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  4937ی سوم اردیبهشت  /هفته174ی  و ششم/شماره  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان

 21/1/2937تاریخ چاپ:  12/2/2937تاریخ پذیرش:  7/21/2931تاریخ دریافت: 

  

 به روشB (HBsAg )ژن سطحی ویروس هپاتیت  آنتییی امکان شناسا

Enzyme-Linked Aptamer Assay آن با روش  ی سهیمقا وEnzyme-Linked Immunosorbent Assay 

 
 5الدین حسینی ، سید نظام4، مریم بشتام3میریان، مینا 2احمد حسین خان، 1ساز حمیدرضا میانه

 
 

‌چکیده

و هزینه دارای نواقصی هستند. از این رو، تحقیقات در  یداریپا ،تیحساساز نظر  و باشند می یباد یآنت اساس بر، Bی تشخیص بالینی ویروس هپاتیت ها تیک مقدمه:

 ی اختصاص ییامکان شناسا یبررس بیوتینه در از آپتامر شاید این نواقص را جبران کند. در این مطالعه،بادی  آنتی جهت جایگزینی آپتامرها به جای
Hepatitis B surface antigen (HBsAgبا سیستم بیوتین )- و روش  استرپتاویدینEnzyme-linked aptamer assay (ELAA) شد استفاده. 

( تثبیت شد. SPL, Korea) Maxibindingبا در نظرگیری متغیرهای مختلف در پلیت  4/3معادل  pHکربنات دارای  بی -بافر کربنات ی به وسیله HBsAg ها: روش

 Imbalance polymerase chain reactionدر الگو  DNAعنوان ه بو از پلاسمید  شد کلون آپتامر ی قطعهتجاری بررسی شد.  ELISAبا کیت  HBsAgتثبیت 
(Imbalance PCR جهت تولید )DNA در روش  نیوتیب -نیدیاسترپتاوسیستم از  ا استفادهببیوتینه  . از آپتامراستفاده و این روش بهینه شد ای رشته تکELAA 

 .شد استفاده

( توسط E. coli Top10) Escherichia coli Top10در آپتامر  ی قطعهکیت تجاری اثبات شد. کلونینگ  1و  2 ی ژن با استفاده از کونژوگه تثبیت آنتی ها: یافته

Colony PCR ی تأیید شد. بهترین نتیجه PCR  ژن بود،  ها، گویای تثبیت صحیح آنتی گراد بود. گروه شاهد آزمایش سانتی ی درجه 14گرادیان دمای اتصال پرایمر در
 .را نشان ندادند HBsAgهای تکرارپذیر و اختصاصی مبین شناسایی و اتصال آپتامر به  ، سیگنالImbalance PCRاما هر دو آپتامر سنتتیک و آپتامر 

 در شناساییآپتامر  شاید علت نتایج منفی، توانایی کند. ژن موجود در سطح ویروس یا سلول تغییر می ژن، ساختار آن نسبت به آنتی در هنگام تثبیت آنتی گیری: نتیجه

نیاز  افزونه و آپتامر نیرابط ب یبازواتصال بیوتین به آپتامر، موجب تداخل در ساختار آن شود و استفاده از  رود باشد. همچنین، احتمال می دست نخورده اختارژن با س یآنت
 .به بررسی دارد

 Bسطحی ویروس هپاتیت  های ژن ، آنتیB، هپاتیت DNA  ،Enzyme-linked immunosorbent assayهایآپتامر واژگان کلیدی:

 
به  B (HBsAg) تیهپات روسیو یسطح ژن یآنتیی امکان شناسا .الدین احمد حسین، میریان مینا، بشتام مریم، حسینی سید نظام ساز حمیدرضا، خان میانه ارجاع:

مجله دانشکده پزشکی . Enzyme-Linked Immunosorbent Assayآن با روش  ی سهیمقا و Enzyme-Linked Aptamer Assay روش

 199-142(: 472) 91؛ 2937اصفهان 

 

 مقدمه

بیماری ویروسی خطرناا  اسات کا     هپاتیت یا التهاب بافت کبد یک 

آن باا  و متوسا     وعیدر مناطق با شدرصد جمعیت جهان  ۸۸حدود 

 B تیا روس هپاتیو لاز افراد ناق یاریبس . اگر چ (1) کنند یم یزندگ

 نیا نفار در جهاان باا ا    ونیلیم 752حدود ، هستند یم خاصیفاقد علا

عامال مهام و واروری در     .(7-3) کنناد  یدست و پنج  نرم م یماریب

 Bژن ساطیی ویاروس هپاتیات     تشخیص و درمان این بیمااری آنتای  

(Hepatitis B surface antigen  یاHBsAgمی )  باشد. بیماران مبتلا

 HBsAg از نظار ماه  6مزمن، افرادی هستند ک  ب  مدت  Bب  هپاتیت 

-Enzymeهااا، رو   باادی  . پااا از شناساایی آنتاای (4)مثبات باشاد   
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linked immunosorbent assay (ELISA ابداع شد و شناسایی و )

