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 چکیده

گذار  و تاثیر بسیار مهم موردهایيكی از  .بشر است رویپیشهايی افزايش جمعیت جهان و تامین غذا يكی از چالش

های نوين روش يكی از 9Cas4پرسکري ؛ وهندسی ژنتیك استماستفاده از برای افزايش میزان تولید مواد غذايی 

ت های مشابه متفاوروش ديگراين فناوری که آن را از  هایويژگیمهمترين  .دقیق ويرايش ژنوم است وشده شناخته

سیستم ايمنی  با نوعیبه Cas9پرسکري .آن است زياد، دقت و کارايی مناسب و تر بودنارزانسادگی استفاده،  ندکمی

قاومت به م موجبدر واقع کريسپر سیستم ايمنی پروکاريوتی است که  است.مرتبط DNA ی ازمربوط به توالی کوتاه

يك  .استصلی ادارای سه بخش  اين سیستم .شودها میها و ويروسسمیدفاژها، پلا DNAخارجی، مانند  تهديدهای

از  CrRNA باشد.مكمل می Trac RNAکه با توالی موجود در  استدارای يك توالی تكراری است که  CrRNA5 بخش آن

های تكراری موجود در نیز به مكمل خود که توالی Trac RNAو توالی شود میمكمل خود به جايگاه هدف متصل  راه

CrRNA که اين ساختار فضايی موجب فراخوانی پروتئین  چسبداست، میCas9 در صنعت غذا  .شودبه جايگاه هدف می

افزايش  های تخمیری برای استفاده از آن درقدرتمند در مديريت فرآورده یعنوان ابزاره ب دتوانم کريسپر میستسی

ر مقاله که د رارگیردقمورد استفاده  تريايیضدباکهای ويرايش ژنوم و فعالیت ،دییشدن پلاسمی، واکسینهژمقاومت فا

 گیرند.مورد بررسی قرار میحاضر 

 .Cas9کريسپر،  فناوریصنعت غذا،  ژنوم،  كلیدی: هایواژه
 

 مقدمه

غلات  رمقدا ،عیترشد جمزنجیره تأمین غذا بزرگترين چالش موجود است و با توجه به  ،جمعیت جهان پیوستهبا افزايش 

 ورد توجهی مختلفی مهاهدف راهاين باشد. برای رسیدن به  2005بايد دو برابر مقدار آن در سال  2050تولیدی تا سال 

مین زنیاز به  کشاورزی است که با توجه به هایمحصولیشنهادی افزايش سطح کشت پی هايكی از اين راه .است پژوهشگران

یاهانی با شت بايد گبه جای افزايش سطح ک از اين رو، .رسدمیمناسبی به نظر نبیشتر و تخريب منابع طبیعی گزينه چندان 

 .(Brandt & Barrangou, 2019) ی محیطی بوجود آوردهاشتنو  هاو همچنین مقاوم به بیماری یشترعملكرد ب مقدار

 جديد در صنايع غذايی و کشاورزی فناوریچندين  تاد شای همقدم فناورییشرفت در علوم و پدر چند دهه گذشته 

 
 11/8/1402 تاريخ پذيرش:                                                        29/3/1402 :افتيدر خيتار -1  
 ehsany81@yahoo.com : مسئول، پست الكترونیك نويسنده -2
و  خوراسگان واحد سلامیا زادآ دانشگاه، استاد گرگان طبیعی ابعمن و کشاورزی علوم دانشگاه دکتری دانشجوی ترتیب، به -3

 .گرگان طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاهاستاد 

4. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats                         5. Crispr RNA 
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امروزه  .ندادادهافزايش  هانما را نسبت به طبیعت غذاها و فرآيندهای آ دانسته های هافناوریکه اين  ده شونداستفا

 ,Eş) بر سلامتی و جلوگیری از بیماری باشد میمه هایاثربر رفع گرسنگی دارای  افزونکنندگان انتظار دارند که غذا مصرف

et al., 2019). 

باشد که در میژنتیكی  هایتغییرشود ايجاد میی علم استفاده هاه در بسیاری از شاخهی نوينی کهافناوریيكی از 

تواند در بهبود میکاربرد دارد و  مانند اين هاروری و پزشكی، تولید دارو، دامپ، شناسیبوممواد غذايی، کشاورزی، 

، ها، آنزيمهاويتامین ساختزيستند ی مانموردهاامروزه از روش اصلاح ژنتیكی در  .شرايط انسان بسیار مؤثر باشد

 & Selle) شودمیفعال استفاده زيستتیدهای پپو  (آنتی بیوتیك هاها )پادزيستدارويی،  هایترکیب

2015,.Barrangou).  فناوریمعرفی DNA   

عصر جديدی درزيست شناسی گشود که با ارائه  1970در سال  ترکیبنو 1

راهكارهای درمانی دستكاری در  نوآوریرا به منظور  DNAی هالكولوتوانستند م نپژوهشگرابار  نخستینبرای  فناين 

ی ژنتیكی فراهم هاابزار قدرتمندی را برای درمان بیماری ،زنده هایياختهی هدفمند تغییر ژنوم هاکنند و امروزه روش

 هایتغییرايجاد برای ئن ی کارآمد و مطمهاروش هتوسع .(1396، محمدی فارسانیبروجنی و ولیان ) نموده است

تغییر به ايجاد بنابراين است،  فناوریزيست ژوهشگرانپمهم  هایهدفزنده يكی از  هایياختههدفمند و دقیق در ژنوم 

ی مختلف ويرايش هادر روش .شودمیگفته  مويرايش ژنو ،هدفمند و اختصاصی در ژنوم و اطلاعات زيستی موجود زنده

ژن خارجی  به طور معمولی جديد تغییر ژنتیكی هادر فناوری .استای هارای اهمیت ويژد ،ژنوم تشخیص جايگاه هدف

 ،ژنوم وجود داردکه برای ويرايش  شدهشناخته و دقیق ی نوينهايكی از اين روش .شودمیبه موجود زنده وارد ن

سادگی استفاده،  سازدمیوت ی مشابه متفاهاروش ديگراين فناوری که آن را از  ويژگیمهمترين  .است Cas9 رپسکري

اين سیستم ايمنی  .((Gallo et al., 2018 (1396بیات و همكاران.، ) آن استزياد ارزان بودن، دقت و کارايی مناسب و 

در  ، اماندارد ياختهگونه کارايی در بودند که اين توالی هیچبر اين  هاژوهشگران سالپ و است DNAمربوط به يك توالی کوتاه 

 DNAتواند هر قسمت از می Cas9روتئین پبلكه به همراه  ،ارزش نیستبیاخیر مشخص شد که اين توالی نه تنها  یهاسال

 .(1396، سیدينپروين و ) يا قسمتی از ژن را خاموش کند دهرا برش د

 رپكریسمعرفی سیستم 

، فاژها DNA :رجی، مانندخاعنصرهای مقاومت به  موجبروکاريوتی است که پسیستم ايمنی نوعی ر پدر واقع کريس

ژنوم خارجی  با رويارويی نخستیناز  پسر پدارای سیستم کريس هایمیكروارگانیسم .شودمی هاو ويروسها سمیدلاپ

 از نوکلئوتیدی متعددی 20ی ها، توالی(مانند اين ها فاژها، پلاسمیدها و DNA)شامل  ماده وراثتیاين  س از تخريبپ

به  اختهيبرای  ی مهاجمهاژنوم ازکنند و اين بخش مانند بايگانی میر پکريس مكان ژنید ويروس هیدرولیز شده را وار

 .(1395، عربجديدی و ) ندکمیی خارجی بعدی مانند الگو عمل هابا ژنوم رويارويیآيد و در میحساب 

 باشند.می 9Cas پروتئین و CrRNA2،  Trac RNA3 که شامل .باشدمیر دارای سه بخش اصلی پسیستم کريس

CrRNA  رايه آدقیق ژنوم مهاجم موجود در  نسخه برداریبر  افزونکه در آن  استدر حقیقت بخشی از توالی ژنوم مهاجم

گیرد اين میعنصر مهاجم قرار  برابر زمانی که باکتری در .شودمی نسخه برداریتكراری آن نیز در آن  یهاتوالی ،رپکريس

