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Introduction: Ascites syndrome (AS), a complex and multifactorial genetic-metabolic disorder with 

wide prevalence in especially meat-type chickens, causes substantial economic loses in poultry farms 

worldwide as it’s mortality rate is increasing with the age of the bird. Although the susceptibility to 

AS has genetic base, the harsh and stress-full environmental conditions such as cold ambient 

temperature, energy-rich diets, salty waters trigger the incidence of AS significantly. As compared to 

the resistant ones, the susceptible birds demonstrate physiological modifications as well as sever 

changes in gene expression during or before the onset of the diseases. Long non-coding RNAs, acting 

as the modulators or regulators of the protein-coding genes, play key rules in the regulation of gene 

expression (Wang et al., 2012). Here, the main objective of the current work was to detect some novel 

long non coding RNAs as well as to assess their potential association with AS using the next 

generation sequencing data originated from four tissues of the ascitic and healthy broiler chickens. 
Materials and methods: Six data sets in four tissues (liver, kidney, heart and pulmonary artery) were 

used for this research. Hisat2 software was used to align the reads with chicken reference genome 

and Sting Tie software package was used to assemble the transcripts. To identify long non-coding 

genes, we used various software (CPC2, CNIT PLEK, FEELNC, PLIT) and BLAST methods. meta-

RNAseq software and Fisher's method were used to perform meta-analysis. 

Results: Examination of the results of this research revealed that 188 lncRNAs were detected in the 

examined tissues and identified as new long non-coding RNAs. Of these, 160 lncRNAs were located 

within 50,000 contiguous 689 genes. Coexpression analysis showed that there was a correlation of 

0.9 between 13 lncRNAs and 17 neighboring genes. Of these 17 neighboring genes, 6 coding genes 

were known. Examination of the level of significance between the healthy group and the ascites group 

in the examined tissues showed that in the pulmonary artery tissue the expression of 4 genes was 

significantly different and these 4 adjacent coding genes with 3 lncRNAs, i.e. H. an lncRNA that 

controls two adjacent genes. In the meta-analysis, 9 lncRNA genes were differentially expressed 

between healthy chickens and ascites chickens. 

Conclusion: The results of this research showed that lncRNAs play an important role in the 

occurrence of ascites disease and that genetic management can reduce the occurrence of this 

complication in poultry farms and control economic losses. 
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 چکیده

 تمام  در تندرشد   گوشتی  هایدر جوجهمعمولا  ژنتیکی است که  -یک ناهنجاری متابولیکی  ،تآسی  سندرم  : زمینه مطالعاتی

چرا که عمده    باشدمی و ضررهای اقتصادی مزارع پرورش مرغ گوشتی  تلفات مهم علل از یکی  و  دهدیم رخ دنیا  نقاط 

مرگ و میر مرتبط با آسیت در اواخر دوره پرورش اتفاق می افتد. اگرچه دلیل اصلی حساسیت به سندروم آسیت پایه  

آن  تحریک شیوع  باعث  آبهای شور  و  پرانرژی  غذاهای  تنش سرمایی،  قبیل  از  متعدد  محیطی  عوامل  ولی  دارد  ژنتیکی 

پرندگان مقاوم، قبل و یا در حین بیماری، تغییرات چشمگیر زیادی در    میشوند. پرندگان حساس به آسیت در مقایسه با 

فیزیولوژی و بیان ژن نشان میدهند. در این میان، ژنهای غیرکدکننده بلند، که وظیفه تنظیم بیان ژنهای کدکننده پروتئین را  

سندرم  و مرتبط با    رثّؤمرکدکننده  غیهای  شناسایی و کشف ژنحاضر،  تحقیق    لذا هدف از  بر عهده دارند، نقش کلیدی دارند.

برای این کار از داده های نسل جدید توالی یابی که از چهار بافت مرتبط با آسیت در   . بودهای گوشتی  جوجه  آسیت در

 جوجه های گوشتی حساس و مقاوم به آسیت تولید شده بودند، استفاده گردید.  

برروی لاین آرین مرغان  که    پور حسن  و  مربوط به تحقیقات جباری، ملکشاهیاز شش مجموعه داده    ها: مواد و روش

بافت سرخرگ ششی هم براساس    هایهای کبد، کلیه و قلب انجام گرفته بود استفاده شد. دادهگوشتی به ترتیب دربافت

ازسایت  تحقیقات   نرمغیرکدکننده  های  جهت شناسایی ژن.  گردآوری شد   NCBIیانگ  انواع  )از   CPC2, CNITافزارها 

PLEK, FEELNC, PLIT  ،)برای انجام متاآنالیز   . شداستفاده  ها  ها و همچنین سایر ابزارهای شناسایی رونوشتانواع بلاست

 استفاده شد.  و روش فیشر  meta-RNAseq افزارازنرم

های مورد بررسی جدید در بافتغیرکدکننده    RNAبه عنوان    lncRNA  رونوشت  188نتایج این تحقیق نشان داد که    :هایافته

ژن همجوار بودند.  تعداد    689با    نوکلئوتیدیهزار باز±50  در فاصله  lncRNA  166و شناسایی شدند. از این تعداد،  کشف  

تعداد  17. از این  وجود داشت  0/ 90ژن همجوار همبستگی بالای    17  تعدادو  lncRNA عدد13  نشان داد که بین   یآنالیز همبیان

سالم و آسیتی نشان داد  پرندگان داری بین گروه بررسی سطح معنی شناخته شده بودند. ژن کدکننده تعداد  6ژن همجوار،

 lncRNA  تا  3با  کدکننده مجوار  ژن ه   4ژن به صورت معنی داری متفاوت بود که این    4که در بافت سرخرگ ششی بیان  

 lncRNAژن    9تعداد    نیزمتاآنالیز  در  کرد.ژن همجوار را کنترل می  دو  lncRNAیک    عبارت دیگر،ه  ب.  داشتندبیانی  ارتباط  

که بررسی های بیشتر آنها نشان دهنده ارتباطات   معنی داری دارای بیان افتراقی بودبطور  بین پرندگان سالم و آسیتی  

 ندروم آسیت بود.  سآنها با 
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گیری شناسایی    :نتیجه  ضمن  حاضر  درچهار  lncRNAپژوهش  جدید  در   های  درگیر  عملکرد   بافت  آسیت،     سندرم 

lncRNAمرغان مبتلا به آسیت را شناسایی کرد و نشان داد    ها درRNA-seq    به خوبی قادر به شناساییlncRNA   ها

