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Detection of DNA Aptamer with High Affinity against 
Hepatitis B Surface Antigen by Systematic Evolution of 
Ligands by Exponential Enrichment

[1] A highly efficient integrated chromatographic procedure for the purification of 
recombinant hepatitis B surface antigen from Hansenula polymorpha [2] Aggregation of 
recombinant hepatitis B surface antigen in Pichia pastoris [3] SELEX--a (r)evolutionary 
method to generate high-affinity nucleic acid ligands [4] Protein purification: Principles, 
high resolution methods, and applications [5] Applications of aptamer affinity 
chromatography [6] Aptamers as molecular tools for bioanalytical methods [7] Aptamer 
affinity chromatography for rapid assay of adenosine in microdialysis samples collected 
in vivo [8] Current approaches in SELEX: An update to aptamer selection technology [9] 
Aptamer stationary phase for protein capture in affinity capillary chromatography [10] 
Aptamers in affinity separations: Stationary separation [11] Aptamers--basic research, 
drug development, and clinical applications [12] SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
of Proteins [13] Comparative effects of sesame seed lignan and flaxseed lignan in reducing 
the growth of human breast tumors (MCF-7) at high levels of circulating estrogen in 
athymic mice [14] DNase-mediated single-cycle selection of aptamers for proteins blotted 
on a membrane [15] Comparison of different methods for generation of single-stranded 
DNA for SELEX processes [16] Single-stranded DNA (ssDNA) production in DNA aptamer 
generation [17] An optimized freeze-squeeze method for the recovery of DNA fragments 
from agarose gels [18] Development of HBsAg-binding aptamers that bind HepG2. 2.15 
cells via HBV surface antigen [19] Selection of HBsAg-specific DNA aptamers based on 
carboxylated magnetic nanoparticles and their application in the rapid and simple 
detection of hepatitis B virus infection [20] An aptamer against the matrix binding domain 
on the hepatitis B virus capsid impairs virion formation

Aims Hepatitis B is a viral infection, which can cause serious liver problems. Hepatitis B surface 
antigen (HBsAg), which is produced as recombinant, is used to produce the Hepatitis B vaccine. 
The aim of this study was to detect DNA aptamer with high affinity against HBsAg by Systematic 
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX).
Materials & Methods In the present experimental study, SELEX method was used to isolate 
and sequence a DNA aptamer with high affinity against HBsAg. The affinity of this monoclonal 
nucleotide sequence was calculated by fluorimetric method. The difference of initial absorption 
and residual value as a measure for the number of associated sequences were calculated with 
Prism 5 software by nonlinear regression method, Binding-saturation and one site-total model 
were performed, and the amount of electron affinity (Kd) was determined.
Findings After performing the SELEX procedure and evaluating the amplified sequence 
with agarose gel, the result was positive control sample containing a bond in the range of 
72nucleotides, indicating successful amplification of the selected sequence, using selective 
primers. During cloning steps from existing colonies of PCR reaction with aptamer specific 
primers, the presence of aptamer was confirmed in Escherichia coli bacteria. The reported 
aptamer had a stable secondary structure with a free energy of ΔG of less than -6.9kJ and Tm 
higher than 45°C.
Conclusion The selected DNA aptamer has a high affinity to the target protein (HbsAg) and can 
be considered as an alternative for mAbs in chromatography column.
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  چکيده
تواند منجر به مشکلات جدی  عفونت ویروسی است که می Bهپاتیت اهداف: 

شود. هدف پژوهش  شود، استفاده می صورت نوترکیب تولید می که به B (HBsAg)ژن سطحی ویروس هپاتیت   از آنتی Bواكسن هپاتیت  برای تولید کبدی شود.
با  Bژن سطحی هپاتیت  ای با تمایل بالا علیه آنتیDNAشناسایی آپتامر حاضر 

  بود. سازی نمایی روش تکامل سیستماتیک لیگاند با استفاده از غنی
در پژوهش تجربی حاضر با استفاده از روش تکامل سیستماتیک ها:  مواد و روش

ای با قدرت اتصال بالا DNAقطعه  (SELEX)سازی نمایی  لیگاند از طریق غنی
یابی شد. تمایل این توالی نوکلئوتیدی  ، جداسازی و توالیHBsAgعلیه 
و مقدار  هیاختلاف جذب اولای با روش فلوریمتری محاسبه شد.  رشته تک
افزار  شده با کمک نرم متصل یها یتوال زانیاز م یاریمع عنوان به مانده یباق Prism 5 محاسبه  ،یرخطیغ ونیبه روش رگرسBinding-saturation  و مدل one site-total یبیترک لیم زانیانجام و م (Kd) شد. نییتع  

