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TÓM TẮT 
Phân tích nồng độ beta-hCG có ý nghĩa quan trọng trong chẩn đoán và sàng lọc sơ sinh. Trong 

nghiên cứu này chúng tôi tối ưu hóa các điều kiện đính kháng thể hCG lên đế polystyrene (PS) 

bằng phương pháp hấp phụ để sử dụng phân tích beta-hCG bằng kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang. 

Sử dụng kết hợp kháng thể hCG đánh dấu với Eu(III) và dung dịch tăng cường tín hiệu huỳnh 

quang chúng tôi đã lựa chọn được điều kiện hấp phụ tối ưu là nồng độ dung dịch là 2,5μg/L, thời 

gian hấp phụ là 24 giờ. Hoạt tính của kháng thể hCG cố định trên đế PS thay đổi không đáng kể 

khi lưu giữ ở 4
o
C trong 3 tuần. Quy trình phân tích sử dụng đế PS cố định hCG có độ chọn lọc đặc 

hiệu với beta-hCG, có độ lệch trung bình -2,1% so với Kit phân tích chuẩn, có giới hạn phát hiện 

(LOD) và giới hạn phân tích (LOQ) lần lượt là 11,9 và 17,9 ng/ml. Kết quả này cho phép sử dụng 

quy trình phân tích tự xây dựng dựa trên đế PS cố định hCG để phân tích beta-hCG với độ chính 

xác cao, chi phí thấp với công nghệ hoàn toàn chủ động.  

Từ khóa: Phân tích, beta-hCG, cố định kháng thể, miễn dịch huỳnh quang, hấp phụ. 
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ABSTRACT 
Measurements of beta form of human chorionic gonadotropin (hCG) provide important 

information in a variety of clinical situations and prenatal screening. In this study, we optimized 

conditions to absorb hCG antibody onto polystyrene (PS) substrates for immunofluorescence 

analysis of hCG. The conditions were monitored by evaluating the photoluminescent (PL) 

intensity obtained upon using Eu(III) labelled hCG antibody and PL enhancement solution. The 

optimized concentration of hCG antibody in the absorbent solution was found to be 2.5μg/L and 

the absorption time was 24 hours. The reactivity of the absorbed hCG antibody decreased 

negligibly after three weeks of storing at 4
o
C. The immunofluorescence procedure based on the 

hCG/PS substrates was highly selective to beta-hCG, giving good analytical results when 

compared with standard Kit. Lower limit of detection (LOD) and lower limit of quantification 

(LOQ) of the analytical procedure were estimated to be 11.9 and 17.9 ng/ml, respectively. The 

results demonstrated in this paper provide a cost-effective and precise method for quantification of 

beta-hCG based on hCG antibody absorbed on PS substrates.  
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1. Giới thiệu 

hCG (human chorionic gonadotropin) là 

sialoglycoprotein với trọng lượng phân tử 

khoảng 46.000 dalton, gồm hai tiểu đơn vị là 

Alpha (α) và Beta (β). α-hCG là một 

glycopeptide có 92 amino acid có trình tự 

trùng với các kích thích tố tuyến yên 

glycoprotein, luteinizing, kích thích tố nang 

trứng và kích thích tố hormone tuyến giáp [1]. 

β-hCG có 145 amino acid có trình tự đặc 

trưng chỉ tìm thấy ở hCG [2]. hCG sinh ra từ 

trophoblast, là hormone mang thai quan trọng 

giúp quá trình dung nạp thai nhi thành công 

bằng cách tăng cường Tregs (T regulatory cell 

recruitment) đến bề mặt phân cách giữa bài 

thai và bà mẹ [3]. Ngoài ra, hCG còn tác động 

đến nhiều loại tế bào liên quan đến quá trình 

mang thai như: giảm sự sinh sôi và chức năng 

kháng nguyên của tế bào tua (dendric cells), 

giảm hoạt tính của tế bào NK gây độc máu 

ngoại vi, tăng cường sự sinh sôi của tế bào 

NK sản xuất cytokine tử cung và tế bào nội 

mạc [4].    