توانند که میضمن این  lncRNAهای  مولکولهای همجوارشان دارند.  ها نیز نقش قابل توجهی درتنظیم بیان ژنبوده و آن

نیز به عنوان یک بیومارکر  و طیورصلاح نژاد دام  در ا  ،به عنوان یک عامل پیش آگاهی دهنده برای تشخیص آسیت باشند

 ها بهره برد. توان ازآنمی

 

 ، فیشر بلندغیرکدکننده  های RNA آسیت، متاآنالیز،   کلیدی: گانواژ

 

 مقدمه 

پرورش طیور در ایران و توزیع آن در این کشور سابقه  

(. ایران از  2016همکارانو  اد  ژدنشهدا  )بسیار قدیمی دارد

میلادی   هفتم  قرن  تقریباً  تا  میلاد  از  پیش  پنجم  قرن 

امپراتوری بزرگی بود و از هند )دهلی( تا دریای سیاه و  

در    (.2014  محمدی فر و همکارانمدیترانه امتداد داشت )

آن زمان و بعد از آن، در قرون وسطی، ایران در محل  

ایی مانند طیور از  تلاقی راه های حمل و نقل فرآورده ه

شرق به غرب چه از طریق زمین و چه از طریق دریا قرار  

داشت. جنگ های بسیاری در اطراف ایران و کشورهای  

همسایه در این دوره ها نیز توسعه و گسترش جمعیت  

طیور را تسهیل کرد. کاوش های باستان شناسی وجود  

است   کرده  تایید  را  باستان  دوران  در  ایران  در  مرغ 

(. بر اساس تحقیقات انجام 2010مدآبادی و همکارانمح)

منطقه   ایران در سه  در  یافت شده  های  استخوان  شده، 

یافت شده است: دو اکتشاف در تپه یحیی )جنوب شرقی  

به   مربوط  ترتیب  به  از    3900تا    3800ایران(  قبل  سال 

سال قبل از میلاد و دیگری در تخت سلیمان    1000میلاد و  

ایرا غربی  به   ن()شمال  میلاد    1000متعلق  از  قبل  سال 

همکارانمحمدی) محمدی  2014فرو  محمدآبادی  و  و  فر 

از سوی دیگر، مرغ در تامین منبع اصلی پروتئین   .(2017

انسان و   برای  )تولید گوشت و تخم مرغ(  بالا  با کیفیت 

همچنین به عنوان حیوان نمونه در مطالعات ژنومی اهمیت  

همکاران  )شهدادنژدارد   و  همکارن    ،2016اد  و  خبیری 

 
1 Long Non Coding RNA 

ئمی  . هر ساله میلیاردها جوجه برای تامین نیاز دا(  2023

 یابد. انی پرورش میپروتئین حیو

در  یک بیماری متابولیکی است که هنوز    ،سندرم آسیت

برای صنعت طیور    جدی  مشکل  ،مختلف جهان  قسمتهای

های با رشد سریع به    در سویه  ،آسیت.  شودمحسوب می

قلب با رشد توده بدن   ها ودلیل عدم هماهنگی رشد شش 

توان گفت کلیه عواملی که  می  ،شود. بطور کلیایجاد می

افزایش   پرنده باعث  در  میاکسیژن    به   نیاز  یا  و  شوند 

انتقال  دریافت اکسیدکربن   اکسیژن  و  دفع دی  اختلال    و 

  از اکسیژن    سازی آزاد    یا  توان انتقالکنند و یا  ایجاد می

می  به  خون کاهش  را  اثر    ،دهندبافت  آسیت  ایجاد  در 

اصلاح    شود بینی میپیشچه  آن  . (1387زاده  )حسندارند

بر  ر هزینههای سنتی بسیانژاد علیه این سندروم با روش 

های بسیار زیاد  به دلیل پیشرفتخواهد بود. خوشبختانه،  

-توالیهای  در حوزه ژنتیک مولکولی و توسعه تکنولوژی

ای بر  تحقیقات گسترده  ،یابی نسل آینده در حال حاضر

که یک صفت کاملا اقتصادی    روی صفاتی نظیر آسیت،

است.   شده  فراهم  نوکلئوتید  سطح  در  های  RNAاست، 

)طویل   از    ،  (1lncRNAغیرکدکننده  جدیدی  گروه 

RNA  درهای امروزه  که  هستند  مقیاس    غیرکدکننده 

گسترده این  ژنومی  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  ای 

گسترده  هامولکول وظایف  سازماندهی دارای  شامل  ای 

پروتئین،   ژن  سنتز  بیان  تنظیم  و  پروتئین  سنتز  تنظیم 

ونگ )   باشنددرسطوح رونویسی و پس از رونویسی می
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دهد که  نشان میعلمی زیادی  شواهد    (.2012و همکاران

بیان   با  اینترژنیک  غیرکدشونده RNA مناطق    های 

از  بیماری  طولانی استفاده  و  بوده  مرتبط  پیچیده  های 

RNA    نشانگر بعنوان  غیرکدکننده  تشخیص  های  در 

بود.   خواهد  مفید  دادهه  ببیماری  اینکه  واقعی  دلیل  های 

هایی در جمعیت و اندازه  ترنسکریپتوم دارای محدودیت

وان یک روش  توان از متاآنالیز به عنباشد، مینمونه می

کرد،   استفاده  کجایگزین  فرضیات چون  با  متاآنالیز  ه 

می با  مختلفی  مرتبط  مشکلات  از  وسیعی  سطح  تواند 

واعتبار خروجی و  تکرار کم را برطرف کرده و به دقت  

لی و   .(2008)راماسامی  افزایش دادها آزمایشهای یافته

با  lncRNAای  مطالعهدر    (2019)  همکاران مرتبط  های 

دادند. در    تحلیل قرار را مورد تجزیه و    کیفیت گوشت مرغ 

حال رشد   آن مطالعه که در دو مرحله از رشد مرغان )در

گرفت صورت  تخمگذاری(   lncRNAژن    186  دتعدا  ، و 

همکاران و  گوپتا  شدند.  شناسایی  افتراقی  بیان    دارای 

در ماکروفاژهای گاو در    lncRNA( پروفایل بیان  2019)

