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Gene Expression Analysis Using RNA-Seq
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tale of three next generation sequencing platforms: Comparison of Ion Torrent,  ... [3] Next-
generation ... [4] De novo assembly and characterization of transcriptome using Illumina 
paired-end sequencing and identification ... [5] Applications of next-generation sequencing 
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Revealing DNA sequences is vital for all branches of biological sciences. Next-Generation 
Sequencing (NGS) is a different approach in this area so that it has created a great evolution 
in biology science and covers various aspects of genome, transcriptome, epigenome and 
metagenome-level studies. NGS is considered as a high-performance method for genomic and 
transcriptomic information analysis in comparison with traditional methods due to providing 
good genomic coverage, determining each single pairs of bases and eliminating the first 
generation sequencing disadvantages (Sanger sequencing). Use of NGS has begun since 2005 
and 2006, after the commercialization of various apparatus companies such as ABI/SOLiD 
Illumina, Science Roch/454Life, and Solexa to study the transcriptome of the model and non-
model organisms. Recently, RNA sequencing is used widely to identify genes associated with 
growth and development processes and their expression patterns in response to a variety 
of biological and non-biological stresses, in various organs and growth stages in different 
organisms. It helps scientists to determine the amounts of gene expression, differentiation of 
different isoforms of genes, detection of gene fusions and characterization of small RNA as well 
as alternative splicing events, duplicate elements, exon of genes, new transcripts, UTRs, SNPs, 
and somatic mutations. The RNA-seq method typically consists of providing suitable biological 
samples, isolation of total RNA, enrichment of non-ribosomal RNAs, conversion of RNA to 
cDNA, construction of a fragment library, selecting size and adding linkers and sequencing on 
high-throughput sequencing platform, alignment, and assembly of the reads and downstream 
analysis.
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  چکيده

 ییابتوالی است. حیاتی ،زیستی علوم هایشاخه همه برای DNA توالی رمزگشایی
 در عظیم تحولی که است یابیتوالی در متفاوت رویکردی ،(NGS) جدید نسل
 ژنوم، سطح در مطالعات از مختلفی هایجنبه و کرده ایجاد شناسیزیست علم

 هایروش با مقایسه در دهد.می پوشش را متاژنوم و ژنوماپی ترنسکریپتوم،
 پذیریکتفکی ژنومی، بالای پوشش کردنفراهم اب ابی،یتوالی جدید نسل سنتی،
 نگر)،سا یابیالیتو( یابیتوالی اول نسل معایب رفع و هاباز جفت تکتک حد در
 از ستفادها است. ترنسکریپتومی و ژنومی اطلاعات آنالیز برای بالا ییآکار  با یروش
 از مدلیر غ و مدل زنده موجودات ترنسکریپتوم بررسی برای یابیتوالی جدید نسل
 مثل مختلف هایشرکت هایدستگاه شدنتجاری از پس ۲۰۰۶ و ۲۰۰۵ هایسال

ABI/SOLiD	Illumina، Roch/454	Life	Science و Solexa است. شده آغاز 
 با مرتبط هایژن شناسایی برای RNA یابیتوالی تکنیک اخیر هایسال در
 هایتنش انواع به پاسخ در اهآن بیان هایالگو بررسی و رشدونموی یندهایآفر 

 و مختلف موجودات در رشدی متعدد مراحل و هااندام در غیرزیستی، و زیستی
 شناسایی یکدیگر، از مختلف هایایزوفرم تفکیک ،هاژن بیان میزان همچنین
 وقایع تکراری، عناصر ،(SNP) نوکلئوتیدیتک هایشکلیچند یافتن ها،ژن امتزاج
 هایگزونا پیداکردن رمزگر،غیر ریبونوکلئیک اسیدهای پیداکردن جایگزین، اتصال
 و پیکری هایجهش ،(UTR) شوندهغیرترجمه مناطق جدید، هایترونوش و ژنی
 شناسایی شامل RNA یابیتوالی روش شود.می استفاده گسترده طوربه غیره،
 هایRNA سازیغنی کل،RNA استخراج مناسب، زیستی هاینمونه
 انتخاب ابی،یتوالی هایکتابخانه ساخت و cDNA به RNA تبدیل ریبوزومی،غیر

 هایفرمپلت یا هایابتوالی از استفاده لینکرها، کردناضافه اندازه، براساس قطعات
 از هاستفاد ،کوتاه خوانش میلیون صدها تولید منظوربه بالا عملیاتی توان با
 ای مرجع ژنوم با هاخوانش تطابق و کیفیت کنترل منظوربه خاصی هایافزار نرم

  .است دستیپایین آنالیزهای و برداینقشه ترنسکریپتوم،
  RNAیابی توالی ،NGS ترنسکریپتوم، ،ژن بیان :هاکلیدواژه
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  مقدمه
 ،گیلبرت و ماکسام همچنین و همکاران و سانجر ،۱۹۷۰ دهه در

 زنجیره خاتمه هایتکنیک توسط DNA یابیتوالی برای هاییروش

 انجر،س روش که این سبب به بین این در. دادند هیارا شدنتکهتکه و
 عنوانبه داشت، شیمیایی مواد از کمتر هاستفاد و ورزیدست به نیاز
 یشناسزیست علم امر این و شد انتخاب لیاص توالی تعیین روش
  .[1]نمود متحول را
 جمله از اول، نسل یاییتوالی هایروش در معایبی وجود اما

 و پذیریتفکیک سرعت، پذیری،مقیاس عملیاتی، توان محدودیت
 وردم اساسی اطلاعات به محققین دسترسی شدنکند سبب هاهزینه
 رشدبهرو نیاز همچنین موانع این بر غلبه برای بنابراین. شدمی نیاز
 تغییر هب دقیق، و هزینهکم سریع، صورتبه فردی ژنوم یابیتوالی به

