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 مبسوط چکیده
افزارهای و نرم هاالگوریتماستفاده از  های عملکردی،، جهت شناسایی ژن(NGS)با توجه به کاربرد روزافزون تعیین توالی نسل جدید  :مقدمه و هدف

 RNA-Seqهای ههای آنالیز دادمرحله اکثر برنامه ترینمهمبا ژنوم مرجع اولین و  هاخوانش یابیمکان .تخصصی برای انجام آنالیزهای آماری ضروری است
 ترازیهمافزارهای مختلف نرمبرخی ه هدف از این تحقیق، مقایسی صحت آنالیزهای پایین دستی بستگی به این مرحله دارد. لذا مؤثر صورتبهاست که 

 روی ژنوم مرجع بود. RNAهای حاصل از تعیین توالی کل داده
. تعیین کیفیت شدهای مؤثر در باروری استفاده شناسایی ژن منظوربهرأس گاو شیری هلشتاین  54مربوط به  RNA-Seqهای از داده :هامواد و روش

های ویرایش شده با آخرین نسخه انجام شد. داده Trimmomatic افزارنرماز  های کم کیفیت با استفادهو ویرایش توالی FastQC افزارنرمتوسط  هاخوانش
 هایخوانششده، درصد  یابیمکان هایوانشخکل د. درصد دنش یابیمکان Hisat2و  Bowtie2، Tophat2افزارهای ژنوم مرجع گاو با استفاده از نرم

 .ندشدحل محاسبه شده روی بیش از یک م یابیمکان هایخوانششده روی یک محل در ژنوم مرجع و همچنین درصد  یابیمکان
نرم  ،موجود هایخوانشاز کل  .بوده است Tophat2 افزارنرمصورت گرفته روی ژنوم مرجع گاو با استفاده از  ترازیهمنتایج نشان داد که بیشترین  ها:یافته

ت صی بیشتری داشیعملکرد تخص Hisat2 افزارنرمنمودند.  یابیمکاندرصد را روی ژنوم مرجع  526/92و  197/94به ترتیب  Hisat2و  Tophat2افزارهای 
د از کل درص 812/87به میزان  Tophat2 افزارنرماین پارامتر در خصوص  کهدرصورتیکرد  یابیمکانها را به یک جایگاه اختصاصی درصد از داده 202/89و 

مکانبا بیش از یک جایگاه ژنوم مرجع  Tophat2درصد توسط  385/6و  Hisat2درصد توسط  324/3های به کار گرفته شده تنها از کل توالی .ها بودتوالی
 داشت. عملکرد پایینی دیگر افزارنرمدر مقایسه با دو  Bowtie2 افزارنرم. شدند یابی

 یابیمکانبرای  افزارنرمبهترین  Hisat2 افزارنرماگر چه جع نشان داد که روی ژنوم مر RNA-Seqهای داده ترازیهمافزارهای مقایسه نرم گیری:نتیجه
 ارتباط بادر  Bowtie2 افزارنرم در ضمن .شودده استفا RNA-seqدر آنالیز داده های جای آن ه تواند بمیهم  Tophat2نرم افزار  لیو بود بود هاخوانش

 ندارد.چندانی کارآیی  RNA-Seqهای داده
 

 یابیمکان، بیان ژن، تعیین توالی، ژنوم مرجع و اومیکس کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
مانند ژنومیکس،  1کسیاوم هاییخلق فناور

یز ترانسکریپتومیکس، پروتئومیکس و متابولومیکس، آنال
ها و ها، پروتئینها، رونوشتزمان تعداد زیادی از ژنهم

 است؛ ها تسهیل کردهآزمایشگاه از را در بسیاری هاتمتابولی
ها و ها در مورد ساختار سلولحجم زیادی از داده همچنین
 و شرایط محیطی مختلف سلولیها در سطوح مختلف رفتار آن

عنوان )به مولکولی زیستیهای بازسازی شبکه وتولید شده 
 ،اینتراکتوم هایتنظیم رونویسی، شبکه هایشبکه :مثال

پروتئین( -متقابل پروتئین هایمتابولیک، شبکه هایشبکه
. ه استتر را فراهم ساختزیستی عمیق لیبرای انجام تحل

منظور بهآنالیزی های پلتفرم، اومیکس همراه با تولید اطلاعات
ت توسعه پیدا کرد که بصور مولکولی زیستیشبکه  ترسیم

ع . انواکردندداده خام را پردازش  ،ریاضی و محاسباتی
شناختی دار زیستمختلف در یک روش معنی هایداده

ر یک سیستم برای و درنهایت د شدهسازی و مرتب یکپارچه
رار م قبررسی درستی توصیف توابع و رفتار سلولی در کنار ه

برای  نیاز به یک رویکرد جامعبنابراین ؛ (11) داده شدند
های یکردتولید شده با روهای رمزگشایی مقدار زیادی از داده