ها بر مبنای آن امکان پذیر گردیاد. تاا کناون     تشخیص بسیاری بیماری

 ماارکر ی شاااه یآزمای تشاخیص  هاا  تیکبرای تشخیص این بیماری، 

 ساندویچی تهیا  شاده اسات و   ی ELISAبر اساس  HBsAgویروسی 

ژن و هم ب  عناوان عامال    ی آنتی ها نیز ب  عنوان عامل تثبیت کننده یباد یآنت

 .  (5)اند  ها ب  کار رفت  در آن تشخیصی

های با اتصال اختصاصی و قوی ب  مولکاول   ها، مولکول بادی آنتی

ساازی،   ای از کاربردها مانناد خاالص   هدفشان هستند ک  طیف گسترده

انباوهی از ماواد را   جداسازی و تشخیص اختصاصی یک ماده از میان 

هااا،  سااازند، امااا بااا وجااود مزایااای ایاان مولکااول   پااذیر ماای امکااان

ی، تولیاد در شارای  زناده،    حرارتا  یداریا ناپاهاایی نظیار    میدودیت

و  هاای مختلاف تولیاد    گیری اهداف میدود، تغییرات در ساری  هدف

ها را میادود کارده    ، استفاده از آندیتول برایبا   ی تمام شده ی ن یهز

های دیاری با خواص اتصال  های اخیر، مولکول ، اما در سال(6)است 

 قااوی و اختصاصاای باا  مولکااول هاادف، تیاات عنااوان آپتااامر       

هاای موجاود در ماورد     ک  بسایاری از میادودیت   (2) اند معرفی شده

 هااا را ندارنااد. ایاان در حااالی اساات کاا   اباات تفکیااک    بااادی آنتاای

(Dissociation constant )میال   ی ک  نشان دهنده و آپتامر یباد یآنت

و  است کسانی تقریبیباشد، ب  طور  ها ب  مولکول هدف می ترکیبی آن

 . (۸) باشد مینانومو ر  1/5-55 حدود

هاا   بادی بنابراین، استفاده از آپتامرها در بسیاری موارد، مفیدتر از آنتی

 RNAآپتامرها در مقایس  باا   DNAاز طرف دیار،  .(6)رسد  ب  نظر می

، عدم نیااز با    RNaseآپتامرها دارای مزایایی همچون عدم حساسیت ب  

 . باار ایاان مبنااا، (9)تاار هسااتند  و ساانتز شاایمیایی ارزان cDNAساانتز 

کا   با  وجاود آماد     ELISAرو  جدیدی با استفاده از آپتامرها مشاب  

 تااااار و کارامااااادتر اسااااات و تیااااات عناااااوان رو       ارزان

Enzyme-linked aptamer assay (ELAAشناخت  می ) .شود 

حال با توج  ب  اهمیت بیماری هپاتیت و لزوم شناسایی ساری  و  

با ی تشخیص این بیمااری از ساوی    ی درمان آن از یک سو و هزین 

ها، با    بادی دیار و همچنین، با توج  ب  مزایای آپتامرها نسبت ب  آنتی

در  HBsAgویروساای  مااارکرآیااد جااایازینی آپتااامر وااد  نظاار ماای

ها گردد.  کمتر کیت ی های تشخیصی موجب کارایی بهتر و هزین  کیت

آپتاامری واد ایان     DNA، پژوهشی دیاار این در حالی است ک  در 

احمد  ب توس  خانمناس( Specificity) ویژگیو  یداریپاژن، با  آنتی

(. Unpublishedو همکاران تهی  و مورد ارزیابی قرار گرفتا  اسات )  

 HBsAgر واد  از آپتاام بنابراین، تصمیم گرفت  شاد در ایان مطالعا ،    

باادی   ب  جای آنتی Bسطیی ویروس هپاتیت  ژن یآنت ییجهت شناسا

 میآناز  اساترپتاویدین و  -سیستم تقویت سیانال بیوتین از گیری بهره با

Horseradish peroxidase (HRP ) (15)استفاده شود. 

 ها روش

با در نظر گرفتن متغیرهای مختلاف  ژن  یآنتدر این مطالع ، ابتدا تثبیت 

از دو منبا    HBsAgهاای نوترکیاب    ژن بدین منظاور، آنتای   .بهین  شد

ژن تخلایص شاده توسا  انساتیتو      و آنتای  Bمختلف واکسن هپاتیت 

پاستور تهران )ایران( تهی  شد. در هر دو مورد، ابتدا تشخیص کیفی باا  

)پیشتاز طب، ایران( انجاام   HBsAgاستفاده از کیت تجاری تشخیص 

 کربناات   بای  -کربناات  ی شد و سپا، با استفاده از بافر تثبیات کنناده  

 ELISAهاای پلیات    ژن ماورد نظار در کاف چاهاک     مو ر، آنتی 7/5

ی دساتی، روشای   ELISAتثبیت شد. رو  مورد استفاده برای انجام 

شرکت پیشتاز طب بود کا    HBsAgمشاب  دستور کار کیت تشخیص 

 ( بهینا  شاد  Thermo scientific, USA) ELISAتوسا  راهنماای   

از لیتار   ناانوگرم/میلی  5/7و  9/5، 3/5. در این فرایند، س  غلظت (11)

میکرولیتر از هر غلظات   755کربنات تهی  و  ژن در بافر کربنات/بی آنتی

هااا ریختاا  شااد.  زم باا  ککاار اساات کاا  باارای تصاادیق   در چاهااک

تکرار در نظر گرفتا  شاد. با      تکرارپذیری نتایج، برای هر غلظت س 

ژن افزوده نشد و ب  عنوان چاهک شااهد در نظار    یک چاهک نیز آنتی

 گرفت  شد.

