
121.............. ...................................................................................................................1396زمستان/ 18پژوهشهاي تولیدات دامی سال هشتم/ شماره 

کولاياشیرشیاباکتريي ازساکاریدلیپوپلیعصاره ها در پاسخ به بیان افتراقی ژنآنالیز 
تلیال اندومتریوم گاوياپیهايسلولدر 

5و اریک بنککام4، پاتریس هومبلت4، یوران اندرسون3، نوید جمات3یونچه گئو، 2میانجیرحیمی، قدرت 1مجتبی نجفی

mojtaba_najafy@yahoo.com):(نویسنده مسوول،گاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريدانشدکتري ژنتیک و اصلاح دام، -1

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريگروه علوم دامی، ، استاد-2
زي اس ال یو، سوئد، دانشگاه علوم کشاورو دانشیارو استاددکتريدانشجوي -5و 4، 3

15/9/95تاریخ پذیرش: 7/6/95تاریخ دریافت:  

چکیده
پاتوژنی که منجر به هاي فرآیندکه در استهاي گرم منفی غشاي بیرونی باکتريساختار از بخشی ،)LPS(1ساکاریدپلیلیپو

گزینی در باعث التهاب اندومتریوم و شکست لانهLPSچنین همالت دارد. دخشود،میدر گاوهاي شیريورم پستان و التهاب رحم 
ها و بیان افتراقی ژنآنالیز ها در صنعت گاو شیري، باتوجه به اهمیت اقتصادي این بیماريشود. هاي حیوانی میبسیاري از گونه

براي پتوم یترانسکرآنالیزبا استفاده از کولايارشییشي از باکتري اساکاریدلیپوپلیعصاره مسیرهاي مرتبط در پاسخ به شناسایی 
تلیالاپیهايسلولو تیمار بعد از مراحل جداسازي در این پژوهش، است. بسیار حیاتی و ضروري یند آاین فردقیقفهم مکانیسم

و براي تهیه استخراج کلRNAدر محیط کشت، لیتر)گرم بر میلیمیلی8و 2،صفر(LPSی ازبا دوزهاي مختلفگاواندومتریوم
نمونه به 4(قرمز سوئدي از سه گاو کتابخانه ترانسکریپتومی 12در مجموع کتابخانه ترانسکریپتومی مورد استفاده قرار گرفت. 

چنین مسیرهاي بیولوژیکی همها وژنآنالیز بیان افتراقی وتعیین توالیازاي هر راس گاو) توسط تکنولوژي با توان عملیاتی بالا 
LPSهاي شاهد و تیمار شده بابین گروهدر ژن 2035در مجموع نتایج این پژوهش نشان داد قرار گرفتند. شناسایی مورد مرتبط 

هايسلولچنین نتایج شمارش همشتند. سلولی نقش داو مرگدر مسیر تکثیرژن752که تعداد بودهبیان متفاوت داراي 
آنالیز مسیرهاي باعث افزایش تکثیر سلولی شود. داري طور معنیبهتوانست يساکاریدلیپوپلیعصاره تلیال نشان داد که اپی

Toll-Likeمسیر سیگنالی شاملسیستم ایمنی از جملهسیگنالی هايمسیراز تعدادي ها در این ژنبیولوژیکی نشان داد که 

Receptor ،T Cell Receptor ،MAPKچنین مسیر سیگنالی مرگ و تکثیر سلولی و همرحمی، سرطان اندومتریومهانموکیی، ش
تلیال اندومتریوم گاوي انجام شده اپیهايسلولروي نخستین تحقیقی است که ،این مطالعهطبق اطلاعات ما دخالت دارند. 

افزایش شیريهاي رحمی در گاوهاي ناشی از عفونتي مرتبط به التهابهامکانیسمما را در ارتباط باتواند درك است که می
دهد.

ساکارید، مسیرهاي بیولوژیکیتلیال اندومتریوم، لیپوپلیهاي اپیسلولکریپتوم، تکثیر سلولیترانسهاي کلیدي: آنالیز واژه

مقدمه
مثلی، موضوعی مهم در صنعت گاو مدیریت عملکرد تولید

محیطی و رفاه نامطلوب در تباشد. وجود اثرات زیسشیري می
2صنعتی مزارع دامی، ضرورت افزایش پایداريهايسیستم

هاي تولید سازد. پایداري سیستمها را مشهود میاین سیستم
در مزارع گله گاوهاي شیري بیشتر روي توانایی گاوها براي 

