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A R T I C L E I N F O A B S T R A C T 
 

Article history Medicinal plants have been a source of medicinal compounds and 

other useful products since ancient times. Due to some limitations, 

the traditional methods of supplying medicinal compounds are not 

able to meet the ever-increasing needs of the market, and therefore 

the use of alternative methods is inevitable. Metabolic engineering 

is a logical and efficient solution to increase the production of 

medicinal compounds and reduce related costs. In addition to 

improving the production of desired metabolites and reducing the 

production of unwanted metabolites, metabolic engineering also 

leads to the production of new metabolites in plants. Currently, 

many methods are used to manipulate metabolic pathways, among 

which CRISPR/Cas technology has a special place due to its high 

accuracy and ease of use. The remarkable effects of this technology 

on the metabolic improvement of medicinal plants have been 

proven in numerous studies. In this article, the importance of 

medicinal plants and their metabolites has been discussed first, and 

then the necessity of using metabolic engineering to increase the 

medicinal compounds of these plants has been pointed out. In the 

following, we have explained the CRISPR/Cas technology and how 

it works in gene editing. Then, the application of this technology in 

manipulating the metabolic pathways of medicinal plants is 

discussed, focusing on three major groups of plant metabolites, 

namely terpenoids, alkaloids and phenylpropanoids. The next 

section deals with some of the challenges in the application of this 

technology in the metabolic engineering of medicinal plants, and 

proposed solutions. At the end, the future prospects of using this 

technology in metabolic improvements of medicinal plants are 

briefly described. 
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 یبا استفاده از فناور ییدارو اهانیگ ک یمتابول یمهندس 
CRISPR/Cas 

   2  نژادی تار رضای عل،  1 ی  دیمحمد مج

 . رانی ا ز، یتبر جان،ی آذربا یمدن  د یدانشگاه شه ،یدانشکده کشاورز ،یوتکنولوژیگروه ب  ار ی استاد .1

 . رانیا  ز،یتبر جان،ی آذربا ی مدن  دیدانشگاه شه ،یدانشکده کشاورز ، یوتکنولوژیاستاد گروه ب . 2

 چکیده  اطلاعات مقاله 

ته  اریبس  یها از زمان   ییدارو  اهانیگ مقاله تاریخچه تاکنون منبع    ن یو همچن  یی دارو  باتیترک  هیدور 

دلبوده   دیمف  یهافراورده   گرید به   هیته  یسنت  یهاروش   ها،تیمحدود  یبرخ  لیاند. 

تام  ،ییدارو  باتیترک به  نم  ازین  نیقادر  بازار  ا  باشندی روزافزون  از  از    نرویو  استفاده 

و   یراه حل منطق کی کیمتابول یاست. مهندس ریناپذاجتناب یامر ن،یگزیجا  یهاروش

  ی. مهندسباشدیمربوطه م  یها نهیو کاهش هز  ییدارو  باتیترک  دیتول  شیافزا  یکارامد برا

تول  کیمتابول بهبود  بر  تول  یهاتیمتابول  دیعلاوه  کاهش  و  نظر    ی هاتیمتابول  دیمورد 

همچن تول  نیناخواسته،  به  گ  دید ج  یهاتی متابول  دیمنجر  در  گرددیم  اهانیدر  حال . 

روش دستورز   یاریبس  یها حاضر  منظور  قرار   یکیمتابول  یرهایمس  یبه  استفاده  مورد 

دقت بالا و سهولت استفاده،    ل یبه دل  CRISPR/Cas  یفناور  ان، یم  ن یکه در ا  رندیگیم

 اهانیگ  یکیبر بهبود متابول  یفناور  نیا  ریبرخوردار است. اثرات چشمگ  یخاص  گاه یاز جا

اثبات رس  یدر مطالعات متعدد  ییدارو ابتدا در خصوص    ده یبه  است. در مقاله حاضر، 

آنها بحث شده است و پس از آن به لزوم استفاده   یهاتیو متابول ییدارو اهانیگ تیاهم

اشاره شده است. در ادامه،  اهانیگ نیا ییدارو باتیترک شی در افزا کیمتابول یاز مهندس

. سپس میاها پرداختهژن  شیرایو نحوه عمل آن در و  CRISPR/Cas  یفناور  ح یبه تشر

با تمرکز بر سه    ،ییدارو  اهانیگ  یکیمتابول  یرهایمس  یدر دستورز  یفناور  نیکاربرد ا

مورد   دها،یپروپانوئ  لیو فن  دهایآلکالوئ  دها،ی ترپنوئ  یعنی  یاهیگ  یهاتیگروه عمده متابول

 ن یموجود در کاربرد ا  یها چالش  از  یبه طرح برخ  یبحث قرار گرفته است. بخش بعد

. در  پردازدی م یشنهادیپ  یهاحل و راه  ،ییدارو اهانیگ کیمتابول یدر مهندس یتکنولوژ

متابول  یفناور  نیا  نده یآ   یاندازهاچشم  زین  انیپا بهبود  بطور    ،ییدارو  اهانیگ  یکیدر 

 داده شده است. حیخلاصه توض

 1401-4-4: دریافت
 1401- 5-8: بازنگری
 1401- 5-29: پذیرش
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 مقدمه

های ثانویه  گیاهان طیف وسیعی از متابولیت

می تولید  خصوصیات  را  دارای  که  کنند 

ها،  شیمیایی متنوعی هستند. این متابولیت

در   بقاء  و  سازگاری  برای  گیاهان  ابزارهای 

می مختلف  محیطی  باشند.  شرایط 

ناممتابولیت با  ثانویه که  قبیل  های  از  هایی 

فراوردهمتابولیت یا  و  اختصاصی  های  های 

می شناخته  نیز  از  طبیعی  بخشی  شوند؛ 

برابر مکانیسم در  گیاهان  پاسخ  های 

خشکی،  تنش )شوری،  زیستی  غیر  های 

های زیستی  دمای بالا و تابش شدید( و تنش

بیماری و  دیگر  )آفات  سوی  از  هستند.  ها( 

کاربردهای  متابولیت گیاهی،  ثانویه  های 

  وسیعی در زندگی بشر دارند؛ آنها به عنوان 

دارویی، مواد  افزودنی ترکیبات  های غذایی، 

مورد  -شیمیایی  رنگ  و  عطر  کشاورزی، 

گیرند و بدین ترتیب باعث  استفاده قرار می

شوند.  ارتقای تغذیه، سلامت و رفاه بشر می

های ثانویه گیاهی در حدود  تعداد متابولیت

شود که هر  عدد تخمین زده می  100.000

اضافه   لیست  این  به  ترکیبات جدیدی  روز 

متابولیتمی در  گردند.  گیاهی  ثانویه  های 

میهای مختلفی طبقهگروه که  بندی  شوند 

گروه معروف ثانویه ترین  متابولیکی  های 

فنیل   و  آلکالوئیدها  ترپنوئیدها،  از:  عبارتند 

( ؛  Kutchan et al. 2015پروپانوئیدها 

Hussein and El-Anssary 2018  ؛Yang et 

al. 2018 ؛Elshafie et al. 2023 .) 

از   غنی  منبعی  دارویی  گیاهان 

و  متابولیت درمان  منظور  به  ثانویه  های 

بیماری از  میپیشگیری  ترکیبات  ها  باشند. 

از   وسیعی  طیف  حاوی  گیاهی  دارویی 

میفعالیت که  هستند  زیستی  به  های  توان 

آنتی ضد  اثرات  میکروبی،  ضد  اکسیدانی، 

تنظیم کاهنده  سرطانی،  خون،  قند  کننده 

چربی، ضد التهابی و موثر بر سیستم اعصاب  

های  مرکزی، اشاره نمود. بطور کلی متابولیت

ویژه جایگاه  گیاهی  صنایع  ثانویه  در  ای 

می زده  تخمین  و  دارند  که  دارویی  شود 

بطور    25حدود   دارویی  ترکیبات  از  درصد 

گیاهی   منابع  از  غیرمستقیم  یا  مستقیم 

اند. استفاده از گیاهان دارویی و  حاصل شده

زیستترکیب تقاضای    - ات  با  آنها،  فعال 

آن   اصلی  دلیل  که  است  مواجه  روزافزونی 

باشد.  عوارض جانبی کمتر این ترکیبات می

از سوی دیگر، گیاهان دارویی منبعی برای  

گروه مولکولکشف  از  جدیدی  های  های 

می که  هستند  درمانشیمیایی  های  توانند 

خصوصا   بیمارها،  انواع  برای  را  نوینی 

)بیماری آورند  فراهم  نوظهور  -Guribهای 

Fakim 2006  ؛Ahad et al. 2021  در جدول .)
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و    1 گیاهی  دارویی  ترکیبات  از  برخی  به 

