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Abstract 

Objective 

The occurrence of planned cell death or apoptosis as a protected method is controlled by a number 

of genes that used to remove unnecessary cells. This cellular event is involved in immune and 

disease-related systems. Apoptosis is a cellular regulatory mechanism that balances the effects of 

cell proliferation and cell death. In the path of apoptosis, many genes and molecules are involved. 

Recently, developments using the RNAseq technique have shown that microRNAs play an 

important role in regulating planned cell death or apoptosis. The purpose of this study was to 

identify key genes and micro-RNAs affecting the apoptosis pathway in Androctonus crassicauda 

scorpions. 
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Materials and methods 

In this study, after transcriptome sequencing of venom glands of A. crassicauda scorpions using 

Illumina HiSeq 2000 platform and transcriptome assembly using Trinity software, the most 

important transcripts of the scorpion venom gland involved in apoptosis were identified using the 

KEGG database. Drawing of the apoptosis gene network with String software, analyzing the 

network of protein interactions and identifying key genes using cytoscape software and 

investigating the ontology of genes by the WebGestalt database were done. In addition, after 

identifying the scorpion microRNAs using homogeneous searches, the MRTarBase, TarBase, 

miRecords, and MirNet software programs were utilized to prediction of target genes and drawing 

a protein-microRNA interaction network. 

Results 

Three pathways associated with apoptosis were identified, and 103 proteins were extracted from 

those. The results of protein network analysis revealed that 30 key genes involved in apoptosis 

were identified that according to obtained results, the most effective key genes involved in 

apoptosis are Akt1, bsk, Jra, Dronc, and rl. The results of statistical analysis of protein-microRNA 

interaction network also showed that mir-7-5p microRNA has the highest value. 

Conclusions 

The results of this study showed that microRNAs play an essential role in the regulation of many 

genes in the apoptosis pathway and can be used to regulate the expression of genes. 

Keywords: Scorpion of Androctonus Crassicauda, apoptosis gene network, interaction of 

protein-microRNA.  
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 Androctonusعقرب  یسآپوپتوز یردر مس یردرگ یدیکل یهاRNA یکروها و مژن ییشناسا

crassicauda 
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  چکیده

قرار دارد که جهت  ژن یعنوان روش حفاظت شده، تحت کنترل تعدادبه یسآپوپتوز یاشده  یزیبرنامه ر یرخداد مرگ سلول هدف:

 یک یسست. آپوپتوزا یلدخ یماریو ب یمنیمرتبط با ا هاییستمدر س یسلول یدادرو ین. ارودیبکار م یضرور یرغ یهاحذف سلول

ست که اثرات ت یسلول گریمتنظ یسممکان سلول یسلول کثیرا  یهاها و مولکولژن س،یآپوپتوز یر. در مسکندیرا متعادل م یو مرگ 

ستند. اخ یردرگ یفراوان سترش تول یراه ستفاده از تکنداده یدگ شان داده که م RNAseq یکها با ا در  یها، نقش مهمRNAیکرون

 یدیکل یRNAیکروها و مژن ییمطالعه شلناسلا ین. هدف از اکنندیم یباز یسآپوپتوز یاشلده  یزیبرنامه ر یمرگ سللول یمتنظ

 بود. یکوداآندروکتونوس کراس یهادر عقرب یسآپوپتوز یرموثر در مس
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با استفاده از پلتفرم  دایکواندوروکتونوس کراس یهاغده زهر عقرب یپتومترانسکر یابییپژوهش پس از توال یندر ا :هاروشمواد و 

غده زهر  یپتومترانسللکر هایینپروتئ ینتر، مهمTrinityافزار با اسللتفاده از نرم یپتومترانسللکر یکربندیو پ Hiseq 2000 یلومیناا

با نرم افزار  سیآپوپتوز یشللدند. رسللم شللبکه ژن ییاشللناسلل KEGG یاطلاعات یگاهبا اسللتفاده از پا یسدر آپوپتوز یلعقرب دخ

به  یدیکل یهاژن یناسش یهست یو بررس یتواسکیپافزار سابا استفاده از نرم ینیشبکه برهمکنش پروتئ یلو تحل یهتجز ینگ،استر

 ی،همسان یتجوعقرب با استفاده از جس یهاRNAیکروم ییآن پس از شناسابرصورت گرفت. علاوه WebGestalt یگاهپا یلهوس

 miRTarBase, TarBase یهاتوسلللط برنامه RNAیکروم -ینپروتئ یانکنشهدف و رسلللم شلللبکه م یهاژن بینییشپ

,miRecords و نرم افزار miRNet  .انجام گرفت 

ستخراج شدند. نتااز آن ینپروتئ 103شدند که  ییشناسا یسمرتبط با آپوپتوز یرسه مس :نتایج شبکه  یزدست آمده از آنال به یجها ا

 ینآمده، موثرتر بدسللت یجشللد که بر اسللاس نتا یسدر بروز آپوپتوز یلدخ یدیژن کل 30 ییمنجر به شللناسللا ینیبرهمکنش پروتئ

ستند. نتا rlو  Akt1،bsk  ،Jra ،Dronc یسدر بروز آپوپتوز یردرگ یدیکل یهاژن شبکه برهمکنش  یآمار یلو تحل یهتجز یجه

 .باشدیارزش را درا م ترینیشب mir-7-5p یRNAیکرونشان داد که م یزن RNAیکروم -ینپروتئ

س ینا یجنتا گیری:نتیجه شان داد که م یبرر س یمها در تنظRNAیکرون س یهااز ژن یاریب سنق یسآپوپتوز یرم سا  یفاا یش ا

