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MỞ ĐẦU 

 

Ung thư gan hiện nay được xem là một trong những thách thức y tế nghiêm 

trọng mang tính toàn cầu, với tỷ lệ mắc mới và tử vong không ngừng gia tăng trong 

những năm gần đây. Theo số liệu thống kê năm 2023, ung thư gan gây ra gần một 

triệu ca tử vong mỗi năm và nằm trong nhóm những nguyên nhân tử vong hàng đầu 

do ung thư trên thế giới. Dự báo từ năm 2025 trở đi, số ca mắc mới ung thư gan có 

thể vượt quá 1 triệu trường hợp mỗi năm [1], cho thấy gánh nặng bệnh tật ngày càng 

lớn đối với sức khỏe cộng đồng và hệ thống y tế, đặc biệt tại các quốc gia đang phát 

triển. Thực trạng này đặt ra yêu cầu cấp thiết trong việc tăng cường các chương trình 

sàng lọc, chẩn đoán sớm và nghiên cứu phát triển các công cụ phát hiện hiệu quả hơn. 

Ung thư gan bao gồm ung thư gan thứ phát và ung thư gan nguyên phát, trong 

đó ung thư gan nguyên phát là dạng bệnh lý ác tính khởi phát trực tiếp từ tế bào gan. 

Trong các thể mô bệnh học của ung thư gan nguyên phát, ung thư biểu mô tế bào gan 

(Hepatocellular Carcinoma – HCC) là dạng phổ biến nhất, chiếm khoảng 90% tổng 

số trường hợp [2, 3]. HCC thường phát triển trên nền các bệnh gan mạn tính như 

nhiễm virus viêm gan B, virus viêm gan C, xơ gan do rượu hoặc phơi nhiễm các chất 

độc như aflatoxin B1. Các yếu tố nguy cơ này tác động thông qua nhiều cơ chế khác 

nhau nhưng đều dẫn đến biến đổi di truyền, rối loạn chức năng tế bào gan và hình 

thành tế bào ác tính. 

Hiện nay, chẩn đoán HCC được thực hiện dựa trên nhiều phương pháp như 

xét nghiệm mô bệnh học, tế bào học và các kỹ thuật chẩn đoán hình ảnh (CT, MRI, 

PET, siêu âm). Tuy nhiên, các phương pháp này còn gặp nhiều hạn chế trong thực 

hành lâm sàng, đặc biệt trong phát hiện bệnh ở giai đoạn sớm. Trên thực tế, phần lớn 

bệnh nhân chỉ được chẩn đoán khi bệnh đã tiến triển, làm giảm đáng kể hiệu quả điều 

trị triệt để và tiên lượng sống. Do đó, việc phát triển các công cụ sàng lọc có khả năng 

phát hiện sớm, chính xác và có thể ứng dụng rộng rãi trong cộng đồng có ý nghĩa đặc 

biệt quan trọng nhằm nâng cao tỷ lệ sống và cải thiện chất lượng điều trị cho bệnh 

nhân HCC. 

Trong những năm gần đây, các chỉ thị sinh học đã trở thành hướng tiếp cận 

tiềm năng trong chẩn đoán sớm HCC. Các dấu ấn như AFP, DCP, AFP-L3, GPC3 

cùng với những chỉ thị mới như TXN, GP73, OPN, miRNA, cfDNA… đã được chứng 

minh có giá trị nhất định trong phát hiện và tiên lượng bệnh. Trong đó, AFP là chỉ thị 

truyền thống nhưng còn hạn chế về độ nhạy; DCP giúp cải thiện độ đặc hiệu và hỗ 

trợ phát hiện các trường hợp AFP âm tính; trong khi TXN là một dấu ấn mới liên 

quan đến quá trình tiến triển, apoptosis và khả năng xâm lấn của khối u. Vì vậy, việc 
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kết hợp bộ ba dấu ấn AFP–DCP–TXN được kỳ vọng sẽ nâng cao độ nhạy, độ đặc 

hiệu trong chẩn đoán, đồng thời tạo cơ sở khoa học cho các xét nghiệm đa dấu ấn 

phục vụ sàng lọc HCC. 

Xuất phát từ nhu cầu thực tiễn đó, việc nghiên cứu tạo ra các kháng thể đơn 

dòng đặc hiệu kháng ba chỉ thị sinh học AFP, DCP và TXN có ý nghĩa quan trọng. 

Kháng thể đơn dòng không chỉ là công cụ then chốt trong các kỹ thuật miễn dịch hiện 

đại, mà còn là nền tảng để phát triển các bộ kit xét nghiệm có khả năng ứng dụng 

rộng rãi trong phát hiện sớm ung thư biểu mô tế bào gan. Do đó, đề tài “Nghiên cứu 

tạo ba kháng thể đơn dòng (AFP, DCP, TXN) và bước đầu ứng dụng trong phát 

hiện ung thư biểu mô tế bào gan” được thực hiện với những mục tiêu như sau: 

1. Tạo được kháng nguyên tái tổ hợp của ba chỉ thị sinh học AFP, DCP, và 

TXN đặc trưng ung thư biểu mô tế bào gan.  

2. Tạo được kháng thể đơn dòng của ba chỉ thị sinh học AFP, DCP, TXN đặc 

hiệu kháng nguyên ung thư biểu mô tế bào gan từ các kháng nguyên tái tổ hợp đã 

được tạo thành.  

3. Bước đầu ứng dụng các kháng thể đơn dòng tạo thành để phát hiện ung thư 

biểu mô tế bào gan. 

Cấu trúc Luận án gồm 3 chương: 

Chương 1. Tổng quan nghiên cứu: Trình bày tổng quan về dịch tễ học ung thư 

biểu mô tế bào gan (HCC) trên thế giới và tại Việt Nam; các phương pháp chẩn đoán 

hiện nay; vai trò, tiềm năng của các chỉ thị sinh học AFP, DCP, TXN; và cơ sở khoa 

học cho việc nghiên cứu tạo kháng thể đơn dòng đặc hiệu cho HCC. 

Chương 2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Mô tả chi tiết đối tượng, 

hóa chất, trang thiết bị sử dụng; quy trình nghiên cứu từ giai đoạn phân tích in silico 

dự đoán epitope, tạo kháng nguyên tái tổ hợp, gây miễn dịch, dung hợp tế bào, sàng 

lọc, tinh sạch kháng thể đơn dòng; và phương pháp ứng dụng kháng thể đơn dòng 

trong xét nghiệm ELISA đánh giá hiệu quả phát hiện HCC. 

Chương 3. Kết quả và bàn luận: Trình bày kết quả chi tiết quá trình tạo kháng 

nguyên tái tổ hợp, kháng thể đơn dòng AFP, DCP, TXN; kết quả ứng dụng kháng thể 

đơn dòng trong phản ứng ELISA trên mẫu huyết thanh bệnh nhân; và phân tích, thảo 

luận kết quả so sánh với các nghiên cứu trước, nêu bật ý nghĩa khoa học và thực tiễn 

của Luận án. 

Đóng góp mới của Luận án:  

- Đã tạo thành công bộ ba kháng thể đơn dòng từ kháng nguyên tái tổ hợp của ba 

chỉ thị sinh học AFP, DCP, TXN phục vụ cho chẩn đoán ung thư biểu mô tế bào gan.  



3 
 

- Đã sử dụng kháng thể đơn dòng tạo được để bước đầu nghiên cứu phát hiện 

ung thư biểu mô tế bào gan. Đồng thời đánh giá hiệu quả kháng thể về độ nhạy, độ 

đặc hiệu khi kết hợp ba chỉ thị này với nhau.  

Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của Luận án:   

    - Ý nghĩa khoa học: Kết quả của nghiên cứu là minh chứng cho năng lực làm 

chủ chuỗi công nghệ sinh học khép kín, từ phân tích tin sinh học, thiết kế epitope 

miễn dịch, biểu hiện kháng nguyên tái tổ hợp, tạo tế bào lai cho đến ứng dụng phát 

hiện kháng nguyên trong mẫu huyết thanh. Đây là đóng góp quan trọng vào nền tảng 

nghiên cứu phát triển sinh phẩm chẩn đoán ung thư tại Việt Nam, hướng đến chủ 

động hóa công nghệ và giảm phụ thuộc nhập khẩu. 

- Ý nghĩa thực tiễn: Nghiên cứu mở ra tiềm năng phát triển bộ kit xét nghiệm 

ELISA đa marker ứng dụng kháng thể đơn dòng nội địa, giúp tăng cường khả năng 

phát hiện ung thư biểu mô tế bào gan, đặc biệt khi AFP đơn lẻ không đủ độ nhạy. Sản 

phẩm nghiên cứu có thể triển khai thử nghiệm tại các bệnh viện tuyến tỉnh, tiến tới 

ứng dụng rộng rãi trong các chương trình tầm soát cộng đồng, nhất là ở những khu 

vực có tỷ lệ mắc HCC cao. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

 

1.1. TỔNG QUAN VỀ UNG THƯ BIỂU MÔ TẾ BÀO GAN 

1.1.1. Dịch tễ học của bệnh ung thư biểu mô tế bào gan 

1.1.1.1. Tình hình dịch tễ của bệnh ung thư biểu mô tế bào gan trên thế giới 

 Theo Tổ chức Y tế Thế giới, ung thư biểu mô tế bào gan (Hepatocellular 

carcinoma – HCC) là dạng ung thư gan nguyên phát phổ biến nhất, chiếm khoảng 80 

– 90% tổng số ca ung thư gan được chẩn đoán [5]. Trên toàn cầu, HCC hiện xếp thứ 

6 về tỷ lệ mắc mới với khoảng 866000 ca mỗi năm, và đứng thứ 4 về số ca tử vong 

do ung thư, với khoảng 759000 trường hợp tử vong hàng năm [6]. Tỷ lệ mắc chuẩn 

hóa theo tuổi (Age Standardized Rate – ASR) trung bình toàn cầu của HCC vào 

khoảng 8.6/100000, trong khi tỷ lệ tử vong ASR là 7.4/100000 [6]. Tỷ lệ tử vong cao 

gần bằng tỷ lệ mắc đã phản ánh tiên lượng rất kém của bệnh, khiến HCC trở thành 

một trong những nguyên nhân hàng đầu gây tử vong do ung thư, chỉ sau ung thư phổi, 

ung thư vú và ung thư đại trực tràng [6]. 

Phân bố dịch tễ của HCC có sự khác biệt rõ rệt giữa các khu vực địa lý. Khoảng 

80% số ca HCC toàn cầu tập trung tại Đông Á và Châu Phi hạ Sahara, là những vùng 

có tỷ lệ nhiễm virus viêm gan B mạn tính rất cao [5]. Riêng châu Á chiếm tới khoảng 

70% tổng số ca mắc và tử vong do HCC trên toàn thế giới. Các quốc gia được xếp 

vào nhóm nguy cơ cao bao gồm Trung Quốc, Mông Cổ, Hàn Quốc, Việt Nam, Thái 

Lan, Campuchia và nhiều nước thuộc Trung Phi – nơi tỷ lệ mắc HCC có thể vượt quá 

20/100000 dân [5]. Đặc biệt, Mông Cổ hiện là quốc gia có tỷ lệ mắc và tử vong do 

HCC cao nhất thế giới, vượt ngưỡng 80/100000 dân, phần lớn do tỷ lệ nhiễm HBV 

và mức tiêu thụ rượu rất cao [5]. Ngược lại, các khu vực có nguy cơ thấp như Bắc 

Mỹ và châu Âu thường ghi nhận tỷ lệ mắc HCC dưới 5/100000, nhờ tỷ lệ nhiễm viêm 

gan virus thấp hơn và hệ thống y tế phát triển hơn [6]. 

Trong vài thập kỷ qua, gánh nặng HCC toàn cầu đã gia tăng đáng kể về số 

lượng tuyệt đối, chủ yếu do bùng nổ và già hóa dân số. Ước tính, số ca mới HCC trên 

toàn thế giới năm 2019 đạt khoảng 747000 ca – tăng 70% so với năm 1990. Tuy 

nhiên, khi chuẩn hóa theo tuổi, tỷ lệ mắc HCC trên toàn cầu có xu hướng giảm nhẹ 

kể từ cuối những năm 1990 đến nay [5]. Sự suy giảm này chủ yếu nhờ vào hiệu quả 

của các chương trình tiêm chủng viêm gan B đại trà và việc triển khai rộng rãi điều 

trị viêm gan C bằng thuốc kháng virus. Tại Nhật Bản, tỷ lệ HCC đã giảm mạnh nhờ 

thành công trong kiểm soát viêm gan C. Hàn Quốc cũng chứng kiến sự sụt giảm từ 

28.9/100000 năm 1999 xuống còn 16.1/100000 năm 2019, phần lớn nhờ triển khai 

tiêm chủng HBV và điều trị virus hiệu quả. Trung Quốc, quốc gia chiếm tỷ trọng ca 



5 
 

mắc HCC lớn nhất thế giới, cũng đang ghi nhận xu hướng giảm tỷ lệ mắc nhờ chương 

trình tiêm vắc xin viêm gan B diện rộng [5]. 

Tuy nhiên, trái ngược với xu hướng này, một số quốc gia trước đây có tỷ lệ 

HCC thấp lại đang ghi nhận sự gia tăng nhanh chóng. Tại Hoa Kỳ, tỷ lệ mắc HCC đã 

tăng gấp 2 – 3 lần trong ba thập kỷ qua, chủ yếu do dân số nhiễm viêm gan C mạn 

tính đang già hóa, cùng với sự gia tăng nhanh chóng của bệnh gan nhiễm mỡ không 

do rượu (NAFLD). GLOBOCAN 2022 (Hình 1.1) cũng cho thấy một số nước thuộc 

Trung Đông và Trung Á như Iran, Iraq, Nepal… đang chứng kiến mức gia tăng đáng 

kể về tỷ lệ mắc HCC trong thời gian gần đây. 

Nhìn chung, nếu không có các biện pháp can thiệp toàn diện và hiệu quả, số 

ca HCC mới trên toàn cầu được dự báo sẽ còn tăng mạnh trong thời gian tới. Theo 

dự báo của WHO, đến năm 2040, số ca mắc mới HCC có thể tăng thêm 55%, đạt mức 

khoảng 1.4 triệu ca mỗi năm; đồng thời, số ca tử vong do HCC cũng có thể lên tới 

1.3 triệu trường hợp mỗi năm [7, 8]. 

 
Hình 1.1. Phân vùng dịch tễ ung thư gan trên toàn cầu (2022) 

Tỷ lệ ước tính trên 100000 dân [6] 

 

1.1.1.2. Tình hình dịch tễ của bệnh ung thư biểu mô tế bào gan tại Việt Nam 

Việt Nam nằm trong vùng dịch tễ có nguy cơ HCC rất cao. Theo ước tính 

GLOBOCAN 2022, ung thư gan là một trong những loại ung thư phổ biến nhất tại 

Việt Nam (Hình 1.2). Trong năm 2020, tỷ suất mắc mới chuẩn hóa theo tuổi của HCC 

tại Việt Nam vào khoảng 22 - 24/100000, thuộc nhóm cao nhất thế giới (gấp gần 3 

lần mức trung bình toàn cầu) [5]. Số liệu năm 2022 cho thấy, Việt Nam có khoảng 

hơn 24000 ca HCC mới, chiếm 13.6% tổng ca ung thư mới (xếp thứ 2 sau ung thư 

vú) [9]. HCC đặc biệt thường gặp ở nam giới (gấp 3 - 4 lần nữ giới), và là nguyên 

nhân hàng đầu gây ung thư ở nam giới Việt Nam [9]. 
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Hình 1.2. Số ca mắc mới Ung thư gan so với một số loại ung thư thường gặp 

tại Việt Nam theo thống kê của GLOBOCAN 2022 [9] 

 

Ung thư gan, chủ yếu là ung thư biểu mô tế bào gan, đang là nguyên nhân tử 

vong do ung thư hàng đầu ở cả nam và nữ tại Việt Nam. Theo thống kê gần đây, mỗi 

năm có hơn 25000 người tử vong vì HCC, chiếm khoảng 19 – 20% tổng số tử vong 

do ung thư trong cả nước [9]. Điều đáng lo ngại là tỷ lệ tử vong trên số ca mắc gần 

như tương đương, phản ánh thực trạng chẩn đoán muộn và tiên lượng xấu ở đa số 

bệnh nhân. Báo cáo của Bộ Y tế cũng cho thấy, HCC liên tục giữ vị trí số một trong 

các loại ung thư có số ca mắc và tử vong cao nhất tại Việt Nam trong nhiều năm trở 

lại đây [10]. 

Mặc dù đã có một số cải thiện ở cấp độ địa phương, như tại TP. Hồ Chí Minh 

ghi nhận xu hướng giảm nhẹ tỷ lệ mắc trong vòng 2 thập kỷ qua, có thể liên quan đến 

việc mở rộng tiêm chủng viêm gan B và quản lý tốt hơn các yếu tố nguy cơ, nhưng 

tổng thể trên toàn quốc, gánh nặng HCC vẫn ở mức đáng báo động. Dân số ngày càng 

tăng và già hóa tiếp tục đẩy số ca mắc mới tăng cao: 24502 ca năm 2022, theo dữ liệu 
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GLOBOCAN [9]. Đáng chú ý, Việt Nam hiện được Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) 

xếp vào nhóm các quốc gia có gánh nặng viêm gan virus và HCC cao nhất trong khu 

vực Tây Thái Bình Dương. Vì vậy, mục tiêu loại trừ viêm gan virus vào năm 2030 

đã được Chính phủ Việt Nam xác định là ưu tiên y tế quốc gia [10]. 

So với mức trung bình toàn cầu, tỷ lệ mắc HCC tại Việt Nam cao hơn rất nhiều. 

Với ASR khoảng 23/100000, Việt Nam có mức độ gấp 2 – 3 lần so với ASR trung 

bình của thế giới (8.6/100000) [5, 6]. Quốc gia ta thường nằm trong nhóm 5 nước có 

số ca HCC cao nhất toàn cầu, bên cạnh Trung Quốc, Ấn Độ và một số quốc gia đông 

dân khác. Trong khu vực, tỷ lệ mắc HCC của Việt Nam tương đương với các nước 

Đông Nam Á như Thái Lan và Campuchia (khoảng 20 – 25/100000), và thấp hơn so 

với Mông Cổ – nơi tỷ lệ này vượt ngưỡng 80/100000 [5]. 

Trong khi nhiều quốc gia Đông Á như Hàn Quốc, Nhật Bản đã bước đầu kiểm 

soát được HCC nhờ chiến lược phòng chống viêm gan hiệu quả, Việt Nam vẫn đang 

đối mặt với tỷ lệ mắc và tử vong duy trì ở mức cao và ổn định. Một yếu tố góp phần 

duy trì mức độ dịch tễ này là cơ cấu nguyên nhân gây bệnh khác biệt so với các quốc 

gia phương Tây. Tại Mỹ và châu Âu, HCC có xu hướng tăng chủ yếu do viêm gan C 

và bệnh gan nhiễm mỡ không do rượu (NAFLD), trong khi tại Việt Nam và các nước 

châu Á, nguyên nhân chính vẫn là viêm gan B mạn tính [5, 10]. 

Mặc dù chương trình tiêm phòng viêm gan B toàn dân đã được triển khai hơn 

20 năm qua và được kỳ vọng sẽ giúp làm giảm dần tỷ lệ mắc HCC trong tương lai, 

nhưng hiện tại hiệu quả rõ rệt vẫn chưa thể ghi nhận do nhóm người trưởng thành và 

người cao tuổi, nhiễm virus trước khi có chương trình tiêm chủng, hiện đang ở độ 

tuổi nguy cơ cao mắc HCC. Do đó, gánh nặng HCC tại Việt Nam được dự báo sẽ còn 

duy trì ở mức cao trong nhiều năm tới nếu không có những chiến lược kiểm soát 

mạnh mẽ và đồng bộ hơn. 

1.1.2. Các yếu tố liên quan đến cơ chế bệnh sinh của HCC 

 Ung thư biểu mô tế bào gan (Hepatocellular carcinoma – HCC) là hậu quả của 

một quá trình phức tạp, diễn ra kéo dài trên nền tổn thương gan mạn tính. Về mặt 

bệnh học, HCC thường phát sinh thông qua chuỗi tiến triển từ viêm gan mạn → xơ 

hóa → xơ gan → loạn sản nốt tái tạo → ung thư hóa. Quá trình này đi kèm với sự 

tích lũy dần các biến đổi di truyền và biểu sinh trong tế bào gan, kết hợp với các tác 

động môi trường và rối loạn chuyển hóa, dẫn đến mất kiểm soát tăng sinh và hình 

thành khối u ác tính. Ngoài ra, HCC thường đi kèm với tăng sinh mạch máu bất 

thường, hoại tử trong khối u và sự xâm lấn vi mạch, phản ánh tính chất tiến triển và 

khả năng di căn của bệnh. Những đặc điểm bệnh học này có liên quan chặt chẽ đến 
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sự rối loạn các con đường tín hiệu phân tử và biểu hiện các dấu ấn sinh học như AFP, 

DCP và TXN là các chỉ dấu quan trọng được nghiên cứu trong luận án. 

1.1.2.1. Yếu tố di truyền 

Yếu tố di truyền đóng vai trò quan trọng trong cơ chế bệnh sinh và tiến triển 

của ung thư biểu mô tế bào gan. Nhiều đột biến gen mắc phải (somatic mutations) đã 

được xác định có liên quan đến HCC, trong đó nổi bật là đột biến vùng promoter 

thuộc phiên mã ngược của telomerase (TERT), chiếm đến 44 – 60% trường hợp và 

thường là đột biến sớm nhất trong quá trình sinh ung thư [3]. Đột biến TP53, một gen 

ức chế khối u quan trọng, xuất hiện trong khoảng 30 – 50% ca HCC, đặc biệt liên 

quan đến bệnh nhân nhiễm HBV và tiếp xúc aflatoxin B1. Trong khi đó, CTNNB1 

(mã hóa β-catenin), một gen chủ chốt của con đường Wnt/β-catenin, thường đột biến 

ở 20 – 40% HCC, đặc biệt ở bệnh nhân không do virus [3]. 

Ngoài ra, các đột biến khác như AXIN1, ARID1A, ARID2, KEAP1/NFE2L2, 

tham gia vào điều hòa tín hiệu Wnt, sửa chữa nhiễm sắc thể và kiểm soát stress oxy 

hóa, cũng được ghi nhận trong tỷ lệ nhỏ hơn nhưng có ý nghĩa sinh học cao [3]. 

Bên cạnh các đột biến somatic, các biến thể di truyền dòng mầm (germline 

polymorphisms) như PNPLA3 (rs738409 C>G), TM6SF2, MBOAT7 cũng được 

chứng minh làm tăng nguy cơ HCC thông qua cơ chế tích tụ mỡ trong gan, viêm gan 

không do rượu (NAFLD/NASH) và xơ gan [3]. 

Việc xác định các đột biến này không chỉ giúp hiểu rõ hơn về sinh bệnh học 

của HCC mà còn là cơ sở cho các ứng dụng lâm sàng như chẩn đoán sớm, phân tầng 

nguy cơ, tiên lượng bệnh và cá thể hóa điều trị. Ví dụ, các đột biến CTNNB1 có thể 

liên quan đến kháng liệu pháp miễn dịch, trong khi các liệu pháp đích vào TERT, 

Wnt/β-catenin hoặc TP53 đang được nghiên cứu và thử nghiệm lâm sàng [11]. 

1.1.2.2. Yếu tố môi trường 

a) Virus viêm gan B (Hepatitis B Virus - HBV) 

 HBV là một loại DNA virus có thể tích hợp vào bộ gen của vật chủ gây đột 

biến xen kẽ, dẫn đến kích hoạt gen gây ung thư. Mặc dù hầu hết bệnh nhân mắc HCC 

do HBV đều có biểu hiện xơ gan, tuy nhiên các nghiên cứu thống kê cho thấy HBV 

làm tăng nguy cơ mắc HCC ngay cả khi không có xơ gan. Nguyên nhân là do HCC 

có thể xảy ra trực tiếp mà không cần trải qua giai đoạn xơ gan [12, 13].  

Theo ước tính của Tổ chức Y tế Thế giới, có khoảng 360 triệu người bị nhiễm 

HBV và nguy cơ tiến triển thành HCC chiếm đến 25% các trường hợp. Tỷ lệ nhiễm 

HBV chiếm khoảng 70 - 80% các trường hợp HCC ở Châu Á và Châu Phi (Hình 1.3), 

thông qua rất nhiều con đường như: truyền máu, quan hệ tình dục không an toàn, từ 
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mẹ sang con; và 20 - 30% các trường hợp ở phương Tây, chủ yếu lây truyền do: các 

thủ thuật y học can thiệp và quan hệ tình dục không an toàn [14].  

Tỷ lệ nhiễm HBV cao ở Châu Á đã dẫn đến nguy cơ mắc HCC vượt trội ở nam 

giới (40 tuổi) và ở nữ giới (50 tuổi). Một nghiên cứu cũng cho thấy ở Châu Phi, bệnh 

nhân ở độ tuổi 30 hoặc 40 bị HCC có thể là do tiếp xúc với aflatoxin B1, tuy nhiên 

khi có yếu tố đồng nguy cơ là HBV sẽ làm tăng khả năng mắc HCC [15].  

Việt Nam nằm trong vùng lưu hành HBV cao với khoảng 6.6 triệu người 

nhiễm HBV mạn (tương đương 8% dân số). Thống kê tại Bệnh viện Chợ Rẫy cho 

thấy 66% bệnh nhân mắc HCC có tiền sử viêm gan B [10]. 

b) Virus viêm gan C (Hepatitis C Virus - HCV) 

Nhiễm HCV cũng là nguyên nhân lớn gây HCC, đặc biệt ở các nước phát triển. 

Không giống như HBV, HCV là một loại RNA virus không tích hợp vào bộ gen của 

vật chủ và do đó, nguy cơ tiến triển thành HCC chủ yếu do sự xơ hóa gan sau quá 

trình gây tổn thương mạn tính của HCV. Thời kỳ bệnh toàn phát của người nhiễm 

HCV, các triệu chứng có thể kéo dài khá lâu (khoảng 6 - 8 tuần) rồi bệnh tự khỏi 

không cần điều trị bất kỳ một loại thuốc gì. Tuy vậy, số người bệnh tự khỏi này chỉ 

chiếm khoảng 15 - 30% các trường hợp (khác với viêm gan B là 90%). Số còn lại 

hoặc sẽ trở thành viêm gan C mạn tính hoặc trở thành người lành mang virus viêm 

gan C (nghĩa là sau khoảng 6 tháng cơ thể không đào thải HCV ra khỏi cơ thể). Điều 

đáng lo ngại nhất là khi bị viêm gan C mạn tính là có thể bị biến chứng xơ gan (khoảng 

10 - 20%) và dẫn đến HCC (khoảng 5%). Tỷ lệ biến chứng thành HCC so với viêm 

gan B cũng cao hơn nhiều [16].  

Trên thế giới, khoảng 20% ca HCC quy cho HCV (tổng cộng viêm gan B và 

C chiếm 62% ca HCC) [17]. Nhiễm HCV là bệnh gan mạn tính phổ biến nhất ở những 

bệnh nhân bị HCC ở Bắc Mỹ, Châu Âu và Nhật Bản (Hình 1.3). Theo thống kê của 

WHO, trên thế giới có khoảng 170 triệu người nhiễm HCV (chiếm khoảng 3% dân 

số thế giới). Tập trung chủ yếu ở các khu vực: Nam mỹ, Châu Âu, Châu Á; thông qua 

hình thức lây truyền chủ yếu là dùng chung bơm kim tiêm và tình dục không an toàn. 

Mỗi năm có khoảng 3 - 4 triệu người mắc mới tại những điểm nóng này [12]. 

Ở Việt Nam, tỷ lệ nhiễm HCV (khoảng 1% dân số) thấp hơn HBV. Hiện theo 

ước tính khoảng 21% bệnh nhân mắc HCC tại Việt Nam nhiễm HCV và nguy cơ 

HCC ở người xơ gan do HCV chiếm khoảng 1-5% mỗi năm [10]. 

c) Tiền sử sử dụng đồ uống có cồn 

Hiện nay, ngày càng có nhiều người bị xơ gan do tiền sử sử dụng đồ uống có 

cồn. Xơ gan liên quan đến rượu, bia có tỷ lệ mắc hàng năm trên thế giới từ 1% đến 

3% và chiếm  khoảng 18 – 30% các trường hợp HCC [5]. Uống rượu trường diễn 
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cũng là yếu tố đồng nguy cơ gây ra HCC cùng các căn nguyên khác; ví dụ, một số 

nghiên cứu cho thấy nguy cơ mắc HCC tăng lên ở những người mang HBV uống 

rượu so với những người không uống rượu [18].  

Theo những nghiên cứu cộng đồng, những người có tiền sử sử dụng đồ uống 

có cồn với lượng lớn 50g (rượu tiêu chuẩn)/ngày có nguy cơ mắc HCC cao gấp 2 lần 

những người không uống rượu; với những trường hợp uống > 80g (rượu tiêu 

chuẩn)/ngày, trên 10 năm thì nguy cơ tăng gấp 5 - 7 lần [19].  

Tại Việt Nam, tiêu thụ rượu bia ở mức cao là vấn đề đáng lo ngại: một khảo 

sát cho thấy có đến 77% nam giới Việt Nam uống rượu, trong đó 31% thuộc nhóm 

uống “nguy cơ cao”. Điều này giải thích vì sao nam giới Việt Nam mắc HCC nhiều 

gấp nhiều lần nữ [20].  

 

 

Hình 1.3. Tỷ lệ mắc ung thư biểu mô tế bào gan 

theo khu vực địa lý và nguyên nhân năm 2020 [3]  

 

1.1.2.3. Yếu tố chuyển hóa 

Gan nhiễm mỡ không do rượu (NAFLD), đặc biệt ở dạng nặng là viêm gan 

nhiễm mỡ không do rượu (NASH), đang là yếu tố nguy cơ quan trọng của ung thư 

biểu mô tế bào gan. NAFLD có tỉ lệ mắc toàn cầu khoảng 20 – 25% và gia tăng song 

song với sự gia tăng của béo phì, đái tháo đường typ 2 và hội chứng chuyển hóa [21]. 

Tích tụ triglyceride trong tế bào gan (steatosis) ở NAFLD thường kèm theo các rối 

loạn chuyển hóa như béo phì, tăng huyết áp, rối loạn lipid máu và đái tháo đường 

[22]. Ở giai đoạn tiến triển NASH, tổn thương tế bào gan kết hợp viêm mạn và xơ 

hóa nhiều hơn, qua đó làm tăng nguy cơ phát triển xơ gan và HCC [22]. Trên thực tế, 

dịch tễ học cho thấy NASH đang trở thành nguyên nhân gia tăng nhanh nhất của HCC 
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[22]. Nhiều nghiên cứu lớn ghi nhận NAFLD/NASH là yếu tố nguy cơ hàng đầu 

(chiếm 59% các trường hợp HCC ở Mỹ), trong khi đái tháo đường typ 2 cũng góp 

mặt ở nhiều bệnh nhân mắc HCC (chiếm 36% theo một nghiên cứu) [22]. Béo phì, 

đề kháng insulin và đái tháo đường typ 2 là trung tâm của hội chứng chuyển hóa và 

cũng thúc đẩy sinh ung ở gan. Béo phì gây đề kháng insulin dẫn đến tăng insulin 

huyết và kích hoạt mạnh trục tín hiệu insulin/IGF-1, giúp tế bào gan tăng sinh quá 

mức và giảm chết theo chương trình. Đồng thời, mô mỡ tiết ra nhiều adipokine và 

cytokine viêm (chẳng hạn leptin, IL-6, TNF-α) tương tác với tế bào gan, thúc đẩy 

viêm mạn và xơ hóa gan. Các yếu tố sinh học như cường insulin, leptin và IL-6 đã 

được ghi nhận tương tác với vi mô gan gây viêm, xơ và độc tính mỡ (lipotoxicity) 

[22]. Trong khi đó, bệnh nhân đái tháo đường typ 2 (thường kèm NAFLD) có nguy 

cơ HCC tăng gấp 2 – 3 lần so với người không, do tăng tín hiệu tăng trưởng qua 

insulin/IGF và tình trạng viêm mạn nghiêm trọng hơn (một nghiên cứu cho thấy tiểu 

đường type 2 chiếm 36% nguy cơ HCC) [22]. 

1.2. CÁC PHƯƠNG PHÁP ĐANG ĐƯỢC SỬ DỤNG VÀ NHU CẦU PHÁT 

TRIỂN PHƯƠNG PHÁP MỚI TRONG CHẨN ĐOÁN UNG THƯ BIỂU MÔ 

TẾ BÀO GAN  

1.2.1. Các phương pháp chẩn đoán hình ảnh 

Các phương pháp chẩn đoán hình ảnh đóng một vai trò vô cùng quan trọng 

trong quá trình chẩn đoán, theo dõi và đánh giá hiệu quả điều trị ung thư biểu mô tế 

bào gan, cũng như theo dõi sự tái phát sau điều trị. Các kỹ thuật này bao gồm siêu âm 

thường, siêu âm tương phản (CEUS), chụp cắt lớp vi tính, chụp cộng hưởng từ, chụp 

mạch kỹ thuật số hoá xoá nền, xạ hình, và PET/CT. Trong thực tế cận lâm sàng hiện 

nay, siêu âm thường, CT và MRI đang được áp dụng rộng rãi nhất [23].  

 * Ưu điểm chung của các phương pháp chẩn đoán hình ảnh: 

- Phát hiện khối u và đánh giá chi tiết: Các phương pháp như siêu âm thường, 

siêu âm tương phản, CT, MRI, PET/CT giúp phát hiện khối u, xác định kích thước, 

vị trí và mức độ xâm lấn. Ngoài ra, các phương pháp này còn phát hiện được hệ thống 

mạch máu tăng sinh của khối u, những tổn thương kèm theo như: Các hạch di căn 

hoặc các cơ quan ung thư thứ phát. 

- Không xâm lấn hoặc xâm lấn tối thiểu: Đa số các kỹ thuật chẩn đoán hình 

ảnh không gây đau đớn hay ảnh hưởng lớn đến cơ thể bệnh nhân. 

* Nhược điểm chung: 

- Hạn chế trong phát hiện khối u nhỏ ở giai đoạn sớm hoặc đối với khối u nằm 

sâu trong nhu mô gan. Một số phương pháp có độ phân giải thấp hoặc phụ thuộc vào 

kỹ năng người thực hiện, gây khó khăn trong việc phát hiện sớm. 
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- Không xác định được tính chất khối u: Không phân biệt được chính xác u 

lành tính hay ác tính, nguyên phát hay thứ phát. 

- Chi phí cao và hạn chế tiếp cận: Các kỹ thuật như MRI, PET/CT có giá thành 

cao và không phải lúc nào cũng có sẵn ở tất cả các cơ sở y tế. 

- Nguy cơ phơi nhiễm bức xạ và tác dụng phụ: Một số phương pháp sử dụng 

tia X hoặc đồng vị phóng xạ, gây phơi nhiễm bức xạ; thuốc cản quang có thể gây dị 

ứng hoặc ảnh hưởng đến chức năng thận. 

- Yêu cầu về thiết bị và kỹ thuật: Cần có trang thiết bị hiện đại và đội ngũ 

chuyên môn cao để thực hiện và phân tích kết quả chính xác. 

Trong chẩn đoán ung thư biểu mô tế bào gan, các phương pháp chẩn đoán hình 

ảnh cần kết hợp hợp lý với các thử nghiệm sinh hóa, sinh thiết mô hoặc các xét nghiệm 

máu để có kỳ vọng tăng độ chính xác và hiệu quả chẩn đoán. Mỗi phương pháp có 

ưu nhược điểm riêng, nên việc lựa chọn phương pháp phù hợp với mỗi bệnh nhân sẽ 

hỗ trợ tối ưu trong việc phát hiện sớm và điều trị hiệu quả. 

1.2.2. Phương pháp chẩn đoán mô bệnh học, tế bào học và sinh thiết lỏng 

- Chẩn đoán tế bào học: Trong quá trình này, việc thu thập mẫu tế bào học với 

khả năng chẩn đoán cao thường được thực hiện thông qua phương pháp chọc hút tế 

bào, đặc biệt là kỹ thuật chọc hút tế bào bằng kim nhỏ dưới sự hướng dẫn của siêu 

âm. Phương pháp này được coi là chính xác và mang lại giá trị chẩn đoán cao. Các 

mẫu bệnh phẩm tế bào học thường được phết lam kính và sử dụng phương pháp 

nhuộm Giemsa [12]. 

  - Chẩn đoán mô bệnh học: Mô bệnh học được coi là phương pháp chẩn đoán 

chính xác nhất trong việc định rõ ung thư biểu mô tế bào gan. Sự lấy mẫu bệnh phẩm 

thường được thực hiện thông qua các phương pháp sinh thiết, tử thiết, hoặc sinh thiết 

trong phẫu thuật. Trong các kỹ thuật này, sinh thiết bằng kim nhỏ dưới sự hướng dẫn 

của siêu âm hoặc cắt lớp vi tính đã trở thành phương pháp phổ biến, kết hợp giữa tính 

an toàn và đảm bảo đủ bệnh phẩm cần thiết để đưa ra chẩn đoán mô bệnh học [12]. 