. یکی از مشکلات )1(کنندبهبود عملکرد تولیدمثلی تکیه می
در مزارع صنعتی گاوهاي اساسی در زمینه عملکرد تولیدمثلی

باشد. میهاو التهاب ناشی از آنو پستان، عفونت رحمشیري
در سیکلکمترمیزانبهوهنگام زایماندرعفونتمعمولا
شایعزایمانازبعدرحماگرچه آلودگی. دهدمیرخفحلی
هاي از بین بردن باکتريبهقادرسالمگاوهاياما،است

دررحمالتهاب. باشندزایمان میازبعدهفته3تا2دررحمی
تحتبالینی،نفاسی،التهاب رحمیعنوانبهاخیراگاو که

یکی،شودمیبندي طبقهبالینی و پایومترا (چرکی بودن رحم)
به شیريهايدرگلهناباروري یا کم باروريمهمعواملاز

دلیلبهمعمولا التهاب رحم فراوانی . )2،3،4(آید حساب می
اندومتریتورحمیداخلنفاسیمتریتازفیمختلانواعوقوع

نیز ورم پستان .)3،5(رسدمیدرگله٪40-20بالینی به حدود
که ناشی از ی استپستاند یک التهاب در غدبه دلیل وقوع 

هرچند در این زمینه تحقیقات د. باشعفونت باکتریایی می

طور نسبی در زنان شیرده بهجامعی صورت نگرفته است اما 
درصدي گزارش 20تا 10و یک نرخ بوده این بیماري رایج 

دو صنعت گاو شیري . اهمیت این بیماري در )6(شده است
هاي باکتریایی بافت پستان از قبیل عفونتباشد زیرا میچندان

ده بیماري مهم اقتصادي و یا حتی در برخی جزءورم پستان 
در هاترین بیماريپر هزینهیکی از عنوان گزارشات بهاز 

بر اساس محاسبات . )7(مطرح استصنعت گاو شیري در دنیا 
ها به مالی، هزینه خسارات وارده ناشی از این قبیل بیماري

دلیل خرابی شیر، کاهش تولید شیر، کاهش کیفیت شیر و 
2در حدود ،هاي دامپزشکی جهت درمانافزایش هزینه

طور میلیون یورو در اروپا به4/1میلیارد دلار در آمریکا و 
. این بیماري بسیار حاد بوده و در )8(برآورد شده استسالانه 

آسیب شدید بافتی و یا حتی ناباروري،تواند باعثمواردي می
. مطالعات )9(مرگ حیوان در اثر شوك اندوتوکسین شود

منجر شده به ورم یهاي رحمعفونتگذشته نشان دادند 
بعد از اول هفته در ، عمومادرصد از حیوانات40در ،پستان

لاي اولین پاتوژن وکرشیایباکتري اش.)10(دهد رخ میزایمان 
در . )9(باشدهمبسته به بیماري رحمی بعد از زایمان می

الگوهاي گر هاي شناساها به وسیله گیرندهکتريباپستانداران، 
بر حسب تشخیص و سیستم ایمنی ذاتیتوسط3خاص

دنشوشناسایی می4شانالگوهاي مولکولی وابسته به پاتوژن
1- Lipopolysaccharide (LPS) 2- Sustainability 3- Pattern recognition receptors on the innate immunity system
4- Pathogen associated molecular patterns (PAMPs)

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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بخشی از ساکارید یک اندوتوکسین باکتریایی و . لیپوپلی)10(
کهباشد هاي گرم منفی میغشاي بیرونی باکتريساختار

دهنده تهاجم تجمع آن در مایع فولیکولی در حیوانات نشان
اي است ملاحظهپاسخ التهابی قابل به دنبال آن، میکروبی و 

گیر و در مختلفی را دربیولوژیکیوسیله مسیرهايه این که ب
ها و نهایت منجر به آزاد شدن تعدادي از سیتوکین

. مطالعات مختلفی نشان )11(شودهاي التهابی میموکینیش
م د سبب ورنتوانهاي التهابی میدادند که سیتوکین

هاي حاد و همچنین کاهش غلظت استرادیول و افزایش پستان
فازهاي جسم زرد، توقف فعالیت سیکلی تخمک، تغییرات در 

د نتوانو مرگ سلولی شود که در نهایت میايمتابولیسم تغذیه
روي تولید شیر و مقدار چربی شیر و همچنین کارایی انرژي 

لین سد اواندومتریوم .)12،13،14،15(دنشیر تأثیر داشته باش
سازي باشد. فعالهاي میکروبی میدفاعی در برابر پاتوژن

