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Introduction1: Due to the high importance of egg shell quality in terms of hardness, extensive transportation 

with high volume of this product between different countries, the importance of shell quality in terms of protecting 
the internal content from extra-shell contamination and also one of the ways to improve traits, relying on The 
genetic structure of a trait is the application of genetic selection. Therefore, the aim this study is to use 
transcriptome data obtained from uterine tissue of two groups of laying hens with hard and weak eggshell, in each 
of the three stages of the calcification period (initiation, growth and termination). Gene expression profile was 
determined and differential expression of genes is analyzed so that different index genes can be expressed and 
their ontology can be studied to help the results. As a result, the genetic structure of the trait and the list of index 
genes have been regularly completed, and with the information obtained from the present study, the correct and 
practical genetic selection can be made in laying hen breeds. 

Materials and Methods: The aim of this study was to investigate the gene expression profile between two 
groups of chickens with hard and weak eggshells in three stages of calcification period (initiation, growth and 
termination), to identify significant index genes with different expression and analysis. Ontology and the paths 
involved are related to them. Therefore, in this study, transcripts (total mRNA sequences) of 18 samples of uterine 
tissue including three replicates in each stage of each group were prepared. The process of converting the initial 
format of readings was done using SRAtoolkit software, measuring the quality of readings with fastQC software, 
editing readings with Trimmomatic software and re-measuring the quality of readings after editing with fastQC 
software; Also, the alignment and mapping of the readings were done using Hisat2 software and format conversion 
and sorting of results was performed using Samtools software. Finally, the differential expression analysis of genes 
was performed using Cufflinks software package (Cufflink, Cuffmerge and Cuffdiff software) and Then, 
considering p-value <0.00025 and the criterion for comparing the value of differential gene expression, log2 
(fold_change) less than -4 and greater than +4 were identified as the most significant genes with different and 
significant expression. Histogram of the results was performed using CummeRbund package in R software 
environment and ontological analysis was performed using DAVID and Ensembl databases. 

Results and Discussion: According to the results of gene expression profile, 28833 genes were identified on 
the transcript of the samples. Finally, by analyzing the differential expression of genes, 1338 genes at the initiation 
stage, 81 genes at the growth stage and 190 genes at the termination stage were identified with significantly 
different expressions, that Considering log2(fold_change) > +4 and log2(fold_change) < -4, 51 genes at the 
initiation stage, two genes at the growth stage and four genes at the termination stage had different and significant 
expression. The largest difference in gene expression between the two groups at the initiation stage, 
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ENSGALG0000000044418 gene with log2 (fold_change) equal to 8/63 and at the growth stage, 
ENSGALG0000000049618 gene with log2 (fold_change) equal to 6/82 and at the termination stage, 
ENSGALG0000000049618 gene with log2 (fold_change) equal to 5/14 was observed. Ontological analysis of 
index genes showed that they are mainly involved in protein binding activities (ENSGAL000000444418, 
NMRAL1, SLITRK4, CHL1, ENSGAL00000009041, PHACTR3 and CORIN genes), DNA transcription 
regulation (LHX1, TFAP2A, RUNX3, ETV1, NR4A3 and RUNX1 genes), immune response 
(ENSGAL0000000043996, TMEM117, AvBD9, GCNT3, ENSGAL00000046947 and ENSGAL00000051617 
genes), fat metabolism (PNPLA3, NR4A3, CD36, FFAR4 and DGKB genes) and calcium ion binding (ANXA10, 
CAPN8, CDH18 and DGKB genes), respectively. 

Conclusion: In the differential expression analysis of genes, considering log2 (fold_change) more than +4 and 
less than -4, in the initial stage, 51 genes, in the growth stage, two genes and in the termination stage, four genes 
were identified. The highest differences in gene expression between the two groups were observed in the initial 
stage, ENSGALG00000044418 and PDZK1IP1 genes, in the growth stage, ENSGALG00000049618, 
ENSGALG00000048945 and TMEM63C genes and in the termination stage, ENSGALG000000004400 and 
ENSG26 genes; The results of ontological analysis of index genes showed that they are mainly involved in protein 
binding, DNA transcription regulation, immune response, lipid metabolism and calcium ion binding, respectively. 
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ای ههای بافت رحم مرتبط با کیفیت پوسته تخم مرغ با استفاده از دادهمطالعه بیان افتراقی ژن

 ترانسکریپتومیکس

 
 1، حسین مرادی شهربابک5میلاد غلامی طاحونه

 70/70/0077تاریخ دریافت: 

 32/72/0070تاریخ بازنگری: 

 70/70/0070تاریخ پذیرش: 

 
 

 چکیده

ونق  و تبا لات گازه مح وده  دخ  ت م م د با بی وح دز آح و نیز یکی  با توجه به نقش کیفیت مطلوب پوستت ه ت م م د  م مودم ه چونوح لو 
ییب یچاه بهبو  صتتفاتب با تکیه ب  ستتاخ ام کن یکی صتتفتب دنواا دن  اب کن یکی دستتت   م دیب پهوچش با چه  مطاایه پ ونای  بیاح کح و ت  دز موش

 ه آچکی شهح پوس   چاه خام تودای ت دنسک یپ وم  و گ وه م د با پوس ه ت م س ت و ضییف  م سه م لله دز  ومه      چاه شاخص با بیاح م فاوتب  د ه کح
دم  م چ  م لله نوونه دز بانت ملم با سه تک  81( mRNAت تیب شام  م دل  ش وعب مشه و خاتوه موم  ب مسی ق دم گ نت. ت دنسک یپ وم )تودای ک    به

گاه  د ه     پای به      NCBIدز چ  گ وه دز  یه و ستتتپه  خذ گ   ل  پیش   د یب م د با ن م   پ  دزش خودنشت ت چاه  چا  و  fastQCب SRAtookitدنزدم
Trimmomaticبا ن م  یابی خودنش م یفی و مکاح ب چم با پکیر ن م      Samtoolsو  Hisat2دنزدمچاه  چا  یاح دن  دقی  یاح و ب ناایز ب نزدمه دو ستتتپه آ

Cufflinks    س ی شهب  م دن ها آناایز چ سی کح   دنجام  شاخص  م  و پایگاه  د ه  شنا سی ق دم گ نت.  م ن یجه   Ensembleو  DAVIDچاه  موم  ب م
سک یپ وم نوونه  31122آناایز بیاح دن  دقیب  شه که  م نهایتب     کح ب  موه ت دن سایی  شنا ش وعب   8221چا  شه   18کح  م م لله  کح  891و کح  م م لله م

- >log2(fold_change)و  log2(fold_change)> 4. با  م نظ  گ ن ب (P<0.00025) دم شناسایی شه     م م لله خاتوه با بیاح م فاوت و مینی

شهنه. آناایز   دم مش صچا با بیاح م فاوت و مینیت یب کحننودح شاخصکح  م م لله ش وعب  و کح  م م لله مشه و چهام کح  م م لله خاتوه به 18ب 4
ب پاسخ دیونیب م ابوایسم چ بی و   DNAچاه دتصاا پ وتئیبب تنظیم مونویسی  ت تیب  م نیاایتطوم نوهه بهچاه شاخص نشاح  د ب به  شناسی کح  چس ی 

 دتصاا یوح کلسیم نقش  دمنه.
 