 - Sinh thiết lỏng (liquid biopsy): Là phương pháp phân tích các thành phần 

khối u lưu hành trong dịch cơ thể (chủ yếu là máu) như DNA khối u tự do (circulating 

tumor DNA – ctDNA), tế bào u lưu hành trong hệ tuần hoàn (circulating tumor cells 

– CTCs), RNA (đặc biệt là microRNA lưu hành trong hệ tuần hoàn) hoặc các thể 

ngoại bào (extracellular vesicles – EV) chứa phân tử đặc hiệu khối u. Đây được xem 

là giải pháp bổ sung hoặc thay thế ít xâm lấn cho sinh thiết mô truyền thống [24]. 

* Nhược điểm: 

- Sinh thiết (lấy mẫu mô hoặc tế bào) là một thủ thuật xâm lấn, có thể gây đau, 

nhiễm trùng máu, nhiễm trùng hoặc tổn thương các cơ lân cận. Việc lấy mẫu khối u 
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nếu không được xác định chính xác vị trí hoặc không đủ số lượng cần thiết có thể dẫn 

đến kết quả tính toán hoặc dự đoán sai. Phân tích mô bệnh học và tế bào học thường 

mất thời gian, gây chậm trễ trong việc bắt đầu điều trị. Trong một số trường hợp, thủ 

thuật sinh thiết có thể gây lan rộng tế bào ung thư dọc theo đường kim sinh thiết, mặc 

dù dù nguy cơ này thấp. Đối với các tổn thương rất nhỏ hoặc sâu, việc lấy mẫu sinh 

học có thể gặp khó khăn hoặc không khả thi. Một số bệnh nhân có tình trạng sức khỏe 

yếu, rối loạn đông máu hoặc vị trí khối u khó tiếp cận có thể không thích hợp để thực 

hiện sinh thiết. 

- Sinh thiết lỏng là phương pháp hiện đại có nhiều ưu điểm, tuy nhiên cũng có 

những hạn chế nhất định như: Yêu cầu kỹ thuật và chi phí cao, độ đặc hiệu còn có 

nguy cơ nhiễu lớn, độ nhạy ở giai đoạn sớm còn hạn chế, chưa phổ biến và chưa thể 

triển khai rộng rãi. 

1.2.3. Xét nghiệm các chỉ thị sinh học đặc hiệu ung thư biểu mô tế bào gan 

Các chỉ thị sinh học của HCC bao gồm cả thành phần protein, glycoprotein và 

DNA đặc hiệu do khối u tiết ra hoặc sản sinh trong quá trình biến đổi ác tính của tế 

bào gan. Những chỉ thị này có thể được phát hiện trong máu ngoại vi, thông qua các 

xét nghiệm đơn giản và ít xâm lấn, do đó có tiềm năng lớn trong tầm soát cộng đồng 

và theo dõi bệnh nhân có nguy cơ cao. Bảng 1.1 dưới đây tổng hợp một số chỉ thị 

sinh học quan trọng đã và đang được ứng dụng hoặc nghiên cứu trong chẩn đoán 

HCC [25].  

Bảng 1.1. Một số chỉ thị sinh học chẩn đoán HCC đã và đang được nghiên cứu 

Chỉ thị phân tử Độ nhạy (%) Độ đặc hiệu (%) Số lượng mẫu 

thử nghiệm (n) 

AFP 62 87 689 

AFP-L3 55 90 689 

AFU 56.1 69.2 512 

DCP 48 86 689 

SCCA 12-84 48-100 12 

SCCA-IgM 51-89 48-78 12 

GP73 72.4 - 74.6 61.5 - 97.4 60 - 4217 

* Ưu điểm:  

- Một số xét nghiệm chỉ thị phân tử giúp phát hiện sớm các biểu hiện phân tử 

của HCC đôi khi ở giai đoạn khởi phát. 

- Các chỉ thị phân tử đặc hiệu với HCC có thể giúp đưa ra chẩn đoán chính 

xác, giảm khả năng đưa ra kết quả âm tính giả hoặc dương tính giả. 

- Phản ánh sự thay đổi cấp độ phân tử: Các chỉ thị sinh học có thể phản ánh sự 

thay đổi ở cấp độ phân tử và gen, giúp hiểu rõ hơn về cơ chế phát triển của HCC. 
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- Không xâm lấn và tiện lợi: Xét nghiệm chỉ thị phân tử thường là không xâm 

lấn, không đau đớn và tiện lợi cho bệnh nhân. 

- Dễ thực hiện và lặp lại: Các xét nghiệm này thường dễ thực hiện, và kết quả 

có thể được lặp lại nhiều lần để theo dõi sự thay đổi và tiến triển của HCC. 

- Hỗ trợ quyết định phương pháp điều trị: Kết quả xét nghiệm chỉ thị phân tử 

có thể hỗ trợ quyết định về lựa chọn phương pháp điều trị và theo dõi đáp ứng của 

bệnh nhân. 

* Nhược điểm: 

- Đòi hỏi máy móc, trang bị hiện đại, người thực hiện chuyên môn có kỹ thuật 

xét nghiệm cao do đó hạn chế cho việc triển khai rộng rãi. 

- Độ tin cậy tùy theo chỉ thị sinh học: Cần lựa chọn đúng chỉ thị sinh học vì 

một số chỉ thị sinh học có thể không đủ đặc hiệu hoặc độ nhạy. 

Trong nhiều thập kỷ, AFP là chỉ thị sinh học huyết thanh phổ biến nhất được 

áp dụng trong chẩn đoán HCC. Mặc dù cho đến nay việc tìm kiếm các chỉ thị sinh 

học chẩn đoán, tiên lượng hoặc dự đoán khác cho HCC vẫn đang được nghiên cứu 

mở rộng thì AFP vẫn là chỉ thị sinh học được sử dụng phổ biến nhất trong phác đồ 

chẩn đoán HCC. Đối với những bệnh nhân có nguy cơ tiến triển thành HCC, xét 

nghiệm các chỉ thị sinh học bổ sung có thể phát hiện HCC ở giai đoạn sớm hơn, tăng 

khả năng chữa khỏi cho bệnh nhân. Các chỉ thị sinh học mới như Des-gamma-carboxy 

protrombin (DCP) và AFP-L3 (dạng đồng phân của AFP liên kết với lectin Lens 

culinaris agglutinin), GPC3, TXN,… đã được nghiên cứu như là các chỉ thị sinh học 

thay thế hoặc bổ sung cho AFP và sự kết hợp của chúng dường như có tác dụng cải 

thiện hiệu suất chẩn đoán sớm so với xét nghiệm chỉ có AFP đơn lẻ [26]. 

1.2.3.1. Alpha –fetoprotein (AFP) 

AFP là một glycoprotein có khối lượng phân tử 70 kDa được tạo ra bởi gan 

bào thai và túi ối trong giai đoạn ba tháng đầu thai kỳ. Được phát hiện lần đầu tiên 

vào năm 1956 bởi nhà nghiên cứu người Anh Barry và cộng sự. Do được tìm thấy 

trong máu thai phụ nên ban đầu, AFP được gọi là "mô gan bào thai" (Fetal Liver 

Tissue) và được xác định trong huyết thanh thai từ ngày thứ 50 của thai kỳ. Trước khi 

được gọi là AFP, nó đã có các tên gọi khác nhau như: "gan bào thai" (fetal liver), 

"protein chuẩn" (standard protein), "protein ngày" (day protein) và "alpha-

fetoglobulin". Trong sinh lý bình thường, AFP giảm nhanh sau khi sinh và duy trì ở 

mức thấp (< 8 ng/ml) trong suốt cuộc đời [26]. 

Gen AFP là một thành viên thuộc họ gen albumin, bao gồm bốn gen chính có 

liên quan đến quá trình phát triển và chức năng gan. Trong số đó, AFP tồn tại dưới 

ba dạng đồng phân chính: AFP-L1, AFP-L2 và AFP-L3, được phân biệt dựa trên ái 
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lực của chúng với lectin Lens culinaris agglutinin. Mỗi dạng này có hàm lượng biến 

thiên trong các trạng thái sinh lý hoặc bệnh lý khác nhau, và đặc biệt AFP-L3 thường 

tăng cao ở bệnh nhân ung thư biểu mô tế bào gan (HCC), được xem là chỉ dấu sinh 

học có độ đặc hiệu cao. Biểu hiện của AFP chủ yếu được điều hòa ở mức độ phiên 

mã. Gen này được định vị trên nhánh dài của nhiễm sắc thể số 4 ở người (4q11–q13), 

và có cấu trúc điều hòa phức tạp, bao gồm ít nhất hai vùng chức năng: một trình tự 

tăng cường (enhancer) và một trình tự ức chế (silencer) hoạt động một cách độc lập 

[27,28]. 

Trong quá trình phát triển của gan bào thai, các trình tự tăng cường này hoạt 

động mạnh mẽ, giúp thúc đẩy phiên mã gen AFP, từ đó sản sinh một lượng lớn AFP 

phục vụ cho chức năng biệt hóa và tăng trưởng của tế bào gan đang phát triển. Tuy 

nhiên, khi gan bước vào giai đoạn trưởng thành sau sinh, các yếu tố điều hòa phiên 

mã sẽ thay đổi: các trình tự tăng cường của AFP dần bị loại khỏi khu vực tiếp cận 

promoter của gen AFP, trong khi các yếu tố điều hòa gen Albumin được tuyển chọn 

để đảm bảo phiên mã bền vững của albumin (một protein chức năng chủ yếu của gan 

trưởng thành). Chính sự chuyển đổi này phản ánh một cơ chế điều hòa gen tinh vi 

nhằm đảm bảo tính đặc hiệu theo thời gian và giai đoạn phát triển của tế bào gan. Do 

đó, mức AFP trong máu giảm mạnh sau sinh và duy trì ở mức rất thấp trong người 

trưởng thành khỏe mạnh [27, 28]. 

Tuy nhiên, ở một số trạng thái bệnh lý, đặc biệt là trong ung thư biểu mô tế 

bào gan, cơ chế kiểm soát phiên mã này có thể bị phá vỡ. Các nghiên cứu đã chỉ ra 

rằng khi vùng ức chế bị xóa bỏ, hoặc các trình tự tăng cường bị tái kích hoạt bất 

thường, gen AFP có thể được “mở khóa” trở lại, dẫn đến sự tăng biểu hiện AFP một 

cách bất thường trong huyết thanh người bệnh. Đây là cơ chế giải thích hiện tượng 

tăng AFP huyết thường gặp trong nhiều ca HCC, và cũng là cơ sở cho việc sử dụng 

AFP như một chỉ thị sinh học trong chẩn đoán và theo dõi bệnh gan ác tính [27, 28] 

(Hình 1.4). 

 

Hình 1.4. Cơ chế sự tăng biểu hiện của AFP trên bệnh nhân mắc HCC [29] 
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AFP không chỉ là một dấu ấn sinh học trong chẩn đoán ung thư biểu mô tế bào 

gan (HCC), mà còn được ghi nhận có vai trò sinh học phức tạp trong cơ chế bệnh 

sinh của HCC. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng AFP có thể tham gia vào quá trình 

ức chế miễn dịch chống khối u, tạo điều kiện cho sự phát triển và lan rộng của tế bào 

ung thư gan. Cụ thể, AFP được chứng minh là có khả năng tương tác với đại thực 

bào, làm suy giảm hoạt động thực bào cũng như ức chế biểu hiện phân tử kháng 

nguyên Ia, là nhóm phân tử MHC lớp II có vai trò thiết yếu trong việc trình diện 

kháng nguyên và hoạt hóa đáp ứng miễn dịch tế bào T. Ngoài ra, AFP còn ức chế 

hoạt động của các tế bào diệt tự nhiên (Natural Killer – NK), làm giảm sự phát triển 

và hoạt hóa của tế bào lympho T, đồng thời thúc đẩy hoạt động của các tế bào ức chế 

miễn dịch, góp phần tạo ra môi trường vi mô u thuận lợi cho sự phát triển của HCC 

[30, 31]. Mặc dù cơ chế phân tử chi tiết về cách AFP điều hòa tăng sinh tế bào gan 

và hình thành khối u vẫn chưa được làm sáng tỏ hoàn toàn, nhưng nhiều nghiên cứu 

đã phát hiện AFP có khả năng liên kết với các thụ thể đặc hiệu trên màng tế bào, bao 

gồm cả tế bào thường và tế bào u. Sự hiện diện đồng thời của AFP và các thụ thể 

tương ứng trong nhau thai gợi ý rằng AFP có thể sử dụng các thụ thể này như một cơ 

chế vận chuyển xuyên nhau thai, từ tuần hoàn của mẹ sang thai nhi, một đặc điểm có 

thể được tái sử dụng trong bối cảnh ung thư để hỗ trợ sinh u [30]. 

AFP bắt đầu được nghiên cứu trong các bệnh lý gan từ đầu những năm 1960 

và nhanh chóng được nhận diện là dấu ấn quan trọng trong ung thư biểu mô tế bào 

gan. Năm 1963, nhà khoa học Abelev lần đầu tiên công bố vai trò của AFP như một 

dấu ấn ung thư gan, mở đường cho việc ứng dụng AFP như một xét nghiệm thường 

quy trong tầm soát và chẩn đoán HCC [12]. Các nghiên cứu sau đó khẳng định rằng 

AFP huyết thanh tăng cao ở hầu hết bệnh nhân HCC, trở thành chỉ thị sinh học kinh 

điển cho bệnh lý này. AFP hiện được sử dụng không chỉ trong chẩn đoán ban đầu, 

mà còn trong theo dõi tiến triển bệnh, đánh giá đáp ứng điều trị và tiên lượng lâm 

sàng. Tuy nhiên, độ nhạy và độ đặc hiệu của AFP trong phát hiện HCC sớm vẫn còn 

hạn chế, đặc biệt trong các trường hợp u nhỏ hoặc u biệt hóa tốt. Vì vậy, nhiều nghiên 

cứu gần đây đã tập trung vào việc tối ưu hóa ngưỡng AFP để tăng độ chính xác chẩn 

đoán, cũng như kết hợp AFP với các dấu ấn khác (như DCP, AFP-L3) nhằm cải thiện 

hiệu quả phát hiện sớm HCC. Theo khuyến cáo của Hiệp hội Gan Mỹ (AASLD, 

2005), AFP có thể được sử dụng để chẩn đoán HCC khi khối u có kích thước trên 2 

cm. Ở ngưỡng AFP > 200 ng/ml, có thể chẩn đoán HCC mà không cần sinh thiết 

trong một số tình huống đặc biệt [12]. Hội Gan học Nhật Bản (2011) cũng xem mức 

AFP vượt quá 200 ng/ml là một trong những tiêu chí chính xác cho chẩn đoán HCC 

[12]. 
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Đáng chú ý, hiệu quả của AFP phụ thuộc rất lớn vào chỉ số ngưỡng (cut-off 

value) và tỷ lệ lưu hành HCC trong cộng đồng. Trong nghiên cứu của Trevisani và 

cộng sự (2001), với ngưỡng AFP là 20 ng/ml trong một quần thể có tỷ lệ mắc HCC 

là 5%, giá trị dự đoán âm tính (NPV) đạt tới 97.7% trong khi giá trị dự đoán dương 

tính (PPV) chỉ là 25%, cho thấy AFP ở ngưỡng này hữu ích hơn cho loại trừ HCC 

hơn là chẩn đoán xác định [19]. Nếu tỷ lệ mắc HCC trong cộng đồng tăng lên 20%, 

PPV cũng tăng lên đến 61% trong khi NPV vẫn duy trì ở mức 90%. Trong các phân 

tích so sánh, ngưỡng AFP > 20 ng/ml có độ nhạy cao nhất (60%) cho phát hiện sớm, 

trong khi các ngưỡng cao hơn (> 100, > 200, > 400 ng/ml) có độ đặc hiệu tăng dần, 

lên đến 99% ở ngưỡng > 200 ng/ml (Hình 1.5), nghĩa là có ít khả năng dương tính 

giả nhưng lại có nguy cơ bỏ sót HCC giai đoạn sớm [32].  

 

 

Hình 1.5. Độ nhạy và độ đặc hiệu theo giá trị ngưỡng AFP trong giai đoạn sớm ung 

thư biểu mô tế bào gan. [32] 

 

Tuy nhiên, hiệu quả chẩn đoán của AFP không đồng nhất giữa các khu vực 

địa lý và cộng đồng dân cư khác nhau. Một số nghiên cứu đã ghi nhận AFP được ứng 

dụng sàng lọc hiệu quả hơn trong quần thể người châu Á, đặc biệt ở Nhật Bản, Trung 

Quốc và Việt Nam, là những nơi có tỷ lệ cao nhiễm HBV và HCV, trong khi ở các 

cộng đồng phương Tây, nơi nguyên nhân chủ yếu là NAFLD và hội chứng chuyển 

hóa, hiệu suất sàng lọc của AFP thường thấp hơn đáng kể. Sự khác biệt này có thể 

liên quan đến cơ chế sinh bệnh học không đồng nhất của HCC giữa các vùng và biểu 

hiện AFP thay đổi theo đặc điểm di truyền, miễn dịch của từng quần thể. Thực tế này 

đã được thống kê và xác nhận trong nghiên cứu của Wu và cộng sự (2019), qua phân 

tích dữ liệu dịch tễ và chẩn đoán tại nhiều quốc gia trên thế giới [33]. 
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Mặc dù vậy, AFP vẫn được xem là một kháng nguyên đặc trưng của HCC 

trong khoảng 70 – 95% trường hợp. Khi nồng độ AFP huyết thanh vượt trên 400 

ng/ml, xác suất mắc HCC là rất cao. Ngược lại, trong trường hợp di căn gan từ các 

khối u nguyên phát khác (như đại trực tràng, phổi), mức AFP thường chỉ tăng nhẹ, 

hiếm khi vượt quá 350 – 400 ng/ml [12]. Ngoài ra, AFP cũng có thể tăng trong các 

bệnh gan lành tính, như viêm gan virus cấp, viêm gan mạn và xơ gan do rượu do liên 

quan đến quá trình tái tạo tế bào gan. Điều này làm giảm độ đặc hiệu của AFP, đặc 

biệt trong các khối u nhỏ hoặc giai đoạn rất sớm của HCC. Một số bệnh lý ác tính 

ngoài gan, như ung thư nội mạc tử cung biệt hóa hướng sinh dục, cũng có thể gây 

tăng AFP huyết thanh lên mức tương đương với HCC (khoảng 350 – 400 ng/ml) [12]. 

Những trường hợp này góp phần lý giải vì sao độ nhạy và độ đặc hiệu của AFP suy 

giảm đáng kể khi chẩn đoán HCC giai đoạn sớm. Mặc dù phần lớn bệnh nhân mắc 

HCC có tăng AFP, nhưng nhiều người chỉ tăng ở mức trung bình hoặc cận ngưỡng 

chẩn đoán, đặc biệt ở giai đoạn đầu. Thậm chí, khoảng 9% bệnh nhân có thể có mức 

AFP rất cao và kéo dài dai dẳng, mà không tương ứng với kích thước khối u hay tiến 

triển bệnh [12]. 

Trước những hạn chế của AFP, các nghiên cứu đã tập trung phát triển và tìm 

kiếm các chỉ thị sinh học bổ sung nhằm nâng cao hiệu quả chẩn đoán HCC, đặc biệt 

ở giai đoạn sớm. Trong số đó, AFP-L3 (phân đoạn giàu fucosyl hóa của AFP) và DCP 

(Des-gamma-carboxy prothrombin, hay còn gọi là PIVKA-II) đã được xác định là hai 

chỉ thị huyết thanh có giá trị cao. Đặc biệt, các nhà khoa học Nhật Bản đã tiên phong 

tích hợp bộ ba dấu ấn AFP, AFP-L3 và DCP vào mô hình sàng lọc HCC. Một phân 

tích tổng hợp dựa trên 12 nghiên cứu, với dữ liệu từ 919 bệnh nhân mắc HCC và 1549 

đối chứng, cho thấy độ nhạy và độ đặc hiệu gộp khi kết hợp cả ba dấu ấn huyết thanh 

đạt 0.91 và 0.84, vượt trội so với khi sử dụng AFP đơn lẻ (0.65 và 0.88) [34]. Đồng 

thời, thước đo hiệu quả chẩn đoán tổng thể, diện tích dưới đường cong ROC (AUC) 

cũng cho thấy sự vượt trội của mô hình kết hợp (AUC = 0.95) so với chỉ dùng AFP 

(AUC = 0.88) [34]. Những dữ liệu này đã củng cố cơ sở cho việc đồng thời sử dụng 

AFP, AFP-L3 và DCP trong các phác đồ sàng lọc HCC hiện đại, đặc biệt là tại các 

quốc gia có tỷ lệ bệnh cao và chương trình tầm soát cộng đồng rộng rãi. 

1.2.3.2. Des-gamma-carboxy prothrombin (DCP) 

Năm 1984, Liebman và các cộng sự lần đầu tiên báo cáo về sự tăng nồng độ 

DCP trong huyết thanh của bệnh nhân mắc bệnh ung thư biểu mô tế bào gan. Kể từ 

đó, DCP đã trở thành một dấu ấn sinh học hữu ích trong việc chẩn đoán HCC. Hiện 

nay, các nhà nghiên cứu đã khám phá ra nhiều hoạt động sinh học của DCP liên quan 

đến quá trình phát triển của HCC [35, 36, 37].  
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Des-gamma-carboxy prothrombin là một protein bất thường được tạo ra bởi 

sự thiếu vitamin K của prothrombin, một yếu tố đông máu được sản xuất bởi gan. 

DCP có trọng lượng phân tử 72 kDa, chứa ba gốc acid glutamic, do đó không có khả 

năng tương tác với canxi, ảnh hưởng đến hoạt động đông máu. Khi các tế bào gan 

đang trong quá trình biến đổi ác tính, hệ thống carboxyl hoá phụ cảm ứng bởi vitamin 

K gặp trở ngại, dẫn đến sản sinh ra DCP (nên còn có tên là PIVKA-II, protein induced 

by vitamin K absence/ antagonist-II) (Hình 1.6).  

 

Hình 1.6. Sự hình thành và giải phóng PIVKA-II (DCP) vào máu [38]. 

 

Cho đến nay đã có nhiều nghiên cứu đã chứng minh rằng DCP được tiết ra từ 

các tế bào ung thư biểu mô tế bào gan, thúc đẩy sự phát triển và di căn của HCC thông 

qua các cơ chế kích thích yếu tố tăng trưởng và yếu tố tương tác cận chế tiết giữa các 

tế bào HCC và các tế bào nội mô mạch máu [35]. Nồng độ DCP trong huyết thanh có 

thể được đo lường thông qua phương pháp ELISA. Nồng độ DCP bình thường là 0 – 

7.5 ng/ml. Với ngưỡng cut-off là 25 ng/ml thì xét nghiệm DCP có độ nhạy là 87% và 

độ đặc hiệu là 85% trong chẩn đoán HCC [35]. Nhiều nghiên cứu cho thấy sự tăng 

DCP phản ánh tình trạng của bệnh, kích thước khối u, sự xâm lấn tĩnh mạch cửa. 

Ngoài ra sau phẫu thuật cắt bỏ khối u hoặc sau điều trị ung thư gan bằng một số 

phương pháp thì nồng độ DCP có thể giảm rõ rệt. Do đó nếu nồng độ DCP tăng trở 

lại sau điều trị thể hiện bệnh tái phát hoặc điều trị thất bại.  

Một trong những lợi thế lớn nhất của DCP là tính đặc hiệu cao: khác với AFP 

thường tăng trong các bệnh gan lành tính như xơ gan, viêm gan mạn hoặc gan nhiễm 

mỡ do rượu, DCP ít bị ảnh hưởng bởi các tình trạng không ác tính, từ đó giúp giảm 

tỷ lệ dương tính giả trong tầm soát HCC. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

nồng độ DCP huyết thanh có mối liên hệ chặt chẽ với các đặc điểm sinh học ác tính 

của khối u, bao gồm: xâm lấn vi mạch máu, hình thành huyết khối tĩnh mạch cửa, 
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kích thước khối u lớn, giai đoạn TNM tiến triển và tỷ lệ tái phát cao sau điều trị. Đặc 

biệt, trong các trường hợp HCC có huyết khối tĩnh mạch cửa, một yếu tố tiên lượng 

sống còn trong điều trị, DCP thường tăng rõ rệt và có thể phát hiện trước khi các tổn 

thương mạch máu được xác định qua chẩn đoán hình ảnh, hỗ trợ quyết định liệu có 

thể can thiệp phẫu thuật hay cần chuyển sang các phương pháp điều trị thay thế như 

TACE, hoặc liệu pháp miễn dịch. Bên cạnh vai trò tiên lượng, DCP còn chứng minh 

hiệu quả trong chẩn đoán HCC giai đoạn sớm, với độ nhạy và độ đặc hiệu vượt trội 

so với AFP, đặc biệt ở những bệnh nhân có khối u nhỏ hoặc AFP âm tính. Nhiều 

nghiên cứu cho thấy ngưỡng DCP khoảng 40 – 50 mAU/ml có thể đạt độ nhạy 70 – 

80% và độ đặc hiệu trên 80% trong phát hiện HCC sớm. Quan trọng hơn, do mức độ 

biểu hiện DCP không đồng biến với AFP, nên khi kết hợp DCP và AFP, hiệu quả 

chẩn đoán được cải thiện rõ rệt, diện tích dưới đường cong (AUC) có thể vượt mốc 

0.90, cao hơn đáng kể so với sử dụng AFP đơn lẻ. Nhờ đó, DCP đã được nhiều hướng 

dẫn quốc tế, đặc biệt là tại Nhật Bản và Hàn Quốc, đưa vào như một dấu ấn sinh học 

tiêu chuẩn kết hợp trong bộ ba AFP, AFP-L3, DCP để nâng cao hiệu quả sàng lọc và 

chẩn đoán HCC một cách chính xác và sớm hơn [39]. DCP thể hiện độ đặc hiệu cao 

trong việc chẩn đoán HCC, với nhiều nghiên cứu trên toàn cầu chỉ ra rằng DCP có độ 

nhạy cao hơn và mang giá trị chẩn đoán độc lập so với AFP trong việc chẩn đoán sớm 

HCC. Khi kết hợp sử dụng cả hai protein DCP và AFP, sẽ gia tăng khả năng phát 

hiện sớm ung thư biểu mô tế bào gan. Hiệu quả chẩn đoán của DCP (Des-gamma-

carboxy prothrombin) trong phát hiện ung thư biểu mô tế bào gan (HCC) đã được 

khẳng định qua nhiều nghiên cứu quy mô khác nhau, đặc biệt là trong so sánh trực 

tiếp với AFP và AFP-L3. Trong nghiên cứu của Baek và cộng sự (2009) [35], các tác 

giả đã đánh giá độ chính xác chẩn đoán của DCP ở các nhóm bệnh nhân có khối u 

gan với nhiều kích thước khác nhau. Kết quả cho thấy, dù đường kính khối u nhỏ hơn 

3 cm, từ 3 – 5 cm hay lớn hơn 5 cm, DCP vẫn vượt trội về độ chính xác chẩn đoán so 

với AFP, bất kể kích thước khối u. Điều này đặc biệt quan trọng trong bối cảnh nhu 

cầu phát hiện HCC ở giai đoạn rất sớm ngày càng cấp thiết. 

Bổ sung vào bằng chứng này, Andreana và cộng sự (2009) đã tiến hành tổng 

hợp dữ liệu từ nhiều nghiên cứu, cho thấy độ nhạy của DCP dao động từ 58% đến 

89%, trong khi độ đặc hiệu dao động từ 93% đến 97% vượt trội hơn hầu hết các dấu 

ấn huyết thanh khác, bao gồm AFP và AFP-L3 [36]. Tuy nhiên, tác giả cũng lưu ý 

rằng sự khác biệt về độ nhạy trong các báo cáo có thể là do sử dụng các phương pháp 

định lượng khác nhau, ngưỡng chẩn đoán không đồng nhất, hoặc sự đa dạng về nền 

tảng bệnh lý gan của nhóm chứng trong từng nghiên cứu. 
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Xu hướng này cũng được xác nhận trong các nghiên cứu mới hơn. Gần đây, 

Chen và cộng sự (2023) đã thực hiện một nghiên cứu bệnh chứng lớn, so sánh hiệu 

quả chẩn đoán của AFP và DCP đối với HCC, đặc biệt là HCC liên quan đến viêm 

gan B. Kết quả cho thấy AFP có AUC tương đối thấp, chỉ đạt 0.655 đối với HCC và 

0.668 đối với HCC liên quan HBV, với độ nhạy và độ đặc hiệu không cao [37]. Trong 

khi đó, DCP thể hiện hiệu suất vượt trội hơn rõ rệt, với AUC lần lượt là 0.746 và 

0.773 đối với HCC và HCC liên quan HBV. Khi sử dụng ngưỡng 40 mAU/ml, DCP 

đạt độ nhạy 59.92% và độ đặc hiệu lên tới 89.35% (là một mức đặc hiệu cao trong 

bối cảnh lâm sàng để chẩn đoán HCC). 

Đặc biệt đáng chú ý, khi kết hợp DCP và AFP, hiệu suất chẩn đoán được cải 

thiện rõ rệt: AUC tăng lên 0.781, với độ nhạy 67.56% và độ đặc hiệu 81.95% [37]. 

Điều này củng cố một trong những quan điểm hiện đại trong sàng lọc ung thư gan, 

rằng việc kết hợp các dấu ấn sinh học, thay vì sử dụng đơn lẻ, có thể tối ưu hóa độ 

chính xác chẩn đoán và hỗ trợ phát hiện HCC ở giai đoạn sớm hơn. Những kết quả 

này tiếp tục khẳng định DCP không chỉ là một dấu ấn thay thế AFP, mà còn là yếu tố 

tăng cường hiệu quả chẩn đoán khi kết hợp, nhất là trong các mô hình sàng lọc HCC 

hiện nay. 

1.2.3.3. Thioredoxin (TXN) 

Thioredoxin là một loại protein rất phổ biến có kích thước 12 kDA, có mặt 

trong tất cả các loài sinh vật từ vi khuẩn Archeabacteria đến người, và có vai trò trong 

quá trình tổng hợp DNA thông qua việc hoạt động như một nguồn cung cấp hydro 

cho enzym ribonucleotide reductase. Thioredoxin còn quan trọng trong quá trình 

chuyển hóa của cơ thể, kiểm soát quá trình oxy hóa khử (redox) là một cơ chế kiểm 

soát sinh học cơ bản trong cơ thể [40]. Hệ thống thioredoxin (TXNs) bao gồm TXN, 

nicotinamid adenin dinucleotid phosphate dạng khử (NADPH), và thioredoxin 

reductase (TXNRD), đóng vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh sự cân bằng quá 

trình oxy hóa khử trong tế bào và bảo vệ tế bào khỏi tổn thương do các tác nhân oxy 

hóa (ROS) [41]. Cơ chế hoạt động của hệ thống TXN diễn ra theo chu trình: NADPH 

cung cấp điện tử cho TXNRD (một enzym dimer chứa selenocysteine ở trung tâm 

hoạt động), sau đó TXNRD sẽ khử TXN từ dạng oxy hóa (disulfide) về dạng khử 

(dithiol). TXN ở trạng thái khử sẽ tiếp tục truyền điện tử để khử các cầu disulfide trên 

nhiều protein đích khác nhau, qua đó tác động đến cấu trúc và chức năng của các 

protein này [40]. Nhờ chu trình trên, hệ thống thioredoxin đóng vai trò quan trọng 

trong việc trung hòa ROS và duy trì môi trường khử nội bào: TXN là chất cho điện 

tử cho các enzym chống oxy hóa như peroxiredoxin (để phân hủy H2O2) và cho 

ribonucleotide reductase (để tổng hợp DNA). Bên cạnh chức năng chống oxy hóa, 
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TXN còn tham gia điều hòa các quá trình tín hiệu tế bào: protein này có thể tương tác 

và điều chỉnh hoạt tính của nhiều yếu tố phiên mã nhạy cảm với trạng thái oxy hóa-

khử (ví dụ: NF-κB, AP-1), ảnh hưởng đến biểu hiện gene liên quan sinh trưởng và 

apoptosis. Ngoài ra, TXN có thể được tiết ra khỏi tế bào theo cơ chế không điển hình 

(leaderless secretion) và khi hiện diện ngoại bào, nó có thể đóng vai trò như một 

cytokine nhỏ điều hòa đáp ứng miễn dịch [40]. 

Cấu trúc của TXN đã là mục tiêu của nhiều nghiên cứu kể từ khi chuỗi axit 

amin của vi khuẩn Escherichia coli (E. coli) được giải mã vào năm 1968. Nghiên cứu 

này chỉ ra rằng TXN của E. coli bao gồm 108 axit amin và các nghiên cứu sau chứng 

minh thioredoxin của người bao gồm 105 axit amin. Ở người, TXN1 (thioredoxin 

dạng tế bào chất) chứa trình tự axit amin ngắn: Cys-Gly-Pro-Cys đặc trưng tại vị trí 

hoạt động, hai cysteine tạo cầu disulfide nội phân tử khi TXN ở dạng oxy hóa và sẽ 

tách ra ở dạng khử để chuyển điện tử. TXN có cấu trúc bậc ba dạng nếp gấp 

thioredoxin (thioredoxin fold) điển hình: một lõi gồm các gấp nếp beta (beta-sheet) 

được bao quanh bởi các xoắn alpha (alpha-helix). Đặc điểm cấu trúc này tạo nên trung 

tâm hoạt động linh động cho phép TXN thực hiện chức năng xúc tác các phản ứng 

trao đổi disulfide. Sự luân chuyển giữa dạng khử (dithiol) và dạng oxy hóa (disulfide) 

tại cầu nối Cys32-Cys35 chính là cơ sở cho hoạt tính enzym của TXN, giúp protein 

này khử các cầu disulfide trên protein đích và tham gia điều hòa trạng thái oxy hóa-

khử của tế bào. 

TXN thường được phát hiện tăng cường biểu hiện trong nhiều loại ung thư, 

bao gồm ung thư phổi, vú, gan, đại tràng, cổ tử cung, tuyến tụy và dạ dày. Sự biểu 

hiện quá mức của TXN có liên quan chặt chẽ đến quá trình tăng sinh tế bào ác tính, 

ức chế hiện tượng chết tế bào theo chương trình (apoptosis), thúc đẩy khả năng xâm 

lấn và di căn của khối u, đồng thời phản ánh tiên lượng xấu ở người bệnh. Trong môi 

trường vi mô khối u vốn giàu các tác nhân oxy hóa (ROS), TXN đóng vai trò như 

một yếu tố bảo vệ giúp tế bào ung thư thích nghi và sống sót, trong khi các tế bào 

bình thường thường không chịu đựng được áp lực oxy hóa kéo dài. Mặt khác, khi hệ 

thống chống oxy hóa nội sinh, bao gồm TXN bị suy giảm, cơ thể rơi vào trạng thái 

stress oxy hóa mãn tính, tạo điều kiện cho sự tích tụ ROS, từ đó khởi phát hoặc thúc 

đẩy tiến triển của nhiều bệnh lý, đặc biệt là ung thư.  

Như vậy, TXN vừa là một thành phần bảo vệ tế bào khỏi tổn thương oxy hóa, 

vừa tham gia vào các tiến trình sinh học then chốt như điều hòa apoptosis, kiểm soát 

sự xâm lấn và hỗ trợ tăng trưởng khối u, những đặc điểm giúp giải thích tại sao TXN 

có vai trò trung tâm trong sinh bệnh học của ung thư:  
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+ Quá trình sinh ung thư biểu mô tế bào gan (HCC), có liên quan mật thiết với 

mất cân bằng oxy hóa khử nội bào. Tình trạng viêm mạn tính ở gan (do virus, rượu 

hoặc nhiễm độc,…) dẫn đến sản sinh quá mức ROS và gây stress oxy hóa, qua đó 

thúc đẩy đột biến DNA và biến đổi ác tính ở tế bào gan. Tuy nhiên, nếu nồng độ ROS 

tăng quá cao, tế bào có thể bị tổn thương nặng, ngừng tăng sinh hoặc chết theo chương 

trình. Do đó, các tế bào ung thư phải thích nghi bằng cách tăng cường hệ thống chống 

oxy hóa nhằm giữ mức ROS ở ngưỡng vừa đủ để kích thích tăng sinh nhưng không 

gây độc tế bào [41]. Hệ thống thioredoxin là một cơ chế chống oxy hóa trọng yếu sẽ 

được điều hòa tăng cao trong các khối u gan. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng TXN 

biểu hiện mức độ cao trong mô ung thư so với mô lành, và sự hoạt hóa ưu thế của 

trục TXN/TXNRD mang lại lợi thế cho tế bào ung thư trong môi trường stress oxy 

hóa cao [42].  

Trong các trường hợp HCC, TXN tăng cao góp phần thúc đẩy nhiều đường tín 

hiệu sinh ung quan trọng. Cụ thể, TXN hoạt hóa yếu tố HIF-1α trong điều kiện thiếu 

oxy nội khối u, làm tăng tiết yếu tố tăng trưởng mạch máu VEGF-A, qua đó kích 

thích hình thành mạch máu mới nuôi khối u và đẩy mạnh sự phát triển của tế bào ung 

thư gan. Bên cạnh đó, biểu hiện TXN trong HCC có tương quan thuận với sự hoạt 

hóa của các chương trình gen thúc đẩy tăng sinh như phức hợp mTORC1, các mục 

tiêu của E2F, cũng như gen Myc [42]. Những thay đổi này cho thấy TXN không chỉ 

đơn thuần chống lại ROS mà còn can thiệp vào mạng lưới điều hòa tăng trưởng của 

tế bào ung thư. Nghiên cứu đáng chú ý gần đây của Chengmeng và cộng sự (2023) 

[43] đã làm sáng tỏ một cơ chế mới: TXN tương tác ổn định protein cảm ứng oxy hóa 

BACH1, kích hoạt đường dẫn AKT/mTOR, qua đó tăng cường tính chất tế bào gốc 

ung thư và thúc đẩy di căn trong HCC (Hình 1.7).  