خوانی افرمكملش در ژنوم )که در حقیقت ژنوم خارجی ورودی است( موجب  تهرش و با اتصال به شودمیقطعه بیان 

 
1. Deoxyribonucleic acid                                     2. Crisper RNA                                    3. Trans-activating crispr RNA 
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 ،همانگونه که بیان شد .(Meiliana et al.,2017 ؛ 1396، بیات و همكاران) دشومینظر موردبه جايگاه  Cas9 روتئینپ

CrRNA  باشد که با توالی موجود درمیدارای يك بخش توالی تكراریTrac RNA    شد. بامیمكملCrRNA  راهاز 

ی تكراری موجود در هانیز به مكمل خود که توالی Trac RNAشود و توالی میمكمل خود به جايگاه هدف متصل 

CrRNA  ،روتئین پفضايی موجب فراخوانی که اين ساختار  شودمتصل میاست Cas9 و بیات ) شودمیبه جايگاه هدف

 .(Yao et al., 2018 ؛1396همكاران.، 

 كریسپرتاریخچه 

 باکتری در دانشگاه اوزاکا به بررسی  1ايشی نوسرپرستی يوشی زومی به پژوهشگرانمیلادی گروهی از  1987در سال 

E. coli  پرداختند و با تكرار غیرعادی يك توالی درDNA  پژوهش  بهتاريخچه کشف کريسپر  ، امارو شدندهروب باکتریاين

. ( ,.2016Lander)گردد اسپانیا برمی 3در دانشگاه آلیكانته 1989در سال مقاوم به نمك در مرداب  2هایروی آرکئی

های آنزيم) 4های محدودکنندهدريافتند که غلظت نمك موجود در محیط کشت بر فعالیت برشی آنزيم پژوهشگران

مختلف تقسیم  ایههلئوتیدها، به قطعرا بر اساس توالی خاصی از نوک DNA ها هستند کهای از آنزيممحدودکننده دسته

 ،قطعه مورد بررسی نخستینو در  ندتغییريافته پرداخت هایهقطعدر ادامه به بررسی  هاآن اثر دارد.در آرکئی ها  (کنندمی

ها يك آن میانکه در  ندرا کشف نمود جفت باز 30های پالیندرومیك و نادر به طول های کامل و متعددی از توالینسخه

 Haloferax ديگری در باکتری همسانهای توالی پس از آن، .باز قرارداشتجفت  36ز با طول اندافاصلهسری توالی 

volcanii  های فراوانی در زنیگمانهها در آن سال .شدکشف توسط پژوهشگران دوست نمكهای آرکئی باکتری ديگرو

ودن همه ادعاها در زمان کوتاهی ب ستدرناکه شد  مطرح DNAر در تنظیم بیان ژن و تعمیر سپمورد نقش توالی کري

ها و میلادی کريسپر به عنوان سیستم ايمنی ذاتی باکتری 2007در سال  پاياندر تكمیلی،  هایبررسی پس ازد. شاثبات 

 .(Lander, 2016) دشها معرفی آرکئی

 انواع سیستم كریسپر

كان مش مؤثر در و ساختار بخ رمزکنندهژن ه پايبر هامیكروارگانیسممختلف سیستم کريسپر در  انواعبندی تقسیم

نیز به ندرت مشاهده  VIو  V ،IVباشد. انواع می IIIو  I ،IIسه نوع مهم  ر شاملپسیستم کريس. استکريسپر  ژنی

 .(Meiliana et al.,2017) (1)شكل  شوندمی

يك پروتئین بزرگ که فعالیت باشند که اين ژن می 3Casکريسپر دارای ژن  I نوعهای موجود در همه زيرگروه - I نوع

يا  DAN-DNAبازشدن ساختار  موجب ATPAseالیت کند و اين پروتئین با تحريك فعهلیكازی دارد را فعال می

DNA-RNA دامنههلیكازی با  دامنهشود. گاهی می HD5 ندونوکلئازی اموعه دارای فعالیت ترکیب شده که اين مج

 ده دارد. را برعه DNA برشو وظیفه جداسازی و  است

گزارش شده است.  Methanocaldocococcus Janashiدر  RNAaseو  ssDNAaseفعالیت اگزونوکلئازی  HD دامنهبرای 

شود. در نامگذاری می Cas3ای به عنوان هلیكاز وجود دارد و يا به صورت جداگانه Cas3پروتئین  انتهايی Nدر قسمت  HD دامنه

های رانپدارای ا Cas2و  Cas1های ژن I نوعهای نیز وجود دارد و در زيرمجموعه Cas2، ژن Cas3بر ژن  افزون F نوع

در اين میان  .دارای دو زيربخش کوچك و بزرگ هستند، Casهای های مؤثر در تولید آنزيمژن I نوعای هستند. در جداگانه

 
1. Yoshizumi Ishino                      2. Archaea                              3. University of Alicante         4. Restriction enzymes    

5. Histidine (H) and/or aspartate (D) amino acid 

https://en.wikipedia.org/wiki/Histidine
https://en.wikipedia.org/wiki/Aspartic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Amino_acid
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 بیشترها نااپر I نوعدر و  هستند Pre-CrRNAبرداری در صورت مستقیم مسئول فرآيند نسخهه ب Cas7و  Cas5 ،Cas6های ژن

برای  میانهحد  هایبه شكل ترکیب Cas2و  Cas1(. Mokarova et al., 2011 ،Mokarova et al., 2015 هستند ) اختصاصی

 Cas5را برعهده دارد و  CrRNAسازی ئاز فعال است که وظیفه آمادهليك اندونوک Cas6 نوع،کنند. در اين مل میفاصله سازها ع

انجام  Cas5به وسیله  CrRNAکارهای مربوط به  I-Cدر سیستم  د.هستن RNAهای غیرکاتابولیكی متصل به پروتئین Cas7و 

( در قسمت پايین Cas6و  Cas5 ،Cas8b ،Cas7) Cas Codeبه همراه مجموعه پروتئینی  CrRNAمجموعه  نوع،شود. در اين می

 (.Mokarova et al., 2015; Mokarova et al., 2011 ; Mokarova et al., 2015) دست آرايه کريسپر قرار دارند

 

 .(Ishino et al., 2018) های کريسپرسیستمبندی انواع طبقه-1شكل 
 

در  اما ،شودها ديده میاز ژنوم باکتری %5در حدود  وند کمیاب تر هانوع ديگرنسبت به  II نوعسیستم کريسپر  - II نوع

مورد  فناوریزيستبرای ويرايش ژن در مهندسی ژنتیك و  یعنوان ابزار قدرتمنده بتازگی به. دوجود ندارها آرکئی

مؤثر ژن  (به ندرت) 4 يا 3تنها و  رندر را داپکريس انواعهمه  میانترين ساختار ژنی در کوتاه نوعاين گیرد. استفاده قرار می

ی مختلف بر عملكرد اين هاروتئینپهای فعال و يا CrRNAمانند  هااز عاملافزودن برخی  ،انجام فعالیت دارد. هرچند برای

دارای  PAM  1 در اين نوع نیز توالی ،رپی کريسهاو همچنین همه سیستم I نوعر پمانند سیستم کريسگذارد. میتأثیر  نوع

غیرهدف  DNAروی رشته  Proto-Spacerدستی پايینی مربوط در بخش هاروتئینپو به وسیله  اهمیت بسیار است

روتئین ضروری پبرای شناسايی بخش هدف مورد نظر و شكست آن به وسیله  PAMشود. وجود توالی میشناسايی 

 
1. Proto-spacer adjacent motif                          
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صورت  Cas2و  Cas1ی هابه وسیله مجموعه آنزيم ياختهر پاتصال توالی خارجی به بخش کريس ،نوعدر اين باشد. می

ر پتوالی خارجی به آرايه کريس پیوستنر وجود دارد و برای پشده کريسشناخته انواعگیرد. اين مجموعه در بیشتر می

 میفعالیت آنزي Cas2در حالی که  ؛خارجی مورد نیازاستبرای اتصال توالی  Cas1ئازی لوکنندوافعالیت  ضروری است.

رد که با ساختاری وجود دا II نوعدر  Pre-CrRNAشدن ساختهبرداری و نسخهبرای نداشته و بیشتر نقش ساختاری دارد. 