 های درمانی آنها اشاره شده است.ویژگی

ترکیبات   تهیه  اولیه  منبع  هرچند 

در   موجود  گیاهان  گیاهی،  دارویی 

های طبیعی و یا گیاهان کشت شده  محیط

باشند، با این وجود، تهیه ترکیبات مذکور  می

محدودیت با  منابعی  چنین  همراه  از  هایی 

ها عبارتند  است، که برخی از این محدودیت

در    -1از:   ترکیبات  این  از  بسیاری  غلظت 

گیاهان موجود در طبیعت یا گیاهان کشت  

مثال   عنوان  به  است؛  پایین  بسیار  شده 

معادل یک صدم   تاکسول  متابولیت  غلظت 

است،   سرخدار  گیاه  خشک  وزن  درصد 

از  درحالی دیگر  برخی  غلظت  که 

های گیاهی حتی از این مقدار نیز  متابولیت

می مشابه    -2باشد،  کمتر  ترکیبات  بعضا 

ن مورد  ترکیب  با  وجود  فراوانی  گیاه  در  ظر 

و   جداسازی  فرایند  آنها  حضور  که  دارند 

و  خالص پیچیده  را  اصلی  ترکیب  سازی 

می متغیر    -3نماید،  پرهزینه  بشدت  تولید 

تاثیر   عواملی مثل شرایط محیطی،  و  است 

متابولیت تولید  میزان  بر  دارند،  زیادی  ها 

با   روش  این  در  تولید  راندمان  بنابراین 

فرایند تولید    - 4نوسانات زیادی همراه است،  

ترکیبات دارویی از منابع سنتی بعضا بسیار  

طولانی است و ممکن است به چندین سال  

باشد،   داشته  نیاز  گیاهان    - 5زمان  برخی 

کند   و  کمیاب  ترکیبات،  این  کننده  تولید 

آوری  شرایطی جمع  رشد هستند و در چنین 

آنها از طبیعت باعث آسیب به محیط زیست  

) می ؛  Rao and Ravishankar 2002شود 

Verpoorte et al. 2002  ؛Murthy et al. 2014  ؛

Majidi and Tarinejad 2018 .)
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 Sakure؛  Kutchan et al. 2015؛  Gurib-Fakim 2006هایی از ترکیبات دارویی گیاهی و اثرات درمانی آنها ) . نمونه1جدول  

et al. 2023  .) 
 خصوصیات دارویی منبع گیاهی  ترکیب دارویی 

 میکروب، ضد التهابضد  ( Artemisia annuaدرمنه ) آرتمیزینین

 ضد سرطان  ( Catharanthus roseusپروانش ) آلکالوئیدهای وینکا

مشتقات   و  آلکامیدها 

 اسید کافئیک 

 بهبود سیستم ایمنی بدن (Echinacea purpureaسرخارگل )

 Polygonumبند )نوعی علف هفت هاآنتراکوئینون 

multiflorum ) 

و   آرتریت  درمان  التهاب،  ضد  مالتیپل ملین، 

 (MSاسکلروزیس )

 کننده اعصابکاهنده قند و کلسترول، تنظیم ( Achyranthes bidentate) اکدیستروئیدها 

 درمان پوکی استخوان و اختلال شناخت  ( Genista tinctoriaرنگین زرد ) ایزوفلاونوئیدها 

 اکسیدان، ضد التهاب آنتی ( Beta vulgarisچغندر قند ) هاها و بتالائین بتاسیانین

 درمان سرطان پروستات  ( Plumbago indica) پلومباگین 

آنتی  آنتی ( Piper longumدارفلفل ) پیپرین  چاقی،  اکسیدان،  ضد  دیابت، 

 پارکینسون

 ضد سرطان  ( .Taxus sppسرخدار ) تاکسول 

 کاهنده قند و چربی (Trigonella foenum-graecumشنبلیله ) تریگونلین 

 ترکیبات مقوی، بهبود گردش خون  ( Panax ginsengجینسنگ ) جنسنوزیدها

و  دیگوکسین 

 دیجیتوکسین 

 های قلبی درمان نارسایی  ( Digitalis purpureaگل انگشتانه )

 پریشی کاهنده فشار خون، ضد روان (Rauwolfia serpentine) رزرپین

 مُسکن  ( .Papaver sppخشخاش ) کدئین و مورفین 

 Narcissusنرگس دروغین ) گالانتامین 

pseudonarcissus) 

 درمان بیماری آلزایمر

بیماری  (.Linum sppکتان ) هالیگنان ریسک  عوارض کاهش  و  قلبی  های 

 یائسگی 

 خوابی و استرس درمان بی  (Valeriana officinalisالطیب )سنبل ها والپوتریات 

 ضد افسردگی (Hypericum perforatumگل راعی ) هیپریسین و هیپرفورین 

 پذیرزخم معده، سندروم روده تحریک ( Atropa belladonnaبلادون ) هیوسیامین و آتروپین 
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در   اشاره شده  به مشکلات  توجه  با 

به   محققان  گیاهی،  دارویی  ترکیبات  تهیه 

این  حل  دنبال یافتن راه برای کاهش  هایی 

مسیرهای  میمشکلات   دستورزی  باشند. 

نیز   متابولیک  مهندسی  به  که  متابولیکی 

از گزینه های پیشنهادی  معروف است یکی 

ترکیبات   این  تولید  افزایش  منظور  به 

باشد. بطور کلی در مهندسی متابولیک،  می

های  های مسیرهای متابولیکی و یا توالیژن

شوند که نتیجه  تنظیمی آنها دچار تغییر می

آن، افزایش تولید متابولیت مورد نظر است.  

ژن بیان  افزایش  بر  نظر،  علاوه  مورد  های 

ژن بیان  کاهش  با  متابولیک  های  مهندسی 

افزایش   به  رقیب،  مسیرهای  یا  و  نامطلوب 

متابولیت کمک  تولید  نظر  مورد  های 

نماید. پتانسیل دیگر مهندسی متابولیک،  می

که   است  گیاهان  در  جدید  ترکیبات  تولید 

های دارویی  امر منجر به گسترش ویژگی  این

می ) گیاهان  ؛ Wu and Chappel 2008شود 

Majidi and Bahmani 2017  ؛Taghavi et al. 

؛ Birchfield and McIntosh 2020؛  2020

Arya et al. 2023  .) 

های مختلفی  در حال حاضر از روش

گیاهی   متابولیک  مهندسی  منظور  به 

می فناوریاستفاده  که  ویرایش  شود  های 

قبیل   از  و    ZFN  ،TALENژنومی 

CRISPR/Cas    برخوردار خاصی  جایگاه  از 

فناوری منجر  هستند.  ژنومی،  ویرایش  های 

جایگاه   در  نظر  مورد  تغییرات  ایجاد  به 

می ژنوم  از  در  مشخصی  اینرو  از  و  شوند 

روش با  قدیمیمقایسه  دستورزی  های  تر 

برخوردار   بیشتری  بسیار  دقت  از  ژنتیکی، 

فناوریمی میان  در  ویرایش  باشند.  های 

به دلیل مزایای بیشتر    CRISPR/Casژنومی،  

ها، توجهات بسیاری را  نسبت به سایر روش

است؛   نموده  معطوف  خود  سمت  به 

ویرایشبطوری برای  فناوری  این  ژنوم   که 

قبیل   از  زنده  موجودات  از  بسیاری  انواع 

میکروارگانیسم و  گیاهان  مورد  حیوانات،  ها 

قرار می )استفاده  ؛  Zhang et al. 2017گیرد 

Cardi et al. 2023  ؛Mipeshwaree Devi et 

al. 2023  در موضوع،  اهمیت  به  توجه  با   .)

این  بخش توضیح  به  مقاله  بعدی  های 

مهندسی   در  آن  از  استفاده  و  فناوری 

 متابولیک گیاهی پرداخته شده است.

1. CRISPR/Cas    از یک سیستی د اعی ،
 تی یک عنیوری قدرتمند

CRISPR/Cas    یک تکنولوژی توانمند برای

ویرایش ژنوم است که باعث ایجاد تغییرات  

زنده   موجودات  ژنتیکی  ماده  در  دقیق 

سیستم  می توسعه  از  فناوری  این  شود. 

حاصل شده    CRISPR/Cas9دفاعی طبیعی  

ایمنی    CRISPR/Cas9است.   سیستم  یک 
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پروکاریوت در  میاکستابی  از  ها  که  باشد 

آرکیباکتری و  ویروسها  برابر  در  ها، ها 

آورد. بطور خلاصه، در  محافظت به عمل می

ها، جایگاهی به نام لوکوس  ژنوم پروکاریوت

CRISPR  توالی آن  در  که  دارد  های  وجود 

از   کوتاهی  مرتب   DNAپالیندرومی  بطور 

می توالیتکرار  بین  فاصله  در  های  شوند. 

