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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Аптамеры – небольшие одноцепочечные молекулы ДНК 
или  РНК, обладающие аффинностью к определённой молекуле-мишени. 
Основным методом получения аптамеров является их отбор с помощью 
технологии систематической эволюции лигандов с экспоненциальным обо-
гащением (SELEX) к целевой молекуле. Однако способ получения аптамеров 
зависит от целевого агента и подбирается и  оптимизируется каждым 
исследователем самостоятельно. В данной статье описано получение 
аптамеров к изоляту вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) сибирского суб-
типа с помощью фильтрационных колонок Vivaspin 6 (Sartorius, Германия) 
с отсекающей массой 100 кДа. Разработанная методика получения апта-
меров позволила получить пул аффинных аптамеров к ВКЭ.
Цель исследования. Разработать метод отбора ДНК-аптамеров, при-
годный для получения аптамеров к живой, неочищенной вирусной суспензии 
вируса клещевого энцефалита, получаемой наработкой от  клеточной 
культуры.
Методы. Отбор аптамеров осуществляли на основе модифицированной 
технологии SELEX с использованием полупроницаемой мембраны. Обога-
щение специфичного пула аптамеров выполняли с помощью полимеразной 
цепной реакции с детекцией результатов в режиме реального времени. 
Расшифровку нуклеотидных последовательностей аптамеров произво-
дили с помощью секвенирования по Сенгеру. Прямое вирулицидное действие 
аптамеров определяли по снижению титра инфекционного вируса после 
инкубирования с аптамером.
Результаты. Разработан метод проведения отбора аффинных ДНК-
аптамеров к ВКЭ с использованием центрифугирования на фильтрационных 
колонках Vivaspin 6 (Sartorius, Германия) с отсекающей массой 100 кДа. Провер-
ка ингибирующих свойств ДНК-аптамеров против ВКЭ четырёх выбранных 
последовательностей не показала активности.
Заключение. Описанный метод получения ДНК-аптамеров с использованием 
колонок Vivaspin может быть успешно применён для получения аптамеров 
к живой вирусной культуре для вирусов, сопоставимых по размерам с ВКЭ, 
или крупнее.

Ключевые слова: аптамер, SELEX, вирус клещевого энцефалита, противо-
вирусные средства, мембранная ультрафильтрация
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ABStrACt

Background. Aptamers are small single-stranded DNA or RNA molecules that have 
an affinity for a specific target molecule. The main method of aptamers construction 
is the technology of systematic evolution of ligands with exponential enrichment 
(SELEX). However, the exact approach depends on the nature of target molecules, 
and is selected and optimized by each researcher independently. The article describes 
the technique of production of aptamers to the tick-borne encephalitis virus (TBEV) 
using membrane ultrafiltration with a molecular weight cut-off of 100 kDa. As a re-
sult, the pool of aptamers with observable affinity for TBEV is successfully selected 
and enriched.
The aim. To develop the technique suitable for selection of specific DNA aptamers 
to a live, crude TBEV suspension directly in cell culture supernatant.
Materials and methods. The selection of aptamers was carried out using a modified 
SELEX DNA aptamer technology in combination with semipermeable membrane ul-
trafiltration using Vivaspin 6 (Sartorius, Germany) concentrators of molecular weight 
cut-off of 100 kDa. Enrichment of a specific pool of aptamers was performed using real 
time polymerase chain reaction. Aptamers were sequenced with automated Sanger 
sequencing method. The direct virucidal effect of the aptamers was determined 
by the decrease in the titer of the infectious virus after incubation with the aptamer.
Results. The pool of aptamers to TBEV was selected and enriched. This aptamer pool 
expressed affinity both to the infectious TBEV and to the TBEV antigen. Sixteen ap-
tamers were sequenced from this pool and four of them were synthesized and tested 
for antiviral activity against TBEV. No antiviral activity was observed.
Conclusions. The technique developed that can be successfully used to select aptam-
ers to a live virus culture for the viruses comparable in size to TBEV or larger.