گاراد   ساانتی  ی درجا   4ب  مدت یاک شاب در دماای     ها چاهک

مرتبا    7ها تخلی  شد و پاا از   انکوب  شدند. سپا، میتویات چاهک

باافر   ماو ر  میلای  15) )سیتومتین ژن، ایران( x 1 شستشو با بافر شستشوی

 مااو ر کلریااد ساادیم و    میلاای 155، 4/2معااادل  pHفساافات بااا  

هاا روی دساتمال    ( و خشک کاردن چاهاک  Tween 20درصد  55/5

 Skimmed milkمیکرولیتار   355جاکب، مسدودسازی با اساتفاده از  

( با  ازای هار   PBSیاا   Phosphate buffered salineدرصد در  5)

گراد انجاام   سانتی ی درج  32در دمای  ساعت  1چاهک و انکوباسیون 

 مرتباا  شستشااو،  7گرفاات. سااپا، میتویااات تخلیاا  شااد و پااا از 

طاب کا     کیات تجااری پیشاتاز    1 ی ی شماره میکرولیتر کونژوگ  75

ها ب  جاز   باشد، در چاهک می HBsAgود  ی بادی بیوتین  حاوی آنتی

 دقیقاا  در دمااای  35چاهااک شاااهد ریختاا  شااد و پلیاات باا  ماادت 

 گااراد انکوباا  گردیااد. آن گاااه، باادون شستشااو   سااانتی ی درجاا  32

کیات پیشاتاز طاب کا  حااوی       7 ی شاماره  ی میکرولیتر کونژوگ  75

متصل ب  بیوتین است، ب  هر چاهاک با     HRPاسترپتاویدین و آنزیم 

 32دقیقا  در دماای    35جز چاهک شاهد افازوده شاد و باار دیاار،     

گراد انکوب  شد. پا از آن، میتویات تخلی  شد و بعاد   سانتی ی درج 

میکرولیتر سوبساترای آنازیم    155مرتب  شستشو و خشک کردن،  3از 

HRP (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine  یااااااااااااااااTMB ) 

(Sigma Aldrich, USA باا  هاار چاهااک افاازوده و )دقیقاا  در  15

میکرولیتار   55تاریکی و در دمای اتاق انکوب  شد. ساپا، باا افازودن    

ها متوقاف شاد و میازان     ، واکنش در چاهکنرمال 1اسید سولفوریک 
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نااانومتر دسااتااه  455جااذب رنااد زرد حاصاال شااده توساا  فیلتاار 

 گیری شد.   ( اندازهBIORAD, USA) ELISAخوانشار 

بااا  دو طریاااق شاااامل رو   HBsAgساااپا، آپتاااامر واااد 

Imbalance polymerase chain reaction (Imbalance PCR)  و

 آپتاااامر بااا  رو   ی رو  سااانتتیک تهیااا  گردیاااد. بااارای تهیااا  

Imbalance PCR ی دیآپتامر با  کماک وکتاور پلاسام     ی قطع ، ابتدا

pUC57 زباان یدر م Escherichia coli Top10 (E. coli Top10 )

 ی آپتامر ک  دارای دو انتهاای چسابنده   ی . بدین منظور، قطع کلون شد

 ی یدی خطی دارای انتهاهاای چسابنده  بود، در وکتور پلاسم Aباز  `3

بیوتیاک   ( دارای ژن مقاومات با  آنتای   Fermentas, USA) Tباز  `3

 ساایلین کلااون شااد و پلاساامید حلقااوی حاصاال در باااکتری    آمپاای

E. coli Top10   ب  روCaCl2     سرد و شاو  حرارتای ترانسافورم

(Transform   گردید. ساپا، تاک کلاون )       هاای ترانسافورم شاده با

Luria-Bertani agar (LB Agar )کشاات روی میاای   ی وساایل 

هاای   سیلین انتخاب شد و جهت تأیید کلاونی  بیوتیک آمپی حاوی آنتی

 M13 ،Colony PCRحاوی قطع ، با کمک پرایمرهای عماومی فااژ   

 کیااات  ی هاااا بااا  وسااایل  انجاااام شاااد. ساااپا، از ایااان کلاااونی

Solg™ plasmid mini-prep kit (SolGent, Korea پلاسامید ) 

هاا، باا    ماورد نظار در آن   ی استخراج و برای تأیید نهایی وجود قطعا  

 اساااتفاده از پرایمرهاااای اختصاصااای قطعااا  )پرایمااار پیشااارو      

5’-biotin-ATCATCCAGCTTATTCAATT-3’  و پرایمااااااار

 CTTCTCCTGCACACTTACTAT-5’ )PCR-’3 معکاااااوس

با گرادیان دمایی انجاام گردیاد تاا     PCRانجام شد.  زم ب  ککر است 

 دمای اتصال بهین  ب  دست آید.

