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TÓM TẮT
Các dụng cụ chẩn đoán nhanh tại chỗ hiện đang được quan tâm nghiên cứu và phát triển. Trong
đó que thử nhanh Lateral Flow Test (LFT) là dụng cụ chẩn đoán tại chỗ có nhiều ứng dụng rộng
rãi và đa dạng. Chính vì thế việc tối ưu hóa độ nhạy của một que thử nhanh là một yêu cầu cần
thiết. Cố định kháng thể trên màng nitrocellulose là bước quan trọng trong việc tăng độ nhạy que
thử LFT nhằm phát hiện kháng nguyên mục tiêu. Trong nghiên cứu này, protein dung hợp giữa
protein 3-helix, một protein có khả năng bám lên màng nitrocellulose nhanh và mạnh, và protein
A, một protein có thể bám đặc hiệu với đuôi Fc của kháng thể IgG đã được tạo ra. Protein này
được hy vọng sẽ giúp kháng thể IgG được cố định chặt lên màng nitrocellulose với đầu Fab hướng
lên, từ đó tăng khả năng bắt kháng nguyên mục tiêu. Chúng tôi đã tạo lần lượt vector tái tổ hợp
pET22b-proA, pET22b-proA-3-helix . Protein A và A-3-helix được cảm ứng biểu hiện bởi IPTG và xác
nhận bằng SDS-PAGE và Western blot. Protein A và A-3-helix được tinh sạch với độ tinh sạch trên
90%. Các protein mục tiêu sau khi tinh sạch được sử dụng để đánh giá khả năng bám định hướng
lên màng nitrocellulose bằng thử nghiệm rửa trôi cùng với thử nghiệm bắt giữ kháng thể. Kết quả
cho thấy, protein A-3-helix có khả năng bámmàng nitrocellulose tốt hơn protein A và có khả năng
cố định kháng thể. Các kết quả đạt được giúp đặt nềnmóng cho việc ứng dụng protein dung hợp
trong việc cố định một cách định hướng kháng thể trong que thử nhanh.
Từ khoá: kháng thể, protein A, protein 3-helix, que thử nhanh

GIỚI THIỆU
Việc chẩn đoán bằng que thử nhanh đang là công
nghệ được quan tâm hiện nay bởi những ưu điểm
như phù hợp cho việc chẩn đoán tại chỗ thí dụ có thể
thực hiện tại nhà, giá thành rẻ, cho kết quả nhanh và
không yêu cầu người thực hiện có trình độ cao trong
việc sử dụng1. Kể từ khi que thử nhanh được tung
ra thị trường vào năm 1988 để thử thai, hiện nay que
thử được ứng dụng rộng rãi trong việc phân tích phát
hiện bệnh ở người và động vật, phát hiện các chất ô
nhiễm trong môi trường cũng như các chất tồn đọng
trong sản phẩm nông nghiệp, phát hiện việc lạm dụng
thuốc…. 2,3. Một que thử nhanh hoạt động dựa trên
sự di chuyển của dòng chảy mang phân tử mục tiêu
đã được cố định trên một màng xốp đến phân tử cần
phát hiện. Cấu tạo của que thử nhanh gồm bốn phần:
vùng nhận mẫu, vùng phức hợp, vùng màng và vùng
hút4. Vùng màng giữ vai trò quan trọng vì nó phản
ánh kết quả của thử nghiệm của que thử nhanh. Hiện
nay, màng nitrocellulose được sử dụng phổ biến trong
việc cấu tạo vùng màng của que thử nhanh.
Que thử nhanh có nhiều ưu điểm cho mục tiêu sản
xuất công nghiệp với giá thành rẻ. Tuy nhiên que