های  استفاده از دادهپاسخ به عفونت پاراتوبرکلوزیس با  

RNA-seq  تعداد   این تحقیق  مورد تجزیه قرار دادند. در  

ماکروفاژها شناسایی شد که    کاندید در   lnRNAتا    397

از  38 ب  تا  معنیآنها  کنترل  ع  دارطور  و  تنظیم  را  فونت 

)کردند.  می همکاران  و  ترنسکریپتومی  2021لیو  آنالیز   )

ها  جوجه  ماهیچه  را در طول رشدغیرکدکننده بلند  های  ژن

تا مرحله پس از جوجهاز مرحله جوجه کشی )یک  کشی 

دادند. در آن    مورد بررسی قرار  روزگی(  98روزگی تا  

از روز    mRNAژن    4282و    lncRNAژن    2858مطالعه  

روز   تا  جنینی  جوجه98اول  از  پس  طور  ام  به  کشی  

که   داد  نشان  مذکور  تحقیق  نتایج  بیان شدند.   متفاوت 

RNA  رو    بلند غیرکدکننده تنظیم  در  مهمی  نویسی  نقش 

ماهیچهژن رشد  جوجههای  در  اسکلتی  دارند.های    ها 

ژنهای   ،تاکنون بیان  بررسی  برای  جامعی  مطالعه 

غیرکدکننده در مرغان حساس و مقاوم به سندروم آسیت  

نشده   شناسایی  انجام  تحقیق  این  از  هدف  لذا   است. 

lncRNAدر و    چهار  جدید  قلب  کلیه،  کبد،  مهم  بافت 

نقش  برو   سرخرگ ششی که در ز علایم بیماری آسیت 

  های جدید و کشف شده lncRNA انجام متاآنالیز  دارند و 

 بود. افتراقی  با بیان  هایlncRNAشناسایی برای 

 

 ها و روش  مواد

-خانواده  RNA-seqهای  انجام این تحقیق از داده  بمنظور 

سویه تجاری آرین که در دوفاز تحت  پدری  ای ناتنی  ه

پرورش یافته بودند    زاشرایط نرمال و تحت شرایط تنش

 های بافتگان سالم و آسیت در دهای پرناستفاده شد. داده

کلیهقلب و  کبد  توسط حسن  ،  ترتیب  همکاران به  و   پور 

همکاران    ،1394 و  و  1398جباری  ملکشاهی  و 

بود جمع  1397همکارن شده  دادهه  ب.  آوری  های  علاوه، 

RNA-seq    مربوط به بافت سرخرگ ششی نیز از پایگاه

اخذ شد.  SRP06824  با شماره دسترسی    NCBIداده  

و کلیه، پرندگان نر و ماده به صورت    د برای بافتهای کب

آنالیز شدند. )  24  ، در کل  مجزا  برای هر    8نمونه  نمونه 

کدام    نمونه برای هر   کدام از بافتهای کلیه و کبد و چهار

ششی(   و سرخرگ  قلب  بافتهای  قرار  از  استفاده  مورد 

و  .  گرفت مقاوم  پرندگان  بین  ترنسکریپتومی  پروفایل 

  1در جدول    .قرار گرفت  مورد مقایسه  حساس به آسیت

مورد استفاده در    RNA-Seqهای  اطلاعات مربوط به داده

 مطالعه حاضر نشان داده شده است.
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Table1. Summary of information related to the RNA-Seq data used 

Tissue Refrence Type Of 

Test 

Number of sample used Sequencing 

platform 

Type of 

reads  

Heart ight 

ventricle 

Hasanpur 

(1394) 

Case-

control 

12 chickens were selected from each 

of the healthy and ascites groups (24 

chickens in total). An equal amount of 

RNA extracted from the tissue of the 

right ventricle of the heart of all six 

chickens (all male) was pooled 

together and four pooled samples (two 

replicates for the healthy group and 

two replicates for the diseased group) 

were created. 

Illumina 

Technology, 

BGI Co 

Paired-end 

 

Liver Jabbari-Ori 

et al., 

(1398) 

Case-

control 

16 chickens were selected from each 

of the healthy and ascites groups (32 

chickens in total). An equal amount of 

RNA extracted from the liver tissue of 

four chickens (two male and two 

female) was pooled together and eight 

pooled samples were created (four 

replicates for the healthy group and 

four replicates for the diseased group). 

Illumina 

Technology, 

Novogene 

Co 

 

Paird-end 

 

Kidney Malekshah

dehi et al., 

(1397) 

Case- 

control 

16 chickens were selected from each 

of the healthy and ascites groups (32 

chickens in total). An equal amount of 

RNA extracted from the kidney tissue 

of four chickens (two male and two 

female) was pooled together and eight 

pooled samples were created (four 

replicates for the healthy group and 

four replicates for the diseased group). 

Illumina 

Technology, 

Novogene 

Co 

Paird-end 

 

Pulmonary 

artery 

 

Yang et 

al., (2010) 

Case-

control 

6 chickens were selected from each of 

the healthy and ascites groups (12 

chickens in total). The appropriate 

amount of RNA extracted from the 

pulmonary artery tissue of three 

chickens (all male) was pooled 

together and four pooled samples (two 

replicates for the healthy group and 

two replicates for the diseased group) 

were created. 

Illumina 

Technology, 

Novogene 

Co 

Single-end 

 

 

 ژن آنالیز تفاوت بیان  مراحل

مطالعه حاضر نخست،  در  مرحله  عمومی در  آنالیز  یک   ،

کیفیت   نرمکنترل  از  استفاده    FastQCافزاربا 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/pr

ojects/fastqc)  عامل .0.11.2نسخه سیستم  تحت 

ها خوانش انجام شد که در آن کیفیت کلی میلیون  لینوکس

قرار گرفت پیش    .مورد بررسی  پردازش  در مرحله دوم 

ها برای حذف بازهای با کیفیت پایین و آداپتورها،  خوانش 

های منفرد، های ساخت کتابخانه حاصل از خوانشتوالی

استفاده شد. پس از    های میکروبیومو توالی  Aهای پلیدم

-ها، از نرمشناسایی مشکلات و معایب موجود در توالی

-تر خوانشبرای فیل  0.35نسخه    Trimmonomaticافزار  

استفاده شه نامطلوب  ژنوم  ای  سایت  د.  از  مرغ  رفرنس 

NCBI    نشانی به 

( gllus/dna/ftp://ftp.ensembl.org/pub/releas/fasta/

gallus/galgal5.dna.toplevel.fa.gz)  فایل    وGTF    از
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release79/gtf/gallus_gallu

s))  داده پایگاه  از  مرغ  به    درس آ  به   مربوط 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
ftp://ftp.ensembl.org/pub/releas/fasta/
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(http://asia.ensembl.org/info/data/ftp/index.htm  
   دریافت شد.

