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NGHIÊN CỨU SÀNG LỌC APTAMER ĐẶC HIỆU ĐỘC TỐ RICIN 

Ngô Ngọc Trung1*, Lã Thị Huyền2, Trần Thị Bích Đào2, Lê Quang Huấn2 

Tóm tắt: Ricin là một loại lectin thực vật được tìm thấy nhiều trong hạt Thầu 
Dầu. Do tính chất gây độc cao cho tế bào nên ricin được xếp vào nhóm các tác 
nhân nguy hiểm (nhóm A) có khả năng sử dụng trong khủng bố hoặc chiến tranh có 
sử dụng vũ khí hủy diệt lớn (NBC). Mục tiêu của nghiên cứu này là sàng lọc được 
các aptamer đặc hiệu ricin dựa trên kỹ thuật SELEX trên cột Nanosep 3K Omega. 
Từ một thư viện các aptamer ban đầu, nghiên cứu này đã tối ưu hóa được tỷ lệ nhân 
sợi đơn ADN (ssADN) bằng cặp mồi lệch thông qua phản ứng PCR. Tiếp theo là 
quá trình sàng lọc aptamer đặc hiệu ricin bằng chu trình SELEX trên cột Nanosep 
3K Omega. Kết quả sàng lọc được đưa vào vector tách dòng pBT, biến nạp vào vi 
khuẩn E.coli DH5α để chọn ra các dòng aptamer đặc hiệu ricin. Các dòng aptamer 
sau sàng lọc được xác định ái lực với ricin bằng phương pháp Enzym – Linked 
Aptamer Assay (ELAA). Các aptamer có ái lực cao được giải trình tự và dự đoán 
cấu trúc không gian bằng phần mềm Mfold. Kết quả sau 5 vòng sàng lọc đã sàng 
lọc được 03 aptamer có ái lực cao với ricin, trong đó aptamer Ar5.9 có ái lực cao 
nhất, giá trị Kd = 108,11.    

Từ khóa: Ricin; Aptamer đặc hiệu ricin; SELEX.   

1. MỞ ĐẦU 

Ricin được biết đến như một loại độc tố sinh học độc vào bậc nhất trong tự nhiên. Hạt 
Thầu Dầu là một trong những nguồn chính để thu nhận độc tố này [1]. Trong cấu trúc phân 
tử, ricin có trọng lượng phân tử khoảng 64 kDa, được cấu tạo bởi 02 chuỗi polypeptid 
(chuỗi A và chuỗi B) nối với nhau bằng cầu nối disunfua (-S-S-). Trong cấu trúc không 
gian, ricin cuộn xoắn tạo thành hình cầu. Chuỗi A cấu tạo từ 267 axit amin có khối lượng 
phân tử khoảng 30 ÷ 32kDa, là thành phần chính gây độc cho tế bào. Chuỗi B do 262 axit 
amin tạo thành khối lượng phân tử khoảng 34 kDa, có đặc tính liên kết với gốc đường 
galactose tạo glycoprotein, chịu trách nhiệm liên kết với màng tế bào và vận chuyển ricin 
qua màng [9]. Trong quân sự, do có độc tính cao đối với tế bào nên ricin được sử dụng 
như một loại tác nhân sinh học trong chiến tranh sử dụng vũ khí sinh học, hoặc có thể 
được sử dụng để đầu độc trong các vụ tấn công khủng bố quy mô nhỏ [10, 12]. Do đó, 
nghiên cứu phát triển các kít phát hiện độc tố ricin trong môi trường là cần thiết nhằm đảm 
bảo an toàn cho dân cư và trang bị cho quân đội phục vụ huấn luyện sẵn sàng chiến đấu. 
Có nhiều phương pháp phát hiện ricin trong môi trường, các phương pháp phát hiện đặc 
hiệu ricin hiện nay đều sử dụng liên kết của phức hợp kháng nguyên – kháng thể [14]. Tuy 
nhiên, các vật liệu chính là kháng thể đơn dòng sử dụng trong các phương pháp trên khó 
sản xuất, bảo quản và đôi khi khó đặt hàng vì lý do an ninh. Do đó, việc tìm kiếm các phân 
tử sinh học đặc hiệu ricin thay thế kháng thể đơn dòng phục vụ sản xuất kít phát hiện ricin 
là rất cần thiết. 