با ژل  افتهیریتکث یتوال و ارزیابی SELEX هیبعد از انجام رو نتایج ها: یافته
 که بود دینوکلئوت٧٢در محدوده  یباند ینمونه کنترل مثبت دارا، آگارز
 شده با استفاده از آغازگزهای انتخابی بود. دهنده تکثیر موفق توالی گزینش نشان

سازی از روی  طی مراحل همسانه نانومولار بود.۵۳/۸۱شده  میل ترکیبی محاسبه
با آغازگرهای اختصاصی آپتامر، حضور قطعه  PCRهای موجود واکنش  کلنی

شده دارای ساختار ثانویه  آپتامر گزارش تایید شد. اشریشیا کلیآپتامر در باکتری 
  بود.  C°۴۵بالاتر از  Tmکیلوژول و -۹/۶کمتر از  ∆Gپایدار با داشتن انرژی آزاد 

شده دارای قدرت اتصال بالا به پروتئین  گزینش یاDNAآپتامر گیری:  نتیجه
ها، در  پادتنعنوان جایگزینی برای  تواند به است و می (HbsAg)هدف 
  مورد توجه قرار بگیرد. HBsAgتخلیص  های کروماتوگرافی تمایلی ستون
  یلیتما گاندیل ،یاDNAآپتامر  ،یینما یساز ی، غنB تیهپات یسحط ژن یآنت ها: کلیدواژه
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 مقدمه
بیماری ویروسی است که با التهاب و ورم کبد همراه  Bهپاتیت 

تواند منجر به سرطان کبد یا سیروز کبدی شود. این  است و می
ومیر زودرس در انسان  بیماری یکی از عوامل مورد توجه در مرگ

میلیون نفر در سراسر جهان از این بیماری رنج ۲۴۰اکنون  است و هم
مورد مرگ در اثر این بیماری میلیون  برند و سالانه بیش از یک می

. واکسیناسیون در سطح همگانی سبب کاهش [1]افتد اتفاق می
چشمگیری در میزان حاملان بیماری شده است. در حال حاضر 

صورت نوترکیب و با  که به (HBsAg)ژن سطحی هپاتیت  آنتی
عنوان واکسن در  شود، به فناوری تهیه و تولید می فرآیندهای زیست

گیرد.  مورد استفاده قرار می Bابتلا به هپاتیت پیشگیری از 

HBsAg  به شکل مونومر دارای وزن مولکولی متوسط
آمینواسید (بسته به زیرگونه ۳۲۰-۴۰۰کیلودالتون و طول ۲۴

ویروسی) است. همچنین این پروتئین دارای توانایی خودتجمعی 
ر نانومت۲۰سولفیدی و تشکیل ذرات تا اندازه  با برقراری پیوند دی

  .[2]است
های دارویی،  نیز مانند دیگر پروتئین HBsAgتولید پروتئین 
سازی است. در حوزه  های بسیار در مرحله خالص متحمل هزینه

هایی مانند  ها با روش سازی پروتئین فناوری، خالص زیست
کروماتوگرافی، الکتروفورز و اولترافیلتراسیون رسوبی انجام 

ها  ترین روش مایلی یکی از مهم. روش کروماتوگرافی ت[3]شود می
پذیری بالا و  دلیل انتخاب است. این تکنیک در حال حاضر، به

دستی  ترین روش موجود در فرآیندهای پایین توانایی بازیابی، قوی
. در [4]سازی نهایی پروتئین مورد نظر است منظور خالص به

ل های مونوکولونا صورت رایج از پادتن های کروماتوگرافی به ستون
هدف استفاده   سازی پروتئین عنوان لیگاند تمایلی برای خالص به
ها دارای معایبی مانند سرعت تخریب  شود، اما استفاده از پادتن می

های  . توسعه روش[5]ها و هزینه بالای تولید آنها است بالای پادتن
ها در  شیمی ترکیبی باعث تولید ترکیبات جایگزین برای پادتن

های  ها، لیگاند ایلی شده است. در مقایسه با پادتنکروماتوگرافی تم
های عملکردی بهتری هستند. این ترکیبات  جدید دارای ویژگی

جدید با تمایل بالاتر و اختصاصیت بیشتری به مولکول هدف خود 
های کمتری نسبت به  شوند و دارای اندازه و پیچیدگی متصل می

تری  ی هزینه پایینتر و دارا ها هستند. تولید آنها راحت پادتن
  .[6]است

یند تکامل سیستماتیک آفرهای شیمی ترکیبی، روش  یکی از روش
است. با این روش،  (SELEX)سازی نمایی  لیگاندها توسط غنی
را  RNAیا  DNAهای کوتاه از جنس پروتئین،  تعداد زیادی توالی

