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 .است دام آسایش

 ژنوم ویرایش کشاورزی، کریسپر، دامی، علوم :کلیدی کلمات

 33-44پیاپی(:  24)شماره  3، شماره 22دوره دامستیک؛ 

https://domesticsj.ut.ac.ir/article_93927.html 

 ترویجی -علمی مقاله

 

 ایران البرز، کرج، ، تهران دانشگاه طبیعی منابع و کشاورزی دانشکدگان دامی، علوم مهندسی گروه طیور، و دام نژاد اصلاح و ژنتیک تخصصی دکتری دانشجوی 0
 ایران البرز، کرج، ، تهران دانشگاه طبیعی منابع و کشاورزی دانشکدگان دامی، علوم مهندسی گروه دام، نژاد اصلاح و ژنتیک ارشد کارشناسی دانشجوی 2
  ایران البرز، کرج، ، تهران دانشگاه طبیعی منابع و کشاورزی دانشکدگان دامی، علوم مهندسی گروه طیور، و دام نژاد اصلاح و ژنتیک استاد 3

https://doi.org/10.22059/domesticsj.2023.354410.1116 doi 

 23/02/0410 تاریخ انتشار آنلاین:     29/02/0410 تاریخ پذیرش:     21/02/0410 تاریخ بازنگری:     10/00/0410 تاریخ دریافت:

 

 

 

https://orcid.org/0000-0002-9111-1835


 ؛ هاشمی و همکاران

 دامی علوم تحقیقات در آن کاربردهای و( کریسپر) ژنی ویرایش فناوری بر مروری

 1041 مستانز، (پیاپی چهاربیست و  شماره) سه شماره ،و دو بیست دوره ستیک،دامِ( ایحرفه) ترویجی -علمی نشریه

 

 

 مقدمه

، DNAواتسون، کاشف  سیستم کریسپر،  به گفته جیمز

 DNAترین کشف در زیست شناسی بعد از کشف ساختار مهم

 Clustered Regularly"مخفف عبارت  CRISPRباشد. کلمۀ می

Interspaced Short Palindromic Repeats"  است که به معنای

 "ایهای کوتاه پالیندرومیک فاصله دار منظم خوشهتناوب"

ی تباشد. این سیستم یک سیستم ایمنی اکتسابی پروکاریومی

ها به عناصر ژنتیکی خارجی است که باعث مقاومت باکتری

(. در Jinek et al., 2012) شودها یا فاژها( می)ویروس

های دفاعی ضد ویروس مختلفی وجود دارد ها، سیستمپروکاریوت

ها کریسپر است که از طریق قیچی کردن که یکی از رایج ترین آن

باعث ممانعت از درج  Cas9ژنوم ویروس مهاجم توسط اندونوکلئاز 

 Doudna et) شودشدن ژنوم ویروس به داخل ژنوم باکتری می

al., 2014 این سیستم، شامل بخشی از .) DNA  پروکاریوتی است

اند. در بین گرفته ( کوتاه قرارRepeatsکه به صورت تکرارهایی )

( قرار Spacerهایی به نام فاصله انداز )های تکراری، توالیتوالی

گرفته است که نتیجۀ مواجۀ قبلی باکتری با باکتریوفاژ ویروسی 

های فاصله انداز مسئول شناسایی یا پلاسمید است. این توالی

 RNA  (RNAعناصر اگزوژن بوده و مشابه پدیدۀ تداخل

interferenceکنند( در سیستم یوکاریوتی عمل می (Jinek et 

al., 2012اصله اندازها (. این فاصله اندازها همان پیش ف

(Protospacersدر توالی ) های خارجی و عناصر ژنتیکی متحرک

ای ه)مانند باکتریوفاژها و پلاسمیدها( هستند که توسط آنزیم

Cas1  وCas2  در هنگام نخستین حمله ویروس، در ژنوم باکتری

اند و سبب ایجاد حافظۀ بین تکرارهای مستقیم جای گرفته

 شود سیستم کریسپرکه باعث میشوند سلولی در باکتری می

باکتری، ژنوم خودی را از غیر خودی )ژنوم ویروسی( تشخیص 

اولین (. Barrangou et al., 2007; Ran et al., 2013دهد )

شیزومی ایشینو یومشاهده در مورد سیستم کریسپر، توسط 

(Yoshizumi Ishino)  در دانشگاه اوزاکای ژاپن  7891در سال

در باکتری  iapهای سال ایشینو که بر روی ژنانجام شد. در آن 

E.coli کرد، در آخرین پاراگراف مقالۀ خود گزارش تحقیق می

های پالیندرومی عجیبی تکرار توالی E.coliکرد که در باکتری 

ای که تعداد زیادی توالی تکراری در این باکتری شوند. به گونهمی

اند؛ اما هم جدا شده های متنوع و غیر تکراری ازی توالیبوسیله

 هایی که گزارش کرده بود پی نبردایشینو به اهمیت این توالی

(Ishino et al., 1987تا اینکه .)  فرانسیسکو 7881در سال ،

(، میکروبیولوژیست در دانشگاه آلیکانتۀ اسپانیا، Mojicaموجیکا )

ها از ژنوم باکتریوفاژهایی که قبلا به Spacerمتوجه شد که این 

 او بعداً نشان داد کهگیرند. تری حمله کرده بودند، منشاء میباک

ها گسترده است و با مواد ژنتیکی های مشابه در پروکاریوتتوالی

، گزارش کرد که 5002در سال  موجیکادارد. در فاژها، مطابقت 

در  .ها بخشی از یک سیستم ایمنی میکروبی هستنداین توالی

به نوعی به عنوان خاطره  Spacerهای ها از توالیواقع، باکتری

ها کنند تا در صورت حمله مجدد ویروسسلولی استفاده می

)فاژها(، بتوانند سریع تر عوامل بیگانه و مهاجم را شناسایی کرده 

(. این توالی را که Makarova et al., 2006و آن را از بین ببرند )

سپر های متعدد است، آرایۀ کریSpacerها و Repeatشامل 

(CRISPR Arrayگویند. توالی ) هایSpacer  به عنوان الگوهایی

( مورد crRNAهای کوتاه کریسپری )به منظور تولید توالی

یا  tracrRNAاستفاده قرار گرفته و کمپلکسی را با مولکول 

(trans-activating CRISPR RNA) دهد. همچنین، تشکیل می

tracr RNA  باعث بلوغcrRNA شود. این دو توالی به همراه می

را به سمت  Cas9یکدیگر به عنوان یک توالی راهنما، پروتئین 

DNA مهاجم هدایت می( کنندDoudna et al., 2014 برای .)