Aptamer là các sợi đơn ADN hoặc ARN có cấu trúc đặc biệt và có khả năng gắn kết 
đặc hiệu với các phân tử đích khác nhau. Aptamer có các tính chất như ổn định về mặt hóa 
học trong phạm vi nhiệt độ cao, biến tính thuận nghịch và có thể được chọn lọc bằng 
phương pháp in vitro mà không có phản ứng miễn dịch [11]. Mặt khác, aptamer được tổng 
hợp một cách nhanh chóng thông qua phản ứng PCR sau một vài chu trình, có thể dễ dàng 
sửa đổi và đánh dấu bằng các kỹ thuật đơn giản mà không làm ảnh hưởng đến khả năng 
liên kết đặc hiệu với phân tử đích [3]. Aptamer hiện nay đang được nghiên cứu và ứng 
dụng trong nhiều lĩnh vực như chẩn đoán, điều trị, vận chuyển thuốc, phát hiện độc tố. 
Ứng dụng aptamer đặc hiệu với ricin trong sản xuất các sinh phẩm nhằm phát hiện nhanh 
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độc tố này đã được nhiều nghiên cứu thực hiện. Nghiên cứu của Jijun Tang và cộng sự đã 
sàng lọc được 3 aptamer đặc hiệu với chuỗi B [7]. Một nghiên cứu của Berta Esteban đã 
ứng dụng aptamer đặc hiệu chuỗi B như một phân tử sinh học chỉ thị cho sự tồn tại của 
ricin trong môi trường bằng phương pháp sử dụng vi ống kết hợp huỳnh quang [4]. Nhằm 
tạo được phân tử aptamer đặc hiệu ricin, nghiên cứu này sử dụng một thư viện aptamer 
(TV40) sàng lọc ricin bằng kỹ thuật SELEX trên cột Nanosep 3K Omega. Kết quả nghiên 
cứu đã tạo ra được 03 aptamer liên kết ricin với độ đặc hiệu cao.   

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1.  Đối tượng nghiên cứu và hóa chất 
2.1.1. Đối tượng nghiên cứu   

Ricin dạng tinh sạch được cung cấp bởi Viện Hóa học – Môi trường quân sự.  
Lectin tinh sạch từ Đậu tương, Nấm mỡ, Nấm hương được cung cấp bởi bộ môn Hóa 

sinh và Sinh học phân tử/Khoa Sinh học/Trường Đại học Khoa học Tự nhiên Hà Nội. 
Thư viện aptamer sử dụng ký hiệu là TV40 được cung cấp bởi phòng Công nghệ tế bào 

động vật/Viện Công nghệ Sinh học. Thư viện aptamer bao gồm một trình tự trung tâm là 
sự kết hợp ngẫu nhiên của 40 nucleotide, 2 đầu của thư viện được cấu trúc bởi 2 đoạn 
nucleotide đã biết trình tự. Cấu trúc của thư viện aptamer như sau:  
5’-ATCCGTCACACCTGCTCTCATATG-N40 AGCTTTGGTGTTGTTGGCTCCCGTT-3’.  

Sử dụng cột sàng lọc Nanosep 3K Omega (gray), của hãng Pall Corporation. Aptamer 
sau khi ủ với phân tử ricin sẽ được đưa lên cột. Cột sàng lọc này sẽ giữ lại các phân tử 
aptamer liên kết với ricin ở lại màng. Thu dịch trên cột sẽ được phức hợp aptamer – ricin. 
Từ đó tiếp tục thực hiện các vòng sàng lọc tiếp theo.   