بالغ  CrRNAو تبديل آن به  Pre-CrRNAاز يك اندوريبونوکلئاز برای شكستن  IIIو  I انواعدر  .متفاوت است IIIو  I انواع

 RNAasIIاز  IIنوع در  ،کهدر حالی افتد.میاتفاق  CrRNAشود و اين عمل با شناسايی بخش تكراری میاستفاده 

 نوعی هادر بیشتر زيرگونهکه  گويند نیز وجود داردمی Trace-RNAکه آن را  مدو RNAشود و يك میزاد استفاده درون

II نوعو يك بخش جدانشدنی از  شودمشاهده می II  نوعاست. در II  جفت بازهای موجود رویTrace-RNA  که در

ئازی و يك لین نوکروتئپدر حضور يك  Pre- CrRNAها روی با مكمل آنر هستند پی تكراری آرايه کريسهاحقیقت توالی

 اين .شودمیديده ن انواع ديگرکه در  است Cas9روتئین پوجود  II نوع رپاصلی کريس ويژگیشوند. میهلیكاز به هم متصل 

توالی  برش آندهد. وظیفه میر انجام پم کريسستاز کارها را در سیای هو مجموع است دامنهبزرگ دارای چندين روتئین پ

اصلی از مهاجم بسیار  DNAبرای تشخیص است. عمل آن  Trace-RANو  Cr-RANوسیله  هدف بعد از تشخیص آن به

مهاجم را  PAM، DNAر با تشخیص توالی پکريس سازوکارمهاجم قرار دارد و  DNAروی  تنهازيرا اين توالی  ،مهم است

 csn1که با نام  Cas9ین پروتئماند. میسالم  ،است PAM بدون توالیاصلی که  DNAکند و توالی موجود روی میحذف 

 را در DNAتواند هر دو رشته کريسپر وجود داشته و می II نوعنوکلئاز است که در  DNAشود يك هم شناخته می

 (.Mokarova et al., 2015 ،Mokarova et al., 2011 ،Wei et al., 2015)فعالیت خود بشكند 

استخراج شده  هامانند اين و 2سودوموناس 1رشیاشمانند ا هامیكروارگانیسماز برخی  1asCروتئین پنوع  سهامروزه 

و  SDNA تواندمیباشد که می یفلز حاوی عنصراست و يك نوکلئاز  3يمرابه شكل يك همود اين پروتئین .است

dsDNA  است. قسمت  دامنه دو دارایرا برش بزند. اين پروتئینC که دارای فعالیت هلیكازی است و قسمت  انتهايی

N نشان داده است که ژن  ترتازه هایپژوهشرا برعهده دارد.  هاروتئینپشدن و اتصال به ساير دوتايیکه وظیفه  ايیانته

1asC ند.کشرکت مینیز  4ساختیدر فرآيند خود 

ظیفه و، اما زيادی ندارد به عنوان يك ابزار ژنتیكی کاربرد و هرچند شودمیديده  فراوانیدر طبیعت به  - III نوع 

 CrRNAبه همراه  Casروتئین پچندين نوع  حالت،در اين برعهده دارد. ی خارجی را هادر برابر ژنوم ياختهفظت از محا

، RNAaseبر  افزون ع،نودر اين  کمتر است. II. کارايی آن نسبت به نوع کنندمیر را هدايت پد که سیستم کريسنوجود دار

RNA  راهنما وDNAase، نوع،ست که در اين نشان داده ا هاپژوهش( وجود دارد و 5نلات سنتازآنزيم )سیكلیك اولیگوآدي 

های دامنهه وسیله که ب DNAaseی هافعالیت -2، ندوريبونوکئازیافعالیت  -1شود. میديده  آنزيمیفعالیت  حالتسه 

Cas10  دامنه تتاز که به وسیلهنلیك اولیگو آدنیلات سكی سیهافعالیت -3 شود.میانجامPalm  و Cas10  شودمیانجام 

(Niewoehner et al., 2017). 

 ر پمختلف سیستم كریس یاجزا

در ژنوم  ياختهی خارجی ورودی به هاژنشناسايی برای ی مورد نیاز هاتوالیبا  یساختار -رپكریس 6ژنگاه -1

 
1. Escherichia                             2. Pseudomonas                                  3. Homodimer                4. Autogenous process                                     

5. Cyclic oligoadenylate synthase          6. Locus 
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 شود. میر شناخته پکريس ژنگاهعنوان ه باشد که بمی هاروکاريوتپ

کنند که به میرا هدايت  هاروتئینپساخت  ،رپکريس ژنگاهی موجود در هامختلف ژنی هابخش -Cas پروتئین -2

ی هاله توالیوسی به Cas6تا  Cas1مانند  هاروتئینپشود که همه اين مجموعه میگفته   Casپروتئین ،هاروتئینپاين 

يا  کمممكن است  هاروتئینپاز ر مقداری پسیستم کريس نوعبسته به  ،البته .شوندمیر ساخته پموجود در بخش کريس

 د. نزياد شو

3- CrRNA- د دارای يك نر خود که نقش دفاعی دارپدر سیستم کريس هاو آرکئی هاباکتریRNA که دهستن 

 است.  ياختهاز ژنوم خارجی ورودی به  یدقیق بردارینسخه

 4- RNA–aceTr -  يكی ازRNAساختاری به صورتفه آن یظر است که وپهای مورد نیاز در سیستم دفاعی کريس، 

 دهد. انجام درستخود را  کاربتواند  Casروتئین پ تاو نگهداری آن است  CrRNAاتصال به 

 5-sgRNA  1 -  نوعدر II ای از مجموعه و شودمیر ديده سپکريrRNAC  وRNA–eTrac  سیستم  فعالیتبرای است و

 .ضروری استياخته در  رپايمنی کريس

6- PAM - و کوتاه از  ويژهی يك توالDNA  ه در ادامه ناحیه جفت باز طول دارد ک 6تا  2بین  به طور معمولاست که

را وجود زي ،است برای نوکلئازهای کريسپر ضروری اين توالیوجود دارد.  ،هدفی که قرار است توسط آنزيم شكسته شود

مت در قس بیشترشود و اين توالی شدن آن توسط آنزيم میشكستهشدن توالی هدف و شناخته موجباين توالی 

شود که برای اين کار ندونوکلئاز تشخیص داده میا به صورت مستقیم توسط PAMتوالی دست محل برش قرار دارد. پايین

دود مح PAMالی کريسپر ويرايش شود به وسیله توفناوری ضروری است و بخشی از ژنوم که بايد به وسیله   gRNAوجود 

آيد به دست می  Streptococcus pyogenes میكروارگانیسماز  شودمیکه  استفاده  Cas9نوع پروتئین بیشترين  گردد.می

 (2شكل ) (دی باشدتینوکلئو تواند هربازمی N) تتشخیص داده شده اس 'NGG-3-'5يك توالی  میكروارگانیسمکه در اين 

 

 پر.اجزاء مختلف سیستم کريس -2شكل 
 

شروع  ياختهکريسپر در  ژنگاهبه  ويروسیتوالی کوچك  پیوستنپايه کريسپر به وسیله  عمل سیستم ايمنی بر هشیو

از اين قسمت به عنوان بايگانی  های آنزيمیانجام يك سری فعالیت بادهد که می ياختهد و اين امكان را به وشمی

وس را شكسته و سپس بخشی از آن را رينوم و، ژCasببرد. نوکلئاز  بهرهها های خارجی برای تشخیص و نابودی آنژنوم

است و در ژنوم باکتری وجود  میدجزئی از ژنوم ويروس مهاجم يا پلاس PAMتوالی  .کندکريسپر ذخیره می ژنگاهدر 

 
1. Single guide RNA 
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 انواعبرای  PAMتوالی  را برش بزند.ژنوم خارجی  تواندنمی ياخته PAMتوالی  نداشتن وجود صورتندارد که در 

 PAMتوالی IVو  I نوعدر  ،برای نمونه  .ها استجايگاه آن، در مهم هایتفاوتت که يكی از مختلف کريسپر متفاوت اس

