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Abstract 
  
Today, the use of CRISPR-Cas systems for genome editing and modification in diverse microbial species is 
widespread. Originally identified as bacterial defense mechanisms against viral invaders, CRISPR-Cas 
systems are present across a broad spectrum of microbial taxa, including bacteria and archaea. These systems 
are categorized into two main classes: Class 1, comprising multi-subunit protein complexes, and Class 2, 
distinguished by single-unit Cas protein systems such as Cas9. The flexibility of CRISPR-Cas systems stands 
out as one of their most attractive features. Various genome editing approaches employed by Class 1 and 
Class 2 systems reflect their high adaptability in defense mechanisms, which confer protection against viral 
infections. Furthermore, CRISPR-Cas systems contribute to the stability and integrity of bacterial and 
archaeal genomes. Currently, these systems serve as essential tools in laboratories for functional genomics, 
precise genome editing, and targeted gene programming. They play a key role in biotechnology, especially in 
the engineering of microorganisms for environmental remediation and biofuel production. Beyond laboratory 
applications, CRISPR-based diagnostics enable rapid and accurate detection of infections and genetic 
variations, thus facilitating early disease diagnosis. Moreover, the development of targeted antimicrobial 
strategies utilizing CRISPR has found extensive application in combating drug-resistant microorganisms. 
Collectively, CRISPR-Cas systems have become indispensable tools in microbial genome engineering and in 
the advancement of innovative diagnostic and therapeutic approaches in medicine. In this review, data were 
collected and analyzed through a literature search in Springer, ScienceDirect, Scopus, and John Wiley 
databases from 2018 to 2025, using MeSH-defined keywords related to microbial CRISPR-Cas systems. 
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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  ٢٨٠تا  ٢٦٦صفحات ، ١٤٠٥ پاييز، ٣، شماره ٣٦ ورهد

  

 در بيوتكنولوژي ميكروبي CRISPR-Casمروري بر كاربرد 

 ٢آرميتا بيگلري، ٢حسن بيرانوند ،١اره نوروزيبه
     
  انشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايراندشناسي، واحد علوم و تحقيقات، گروه زيست ،دانشيار ١
 شناسي، واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايرانگروه زيست ،دانشجوي كارشناسي ارشد ٢

   كيدهچ
-هاي مختلف ميكروبي به طور گسترده مورد استفاده قرار ميبراي ويرايش و اصلاح ژنوم در گونه CRISPR-Casهاي يستمسامروزه استفاده از 

ها در برابر عوامل مهاجم ويروسي شناسايي شدند، در طيف عنوان مكانيسم دفاعي باكتريكه ابتدا به CRISPR-Casهاي گيرند. سيستم
كه شامل  ١شوند: كلاس ها به دو كلاس اصلي تقسيم ميها و آركئا، وجود دارند. اين سيستماز جمله باكتريهاي ميكروبي، اي از گونهگسترده
شوند. متمايز مي (Cas9)مانند  تك واحدي  Casهاي پروتئينكه از طريق سيستم ٢هاي پروتئيني چندزيرواحدي است، و كلاس مجموعه
و  ١هاي كلاس . روشهاي مختلف ويرايش ژنوم در سيستمهاي آنها استترين ويژگيجذابيكي از  CRISPR-Casهاي پذيري سيستمانعطاف

هاي ويروسي مي شوند. هاي دفاعي آنها، كه منجر به محافظت در برابر عفونتها در تنوع مكانيسمپذيري بالاي اين سيستمنشان از انعطاف ٢
ها اكنون ابزارهاي ضروري در ها و آركئا نقش دارند. اين سيستمگي ژنوم باكتريدر پايداري و يكپارچ CRISPR-Casهاي علاوه بر آن سيستم

فناوري دارند و در ريزي هدفمند ژن هستند. آنها نقش كليدي در زيستآزمايشگاه براي ژنوميك كاركردي، ويرايش دقيق ژنوم و برنامه
ها علاوه بر اين سيستم  كنند.توليد سوخت زيستي نقش ايفا مي زيست وها و استفاده از آنها در تصفيه محيطمهندسي ميكروارگانيسم

ها و تغييرات ژنتيكي را فونتامكان شناسايي سريع و دقيق ع CRISPR هاي مبتني برآزمايشگاه در عرصه پزشكي نيز كاربرد دارند. تشخيص
نيز CRISPR د ضدميكروبي با استفاده از اهكارهاي هدفمنعلاوه بر اين، توسعه ر .كندها كمك ميفراهم آورده و به تشخيص زودهنگام بيماري

ه ابزاري كليدي در ب CRISPR-Cas هايرو كاربرد وسيعي يافته است. در مجموع، سيستمهاي مقاوم به دابراي مقابله با ميكروارگانيسم
ها با هدر اين مقاله مروري، داد .انددهوين تشخيصي و درماني در پزشكي تبديل شنها و توسعه راهكارهاي مهندسي ژنوم ميكروارگانيسم

هاي كليدي و بر اساس واژه ٢٠٢٥تا  ٢٠١٨هاي طي سال  John Wileyو Springer ،ScienceDirect ،Scopusهاي وجو در پايگاهجست
  .گردآوري و تحليل شدند MeSH شده در سايتتعيين

 .  ژي ميكروبي، ويرايش ژنوم، مكانيسم دفاعي باكتريايي، بيوتكنولوCRISPR واژگان كليدي:
  

  ١مقدمه
، )١(آغــاز شــد  ١٩٨٧از ســال  CRISPR–Cas هايمطالعه سيستم

شــده نبــود. در هرچند عملكرد بيولوژيــك آن در آن زمــان شناخته
هــاي نشــان دادنــد كــه توالي ش، موجيكــا و همكــاران٢٠٠٥ســال 
ــه (spacer) دارفاصــله ــا  CRISPR هايدر آراي منشــأ ويروســي ي

                                                
بهــاره شناســي، ، گــروه زيستعلــوم و تحقيقــات: تهران، دانشگاه آزاد اسلامي واحــد درس نويسنده مسئولآ

 )  email: bahare77biol@gmail.com(نوروزي 

ORCID ID: 0000-0001-6656-777X  
    ٣١/٦/١٤٠٤: تاريخ دريافت مقاله

  ١٨/٩/١٤٠٤: تاريخ پذيرش مقاله

ســاز درك نقــش دفــاعي ايــن پلاسميدي دارند؛ ايــن كشــف زمينه
 . )٢(سيستم در ايمني باكتريايي شد 

Jinek ٢٠١٢( شو همكـــاران( ،CRISPR–Cas ـــه ـــك را ب عنوان ي
معرفــي كردنــد كــه امكــان ويــرايش  RNA شــوندهنوكلئــاز هدايت

 . از آن زمــان، كاربردهــاي)٣(ســازد هدفمنــد ژنــوم را فــراهم مي

CRISPR هاي درماني، كشــاورزي و تشخيصــي گســترش در حوزه
هــاي عصــبي، اصــلاح ژنــوم يافتــه اســت؛ از جملــه درمــان بيماري

 ي مبتنــي بــر. همچنين ابزارهــا)٤(گياهان و مداخلات ضدسرطاني 
CRISPR ـــعه روش ـــه در توس ـــنش ب ـــي و واك ـــاي تشخيص ه

اند ، نقــش داشــتهSARS-CoV-2هاي ويروســي، ماننــد گيريهمــه
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ــدد)٥( ــاي متع ــاوجود كاربرده ــه CRISPR-Cas . ب ــن مقال ، در اي
هاي ميكروبــي خــواهيم مروري صــرفا بــه كــاربرد آنهــا در سيســتم

  .پرداخت
ت ز بــه دليــل اهميــها، از ديربــاها و آركيها، شامل باكتريميكروب

شناسي و پزشكي، موضوع مطالعه علمــي شناسي، بومآنها در زيست
ها گروهي گسترده و متنــوع از موجــودات هســتند اند. ميكروببوده

هاي مختلــف نقــش حيــاتي دارنــد. آنهــا بــراي كــه در اكوسيســتم
ـــد آنزيم ـــذي و تولي ـــواد مغ ـــه م ـــيون، چرخ ـــا و بيوريمدياس ه

وه بــر ايــن، برخــي هاي صنعتي ضــروري هســتند. عــلابيوتيكآنتي
بيوتيــك، تهديــد جــدي هاي مقاوم بــه آنتيها، مانند باكتريعفونت

ــراي ســلامت انســان محســوب مي شــوند. درك نحــوه عملكــرد ب
ها از نظر علمــي جــذاب و اين ميكروب CRISPR-Casهاي سيستم

  .)٦(از نظر كاربردي مفيد است 
هــا نقــش حيــاتي در در ايــن ميكروب CRISPR-Casهاي سيستم

ايــن  تعامل با مواد ژنتيكي خارجي و سازگاري محيطي دارند. بنــابر
ي درك و كاربرد اين فناوري براي گشودن رازهاي ژنتيكــي ميكروبــ

ــيل  ــتفاده از پتانس ــروري اســت CRISPR-Casو اس ــعه ض . توس
را  حــول عظيمــيت CRISPR-Casهاي هاي مبتني سيستمفناوري

ــن در زيست ــرده اســت. اي ــاد ك ــك ايج ــولي و ژنتي شناســي مولك
ــدا در ميكروارگانيســممكانيســم ها شناســايي شــدند، ها كــه در ابت

ــق  ــرل دقي ــراي كنت ــا را ب ــايي م ــور  DNAتوان ــه ط ــان ژن ب و بي
رســي . ايــن مقالــه مــروري، ضــمن بر)٧(اند چشمگيري تغيير داده

، بــه CRISPR-Casهاي ها و سيستمتعاملات پيچيده بين ميكروب
پردازد. بررســي منــابع نشــان تحليل نقادانه مطالعات موجود نيز مي

گيري در هاي اخيــر پيشــرفت چشــمدهد كــه اگرچــه در ســالمي
ها حاصــل هاي مولكولي و كاربردي ايــن سيســتمشناخت مكانيسم

هاي دانشــي قابــل تــوجهي همچنــان وجــود ت، اما شــكافشده اس
هاي در ســويه CRISPR هايوت سيســتمويژه، كارايي متفــادارد. به

و  )(off-target effectsمختلــف ميكروبــي، اثــرات خــارج از هــدف 
شــده در شــرايط طبيعــي كمتــر مــورد هاي اصلاحپايداري بيان ژن

 ر بــا هــدف شناســايي ايــنرو، مرور حاضاند. ازاينارزيابي قرار گرفته
خلأهاي پژوهشي و مقايســه نتــايج مطالعــات كليــدي، بــه تحليــل 