 ها کمک گرفت.ها از آنژن یانکنترل ب یبرا توانیو م کنندیم

  .RNAیکروم -ینیبرهمکنش پروتئ یس،آپوپتوز یشبکه ژن ،یکوداآندروکتونوس کراسعقرب : هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

. این (Dunlop 2010)میلیون سال در حال زیست هستند  400بیش از  که باشندمی مهرگانبی ترینقدیمی از یکی هاعقرب

های موجود در زهر خود برای شکار طعمه و همچنین بعنوان یک مکانیزم دفاعی در برابر نفوذ میکروبی جانوران از برخی از پروتئین

یکی از  Androctonus crassicauda))آندروکتونوس کراسیکودا . عقرب .Bucaretchi et al) (2014کنند استفاده می

ای برخوردار است. کننده پپتیدهای سازنده آن از اهمیت ویژههای کداست و شناخت ژن جهان و های خوزستانکژدم ترینخطرناک
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یابی نسل جدید، عقرب به ویژه با استفاده از توالی های زهرکننده پروتئینهای کدبا وجود گسترش مطالعات در زمینه شناسایی ژن

 (2013نیست  موجود مختلف عقرب هایگونه دخیل در وقوع آپوپتوزیس در هایمورد ژن دقیقی در ژنتیکی هنوز اطلاعات

(Rendon-Anaya et al. 2012; Abdel-Rahman et al. . های به عمل آمدهمیلادی مطالعات و بررسی 80در اواخر دهه 

، رونویسی، ترجمه و DNA همانندسازی بر مشتمل) ژنتیکی فرایندهای ترینمهم زمره در مولکولی هایروشن نمود که مکانیسم

یک سلول دارای تعداد زیادی  یکی(. ماده ژنتMohammadabadi and Tohidinejad 2017ها( هستند )حتی نحوه تنظیم ژن

 آنزیم یا پروتئین و شده بیان هاآن از کمی تعداد فقط خاص زمان یک در و شوندنمیگاه به طور همزمان بیان باشد که هیچژن می

و  است اختصاصی بافت هر برای ها(. بیان ژن در یوکاریوتTohidi nezhad et al. 2015) نمایندمی تولید را سلول نیاز مورد

 ;Mohammadabadi et al. 2018شود )بیان میها تنها یک مجموعه نسبتاً کوچک از تمام ژنوم در هر یک از انواع بافت

Ahsani et al. 2019a .) در صورت عدم نیاز به فرآورده ژن، آن ژن به  و باشدمیبیان ژن محیط یکی از عوامل کنترل کننده

و سایر مقدار محصولات ژن که در همان بافت  برآن،علاوه(. Ahsani et al. 2019bصورت خاموش و غیرفعال باقی خواهد ماند )

  (.Mohammadabadi et al. 2017) شوندان آن ژن میبی نیز موجب تنظیم شده ساخته سازند،صول را میمح آن که هاییبافت

های مختلف ( بعنوان یک ابزار قدرتمند جهت بررسی ترانسکریپتوم ارگانیسمRNA-Seqیابی نسل جدید )اخیرا تکنولوژی توالی

های سازنده زهر عقرب استفاده کرده و اقدام به رسم جهت شناسایی توالی نوکلئوتیدی و پروتئینی ژنتوان تبدیل شده که از آن می

عنوان روش حفاظت شده ها را مشخص کرد. رخداد مرگ سلولی برنامه ریزی شده یا آپوپتوزیس بهشبکه ژنی نمود و روابط بین ژن

های مرتبط با رود. این رویداد سلولی در سیستمر ضروری بکار میهای غیتحت کنترل تعدادی ژن قرار دارد که جهت حذف سلول

فرآیندی در مراحل متفاوت از تکامل زیستی موجود زنده نقش دارد و  یسآپوپتوز.  (Kerr et al. 2013)ایمنی و بیماری دخیل است

، گردد رگ سلولی برنامه ریزی شدهفرار از مبه  ممکن است منجر نتنظیم آاختلال در هرگونه شود و است که به شدت کنترل می

(. مرگ سلولی، به ویژه آپوپتوز، یکی از موضوعاتی است که به Forstemann et al, 2005است ) یک ویژگی بارز سرطانکه 

های تنظیم شدت مورد توجه دانشمندان قرار گرفته و اخیرا مطالعات بسیاری برای بررسی ساز و کار این مسیر مهم زیستی و ملکول

( miRNA) هاRNAمیکروهای فراوانی مانند در مسیر آپوپتوز، مولکول(. Xu and Mo 2012نده آن صورت گرفته است )کن

نوکلئوتیلد  25الی  20به طول تقریبا پروتئین ای غیر کدکننده  رشته های تکRNAاز ی ها گروه RNAدرگیر هستند. میکرو

که در تمام مو جودات یافت شده اند و نقش کلیدی در تنظیم فرایندهای سلولی نظیر رشد،تمایز و مرگ سلولی و همچنین  هسلتند

نشان داده شده است که (. بعنوان مثال Ambros 2004های کدکننده پروتئین در سطح پس از رونویسی دارند )تنظیم بیان ژن

AKT  شواهد  اخیر که استمرتبط سرطان روده بزرگ  بروزبا افزایش خطر و  سلولی استیک تنظیم کننده کلیدی در بقا و تکثیر

توانند با ها می RNAمیکرو(. Xu and Mo 2012کنند )ایفا میمسیر در تنظیم این نقش اصلی  هاRNAکه میکرو دادهنشان 

گردند و از  ترجمه ژن هدفتخریب رونوشت یا سرکوب ، موجب هدف mRNA (UTR)نشده ترجمه  ناحیه `3قسمت  اتصال به

از  درصد 70بیش از (. Forstemann et al. 2005; Cai et al. 2004) ثیر گذارنداطور مستقیم بر بیان ژن تبهاین طریق 
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 Altuviaاند )واقع شدهو بقیه در مناطق بین ژنتیکی آن  روتئین قرار دارندهای کد کننده پژنرون یا اگزون اینتدر  هاRNAمیکرو

2005). 