 یا دیدج تکنولوژی از تفادهاس با سانجر توالی تعیین سنتی روش
 رویکردی تکنولوژی این. بود نیاز (NGS) دیجد نسل یابیتوالی

 در عظیم تحولی به منجر تاکنون که است یابیتوالی در متفاوت
 انجرس روش عنوانبه همچنین تکنیک این. است شده یکژنوم علوم
 معرفی ۲۰۰۴ سال در )MPS( موازی انبوه یابیتوالی یا خودکار
  .]2,	3[شد

 توسط ۱۹۹۰ دهه اواخر در ابییتوالی جدید نسل هایدستگاه
	Life	Illumina/Solexa، Roch/454 نظیر مختلف هایشرکت

Science و ABI/SOLiD یابیتوالی از عمدتاً  که است هشد ایجاد 
 رایب ،هستند متفاوت سانجر روش مویرگی الکتروفورز بر مبتنی
 طی و دوشمی استفاده مدل موجودات و انسان ژنوم یابیتوالی
	Roch/454 شرکت .شدند تجاری ۲۰۰۵-۲۰۰۶ هایسال Life	

Science لوژیتکنو سازیتجاری و تولید در پیشگام موسسه ناولی 
NGS از باراولین برای ۱۹۹۰ دهه اواخر در شرکت، این. است 

 در DNA توالی تعیین برای پایروسکوئنسینگ به موسوم تکنولوژی
 از ۱۹۹۸ سال در همکاران و رونقی. کرد استفاده وسیع مقیاس
 ۲۰۰۶ سال در Solexa شرکت. بودند پایروسکوئنسینگ گذارانپایه

 ۲۰۰۷ سال در که کرد هارای بازار به را analyzer	Genome دستگاه
 نام با بعد به آن از و شد خریداری Illumina شرکت توسط

Illumina/Solexa شرکت. شودمی شناخته Sequencing	by	

Oligonucleotide	 Ligation	 and	Detection	 (SOLiD) در 
 کرد یمعرف بازار به را اتصال طریق از یابیلیتوا تکنولوژی ۲۰۰۶ سال
 (ABI)	Biosystems	Applied شرکت توسط نیز سال همین در و

 نسل یابیتوالی سیستم جدیدترین حاضر حال رد. شد خریداری
 ،شد معرفی Bioscience	Helicos شرکت توسط باراولین که ،سوم
 Torrent	Ion شرکت. است منفرد مولکول یک یابیتوالی به قادر
 یون شخصی ژنوم ماشین به موسوم دستگاهی ،۲۰۱۰ سال اواخر در

 هایدستگاه از دیگری نوع که کرد بازار روانه را (PGM	Ion) تورنت
 هاابزار  این از کدام هر که چند هر. ]3,	4[است یابیتوالی سوم نسل
 هایدستگاه همه حال این با ،هستند خود خاص هایویژگی دارای
 نیز توجه قابل هایویژگی برخی دارای موازی، انبوه یابیتوالی
 شده ساده و کاهش سازیآماده اولیه مراحل که این اول .هستند
 یضرور  هافرمپلت تمام برای کتابخانه قطعات یشافزا دوم،. است
 نجاما و شناسایی دکارخو طوربه یابیتوالی هایواکنش سوم، .است
 طوربه اجرا هر در خروجی توالی میزان گذشته، دهه در. شوندمی



 RNA۶۱۹  یابییژن به روش توال انیب هیتجزـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                              Volume 10, Issue 4, Fall 2019 

 در DNA ابییتوالی پایه هزینه و است یافته افزایش چشمگیری
 هیافت بهبود زیادی دح تا عملیات دقت و کاهش برابر ۱۰۰،۰۰۰ حدود
 حدود توانندمی فعلی دوم نسل ابییتوالی هایدستگاه. است
  .بخوانند هفته یک در را زبا میلیاردیک
 هایپژوهش افزایش باعث یابیتوالی فرآیند شدنارزان و ساده
 جامع هایکاتالوگ انواع ایجاد برای. است هشد پزشکیزیست
 هایداده تولید برای جدید نسل یابیتوالی هایتکنیک ژنتیکی،
. است شده گرفته کار به ژنومی پروژه ۱۰۰۰ در ابییتوالی از حاصل
 هایچندشکلی یافتن برای را نفر ۲۰۰۰ از بیش رددا قصد برنامه این
 تنوعات همچنین و هاها/حذفدرج ،(SNP) نوکلئوتیدیتک

 از بیش فراوانی و ژنوم سراسر در ۱٪ از بیش فراوانی با ساختاری
  .]3,	5[دهد قرار مطالعه مورد ها،پروتئین کدکننده مناطق در ۰٫۱%
 نیادیب مراحل از یکی عنوانبه ترنسکریپتوم آنالیز اخیر، هایسال در
 سری به پتوم،یترنسکر .]5[است مطرح شناسیزیست مطالعات در

 کی در سلول یک در شدهرونویسی هایتوالی یا هاترونوش از کامل
 فتهگ خاص فیزیولوژیک شرایط کی تحت یا نمورشدو از خاص مرحله
 و نومیژ  عناصر ردعملک تفسیر برای ترنسکریپتوم آنالیز .]4[شودمی

. است ضروری هابافت و هاسلول مولکولی اصلی یاجزا آشکارسازی
 یبرا مناسب رویکرد یک ترنسکریپتوم، ارزیابی اساس این بر
 موجودات ژنومی یعملکرد سطوح زمینه در اطلاعاتی آوردندستهب

  .]6[است مدلغیر 
 نآ از که دارد، وجود تومنسکریپتر  آنالیز برای مختلفی هایروش
 واکنش معکوس یبردار رونوشت ،بلاتنورترن توانمی جمله
 نتیس روش به یابیتوالی و (میکرواری) هاریزآرایه ،پلیمراز ایزنجیره