 قرار دارد. 3'در قسمت  II نوعکه در الیدر ح ،قرار دارد 'Proto-Spacer 5 در قسمت 

ن با همه اي .دندار هدف قرار RNAرسد که روی اطلاعات محدودتر است و به نظر می IVو  III نوعدر مورد 

 متفاوت باشد ،مختلف هایممیكروارگانیستواند در و هم خود توالی می PAMهم محل قرارگیری توالی  ،هادشواری

 .(;Anders et al., 2014 Jiang et al.,2017;  Zhang  et al.,2015) (3)شكل 

ولید شده و بر خارجی تهای عاملها و يا ژفااز که به وسیله برخی هايی ترکیب -كریسپرپروتئین آنتی -7

های ديگر نیز ستم، برخی سیموردبر اين  افزون .کندها را غیرفعال میسیستم کريسپر اثر گذاشته و آن هایترکیب

غیرفعال  کريسپر برای فناوری موردها دراز ها در برخی پروتئین است.گزارش شدهبرای غیرفعال کردن سیستم کريسپر 

 2وجود دارد اين است که اين پروتئین دارای  Cas9 ای که در مورد پروتئیننكته. شودمیاستفاده   Cas9سازی آنزيم 

شكند و همچنین راهنما را می RNAمكمل توالی  DNAکه رشته  HNHبا عنوان دامنه نوکلئازی يك  .دامنه است

 (.Zhang  et al., 2015)بل رشته مكمل است مقا DNAباشد که مسئول شكستن رشته می RuV-C دامنهدارای يك 

 

 .(Jiang et al.,2017) روی ژنوم PAMمحل قرار گرفتن توالی  -3شكل 
 

 عملكرد سیستم كریسپر

رايه آی در شدن ژنوم خارجيكپارچهشدن و هماهنگ -1مرحله است:  3شروع عملكرد سیستم کريسپر شامل 

ممانعت و حذف  -RNA . 3بلوغ پس سو  Pre-Cr RNAاز بخش کريسپر و ايجاد  رونويسیانجام فرآيند  -2 .کريسپر

 .(4)شكل  ژنوم خارجی با شناسايی آن

د که از اهمیت نشده وجود داراختهشنهای کريسپر زيادی از سیستم شماردر  Cas2و  Cas1های پروتئین مهم به نام دو

آيندهای ند که بخشی از فردهای را تشكیل میمجموعه ،اين دو پروتئین به همراه هم .در اين فرآيند برخوردارند زيادی خیلی

 هاینقشنیز دارای  Cas2باشد و خارجی می هایهقطعايجاد اتصال بین  Cas1وظیفه  .دهندسیستم کريسپر را انجام می

 (.;Barrangou., 2015 Brandt & Barrangou, 2019; Mokarova et al., 2015) دارد یساختاری بوده و فعالیتی غیرآنزيم

آن  RNAوردن اجزاء آستانداران و نیز فراهم پبراساس کدهای ژنتیكی  Cas9 کدهای دنکر وان با بهینهتمی راCas9  کريسپر

  داد. هدف قرار هياختتوان هر نوع ژنی را در مینوکلئوتیدی نیز  20و با تغییر توالی  کردستانداران استفاده پدر 

 آغازگرگیری ژن مورد نظر و نیز نیاز برای هدفمورد  sgRNA -1 گونه است که: ينکريسپر بد فنانجام  هایمرحله

و  Trace RNAیانی که حاوی ب سمیدراهنما در يك پلا sgRNA -2طراحی شوند.  Insilco مورد نیاز توسط ابزارهای

مورد نیاز برای  یتمام اجزا دارایکه  پلاسمیدسپس اين  .شودمی همانندسازی ،است Cas9توالی کدکننده پروتئین 
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که پلاسمید را دريافت  هايیياختهشود و در مرحله بعد هدف انتقال داده می ياختهن مورد نظر است به گیری ژهدف

توالی هدفی که از يك ژنوم موجود زنده برای  -3 (.1396)ولیان بروجنی و محمدی فارسانی، شوند تكثیر می ،اندهکرد

های ژنوم موجود زنده تا توالی میان همهتوالی هدف در . يكی باشد ويژگی دوانجام ويرايش در نظر داريم بايد دارای 

 دست ژن هدف وجود داشته باشد. پايین درنگبی PAMتوالی و ديگری  باشد يگانهحد امكان 

ست که ضروری ا Cas9دست ژن هدف برای فعالیت نوکلئازی پايیندر  PAMطور که بیان شد حضور توالی همان

بايد وجود  ،تم کريسپرپلاسمید و طراحی سیس گزينشتفاوت باشد. پژوهشگران هنگام م Cas9با توجه به نوع  دتوانمی

  است را توجه کنند.مورد استفاده  Cas9متناسب با گونه که دست ژن هدف پايیندر  PAMتوالی 
 

 

 (.Hryhorowicz (Boksa) et al. 2016)ها میكروارگانیسم عملكرد سیستم کريسپر در -4شكل 
 

برش را  تنها در حالتی Cas9اما  ،داشته باشد متصل شده PAM که به هر توالی از ژنوم gRNA-Cas9مجموعه 

ن حالت مدت زما کافی دارای همسانی باشند. در اين مقداربا توالی هدف به  gRNAدهد که توالی حدفاصل میانجام 

 .وبی انجام دهندتوانند وظیفه خود را به خمینوکلئازی  دامنه هایاتصال بیشتر خواهد بود و 

د دارد که هر وجو HNHو  RUVCی هاومین نوکلئازی به نامدو دُ Cas9روتئین پگفته شده در  ترپیشگونه که همان

شوند. با ايجاد جهش در می DNAبا انتهای صاف در ای هی دو رشتهاسبب ايجاد شكست DNAکدام با برش يك رشته از 

 Cas9 لكولوم ودبا استفاده از  .يی با توانايی شكست تك رشته ايجاد کردهاتوان آنزيممیومین يكی از اين دو دُ

جنی ولیان برو) دو شكست يكسان در ژنوم ايجاد شودطراحی کرد که شكاف در دو رشته با  میتوان سیستمیيافته جهش

 .(5كل )ش ردوجود دا ياختهدر  ترمیمیسیستم دو  ،توسط آنزيم DNAس از برش پ .(1396، محمدی فارسانیو 

 DSB ترمیم برای ترمیمیترين روش مرسوماين روش . )NHES( همتااتصال در انتهای نا ترمیمیمسیر  -1

باشد، می 1

 موجبدر توالی هدف  هاتغییرافتد و اين میی حذف و اضافه در محل برش اتفاق هااين ترمیم مقدار زيادی جهش در اما

، اضافه يا تغییر اینقطهی مختلفی از جمله جهش هاشده دچار جهش دستورزی DNAس از ترمیم، پشود که می

 شود.میممكن نتیجه اين برش و ترمیم موجب از دست رفتن چند عملكرد در ژن هدف در بهترين حالت  .چارچوب گردد

 
1. DNA double-strand breaks                           
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د ید تا اضافه کردن چنتاز اين روش برای تغییر در يك نوکلئو. HDR1( ترمیم مستقیم همتامسیر ترمیم ) -2

ريزی شده شده و برنامهآن چیزی که به عنوان تغییر ژنتیكی کنترل نمود. توان استفادهنوکلئوتید به توالی هدف می

 NHES راهای از که ترمیم برش دو رشتهشود. درحالیانجام می HDRتوسط مسیر  حقیقتدر  شودشناخته می

ه که ب 2

 .(5)شكل شودريزی میابل برنامهناقص و غیرق هایریدهد موجب تغیصورت معمول رخ می

با توالی از  یمیبه عنوان الگوی ترم DNAدستورزی ژنتیكی يك قطعه  یبرا HDR به منظور استفاده از روش ترمیمی

بالادست و  وارد شود که اين الگو بايد شامل توالی همسان ياختهبه  gRNAو  Cas9شده بايد به همراه تعیینپیش

بسته واستورزی رد نظر داندازه اين دو بازو به توالی مو و بازوی همسان چپ و راستالبته  .دف باشددست در توالی هپايین

داشته  را توالیاين اگر  ؛ زيراته باشدداش PAMنبايد توالی  که توالی الگويی ترمیمی است. افزون بر اين، بايد توجه نمود