Vector pBT được sử dụng để tách dòng aptamer sau các vòng sàng lọc. Vi khuẩn E.coli 
DH5α được sử dụng để biến nạp vector tách dòng.  
2.1.2. Các hóa chất chính sử dụng trong nghiên cứu 

Các loại hóa chất cơ bản dùng trong nghiên cứu: cao nấm men, tryptone, agar, 
ampicilin, (NH4)2SO4, kanamycin, chloroform, isoamylalcohol, agarose, SDS, ethidium 
bromide, nước khử ion 2 lần, nước đã xử lý ARN và ADN, methanol, tween 20%, skim 
milk, MgCl2, dung dịch gốc của dNTPs ( Hybaid, Germany) Taq Polymerase ( Promega, 
Germany), cộng hợp Streptavidin-enzyme horseradish peroxydase (Invitrogen); TMB 
(Invitrogen), cột sàng lọc Nanosep 3K Omega (Pall Corporation) và một số hóa chất tinh 
khiết khác.  
2.2. Thiết bị nghiên cứu 

Máy li tâm (Eppendorf, Đức), tủ cấy vô trùng (Sanyo, Nhật), tủ hút, máy đo pH 
(Metter, Thuỵ Sĩ), máy Vortex (Rotolab OSI), máy soi gel (Pharmacia, Mỹ), tủ ấm 37oC, 
28oC, máy PCR (Mỹ), máy ELISA (Synergy HT BioTek), máy đo nanodrop, tủ lạnh sâu 
(Sanyo, Nhật), cân phân tích 10-4 g (Mettler Toledo), bộ điện di ADN (Nhật Bản), 
pipetman các loại (Gilson)… và một số thiết bị nghiên cứu khác. 
2.3. Phương pháp nghiên cứu:  
2.3.1. Phương pháp tạo ADN sợi đơn (ssADN) 

Nhân aptamer từ thư viện TV40 bằng phản ứng PCR mồi lệch, cặp mồi ApF2/ApR2.  
Trình tự mồi xuôi ApF2: 5’ – ATCCGTCACACCTGCTCTCATA – 3’ 
Trình tự mồi ngược ApR2: 5’– ATACGGGAGCCAACACCAAAGC –3’ 
Khảo sát tỷ lệ mồi lệch tối ưu trong phản ứng PCR nhân ADN sợi đơn bằng mồi lệch: 

F/R: 1:1, 1: 1/5, 1: 1/10, 1: 1/20, 1: 1/30, 1: 1/40. 
Chu kỳ nhiệt của phản ứng PCR: bước 1: biến tính 94oC trong 3 phút; bước 2: chu trình 

lặp lại 30 chu kỳ (94oC trong 30 giây, 58oC trong 30 giây, 72oC trong 30 giây); bước 3: 
hoàn thiện sản phẩm ở 72oC trong 5 phút; bước 4: làm mát sản phẩm PCR ở 8-10oC. 
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2.3.2. Phương pháp sàng lọc aptamer đặc hiệu ricin 
Quy trình SELEX được thực hiện có cải biến theo C.Tuerk và L.Gold [5]. Sử dụng cột 

sàng lọc Nanosep 3K Omega (gray) của Pall Corporation.   
Quy trình sàng lọc aptamer đặc hiệu ricin vòng 1: Biến tính 30 µL aptamer ở 95oC, 10 

phút, sau đó đặt nhanh vào đá 5 phút. Bổ sung 30 µL aptamer đã biến tính vào 75 µL 
PBSM, sau đó bổ sung tiếp 7 µL ricin, trộn đều hỗn hợp. Để hỗn hợp ở nhiệt độ phòng 45 
phút. Đưa hỗn hợp lên cột Nanosep 3K Omega (gray). Ly tâm cột 12000 v/ph, 10 phút, thu 
dịch qua cột. Rửa cột 3 lần, mỗi lần dùng 100 µL đệm PBS 1X bằng cách ly tâm cột 12000 
v/ph, 10 phút. Thu dịch trên cột: 30 µL, đo nồng độ aptamer và ricin của các phân đoạn 
thu được trên máy đo nano drop.  