 زیرا ن tracrRNAو crRNA سازی کاربردهای آزمایشگاهی، ساده

( Synthetic gRNA = sgRNA)ی صورت مصنوعه ب توانیم

 Albitar) گویند sgRNAکه اصطلاحا به آن  دکرو ادغام  یمهندس

et al., 2018).  کمپلکسCas9-gRNA  قادر است با شناسایی

( بر روی Protospacer Adjacent Motif) PAMای به نام ناحیه

DNA  ویروس، به آن حمله کرده، دو رشتهDNA  را برش دهد و

 اً مستقیمبه عبارت دیگر، این تکنولوژی  ویروس را منهدم سازد.

DNA را مورد هدف قرار داده و از پروتئین Cas9  به عنوان مولکول

 که توسط یک طوری کند؛ بهاستفاده می DNA یبرش دهنده

RNA  از ژنوم مورد هدف را  ایهیناح ییشناسا ییکه تواناراهنما

های شود و سپس توسط دومیِنمورد نظر جفت می DNA ، بادارد

را  ، برشدکننیعمل م یمولکول یچیبه عنوان ق پروتئینی که

 ؛است Crispr-Associated Proteinمخفف  Casدهد. انجام می

در  DNA هایشده که قادر به برش رشته یزیبرنامه ر میآنز کی

های نوکلئازی قادر از طریق دومین Cas9 .خاص است هایمکان

 Shmakovرا در جایگاه هدف برش دهد ) DNAاست دو رشتۀ 

et al., 2015 .)هایبرش در رشته جادیبلافاصله پس از ا DNA  و

( DSB=Double Strand Breakای )ایجاد شکست دو رشته

 DNA ۀبرش خورد یۀناح میترم یبرا یمیترم میمکانس نیچند

 HDRترمیم سلولی  یرهامسی هاآن نیشود که مهمتریم جادیا

(Homology Directed Repair و )NHEJ (Non Homologous 

End Joining( هستند )Doudna et al., 2014 فرآیند ترمیم .)
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NHEJ ( مستعد خطا است و درج یا حذف نوکلئوتیدیindels )

( Frameshift) های تغییر قالبکند که منجر به جهشایجاد می

ها کند. در حالیکه، یوکاریوتشود که ژن هدف را غیرفعال میمی

 DNA( برای پاسخ به شکستگی HDR ،NHEJاز هر دو مکانیسم )

 HDR مکانیسم ها فقطکنند، در اکثر پروکاریوتاستفاده می

-CRISPR(. کارآیی سیستم Koonin et al., 2017) دارد وجود

Cas  بسیار وابسته بهCRISPR crRNA  است که باید با کیفیت

(. در تکنیک Abudayyeh et al., 2016خوبی طراحی شود )

از اندونوکلئازها باید طوری باشد که جایگاه  ویرایش ژنوم استفاده

دقیق شناسایی کند؛ زیرا، در صورت  طور هدف گیری شده را به

ممکن است باعث ایجاد تغییر  (off-target) برش خارج از هدف

 Doudnaهای ناخواسته و ایجاد فنوتیپ جدید شود )در لوکوس

et al., 2014). ژنوم وجود دارند های ویرایش انواع مختلفی از روش

ها از اندونوکلئازهایی با قابلیت برنامه ریزی همگی آن که در

کنند و شامل چهار دسته هستند که عبارتند از: استفاده می

Meganucleases ،ZFNs (Zing Finger Nucleases ،)TALEN 

(Transcription Activator-Like Effector Nucleases و )

ترین ترین و رایجمتداول CRISPR (Yang et al., 2019.)سیستم 

موجود در باکتری  CRISPR-Casاز سیستم  CRISPRابزارهای 

( مشتق شده Streptococcus Pyogenesاسترپتوکوکوس پیوژنز )

 SpCas9و به  نام دارد Cas9آن  Casاست که آنزیم اندونوکلئاز 

اغلب به  CRISPR(. از همین رو، ابزارهای 7شهرت دارد )شکل 

(. در Khalil, 2020شوند )نام گذاری می CRISPR-Cas9نام 

ی RNAتوسط یک  Cas9سیستم کریسپر، اندونوکلئازهای 

هدف جفت  DNAنوکلئوتید که با  50راهنما تقریبا با طول 

توسط  DNAشود، به توالی مورد نظر فراخوانده شده و سپس می

و با  خورد. بنابراین، به راحتیبرش می Cas9زیرواحدهای آنزیم 

را به یک سیستم ایده  Cas9توان ی راهنما میRNAتغییر توالی 

 Jinek et) آل برای ویرایش ژنوم هر نوع ارگانیسمی تبدیل کرد

al., 2012.) های اگرچه در ابتدا فناوریZFN  وTALEN  کارآیی

اند؛ اما، برخلاف و اختصاصیت ویرایش ژنی را بهبود بخشیده

یده ده در آزمایشگاه نسبتا گران و پیچسیستم کریسپر، برای استفا

هستد زیرا این دو روش متکی به مهندسی پروتئین برای ویرایش 

هر هدف  یو برا بودهمجدد مشکل  یزیبرنامه ر یبراکه  هستند

دی این امر فرآیندارند.  ازیگسترده ن نیپروتئ یبه مهندس دیجد

 (.Zhang et al., 2017باشند )سخت و مستعد بروز خطا می

مصنوعی )مورد استفاده در  RNAهای همچنین، ایجاد توالی

تر از مهندسی پروتئین در سیستم کریسپر( به مراتب راحت

باشد. علاوه بر این، با استفاده از می TALENو  ZFNهای روش

توان به طور همزمان چندین جایگاه می CRISPR/Cas9سیستم 

 ,.Zhao et alد )را در ژنوم یک موجود زنده مورد هدف قرار دا

کند و در مکمل استفاده می RNAاز یک  Cas9(. همچنین 2021

توان آن را برای هدف قرار دادن تقریباً، هر ژن در ژنوم نتیجه می

ریزی کرد ( برنامهgRNAراهنما ) RNAبا سنتز یک مولکول 

(Cong et al., 2013; Jinek et al., 2012 پروتئین .)Cas9  دارای

باشد و کیلو دالتون می 761بار مثبت بوده و وزن مولکولی آن 

باشد. اسیدآمینه می 7169هزار جفت باز و  4دارای حدود 

SpCas9  دارایPAM  سادهNGG ( استN  هر نوکلئوتیدی

متعلق به باکتری  Cas9تواند باشد(. همچنین، می

ای ( دارStaphylococcus aureusاستافیلوکوکوس اورئوس )

