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Tóm tắt 

 HRP (Horseradish  peroxidase) là một  enzyme  được chiết  ra  từ  rễ  cây  Cải ngựa (Amoracia rusticana),  

HRP với vai trò chất đánh dấu được sử dụng nhiều nhất phương pháp gắn cộng hợp vì nó tương đối rẻ, tinh sạch, 

phát tín hiệu nhanh và có hoạt tính enzyme chuyên biệt rất cao. Ngoài ra do HRP có kích thước và trọng lượng phân 

tử nhỏ nên ít gây cản trở không gian khi liên kết với kháng nguyên hay kháng thể. Trong các thử nghiệm miễn dịch 

chẳng hạn như các phương pháp ELISA, để gia tăng độ đặc hiệu cho phản ứng, người ta thường sử dụng kháng thể 

(KT) thứ cấp gắn enzyme là những KT kháng loài như kháng IgM, kháng IgG,... Vai  trò của cộng hợp KT chuột gắn 

enzyme peroxidase cũng được ứng dụng như một KT kháng loài liên kết đặc hiệu với KT sơ cấp ứng dụng cho bất kỳ 

mẫu huyết thanh nào kháng với một KN nào đó.  Do đó, chúng tôi tiến hành gây đáp ứng miễn dịch trên chuột bằng 

kháng thể IgG người đã được tinh chế từ huyết thanh của máu cuống rốn với các liều tiêm khác nhau 20 µg, 40 µg 

và 60  µg/ liều tiêm. Sau khi tinh chế nồng độ kháng thể chuột thu được cao nhất là 0,495 mg/ml. Sau đó, cộng hợp 

kháng thể chuột kháng kháng thể người đã được gắn với enzyme HRP. Cuối cùng, cộng hợp được thử nghiệm bằng 

phương pháp ELISA trực tiếp và gián tiếp cho kết quả  nồng độ cộng hợp còn giữ hoạt tính là 0,125 mg/ml. 

Từ khoá: HRP, cây cải ngựa, đáp ứng miễn dịch, IgG, IgM, ELISA, huyết thanh. 

DEVELOPENZYMET AND QUALITY ASSESSMENT MOUSE OF ANTI-HUMAN IgG ANTIBODY-

HORSERADISH PEROXIDASE CONJUGATES USING FOR ELISA TECHNIQUE TO DETECT HUMAN 

ANTIBOBY 

Abstract  

 HRP (Horseradish peroxidase) has been known as an enzyme extracted from horseradish roots (Amoracia 

Rusticana). HRP plays an important role as a marker which most used as a common method of conjugations due to 

the relatively cheap, purified, fast signaling and highly specific enzyme. Furthermore, HRP involves small sizes and 

molecular weights having less obstructive space in associated with antigen or antibody. In immunological tests, such 

as ELISA, secondary antibody – horseradish peroxidase conjugates has been applied to increase specificity of 

enzyme in ELISA test such as anti-IgG, anti-IgM. Primary mice antibody-conjugated enzymes which also practiced 

for any serum sample performing any anti-antigen functions were observed. This project objects to conduct an 

immune response in mice with IgG antibodies which were purified from the serum of umbilical cord blood injected in 

different doses of 20 μg, 40 μg and 60 μg per dose of vaccine. After purified mouse antibody concentrations obtained 

the highest 0.495 mg per ml. The antibody anti-mouse antibody has been added in associated with the HRP enzymes. 

In conclusion, the antibody-antigen interaction  was examined by  direct and indirect ELISA and the level of 

community was in concentration of 0.125 mg/ml. 

Key words: HRP, horseradish root, immune response, IgG, IgM, ELISA, serum. 