Dịch trên cột được sử dụng làm khuôn cho phản ứng PCR mồi lệch để đưa vào vòng 
sàng lọc theo các bước như trên. Chu kỳ nhiệt: bước 1: biến tính 94oC trong 3 phút; bước 
2: chu trình lặp lại 30 chu kỳ (94oC trong 30 giây, 58oC trong 30 giây, 72oC trong 30 giây); 
bước 3: hoàn thiện sản phẩm ở 72oC trong 5 phút; bước 4: làm mát sản phẩm PCR ở 8-
10oC. 
2.3.3. Tách dòng aptamer đặc hiệu ricin   

Nhân gen sợi đôi bằng phản ứng PCR với cặp mồi ApF2/ApR2, tỉ lệ mồi 1:1, khuôn là 
các aptamer sau các vòng sàng lọc. Thành phần phản ứng: thể tích phản ứng 25 µL bao 
gồm (12,5 µL Dream taq master mix, 1 µL ApF2 10 pM, 1 µL ApR2 10 pM, 2 µL 
template, 8,5 µL H2O). Chu kỳ nhiệt: bước 1: biến tính 94oC trong 3 phút; bước 2: chu 
trình lặp lại 30 chu kỳ (94oC trong 30 giây, 58oC trong 30 giây, 72oC trong 30 giây); bước 
3: hoàn thiện sản phẩm ở 72oC trong 5 phút; bước 4: làm mát sản phẩm PCR ở 8 -10oC 
trong 30 phút. 

Ghép nối sản phẩm PCR vào vector tách dòng và biến nạp vào tế bào khả biến E.coli 
DH5α: Sử dụng vector tách dòng pBT, thành phần phản ứng ghép nối: Thể tích phản ứng 
10 µL bao gồm (1 µL vector, 6 µL sản phẩm PCR, 1 µL enzyme T4 ligase, 2 µL buffer). 
Quy trình làm tế bào khả biến theo phương pháp của Sambrook và cộng sự. 
2.3.4. Chọn dòng các plasmid tái tổ hợp 

Các plasmid tái tổ hợp được sàng lọc bằng phản ứng PCR khuẩn lạc với cặp mồi 
ApF2/ApR2. Thành phần phản ứng PCR gồm: 12,5 µL Dream taq master mix, 1 µL ApF2 
10 pM, 1 µL ApR2 10 pM, 10,5 µL H2O. Dùng tăm vô trùng nhặt các khuẩn lạc trên đĩa 
thạch và nhiễm vào ống PCR có chứa các thành phần của phản ứng. Tách plasmid theo 
phương pháp  mini-prep của Sambrook sử dụng bộ sinh phẩm của QIA gen.  
2.3.5. Chọn dòng Aptamer đặc hiệu ricin bằng phương pháp Emzym - Linked Aptamer 
Assay (ELAA)[3]    

Các dòng aptamer thu được được PCR với cặp primer ApF2-Biotin/ApR2 với tỉ lệ 
1:1/40 (pmol). Chương trình chạy tương tự như các phản ứng PCR tách dòng, sản phẩm 
thu được phần lớn là các aptamer sợi đơn được biotin hóa. Các aptamer này được đưa về 
cùng nồng độ khi gắn kết với ricin trên khay polystiren.  

100 μl ricin (5 μg/mL) được hòa trong coating buffer (50 mM bicarbonate buffer, pH 
9,6) được ủ trong các giếng của khay polystiren 16h. Để loại bỏ ricin dư thừa, các giếng 
được rửa ba lần với 300 μl wash buffer, TPBS (PBS + 0,05% tween-20). Đĩa sau đó được 
phủ với skim milk 5% pha trong PBS và ủ 60 phút ở nhiệt độ phòng, rửa bằng PBS 1X ba 
lần. Tiếp theo, 100 μl ADN aptamer biotin hóa được thêm vào các giếng và ủ lắc ở nhiệt 
độ phòng trong 1h. Sau đó các giếng được rửa với TPBS 1X ba lần, sau đó, rửa tiếp với 
PBS ba lần. Bổ sung 100 μl dung dịch streptavidin-HRP 100 μg/mL được pha loãng 
2000X, ủ 60 phút ở nhiệt độ phòng. Sau khi rửa, 100 μl TMB trong 10-20 phút ở nhiệt độ 
phòng. Màu của dung dịch được đổi từ màu trắng sang màu xanh. Màu của phản ứng được 
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dừng lại bằng 50 μl H2SO4 (2M). Đo độ hấp thụ trên máy synery HT (BioTek) ở bước 
sóng 450 nm. 
2.3.6. Giải trình tự, xác định giá trị Kd và dự đoán cấu trúc không gian của aptamer  

Xác định giá trị Kd: Để tính toán Kd, chúng tôi cố định ricin với nồng độ 0,5 mg/mL 
trên khay polystiren 16h ở 4oC và thực hiện tương tự như trong quá trình chọn dòng, tuy 
nhiên thí nghiệm này được thực hiện với cùng một aptamer ở các nồng độ khác nhau 5 nM 
– 200 nM. Từ kết quả đo độ hấp thụ thu được, dựng đồ thị, xác định phương trình và giá 
trị Kd dựa trên phần mềm Origin 8.5.  

