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 خلاصه 

، چرا که بیش مي باشد در مدیریت سرطان چالش حیاتي همچنان بیماری  دیرهنگام تشخیص مقدمه:

اگرچه بیوپسي مایع امكان ردیابي  .شونداز نیمي از مبتلایان در مراحل پیشرفته بیماری شناسایي مي

نشانگرهای توموری را فراهم کرده است، اما غلظت ناچیز این نشانگرها و فراواني یرتهاجمي زیستغ

 العاده راابزارهایي با حساسیت فوقبكارگیری یافته در مراحل اولیه، های جهشآلل %1/0کمتر از 

یي چون هابه دلیل ویژگي CRISPR های تشخیصي مبتني بردر این راستا، سامانه.سازدضروری مي

در تشخیص سرطان  ، به ابزارهای قدرتمندو ادغام با فناوری های جدیداختصاصیت بالا، قابلیت ارتقا 

را  CRISPR های کلیدی مبتني بر. این مقاله مروری، سیر تكامل و توسعه سامانهمطرح شده اند

حساس برای وقهای فهای چندگانه، سنجشهای بنیادین، استراتژیشامل سامانه که کندبررسي مي

ها در بر این، کارایي و ابعاد عملیاتي این سامانههای نادر، حسگرهای نانومتری است. علاوهجهش

انداز آینده به ها مورد ارزیابي قرار گرفته است. در نهایت، چشمشناسایي انواع مختلفي از سرطان

، و «زمانیص و درمان همتشخ»های چندمنظوره قیمت و سریع، سامانههای خانگي ارزانسمت کیت

توانند مدیریت سرطان را به هایي که مينوآوری ،شودتلفیق این فناوری با هوش مصنوعي ترسیم مي

 .پذیر سوق دهندسوی تشخیصي زودهنگام و درمان

فوق  صیتشخ ع،یما يوپسیزودهنگام سرطان، ب صیتشخ، CRISPR-Dxكلمات كلیدی: 

  حساس
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مقدمه

 طبق. است جهان سطح در میر و مرگ اصلي علل زا یكي سرطان

 سال در( IARC)  سرطان تحقیقات الملليبین آژانس گزارش

 میلیون 9.7 و سرطان جدید مورد میلیون 20 به نزدیک 2022

 در اصلي مشكلیكي از . (1)است داده رخ جهان سراسر در مرگ

 خصوصا در کشور های کمتر توسعه یافته،سرطان  مدیریت

در مطالعه بیماران مبتلا به  .بیماری است  دیرهنگام تشخیص

  8/45سرطان پستان و سرطان دهان در جمعیت ایراني بترتیب در 

( بالاتر یا 3 مرحله) پیشرفته 1مرحله افراد بیماری دردرصد   71.4 و

 يصیتشخ كردیرو کیبه  ازینلذا . (3. 2)  اندشده داده تشخیص

وجود دارد که بتواند تومورها را در  ریو تكرارپذ يرتهاجمیغ

بعنوان راه حل  مي تواند عیما يوپسیب و دهد صیتشخ هیمراحل اول

 .(4)مناسبي مطرح گردد

و به  بوده يتهاجم غیر ،يبافت سنت يوپسیبرخلاف بمایع  يوپسیب

در طول  توانديم ودارد  ازین ، بزاق یا ادرارخونساده نمونه  کی

 تصویر ع،یما يوپسیب .(5. 4)تكرار شود ماریب یزمان برا

 صیتشخ کند،يثبت م 2يدر زمان واقعتومورها را  يمولكول

و امكان  سازديم ریپذزودهنگام را قبل از بروز علائم امكان

مقاوم به دارو را  یهاجهش یينظارت بر پاسخ به درمان و شناسا

 عیما يوپسیب اصلي يستیز ینشانگرها .(8-6)کنديفراهم م

ها  6CTCsو  ctDNA ،4ctRNA، miRNA ، 5tEVs 3 شامل

 يوپسیب  يچالش اصل ،ی ذکر شدهایبا وجود مزا(. 9-11)هستند

و فراواني زیر  يستیز ینشانگرها نیا نییپا اریغلظت بسمایع 

. 12)است هیمراحل اول یهادر سرطانآلل جهش یافته  1/0%

 یيو کارا تیحساس PCRمانند  يسنت صيی تشخیهاروش .(13

 انندم شرفتهیپ یهاکیتكن و (14)ندارد نهیزم نیدر ا يکاف

ddPCR  وNGS اما گران هستند  دهنديارائه م یبهتر تیحساس

                                                           
1 Stage 
2 Real Time 
3 Circulating tumor DNA 
4 Circulating tumor RNA 
5 Tumor cell-derived extracellular vesicles 
6 Circulating tumour cells 

در پاسخ به این مشكل . (7)دارند ازین شرفتهیپ زاتیو به تجه

 CRISPR      (CRISPR-Dx) بر يمبتن يصیتشخ یهاسامانه

 )7اتمولار تیحساس رایز ارائه مي دهند دوارکنندهیحل امراه کی
و زمان پاسخ  یدیتک نوکلئوت ي تشخیص تغییرژگی، و(18-10

خواص  نی. ا(15)کننديم بیساعت( را ترک 1)کمتر از  عیسر

زودهنگام  صیختش یرا برا CRISPR‑Dxمنحصر به فرد، 

 یها. سامانهکنديمناسب م  عیما يوپسیب قیسرطان از طر

 SHERLOCK اولین بار به نام های CRISPRي مبتي بر صیتشخ

 های سامانه معرفي شد و در ادامه DETECTR (17)و  (16) 