نمونه که فیلترهای کیفی    های مربوط به هرجفت خوانش 

ازرا   استفاده  با  بودند  کرده    HISAT2  افزارنرم  طی 

(http://ccb.jhu.edu/software/hisat2)    رفرنسنوم  ژبا 

 . ردیف شدندهم

  نمونه سپس به طور   تراز شده برای هرهای همخوانش 

نرم از  استفاده  با  و  به    StringTieافزارجداگانه 

http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/dl/stringtiادرس

e-2.2.1.tar.gz)    پس  .  بندی شدندها سرهمترنسکریپتبه

اتمام سرهم ایجاد  ها  بندی خوانشاز  ها، با  ترنسکریپتو 

نرم از  تمام  ترنسکریپت  StringTieافزار  استفاده  های 

ی واحدی ایجاد  ترنسکریپتها ادغام شد تا مجموعه  نهونم

ماهیت   شناسایی  برای  نرمترنسکریپتشود.  از  افزار  ها 

Cuffcompare فایل  و فایل رفرنس( دهی ژنوم مرغGTF  )

 استفاده شد.  

 جدیدطولانی های غیرکدکننده کشف و شناسایی ژن

های جدید در چهار بافت مذکور،  lncRNAبرای شناسایی  

از  ناشناخته  های  ترنسکریپت مورد    StringTieحاصل 

گرفت قرار  معیار  فیلتراسیون  از  استفاده  با  زیر  و  های 

 : حذف شدند

 o, u های    class codeهای دارای  انتخاب ترنسکریپت(1

,iوx  های با حروف  ) به ترتیب رونوشتi    ،بعنوان اینترونی

u    ،بعنوان بین ژنیo   های شناخته شانی با ژنوپبعنوان هم

شده رشته  های شناخته  ژن  پوشانی باهمعنوان  ب  x  شده و

هاهای  ترنسکریپت.  (مقابل دسته  به سایر  حذف    مربوط 

 .شدند

 .انتخاب شدند  FPKM>1های دارای ترنسکریپت(2

  200کوتاهتر از    ،یننو همچ  اگزونه  تک های  ترنسکریپت(3

  های چنداگزونی ترنسکریپتحذف شده و فقط    نوکلئوتید

   . نوکلئوتید نگه داشته شدند 200بزرگتراز  

 
 

کدکنندگی های  ترنسکریپت(4 پتانسیل  با  پروتئین    دارای 

از  ,CPC2, CNIT, PLEKهای  افزارنرم  استفاده 

FEELNC, PLIT حذف شدند.   ، شناسایی شده و سپس 

5) BLASTN   بر  های  ترنسکریپت  حذف   برای منطبق 

های   داده  پایگاه  در  موجود  ، Rfamترنسکریپتهای 

piRbase  ،miRbase    وNoncode     معنی   موارد انجام شد و

×E-value=1)  دار چنین دو آنالیز  هم  . حذف شدند  (10−3

BLASTx    وPfamsacan    داده پایگاه  روی  بر  ترتیب  به 

و    Pfam  و  UniprotKBهای   های  ترنسکریپتانجام شد 

ژن به  پروتئینهای  مربوط  شدند.  کدکننده  (  7  حذف 

از  با  مانده  باقیهای  ترنسکریپت   افزار نرماستفاده 

Transdecoder    برای داشتنORF300تر  طولانیهای بلند  

و   نوکلئوتید  که  آنه  بررسی شده    داشتند بلندتر  طول  ایی 

گردیدند  برای    RepeatMaskerافزار  نرماز    (8  .حذف 

حذف و  دارایترنسکریپت  شناسایی  های  توالی  های 

شد   تکراری استفاده  ماندهتوالی  .متعدد  جای  به  ه  ب  های 

-novel)جدید    lncRNAبالقوه  های  ترنسکریپتعنوان  

lncRNA ).معرفی شدند   

بین   همبیانی  و    lncRNAآنالیز  شده  شناسایی  جدید 

 ژنهای کدکننده مجاور

همجوار  ژن فاصلهموجود  های    هزار  ±50  در 

  همبستگی   شناسایی شده وها  lncRNA  از  نوکلئوتیدیباز

    بیان آنها مورد بررسی قرار گرفت.الگوی بین   پیرسون

 جدید   هایlncRNAمتاآنالیز بیان 

 metaRNASeqافزاری  بسته نرمبرای انجام متاآنالیز از  

 ها  P-valueروش ترکیب کردن  به  و    Rstudioدر محیط  

استفاده    روش براساس   همکاران   شد فیشر  و    )ماروت 

2015  .) 

 آنالیز هستی شناسی ژنهای همجوار  

عملکردیبرای   مولکولی بررسی  و  ساختاری  های  ژن  ، 

عملکردی   آنالیز  طریق  از  هدف     سایتاز  کاندیدای 

2DAVID .انجام شد 
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 نتایج و بحث

مستلزم   روش  این  در  ژن  بیان  اصولی  و  آنالیز صحیح 

هایی  ها با کیفیت نامطلوب و حذف خوانشخوانشپیرایش  

اطلا نمیعکه  به دست  مفیدی  بدهند، میات  طور  ه  باشد. 

