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Аннотация. Аптамеры перспективны для широкого применения в биомедицине 
и различных диагностических системах благодаря своим уникальным свойствам 
селективных лигандов, направленно полученных к выбранной мишени методами 
искусственной эволюции и комбинаторной химии. Обсуждаются стратегии полу-
чения аптамеров in vitro и использования их химических модификаций,  подходы 
к дизайну исходных библиотек соединений на основе предструктурирования in 
silico. Сформулированы ограничения и предложено направление развития обла-
сти получения новых аптамеров.
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Abstract. Aptamers are promising molecules for a wide range of applications in 
biomedicine and various diagnostic systems due to their unique properties as selective 
ligands, specifi cally obtained for a selected target using methods of artifi cial evolution 
and combinatorial chemistry. We discuss strategies of obtaining aptamers in vitro and 
using their chemical modifi cations, as well as approaches to design initial compound 
libraries based on in silico pre-structuring. Limitations are formulated, and a direction 
for the development of the fi eld in obtaining new aptamers is proposed. 
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Аптамеры – одноцепочечные олигонуклеоти-
ды, которые могут связываться с определенны-
ми мишенями, обладающими высокой аффин-
ностью и специфичностью. Благодаря таким 
свойствам аптамеры называют «химическими 
антителами» [1]. Свойства аптамеров позволяют 
использовать их при создании лекарственных 
препаратов [2], адресных систем доставки пре-
паратов [3], диагностических систем (в качестве 
узнающих элементов с различными детектиру-
ющими модулями) [4, 5], в функционализации 
ДНК-наноматериалов [6] для их использования 
в регенеративной медицине [7], а также в комби-
нации перечисленных приложений [8]. Широкое 
применение аптамеров требует рассмотрения 
подходов к их получению и модификации. Чаще 
всего для этого используют метод комбинатор-
ной химии, основанный на отборе из библиоте-
ки соединений, взаимодействующих специфи-
чески с определенным лигандом путем система-
тической эволюции. Этот метод для получения 
аптамеров получил название SELEX (от англ. 
Systematic Evolution of Ligands by EXponential 
enrichment) и с 90-х годов используется для по-
лучения аптамеров на основе нуклеиновых кис-
лот (НК):  дезокси- [9], рибо- [10] или модифи-
цированных НК [11, 12]. Для этого метода, как 
правило, необходима начальная библиотека из 
1013–1015 различных олигонуклеотидных по-
следовательностей, которая инкубируется с це-
левой молекулой, далее называемой мишенью. 
Затем убирают последовательности НК, кото-
рые не провзаимодействовали, а связавшиеся 
элюируют и амплифицируют для последующих 
раундов селекции. Мишень снова подвергается 
воздействию обогащенной библиотеки, и про-
цесс повторяется в течение 6–15 циклов, после 
чего пул аптамеров анализируется для установ-
ления первичной структуры. Для улучшения 
связывания с целевой молекулой и увеличения 
специфичности связывания аптамера можно ис-
пользовать химические модификации [13]. Их 
можно вносить в начальную библиотеку НК 

перед проведением SELEX, если такие модифи-
кации нуклеозидтрифосфатов  приемлемы для 
ферментов, используемых в SELEX, а также по-
сле проведения селекции на этапе оптимизации 
свойств отобранного аптамера [14, 15]. В насто-
ящее время существуют разнообразные модифи-
кации метода SELEX и альтернативные подходы 
для отбора аптамеров на основе конкурентного 
отбора, отбора в живой клетке и прямого ком-
плексообразования без амплификации [16]. Мы 
рассмотрим методы получения аптамеров без 
использования живых систем. В предлагаемом 
обзоре рассматриваются также методы химиче-
ской модификации аптамеров (раздел I) и прин-
ципы выбора последовательностей исходных 
библиотек для успешной селекции  (раздел II), 
проведен комплексный анализ существующих 
подходов и выявлены технологические ограни-
чения развития области получения высокоселек-
тивных аптамеров.

