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در پاسخ پرنده به آنفلوانزا نسبت به  RASGRP3بررسی تفاوت بیان ژن 
کمی PCRهاي بیان ژن و ي سالم با استفاده از آنالیز دادهپرنده

4سیدعلی غفوريو  3، اسماعیل ابراهیمی2میانجیاالله رحیمی، قدرت*1نسبمونا صالحی
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چکیده
این ژن پاسخ التهابی .  هایی است که اثرگذاري آن بر پیامد آلودگی آنفلوانزا در میزبان بسیار محتمل استیکی از ژن RASGRP3ژن 

به .  نمایدشود، تنظیم میهاي میزبان میشدید که منجر به آسیب بافتاي براي ممانعت از پاسخ التهابی را کاهش داده و در واقع آستانه
 PCRاي و سپس هاي دادههاي ترنسکریپتوم موجود در پایگاهمنظور بررسی دخالت این ژن در پاسخ میزبان به آنفلوانزا از آنالیز داده

میزبان در پاسخ به آنفلوانزا استفاده شد تا تغییرات بیان ژن  هايي مرتبط با بیان ژندر این راستا از سه مطالعه.  کمی استفاده نمودیم
، H5N1ي هاي آلوده شده با سویهسپس بر روي نمونه.  مورد نظر در حالت آلودگی نسبت به حالت سلامت، مورد بررسی قرار گیرد

PCR افزار هاي ترنسکریپتوم در نرمآنالیز داده.  کمی انجام گردیدR یج و با استفاده از پکMetaDE  و روش آماريFisher تفاوت ،
به  H5N1ي نشان داد که این ژن در پاسخ به سویه Real-time PCRنتایج .  را با احتمال بسیار بالا تأیید نمود RASGRP3بیان ژن 

پاسخ میزبان به  هاي کاندید قوي در مکانیزم تنظیمیاز ژن RASGRP3دهد ژن این نتایج نشان می.  داري کاهش بیان یافتطور معنی
تواند با دخالت در مکانیزم دفاعی میزبان منجر به تنظیم شدت پاسخ به آلودگی شده و بر پیامد آلودگی و بقاي پرنده آنفلوانزاست که می

.پس از جدال با ویروس اثر بگذارد

آر کمیسی، بیان ژن، پیآنفلوانزا، پاسخ التهابی، RASGRP3ژن :کلمات کلیدي

مقدمه
ي در ا، به طور دوره)AIV(پرندگانآنفلوانزاي .

ناپذیري به خسارات جبرانافتد و میپرندگان اتفاق 
کلید اصلی براي تولید . نمایدوارد می طیورصنعت 

و اثرات متقابل  زایی ویروسداروهاي موفق، درك بیماري
زایی هاي زیادي، بیماريپژوهش. میزبان است-ویروس
ها را مورد بررسی قرار و سیر تکاملی آن آنفلوانزا ویروس

از طریق  بیان ژن میزبان علاوه، پروفایله ب. اندداده
مورد  به طور گستردهTranscriptomicsهاي تکنولوژي

.Wang et al(اند پژوهش واقع شده 2012, Reemers et 

al. 2009, Massin et al. 2013, Wang et al. 2014,
Kuchipudi et al. 2014, Smith et al. 2015.(
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ها ي تنظیم بیان آنکه نحوههاي زیادي وجود دارند ژن
ژن . تواند بر پیامد آلودگی اثر بگذارددر میزبان می

RASGRP3ست که اثرگذاري آن در هایییکی از ژن
یک این ژن . پاسخ میزبان به آلودگی بسیار محتمل است

و  Rasي ي نوکلئوتید گوانین و فعال کنندهفاکتور مبادله
Rap1 هاي پیش التهابی به است که تولید سایتوکین

را در ماکروفاژها از طریق فعال کردن  IL6خصوص 
Rap1 کندمحدود می)Tang et al. 2014, Irudayam et 

al. -Tollيالتهابی به وسیلههاي پیشسایتوکین.)2015

like receptor شوندها تحریک می.RasGRP3 در واقع

کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ساري، ایراندانشگاه علوم شیلات، 
E-mail: Monasalehinasab@gmail.com)ي مسئولنویسنده(
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اختلال باست کهها RasGRPاز  منحصر به فرديعضو
در ماکروفاژها،  TLR3/4/9القا شده توسط  IL6تولید در 

