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 چکیده 

عنوان یک محرک فیزیکی بر تنظیم سیستم ایمنی در مراحل اولیه رشد  نانومتر به   785در این پژوهش، اثرات مولکولی تابش رامان  

های ایمنی تری از پاسخهای کدکننده و غیرکدکننده، درک عمیقRNAجنین جوجه بررسی شد. تمرکز بر بازآرایی ترنسکریپتومی، شامل  

روزه جوجه به دو گروه شامل گروه تیمار )سه تکرار زیستی( و گروه کنترل  های سهآورد.جنینهای فیزیکی فراهم میجنینی به استرس

نانومتر قرار گرفتند، در    785ساعت در معرض تابش رامان با طول موج    24مدت  های گروه تیمار به)سه تکرار زیستی( تقسیم شدند. جنین

یابی با پلتفرم ها، توالیکل از نمونه  RNAون دریافت تابش نگهداری شد. پس از استخراج  که گروه کنترل تحت شرایط مشابه و بدحالی

Illumina  ها با استفاده از فرایندهای استاندارد شامل کنترل کیفیت توسط  انجام شد و دادهFastQCها با  ، پیرایش خوانشTrimmomatic ،

با  هم ترنسکریپت  HISAT2ترازی  مونتاژ  با  و  با    StringTieها  تفاضلی  بیان  تحلیل  شدند.  شناسایی    DESeqپردازش  و  گرفت  انجام 

lncRNAبا بهره از الگوریتمها  ،  transو    cisبیانی، تعاملات  های همصورت پذیرفت. همچنین، شبکه  Pfamو    CPC2  ،CNCIهای  گیری 

بیان تفاضل  KEGGسازی مسیرهای  و غنی  ceRNAهای  شبکه ی نشان داد چهار ژن کلیدی سیستم ایمنی  ارزیابی شدند.نتایج تحلیل 

IL10RA  (𝐋𝐨𝐠𝟐𝐅𝐂شامل   = −𝟒. 𝟒)  ،IL1B  (𝐋𝐨𝐠𝟐𝐅𝐂 = −𝟒. 𝟏)  ،IL7  (𝐋𝐨𝐠𝟐𝐅𝐂 = −𝟑. IL15  (𝐋𝐨𝐠𝟐𝐅𝐂و  (𝟗 = −𝟑. طور  به(𝟑

–ها در مسیرهای حیاتی ایمنی، از جمله تعامل سیتوکایناند. این ژندیده نسبت به گروه کنترل سرکوب شدهداری در گروه تابشمعنی

ژن  KEGG  تحلیل.  دارند  بنیادی  نقش  سلولی،   ایمنی  و  هالنفوسیت  تکوین  التهاب،   تنظیم  گیرنده،  این  مشارکت  شبکهنیز  در  های  ها 

با بیان تفاضلی شناسایی شد که    lncRNAهای غیرکدکننده نیز چندین  RNAدهی ایمنی ذاتی و تطبیقی را تأیید کرد.در سطح  سیگنال

با تغییرات هماهنگ   IL15و    IL1B،  IL7های  نشان داد سرکوب ژن  lncRNA–mRNAهای ایمنی داشتند. شبکه  بیانی قوی با ژنالگوهای هم

ژنlncRNAدر   این  و  است  همراه  مرتبط  مکانیسمهای  طریق  از  احتمالاً  رقابتی    cis  ،transهای  ها  مسیرهای  تنظیم    ceRNAو 

  زمان هم  کاهش.  هستند  متمرکز  گیرنده«–شده عمدتاً در مسیر »تعامل سیتوکاینهای سرکوبنشان داد ژن  KEGGسازی  شوند.غنیمی

IL1B   عنوان میانجی اصلی التهاب ذاتی،  بهIL7   ها،  در بقا و تمایز لنفوسیتIL15  های  در تکثیر سلولT    وNK    وIL10RA   عنوان گیرنده  به

زمان در محورهای کلیدی ایمنی شامل التهاب، هموستاز لنفوسیتی و تنظیم بازخوردی است.در  کننده ضدالتهابی، بیانگر اختلال همتنظیم

شود؛ فرایندی که با سرکوب  موجب بازآرایی گسترده ترنسکریپتوم ایمنی می  نانومتر در اوایل تکوین جنینی  785مجموع، تابش رامان  

های همراه است و دیدگاهی تازه درباره اثرات مولکولی استرس  lncRNA–mRNAهای تنظیمی  های مهم سیتوکاینی و تغییر در شبکهژن

 دهد.فیزیکی بر تنظیم ایمنی جنین طیور ارائه می

کلیدی  رامان  :  کلمات  آران  ۷۸5تابش  ترنسکریپتوم؛  تحلیل  شبکه ای نانومتر؛  غیرکدکننده؛  بلند  آران های  تنظیمی  مسیر  های  ای؛ 

  .دهی سیتوکاین و پاسخ ایمنیسیگنال 
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 مقدمه 

ای را در مطالعات  عنوان یک لایه پویا و حساس از تنظیم زیستی، توجه گسترده های اخیر، ترنسکریپتوم سلول بهدر سال

فناوری پیشرفت  است.  به خود جلب کرده  توالیمولکولی  بههای   ، Seq)-(RNA 1RNA sequencingویژه  یابی نسل جدید، 

های  های کدکننده و غیرکدکننده را فراهم کرده و درک ما را از شبکهRNAزمان و با قدرت تفکیک بالا برای  امکان شناسایی هم

های  (. برخلاف روشWang et al., 2009; Stark et al., 2019طور چشمگیری گسترش داده است )پیچیده تنظیم بیان ژن به

کند که تغییرات ترنسکریپتومی در سطح کل ژنوم، این امکان را فراهم می  RNA-Seqشده،  های از پیش شناخته مبتنی بر ژن 

