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Abstract 

 
Aim and Background: Diarrhea is the second main cause of mortality in the world that produced by vibrio cholera. 

Vibrio cholera is the important microorganism related with pandemic and epidemic cholera outbreaks. Detection in 

the early stage is considered to prevent the distribution of disease. Cholera toxin (CT) is the major virulence factor 

of disease.  Aptamers have emerged as highly efficient agents for the specific detection and binding of bacterial 

targets. These versatile molecules offer a promising alternative to antibodies, finding applications in biomarker 

discovery, diagnosis, imaging, and targeted therapy. They are produced by asymmetric PCR and selected through 

the Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX). 

 
 Material and Methods:  In this study, aptamers generated by asymmetric PCR were utilized, after running 11 

rounds of SELEX, numerous aptamers were selected and evaluated using ELASA to check their binding to CtxB 

and similar proteins. 

 
Results: Appropriate aptamers were isolated and sequenced. Then the best aptamer with the highest affinity to CtxB 

(amount of OD was 1.8) and the least cross-reactivity to similar proteins were separated. Bioinformatics studies for 

this aptamer show the proper interaction between the aptamer and the CtxB. 

 
Conclusion: Selected aptamer has high affinity and specificity to CtxB. We assessed the effectiveness of this 

aptamer using ELASA. It can be used for diagnostic purposes. 

Keywords: Cholera toxin B, aptamer, Pr-SELEX, Asymmetric PCR, ELASA. 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
18

 ]
 

                             1 / 14

mailto:jafar.amani@gmail.com
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1717-fa.html


  NCMBJ, volume & issue, 15/57, December 2024-5041 زمستان، 75/57مولکولی، دوره و شماره  -های بیوتکنولوژی سلولی فصلنامه تازه

 Research Article-مقاله پژوهشی

4

4 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

 یهایپژوهشکده فناور ،یکاربرد یولوژیکروبیم قاتیمرکز تحق

 .رانیالله)عج(، تهران، ا هیبق یدانشگاه علوم پزشک ،یپزشک ستیز

 jafar.amani@gmail.com: پست الکترونیکی

 05/06/1402 :دریافت تاریخ

 19/01/1403 تاریخ پذیرش:

 سلکس کیتکن از استفاده با نیتوکس کلرا هیآپتامرعل دیتولو  یطراح

 3اولاد غلامرضا ،*2امانی جعفر ،1فرد حسنی محبوبه

 .رانیدانشگاه آزاد تهران شمال، تهران، ا ،یستیدانشکده علوم ز ،یمولکول کیگروه ژنت.1

 .ایران تهران، ،(عج)الله بقیه پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، زیست های¬فناوری پژوهشکده کاربردی، میکروبیولوژی تحقیقات مرکز .2

  .ایران تهران، ،(عج)الله بقیه پزشکی علوم دانشگاه کاربردی، بیوتکنولوژی تحقیقات مرکز .3

 دهیچک

 نیتوکس کلرا یماریب نیا جادیعامل ا نیمهمتر .شود یدر جهان محسوب م ریعامل مرگ و م نیدوم ،اسهال :هدف و سابقه

 ریاز مرگ و م تواند یم ،یماریب هیدر مراحل اول عیسر صیشود. تشخ یم دیکلرا( تول ویبرینام )و نیبا هم یباشد که توسط باکتر یم

 یصیارزش تشخ ایزمانبر بوده  ایها  روش نیا یوجود دارد ول نهیزم نیدر ا یاریبس یصیتشخ یها روش .کند یریاز آن جلوگ یناش

استفاده  هاومولکولیها و ب از مولکول یعیوس فیط ییشناسا یبرا هستند که یا رشته تک یدهاینوکلئوت آپتامرها،دارند.  یکم

 یصیتشخ یهاتیک در آن از استفاده و نیتوکس کلرا صیتشخ جهت مناسب یآپتامر یجداساز حاضر، قیتحق از هدف شوند. یم

 .باشد یم عیسر

 

 دیتول یبرا نامتقارن PCR کیصورت گرفت. ابتدا از تکن نیتوکس کلرا هیآپتامر عل یجداساز ق،یتحق نیدر ا  :هاروش و مواد

انجام شد. در مراحل انجام  یاختصاص یآپتامرها یجداساز دورSELEX(11 ،) کیتکن از استفاده با سپس و شد استفاده آپتامرها

 آپتامر مناسب انجام شد.  یجداساز (ELASA)  الازا کیتکن کمک باکار، 

به عنوان آپتامر  یکیجداشده  یآپتامرها نیشدند. از ب یابی یتوال و یجداساز نیتوکس کلرا هیمناسب عل یآپتامرها :هاافتهی

. داد نشانمشابه  یهانیرا به پروتئ لیتما نیوکمتر نیتوکس کلرا به لیتما نیشتریب ،آپتامر نیقرار گرفت. ا یمنتخب مورد بررس

 یکیوانفورماتیب یها یبررس نیهمچن. آمد دست به 8/1 نیتوکس کلرا یجذب برا زانیومانجام شد  الازا کمک با یبررس نیا

 .دادند نشان را آپتامر یداریپا

 مولکول به بالا یبیترک لیبا م یبوده و به طور اختصاص نیتوکس کلرامناسب با  برهمکنش یآپتامر انتخاب شده دارا :یریگجهینت

 را نیتوکس کم یها رقت توان یم ،یصیتشخ یها تیک در آمده دست به آپتامر یریبکارگ با .شود یم متصل( نیتوکس)کلرا  هدف

 .داد انجام عیسر و موثر اقدام و ییشناسا یابیارز مورد یها نمونه در
 

 .الازا ،نامتقارن PCR ،نیتوکس وکلرایبریو B واحد ریزسلکس،  نیپروتئ آپتامر، :یدیکل گانواژ

 
 مقدمه

عامل وبا که  یا روده رمهاجمیغ یگرم منف یباکتر وکلرایبریو

 نی. اکند یخود را اعمال م کیآثار پاتولوژ ،نیتوکس کلرابا 

شود. پس از  یآب آلوده با مدفوع منتقل م قیاز طر یباکتر

در روده  یباکتر نیتوسط انسان، ا یخورده شدن باکتر

. کند یم نیتوکس کلرا دیو تول (1)شود  یم زهیکلونکوچک 

 از جهینت در و کرده اثر روده مخاط یرو بر نیتوکس نیا

 اسهال باعث آب، و کلر و میسد یبالا ریمقاد دادن دست

 دیشد ونیدراتاسیده لیدل به درمان، عدم صورت در و دیشد

 یکشورها در وبااگرچه  .(3-1) شود یم فرد مرگ به منجر

در  یدر کشورها یکن شده ول شهیر بایتقر افته،یتوسعه 

روش. (4)شود  یم ریحال توسعه، همچنان باعث مرگ و م

 شود یم استفاده ییشناسا یبرا یمتفاوت یصیتشخ یها

 یکیمونولوژیا د،یاس کینوکلئ هیبر پا ،یسنت یها روش ،مانند

 نمونه از استفاده با یسنت روش. (6-4)  وسنسورهایو ب
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 ییایمیوشیب و یکیمورفولوژ یها آزمون و آن کشت و مدفوع