1. Đặt vấn đề 

 Phương pháp ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) được xem như là một công 

cụ hiệu quả trong công nghiệp dược phẩm và chẩn đoán lâm sàng hiện nay nhờ vào độ nhạy và 

sự tiện lợi của phương pháp này cao hơn các phương pháp thử nghiệm miễn dịch khác. Trong 

phương pháp ELISA, một thành phần không thể thiếu chính là kháng thể cộng hợp với enzyme. 
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Nhờ đó, có thể định lượng được kháng nguyên thông qua sự tạo màu của phản ứng giữa cơ chất 

với enzyme. Tạo kháng thể cộng hợp với enzyme cần phải sử dụng một phương pháp cộng hợp 

sinh học phù hợp để có thể duy trì chức năng gắn đặc hiệu với kháng nguyên của kháng thể và 

hoạt tính của enzyme. Như vậy, việc lựa chọn một enzyme đáp ứng được yêu cầu này thật sự 

quan trọng [4,6]. 

 Enzyme Horseradish peroxidase là một glycoprotein được chiết ra từ rễ cây cải ngựa 

(Amoracia rusticana), phản ứng đặc hiệu với chất oxi hóa như  H2O2 và các peroxide có chứa 

gốc methyl và ethyl. So với các enzyme khác, HRP có đặc tính nổi trội hơn vì kích thước nhỏ 

gọn sẽ không gây cản trở kháng thể tiếp cận kháng nguyên và hoạt tính của HRP ổn định trong 

quá trình cộng hợp với kháng thể. Do đó, HRP được sử dụng phổ biến hơn 80% trong tất cả quá 

trình sản xuất kháng thể cộng hợp với enzyme và phần lớn cộng hợp kháng thể với HRP được sử 

dụng để chẩn đoán bệnh [5]. 

 Với những lí do trên, chúng tôi tiến hành tạo cộng hợp và đánh giá chất lượng kháng thể 

chuột kháng IgG người gắn enzyme Horseradish peroxidase và ứng dụng trong các phương pháp 

ELISA sử dụng kháng thể người. Đề tài hướng tới việc hoàn thiện hóa quy trình gây miễn dịch và 

đa dạng các KIT ELISA trên nhiều loại kháng thể đặc hiệu kháng nhau. 

2. Đối tượng – Phương pháp nghiên cứu 

 2.1. Vật liệu, hóa chất 

 Máu cuống rốn từ thai phụ không mắc các bệnh truyền nhiễm nguy hiểm từ bệnh viện 

Hùng Vương. 

 Chuột nhắt trắng (Mus musculus Var. Albino) trưởng thành, khỏe mạnh, sạch bệnh, có 

trọng lượng khoảng từ 20-22 g/con, do Viện Pasteur TP. Hồ Chí Minh cung cấp. 

Cột tinh chế Hi Trap Mab Select 1mL (GE healthcare), Bộ kit cộng hợp sinh học (Pierce), 

Receptor của TNF tái tổ hợp (Prospec), Anti-TNF-receptor (Prospec), Albumin huyết thanh bò 

(BSA) (Merck) được pha tùy theo mục đích sử dụng và theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

2.2 Phương pháp 

 2.2.1 Miễn dịch chuột thu huyết thanh kháng IgG người 

 Quá trình gây đáp ứng miễn dịch chuột thu kháng thể kháng IgG người gồm 4 mũi tiêm 

KN sử dụng là IgG tinh chế sẽ được dùng trong thí nghiệm này nhằm tạo TNF-R như sau: tiêm 

cơ bản, tiêm nhắc lần 1, tiêm nhắc lần 2 và tiêm nhắc lần 3. Lịch tiêm được tóm tắt qua sơ đồ 

miễn dịch như sau:   
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 Chuột sau tiêm nhắc lần 2 sẽ được lấy máu tĩnh mạch đuôi để xác định hiệu giá kháng  

thể. Nếu hiệu giá kháng  thể đạt yêu cầu, một nửa số lượng chuột  trong mỗi lô sẽ được thu máu 

toàn bộ bằng cách lấy máu tim. Một nửa số lượng chuột còn lại sẽ được tiêm nhắc lần 3 và sau đó 

7 ngày sẽ thu toàn bộ máu. 