Việc phân tích nồng độ hCG trong huyết 

thanh cũng như trong nước tiểu cung cấp 

thông tin quan trọng cho nhiều trường hợp 

chuẩn đoán như sàng lọc và theo dõi thai, rối 

loạn thai kỳ, sàng lọc trước sinh và ung thư 

phụ khoa [5]. Tuy nhiên, xuất phát từ sự 

chuyển hóa phức tạp, hCG có thể tồn tại trong 

huyết thanh ở nhiều dạng cấu trúc khác nhau 

[6] làm cho việc phân tích nồng độ hCG với 

độ chính xác cao, trong khoảng nồng độ rộng, 

vẫn đang là vấn đề được quan tâm cải tiến 

[7,8]. Phương pháp miễn dịch huỳnh quang 

được sử dụng khá phổ biến để phân tích hCG 

do có nhiều ưu điểm như thời gian phân tích 

ngắn, khoảng phân tích rộng, cường độ tín 

hiệu lớn, tín hiệu ít bị nhiễu bởi sự phát xạ 

của nền [9]. Trong phương pháp này, kháng 

thể hCG được cố định trên bề mặt đế trong 

khi phần còn lại của cặp kháng thể hCG được 

đánh dấu với chất huỳnh quang. Cố định 

kháng thể hCG lên bề mặt đế bằng hấp phụ 

vật lý đảm bảo được độ chọn lọc cao theo cơ 

chế miễn dịch do hoạt tính của hCG được duy 

trì như trạng thái tự do trong pha lỏng. Tuy 

vậy, quá trình hấp phụ vật lý của hCG hay các 

protein nói chung trên bề mặt đế cứng như 

polystyrene (PS) phụ thuộc vào nhiều yếu tố 

thực nghiệm như độ phân cực và điện tích bề 

mặt PS, sự hấp phụ cạnh tranh, nồng độ, nhiệt 

độ và thời gian [10].  

Trong bài báo này, chúng tôi nghiên cứu tối 

ưu hóa phương pháp cố định kháng thể hCG 

trên đế polystyrene (PS) để phân tích hCG 

bằng kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang. 

2. Thực nghiệm 

2.1. Nguyên vật liệu 

Đĩa 96 giếng polystyrene (PS) tiêu chuẩn, 

PBS (phosphate buffer saline), sodium azide 

(NaN3), BSA (Bovine Serum Albumin), 

kháng thể (antibody) và kháng nguyên 

(antigen) hCG được mua từ Thermofisher. 

Dung dịch đánh dấu kháng thể hCG có chứa 

300 nmol phức chất của 1-(4-

isothiocyanatobenzyl) diethylenetriamine-

N,N,N′,N″,N″-pentaacetic acid (DTTA) và 

Eu(III); DELFIA
®
 Enhancement Solution có 

chứa phối tử 2-naphthoyltriluoroacetone 

(NTA), chất hỗ trợ phân lập triotylphosphine 

oxide (TOPO), chất hoạt động bề mặt Triton 

X-100 và acetic acid để tạo môi trường acid 

(pH= 3,2) được mua từ PerkinElmer.      

2.2. Cố định hCG lên trên bề mặt PS  

Pha loãng dung dịch hCG gốc, có nồng độ 

gốc là 4750 µg/mL, bằng hỗn hợp dung dịch 

gồm dung dịch đệm PBS nồng độ 0,01M và 

NaN3 nồng độ 5% với tỷ lệ thể tích 90:1 để 

thu được các dung dịch hCG có nồng độ khác 

nhau. Lấy 0,2 ml dung dịch này cho vào 1 

giếng PS và ủ ở 20
o
C trong 20h trước khi rửa 

hai lần với dung dịch PBS 0.01M để loại bỏ 

hCG bám dính kém trên bề mặt. Sau đó thêm 

0.3 ml dung dịch BSA 1% pha trong đệm 

PBS 0,01M và ủ tiếp 2h ở 4
o
C để ghim hCG 

trên bề mặt PS.  