Giải trình tự các aptamer đặc hiệu ricin: Các aptamer đặc hiệu ricin được tiến hành 
phản ứng xác định trình tự với mồi M13F. Quá trình thực hiện trên máy chuyên dụng với 
hóa chất chuyên dụng (Macrogen). 

Dự đoán cấu hình không gian của các aptamer bằng phần mềm Mfold 
(http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold) [15]. 
2.3.7. Phương pháp thống kê sinh học trong xử lý kết quả thí nghiệm: Tất cả các kết quả 
nghiên cứu được thực hiện lặp lại 03 lần, lấy giá trị trung bình và xử lý số liệu theo 
phương pháp thống kê sinh học sử dụng hàm chuẩn với độ tin cậy 95%, sai số cho phép  
= 5% [2]. 

 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Nhân aptamer sợi đơn (ssADN) từ thư viện TV40 bằng phản ứng PCR mồi lệch, 
cặp ApF2/ApR2  

Để có thể tạo ra được các aptamer có cấu trúc là các ADN sợi đơn, tiến hành thí 
nghiệm PCR thư viện TV40 bằng cặp mồi ApF2/ApR2 với các tỷ lệ khác nhau, kết qủa 
được trình bày ở hình 1. 

 
Hình 1. Chọn tỷ lệ mồi lệch trong phản ứng PCR nhân aptamer từ thư viện TV40. 

1.Marker 50 bp, 2.Sp PCR (tỉ lệ mồi 1:1), 3.Sp PCR (tỉ lệ mồi 1:1/5), 4. Sp PCR (tỉ lệ mồi 
1:1/10), 5. Sp PCR (tỉ lệ mồi 1:1/20), 6. Sp PCR (tỉ lệ mồi 1:1/40), 

7. Thư viện gốc TV40. 

Tỷ lệ mồi lệch đóng một vai trò quan trọng trong quá trình tạo ra các ADN sợi đơn. Từ 
kết quả điện di cho thấy các tỉ lệ mồi 1/1, 1:1/5 và 1:1/10 xuất hiện 2 băng: sợi đôi, sợi 
đơn. Từ tỷ lệ mồi 1/20 đến tỉ lệ 1:1/40 không phát hiện được bằng điện di băng sợi đôi. 
Các sản phẩm PCR tỉ lệ mồi 1:1/20; và 1:1/40 cho sản phẩm sợi đơn tương đối giống nhau 
và giống với thư viện gốc (giếng 7). Do vậy, để đảm bảo chắc chắn các sợi ADN thu được 
đa số là sợi đơn, chúng tôi lựa chọn tỷ lệ mồi lệch 1:40 cho phản ứng tạo ADN sợi đơn 
khuôn cho quá trình sàng lọc tiếp theo.             

3.2.  Sàng lọc aptamer đặc hiệu ricin  

Các aptamer đặc hiệu ricin được sàng lọc theo chu trình SELEX trên cột Nanosep 3K 
Omega. Cột có thiết kế để phức hợp aptamer – ricin giữ lại trên cột, các aptamer không 
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gắn kết với ricin sẽ được rửa khỏi cột. Sau mỗi vòng sàng lọc, thu lại dịch trên cột, xác 
định nồng độ ssADN và ricin trên máy nano drop. Sau 5 vòng sàng lọc, kết quả được trình 
bày dưới bảng 1: 

        Bảng 1. Kết quả sàng lọc aptamer đặc hiệu ricin sau 5 vòng. 