یابی مناسب بود و  های حاصل از توالیکلی کیفیت خوانش

بالای   شده  خوانده  بازهای  کیفیت  )احتمال    25متوسط 

 بازی( بود.   150خوانش   4وجود یک باز اشتباه در هر 

سختاز    بعد بسیار  معیارهای  با  دادهپیرایش  ها گیرانه، 

اطلاعات آماری   2وارد مراحل بعدی آنالیز شدند. جدول  

ها قبل از پیرایش و بعد از پیرایش را نشان مربوط به نمونه

 . دهدمی

 

Table 2- Statistical information of readings for each sample before and after pre-processing 

Tissue sample 

Sample 

specifications 

(biological 

replication) 

Number 

of raw 

reading 

Length of 

each 

raw(open) 

read 

The 

number 

of reading 

after 

trimming 

Length 

of each 

read 

after 

trimming 

The 

percentage 

of 

trimmed 

reads 

Liver(female) RA Healthy female1 20977690 150 17534144 140 83.58 

 RB Healthy female2 25244062 150 19157986 140 75.79 

 RE Ascites female1 25755634 150 21584522 140 83.81 

 RF Ascites female2 23661938 150 17417203 140 84.11 

Liver(male) RC Healthy male1 23661938 150 19648578 140 83.04 

 RD Healthy male2 21236809 150 17664167 140 83.22 

 RG Ascites male1 22959272 150 19280568 140 83.89 

  RH Ascites male2 23599115 150 19949382 140 84.53 

  As-1 Ascites male1 25389617 100 24992539 180 98.43 

 As-2 Ascites male2 25380387 100 25061262 180 98.74 

Right ventricle 

of the heart 
He-1 Healthy male1 25367470 

100 
25061262 180 98.89 

 He-2 Healthy male2 25364938 100 25070763 180 98.84 

 N1 Healthy male1 13172095    50 12804234 40 98.21  

pulmonary 

artery 
N2 Healthy male2 15908860 50 15533762 40 97.64 

 D1 Ascites male1 13919353 50 15533762 40 99.10 

 D2 
Ascites male2 

13992954 50 13613664 40 97.29 

Kidney(female) HA healthy female1 23873210 150 22941001 140 96.09 

 HB healthy female2 21828930 150 20146341 140 92.29 

 HE Ascites female1 21841017 150 20959656 140 95.96 

 HF Ascites female2 24083126 150 22995329 140 95.48 

Kidney(male) HC Healthy male1 25821102 !50 24651459 140 95.47 

 HD Healthy male2 21519315 150 23421951 140 94.36 

 HG Ascites male1 23111009 150 21873949 140 94.64 

 HH Ascites male2 20996784 150 19825013 140 94.41 

نرم از  استفاده  از    90حدود    Hisat2افزار  با  درصد 

یابی شدند که بیانگر  ها بر روی ژنوم مرغ نقشهخوانش

ها بسیار مطلوب بوده و با حداقل  ست که کیفیت خوانشاین

در مرحله بعدی و با استفاده از    اند.یابی شدهخطا توالی

حاشیه  Cuffdiffو    Stringtieافزار  نرم فایل  نویسی  و 

  نشان داد  RNA-seqهای  مرغ، تجزیه و تحلیل داده ژنوم  

کدکننده پروتئین و    ترنسکریپت  28344    در مجموع  که

شش مجموعه داده  در    شناخته شده  lncRNAتا    5453

شدهدر بیان  درگیر  شناسایی بافتهای  برای  اند. 

lncRNA  های جدید معیارهای مختلفی درنظر گرفته شد

ترنسکریپت حذف  تا  کدکنندگی  بالای  پتانسیل  با  های 

شناسایی    گردند. در  قدم  جدید    lncRNAاولین  های 



 38                                                                                                                     طیوردر مرتبط با سندرم آسیتغیرکدکننده  هاي ژنبررسی 

با   بود که xوu,i,oهای دارای کدهای انتخاب ترنسکریپت

نرم از  در    Coffcompareافزاراستفاده 

   u=1709وuiox=3372   ( o= 638 , x= 622, i=403مجموع

شدند.   انتخاب  انجام  ترنسکریپت  از  بر  بعد  فیلتراسیون 

نمونه،    FPKM>1حسب   دو  در    عدد   4455حداقل 

فقط   تا  شدند  بعد  مرحله  وارد  و  انتخاب  ترنسکریپت 

که  ترنسکریپت بمانند  باقی  چنداگزون  عدد    3169های 

.  ندباقی ماند  FPKM>1ترنسکریپت چنداگزون و دارای  

بالای   ترنسکریپتهای  بعد  مرحله  که    200در  نوکئوتید 

 ,CPC2, CNIT, PLEK, FEELNCهای  افزارتوسط نرم

PLIT    رکدکننده شناخته شده بودند  ی غترنسکریپت  بعنوان

انتخاب و بقیه حذف شدند. این مرحله با سختگیری بالایی  

حتی اگر یک ترنسکریپت در یک نرم افزار کد    .انجام شد

غیرکدکنک بقیه  در  و  شده  ده  نننده  حذف  شناسایی  بود 

به عنوان ژن  عدد ترنسکریپت    1075گردید. در مجموع  

ماندغیرکد باقی  مندکننده  در  فیلتراسیون  .  بعدی  رحله 

دادهبراساس   مختلفپایگاه   ,miRbase)  های 

piRbase,Pfam, UniprutKB, noncode, Rfam  )  با و

انجام گرفت که    Pfamscanو    Blastn  ،  Blastxاستفاده از  

ترنسکریپت    448و454،  648،  707،  755،  884به ترتیب  

ماند  هرآخر  در   باقی  حذف    ند.فیلتراسیون  بعداز 

با    نوکلئوتید  300بزرگتر از  ORFهای دارای  ترنسکریپت

از افزار   استفاده    عدد 273تعداد    TransDecoder  نرم 

نرم وارد  و    RepeatMaskerافزار  ترنسکریپت  شدند 

آ فیلتراسیون درمرحله  به    188تعداد    خر  ترنسکریپت 

شدند.  lncRNAعنوان   شناسایی  و  کشف  سطح   جدید 

های شناخته شده  lncRNAجدید،    lncRNAبیان و طول  

نشان داده    1  کدکننده پروتئین در شکل  هایترنسکریپتو  

مربوط    تعداد اگزوننیز   C گراف  1  شده است. در شکل 

  .به سه نوع ترنسکریپت ذکر شده نشان داده شده است

می  همانطورکه ژنمشاهده  اگزون  تعداد  های  شود 

از پروتئین  اگزون  60تا  2کدکننده  تعداد  -novel و 

lncRNA  غیرکدکننده  های  بود که به ترنسکریپت  5تا    2از

 .بیشتری داشت شناخته شده مشابهت بلند

 
 
Figure 1. Features and specifications of novel LncRNA, known LncRNAs and protein coding genes. Figure A. 