 ی چرخا   15سپا، با استفاده از هار دو پرایمار پیشارو و معکاوس،     

معمولی روی پلاسمید دارای قطع  ب  عنوان الاو انجاام شاد    PCRواکنش 

ماورد اساتفاده    Imbalance PCRو میصول آن ب  عنوان الاو در واکنش 

میکرولیتار   1میکرولیتاری،   75طوری ک  برای یک واکانش   قرار گرفت؛ ب 

ناانوگرم/میکرولیتر( با  هماراه     455الاو ) DNAب  عنوان  PCRمیصول 

 مااو ر(،  میلاای 55) MgCl2میکرولیتاار میلااول   1میکرولیتاار بااافر،   5/7

 Deoxynucleotide triphosphate (dNTP )میکرولیتاااااااار از  1

  Taq DNA polymeraseمیکرولیتاار آنازیم   3/5مااو ر(،  میلای  15)

ی  میکرولیتر از پرایمر رقیق نشده 5/1/میکرولیتر( و الملل واحد بین 5)

میکرولیتاار آب اسااتریل در یااک  7/1۸میکرومااو ر( و  155پیشاارو )

 ی درجاا  95عبااارت از  PCR ی شااد. برناماا  PCRتیااوب ریختاا  و 

 متاوالی از مراحال شاامل    ی  چرخا   45سپا دقیق ،  5گراد در  سانتی

  انیا  و   35گاراد   ساانتی  ی درجا   64 انی ،  35گراد  سانتی ی درج  95

 ی درجا   27نهاایی   ی  انی  و سپا مرحل  15گراد  سانتی ی درج  27

گراد تا انتهای برنام  بود. سپا،  سانتی ی درج  4دقیق  و  5گراد  سانتی

با  هار    Taq DNA polymeraseباار دیاار مقادار مشاابهی آنازیم      

چرخا  انجاام    175تاا مجماوع    گفت  شد و مراحل پیش واکنش اواف  

در نهایات باا    Imbalance PCRگرفت. غلظت میصاول حاصال از   

 گیری شد. ( اندازهNanospec cube, Germanyنانودراپ )

آوران، سافار    آپتامر سانتتیک، با  شارکت ژن فان     ی برای تهی 

آن بیوتین اواف  شاده باود، داده    `5ساخت توالی آپتامر ک  در انتهای 

ها تثبیت  در کف پلیت HBsAgآپتامرها مانند قبل،  ی شد. پا از تهی 

باادی با     شد. سپا، مطابق دستور کار استفاده شده برای اتصال آنتای 

، آپتاامر  ژن های حاوی آنتای  های تثبیت شده، این بار ب  چاهک ژن آنتی

های تثبیات شاده پاا از     ژن اواف  شد. آپتامرهای متصل شده ب  آنتی

بیاوتین   ی مانند و ب  واساط   ها، متصل باقی می شستشو در کف چاهک

 انالیسا  تیا رو  تقوشاوند. ایان کاار، باا      باعث تولید سیانال مای 

متصال باا  دو مولکاول بیااوتین کاا  در    HRPو آناازیم  نیدیاساترپتاو 

شاود،   ( گفتا  مای  ABC) Avidine biotin complexاصطلاح ب  آن 

 بیاااوتین، در قالاااب کیااات  -سیساااتم اساااترپتاویدین .انجاااام شاااد

(Vector Lab, USA  با نام تجااری )ABC Kit    خریاداری شاد. در

( بارای اطمیناان از   A2و  A1های  ها، گروه شاهد )گروه آزمایش ی هم 

تعریاف شاد. ساپا، مراحال آزماایش با  دو        ELAAصیت انجام 

 جداگان  تقسیم شد. ی مرحل 

ژن، آپتامر ب  آن اواف  شد. در  اول پا از تثبیت آنتی ی در مرحل 

این مرحل ، ب  طور جداگان  آپتامر تهیا  شاده از هار دو منبا ، ماورد      

میکرومو ر از هار دو آپتاامر    7بررسی قرار گرفت. از این رو، غلظت 

بیوتین نیز از  -از طرف دیار، سیستم تشخیص استرپتاویدینتهی  شد. 

کیت پیشاتاز   7 ی شماره ی کونژوگ  و ABCدو منب  متفاوت، از کیت 

گاروه بارای انجاام     3طب )پیشتاز طب، ایاران( تاأمین شاد. ساپا،     

 1 ی ی شااماره کونژوگاا  A1وه گاارهااا طراحاای شاادند. در  آزمااایش

طااب  شااتازیپ تیااک 7ی  رهی شااما کونژوگاا  وبااادی بیوتیناا (  )آنتاای

و  باادی  با  جاای آنتای    آپتاامر  B1 گاروه (، در HRP -)استرپتاویدین

ر و از آپتاام نیز  C1پیشتاز طب و در گروه  تیک 7 ی ی شماره کونژوگ 

 استفاده شد. ABCکیت 

دوم، تأ یر چناد متغیار از جملا  باافر اتصاال      ی  سپا، در مرحل 

آپتامر، مدت زمان مسدودسازی و حلال مورد اساتفاده بارای سااخت    

روی اتصاال   Skimmed milkحجمای(   -درصاد )وزنای   5میلاول  

 باا  A2ه گارو گاروه شاامل    7ژن بررسی شد. از این رو،  آپتامر ب  آنتی

آپتاامر  باا   B2 روهطاب و گا   شاتاز یپ تیک 7 و 1 ی شماره ی کونژوگ 

و  Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) میلاول در 

های این مرحل  در نظر گرفت  شادند.   ، برای انجام آزمایشABCکیت 

مقطر ب  عنوان حلال آپتامر )بافر اتصال(  ب  جای آب DPBSسپا، از 

مسدودسازی ب  صورت شبان  صورت گرفات.   ی استفاده شد و مرحل 
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درصاد )با     Skimmed milk 5 ی مقطار بارای تهیا     همچنین، از آب