ــش و چالش ــامع نق ــايج ــتدر ز CRISPR-Cas ه فناوري يس
  .پردازدميكروبي مي

CRISPR-Cas هاي درمـــاني هـــا و شـــيوهامكـــان توســـعه درمان
پيشرفته پزشكي را فراهم كرده است. پتانســيل آن بــراي مقابلــه بــا 

نتيكي ريشــه دار، محققــان را بــه بررســي كــاربرد آن در مشكلات ژ
ها نيــز در ايــن زمينــه نقــش درماني تشويق كرده است. ميكروبژن

هاي انتقــال بــراي هــدف عنوان مكانيســمتواننــد بــهدارند، زيــرا مي
در نهايــت، درك  هاي خاص عمــل كننــد.ها يا بافتقراردادن سلول

روبــي اهميــت زيــادي در قلمــرو ميك CRISPR-Casاثرات محيطي 
ــودگي و تغييــرات اقليمــي، دارد تــا بتــوانيم چالش هــايي ماننــد آل
هــا بــا شــرايط ها با محــيط و ســازگاري آنتعاملات ميكروارگانيسم

 در ادامه، ابتدا ســاختار و اجــزاي سيســتم .متغير را بهتر درك كنيم
CRISPR-Cas شود، ســپس انــواع و مكانيســم عملكــرد معرفي مي

ـــوژيكي و آن بررســـي شـــد ه و در نهايـــت، كاربردهـــاي بيوتكنول
  شوند.رو تحليل ميهاي پيشچالش

تــا  ٢٠١٨هاي در اين مطالعه، مقالات مرتبط منتشرشده طي ســال
ي كــاربرد ها دربــارهبــا هــدف گــردآوري جديــدترين يافتــه ٢٠٢٥
ژي ميكروبي مــورد بررســي در بيوتكنولو CRISPR-Cas هايسامانه

ــرار گرفتنــد. جســت ، Springerهــاي اطلاعــاتي و در پايگاهوجق
ScienceDirect ،Scopus و John Wiley انجام شد.  

هــاي جهــت تعيــين واژه MeSHبراي انتخاب دقيق منابع، از سايت 
ي مــروري و مقالــه ٤٥. بر ايــن اســاس، شدكليدي مناسب استفاده 

 پژوهشي جديد كه مستقيماً بــه ســاختار، عملكــرد يــا كــاربرد ايــن
ها پرداختــه بودنــد، انتخــاب و تحليــل ا در ميكروارگانيســمهســامانه

     .شدند

  
  CRISPR-Casساختار 

شــوند، ها به عنوان عوامل كليدي تكامل حيات شــناخته ميويروس
كننــد. چرا كــه نقــش مهمــي در تســهيل تبــادل ژنتيكــي ايفــا مي

هــا هاي باكتريوفاژي تأثير قابل تــوجهي بــر جمعيــت باكتريعفونت
درصــد از  ٤٠تــا  ٢٠شود روزانه طوري كه تخمين زده مي دارند، به
. در پاســخ بــه )٨(رونــد ها از بين ميها در نتيجه اين عفونتباكتري

هاي دفــاعي متنــوعي را بــراي ها مكانيسمرياين فشار تكاملي، باكت
خــودي تكامــل  DNA خــارجي و تمــايز آن از DNA شناســايي

جي از طريــق خــار DNA ها پــس از كســبايــن مكانيســم .اندداده
فرآينـــدهايي نظيـــر انتقـــال، همانندســـازي و انتقـــال افقـــي ژن 

(Horizontal gene transfer-HGT) انــد. اي يافتههميــت فزاينــدها
در واقــع بســياري از   ي دارنــد.هاي دفاعي مختلفها مكانيسمباكتري
فــي را محــافظتي مختل- هاي خودها و اكثر آركئاها مكانيسمباكتري

انــد. از جملــه براي مقابله با اسيدهاي نوكلئيك مهاجم كســب كرده
و  CRISPRهاي از آرايـــه CRISPR-Casآنهـــا، سيســـتم ايمنـــي 

 . )٩(مرتبط تشكيل شده است  casهاي ژن

هـاـ و بــيش از درصــد باكتري ٤٥تاكنون اين سيســتم در بيشــتر از 
در  CRISPRهــاي درصد آركئاها شناسايي شده اســت. لوكوس ٨٥

تواننــد هــم در ها ميشوند؛ آنهاي ژنومي گوناگوني يافت ميجايگاه
ــته باشــند كروموزوم ــميدها حضــور داش ــم در پلاس ــا و ه . )١٠(ه
و  cas هــايمعمولاً از يك اپرون شــامل ژن CRISPR-Casلوكوس 
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 خــود CRISPR تشــكيل شــده اســت. آرايــه CRISPRيــك آرايــه 
بــا تــوالي و  شــدههــاي تكــراري حفاظتمتشكل از يك سري توالي

هــاي جفت بــاز) اســت كــه توســط توالي ٣٥تا  ٢٥طول مشخص (
جفــت بــاز) از هــم جــدا  ٧٢تــا  ٢٦هاي متفــاوت (با طول دارفاصله
ــده ــياري از توالي .اندش ــهبس ــود در آراي ــر موج ــاي اسپيس  هايه

CRISPR هايي بــهشباهت DNA  عناصــر ژنتيكــي خــارجي نظيــر
هــاي دهنــد. ايــن تواليميهــاي ويروســي نشــان پلازميــدها و ژنوم

 خارجي كــه اسپيســر هــا از آنهــا مشــتق شــده انــد، پروتواسپيســر
)Protospacers( ــده مي ــي نامي ــه در ط ــرها ك ــوند. پروتواسپيس ش

اند، عناصــر مهمــي از سيســتم ايمنــي هاي قبلي كسب شدهعفونت
هــاي بعــدي شــوند تــا عفونــتاكتسابي هســتند، آنهــا موجــب مــي

  .)١(شكل  )١١(شوند  شناسايي و از بين برده
عكــوس (پالينــدروميك) هاي تكراري، ماهيــت متقــارن ماكثر توالي

ــد  ــدار (مانن ــه پاي ــاختارهاي ثانوي ــكيل س ــان تش ــه امك ــد ك دارن
ــاختارهاي سنجاق ــراهم ميس ــري) را ف ــن تواليس ــازد. اي ــاي س ه

هايي بــا ســاختارهاي RNAشده، پس از رونويسي، تكراري حفاظت
بــا  CRISPR هــايكننــد. لوكوسســري پايــدار توليــد ميسنجاق

ــور توالي ــراري حفاظحض ــاي تك ــخص ميته ــده مش ــوند؛ ش ش
هــاي حال، تنوعــاتي در طــول و تــوالي تكرارهــا ميــان لوكوسبااين

 DNAوجــود دارد. تــوالي ليــدر كــه يــك تــوالي  CRISPR مختلف
غنــي از آدنــين و تيمــين اســت، قبــل از اولــين تكــرار هــر آرايــه 

CRISPR هاي قرار دارد. پروتئينCas اسپيسرهاي جديدي را كــه ،
هــا و پلازميــدها) مشــتق هــاجم (ماننــد ويروساز عناصر ژنتيكــي م

كننــد. بنــابراين، بــا بررســي وارد مي CRISPR اند، درون آرايــهشده
تــوان هاي اسپيسر در يك سويه/جدايه باكتريــايي خــاص، ميتوالي

هــم  .تاريخچه مواجهه آن با عوامل مهاجم ژنتيكي را استنباط كــرد
تغيــر هســتند. و هم طــول آنهــا م CRISPRهاي تعداد كل لوكوس
 .Methanocaldococcus sp اي از آركئــا بــه نــامبراي مثــال، گونــه

FS406-22 داراي هجــده لوكــوس CRISPR  اســت. برخــي از ايــن
اسپيســر باشــند. - ها ممكن است شامل صــدها واحــد تكــرارلوكوس

 Nanoarchaeum هاي ميكروبــي ماننــدترين ژنومبرخي از كوچك

equitans چنــدين لوكــوس CRISPR ارنــد؛ تعــداد و طــول ايــن د
 .)١٣(ها با اندازه ژنوم مرتبط نيستند لوكوس

ارنــد، دقــرار  CRISPR هايلاً مجــاور آرايــه، كــه معمــوcasهاي ژن
كنند. بــا گســترش هاي كليدي عملكردي را رمزگذاري ميپروتئين

ــوع ژنتوالي ــومي، تن ــابي ژن ــايي ــه و  cas ه ــزايش يافت بســيار اف
ترين هــا را پيچيــده كــرده اســت. اگرچــه در ابتــداييبندي آنطبقه

تــاكنون رش شــدند، گــزا Cas1–Cas4 مطالعات چند ژن پايه مانند
واده خـــان ٤٥≈اند كـــه در شناســـايي شـــده casژن  ٩٠بـــيش از 

هاي پايــه عنوان ژنبه Cas2 و Cas1 شوند.بندي ميپروتئيني دسته
(بــراي مثــال  cas اند و چنــدين ژنها شناخته شدهدر اغلب لوكوس

cas1–cas6( دهند اي نشان ميفراواني گسترده)١٤(. 

ـــه ـــا پروتئين CRISPRهـــاي هاي لوكوسمجموع ـــاي ب  Casه
)CRISPR-associated proteins (هــا بــر تعامل دارند. ايــن پروتئين

هاي گونــاگوني داشــتند؛ بــه گــذاريهاي اوليه، نامبندياساس طبقه
 Cse1 )CRISPR ، ايــن سيســتماشريشــيا كلــيعنــوان مثــال، در 

System Escherichia coli gene 1ــــذ) نام ــــدگ  .اري ش
هاي بــر اســاس ارگانيســم Cas هــايهاي ديگر پروتئينزيرمجموعه

ــامل  ــه ش ــدند ك ــايي ش ــز شناس ــان ني )، Aeropyrum )Csaميزب
Desulfovibrio )Csd ،(Haloarcula )Csh ،(Mycobacterium 

 
تواند حداقل از يك مي CRISPRتعداد كل اسپيسرها در آرايه. يك آرايه  nاسپيسر،  Sتكرار،  CRISPR-Cas .Rساختار سيستم  .١شكل 

لاً متحمل جهش شده و با ساير تكرارهاي اسپيسر تشكيل شده باشد كه توسط دو تكرار احاطه شده است. تكرار پاياني آرايه كه معمو
  .)١٢(شود ) ناميده ميDR-Degenerated repeatرفته (شده متفاوت است، تكرار تحليلحفاظت
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  در بيوتكنولوژي ميكروبي CRISPR-CASمروري بر كاربرد            آزاداسلامي                                 دانشگاهپزشكي لوم عمجله  /٢٧٠

