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 چکیده
 برمنفی  گذاریدلیل اثره دهد و بپس از زایمان رخ می نخست ةچند هفتشیری پرتولید در  گاوهای در (NEB) تعادل منفی انرژی

ن در ای مؤثردارد. بنابراین، شناسایی هر چه بهتر سازوکارهای تنظیمی های گاو شیری در گله اهمیت اقتصادی زیادی باروری و سلامتی

، NEBاهمیت  رغم بهها هستند. NEB ،miRNAدر  مؤثرتنظیمی  های عاملاهمیت دارد. یکی از  (متابولیکیوسازی ) سوختاختلال 

مربوط به بافت  miRNA-seqهای داده بررسیاند. در این شناخته نشده یخوب بهها در این دوره miRNAسازوکارهای تنظیمی مربوط به 

ها و ایزومیرهای جدید miRNAبرای شناسایی  NCBIبانک اطلاعاتی  GEOموجود در بخش کبد هشت گاو شیری هلشتاین 

جدید بدون  miRNA 161ند، و اشتها ددر دیگر گونه (همولوگهمتا )جدید که ژن  miRNA 211شدند. در مجموع،  وتحلیل تجزیه

 مسیرهای زیستی )بیولوژیکی( ها دراین ژن نشان داد،شده  های شناساییmiRNAهای هدف ژنعملکرد شناسایی شد. بررسی  همتا

شد.  گاو گزارش (ژنوم) ژنگان بار در نخستینجدید برای  *miRNA 11ایزومیر و  116 افزون بر این. نقش دارند NEBمرتبط با 

 کند. فراهم می NEBها در miRNAدرک بهتر نقش تنظیمی  برایاطلاعات جدیدی  بررسیاز این  آمده دست به های یافته
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ABSTRACT 
Negative energy balance (NEB) occurs in high-producing dairy cows in first few weeks after parturition, that energy 

demand for maintenance and milk production exceeds the dietary energy intake. NEB has a considerable economic 

importance due to negative effect on health and fertility in dairy herds, therefore, the identification of its effective 

regulatory mechanism is important. miRNAs are one of these effective regulatory factors in NEB. Despite of the 

importance of NEB, the regulatory mechanisms related to miRNAs has not been well documented. In this study 

miRNA-seq data from liver tissue of eight Holstein dairy cows were analyzed to identify new miRNAs and isomirs. 

All data have been achieved from GEO in NCBI database. A total of 291 new miRNAs with homologous gene in 

other species were identified. Moreover, 164 new miRNAs without homologous were identified. Investigation of 

target genes of these miRNAs lead to identify biological paths related to NEB. Also 466 new isomiR and 95 new 

miRNA* were detected for the first time in cow genome. The results of the current study provide new information for 

better understanding of the regulatory roles of miRNAs in NEB.   
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 مقدمه

های گذشته، در دههگاوهای شیری در انتخاب ژنتیکی 

پس از  ةردر دوباعث افزایش تولید شیر شده است. 

 زایش انرژی مورد نیاز برای نگهداری دام و شیردهی از

خوراک بیشتر است که موجب  از طریقدریافتی انرژی 

 Wathes)شود ( میNBE) 5ایجاد تعادل منفی انرژی

et al., 2009) وسازی  سوخت. این ناهنجاری

 شایان یرتأثبر باروری و سلامت حیوان  (متابولیکی)

باعث  NEB ،دهدها نشان میتوجهی دارد. گزارش

باروری و کاهش  تخمدانی، کاهش نرخ ةتغییر در چرخ

 & Lucy, 2006 Diskin) شودجنین میمانی نرخ زنده

Morris, 2008; aFatima et al., 2014). وجود  رغم به

راهکارهای مختلف مانند مدیریت تغذیه و افزودن 

، NBEهای غذایی، برای جلوگیری از ناهنجاری مکمل

منفی در سلامت و باروری  یرتأثاین ناهنجاری به دلیل 

حیوان، اهمیت زیادی در اقتصاد صنعت گاو شیری 

همانند دیگر . (McCabe et al., 2012)دارد 

پستان و کتوز(، )مانند ورم وسازی سوخت های اختلال

ها ژن ةکنند تنظیم های عاملسازوکارهای ژنتیکی و 

 ةهای غیررمزکنندRNAرونویسی و  یها عامل)مانند 

تنظیمی( نقش مهمی در بروز این ناهنجاری ایفا 

و با توجه به  پایهبر همین  (Li et al., 2015). کنندمی

دی به بررسی چن های بررسیاهمیت این موضوع، 

اند که پرداخته NEBهای تنظیمی درک سازوکار

 RT-PCR (Fenwick etمانند هایی روش به توانمی

al., 2008)ریزآرایه ، (McCarthy et al., 2010; Loor 

et al., 2007)  وRNA-Seq (McCabe et al., 2012) 

 کرد. اشاره

 پایةهای زنده، بر یاخته در وساز سوخت ازآنجاکه

ها مانند از مولکول واکنش شیمیایی بین انواع متنوعی

تنظیم های کوچک و متابولیت DNA ،RNAپروتئین، 

پیچیده نیازمند  ای یاخته، موجودات چندشودمی

 ,Phillips)تنظیم زمانی و مکانی بیان ژن هستند 

از رونویسی، پیش دی چن. بیان ژن در سطوح (2008

شود. از شناسایی قابلیت تنظیم می ازآن پسدر طول و 

بیشتر  ،های غیررمزشوندهRNAتنظیم بیان ژن توسط 

                                                                               
1. Negative Energy Balance 

، اما (Clemens et al., 2000)گذرد سال می 51از 

قرار گرفته  بیشتر به تازگی مورد توجه ها آناهمیت 

 (ژنوم) ژنگان درصد 35اخیر،  یها گزارش بنا براست. 