2.3. Đánh dấu kháng thể hCG với Eu (III)  

Pha loãng dung dich kháng thể hCG gốc bằng 

đệm carbonate (pH= 9,5) để thu được dung 
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dịch có nồng độ 4 mg/ml. Lấy 250 µL dung 

dịch hCG này cho vào 1 vial chứa dung dịch 

đánh dấu Eu-DTAA và ủ ở 4
o
C qua đêm. 

Làm sạch hCG đã đánh dấu với Eu (ký hiệu  

hCG-DTAA-Eu) khỏi phức Eu-DTAA bằng 

phương pháp lọc gel sử dụng cột Superdex 

200 (Pharmacia) với pha động là dung dịch 

đệm Tris-HCl (pH= 7,8) có chứa 0,9% NaCl 

và 0,05% NaN3. Quá trình đánh dấu hCG 

được biểu diễn như sau:  

NCS
N

COO-

N
COO-

N
COO-

COO-

NH2

+

Eu Eu

 

2.4. Xây dựng đường chuẩn 

Pha các dung dịch kháng nguyên hCG có 

nồng độ là: 10,6; 106; 1030; 5180 và 10100 

ng/ml từ dung dịch gốc ban đầu bằng đệm 

PBS 0,01M. Thêm lần lượt 25 µl dung dịch 

kháng nguyên hCG và 0,2 ml đệm PBS 0,01 

M vào giếng PS đã cố định kháng thể hCG rồi 

tiến hành ủ trong 1h ở 25
o
C. Rửa giếng với 

dung dịch PBS 0,01M để loại bỏ kháng 

nguyên hCG chưa phản ứng với kháng thể 

hCG cố định. Thêm vào mỗi giếng 200 µl 

dung dịch hCG-DTTA-Eu nồng độ 0,4 µg/ml 

rồi ủ mẫu trong 30 phút ở nhiệt độ phòng kết 

hợp với lắc nhẹ. Rửa sạch giếng với dung 

dịch PBS 0,01M để loại bỏ hCG-DTTA-Eu 

không phản ứng. Sau đó, thêm 200 µl dung 

dịch tăng cường tín hiệu huỳnh quang (dung 

dịch chứa phối tử NTA, xem phần 2,1 ở trên) 

và lắc nhẹ trong 5 phút. Quá trình này tạo 

thành phức chất mới của Eu với NTA và 

TOPO như sau: 

NCS
N

COO-

N
COO-

N
COO-

COO-

NH2

+

Eu Eu

 

Do cặp kháng thể hCG (một có định trên đế 

PS và một đánh dấu với Eu) liên kết kiểu 

“bánh kẹp” với kháng nguyên hCG nên nồng 

độ của kháng nguyên hCG sẽ bằng nồng độ 

của phức (NTA)3-Eu-(TOPO)3. Đường chuẩn 

được xây dựng dựa trên nồng độ chuẩn của 

kháng nguyên hCG ban đầu và cường độ 

huỳnh quang của phức (NTA)3-Eu-(TOPO)3 

thu được ở bước sóng 615 nm, khi kích thích 

ở 340 nm.  

3.5. Phương pháp nghiên cứu 

Cường độ tín hiệu huỳnh quang được đo trên 

máy huỳnh quang Victor2 Fluorometer 

(PerkinElmer). Phương trình đường chuẩn sự 

phụ thuộc của cường độ huỳnh quang vào 

nồng độ kháng nguyên hCG xây dựng dựa 

trên data fitting trên phần mềm Origin 8 Pro.  