شوند، از  که با تمایل و اختصاصیت بالا به مولکول هدف متصل می
ها آپتامر  این توالی و کنند یک کتابخانه سنتزی جدا می میان

میلادی  ۱۹۹۰. این روش برای اولین بار در سال [7]شوند نامیده می
منظور  شامل چندین چرخه به SELEXو روش مرسوم  هاستفاده شد

گزینش و تکثیر آپتامر با قدرت اتصال بالاست، اما این روش از 
ن تغییرات و بهبودهای زیادی تاکنو SELEXزمان اولین کاربرد 
ای که امروزه گزینش آپتامر جدید تنها چند  گونه پیدا کرده است، به

رایج است،  SELEXجای چندین هفته که در روش مرسوم  ساعت به
  .[8]کشد طول می

های مورد استفاده در کروماتوگرافی تمایلی،  در مقایسه با پادتن
بیشتری دارند که هنگام ای، پایداری و ماندگاری DNAآپتامرهای 

کننده  وشوی دارای ترکیبات دناتوره استفاده از بافرهای شست
کند. همچنین دناتوراسیون آپتامرها در دماى بالا  اهمیت پیدا می

. [5]ها غیرقابل برگشت است قابل برگشت است، ولى در مورد پادتن
 ایجاد تغییرات روی آپتامرها برای تثبیت روی بستر جامد نسبت به

تر آپتامرها تراکم  دلیل اندازه کوچک تر است و به ها ساده پادتن
شده روی بستر جامد بیشتر است و باعث افزایش  آپتامرهای تثبیت
بودن، تمایل بسیار زیاد و  . اختصاصى[9]شود ظرفیت ستون می

هاى هدفشان، آپتامرها را قادر به  سهولت اتصال آپتامرها به مولکول
هاى  قادیر پیکو تا نانومولار به مولکولاتصال اختصاصى با م

های مونوکلونال، آپتامرهای  . برخلاف پادتن[10]کند هدفشان می DNAکنند. این ویژگى باعث  ای پاسخ ایمنى بدن را تحریک نمى
مدت  های پزشکی طولانى ها و کاربرد کارآیى بیشتر در درمان بیماری

های  ارآیی و هزینهدلیل اهمیت بالای ک . به[11]شود توسط آنها مى
در مراحل تولید واکسن، در این  HBsAgسازی  مربوط به خالص
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ای مناسب با تمایل بالا نسبت به DNAتحقیق گزینش یک آپتامر 
تواند در ادامه مراحل  . آپتامر جداشده میبررسی شدژن  این آنتی

های  عنوان یک روش مکمل یا جایگزین برای پادتن تحقیقات به
شود. بنابراین هدف پژوهش حاضر شناسایی تفاده اسمونوکلونال 

با  Bژن سطحی هپاتیت  ای با تمایل بالا علیه آنتیDNAآپتامر 
  سازی نمایی بود. غنی از طریقروش تکامل سیستماتیک لیگاند 

  
  ها مواد و روش

با درصد  (HBsAg)در پژوهش تجربی حاضر، پروتئین هدف 
رکیب (پروتئین صورت نوت % و تولیدشده به۹۸خلوص بالای 

نوترکیب سبحان؛ ایران) تهیه شد و از محلول رویی تخریب سلولی 
منظور کنترل منفی استفاده شد.  فاقد ژن خارجی به میزبان تولیدی

و محلول رویی تخریب سلولی فاقد ژن خارجی  HBsAgپروتئین 
 - آمید آکریل با استفاده از آزمایش الکتروفورز روی ژل پلی

 [12]اسمیتمطابق روش  (SDS-PAGE)سولفات  دودسیل سدیم
مورد بررسی قرار گرفتند. دو قطعه کوچک از غشای 

منظور تثبیت پروتئین روی  به (PVDF)فلوئورید  وینیلیدین پلی
درون محلول حاوی پروتئین هدف و دیگری درون غشا، یکی 

  محلول کنترل منفی قرار گرفت.
رشته با طول  تک DNAکتابخانه  رشته اولیه: تک DNAکتابخانه 

شده با دو ناحیه  نوکلئوتید تصادفی احاطه۳۰نوکلئوتید شامل ۷۲
(دنازیست؛ ایران) خریداری شد. آغازگر رفت  TACCAAGAGAACTACATATCC(N30)GGACTACTAGACACTGTATGA-3-’5نوکلئوتیدی با توالی ۲۱ثابت 

