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چكید ه 
هدف علم اصلاح نژاد بهبود ژنتیکی صفات تولیدی است که تأثیر شگرفی بر سودآوری واحدهای دامپروری دارند. یکی از این صفات 
تولید شیر است که شیر علاوه بر اینکه غذای کاملی است منبع تأمین پروتئین و کلسیم در تغذیه انسان به شمار می رود. یک راهکار 
مناسب برا ی بهبود این صفت شناسایی ریزRNAهایی است که بر تولید و ترکیب شیر تأثیرگذار هستند. ریزRNAها قطعات تک  رشته ای 
و کوتاه RNA با طولی حدود ٢٢ نوکلئوتید هستند که در تمام سلول ها و مایعات بدن مثل خون و شیر حضور دارند. در این مطالعه 
برای بررسی چگونگی اثر ریزRNA بر فرآیند تولید شیر داده های پروفایل بیان ریزRNA مربوط به بافت پستانی گاو از پایگاه داده 
 targetscan و miRwalk آنالیز بیان داده ها انجام شد. سپس با استفاده از نرم افزار GEO2R استخراج گردید. با نرم افزار ArrayExpress
و  واکاوی هستی شناسی  انجام  DAVID جهت  نرم افزار  از  از شناسایی ژن های هدف  بعد  ریزRNAها شناسایی شدند.  ژن های هدف 
شناسایی مسیرهای متابولیکی مرتبط با ژن های هدف استفاده شد. در نهایت رسم شبکه ژن های هدف و واکاوی شبکه ژنی با استفاده از 
نرم افزار Cytoscape انجام شد. در این مطالعه 18 ریزRNA دارای fold change بالاتر از 2 بوده و 5 ریز RNA دارای fold change کمتر 
از 2 شناسایی شد که کنترل کننده بیان 936 ژن هدف می باشند. مهم ترین مسیرهای شناخته شده موثر بر فرآیند تولید شیر که ژن های 
 ،TGFB، WNT، MAPK، mTOR، PI3k-Akt :شناسایی شده فوق در تنظیم فعالیت آن ها دخالت دارند عبارتند از مسیرهای سیگنالینگ
انسولین و پرولاکتین. نتایج این بررسی می تواند اطلاعات تکمیلی برای درک ارتباط ژن های مؤثر و عملکردهای بیولوژیکی آن ها در 

فرآیند تولید شیر را فراهم آورد.  
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The aim of animal breeding is the genetic improvement of traits that have a significant effect on the profitability of livestock 
units. One of these productive traits is milk production, in which milk and its products are sources of protein and calcium 
in human nutrition. An appropriate solution for improving these traits is the identification of micro-RNAs that affect milk 
production and its compounds. Micro RNA is a single stranded and short-chain RNA that has a length of about 22 nucleo-
tides and is present in all cells and body fluids such as blood and milk. In this study, a micro RNA expression profile from 
the ArrayExpress database was used to study the effect of micro-RNA on the production of milk by samples of bovine 
mammary tissue. microRNA expression analysis was performed with GEO2R software and then using the miRwalk and 
targetscan softwares, the target genes for microRNA was detected. After identifying target genes, DAVID software was 
used to perform ontology analysis and identify the metabolic pathways associated with target genes. Finally, Cytoscape 
software was used for construction and analysis of the network. In this study, 23 microRNAs with high and low expression 
were identified whiche were expression regulators of 936 genes. The most important found pathways affecting milk produc-
tion were TGFβ, WNT, MAPK, mTOR, PI3k-Akt, insulin, and prolactin pathways. Therefore, the results of this study can 
provide additional information for understanding the relationship between the effective genes and their biological functions 
in the milk production process.

Keywords: biological system, dairy cattle, gene network, micro-RNA

مقدمه
هدف از اصلاح نژاد دام، به دست آوردن نسل جدیدی از حیوانات است 
که نسبت به نسل قبل از آن در شرایط آینده تولیدی اقتصادی تر داشته 
بر  شگرفی  تأثیر  که  است  صفاتی  در  ژنتیکی  بهبود  همچنین  و  باشند 
سودآوری واحدهای تولیدی دامی دارند. روش های اصلاح نژاد کلاسیک بر 
مبنای اطلاعات فنوتیپی و شجره استوار هستند و توانسته اند تحول زیادی 
در بهبود برخی از صفات تولیدی ایجاد کنند اما استفاده از این روش ها 
برای برخی از صفات مانند صفات محدود به جنس شامل تولید شیر با 
بهترین  از  لبنی  فرآورده های  و  شیر   .)6( است  همراه  محدودیت هایی 
منابع تأمین پروتئین و کلسیم به شمار می روند. لذا در تمامی نقاط دنیا در 
زمینه ی تولید، تجارت و مصرف بهینه ی آن سرمایه گذاری های قابل توجهی 
صورت می گیرد. بنابر گزارش های خواربار جهانی کل تولید شیر در ایران 
در سال 2015 برابر با 7/8 میلیون تن برآورد شده است. ایران در سطح 
جهان رتبه ی هجدهمین تولید کننده ی بزرگ شیر را کسب کرده است. 
سرانه مصرف شیر در جهان برای هر نفر 169 کیلوگرم است در حالی که 

