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The fertility of female cows is the main factor for the survival of dairy farming. This 

study was performed to determine the differentially expressed genes in fertility in 

Holstein cows using phenotypic data and next-generation sequencing (NGS) 

technology. Corpus luteum samples from 18 Holstein cows at up to two parturitions 

were used in two high and low fertility groups, three samples from each group were 

pooled together and a total of three biological samples from each were submitted for 

whole genome sequencing. The preparation and analysis steps were performed on the 

Galaxy 22.01 platform. DAVID (2021) database were used for gene ontology. The 

results of differential gene expression analysis in luteal tissue showed that 19 genes 

out of 13049 expressed transcripts had a significant difference in expression between 

high and low-fertility cows with an FDR-adjusted p-value (q-value) of less than 0.05. 

UBE3B, NIF3L1 and ORC2 genes were three functional marker genes that were more 

highly expressed in the corpus luteum of high-fertility cows. The UBE3B gene is 

involved in biological processes as a protein involved in the catabolic process of 

ubiquitin-dependent protein. NIF3L1 is involved in the biological process of neuronal 

differentiation, positive transcriptional regulation, DNA pattern, and negative 

transcriptional regulation by nucleic acid pattern. The ORC2 gene plays a role in the 

biological process of DNA replication. The genes KRT8, PHLDB3, PPT2, 

LOC787628, PPYR1, TOX, TP73, DHX8, KCNN1, CLEC6A, PXMP4, LRRC26, 

SLC34A3, and OR13C7 have been shown to be more highly expressed in the corpus 

luteum in low fertility cows. Among these genes, three genes PPT2, PPYR1 and 

CLEC6A were functional indicators. The loci UBE3B, NIF3L1 and ORC2, which 

were expressed more strongly in the corpus luteum of highly fertile cows, can be used 

as functional indicator genes in the genetic selection of dairy cows. 
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Extended Abstract 

Objective 

 The fertility of female cows is the main factor for the survival of dairy farming. The interval between 

calvings and the response to the first insemination are used as the most important fertility traits. Infertility and 

low fertility are important and widespread problems in domestic animals, and the main limitation of 

reproductive efficiency in mammalian species is embryonic mortality. This study was performed to determine 

the differentially expressed genes in fertility in Holstein cows using phenotypic data and next-generation 

sequencing (NGS) technology.  

 

Materials and Methods 

     Corpus luteum samples from 18 Holstein cows at up to two parturitions were used in two high and low 
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fertility groups, three samples from each group were pooled together and a total of three biological samples 

from each were submitted for whole genome sequencing. RNA sequencing was performed with Illumina Hiseq 

2500 using paired-end reads, each read being 75 bp in length. The preparation and analysis steps were 

performed on the Galaxy platform. Quality control was performed with Galaxy FastQC. For low-quality 

samples, the Trimmomatic software was used to remove substandard samples. HISAT2 software was used to 

match the transcriptome reads to the cow reference genome. After mapping the transcripts to the reference 

genome, the expression level of each transcript was counted using the featureCounts softwar. Differential gene 

expression analysis was used for two treatment groups using DESeq2. Gene ontology using the DAVID 

database was performed for genes that showed significantly different expressions between the two treatments.   

 

Results 

     Results from the Trimmomatic software showed that only 0.87% of the data was deleted and approximately 

99.13% of the raw data was used for mapping to the reference genome. The results of the alignment showed 

that 93.48% of the transcriptome sequence mapped to the reference genome, 90.58% to one site, and only 

2.90% to more than one site. The results of differential gene expression analysis in luteal tissue showed that 

19 genes out of 13049 expressed transcripts had a significant difference in expression between high and low-

fertility cows with an FDR-adjusted p-value (q-value) of less than 0.05. UBE3B, NIF3L1 and ORC2 genes 

were three functional marker genes that were more highly expressed in the corpus luteum of high-fertility cows. 

The UBE3B gene is involved in biological processes as a protein involved in the catabolic process of ubiquitin-

dependent protein. NIF3L1 is involved in the biological process of neuronal differentiation, positive 

transcriptional regulation, DNA pattern, and negative transcriptional regulation by nucleic acid pattern. The 

ORC2 gene plays a role in the biological process of DNA replication. The genes KRT8, PHLDB3, PPT2, 

LOC787628, PPYR1, TOX, TP73, DHX8, KCNN1, CLEC6A, PXMP4, LRRC26, SLC34A3, and OR13C7 

have been shown to be more highly expressed in the corpus luteum in low fertility cows. Among these genes, 

three genes PPT2, PPYR1 and CLEC6A were functional indicators. The PPT2 gene is responsible for the 

removal of palmitoyl groups from a macromolecule, the PPYR1 gene is involved in the biological process of 

cell surface receptor signaling pathway, neuropeptide signaling pathway, nutritional behavior and blood 

circulation and the CLC34A3 gene plays a role in the biological process of cellular phosphate ion homeostasis.  