 ناسی کحشبیاح دن  دقی کحب پوس ه ت م م دب ت دنسک یپ ومب چس ی آچکی شهح پوس هبهای کلیدی: واژه

 

   8 مقدمه

(  م ساا  FAOطبق آمام سازماح خودمبام و کشاومزه مل  م حه )  
هاح   3131 یه  میلیوح تب ت م 6/16میلا ه  م مجووع  م ج م د توا
تیب ت چاه چیبب س زمیب م کزه چیب و آم یکا به دست که کشوم  شهه 

                                                           
 .کشاومزه و منابع طبیییب  دنشگاه ته دحب ک جب دی دحگاح  وه نلوم  دمیب  دنشکهگ کامشناسی دمشهب دنش آموخ ه  -8
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  Email: gholami.milad@ut.ac.ir)نویسنهه مسئوا:  -)*
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یه     به  میلیوح 6/6و  1/39ب 3/21با توا تا ستتتوم مد    تب مت چاه دوا 
چزدم تب مد  511جهاحب توایهه بیش دز  31دنه که دی دح با متبه  دشتت ه

ساا     ثبت نوو ه سازماحب  م  ست  طبق آمام چویب  شوم  3131د چاه ک
چزدم  891و  385ب  581ت تیب با میزدح   نیوزانهب ت کیه و اهستتت اح به    
  نه امنامه خو  ثبت کم د با پوس ه مد  م ک تبب بیش  یب صا مدت ت م  
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چزدم تب صتتتا مدت  5/8میلا ه تودنستتت ه   3131و دی دح  م ستتتاا 
جام  مام من شتتت  شتتتهه  FAO,2020 چه ) دن جهانیب   (. طبق آخ یب آ
صنیت توایه ت م می صنی ی با می تودح ن یجه گ نت  زدح م د خومدکیب 

دنم دز صتتا مدت و ودم دت نق  وتوایه محصتتوا زیا  و نیز نیازمنه لو 
م د نسبت به نی وه خامجی و   ای  لساسیت پوس ه ت م   دست  دما به 

شهح توایه ت م   م م د به له بیواوکیکی یک تنیز با توجه به نز یک 
نه  ومه آچکی شتتتهح پوستتت ه و نیز دیجا          م موزب دنجام گ ن ب بهی

صا  دیب    ت م س ه مطلوبب دم ه مؤث  ب  دق  ض امت پو یت صن  م د با 
سنهه محصوا می   سوه  یگ ب نازکی بیش دز له   و نیز بازدمپ شه  دز  با

پذی ه مح وده  موح ت م م د پوستت هب خو  ناملی ب  دنزدیش آستتیب
سبت به نودم  آاو ه  شیویایی  ن کننهه خامجی دنم دز نفوذ گازچا و مود  

 شو .می
ه بانث گ  دست کشههب پینیهه و تنظیمبیاح کح مکانیسوی لساب

 ,.Banabazi et alصتتومت ننوتیب هاچ  شتتو  )شتتو ب کنوتیب بهمی

شهه  DNAچاه کن یکی که  م مواکوا  م ودقع که .(2012 دنهب ذخی ه 
سیله بیاح کح به سی  می و صیات و نحوه بیاح کح      چا تف صو شونه و خ

 Banabazi etشتته )وجو  آمهح ننوتیب  م دمگانیستتم خودچهبانث به

al., 2012).       چا  م دیب  مطاایات بیاح کح به توایه لجم زیا ه دز  د ه
چاه بیاح کحب   دستتتت که  م میاح دنودع م یه   د ه   زمینه منج  شتتتهه 

هه ش به سبب شام  شهح تودای نودلی مونویسی      RNA-seqچاه د ه
زیا ه نستتبت به ستتای   دیب نودلی  دمده مزیت و پوشتتش  د ح چوه

ده آناایز دیب لجم چاه دخی  دمکانات مدیانهچا چس نه   م ساادنودع  د ه
ست. دز مزدیاه    چا مد  م زماح و با چزینه کم دمکاحدز  د ه ساخ ه د پذی  

 Ganچاه جهیه دست ) ب شناسایی کح  RNA-seqچاه دس فا ه دز  د ه 

et al., 2010; Sultan et al., 2008). چاه دستتار موش توایه  د ه
RNA-seqبُ ش ک  ت دنستتک یپ وم  ب(mRNA)  به قطیات کوچک و
ست ) سپه تودای   ;Haas and Zody, 2010یابی چوه دیب قطیات د

Marguerat and Bahler, 2010دز دیب موب دز موه تیهد  خودنش .)-

تودح به یک مییام    شتتتهه ب ده یک نالیه خامب می     یابی چاه مکاح  
سیه )    سی آح نالیه م  ,Ekblom and Galindo قیق دز میزدح مونوی

2010; Wilhem and Landry,2009 شاخص بیاح کح یا به نبامت .)
 یگ ب مییام بیاح کح  م دیب موشب محاستتبه تیهد  خودنش یا قطیه  م  

ه باشتتتشتتتهه مییابی دزده چ  یک میلیوح خودنش مکاح  له کیلوباز به   
(Mortazavi et al., 2008   شاخص ب ده طوا کح و تیهد (ب که دیب 

ه و مقا ی  شتتهه  م چ  نوونه تصتتحی  شتتهیابیچاه مکاحک  خودنش
با چ  طوا و تیهد  خودنش قاب        شتتتهه ب ده کح ب آوم  چاه م  لف 

 باشه.مقایسه و آزموح می
  م د دز نظبا توجه به دچویت بالاه صتتتفت کیفیت پوستتت ه ت م

شه و نیز یکی دز موش    صفاتب  س  ی که  م له مطلوب با چاه بهبو  
ساخ ام کن یکی صفتب دنواا دن  اب کن یکی    س با تکیه ب   ت  په  م د

م چاه ت دنسک یپ ودیب پهوچشب چه  ب  آح دست که با دس فا ه دز  د ه  

ت م س ت گذدم با پوس هچاه ت ملاص  دز بانت ملم  و گ وه دز م د 
سه م لله    ضییفب  م چ  یک دز  ش وعب        ومه و  س ه ) شهح پو آچکی 
چا  حکچا تیییب و آناایز بیاح دن  دقی    مشتتته و خاتوه(ب پ ونای  بیاح کح     
یز شهه و ن چاه شاخص م فاوت بیاح دنجام شو ب تا  م نهایتب ب ودح کح 

س ی  سی آح   چ ص ب  شنا چا موم  مطاایه ق دم گی   تا به کوک ن ایر لا
ه بیش    م دب چ  چساخ ام کن یکی م بوط به صفت کیفیت پوس ه ت م   

 مییب گ   .

 

 هامواد و روش

 اخذ داده از پایگاه اطلاعاتی

ص  دز    چاه ت  د ه سک یپ وم لا نوونه بانت ملم  م  و گ وه  81دن
م د س ت و ضییف  م سه م لله م ودای ش وعب مشه و      با پوس ه ت م 
س ه  م م د    خاتوه  ومه شهح پو ده قهوه -لایب -چاهچاه نهد آچکی 
چف گی دستتت که توستتن  دنشتتکهه ت ذیه و نلوم ت ذیه   53 م ستتب 

صتتتومت ک اب انه    چیب به لیودنات  دنشتتتگاه کشتتتاومزه چودجون      
س فا ه دز تکنیک دیلومینا تودای     سانگ  با د سک یپ وم با موش  یابی و ت دن

نوونه بانت م بوط به  و گ وه و چ  گ وه شتتام   81دستتت. تهیه شتتهه
س ه( بو ه که چ  زی  گ وه         شهح پو سه م لله آچکی  سه زی  گ وه )

چاه نشدستتت. خودگذدمه بو ه شتتام  ستته قطیه م د  م  ومه ت م 
 11-811صتتومت جف ی )منت و ب گشتتت( با طوا لاصتت  دز تودای به
 م  3189چاه خام دز تامیخ شتتشتتم مامر ستتاا  جفت باز بو نه.  د ه
صومت مدیگاح دز ط یق اینک  به sraبا ن مت  NCBIپایگاه دطلاناتی 

 زی   م  س  ر دست:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR8692161   

خام تودای ت دنستتتک یپ وم دز پایگاه  د ه  نوونه  د ه 81په دز دخذ 
NCBI   چا  م محین  ستتتازه و تجزیه تحلی  آح  ب توامی م دل  آما ه

س ه      س م نام  اینوکه دوبون و  سی س ه   15/38گ دنیکی  بیت  65ن
س       صی )تیهد  چ ش  شت  ب  موه کامپیوت   ه: چفت نه ب میزدح مم: چ

ب ت تی گی  و میزدح لانظه: یک ت دبایت( غی  م صتتت  به ستتت وم به         
 م دل  زی  دنجام شه.