در ایران برابر با 95 کیلوگرم می باشد. با وجود روند افزایشی تولید شیر 
اما هنوز سرانه ی مصرف شیر از حد استاندارد جهانی پایین تر است )11(. 
همراه با پیشرفت های ژنتیکی حاصل در زمینه بهبود تولید شیر صفات 
پیشرفته اصلاح  برنامه های  در  بنابراین  است.  یافته  مثلی کاهش  تولید 
بهبود نرخ آبستنی  به  برای گاوهای شیرده، راهکارهایی که قادر  نژاد  
بوده و بطور همزمان باعث حفظ سطح بالای تولید شیر شود بسیار مهم 
است. یک راهکار مناسب برای بهبود این صفات، جستجوی نشانگرهای 
ملکولی در داخل و یا اطراف ژن هایی است که به طور مستقیم و یا غیر 
مستقیم در تولید شیر و یا عملکرد تولید مثلی دخالت دارند. لذا اطلاعات 
مربوط به ژن های کاندیدا و نشانگرهای ملکولی صفت تولید شیر را از 
نظر ژنتیکی بهبود می دهد )16(. ریزRNA قطعات تک  رشته ای و کوتاه 
RNA با طول حدود ٢٢ نوکلئوتید می باشند که در تمام سلول ها و مایعات 
بدن مثل خون، بزاق، مایع شکمبه و شیر حضور دارند و از عوامل اصلی 
در تنظیم فرایندهای ژنتیکی هستند و در بیان ژن و فرایندهای توسعه و 
تکثیر و تمایز، مرگ سلولی و توسعه ژن های پستان هم نقش دارند )1(. 
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همچنین توسعه ی سلول های بنیادی، ترشح انسولین، کلسترول، متابولیسم 
RNAو پاسخ ایمنی را تنظیم می کنند )1(. با توجه به اینکه شناسایی ریز

های غدد پستان گاو شیری رویکرد مهمی برای مکانیزم شروع شیردهی و 
شناسایی مارکرهای زیستی می باشد. بنابراین هدف از انجام این پژوهش، 
شناسایی ژن های هدف مربوط به ریزRNAهای با بیان متفاوت موجود 
در  دخیل  زیستی  مسیرهای  کردن  منظور مشخص  به  پستانی  بافت  در 

تولید شیر می باشد.

مواد و روش کار
آماده سازی و تهیه اطلاعات

فعالیت  بر  ریزRNAها  اثر  بررسی چگونگی  منظور  به  این مطالعه  در 
تولید شیر در سلول های غدد پستانی گاو شیری و گوشتی از داده های 
توالی یابی شده ریزRNA مربوط به بافت پستانی استفاده شد. بر همین 
جدول  در  که  تحقیق  این  در  استفاده  مورد   RNAریز داده های  اساس 
بافت پستانی گاوشیری و  1 آورده شده است، مربوط به هشت نمونه 
گوشتی با فرمت TXT از پایگاه داده ای ArrayExpress با شماره دسترسی 
پلت فرم  از  استفاده  با  ریزRNAها  بیان  شد.  دانلود   E-GEOD-61227
شده  اندازه گیری   GPL19170 Agilent-049625 Bos Taurus-miRNA
بود. داده های ریزRNA موجود شامل داده های خام پردازش شده است. 
برای استفاده از این داده ها نرم افزارها ی متعددی طراحی شده است. 
شکل  سه  به  و  شده  ذخیره  اطلاعاتی  پایگاه  در  شده  ارسال  داده های 
در  قرار می گیرد.  اختیار محققین  در   )Series و   SamPle و   Platform(
جدول1شماره دسترسی نمونه استفاده شده در تحقیق آورده شده است.

بررسی تفاوت بیان ریزRNAها
 GEO2R نرم افزار  از  استفاده  با  ریزRNAها  بیان  تفاوت  واکاوی 
است   R نرم افزارز  براساس  نرم افزاری   GEO2R واقع  در  شد.  انجام 

را  نمونه  چند  یا  دو  ژن های  بیان  تغییر  می دهد  اجازه  کاربران  به  که 
تحلیل ها  و  تجزیه  این  انجام  برای  نرم افزار  این  کنند.  مقایسه  هم  با 
 R نرم افزار  در  موجود   Limma، GEO quary نرم افزاری  بسته های  از 
استفاده می کند. در این نرم افزار بررسی کیفیت داده های خام و شناسایی 
با  می گیرد.  صورت  نرم افزار  خود  پیش فرض  توسط  آن ها  معنی داری 
ریز خام  داده های  تصفیه  و  استانداردسازی  مراحل  کیفیت  بررسی 

RNA با شماره دسترسی E-GEOD-61227، ریزRNAهای مناسب برای 
بیان متفاوت  ریزRNAهای  انتخاب  معیار  شدند.  شناسایی  آنالیز   ادامه 

)LogFC<+1>1-( در این تحقیق بود و علاوه بر انتخاب براساس میزان 
هم  درصد   5 سطح  در   adj-P value آماره  براساس  بیان،  تغییرسطح 

انتخاب شدند.