حاضر به  یراستا، مقاله مرور نیدر ا .اندتوسعه داده شدهي مختلف

 CRISPRبر  يمبتن یدیکل یهاتكامل و توسعه سامانه ریس نییتب

در  هاسامانه نیا ياتیعمل یيکارا ن،ی. علاوه بر اپردازديم

در ادامه چالش ها  شده و  يابیان ارزانواع مختلف سرط یيشناسا

 .بررسي خواهد شد CRISPR‑Dx و چشم انداز سامانه های 

 

 CRISPR Dx  یصول مولکول. ا2

 اصلي احلمرشامل  CRISPR Dx یهاسامانهفرآیند تشیخص در 

 ، راهنما RNAو  Cas هدف توسط کمپلكستوالي  صیتشخ 

 یهامولكول يبرش جانب وCas نیپروتئ کیآلوستر یسازفعال

قبل از آغاز فرآیند  . (18) مي باشد گنالیس دیگزارشگر و تول

 ، حد تشخیص شیافزادر سامانه هایي اولیه با هدف  تشخیص

 و 8RPA (19) پیش تكثیر نمونه در دمای ثابت با روش هایي مانند
9LAMP (20)  انجام مي شود که با افزایش حساسیت به سطح

نادر در خون را ممكن  یهاودهنگام جهشز صیاتمولار تشخ

 .(18) سازديم

 هدف صیتشخ .2. 1

راهنما  RNA و Cas پروتئین CRISPR-Dx هسته هر سامانه

(sgRNA   یا crRNA)  .استRNA   راهنما  دارای یک توالي

                                                           
7 Attomolar 
8 Recombinase Polymerase Amplification 
9 Loop‐Mediated Isothermal Amplification 
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ای طراحي مي شود که مكمل متغیر بوده و به گونه 1دهندهفاصله

( باشد، و RNAیا  DNA) توالي اسید نوکلئیک هدف

 a12Cas .(21. 20)کندتشخیصي سامانه را تعیین مي 2اختصاصیت

 DNAتوالي در مجاورت  PAM3  کوتاه يتوال کیبه  9Cas و

ی برا NGGکه شامل توالي  دارند ازین جهت شناسایي هدف

Cas9   وTTTV  برای Cas12a در مقابل، .(18،22)مي باشد 

تک   PAM ،RNA به ازیبدون ن  Cas13a زیم هایي مثلآن

  . (23)شناسایي مي کندرا  یارشته

 و تولید سیگنال Cas نیپروتئ یسازفعال .2. 2

پس از اتصال به توالي هدف، دستخوش تغییرات  Cas پروتئین

شده و فعالیت آنزیمي های فعال آشكار شود، جایگاهساختاری مي

 این بازآرایي ساختاری، برش هماهنگ (24).را آغاز مي کند

DNA کند که همای را تنها زماني تضمین ميدو رشته PAM  و

هم جفت شدن کامل  توالي هدف با توالي ناحیه فاصله دهنده 

ارج از هدف به حداقل مي برآورده شوند که در نتیجه فعالیت خ

، بازآرایي Cas13 و Cas12 مانند در آنزیم هایي  .(25)رسد

را فعال   4آلوستریک، یک رفتار آنزیمي متمایز به نام برش جانبي

تصال به هدف خاص خود، ها پس از ااین پروتئین . (17)کندمي

شوند و با برش جانبي، باعث تخریب  دچار یک تغییر ساختاری مي

 وCas12 برای   ssDNA) ای مجاوراسیدهای نوکلئیک تک رشته

ssRNA  برایCas13 مي شوند. این فرآیند به طور گسترده در )

های گزارشگر و برای برش مولكول CRISPR-Dx هایسامانه

تشخیصي قابل تشخیص مورد استفاده قرار های تولید سیگنال

 معمولا شاملگزارشگر فلورسنت  یهامولكول. (17. 15)گیردمي

برچسب فلورسنت  کیبا  RNA ای DNAاز  يکوتاه یهارشته

 گرید یدر انتها 6کنندهخاموش کیانتها و  کی( در 5)فلوروفور

فلوروفور  ،گزارشگر  یهامولكول . هنگام شكافت (26)مي باشد

فلورسنت قابل  گنالیس کیو  شونديکننده از هم جدا مو خاموش

 . (15)شوديم دیتول یریگاندازه

                                                           
1 Spacer 
2 Specifity 
3 Protospacer Adjacent Motif 
4 Collateral Cleavage 
5 Fluorophore 
6 Quencher 

 آغازین یهاسامانه. 3

1 .3 .SHERLOCK  

 شدهينخستین پلتفرم تشخیصيِ معرف SHERLOCK یسامانه

CRISPR-Dx است. این سیستم از آنزیم Cas13a  برای شناسایي

 نوکلئوتید پذیری در سطح تکبا تفكیک RNA هایتوالي

ی کند. فرآیند تشخیص در این سامانه شامل سه مرحلهاستفاده مي

( RT-RPA ،2 دمای نمونه به روشتكثیر هم( 1اصلي است: 

