در دو گروه مرغ بومی و سویه تجاری.

اينترونی جديدبین ژنی جدیداینترونی شناخته شدهبین ژنی شناخته شدهخصوصیات

11043273142تعداد ژن

690389001384613887 میانگین طول

0/4470/4450/48550/486میانگین میزان گوانین-سیتوزین

 .)fold change log2( های با بیشترین افزایش و کاهش بیان در مرغ بومی و تجاری بر اساسlncRNA -3جدول

فاصلهژن بالادستفاصلهژن پايین دستlog2FC -شماره کروموزومطولنام ژن/ رونوشت

MSTRG.74681298233/21CLVS260385FABP72484

MSTRG.1662862513/02LOC41774118240MAPK1110143

MSTRG.1088192912/20SLC9A713896CHST72015

MSTRG.5014130342-2/37ENSGALG000000219386133RIDA3101

MSTRG.63503993426-2/09GOLT1A940ENSGALG000000276733974

مطالعه ترانسکریپتومی lncRNAها در ...
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دو  بین  بیان  تغییرات  و  گرفت  قرار  بررسی  مورد  تجاری  و  بومی  مرغ 
lncRNAهای  مجموع  از  نتیجه  در   .)5 و   4 )شکل  شد  مشخص  گروه 
شناسایی شده lncRNA ،116 بین دو گروه طیور بومی و تجاری دارای 
بیان  تفاوت  با   lncRNA تعداد  این  از  که  بودند  معنی دار  بیان  تفاوت 
و  می باشند  اینترونی   lncRNA  ،32 و  ژنی  بین   lncRNA  ،84 معنی دار 
 (Up-regulated) افزایش بیان LncRNA ،57 همچنین نتایج نشان داد که
دارای  و  داشتند   (Down-regulated) بیان  کاهش   LncRNA  ،21  و 
و   MSTRG.7468 lncRNAهای  بودند.  یک  بالای   log2 fold change
MSTRG.166 و MSTRG.1088 در مرغ تجاری نسبت به بومی بیشترین 
افزایش بیان و MSTRG.5014 و MSTRG.6350 در مرغ تجاری نسبت 

به بومی بیشترین کاهش بیان را داشته اند )جدول 3(.     
نمودار گرمایی نیز به صورت مقایسه ای عمل می کند و تفاوت بیان را با 

تغییر رنگ نشان می دهد. تغییر در شدت رنگ بین یک ژن در دو نژاد 
نشان دهنده تفاوت بیان آن lncRNAها می باشد )شکل 6(. 

lncRNA برای روشن شدن بیشتر نقش های عملکردی ژن های مرتبط با
بررسی  برای   DAVID بیس  دیتا  از  داشتند  بیان  تفاوت  که  هایی 
آنالیز  در  شد.  استفاده  مسیرها  غنی سازی  آنالیز  و  هستی شناسی 
 Biological) بیولوژیکی  مسیرهای   ،(Gene ontology)ژن هستی شناسی 
 Histone) هیستون  لایزین  متیلاسیون  عملکردهای  به  مربوط   (process
 Myeloid) میلوئیدی  لکوسیت های  فعال سازی   ،(lysine methylation
 Positive) سایتوکین  تولید  مثبت  تنظیم   ،(leukocyte activation
لنفوسیت ها  فعال سازی  تنظیم   ،(regulation of cytokine production
(Regulation of lymphocyte activation)، فعال سازی سلول های میلوئیدی 
 Myeloid cell activation involved in immune)ایمنی پاسخ  در  دخیل 

شکل 2- تعداد LncRNAهای شناسایی شده در مرغ و سویه تجاری راس بر اساس توزیع طول LncRNAها.

شکل 3- توزیع کروموزومی lncRNAهای شناسایی در مرغ بومی و تجاری.
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عملکرد  بخش  در  بودند.  معنی دار   )P-value≥0/05( با   (response
 Non-membrane) غیرغشایی  کیناز  تیروزین  پروتئین  فعالیت  مولکولی 
ترانسفراز  متیل  پروتئین  فعالیت   ،(spanning tyrosine kinase activity
متیل ترانسفراز  فعالیت  و   (Protein methyltransferase activity)
 S-adenosylmethionine-dependent) متیونین  S-آدنوزیل  به  وابسته 
methyltransferase activity) معنی دار بودند )P-value≥0/05( )شکل7(.