)Csm ،(Neisseria )Csn ،(Thermotoga )Cst و ،(Yersinia 
)Csyبندي جديد كــه مبتنــي ) بودند. بر اساس پيشنهاد طرح طبقه

 casشــده و عملگــر هــاي حفاظتبر روابــط تكــاملي ميــان پروتئين
 بــه دو مــاژول اصــلي ســازماندهي  CRISPR-Cas، سيســتم اســت

ايــن مــاژول  :)Adaptation Moduleماژول سازگاري ( - ١شوند. مي
بــراي مرحلــه اكتســاب اسپيســر ضــروري اســت و عمــدتاً نيازمنــد 

 Effectorمــاژول اثرگــذار ( - ٢ .اســت  Cas2و Cas1هــاي پروتئين

Module:( ــت ــردازش رونوش ــئول پ ــاژول مس ــن م ــه اي هاي اولي
)CRISPR (pre-crRNA)) ــداخل ــد ت ) و در Interference)، فراين

 RNAيــا  DNAنهايت تخريب اسيدهاي نوكلئيك خارجي (ماننــد 
  .)١٥(ويروسي) است 

ــين، پروتئين ــاي همچن ــردازش  Cascadeه ــراي پ ــه ب  crRNAك
 CRISPRهاي مختلــــف ضــــروري هســــتند، در زيرمجموعــــه

ها بــه دهند؛ به طوري كه برخــي زيرمجموعــههايي نشان ميتفاوت
خــي چندين پروتئين براي اين فرايند نيــاز دارنــد، در حــالي كــه بر

بخــش اعظــم كنند. ديگر تنها از يك پروتئين چندكاره استفاده مي
يافــت  ١در كــلاس  CRISPR-Casهاي پروتئيني سيستم مجموعه

هاي هــايي بــا مجموعــهشوند. در اين كــلاس، ريبونوكلئوپروتئينمي
اند. شــده شناســايي IIIو  Iاثرگذار از نظر فيلوژنتيكي مشابه در انواع 

مشــاهده  VIو  II ،Vكــه در انــواع  ٢در مقابل، در سيستم كــلاس 
گر وجود دارد. لازم به ذكر اســت ك پروتئين مداخلهشود، تنها يمي

ئين ديگــر ظــاهراً شــامل چنــدين پــروت crRNA- كه پردازش پيش
ــايي  ــف شناس ــك موتي ــداقل ي ــه ح ــت ك ــرد  RNAاس ــا عملك ب

    .)١٦() دارند  (RAMPنامشخص

  
  CRISPR-Cas يهاستميس يبندو طبقه انواع
ها از طريق انتقال افقي ژن به اينكه اغلب پروكاريوتباتوجه

)HGT لوكوس هاي متعدد ،(CRISPR اند و را كسب كرده
نيز تنوع بسيار بالايي از  CRISPR-Casهاي سيستم
بندي ساده را به نمايش مي گذارند، طبقه Casهاي پروتئين

هاي حال، سيستمي ايمني دشوار است. بااينهااين سيستم
CRISPR-Cas  تاكنون در دو كلاس اصلي و شش نوع، كه

بندي هر كدام شامل چندين زيرمجموعه هستند، طبقه

فرد بندي بر اساس معماري منحصربهاند. اين طبقهشده
  :گيردهاي اثرگذار انجام ميماژول

  شامل انواع  :١كلاسI ،III وIV  اين كلاس،  است. در
چندواحدي هستند، به اين  crRNA هاي اثرگذارمجموعه

معني كه چندين پروتئين با هم براي انجام وظايف 
 .كننداثرگذار عمل مي

  شامل انواع  :٢كلاسII ،V وVI  هاي است. در سيستم
تمام وظايف  )Cas9اين كلاس، يك پروتئين واحد (مانند 

 ).١دول مجموعه اثرگذار را بر عهده دارد (ج

هاي هاي بيان، تداخل و سازگاري در سيستمماژول
CRISPR-Cas هاي قابل توجهي با يكديگر دارند. تفاوت

-CRISPRها تنها يك نوع سيستم اگرچه بيشتر پروكاريوت

Cas هايي نيز در اين زمينه مشاهده را دارا هستند، اما تنوع
 CRISPR-Casهاي شود. جالب توجه است كه سيستممي

هاي تكاملي اجدادي در نظر به عنوان سيستم ١لاس ك
  .)١٧(شوند گرفته مي

ي ظهور در نتيجه CRISPR–Cas ٢هاي كلاس سيستم
ي نوكلئازهاي متمايز از انتقال رمزگذارندهعناصر قابل

عنوان اند و امروزه بهمنشأ گرفته ١هاي كلاس سيستم
شوند. در ميان ابزارهاي توانمند ويرايش ژنوم شناخته مي

عنوان عنصر مشترك در به Cas3 ها، پروتئيناين سامانه
د و نقش كليدي در حضور دار I هاي نوعتمامي سيستم

بر اساس  I هاي نوعسيستم .كندها ايفا ميعملكرد آن
 I-A( به شش زيركلاس casهاي تفاوت در تعداد و تنوع ژن

هاي ها، ژنشوند. در تمامي اين زيركلاستقسيم مي )I-Fتا 
cas1 ،cas2  وcas3 آبشارياي شبهدر قالب مجموعه 

(Cascade complex) ي ه وظيفهشوند ككدگذاري مي
و  (spacer acquisition) شناسايي هدف، اكتساب اسپِيسر

 I-A هاي نوعرا بر عهده دارد. سيستم crRNA پردازش

هستند كه  Cas3 ي آبشار اختصاصي حاويداراي مجموعه
دارند  (interference)ي مداخله كاركردي كليدي در مرحله

)١٨- ٢١(.   
  

 )١٢( CRISPR-Casشش نوع سيستم  .١جدول 
Class  Type Spacer acquisition Pre-crRNA processing crRNP Signature protein Ref 
1 I Cas1, Cas2, Cas4 Cas6(Cas5d for I-C) Cascade  (18) 

III Cas1, Cas2, RT Cas6/Rnase E/ Rnase H Csm/Cmr  (17) 
IV Unknown Csf5 Csf Csf1  (18) 

2 II Cas1, Cas2, Cas4/Csn2 Rnase III, Cas9 Cas9 Cas9 (19) 
V Cas1, Cas2, Cas4 Cas12 Cas12 Cas12 (20) 
VI Cas1, Cas2 Cas13 Cas13 Cas13 (21) 
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، Cas1هاي پروتئين IIنوع  CRISPR-Casهاي سيستم
Cas2 ،Cas9  و در برخي مواردCsn2  ياCas4  را كدگذاري

به عنوان يك پروتئين كليدي در اين  Cas9كنند. مي
 هدف و پردازش DNA سيستم، نقش حياتي در برش

crRNA دارد. اين نوع به سه زيرگروه II-A ،II-B  وII-C 
 Cas4 و Csn2 هايژن II-C زيرگروه شود كه درتقسيم مي

  .)١٨( حضور ندارند
نقش مركزي دارد.  Cas10 ، پروتئينIIIهاي نوع در سيستم

صورت ها بهدر اين سيستم Cas هايبيشتر پروتئين
 اند، مانند مجموعههاي آبشارمانند سازمان يافتهمجموعه

Csm در نوع III-A و Cmr  در نوعIII-B.  تفاوت كليدي
در نوع اسيد نوكلئيك هدف  CRISPR–Cas هايسيستم

طور به II و I هاي نوعكه سيستمهاست؛ در حاليآن
قادر به  III دهند، نوعرا هدف قرار مي DNA اختصاصي

است.  RNA و DNA شناسايي و برش هر دو مولكول
ها و آركئا مشاهده در باكتري III و I هاي نوعسيستم

  .ها وجود داردباكتري تنها در II شوند، اما نوعمي
ها و آركئا حضور دارند و از در باكتري III هاي نوعسيستم

و  )Cmr5يا  Cas11 )Csm2 چندين زيرواحد كوچك
اند. اين مجموعه با برخورداري تشكيل شده Cas7 پروتئين

 از سه فعاليت نوكلئازي متمايز (برش اختصاصي

DNA/RNAبرش غيراختصاصي ، ssDNA  و عملكردهاي
اي در برابر مهاجمان نظيمي ديگر)، توان دفاعي دوگانهت

 هدف، پروتئين RNA كند. پس از برشژنتيكي ايجاد مي

Cas7 عنوان سوئيچ مولكولي عمل كرده و فعاليتبه DNase 
ها، اين كند. بر اساس گزارشرا تنظيم مي Cas10 پروتئين

ا هاي ناحيه پروتواسپيسر رسامانه قابليت سازگاري با جهش
. افزون )٢٢(كند دارد و از فرار ژنتيكي فاژها جلوگيري مي

) ساختار و عملكرد ٢٠١٨و همكاران ( Zhou بر اين، مطالعه
هاي اين سامانه را تشريح كرده و نشان داده است كه ويژگي

اي در ساز كاربردهاي گستردهفرد آن زمينهمنحصربه
، (gene silencing)سازي ژن فناوري از جمله خاموشزيست

 .)٢جدول ( )٢٣(ويرايش ژنوم و مهندسي ژنتيك است 

  
  CRISPR-Casعمل سيستم  مكانيسم

ها از سه در پروكاريوت CRISPR-Cas فرايند دفاعي سيستم
)، بيان Adaptationسازگاري ( مرحله اصلي تشكيل شده است:

)Expression( ) و مداخلهInterference مرحله سازگاري تنها .(
شود كه شود مرحله سازگاري هنگامي فعال ميزماني فعال مي

خارجي (مثلاً فاژ يا پلاسميد) مواجه شود و  DNA لول باس
افزوده  CRISPRطي آن پروتواسپِيسرها انتخاب و به آرايه 

شوند. مراحل بيان و مداخله هر بار كه عامل مهاجم حاضر مي
همراه با  crRNAدهند؛ در مرحله مداخله، باشد رخ مي

شناسايي  هدف را از طريق تطابق با پروتواسپِيسر Cas مجموعه
هاي مجاور و موتيف PAM هاينمايد. تواليكرده و تخريب مي

پروتواسپيِسر در تشخيص صحيح نقش حياتي دارند. اين 
را  CRISPRهاي ترميم سلولي كه آرايه مرحله توسط پروتئين

شود. لازم به ذكر است كه كنند، انجام ميبازسازي مي

  
 .هاي كليدياز نظر تركيب پروتئيني، نوع مولكول هدف، و ويژگي CRISPR-Cas هايمقايسه اجمالي انواع سيستم .٢جدول 

مولكول  نوع سيستم
 هدف

پروتئين 
 (Cas) كليدي

هامحدوديت مزايا ويژگي برجسته  منبع 

CRISPR-Cas9 
(Type II) 