TLR1بیان ها و در ادامه تغییر پروفایل ها توسط پاتوژن
هاي بیولوژیکی هستند که در فعالیتاز مهمترین ،هاسیتوکین

اند که . مطالعات نشان داده)16،17(دهند رخ میم ایمنی تسیس
از طریق سنتز ،تلیال اندومتریوم گاوياپیهايسلول

دهندپاسخ میهاساکاریدبه لیپوپلیهاي التهابی سیتوکین
هاي گذشته روي گاوهاي شیري، پژوهشاگر چه . )18(

چنین پروفایل بیان هاي اختصاصی و همتغییرات تولید پروتئین
هاي آزمایشی و یا ورم ها را در مواجهه با چالشبرخی از ژن

اما ،)19،20،21(اندهاي طبیعی را مورد بررسی قرار دادهپستان
ها اطلاعات جامعی را در اختیار ما قرار هاي این پژوهشیافته

دخیل کاندیدهايژنازنداده است و تنها به بیان نسبی برخی
ها موکینیکننده شهاي کد در ورم پستان و تعداد کمی از ژن

و مسیرهاي بیولوژیکی دخیل در این پرداخته ها و سیتوکین
تکنولوژي آنالیز اند. زمینه هنوز به خوبی شناخته نشده

هايبررسیدر بسیار مهمی هايابزاری ازیکترانسکریپتوم 
به هاي باکتریایی یزبان و پاتوژناثرات متقابل پیچیده بین م

هاي برجسته این تکنولوژي توانایی از ویژگیآید. حساب می
که )22(استطور همزمانبیان افتراقی هزاران ژن بهنمایش

،بیوانفورماتیکیهاي مدلبا استفاده از توانمیدر ادامه
دخیل در این هاي ژنی چنین شبکهمسیرهاي بیولوژیکی و هم

هايسلولیچیده را مورد شناسایی قرار داد. فرایندهاي پ
د نباشها میاولین سد دفاعی در برابر هجوم میکروب،تلیالاپی
ها و همچنین عفونته سیستم ایمنی علیسازيفعالدر که 

. )10(دنکنایفا مینقش کلیدي هاي التهابی ترشح سیتوکین
LPSاثر و است التهابی فرآیند افزایش تکثیر سلولی بخشی از 

و )23(تلیال انسانیاپیهايسلولدر بر افزایش تکثیر سلولی 
رغم علیگزارش شده است. )24(ایمنیهايسلولهمچنین 

برگزارشات متعدد در مورد اثر عصاره لیپوپلی ساکارید 
کریپتوم روي ي مختلف، تا به حال آنالیز ترانسهاسلول
تلیال اندومتریوم گاوي صورت نگرفته است. هاي اپیسلول

بر پروفایل LPSاثرات بررسی انجام این تحقیقاز هدف 
در بیولوژیکی دخیل مسیرهاي بررسی چنینها و همبیان ژن

با استفاده از آنالیزالتهابی رحم هاي تکثیر سلولی و پاسخ
بود. تلیال اندومتریوم گاوياپیهايسلولدر ترانسکریپتوم 

هامواد و روش
هاي رحمیآوري نمونهجمع

در مرحله داي 2گاو قرمز سوئديراس سه در این پژوهش، 
علائم گونههیچکهانتخاب شدنداستروس از سیکل فحلی

بعد ازدر این گاوها مشاهده نشد. میکروبی عفونتبیماري یا 
بخش اندومتریوم رحم ،آوري رحم این گاوها در کشتارگاهجمع

گراد درجه سانتی39دو ساعت در دماي به مدتجداسازي و 
(250U/ml)هیالورونیداز و (C5138, Sigma)با کلاژناز 

(H3506, Sigma) درPBSحامل دو درصدBSA
(Sigma)شدند. انکوبهها از همدیگر جهت باز شدن سلول
تلیال اندومتریوم هاي اپیي و کشت سلولجداساز

رحمی
تلیال با هاي اپیخلوص کشت سلولدر این پژوهش،

زیر میکروسکوپ انجام در استفاده از مشاهده مورفولوژیکی 
بافت از تلیال اپیهايسلولجداسازي بعد ازگرفت.