thử nhanh có nhược điểm như chỉ cho kết quả định
tính, độ nhạy thường thấp hơn các kỹ thuật tiêu chuẩn
(PCR, ELISA..), thường yêu cầu bổ sung thêm mẫu
đầu vào vì thế độ tin cậy chưa cao. Việc cải thiện độ
nhạy của que thử làmột yêu cầu cần thiết để phát triển
que thử nhanh. Độ nhạy của que thử được quyết định
chủ yếu ở khả năng bám của các phân tử để phát hiện
mục tiêu, thường là kháng thể, lên trên bề mặt màng
nitrocellulose. Chính vì thế việc tăng cường khả năng
bám dính của protein (kháng thể) lên màng nitrocel-
lulose thông qua việc cố định protein lên màng nitro-
cellulose làmột giải pháp để cải thiện độ nhạy của que
thử. Ngoài ra, vị trí lập thể của kháng thể trên màng
nitrocellulose cũng là yếu tố quan trọng đến hiệu quả
liên kết giữa kháng nguyên và kháng thể. Kháng thể
khi được cố định ngẫu nhiên lên bềmặtmàng thường
tồn tại ba vị trí lập thể: (i) đầu Fc của kháng thể hướng
về phía màng, (ii) đầu Fab hướng về phía màng, (iii)
kháng thể nằm ngang trên bề mặt màng. Cố định
định hướng đầu Fc của kháng thể lên màng nitrocel-
lulose là vị trí cho liên kết giữa kháng nguyên và kháng
thể cao nhất. Protein A, protein bề mặt của vi khuẩn
Staphylococcus aureus, đã được chứng minh có khả

Trích dẫn bài báo này: Sương T N T, Hoàn N P K, Hiếu T V. Tạo và đánh giá khả năng bám định hướng
của protein dung hợp giữa nitrocellulose-binding anchor protein với protein A và thử ứng dụng.
Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci.; 5(4):1713-1720.
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năng giúp định hướng đầu Fc của kháng thể5,6.
Vớimục tiêu tăng cường tính bám dính của kháng thể
lên bề mặt màng nitrocellulose, protein A được dung
hợp với protein 3-helix, một nitrocellulose-binding
anchor protein, được thiết kế bởi David Barker và
cộng sự7. Protein này đã được chứng minh có khả
năng hấp thụ mạnh lên màng nitrocellulose với mức
năng lượng lý tưởng và cấu trúc siêu ổn định nhờ vào
cấu trúc của nó gồm 3 chuỗi xoắn với các acid amine
tích điện tập trung nhiều ở bên ngoài cấu trúc xoắn.
Đặc biệt, với 25% lysine trong tổng số acid amine đã
giúp protein này hình thành nênmột bề mặt tích điện
dương thích hợp để gắn kết vào bềmặtmàng nitrocel-
lulose tích điện âm. Protein dung hợp giữa 3-Helix và
protein A đã đáp ứng được yêu cầu cần gia tăng khả
năng cố định kháng thể lên màng nitrocellulose đồng
thời giúp định hướng đầu Fab của kháng thể hướng
lên trên bềmặtmàng nitrocellulose. Phương cách này
giúp gia tăng số lượng kháng thể cũng như khả năng
bắt kháng nguyên của kháng thể từ đó nâng cao hiệu
quả của que thử. Ngoài ra, protein dung hợp giữa 3-
Helix protein và protein A còn tạo nền tảng giúp định
hướng bất kì kháng thể nào có ái lực với protein A,
từ đó cho thấy tiềm năng ứng dụng của phương pháp
cố định kháng thể thông qua protein dung hợp giữa
3-Helix và protein A.
Để đạt được mục tiêu trên, việc tạo protein tái tổ hợp
dung hợp giữa protein A và protein 3-helix và đánh
giá khả năng bám cũng như khả năng cố định kháng
thể thông qua các thử nghiệmdòng chảy đã được thực
nghiệm. Các kết quả đạt được giúp đặt nềnmóng cho
việc ứng dụng protein dung hợp trong việc cố định
một cách định hướng kháng thể trong que thử nhanh
cũng như các công cụ xét nghiệm tại chỗ.