DNA Cas9 ترين و شايع
پركاربردترين سيستم 

ژن ويرايش  

كارايي بالا، دقت مناسب، 
ها و كاربرد گسترده در باكتري

هايوكاريوت  

احتمال اثرات خارج از هدف، 
 خاص PAM نياز به

)٣(  

CRISPR-Cas12a 
(Cpf1, Type V) 

DNA Cas12a برش DNA جهتي و تك
 ايجاد انتهاي چسبنده

تر، ايجاد كوتاه gRNA نياز به
 برش تميزتر

كمتر مطالعه شده در 
هاي گرم مثبتباكتري  

)٢٤(  

CRISPR-Cas13 
(Type VI) 

RNA Cas13a, 
Cas13b 

گيريتوانايي هدف  

RNA 

سازي ژن و مفيد براي خاموش
 تشخيص مولكولي

محدوديت در ويرايش ژنوم، 
هاي پايداري كمتر در محيط

 طبيعي

)٢٥(  

CRISPR-Cas3 
(Type I) 

DNA Cas3  فعاليت نوكلئازي قوي با
 برش طولاني

 توانايي حذف قطعات بزرگ
DNA 

شواري كنترل دقيق بر محل د
 برش

)١٨(  

CRISPR-Cas10 
(Type III) 

DNA و   

RNA 

Cas10 عملكرد تركيبي 

DNA/RNA-targeting 

مناسب براي دفاع در برابر 
ها و فاژهاويروس  

پيچيدگي عملكرد و نياز به 
هاي متعددپروتئين  

)٢٢(  
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همراه  Cas1ن كريپتاز معكوس، كه عمدتاً به پروتئيترانس
هاي ژنوم (رونوشت RNAاست، امكان اكتساب اسپيسر از 

DNA  (يك عنصر ژنتيكي متحرك از طريق رونويسي معكوس
داراي طول  CRISPR-Cas هايكند. اكثر سيستمرا فراهم مي

اسپيسرهاي بسيار ثابت و اختصاصي براي خود سيستم 
م هستند، تنها استثناي قابل توجه در اين زمينه سيست

CRISPR نوع III  است كه طول اسپيسرهاي متغيري را نشان
 .)٢٦(دهد مي

ست در محل نادر )Alignmentترازي (براي جلوگيري از هم
 PAM )Protospacer Adjacent، توالي crRNAاتصال هدف 

Motifاسپيسر قرار دارد، دست سوبستراي پيش) كه در پايين
پذير امكان CRISPR ادغام اسپيسرهاي جديد را در آرايه

گري نقش اصلي را در واسطه Cas1-Cas2 كمپلكس سازد.مي
در  CRISPR رايهدر اين فرآيند، آ .كنداين مكانيسم ايفا مي

) Leader-Repeat Junctionتكرار (-روندهمحل اتصال پيش
بين  Cas1 برش خورده و اسپيسر ورودي توسط پروتئين

 (Nicking) زنيشود. اين فرآيند نيكهاي تكرار الحاق ميرشته

هماهنگ، شباهت زيادي به يك واكنش  (Ligation)و اتصال 
اين شباهت با فعاليت  .)٢٧(دارد  (Integrase) معمول اينتگراز
همخواني دارد.  Cas1 شده براي پروتئينبينياينتگرازي پيش

دو  Cas1–Cas2 پس از بارگذاري اسپيسر جديد، كمپلكس
كند: برش اول در انتهاي اتصال را كاتاليز مي- فرآيند برش

اولين تكرار و برش دوم در انتهاي  (Leader End)رونده پيش
 Cas- هاي غيرعلاوه بر اين، پروتئين دهد.تكرارِ اسپيسر رخ مي

نيز براي فرآيند اكتساب اسپيسر  DNA دخيل در ترميم
با اجزاي  Cas1 ها از طريق تعاملضروري هستند. اين پروتئين

، به اين RuvBو RecB ،RecCكليدي سيستم ترميم، مانند 
  .)٢٨(كنند فرآيند كمك مي

) كه rRNAc  )crRNA-pre- اسپيسر پس از ورود، به پيش
شود. در مرحله كريسپر است، رونويسي مي RNA سازپيش

 )Mature crRNAبالغ ( crRNAبه  crRNA-دوم، اين پيش
گردد. تصور بر اين است كه توالي اسپيسر پردازش مي

ر هدف دهد، پروتواسپيسارائه مي crRNA اي كهشدهبيان
را به سمت آن هدايت  Cas خاص را شناسايي كرده و مجموعه

در مرحله بيان توسط  crRNA-كند. پردازش پيشمي
، يك نوكلئاز Casهاي ناي اختصاصي از پروتئيمجموعه

بزرگ منفرد،  Cas )، يك پروتئينCas6پردازشي خاص (مانند 
 .)٢٩(شود بالغ انجام مي crRNA خارجي به RNase يا يك

د نوكلئيك )، اسيInterferenceدر مرحله سوم، يعني مداخله (
شناسايي و حذف  Cas هايو پروتئين crRNA خارجي توسط

پروتواسپيسر مكمل خود را  crRNA-Cas شود. مجموعهمي
 Cas يافته و باعث تخريب هدف توسط برخي نوكلئازهاي

 خارجي و اسپيسر DNA گردد. در صورتي كه تطابقي بينمي
CRISPR  وجود نداشته باشد، رونوشت اسپيسر قادر به

نخواهد بود. از سوي ديگر، اين عدم  DNA سازي تواليثيخن
تواند منجر به تكثير فاژ درون سلول و در نهايت ليز تطابق مي

  .)٣٠(باكتري و مرگ آن شود 

  
 CRISPR- بيان ژن و دفاع ضد تنظيم

)Anti-CRISPR(  
هاي زا در طول چرخه عفونت خود با تنشهاي بيماريباكتري

شوند، خارجي مواجه مي DNAگوناگون و حضور عناصر 
هاي دفاعي مؤثري نظير رود كه به مكانيسمبنابراين انتظار مي

CRISPR-Cas  متكي باشند. سيستمCRISPR-Cas  توليد
نشي تويرولانس را تنظيم كرده و به عنوان يك پاسخ هاي ژن

كند. اكثر زا عمل ميمنحصر به فرد توسط عوامل بيماري
هاي بيمارستاني قادر به تشكيل هاي مسئول عفونتباكتري

بيوفيلم هستند، كه اين توانايي براي ويرولانس و مقاومت 
بت در مث CRISPR-Casهاي ها حياتي است. سويهدارويي آن

و   Pseudomonas aeruginosaهايي نظير اكتريب
Enterococcus faecalis  ظرفيت بالايي براي تشكيل بيوفيلم

 .)٣١(اند از خود نشان داده

 .Serratia marcescens  ،Pها، از جمله در برخي باكتري

aeruginosa   وClostridium difficile  حسگري حد نصاب ،
)Quorum Sensing( هايتواند بيان ژنمي CRISPR-Cas  را

 Acinetobacter baumanniiتحريك كند. مطالعات بر روي 
هاي دخيل در توسعه بيوفيلم اند كه برخي ژننيز نشان داده

 هايهاي غني از سيستمتقريباً به طور انحصاري در سويه

CRISPR-Cas در  .شونديافت ميStreptococcus mutans ،
گذارد. همچنين، بر تشكيل بيوفيلم تأثير مي cas3حذف ژن 

P. aeruginosa  از ژنcas3 هاي تئينبراي افزايش توليد پرو
كند تا از شناسايي توسط سيستم ايمني ويرولانس استفاده مي

براي عفونت  cas2ميزبان فرار كند. علاوه بر اين، ژن 
با  .ضروري است Legionella pneumophilaسلولي در درون

در  CRISPR-Cas هاياين حال، نقش پيچيده سيستم
شناخته زاي مهم هنوز به طور كامل ويرولانس عوامل بيماري

 casهاي شده نيست. با وجود ارتباط مثبتي كه بين حضور ژن
 و افزايش فاكتورهاي ويرولانس مشاهده شده، فعاليت
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 ٢٧٣ /و همكاران  هاره نوروزيب                                                                                                   ١٤٠٥پاييز     ٣ شماره   ٣٦ دوره

CRISPR-Cas  نه ضروري و نه كافي براي افزايش ويرولانس
   .)٣٢(است 

ها يك نبرد تكاملي در همواره بين باكتريوفاژها و باكتري
هاي جديدي را جريان است. فاژها به طور مداوم استراتژي

ها توسعه هاي دفاعي باكتريبراي فرار يا غلبه بر مكانيسم
هاي ها نيز به نوبه خود راهدهند، در حالي كه باكتريمي

ها در برابر دفاع باكتري .كنندجديدي براي بقا پيدا مي
 :باكتريوفاژها شامل دو دسته اصلي است

اين نوع ايمني به طور طبيعي در تمام ايمني ذاتي: . ١
ها وجود دارد و يك خط دفاعي عمومي را فراهم باكتري

  .كندمي
پذير اين نوع ايمني توسط سيستم تطبيق ايمني اكتسابي:. ٢

CRISPR-Cas شود كه دفاعي هدفمند و ايجاد مي
  دهد.محور را ارائه ميحافظه

به طور قابل توجهي  CRISPR-Casبا وجود اينكه سيستم 
دهد، اما ايمني ذاتي به تنهايي احتمال تهاجم فاژ را كاهش مي

چندان مؤثر نيست. در نتيجه، فاژها نيز در پاسخ به اين 
ها تكامل هايي را براي مقابله با آنهاي دفاعي، مكانيسمسيستم

ها، كدگذاري ترين اين مكانيسماز مهماند. يكي داده
-CRISPR (Anti- هاي ضدهايي به نام پروتئينپروتئين

CRISPR Proteins - Acr)  است كه قادرند سيستم
CRISPR-Cas .را غيرفعال كنند  

براي اولين بار در  CRISPR (Acr)- هاي ضدهاي پروتئينژن
ه را آلود P. aeruginosaفاژهايي كشف شدند كه باكتري 

 I-F نوع CRISPR اي كه مجهز به سيستمكنند؛ باكتريمي

اند كه قادر به هايي شناسايي شدهتاكنون، پروتئين .است
، I-Cشامل  CRISPR هايستمسازي انواع مختلف سيغيرفعال

I-D ،I-E ،I-F ،II-A ،II-C ،V-A  وVI-B  ٣٣(هستند(.  
اخيراً، مشخص شده است كه برخي باكتريوفاژها ممكن است 

ها ساختاري شبيه به نوكلئاز ايجاد كنند. اين ويژگي به آن
-CRISPR هايكند تا از شناسايي توسط سيستمكمك مي

Cas گيرندههدف DNA ها را در فرار كنند، اما در عين حال آن
 RNA گيرندههدف CRISPR-Cas هاير سيستمبراب

سازد. تمركز عمده تحقيقات اخير بر يافتن پذير ميآسيب
توانند مكانيسم ويرايش ژنوم هايي است كه ميپروتئين