 

Conclusion 

    the loci UBE3B, NIF3L1 and ORC2, which were expressed more strongly in the corpus luteum of highly 

fertile cows, can be used as functional indicator genes in the genetic selection of dairy cows. 
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  ها:واژهکلید
 ،یگالاکس ،پتومیترانسکر

 ن،یهلشتا ،یشناسیهست

 .یترازهم

. پژوهش حاضر، شودیمحسوب م ردهیدر مزارع گاو ش یتداوم سودآور یبرا یبعنوان عامل اصل یصفت بارور
 پتومیترانسکر یهابا استفاده از داده نیگاو نژاد هلشتا یدر بارور یشده افتراق انیب یهاژن نییبه منظور تع

به  2 شیبا نوبت زا نیهلشتا نژادرأس گاو  18منظور، در مجموع نمونه بافت جسم زرد  نیصورت گرفت. بد

تکرار کم هر کدام در سه  یو بارور ادیز یدر دو گروه با بارور  (Pooling)شد بیصورت ترکبالا که به
ها آن لیو تحل هیخام و تجز یهایتوال یسازمراحل آماده یشده بودند استفاده شد. تمام یبندمیتقس کیولوژیب

 DAVIDداده  گاهیژن با استفاده از پا یشناسیشد و متعاقباً، هست نجاما 01/22نسخه  یدر پلتفرم گالاکس
 13049ژن در بافت جسم زرد نشان داد که از  یافتراق انیب زیآنال جینتا ت،ی. در نهارفتیصورت پذ 2021نسخه 

 اندشاخص عمل کرده یهاپتومیعنوان ترانسکرژن به 19شده،  انیب یپتومیرونوشت ترانسکر

value≤0.05) (q-. یهاژن ن،یهمچن UBE3B ،NIF3L1  وORC2 بودند که  یسه ژن شاخص عملکرد
عنوان به کیولوژیب یهاندیدر فرآ UBE3Bداشتند. ژن  ادیز یبا بارور یدر جسم زرد گاوها یشتریب انیمقدار ب

ژن  ج،ینتا شتریب ریاست. در جهت تفس نیتیکوئیوبیوابسته به  نیپروتئ کیکاتابول ندیدر فرآ ریدرگ نیپروتئ
NIF3L1 یالگو ،یسیمثبت رونو مینورون، تنظ زیتما کیولوژیب ندیدر فرا DNAبا  یسیرونو یمنف می، تنظ

 ینقش باز DNA یهمانندساز کیولوژیب ندیدر فرا ORC2ژن  ن،ینقش دارد. همچن ک،ینوکلئ دیاس یالگو
، KRT8 ،PHLDB3 ،PPT2 ،LOC787628 ،PPYR1 ،TOX ،TP73 ،DHX8 ،KCNN1 یها. ژنکندیم

CLEC6A ،PXMP4 ،LRRC26 ،SLC34A3  وOR13C7 در  یشتریب انیکم، مقدار ب یبا بارور یدر گاوها

. وندش¬یشاخص محسوب م یهاجزو ژن CLEC6Aو  PPT2، PPYR1جسم زرد نشان داده است. سه ژن 
در جسم زرد  یشتریب انیکه مقدار ب ORC2و  UBE3B ،NIF3L1 یهاگاهیجا ،یکل یریگ جهیبه عنوان نت

 یریش یگاوها یکیدر انتخاب ژنت یشاخص عملکرد یهابعنوان ژن توانندیداشتند م ادیز یبا بارور یگاوها
 .رندیمورد استفاده قرار گ
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 مقدمه
باروری و صفات مربوط به بقا در مدل حیوانی چند صفتی با همدیگر ارزیابی توان ، دههای ژنتیکی گاوهای شیردر ارزیابی

. فاصله (Olori et al. 2003)باشند عنوان نشانگر خوبی برای صفات تولید میبوده و بهی بیگردند که شامل چند صفت ترکمی
1زاییگوساله 2گیرد و همراه با پاسخ به تلقیح اولبعنوان صفت اصلی باروری مورد استفاده قرار می  3، تعداد تلقیح و سن در اولین  
4زایش  بعنوانعنوان تعریفی از صفت باروری در بسیاری از کشورها زایی بهشود. استفاده از فاصله گوسالهکار گرفته میهب 

بهبود باروری بازده تولید گاوهای شیری را افزایش خواهد داد و توسعه  ،باشد؛ بنابراینهای زایش در طول سال مطرح میسیستم
های دامپزشکی را به دنبال زایی و کاهش هزینهگاری یک گاو، کاهش فاصله گوسالهتواند ماندعملکرد تولیدمثلی در گاو می

باشد هرچند از باروری گاوها فاکتور اصلی برای پایداری یک گاوداری می، نیبنابرا؛ (Shahabi et al. 2019داشته باشد )
 Barbat)و جایگزینی گاوها شده است  ها پیش باروری در گاو کاهش یافته است و تبدیل به یکی از دلایل اصلی حذفسال

et al. 2010)طور و به شدهصفات مرتبط با تولید شیر با افزایش قابل توجهی مواجه  ده. بدین معنی که در پرورش گاو شیر
 Cai etاست ) دهصفات باروری در گاو کاهش یافته است که در نتیجه همبستگی منفی تولید و باروری در گاو شیر ،زمانهم

al. 2019) .یبرا یتمحدود ینترو انسان هست و بزرگ یناباروری و کم باروری از مشکلات مهم و فراگیر در حیوانات اهل 
 یو بازده اقتصاد یدمؤثر بر تول یعامل اصل ،رویان مانیزندهرویان است.  یرومپستانداران، مرگ یهادر گونه یدمثلتول ییکارا