RNAشناسایی ژن های هدف ریز
هر  هدف  ژن  یافتن  جهت  بیوانفورماتیکی  بررسی های  مرحله  این  در 
ریزRNA انجام شد، بدین منظور ریزRNAهای با سطح بیان بالاو پایین 
نرم افزارهای شناسایی ژن  به  قبل  تحلیل در مرحله  و  تجزیه  از  حاصل 
فرض های  نرم افزارها  از  یک  هر  اینکه  به  نظر  شدند.  معرفی  هدف 
از  که  است  شده  پیشنهاد  دارند،  هدف  ژن  پیش بینی  برای  متفاوتی 
چندین نرم افزار برای پیش بینی ژن های هدف ریزRNA استفاده شود. 
اکثر این برنامه ها تحت وب بوده و درآن کاربر نمی تواند کنترلی بر تجزیه 
افزار هایی همچون  به نرم  این میان می توان  باشد در  و تحلیل داشته 
 )Miranda, Pictar, Diana-micr, RNAhybrid, miRWalk, TargetScan(
اشاره کرد. که در این تحقیق دو تا پرکاربردترین آن ها )TargetScan و 
miRWalk( برای پیش بینی ژن هدف ریزRNA استفاده شد. با استفاده 
 cumulative weighed ژن هایی انتخاب شد که TargetScan از نرم افزار
 miRWalk نرم افزار   از  استفاده  با  و  باشد   0/05>context++score
مرحله  این  در  باشد.   Binding P-value= 1 که  شد  انتخاب  ژن هایی 

جدول 1- شماره دسترسی نمونه بافت پستان استفاده شده

شماره دسترسینوع دامردیف

GSM1499907گاو شیری1

GSM1499908گاو شیری2

GSM1499909گاو شیری3

GSM1499910گاو شیری4

GSM1499911گاو گوشتی5

GSM1499912گاو گوشتی6

GSM1499913گاو گوشتی7

GSM1499914گاو گوشتی8
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ژن هایی مورد توجه قرار گرفت که توسط هر دو نرم افزار miRWalk و 
TargetScan تأیید شدند.

بررسی هستی شناسی و فرایندهای بیولوژیکی مرتبط با ژن های هدف
بزرگ  مسئله  یک  ژنی  بزرگ  گروه های  بیولوژیکی  اطلاعات  استخراج 
می باشد. از جمله این اطلاعات بیولوژیکی می توان به شناسایی عملکرد 
مولکولی  فعالیت  و  دارند  دخالت  آنها  در  ژن ها  که  خاص  بیولوژیکی 
هر یک از ژن ها و همچنین رتبه بندی این فرایندها اشاره کرد. بنابراین 
مؤثر  ژن های  بین  روابط  بتواند  تا  است  نیاز  داده  کاوش  ابزارهای  به 
و  تحلیل  و  تجزیه  برای  کند.  بررسی  مرتبط  بیولوژیکی  عبارات  با  را 
هستی شناسی ژن های هدف نرم افزارهای مختلفی وجود دارد و هر روز 
به تعداد نرم افزارهای طراحی شده افزوده می شود. پس از شناسایی و 
از آنها جهت واکاوی هستی  RNAها  مشخص شدن ژن های هدف ریز 
شناسی )فرایندهای بیولوژیکی( شناسایی مسیرهای متابولیکی مرتبط با 
 DAVID استفاده شد. نرم افزار DAVID ژن های هدف از پایگاه داده ای
برای  شناسایی  ابزارهای  از  کامل  مجموعه ای  شامل  داده ای  پایگاه  یک 
اتصال  با  داده ای  پایگاه  این  می باشد.  ژن ها  بیولوژیکی  عملکرد  فهم 

و    GeneOntology، KEGG ،Wikipathway مانند  دیگر  پایگاه های  به 
Reactome به بررسی عملکردی و مسیرهای متابولیکی ژن های معنی دار 

می پردازد )4(.

