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Abstract 
Avian infectious bronchitis (IB) is an acute and highly contagious disease of the upper-

respiratory tract caused by the infectious bronchitis virus (IBV). The virus is a member of the 

Coronaviridae family and has numerous serotypes and strains. Rapid replication combined with 

high mutation rate and recombination are the main causes of the observed high diversity.Feed 

conversion and average daily gain are affected in broilers, and infection is often followed by 

secondary bacterial infections. In layers, IBV causes a reduction in egg production. Currently, 

IB is one of the most economically important diseases in the poultry industry. In the present study, 

transcriptional profiles of tracheal tissue of the infected group (IBV) were studied with control 

group to evaluate changes in transcriptome profile at the early stages of infection. After the 

challenge of SPF chickens with IBV IS-1494 like (GI-23) variant, the tracheal tissue was used 

for RNA extraction, and changes in the transcriptome were investigated by Illumina RNA-seq 

technique. Up-regulated and down-regulated differentially expressed genes (DEGs) in the 

transcriptome of trachea were identified. Gene ontology category, KEGG pathway, was 

analyzed to identify relationships among differentially expressed genes. In general, the numbers 

of up-regulated genes were higher than of down-regulated genes in the experimental group. In 

the experimental group, a more severe immune response occurred; among the important up-

regulated genes in this group was Toll-like receptor signaling pathway, apoptotic pathway and 

MAPK signaling pathway. The results of this study could provide a general overview of 

transcriptome changes in the trachea at the early stage of infection with avian infectious 

bronchitis (IBV) virus. 
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 چكیده

 روسیهاست کهه توسهو و یفوقان یدستگاه تنفس یمسر اریحاد و بس یماریب کی( infectious bronchitisپرندگان ) یعفون تیبرونش

 یاسهت و دارا (coronaviridae)کرونا ویریده  از خانواده روسیو این .شودمی جادی( اinfectious bronchitis virus) یعفون تیبرونش

 اسهت. شدهمشاهده بالایتنوع  یاصل لیبالا از دلا یبیهمراه با نرخ جهش و نوترک عیسر تكثیر است. یمتعدد هایسویهو  هاتیپسرو

 ییایباکتر هایعفونتو عفونت اغلب با  گیردمیقرار  ریتحت تأث یگوشت هایجوجهروزانه در  شیافزا نیانگیو م تبدیل غذایی ضریب

 تهرینمهماز  یكهی IBV بیماری امروزه .شودمیمرغ تخم تیفیو ک دیباعث کاهش تول IBV، گذارتخمهای مرغ در همراه است. هیثانو

 ی( با گروه کنترل براIBVآلوده )گروه  یبافت نا یسیرونو هایپروفایلمطالعه حاضر،  در است. وریدر صنعت ط یاقتصاد هایبیماری

ویهروس  بها SPF هایجوجههاز چهالش  په  .گرفت قرار مطالعه موردعفونت  هیمشخصات رونوشت در مراحل اول راتییتغ یبررس

 فهندر رونوشهت بها  راتییهاستفاده شد و تغ RNAاستخراج  یبرا ی(، از بافت ناGI-23) IBV IS-1494 2برونشیت عفونی واریانت 

Illumina RNA-seq یافتهبیانتغییر هایژن شد. یبررس (DEGsدر رونوشت نها )مسهیرژن،  شناسهیهستی دسهته شهدند. ییشناسها ی 

KEGG هایژنتعداد  شیدر گروه آزما ،طورکلیبه قرار گرفت. وتحلیلتجزیهمورد  شدهبیانمتفاوت  هایژن بینروابو  ییشناسا یبرا 

 نیمهم در ا شدهمیتنظ یهارخ داد. از ژن دتریشد یمنیپاسخ ا ،یشیگروه آزما در بود. یافتهبیاناهشک هایژناز  شتریب یافتهبیانافزایش

از  یکله ینما کی تواندیمطالعه م نیا نتایج بود. MAPK سیگنالینگ مسیر ک،یآپوپتوت ری، مسToll شبه گیرنده دهیسیگنال مسیرگروه 

 ( ارائه دهد.IBVپرندگان ) یعفون تیبرونش روسیت با وعفون هیدر مراحل اول یرونوشت در نا راتییتغ
 

 .نای ،RNA-Seq ،رونوشت ،پرندگان یعفون تیبرونش روسی: وهاکلیدواژه
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 مقدمه

بشر بهه  لیو تما يانسان تيبا رشد روزافزون جمع

 يمنبه  اله  عنوانبهه مهر تخممصرف گوشت مهر  و 

وجود  زين ينيمناب  پروتئ نیبه ا يروزافزون ازين ن،يپروتئ

 رهيهرا در زنج ورينقش لنعت ط تواننمي نیبنابرا .دارد

 گرفههت دهیههناد ياقتصههاد یيغههذا و شههكوفا تههیمين

(Barjesteh et al., 2020).  نیا يرو شيپ يچالش ال 

 يروسیو يهايماريب ازجم ه يعفون يهايماريلنعت ب

 وريهبه لنعت ط يادیز ياقتصاد انیز تواندياست كه م

 ,Nawab et al., 2019) در سراسهر جههان وارد كنهد

Mahdavi et al., 2014).  

 يامهدهايلنعت بها پ این ال ي يدهایاز تهد يكی

 ( اسهتIBV) يعفون تيبرونش روسیو د،یشد ياقتصاد

(Barjesteh et al., 2020).  تيبرونشه ایجادكننهدهعامل 

 سنسبا  ايرشتهتک روسیو RNA یکپرندگان  يعفون

 ,.Liu et al) اسهت Coronaviridaeمثبهت از اهانواده 

بها جههش و   یسهر ريهتكث ليبه دل روسیو نیا. (2017

اسهت كهه منجهر بهه  شهدهشنااتهبالا  يبيفركانس نوترك

 Jackwood) شوديم زیمتما یيايجغراف يهاهیسو جادیا

et al., 2012, Gholami-Ahangaran et al., 2012).  