I. Химические модификации НК
Замкнутые нуклеиновые кислоты (LNA)

Замкнутая нуклеиновая кислота, далее LNA 
(сокращение от англ. Locked Nucleic Acid), пред-
ставляет собой аналог нуклеиновой кислоты, в 
котором метиленовый мостик соединяет 2′-атом 
кислорода и 4′-атом углерода в каждом нукле-
отидном остатке [17]. LNA придает модифици-
рованным аптамерам повышенную термостой-
кость и устойчивость к деградации нуклеазами, 
а также делает более устойчивыми комплемен-
тарные пары оснований в дуплексе к внешним 
воздействиям [18].

Включение нуклеотидов LNA в цепи ДНК 
или РНК вызывает увеличение температуры 
плавления дуплексов на 1–8 °С на каждый мо-
дифицированный нуклеотид LNA [19, 20], а 
также улучшает взаимодействие аптамера с 
нужной молекулой в десятки раз [19]. Фосфо-
ротиоатные олигонуклеотиды LNA демонстри-
руют увеличение устойчивости комплексов ну-
клеиновой кислоты с мишенью [21]. Получены 
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полимеразы, способные достраивать природную 
цепь ДНК цепью, состоящей из мономеров LNA, 
и синтезированы молекулы с модифицирован-
ными LNA длиной более 1000 оснований [11]. 
Существуют LNA-модифицированные аптаме-
ры на малые молекулы, например, на технеций-
99m, для использования в качестве противоопу-
холевого средства [22].

Разомкнутые нуклеиновые кислоты                     
(UNA)

В отличие от LNA, у UNA (сокращение от 
англ. unlocked nucleic acid) гибкая подвиж-
ная структура, так как в рибозном кольце нет 
2′-3′-связи C–C [23, 24]. Эта модификация уве-
личивает биостабильность нуклеиновых кислот 
и является стабильной при 37 °C [25]. Введе-
ние такой модификации снижает стабильность 
дуплекса ДНК [25]. Иногда модификации LNA 
снижают связывание аптамера с молекулой, тог-
да зачастую использование модификации UNA 
вместо LNA позволяет увеличить связывание, 
так как UNA и LNA имеют противоположные 
свойства [26].

Фосфоротиоаты/дитиоаты                                          
и альфа-боранофосфаты

Фосфоротиоатная модификация использу-
ется для увеличения стабильности аптамеров 
к деградации нуклеазами in vivo, а также для 
улучшения связывания с мишенью [27, 28]. Не-
мостиковые атомы кислорода фосфодиэфирного 
фрагмента аптамеров можно заместить на один 
или два атома серы, в результате получатся ти-
оаптамеры с фосфоротиоатными или дифосфо-
ротиоатными связями [29]. Тиоаптамеры можно 
использовать для терапевтических целей и кле-
точного имиджинга [30]. 

Альфа-боранофосфатные аптамеры имеют 
похожие свойства. Их используют в раковой те-
рапии, так как при лечении рака применяют изо-
топы бора 10B и 11B, и включение атомов бора в 
аптамеры помогает решить проблему доставки 
радиоактивного бора к раковым клеткам [31].

Сомамеры

Сомамерами называют аптамеры, модифи-
цированные, как правило, по 5′-положению 
пиримидина, что приводит к низкой скорости 
диссоциации. Название появилось из англий-
ского языка благодаря широкому внедрению 
аптамеров, которые американская компания 
Soma Logic Inc селективно отбирает из би-