توالی کوتاه،  و  تکراری  غیرتکراری  های 

آنها   به  که  دارند  وجود  بفرد  منحصر 

فاصلهتوالی )های  گفته  spacerدهنده   )

توالیمی این  از  هریک  های  شود. 

بخشفاصله ژنوم  دهنده،  از  هایی 

هایی هستند که باکتری قبلا موفق  ویروس 

(. به  1به از بین بردن آنها شده است )شکل 

میعبارت   جایگاه  دیگر  را،    CRISPRتوان 

پروکاریوت ویروسی  دانست.  حافظه  ها 

که ویروسی مجددا به باکتری حمله  هنگامی

توالیمی جایگاه  نماید،  به  مربوط  های 

CRISPR  می آنجاییبیان  از  و  که  شوند 

جایگاه   در  مهاجم  ویروس  ژنوم  از  بخشی 

CRISPR   وجود دارد، این رونوشت به بخش

ژنوم ویروس مهاجم متصل   مکمل خود در 

که    Cas9شود. در ادامه پروتئینی به نام  می

ویروس    DNAیک نوکلئاز است به کمپلکس  

–  RNA  می متصل    Cas9شود.  کریسپری 

گردد  ویروس می DNAباعث ایجاد برش در 

و بدین ترتیب با از بین بردن ماده ژنتیکی،  

از تکمیل چرخه زندگی ویروس و در   مانع 

 Ishinoشود )میندن میزبان  نتیجه مصون ما

et al. 2018 ؛Zhang 2019 .)
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شود که در این مرحله پس از  . در گام اول این سیستم، سازگاری ایجاد میCRISPR/Cas9. سیستم ایمنی اکتسابی  1شکل  

گردد. ، درج میCRISPRهای تکراری ناحیه  ویروس مهاجم در بین توالی  DNAویروسی، بخشی از    DNAقطعه قطعه شدن  

شود که رونوشت  رونویسی می CRISPR، تداخل نام دارد. در این مرحله، ناحیه CRISPR/Cas9گام دوم در سیستم ایمنی 

ادامه    pre-crRNAحاصل   دارد. در  تبدیل می  crRNAبه چندین    pre-crRNAنام  این  مجزا  از  ها  crRNAشود. هریک 

(RNAاز ماده ژنتیکی یک ویروس خاص، همولوگ می بخشی  با  که ویروس وارد سلول باشد و در صورتیهای کریسپری( 

شود،  میزبا می  DNAبه    crRNAن  متصل  مربوطه  کمپلکس  ویروس  پروتئین    RNA-DNAگردد.  توسط   Cas9مذکور 

(. Ishino et al. 2018نماید )ویروس ایجاد می DNAای در ، شکست دو رشتهCas9شناخته شده و در ادامه پروتئین 

دفاعی   سیستم  با  مرتبط  مشاهده  اولین 

CRISPR    سال دانشمند    1987در  توسط 

نام   به  در    Ishinoژاپنی  او  گرفت.  صورت 

تبدیل   مسئول  ژن  درباره  خود  تحقیق 

در   فسفاتاز  از  E. coliآلکالاین  گروهی  با   ،

غیرعادی  توالی که    DNAهای  شد  مواجه 

توالی او حاوی  بودند.  کوتاهی  تکراری  های 

های  متوجه شد که در فاصله بین این توالی

توالی کوتاه،  قرار  تکراری  غیرتکراری  های 

داده نبود  دلیل  به  حال،  هر  به  های  دارند. 

ها  توالی کافی، نقش و اهمیت اینگونه توالی

،  1993در آن زمان مشخص نشد. در سال  

از محققان در هلند، کشف نمودند   گروهی 

استرین مختلف  که   Mycobacteriumهای 

tuberculosis  توالی فاصلهحاوی    دهنده های 

می این  متفاوتی  از  استفاده  با  آنها  باشند. 

فاصلهتوالی برای    دهندههای  تکنیک  یک 

استرین مختلف  شناسایی  باکتریایی  های 

 spacer oligonucleotideابداع کردند که آنرا  

typing    یاspoligotyping  ( نامیدندGroenen 

et al. 1993  پس از آن مشخص شد که این .)

ژنومتوالی دیگر  در  و  ها  باکتریایی  های 

و همکاران    Jansenآرکیایی نیز حضور دارند.  

واژه  2002) از  بار  اولین  برای   )CRISPR  

توالی اینگونه  نامگذاری  استفاده  برای  ها 

مخفف   که   Clustered Regularlyنمودند 

Interspaced Short Palindromic Repeats  
ت می که  باشد.  دادند  نشان  بعدی  حقیقات 

فاصلهتوالی توالی  دهندههای  مشابه  های  ، 
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ویروس باکتریوفاژها،  در  و  موجود  ها 

مشخص   نیز  ادامه  در  هستند.  پلاسمیدها 

باکتری که  توالیشد  حاوی  های  های 

هایی که  خاص، در برابر ویروس  دهندهفاصله

توالی این  با  مشابه  ژنتیکی  دارند،  ماده  ها 

می این  مصون  نقش  ترتیب  بدین  و  باشند 

در  توالی اکتسابی  ایمنی  ایجاد  در  ها 

)پروکاریوت شد  پیشنهاد   .Mojica et alها 

 .Bolotin et al؛  Pourcel et al. 2005؛  2005

همچنین  2005  .)Barrangou    همکاران و 

( مشخص نمودند که حذف یا اضافه  2007)

توالی فاصلهنمودن  مقاومت  های  دهنده، 

 دهد. میزبان به فاژها را تغییر می

سال   به  2012در  محققان   ،

و    Jennifer Doudnaسرپرستی  

Emmanuelle Charpentier    کشف کردند که

سیستم   مختلف  جزء  دو  ترکیب  با 

CRISPR/Cas9    نوع یک  ایجاد    RNAو 

می سیستم  راهنما،  از    CRISPR/Cas9توان 

برای   ابزار برش و جایگذاری  به عنوان یک 

ژنوم ترتیب  تغییر  بدین  و  نمود  استفاده  ها 

ژنومی   ویرایش    CRISPR/Cas9فناوری 

(. این فناوری  Jinek et al. 2012معرفی شد )

های جدید و  ها، ورود ژنقادر به حذف ژن

ها است.  سازی یا خاموشی ژنهمچنین فعال

CRISPR/Cas    از زمان معرفی، اثری انقلابی

حوزه تمامی  داشته  بر  زیستی  علوم  های 

صنعت،   پزشکی،  در  بسرعت  و  است 

کشاورزی و محیط زیست مورد استفاده قرار  

گرفت. دقت بالا و همچنین سهولت استفاده  

از این فناوری، از دلایل محبوبیت روز افزون  

در سال    Scienceباشد. مجله  این فناوری می

را موفقیت بزرگ سال  2015 این فناوری   ،

، 2020نامید و جایزه نوبل شیمی در سال  

فناوری   توسعه  پاس  به    CRISPR/Cas9به 

یعنی   آن  و    Doudnaپدیدآورندگان 

Charpentier  ( ؛  Molla et al. 2020اعطا شد 

Gostimskaya 2022 ؛Villiger et al. 2024 .) 

بطور خلاصه، فناوری ویرایش ژنومی  

CRISPR/Cas9  نماید  بدین صورت عمل می

یک   ابتدا  نام    RNAکه  به   singleراهنما 

guide RNA    به اختصار طراحی    sgRNAیا 

  tracrRNAو    crRNAشود که از دو بخش  می

(. وظیفه بخش  2تشکیل شده است )شکل  

crRNA    وظیفه و  مهاجم  ویروس  به  اتصال 

پروتئین  tracrRNAبخش   جذب   ،Cas9  

دقیق    sgRNAباشد.  می هدفگیری  باعث 

شود. پس از  جایگاه ژنومی برای ویرایش می

به محل مورد نظر، پروتئین    sgRNAاتصال  

Cas9    باعث ایجاد یک شکست درDNA    دو

ادامه محل شکستگی  ای میرشته در  شود. 

یعنی   نوترکیبی،  مکانیسم  نوع  دو  توسط 

نوترکیبی اتصال  ( و  HRنوترکیبی همولوگ )

 ( همولوگ  غیر  تعمیر  NHEJانتهای   )
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، ویرایش به کمک  HRشود. در مکانیسم  می

پذیرد که حاصل کار، ایجاد  الگو صورت می

، تعمیر  NHEJتغییر بازی مورد نظر است. در  

بدون الگو است که نتیجه آن ایجاد حذف یا  

باشد.  اضافه در جایگاه ژنومی مورد نظر می

نوترکیبی   تغییر    NHEJمکانیسم  دلیل  به 

تغییرات   ایجاد  باعث  خوانش،  چارچوب 

می پروتئین  توالی  در  که  گسترده  شود 

های کاملا متفاوت  حاصل کار ایجاد پروتئین

 Jiang and Doudnaو معمولا غیرفعال است ) 

 (. Tian 2017؛ 2017

تغییریافته   انواع  حاضر  حال  در 

اولیه ایجاد    CRISPR/Casبسیاری از فناوری  

ها،  که در برخی از این روشاند؛ بطوریشده

ای در  توان بجای ایجاد شکست دو رشتهمی

DNAرشته تک  شکست  ایجاد  ،  آن  در  ای 

،  CRISPR  نمود. در انواع دیگری از فناوری

در  DNAبجای   شکست   ،RNA    ایجاد

هیچمی نیز  دیگر  برخی  در  گونه  شود. 