 رینظ یتخصص یلیتکم یها آزمون نیهمچن ،ردیگ یم صورت

 یسنت روش در یکیوتیب یآنت مقاومت و تیحساس یالگوها

 و گرم یزیمآرنگ هاروش نیا نیمعمولتر. ردیگ یم انجام

ها را در  روش نیاز ا ی. اگرچه برخ(8،8)  تاس وگرامیب یآنت

ها  روش نیا اغلب یانجام داد ول توان یم قهیعرض چند دق

 ازین و برد یم زمان هفته کی یال روز 3-2 از و بوده بر زمان

 نیهمچن  ،(5) دارد مجرب افراد و یشگاهیآزما زاتیتجه به

ها  سمیکروارگانیم ییشناسا یبرا یکاف تیاز دقت و حساس

 ریموجب تاخ صیدر تشخ ریتاخ جهینت در و ستیبرخوردار ن

 یدر و یو مشکلات بعد ماریب ونیدراتاسیدر درمان و ده

 . (4،9)گردد  یم

 توان یم را زایماریب عوامل ییشناسا جهت یصیتشخ عوامل

 عوامل. کرد میتقس دیجد عوامل و کیکلاس دسته دو به

, دیاس کینوکلئ ،یباد ی، آنتمی)آنز کیکلاس یصیتشخ

 یمورد توجه بود ول شتریب 2010( که قبل از سال سلول

و...( بعد از سال  مری)فاژ، آپتامر، پل دیجد یصیعوامل تشخ

 کاهش جهتکاربردشان مورد توجه قرارگرفت.  2010

 ،یماریب عیسر صیتشخ نیهمچن و درمان یها نهیهز

 مار،یب نیبال در عیسر صیتشخ یتست یهاروش از استفاده

 یا تک رشته یها مولکول آپتامرها. (10) دارد یادیز تیاهم

 ایو   DNAاز جنس توانند یهستند که م یدیبونوکلئوتیر

RNA یخوب یریانعطاف پذ تیها خاص مولکول نیا .باشند 

داشته  یمتفاوت یاشکال دو و سه بعد توانند یدارند و م

ها در  به مقاومت آن توان یآپتامرها م یها یژگیاز و .باشند

ها نسبت  آن عیآسان و سر دی، تولpHو  ییدما راتییبرابر تغ

ها از منافذ  ها و امکان عبورآن کوچک آن زیسا ،یبادیبه آنت

و امکان اصلاح  عیدارا بودن سطح وس نیکوچک، همچن

در انتقال هدفمند  یژگیو نیها )ا مولکول نیسطح آسان ا

کاربرد  لیدلا نیبه هم .دارو قابل توجه است( اشاره نمود

، انتقال دارو و صیدرمان، تشخ نهیدر زم یعیوس

 یها روش. (11،12)دارند  یهدفمند پزشک یها یربرداریتصو

 روش مانند دارد وجود آپتامرها دیتول جهت یمختلف

 یدهایب از استفاده اگزونوکلئاز، میآنز از استفاده ،یحرارت

نامتقارن  PCR و اوره یحاو دیآم لیاکر یپل ژل ،یسیمغناط

 یادیز ینامتقارن با چالش ها PCR. اگرچه روش (13،14)

تک  دیدر تول عیسرموثر و  یبه عنوان روش یهمراه است ول

مورد توجه قرار گرفته است.  RNAو   DNA یرشته ها

از جنس  توانند یآپتامرها م اگرچههمانطور که اشاره شد 

DNA ای RNA یآپتامرها یباشند ول DNA (ssDNA )

 لیبه دل تواند یامر م نیدارند که ا تیارجح RNAنسبت به 

آسان تر از آن در استفاده  نیو همچن DNAبودن  دارتریپا

 ازین PCRجهت  میدو آنز RNAاست )در  PCRواکنش 

 . RT )(15)و  Taq میاست آنز

و داشتن  عتیدر طب RNase میفراوان آنز وجود نیمچنه

مولکول  نیا یداری، باعث ناپاRNAدر  شتریب OHگروه  کی

استفاده از  لیدل گربهیاز طرف د (16)است  DNAنسبت به 

در مراحل استفاده از  Reverse Transcriptase میآنز

ssRNA شیتر شدن پروسه، احتمال خطا افزا یو طولان 

از  شتریآپتامرها ب دیتول ندیجهت در فرا نیبه هم ابد،ی یم

ssDNA ی. پس از آماده ساز(18)شود  یاستفاده م 

ssDNA ،هدف  یها به عنوان آپتامر برتر برا از آن یکیها

 ssDNAاز کتابخانه  یبه عبارت .شود یمورد نظر انتخاب م

 ییمقصود نها یبه عنوان آپتامر هدف برا ssDNA کیتنها 

 80-20 یغالبا دارا DNA هیکتابخانه اول .شود یجدا م

ثابت  یتوال 25-15در مرکز و  ریمتغ یها یبا توال دینوکلئوت

ثابت دو انتها، جهت  یها یتوال 1باشد. شکل  یدر دو انتها م

 ریمتغ ینواح و ردیگ یم قرار استفاده مورد مرهایپرااتصال 

است به  ریمتغ یتوال 1015-1014  تعداد یحاو که یمرکز

با طول  ییها شود. هرچند کتابخانه یمولکول هدف متصل م

مورد استفاده قرار  زی( ندینوکلئوت 220-22)  کمتر ای شتریب

 زانیها م کتابخانه نیجدا شده از ا یآپتامرها یول رندیگ یم

 یدهند. برا یبه هدف، نشان م یکمتر تیو اختصاص لیتما

شود  یسلکس استفاده م ندیآپتامر هدف، از فرآ یداساز

 ،یشامل مجاورساز یمراحل یسلکس دارا ندی. فرآ(15،18)

 ،یمجاور ساز ندیفرآ یاست. ط ریو تکث یبند میاتصال، تقس

 کهیشوند، در حال یها به مولکول هدف متصل م یتوال یبرخ

 میدارند. در مرحله تقس فیاتصال ضع ایمتصل نشده  ،یبرخ

 افتهیاتصال ن یها یاز توال یقو افتهیاتصال  یها یتوال ،یبند

 یآپتامرها ر،یشوند و در مرحله تکث یجدا م فیو اتصال ضع

 دیی. جهت تا(14) شوند یم ریو تکث یجداساز افتهیاتصال 

 درالازا استفاده شد.  کیاز تکن شیروند آزما یدرست

-Enzyme) زایالا کیمشابه تکن بای, تقرالازا کیخصوص تکن

Linked Immunosorbent Assay )تفاوت نیا با باشد یم 

 استفاده ژن یآنت صیتشخ یبرا یباد یآنت از زایالا در که

 جهت توان یم آپتامر از الازا کیتکن در کهیحال در شود یم

ها استفاده نمود.  ومولکولیب ریسا ای نژ یآنت ییشناسا

 یهاشگاهیبوده و فعلا در آزما نینو یالازا روش کیتکن

در مقالات مختلف  ینکرده است ول دایراه پ ینیبال یصیتشخ

نام  زایالا وهیبه ش صیمتفاوت از آپتامر در تشخ نیبه عناو
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 ELASA (Enzyme- Linkedبرده شده است که عبارتند از 

Aptamer Sorbent Assay )(18-20)  عبارتELAA 

(Enzyme- Linked Aptamer Assay  )(21 ,22)  عبارت

LFAA (Lateral Flow Aptamer Assay ) (16) نیهمچن 

 Bindingو  AptaCapture Assay (23)مانند  یعبارات

Assay (12). 
 

