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Аптамерами называются короткие одноцепо-
чечные олигонуклеотиды, обладающие опреде-
ленной пространственной структурой и, благода-
ря этому, способные с высокой аффинностью и
специфичностью связываться с молекулами-ми-
шенями различной природы [1]. Аптамеры полу-
чают направленным отбором in vitro из комбина-
торных библиотек олигонуклеотидов, содержа-
щих вырожденные последовательности длиной
40 нт, фланкированные константными участками
длиной около 20 нт, которые при селекции ис-
пользуют в качестве зон отжига праймеров для
ПЦР-амплификации [2].

Важным этапом при селекции аптамеров из
библиотеки олигонуклеотидов является проведе-
ние реакции амплификации после раунда отбора
(SELEX) связавшихся с молекулой-мишенью ва-
риантов аптамеров [3]. Применение традицион-
ного метода ПЦР приводит к избирательному на-
коплению ампликонов, а также к появлению
длинноцепочечных ПЦР-продуктов [4–6], обра-
зование которых можно минимизировать прове-
дением ПЦР в водно-масляной эмульсии. Высо-
коэффективная ПЦР в эмульсии предполагает
проведение процесса в миллионах изолирован-

ных микрореакторов и позволяет получить тыся-
чи копий единственного фрагмента ДНК. Прин-
цип проведения эмульсионной ПЦР заключается
в добавлении водного раствора компонентов
ПЦР в смесь минерального масла и эмульгатора с
таким расчетом, чтобы каждая молекула ДНК ока-
залась в изолированной водной микрокапле [6].
Этот подход позволяет минимизировать потери
отдельных исходных матриц [7]. Для того чтобы
выполнять манипуляции с эмульсией, такие, как
воспроизводимая генерация, амплификация при
высокой температуре, перенос эмульсии, важно
использовать эмульгаторы, дающие стабильные
эмульсии воды в масле. В большинстве случаев
такие эмульгаторы являются амфифильными мо-
лекулами с гидрофобными и гидрофильными
группами [8]. Наиболее простым решением этих за-
дач является использование высокоэффективных
биосовместимых эмульгаторов (Span 80, Tween 20,
Triton X100 [6, 9]; ABIL EM 90 и Triton X100 [6, 10,
11]; ABIL EM 180 [12]; Span 80 и brij 35 [13], Span 80 и
brij L4 [14]) и минерального, а также синтетиче-
ского (Tegosoft Dec, ABIL WE09) масла [15, 16].
Поверхностно-активные вещества (ПАВ) адсор-
бируются на границе раздела “масло–вода” и
снижают поверхностное натяжение, что препят-
ствует слиянию капель и придает им метаста-
бильность [17]. Взаимодействие биологических
молекул (белков, ДНК, РНК) с границей раздела
“масло-вода” может привести к денатурации и
локализации молекул на поверхности [18]. Диф-
фузия молекул в масляную фазу может привести к

Сокращения: SELEX (systematic evolution of ligands by expo-
nential enrichment – систематическая эволюция лигандов
путем экспоненциального обогащения); ПАВ – поверх-
ностно-активные вещества; эПЦР – эмульсионная поли-
меразная цепная реакция.
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потере ПЦР-продукта и перекрестной контами-
нации в микрокаплях [19].

В качестве непрерывной фазы применяли ми-
неральное масло (Sigma-Aldrich Corp., США) с
добавлением ПАВ, представленных в табл. 1.
ABIL EМ 180 [12, 17] обладает хорошей термоста-
бильностью и совместимостью с электролитами,
а его применение в парфюмерной промышленно-
сти свидетельствует о хорошей биосовместимо-
сти. В качестве дисперсной фазы использовали
раствор ПЦР-смеси постоянного состава. По ре-
зультатам исследований определены режимы и
условия стабильной генерации эмульсий с капля-
ми оптимального размера, такие как температура,
интенсивность перемешивания, концентрации
ПАВ и дисперсной фазы.