هایی که امروزه  ( شناسایی شوند؛ مولکولlncRNAs2های غیرکدکننده بلند )RNAها و  های جدید، ایزوفرماز جمله رونویسی

 ,Kopp and Mendellشوند ) های کلیدی در رشد، تمایز، پاسخ به استرس و تنظیم ایمنی شناخته میکنندهعنوان تنظیم به

2018; Statello et al., 2021 .) lncRNA های  ها گروهی از رونوشتRNA    نوکلئوتید هستند که فاقد    200با طول بیش از

های متنوعی همچون تنظیم کروماتین، کنترل رونویسی،  حال، از طریق مکانیسماند؛ بااینظرفیت کدکنندگی مؤثر برای پروتئین 

های بیان ژن دهی برنامهتوانند نقش اساسی در سازمانها و تنظیم ترجمه میmiRNAکنش با  ، برهمmRNAتعدیل پایداری  

عنوان اجزای مهم تنظیمی  ها بهlncRNA(. در دستگاه ایمنی،  Quinn and Chang, 2016; Statello et al., 2021ایفا کنند )

،  Bκ-NF3های ایمنی، مسیرهای  گیرنده  ها، اند و در کنترل بیان سایتوکاینهای ایمنی ذاتی و اکتسابی شناخته شدهدر پاسخ

/STAT4JAK5  تمایز سلول )و  دارند  ایمنی دخالت  (.  2017et alAtianand and Fitzgerald, 2014; Atianand ,.های 

های التهابی داشته باشد.در  توجهی بر هموستاز ایمنی و شدت پاسختواند اثرات قابلها میlncRNAرو، تغییر در الگوی بیان  ازاین 

به در جوجه طیور،  هچویژه  تازه  پاسخهای  دقیق  تنظیم  اهمیت  شده،  بیرونی  محیط  با  سازگاری  و  رشد  بقا،  برای  ایمنی  های 

ها هنوز به بلوغ کامل نرسیده است و  ای از رشد قرار دارند که سیستم ایمنی آنروزه در مرحله  3های  ای دارد. جوجه العادهفوق 

گیری های ایمنی و تنظیم مسیرهای سایتوکاینی همچنان در حال شکلهای سلولهای لنفوئیدی، استقرار جمعیتتوسعه اندام

یمنی، حساسیت به التهاب تواند بر کیفیت پاسخ اهای ایمنی میاست. در این دوره بحرانی، هرگونه تغییر در تنظیم رونویسی ژن 

(. به همین دلیل،  Kaiser et al., 2009; Wigley and Kaiser, 2003های محیطی اثرگذار باشد )و مقاومت در برابر استرس

تواند اطلاعات ارزشمندی درباره سازوکارهای اولیه تنظیم ایمنی در پرندگان فراهم  تحلیل ترنسکریپتومی در این مرحله سنی می

از   استفاده  هم  RNA-Seqآورد.  تحلیل  و  lncRNAزمان  برای  شبکهmRNAها  شناسایی  برای  قدرتمند  رویکردی  های  ها 

های کلیدی ایمنی  های افتراقی و ژنlncRNAویژه زمانی که هدف، درک تعامل میان  رود؛ بهشمار میتنظیمی مرتبط با ایمنی به

 
 RNAیابی توالی 1
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توانند موجب بازآرایی در الگوهای های فیزیکی و تغییرات محیطی میدر یک وضعیت زیستی خاص باشد.از سوی دیگر، محرک

های کدکننده پروتئین، بلکه شامل تغییر تنها شامل تغییر در ژنها نههای سلولی چندلایه شوند. این پاسخبیان ژن و ایجاد پاسخ

ابزار بسیار مناسبی   RNA-Seqهای تنظیمی نیز هستند. در چنین شرایطی، تحلیل ترنسکریپتومی مبتنی بر  RNAدر بیان  

های کلیدی  lncRNAها و  کند و امکان شناسایی ژنبرای آشکارسازی اثرات مولکولی این مداخلات در مقیاس وسیع فراهم می

های ایمنی در مراحل اولیه تکوین جنین  اسخبا وجود اهمیت پ   (.Stark et al., 2019آورد )درگیر در پاسخ سلولی را فراهم می

ویژه، مشخص  نانومتر بر ترنسکریپتوم ایمنی جنین جوجه وجود دارد. به  ۷۸5طیور، هنوز اطلاعات محدودی درباره اثر تابش رامان  

بیان ژن  این محرک فیزیکی چگونه  را تغییر میRNAهای کلیدی سیتوکاینی و  نیست که  بلند غیرکدکننده  آیا  های  و  دهد 

lncRNAهای تنظیمی، از جمله تعاملات  ها از طریق شبکهcis  ،trans    وRNAهای التهابی  زا، در تعدیل پاسخهای رقابتی درون

های کدکننده و  RNAزمان  و ایمنی نقش دارند یا خیر. بنابراین، خلأ اصلی پژوهش حاضر نبودِ شناخت جامع از بازآرایی هم

های جوجه در پاسخ به تابش رامان است.بر این  های ایمنی در جنینها و ژنlncRNAقوه میان  غیرکدکننده و روابط تنظیمی بال

با طول موج   رامان  تابش  پژوهش حاضر آن است که  روزه جوجه، موجب تغییر  های سهنانومتر در جنین   ۷۸5اساس، فرضیه 

های  lncRNAشود و این تغییرات با بیان تفاضلی  های مرتبط با مسیرهای سیتوکاینی و ایمنی میدار در الگوی بیان ژنمعنی

بیانی و تعاملات تنظیمی های همیافته از طریق شبکه های تغییرlncRNAشود که  کننده همراه است. همچنین فرض میتنظیم

نظیم پاسخ  ها و ایمنی سلولی، در بازتهای مرتبط با التهاب، تکامل لنفوسیت های سیتوکاینی منتخب، از جمله ژن بالقوه با ژن

ای و تمرکز  یابی آرانگیری از تحلیل ترنسکریپتوم مبتنی بر توالیرو، مطالعه حاضر با بهرهایمنی جنینی نقش داشته باشند.ازاین 

ها، مسیرهای مولکولی های سیتوکاینی منتخب، در پی شناسایی رونوشتکننده و ژنهای تنظیمlncRNAبر تعاملات بالقوه میان  

تواند مبنایی برای معرفی  های تنظیمی مؤثر در پاسخ ایمنی جنین جوجه به تابش رامان است. نتایج این پژوهش میو شبکه 

های فیزیکی و طراحی راهبردهای نوین برای بهبود سلامت و مقاومت طیور فراهم  نشانگرهای زیستی مرتبط با پاسخ به محرک

 آورد.