 

 

 

 

 

ها به  یتوال یدر وسط که محل اتصال برخ ریمتغ هیباشد و ناح یم مرهایثابت در دو انتها که محل اتصال پرا ینواح ،ssDNAاز کتابخانه  یینما -1 شکل

.(14)مولکول هدف است 

 نیتوکس کلرا هیآپتامر عل یطراح ،رو شیپ قیتحق در

(CtxB) روش  از ابتدا .انجام شدPCR  نامتقارن، جهت

جهت کاهش خطا  خالص استفاده شد. ssDNAبه  یابیدست

 PCR هیپا طیشرا ابتدا نامتقارن، PCRسرعت  شیو افزا

 نهیبه میزیو من میبافر، انز مر،یکتابخانه، پرا زانیشامل م

. دینامتقارن لحاظ گرد PCR در طیشرا نیو ا ندشد یساز

 .شدند جدا هدف یآپتامرها سلکس، مرحله 11 یط سپس

با کمک  یبیترک لیم یروش کروماتوگراف از منظور نیا یبرا

نیاز پروتئ نیاستفاده شد.  همچن دیبروما انوژنیس یدهایب

 Heat-labile)و StxB (Shiga-like toxin B) یها

enterotoxin B) LtB مشابه  یها نیبه عنوان پروتئ,CtxB 

 یابیپس از ارز .دیگرد استفاده یدر ستون کروماتوگراف

 ییاتصال، آپتامر نها زانیو م تیآپتامرها از نظر اختصاص

  .دیگرد یمعرف

 هاروش و مواد
 مواد

شده از مرکز  یداریخر CtxB, StxB, LtB یهانیپروتئ

 انوژنیس یها دانه ،رانیا یوتکنولوژیو ب کیژنت یمهندس

 HRP میمتصل به آنز نیدی(، استرپتاوگمای)س دیبروما

 زایالا تی(، کClone Jet PCR) نگیکلون تیک(، گمای)س

 مریپرا ،(شری)ترموف DNA 50bp(، نردبان شری)ترموف

 82به طول  ssDNA library نه،یلیوتیب ریو غ نهیلیوتیب

 که  دینوکلئوت

ثابت در  دینوکلئوت 21در وسط و ریمتغ دینوکلئوت 40شامل 

 (.Metabion Germanyباشند ) یدو طرف م

 (5-CCTAACCGATATCACACTCAC -N40- 

GTTGGTCGTCATTGGAGTATC -3) 

 ssDNA یآپتامرها یساز مادهآ

 PCRاز روش  ،ssDNA یبه آپتامرها یابیدست جهت

 ssDNAکاهش خطا و حصول  جهتنامتقارن استفاده شد. 

  یها

 

منظور  نیا یشد، برا یساز نهیبه PCR طیابتدا شرا خالص،

اجزا  نیاگرفتند.  قرار یساز نهیبه و یمورد بررس PCRاجزا 

 ، میزیبافر، من م،یآنز مر،یکتابخانه ، پرا غلظت ،شامل

dNTPs برنامه دستگاه شامل تعداد چرخه و  نیبودند، همچن

قرار  یاتصال و زمان هر کدام از مراحل مورد بررس یدما

شامل:  نامتقارن PCR در استفاده مورد اجزا تینها در گرفت.

با  ورسیفوروارد و ر مرهایپرا ،( ssDNAالگو )کتابخانه 

و  کومولیپ 10 یفوروارد با غلظت کار مری)پرا 80:1نسبت 

بافر  ،شدند( هیته کومولیپ 1 یبا غلظت کار ورسیر مریپرا

با  dNTPs ،مول یلیم 50 دیکلرا ومیزیمن ،مول یلیم 10

و آب مقطر  Taq polymerase میآنز ،مول یلیم 10غلظت 

بود که بر اساس  (19, 13, 11) تریکرولیم 25 ییحجم نها با

درجه  95 هیاول ونیواکنش انجام گرفت: دناتوراس ریبرنامه ز

 20درجه  58 ه،یثان 20درجه 94) کلیس 20تعداد  قه،یدق 5

 5 درجه 82 یینها ریتکثو مرحله  (هیثان 10درجه  82 ه،یثان

نانوگرم  4 زانیها ، ابتدا م ssDNA یآماده ساز جهت .قهیدق

 یمورد نظر در واکنش تحت گرما قرار گرفت )دما یاز الگو

قرارداده  خی( سپس درون ظرف قهیدق 5درجه به مدت  95

شد.  انجام نامتقارن PCRشد. سپس طبق دستورالعمل فوق 

شدند.  یرسوبگذار ،ها یناخالص حذف جهت محصولات

 PCR شده با روش  دیتول یها ssDNA یجهت رسوب گذار

مولار  3 میاز اتانل خالص سرد به همراه استات سد نامتقارن،

استفاده شد. پس از مخلوط مواد با محصولات  کوژنیو گل

PCR شبانه روز  کیبه مدت  -80 زرینامتقارن، مواد در فر

 5دور به مدت  12000) وژیفیقرارداده شدند، پس از سانتر
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شستشو و  ٪80(، سوپرناتانت خارج و رسوبات با اتانل قهیدق

 یشدند . پس از خشک شدن رسوبات در دما وژیفیسانتر

خالص بودند در آب  PCRرسوبات که شامل محصولات  ،اتاق

 یجهت ادامه کار نگهدار -20 زریمقطر حل شده و در فر

چرخه  یورود یمحصولات به عنوان آپتامرها نیشدند. ا

شد. قبل از ورود به مرحله بعد  دنسلکس استفاده خواه

 (PAGE) دیمآ لیاکر یپل ژل یروسلکس، محصولات بر 

 5 زانیمنظور م نیا یقرارگرفتند. برا یمورد بررس 10٪

 PAGEژل  ینامتقارن بر رو PCRاز محصولات  تریکرولیم

با  یزیالکتروفورز شد و پس از رنگام TBEبه همراه بافر 

قرار  یبا دستگاه اسپکتروفتومتر مورد بررس دیبروما ومیدیات

  (11،13،19)گرفت 

 