اسیدآمینه است و وزن مولکولی آن نسبتا کمتر بوده و  7021

آن دارای  PAMکیلو جفت باز( و  1تر )حدود اندازۀ آن کوچک

باشد( است. این اندازۀ  Gیا  Aتواند می R) NNGRRTتوالی 

یک مزیت برای انتقال به درون سلول به  SaCas9کوچک آنزیم 

کریستالی آنزیم  ساختار(. Cong et al., 2013آید )حساب می

Cas9 ( از دو بخش برشیNUC( و بخش شناسایی )REC )

تشکیل شده است. بخش برشی آنزیم از سه دومین با عناوین 

HNH ،RuvC  وPI  تشکیل شده است و تقریباً، نقش قیچی را

وظیفۀ تشخیص قطعه  RECکند و بخش شناسایی آن ایفا می

DNA های ی دومینمورد هدف را برعهده دارد و داراREC1 ،

REC2  وBH (. پس از اینکه 5باشد )شکل میSpCas9  بهDNA 

هدف متصل شد دستخوش یک سری تغییرات ساختاری فضایی 

را در خود فعال نماید و در  DNAشده تا توانایی برش دادن 

 1ای تقریبا در فاصلۀ نهایت، سبب ایجاد برش دو رشته

 Jiangشود )هدف می DNA در PAMناحیۀ  نوکلئوتیدی بالاتر از

et al., 2015.)  

 اهسه مرحلۀ اصلی در مكانيسم عمل كريسپر در باكتری
در مرحلۀ اول که به نام مرحلۀ اکتساب فاصله انداز 

(Acquisitionشناخته می ) شود یک قطعۀ کوچک از ژنوم ویروس

 CRISPR( به درون آرایه spacerبه عنوان یک فاصله انداز جدید )

 Cas2و  Cas1های شود. این فرآیند، متکی به آنزیمگنجانده می

( را از spacersهای جدید )فاصله انداز Casهای باشد. آنزیممی

اگزوژن )فاژی( بدست  (protospacersپیش فاصله اندازهای )

دار و در انتهای توالی رهبر ها را به صورت جهتآورده و آن

(Leading Sequence در داخل آرایه )CRISPR  موجود در ژنوم

(. در مرحلۀ Barrangou et al., 2007دهند )پروکاریوتی قرار می

( نام دارد، Expressionدوم که تحت عنوان مرحلۀ رونویسی )

رونویسی و سپس توسط  Pre-crRNAآرایۀ کریسپر به 
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tracrRNA  بهcrRNA های کوچک برش خورده و پردازش

ها crRNAرسند. هر کدام از این اً، به بلوغ میشوند و اصطلاحمی

ی مشتق از یک فاصله انداز حاوی یک بخش هدف گیری کننده

(. در مرحلۀ سوم که Jinek et al., 2012) باشدمنحصر به فرد می

را برای  Cas9، آنزیم crRNA( است، Interferenceمرحلۀ تداخل )

مل والی مکهدف گیری اختصاصی توالی مورد نظر و سپس برش ت

کند. هدایت می RuvCو  HNHهای برش دهنده توسط دومین

های سیستم VIو  I  ،II  ،Vهای نوع لازم به ذکر است که در تیپ

کریسپر، مرحلۀ سوم )تداخل( برای تشخیص توالی مورد هدف 

باشند می PAMتایی به نام برای برش، نیازمند به توالی سه

(Barrangou et al., 2007; Zetsche et al., 2015; Al-Attar et 

al., 2011های (. به طورکلی، هدف اصلی در مرحلۀ کسب توالی

فاصله انداز جدید، تولید اطلاعات برای خاطرۀ سلولی و جلوگیری 

باشد؛ به عبارت دیگر، این فرآیند باعث از واکنش خود ایمنی می

یر خودی خودی )کروموزومی( از غ DNAتوانایی در تشخیص 

شود و در نتیجه عدم توانایی در کسب این )مهاجم یا بیگانه( می

 ,.Doudna et alشود )ویژگی مهم سبب مرگ سلول میزبان می

2014.) 

 
( که حاوی یک sgRNAی راهنما )RNA( با یک SpCas9باکتری استرپتوکوکوس پیوژنز ) Cas9: آنزیم CRISPR-Cas9اجزای سیستم  -1شکل 

شامل یک  sgRNAشود. این موردنظر در ژنوم هدایت می DNAدهد و به سوی جایگاه نوکلئوتیدی است، یک کمپلکس تشکیل می 50توالی 

انداز باشد. موتیف مجاور پیش فاصله که برای تشکیل کمپلکس لازم است، می tracrRNA( به نام Scaffoldداربستی ) RNAفاصله انداز و یک 

(PAM برای فعالیت اندونوکلئازی )SpCas9  لازم است. توالیgRNA  باDNA  هدف بلافاصله در بالادست یک موتیف(PAM) 5’-NGG  جفت

  (.Doudna et al., 2014موجب می شود ) PAMجفت باز بالادست  1ای را تقریبا در یک شکاف دورشته Cas9شود و در نهایت آنزیم می

 

 
 (Doudna et al., 2014و ساختار سه بعدی آن ) Cas9دومین های آنزیم  -2شکل 
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فاکتورهای   Leader. های رنگی( و نواحی)مستطیل Spacerهای مشکی رنگ( و )لوزی Repeatهای مراحل مکانیسم کریسپر: توالی -3شکل 

های crRNAبه  tracrRNAتوسط  Pre-crRNAشود و سپس رونویسی می Pre-crRNAنشینند و جایگاه کریسپر به می Leaderرونویسی در ناحیه 

 .(Makarova et al., 2020کند )خارجی ایفا می DNAکوچک بلوغ یافته تبدیل شده و نقش مهمی را در هدف گیری و برش 