آنالیز شبکه ژنی
بالا  تکنولوژی  با  تکنیک هایی  پیشرفت  در  انفجاری  اخیر  سال های  در 
وجود  به  ژن  فعالیت  مختلف  جنبه های  دادن  نشان  و  دستیابی  برای 
آمده است. استفاده از این تکنولوژی های جدید، اکنون جهت شناسایی 
ارتباط جدید بین ژن ها با تفکیک پذیری بالاتر نسبت به گذشته را ممکن 
این کار به وجود آمد  ساخته است. یک ساختار داده عمومی که برای 
شبکه است. پیاده سازی شبکه جهت بررسی روابط بین ژن ها با استفاده 
پیچیده  سازوکارهای  بهتر  درک  به  نوین  فناوری  از  داده های حاصل  از 
فیزیولوژیکی کمک نموده است. در این مطالعه به بازسازی شبکه تنظیم 
شیر  ترکیب  و  تولید  در  دخیل  ژن های  بین  روابط  مطالعه  و  ژن  بیان 
با استفاده از نرم افزار Cytoscape پرداخته شده است. Cytoscape یک 
نرم افزار بیوانفورماتیکی برای تجزیه وتحلیل شبکه های ملکولی پیچیده 
و مجسم سازی اطلاعات می باشد.  ژن هایی که براساس نقش بیولوژیکی 

جدول 2- ریزRNAهای با بیان متفاوت و معنی دار)معیار انتخاب adj-P valu>0.05 و-Log FC <1 < 1 است (.
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شان در تولید شیر در مرحله قبل انتخاب کردیم به عنوان ورودی این بسته 
آماری مورد استفاده قرار گرفت. این برنامه براساس میزان همبستگی 
از  که در ژن های مربوطه وجود دارد، به ترسیم شبکه می پردازد. پس 
آنالیز شبکه و مشخص شدن آماره های شبکه )Network Parameters( با 
استفاده از نوار ابزار افزونه ها )Apps( گزینه CytoNCA، شبکه براساس 
درجه ارزش ژن و مرکزیت بینابینی ویرایش شد. به این ترتیب از نظر 
ارزش، درجه ارتباط با گره های دیگر و مرکزیت درونی و میانی بزرگ 
نشان دهنده ژن هایی هستند که درجه تنظیم کنندگی بیشتری در شبکه 

دارند )7(.

نتایج و بحث
بررسی تفاوت بیان ریزRNAها

غدد  توسعه  در  ریزRNAها  نقش  و  اهمیت  به  توجه  با  مطالعه  این 
بیوسنتز  مسیرهای  در  مؤثر  ریزRNAهای  شناسایی  جهت  پستانی 
از  استفاده  با  پستانی  غدد  سلول های  طبیعی  فعالیت  و  شیر  ترکیبات 
ریزRNAها  بیشتر  بیان  شد.  انجام   RNAریز بیان  پروفایل  واکاوی 
خاصی  توابع  آن ها  می دهد  نشان  که  است  فضایی  الگوی  یک  دارای 
ریز شناسایی  بنابراین   .)2( می کنند  بازی  مختلف  فرایندهای  در  را 

شروع  مکانیزم  برای  مهمی  رویکرد  شیری  گاو  پستان  غدد  RNAهای 
شیردهی و شناسایی بیومارکرهامی باشد. در این پژوهش،اطلاعات مورد 

قرار  استفاده  مورد  و  جمع آوری   ArrayExpress داده ای  پایگاه  از  نیاز 
قرار  بررسی  مورد  ریزRNAها  بیان  تفاوت  اول  رویکرد  در  گرفتند. 
معنی داری  و  متفاوت  بیان  که  شد  شناسایی   RNAریز  23 که   گرفت 
)adj-P valu>0/05( داشتند. ریزRNAهایی که )Log FC >1-( بیان پایینی 
دارند و سبب افزایش بیان ژن هدف تحت کنترل می شوند که تعداد آن ها 
5 تا است و ریزRNAهایی که )Log FC < 1( بیان بالایی دارند و موجب 
کاهش بیان ژن هدف تحت کنترل می شوند که تعداد آن ها 18 است. 
bta-miR-375، bta-miR-1434-3P، bta-miR-2285t, bta- ،های RNAریز

miR-29b, bta-miR-101, ،bta-miR-146b, در تحقیق دیگری بیان متفاوت 
و معنی داری توسط بررسی با آزمایشات qPCR بروی بافت پستانی در زمان 
آبستنی در غدد پستان گاو شیری و گوشتی نشان دادند که این ریزRNAها 
در بین 23 ریزRNA شناسایی شده هستند بنابراین با نتایج این پژوهش هم 
راستا می باشند )22(. لی و همکارانش در 2016 آزمایشی بر روی غدد پستان 
 گاو شیری آلوده به استافیلو کوکوس اورئوس انجام  دادند و نشان دادند که 
گاو  پستان  غدد  در  که  است  ریزRNAهایی  از  یکی   "bta-miR-21-3P"
شیری وجود دارد و در نگهداری سلول های آلوئل هم نقش مهمی دارد و 
بیان این ریزRNA در زمان بارداری در مقایسه با زمان خشکی دو برابر 
می شود. بنابراین بیان آن در غدد پستان گاوهای باردار و شیرده بیشتر از 
گاوهای غیر شیرده است )12(. در جدول )2( ریزRNAهای با بیان متفاوت 

آورده شده است.