هايسلول،)25(هاي کشت سلولیمحیطتهیه و اندومتریوم
8و 2، 0با دوزهايسلول در هر نمونه)2- 3× 105(موردنظر

به مدت)LPS)O111:B4،Sigmaمیلی لیتر برمیکروگرم
.تیمار شدندساعت 24

الیتلیاپيهاسلولشمارش
ها در روي تکثیر سلولی، تعداد سلولLPSجهت بررسی اثر 

، LPS)2 ،4تلفدوزهاي مختیمار باساعت 72قبل و بعد از 
روش هموسیتومربا ،میکروگرم بر میلی لیتر)24و 16، 12، 8

به منظور از بین بردنکه استشمارش شدند. لازم به ذکر 
تلیال اپیهاي، سلولهاي باقیمانده فیبروبلاستیآلودگی

در گراد درجه سانتی39دو دقیقه در دماي مدت اندومتریوم به
trypLETMحضور  express (Gibco, انکوبه و در (12605

توسط تلیال اندومتریومي اپیهاخلوص سلولپایان 
میکروسکوپ مورد تایید قرار گرفت.

RNAسازي کتابخانه ژنتیکی و تعیین توالی آماده
با میلیون سلول در هر نمونه 5/1از کل RNAاستخراج 

Allprep DNA/RNA/miRNAکیاژنشرکت کیت 
Universal Kit (Qiagen, Cat.No.80224) طبق

تعیین کمیت و .صورت گرفتدستورالعمل شرکت سازنده
استخراج شده با استفاده از بایوآنالایزر RNAکیفیت 

)Bioanalyzer(.هاي تعیین توالی براي کتابخانهبررسی شد
ساعت بعد از چالش 24و 0نمونه (براي هر گاو در زمان 12
) با استفاده از پلت LPSلیتر لیمیبر میکروگرم8و 2، 0با 

;SciLifeLab,Uppsala)هاي تعیین توالیفرم
https://www.scilifelab.se/) از یک میکروگرمRNA کل

TruSeq standard mRNA sampleبا استفاده از کیت و 
prep kit حاويPolyA selection)RS-122-2101/2,

IlliminaInc; 15031047, revE( طبق دستورالعمل شرکت
Hiseqتهیه شدند. تعیین توالی با استفاده از سازنده  2500،
میلیون خوانش 30و جفت باز125به اندازه خوانش طول 

براي هر نمونه انجام گرفت. 

1- Toll like Receptor 2- Swedish Red Breed (SRB)
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یآنالیز بیوانفورماتیک
ها و مراحل نقشه یابیخوانشکنترل کیفی 

افزار نرمبا استفاده از هاي خام خوانشالیز کنترل کیفیت آن
FASTQC)26(کیفیت باهاي حذف خوانشانجام و جهت

افزار از نرمتور هاي آداپپایین و هم چنین توالی
Trimmomatic-0.35) بعد از تأیید کیفیت )27استفاده شد .

افزار با استفاده از نرم،تورهاي آداپو حذف توالیهاخوانش
STAR)28(و ژنوم رفرنس)UMD v3.1.1(

)http://bovinegenome.org/(،یابی شدند. ها نقشهتوالی
بسته با استفاده از)(1DEGهاژنو بیان افتراقیPCAآنالیز 
. )29(انجام شدRدر برنامه 1.6.3نسخه Deseq2آماري

از پایگاه ها و آنتالوژي ژنبراي بررسی مسیرهاي بیولوژیکی
) استفاده شد./DAVID)https://david.ncifcrf.govداده 

آنالیز آماري
هاي مختلف بعد از ها در زمانتعداد سلولآنالیز شمارش

SASدر برنامه ANOVAبا استفاده از رویه ، LPSتیمار با 
فعات فیلترینگ براي دد صورت گرفت که اثر تعدا1/9نسخه 

ها، تعداد اولیه تلیال از دیگر سلولهاي اپیجداسازي سلول
ها و اثر متقابل این فاکتورها در مدل گنجانده شد. برايسلول

هاي مختلف، از بسته ها بین گروهبررسی بیان افتراقی ژن
استفاده شد که سطح Rدر برنامه DESeq2آماري 

می آنالیزها در نظر گرفته شد. براي تما05/0داري معنی

نتایج و بحث
تلیال اندومتریوم به هاي اپیسازي سلولدر این پژوهش جدا

خوبی انجام و خلوص آن با استفاده از مشاهده مورفولوژیکی 
).1زیر میکروسکوپ تایید شد (شکل 

تلیال اندومتریوم گاويهاي اپیبر سلولLPSاثر 
، LPS)2اندومتریوم با دوزهاي مختلف تلیالهاي اپیسلول

میکروگرم بر میلی لیتر) تیمار شدند. در 24و 16، 12، 8، 4
ها ، تعداد سلولLPSساعت بعد از تیمار با 72زمان صفر و 