 مربوط معایب و مشکلات مذکور هایروش از یک هر .]5,	7[برد نام را
 رادیواکتیو مواد از دهاستفا به توانمی جمله آن از دارند، را خود به
 معکوس برداریرونوشت روش در پایین ییآکار  بلات،نورترن در

 طتوس جدید هایرونوشت شناسایی عدم پلیمراز، ایزنجیره واکنش
 شارها سنتی ابییتوالی بالای پیچیدگی و زمان هزینه، و هاریزآرایه
 ،(NGS) ابییوالیت جدید نسل هایتکنولوژی توسعه با اخیراً . کرد

 هب مدلغیر  هایگونه در حتی ها،ترنسکریپتوم جامع مطالعه امکان
 یابیتوالی فناوری. است شده فراهم RNA یابیتوالی روش کمک
 ،است یافته چشمگیری توسعه اخیر هایسال در (NGS) جدید نسل
 قدرتمندی ابزار Illumina/Solexa یابیتوالی فناوری که یطور به
 پروفایلینگ و ترنسکریپتوم بندیسرهم ،RNA یابیتوالی برای را

 روش توصیف مطالعه این از هدف. ]8[است کرده فراهم ژن بیان
 هایروش و هاابزار  ها،روش ها،تکنولوژی ،RNA یابیتوالی
  .است هاترنسکریپتوم پروفایل روی شدهانجام
 استفاده اب شوری تنش به پاسخ در یگنالیس شبکه اجزای یشناسای

 (tauschii	Aegilops) سلوپیآج اهیگ در RNA یابیتوالی روش از
 رونوشت ۴۵۰۶ نیب از که داد نشان ژن انیب نتایج. است شده انجام
 BIN عدد ۶۰۳ با یگنالیس فرآیندهای دار،یمعن انیب رییتغ دارای

 نیهمچن. است داده اختصاص خود به را شمار شترینیب )۵۹/۱۱%(
 ور)(رسپت رندهیگ ،یگنالیس شبکه اجزای نیب از که شد مشخص

 افتهی انیب رییتغ هایژن از عدد) BIN ۲۲۲( شمار شترینیب نازهایک
 ینا نتایج. است هاآن یتاهم کنندهیانب واقعدر که شوندیم شامل را

 مقاومت هایژن انتقال هاییبررس انجام برای لازم نهیزم ق،یتحق
 آنالیز همچنین. ]9[است کرده فراهم را گندم اهیگ به شوری به

 یابیتوالی روش به (dactylon	Cynodon) نچم ترنسکریپتوم
RNA ستا شوری تنش به مقاومت مز مکانی بررسی از دیگری نمونه 
 هایشهر رشد به مربوط ترونوش پروفایل و ژن شناسایی منظوربه که

 فاکتورهای کنندهکد هایژن RNA یابیتوالی وسیلههب. شد انجام
 ستازیهومئو ،هستند دخیل لیگینین سنتز تنظیم در هک رونویسی،

ROS، یسیگنال تنظیم و شوندمی کد پراکسیدازها وسیلههب که 
 نشت نتیجه در ها،سلول دیواره رفتنازبین باعث که هافیتوهورمون

 نشان اطلاعات این مجموع، در. شد شناسایی شوند،می شوری
 در رییتغ شامل یشور  تنش تحت ها،شهیر رشد میتنظ که دهدیم
 و ،نگیگنالیس ،یسلول مز یمتابول مختلف یهاجنبه از یار یبس
 تنش تحت شوندهالقا هایژن شناسایی. ]10[است مواد جاییهجاب

	Reaumuria) جینارییوموریا تری گیاه در شوری trigyna) از 
‐DDRT از استفاده با ،RNA یابیتوالی از حاصل هایداده طریق

PCR شوری تنش در دخیل هایژن شناسایی که است، شده انجام 
	.R گیاه در شوری به مقاومت مز مکانی از عمیقی درک ایجاد و

trigyna یوحش برنج نسکریپتومتر  آنالیز .]11[است هکرد فراهم را 
 همچنین و )Oryza	rufipogon	Griff(	]12[ دونگسیانگ

)Achnatherum	 بیابانی علف یهاجوانه ترانسکریپتوم یابیتوالی

)splendens ]6[، دخیل هایژن شناسایی از دیگری هاینمونه نیز 
  .است RNA یابیتوالی روش کمک به شوری، تنش به مقاومت در

  RNA یابیتوالی
 یزن ترانسکریپتوم کل شاتگانی ابییتوالی به که RNA ابییتوالی
 ابییتوالی هایتوانایی از گیریبهره با که است یفناور  است، معروف
 و حضور از کلی تصویری آوردندستهب برای (NGS) دجدی نسل
 فناوری این .کندمی استفاده خاص زمانی بازه یک در RNA مقدار
 میک توصیف و دارد را خوانش هامیلیون همزمان یابیتوالی قابلیت

 هارای ریزآرایه فناوری به نسبت ژن بیان از را تریدقیق کیفی و
 امعج و صرفهبهمقرون سریع، تحلیل و تجزیه ن،ای بر علاوه. دهدمی

 اهانگی یا مدل گیاهان برای نوکلئیکی اسید پیچیده هایجمعیت
 فراهم را است نشده یابیتوالی هرگز ژنومشان که مدلغیر 
  .]13[کندمی
 در شوندهبیان هایژن اکثر RNA یابیتوالی تکنیک کمک به

 تفکیک هم از مختلف هایایزوفرم شده، شناسایی خاص ایمرحله
 هب توانمی همچنین. شودمی گیریاندازه هاترونوش بیان میزان و