و در  واردشهده زبهانيم يدستگاه تنفس قیاز طر روسیو

ساعت دوره نهفتگهي  48تا  24از  پس شودمي ريآن تكث

 .(Awad et al., 2014) گهرددميتنفسهي ایجهاد  علائهم

 QX ژنوتيه مانند  يعفون تيبرونش يهاهیاز سو يبرا

تخمهک  يو مجهرا هاهيهك  ازجم ه اليت ياپ يهابه بافت

 عهیكههه در آن باعههو عفونههت و  هها شههونديم دهيكشهه

بيماري اغ ه  بها  .(Ganapathy et al., 2012) شونديم

 همچنههين هههاي باكتریههایي یانویههه همههراه اسههت.عفونت

تخمهک  يدر مجهرا هاسهویه ياز براه يناشه عاتی ا

تخمهک را كهاهش  ديهو تول تيهفيك توجهيقابل طوربه

 ي. در عهر  سهه روز پهس از عفونهت، علائمهدهدمي

 ری  تبدیل غذایي و ميهانگين ظاهر و  يمانند افسردگ

هاي گوشتي تحهت تهییير ر جوجهروزانه د وزن افزایش

 Jackwood and Wit., 2020, Feizi and) گيردقرار مي

Kaboli., 2012). IBV و  نيرا در تمههاس سههن هاجوجههه

ت فات بسته به نوع  زاني. مدهدميقرار  تییيرنژادها تحت 

 يسههلامت طیسههن و شههرا نيو همچنهه ريههدرگ روسیههو

 ,Raj and Jones) درلد برسد 83به  تواندمي هاجوجه

ئروسههل، آ قیههانتقههال از طر یيتوانهها ليههبههه دل .(1997

در مزارع منتقهل و گسهترش  سرعتبه تواندمي روسیو

 كنههد وارد طيههورلههنعت  زیههادي بههه اسههارات و ابههدی

(Awad et al., 2014). 

 هااسهتيس ياذ و اجهرابا توجه به موارد فوق، اتخ 

زنهده  رفعهال،يغ ونيناسيمانند واكس رانهيشگيو اقدامات پ

 يبرا نهيبه يمناس  و دما هیتهو ،یافتهحدتتخفيف یاو 

 رانهيشهگيپ يهاياسهت. اسهتراتژ ي رور وريلنعت ط

مناسههه ،  تیریمهههد يهاوهياز شههه يبهههيموجهههود ترك

 و اسهتفاده از شهرفتهيپ هیهكنتهرل دمها، تهو يهاسميمكان

 اسهت رفعاليو غ شده عيفزنده  يروسیو يهاواكسن

(Wang et al., 2006). نیهاقدامات، كنترل ا این باوجود 

متنهوع  يهاوجود گونه ليدر سراسر جهان به دل يماريب

دشهوار  هاهیمتقهاط  سهو يمنیو عدس وجود ا یيايجغراف

 يههها، توسههعه روشروازایههن .(Jordan., 2017)اسههت 

كهاملا   وعيمههار شه ينوآورانهه بهرا يو درمان رانهيشگيپ

مو هوع  نیهرده در مورد ااست. مطالعات گست ي رور

ارائهه كهرده  يمهاريب نیهمبهارزه بها ا يراه را برا نیچند

در  يوود و همكارانش شهواهد، جکمثالعنوانبهاست. 

 شههدهمشخص هههايتي  سههرو ياز ایربخشهه تیههحما
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 Jackwood and) اندپيداكرده ایمني ایجاددر  یيايجغراف

Wit, 2020). يهاواكسهن از گزارشهي ن،یهعهلاوه بهر ا 

و  يمنهیكه پاسخ ا Nو  S1 هاينيپروتئ يحاو  ينوترك

 ,.Meir et al) داردوجهود كهرده  تیهرا تقومحافظهت 

2012). 

 نیها يكهه رو مهدتيطولانيگسترده و  قاتيتحق با

 يرا بهرا يادواركننهدهيام جیاست، نتها شدهانجاس يماريب

 ولهي مؤیرتر گزارش كهرده اسهت، رانهيشگيپ يهاروش

و  یافتهگسترشتاكنون مهار نشده و همچنان  يماريب نیا

 هايواكسههن يمعرفهه منظوربههه. شههودمي نگرانههيباعههو 

درک  شههرفته،يپ رانهيشههگيات پو توسههعه اقههدام مههؤیرتر

 وريهدر ط زابيمهاريدر برابر عوامل  يدفاع هايمكانيسم

در  يارزشهمند نشيهبه ما ب يدرك نياست. چن ي رور

 يرهايدر پرنهدگان و مسه بيماري مولكوليمورد پاتوژنز 

. دهههدمي زبههانيم-روسیههدر تعامههل و ريههمخت ههف درگ

 ،كسي)ژنهوم Omic ههاييآوردر فن رياا يهاشرفتيپ

( اغ   کيو متابولوم كسيپروتئوم كس،يپتومیترانس كر

 يهههاكنشبرهم وتح يلتجزیههه يبههرا يشناسههدر روش

 يكیولهههوژيب يهاسهههتميدر س يو مولكهههول يسههه ول

 یيبا كهارا هايفن. استفاده از گيرندميقرار  مورداستفاده

 next) ينسهل بعهد یهابي تهواليو  هیهزآرایبالا ماننهد ر

generation sequencingكهههه  يمحققهههان انيههه( در م

را  زبهانيو م يعفهون تيبرونشه روسیهو نيتعاملات به

 ,.Xu et al) اسهت افتهی يشتريشتاب ب كنند،يم يبررس

2019, Liu et al., 2017, Cong et al., 2013, Wang 

et al., 2006). 

را در  يجهالب يههانشيب قهات،يتحق نیها يهاافتهی

 وريهدر ط  دویروسي يهاسميمورد نحوه عم كرد مكان

 ارائهه كهرده اسهت. يعفهون تيبرونشه روسیدر برابر و

 ريدرگ کیمونولوژیا يندهایدر مورد فرآ ياندك مطالعات

مطالعههه  ن،یبنههابرا .اسههت شههدهانجاس IBVدر پههاتوژنز 

 1كه جریان كهار آن بهه طهور الالهه در شهكل حا ر

 رونوشهت وتح يلتجزیهه اههدفب نشان داده شده است

 روسیهدر برابهر و يمنهیا هايپاسهخبا تمركهز بهر  ناي

بها اسهتفاده از  يگوشهت هايجوجههدر  يعفون تيبرونش

 انجاس شد. RNA-seq وتح يلتجزیه

 
 نمودار جریان كار -1 شكل
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 هامواد و روش

 شههاهدداردر ایههن مطالعههه تجربههي  :طراحههی آزمههایش-

ر دانشههكده دامپزشههكي د 1398كههه در سههال  تصههادفي

 SPFقطعههه جوجههه  60، دانشههگاه تهههران انجههاس گرفههت

گروه آزمایش و یک گروه كنتهرل  یکبه مساوي  طوربه

تهایي تقسهيم  15 یرگهروهزگروه به دو  هر .ندتقسيم شد

در ایزولاتورهاي جداگانه نگههداري  هاهمه گروه .ندشد

روش  بهه یشآزمها روزه در گروه 12هاي جوجه شدند.