3. Kết quả và thảo luận 

Phân tích hCG bằng kỹ thuật miễn dịch huỳnh 

quang được vắn tắt trên sơ đồ hình 1. Ban đầu 

kháng thể hCG được cố định trên bề mặt đế 

PS bằng phương pháp hấp phụ vật lý. Thời 

gian ủ và nồng độ hCG ban đầu quyết định 

đến chất lượng của đơn lớp hCG trên bề mặt 

PS. Khi cho mẫu kháng nguyên hCG cần 

phân tích và hCG-DTTA-Eu vào giếng chứa 

kháng thể hCG có định trên bề mặt PS, quá 

trình bắt cặp theo cơ chế “bánh kẹp” xảy ra 

đặc hiệu với kháng nguyên hCG [11]. Do đó, 

nồng độ kháng nguyên hCG cần phân tích tỷ 

lệ với mật độ Eu
3+

 có trên bề mặt. Tuy nhiên, 

do cường độ huỳnh quang của phức chất giữa 

Eu
3+

 và DTTA khá thấp nên cần sử dụng 

dung dịch tăng cường độ huỳnh quang [12]. 

Cơ chế hóa học của quá trình này là phản ứng 

trao đổi phối tử từ DTTA sang NTA ở pH 

acid (xem phản ứng phần 2.4). Ngoài ra, 

TOPO vừa là phối tử tương hỗ vừa làm cho 

phức chất trở nên kị nước, ngăn cản ảnh 

hưởng dập tắt huỳnh quang của các phân tử 

nước với Eu
3+

 [13]. Chất hoạt động bề mặt X-

100 giúp cho phức NTA-Eu-TOPO phân tán 

tốt trong nước. Do phản ứng trao đổi phối tử 

xảy ra hoàn toàn, nên dựa vào cường độ 

huỳnh quang của phức NTA-Eu-TOPO ở 615 

nm, thu được khi kích thích ở 340 nm, có thể 

phân tích được nồng độ của kháng nguyên 

hCG ban đâu. 
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Hình 1. Sơ đồ quy trình phân tích nồng độ kháng nguyên hCG bằng phương pháp miễn dịch huỳnh quang 
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Hình 2. Ảnh hưởng của cường độ huỳnh quang theo nồng độ kháng nguyên hCG ở các điều kiện cố định 

khảng thể hCG khác nhau: a) thời giản ủ mẫu và b) nồng độ kháng thể hCG trong dung dịch hấp phụ. 