 ها،ژن امتزاج ژن، بیان سطوح و یپتومنسکرتر  نمایه تعیین
 اتصال وقایع راری،تک عناصر ،SNP یا کلئوتیدیونتک چندشکلی
 تفسیر بهبود رمزگر،غیر ریبونوکلئیک اسیدهای پیداکردن جایگزین،

 جدید، هاینسکریپتتر  و هاژن ژنی، هایاگزون کردناپید ژنی،
 ندهشوغیرترجمه نواحی مخالف، جهت در هاینسکریپتتر  کردنپیدا
 ازکنندهب هایقاب رونویسی، یگزینجا آغازگر هایکدون ،UTR یا
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 .نمود اشاره شدهبیان هایژن هایکاتالوگ رونویسی، آغازگر
 نژ  بیان تفاوت آنالیز برای جدید و پویا روش کی RNA یابیتوالی
 با هایژن شناسایی. است دیگر هایروش از تردقیق بسیار که است
 و عقولم هزینه با. کندمی میسر را آزمایش با مرتبط کم ربسیا بیان
 بیان میزان بر علاوه. کندمی تولید را زیادی اطلاعات کاهش به رو
 در موجود تنوعات سایر و پیکری هایجهش ها،ژن توالی ها،ژن

 هجمل از ژنتیکی هایبیماری بررسی برای و کرده فراهم را هاتوالی
 دوگما مرکزی اصل از شماتیکی ،۱ شکل. است مناسب بسیار سرطان
  .]14[است
 بخش ،wet‐lab بخش شامل RNA یابیتوالی در اساسی مرحله سه

equipo سیلیکو این بخش نهایتدر  و(in	silico) مرحله. است 
wet‐lab توجه با آزمایش طراحی شامل و آزمایشی بخش عنوانبه 

 یساز غنی و سازیخالص ،RNA استخراج نظر، مورد اهداف به
mRNA،سنتز ها cDNA ابی،یتوالی هایکتابخانه ساخت و 

 بخش. است قطعات تکثیر و آداپتور افزودن کردن،قطعهقطعه
equipo	in ها،لپروتک ساسابر  است، یابیتوالی بخش عنوانبه که 

 تکنولوژی هر توسط شدههیارا هایکیت از استفاده با و هاروش
 هایفرملتپ انتخاب شامل بخش این. گیردمی صورت فرم،پلت

 تهیه. است ابییتوالی و هانمونه کردنران طریقه طراحی مناسب،
 تواندمی است، wet‐lab بخش مرحله آخرین که cDNA کتابخانه
 خشب عنوانبه ،سیلیکواین بخش .شود محسوب نیز بخش این جزء

 از لحاص هایداده تحلیل و تجزیه چگونگی مرحله ،یبیوانفورماتیک
 دموجو هایبرنامه و ابزارها الزامات، روژه،پ اهداف اساسبر  ابییتوالی
 شامل بخش این. است تراطمینان قابل نتایج به ابییدست منظوربه

 ،مرجع ژنوم با هاخوانش تطابق و هاآلودگی پاکسازی ،کیفیت کنترل
 یشناسای قبیل از دیگری ایهآنالیز  و هاژن شناسایی ،بردارینقشه
 غیره و هاSNP ژنتیکی، تنوع فیلوژنتیک، ها،ژن بیان تفاوت
  .)۲ (شکل ]15‐17[است

  

  
های های تغییریافته پس از ترجمه است که هر مرحله با ویژگیای به پروتئیندورشته DNAدهنده جریان اطلاعات ژنومی از که نشان مرکزی دوگمااصل شماتیکی از  )۱ شکل

پ، مناطق اسپلایسینگ :SS شونده،مناطق غیرترجمه: UTR پذیرنده،جایگاه اتصال: A، دهندهجایگاه اتصال :Dشامل  بررسی قرار گرفته است. اختصاراتمولکولی ویژه، مورد 
ESE :کننده اسپلایسینگ اگزونی،مناطق تقویت ESS :کننده اسپلایسینگ اگزونی، مناطق خاموشISE: کننده اسپلایسینگ اینترونی، مناطق تقویتISSکننده : مناطق خاموش

  اسپلایسینگ اینترونی
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و  cDNAبه  RNAریبوزومی، تبدیل های غیرRNA سازیغنی کل، RNAمناسب (و تکرار)، استخراج  زیستیهای شامل شناسایی نمونه RNA یابیتوالیروش  )٢ شکل

ید صدها میلیون منظور تولهای با توان عملیاتی بالا بهفرمها یا پلتیابتوالیکردن لینکرها، استفاده از یابی، انتخاب قطعات براساس اندازه، اضافههای توالیساخت کتابخانه
  .است و غیره رونوشتهای تخمین بیان، شناسایی ایزوفرم دستی برایا ترنسکریپتوم و آنالیزهای پایینی مرجعها با ژنوم کوتاه، الاینمنت خوانش خوانش

  
 تحت را RNA یابیتوالی پروژه از مرحله هر تواندمی مختلفی عوامل
 ،RNA خلوص و مقدار کیفیت، ،wet‐lab بخش در. دهد قرار تاثیر

 نتایج بر تواندمی یریبوزوم هایRNA حذف و RNA تخریب
 هایلتحل و تجزیه تمام زیرا باشد، رگذاثیر ات بسیار RNA یابیتوالی

 طول در تفاوت همچنین. شودمی انجام ورودی RNA اساسبر 
 و in	equipo بخش در یابیتوالی زمان و خواندن دقت ها،خوانش
 متفاوت ییآکار  و خاص افزارهایسخت و افزارهانرم از استفاده نیز
 موثر RNA یابیتوالی از حاصل نتایج بر سیلیکواین بخش در هاآن