 مای  آلانتوئيک حهاوي يترل يكروم 100و چشمي با  يينب

egg  50%) مههر تخمدوز عفههوني  410 درلههد پنجههاه

infective dose يعفهونبرونشيت  یروسو ليتري يم( در 

(Variant-2-like IBV IS/1494چههالش ) .در شههدند 

سهالين اسهتریل  يتهرل يكهروم 100ها گروه كنترل، جوجه

 دند.( دریافت كرPBSبافر فسفات )

 یهسهودر ایهن مطالعهه از  :سویه ویهروس و تیتراسهیون-

(variant-2-like IBV- IS/1494اسههتفاده ) .ایههن  شههد

از مزارع مهر  گوشهتي ایهران جهدا  2014سویه در سال 

از  EID50تعيههين  يبههرا .(Najafi et al., 2016) شههد

 Reed and) اسهههتفاده شهههد Reed-Muenchروش 

Muench, 1938). 

دو روز پس از چهالش،  :نمونه یسازآمادهو  یآورجمع-

تصادفي از هر گروه انتخاب و با  طوربهقطعه جوجه  10

گردني بر  يهامهرهكربن و دررفتگي  سيداكيداستنشاق 

اساس الول االاقي دانشگاه تهران در شرایط اسهتریل، 

و بهراي ههر  ه، بافت ناي تشریح شهدسپس كشته شدند.

 5اسهتریل  يهالولههرا در  ههاآنگروه ادغاس شد. سپس 

 RNAlater (Thermo Fisherحاوي مح ول  ليتريي يم

Scientific )تهها  قراردادنههدRNA سههازيفعالغيربهها  را 

ارزیهابي  يبهرا تثبيهت و محافظهت كنهد. RNaseفوري 

، مقداري بافت از هر گروه برداشته شد RNA-seqنتایج 

 يواقعهدر زمهان  ازيمهرپ اي تا آزمایش واكنش زنجيهره

(real time PCR) .شهده هاي ناي ادغاسبافت انجاس شود

 HiSeq 2000 Systemبا انتهاي جفت ) یابيتواليبراي 

[TruSeq SBS KIT-HS V3 Illumina] بهه شهركت )

BGI .به ذكهر اسهت كهه بهراي  لازس در چين ارسال شد

باكيفيت، ك يهه فرآینهدهاي  RNA يهامولكولاستخراج 

و كنترل كيفي توسط این شركت انجهاس  RNAاستخراج 

 شد.

آمده از پ تفرس دستهاي بهداده :رونوشت وتحلیلیهتجز-

Illumina HiSeq 2000  آوردندسهههتبهههه بهههراي 

سهپس بهراي كنتهرل  شهد كهههاي ااس پردازش اوانش

مي يهون  40 حهدود اواني استخراج شهد.كيفيت و نقشه

 90اوانش ااس با انتهاي جفت براي هر نمونه بها طهول 

بهه  RNA-seqهاي ( از كتابخانههbpجفهت بهاز ) 100تا 

، بهراي ههااوانشاز تراز  قبل توليد شد. FASTQشكل 

 FASTQ هاي اههاس، از ابههزاراوانشهه يفيههتكنتههرل ك

(
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/proj

ects/fastqc/) ههاييآلودگبهراي حهذف  و استفاده شد 

، يفيهتباك يهرایشپ يش في تر شدند.پها احتمالي، اوانش

هههاي اههوب را افههزایش داد و دقههت تعههداد اوانش

 يههدهاينوك ئوت .فراوانههي را بهبههود بخشههيد يريگانههدازه

ههاي اهاس ههاي آداپتهور در دادهپهایين و توالي يفيتباك

 ,BBDuk 38.87 (BBtools, California ابهزار توسهط

USA) پيرایش شهد (DOE Joint Genome Institute, 

USA).  BBDuk ها با براي از بين بردن آلودگي اوانش

 اسهههههههت یافتهتوسهههههههعه kmersاسهههههههتفاده از 

(https://anaconda.org/bioconda/bbmap). از  پههههس

از كجهاي  هااوانشكه كردن اینپيرایش، براي مشخص

https://anaconda.org/bioconda/bbmap
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ههاي تميهز بها قرائت ،گرفتهه اسهتژنوس مر  سرچشمه 

 بهها اسههتفاده از( GCA_000002315.5) مرجهه ژنههوس 

STAR (spliced transcripts alignment to a 

reference ) فایل تفسير شده و ژنوس مرجه   .گردیدتراز

ژنوس  سازيیهو نماآمد دست  به Ensemblداده از پایگاه 

 run Mode genome Generate" STAR-" با استفاده از

 .سااته شد 2.7

 تغيير بيان یافتههاي ژن :بیان یافته ییرتغ یهاژنشناسایی -

(differentially expressed genes) از فاده بهها اسههت
edgeR 3.28.1  كه یک بسته از زبان برنامه نویسيR باشهدمي، 

 gallus)شناسایي شهدند و بها اسهتفاده از ژنهوس مرجه  

gallus reference )شده از مركز م ي اطلاعات استخراج

 national center for biotechnology) بيوتكنولهوژي

information) 05/0 هایي با مقهدارژن .تراز شدندهمp< 

 اسایيشن DEGs عنوانبه LogFC<1>1-و تغيير لگاریتم 

 هاگروهبين  DEGsمقایسه سطح بيان ژن،  جهت .شدند

مشهاهده شهكل  يبهرا .قرار گرفهت وتح يلیهتجزمورد 

DEGر افزانرس، با استفاده از ها R 1.0.12(the heatmap 

package; https://cloud.r- 

project.org/web/packages/pheatmap ) یهههک نقشهههه

حاوي تغيير لگهاریتم  MDنمودار  .گردیدحرارتي ایجاد 

DEG  در گروه آزمهایش در مقایسهه بها گهروه كنتهرل و

افهزار نرسهمچنين ميانگين فراواني هر ژن، با اسهتفاده از 

R (package MD.سااته شد ) 