و آغازگر  ’TACCAAGAGAACTACATATCC-3-’5با توالی 
 ’TCATACAGTGTCTAGTAGTCC-3 -’5برگشت با توالی 

طراحی شدند. همچنین آغازگر رفت دارای رنگدانه فلورسنتی  Oligo 7 افزار متناسب با نواحی ثابت در توالی آپتامر با استفاده از نرم
تهیه شد. آغازگرهای مورد  ’5در انتهای  (FAM)آمیدیت  فلورسین

  فناوران؛ ایران) خریداری شدند. استفاده نیز (ژن
اند مربوط به توالی آپتامری  توالی که در کادر زیر قرار گرفته

 عمومی رفت و برگشتنوکلئوتیدی و نواحی پُررنگ، آغازگرهای ۷۲
pTG19-apt S1_M13F-pUC: AGCAGGCGTGATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCAAGATTTACCAAGAGAACTACATATCCGGCACGTCCCCCTACGTGGGCCGCAGGAGAGGACTACTAGACACTG  هستند:

TATGAAATCTTGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA 
  

 M13Rو  T7promoterیابی با استفاده از هر دو آغازگر  توالی
شده با استفاده از  گزارش  صورت مکمل معکوس توالی یکسان و به

یابی بعد از  بود که قسمتی از آنالیز توالی M13F-pUCازگر آغ
  در زیر آمده است: T7promoterشدن برای آغازگر  مکمل معکوس

  pTG19-apt S1_T7promoter: 
CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGT
CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGA
GCTCGGTACCCGGGGATCCAAGATTTACCAAGAGA
ACTACATATCCGGCACGTCCCCCTACGTGGGCCGCA
GGAGAGGACTACTAGACACTGTATGAAATCTTGGGG
ATCCTCTAGAGTCGACTGCAGTTGACGG 

  

  رویه گزینش آپتامر
 ایجاد های الیگونوکلئوتیدی: بُعدی در توالی ایجاد ساختار سه

های ثانویه در مخزن تصادفی الیگونوکلئوتیدی یکی از  ساختمان
مراحل اصلی در فرآیند انتخاب آپتامرهای اسیدنوکلئیکی محسوب 

صورت قابل تکرار از اعمال  بُعدی به شود. برای ایجاد ساختار سه می
. برای این منظور، مقدار [13]شود روند دمایی مشخص استفاده می

% ۰۲/۰(لیتر از بافر اتصال  میلی ون یکدر DNAنانومول از ۳/۰
مولار  میلی۵، (CaCl2) کلسیممولار کلرید  میلی ، یک۲۰توئین 

مولار  میلی۵مولار کلریدسدیم،  میلی۱۰۰، (MgCl2)کلریدمنیزیوم 
 )۶/۷برابر با  pHمولار تریس هیدروکلراید با  میلی۲۰کلریدپتاسیم و 
قرار داده شد. سپس  Cº۹۵دقیقه در دمای ۱۰مدت  ریخته شد و به
دقیقه روی یخ انکوبه و متعاقب آن به دمای ۱۰مدت  بلافاصله به

دقیقه در دمای اتاق ۸مدت  محیط منتقل و قبل از انکوباسیون به
  نگهداری شد.

منظور بررسی  بهای با پروتئین هدف:  رشته انکوباسیون کتابخانه تک
، دو قطعه غشا یکی در محلول PVDFتثبیت پروتئین روی غشای 

روز  مدت یک شبانه و دیگری درون بافر اتصال به HBsAgپروتئین 
و  G-250بلوی  آمیزی با کوماسی قرار گرفتند. سپس مراحل رنگ

ها روی غشا انجام گرفت.  بری آن برای تایید تثبیت پروتئین رنگ
جدید هر کدام در یک ظرف، یکی حاوی پروتئین  PVDFدو غشای 

و دیگری حاوی محلول روماند تخریب سلولی  HBsAgف هد
روز قرار گرفتند. بعد از  مدت یک شبانه میزبان فاقد ژن خارجی به

مرحله تثبیت پروتئین، غشاها درون بافر مسدودکننده (محلول 
مدت یک ساعت در دمای  شده در بافر اتصال) به % رقیق۱توئین  Cº۲۵ ها روی آن  ه پروتئینقرار داده شدند تا سطحی از غشاها ک

  تثبیت نشده بود، پوشانده شود.
مرتبه با بافر اتصال  اضافی، غشاها سه ۲۰منظور حذف توئین  به

های موجود در محلول  شسته شدند. سپس غشایی که پروتئین
رویی تخریب سلولی روی آن تثبیت شده بود، درون ویال مرحله 