 تكثیرشده به DNA برای تبدیل T7 توسط مجدد رونویسي 

RNA شناسایي توالي هدف توسط کمپلكس( 3، و Cas13a-

crRNA غیر  سازی فعالیت برش جانبيکه در نهایت منجر به فعال

 .(16)گرددی گزارشگرهای فلورسنت مياختصاصي و تجزیه

 SHERLOCK تواند با استفاده ازمي crRNAشده  يهای مهندس

. (27)(  را تشخیص دهدSNVنوکلئوتیدی)انواع تغییرات تک

منطبق  7خوانش جریان جانبي با امكان SHERLOCKهمچنین 

( POC)8شده است، که آن را برای استفاده در محل مراقبت

. از نظر بالیني، این سامانه با حساسیت و (28)سازدمناسب مي

های برای تشخیص رونوشت  ٪100اختصاصیت 

. 29)ها ( در لوسمي PML::RARA، 1BCR::ABL)9شدهادغام

بیماران مبتلا به  ctDNA در EGFR هایو همچنین جهش (30

NSCLC (31) های و جهشKRAS   (32)در سرطان پانكراس 

ساعت( با  2تا  1این روش سریع )در کل   .استفاده شده است

 .(30)تجهیزات سبک، امكان استفاده در مناطق محروم را دارد

2 .3 .DETECTR 

DETECTR   است که از  يصیسامانه تشخCas12a یبرا 

اتمولار استفاده  تیبا حساس DNA یهايتوال صیتشخ

به  یازین SHERLOCK ،DETECTR. برخلاف (17)کنديم

تر و را ساده DNA صیامر تشخ نیندارد و ا يسیمرحله رونو

  aM 10با حد تشخیص حدود   DETECTR.(17) کنديم ترعیسر

های اختصاصي  crRNA تواند انواع تک نوکلئوتیدی را بامي

 KRAS این روش برای تشخیص جهش .(34. 33)تشخیص دهد

G12D جهش  عامل مقاومت (35)سرطان کولورکتال  در ، 

                                                           
7 Lateral‑Flow Readout 
8 Point-Of-Care (POC) 
9 Fusion Transcripts 



 

 69، سال 7، شماره 1405مهر  جله دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهدم -825

و جهش  (36)در سرطان ریه EGFR در ژن  T790Mدرماني 

V600E   در ژنBRAF  (37) به کار گرفته شده است.  

3 .3 .LEOPARD 

 صیبوده و تشخ Cas9بر  يمبتن LEOPARD يصیتشخ ستمیس 

انجام  افتهیرییتغ tracrRNA کی قیرا از طر RNA میمستق

که  شوديم يطراح یاگونهبه tracrRNAروش،  نی. در ادهديم

هدف،  RNAبا حضور  .هدف خاص باشد RNA کیمكمل 

tracrRNA که  کنديم دیبازتول يبه آن متصل شده و کمپلكس

کرده و موجب  یسازهیرا شب tracrRNA:crRNA يعیطب رساختا

 DNA کیشده فعال Cas9 ت،ی. در نهاشوديم Cas9 یسازفعال

رش با ب نیکه ا دهديرا برش م PAM يتوال یحاو یسنتز

 يابیارز Bioanalyzerدستگاه  ایمانند الكتروفورز  یيهاروش

به امكان  توانيم LEOPARD ستمیس یای. از مزا(38). گردديم

 يبه توال ازیعدم ن )چندگانه(، RNA نیزمان چندهم صیتشخ

PAM نینمعكوس و همچ يسیرونو یدر هدف، حذف مرحله 

  .(38)اشاره کرد.   ياستفاده در نقاط ارائه خدمات درمان تیقابل

 يروسوی  RNA   صیتشخ در LEOPARDاگرچه کارایي 

، این روش پتانسیل و قابلیت های شده است  بررسي و مشخص

و  تشخیص جهش ژن های   بالایي در بررسي پروفایل بیاني

 .بیماران سرطاني دارد عیما يوپسینمونه ب در یدیکل

  Split‑Guide CRISPR های تشخیصیسامانه. 4

1 .4. Dual-guide CRISPR–Cas13 

میزان بالای  لیبه دل Cas13 با RNA ها در SNV صیتشخ

است و منجر به اثرات خارج  زی، چالش برانگ 1تحمل عدم تطابق

این مشكل در  نیحل ا یبرا  .شوديو مثبت کاذب م 2از هدف

 کی  : شوديم میتقس RNA ، به دوsgRNA 3سامانه ، 

dcrRNA کیو  شوديکه به هدف متصل م ریمتغ dtracrRNA 

دو قطعه تنها در صورت  نیتعامل دارد. ا Cas13aثابت که با 

 لیتشك یکمپلكس عملكرد کیهدف،  يتطابق کامل با توال

                                                           
1 Mismatch Tolerance 
2 Off‑Target 
3 Single-guide RNAs 

اد که عدم تطابق تک عدم تطابق نشان د یهاشی. آزمادهنديم

درصد کاهش  85تا  80فلورسانس را  میزان ،یدینوکلئوت

تر  قیدق در تشخیصسامانه این  لیپتانس که نشان دهنده  دهد،يم

 مي باشدRNA ی در توالي هدفدیتک نوکلئوت یهاجهش

 یهاجهش تیموفقبا در بررسي های تكمیلي، این سامانه  .(39)

G12D  وG12C   ژنKRAS  ي مختلفسلول یهارا در رده 

عملكرد سیستم  که يداد، در حال صیتشخ سرطان پانكراس 

با خطا   توالي نرمال از  افتهیجهش توالي زیدر تما 13Cas 4مرسوم

 .(39)همراه بود

 

2. 4 .5 DTR  

 یاست که برا Cas12a بر يسامانه مبتن کی DTR ستمیس

 این .شده است يطراح RNA و DNA همزمان اهداف صیتشخ

 Cas12a نیشكافته شده و دو پروتئ crRNA از دو قطعه ستمیس

زمان هر تنها در صورت حضور هم کهیطور؛ به کندياستفاده م

 یي. با شناساشوديم لیهدف، کمپلكس فعال تشك يدو توال

و  یادورشته ای یارشتهتک RNA ،DNAربوطه )شامل اهداف م

  نیها، دو پروتئcrRNAتوسط  (DNA/RNA یدهایبریه

Cas12a   لیتشك یکمپلكس عملكرد کیصورت مشترک به 

 DTR ستمیس. (40).سازنديرا فعال م  جانبيبرشِ  تیداده و فعال

کارسینوم سلول سنگفرشي  مرتبط با miRNAدو  یيشناسا یبرا

و  ماریب 7تومور  یهادر نمونه ( a7-let-miR و miR-155 ) 6دهان

را  يسرطان مارانیتمام ب تیبا موفق و فرد سالم به کار گرفته شد 3

و  يژگیو ت،یحساس که نشان دهندهداد  صیاز افراد سالم تشخ

 .(40)ی آن مي باشدچندگانه بالا تیقابل

 PAM  مستقل از سامانه های .5

ی برا TTTVتوالي  خاص )مثال PAM يتوال کیبه  ازین

Cas12a)  منجر به  یریگقابل هدف یهايتوال فیطبا کاهش

از  یاریبس یبرا  CRISPR-Dx سامانه هایکاربرد محدود شدن 

                                                           
4 conventional 
5 Double-Target Responsive 
6 Oral Squamous Cell Carcinoma 
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 نیچند ت،یحدودم نیا رفع ی. برامي شود يژنوم یهاگاهیجا