نقههش بههراي تعيههين : عملكههردی هایوتحلیلیهههتجز-

 gene) ژن شناسييهستالطلاحات  ها،DEGبيولوژیكي

ontology )( ء سه ولي، فرآینهد بيولهوژیكي و اجزاشامل

عم كرد مولكولي و مسيرهاي دایره المعارف ژن و ژنوس 

 دیویهههد بههها اسهههتفاده از پایگهههاه داده( KEGG)كيوتهههو

(https://david. ncifc rf. gov/)  8/6نسهخه (version 

 مهورد گي، مشهاهده و كشهف یكپهارچبراي تفسير (6.8

 مسهيرهاي .(Huang et al., 2009) قرار گرفهت يبررس

KEGG و شههرایط GO 05/0 بهها مقههدارp< عنوان بههه

 دار در نظر گرفته شدنداري معنيآم يهاداده

بها اسهتفاده از واکهنش  RNA-seq نتهایجسهنجی اعتبار-

 يهانمونهه: پلیمراز رونویسهی معكهوس کمهی اییرهزنج

RNA  يهتكبا اسهتفاده از  یشآزما يهاگروهاز (RNA 

SinaPoreSinaClon, Iran) اسههتخراج و سههپس بهها  

DNase I هاييريگانههدازهبهها اسههتفاده از  .تيمههار شههد 

نههانومتر، كميههت و  280و  260، 230سههنجي در طيف

بها  RNA هاينمونه .ارزیابي شد RNA كيفيت استخراج

 2و بيشهتر از  OD260/280 در 9/1-2/2نسبت جهذب 

 .اسهتفاده شهد cDNA بهراي سهنتز OD260/230 در

cDNA ميكروگهرس 2از  يارشهتهتک RNA بها  و كهل

یمهر هگزامهر استفاده از تهرانس كریپتهاز معكهوس و پرا

انجههاس ایههن كههار، طبههق  بههراي .شههدتصههادفي سههااته 

 RevertAid First Strandدستورالعمل سازنده از كيهت 

cDNA Synthesis Kit (Fermentas)  گردیهداسهتفاده .

 هاي، نمونههRNA-seq  ههايداده سهنجياعتبار بهراي

RNA  بها یشآزمهاكهل در گهروه (qRT-PCR ) مهورد

 Thermo Fisher) گرفهههتقهههرار  وتح يلیههههتجز

Scientific .)هايميكروگهرس از نمونهه یهک RNA بهه 

cDNA  ژن تنظهيم مثبهت  جپهن .شهدرونویسي معكوس

  MyD88 و TLR2B، TLR4 ،TLR7، IL1R2 شهامل

بها اسهتفاده  qRT-PCRپرایمرههاي همهه .انتخاب شدند

 Primer-BLAST)از

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/ )  شدند يطراح 1طبق جدول. 

https://cloud.r-/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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 q RT-PCR در مورداستفادهپرایمرهاي  -1 جدول

qRT-PCR با اسهتفاده از كيهت qPCR Green Master 

(Jena Bioscience)،  طبق دسهتورالعمل سهازنده انجهاس

شامل یک دناتوراسيون اوليه در دماي  PCR شرایط .شد

 40یانيه و به دنبهال آن  30به مدت  س سيوسدرجه  95

 20بهه مهدت  گراديسانتدرجه  95با دماي  PCR چراه

درجهه  72یانيهه و  30بهراي  گراديسهانتدرجه  60یانيه، 

 Rotor-Gene Qیانيه با اسهتفاده از  30براي  گراديسانت

Real-time PCR (Qiagen )2روش  از .بهههود-ΔΔCt 

هدف استفاده شد  يهاژنبيان نسبي  وتح يلیهتجز يبرا

بهراي  زادرون كننهدهيمتنظیک ژن  عنوانبه GAPDH و

در  اهنمونههتمامي  .سطوح بيان استفاده شد سازييعاد

 .قرار گرفتند وتح يلیهتجزسه تكرار مورد 

 

 هایافته

حهدود  ههاشميهانگين طهول اوان :مشخصات بیان ژن-

و  Illumina HiSeq 2000 جفت باز توسط پ تفهرس 100

 .توليهد شهد اي ااص با انتههاي جفهترشتهیابي توالي

مي يهون اهوانش در  40حدود  هااوانشتعداد  ميانگين

 .هر نمونه بود

، شههدهبردارينقشههههاي تعههداد اوانش 2 جههدول

و همچنهين ااس  هاياوانش و شدهپيرایشهاي اوانش

  .دهدميرا نشان  هانمونهبراي همه  بردارينقشهكارایي 

 
( در گروه آزمایشبردارينقشه، و شدهبریده)ااس،  نسبت اوانش ها وتح يلتجزیه -2جدول   

د فرمنحصربه شده برش هایخوانشتعداد 

شوندیم یبردارکه به ژنوم مرجع نقشه  

پ  از برشها خوانشتعداد  خامهای خوانشتعداد    نام نمونه 

33264722 درلد( 84) 1گروه كنترل  39960566   39600920 درلد( 1/99)       

33615920 درلد( 86) 39088279 درلد( 8/97)  2گروه كنترل  39967566   

32122407 درلد( 83) 38701696 درلد( 97)    1گروه آزمایش  39898656    

31409009 درلد( 81) 38303669 درلد( 96)    2گروه آزمایش 39899656   

هاژن   (´3 -´5) پرایمر رفت  

 محل

 نوکلئوتید

 اگزون

 (´3 -´5)  پرایمر برگشت

 محل

 نوکلئوتید

 اگزون

 اندازه
(bp) 

MyD88 
 

CAAACTGAAGCTGTGTGTG 
Exon 3 

583-601 CACATTCATCACTTTCCAG 

Exon 4 

722-704 

 