و فرآیند  و بافر اتصال بود، قرار گرفت DNAقبل که حاوی 
. شدمدت دو ساعت روی شیکر در دمای اتاق انجام  انکوباسیون به

به ویال جدید منتقل شد و  DNAدر مرحله بعدی محلول حاوی 
های الیگونوکلئوتیدی و پروتئین  کنش توالی بعد از آن برای برهم

و داده شد درون ویال مربوطه قرار   هدف، غشای حاوی پروتئین
مدت دو ساعت روی شیکر در دمای  مجدداً فرآیند انکوباسیون به

اتاق انجام گرفت. بعد از دو ساعت واکنش اتصال، سه مرحله 
وشو با بافر اتصال انجام شد. سپس غشای دارای پروتئین  شست

منتقل  DNase Iمیکرولیتر آنزیم ۵۰هدف به ویال جدید حاوی 
شوند. بعد از یک ساعت،  هایی با اتصال ضعیف حذف شد تا توالی

مولار  میلی۲۵میکرولیتر از ۵واکنش آنزیمی با افزودن 
منظور  . بهودمتوقف ش (EDTA)اسید  تترااستیک آمین دی اتیلن

هایی که اتصال ضعیف به پروتئین هدف دارند،  حذف بیشتر توالی
برابر  pHغشای حاوی پروتئین هدف، سه مرحله با بافرهای اوره (

 EDTAمولار  میلی۱۰مولار تریس هیدروکلراید،  میلی۴۰) شامل ۸با 
وشو  مولار اوره شست۹و  ۸ ،۷هر کدام دارای  ۲۰% توئین ۰۲/۰و 

وشو با آب مقطر انجام شد تا اوره  داده شد. سپس یک مرحله شست
  .[14]حذف شود
ای پلیمراز  واکنش زنجیره های الیگونوکلئوتیدی توسط تکثیر توالی

(PCR): همراه آپتامرهای  غشای حاوی پروتئین هدف به
ابتدا  .منتقل شد PCRطور مستقیم به ویال  شده به آن به متصل

علاوه یک  های مورد نیاز برای تکثیر به اجزای واکنش به تعداد ویال
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ویال کنترل منفی فاقد  ).۱ویال کنترل منفی تهیه شدند (جدول 
ولیتر آب دیونیزه افزوده شد. میکر توالی الگو تهیه و به آن مقدار یک

پلیمراز  تگ DNAمیکرولیتر آنزیم ۲۵/۰ها  در انتها به تمام ویال
(تاکارا؛  tp600 ترمال سایکلرافزوده شد. تکثیر به کمک دستگاه 

  ). ۲انجام شد (جدول  شده تعیین و طی روند دمایی ژاپن)
  

  DNAهای  در هر ویال برای تکثیر توالی PCRمحتوای واکنش  )۱جدول 
  مقدار (میکرولیتر) نام ماده

  ۹/۱۳  آب دیونیزه فاقد نوکلئاز
  PCR )X۱۰( ۲بافر 

  مولار) میلی یک(غلظت نهایی  ۲  مولار) میلی۱۰کلرید ( منیزیم
مولار) میلی۲۵/۰(غلظت نهایی  ۵/۰ مولار) میلی۱۰فسفات ( نوکلئوتیدتری داکسی
 ۲/۰  پیکومول بر میکرولیتر)۱۰(آغازگر 
DNA  پلیمرازTaq )۵(۲/۰  واحد در میکرولیتر  

  ۲۰  حجم نهایی
  

  PCRروند دمایی واکنش  )۲جدول 
  )Cºدما (  مدت کارکرد

  ۹۵  دقیقه۵ ای الگو دورشته DNAسازی اولیه  واسرشته
  ۹۵  ثانیه۳۰  ای دورشته DNAسازی  واسرشته

  ۵۶  ثانیه۳۰  اتصال آغازگر
  ۷۲ ثانیهDNA  ۳۰سازی  طویل
  ۷۲ دقیقهDNA  ۵سازی تکمیلی  طویل

  
گیری تمایل آپتامر  ای برای اندازه رشته های تک منظور تهیه توالی به

 PCRمتقارن استفاده شد.  نا PCRشده و پروتئین هدف از  گزینش
معمولی است، جز  PCRنامتقارن از لحاظ شرایط واکنش، مشابه 

منظور تکثیر یکی از دو رشته، مقدار یکی از آغازگرها  این که به
. در این پژوهش نیز برای [16 ,15]نسبت به آغازگر دیگر بیشتر است

برابر نسبت به آغازگر ۱۰آغازگر رفت با غلظت  ،تکثیر رشته هدف
  برگشت در محلول واکنش اضافه شد. 