یک افزایش شمارش شد.شدههاي شاهد و تیماربراي گروه
12و 8، 4، 2هاي تیمار شده با داري در تعداد سلولمعنی
+  30±٪5،+21±٪5(به ترتیب LPSلیتر وگرم بر میلیمیکر

+) نسبت به گروه شاهد مشاهده شد 14±٪5+ و 4٪±41
)001/0P<داري در گروه تیمارشده با ) در حالی که اثر معنی

+ و 4±٪5(به ترتیب LPSمیکروگرم بر میلی لیتر 24و 16
)>05/0Pمشاهده نشد (نسبت به گروه شاهد ) - 14٪±5

ترینگ براي جداسازي . اثر تعداد دفعات فیل)1شکل(
هاي اولیه و همچنین اثرات تلیال، تعداد سلولهاي اپیسلول

). >05/0Pدار نبود  (ین فاکتورها با اثرات تیمار معنیمتقابل ا
باعث افزایش تکثیر سلولی LPSدهد که این نتایج نشان می

و این اثر به شودتلیال اندومتریوم گاوي میهاي اپیدر سلول
بستگی دارد.LPSمیزان دوز 

هاي اپی تلیال اندومتریوم گاويسلولکشتنمایی از-1شکل 
Figure 1. A view of the cultivation of bovine endometrial epithelial cells

یال اندومتریوم گاويهاي اپی تلبر تعداد سلولLPSاثر دوزهاي مختلف -2شکل 
)*** p< 0.0001, ** p< 0.01, * p< 0.05, ns p> 0.05(

Figure 2. The effect of different doses of LPS on number of bovine endometrial epithelial cells.
(*** p< 0.0001, ** p< 0.01, * p< 0.05, ns p> 0.05)

*
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RNAتعیین توالی 

بعد که توالی تهیه شدند براي تعیینRNAدوازده نمونه 
32تا 28ها در حدود خوانش،یابی و کنترل کیفیتاز توالی

یابی با بعد از نقشهدست آمد. میلیون خوانش در هر نمونه به
درصد از 98) در حدود UMD v3.1.1ژنوم رفرنس (

نتایج بررسی بیان یابی شدند. نقشهرفرنس ها با ژنوم خوانش
هاي شاهد نشان داد که بین گروهها ژنافتراقی

چنین بینساعت بعد از تیمار) و هم24(در زمان صفر و 
8لیتر و میکروگرم بر میلی2هاي تیمار شده با گروه

نداشت دتفاوت معنی داري وجوLPSلیتر میکروگرم بر میلی
)05/0P< ساعت، گروه تیمار 24). در مقایسه با گروه شاهد در

و گروه تیمار ژن LPS،2035لیتر میکروگرم بر میلی2شده با 
ژن با بیان 2037تعداد ،LPSلیتر میکروگرم بر میلی8شده با 

.)3شکل () مشاهده شدDEGافتراقی (

هاي مورد مطالعه (سمت چپ)ها بین گروه(سمت راست) و نتایج بیان افتراقی ژنMA plotنمودار -3شکل
Figure 3. MA plot (right) and differential expression gene results among studied groups

هاي دخیل با ژنهامقایسه این مجموعه از ژنبا 
ر سلولی موجود در پایگاه دادهـــدر تکثی

GeneCards)http://www.genecards.org/ ( مشخص
در تکثیر ،یمجموعه ژنژن از این 752تعداد شده است که 

با داشتند. ،دارندنقش ژن در مرگ سلولی 727و تعداد سلولی 

752از بین ها مشخص شد که مقایسه میزان بیان این ژن
افزایشژن 400تعداد سطح بیان ،شناسایی شدهژن

)Up-regulate(کاهشگروه شاهد نسبت بهژن352تعدادو
. )1(جدول ) داشته  استDown-regulate(بیان

هاي با بیان آنالیزهاي آنتالوژي نشان داد که اغلب ژن
که دارند نقش ي التهابی هاافتراقی در سیستم ایمنی و پاسخ

هاي ژن،هاها یا شیموکینتوان به سیتوکیندر این مورد می
، TNFهاي مرتبط با ها، ژنمرتبط با اینترفرون، اینترلوکین

. )2(جدول ها اشاره کردفاکتورهاي رشد و پروستاگلاندین
هاي مرتبط با اینترفرون نمایانگر ها و ژنحضور سیتوکین

تلیال در شناسایی و پاسخ به هاي اپیاهمیت و توانایی سلول
LPSها و نشانگرهاي شناخته شده ژنباشد. علاوه بر این،می

,IL-8, IL-6, CCL2, TNFبراي تکثیر سلولی مانند 
CXCL6, P53, BCL-2, CCL5, AP-1, Cyclin D3 و