140 

TLR7 

 
CGTATCTCTCCAGCATCC 

Exon 2 

1543-1560 GCACACATTATCTTTGGGC 
Exon 2 

1644-1626 
102 

TLR4 

 
CCGCGCTGACTCTTGG 

Exon 1 

23-38 CAGGGTGGTGTTTGGGAT 
Exon 2 

183-166 
161 

IL1R2 
 

CGTGGAATGGTTAGCGAATG 
Exon 7 

829- 848 CTTCCTGCTTGACCCGTG 
Exon 8 

1049-1032 
221 

TLR2B 

 
GTGAGATTCCAGACATGTG 

Exon 3 

3449-3467 GAGAAATGGCAGTTGCAGT 
Exon 3 

3609-3591 
161 
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در ژنهوس مهر ،  شهده تفسهيرههاي از بين تمهاس ژن

ژن  3814و  یافتههههههبيانافزایشژن  4869)بههههها  8683

در مقایسهه بها گهروه  گروه آزمایش(، در یافتهبيانكاهش

 .(2شناسایي شدند )شكل  DEG عنوانكنترل به
 

 
 و عيت بيان ژن گروه آزمایش در بافت ناي دو روز پس از عفونت -2شكل 

 

 DEG و نقشه حرارتي MDS ، نمودارMD نمودار

 هاي در شكلبترتي   هاي كنترل و آزمایش ها در گروه

 شده است.نشان داده  5تا  3

 

 .شوندميمشخص  يقرمز و آب هايبارنگ  يبه ترت MDها در نمودار  DEG توجهقابل هايبيانو كاهش  شیافزا. MDنمودار  -3شكل 
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ها و كيفيت بالاي دهنده هموژن بودن تكرار هر یک از گروهها در یک كلاستر قرار دارند. این امر نشانتكرارهاي هر یک از گروه .MDSنمودار  -4شكل 

بيمار در مقایسه با گروه كنترل  دهد بيان ژن در گروهگروه بيمار فال ه وجود دارد كه این امر نشان مي بين كلاستر گروه كنترل وتوالي یابي است همچنين 

 متفاوت است.

 

 

 
دهنده دهنده افزایش بيان و به سمت آبي نشاننشان ها به سمت قرمزرنگافزایش غ طت . و گروه كنترل شیگروه آزما نيها ب DEG ينقشه حرارت -5شكل

 باشند.ژن مي كاهش بيان

 

 يعم كههرد يهايبنددسههته: DEGs عملكههردیتفسههیر -

نشهان داده  عم كهردي تح يل کیبا انجاس  DEGممكن 

در  GO شدهيغن مسير بيشترحا ر، پنج مطالعه  در شد.

و  يعم كههرد مولكههول ،يسهه ول يها )اجههزاهمههه دسههته
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 ههههايژن(، مربهههوه بهههه يكیولهههوژيب ينهههدهایفرآ

 فهرسهت 3 جدول در آزمایشي روهدر گ یافتهبيانافزایش

در  GO شهدهيغن بيشتر مسيرپنج  ن،یعلاوه بر ا اند.شده

 در گروه افتهیبيان  كاهش يهاها مربوه به ژنتماس دسته

 .اندشدهدادهنشان  4 جدولدر  يشیآزما

 

  .ج(-)الف یافتهبيانافزایش هايDEGي( برايمولكول يهاو عم كرد يس ول ياجزا ،يكیولوژيب هايندی)فرا هاآنتولوژي ژن زيآنال سهیمقا -3 جدول
FDR p-value(-log) شدهتعداد ژن مشاهده  نوع آنالیز آنتولوژی ژن توضیحات مسیر 

00/3  46/10  805 cytoplasm 

 افزایشالف.اجزاي س ولي)

 بيان گروه آزمایش(

60/1  44/9  324 cytosol 

00/5  76/6  122 perinuclear region of cytoplasm 

40/1  19/5  64 lysosomal membrane 

40/1  11/5  428 plasma membrane 

50/3  65/10  414 ATP binding 
ب.عم كردهاي مولكولي 

بيان گروه  افزایش)

 آزمایش(

90/3  30/7  30 Rab GTPase binding 

50/1  55/6  76 GTPase activator activity 

50/1  42/5  85 protein serine/threonine kinase activity 

30/7  63/4  63 ubiquitin-protein transferase activity 

10/1  67/7  114 intracellular signal transduction 

ج.فرایندهاي بيولوژیكي 

بيان گروه  افزایش)

 آزمایش(

20/5  72/5  56 protein ubiquitination involved in ubiquitin-dependent protein 

catabolic process 

00/7  42/5  52 peptidyl-serine phosphorylation 

60/1  92/4  19 regulation of vesicle fusion 

40/2  67/4  30 regulation of Rho protein signal transduction 

 

 

 

   ج(.-)الف یافتهبيانهاي كاهشDEGي( برايلكولمو هايو عم كرد يس ول ياجزا ،يكیولوژيب یندهايفرا) هاآنتولوژي ژن زيآنال سهیمقا -4 جدول

FDR p-value(-log) شدهتعداد ژن مشاهده  نوع آنالیز آنتولوژی ژن توضیحات مسیر 

70/5  08/15  37 cytosolic large ribosomal subunit 

 كاهشاجزاي س ولي)-الف

 بيان گروه آزمایش(

30/6  74/7  21 cytosolic small ribosomal subunit 

40/1  22/5  20 mitochondrial respiratory chain complex I 

70/4  56/3  15 perikaryon 

00/7  29/3  83 extracellular region 

60/9  11/19  79 structural constituent of ribosome 

عم كردهاي مولكولي -ب

بيان گروه آزمایش( كاهش)  

90/1  50/8  106 sequence-specific DNA binding 

50/9  63/7  187 poly(A) RNA binding 

30/5  76/3  15 NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 

10/8  49/3  16 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity 

70/7  72/15  70 translation 

فرایندهاي بيولوژیكي -ج

بيان گروه آزمایش( كاهش)  

20/5  60/3  109 regulation of transcription, DNA-templated 

20/5  33/3  11 cytoplasmic translation 

20/5  29/3  8 uterus development 

80/9  92/2  57 multicellular organism development 
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 وتح يلتجزیهههپههس از : KEGG مسههیر وتحلیلتجزیههه-