 2.2.2 Tinh chế huyết thanh kháng IgG người  

 Cột Hi Trap Mabselect 1 mL được cấu tạo bởi protein A đóng vai trò là cơ chất, gắn với 

chất nền Sepharose. Quá trình tinh chế dựa trên nguyên tắc là protein A có ái lực đối với vùng Fc 

của kháng thể IgG. Dưới pH trung tính của dung dịch đệm gắn kết, ái lực này trở nên rất mạnh 

làm cho IgG gắn chặt vào cơ chất protein G, trong khi những chất khác bị rửa sạch. Sau đó, pH 

acid của dung dịch đệm ly giải khiến ái lực này trở nên yếu, làm tách các phân tử IgG ra khỏi cơ 

chất protein G. Dung dịch đệm trung hòa có tác dụng trung hòa dung dịch mẫu sau ly giải, giúp 

làm bền IgG. Nồng độ protein có trong mẫu huyết thanh đã tinh chế được xác định bằng phương 

pháp Bradford và kiểm tra độ tinh sạch của kháng thể bằng kỹ thuật điện di SDS-PAGE [1]. 

 2.2.3 Gắn cộng hợp phân tử IgG với enzyme HRP 

 Enzyme peroxidase cho phản ứng và gắn kết với phân tử IgG ở pH thích hợp. Khi dung 

dịch chứa IgG được thêm vào, enzyme sẽ tương tác với gốc amin của phân tử IgG để hình thành  

liên kết Schiff base (liên kết imin). Sau thời gian ủ 1-2 giờ, liên kết cộng hợp IgG-HRP giảm đi 

và các vị trí aldehyde không phản ứng của enzyme HRP bất hoạt với ethanolamine. Sau đó cộng 

hợp được cho qua cột tinh chế nhằm phân tách các enzyme tự do ra khỏi cộng hợp; khử muối 

cộng hợp bằng cột khử muối gel polyacrylamide trong 0,1% NaN2. Cộng hợp HRP này được hiệu 

giá bằng phương pháp ELISA trực tiếp và gián tiếp [2,3,7,8,9]. 

 2.2.4 Chuẩn độ hiệu giá kháng thể và cộng hợp bằng phương pháp ELISA 

 Để tiến hành hiệu giá cộng hợp KT-HRP sau khi  tinh chế, phương pháp ELISA trực tiếp 

và gián tiếp đã được thực hiện nhằm so sánh và đánh giá hiệu quả cộng hợp được sản xuất ra. 

Phương pháp ELISA trực tiếp 

 Dung dịch KT người kháng TNF-R_Anti TNF-R nồng độ 1mg/ml pha loãng thành 1 

μg/ml được phủ phiến. Sau khi ủ qua đêm ở 4
o
C, phiến được rửa 3 lần bằng dung dịch rửa phiến. 

Tiếp đến, phiến được khóa và rửa phiến 3 lần sau khi đã ủ trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Sau đó, 

cộng hợp IgG chuột-HRP mới được sản xuất được pha loãng  thành 2 μg/ml rồi tiếp tục được pha 

loãng  theo bậc 2 và bổ sung vào phiến, gắn đặc hiệu với anti TNF-R. Đồng thời, dung dịch cộng 
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hợp IgG chuột-HRP chuẩn với nồng độ phủ phiến bắt đầu là 1 μg/ml; sau đó được pha loãng bậc 

2 cũng được tiến hành phủ phiến. Ủ phiến 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Tiếp tục rửa phiến 7 lần, thêm 

cơ chất TMB. Sau 10 phút, ngừng phản ứng bằng dung dịch H2SO4 1M. Đo màu bằng máy quang 

phổ trắc quang ở bước sóng 450 nm. 