 

 هاتبدیل فرمت خوانش

دنزدمه موم  دستت فا ه  م د دمه مستتی  چاه ن منلت دیب که پکیربه
مد  fastqچاه ت دنستتتک یپ ومیکه با ن مت آناایزب تودنایی خودنش  د ه

 sratoolkitدنزدم با دستتت فا ه دز ن م   fastqبه   sraتبهی  ن مت     دمنهب  
 و که  س ومه زی  دنجام شه: 3.81.3نس ه 

fastq-dump   --gzip  -O [output]  [sra_file] 
 

 هاسنجش کیفیت خوانش

س فا ه دز ن م   س ه   fastQCدنزدم سنجش کیفیت با د  م  9/88/1ن

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR8692161
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طوم جهدگانه با به خودنشمحین جاود با کوک منوه دصتتتلیب ب ده چ  
دنزدم ن یجه چ  (. ن مAndrews, 2010آزموح م  لف دنجام شتته ) 81

آزموح مد جهدگانه ب مستتی نوو ه و وضتتییت قبواب چشتتهدم یا م  ب ده 
چاه ستتتبزب نامنجی و ق مز  م کنام ننودح چ  ت تیب با من  چا مد به  حآ

سوت   شاح می چب ن مآزموح  م پن   سار  دنزدم ن  چه.  م نهایتب ب د
ک  خودنش             یت طوا  به کیف چاب مدجع  یه وه نوکلئوت یت چ جه کیف ن ی

 شو .گی ه میتصویم
 

 هاویرایش خوانش

 نیاز به وی دیش )منت و ب گشتتت( چاه جف ی م صتتومتی که  د ه

چاه  ب ده  د ه 29/1نستت ه  Trimmomaticدنزدم باشتتنهب ن م دشتت ه 
 Bolgerدست ) سازه شهه  یابی نس  جهیه ش کت دیلومینا بهینه  تودای

et al., 2014دنزدم شتتام  لذ  آ دپ ومچا و لذ  یا (. وهایف دیب ن م
کام کیفیت دستتتب که نه ستتت آ دپ ومچاه به چاه بیوی دیش خودنش

ومت صتتبه یابی با توجه به  ستت گاه موم  دستت فا ه من ه  م زماح تودای
با  م نظ  گ ن ب      پیش مه ق دم  دم .  م دیب پهوچشب  نا ن ض  م ب 

ق  طوا خودنش   بازب ب ده وی دیش خودنش   11چا  لهد چا دز که   جفت 
  س ومه زی  دس فا ه شه:

Trimmomatic  PE  -threads 7  [input_data1.fq]  
[input_data2.fq]  [clean_read1.fq] [trash_read1.fq]  
[clean_read2.fq] [trash_read2.fq] TRAILING:20  
SLIDINGWINDOW:6:20  MINLEN:25 

 

 هاسنجش مجدد کیفیت خوانش

آحب بام  یگ   په دز وی دیشب به جهت دطویناح دز صتتتحت ن یجه
موم  ستتنجش ق دم  fastQCدنزدم چا با دستت فا ه دز ن مکیفیت خودنش

جه      می به ن ی با توجه  تا ب ودح  هایی و  گی    مه  د ح  ن ی دیشب ب ده د د
 مسی  تصویم گی ه نوو .

 

 تشکیل ترانسکریپتوم

سازه مجوونه   دز دچهد  مهم آناایز  د ه سک یپ ومب باز ده چاه ت دن
چا و نیز ت ویب میزدح ستتتطوی بیاح توام    کام  دز ت دنستتتک یپت کح   

اب چچاستتت. ب ده محاستتبه ستتط  بیاح ت دنستتک یپت   ت دنستتک یپت
کاح  کاح  قیق    چا  یابی خودنش م که م ب  موه کنوم م جع دستتتتت 
لهب نلاوه     چا مد مشتتت ص می  خودنش جام دیب م ل نه. ب ده دن ب  ک
به  د ه    خودنش یاز  چاه کنوم م جع و دطلانات   چاه وی دیش شتتتههب ن
شیه  س ه به     لا ست که آخ یب ن سی د شهه کنوم م جع م د به  نوی موز 

شیه  سی م بوطهب دز بانک دطلاناتی  چو ده نای  لا به  Ensembleنوی
 چاه زی   میانت شه:آ مر

http://ftp.ensembl.org/pub/release-
104/fasta/gallus_gallus/dna/ 
http://ftp.ensembl.org/pub/release-104/gtf/gallus_gallus/ 

 

 ها بر روی ژنوم مرجعیابی خوانشردیفی و مکانهم

چاب دب هد لازم دستتتت م یفی خودنشیابی و چم م دستتت  دتهه مکاح
کنوم م جع نوایه یا دینهکه شو  تا نوایه کاملی دز دطلانات موجو   م 

م یفی یابی ب ودح بیش  یب چممکاحکنوم م جع لاص  شو  تا  م زماح   
یامه دز ن م    نههب پیش دز  م یفچاه چم دنزدممد لاصتتت  نوو . بستتت کن

تازه      نقشتتتته نهکه ک  ه و ستتتپه دز کنوم  یابیب کنوم م جع مد دی
س فا ه می   دینهکه سن  کننه. ب ده دینهکهشهه د ک  ح کنوم م جع تو

 س فا ه شه:دز که  س ومه زی  د 3.3.8نس ه   Hisat2دنزدم ن م

Hisat2-build   [genome-reference.fa]  [output-
directory/index-genome] 
په دز دینهکه ک  ح کنوم م جعب چشتتتت نای  توایه شتتته که       

شه   به صحت نق شت یابیب نلاوهمنظوم دنزدیش میزدح  قت و   ب  دیب چ
 م یفی ونویستتتی آح نیز ب ده چمنای ب دز کنوم م جع و نای  لاشتتتیه

شه  س فا ه می نق چاه کوتاه ب  موه کنوم م یفی خودنششو . چم یابی د
 ,.Kim et alشتتته )دنجام  Hisat2دنزدم م جع نیز با دستتت فا ه دز ن م  

ست که با تأمیب دطلانات م بوط  (. ویهگی دیب ن م2015 دنزدم  م دیب د
مح  دتصتتتاا  چاب پیش آگاچی دز   چا و دنودع ت دنستتتک یپت آح  به کح 
جایگزیب ب ده دتصتتتاا ب ش    ب ش چاه  چاب  چا و  م نظ  گ ن ب داگو

ی چا با توداچا که ب شی دز تودای آح چاه م بوط به دتصاا ب ش خودنش
گ    م یف میچاه بیهه چمدگزوح قب  و ب شی  یگ  با تودای دگزوح

کاح          ب  و م بالات ه دز نو دستتتو قت  نت و   با ستتت  نه  یابی می مد  ک
(Bahrami, 2020ب ده چم .) کاح چا ب  موه  یابی خودنش م یفی و م

 کنوم م جع م د دز که  س ومه زی  دس فا ه شه:

hisat2   -p 7   --dta-cufflinks   --very-sensitive   -x 
[index-genome]   input-1.fq   input-2.fq  -S output.sam  

م بوط به   SAMیزب لازم دستتتت که خ وجی  ب ده دنجام د دمه آناا   
یابی و پوشتتتش چ   که لاوه ن ایر مکاح     BAMن مت  چاب به  خودنش

باشهب تبهی  شو . دیب تبهی  ن مت با دس فا ه    خودنش ب  موه کنوم می
  س ومه زی  دنجام شه: با که samtoolsدنزدمه دز پکیر ن م

samtools  view  -b  -S  -o [output-file.bam]  [input-
file.sam] 

مه لازم دستتتت نای      یه  BAMچاه   م د د شتتتهه ب  دستتتار  توا
سپه دینهکه دز آح  چا بهک وموزوم شونه و  ش ت تیب م تب  و  چا تهیه 