جدول 3-نتایج شناسایی ژن های هدف هر ریزRNA . تعداد ذکر شده براساس ژن های مشترک شناسایی شده تو سط دو نرم افزار miRWalk و  TargetScan است.

Number of target genesBus Tauros-miRNumber of target genesBus Tauros-miR

9"bta-miR-146b"15"bta-miR-375"

31"bta-miR-29b"16"bta-miR-218"

8"bta-miR-21-5P"29"bta-miR-183"

14"bta-miR-154c"172"bta-miR-21-3P"

10"bta-miR-101"15"bta-miR-190a"

18"bta-miR-194"42"bta-miR-1185"

12"bta-miR-155"17"bta-miR-376a"

50"bta-miR-2413"44"bta-miR-760-3P"

24"bta-miR-2285t"15"bta-miR-491"

130"bta-miR-1247-3P"31"bta-miR-204"

208"bta-miR-2410"16"bta-miR-1434-3P"

10"421-bta-miR"
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RNAشناسایی ژن های هدف ریز
و    miRWalk اطلاعاتی  پایگاه  توسط  ریزRNAها  این  هدف  ژن های 
آنالیزهای  برای  تنها ژن هایی  این میان  از  TargetScan شناسایی شدند. 
  TargetScan و   miRWalk نرم افزارهای  بین  در  که  استفاده شد  بعدی 
مشترک بودند. در جدول 3 تعداد ژن های هدف هر ریزRNA آورده شده 
است. برای ریزRNA هایی با سطح بیان بالا 508 و برای ریز RNA هایی 

با سطح بیان پایین 428 ژن هدف شناسایی شد.

آنالیز هستی شناسی و فرایندهای بیولوژیکی مرتبط با ژن های هدف
امروزه ارتباط و هم پوشانی علم بیوانفورماتیک و فن آوری های ملکولی 
که  باشد  داشته  تولیدی  ژنتیکی صفات  بهبود  در  مهمی  نقش  می تواند 
تأثیر  یکی از مهم ترین صفات تولیدی صفت تولید شیر است که تحت 

چندین مسیر بیولوژیکی قرار دارند. نتایج آنالیز این مطالعه نشان داد که 
مسیرهای سیگنالیک TGFB، WNT، MAPK، mTOR، PI3k-Akt، انسولین 
و پرولاکتین نقش مهمی در توسعه غدد پستان دارند که بصورت مختصر 

در ذیل مسیرهای ذکر شده مورد بحث قرار گرفته اند.
سلول های  تمایز  کننده های  تنظیم  کلیدی ترین  از  یکی   ،MAPK مسیر 
اپیتلیال پستان است. هفت پروتئین کیناز فعال )MAPK( در سیگنال های 
تکثیر سلول های  بر  این مسیر سیگنالدهی  که  دارد  داخل سلولی نقش 
آلوئول تأثیر می گذارد و افزایش انشعابات این فرایندها را کنترل می کند 
و باعث افزایش ترشح و تولید شیر می شود. این مسیر همچنین بر تمایز 

و تکثیر سلول و مرگ سلولی نقش دارد )3(.
سیگنال wnt نیز جزء مسیرهای معنی دار شناسایی شده است. در بسیاری 
اپیتلیال  از مراحل رشد در پستانداران شامل تکثیر، تمایز و واکنش های 

شکل-1-شبکه ژنی بازسازی شده توسط ژن های موثر بر فرآیند تولید شیر. تغییر رنگ از قرمز به آبی و اندازه بزرگتر گره ها نشان دهنده تنظیم کنندگی بیشتر ژن ها می باشد. 

واکاوی پروفایل بیان ریز RNA در غدد پستانی گاو به ...
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در مطالعه ای  بیان کرده اند که القای سنتز پروتئین های شیر از طریق 
ارتباط  سیگنالدهی  مسیر  این  شدن  فعال  با  اسیدآمینه ای  مکمل های 
مستقیم دارد. ارتباط اسید آمینه ها با مسیر سیگنالدهی mTOR از طریق 
مسیر ژنی WISP3 انجام می شود و این مجموعه علاوه بر اثر بر سنتز 