Ki-67داري را در میزان بیان ژن بین گروه شاهد تفاوت معنی
و تیمار نشان دادند. آنالیز مسیرهاي بیولوژیکی، فعال شدن 

با سیستم ایمنی از قبیل مسیر تعدادي مسیر سیگنالی مرتبط 

، Toll-Like Receptor ،T Cell Receptorسیگنالی 
MAPKچنین مسیر ها، سرطان اندومتریوم و هم، شیموکین

دخیل بودند LPSسیگنالی مرگ و تکثیر سلولی که در چالش 
هاي ترین پاتوژنکولاي یکی از شایعرا نشان داد. اشیرشیا

ستگاه تناسلی پستانداران به معمول وابسته به عفونت در د
باشد. یک بخش مهم از مکانیسم ویژه گاوهاي شیري می

روي غشاي بیرونی اشیرشیا LPSدلیل حضور پاتوژنی به
. )30(باشد هاي گرم منفی میکولاي و دیگر باکتري

باشند و از ها میتلیال اولین سد دفاعی در بافتهاي اپیسلول
ساکارید پلیلحاظ سیستم ایمنی نیز حائز اهمیت هستند. لیپو

شود.ها میسبب القاي مکانیسم التهابی در بافت
سري ، یکLPSها و در اندومتریوم، حضور پاتوژن

نهایت کند که درهایی را در برابر عفونت تحریک میواکنش

هاي دخیل در تکثیر و مرگ سلولیژنو تعدادنتایج بیان افتراقی- 1جدول 
Table 1. The results of differential expressed and number of genes involved in cell proliferation and apoptosis

هاتعداد کل ژنUp/Down regulateن هاي با بیان بالا به بیان پایینسبت ژنتعداد ژنپاسخ به عملکرد
75215/12035تکثیر سلولی
72719/12035مرگ سلولی
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مثلی تاثیر منفی بگذارد. این تواند روي فعالیت تولیدمی
ها شامل شناسایی الگوهاي مولکولی وابسته به پاتوژن، واکنش

، Toll-like receptorها از طریق فعال سازي ترشح سیتوکین
ها هاي ایمنی و اختلال در ترشح پروستاگلاندینجذب سلول

هاي نتایج پژوهش حاضر نشان داد که سلول. )31(باشد می
LPSتلیال اندومتریوم توانایی شناسایی پاتوژن را داشته و اپی

شود. در ها  میها و شیموکینباعث افزایش بیان سیتوکین
، مطالعات روي انسان نشان داده LPSارتباط با فعالیت التهابی 

از مسیرهاي مختلف روي افزایش تکثیر LPSاست که 
هاي گذارد. پژوهشهاي مختلف تاثیر میولی در بافتسل
موجب التهاب در بافت LPSاند که شماري نشان دادهبی
زمان، بدن یک شبکه تنظیمی پیچیده منفی شود و هممی

کند (فیدبک منفی) در جهت کاهش پاسخ التهابی را اعمال می
هاي پژوهش حاضر کاملا مطابقت که این نتایج با یافته)32(

دارد. تا به حال چندین مولکول سیگنالی درون سلولی 
ولی براي فهم دقیق تر این ،)33،34(اند شناسایی شده

مکانیسم و تغییرات بیان ژن و مسیرهاي بیولوژیکی نیاز به 
باشد. با توجه به دانش ما، تا به حال چنین مطالعات بیشتر می

تلیال اندومتریوم گاوي انجام یهاي اپاي روي سلولمطالعه
روي LPSنشده است. اما گزارشات زیادي در مورد اثر 

توان افزایش تکثیر سلولی در انسان منتشر شده است که می
هاي ، سلول)35(هاي ایمنی خون به مطالعات روي سلول

هاي ، سلول)37(یال هاي اندوتل، سلول)36(مخاطی بینی 
، )39(هاي عصبی سلول، لاین سلولی)38(1هپاتیک

، )42(هاي توموري، سلول)40،41(هاي فیبروبلاست سلول
، )43(تلیال معده هاي اپی، سلول)23(تلیال ناي هاي اپیسلول

، )45(تلیال روده بزرگ هاي اپی، سلول)44(لاین سلولی روده 
و افزایش )46،47،48(تلیال مجراي صفراوي هاي اپیسلول

اشاره داشت. )49(تلیال قرنیه هاي اپیتکثیر سلولی در سلول
بر افزایش LPSگزارشات مختلف مبنی بر اثر علی رغم وجود