 .زیستی مدرن وجود دارد
بزرگ  هایزیستی متنوعی در پایگاههای در حال حاضر داده

، RNA-Seqدر دسترس است که شامل پروفایل بیان ژن )
Microarray ،EST  وSAGE ) ها ژن یعملکردو اطلاعات

، موسسه 2ست. مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژیاها و پروتئین
چند پایگاه  4ژاپن DNAپایگاه داده و  3بیوانفورماتیک اروپا

 زیستیدهند که در تحقیقات داده را تشکیل میاصلی تعاملی 
در این ، اندگرفتهای مورد استفاده قرار طور گستردهبه

، هان توالی نوکلئوتیداطلاعاتی در مورد تعییهای داده، پایگاه
شده ها، ژنوم، ساختار مولکولی و بیان ژن ارائه ، ژنهاپروتئین

توالی نوکلئوتید، پایگاه اولیه و اصلی  پایگاه داده. همانند است
اطلاعاتی در خصوص توالی پروتئین و  Uniportمانند 
 کنند و همچنین بانک اطلاعاتم مینویسی فراهحاشیه

های پروتئینی متمرکز شده است. اخیراً روی ساختار 5پروتئین
 از جمله 6شوندهغیر کد های RNAآشکار شده است که 

در کنترل سیستم سلولی بسیار اهمیت دارند ها RNAمیکرو 
و  RNAdbمرتبط مانند  هایسازی پایگاهکه موجب پیاده

miRBase المعارف ژن و ژنوماه داده دائرهپایگ .شده است 
های پایگاه BioCycو  KEGG( ،Reactome( 7کیوتو

 هایواکنشمسیرهای تعاملاتی پیشرو هستند که دارای 
یک  KEGGباشند. متابولیک و مسیرهای انتقال سیگنال می

ها و محور است که اطلاعاتی در خصوص ژن منبع دانش
ها و مسیرها ارائه ها، اجزای بیوشیمیایی، واکنشپروتئین

آزمایشگاه کولد  توسط همکاری Reactome پایگاه دهد.می
و کنسرسیوم موسسه بیوانفورماتیک اروپا ، 8اسپرینگ هاربر

. این پایگاه از مشخصات می شودمدیریت  9ژن شناسیهستی
کند و شامل ها استفاده می( اجزا و واکنششناسیهستیدقیق )

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشهای تولیدات دامی

 

 
 
 
 

1- Omics       2- 1 National Center for Biotechnology Information (NCBI)    3-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) 
4- DNA Database of Japan (DDBJ)                             5- Protein Data Bank (PDB)                         6- Non-Coding RNAs (ncRNAs) 

7- Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)      8- Cold Spring Harbor Laboratory    9- Gene Ontology Consortium 
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یومتری، محلی سازی، مراجع پایگاه کجزئیات مربوط به استو

 هایهمچون پدیده یفرایندهایبوده و ره داده خارجی و غی
دهد. ها را نیز پوشش میمتشکله پیچیده یا جابجایی مولکول

است که  BioCycپایگاه مسیر دیگر با یک دامنه مشابه 
و  (EcoCyc)مسیرهای مرتبط با اشرشیاکولی را پوشش داده 

و  (MetaCyc)ها مسیرهای متابولیکی دیگر میکروارگانیسم
کند. شبکه خوبی پیشگویی میرا به (HumanCyc)انسان 

( یک پایگاه داده STRINGمرتبط با پروتئین عملکردی )
مهم پروتئینی است که وارد بسیاری از انواع مختلف واکنش 

ها در انسان و سایر موجودات مدل گردیده است. بین پروتئین
فرایندهای تنظیم ژن و شبکه تنظیم کننده ژن همانند 

نگر تحت صورت جزئیه متابولیک و سیگنالینگ ب فرایندهای
وجود دارند  ها پایگاهاز اند؛ بنابراین برخی پوشش قرار نگرفته

را که اطلاعات مرتبط با مکان متصل به عوامل رونویسی 
 ،RegulonDBتوان به میعنوان نمونه ه باند که ذخیره کرده

TRED  وTransfac  و اشاره کرد. فقدان مدل داده یکسان
مسیرها، ادغام داده را بسیار  روش دسترسی داده و پایگاه

سازد. در کنار اطلاعات توپولوژیک در خصوص مشکل می
شیمیایی مانند قوانین شیمیایی و  هایشبکه واکنش، داده

ای در خلق مدل ریاضی ثابت شیمیایی نیز مورد علاقه ویژه
در  SABIO-RKو  BRENDA داده دو پایگاه که هستند

 .خصوص فعالیت دارند این
عملکردی بر اساس اطلاعات حاصل از جنبه  کسیژنوم

یابی الیاستاتیک ژنوم )توالی نوکلئوتید( که توسط پروژه تو
آن شود؛ اما بر جنبه دینامیک گردد ساخته میژنوم تولید می