PHƯƠNG PHÁP
Chủng vi sinh vật, hóa chất
E. coli strain DH5α [F- endA1 hsdR17 (rk-mksupE44
thi λ -recA1 gyrA96 ∆lacU169 (φ80 lacZ ∆M15)]
được sửu dụng để dòng hóa gene, E. coli strain BL21
(DE3) (F+ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm(DE3))
được sử dụng để biểu hiện. Plasmid pET22b mang
gene kháng ampicillin và T7 promoter cho phép biểu
hiện protein mục tiêu trong tế bào chất của E.coli.
Bộ gene của Staphylococcus aureus được sử dụng làm
khuôn cho phản ứng PCR thu nhận gene mã hóa cho
protein A, gene mã hóa cho protein 3-helix được tối
ưu hoá cho việc biểu hiện trong E. coli và mồi được
tổng hợp PhuSa Biochem, Việt Nam.
EZ-10 Spin Column DNA Minipreps Kit (Biobasic),
HisTrap HP 5 mL affinity chromatography column
(GE healthcare), enzymes (Thermo Scientific,), anti-
6xHis tag clone H3 (Santa Cruz).

Dòng hóa plasmid pET22b-proA và
pET22b-proA-3-helix
Quy trình tạo dòng E. coliDH5α mang plasmid tái tổ
hợp pET22b-proA được thực hiện như sau: thu nhận
gene proAmã hóa protein A bằng phương pháp PCR
từ khuôn là bộ gene vi khuẩn Staphylococcus aureus.
Chương trình thực hiện PCR: 95oC/5¢; 30 chu kỳ:
95oC/152, 55oC/302, 72oC/102; kết thúc: 72oC/10¢.
Sản phẩm PCR được xử lý với enzyme BamHI và
NdeI để tạo đầu dính; thực hiện phản ứng nối gene
proA vào pET22b đã được cắt mở vòng bằng hai en-
zyme tương ứng để hình thành plasmid tái tổ hợp
pET22b-proA. Plasmid pET22b-proA được biến nạp
vàoE. coliDH5α bằng phương pháp biến nạp calcium
lạnh. Dòng tế bào E. coli DH5α mang plasmid tái tổ
hợp pET22b-proA được sàng lọc trên môi trường LB
agar chứa ampicillin nồng độ cuối là 100 µg/mL (LB-
Amp100) và kiểm tra dòngmục tiêu bằng PCR khuẩn
lạc với cặp mồi T7 promoter và T7 terminator. Sản
phẩm PCR được kiểm tra trên gel 1,5% agarose
Sau khi dòng hóa thành công plasmid pET22b-proA,
gene mã hóa cho protein 3-helix được chèn vào plas-
mid pET22b-proA để cấu trúc nên plasmid pET22b-
proA-3-helix. Gene 3-helix được thu nhận bằng
phương pháp PCR sử dụng mồi 3HF HindIII và 3HR
XhoI. Chương trình dòng hóa tương tự như khi dòng
hóa plasmid pET22b-proA.
Hai plasmid pET22b-proA, pET22b-proA-3-helix sau
khi được dòng hóa thành công được giải trình tự với
với kit BigDyeTM Terminator (Macrogen Inc., Hàn
Quốc). Kết quả giải trình tự được so sánh độ tương
đồng với trình tự lý thuyết bằng phần mềm Jellyfish.

Biểu hiện protein A và protein A-3-helix
Các plasmid tái tổ hợp pET22b-proA, pET22b-proA-
3-helix sau khi xác định trình tự được biến nạp vào E.
coli BL21(DE3). Dòng tế bào E. coli BL21(DE3) mang
plasmid tái tổ hợp được sàng lọc trên môi trường LB-
Amp100. Những khuẩn lạc nào mọc được trên môi
trường này đã được lựa chọn để cảm ứng với IPTG
mục đích kiểm tra sự biểu hiện protein mục tiêu. Các
khuẩn lạc mang plasmid mục tiêu được hoạt hóa qua
đêm trong ống nghiệm 5mL LB Amp100 ở 37 °C. Sau
đó được cấy chuyền với tỉ lệ 1:10, lắc với tốc độ 250
rpm ở 37 °C cho đến khi giá trị OD 600 nm đạt tới
0,6-0,8. Sau đó bổ sung vàomôi trường IPTG có nồng
độ cuối là 0,5 mM. Sau đó ở 25°C, sau 6 giờ, thu sinh
khối hòa tan vào dung dịch PBS và tiến hành phá tế
bào, thu nhận pha tổng, tan tủ và thực hiện điện di
SDS-PAGE để kiểm tra biểu hiện và xác nhận lại bằng
phương pháp Western Blot với kháng thể kháng 6x-
His.
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Tinh sạch protein A và protein A-3-helix