و تحریک تکثیر سلولی، گزارشاتی نیز اشاره به ممانعت از 
مانی توان به کاهش زندهتکثیر سلولی داشتند که می

هاي فیبروبلاست لثه تلیال انسانی و سلولهاي اپیسلول
لولی در ، ممانعت از رشد و افزایش مرگ س)50(دندان 

اشاره داشت. علاوه بر این برخی از )51(هاي مزوتلیال سلول
را نشان دادند بر تکثیر سلولی LPSاثر بودنگزارشات بی

هاي مختلف نشان داد که بین گونهLPS. مقایسه تاثیر )52(
در LPSکنندگی بیشتر گزارشات در جوندگان نقش ممانعت

. در گونه گاو، )25،53،54،55،56(ولی را بیان کردند تکثیر سل
اي تلیال پستان مطالعههاي اپیروي سلول2001در سال 

بر تکثیر سلولی LPSکنندگی صورت گرفت که نقش ممانعت
تلیال هاي اپیدر حالی که مطالعه دیگر روي سلول)57(

نشان داد LPSها را بعد از تیمار با پستان افزایش تعداد سلول
هاي بیشتر در این زمینه می توان نتیجه گرفت با بررسی)58(

وجود LPSها در مواجهه با که پاسخ یا روند ثابتی از سلول
بر تکثیر LPSاثر بودن ندارد و افزایش یا کاهش و یا حتی بی

یا 2(در آزمایشگاهسلولی بستگی به گونه، بافت، مدل مطالعه
دارد. LPS) و هم چنین زمان تیمار و مقدار دوز 3در محیط

ساعت بعد از تیمار با 72نتایج مطالعه حاضر نشان داد که در 
LPSدار داشته استتلیال افزایش معنیتکثیر سلول هاي اپی

)01/0P<( هم چنین افزایش دوز .LPS در مطالعه حاضر روند
که در ابتدا روند افزایشی و در ادامه روند سینوسی را نشان داد 

دلیل مرگ کاهشی را نشان داد که این کاهش احتمالا به
سلولی صورت گرفته است.
ها، فاکتورهاي رشد، ها، شیموکینتوزیع بیان سیتوکین

شان، گنادوتروپین و هايهاي استروئیدي و گیرندههورمون
هاي شوك حرارتی در چنین پروتئینهاي مرتبط و همگیرنده

احتمالا محرك فاکتورهاي چندگانه در LPSپاسخ به 
باشند که در فرآیند تلیال اندومتریوم گاوي میهاي اپیسلول

مرگ سلولی یا تکثیر سلولی نقش دارند. تا به حال مکانیسم 
طور واضحی شناسایی نشده دقیق فرآیند تکثیر سلولی به

ها، مسیرهاي اولین بار ژنهاي این پژوهش براي است. یافته
تلیال هاي اپیبیولوژیکی دخیل در تکثیر سلولی در سلول

دهد که می تواند در فهم هر چه اندومتریوم گاوي را نشان می
بیشتر ما در مکانیسم هاي بیولوژیکی پیچیده مرتبط به 

هاي رحمی در گاو که از مشکلات  هاي ناشی از عفونتالتهاب
او شیري است کمک نماید.مبتلا به در صنعت گ

1- Hepatic stellate cells                                                          2- In vitro 3- In vivo
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هاآناي عملکردبر مبنهابندي نتایج آنالیز بیان افتراقی ژنطبقه- 2جدول 
Table 2. Classification of differential expressed genes based on their functions

Foldنام کامل ژننام ژن
change

هاها یا شیموکینسیتوکین
CXCL3Chemokine (C-X-C motif) ligand 3- 2/3
CXCL8Chemokine (C-X-C motif) ligand 8- 3/3
CXCL6Chemokine (C-X-C motif) ligand 6- 3/6
CXCL16Chemokine (C-X-C motif) ligand 16- 8/0

CCL5RANTES- 1/3
CCL17chemokine (C-C motif) ligand 17- 0/1
CCL2Chemokine (C-C motif) ligand 2- 9/0
CCL20Chemokine (C-C motif) ligand 20- 2/1

ژن هاي مرتبط با اینترفرون
IFNAR1interferon (alpha, beta and omega) receptor 1- 5/0

IRF1interferon regulatory factor 1 (IRF1),- 3/0
IFNGR2Interferon gamma receptor 2;- 2/0

IFI30interferon, gamma-inducible protein 30- 2/0
IFNGR1interferon gamma receptor 1 (IFNGR1),- 2/0