-CRISPRهای بندی سیستمبر اساس جدیدترین طبقه

Cas، شوند که از نظر به دو کلاس و شش نوع تقسیم می

و  cas1متفاوت هستند.  Casهای های مؤثر و ترکیب ژنپروتئین

cas2 های کریسپر وجود دارند. در کلاس در تمام سیستمI 

 ( در مرحلۀ تداخلCascade) Casهای ای از پروتئینمجموعه

( در Cas9فقط یک نوع پروتئین )  IIشرکت دارند ولی در کلاس

-(. سیستمMakarova et al., 2020مرحلۀ تداخل شرکت دارد )

نیاز دارند در شکل  PAMهایی که برای شناسایی توالی هدف به 

با  PI اند. اسیدهای آمینۀ دٌمینبالا با علامت ستاره متمایز شده

پیوند هیدروژنی برقرار کرده و باعث اتصال  PAMتوالی سه تایی 

شود. با ژنوم و قرارگیری بر روی قطعۀ مورد هدف می Cas9آنزیم 

بر روی ژنوم باعث  PAMبنابراین، بدیهی هست که نبود توالی 

در این فرآیند  PAMشود و در نتیجه نقش عدم ویرایش ژنوم می

(. نکتۀ جالب توجه این Al-Attar et al., 2011بسیار مهم است )

لال در سیستم هایی برای اختاست که ویروس نیز مکانیسم

برد تا از مواجهه با این سیستم دفاعی باکتریایی کریسپر به کار می

فرار کند و به نوعی سیستم دفاعی میزبان را دور بزند که 

گویند. در نتیجه جمعیت میزبان  AntiCRISPRاصطلاحاً، به آن 

باید مکانیسم دفاعی خود را که اکنون ناکارآمد است، به روز نماید. 

ترین نبرد تاریخ مربوط به این دو توان گفت طولانیمی بنابراین

باشد )ویروس در مقابل باکتری( نوع گونۀ حیات می

(Asaduzzaman et al., 2021 کشف سیستم .)anti-

CRISPRCas  یک مسابقۀ تسلیحاتی تکاملی بین ویروس و

 Bondy-Denomy etدهد )را نشان می CRISPRهای سیستم

al., 2015 ذکر است که پروتئین (. شایانCas9  برای فعالیت

 (.Marraffini, 2015نیاز دارد ) 2Mg+های برشی خود به یون

ها را بدون توان بیان ژن در سلولعلاوه بر این، در حال حاضر، می

برای تشخیص  CRISPRaو  CRISPRiتوسط  DNAتغییر توالی 

رد کار بهای مختلف انسانی و تنظیم بیان ژن به و درمان بیماری

(Gilbert et al., 2013; Qi et al., 2013 اسیدهای آمینۀ اصلی .)

)اسید  D10به ترتیب  Cas9مسئول فعالیت کاتالیزوری 

)اسید آمینۀ  H840( و Cas9در پروتئین  70آسپارتیک شماره 

هستند.  HNHو  RuvCهای ( از دومین940هیستیدین شماره 

 ی زنجیره جانبی غیر واکنشیاز آنجایی که اسید آمینۀ آلانین دارا

باشد و در نتیجه خنثی است و تقریبا به طور مستقیم متیل می

در عملکرد پروتئین دخیل نیست، جایگزینی اسید آمینۀ آلانین 

با این دو اسیدهای آمینه )اسید آسپارتیک و هیستیدین(، یک 

 ( تولیدdead Cas9) dCas9مرده یا  Cas9به نام  Cas9پروتئین 

خاصیت برشی ندارد، با این وجود، این  dCas9اگرچه  .کندمی

در  DNAقادر به اتصال به  gRNAپروتئین همچنان با هدایت 

 ,Koonin and Makarovaباشد )یک مکان مشخص در ژنوم می

2019 .)spCas9  دارای دو دومین نوکلئازیHNH  وRuvC  است

د شکنمکمل و غیر مکمل را می DNAهای که به ترتیب رشته

(Yao et al., 2018 .)Cas9  برای برشDNA  به دو مولکول
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crRNA  وtracrRNA  نیاز دارد؛ در حالی کهCas12a  یا CPF1 

نیاز ندارد و برای  RNase IIIیا  tracrRNA، به هیچ Cas9برخلاف 

از دومین تک  Cas12aنیاز دارد. همچنین  crRNAبرش فقط به 

کند و استفاده می DNAبرای برش هر دو رشته  RuvCنوکلئاز 

خود  crRNAبرای پردازش  RNaseبه عنوان  WED IIIاز دومین 

 Cas12a(. اندونوکلئاز Fonfara et al., 2016کند )استفاده می

(. Zetsche et al., 2015باشد )می Cas9تر از کوچکتر و ساده

کوچک بودن این آندونوکلئاز در مرحلۀ انتقال به داخل سلول 

بود. همچنین شایان ذکر است که این مولکول سبب مفید خواهد 

شود که به افزایش ( میSticky endایجاد انتهای چسبنده )

 ;Paul and Montoya, 2020) کندکمک می HDRکارآیی 

Pannunzio et al., 2018; Davis and Chen, 2013; Barman et 

al., 2020.)  ازCas13  نیز برای هدف قرار دادن و برشRNA 

 (.Abudayyeh et al., 2017شود )استفاده می

 Cas9تنوع فعاليت آنزيم 

انواع مختلف آنزیم  Cas9های مختلف با تغییر در دومین

Cas9  تولید شد که برای اهداف گوناگون مورد استفاده قرار

یا نوع WTCas9برای مثال، الف(  .(Doench, 2018)گیرد می

را دارد.  DNAکه امکان اتصال و برش هر دو رشته  Cas9وحشی 

خاصیت  Cas9های که در آن یکی از دومین  Cas9 nickase ب(

دهد. بنابراین، فقط یک دومین ایجاد برش دهندگی را از دست می

 Nickکند و ایجاد را می DNAبرش در یک رشته از هر دو رشته 

دو دٌمین خاصیت که در آن هر  dead Cas9 یا dCas9کند. ج( می

اند. در این حالت شناسایی و اتصال به برشی خود را از دست داده

را دارند، اما قادر به برش نخواهند بود و  DNAتوالی مشخص 

برای تنظیم بیان ژن، عکس برداری ژنومی، بررسی تغییرات 

 ,Jiang and Doudnaژنتیکی بر روی کروماتین کاربرد دارند )اپی

2017; Hille and Charpentier, 2016 .) 