 وتح يلتجزیه برايگروه  دو بينژن  انيسطوح ب ،يآمار

DEG بيولهوژیكي هاينقشدرک بهتر  براي شد. سهیقام 

DEGs ،مسيرهاي KEGG شدند يسازيغن (Kanehisa 

et al., 2019) .مسيرهاي KEGG در  داريمعنهي طوربه

بيهان یافتهه و كهاهش بيهان افزایش  هايژن زیرمجموعه

 وتح يلتجزیههه .سههازي شههديدر هههر گههروه غن یافتههه

 افهزایش ههايژنداد كهه  نشان KEGG مسير سازيغني

 دارنهد نقهش يده گناليس يرهايدر مس شتريببيان یافته 

و  MAPK سهههيگنالينگ مسهههير، TLR دهيسهههيگنال)

 ن،یهههبهههر ا عهههلاوه (.5جهههدول ز )آپوپتهههو يرهايمسههه

 كهاهش يههاژن KEGG مسير سازيغني وتح يلتجزیه

 است. شدهارائه 6در جدول  افتهیبيان 

 

 

 
 یافتهبيانافزایش هايDEG يبرا KEGG ريمس وتح يلیهتجز -5جدول 

شدهتعداد ژن مشاهده KEGG توضیحات مسیر   p-value(-log) FDR 

1 Phosphatidylinositol signaling system 58 29/8  20/8  

2 Inositol phosphate metabolism 44 55/6  20/2  

3 Insulin resistance 54 27/5  80/2  

4 Ubiquitin mediated proteolysis 65 08/5  30/3  

5 Focal adhesion 88 52/4  70/9  

6 mTOR signaling pathway 31 34/4  20/1  

7 Insulin signaling pathway 59 14/4  60/1  

8 MAPK signaling pathway 97 10/4  60/1  

9 Endocytosis 96 15/3  20/1  

10 ErbB signaling pathway 40 01/3  50/1  

11 Regulation of actin cytoskeleton 79 92/2  70/1  

12 VEGF signaling pathway 31 76/2  20/2  

13 Toll-like receptor signaling pathway 14  55/2  40/3  

14 Regulation of autophagy 15 50/2  60/3  

15 Apoptosis 28 29/2  40/5  

 .استفاده شد KEGG يرهايانتخاب مس يبرا ياآستانه عنوانبه FDR< 0.05 آزمایش. كنترل و گروه نيب DEG با استفاده از هاريمس وتح يلیهتجز
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 كاهش بيان یافته يها DEG يبرا KEGG ريمس وتح يلیهتجز -6جدول 

شدهتعداد ژن مشاهده KEGG ریمس حاتیتوض   p-value(-log) FDR 

1 Ribosome 87 02/30  50/1  

2 Oxidative phosphorylation 59 79/9  20/1  

3 Neuroactive ligand-receptor interaction 88 88/3  80/6  

4 Tyrosine metabolism 16 69/2  80/7  

5 Spliceosome 37 51/2  20/2  

6 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 13 38/1  00/1  

7 Cardiac muscle contraction 21 29/1  00/1  

8 Tryptophan metabolism 15 27/1  00/1  

9 Proteasome 14 22/1  00/1  

10 Intestinal immune network for IgA production 12 05/1  00/1  

 استفاده شد. KEGGمهم  يرهايانتخاب مس يبرا ياآستانه عنوانبه FDR< 0.05 .یشو آزماگروه كنترل  نيب DEGبا استفاده از  هاريمس وتح يلیهتجز

 

 PCR وتح يلتجزیه هايیافته: Real Time-PCR نتیجه-

 يمتفهاوت طوربهه شهدهانتخاب هايژننشان داد كه  يكم

 ایههن هكهه شههوندمي انيههب و كنتههرل آزمههایش گههروه نيبهه

قابههل  RNA-seq هايیافتهههكههه  ایههن اسههت دهندهنشههان

 (.6هستند )شكل  قيتكرار و دق

 

 
ي اطا ينوارها) است شدهانتخاب آزمایشاز گروه  شدهگرفته هاينمونهاز  يتصادف طوربه كه یافتهبيانافزایش هايژن ياعتبار سنج Q RT- PCR -6شكل 

 دهند(.مينشان  را CI درلد 95
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 گیریو نتیجهبحث 

 يتنفسه ستميس قیمعمولا  از طر يتنفس يهاپاتوژن

 کیهبهر تحر يتوجهقابهل ريتیی يو نا شونديوارد بدن م

پس از چالش بها عوامهل  ویژهبهها، جوجه يمنیا ستميس

 IBVاسهت كهه  شهدهگزارش دارد. IBVمانند  زايماريب

شههود مي زبههانيوارد م يدسههتگاه تنفسهه قیههابتههدا از طر

(Awad et al., 2014) يپس از عفونت، بررسه ،بنابراین 

 ياطلاعهات مهمه تواندمي Transcriptomeدر  راتييتغ

 بهر ارائه دههد. زبانيو م روسیو وانفعالاتفعلدر مورد 

 تغييههرات شناسههایي باهههدفمقالههه  نیههاسههاس، ا نیهها

ش لگهروه چها شهاهد و گهروه نيمهر  به يرونوشت نا

 تريهقدق تعيهين، با تمركز بر IBV(IS/1494) با شدهداده

را  شدهشنااته ژن 8683  يبه ترت ما ژن انجاس شد. انيب

بها  سههیكهه در مقا میكهرد یيشناسا آزمایش گروه يبرا

 شدند. انيگروه كنترل متفاوت ب

بيهان یافتهه  افهزایش يههاما، تعهداد ژن يدر بررس

در گروه آلهوده،  و بود بيان یافته كاهش يهااز ژن بيشتر

 مسهيرهاي مشهاهده شهد. يشتريب يمنیا يرهايمس يالقا

 ديهو تول کيهمتابول ينهدهایدر فرآ بيان یافته كاهش ژني

 ن،یههبههر ا عههلاوه شههدند. يبنددسههته يو انههرژ نيپههروتئ

 تائيهد RT-PCRبا استفاده از روش  هاژن ایناز  يتعداد

 شدند.

متفههاوت بههه عفونههت پاسههخ  طوربهههكههه  هههایيژن

در مهههورد  توجهيقابهههلاطلاعهههات  يحهههاو دهنهههدمي

 IBV بهادر برابر عفونت  زبانيم كنندهتنظيم هاينيسممكا

. (Xu et al., 2019, Wang et al., 2006) هسههتند

كهرد كهه  دايهرا پ نگيگناليسه ريمس سها م وتح يلتجزیه

بهه عفونهت  يذاته يمنهیا هايپاسهخ تحریکدر  يهمگ

(، PRRsالگهو ) صيتشهخ هايگيرنده هاآن نقش دارند.