  .]15[است
  RNA ایزولاسیون

 غیرنرمال و نرمال شرایط تحت هاژن بیان تفاوت بررسی منظوربه
 زیستی هاینمونه ابتدا ،RNA یابیتوالی روش از استفاده با ،(تنش)
. گیردمی صورت آنها از RNA استخراج و تعریف ها)،تکرار  (و مناسب
 یابیوالیت تکنیک از استفاده با یتومپترنسکر  بررسی برای اساساً 
RNA، mRNA پروژه، اهداف به بسته که حالی در است، نیاز مورد 
 کوچک، هایRNA کل، RNA مانند RNA دیگر انواع
 نیاز مورد مواد عنواننیز به کدکنندههای غیر RNA و هاRNAمیکرو
  .]18[شوندبه کار برده می RNA یابیتوالی تکنیک
 RNA بررسی هایها و روشها و پروکاریوتیوکاریوت mRNA بین

های mRNA اکثر ۳´ی هایی وجود دارد. در انتهادر آنها تفاوت
 هایاتصال توالی موجب که دارد وجود Aپلی یوکاریوتی، دم

به  RNA ایزولاسیون برای روش سه. شودمی Aبه دم پلی dTالیگو
 dT هایهای دارای پروباول با استفاده از ستون روش رود:کار می
های RNA ها،کل از داخل این ستون RNA عبور با که شودیانجام م

 که دوم، روش در. شوندها متصل می، به ستونAپلی دارای دم
های مستقیم از سلول طوربه هاRNA ،است سریع بسیار روشی

روی بیدهای  شدهداده رسوب dTالیگو هایبا اتصال به توالی شدهلیز 
شوند. روش سوم بیرون کشیده می قوی هایمغناطیسی، با مگنت

 اساسبر  mRNA-ریبوزوم کمپلکس تهیه سپس و هالیزکردن سلول
  .]15,	19,	20[است ساکارز هایگرادیانت
 اهمیت حائز بسیار استخراج حین RNA خردشدگی عدم و خلوص
 هایهبرای نموننانومتر ۲۸۰به  ۲۶۰ جذب نسبت محاسبه. است
RNAاست استخراجی نوکلئیک اسیدهای خلوص کننده، تعیین .
 RNA های، برای نمونهنانومتر۲۸۰به  ۲۶۰ نسبت قبول قابل محدوده

شود. عدد کمتر از در نظر گرفته می ۲و عدد مطلوب، است  ۱/۲-۸/۱
 دهندهنشان ۳/۲ناخالصی و عدد بیشتر از  وجود دهندهنشان ۸/۱

 ۱۰تا یک  از RIN با RNA شدگی. عدد خرداست RNA تخریب
 هاشده برای نمونهمحاسبه RINارزش  که صورتی در. شودتعریف می

  .]15[شودسکانسینگ انجام نمی یا یابیتوالی باشد، ۷ از کمتر
  کتابخانه تهیه
 واکنش با باید mRNA یابی،های توالیمنظور تهیه کتابخانهبه

 پرایمرهای یا تصادفی آغازگرهای از استفاده با معکوس رونویسی
این دلیل  به دوم، روش از استفاده. شود تبدیل cDNA به dTالیگو

 (فاقد مطلوبی اطلاعات حاوی یابی،که نتایج حاصل از توالی
RNAروش باعث  این البته .است ترهای ریبوزومی) است، مناسب
 هایRNA است بهتر. شودمی ۵´شدن کتابخانه از نواحی غنی

 در. شوند حذف Aوسیله ستون پلیدر مرحله استخراج به ریبوزومی
 cDNA ساختن منظوربه .شوداین صورت روش اول ترجیح داده می
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 جهتو با فرمبرای هر پلت یخاص هایهای مربوطه، کیتو کتابخانه
 بعد .گیردهای آن، مورد استفاده قرار میدستورالعمل و تکنولوژی به
 اطلاعات نگهداری، cDNA کردنقطعهقعطه و کتابخانه تهیه از

mRNA، و تمیز ایههداد و نتایج داشتن برای فاکتور ترینمهم 
  .است سالم
  استفاده مورد هایفرمو پلت یابیتوالی
 هک است این توالی تعیین هایتکنیک در امر ترینمهم و اولین

 روش ترینمناسب خود، پژوهشی طرح هاییویژگ براساس محققین
 روش معرفی زمان از. نمایند انتخاب ییآکار  نظر از را یابیتوالی
 زایشاف جهت در هاتکنیک از بسیاری ،سانجر پایه بر توالی تعیین
 توسط پروسه، این هزینه کاهش بالطبع و توالی تعیین بازدهی
	Pacific قبیل از هاییشرکت. است شده هیارا مختلف هایشرکت

Biosciences 454 و	 Life	 Sciences، طول هارای علتبه 
 از هاییشرکت. اندشده متمایز هاشرکت سایر از بیشتر، هایخوانش
 رتپایین هایههزین واسطهبه Torrent	Ion و Illumina قبیل
 طول وجود با Solid قیبل از هاییتکنیک و توالی تعیین
 محققین توجه مورد ،بیشتر بازدهی دلیلهب تر،کوچک هایخوانش
 Technologies	Nanopore	Oxford تشرک همچنین. هستند

 ولی اندک بسیار هزینه با نانوپورها، قبیل از جدیدی ابزارهای هیارا با
 .]21	,22[دهندیم انجام را توالی تعیین عمل بیشتر خطای میزان با

 RNA ایزولاسیون شامل اساسی اصل کی دارای ها،فرمپلت تمام
 یک به cDNA اتصال و cDNA ساختن ،mRNA سازیغنی کل،

 تکثیر سپس و رقت محدودکردن با ای،هقطعتک جامد ماتریکس
 PCR (emPCR) اختصاصی امولسیون یک وسیلههب اهمولکول این
 اتصال یا ،Torrent	Pyrosequencing، Ion	SOLiD، 454 در