 مواد و روش 

ها به مدت   ها در دستگاه تخمدار سالم انتخاب شد. پس از ضدعفونی سطح پوسته، تخممرغ نطفهدر این تحقیق چهار تخم

درصد در حالت عمودی با قطب صاف بهسمت بالا درون دستگاه    53و رطوبت   ۸/3۷کشی در دمای   روز در دستگاه جوجه  3

در این مرحله، جنین جوجه هنوز در فاز بسیار اولیه و حساس    )قرارگرفتند تا اینکه یک سیستم عروقی خارج جنینی ایجاد شود.

جنینی اولیه فعال شده و جنین از نظر زیستی برای دریافت و پاسخ به  تکوینی قرار دارد، اما در عین حال شبکه عروقی خارج 

اند و آلانتوئیس نیز در حال آغاز رشد  تر است. تا حدود روز سوم، عروق کیسه زرده و گردش ویتلین شکل گرفتهها آمادهمحرک

یابی بررسی شود، نه روی یک بافت کاملاً تمایز  شود که اثر تابش بر یک سیستم در حال سازماناست؛ بنابراین شرایطی فراهم می
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پس از طی این مدت،   (.های لنفاوی، مناسب استهای اولیه ترنسکریپتومی، قبل از بلوغ اندامیافته. این زمان برای مطالعه پاسخ

قرار گرفتند. پس از ایجاد منفذ در انتهای    ۷۸5ها در معرض اشعه رامان با طول موج تحریک    جهت تعیین جنسیت جنینها، نمونه

هنگامی که تخممرغ بهحالت عمودی  .نوک پهن تخممرغ، ناحیه عروقی جنین در بالای زرده شناور شده و روی سطح باقی میماند

شود، ناحیه عروقی شده در بالا حرکت میکند و پس از باز شدن پنجره پوسته، روی سطح باقی میماند، بهطوری که   قرار داده می

موقعیت اندازهگیری همیشه روی یک رگ بزرگ )قطر بزرگتر    .ها میتوان از مسیر پنجره پوسته نمونهبرداری نوری کرد -از رگ

بهمنظور نمایش رگهای جنینی، یک سیستم   .میکرومتر( ترجیحاً در رگهای اصلی جانبی یا قدامی/ خلفی انتخاب میشود  100از  

دوربین ایجاد شده که بهطور خودکار، یک رگ مناسب را در دیافراگم انتخاب کرده و تمرکز پرتو لیزر را روی آن قرار میدهد.  

ها متمرکز شده و از هر نمونه، چندین طیف رامان در نقاط مختلف   روی نمونه لیزر با استفاده از یک میکروسکوپ همکانون

استفاده از طیفسنجی رامان با میکروسکوپ همکانون این امکان را فراهم میسازد تا با حذف    .)رگهای خونی( اندازهگیری شد

از پایین میدان دید میکروسکوپ ساطع میشوند، واریانسبهطرز چشم یری    کردن نورهای خارج  از نقاط بالا و  محل تمرکزکه 

افزایش یابد. در میکروسکوپهای همکانون در هر لحظه فقط یک نقطه از نمونه قابل مشاهده است و تصویر حاصل، مجموع تجزیه 

  عنوان فیلتر، دیافراگم  صورت میگیرد که به فراگم پین هولتمام نقاط است. این دقت در میکروسکوپهای همکانون با کمک دیا 

این   (Xu et al.,2018)هایی با قطر فضایی را در مقابل آشکارساز قرار میدهد که در میکروسکوپهای نوری معمولی وجود ندارد 

مرغ، ضروری    ی تخمویژگی باعث تمرکز دقیق لیزر تحریک روی رگ خونی میشود که برای دقت بالای طیفسنجی در مطالعه رو

مستقر در مرکز تحقیقات مهندسی  UniRAM سنجی رامان در پژوهش حاضر با کمک سیستم طیفسنج رامان است. طیف

-laser state) سطح پیشرفته و نانومواد دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز صورت گرفت. این سیستم مجهز به لیزر حالت جامد

Solid (جهت تحریک نمونه با طول موج nm ۷۸5 و میکروسکوپ همکانون Olympus با لنز x50  است که سطح نمونه با

 CCD همچنین، این سیستم دارای طیفسنج از نوع .کمک آن، روبش شده و نقطه/ نقاط مناسب جهت تجزیه انتخاب میشوند

ها مجدداً به دستگاه  پس از انجام تیمار، تخم  .ثبت طیف رامان است (InGaAs, iDus, Andor, Oxford Instruments (جهت

ها با دقت برداشت شده و برای ساعت دیگر ادامه یافت. در پایان این دوره، جنین  24کشی منتقل شدند و انکوباسیون برای  جوجه 

های جنینی استخراج شد و کیفیت و غلظت آن با استفاده  کل از بافت  RNA های مولکولی مورد استفاده قرار گرفتند.انجام تحلیل

دستگاه   تهیه    NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA)از  برای  گردید.  بررسی  آگارز  ژل  الکتروفورز  همچنین  و 

انجام گرفت. پس از اتصال آداپتورها و تکثیر   cDNAها جداسازی شده و سپس سنتز  mRNAابتدا    RNA-Seqهای  کتابخانه