блиотек химически модифицированных нукле-
иновых кислот. Чаще всего их получают мето-
дами, аналогичными клик-химии (клик-SELEX). 
Этот метод является разновидностью SELEX, 
где используются модифицированные нуклеоти-
ды в процессе отбора [32, 33]. В процессе клик-
SELEX химические группы «сшиваются» друг с 
другом с образованием ковалентных связей по 
аналогии с клик-химией. В основе клик-SELEX 
лежит реакция модифицированного основания 
нуклеиновой кислоты с азидом в присутствии 
катализатора меди(I), в результате чего образу-
ется 1,2,3-триазольное кольцо [34]. Такая моди-
фикация может увеличивать (тогда образуются 
амфифильные аптамеры) или уменьшать гидро-
фобность аптамера, тем самым улучшая связы-
вание с целевой молекулой. Такие аптамеры ча-
сто называют кликмерами [35]. Были проведены 
эксперименты SELEX с библиотеками ДНК, со-
держащими два модифицированных основания, 
что привело к получению аптамеров с более вы-
соким сродством к целевой молекуле [36, 37]. 
Так, клик-SELEX был использован для отбора 
нуклеиновых кислот, которые связываются со 
специфическими молекулами, например ∆9-те-
трагидроканнабиолом [38].

Циклические аптамеры

Циклические аптамеры очень устойчивы к 
действию нуклеаз, такая структура также по-
вышает термостабильность аптамера. При соз-
дании циклических аптамеров могут использо-
ваться природные нуклеотиды, что позволяет 
отказаться от их модификации и избежать по-
тенциального вреда для организма. Например, 
был разработан циклический аптамер для связы-
вания тромбина [39]. Недостатком циклических 
аптамеров является сложность процесса цикли-
зации исходных линейных аптамеров.

Димерные и многомерные аптамеры

Многомерный аптамер представляет со-
бой конструкцию, состоящую из двух или бо-
лее аптамерных мотивов, которые совместно 
взаимодействуют с одним или более сайтами 
целевой молекулы, что позволяет значитель-
но улучшить связывание. Часто в результате 
проведения SELEX получаются аптамеры, со-
держащие повторяющиеся участки нуклеино-
вой кислоты, что свидетельствует о получении 
многомерных аптамеров. Однако для целена-
правленного получения многомерного аптамера 
комбинируют несколько одиночных аптамеров, 
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которые связываются с разными частями моле-
кулы и могут обладать разной гидрофобностью 
и химическими модификациями [40, 41].

Шпигельмеры

Шпигельмеры (L-аптамеры) являются зер-
кальными отражениями обычных D-аптамеров. 
Так как природные нуклеазы стереоселективны, 
то шпигельмеры стабильны к их действию [42]. 
По той же причине шпигельмеры стабильны в 
крови. Процесс SELEX для получения шпи-
гельмеров отличается от обычного. Сначала 
проводят нормальный SELEX для зеркально-
го отображения целевой молекулы, после чего 
на основании полученной последовательности 
D-аптамера делают шпигельмер. Интересно, что 
связывание шпигельмера с целевой молекулой 
совпадает с таковым для зеркальной молекулы 
и D-аптамера [43]. Однако шпигельмеры ред-
ко используют для связывания малых молекул, 
обычно их мишенями являются белки, например 
грелин и амилин [42].

Амфифильные аптамеры

Подходы к синтезу и химические модифика-
ции, придающие аптамерам свойства амфифиль-
ности, рассмотрены в обзорной работе [44]. Для 

амфифильных аптамеров свойства структуры, 
разделяющей последовательность аптамера и 
гидрофобной группы, имеют решающее зна-
чение для способности сохранять способность 
взаимодействия с мишенью. Амфифильные ап-
тамеры без спейсеров или с гидрофильными 
спейсерами могут также образовывать глобу-
лярные мицеллы. Формирование наноструктур 
такого типа повышает их стабильность в био-
логических системах  [45]. Амфифильные ап-
тамеры со спейсерами полиэтиленгликольной, 
алкильной или олигонуклеотидной природы 
обладают более высоким сродством к связыва-
нию в зависимости от длины линера [46]. Такие 
химические модификации позволяют закрепить 
в мембране внеклеточные везикулы и использо-
вать аптамеры как направляющие молекулы для 
доставки лекарств [47].