Phương pháp ELISA gián tiếp  

 KN TNF-R nồng độ 100 µg/ml pha loãng thành 0,1 µg/ml được phủ phiến. Sau khi ủ qua 

đêm ở 4
o
C, phiến được rửa 3 lần bằng dung dịch rửa phiến. Tiếp đến, phiến được khóa và rửa 

phiến 3 lần sau khi đã ủ trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Sau đó phủ phiến bằng dung dịch KT 

người kháng TNF-R_Anti TNF-R nồng độ 1mg/ml pha loãng thành 1 μg/ml gắn đặc hiệu với 

TNF-R. Rửa phiến 3 lần sau khi ủ ở nhiệt độ phòng. Kế đến, cộng hợp IgG chuột-HRP mới được 

sản xuất ở nồng độ 0,8 mg/ml được pha loãng thành 2 μg/ml; sau đó tiếp tục được pha loãng  

theo bậc 2 và bổ sung vào phiến, gắn đặc hiệu với anti TNF-R. Đồng thời, dung dịch cộng hợp  

IgG chuột-HRP chuẩn với nồng độ phủ phiến bắt đầu là 1 μg/ml; sau đó được pha loãng bậc 2 và 

được tiến hành phủ phiến. Ủ phiến 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Tiếp tục rửa phiến 7 lần, thêm cơ chất 

TMB. Sau 10 phút, ngừng phản ứng bằng dung dịch H2SO4 1M. Đo màu bằng máy quang phổ 

trắc quang ở bước sóng 450 nm. 

3. Diễn giải và phân tích kết quả  

 3.1  Tinh chế KT IgG trong mẫu huyết thanh người  

 Huyết thanh người thu từ máu cuống rốn sẽ được đem tinh chế thu nhận KT bằng  cột 

Mab Select HiTrap 1 ml. Mẫu được dẫn qua  cột, với pH trung tính các phân tử IgG trong huyết  

thanh sẽ được bắt giữ bởi các phân tử protein A có ái lực rất lớn với IgG. Sau đó, bằng dung dịch 

đệm pH thấp (3,0 đến 3,5), các phân tử IgG sẽ được ly giải ra khỏi cột, 10 phân đoạn protein 

được  thu  lại  (1 ml/phân đoạn). Nồng độ KT tổng số của từng phân đoạn sau quá trình tinh chế 

được xác định bằng phương pháp Bradford. 

 3.1.1  Kết quả xác định nồng độ KT của các phân đoạn sau tinh chế  

 Nồng độ KT của các sản phẩm tinh chế được xác định bằng phương pháp Bradford với 

đường chuẩn là nồng độ của BSA. Qua 2 đợt tinh chế từ cùng một mẫu huyết thanh thu được với 

thể tích mẫu mỗi đợt khoảng 20 ml. Kết quả tinh chế được thể hiện ở hình 3.1 

 

 

 

 

 

Hình 3.1 Đồ thị biểu diễn nồng độ KT của các phân đoạn sau tinh chế huyếtthanh người 

đợt 1 và đợt 2 

 Hình 3.1 cho thấy kết quả của cả hai đợt tinh chế gần như nhau, nồng độ KT cao ở phân 

đoạn đầu, sau đó giảm dần và hầu như không đổi ở các phân đoạn sau. Nồng độ KT thu được cao 

nhất ở phân đoạn 1/đợt 1 (0,544 mg/ml), sau đó giảm dần  theo các phân đoạn. Từ phân đoạn 3  

trở đi, nồng độ KT không  chênh  lệch nhiều  và hầu như  ngang bằng nhau. Như vậy, phân đoạn 
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1  có nồng độ KT cao sẽ được thu thập để sử dụng trong các thí nghiệm tiếp theo. Tương tự, nồng 

độ KT cao nhất ở phân đoạn 1/đợt 2 (0,589 mg/ml) rồi giảm dần qua các phân đoạn sau. Phân 

đoạn 1 này cũng được thu để thực hiện các bước kế tiếp. Như vậy, việc tinh chế KT từ huyết 

thanh người sau 2 đợt đạt kết quả tốt, cả hai phân đoạn 1 của hai đợt tinh chế có nồng độ KT cao 

được thu thập và sẽ được điện di SDS-PAGE để xác định protein thu được hoàn toàn là IgG 

người hay lẫn protein khác. 