 
Hình 1.7. Thioredoxin tạo điều kiện cho ung thư biểu mô tế bào gan phát triển và di 

căn bằng cách tăng độ ổn định BACH1. [43]  
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  Phát hiện này giúp lý giải vì sao những khối u gan biểu hiện TXN cao thường 

có đặc tính xâm lấn mạnh và đi kèm tiên lượng xấu. Nhiều khảo sát lâm sàng cho 

thấy mức TXN (cùng với TXNRD) tăng cao có liên hệ chặt chẽ với thể trạng u ác 

tính, bao gồm u kích thước lớn, xâm lấn mạch, di căn xa, cũng như kháng trị hóa chất 

và thời gian sống ngắn hơn ở bệnh nhân HCC. Ngược lại, chất ức chế nội sinh của 

thioredoxin là TXNIP thường bị giảm biểu hiện trong HCC, càng làm tăng cường 

hoạt động của TXN và tạo điều kiện thuận lợi cho tế bào ung thư phát triển [41, 42, 

43]. 

  + Sự biểu hiện quá mức của thioredoxin còn liên quan đến sự ức chế apoptosis 

trong các tế bào ung thư và tính xâm lấn của khối u, điều này ít khi được báo cáo 

trong các nghiên cứu trước đó. Thioredoxin tăng cường sự sinh trưởng của tế bào ung 

thư gan, giúp cho sự lan truyền của ung thư trong cơ thể bệnh nhân [44]. Nghiên cứu 

này cũng đã chỉ ra rằng biểu hiện của thioredoxin có mối liên hệ chặt chẽ với tiên 

lượng xấu của bệnh nhân HCC, vì những bệnh nhân có mức thioredoxin cao hơn có 

khả năng tiến triển bệnh nhanh hơn và giảm khả năng sống sót. Một nghiên cứu quan 

trọng khác đã chỉ ra rằng sự tăng cường biểu hiện thioredoxin trong huyết thanh có 

thể giúp phân biệt giữa bệnh nhân mắc HCC và các bệnh lý gan mạn tính như xơ gan, 

với độ nhạy và độ đặc hiệu cao. Điều này làm cho thioredoxin trở thành một chỉ thị 

sinh học đầy hứa hẹn cho việc chẩn đoán HCC ở giai đoạn sớm, đặc biệt là khi AFP, 

một chỉ thị sinh học hiện nay trong chẩn đoán HCC, không đạt được độ nhạy cao 

trong những trường hợp bệnh sớm [45].  

Sự kết hợp giữa TXN và AFP có thể mang lại hiệu quả cao hơn trong chẩn 

đoán HCC. AFP đã được sử dụng lâu dài như một chỉ thị sinh học chính trong chẩn 

đoán và theo dõi điều trị HCC, tuy nhiên, trong nhiều trường hợp, AFP không đủ 

nhạy để phát hiện ung thư gan ở giai đoạn sớm, đặc biệt là trong các bệnh nhân có 

AFP âm tính [46]. TXN với khả năng phát hiện các tế bào ung thư gan ở giai đoạn 

sớm và sự liên kết với tiên lượng xấu của bệnh, có thể bổ sung giá trị cho AFP, giúp 

cải thiện khả năng chẩn đoán và theo dõi sự tiến triển của HCC. Sự tăng biểu hiện 

của TXN đã được thấy trong nhiều loại ung thư là bằng chứng gợi ý có thể liên quan 

đến sự phát triển ác tính của khối u gan và giảm khả năng sống của bệnh nhân HCC. 

TXN tăng biểu hiện ở mô HCC của người, liên quan đến tiên lượng xấu của bệnh; 

các thử nghiệm chức năng cho thấy TXN thúc đẩy tính chất tế bào gốc ung thư và 

khả năng di căn của HCC cả in vitro lẫn in vivo. Ở cấp độ phân tử, TXN còn kích 

hoạt con đường HIF-1α/VEGF-A, thúc đẩy quá trình tạo mạch và tăng sinh tế bào 

trong khối u gan [43]. Ở khía cạnh lâm sàng, nghiên cứu của Abdelwahab và cộng sự 

(2024) cũng cho thấy nồng độ TXN huyết thanh ở bệnh nhân mắc HCC (140.96 ± 
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12.70 ng/ml) cao hơn rõ so với nhóm xơ gan và nhóm chứng (88.33 ± 10.34 và 73.10 

± 13.22 ng/ml; P < 0.001). Đáng chú ý, với ngưỡng cắt 114 ng/ml, TXN đạt độ nhạy 

và độ đặc hiệu 100% trong chẩn đoán HCC (AUC = 1.00), vượt trội so với AFP (đặc 

hiệu chỉ 47%) [42]. Các nghiên cứu này khẳng định TXN không chỉ tham gia tiến 

trình ác tính hoá của HCC mà còn có tiềm năng lâm sàng như một chỉ thị sinh học 

mới. Việc bổ sung TXN vào bộ chỉ thị sinh học cùng với AFP và DCP do đó là hợp 

lý, vì TXN có thể nâng cao độ nhạy, độ đặc hiệu chẩn đoán HCC, đặc biệt ở giai đoạn 

sớm hoặc ở những trường hợp mà AFP/DCP đơn lẻ chưa đủ phát hiện. 

Trong nghiên cứu của Jun Li và cộng sự (2015) thực hiện trên một quần thể 

người bệnh ở Trung Quốc, cho thấy TXN trong huyết thanh tăng đáng kể ở bệnh nhân 

mắc HCC so với người khỏe mạnh, bệnh xơ gan và bệnh gan mạn tính, với mức trung 

bình 45.1 ng/ml. Ngưỡng tối ưu để phát hiện TXN là 20.5 ng/ml, với chỉ số AUC là 

0.946 cho nhóm người khỏe mạnh và 0.941 cho nhóm bệnh nhân HCC. Độ nhạy (khả 

năng phát hiện bệnh) và độ đặc hiệu (khả năng xác định người không bị bệnh) lần 

lượt là 84.3% và 91.8%. Đặc biệt, 73.7% bệnh nhân mắc HCC giai đoạn rất sớm có 

kết quả xét nghiệm TXN dương tính, trong khi chỉ 31.6% có kết quả dương tính với 

AFP. Trong nhóm bệnh nhân có kết quả AFP âm tính, 69.2% vẫn có kết quả TXN 

dương tính. Khi kết hợp xét nghiệm TXN và AFP, khả năng chẩn đoán được cải thiện 

rõ rệt, với chỉ số AUC đạt 0.982 cho nhóm người khỏe mạnh và 0.978 cho nhóm bệnh 

nhân HCC, với độ nhạy 88.7% và độ đặc hiệu 92.2%. [47]. Ngoài ra, một nghiên cứu 

năm 2023 của Zenlander và cộng sự đã chỉ ra rằng thioredoxin reductase 1 

(TXNRD1), một thành phần enzym liên quan TXN, cũng có tiềm năng làm dấu ấn bổ 

sung. Khi kết hợp TXNRD1 với AFP và DCP, độ nhạy và độ đặc hiệu trong chẩn 

đoán HCC được cải thiện, với AUC tăng từ 0.844 lên 0.92 [48]. 

Với vai trò quan trọng trong duy trì trạng thái redox của tế bào và sự liên quan 

đến các quá trình sinh học cơ bản như tổng hợp DNA, điều hòa apoptosis và tăng sinh 

tế bào, TXN đã chứng tỏ là một chỉ thị sinh học tiềm năng trong chẩn đoán và theo 

dõi HCC. Đặc biệt, khả năng phát hiện sớm HCC ngay cả khi AFP âm tính, làm tăng 

giá trị lâm sàng của TXN như một chỉ thị sinh học bổ sung cho AFP trong việc chẩn 

đoán và theo dõi ung thư gan. Tuy nhiên, cần có thêm các nghiên cứu lâm sàng rộng 

rãi và dài hạn để xác định vai trò chính thức của TXN trong chẩn đoán và theo dõi 

điều trị HCC.  

1.2.3.4. Ưu điểm của ba chỉ thị sinh học AFP, DCP, TXN trong chẩn đoán HCC 

a) AFP: 

- Nhạy và đặc hiệu: AFP là một trong những chỉ thị sinh học truyền thống, phổ 

biến được ứng dụng rộng rãi trong sàng lọc và theo dõi HCC. Ở ngưỡng ≥ 400 ng/ml, 
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AFP có độ đặc hiệu cao trong chẩn đoán HCC. Tuy nhiên, ở giai đoạn sớm, khoảng 

30 – 40% bệnh nhân mắc HCC có thể không tăng AFP, làm hạn chế hiệu quả phát 

hiện sớm. 

- Dễ thực hiện và chi phí thấp: Phương pháp xét nghiệm AFP thường dễ thực 

hiện, chi phí thấp và phổ biến tại hầu hết cơ sở y tế. 

b) DCP: 

- Tính đặc hiệu cao cho HCC: DCP được coi là đặc hiệu hơn đối với HCC so 

với AFP trong một số trường hợp (bệnh nhân có nồng độ AFP bình thường hoặc ở 

giai đoạn sớm). Phản ánh sự phát triển kích thước và xâm lấn mạch máu của khối u. 

- Tăng độ nhạy và chính xác khi kết hợp với AFP: Kết hợp xét nghiệm đồng 

thời DCP và AFP có thể cung cấp thông tin đa chiều và tăng cường độ chính xác của 

quá trình chẩn đoán, đặc biệt ở những trường hợp HCC giai đoạn sớm. 

- Dự đoán khả năng đáp ứng điều trị: Nồng độ DCP huyết thanh có thể liên 

quan đến dự đoán đáp ứng của bệnh nhân với điều trị, đặc biệt là sau phẫu thuật hoặc 

điều trị bằng thuốc chống ung thư. 

c) TXN: 

- Độc lập với AFP và DCP: TXN là một chỉ thị sinh học độc lập, không phụ 

thuộc vào nồng độ AFP hay DCP, giúp cung cấp thông tin bổ sung và đa chiều cho 

quá trình chẩn đoán, đặc biệt trong trường hợp HCC giai đoạn sớm hoặc AFP âm 

tính. 

- Phản ánh chức năng tế bào: TXN có khả năng phản ánh chức năng tế bào và 

sự biểu hiện của nó có thể liên quan đến sự phát triển của HCC ở giai đoạn sớm. 

- Mối liên quan với tiêu chuẩn kiểm soát ung thư: TXN đã được liên kết với 

quá trình kiểm soát ung thư, đặc biệt là trong việc điều chỉnh sự chết của tế bào 

(apoptosis) và sự đa dạng biểu hiện của ung thư. 

* Lý do kết hợp bộ ba chỉ thị sinh học trong xét nghiệm chẩn đoán HCC: 

- Tăng độ chính xác và tin cậy: Kết hợp sử dụng ba chỉ thị sinh học giúp tăng 

độ nhạy và độ đặc hiệu của quá trình chẩn đoán so với từng chỉ thị sinh học đơn lẻ, 

giảm khả năng bỏ sót ở giai đoạn sớm. 

- Phản ánh đa dạng biểu hiện bệnh: AFP phản ánh tăng sinh tế bào, DCP liên 

quan đến chức năng gan và kích thước khối u, còn TXN phản ánh mức độ stress oxy 

hóa và chức năng tế bào 

- Giảm sai số và tăng tin cậy: Mỗi chỉ thị sinh học có thể đưa ra kết quả khác 

nhau trong một số trường hợp. Kết hợp sử dụng giúp giảm sai số và tăng tính tin cậy. 

- Hỗ trợ tiên lượng và theo dõi điều trị: AFP và DCP có tác dụng đánh giá đáp 

ứng phẫu thuật hoặc điều trị đích; TXN bổ sung thông tin về tiên lượng lâu dài. 
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1.3. KHÁNG THỂ ĐƠN DÒNG VÀ ỨNG DỤNG TRONG CHẨN ĐOÁN UNG 

THƯ  

1.3.1. Khái niệm và một số nghiên cứu kháng thể đơn dòng trong chẩn đoán ung 

thư 

1.3.1.1. Khái niệm 

Kháng thể đơn dòng (monoclonal Antibodies - mAbs) là các phân tử globulin 

miễn dịch được tạo ra trong phòng thí nghiệm có nguồn gốc từ một dòng tế bào 

lympho B duy nhất, được thiết kế để thay thế, tăng cường hoặc mô phỏng khả năng 

tấn công của hệ miễn dịch lên các tế bào ung thư bằng cách liên kết với các kháng 

nguyên trên bề mặt của chúng (Hình 1.8). 

 
Hình 1.8. Kháng thể đơn dòng “khóa” tế bào ung thư [49] 

 

Kháng thể đơn dòng được tạo ra từ một bản sao duy nhất của dòng tế bào lai, 

do đó có tính thuần nhất. Chúng được sản xuất thông qua việc kết hợp giữa tế bào 

lympho B và tế bào myeloma (tế bào ung thư tủy xương), cho phép tế bào lai tiếp tục 

phân chia và tiết ra một loại immunoglobulin duy nhất trong môi trường nuôi cấy tế 

bào [50]. Kháng thể đơn dòng có thể có ái lực đơn trị (monovalent affinity), chỉ liên 

kết với cùng một epitope (phần kháng nguyên được kháng thể nhận biết) [51]. Có thể 

tạo ra các kháng thể đơn dòng liên kết đặc hiệu với kháng nguyên thích hợp; sau đó 

có thể dùng kháng thể đơn dòng này để phát hiện kháng nguyên đó. Khả năng này đã 

trở thành một công cụ hữu dụng trong các nghiên cứu trong hóa sinh, sinh học phân 

tử và y học [50]. 
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Kháng thể đơn dòng hiện nay là một trong những nền tảng cốt lõi của y học 

hiện đại, đã phát triển qua 4 thế hệ:  

+ Thế hệ 1.0 (Hybridoma cổ điển): Sản xuất từ tế bào lympho B chuột; 

đặc hiệu cao nhưng sinh miễn dịch mạnh ở người.  

+ Thế hệ 2.0 (Chimeric và Humanized): Tái tổ hợp vùng biến từ chuột 

với khung người; giảm đáng kể phản ứng miễn dịch.  

+ Thế hệ 3.0 (Fully Human): Kháng thể người hoàn toàn; tối ưu hóa độ 

an toàn và hiệu quả lâm sàng.  

+ Thế hệ 4.0+ (Thiết kế thông minh): Gồm bispecific antibodies, 

antibody-drug conjugates (ADCs), và CAR-mAbs; cho phép gắn đa mục tiêu, 

mang thuốc chính xác hoặc kích hoạt miễn dịch đặc hiệu cao [52]. 

1.3.1.2. Một số nghiên cứu kháng thể đơn dòng trong chẩn đoán ung thư trên thế 

giới và tại Việt Nam 

Kháng thể đơn dòng (mAbs) đã trở thành công cụ quan trọng trong chẩn đoán 

bệnh, đặc biệt trong lĩnh vực ung thư học. Nhờ khả năng nhận diện và gắn kết đặc 

hiệu với các dấu ấn sinh học trên tế bào ung thư, mAbs giúp cải thiện độ chính xác, 

tính đặc hiệu, và độ nhạy trong chẩn đoán so với các phương pháp truyền thống. 

- Kháng thể đơn dòng ứng dụng trong phát hiện dấu ấn sinh học: Dấu ấn sinh 

học đóng vai trò quan trọng trong việc phát hiện và theo dõi ung thư.  

+ HER2/neu: Trong ung thư vú, kháng thể đơn dòng trastuzumab đã 

được sử dụng để xác định mức độ biểu hiện HER2, giúp phân loại bệnh nhân 

và đưa ra phác đồ điều trị phù hợp [53]. 

+ Glypican-3 (GPC3): Một dấu ấn sinh học được biểu hiện đặc biệt trên 

bề mặt tế bào ung thư biểu mô tế bào gan (HCC). Kháng thể đơn dòng đặc 

hiệu với GPC3, như GC33, đã được phát triển để nhận diện và gắn kết với 

GPC3, từ đó hỗ trợ chẩn đoán ung thư gan sớm. Nghiên cứu của Feng và cộng 

sự (2013) [54] chỉ ra rằng GPC3 có tỷ lệ biểu hiện cao (khoảng 77%) ở bệnh 

nhân HCC, làm nổi bật tính ứng dụng kháng thể đơn dòng trong chẩn đoán. 

+ EPCA-2: EPCA-2 với một đặc điểm quan trọng là protein này chỉ 

tăng mạnh ở tế bào ác tính tuyến tiền liệt vì vậy nó đặc trưng cho ung thư tuyến 

tiền liệt. Bằng quy trình gây miễn dịch trên thỏ, nghiên cứu của Đàm Thị Tú 

Anh và cộng sự (2016) [55] đã tạo thành công kháng thể thỏ đặc hiệu với 

EPCA-2, ứng dụng trong chẩn đoán sớm ung thư tiền liệt tuyến và chẩn đoán 

phân biệt với phì đại lành tính tuyến tiền liệt. 

- Ứng dụng trong kỹ thuật miễn dịch học: Các phương pháp miễn dịch sử dụng 

kháng thể đơn dòng giúp tăng cường hiệu quả chẩn đoán. 
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+ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): mAbs được sử 

dụng để phát hiện các dấu ấn sinh học trong mẫu huyết thanh hoặc mô, với độ 

nhạy và độ đặc hiệu cao. Năm 2024, Viện Sinh học (Viện Hàn lâm KH&CN 

VN) thông báo đã chế tạo thành công bộ kit ELISA đo nồng độ kháng nguyên 

ung thư CA125 để chẩn đoán sớm ung thư buồng trứng. Nhóm của TS. Nguyễn 

Thị Xuân đã được cấp bằng độc quyền giải pháp hữu ích cho phương pháp sản 

xuất kit này. Bộ kit sử dụng kháng thể bắt là kháng thể thu được từ huyết thanh 

chuột được gây miễn dịch với kháng nguyên CA125, kết hợp với kháng thể 

đơn dòng kháng CA125 gắn enzyme (HRP) trong xét nghiệm ELISA. Kit nội 

địa có độ chính xác 70–80% trong phát hiện sớm ung thư buồng trứng so với 

tiêu chuẩn vàng (chẩn đoán hình ảnh, giải phẫu bệnh), nhưng giá thành chỉ 

bằng 1/3–1/5 so với kit nhập khẩu [56]. 

+ Immunohistochemistry (IHC): mAbs được sử dụng để nhuộm mô ung 

thư, giúp xác định biểu hiện của các protein đặc hiệu như HER2, PD-L1 hoặc 

GPC3. Kỹ thuật này thường được sử dụng trong bệnh học để chẩn đoán và 

phân loại các loại ung thư [57]  

+ Flow Cytometry: Trong ung thư máu, mAbs được sử dụng để xác 

định các dấu ấn bề mặt tế bào (CD markers) như CD33 (bệnh bạch cầu cấp 

dòng tủy) [58]. Năm 2024, Trung tâm Công nghệ Sinh học TP.HCM công bố 

đã sản xuất thành công bộ kháng thể đơn dòng tái tổ hợp đặc hiệu cho các thụ 

thể CD3ε, CD4 và CD8α trên tế bào lympho T. Nhóm nghiên cứu do TS. 

Nguyễn Thị Thanh Thảo chủ trì đã tổng hợp các gen mã hóa kháng thể kháng 

CD3, CD4, CD8 và đưa vào hệ thống biểu hiện trên dòng tế bào buồng trứng 

chuột (CHO). Kết quả, họ tạo được các dòng CHO-DG44 ổn định sản xuất 

lượng lớn các kháng thể này, tinh sạch đạt độ tinh khiết >90% và gắn thành 

công chất huỳnh quang để dùng trong phân tích tế bào dòng chảy. Khi thử 

nghiệm trên mẫu máu, bộ kháng thể này cho phép định tính, định lượng chính 

xác tỷ lệ tế bào T CD3⁺CD4⁺ và CD3⁺CD8⁺. Đáng chú ý, hiệu quả của các 

kháng thể đơn dòng nội địa được kiểm chứng tại các bệnh viện lớn (Chợ Rẫy, 

Huyết học Truyền máu Cần Thơ) cho thấy tương đương hoặc cao hơn so với 

sản phẩm nhập khẩu [59]. 

- Chẩn đoán hình ảnh nhờ kháng thể đơn dòng: Kháng thể đơn dòng được gắn 

với các chất đánh dấu phóng xạ hoặc huỳnh quang 

+ PET (Positron Emission Tomography): mAbs gắn với đồng vị phóng 

xạ (như Zirconium-89) được tiêm vào cơ thể để phát hiện vị trí và mức độ lan 

rộng của ung thư. Ví dụ, mAbs gắn với GPC3 đã được thử nghiệm trong PET 

để phát hiện di căn gan [60]. 
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+ MRI (Magnetic Resonance Imaging): Các hạt nano từ tính liên kết 

với mAbs có thể được sử dụng để tăng cường hình ảnh trong MRI. Nghiên cứu 

của Fleuren và cộng sự (2014) [61] đã chỉ ra rằng việc sử dụng mAbs kết hợp 

với công nghệ nano giúp cải thiện đáng kể khả năng phát hiện khối u ở giai 

đoạn sớm. 

+ SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography): mAbs 

gắn với đồng vị phóng xạ như Technetium-99m được sử dụng để phát hiện 

ung thư tuyến tiền liệt và ung thư gan với độ chính xác cao [62]. 

  - Một số nghiên cứu đối với mAbs khác trong mô học và phân tử: Mặc dù số 

lượng nghiên cứu nhắm trực tiếp vào chẩn đoán các loại ung thư rắn như HCC, vú, 

đại trực tràng… bằng kháng thể đơn dòng ở Việt Nam còn hạn chế, một số công trình 

đã ghi nhận việc gắn kháng thể đơn dòng với các hạt nano hoặc chất đánh dấu để 

nhắm tới marker như CD133 trên tế bào ung thư di căn, cho thấy hướng mở trong 

nghiên cứu phát triển mAbs ứng dụng chẩn đoán bằng hình ảnh và kỹ thuật phân tử 

tại Việt Nam [63]. 

- Cá nhân hóa chẩn đoán: Kháng thể đơn dòng đang hỗ trợ chẩn đoán cá nhân 

hóa bằng cách xác định các dấu ấn sinh học cụ thể liên quan đến từng bệnh nhân. 

Điều này đặc biệt hữu ích trong ung thư có tính không đồng nhất, nơi mỗi khối u có 

thể biểu hiện các đặc điểm sinh học khác nhau.  

1.3.2. Các phương pháp tạo kháng thể đơn dòng 

1.3.2.1. Phương pháp tạo tế bào lai hybridoma 

Nguyên lý của phương pháp này dựa trên sự kết hợp giữa hai đặc tính: Thứ 

nhất là khả năng phân chia liên tục của tế bào ung thư tủy xương myeloma và thứ hai 

là khả năng sinh ra kháng thể của tế bào lympho B đã được mẫn cảm kháng nguyên. 

Từ đó tạo ra một loại tế bào lai có thể phân bào liên tục trong điều kiện nuôi cấy như 

tế bào ung thư, đồng thời lại có khả năng sản sinh ra kháng thể. 

Phương pháp sản xuất kháng thể đơn dòng này dựa trên việc tạo tế bào lai bằng 

cách xác định các tế bào lympho B đã được hoạt hóa sinh kháng thể đặc hiệu (các tế 

bào này tiết ra kháng thể nhận diện kháng nguyên quan tâm) và hợp nhất chúng với 

các tế bào myeloma [64]. Tế bào lympho B của chuột hoặc thỏ có thể được sử dụng 

để tạo thành tế bào lai hybridoma [65]. Hybridoma được đem nuôi cấy sẽ phân chia 

liên tục, sản sinh ra một lượng lớn kháng thể đặc hiệu cho kháng nguyên đã gây miễn 

dịch và có khả năng tồn tại lâu dài sau nhiều lần phân chia (Hình 1.9).  

Polyethylene glycol (PEG) thường được sử dụng để kích thích sự hợp nhất 

giữa các màng tế bào lympho B của hai dòng tế bào khác nhau, nhằm tạo thành tế bào 

lai. Tuy nhiên, hiệu suất hợp nhất nhờ PEG thường khá thấp. Do đó, để chọn lọc được 
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các tế bào đã thực sự hợp nhất, các nghiên cứu sau này sử dụng môi trường chọn lọc 

HAT trong đó chỉ những tế bào lai mới có khả năng sống sót và phát triển [66]. 

 
Hình 1.9. Phương pháp tạo tế bào lai Hybridoma [67] 

 

Nguyên lý của phương pháp này dựa trên đặc điểm di truyền của tế bào ung 

thư tủy xương (myeloma cells): chúng bị bất hoạt gen mã hóa enzym hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT), một enzym thiết yếu cho con đường 

tái sử dụng purine (purine salvage pathway). Mặc dù không có HGPRT, các tế bào 

này vẫn có thể tồn tại nếu con đường tổng hợp purine de novo còn hoạt động. Tuy 

nhiên, trong môi trường chọn lọc HAT (gồm hypoxanthine, aminopterin, thymidine), 

aminopterin, là một chất ức chế dihydrofolate reductase (DHFR), sẽ chặn con đường 

de novo bằng cách ngăn tổng hợp nucleotide thông qua folate. Khi cả hai con đường 

đều bị khóa, các tế bào không có HGPRT sẽ chết. Ngược lại, nếu một tế bào lympho 

B sinh kháng thể bình thường (có HGPRT) được hợp nhất với tế bào myeloma, tế bào 

lai này sẽ có khả năng tổng hợp acid nucleic qua con đường tái sử dụng purin nhờ 

enzym HGPRT từ tế bào B. Nhờ đó, chỉ các tế bào lai (hybridoma) mới sống sót được 

trong môi trường HAT, tạo điều kiện cho việc chọn lọc dòng sản xuất kháng thể đơn 

dòng. Trong môi trường HAT, các tế bào u tủy không thể tồn tại do thiếu enzym 

HGPRT, khiến chúng không thể tổng hợp nucleotide thông qua con đường salvage 

và do đó không thể nhân lên. Các tế bào lách (splenocytes) nếu không được hợp nhất 

chỉ có khả năng tồn tại trong thời gian hữu hạn và sẽ dần chết đi do không có khả 

năng phân chia vô hạn. Ngược lại, các tế bào hybridoma, được tạo ra từ sự hợp nhất 

giữa tế bào lách và tế bào u tủy, kế thừa khả năng tổng hợp nucleotide thông qua 

HGPRT từ tế bào lách và tính bất tử từ tế bào u tủy, do đó là dòng tế bào duy nhất có 

thể sống sót và tăng sinh lâu dài trong môi trường HAT. Sau giai đoạn chọn lọc, các 

tế bào hybridoma được nhân dòng bằng phương pháp pha loãng giới hạn nhằm thu 

được các dòng đơn dòng có nguồn gốc từ một tế bào mẹ duy nhất. Mỗi dòng 

hybridoma sau đó được kiểm tra khả năng sản xuất kháng thể đặc hiệu bằng các kỹ 
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thuật như ELISA, dot blot miễn dịch hoặc các phương pháp sàng lọc kháng nguyên 

khác. Những dòng tạo ra kháng thể đơn dòng có ái lực cao, tính đặc hiệu tốt và khả 

năng tiết kháng thể ổn định sẽ được lựa chọn để sử dụng trong các thí nghiệm tiếp 

theo [68]. Các dòng hybridoma này có khả năng tăng sinh lâu dài trong các điều kiện 

nuôi cấy tế bào thích hợp. Bên cạnh phương pháp nuôi cấy in vitro, một chiến lược 

được sử dụng rộng rãi nhằm tăng hiệu suất sản xuất kháng thể là nuôi cấy hybridoma 

trong khoang màng bụng chuột. Khi được tiêm vào khoang phúc mạc, các hybridoma 

phát triển thành khối u tiết ra một lượng lớn kháng thể vào dịch báng, cho phép thu 

nhận kháng thể với nồng độ cao trong thời gian ngắn [69]. Song song với đó, để tối 

ưu hóa quá trình chọn lọc và tăng sinh hybridoma ở giai đoạn in vitro trước khi tạo u 

báng, các hệ nuôi cấy thường được hỗ trợ bằng lớp tế bào trung chuyển (feeder layer) 

hoặc các tác nhân kích thích tăng trưởng chuyên biệt như briclone, giúp nâng cao khả 

năng sống sót, ổn định dòng và hiệu quả tiết kháng thể của hybridoma [70]. 

1.3.2.2. Công nghệ tái tổ hợp kháng thể và các công nghệ phát triển kháng thể đơn 

dòng mới 

Công nghệ tái tổ hợp kháng thể (recombinant antibody technology) phát triển 

trên nền tảng hybridoma, cho phép phân lập và nhân bản các gen mã hóa vùng biến 

đổi của kháng thể (VH, VL) để sản xuất kháng thể tái tổ hợp dưới nhiều định dạng 

đa dạng như scFv (single-chain variable fragment), Fab (fragment antigen-binding) 

hoặc kháng thể tái tổ hợp toàn phần. Các đoạn gen này được ghép nối với nhau thông 

qua một đoạn nối (linker) linh hoạt để tạo thành cấu trúc scFv (single-chain variable 

fragment), hoặc được gắn vào khung gen mã hóa chuỗi Fc để tái tạo kháng thể toàn 

phần [71]. Nhờ công nghệ tái tổ hợp, các kháng thể có thể được biểu hiện hiệu quả 

trong nhiều hệ thống: vi khuẩn (E. coli), nấm men (Pichia pastoris), tế bào động vật 

có vú (HEK293, CHO) hoặc thậm chí thực vật, cho phép sản xuất số lượng lớn với 

tính đồng nhất cao. Đặc biệt, việc biểu hiện ở hệ thống tế bào động vật cho phép 

kháng thể tái tổ hợp có glycosyl hóa gần giống kháng thể tự nhiên ở người, đảm bảo 

hoạt tính sinh học và giảm nguy cơ sinh miễn dịch khi sử dụng điều trị [72]. Ưu điểm 

lớn nhất của công nghệ tái tổ hợp kháng thể là khả năng “nhân tính hóa” 

(humanization): vùng framework (khung) của kháng thể chuột được thay thế bằng 

vùng khung của kháng thể người, chỉ giữ lại các vùng CDR (complementarity 

determining region) đặc hiệu kháng nguyên, giúp giảm khả năng kháng thể bị hệ miễn 

dịch người nhận diện là “lạ”, từ đó kéo dài thời gian lưu hành kháng thể trong cơ thể 

và hạn chế phản ứng miễn dịch chống lại kháng thể điều trị [73]. Phương pháp này 

không chỉ giúp cải thiện ái lực, giảm tính sinh miễn dịch ở người, mà còn hỗ trợ sản 

xuất hàng loạt với chất lượng đồng nhất, tránh các hạn chế do hybridoma bị mất dòng 
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hoặc thay đổi đặc tính theo thời gian nuôi cấy. Công nghệ tái tổ hợp hiện đang là xu 

hướng tất yếu để phát triển các kháng thể thế hệ mới, phục vụ chẩn đoán sớm, theo 

dõi tiến triển bệnh, và đặc biệt là điều trị trúng đích ung thư bằng liệu pháp miễn dịch. 

Kháng thể đơn dòng tái tổ hợp: là thành quả của việc sử dụng kỹ thuật tái tổ 

hợp gen kháng thể từ các tế bào lympho B, thường được sàng lọc để có tính đặc hiệu 

cao với một epitope nhất định của kháng nguyên. Các gen mã hóa chuỗi kháng thể 

sau đó được thiết kế và biểu hiện trong hệ thống nuôi cấy, nhằm tạo ra các loại kháng 

thể mong muốn. Hai dạng chính gồm: (1) Kháng thể đơn dòng ghép (Chimeric 

monoclonal antibodies): Mặc dù kháng thể chuột và người có cấu trúc tương đồng, 

sự khác biệt về trình tự vẫn đủ để gây ra phản ứng miễn dịch khi kháng thể chuột 

được tiêm vào người, dẫn đến việc hình thành anti-mouse antibodies (HAMA) và làm 

giảm hiệu quả điều trị [74]. Để khắc phục, các nhà khoa học đã phát triển phương 

pháp "ghép CDR". Trong đó, vùng nhận biết kháng nguyên (CDR) của kháng thể 

chuột được giữ lại, còn phần khung xung quanh được thay thế bằng trình tự gen người. 

Kết quả là kháng thể tạo ra vừa mang tính đặc hiệu cao của chuột, vừa ít gây phản 

ứng miễn dịch ở người [75]. (2) Kháng thể đơn dòng nhân tính hóa (Humanized 

monoclonal antibodies): Mục tiêu xa hơn của nghiên cứu kháng thể là tạo ra kháng 

thể gần như hoàn toàn mang đặc tính của người, nhằm giảm tối đa nguy cơ miễn dịch 

và tăng tính tương thích sinh học. Theo tiêu chuẩn của WHO, một kháng thể được 

coi là “nhân tính hóa” nếu có mức độ tương đồng ≥85% với chuỗi kháng thể người 

dòng mầm, dựa trên hệ thống cơ sở dữ liệu IMGT [76].  

Các công nghệ kháng thể đơn dòng mới: Bên cạnh kỹ thuật tế bào lai truyền 

thống, nhiều công nghệ mới đã được phát triển để tạo ra kháng thể đơn dòng, với độ 

chính xác và ứng dụng rộng rãi hơn. Một số kỹ thuật bao gồm: (1) Phage display: 

không sử dụng động vật mà sử dụng vi khuẩn và virus để biểu hiện các vùng biến đổi 

của kháng thể trên bề mặt phage, cho phép sàng lọc kháng thể đặc hiệu cao trong thời 

gian ngắn và có thể tạo thư viện kháng thể lớn [77]; (2) Nuôi cấy tế bào lympho B 

đơn lẻ: cho phép phân lập từng tế bào sản xuất kháng thể trong điều kiện in vitro [78]; 

(3) Khuếch đại tế bào đơn từ nhiều nguồn tế bào lympho B khác nhau: giúp tiếp cận 

đa dạng miễn dịch rộng hơn; (4) Phân tích từng tế bào plasma riêng biệt (single-cell 

plasma cell interrogation): cho phép truy nguyên và khai thác các tế bào tiết kháng 

thể hiệu quả trong các mẫu mô hoặc máu [79]. Khác với phương pháp hybridoma vốn 

dựa vào hợp nhất tế bào, các công nghệ hiện đại ứng dụng kỹ thuật sinh học phân tử, 

đặc biệt là PCR và công nghệ DNA tái tổ hợp, để tách và nhân bản gen kháng thể 

(chuỗi nặng và chuỗi nhẹ) từ tế bào B, sau đó đưa chúng vào các hệ thống biểu hiện 

như vi khuẩn, tế bào động vật có vú, hoặc các dòng tế bào chuyên biệt khác. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu của mục tiêu tạo kháng nguyên tái tổ hợp ba chỉ thị 

sinh học AFP, DCP, và TXN 

Trình tự 3 protein là: Alpha fetoprotein [80], Des-gamma-carboxy 

prothrombin [81] và Thioredoxin [82] được sử dụng để dự đoán epitope được tham 

khảo trên NCBI. (Định dạng FASTA được trình bày trong Phụ lục 2) 

2.1.2. Đối tượng nghiên cứu của mục tiêu tạo kháng thể đơn dòng từ các kháng 

nguyên tái tổ hợp đã được tạo thành 

- Kháng nguyên (protein tái tổ hợp của AFP, DCP, TXN) đã được tinh sạch 

được sử dụng để gây miễn dịch cho động vật thí nghiệm. 

- Chuột cái thuần chủng BALB/c 5 tuần tuổi, khoẻ mạnh được chọn để gây 

miễn dịch. 

2.1.3. Đối tượng nghiên cứu cho mục tiêu bước đầu ứng dụng các kháng thể đơn 

dòng tạo thành để phát hiện ung thư biểu mô tế bào gan 

- Mẫu máu của 47 bệnh nhân đã được các bác sĩ tại Khoa A3B (Nội Gan, Mật, 

Tụy) - Bệnh viện Trung Ương Quân đội 108 chẩn đoán xác định HCC theo tiêu chuẩn 

được khuyến cáo của AASLD/EASL và được phân các giai đoạn (giai đoạn sớm, giai 

đoạn trung gian, tiến triển và cuối) theo hệ thống BCLC, không di căn, chưa phẫu 

thuật và/hoặc chưa điều trị bằng các thuốc chống ung thư, không có bệnh lý ung thư 

tại cơ quan khác, được thu thập từ tháng 6 năm 2023 đến tháng 6 năm 2024. 

- Mẫu máu của 15 người không có bệnh lí của gan, không bị các bệnh ung thư 

khác và 10 người có các bệnh lý về gan (như nhiễm HBV, HCV, xơ gan) nhưng không 

mắc HCC, được thu thập tại Bệnh viện Trung Ương Quân đội 108 từ tháng 6 năm 

2023 đến tháng 6 năm 2024. 

Quá trình thu thập mẫu nghiên cứu được sự phê duyệt của Hội đồng Đạo đức 

Viện nghiên cứu hệ gen số 06-2020/NCHG-HĐĐĐ, ngày 12 tháng 10 năm 2020. 

(Phụ lục 3)  

2.2. HÓA CHẤT VÀ TRANG THIẾT BỊ NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Hóa chất và sinh phẩm nghiên cứu 

- Trình tự gen AFP, DCP, TXN suy diễn được cung cấp bởi Công ty Cổ phần 

Phù Sa Genomics (https://phusagenomics.com/). 