CRISPR-Cas9  ،را غيرفعال كنند. هدف اصلي اين تحقيقات
 شده سيستمهايي براي خاموش كردن كنترلكشف روش

CRISPR-Cas9 شود كه ضرورت از آنجا ناشي مي است. اين
شده براي قدرتمندترين ابزار شناخته CRISPR-Cas9 هرچند

ويرايش ژن است، فعاليت غيرانتخابي يا خارج از هدف آن در 

هايي شود كه نياز به كنترل تواند موجب نگرانيطول زمان مي
  .)٣٣( .تري دارددقيق

  
  CRISPR-Casكاربرد هاي سيستم 

 كاربردهاي بيوتكنولوژيكي

هاي مربوط به كاربردهاي هاي اخير، دامنه پژوهشدر سال
از سطح آزمايشگاهي فراتر رفته و به  CRISPR-Cas سيستم

هاي كلينيكي و صنعتي نيز گسترش يافته است. با اين حوزه
دهد كه بسياري از حال، مرور مطالعات مختلف نشان مي

زا هاي بيماريها تنها بر قابليت حذف يا سركوب ژنپژوهش
تمركز دارند و كمتر به پيامدهاي اكولوژيكي، پايداري ژنتيكي 

اند. به عنوان شده پرداختههاي اصلاحو خطر انتقال افقي ژن
) ٢٠١٤(و همكاران  Gomaaمثال، در حالي كه نتايج 

 است CRISPR-Cas9با  E. coli دهنده حذف موفقنشان
) ٢٠٢٠و همكاران ( Kiga ، مطالعات بعدي مانند)٣٤(

هاي گرم مثبت گزارش اثربخشي متفاوتي را در باكتري
اي اين مطالعات بيانگر اند. بنابراين، تحليل مقايسهكرده

تر اثرات جانبي ها و ارزيابي جامعضرورت استانداردسازي روش
. محققان پيش از )٣٥(هاي ميكروبي گوناگون است در گونه

 CRISPRاين دريافته بودند كه هدف قراردادن خود سيستم 
اي شود. پس از بررسي سيستم هها ميباعث كشتن باكتري

CRISPR هدف گيري "كشف كردند كه  مختلف، در موجودات
درصد از تمامي گونه هاي  ~18در  ")Self-targetingخودي (

اتفاق مي افتد. بر اساس اين يافته، پيشنهاد  CRISPRداراي 
(نواحي كروموزومي   CRISPR هايشد كه با مهندسي لوكوس

ق براي هدف قرار دادن مناط )CRISPRمرتبط با سيستم 
بيوتيكي، زايي يا مقاومت آنتيكروموزومي مرتبط با بيماري

براي مبارزه با  CRISPR-Cas هايتوان از سيستممي
. كه اين امر خود موجب )٣٦(هاي باكتريايي بهره برد عفونت

هاي مخلوط مي شود هاي باكتري خاص از جمعيتحذف سويه
را از جمعيت  Escherichia coliهاي و محققان توانستند سويه

هاي جديدي را براي توسعه مخلوط جدا كنند و اين امر افق
گشود كه قادر به تمايز ميان  "هوشمند"هاي بيوتيكآنتي

-CRISPRساختارهاي  .ستندهاي مفيد و مضر هميكروب

Cas3  وCRISPR-Cas9 اي مهندسي شوند توانند به گونهمي
زايي) را هاي خاص مرتبط با ويرولانس (حدت بيماريكه ژن

هاي مقاومت هدف قرار دهند و قابليت مبارزه با ژن
كپسيدهاي علاوه بر اين  .بيوتيكي را داشته باشندآنتي
قادر به شناسايي و ، CRISPR-Cas13aباكتريال مبتني بر آنتي
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توانند ميكروبي هستند و ميهاي مقاومت آنتينابودي ژن
عنوان ابزارهاي تشخيصي و درماني استفاده شوند. محققان به

تواند به تغيير جوامع ميكروبي، بر اين باورند كه اين فناوري مي
هاي مختلف، كمك از جمله ميكروبيوم انسان مرتبط با بيماري

، مبتني بر RNAريزي با برنامهنيك ويرايش ژنوم قابلكند. تك
) معرفي 2012و همكاران ( Jinek كه توسط Cas9 اندونوكلئاز

  .)٣(شد، به سرعت مورد پذيرش گسترده قرار گرفت 
به طور مؤثري در هدف  CRISPR-Cas هايدر مجموع سيستم

هاي مضر عمل كرده اند. قرار دادن و حذف ميكروارگانيسم
هاي باكتريايي منفرد از موفقيت در جداسازي سويه

، راه را براي توسعه E. coliهاي مخلوط جمعيت
ها بيوتيكهاي هوشمند هموار ساخت. اين آنتيبيوتيكآنتي

هاي مفيد و مضر تمايز قائل بود ميان ميكروب قادر خواهند
همانطور  .بيوتيكي جلوگيري كنندشده و از بروز مقاومت آنتي

 هاينشان دادند، سازه 2014و همكاران در سال  Gomaa كه

CRISPR-Cas3 و CRISPR-Cas9  ابزارهاي قدرتمندي در اين
ي اتوان به گونهها را ميشوند. اين سيستمزمينه محسوب مي

زايي را هدف قرار داده هاي خاص بيماريمهندسي كرد كه ژن
هاي مقاومت ها را مهار كنند، يا با هدف قرار دادن ژنو عفونت

  .)٣٤( كنندبيوتيكي، با مقاومت دارويي مبارزه آنتي
اين حال، لازم به ذكر است كه هرچند اين رويكرد براي با 

ها به هاي موجود در كروموزوم باكتريهدف قرار دادن ژن
هاي كند، اما در حال حاضر براي ژنخوبي عمل مي

اند، مناسب زايي كه بر روي پلاسميدها كدگذاري شدهبيماري
 نيست. تحقيقات در اين زمينه همچنان در حال پيشرفت است

ها نيز غلبه شود. اخيراً، نوكلئوكپسيدهاي تا بر اين چالش
توسعه يافته اند كه  CRISPR-Cas13aضدباكتريايي مبتني بر 

 هاي مقاومت ضدميكروبي را درقابليت شناسايي و تخريب ژن

، كه از Capsidaهايي به نام هاي مقاوم دارند. سازهميكروب
ريزي امهبرنقابل  CRISPR-Cas13قراردادن سيستم 
Leptotrichia shahii  درون يك كپسيد باكتريوفاژ ايجاد

وابسته به توالي هدف را از خود نشان   RNaseاند، توانايي شده
ها نه تنها  اين سيستم ٢٠٢٠و همكاران  kigaبه گفته  .اندداده

هاي مقاومت به عنوان ابزارهاي تشخيصي براي شناسايي ژن
بلكه پتانسيل بالايي به عنوان  اند،باكتريايي پيشنهاد شده

يكي از  .هاي باكتريايي نيز دارندداروهاي درماني عليه بيماري
 CRISPR-Cas هايهاي اين سيستمترين جنبهجذاب

هاي ها در تمايز قائل شدن بين باكتريشده، توانايي آناصلاح
هاي همزيست است. اين فناوري ممكن زا و باكتريبيماري

كند تا جوامع ميكروبي، از جمله ميكروبيوم است به ما كمك 

ها مرتبط است، را به دقت انساني كه با بسياري از بيماري
  . )٣٥(تنظيم و تعديل كنيم 

فشار انتخابي ناشي از  با اين حال، باگذشت زمان و تحت
عنوان عوامل ضدميكروبي، به CRISPRاستفاده گسترده از 

تواند به احتمال ظهور مقاومت نيز وجود دارد. اين مقاومت مي
تر مورد باشد كه پيش CRISPR (Acr)-هاي ضددليل ژن

فناوري ويرايش ژن، امكان هدف پيشرفت در  .بحث قرار گرفت
هاي مرتبط با قراردادن دقيق و متنوع نقاط مختلف ژن

 Gongزايي را فراهم كرده است. به عنوان مثال، بيماري
) نشان دادند كه تغيير دقيق در ژن گلوكوزيد 2018وهمكاران (

ساكاريد و در نتيجه، ترانسفراز منجر به كاهش توليد اگزوپلي
(عامل  S. Mutansيل بيوفيلم در باكتري تضعيف ظرفيت تشك

اصلي پوسيدگي دندان) شد. اين مثال و موارد مشابه نشان 
هايي با دامنه عملكردي بسيار توان ضدميكروبدهند كه ميمي

طراحي و توسعه  CRISPR-Cas خاص را با استفاده از فناوري
اند كه تحويل مؤثر . مطالعات اخير نشان داده)٣٧(داد 

-CRISPRهاي (يعني سيستم RNA نوكلئازهاي راهنماي

Cas كه مناطق خاصي از (DNA دهند، را هدف قرار مي
را افزايش  Galleria mellonellaتواند بقاي مدل عفونت مي

ها را در مبارزه با عفونت CRISPR ها، پتانسيلدهد. اين يافته
  .)٣٨(سازند ميبرجسته 

هاي م، شاهد توسعه سيستمبا پيشرفت در فناوري ويرايش ژنو
هستيم.  CRISPR-Cas9ويرايش پايه جديد و بهبود تكنيك 

دهند كه يك ژن هدف، تنها با تغيير ها امكان مياين نوآوري
دين) توسط ويرايشگر پايه غيرفعال شود كه يك باز (باز سيتي

اين تغيير منجر به ايجاد يك كدون توقف زودهنگام در توالي 
اصلاح  .شوداز كار افتادن پروتئين مربوطه ميژن و در نتيجه، 

هاي مختلف باكتري، به ويژه ژنتيكي با كارايي بالا در گونه
هاي ، به طور قابل توجهي مطالعات در زمينهسودوموناس

گوناگون از جمله فيزيولوژي باكتريايي، كشف اهداف درماني 
جديد و مهندسي متابوليك را تسريع بخشيده است. اين 

ها، مسيرهاي جديدي را براي تحقيقات و كاربردهاي تپيشرف
هاي ويرايش ژنوم، علاوه بر قابليت .كنندبيوتكنولوژيكي باز مي

امكان سركوب انتخابي بيان ژن را در  CRISPR سيستم
هاي پروكاريوتي و يوكاريوتي فراهم آورده است. اين سلول

 )CRISPRi )CRISPR interferenceرويكرد كه با عنوان 
شود، نوعي اختلال ژنتيكي است. به عنوان مثال، با شناخته مي

كه آنزيم سنتتاز را در مراحل اوليه تشكيل  luxSسركوب ژن 
توانست از تشكيل  CRISPRi كند، تكنيكبيوفيلم كد مي

كشف  .جلوگيري كند E. coliبيوفيلم باكتريايي در 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