Expression level (log10 FPKMs), Figure B shows the length and Figure C shows the number of new LncRNA 

exons, known LncRNAs and protein coding genes 
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کشف    و  شناسایی  از  تمامی  lncRNAبعد  جدید،  های 

ژن  هاییژن همسایگی  در  بودند  که  غیرکدکننده  های 

 باز  ±50شناسایی شدند، ولی فقط آنهایی که در فاصله  

نده نزدیک بودند مورد  های غیرکدکنو بیشتر به ژن  بودند 

گرفتند.  قرار  ژن    689با  lncRNA  تا160  تعداد   بررسی 

های lncRNAپیرسون بین بیان    همبستگیهمجوار بودند.  

ژن    17  تعداد   .محاسبه شد  جوارهای همژن  جدید و همه

  90دارای همبستگی بالای  جدید    lncRNA  تا13با  همجوار

این    د بودرصد   از  مشخصات   ژن   6ژن،    17که   دارای 

ژن همجوار    6بررسی این    ولی بقیه ناشناخته بودند.کامل  

بافت    درتا از آنها    4نشان داد که    شش مجموعه داده در  

آسیتی بیان افتراقی  بین پرندگان سالم و    سرخرگ ششی

دار  های همجوار معنیها بیان ژندر سایر بافت  داشتند.

از    نبود.  میکروآرنا    6یکی  یک  با  ذکرشده  همجوار  ژن 

بود و در جدول   میکروآرنا    3همپوشان  همان  اسم  نیز 

که در مراحل  تشکیل کتابخانه ذکر شده است. به دلیل این

-حذف می های کوچکRNAبرای انجام توالی یابی همه 

فقط  ش و  پلی  RNAوند  دم  می  Aهای واجد  -نگهداری 

نمیش لذا  بودن  وند،  همپوشان  که  شد  متصور  توان 

لوکوس مزبور با میکروآرنا به مفهوم بیان شدن آن ژن  

مفهوم   به  صرفا  زیاد  احتمال  به  بلکه  باشد.  میکروآرنا 

همپوشان بودن ژن کدکننده ناشناخته با ژن میکروآرنای  

دارای  های    lncRNAاسامی    3جدول  بوده است.مزبور  

نشان در بافت ریه  را    90%همجوار با همبستگی بالای    ژن

می  دهد.می مشاهده  که  طور  تا    4شود همان 

lncRNA  های جدید هرکدام بیش از یک ژن همجوار را

در  اهمیت نقش تنظیمی آنها    د توانکنند و این میکنترل می

 دهد.  همجوار را نشان های کدکننده بیان ژن
 

Table3. lncRNA names have neighbor genes with high correlation of %90 in pulmonary artery tissue 
Significant in 

pulmonary 

artery tissue 

Adjusted P-

value 

Gene names Correlation 

coefficient 
 

Neighboring 

gene 

 

Novel lncRNA 

 * 0.0029 MIGA1 0.9 MSTRG.18409 MSTRG.18408 

 * 0.00035 - 0.92 MSTRG.18407 MSTRG.18408 

- 1 - 0.92 MSTRG.2147 MSTRG.2137 

- 0.63775 - 0.9 MSTRG.2139 MSTRG.2137 

- 0.22 gga-mir-1705 0.95 MSTRG.6077 MSTRG.6073 

 * 0.0005 PTGS1 0.99 MSTRG.6072 MSTRG.6073 

- 1 - 0.94 MSTRG.12435 MSTRG.12436 

- 1 - 0.91 MSTRG.12537 MSTRG.12436 

- 1 - 0.91 MSTRG.5720 MSTRG.5721 

- 1 - 0.91 MSTRG.4305 MSTRG.4298 

- 1 - 0.92 MSTRG.19471 MSTRG.19485 

- 0.2066 MEIS2 0.93 MSTRG.16209 MSTRG.16208 

- 0.5894 - 0.94 MSTRG.8960 MSTRG.8958 

* 0.0005 FBXL22 0.94 MSTRG.3008 MSTRG.3007 

- 1 - 0.95 MSTRG.19490 MSTRG.19485 

- 1 - 0.95 MSTRG.16733 MSTRG.16727 

- 1 EHD4 0.99 MSTRG.16080 MSTRG.16079 

 * Significant at level (0/05) 
 

 بررسی تفاوت بیان ژن 

مجموعه داده مختلف    6آنالیز افتراقی مجزا برای    6تعداد  

با توجه به اینکه مطالعه حاضر دو تیمار اصلی  انجام شد.  

به صورت  سالم و آسیتی داشت، آنالیز تفاوت بیان ژن  

 های  پرندهبا های سالم مقایسه پرنده

شدآسیتی   در شکلهمان.  انجام  که  داده    2  طور  نشان 

های با بیان متفاوت در هر یک از مجموعه  شده است، ژن

داری معنیبا در نظر گرفتن آستانه  RNA-Seqهای  داده

05/0 Adjusted-p-value <  1و log2-Fold change > 

ژن  شدند.  شناسایی اسم  معنیدرهرشکل  در  های  دار 

هربافت گزارش شده است. 
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Figure 2- Volcano plots related to the differential expression of genes in healthy and ascites chickens. A 

pulmonary artery tissue, B heart tissue, C liver tissue of female chickens, D liver tissue of male chickens, E 

kidney tissue of female chickens and F kidney tissue of male chickens. Red points have up-regulated expression, 

blue points have down-regulated expression, and gray points have similar expression. The names of the 

important genes identified in each tissue are indicated on the figures 

 

 یز المتاآن

متا با  روش  بررسی    ادغامآنالیز  از  حاصل  نتایج 

یک   هر  ترنسکریپتوم  مورد  بافتاز  اختصاصی  های 

ها دارای اعتبار  مطالعه  نسبت به آنالیزهای انفرادی داده

می شناسایی  بالایی  از  پس  جدید،    هایlncRNA باشد. 