 اند.توسعه داده شده PAMسامانه نوآورانه مستقل از 

1 .5 .PUMA 

 PUMAمستقل از  يصیسامانه تشخ کیPAM  کیاست که از 

tracrRNA فعال کردن  یبرا تغییر یافتهCas12a یيجهت شناسا 

 نی. در اکندياستفاده م PAM وجود به ازیبدون ن RNAاهداف 

هدف  RNAبه  میاتصال مستق یبرا فتهتغییر یا tracrRNA ستم،یس

 هدف، RNA به   tracrRNAبا اتصال شده است.  يطراح

 کیبرش  یرا برا Cas12 يعیطب crRNA کمپلكس حاصل مانند

 PAM يتوال یشده و حاو هیطور جداگانه تهکه به DNAمولكول 

 یگزارشگرها يبرش جانب جهینت که کنديم تیلازم است، هدا

ssDNA الزام وجود حذفبا . خواهد بود PAM  ،PUMA  امكان

فراهم  PAM یهاتیرا بدون محدود RNA يهر توال یيشناسا

در ژن  G12D یص جهشتشخ یبرا تیسامانه با موفق نی. اکنديم

KRAS (41)است رفتهپانكراس به کار  يسرطان یهاسلول در. 

2 .5 .TRACER 

را  PAMبه  CRISPR-Cas12a يوابستگ TRACER ستمیس

 نیا ی. مبناکنديبرطرف م crRNA ای Cas12a یبدون دستكار

از  شیپ  یارشتهبه حالت تک یِارشتهدو DNA لیروش، تبد

را  ssDNA یهامولكول Cas12a میسنجش است؛ چرا که آنز

 نی. در ازنديبالا برش م یيو با کارا PAMبه حضور  ازیبدون ن

دناتوره  NaOH ایابتدا با استفاده از حرارت  DNA ینمونه ند،یفرا

آمده توسط دستبه ssDNAسپس  شود؛يم یارشتهو تک

crRNA شود. يم یيشناسا TRACER  قادر به تشخیص توالي تا

 تا فراوانيرا  افتهیجهش آلل توانديو م مي باشد   aM 0.5غلظت 

.کارایي (42)کند یيساشنا گوتیهتروز یهادر نمونهرا   1/0%

ی سرطان تومور یهابا استفاده از نمونه TRACER تشخیصي

 ت،یبا حساس ،پستانسرطان  در. ریه بررسي شده است پستان و

 در ژن  Y537Sحامل جهش  هاینمونه تمام  ٪100 تیاختصاص

ESR1 رکوچکیسلول غ هیسرطان ر و در شد یيشناسا 

(NSCLC)جهش ، Y537S در ژن EGFR تیساسرا با ح 

داد. در  صتشخی ٪7/96کلي  دقت و ٪100 تاختصاصی ،7/91٪

مشاهده نشد که  يمثبت کاذب جهینت چیه هاشیاز آزما کی چیه

جهش در  صیتشخ یسامانه برا نیا نانیاطم تیدهنده و قابلنشان

 .(42)سرطان است  ينیبال یهانمونه

و  ctDNA یهاجهش یفوق حساس برا یهاسامانه.  6

 یتندرون شیپا

 شیپا ای سرطان و هیدر  مراحل اول ctDNA جهش های صیتشخ

 یاالعادهفوق تیبه حساس ازین (MRD) ماندهیباق یماریحداقل ب

متر ک اریبس یهااغلب در فرکانس افتهیجهش یهاآلل رایدارد، ز

به  ریشرح داده شده در ز یها. سامانه(13)دارند وجود ٪0.1از 

جهش نادر  صیتشخ قیچالش از طر نیا در پاسخ بهطور خاص 

 يتومور طراح يتندرون میمستق یربرداریتصو ایفوق حساس 

 .اندشده

SPEAR 1 .6.  

 ستمیس هیبر پا یامرحلهکت يصیروش تشخ کی SPEAR سامانه

CRISPR یدماهم ریتكث یياست که کارا NEAR  را با

حساس و فوق صیادغام کرده تا امكان تشخ  Cas12b یهاتیقابل

 نیافراهم شود. (SNV) یدیتک نوکلئوت واریانت های  عیسر

 ٪0.1 صیرا در حد تشخ يژن یهاجهش صیروش امكان تشخ

 یقو نهیزمدر حضور پس يحت  (1VAFتغییر یافته)آلل  فراواني

 جیخون ، نتاهای  نمونهدر بررسي  SPEAR. (43)دارد توالي سالم

در  صیتشخ یبرا بالایي لیپتانسمي دهد و ارائه  قهیدق 30را در 

سرطان در محل مراقبت نشان  یو غربالگر يزمان واقع

مستقیماً از طریق تشخیص  SPEAR کاربرد بالیني.(43)دهديم

های بیماران مبتلا به سرطان در نمونه  KRASهای ژن جهش

در لوسمي میلوئیدی حاد   FLT3 های ژنپانكراس و جهش

 107روی  SPEARهمچنین، ارزیابي  .بررسي و تایید شده است

نتیجه تعیین توالي نشان داد که قابلیت نمونه خون، تطابق بالایي با 

 .(43)کندآن را در تشخیص جهش در محل مراقبت تأیید مي

2 .6 .TIDE‑Cas14a 

 میبا آنز RPA یدماهم ری، روش تكثTIDE-Cas14aدر سامانه 

Cas14a   که صرفاً توسطssDNA ادغام شده است. شوديفعال م 

                                                           
1 Variant Allele Frequency 
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قطعات  لیجهت تبد T7اگزونوکلئاز  یریکارگبا به نیهمچن