Минимизация длины аптамеров после                  
SELEX

После процесса SELEX получается аптамер 
с отобранной последовательностью длиной 30–
50 нуклеотидов, ограниченной фиксированны-
ми последовательностями, обеспечивающими 
сайты связывания праймеров, необходимых для 
амплификации [48]. Обычно фиксированные 

Рис. 1. Химические модификации нуклеиновых кислот 
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последовательности не улучшают связывания 
аптамера с молекулой, так как не участвуют в 
образовании вторичной структуры. Было пока-
зано, что минимизация длины последователь-
ности аптамера может улучшать связывание с 
целевой молекулой. Такая минимизация может 
быть полезна также при создании многомер-
ного аптамера [49]. С помощью компьютерных 
программ, таких как RNAfold или Mfold, мож-
но предсказать вторичную структуру аптамера 
и еще больше минимизировать структуру ап-
тамера, вырезая участки, которые не образуют 
вторичную структуру, способную связываться с 
целевой молекулой.

II. Создание библиотек аптамеров

В любом методе отбора аптамеров на первом 
этапе получают библиотеку различных после-
довательностей НК (рис. 2, а, б). В настоящем 
обзоре рассмотрены только подходы in vitro, 
основанные на химическом синтезе библиотек 
соединений. В классическом методе SELEX 
создается библиотека из случайных последова-
тельностей НК, содержащих N (длина обычно 
30–70 нуклеотидов) нуклеотидных остатков 
(н.о.), ограниченных известными последова-
тельностями для амплификации ПЦР. Число 
последовательностей в такой библиотеке со-
ставляет 4N, если используются 4 природных 

нуклеозидтрифосфата для синтеза библиотеки. 
Основная проблема заключается в низком вы-
ходе при химическом многостадийном синтезе  
аптамеров большой длины.  Другой проблемой 
является низкая эффективность ПЦР (или ПЦР, 
сопряженной с обратной транскрипцией) для 
некоторых матриц при амплификации [50]. Пре-
имущество получают те матрицы, где не проис-
ходит остановки синтеза ДНК из-за сложностей 
прохождения пространственной структуры ма-
тричной цепи полимеразой. Следующим про-
блемным этапом при отборе ДНК-аптамеров 
является получение одной цепи ДНК (ssDNA) 
из двойной после раунда амплификации, что 
решается различными стратегиями, а именно: 
асимметричным ПЦР [51], аффинным выделе-
нием [52], прямым анализом одной цепи без 
амплификации (ферментативным добавлением) 
[53].

В работе [54] предложена платформа для 
скрининга лигандов с усилением конкурен-
ции, которая помогает устранить обеднение 
некоторыми последовательностями в библио-
теке при ПЦР-амплификации. Для реализации 
такого подхода аликвоту библиотеки сначала 
инкубировали с мишенями и собранный ком-
плекс ssDNA–мишень не подвергали ПЦР, а 
снова инкубировали с другой аликвотой исход-
ной библиотеки. Посредством повторяющейся 

Рис. 2. Различные возможные библиотеки для отбора аптамеров: а – стандартная схема 
библиотеки аптамеров, б – предструктурированная библиотека с центральной шпилькой 
длиной 10–20 нуклеотидов, в – предструктурированная библиотека трехлучевой ДНК с 
двумя структурообразующими шпильками, г – возможный вид шпилек, образующихся 
в предструктурированной библиотеке N-N1-N-N1-N-N1-N-N1-N2-N2-N2-N2-N-N1-N-N1-
N-N1-N-N1-N-N1-N2-N2-N2-N-N1-N-N1-N-N1, соотношение A/C/G/T для N = 45:05:45:05;                              
N1 = 05:45:05:45 ; N2 = 25:25:25:25, серым выделены участки с повышенной вероятностью 

формирования шпилек
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конкуренции реализовали эволюционный отбор. 
Этот подход получил развитие в отборе аптаме-
ров к наночастицам золота [55]. Однако реакцию 
ПЦР не исключали полностью, используя при 
первоначальной подготовке большого избытка 
библиотеки и после заключительного этапа сбо-
ра, что позволяет не игнорировать полностью 
влияние ПЦР на процесс селекции. Были разра-
ботаны другие альтернативные подходы к обо-
гащению селективными к мишени последова-
тельностями без повторяющихся реакций ПЦР 
за счет интеграции библиотек с гранулами [56], 
различных типов центрифугирования [57], про-
ведения эмульсионной ПЦР, позволяющей раз-
делять каждую матрицу на отдельные мицеллы 
с эффективной амплификацией [58].