Key words: aptamer, SELEX, tick-borne encephalitis virus, antivirals, membrane 
ultrafiltration
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оБоСНовАНИе

Аптамеры – короткие фрагменты ДНК или РНК, спо-
собные специфично связываться с  молекулой-мише-
нью. С момента открытия метода получения аптамеров 
в 1990 г. и до настоящего времени опубликовано свыше 
14000 статей [1]. Примеры аптамеров известны и в жи-
вых системах: так, существуют 5`-НТО элементы РНК, спо-
собные специфически связываться с молекулами мише-
ни. Результатом такого взаимодействия может служить 
изменение конформации нижележащей экспрессион-
ной платформы РНК. В свою очередь, изменение кон-
формации приводит либо к активации (доступности раз-
личным белковым факторам, участвующим в транскрип-
ции и трансляции молекулы РНК), либо к инактивации 
функциональных свойств РНК (переключение). Вслед-
ствие этого данные элементы получили название – ри-
бопереключатели или рибосвитчи [2].

В сравнении с антителами аптамеры имеют ряд пре-
имуществ, которые позволят им стать достойной заме-
ной некоторых антител. Производство и отбор аптаме-
ров происходят in vitro, без использования культур кле-
ток и животных. При этом условиями синтеза и отбора 
аптамеров можно манипулировать так, чтобы получать 
аптамеры с наиболее удобными свойствами. В отличие 
от иммуноглобулинов, аптамеры не обладают необрати-
мой денатурацией. Аптамеры неприхотливы к условиям 
хранения и могут транспортироваться при комнатной 
температуре (при соблюдении стерильности), не тре-
буя охлаждения. Процедура отбора аптамера к моле-
куле-мишени занимает меньше времени, чем для анти-
тел [3]. Поэтому аптамеры в качестве in vivo терапии яв-
ляются многообещающими аффинными агентами, сопо-
ставимыми с антителами [4–6].

Аптамеры с аффинными свойствами к молекулам 
мишеням могут стать достойной заменой как в прове-
дении диагностических исследований, так и при реше-
нии научных задач. Существуют примеры, показываю-
щие возможность замены иммуноглобулинов на аптаме-
ры в методе иммуноферментного анализа, вестерн-блот-
тинге, флуоресцентной гибридизации in situ [7–9]. Созда-
ние чипов для диагностики с одновременной детекцией 
целевых белков из смеси является вполне перспектив-
ной и реализуемой стратегией по замене иммуноглобу-
линов. К этому можно добавить и возможность аффин-
ной очистки молекул-мишеней, а также специфическо-
го ингибирования белков-мишеней [10]. На сегодняш-
ний день только два аптамера получили разрешение от 
Управления по санитарному надзору за качеством пище-
вых продуктов и медикаментов США (FDA, Food and Drug 
Administration) на применение в качестве терапевтиче-
ского средства. Это аптамеры для лечения дегенерации 
жёлтого пятна и пегаптаниб (блокирующий фактор роста 
эндотелия сосудов, Macugen); другие аптамеры находят-
ся на стадии клинических испытаний [4, 11, 12].

Ранее показано, что на основе аптамеров могут быть 
получены высокоэффективные и  очень специфичные 
ингибиторы белков-мишеней [13, 14]. В качестве мише-
ней могут выступать различные факторы роста, гормо-

ны, ферменты, рецепторы на клеточной поверхности, 
токсины, белки вирусов и патогенных микроорганиз-
мов [15–18].

Метод отбора высокоаффинных молекул к молеку-
ле-мишени разработан двумя независимыми группами 
в 1990  г. Он получил название «систематическая эво-
люция лигандов при экспоненциальном обогащении» 
(SELEX, systematic evolution of ligands by  excponential 
enrichment), а нуклеиновые кислоты, которые селектив-
но связывались с мишенью, стали называть аптамерами 
[4]. Существует огромное множество разновидностей 
данного метода по способу контрселекции и проведе-
ния разделения связавшихся аптамеров от несвязанных 
[7, 12, 15]. Кроме того, аффинный аптамер, полученный 
в процессе отбора, может быть различными методами 
модифицирован в целях увеличения свойств аффинно-
сти или ингибирования функций мишени.