در  ندیفرآ نیکل ا ،یارشتهتک DNAبه  یادورشته یرشدهیتكث

 یهابه چرخه ازیو ن هانجام شد گراديدرجه سانت 37ثابت  یدما

 یهامطلق جهش یسازيمنظور کم. بهگردديبرطرف م يحرارت

 یحاو تالیجید کیدیوئكروفلیتراشه م کیبا  ستمیس نینادر، ا

،  یبندبخش نیشده است. ا كپارچهی كروچاهکیم 100،000

مستقل در  یهاانجام واکنش قیرا از طر قیدق یسازيکم

استفاده از  (12)..سازديم ریپذمكانا تریبا حجم نانول یيهاقطره

TIDE‑Cas14a  یمار سرطان پستان نشان داد نمونه ب 32در مطالعه

 را در ژن  H1047R جهش ٪100با حساسیت و اختصاصیت   که

PIK3CA .همچنین این سامانه، با بررسي  تشخیص مي دهد

ctDNA  دو بیمارIAstage  که توسط PCR 1ایدیجیتال قطره 

(ddPCR)  منفي گزارش شده بود، شناسایي کرد. این امر، توانایي

های بسیار نادر در مراحل اولیه سرطان، شآن را در شناسایي جه

با استفاده از تراشه  TIDE-Cas14a .کندبرجسته مي

و  %VAF 0.001به  به حد تشخیص تالیجید کیدیكروفلوئیم

 (12)ه است.افتیدست  VAF 0.01٪بدون تراشه به 

3 .6 .MUTE-Seq 

MUTE-Seq ی توالي جهش یاقتهسازيبر غن يبتنم كردیرو کی 

حذف  ی، براFnCas9-AF2 شدهيمهندس   CRISPRاست که از 

 .کندياستفاده م يابیيقبل از توال ،از نمونه سالم یهايتوال يانتخاب

FnCas9-AF2 در توالي هدف  یبازتک با دقت بالا، عدم تطابق

امكان  و دهديم صیبه صفر تشخ خطای نزدیکا را ب  crRNA  با

در  کند،يکاملًا منطبق را فراهم م توالي سالم يبرش اختصاص

 .(44)گذارديم ينخورده باقرا دست افتهیجهش DNA که يحال

تومور  DNA ،سالم DNA يبا حذف انتخاب MUTE-Seqبنابراین 

ها برابر ا دهرمربوطه  یهاگنالیو س کنديم يدر گردش را غن

 NSCLC  هیر یهاروش در سرطان نیا کارایي .دهديم شیافزا

ی بافت برا-، تطابق پلاسمااز نظر Stage I در بیمارانو پانكراس 

 ٪100تطابق ارزیابي شد که  KRASو  EGFR جهش در ژن

 %0.005 صیحد تشخ اب MUTE-Seqنشان داد.  پلاسما-بافت

                                                           
1 Droplet Digital PCR 

VAF نهیو پرهز قیعم اریبس يابیيلتوا بهتر ازکه  فتهایيدست م 

 يابیرد یصرفه برابهمقرون یابزار MUTE-Seq ن،یاست. بنابرا

MRDیهاو نظارت بر جهش یهازودهنگام سرطان صی، تشخ 

 .(44)دهديمقاوم به درمان ارائه م

4 .6 .CasUber 

CasUber بر  ينانوحسگر مبتن کیCas12a یاست که برا 

ادرار ساده  شیآزما کی قینظارت بر تومور داخل بدن از طر

 نیادر مطالعات انجام شده بر روی موش، شده است.  طراحي

 يو به طور انتخاب تزریق شده کیستمینانوحسگر به صورت س

ضد  یمانند آپتامرها یيگاندهایتومور را با استفاده از ل یهاسلول

HER2 کمپلكس  .دهديهدف قرار مCas12a/sgRNA  پس از

مختص تومور را    SNVتومور  یهاسلول یتوکندریورود به م

 ،یي[. پس از شناسا68] شناسایي مي کند  یتوکندریدر ژنوم م

Cas12a  گزارشگر فلورسنت از  کی جانبيبرش  شده و بافعال

فلوروفور کوچک  کی منجر به رها سازی شده یبارگذار شیپ

دفع شده و در ادرار تجمع  هیکل قیفوراز طرفلورو نی. امي شود

.از آنجا که هر سلول مي شود یریگدر آنجا اندازهو ابدیيم

مي  CasUberاست،  mtDNAهزاران نسخه از  یتومور حاو

در گردش  ctDNAتواند راه حل مناسبي برای غلظت خیلي کم 

 یتومور عاتیضا صیتشخ CasUberباشد بصورتي که خون 

 ریپذمكعب را امكان متريلیم 1حدود اندازه کوچک به  اریبس

 یربرداریرا زودتر از تصو هیتومور ر یهاکرد و ندول

نانوحسگر  نیکرد. ا یيشناسا موشمدل  کیدر  نسانسیولومیب

را حساس   ،يرتهاجمیغ یاستراتژ کی ،یویکل یقابل پاکساز

 یو مكمل قدرتمند دهديارائه م 2جهش درجا صیتشخ یبرا

زودهنگام  یغربالگر یمرسوم برا عیما يوپسیب یدهاكریرو یبرا

 تومور است. شرفتیبر پ ارتسرطان و نظ

و  CNC) های نوظهورهای مبتنی بر آنزیمسامانه  .7

Cas10) 