گردد. با کاربرد ها و ترجمه متمرکز میمانند رونویسی ژن
یزآرایه اس راس ر برونداد مانند آنالیز ترانسکریپتوم برفناوری پُ

ژنومی  کاملها در یک مدل ، وظایف ژنcDNAالیگو و یا 
د که بین خلأ موجود در توالی و عملکر می شودمطالعه 

 mRNAوح سطاینکه  علیرغمکند. برقرار می ارتباط یستیز
لی وهمیشه منعکس کننده سطح پروتئین مرتبط با ژن نیست 

عنوان یک پروکسی برای به mRNA رسد سطحنظر می به
تواند با . پروفایل بیان ژن می(27) تنوع فنوتیپی عمل کند

 آنالیز ترکیب شده و باعث افزایش اثربخشی QTLکشی نقشه
 .گردد

یر زیادی تولید مقاد اومیکس باعث دیجد یاخیراً، توسعه فناور
شناسی مختلف زیست هایجنبهدر خصوص  اطلاعاتاز 

ه چالش اصلی این دور که شده استسلولی در سطح جهانی 
لول سها در زمینه عملکرد این داده زیستیجدید تعیین اهمیت 

امل برای درک بهتر این تغییرات و عو .(22)است و بافت 
گیری ها، بسیاری از مطالعات بر روی اندازهکنترل کننده آن

های اخیر مقادیر اند و در سالها متمرکز شدهبیان ژنمیزان 
ها تولید شده است. یکی از دادهاین نوع قابل توجهی از 

 یابیکند، توالیهای کلیدی که این امکان را فراهم میفناوری
 2006است. از زمان توسعه اولیه خود در سال  RNA کل

(22 ,5) ،RNA-seq  های بیان ژن را ریزآرایهمرز به سرعت
 ست واجابجا کرده  وسیعیبرای پروفایل رونویسی در مقیاس 

 ت.ها اساهاکنون فناوری برتر و دلخواه در بسیاری از آزمایشگ
( 11شامل پنج مرحله ) RNA-seqگردش کار معمول 

به ژنوم  هاخوانش ترازیهم( 27پردازش داده خام، )پیش
( 32( کمی سازی بیان و )5) ( بازسازی رونوشت،22، )مرجع

سه مرحله اول در  که استها تجزیه و تحلیل بیان افتراقی ژن
به عنوان گام گیرد. تمامی آنالیزها بصورت مشترک صورت می

ممکن است قبل از تجزیه و  RNA-seq هایاولیه، داده
یابی ها تحت کنترل کیفیت قرار گیرند. مشابه توالیتحلیل داده

توان برای ترسیم را می هاخوانش ترازیهمزوم، کل ژنوم یا اگ
در مرحله بعد،  .به ژنوم مرجع یا رونوشت انجام داد هاخوانش

 انیب هایرونوشتبازسازی ترانسکریپتوم برای شناسایی تمام 
 هاخوانش یابیمکان اطلاعاتشده در یک نمونه بر اساس 

شود. اگر توالی مرجع موجود وجود نداشته باشد، این انجام می
 de novoتواند مستقیماً با استفاده از رویکرد مونتاژ روش می

شناسایی شدند،  هارونوشتانجام شود. هنگامی که همه 
 یابیمکان اطلاعاتتوان با استفاده از ها را میفراوانی آن

و تحلیل بیان افتراقی  ، تجزیهتینها تخمین زد. در هاخوانش
برنامه  .(32)شود موجود انجام میهای با استفاده از برنامه

 RNA-seqبیوانفورماتیک متعددی برای تجزیه و تحلیل داده 
توسعه یافته است. حتی ابزارهایی که برای یک هدف توسعه 

 هاالگوریتماند بر اساس رویکردهای متمایز با استفاده از یافته
مختلف هستند. تنوع روش این امکان را فراهم  هایو مدل

ای که با انتخاب برنامه اطلاعاتکند تا تجزیه و تحلیل می
مورد استفاده قرار  داردبهترین تناسب را برای هر هدف خاص 

 های خام دو راهبردو داده هاخوانش ترازیهمجهت  .گیرد
عنوان یک ژنوم یا رونوشت به از  توانمیوجود دارد که در آن 
. رویکرد کرداستفاده  هاخوانش ترازیهممرجع برای مرحله 

( تراز 11مرجع شامل دو مرحله متوالی )ژنوم شده با  هدایت
همپوشان  هایخوانش( مونتاژ 27مرجع و )ژنوم خام با  خوانش

. این رویکرد زمانی سودمند است هابرای بازسازی رونوشت
مرجع شناخته شده ژنوم نویسی است که اطلاعات حاشیه

 رویکرد مستقل از مرجع از یک الگوریتم مونتاژدر باشد، 
de novo های توافقی از برای ایجاد مستقیم رونوشت

زمانی  و شودمیمرجع استفاده ژنوم کوتاه بدون  هایخوانش
 یامفید است که هیچ ژنوم مرجع یا رونوشت شناخته شده