بايد به اين مسئله  HDR زياددقت  با وجود .شودمیداده به عنوان رشته مهاجم شناخته شده و برش Cas9باشد توسط 

از  HDRوش است که پژوهشگران امروزه برای بهبود ر %10 توجه داشت که بازده اين روش به طور معمول کمتر از

 نمايندمی استفاده ،آن فعالیت بالاتری دارد HDRی که هايحلهدر مر ياختههای مختلفی از جمله استفاده از روش

از  ، اماشودیاستفاده م جهشسازی و ايجاد برای غیرفعال NHES شدر دستورزی ژنتیكی از رو(. 1395ديدی  و عرب، )ج

HDR وارد کردن های هدف ژنوم و ياريزی شده براساس الگو که شامل حذف و يا اضافه کردن بخشبرای دستورزی برنامه 

 (.1396)بیات و همكاران،  شوداستفاده می است، شده در ژنومدقیق ژن خارجی به يك محل شناخته
 

 

 
 .در ژنوم سلول یمیترم یرهایمس -5 شكل

 

بندی طبقه دسته 4توان استفاده کرد که خود در ريزی میبرنامهئازهای قابل لاز نوک DNAدادن برشبرای 

 ZFN) انگشت رويینوکلئازهای  -MN( 2(ئازها لمگانوک -1 .شوندمی

.  9Casکريسپر -4  (.ALENT4) ئازهاینوکل -3 (.3

 (DSB)ای ههدف و سپس ايجاد برش دو رشت DNAعملكرد همه اين نوکلئازها شامل شناسايی و اتصال اختصاصی به 

ر نتیجه به کارگیری اين از جنس پروتئین بوده د DNAکننده شناسايیاول، بخش  دستهباشد. در سه ها میدر آن

که درحالی .باشدیبر و پرهزينه مزمانپروتئین در هر آزمايش بسیار سخت، دسی سیستم به دلیل نیاز به طراحی و مهن

ز اين سیستم ااستفاده  ،بنابراين .باشدمی RNAهدف، از جنس  DNAکننده شناسايیبخش  Cas9 کريسپردر سیستم 

 .(Lander., 2016 ؛1396، بیات و همكاران) تر استارزانو  ترسريع ،سادهبسیار 

 بعد از برش داده شدن  كریسپر تمیسعملكرد س

تا  ینب ينکند و در امیفعال شده و محل باز شده را با سر به هم متصل  DNA یمیترم یستمس برش، ايجاد از بعد

 
1. Homology-directed repair                         2. Non-homologous end joining                              3. Zinc finger nuclease     

4. Transcription activator-like effector nucleases 
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باشند و یم DNAمشغول هضم  یرونوجود دارند که از ب یاگزونوکلئاز یهايمآنز یسر يك یفتدخواهد اتفاق ببکار  ينا

 يرايشکه هدف و يیهابخش ،یماز ترم پیش ،بنابراين .رودیمو از دست  يدهد آسیب DNAاز  یبخش یلدل ینبه هم

متفاوت  یمقدار یاصل DNAبه وجود آمده با  DNA ينخورده، ابرششدن دو سر متصلنبوده حذف شده و بعد از 

 DNAروش به  ينکه در ا يیهابه بخش شود.یمن دچار اختلال ژو کارکرد  نمايدمی ییرمحل تغ رو، اين ازاست و 

 چهارزدن از برش پس .است Insertion-Deletion واژه دو از ترکیبی کهشود یمگفته  Indels ،شودیمکم  يااضافه 

 :حالت ممكن است اتفاق افتد

 ژن است. نمودن خارج دور از، Indelsهدف از  ،سپ -1 

 gRNA دوالا از ببرعكس شرايط  هنگامدر اين  ،شوديك تكه بزرگ از ژن به طور دقیق حذف  قرار باشداگر  -2 

در دو  و شدهمورد نظر متصل  DNAدو محل از  به Cas9يك ه همراه بهر کدام  RNAشود که اين دو میاستفاده 

و د شومیشود و حذف میکه برش داده شده از ژنوم خارج  میانیبخش  . بنابراين،دهندمیمحل ژن مورد نظر را برش 

د حذف ژن است. روش استاندار ونامند می ایحذف قطعه را خورد که اين روشمیه هم جوش ب DNAس از آن پ

که در قسمت  gRNAدو  یلهبوس بايد شودهدف اضافه  DNAمدنظر به  DNAاز  یاهتك باشد لازم اگربر حذف،  افزون

تصال به ا یه باشد براخوردبرشکه از دو طرف مكمل بخش  DNA يكد و کربخش مورد نظر را حذف  ،شدیانب پیش

 .گويندیدهنده م DNA آنکه به  یردقرارگ یحذف یهناح یجاه ب تا شود ارسال ياختهداخل 

3- DNA  رشته  يكو هر رشته آن به  شودمیاتصال باز  از پیشفرستاده شدهDNA  یلهکار به وس ينکه ا شودمیهدف متصل 

 کند.یم رد نظر عملبه عنوان رشته الگو جهت انتقال ژن مو هارشته ينس هر کدام از اپس .شودیمانجام  DNA ترمیم یستمس

و که با د A  C نمونه  برای .استید تجايی يك نوکلئوهجاب تنهااين روش  هدف از :نوکلئوتیدیتك تعديل ايجاد  -4

ده شده و ژن دا برش که گفته شده دو طرف ژن مورد نظر gRNAدر روش استاندارد با دو  -الف: شودمیروش انجام 

رد را به دا تفاوتمورد نظر اصلی بوده و تنها در همان نوکلئوتید  DNAشبیه  کاملکه  DNAس يك پس .حذف شده

اصلی  DNA دهنده نیز با DNA قسمت انتهايی، در .کندمیبه عنوان دهنده عمل  DNAکه اين  شودمیمحل اضافه 

عمل تواند میروتئین پانجام داده شده اين  Cas9وتئین رپکه روی  هايیتغییردر روش ديگری با  -بمكمل است. 

 کند. میرا انجام دهد، يعنی يك نوکلئوتید را به نوکلئوتید ديگر تبديل  تبديل

به شكل  نیز هاموجودشود شايد در ساير میوجود دارد و گفته  هاباکتری بیشتریستم به طور طبیعی در ساين 

که لاسمید پزياد تكرار شده است را به داخل  هاکه در داخل ويروس یيهاالیتو توانمیديگری وجود داشته باشد. 

ورود ويروس  مجردبه کند و میفعالیت  ياختهداخل  یدلاسمپس اين پو س دکرل انتقاباشد می Cas9روتئین پدارای 

از ژن ای هت که به تكبدين صور ؛ندکمیآن را غیرفعال  از ئیجزهدم  و يا نم به طور کاملمورد نظر ساختار آن را 

شود. انتقال اطلاعات مرتبط با میويروس غیرفعال  از اين رو و کندمی از دور خارجاصلی ويروس متصل شده و آن را 

 ,.Joberty et al ) توالی مورد نظر است به وجود آورد دارایکه  یلاسمیدپتوان با طراحی میها را ژها و مقاومت به فاژفا

2020; Pineault, et al., 2019 Bennett, et al., 2020;). 