 نيپههروتئ نگيگنالي، سههTLR دهههي سههيگنال ازجم ههه

آپوپتهوز  يرهاي( و مسMAPK) توژنيبا م شدهفعالنازيك

 بودند.

 دهايسهتوسهط  توانهدميكهه  يذاته يمنهیپاسخ ا

 د،شهو جهادیا يمخهاط يمانند پوست و غشهاها يكیزيف

 سهایر اسهت. زابيماريدر برابر عوامل  ياط دفاع نياول

 ایفهها غيرااتصالههي محههافظتي هههاينقشكههه  یههياجزا

نیها، كموكهانيتوكيكمپ مان، س ستميها، سPRR كنندمي

 کيتیدنههدر هايسهه ولههها، ماكروفاژههها، ليههههها، هتروف

(DCs ،)هايسهه ول NK ارتبههاه بههرايعوامههل  ریو سهها 

 Toll)ماننهد  ها PPR.و آپوپتوز هستند يمنیا هايس ول

Like Receptorهها ،RIG Like Receptorو  ههاNOD 

like Receptor شناسهایي  یرا سهر ي( عوامهل عفهونها 

را  يو ذاته ااتصالهي ایمنيهر دو پاسخ  هاآن. كنندمي

ههها TLR. (Chhabra et al., 2015) كننههدميآغههاز 

 رایههسهتند ز يمنهیا ستميس یيعم كرد و كارا يدهايك 

از عوامههل  ياريرا در بسهه شههدهمحافظت سههااتارهاي

، TLR2A ،TLR1A تهاكنون. كنندمي یيشناسا زابيماري

TLR2B ،TLR1B ،TLR21 ،TLR15 ،TLR7 ،TLR5 ،

TLR4  وTLR3  است شدهشناسایي هاجوجهدر (Paul 

et al., 2013). 

 ویروسيمحصولات  TLR7و  TLR3، هاجوجهدر 

RNA دهندمي صيرا تشخ (Chen et al., 2013, Cook 

et al., 2012) .بيهان  افهزایش ن،یبر ا هعلاوmRNA  ژن

TLR3  وTLR7 هههايعفونتدر طههول  هیههو ر يدر نهها 

 ,Wang et al., 2006) شههد یيشناسهها يروسههیو

Miettinen et al., 2001). 

 نوع  دویروسي نترفرونیا TLR3 مسيرسيگنالينگ

I (IFN-α/β )مسيرسهههيگنالينگو  كنهههدميديتول TLR7 
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 ,.Guillot et al) كندمي ديتول التهابيپيش هايكينسيتو

، TLR1LA ههايژن انيب ،يمطالعه مرور کیرد. (2005

TLR1LB ،TLR7 ،TLR3  وTLR2 يهادر سههههه ول 

 في هع هیكه بها سهو ايهفتهسه هايجوجه ينا اليت ياپ

شههده  نهي( واكسههIBV-Massماساچوسههت ) IBVشههده 

 Guo et) یافهتافهزایش بيهان  يتوجهقابل طوربهبودند 

al., 2008) .مسيرسيگنالينگ TLR  و آپوپتوز معمهولا  در

 ههايژن شهامل كه افزایش بيان داشتما  يشیآزما گروه

 .هسههت TLR2Aو  TLR5 ،TLR4 ،TLR3كههد كننههده 

 بيهان افهزایش يحا هر، مطالعهات قب ه مطالعه با مطابق

TLR15  انزايو هآنفآلهوده بهه  هايجوجه هايریهرا در 

H9N2انهددادهنشهان  يمارک و بهورس عفهون يماري، ب 

(Le Goffic et al., 2007). 

 TLR3 بيهان افزایش 2006 در سال وانگ و همكاران

 Wang) نشان داد IBV-M41را در روز سوس عفونت با 

et al., 2006) .اسههت كههه  شههدهگزارشTLR3 طوربههه 

 Liu et) كندميكمک  يروسیو زایيایمنيبه  يداريمعن

al., 2007, Wang et al., 2006, Le Goffic et al., 

در  طبهق گفتهه چهن و همكهاران ن،یبر ا هعلاو .(2007

 ايرشهتهتک RNA هاييعمدتا  توال TLR7، 2013 سال

(ssRNAو )هايروسی RNA توزياندوس قیرا كه از طر 

ایههن  در .كنههديم یيشناسهها شههوند،يها موارد آنههدوزوس

 در TLR5و  TLR2A،TLR3 ،TLR4 ههايژنمطالعهه 

 ,.Chen et al) افهزایش بيهان داشهتند آزمهایش گهروه

2013). 

 مسيرسهيگنالينگ رها،يمس نیتراز مهم یكي عنوانبه

MAPK يسهازفعال قیاز طر يپاسخ التهاب يارتقا يبرا 

 ,Khatri and Sharma) اسههت يماكروفاژههها  ههرور

 ازجم ههو ماكروفاژها  کيتيفاگوس يهاهتروفيل .(2006

به  يذات يمنیا ستميهستند كه با فعال شدن س یيهاس ول

. (Chhabra et al., 2015) شهونديجذب م يمحل التهاب

آلهوده بهه  هايس ول هالياست كه هتروف شدهداده نشان

IBV  برندمي نياز ب هاآنزیم آزادسازيرا با (Fulton et 

al., 1997). 

 يتنفس ياز مطالعات، ماكروفاژها يبر اساس تعداد

محهدود  يتنفس يهارا در بافت IBV تكثيرممكن است 

 ,Kameka et al., 2014, Matthijs et al., 2009)كننهد 

Fulton et al., 1997). ديمنبه  اكسه عنوانبه ماكروفاژها 

و  يكروبيم يها(، در دفاع در برابر عفونتNO) کیترين

 يمنهیا يهاكننهدهميعوامل مؤیر و تنظ ديدر تول نيهمچن

 ,.He et al., 2011, Ariaans et al)مههم نقهش دارنهد

 هايسه ول عنوانبهه ينقش مهمه نيهمچن هاآن. (2008

. (Wu and Kaiser., 2011) دارنهد ژنآنتهي دهنهدهارائه

از  يالتههابشيپ يههانیو كموكها ها نيتوكيسه نیا بيان

 يو ماكروفاژههها كنههدمي تیههماكروفاژههها حما يريههدرگ

و  كننهدميديتول يالتهابشيپ يهانيتوكيانواع س شدهفعال

چنهد  بيهان افهزایش تنظهيم قیهرا از طر يواكنش التههاب

 Holmes and) كننههدمي لیتعههد يالتهههاب نيتوكیسهها

Darbyshire, 1978). هايگيرنهدهكهه  دهدمي نشان این 

كهرده  یيرا شناسا هاارگانيسمممكن است  زبانيم س ول

مقاب هه بها تههاجم پهاتوژن ترشهح  يها را برانيتوكيو س

 افزایش آزمایش گروه در MAPK مسيرسيگنالينگ كنند.