بحث 
ژنتیکی  تنوع  بررسی  قابل ملاحظه ای  به طور  ترانسکریپتومی  داده های 
بین گونه ها را تسهیل نموده است و اطلاعات کاملی از شناسایی گونه ها 
از  حاصل  اطلاعات  می دهد.  قرار  اختیار  در  را  آن ها  بین  ارتباط  و 
رفتار  فنوتیپی شامل ظاهر،  تمایز  از  زیستی  تراسکریپتوم می تواند درک 
و صفات تولیدی را فراهم نماید. مطالعه lncRNAها شکاف موجود در 
مکانیسم مولکولی فعالیت های زیستی در موجودات را پر می کند )21(. 

در مطالعه ی حاضر، روش توالی یابی با توان بالا(RNA-seq) برای ارزیابی 
ترانسکریپتوم دو گروه مرغ راس به عنوان سویه تجاری و اصفهانی به 
عنوان توده بومی با تفاوت در صفات مشابه به منظور شناسایی و آنالیز 
بیان lncRNAهای بین دو گروه استفاده شد. نتایج تجزیه و تحلیل نشان 
داد از 568 ژن که به عنوان lncRNA شناسایی شد، 153lncRNA به عنوان 
شناخته شده(Known) و lncRNA 415 به عنوان جدید (novel) بودند. از 
این تعداد lncRNAهای شناسایی شده  lncRNA 116 دارای تفاوت بیان 
معنی دار می باشند که 57lncRNA افزایش بیان و 21lncRNA کاهش بیان 
نشان دادند. کریمی و همکاران )2022( در تجزیه و تحلیل ترانسکریپتوم 
مرتبط با نقش بالقوه lncRNA ها در بازده خوراک مرغ بین دو گروه  
 lncRNA 2290 توده مرغ بومی اصفهان و سویه تجاری راس، در مجموع
 (Annotated) شناسایی کردند که از این تعداد 1110 حاشیه نویسی شده
 lncRNA 53 بودند و (novel) و 587 جدید (Known) و 593 شناخته شده
بین مرغ بومی و تجاری دارای تفاوت بیان معنی دار بودند)11(. آلبوشوکه 

شکل 4- میزان تغییرات بیان lncRNA بر اساس)fold change log2( بین توده مرغ بومی اصفهان و سویه تجاری راس. نقاط آبی و قرمز نشاندهنده 

ژن های متفاوت بیان شده بین دو گروه است.

شکل5- دندودیاگرام بیان lncRNA در دو نژاد بومی و تجاری.

مطالعه ترانسکریپتومی lncRNAها در ...
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رشد  با  مرتبط  llncRNAهای  شناسایی  منظور  به   )2019( همکاران  و 
عضله سینه در مرغ بومی اصفهان و سویه تجاری راس، در مجموع 1097 
lncRNA شناسایی کردند که 19 ژن دارای تفاوت بیان معنی دار بین دو 
گروه بودند. نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد، lncRNAهای شناسایی 
شده احتمالاً پتانسیل تنظیم ژن های درگیر در رشد عضله اسکلتی را داشته 
و می توانند بخشی از تفاوت در سرعت رشد مشاهده شده بین دو گروه 
مرغ مورد بررسی را توجیه نمایند)1( صدر و همکاران )2017( در سطح 
تأکید بر  با  بررسی ژن ها بین دو گروه مرغ بومی و سویه تجاری راس 
سیستم ایمنی گزارش دادند که 310 ایزوفرم بین دو گروه دارای تفاوت 
بیان معنی دار هستند که 251 ایزوفرم دارای افزایش بیان و 51 ایزوفرم 
دارای کاهش بیان بودند و در بررسی هستی شناسی گزارش دادند که در 
میان ایزوفرم های با افزایش بیان برخی مسیرها مرتبط با سیستم ایمنی 
ویژگی های  می باشند)21(.   (NK) طبیعی  کشنده  سلول های  مانند  ذاتی 
نقش  و شکل پذیری،  تنوع، ساختار، حفاظت شدگی  مانند  ها،   lncRNA
تنوع،  می کند.  تعیین  بیولوژیکی  فرآیند  در  را  آن ها  پیچیده  عملکردی 
دینامیک  در  lncRNAها  ساختاری  ویژگی های  تنوع  و  انعطاف پذیری 
ژنومی باعث می شود که آنها جزء مهمی در تنظیم اپی ژنتیکی باشند)9(. 
متیلاسیون DNA به عنوان یک عامل مهم تغییرات اپی ژنتیکی می تواند 
بیان ژن ها را در سطح رونویسی تغییر دهد. متیلاسیون DNA پدیده ای 
اپی ژنتیک است که با اضافه شدن گروه متیل (CH3) به سیتوزین ایجاد 
می شود. متیلاسیون DNA با به کارگیری پروتئین های درگیر در بیان ژن 
یا ممانعت از اتصال فاکتورهای نسخه برداری به DNA سبب تنظیم بیان 
ژن می شوند)18(. در مطالعه ی حاضر، نتایج تجزیه و تحلیل هستی شناسی 