 فناوری که حالی در ،هستند (Illumina) پل واکنش براساس
Pacbio ای Pacificbio تکثیر به نیازی cDNA ابییتوالی و ندارد 

  .شودمی انجام هدف cDNA زا مستقیم طورهب
 طوربه توانندمی همسان RNA هایمولکول cDNA هاینسخه
 فلورسنت هاینوکلئوتید الحاق گیریاندازه با یا موازی

(Illumina)، فلورسنت کوتاه هایدهندهاتصال (SOLiD)، یا 
 نوکلئوتیدهای الحاق از حاصل جانبی محصولات آزادکردن سیلهوهب

 pH تغییر گیریاندازه با یا فلوئورسانس اتانتشار  ،)۴۵۴( نرمال
 وردم در موجود اطلاعات به توجه با .شوند یابیتوالی )تورنتونی(

 مختلف هایفرمپلت برای که RNA یابیتوالی کتابخانه استراتژی
 و اول رتبه در %۲/۹۴ از بیش با Illumina ،شوندمی اجرا SRA در

	ABI/SOLiD، 454 ترتیببه سپس Roche، Ion	 Torrent، 
HeliScope	Helicos و Bio	Pacific قرار بعدی هایرتبه در 

 دهشخوانده توالی بیشتر مقدار و ترپایین هزینه علتبه .]15[دارند
 مورد اخیر هایسال در ویژهبه تکنولوژی این ،Illumina توسط
  .]23[است گرفته قرار مختلف محققان توجه

  RNA یابیتوالی آنالیز هایابزار  و بیوانفورماتیک
 اصلح هایداده تحلیل و تجزیه برای قوی ابزار یک بیوانفورماتیک

 منظوربه RNA یابیتوالی هایداده آنالیز. است یزیست مطالعات از

 با هایخوانش پرایمر، هایخوانش سازیپاک و ترمیم تصحیح،
 آوریجمع و تطابق ممکن، هایآلودگی سایر و پایین کیفیت
 گیریندازها ژنوم، یا ترانسکریپتوم با بردارینقشه یا تطابق ها،خوانش
 آمدهدستبه یهاداده تحلیل و تجزیه درنهایت و هاژن یا هااگزون
  .]15[شودمی برده کار به ژن بیان تفاوت از

  

 خام خوانش RNA یابیتوالی تکنیک از آمدهدستهب یاهتوالی
 هر بقال این در. اندهشد ذخیره فستکیو قالب در که شوندمی نامیده
 توالی نام سوم و اول خطوط. شودیم شروع @ کی با خام قرائت
 خط .تاس شده ایجاد ابییتوال دستگاه توسط که دهندیم نشان را

 حروفی چهارم خط و است آمدهدستهب خام قرائت توالی شامل دوم
 والیت هر در شدهقرائت ینوکلئوتیدها کیفیت بیانگر که هستند
 خط یبازها از کیی به مربوط چهارم خط از حرف هر درواقع. هستند
 .دارد قرار ۱-۴۰ محدوده در ابیییتوال کیفی ارزش. است دوم
 یهاآنالیز  در تواندمی خام هایهداد در موجود نامطلوب یهاتقرائ

 کیفیت کنترل .]24[باشد داشته منفی اثر یبعد بیوانفورماتیکی
 طوربه که ایبرنامه. است RNA یابیتوالی از مرحله اولین ها،توالی
 از حاصل هایتوالی کیفیت کنترل برای دنیا سراسر در رایج
 افزارنرم این. است FastQC افزارنرم رود،می کار به RNA یابیتوالی
 هاخوانش توالی درباره را اطلاعاتی و کندمی کنترل را هاتوالی فایل
 دهدمی هارای

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/proje(
)cts/fastqc/ ]25[.  

 

	QC	NGS به توانمی ها،توالی کیفیت کنترل دیگر هایبرنامه از

Toolkit هایتوالی که کرد اشاره Illumina و Roche	454 را 
 کندمی تصحیح و بررسی

(http://59.163.192.90:8080/ngsqctoolkit/) .رایب 
 مانند یمختلف هایبرنامه پایین، کیفیت با قطعات از هاتوالی حذف

trimmomatic	 BlastX	 Toolkit، ConDeTri، 
DynamicTrim،NGS	QC	Toolkit و Quake شودمی استفاده .

 Biostring مانند ییهابرنامه
(www.bioconductor.org)،Seqclean	

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/) و 
CANGS	DB هبرنام و هاتوالی کیفیت بهبود برای SEECER برای 

 )الاینمنت( تطابق کیفیت بهبود و ابییتوالی خطای تصحیح
 هک زمانی. دگیرن قرار استفاده مورد مونتاژ دقت و ژنوم با هاخوانش
 عیینت آنالیز، مرحله اولین آمد، دسته ب بالا کیفیت با هایخوانش
 ترنسکریپتوم عنوانبه ،RNA یابیتوالی از حاصل کوتاه هایخوانش

 دو .است ترنسکریپتوم و رونویسی هایساختار  شناسایی ایبر 
 هایداده مونتاژ و یردیفهم برای عمومی استراتژی یا رویکرد
 استفاده با رداریبنقشه و novo	de مونتاژ عنوانبه RNA یابیتوالی
de	 مونتاژ یعنی اول استراتژی .]26[دارد وجود مرجع ژنوم یک از

novo موجوداتی یا غیرمدل موجودات هایترونوش شناسایی برای 
. ستا استفاده قابل ،است ناقص یا نشده ییابتوالی هاآن ژنوم که
‐denovo	denovo، SOAP	Trinity،SOAP مانند هاییافزار نرم
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Trans، Trans‐ABySS و Velvet/Oases هستند هاییبرنامه 
	de مونتاژ منظوربه که novo در .گیرندمی قرار استفاده مورد 