1 .7  .CNC 

Cas7-11 کی CRISPR type III-E با پروتئاز شبه  که (45)است

دهد. پس از  لیرا تشك Craspaseبنام کمپلكس ، Csx29کاسپاز 

                                                           
2 In situ 
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 ينیپروتئ یسوبستراها ،فعال شده  Csx29، هدف RNA یيشناسا

را آغاز  یآبشار پروتئاز کیو  دهديرا برش م (Csx30مانند )

 درمنحصر به فرد قابلیت  نیاستفاده از ا یبرا .(46)کنديم

 که  NanoLock با  Craspase بیبا ترک 1CNCسامانه ص،یتشخ

در توسعه داده شد. است  حساس اریبس 2يتابستیگزارشگر ز کی

 ،Craspase این سامانه با شناسایي توالي هدف و فعال شدن

داده برش  Csx29توسط   NanoLockبه  متصل Csx30 نیپروتئ

که  کنديم جادیرا ا يتابستیز گنالیس کیبرش،  نی. امي شود

قادر به  . این سامانهشود یيشناسا قهیدق 10تنها در  توانديم

به پیش تكثیر  ازیبدون ن  fM 250 غلظت تا هدف RNAشناسایي 

 تیفعال رب این روش با توجه به اینكه. (47)مي باشد  نمونه

 يمتك کینوکلئ دیبرش اس ی( به جانی)برش پروتئ یپروتئاز

اهداف  صیبر تشخاین قابلیت را دارد که  علاوه   CNCاست، 

RNA    ارتقاء یابد  هانیپروتئ ای دهایپپت برای تشخیص . 

2 .7  .Cas10‑GFET Biosensor 

 ستوریترانز در کنار CRISPR-Cas10 دراین سامانه با بكارگیری 

ولار و در سطح اتم RNA صیتشخ ، )GFET (3نگراف يدانیاثر م

 کیبه  RNA پیش تكثیر نمونه با تبدیل ردگیریبه  ازیبدون ن

 بر صیتشخ سمیمكانانجام مي شود.  يكیالكترون گنالیس

 کیاست.  يمتك تغییر یافته dCsm3 CRISPR-Cas10 کمپلكس

هدف پس  RNA بیاز تخر  Csm3واحد  ریدر ز یدیجهش کل

 رشب تیفعالمنجر به حفظ و  کنديم یریجلوگ صیاز تشخ

ssDNA  ي شود. رشته هایم بصورت پیوسته ssDNA 

. هستند حرکتيب GFETکانال  یروبر  هستند که گزارشگرهای

 يچگال شكند،يرا مزارشگرها گ نیافعال،  Cas10همانطور که 

به  GFETتوسط  رییتغ نیو ا کنديم رییسطح گرافن تغ یبار رو

 لیتبد یریگقابل اندازه يكیالكتر گنالیس کی

 با بررسي            ستمیس کارکرد تشخیصي این.(48)ودشيم

miRNA-155  ارزیابي   نهیسرطان سدر  يستینشانگر ز بعنوان

 از طریقرا از افراد سالم  نهیسرطان س مارانیب تیموفق با شده که

 یسازالصبه استخراج، خ ازیسواب گلو و سرم بدون ن یهانمونه

                                                           
1 Craspase – NanoLock–Csx30(CNC) 
2 Bioluminescence 
3 Graphene Field‑Effect Transistor 

سامانه با حد  نی. اداده است صیتشخ کینوکلئ دیاس ریتكث ای

 aM 427با طول متوسط و  یهاRNA یبرا aM 214  صیتشخ

 ينشان م RNAs یيرا در شناسا يها عملكرد خوبmiRNA یبرا

است، دستگاه  يكیدهد. از آنجا که خوانش کاملًا الكترون

 یقابل حمل برا يكیکوچک شده و با لوازم الكترون توانديم

 .(48)مراقبت در محل ادغام شود.  یکاربردها

 های تشخیص نشانگر زیستی پروتئینسامانه. 8

1  .8 .4COCAS   

با بگارگیری  ينیپروتئ هدف کی تشخیص ستم،یس نیدر ا

Cas12a چارچوب  نانوماده به نام کیسامانه از  نی. اشوديم انجام

 یکه دو جزء بارگذار کنديم فادهاست ( COFs)5يکووالانس يآل

هدف متصل  یهانیآپتامرها که به طور خاص به پروتئ دارد:شده 

آپتامر که  يهنگام  DNA.کننده متعددفعال یهاو رشته شونديم

کننده آزاد فعال یهارشته شود،يمتصل مخود هدف  نیپروتئ به

را  CRISPR-Cas12aآزاد شده  DNA یهارشته نی. اشونديم

 کیکرده و  هیفلورسنت را تجز یکه گزارشگرها کننديفعال م

 کیکه  یي. از آنجاکنديم دیتول یریگقابل اندازه ینور گنالیس

را آزاد کند  یادیکننده زفعال یهارشته توانديم نیمولكول پروتئ

 هیتجزرا  یادیز یگزارشگرها توانديفعال شده م Cas12a کیو 

 یبرا COCAS از. شوديم تیتقو یادیزان زیبه م گنالیکند، س

 HE4و  CA125سرطان تخمدان  يستیز ینشانگرها صیتشخ

 یبرا U/mL 0.001 صیحد تشخ اب کهشده است  استفاده

CA125  0.2و pg/mL یبرا HE4  قادر به شناسایي این دو

 . (49)پروتئین بود

2 .8 .PLACS6  

PLACS بر يمبتن 7آپتاسنسور کی a12Cas صیتشخ یبرا 

رنگ قابل مشاهده امكان استفاده  رییتغ قیاز طراست که  نیپروتئ

فراهم  يكیالكترون شبه خوان ازیدر محل مراقبت را بدون ن

 تیکه قابل شوديم يطراح یاگونهروش، آپتامر به نی. در اکنديم

                                                           
4 Covalent Organic Framework-CRISPR Assay 
5 Covalent Organic Frameworks 
6 CRISPR‑Liquid Crystal Sensors 
7 Aptasensor 
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در  را داشته باشد. crRNA يتوال ایهدف  نیبه پروتئ ياتصال رقابت