 یستناما بدون عملکرد  رمزکننده هست،انسان غیر

(IUM, 2012) .شکل  ینتر فراوانRNA  کوچک

miRNA یاختهشده در  یافت
 ,Mehta) نام دارد 2

های نوکلئوتیدی ، توالیmiRNAهای ژن .(2014

های بازی هستند که از بخش 25-21کوچک 

 ,Bartel) شوندرونویسی می DNAرمزکنندة غیر

  miRNAلیه رونوشت او ،اول ة. در مرحل(2004

(pri-miRNA
 IIمراز پلی RNA اب ژنگانی DNA( از 9

آنزیم  ،شود. اندکی پس از رونویسیرونویسی می

حلقه  -ساز ساقهرا به یک پیش pri-miRNA، 7دروشا

pre-miRNA) تر کوچکنوکلئوتیدی  47
( برش 1

 وارد ساز، این پیشسپس .(Mehta, 2014)دهد می

 صورت به 6آنزیم دایسر توسطشده و  سیتوپلاسم

درآمده و یکی  *miRNA:miRNAای ساختار دورشته

 بامجموعه پروتئینی ها به کمک یک از این رشته

RISCعنوان 
های هدف بالغ ژن miRNA صورت به 4

خود را ایفا تنظیمی خود را شناسایی و عملکرد 

، بیان بیش از هاmiRNAشود که می برآوردکند. می

پروتئین پستانداران را  ةهای کدکننددرصد ژن 67

و با بسیاری  (Friedman et al., 2009)کنند تنظیم می

های اهلی مرتبط مهم اقتصادی در دام های ویژگیاز 

  .(Fatima & Morris, 2013)هستند 

در  miRNA ةبر نقش گسترده و پیچید افزون

تنظیمی نیز  های عاملهر روز بر پیچیدگی این  یاخته

تصور اولیه که از  رغم به ،مثال عنوان بهشود. افزوده می

ها تنها یکی از رشته سیتوپلاسمدر  pre-miRNAهر 

کند، شواهد اخیر بالغ فعالیت می miRNA عنوان به

 عنوان بهتوانند ه میدهد که هر دو رشتنشان می

miRNA  .ها یکی از رشته وجود ینباابالغ فعالیت کنند

( has-let-7cمثال  عنوان به) غالب miRNA عنوان به

                                                                               
2. Micro RNA 

3. Primary miRNA 

4.Drosha 

5. Precursor miRNA 

6. Dicer 

7. RNA-induced silencing complex   
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 *miRNAعنوان  بادیگر  رشتةو کند فعالیت می

و با فراوانی کمتر فعالیت ( *has-let-7cمثال  عنوان به)

نکته که . با توجه به این تنظیمی خواهد داشت

miRNA  وmiRNA* ند، دار یمتفاوتهای توالی

مورد متفاوتی را  ةهای کدشوندRNA ةبنابراین مجموع

 ,.Bortoluzzi et al)دهند قرار می تنظیمی هدف

ساز از پیش miRNA رشتةبنابراین هر دو  .(2012

 طور بهو در یاخته وجود داشته توانند میاولیه 

غالب  *miRNAباشند، اما گاهی شکل  مؤثرعملکردی 

 ةبا مجموع miRNAشود. این دو شکل می

mRNA های کدشونده هدف متفاوتی مرتبط هستند و

را تنظیم  یاختههای فعالیت یفرد منحصربه صورت به

 . (Bortoluzzi et al., 2012)ند کنمی

اند که اخیر نشان داده های بررسیبر این،  افزون

 1'و  9'در هر دو سمت  چندشکلی تک نوکلئوتیدی

ای از ژن(، طیف گسترده رونبالغ )و د miRNAتوالی 

ایجاد  miRNAها را برای هر (ایزوفرمجور ) همانواع 

 ,.Li et al) هستند 5عنوان ایزومیر باکند که می

توانند ها میmiRNA. به عبارت دیگر (2010

 عنوان بهپس از رونویسی نشان دهند.  ها پذیریتغییر

ممکن است ها miRNA 9'در انتهای ها حذفمثال 

را تغییر دهد  miRNAاتصال  ةاختصاصی بودن ناحی

(Lawless et al., 2013) . درنتیجه یکmiRNA  بالغ

های یک یا چند نوکلئوتیدی تواند با تفاوتمی

های مختلفی را هدف ایزومیرهای متفاوتی ایجاد و ژن

. (Fernandez-Valverde et al., 2010)قرار دهد 

در تولید ایزومیرها و ارتباط  مؤثرهای بنابراین سازوکار

شان، پیچیدگی سازوکارهای (بیولوژیکیزیستی )

را  miRNA ةواسط هب mRNAمولکولی مرتبط با بیان 

گزارش  .(Timoneda et al., 2013)دهد می افزایش

)از دروروفیلا ملانوگاستر تا  ها در حیوانشده است که 

 ثابت miRNAهای بالغ انسان( و گیاهان، توالی

ها با طول متنوع )تغییر miRNAمخلوطی از نیستند و 

 رونو یا د ’5، ’3ها شامل تغییر باز در سمت در توالی

miRNA )ند که در مجموع ایزمیرها نامیده دار

. (Fernandez-Valverde et al., 2010) شوند می

                                                                               
1. Isomir 

که اگرچه ایزومیرها الگوهای گزارش شده همچنین 

های متعارف خود نشان miRNAی با همسانبیان 

متنوعی داشته  های توانند هدفمی حال ینباا، دهند می

ها . بنابراین این یافته(Peng et al., 2012)باشند 

شناسایی ایزومیرها مختص هر بافت را نشان اهمیت 

ها نقش کلیدی در  miRNAبا توجه به اینکه دهند.می

پس از  NEBهای کبدی در شرایط تنظیم بیان ژن

 Fatima et) کنندزایمان در گاوهای شیری بازی می

al., 2014a)ظیمی ، در نتیجه شناسایی نقش تن

miRNA ها و همچنینmiRNAتواند های جدید می

 مؤثربه شناسایی هر چه بیشتر سازوکارهای تنظیمی 

 کنونتا. (Fatima et al., 2014a) کمک کند NEBدر 

ها در miRNAشناسایی  با هدفی چند های بررسی

با  در یک بررسی .گاوشیری صورت گرفته است

های با miRNAریزآرایه به شناسایی  تجزیةاستفاده از 

پنج پرداخته شد.  NEBشرایط  دربیان متمایز در کبد 

miRNA شامل miR-140، miR31 ،miR-1281 ،

miR-2885  وmiR-17-5p  در پاسخ بهNEB  تغییر

دیگر،  بررسیدر  .(aFatima et al., 2014) کردند

هر دو شرایط  درها miRNAوانی کلی و توزیع فرا

 9( و خفیفSNEB) 2تعادل منفی انرژی شدید

(MNEBبا استفاده از توالی ) 7جدیدیابی نسل
 (NGS )