Hai protein tái tổ hợp: protein A và protein A-3-
helix có đuôi his ở đầu C lần lượt được tinh chế bằng
phương pháp sắc ký ái lực với cộtNickel. Protein được
biểu hiện và thu ở pha tan, sau đó được lọc bằngmàng
lọc 0,2 µm trước khi nạp vào cột. Cột được cân bằng
với dung dịch đệm (20 mM phosphate, pH 7,4), sau
đó mẫu được nạp vào cột. Các protein tạp bị rửa trôi
bởi dung dịch rửa (20 mM phosphate, 45 mM imida-
zole, pH 7,4), cuối cùng protein mục tiêu được ly giải
bằng dung dịch ly giải (20 mM phosphate, 60 mM of
imidazole). Sản phẩm tinh sạch được kiểm tra bằng
phương pháp SDS-PAGE và nhuộmbạc. Độ tinh sạch
của protein mục tiêu được kiểm tra bằng phần mềm
Gel Analyzer.

Thử nghiệm tính bám trênmàng nitrocellu-
lose của protein A và protein A-3-helix

Đểđánh giá độmạnh sựhấpphụ của các protein trước
các dung dịch, thử nghiệm dòng chảy bên được tiến
hành. Trong phương pháp này, màng nitrocellulose
được cắt ra thành những màng nhỏ có kích thước
giống nhau. Protein mục tiêu (nồng độ mol là 10−6

M) được nhỏ giọt lên màng bằng pipet với thể tích
là 1 µL. Sau khi protein bám lên màng, thực hiệnrửa
trôi bằng các dung dịch khác nhau (H2O, PBS, PBS-T
0,05%). Màng nitrocellulose đóng vai trò là pha tĩnh,
dung dịch qua màng là pha động. Dung dịch rửa trôi
di chuyển trên màng theo chiều bắt đầu từ đầu thấm
với chất lỏng. Trên quãng đường di chuyển, dung dịch
được cho đi qua vùng màng có protein. Nếu protein
không bám chặt vào màng bị lực mao dẫn của dung
dịch cuốn trôi, hệ quả là protein bị loang ra, còn pro-
tein bámmàng tốt thì không cho thấy hiện tượng này,
hoặc loang rất ít. Hiện tượngnày có thể được ghi nhận
bằng phương pháp nhuộm với thuốc nhuộm Ponceau
S. Sau khi rửa trôi, quan sát hình dạng và tín hiệu đậm
nhạt của chấmprotein trênmàng8. Thử nghiệm được
thực hiện lặp lại 3 lần.

Thử nghiệm cố định kháng thể

Thử nghiệm dựa trên Western blot nhằm kiểm tra
tính bám định hướng của protein trên màng thông
qua tín hiệu trung gian là kháng thể. Dựa vào khả
năng bắt kháng thể của protein A, A-3-helix. Các hỗn
hợp bao gồm: kháng thể IgG, protein A và IgG, pro-
tein A-3-helix và IgG được cố định lên màng. Lượng
kháng thể được cố định trên màng, sau khi tác dụng
lực rửa trôi, được phát hiện thông qua kháng thể anti-
IgG và dung dịch hiện màu TMB. Thử nghiệm được
thực hiện lặp lại 3 lần.