نرم    188تعداد   از  متاآنالیز شد و  وارد  ژن غیرکدکننده 

روش  meta-RNA-seqافزار   بر    p-valueادغام    و  ها 

فیشر   روش  شد.  اساس    lncRNA  عدد 9تعداد  استفاده 

A B 

C D 

E 
F 
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)که  معنی شد(    meta-lncRNAدار  خواهند  خوانده 

 در   .(4شناسایی شد )جدول  

نیز بررسی    meta-lncRNA های همجوار این  ژن  ،ادامه

شده  های  Meta-lncRNA  شد. ژن    53دارای  شناسایی 

که    همجوار اطلاعات نها  آاز    مورد   33بودند  دارای 

از  16و  بود  انوتیشن   حداقل دریک مجموعه    آنها  مورد 

  4  جدول در  . بودند  دارو معنی  P-value<0.05داده دارای  

جدید دارای بیان افتراقی گزارش شده    lncRNAهای  ژن

-را نشان می  دارمعنیهای همجوارژن  5  جدولو  است  

های  داری برای انتخاب ژندر این نتایج آستانه معنی هد.  د

انتخاب   FDR adjusted P-value < 0.05با بیان متفاوت

.شد
 

Table 4- New lncRNAs with significant differential expression between healthy and ascites chickens from meta-

analysis of six RNA-seq datasets. 

P-value Genomic location Meta-lncRNA 

0.0116 1:89929468-89933791 MSTRG.1555.1 

0.0091 7:1795995-17962275 MSTRG.17731.1 

0.0165 1:1949921492-194935562 MSTRG.2763.1 

0.04 17:9070661-90711276 MSTRG.6073.1 

0.002 2:97258480-97270754 MSTRG.8142.1 

0.0101 2:115276415-115280420 MSTRG.8369.1 

0.0339 20:119966894-119971658 MSTRG.8422.1 

0.0004 20:6465938-6470536 MSTRG.8958.1 

0.0128 22:71575-72238 MSTRG.9509.1 

 
Table 5-Name,p-value and location of neighbor genes in meta-lncRNAs that were significant in at least one data 

set.   

Name of significant tissue P-value  Gene name Genomic location Neighbor gene 

pulmonary artery 0.00005  CD200 1:89972836-89986926 MSTRG.1558 

pulmonary artery 0.0002  SLC25A12 7:17886473-17959918 MSTRG.17729 

pulmonary artery 0.0038  HAT1 7:17886473-17959918 MSTRG.17730 

pulmonary artery, 

male and female kidney 

0.00005  CYBRD1 7:18009895-18018295 MSTRG.17734 

male and female kidney 0.0028  TSKU 1:194858471-194874960 MSTRG.2762 

pulmonary artery 0.00027  PTGS1 17:9061883-9070028 MSTRG.6072 

Male kidney 0.00055  RABGAP1 17:9107719-9178650 MSTRG.6079 

pulmonary artery, male kidney 0.00721  PRELID3A 2:97199689-97210085 MSTRG.8139 

Male kidney 0.00335  AFG3L2 2:97210206-97233990 MSTRG.8140 

Male kidney, male liver 0.0  TUBB6 1:89972836-89986926 MSTRG.8141 

pulmonary artery, heart 0.00074  CIDEA 2:97258480-97270754 MSTRG.8143 

pulmonary artery, male kidney 0.00027  IMPA2 2:97288556-97308603 MSTRG.8144 

pulmonary artery 0.041  MPPE1 2:97308614-97516665 MSTRG.8145 

pulmonary artery 0.00027  CSE1L 20:6401874-6424447 MSTRG.8956 

pulmonary artery 0.0079  STAU1 20:6430020-6463664 MSTRG.8957 

pulmonary artery 0.01035  REEP4 22:69105-71510 MSTRG.9508 

-های مجاور با بیان معنیشناسی ژنبررسی ریشه

 ها  meta-lncRNAریدا

روش از  بسیار  یکی  گروههای  تعیین  در  های  مهم 

کارکردی یک مجموعه ژنی )با بیان مشابه( انجام آنالیز  

میریشه ژن  آنالیز شناسی  حاضر  مطالعه  در  باشد. 

داده  ریشه پایگاه  از  استفاده  با  برای    DAVIDشناسی 

ژن مجاور  همه  شده  های  پروسه  شناخته  رویه  در سه 

مورد آنالیز  بیولوژیکی، اجزا سلولی و عملکرد مولکولی  

شناسی با سطح های ریشهقرار گرفتند. در هر رویه گروه 

است.    > 05/0P-valueداری  معنی شده  نتایج  گزارش 

بیولوژیکیریشه پروسه  مول  شناسی  عملکرد  به    کولیو 

متابولیکی   مسیرهای  جدول  KEGGهمراه  شان ن  6  در 

.داده شده است
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Table 6- gene ontology results of neighbor genes of meta-LncRNAs 

Gene P-value % Count Term Category 

SFTPC 

 
0.023 6.1 2 

Respiratory gaseous exchange 

 
GO-BP 

LHX6, TCF24, ZBTB26 0.03 9.1 3 
RNA-polymerase II regulatory region 

sequence-specific DNA-binding 
GO-MF 

 

COPS5, LHX6, 

CYBRD1, IMPA2, 

PTGS1, TUB6 

 

0.068   18.2 3 Metal ion binding GO-MF 

CSE1L, DYNC1I2, 

TUBB6 
0.028 9.1 3 Salmonella infection 

KEGG-

PATHWAY 

 

نتایج می DAVID بررسی  ژننشان  که    همجوار  دهد 

فر  C  (SFTPC)سورفاکتانت بیولوژیکی  آدر  تبادل  یند 

-دستورالعمل  SFTPCژن    دار است.معنیگازهای تنفسی  

سورفاکتانت ه نام  به  پروتئینی  ساخت  برای  را  ایی 

می  Cپروتئین   چهار ارائه  از  یکی  پروتئین  این  دهد. 

  شود( دریک ژن متفاوت تولید می  کدام از  )هر  پروتئین 

ها( خاص)فسفولیپیدهای  سورفاکتانت، مخلوطی از چربی

نوع    های آلوئولارهایی است که توسط سلولو پروتئین

می تشکیل  باعث   شونددوم  سطحی  کشش  کاهش  با  و 

دم   هنگام  آلوئولها  اتساع  ریه    در سهولت  و    شده بافت 

از آنجایی که این ژن همجواربا    .ندنکتنفس را آسان می

معنیمتاژن ارتباط  غیرکدکننده  داردهای  ان  تومی  ،دار 

وی بیان این ژن دخیل  برر  ها  lncRNAنتیجه گرفت که  

در عمل تنفس، در هنگام بروز بیماری آسیت اثرتنظیمی  

ژن سیتوکروم    CYBRD1دارند.  خانواده  از  عضوی 

b561)  یک پروتئین تنظیم شده با آهن  کدکننده  ( است که

شود بیان این  مشاهده می  5جدول  همانطور که در.است.  