 وجود نداشته باشد.
به ژنوم  هاخوانش ترازیهم ذکر شد که در بالا گونههمان

هست  RNA-Seqهای حل آنالیز دادهمرا ترینمهممرجع، از 
به  صحت آنالیزهای پایین دستی بستگی مؤثریصورت ه که ب

ستفاده از . با توجه به گسترش روزافزون ا(4)این مرحله دارد 
های مختلفی توسعه الگوریتم RNA-Seqهای پُربرونداد داده

 یابیانمکمختلفی برای  هایبستهو  افزارنرمیافته و 
ها اند که بسته به هدف و نوع دادهمعرفی شده هاخوانش

، Cufflinks (29)نوان مثال به عه توان استفاده کرد که بمی
Bowtie (20) ،Tophat (9) ،StringTie (26) ،RNA Star 

هدف از این تحقیق  نام برد؛ که HISAT2 (17)و  (13)
های در آنالیز داده ترازیهمافزارهای مقایسه برخی نرم

RNA-Seq باشد.دستی میجهت انجام آنالیزهای پایین 
 

 هامواد و روش
با  هلشتاین رأس گاو 54 اطلاعات برای ایجاد داده فنوتیپی از

 

 مصطفی صادقی و سیدرضا میرایی آشتیانی قبایی،قربان الیاسی زرین
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به بالا که بر اساس عملکرد باروری به دو گروه  2شکم زایش 

روز، روزهای  350زایی کمتر از )فاصله گوساله زیادبا باروری 
روز و تعداد تلقیح منجر به آبستنی کمتر از  70باز کمتر از 

روز،  450زایی بیشتر از )فاصله گوساله کم( و باروری 3/1
روز و تعداد تلقیح منجر به آبستنی  150روزهای باز بیشتر از 

ها از تمام این نمونه. استفاده شدشده بودند ( تقسیم3بیشتر از 
در گاوداری هلدینگ شیرین سانی  هایی که مدیریت یکدام

. پس از شدندها صورت گرفته است انتخاب در آنعسل 
کشتار مجاری تولیدمثلی )بافت اندومتریوم، جسم زرد و 

دقیقه از کشتار  15ها( بر روی یخ منتقل و بعد از تخمدان
گراد درجه سانتی -80در فریزر و دمای و  شدندقطعه قطعه 

هر گرم از میلی 30. حدود ندبرای فرایندهای بعدی ذخیره شد
کیت استوانه کوچک  RLTآسیاب شده و فوراً با بافر  بافت

RNeasy (Qiagen, Sao Paulo, SP, Brazil)  مطابق
بر  RNA. استخراج شددستورالعمل شرکت سازنده مخلوط 

غلظت شد. انجام اساس روش ستونی، مطابق با دستورالعمل 
RNA  تام در محصول با استفاده از روش اسپکتروفتومتری

کل استخراج شده بر پایه عدد  RNA 1تعیین شد. یکپارچگی
 قرار گرفته بودند 7/8الی  3/8در محدوده  RNAیکپارچگی 

و همچنین کاهش  . برای از بین بردن اثر شکم زایش(24)
رأس گاو با  3حاصل از  RNA، های تعیین توالیهزینه
 ترکیببا همدیگر و باروری مشابه های زایش مختلف شکم

 یابیتوالینمونه جهت ارسال برای  18شده و در مجموع 
RNA  3با باروری کم و زیاد تهیه شد؛ که برای هر گروه 

 RNA. شدندبافت مختلف تعیین توالی  3تکرار از هر 
 BGI2شرکت به  RNAاستخراج شده جهت تعیین توالی کل 

 Illuminaبا استفاده از  RNAتعیین توالی . شدارسال  چین

2500Hiseq  که طول  شدتولید  3دوطرفه به روش خوانش
به  Fastqخام در فرمت های جفت باز بود. داده 75هر خوانش 

میلیون جفت باز  685گیگابایت و در حدود  29 تقریبی حجم
و تجزیه و تحلیل  سازیو تمامی مراحل آماده شددریافت 

. (6) گرفتانجام  01/422ها در پلتفرم گالاکسی نسخه آن
نسخه  FastQC افزارنرم از استفاده ها باداده کیفیت سنجش

هایی که دارای برای نمونه .(1)گالاکسی صورت گرفت  73/0
 FastQC افزارنرم گانهدهبر اساس معیارهای  کیفیت پایین

گالاکسی  0/38/0نسخه  Trimmomatic افزارنرمبودند از 
هایی با کیفیت پایین و همچنین حذف جهت حذف توالی

 هاخوانشین توالی به ابتدای یآداپتورهایی که در هنگام تع
  هایخوانش یابیمکانبرای  .(7) شداستفاده  ندبود شدهاضافه 

 

 Hisat2 هایافزاراز نرم (23)با ژنوم مرجع گاو  پتومیترانسکر
 1/1/2نسخه  Tophat2 ،(17)گالاکسی  1/2/2 نسخه