را  Cas12aشده و  دیبریه crRNAهدف، آپتامر با  نیپروتئ ابیغ

 یرو ssDNA یهاشده، رشتهفعال Cas12aسپس  کند؛يفعال م

مانده  يباق ssDNA . قطعات کوتاهدهديسطح حسگر را برش م

تراز شوند و  یبه صورت عمود عیما یهاستالیکر شونديباعث م

 وجود دارد  که هدف يهنگام.کنند جادیاک یتار نهیزمپس کی

 دیبریاز هو  دهديم لیتشك يکمپلكس با پروتئین هدفآپتامر 

 ستمیس جهیدر نتي شود، م یریجلوگ crRNA شدن آپتامر با

Cas12a‑crRNA توانديو نم مانديم رفعالیغ ssDNA یرا رو 

 تنخورده جه دست  ssDNA. در ادامه سامانه حسگر برش دهد

 شوديو باعث م کنديرا مختل م عیما یهاستالیکر کیپهوموترو

 دیامر د نی. ارندیراستا قرار گ کیدر  يکه آنها به طور تصادف

که  دهديم رییتغ يبه رنگ کیسامانه حسگر را از تار يقطب

از این روش برای اندازه  .است شیآزما مثبت بودن دهندهنشان

( با هدف PSA) پروستات ياختصاص ژنيآنتگیری میزان 

استفاده شد که با حد  هیسرطان پروستات در مراحل اول غربالگری

 .(50)مي باشد PSAقادر به اندازه گیری  ag mL 0.28- 1تشخیص 

 چشم اندازه آیندهو  ینیبالفنی،  یهاچالش .9

نان همچ یدیچالش کل نیچند ر،یچشمگ یهاشرفتیبا وجود پ

 یبرا CRISPR-Dx یهاسامانه یگسترده رشیمانع از پذ

موانع،  نیترياز اصل يكی. شوديزودهنگام سرطان م صیتشخ

استخراج  یبرا يالمللنیاستاندارد و ب یهاعدم وجود پروتكل

cfDNAي، طراح crRNAهاادهد لیواکنش و تحل طیشرا می، تنظ 

 یدینوکلئوتبه دقت تک يابیدست ن،یعلاوه بر ا. (53-51)است

 یكردهایبر بوده و روزمان يِ تجرب یهایسازنهیبه ازمندیغالباً ن

. (54)مورد توافق جامع هستند یهافاقد دستورالعمل يفعل

از  یاریمهم است، اما بس اریبس هاگنالیس حیصح ونیبراسیکال

ارائه  جینتا یسازگار دییتأ یبرا يکاف یهامطالعات داده

  .(55)دهندينم

 رایز کند،يم لیرا تحم يسرد بار قابل توجه رهیزنج فراهم ساختن

دارند  نییپا یدر دما قیدق یسازرهیبه ذخ ازیها ناز معرف یاریبس

استفاده در  عملیاتي ي های دگیچیو پ هانهیهز شیکه باعث افزا

 یهادر گردش . همچنین(56)شوديم برخوردارکم  یهاطیمح

واکنش پس از  یهالهبه باز کردن لو ازین ،یادو مرحله یکار

 جادیرا امثبت کاذب  جیآئروسل و نتا يخطر آلودگ ر،یتكثشیپ

 علاوه بر این چارچوب های تشخیص مبتني بر .(57)کنديم

CRISPR هنوز در حال تكامل است و  فراهم ساختن الزامات 

FDA المللي هماهنگي بین و نیاز به همچنان چالش بزرگ است

 (59 ,58).های جدید مي باشدبرای تسریع استفاده بالیني از سامانه

ای در حال سابقهبا سرعت بي CRISPR حوزه تشخیص مبتني بر

انگیز در روند تشخیص پیشرفت است و انتظار تغییرات هیجان

های در آینده انتظار مي رود، نوارها یا تراشه .سرطان وجود دارد

برای استفاده خانگي در دسترس  CRISPR-Dx یكبار مصرف

های مایع، نشانگرهای زیستي در بیوپسيقرار گیرند و با ردگیری 

 قیبا تلف هاتیک نیا .(60)یابدهای تهاجمي کاهش نیاز به تكنیک

 زیو آنال  يجانب انیخوانش جر یهاستمیس زه،یلیوفیل یهامعرف

و  یيهوشمند، امكان خودآزما یهايگوش هیبر پا یریتصو

افراد فراهم خواهند  یهنگام علائم سرطان را برازود صیتشخ

توسعه  ،در این حوزه زیانگجانیه از دیگر رویكردهای ساخت.