 3.1.2  Kiểm tra độ tinh sạch của IgG người trong huyết thanh  

 Để kiểm tra độ tinh sạch của các sản phẩm tinh chế qua cột, phương pháp điện di SDS-

PAGE đã được thực hiện. Các phân đoạn protein cao được tiến hành điện di đồng thời với thang 

chuẩn. Kết quả điện di trên gel polyacrylamide được thể hiện qua hình 3.2. 

Kết quả điện di trên cho thấy việc tinh chế protein đạt kết quả tốt, lượng KT nhiều và không bị  

tạp nhiễm. Kết quả điện di phù hợp với nồng độ KT được xác định bằng phương pháp Bradford. 

Giếng 2 (phân đoạn 1/đợt 1) có sự hiện diện của các vạch đậm màu ở vị trí 50 kDa (chuỗi nặng) 

và 25 kDa (chuỗi nhẹ) do phân tử IgG bị cắt đứt các cầu nối disulfur. Phân đoạn 1 này không bị 

tạp nhiễm. Giếng 3 (phân đoạn 1/đợt 2) xuất hiện các vạch đậm màu 50 kDa và 25 kDa. Phân 

đoạn 1 này không bị tạp nhiễm. Giếng 4 (đối chứng âm) không xuất hiện vạch nào trên bảng điện 

di do dung dịch đệm không chứa protein.  

3.2  Quá trình gây đáp ứng miễn dịch trên chuột 

 Chuột nhắt  trắng được tiêm theo lịch và được chăm sóc đầy đủ trong phòng dành  riêng  

cho nuôi  chuột. Với mũi tiêm đầu  tiên, mục đích là để khởi động hệ miễn dịch hoạt động chống  

lại KN lạ. Sau khi tiêm mũi đầu tiên thì hệ miễn dịch chuột sẽ bắt đầu nhận diện và phản ứng lại 

với những chất lạ trong cơ thể. Đây là thời gian cần thiết để cho các lympho bào B và T đặc hiệu 

KN được tiếp xúc và kích thích bởi KN, sau đó chúng sẽ tăng sinh và biệt hoá thành các tế bào 

hành sự như tương bào sản xuất ra KT đặc hiệu với KN đưa vào và tế bào nhớ gọi là đáp ứng thì 

đầu.  

 Sau 14 ngày tiêm mũi cơ bản, tiến hành tiêm nhắc lần 1, 2 và 3. Sau khi tiêm mũi cơ bản, 

nếu có xảy ra đáp ứng miễn dịch (ĐƯMD) thì lượng KT sinh ra chống lại IgG người – đóng vai 

trò là KN đối với hệ miễn dịch của chuột – rất ít và tồn tại trong huyết thanh chỉ vài ba tuần nên 

chúng tôi tiến hành tiêm nhắc lại nhiều lần để cơ thể chuột đáp ứng mạnh hơn, nhanh  hơn và  sản 

sinh lượng KT nhiều hơn. Điều này có được là do trong cơ thể chuột đã tồn tại các tế bào lympho 

có trí nhớ miễn dịch đặc hiệu được hình thành trong thì đầu. Sau mũi tiêm nhắc thứ 2, chúng tôi 

tiến hành thu máu tĩnh mạch chuột để kiểm tra, sau đó tiếp tục tiêm nhắc mũi thứ 3 và thu máu 

toàn bộ số chuột đã gây ĐƯMD.  
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Hình 3.2 Kết quả điện di SDS-PAGE dung dịch mẫu và thang chuẩn 

Giếng 1: Thang protein chuẩn với các kích thước 116,3 kDa, 97,4 kDa, 66,2 kDa,  

45,0 kDa, 31,0 kDa, 21,5 kDa và 6,5 kDa.  