تکامل رویان قبل از  ،در گاو. (Minten et al. 2013) توسط نشخوارکنندگان است یرگوشت و ش یدتول هاییستمس یهدر کل
 یعسر یممرحله، رویان سالم تحت تقس ین. در طول اباشدیم تریپستانداران طولان یهاگونه یربا سا یسهدر مقا ینیگزلانه

و به شدت  یابدیشدن( تکامل م یلو طو تیسبلاستوس یلرشد رویان )تراکم، تشک یاتیدر سه مرحله ح گیردیقرار م یتوزیم
در مراحل  ییراتتغ ین،. علاوه بر ا(Killeen et al. 2016رحم وابسته است ) یخارج سلول یطاز جمله مح یرونیبه انواع عوامل ب

 Killeen et) دهدیرخ م یدر سطوح پروژسترون، عفونت و آبستن ییراتتغ یی،غذا یهامکمل یلبه دل یفحل چرخهمختلف 

al. 2016)به عنوان  یبارور ین،وجود دارد بنابرا یریدر گاو ش یمرتبط با بارور آیندهایدر فر یمتعدد یولوژیکب یرهای. مس
 یاثرات کوچک یدارا یعیها است که هر کدام به طور طبیانتها و واراز ژن یاریبس یرو مرکب تحت تأث یچیدهصفت پ یک

 .Snelling et al)است  یینبالقوه پا یبا اثرات اصل یفرد یکیژنت هایییانتوار یافتناست که قدرت  یبدان معن ینهستند و ا

2013). 

 

 پیشینه پژوهش
 A181FAMهای ارتباط ژن با عملکردهای بیولوژیک صورت گرفته و ژن یکی از تکنیک بعنوان، 5GWASمطالعات 

. روش تجزیه (Nayeri et al. 2016شناخته شده است )مرتبط با زایش در اولین سرویس آبستنی و روزهای باز عنوان ژن به
6ژن متفاوت بیان شده 430و تحلیل ریزآرایه  شناسایی کرد. تجزیه و تحلیل مسیر  باروری کم و با باروری زیاد را بین حیوانات 

خ ایمنی، مورفولوژی و ونقل مولکولی، پاسسازی برای میزبانی از مسیرهای بیولوژیکی از جمله متابولیسم لیپید، حملنبوغ غنی
، ALB، BMPR2 ،CCL28 ،COL4A3/4ژن متفاوت بیان شده مهم شامل  توسعه سلولی و رشد و تکثیر سلولی را نشان داد

FADS1 ،ITGA6 ،LDLR ،PLCB3 ،PPARG ،PTGS2 و SLC27A4 های متفاوت بیان شده در هر دو روز بود؛ و ژن
 ،. با این وجود(Killeen et al. 2016است ) COL4A4 و PCCB ،SLC25A24 ،DAPشامل  هفتم و چهاردهم آبستنی

                                                                                                                                                                 
1. Calving Interval (CIV) 

2. Calving to First Service 

3. Number of Services (NS) 

4. Age at First Calving (AFC) 

5. Genome-wide association studies (GWAS) 

6. Differentially Expressed Genes (DEGs) 
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های بیان شده متفاوت بین مراحل رشد در مقیاس بزرگ، مانند شناسایی ژن RNAهای ریزآرایه برای مطالعات سطح آوریفن
نویسی و کمی ایی فهرستهای سالم و بیمار استفاده شده است. با این حال، ماهیت مبتنی بر هیبریداسیون آن، توانیا بین گروه

به دلیل وضوح بهتر و تکرارپذیری بالاتر،  RNA-seqکند. بیان شده در شرایط مختلف را محدود می RNAهای سازی مولکول
تواند برای گسترش دانش ما در می ،. این روش(Mortazavi et al. 2008به سرعت جایگزین فناوری ریزآرایه شده است )

1جایگزینمورد رویدادهای پیوند  2های همجوشیهای جدید و رونوشتها و رونوشت، ژن با توسعه  ،استفاده شود؛ بنابراین 
( بستری را RNA-seqبا توان عملیاتی بالا ) RNAیابی عمیق یابی و بیوانفورماتیک، توالیهای تحلیل مولکولی، توالیفناوری

( DEGsهای با بیان متفاوت )کند. اخیراً، به منظور شناسایی ژنگیری الگوهای بیان ژن در مقیاس بزرگ فراهم میبرای اندازه
های برنامه .(Chen et al. 2015به طور گسترده در حیوانات اهلی استفاده شده است ) RNA-seqو واحدهای رونوشت جدید، 

توسعه یافته است. حتی ابزارهایی که برای یک هدف توسعه  RNA-seqهای بیوانفورماتیک متعددی برای تجزیه و تحلیل داده
کند های مختلف هستند. تنوع روش این امکان را فراهم میها و مدلاند بر اساس رویکردهای متمایز با استفاده از الگوریتمیافته

سازی دهد، سفارشیص ارائه میای که بهترین تناسب را برای هر هدف خاهای تجزیه و تحلیل را با انتخاب برنامهتا پروتکل
 .(Yang and Kim, 2015) گردد