. شوندمیرونویسی  (pri-miRNAs)ها RNAمیکروتحت عنوان پری  ،II پلیمراز RNAطور کلی توسط به هاRNAمیکرو

وتیدی تبدیل نوکلئ 70 ای با طولبه یک ساختار حلقهه و پردازش شد RNAse IIIپس از آن توسط آنزیم  هاRNAمیکروپری 

 ;Denli et al. 2004; Gregory et al. 2004شود )نامیده می (pre-miRNA) سازپیشهای RNAکه میکرو دنشومی

Kim 2005). میکروRNA توسط آنزیم پس از آن  سازپیشهایExportin-5 (XPO5)  نتقال ااز هسته به درون سیتوپلاسم

ها RNAروکمیدر طی تکامل به  سازپیشهای RNA. میکرودنبالغ پردازش شو ایهای دو رشتهRNAمیکرو تا به صورتیافته 

ساز توسط آنزیم پیشهای RNAمیکرودر سیتوپلاسم، (. Cullen 2004شوندگی کمی برخوردار هستند )محافظت  بالغ، از

RNAse III  دیگری بنام اندونوکلئازDicer تا به میکروشود پردازش میRNAتید تبدیل شوند. نوکلئو 23-18بالغ با طول  های

، شودیمتصل م RISC (RNA-induced silencing complex)ی بنام مجموعه چند پروتئینیک های بالغ به RNAاین میکرو

یک رشته از یک قطعه ی است که دربرگیرنده ribonucleoprotein)ریبونوکلئوپروتئینی ) طور خاص یکاین مجموعه پروتئینی به

RNA ایتک رشته (single-stranded RNA مانند میکرو )RNA  یک قطعه یاRNA ای مانندو رشتهدsiRNA  (double-

stranded small interfering RNA )است .RNA  عنوان الگویی برای به ایرشتهتکRISC  برای تشخیصmRNA 

 های موجود در، یکی از پروتئینهدف mRNAپس از یافتن . (Cullen 2004 Xu and Mo 2012;) کندمکمل عمل می

RISC تابه نام آرگون (Argonaute) ،mRNA  ها یافت کاریوتدر بسیاری از یوکه دهد. این فرآیند و برش میکرده را فعال

های بر عفونتها و دفاع در برایک فرایند اساسی در خاموش کردن ژن شود( خوانده میRNA interference) RNAiو  شودمی

ی های متعددmRNAمعمولا  هاRNAرومیکاند که مطالعات بیشماری نشان داده(. Knight and Bass 2001) ویروسی است

ی هاRNAمیکرو apoptomiRs. عمل کنندنیز   apoptomiRsعنوانبهتوانند به اصطلاح ها میند و آندههدف قرار میرا 

نقش  پتوزیس و نکروپتوز، ودر تنظیم دو فرآیند مرگ سلولی، آپو هاآناهمیت باشند که در مطالعات زیادی میدرگیر در آپوپتوزیس 

 (. Visalli et al. 2018مورد تحلیل قرار گرفته است )های مولکولی در کنترل شبکه هاآن

با توجه به اهمیت  آپوپتوزیس مشخص گردد. بنابرایندر  RNAمیکرو هر نقشلازم است تا تری تحقیقات دقیق با این وجود

وپتوزیس و میکرو ها جهت تولید داروهای جدید، شناخت آپها و اهمیت زهر آنهای مختلف از جمله عقرباین موضوع در گونه

RNAهای ترانسکریپتوم ژن رسد. به همین جهت در این مطالعه به بررسیدر عقرب لازم و ضروری به نظر مییم کننده آن ظهای تن

 ی گردید. بینآپوپتوزیس نیز پیش یم کنندهظهای تنRNAغده زهر عقرب دخیل در آپوپتوزیس پرداخته شد و میکرو 
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 هامواد و روش

توسط متخصصین موسسه تحقیقات واکسن و  ،A. Crassicauda هایعقرب: RNAجمع آوری نمونه و استخراج 

های مخصوص ط جعبهبلافاصله توسآوری شدند و از نقاط مختلف استان خوزستان جمع U.Vسرم سازی رازی با استفاده از چراغ 

انتقال داده شدند. هواز ا -واکسن و سرم سازی رازی شعبه جنوب غرب کشورتحقیقات موسسه  ایانبندپآزمایشگاه نگهداری عقرب به 

وسط افراد متخصص تواکسن و سرم سازی رازی تحقیقات ها در آزمایشگاه عقرب موسسه و جداسازی نر و ماده هاشناسایی عقرب

ها ابتدا عقرب ،RNA راججهت استخ در نر صورت گرفت. یتناسلا قلاب یدر ماده  یمنافذ تناسلی و مشاهده سرپوش تناسلبا بررسی 

ستفاده از هاون با او  ها جداسازی شدغده زهر عقرب ،گیریساعت پس از سم 72حدود گیری شدند. به روش شوک الکتریکی سم