 و مشابه ،ی)منف یکروماتوگراف یهاستون یساز آماده

 (مثبت

و مشابه هستند.  یمنف ،مثبت یهاستون شامل هاستون نیا

ها استفاده شد. در  ستون نیدر ا دیبروما انوژنیاز ژل س

قرار گرفت و در  CtxB نیپروتئ ،ژل یستون مثبت بر رو

در  یقرار گرفتند ول LtBو   StxBیها نیپروتئ ،ستون مشابه

 ندیفرآ نشد. قراردادهژل  یبر رو ینیپروتئ چیه یستون منف

 سازنده شرکت دستورالعملژل بر اساس  یآماده ساز

 بافر، شامل استفاده مورد یبافرها. شد انجام( گمای)س

 1 کیدریکلر دیاسمولار،  0,2 نیسیگلا ،بافر استات ،فسفات

مورد  یهانی. غلظت پروتئبود و بافراتصال مولار یلیم

 از بعد و اتصال از قبلنانومول بوده که  1بافر  دراستفاده 

 در و گرفت قرار یابیارز مورد وفتومتراسپکتر قیطر از اتصال

. شد محاسبه ژل به متصل یهانیپروتئ غلظت زانیم تینها

نیپروتئ در موجود نیآم یهاگروه قیطر از نهایپروتئاتصال 

  .(12،15) گرفت صورت سفارز ژل اناتیس گروه و ها

 سلکس چرخه

 یچرخه سلکس جهت جداساز ،هاستون یساز آماده از پس

چرخه  نیانجام شد. ا CtxB صیآپتامر مورد نظر جهت تشخ

 اتصال -1 است: ریمراحل ز دارد که شامل یمراحل مختلف

 جهت ستون یشستشو -2به ستون  ssDNA کتابخانه

 ssDNA یجداساز -3 رمتصلهیغ یها ssDNA یجداساز

جدا شده و  یها ssDNA یرسوبگذار -4متصل به ستون 

 مرحله در محصولات نیا از استفاده -5نامتقارن  PCRانجام 

 (.2 شکل) سلکس چرخه بعد

سلکس  یکه دورها شود یدور انجام م 11سلکس در  چرخه

جهت جدا نمودن  ،مشابه هم بوده و تکرار دورها بایتقر

در  راتییتغ ی. برخردیگ ی)آپتامر( صورت م ssDNA نیبهتر

 زانیکاهش م -1گردد که شامل:  یدورها اعمال م

ssDNA در ستون مثبت اتصال زمان کاهش - 2 یورود یها 

 6 دوراز  بعد نییتو افزودن -4 شستشوها تعداد شیافزا -3

متصل به  یآپتامرها یجداساز زمان کاهش -5 سلکس

 تیاختصاص شیافزا جهت فوق موارد تمام. تمثب ونست

 سلکس، اول دور انجام جهت .(14،20)گرفت صورت آپتامر

 تریکرولیم 500 با ssDNAاز کتابخانه  کروگرمیم 85ابتدا 

درجه به  95وتحت گرما قرار گرفت ) بافر اتصال مخلوط شد

و سپس  و سپس درون ظرف سرد قرارگرفت( قهیدق 5مدت 

 یبر رو قهیدق 60ستون به مدت  ،شد یمنف ستون وارد

 وژیفیزمان سانتر نیاتاق( قرار گرفت. پس از ا ی)دما کریش

بود  رمتصلیغ یانجام شد و سوپرناتانت که شامل آپتامرها

 قهیدق 60به مدت  کریش یرو بر وبه ستون مشابه وارد شد 

انجام شد و  وژیفیزمان مجددا سانتر نیقرار گرفت. پس از ا

 30سوپرناتانت به درون ستون مثبت وارد شد و ستون 

 نیا دراتاق قرار گرفت.  یدر دما کریش یرو بر قهیدق

مورد  یهمان آپتامرها ،متصل به ستون یآپتامرها مرحله،

سوپرناتانت دور  وژ،یفیپس از سانتر نیبنابرا ،هستند ازین

درون بافر  ،PBSبار شستشو با  5شد و ستون پس از  ختهیر

بر  قهیدق 30قرار داده شد و مجددا به مدت  HCl -نیسیگلا

 یآپتامرها یجهت جداساز نکاریقرار گرفت. ا کریش یرو

 نی( انجام گرفت. پس از اCtxBمتصل به ستون مثبت )

 یانجام شد و سوپرناتانت که حاو وژیفیزمان سانتر

آن  یجدا شده و بر رو بودند CtxBمتصل به  یآپتامرها

از محصولات  تریکرولیم 5 زانیاتانل انجام شد. م یرسوبگذار

دو بانده  یبرده شد. وجود نما PAGE 10٪ژل  یبر رو

محصولات پس  نیمورد نظر است. ا یوجود آپتامرها انگریب

چرخه سلکس  یبه عنوان ورود نامتقارن، PCRبا  ریاز تکث

 سلکسدور  11 تمامدر دور دوم مورد استفاده قرار گرفت. 

 استفاده یول شد انجام شده، گفته راتییتغ و وهیش نیهم با

 نجاما 1،4،8 یفقط در دورها مشابه و یمنف یهاستون از

 ،11حاصل از سلکس  یآپتامرها یساز جدا از پس.شد

 CtxBمختلف از نظر اتصال به  یمحصولات دورها یتمام

سلکس جهت ادامه  دور نیتا بهتر  قرار گرفتن یابیمورد ارز

 استفاده لازااز روش ا یابیجهت ارز کار انتخاب گردد،

  PCRگانه سلکس با روش  11 یمحصولات دورها تمام.شد

 شدند ریتکث نهیلیوتیفوروارد ب مرینامتقارن و با استفاده از پرا
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 در( CtxBبا مولکول هدف ) لیتما زانیو م یابیو جهت ارز

 الازا واکنش مراحلمورد استفاده قرار گرفتند.  الازا کیتکن

 2 زانیم به CtxB نیمرحله پوشاندن پروتئ -1شامل: 

 -2 (کنترل ها چاهک جز به) چاهک هر در کروگرمیم

چاهک با  یخال یبلاک کردن نواح -PBS 3شستشو با بافر 

skimmilk  5٪ 4 - استفاده از  -5 شستشو مجددا

 چاهک هر در سلکس گانه 11 یدورها نهیلیوتیب یآپتامرها

افزودن  -8 شستشو مجددا -6کنترل(  یها چاهک جز)به 

HRP-conjugated  ی)به جز چاهک ها 1:5000با رقت 

-OPD (O یافزودن بافر و سوبسترا -9  شستشو -8 کنترل(

Phenylenediamine Dihydrochloride ) 10- توقف 

 مراحل انجام از پس. مولار 2,5 کیسولفور دیاس با واکنش

 ینانومتر بررس 450در  دریزاریبا دستگاه الا OD زانیم فوق،

 دور نیبهتر انگریب جذب زانیم نیشتریب. (12،18،20)شد 

جهت کلون  منتخب، یآپتامرها نیا. بود خواهد سلکس

مورد استفاده قرار  یبعد شاتیو آزما یکردن در باکتر

 .گرفتند

 

 

 
مشابه، مجاور  نیپروتئ یدارا یها و ستون یمنف یها با ستون ssDNAو مراحل مختلف ان. ابتدا کتابخانه  اجزا ،(18) سلکس چرخه کیشمات ینما -2 شکل

متصل به ستون مثبت  یها ssDNA یجداساز ،ستون ی)مرحله اتصال(، پس از شستشو شود یسوپرناتانت وارد ستون مثبت م وژ،یفیپس از سانتر .شود یم

سلکس  یها در دور بعد و استفاده از آن PAGE 10٪ ژل یها بر رو آن یجدا شده وبررس یهاssDNA  ریتکث تی(، در نهایشود )مرحله جداساز یانجام م

محصولات  یسلکس و بررس 11شود. پس از دور  یسلکس انجام م 1،4،8 یو مشابه فقط در دورها یمنف یها (. استفاده از ستونریشود )مرحله تکث یانجام م

 مولکول به لیتما نیشتریب که شود یم ییآپتامرها شامل یابی یتوال جهت ارسالشوند.  یانتخاب م یابی یتوال ومحصولات جهت کلون کردن  نیدور، بهتر 11