lncRNA (Gene Ontology)هایی که دارای تفاوت بیان معنی دار بودند، 
با مسیرهای متیلاسیون  بیولوژیکی مرتبط  نشان داد مسیرهای عملکرد 
هیستون بین دو گروه مورد مطالعه دارای تفاوت معنی دار می باشند و 
بیان lncRNAهای مرتبط با این مسیرها در مرغ بومی نسبت به تجاری 
دارای افزایش بیان بوده است که می تواند بر میزان بیان ژن ها در مرغ 
بومی نسبت به تجاری از طریق تغییرات اپی ژنتیک تأثیر بگذارد. نتایج 
مطالعه حسانی و همکاران)2017( بر روی بیان ژن های آپوپتوزیس بین 
دو گروه مرغ بومی اصفهان و تجاری راس نشان داد برخی ژن ها مربوط 
تجاری  مرغ  به  نسبت  کمتری  بیان  دارای  بومی  مرغ  در  آپوپتوزیس  به 
تجاری  و  بومی  مرغان  رشد  محیط  اینکه شرایط  به  توجه  با  می باشند. 
یکسان بوده اما اثرات متفاوت روی بیان ژن های دو نژاد داشته است و از 
آنجایی که در نژادهای بومی نسبت به شرایط محیطی مقاومت بیشتری 
وجود دارد و ژن های آپوپتوزیز نیز بخشی از سیستم ایمنی ذاتی می باشند، 
نسبت  اپی ژنتیک  تغییرات  به  را  بومی  مرغ  ژن های  کمتر  بیان  می توان 
داد )10(. بنابراین می توان نتیجه گرفت که متیلاسیون DNA به عنوان 
پدیده ای اپی ژنتیک، می تواند بر بیان ژن ها در سطح رونویسی تأثیرگذار 
با  مرتبط  مسیرهای  که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  نتایج  همچنین  باشد. 
 GO:0001819 (Positive regulation of cytokine)، ذاتی  ایمنی  سیستم 
 GO:0051249 و   GO:0002274 (myeloid leukocyte activation
lncRNA می باشند.  معنی دار   (regulation of lymphocyte activation

دارای  تجاری  به  نسبت  بومی  مرغ  در  مسیرها  این  با  مرتبط  های 
مقاومت  بودن  بالاتر  دلایل  از  یکی  می تواند  که  می باشند  بیان  افزایش 
مرغ بومی به بیماری ها نسبت به مرغ تجاری باشد. تاکنون شناسایی و 

شکل 6- نمودار گرمایی و میزان بیان lncRNAهای شناسایی شده در نمونه های دو گروه مرغ بومی و تجاری. 
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شکل 7- طبقه بندی سلولی، مولکولی و بیولوژیک مرتبط با ژن های هدف LncRNAهای با بیان متفاوت در مرغ بومی و تجاری.