 - % آگارز و بافر تریس۲ژل  میکرولیتر) رویPCR )۱۰محصولات 
ولت جداسازی شدند. محصولات ۹۰با ولتاژ  )EDTA X)۵/۰ -بورات PCR  نامتقارن بعد از جداسازی از باند مربوط بهDNA رشته  تک

سازی  از روی ژل خالص [17]با استفاده از روش ترسیب با اتانول
حل و  ،میکرولیتر بافر اتصال۵۰شدند. پلت الیگونوکلئوتیدی در 

لظت محلول به کمک اسپکتروفتومتر و با توجه به جذب در طول غ
  نانومتر تعیین شد.۲۶۰موج 

شده به روش فلورسنت:  های انتخاب تعیین میل ترکیبی توالی
میکرومولار تا ۰۱/۰یابنده از این توالی در محدوده  های کاهش غلظت

میکرومولار تهیه شد و پس از ایجاد ساختارهای ثانویه به کمک ۲
تیمار حرارتی، جذب فلورسنت آنها در طول موج تحریکی با 

المر؛ ایالات متحده)  (پرکین LS50Bاسپکترومتر لومینسانس 
انومتر تعیین شد. سپس در ن۵۱۸نانومتر و طول موج نشری ۴۹۴

دقیقه در ۹۰مدت  به HBsAgنانومولار پروتئین  حضور محلول یک
شده به روش فیلتراسیون  های متصل دمای اتاق انکوبه شد. توالی

های  های آزاد تفکیک و جذب فلورسنت توالی نیتروسلولزی از توالی
عنوان  به گیری شد. اختلاف جذب اولیه و مقدار باقیمانده آزاد اندازه

 Prism 5افزار  شده با کمک نرم های متصل معیاری از میزان توالی
-Binding) اشباع اتصال محاسبه ،ش رگرسیون غیرخطیبه رو saturation)  و مدلone site-total  انجام و میزان میل ترکیبی (Kd) .تعیین شد  

ر بعد از تکثی یابی و آنالیز ساختار ثانویه توالی: سازی، توالی همسانه
برای  DH5α سویه کلی شیایاشر شده، از سلول های گزینش توالی

شده استفاده شد. بعد از انجام مراحل  سازی توالی گزینش همسانه
شده درون ناقل  های الیگونوکلئوتیدی انتخاب کلونینگ توالی pTG19-T  و انتقال محصول اتصال در سلول مستعد باکتری DH5α ۸آبی  - با کمک غربالگری سفید به روش شوک حرارتی 

های حاوی ناقل انتخاب شدند و با استفاده از روش کلنی  عدد کلنی PCR  تایید شد که دو کلنی برای تعیین   کلنی ۵حضور توالی در
فناوران ارسال شد. لازم به  یابی به شرکت ژن توالی آپتامر برای توالی
-M13F-pUCمومی یابی با استفاده از آغازگر ع ذکر است که توالی انجام شد. سپس ساختار ثانویه و انرژی آزاد آپتامر  M13Rو  40

 (Tm)دمای ذوب و  RNAstructureبا استفاده از سرور اینترنتی 
 ،C°۲۵تحت شرایط دمای  Oligoanalyzer 3.0با استفاده از 

مولار مورد ارزیابی  میلی۵کلرید  مولار و منیزیم میلی۱۰۰کلرید  سدیم
 .قرار گرفت

  
  ها یافته

نتایج تست الکتروفورز : PVDFها روی غشای  تثبیت پروئین
و محلول روماند تخریب سلولی به دست آمد  HBsAgپروتئین 

 HBsAgباندهای موجود در تست الکتروفورز مربوط به ). ۱(شکل 
خالص مربوط به مونومر، دایمر و ترایمرهای این پروتئین بود که در 

سولفیدی بین مونومرهای این پروتئین به  اثر تشکیل پیوندهای دی
های روی غشا بعد از  در مرحله تایید تثبیت پروتئینوجود آمدند. 