شود. یانجام م الازا کیتکن وسطت یابیارز نیا که دارند را هدف

 پتامرهاآنمودن  لونک

 Clone Jet PCR نگیکلون تیکلون نمودن از ک جهت

استفاده شد و طبق پروتکل شرکت سازنده با استفاده از 

 کلون از پس. شد انجام مراحل Pjet cloning vectorوکتور 

 به دهایپلاسم  د،یپلاسم درون به منتخب یآپتامرها کردن

پس ازکشت بر  افتندی( انتقال E.coli DH5α) زبانیم یباکتر

شبانه روز  کیبه مدت  ن،یلیس یآمپ یحاو LB طیمح یرو

 41قرار گرفتند. تعداد  سلسیوسدرجه  38در انکوباتور 

 شانیدهایکشت انتخاب شدند و پلاسم طیاز مح یکلون

از نظر وجود  دهایپلاسم نیشدند. ا یاستخراج و شماره گذار

کار از روش  نیا یقرار گرفتند برا یقطعات آپتامر مورد بررس

colony PCR ژل  یاستفاده شد. محصولات بر روPAGE 

قرار  یبرده شدند و از نظر وجود باند مورد بررس 10٪

بودند  بینوترک دیپلاسم یکه حاو ییهایگرفتند. کلون

 .شدند رهیذخ

 منتخب یآپتامرها یابی یتوال

 CtxBاز نظر اتصال به  قبل، مرحله شده رهیذخ یهایکلون

 کار از روش الازا نیجهت انجام ا قرارگرفتند یابیمورد ارز

ها  یکلون نیاستفاده شد. )قبلا شرح داده شده است( همچن

 با هم( StxB, LtBمشابه ) یها نیاز نظر اتصال به پروتئ

که  ییها یکلون تیقرارگرفتند. درنها یابیمورد ارز الازا روش

اتصال به  زانیم نیو کمتر CtxBاتصال به  زانیم نیشتریب

 یکلون نیبهترمشابه را داشتند انتخاب شدند.  یهانیپروتئ

( StxBو  LtBبه  لیتما نیکمتر و CtxBبه  لیتما نیشتری)ب

 .شد ارسال آورانفن شرکت به یابی یتوال جهت
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 یمارآ یها یبررس

 شیآزما انجام از بعد مطالعه نیا در یآمار محاسبات یتمام

 اریمع انحراف ± نیانگیم صورت به و تکرار بار سه صورت به

(SD )ریمطالعه مقاد نیدر ا نیهمچن د،یگرد ارائه P-value 

در ها  گروه نیدار ب یبه عنوان اختلاف معن 0,05کمتر از 

 نظر گرفته شد.

 

 

 جینتا

 ssDNA یآپتامرها یساز آماده

نامتقارن استفاده  PCRاز روش  ssDNA یآماده ساز جهت

انجام شد تا بتوان  PCRواکنش  نیانجام کار چند یبراشد. 

 نابرابر یها غلظت ،اکتور. سه فافتیآل دست  دهیا طیبه شرا

 شیآل درآزما دهیا یدما کمتر، یهاکلیس تعداد مر،یپرا

 ریسا نیو همچن PCR راجزایسا .استفاده قرارگرفتند مورد

ساده به  PCRواکنش  قیطر کلرازیدستگاه ترموسا طیشرا

بودند  ریینامتقارن بدون تغ PCRعوامل در  نیدست آمد. ا

 طیشرا نیا اب 1: 80 ورسیفوروارد به ر مریغلظت پرا یول

برطبق . شد گزارش یناخالص و ریاسم نیکمترباند با  نیبهتر

 به دست آمده خالص تر یآپتامرها زانیم هرچه 3شکل 

داشته باشند در مراحل  یکمتر مریو دا ریاسم زانیو م باشد

 .شد خواهدحاصل  بهتر جیبعد موانع کمتر و نتا

 
         A                                                                           

 
              B                                                            C 

تمام فاکتورها ثابت در نظر گرفته شدند و فقط دما از چند  ،ییدما انتیبا گراد PCR واکنش انجام: Aنامتقارن. شکل  PCR طیشرا یساز نهیبه -3شکل

 یدماها 12-1 یها چاهک .شد مشاهده ریاسم بدون و شارپ یباند 58 یدما در. شد گرفته نظر دردرجه(  59)  رمیپرا ذوب یتر و بالاتر از دما نییدرجه پا

همان مارکر  Mچاهک  واکنش در نظر گرفته شد. یدما نیاست به عنوان بهتر 58 یکه متعلق به دما 6چاهک  .دهد یرا نشان م PCR یها متفاوت واکنش

DNA .شکل  است B انجام :PCR تمام فاکتورها ثابت در نظر گرفته شد و فقط  شیآزما نیا در ،ورسیفوروارد و ر مریمتفاوت پرا یها نامتقارن با نسبت

 شکل(. 6 شماره)چاهک  شد دهید ورسیر به فوروارد مریپرا 1:80در نسبت  ریاسم نیدوبانده با کمتر ینما نیبهتر. دیلحاظ گرد مرهایمتفاوت پرا یها نسبت

C واکنش :PCR شد. در تمام ژل ها از  دهید 20 کلیدر س ریدوبانده بدون اسم ینما نیعوامل ثابت( انجام شد. بهتر هیمتفاوت )بق یها کلینامتقارن با س

 .نامتقارن مورد استفاده قرار گرفت PCRدر واکنش  شده نهیبه یفاکتورها نیاستفاده شد. ا bp DNA50 مارکر

 

 CTXB یاختصاص یآپتامرها یجداساز

مورد نظر از روش سلکس  یآپتامرها یجداساز جهت

 یکروماتوگراف یها از ستون کارنیا یاستفاده شد. برا

و  عیسر یها روش ستون نیا .دیگرد استفاده دیبروما انوژنیس

هدف هستند.  یها مولکول یجهت جداساز قیراحت و دق

( انجام شد. بر گمایطبق روش شرکت سازنده )س یآماده ساز

ستون مشابه  یبر رو ،CtxB نیستون مثبت پروتئ یرو

ستون  یو بر رو ندقرار داده شد StxB, LtB یهانیپروتئ

 زانیم به CtxB یقرار نگرفت. اتصال برا ینیپروتئ یمنف

به دست آمد. جهت به دست  LtB 85٪و   StxBی, برا 94٪

 در گرفتنقبل از قرار  هانیپروتئ غلظت ،اتصال زانیاوردن م

 با دهایب مجاورت از بعد و د،یبروما انوژنیس یدهایب مجاورت

اسپکتروفتومتر به دست آمد )طبق دستورالعمل  از استفاده
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موجود  یها نیپروتئ از استفاده با کار نیا( و گمایس شرکت

 .شد انجامدر سوپرناتانت 

 سلکس، روش از استفاده با ها،ستون یساز آماده از پس

( CtxB به بالا یبیترک لیم)با  هدف یآپتامرها یجداساز

 PCRحاصل از  یها ssDNAهدف  نیا یبرا .شد انجام

 هاننامتقارن )به دست آمده در مرحله قبل( وارد ستو

 تیاختصاص شیجهت افزا مشابه، و یمنف یهاستون. دیگرد

ها باعث حذف  ستون نیآپتامر مطلوب به کار رفت. ا

دور انجام شد  11. سلکس در شدند یراختصاصیغ یآپتامرها

 استفاده ستون سه هر از هشتم و چهارم ،اول یکه در دورها

 از سپ .شد استفاده مثبت ستون از فقط دورها ریسا در شد،

 الازا روش با گانه 11محصولات  یتمام دور، نیازدهمی

 2,5 بایسلکس تقر 11دور در جذب زانیم. شدند یبررس

(.4 شکل) جذب در دور دوم سلکس بود زانیبرابر م

 