های کبدی miRNAبیان  ،بررسی شد. نتایج نشان داد

های هدف و ژنکند میپس از زایمان تغییر  NEBدر 

ساخت  زیستها در miRNAاین  شدة بینی پیش

د( و محور سوماتوتروپیک دخیل لیپی) ( چربیبیوسنتز)

 .(Fatima et al., 2014b)هستند 

 ( بانک اطلاعاتی25)نسخه  ونیکن ةنسخ

miRBase ترین بانک اطلاعاتی مرتبط با که کامل

miRNA توالی  439ساز و توالی پیش 575ها است

د دار)گاو(  Bos taurusبالغ برای گونه 

(http://www.mirbase.org.)  در این راستا استفاده از

امکان  NGSاز  آمده دست به miRNA-seqهای داده

بالا فراهم کرده  ها را با قابلیت اعتمادشناسایی این ژن

های سازوکارها در miRNAاست. با توجه به اهمیت 

                                                                               
2. Sever Negative Energy Balance 

3. Mild Negative Energy Balance 

4. Next Generation Sequencing 

http://www.mirbase.org/
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و با توجه  NEB یژهو بههای مختلف تنظیمی بیماری

پس از زایمان اهمیت حیاتی برای  ةدور کهبه این

 ,Sheldon)گاوهای شیری دارد  تولیدمثلو سلامت 

رابطه در این های جدید miRNAشناسایی  (2004

تواند راه را برای درک بهتر نقش تنظیمی می

miRNA ها و کمک به بهبودNEB  در گاوهای شیری

های کبدی miRNAبیان  در همین رابطههموار کند. 

کند و در تعادل منفی انرژی پس از زایمان تغییر می

تنظیمی  ةها بخشی از شبکmiRNA مچنینه

های کبدی را در شرایط هستند که بیان ژن تری بزرگ

 ,Fatima)کنند تعادل منفی انرژی شدید تنظیم می

، miRNAs، کشف مطالعهبنابراین هدف این ، (2014

miRNAs*  های با استفاده دادهو ایزومیرهای جدید

miRNA-Seq  درNEB  های روش کارگیری بهبا

 .است (بیوانفورماتیکیپردازی زیستی ) داده

 

 هامواد و روش
 های مورد استفادهداده

مربوط به  miRNA-seqهای از داده بررسیاین در 

 MNEBگاو شیری شامل چهار نمونه  هشتبافت کبد 

پس از زایمان که اولیه  ةدر دور SNEBو چهار نمونه 

 Illumina HiSeq2000با دستگاه 

(www.illumina.com) استفاده شد.  اندیابی شدهتوالی

GEOة پایگاه داد ها ازداده
 NCBIموجود در  5

((http://www.ncbi.nlm.nih.gov شمار با رس

GSE55882  دریافت شدند(bFatima et al., 2014). 

بررسی فراوانی کلی و توزیع برای ها این داده

miRNAدر بافت کبد گاوهای شیری پس از زایمان  ها

روش با استفاده از  MNEBو  SNEBدر دو شرایط 

NGS ایجاد شده( اندFatima et al., 2014b.)  نتایج

 بالای شان داد که بیانن این بررسیاز  آمده دست به

miRNAاز جمله  ی کبدیهاmiR-140،miR31 ،

miR-1281 ،miR-2885  وmiR-17-5p  در شرایط

NEB کندپس از زایمان تغییر می (Fatima et al., 

2014b) .افزار نرمها با استفاده از کنترل کیفیت داده 

FASTQC ةنسخ V0.10.1 انجام شد (Schmieder & 

                                                                               
1. Gene Expression Omnibus 

Edwards, 2011)افزار . سپس از نرمTrimmomatic 

و  miRNA-seqهای داده برای پیرایش V0.32 ةنسخ

کیفیت( و حذف  <27حذف بازهای با کیفیت پائین )

 استفاده شد (آداپتوری) سازگارشده هایتوالی

((Bolger et al., 2014)های با کیفیت پایین . خوانش

 55تر از از پیرایش کوتاه پسهایی که و خوانش

های در ادامه خوانش حذف شدند.ئوتید بودند نوکل

کنترل کیفیت ثانویه با استفاده از  برایشده  پیرایش

 & Schmieder) شدندبررسی  FASTQCافزار نرم

Edwards, 2011). 

 

 های جدیدmiRNAشناسایی 

گاو  ژنگانشده در برابر  های کنترل کیفیتخوانش

(UMD_3.1 با استفاده از )افزار نرم Bowtie1 ة)نسخ 

، و (Langmead, 2010) ( همردیف شدند1.0.0

 ژنگانبا  2نشدگییک جفت بیشترینهایی که خوانش

ده های بعدی استفا وتحلیل یهتجزبرای ند، اشتدرا 

 ژنگانهایی که به بیش از یک مکان در ش. خوانشدند

در ادامة  حذف شدند. بررسیهمردیف شدند از 

شناسایی برای  ژنگان،شده با  های همردیفخوانش

miRNAافزاری  نرم ةی جدید با کمک بستها

mirdeep2 (بررسی شدند. این نرم0.0.5 ةنسخ ) افزار

 یریکارگ هبرا با  ژنگانشده با  های همردیفخوانش

های مختلف بررسی و به شناسایی الگوریتم

miRNAپردازدشده و جدید می  های شناخته 

(Friedländer et al., 2012). 

 های بالغ و miRNAفایل مربوط به توالی 

pre-miRNAدر گاو از بانک  شده های شناخته

 miRBase (http://www.mirbase.org)اطلاعاتی 

و  ژنگانها با خوانشپس از همردیفی . شداستخراج 

ها با ، شباهت این خوانشژنگاندر  ها آنتعیین جایگاه 

miRNAشده در گاو بررسی شد. هدف از  های شناخته

های مرتبط با این بررسی شناسایی خوانش

miRNAشده در گاو بود. با توجه به اینکه  های شناخته

های جدید بود miRNAشناسایی  بررسیهدف این 

شده، از  های شناختهmiRNAهای مربوط به خوانش

                                                                               
2. Mismatch 

http://www.illumina.com/
http://www.mirbase.org/
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ی شناسای منظور بهبعد  ةدر مرحل حذف شدند. بررسی