 RNA یابیتوالی هایداده کردنیردیفهم منظوربه که دوم استراتژی
 ایهافزار نرم از دارد، مرجع ژنوم یک به نیاز ترانسکریپتوم، یک به

Bowtie2، GMAP و TopHat2 شناسایی .]27[شودمی استفاده 
 یاربس برنامه دو از منظور این برای کهاست  بعدی مرحله ها،ترونوش
 KOBAS2.0 برنامه همچنین و Blast2GO و +BLAST پرکاربرد
  .شودمی استفاده
 است RNA یابیتوالی اصلی اهداف از یکی ژن، بیان تفاوت بررسی
. اردد وجود منظور این برای بسیاری یبیوانفورماتیک ابزارهای که

 چه که است اساس این بر RNA یابیتوالی روش به ژن بیان تجزیه
 برای. شود منطبق اختصاصی ژن یک به توانندمی خوانش تعداد
 منظوربه. است سازینرمال به نیاز ها،ژن بیان تفاوت مقایسه
 لقبی از مختلفی هایروش ها،ژن بیان تفاوت محاسبه و سازینرمال

RPKM ]19[ ،FPKM ]28[ و TMM ]29[ آماری آزمون .دارد وجود 
 کیی براساس تواندمی ها،ژن بیان در اردیمعن تفاوت تعیین برای
	,DESeq) منفی دوتایی توزیع :گیردصورت  زیر هایروش از

Cufflinks)، پراکنده -بیش پواسون مدل بر مبتنی بیز ایهشرو 
(EdgeR,	BaySeq,	BitSeq)، تجربی بیز وشر (Alexa‐Seq)، 

 های آماره ،(EBSeq	RSEM,) سازیبیشینه -امیدریاضی آلگوریتم
 اب شمارشی تغییرات نویز توزیع روی تجربی هایمدل و ناپارامتری
 بیان هایتفاوت و (M) برابر در تغییر هایتفاوت کردنکنترست
 تجربی بیز پایه بر ناپارامتری روش ،(NOISeq) مطلق

(NPEBseq)، تعداد توزیع که فیشر دقیق آزمون nبا را ژن امین 
 یرهایمتغ بین ارتباط گیریاندازه طریق از دیگر ژن تعداد توزیع
  .]30	,31[کندمی مقایسه کنندهنرمال فاکتور و علاقه مورد ژن تعداد
 از استفاده با وانتمی نیز را (SNP) ینوکلئوتیدتک مورفیسمپلی
از قبیل  هاییرنامهب. کرد تحلیل و تجزیه RNA یابیتوالی نتایج

Samtools/Bcftools، GATK و VCFtools به منظور این برای 
 رونویسی زا پس که است فرآیندی آلترناتیواسپلایسینگ .روندمی کار
 یک از بالغ mRNA رمایزوف چندین آن موجب به و دهدمی روی

mRNA یابیتوالی توسط تواندمی و شودمی ایجاد نابالغ RNA با 
 و Cufflinks/Cuffdiff، DEXseq، MISO هایبرنامه از استفاده
 افتنی ،RNA یابیتوالی دیگر هایآنالیز  .گیرد قرار بررسی مورد غیره
 ذفح انتقال، وسیلههب ژن همجوشی. است ژنی اتصالات تشخیص و
 در تغییراتی ایجاد سبب که آیدمی وجوده ب کروموزومی وارونگی یا

. شودمی سرطان مانند مشکلاتی ایجاد موجب و شده هاکروموزوم
 ،FusionSeq مانند هاییبرنامه ژنی، اتصالات افتنی یبرا

SOAPfusion، SOAPFuse و Fusion‐TopHat کاربرد 
  .]15[دارند
  NGS هایکاربرد
  د:کر  ارهاش زیر موارد به توانمی پیشرفته تکنولوژی این کاربردهای از
 مجدد ابییتوالی ،denovo ابییتوالی شامل ژنوم سطح در کاربرد) ۱
 و ساختاری تغییرات ها،SNP تمام جامع هایبررسی ژنوم، کل

 هایجهش و هاشکلیچند شناسایی ها،ژن نسخه تعداد در تغییر
  یانقطه
 ناساییش ها،ژن بیان بررسی شامل ترنسکریپتوم سطح در کاربرد) ۲

 ایلپروف تعیین متناوب، هایپردازش شناسایی و پیکری هایجهش
  هاRNA	small بیان
 هدف هایجایگاه تعیین شامل ژنوماپی سطح در کاربرد) ۳

 به مربوط اصلاحات ژنومی پروفایل رونویسی، هایفاکتور 
  DNA متیلاسیون هایالگو ها،هیستون

 بر هاپاتوژن و محیط اثرات بررسی شامل متاژنوم سطح در کاربرد) ۴
  [30]انسان ژنوم
 ،است داشته همراهبه شگرفی فواید RNA یابیتوالی تکنیک اگرچه
 و تجزیه و یابیتوالی هایتکنولوژی بین زیادی هایچالش ولی

 کتابخانه همه این با. دارد وجود بیوانفورماتیک هایداده تحلیل
 هایکتابخانه و بوده اریب دارای RNA یابیتوالی از حاصل ژنومی
 دارند، هارونوشت یابیجهت در زیادی اهمیت که خاصی ایرشته
 زیادی مقادیر تکنیک این ،علاوه به. اندنشده ایجاد آسانیبه هنوز
 دارای و کوتاه هاخوانش طول کلی طوربه و کندمی تولید داده

 مرتبط هاچالش قبیل این کلی طوربه. هستند یابیتوالی خطاهای
 یابیتوالی هایداده تحلیل در ثیرگذارتا هایالگوریتم و هاروش با

RNA توالی مطالعات برای مرجع ژنوم هایتوالی اهمیت. است
 یابینقشه برای لازم الگوهای آنها زیرا است، زیاد بسیار RNA یابی