های شرکت  مطابق دستورالعمل   Illumina NovaSeqیابی با استفاده از پلتفرم  شد و توالیها ارزیابی  قطعات، کیفیت کتابخانه

ارزیابی شد    FastQC (v0.11.9)افزار  یابی با نرمهای خام حاصل از توالی(.کیفیت دادهIllumina, 2023سازنده انجام گردید )

(. Andrews, 2010های توالی بررسی گردد )ها و احتمال وجود آلودگیهایی مانند کیفیت بازها، توزیع طول خوانشتا شاخص
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از نرمهای کمهای آداپتوری، خوانشسپس برای حذف توالی پایین  انتهایی با کیفیت   Trimmomaticافزار  کیفیت و بازهای 

(v0.39)  مجموعه تا  شد  دادهاستفاده  از  پالایشای  )های  شود  فراهم  بعدی  تحلیلی  مراحل  برای   ,.Bolger et alشده 

پالایش(.خوانش 2014 مرجع  های  ژنوم  به   ;Gallus gallus (GRCg7bشده 

Gallus_gallus.bGalGal1.mat.broiler.GRCg7b.dna.toplevel.fa.gz)  نرم از  استفاده   HISAT2 (v2.2.1)افزار  با 

های  امکان نگاشت سریع و دقیق خوانش   FM-indexگذاری مبتنی بر گیری از ساختار شاخص افزار با بهرهتراز شدند. این نرمهم

RNA-Seq را فراهم می( کندKim et al., 2015پس از هم .) ها با استفاده  ها و برآورد سطح بیان ژنترازی، مونتاژ ترنسکریپت

 Perteaمحاسبه گردید )  TPMیا    FPKMهایی نظیر  انجام شد و مقادیر بیان بر اساس شاخص  StringTie (v2.2.1)افزار  از نرم 

et al., 2015های با بیان تفاضلی بین گروه کنترل و تیمار از بسته آماری  (.برای شناسایی ژنDESeq2 (v1.38.0)  در محیط

ای طراحی شده و یکی از رویکردهای استاندارد  استفاده شد. این روش بر پایه مدل توزیع منفی دوجمله  R (v4.2.2)افزار  نرم

های غیرکدکننده بلند،  RNA(.به منظور شناسایی  Love et al., 2014شود )محسوب می   RNA-Seqهای  برای تحلیل داده 

ها معمولاً  lncRNAنوکلئوتید حذف شدند، زیرا    250هایی با طول کمتر از  های مونتاژشده فیلتر شدند. ابتدا توالیترنسکریپت 

هایی که دارای چارچوب خوانش باز طولانی بودند  (. همچنین ترنسکریپت Kang et al., 2013طولی بیش از این مقدار دارند )

ها با استفاده از  های کدکننده کاهش یابد. در ادامه پتانسیل کدکنندگی ترنسکریپت RNAکنار گذاشته شدند تا احتمال حضور  

های کدکننده از غیرکدکننده  RNAهای توالی قادر به تمایز  ارزیابی شد که بر اساس ویژگی  CNCI (v2.0)و    CPC2 (v0.1)ابزار  

( توالیSun et al., 2013; Kang et al., 2017هستند  برای حذف  این،  بر  دامنه(. علاوه  دارای  است  های  هایی که ممکن 

پایگاه داده  پروتئینی محافظت ابزار    Pfam (v35.0)شده باشند، جستجو در  از  انجام گرفت   HMMER (v3.3.2)با استفاده 

(Mistry et al., 2021ترنسکر .)ای از قابلیت کدکنندگی نشان ندادند به عنوان ها نشانهیک از این تحلیلهایی که در هیچیپت

lncRNAهای ژنومی گسترده نظیر  های احتمالی در نظر گرفته شدند. چنین رویکردی در پروژهGENCODE    نیز برای شناسایی

RNA( های غیرکدکننده مورد استفاده قرار گرفته استDerrien et al., 2012  پس از شناسایی.)lncRNAها  ها، این مولکول

ژنی  های بینlncRNAها شامل  بندی شدند. این گروههای کدکننده طبقه بر اساس موقعیت ژنومی و نحوه قرارگیری نسبت به ژن 

(lincRNAدرون ،)هایی در مطالعات ژنومی  بندیاینترونی بودند. چنین طبقه های کدکننده، ضدحس و درونژنی، همپوشان با ژن

ها اغلب با نوع مکانیسم تنظیمی مرتبط  ها اهمیت دارند، زیرا جایگاه ژنومی آنlncRNAبرای درک بهتر عملکردهای تنظیمی  

ها  lncRNAبیانی میان  ها، تحلیل همها در کنترل بیان ژن lncRNA (.برای بررسی نقش تنظیمی  Statello et al., 2021است )

بسته  mRNAو   از  استفاده  با  بیان  و ضرایب همبستگی  انجام شد  محیط    WGCNA (v1.72-1)ها  گردید   Rدر  محاسبه 

(Langfelder and Horvath, 2008همبستگی مثبت می .)کننده  دهنده اثر فعالتواند نشانlncRNA    بیان ژن هدف باشد،  بر

های تنظیمی  ها باشد.به منظور بررسی شبکه در حالی که همبستگی منفی ممکن است بیانگر نقش مهاری در کاهش بیان ژن



 10                              و همکاران  شریعت                           های تنظیمیبررسی تأثیر تابش رامان بر بازتنظیم شبکه

بینی  پیش  RNA (ceRNA)های رقابتی  در قالب مدل شبکه  mRNAو    lncRNA  ،miRNAتر، تعاملات احتمالی میان  پیچیده

مورد ارزیابی    RNAشونده به  های متصلها و پروتئینlncRNA(. همچنین تعاملات بالقوه میان  Salmena et al., 2011شد )

از   بسیاری  زیرا  گرفت،  کمپلکسlncRNAقرار  تشکیل  طریق  از  مسیرهای    RNA–proteinهای  ها  و  رونویسی  تنظیم  در 