Воспроизводимые результаты при формиро-
вании эмульсии получены при использовании
ABIL EM 180 с концентрацией 3% с добавлением
0.5% Triton Х100 в режиме механического переме-
шивания со скоростью 1400 об./мин. Было пока-
зано, что сочетание состава масляной фазы и раз-

ных видов магнитных перемешивающих элемен-
тов позволяет добиться устойчивой генерации
эмульсии c микрокаплями оптимального размера
(табл. 1).

Скорость перемешивания оказывает сильное
влияние на размер микрокапель дисперсной фа-
зы в эмульсиях, получаемых методом механиче-
ского перемешивания. Экспериментально найде-
но, что при недостаточно высокой скорости пере-
мешивания происходит коалесценция (слияние)
капель в получаемой эмульсии, а увеличение ин-
тенсивности перемешивания (центрифуга – вор-
текс Микроспин FV-2400) приводит к уменьше-
нию размера капель, что в свою очередь снижает
выход продуктов амплификации ДНК в ходе
эмульсионной ПЦР.

Нами изучено влияние концентрации эмуль-
гатора и доли дисперсной фазы на эффективность
амплификации комбинаторной библиотеки ДНК,
которая непосредственно связана с размером мик-
рокапель дисперсной фазы. С ростом концентра-
ции ПАВ до определенного предела средний раз-
мер капель в эмульсиях уменьшается [20], в то
время как низкая концентрация эмульгатора при-
водит к коалесценции капель. Такое же влияние
оказывает высокая концентрация дисперсной фа-
зы, при которой водные микрокапли находятся
на более близком расстоянии друг от друга, что
приводит к их слиянию и увеличению диаметра.

Для проведения эмульсионной ПЦР оптими-
зированы различные параметры, такие как на-
чальная концентрация матрицы, температура
отжига и концентрация праймеров, концентра-
ция ДНК-полимеразы. Помимо температурной
устойчивости капель начальная концентрация
матрицы является наиболее важным параметром
эмульсионной ПЦР. Слишком высокая концен-
трация ДНК-матрицы в реакционной смеси ин-
гибирует ПЦР, а также приводит к неспецифиче-
ской амплификации.

Другим важным параметром является концен-
трация бычьего сывороточного альбумина, (BSA),
который добавляют к дисперсной фазе [11, 16].
Присутствие глобулярного белка в водной мик-
рокапле необходимо для предотвращения сорб-
ции ДНК-полимеразы на поверхности раздела фаз
“масло-вода” и ее денатурации. Эксперименталь-
но определена оптимальная концентрация BSA,
составившая 0.5 мг/мл, для проведения ПЦР-ам-
плификации с высокой эффективностью (рис. 1).
Отсутствие BSA или его высокая концентрация в
дисперсной фазе привела к резкому уменьшению
эффективности ПЦР-амплификации.

Результаты исследований по изучению темпе-
ратурной стабильности эмульсии показали, что
добавление 3% ABIL EM 180 и 0.5% Triton X100 в
минеральное масло позволяет обеспечить темпе-
ратурную устойчивость эмульсии (72°С в течение,

Рис. 1. Гель-электрофорез в 2% агарозном геле про-
дуктов эмульсионной ПЦР-амплификации ДНК-
библиотеки, полученных с добавлением BSA в кон-
центрации 0, 0.5, 1 мг/мл (дорожки 2–4 соответствен-
но). Положительный контроль, продукты традици-
онной ПЦР-амплификации ДНК-библиотеки (до-
рожка 5), отрицательный контроль – результаты
эмульсионной ПЦР-амплификации ДНК-библиоте-
ки, полученные при отсутствии матрицы (дорожка 6);
маркеры длин дцДНК GeneRuler 50 п.н. (дорожки 1 и 7).

100 п.н.