В недавнем исследовании [59] сообщается о 
новой модификации SELEX на основе биослой-
ной интерферометрии для создания аптамеров с 
высоким сродством к мишени. В отличие от тра-
диционного SELEX, он позволяет в режиме ре-
ального времени отслеживать увеличение срод-
ства олигонуклеотидов к мишени за счет оценки 
константы связывания после каждого раунда.

Важным при создании исходных библиотек 
для отбора является оценка структурного разно-
образия последовательностей. Для увеличения 
такого разнообразия можно использовать некано-
нические гетероциклические основания НК при 
создании библиотек, например, включать моди-
фицированные нуклеотиды [60], тогда многооб-
разие можно оценить по формуле (число типов 
н.о. в степени, соответствующей числу н.о.; так-
же при создании аптамеров можно использовать 
предструктурированные библиотеки, содержа-
щие определенный структурный мотив, напри-
мер шпильку или трехлучевую ДНК (рис. 2, б, в). 
Такие мотивы фиксируют многообразие трех-
мерных структур аналогично константной ча-
сти антител. Предструктурированная библиоте-
ка обязательно должна содержать вариабельный 
участок (отмечен N на рис. 2). Разнообразие по-
следовательностей библиотеки меньше, но зато 
уже существующая структура позволяет сфор-
мировать «карман» для лучшего связывания с 
мишенью и использовать модифицированные 
н.о. именно в вариабельном участке. При боль-
шой длине олигонуклеотидов в синтезирован-
ной библиотеке встречаются не все возможные 
молекулы, а только часть многообразия, тогда 
как в предструктурированной библиотеке в на-
личии будут все возможные молекулы, если би-
блиотека состоит из менее чем 422 индивидуаль-

ных структур [61]. Логично предположить, что 
структур, которые малоафинны к целевой моле-
куле, будет гораздо больше, чем структур, хоро-
шо связывающих молекулу. Значит, в полностью 
случайной библиотеке вероятность нахождения 
таких высокоафинных структур будет низкой. 
Следовательно, предструктурированая библиоте-
ка дает больший шанс нахождения высокоаффин-
ного аптамера [62].

Поскольку многие аптамерные вторичные 
структуры содержат шпильку, самым простым 
подходом является создание предструктуриро-
ванной библиотеки с центральной шпилькой 
длиной 10–20 нуклеотидов определенной или 
рандомной последовательности для связывания 
с молекулой и, возможно, с фланкирующими 
случайными последовательностями [62].

Сложнее создать структуру, способную об-
разовывать не одну, а множество шпилек. Если 
считать, что образуются пары A–T, G–C и G–T, 
то при случайной последовательности нуклеоти-
дов вероятность образования N-размерной петли 
равна 0,375N. Если петля образована из 6 нукле-
отидов, то такая вероятность равна 0,0028. Если 
библиотека построена чередованием пар A–T 
(A) и G–C (B) ABABAB, то вероятность образо-
вания шпильки размером N равна 0,5N; при N = 
6 она равна 0,016, что в 3 раз выше, чем в ран-
домной библиотеке. Если чередовать пирими-
дины (Pyr) и пурины (Pu) в олиготуклеотиде из 
6 н.о. ( Pyr–Pu–Pyr–Pu–Pyr–Pu), то вероятность 
равна (3×0,5×0,5)N = 0,18 (при N = 6), что в 32 
раза больше, чем в рандомной библиотеке. Для 
образования множества шпилек можно исполь-
зовать предструктурированную библиотеку c 
чередованием рандомных участков и участков 
пиримидин – пурин ((Py–Pu)ANB)x, например 
(RY)4N4(RY)5N3(RY)5N4(RY)5N3(RY)4, где R = 
50:50 A/G и Y = 50:50 C/T [63]. В нашей ра-
боте [64] был использован сходный подход 
и реализована библотека, которая позволила 
сохранить или 5′-, или 3′-конец свободным, 
что привело к успешному отбору аптамера 
(рис. 2, г).