شده در  غشاهای دارای پروتئین تثبیت ،بلو آمیزی با کوماسی رنگ
شاهد که فقط در محلول بافر قرار گرفته بود، رنگ  مقایسه با نمونه

  ).۲خود را حفظ کردند (شکل 
بعد از انجام رویه ای:  رشته گزینش آپتامر و تهیه آپتامر تک SELEX نمونه کنترل  ،توالی تکثیریافته با ژل آگارز و ارزیابی

دهنده  که نشان بودنوکلئوتید ۷۲مثبت دارای باندی در محدوده 
شده با استفاده از آغازگزهای انتخابی بود  توالی گزینشتکثیر موفق 

ای توالی  منظور تایید تکثیر تک رشته به ).۳(شکل 
نامتقارن روی ژل آگارز برده شد  PCRکلئوتیدی محصولات و الیگون

دارای دو باند بود که باند بالاتر مربوط به  PCR). محصول ۴(شکل  DNA تر مربوط به  ای و باند پایین دورشتهDNA ای  رشته تک
  نوکلئوتیدی است.۷۲
  

  
محلول روماند تخریب  -۲نشانگر پروتئینی  -۱ ؛ زرنتایج تست الکتروفو )۱شکل 

  خالص HBsAg -۳سلولی فاقد ژن خارجی 
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ور  غشای غوطه -۱ ؛ PVDFروی غشای  HBsAgتایید تثبیت پروتئین  )۲شکل 

  بری ور در پروتئین بعد از رنگ غشای غوطه - ۲بری  در بافر بعد از رنگ

  

  
آپتامر  -DNA ۲نشانگر  - ۱؛ PCRشده با استفاده از  تکثیر توالی گزینش )۳شکل 
  کنترل منفی - ۳نوکلئوتید  ۷۲شده با طول  گزینش

  

  
کتابخانه  -۱؛ %۲نامتقارن روی ژل آگارز  PCRمحصولات ) ۴شکل 

محصول  - ۳نمونه منفی  - ۲نوکلتوتید  ۷۲ای با طول  الیگونوکلئوتیدی تک رشته PCR  نشانگر  -۴نامتقارنDNA  
  

: HBsAgای نسبت به  رشته تک DNAتعیین میل ترکیبی آپتامر 
اطلاعات مربوط به اختلاف جذب فلورسنت قبل و بعد از 

میل ترکیبی  و )۳تعیین شد (جدول  HBsAgانکوباسیون آپتامر با 
   ).۵نانومولار بود (شکل ۵۳/۸۱شده  محاسبه
یابی و تعیین ساختار ثانویه آپتامر  سازی و توالی همسانه

های موجود  سازی از روی کلنی طی مراحل همسانهشده:  گزینش
با آغازگرهای اختصاصی آپتامر، حضور قطعه آپتامر  PCRواکنش 

قطعه کامل  یحاو ۱شماره  دیپلاسم ).۶در باکتری تایید شد (شکل 
شده دارای ساختار ثانویه  آپتامر گزارش. بود یدینوکلئوت۷۲ یآپتامر

کیلوژول و -۹/۶کمتر از  )∆G( گیبس پایدار با داشتن انرژی آزاد Tm  بالاتر ازC°۴۵   بود. شکل ساختار سوم توالی آپتامر نیز تعیین
  ).۷شد (شکل 

  
های مختلف  در غلظت HBsAgشده به پروتئین  میزان توالی متصل )۳جدول 

  توالی آپتامری

اختلاف جذب فلورسنت اولیه و باقیمانده  (نانومولار)غلظت توالی آپتامری 
  بعد از انکوباسیون

۱۰  ۸۶/۱  
۲۵  ۳۷/۳  
۵۰  ۱۲/۴  
۷۵  ۷۸/۴  
۱۰۰  ۸/۵  
۲۵۰  ۳۳/۶  
۵۰۰  ۸۵/۷  
۷۵۰  ۱۱۸/۹  
۱۰۰۰  ۱۱/۱۰  
۱۵۰۰  ۶۷/۹  
۲۰۰۰  ۹۳/۱۰  

  

  
  HBsAgنمودار میزان اتصال توالی آپتامری نهایی به  )۵شکل 

  

  
 ۸تا ۱چاهک ؛ های رشدکرده روی محیط انتخابی کلنی PCR نتایج )۶شکل 

: کنترل ۱۰چاهک ، DNA Ladder: ۹به ترتیب، چاهک  ۸تا۱های  مربوط به کلنی
  : کنترل منفی۱۱مثبت، چاهک 
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   ۱۳۹۷ تابستان، ۳، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

  
  Tmبینی ساختار ثانویه توالی آپتامری به همراه انرژی آزاد و  پیش )۷شکل 

  
 بحث

ای با تمایل بالا علیه DNAپژوهش حاضر با هدف شناسایی آپتامر 
از با روش تکامل سیستماتیک لیگاند  Bژن سطحی هپاتیت  آنتی
علت  به HBsAgسازی  سازی نمایی انجام شد. خالص غنی طریق