شود،  ایجاد نمی  RNAیا    DNAشکستی در  

مثل   عواملی  جذب  باعث  آنها  عوض،  در 

فاکتورهای رونویسی به جایگاه مورد نظر و  

هدف   ژن  برداری  نسخه  افزایش  نتیجه  در 

)می ؛  Nidhi et al. 2021گردند 

Bharathkumar et al. 2022 ؛Li et al. 2023 .) 
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. پروتئین CRISPR/Cas9ویرایش ژنوم با واسطه    -الف سازی و تداخل ژنوم.  برای ویرایش، فعال  CRISPR. ابزارهای  2شکل  

Cas9  باsgRNA  تشکیل کمپلکس داده و به جایگاه هدف درDNA 3ای در  شود و یک شکست دو رشتهژنومی متصل می 

(  NHEJای توسط نوترکیبی اتصال انتهای غیر همولوگ )کند. شکست دو رشتهایجاد می  PAMنوکلئوتید بالادست توالی    4یا  

شوند. در نوترکیبی همولوگ، های تصادفی وارد ژنوم میها یا درج، حذفNHEJشود. در  (، تعمیر میHRیا نوترکیبی همولوگ )

به وقوع میموتاسیون نظر در محل ژنومی هدف  توالی دهنده )های مورد  از طریق یک  این کار  ( دارای donorپیوندند که 

رشته دو  شکست  جایگاه  با  میهمولوژی  صورت  پروتئین  CRISPRسازی  فعال  -بپذیرد.  ای،   .Cas9   لحاظ از  غیرفعال 

شود، که بالادست ژن مورد نظر را هدف قرار می دهد و با تحویل ( با یک فاکتور نسخه برداری ترکیب میdCas9کاتالیتیک )

  - جگردد. پلیمراز به فاکتور نسخه برداری و در نتیجه افزایش بیان ژن هدف می  RNAآن به پروموتر، باعث تسهیل دسترسی  

، توالی پروموتر یا ارتقا دهنده را  dCas-sgRNA. دو روش برای خاموشی بیان ژن وجود دارد. کمپلکس  CRISPRتداخل  

های تنظیمی و در نتیجه  پلیمراز یا فاکتورهای نسخه برداری به توالی  RNAدهد و بدین ترتیب مانع از اتصال  هدف قرار می

دهد  را هدف قرار می  UTR'5  توالی ژن یا توالی  dCas9-sgRNAشوند. در حالت دوم، کمپلکس  برداری میعدم شروع نسخه

(. Tian et al. 2017آورد )برداری جلوگیری به عمل میکه اینکار از مرحله طویل سازی نسخه
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میاییای ییر میدرای ار کاییدد  ییر ی ا   .2
مینینیدسیی    CRISPR/Casعینییوری   ار 

 م یبداسک گسیهین ااروی 
دارویی   ترکیبات  گسترده  تنوع  به  توجه  با 

مطالعه   تسهیل  منظور  به  و  گیاهی 

فناوری  پژوهش کاربرد  با  مرتبط  های 

CRISPR/Cas    متابولیک مهندسی  در 

گیاهان دارویی، این تحقیقات در سه گروه  

های ثانویه یعنی ترپنوئیدها،  اصلی متابولیت

پروپانوئیدها مورد بررسی  آلکالوئیدها و فنیل  

 اند.  قرار گرفته

عنیوری    .2-1 منندس     CRISPR/Cas یر  ا  ار 
 م یبداسک ت پندئسدهی 

ها یا ایزوپرنوئیدها نیز ترپنوئیدها که به ترپن

ترکیبات   گروه  بزرگترین  هستند،  معروف 

از   ترکیبات  این  هستند.  گیاهی  ثانویه 

ساز پنج کربنه ایزوپنتنیل دی فسفات  پیش

(IPP  دی آلیل  متیل  دی  آن  ایزومر  و   )

اند و به دلیل  ( مشتق شدهDMAPPفسفات )

تفاوت در تعداد زیرواحدهای تشکیل دهنده  

زیرواحدها،   این  اتصال  نحوه  همچنین  و 

های  دارای تنوع قابل توجهی هستند. ترپن

معطر   و  فرار  اغلب  پایین،  مولکولی  وزن  با 

افشان  می گرده  در جذب حشرات  و  باشند 

می نقش  گروه  ایفای  در  علاوه  به  کنند، 

اثرات دارویی مثل  ترپن ها، ترکیبات دارای 

ماکسیدانآنتی ضد  مواد  یا  ها،  و  یکروب 

دارند   حضور  نیز  توموری  آنتی  ترکیبات 

(Kutchan et al. 2015 ؛Lanier et al. 2023 .) 

از  ساپونین بزرگی  گروه  ها، 

جنس  تری در  باشند.  می  Medicagoترپنها 

ها به  در این جنس دو گروه عمده ساپونین

ساپوجنیننام و  های  همولیتیک  های 

دارند.  سویاساپوجنول حضور  ها 

دارای  ساپوجنین همولیتیک  های 

در  فعالیت ارزشمندی هستند،  دارویی  های 

ویژگیمقابل سویاساپوجنول این  فاقد  ها  ها 

توان با  رسد میباشند. بنابراین به نظر میمی

ها، موجبات  ممانعت از تولید سویاساپوجنول

های همولیتیک را فراهم  افزایش ساپوجنین

(  .Carelli et al؛  Jurzysta and Wallerآورد 

منظور،  2015 بدین   .)Confalonieri   و

( فناوری  2021همکاران  از  استفاده  با   ،)

CRISPR/Cas    گیاه  Medicagoدر 

truncatula،    ژن و   CYP93E2دو 

CYP72A61    بیوسنتز در  دخیل 

ترین  )فراوان  Bسویاساپوجنول  

را   گیاه(  این  در  موجود  سویاساپوجنول 

اوت  خاموش کردند. نتایج نشان داد که ناک

تولید  ژن عدم  باعث  مزبور  های 

مسیر  سویاساپوجنول انحراف  متعاقبا  و  ها 

تولید   افزایش  سمت  به  بیوسنتزی 

 های همولیتیک گردید. ساپوجنین
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مطالعه فناوری  در  از  ای 

CRISPR/Cas    تولید افزایش  منظور  به 

استفاده شد.   تاکسول  ترکیب ضد سرطانی 

فنیل ژن  تحقیق  این  آمونیالیاز  در  آلانین 

(PAL  که در سنتز فنیل پروپانوئیدها دخیل )

داون شد که نتیجه آن عدم سنتز  است، ناک

آلانین  ترکیبات فنولی بود. در ادامه از فنیل

های شیمیایی  برونزاد و همچنین مهارکننده

مهارکننده این  شد.  شامل  استفاده  ها 

پیپرونیلیک اسید و کافئیک اسید بودند که  

مسیر   آنزیم  سومین  و  دومین  ترتیب  به 

فنیل   سینامات  بیوسنتز  یعنی  پروپانوئیدها 

4-  ( و  C4Hهیدروکسیلاز    - کومارویل  - 4( 

نتایج  نمودند.  (، را مهار می4CLلیگاز )  -کوآ

ناک که  داد  افزایش    PALداون  نشان  باعث 

سوی   25 از  گردید.  تاکسول  تولید  برابری 

های  دیگر، فعالیت سینرژیستیک مهارکننده

فنیل با  تغذیه  و  به  شیمیایی  منجر  آلانین، 

شد    5/3افزایش   تاکسول  تولید  برابری 

(Brzycki Newton et al. 2023 .) 

گیاه    Panax ginseng Meyerریشه 

خصوصا   دارویی،  ترکیبات  از  غنی  منبعی 

می جینسنوزیدها،  جینسنوزیدها  باشد. 

های  ها هستند و ساپونینمتعلق به ساپونین

اصلی   گروه  دو  به  گیاه  این  در  موجود 

)ساپونین پروتوپاناکسادیول  نوع  (  PPDهای 

(  PPTهای نوع پروتوپاناکساتیول )و ساپونین

می جینسنوزیدهای  تقسیم    PPDشوند. 