 CRISPR یايمزا

را  تیمز نیچند CRISPR/Cas9ژنوم  شیرایو ستمیس

 قیتر و دقساده، ترارزان سپری. کردارد ZFNو  TALENنسبت به 

(. Zhang et al., 2017) ستاژنوم  شیرایو یهاروش ریتر از سا

 ،جداگانه یراهنما یهاRNA انیب قیسلول از طر کیدر 

CRISPR را به طور همزمان در ژنوم با  گاهیجا نیتواند چندیم

(. Koonin et al., 2017) هدف قرار دهد ،ازیمورد ن یبالا آییکار

، امکان ورود CRISPR/Cas9یکی از کاربردهای مهم سیستم 

سازی چندین به درون سلول و غیر فعال sgRNA چندین نسخۀ

 است CRISPR ژن است. این توانایی در انحصار سیستم

(Alkhnbashi et al., 2016).  

 های سيستم كريسپرمحدوديت

امروزه، سیستم کریسپر به عنوان ابزاری قدرتمند برای 

ی اویرایش ژنوم شناخته شده و در حوزۀ زیست فناوری توجه ویژه

را به خود معطوف کرده است. حداقل چهار شرکت کاریبو ساینس 

(Caribou Biosciences ادیتاس ،)( مدیسینEditas Medicine ،)

( و اینتلیا CRISPR Therapeuticsکریسپر تراپیوتیکس )

( بر پایۀ فناوری کریسپر Intellia Therapeuticsتراپیوتیکس )

 ها درگذاری شده است. در حال حاضر، بیشترین نگرانیبنیان

های سیستم کریسپر مربوط به ایمنی و چالش مورد نقاط ضعف

سپر و مسائل اخلاقی آن، انتقال امن و دقیق زیستی سیستم کری

( )منظور آنزیم و توالی راهنما است( و نیز Cargoمحموله )

( Off-targetو خارج از هدف ) های ناخواستهجلوگیری از ویرایش

است. به رغم سرعت بالای توسعۀ فناوری کریسپر و رشد روز 

این های ها در حوزۀ کریسپر، بسیاری از ویژگیافزون شرکت

سیستم هنوز ناشناخته باقی مانده است و نیاز به درک بهتری از 

باشد. کریسپر دارای پتانسیل مضامین اخلاقی و اجتماعی آن می

ایجاد انقلابی در کشاورزی و ژن درمانی است؛ اما، پیش از پذیرش 

این سیستم برای کاربردهای غیر پژوهشی باید درک کاملی از 

 ری داشت.های مختلف این فناوجنبه

 Off-targetهای كاهش روش

را برش دهد،  DNAباید قسمت خاصی از توالی  cas9آنزیم 

های دیگری از ژنوم که مشابهت دارد اما ممکن است در قسمت

های تواند به جهش(. این امر می4نیز شکاف ایجاد کند )شکل 

ژنتیکی و افزایش احتمال ابتلا به سرطان منجر شود. اثرات خارج 

شود و در ها میهدف باعث ایجاد تغییرات غیرمنتظره در ژنوماز 

هایی در مورد ایمنی زیستی و کارآیی سیستم نتیجه نگرانی

-offکند. تحقیقات بسیاری برای کاهش اثرات کریسپر ایجاد می

target  انجام شده است که عبارتند از مهندسی آنزیمCas9 

(Aschenbrenner et al., 2020; Guilinger et al., 2014; Tsai 

et al., 2014; Kleinstiver et al., 2016; Slaymaker et al., 

2016; Chen et al., 2017; Hu et al., 2018)،  استفاده ازgRNA 

استفاده از  ،truncated gRNA (Fu et al., 2014 )کوتاه شده یا 

Cas nickase (Cong et al., 2013)،  استفاده ازSPCas9-HF 

(Kleinstiver et al., 2016)،  استفاده ازeSPCas9 (Slaymaker 

et al., 2016های مهندسی شدۀ ( و استفاده از واریانتD1135E 

SpCas9 (Kleinstiver et al., 2015.) 

04 



Hashemi et al.;  
An overview of gene editing technology (CRISPR) and its applications … 

Scientific-Extensional (Professional) Journal of Domestic, Volume 22, Issue 3 (Serial Number 24), Winter 2023 

 

 

 
 (Slaymaker et al., 2016اثرات خارج از هدف در سیستم کریسپر ) -0شکل 

 ژنی روش های انتقال سازۀ

به داخل  gRNAو  Cas9های مختلفی برای انتقال روش

های هستۀ سلول وجود دارد که به طور کلی به دو دستۀ روش

های انتقال ( و روشNon-viral Deliveryانتقال غیرویروسی )

های شوند. روشبندی می( طبقهViral Deliveryویروسی )

های فیزیکی )مانند الکتروپوریشن غیرویروسی عبارتند از روش

(Electroporationمیکرواینجکشن ،) (Microinjection ،)

(، Transfection(، ترانسفکس )Transductionترانسداکشن )

های شیمیایی شوک حرارتی و تزریق پلاسمید( و روش

ی های مبتنهای مبتنی بر لیپوزوم، فسفات کلسیم، روش)روش

های های ناقلهای ویروسی نیز شامل روشبر پروتئین(. روش

های ( و ناقلAVلنتی ویروس، رتروویروس و آدنوویروس )

( AAV = Adeno Associated Virusویروسی مرتبط با آدنو )

 .(2شکل ) (BEHR et al., 2021)باشند می

 
 (BEHR et al., 2021روش های انتقال محموله برای ویرایش ژنوم ) -5شکل 
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 ( به طور مختصر نشان داده شده است.7) های بالا معایب و مزایای خود را دارند که در جدول هر کدام از روش

 (BEHR et al., 2021)به داخل هسته سلول  gRNAو  Cas9های انتقال مزایا و معایب روش -1جدول 

 