- Kháng thể: Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody-HRP (Thermo 

Fisher, Mỹ); Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh); Anti-
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Human PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301) (MyBioSource; Canada); 

Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, Mỹ). (Phụ lục 4) 

- Enzyme: NdeI, XhoI, T4 DNA ligase (NEB Biolabs, Anh) 

- Marker ladder: M1: GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder – Thang DNA chuẩn 

GeneRuler 1 Kb Plus; M2: GeneRuler 100 bp DNA Ladder - Thang DNA chuẩn 

GeneRuler 100 bp; M3: PageRuler™ Prestained Protein Ladder – Thang chuẩn 

Protein đã nhuộm (Thermo Fisher, Mỹ) (Phụ lục 4). 

- Các bộ kit: PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, Mỹ); PCR 

Master Mix (2X), GeneJET PCR Purification Kit, HisPur™ Ni-NTA Spin Columns 

Kit, NAb™ Protein A/G Spin Columns Kit (Thermo Fisher, Mỹ) (Phụ lục 4) 

- Vi khuẩn Escherichia coli: chủng BL21 (DE3) (Thermo Fisher, Mỹ) 

- Tế bào Myeloma Sp2/0 Cell line: SP2/0-Ag14. Mã NSO: ATCC CRL-1581 

(Thermo Fisher, Mỹ) 

- Màng Nitrocellulose Membranes, 0.45 μm (Thermo Fisher, Mỹ) 

- Vector: vector tách dòng pJET1.2 mang gen mục tiêu (được cung cấp bởi 

công ty Phù Sa); vector biểu hiện pET22b+ (Invitrogen, Mỹ) 

- 1-Step™ TMB ELISA Substrate Solutions; 1-Step™ Ultra TMB-Blotting 

Solution (Thermo Fisher, Mỹ) (Phụ lục 4) 

- Tá chất Freund’s Complete Adjuvant (FCA) và Freund’s Incomplete 

Adjuvant (FIA) (Sigma, Mỹ) 

- Hóa chất điện di DNA và protein: agarose; acrylamide; glycerol; ethidium 

bromide; comassie blue; APS; SDS; Tris-HCl; TEMED (Sigma, Mỹ) 

- Kháng sinh: Ampicillin (Merck; Mỹ); Gentamycin; Penicillin (Sigma, Mỹ) 

- Chất cảm ứng: IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) (Sigma, Mỹ) 

- Môi trường: LB lỏng, LB đặc (Phụ lục 4) được khử trùng ở 121oC, 1 atm 

trong 30 phút; Môi trường DMEM, HAT, RPMI-1640 (Thermo Fisher, Mỹ) 

2.2.2. Trang thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

- Kính hiển vi soi ngược (Kern, Đức) 

- Tủ cấy an toàn sinh học; Tủ ấm nuôi cấy tế bào (Esco, Singapore) 

- Bể ổn nhiệt (Memmert, Đức) 

- Máy đo quang phổ UV-VIS; Máy ly tâm; Máy lắc tốc độ cao vortex; Máy ly 

tâm nhanh spindown; Máy PCR (Eppendorf - Đức) 

- Bộ điện di nằm ngang trên gel agarose; Bộ điện di đứng SDS-PAGE; Bộ 

chuyển màng (Cleaver Scientific – Anh) 

- Máy soi gel (UVP, Mỹ) 
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- Máy đọc ELISA (Awareness, Mỹ) 

- Máy giải trình tự DNA tự động ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher, Mỹ) 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Nghiên cứu được thực hiện theo trình tự như sau: 

(I) Nghiên cứu in silico  

- Dự đoán epitope liên tục và epitope 

không liên tục. 

  

Chọn ra các đoạn peptide 

giàu epitope để tái tổ hợp. 
- Đánh giá tính kháng nguyên và các đặc 

tính vật lý của các đoạn peptide lựa chọn. 

- Thiết kế và tối ưu hóa trình tự nucleotide. 

(II) Tạo dòng và biểu hiện kháng nguyên tái tổ hợp 

- Tạo vector biểu hiện tái tổ hợp.  

- Biến nạp vector biểu hiện vào tế bào E. coli. 

- Tối ưu các điều kiện biểu hiện và tinh sạch kháng nguyên tái tổ hợp. 

- Kiểm tra protein tái tổ hợp 

 (III) Tạo kháng thể đơn dòng 

- Gây miễn dịch 

- Tạo tế bào lai hybridoma 

- Sàng lọc tế bào lai 

- Tách dòng tế bào sinh kháng thể 

- Nhân giống và bảo quản 

(IV) Kiểm tra phản ứng miễn dịch giữa AFP/DCP/TXN trong huyết thanh các 

nhóm nghiên cứu với kháng thể đơn dòng tạo được. 

- Thu thập mẫu theo tiêu chuẩn nghiên cứu. 

- Thực hiện ELISA gián tiếp kiểm tra. 

- So sánh kết quả với chẩn đoán theo bệnh án và so sánh với các kháng thể 

thương mại tương ứng.  

2.3.1. Nghiên cứu in silico nhằm tìm kiếm các đoạn gen giàu eptiope 

Nghiên cứu được tiến hành bằng phương pháp tin sinh (in silico) để xác định 

các đoạn peptide chứa nhiều epitope kháng nguyên từ ba protein chỉ thị sinh học AFP, 

DCP, TXN. Trình tự các protein AFP, DCP, TXN được tham chiếu từ cơ sở dữ liệu 

NCBI làm đầu vào cho các bước phân tích tiếp theo. 

Các bước phân tích chính và công cụ sử dụng bao gồm:  
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 (1) Dự đoán epitope liên tục và epitope không liên tục: Sử dụng BepiPred 2.0 

để dự đoán các epitope B tế bào liên tục trên trình tự protein. Để đảm bảo các epitope 

có khả năng kích thích phản ứng miễn dịch mạnh, các phân đoạn peptide được chọn 

phải có điểm BepiPred ≥ 0.5, ngưỡng này cho thấy sự tương quan tốt với khả năng 

nhận diện kháng thể. Các peptide có điểm thấp hơn 0.5 thường không được xem là 

đủ khả năng gây đáp ứng miễn dịch mạnh [83]. 

Dựa trên cấu trúc 3D của protein (thực nghiệm hoặc mô hình), sử dụng 

Discotope 2.0 để dự đoán các epitope không liên tục. Để đảm bảo tính đặc hiệu và độ 

tin cậy của các peptide giàu epitope. Các phân đoạn peptide cần phải có điểm 

DiscoTope ≥ - 3.7, ngưỡng này được chọn theo các tiêu chuẩn xác định từ nghiên cứu 

về tính đặc hiệu của các epitope trong các bệnh lý khác nhau, bao gồm cả HCC [84]. 

(2) Đánh giá tính kháng nguyên và các đặc tính lý hóa của peptide: Sử dụng 

VaxiJen, AntigenPro [85] để đánh giá khả năng kích hoạt đáp ứng miễn dịch (tính 

kháng nguyên) của các epitope được chọn. Sử dụng ExPASy [86] để tính toán các chỉ 

số vật lý của peptide như trọng lượng phân tử, điểm đẳng điện (pI), hệ số ổn định, 

nồng độ tan lý thuyết,… 

(3) Thiết kế và tối ưu hóa trình tự nucleotide: Chuyển đổi trình tự axit amin 

của peptide chọn lọc thành trình tự nucleotide bằng phần mềm MEGA X [87]. Các 

trình tự nucleotide được thêm 2 điểm cắt giới hạn ở đầu và cuối trình tự là NdeI và 

XhoI. 

2.3.2. Phương pháp tạo kháng nguyên tái tổ hợp 

Phương pháp tạo kháng nguyên tái tổ hợp được tiến hành như sơ đồ sau:  

 

 

     

 

 

  

 

 

     

     

 

 

     

 

Tạo vector biểu hiện tái tổ hợp mang gen 

Biến nạp vector tái tổ hợp mang gen vào E. coli BL21 

Tối ưu các điều kiện biểu hiện và tinh sạch kháng nguyên tái tổ hợp 

Kiểm tra protein tái tổ hợp bằng Western blot 

Đo nồng độ protein tái tổ hợp bằng phương pháp Bradford 



38 
 

* Bước 1: Tạo vector biểu hiện tái tổ hợp mang gen 

 Phương pháp cắt DNA bằng enzym cắt giới hạn 

Các đoạn gen mục tiêu, sau khi được chọn lọc và thiết kế. Các trình tự gen suy 

diễn được gửi cho Công ty Cổ phần Phù Sa Genomics, Việt Nam; sản phẩm nhận lại 

được giữ ở dạng plasmid là vector tách dòng pJET1.2 (Thermo Fisher, Mỹ). Plasmid 

được vận chuyển trong đá khô và được bảo quản dài hạn ở -80°C tại phòng Hệ Gen 

học Vi sinh – Viện Sinh học – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam trước 

khi tiến hành cắt các gen mục tiêu ra khỏi vector tách dòng. 

Bảng 2.1. Thành phần hỗn hợp phản ứng cắt enzyme 

Thành phần phản ứng Thể tích 

Buffer 10X 2 l 

pJET1.2 mang gen mục tiêu 5 l 

NdeI 0.5 l 

XhoI 0.5 l 

Nước khử ion vô trùng 12 l 

Tổng thể tích 20 l 

 

Cho các thành phần phản ứng vào ống Eppendorf 1.5ml. Trộn nhẹ nhàng hỗn 

hợp bằng pipet và ly tâm nhanh trong 5 – 10 giây. Ủ hỗn hợp phản ứng ở 37oC trong 

4 giờ. Thu được mẫu hỗn hợp. 

 Điện di trên gel agarose 

Điện di bản gel trong bể chứa sẵn TAE 1X pha từ TAE 50X (Phụ lục 4). Tra 

1l mẫu hỗn hợp với 1l nhuộm (1:1). Chạy điện di ở hiệu điện thế 100V trong 45 

phút. Nhuộm bản gel bằng ethidium bromide 2 µg/ml trong khoảng 5- 7 phút. Chụp 

ảnh dưới ánh sáng tử ngoại có bước sóng λ= 360 nm. 

 Thu DNA từ gel agarose 

Sử dụng bộ kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, Mỹ). 

 Ghép gen mục tiêu vào vector biểu hiện pET22b+ 

Nguyên tắc: Vector biểu hiện pET22b+ được sử dụng để biểu hiện các protein 

tái tổ hợp AFP, DCP và TXN nhằm làm kháng nguyên. Vector thuộc hệ pET với 

promoter T7, cho phép biểu hiện protein hiệu quả trong E. coli BL21(DE3), đáp ứng 

yêu cầu thu nhận lượng protein đủ lớn cho các thí nghiệm tiếp theo. pET22b+ mang 

His-tag ở đầu C, thuận lợi cho tinh sạch protein bằng sắc ký ái lực Ni-NTA. Hệ biểu 

hiện E. coli kết hợp với pET22b+ phù hợp với mục tiêu tạo kháng nguyên tái tổ hợp 

trong nghiên cứu. 

Enzym T4 DNA ligase có khả năng xúc tác quá trình hình thành liên kết giữa 

nhóm 5'-phosphat và nhóm 3'-OH tự do, giúp gắn kết hai phân tử DNA có đầu dính 

bổ sung với nhau, tạo thành DNA tái tổ hợp. 
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Tiến hành: Chuẩn bị hỗn hợp phản ứng như Bảng 2.2. Trộn nhẹ nhàng tất cả 

hỗn hợp bằng pipet, ly tâm nhanh để hỗn hợp lắng xuống đáy ống nghiệm. Hỗn hợp 

phản ứng được ủ ở 22°C trong 5 giờ. 

Bảng 2.2. Thành phần hỗn hợp phản ứng gắn gen mục tiêu 

vào vector biểu hiện pET22b+ 

Thành phần phản ứng Thể tích 

T4 ligase buffer 10X 1 l 

Vector pET22b+ đã mở vòng 1 l 

Đoạn gen cần chèn 5 l 

T4 DNA ligase 1 l 

Nước khử ion vô trùng 2 l 

Tổng thể tích 10 l 

 

* Bước 2: Biến nạp vector tái tổ hợp mang gen vào E. coli BL21 

Nguyên tắc: Phương pháp biến nạp bằng sốc nhiệt là kỹ thuật phổ biến để đưa 

plasmid tái tổ hợp vào vi khuẩn E. coli BL21. Nguyên tắc dựa trên việc làm thay đổi 

tính thấm của màng tế bào trong điều kiện sốc nhiệt, tạo điều kiện cho DNA plasmid 

xâm nhập vào vi khuẩn. 

Tiến hành: Lấy 100µl tế bào khả biến E. coli BL21 được rã đông nhẹ nhàng 

trên đá lạnh trong 30 phút để duy trì tính nguyên vẹn của màng tế bào. Sau đó, thêm 

5µl plasmid là vector pET22b+ đã mang gen (khoảng 100 ng DNA) được thêm vào 

tế bào và trộn nhẹ nhàng mà không lắc tốc độ cao để tránh làm hỏng tế bào. Hỗn hợp 

này tiếp tục được ủ trên đá lạnh thêm 30 phút để DNA tiếp xúc với màng tế bào trước 

khi thực hiện sốc nhiệt. Giai đoạn sốc nhiệt diễn ra bằng cách chuyển ống chứa tế bào 

vào máy Block nhiệt ở 42°C trong 90 giây. Quá trình này làm thay đổi tính thấm của 

màng tế bào, tạo điều kiện cho DNA plasmid xâm nhập. Ngay sau sốc nhiệt, ống được 

đặt trở lại đá lạnh trong 2 phút để giúp tế bào phục hồi.  

Tiếp theo, bổ sung 900 µl môi trường LB không kháng sinh, ủ ở 37°C trong 

60 phút với lắc nhẹ 200 vòng/phút để tế bào hồi phục và biểu hiện kháng ampicillin. 

Sau khi phục hồi, tế bào được cấy bằng que cấy vô trùng lên đĩa LB-agar có chứa 

kháng sinh ampicillin ở nồng độ 100 µg/ml. Đĩa được ủ lộn ngược ở 37°C trong 

khoảng 12 – 16 giờ để khuẩn lạc phát triển. Các khuẩn lạc mọc trên đĩa sẽ được kiểm 

tra biến nạp thành công bằng PCR plasmid. 

Để chuẩn bị PCR, dịch nuôi tế bào được thu cặn, xử lý theo phương pháp ly 

giải kiềm bằng Sol I, Sol II, Sol III (Phụ lục 4), ly tâm 12000 vòng/phút trong 10 phút 

để loại tạp chất. Mẫu tiếp tục được xử lý với RNase (37°C, 5 giờ) để loại RNA, trộn 

với hỗn hợp Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1), ly tâm và thu dịch trên. 
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DNA plasmid được kết tủa bằng sodium acetate 3M (1:10) và ethanol tuyệt đối, ủ 

20°C trong 3 giờ, ly tâm, rửa bằng ethanol 70%, sau đó hòa tan trong nước khử ion 2 

lần. Sản phẩm DNA thu được được kiểm tra bằng PCR sử dụng mồi đặc hiệu được 

thiết kế qua phần mềm Primer3 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Bảng 2.3) với 

bộ kit PCR Master Mix (2X, Invitrogen, Mỹ) theo hướng dẫn nhà sản xuất để đánh 

giá sơ bộ sự hiện diện của đoạn gen biến nạp. 

Bảng 2.3. Trình tự mồi và chu trình chạy PCR 

Mồi Trình tự GC % 

AFP-F CATATGAATGATGAAAAACCCGAGG 36% 

AFP-R CTCGAGGTAGTACTCACCCAG 57% 

DCP-F CATATGGGGGATTTTGGATATTGTGA 46% 

DCP-R CTCGAGATCGATATAGGACTCCAG 50% 

TXN-F CATATGATAGAGTCAAAAACAGCATTTCAAG 41.9% 

TXN-R CTCGAGCGCCTCCAGCTTTT 65% 

 

Chu trình chạy PCR kiểm tra mồi đặc hiệu với các gen mục tiêu 

 

Plasmid của các khuẩn lạc đạt tiêu chuẩn sẽ được gửi giải trình tự Sanger tại 

1st BASE (Singapore) sau khi được tinh sạch bằng GeneJET PCR Purification Kit 

(Thermo Fisher, Mỹ) theo hướng dẫn nhà sản xuất. Trình tự mồi T7 promoter thương 

mại là mồi xuôi 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' và mồi ngược 5'-

GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' được cung cấp bởi 1st BASE (Singapore). Trình 

tự DNA trả về dưới dạng file FASTA và được phân tích bằng phần mềm BioEdit 7.2 

để kiểm tra và căn chỉnh sinh học. 

* Bước 3: Tối ưu các điều kiện biểu hiện và tinh sạch kháng nguyên tái tổ hợp 

(1) Tối ưu các điều kiện biểu hiện protein tái tổ hợp trong hệ thống tế bào E. 

coli BL21: Chủng tái tổ hợp được nuôi trong môi trường LB lỏng có bổ sung kháng 

sinh ampicillin 100 μg/ml ở 37oC, lắc 200 vòng/ phút qua đêm. Sau đó chuyển 2% 

dịch tế bào nuôi cấy qua đêm vào môi trường LB lỏng mới, tiếp tục nuôi lắc ở điều 

kiện 37oC, 200 vòng/phút đến khi OD600nm đạt 0.5 - 0.8.  

Khảo sát ở các nồng độ chất cảm ứng IPTG lần lượt là: 0.05mM; 0.1mM; 

0.2mM; 0.4mM; Thời gian nuôi biểu hiện lần lượt là: 9 giờ, 12 giờ, 15 giờ, 18 giờ; 

Nhiệt độ nuôi biểu hiện lần lượt là: 25oC, 30oC, 33oC, 37oC khác nhau để đánh giá 

mức độ biểu hiện protein tái tổ hợp.  
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Tế bào E. coli được ly giải bằng máy siêu âm Sonicator để tách protein nội 

bào. Dịch nuôi tế bào được thu nhận và ly tâm ở 4000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC 

để thu pellet. Phần dịch nổi được loại bỏ, tế bào được hoàn nguyên trong Lysis Buffer 

giúp ổn định protein và giảm tương tác không đặc hiệu trong quá trình chiết. Tiếp 

theo, mẫu được đặt trong nước đá và xử lý bằng máy siêu âm với chu kỳ on 10 giây/ 

off 20 giây trong tổng thời gian 3 phút. Trong quá trình sonicate đảm bảo nhiệt độ 

luôn được duy trì thấp để protein không bị biến tính. Sau khi phá tế bào xong, dịch 

được ly tâm ở 12000 vòng/phút trong 20 phút ở 4oC. Dịch nổi thu được sau ly tâm 

chính là phần chiết chứa protein hòa tan, cặn pellet sẽ được loại bỏ. Sau đó kiểm tra 

các phần dịch nổi này trên gel polyacrylamide (Bảng 2.4).  

Bảng 2.4. Thành phần của gel polyacrylamide 

Thành phần Gel tách 14% (μl) Gel cô 5% (μl) 

Nước 1300 680 

Acrylamid 30% 2340 170 

Tris-HCl 1.5M;  pH = 8.8 1250 0 

Tris-HCl 0.5M; pH = 6.8 0 130 

SDS 10% 50 10 

APS 10% 25 10 

TEMED 5 1 

Tổng 5000 1000 

 

Bản gel được đổ hai lớp, lớp dưới là lớp gel tách được đổ cách mặt trên 1.5cm, 

để gel đông khoảng 30 phút, gắn lược rồi đổ tiếp lớp gel cô ở trên, để 15 - 30 phút 

cho gel đông hoàn toàn và ổn định. Bản điện di được lắp vào hệ thống điện di và chạy 

với 90V, 20 phút cho lớp gel cô và 110V, 120 phút cho lớp gel tách. Sau điện di, bản 

gel được tách khỏi phiến kính rồi nhuộm bằng Comassie Brilliant Blue R-250 trong 

45 phút, sau đó bản gel được tẩy màu bằng dung dịch rửa nhuộm có chứa 

methanol/acid acetic. 

(2) Tinh sạch: Protein tái tổ hợp được tinh sạch bằng hệ thống cột resin gắn 

nickel chuyên dùng cho các protein tái tổ hợp chứa các gốc histidine. Cột resin-nickel 

có ái lực cao với các protein chứa gốc 6xHistidine.  

Nguyên tắc: Hoạt động của thẻ 6xHistidine (6xHis tag) với resin niken dựa 

trên sự phối trí giữa các nhóm imidazole của histidine và ion Ni²⁺. Khi protein gắn 

6xHis được đưa qua cột chứa Ni²⁺, các nhóm histidine sẽ liên kết với ion kim loại 

này, giúp giữ protein lại trên cột. Protein không đặc hiệu sẽ bị rửa trôi, còn protein 

đích được tách ra bằng dung dịch imidazole nồng độ cao. Phương pháp này được sử 

dụng rộng rãi để tinh sạch protein tái tổ hợp nhờ hiệu quả và độ chọn lọc cao [88].  
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Tiến hành: Trước tiên, chuẩn bị cột (có trong bộ kit Bộ kit HisPur™ Ni-NTA 

Spin Columns) bằng cách tháo nắp dưới của cột. Sau đó, đặt cột resin 3ml vào ống 

vào ống ly tâm 50ml và ly tâm ở 700 vòng/phút trong 2 phút để loại bỏ dung dịch bảo 

quản. Tiếp theo, tiến hành cân bằng cột bằng cách thêm 6 ml Equylibration Buffer 

vào cột và để dung dịch thấm hoàn toàn vào resin. Sau đó, ly tâm ở 700 vòng/phút 

trong 2 phút để loại bỏ dung dịch thừa. Thêm 6ml dịch nuôi tế bào biến nạp đã 

sonicate phá tế bào và ly tâm bỏ cặn lên cột. Trộn đều bằng cách đảo ngược nhẹ nhàng 

dịch nuôi với Equylibration Buffer. Để tăng hiệu suất liên kết, ủ hỗn hợp trong 2 giờ 

ở nhiệt độ phòng. Cách 15 phút đảo cột 1 lần.  

Sau khi tải mẫu, tiến hành rửa cột bằng cách tháo nắp dưới và đặt cột vào ống 

ly tâm mới, sau đó ly tâm ở 700 vòng/phút trong 2 phút để thu dịch chảy qua. Resin 

được rửa bằng cách thêm 6ml dung dịch rửa, tiếp tục ly tâm để thu dịch rửa. Lặp lại 

bước này tổng cộng 3 lần để loại bỏ các tạp chất không liên kết với resin. Cuối cùng, 

thực hiện rửa giải protein tái tổ hợp bằng cách thêm 3 ml Elution Buffer vào cột, ly 

tâm ở 700 vòng/phút trong 2 phút để thu dịch chứa protein tái tổ hợp tinh sạch. Lặp 

lại bước này 3 lần nữa, thu các phân đoạn rửa giải riêng biệt để đảm bảo thu được 

lượng protein tái tổ hợp tối đa.  

Hiệu suất tinh sạch và độ tinh khiết của protein tái tổ hợp được đánh giá dựa 

trên phân tích định lượng kết quả SDS-PAGE sau sắc ký ái lực Ni-NTA. Mẫu protein 

trước tinh sạch (lysate thô), sau tinh sạch (các phân đoạn rửa giải), và mẫu chuẩn 

(marker) được chạy đồng thời trên gel polyacrylamide 12% để so sánh [89]. Ảnh gel 

được chụp và phân tích bằng phần mềm ImageJ (NIH, Hoa Kỳ). Hai chỉ số chính 

được xác định: 

Hiệu suất thu hồi (%): Được tính bằng tỷ lệ mật độ vạch protein mục tiêu 

trong phân đoạn rửa giải so với mật độ vạch tương ứng trong lysate thô: 

 
I là mật độ vạch protein mục tiêu do phần mềm xác định. 

Độ tinh khiết (%): Được tính bằng tỷ lệ mật độ vạch protein mục tiêu so với 

tổng mật độ của tất cả các vạch có trong mẫu sau tinh sạch: 

 
I là mật độ vạch protein mục tiêu do phần mềm xác định. 

* Bước 4: Kiểm tra protein tái tổ hợp bằng Western blot 

(1) Chuyển màng: Sau khi điện di SDS-page, bản gel polyacrylamide được ủ 

lắc trong dung dịch đệm chuyển màng 1X transfer buffer 20 phút nhằm loại bỏ SDS 

còn lại trong gel. Màng nitrocellulose và miếng bọt biển (fiber pab) được làm ẩm 
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trong 1X transfer buffer trước khi sửa tiến hành chuyển màng. Tạo miếng Sandwich 

theo thứ tự chuyển màng như sau: Anode-cực dương (màu đỏ)/miếng bột biển/màng 

nitrocellulose/bản gel điện di SDS-PAGE chứa protein đích/miếng bọt biển/Cathode-

cực âm (màu đen). Đặt buồng chuyển màng vào một thùng đá lạnh đầy. Nhanh chóng 

đặt miếng “Sandwich” vào buồng chuyển màng, bổ sung đầy dung dịch đệm 1X 

transfer buffer vào bể và chạy ở 400 mA trong 2 giờ, cường độ dòng điện không đổi. 

(2) Khoá màng: Khóa màng bằng dung dịch Blocking Buffer trong 1 giờ ở 

37℃ lắc nhẹ nhàng. Loại bỏ dung dịch blocking màng và rửa màng bằng dung dịch 

đệm rửa TBST 3 lần, mỗi lần 15 phút, lắc nhẹ nhàng qua lại. 

(3) Ủ kháng thể sơ cấp đặc hiệu với kháng nguyên: Các kháng thể sơ cấp đươc 

sự dụng là Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh); Anti-Human 

PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301) (MyBioSource; Canada); 

Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, Mỹ) tương đương với 

các kháng nguyên tái tổ hợp AFP, DCP và TXN. Màng nitrocellulose được cho vào 

hỗn hợp 10 ml TBS + 100µl kháng thể sơ cấp (đã pha loãng 1:100 so với kháng thể 

gốc) có bổ sung 5% BSA. Ủ màng với kháng thể đơn dòng sơ cấp ở nhiệt độ phòng 

trong 3 giờ. Rửa màng bằng TBST 1X ba lần, mỗi lần 15 phút lắc nhẹ nhàng qua lại. 

(4) Ủ kháng thể thứ cấp cộng hợp HRP (Horseradish peroxidase): Pha 10 ml 

dung dịch TBS + 100µl kháng thể thứ cấp (đã pha loãng 1:100 so với kháng thể gốc) 

có bổ sung 5% BSA. Ủ màng với dung dịch kháng thể thứ cấp trong 3 giờ ở nhiệt độ 

phòng. Rửa màng bằng TBST 1X ba lần, mỗi lần 15 phút lắc nhẹ nhàng qua lại. 

(5) Phát hiện: Sử dụng cơ chất phát màu 1-Step™ Ultra TMB-Blotting 

Solution. Đổ dung dịch chất phát màu ngập màng, để trong tối, đợi 30 phút. Rửa lại 

màng bằng PBS 1X, quan sát màu sắc trên màng và phân tích kết quả. 

* Bước 5: Đo nồng độ protein tái tổ hợp bằng phương pháp Bradford 

Cơ sở của phương pháp là dựa vào sự thay đổi bước sóng hấp thụ cực đại của 

thuốc nhuộm Comassie Brilliant Blue G-250 khi liên kết với protein. Khi gắn kết với 

protein, thuốc nhuộm chuyển từ dạng nâu đỏ (hấp thụ cực đại tại 465 nm) sang màu 

xanh lam (hấp thụ cực đại tại 595 nm). Độ hấp thụ quang (OD) tại 595 nm phản ánh 

hàm lượng protein có trong mẫu.  

Để xác định hàm lượng protein, đầu tiên xây dựng đường chuẩn bằng protein 

chuẩn Bovine Serum Albumin (BSA) trong dải nồng độ từ 0 đến 0.8 mg/ml, phù hợp 

với nồng độ dự kiến của các mẫu tinh sạch sau này. Mỗi phản ứng gồm: 100 µl dung 

dịch BSA chuẩn ở các mức: 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.6; 0.8 mg/ml; 5 ml dung dịch thuốc 

nhuộm Bradford (hòa tan 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 trong 50 ml 

ethanol 95%, thêm 100 ml phosphoric acid 85%, định mức đến 1 lít bằng nước cất). 

Hỗn hợp được ủ ở nhiệt độ phòng trong 5 phút, lắc đều mỗi phút, sau đó đo mật độ 



44 
 

quang học (OD) tại bước sóng 595 nm bằng máy quang phổ UV-VIS (Eppendorf – 

Đức). Các giá trị để xây dựng đường chuẩn Bradford được mô tả như Bảng 2.5: 

Bảng 2.5. Xây dựng đường chuẩn phát hiện màu Bradford 

BSA 

(0.1mg/ml)(μl) 

BSA 

(mg/ml) 

H2O 

(μl) 

Bradford 

(μl) 

OD595nm 

0 0 1000 5000 0.036 

100 0.1 900 5000 0.36 

200 0.2 800 5000 0.64 

300 0.3 700 5000 0.95 

400 0.4 600 5000 1.24 

600 0.6 400 5000 1.88 

800 0.8 200 5000 2.46 

 

 Các mẫu protein tinh sạch (AFP, DCP, TXN) được pha loãng thích hợp để đưa 

giá trị OD vào khoảng tuyến tính của đường chuẩn. Đường chuẩn có hệ số tương quan 

R2 > 0.99, cho phép tính toán nồng độ protein bằng phương trình tuyến tính: y = ax 

+ b trong đó: x là nồng độ protein (mg/ml); y là OD của dung dịch hỗn hợp trong ống 

nghiệm được đo ở bước sóng 595 nm bằng máy đo quang phổ UV-VIS. a là hệ số 

góc (slope), thể hiện mức tăng OD khi nồng độ protein tăng 1 mg/ml. b là hệ số chặn 

(intercept), phản ánh OD nền khi không có protein (x = 0). 

2.3.3. Phương pháp tạo kháng thể đơn dòng 

 Các bước nghiên cứu tạo kháng thể đơn dòng được tiến hành theo sơ đồ tổng 

quát như sau: 

 

     

 

 

  

 

 

     

     

 

 

     

 

 

Gây miễn dịch trên động vật 

Thu thập và dung hợp tế lympho B với tế bào myeloma 

Sàng lọc tế bào tiết kháng thể đơn dòng đặc hiệu 

Tách dòng các tế bào tạo kháng thể đơn dòng đặc hiệu 

 

Nhân giống tế bào, bảo quản và tạo báng 
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* Bước 1: Gây miễn dịch trên động vật 

Nghiên cứu sử dụng chuột cái BALB/c thuần chủng, khỏe mạnh (16–18 g, 

khoảng 5 tuần tuổi), được nuôi ổn định 3 ngày trước thí nghiệm. Ba nhóm thí nghiệm 

được bố trí, mỗi nhóm gồm 04 chuột gây miễn dịch với một kháng nguyên tái tổ hợp 

AFP, DCP hoặc TXN; 01 chuột đối chứng chung tiêm nước cất vô trùng được sử 

dụng cho cả ba nhóm nhằm kiểm soát các yếu tố nền trong cùng điều kiện thí nghiệm, 

phù hợp với mục tiêu nghiên cứu và nguyên tắc giảm thiểu động vật thí nghiệm [90, 

91]. Chuột được gây miễn dịch theo lịch 3 mũi cách nhau 3 ngày (ngày 0–3–6) theo 

mô hình tăng cường miễn dịch nhanh (rapid immunization schedule), thường áp dụng 

để rút ngắn thời gian tạo dòng hybridoma nhưng vẫn đảm bảo đáp ứng miễn dịch đặc 

hiệu [92]. 

- Chuẩn bị kháng nguyên: Kháng nguyên tái tổ hợp AFP/DCP/TXN thu được 

từ quá trình nuôi cấy và biểu hiện trên vi khuẩn E. coli đã tinh sạch. Pha loãng kháng 

nguyên AFP/DCP/TXN đến nồng độ cuối cùng là 400 µg/ml [93] với dung dịch đệm 

PBS 1X vô trùng. Dùng kháng nguyên đã pha loãng (400 µg/ml) để phối trộn với tá 

chất Freund’s Complete Adjuvant (FCA) theo tỉ lệ 1:1. Hỗn hợp kháng nguyên, tá 

chất được trộn đều để đồng nhất hỗn dịch trong xi lanh. 

- Gây miễn dịch cho chuột (Hình 2.1):  

 
           Hình 2.1. Gây miễn dịch cho chuột nghiên cứu 

 

+ Gây miễn dịch lần 1 (priming): Chuột được gây miễn dịch lần 1 với kháng 

nguyên tái tổ hợp (AFP/DCP/TXN) bằng cách tiêm 50 µl kháng nguyên (pha loãng 

bằng PBS tới nồng độ 400 µg/ml) đã được phối trộn với tá chất FCA theo tỉ lệ 1:1. 

Hỗn hợp kháng nguyên và tá chất FCA sẽ được tiêm dưới da hai bàn chân chuột [94].  

+ Gây miễn dịch lần 2 (booster 1): Sau 3 ngày gây miễn dịch lần 1, tiến hành 

gây miễn dịch lần 2 bằng cách tiêm 50 µl kháng nguyên tái tổ hợp (AFP/DCP/TXN) 

(pha loãng bằng PBS tới nồng độ 400 µg/ml) đã được phối trộn với Freund’s 

Incomplete Adjuvant (FIA) theo tỷ lệ 1:1 dưới da hai bàn chân chuột [94]. 

+ Gây miễn dịch lần 3 (booster 2): Sau 6 ngày gây miễn dịch lần 1, tiến hành 

gây miễn dịch lần 3, tiêm nhắc lại 50 µl kháng nguyên tái tổ hợp (AFP/DCP/TXN) 

(pha loãng bằng PBS tới nồng độ 400 µg/ml) đã được phối trộn với FIA theo tỉ lệ 1:1 

vào dưới da hai bàn chân của chuột. 



46 
 

* Bước 2: Thu thập và dung hợp tế lympho B với tế bào myeloma 

 (1) Thu thập tế bào lympho từ lách và hạch bẹn chuột: Bốn ngày sau lần gây 

miễn dịch cuối cùng với FIA, chuột được gây mê bằng chloroform, sát trùng vùng 

bụng chuột bằng cồn 70o mổ chuột để thu lấy 2 hạch bẹn và lách. Rửa lách và hạch 

bẹn 3 lần, mỗi lần trong 5 ml môi trường DMEM. Dùng kim G18 nghiền nhỏ hạch 

bẹn và lách trong đĩa petri, sau đó bổ sung 5 ml môi trường RPMI vào đĩa, trộn đều 

hỗn hợp vài lần để tăng hiệu quả phân tán tế bào. Dùng pipet chuyển dịch chứa tế bào 

lympho đi qua màng lọc để loại bỏ mảnh vụn lớn, thu dịch để ly tâm 1000 vòng/phút 

trong 5 phút.  

Loại bỏ dịch nổi, hoàn nguyên tế bào vào 5 ml NH4Cl 0.85% để phá hồng cầu. 

Bổ sung thêm 10 ml môi trường DMEM. Ly tâm 1000 vòng/phút trong 5 phút. Loại 

bỏ dịch nổi và hoàn nguyên tế bào vào 10 ml môi trường DMEM. Ly tâm 1000 

vòng/phút trong 5 phút để loại bỏ NH4Cl. Loại bỏ dịch nổi và hoàn nguyên tế bào vào 

10 ml môi trường DMEM.  

 

 
Hình 2.2. Tách tế bào lympho B từ lách và hạch bẹn chuột 

A) Thu lách và hạch bẹn của chuột; B) Nghiền nhỏ lách và hạch bẹn; C) Dung hợp 

tế bào lympho B bằng xúc tác PEG và bổ sung môi trường DMEM; D) Dịch huyền 

phù tế bào dung hợp được nuôi trong đĩa 96 giếng với HAT. 

 

Nhuộm và đếm tế bào được thực hiện bằng cách hút 50 µl huyền phù tế bào 

vào ống eppendorf, bổ sung 50 µl dung dịch trypan blue và trộn đều. Sau đó, lấy 10 

µl hỗn hợp cho vào buồng đếm hồng cầu và đếm dưới kính hiển vi (Hình 2.2). Các tế 

bào chết sẽ ngấm thuốc nhuộm và bắt màu xanh trypan blue, từ đó xác định tổng số 
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tế bào và tỷ lệ tế bào sống. Số lượng và tỷ lệ tế bào sống được ghi nhận để sử dụng 

cho bước dung hợp tạo tế bào lai trong các thí nghiệm tiếp theo. Ghi lại số lượng tế 

bào sống, tỷ lệ sống (%), mật độ tế bào tổng cộng để sử dụng cho bước tiếp theo trong 

quy trình tạo tế bào lai. 

(2) Chuẩn bị tế bào myeloma: Phục hồi tế bào myeloma từ trạng thái đông, 

ống tế bào được rã đông nhanh (≤ 90 giây) ở 37°C bằng bể ổn nhiệt. Huyền dịch tế 

bào được chuyển sang ống falcon 15 ml có chứa sẵn 10 ml môi trường DMEM bổ 

sung 10% FBS, ly tâm ở 1000 vòng/phút trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi chứa chất bảo 

quản, thu cặn tế bào và hòa lại trong 20 ml môi trường DMEM 10% FBS. Huyền dịch 

tế bào được chuyển vào chai nuôi cấy T75 và nuôi trong tủ 37°C, 5% CO₂. Hàng ngày 

theo dõi sự phát triển của tế bào dưới kính hiển vi soi ngược. Sau khoảng 72 giờ nuôi 

cấy phục hồi, tế bào myeloma tăng sinh ổn định, đạt mật độ phù hợp để sử dụng cho 

các thí nghiệm tiếp theo. 