ت تیب شتتوامه ک وموزوم لاصتت  نوو ب ده دز دطلانات بهتا ب ودح نوایه
 شهنه:چاه زی  دنجام که با که  س ومه

samtools  sort  [bam-file.bam]  -o [output-sort.bam] 
samtools  index [sort.bam] 

 

 سرهم کردن ترانسکریپتوم

چاه چا و ستت چم ک  ح ت نستتک یپ وم م یفی خودنشمنظوم چمبه
دستت فا ه شتته   8/3/3نستت ه   Cufflinksدنزدم موجو ب دز بستت ه ن م

(Github, 2017 س ه ن م س چم ک  ح    (.  م دیب ب صلی  دنزدمه  ای  د
چا و ستتتای  چاب دگزوحچاب کحمجه ب  م نظ  گ ن ب توام ت دنستتتک یپت

http://ftp.ensembl.org/pub/release-104/fasta/gallus_gallus/dna/
http://ftp.ensembl.org/pub/release-104/fasta/gallus_gallus/dna/
http://ftp.ensembl.org/pub/release-104/gtf/gallus_gallus/
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ست که دیب ویهگی   ویهگی سی د  چاه کنیچاه م  ص تیوام موم  ب م
 یفی م م ت دنسک یپ وم م جع موجو  نبو نه. که  س ومه زی  جهت چم

  فا ه شه:چا دسو س چم ک  ح خودنش

cufflinks  -p 7  -g  [reference-genome.gtf]  -o [output-
name]  -L [output-name]  [sort.bam] 

 

 هاتلفیق ترانسکریپتوم

چتتاب م یفی و دستتتوبلی چ کتتهدم دز نوونتته          بیتته دز دتوتتام چم   
نه توستتتن ن م     ت دنستتتک یپ وم دنزدم چاه تشتتتکی  شتتتهه دز چ  نوو

cuffmerge شونه و یک نای  ت دنسک یپ وم جهیه می با یکهیگ  د غام
شو . لازم  شهه ب ده توامی تک دمچاه چ  نوونه لاص  می  م جع د غام

سک یپ وم     سک یپ ومب ت دن ستب قب  دز تلفیق ت دن چاه چ  گ وه به ذک  د
با ن مت م ب ذخی ه شتتتهه          نه. ب ده د غام دز که     م قااب یک نای   د

  س ومه زی  دس فا ه شه:
cuffmerge  -p 7  -o [ortput-merge]  -g  [reference-

genome.gtf]  [assembly-grf-list.txt] 
 

 محاسبه بیان افتراقی ژن
نهب دز ن م      یاح کح بیب  و نوو مامه میزدح ب دنزدم ب ده تستتتت آ

cuffdiff   چایی که دز نظ  آمامه چ  گونه دنزدم کحدس فا ه شه. دیب ن م
کنه. با  چنهب شتتتناستتتایی میمی  دمه  م بیاح مد نشتتتاحتفاوت مینی

 چاه با بیاح م فاوت شناسایی شهنه:دس فا ه دز که  س ومه زی ب کح
cuffdiff  -p 7  --library-norm-method  classic-fpkm  -

o [output-file]  -L  [input1,input2]  [merge.gtf]  [input1-
sort.bam]  [input2-sort.bam] 

 

 مصورسازی نتایج
قاب   Excelچا با دستتت فا ه دز وجی آناایز بیاح دن  دقی کحنای  خ 

اه چدستب وای ب ده مصومسازه ن ایر  م قااب پلات و گ د     مشاچهه 
دستت فا ه  Rدنزدم  م محین ن م CummeRbundت ب دز پکیر قاب  نهم

 شه.
 

 شناسی ژنآنالیز هستی

چا آح بنهه و دمتباطچاه موم  نظ  طبقهشناسی کحب  د ه م چس ی
س ی   با چم مطاایه می سی کح   شونه.  م دیب پهوچشب آناایز چ  چاهشنا

سیله پایگاه به  دم با بیاح م فاوتبمینی س ی و س   چاه م بوط به چ   یشنا
DAVID (https://david.ncifcrf.gov/)  و Ensemble  

(https://www.ensembl.org/Chicken/) شه دنجام. 
 

 نتایج و بحث

چا و دنجام ستتنجش کن  ا کیفیتب طبق  د هپه دز تبهی  ن مت 
میلیوح خودنش  32تا   89چاه بیب  چاه پایهب تودای   گزدمش لاوه آمامه  

جفت  11-811یابی شتتهه( با طوا کوتاه جف ی )دز چ   و دن هاه تودای
نه    به   باز ب ده نوو تک      چا  یت  مه.  م آزموح کن  ا کیف  ستتتتت آ

یانگ  موق   یههب محوم دنقی نوو دم ب باز ب  موه    نوکلئوت فت  یت چ  ج  ی
دستتتت که   (phred score)خودنش و محوم نوو ه بیانگ  نو ه نِ ِ   

ننودح نوونه با کیفیت بالا    )منطقه ستتتبز( به   31نوونه با نو ه بالات  دز    
شتتو  که طبق گ د  م بوط به نوونه موم  نظ ب کیفیت نوونه تلقی می
 (.8باشه )شک  خوب می

 
 "SRR8692161"آزموح کن  ا کیفیت تک نوکلئوتیهه م بوط به نوونه  -1شکل 

Figure 1- per base sequence quality related to "SRR8692161" sample. 
 

جش جفت باز و ستتتن   11با  م نظ  گ ن ب لهدق  طوا خودنش    
میلیوح  33تا  81کن  ا کیفیت په دز وی دیش مشتتت ص گ  یه که 

 مصته   81خودنش با کیفیت مناستب ب ده نوونه باقی مانه و کو   دز  

چا کنام گذدشتت ه شتته و طبق آزموح کن  ا کیفیت تک دز ک  خودنش
یه    یههب نو ه نِ ِ  نوکلئوت هاه تودای خودنش دنزدیش   نوکلئوت  چاه دن 

ن       یت نوو نت و تودای          هیان ه و کیف یا ب  دنزدیش  به ق بت  چا نستتت



 771     … های بافت رحم مرتبطمطالعه بیان افتراقی ژن ،غلامی و مرادی

شک      خودنش شهنه ) سبز من ( نگههدمه  چاه با کیفیت بالا )منطقه 
3 .) 

 

 
 "SRR8692161"آزموح کن  ا کیفیت تک نوکلئوتیهه په دز وی دیش م بوط به نوونه  -2شکل 

Figure 2- per base sequence quality after trimming related to "SRR8692161" sample 
 

ناایز چم     هاه آ کاح طبق دطلانات خ وجی  م دن  یابی  م یفی و م
چا  یابی خودنش چا ب  موه کنوم م جعب میانگیب  مصتتته مکاح    خودنش
م یفی چنهگانه کو   دز    چاه با مح  چم    مصتتته و خودنش 11بیش دز 
 مصتته بو نه و با تشتتکی  پ ونای  بیاح کح ب ده چ  یک دز زی   یک 
چاه لاوه نوونه  م چ  یک دز م دل   ومه آچکی شهح پوس ه و   گ وه

ونه چاه مشتتابه  م بیب  و گ وه نونیز آناایز بیاح دن  دقی بیب زی  گ وه
حلی  تچاه با پوس ه س ت و ضییف ب  م نهایت با تجزیهلاص  دز م د
دیزون م شناسایی شه که دز دیب     815533کح و  21253یب ن ایر خ وج

مشه  کح  م م لله 18ش وعب  کح با بیاح م فاوت  م م لله 8221میاح 
شه     کح  م م لله 891و  ش ص   م د دمه به  (p<0.00025).خاتوه م

سبی دز ت یی دت بیاح  م مقایسه      اه  و به چجهت مسیهح به تصوی  منا
 خص با بیاح م فاوتب میزدح مییام     چاه شتتتا  و و شتتتناستتتایی کح  

log2(fold_change)ده  م نظ  گ ن ه شتتهه دستتت که  م چ  گونهبه
چا موم  شناسایی و ب مسی ق دم گی نه  دز    سه م للهب شاخص ت یب کح  