 RNA-Seqز فناوری با استفاده ا Hetianو تخمدان گوسفند  Qiraدر یک مطالعه، تفاوت در بیان ژن بین گوسفند سیاه 
ها اما باروری آنه بودند، تجزیه و تحلیل شد. گوسفند سیاه قیرا و گوسفند هتیان هم سن و هم جثه بودند و از یک منطقه آمد

 1252صد بود(. در مجموع در 5/102درصد و گوسفند هتیان  5/215بسیار متفاوت بود )متوسط نرخ بره زایی گوسفند سیاه قیرا 
ها در بیوسنتز استروئید، نشان داد که برخی از این ژن KEGGژن به طور قابل توجهی متفاوت بیان شد. تجزیه و تحلیل مسیر 

های ارائه شده ادهدو سایر مسیرهای سیگنال دهی نقش دارند.  Wnt ،Notch، انسولین، TGFβستروئیدی، بیوسنتز هورمون ا
 Chenوجود دارد ) Hetianو گوسفند  Qiraای بیان ژن تخمدان بین گوسفند سیاه های زیادی در الگوهنشان داد که تفاوت

et al. 2015) . ،علاوه بر اینMinten et al (2013تنوع ژنتی )های بارور و نابارور/نابارور با کی ذاتی احتمالی را بین تلیسه
 پژوهش حاضرهدف از . (Minten et al. 2013)صیف کردند های ژنتیکی متوسط توعلائم بیان آندومتر تغییر یافته و ارتباط

 .است RNA-Seqهای های با بیان افتراقی در فرایند باروری گاوهای هلشتاین با استفاده از دادهتعیین ژن
 

 شناسی پژوهشروش
که  شداستفاده گاوداری هلدینگ شیرین عسل رأس گاو هلشتاین  18مرتبط با  RNA-Seqهای از داده پژوهش حاضر،در 

بندی شدند گاوهایی که دارای باروری به بالا بودند که به دو گروه مجزا با باروری زیاد و باروری کم تقسیم 2دارای نوبت زایش 
داشتند  3/1روز و تعداد تلقیح منجر به آبستنی کمتر از  350زایی کمتر از روز، فاصله گوساله 70زیاد بودند روزهای باز کمتر از 

روز و تعداد  450زایی بیشتر از روز، فاصله گوساله 150هایی که دارای باروری کم بودند روزهای باز بیشتر از و در مقابل گاو
های تعیین توالی کل ژنوم نمونه داشتند. برای کاهش اثر تعداد نوبت زایش و کاهش هزینه 3تلقیح منجر به آبستنی بیشتر از 

3م حجمیبا رعایت غلظت ادغابافت هر سه نمونه با هم  تعیین توالی  برایاز هر گروه سه نمونه بیولوژیک  ،شده و در مجموع 
دو  به روش خوانش  2500illumina Hiseqبا استفاده از  RNA. تعیین توالی شدارسال چین  4BGIبه شرکت کل ژنوم 

5طرفه  40یگابایت و در حدود گ 10به حجم  Fastqهای خام در فرمت دادهجفت باز بود.  75که طول هر خوانش  شدتولید  

                                                                                                                                                                 
1. Alternative splicing events 

2. Fusion transcripts 

3. Pool 

4. Beijing Genomics Institute 
5. Paired-End 
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01/221ها در پلتفرم گالاکسی نسخه سازی و تجزیه و تحلیل آنمیلیون جفت باز دریافت شد و تمامی مراحل آماده  شدانجام  
(Blankenberg et al. 2010) .از  استفاده ها باداده کیفیت سنجشFastQC  گالاکسی صورت گرفت افزار نرم 73/0نسخه
(Andrews 2010)افزار هایی که دارای کیفیت پایینی بودند از نرم. برای نمونهTrimmomatic  افزار نرم 0/38/0نسخه

و همچنین حذف آداپتورهایی که در هنگام تعین توالی به ابتدای خوانشها اضافه  کمهایی با کیفیت حذف توالی برایگالاکسی 
 Merchant et)های ترانسکریپتوم با ژنوم مرجع گاو یفی خوانشرد. برای هم(Bolger et al. 2014) شدبود استفاده  شده

al. 2014) افزار از نرمHISAT2  شدنسخه گالاکسی استفاده  1/2/2نسخه (Kim and Langmead 2015) . ،پس در ادامه
افزار نرم ها با استفاده ازشمارش میزان بیان هر کدام از ترانسکریپت ،ها بر روی ژنوم مرجعاز نقشه یابی رونوشت

featureCounts  گالاکسی  01/2نسخه(Liao et al. 2014)  صورت گرفت. آنالیز بیان افتراقی برای دو گروه تیماری با
های . پس از انجام آنالیز بیان افتراقی ژن(Love et al. 2014)گالاکسی استفاده شد  7/40/11/2نسخه  DESeq2استفاده از 

2شناسی ژندست آمده بود هستیهداری بیان متفاوت بصورت معنیدو تیمار به هایی که بینبیان شده، برای ژن با استفاده از  
 .(Huang et al. 2008)صورت پذیرفت  2021نسخه  DAVIDپایگاه داده 

 