Стандартной процедуры получения аптамеров в на-
стоящее время не существует, поскольку каждая целе-
вая молекула обладает своими определёнными ограни-
чениями в работе. Поэтому каждый исследователь адап-
тирует процедуру отбора под свои конкретные объек-
ты. Использованный в нашей работе принцип селекции 
и контрселекции аптамеров основан на проницаемо-
сти низкомолекулярных молекул, входящих в  состав 
культуральной среды, через полупроницаемую мем-
брану центрифужных концентраторов. При этом про-
исходит удаление аффинных аптамеров к низкомоле-
кулярным побочным молекулам, а также аптамеров, 
не связавшихся с частицами вируса. Поскольку только 
аффинные к частицам ВКЭ останутся в объёме верхней 
камеры фильтрационной колонки, остальные молеку-
лы с молекулярным весом ниже 100 кДа будут удалены 
в нижнюю камеру под действием гравитации через по-
лупроницаемую мембрану. Контрселекцию аптамера 
к фильтрационной колонке проводили на второй, чет-
вёртый и шестой раунды, перед стадией внесения ап-
тамера к изоляту вируса.

В качестве модельного объекта мы выбрали ВКЭ, 
который до настоящего времени является актуальной 
природно-очаговой инфекцией [19, 20]. При этом спектр 
лекарственных средств для специфического лечения 
и профилактики КЭ ограничен единственным препара-
том – донорским иммуноглобулином человека [21]. Не-
смотря на доказанную эффективность препаратов им-
муноглобулина, они обладают целым рядом критиче-
ских недостатков [19, 22–24], что обуславливает необ-
ходимость разработки альтернативных лекарственных 
средств. Поэтому аптамеры представляются перспектив-
ным объектом исследований в целях разработки новых 
противовирусных препаратов [25].

Цель РАБоТы

Разработка метода отбора ДНК-аптамеров, пригод-
ного для получения аптамеров к живой, неочищенной 
вирусной суспензии вируса клещевого энцефалита, по-
лучаемой наработкой от клеточной культуры.
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мАТеРИАлы И меТоды

дизайн исследования
Работа основана на использовании метода отбора 

коротких аффинных молекул ДНК к ВКЭ. Для этого исход-
ную библиотеку инкубировали с вирусной суспензией ВКЭ 
с последующей отмывкой от не связавшихся последова-
тельностей. Последовательности аптамеров, которые об-
ладали аффинностью к вирусным частицам, амплифици-
ровали посредством метода полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР). После проведения отбора последовательности 
ДНК расшифровали и оценили на аффинность к молеку-
ле-мишени. Несколько одноцепочечных ДНК-аптамеров 
проверили на способность к прямому вирулицидному 
действию на вирус. Исследования проводили в лабора-
тории трансмиссивных инфекций ФГБНУ «Научный центр 
проблем здоровья семьи и репродукции человека» (Ир-
кутск), лицензированной для работ с возбудителями ин-
фекционных заболеваний II–IV групп патогенности.

SElEx
Для проведения отбора аптамеров на основе техно-

логии SELEX использовали одноцепочечную ДНК (оцДНК) 
библиотеку аптамеров. Длина исходной молекулы оцДНК 
составила 80 нуклеотидов. Исходный пул синтетических 
ДНК-олигонуклеотидов (библиотека) был получен путём 
прямого химического синтеза (ЗАО Евроген, Москва). Кон-
центрация исходной одноцепочечной библиотеки, взятая 
в первый раунд отбора, составила 1200 пМоль. Централь-
ный рандомизированный фрагмент длиной 40 нуклеотид-
ных оснований (н. о.) фланкирован адаптерами последо-
вательностями в 20 н. о., под праймеры (Forward Aptamer 
Primer – 5’-CTCCTCTGACTGTAACCACG-3’, Reverse Aptamer 
Primer – 5’-GGCTTCTGGCTACCTATGC-3’). В качестве мише-
ни для позитивной селекции использовали изолят ВКЭ си-
бирского субтипа 92М [26]. Перед первым раундом отбо-
ра оцДНК библиотеку термически денатурировали в те-
чение 5 мин при 96 °С в фосфатно-солевом буфере, после 
чего проводили ренатурацию в ледяной бане в течение 
5 минут. Перед непосредственной инкубацией с мише-
нью денатурированную библиотеку ДНК инкубировали 
при комнатной температуре в течение 15 мин.