7654321

50 п.н.
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как минимум, 4 ч), что необходимо для реализа-
ции ПЦР-амплификации. Таким образом, в ра-
боте продемонстрированы преимущества и усло-
вия проведения ПЦР в водно-масляной эмульсии
для амплификации комбинаторных библиотек
олигонуклеотидов с высокой степенью эффек-
тивности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Библиотеку одноцепочечных ДНК (оцДНК-
библиотеку) получали стандартными методами
синтеза однонитевых олигонуклеотидов, при
синтезе вырожденной части в реакцию добавляли
смесь всех четырех производных дезоксирибо-
нуклеотидов. Для ферментативного получения
немодифицированной универсальной иницииру-
ющей ДНК-библиотеки сконструированы и син-
тезированы матричные олигонуклеотиды с вы-
рожденной центральной частью и взаимно ком-
плементарными фланкирующими частями (5'–3'):

матрица GCT CCT GAC GAT CGA CGA CCG
AG-(N)40-GCA ACT GCA GCA TGC TTC GCA TT;

прямой праймер GCT CCT GAC GAT CGA
CGA CCG AG;

обратный праймер AAT GCG AAG CAT GCT
GCA GTT GC.

Для создания органической фазы эмульси-
онной ПЦР использовали минеральное масло
(Sigma-Aldrich, США), эмульгатор Abil EM 180
(Evonik, Германия), Triton X100 (Sigma Aldrich,
США). Предварительно получали эмульсию ABIL
EM 180 с концентрацией 3% с добавлением 0.5%
Triton X100 в минеральном масле в режиме механи-
ческого перемешивания со скоростью 1000 об./мин
при 50°С в течение 8 ч. Полученную эмульсию
хранили при 5°С, перед использованием тща-
тельно перемешивали на магнитной мешалке в
течение 15 мин при комнатной температуре. Водно-
масляную эмульсию получали при использовании
пробирки типа Эппендорф с замком объемом 2 мл и
магнитного перемешивающего элемента (Sigma-
Aldrich, 23226, США). Охлажденный до 5°С раствор
ПЦР-смеси (100 мкл) в течение 2 мин добавляли
порциями по 13 мкл к раствору масляной фазы
(600 мкл) при перемешивании на магнитной ме-
шалке (Heidolph MR Hai-tec, Германия) при
1400 об./мин на льду и продолжали перемешива-
ние в течение 6 мин.

Водная фаза содержала 10-кратный ПЦР-бу-
фер (Sibenzyme, США), 2.5 мМ MgSO4, dATP,
dCTP, dGTP и dTTP (Thermo Scientific, США), каж-
дый в концентрации 0.4 мМ, праймеры прямой и
обратный, каждый в концентрации 0.6 мкМ, мат-
рицу в концентрации 0.01 нМ, 0.5 мг/мл BSA (Fer-
mentas, США) и ДНК-полимеразу Taq (Sibenzyme,
США) в концентрации 0.1 ед. акт./мкл.

Амплификацию проводили на автоматиче-
ском термоциклере (Bio Rad DNA Engine DYAD
Thermal Cycler, США) с использованием актив-
ного точного режима регулирования температуры
и следующего температурно-временного профи-
ля: предварительный прогрев при 95°С в течение
5 мин, за которым следовали 30 циклов: 95°С – 30 с,
65°С – 30 с, 72°С – 1 мин. Завершающую элонга-
цию проводили при 72°С в течение 5 мин.

Полученные продукты ПЦР выделяли из вод-
но-эмульсионной смеси последовательной экс-
тракцией диэтиловым эфиром и н-бутанолом с
переосаждением 2% раствором перхлората лития
в ацетоне [6].

Для проведения электрофореза использовали
2% агарозный гель в буфере ТВЕ (Sigma-Aldrich,
США). Пробы смешивали с буфером для нанесе-
ния, содержащим краситель SYBRGreen (Sigma-
Aldrich, США). Электрофорез проводили в буфе-
ре TBE при напряжении 110 В. По окончании
электрофореза ДНК визуализировали в ультра-
фиолетовом свете при длине волны 254 нм на
трансиллюминаторе (LKB, Швеция).
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Amplification of Random DNA Libraries in Aptamer Selection by Water-in-Oil Emulsion
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The conditions of stable generation of emulsions with drops of optimal size were selected using ABIL EM 180
silicone emulsifier with concentration of 3% with addition of 0.5% Triton Х100 in mineral oil in the mode of
controlled mechanical mixing for amplification of combinatorial libraries of oligonucleotides.
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