 های پژوهشیافته
3ازای هر باز)کیفیت توالی به  آزمون مختلف 10 با جداگانه به طور دو طرفههای خوانش ها برایداده کیفیت سنجش  ،

4هر کاشی ازای به کیفیت توالی 5توالی ازای به کیفیت امتیاز ، 6باز هر ازای به توالی ، محتوای 7توالی ازای به GC، محتوای  ، 
8باز هر ازای به )N(های نوکلئوتیدی خوانش نشده باز محتوای 9ی نوکلئوتیدیهاتوالی طول توزیع ، های سطوح تکراری توالی ،

1نوکلئوتیدی 0 1موجود بیش از حدنوکلئوتیدی  هایتوالی ، 1 1آداپتوری ، محتوای 2  بطور هر آزمون که نتایج گیرد( صورت می

 کیفیت سنجش ملاک گانهدههای آزمون برای هشدارسطح  یا رد قبول، وضعیت. گرددارائه می گرافیکی صورت به و جداگانه

مثال نتیجه  بعنوانزای هر باز از اهمیت بیشتری برخوردار هست؛ که به ا نوکلئوتیدی باشد ولی پارامتر کیفیت توالیها میداده
 آورده شده است. 1یکی از تکرارهای باروری زیاد در شکل 

 

                                                                                                                                                                 
1. https://usegalaxy.org/22.01 

2. Gene Ontology 

3. Per base sequence quality 

4. Per tile sequence quality 

5. Per sequence quality scores 

6. Per base sequence content 

7. Per sequence GC content 

8. Per base N content 

9. Sequence Length Distribution 

10. Sequence Duplication Levels 

11. Overrepresented sequences 
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 مشاهده خروجی امتیاز کیفیت به ازای هر توالی بازی .1شکل 

 

و با توجه به اینکه باقیمانده آداپتورهای الصاقی  1NGSهای حاصل از تعیین توالی به روش با توجه به کیفیت بالای داده
 Trimmomatic (Bolger et al. 2014)افزار های خام وجود نداشت نتایج مرحله بعد از ویرایش با نرمتعیین توالی نیز در داده

م مرجع استفاده شده ترازی با ژنوهای خام برای همدرصد داده 13/99ها حذف و در حدود درصد داده 87/0نشان داد که تنها 
. (Attari et al. 2019تواند به مراتب بیشتر از این مقدار باشد )های با کیفیت پایین میاست این در حالی است که حذف داده

درصد از توالی ترانسکریپتومی بر روی ژنوم مرجع  48/93ترازی با ژنوم مرجع نشان داد که بطور میانگین نتایج حاصل از هم
جایگاه اتصال  1به بیش از  90/2درصد بصورت اختصاصی بر روی یک ناحیه و تنها  58/90شدند که از این میزان نقشه یابی 

نسخه گالاکسی  1/2/2نسخه  HISAT2افزار ها توسط نرمدرصد داده 52/6تنها  RNA-Seqهای از کل داده ،پیدا کردند. لذا
(Kim et al. 2015) افزار بر روی ژنوم مرجع شناسایی نشد؛ که آنالیز میزان بیان با استفاده از نرمFeatureCounts  نسخه

 .تراز شده با ژنوم مرجع صورت پذیرفتهای همبر روی خوانش (Liao et al. 2014)گالاکسی  01/2
( که 2سکریپتومی بیان شده بود )شکل رونوشت تران 13049نتایج آنالیز بیان افتراقی ژن در بافت جسم زرد نشان داد که 

تفاوت بیان در گاوهایی با باروری زیاد و باروری کم نشان دادند از آنجایی که  05/0داری ژن با سطح معنی 365از این تعداد 
2سازی شده با نرخ کشف اشتباههمسان Pبه تنهایی قابل اعتماد نیست از مقدار  Seq-RNAهای حاصل از در داده Pارزش   

(q-value)  های شاخص شناسایی شدند )جدول ترانسکریپتوم بعنوان 05/0داری کمتر ژن با سطح معنی 19استفاده شد که
( ENSBTAG00000050175و  ENSBTAG00000048513دار )عدد ترانسکریپتوم معنی 2(. از این تعداد ژن برای 1

نیز  TOXو  OR13C7 ،PHLDB3های چنین برای ژنهای داده بدست نیامد هماطلاعات نام و مشخصات ژن در پایگاه
عدد  13یندهای بیولوژیکی، آدرصد( در فر 56ژن شناخته شده ) 16عدد از  9ولی تعداد نویسی بدست نیامد اطلاعات حاشیه

 درصد( در مسیرهای زیستی ایفای نقش 56عدد ) 9درصد( در عملکرد مولکولی و  75عدد ) 12درصد( در محتوای سلولی،  81)
، PPYR1 ،ORC2 ،UBE3B ،TP73های گردد که ژن(. با توجه به اطلاعات شکل مشخص می3کنند )شکل شماره می

PPT2  وDHX8 نویسی مشارکت دارند.های حاشیهدر تمامی فعالیت 
 

                                                                                                                                                                 
1. Next Generation Sequencing 

2. FDR-adjusted p-value 
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 های بیان شده در جسم زرد بر اساس لگاریتم پایه دوم تغییرات چند برابریتوزیع ژن .2شکل 