هاای کیات    ( و سپا از این میلول برای سااخت معارف  PBSجای 

ABC  ناانومتری   455آماری بین مقادیر جاذب   ی استفاده شد. مقایس

هاا با  رو     ژن در هار گاروه از آزماایش    هاای مختلاف آنتای    غلظت

Kruskal-Wallis .انجام شد 

 

 ها افتهی

ژن در  ک  مربوط با  روناد تثبیات آنتای     1های شکل  بر اساس یافت 

ناانومتر هماراه باا     455، میااناین جاذب ناوری    باشد ها می چاهک

هااا باا  صااورت  ژن تثبیاات شااده در چاهااک کاااهش غلظاات آنتاای

 داری کاهش یافت.  معنی
 

 
 HBsAg مختلف یها جذب غلظت نیانگیم ی سهیمقا. 1شکل 

(Hepatitis B surface antigen ))تیتثب )انستیتو پاستور تهران، ایران 

 Enzyme-linked immunosorbent assay تیپل یها شده در چاهک

(ELISA )نانومتر  054 در طول موج 
(Error barی ها نماینده Standard deviation باشند می .)NC شاهد منفی   

 (.Kruskal-Wallis 575/5  =P)در آزمون 

 
های حاصال   روی تک کلون Colony PCRنتایج ژل الکتروفورز 

و  3 یهاا  یکلون( نشان داد ک  Transformationاز ترانسفورماسیون )

آپتااامر  ی ی دادنااد، دارای قطعاا دیاانوکلئوت 7۸5بانااد حاادود کاا   4

نوکلئوتیادی ایجااد    195باشند؛ در حالی کا  ماابقی، باناد حادود      می

 یوجاود بانادها  (. 7باشاند )شاکل    فاوق مای   ی نمودند و فاقد قطعا  

تااک رشاات  در   DNAدر الکتروفااورز ژل آگااارز، ایجاااد    فیوااع

Imbalance PCR  یی غلظااات نهاااا(. 3را تأییاااد نماااود )شاااکل 

Single-stranded DNA (ssDNA)  ی هما  حاصل از مخلوط کردن 

توسا    ناانوگرم/میکرولیتر  Imbalance PCR ،95ز حاصال ا  تمیصو 

 شد. یریگ نانودراپ اندازه

 
 Colony polymerase. نتایج الکتروفورز ژل آگارز محصول 2شکل 

chain reaction (Colony PCR بر روی )تک کلون به دست  14

 Escherichia coli Top10آپتامر در باکتری  ی آمده از کلونینگ قطعه

(E. coli Top10) 
 مثبت های کلون) 4 و 3 های کلون ب  مربوط بازی جفت 7۸5 باند  4 و 3 های ستون

 سایر ب  مربوط بازی جفت 195 باند 5-15 و 7 ،1 های ستون و( آپتامر توالی حاوی

جفت  Ladder 155در این تصویر، از  (.نظر مورد قطع  بدون منفی های کلون) ها کلون

 ( استفاده شده است.Fermentas, USAبازی )

 

 

 
 . نتایج الکتروفورز ژل آگارز محصول 3شکل 

Imbalance polymerase chain reaction  
(Imbalance PCR بر روی پلاسمید استخراج شده از کلونی )0 

 آپتامر( ی )حاوی قطعه
  یها ستون  ( بوده است،Fermentas, USAجفت بازی ) Ladder 155 1ستون 

ی  نمون  2 ستونو  Imbalance PCRکامل مشاب  ب  طور  یها واکنشمیصول  6-7

 است. یمنفشاهد 

 

ژن  ، باا کااهش غلظات آنتای    A1ی اول در گاروه   در نتایج مرحل 

نانومتر نیز با  طاور    455ها، مقدار جذب نوری  تثبیت شده در چاهک

   داری کاهش یافت. معنی

با   ، هیچ سیانال اختصاصی وابسات   C1و  B1های  همچنین، در گروه

ژن باا   ژن، از اتصال آپتامر )از هایچ یاک از دو منبا ( با  آنتای      غلظت آنتی

 (.  5و  4های  ب  دست نیامد )شکل استفاده از هر دو سیستم تشخیص
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  مختلف یها جذب غلظت نیانگیم ی سهیمقا. 0شکل 

Hepatitis B surface antigen (HBsAg) یها شده در چاهک تیتثب 

در Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA ) تیپل

آپتامر محصول  ها بر روی آپتامر با استفاده از اول آزمایش ی مرحله

Imbalance PCR نانومتر 054 در طول موج 
 تیک 7 ی شماره ی کونژوگ  ( ون یوتیب یباد ی)آنت 1 ی شماره ی کونژوگ از  A1گروه  در