Thử nghiệm khả năng bắt kháng thể

Thực nghiệm này dựa vào khả năng bắt vào đuôi Fc
của kháng thể, và nguyên tắc của phương pháp dòng
chảy. Protein mục tiêu được phun lên màng nitrocel-
lulose bằng máy phun kháng thể (ClaremonBio, Mỹ),
sau đó được thử nghiệm dòng chảy với dung dịch
chứa kháng thể đã được đánh dấu hạt vàng. Tín hiệu
được phát hiện dựa trên màu của hạt vàng gắn kháng
thể (DCN, Mỹ). Thử nghiệm được thực hiện lặp lại 3
lần.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

Dòng hóa plasmid pET22b-proA

Gene proA được thiết kế có chiều dài 173 bp, được thu
nhận bằng phương pháp PCR. Kết quả điện di DNA
cho thấy gene proA ở gần vạch 200 bp (Hình 1A, giếng
2) phù hợp với kích thước dự đoán. Mẫu chứng âm
không hiện vạch, chứng tỏ phản ứng PCR không bị
ngoại nhiễm (Hình 1A, giếng 1), từ đó, có thể dự đoán
đã thu được thành công gene proA. Gene mục tiêu
sau đó được xử lý với hai enzyme cắt hạn chế BamHI
và NdeI và được nối với plasmid pET22b đã đượcxử
lý với hai enzyme cắt hạan chế tương ứng (Hình 1B,
giếng 2). Kết quả sàng lọc dòng mang gene proA
cho thấy có 7 trên 10 khuẩn lạc cho vạch sản phẩm
hiện diện ở vị trí gần vạch 400 bp, phù hợp với dự
đoán là 330 bp (Hình 1C, giếng 2,3,5,6,7,8,10). Mẫu
Chứng âm không hiện vạch, chứng tỏ phản ứng PCR
không bị ngoại nhiễm (Hình 1C, giếng 1). Kết quả này
cho thấy đã chèn thành công gene proA vào plasmid
pET22b.

Dòng hóa plasmid pET22b-proA-3-helix

Gene 3-helix được thiết kế có chiều dài 723 bp. Tiến
hành thu gene 3-helix bằng phương pháp PCR. Kết
quả điện di DNA cho thấy gene 3-helix có vị trí ở giữa
vạch 600 bp và 800 bp (Hình 2A, giếng 2). Đối chứng
âm không hiện vạch chứng tỏ phản ứng PCR không
bị ngoại nhiễm (Hình 2A, giếng 1), từ đó, có thể dự
đoán đã thu được thành công gene 3-helix. Gene 3-
helix và plasmid pET22b-proA sau khi xử lý với en-
zyme cắt giới hạn (Hình 2B, giếng 2) được nối với
nhau bằng T4 ligase. Kết quả sàng lọc dòng mang
gene 3-helix cho thấy có 7 trên 10 khuẩn lạc cho vạch
sản phẩm ở vị trí gần vạch 1000 bp, phù hợp với dự
đoán (Hình 2C, giếng 3,4,5,6,9,10,11). Đối chứng âm
không hiện vạch, chứng tỏ phản ứng PCR không bị
ngoại nhiễm (Hình 2C, giếng 1), vậy đã chèn thành
công gene 3-helix vào plasmid pET22b-proA.
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Hình 1: (A) Thu nhận gene proA: M, Thang DNA 1kb; 1, đối chứng âm; 2, gene proA. (B) Thu nhận và cắt pET22b:
M. Thang DNA 1kb; 1. Plasmid pET22b; 2. Plasmid pET22b/NdeI+BamHI. (C) Kiểm tra dòng hóa gene proA bằng
PCR khuẩn lạc với cặp mồi trên gene và mồi trên plasmid: M, Thang DNA 1kb; 1, Đối chứng âm; 2-11, Các khuẩn
lạc dự tuyển

Hình 2: (A) Thu nhận gene 3-helix: M, Thang DNA 1kb; 1, Đối chứng âm; 2, gene 3-helix. (B) Thu nhận và cắt
pET22b-proA: M. ThangDNA1kb; 1. Plasmid pET22b-proA 2. Plasmid pET22b-proA/HindIII+XhoI. (C) Kiểm tra dòng
hóa gene 3 -helix bằng PCR khuẩn lạc với cặpmồi trên gene vàmồi trên plasmid: M, Thang DNA 1kb; 1, Đối chứng
âm; 2-11, Các khuẩn lạc dự tuyển