بافت   در  معنیژن  کلیه  و  ششی   باشد. میدارسرخرگ 

با    TUB6دهد که که بیان ژن  بررسی تحقیقات نشان می

-یابد که این میکاهش دما و استرس سرمایی کاهش می

تواند با بیماری آسیت در ارتباط باشد، بدین گونه که ژن  

TUB6  ن در  یکند و این پروتئپروتئین توبولین را کد می

نقساختارمیکروتوبول دارد.  ها  درش  پرندگان    وقتی 

می قرار  سرمایی  استرس  میکروتوبولمعرض  ها  گیرند 

می ناپدید  دارند،  دخالت  میتوز  درتقسیم  این  .  شوندکه 

هانتوانند تقسیم میتوزرا انجام داده  شود سلولباعث می

ها نتوانند ترمیم  و بدنبال آن سلولهای آسیب دیده بافت

توان نتیجه گرفت که  اساس این نتایج می  پس بر شوند.  

را تحت  بیان ژن    بلندغیرکدکننده  های  ژن کدکننده  های 

می  تاثیر ژن  دهند. قرار  شناسی  هستی  نتایج    بررسی 

PTGS1می در نشان  ژن  این  که  بیولوژیکی    دهد  فرایند 

پروستوگلاندین، پاسخ التهابی، پاسخ به استرس    بیوسنتز 

تنظیم فشارخون،   مسیرسیکلواکسیژنازدخیل  اکسیداتیو، 

م،  در اتصال به هِ  UP-KW-LIGANDمسیر  باشد. درمی

دهد  های فلزی دخیل است. این نتایج نشان میاهن و یون

ژن   بیان  با  lncRNAتوسط    PTGS1که  مرتبط  های 

می قرار  تاثیر  تحت  آسیت  بروز  سندرم  هنگام  و  گیرد 

آسیت،   ژن  lncRNAسندرم  این  بیان  سبب  کدکننده  ها 

های مربوطه  نیئو این ژن با تولید پروت  شوند ن مییئپروت

اندام میبه  درگیرکمک  سندرم  های  این  عوارض  تا  کند 

ای برنقش  ( درمطالعه2022) و همکاران و لی  کاهش بیاید.

lncRNA    های جنین جوجهروی رشد عضله اسکلتی پای 

ژن غیرکننده جدید کشف و شناسایی   874  کوه شیکاگو،

ها  کردند که الگوی بیان ژن روز دوازدهم در بین جوجه

-در بیان ژنlncRNAمتفاوت بود. به همین دلیل به نقش  

نشان داد   ی آنهاهاررسیبنتایج  .ای روز دوازدهم پرداختنده

نقش مهمی در رشد عضله پا      بلند غیرکدکننده  های  ژنکه  

تری به صورت  دارند و پیشنهاد کردند که تحقیقات بیش

 مولکولی انجام بگیرد.  



 1403سال /2شماره  34هاي علوم دامی/ جلد پژوهش                                                                                      و همکاران آقازاده بوکت      43

همکاران  ایژ مطالعه  (2021)  و  مرغان در  برروی  ای 

هفته در  نقشگاش  و  رشد  مختلف  در    lncRNA های 

شکم   چربی  بافت  جدید   3827تشکیل  غیرکدکننده  ژن 

ها نشان داد  بررسی هستی شناسی ژن  شناسایی کردند.

در  lncRNAکه   مهمی  تنظیمی  لیپید،  نقش  متابولیسم 

سلول تمایز  و  ایفاتکثیر  چربی  و    چِن  کنند.می  ءهای 

  های دخیل در ای برروی ژنمطالعه  ( در2019همکاران )

تشکیل چربی برروی پرده ادیپوسیت شکم برروی مرغ  

های غیرکدککنده را بررسی کردند و    RNAنقش تنظیمی  

که   کردند  تشکیل  lncRNAمشاهده  در  مهمی  نقش  ها 

تینگ    یت و تشکیل چربی برروی آن دارند.پرده آدیپوس

)تینگ   همکاران  را  2012و  تحقیقی  طول    ارتباط  ر د(  با 

  lncRNAتا    281مرغ انجام دادند و  رشد ماهیچه اسکلتی  

کردند. کشف  همکاران  جدید  و  در  (  1398)  آلبوشکه 

عضله اسکلتی مرغان بومی اصفهان و  ای بر روی  مطالعه

های  lncRNAتا 128و143جوجه تجاری راس به ترتیب  

کردند.   شناسایی  و  کشف  اینترونی  و  ژنی  بین  جدید 

جایگاه ژنی  بررسی  بیlncRNA های  با  تفاوت ان  های 

ژنمعنی این  که  داد  نشان  مجاور  دار  در  ژن    45ها 

داشتند. قرار  پروتئینی  از    رمزکننده  حاصل   آن نتایج 

های شناسایی شده احتمالا  lncRNAپژوهش نشان داد، 

های درگیر دررشد عضله اسکلتی را داشته  پتانسیل ژن

تفاوت درسرعت رشد مشاهده شده توانند بخشی از  و می

   دونژاد مرغ مورد بررسی را توجیه کنند.بین 

 

 گیری کلی نتیجه

شناسایی   ضمن  حاضر  جدید  lncRNAپژوهش  های 

در  درچهار درگیر  عملکرد   بافت  آسیت،     سندرم 

lncRNAو    شناسایی کرد  را  مرغان مبتلا به آسیت  ها در

lncRNAبه خوبی قادر به شناسایی    RNA-seq  نشان داد

-قابل توجهی درتنظیم بیان ژنها نیز نقش و آناست  اه

هم ضمن    lncRNAهای  مولکولدارند.  جوارشان  های 

میاین دهنده که  آگاهی  پیش  عامل  یک  عنوان  به  توانند 

در باشند.  آسیت  تشخیص  ن  برای  دام  ژاصلاح  و  اد 

ها بهره برد.  توان ازآننیز به عنوان یک بیومارکر میطیور

-دارای تفاوت معنیهایی که  lncRNA   شودپیش بینی می

گروه سالم و آسیت هستند با احتمال زیاد با    دو  در  ارد

 مسیرهای ضروری با سندرم آسیت مرتبط باشند.  
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