miRNAشده ) های حفاظتmiRNA در  همتاهایی که

های خوانش همسانی( دارندهای پستانداران دیگر گونه

شده  های شناساییmiRNAبا  ژنگانشده با  همردیف

های حیوانی موجود در بانک اطلاعاتی در دیگر گونه

miRBAse  بین  همسانیبررسی شد. در صورت وجود

دیگر و  ةگوندر  miRNAخوانش مورد بررسی و یک 

بودن ساختار سنجاق سری،  همسانهمچنین 

گاو  ژنگانهای جدید در miRNA عنوان بهها خوانش

 ، معرفی شدند.دارندها در دیگر گونه همتاکه 

ها توسط توالی ةبینی ساختار ثانویبررسی و پیش

 ( انجام شد1.8.4 ة)نسخ RNAfoldافزار نرم

(Denman, 1993) . فایل مربوط به توالیmiRNA های

شده در دیگر  های شناختهpre-miRNAبالغ و 

 miRBAseهای حیوانی از بانک اطلاعاتی  گونه

برای هر یک  mirdeep2افزاری  نرم ةبستاستخراج شد. 

شده بر پایة  از نامزد )کاندید(های جدید شناسایی

همچون پایداری ساختار ثانویه،  یمعیارهای

بینی محل ط به هر نامزد و پیشمربو شمارخوانش

برش آنزیم دایسر و با استفاده از آمار بیزی یک امتیاز 

شده  بیانگر اعتبار نامزد شناختهکه کند، برآورد می

 ,.Friedländer et al)جدید است  miRNA عنوان به

های جدید نامزدتنها  بررسی،در این . (2012

 57 کم دستکه  9شده با امتیاز بیشتر از  شناسایی

 ةمرتبط بود و همچنین ساختار ثانوی ها آنخوانش با 

های miRNA عنوان بهند اشت( دP<71/7دار )یمعن

های miRNAجدید انتخاب شدند که تحت عنوان 

. (Xu et al., 2014) شوندخوانده می همتاجدید دارای 

از  یک هیچهایی که با  خوانش ،آخر ةدر مرحل

miRNAهای شده در گاو و دیگر گونه های شناخته

های miRNAشناسایی برای حیوانی مرتبط نبودند 

ند دارهای حیوانی ندر دیگر گونه همتاجدید که 

 RNAfoldافزار با استفاده از نرم در ادامه. دشدنبررسی 

ها بررسی و با استفاده از آمار این توالی ةساختار ثانوی

های های این ساختارها با ویژگیبیزی ویژگی

miRNA شد مقایسه و امتیازدهی شده شناختههای .

تنها  ،نتایج درستیافزایش  برای این بررسیدر 

 57تیاز بیشتر از شده با ام شناساییهای جدید نامزد

مرتبط بود و  ها آنخوانش با  سی کم دستکه 

ند اشت( د>71/7Pدار )یمعن ةهمچنین ساختار ثانوی

عنوان  باهای جدید انتخاب شدند که miRNA عنوان به

miRNA شوند خوانده می همتاهای جدید بدون. 

های دارد که برخی از خوانشاین احتمال وجود 

های غیررمزکننده RNAدیگر شده مربوط به  یابیتوالی

و غیره( باشند.  tRNA ،rRNA ،snRNA)مانند 

ها در برابر خوانش آغاز درها حذف این توالی منظور به

-Rfam(http://rnacentral.org/expertبانک اطلاعاتی 

database/rfamهایی که ( بررسی شد و خوانش

های موجود در این بانک اطلاعاتی شباهت با ژن

افزاری  نرم ةبستهمچنین . حذف شدندند، اشتد

mirdeep2 احتمالی که نامزد جدید،  برای هرmiRNA 

، را نیز برآورد و شده مثبت واقعی باشد جدید شناخته

برای هر دو بخش تنها  بررسی. در این کندگزارش می

درصد  37تر از بزرگ های جدیدی که احتمالنامزد

 انتخاب شدند. ،نداشتد

 

 های جدیدmiRNA یها هدفبینی پیش

های جدید miRNA های هدفبینی پیش برای

ها mRNAمربوط به  UTR '3های شده، توالی شناسایی

 Ensembel در گاو از بانک اطلاعاتی 

(http://asia.ensembl.org/index.html)  استخراج

بینی هدف افزار پیشو با استفاده از سه نرم شدند

miRNA (PITA ،Miranda نسخة( 3.3a)  و

TargetSpy افزار نرم شدند.( بررسیTargetSpy  برای

از یک روش محاسباتی  هاmiRNAهای  شناسایی هدف

گیرد. در این روش بهره می 5یادگیری ماشین پایة بر

مرتبط با  های ساختاریای از ویژگیطیف گسترده

های هدف در نظر گرفته و ژن هاmiRNAاتصال 

ها برای هر  هدف خودکار بهترین طور بهشود و  می

miRNA شودشناسایی می (Sturm et al., 2010) .