Синтетическую библиотеку вырожденных оли-
гонуклеотидов объёмом 24  мкл и  концентрацией 
50 пМоль/ мкл растворяли в 150 мкл фосфатно-солево-
го буфера (ФСБ; pH = 7,4), содержащего 20 мМоль HEPES, 
3 мМоль MgCl2. Далее библиотеку в буфере для инкубации 
нагревали до 96 °С в течение 3 мин, затем раствор пере-
носили в ледяную баню на 5 мин. Затем следовала инку-
бация при комнатной температуре в течение 15 мин. Под-
готовленный раствор пула аптамеров переносили в 1 мл 
культуральной жидкости RPMI с изолятом ВКЭ 92М. Инку-
бация протекала 30 мин при 37 °С. После этого получив-
шийся объём переносили в центрифужные концентра-
торы Vivaspin 6 (Sartorius, Германия) с отсекающей мас-
сой 100 кДа. Объём смеси доводили до 6 мл 1x раство-
ром ФСБ (pH = 7,4) и центрифугировали при 2700 об./мин 
на настольной центрифуге ЦЛМН-Р10-01 (Элекон, Рос-
сия) в течение 15 мин. Объём верхней камеры доводили 

до 6 мл 1x раствором ФСБ (pH = 7,4), пипетировали и про-
водили центрифугирование. Раунды отмывки/центрифу-
гирования повторяли 6 раз. Итоговый объём концентра-
та в верхней камере концентратора составлял 150 мкл. 
Для обогащения пула специфичных аптамеров 5 мкл кон-
центрата раститровывали в соотношении 1:20 и исполь-
зовали в качестве матрицы в ПЦР с детекцией результа-
тов в режиме реального времени (рвПЦР). Реакционная 
смесь объёмом 25 мкл содержала Forward Aptamer Primer 
и Reverse Aptamer Primer в количестве 0,5 пМоль на ре-
акцию. Условия амплификации включали предваритель-
ный прогрев смеси при 96 °С в течение 3 мин с последу-
ющими 25 циклами ПЦР: 96 °С в течение 10 с; 50 °С в те-
чение 10 с; 60 °С в течение 1 мин. ПЦР проводили с помо-
щью набора «Encyclo PCR» (ЗАО Евроген, Москва) в объё-
ме 25 мкл в соответствии с инструкцией производителя. 
По завершении реакции амплификации проводили элек-
трофорез в 2%-м агарозном геле с использованием мар-
кера молекулярного веса (100 bp DNA Ladder, Invitrogen, 
США), в Трис-борат-ЭДТА буфере (ТБЭ), при напряжении 
50 B/ см. Фрагмент с ожидаемой длиной 80 н. о. вырезали 
и использовали в качестве матрицы для наработки од-
ноцепочечного ДНК аптамера. Наработку оцДНК прово-
дили методом неравновесной ПЦР с 50-кратным преоб-
ладанием праймера Forward Aptamer Primer. Фрагмент 
оцДНК очищали от реакционной смеси с помощью элек-
трофореза в 2%-м агарозном геле и набора для очистки 
ДНК QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen, Германия).

Процедуру SELEX суммарно проводили семь раз. 
Восьмой раунд отбора проведён к  вирусу в колодцах 
планшета через иммобилизованные моноклональные ан-
титела к ВКЭ (тест-система «ВектоВКЭ-антиген», Вектор-
Бест, Новосибирск). Для этого 100 мкл суспензии виру-
са вносили в лунку и инкубировали 1 ч на термошейке-
ре 400 об./мин при температуре 26 °C. После этого лун-
ки промывали 5  раз 400  мкл буфером для  промывок, 
добавляли 100 мкл оцДНК аптамера, проводили инкуба-
цию с иммобилизованным на планшет вирусом 30 мин 
при 37 °С и несвязанные последовательности отмывали 
буфером для промывок. Связавшиеся последовательно-
сти аптамера выделяли с планшета с помощью комплек-
та для выделения РНК/ДНК из клинического материала 
«РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотреб-
надзора, Москва). Осадок после выделения нуклеиновых 
кислот растворяли в 100 мкл diH2O. Выделенная проба ну-
клеиновых кислот служила матрицей для амплификации 
двухцепочечной ДНК (дцДНК) аптамера. Продукт ампли-
фикации ПЦР электрофоретически разделяли, а фрагмент 
дцДНК с необходимой длиной клонировали в вектор.