پروتئین های شیر بر رشد سلول نیز مؤثر است )9(. 
هورمون  یک  واقع  در  که  پرولاکتین  ژن  توسط  که  پرولاکتین  مسیر 
لاکتوژنیک است، تنظیم می شود و این ژن تاثیر قابل توجهی در توسعه 
و تکامل سیستم پستانی دارد. بنابراین دارای نقش عمده ای در ساخت 
یک  عنوان  به  و  باشد  می  حیوان  پستانی  غدد  رشد  و  شیردهی  شیر، 
یک  پرولاکتین  است.  شیر  تولید  عملکرد  تغییرات  بر  مؤثر  کاندیدا  ژن 
هورمون پتیدی است که در مهره داران از سلول های ویژه ای در هیپوفیز 
قدامی ترشح شده و در پستانداران برای شروع و ادامه شیردهی ضروری 
بوده و مسؤل اصلی سنتز پروتئین های شیر، لاکتوز، چربی و تمام ترکیبات 

اصلی شیر است )5(. 
انسولین باعث افزایش در کل مواد جامد شیر، افزایش درصد چربی شیر، 
افزایش درصد خاکستر شیر، افزایش ناچیز در محتویات نیتروژنی شیر، افزایش 
کلسیم و فسفر شیر می شود. همچنین در سنتز هورمون های استروئیدی و نیز 

آندروژن در سلول های تکا در فولیکول تخمدان نقش دارد ) 10(. 

ترسیم و واکاوی شبکه ژن های مرتبط با تولید شیر
شبکه ژن های هدف شناسایی شده به عنوان کلیدی ترین ژن های مؤثر در 
تولید شیر با استفاده از نرم افزار Cytoscape به منظور شناسایی ژن های 
نرم افزار ذکر شده،  افزونه های  از  استفاده  با  و  ترسیم )شکل1(  کلیدی 

مزانشیمی که در راستای گسترش بافت ها و اندام های مختلف می باشد، 
لیگاندهای  که  هستند  بزرگی  خانواده   wnt پروتئین های  است.  درگیر 
گلیکوزیله شده که برای رشد پستانداران نیاز است را ترشح می کنند. این 

سیگنال از بدو تولد تا گسترش کامل اندام ها فعال است )18(. 
مسیر PI3k-Akt، نقش مهمی در حمل و نقل گلوکز و بیوسنتز لیپید در 
سلول های اپیتلیال پستان دارد و باعث افزایش بیان آنزیم های بیوسنتز 
چربی می شود. همچنین در ترشح آندوکرین پرولاکتین نقش دارد و بر 
تولید شیر اثر می گذارد )17(. این مسیر سیگنالدهی برای سنتز ترکیبات 
شیر مانند چربی پروتئین شیر و لاکتوز بسیار حیاتی می باشد و در توسعه 
بافت پستانی و مسیر سیگنالدهی پرولاکتین نیز مورد تأیید قرار گرفته 

است )17(. 
است،  شیری  غدد  رشد  تنظیم کننده  عامل های  از  یکی   ،TGF-β1 مسیر 
که شامل دو ایزوفرم TGF-β2 و TGF-β3 می باشد. در تکثیر سلول های 
اپیتلیال، تکثیر و تمایز غده پستان نقش دارد. ایزوفرم TGF-β1 در مراحل 
مختلف رشد پستان گاو شیری بیان می شود. مطالعات سلول های شیری 
از  برخی  تکثیر  و  اپیتلیال  سلول های  تکثیر   TGF-β1 که  می دهد  نشان 
را تحریک می کند و هچنین  فیبروبلاست  از جمله  سلول های مزانشیم، 
به  وابسته  کیناز  سیکلین ها،  طریق  از  و  می کند  تنظیم  را  سلولی  مرگ 
چرخه  پیشرفت  بر  سیکلین  به  وابسته  کیناز  مهارکننده های  و  سیکلین 

سلولی تاثیر می گذارد )19(. 
mTOR، در واقع یک پروتئین چند دامنه است که بیان پروتئین شیر در 
غدد پستانداران وابسته به mTOR است و در سلول های پستانداران دو 
 mTORc2   و mTORc1 :متفاوت وجود دارد که عبارتند از mTOR عامل

جدول 4-نتایج آنالیز ویژگی های توپولوژیکی شبکه. ژن هایی با بالاترین مقادیر پارامترهای مرکزیت به عنوان ژن هایی با بیشترین اثرکنترل کنندگی بر فرآیند بیولوژیکی تولید شیر 

معرفی شدند. 

مرکزیت درونیمرکزیت میانیدرجه ارتباط با گره های دیگرژن های هاب

EGFR301181/280/5

PTEN271401/560/5

MAPK121719/800/46

FGF221436/350/43

CREB116727/240/43

ERBb414179/0820/45

LEF114379/1220/42

STAT5B12184/680/44

IRS212244/650/39

BCL2L1110336/650/35
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شکل2- شبکه برهمکنش بین ریزRNAهای معنی دار، ژن های هدف و مسیرهای بیولوژیکی مرتبط با تولید شیر. تحلیل شبکه نقش تنطیمی ریز RNA های کنترل کننده ژن های موثر 

در مسیرهای بیولوژیکی دخیل در فرایند تولید شیر را نشان می دهد. 