های تحت تأثیر، تحلیل  (.در نهایت، برای شناسایی پیامدهای زیستی ژن Kopp and Mendell, 2018دهی نقش دارند )سیگنال

در محیط   clusterProfiler (v4.6.2)از طریق بسته    KEGGو    Gene Ontologyهای  سازی عملکردی با استفاده از پایگاهغنی

R  ( انجام شد تا مسیرهای بیولوژیکی مرتبط مشخص شوندKanehisa et al., 2021در این تحلیل، ژن .)  های با بیان تفاضلی

به طور ویژه مورد توجه    MAPKشده مورد بررسی قرار گرفتند. همچنین مسیر سیگنالینگ  های شناساییlncRNAبه همراه  

  lncRNAها و  mRNA های کلیدی این مسیر و تعاملات تنظیمی میان  قرار گرفت تا اثرات احتمالی تابش رامان بر بیان ژن

 های مرتبط ارزیابی شود. 

 نتایج وبحث

دار بیان  روزه منجر به کاهش معنیهای سهدهد که مواجهه با تابش رامان در جوجه نشان می 1شده در جدول های ارائهداده

 value-Pهمراه با مقادیر    Log2FCشده است. مقادیر منفی    IL79و    IL10RA6  ،IL15۷  ،IL1B۸چهار ژن کلیدی ایمنی شامل  

ای برخوردار است، زیرا  توجه پاسخ ایمنی در این پرندگان جوان است.این یافته از اهمیت ویژهبیانگر سرکوب قابل  0.05کمتر از  

ها هنوز به بلوغ کامل نرسیده و در حال تکامل ساختاری ای از رشد قرار دارند که سیستم ایمنی آنروزه در مرحلههای سهجوجه 

ژن بیان  تنظیم  در  اختلال  هرگونه  بنابراین،  است.  عملکردی  میو  حساس  زمانی  بازه  این  در  ایمنی  پیامدهای  های  تواند 

 . زا و هموستاز ایمنی در مراحل بعدی زندگی داشته باشدهای ایمنی، مقاومت در برابر عوامل بیماری مدتی بر کارایی پاسخطولانی

 .FDRو مقدار  log2FC، مقدار Ensemblو  Entrezهای بیان افتراقی شامل نماد ژنی، نام کامل، شناسه-1جدول 
Table 1-Differential expression, including gene symbols, full names, Entrez and Ensembl IDs, log2FC 

values, and FDR. 
Gene Description Log2FC P_value 

IL10RA Interleukin 10 receptor subunit alpha -4.4 0.040723 

IL15 Interleukin 15 -3.3 0.035019 

IL1B Interleukin 1 beta -4.1 0.025039 

IL7 Interleukin 7 -3.9 0.005077 

شود، در این مطالعه کاهش  التهابی کلیدی و یکی از اجزای اصلی پاسخ ایمنی ذاتی محسوب میکه یک سیتوکین پیش  IL1Bژن  

زا تولید هایی که در پاسخ به ورود عوامل بیماریعنوان یکی از نخستین مولکول بتا به  1-بیان چشمگیری را نشان داد. اینترلوکین

 
610 Receptor Subunit Alpha-Interleukin  

715-Interleukin  
81 beta-Interleukin  

97-Interleukin  
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های ایمنی ذاتی مانند ماکروفاژها،  سازی سلولهای التهابی دارد. این سیتوکین با فعالشود، نقش اساسی در آغاز و تقویت پاسخمی

التهابی و کموتاکتیک شده و از طریق القای های پیشهای دندریتیک، موجب افزایش تولید سایر سیتوکاینها و سلولنوتروفیل

کند. نتایج تحلیل بیان تفاضلی نشان داد که تابش رامان  تب و افزایش نفوذپذیری عروقی به بسیج سریع سیستم ایمنی کمک می

(.  1روزه جوجه شد )جدول  های سهدار بیان چهار ژن کلیدی مرتبط با پاسخ ایمنی در جنیننانومتر موجب کاهش معنی  ۷۸5

،  IL1B.ژن بودند −3/3 و  −9/3 ،− 1/4 ،−4/4برابر با Log2FCترتیب دارای مقادیر  به  IL15و  IL10RA  ،IL1B  ،IL7های  ژن 

 IL7توجهی نشان داد. همچنین، بیان  التهابی اصلی و مرتبط با ایمنی ذاتی، کاهش بیان قابلهای پیشعنوان یکی از سیتوکاینبه

نیز که با فعالیت و بقای    IL15داری کاهش یافت. ژن  طور معنینقش دارد، به  Bو    Tهای  که در رشد، بقا و تمایز لنفوسیت

،  IL10RAمرتبط است، در گروه تیمار سرکوب شد. علاوه بر این، کاهش بیان    Tهای  های کشنده طبیعی و لنفوسیت سلول 

اینترلوکین   گیرنده  آلفای  نشان10زیرواحد  غنی،  بود.تحلیل  ایمنی  پاسخ  و ضدالتهابی  تنظیمی  بخش  در  تغییر  سازی  دهنده 

KEGG  متمرکز بودند. در    سیتوکاین  گیرنده–کنش سیتوکاینبرهمهای دارای کاهش بیان عمدتاً در مسیر  نشان داد که ژن

ها در سه محور اصلی  صورت کادرهای قرمز مشخص شدند.این ژن به  IL10RAو    IL1B  ،IL7  ،IL15های  نقشه این مسیر، ژن

  تنظیم ضدالتهابی پاسخ ایمنی( و  IL15و    IL7)  تکامل و هموستاز لنفوسیتی(، IL1B)  التهاب ذاتیایمنی قرار داشتند:  

(IL10RAکاهش هم .) های تحت تابش  های ایمنی و مسیرهای سیتوکاینی در جنین ها بیانگر بازآرایی پاسخزمان بیان این ژن