هستند و    Rh2و    Rb1  ،Rc  ،Rd  ،Rg3شامل  

،  Re  ،Rf  ،Rg1شامل    PPTجینسنوزیدهای  

Rg2    وRh1  باشند. جینسنوزیدها دارای  می

می سرطانی  ضد  مشخص  خواص  و  باشند 

سرطانی   ضد  خواص  که  است  شده 

نوع   از    PPDجینسنوزیدهای  بیشتر  بسیار 

(. آنزیم Rh2و   Rg3است )خصوصا  PPTنوع 

)  - 6پروتوپاناکسادیول     PPTهیدروکسیلاز 

  PPDساز  از پیش  PPTسنتاز(، مسئول تولید  

)می  .You et al؛  Christensen 2008باشد 

افزایش  2022 منظور  به  تحقیقی  در   .)

جینسنوزیدهای   کاهش    PPDمحتوای  و 

ژن  PPTانواع    ،PPT    روش با  سنتاز 

CRISPR/Cas9  ناک ( شد   .Choi et alاوت 

موتانت2022 در  که  داد  نشان  نتایج  های  (. 

بودند که    PPTها عاری از  هموزیگوت، ریشه

های  این امر منجر به افزایش تولید ساپونین

های  که ساپونینگردید. از آنجایی  PPDنوع  

دارای خواص فارماکولوژیک    PPTو    PPDنوع  

می میمتفاوتی  بنابراین  انتظار  باشند،  توان 

مذکور،   شده  ژنی  ویرایش  گیاهان  داشت 

انواع  با  متفاوتی  درمانی  خواص  دارای 

 ویرایش نشده خود باشند.  
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 .Cichorium intybus L. varکاسنی )

sativum  گیاه یک  پلیمر  (  تولید  برای  مهم 

شیرین یک  اینولین،  کم  فروکتوزی  کننده 

بیوتیک است. در این گیاه،  کالری و یک پری

نام   به  ترپنوئیدی  ترکیبات  از  گروهی 

لاکتون ترپن  )سزکوئی  وجود  STLها  ها( 

در   و  هستند  مزه  تلخ  ترکیباتی  که  دارند 

می اینولین،  استخراج  حذف  فرایند  بایست 

مقدار   کاهش  کاسنی    STLشوند.  گیاه  در 

های فراوری  تواند منجر به کاهش هزینهمی

 Janda etپایین دستی تولید اینولین گردد ) 

al. 2021ناک پژوهشی  در  ژن  (.  اوت 

( توسط فناوری  CiGASسنتاز )   Aجرماکرن  

CRISPR/Cas    .انجام شدCiGAS    اولین آنزیم

بیوسنتزی   مسیر  کد  STLمتعهد  را  ها 

نتایجمی بررسی  که    کند.  نمود  مشخص 

کامل  ناک حذف  موجب  مذکور،  ژن  اوت 

لاکتون ترپن  است  سزکوئی  شده  ها 

(Cankar et al. 2021 .) 

(،  .Cannabis sativa Lگیاه شاهدانه )

گیاهی با خصوصیات دارویی چشمگیر و در  

باشد.  عین حال منبعی از ترکیبات مخدر می

این   در  موجود  دارویی  ترکیبات  مهمترین 

گیاه، کانابینوئیدها هستند که زیرگروهی از  

می حساب  به  ) ترپنوئیدها   Sampsonآیند 

این  Jurga et al. 2024؛  2020 که  هرچند   .)

روانگردان دلتا اثرات  به دلیل  بیشتر    - گیاه 

)  - تترا  -9 کانابینول  معروف  THCهیدرو   )

از   این گیاه  است ولی سایر کانابینوئیدهای 

 ( کانابیدیول  کانابینول  (،  CBDجمله 

(CBN ( کانابیجرول ،)CBG  و کانابیکرومن )

(CBCفعالیت از  های  ( دارای طیف وسیعی 

بیماری درمان  جمله  از  مفید  های  دارویی 

باشند. در حال حاضر،  عصبی و سرطان می

کشت شاهدانه به منظور مصارف دارویی، در  

از   صورت    50بیش  قانونی  بطور  کشور 

پیشمی و  میپذیرد  بازار  بینی  که  شود 

سال بین  در  دارویی  شاهدانه  های  جهانی 

میلیارد دلار    20در حدود    2025تا    2020

 ( -Galan؛  Aliekperova et al. 2020باشد 

Avila et al. 2020  ؛Blebea et al. 2024 .)

موفقیت مورد  این  اولین  ژنی  ویرایش  آمیز 

 Zhang، توسط  CRISPR/Casگیاه با فناوری  

( همکاران  انجام  2021و  آنها  (  شد. 

sgRNA  ژن ویرایش  برای  را  مختلفی  های 

( دسچوراز  نمودند.  PDSفیتوئن  طراحی   )

نتایج نشان داد که جایگاه ویرایش انتخابی  

و همچنین پروموترهای مورد استفاده، نقش  

ها  بسزایی در کارایی و موفقیت ویرایش ژن

دارند.   گیاه  این  همکاران    Shielsدر  و 

( پیشنهاد کردند که در گام بعدی،  2022)

دلتا سنتز  عامل    هیدرو   -تترا  -9  - ژن 

ژن    کانابینول توسط   THCASیعنی 
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CRISPR/Cas  گیاهانی  ناک تا  شود  اوت 

از   امر    THCعاری  این  گردند.  حاصل 

کانابینوئیدهای  می بیشتر  تولید  به  تواند 

دارویی از قبیل کانابیدیول منجر شود و از  

سوی دیگر موجبات پذیرش کشت و کار این  

قوانین   دارای  کشورهای  در  گیاهان 

این    THCسختگیرانه در خصوص محتوای  

 گیاهان، را فراهم آورد.  

مهم   فیتواستروئید  یک  دیوسجنین 

به   سرطانی،  بر خواص ضد  علاوه  است که 

های  عنوان پیش ماده برای ساخت هورمون 

قرار می گیرد. در  استروئیدی مورد استفاده 

ژن  مطالعه نقش  گیاه    Dzfpsای  در 
Dioscorea zingiberensis C.H. Wright  

(. Feng et al. 2018مورد بررسی قرار گرفت )

sgRNA    به منظور هدفگیری اگزون اول ژن

Dzfps    پروموترهای از  و  و    OsU6طراحی 

CaMV35S    نیز برای تنظیم بیانsgRNA    و

Cas9    ،بررسی گیاهان حاصله استفاده شد. 

نشان داد که کارایی سیستم ویرایش ژنومی  

که  باشد، بطوریمذکور در این گیاه بالا می

  عدد از آنها دارای  9گیاه بدست آمده،    15از  

ویرایش ژنی در جایگاه هدف بودند. میزان  

و همچنین تولید متابولیت    Dzfpzبیان ژن  

ناک ژن  حاوی  گیاهان  در  اوت،  اسکوالن 

اهمیت ژن   نتایج  این  یافت.  بشدت کاهش 

Dzfps  تری ترکیبات  بیوسنتز  در  ترپنی  را 

 مثل دیوسجنین، به اثبات رساند. 

عنیوری    -2-2 منندس     CRISPR/Cas یر  ا  ار 
 م یبداسک آاکیادئسدهی

ثانویه  ترکیبات  از  گروهی  آلکالوئیدها، 

هستند که عمدتا از اسیدهای آمینه مشتق  

اند و دارای خاصیت قلیایی )بار مثبت(  شده

مزه هستند  معمولا تلخباشند. آلکالوئیدها  می

آفات،   با  مقابله  برای  آنها  از  گیاهان  و 

میپاتوژن استفاده  گیاهخواران  و  کنند.  ها 

های دور  خواص دارویی آلکالوئیدها از زمان

برای   آنها  و  بود  شده  شناخته  بشر  برای 

قرار   استفاده  مورد  مختلف  دارویی  اهداف 

بسیاری از آلکالوئیدها بر سیستم   گرفتند.می

( مرکزی  میCNSاعصاب  اثر  از  (  گذارند، 

استرس،   درد، ضد  دارای خواص ضد  اینرو 

خواب یا  و  افسردگی  هستند  ضد  آور 

(Kutchan et al. 2015  ؛Gutierrez-Grijalva 

et al. 2020 .) 

فناوری   بطور    CRISPR/Cas9از 

محتوای  موفقیت تغییر  برای  آمیزی 

( بلادون  گیاه  در   Atropaآلکالوئیدها 

belladonna L. ( استفاده شد   )Zeng et al. 

(. این گیاه منبع ارزشمندی برای تهیه  2021

( تروپانی  دارای  TAsآلکالوئیدهای   )

آنتیویژگی است.  های  کولینرژیک 
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هیوسیامین، اسکوپولامین و آنیسودامین از  

گیاه   تروپانی  آلکالوئیدهای  معروفترین 

می و  بلادون  اسکوپولامین  باشند. 

اند و  آنیسودامین از هیوسیامین مشتق شده

به دلیل شباهت ساختاری زیاد، باعث ایجاد  

فرایند خالص سازی هیوسیامین  اختلال در 

هیوسیامین  می آنزیم    -بتا  6گردند. 