 بهینه آنالیز برای لازم هایالگوریتم بر مرتبط تفسیرهای و هاخوانش
 لدلی به ژن، هر برای برآوردشده بیان میزان. کنندمی فراهم را نتایج
. گیردمی قرار هاژن سایر بیان تاثیر تحت است، کل از جزئی که این
 خاص بافت یک در زیادی بسیار بیان دارای که هاییژن خصوصبه

 ثیرتا دارند، تریجزئی بیان که ها،ژن سایر بیان برآورد بر هستند
 کردنبرطرف برای متعددی هایآماره ،روی این از. گذارندمی سوء
 اندتهنتوانس هنوز نسبی، بهبود رغمعلی که اندشده ابداع مشکل این
 رسدمی رنظ به که روشی تنها بنابراین. بیایند فائق مشکل این بر

 در یادز بسیار بیان با هایژن حذف شود فائق مشکل این بر بتواند
 نژ  زیادی تعداد آنالیز. است هاژن بقیه آنالیز و بررسی مورد بافت
 هنوز ،است RNA‐seq اصلی مزیت که این با آزمایش، یک در

 هایچالش مرجع ژنوم روی کوچک قطعه هامیلیون یابینقشه
 نژ  یک از حاصل هایخوانش اشتباه یابینقشه زیرا ،دارد نشدهحل
 تمشکلا بر ،هستند آن مشابه توالی نظر از که دیگری هایژن روی
 نو زا اسمبلی مشکلات علاوه، به. افزایدمی صحیح ژن بیان بررسی
 هاژن داخل در متعددی مشابه و تکراری هایتوالی که گیاهانی در

	.کندمی همراه ایعدیده مشکلات با را ژن بیان بررسی دارد، وجود
 مرور ژن بیان تجزیه برای RNA یابیتوالی تکنیک مقاله این در
 شتن مطالعات در تکنیک این از استفاده از هایینمونه. است شده
 این با ژن بیان تجزیه از بعد. است شده آورده گیاهان در شوری
  : شودمی پیشنهاد زیر تکمیلی موارد تکنیک

  پروتئوم سطح در بیانی تفرق با هایژن بررسی -١
  دارمعنی بیانی تفرق با هایژن در پروتئینی ساختار پیشگویی -٢
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 منظوربه شدهکشف جدیداً  هایترنسکریپت ژنتیکی ورزیدست -٣
  شوری تنش در دخیل جدید هایژن دقیق عملکرد به دستیابی

 ایجاد منظوربه شوری تنش در دخیل هایژن ژنتیکی دستکاری -٤
	شوری به مقاوم ارقام

  

  گیرینتیجه
 و ژنومیکس موعل در عظیمی تحول NGS تکنولوژی

 نوم،ژ  از حصری و حدبی ایهجنبه و نموده ایجاد ترنسکریپتومیکس
 عدادیت ت،قابلی این. است کرده آشکار را هاهگون ژنوماپی و رونویسی

 هایبیماری مورد در علوم از هاییهحوز  و کرده برطرف را مهم موانع از
 مزایای. است داده توسعه را تکاملی علوم و کشاورزی تا انسان
 و کم نزما و بالا ییآکار  بودن،ارزان قبیل از یابیتوالی برای بسیاری
 RNA یابیتوالی روش دارد جود، وRNA مرجع ژنوم به نیاز عدم
 نجایگزی ترنسکریپتوم مطالعات در قوی بسیار روشی عنوانبه

 یروش کی RNA یابیتوالی .است شده آرایهریز  قبیل از هاییروش
 می،شی شناسی،زیست جمله از علوم چندین از که تاس ایهترشچند

 ی،زیست آمار بیوشیمی، مانند کاربردی علوم و ریاضیات فیزیک،
 روش هاویژگی این. است شده تشکیل غیره و بیوانفورماتیک

 تا است کرده تبدیل آلهاید روش کی به را RNA یابیتوالی
 ها،ترونوش ها،ژن براساس زندگی چگونه مانند والاتیئس پاسخگوی
 موجودات چگونه پذیرد؛می صورت زیستی محصولات و هاپروتئین
 کردعمل و ژن بیان گونگی(چ ؟کنندمی برقرار ارتباط محیط با زنده

 فمختل سطوح چگونه ؛)زنده موجودات بر تاثیر و ترنسکریپتوم
 عملکرد به موجود و سلول مولکول، از زیستی هایمانهسا

 درک واناییت تکنیک این ؟هستند مرتبط بیوسفر و بیوم اکوسیستم،
 هایگونه رد ترانسکریپتوم از سابقهبی کلی دید و هاپیچیدگی بهتر

 RNA‐Seq تکنیک کاربرد طریق از .کندمی فراهم ما برای را مختلف
 بیوسننتزی هایمسیر  شناسایی زمینه در محققین بالقوه توان

 یانب میزان در کاهش یا افزایش و شناسایی نیز و ثانویه ترکیبات
 کاربرد طریق از هاتنش به مقاومت افزایش منظوربه ،هدف هایژن

 اول امگ بنابراین. یافت خواهد افزایش ژنتیک مهندسی هایتکنیک
 میزان افزایش و هاتنش انواع به زنده موجودات مقاومت بهبود در
 یابیهنقش ،آلی ترکیبات بیوسنتزی مسیرهای در درگیر هایژن بیان

 RNA‐Seq تکنیک از استفاده با ،بنابراین. بود خواهد هارونوشت
 ،هاژن بیولوژیکی عملکردهای و ژنوم به مربوط اطلاعات کلیه

 انواع در تکمیلی هایآزمایش انجام از پس و شده شناسایی
  .گرفت دنخواه قرار هدف مورد ژنتیکی هایورزیدست
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