 رپدر سیستم كریس 9asCسازی و كارامدتر بهبود

برای عملكرد اختصاصی و اتصال به هدف  gRNAنوکلئوتید در توالی  20است که اگرچه هر دادهنشان  تازه هایبررسی

ی نابجا در هاايجاد برش موجبمورد  قابل تحمل بوده که البته اين هادر اين محل ناهمخوانی اما وجود چند ،ضروری است
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 1به نام نیكاز 9Casدر جايگاه غیراختصاصی نوعی از ای هشود. برهمین اساس برای جلوگیری از ايجاد برش دو رشتمیژنوم 

 DNAی هادهنده است که هر کدام در يكی از رشتهبرش دامنهدارای دو  Cas9طراحی شده است. همانطور که گفته شد، 

ايجاد ای هتوان يك آنزيم با قابلیت برش تك رشتمی هادامنهبا غیرفعال کردن هر يك از اين  ،بنابراين .کنندمی برش ايجاد

در اين حالت برای ايجاد برش دو رشته نیاز  از اين رو،نیكاز گويند.  ،شودمیکه با جهش ايجاد  Cas9از کرد که به اين حالت 

 RUV-Cدر  D10Aکه جهش  است Double Nicking ،نوعی ديگر از اين سیستم باشد.می Cas9و دو آنزيم  gRNAبه دو 

ها به صورت غیراختصاصی gRNAدر فرم نیكاز اگر هر يك از آيد. میی فرم نیكاز به حساب هااز زيرمجموعه وافتد میاتفاق 

آن را بازسازی  Base Excision Repairايجاد کنند سیستم تعمیری ای هجا برش تك رشتبه محلی متصل شوند و در آن

و  NHESشدن مسیرهای فعالدر فاصله نزديك به هم به  gRNAايجادشده در نتیجه اتصال دو  یهابرش تنهاکند و می

HDR نوعی ديگر از  پژوهشگراندر راستای بهبود نیكاز  انجامد.میCas9 که در آن هر دو دومین اند هرا معرفی کرد

 IOKFتصاصی خدهنده غیرابرشمین وبا اتصال دشود. گفته می 2مرده 9Cas آن اصطلاح به دردهنده غیرفعال است که برش

با اين  ؛است ickingN oubleDمشابه شود. اساس اين سیستم میايجاد  RFN3موسوم به میسیست 9Cas یبه انتهای آمین

از يك  RFNسازی بهینهبرای ل است. شدن با همتای خود در رشته مقابدوتايیمستلزم  FOKIتفاوت که فعالیت نوکلئازی 

به  cys-4ندوريبونوکلئاز ااست که در اين سیستم از آنزيم استفاده شده gRNAسیستم جديد برای بیان همزمان دو يا چند 

ی هاقرار دارد. در سیستم gRNAشود. محل برش اين آنزيم در بالادست توالی کدکننده میاستفاده  FOKI –Cas9همراه

 6U 4آغازگرشدن به وسیله بیانزيرا  ،قرار داشته باشد نیناسید امینه گوا gRNA 5'بايد در ابتدای gRNAمعمول طراحی 

 ،است. بنابراين cys4ونوشت شامل اولین توالی شناسايی ر 5'قسمت  cys-4ايه پکه در مدل بر ضروری است. حال آن

  .( Javaid & Choi, 2021؛1396، بیات و همكاران)د وجود ندار 5'وانین در جايگاه گاجباری به وجود 

بالا را ايجاد  قدارمبرش مناسب با  ،سرطانی و بنیادی هایياختهدر  RFNو سیستم  Trace-gRNAاستفاده همزمان 

سی های ويرواقلنده از مهمترين محدوديت اين سیستم اندازه بزرگ آن است که مانع از انتقال آن با استفا ، اماکرده است

 II دستهکه در  1CPFمانند  ،خوبی هستندندونوکلئازی ادارای فعالیت نیز وجود دارند که ی ديگری هاروتئینپشود. می

 -الف هستند:به صورت زير ها. اين پروتئیندارد 9Casيی با هار قرار دارد و از نظر ساختاری و عملكردی تفاوتپکريس

 يی با انتهای اضافههاجاد روشاي -بندارد.  Trace-RNAته است و نیازی به وابس CrRNAها تنها به وجود يك فعالیت آن

 TTTN- 3'- '5 دارای فرمتآن  PAMجايگاه  -پ شود.میکه خود موجب افزايش ضريب ورود يك بخش ژنی به ژنوم 

 Cas9-CPF1ی اهر ويژگیاست. از ديگ Ruv-Cدهنده مانند برش دامنهيك  دارایتنها  -ت است. تیمیننی از غاست که 

 HDR ترمیمییستم گیری انتهای چسبنده است که به افزايش کارايی سشكلو ای هتوانايی آن در ايجاد شكست دو رشت

 (6)شكل است.  Cas9تر بودن آن نسبت به کوچك Cas9-CPF1 هایسودمندیکند و از ديگر میکمك 

روتئین پ های متفاوتشكلز لكولی متشكل اوبه عنوان ابزار م Cas9-Crisperی هانه چندان دور کیتای هرود در آيندمیانتظار 

Cas9  و ساختارهای متنوعgRNA بیات و همكاران برای اهداف ويژه گسترش يابند هالكولوو انواع م( ،؛1396 Mei et al.,2016). 

 

 كريسپر در صنعت غذا فناوريكاربردهاي 

ها و دهند و در شیر، گوشت و خیار، دانهاسی را تشكیل میهای موجود بخش اسدر بین خوراکی تخمیریغذاهای 

 
1. Nickase                       2. Dead Cas9                          3. RNA-guided FokI-nucleases                                4. Promoter                                              
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در تولید  نقش بسیار مهمی  1های کشت آغازگرمحیطوجود دارد و در اين میان  تخمیریهای بسیاری از  ديگر فرآورده

ين نقش در مفیدی هستند که چند هایمیكروارگانیسمها و پروبیوتیك کشت های آغازگراين مواد غذايی به عهده دارند. 

صورت خالص باشند و فرآيند تخمیر را ه بايد ب تخمیریها در انجام فرآيندهای اين ارگانیسمدارند.  فرآوری ماده غذايی

های محیطعنوان ه هايی که بشود. هر دو گروه باکتریها دچار اختلال میباکتريوفاژها عملكرد آن اثیرت، اما زير انجام دهند

و  Lactobacillusژنوم  %62در اين سیستم باشند. ند دارای سیستم کريسپر میشومیك استفاده پروبیوتی و کشت آغازگر

بايگانی ، تنوع اين سیستم و هادر اين میكروارگانیسم مشاهده شد. وجود سیستم کريسپر Bifidobacteriaژنوم  % 77

م ستو در اين میان سی وجود آورده استه تخمیری را ب هایها در بخش زيادی از محصولژتاريخی از انواع مختلف فا

ی، ژهای تخمیری برای استفاده از آن در افزايش مقاومت فاقدرتمند در مديريت فرآورده یعنوان ابزاره ب دتوانکريسپر می

کريسپر ابزاری است که  . فناوریمورد استفاده قرارگیرد ضدباکتريايیهای ويرايش ژنوم و فعالیت ،دییشدن پلاسمواکسینه

 .(Rainha et al. 2020) باشدو عامل فساد مفید  زامیكروارگانیسم های بیماریدر د توانمی

 

 

 
 .Cas9 ینجهت کارامد تر کردن پروتئاصلاح کردن ها  -6شكل

 

 2نوع سویه

باکتری را  نوع سويه يی دارد تا بتوان به صورت دقیقهانیاز به روش های کشت آغازگرمحیطصنعت تولید 

 های آغازگرکشتمحیطمختلف به ويژه در مورد  هایسويه بین  هاتفاوتداشتن توانايی تشخیص دقیق  د.کرمشخص

باشد که میجديد برای استفاده در صنعت ضروری  آغازگرهایی هاتانسیلپکردن، جداسازی و تشخیص بهینهبرای 

با اين هدف  هاهمه اين روش .است هااينمانند و  PCRی الكتروفورز، هالژشامل استفاده از  هااز اين روش شماری

ر يك پکريسرايه آمختلف را جداسازی کرد.  یهاسويه زياد قتو هزينه کم و د زيادد که بتوان با سرعت نشومیاستفاده 

تواند يك عامل می باکتری سويه  در رپکريس يهد. وجود آرادهتوان اين کار را انجام میروش بسیار مناسبی است که 

در صنعت  هامیكروارگانیسمبرای جداسازی و شناخت  ر به صورت موفقپرای استفاده از کارايی آن باشد. کريسمهم ب

 Lactobacillus casei andی هاسويه برای جداسازی  Casی هار به صورت ترکیب با ژنپقابل استفاده است. آرايه کريس

 
1. Starter culture                                                       2. Strain typing                                                               
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paracasei  شود.های متفاوتی از ژنوم را شامل میبخشختلف ی مهاسويه ر در پکه نشان داد کريس شداستفاده 

تواند می ،گیردمیکه در صنايع مورد استفاده قرار  هامیكروارگانیسمو ساير  Lactobacillusر ر دپايه کريسپ  1نژادگان

 شود.مینیز استفاده  Enterococcus faecali مانند آغازگرغیر هایمیكروارگانیسم ديگرر برای پمتفاوت باشد. کريس

 بین تفاوتتواند می ، اماسطح نژاد قرار داددر  تفاوتبرای نايی بتوان ممیر را نپدر توالی کريس تفاوتاگرچه وجود 

ر پکريس نژادگانتوان گفت که می چكیدهبصورت  درنتیجه،د. کرمختلف را به وسیله اين روش تعیین  هایسويه

در ، نمونهبرای مفید در صنعت غذا باشد.  هایمیكروارگانیسمتواند يك روش مؤثر برای تشخیص می

تخمیری و به طور معمول در خیارشور  وجود داردر پکريس II نوعکه عامل فساد است  Lactobacillus buchneriباکتری

 شمارر هستند برای تخمین پيی که دارای سیستم کريسهاتوان به صورت معمول از گونهمیاز اين رو، شود. میديده 

 کرد. استفادهی عامل فساد اهباکتری

 بر افزون. شودمینیز استفاده  lmonellaSa مانند 2زای غذازادبیماریی هار برای تشخیص و تعیین باکتریپکريس

 ،Campylobacter jejuni، Clostridium difficile، Corynebacterium diphtheriaمانند  زاهابیماریاز  شماری اين،

Staphylococcus aureus و Vibrio parahaemolyticus ساختار کريسپر هستند دارایای نیز به صورت پايه. 