Vòng sàng lọc 
ssDNA đầu vào 

(ng/µL) 
ssADN trên cột 

(ng/µL) 
Ricin trên cột 

(mg/mL) 
1 300 11,7 0,91 
2 290 13,3 0,52 
3 305 18,7 0,61 
4 298 19,4 0,60 
5 300 19,1 0,60 

Quá trình sàng lọc sẽ dừng lại khi các ssADN liên kết với các phân tử đích chiếm ưu 
thế lớn trong hỗn hợp oligonucleotide hoặc khi không có sự tăng lên của các 
oligonucleotide liên kết đích trong hai hoặc ba vòng SELEX liên tiếp (sự liên kết đạt tới 
ngưỡng và không thể tăng thêm). Từ kết quả thu được, chúng tôi dừng quá trình sàng lọc 
sau 5 vòng. Thông thường, quá trình sàng lọc diễn ra từ 8-15 vòng, tuy nhiên trong nghiên 
cứu của chúng tôi, sau 5 vòng sàng lọc đã thu được số lượng ssDNA sau giải hấp cao hơn 
60% so với vòng 1 và không có dấu hiệu tăng lên trong 2 vòng sàng lọc gần nhất. Quá 
trình sàng lọc kết thúc tương tự nghiên cứu của J. Tang et al. sàng lọc chuỗi B của phân tử 
ricin trên cột sắc ký ái lực [7].   

3.3. Kết quả tách dòng và giải trình tự aptamer  

Sản phẩm sau sàng lọc thu được được PCR và gắn vào vector tách dòng là pBT. Vector 
sau đó được biến nạp vào vi khuẩn E.coli DH5α. Vi khuẩn E.coli DH5α được xử lý với 
CaCl2 để màng tế bào trở nên xốp, giúp cho vector pBT (đã gắn sản phẩm PCR) có thể 
xâm nhập vào tế bào một cách dễ dàng hơn. Giai đoạn tiếp theo là sốc nhiệt (42oC trong 60 
giây) để kích thích sự biến nạp plasmid vào trong tế bào. Sau đó, tế bào được cấy trải lên 
môi trường dinh dưỡng, quá trình phiên mã và dịch mã tạo nên các protein tương ứng. Gen 
kháng kháng sinh được chọn làm dấu hiệu chọn lọc để phân biệt những tế bào có tiếp nhận 
ADN plasmid trong số những tế bào không tiếp nhận. Kết quả nuôi cấy chọn lọc xanh 
trắng các khuẩn lạc được trình bày ở hình 2. 

 
Hình 2. Kết quả biến nạp vào vector pBT vào tế bào khả biến E.coli DH5α. 

Kết quả cho thấy sản phẩm biến nạp vào vector pBT mọc tốt trên môi trường chọn lọc, 
các khuẩn lạc trắng là những khuẩn lạc đã có vector tách dòng biến nạp thành công nên 
mọc được trong môi trường chứa kháng sinh (dấu chuẩn chọn lọc). Chọn dòng bằng cách 
sử dụng phương pháp PCR từ khuẩn lạc, chọn ngẫu nhiên 20 khuẩn lạc từ mỗi đĩa nuôi 
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cấy E.coli để tiến hành PCR với cặp mồi ApF2/ApR2và chu trình nhiệt phù hợp, kết quả 
cho thấy có 23 dòng cho 1 băng protein có kích thước khoảng 100 bp (không hiển thị trong 
báo cáo). Như vậy, khả năng 23 dòng tế bào này đều chứa plasmid tái tổ hợp mang gen 
đích. Tiến hành tách chiết plasmid các dòng đã thu được. Kết quả chạy điện di plasmid của 
18 dòng được trình bày ở hình 3: 

 
 

Hình 3. Kết quả tách chiết plasmid tái tổ hợp mang aptamer đặc hiệu ricin. 

Hình 3A:1: Ar4.1, 2: Ar4.2, 3: Ar4.3, 4: Ar4.4, 5: Ar4.5, 6: Ar4.6, 7: Ar5.1, 8: Ar5.4,  
9: Ar5.5, 10: Ar5.8, 11:Ar5.9, 12: Ar5.10, 13: Ar5.11; 

Hình 3B: 1: Ar5.13, 2: Ar5.14, 3: Ar5.15, 4: Ar5.16, 5: Ar5.17, 6: Ar5.18, 7: Ar5.21, 8: 
Ar5.22, 9: Ar5.23, 10: Ar5.24. 