از آپتامر حاصل از  B1گروه  استفاده شد. در( HRP -یندیطب )استرپتاو شتازیپ

Imbalance PCR طب و در  شتازیپ تیک 7 ی شماره ی و کونژوگ  یباد یآنت یب  جا

ها Error bar) استفاده شد ABC تیو ک یباد یآنت یاز آپتامر ب  جا زین C1گروه 

 هستند(. Standard deviation ی نماینده

  B1، در گروه A1  572/5  =P، در گروه Kruskal-Wallisبر اساس آزمون 

527/5  =P  و در گروهC1 175/5  =P .ب  دست آمد 
 

ها علاوه بر وعیف بودن، با کااهش   در مورد آپتامر سنتتیک، سیانال

 (.  5ها، افزایش یافت )شکل  ژن تثبیت شده در چاهک غلظت آنتی
 

 
 مختلف  یها جذب غلظت نیانگیم ی سهیمقا. 5شکل 

Hepatitis B surface antigen (HBsAg) شده در  تیتثب

 Enzyme-linked immunosorbent assay تیپل یها چاهک

(ELISA ) در  کیستفاده از آپتامر سنتتها با ا اول آزمایشی  مرحلهدر

 نانومتر 054 طول موج
 تیک 7 ی شماره ی کونژوگ  ( ون یوتیب یباد ی)آنت 1 ی شماره ی کونژوگ از  A1 گروه در

 یب  جا کیسنتت پتامراز آ، B1 استفاده شد. درگروه( HRP -نیدیطب )استرپتاو شتازیپ

از آپتامر  زین C1 طب و در گروه شتازیپ تیک 7 ی شماره ی و کونژوگ  یباد یآنت

 ی ها نمایندهError bar)استفاده شد  ABC تیو ک یباد یآنت یب  جا کیسنتت

Standard deviation .)هستند 

ب   C1 572/5  =Pو  A1 ،B1در هر س  گروه  Kruskal-Wallisبر اساس آزمون 

 دست آمد.

ها روی آپتامر نشان داد کا  در گاروه    ی دوم آزمایش نتایج مرحل 

A2 نانومتر نیز  455ژن تثبیت شده، جذب نوری  با کاهش غلظت آنتی

هیچ گون  الااو و   B2کاهش یافت  است، اما مقادیر جذب نوری گروه 

  (.6ویژگی را نشان نداد )شکل 

 

 
 مختلف  یها جذب غلظت نیانگیم ی سهیمقا. 6شکل 

Hepatitis B surface antigen (HBsAg) یها شده در چاهک تیتثب 

در Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA ) تیپل

 نانومتر 054ج در طول مو ها دوم آزمایشی  مرحله
 شتازیپ تیک 7 ی شماره ی کونژوگ  ( و ن یوتیب یباد ی)آنت 1 ی شماره ی کونژوگ  از A2 درگروه

 میلول در کیآپتامر سنتتاز  B2استفاده شد. درگروه  (HRP -یندیطب )استرپتاو

Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) تیو ک یباد یآنت یب  جا 

ABC استفاده شد (Error barی ها نماینده Standard deviation .)هستند 

  B2 995/5  =P، در گروه A2 572/5  =Pدر گروه  Kruskal-Wallisبر اساس آزمون 

 ب  دست آمد.

 

 بحث

ژن  مطالع  را ایجااد رونادی اساتاندارد بارای تثبیات آنتای      اساس این 

این روناد   ی داد. در مطالع  ها تشکیل می در چاهک HBsAgنوترکیب 

ژن  (، میاناین مقادیر جذب نوری همراه با کاهش غلظت آنتی1)شکل 

 ی یابد ک  ایان امار، نشاان دهناده     ها، کاهش می تثبیت شده در چاهک

ویژگی نسبی و وابستای مقادیر جذب نوری ب  دست آمده با  میازان   

. همچنین، تکرارپذیری با ی باشد ها می ژن تثبیت شده در چاهک آنتی

ژن کا  با     مقادیر جذب نوری ب  دست آمده در هار غلظات از آنتای   

(، دقات ایان   1صورت خطوط خطا در هر ستون نمایان است )شاکل  

ها  اساس کار تمامی آزمایش ، روند، در ادام دهد. این  روند را نشان می

هاا از آن   قرار گرفت و ب  عنوان شاهدی بر صیت انجام سایر آزمایش

 استفاده شد.

حاور، هیچ یک از آپتامرهای سانتتیک و تهیا  شاده     ی در مطالع 

هاای تکرارپاذیر و اختصاصای     ، سایانال Imbalance PCRب  رو  

استفاده از آپتاامر   جیچ  نتا اگرنشان ندادند.  HBsAgجهت تشخیص 

دار  یمعنا  یاز نظر آماار  (5ها )شکل  اول آزمایشی  سنتتیک در مرحل 
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 اریهاا بسا   انالیس زانیم C1و  B1 یها ک  در گروه ییجا بود، اما از آن