Biểu hiện protein A và protein A-3-helix
Kết quả SDS-PAGE (Hình 3A) cho thấy E. coli
BL21(DE3)/pET22b-proA có biểu hiệnmột vạch pro-
tein, ở vị trí gần vạch 14 kDa (Hình 3A, giếng
1,2), E. coli BL21(DE3)/pET22b-proA-3-helix có biểu
hiện một vạch protein có vị trí ở vạch 30 kDa
(Hình 3A, giếng 4,5), trong khi chủng chứng âmE. coli
BL21(DE3)/pET22b (Hình 3A, giếng 7) không biểu
hiện vạch tương tự, nên dự đoán đây chính là vạch
protein A và A-3-helix. Quan sát vạch protein, thấy
được protein A và A-3-helix biểu hiện nhiều hơn ở
pha tan.
Để xác định sự hiện diện của protein A, A-3-helix,
thí nghiệm lai Western với kháng thể kháng 6xHis
đã được thực hiện. Do các protein A, A-3-helix
được thiết kế có đuôi dung hợp 6xHis ở đầu C
nên sự biểu hiện của các protein có thể được kiểm
tra bằng kháng thể kháng Histidine. Kết quả lai
Western (Hình 3B) cho thấy xuất hiện các vạch đặc
trưng của protein A (Hình 3B, giếng 1-3), A-3-helix

(Hình 3B, giếng 4-6) có kích thước phù hợp với
kích thước dự đoán như đã phân tích ở hình nhuộm
Coomassie. Vì vậy, các protein biểu hiện vượt mức ở
chủng E. coli BL21(DE3)/pET22b-proA và chủng E.
coli BL21(DE3)/pET22b-proA-3-helix có thể là pro-
tein A và A-3-helix.

Tinh sạch protein A và protein A-3-helix
Kết quả cho thấy trong quá trình tinh sạch protein A,
vạch protein mục tiêu hiện diện ở vị trí gần vạch 14
kDa, hiện diện ở dung dịch protein nạp cột (Hình 4A,
giếng 1) nhưng hiện diện ít ở dung dịch protein qua
cột (Hình 4A, giếng 2), cho thấy protein mục tiêu đã
bám vào cột tốt. Ở dung dịch rửa cột (Hình 4A, giếng
3) có vạch protein mục tiêu, như vậy ở bước rửa cột
với nồng độ 45 mM immidazole đã rửa trôi một phần
nhỏ protein mục tiêu. Ở dung dịch giải ly protein
(Hình 4A, giếng 4-6), có một vạch lớn protein mục
tiêu và một số vạch mờ của protein tạp nhiễm, cho
thấyquá trình tinh sạch đã loại bỏ phần lớn protein
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Hình 3: Kiểm tra và xác nhận sự biểu hiện protein A và A-3-helix. A. SDS-PAGE; B. Lai Western. M, Thang protein
14,4 – 97,0 kDa; 7, E. coli BL21(DE3)/pET22b (+ITPG) pha tổng; 1-3, E. coli BL21(DE3)/pET22b-proA: 1, pha tổng; 2,
pha tan; 3, pha tủa; 4-6, E. coli BL21(DE3)/pET22b-proA-3-helix: 4, pha tổng; 5, pha tan; 6, pha tủa

Hình 4: Phân tích các phân đoạn tinh sạch protein bằng SDS-PAGE và nhuộm bạc. A, Tinh sạch protein A; B, Tinh
sạch protein A-3-helix; M, Thang protein 14,4–97,0 kDa; 1, Ddung dịch protein nạp cột; 2, Dung dịch protein sau
khi qua cột; 3, Dung dịch rửa cột; 4-6, Dung dịch giải ly cột

tạp và thu được protein A. Kết quả tinh sạch protein
A-3-helix cũng cho thấy kết quả tương tự (Hình 4B),
protein mục tiêu được tinh sạch và hiện diện ở dịch
dung ly có kích thước gần 30 kDa (Hình 4B, 5-6)