 - RNeasy Mini Kitبا استفاده از کیت تجاری کیاژن )ها غده زهر عقرب از RNAچینی و ازت مایع پودر گردید. استخراج 

Qiagen ل الکتروفورز افقی، ژها با استفاده از نانودراپ و و پس از تایید کیفیت نمونه صورت گرفت( طبق دستور العمل شرکت

یابی توسط والیتفرایند به شرکت ماکروژن کره ارسال گردیدند.  paired- endیابی با کیفیت مناسب جهت توالی یهاینمونه

 و مطابق دستور العمل مربوط به شرکت ماکروژن انجام شد. Illumina Hiseq  2000دستگاه

 FASTQCافزار ها با استفاده از نرمتعیین کیفیت داده ها:بررسی کمی و کیفی داده

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc)  ی برا د.گردیتحت سیستم عامل لینوکس انجام

 .Lohse et al)اده شد استف  Trimmomaticافزار از نرمها های آداپتورها و پرایمرا کیفیت پایین و یا توالیهایی بحذف خوانش

نفورماتیکی قرار مورد تجزیه و تحلیل بیوا FASTQCافزار نرمپس از تایید کیفیت مجدد با  های پیرایش شدهخوانش. (2012

 گرفتند. 

( 2.10.0)ورژن  Trinityافزار پس از ساخت ترانسکریپتوم با استفاده از نرم (:Gene ontology) ها شناسی ژنهستی

 مسیرهای و بیولوژیکی فرایندهای تحلیل و های سازنده زهر مشخص شد و سپس جهت تجزیهنی ژنئیوتیدی و پروتئتوالی نوکل

(. این پایگاه 2003et al.  Dennisاستفاده شد ) https://david.ncifcrf.gov/ به آدرس DAVIDپایگاه اطلاعاتی  از زیستی

ها در این فرایند دخالت دارند و به بررسی فرایندهای بیولوژیکی خاص که ژن KEGGو  GOهای دیگری مانند با اتصال به پایگاه

منظور بررسی برهمکنش و ارتباط بین به پردازد.ها می، بررسی عملکردی و مسیرهای متابولیکی ژنبندی این فرایندهاهمچنین رتبه

افزار از نرم مجسم سازی اطلاعات و شبکه تحلیل و و جهت تجزیه STRING 10های درگیر در مسیر آپوپتوزیس از نرم افزار ژن

 هایهای عقرب با استفاده از مجموع دادهآپوپتوزیس مرتبط با داده یهنهایت شبک در استفاده شد.  3.7.1 سایتواسکیپ ورژن

melanogaster Drosophila به آدرس در پایگاه استرینگ https://string-db.org/ این رسم و مورد آنالیز قرار گرفت .

و  Degree)) رجللهد ،مرکزیللت هایبللر اسللاس شللاخصو  Cytoscapeدر  موجللللود cytoNCAافزونه شللبکه توسلط 

. در نظللر گرفتلله شللدند hubدرجه بالا در شبکه به عنوان  هلای واجلدتحلیل شد. گلره تجزیلللله و ،Betweenness)گلوگاه )

https://david.ncifcrf.gov/
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ند تعیین و بررسی گردید MCODE (ftp://ftp.mshri.on.ca/pub/BIND/Tools/MCODE)توسط الگوریتم  کلاسترها

(Bader et al. 2003 .)های ژنمللرتبط بللا ( جایگاه سلولی، عملکرد مولکلولی و فراینلدهای زیسلتی) بررسی مسیر ژن آنتولوژی

به آدرس  WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit)نیز با استفاده از پایگاه داده تحت وب  هاب

http://www.webgestalt.org/ صورت گرفت. 

 جستجوی پیش از (:Homology Search) توسط جستجوی همسانی هاRNAشناسایی میکرو

ه های شناخته شده حشرRNAمیکرو سازهای پیشتوالی ،A. Crassicaudaعقرب  های بالقوه درRNAمیکرو

melanogaster D. از دیتابیس  و انسانmiRBase (http://www.mirbase.org/ )بارگیری شد Griffiths-Jones et 

al. 2006)) میکرو جستجوی توالیهای بارگیری شده دیتابیس ساخته شد. پس از آن و از دادهRNAعقرب  هایA. 

Crassicauda علیه دیتابیس میکروRNAی بارگیری شده با استفاده از هاBLASTn  و ی پیش فرض پارامترهاباe-value 

های همولوگ در نظر گرفته RNAبرای انتخاب میکرودو معیار . در نهایت نتایج بلاست مورد بررسی قرار گرفتند و انجام شد 0.01

اخته همولوگ شنهای  RNAمیکرومجموعه مرجع )عقرب و  هایRNAدرصد بین میکرو 90مترازی بیش از هدرصد  -1شد: 

 باشد.  bp3نباید بیش از  مجموعه مرجععقرب و  هایRNAمیکروتفاوت توالی  -2شده(؛ 

بسیار چالش برانگیز  ،هاRNAکرویم های محاسباتی برای شناساییدر حیوانات، استفاده از روش: هدفهای ژنپیش بینی 

 ه،در حالی ک های هدف خود هستند،mRNAمکمل  کمی های حیوانات تا حدRNAکرویم. این به این دلیل است که است

  miRTarBase v8.0داده هایباشند. در این مطالعه از پایگاهخود میمکمل هدف ژن کاملا یا تقریبا نزدیک  گیاهان RNAمیکرو