 پرکاربرد افزارهای یکی از نرم Mirandaافزار نرم

های است و ویژگیها miRNAبینی هدف برای پیش

با را  miRNA/mRNAهمردیفی بین مختلفی همچون 

، Smith–Waterman استفاده از الگوریتم همردیفی

                                                                               
1. Machine learning 
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 ةبا استفاده از بسترا  miRNA/mRNAانرژی آزاد 

شدگی و محاسبة میزان حفاظت  Viennaافزارینرم

با استفاده از را  هاmiRNAنواحی هدف هر یک از 

 miRNAبینی هدف هر برای پیش PhastCons امتیاز

ها گیرد. در پایان، بر پایة ترکیب این ویژگیدر نظر می

های احتمالی تعیین  ، هدفهاmiRNAبرای هر یک از 

 افزارنرم. همچنین (John et al., 2004)وند شمی

PITA  افزارهای پرکاربرد شناسایی هدف نرمدیگر از

ساختار کند ض میفرها است که miRNAبرای 

mRNA مهمی های ترمودینامیکی نقش ویژگی ةبر پای

کند. با در ها بازی میmiRNAدر شناسایی هدف برای 

به یک  miRNAنظر گرفتن این فرض چگونگی اتصال 

mRNA  ها هدفساختار ثانویه بررسی شده و  پایةبر 

. در این (Kertesz et al., 2007)شوند شناسایی می

افزار و با توسط هر سه نرم miRNAبررسی ژن هدف هر 

فرض شناسایی شد. نظر به  یشپهای  فاده از فراسنجهاست

های متفاوتی برای افزارها فرضاینکه هر یک از نرم

بینی دارند، پیشنهاد شده است که از چندین پیش

ها استفاده miRNAهای  بینی هدفافزار برای پیشنرم

در این بررسی برای . (Tabas-Madrid et al., 2014)شود 

کم دو  که یک ژن با دست یدرصورتافزایش درستی 

بینی پیش miRNAژن هدف برای یک  عنوان بهافزار نرم

ژن هدف در نظر گرفته شد. پس از  عنوان بهشود 

های جدید miRNAها برای هر یک از  شناسایی هدف

ها با استفاده از های کارکردی این ژنشده، گروه شناسایی

DAVIDطلاعاتی بانک ا
دار انجام شد و عبارات معنی 5

(71/7>Pمرتبط با گروه ) .های کارکردی شناسایی شد

وتحلیل بررسی این نکته است که آیا  یهتجزهدف از این 

های  با عبارت miRNAشده برای هر  های شناساییژن

زیستی مرتبط با مرحلة زیستی مورد نظر )در این بررسی 

NEB  در دو حالتSNEB و MNEB  )در بافت کبد

 ارتباط دارند یا خیر؟

 

  های جدید*miRNAشناسایی

 sRNAbenchافزار توسط نرم  *miRNAشناسایی

(http:// bioinfo5.ugr.es/ srnatoolbox/ srnabench )

                                                                               
1. Database for Annotation, Visualization and 

      Integrated Discovery (DAVID)  

 . با استفاده از (Barturen et al., 2014) انجام شد

 را در  *miRNAتوان وجود افزار مینرماین 

pre-miRNAشده که تنها یک  های شناختهmiRNA 

شده با  های همردیفخوانشبررسی کرد. ، دارندبالغ 

مرتبط  شده شناخته pre-miRNAکه با یک  ژنگان

یک  کم دستو در صورت وجود شد ، بررسی هستند

بالغ،  miRNAشده با بازوی مقابل  خوانش همردیف

 پایه. بر همین شدندجدید معرفی  *miRNA عنوان به

به همراه فایل  ژنگانشده با  های همردیفخوانش

های pre-miRNAهای بالغ و miRNAمربوط به توالی 

بررسی  sRNAbenchافزار شده در گاو با نرم شناخته

بینی رض، پیشفهای پیش فراسنجهشد. با انتخاب 

یک  ةاحتمالی که دو رشت سنجاق سریساختار 

miRNA کنند انجام شد.را تعریف می 

ی شدگ حفاظتها miRNAهای مهم یکی از ویژگی

های مختلف است. بنابراین یکی از بین گونه ها آن

شده در این  های شناسایی*miRNAهای تائید روش

ر به اینکه هاست. نظدر دیگر گونه ها آنبررسی، ارزیابی 

در ژنگان انسان و موش نسبت  شده شناختههای شمار ژن

تر است، انتظار بر این است تر و دقیقبه ژنگان گاو کامل

ی مختلف در هاmiRNAمرتبط با  *miRNAکه بیشتر 

که  یدرصورتباشد.  شده شناختهاین دو گونة 

miRNA*اند در هایی که در این بررسی شناسایی شده

نیز گزارش شده باشند، مهر تائیدی بر نتایج  این دو گونه

های *miRNAاین بررسی خواهد بود. بر همین پایه 

 شده در این بررسی در این دو گونه ارزیابی شد. شناخته

 

 شناسایی ایزومیرهای جدید

های miRNAبرای شناسایی ایزومیرهای مربوط به 

استفاده شد  sRNAbenchافزار در گاو از نرم شده شناخته

(Barturen et al., 2014)ها دوباره با . در ادامة خوانش

( 1.0.0)نسخة  Bowtie1افزار ژنگان گاو و با کمک نرم

(Langmead, 2010) همردیف شدند و بر پایة الگوریتم ،

، ایزومیرها sRNAbenchافزار جستجوی ایزومیرها در نرم

شناسایی شدند. انواع ایزومیرهای بررسی شده در این 

 ایزومیرهایی با اضافه شدن -5پژوهش عبارت بودند از: 

ترتیب با عنوان بازهایی که با ژنگان همخوانی ندارند )به

NTA ،NTU ،NTC  وNTG  برای بازهای غیرالگویA ،
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U ،C  وG ،)2-  ایزومیرهایی با طول بلندتر ازmiRNA 

( Iv3pE) 9'در سمت  miRBaseشده در  متعارف گزارش

تر از ایزومیرهایی با طول کوچک -9(، Iv5pE) 1'یا 

miRNA شده در  متعارف گزارشmiRBase  9'در سمت 

(Iv3pT یا )'1 (Iv5pT و )وت شمار ایزومیرهای با تفا -7

 (.mvباز در هر دو سمت )

 نتایج و بحث

های miRNAشناسایی  برای آغازدر  این بررسی در

گاو همردیف شدند. در  ژنگانها با جدید خوانش

های خام، خوانش شماراطلاعات مربوط به  5جدول 

های با کیفیت پائین و از حذف خوانش پس

 ارائه شده است.  ژنگانشده با  های همردیفخوانش

 
 شده با ژنگان گاو های همردیفها پیش و پس از پیرایش و شمار خوانش. خلاصة مربوط به شمار خوانش5 جدول

Table 1. Summary of reads before and after trimming and number of mapped reads to the cow genome 
Number and percentage of mapped 

reads 
Number of reads on each sample 

after trimming 
Number of reads on each sample 

before trimming Sample 
22,872,216 (0.68) 33,653,428 35,079,188 2MNEB1 

30,453,938 (0.70) 43,641,870 44,401,783 3 MNEB 

22,959,287 (0.70) 334,672,27 40,699,727 4MNEB 

34,352,883 (0.90) 38,323,954 38,751,887 5MNEB 
21,850,263 (0.65) 33,752,175 35,531,177 7SNEB2 

28,308,898 (0.66) 42,357,385 42,701,190 8SNEB 

24,800,874 (0.70) 35,811,568 39,733,845 9SNEB 
22,661,044 (0.65) 35,328,558 37,834,521 10SNEB 

1. Medium negative energy balance 

2. Sever negative energy balance 
 

 های جدید miRNAشناسایی 

، miRNA-seqهای وتحلیل داده یهتجزخروجی 

. است شده شناختههای جدید و miRNAفهرستی از 

بار منجر به شناسایی  نخستینبرای  بررسینتایج این 

 شد در گاو همتا،جدید دارای  miRNA 235و معرفی 

گزارش  miRBASeدر بانک اطلاعاتی  کنونکه تا

و کاهش خطای  درستیده است. برای افزایش نش

 شمارو  9مثبت دروغین با در نظر گرفتن امتیاز بالای 

 miRNA 565به  شمار، این 57کل خوانش بالای 

 