Kết quả chạy điện di cho thấy plasmid có 3 băng đậm, rõ nét, thể hiện 3 trạng thái khác 
nhau của plasmid. Chứng tỏ quá trình chiết tách và tinh sạch ADN plasmid đã thành công, 
loại bỏ hoàn toàn ARN và thu được plasmid tinh sạch. Có thể kết luận quá trình tách dòng 
đã thành công, thu được 23 dòng aptamer đặc hiệu ricin. Tiến hành xác định khả năng liên 
kết đặc hiệu giữa các aptamer thu được với phân tử ricin bằng phản ứng ELAA, kết quả 8 
dòng có ái lực cao nhất được thể hiện qua biểu đồ sau:   

 
Hình 4. Khả năng gắn kết của 8 aptamer có ái lực cao nhất với ricin qua phản ứng ELAA. 

Qua kết qủa ELAA của các dòng aptamer, nhận thấy có 3 dòng Ar4.5, Ar5.4 và Ar 5.9 
có khả năng liên kết mạnh nhất với ricin. Tiến hành giải trình tự và dự đoán cấu trúc 
không gian của 03 dòng aptamer bằng phần mềm Mfold, kết quả thu được như sau:  

Qua mô hình cấu trúc bậc 2 của các aptamer Ar4.5, Ar5.4 và Ar5.9 cho thấy cả 3 cấu 
trúc này đều có ít nhất 01 cấu trúc kẹp tóc (hairspin loop), đặc biệt ở Ar4.5 và Ar5.9 có tới 
2 cấu trúc kẹp tóc kết nối với nhau. Những cấu trúc này đã được một số nghiên cứu trước 
đây chỉ ra rằng đó chính là vùng tạo thành liên kết bắt cặp giữa aptamer và ricin [7, 8]. 
Cấu trúc của Ar5.9 cũng tương tự cấu trúc của aptamer SSRA1 đặc hiệu ricin trong nghiên 
cứu của Elise A. Lamont [6].    
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Ar4.5: GTATCCGTCACACCTGCTCTCATATGCAGCATTGACGTAC 
Ar5.4: GCGATTGACATCGTCCTGCCCCAGTCTCCGCCTTTTAACG 
Ar5.9: TCGCCATGGTAAGATGTCTCGCTCTCGTTCGTGTCTTTAG  

 
Hình 5. Trình tự nucleotide và cấu trúc không gian của 03 dòng Ar5.4, Ar.4.5 và Ar5.9 

bằng phần mềm Mfold. 

3.4. Xác định tính đặc hiệu của các dòng aptamer  

03 aptamer có ái lực cao nhất với ricin là Ar4.5, Ar5.4 và Ar5.9 được sử dụng để xác 
định tính đặc hiệu với ricin. Các aptamer được nhân lên bằng phản ứng PCR mồi lệch, sản 
phẩn PCR được đưa về cùng một nồng độ để thực hiện phản ứng ELAA. Mẫu đối chứng 
sử dụng là những nguồn lectin có cấu trúc gần giống với ricin gồm có lectin tinh sạch từ 
đậu tương (LĐT), nấm hương (LNH), nấm mỡ (LNM) và đối chứng albumin huyết thanh bò 
(BSA). Kết quả ELAA được trình bày trong bảng sau:    

Bảng 2. Kết qủa xác định tính đặc hiệu với ricin của các aptamer (OD450nm). 

Aptamer Ricin BSA LNH LĐT LNM 
Ar4.5 1,093 0,081 0,098 0,119 0,137 
Ar5.4 1,079 0,097 0,095 0,104 0,124 
Ar5.9 1,133 0,072 0,096 0,107 0,144 

 LNH: Lectin tinh sạch từ Nấm Hương; LĐT: Lectin tinh sạch từ Đậu Tương 
LNM: Lectin tinh sạch từ Nấm Mỡ 

Kết quả xác định ái lực cho thấy cả 3 dòng aptamer đều có ái lực với ricin cao hơn hẳn 
so với các protein khác được tách chiết từ các nguồn khác nhau (từ 7,86-11,8 lần). Trong 3 
aptamer thì Ar5.9 có ái lực cao nhất, kết quả này cũng phù hợp với các nghiên cứu trước 
đây của Elise A. Lamont [5]. Aptamer Ar5.9 được sử dụng để xác định giá trị Kd cho các 
nghiên cứu tiếp theo.   