با هم  mRNAو  gRNAهای در بحث انتقال، اگر مولکول

 mRNAبه داخل سلول ارسال شوند، ممکن است تا زمانی که 

شروع به تخریب کند. در واقع، نشان داده  gRNAترجمه شود، 

 mRNAعت پس از سا 6تا  gRNAشده است که تأخیر در انتقال 

ممکن است کارآیی ویرایش را افزایش دهد، اغلب هر دو پروتئین 

Cas9  وgRNA شوند و سپس، در شرایط آزمایشگاهی تولید می

شوند و به صورت واحد به ترکیب می RNPدر یک کمپلکس 

(. ارسال یک پروتئین Lee et al., 2017شوند )داخل ارسال می

به یک پستاندار ممکن است باعث غیربومی با منشأ باکتریایی 

های ایمونولوژیکی یا ایجاد مسمومیت در صورت عدم ایجاد پاسخ

 Lee et al., 2017; Wang etنظارت دقیق بر میزان دوز شود )

al., 2016.)  پروتئینCas9 ( از استرپتوکوک پیوژنزSpCas9 یک )

داۀ کیلو دالتون است. ان 163مولکول با بار مثبت با وزن مولکولی 

بزرگ مولکول یک مشکل برای ورود کارآمد به سلول و هسته 

ئین شود که پروتاست. علاوه بر این، منشأ باکتریایی آن باعث می

Cas9  در انسان ایمونوژن باشد که ممکن است کارآیی ویرایش

ژنوم را کاهش دهد و خطر درمان ویرایش ژنوم را افزایش دهد 

(Crudele et al., 2018.) این، فرآیند تخلیص پروتئین  مضاف بر

بر است. همچنین، برای اطمینان از خلوص، هنوز پرهزینه و زمان

در طول کل  Cas9و حفظ ثبات و فعالیت بیولوژیکی پروتئین 

 سازی به کارفرآیند تصفیه، فرمولاسیون، حمل و نقل و ذخیره

پلاسمید کد  DNAیا  mRNAقابل توجهی نیاز دارد. استفاده از 

 یسازتواند از مشکلات مربوط به تولید و خالص، میCas9کنندۀ 

 

حال هزینه را کاهش دهد پروتئین جلوگیری کند و در عین

(Behr et al., 2021 اگر .)mRNA  یاDNA  پلاسمید با موفقیت

های هدف که انتظار تواند در سلولمی Cas9انتقال داده شود، 

رود دستکاری ژن اتفاق بیفتد، تولید شود. با این حال، انتقال می

پلاسمید  DNAبرهنه و هم برای  mRNAدرون سلولی هم برای 

ها ناپایدار هستند و به تنهایی قادر به ورود دشوار است، زیرا آن

تر انتر و گرها شکنندهmRNAهای هدف نیستند. به سلول

بر روی  "درج"زایی ها خطر جهشmRNAهستند. با این حال، 

DNA کروموزومی را ایجاد نمی( کنندLee et al., 2017 علاوه .)

ها نیازی به ورود به هستۀ سلولی ندارند و mRNAبر این، 

های ریبوزومی سیتوزول را در مکان Cas9توانند پروتئین می

 DNAجه نسبت به روش تولید کنند. این یک مزیت قابل تو

پلاسمید، ناقل باید به هستۀ  DNAپلاسمید است؛ زیرا در روش 

را آغاز کند. علاوه بر این،  Cas9سلول انتقال داده شود تا بیان 

پلاسمید،  DNAدر مقایسه با روش  mRNAبا واسطۀ  Cas9بیان 

 ,.Behr et alدهد )خطر اثرات خارج از هدف را نیز کاهش می

های ، استفاده از ناقلCas9دیگر برای ارسال (. روش 2021

ها و AAVهای ویروسی، ویروسی است. در میان بسیاری از ناقل

ها در مطالعات بالینی هستند ترین ناقلها پرمصرفلنتی ویروس

 ex vivoو  in vivoکه به ترتیب در آزمایشات بالینی ژن درمانی 

توان در را می Cas9ی هاژن (.Lattanzi et al 2019کاربرد دارند )

و های مرتبط با آدنهای ویروسی، مانند ویروسژنوم نوترکیب ناقل

(AAVsیا لنتی ویروس ) ها، که در تولیدCas9 های در سلول

Strategy 

Viral Delivery 

 

 Non-Viral Delivery  

LV AAV AV Microingection Electroporation 

Cell 

Penetreting 

Peptide 

Lipid-Based 

Nanoparticle 

Gold 

Nanoparticle 

Cas9 Delivery 

Format 
DNA DNA DNA 

DNA, mRNA or 

protein 

DNA, mRNA or 

protein 
Protein 

DNA, mRNA 

or protein 
Protein 

Delivery 

Efficiency 
+++ ++ ++ + +++ + + ++ 

Safety 

Concern 
+++ + ++ + + + + + 

Cost + ++ ++ +++ +++ + + ++ 

Technical 

Requirement 
+ ++ +++ +++ + ++ + ++ 

Major 

Advantages 

Efficient 

delivery; 

Large 

cloning 

capacity 

Non-

integrating 

Non-

integrating 

Direct delivery; 

Dosage more 

controllable 

Efficient 

delivery; Easy to 

operate 

No risk of 

virus 

FDA-

approved; 

Low stress to 

the cells 

No risk of 

virus 

Major 

Limitations 

Random 

integration; 

insertional 

mutagenesi

s 

Limited 

cloning 

capacity 

Immune 

response 

Technical 

challenging; in 

vivo work not 

feasible 

Cell viability 

issue; in vivo 

work difficult 

Variable efficiency depends on cell types; requires 

extensive optimization 

Major 

Applications 

in vitro and 

ex vivo 
in vivo in vivo 

in vitro and ex 

vivo 

in vitro and ex 

vivo 

in vitro and in 

vitro 

in vitro and in 

vitro 

in vitro and in 

vitro 

AV, adenovirus; AAV, adeno-associated virus; EV, extracellular vesicle; LV, lentivirus; + denotes low; ++ denotes medium; +++ denotes high. 
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هدف مهارت دارند، مهندسی کرد. با این حال، نشان داده شده 