استفاده شد. تمام سوابق موجود  بینی شدهپیشهای RNAهای هدف میکروبرای شناسایی ژن miRecords و TarBase v8.0و 

-mRNAدر نهایت شبکه میانکنش  بینی شده حفظ و ادغام شدند.های پیشRNAمیکروای از داده در مجموعه هایدر پایگاه

miRNA با استفاده از نرم افزار miRNet (https://www.mirnet.caترسیم شد و ژن ) با  آپوپتوزیسمسیر دخیل در های

 مشخص شده و در شبکه برجسته شدند.و بررسی منابع  KEGGاستفاده از پایگاه داده 

 

 نتایج و بحث

یابی نسل جدید استفاده شد. ریزی شده از تکنیک توالیهای درگیر در مرگ سلولی برنامهبررسی ژن منظوربهدر این مطالعه 

استخراج  RNAهای نهکیفیت نمواستخراج شد و نتایج تعیین آندروکتونوس کراسیکودا های غده زهر از نمونه RNAبدین منظور، 

 قابل مشاهده است.  1آگارز در شکل ژل توسط شده 

 

ftp://ftp.mshri.on.ca/pub/BIND/Tools/MCODE
https://www.mirnet.ca/
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 (bp 100: مارکر Mآگارز )ژل توسط استخراج شده  RNAهای کیفیت نمونه. تعیین 1شکل

Figure 1. Determination the quality of extracted RNA samples using agarose gel (M: 100 

bp) 

 

افزار با استفاده از نرم هادهتعیین کیفیت داو  Hiseq 2000یابی ترانسکریپتوم با استفاده از پلتفرم ایلومینا پس از آن توالی

FASTQC .افزار در نرم صورت گرفتFASTQC باشد میها هت دادیفیها ملاک سنجش کآزمون یا هشدار برایت قبول، رد یوضع

های این تحقیق نشان داد که تمام داده هاکیفیت دادهنتایج سنجش  .گرددیارائه م یکیج هر آزمون بطور جداگانه و بصورت گرافینتاو 

نشان داده شده است.  2در شکل  در وضعیت قبول قرار دارند و از کیفیت خوبی برخوردار هستند. برای نمونه، نتایج مربوط به یک داده

 ژن به دست آمد. یونی 585177انتیگ ساخته شد که از این تعداد ک 952725نتایج پیکربندی ترانسکریپتوم نشان داد که در مجموع 

مسیر مرتبط با  3بارگذاری شد که یکی از نتایج آن شناسایی  KEEGبا فرمت فستا در پایگاه  های عقربترانسکریپت توالی

افزار استرینگ پس با استفاده از نرمپروتئین درگیر در این مسیرها استخراج شدند. س 103ریزی شده بود. در مجموع مرگ سلولی برنامه

های ژن مربوط به شبکه ژنی و تحلیل تجزیهنتایج  ها رسم شد.شبکه برهمکنش میان پروتئین .melanogaster D و مجموع داده

علاوه بر آن تجزیه و تحلیل  .گزارش شده است 1با نرم افزار استرینگ، در جدول  A. Crassicaudaعقرب مسیر آپوپتوزیس 

نیز صورت گرفت که نتایج حاصل از  cytoNCAو  MCODEافزار سایتواسکیپ با افزونه و مجسم سازی اطلاعات با نرم شبکه

ژن دارای  10ژن در وقوع آپوپتوزیس دخیل است و از این میان  30ژن،  103از مجموع نشان داد که  cytoNCAآنالیز با افزونه 

 هایمشخصات پروتئینهای هاب در شبکه در نظر گرفته شوند. توانند بعنوان ژنها هستند و میجه اثر متقابل با دیگر ژنبیشترین در

 های( ژنDegreeنشان داد که بر اساس درجه ) 2. نتایج گزارش شده در جدول شماره آورد شلده اسلت 2در جلدول شلماره هاب 

Akt1 ،bsk  وJra ( بیشترین ارزش را دارند و بر اساس مرکزیت بینابینیBetweennessبیشترین ارزش متعلق به ژن ) هایbsk ،

Dronc  وrl افزونه باشد. نتایج تجزیه و تحلیل کلاسترهای پروتئینی تشکیل شده با استفاده از به ترتیب میMCODE  نیز در

 گزارش شده است.  3شکل 
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نرم افزار توسط  Androctonus Crassicaudaهای از مجموعه داده RNA-seq گزارش کیفیت توالی .2شکل

.Fastqc A هاخوانش( توزیع طول B خوانده شده  نوکلئوتیدهای( کیفیتCهای خوانده شده ( کیفیت توالیD )

 محتوای نوکلئوتیدهای خوانش نشده 

Figure 2. RNA-seq sequence quality report of Androctonus Crassicauda data set by Fastqc 

software. A) Length distribution of reads B) The quality of the read C) The quality of the 

sequences D) The content of the un-read nucleotides 

 

بررسی نتایج آنالیز شبکه . استآمده  4شد و نتایج آن در شکل  بررسی  WebGestaltهاب توسط  هایژن مسیر ژن آنتولوژی

ترین فاکتورهای تنظیم رشد، تکثیر سلولی، تمایز پروتئین کینازها از مهم که ساخت روشن هاب هایژن شناسی آپوپتوزیس و هستی

بعنوان مثال ژن . باشندرخداد سلولی آپوپتوزیس می بر عناصر تاثیرگذار ترینمهم از باشند کهسلولی، رشد و سرکوب آپوپتوزیس می