 -5+ و کو   دز 5بیشتت   دز  log2(fold_change)چاه با دیب موب کح
شام      شهنه که  ش وع )جهوا  کح  م م  18ب ده مطاایه دن  اب  لله 

وه      3(ب  و کح  م م لله مشتتته )جهوا    8 خات ( و چهام کح  م م لله 
 باشنه.( می2)جهوا 

شتتت وعب تیهد     چنه که  م م لله   ن ایر جهدوا نوق نشتتتاح می  
ش  ه با میزدح مییام    کح شاخص بی  log2(fold_change)>+4چاه 

& log2(fold_change)<-4   نستتبت به  و م لله  یگ  شتتناستتایی
تودنه بیانگ  وجو  تفاوت بیاح بیش    م سط  کنوم   دنهب که خو  میشهه 

بیب  و زی  گ وه  م دیب م لله باشتتته  چوننیب  م ستتته م لله  ومه   
ما بیب  و  XLOC_008910آچکی شتتهح پوستت هب تنها شتتناستته کح 

چاه شاخص با بیاح م فاوتب مش  ک ننودح کحم لله مشه و خاتوه به
 دنه.شناسایی شهه

چاه شتتاخص موم  مطاایه بیب  و گ وه  م دم چیستت وگ دم کحنوو 
و  5ب 2چ  یک دز م دل   ومه آچکی شهح پوس ه ت سیم گ  یه )شک   

چاه شتتاخص موم  (.  م نوو دم چیستت وگ دمب محوم دنقی شتتام  کح1
یه      (log2(fold_change)>+4 & log2(fold_change)<-4)مطاا

دزده چ  یک  کیلوباز به   و محوم نوو ه بیانگ  شتتتاخص قطیه  م له   
 دست. (FPKM+1)نلاوه یک ودله شهه بهیابیمیلیوح خودنش مکاح

س وح  چاهب ت تیب کحب به2چاه منهمج  م شک   با توجه به دمتفاع 
ENSGALG00000046947  وPNPLA3  م گ وه با پوستت ه ت م 

ش  یب       NR4A3س ت و تنها کح   ضییف بی س ه ت م   م گ وه با پو
یاح مد  دشتتت      به کح        هب یاح م بوط  فاوت ب نه و نیز بیشتتت  یب ت د

ENSGALG00000044418   با میزدحlog2(fold_change)   ب دب
فاع ستتت وح   6/1با   ک        دستتتتت  دمت نهمج  م شتتت  ب کح5چاه م

ENSGALG00000049618 م گ وه با پوستت ه ت م ستت ت و کح  
ENSGALG00000048945      با پوستتت ه ت م ضتتتییف  م گ وه 

 دنه و نیز بیشتت  یب تفاوت بیاح م بوط به کحشتت هبیشتت  یب بیاح مد  د
ENSGALG00000049618   با میزدحlog2(fold_change)   ب دب

ب بیاح توامی 1چاه منهمج  م شتتتک  دستتتت و دمتفاع ستتت وح 1/6با 
شاخص  م م لله کح س هب  م گ وه با    چاه  شهح پو خاتوه  ومه آچکی 

-MIR12247پوس ه ت م ضییف بیش   دز گ وه  یگ  بو ه دست و کح 

ش ه    1 ش  یب بیاح مد  د سه بیب  و گ وه  م    بی ست  چوننیب  م مقای د
بتتا متتیتتزدح  ENSGALG00000049618 ختتاتتتوتتهب کح متت للتته

log2(fold_change)  ه.دن دش هبیش  یب تفاوت بیاح مد  8/1ب دب  با 
 ش وع  چاه شاخص موم  مطاایه  م م لله شناسی کح  آناایز چس ی 

شه )جهوا   (ب م لله5)جهوا  سار  6خاتوه )جهوا  ( و م لله1م ( ب  د
چاه زیس یب نولک   مواکوای و دجزده  سه  س ه بنهه نوومی ن آینه  
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  سلوای دنجام و دمدئه شهه دست.
 چاه شاخص م فاوت بیاح شهه  م م لله ش وع  ومه آچکی شهح پوس هکح pو دمزش  شناسهب نام یا کهب جایگاه -1جدول 

Table 1- Identifier, name or code, position and p-value of indicator genes differentially expressed in the initiation stage of the 

calcification period 
 p دمزش

p_value 

 جایگاه
Locus 

 نام یا که کح
Name or gene code 

 شناسه کح
Gene_id 

0.00005 5:14892237-14898052 ENSGALG00000044418 XLOC_022317 

0.00005 4:85657237-85900720 

ENSGALG00000043996 
ENSGALG00000044755 
ENSGALG00000045876 
ENSGALG00000047967 
ENSGALG00000048572 
ENSGALG00000052476 

XLOC_021085 

0.00005 3:69232233-69353759 ENSGALG00000052817 XLOC_016325 
0.00005 19:8535713-8540691 LHX1 XLOC_009120 
0.00005 4:24919747-24946202 ANXA10 XLOC_019526 
0.00005 1:69011399-69090996 PNPLA3 XLOC_002605 
0.00005 22:76807-89630 ENSGALG00000049241 XLOC_013171 
0.00005 1:81562062-81573670 UPK1B XLOC_002772 
0.00005 1:30224568-30431209 TMEM117 XLOC_000247 

0.00005 2:108071663-108150364 
ENSGALG00000015234 
ENSGALG00000053346 

XLOC_010329 

0.00005 2:63284964-63301149 TFAP2A XLOC_010003 
0.00005 1:11331665-11404784 CD36 XLOC_002039 
0.00005 10:5852886-5887192 GCNT3 XLOC_004693 

0.00005 3:73133293-73138023 - XLOC_016354 

0.00005 20:10572273-10576665 MMP9 XLOC_012502 

0.00005 3:46416828-46464624 - XLOC_016106 

0.00005 4:9895861-9908452 SLITRK4 XLOC_019359 

0.00005 1:32040296-32044590 - XLOC_003777 

0.00005 12:17603135-17708756 CHL1 XLOC_005715 
0.00005 3:48201990-48215042 ZC3H12D XLOC_017188 

0.00005 2:120693001-120714502 - XLOC_011706 

0.00005 2:140875169-140995082 ADCY8 XLOC_010601 
0.00005 1:69011399-69090996 PNPLA3 XLOC_000699 
0.00005 3:8772208-8777996 ENSGALG00000009041 XLOC_015702 
0.00005 1:107353573-107513309 RUNX1 XLOC_002973 
0.00005 20:6735474-6830610 PHACTR3 XLOC_012404 
0.00005 5:24851725-24885341 ENSGALG00000008599 XLOC_021710 
0.00005 31:2413209-2413512 ENSGALG00000046947 XLOC_018319 
0.00005 2:27385425-27720368 DGKB XLOC_010948 

0.00005 2:79230058-79235013 - XLOC_012126 

0.00005 31:2422484-2443234 ENSGALG00000051617 XLOC_018508 
0.00005 2:106222092-106258854 OPN5L1 XLOC_011589 
0.00005 2:140875169-140995082 ADCY8 XLOC_011878 
0.00005 23:2591780-2635428 RUNX3 XLOC_013499 

0.00005 2:79639930-79644453 - XLOC_012132 

0.00005 14:13089511-13149359 NMRAL1 XLOC_007199 
0.00005 3:17803815-17833098 CAPN8 XLOC_015815 
0.00005 8:7156618-7232054 PAPPA2 XLOC_025365 
0.00005 2:27271071-27337505 ETV1 XLOC_010947 
0.00005 23:5829851-5834748 ENSGALG00000051964 XLOC_013760 