Nồng độ kháng thể hCG trong a) là 2,50 μg/ml; thời gian ủ mẫu trong b) là 24h 

Để tìm điều kiện tối ưu cho quá trình cố định 

kháng thể hCG trên bề mặt giếng PS, chúng 

tôi thay đổi nồng độ hCG trong dung dịch hấp 

phụ ban đầu và thay đổi thời gian lưu rồi tiến 

hành đo huỳnh quang với các nồng độ kháng 

nguyên hCG chuẩn. Hình 2 là kết quả sự phụ 

thuộc của cường độ huỳnh quang theo nồng 

độ kháng nguyên hCG ở các điều kiện cố định 

kháng thể hCG khác nhau. Có thể thấy trên 

hình 2a, ở thời gian ủ ngắn, như 2h, cường độ 

huỳnh quang không biến đổi tuyến tính theo 

nồng độ của kháng nguyên hCG. Điều này là 

do mật độ kháng thể hCG cố định trên đế PS 

không ổn định từ mẫu này sang mẫu khác ở 

thời gian ủ ngắn. Khi tăng thời gian ủ mẫu, 

mật độ kháng thể hCG cố định được trên bề 

mặt PS tăng dần, thể hiện bởi cường độ huỳnh 

quang tăng, và đạt giá trị bão hòa sau thời 

gian 20h. Do đó, chúng tôi lựa chọn thời gian 

ủ mẫu là 24h cho tất cả các thí nghiệm tiếp 

theo. Hình 2b thể hiện sự phụ thuộc của 

cường độ huỳnh quang theo nồng độ kháng 

nguyên hCG khi thay đổi nồng độ của kháng 

thể hCG trong dung dịch hấp phụ và giữ 

nguyên thời gian ủ mẫu là 24h. Có thể thấy 

rằng, ở tất cả các nồng độ kháng thể hCG 

khảo sát, cường độ huỳnh quang tăng tuyến 

tính theo đồng độ kháng nguyên hCG. Kết 

quả này phù hợp với kết luận về sự hấp phụ 

bão hòa của kháng thể hCG trên bề mặt PS ở 

thời gian 24h trên hình 2a. Cường độ huỳnh 

quang đạt cực đại trên khoảng nồng độ kháng 

nguyên hCG khảo sát khi nồng độ kháng thể 

trong dung dịch hấp phụ là 2,50 μg/ml. Có thể 

ở nồng độ hCG cao hơn đã dẫn tới sự hấp phụ 

đa lớp xếp chồng lên nhau làm giảm mật độ của 

các vị trí hoạt động, vị trí sẽ bắt cặp với kháng 

nguyên hCG, trên bề mặt. Từ kết quả hình 2b, 

chúng tôi đi đến kết luận nộng độ hấp phụ tối 

ưu của kháng thể hCG là 2,50 μg/ml. 
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Hình 3. a) Ảnh hưởng của thời gian lưu đến cường độ huỳnh quang đo trên mẫu kháng nguyên hCG 

chuẩn. b) Cường độ huỳnh quang khi thực hiện quy trình phân tích trên mẫu trắng (blank) và trên một số 

loại protein khác nhau như PAPP-A, AFP, và β-hCG tự do 

Để đánh giá độ bền của lớp kháng thể hCG cố 

định trên bề mặt PS, chúng tôi lưu mẫu ở 4
o
C 

trong túi nilon kín. Sau các khoảng thời gian 

lưu khác nhau, đế PS có hCG cố định được sử 

dụng để tiến hành đo cường độ huỳnh quang 

với mẫu kháng nguyên hCG chuẩn có nồng 

độ 1030 ng/ml. Kết quả đo cường độ huỳnh 

quang trên 10 đế PS khác nhau được trình bày 

trên hình 3a. Có thể thấy, cường độ huỳnh 

quang trung bình giảm dần, giảm khoảng 5% 

sau 3 tuần lưu giữ. Giá trị này tương đương 

với độ lệch của cường độ huỳnh quang trong 

cùng một thời gian lưu chứng tỏ hoạt tính của 

kháng thể hCG được duy trì khá tốt trên đế 

PS khi lưu giữ ở 4
o
C trong túi nilon kín. 

Để đánh giá độ đặc hiệu của phương pháp 

phân tích dựa vào đế PS gắn kháng thể hCG, 

chúng tôi tiến hành phép phân tích lập lại sử 

dụng một số loại protein khác nhau như 

PAPP-A, AFP và β-hCG tự do để thay thế 

kháng nguyển hCG. Cường độ huỳnh quang 

được so sánh trên hình 3b trong so sánh với 

mẫu trắng (blank). Kết quả cho thấy, cường 

độ huỳnh quang thu được khi phân tích các 

mẫu protein chỉ tương đương với mẫu trắng, 

hay tương đương với 1% cường độ tín hiệu 

thu được khi phân tích hCG (xem hình 3a). 

Điều này chứng tỏ kháng thể hCG cố định 

trên đế PS bắt cặp đặc hiệu với kháng 

nguyên hCG. 
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Hình 4. Đường chuẩn sự phụ thuộc của cường độ 

huỳnh quang vào nồng độ hCG.  