 (20)گالاکسی  2/4/2نسخه  Bowtie2و  (18)گالاکسی 
ژنوم مرجع گاو نسخه . شداستفاده 

Bos_taurus_UMD_3.1.1 (bostau8)  نتیجه نمونه
شده خون گاوهای نر و ماده نژاد هرفورد است که با  ترکیب

 25در تاریخ  5نجراس یبا استفاده از فناّور X9عمق خوانش 
جفت  2,640,123,310معرفی شده است دارای  2014نوامبر 

و شامل  شدهکروموزوم تعیین نقشه  30باز است که بر روی 
و  6ژن کدکننده 21,089ژن است که از این تعداد  30,811
نتایج حاصل از  .(23)د نباشمی 7ژن غیر کد کننده 5,520

شده، درصد  ترازهمدرصد کل توالی  صورتبه ترازیهم
به یک جایگاه و درصد  مختصشده  ترازهمهای توالی
شده به بیش از یک جایگاه برای هر  ترازهمهای توالی

 .شده استگزارش  افزارنرم
 

 نتایج و بحث
 جداگانه طوربه دوطرفهبا خوانش  ییهاداده کیفیت سنجش  
 به ازاینوکلئوتیدی کیفیت توالی  آزمون مختلف شامل: 10 با

 امتیاز ،9هر کاشی ازای به نوکلئوتیدی ، کیفیت توالی8هر باز
 توالی ، محتوای01نوکلئوتیدی توالی ازای به کیفیت

 توالی ازای به GC، محتوای 11باز هر ازای به نوکلئوتیدی
 ،31باز هر ازای به )N(نشده  خوانده باز محتوای ،21نوکلئوتیدی

 تکراری توالیسطوح  ،41نوکلئوتیدی هاتوالی طول توزیع
 ، محتوای61ازحدبیشموجود  هاییتوالی ،51نوکلئوتیدی

 و جداگانه طوربه هر آزمون است که نتایج 71آداپتوری
سطح  یا رد قبول، وضعیت. گرددارائه می گرافیکی صورتبه

ها داده کیفیت سنجش ملاک گانه 10 هایآزمون برای هشدار
باشد ولی پارامتر کیفیت توالی به ازای هر باز از اهمیت می

تعیین عنوان مثال نتیجه بیشتری برخوردار هست؛ که به
آورده شده  1یکی از تکرارهای باروری زیاد در شکل کیفیت 

با توجه به کیفیت بالای داده حاصل از تعیین توالی به  است.
مانده آداپتورهای الصاقی و با توجه به اینکه باقی NGS81روش 

تعیین توالی نیز در داده خام وجود نداشت نتایج مرحله بعد از 
نشان داد که تنها  Trimmomatic (7) افزارنرمویرایش با 

درصد داده خام  13/99ها حذف و در حدود درصد داده 87/0
با ژنوم مرجع استفاده گردیده است این در  ترازیهمبرای 

مراتب تواند بهداده با کیفیت پایین میحالی است که حذف 
 .(3)بیشتر از این مقدار باشد 

1- RNA Integrity Number (RIN)                   2- Beijing Genomics Institute              3- Paired-End       4- https://usegalaxy.org/22.01 
5- Sanger              6- Protein Coding              7- None Coding            8- Per base sequence quality    9- Per tile sequence quality                          

10- Per sequence quality scores         11- Per base sequence content       12- Per sequence GC content         13- Per base N content                

14- Sequence Length Distribution   15- Sequence Duplication Levels      16- Overrepresented sequences       17- Adapter Content      

18- Next Generation Sequencing (NGS) 
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 باز هر ازای به توالی نتیجه آزمون کیفیت -1شکل 

Figure 1. Per base sequence quality score results 
 

 طوربهبا ژنوم مرجع نشان داد که  ترازیهمنتایج حاصل از 
توسط درصد از توالی ترانسکریپتومی  470/85میانگین 

که شدند  یابیمکانبر روی ژنوم مرجع افزارهای مختلف نرم
درصد مربوط به اتصال و تعیین جایگاه به یک محل  961/76

 1درصد به بیش از  509/8اختصاصی بر ژنوم مرجع هست و 
(. با توجه به 1است )جدول  شدهجایگاه در ژنوم مرجع متصل 

 افزارنرم که گرددیمنتایج درج شده در جدول مشاهده 
Tophat2  روی  ( بر197/94را ) هاخوانشدرصد بیشتری از

داری در نموده است که اختلاف معنی یابیمکانژنوم مرجع 
د در آنالیز توانمیکه  داشتدیگر  افزارنرمبا دو  001/0سطح 

. سهم (4)باشد مفید  miRNAنواحی غیر کد کننده مانند 
بر روی  هاخوانشکل  یابیمکاناز درصد  Hisat2 افزارنرم