клонирование дцдНк  
и секвенирование аптамеров

Клонирование проводили с помощью набора 
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, США) 
в химически компетентные клетки E. coli, 10 мкл лигазной 
смеси. Для этого к 6,5 мкл очищенного продукта ПЦР до-
бавляли 2 мкл пятикратного буфера для лигирования, да-
лее вносили 1 мкл вектора pJET1.2/blunt и 0,5 мкл фермен-
та лигазы. Реакционную смесь оставляли на 1 ч при ком-
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натной температуре, после чего проводили трансфор-
мацию клеток. Трансформированные клетки высевали 
на чашки с ампициллином, которые оставляли в термо-
стате при 37 °С. Отдельные клоны бактериальных коло-
ний с чашек переносили в 50 мкл 1x ТБЭ. 1 мкл суспен-
зии клонов использовали на 25  мкл ПЦР смеси. Реак-
цию амплификации проводили с плазмидными прай-
мерами к pJET1.2/blunt (Forward Sequencing Primer – 
5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’, Reverse Sequencing 
Primer – 5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’). Условия 
амплификации включали предварительный прогрев сме-
си при 95 °С в течение 3 мин с последующими 34 циклами 
ПЦР: 95 °С в течение 10 с; 58 °С в течение 20 с; 72 °С в те-
чение 30 с. Полученные от амплификации ПЦР продукты 
разделяли в 2%-м агарозном геле, ДНК-фрагменты нуж-
ной длины вырезали и использовали в качестве матри-
цы для секвенирования. Для определения нуклеотидной 
последовательности аптамеров использовали плазмид-
ные праймеры (pJET1.2/blunt), а также набор соответству-
ющих реагентов для секвенирования по методу Сенгера 
с помощью капиллярного секвенатора Нанофор 05 и на-
бора красителей BigDye (Thermo Fisher Scientific, США). 
Амплификация включала предварительный прогрев сме-
си при 95 °С в течение 3 мин с последующими 30 циклами 
ПЦР: 95 °С в течение 20 с; 60 °С в течение 1 мин. Амплико-
ны осаждали этанолом в присутствии солей ацетата на-
трия. Пробы растворяли в 10 мкл SLS-буфера.

методы регистрации исходов
Детекцию накопления ПЦР ампликона выполняли 

в режиме реального времени на амплификаторе CFX96 
Touch (Bio-Rad, США) с детекцией интеркалирующего 
красителя SYBR Green (Sigma, США) по каналу FAM. Ре-
акцию амплификации осуществляли до насыщения вто-
рой раститровки. Учёт значений ОП проводили на спек-
трофотометре Immunochem  2100 (Вектор-Бест, Ново-
сибирск) при длине волны 450 нм. Оценку результатов 
проводили в соответствии с инструкцией к тест-системе 
(АГ ВКЭ, Вектор Бест, Новосибирск).

определение  
прямого вирулицидного действия

Оценку вирулицидного действия аптамеров на ВКЭ 
проводили согласно Э. Гоулду [27]. Одноцепочечные по-
следовательности выбранных последовательностей те-
стируемых аптамеров получены с помощью химическо-
го синтеза (ЗАО Евроген, Москва). Концентрация аптаме-
ров в 100 мкл составляла 100 пМоль. Перед непосред-
ственной инкубацией аптамера с вирусом его подверг-
ли термической денатурации в течение 3 мин при 96 °C. 
По завершении инкубации пробирку с пулом аптамера 
сразу переносили на лёд на 5 мин, после чего аптамер 
выдерживали 15 мин при комнатной температуре. Да-
лее 100 мкл суспензии вируса (1 × 105 БОЕ ВКЭ) смешива-
ли со 100 мкл аптамера. В качестве положительного кон-
троля использован донорский иммуноглобулин G чело-
века против ВКЭ (ФГУС «НИЦ Микроген», Томск) в кон-
центрации 1  мг/мл. Стерильная бидистиллированная 
вода взята в качестве контрольного образца. Смесь ви-

руса и образец инкубировали в течение 30 мин при 37 °C. 
Культивирование клеточной линии почки эмбриона 
свиньи СПЭВ (ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава России, 
Санкт-Петербург) проводили в течение 3–5 суток в СО2-
инкубаторе при 37 °C. Поддержание культуры клеток осу-
ществляли на среде RPMI1640 (БиоЛот, Москва), после 
этого клетки фиксировали 10%-м формалином. Окраши-
вание монослоя культуры клеток СПЭВ проводили 0,05%-
м раствором кристаллического фиолетового. Вирулицид-
ную активность оценивали как разницу титров ВКЭ (в ло-
гарифмическом выражении) в референс-образце и в об-
разце, обработанном исследуемым аптамером. Каждый 
эксперимент проводили в трёх независимых повторах. 
Для оценки вариабельности наблюдений рассчитывали 
стандартное отклонение средних значений. Оценку ста-
тистической значимости межгрупповых различий меж-
ду двумя независимыми выборками проводили с помо-
щью U-критерия Манна – Уитни; различия считали значи-
мыми при p < 0,05. Корреляционный анализ проводили 
по методу r Пирсона. Расчёты осуществляли с помощью 
программы MS Office Excel (Microsoft Corp., 2007), а так-
же программы MaxStat Lite (MaxStat Software, Германия).