 نیا شاده ا  تیا ژن تثب یتر از آن باا کااهش غلظات آنتا     کم بود و مهم

. چنانچا   نماود توان اتکا  ینم جینتا نیب  ا افت؛ی یم شیها افزا انالیس

کااربرد   هاا  داده یدار باودن آماار   یدر مطالعات مختلف، علاوه بر معن

 باشد.   یمطالع  م یا بات ادعا ی  زم  زیها ن داده نیا بالینی

تواند استفاده از باافر تثبیات    یکی از د یل احتمالی این نتیج ، می

آپتاامر بار خالاف    طور ک  پایش از ایان ککار شاد،      کننده باشد. همان

ژن را شناسایی کند، بایاد   بادی برای آن ک  ب  طور اختصاصی آنتی آنتی

رو شود. در  ژنی دست نخورده و با ساختار فضایی مناسب روب  با آنتی

هاای خطای و    تاوپ  باادی در بیشاتر ماوارد اپای     حالی ک  بارای آنتای  

. از (17)های ب  نسبت دناتوره شده نیز قابال شناساایی اسات     پروتئین

بافر تثبیت کننده، ساختار  pHاین رو، ممکن است شرای  بافری مانند 

ژن را ب  قدری تغییر دهد ک  دیاار بارای آپتاامر قابال شناساایی       آنتی

 ی بادی قابل شناساایی باشاد. نتاایج هما      نباشد، اما کماکان برای آنتی

بادی هستند، گاواهی   آنتی ی ک  در بر گیرنده Aهای  های گروه آزمایش

 .باشد بر این مدعا می

البت ، این مسأل  ک  یک آپتامر در فلوسایتومتری نتایج خوبی داشات ،  

هاا نیاز    باادی  کارایی نداشت  باشاد، در ماورد آنتای    ELAAاما در رو  

باادی،   یاک آنتای   ی صادق اسات و در ماوارد زیاادی شارکت ساازنده     

ارایا    Western-blotق  برای یک نوع آزمایش مانند میصول خود را ف

نماید. همچناین،   نماید، اما برای استفاده در فلوسایتومتری توصی  نمی می

متصال   HBsAgخاصای از   Conformationبا    گفتا   شاید آپتامر پیش

شاود و   شود ک  فق  در سطح سلول یا ویروس آن ساختار ایجاد مای  می

کناد. یکای از د یال     سااختاری را ایجااد نمای   ژن نوترکیب چناین   آنتی

احتمالی دیار، آن است ک  وجاود بیاوتین در آپتامرهاای سااخت  شاده،      

گردد و همچنین، باافر ماورد اساتفاده نیاز      سبب کاهش ویژگی آپتامر می

 تواند در اتصال اختصاصی بسیار مهم باشد. می

  شاده  های مختلف تهی هایی بر اساس آپتامر در زمین  تاکنون کیت

ساموم غاذایی، چنادین کیات باا رو        ی است. برای مثال، در زمین 

ELISA بادی است، برای سم آکراتوکساین   ک  مبنای آن آنتیA    تهیا

، اولاین کیات   H12و  H8آپتامرهاای   ی شده است، اماا پاا از تهیا    

ELAA  همچنین، برای شناسایی دقیق (13)برای این سم ساخت  شد .

ک  با  طاور    ، روشی7آدیپونکتین، برای تشخیص زودرس دیابت نوع 

 کنااد، باا  نااام    بااادی و آپتااامر اسااتفاده ماای    از آنتاای زمااان هاام

Enzyme-linked aptamer aAssays (ELAAs مورد استفاده قرار )

آپتامری  DNAو همکاران،  Gu. در تیقیق دیاری، (14)گرفت  است 

متصال   Okadic acidک  ب  طور اختصاصی با میال ترکیبای باا  با      

در  گفتا   پایش شود، ب  دست آوردند. سپا، آن را در شناسایی سم  می

 ی . همچنااین، در یااک مطالعاا  (15)باا  کااار بردنااد   ELAAرو  

غیر مستقیم با اساتفاده از   ELAAای مشخص گردید ک  رو   مقایس 

تمایل و ویژگی بهتری برای تشخیص مایکوپلاساما   WKB-14آپتامر 

 . (16)دهد  ( از خود نشان میMycoplasma bovisبوویا )

Chen  و همکاران، در یکPatent   متیال   -، آپتامر بار علیا  آلفاا

( معرفای کردناد کا  از آن در    alpha-methylacyl-CoAآسیل کوآ )

استفاده شاد   ELAAطراحی کیت تشخیص این ماده بر اساس سیستم 

ساازی   ، تجااری A. مثال دیاری از این دست، مانند اکراتوکسین (12)

. اساس این (1۸)یک کیت تشخیص آفلاتوکسین بر مبنای آپتامر است 

مطالع ، مشاب  تیقیق حاور است؛ ب  طوری ک  یک آپتامر تهیا  شاده   

اسات،   `5بیوتین در انتهای  ی ک  دارای افزون  B1بر ود آفلاتوکسین 

شااود و در یااک سااتون    اسااترپتاویدین تثبیاات ماای   -روی آگااارز

رود. ساپا، از   کروماتوگرافی تمایلی ب  عنوان بخش جامد ب  کار مای 

ژن مورد نظر اساتفاده   سازی و تعیین مقدار آنتی این ستون برای خالص

و همکااران   Barthelmebs ی . تفاوت این مطالعا  باا مطالعا    شود می

حاور، در استفاده از ستون کرومااتوگرافی   ی و همچنین، مطالع  (13)