 
انجام شد و  الازا کیتکن با یابیارز نیا. دهد یم نشان را( CtxBشده در هر دور سلکس با مولکول هدف ) دیتول یآپتامرها لیتما زانیم نمودار -4شکل

.شد دهید سلکس 11 دور در( CTXBبه  لیجذب )تما نیشتریب

 آپتامرها یابیارز

 شامل سلکس، 11به دست آمده از دور  یآپتامرها

از  رهاآپتام نیا نمودن جدا جهت. بود آپتامر یادیتعدادز

هر آپتامر در  طیشرا نی. در اروش کلون کردن استفاده شد

به اهداف  یابیجهت دست نگی. کلونشد وارد دیپلاسم کی

 هم، از آپتامرها نمودن جدا ،مانندشود  یانجام م یمختلف

 زانیآپتامرها از نظر م یبررس و آپتامرها یابی یتوال

 .تیاختصاص

 نگیکلون تیبا کمک ک سلکس، 11حاصل از دور  یآپتامرها

(Clone Jet PCR Cloning kit) وارد  دیدرون پلاسم به

E. coli  (DH5-   ) یباکتر به دهایپلاسم سپس و شدند

 نیبه دست آمد که از ا یکلون یادی. تعداد زافتندیانتقال 

قرار گرفت )با  یمورد بررس یکلون 41 یتعداد به طور تصادف

 دیپلاسماز نظر  یکلون 39تعداد  که( PCR یروش کلون

 39 نیموجود در ا یمثبت بودند. تمام آپتامرها بینوترک

شدند که تعداد  یبررسCtxB به اتصال  زانیاز نظر م یکلون

را داشتند از  CtxBبه  لیتما زانیم نیشتریآپتامر که ب 3

. الازا روش)با  LtB و StxBمشابه  یهانیپروتئنظر اتصال با 

 (.1 جدول) گرفتند قرار یسمورد برر

به  لیتما نیشتریب که( 3 آپتامر )آپتامر نیبهتر تینها در

CtxB اتصال به  زانیم نیکمتر وStxB, LtB  را داشت به

 یابی یتوال جهت آپتامر نیا. شد انتخاب عنوان آپتامر برتر

 بود:  ریآپتامر منتخب به شرح ز یتوال ،شد فرستاده
GTTGGTTGTCATTGGAGTATCAGTATACCGCT

CCCACTCCCGCTCCGCGTGAGTGTGATATCG

GTTAGG قرار  یکیوانفورماتیب یابیمورد ارز آپتامر نیا

 گرفت.
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 نیبهتر  کهشد  انجام الازا کیکار با کمک تکن نیا گرفتند قرار یابیارز مورد مشابه یهانیپروتئ و CtxBاتصال با  زانیمنتخب از نظر م یآپتامرها -1 جدول

 مشابه را داشت. یهانیبا پروتئ OD زانیم نیو کمتر CtxBرا با  OD زانیم نیشتریبود که ب 3آپتامر، آپتامر شماره 

با  OD زانیم آپتامر
CtxB 

با  OD زانیم
StxB 

با  OD زانیم
LtB 

1 669/1 052/1 816/0 

2 595/1 959/0 05/1 

3 826/1 89/0 294/0 

   

 یکیوانفورماتیب یها یبررس

 یابیمورد ارز CtxBمنتخب از نظر اتصال با  آپتامر

 PDB IDمنظور  نیا یقرارگرفت. برا یکیوانفورماتیب

 RNA IDسپس  .( استخراج شدPDB) تیاز وبسا نیپروتئ

( به RNA composer web server)  تیاز وبسا زیآپتامر ن

ارسال   Hdock serverهر دو داده به تینها دردست آمد. 

 و آپتامر نیب مناسب برهمکنشبه دست آمده،  جهیشد و نت

دوم و  ساختار نیهمچن 5شکل  .داد نشان را نیپروتئ

 تیدر وبسا زیآزاد ن یانرژ زانیآپتامر از نظر م یداریپا

RNAfold (.2 جدول) دیگرد یبررس 

 

 
 .دیگرد اسبهمح -46/395 اتصال زانیشده است. م ینیب شیپ Hdock serverکه توسط  3و آپتامر  CtxB نیپروتئ برهمکنش -5 شکل
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 .(انجام شد RNAfold تیکمک وبسا با)آزاد  یانرژ زانیو م 3ساختار دوم آپتامر  یبررس -2 جدول

 

 

 

 آپتامر یبعد دو ساختار

 

 

 

- 1۵.۱۱ kcal/mol 

 