شبکه ترسیم شده مورد  تجزیه و تحلیل قرار گرفت )جدول 4(. روش های 
اصلی  موضوع  سه  به  شبکه  واکاوی  در  کاربردی  برنامه های  و  اصلی 
شناسایی  نخستین جنبه،  می پردازند.  پیچیده  فنوتیپ های  تفسیر  جهت 
اهمیت هر گره در شبکه است که مهم ترین یا ضروری ترین ژن شبکه، 
شناسایی  دیگر،  جنبه  می شود.  تعیین  ژن  اهمیت ترین  کم  همچنین  و 
ژن های کلیدی تر در کل شبکه است که با اندازه گیری ارتباطات مستقیم 
یک ژن با سایر ژن ها و توجه به کل ارتباطات شبکه بدست می آید. برخی 
از پارامترها کمک می کنند تا از میان تمام ژن های شبکه، آن هایی که عامل 
اصلی ارتباط داخل شبکه هستند شناسایی شوند. آماره ای به نام مرکزیت 
بینابینی یا میانی در شبکه برای هر گره تعریف می شود. این پارامتر نشان 
می دهد گره هایی که دارای همسایگان نیز می باشد دارای رتبه بالاتری 
هستند. آماره بعدی که در تشخیص ژن های مؤثر در شبکه به کار می رود 
مرکزیت درونی می باشد. این پارامتر به تعداد گره هایی اشاره دارد که 
به سرعت  و  دارد  قرار  نظر  مورد  گره  به  نسبت  فاصله  نزدیکترین  در 

می توانند با سایر گره ها ارتباط برقرار کنند )24(.
شوندگی  تنظیم  اثر  دارای  ژن های  بیشتر  بررسی  کنونی،  پژوهش  در 
منجر  شیر  تولید  با  مرتبط  بیولوژیکی  مسیرهای  در  معنی دار  و  بالاتر 
که  شد  شیر  تولید  بیولوژیکی  فرایند  بر  تاثیرگذار  ژن   10 شناسایی  به 
بصورت مختصر مورد بحث قرار گرفته اند. اولین ژن مطرح در شبکه ژن 
EGFR است که فعال کننده سنتز اسیدهای چرب است و باعث افزایش 
غلظت اسیدهای چرب درون سلولی می شود )14(. نتایج این مطالعه به 
مؤثر بودن آن در فرآیند تولید شیر بر اساس نتایج آنالیز هستی شناسی 
پروتئین،  ساز  و  سلول، سوخت  رشد  سلول،  در شکل دهی  آن  نقش  به 