ی  ژن روی سطح جاماد اسات. در هار دو مطالعا      ب  جای تثبیت آنتی

گفت ، از رو  فلورسنت جهت ایجاد سیانال استفاده شده اسات   پیش

 متفاوت است. ی حاور ک  از این نظر با مطالع 

حاور با سایر مطالعات انجام شاده، چناین    ی مطالع  ی از مقایس 

حاور با یاک ساری تغییارات     ی رسد ک   زم است مطالع    نظر میب

 HBsAgتکرار شود. اول این ک  از سایر آپتامرهای معرفی شده بارای  

و همکااران، با  معرفای چناد آپتاامر باا        Xiاستفاده شود. برای مثال، 

اناد. در ایان مطالعا ،     پرداخت  HBsAgویژگی و میل ترکیبی با  برای 

 Magnetic nano particlesهااا بااا اسااتفاده از   جداسااازی آپتامر

(MNPs و با بهاره )    گیاری از روSELEX     انجاام گرفتا  اسات و

 H03و  H01 ،H02هاای   بازی با نام 45آپتامرهای  DNAی آن  نتیج 

هاای   تغییر، این است ک  شاید بهتر باشد از سیساتم  . دومین(19)است 

هاای فلورسانت و کمای     تشخیصی متفااوت دیاار همچاون سیساتم    

مناساب باین    ی لومینسانا در مطالع  بهره گرفات. همچناین، فاصال    

یاک باازوی کربنای     ی ( و آپتاامر با  وسایل    Modifficationافزون  )

اختار سا  بعادی   جهت جلوگیری از ایجاد تأ یرات منفی افزون  در سا 

آپتامر لیاظ شود. از دیار نکاتی ک  باید در مطالعات آیناده ماد نظار    

ژن و  قرار گیرد، تغییرات  زم در نوع بافر اتصال مناسب آپتامر ب  آنتی

هاا و نیاز    حرارت مناسب جهت انکوباسایون آن  ی مدت زمان و درج 

رین ای اسات کا  کمتا    های آزاد کف پلیت ب  گونا   مسدودسازی بنیان

قابال   ی های پا زمین  و ناخواست  ایجاد شاود. نکتا    میزان از سیانال

تااری ماننااد  هااای پیچیااده توجاا  دیااار ایاان اساات کاا  شاااید رو  

Sandwich ELAA ای  افزونا   ی بایست آپتامر ب  وسایل   ک  در آن می

هاا تثبیات شاود و در     مناسب مانند بیوتین/نوتراویدین در کف چاهک
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هاای کارامادتری    ن ب  میای  اوااف  شاود، رو    ژ بعد، آنتی ی مرحل 

باشد. این روند، علاوه بر آن ک  ماان  تغییارات احتماالی در سااختار     

گیاری   شود، باا قابال انادازه    ها می ژن حین تثبیت شدن در چاهک آنتی

ساازی و استانداردساازی    های تثبیات شاده، با  یکساان     ژن کردن آنتی

.نمایااد ماایهااا کمااک   چاهااک ی هااا و هماا   آزمااایش ی هماا 

 

 تشکر و قدردانی

 ی کارشناسی ارشد با  شاماره  ی  دوره ی نام  این مقال  برگرفت  از پایان

 باشاد.   مصاوب دانشاااه علاوم پزشاکی اصافهان مای       395696طرح 

هاای انجاام طارح     بدین وسیل ، از این دانشاااه جهات تاأمین هزینا     

 .گردد سپاسازاری می
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Abstract 

Background: Clinical diagnostic kits for detecting hepatitis B are based on antibodies, and have inefficient 

sensitivity, stability, and cost. Therefore, researches about aptamers and using them instead of antibodies may make 

these defects up. In this study, a biotinylated anti-hepatitis B virus surface antigen (anti-HBsAg) aptamer sequence 

was used to evaluate the possibility of specific detection of HBsAg via enzyme-linked aptamer assay (ELAA) 

method using biotin-streptavidin system.  

Methods: HBsAg was immobilized in Maxibinding plate (SPL, Korea) by using carbonate-bicarbonate buffer 

(pH: 9.4), and by considering different variables. Immobilization of HBsAg was evaluated by commercial kit. 

Aptamer sequence was cloned and imbalance polymerase chain reaction (PCR) was improved and performed 

using plasmid as DNA template. Then, biotinylated aptamer was utilized in enzyme-linked aptamer assay method 

via taking advantage of streptavidin-biotin signal amplification system. 

Findings: Antigen immobilization was set up using conjugates number 1 and 2 of commercial kit. Colony 

polymerase chain reaction confirmed aptamer cloning in Escherichia coli (E. coli) Top10 host. The best gradient 

polymerase chain reaction result was achieved at 64 
º
C annealing temperature. Control group in assays showed 

accuracy of immobilization; but no repetitive specific signal was obtained that could prove joining of aptamer to 

HBsAg, and detection of that. 

Conclusion: Three-dimensional structure of an immobilized antigen on a solid surface may vary from that which 

exists on the surface of viruses or cells. Negative results might be due to the ability of aptamers to attach into 

antigens with totally intact shape. Conjugation of aptamer with biotin may interfere in aptamer conformation; so, 

a connective arm between aptamer and biotin could be a suggestion, which needs more assessments. 
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