ها آنبین تفاوت  وتشابه دارند  %99های مختلف باکتريايی با هم به مقدار زيادی مشابه هستند و گاهی تا گونه

از ين رو، او از بر بوده زماندارد که بسیار  دهای مختلف ژنتیكی وجوروشها گونهبرای جداسازی اين  .بسیار اندک است

 .شودمیاستفاده  هاآنروش کريسپر برای جداسازی 

از بین  که اين گونه ن استهدف ايو  متفاوت است برای جداسازی نظر مورد گونهنسبت به  گونه يكکه در ويژه  برای توالی

ها یتمام باکتربه  ،بنابراين .شودمینظر وارد مجموعه باکتريايی مورد با مجموعه کريسپر  وشود میطراحی  gRNAيك برود 

هايی که اين باکتری .شودمیاز بین رفتن باکتری  موجبشود و متصل می ،که توالی مكمل دارد ایگونهدر تنها شده و وارد 

يك در  تفاوتش برای اين روشوند. میسازی از اين رو خالصمانند و میامان  توالی مكمل را ندارند از فعالیت کريسپر در

 .(;Bikard & Barrangou, 2017 Stout et al.2017;  Parsaeimehr et al., 2022)است  شدنینوکلئوتید نیز انجام

 مقاومت فاژی 

اقتصادی  هایتخسارايجاد  موجبتخمیری مطرح هستند و  صنايع در صنعت غذاها و یعنوان چالشه فاژها امروزه ب

طراحی،  هایعاملاز جمله تغییردادن  ؛شودمیکارها انجام  از برخی هاتخساربرای کاهش اين غذا شوند. در صنعت می

فرآيند تخمیر نشدن يا انجام  آهسته هایدلیليكی از ها ژفاوجود  .مانند اين هاو  محیط کشت رتغییفرآيند،  دستورکارهای

استوريزه پرتوهای راديويی و پ، فشار بالا، دما برابرمواد اولیه وارد شده و در  توسطد. فاژها نآيمیدر صنعت غذا به حساب 

کند. میخارجی از آن استفاده  DNAود در مقابل خبرای محافظت  ياختهاست که سازوکاری  رپسیستم کريس .مقاومند کردن

در هر گرفت و متفاوت قرار  ژفا 4 برابردر مرحله  4در  Streptococcus thermophilusباکتری  ،برای بررسی اين مسئله

 ،مرحله 4س از انجام پ .مانندهای مقاوم باقی میاز بین رفته و باکتریند هايی که نسبت به فاژ مقاوم نبودباکتری ،رحلهم

آن قرار گرفتن بخشی از ژنوم فاژهای دلیل که  انددهشفاژ مقاوم  4نسبت به هر های باقی مانده باکتریکه  مشخص شد

اين مسئله اين است که اين يك ساختار طبیعی بوده و در  سودمندیوده است. ر باکتری بپمربوطه در داخل ساختار کريس

 
1. Genotype                                                      2.  Foodborne disease                                           
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 سازی در برابر فاژها استفادهايمنتوان از آن برای میکه عامل تخمیر وجود دارد  هایمیكروارگانیسماز  شماری

 .( (Barrangou et al. 2013نمود

 مید سلاپكردن واكسینه

چون باکتری برای تكثیر  ،هستند ها مفید و گاهی نیز زيانباری برای باکتریهايی هستند که گاهتوالیپلاسمیدها 

 ها در مقابل پلاسمید،باکترین واکسینه شد فرايند برای مهندسی کردن اين پلاسمید نیاز به مصرف انرژی زيادی دارد.

 1مبدا همانندسازی ربوط بهمبیشتر ای خاص از پلاسمید است و ناحیه( که مربوط به pacerSبخشی از ژنوم پلاسمید )

کنند و با اين روش باکتری در مقابل پلاسمید مقاوم را به باکتری منتقل می نآ)ناحیه تكثیر( است را در نظر گرفته و 

را در مقابل  نآ ،به داخل باکتری انتقالش و استپلاسمیدها بیشتر زيادی در های اشتراکاين بخش دارای . شودمی

 .سازدمیمیدها مقاوم وسیعی از پلاسدامنه 

عبور  میزبان ياختهها را از هستند که آن Malthusian Fitness Burdenدارای صفت در حالت طبیعی یمدها سپلا

یزبان شده مياخته وارد  ،کندمیر است برخورد پکه دارای سیستم کريس ياختهلاسمید با يك پکه . از اين رو، هنگامیدهدمی

ريافت اين ددر مقابل خود و دهد کريسپر خود قرار میآرايه را در  نآو لاسمید را دريافت نموده پ يك توالی از ژنوم ياختهو 

 شود. مینه لاسمید واکسیپ خوددر مقابل  ياختهاين کار اين است که  میعمو سودمندیشود. میلاسمید واکسینه پ

 دارای هایويهسمكان وجود دارد که ی است و اين اپادزيستعت غذا مقاومت صنموجود در  هایدشواریيكی از 

 سودمندی . از اين رو،عمل کنند هامیكروارگانیسمساير برای انتقال به  یعنوان مخزنه ب پادزيستهای مقاومت به ژن

با  یشتربکه  پادزيستی مقاومت به هاهای نامطلوب مانند ژنDNAدر مقابل دريافت  ياختهاين است که  شديگر

در مهندسی  ، اماشودمیبه صورت طبیعی انجام  حالتاگرچه اين  .شودمینیز واکسینه  وندشمیلاسمیدها منتقل پ

در مقابل وجود اين  اختهير باکتری، اين پکريس 2در آرايه پادزيستاست. با قرار دادن ژن مقاوم به  پذيرژنتیك نیز انجام

ه جام شداين کار با موفقیت ان Streptococcus thermophilus شود که در میمقاوم ناقلش  هایسمیدلاپورود و ژن 

حاوی اين های ياختهبه  اندهنبود کريسپر که حاوی سیستم هايیياختهاز  پادزيستهای مقاومت به ژن ،همچنین. است

 Staphylococcusقال از مانند انت ؛گیرنده نیز تايید شد هایياختهدر اين  پادزيستمنتقل گرديد و مقاومت به  سیستم

ی هاد ژنامطلوب مانننی خارجی ورودی هاو اين کار نه تنها در مورد فاژها، بلكه در مورد تمام ژنوم E. coli کتریبا به

 تواند مؤثر باشد. می پادزيستبه  مقاومت

 ویرایش ژنوم 

نی ش ژبرای ايجاد ويراي .دشومیانجام  ،داده شد پیش از اين شرحکه  هايیتوسط عاملر پسیستم کريس باويرايش 

 ،هنمون برای توجه شود. DNA 3يیستاياهم سازوکارها و فیزيولوژی باکتری مانندها عامليك سری  بايد ،باکتری در

ن تعمیر درو وکارسازدر صورتی که  ،البته .می انجامد ياختهبه مرگ به احتمال زياد  ياختهدر  DNAشكستن دو رشته 

DNA  هایدگاننژاگزينش ر برای پاز وجود سیستم کريس توانمی وجود نداشته باشد. به صورت تئوری ياختهدر 