                             9 / 15

https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2436-fa.html


 ٢٧٥ /و همكاران  هاره نوروزيب                                                                                                   ١٤٠٥پاييز     ٣ شماره   ٣٦ دوره

 هايكنندههايي براي تحويل هدفمند سركوبدستورالعمل
 CRISPR activation) هاكنندهو فعال (CRISPRi) رونويسي

(CRISPRa)) هاي بومي، با استفاده ازبه ژن Cas9  داراي
را از  DNA كه توانايي برش Cas9 كمبود اندونوكلئاز (يعني

هاي جديدي را در اين زمينه گشود. اين دست داده است)، افق
تر بيان ژن را شدهتر و كنترلپيشرفت، امكان دستكاري دقيق

  .)٣٩(كند فراهم مي
يك جايگزين جذاب براي ضد  CRISPR-Casهاي آوريفن

دهند. اين ريزي و توالي خاص ارائه ميي قابل برنامههاميكروب
ها با موفقيت براي هدف قرار دادن عوامل حدت سيستم

بيوتيكي در هاي مقاومت آنتي(فاكتورهاي ويرولانس) و ژن
در . )٤٠( اندها مورد استفاده مجدد قرار گرفتهباكتري
گيري با استفاده از هاي يوكاريوتي، پديده خودهدفسلول

بيشتر به سمت ويرايش ژنوم  CRISPR هاي مبتني برفناوري
اي براي سوق يافته است. تنظيم هدفمند ژن به طور فزاينده

هاي انساني به منظور پزشكي تأثيرگذاري بر بيان ژن در سلول
سلولي و ژني استفاده ريزي ژنتيكي، و درمان ترميمي، بازبرنامه

را در پزشكي  CRISPR شود. اين كاربردها، پتانسيل عظيممي
هاي علاوه بر كاربرد در عفونت .دهندو بيوتكنولوژي نشان مي

 CRISPR-Casباكتريايي، پيشنهاد شده است كه سيستم 
هاي ويروسي نيز مورد استفاده قرار تواند در درمان عفونتمي

براي هدف قرار دادن  CRISPR-Cas9گيرد. در همين راستا، 
انساني طراحي شده است؛ از جمله  DNA هايويروس
 ، پاپيلوما ويروس انسانيB (HBV)هايي نظير هپاتيت ويروس

(HPV)  و ويروس اپشتين بار(EBV) .  
هاي ناشي از در درمان عفونت CRISPR-Cas9با اين حال، 

 Cas9 است كه ها ناكارآمد است. دليل اين امر اينرتروويروس

گيري نيست. با توجه به همه RNA قادر به تعامل مستقيم با
ايجاد شد،  SARS-CoV-2كه توسط رتروويروس  19- كوويد

بر توسعه سيستمي  CRISPR اي در زمينهتحقيقات گسترده
را براي درمان اين نوع  RNAمتمركز شده است كه بتواند 

اخير، بر اساس تحقيقات  .ها هدف قرار دهدبيماري
 توانند، ميCas13aو  Cas13d، شامل Cas13هاي پروتئين

RNA ها نه تنها تأثيري بر را هدف قرار دهند. اين پروتئين
انساني ندارند، بلكه از نظر بيولوژيكي نيز  RNA هايرونوشت

را به  Cas13ها، شوند. اين ويژگيضرر در نظر گرفته ميبي
 RNA هاي ويروسينتابزاري اميدبخش براي مبارزه با عفو

، اهميت 19- با توجه به شيوع بيماري كوويد .تبديل كرده است
ها بيش از در مقابله با ويروس CRISPR-Casهاي سيستم

) 2020و همكاران ( Abbott .پيش مورد توجه قرار گرفته است

اند كه قادر است بيش اند كه روشي را طراحي كردهادعا كرده
ها را هدف قرار دهد. نكته حائز سدرصد از كروناويرو ٩٠از 

هاي تواند به سويهاهميت اين است كه اين روش به راحتي مي
گيري شوند، جديدي كه در آينده ممكن است منجر به همه

گيري و نياز به نظارت بر همهاين تعميم يابد. با در نظر گرفتن 
بيماري، اين مورد به عنوان يكي ديگر از كاربردهاي بالقوه و 

  .)٤١(شود مطرح مي CRISPR-Cas هايم سيستممه
، چندين روش تشخيصي براي RNAهاي در كنار ساير ويروس

2-SARS-CoV  در جديدترين انتشارات تحقيقاتي پيشنهاد
 Specific( SHERLOCKازجمله اين روشها، . )٤٢(شده است 

High-sensitivity Enzymatic Reporter unlocking است (
 "آزادسازي گزارشگر آنزيمي با حساسيت ويژه"كه مخفف 

توسعه  2019و همكاران در سال  Kellnerاست كه توسط 
در تشخيص  CRISPR دهنده پتانسيليافت. اين ابزارها نشان

  .)٤٣(ها هستند سريع و دقيق پاتوژن
  

ويرايش ژنوم  و CRISPR-Casپزشكي كاربردهاي زيست
  ميكروبي در سلامت انسان 

هاي ويرايش ژنوم ميكروبي و از روشنوآورانه استفاده 
پيشرفت چشمگيري در تحقيقات  CRISPR-Casهاي سيستم
هاي ها گزينهپزشكي ايجاد كرده است. اين فناوريزيست

گون سلامت انسان چالش هاي گونا متعددي را براي مقابله با
هاي فراهم مي كنند. حوزه ويرايش ژنوم با ظهور سيستم

CRISPR-Cas .دستخوش يك تحول پارادايمي شده است ،
 و Charpentier كه با كار پيشگامانه CRISPR-Cas9سيستم 

Doudna  عملي شد، اكنون امكان اصلاحات  2014در سال
اين فناوري نوآورانه، كه . )٤٤(كند را فراهم مي DNA دقيق

ريزي و تغيير است، راهنما قابل برنامه RNAهاي توسط توالي
دهد تا پذير را در اختيار دانشمندان قرار ميابزاري انعطاف

مناطق خاصي از ژنوم را دستكاري كنند. اين قابليت، پتانسيل 
ها اي از بيماريهاي ژنتيكي مسبب طيف گستردهتصحيح نقص

اند كه با استفاده از نوكلئاز ارد. محققان نشان دادهرا در بر د
وجود  DNA ، امكان ويرايش دقيقRNA شونده توسطهدايت

هاي قابل توجهي در حوزه سلامت تواند به پيشرفتدارد كه مي
 .انسان منجر شود

ها و داروهاي بيوتيكدر زمينه توسعه دارو، نياز مبرمي به آنتي
هاي مقاوم به ارد تا با باكتريضدويروسي نوآورانه وجود د

و  Heler بيوتيك و تهديدات ويروسي جديد مقابله شود.آنتي
 CRISPR-Cas هايتأكيد كردند كه سيستم  (2017)همكاران

دهند. محققان به بررسي روزنه اميدي در اين راستا ارائه مي
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  در بيوتكنولوژي ميكروبي CRISPR-CASمروري بر كاربرد            آزاداسلامي                                 دانشگاهپزشكي لوم عمجله  /٢٧٦

هاي جديد بيوتيكها در توسعه آنتيپتانسيل اين سيستم
بيوتيكي بتوانند به طور مؤثر با مقاومت آنتي اند كهپرداخته

  .)٤٥(مبارزه كنند 
تواند دارو بوده و مي فراتر از توسعه CRISPR-Cas كاربردهاي

ترين مسائل بهداشت عمومي رسيدگي كند. به برخي از فوري
راي توليد و ارزيابي ب CRISPR-Cas هايدر اين زمينه، سيستم

هاي عظيمي ضروري هستند كه فرآيندهاي دادهمجموعه
را روشن  پيچيده زيربنايي طيف متنوعي از اختلالات پزشكي

هاي مختلفي مانند ترانسكريپتوميك، كنند. تركيب فناوريمي
تري از ، درك جامعCRISPR پروتئوميك و ژنوميك با

سازد و به تسريع در ايجاد پذير ميها را امكانبيماري
  .كندهاي هدفمند كمك ميدرمان

  
  ها در ميكروجلبك CRISPR/Casكاربردهاي سيستم 

اي براي اصلاح طور گستردهبه  CRISPR/Casسيستم 
ها به كار گرفته شده است. مسيرهاي متابوليكي ميكروجلبك

ر هدف اصلي اين ويرايش ژنوم، بهبود فرآيندهاي متابوليكي د
هاي خاص ها و در نتيجه، افزايش توليد متابوليتميكروجلبك

با  CRISPR/Cas است. سيستم ويرايش ژنتيكي مبتني بر
يرهاي متابوليكي در ميكروجلبك موفقيت براي اصلاح مس

و همچنين  .Chlamydomonas spيوكاريوتي مدل 
  .)٤٦(هاي پروكاريوتي توسعه يافته است سيانوباكتري

) با Manipulating carbon fluxكاري شار كربن (دست
رويكردي بسيار اميدبخش،  CRISPR/Casاستفاده از سيستم 

براي افزايش سنتز محصولات شيميايي ارزشمند است. به 
براي ويرايش  CRISPR/Cas9عنوان نمونه، لي و همكاران از 

استفاده  Synechococcus elongatesژنوم در سيانوباكتري 
شامل حذف كردند. هدف آنها دستيابي به يك نتيجه دوگانه 

كاري بود. اين دست gltA/ppcهاي كردن ژنو اضافه glgcژن 
ژنتيكي باعث شد كه شار كربن به سمت توليد سوكسينات 

برابري در توليد 11 هدايت شود، كه در نهايت منجر به بهبود 
 دهد كه چگونهسوكسينات شد. اين نمونه به وضوح نشان مي

CRISPR/Cas مسيرهاي  سازيتواند براي بهينهمي
ها به كار بيوشيميايي و افزايش توليد بيومس در ميكروجلبك

براي سركوب چندين ژن در  CRISPRi. محققان از )٢٤(رود 
ستفاده كردند. هدف ا .Synechocystis spسيانوباكتري مدل 

(كدكننده  phaCو  phaEهاي وب بيان ژنها سركاوليه آن
بود تا از اين طريق  )PHAآلكانوات يا هيدروكسيسنتتاز پلي

ها قصد داشتند همچنين، آن توليد ليپيد را افزايش دهند.
چهار ژن كدكننده آلدهيد ردوكتاز و دهيدروژناز بالقوه را با 

سركوب كنند تا توليد آلكان را بهبود  CRISPRi استفاده از
بخشند. محققان گزارش دادند كه اين سيستم سركوب 

هاي هدف را به ميزان چندگانه، با موفقيت توانست بيان ژن
درصد كاهش دهد. در همين راستا، ترن و همكاران  ٩٥تا  ٥٠