Để đảm bảo sự phát triển của tế bào và có đủ số lượng phục vụ cho bước dung 

hợp, tiến hành nhân giống tế bào sang các chai nuôi mới như sau: 

Loại bỏ môi trường cũ trong chai nuôi cấy, rửa nhẹ bằng dung dịch PBS 1X 

để loại bỏ cặn và tế bào chết. Do tế bào myeloma là dòng bán bám dính, nên chỉ cần 

lắc mạnh hoặc gõ nhẹ đáy chai là tế bào sẽ bong ra và lơ lửng trong môi trường. Bổ 

sung 10–15 ml môi trường DMEM có chứa 5% FBS, thu toàn bộ dịch tế bào vào ống 

Falcon 50 ml. Ly tâm ở tốc độ 1000 vòng/phút trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi, hòa 

cặn tế bào trong 1 ml môi trường DMEM có bổ sung 10% FBS. 

Đếm tế bào bằng buồng đếm Neubauer, sau đó pha loãng để đạt nồng độ 2 x 

10⁵ tế bào/ml. Cho 20 ml huyền dịch tế bào vào mỗi chai nuôi T75 và đặt trong tủ ấm 

37°C, có bổ sung CO₂ để tế bào tiếp tục phát triển. 

(3) Tạo tế bào lai hybridoma: Chuyển huyền phù tế bào lympho và huyền phù 

tế bào myeloma vào ống falcon 50 ml (tỉ lệ tế bào lympho /tế bào myeloma = 5/1). 

Ly tâm 1000 vòng/phút trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi, tái huyền phù tế bào vào 10 

ml môi trường DMEM, ly tâm 1000 vòng/phút trong 5 phút để rửa tế bào. Loại bỏ 

dịch nổi, thu cặn tế bào. Dùng xi lanh bổ sung 1 ml PEG 50% đã được làm ấm từ 

trước, nhỏ từng giọt một trong vòng 1 phút, vừa nhỏ vừa lắc đều ống falcon. Bổ sung 

1 ml môi trường DMEM đã được làm ấm từ trước, nhỏ từng giọt một trong vòng 1 

phút, vừa nhỏ vừa lắc đều ống falcon. Lắc đều ống falcon trong 1 phút. Cuối cùng bổ 

sung 8 ml môi trường DMEM đã được làm ấm từ trước, nhỏ từng giọt một trong vòng 

2 phút. Ly tâm 1000 vòng/phút trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi và hoàn nguyên cặn tế 

bào vào môi trường HAT để chọn lọc các tế bào hybridoma sống sót, loại bỏ tế bào 

không hợp nhất. Môi trường HAT (Hypoxanthine – Aminopterin – Thymidine) được 

dùng ngay sau dung hợp để chọn lọc hybridoma. Sử dụng pipet đa kênh chuyển 150 

µl huyền phù tế bào vào các giếng của đĩa 96 giếng. Sau 10 ngày, loại bỏ dịch nuôi 
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cấy HAT và thêm vào mỗi giếng 150 µl môi trường HT (môi trường HT 

(Hypoxanthine – Thymidine, không chứa Aminopterin) được sử dụng để duy trì 

hybridoma đã chọn, cung cấp nucleotide qua con đường cứu hộ mà không gây độc 

tính kéo dài, tạo điều kiện cho hybridoma phát triển ổn định. [95]. 

* Bước 3: Sàng lọc tế bào lai có khả năng sinh kháng thể đơn dòng đặc hiệu  

Sau giai đoạn chọn lọc bằng HAT, các giếng có cụm hybridoma được chuyển 

sang môi trường HT và nuôi thêm 2–4 ngày để tế bào phát triển ổn định và tăng lượng 

kháng thể tiết vào dịch nổi. Sau đó, thu dịch nổi và kiểm tra khả năng tiết kháng thể 

bằng ELISA để sàng lọc các giếng dương tính, làm cơ sở cho bước tách dòng. Pha 

loãng kháng nguyên trong dung dịch Bicarbonate 0.05 M; pH 9.6 tới nồng độ 4 µg/ml. 

Bổ sung 100 µl vào mỗi giếng của đĩa ELISA. Ủ đĩa ở 37℃ trong 2 giờ. Loại bỏ 

kháng nguyên thừa trong các giếng. Rửa các giếng bằng 200 µl/giếng dung dịch PBS 

bổ sung 0.05% Tween 20, lặp lại 3 lần. Blocking bằng 100 µl dung dịch 0.5% BSA 

ở 37℃ trong 1 giờ. Các giếng được rửa bằng dung dịch PBS bổ sung 0.05% Tween 

20, lặp lại 3 lần. Bổ sung 50 µl dịch nuôi cấy ở các giếng có tế bào lai vào các giếng 

theo thứ tự và ghi lại vị trí các giếng trong đĩa nuôi cấy tương ứng, ủ đĩa 37℃ trong 

1 giờ. Các giếng được rửa bằng dung dịch PBS bổ sung 0.05% Tween 20, lặp lại 3 

lần. Bổ sung 50 µl kháng thể cộng hợp (HRP-IgG Goat anti Mouse) vào mỗi giếng. 

Ủ nhiệt độ phòng trong 1 giờ. Các giếng được rửa bằng dung dịch PBS bổ sung 0.05% 

Tween 20, lặp lại 3 lần. Bổ sung 50 µl cơ chất (TMB), 100 µl/giếng. Dừng phản ứng 

bằng 50 µl dung dịch HCl 1M. Đọc kết quả bằng máy đọc ELISA ở bước sóng 450 

nm. Những giếng có hiệu giá kháng thể cao sẽ cho giá trị cao, từ kết quả này chọn ra 

một số giếng có hiệu giá cao nhất để đánh giá tiếp. 

* Bước 4: Tách dòng các tế bào tạo kháng thể đơn dòng đặc hiệu 

Chuẩn bị sẵn 150 µl môi trường DMEM vào mỗi giếng trong cột đầu tiên của 

đĩa nuôi cấy tế bào 96 giếng, các giếng còn lại cho 100 µl. Dùng pipet 200 µl trộn 

đều giếng có tế bào tiết kháng thể đơn dòng đặc hiệu, hút 50µl từ giếng này sang 

giếng đầu tiên của đĩa tách dòng (giếng A1). Trộn đều, lấy 50 µl từ giếng A1 sang 

giếng B1, rồi lần lượt đến hết các giếng trong hàng số 1 của đĩa. Dùng pipet đa kênh 

trộn đều dịch tế bào trong hàng đầu tiên, chuyển 50 µl từ hàng 1 sang hàng 2. Tiếp 

tục trộn đều và chuyển cho đến hàng cuối cùng của đĩa. Nuôi tế bào trong tủ 37oC có 

bổ sung CO2. Hàng ngày quan sát sự phát triển của tế bào. Sau 3–4 ngày tách dòng, 

có thể quan sát rõ các cụm tế bào trong các giếng nuôi cấy. Chọn các giếng chỉ xuất 

hiện một cụm tế bào (colony) đơn lẻ để thu dịch nuôi và sàng lọc khả năng tiết kháng 

thể bằng phương pháp ELISA với kháng nguyên đích. Sau khi sàng lọc lần đầu 

khoảng 24 giờ, tiến hành sàng lọc kháng thể đơn dòng với chính dịch nuôi cấy tế bào 

E. coli BL21 bằng phương pháp ELISA tương tự như sàng lọc lần 1. Ở lần sàng lọc 

này, chỉ chọn những giếng có tế bào lai và có kết quả tốt ở lần 1. Trong quá trình bố 
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trí thí nghiệm ELISA, các giếng được phủ kháng nguyên đích và kháng nguyên từ 

dịch nuôi cấy tế bào E. coli BL21 trên các giếng riêng biệt, nhằm đánh giá đồng thời 

khả năng nhận diện đặc hiệu và phản ứng chéo của kháng thể. Kháng nguyên của E. 

coli BL21 được pha loãng trong đệm Bicarbonate 0.05 M; pH 9.6 tới nồng độ 4 µg/ml. 

Bổ sung 100 µl vào mỗi giếng của đĩa ELISA. Ủ đĩa ở 37℃ trong 2 giờ. Loại bỏ 

kháng nguyên thừa trong các giếng. Rửa các giếng bằng 200 µl/giếng dung dịch PBS 

bổ sung 0.05% Tween 20, lặp lại 3 lần. Blocking bằng 100 µl dung dịch 0.5% BSA 

ở 37℃ trong 1 giờ. Các giếng được rửa bằng dung dịch PBS bổ sung 0.05% Tween 

20, lặp lại 3 lần. Bổ sung 50 µl dịch nuôi cấy ở các giếng có tế bào lai vào các giếng 

theo thứ tự và ghi lại vị trí các giếng trong đĩa nuôi cấy tương ứng, ủ đĩa 37℃ trong 

1 giờ. Các giếng được rửa bằng dung dịch PBS bổ sung 0.05% Tween 20, lặp lại 3 

lần. Bổ sung 50 µl kháng thể cộng hợp (HRP-IgG Goat anti Mouse) vào mỗi giếng. 

Ủ nhiệt độ phòng trong 1 giờ. Các giếng được rửa bằng dung dịch PBS bổ sung 0.05% 

Tween 20, lặp lại 3 lần. Bổ sung 50 µl cơ chất (TMB), 100 µl/giếng. Dừng phản ứng 

bằng 50 µl dung dịch HCl 1M. Đọc kết quả bằng máy đọc ELISA ở bước sóng 450 

nm. Các giếng cho kết quả tốt là những giếng cho hiệu giá kháng thể cao với kháng 

nguyên đích nhưng không đặc hiệu cho kháng nguyên E. coli BL21.  

Phân tích tỷ lệ tín hiệu/nhiễu (signal-to-noise ratio, SNR) để đánh giá tính đặc 

hiệu và độ nhạy của các dòng kháng thể đơn dòng tạo được [96].  

Giá trị SNR được tính bằng công thức: 
     

    SNR = 
Tín hiệu với kháng nguyên 

Tín hiệu nền 

 Trong đó, tín hiệu với kháng nguyên là giá trị OD450nm đo được khi có mặt 

kháng nguyên AFP/DCP/TXN tái tổ hợp, và tín hiệu nền là giá trị OD450nm đo được 

khi có mặt E. coli BL21. 

* Bước 5: Nhân giống tế bào lai, bảo quản và tạo báng 

 Từ các giếng chứa dòng tế bào lai đã được chọn lọc, dùng pipet nhẹ nhàng hút 

trộn để tách tế bào bám khỏi đáy giếng, sau đó chuyển toàn bộ dịch tế bào sang đĩa 

nuôi 24 giếng đã chứa sẵn môi trường DMEM có bổ sung 10% huyết thanh thai bò 

(FBS). Nuôi tế bào trong tủ ấm 37°C, 5% CO₂. Sau 3–5 ngày, khi mật độ tế bào đạt 

90 – 100% diện tích bề mặt giếng, tiến hành cấy chuyển sang đĩa 6 giếng theo quy 

trình tương tự. Mỗi giếng 6 giếng được chuẩn bị sẵn 3 ml môi trường DMEM + 10% 

FBS. Dùng pipet trộn đều, thu toàn bộ dịch tế bào từ đĩa 24 giếng và chuyển vào đĩa 

6 giếng. Tiếp tục ủ ở 37°C, 5% CO₂ trong 2 – 4 ngày. Khi tế bào phát triển đạt độ phủ 

cao, tiếp tục cấy chuyển sang chai T25 có sẵn 4 ml môi trường DMEM + 10% FBS, 

nuôi ủ ở 37°C, 5% CO₂ trong 2 – 3 ngày. Sau đó, cấy chuyển sang chai T75 (3 chai), 

mỗi chai chứa 15 ml môi trường DMEM + 10% FBS. Khi tế bào phủ gần toàn bộ bề 
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mặt chai, lắc nhẹ hoặc gõ đáy chai để tách tế bào bám, thu toàn bộ dịch nuôi vào ống 

Falcon 15 ml, ly tâm ở 1000 vòng/phút trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi, hòa lại cặn tế 

bào trong 1 ml DMEM + 10% FBS, đếm tế bào bằng buồng đếm Neubauer và điều 

chỉnh nồng độ về 2 x 10⁵ tế bào/ml. Toàn bộ quy trình nuôi và cấy chuyển tế bào được 

thực hiện trong môi trường DMEM có bổ sung 10% FBS nhằm đảm bảo tốc độ tăng 

sinh ổn định và duy trì khả năng sống cao của tế bào myeloma. 

 Để bảo quản được tế bào trong thời gian dài, tiến hành trữ đông giống tế bào 

và bảo quản trong Nitơ lỏng. Khi quan sát dưới kính hiển vi thấy tế bào đã bám 80-

90% diện tích bề mặt đáy chai nuôi cấy thì tiến hành trữ đông giống tế bào. 

 Tạo báng để thu tế bào lai sinh kháng thể đặc hiệu với kháng nguyên tái tổ hợp 

được nuôi cấy trước đó. Quy trình tạo báng thu kháng thể đơn dòng được tiến hành 

theo phương pháp mô tả bởi Köhler và Milstein (1975) [97] và hướng dẫn thực 

nghiệm trong Antibodies: A Laboratory Manual (Harlow & Lane, 1988) [98]. Các 

dòng tế bào được rửa bằng môi trường DMEM (2 lần). Mỗi dòng tế bào được pha 

loãng và đếm bằng buồng đếm hồng cầu nhằm xác định số lượng tế bào thu được 

trong mỗi ống. Pha loãng tế bào bằng môi trường PBS, trong đó 500 µl chứa 2 x 106 

tế bào lai (Mỗi dòng tế bào được đếm bằng buồng đếm hồng cầu để xác định mật độ 

tế bào. Dựa trên kết quả đếm, huyền phù tế bào được điều chỉnh bằng PBS để đạt mật 

độ 4 x 10⁶ tế bào/ml, tương ứng với 500 µl chứa 2 x 10⁶ tế bào lai). Lấy các tế bào 

vào trong một ống tiêm 1 ml. Các tế bào sẽ lắng xuống, do đó, ngay trước khi tiêm 

chuột, cần phải “lăn” ống tiêm một thời gian ngắn để trộn đều các tế bào trong ống 

[99]. Lựa chọn các nhóm chuột (tương ứng với số lượng các dòng tế bào lai thu được) 

mỗi nhóm 5 chuột cái BALB/c khỏe mạnh 4 - 6 tuần tuổi, không mang thai để gây 

báng. Tiêm 0.5 ml dung dịch pristane (2, 6, 10, 14 tetramethyl pentadecane, Sigma) 

vào trong khoang phúc mạc ở góc phần tư phía dưới bên phải của bụng mỗi chuột. 

Chờ 7 - 10 ngày, sau đó tiêm 0.5 ml dòng tế bào lai chứa 2 x 106 tế bào vào khoang 

phúc mạc của những con chuột đã được pristane trước đó. Theo dõi chuột sau tiêm 

hằng ngày, quan sát và đánh giá tình trạng của mỗi chuột, ghi lại thời điểm xuất hiện 

báng trong xoang phúc mạc của chuột. Khi xuất hiện báng, bụng chuột căng phồng, 

tiến hành thu dịch báng. Gây mê chuột bằng chloroform, sau đó sát trùng bề mặt ổ 

bụng chuột bằng cồn 70o. Tạo một đường cắt vào khoang bụng, không làm tụt cơ, 

đưa ống tiêm 1 ml (không có kim) dọc theo thành cơ và hút dịch báng. Dịch được cho 

vào ống falcon vô trùng. Để dịch báng ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. Ly tâm để 

tách huyết thanh khỏi các thành phần máu khác. Chuyển dịch màu vàng (huyết thanh) 

vào ống bảo quản vô trùng bằng pipet hoặc ống tiêm vô trùng. 
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Dung dịch báng chuột sau khi thu nhận sẽ được pha loãng thành các độ pha 

loãng tăng dần theo cơ số 2 (100, 200, 400, 800, 1600), mỗi độ pha loãng được lặp 

lại 3 lần (triplet) để đánh giá hiệu giá kháng thể bằng ELISA, giá trị OD trung bình 

của các lần lặp lại, giá trị độ lệch chuẩn (SD) và hệ số biến thiên (CV) được tính để 

đánh giá độ tin cậy của kết quả, đảm bảo độ tin cậy cho việc xác định hiệu giá kháng 

thể và đánh giá sơ bộ khả năng trung hòa của các kháng thể đơn dòng.  

+ Độ lệch chuẩn (Standard Deviation - SD): 

 

 Trong đó: n là số lượng giá trị trong bộ dữ liệu (số lần lặp lại n = 3); xi là giá 

trị quan sát thứ i; x̄ là giá trị trung bình của các quan sát. 

+ Hệ số biến thiên (Coefficient of Variation - CV): 

 
 Trong đó: SD là độ lệch chuẩn; x̄ là giá trị trung bình của các quan sát. 

Sau khi xác định các dòng tế bào lai có khả năng sản xuất kháng thể đơn dòng 

trong dịch báng chuột thu được, tiến hành bảo quản dịch báng ở -80oC cho đến thời 

điểm tinh sạch. 

2.3.4. Tinh sạch kháng thể đơn dòng 

Nguyên tắc: Protein A và Protein G là các protein liên kết đặc hiệu với vùng 

Fc của kháng thể (IgG), giúp tinh sạch kháng thể từ mẫu huyết thanh, dịch nuôi cấy 

tế bào, hoặc các nguồn khác thông qua phương pháp sắc ký ái lực (Affinity 

Chromatography). 

Tiến hành: Các dòng tế bào hybridoma được sàng lọc dương tính (tăng sinh 

ổn định trong môi trường HAT và tiết kháng thể đặc hiệu qua ELISA) được nuôi cấy 

mở rộng nhằm thu nhận dịch nuôi chứa kháng thể. Khi tế bào đạt mật độ thích hợp, 

dịch nuôi được thu và ly tâm ở 4000 vòng/phút trong 15 phút tại 4°C để loại bỏ tế 

bào và mảnh vụn tế bào. Phần dịch nổi sau đó được lọc qua màng lọc 0,22 µm nhằm 

loại bỏ tạp chất nhỏ, thu dịch trong, phục vụ cho các bước tinh sạch và đánh giá kháng 

thể tiếp theo. 

Sử dụng bộ kit tinh sạch NAb™ Protein A/G Spin Columns Kit (Thermo 

Fisher, Mỹ). Trước tiên, cột tinh sạch cần được chuẩn bị bằng cách tháo nắp trên và 

dưới, sau đó đặt vào ống thu thập mẫu. Để loại bỏ dung dịch bảo quản, ly tâm cột ở 

1000 vòng/phút trong 1 phút. Tiếp theo, rửa cột bằng cách thêm 400 µl Binding 

Buffer, ly tâm ở 1000 vòng trong 1 phút, và lặp lại bước này hai lần để đảm bảo loại 
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bỏ hoàn toàn chất bảo quản. Sau khi chuẩn bị cột, tiến hành bước liên kết kháng thể 

bằng cách pha loãng dịch nuôi chứa kháng thể với Binding Buffer theo tỷ lệ 1:1. Mẫu 

sau đó được thêm vào cột đã rửa sạch và đặt vào một ống thu thập mới. Ủ cột ở nhiệt 

độ phòng trong 30 phút để kháng thể có thể liên kết với resin.  

Sau thời gian ủ, ly tâm cột ở 1000 vòng/phút trong 1 phút để loại bỏ các thành 

phần không liên kết. Tiếp theo, rửa cột để loại bỏ các protein không đặc hiệu. Thêm 

400 µl Binding Buffer vào cột và ly tâm ở 1000 vòng/phút trong 1 phút. Bước này 

được lặp lại hai lần để đảm bảo độ tinh khiết cao nhất cho kháng thể thu được.  

Để rửa giải kháng thể, đặt cột vào một ống thu thập mới đã chứa sẵn 40 µl 

Neutralization Buffer. Sau đó, thêm 400 µl IgG Elution Buffer vào cột và ly tâm ở 

1000 vòng/phút trong 1 phút để thu thập kháng thể đã rửa giải. Mẫu kháng thể tinh 

sạch được bảo quản ở 4°C nếu sử dụng trong thời gian ngắn hoặc ở -20°C để bảo 

quản dài hạn.  

 Bảo quản đúng sẽ giúp duy trì hoạt tính và chất lượng của kháng thể trong các 

ứng dụng nghiên cứu và xét nghiệm. 

2.3.5. Sử dụng kháng thể đơn dòng trong phản ứng ELISA phát hiện kháng 

nguyên trong các mẫu huyết thanh bệnh nhân  

 Tiến hành kiểm tra phản ứng miễn dịch giữa các chỉ thị sinh học trong huyết 

thanh của nhóm bệnh nhân nghiên cứu với kháng thể đơn dòng tự tạo để đánh giá 

hoạt tính sinh học, độ nhạy và độ đặc hiệu. Nghiên cứu được thực hiện theo các bước 

sau: 

1. Chuẩn bị Mẫu: 

    - Tiêu chuẩn đối tượng lấy mẫu nghiên cứu (03 nhóm):  

  + Nhóm 1: Tiêu chuẩn lựa chọn gồm các bệnh nhân được chẩn đoán 

xác định mắc HCC theo hồ sơ bệnh án, tuổi ≥ 18, có đầy đủ thông tin lâm sàng, cận 

lâm sàng và mẫu huyết thanh phục vụ nghiên cứu, và đồng ý tham gia nghiên cứu. 

Tiêu chuẩn loại trừ gồm các bệnh nhân nặng đang trong điều kiện cấp cứu; các bệnh 

nhân mắc HCC đã phẫu thuật và/hoặc điều trị bằng các thuốc chống ung thư, và có 

bệnh lý ung thư tại cơ quan khác; hoặc không có sự đồng ý tham gia nghiên cứu.  

  + Nhóm 2: Tiêu chuẩn lựa chọn gồm bệnh nhân mắc bệnh gan mạn tính 

(viêm gan virus mạn, xơ gan,…) nhưng không có đủ tiêu chuẩn chẩn đoán HCC. Tiêu 

chuẩn loại trừ là bệnh nhân mà trong quá trình sàng lọc phát hiện có HCC hoặc ung 

thư khác, hoặc không đồng ý tham gia nghiên cứu. 

  + Nhóm 3: Tiêu chuẩn lựa chọn là người trưởng thành khỏe mạnh, 

không có tiền sử bệnh gan hoặc bệnh mạn tính nghiêm trọng, kết quả kiểm tra lâm 

sàng và cận lâm sàng nằm trong giới hạn bình thường, và đồng ý tham gia nghiên 
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cứu. Tiêu chuẩn loại trừ là những người có dấu hiệu bất thường hoặc kết quả xét 

nghiệm, chẩn đoán hình ảnh gợi ý bệnh lý gan mật, người có bệnh lý gan cấp/mạn 

tính, hoặc không đồng ý tham gia nghiên cứu.  

- Thu thập và xử lý mẫu: Các mẫu máu tĩnh mạch được thu thập theo phương 

pháp chọn mẫu thuận tiện, tức là lựa chọn những đối tượng theo tiêu chuẩn lựa chọn 

và loại trừ đến khám tại Khoa Khám bệnh và điều trị tại Khoa A3B (Nội Gan, Mật, 

Tụy) - Bệnh viện Trung Ương Quân đội 108, từ tháng 6 năm 2023 đến tháng 6 năm 

2024. Mỗi đối tượng được lấy khoảng 5 ml máu tĩnh mạch bằng bơm kim tiêm vô 

trùng, cho vào ống nghiệm sạch và để tự đông máu. Mẫu máu sau đó được bảo quản 

tạm thời ở 4°C và chuyển đến phòng thí nghiệm thuộc Viện Sinh học - Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam để xử lý trong vòng 48 giờ. Quá trình xử lý bao 

gồm ly tâm máu để tách lấy huyết thanh (ly tâm 2000 vòng/phút trong 10 phút) và 

thu phần huyết thanh. Huyết thanh thu được được chia vào các ống nhỏ và bảo quản 

ở 4 - 8°C nếu dự kiến phân tích trong vài ngày, hoặc đông lạnh ở nhiệt độ âm sâu (-

20°C đến -80°C) nếu cần lưu trữ lâu dài. Toàn bộ quy trình thu thập và bảo quản mẫu 

tuân thủ chặt chẽ các quy chuẩn nhằm đảm bảo chất lượng mẫu huyết thanh, phục vụ 

cho việc phân tích các kháng thể đơn dòng trong nghiên cứu phát hiện HCC. 

2. Tiến hành thí nghiệm: 

- Kỹ thuật được sử dụng để kiểm tra phản ứng miễn dịch giữa AFP/DCP/TXN 

trong huyết thanh các nhóm nghiên cứu với kháng thể đơn dòng là kỹ thuật ELISA 

gián tiếp được tối ưu hóa để phát hiện kháng nguyên trong mẫu huyết thanh.  

- Các bước tối ưu được thực hiện với từng loại nguyên liệu trong phản ứng:  

+ Chuẩn độ kháng nguyên tái tổ hợp và kháng thể đơn dòng tạo được: 

Nồng độ kháng nguyên tái tổ hợp rAg-AFP/DCP/TXN sau khi tinh sạch được 

coi là đối chứng dương và được pha loãng trong đệm bicarbonate ở các tỷ lệ 

pha loãng nối tiếp là 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 và 1:128. Kháng thể đơn 

dòng mAb-AFP/DCP/TXN được pha loãng trong đệm pha loãng ở các tỷ lệ 

1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 và 1:512.  

+ Tối ưu các thành phần của phản ứng: Xác định tỷ lệ huyết thanh pha 

loãng trong PBS; Tỷ lệ đệm blocking BSA hòa tan trong PBS; Kháng thể thứ 

cấp IgG kháng chuột (H+L) gắn HRP được pha loãng. 

- Quy trình thực hiện được tham khảo của tác giả Alice V. Lin năm 2015 được 

đăng trong cuốn sách Indirect ELISA [100]. Các bước thực hiện phản ứng ELISA 

được mô tả chi tiết như sau: Huyết thanh bệnh nhân được pha loãng trong đệm 

bicarbonate 0.2 M ở pH 9.4 theo tỷ lệ 1:1. Cố định 100 µl huyết thanh bệnh nhân các 

vị trí trên bề mặt giếng của đĩa ELISA (Costar Assay Plate, 96 Well, Corning, Mỹ). 
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Ủ 4℃ qua đêm. Loại bỏ huyết thanh thừa bằng cách thêm 300 µl/giếng dung dịch 

PBS + 0.05% Tween 20 (lặp lại 3 lần). Khóa màng bằng 200 µl/giếng dung dịch 

blocking buffer, ủ tại 37℃ trong 1 giờ. Loại bỏ dung dịch BSA blocking thừa và rửa 

các giếng bằng cách thêm 300 µl/giếng dung dịch PBS + 0.05% Tween 20 (lặp lại 3 

lần). Bổ sung 100 µl kháng thể đơn dòng, ủ ở 37℃ trong 1 giờ. Loại bỏ kháng thể 

đơn dòng thừa bằng 300 µl/giếng dung dịch PBS + 0.05% Tween 20 (lặp lại 3 lần). 

Bổ sung 100 µl kháng thể cộng hợp HRP, ủ tại 37℃/1 giờ. Loại bỏ kháng thể cộng 

hợp thừa bằng 300 µl/giếng dung dịch PBS + 0.05% Tween 20 (lặp lại 3 lần). Bổ 

sung 100 µl cơ chất phát màu TMB substrate (Life Science Technology, Mỹ), ủ trong 

tối 10 phút. TMB đã được đặt ổn định nhiệt độ phòng trước 30 phút. Dừng phản ứng 

bằng cách thêm 100 µl dung dịch HCl 1M vào mỗi giếng. Đọc kết quả bằng máy đọc 

ELISA (Biotek ELX808 ELISA plate reader, Biotek, Mỹ) ở bước sóng 450 nm. 

Số lần lặp lại phản ứng ELISA: Để đảm bảo độ chính xác và độ tin cậy của kết 

quả, mỗi mẫu trong phương pháp ELISA sẽ được xét nghiệm ít nhất ba lần lặp lại 

(triplet), trong đó mỗi lần lặp sẽ là một phép đo riêng biệt. Điều này giúp đảm bảo 

tính ổn định và sự chính xác của kết quả thử nghiệm. 

Các mẫu sẽ được kiểm tra với đối chứng dương và âm. Đối chứng dương được 

sử dụng là các kháng thể thương mại đặc hiệu cho AFP, DCP và TXN, với các thông 

tin về nhãn hiệu và nguồn gốc của kháng thể được trình bày trong Phụ lục 4. Đối 

chứng âm sử dụng mẫu huyết thanh từ người khỏe mạnh không mắc ung thư gan, 

nhằm loại trừ tất cả các trường hợp âm tính giả.  

Trong các xét nghiệm lâm sàng việc xác định được ngưỡng phát hiện (cut-off 

value) đáng tin cậy là hết sức quan trọng để phân biệt giữa những người nhiễm bệnh 

và không nhiễm bệnh. Ngưỡng phát hiện tối ưu trong xét nghiệm ELISA được xác 

định bằng giá trị OD450nm của các mẫu huyết thanh âm tính độc lập (đối chứng âm 

độc lập) đã được xác định. Công thức chung được giới thiệu bởi Lardeux (2016) [101] 

có dạng:                                    Cut-off value = X̅ +  f . SD 

Trong đó: X̅ là giá trị trung bình mẫu, SD là độ lệch chuẩn của đối chứng âm 

độc lập, hệ số f = 3 được lựa chọn như một giá trị tương ứng với 3 lần độ lệch chuẩn 

(3 . SD), tương đương mức tin cậy cao (99.7%) theo phân phối chuẩn, nhằm đảm bảo 

ngưỡng cut-off loại trừ tối đa các giá trị âm tính giả. Do đó công thức được sử dụng 

có dạng như sau:                      Cut-off value = X̅ + 3 . SD 

Trong xét nghiệm ELISA, việc dựng đường cong chuẩn (standard curve) là 

một bước quan trọng để xác định nồng độ của mẫu chưa biết. Điều này giúp đảm bảo 

kết quả chính xác, đáng tin cậy và có thể tái lập. Luận án sử dụng mô hình logistic 4 

tham số (4PL - Four Parameter Logistic Regression) nhằm kiểm xoát chất lượng và 
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độ chính xác. Đường cong chuẩn được thực hiện dựa trên protein tái tổ hợp đã biết 

nồng độ.  

Sau đó, sử dụng Python với các lệnh numpy (tạo thư viện số), pandas (xử lý 

số liệu bảng), matplotlib.pyplot (tạo đồ thị), scipy.optimize.curve_fit (tìm hàm cho 

công thức) để tìm ra giá trị với công thức:  

OD = D + 
���

��(
����

�
)�

 

Trong đó: 

 OD: giá trị OD đo được của mẫu cần phân tích 

 Conc: nồng độ của mẫu cần phân tích 

 A: OD tối đa (OD max) – giá trị OD khi nồng độ cao nhất 

 B: Độ dốc (Slope) – quyết định độ dốc của đường cong. 

 C: EC50 (Half-maximal effective concentration) – nồng độ tại đó 

OD đạt 50% giá trị tối đa. 

 D: OD tối thiểu (OD min) – giá trị OD khi nồng độ gần bằng 0 

Để xác định giá trị EC50 của kháng thể đơn dòng, các phản ứng ELISA gián 

tiếp được thực hiện với các nồng độ kháng nguyên tái tổ hợp AFP, DCP, TXN tinh 

sạch, được pha loãng theo dải nồng độ rộng. Mỗi thí nghiệm gồm 6 mức nồng độ 

kháng nguyên, trải đều trong khoảng tuyến tính của đường cong đáp ứng. Mỗi nồng 

độ được lặp lại 3 lần độc lập để tăng độ tin cậy và giảm sai số. Như vậy, tổng số 18 

điểm dữ liệu cho mỗi đường cong EC50 được sử dụng trong tính toán. 

AUC (Area Under the Curve) là diện tích dưới đường cong có ý nghĩa trong 

việc đánh giá tổng quan về độ nhạy của phương pháp đo. Trong mô hình này, giá trị 

của AUC có thể tính toán thông qua việc tính diện tích dưới đường cong từ nồng độ 

thấp nhất (Conc = 0) đến nồng độ cao nhất. AUC được tính bằng cách sử dụng công 

cụ Python với thư viện scipy.integrate.quad. 

2.4. PHÂN TÍCH VÀ XỬ LÝ KẾT QUẢ TRONG NGHIÊN CỨU  

- Xử lý số liệu bằng phần mềm: SPSS 2.0, Graphpad Prism 9.0.0 

- Sử dụng các thuật toán: χ2, tính tỷ lệ phần trăm, so sánh giá trị trung bình, hệ 

số đồng thuận Kappa (K).  

- Xây dựng đường cong chuẩn: Python  

2.5. ĐỊA ĐIỂM TIẾN HÀNH NGHIÊN CỨU 

 - Phòng thí nghiệm Hệ gen học vi sinh - Viện Sinh học - Viện Hàn lâm Khoa 

học và Công nghệ Việt Nam.  

- Các mẫu nghiên cứu được thu thập tại Khoa Khám bệnh và tại Khoa A3B 

(Nội Gan, mật, tụy) - Bệnh viện Trung Ương Quân đội 108. 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

 

3.1. KẾT QUẢ TẠO KHÁNG NGUYÊN TÁI TỔ HỢP BA CHỈ THỊ SINH HỌC 

AFP, DCP, TXN 

3.1.1. Kết quả dự đoán epitope của các protein AFP, DCP, TXN 

3.1.1.1. Dự đoán epitope liên tục 

+ AFP: Protein AFP bao gồm 609 axit amin (aa). Kết quả dự đoán epitope 

bằng BepiPred 2.0, ngưỡng (threshold) là 0.5 được trình bày trong Bảng 3.1. 

Bảng 3.1.  Các đoạn epitope tiềm năng của AFP 

Epitope Vị trí Trình tự peptide Số 

aa 

Điểm 

BepiPred  

E1 17–39 ESRTLHRNEYGIASILDSYQCTA 23 0.52 

E2 57–65 EATYKEVSK 9 0.58 

E3 77–89 PTGDEQSSGCLEN 13 0.55 

E4 103–120 EILEKYGHSDCCSQSEEG 18 0.56 

E5 129–147 KKPTPASIPLFQVPEPVTS 19 0.60 

E6 152–157 EEDRET 6 0.53 

E7 206–215 AATVTKELRE 10 0.59 

E8 229–233 NFGTR 5 0.50 

E9 249–254 KVNFTE 6 0.55 

E10 293–298 DTLSNK 6 0.54 

E11 319–342 NDEKPEGLSPNLNRFLGDRDFNQF 24 0.67 

E12 360–367 RRHPQLAV 8 0.64 

E13 388–410 ENPLECQDKGEEELQKYIQESQA 23 0.65 

E14 419–426 FQKLGEYY 8 0.62 

E15 437–446 KKAPQLTSSE 10 0.56 

E16 463-469 QLSEDKL 7 0.52 

E17 488-496 HEMTPVNPG 9 0.53 

E18 503-548 
SSYANRRPCFSSLVVDETYVPPAFSDD 

KFIFHKDLCQAQGVALQTM 

46 0.51 

E19 558-568 KQKPQITEEQL 11 0.54 

E20 586-594 QEQEVCFAE 9 0.57 

E21 596-601 GQKLIS 6 0.55 

 

AFP là một protein nội sinh và có biểu hiện chủ yếu ở giai đoạn bào thai, do 

đó thường bị cơ thể trưởng thành dung nạp miễn dịch, dẫn tới tính sinh miễn dịch 

thấp. Vì vậy, việc sử dụng ngưỡng 0.5, là cần thiết để không bỏ sót các vùng có tiềm 

năng epitope thấp nhưng vẫn có thể gắn kết kháng thể. Kết quả dự đoán cho thấy AFP 
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có tổng cộng 21 đoạn epitope với độ dài dao động từ 5 đến 24 aa. Các epitope nổi bật 

như, E11 (319–342), E12 (360–367), E13 (388–410) và E14 (419–426), đều có điểm 

BepiPred cao (từ 0.62 đến 0.67). Điều này cho thấy khả năng miễn dịch tương đối tốt 

và sẽ được ưu tiên trong thiết kế kháng nguyên tái tổ hợp vì vừa dài vừa có điểm 

trung bình cao.  

+ DCP: Protein DCP bao gồm 622 axit amin. Kết quả dự đoán epitope bằng 

BepiPred 2.0 ở ngưỡng là 0.5 và được trình bày trong Bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Các đoạn epitope tiềm năng của DCP 

Epitope Vị trí Trình tự peptide Số 

aa 

Điểm 

BepiPred  

E1 28-46 FLAPQQARSLLQRVRRANT 19 0.50 

E2 49-81 
EEVRKGNLERECVEETCSYEEAFEALE 

SSTATD 
33 

0.58 

E3 90-105 CETARTPRDKLAACLE 16  

E4 123-165 
TRSGIECQLWRSRYPHKPEINSTTHPGA 

DLQENFCRNPDSSTT 
43 

0.60 

E5 171-192 TTDPTVRRQECSIPVCGQDQVT 22 0.54 

E6 195-270 

MTPRSEGSSVNLSPPLEQCVPDRGQQY 

QGRLAVTTHGLPCLAWASAQAKALSK 

HQDFNSAVQLVENFCRNPDGDEE 

76 

0.59 

E7 281-361 

GDFGYCDLNYCEEAVEEETGDGLDED 

SDRAIEGRTATSEYQTFFNPRTFGSGEA 

DCGLRPLFEKKSLEDKTERELLESYID 

81 

 

0.63 

E8 410-419 YPPWDKNFTE 10 0.50 

E9 432-439 TRYERNIE 8 0.53 

E10 450-460 HPRYNWRENLD 11 0.56 

E11 486-494 RETAASLLQ 9 0.50 

E12 508-521 KETWTANVGKGQPS 14 0.52 

E13 533-539 RPVCKDS 7 0.55 

E14 554-567 KPDEGKRGDACEGD 14 0.54 

E15 590-598 WGEGCDRDG 9 0.51 

E16 610-618 KKWIQKVID 9 0.55 

 

DCP là dạng bất thường của prothrombin thiếu carboxyl hóa, có thể mang 

nhiều epitope lộ ra do cấu trúc không hoàn chỉnh hoặc thay đổi hình học bề mặt, tạo 

thuận lợi cho kháng thể nhận diện. Dù là protein huyết tương lớn, các đoạn epitope 

lại phân bố tương đối đều dọc theo chuỗi, cho thấy tính kháng nguyên trải rộng, đặc 

biệt có lợi khi thiết kế các bộ kit chẩn đoán ELISA hoặc kháng nguyên tái tổ hợp. Kết 

quả tổng cộng có 16 epitope được dự đoán, trong đó E7 (281–361) là đoạn dài và 
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giàu thông tin miễn dịch nhất với điểm BepiPred là 0.63. Vị trí 281–361 nằm gần 

trung tâm phân tử DCP (Trung tâm cấu trúc protein thường là vùng ổn định về mặt 

cấu hình, giúp kháng nguyên không bị mất epitope trong quá trình biểu hiện hoặc xử 

lý mẫu) [102], tránh các vùng đầu hoặc cuối chuỗi dễ biến đổi. 