IF16interferon, alpha-inducible protein 6- 9/1
IFI44Linterferon-induced protein 44-like- 8/1
IFIT3interferon-induced protein with tetratricopeptide

repeats3- 3/1
IFITM2interferon induced transmembrane protein 2- 8/0
ISG20interferon stimulated exonuclease gene- 6/0
ISG15ISG15 ubiquitin-like modifier- 9/1
1FI27putative ISG12(a) protein- 6/1
Zbp-1Z-DNA binding protein 1- 6/1

هااینترلوکین
IL1R1interleukin 1 receptor, type I8/0

IL12RB2interleukin 12 receptor, beta 20/1
IL8Interleukin 8- 3/3

IL1AInterleukin 1, alpha- 7/2
IL1Binterleukin 1, beta- 4/2
IL6interleukin 6 (interferon, beta 2)- 5/1

IL22RA1Interleukin 22 receptor, alpha 1- 2/1
IL1RNinterleukin 1 receptor antagonist- 0/1
IRAK2interleukin-1 receptor-associated kinase 2- 8/0

IL13RA1interleukin 13 receptor, alpha 1- 6/0
IL23Ainterleukin 23, alpha subunit p19- 5/0
IL6STinterleukin 6 signal transducer- 3/0

TNFژن هاي مرتبط با
TNFTumor necrosis factor- 8/2

CD40CD40 molecule, TNF receptor superfamily
member 5- 6/2

TNFAIP3tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3- 1/2
TNFRSF9tumor necrosis factor receptor superfamily,

member 9- 0/2

TNFSF10Tumor necrosis factor ligand superfamily member
10- 9/1

TNFRSF11Btumor necrosis factor receptor superfamily,
member 11b- 6/1

TNFSF13BTumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 13- 2/1

LITAFlipopolysaccharide-induced TNF factor- 6/0
TNFRSF13tumor necrosis factor (ligand) superfamily,

member 13- 4/0
FASFas (TNF receptor superfamily, member 6) (FAS)- 3/0

TNFRSF18tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 18- 6/0

TRAF2TNF receptor-associated factor 2- 3/0
هاپروستاگلاندین

PTGS1prostaglandin-endoperoxide synthase 13/0
PTGR1prostaglandin redctase 15/0

PTGER2prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2)- 8/0
تکثیر سلولی

P53Tumor protein p53- 2/0
CXCL6Chemokine (C-X-C motif) ligand 6- 3/6

TNFTumor necrosis factor- 8/2
CCL2Chemokine (C-C motif) ligand 2- 9/0
IL-6Interleukin 6- 5/1
IL-8interleukin 8- 3/3

CCND3Cyclin D3- 4/0
FOSFBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog2/0

CCL5RANTES- 1/3
BCL-2BCL2-related protein A1 (BCL2A1)- 2/4
Ki-67marker of proliferation Ki-673/0

می باشندDown-regulated DEGو اعداد مثبت Up-regulated DEGنمایانگر Fold Changeاعداد منفی در قسمت 
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Abstract
Lipopolysaccharide is a component of outer membrane of gram-negative bacteria involved in

the pathogenic process leading to mastitis and metritis in dairy cattle. Additionally, LPS could
be caused endometrium inflammation and implantation failure in many animal species. Based
on economic importance of these diseases in dairy cattle industry, analysis of differential gene
expression (DGE) and also detection of related pathways in LPS challenge using transcriptome
analysis is essential in understanding the mechanism of process. In the present study, after
separation of endometrial epithelial cells, and expose them with different doses of LPS (0, 2 and
8 mg/ml), total RNA was extracted and was used for transcriptome libraries preparation. In
general, 12 samples (four samples per cow) were sequenced by high throughput technology
from three Swedish Red breed cows. The DGE and also biological pathways were identified.
The results of present study showed that 2035 genes differentially were expressed between
control and treated groups which 752 genes involved in cell proliferation and apoptosis
pathway. Additionally, the results of counted epithelial cells have shown that LPS could be
significantly increased cell proliferation. Biological pathway analysis showed that some
signaling pathways related to immune system such as Toll-like receptor, T cell receptor, MAPK
signaling pathway, chemokine signaling pathways, endometrial cancer pathway and also
apoptosis and cell proliferation signaling pathways involved in this challenge. According to our
knowledge, this study is the first research that has been done in bovine endometrial epithelial
cells which can increase our understanding related to the mechanisms of inflammations caused
by uterine infections in dairy cattle.

Keywords: Biological Pathways, Endometrial, Epithelial Cells, Cell Proliferation,
Lipopolysaccharide, Transcriptome Analysis
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