بسیار مورد توجه  Bژن در تهیه واکسن هپاتیت  کاربرد این آنتی
های بسیار در  سازی این پروتئین متحمل هزینه است. فرآیند خالص

های  ویژه مراحل مربوط به استفاده از ستون دستی به  مراحل پایین
اندهای تمایلی مورد استفاده برای . عموم لیگ[3]کروماتوگرافی است

دلیل  اکنون محققان به ها هستند، ولی هم سازی، پادتن خالص
ها و سختی تهیه آنها  های بسیار بالای استفاده از پادتن هزینه

یا  RNAهای الیگونوکلئوتیدی از جنس  تمایل به استفاده از توالی DNA ستفاده از اند. مزیت ا ای به نام آپتامر پیدا کرده رشته تک
آپتامرها قدرت اتصال بالا، سرعت تفکیک پایین، هزینه کم و 

  .[6]سهولت تهیه آنها است
علیه  RNAمیلادی دو توالی آپتامری از جنس  ۲۰۱۰در سال  HBsAg  و همکاران با استفاده از روش مرسوم  لیوتوسطSELEX 

. همچنین در سال [18]چرخه تکاملی گزارش شده است ۱۵شامل 
و همکاران با استفاده از نانوذرات مغناطیسی  زایمیلادی  ۲۰۱۵

ای علیه DNAدارشده با گروه کربوکسیل، سه آپتامر  پوشش HBsAg که کار با  علت این . به[19]اند گزارش کردهRNA  در هر دو
 RNAمقیاس صنعتی و آزمایشگاهی دشوار است و آپتامرهای 

کمتری دارند، در این مطالعه نیز سعی شد پایداری  DNAنسبت به 
آوردن شرایط مناسب  منظور فراهم به DNAتا آپتامرهایی از جنس 
های کروماتوگرافی تمایلی گزینش شوند.  برای استفاده در ستون

شده علیه  همچنین در این مطالعه میزان تمایل آپتامر گزینش HBsAg طالعه صورت کمّی محاسبه شد، در حالی که در دو م به
ذکرشده در بالا محاسبات کمّی برای قدرت اتصال آپتامر 

ای که  انجام نشده است. در مطالعه HBsAgشده علیه  گزینش
منظور جداسازی آپتامر مناسب برای  و همکاران به لیوتوسط 
انجام شده است، آپتامر  B (HBcAg)ژن مرکزی هپاتیت  آنتی

از میان  DNase Iای وابسته به  مرحله مناسب به روش تک
شده در  محاسبه Kdباز انتخاب شد و در نهایت ۸۰کتابخانه با طول 
. در این تحقیق نیز با استفاده [14]نانومولار بود۱۴/۰این روش برابر با 

توالی با میل ترکیبی بالا  DNase Iای وابسته به  مرحله از روش تک
بی با باز گزینش شد. در این روش میل ترکی۷۲از کتابخانه با طول 

نانومولار گزارش ۵۳/۸۱گیری و مقدار  استفاده از فلوریمتری اندازه
شده برای آپتامر  گزارش  Kdشد که این میزان هر چند نسبت به 

 ،بیشتر بود B (HBcAg)ژن مرکزی هپاتیت  شده برای آنتی گزینش
شده با قدرت بالا به  دهنده اتصال آپتامر گزینش ولی این عدد نشان HBsAg  میلادی توسط ۲۰۱۵است. در مطالعه دیگری که در سال 

ای علیه کپسید DNAو همکاران انجام شد، یک آپتامر  اورابی
 ۱۳، دارای SELEX، با استفاده از روش مرسوم Bویروس هپاتیت 

چرخه تکاملی گزارش شده و قدرت اتصال این آپتامر به کپسید 
که  [20]شده استنانومولار گزارش ۱۸۰صورت  به Bویروس هپاتیت 

شده در این  دهنده قدرت اتصال نسبتاً بالای آپتامر گزارش نشان
شده در  نانومولار) در مقایسه با مطالعات دیگر انجام۵۳/۸۱مطالعه (

  این زمینه است.
آمده در  دست آپتامر به آییکار ندهیشود در مطالعات آ یم شنهادیپ

 یمناسب کروماتوگراف یها نیرز ای یسیاتصال با نانوذرات مغناط
  .ردیقرار گ یابیمورد ارز HBsAg صیتخل منظور به
  

  گیری نتیجه
شده دارای قدرت اتصال بالا به پروتئین  گزینش یاDNAآپتامر 
عنوان جایگزینی برای  تواند به است و می (HbsAg)هدف 
 HBsAgتخلیص  های کروماتوگرافی تمایلی ها، در ستون پادتن

  مورد توجه قرار بگیرد.
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