+ TXN: Từ phân tích với BepiPred 2.0 với ngưỡng là 0.6, chọn những epitope 

≥ 10 aa được lựa chọn và giữ lại epitope có điểm BepiPred ≥ 0.65 để từ đó đã chọn 

được 2 đoạn epitope tiềm năng. Kết quả được trình bày trong Bảng 3.3. 

Bảng 3.3. Các đoạn epitope tiềm năng của TXN 

Epitope Vị trí Trình tự peptide 
Số 

aa 

Điểm 

BepiPred  

E1 5-14 IESKTAFQEA 10 0.72 

E2 84-99 QKVGEFSGANKEKLEA 16 0.68 

 

TXN là protein nhỏ (105 aa), dễ biểu hiện, có tính bảo tồn cao, và có cấu trúc 

đơn giản, không xuyên màng. Việc lựa chọn ngưỡng cao hơn (0.6) phản ánh mục tiêu 

lọc bỏ epitope giả do TXN dễ cho tín hiệu nền cao trong các phần mềm dự đoán. Các 

epitope nổi bật có điểm > 0.65 đều nằm ở vị trí thuận lợi trên chuỗi, có nhiều axit 

amin tích điện (Glu, Lys, Asp), thể hiện tính chất bề mặt cao, dễ nhận diện bởi kháng 

thể. Trong đó, E1 nằm gần đầu N-terminal, còn E2 thuộc về vùng C-terminal giữa 

chuỗi, nơi thường có khả năng tiếp xúc với môi trường ngoại bào nhiều hơn. 

3.1.1.2. Dự đoán epitope không liên tục 

+ AFP: Cấu trúc tinh thể ba chiều của protein AFP (Alpha-fetoprotein) đã được 

công bố và lưu trữ trên cơ sở dữ liệu Protein Data Bank với mã số PDB ID: 7YIM, 

có độ phân giải 2.1 Å. Mô hình này mô tả rõ ba miền cấu trúc dạng xoắn alpha đặc 

trưng của AFP người trưởng thành và là cơ sở quan trọng để dự đoán epitope không 

liên tục [103]. Dựa trên mô hình 7YIM, cấu trúc bề mặt AFP được phân tích bằng 

phần mềm Discotope 2.0 nhằm xác định các vùng có tiềm năng tạo epitope không 

liên tục. Các epitope dự đoán tập trung chủ yếu tại các vùng giàu xoắn alpha lộ ra bề 

mặt, phù hợp với vị trí thường gắn kết của kháng thể. Kết quả này bổ sung cho các 

epitope liên tục được xác định từ trình tự bằng BepiPred 2.0, giúp chọn lọc các đoạn 

peptide phù hợp nhất cho thiết kế kháng nguyên tái tổ hợp. Toàn bộ 577 axit amin đã 

được mô hình hóa, trong đó mô hình 3D được xuất dưới định dạng .pdb và nhập vào 

Discotope 2.0 để tiến hành dự đoán epitope không liên tục. Discotope sử dụng ngưỡng 

là -3.7, tương ứng với độ đặc hiệu 75% và độ nhạy 47%. Ngưỡng này làm giảm tổng 

số epitope được phát hiện (tức giảm độ nhạy), nhưng lại giúp tăng độ tin cậy, nghĩa 

là phần lớn các epitope được dự đoán sẽ tương đương thực tế trong điều kiện sinh 

học [104]. 
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Phân tích bằng Discotope 2.0, 12 axit amin được xác định có điểm số trên 

ngưỡng -3.7 và do đó được xem là có khả năng tham gia vào epitope không liên tục. 

Các axit amin này chủ yếu phân bố tại hai vùng không gian gần nhau trên bề mặt 

protein. Vùng 1: từ aa 321 đến 340; Vùng 2: từ aa 387 đến 391. Những axit amin này 

không nằm liền kề nhau trong trình tự, nhưng khi được gấp khúc trong không gian 3 

chiều, chúng tạo thành một cụm bề mặt tiềm năng cho kháng thể gắn kết, đây là đặc 

trưng điển hình của epitope không liên tục [105] (Bảng 3.4).  

Bảng 3.4. Epitope không liên tục của protein AFP dự đoán bởi Discotope 2.0 

Vị trí aa Điểm Discotope Vùng 

321 K -2.956  

 

 

 

 

1 

323 E 0.592 

324 G -1.064 

325 L -1.933 

326 S -0.971 

327 P -2.946 

330 N -3.414 

336 R -3.345 

340 Q -3.532 

387 E -1.426  

2 388 N -2.927 

391 E -3.186 

 

+ DCP: Để dự đoán các epitope không liên tục của protein DCP, nghiên cứu 

đã tham chiếu với cấu trúc tinh thể 6BJR, là dạng đột biến S101C/A470C của 

prothrombin người, được xác định bằng phương pháp tán xạ tia X (X-ray diffraction). 

Chuỗi axit amin của 6BJR có độ tương đồng lên tới 99% với protein DCP, do đó có 

thể được xem là khuôn cấu trúc tin cậy, đại diện cho DCP trong các phân tích dựa 

trên không gian ba chiều. 

Ngưỡng sử dụng là -3.7, tương ứng với độ nhạy 0.47 và độ đặc hiệu 0.75. Điều 

này có nghĩa: 75% các axit amin không phải epitope sẽ được loại bỏ, giúp giảm tỷ lệ 

dương tính giả. Tuy nhiên, chỉ 47% các epitope thực sự có thể được phát hiện, tức là 

giảm độ nhạy, đây là phương pháp phổ biến để tăng độ tin cậy khi xác định vị trí gắn 

kết kháng thể thực tế trên bề mặt protein [106]. 

Dự đoán bằng Discotope 2.0, kết quả thu được 70 axit amin có điểm Discotope 

lớn hơn -3.7, các axit amin này được xem là các epitope không liên tục (Bảng 3.5).  
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Bảng 3.5. Epitope không liên tục của protein DCP dự đoán bởi Discotope 2.0 

Vị trí aa Điểm Discotope Vị trí aa Điểm Discotope 

126 G -2.398 321 Q -2.419 

127 I -2.314 322 T -2.224 

141 E -2.757 345 K -2.48 

143 N -3.528 346 S -2.449 

145 T -2.474 350 K -2.883 

146 T -2.299 353 R -3.672 

173 D -2.678 361 D -3.233 

174 P -3.207 366 E -2.813 

175 T -0.782 369 D -2.909 

176 V -1.014 385 S -2.857 

177 R -1.358 386 P -2.651 

197 P -2.248 411 P -2.752 

198 R -2.364 414 D -2.014 

199 S -0.631 416 N -2.878 

200 E -0.28 430 S -3.657 

201 G -0.801 432 T -2.377 

202 S -1.613 433 R -0.493 

203 S -2.063 434 Y -1.568 

204 V -0.741 435 E -2.96 

205 N -0.783 436 R -0.184 

206 L -3.55 437 N -1.124 

207 S -3.29 456 R -1.963 

208 P -3.26 515 V -2.617 

248 H -2.21 516 G -2.006 

250 D -2.299 538 D -3.368 

251 F -3.609 541 R -1.056 

252 N -1.015 543 R -3.358 

300 G -1.74 556 D -2.496 

301 D -1.685 557 E -0.175 

309 R -1.957 558 G -0.666 

311 I -1.234 559 K -2.705 

312 E -2.457 598 G -3.127 

313 G -3.089 621 G -3.414 

314 R -2.542 624 L -2.078 

315 T -2.562 625 E -0.915 
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Các epitope này phân bố rải rác khắp chiều dài chuỗi protein, nhưng đáng chú 

ý là tập trung thành từng cụm liên tục, gồm các chuỗi: Vị trí 173–177 (5 aa); Vị trí 

197–208 (12 aa); Vị trí 311–315 (5 aa); Vị trí 432–437 (6 aa); Vị trí 556–559 (4 aa). 

Các chuỗi này là epitope không liên tục, rời rạc về cấu trúc sơ cấp nhưng gần nhau 

trong không gian ba chiều, tạo nên vùng gắn kháng thể liên tục trên bề mặt. Các cụm 

epitope không liên tục này đều nằm trùng trong các vùng đã được dự đoán là epitope 

liên tục bởi BepiPred 2.0 (Bảng 3.2), bao gồm các peptide: E5 (171–192): trùng với 

vùng 173–177; E6 (195–270): trùng với vùng 197–208; E11 (311–342): trùng với 

vùng 311–315; E9 (432–439): trùng với vùng 432–437; E14 (554–567): trùng với 

vùng 556–559. Kết quả này khẳng định độ tin cậy của các epitope được lựa chọn. 

Những vùng này có thể được khai thác ưu tiên trong các ứng dụng miễn dịch học, đặc 

biệt là trong phát triển chẩn đoán sớm HCC dựa trên chỉ thị DCP.  

+ TXN: Dự đoán bằng Discotope 2.0, sử dụng mô hình cấu trúc bậc ba của 

TXN từ cơ sở dữ liệu PDB (mã 1ERT hoặc tương đương) và ngưỡng là -3.7 (tương 

ứng đặc hiệu 75%, độ nhạy 47%). 

Kết quả cho thấy chỉ có ba axit amin có điểm Discotope cao nhất, nhưng đều 

thấp hơn ngưỡng -3.7, thể hiện trong Bảng 3.6. 

Bảng 3.6. Epitope không liên tục của protein TXN dự đoán bởi Discotope 2.0 

Vị trí aa Điểm Discotope 

47 E -8.973 

50 S -8.666 

95 E -8.913 

 

Kết quả trên cho thấy, không có epitope không liên tục đáng tin cậy nào được 

dự đoán, điều này hoàn toàn phù hợp với đặc điểm là protein nhỏ, cấu trúc gấp chặt, 

không bộc lộ bề mặt liên tục. Trong khi đó, kết quả từ BepiPred 2.0 (Bảng 3.3) xác 

định được hai epitope liên tục (E1 và E2) có điểm cao và vị trí thuận lợi, phù hợp với 

các ứng dụng kỹ thuật miễn dịch dựa trên peptide liên tục. TXN do đó được chọn 

khai thác dưới dạng epitope liên tục, hơn là epitope không liên tục. 

3.1.1.3. Kết quả lựa chọn đoạn peptide giàu epitope 

Từ 2 công cụ dự đoán epitope là BepiPred 2.0 và DiscoTope 2.0, các đoạn 

peptide được chọn từ 3 trình tự gốc đã được chọn để làm protein tái tổ hợp phục vụ 

nghiên cứu.  

+ Đoạn peptide AFP gồm 108 axit amin ở vị trí 319 đến 426 so với trình tự 

gốc. Các epitope liên tục từ E11 – E14 (theo kết quả BepiPred) và các epitope không 

liên tục tập trung quanh vùng E11 và E13 (theo kết quả Discotope) cho thấy AFP có 

một cụm epitope miễn dịch tiềm năng cho thiết kế kháng nguyên tái tổ hợp. 
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+ Đoạn peptide DCP gồm 81 axit amin ở vị trí 281 đến 361 (epitope E7) so 

với trình tự gốc được chọn, là epitope liên tục có chiều dài lớn nhất, đồng thời có 

điểm BepiPred trung bình 0.63, vượt mức ngưỡng 0.5 đáng kể. Phân bố nhiều vùng 

điểm cao liên tiếp, cho thấy khả năng mang nhiều epitope cận nhau, tạo nên cụm 

epitope (Cụm epitope liên tục như vậy có thể tạo thành một vùng bề mặt rộng, giúp 

tăng độ nhạy khi làm kháng nguyên phủ trong ELISA) [107].  

+ Đoạn peptide TXN gồm 95 axit amin ở vị trí 5 đến 99 so với trình tự gốc. 

Khi lấy toàn bộ đoạn từ aa 5 đến 99 sẽ bao phủ toàn bộ hai vùng epitope chính (E1, 

E2). Đồng thời giữ nguyên khoảng cách, cấu trúc giúp bảo toàn hoạt tính kháng 

nguyên, và cũng tránh được các vùng đầu và cuối dễ bị cắt/biến tính trong quá trình 

xử lý mẫu hoặc biểu hiện [108]. Phần lớn vùng từ aa 5–99 nằm ở lõi cấu trúc protein 

TXN, nơi ổn định hơn về mặt cấu hình, ít bị ảnh hưởng bởi biến tính khi xử lý mẫu, 

bộc lộ tốt các epitope bề mặt thực tế mà không cần cấu trúc gập hoàn chỉnh [109]. 

Điều này đặc biệt quan trọng trong ELISA hoặc khi dùng để sàng lọc kháng thể đơn 

dòng. Kích thước 95 aa, tương đương khoảng 10 kDa, cũng là lý tưởng cho tái tổ hợp 

kháng nguyên [110]. Trình tự protein được chọn thể hiện đầy đủ ở Bảng 3.7. 

Bảng 3.7. Trình tự protein được chọn của AFP, DCP, TXN 

Kí hiệu 

protein 
Vị trí 

Số 

aa 
Trình tự lựa chọn 

 

P-AFP 

 

319-426 108 

NDEKPEGLSPNLNRFLGDRDFNQFSSGEKNIFLA 

SFVHEYSRRHPQLAVSVILRVAKGYQELLEKCF 

QTENPLECQDKGEEELQKYIQESQALAKRSCGL 

FQKLGEYY 

P-DCP 281-361 81 

GDFGYCDLNYCEEAVEEETGDGLDEDSDRAIEG 

RTATSEYQTFFNPRTFGSGEADCGLRPLFEKKSL 

EDKTERELLESYID 

P-TXN 5-99 95 

VKQIESKTAFQEALDAAGDKLVVVDFSATWCGP 

CKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAP 

KYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEF 

LDANLA 

 

3.1.1.4. Đánh giá tính kháng nguyên của các đoạn protein lựa chọn 

Hai công cụ VaxiJen 2.0 và AntigenPro, mang tính độc lập nhưng bổ sung lẫn 

nhau, được sử dụng để xác định tiềm năng kháng nguyên của các đoạn protein đã 

chọn (P‑AFP, P‑DCP, P‑TXN). Hai công cụ này đều được sử dụng ngưỡng 0.4 - 0.5, 

là thước đo tiêu chuẩn trong nhiều nghiên cứu về thiết kế vaccine hoặc phát triển 

kháng nguyên tái tổ hợp nhằm đảm bảo độ tin cậy và khả năng ứng dụng thực tế 

[111]. 
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+ VaxiJen 2.0 (chế độ Khối u (Tumor), Ngưỡng = 0.4 - 0.5) 

P‑AFP: 0.3207 (< 0.4): Chưa đạt ngưỡng nhưng đây là mô hình dùng cho khối 

u nên nghiêng về giá trị cảnh báo khối u. P‑DCP: 0.3995: gần đạt mức ngưỡng, cho 

thấy khả năng kháng nguyên ở mức trung bình cao. P‑TXN: 0.7091 (> 0.5): Nhận 

định đây là kháng nguyên mạnh, phù hợp để phát triển kháng thể hoặc ứng dụng 

ELISA với mục tiêu HCC. 

+ AntigenPro (chế độ Khối u, Ngưỡng = 0.5) 

P‑AFP: 0.654858 (> 0.5): Trên ngưỡng, cho thấy khả năng kháng nguyên ở 

mức cao, trái ngược với kết quả từ VaxiJen. P‑DCP: 0.439031 (< 0.5): Dưới ngưỡng, 

tương ứng với đánh giá ở mức trung bình-thấp. P‑TXN: 0.518777 (> 0.5): Trên 

ngưỡng, khẳng định tính kháng nguyên mạnh, khớp với kết quả VaxiJen. 

Kết quả trên cho thấy, P‑TXN có tính kháng nguyên cao nhất cho thấy đây là 

kháng nguyên mạnh và đáng tin cậy. Tính kháng nguyên của P‑AFP cũng khá cao 

khi đánh giá bằng AntigenPro. Tuy có sự khác nhau giữa 2 công cụ nhưng có tiềm 

năng lớn khi kết hợp với P-TXN; hoàn toàn phù hợp khi dùng chung trong kháng 

nguyên đa đoạn. P‑DCP có tính kháng nguyên trung bình. Tuy nhiên, đoạn này sở 

hữu cụm epitope liên tục và không liên tục chồng nhau, có khả năng biểu hiện miễn 

dịch ổn định khi dùng làm kháng nguyên tái tổ hợp. Như vậy, lựa chọn ba đoạn 

peptide này không chỉ dựa vào giá trị thống kê của từng công cụ, mà còn vì chúng bổ 

trợ lẫn nhau, tạo nên kháng nguyên đặc hiệu, phù hợp với xu hướng thiết kế 

multi‑epitope trong nghiên cứu miễn dịch học hiện đại cho dù điểm số đơn lẻ không 

vượt ngưỡng [112]. 

3.1.1.5. Đánh giá tính chất vật lý của ba đoạn protein 

Để lựa chọn đoạn peptide kháng nguyên phù hợp phục vụ biểu hiện và tạo 

kháng thể đơn dòng, công cụ ExPASy được sử dụng nhằm phân tích các đặc tính vật 

lý-sinh học quan trọng. Kết quả thể hiện trong Bảng 3.8. 

Bảng 3.8. Đánh  giá các tính chất vật lý của 3 đoạn protein P-AFP, P-DCP,  

P-TXN bằng ExPASy 

Đặc điểm P-AFP P-DCP P-TXN 

Số axit amin (a.a) 108 81 95 

Khối lượng 14935.04 10075.78 11950.00 

Số a.a tích điện âm 17 23 14 

Số a.a tích điện dương 14 8 12 

pI lý thuyết 5.42 4.03 5.18 

Hệ số tắt 7575 6085 6750 
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Thời gian bán hủy in vivo 

trong tế bào động vật 
1.4 giờ 30 giờ  18 giờ 

Chỉ số bất ổn 59.98 43.55 34.87 

Chỉ số béo 73.15 51.85 66.90 

Giá trị kị nước GRAVY -0.774 -0.944 -0.168 

 

Ba đoạn peptide P-AFP, P-DCP và P-TXN có những đặc điểm tính chất vật lý 

khác nhau, phản ánh vai trò và khả năng tồn tại của chúng trong môi trường sinh lý.  

P-AFP (peptide từ AFP): Là đoạn peptide dài nhất (108 aa), có khối lượng 

phân tử lớn nhất (khoảng 15 kDa). Tuy nhiên, thời gian bán hủy rất ngắn (1.4 giờ) và 

chỉ số bất ổn cao (59.98), phản ánh tính không ổn định và dễ bị phân giải. Chỉ số 

GRAVY (-0.774) cho thấy mức độ kỵ nước vừa phải, nghĩa là protein có thể hòa tan 

tương đối trong môi trường nước nhưng vẫn cần tối ưu điều kiện biểu hiện. Như vậy, 

mặc dù P-AFP tiềm năng cho chức năng sinh học, nhưng P-AFP cần lưu ý khi thiết 

kế và xử lý tinh sạch vì độ ổn định thấp. 

P-DCP (peptide từ DCP): Là peptide ngắn nhất (81 aa) và có khối lượng thấp 

nhất (khoảng 10 kDa), nhưng lại có thời gian bán hủy dài nhất (30 giờ) và chỉ số bất 

ổn tương đối thấp (43.55), cho thấy độ ổn định cao trong điều kiện sinh lý. Tuy nhiên, 

GRAVY thấp nhất (-0.944) chứng tỏ protein rất kỵ nước, dẫn đến khả năng hòa tan 

kém trong môi trường phân cực như huyết thanh. Ngoài ra, P-DCP có số lượng axit 

amin tích điện âm cao, có thể ảnh hưởng đến tính tương tác khi gắn vào bề mặt ELISA 

hoặc kết hợp kháng thể.  

P-TXN (peptide từ TXN): Có độ dài trung bình (95 aa) và khối lượng khoảng 

12 kDa, chỉ số bất ổn thấp nhất (34.87); thời gian bán hủy 18 giờ, đủ dài để đảm bảo 

sự tồn tại trong tế bào nhưng không quá dài gây tích tụ; GRAVY -0.168 gần bằng 0 

cho thấy tính kỵ nước-trung tính, đồng nghĩa P-TXN có khả năng hòa tan tốt nhưng 

vẫn giữ được cấu trúc không gian ổn định; Giá trị pI 5.18 gần pH sinh lý, cho phép 

dễ dàng tinh sạch bằng các phương pháp trao đổi ion hoặc điện di. Những đặc điểm 

này chứng minh P-TXN là lựa chọn kháng nguyên lý tưởng nhất trong 3 peptide, cân 

bằng được tính ổn định, độ bền không gian và khả năng hòa tan. 

Từ các kết quả trên cho thấy:  

 P-DCP là lựa chọn lý tưởng để phát triển kháng nguyên do độ ổn định 

cao và tồn tại lâu, tuy nhiên cần cải tiến về khả năng hòa tan.  

 P-TXN cân đối giữa tính ổn định, độ bền và khả năng hòa tan.  
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 P-AFP, dù không ổn định, lại có cấu trúc dài và tiềm năng sinh miễn 

dịch cao, có thể sử dụng khi được tối ưu hóa điều kiện biểu hiện và tinh sạch.  

Như vậy, việc lựa chọn peptide không chỉ dựa trên tính kháng nguyên mà còn 

cần xét đến các đặc điểm vật lý-sinh học để đảm bảo hiệu quả trong các ứng dụng 

chẩn đoán.  

* Kết luận về độ tin cậy của quy trình dự đoán epitope 

Quy trình dự đoán epitope cho ba protein AFP, DCP và TXN đã được thực 

hiện theo các bước phân tích chi tiết và hệ thống, bao gồm: 

Dự đoán epitope liên tục bằng BepiPred 2.0 và epitope không liên tục bằng 

Discotope 2.0, kết hợp với mô hình cấu trúc 3D được dựng hoặc tham chiếu từ cơ sở 

dữ liệu tinh thể (PDB), nhằm đảm bảo tính chính xác hình học bề mặt. Sử dụng 

ngưỡng ở mức 0.5 – 0.6 cho BepiPred và -3.7 cho Discotope tương ứng với mức độ 

nhạy, độ đặc hiệu được công bố trong các nghiên cứu quốc tế, đảm bảo không bỏ sót 

các epitope tiềm năng. Vị trí các epitope được dự đoán trùng khớp với các vùng giàu 

hoạt tính miễn dịch (ví dụ, vùng giữa chuỗi DCP, vùng C-terminal của TXN), củng 

cố thêm độ tin cậy của kết quả. 

Phân tích tính kháng nguyên bằng hai công cụ VaxiJen 2.0 và AntigenPro, 

giúp xác định khả năng kích thích đáp ứng miễn dịch của các đoạn peptide được chọn, 

với P-TXN thể hiện độ tin cậy cao nhất khi vượt ngưỡng ở cả hai công cụ, P-DCP đạt 

mức trung bình, còn P-AFP dù thấp ở VaxiJen nhưng cao ở AntigenPro, khẳng định 

tiềm năng khi kết hợp đa epitope. 

Phân tích tính chất lý-sinh bằng ExPASy cho thấy cả ba đoạn peptide được 

chọn đều có đặc điểm kích thước, pI, độ ổn định và thời gian bán hủy phù hợp cho 

quá trình biểu hiện, tinh sạch và ứng dụng thực tế, đặc biệt P-TXN có sự cân bằng tốt 

nhất. 

Các cơ sở trên cho thấy kết quả dự đoán epitope của các protein AFP, DCP và 

TXN trong nghiên cứu này có độ tin cậy cao, đủ tiêu chuẩn để sử dụng làm cơ sở 

thiết kế peptide kháng nguyên tái tổ hợp. 

3.1.1.6. Thiết kế và tối ưu hóa trình tự nucleotide cho biểu hiện tái tổ hợp 

Dựa vào trình tự nucleotide gốc kết hợp với sử dụng phần mềm chuyển đổi 

trình tự axit amin thành trình tự nucleotide (DNA/mRNA) dựa trên bảng mã di truyền 

từ phần mềm MEGA X, trình tự nucleotide được sử dụng để làm biểu hiện được trình 

bày ở Bảng 3.9. Trong đó, các trình tự nucleotide được thêm 2 điểm cắt giới hạn ở 

đầu và cuối trình tự là NdeI (5'-CATATG-3') và XhoI (5'-CTCGAG-3'). Trình tự 

nucleotide của P-AFP dài 348 bp, P-DCP dài 267 bp và P-TXN dài 309 bp. 
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Bảng 3.9. Trình tự nucleotide của các đoạn peptide P-AFP, P-DCP và P-TXN 

 

 

 

 

AFP 

5’CATATGA.ATGATGA.AA.AACCCGAGGGACTATCACCA.AAT

CTGA.ATCGTTTTTTGGGCGACCGCGACTTCA.ACCAGTTTAGCT

CCGGTGAGA.AGA.ACATCTTCCTTGCCTCTTTCGTGCATGA.AT

ACAGCCGTCGCCACCCGCAGTTAGCAGTTAGCGTTATTCTGCG

TGTGGCGA.AAGGTTATCAGGAGCTGCTGGA.AA.AGTGCTTTC

A.AACCGA.AA.ACCCGTTGGAGTGCCAGGATA.AAGGCGAGGA.

AGA.ATTGCA.AA.AGTATATCCA.AGAGTCGCAGGCTCTGGCGA

.AACGTAGCTGTGGCCTGTTCCA.AA.AACTGGGTGAGTACTACC

TCGAG-3’ 

 

 

 

DCP 

5’CATATGGGGGATTTTGGATATTGTGACCTA.AATTACTGCGA.

AGAGGCTGTGGA.AGAGGAGACGGGTGACGGCCTGGATGA.AG

ACAGCGACCGCGCA.ATTGAGGGCCGTACTGCGACCTCTGA.AT

ACCAGACCTTCTTTA.ACCCGCGTACCTTCGGCAGCGGTGA.AG

CGGATTGTGGTCTGCGTCCGTTGTTTGA.AA.AGA.AA.AGCTTG

GAGGACA.AGACCGAGCGCGA.ACTGCTGGAGTCCTATATCGA

TCTCGAG-3’ 

 

 

 

 

TXN 

5’CATATGATAGAGTCA.AA.AACAGCATTTCA.AGA.AGCTTTA

GATGCCGCAGGCGATA.AATTGGTTGTCGTGGACTTCTCGGCG

ACCTGGTGTGGTCCGTGTA.AA.ATGATCA.AACCGTTCTTCCAC

AGCCTGTCCGAGA.AGTACAGCA.ATGTTATTTTTCTGGAGGTT

GACGTGGACGACTGCCA.AGATGTTGCTAGCGAGTGCGA.AGT

GA.AGTGCATGCCGACGTTTCAGTTTTTCA.AA.AAGGGTCAGA.

AGGTGGGCGA.ATTTTCTGGTGCGA.ACA.AAGA.AA.AGCTGGA

GGCGCTCGAG-3’ 

 

3.1.2. Kết quả biến nạp vào E. coli 

Vector tạo dòng pJET1.2 mang gen mục tiêu (được cung cấp bởi Công ty Cổ 

phần Phù Sa Genomics, Việt Nam.) có hai enzym cắt giới hạn NdeI và XhoI phục vụ 

cho việc cắt gen. Đoạn gen đích AFP/DCP/TXN được chèn vào giữa. Trong đó, 

pBR322 Ori là nguồn gốc tái bản. LacI là trình tự khởi động tự nhiên của E. coli và 

trình tự mã hóa cho lac repressor. T7 promoter thúc đẩy quá trình phiên mã ở mức độ 

cao của gen quan tâm khi có mặt T7 RNA polymerase. AmpR gen kháng kháng sinh 

ampicillin. 

Quá trình cắt thu hồi gen đã thu được các cặp gồm hai mảnh gen tương ứng 

với kích thước là pJET1.2 có kích thước 2974 bp và gen mục tiêu là: AFP (kích thước 
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348 bp) hoặc DCP (kích thước 267 bp) hoặc TXN (kích thước 309 bp) (Hình 3.1). 

Đây là bước quan trọng để đảm bảo chất lượng gen mục tiêu trước khi chuyển sang 

vector biểu hiện tái tổ hợp. Kết quả này cũng khẳng định rằng đoạn gen mục tiêu 

được chèn và vị trí enzym cắt giới hạn là phù hợp, không bị lỗi đột biến, sai khung 

đọc hay mất trình tự. 

 

Hình 3.1. Kết quả điện di sản phẩm cắt plasmid chứa gen AFP, DCP và TXN ra 

khỏi vector pJET1.2 bằng hai loại enzym cắt giới hạn là NdeI và XhoI. 

M1: Thang DNA chuẩn GeneRuler 1 Kb Plus 

 

Đoạn gen mục tiêu được thu hồi bằng bộ kit PureLink™ Quick Gel Extraction 

Kit (Invitrogen, Mỹ), cho phép tinh sạch sản phẩm DNA tái tổ hợp.  

 

Hình 3.2. Điện di đồ sản phẩm cắt gen sau tinh sạch  

M2: Thang DNA chuẩn GeneRuler 100 bp;  

AFP: 348 bp, DCP: 267 bp, TXN: 309 bp. 
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Sản phẩm thu được sau tinh sạch chỉ có một băng duy nhất đúng kích thước 

dự đoán, không đứt gãy, không bị vệt kéo dài (Hình 3.2). Sản phẩm này đủ điều kiện 

để tiếp tục được sử dụng trong quá trình biến nạp nhằm tạo vector tái tổ hợp, phục vụ 

cho các bước nghiên cứu tiếp theo. 

- Vector biểu hiện pET22b+ (Hình 3.3) được xử lý mở vòng bằng hai enzym 

cắt NdeI và XhoI, sau đó ghép gen mục tiêu vào vector biểu hiện pET22b+ và nối 

bằng T4 ligase. 

 

Hình 3.3. Sơ đồ vector biểu hiện pET22b+ với hai enzym NdeI và XhoI. 

 

Biến nạp vector biểu hiện pET22b+ chứa gen mục tiêu vào tế bào khả biến E. 

coli BL21 bằng phương pháp sốc nhiệt. Sau khi thực hiện biến nạp, các khuẩn lạc 

được nuôi phục hồi trên môi trường thạch LB-agar có bổ sung kháng sinh chọn lọc 

ampicillin ở nồng độ 100 µg/ml nhằm sàng lọc dòng chuyển gen thành công.  

Kết quả cho thấy có xuất hiện khuẩn lạc mọc ở đĩa LB-agar chứa kháng sinh 

ampicillin ở nồng độ 100 µg/ml và khá rời rạc. Một số khuẩn lạc trên đĩa được lựa 

chọn đem đi nuôi tăng sinh trong môi trường LB lỏng có ampicillin ở nồng độ 100 

µg/ml để tiến hành tách DNA plasmid và PCR với mồi đặc hiệu.   

- Kết quả điện di DNA plasmid cho thấy khi xuất hiện rõ nét của một băng 

DNA dạng siêu xoắn (supercoiled) nằm thấp nhất trong các băng plasmid. Các băng 

phụ như dạng vòng mở (open circular) hoặc dạng mạch thẳng (linear) có xuất hiện 

nhưng không chiếm ưu thế (Hình 3.4). 
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Hình 3.4. Điện di đồ sản phẩm DNA plasmid tái tổ hợp từ các khuẩn lạc mọc trên 

đĩa LB-agar chứa kháng sinh.  

M1: Thang DNA chuẩn GeneRuler 1 Kb Plus; Các giếng AFP, DCP, TXN chứa 

plasmid với 3 dạng nhận diện gồm: dạng vòng mở (open circular), dạng mạch thẳng 

(linear) và dạng siêu xoắn (supercoiled). 

 

- Kết quả điện di kiểm tra PCR khuẩn lạc đã được biến nạp gen mục tiêu ở 

nhiệt độ gắn mồi 58oC, cho một băng vạch duy nhất có kích thước AFP khoảng 348 

bp, DCP khoảng 267 bp, TXN khoảng 309 bp tương đương với trình tự gen đã thiết 

kế ban đầu (Hình 3.5).  

Như vậy, đoạn gen AFP, DCP, TXN đã được chèn đầy đủ vào vector biểu hiện.  

 
Hình 3.5. Điện di đồ kiểm tra gen mục tiêu từ các khuẩn lạc chọn lọc 

M2: Thang DNA chuẩn GeneRuler 100 bp; Giếng 1-3: sản phẩm PCR của AFP có 

kích thước 348 bp; Giếng 4-6: sản phẩm PCR của DCP có kích thước 267 bp; Giếng 

7-9 sản phẩm PCR của và TXN có kích thước 309 bp.  

 

3.1.3. Giải trình tự DNA của AFP/DCP/TXN  

Sau khi thu nhận các khuẩn lạc dương tính (kháng ampicillin) có khả năng 

mang plasmid chứa gen mục tiêu, những mẫu cho kích thước chèn đúng dự đoán được 
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lựa chọn để tiến hành giải trình tự Sanger sử dụng mồi phổ biến là T7 promoter. Kết 

quả giải trình tự được minh họa trong Hình 3.6. 

Dữ liệu trình tự thu được được phân tích bằng phần mềm ClustalW trên 

BioEdit 7.2, cho phép căn chỉnh và so sánh với trình tự thiết kế ban đầu nhằm đánh 

giá tính toàn vẹn và chính xác của đoạn DNA tái tổ hợp.  

 

 

 

 

A 

 

 

 

B 

 

 

 

C 

Hình 3.6. Kết quả giải trình tự với mồi thương mại T7 promoter. 

A: đoạn gen có chứa AFP; B: đoạn gen có chứa DCP;  

C: đoạn gen có chứa TXN. 

 

Trình tự thu được từ vector T7-AFP/DCP/TXN hoàn toàn khớp với trình tự 

gen AFP thiết kế ban đầu. Không xuất hiện bất kỳ sai sót về nucleotide, thiếu đoạn, 

thêm đoạn hay đột biến nào, kể cả ở đầu 5’ lẫn cuối 3’.  
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Toàn bộ vùng mã hóa gen AFP/DCP/TXN (gồm cả codon khởi đầu ATG và 

các codon tiếp theo) đã được chèn chính xác vào vector biểu hiện. Vùng T7 promoter 

đã hoạt động đúng vai trò làm mồi giải trình tự và vùng gen nằm liền kề promoter T7 

trong vector pET22b+. 

Kết quả giải trình tự khẳng định rằng quá trình ghép gen vào vector pET22b+ 

đã diễn ra chính xác, không đột biến và không lệch khung đọc, đảm bảo khả năng 

biểu hiện protein tái tổ hợp về sau. 

Chỉ những khuẩn lạc đạt các tiêu chí này mới được giữ chủng, bảo quản ngắn 

hạn trên môi trường LB-agar có chứa ampicillin, hoặc bảo quản đông sâu trong môi 

trường LB-amp + 30% glycerol để sử dụng trong các bước tiếp theo như biểu hiện và 

tinh sạch protein. 

3.1.4. Biểu hiện protein tái tổ hợp 

3.1.4.1 Kết quả biểu hiện protein tổng số 

Để biểu hiện protein tái tổ hợp, ba khuẩn lạc đại diện cho mỗi loại gen AFP, 

DCP, TXN  đã được chọn để tiến hành biểu hiện theo như mô tả trong phần Phương 

pháp nghiên cứu.  

 

Hình 3.7. Điện di đồ sản phẩm protein tổng số của các khuẩn lạc sau khi đã 

được nuôi biểu hiện với chất cảm ứng IPTG.  

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; Giếng 1-3: protein tổng số mang 

gen AFP; Giếng 4-6: protein tổng số mang gen TXN; Giếng 7-9: protein tổng số mang 

gen DCP; Giếng 10: protein tổng số của khuẩn lạc không có gen biến nạp. 

 

Kết quả điện di kiểm tra protein tổng số trên gel acrylamide của cả 3 nhóm 

khuẩn lạc mang gen mục tiêu so với khuẩn lạc không mang gen biến nạp đều cho thấy 

xuất hiện thêm các đoạn protein tái tổ hợp: AFP có kích thước khoảng 15 kDa, DCP 
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có kích thước khoảng 10 kDa và TXN có kích thước khoảng 12 kDa (Hình 3.7). Như 

vậy, các E. coli mang gen AFP, DCP và TXN đã biểu hiện thành công protein tái tổ 

hợp, với kích thước phù hợp thiết kế lý thuyết và không xuất hiện trong mẫu đối 

chứng. 