در جایگاه از لحاظ عملکردی باشد که می 526/92ژنوم مرجع 
 Bowtie2 افزارنرممشخص است  آنچه. ولی گرفتدوم قرار 
کار ه بر روی ژنوم مرجع ب DNAهای داده ترازیهمکه برای 

 ندارد.  کاراآیی RNAهای رود در خصوص دادهمی
بیشترین میزان  می شودمشاهده  2که در شکل  گونههمان
به یک جایگاه ویژه بر روی ژنوم مرجع  مختص یابیمکان

 افزارنرمکل( با استفاده از  هایخوانشدرصد  202/89)
Hisat2 چند اختلاف آماری با  صورت گرفته است که هر
( هاخوانشدرصد از کل  812/87) Tophat2 افزارنرمعملکرد 

بر روی ژنوم مرجع  یابیمکانلیکن توانسته است عمل  ،ندارد
تواند بر نتایج حاصل دهد که می انجامص بیشتری یرا با تخص

نشان داد که  جینتا .دستی تأثیرگذار باشداز آنالیزهای پایین
به  Hisat2 افزارنرمدر  هاخوانشدرصد از کل  324/3تنها 

است  شدهبیش از یک جایگاه روی نقشه ژنوم مرجع متصل 
ذا ل بوده است،درصد  Tophat2 385/6که این عدد در مورد 

صی آن در یعملکرد تخصدر  Hisat2 افزارنرمممتاز ویژگی 
 RNA-Seq هایداه حاصل از یهاخوانش ترازیهمبا  ارتباط

 باشد.میبا ژنوم مرجع 
 
 

 افزارهای مختلف جایگاه در نرم به بیش از یک ترازیهمبه یک جایگاه اختصاصی و  ترازیهمکل،  ترازیهمدرصد  -1جدول 
Table 1. The percentage of total alignment, alignment to a specific position and alignment to more than one position  
              in different softwares 

Software 
 افزارنرم

Sample No 
 تعداد نمونه

Total Mapped 
(%) 

 درصد مکانیابی کل

One position Mapped 
(%) 

 جایگاه 1درصد مکانیابی به 

More than one position Mapped 
(%) 

 جایگاه 1درصد مکانیابی به بیش از 

Hisat2 18 b)1.338( 92.526 a)1.466( 89.202 a)0.752( 3.324 
Tophat2 18 a)1.305( 94.197 b)1.450( 87.812 b)0.484( 6.385 
Bowtie2 18 c)1.308( 69.688 c)1.045( 53.871 c)1.346( 15.817 

Total 54 85.470 (11.359) 76.961 (16.543) 8.509 (5.444) 
SEM 

 
0.179 0.182 0.127 

Sig 
 

0.000 0.000 0.000 
 

هایی که بر روی ژنوم مرجع در دیگری تعداد ژن در مطالعه
افزار مطالعه بیان افتراقی متفاوت حاصل شده بود در نرم

STAR افزار بیشتر از نرمHisat2 یابیمکانمیزان  .(8) بود 
درصد در  09/92الی  27/75 از به ژنوم مرجع هاخوانش

 25 یباًمتوسط تقر طوربهو  هبود یرمتغ بیماری تنفسی گاو
از طریق در هر نمونه  فردمنحصربه طوربه میلیون خوانش

STAR توالی با  یابیمکان کهدرحالی. (16) بودشده  ترازهم
 هاینمونهدر یک جایگاه اختصاصی در تمامی  ژنوم گاو

 35/81-13/93ی بافتی گاو از هانمونهدر  1پاراتوبرکلوزیس

در . (21)حاصل شده است  افزارنرمدرصد توسط همین 
که روی بافت شکمبه در مراحل از شیرگیری در گاو  تحقیقی

 یباً تقر میلیون خوانش، 43حدود مجموع صورت گرفته است از 
ژنوم در  STAR افزارنرمبا استفاده از  هاخوانشدرصد از  95

مقایسه انجام یافته در  .(8) شده بود  یابیمکانو مرجع گا
تحقیقات بالینی سرطان در   (28)و همکاران  Rapleeمطالعه 

های نادرست در مستعد خوانش Hisat2پستان نشان داد که 
تری ترازهای دقیق STARبوده و  2های ژنومی رتروژنمکان

 .بود ایجاد کرده  3های اولیه نئوپلازیرا برای نمونه

1- Paratuberculosis                                                               2- Retrogene                                                                     3- Neoplasia 
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ارد بلیدر تحقیق روی گاوهای دورگ حاصل از سیستانی و مونت

 افزارنرمه از به ژنوم مرجع با استفاد هاخوانش یابیمکان
Tophat2  بر روی  هاخوانشدرصد  5/70-6/80نشان داد که

 یابیمکان یهاخوانششدند که درصد  یابیمکانژنوم مرجع 
 9/72-1/78شده بر روی یک جایگاه در ژنوم مرجع حدود 