داده و سپس  صیرا تشخ ياست که ابتدا جهش سرطان یهاسامانه

 نی. چن(61)کننديآن را درمان م CRISPR ستمیبا همان س

و درمان را  صیتشخ انیمرز م «بیو تخر صیتشخ» یهاستمیس

 دهنديارائه م را وقدرتمند  دیجد یالگو کیرنگ ساخته و کم

همچنین   دهد. رییسرطان را تغ تیریاساساً نحوه مد توانديکه م

 صیحد تشخ با MUTE-Seqمانند  ورود سامانه های فوق حساس

0.005% VAF  مي تواند باعث تحول در پایشMRD  

، پایش CRISPRبا افزایش دسترسي به سامانه های . (44)ددگر

تواند به یک روش استاندارد تبدیل شود و امكان مي MRD روتین

شده فراهم شود. سازیمداخله زودهنگام و درمان کمكي شخصي

 نییتعمي توان برای  CRISPR-Dxاز سامانه های علاوه بر این، 

 در نمونه های تیمار شده با DNA ونیلاسیمتمیزان  قیدق

لذا از این سامانه ها مي تواند در  (62)سولفیت استفاده کردبي

ی در بیوپسي سرکوبگر تومور های ژن ینابجا ونیلاسیتم يابیارز

 .(62) مایع نیز بكار رود

( نیز به سرعت در حال تبدیل شدن به AI)هوش مصنوعی

 .(63)است  CISPRمبتني بر  هایمحرک اصلي تشخیص
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 قادر به طراحي  DeepCRISPR و EasyDesign ابزارهایي مانند

crRNAج از هدف و حداکثر تمایز هایي با حداقل فعالیت خار

با   BADGERSو  (65. 64)انواع تک نوکلئوتیدی طراحي است

را   SNPsقدرت تمایز ، crRNAاعمال تغییرات هدفمند توالي در

به طور  AIهای .همچنین مدل(66)افزایش داده است 3-2

های فلورسانس یا ای برای تفسیر سیگنال  خوانشفزاینده

استفاده مي شوند بصورتي که با  CRISPR-Dxالكتروشیمیایي 

های تفسیر سریع و خودکار تصاویر گرفته شده توسط گوشي

علاوه بر این، . (67. 66)اند دست یافته 96.5٪ 1به دقت هوشمند

سازی نتایج یکپارچهزمان و با تحلیل همهوش مصنوعي 

 هایو جهش متیلاسیونشامل ) نشانگرچندین زیست

ctDNAهای، پنل miRNA قادر به  (و نشانگرهای پروتئیني

و میزان پاسخ به  (Stage) ی بیمارین، مرحلهبیني نوع سرطاپیش

 هایهوش مصنوعي با سامانه افزایيدرمان است. از این رو، هم

CRISPR-Dx شرایط را برای تشخیص زودهنگام، مدیریت ،

در طول فرآیند درمان تسهیل   MRD   جامع بیماری و پایش 

 .(68)خواهد کرد

 

                                                           
1 Accuracy 

 
 

 CRISPRمقایسه سامانه های تشخیصي مبتني بر  .1جدول 

نمونه سرطان استفاده 
 شده

 حد تشخیص

(LOD) 

 سامانه PAM Cas Proteinوابستگي به  نوع هدف گزارشگر

انواع لوسمي، سرطان 
 NSCLC    پانكراس،

10 aM≥ fluorescent ssRNA RNA مستقل Cas13a SHERLOCK 

 سرطان کولورکتال، 
 ملانوما سرطان ریه،

10 aM fluorescent ssDNA DNA وابسته Cas12a DETECTR 

Viral RNA 10 aM≥ DNA cleavage RNA مستقل Cas9 LEOPARD 

 سرطان پانكراس، 

Viral RNA 
0.5 copies/μl fluorescent ssRNA RNA مستقل Cas13a Dual-guide 

CRISPR–Cas13 

کارسینوم سلول  با
 سنگفرشي دهان

78 fM fluorescent ssDNA DNA/RNA وابسته Cas12a DTR 

 Cas12a PUMA مستقل pM fluorescent ssDNA RNA 100 سرطاني پانكراس

سرطان پستان، سرطان 
 ریه

0.5 aM fluorescent ssDNA DNA مستقل Cas12a TRACER 

 سرطان پانكراس، 
 لوسمي میلوئیدی حاد

1 copy per 
reaction 

fluorescent ssDNA DNA وابسته Cas12b SPEAR 

 Cas14a TIDE‑Cas14a مستقل VAF fluorescent ssDNA DNA % 0.001 سرطان پستان

  سرطان پانكراس، 
NSCLC 

0.005 % VAF Sequencing DNA وابسته FnCas9‑AF2 MUTE-Seq 

 Cas12a CasUber وابسته mm³ tumour fluorescent ssDNA mtDNA 1 سرطان ریه

- 250 fM   Bioluminescence 
(NanoLock) 

RNA مستقل Cas7-11 CNC 

 Cas10 Cas10‑GFET مستقل aM Electronic (GFET) RNA 214 سرطان پستان
Biosensor 

-U/mL fluorophore 0.001 سرطان تخمدان
quencher reporter 

 Cas12a COCAS وابسته پروتئین

 Cas12a PLACS وابسته پروتئین ag/mL Liquid crystal 0.28 سرطان پروستات
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 Abstract 

Late-stage diagnosis remains a critical challenge in cancer management, as 

more than half of patients are identified at advanced stages of the disease. 

Although liquid biopsy has enabled non-invasive tracking of tumor 

biomarkers, the minuscule concentration of these biomarkers and the less than 

1% frequency of mutant alleles in the early stages necessitate the deployment 

of tools with ultra-high sensitivity. In this regard, CRISPR-based diagnostic 

systems have emerged as powerful tool platforms in cancer detection due to 

features such as high specificity, scalability, and compatibility for integration 

with new technologies. This review article explores the evolution and 

development of key CRISPR-based platforms, including foundational 

systems, multiplexing strategies, ultra-sensitive assays for rare mutations, and 

nanometer-scale sensors. Furthermore, the efficiency and operational 

capabilities of these systems in identifying various types of cancer are 

evaluated. Finally, future perspectives are outlined toward low-cost, rapid 

home-testing kits, theranostic “detect-and-treat” systems platforms and the 

integration of this technology with artificial intelligence — innovations that 

could shift cancer management toward early and treatable detection. 

Keywords: CRISPR-Dx, Early cancer detection, liquid biopsy, 

Ultra-sensitive detection  

 
 

 