هاي القا شده از کلاژن و آرتریتها آماسباعث کاهش 
.Yamashita et al(شود می 2000, Tang et al. با .)2014

در مکانیزم پاسخ RASGRPژن توجه به نقش تنظیمی 
ي میزبان هاي آلودهدر بافت رود این ژنالتهابی احتمال می

نسبت به بافت نرمال، تمایز بیان آنفلوانزا در پاسخ به 
 يدر مطالعهبه منظور بررسی این احتمال،.داشته باشد

هاي ترنسکریپتوم و هم از تکنیک هم از دادهحاضر 
آلوده به هايطحال درReal-time PCRآزمایشگاهی 

H5N1 استفاده نمودیم.

کار مواد و روش
از طریق جست و جوي  ترنسکریپتومهايآزمایش

به . شناسایی شدند  ArrayExpressو  GEOهاي پایگاه
هایی استفاده ، از پژوهشهاپذیر بودن دادهمقایسهمنظور 

. استفاده کرده بودند microarrayفرم همگی از پلت که شد
شناسایی هاي تیمار و کنترل ، نمونههابعد از بارگیري داده

 کنار گذاشته شده و هاي غیر از جوجهمیزبانهاي دادهو
) کنترل 20آلوده و  69(نمونه  89شاملسه پژوهش 
 1در جدول ها آزمایشاین جزئیات .انتخاب شدند

. استخلاصه شده

جزئیات مطالعات میکرواري منتخب:1جدول 

در  Affyاز پکیج  هاي میکرواريسازي دادهبراي نرمال
ي در مرحله. استفاده شد ،RMAالگوریتم و Rافزار نرم

به هاعملکرد ژنبعد اطلاعات مربوط به مستندسازي 
Probset ID میکرواري هاي دادهآنالیز.اضافه گردیدها

MetaDEدر پکیج هاي متفاوت بیان شده براي ردیابی ژن

)Wang et al. 2015 (افزار در نرمRروش.اجرا شد
، براي انجام آنالیز تمایز بیان مورد استفاده Fisherآماري

. قرار گرفت
،RASGRP3براي بررسی آزمایشگاهی تمایز بیان ژن 

هاي ویروس با تعدادي پرندهدر مرکز دامپزشکی اندونزي 
از ) H5N1)A/Ck/West Java/HJ-18/2007آنفلوانزاي 

گروه دیگري از و  آلوده شدنددرون ناي تزریق طریق

سازي باقی به عنوان گروه کنترل، بدون آلوده هاجوجه
هاي طحالدر RASGRPتمایز بیان ژن سپس . ماندند
مورد  Real-time PCRي به وسیلهها ي جوجهآلوده

 RNeasy Mini Kitترایزول و . بررسی قرار گرفت

(QIAGEN)  استخراج برايRNA  هاي طحال ينمونهاز
تحت  cDNAساخت . آلوده و غیرآلوده، استفاده شدند

SuperScriptکیتشرایط استاندارد  Reverse 

Transcriptase ي پرایمرهاي طراحی شدهبا استفاده از
و دیگر ) 2جدول (دارو ژن خانه RASGRPمختص ژن

SYBR Greenاجزا بر اساس کیت FastMix 

(BIOSCIENCES) انجام شد.