 آزاد یانرژ حداقل

  بحث

که باعث  یگرم منف سمیکروارگانیم ،کلرا ویبریو یباکتر

اش را از  ییزایماریاثر ب یباکتر نیشود. ا یاسهال م یماریب

دو  یدارا نیتوکس نی. اکند یم جادیا نیتوکس کلرا قیطر

 B رواحدیو ز ییزایماریدر ب A رواحدیاست. زA،  B رواحدیز

 .(25, 24, 19)روده نقش دارد  وارهیبه د یباکتراتصال  در

 یصیتشخ یها روش ،یدمیاپ و وعیش از یریشگیپ جهت

و  عیسر یصیتشخ یهاروش یشده اند ول یمعرف یاریبس

از  یریشگیدر پ هیالخصوص در مراحل اول یعل قیدق

 .(4،20،26)دارد  ییسزانقش  یماریانتشار ب وگسترش 

 انجام شد: یباکتر نیا ییشناسا نهیزم در یادیز قاتیتحق

 یباد یآنت هیبر پا یصیتشخ یا لهیهمکارانش وس و دیسع

از  .دندینام Cholkitرا  لهیوس نیکردند ا یمعرف مونوکلونال

 .کلرا در نمونه مدفوع استفاده کردند صینوار جهت تشخ نیا

 که بود شده یطراح مونوکلونال یباد ینوار بر اساس آنت نیا

را مورد هدف قرار  یباکتر یسلول وارهید دیساکار یپوپلیل

 یبزرگسال بررس 86مدفوع  یبر رو نیمحقق نیداد. ا یم

 یصیتشخ یها روش ریانجام دادند و روش خود را با سا

دقت و  زانیکردند و م سهی( مقاPCR, کروبی)کشت م

 اگرچه. (26)% اعلام کردند 98-98روش خود را  تیحساس

و متداول  جیرا یروش ،صیجهت تشخ یباد یاستفاده از آنت

مورد  ،عیسر یصیتشخ یها روش یریامروزه به کارگ واست 

 لیبه دل یقرار گرفته است ول نیاز محقق یاریتوجه بس

 یدر دما یداریناپا مانند یباد یآنت یهاتیمحدود یبرخ

 ینگهدار خاص طیشرا وبزرگ  زیسا ،دهیچیپ یطراح ،بالا

 ینیگزیجا با .دیبه آپتامر گرد نیمحقق شتریب توجه باعث

 ،عیسر یصیتشخ یها در روش یباد یآنت یآپتامر به جا

 نیدر مناطق دور و به دور از امکانات از ا یبه راحت توان یم

 یدر مورد برتر یادیز قاتیتحق نیروش سود جست. همچن

 در .(29-28)انجام شده است  یباد یآپتامر نسبت به آنت

 ،و همکارانش انجام شد ریکه توسط فرونما گرید یهاقیتحق

استفاده  ییمواد غذا در نیکلراتوکس صیجهت تشخ پتامرآ از

 PCR ونیو امولس یسیمغناط یدهایگروه از ب نیشد. ا

(emPCRجهت تکث )ری DNA  و در ادامه با کمک روش

گروه با استفاده  نینمودند. ا ssDNA دیاقدام به تول یحرارت

 تیو در نها نمودندآپتامر جدا  8تعداد  SELEX کیاز تکن

 گروه نیانمودند.  یآپتامر را به عنوان آپتامر برتر معرف کی

و نانوذره طلا  پوزومیدست آمده و ل بهآپتامر  در ادامه از

 انیجر سنجش روشکمک  با نیکلراتوکس ییجهت شناسا

 سهیمقا یباد ی( استفاده نمودند و آن را با آنتLFA) یجانب

و با  ng/mL 2روش  نیدر ا صیحد تشخ نینمودند. کمتر

 به ng/mL 5 صیحد تشخ نیکمتر یباد یاستفاده از آنت

 آپتامر از استفاده که داشتند اذعان گروه نیا. آمد دست

بوده و امکان انجام در  عیساده و سر ،مقرون به صرفه یروش

 ssDNA دیتول جهتمناطق دوردست را دارد. اگرچه در 

ها استفاده از روش  نآاز یکی ووجود دارد  یمختلف یها روش

از  یاریبس ،سهولت انجام آن لیاست که به دل یحرارت

 یولکنند  یاستفاده م ssDNA دیتول یاز آن برا نیمحقق

 نامتقارن است PCR کیتکن ssDNA دیروش تول نیمهمتر

با  یمحصولات و جیبه نتا توان یم طیشرا یساز نهیبا به که

 از یبرخ حاضر، قیتحق در. (11) افتی دستبالا  فیفیک

 اتصال، یدما شامل ،عوامل نیا. شد یساز نهیبه ،طیشرا

. بود کلریترموسا دستگاه یها کلیتعدادس و مرهایپرا نسبت

 ذوب یدما به توجه با اتصال، یدما یساز نهیبه جهت

در  62-53 نیاتصال ب یاز دما یالی( سرC 59˚) مرهایپرا
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3 

 C 58˚دما  نیقرار گرفت که بهتر یمورد بررس PCRواکنش 

با  ورسیفوروارد به ر یمرهایپرا نیبه دست آمد. همچن

آماده  1:100، 1:80، 1:60، 1:40، 1:20، 1:10 یهانسبت

 مریو پرا کومولیپ 10 یفوروارد با غلظت کار مریشدند )پرا

 ینما نیمورد استفاده قرار گرفت(. بهتر کومولیپ 1 ورسیر

با  مریواکنش پرا نیبود. در ا 1:80دو بانده مربوط به نسبت 

با  مریو پرا ssDNA دیغلظت بالاتر )فوروارد( مسئول تول

. فاکتور است dsDNA دی( مسئول تولورسیغلظت کمتر )ر

ها  بود که تعداد چرخه PCRچرخه  یها کلیآخر تعداد س

 20باند در  نیانجام شد و بهتر 5فاصله با  35-10 نیب

واکنش،  یساز نهی. در تمام مراحل بهدیدورمشاهده گرد

عوامل ثابت  ریقرار گرفت و سا یمورد بررس ریمتغ کیفقط 

نامتقارن،  PCRاجزا  ریمقدار سا نییتع یبرا نیبودند همچن

الگو،  زانیاجزا ) م ریسا زانیمتقارن انجام شد و م PCRابتدا 

در  ریمقاد نی( به دست آمد و امیزیو من میآنز ،dNTPsبافر، 

PCR یساز نهینامتقارن مورد استفاده قرار گرفت. با به 

از موانع و  یاریبر بس توان ینامتقارن م PCR طیشرا

 PCRدر  که یمشکلات آن غلبه نمود از جمله مشکلات

 دیتول ،ssDNA دیبه عدم تول توان یشود م یم دهینامتقارن د

dsDNA، اشاره نمود که با  مریدا جادیو ا ریوجود اسم

موانع را برطرف نمود  نیا توان یم PCRمناسب اجزا  یطراح

بالا به دست آورد که در  تیفیبا خلوص و ک ییها ssDNAو 

. (11)خواهد بود  رگذاریچرخه سلکس تاث جیبهتر شدن نتا

 حیدوبانده در واکنش نشاندهنده انجام صح یوجود نما

 گریباند شارپ تر از باند د کینما،  نیواکنش است که در ا

 انگریب فیو باند ضع ssDNA انگریاست. باند شارپ نما

dsDNA باشد. یم 

 یباکتر صیتشخ مورد در یقیتحق همکاران و مجرد

 از هاآن. دادند انجام الازا چیساندو کیتکن با وکلرایبریو

 یط .نمودند استفاده صیتشخ جهت سلول هیپا بر سلکس

 نیا از که کردند جدا اپتامر یادیز تعداد سلکس مرحله 12

 نیب لیتما زانیم دادند قرار یابیارز مورد را آپتامر 2 تعداد

 نیا. شد گزارش کومولیپ 20-15 کیتفک ثابت و% 53-56

سالمونلا و  ،لایکلبس ،اینیرسیمشابه ) یها یباکتر از نیمحقق

و اعلام  ( به عنوان واکنش متقاطع استفاده نمودندگلایش

به  یباکتر صیاز روش الازا جهت تشخ توان ینمودند که م

اگرچه  .(19) و حساس استفاده نمود قیدق یعنوان روش

باشد مانند عدم  یم ییایمزا یسلول دارا هیروش سلکس بر پا

کامل  ییبه شناسا ازیو عدم ن نیپروتئ صیبه تخل ازین

 نیپروتئ هینسبت به روش سلکس بر پا یول ،مولکول هدف

 هاتیمحدود نیباشد از جمله ا یم ییهاتیمحدود یدارا

 یراختصاصیجذب غ ،به محدود بودن سطح سلول توان یم

آپتامرها توسط  یجداساز ،مرده یها آپتامر توسط سلول

رو  شیپ قیتحق در. (14)اشاره نمود  رهدفیغ یها مولکول

آپتامر استفاده شد  یسلکس جهت جداساز کیاگرچه از تکن

 هی) سلکس بر پا نیتوکس کلرا هیآپتامر جدا شده عل یول

 هیاز روش سلکس بر پا ی( انتخاب شد. به عبارتنیپروتئ

بالاست  تیو با حساس عیو سر قیدق یکه روش نیپروتئ

استفاده شد. استفاده از سلکس بر  CtxB ییجهت شناسا

آپتامر جدا  تیدقت و اختصاص شیباعث افزا نیپروتئ هیپا

سلول  هیسلکس بر پا یهاتیمحدود نیهمچن .شود یشده م

 یجا به نیکلراتوکساستفاده از  لیحاضر به دل قیدر تحق زین

 یاختصاص یجدا نمودن آپتامرها جهت .دیگرد حذف ،سلول

 انوژنیس یها ژلو  یکروماتوگراف یها ستون از ،CtxB هیعل

 یمناسب در طراح ی. استفاده از بافرهادیگرد استفاده دیبروما

برخوردار است.  یا ژهیو تیاهمها از  ستون حیو صح قیدق

( بر CtxB ,StxB ,LtB)  هانیبافر اتصال جهت اتصال پروتئ

 نیدر ا هانیژل ها استفاده شد، قبل از قرار دادن پروتئ یرو

و درون بافر واسط قرار  زیالید سهیدرک هانیبافر، ابتدا پروتئ

صورت  نیاز رسوب پروتئ یریجهت جلوگ نکاریداده شدند )ا

درون بافر  هانیپروتئ یحاو زیالید سهیگرفت( سپس ک

 قیژل از طر یبر رو هانیاتصال قرار گرفت. اتصال پروتئ

در سفارزژل صورت  اناتیبا گروه س نیدر پروتئ نیگروه آم

 یهانیجهت ستون مثبت و پروتئ CtxB نی. پروتئردیگ یم

StxB , LtB ستون مشابه استفاده شدند  یجهت آماده ساز

ها، در  ژل یبر رو نیپروتئ یو کاف حیاتصال صح  .(25, 12)