را در  PEPC1) نيز براي اولين بار سركوب ژن 2025(
با استفاده  Chlamydomonas reinhardtiiميكروجلبك مدل 

با موفقيت انجام دادند. اين مطالعات،  CRISPRi تماز سيس
را در مهندسي متابوليك  CRISPRi پتانسيل بالاي

ها براي توليد تركيبات با ارزش ها و سيانوباكتريميكروجلبك
  . )٤٧(دهد نشان مي

يافته ژن هايي با بيان كاهشاند كه در سويهمطالعات نشان داده
PEPC1توجهي طور قابل، تراكم بيومس و نرخ تجمع ليپيد به

يابد. اين مشاهده، اهميت ويرايش و سركوب افزايش مي
سازي مسيرهاي متابوليكي و افزايش ها را در بهينههدفمند ژن

شواهد اخير  .كندتوليد تركيبات زيستي ارزشمند برجسته مي
 CRISPR interferenceهمچنين كارايي بالاي سامانه 

(CRISPRi) پذير براي و انعطاف عنوان ابزاري دقيقرا به
ها تأييد ها و سيانوباكتريمهندسي متابوليكي در ميكروجلبك

ها و تنظيم ويژه در بهبود بازده توليد متابوليتاند، بهكرده
 .)٤٨(مسيرهاي زيستي كليدي 

در  CRISPR/Cas ردهاي اخير درباره كاربمرور پژوهش
هاي قابل دهد كه گرچه موفقيتها نشان ميميكروجلبك

ت، سازي مسيرهاي متابوليكي حاصل شده استوجهي در بهينه
هاي اما كارايي پايين نوتركيبي همولوگ و احتمال بروز جهش

شوند. به عنوان مثال، هاي مهمي محسوب ميناخواسته، چالش
 برابري در سنتز ١١) بهبود ٢٠١٩و همكاران ( لي در حالي كه

و همكاران  هوانگ سوكسينات گزارش كردند، مطالعات
كه بازده  ) نشان دادند٢٠١٦و همكاران ( گوردون ) و٢٠١٦(

شدت وابسته به نوع ميزبان و شرايط بيان ژن است. نهايي به
تر تأثير اين تضاد نتايج بيانگر نياز به بررسي سيستماتيك

هاي ميكروجلبكي پارامترهاي ژنتيكي و محيطي در ويرايش
اي كافي ايسههاي مق. افزون بر اين، داده)٥٠, ٤٩, ٢٤(است 

در اين  Cas12a در برابر Cas9 براي تعيين كارايي نسبي
موجودات هنوز منتشر نشده است، كه خود يك شكاف دانشي 

  .رودمهم در حوزه مهندسي متابوليك به شمار مي
توان كارايي اند كه ميبا اين حال، محققان ديگر گزارش كرده

قرار دادن  ها را با هدفنوتركيبي همولوگ در ميكروجلبك
  ، Ku70 ،Ku80مانند  DNA هاي دخيل در ترميمپروتئين
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DNA ليگاز IV سيستم  .هاي مرتبط افزايش دادو ساير ژن
CRISPR-Cas علاوه بر سيستم ،CRISPRi در تركيب با ،

، به طور مؤثري براي VP64هاي رونويسي مانند كنندهفعال
 Saccharomycesهاي انساني و سازي بيان ژن در سلولفعال

cerevisiae  نشده با وجود مسائل فني حل .استفاده شده است
ها، در مقايسه با ساير فناوري CRISPR/Casموجود، سيستم 

اي را ارائه اندازهاي بسيار اميدواركنندهنظير و چشممزاياي بي
در حال تكامل است و  . اين سيستم همچنان)٥١(دهد مي

  ).٣(جدول  هاي فعلي غلبه كندرود كه بر محدوديتانتظار مي

  
  گيري كلينتيجه
طي يك دهه گذشته به يكي از  CRISPR-Cas فناوري
فناوري تبديل شده است و توانسته ترين ابزارهاي زيستانقلابي

اي از مهندسي متابوليك تا توسعه كاربردهاي گسترده
ي هدفمند را ممكن سازد. با اين حال، مرور هاميكروبآنتي

ها در دهد كه استفاده از اين سامانهمطالعات موجود نشان مي
هاي فني و زيستي متعددي ها هنوز با چالشميكروارگانيسم

هاي چشمگيري در طراحي و كه پيشرفترو است. در حاليروبه
حاصل شده،  Cas13 و Cas9 ،Cas12aكارايي نوكلئازهاي 

سازي ، بهينه(off-target effects) رل اثرات خارج از هدفكنت
و حفظ پايداري بيان  (delivery systems) هاي تحويلسيستم

هاي طبيعي همچنان از مسائل شده در محيطهاي اصلاحژن
شوند. افزون بر اين، تنوع ژنتيكي در نشده محسوب ميحل

در  CRISPR-Cas شود كه كاراييهاي ميكروبي باعث ميسويه
هر گونه متفاوت باشد، و اين امر نيازمند استانداردسازي 

 .هاستاي دقيق بين گونهها و طراحي مقايسهپروتكل

هاي آتي پژوهي، سه محور عمده بايد در پژوهشاز منظر آينده
 :مورد توجه قرار گيرد

 Multiplex CRISPRهاي چندكاره (توسعه سامانه - ١

systemتر مانند) و دقيق CasX ،CasΦ هاي فصلي با و سيستم
زمان چند ژن، كه بتوانند مسيرهاي گيري همقابليت هدف

اي تنظيم ها به صورت شبكهمتابوليكي پيچيده را در ميكروب
 كنند؛

از طريق  (bio-delivery) هاي تحويل زيستيبهبود سامانه - ٢
هاي نهويژه براي گوشده، بهها و فاژهاي مهندسينانوحامل

 تغذيه؛رمدل و سختغي

 محيطي و اخلاقي استفاده ازارزيابي ريسك زيست -٣

CRISPR ويژه در زمينه هاي آزادزي، بهدر ميكروارگانيسم
 .شدههاي اصلاحاحتمال انتقال افقي ژن

در بيوتكنولوژي  CRISPR-Cas در مجموع، آينده كاربرد
سازي زيستي و ميكروبي در گرو تركيب دانش ژنوميك، مدل

هاي كنشبيني دقيق برهمبزارهاي هوش مصنوعي براي پيشا
رود با هاست. انتظار ميسازي عملكرد اين سيستمژني و بهينه

به يكي از اركان اصلي  CRISPR-Casها، گرايي اين حوزههم
مهندسي زيستي نسل آينده تبديل شود و نقش 

و هاي نوين اي در توليدات زيستي پايدار، درمانكنندهتعيين
 .هاي عفوني ايفا كندكنترل بيماري

REFERENCES 
1.Ishino Y, Shinagawa H, Makino K, Amemura M, Nakata A. Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for 
alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia coli, and identification of the gene product. J Bacteriol 
1987;169:5429-33.   

 هاهاي ميكروبي مختلف همراه با مزايا و محدوديتدر گونه CRISPR-Cas هايهايي از كاربردهاي سامانهنمونه. ٣جدول 

نوع سيستم   گونه ميكروبي
 شدهاستفاده

 منبع هامحدوديت مزايا هدف/كاربرد اصلي

Escherichia coli  Cas9 هاي حذف ژن
 بيوتيكيمقاومت آنتي

سرعت بالا و كنترل 
 دقيق

خارج از هدف  اثرات
 محتمل

)٥٢( 

Streptomyces coelicolor  Cas12a  بهبود توليد
 بيوتيكآنتي

پايداري كمتر  DNAتر برش دقيق
 پلاسميدها

)٥٣( 

Bacillus subtilis  Cas9  ويرايش مسيرهاي
 متابوليكي

 )٥٤( خاص PAM بهنياز  نرخ بالاي موفقيت

Synechocystis sp.   Cas12a  افزايش توليد بيومس
 و ليپيد

پذيري بالا در تطبيق
 محيط نوري

 بازده پايين انتقال

DNA 
)٥٥( 

Lactobacillus plantarum  Cas9 هاي حذف ژن
 ويرولانس

ايمني در صنايع 
 غذايي

در تعداد  محدوديت
 هاي هدفسايت

)٥٦( 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

                            12 / 15

https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2436-fa.html


  در بيوتكنولوژي ميكروبي CRISPR-CASمروري بر كاربرد دانشگاه آزاد اسلامي                                        پزشكي علوم مجله  /٢٧٨
2.Mojica FJ, Díez-Villaseñor Cs, García-Martínez J, Soria E. Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic 
repeats derive from foreign genetic elements. J Mol Evol 2005;60:174-82.   

3.Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier E. A programmable dual-RNA–guided DNA 
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 2012;337:816-21.   

4.Molla KA, Karmakar S, Islam MT. Wide horizons of CRISPR-Cas-derived technologies for basic biology, 
agriculture, and medicine.  In: Islam MT, Bhowmik PK, Molla KA, eds. CRISPR-Cas methods. Humana New York, 
NY: Springer; 2020. p. 1-23.   

5.Kaushik S. Editorial: Reviews in antibiotic resistance and new antimicrobial drugs. Front Cell Infect Microbiol 
2024;14:1434140. 

6.Nguyen TM, Zhang Y, Pandolfi PP. Virus against virus: a potential treatment for 2019-nCov (SARS-CoV-2) and 
other RNA viruses. Cell Res 2020;30:189-90.   

7.Ding W, Zhang Y, Shi S. Development and application of CRISPR/Cas in microbial biotechnology. Front Bioeng 
Biotechnol 2020;8:711.   

8.Hampton HG, Watson BN, Fineran PC. The arms race between bacteria and their phage foes. Nature 2020;577:327-
36.   

9.Watson BN, Staals RH, Fineran PC. CRISPR-Cas-mediated phage resistance enhances horizontal gene transfer by 
transduction. MBio 2018;9:e02406-17.  

10.Nidhi S, Anand U, Oleksak P, Tripathi P, Lal JA, Thomas G, et al. Novel CRISPR–Cas systems: an updated review 
of the current achievements, applications, and future research perspectives. Int J Mol Sci 2021;22:3327.  

11.Bourgeois J, Lazinski DW, Camilli A. Identification of spacer and protospacer sequence requirements in the Vibrio 
cholerae type IE CRISPR/Cas system. mSphere 2020;5:e00813-20. 

12.Sabri S, Mustofa MK, Fouad M, Mukherjee S, Fakruddin M, Shishir MA. Comprehensive Analysis of CRISPR-Cas 
Systems in Microbial and Their Multifaceted Applications. Microbial Bioactives 2024;7:1-11.  

13.Guzmán NM, Esquerra-Ruvira B, Mojica FJ. Digging into the lesser-known aspects of CRISPR biology. Int 
Microbiol 2021;24:473-98.   