 .کردمناسب برای انجام فرآيندهای صنعتی استفاده 

بیشتر و عملكرد بالاتر برای استفاده در صنعت تولید  هایتوانمندیيی با هاتوان باکتریمیبا استفاده از ويرايش ژنوم 

 
1. Original replication                                                   2. Array                                                              3. Hemostasis 
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 هایتوانمندیو همچنین افزايش تر و مقاوم یشترعملكردی ب هایندیتوانمبا  آغازگرهايیدر تولید موضوع که اين  نمود

های ياختهاين روش بیشتر در مطرح است. موردها ساير همچنین مفید و  هایترکیبروبیوتیك در تولید پی هاباکتری

سیستم تعمیر کريسپر توسط   DNAشدنشكستهزيرا بعد از  ،ها خیلی کاربردی ندارديوکاريوتی بوده و در پروکاريوت

DNA  وارد  . از اين رو،پروکاريوتی وجود نداردهای ياختهند که اين سیستم در کرا به هم متصل  نآبايد فعال شده و

در  ؛شودها میاز بین رفتن پروکاريوت موجبن با آژنوم شدن ها و شكسته سیستم کريسپر به داخل پروکاريوتدن کر

های خارجی ژنوماين سیستم برای  دهد.فعال بوده و عمل تعمیر را انجام می هاکه سیستم تعمیر در يوکاريوتحالی

 ,.Bikard & Barrangou, 2017 Stout et al) شودن میآمرگ  موجبوم خود باکتری برای ژن ، اماعملكرد مناسبی دارد

2017;  Parsaeimehr et al., 2022;). 

  ضدمیكروبیی هافعالیت

باکتری از  د،نر شكسته شوپسیستم کريسبا ها اين رشتههستند و اگر  DNA ترمیم سیستم بدوناغلب  هاباکتری

 یروش به عنوانتوان از آن می، اما شودمیمحسوب  هادر سیستم باکتری یاگرچه اين ويژگی ابزار ؛بین خواهد رفت

 شمارهش ری به کاآن توسط باکت نشدن ر و بازسازیپسیستم کريس باکه اين تخريب  دکراستفاده  ضدباکتريايی

ه يكی کج دارد سیار روابی مخلوط در صنعت ها. امروزه استفاده از محیط کشتانجامدمیدر محیط  هامیكروارگانیسم

ارای دی مخلوط در صنعت هااست. اگرچه محیط کشت صنعتدر ها ژفاآسیب  خطراين رواج کاهش  دلیل های از 

چون  ،سخت است بسیار هاسويهبرای نمونه، جداسازی د. نباشمینیز يی هاايراد دارای هستند، امازيادی  هایسودمندی

ن را تواند کنترل آمیخارجی  موجوديك  با شدن محیط کشت مخلوطآلودهو  دارای فیزيولوژی نزديكی هستند هاگونه

 . کند روبهرو دشواریبا 

رشد  مانند شرايط به موردهايی و کنترل شرايط جمعیتی مخلوط  هاگونهی تجاری برای جداسازی هاروش در

نوز در ر هپکريس ضدمیكروبی ويژگیاگرچه  توجه شود.بايد و باکتريوفاژها  ضدمیكروبیتیدهای پپ ،هاپادزيست

که  مسئله است ی میكروبی نويدبخش اينهاگروه سايرکارايی آن در ، اما تخمیری صنعتی نشده است هایمیكروارگانیسم

 دوتوان میر پريسکضدمیكروبی  ويژگیکه با استفاده از  ه استز استفاده کرد. نشان داده شدآن در صنايع نیازتوان می

موجود در  Spacer هایهقطعاست که علت آن . سازی کنندادر توالی هستند را جد اشتراک %99که دارای  .coli Eزيرگونه 

 دمیكروبیضويژگی از امل مطلوب نباشد که حذف ک هنگامی همچنین، مشخص شد .هستندبسیار اختصاصی ر پآرايه کريس

 (.;Stout et al., 2017 Bikard & Barrangou, 2017) دکرکشت مخلوط استفاده  توان برای تغییر شرايطمیر پکريس

عیت مختلف در جم هایگونهبا توانايی که در حذف انتخابی ر پمشخص شده است که سیستم طبیعی کريس

 ويژگیری که در روش ديگ. کنندريزی عمل برنامهقابل قوی و  ضدمیكروبیابزار  به عنوان تواندمی میكروبی دارد

و يا  هويژتولید يك نوع ترکیب  مسئولوسیله اين سیستم توالی خاصی که ه ب شدکريسپر آزمايش  ضدمیكروبی

ر د گانیسمروارمیكتولید ترکیب و کاهش مقاومت  کاهش موجباست را تخريب نمودند که اين کار  ایويژهپروتئین 

ومت مقا ،یكروبضدمو  پادزيستر به عنوان يك پاستفاده از سیستم کريسبا . دشسوم رهای مپادزيستمقابل داروها و 

ی هایباکترمورد ر درپکارايی کريس ازبیشتر  متن حاضردر هرچند نیز به احتمال زياد حل خواهد شد.  هاپادزيستبه 

 Stout et al., 2017) شودیاستفاده م نیز صنعت و کشاورزیتولید نهايی در  تااز مزرعه  فناوریاين  ،غذايی صحبت شد

Bikard & Barrangou, 2017;). 
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 نتیجه گیري

  CRISPR-Cas9)با استفاده از سیستم  DNA شد، برش هدفمند و برنامه ريزی شده مولكول بیان همان طور که

توان در اصلاح ژنتیكی گیاهان، جانوران ، می ن فناوریفراهم می آورد که از ايامكان مهندسی و ويرايش ژنوم را 

شود آن برطرف میهای روزه در حال پیشرفت بوده و کاستیهر  ها و ساير موجودها استفاده نمود. اين فناوریباکتری

 وهدف خارج از  هایتأثیر ممكن دارای است که ناپذير ، اما انكاراست زيادیهای سودمندی  اگر چه اين فناوری دارای

خطر و موثر بودن اين روش برای استفاده در بیبرای تعیین  پژوهشدانشمندان هنوز در حال  .جانبی باشد اثرهایيا 

ها، از جمله بیماریای از گسترده دامنهبالینی برای  هایآزمايشو  هاپژوهشاين روش در  .باشندمی هاانسان

اين  ،است. همچنینشده داسی شكل بررسی کم خونی لی و تك ژنی مانند فیبروز کیستیك، هموفی هایاختلال

های روانی و قلبی، بیماری هایتر مانند سرطان، بیماریهای پیچیدهنويدبخش درمان و پیشگیری از بیماریسیستم 

ش آيند که ويرايهای اخلاقی زمانی به وجود مینگرانیبه هر حال،  .است HIV  1 عفونت ويروس نقص ايمنی انسانی يا

 .شودمیبرای تغییر ژنوم انسان استفاده  CRISPR-Cas9 هايی مانندژنوم با استفاده از فناوری
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Crisper Technology and Its Application in Food Industries 
 

Yazdanpanah, E.1, Eghbalsaid Abueshaghi, S. and Khomeiri, M.2 

 

Increasing world population and food supply is one of the challenges facing 

mankind. One of the most important and effective ways to increase food production is 

the use of genetic engineering; and CrisperCas9 is one of the new known and accurate 

genome editing methods. Simplicity of use, cheaper, accuracy and proper efficiency are 

among the most important features of this technology that make it different from other 

similar methods. CrisperCas9 is somehow related to the immune system related to a 

short sequence of DNA. In fact, CRISPR is the prokaryotic immune system that creates 

resistance to external threats, such as DNA phages, plasmids, and viruses. This system 

has three main parts. A part of it is CrRNA which has a repetitive sequence. which is 

complementary to the sequence in Trac RNA. CrRNA binds to the target site through its 

complement, and the Trac RNA sequence also binds to its complement, which is the 

repetitive sequences in CrRNA. This spatial structure causes the Cas9 protein to be 

called to the target site. In the food industry, the CRISPR system can be used as a 

powerful tool in the management of fermentation products for its use in increasing 

phage resistance, plasmid vaccination, genome editing, and antibacterial activities, 

which are reviewed in this article. 
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