Akt1 های کلیدی سرکوب کننده آپوپتوزیس ها است و یکی از ژنپروتئین کینازی است که تنظیم کننده رشد سلولی و اندازه ارگان

 بسیاریدارای سوبستراهای ( Bپروتئین کیناز )  Akt.دهدباشد که این کار را با غیر فعال کردن ترکیبات آپوپتوتیک انجام میمی

د و از این رو، این مسیر را به عنوان مسیر بقای سلولی نیز نامگذاری گردهای مختلفی باعث مهار مرگ سلولی میاز مسیر باشد ومی

  .(Datta et al. 1999) اندکرده
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 با استفاده از نرم A. Crassicaudaهای مسیر آپوپتوزیس در عقرب . تجزیه و تحلیل شبکه ژنی ژن1جدول 

 افزار استرینگ

Table 1. Gene analysis of apoptosis pathway genes in Scorpion of A. Crassicauda using string 

software 

31 number of nodes 

103 number of edges 

6.65 average node degree 

0.562 average local clustering coefficient 

14 expected number of edges 

< 1.0e-16 PPI enrichment p-value 

 

 

 A. Crassicaudaشبکه ژنی مسیر آپوپتوزیس عقرب رتبه بالا در  یهامشخصات پروتئین. 2جدول 

Table 2. Characterization of high-ranking proteins involved in gene network of apoptosis 

pathway in Scorpion of A. Crassicauda 

Betweenness Closeness Network Degree Gene 

113.28 0.690476 11.926 16 Akt1 

122.58 0.630435 9.2191 15 bsk 

72.027 0.659091 12.589 15 Jra 

119.18 0.644444 9.8312 14 Dronc 

58.258 0.604167 8.8167 12 tefu 

108.26 0.58 6.9333 12 crc 

24.851 0.591837 8.0778 11 Traf6 

116.36 0.58 7.6722 11 rl 

41.456 0.58 7.4167 10 Parp 

38.433 0.54717 6.5159 10 Dark 

 

تعدادی از باشد. می 2Ca+های مهم بقای سلولی در پاسخ به تحریک فاکتور رشد و نفوذ از واسطه Aktژن 

گلیکوژن سنتاز کیناز اند، از جمله شناسایی شده Akt مستقیم عنوان بسترهایآپوپتوزیس به درگیر درهای پروتئین

3GSK-3) ) ،BAD  ،caspase-9  و فاکتورهای رونویسیForkhead فسفوریلاسیون توسط  در هنگام، کهAkt 

مطابق با این تحقیق، مطالعات بسیاری نقش این ژن را در آپوپتوزیس گزارش  .( .2001Kim et al) شوندسرکوب می
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activated protein -Stressکه در واقع  bsk(. علاوه بر آن، ژن  .Green et al. 2001Kim et al ;2013اند )کرده

kinase  است و بهJNK  تمایز  ومانند آپوپتوزیس  یهای متنوعمحرکنیز مشهور است، در پاسخ به استرس محیطی و

هنده به های پاسخ ددر مجموع در تحقیق حاضر، شناسایی ژن گردد.گردد و باعث تنظیم رونویسی میفعال می یا تکثیر

کنش پروتئینی مربوطه، منجر به شناسایی های ژنی و برهممرگ سلولی برنامه ریزی شده در عقرب و بازسازی شبکه

 های درگیر در آپوپتوزیس در عقرب باشند. ترین ژنرود از کلیدیهای هاب در وقوع آپوپتوزیس گردید که انتظار میژن

 

. A. Crassicaudaشبکه ژنی مسیر آپوپتوزیس عقرب در )کلاسترها( های پروتئینی خوشه. 3 شکل

خوشه  (Bاست.  6رتبـه  با 1خوشه پروتئینی ( A. اندرنگ زرد مشخص شده با seed پروتئین

 .است 4رتبه  با 2پروتئینی 

Figure 3. Protein clusters in gene network of apoptosis pathway in Scorpion of A. 

Crassicauda. Seed proteins are marked in yellow. A) Protein cluster 1 with rank of 6. B) 

Protein cluster 2 with rank of 4. 
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سایی های همولوگ شناRNAهای درگیر در آپوپتوزیس در مرحله اول تمام میکروRNAبرای شناسایی میکرو

 ,miRTarBaseهای ده از برنامههای شناسایی شده با استفاRNAهای هدف میکروشدند. پس از آن ژن

TarBase ,miRecords پیش بینی شدند و تنها میکروRNAکه  های همولوگ با شرایط ذکر شده در مواد و روش

باشند. پس می RNAمیکرو 9دارای ژن هدف درگیر در مسیر آپوپتوزیس بودند برای مرحله بعد انتخاب شدند که شامل 

 رسم شد.  MirNetدر وب سایت  RNAیکروم -از آن، شبکه برهمکنش پروتئین

 -، شبکه برهمکنش پروتئین3 جدول بینی شده درها پیشهای هدف برای آنهایی که ژنRNAمیکرو لیست

 RNAکرومی -به تصویر کشیده شده است و تجزیه و تحلیل آماری شبکه برهمکنش پروتئین 5در شکل  RNAمیکرو

نابینی مرکزیت بیو ( Degree)بر اساس درجه نشان داد که گزارش شده است. نتایج بدست آمده  4نیز در جدول 

(Betweenness)، میکروRNA mir-7-5p  باشد. این میکرودرا میبیشترین ارزش راRNAگر بسیاری از ، تنظیم

 های درگیر در مسیر آپوپتوزیس است.ژن

 ,AKT3, ATF5 BAX, BCL2, CASP16P, CASP9های ژندر این مطالعه شامل  mir-7-5pهای هدف ژن