14.Kansal R. The CRISPR-Cas system and clinical applications of CRISPR-based gene editing in hematology with a 
focus on inherited germline predisposition to hematologic malignancies. Genes 2024;15:863.  

15.Tong Y, Jørgensen TS, Whitford CM, Weber T, Lee SY. A versatile genetic engineering toolkit for E. coli based on 
CRISPR-prime editing. Nat Commun 2021;12:5206.   

16.Newsom S, Parameshwaran HP, Martin L, Rajan R. The CRISPR-Cas mechanism for adaptive immunity and 
alternate bacterial functions fuels diverse biotechnologies. Front Cell Infect Microbiol 2021;10:619763.  

17.Wang LW, Trudeau SJ, Wang C, Gerdt C, Jiang S, Zhao B, et al. Modulating Gene Expression in Epstein‐Barr Virus 
(EBV)‐Positive B Cell Lines with CRISPRa and CRISPRi. Curr Protoc Mol Biol 2018;121: 31.13.1-31.13.18.  

18.Hidalgo-Cantabrana C, Barrangou R. Characterization and applications of Type I CRISPR-Cas systems. Biochem 
Soc Trans 2020;48:15-23.   

19.Cardi T, Murovec J, Bakhsh A, Boniecka J, Bruegmann T, Bull SE, et al. CRISPR/Cas-mediated plant genome 
editing: outstanding challenges a decade after implementation. Trends Plant Sci 2023;28:1144-65.  

20.Lee H, Dhingra Y, Sashital DG. The Cas4-Cas1-Cas2 complex mediates precise prespacer processing during 
CRISPR adaptation. Elife 2019;8:e44248.   

21.Kannan S, Altae-Tran H, Jin X, Madigan VJ, Oshiro R, Makarova KS, et al. Compact RNA editors with small Cas13 
proteins. Nat Biotechnol 2022;40:194-97.   

22.Kolesnik MV, Fedorova I, Karneyeva KA, Artamonova DN, Severinov KV. Type III CRISPR-Cas systems: 
deciphering the most complex prokaryotic immune system. Biochemistry (Mosc) 2021;86:1301-14.  

23.Zhu S, Yung BC, Chandra S, Niu G, Antaris AL, Chen X. Near-infrared-II (NIR-II) bioimaging via off-peak NIR-I 
fluorescence emission. Theranostics 2018;8:4141.   

24.Li Y, Li S, Wang J, Liu G. CRISPR/Cas systems towards next-generation biosensing. Trends Biotechnol 
2019;37:730-43.  

25.Kordyś M, Sen R, Warkocki Z. Applications of the versatile CRISPR‐Cas13 RNA targeting system. Wiley 
Interdiscip Rev RNA. 2022;13:e1694.   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

                            13 / 15

https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2436-fa.html


 ٢٧٩ /و همكاران  هاره نوروزيب                                                                                                   ١٤٠٥پاييز     ٣ شماره   ٣٦ دوره

26.Pawluk A, Davidson AR, Maxwell KL. Anti-CRISPR: discovery, mechanism and function. Nat Rev Microbiol 
2018;16:12-17.   

27.Drabavicius G, Sinkunas T, Silanskas A, Gasiunas G, Venclovas Č, Siksnys V. DnaQ exonuclease‐like domain of 
Cas2 promotes spacer integration in a type I‐E CRISPR‐Cas system. EMBO Rep 2018;19:e45543.  

28.Bharathkumar N, Sunil A, Meera P, Aksah S, Kannan M, Saravanan KM, et al. CRISPR/Cas-based modifications 
for therapeutic applications: a review. Mol Biotechnol 2022;64:355-72.   

29.Demir Ö, Erbaş O. Discovery and applications of CRISPR-Cas9 gene editing technology. Journal of Experimental 
and Basic Medical Sciences 2023;8:56-67.  

30.Camara-Wilpert S, Mayo-Muñoz D, Russel J, Fagerlund RD, Madsen JS, Fineran PC, et al. Bacteriophages suppress 
CRISPR–Cas immunity using RNA-based anti-CRISPRs. Nature 2023;623:601-7.  

31.Mlaga KD, Garcia V, Colson P, Ruimy R, Rolain J-M, Diene SM. Extensive comparative genomic analysis of 
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium reveals a direct association between the absence of CRISPR–Cas 
systems, the presence of anti-endonuclease (ardA) and the acquisition of vancomycin resistance in E. faecium. 
Microorganisms 2021;9:1118.   

32.Joseph CE, Jain A, Yaqub MO, Edison LK. CRISPR-Cas Systems: Bridging Bacterial Immunity and Host 
Interactions. Appl Microbiol 2025;5:118.   

33.Malone LM, Warring SL, Jackson SA, Warnecke C, Gardner PP, Gumy LF, et al. A jumbo phage that forms a 
nucleus-like structure evades CRISPR–Cas DNA targeting but is vulnerable to type III RNA-based immunity. Nat 
Microbiol 2020;5:48-55.   

34.Gomaa AA, Klumpe HE, Luo ML, Selle K, Barrangou R, Beisel CL. Programmable removal of bacterial strains by 
use of genome-targeting CRISPR-Cas systems. MBio 2014;5:e00928-13.  

35.Kiga K, Tan X-E, Ibarra-Chávez R, Watanabe S, Aiba Y, Sato’o Y, et al. Development of CRISPR-Cas13a-based 
antimicrobials capable of sequence-specific killing of target bacteria. Nat Commun 2020;11:2934.  

36.Sheng H, Wu S, Xue Y, Zhao W, Caplan AB, Hovde CJ, et al. Engineering conjugative CRISPR-Cas9 systems for 
the targeted control of enteric pathogens and antibiotic resistance. PLoS One 2023;18:e0291520.  

37.Yang J, Meng X, Pan J, Jiang N, Zhou C, Wu Z, et al. CRISPR/Cas9-mediated noncoding RNA editing in human 
cancers. RNA Biol 2018;15:35-43.   

38.Dinh H, Semenec L, Kumar SS, Short FL, Cain AK. Microbiology's next top model: Galleria in the molecular age. 
Pathog Dis 2021;79:ftab006.   

39.Dimitri A, Herbst F, Fraietta JA. Engineering the next-generation of CAR T-cells with CRISPR-Cas9 gene editing. 
Mol Cancer 2022;21:78.   

40.Mayorga-Ramos A, Zúñiga-Miranda J, Carrera-Pacheco SE, Barba-Ostria C, Guamán LP. CRISPR-Cas-based 
antimicrobials: design, challenges, and bacterial mechanisms of resistance. ACS Infect Dis 2023;9:1283-302.  

41.Abbott TR, Dhamdhere G, Liu Y, Lin X, Goudy L, Zeng L, et al. Development of CRISPR as an antiviral strategy to 
combat SARS-CoV-2 and influenza. Cell 2020;181:865-76.   

42.Curti L, Pereyra-Bonnet F, Gimenez C. An ultrasensitive, rapid, and portable coronavirus SARS-CoV-2 sequence 
detection method based on CRISPR-Cas12. BioRxiv 2020;2020.   

43.Kellner MJ, Koob JG, Gootenberg JS, Abudayyeh OO, Zhang F. SHERLOCK: nucleic acid detection with CRISPR 
nucleases. Nat Protoc 2019;14:2986-3012.  

44.Doudna JA, Charpentier E. The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9. Science 
2014;346:1258096.   

45.Heler R, Wright AV, Vucelja M, Bikard D, Doudna JA, Marraffini LA. Mutations in Cas9 enhance the rate of 
acquisition of viral spacer sequences during the CRISPR-Cas immune response. Mol Cell 2017;65:168-75.  

46.Dhokane D, Shaikh A, Yadav A, Giri N, Bandyopadhyay A, Dasgupta S, et al. CRISPR-based bioengineering in 
microalgae for production of industrially important biomolecules. Front Bioeng Biotechnol 2023;11:1267826.  

47.Tran Q-G, Le TT, Choi D-Y, Cho D-H, Yun J-H, Choi HI, et al. Progress and challenges in CRISPR/Cas 
applications in microalgae. J Microbiol 2025;63:e2501028.   

48.Dong Z, Chen L, Wang Y, Sun T, Zhang W. Current advances in CRISPR-Cas-mediated gene editing and regulation 
in cyanobacteria. Blue Biotechnology 2024;1:9.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

                            14 / 15

https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2436-fa.html


  در بيوتكنولوژي ميكروبي CRISPR-CASمروري بر كاربرد دانشگاه آزاد اسلامي                                        پزشكي علوم مجله  /٢٨٠
49.Huang C-H, Shen CR, Li H, Sung L-Y, Wu M-Y, Hu Y-C. CRISPR interference (CRISPRi) for gene regulation and 
succinate production in cyanobacterium S. elongatus PCC 7942. Microb Cell Fact 2016;15:196.   

50.Gordon GC, Korosh TC, Cameron JC, Markley AL, Begemann MB, Pfleger BF. CRISPR interference as a titratable, 
trans-acting regulatory tool for metabolic engineering in the cyanobacterium Synechococcus sp. strain PCC 7002. 
Metab Eng 2016;38:170-9.   

51.Zhang Y-T, Jiang J-Y, Shi T-Q, Sun X-M, Zhao Q-Y, Huang H, et al. Application of the CRISPR/Cas system for 
genome editing in microalgae. Appl Microbiol Biotechnol 2019;103:3239-48.   

52.Ahmed MM, Kayode HH, Okesanya OJ, Ukoaka BM, Eshun G, Mourid MR, et al. CRISPR-Cas systems in the fight 
against antimicrobial resistance: current status, potentials, and future directions. Infect Drug Resist 2024:5229-45.  

53.Karthik L, Arivarasan VK, Vignesh MR, Anitha P. CRISPR ERA: Current Applications and Future Perspectives on 
Actinobacteria. In: Karthik L, ed. Actinobacteria. Singapore: Springer; 2022.  

54.Xia Y, Sun L, Liang Z, Guo Y, Li J, Tang D, et al. The construction of a PAM-less base editing toolbox in Bacillus 
subtilis and its application in metabolic engineering. Chemical Engineering Journal 2023;469:143865.  

55.Du W, Meister LL, van Grinsven T, Branco dos Santos F. Efficient Multiplex Genome Editing of the 
Cyanobacterium Synechocystis sp. PCC6803 via CRISPR‐Cas12a. Biotechnol Bioeng 2025;122:736-43.  

56.Mu Y, Zhang C, Li T, Jin F-J, Sung Y-J, Oh H-M, et al. Development and applications of CRISPR/Cas9-based 
genome editing in Lactobacillus. Int J Mol Sci 2022;23:12852.   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

9-
16

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            15 / 15

https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2436-fa.html
http://www.tcpdf.org