( تبدیل  H6Hهیدروکسیلاز  مسئول   )

در   که  است  آنیسودامین  به  هیوسیامین 

آنیسودامین،   اپوکسیداسیون  با  ادامه 

می حاصل  )اسکوپولامین  -Kohnenشود 

Johannsen and Kayser 2019ای  (. در مطالعه

به منظور افزایش تولید هیوسیامین و کاهش  

میزان ترکیبات مشتق از هیوسیامین، اگزون  

مورد هدف قرار گرفت که    AbH6Hدوم ژن  

چارچوب   تغییر  جهش  ایجاد  آن  نتیجه 

( بررسیframe-shiftخوانش  بود.  های  ( 

باعث   مذکور،  جهش  که  داد  نشان  بعدی 

اسیدهای   ترکیب  در  چشمگیر  تغییرات 

و در نهایت غیرفعال شدن    H6Hآمینه آنزیم  

های هموزیگوت یافتهآنزیم گردید. در جهش

آلل   دو  هر  بودند،    H6Hکه  شده  ویرایش 

های مورد آزمون  غلظت هیوسیامین در لاین

برابر میزان گیاهان    28/4تا    68/3به میزان  

افزایش یافت؛ درحالی که در  ویرایش نشده 

لاین در  این  واقع  آلکالوئیدهای  ها، 

و  پایین اسکوپولامین  یعنی  دست 

 ( نشدند  مشاهده   .Zeng et alآنیسودامین 

2021  .) 

 Symphytum officinaleگیاه دارویی  

L.    قابل مسکن  و  التهابی  اثرات ضد  دارای 

می حضور  توجهی  حال،  این  با  باشد؛ 

را   گیاه  این  پیرولیزیدینی،  آلکالوئیدهای 

برای انسان سمی نموده و در نتیجه اهمیت  

تحت آنرا  است  دارویی  داده  قرار  الشعاع 

(Trifan et al. 2024  آنزیم هموسپرمیدین  .)

( مسیر  HSSسنتاز  متعهد  آنزیم  اولین   )

پیرولیزیدینی   آلکالوئیدهای  بیوسنتزی 

در    CRISPR/Casاست. استفاده از تکنولوژی  

آمیز ژن  اوت موفقیتاین گیاه، منجر به ناک

HSS  های هتروزیگوت که  گردید. در موتانت

ویرایش شده بودند،    HSSتنها یک آلل ژن  

کاهش محسوس در محتوای آلکالوئیدهای  

پیرولیزیدینی مشاهده شد. از سوی دیگر در  

این  موتانت  آلل  دو  های هموزیگوت که هر 

ژن ویرایش شده بودند، میزان آلکالوئیدهای  

قابل   که  بود  پایین  به حدی  پیرولیزیدینی 

تشخیص نبود. نتایج این تحقیق نشان داد  

اوت این گیاه  های ناکتوان از موتانتکه می

به عنوان منبع اقتصادی و ایمن )غیر سمی(  

متابولیت استخراج  دارویی  برای  های 

و   اسید  رزمارینیک  خصوصا  ارزشمند 
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( نمود  استفاده   .Zakaria et alآلانتوئین 

2021  .) 

( خشخاش   Papaverگیاه 

somniferum L.متابولیت ثانویه  ( منبع  های 

بنزیل   آلکالوئیدهای  خصوصا  دارویی 

از   تبائین  و  مورفین  است.  ایزوکوئینولینی 

بنزیل   آلکالوئیدهای  معروفترین 

درد   ضد  اثرات  که  هستند  ایزوکوئینولینی 

از اهمیت خاصی در پزشکی برخوردار   آنها 

( منظور  Aalinezhad et al. 2024است  به   .)

ژن این  شناسایی  بیوسنتز  در  موثر  های 

ناک ژنآلکالوئیدها،  و    OMT'4های  اوت 

4'OMT2    از استفاده  با  خشخاش  گیاه 

صورت گرفت. نتایج   CRISPR/Cas9فناوری  

در   تبائین  و  مورفین  سطوح  که  داد  نشان 

یافت.   کاهش  بشدت  ویرایش شده  گیاهان 

این مطالعه، نقش مهم دو ژن مذکور را در  

لوئیدهای بنزیل ایزوکوئینولینی  بیوسنتز آلکا

به اثبات رساند. از سوی دیگر، مشخص شد  

آلکالوئیدهای   ویرایش شده،  که در گیاهان 

آمده وجود  به  تیپ    جدیدی  در  که  بودند 

جالب   نتیجه  این  نداشتند.  حضور  وحشی 

مسیرهای   ویرایش  که  داد  نشان  توجه 

می برای  بیوسنتزی  منبعی  عنوان  به  تواند 

سنتز ترکیبات زیست فعال جدید باشد که  

به نوبه خود، موجب گسترش بیش از پیش  

می گیاهان  دارویی  )پتانسیل   Alagozشود 

et al. 2016 .) 

( حاوی  .Nicotiana sppگیاه توتون ) 

اعتیادآور   ترکیبی  که  است  نیکوتین 

طولانیمی مصرف  نیکوتین،  باشد.  مدت 

را  می چشمگیری  بهداشتی  مشکلات  تواند 

( نماید  بطوریکه  Al-Snafi 2022ایجاد  (؛ 

میلیون مرگ و میر در اثر    7سالانه بیش از  

می اتفاق  نیکوتین  منفی  به  عوارض  افتد. 

مصرف  از  ناشی  مشکلات  کاهش  منظور 

میلیارد فرد سیگاری در    1/1سیگار )حدود  

با   توتون  گیاهان  ایجاد  دارد(،  وجود  جهان 

راه یک  نیکوتین،  یافته  کاهش  حل    مقدار 

می ) مهم   Schachtsiek and Stehleباشد 

در Govindasamy et al. 2024؛  2019  .)

که   BBLهای خانواده اوت ژنای ناکمطالعه

تز نیکوتین درگیر هستند با کمک  در بیوسن

مشخص    CRISPR/Casفناوری   شد.  انجام 

از   عاری  شده  ویرایش  گیاهان  که  گردید 

نیکوتین بودند و آنالیزهای بیشتر نشان داد  

بر مسیرهای   اثرات سوئی  تغییر مذکور  که 

به   ندارد.  گیاه  حیاتی  و  اولیه  متابولیکی 

ویژگی در  علاوه،  ناهنجار  رشدی  های 

گیاهان عاری از نیکوتین نیز مشاهده نشد.  

شود که از گیاهان توتون عاری  پیشنهاد می

می نیکوتین  ایمنی  از  منبع  عنوان  به  توان 
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برای تولید انواع ترکیبات ارزشمند خصوصا  

استفاده  پروتئین هترولوگ  دارویی  های 

بودن   دارا  دلیل  به  توتون  گیاه  زیرا  نمود؛ 

آسان،   ژنتیکی  دستورزی  قبیل  از  مزایایی 

رشد سریع و تولید بیوماس فراوان، پلتفرم  

مناسبی برای تولید ترکیبات هترولوگ است  

(Schachtsiek and Stehle 2019 .) 

آلکالوئید  یک  سانگوئینارین 

گیاه  آنتی از  که  است  معروف  باکتریال 

Macleaya cordata Willd.  می آید.  بدست 

مشخص شده است که در مسیر بیوسنتزی  

ژن   انحراف    McSMTسانگوینارین،  باعث 

رقیب  متابولیت مسیر  سمت  به  ها 

(. Kosina et al. 2010شود )سانگوئینارین می

(، ژن  2024و همکاران )   Sunدر یک تحقیق  

McSMT    فناوری از  استفاده  با  را 

CRISPR/Cas  آنالیزهای  ناک نمودند.  اوت 

حاصل،   شده  ویرایش  گیاهان  متابولیکی 

متابولیت سطوح  که  داد  مسیر  نشان  های 

معنی بطور  و  رقیب  یافتند  کاهش  داری 

های مربوط به مسیر سانگوئینارین  متابولیت

( دادند  نشان  چشمگیری  تا    29/3افزایش 

ژن  95/4 بیان  آنالیز  کاهش  برابر(.  نیز  ها 

ژن بیان  بیان  افزایش  و  رقیب  مسیر  های 

داد.  ژن نشان  را  سانگوئینارین  مسیر  های 

فاکتور   چهار  که  شد  مشخص  همچنین 

و    MYB3  ،MYB5  ،MYB82نسخه برداری  

bHLH130  به احتمال زیاد نقش تنظیمی را ،

ایزوکوئینولین   بنزیل  متابولیسم  در 

 برعهده دارند.   M. cordataآلکالوئیدها در 

عنیوری    -2-3 منندس     CRISPR/Cas یر  ا  ار 
وپیندئسدهی  م یبداسک عنسل پ 

فنیل پروپانوئیدها که به فنولیک اسیدها یا  

می معروف  نیز  فنولی  باشند  ترکیبات 

فنیل آمینه  اسید  یا  مشتقات  و  آلانین 

نقش که  هستند  اکولوژیکی  تیروزین  های 

بسیاری در گیاهان دارند. برخی از ترکیبات  

آنتوسیانین و  فلاونوئیدها  مثل  ها  فنولی 

اکسیدانی هستند و باعث  دارای خواص آنتی

تنش برابر  در  اکسیداتیو  تحمل  های 

های  شوند. برخی دیگر به استحکام سلولمی

می کمک  و  گیاهی  لیگنین(  )مثل  نمایند 

فنول از  دیگری  دست  گروه  از  مانع  نیز  ها 

به   همچنین  و  شده  گیاهان  در  آب  رفتن 

لایه میعنوان  عمل  محافظ  کنند  های 

ای  های ضد تغذیه)سوبرین و کوتین(. فنول

تاننمث و  ل  آفات  برابر  در  گیاهان  از  ها 

می عمل  به  محافظت  آورند.  گیاهخواران 

نقش بر  فنلعلاوه  اکولوژیکی،  های  های 

دارویی   ترکیبات  از  مهمی  منبع  گیاهی 

 Yadav et؛  Kutchan et al. 2015باشند )می

al. 2020هایی از کاربرد  ( که در ادامه به مثال
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CRISPR/Cas    این متابولیک  مهندسی  در 

 ترکیبات اشاره شده است.