Giếng 2, 3: Phân đoạn 1 của mẫu huyết thanh người đã qua tinh chế đợt 1 và 2.  

Giếng 4: Đối chứng (–) là dung dịch đệm trung hòa. 

 Mẫu máu chuột thu được sau lần tiêm thứ 3 và thứ 4 chúng  tôi đem xử  lý bằng cách ly 

tâm thu huyết thanh và bất hoạt bổ thể. Sau đó bảo quản mẫu trong tủ lạnh 4
o
C (không quá 6 

tháng). Để kiểm tra quá trình gây ĐƯMD thì sau mũi tiêm nhắc lần 2, 3 chúng tôi thực hiện 

phương pháp ELISA gián tiếp. Sau khi hiệu giá KT bằng phương pháp ELISA thành công thì tiến 

hành thu máu tim chuột (1/2 số chuột mỗi lô). 

3.3.  Kết  quả  chuẩn  độ  hiệu  giá KT  sau  tiêm  nhắc  lần  2 và 3  bằng  phương pháp 

ELISA gián tiếp  

 KT IgG người pha loãng 1/100 được phủ phiến và ủ qua đêm ở 4
o
C. Tiếp theo, huyết 

thanh chuột của các lô sau lần tiêm nhắc thứ 2 được pha loãng theo  bậc hai thành  1/50,  1/100, 

1/200,  1/400,  1/800, 1/1600  và 1/3200 và xác định hiệu giá KT bằng phương pháp ELISA. 

Cuối  cùng,  bổ sung kháng KT chuột có gắn enzyme peroxidase có nồng độ 1 µg/ml sẽ gắn đặc 

hiệu với phức hợp IgG người-IgG chuột. Màu của phản ứng được đo ở bước sóng 450 nm.  

 Huyết thanh sau mũi tiêm nhắc lần 3 được pha loãng theo bậc 2 thành 1/50, 1/100, 1/200, 

1/400, 1/800, 1/1600 và 1/3200 và xác định hiệu giá KT bằng phương pháp ELISA. Kết quả 

chuẩn độ  hiệu giá KT bằng phương pháp ELISA các mẫu huyết thanh chuột sau lần tiêm nhắc 

thứ 2 và 3 được tóm tắt qua bảng 3.1. 
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Bảng 3.1 Kết quả hiệu giá KT bằng phương pháp ELISA các mẫu huyết thanh chuột sau 

lần tiêm nhắc thứ 2 và thứ 3 

Mẫu huyết thanh 
Lô 1 

(20 µg/liều tiêm) 

Lô 2 

(40 µg/liều tiêm) 

Lô 3 

(60 µg/liều tiêm) 

Lô 4 

(tiêm PBS)  

Sau tiêm nhắc lần 2 1/400 1/800 1/1600 0 

Sau tiêm nhắc lần 3 1/800 1/1600 1/3200 0 

 Nồng độ dung dịch  IgG người càng cao  thì khả năng gây ĐƯMD càng mạnh. Trong 

nghiên cứu này, dung dịch IgG người ở nồng độ cao nhất 60 µg/liều tiêm cho hiệu quả ĐƯMD 

tốt nhất trong 3 giá trị nồng độ khảo sát. Hiệu giá KT trong huyết thanh tăng sau mỗi lần tiêm 

nhắc. Hiệu giá KT trong huyết thanh thu được sau lần tiêm nhắc thứ 3 có giá trị cao hơn so với 

lần tiêm nhắc thứ 2. Như vậy, việc bổ sung thêm liều tiêm nhắc trong phác đồ gây ĐƯMD giúp 

cho hiệu quả gây đáp ứng tốt hơn. 

3.4  Tinh chế kháng thể kháng  IgG  người trong các mẫu huyết thanh chuột 

 Các thao tác tương tự như tinh chế IgG trong mẫu huyết thanh người. Ở đây, các mẫu 

huyết  thanh chuột của lô 20 µg/liều tiêm (lô 1), 40 µg/liều tiêm (lô 2), 60 µg/liều tiêm (lô 3) và 

lô đối chứng tiêm PBS (lô 4) sẽ được tinh chế bằng cột Mab Select HiTrap 1 ml. Mỗi lô thu 10 

phân đoạn. Nồng độ KT của từng phân đoạn sau quá trình tinh chế được xác định bằng phương 

pháp Bradford. 