های هدف منجر به در سلول Cas9است که تولید طولانی مدت 

 ,.Jinek et alشود )زایی میاثرات خارج از هدف و ایمنیافزایش 

های ویروسی همچنین خطر ادغام تصادفی ژن در (. ناقل2014

پلاسمید  mRNA ،DNAژنوم میزبان را به همراه دارند. در نهایت، 

های ویروسی، همگی به زمان بیشتری برای تولید آنزیم و ناقل

Cas9 ر نتیجه باعث تأخیر در های هدف نیاز دارند و ددر سلول

شوند. تأخیر ممکن است کارآیی ویرایش ژنوم را در عمل می

ها ممکن است sgRNAهنگام ارسال محموله کاهش دهد؛ زیرا، 

 Behrدر سلول تجزیه شوند ) Cas9قبل از ساخته شدن پروتئین 

et al., 2021.) های در فرآیند ارسال، باید محموله را از مکانیسم

ها ها و لیزوزومRNAasاز جمله پروتئازها،  تخریب سلولی،

ای فرموله شود که ایجاد پاسخ ایمنی محافظت کرد و باید به گونه

(. Behr et al., 2021; Jinek et al., 2014را به حداقل برساند )

AVV ها وکتورهای بسیار کارآمدی برای انتقال محموله و ویرایش

کننده و غیرقابل مهای تقسیتوانند سلولژن هستند، زیرا می

های مختلف تحت تأثیر قرار دهند، حداقل تقسیم را در بافت

 شدۀزایی را ایجاد کنند و هیچ بیماری انسانی شناختهایمنی

با  (.Wang et al., 2019ها نیز گزارش نشده است )مرتبط با آن

 in vivoها در هنگام استفاده برای ارسال AAVاین وجود، 

CRISPR-Cas9  هنوز دارای نقاط ضعف هستند. یکی از اشکالات

( است. این امر Packagingبندی )ها محدودیت بستهمهم آن

کند؛ زیرا ( را دچار مشکل میAll-in-oneارسال همه با هم )

SpCas9  کیلوبایت اندازه دارد. از آنجایی که  5/4خود حدود

AAVند، شها باید حاوی عناصر تنظیمی ضروری برای بیان ژن با

مانند ناحیۀ پروموتور و سیگنال پلی آدنیلاسیون، ظرفیت 

رد شود و کارببندی کوچک باعث مشکلات قابل توجهی میبسته

AAVها را زیر سوال می( بردBehr et al., 2021 استفاده از .)

SpCas9 تر دارد و یا استفاده از شده، که اندازۀ کوچککوتاه

، که SaCas9کوکوس اورئوس مانند استافیلو Cas9های ارتولوگ

تواند به عنوان یک راه کیلوبایت است می 7/1اندازۀ آن حدود 

مد نظر باشد  AAVهای بندی ناقلحل برای محدودیت بسته

(Friedland et al., 2015.)  لنتی ویروس یک ویروسRNA 

ا های است که به خانوادۀ رتروویروسپوشش دار با ژنوم تک رشته

 inها برای ژن درمانی ای استفاده از لنتی ویروستعلق دارد. مزای

vivo  تر ژن استکیلوبایت و بیان طولانی 70شامل ظرفیت حمل .

بندی ها، ضعف محدودیت بسته AAVها، در مقایسه با این ناقل

های (. بسیاری از انواع ناقلRan et al., 2015را ندارند )

استفاده  RNAiغیرویروسی که برای تحویل پروتئین، ژن و 

نیز کاربرد دارند.  in vivo CRISPR-Cas9شوند، برای تحویل می

(، نانوذرات LNPsها، نانوذرات لیپیدی )ها شامل لیپوزوماین

پلیمری، نانوذرات پپتیدی و نانوذرات معدنی هستند که دارای 

زایی، هزینۀ پایین نظر چندین مزیت هستند؛ مانند حداقل ایمنی

گ، توانایی تحویل تمام اجزای یک سیستم تولید در مقیاس بزر

CRISPRCas9 ( به صورت یکجاall-in-one delivery و انعطاف )

پلاسمید،  RNP ،DNAهای مختلف )پذیری برای تحویل محموله

mRNA ،sgRNA( )BEHR et al., 2021.)  

 كاربردهای كريسپر

کریسپر کاربردهای گوناگون و امیدبخشی را به ویژه در 

درمانی و کشاورزی به همراه داشته است. این فناوری حوزۀ 

های قابلیت دستکاری ژنوم جهت درمان کامل بسیاری از بیماری

های متابولیک، ارثی و اکتسابی از جمله سرطان، بیماری

این  های عفونی و... را دارد.های سیستم عصبی و بیماریبیماری

 Chen etباشد )نیز می فناوری یک ابزار تشخیصی امیدوارکننده

al., 2022 در حوزۀ کشاورزی و تولیدات گیاهی، ایجاد .)

محصولات کشاورزی مقاوم به آفات مانند تولید برنج طلایی با 

( با استفاده از Aسازِ ویتامین بالای بتاکاروتن )پیش مقادیر

در حوزۀ  (.Dong et al., 2020تکنیک کریسپر انجام شده است )

ها مانند ایجاد عملکرد و افزایش تولید دامدامپروری، بهبود 

ماهیچۀ مضاعف در گوسفند و بز با استفاده از کریسپر گزارش 

(. در دام Wang et al., 2018; Kalds et al., 2022شده است )

ا ههای شیری با استفاده از کریسپر تغییری در اجزای شیر آن

یا مهار  و های ارزشمندصورت گرفته است که باعث تولید پروتئین

های شیر شده است؛ مانند تولید شیر غنی از برخی از پروتئین

همچنین محققان توانستند  (.Ma et al., 2017) ملاتونین

ها با استفاده از در آن FGF5گوسفندانی تولید کنند که ژن 

سیستم کریسپر جهت افزایش تولید پشم ناک اوت شده است 

(Hu et al., 2017.) ی انسانی در حیوانات هاتولید اندام

(Xenotransplantation با استفاده از سیستم کریسپر از دیگر )

کاربردهای این تکنیک می باشد. تولید پانکراس انسانی در 

گوسفند و تولید کلیه در خوک نشان از قدرت این فناری جهت 

 Vilarino et al., 2017; Ryczekهای قابل پیوند دارد )تولید اندام

et al., 2021 مقاومت گاوها در برابر بیماری سل توسط سیستم .)

( و همچنین، استفاده از کریسپر برای Gao et al., 2017کریسپر )

 Zouتولید واکسن برای آنفولانزای پرندگان گزارش شده است )

et al., 2017 لی و همکاران نشان دادند که جهش در ژن .)