3.1.4.2. Tối ưu biểu hiện AFP, DCP, TXN 

Sau khi đã biểu hiện và thu nhận thành công protein tái tổ hợp AFP, DCP, 

TXN; một số điều kiện như nồng độ chất cảm ứng IPTG, nhiệt độ và thời gian nuôi 

đã được tối ưu để thu nhận số lượng lớn 3 loại protein tái tổ hợp, phục vụ cho tinh 

sạch và sử dụng cho các mục đích nghiên cứu tiếp theo. 

+ AFP: Kết quả tối ưu các điều kiện biểu hiện của AFP được trình bày trong 

Hình 3.8.  

 
Hình 3.8. Kết quả tối ưu điều kiện biểu hiện của protein AFP. 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; Giếng 1-4 khảo sát nồng độ chất 

cảm ứng IPTG lần lượt ở 0.05 mM; 0.1 mM; 0.2 mM; 0.4 mM. Giếng 5-8 khảo sát 

thời gian nuôi biểu hiện lần lượt ở 9 giờ, 12 giờ, 15 giờ, 18 giờ. Giếng 9-12 khảo sát 

nhiệt độ nuôi biểu hiện lần lượt ở 25oC, 30oC, 33oC, 37oC. Giếng 13 là protein tổng 

số của khuẩn lạc không mang gen biến nạp. 

 

Kết quả trên cho thấy điều kiện tối ưu biểu hiện của AFP như sau: nồng độ 

chất cảm ứng IPTG là 0.1 mM, nhiệt độ biểu hiện tối ưu là 37oC và thời gian thích 

hợp cho quá trình biểu hiện là 12 giờ. 

 + DCP: Tương tự như AFP, 3 điều kiện cơ bản để tối ưu biểu hiện của DCP 

được minh họa trong Hình 3.9.  

 Kết quả từ Hình 3.9 cho thấy, nồng độ IPTG là 0.1 mM và 9 giờ nuôi ở 25oC 

đạt kết quả tốt nhất. 
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Hình 3.9. Kết quả tối ưu điều kiện biểu hiện của protein DCP. 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; Giếng 2-5 khảo sát nồng độ chất 

cảm ứng IPTG lần lượt ở 0.05 mM; 0.1 mM; 0.2 mM; 0.4 mM. Giếng 6-9 khảo sát 

thời gian nuôi biểu hiện lần lượt ở 9 giờ, 12 giờ, 15 giờ, 18 giờ. Giếng 10-13 khảo sát 

nhiệt độ nuôi biểu hiện lần lượt ở 25oC, 30oC, 33oC, 37oC. Giếng 1 là protein tổng số 

của khuẩn lạc không mang gen biến nạp. 

 

 + TXN: Thực hiện các bước tương tự như 2 protein tái tổ hợp AFP, DCP. Kết 

quả cho thấy ở nhiệt độ 37oC, 12 giờ nuôi cấy, có bổ sung chất cảm ứng IPTG đến 

nồng độ 0.2 mM, đạt kết quả tốt nhất (Hình 3.10). 

 

Hình 3.10. Kết quả tối ưu điều kiện biểu hiện của protein TXN. 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; Giếng 2-5 khảo sát nồng độ chất 

cảm ứng IPTG lần lượt ở 0.05 mM; 0.1 mM; 0.2 mM; 0.4 mM. Giếng 6-9 khảo sát 

thời gian nuôi biểu hiện lần lượt ở 9 giờ, 12 giờ, 15 giờ, 18 giờ. Giếng 10-13 khảo sát 

nhiệt độ nuôi biểu hiện lần lượt ở 25oC, 30oC, 33oC, 37oC. Giếng 1 là protein tổng số 

của khuẩn lạc không mang gen biến nạp. 

(Do đặc điểm của thang chuẩn nhuộm màu sẵn (M3), sau quá trình điện di xảy ra 

hiện tượng vạch thang chuẩn không đều màu,.. nhưng điều này không ảnh hưởng đến 

việc xác định đúng vị trí protein mục tiêu TXN = 12 kDa) 
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* Kết luận chung về điều kiện tối ưu cho AFP, DCP, TXN 

+ Nồng độ IPTG: AFP và DCP đạt mức biểu hiện cao nhất tại 0.1 mM IPTG, 

cho thấy chỉ cần nồng độ cảm ứng thấp đã đủ kích hoạt vùng promoter T7. Ở nồng 

độ IPTG cao hơn (0.2 – 0.4 mM), mức biểu hiện giảm nhẹ, có thể do hình thành thể 

vùi hoặc ức chế tăng trưởng. Băng TXN ở nồng độ IPTG 0.2 mM vẫn sắc nét và 

không bị mờ đi như AFP/DCP ở nồng độ cao hơn. Do tính chất sinh học đặc 

trưng,TXN là protein nhỏ kích thước nhỏ (khoảng 12 kDa), có cấu trúc bền vững, dễ 

gấp cuộn đúng trong môi trường tế bào chất, do đó vẫn có thể biểu hiện hiệu quả ở 

mức IPTG cao hơn mà không làm tăng đáng kể nguy cơ hình thành thể vùi (điều 

thường thấy ở các protein lớn hơn như AFP hoặc DCP). Nghiên cứu của Sahdev và 

cộng sự (2008) cũng chỉ ra rằng những protein có trọng lượng phân tử nhỏ, cấu trúc 

gọn và ít cầu nối disulfide tương tự TXN, thường dễ biểu hiện ở dạng hòa tan trong 

E. coli [113]. 

+ Thời gian nuôi: Mức biểu hiện protein AFP và TXN đạt tối đa sau 12 giờ 

cảm ứng IPTG, sau đó không tăng đáng kể hoặc thậm chí giảm nhẹ ở các thời điểm 

15 và 18 giờ. Hiện tượng này có thể liên quan đến việc E. coli bước sang pha suy 

thoái sau thời gian cảm ứng kéo dài, làm giảm tốc độ tổng hợp protein, đồng thời tăng 

hoạt động của các protease nội sinh [114]. Do đó, 12 giờ sau cảm ứng được xem là 

mốc thời gian tối ưu cho thu nhận protein tái tổ hợp AFP và TXN trong nghiên cứu 

này. Riêng DCP đạt mức biểu hiện cao nhất tại 9 giờ sau cảm ứng, rút ngắn thời gian 

so với AFP và TXN. Điều này cho thấy DCP dễ bị ảnh hưởng bởi stress tế bào nếu 

nuôi kéo dài, có thể dẫn đến sai gấp cuộn hoặc giảm chất lượng protein. 

+ Nhiệt độ: AFP và TXN biểu hiện tối ưu ở 37°C, điều kiện nhiệt độ cao giúp 

E. coli tăng trưởng nhanh, tăng tốc độ tổng hợp protein; đồng thời cấu trúc của hai 

protein này đơn giản, dễ gấp cuộn, ít bị kết tủa. DCP biểu hiện tối ưu ở 25°C, do DCP 

có cấu trúc phức tạp, nhiều cầu disulfide, dễ sai gấp ở nhiệt độ cao; nuôi ở nhiệt độ 

thấp tạo điều kiện cho protein gấp cuộn chính xác, hạn chế hình thành thể vùi. 

3.1.5. Tinh sạch các protein tái tổ hợp 

- Tinh sạch protein tái tổ hợp AFP: 

Sau khi tinh sạch qua cột sắc ký ái lực Ni-NTA, protein tái tổ hợp AFP kích 

thước khoảng 15 kDa được thu nhận rõ ràng trong 4 phân đoạn rửa giải E1–E4 (Hình 

3.11). Vạch protein mục tiêu thể hiện đậm, sắc nét và đồng đều, cho thấy AFP được 

biểu hiện chủ yếu ở dạng hòa tan và có khả năng gắn kết hiệu quả với cột Ni-NTA 

thông qua đuôi His-tag. Phân tích ảnh gel SDS-PAGE bằng phần mềm ImageJ cho 
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thấy: Tỷ lệ mật độ vạch AFP so với tổng mật độ các protein trong mỗi phân đoạn tinh 

sạch đạt từ 80 – 86%, tương ứng với độ tinh khiết ≥ 80%. Tổng mật độ vạch AFP sau 

tinh sạch so với vạch trong mẫu lysate ban đầu cho thấy hiệu suất thu hồi đạt khoảng 

73%. 

So với các nghiên cứu trước, kết quả này cho thấy hệ thống biểu hiện và quy 

trình tinh sạch trong nghiên cứu hiện tại có hiệu quả cao hơn. Trong khi AFP toàn 

phần trước đây thường biểu hiện dưới dạng thể vùi và đòi hỏi quá trình hòa tan – tái 

gấp nếp phức tạp [115], thì AFP tái tổ hợp ở nghiên cứu này được biểu hiện chủ yếu 

ở dạng hòa tan và thu hồi trực tiếp sau nuôi cấy. So với báo cáo của Li (2022), trong 

đó chỉ thu được protein sau 2 phân đoạn rửa giải [116], AFP trong nghiên cứu này 

được thu đều ở 4 phân đoạn, phản ánh mức độ gắn kết tốt và khả năng thu hồi protein 

cao hơn.  

 

Hình 3.11. Sản phẩm protein tái tổ hợp AFP tinh sạch bằng cột sắc ký ái lực Ni-NTA 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; L (Lysate): dịch protein tổng số; 

FT (Flow Through): dịch qua cột; W (Wash): dịch rửa rải; E (Elution): các phân đoạn 

rửa giải chứa protein AFP. 

 

- Tinh sạch protein tái tổ hợp DCP: 

Protein DCP kích thước khoảng 10 kDa được thu nhận rõ ràng trong 4 phân 

đoạn rửa giải E1–E4 sau khi tinh sạch bằng sắc ký ái lực Ni-NTA (Hình 3.12). Vạch 

protein mục tiêu xuất hiện đậm, rõ ràng, thể hiện khả năng gắn kết tốt với cột Ni 

thông qua đuôi His-tag. Phân tích mật độ vạch trên ảnh gel bằng phần mềm ImageJ 

cho thấy: Độ tinh khiết của các phân đoạn E1–E4 đạt từ 78 – 85%, phản ánh chất 

lượng tinh sạch cao. Hiệu suất thu hồi tổng thể so với mẫu lysate thô đạt khoảng 71 

– 76%, cho thấy quá trình thu nhận protein DCP có hiệu quả tốt. 

Hiệu suất thu hồi này phụ thuộc đáng kể vào điều kiện biểu hiện. Cụ thể, khi 

nuôi cấy ở 37°C, DCP chủ yếu tích lũy ở dạng không hòa tan, dẫn đến hiệu suất thấp. 
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Tuy nhiên, khi giảm nhiệt độ cảm ứng xuống 25°C, lượng protein hòa tan tăng đáng 

kể, cho phép thu nhận trực tiếp protein ở pha lỏng mà không cần tái cấu trúc. Điều 

này phù hợp với các nghiên cứu trước cho thấy cảm ứng ở nhiệt độ thấp giúp cải thiện 

gấp nếp và độ hòa tan của protein ngoại lai [116]. Với kích thước nhỏ (10 kDa), DCP 

cho thấy khả năng tinh sạch dễ dàng và bền vững, đặc biệt khi được biểu hiện ở điều 

kiện nhiệt độ tối ưu. 

 
Hình 3.12. Sản phẩm protein tái tổ hợp DCP tinh sạch bằng cột sắc ký ái lực Ni-NTA 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; L (Lysate): dịch protein tổng số; 

FT (Flow Through): dịch qua cột; W (Wash): dịch rửa rải; E (Elution): các phân đoạn 

rửa giải chứa protein DCP. 

 

- Tinh sạch protein tái tổ hợp TXN: 

 
Hình 3.13. Sản phẩm protein tái tổ hợp TXN tinh sạch bằng cột sắc ký ái lực Ni-NTA 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm; L (Lysate): dịch protein tổng số; FT 

(Flow Through): dịch qua cột; W (Wash): dịch rửa rải; E (Elution): các phân đoạn rửa 

giải chứa protein TXN. 

 

Protein TXN kích thước 12 kDa là một protein nhỏ có bản chất hòa tan cao và 

bền vững [117]. Sau khi tinh sạch qua cột Ni-NTA, protein mục tiêu được thu rõ ràng 
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trong 5 phân đoạn rửa giải E1–E5 (Hình 3.13), phản ánh tổng lượng protein thu hồi 

lớn và quá trình gắn kết, rửa giải hiệu quả. Phân tích ảnh gel bằng phần mềm ImageJ 

cho thấy: Độ tinh khiết của các phân đoạn E1–E5 đạt từ 85 – 90%, với băng TXN rõ, 

đậm, sắc nét. Hiệu suất thu hồi tổng thể so với mẫu lysate thô đạt khoảng 93 – 96%, 

cao nhất trong ba protein được tinh sạch.  

Điều kiện cảm ứng bằng IPTG có ảnh hưởng rõ rệt đến kết quả biểu hiện. So 

sánh các nồng độ IPTG cho thấy mức 0,5 – 1 mM cho năng suất TXN cao hơn rõ rệt 

so với các nồng độ thấp hơn, phù hợp với nhận định rằng nồng độ IPTG cao thường 

thúc đẩy mức phiên mã mạnh hơn mà không ảnh hưởng đến hòa tan ở các protein nhỏ 

bền vững như TXN [117]. 

Tính ổn định nhiệt và cấu trúc vững của TXN cũng là yếu tố then chốt giúp 

protein không bị biến tính hoặc kết tủa trong quá trình tinh sạch, đảm bảo thu hồi ở 

hiệu suất cao [118].  

3.1.6. Kiểm tra sản phẩm tinh sạch bằng phản ứng Western blot 

Kết quả thu được như trong Hình 3.14 cho thấy, protein (kháng nguyên) tái tổ 

hợp AFP thể hiện một băng protein rõ nét ở kích thước khoảng 15 kDa, phù hợp với 

khối lượng phân tử dự kiến của đoạn AFP tái tổ hợp đã thiết kế.  

 
Hình 3.14. Kết quả kiểm tra Western blot cho các protein (kháng nguyên) tái tổ hợp 

M3: 10-100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm 

 

Việc chỉ quan sát duy nhất một dải đặc hiệu cho thấy kháng nguyên tái tổ hợp 

AFP thu được có độ tinh sạch cao và giữ nguyên cấu trúc quyết định kháng nguyên, 

phù hợp với thiết kế ban đầu. Kháng nguyên DCP tái tổ hợp cho ra một băng ở 10 

kDa với độ rõ nét cao. Mặc dù khối lượng này thấp hơn so với kết quả của nghiên 

cứu được thực hiện bởi Shen và cộng sự (2013) với DCP khoảng 23 kDa [119]. Nhưng 
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kết quả nghiên cứu này thu được tương đồng ở việc chỉ có một dải riêng biệt trong 

Western blot. Điều này khẳng định thành công trong việc biểu hiện và tinh sạch kháng 

nguyên DCP tái tổ hợp, đồng thời tương tự với báo cáo đã công bố khi kháng thể 

kháng DCP đơn dòng chỉ nhận diện một protein đặc hiệu. Kháng nguyên TXN có 

băng protein ở 12 kDa chỉ ra thành công trong biểu hiện và tinh sạch kháng nguyên 

TXN tái tổ hợp. Đặc điểm nổi bật là chỉ có một băng duy nhất, chứng tỏ không xuất 

hiện sản phẩm phân giải hay phiên mã sai. TXN vốn là protein rất ổn định, và kết quả 

này phù hợp với báo cáo trước cho thấy TXN gắn nhãn TAP duy trì băng đơn trên 

Western blot, minh chứng cho tính ổn định cao (không bị phân mảnh) của protein 

[120]. 

Hình ảnh Western blot với ba băng sắc nét tương ứng với AFP, TXN, và DCP 

chỉ ra rằng các protein này được biểu hiện đúng kích thước, giữ được epitope đặc hiệu 

và không bị phân mảnh rõ rệt. Mặc dù Western blot không dùng để đánh giá độ tinh 

sạch tổng thể, việc chỉ quan sát một băng duy nhất trong mỗi mẫu phản ánh mức độ 

tinh sạch tương đối cao và tính đặc hiệu miễn dịch tốt, đủ điều kiện để sử dụng trong 

các bước nghiên cứu tiếp theo. 

3.1.7. Đo nồng độ protein tái tổ hợp 

Đường chuẩn Bradford (Hình 3.15) được dựng và xử lý bằng Excel, với giá trị 

R2 > 0.98 cho thấy độ sai số của thí nghiệm trong ngưỡng chấp nhận.  

 
Hinh 3.15. Đo nồng độ protein tái tổ hợp tinh sạch bằng phương trình  

đường chuẩn Bradford 

 

Nồng độ đo được của AFP là 0.663 mg/ml, DCP là 0.328 mg/ml và TXN là 

0.851 mg/ml. Kết quả này cho thấy mức độ chính xác cao trong việc xác định nồng 
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độ protein, cho phép khẳng định các kết quả thu được là đáng tin cậy. Tuy nhiên, các 

nồng độ thấp hơn so với các nghiên cứu trước đó từ 5-6 lần [121, 122, 123]. Có sự 

khác biệt về nồng độ trên có thể là do đa phần protein tái tổ hợp trong nghiên cứu này 

đều ở dạng thể vùi nhưng không sử dụng ure để hoà tan và tái gấp cuộn lại. Nồng độ 

protein tái tổ hợp thu được chỉ dùng đồng thời tác nhân vật lý là sóng siêu âm và chất 

xúc tác sinh học là enzym lysozyme để phá vỡ màng tế bào. Do đó hiệu quả thu hồi 

không được cao như các kết quả dùng ure [122]. Tuy nhiên, để đảm bảo động vật thí 

nghiệm không bị ngộ độc ure và kết quả thu được vẫn đạt nồng độ tối thiểu nên nghiên 

cứu này không dùng ure để biến tính và tái gấp cuộn thể vùi.  

3.2. KẾT QUẢ TẠO KHÁNG THỂ ĐƠN DÒNG BA CHỈ THỊ SINH HỌC AFP, 

DCP, TXN TỪ KHÁNG NGUYÊN TÁI TỔ HỢP TẠO THÀNH 

3.2.1. Kết quả gây miễn dịch trên chuột BALB/c 

Chuột được gây miễn dịch lần đầu với kháng nguyên tái tổ hợp (nồng độ 400 

µg/ml) phối trộn với tá chất FCA. Sau 24 giờ gây miễn dịch lần 1 với kháng nguyên 

tái tổ hợp AFP/DCP/TXN cho thấy chuột ăn uống, hoạt động bình thường, cân nặng 

không thay đổi, không có biểu hiện bệnh lý, lông mượt, phản xạ tốt. Tiếp tục gây 

miễn dịch lần 2 (sau 3 ngày gây miễn dịch lần 1) và lần 3 (sau 6 ngày miễn dịch lần 

1). Kháng nguyên tái tổ hợp AFP/ DCP/ TXN (nồng độ 400 µg/ml) được phối trộn 

với tá chất FIA, tiêm vào chuột với tổng thể tích là 50 µl/ con.  

Sau 24 giờ mỗi lần gây miễn dịch, quan sát thấy chuột ăn uống, hoạt động bình 

thường, không thay đổi cân nặng, không có bất thường về biểu hiện bệnh lý, lông 

mượt, phản xạ tốt. Không nhận thấy sự bất thường và khác nhau về hình dạng bên 

ngoài (so sánh với 01 chuột đối chứng cho các nhóm chỉ được tiêm nước cất vô trùng 

cho thấy chuột đối chứng ăn uống, hoạt động bình thường, phát triển bình thường, 

không có biểu hiện bất thường về bệnh lý). Kết quả theo dõi sau tiêm cho thấy nồng 

độ kháng nguyên tái tổ hợp cũng như tá chất FCA, FIA được chuột dung nạp tốt, 

không ghi nhận dấu hiệu độc tính cấp hoặc bất thường rõ rệt. Việc sử dụng FCA ở 

mũi tiêm đầu là phù hợp với nguyên tắc “một mũi FCA duy nhất” để tối đa hóa phản 

ứng miễn dịch ban đầu. Sau đó, mũi tiêm nhắc lại sử dụng FIA đúng như khuyến cáo 

để giảm tác dụng phụ. Như vậy, thiết kế nghiên cứu này (FCA lần đầu, FIA lần sau) 

là đúng theo tiêu chuẩn trong các quy trình gây miễn dịch tạo kháng thể và đã được 

áp dụng rộng rãi [124]. Thiết kế này cũng phù hợp với lý thuyết và thực tiễn sản xuất 

kháng thể đơn dòng. Liều kháng nguyên đã dùng là 400 µg/ml (tương đương 20 µg 

kháng nguyên trong thể tích tiêm 50 µl). Mức này nằm trong khoảng khuyến nghị 

chung (10–100 µg mỗi lần tiêm) cho các quy trình tạo kháng thể [124].  
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Kết quả mổ chuột kiểm tra thấy rằng chuột trong nhóm chứng có lách và hạch 

bẹn kích thước bình thường. 100% chuột trong 3 nhóm được tiêm kháng nguyên tái 

tổ hợp AFP/DCP/TXN có lách và hạch bẹn sưng to (là những phản ứng điển hình của 

hệ thống miễn dịch khi bị kích thích bởi kháng nguyên) cho thấy hiệu quả của quy 

trình tiêm và khả năng tạo phản ứng miễn dịch mạnh từ hệ miễn dịch của chuột. Kết 

quả này cũng tương tự như trong các nghiên cứu miễn dịch chứng minh khi kháng 

nguyên được tiêm vào chuột sẽ kích hoạt hệ thống miễn dịch, dẫn đến sự tăng sinh 

của tế bào lympho B, đồng thời gây ra phản ứng phù nề ở các hạch bạch huyết và 

lách, đây là dấu hiệu của việc tế bào lympho B đang sản xuất kháng thể đặc hiệu 

[124]. Như vậy, lựa chọn sử dụng chuột BALB/c để tiêm kháng nguyên protein tái tổ 

hợp AFP/DCP/TXN gây miễn dịch là phù hợp và tương đồng với các nghiên cứu đã 

khuyến cáo sử dụng chuột BALB/c do rất nhiều tế bào tuỷ xương (myeloma) dùng 

để ghép có nguồn gốc từ chủng này. Liều kháng nguyên 20 µg bổ sung tá chất 

FCA/FIA là tương đồng với các nghiên cứu đã được thực hiện [125]. Như vậy, quy 

trình này an toàn và khả năng dung nạp miễn dịch tốt, đáp ứng yêu cầu về tiêu chuẩn 

sản xuất kháng thể.  

3.2.2. Kết quả dung hợp tế bào lympho B của chuột và tế bào myeloma 

3.2.2.1. Kết quả phục hồi, cấy chuyển và nhân giống tế bào myeloma 

 

 

                      A                           B                           C 

Hình 3.16. Quan sát nuôi cấy phục hồi tế bào myeloma (400x).  

           (A) Tế bào myeloma khi mới được nuôi cấy phục hồi;  

           (B) Tế bào myeloma sau 24 giờ nuôi cấy phục hồi;  

           (C) Tế bào myeloma sau 48 giờ nuôi cấy phục hồi. 

 

- Phục hồi tế bào myeloma: Ống cryo bảo quản tế bào myeloma ở -196oC trong 

bình nitơ lỏng, sau đó được mang ra rã đông ở 37oC, loại bỏ phần dịch trong ống, rửa 
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lại tế bào và ly tâm. Kết quả tế bào sau khi ly tâm cho thấy có cặn tế bào, tiến hành 

kiểm tra bằng buồng đếm hồng cầu (với độ phóng đại 400x) thấy có các tế bào 

myeloma, sau đó chia tế bào vào chai nuôi cấy T75, kết bào myeloma khi mới nuôi 

cấy phục hồi được thể hiện ở Hình 3.16 A. 

Sau 24 giờ nuôi cấy phục hồi, các tế bào myeloma được rã đông từ bảo quản 

nitơ lỏng cho thấy hình dạng tròn, tập trung thành từng cụm nhỏ. Một phần tế bào 

sống bám dính vào đáy chai nuôi cấy, trong khi một số tế bào chết hoặc chưa bám 

dính vẫn lơ lửng trong môi trường nuôi cấy (Hình 3.16 B).  

Sau 48 giờ, xung quanh các cụm tế bào myeloma ban đầu xuất hiện nhiều tế 

bào mới tăng sinh, mật độ tế bào gia tăng rõ rệt (Hình 3.16 C). Tế bào tiếp tục được 

nuôi trong tủ ấm ở 37°C, 5% CO2 để đạt mật độ thích hợp cho cấy chuyển. 

- Cấy chuyển và nhân giống tế bào myeloma: Sau 72 giờ nuôi cấy phục hồi, 

mật độ tế bào đạt khoảng 80% diện tích bề mặt chai nuôi. Quan sát dưới kính hiển vi 

quang học (400x) cho thấy tế bào có hình tròn, tập trung thành cụm dày, điển hình 

cho hình thái của dòng myeloma (Hình 3.17A). 

Tế bào myeloma là dòng bán bám dính, thường bám yếu vào bề mặt chai nuôi 

cấy. Khi lắc nhẹ hoặc gõ đáy chai, các tế bào sẽ bong ra và phân tán trong môi trường, 

thuận lợi cho việc thu hoạch và cấy chuyển sang chai mới (Hình 3.17B) nhằm nhân 

sinh khối tế bào phục vụ cho quá trình dung hợp tạo hybridoma (lai giữa tế bào 

myeloma và tế bào B). 

 

Hình 3.17. Quan sát tế bào myeloma dưới kính hiển vi (400x) 

A) Trước khi cấy chuyển; B) Sau khi cấy chuyển 

 

Sau 24 giờ nuôi tăng lượng trong chai mới, tế bào sống tiếp tục bám dính dưới 

đáy chai, trong khi tế bào chết vẫn lơ lửng trong môi trường nuôi cấy (Hình 3.18A). 

Sau 48 giờ, mật độ tế bào tăng nhanh, các cụm tế bào mở rộng và liên kết với 

nhau, dần phủ kín bề mặt chai nuôi cấy. Tiếp tục ủ tế bào ở 37°C, 5% CO2 và quan 

sát hằng ngày. Khi tế bào đạt độ phủ khoảng 80% (sau 72 giờ), tiến hành thu hoạch 

tế bào để chuẩn bị dung hợp với tế bào lympho B được phân lập từ chuột (Hình 

3.18B). 
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A 

 

B 

Hình 3.18.  Quan sát quá trình nuôi cấy tăng lượng tế bào myeloma (400x)  

(A) Tế bào myeloma sau khi nuôi cấy tăng lượng 24 giờ;  

(B) Tế bào myeloma sau khi nuôi cấy tăng lượng 72 giờ 

 

Sau khi khôi phục, tế bào myeloma được bảo quản trong nitơ lỏng. Kết quả 

quan sát trên kính hiển vi (với độ phóng đại 400x) cho thấy tế bào tập trung thành 

từng cụm, có hình thái của tế bào myeloma. 

Kết quả trên cho thấy tế bào myeloma đã cấy chuyển thành công. Nhân giống, 

tăng sinh được số lượng lớn tế bào myeloma để dùng cho quá trình dung hợp tế bào 

myeloma với lympho B. 

3.2.2.2. Kết quả dung hợp tế bào myeloma và tế bào lympho B 

Tế bào lympho B được dung hợp với tế bào myeloma và nuôi cấy trong môi 

trường HAT trên đĩa 96 giếng, theo dõi hàng ngày để phát hiện sự hình thành tế bào 

lai. Sau 7 ngày nuôi cấy lần dung hợp thứ nhất không quan sát thấy tế bào lai, thí 

nghiệm được tiến hành dung hợp lại lần thứ hai giữa tế bào myeloma và tế bào lympho 

B thu được từ lách chuột. Kết quả quan sát ở các mốc 5 và 10 ngày nuôi cấy của lần 

dung hợp thứ hai được trình bày trong Hình 3.19. 

Sau 5 ngày nuôi cấy, ở một số giếng bắt đầu quan sát thấy các cụm tế bào lai 

xuất hiện sớm, chiếm khoảng 30% số giếng, với hình thái các tế bào tròn, tăng sinh 

và tồn tại trong môi trường HAT, trong khi các tế bào lympho B và myeloma không 

dung hợp bị loại bỏ dần.  

Đến ngày thứ 10 nuôi cấy, các cụm tế bào lai phát triển ổn định, tỷ lệ giếng có 

hybridoma đạt khoảng 70% (65–70/96 giếng), với mật độ tế bào cao, sẵn sàng cho 

các bước sàng lọc khả năng tiết kháng thể bằng ELISA. Thời gian xuất hiện và phát 

triển của hybridoma trong nghiên cứu này phù hợp với các báo cáo cho thấy 

hybridoma thường được quan sát rõ và đủ điều kiện sàng lọc trong khoảng 7–10 ngày 

nuôi cấy trong môi trường HAT [126, 127]. 
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A B 

Hình 3.19. Cụm tế bào lai được quan sát trên kính hiển vi quang học (400x)  

(A) Sau 5 ngày nuôi cấy và (B) Sau 10 ngày nuôi cấy 

 

3.2.3. Kết quả sàng lọc và tách dòng các tế bào lai có khả năng sinh kháng thể 

đơn dòng 

Kết quả trong bảng 3.10 cho thấy: 

+ Blank là giếng chỉ chứa tất cả thành phần phản ứng (đệm, chất nền TMB,...) 

nhưng không có kháng nguyên hoặc không có kháng thể. OD blank đo được ở cả 

kháng nguyên tái tổ hợp (0.0500) và kháng nguyên E. coli BL21 (0.0480) rất thấp, 

tiệm cận giá trị lý tưởng cho tín hiệu nền. Kết quả này chứng minh độ sạch, độ chính 

xác cao của kỹ thuật ELISA được sử dụng trong nghiên cứu. 

+ Đối chứng Âm (Negative) là giếng ELISA chứa tất cả thành phần như mẫu 

thử (kháng nguyên gắn bản, chất nền, dung dịch rửa...) nhưng không có kháng thể 

đơn dòng đặc hiệu. OD negative ở cả kháng nguyên tái tổ hợp và E. coli BL21 đều 

thấp (0.07), với SNR = 0.97, khẳng định độ đặc hiệu, tránh dương tính giả. 

+ Đối chứng Dương (Positive) là giếng ELISA được xử lý với kháng thể đơn 

dòng thương mại đã biết đặc hiệu với kháng nguyên tái tổ hợp. Giá trị OD positive 

của mẫu kháng nguyên tái tổ hợp đạt 1.50, trong khi OD ở mẫu E. coli BL21 chỉ 0.06, 

với SNR = 25.0. Kết quả này thể hiện độ nhạy và tính đặc hiệu cao của hệ thống 

ELISA cũng như của kháng thể thương mại được dùng làm đối chứng. 

 Trong quá trình sàng lọc, mỗi kháng nguyên tái tổ hợp đều chọn được hai 

dòng tế bào lai sinh kháng thể tốt nhất. Các dòng tế bào lai này được kiểm tra song 

song với kháng nguyên E. coli BL21, cho thấy phản ứng mạnh với kháng nguyên 

mục tiêu, tuy nhiên vẫn còn tín hiệu đáng kể khi phản ứng với kháng nguyên E. coli 

BL21 (OD dao động từ 0.24 – 0.38).  

Theo hướng dẫn của Thermo Fisher Scientific [128], giá trị SNR là chỉ số quan 

trọng phản ánh khả năng phân biệt tín hiệu đặc hiệu so với tín hiệu nền trong phản 

ứng ELISA. Trong nghiên cứu này, các dòng tế bào lai cho giá trị SNR dao động từ 
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3.6–6.4, cho thấy các kháng thể đơn dòng thu được đã có khả năng nhận diện rõ rệt 

kháng nguyên tái tổ hợp so với nền âm, đáp ứng yêu cầu sàng lọc ban đầu các dòng 

hybridoma tiết kháng thể. So với kháng thể đơn dòng thương mại sử dụng làm đối 

chứng (SNR = 25.0), các kháng thể thu được trong nghiên cứu có giá trị SNR thấp 

hơn, phản ánh thực tế rằng các kháng thể này mới ở giai đoạn sàng lọc ban đầu, chưa 

trải qua các bước tinh sạch, chọn lọc ái lực và loại bỏ phản ứng chéo như các sản 

phẩm thương mại. Tín hiệu ELISA ghi nhận được khi phản ứng với kháng nguyên E. 

coli BL21 cho thấy vẫn còn mức độ phản ứng nền nhất định, đây là hiện tượng thường 

gặp khi sử dụng kháng nguyên tái tổ hợp biểu hiện trong hệ vi khuẩn và kháng thể 

chưa được tối ưu hóa. Mặc dù vậy, các kết quả này khẳng định quy trình sàng lọc và 

tách dòng đã thành công trong việc tạo ra các tế bào lai có khả năng tiết kháng thể 

nhận diện kháng nguyên mục tiêu. Đặc biệt, các dòng TXN1 và TXN2 cho giá trị 

SNR cao hơn so với các dòng AFP và DCP, cho thấy tiềm năng tốt về độ nhạy và 

tính đặc hiệu, là cơ sở quan trọng để lựa chọn các dòng phù hợp cho bước tạo báng, 

tinh sạch và nâng cao độ đặc hiệu ở các giai đoạn nghiên cứu tiếp theo. 

Bảng 3.10. Kết quả phản ứng ELISA kiểm tra tính đặc hiệu của các dòng tế 

bào lai sử dụng kháng nguyên gắn bản tương ứng và kháng nguyên E. coli BL21 

trước khi tiêm chuột tạo báng. 

Dòng tế bào lai 

Kháng nguyên gắn bản  

 

SNR OD450nm - kháng 

nguyên tái tổ hợp  

OD450nm - kháng nguyên 

E. coli chủng BL21 

Blank 0.0500 0.0480 - 

Negative 0.0700 0.0720 0.97 

Positive 1.5000 0.0600 25.0 

Dòng AFP1 1.4706 0.3152 4.67 

Dòng AFP2 1.6747 0.3455 4.85 

Dòng DCP1 1.4869 0.3498 4.25 

Dòng DCP2 1.3895 0.3818 3.64 

Dòng TXN1 1.5419 0.2423 6.36 

Dòng TXN2 1.2936 0.2391 5.41 

 

3.2.4. Kết quả gây báng thu dịch kháng thể bằng các dòng tế bào lai 

3.2.4.1. Kết quả gây báng cho chuột BALB/c bằng AFP1 và AFP2 

Sau 6-7 ngày tiêm dòng tế bào lai AFP1, một số chuột thí nghiệm đã xuất hiện 

báng tại xoang bụng. Biểu hiện xuất hiện báng được thể hiện khi bụng chuột bắt đầu 

phình to, da bụng căng lên, bên trong chứa nhiều dịch báng. Tuy nhiên vẫn còn 1 

trong tổng số 5 chuột không thấy sự xuất hiện báng. Các chuột được tiếp tục theo dõi, 
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sau đó tiến hành thu dịch báng của mỗi chuột sau 3-4 ngày xuất hiện báng. Như vậy, 

đánh giá hiệu quả tiêm tạo báng trên chuột được thể hiện rất tốt khi tiêm dòng tế bào 

lai AFP1 với liều tiêm 2 x 106 tế bào/con. Bốn trong tổng số năm chuột xuất hiện 

báng sau tiêm khi sử dụng dòng tế bào lai AFP1 với liều lượng này. Thời gian xuất 

hiện báng cũng khá ngắn từ 6-7 ngày. Đồng thời, đối với các chuột xuất hiện báng thì 

lượng dịch báng trung bình thu được là cao nhất khoảng 3 ml/con cho thấy lượng dịch 

báng thu được là khá tốt. Kết quả cho ta thấy rằng, đã gây báng thành công trên chuột 

thí nghiệm BALB/c khi tiêm dòng tế bào lai AFP1 với tổng lượng dịch báng thu được 

là 11 ml. 

Đối với dòng tế bào lai AFP2 cũng được lựa chọn liều tiêm 0,5 ml pristane/con 

và lượng tế bào tiêm vào chuột là 2 x 106 tế bào/con để cho hiệu quả gây báng tốt 

nhất. Kết quả cả 5 chuột đều tạo báng tốt và thu nhận được dịch báng sau 9-10 ngày. 

Tổng lượng dịch báng khi tiêm dòng tế bào lai dòng AFP2 là 12 ml. Các dịch báng 

đã thu nhận được đem ly tâm để loại bỏ cặn tế bào và các thành phần máu khác. Dịch 

báng sau ly tâm được chứa trong các ống bảo quản và được bảo quản lạnh tại 4°C 

trong thời gian ngắn nhằm sử dụng đánh giá hiệu giá kháng thể thu được chứa trong 

dịch báng chuột và tại -80°C cho tới khi thu nhận và tinh sạch kháng thể đơn dòng 

chứa trong dịch báng. 

Kết quả trên cho thấy, việc tiêm các dòng tế bào lai AFP1 và AFP2 đã cho kết 

quả gây báng rất tốt, với tỷ lệ thành công lần lượt là 80% và 100%. Thời gian xuất 

hiện báng trong thời gian ngắn và lượng dịch báng thu được nhiều (lần lượt là 11 ml 

và 12 ml) cho thấy nghiên cứu đã phát triển thành công hai dòng tế bào lai AFP1 và 

AFP2 khi nuôi cấy các dòng tế bào này trong khoang phúc mạc của chuột.  