 3.4.1  Kết quả xác định nồng độ KT của sản phẩm tinh chế qua cột 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.3 Đồ thị biểu diễn nồng độ KT của các phân đoạn ở các lô 

(a) 20 µg/liều tiêm  (b) 40 µg/liều tiêm  (c) 60 µg/liều tiêm  (d) Lô đối chứng (PBS) 

 Kết quả tinh chế huyết thanh chuột của 4 lô cho thấy các phân đoạn đầu ở các lô đều cho 

nồng độ KT sau khi tinh chế cao (0,495 mg/ml ở lô 60 µg/liều tiêm; 0,433 mg/ml ở lô 40 µg/liều 

tiêm; 0,372 mg/ml ở lô 20 µg/liều tiêm và 0,204 mg/ml ở lô đối chứng). Như vậy, việc  tinh chế 
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KT  từ huyết  thanh chuột ở 4  lô đạt kết quả  tốt, các phân đoạn đầu có nồng độ KT cao. Các 

phân đoạn có nồng độ KT cao này được tiến hành thu thập để sử dụng cho các bước tiếp theo. 

 3.4.2  Kiểm tra độ tinh sạch của IgG người trong huyết thanh  

 Bằng phương pháp điện di SDS-PAGE, chúng tôi tiến hành kiểm tra độ tinh sạch của KT  

IgG chuột  thu được  trong các phân đoạn. Các phân đoạn protein cao của mỗi lô được tiến hành 

điện di đồng thời với thang chuẩn. Kết quả điện di trên gel polyacrylamide được thể hiện qua 

hình 3.9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.4 Kết quả điện di SDS-PAGE dung dịch mẫu và thang chuẩn 

Giếng 1: Đối chứng (+) là lô tiêm PBS 

Giếng 2: Đối chứng (–) là dung dịch đệm trung hòa 

Giếng 3: Thang protein chuẩn với các kích thước 116,3 kDa, 97,4 kDa, 66,2 kDa, 

45,0 kDa, 31,0 kDa, 21,5 kDa và 6,5 kDa 

Giếng 4: Phân đoạn KT sau tinh chế của lô 60 µg/liều tiêm 

Giếng 5: Phân đoạn KT sau tinh chế của lô 40 µg/liều tiêm 

Giếng 6: Phân đoạn KT sau tinh chế của lô 20 µg/liều tiêm 

Từ kết quả đo Bradford và điện di SDS-PAGE để kiểm tra chất  lượng tinh chế KT, chúng tôi có 

thể khẳng định nồng độ KT thu được cao và rất ít tạp nhiễm; việc tinh chế có hiệu quả. Qua đó 

loại bỏ phần lớn các thành phần tạp nhiễm trong huyết thanh thô, tạo điều kiện cho bước gắn 

cộng hợp với enzyme HRP. 

3.5  Gắn cộng hợp kháng thể chuột kháng kháng thể người gắn enzyme HRP  

 3.5.1  Kết quả gắn cộng hợp IgG chuột-HRP  

 Sau khi tinh chế huyết thanh chuột và tiến hành các bước kiểm tra chất lượng tinh chế 

bằng phương pháp đo Bradford và điện di SDS-PAGE, chúng tôi thực hiện việc gắn cộng hợp. 