0.00005 1:32027118-32032886 - XLOC_003775 

0.00005 2:89336025-89389150 NR4A3 XLOC_011450 
0.0001 8:22247457-22251895 PDZK1IP1 XLOC_025534 
0.0001 2:74189948-74446617 CDH18 XLOC_010076 
0.0001 3:107430691-107459717 AvBD9 XLOC_016657 

0.00015 4:66638160-66761091 CORIN XLOC_019907 
0.0002 15:8089944-8111256 KREMEN1 XLOC_007726 
0.0002 14:4322582-4332428 CYP3A5 XLOC_007047 

0.00025 5:41926379-42116783 - XLOC_021886 
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 چاه شاخص م فاوت بیاح شهه  م م لله مشه  ومه آچکی شهح پوس هکح pشناسهب نام یا کهب جایگاه و دمزش  -2جدول 

Table 2- Identifier, name or code, position and p-value of indicator genes differentially expressed in the growth stage of 

the calcification period 
 p دمزش

P_value 

 جایگاه
Locus 

 نام یا که کح
Name or gene code 

 شناسه کح
Gene_id 

0.00005 18:11326495-11332858 ENSGALG00000049618 XLOC_008910 
0.00005 5:39323944-39354365 ENSGALG00000048945 XLOC_021869 

 

 چاه شاخص م فاوت بیاح شهه  م م لله خاتوه  ومه آچکی شهح پوس هکح pشناسهب نام یا کهب جایگاه و دمزش  -3جدول 

Table 3- Identifier, name or code, position and p-value of indicator genes differentially expressed in the termination stage 

of the calcification period 
 p دمزش

p_value 

 جایگاه
Locus 

 نام یا که کح
Name or gene code 

 شناسه کح
Gene_id 

0.00005 18:11326495-11332858 ENSGALG00000049618 XLOC_008910 
0.00005 16:1702927-1709590 ENSGALG00000054226 XLOC_007996 
0.00005 27:7654019-7655569 HSPB9 XLOC_014979 
0.00005 22:5177338-5230538 MIR12247-1 XLOC_013278 

 

 

 
  ومه آچکی شهح پوس ه بیب  و گ وهچاه شاخص  م م لله ش وع نوو دم چیس وگ دم تفاوت بیاح کح -3شکل 

(ini_high م لله ش وع با پوس ه س ت و :ini_low)م لله ش وع با پوس ه ضییف : 
Figure 3- Histogram plot of differential indicator genes expression in the initiation stage of the calcification period between two 

groups 
(ini_high: initiation stage with high eggshell, ini_low: initiation stage with low eggshell) 

 

 
 چاه شاخص  م م لله مشه  ومه آچکی شهح پوس ه بیب  و گ وهتفاوت بیاح کح نوو دم چیس وگ دم -4شکل 

(gro_high م لله مشه با پوس ه س ت و :gro_lowم لله : )مشه با پوس ه ضییف 
Figure 4- Histogram plot (Right) & Heatmap plot (Left) of differential indicator genes expression in the growth stage of the 

calcification period between two groups 
(gro_high: growth stage with high eggshell, gro_low: growth stage with low eggshell) 
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 چاه شاخص  م م لله خاتوه  ومه آچکی شهح پوس ه بیب  و گ وهچیس وگ دم تفاوت بیاح کح نوو دم -5شکل 

(ter_high م لله خاتوه گ وه با پوس ه س ت و :ter_low)م لله خاتوه گ وه با پوس ه ضییف : 
Figure 5- Histogram plot of differential indicator genes expression in the termination stage of the calcification period between two 

groups 
(ter_high: termination stage with high eggshell, ter_low: termination stage with low eggshell) 

 
 چاه شاخص م فاوت بیاح شهه  م م لله ش وع  ومه آچکی شهح پوس هشناسی کحآناایز چس ی -4جدول 

Table 4- Gene ontology analysis of indicator genes differentially expressed in the initiation stage of the calcification period 
 نولک   مواکوای

Molecular function 

 دجزده سلوای
Cellular components 

 ن آینه زیس ی
Biological process 

 نام کح
Gene name 

 دتصاا به پ وتئیب
Protein binding 

 نضاه خامج سلوای
Extracellular space 

 زدییتنظیم مگ
Regulation of angiogenesis 

ENSGALG00000044418 

- 
 غشاء

membrane 

ب مسی  سیگنااین  گی نهه سط  Tودسطه سلوا دیونی به
 سلوا

T cell-mediated immunity, A cell surface 

receptor signaling pathway 

ENSGALG00000043996 
ENSGALG00000044755 
ENSGALG00000045876 
ENSGALG00000047967 
ENSGALG00000048572 
ENSGALG00000052476 

ب DNAنیاایت ناک وم مونویسی دتصاا
 DNAدتصاا

DNA binding transcription 

factor activity, DNA binding 

 چس هب مجوونه پ وتئیب

Nucleus, Protein 

complex 

 ت وهدحبتوسیه ملم و 
توسیه و توایز م نهب تنظیم بیاح کحب توایز سلوایب 

 توایز نومونی
Uterus and ovary development, 

Cerebellum development and 

differentiation, Regulation of gene 

expression, Cell differentiation, Neuronal 

differentiation 

LHX1 

یه پدتصاا یوح کلسیمب دتصاا نسفوای
 ودبس ه به کلسیم

Calcium ion binding, Calcium-

dependent phospholipid 

binding 

 می وکنهمه

Mitochondria 
- ANXA10 

 A2نیاایت ت ه گلیسی یه ایپازب نسفوایپاز
 و چیهمولاز

Triglyceride lipase, 

Phospholipase A2 and 

Hydrolase activity 

غشاءب سی وپلاسمب قط ه 
 چ بی

Membrane, 

Cytoplasm, Lipid 

droplet 

ن آینه کاتابوایک و بیوسن ز ت ه گلیسی یهب ن آینه 
 م ابوایک ایپیهب چووس از چ بی

Catabolic process and triglyceride 

biosynthesis, Lipid metabolic process, 

Lipid homeostasis 

PNPLA3 

- 

غشاءب غشاه پلاسوایی 
 آپیکاا

Membrane, Apical 

plasma membrane 

 چاه دپی لیااتوایز سلوا

Differentiation of epithelial cells 
UPK1B 
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- 