عضلانی در  کنندۀ منفی رشد(، یک تنظیمMSTNمیوستاتین )

00 



 ؛ هاشمی و همکاران

 دامی علوم تحقیقات در آن کاربردهای و( کریسپر) ژنی ویرایش فناوری بر مروری

 1041 مستانز، (پیاپی چهاربیست و  شماره) سه شماره ،و دو بیست دوره ستیک،دامِ( ایحرفه) ترویجی -علمی نشریه

 

 

های اسکلتی، منجر به افزایش تودۀ عضلانی در بلدرچین ماهیچه

تواند به افزایش چند (. این تکنیک میLee et al., 2020) شد

-Tait) نیز کمک کند هاقلوزایی و مقاومت در برابر بیماری

Burkard et al., 2018; Menchaca et al., 2020 همچنین در .)

پر کنند با استفاده از سیستم کریسپیشنهاد میانتها نویسندگان 

های شکمبه را در جهت کاهش توان ژنوم باکتریاحتمالا می

 ای تغییر داد تا حجم گاز متان کمتری تولید شود.گازهای گلخانه

 گيری كلینتيجه

ای پلیمراز، از واکنش زنجیره در حوزۀ علوم زیستی، پس

ترین تحول در این حوزه توان مهمابداع فناوری کریسپر را می

ای روشن در زمینۀ دانست. کریسپر یک روش نو پا اما با آینده

منظور اصلاح  ویرایش ژنومی است؛ لذا تحقیقات بیشتری باید به

با  CRISPR/Cas مشکلات آن صورت پذیرد. تحقیقات در زمینۀ

سرعت هرچه بیشتر در حال انجام است و این سیستم در آینده 

مناسب برای بسیاری از مسائل پزشکی  واند راه حلیتبه خوبی می

ها مواجه هستیم باشد. این فناوری و کشاورزی که ما امروز با آن

تواند فاصلۀ تکنولوژی بین های بکری ایجاد کرده و میفرصت

کشورهای پیشرفته و کشورهای در حال توسعه در زمینۀ درمان 

سرعت پر کند. های مختلف و همچنین، کشاورزی را به بیماری

های این تکنیک کاملا شناخته نشده است، اما به طور تمام جنبه

ها در ترین فناورییکی از انقلابی CRISPR-Casکلی، سیستم 

های آن و باشد و کاربردهای بالقوه و مزیتهای اخیر میدهه

اد های اخلاقی ایجهایی که در زمینۀ ایمنی زیستی و زمینهنگرانی

، حاضر حال د به شدت مورد بررسی قرار گیرد. درکرده است، بای

قرار دارد و  ژنتیکی ویرایش عصر دم این سپیده هنوز در جهان

در آینده فناوری کریسپر بسیاری از علوم را تحت تأثیر قرار خواهد 

داد. باید از این دوران به عنوان یک فرصت ارزشمند استفاده کرد؛ 

 اصلاح بعدی در نسل دور،شک در آیندۀ نه چندان  چرا که بدون

. داشت خواهد مؤثری کریسپر نقش سیستم طیور، و دام در نژاد

با  یلمولکو یشناس ستیز ۀدر توسع یتحول ستمیس نیا کشف

و  یو کشاورز یوتکنولوژیو ب یسودآور در پزشک یکاربردها

 شایان ذکر است کرده است. جادیا تیکژنیو اپ کیژنت یمهندس

و کریسپر  (RETRON)های بعد از کریسپر مانند رترون که نسل

ابداع شده است که کارآیی ویرایش ژنوم  (SOFT CRISPR)نرم 

را بهبود بخشیده است و نشان از پویایی این فناوری دارد. علاوه 

وعی با ادغام هوش مصنکه  کنندیم ینیبشیپ بر این نویسندگان

ار قدرتمندتر ایجاد با فناوری کریسپر در آینده، ابزاری بسی

درک ما از  CRISPR دیجد یهایاکتشافات و فناورشود و می

مچنین . هکند شتریموجودات را ب یکیاصلاح ژنت تیو ظرف یزندگ

این نکته از دید نویسندگان دور نمانده است که احتمالا بین 

سیستم ایمنی اکتسابی باکتریایی )کریسپر( و سیستم کوئوروم 

ها ارتباطی وجود دارد. ( در باکتریQuorum sensingسنسینگ )

ها در کنند که باکتریبه عبارت دیگر، نویسندگان پیشنهاد می

کنند و از طریق مواجه با ویروس به صورت منفرد عمل نمی

رد. به گیسیستم کوئوروم سنسینگ برای حمله به فاژ کمک می

وش رت هها، در شناسایی فاژ به صوبیانی دیگر، احتمالا، باکتری

کنند و احتمالا ( فعالیت میcollective intelligenceتجمعی )

سیستم دفاعی کریسپر را در   Cas2و Cas1های بیان ژن

هستند و هنوز با ویروس   Cas2و Cas1هایی که فاقد بیان باکتری

  .اند، را تحریک کندمواجه نشده
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Abstract  

Since the discovery of the helical structure of DNA in 1953, researchers were looking for ways to 

manipulate the genome. The starting point of the genome editing process began in the 70s with the 

production of recombinant DNA and the development of genetic engineering and then the commercial 

production of restriction enzymes. Genome editing refers to the process of targeted modification of the 

genome and also it is one of the most important advances in genetic engineering in the current century. 

This technology helped scientists to delete and add or change genetic material to improve performance 

and create targeted genetic changes in humans, animals, and plants in certain regions of the genome. One 

of the genome editing tools is the CRISPR system, which has been used as a powerful approach for high-

efficiency genome editing in various types of organisms and has created a revolution in biological 

research. The CRISPR system is an acquired immune system in prokaryotes that protects them against 

bacteriophages and plasmids. This technique can be used to treat and control genetic diseases, improve 

the quality of food, make vaccines and drugs, and also to correct and improve the performance of growth 

and reproduction. In 2020, two scientists named Jennifer Doudna and Emmanuelle Charpentier were 

awarded the Nobel Prize for inventing the CRISPR technique, which shows the importance and many 

applications of this technology in the field of medicine and agriculture in the future. This study shows 

the history, importance, and application of the CRISPR system in animal science to make progress in 

animal and poultry breeding and take into account ethical standards and animal welfare. This study shows 

the history, importance, and application of the CRISPR system in animal science to make progress in 

animal and poultry breeding and take into account ethical standards and animal welfare. 
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