 عنوان به 2 ، کاهش یافت )جدولهمتاجدید دارای 

افزار نرم اب شده ییشناساجدید برتر miRNA  57مثال، 

miRDeep2 تصویر  دهد(. همچنینرا نشان می

برای  شده بینی یشپ miRNAمربوطه به ساختار ثانویه 

 شده ییشناسا همتاهای جدید دارای miRNAکی ازی

، که با 9_23547شمار با رس miRDeep2 ةوسیل هب

has-miR-561-3p دیگر یانب بهدارد ) هماهنگی 

miRNA آن در انسان  همتاhas-miR-561-3p است )

  ارائه شده است. 5در شکل 

 
 همسانی دارد.  has-miR-561-3pکه با  9_23547شمار جدید با رس miRNAشده برای  بینی یشپساختار ثانویة  .5 کلش

 دهد.را نشان می *miRNAتوالی به رنگ قرمز  توالی بالغ و توالی به رنگ بنفش 
Figure 1. miRNA secondary structure predicted for a novel miRNA with accession number 29874_3 which has 

homology with has-miR-561-3p. The sequence of the mature sequence is red and purple shows miRNA * sequence. 

 

ژن  949 یطورکل بهنتایج این بخش نشان داد که 

آمد. در  دستبه miRNA 57 هدف برای مجموع این

 334 که 9_23547شمار با رس miRNAاین میان 

ژن را مورد هدف تنظیمی )اتصال به ژن هدف و 

ژن هدف را  شماردهد، بیشترین خاموشی آن( قرار می

با  miRNAداشت. همچنین  miRNA 57در میان 

ژن را هدف قرار  64که  27_54551 شماررس

 miRNA 57، کمترین ژن هدف را در میان دهد می

 از آمده دست بهنتایج  2کند. در جدول تنظیم می

و برخی  miRNA 57های هدف برای شناسایی ژن
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ها ارائه دار مرتبط با این ژنیمعن زیستیمسیرهای 

های ژن زیستیشده است. نتایج بررسی مسیرهای 

 شده ییشناساهای miRNA ،نشان داد شده ییشناسا

 . دارند NEBعملکردهای متنوع و مرتبط با 
 

 شده برتر دارای همتا شناسایی miRNA 57های مختلف مربوط به . ویژگی2 جدول
Table 2. Different features of the top 10 novel miRNA with homology 

Gene ontology 

(P <0.05) 

Number of 

predicted 

target genes 

Mature miRNA 

sequence miRNA homology Number 

of reads 
miRDeep2 

Score 
Accession  

number 

JNK cascade 997 gaaaguuuguugggguuuuuc hsa-miR-561-3p 1116 580 3_29874 
The process of biosynthesis  

of lipids and phospholipids 
220 acuggggguugagaaugucgcu hsa-miR-637 10 10 3_31257 

Carbohydrate metabolic process  304 guggacuggagggggcauccuu hsa-miR-1269a 77 5.6 25_23278 
- 67 ucgguggaagggggaauu efu-miR-411 12 5.6 20_17885 

Regulated by stress-activated  

protein kinase 
120 gggugggggggcggcggg hsa-miR-92a-2-5p 372 5.5 24_22900 

The process of lipid biosynthesis 170 aggagugucgggacaaggccu mmu-miR-122-5p 60 5.5 5_35624 
- 360 aaggcaggcagaguagggcugu hsa-miR-940 19 5.5 6_36835 

Process immune system 433 uggagagaacagguggcuuu mmu-miR-185-5p 481 5.4 11_2572 
By stress-activated protein kinase 

signaling pathway 
839 aaaaaaccgaguggacuuuuu hsa-miR-548d-3p 292 5.4 16_9592 

Nucleotide-Sugar transfer 217 agagugaccugugcggcugccac hsa-miR-1236-5p 46 5.6 22_20626 

 