مشارکت دارند: محور  سیتوکاین گیرنده–کنش سیتوکاینبرهمرامان است. در مجموع، این چهار ژن در سه محور اصلی از مسیر 

ها نشان  زمان بیان این ژنالتهاب ذاتی، محور تکامل و هموستاز لنفوسیتی و محور تنظیم ضدالتهابی پاسخ ایمنی. کاهش هم

زمان تحت تأثیر قرار داده و موجب طور همدهد که تابش رامان ممکن است چندین لایه از شبکه تنظیمی سیستم ایمنی را بهمی

 های جوان شود.ایجاد یک وضعیت سرکوب ایمنی چندبعدی در جوجه 

،  IL1B) یافتههای کاهشژن .(Kanehisa & Goto, 2000) گیرنده سیتوکاین- برهمکنش سیتوکاین KEGG نقشه مسیر -2جدول  

IL7  ،IL15 ،IL10RA) 
Table 2. KEGG pathway map of the cytokine–cytokine receptor interaction pathway highlighting the 

downregulated genes (IL1B, IL7, IL15, and IL10RA) (Kanehisa & Goto, 2000). 

 پیامد کاهش بیان  شاخه عملکردی  ژن 

IL1B  کاهش پاسخ به عفونت حاد  التهاب ذاتی 

IL7 های تکامل لنفوسیتT/B های ایمنی جدید اختلال در تولید سلول 

IL15 های تکثیر سلولNK  وT CD8 +  تضعیف ایمنی ضدویروسی و ضدتوموری 

IL10RA  عدم توانایی در خاموش کردن التهاب  تنظیم منفی التهاب 

طور دهد که تابش رامان ممکن است چندین سطح کلیدی از دفاع ایمنی را بهبه عبارت دیگر، نتایج این مطالعه نشان می

 IL15و    IL1Bهای  که کاهش بیان ژن طوریزمان تحت تأثیر قرار داده باشد. سطح نخست مربوط به ایمنی ذاتی است؛ بههم

های التهابی یا  سازی و پاسخ به محرکدهنده کاهش بالقوه در ظرفیت اولیه سیستم ایمنی برای شناسایی، فعالتواند نشانمی
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قابل ارتباط    IL7شود که با کاهش بیان  های ایمنی جدید مربوط میزا باشد. سطح دوم به تولید، بقا و تکامل سلولعوامل بیماری

کند. سطح سوم نیز به تنظیم  ایفا می Bو   Tهای سازهای لنفوسیتی و توسعه لنفوسیت است؛ ژنی که نقش مهمی در بقای پیش

دهنده اختلال احتمالی در  تواند نشانمی  IL10RAای که کاهش بیان گیرنده  گونههای ایمنی مرتبط است؛ بهو تعدیل پاسخ

ها عمدتاً بر اساس تغییرات بیان ژن تفسیر  کننده التهاب باشد.با این حال، باید توجه داشت که این یافتهمسیرهای مهاری و کنترل

تنهایی بیانگر وقوع قطعی تغییرات عملکردی در سطح پروتئین، فعالیت سلولی یا پاسخ ایمنی فیزیولوژیک شوند و لزوماً بهمی

تواند حاکی از  می سیتوکاین گیرنده –کنش سیتوکاینهای مرتبط با مسیر برهمزمان بیان ژننیستند. بنابراین، اگرچه کاهش هم

روزه باشد، اما تأیید اثرات عملکردی آن های سههای ایمنی در جوجه یک الگوی مولکولی سازگار با تضعیف یا بازتنظیم پاسخ

های  های ایمنی، آزمون های سلولهای سایتوکاینی، ارزیابی جمعیتهای تکمیلی، از جمله سنجش سطح پروتئین ینیازمند بررس

دهند که تابش رامان ممکن است های حاضر نشان میهای عفونی است.در مجموع، دادهعملکردی ایمنی و بررسی پاسخ به چالش

های التهابی و تنظیمی  ، تعادل میان پاسخcytokine–cytokine receptor interactionهای کلیدی در مسیر  با تغییر بیان ژن

های ایمنی، تغییر در هموستاز ایمنی و افزایش طور بالقوه با کاهش کارایی پاسختوانند بهرا تحت تأثیر قرار دهد. این تغییرات می

نین پیامدهایی باید با احتیاط تفسیر شوند و  حساسیت به عوامل عفونی در مراحل اولیه زندگی مرتبط باشند؛ با این وجود، چ

(؛ Skarda et al., 2008هایی زیستی در نظر گرفته شوند که نیازمند اعتبارسنجی عملکردی بیشتر هستند )عنوان فرضیه به

کنند، بلکه بخشی از یک شبکه صورت مستقل عمل نمیاند، بهچهار ژنی که در این مطالعه کاهش بیان نشان داده  .2جدول  

های اختصاصی خود با  ها از طریق گیرندههای مولکولی هستند که در آن سیتوکاینکنشتنیده از برهمشدت درهمپیچیده و به

عنوان تواند بهکنند. در این شبکه، هر سیتوکاین میصورت هماهنگ تنظیم مییکدیگر ارتباط برقرار کرده و پاسخ ایمنی را به

های ایمنی  سازی یا مهار مسیرهای سیگنالینگ مختلف، بر فعالیت سایر مولکولز طریق فعالیک گره تنظیمی عمل کرده و ا

طور میانگین  ها دارای درجه اتصال بسیار بالایی هستند و بهاند که سیتوکاینای نشان دادهتأثیر بگذارد.مطالعات تحلیل شبکه

هم این  بهشدت یکپارچه و وابسته دهنده ماهیت بهای که نشانها دارند؛ ویژگیکنش عملکردی با سایر سیتوکاینبرهم  22بیش از  

و    IL7)از جمله   IL-2های متعلق به خانواده  ها، سیتوکاین(. در میان این مولکولRzepka et al., 2015شبکه تنظیمی است )