KHOA HỌC CÔNG NGHỆ 

TẠP CHÍ KHOA HỌC CÔNG NGHỆ VÀ THỰC PHẨM SỐ 05/2015 25 

 Nhằm tăng hiệu quả gắn cộng hợp, chúng tôi thu nhận chung các phân đoạn có nồng độ 

KT cao của 3 lô thí nghiệm lại để nồng độ KT trong dung dịch đạt  từ 1 mg/ml trở lên; sau đó bổ  

sung dung dịch chứa HRP (1 mg/ml) vào dung dịch chứa KT này. Sau đó cho hỗn hợp dung dịch 

chứa KT chuột và enzyme HRP qua cột tinh chế để loại bỏ enzyme tự do; các phân tử IDA trong 

cột chỉ gắn chuyên biệt với vùng Fc của cộng hợp KT-Enzyme và các phân tử KT tự do. Sau đó 

thu 16 phân đoạn cộng hợp và kiểm tra sơ bộ hoạt tính enzyme của các phân đoạn này 

Hình 3.5 Kiểm tra hoạt tính cộng hợp của 16 phân đoạn 

 Hình 3.5 cho thấy ở độ pha loãng 1/500, màu xanh xuất hiện từ phân đoạn 3 đến phân 

đoạn 10; đậm nhất là ở phân đoạn 6 và 7; màu xanh nhạt từ phân đoạn 8 đến 10. Từ phân đoạn 11 

đến 16 đều không xuất hiện màu. Do đó có thể thấy rằng hoạt tính enzyme cao ở các phân đoạn 

từ 4 đến 7 cao.  

 Các phân đoạn không  hiện màu hay hiện màu nhạt do nồng độ cộng hợp thấp. Ở độ pha 

loãng 1/500 không thể hiện hoạt tính enzyme vì phản ứng ít với cơ chất TMB. Từ phân đoạn 4 

đến 7 dung dịch chứa cộng hợp ly giải nhiều khỏi cột, thể hiện hoạt tính enzyme ở độ pha loãng 

1/500.   

 Như vậy ở bước đánh giá sơ bộ cộng hợp cho thấy việc tinh chế cộng hợp thu được kết 

quả tốt khi có 7 phân đoạn sau tinh chế thể hiện hoạt tính enzyme ở độ pha loãng 1/500.  

 3.5.2  Kết quả kiểm tra chất lượng cộng hợp IgG chuột-HRP  

 Các phân đoạn cộng hợp từ 4 đến 10 được đo OD và xác định nồng độ cộng hợp sau tinh 

chế được xác định  là 0,8 mg/ml. Cộng hợp HRP được đánh giá bằng phương pháp ELISA trực 

tiếp và gián tiếp.  

 Kết quả ở bảng 3.2 cho thấy sản phẩm cộng hợp có mức hiệu giá là 0,125 μg/ml, so với 

mẫu chuẩn có mức hiệu giá là 0,03125 μg/ml. Hoạt tính enzyme bằng ¼ so với mẫu chuẩn. 

 Như vậy, kết quả ELISA cho thấy mẫu sản phẩm cộng hợp đã tinh chế còn giữ hoạt tính ở 

nồng độ 0,125 μg/ml trong ELISA trực tiếp và gián tiếp, bằng ¼ so với mẫu chuẩn(bảng 3.3).. 

Như vậy quy trình tạo cộng hợp KT chuột kháng IgG người gắn enzyme peroxidase đã được xây 

dựng thành công. 

4. Kết luận 

 Đề tài đã xây dựng thành công phác đồ gây đáp ứng miễn dịch trên chuột qua các liều 

tiêm KN khác nhau. Trong đó, liều tiêm nồng độ KN IgG người 60 µg cho hiệu giá huyết thanh 
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chuột bằng phương pháp ELISA là 1/3200. Nồng độ KT chuột cao nhất thu được sau khi tinh chế 

được xác định là 0,495 mg/ml. Thử nghiệm cộng hợp bằng phương pháp ELISA trực tiếp và gián 

tiếp cho nồng độ cộng hợp còn giữ hoạt tính là 0,125 mg/ml. 

Bảng 3.2 Kết quả nồng độ cộng hợp IgG chuột bằng phương pháp ELISA trực tiếp và ELISA 

gián tiếp: 
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