 بود. بيان یافته

 زبهانيم  دویروسهي هايپاسهخ تهرینمهماز  يكی

 ريهتكث مهؤیر طورهبه توانهدميآپوپتهوز اسهت كهه  يالقا

هدف محدود كنهد  هايس ولرا پس از عفونت  روسیو

(Hay and Kannourakis, 2002) .يروسیو يهاعفونت 

 ميكه بر تنظه كننديم کیرا تحر گناليانتقال س يرهايمس

آپوپتهوز،  ،يسه ول ريتكث/زیتمامانند  دادهایاز رو ياريبس
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 کیهو تحر يس ول يمرگ/بقا نيو همچن نيتوكيس ديتول

 ,Hynes et al., 2013) گذارنديم ريتیی يمنیا يهاپاسخ

Zhang and Liu, 2002). كهه  انهددادهنشهان  تمطالعها

IBV آلهوده  هايسه ولدر  يآپوپتهوز سه ول يباعو القا

 رد. (Chhabra et al., 2015, Li et al., 2007) شهودمي

 آزمهایش گهروهدر  ياتوفهاژ ميمطالعه آپوپتوز و تنظ نیا

 .افزایش بيان داشتعفونت  هيدر مراحل اول

 ازجم هه آپوپتوز يرساناسيپ ريدر مس ليدا يهاژن

CASP2 ،CASP3 ،CASP6  وCASP7   افهزایش عمدتا

 نقش دارند. يبقا يعنوان فاكتورهاو به بيان داشته

 يهها TLRمخت هف ههاي PAMPاست كه  شدهگزارش

 Iنهوع  يهانترفرونیا يسیو رونو كنندميمخت ف را فعال 

اود باعو  نوبه به نترفرونیا سازيفعال .كنندميرا القاء 

 دشههومي( ISG) نترفههرونیبهها ا شههدهتحریکژن  ديههتول

(Cong et al., 2013, Matsumoto and Seya, 2008) .

و عوامهل  ههاISGاز  يبراه انيهب شیمقاله، افزا نیا رد

، IRF1 ،IFI35ازجم ههه  (IRFs) نترفههرونیا كننههدهتنظيم

IFIH1 ،IFIT5 ،MYD88  وRSAD2  شد.مشاهده 

، TLRاههانواده  هههايپروتئيناز  يعضههو عنوانبههه

TLR3 نههوع  نترفههرونیاI  و  كنههدميرا القههاRNA  دو

 كنهههدمي شناسهههایي را( dsRNA) ویروسهههي ايرشهههته

(Matsumoto and Seya, 2008). ر،يههتكث نيحهه در 

 dsRNA هايواسههطه ديههقههادر بههه تول هههاروسیكروناو

در  SPI1ژن  انيهب شیافهزا .(Xu et al., 2019)هسهتند 

و  Guoتوسط  Mass سویهدر  IBVآلوده به  هايجوجه

 ,.Guo et al) است شدهگزارش 2008در سال ان همكار

ژن  انيهسهطح ب شی، افهزاهایافته این يراستا در (.2008

SPI1 مشاهده شد. شیدر گروه آزماSPI1 نقش  يفایبا ا

ماكروفاژهههها و  يدهگناليسههه يرهايدر مسههه يديهههك 

 Garceau et) كنهدميزی، ماكروفاژهها را متماهامنوسيت

al., 2010)ههايژن انيهب شی، افزامطالعه نیا ر. د SPI1 

 بههراي انيههب افههزایش شههد. افههتیآزمههایش  در گههروه

 شهامل نيهز يمنهیمرتبط بها ا هايژن سایر از ايمجموعه

 مشاهده شد. C1Sو  C1R ،C4Aمكمل  ستميس يهاژن

-IFN القهايكه  فر  كرد توانيم ج،یبر اساس نتا

α تريقههو انيههب کیههباعههو تحر ISG  وIFI  در گههروه

-IFNگفت كهه  توانمي گر،ید يسو از .شوديمآزمایش 

α تحریهههکبهههر  توجهيقابهههل تهههییير ISG  وIFI دارد. 

با توجه به افهزایش بيهان تعهدادي از  درمجموع ،بنابراین

TLRسههيگنالينک  مسههير ،هههاMAPK،ISG  هههايژنو 

ممكهن  آزمهایشكهه گهروه  كنيممهي فكرما  آپوپتوزیس

 بها در مقایسهه بهه عفونهت تريقهوي ایمنياست پاسخ 

 SPF هايحا ر جوجهه مطالعه داشته باشد. كنترل گروه

هها دو آن ينها يههارونوشت در بافت راتييتغ نظرازرا 

 بررسهي مهورد IBVبها  روز پس از چهالش بها عفونهت

افهزایش  يههاژن شهتريدر نظر گرفتن تعداد ب با .قرارداد

 آزمهایش گهروهكه دو روز پس از عفونهت در  بيان یافته

را  هيفر ه نیا توانمي يشیآزما طوربه ،اندشدهشناسایي

در برابهر  تريقهوي يمنیگروه پاسخ ا نیمطرح كرد كه ا

 يدر مطالعهات آته توانهدميمو هوع  ایهن .دارد عفونت

 .رديقرار گ موردبررسي بيشتر

 

 سپاسگزاری

محاسههبات بهها  ياز مركههز م هه انههدمایل گانسههندینو

 ياههدا ي( بهراSBNHPCC) یيبهها خيش يعم كرد عال

توسط  SBNHPCCتشكر كنند.  يمناب  و زمان محاسبات

و دانشهگاه  يجمههور اسهتیر يو فناور يمعاونت ع م

  .شودمي پشتيبانيالفهان  يلنعت
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