CDC37, CFLAR, CHP1, EIF5A2, FADD, HSPBP, MYC, PARP1, PARP11, PIK3CB, PIK3CD, 

PIK3CG, PIK3R3, RELA, RPRD2, SIRT2, TMED10, XIAP پیشرفت  جریاندر ای که باشند. در مطالعهمی

همبستگی  دهد، در حالی کهتکثیر سلولی را افزایش می،  miR-7-5pکه بیان بیش از حد هدشیید ا، تصورت گرفته تومور

 SH3GLB1 هایپروتئین تعامل بین. مشخص شده که مشاهده شد SH3GLB1و بیان   miR-5-5p معکوس بین

 (. Liu et al. 2018گردیده است )آپوپتوزیس  یالقاآن در نتیجه  و 3فعال سازی کاسپاز  منجر به  BAX و

 .Zhang et al) و کاسپاز بر آپوپتوزیس شرح داده شده است Bcl-2/Baxو  mir-7-5pنقش دیگری در مطالعه 

رشد،  طور قابل توجهیبه، RNA mir-7-5pعلاوه برآن، در مطالعات پیشین گزارش شده است که میکرو .(2020

 لقای فازا موجبو  هکبدی موش و انسان را در شرایط آزمایشگاهی مهار کرد هایمهاجرت و تشکیل کلونی سلول

G1/G0 چرخه سلولی شد (Hu et al. 2019).  دهد وجود دارد که نشان می زیادیشواهدیmiR-7 ت در پیشرف

بلاستوما ر گلیورا د Aktو  EGFRمسیر ، miR-7نشان دادند که محقیقین تر از همه، های انسان نقش دارد. مهمسرطان

(Glioblastoma )کندمهار می (Kefas et al. 2008; Yin et al. 2019).  ش از بیان بیهمچنین گزارش شده که

 Shi et) گرددمی آپوپتوزیس در شرایط آزمایشگاهی و داخل بدنالقای مهار تکثیر سلولی و موجب  miR-7-5pحد 

al. 2015). میکروRNA mir-7-1-3p  بر اساس درجه(Degree ) و مرکزیت بینابینی(Betweenness )ه دوم در رد

 ,AGO2 , CASP16P HSP90AA1, HSPA1B, MDM4های هدف آن، قرار دارد که در این مطالعه ژن

TP53INP1, باشندمی. 

 



   (1400 بهار، 1، شماره 13مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

128 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

 

 

 A. Crassicauda کلیدی مسیر آپوپتوزیس در عقرب ژن 10. هستی شناسی مربوط به 4شکل 

Figure 4: Gene ontology of the 10 key genes of apoptosis in Scorpion of A. Crassicauda 

 

گردد میهای هدف موجب القای آپوپتوزیس با مهار برخی ژن RNA mir-7-1-3pگزارش شده که میکرو

(Chakrabarti et al. 2016 .)بیان میکرو ایدر مطالعهRNA mir-7-1-3p های سرطانی حنجره بررسی در سلول

ه داری را نشان دادهای سرطانی نسبت به نرمال تفاوت معنیدر سلول RNAشد و مشخص شد که بیان این میکرو 
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، p53های و ژن RNA mir-7نقش میکرو( 2009)و همکاران  Yangدر پژوهشی همچنین (. Li et al. 2016) است

 (. Yang et al. 2009) کردنددر آپوپتوزیس بررسی را  caspases و (HSP60, HSP70)پروتئین شوک حرارتی 

 را نشان داده که TP53و  CDK2 ،CYCS ،MYCهای اثر تنظیم کنندگی بر ژن نیز RNA miR-622میکرو

طور به RNA miR-622میکرو بیانگزارش شده که، . نقش آن در تنظیم آپوپتوزیس، با مطالعات پیشین همخوانی دارد

ای هدر مطالع. شودمیسرطانی های سلولدر و باعث القای آپوپتوزیس  دادهکاهش را داری تکثیر و تشکیل کلونی معنی

رشد  RNAبررسی شد و روشن شد که این میکروهای سرطانی تومورهای سلولبر  miR-622بیان بیش از حد اثر 

دیگری  در پژوهش(. Zhang et al. 2015; Song et al. 2015) های سرطانی را به تاخیر انداختتومورهای سلول

ش از حد بیان بیدر این تحقیق آمده که . در نوعی سرطان مجاری صفراوی بررسی شد RNA  miR-622 میکرونقش 

miR-622 هار ، در حالی که مردبا کاهش تکثیر سلولی، مهاجرت و تهاجم ارتباط دا سرطانیهای در سلولmiR-622 

-miRدف هبه عنوان ژن  C-Mycکه  کردندمشخص  این محققین ،ابق با نتایج این تحقیقمط. شتنتیجه معکوس دا

، مهاجرت و را در تکثیر miR-622تواند اثرات می c-Mycعلاوه بر این، بیان بیش از حد . شناخته شده است 622

 هاسلولز تمایدر  miR-622در مطالعه دیگری اثر  .(Wu et al. 2019) تقویت کند سرطانیهای سلول ی شدنتهاجم

عنوان بها رنقش خود   miR-622بررسی شد و گزارش شده که  انساندر سرطان معده  in vivoو  in vitroدر شرایط 

های این پژوهش نیز مطابقت کند که با یافتهمیایفا  p53مسیر سیگنالینگ ، از طریق گر تومورسرکوبو کننده رشد مهار

 (.Kim et al. 2014)دارد 

 