 .Fagopyrum tataricum Gaertnگیاه  

و   روتین  فلاونوئیدهای  از  غنی  گیاه  یک 

( است  در  Singh et al. 2024کاتچین   .)

برای ویرایش ژن    CRISPR/Casای از  مطالعه

FtMYB45    محتوای افزایش  منظور  به 

شد.   استفاده  گیاه  این  فلاونوئیدی 

FtMYB45    برداری است یک فاکتور نسخه 

که موجب تنظیم منفی بیوسنتز فلاونوئیدها  

قرار دادن    sgRNAشود. دو  می برای هدف 

ژن   و    FtMYB45اگزون دوم  طراحی شدند 

آگروباکتریوم  نمونه  توسط  گیاهی  های 

آنالیزهای   گردیدند.  ترانسفورم  رایزوژنز 

ریشه ویرایش متابولیکی  موئین حاوی  های 

و   کاتچین  روتین،  در  تولید  افزایش  ژنی، 

ر فلانوئیدها  ) سایر  داد  نشان   .Wen et alا 

2022  .) 

، Salvia miltiorrhiza Bungeدر گیاه 

مشخص شده است که فاکتور نسخه برداری  

bZIP  ای بر بیوسنتز فنیل  کننده  اثر ممانعت

 ( دارد  در  Deng et al. 2020پروپانوئیدها   .)

فاکتور   شده  محافظت  نواحی  از  پژوهشی، 

طراحی   منظور  به  مذکور  برداری  نسخه 

sgRNA    استفاده شد. نتایج نشان داد که از

آمده،    45 بدست  ترانسژنیک  موئین  ریشه 

جایگاه    18 در  ژنی  ویرایش  دارای  نمونه 

ویرایش  این  بودند.  اضافه  هدف  شامل  ها 

)اصطلاحا   نوکلئوتیدها  حذف  یا  شدن 

در  ایندل شده  ویرایش  گیاهان  بودند.  ها( 

افزایش   نشده،  ویرایش  گیاهان  با  مقایسه 

درصد( را در محتوای   53تا  23محسوسی )

فنولیک اسیدها، خصوصا رزمارینیک اسید و  

اسید   دادند.  B  (SABسالویانولیک  نشان   )

های مربوط به مسیر  ان ژنهمچنین سطح بی

فنیل پروپانوئیدی خصوصا اولین ژن مسیر  

فنیل ) یعنی  آمونیالیاز  بطور  PALآلانین   )

این  معنی نتایج  داد.  نشان  افزایش  داری 

سرکوب نقش  در    bZIPکننده  پژوهش،  را 

 Shi etبیوسنتز فنولیک اسیدها تایید نمود ) 

al. 2021 .) 

ژن   اهمیت  بررسی  منظور  به 

( در بیوسنتز  RASرزمارینیک اسید سنتاز )

(،  2018و همکاران )  Zhouفنولیک اسیدها،  

ناک را  مذکور  بررسی  ژن  نمودند.  اوت 

ویرایش شده،    RASهای موئین حاوی  ریشه

درصدی در محتوای رزمارینیک    50کاهش  

 اسید و لیتوسپرمیک اسید را نشان داد.  

گلیکوپروتئین حاوی  لاکازها  های 

باشند که  چندین یون مس )مولتی کاپر( می

پلیمریزاسیون   و  اکسیداسیون  با 

ها مرتبط هستند. در پژوهشی،  مونولیگنول
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محققان نقش احتمالی لاکازها در بیوسنتز  

گیاه  فنول در  موجود  دارویی   .Sهای 

miltiorrhiza Bunge    قرار بررسی  مورد  را 

( ارزیابیZhou et al. 2021دادند  های  (. 

توالی روی  بر  ژن    29های  بیوانفورماتیکی 

لاکاز صورت گرفت و بر این اساس آنها در  

بندی شدند. در ادامه با  خوشه مجزا طبقه 7

های لاکاز،  توجه به نواحی حفاظت شده ژن

مختلف طراحی شد. نتایج نشان    sgRNAدو  

های موئین حاوی ویرایش  داد که در ریشه

ژن بیان  نظر،  مورد  و  ژنی  لاکاز  های 

همچنین بیوسنتز فنولیک اسیدها، به میزان  

نمو   و  رشد  سرعت  یافت.  کاهش  زیادی 

ویرایشریشه موئین  از  های  کندتر  شده 

ویرایشریشه برخی  های  بود.  نشده 

ریشهناهنجاری در  ویرایش  ها  حاوی  های 

که آوندهای چوبی  ی مشاهده شد؛ بطوریژن

ریشه و  در  بزرگتر  شده،  ویرایش  های 

تر از تیپ وحشی بودند. میزان تولید  سست

اسید   سالویانولیک  و  اسید    Bرزمارینیک 

محتوای   و  داد  نشان  چشمگیری  کاهش 

ریشه در  ناکلیگنین  ژن  حاوی  اوت،  های 

این   کل  در  بود.  تشخیص  غیرقابل  تقریبا 

های لاکاز در نمو  بررسی تایید نمود که ژن

در   لیگنین  تشکیل  همچنین  و   .Sریشه 

miltiorrhiza Bunge    و دارند  کلیدی  نقش 

نیز   فنولی  ترکیبات  سایر  بیوسنتز  برای 

 (. Zhou et al. 2021ضروری هستند )

 اندازهیهی و چشدچیاش.  3

در    CRISPR/Casهرچند استفاده از فناوری 

با   دارویی،  گیاهان  متابولیک  مهندسی 

های چشمگیری همراه بوده است؛ با  موفقیت

هایی نیز در  ها و چالشاین وجود، محدودیت

چالش از  برخی  دارند.  وجود  راه  و  این  ها 

جنبه عمومی    CRISPR/Casهای  محدودیت

حوزه همه  شامل  و  این  داشته  کاربرد  های 

می آنها  فناوری  از  برخی  مقابل  در  شوند، 

گیاهان   متابولیک  مهندسی  حوزه  با  بیشتر 

چالش   مهمترین  هستند.  مرتبط  دارویی 

بر  سیستم مبتنی  ژنی  ویرایش  های 

CRISPR/Cas  اثرات خارج از هدف یا ،off-

target  بطور  می از هدف  اثرات خارج  باشد. 

های حیاتی گیاه  بالقوه منجر به تغییر در ژن

ناهنجاری نتیجه  در  ک و  رشدی،  اهش  های 

می گیاه  مرگ  و  نمو  اختلال  گردد.  رشد، 

اثرات خارج از هدف معمولا به دلیل کافی  

توالی اطلاعات  و  نبودن  ژنومی  های 

ترانسکریپتومی گیاهان هدف و یا مشکلات  

طراحی   به  می  sgRNAمربوط  با  رخ  دهد. 

پروژه توالیتکمیل  و  های  ژنوم  یابی 

ترانسکریپتوم در گیاهان دارویی و همچنین  

نرمپیشرفت در  بیشتر  افزارهای  های 
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توان انتظار داشت که این  بیوانفورماتیکی می

 Kimاثرات به حداقل ممکن کاهش یابند )

et al. 2017  ؛Gohil et al. 2021  یکی دیگر .)

از دلایل فراوانی بالای وقوع اثرات خارج از  

هدف، بیان بیش از حد نوکلئاز است. بیان  

مدت نوکلئاز معمولا در نتیجه  زیاد و طولانی

یا  بهره  ویروسی  وکتورهای  از  گیری 

شود. برای حل مشکل  پلاسمیدی ایجاد می

سیستم سایر  از  استفاده  )مثل  مذکور،  ها 

شبه نوکلئازهای    - اجزای  یا  و  ویروسی 

کپسوله شده( برای تحویل نوکلئاز به سلول  

می پیشنهاد  )هدف،   Mipeshwareeگردد 

Devi et al. 2023  همچنین مشخص شده .)