 یرز و ییاحشا یبافت چرببر روی  بررسی. در (2)درصد بود 
ه ا استفادبهر نمونه  با ژنوم مرجع برایشده  بییامکان یجلد
 یبرا شخوان 65،702،568در مجموع  Tophat افزارنرماز 

SAT  یبرا خوانش 76،832،410و VAT  هایدادهاز 
RNA-seq 60 یباًتقر هک به دست آمد یفیتپس از کنترل ک٪ 

. (14)است شده  یابیمکانمعتبر به ژنوم مرجع  هایقرائت از
ی تمساح با به ژنوم مرجع نوع هاخوانش یابیمکانپس از 

 26/61از که این عملکرد  شدمشخص  Tophat2استفاده از 
 بیشترین .(25)درصد متفاوت بوده است  83/86درصد تا 

 افزارنرم به ژنوم مرجع توسط هاخوانش ترازیهمدرصد 
TopHat2  است و نتایج  شدهدر مطالعه رویان گاو حاصل

 ر هر مرحلهد یژن مرجع گاو به ترازیهممیزان  کهنشان داد
چندگانه  هایموقعیتبه  یو نسبت تعداد توال 23/94تا  17/93

طالعه منتایج . (31)بوده است  درصد 89/4الی  99/2از  ژنوم
و  Tophat2افزارهای نیز نشان داد که پس از نرم (4)بهرامی 
Hisat2افزار ، نرمSTAR های ترازی دادهتواند جهت هممی

آیی کار Bowtie2ترانسکریپتوم مورد استفاده قرار گیرد و 
 کمتری در این خصوص دارد.

 %90بیش از  (15)غلامی طاحونه و مرادی شهربابک 
ر روی ژنوم مرجع گاوی ب Hisat2 افزارنرمتوسط را  هاخوانش

ی هانمونهبر روی  Hisat2با  یهم تراز. یابی نمودندمکان
بالینی انسان که دچار افسردگی اساسی بودند نشان داد که 

رجع در گروه بیماران با اختلال مبا ژنوم  یابیمکانمیزان 
گروه ، در 92,79 یانگینم با )MDD( 1افسردگی اساسی

 2بیماران با اختلال افسردگی اساسی منجر به خودکشی
MDD-S 46/92 97/93و در گروه سالم و کنترل  درصد 

شده با استفاده از همین  یابیمکاندرصد کل  .(30)بود درصد 
 RNA-Seqحاصل از  هایدادهدر  به ژنوم مرجع افزارنرم

 یابیمکانبود که میزان  Xiangxi 03/95تخمدان گاو بومی 
به  یابیمکاندرصد و میزان  65/92 یاختصاصبه یک جایگاه 

. (9) است شدهدرصد گزارش  34/2بیش از یک جایگاه 
 هایمرغدر کبد و طحال  یهارونوشت ایکتابخانه یابییتوال

خوانش  یلیونم 95/46مبتلا به سالمونلا نشان داد که از 
درصد(  82/92خوانش ) یلیونم 76/43کبد،  پتومیترانسکر

مراحل کیفیت خوانش را پشت سر گذاشتند و در مجموع 
درصد( به ژنوم مرجع مرغ  74/94میلیون خوانش ) 46/41

 خوانش یلیونم 41,74از . شده بودنداختصاصی  یابیمکان
درصد(  24/92) خوانش یلیونم 65/38، نیز طحال یهانمونه

در مجموع  و را پشت سر گذاشتند کیفیت مرحله کنترل
درصد( با ژنوم مرجع توسط  72/91میلیون خوانش ) 45/35
نتایج  (4)بهرامی  .(12)شدند  ترازهم Hisat2 افزارنرم

های شبیه سازی شده ژنوم انسان مشابهی را با استفاده از داده
دارای  Hisat2افزار حاصل نمود و گزارش کرد که نرم

از  و ها بودهترازی دادهحساسیت بیشتری در خصوص هم
 .کندافزارهای دیگر استفاده میحافظه کمتری نسبت به نرم

ترازی به دارای دقت و صحت بالاتری برای هم علاوه بر این
ترازی لذا پیشنهاد کرد که برای هم .باشدژنوم مرجع می

استفاده  Hisat2بر روی ژنوم مرجع از  RNA-Seqآنالیزهای 
 .شود

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Bowtie2و  Hisat2 ،Tophat2افزارهای به ژنوم مرجع توسط نرم ترازیهمهای نمودار انباشته داده -2شکل 
Figure 2. Cumulative chart of alignment data to the reference genome by Hisat2, Tophat2 and Bowtie2 softwares 

 
 کیفیت کنترل اولیههای بررسی از که پس با توجه به این

 در مرحله اولین ترازی هم یابی،توالی از خام خروجی روی
 بعدیهای تحلیل تمام و است RNA-seq  تحلیل و تجزیه
 معمولاً، .(10)است  متکی اولیه مرحله این به عمیقاً

1- Major Depressive Disorder (MDD)                                                                         2- Major Depressive Disorder Suicide (MDD-S) 
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 و شوندمی بردارینقشه یابی،توالی از آمدهدستبه هایقرائت