этическая экспертиза
В работе не использовали лабораторных животных 

или материалы от людей.

РеЗУльТАТы И оБСУждеНИе

Отбор специфичных аптамеров произведён в ходе 
восьми раундов процедуры SELEX. Следует отметить, 
что разработанный метод не требует наличия специаль-
ной ультрацентрифуги для предварительной очистки ви-
руса от компонентов суспензии. Наработанную оцДНК 
обогащённого пула аптамеров после восьмого раунда 
проверяли на аффинность к ВКЭ. При проверке аффинно-
сти пула аптамеров суспензию 1 мл ВКЭ очищали и кон-
центрировали до объёма ~150 мкл. Раститровки ВКЭ при-
крепляли к планшету (тест-система «АГ ВКЭ», Вектор-Бест, 
Новосибирск) через иммобилизованные иммуноглобули-
ны G. Параллельно эксперименту по проверке аффинно-
сти пула аптамеров иммобилизованные в лунки планше-
та вирусные частицы ВКЭ были проверены на наличие ан-
тигеновых детерминант. Вирус вносили в концентрации: 
1 – 0 БОЕ; 2 – 1 × 104 БОЕ; 3 – 105 БОЕ; 4 – 106 БОЕ на одну 
реакционную лунку планшета. Для контроля успешной 
иммобилизации вирусных частиц в лунках планшета про-
водили оценку антигеновых детерминант ВКЭ в паралле-
ли раститровок вируса с помощью вышеуказанной тест-
системы. Получены следующие значения оптической 
плотности: 1 – 0,173; 2 – 0,944; 3 – 5,671; 4 – 10,386. Экспе-
риментальные лунки с иммобилизованным в них вирусом 
инкубировали с подготовленным пулом оцДНК аптаме-
ров. По завершении инкубации лунки с вирусом и апта-
мером промывали 400 мкл буфера для промывки 15 раз. 
Выделение нуклеиновых кислот из лунок тестируемого 
планшета осуществили с помощью набора для выделения 
РНК/ДНК из клинического материала «РИБО-преп» (ФБУН 
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ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва). Выде-
ленные образцы служили матрицей в ПЦР. В результате 
получены следующие Cq-значения: 1 – 22,62; 2 – 22,54; 
3 – 22,25; 4 – 18,63 (рис. 1). Корреляционный анализ вы-
явил сильную обратную корреляцию между концентра-
цией вирусных частиц и концентрацией молекул аптаме-
ра (r = –0,8). Это позволяет предположить, что значитель-
ная часть аптамеров, составляющих SELEX-обогащённый 
пул, специфично сорбируется на поверхности вирусных 
частиц ВКЭ. Коэффициент корреляции по Пирсону соста-
вил r = –0,89. C ростом концентрации вирусных частиц 

в лунке снижается пороговое значение ПЦР, что означает 
нарастание концентрации аптамеров (рис. 1). Таким об-
разом, нами отмечена пропорциональная зависимость 
концентрации аптамера, выделенного из лунок полисти-
ролового планшета, от концентрации антигена ВКЭ, им-
мобилизованных на планшет.

Результаты секвенирования последовательностей 
пула аптамеров после восьмого раунда отбора пред-
ставлены на рисунке 2. Всего получено 16 последова-
тельностей аптамеров. По своей структуре все представ-
ленные последовательности были разнородны. Общих 