 
 های بیان شده افتراقی در جسم زردمشخصات ژن -1جدول 

 کروموزوم نام ژن کد شناسایی ژن
تعداد بیان 

 متوسط

 2لگاریت 

 )تغییرات(

خطای 

 استاندارد

ارزش 
P 

ارزش 
Q 

ENSBTAG000000026

98 
Ubiquitin protein ligase E3B(UBE3B) 17 339 64/2 32/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000182

82 

NGG1 interacting factor 3 like 

1(NIF3L1) 
2 243 86/1 27/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000314

73 

Origin recognition complex subunit 

2(ORC2) 
2 286 71/1 25/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000044
36 

Palmitoyl-protein thioesterase 
2(PPT2) 

23 187 67/1- 31/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000047

60 

Pancreatic polypeptide receptor 

1(PPYR1) 
28 298 62/1- 27/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000236

35 

C-type lectin domain family 6 member 

A(CLEC6A) 
5 285 39/1- 24/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000485
13 

epithelial splicing regulatory protein 
1(LOC788414) 

2 317 22/1- 31/0 00/0 01/0 

ENSBTAG000000457

34 

Leucine rich repeat containing 26 

(LRRC26) 
11 435 19/1- 24/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000529

21 

Olfactory receptor family 13 

subfamily C member 7 (OR13C7) 
8 1478 17/1- 22/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000463
79 

Solute carrier family 34 member 
3(SLC34A3) 

11 1399 04/1- 29/0 00/0 04/0 

ENSBTAG000000058

12 
Tumor protein p73(TP73) 16 1847 03/1- 23/0 00/0 00/0 

ENSBTAG000000387

38 

Peroxisomal membrane protein 

4(PXMP4) 
13 234 85/0- 24/0 00/0 05/0 

ENSBTAG000000043
77 

Pleckstrin homology like domain 
family B member 3(PHLDB3) 

18 5835 81/0- 23/0 00/0 04/0 

ENSBTAG000000045

96 

Cytochrome P450 11B1, 

mitochondrial(LOC787628) 
14 13846 80/0- 23/0 00/0 05/0 

ENSBTAG000000049

54 

Thymocyte selection associated high 

mobility group box (TOX) 
14 8575 80/0- 23/0 00/0 05/0 

ENSBTAG000000086
26 

Potassium calcium-activated channel 
subfamily N member 1(KCNN1) 

7 7242 79/0 22/0 00/0 04/0 

ENSBTAG000000501

75 

vomeronasal type-1 receptor 4-

like(LOC107131477) 
18 4223 77/0- 19/0 00/0 01/0 

ENSBTAG000000083

39 
DEAH-box helicase 8(DHX8) 19 3101 77/0- 22/0 00/0 05/0 

ENSBTAG000000008
36 

Keratin 8(KRT8) 5 1373 76/0- 22/0 00/0 05/0 
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سه ژن شاخص عملکردی هستند  ORC2و  UBE3B ،NIF3L1های قابل مشاهده است ژن 1گونه که در جدول همان
 2021نسخه  DAVIDشناسی با استفاده از پایگاه مطالعات هستیباروری زیاد دارند  ی باکه میزان بیان بیشتری در گاوهای

1های بیولوژیکیدر فرایند B3UBEنشان داد که ژن  پروتئین درگیر در فرآیند کاتابولیک پروتئین وابسته به یوبیکوئیتین عنوان به 
تمایز نورون، تنظیم مثبت یند بیولوژیکی آدر فر NIF3L1گاو تعیین نقشه شده است.  17ت که بر روی کروموزوم شماره اس

یند بیولوژیکی آدر فر ORC2، تنظیم منفی رونویسی با الگوی اسید نوکلئیک، نقش دارد همچنین ژن DNA رونویسی، الگوی
2سلولی کند. از نظر محتواینقش بازی می DNAهمانندسازی   1L3NIFدر هسته و سیتوپلاسم وجود دارد. ژن  B3UBEژن  

ای، ناحیه تلومر، هتروکروماتین، های کروموزوم هستهجزو بافت ORC2جزو هسته، سیتوپلاسم و میتوکندری بوده و ژن 
 .باشدای، سانتروزوم و غشاء میکینتوکور داخلی کروموزوم متراکم، مجتمع تشخیص همانندسازی منشأ هسته

 

 
 های با بیان متفاوت افتراقینویسی ژننمودار ون برای حاشیه .3شکل 

 بحث
 05/0 یداریطح معنسژن با  365که تنها  دیگرد انیدر جسم زرد ب یپتومیعدد رونوشت ترانسکر 13049حاضر  قیدر تحق

چرخه  13ژن را در روز  1387( تعداد 2022) Ghafouri et alکم نشان دادند.  یو بارور ادیز یبا بارور ییدر گاوها انیتفاوت ب
( p≤0.000001, Fold change≥0.5) داریمتفاوت معن انیو کم بصورت ب ادیز یروربا با ییدر بافت جسم زرد در گاوها یفحل

 یگاوها نیفت جسم زرد بدر با یافتراق انیبا ب یهاتعداد ژن گر،یمطالعه د کی(. در Ghafouri et al. 2022گزارش نمودند )
 (.Moore et al. 2016شده است ) رشگزا 05/0اصلاح شده کمتر از  یداریعدد به شرط سطح معن 560بارور و کم بارور 