مرحله )آماده  نیدارند. ا تیآپتامرها اهم حیصح یجداساز

انجام شود تا در مراحل  یبا دقت کاف دیها( با ستون یساز

نیاتصال پروتئ زانی. مپیش نیاید یگانه سلکس، مشکل 11

قبل  نیغلظت پروتئ یاسپکتروفتومتر و با بررس قیاز طر ها

سوپرناتانت بعد استفاده )از نظر وجود  یاز استفاده و بررس

و همکارانش روش  انیقیصد .(12،20)( انجام شد نیپروتئ

 یمعرف لوکوکیاستاف ییسلکس را جهت شناسا نیپروتئ

 یساز یو خنث ییآپتامر جهت شناسا DNAها از  نمودند. آن

 SEA (Staphylococcal Enterotoxin Type A) نیپروتئ

 جادیا لوکوکیتوسط استاف نیتوکس نیا .نمودند استفاده

گروه با  نیشود. ا یگسترده م ییغذا تیشده و سبب مسموم

و به استفاده از روش سلکس  نامتقارن PCR کیکمک تکن

جدا نمودند و آن  SEA نیتوکس هیرا عل ssDNA یآپتامرها

اذعان داشتند که استفاده از  ها قرار دادند. آن یابیرا مورد ارز
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 تیدقت و حساس شیافزا ،و زمان نهیآپتامر باعث کاهش هز

 SPR (surface plasmon کیبا استفاده از تکن. (20)شود  یم

resonance)، نینانومول و کمتر 9/0را  کیثابت تفک زانیم 

 قاتیدر تحق به دست آوردند. ng/mL 5را  صیحد تشخ

و بروسلا  (21)توکسوپلاسما  ییاز آپتامر جهت شناسا گرید

 سلکس کیو همکاران از تکن کایموناستفاده شد.  (30)

استفاده  ROP 18 نیپروتئ هیآپتامر عل یجهت جداساز

منشا  توکسوپلاسما انگل از که نیپروتئ نیا انیکردند. ب

 یخانگ واناتیتوکسوپلاسموز در ح یماریشود باعث ب یم

گزارش  µg/mL 56/1آپتار  صیتشخحد  نیگردد. کمتر یم

 ییشناسا جهت آپتامر از همکارانش و نوزاز. (21) شد

( استفاده سیستنیمل و)آبورتوس  بروسلا مختلف یها گونه

 نیو سقط جن یمیدر انسان باعث عق یباکتر نیکردند. ا

اگزونوکلئاز  میاز آنز ssDNA دیگروه جهت تول نیاشود.  یم

 یباکتر هیآپتامر عل یلامبدا استفاده کردند و جهت جداساز

 B20 آپتامرسلول استفاده نمودند.  هیاز روش سلکس بر پا

 یباکتر هیعل B21و آپتامر  سیتنسیبروسلا مل یباکتر هیعل

 ها آن کیثابت تفک بیبروسلا آبورتوس جدا شدند که به ترت

pM 06/3 ± 189/40 و pM 465 ± 396/184  محاسبه

ابتدا کتابخانه  شروع جهت ،رو شیپ قیتحق در .(30) دیگرد

ssDNA با روش  کهPCR طیشده بود )شرا رینامتقارن تکث 

و تعداد  58 یو دما مرهایپرا 1:80: نسبت شده یساز نهیبه

محصولات تک  نی( مورد استفاده قرار گرفت. ا20 کلیس

 روش باها مجددا  ستون یقبل از بردن بر رو یا رشته

 PCR. اگرچه با نددرآمد یا رشته تک صورت به یحرارت

 وجود یول هستند یا رشته تک حصولاتم اغلب نامتقارن

 نکاریا با نیبنابرا بوده اجتناب رقابلیغ یا دورشته محصولات

اگرچه  .بود خواهند یا رشته تک صورت به محصولات تمام

 یبرخ یول بودمشابه  بایسلکس تقر یتمام مراحل دورها

باعث  راتییتغ نیکه ا شددر هر مرحله انجام  یجزئ راتییتغ

شود  یآپتامرها م یو دقت در جداساز تیاختصاص شیافزا

باعث جدا  ،در مرحله شستشو PBSبه  نیمثلا افزودن توئ

کاهش زمان  ایشود و  یم فیمتصله ضع یشدن آپتامرها

 یباعث عدم اتصال آپتامرها ،اتصال آپتامر در ستون مثبت

گردد.  یم ریاسم جادیعدم ا جهیو در نت یاختصاص ریغ

و  چهارماول و  یدور انجام شد که در دورها 11در  سلکس

دورها فقط از  ریدر سا شد، استفاده ونهشتم از هر سه ست

 با سلکس از دور هر در اگرچه. دیگردستون مثبت استفاده 

 شیافزا اتصال، زمان کاهش مانند راتییتغ یبرخ اعمال

 تیاختصاص آن به نیتوئ افزودن و دهایب یدفعات شستشو

 یهاستون از استفاده یداده شد ول شیآپتامر منتخب افزا

 .بودند کننده کمک اریبس امر نیا در زین مشابه و یمنف

و  5بعد از مرحله  ،انجام چرخه سلکس یدرست دییتا جهت

 CtxB نیبه دست آمده از نظر اتصال به پروتئ یآپتامرها 8

الازا انجام شد  کیبا تکن یبررس نیقرارگرفتند ا یابیمورد ارز

در هر مرحله سلکس بود که  OD شینشاندهنده افزا جیو نتا

 زیسلکس ن 11امر باعث انجام ادامه کار شد. بعد از دور  نیا

 زانیتمام دورها انجام شد و م یالازا برا شیمجددا آزما

 یابیرزمورد ا CtxB با ،جدا شده در هر دور یاتصال آپتامرها

 دور یدست آمده از آپتامرها به OD زانیمقرار گرفت. 

 نیبنابرا بودسلکس  2دور یبرابر آپتامرها 5/2 بایتقر،11

استفاده شد و  نگیسلکس جهت کلون 11دور  یآپتامرها

 یمعرف CtxB یآپتامر به عنوان آپتامر اختصاص کی تاینها

 .دیگرد

 یریگجهینت
 نیتوکس کلرامناسب با  برهمکنش یآپتامر انتخاب شده دارا

 هدف مولکول به بالا یبیترک لیبا م یبوده و به طور اختصاص

 دست به آپتامر یریبکارگ با شود، یم متصل( نیتوکس)کلرا 

 نیتوکس کم یها رقت توان یم ،یصیتشخ یها تیک در آمده

 عیسر و موثر اقدام و ییشناسا یابیارز مورد یها نمونه در را

 .را انجام داد

 یملاحظات اخلاق
 ندارد.

 تعارض منافع 
 نویسندگان اعلام می دارند تعارض منافعی وجود ندارد.
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