تنظیم رشد سلول های اپیتلیال و تنظیم مسیر سیگنالدهی MAPK اشاره 
داشت و بیان ژن EGFR توسط ریز bta-miR421 RNA کنترل می شود. 
 bta-miR2410 PTEN که توسط  این مطالعه ژن  با بررسی های  مطابق 
تنظیم بیان می شود، در عملکردهای بیولوژیکی سوخت و ساز فسفات 
و مسیر سیگنالدهی mTOR و PI3K-Akt و wnt تاثیر دارد. در مطالعه 
تقویت  پستانی،  بافت  توسعه  باعث  این ژن  است  دیگری گزارش شده 
ژن  مطرح،  ژن های  از  دیگر  یکی   .)12( می شود  لاکتوز  ترشح  و  سنتز 
MAPK1 است که این ژن سنتز پروتئین شیر را از طریق mTOR تنظیم 
می کند )13(. نتایج پژوهش کنونی نشان داد که این ژن اثر تنظیمی در 
مسیرهای MAPK ، mTOR، PI3K-Akt، TGF-beta و Prolactin دارد و 
تظاهر بیانش تحت تأثیر bta-miR194 قرار می گیرد. وانگ و همکاران 
پستان  مراحل مختلف رشد غدد  در  را   FGF2 ژن  بیان  در سال 2008 
گاو شیری مورد آزمایش قرار دادند و گزارش کرده اند که ژن FGF2 در 
طول توسعه غده پستان بیان متغیری داشته و سبب تحریک رشد سلول 
از بخش  نتایج بدست آمده  با  در غدد پستان شده است )21(. مطابق 
چهار  توسط  ژن  این  بیان  حاضر،  مطالعه  در  هدف  های  ژن  شناسایی 
-bta-miR21 و   RNA bta-miR190a، bta-miR101 ، bta-miR155 ریز 
 PI3K-Akt، Wnt، 3 کنترل می شود و این ژن در مسیرهای متابولیکیP
MAPK و عملکردهای بیولوژیکی رشد و توسعه غده پستان حضور دارد. 
یکی دیگر از کلیدی ترین ژن های شبکه ژنی، ژن CREB1 است که یک 
پژوهش  نتایج   )25( است  کلسیم  تولید  مسیر  در  رونویسی  مهم  عامل 
کنونی نشان داد نقش تنظیمی در مسیرهای PI3K-Akt , Insulin دارد 
میزان  دارد.  نقش  هم  رنین  تولید  بیولوژیکی  عملکرد  در  همچنین  و 
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 RNA  bta- miR155، bta-miR204 ریز  تأثیر چهار  این ژن تحت  بیان 
ژن های  جمله  از   ERBb4 می باشد.   bta- miR21-3P و   ، bta-miR218
مؤثر در رشد غده پستانی است و بر اساس آنالیز هستی شناسی در این 
مطالعه نشان داده شده است که ژن ذکر شده در شیردهی و توسعه 
تحت  بیانش  و  دارد  نقش   TGF-beta سیگنالدهی  مسیر  و  پستان  غده 
bta-miR194 قرار  RNA bta-miR146b، bta-miR376a و  تأثیر سه ریز 
می گیرد. ژن مهم دیگر مورد بررسی در شبکه برهمکنش LEF1 است 
که این ژن با مسیر سیگنالدهی wnt در ارتباط است که این مسیر هم 
یکی از مسیرهای مهم در تولید شیر است )8(. در پژوهش کنونی نتایج 
سلول های  رشد  مکانیزم  در  ژن  این  که  داد  نشان  هستی شناسی  آنالیز 
و   wnt سیگنالدهی  مسیر   ،DNA ساخت  تنظیم  سلول،  رشد  اپیتلیال، 
ساخت استروژن نقش دارد. این ژن هدف ریز bta-miR421 می باشد. از 
دیگر ژن های تأثیر گذار شناسایی شده در این مطالعه که در شیردهی، 
تنظیم فرآیند سوخت ساز استروئید، سوخت ساز چربی، تنظیم چسبندگی 
اپیتلیال، مسیر سیگنالدهی پرولاکتین، فرآیند  سلولی، تنظیم سلول های 
 RNA سوخت ساز پروژسترون نقش دارد و میزان بیانش تحت کنترل ریز
های bta-miR194 و  bta-miR1185 قرار می گیرد، ژن STAT5A است 
که گزارش شده این ژن تولید و ترکیب شیر را تنظیم می کند و در رشد 
دارد،  نقش   PI3K-Akt، wnt سیگنالینگ  مسیر  در  اپیتلیال  سلول های 
بنابراین در فرآیند تولید شیر در شروع باروری نقش بسزایی دارد )23(. 
ژن IRS2 از دیگر ژن های شناسایی شده کلیدی برای فرایند تولید شیر 
است که در تنظیم بیولوژیک پروتئین، و انتقال فسفولیپید فعالیت دارد. 
)15(. بر اساس نتایج مشاهده شده در این تحقیق در مسیر سیگنالدهی 
انسولین، فرآیند سوخت و  ساز لیپید و توسعه غده پستان نقش دارد و 
bta-miR21-3P و bta-miR1185 هایRNA کنترل بیانش تحت تأثیر ریز
 BCL2L11 می باشد. آخرین ژن مهم و تأثیرگذار در پژوهش کنونی ژن
است و یکی از ژن های بزرگ اثر بر روی تولید و ترکیب شیر می باشد 
و ژن هدف برای ریز RNAی bta-miR146b می باشد. در مطالعه ای که 
مؤثر  ریزRNAهای  شناسایی  2012 جهت  سال  در  و همکارانش  وانگ 
در تولید شیر در غدد پستانی انجام داده بودند، تأثیرگذاری این ژن به 
اثبات رسیده است )20(. در شکل2 شبکه بر همکنشی بین ریزRNAها، 
ژن های هدف و مسیرهای بیولوژیکی دخیل در فرایند تولید شیر نشان 

داده شده است.

نتیجه گیری
نتایج آنالیز پروفایل بیان ریز RNA منجر به شناسایی 23 ریز RNA با 
بیان متفاوت و معنی دار شد که این تعداد ریز RNA نقش تنطیم کنندگی 
هدف  ژن های  از  ژن   84 تعداد  داشتند.  را  هدف  ژن   936 بیان  برای 
شناسایی شده بر اساس آنالیز هستی شناسایی در هفت مسیر بیولوژیکی 
مرتبط با تولید شیر و عملکردهای بیولوژیکی سنتز، متابولیسم، نقل و 
انتقال و آپوپتوز سلول های اپیتلیال نقش داشتند. بر اساس نتایج واکاوی 
شبکه ترسیم شده توسط 84 ژن هدف موثر بر تولید شیر، تعداد 10 ژن 
داشتند.  شیر  تولید  بیولوژیکی  فرایند  بر  را  تنظیم کنندگی  اثر  بیشترین 
بنابراین نتایج این مطالعه می تواند اطلاعات تکمیلی برای درک ارتباط 
ژن های مؤثر و مسیرهای بیولوژیکی آن ها در فرآیند تولید شیر را فراهم 

آورد.
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