نتیجه نمونه ترکیب شده خون گاوهای نر و ماده نژاد  Bos_taurus_UMD_3.1.1 (bostau8)ژنوم مرجع گاو نسخه 
3نجرابا استفاده از تکنولوژی س X9 هرفورد است که با عمق خوانش شده است دارای  یمعرف 2014نوامبر  25 یخدر تار 

 21.089ژن است که از این تعداد  30.811کروموزوم تعیین نقشه شده و شامل  30جفت باز است که بر روی  2.640.123.310

                                                                                                                                                                 
1. Biological Process 

2. Cellular Content 

3. Sanger 
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1ژن کد کننده 2ژن غیر کد کننده 5.520و   در مطالعه حاضر، میزان همترازی با ژنوم  .(et al. Merchant 2014)باشد می 
-71و  (Attari et al. 2019)درصد  60-70در مقایسه با مطالعات صورت گرفته  کهبدست آمد  48/93مرجع بطور میانگین 

های نشان داد که ژن (2022غفوری و همکاران ) مطالعات مقدار قابل توجهی است. (Moore et al. 2016)درصد  65
NT5DC3 ،COL4A3 ،ALPK3 ،OAS1X ،MASP1 ،JSP.1   در بافت جسم زرد گاوهایی با باروری زیاد نسبت به

ژن با بیان متفاوت در بافت آندومتریم گاوهایی با  403 ،گاوهای با باروری کم کاهش بیان داشته است. در مطالعه دیگری
ها در سه شبکه فیزیولوژیکی اکتین و اجزای اسکلت سلولی، عملکرد عدد از این ژن 123شناسایی شدند که  کمباروری زیاد و 

مطالعات مختلفی بر روی بیان ژن در خصوص  ،. علاوه بر آن(Moran et al. 2017)ونقل یون فعالیت داشتند و حمل ایمنی
 .(Gonella-Diaza et al. 2017ن خصوص گزارش شده است )های دخیل در ایهای مختلف انجام شده و ژنباروری در بافت

 NIF3L1پروتئین و فعالیت لیگازی است، ژن -دارای عملکرد مولکولی و فعالیت ترانسفرازی یوبیکوئیتین UBE3Bژن 
3وظیفه مولکولی مولکولی  اتصال به فاکتور رونویسی و همچنین اتصال پروتئینی یکسان را بر عهده دارد و در این میان عملکرد 

4است. در مسیرهای بیولوژیکی DNAاتصال به منشأ تکثیر  2ORCژن  در مسیر  B3UBEژن  KEGGدایره المعارف  
بر  ORC2مسیری مشخص نشده است و لیکن ژن  NIF3L1فرایندی پروتئولیز با واسطه یوبیکوئیتین نقش دارد اما برای 

5های ثبت شده در این پایگاه در چرخه سلولیاساس داده  ،SYNMهای میزان بیان ژن پیشین،در مطالعات  .داردنقش  
PARM1 ،NXPE2 ،COL12A1 ،ADAMDEC1 ،SERPINA14 ،S100A9 ،PI16 ،MSTN ،CD83 ،CA2 ،C2 ،

SAA3 ،C5  در گاوهای با باروری زیاد نسبت به گاوهای با باروری کم بصورت مشترک در بافت آندومتریم و بافت جسم زرد
گاو تعیین نقشه شده است به عنوان ژن کاندیدا برای باروری شناخته  15که در کروموزوم  NXPE2بیشتر بوده است که ژن 

 .(Ghafouri et al. 2022شده است )
، KRT8 ،PHLDB3 ،PPT2 ،LOC787628 ،PPYR1 ،TOX ،TP73 ،DHX8 ،KCNN1های ژن ،در تحقیق حاضر

CLEC6A ،PXMP4 ،LRRC26 ،SLC34A3  وOR13C7  .در گاوهای با باروری کم میزان بیان بیشتری نشان داده است
در فرایند  PPT2ژن گردند. های شاخص محسوب میجزو ژن CLEC6Aو  PPT2، PPYR1ها سه ژن از میان این ژن

6دپالمتویلاسیون ماکرومولکولزیستی  جزو ساختار  2PPTژن  های پالیمیتول از یک ماکرومولکول را بر عهده دارد.حذف گروه 
نویسی در سلولی لیزوزوم، اندامک محدود به غشای داخل سلولی و اگزوزوم خارج سلولی است. بر اساس اطلاعات حاشیه

7عالیت هیدرولاز پالمیتویل )پروتئین(این ژن ف خصوص عملکرد مولکولی را بر عهده دارد که در حضور مولکول آب ترکیب  
این ژن در چرخه افزایش طول اسید چرب،  KEGGکند. در مسیرهای پروتئین را به پروتئین و پالمیتات تجزیه می-پالمیتویل

در فرایند  PPYR1ژن . (Dennis et al. 2003) کندمسیرهای متابولیک، متابولیسم اسیدهای چرب و لیزوزوم نقش ایفا می
 PPYR1گردش خون نقش دارد.  و مسیر سیگنال دهی گیرنده سطح سلول، مسیر سیگنال دهی نوروپپتید، رفتار تغذیهزیستی 