های  دیگر پروتئین  است که استفاده از انواع

Cas  زیرواحدهای در  تغییرات  ایجاد   ،

پروتئین    Casپروتئین   تلفیق  یا  با    Casو 

سیستمبخش دیگر  از  ویرایش  هایی  های 

مثل   میTALENو    ZFNژنومی  به  ،  تواند 

اثرات آف و کاهش  ویرایش  - افزایش دقت 

نمونه  عنوان  به  شود.  منجر  تارگت 

سیستم   ویرایش  از    fCas9اختصاصیت  که 

حاصل شده    FokIو نوکلئاز    dCas9ادغام یک  

متداول    140است،   سیستم  برابر 

CRISPR/Cas9  می(  .Guilinger et alباشد 

2014  .) 

متابولیک   مهندسی  دیگر  چالش 

ژن وجود  ژن  گیاهی،  با  مشابه  تقریبا  های 

های ژنی  هدف است. این پدیده در خانواده

پلی گیاهان  در  همچنین  شایع  و  پلوئید، 

های تقریبا مشابه، باعث  باشد. حضور ژنمی

ناکمی وجود  با  که  هدف،  گردد  ژن  اوت 

متابولیت ناخواسته، همچنان تولید شود. در  

های مشابه همراه  اوت ژناینگونه موارد، ناک

صورتی در  است.  ضروری  هدف  ژن  که  با 

شده  ژن حفاظت  ناحیه  دارای  مشابه  های 

یک   طراحی  با  باشند    sgRNAمشترکی 

اوت همه آنها وجود دارد؛ اما اگر  امکان ناک

ژن همه  میان  در  مشترک  ناحیه  های  یک 

از چند   بایستی  باشد،  نداشته  وجود  مشابه 

sgRNA    قرار پوشش  تحت  برای  مختلف 

های مورد نظر استفاده نمود  دادن تمامی ژن

روش،   نیز   CRISPR/Cas)این  چندگانه 

شود(. همچنین یک مشکل دیگر  نامیده می

پلی گیاهان  ویرایش  خصوص  پلوئید،  در 

ژنی   نسخه  چندین  وجود  به  مربوط  اثرات 

( نیز dosage effectاست که به آن اثرات دز )

می از  گفته  استفاده  حالت  این  در  شود. 

CRISPR/Cas    بعضا ممکن است به افزایش

موفق تولید ترکیبات دارویی منجر گردد و  

یا بالعکس موجب رشد و نمو غیرنرمال شود  

(Schaart et al. 2021 ؛Munir et al. 2024 .) 
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نیز  پروموترهای مناسب،  از  استفاده 

بهبود مهندسی متابولیک   به  کمک شایانی 

می برای گیاهی  است  بهتر  معمولا  نماید. 

از پروموترهای با منشأ تک    گیاهان تک لپه

از  ایلپه نیز  دولپه  گیاهان  برای  و  ها 

دولپه منشأ  با  استفاده  پروموترهای  ها  ای 

شود. از سوی دیگر استفاده از پروموترهای 

می نیز  بافتی  کارایی  ویژه  افزایش  به  تواند 

مهندسی متابولیک منجر شود. پروموترهای 

از   زیادی  مقادیر  انباشت  باعث  بافتی  ویژه 

های گیاهی  های مورد نظر در انداممتابولیت

می )اندامخاص  ذخیرهشوند  مثل  های  ای 

و   مناسب هستند(  بسیار  میوه  و  دانه، غده 

فیزیولوژ ترتیب  کمتر  بدین  گیاه،  عادی  ی 

ها  گیرد. ذخیره متابولیتتحت تاثیر قرار می

اندام به در  منجر  همچنین  خاص،  های 

استخراج   فرایند  تسهیل  و  راندمان  افزایش 

 .Allok et alشود ) ترکیبات ثانویه گیاهی می

 (. Singha et al. 2022؛ 2020

فاکتورهای   هدفگیری  و  شناخت 

ترکیبات   بیوسنتز  بر  موثر  برداری  نسخه 

برای  دیگر  حل  راه  یک  گیاهی،  دارویی 

افزایش موفقیت مهندسی متابولیک گیاهان  

واسطه   با  است.    CRISPR/Casدارویی 

به   قادر  برداری،  نسخه  فاکتورهای 

سازی و یا ممانعت از بیان تعداد زیادی  فعال

ژن متابولیکی  از  مسیر  یک  در  درگیر  های 

یک  می در  تغییر  ایجاد  بنابراین  باشند. 

فاکتور نسخه برداری، معادل دستورزی بیان  

چندین ژن اصلی یک مسیر متابولیکی است.  

در   دخیل  برداری  نسخه  فاکتورهای  از 

  AP2/ERFتوان به نقش  متابولیسم ثانویه می

  bHLHدر بیوسنتز آرتمیزینین،    WRKYو  

و   ترپنوئیدها  ساخت  تولید    ORCAدر  در 

 Meraj etآلکالوئیدهای وینکا، اشاره نمود )

al. 2020 ؛Wang et al. 2021 .) 

یک راه حل پیشنهادی برای چالش  

ناکافی بودن اطلاعات بیوشیمیایی و ژنتیکی  

اطلاعات   از  استفاده  دارویی،  گیاهان  در 

های ثانویه موجود در گیاهان غیر  متابولیت

دارویی است. در برخی از گیاهان زراعی مثل  

برنج و گوجه فرنگی تحقیقاتی در خصوص  

با   ثانویه  متابولیکی  مسیرهای  مهندسی 

صورت گرفته است    CRISPR/Casاستفاده از  

بین   در  موجود  اشتراکات  به  توجه  با  و 

دارویی،   و  زراعی  گیاهان  ثانویه  مسیرهای 

مهندسی  می برای  آنها  اطلاعات  از  توان 

نمود   استفاده  دارویی  گیاهان  متابولیک 

(Dong et al. 2020 ؛Li et al. 2022 .) 

پروژه حاضر  حال  ژنومیک  در  های 

بسیاری در خصوص گیاهان دارویی در حال  

از  انجام می بین گیاهانی  این  در  باشند که 
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،  .Papaver spp.  ،Cannabis sativa Lقبیل  

Salvia miltiorrhiza Bunge  ،Panax 

ginseng Meyer  ،Catharanthus roseous L. 

مورد توجه خاصی قرار دارند    .Taxus sppو  

(Pandita et al. 2021  ؛Younas et al. 2023 .)

های ژنومیک به همراه توسعه  تکمیل پروژه

برای روش را  راه  متابولیکی،  آنالیز  های 

منطقی موفقطراحی  و  استراتژیتر  های  تر 

نمود   خواهد  هموارتر  متابولیک  مهندسی 

(Pandita et al. 2021  ؛Younas et el 2023 .)

و همکاران در سال    Stricklerبه عنوان مثال 

داده  2012 پایگاه   ،CathaCys    تاسیس را 

دسترسی،   تسهیل  آن  هدف  که  کردند 

به   مربوط  اطلاعات  تفسیر  و  مشاهده 

 .Catharanthus roseous Lترانسکریپتوم  

 (. Strickler et al. 2012است )

 ن سجه گس ی

معرفی    CRISPR/Casفناوری   زمان  از 

ها و مزایای متعدد،  تاکنون، به دلیل توانایی

پژوهش به  بخشیدن  شتاب  های  باعث 

ها چه در  زیستی شده است که این پیشرفت

حوزه تحقیقات پایه و چه در حوزه تحقیقات  

کاربردی، نتایج قابل توجهی را در پی داشته  

های مختلف  است. با توجه به توسعه واریانت 

و بهبودهای تکنیکی    CRISPR/Casفناوری  

ها،  ها در سایر عرصهآن و همچنین پیشرفت

پروژه تکمیل  توالیخصوصا  ژنوم،  های  یابی 

نیز   و  متابولوم  و  پروتئوم  ترانسکریپتوم، 

دادهپایگاه و  های  بیوانفورماتیکی  های 

بهبود  نرم همراه  به  مرتبط،  افزارهای 

های ترانسفورماسیون، کشت بافت و  سیستم

میباززا گیاهان،  در  یی  داشت  انتظار  توان 

بسیار   دستاوردهای  شاهد  نزدیک،  آینده 

متابولیک   مهندسی  عرصه  در  بیشتری 

گیاهان دارویی باشیم. از سوی دیگر، کشف  

جدید،   درمانی  خواص  و  دارویی  ترکیبات 

زمینه   در  پژوهشگران  همیشگی  مشوق 

گیاهان   متابولیک  مهندسی  تحقیقات 

 دارویی خواهد بود.  
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