 غشاءب شبکه آنهوپلاسوایی

Membrane, 

Endoplasmic 

reticulum 

 چی آپوپ وم  م پاسخ به دس  ر شبکه مسی  سیگناا
 آنهوپلاسوی

Apoptotic signaling pathway in response 

to endoplasmic reticulum stress 

TMEM117 

  چنهه غشاء کل یهنیاایت دن قاا

Membrane chloride transporter 

activity 

 غشاء

Membrane 

 دن قاا غشاء کل یه

Chloride membrane transport 

ENSGALG00000015234 
ENSGALG00000053346 

ب DNAنیاایت ناک وم مونویسی م ص  به
 مونویسیکننهه کننهه و س کوبنیاا

DNA binding transcription 

factor activity, Transcription 

activator and repressor 

چس هب  س گاه گلههب 
 سان  وزوم

Nucleus, Golgi 

apparatus, 

Centrosome 

ب تنظیم تکثی  سلوایب توسیه  DNAتنظیم مونویسی
 ساخ ام آناتومی

Regulation of DNA transcription, 

Regulation of cell proliferation, 

Development of anatomical structure 

TFAP2A 

ب دتصاا ATPدتصاا ناک وم مونویسی 
DNA 

ATP binding of transcription 

factor, DNA binding 

 چس هب سی وپلاسم

Nucleus, cytoplasm 

 نسفومیلاسیوح پ وتئیبب تنظیم توایز سلوای

Protein phosphorylation, Regulation of 

cell differentiation 

RUNX3 

 دتصاا پ وتئینی یکساح

Identical protein binding 

 چس هب نوکلئوپلاسم

Nucleus, 

Nucleoplasm 

- NMRAL1 

 دتصاا یوح کلسیمب نیاایت دنهوپپ یهدز

Calcium ion binding, 

Endopeptidase activity 

- 
 چضمب پ وتئوایز

Digestion, Proteolysis 
CAPN8 

 نیاایت گی نهه

Receiver activity 

 غشاءب دگزوزوم خامج سلوای

Membrane, 

Extracellular 

exosome 

 توسیه سیس م نصبی

Development of the nervous system 
GFRA1 

 دتصاا یوح موه

Zinc ion binding 
- 

 مومنوکنز دس  ودحب پ وتئوایز

Bone morphogenesis, Proteolysis 
PAPPA2 

کننهه مونویسی م ص  به دتصاا نیاا
DNA 

DNA bound transcriptional 

activator 

 چس ه

Nucleus 

 چهدیت آکسوحب توایز سلوایب توسیه دنهدم نضلانی

Axon guidance, Cell differentiation, 

Muscle organ development 

ETV1 

کننهه مونویسی دتصاا به دتصاا نیاا
DNA ب دتصاا یوح موهب دتصاا گی نهه

 چومموح دس  وئیهه
Transcription activator binding, 

DNA binding, Zinc ion 

binding, Steroid hormone 

receptor binding 

چس هب مجوونه ناک وم 
 مونویسی

Nucleus, 

Transcription factor 

complex 

ب تنفه سلوایب توایز DNAتنظیم مونویسی داگو 
 چاه چ بیب چووس از دن کهب تنظیم چ خه سلوایسلوا

DNA template transcription regulation, 

Cellular respiration, Adipocyte 

differentiation, Energy homeostasis, Cell 

cycle regulation 

NR4A3 

- 

 غشاءب دگزوزوم خامج سلوای

Membrane, 

Extracellular 

exosome 

- PDZK1IP1 

 یوح کلسیم دتصاا

Calcium ion binding 

 غشاء
Membrane 

چاه چاه چوونیلی دز ط یق مواکواچسبنهگی سلوا
 چسبنهگی غشاه پلاسوایی

Adhesion of hemophilia cells through 

plasma membrane adhesion molecules 

CDH18 

کننههب دتصاا دتصاا شیویایی جذب
 چاه شیویوکایبگی نهه

Chemoattractant binding, 

Binding of chemokine 

receptors 

سی وپلاسمب نضاه خامج 
 سلوای

Cytoplasm, 

Extracellular space 

پاسخ  نانی به باک  ه گ م منفی و قامچب شیویوتاکسی 
 سلوای

Defense response to Gram-negative 

bacteria and fungi, Cellular chemotaxis 

AvBD9 

ب گی نهه ایپوپ وتئیب با چگاای کم نیاایت
 دتصاا چ بی

Low-density lipoprotein 

 س گاه گلههب غشاءب نضاه 
 خامج سلوای

Golgi apparatus, 

دن قاا ت ه گلیسی یهب ناگوسی وزب تنظیم ذخی ه کلس  وا 
 دن کهب پاسخ به دسیه اینوائیک و چ بیب تنظیم چووس از

Triglyceride transfer, Phagocytosis, 

CD36 
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Receptor activity, Lipid 

binding 
Membrane, 

Extracellular space 
Regulation of cholesterol and fat storage, 

Regulation of energy homeostasis, 

Response to linoleic acid. 

چاه نیاایت ت دنسف دز دن قاا گ وه
 گلیکوزی 

Transferase activity of glycosyl 

group transfer 

 غشاءب غشاه گلهه

Membrane, Golgi 

membrane 

مومنوکنز بانت و کلیهب توایه دیوونوگلوبوایب  م بانت 
 م اط

Tissue and kidney morphogenesis, 

Immunoglobulin production in mucous 

tissue 

GCNT3 

 دتصاا یوح موهب نیاایت دنهوپپ یهدز

Zinc ion binding, 

Endopeptidase activity 

نضا خامج سلوایب مات یه 
 خامج سلوای

Extracellular space, 

Extracellular matrix 

ب تنظیم DNAتوسیه سیس م دسکل یب تنظیم دتصاا 
 مثبت نسفومیلاسیوح پ وتئیب

Development of the skeletal system, 

Regulation of DNA binding, Positive 

regulation of protein phosphorylation 

MMP9 

 دتصاا به پ وتئیب

Protein binding 
 غشاء

Membrane 

 آکسونوکنسیهب تنظیم مثبت مجوونه سیناپه

Axonogenesis, Upregulation of synapse 

complex 

SLITRK4 

 دتصاا پ وتئازب دتصاا پ وتئیب

Protease binding, Protein 

binding 

غشاءب  نهمیتب قسوت 
 آپیکاا سلوا

Membrane, 

Dendrite, Apical part 

of the cell 

 چهدیت آکسوحب تنظیم منفی ن دینه آپوپ وز نوموح
Axon guidance, Negative regulation of 

neuron apoptosis process 

CHL1 

 دتصاا یوح نلزه
Metal ion binding 

 نوکلئوپلاسم

Nucleoplasm 
- ZC3H12D 

نیاایت آ نیلات سیکلازب نیاایت 
 نسف دکسیهح ایاز

Adenylate cyclase activity, 

Phosphoroxygen lyase activity 

 غشاءب  نهمیت و آکسوح

Membrane, Dendrite 

and Axon 

ب تنظیم پاسخ سلوای به Campن آینه بیوسن زه 
 Gدس  رب چووس از گلوکزب مسی  سیگناا  چی گی نهه

Camp biosynthetic process, Regulation of 

cellular response to stress, Glucose 

homeostasis, G receptor signaling 

pathway 

ADCY8 

 ENSGALG00000009041 - - دتصاا به پ وتئیب

ب نیاایت DNAب دتصاا ATPدتصاا 
 DNAناک وم مونویسی م ص  به 

ATP binding, DNA binding, 

DNA binding transcription 

factor activity 

نوکلئوپلاسمب  چس هب
 سی وپلاسم

Nucleus, 

Nucleoplasm, 

Cytoplasm 

 ب تنظیم توایز سلوایDNAتنظیم مونویسی داگوه 

Regulation of DNA template 

transcription, Regulation of cell 

differentiation 

RUNX1 

ب نیاایت 8دتصاا پ وتئیب نسفاتاز
 8کننهه پ وتئیب نسفاتاز نوعتنظیم

Binding of protein phosphatase 

1, Regulatory activity of 

protein phosphatase type 1 

 نوکلئوپلاسم

Nucleoplasm 
- PHACTR3 

 نیاایت سوافوت دنسف دز

Sulfotransferase activity 

 غشاء

Membrane 

 ن دینه بیوسن ز ک بوچیهمدت

Carbohydrate biosynthesis process 
ENSGALG00000008599 

چاه دتصاا دسیه چ بب نیاایت گی نهه
 Gچو ده با پ وتئیب 

Fatty acid binding, Activity of 

G protein-coupled receptors 

غشاه پلاسواییب وزیکوا 
 دنهوسی یک

Plasma membrane, 

Endocytic vesicle 

چاه چ بیب تنظیم دن قاا گلوکزب ت ش  توایز سلوا
 یچومموحب تنظیم منفی پاسخ دا هاب

Differentiation of fat cells, Regulation of 

glucose transport, Hormone secretion, 

Negative regulation of inflammatory 

response 

FFAR4 

دتصاا آن ی کحب دتصاا گی نهه 
 دیوونوگلوبوایب

Antigen binding, 

Immunoglobulin receptor 

binding 

غشاه پلاسواییب مجوونه 
 دیوونوگلوبوایب

Plasma membrane, 

Immunoglobulin 

complex 

 ناگوسی وزب پاسخ دیونی ذدتی

Phagocytosis, Innate immune response 
ENSGALG00000046947 

 غشاءب نیاایت ATPدتصاا یوح کلسیمب دتصاا 

Membrane 
 DGKBدن قاا سیگناا  موح سلوایب ن دینه م ابوایک 
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  یاسی  گلیس وا کیناز