Thử nghiệm rửa trôi

Thử nghiệm nhằm đánh giá khả năng protein bám
trênmàng dưới tác động của dòng chảy dung dịch rửa
trôi qua, protein sau khi được nhỏ lên, và mỗi màng
được đặt vào đĩa có chứa dung dịch rửa trôi khác nhau
trong giếng. Tín hiệu của protein sau khi rửa trôi được
thể hiện bằng cách nhuộmPonceau S.Hình 5 cho thấy
protein A không bền dưới sự rửa trôi qua bởi nước
(Hình 5A, màng 2) và gần như bị rửa trôi hoàn toàn
trong dung dịch PBS và PBS-T 0,05% (Hình 5A,màng
3,4). Protein A khi được dung hợp với protein 3-helix
cho thấy khả năng bám tốt hơn trên màng nitrocellu-
lose, tín hiệu protein qua các dung dịch rửa bền hơn,
gần như không tạo thành vệt loang (Hình 5B), vậy

protein A-3-helix có khả năng bám lên màng nitro-
cellulose mạnh hơn protein A. Theo nghiên cứu đã
công bố, protein 3-helix có khả năng bám màng tốt8,
nên kết quả trên giúp dự đoán rằng protein dung hợp
A-3-helix có khả năng bám định hướng, hướng vị trí
protein 3-helix về phía màng.

Thử nghiệm khả năng cố định kháng thể
Thử nghiệm khả năng cố định kháng thể nhằm đánh
giá khả năng bám của protein A và protein A-3-helix
thông qua tín hiệu trung gian là kháng thể. Hỗn hợp
protein và IgG được nhỏ lên màng, sau đó được rửa
trôi bởi dung dịch PBS-T có mang anti-IgG đã được
đánh dấu bằng HRP. Kết quả sau khi hiện màu bằng
TMB cho thấy ở màng chỉ chứa kháng thể IgG, IgG bị
rửa trôi và cho tín hiệu thấp (Hình 6, màng 1) tương
tự như ở màng chứa IgG + protein A (Hình 6, màng
2). Cùngmột lượng kháng thể được nhỏ xuốngmàng
nhưng tín hiệu ở màng chứa phức hợp IgG + protein
A-3-helix (Hình 6, màng 3) cho tín hiệu mạnh nhất.
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Hình 5: Hình dạng và kích thước của các chấm pro-
tein sau khi rửa trôi trênmàng nitrocellulose. A, Pro-
tein A; B. Protein A-3-helix; 1, Không rửa trôi; 2, Rửa
trôi với nước; 3, Rửa trôi với PBS; 4, Rửa trôi với PBS-T.
Thử nghiệm được lặp lại 3 lần

Kết quả này tương đồng với kết quả rửa trôi trước đó.
Các kết quả này bước đầu xác định được protein 3-
helix hỗ trợ tăng tính bám của phức hợp protein lên
màng nitrocellulose đồng thời tăng khả năng cố định
kháng thể lênmàng nitrocellulose so vơi việc nhỏ trực
tiếp kháng thể lên màng nitrocellulose.

Hình 6: Tín hiệu sau thử nghiệm cố định kháng thể.
1, IgG; 2, Protein A + IgG; 3, Protein A-3-helix + IgG.
Thử nghiệm được lặp lại 3 lần.

Thử nghiệm bắt kháng thể
Protein A, A-3-helix, BSA được phun lên màng sau
đó được ngâm trong dung dịch chứa kháng thể đã
được đánh dấu bằng hạt vàng. Kết quả quan sát cho
thấy ở màng được phun BSA không xuất hiện vạch

tín hiệu (Hình 7, màng 3), trong khi ở màng A-3-
helix (Hình 7, màng 2) xuất hiện vạch tín hiệu rõ nét,
màng được phun protein A (Hình 7, màng 1) cũng
xuất hiện vạch tuy nhiên tín hiệu không rõ nét bằng
ở màng được phun protein A-3-helix. Điều này được
dự đoán rằng các kháng thể được bắt giữ bởi protein
A, tạo thành một đầu của protein dung hợp và đầu 3-
helix của protein A-3-helix duy trì sự cố định màng
nitrocellulose, do đó tăng khả năng bắt giữ kháng thể.