ها miRNAتنظیمی مانند  های عاملبا فرض اینکه 

محیطی  های ها و تحریکها، تنشدر پاسخ به بیماری

های miRNAشوند، انتظار بر این است که  بیان می

عملکرد مرتبط با بافت کبد و  این بررسیجدید در 

NEB  باشند. زیرا این داشتهmiRNA ها در بافت کبد

 ارزیابیبا  اند.شناسایی شده NEBگاوهای در 

شود، تر میقوی بالا ةگذشته فرضی های بررسی

در دیگر  ،هااین ژن همتایهای miRNA که یطور به

مرتبط با بافت کبدی  شده اثباتها عملکردهای گونه

 DAX-1و ژن هدفش  miR-561 ،مثال عنوان به. دارند

ای در هسته ةگیرندناشی از  APAPسازی در فعال

 ,.Li et al) انسان دخیل هستند ةهای کبدی اولییاخته

 متعارف نا. گزارش شده است که بیان (2014

miR-1269a  های یاختهدرHCT116  در سرطان کبد

. از دیگر (Bu et al., 2015)و ریه افزایش یافته است 

miRNAبررسی در این  شده ییشناسا همتا هایmiR-

های کبدی سرطانی بیان آن در بافت دارد، 411

ITCHبیان  miRNAیابد. این افزایش می
را تنظیم  5

های کبدی یاختهرا در  ای یاخته افزایشو کنند می

. (Xia et al., 2015)کند سرطانی در انسان تنظیم می

 نامتعارف )بیان ژن در بافتی که نباید بیان شود(بیان 

                                                                               
1. Itchy E3 ubiquitin protein ligase  

miR-411 های کبدی سرطانی را القا یاخته افزایش

را کاهش  تأثیراین  miR-411مهار  که یدرحالکند می

گزارش شده است که ژن  .(Xia et al., 2015) دهدمی

miR-122  یکmiRNA استکبد  ةویژ ةشد حفاظت 

(Fatima et al., 2014b)دیگر . miRNA شده ییشناسا 

گزارش شده است که  .بود miR-185 بررسیدر این 

miR-185  جذب کلسترول لیپوپروتئین با چگالی بالا

 Wang)کند مهار پس از رونویسی سرکوب میراه را از 

et al., 2013) 567این بررسی، . در miRNA  جدید

گرفتن امتیاز  با در نظر ،نیز شناسایی شد همتابدون 

به  شمار، این 97های بالای خوانش شمارو  57بالای 

22 miRNA  .ژن  949 ،میانگین طور بهکاهش یافت

برتر  همتابدون  miRNA 57هدف برای 

 شماررسبا  miRNAآمد.  دستبه شده، ییشناسا

دهد، ژن را هدف قرار می 117ه ک 55_52551

 miRNA 57ژن هدف را در میان  شماربیشترین 

پاسخ به محرک هورمون  زیستیو عبارات  شتدا

MAPKKKاستروئیدی، آبشار 
JNK، آبشار 2

 ة، توسع9

معنادار  miRNAهای هدف این ایمنی برای ژن امانةس

 53که  57_6554 شماررسبا  miRNA. همچنین شد

                                                                               
2. MAP kinase kinase kinase 

3. c-Jun N-terminal kinases 
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دهد، کمترین ژن هدف را در میان می هدف قرارژن را 

57 miRNA پاسخ  زیستیکند و عبارات تنظیم می

های هدف این ایمنی برای ژن امانةایمنی، فرایند س

miRNA های معنادار شد. نتایج مربوط به بررسی گروه

کارکردی همگی بیانگر احتمال وجود نقش تنظیمی 

miRNA شده در  ییشناساهایNEB  ایج نت 9بود. جدول

برتر بدون  miRNA 57آمده از این بخش را برای  دست به

شده برای  ییشناساهای هدف همتا و همچنین شمار ژن

های کارکردی برتر و برخی گروه miRNA 57از  هرکدام

 دهد. ها را نشان میمرتبط با این ژن

 
 ها ی مختلف آنهاشده برتر بدون همتا و ویژگی شناسایی miRNA 57. نتایج مربوط به 9 جدول

Table 3. Different features of the top 10 novel miRNA without homology 

Name of 

miRNA 

Score of 

miRDeep2 
Number of 

reads 
Mature miRNA 

sequence 

Number of  

predicted  

target genes 

Gene ontology 

(P <0.05) 

13_5619 150 391 aaagguucguuuagguuuuc 332 response to stress 

18_12815 510 1006 gaaaguucguucggguuuuua 554 the development of the immune system 

14_6187 340 463 agggucgggccugguuag 19 Immune response, the immune system 

1_175711 360 707 ccaaaguucguucggguuuuu 453 Regulation of immune system, 

activation of the immune response 
23_21424 490 605 aagaguucguucugguuuuuc 445 The development of the immune 

system, metabolic processes lipids 
21_19796 450 679 aaguacaggaugcccaaugaa 461 Regulation of phosphorylation 

2_28601 8900 17340 aaaaguucguucggguuuu 526 JNK Cascade , protein kinase signaling 

pathway activated by stress 
7_39486 3200 6322 aaaaacucaaacgaacuuuuga 504 Response to stress 
42897_X 430 739 aaaccugaaugaacuuuuug 380 Cascade JNK 
2_28103 250 4926 gcacgggugguucaguggua 58 - 

 

احتمال  دهد که بهمینتایج این بخش نشان 

miRNA های مهمی در شده نقش ییشناساهای جدید

 عنوان بهدارند.  NEBیژه در و بهمراحل مختلف زیستی 

شده در این بررسی،  ییشناسا معنادارهای  مثال، از عبارت

توان نام را می NF-kappaBو  JNK ،MAPKKKآبشار 

ست داز پایین JNKبرد. در این رابطه، در کبد، آبشار 

در پاسخ به التهاب، میکروب و سم القاء  TNFهای گیرنده

 JNKسازی مداوم . فعال(Papa et al., 2008)شود می

های ة یاخته و بقای یاختهشد ریزیباعث مرگ برنامه

-NFها نیازمند القای مسیر شود که این چالشکبدی می

κB  است(Papa et al., 2008) مسیر .MAPK  نقش

و تنظیم هموستازی مهمی در تنظیم هموستاز در کبد 

. مسیر سیگنال (Go & Mani, 2012)کلسترول دارد 

Wnt  شده در این بررسی بود.  ییشناسانیز از مسیرهای

با استفاده  Wntگزارش شده است که مهار مسیر سیگنال 

های کبدی ، تجمع چربی در یاختهژههای ویاز مهارکننده

 .(Kaur et al., 2011)دهد را افزایش می

 

 شناسایی ایزومیرهای جدید

 ،sRNAbenchافزار رمبا استفاده از ناین بررسی، در 

، bta-mir-122ایزومیر شناسایی شد. در این میان  776

bta-mir-192 ،bta-mir-140 ،bta-let-7c ،bta-let-7i ،

bta-let-7g ،bta-mir-29a ،bta-mir-423-5p ، 

bta-mir-143  وbta-mir-21-5p 57ترتیب به miRNA 

پنج  7ایزومیر بودند )در جدول  شماربا بالاترین 

 شده است(.  ارائهایزومیر برتر 

 
 شده ییشناساومیرهای های مربوط به ایزای از ویژگی. خلاصه9 جدول

Table 4. Summary of identified isomir 

mv 
NTA 

(A) 
NTA 

(U) 
NTA 

(C) 
NTA 

(G) lv3pE lv3pT lv5pE lv5pT Total  

reads  
Name of 

miRNA 
83,872 12,006,900 2,647,048 768,228 507,843 10,649,958 67,504,749 31 43,948 158,050,836 bta-miR-122 

2,564,635 695,550 2,005,620 158,874 77,960 55,185 11,727,377 93 523,153 17,905,238 bta-miR-192 
544,308 420,904 332,250 33,695 29,782 238,794 892,595 71 998,750 3,831,939 bta-miR-140 
1,051 161,126 32,003 12,474 13,431 254,919 638,717 0 1,723 2,353,930 bta-let-7c 
913 38,614 95,834 6,642 4,431 771 1,301,359 12 96 1,552,645 bta-let-7i 
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که  miR-122ایزومیرها مربوط به  شماربیشترین 

بالاترین ایزومیرهای از نوع اضافه شدن آدنوزین آن در 

در  miR-122یند آدنیله شدن آفر فراوانی را داشت.