IL15  و خانواده )IL-1    از جمله(IL1B در مرکز این شبکه قرار گرفته و به ) ها،  های کلیدی در تنظیم تکامل لنفوسیت عنوان گره

بنابراین، کاهش بیان این    (.Rzepka et al., 2015کنند )های التهابی عمل میهای ایمنی و هماهنگی پاسخسازی سلولفعال

تواند باعث ایجاد اختلال گسترده در شبکه شود، بلکه میها احتمالاً تنها به تغییر در عملکرد یک مسیر منفرد محدود نمیژن 

 ها شده و در نهایت هماهنگی میان اجزای مختلف سیستم ایمنی را مختل کند. سیگنالینگ سیتوکاین 
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شده با اشعه رامان  ماریت  یهادر جوجه افتهیکاهش یها(. ژنKEGG) نیتوکایس رندهیگ -نیتوکایبرهمکنش س رینقشه مس - 1شکل 

(IL1B  ،IL7  ،IL15  وIL10RAبا کادر قرمز مشخص شده ) .اند 

Figure 1 - KEGG pathway of cytokine-cytokine receptor interaction. Downregulated genes in Raman-

irradiated chicks (IL1B, IL7, IL15, and IL10RA) are marked with red boxes. 

 
های ژن  .(Kanehisa & Goto, 2000) گیرنده سیتوکاین-برای برهمکنش سیتوکاین KEGG نقشه مسیر - 2شکل 

ای  . این چهار ژن از طریق شبکه پیچیده(IL10RA و IL1B ،IL7  ،IL15) های تیمار شده با اشعه رامانیافته در جوجه کاهش 

 .های مستقیم و غیرمستقیم با یکدیگر در ارتباط هستنداز برهمکنش 

Figure 2 - KEGG pathway map of cytokine-cytokine receptor interaction (Kanehisa & Goto, 2000). 

Downregulated genes in Raman-irradiated chicks (IL1B, IL7, IL15, and IL10RA). These four genes are 

interconnected through a complex network of direct and indirect interactions. 
 

روزه جوجه پس از های سه دهد که در جنینرا نشان می  IL15و   IL1B  ،IL7بعدی سه پروتئین کلیدی ساختار سه  2شکل 

های پروتئینی  های دامنهداری داشتند. ساختارهای پروتئینی بر اساس اطلاعات موجود در پایگاهتابش رامان، کاهش بیان معنی
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بعدی بررسی شدند. تحلیل ساختاری نشان داد که این سه سیتوکاین، با وجود تفاوت در معماری  سازی ساختار سهو ابزارهای مدل

.پروتئین دارند  نقش   سیتوکاین   گیرنده –کنش سیتوکاینهای تنظیمی مرتبط با پاسخ ایمنی و مسیر برهمپروتئینی، در شبکه

IL1B  های بتا،  های میان رشته رشته بتا تشکیل شده است. حلقه   12فویل است که از  تری-دارای ساختار غالب بتا و آرایش بتا

برای برهم آن، یعنی  نواحی مهمی  اختصاصی  با گیرنده  پروتئین  این  فراهم میIL1R1کنش  به    IL1Bکنند.  ،  اتصال  از  پس 

دیده، با  در گروه تابش  IL1Bکاهش بیان  نقش دارد.  MAPKو    NF-κBسازی مسیرهای التهابی از جمله  گیرنده خود، در فعال

دارای ساختار متشکل از چهار    IL15و    IL7های  کاهش یکی از اجزای اصلی محور التهاب ذاتی همراه بود.در مقابل، پروتئین

را فراهم    JAK–STATسازی مسیر  و فعال  IL7R، این آرایش ساختاری امکان اتصال به گیرنده  IL7مارپیچ آلفا هستند. در  

های  در نمونه  IL7، نقش اساسی دارد. کاهش بیان  Bو    Tهای  ویژه سلولها، بهدر بقا، تکثیر و تمایز لنفوسیت   IL7کند.  می

نشان است.پروتئین  تیمارشده  لنفوسیتی  هموستاز  و  تکامل  با  مرتبط  مسیرهای  در  تغییر  ساختار   IL15دهنده  دارای  نیز 

های وابسته به زیرواحد گیرنده گاما مشترک است. این پروتئین از طریق اده سیتوکاینچهارمارپیچ آلفا و مشابه سایر اعضای خانو

  نقش  ⁺T CD8های  های کشنده طبیعی و لنفوسیت کند و در بقا و تکثیر سلولرا فعال می  JAK–STAT، مسیر  IL15Rگیرنده  

های کشنده  در گروه تابش رامان، با تغییر در محور ایمنی سلولی و سازوکارهای مرتبط با فعالیت سلول IL15 بیان  کاهش . دارد

های وابسته  از نظر عملکردی در گروه سیتوکاین  IL15و    IL7های مورد بررسی نشان داد که  زمان ژنطبیعی همراه بود.تحلیل هم

ها،  های مختلف لنفوسیتی نقش مکمل دارند. در کنار آنگیرند و در تنظیم جمعیتبه زیرواحد گیرنده گاما مشترک قرار می

IL1B کننده مهم التهاب ذاتی و  عنوان یک تنظیمبهIL10RA عنوان گیرنده کلیدی تنظیم ضدالتهابی، اجزای دیگری از این  به

نشان داد که تابش رامان    IL10RAو    IL1B  ،IL7  ،IL15زمان بیان  دهند.در مجموع، کاهش همشبکه سیتوکاینی را تشکیل می

زمان تحت تأثیر قرار داده است. این محورها شامل آغاز التهاب ذاتی، تکامل  طور همچندین محور عملکردی سیستم ایمنی را به 

 های کشنده طبیعی و تنظیم بازخوردی ضدالتهابی بودند. ها، ایمنی سلولی وابسته به سلول و بقای لنفوسیت

 
 .IL15 (Finn et al., 2016) و IL1B ،IL7 یافتهمقایسه ساختار سه پروتئین کاهش  - 3جدول 

Table 3 - Structural comparison of three downregulated proteins IL1B, IL7, and IL15 (Finn et al., 

2016). 