0

5

10

15

20

25

0

200000

400000

600000

800000

1000000

1200000

0,173 0,94 5,671 10,386

П
ор
ог
ов
ое

 з
на
че
ни
е,

 C
q

Ко
нц
ен
тр
ац
ия

 и
нф

ек
ци
он
но
го

 
В
КЭ

 н
а 
лу
нк
у,

 Б
О
Е

/м
л

Значения оптической плотности АГ ВКЭ, 450 нм

Концентрация вируса

Значение АГ 

Пороговое значение Cq

r = –0,89

ВКЭ

РИС. 1.  
Диаграмма зависимости концентрации аптамеров (Cq) 
от концентрации иммобилизованного вируса клещевого эн-
цефалита на полистироловый планшет. По вспомогатель-
ной оси отмечены пороговые значения (Cq) и значения оп-
тической плотности (450 нм). Коэффициент корреляции 
по Пирсону составил r = –0,89

FIG. 1.  
Diagram of the dependence of the concentration of aptamers (Cq) 
on the concentration of immobilized tick-borne encephalitis virus 
on a polystyrene plate. The minor axis shows threshold values (Cq) 
and optical density values (450 nm). Pearson correlation coefficient 
was r = –0.89

РИС. 2.  
Нуклеотидная структура аптамеров, полученных в результа-
те отбора к вирионам вируса клещевого энцефалита. Forward 
Primer – 5’-CTCCTCTGACTGTAACCACG-3’ (позиция с 1 по 20 н. о.); 
Reverse Primer – 5’-GCATAGGTAGTCCAGAAGCC-3’ (позиция с 60 
по 80 н. о.). Позиции вариабельного региона исходной библиоте-
ки аптамеров обозначены символом «N»; точками отмечены 
нуклеотиды, идентичные структуре исходной библиотеки

FIG. 2.  
Nucleotide sequence of aptamers selected to tick-borne encephali-
tis virus virions. The forward primer sequence is 5’-CTCCTCTGACT-
GTAACCACG-3’ (1 to 20 nt); the reverse primer sequence is 5’-GCAT-
AGGTAGTCCAGAAGCC-3’ (60 to 80 nt). The variable region 
of the original library of aptamers is indicated with 40-N sequence 
(20 to 60 nt). The nucleotides identical to the structure of the origi-
nal library are replaced by dots in the alignment
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структур или последовательностей внутри центрально-
го региона аптамера не отмечено. У большинства секве-
нированных последовательностей количество нуклео-
тидных оснований внутри центрального региона сохра-
нилось (40 н. о.). При этом у двух клонов – № 3 и № 6 – 
центральный регион составил 39 пар нуклеотидов. Ещё 
у одного клона – № 12 – центральный регион составил 
37 н. о. Праймерные регионы аптамеров 1, 4, 8 и 14 ока-
зались отличными от праймерных регионов исходной 
библиотеки.

Из 16  полученных последовательностей ДНК-
аптамеров нами были выбраны 4 последовательности, 
которые были проверены на ингибирующую активность 
в отношении ВКЭ. Результаты проверки не выявили пря-
мого ингибирования в отношении ВКЭ (рис. 3).
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РИС. 3.  
Прямое вирулицидное действие аптамеров 3, 7, 11, 15 на ВКЭ. 
Планки погрешностей отражают стандартное отклоне-
ние по результатам трёх независимых воспроизведений. Ре-
ференс – стерильная бидистиллированная вода; контроль – 
иммуноглобулин человека против ВКЭ (ФГУС «НИЦ Микро-
ген», Томск) в концентрации 1 мг/мл. Вирулицидное действие 
определяли по снижению инфекционной активности в срав-
нении с референс-образцом. * – статистически значимые 
отличия от референс-образца (p < 0,05).
FIG. 3.  
Direct virucidal action of aptamers 3, 7, 11, 15 on TBEV. Error bars 
reflect the standard deviation based on the results of 3 independ-
ent reproductions. Референс (reference) – sterile bidistilled water; 
контроль (control) – human immunoglobulin against TBEV (Re-
search Center Microgen, Tomsk) at a concentration of 1 mg/ml. 
The virucidal effect was determined by the decrease in infectious 
activity in comparison with the reference sample. * – statistically 
significant differences from the reference sample (p < 0.05)

ЗАклюЧеНИе

В результате исследования на модели ВКЭ была оп-
тимизирована методика получения аффинных аптаме-
ров к вирусным частицам диаметром 40–65 нМ на основе 
технологии SELEX в сочетании с технологией мембран-
ной ультрафильтрации и контрселекции к низкомолеку-

лярным компонентам культуральной среды. Использо-
вание разработанной методики позволило сформиро-
вать пул аптамеров, способных специфично связывать-
ся с вирионами ВКЭ.
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