Calcium ion binding, ATP 

binding, Diacylglycerol kinase 

activity 

 گلیس وایپیه

Intracellular signal transduction, 

Glycerolipid metabolic process 

دتصاا دن ی کحب دتصاا گی نهه 
 دیوونوگلوبوایب

Antigen binding, 

Immunoglobulin receptor 

binding 

دیوونوگلوبوایبب مجوونه 
 قسوت خامجی غشاء

Immunoglobulin 

complex, Outer part 

of the membrane 

پاسخ دیونی ذدتیب ناگوسی وزب مسی  سیگنااین  گی نهه 
 Bسلوا 

Innate immune response, Phagocytosis, B 

cell receptor signaling pathway 

ENSGALG00000051617 

- 
 غشاء

Membrane 

 Wnt چی مسی  سیگناا

Wnt signaling pathway 
KREMEN1 

 غشاء

Membrane 
- 

 ن آینه کاچش دکسیهدسیوح

Oxidation reduction process 
CYP3A5 

 نیاایت دنهوپپ یهدزب دتصاا پ وتئیب

Endopeptidase activity, Protein 

binding 

غشاءب بهنه چس هب دسکلت 
 سلوای دک یب

Membrane, Nuclear 

body, Actin 

cytoskeleton 

 پ وتئوایزب تنظیم  نع سهیم کلیوه

Proteolysis, Regulation of renal sodium 

excretion 

CORIN 

 
س ی    سی آناایز چ ش وعب دز کح     م ب م سی کحب  م م لله  چاه شنا

ENSGALG00000052817 بENSGALG00000049241  و
ENSGALG00000051964  چیچ دطلاناتی یانت نشتتته.  م چ   و

اسخ چاه م ابوایسم چ بی و پچاه با بیش  یب بیاح  م نیاایتگ وهب کح
دیونی نقش  دمنته و  م دیب م للته آچکی شتتتتهح پوستتت تهب کح    

ENSGALG00000044418        با بیشتتت  یب تفاوت بیاحب  م نیاایت
چاه طوم نوهه کحم . بهزدیی نقش  دمسانی و مگ تنظیم سیس م خوح  

چاه دتصتتاا ت تیب  م نیاایتب به5شتتاخص شتتناستتایی شتتههب جهوا 
ب NMRAL1ب ENSGAL00000044418چتتاه پتت وتتتئتتیتتب )کح

SLITRK4 بCHL1 بENSGAL00000009041 بPHACTR3  و
CORIN ب تنظیم مونویستتتی)DNA چاه  )کحLHX1 بTFAP2A ب
RUNX3 بETV1 بNR4A3  وRUNX1 چاه   (ب پاستتتخ دیونی )کح

ENSGAL00000043996 بTMEM117 بAvBD9 بGCNT3 ب
ENSGAL00000046947  وENSGAL00000051617 ب)

  FFAR4ب CD36ب NR4A3ب PNPLA3چاه م ابوایستتم چ بی )کح
ب CAPN8ب ANXA10چاه ( و دتصتتاا یوح کلستتیم )کحDGKBو 

CDH18  وDGKB .نقش  دمنه ) 

 
 چاه شاخص م فاوت بیاح شهه  م م لله مشه  ومه آچکی شهح پوس هشناسی کحآناایز چس ی -5جدول 

Table 5- Gene ontology analysis of indicator genes differentially expressed in the growth stage of the calcification period 
 نولک   مواکوای

Molecular function 

 دجزده سلوای
Cellular components 

 ن آینه زیس ی
Biological process 

 نام کح
Gene name 

 نیاابت کاناا کاتیونی

Cation channel activity 

 غشاء

Membrane 

 لو  کاتیوح

Cation transport 
TMEM63C 

 
 چاه شاخص م فاوت بیاح شهه  م م لله خاتوه  ومه آچکی شهح پوس هشناسی کحآناایز چس ی -6جدول

Table6- Gene ontology analysis of indicator genes differentially expressed in the termination stage of the calcification period 
 نولک   مواکوای

Molecular function 

 دجزده سلوای
Cellular components 

 ن آینه زیس ی
Biological process 

 نام کح
Gene name 

 چاه بویاییگی نههنیاایت 

Activity of olfactory 
receptors 

 غشاء

Membrane 

ب Gمسی  سیگنااین  گی نهه چو ده با پ وتئیب 
تش یص مح ک شیویایی  خی   م  مک له 

 بویایی

G protein-coupled receptor signaling 
pathway, Chemical stimulus 

recognition involved in olfactory 
perception 

ENSGALG00000054226 

دکسی گلوت دت  چیهموکنازب 
 دتصاا یوح موه

Oxyglutarate 

dehydrogenase, Zinc ion 

binding 

 چس هب می وکنهمه

Nucleus, Mitochondria 

چ خه ت ه ک بوکسیلیک دسیهب ن دینه کاچش 
 دکسیهدسیوح

Tricarboxylic acid cycle, Oxidation-
reduction process 

OGDH 
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س ی    سی آناایز چ شهب دز کح      م ب م سی کحب  م م لله م چاه شنا

ENSGALG00000049618 بENSGALG00000048945  و  م
و  HSPB9ب ENSGALG00000049618چاه  م لله خاتوهب دز کح   

MIR12247-1 .دطلاناتی یانت نشه 
سه     سی و مقای شیب با چه  ب م سی چاه    م پهوچ کنومی دن  اب م

چاه کانهیهده کلیهه م تبن با صتفات دق صتا ه  م   ده و کحمقایسته 
گذدم و م د کومنیش کنوم نهد چاه بومی م د موستتی ستتفیه نوع ت م 

چاه  منطقه کنومی دز جوله کح   51ستتتفیه نوع گوشتتت ی  م نهایتب     
ANXA10 بCD36  وPAPPA2   دنتته شتتتتنتتاستتتتایتتی شتتتتهه

(Abdelmanove et al., 2021.) 
سی  قت پیش    شی  یگ ب با چه  ب م صفت  م پهوچ  بینی کنومی 
با نقش  CAPN8کیفیت پوس ه ت م م د  م لایب اگهومح سفیهب کح   
سیم و نقش  م آچکی  س ه ت    م نی  و دنفیالات با یوح کل  م سازه پو

 (.Wolc et al., 2020م د موم  شناسایی گ  یهه دست )
سایی پ وتئیب      شنا شی  یگ ب پ ونای  بیاح کح ب ده  چاه  م پهوچ

پوستت ه ت م م د که  م  ناع نیزیکی آح نقش  دم  موم  ب مستتی ق دم 
ستب که ن ایر نشاح  د ب کح    شهه   AvBD9گ ن ه د  م ملم م د بیاح 

چا تودنه به محانظت  م مقاب  باک  هو پ وتئیب ضتته میک وبی آح می
 (.Jonchere et al., 2010ه )کوک کن
 

 گیری کلینتیجه

 log2(fold_change)گ ن ب  م آناایز بیاح دن  دقی کحب با  م نظ    
ش   دز   شهب   کحب  م م لله 18ش وعب   ب  م م لله-5+ و کو   دز 5بی م

 و کح و  م م لله خاتوه چهام کح مشتت ص شتتهنه. بیشتت  یب تفاوت 
 چتتاهشتتتت وعب کح بتتیتتب  و گتت وه  م متت للتته  کنتتی بتتیتتاح

ENSGALG00000044418 و PDZK1IP1 له   مشتتتهب  ب  م م ل
  بENSGALG00000049618 چتتتتتتتتتتتتتتتاهکح

ENSGALG00000048945  وTMEM63C      وهب خات له  و  م م ل
 و ENSGALG00000049618 چتتتتتتتتتتاهکح

ENSGALG00000054226          ناایز نه  ن ایر آ چهه شتتتته مشتتتتا
م ت تیب  طوم نوهه بهچاه شاخص نشاح  د  که به  شناسی کح  چس ی 
ب پاستتخ دیونیب DNAچاه دتصتتاا پ وتئیبب تنظیم مونویستتی  نیاایت

 م ابوایسم چ بی و دتصاا یوح کلسیم نقش  دمنه.
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