 وجود دلیل به ویژهبه که شوندمی تراز مرجع ژنوم یک با
 خطا مستعد اگزون،-اگزون اتصالات در خروجی هایقرائت
 هایپلتفرم ترینمتداول. است RNA-Seq هایداده برای
 ،Tophat2مرجع ) ژنوم به نگاشت برای موجود افزارینرم

Hisat2  وSTAR) این. کنندمی شناسایی را اتصالات 
 در و حافظه از استفاده و محاسباتی سرعت در هاپلتفرم

 و پایه ترازیهم دقت به رسیدگی برای شان هایالگوریتم
 Tophat2استفاده از  حاضر حال هستند. در متفاوت اتصال
 نسبی کارآمدی محاسباتی دلیل به و است شده کمتر

 TopHat2اینکه  علیرغماست  شده جایگزین  Hisat2توسط

 Bowtie2 خوانش کوتاهیابی مکان برنامه اساس بر Hisat2 و

 .(19) اندشده ساخته 
 کلی گیرینتیجه
نشان می دهد که  وضوحبه حاصل از این تحقیق نتایج      

 و تجزیه نتایج در بزرگی نقشصحیح با ژنوم مرجع  ترازیهم
 هایژن بیان شناسایی برای ویژهبه ،یبیوانفورماتیک تحلیل
 ایمقایسه هایآزمون سایر با همراه این نتایج،. دارد افتراقی

 برنامه یک که دهدمی نشان ،(28)مختلف  هایبرنامه
 مجموعه برای عمومی طوربه تواننمی را مشخص ترازیهم
 هایپیشرفت که حالی در. کرد اعمال  RNA-seq هایداده
 نوکلئوتید هایخوانش طول یابی،توالی فناوری در توجه قابل

 ممکن است، داده افزایش نوکلئوتید 300 از بیش به را خروجی
 افزایش به توجه با .پیدا کند افزایش ترازیهم دقت است

 های عملکردی،تشخیص ژن برای RNA-seq از استفاده
 ابزارهای در  تریقوی اساس و پایه باید زیستی محققان

 هایداده تحلیل و تجزیه مسیرهای و بیوانفورماتیک
RNA-seq منظور  با اطمینان بیشتر نتایج تولید به منظور

 تحلیل و تجزیه برای نیاز مورد زمان و هزینهنمایند.  اگر چه 
 کاهش زیادی حد تا جدید نسل یابیتوالی توسعه با رونوشت

 تأثیر اهمیت براز این تحقیق  حاصل نتایج ، امااست یافته
این  هدف که ها توالی ترازیهم برای بیوانفورماتیک ابزارهای

که جهت  می شودپیشنهاد فلذا  .کندمی تأکید بود، مطالعه
های ترانسکریپتوم انجام آنالیزهای پایین دستی صحیح، داده

 .شوندبا ژنوم مرجع همتراز  Hisat2افزار توسط نرم
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Due to the increasing use of next generation sequencing (NGS), it is 
necessary to use specialized algorithms and software to perform statistical analysis in order to identify 
functional genes. Alignment of reads with the reference genome is the first and most important step in 
most RNA-Seq data analysis programs, and the accuracy of downstream analyzes effectively depends on 
this step. Therefore, the aim of this research was to compare some different software for aligning the data 
obtained from total RNA sequencing on the reference genome. 
Material and Methods: RNA-Seq data related to 54 Holstein dairy cows raised in industrial conditions 
were used to identify genes effective in fertility. The quality of the reads was determined by FastQC 
software and editing of low quality sequences was done using Trimmomatic software. The edited data 
were aligned with bovine reference genome using Bowtie2, Tophat2 and Hisat2 softwares. The total 
percentage of mapped reads, the percentage of mapped reads on one location in the reference genome, 
and the percentage of mapped reads on more than one location were calculated. 
Results: The results showed that the most alignment was done on the cow reference genome using 
Tophat2 software. which mapped 94.197% of the From the total available reads, 94.197% and 92.526% 
were mapped on the reference genome by Tophat2 and Hisat2 software, respectively.  The Hisat2 
software had more allocation function and mapped 89.202% of the data to a specific position, while this 
parameter was 87.812% of the total sequences  for Tophat2 software. From the total used sequences, only 
3.324% and 6.385% of the sequences were aligned by Hisat2 and Tophat2 software respectively to more 
than one position of the reference genome. Bowtie2 software had low performance compared to  other 
two software. 
Conclusion: The comparison of RNA-Seq data alignment software on the reference genome showed that 
although the Hisat2 swas the best read mapping software  but, Tophat2 software can also be used instead 
in RNA-seq data analysis. Meanwhile, Bowtie2 software is not very effective in relation to RNA-Seq 
data. 
 
Keywords: Gene expression, Mapping, Omix, Reference Genome and Sequencing 
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