 ,.Katoh et al)کبد انسان و موش، گزارش شده 

درصد  14ها، بیش از مقایسه با دیگر بافت درو  (2009

 miR-122در کبد را  شده بیانهای miRNA همة

آن را یک  رو، ازاین ،(Jin et al., 2009)دهد می تشکیل

miRNA دانند میخاص کبد  ةشد حفاظت (bFatima 

et al., 2014) .ین، بر ا افزونmiR-122  47در حدود 

انسان را تشکیل ها در کبد  miRNAکل  درصد

دومین  miR-192همچنین، . (Jopling, 2012)دهد می

miRNA  به  ای یاختهفراوان در کبد است که با پاسخ

 ,.Pogribny et al)است گلوکز مرتبط  های تحریک

های miRNAیکی از بالاترین  عنوان بهو  (2010

کبد انسان  های بررسیدر  miR-122از  پس شده یانب

(Li et al., 2013) و موش گزارش شده است (Wang 

et al., 2009) .دهند کهن نشان میپیشی های بررسی 

miR-140  بیانگر  ،دداربیان بالا در کبد موش و انسان

-Ferland)عملکرد احتمالی آن در کبد است 

McCollough et al., 2010). 

 

  های جدید*miRNAشناسایی

افزار نرم اب miRNA-seqهای داده وتحلیل یهتجز با

sRNAbench ،31 شمار miRNA*  پیشترجدید که 

 بود،گزارش نشده  miRBase بانک اطلاعاتی در

هایی که *miRNA د. با در نظر گرفتنششناسایی 

 شماراین مرتبط بود،  ها آنبا  خوانش 577کم  دست

  (.1)جدول  جدید کاهش یافت *miRNA 22به 

 
 شده ییشناساجدید  های*miRNAهای مربوط به ای از ویژگی. خلاصه7 جدول

Table 5. The summary of identified new miRNA* 
Name of  

miRNA 
Sequence Read  

count 

Name of  

miRNA 
Sequence Read  

count 

bta-mir-28-3p TCCAGGAGCTCTCAATCTAGTG 8,151 bta-mir-30a-3p GCTGCAAACATCCGACTGAAAG 19,127 
bta-mir-885-3p TATCCACTACACCCCGCTGCCT 4,285 bta-mir-340-5p TTATAAAGCAATGAGACTGATT 8,933 

bta-mir-139-3p ACTCCAACAGGGCCGCGTCTCCA 3,606 bta-mir-30e-3p GCTGTAAACATCCGACTGAAAG 1,912 

bta-mir-30f-3p AGAGTAAACAGCCTTCTCCCAG 1,714 bta-mir-92a-1-5p AGGTTGGGATCGGTTGCAATGCT 1,329 

bta-mir-122-3p AACGCCATTATCACACTAAATA 927 bta-mir-374a-3p CTTATCAGGTTGTATTGTAATT 615 

bta-mir-106b-3p CCGCACTGTGGGTACTTGCTG 587 bta-let-7d-3p CTATACGACCTGCTGCCTTTCT 546 

bta-mir-25-5p AGGCGGAGACTTGGGCAATTGC 386 bta-mir-204-3p ACGTCCCTTTGCCTTCCCAGC 281 
bta-mir-539-3p ATACAAGGACAATTTCTTTCT 234 bta-mir-365-2-5p ACAGCTGCCCCTGAAAGTCCCTC 205 

bta-mir-532-3p CCTCCCACACCCAAGGCTTGCA 202 bta-mir-2284w-3p AAAACCTCAATGAACTCTTTGG 189 

bta-mir-376c-3p AACATAGAGGAAATTCCACGT 188 bta-mir-7-2-3p TATGGCAGACTGTGATTTGTTG 150 
bta-mir-301a-5p AGTAGTGCAATAAAGTCAGAGC 135 bta-mir-3432a-2-3p CCTGAGGGATCTTTAGTTGCTG 135 

 

 شده ییشناساجدید  *miRNA 22 ةاز مقایس پس

در انسان و  شد،با دو گونه انسان و موش مشخص 

وجود دارند که برای  miRNA 54و  55ترتیب موش به

در بانک اطلاعاتی  *miRNA ها آناز  هرکدام

miRBase در این  دیگر یانب بهارش شده است. گز

 *miRNA که شناسایی شد miRNA 22 بررسی

ها در انسان و موش miRNAاز بررسی  پسند. اشتد

ترتیب برای مشخص شد که به miRNA 22برای این 

گزارش شده  *miRNA پیشتر miRNA 54و  55

با  *miRNAبنابراین همخوانی نتایج مربوط به  است.

و  آمده دست بهدرستی بالای نتایج  یدمؤها دیگر گونه

دهد که . این نتایج نشان میاستروش مورد استفاده 

ها، وجود miRNAبودند توالی  شده حفاظتافزون بر 

miRNA های نزدیک در هر دو رشته نیز در گونه

 . است شده حفاظت

 

 گیرینتیجه

 miRNA-seqهای وتحلیل داده یهتجزدر این بررسی، 

منجر به شناسایی  NEBشیری در  مربوط به گاوهای

miRNA ها وmiRNA* های جدید در ژنگان گاو و

همچنین معرفی ایزومیرهای جدید در بافت کبد گاوهای 

های جدید شد. بررسی ابعاد مختلف ژن NEBدر 

های miRNAهای همتا شده شامل بررسی ژن ییشناسا

های کارکردی ها، بررسی گروهدارای همتا در دیگر گونه

های بدون همتا جدید، بررسی miRNAهای هدف ژن

شده در دیگر  ییشناسا عملکرد ایزومیرهای جدید
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ها های جدید در دیگر گونه*miRNAها و مقایسة گونه

گرهای جدید در تنظیم عنوان بهرا  ها آنقابلیت و ظرفیت 

 عنوان بهها بافت کبد تائید کرد. شناسایی این ژن

تواند راه را برای بد میگرهای جدید در بافت کتنظیم

هموار  NEBرسیدن به سازوکارهای تنظیمی موجود در 

از این بررسی منبع  آمده دست بههای کند. در نتیجه یافته

ها در miRNAسودمندی برای درک بهتر نقش تنظیمی 

  کند.فراهم می NEBبافت کبد گاوهای شیری در 
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