های پروتئینی است که حداقل بخشی از توالی متشکل از محصولات ژنی و کمپلکسو  ناپذیر غشای پلاسماییجزء جدایی
 ،و همچنین YY از نظر عملکرد مولکولی این ژن فعالیت گیرنده پپتید .گریز غشا جاسازی شده استها در ناحیه آبنپپتیدی آ

8گیرنده عصبی-برهمکنش لیگانددر مسیر زیستی  1PPYRکند. ژن فعالیت گیرنده پلی پپتیدی پانکراس کنترل می ایفای  
ناپذیر غشاء سلولی است بدین صورت که جزء یک غشاء جزء جدایی CLEC6Aژن . (Dennis et al. 2003) کندنقش می
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گریز غشا ها در ناحیه آبهای پروتئینی است که حداقل بخشی از توالی پپتیدی آنمتشکل از محصولات ژنی و کمپلکس
-NFیناز ک  I-kappaB یندهای بیولوژیکی پاسخ ایمنی تطبیقی، تنظیم مثبت سیگنال دهیآجاسازی شده است؛ که در فر

kappaBکند و وظیفه مولکولی اتصال ، پاسخ ایمنی ذاتی، تنظیم مثبت ترشح سیتوکین و پاسخ دفاعی به قارچ نقش بازی می
کربوهیدرات را بر عهده دارد. اتصال به یک کربوهیدرات شامل: مونوساکاریدها، الیگوساکاریدها و پلی ساکاریدها و همچنین 

ریدها از طریق احیای گروه کربونیل )آلدیتول ها(، با اکسیداسیون یک یا چند گروه هیدروکسی مواد به دست آمده از مونوساکا
با جایگزینی یک یا چند گروه هیدروکسی با یک اتم  ها، یا اسیدهای کربوکسیلیک مربوطه، یابرای تولید آلدئیدها، کتون

1هموستاز یون فسفات سلولیرایند بیولوژیکی با ایفای نقش در ف 3A34CLCژن . ) 2003et al. Dennis(است  هیدروژن  
در سیتوپلاسم،  CLC34A3 .باشدهای فسفات در سطح یک سلول دخیل میدر هر فرآیندی که در حفظ حالت پایدار داخلی یون

لی، ناپذیر غشاء، غشای پلاسمایی آپیکال و وزیکول وجود دارد. فعالیت ناقل گذرنده فسفات غیر آ، جزء جداییBrushدیواره 
2فعالیت سمپولتر ) et al. Dennis باشدسدیم: فسفات و فعالیت ناقل گذرنده فسفات وابسته به سدیم تحت نظارت این ژن می 

2003). 
 

 گیرینتیجه
ا استفاده از پلتفرم گالاکسی نشان داد که حدود ب RNA-Seqهای نتایج حاصل از آنالیز دادهگیری کلی، به عنوان نتیجه

ها بر روی ژنوم مرجع گاوی درصد داده 48/93های خام دارای کیفیت مناسب بوده و از این مقدار در حدود درصد از داده 13/99
ر گاوهایی با د دعد 365عدد ژن در جسم زرد بیان شده است که از این تعداد  13049تراز شده است. در بیان افتراقی ژن هم

داری اصلاح شده بر اساس نرخ نشان دادند و در صورتی که سطح معنی 05/0باروری زیاد و باروری کم اختلاف بیان در سطح 
 ORC2و  UBE3B ،NIF3L1های ژنرونوشت اختلاف بیان بین تیمارها نشان دادند.  19کشف اشتباه مدنظر قرار گیرد تعداد 
عنوان های بیولوژیکی بهکه میزان بیان بیشتری در گاوهای باروری زیاد دارند که در فعالیت سه ژن شاخص عملکردی هستند

، تنظیم DNA رونویسی، الگوی ، تمایز نورون، تنظیم مثبتپروتئین درگیر در فرآیند کاتابولیک پروتئین وابسته به یوبیکوئیتین
، KRT8 ،PHLDB3 ،PPT2های ژن. کنندش بازی مینق DNAمنفی رونویسی با الگوی اسید نوکلئیک و همانندسازی 

LOC787628 ،PPYR1 ،TOX ،TP73 ،DHX8 ،KCNN1 ،CLEC6A ،PXMP4 ،LRRC26 ،SLC34A3  و
OR13C7 های بیولوژیک های شاخص این گروه در فعالیتدر گاوهای با باروری کم میزان بیان بیشتری نشان داده است ژن

 گردش خون ،فتار تغذیهرسیگنال دهی گیرنده سطح سلول، مسیر سیگنال دهی نوروپپتید،  مسیردپالمتویلاسیون ماکرومولکول، 
که مقدار  ORC2و  UBE3B ،NIF3L1 یهاگاهیجا ،یکل یریگجهیبه عنوان نت .هموستاز یون فسفات سلولی دخالت دارندو 
 یگاوها یکیدر انتخاب ژنت یشاخص عملکرد یهابعنوان ژن توانندیداشتند م ادیز یبا بارور یدر جسم زرد گاوها یشتریب انیب

 .رندیمورد استفاده قرار گ یریش
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