Для отбора аптамеров в растворе можно ис-
пользовать трехлучевые аптамеры, с вариа-
бельной частью в точке расхождения двойных 
спиралей (рис. 2, в). Их закрепляют к твердой 
фазе с помощью короткого фрагмента ДНК, 
комплементарного закрепленному на носителе. 
При связывании с малой молекулой в растворе 
происходит изменение конформации аптамера и 
открепление от твердой фазы. Устройство таких 
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трехлучевых аптамеров подразумевает наличие 
двух шпилек, главным критерием которых яв-
ляется стабильность и структурообразование, 
они не обязательно образуют элемент, непосред-
ственно взаимодействующий с малой молеку-
лой. Также в библиотеку входит N рандомных 
н.о., число которых зависит от цели экспери-
мента. В работе [61] использовалось 8 случай-
ных нуклеотидов в аптамере, чтобы при хими-
ческом синтезе была возможность получения 
всех возможных вариантов последовательно-
стей (48 = 65536). Можно использовать и боль-
шее число нуклеотидов для получения большего 
числа уникальных последовательностей.

В последние годы стали использоваться ком-
пьютерные методы для рационального создания 
предструктурированных библиотек нуклеино-
вых кислот. Одним из таких методов является 
метод случайной фильтрации (random filtering). 
Суть данного метода заключается в отборе ну-
клеиновых кислот, содержащих определенный 
мотив, например пятилучевую ДНК. Везде, где в 
нуклеиновой кислоте нет двойной спирали, по-
мещаются случайные нуклеотиды. Таким обра-
зом, получается библиотека с большим числом 
пятилучевых ДНК.

Метод “genetic fi ltering” позволяет еще больше 
увеличить разнообразие нуклеиновых кислот в би-
блиотеке. В этом методе подготавливается библио-
тека с нужным содержанием определенных видов 
структур, например по 25% 2-, 3-, 4- и 5-лучевых 
ДНК. При использовании этого метода увеличива-
ется структурное разнообразие библиотеки [65].

Заключение

Рассмотренные подходы к химической моди-
фикации аптамеров (раздел I) и принципы созда-
ния последовательностей исходных библиотек 

для успешной селекции  (раздел II) позволяют 
заключить, что в настоящее время существует 
большой выбор подходов. Два раздела обзора 
связаны между собой тем, что именно число 
используемых модификаций и предваритель-
ное структурирование библиотеки исходных 
соединений повышают структурное разноо-
бразие молекул, участвующих в отборе, что 
способствует успешному отбору и улучшению 
свойств аптамера. Осуществление энзимати-
ческих реакций для увеличения числа НК в 
отборе является ограничивающим фактором 
в использовании всего многообразия возмож-
ных химических модификаций, так как не все 
модифицированные нуклеотиды могут быть 
субстратами для ферментов из-за обеднения 
библиотеки при энзиматической амплифика-
ции. Это обстоятельство привело к разработке 
в последние годы новых безамплификацион-
ных подходов, что хорошо перекликается с но-
вым вектором развития области анализа НК без 
амплификации [66]. Так как именно структурное 
многообразие исходной библиотеки обеспечива-
ет успешную селекцию специфических лигандов 
к мишени, то именно комбинация «константной» 
части с вариабельной  при увеличении числа ти-
пов мономеров в ней является наиболее перспек-
тивной с точки зрения развития методологии по-
лучения аптамеров. Ограничением на этом пути 
является сложность определения, в каком именно 
положении и какую модификацию несут отобран-
ные селекцией последовательности. Преодоле-
ние этого ограничения может привести к очеред-
ному ускорению отбора аптамеров с нужными 
свойствами и их более широкому использованию, 
аналогично антителам, в качестве молекулярно-
узнающего элемента (понятие введено А.М. Ко-
пыловым [67]) . 
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