Hình 4 trình bày cường độ huỳnh quang theo 

nồng độ hCG  và đường chuẩn. Phương trình 

đường chuẩn được xác định bằng phương pháp 

tối ưu hóa cường độ tín hiệu huỳnh quang ( y ) 

theo nồng độ ( x ) theo phương trình: 

0

x
ty y Ae



  ;  

trong đó 0y  là cường độ huỳnh quang cực 

đại; t   là nồng độ phân rã và A là thừa số 

trước hàm mũ. Các giá trị này được xác định 

bằng data fitting có trong phần mềm 

OriginPro 8 SR4. Để đánh giá độ tin cậy của 

phương pháp, chúng tôi đã tiến hành phân 

tích ngẫu nhiên các mẫu hCG và so sánh đối 

chứng với kết quả được phân tích theo quy 

trình chuẩn; kết quả được tổng hợp trong 

bảng 1. Có thể thấy rằng kết quả phân tích 

kháng nguyên hCG bằng phương pháp xây 
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dựng trong nghiên cứu có độ tin cậy khá tốt, với sai lệch trung bình so với phương pháp phân tích 

chuẩn khoảng -2,1%. Sử dụng số liệu về tín hiệu huỳnh quang xác định trên mẫu trắng (hình 4b) 

và phương trình đường chuẩn (hình 5) giá trị giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn phân tích định 

lượng (LOQ) được xác định theo tài liệu [14 ] tương ứng là 11,9 ng/ml và 17,9 ng/ml. Kết quả 

này tốt hơn so với phương pháp phân tích miễn dịch huỳnh quang sử dụng hạt nano từ trong 

nghiên cứu [15]. 

Bảng 1. So sánh kết quả phân tích hCG mẫu thực 

Mẫu 
TN 

(ng/ml) 

ĐC 

(ng/ml) 

% 

sai khác 
Mẫu 

TN 

(ng/ml) 

ĐC 

(ng/ml) 

% 

sai khác 

HN01250419 810 870 -6,9 ND01270419 2437 2660 -8,4 

HN02250419 4460 4473 -0,3 HN02270419 1787 1899 -5,9 

HN03250419 1957 2107 -7,1 HN01050519 2513 2613 -3,8 

HD04250419 510 477 7,0 HP02050519 2847 2633 8,1 

HN05250419 4697 4400 6,7 HB03050519 1153 1192 -3,3 

HN06250419 1220 1300 -6,2 HN01110519 803 790 1,7 

HY01260419 1767 1907 -7,3 HN02110519 3207 3346 -4,2 

HN02260419 1463 1600 -8,5 HN02110519 3475 3450 0,7 

HN03260419 2380 2443 -2,6 HN03110519 2850 2787 2,3 

VP04260419 1487 1457 2,1 HN04110519 1773 1847 -4,0 

TN: Kết quả phân tích hCG theo quy trình thực nghiệm sử dụng đế PS cố định kháng thể hCG; ĐC: Kết 

quả phân tích hCG sử dụng KIT phân tích chuẩn. 

4. Kết luận 

Trong bài báo này, chúng tôi đã nghiên cứu 

tối ưu hóa điều kiện cố định kháng thể hCG 

lên bề mặt đế PS để sử dụng cho phân tích 

hCG theo cơ chế miễn dịch huỳnh quang. 

Điều kiện xác định được là nồng độ dung dịch 

hấp phụ là 2,5μg/L, thời gian hấp phụ là 24 

giờ. hCG vẫn giữ được hoạt tính trên đế PS 

trong khoảng thời gian từ 1 đến 3 tuần khi 

được bọc kín và lưu giữ ở 4
o
C. Quy trình 

phân tích miễn dịch huỳnh quang sử dụng đế 

PS gắn kháng thể hCG có độ chọn lọc đặc 

hiệu với kháng nguyên hCG; có giới hạn phát 

hiện  và giới hạn phân tích  . Kết quả phân 

tích hCG trên mẫu thực tế cho độ sai lệch 

trung bình -2,1% so với quy trình chuẩn. 

Lời cám ơn 

Nghiên cứu này được tài trợ từ nguồn kinh 

phí đề tài cấp Bộ, kinh phí KHCN của 

Trường ĐHSP Hà Nội 2 cho đề tài mã số: 

B.2018-SP2-13. Cảm ơn công ty 

ChemedicVN đã tài trợ chi phí phân tích các 

mẫu hCG đối sánh. 
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