Real-time PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در  :2جدول

reverseپرایمر  forwardپرایمر  نام ژن
CCAAAGAGACGAGCGTTTG GGAGGAGAAGAACTTCAAGGC RPL13(HK)1

TGAAGCCAACACAGTCAGCA CGGAAGTCACAAAGGACTGGA RASGRP3

بافت سویه ویروس پلت فرم میزبان
GEOشناسه آزمایش در 

ArrayExpressیا 

شش H5N1
GPL3213 Affymetrix 
Chicken Genome Array

مرغ GSE53932

هاي اولیه ششسلول H5N1, H2N3
GPL3213 Affymetrix 
Chicken Genome Array

مرغ، اردك GSE33389

هاي فیبروبلاست جنینیسلول H5N2, 
H9N2,H5N3,H1N1

GPL3213 Affymetrix 
Chicken Genome Array

مرغ E-GEOD-31524
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تکرار براي هر  3ا چاهکی ب 46هاي پلیت درتکثیر 
و انجام  Eco illumina Real-time PCRنمونه در سیستم 

محاسبه  R=2-∆∆CTيمعادلهبیان با استفاده از مقادیر نسبی 
Livak and Schmittgen(شدند   SPSSافزار نرم.)2001

-داري مقادیر نسبی بیان ژن در طحالبراي بررسی معنی

مورد استفاده اي کنترل ههاي آلوده در مقایسه با طحال
.قرار گرفت

نتایج
 PCRو همچنین Fisherآنالیز بیان ژن با روش آماري 

یید أت بالابا احتمال را RASGRP3ژن تمایز بیان کمی، 
هاي میکرواري و نیز آنالیز بیان ژن داده ينتیجه. ندنمود

در  H5N1هاي آلوده به در طحال مقدار نسبی بیان این ژن
. استنشان داده شده 3در جدول با گروه کنترل مقایسه 
دار کاهش بیان معنی H5N1هاي آلوده به در طحال این ژن

. نشان داد

Real-time PCRنتایج آنالیز تمایز بیان و :3جدول

نوع تنظیم بیان ژن Fold change1  حاصل ازreal-time PCR P-value حاصل از آنالیز تمایز بیان )شناسه ژن(نماد ژن 
کاهشی 0.04** 0.0006 RASGRP3

(421460)
1Fold change   هاي کنترل استطحال آلوده در مقایسه با نمونهي نمونه 3میانگین بیان ژن در.

** p<0.01

محصولات شود، مشاهده می 1تصویرکه در  طورهمان
بلندتر از  ی، قطعاتRASGRP3آر براي ژن سیپی

.بودند) RPL13(دار محصولات حاصل از تکثیر ژن خانه
 99قطعات  RASGRP3پرایمرهاي طراحی شده براي ژن 

جفت  65قطعات  RPL13 جفت بازي و پرایمرهاي ژن
.را تکثیر نمودند مورد انتظار بازي

Real-time PCRتصویر ژل محصولات :1تصویر

بحث
 هايدادهآنالیز ي به وسیله RASGRP3ژن بیانتمایز

آر سیپی.یید شدأي ما تکمی در مطالعهPCRو یبیان
نشان داد که ژن  H5N1کمی در بافت طحال آلوده به 

RASGRP3 یابد، کاهش بیان میاجهه با این سویهدر مو.

هاي هاي مختلف تنظیمی این ژن در پاسخ به سویهجهت
ها مورد مختلف پاتوژنی بسته به شدید یا خفیف بودن آن

اما کاهش بیان این ژن در مواجهه با ویروس .انتظار است
H5N1،سویه این پاسخ التهابی شدید در مواجهه با  ایجاد
و همکاران  Tang.کردیید أپاتوژنی است، ت شدیداًرا که 

هاي میزبان، سلولزارش نمودند که گ2014در سال 
پاسخ مناسبی براي دهند و شدت آلودگی را تشخیص می

-داشتن سلولو ایمن نگهپاسخ افراطی میزبان اجتناب از 

جلوي پاسخ التهابی  RASGPR3. کنندتنظیم میشهای
در مواجهه . گیردمیافراطی در مقابل آلودگی پاتوژنی را 

 RASGPR3پاتوژنی، کاهش بیان ژن  هاي شدیداًبا سویه
منجر به عدم توانایی ماکروفاژها در کنترل پاسخ التهابی و 
در نتیجه درگیري بیش از حد با ویروس و در موارد 