و قرار دارد  هاعنوان روش حفاظت شلللده تحت کنترل ژنرخداد مرگ سللللولی برنامه ریزی شلللده یا آپوپتوزیس به: گیرینتیجه

ست که به شدت کنترل اآپوپتوزیس فرآیندی شود. های گوناگونی از جمله سرطان را موجب میبیماری چنانچه از تنظیم خارج شود

ر مسللیر آپوپتوز، د .گردد فرار از مرگ سلللولی برنامه ریزی شللدهبه  ممکن اسللت منجر نآ تنظیماختلال در هرگونه شللود و می

با طول کننده کوچک های غیر کدRNA،  (miRNA) هاRNAدرگیر هسللتند. میکرو هاRNAمیکروهای فراوانی مانند مولکول

ها در بسللیاری از فرآیندهای که آنه . اخیرا کشللف شللددگردنمیموجب سللرکوب بیان ژن که تند نوکلئوتید هسلل 23تا  18حدود 

سلولمانند بیولوژیکی  شد، تمایز و مرگ  سایی ژننقش دارندی ر شنا سیر آپوپتوزیس در های کلیدی درگی. در این مطالعه به  ر در م

شد و ژن شدند. علاوه بر عنوان ژنبه rlو  Jra ،Droncو  Akt1 ،bsk هایعقرب پرداخته   RNAن میکروآهای کلیدی معرفی 

های RNAد که میکروها در مسیر آپوپتوزیس بررسی شد. نتایج این بررسی نشان داهای همولوگ عقرب شناسایی شدند و نقش آن

mir-7-5p  وmir-7-1-3p ساسی های مسیر آپوپتوزیس نقش در تنظیم بسیاری از ژن توان برای کنترل بیان و میکنند ایفا میا

 ت.ها کمک گرفRNAها از این میکروژن
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های کلیدی موثر در این شبکه با رنگ زرد . ژنRNAمیکرو -. شبکه برهمکنش پروتئین5شکل 

 مشخص شده است.

Figure 5. Protein-microRNA interaction network. The key genes involved in this network 

are marked in yellow. 
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 ها.بینی شده آنهای هدف پیشژنهای شناسایی شده و RNA. لیست میکرو 3جدول 

Table 3. List of identified microRNAs and their predicted target genes 

mir-1244 mir-1282 mir-3064-3p mir-5047 mir-622 mir-7-1-3p mir-7-5p ID 

MIMAT0005896 MIMAT0005940 MIMAT0019865 MIMAT0020541 MIMAT0003291 MIMAT0004553 MIMAT0000252 Accession 

CDK17 

HSP90AA1 

 

CASP16P HSPA8

PDCD10

TMED10

TNFRSF10A 

TMED10 CDK2 CYCS 

MYC  TP53 

AGO2 

CASP16P  

HSP90AA1  

HSPA1B 

MDM4  

TP53INP1 

AKT3, ATF5, 

BAX, BCL2 

CASP16P,CA

SP9 CDC37, 

CFLAR

CHP1, 

EIF5A2

FADD, 

HSPBP1

MYC, PARP1

PARP11,

PIK3CB

PIK3CD,PIK

3CG

PIK3R3, 

RELA

RPRD2, 

SIRT2

TMED10, 

XIAP 

Target 

 

 

 .RNAمیکرو  -. تجزیه و تحلیل آماری شبکه برهمکنش پروتئین4جدول 

Table 4. Statistical analysis of protein-micro-RNA interaction network. 

Id Degree Betweenness 

mir-7-5p 578 506768.7 

mir-7-1-3p 184 184951.1 

mir-622 107 102678.9 

mir-5047 89 84058.93 

mir-3064-3p 69 68191.96 

mir-1282 22 20918.72 

mir-1244 59 56477.6 
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 یجآموزش و ترو یقات،سازمان تحق ی،واکسن و سرم راز یقاتپژوهش توسط موسسه تحق یناز ا یمال یتحما :سپاسگزاری

شاورز سه تحق یران(، کرج، اAREEO) یک س شد. ما از مو سرم راز یقاتانجام  سن و  -18-83-2طرح ) یمال یتحما یبرا یواک

 .کنیمیم ینمودند قدردان یاری یقتحق ین( و از تمام همکاران محترم که ما را در انجام ا020-960354

 

 منابع

 یگاوها یرپوستیز یدر بافت چرب نیژن لپت انیب( 1398و همکاران ) یفوز یاسد ، محمدرضا یمحمدآباد محمدرضا، یاحسن

 .135-150(، 1)11مجله بیوتکنولوژی کشاورزی . Real Time PCRبا استفاده از  نیهلشتا

مقایسه سطوح مختلف بیان ( 1393) نجمی نوری عذرا ،اسمعیلی زاده کشکوئیه علی ،محمدآبادی محمدرضا ،توحیدی نژاد فاطمه

 . 35-50(، 4)6. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی های مختلف بز کرکی راینیدر بافت  Rhebژن

  CIB4( بررسی بیان ژن 1395مدآبادی محمدرضا، اسمعیلی زاده کشکوئیه علی، ریاحی مدوار علی )جعفری دره در امیر حسین، مح

-132(، 4)4پژوهش در نشخوارکنندگان مجله  .Real Time qPCRهای مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از در بافت

119. 

های مختلف گوسفند کرمانی با استفاده مطالعه بیان ژن لپتین در بافت( 1397محمدآبادی محمدرضا، کرد محبوبه، نظری محمود )

 .111-122(، 3)10. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCRاز 
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