Hình 7: Thử nghiệm bắt kháng thể. 1, Protein A; 2,
Protein A-3-helix; 2, Protein BSA. Thử nghiệm lặp lại
3 lần.

KẾT LUẬN
Với mục tiêu đánh giá khả năng bám định hướng lên
màng nitrocellulose của protein dung hợp giữa pro-
tein A và protein neo màng 3-helix, chúng tôi đã thực
hiện tạo protein tái tổ hợpA, A-3-helix và thử nghiệm
tính bám của hai protein này lên màng nitrocellulose
nhằm phục vụ cho quá trình phát triển que thử sau
này. Kết quả cho thấy đã tạo được vector pET22b-
proA, pET22b-proA-3-helix; biểu hiện được protein A
vàA-3-helix ở dạng tan trong tế bàoE. coliBL21(DE3)
khi cảm ứng IPTG ở nồng độ 0,5 mM, 25 oC, 6 giờ và
tinh sạch được protein mục tiêu bằng phương pháp
sắc kí ái lực ion kim loại với độ tinh sạch trên 90%.
Protein A-3-helix có khả năng bám màng mạnh hơn
protein A, bắt kháng thể và giúp cố định lên màng tốt
hơn so với gắn trực tiếp với protein A trước tác nhân
rửa trôi.
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DANHMỤC TỪ VIẾT TẮT
Amp: Ampicillin
Bp: Base pair
BSA: Bovine serum albumin
DNA: Deoxyribose nucleic acid
dNTP: Deoxynucleoside Triphosphate
His: Histidine
IgG: Immunoglobulin G
IPTG: Isopropyl β -D-1-thiogalactopyranoside
kDa: kilo Dalton
LB: Luria Broth
OD: Optical Density
PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis
PBS: Phosphate Buffer Saline
PBS-T: Phosphate Buffer Saline- Tween
PCR: Polymerase Chain Reaction
Rpm: Round per minute
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate – Polyacry-
lamide Gel Electrophoresis
TMB: 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine
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ABSTRACT
Point-of-care testing diagnostics are current interest in research and development. Among them,
Lateral Flow Test (LFT) is an on-site test strip with wide range of applications. Therefore, optimizing
the sensitivity of rapid test strip is a necessary requirement. Immobilizing antibodies onto the ni-
trocellulose membrane is an important step to increase the sensitivity of the LFT strip for detecting
pathogenic antigens. In this research, the fusion protein between nitrocellulose binding anchor
protein 3-helix, a protein that has a strong affinity to nitrocellulose membrane and protein A, a pro-
tein that specifically binds to the Fc tail of IgG antibody was generated. This fusion protein was
expected to help IgG antibodies strongly binding onto the nitrocellulose membrane and orien-
tating the Fab of immobilized antibodies outwardly, thereby increasing the ability to capture the
target antigen. The recombinant vector pET22b-proA and pET22b-proA-3-helix encoded for pro-
tein A and A-3-helix, respectively were subsequently cloned. Protein A and A-3-helix was induced
to express using IPTG, and confirmed by SDS-PAGE and Western blot. These proteins were purified
by immobilizedmetal affinity chromatography with the purity of more than 90%. The purified pro-
teins were used to evaluate orientation binding on nitrocellulose membranes by the lateral flow
test and antibidy capture as well. Results showed that protein A-3-helix bound to nitrocellulose
membrane better than that of protein A. The former proteins increased the antibody binding and
stereochemical immobilizing onto nitrocellulose membrane compared to its protein A counter-
part. The present results laid the foundation for the application of fusion proteins in the directed
immobilization of antibodies in rapid test strips.
Key words: antibody, lateral flow test, protein A, protein 3-helix
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	Biểu hiện protein A và protein A-3-helix
	Tinh sạch protein A và protein A-3-helix
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