 ویژگی کلیدی  نوع ساختار  پروتئین 

IL1B β-trefoil (تمام بتا) رشته بتا در بشکه بتا  12  

IL7 4-α-helix bundle  چهار مارپیچ آلفا 

IL15 4-α-helix bundle  مشابهIL2 همولوژی  ٪5۷با    
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 Pfam )چهار مارپیچ آلفا( بر اساس پایگاه داده IL15 و IL1B (β-trefoil) ،IL7 هایبعدی پروتئینساختار سه  - 2شکل 

(Finn et al., 2016). 
Figure 2 - Three-dimensional structures of IL1B (β-trefoil), IL7 and IL15 (four-α-helix bundle) based on 

the Pfam database (Finn et al., 2016). 
 بحث

  ی منیا  یدیکل  یهاژن   انیروزه جوجه با کاهش بسه  یهانینانومتر در جن  ۷۸5پژوهش نشان داد که تابش رامان    نیا  جینتا

  ن«یتوکایس  رندهگی–نیتوکایکنش س»برهم  ریها در مسژن   ن یهمراه است. تمرکز ا  IL10RAو    IL1B  ،IL7  ،IL15شامل  

ا  ندکه تابش رامان ممکن است بر چ  دهدینشان م التهاب ذات  ،یمن یمحور مهم  و    یسلول  یمنیا  ها،ت یتکامل لنفوس  ،یشامل 

 اط یبا احت دی ها باآن  ریژن استوار هستند، تفس انی ب یهاحاضر بر داده جیحال، از آنجا که نتا نیاثر بگذارد. با ا ،یضدالتهاب میتنظ

  انیب  کاهش .ستندین  یمنی ا  ستمیعملکرد س  ای   نیپروتئدر سطح    یقطع   رییتغ  ی لزوماً به معنا  یختیرونو  راتییانجام شود و تغ

IL1B   یرهایمس  یسازدر فعال  ن یتوکایس  نیا  رایباشد؛ ز  ی ذات  یمنیو ا  ی التهاب  ی هاآغاز پاسخ  تیدر ظرف  رییتغ  انگریب  تواند یم  

NF-κB    وMAPK  انی کاهش ب  ن،ینقش دارد. همچن  یالتهاب  یهاژن  یو القا  IL7    وIL15  یرهایمس  میممکن است با بازتنظ  

  زین  IL10RA  انیمرتبط باشد. کاهش ب  T  یهات یو لنفوس  یعیکشنده طب  یهاسلول  ها،تیلنفوس  زیو تما  ریتکثمرتبط با بقا،  

  IL10RAو    IL1Bزمان  قرار دهد. کاهش هم  ریرا تحت تأث  IL10وابسته به    ی ضدالتهاب  یهاامیبه پ   یدهپاسخ  تیظرف  تواندیم

نشان تغاحتمالاً  م  رییدهنده  تعادل  تنظ  التهابآغاز    انیدر  است.  یبازخورد  میو  شناسا  یها افتهیاز    یکیآن  مطالعه،    یی مهم 

lncRNAبا ژنآن  ی انی بو هم  یتفاضل  انیب  یدارا  یها   ، یسیرونو  میتنظ  قیاز طر  توانندیها م lncRNAبود.    یمنیا  ی هاها 

کروماتmRNA  یداری پا ساختار  برهم  نی،  با  و  بmiRNAکنش  تغ  یهاژن  انیها،  را  هم  رییهدف    ان یب  رییتغ  یزماندهند. 

lncRNAی هامرتبط با ژن  یاهIL1B  ،IL7    وIL15  به تابش رامان احتمالاً تنها محدود به   ینیکه پاسخ جن  دهدینشان م

–lncRNA  شده ینیبشی پ   تعاملات نقش دارند.  یمنیشبکه ا  م یدر بازتنظ  زین  رکدکننده یغ   یهاRNAو    ستیکدکننده ن  ی هاژن 

mRNA  یسازوکارها  قیاز طر  توانند یمcis    وtrans  مدل شبکه    ن،یرخ دهند. همچنRNAکند یم  انیزا بدرون  ی رقابت  یها  
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  میرا تنظ یمنیا ی هاmRNAترجمه  ا ی یداریمشترک، پا ی هاmiRNAاتصال به  یها ممکن است با رقابت براlncRNAکه 

با وجود   ا  ceRNAو    ی انیبهم  یهاشبکه   ن،یاکنند.  برا  شدهینیبشیپ   تیمطالعه ماه  نیدر   م یاثبات روابط مستق  یدارند و 

و    ی نیتوکایس  یهاژن  یپتومیترنسکر  یینانومتر با بازآرا  ۷۸5مجموع، تابش رامان    دراست.  ازین   ی تجرب  یبه اعتبارسنج  ،یمیتنظ

lncRNAهماهنگ    ان یجوجه همراه بود. کاهش ب  نیمرتبط در جن  ی هاIL1B  ،IL7  ،IL15    وIL10RA   دهنده  نشان  تواندیم

، RT-qPCR  شتر،یبا تعداد نمونه ب  یلیتکم  مطالعاتباشد. انجام    یمنیا  میو تنظ  یتیالتهاب، هموستاز لنفوس  یهادر شبکه   رییتغ

 است.  یضرور راتییتغ  نیا یستیز یامدهایپ  د ییتأ  یبرا ی منیا یهاعملکرد سلول  یابیو ارز  ینیتوکایس یهانیسنجش پروتئ

 نتیجه گیری 

اند و این  ها نسبت به پرتوهای گاما حساسهای لنفاوی اولیه جوجه ر اساس مطالعات موجود و با احتیاط در تعمیم نتایج، اندامب
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