آنالیز بیان lncRNAهای درگیر در سیستم ایمنی ذاتی از طریق مقایسه 
بین گروه های مختلف مرغ گزارش نشده است. این اولین مطالعه برای 
با تفاوت بیان بین دو گروه مرغ است هر چند  lncRNAهای  شناسایی 
بیماری ها  روی  آنها  بیشتر  که  شده  انجام  مرغ  روی  مختلفی  مطالعات 
تأکید دارند. در مطالعه ای با استفاده از تکنیکRNA-seq توالی رونوشت 
سلول های HD11 و CEF آلوده به آدنوویروس (ALV-J) مورد بررسی 
lncRNA شامل (novel)جدید lncRNA 4804 قرار گرفت و در مجموع

 (antisense)آنتی سنس و   (intron) اینترونی   ،(intergenic)ژنی بین  های 
 ،)NONGGAT001975.2( هایlncRNA شناسایی شد. نتایج نشان داد که
ایمنی  پاسخ  با   )NONGGAT009792.2( و   )NONGGAT005832.2(
و   lncRNA بررسی  در  همکاران)2019(  و  یو  می باشند)19(.  مرتبط 
mRNA طحال مبتلا در بیماری مارک و شناسایی ژن های مقاوم به بیماری 
مارک گزارش دادند lncRNA 1315 جدید و lncRNA 1166 شناخته شده 
MSTRG.360.1,MST) lncRNA شامل   5 شناسایی شد.  بافت طحال  در 

 )MSTRG.7747.5 و   RG.6725.1,MSTRG.6754.1,MSTRG.15539.1
IGF- با ژن های کاندید مقاوم به بیماری مارک مانند  همبستگی زیادی 

نتایج،  و  داشتند.   CD8B و   CD72,SWAP70,HDAC9,I,CTLA4
مارک  بیماری  روی  بر  رونویسی  و  اپی ژنتیک  عامل  دو  درباره  نگرشی 
و مکانیسم های بیماری زایی را ارائه داد )25(. لی و همکاران)2021( در 
مطالعه ای به منظور شناسایی و آنالیز lncRNA ها و mRNAها در بیماری 
برونشیت کروناویروس گزارش دادند در مقایسه با سلول های غیر عفونی 

بیان،  افزایش  mRNA دارای  بیان معنی دار )106  با تفاوت   153mRNA
بیان)59  تفاوت  دارای   lncRNA  181 و  بیان(  کاهش  دارای   47mRNA
در  بیان(  کاهش  دارای   lncRNA  122 و  بیان  افزایش  دارای   lncRNA
سلول های HD11 آلوده به عفونت برونشیت کروناوبروس شناسایی شد 
lncRNA و mRNA و نتایج تجزیه و تحلیل هستی شناسی نشان داد که

متابولیسم  سلولی،  ذاتی  ایمنی  مسیرهای  در  بیشتر  شناسایی شده  های 
آمینواسیدها و متابولیسم نوکیئک اسیدها درگیر می باشند. علاوه بر این 

lncRNA 2640 شناخته نشده(novel) شناسایی گردید)17(. 

نتیجه گیری کلی
با استفاده از روش RNA-seq در بررسی دام های بومی می توان اطلاع بهتر 
و کامل تری در خصوص شناسایی ژن ها بدست آورد که نتایج آن ممکن 
است در ژنتیک و اصلاح دام و طیور سودمند واقع شود. تاکنون مطالعات 
محدودی در خصوص استفاده از این روش در بررسی طیور بومی گزارش 
شده است با توجه به اهمیت lncRNAها در فرآیندهای بیولوژیکی که 
در بسیاری از مطالعات مشخص شده است و همچنین نقش lncRNAها 
در فرآیندهای مرتبط با سیستم ایمنی مرغ که در مطالعه حاضر پی برده 
lncRNA با  از آنجا که برخی ژن های مرتبط  نتیجه گرفت  شد می توان 

مانند  دارند،  نقش  ذاتی  ایمنی  پاسخ  مسیرهای  در  شده  شناسایی  های 
مقابله با باکتری ها و ویروس ها پس می توان در برنامه های اصلاح نژادی 
lncRNAهای خاص درگیر استفاده کرده و در  با  از این ژن های مرتبط 
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جهت خاص مورد نظر میزان بیان آن ها را با روش های مناسب سلولی و 
مولکولی و یا با استفاده از روش های اپی ژنتیک تنظیم نمود.
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