3.5. Xác định giá trị Kd cho aptamer đặc hiệu ricin 

Kd của Ar5.9 được xác định với lượng aptamer biotin hóa từ 10-200 nM. Aptamer liên 
kết với ricin được xác định bằng cách đo độ hấp thụ ở bước sóng 450 nm. Kết quả thu 
được trong tiến trình thí nghiệm được dựng đồ thị bằng phần mềm Origin 8.5, phương 
trình phù hợp là dạng hyperpol: y = P1.x/(P2+x):   
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Hình 6. Đồ thị xác định giá trị Kd của aptamer Ar5.9. 

Kết quả tính giá trị Kd của Ar5.9 = P2 = 108,11, cao hơn so với aptamer đặc hiệu ricin 
chuỗi B của Jang và cộng sự khi sử dụng sắc ký ái lực để sàng lọc (Kd đạt 58 với aptamer 
C5 và 80 với aptamer C1) [6]. Tuy nhiên, Kd của Ar5.9 lại tương đương với kết quả sàng 
lọc sử dụng màng lọc kết hợp SELEX của cùng tác giả trên (Kd của aptamer A3 đạt 
105,41). Một kết quả nghiên cứu khác của Elise A. Lamout cũng đã xác định Kd của 
aptamer đặc hiệu chuỗi B là 70 nM khi sử dụng phương pháp SELEX [5]. Có sự sai khác 
này do các nghiên cứu trên chỉ sử dụng chuỗi B cho quá trình sàng lọc nên đem lại sự đặc 
hiệu cao hơn là sử dụng cả phân tử ricin để sàng lọc trong nghiên cứu này. Giá trị Kd của 
Ar5.9 cho thấy aptamer này có tính chất đặc hiệu cao với ricin tương đương với các công 
bố trước đây, đủ điều kiện thực hiện các nghiên cứu tiếp theo.  

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã sàng lọc thành công 03 aptamer đặc hiệu ricin bằng phương pháp 
SELEX trên cột Nanosep 3K Omega sử dụng kỹ thuật PCR mồi lệch. Cấu trúc bậc 2 và 
trình tự của 03 aptamer có ái lực cao nhất cũng đã được xác định có tối thiểu 01 cấu trúc 
kẹp tóc (hairspin). Aptamer Ar5.9 có ái lực cao nhất với ricin, giá trị Kd đạt 108,11 đủ điều 
kiện để thực hiện các nghiên cứu về tạo kít tiếp theo.  
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ABSTRACT 

STUDY ON SCREENING THE APTAMERS  
FOR SPECIFIC BINDING TO RICIN TOXIN 

Ricin is a member of lectin family derived from Castor Bean and be considered 
as a very toxic substance for animal cells. Therefore, it is classified as a dangeous 
agent and listed in the A group, which can be used in terrorism or mass destruction 
war (NBC war). This study focused on screening the aptamers which had high 
affinity to ricin by using SELEX technique applied on the Nanosep 3K Omega 
column. From the aptamer library, the optimal conditions for maximum production 
of the ssDNA by PCR were set up. The primary screening with SELEX technique 
was carried out and the aptamers which had high specific binding to ricin were 
picked up. The selected aptamers were then transferred into pBT cloing vector and 
next introduced into the host cells (E.coli DH5α) to produce big quantities for futher 
screenings with ricin. The affinity between the aptamers and ricin was determined 
by ELAA method. Aptamers which had high affinity with ricin were sequenced and 
used for secondary structure prediction by mfold software. The result showed that 
after 5 screening cycles, three aptamers were selected, in which the Ar5.9 have the 
highest affinity with ricin with Kd = 108,11.   

Keywords: Ricin; Aptamer specific binding ricin; SELEX. 
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