.شودزیادي منجر به مرگ پرنده می
هاي محافظتی تحت هاي ایمنی میزبان، به گیرندهسلول

 pattern recognition(هاي تشخیص الگو عنوان گیرنده

receptors (هاي مهاجم از براي ردیابی و حذف پاتوژن
-سازي مسیرهاي سیگنالی و تولید سایتوکینطریق فعال

هاي نوع یک مجهز هستند و هاي پیش التهابی و اینترفرون
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کنندها را ردیابی و تخریب میهجوم پاتوژن ن طریقیاز ا
)Kawai and Akira 2010( .هاي گیرندهToll-like

)TLRs (توانند اجزاي پاتوژنی را شناسایی و میMAPK 
توازن . ها که نوعی پروتئین کیناز هستند را فعال کنند

ها و ها براي پاکسازي پاتوژن PRRمتعادل سیگنال 
به . هاي میزبان، حیاتی استبه سلول جلوگیري از آسیب

ها طی یک آلودگی هاي متفاوت هجوم پاتوژندلیل شدت
هاي میزبان نیاز دارند که قدرت آلودگی را طبیعی، سلول

ز آسیب ناشی از پاسخ بیش تشخیص دهند و براي پرهیز ا
در این . ه صورت مناسبی ایجاد پاسخ نماینداز حد، ب
هاي ها به عنوان سوئیچ Small Rap GTPaseفرایند 

هاي فرا سلولی را به مولکولی محافظت شده که سیگنال
نمایند و کنند عمل میهاي سلولی مختلف جفت میپاسخ

Toll-like receptorبه عنوان تنظیم کننده در  signaling 
و تعداد  IRF7نیز که در کنار RASGRP. نیز نقش دارند

هاي محرك اینترفرون ها، به عنوان ژندیگري از ژن
ي پاسخ التهابی تحریک شده به وسیلهشود، محسوب می

toll-like receptor  را در ماکروفاژها از طریق فعال کردن
Rap1 small GTPase کند ها محدود می)Tang et al.

2014, Schwarts et al. 2016.(
 RASGRP3نشان داد که ژن  ي حاضرمطالعه نتایج

هاي بیولوژیکی پاسخ هاي حیاتی در مکانیزمیکی از ژن
تواند بر پیامد پرنده به عفونت ویروسی است و می

اي که به گونه. ثر باشدؤآلودگی به ویروس در میزبان م
 ي شدیداًهاي آلوده به سویهکاهش بیان آن در جوجه

و  درگیريپاتوژنی ممکن است منجر به افزایش شدت 
مطالعات عملکردي این وجود ا ب.مرگ پرنده شود نهایتاً
 براي حصول آگاهیهاي ژنی تر نظیر آنالیز شبکهبیش

.باشددرگیر، مورد نیاز میهايمکانیزمدقیق از 

تشکر و قدردانی 
نیز آقاي دکتر فرهید و )Bogorشهر (مرکز تحقیقات دامپزشکی اندونزي و همکارانشان در  Risa Indrianiنویسندگان از 

.شان، کمال تشکر را دارندهاي ارزندهزاده در دانشگاه ادلاید استرالیا به جهت همکاريهمت
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Abstract
RasGRP3 is one of the genes which are probably effective in the outcome of influenza 

infection. This gene reduces the inflammatory response and sets a threshold to decrease 
intensive response which usually causes harm to host tissues. In order to evaluate the role of 
this gene in the host response to Influenza infection, we analyzed transcriptomic data 
available in data banks and then performed Real-time PCR. We used 3 transcriptomic 
experiments to study the gene expression changes through infection compared to control 
groups. Then, we performed Real-time PCR on H5N1 infected samples. Transcriptomic data 
analysis using R software and MetaDE package via Fisher statistical method confirmed the 
differential expression of RasGRP3 significantly. Real-time PCR results indicated that 
RasGRP3 was down regulated in response to H5N1, significantly. The results show that 
RasGRP3 is one of the strong candidate genes in host regulatory mechanisms against 
Influenza infection which can set the intensity of host response through regulating the
defensive system and can also affect the outcome of infection and survival.

Key words: RasGRP3, Inflammatory response, Influenza, Gene expression, Real-time PCR
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