3.2.4.2. Kết quả gây báng cho chuột BALB/c bằng DCP1 và DCP2 

Sau 5-6 ngày tiêm dòng tế bào lai DCP1, một số chuột thí nghiệm đã xuất hiện 

báng tại xoang bụng. Tuy nhiên vẫn còn 1 trong tổng số 5 chuột không thấy sự xuất 

hiện báng. Các chuột được tiếp tục theo dõi, sau đó tiến hành thu dịch báng của mỗi 

chuột sau 3 - 4 ngày xuất hiện báng. Đánh giá hiệu quả tiêm tạo báng trên chuột được 

thể hiện tất tốt khi tiêm dòng tế bào lai DCP1 với liều tiêm 2 x 106 tế bào/con. Bốn 

trong tổng số năm chuột xuất hiện báng sau tiêm khi sử dụng dòng tế bào lai DCP1 

với liều lượng này. Thời gian xuất hiện báng cũng khá ngắn từ 5-6 ngày. Đồng thời, 

đối với các chuột xuất hiện báng thì lượng dịch báng trung bình thu được là cao nhất 

khoảng 3.5 ml/con cho thấy lượng dịch báng thu được là khá tốt. Kết quả cho ta thấy 

rằng, đã gây báng thành công trên chuột thí nghiệm BALB/c khi tiêm dòng tế bào lai 

DCP1 với tổng lượng dịch báng thu được là 12 ml. 
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Đối với dòng tế bào lai DCP2 cũng được lựa chọn liều tiêm 0.5 ml pristane/con 

và lượng tế bào tiêm vào chuột là 2 x 106 tế bào/con để cho hiệu quả gây báng tốt 

nhất. Kết quả thu nhận được tổng lượng dịch báng khi tiêm dòng tế bào lai dòng 

DCP2 là 14 ml. Các dịch báng đã thu nhận được đem ly tâm để loại bỏ cặn tế bào và 

các thành phần máu khác. Dịch báng sau ly tâm được chứa trong các ống bảo quản 

và được bảo quản tại -80°C cho tới khi thu nhận và tinh sạch kháng thể đơn dòng 

trong dịch báng. 

Kết quả này cho thấy, hai dòng tế bào lai DCP1 và DCP2 đã gây báng tốt khi 

được tiêm vào trong khoang phúc mạc của chuột với lượng dịch báng thu được lần 

lượt là 12 ml và 14 ml. 

3.2.4.3. Kết quả gây báng cho chuột BALB/c bằng TXN1 và TXN2 

Sau khoảng 6 ngày tiêm dòng tế bào lai TXN1, một số chuột thí nghiệm bắt 

đầu có dấu hiệu xuất hiện báng tại xoang bụng. Tất cả 5 chuột đều có dấu hiệu xuất 

hiện báng. Các chuột tiếp tục được theo dõi, và dịch báng được thu từ mỗi chuột sau 

3 - 4 ngày khi báng xuất hiện. Kết quả thu được cho thấy lượng dịch báng thu được 

từ các chuột khác nhau khi tiêm dòng tế bào lai TXN1 có sự biến đổi rõ rệt. Lượng 

dịch báng thu được từ các chuột từ 2 ml đến 3 ml khi tiêm cùng một lượng tế bào lai 

với liều 2 x 106 tế bào/con. Hiệu quả tiêm tạo báng trên chuột đạt kết quả rõ rệt khi 

tiêm dòng tế bào lai TXN1 với liều tiêm 2x106 tế bào/con. Năm chuột đã xuất hiện 

báng sau khi tiêm dòng tế bào lai TXN1 ở liều này. Thời gian xuất hiện báng cũng 

khá nhanh, 6 ngày sau tiêm. Đối với các chuột có báng, lượng dịch báng thu được 

trung bình cao nhất là khoảng 2.5 ml/con, cho thấy lượng dịch báng thu được là khá 

ổn định. Kết quả này chứng minh rằng tiêm dòng tế bào lai TXN1 thành công, với 

tổng lượng dịch báng thu được lên tới 11 ml. 

Đối với dòng tế bào lai TXN2, liều tiêm 0.5 ml pristane/con và lượng tế bào 2 

x 106 tế bào/con cũng được sử dụng, đem lại hiệu quả tạo báng tốt nhất. Tổng lượng 

dịch báng thu được khi tiêm dòng tế bào lai TXN2 là 13 ml. Dịch báng sau khi thu 

được sẽ được ly tâm để loại bỏ cặn tế bào và các thành phần máu khác. Sau khi ly 

tâm, dịch báng được bảo quản ở 4°C trong thời gian ngắn để đánh giá hiệu giá kháng 

thể có trong dịch báng chuột và sẽ được bảo quản ở -80°C cho tới khi thu nhận và 

tinh sạch kháng thể đơn dòng. 

Như vậy, hai dòng tế bào lai TXN1 và TXN2 đã gây báng tốt với tỷ lệ chuột 

tạo báng là 100%, dịch báng được tạo ra với thời gian ngắn và số lượng nhiều trong 

khoang phúc mạc chuột, với lượng dịch báng thu được lần lượt là 11 ml và 13 ml. 

3.2.4.4. Đánh giá kết quả gây báng cho chuột BALB/c bằng 6 dòng tế bào lai 
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Thời gian xuất hiện dịch báng ở các chuột dao động trong khoảng 5 – 10 ngày 

sau khi tiêm tế bào. Đây là khoảng thời gian tương đối ngắn so với một số báo cáo 

trước đây. Nghiên cứu của Jones và cộng sự (1990) cho biết cần tới khoảng 17 ngày 

để đạt 90% tỉ lệ chuột tạo báng với mô hình sử dụng pristane [129]. Trong khi đó, 

nghiên cứu của Hoogenraad và cộng sự (1983) chứng minh rằng nếu tiêm 0.5 ml 

pristane 10 ngày trước sau đó tiêm 5 x 105 tế bào hybridoma, chỉ sau 2 ngày đã có 

dịch báng ở 100% chuột thử nghiệm [130]. Điều này cho thấy thời điểm và khoảng 

cách giữa tiêm pristane và tiêm tế bào ảnh hưởng lớn đến tốc độ hình thành dịch báng.  

Liều tiêm tế bào cũng đóng vai trò quan trọng để đảm bảo tạo báng ổn định. 

Lacy và cộng sự (1986) sử dụng 106 tế bào loại Sp2/0‑Ag14 để gây báng và thu được 

dịch với hàm lượng kháng thể lớn [131]. Ngược lại, liều thấp hơn thường dẫn đến tỷ 

lệ thành công giảm. Ngoài ra, tính ổn định của dòng hybridoma là một yếu tố then 

chốt: các dòng ổn định và có năng suất cao thường tạo báng dễ dàng hơn.  

Như kết quả trên, ở các dòng AFP1 và DCP1 đạt hiệu suất thành công là 80%, 

có thể do khả năng tăng sinh hoặc sản xuất kháng thể kém hơn so với các dòng còn 

lại nhưng cũng có thể là nguyên nhân đến từ khả năng đáp ứng miễn dịch của cá thể 

chuột thí nghiệm.  

3.2.5. Kết quả đánh giá hiệu giá kháng thể trong dịch báng chuột 

3.2.5.1. Đối với hai dòng tế bào lai AFP1 và AFP2 

Bảng 3.11. Kết quả phản ứng ELISA kiểm tra hiệu giá kháng thể trong dịch báng 

chuột từ dòng tế bào AFP1 và AFP2 tại các tỷ lệ pha loãng khác nhau 

Tỷ lệ pha 
loãng 

AFP1 
(OD450nm) 

AFP1 
(SD) 

AFP1  
(CV %) 

AFP2 
(OD450nm) 

AFP2 
(SD) 

AFP2  
(CV %) 

1:100 2.871 0.035 1.22 2.851 0.032 1.12 
1:200 2.894 0.042 1.45 2.812 0.038 1.35 
1:400 1.791 0.064 3.57 1.954 0.058 2.97 
1:800 0.934 0.071 7.61 1.094 0.065 5.94 
1:1600 0.532 0.051 9.58 0.671 0.060 8.94 

 

Kết quả trong Bảng 3.11 cho thấy:  

+ Phản ứng miễn dịch mạnh ở tỷ lệ pha loãng thấp 

Cả hai dòng tế bào AFP1 và AFP2 đều cho giá trị OD450nm rất cao tại các tỷ lệ 

pha loãng thấp (1:100 và 1:200), lần lượt đạt: 

AFP1: 2.871 (1:100), 2.894 (1:200) 

AFP2: 2.851 (1:100), 2.812 (1:200) 

Các giá trị CV% thấp tại các tỷ lệ pha loãng này (AFP1: 1.22%–1.45%; AFP2: 

1.12%–1.35%) cho thấy các phép đo có độ lặp lại tốt, kết quả đáng tin cậy. 

+ Giá trị OD450nm giảm dần khi tỷ lệ pha loãng tăng 
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Khi tỷ lệ pha loãng tăng lên (1:400, 1:800, 1:1600), cả hai dòng tế bào đều ghi 

nhận sự giảm rõ rệt giá trị OD450nm 

AFP1: 1.791 (1:400) giảm xuống 0.532 (1:1600) 

AFP2: 1.954 (1:400) giảm xuống 0.671 (1:1600) 

Điều này phản ánh đúng quy luật thay đổi nồng độ kháng thể khi tăng pha 

loãng mẫu. 

+ AFP2 duy trì phản ứng mạnh hơn AFP1  

Tại các tỷ lệ pha loãng cao (1:800 và 1:1600), dòng AFP2 có giá trị OD450nm 

cao hơn AFP1 (1.094 so với 0.934 ở tỷ lệ pha loãng 1:800; 0.671 so với 0.532 ở tỷ lệ 

pha loãng 1:1600). Điều này cho thấy dòng AFP2 có khả năng tạo ra lượng kháng thể 

đặc hiệu cao hơn, hoặc kháng thể có ái lực mạnh hơn với kháng nguyên ở cùng nồng 

độ. 

Kết luận: Cả hai dòng tế bào lai AFP1 và AFP2 đều thể hiện khả năng sản xuất 

kháng thể đơn dòng đặc hiệu với số lượng lớn trong dịch báng chuột thu được. Kết 

quả này chứng tỏ tính hiệu quả của quy trình gây miễn dịch, cũng như khả năng của 

các dòng tế bào AFP1 và AFP2 trong việc tạo ra kháng thể đơn dòng đặc hiệu, đáp 

ứng tốt yêu cầu cho các bước nghiên cứu và ứng dụng tiếp theo. 

3.2.5.2. Đối với hai dòng tế bào lai DCP1 và DCP2 

Bảng 3.12. Kết quả phản ứng ELISA kiểm tra hiệu giá kháng thể trong dịch báng 

chuột từ dòng tế bào DCP1 và DCP2 tại các tỷ lệ pha loãng khác nhau. 

Tỷ lệ pha 
loãng 

DCP1 
(OD450nm) 

DCP1 
(SD) 

DCP1 
(CV %) 

DCP2 
(OD450nm) 

DCP2 
(SD) 

DCP2 
(CV %) 

1:100 2.843 0.041 1.44 2.203 0.055 2.50 
1:200 2.887 0.049 1.70 2.210 0.052 2.36 
1:400 1.978 0.061 3.09 1.463 0.042 2.87 
1:800 0.923 0.056 6.06 0.801 0.057 7.11 
1:1600 0.563 0.045 7.99 0.501 0.048 9.59 

 

Kết quả Bảng 3.12 cho thấy: 

+ Cả DCP1 và DCP2 đều cho thấy phản ứng kháng thể đặc hiệu với kháng 

nguyên DCP, với mức độ phản ứng giảm dần khi tỷ lệ pha loãng tăng: 

DCP1: OD450nm giảm từ 2.843 (1:100) xuống 0.563 (1:1600). 

DCP2: OD450nm giảm từ 2.203 (1:100) xuống 0.501 (1:1600). 

 + DCP1 tạo ra kháng thể mạnh hơn DCP2, với OD450nm cao hơn ở mọi tỷ lệ 

pha loãng. DCP2 tuy có đáp ứng kém hơn DCP1, nhưng vẫn duy trì độ ổn định tốt 

với CV% luôn < 10%. 
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Kết luận: Cả hai dòng tế bào là DCP1 và DCP2 đã được phát triển thành công 

khi nuôi cấy trong khoang phúc mạc của chuột, và phù hợp để tiếp tục phát triển 

kháng thể đơn dòng đặc hiệu đối với DCP.  

3.2.5.3. Đối với hai dòng tế bào lai TXN1 và TXN2 

Kết quả Bảng 3.13 cho thấy: 

+ Ở tất cả các tỷ lệ pha loãng, TXN1 có giá trị OD450nm cao hơn so với TXN2, 

chứng tỏ TXN1 tạo ra kháng thể mạnh hơn. Mặc dù OD450nm của TXN2 thấp hơn 

TXN1, CV% của TXN2 có xu hướng thấp hơn TXN1 ở các tỷ lệ pha loãng thấp 

(2.05% và 2.77% so với 2.19% và 2.48% của TXN1), cho thấy TXN2 có sự ổn định 

cao hơn trong các phản ứng. 

+ Cả hai dòng đều có sự suy giảm rõ rệt trong phản ứng miễn dịch khi tỷ lệ 

pha loãng tăng lên, nhưng TXN1 duy trì phản ứng mạnh hơn ở các tỷ lệ pha loãng 

thấp và trung bình. TXN2 có sự suy giảm mạnh hơn khi ở tỷ lệ pha loãng cao (đặc 

biệt tại tỷ lệ pha loãng 1:1600 với CV% lên đến 10.47%). Tuy nhiên, điều này là bình 

thường và phù hợp với quy trình ELISA. 

Bảng 3.13. Kết quả phản ứng ELISA kiểm tra hiệu giá kháng thể trong dịch báng 

chuột từ dòng tế bào TXN1 và TXN2 tại các tỷ lệ pha loãng khác nhau. 

Tỷ lệ pha 
loãng 

TXN1 
(OD450nm) 

TXN1 
(SD) 

TXN1 
(CV %) 

TXN2 
(OD450nm) 

TXN2 
(SD) 

TXN2 
(CV %) 

1:100 1.919 0.042 2.19 1.851 0.038 2.05 
1:200 1.892 0.047 2.48 1.624 0.045 2.77 
1:400 1.563 0.053 3.39 1.268 0.051 4.02 
1:800 1.021 0.065 6.36 0.988 0.070 7.07 
1:1600 0.654 0.053 8.11 0.562 0.059 10.47 

 

Kết luận: Các kết quả này cho thấy cả TXN1 và TXN2 đều có khả năng sản 

xuất kháng thể đặc hiệu và đều phù hợp để tiếp tục trong quá trình sàng lọc và phát 

triển kháng thể đơn dòng. 

3.2.5.4. Đánh giá hiệu giá kháng thể trong dịch báng chuột với 6 dòng tế bào lai  

Kết quả nghiên cứu cho thấy dòng AFP1, AFP2, DCP1 đạt nồng độ OD450nm 

> 2.8 ở tỷ lệ pha loãng 1:200 và vẫn duy trì >1.7 ở tỷ lệ pha loãng 1:400, cho thấy 

khả năng gắn kháng nguyên mạnh mẽ. Các dòng này vẫn duy trì tín hiệu rõ ràng ở tỷ 

lệ pha loãng 1:800 – 1:1600, chứng tỏ khả năng sản xuất kháng thể của chúng là rất 

cao. 

Trong khi đó, dòng DCP2, TXN1, TXN2 có giá trị OD450nm thấp hơn, nhưng 

vẫn duy trì OD450nm > 1.2 ở tỷ lệ pha loãng 1:400, cho thấy các kháng thể này vẫn có 

khả năng phát hiện tốt, mặc dù mức độ kháng thể không mạnh như các dòng 

AFP1/AFP2/DCP1. 
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So với các nghiên cứu khác, ở tỷ lệ pha loãng 1:400 – 1:800, mức OD450nm 

trong nghiên cứu của chúng tôi là khá cao. Cụ thể, dòng AFP1/AFP2/DCP1 đạt 

OD450nm trong khoảng 1.7 – 2.8 tại tỷ lệ pha loãng 1:400, cao hơn nhiều so với ngưỡng 

OD450nm 0.2–0.3 được nhiều tác giả sử dụng làm tiêu chuẩn [131]. Nếu sử dụng 

ngưỡng OD450nm cắt là 0.3, hiệu giá kháng thể từ AFP1/AFP2/DCP1 sẽ có hiệu giá ≥ 

1:800. Trong các nghiên cứu về hiệu giá kháng thể cao (105–106), OD450nm thường 

phải ≤ 0.3 ở tỷ lệ pha loãng cao nhất [132], nhưng ở đây giá trị OD450nm từ 

AFP1/AFP2/DCP1 cao rõ rệt, dao động từ 1.7 đến 2.8, cho thấy khả năng gắn kháng 

nguyên rất mạnh. 

Mặc dù DCP2/TXN1/TXN2 có OD450nm thấp hơn (khoảng 1.2 tại 1:400), 

nhưng xét về tỉ lệ pha loãng và ngưỡng OD450nm, các kháng thể từ các dòng này vẫn 

có hiệu giá cao so với ngưỡng dương thông thường. 

Kết luận chung: Xét về ngưỡng OD450nm và tỷ lệ pha loãng, kháng thể từ 

AFP1/AFP2/DCP1 có hiệu giá cao hơn, với tín hiệu mạnh duy trì ở tỷ lệ pha loãng 

lớn, trong khi DCP2/TXN1/TXN2 vẫn có kháng thể có hiệu giá đáng kể, mặc dù thấp 

hơn. 

3.2.6. Kết quả tinh sạch kháng thể đơn dòng 

Hình 3.20 minh họa kết quả điện di SDS-PAGE của ba kháng thể đơn dòng 

kháng AFP, DCP và TXN sau tinh sạch. 

 
Hinh 3.20. Kết quả tinh sạch kháng thể đơn dòng bằng cột sắc ký ái lực  

qua cột protein G.  

M3: 100 kDa Thang chuẩn Protein đã nhuộm. 

 

Dựa vào thang marker Protein, có thể quan sát được hai băng protein chính 

trong mỗi mẫu, nằm ở khoảng 50 kDa và 25 kDa. Hai băng này tương ứng với chuỗi 
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nặng (50 kDa) và chuỗi nhẹ (25 kDa) của kháng thể IgG [133]. Không có dải protein 

phụ nào khác xuất hiện, cho thấy hầu như không còn tạp chất trong các mẫu tinh sạch. 

Kết quả thực nghiệm trong nghiên cứu này hoàn toàn phù hợp với tiêu chuẩn thực 

hành và tài liệu quốc tế đã công bố khi SDS-PAGE của kháng thể tinh sạch thường 

ghi nhận độ tinh khiết trên 95% [134]. Chứng tỏ quy trình tinh sạch bằng cột Protein 

A/G của nghiên cứu đã thu được kháng thể với độ tinh khiết rất cao. 

3.3. KẾT QUẢ ỨNG DỤNG KHÁNG THỂ ĐƠN DÒNG TRONG XÉT 

NGHIỆM ELISA BƯỚC ĐẦU ĐÁNH GIÁ CÁC TRƯỜNG HỢP MẮC UNG 

THƯ BIỂU MÔ TẾ BÀO GAN  

3.3.1. Đặc điểm chung của các nhóm nghiên cứu  

3.3.1.1. Đặc điểm chung của nhóm bệnh nhân ung thư biểu mô tế bào gan 

- Đặc điểm về tuổi và giới:  

 + Phân bố các nhóm tuổi: Bệnh nhân mắc HCC được chia thành 3 nhóm tuổi 

(Trẻ: < 45 tuổi; Trung niên 45-59 tuổi; Cao tuổi, già  ≥ 60). 

Bảng 3.14. Phân bố tuổi của nhóm bệnh nhân HCC 

Nhóm tuổi n Tỷ lệ % 

Trẻ ( < 45) 5 10.64 

Trung niên (45 – 59) 8 17.02 

Cao tuổi, già ( ≥ 60) 34 72.34 

Tổng 47 100 

 

Kết quả phân bố tuổi của bệnh nhân ung thư biểu mô tế bào gan (HCC) cho 

thấy, nhóm bệnh nhân cao tuổi (≥ 60 tuổi) chiếm tỷ lệ cao nhất, lên đến 72.34% tổng 

số ca bệnh. Điều này phù hợp với các nghiên cứu trước đây, trong đó bệnh nhân mắc 

HCC thường có tỷ lệ mắc bệnh cao nhất ở độ tuổi ≥ 60 tuổi. Cụ thể, theo một nghiên 

cứu của Kim (2011), tỷ lệ mắc HCC ở nhóm bệnh nhân trên 60 tuổi chiếm khoảng 

65% tổng số ca bệnh [135]. Xu hướng này cũng được xác nhận trong nghiên cứu của 

Weinmann (2014), với việc tỷ lệ mắc HCC cao nhất được ghi nhận ở nhóm tuổi cao 

hơn, với độ tuổi trung bình tăng từ 63.4 tuổi lên 65.7 tuổi trong giai đoạn 1998-2009 

[136]. Điều này có thể giải thích phần nào do sự gia tăng các yếu tố nguy cơ ở nhóm 

người cao tuổi, chẳng hạn như béo phì, đái tháo đường, và hội chứng chuyển hóa, dẫn 

đến sự gia tăng tỷ lệ mắc HCC. Mặc dù nhóm bệnh nhân cao tuổi chiếm tỷ lệ lớn, tỷ 

lệ mắc HCC cũng không hề thấp ở nhóm bệnh nhân dưới 45 tuổi. Trong một số nghiên 

cứu khác, như của Ha (2016), đã chỉ ra rằng HCC vẫn có thể xảy ra ở những người 

trẻ tuổi dưới 45, với tỷ lệ khoảng 16% trong một số nghiên cứu ở Mỹ [137]. Điều này 

khẳng định rằng HCC không phải là bệnh chỉ xảy ra ở người cao tuổi mà còn có thể 
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xảy ra ở nhóm tuổi trẻ, mặc dù tỷ lệ này không cao. Trong khi đó, theo nghiên cứu 

của Rich (2020), tỷ lệ mắc HCC ở nhóm người dưới 50 tuổi đang có xu hướng giảm 

trong những năm gần đây, đặc biệt là ở các quốc gia phát triển [138]. Một yếu tố quan 

trọng có thể giải thích điều này là sự cải thiện trong việc phát hiện và điều trị viêm 

gan virus, đặc biệt là viêm gan virus B và C, dẫn đến giảm tỷ lệ chuyển sang ung thư 

gan. Tuy nhiên, các nghiên cứu gần đây cũng cho thấy sự gia tăng tỷ lệ mắc bệnh gan 

nhiễm mỡ không do rượu, béo phì và đái tháo đường ở nhóm tuổi trẻ dưới 45, có thể 

sẽ làm đảo ngược xu hướng này trong tương lai [139]. 

 + Phân bố về giới: Kết quả Bảng 3.15 cho thấy bệnh nhân ung thư biểu mô tế 

bào gan đa số là nam giới, chiếm đến 87.2% tổng số ca bệnh. Tỷ lệ nam/nữ mắc HCC 

trong nghiên cứu này là khoảng 7:1. 

Bảng 3.15. Phân bố giới tính của nhóm bệnh nhân HCC 

Giới tính n Tỷ lệ % 

Nam 41 87.2 

Nữ 6 12.8 

Tổng 47 100 

 

Kết quả này phù hợp với nhiều nghiên cứu khác trên thế giới, cho rằng HCC 

có sự khác biệt rõ rệt về giới tính, với tỷ lệ mắc bệnh cao hơn ở nam giới so với nữ 

giới, thường trong khoảng từ 2:1 đến 8:1 [137, 138, 139]. Các nghiên cứu này đã chỉ 

ra một số yếu tố có thể giải thích sự khác biệt về giới tính trong mắc HCC, bao gồm: 

Yếu tố lối sống: Nam giới thường có tỷ lệ sử dụng rượu, hút thuốc lá và tiếp xúc với 

các chất gây ung thư cao hơn nữ giới; Yếu tố nội tiết: Estrogen được cho là có tác 

dụng bảo vệ đối với sự phát triển của HCC, trong khi androgen lại có thể thúc đẩy sự 

tiến triển của bệnh; Yếu tố miễn dịch: Các nghiên cứu trên động vật cho thấy 

androgen có thể làm tăng viêm và ức chế miễn dịch, từ đó thúc đẩy sự phát triển của 

HCC [139]. 

- Đặc điểm dịch tễ và các yếu tố nguy cơ: Bệnh nhân mắc ung thư biểu mô gan có 

yếu tố nguyên nhân thường gặp là nhiễm HBV với tỷ lệ 81% trong nhóm nghiên cứu. 

Bảng 3.16. Thống kê các yếu tố nguyên nhân trên nhóm bệnh nhân HCC 

Yếu tố nguyên nhân Số lượng Tỷ lệ % 

HBV 38 81 

HCV 5 10.6 

Đồng nhiễm HBV,HCV 1 2.1 

Xơ gan do rượu 3 6.3 

Tổng 47 100 



93 
 

Đồng nhiễm với HCV là 1 trường hợp, chiếm 2.1%. Xơ gan do rượu cũng là 

một nguyên nhân thường gặp với tỷ lệ 6.3% trong nhóm nghiên cứu. Trong nhóm 

nghiên cứu không có bệnh nhân mắc HCC do nguyên nhân khác (Bảng 3.16). 

Các nghiên cứu trên thế giới cũng đã chỉ ra rằng nhiễm HBV và HCV là những 

yếu tố nguy cơ hàng đầu góp phần vào sự phát triển của HCC. Nhiễm HBV được xem 

là nguyên nhân chính, đặc biệt ở các nước châu Á, trong khi nhiễm HCV là yếu tố 

nguy cơ chính ở các nước phương Tây [139, 140].  

Ngoài ra, xơ gan do rượu cũng là một yếu tố nguy cơ quan trọng, đặc biệt ở 

các nước phương Tây [141]. Một số yếu tố nguy cơ khác cũng được các nghiên cứu 

chỉ ra, bao gồm béo phì, tiểu đường, hội chứng chuyển hóa, tiền sử gia đình mắc bệnh 

nhân mắc HCC, phơi nhiễm với aflatoxin [142]. Tuy nhiên, vai trò của các yếu tố này 

vẫn chưa được xác định rõ ràng. 

- Sự phân chia các nhóm theo giai đoạn bệnh:  

Bảng 3.17. Thống kê các giai đoạn HCC của nhóm bệnh nhân nghiên cứu 

Giai đoạn Số lượng Tỷ lệ % 
Sớm Sớm 8 17 
 
Muộn 

Trung gian 23 48.9 
Tiến triển 11 23.4 
Cuối 5 10.6 

Tổng 47 100 
 

Chỉ có 8 bệnh nhân được phát hiện ở giai đoạn sớm, chiếm 17% tổng số bệnh 

nhân mắc HCC thu thập được. Số bệnh nhân ở các giai đoạn trung gian, tiến triển 

hoặc cuối được coi là giai đoạn muộn, chiếm 83%, và gấp ≈ 5 lần so với số bệnh nhân 

giai đoạn sớm. 

Tỷ lệ chẩn đoán HCC giai đoạn muộn cao trong nhóm nghiên cứu (83%) phù 

hợp với xu hướng toàn cầu, trong đó hầu hết các trường hợp HCC được phát hiện ở 

giai đoạn tiến triển [143]. Điều này thường là do thiếu các chương trình sàng lọc và 

giám sát hiệu quả, đặc biệt là ở những nơi có nguồn lực y tế hạn chế. Phát hiện sớm 

HCC là rất quan trọng, vì nó cho phép thực hiện các phương pháp điều trị chữa khỏi 

và cải thiện đáng kể kết quả của bệnh nhân.  

Một số yếu tố góp phần vào chẩn đoán giai đoạn muộn của HCC, bao gồm bản 

chất bệnh không có triệu chứng ở giai đoạn đầu, những hạn chế của các công cụ sàng 

lọc hiện tại (như siêu âm và xét nghiệm AFP) và bệnh gan tiềm ẩn nguy cơ cao (ví 

dụ, xơ gan, viêm gan virus) thường xảy ra trước khi phát triển HCC [144].  

Những nỗ lực cải thiện việc phát hiện sớm, như sử dụng các dấu ấn sinh học 

và kỹ thuật hình ảnh mới, là rất quan trọng để tăng tỷ lệ bệnh nhân được chẩn đoán ở 

giai đoạn sớm có thể điều trị được. 
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3.3.1.2. Đặc điểm chung của các nhóm không mắc ung thư biểu mô tế bào gan 

 Đặc điểm nhóm bệnh nhân có bệnh lý tại gan (n = 10) bao gồm các bệnh như 

xơ gan (4 bệnh nhân), abces gan (2 bệnh nhân), viêm gan B mạn tính (3 bệnh nhân) 

và đồng nhiễm HBV/HCV (1 bệnh nhân) (Bảng 3.18). Mặc dù các bệnh lý này là yếu 

tố nguy cơ quan trọng đối với ung thư biểu mô tế bào gan (HCC), nhưng không có 

bệnh nhân nào trong nhóm này mắc HCC. Kết quả tương tự cũng đã được ghi nhận 

trong nghiên cứu gần đây của Zhang (2024), cho thấy rằng một tỷ lệ đáng kể bệnh 

nhân mắc HCC không có tiền sử xơ gan, đặc biệt là ở những bệnh nhân có nhiễm 

HBV mạn tính mà không có xơ gan [145]. Điều này nhấn mạnh rằng HCC có thể phát 

triển ngay cả khi không có xơ gan, đặc biệt là ở những bệnh nhân có tải lượng virus 

cao hoặc nhiễm các chủng HBV có nguy cơ cao. 

Bảng 3.18. Thống kê đặc điểm nhóm có bệnh lý tại gan 

Nguyên nhân Số lượng 

Xơ gan 4 

Abces gan 2 

HBV 3 

Đồng nhiễm HBV, HCV 1 

Tổng 10 

 

 Đặc điểm nhóm bệnh nhân không có bệnh lý tại gan (n = 15) có độ tuổi tương 

đồng với nhóm bệnh nhân có bệnh lý tại gan, dao động từ 38 đến 79 tuổi.  

3.3.1.3. Các chỉ số sinh hóa đánh giá chức năng gan trong các nhóm nghiên cứu 

Kết quả Bảng 3.19 cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê của giá trị các 

chỉ số sinh hóa giữa 3 nhóm: nhóm HCC, nhóm bệnh gan nhưng không ung thư và 

nhóm không mắc bệnh gan với p<0.001. Đặc biệt nhóm có bệnh gan nhưng không 

ung thư có chỉ số AST, ALT, Bilirubin và PT-INR trung bình cao nhất. Trong khi giá 

trị trung bình Albumin ở nhóm có bệnh gan nhưng không ung thư là thấp nhất, giá trị 

này ở nhóm HCC và nhóm không mắc bệnh gan là khá tương đương. 

Bảng 3.19. Các chỉ số sinh hóa đánh giá chức năng gan 

Các chỉ số 

sinh hóa 

Nhóm HCC 

 

Nhóm có bệnh 

gan nhưng không 

ung thư 

Nhóm không 

mắc bệnh gan 

P 

AST (U/l) 73.01 ± 47.09 190.93 ± 319.34 40.92 ± 27.31 <0.001 

ALT (U/l) 59.06 ± 36.97 312.2 ± 760.11 69.86 ± 91.47 <0.001 

Bilirubin 

(µmol/l) 

15.94 ± 7.47 92.15 ± 96.31 22.32 ± 20.03 <0.001 

Albumin (g/l) 39.40 ± 4.66 29.88 ± 4.77 39.6 ± 2.5 <0.001 

PT-INR 1.08 ± 0.14 1.25 ± 0.24 0.997 ± 0.092 <0.001 
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Giá trị AST và ALT phản ánh mức độ tổn thương tế bào gan. Giá trị cao ở 

nhóm có bệnh gan nhưng không ung thư (đặc biệt ALT ± 760.11) gợi ý tổn thương 

gan cấp tính (viêm gan virus cấp, tổn thương do rượu cấp, hoặc hoại tử tế bào gan 

mạnh). Trong viêm gan cấp, ALT thường tăng cao hơn AST, phù hợp với kết quả 

này. Độ lệch chuẩn lớn cho thấy sự không đồng nhất trong nhóm là do bao gồm cả 

bệnh nhân viêm gan cấp nặng và viêm gan mạn tính. Đối với nhóm HCC, HCC 

thường phát triển trên nền gan xơ hoặc viêm gan mạn. Tổn thương tế bào gan ở giai 

đoạn này thường ít hơn so với tổn thương cấp tính, dẫn đến AST/ALT tăng vừa phải. 

Một số nghiên cứu chỉ ra rằng trong HCC, tỷ lệ AST/ALT thường >1 do thoái hóa tế 

bào gan và giải phóng AST từ ti thể [146].  

Bilirubin tăng do ứ mật (tắc nghẽn đường mật) hoặc suy gan nặng (giảm khả 

năng chuyển hóa Bilirubin). Điều này thường gặp trong xơ gan mất bù, viêm đường 

mật, hoặc hội chứng gan thận điển hình cho nhóm có bệnh gan nhưng không ung thư. 

Đối với nhóm HCC, Bilirubin chỉ tăng rõ khi HCC gây tắc mật (khối u lớn chèn ép 

đường mật) hoặc di căn.  

Albumin ở nhóm có bệnh gan nhưng không ung thư thấp nhất. Albumin thấp 

phản ánh suy giảm chức năng tổng hợp của gan, điển hình ở bệnh nhân xơ gan mất 

bù hoặc suy gan mãn tính. Gan không còn khả năng sản xuất đủ protein, dẫn đến phù 

và cổ trướng. Đối với nhóm HCC, Albumin bình thường cho thấy chức năng gan còn 

được bảo tồn, phù hợp với HCC ở những giai đoạn đầu hoặc trên nền gan xơ còn bù.  

PT-INR của nhóm có bệnh gan nhưng không ung thư cao nhất, phản ánh tình 

trạng thiếu hụt các yếu tố đông máu (phụ thuộc vào gan như II, VII, IX, X). Điều này 

cho thấy rối loạn đông máu nghiêm trọng, thường gặp trong suy gan cấp hoặc xơ gan 

tiến triển. PT-INR của nhóm HCC cao hơn nhóm không mắc bệnh gan nhưng thấp 

hơn nhóm bệnh gan nhưng không ung thư, điều này có thể do gan suy giảm chức 

năng tổng hợp vừa phải, phù hợp với tổn thương gan mạn tính nhưng chưa đến mức 

mất bù [147].  

3.3.2. Kết quả phản ứng ELISA của các nhóm nghiên cứu 

3.3.2.1. Tối ưu các điều kiện phản ứng ELISA gián tiếp phát hiện kháng nguyên 

AFP/DCP/TXN trong mẫu huyết thanh bệnh nhân 

 Nhận xét và kết luận dựa vào kết quả bảng ma trận chuẩn độ pha loãng kháng 

nguyên tái tổ hợp và kháng thể đơn dòng tương ứng (Bảng 3.20; 3.21; 3.22):  

Bảng 3.20. Ma trận chuẩn độ kháng nguyên tái tổ hợp và kháng thể đơn dòng AFP 

Tỷ lệ pha 
loãng 

rAg AFP  
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 0 

mAb 
AFP 

1:8 1.313± 
0.025 

1.386± 
0.018 

1.424± 
0.020 

1.578± 
0.030 

0.997± 
0.022 

0.687± 
0.019 

0.132± 
0.007 

 
 
 1:16 1.370± 

0.031 
1.470± 
0.027 

1.526± 
0.024 

1.573± 
0.028 

1.277± 
0.033 

0.949± 
0.021 

0.102± 
0.006 
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1:32 1.530± 
0.020 

1.234± 
0.023 

1.507± 
0.025 

1.516± 
0.019 

1.473± 
0.029 

0.846± 
0.018 

0.103± 
0.008 

 
 
 
 

OD450nm 

1:64 1.632± 
0.027 

1.453± 
0.025 

1.611± 
0.026 

1.642± 
0.031 

1.532± 
0.028 

0.942± 
0.022 

0.236± 
0.015 

1:128 1.521± 
0.021 

1.532± 
0.020 

1.763± 
0.033 

1.849± 
0.025 

1.569± 
0.028 

1.501± 
0.029 

0.335± 
0.017 

1:256 1.496± 
0.024 

1.642± 
0.022 

1.875± 
0.034 

1.953± 
0.029 

1.407± 
0.027 

1.239± 
0.021 

0.563± 
0.022 

1:512 1.163± 
0.028 

1.323± 
0.026 

1.542± 
0.023 

1.739± 
0.031 

1.313± 
0.030 

1.013± 
0.027 

0.237± 
0.013 

0 0.329± 
0.015 

0.377± 
0.017 

0.302± 
0.012 

0.523± 
0.014 

0.520± 
0.016 

0.356± 
0.012 

0.231± 
0.011 

  

 Kết quả Bảng 3.20 cho thấy, AFP – mAb AFP: OD cao nhất đạt tại tỷ lệ pha 

loãng kháng thể 1:128, kháng nguyên 1:16 → OD = 1.849 ± 0.025. Mẫu trắng (rAg 

0, mAb 0) có OD thấp 0.231 ± 0.011 cho thấy độ nền thấp. Các tỷ lệ kháng thể từ 

1:64 đến 1:256 đều cho OD >1.5 trong vùng kháng nguyên từ 1:8 đến 1:32.  

 Kết luận: Tương tác kháng nguyên – kháng thể rất mạnh, có thể chọn mAb 

1:128 hoặc 1:256, rAg 1:8 hoặc 1:16 cho phản ứng tối ưu với tín hiệu mạnh và độ 

nền thấp. 

Bảng 3.21. Ma trận chuẩn độ kháng nguyên tái tổ hợp và kháng thể đơn dòng DCP 

Tỷ lệ pha 
loãng 

rAg DCP  
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 0 

mAb 
DCP 

1:8 1.216± 
0.023 

1.199± 
0.019 

1.315± 
0.026 

1.106± 
0.022 

0.973± 
0.017 

0.889± 
0.019 

0.095± 
0.008 

OD450nm 

1:16 1.079± 
0.021 

1.197± 
0.024 

1.398± 
0.027 

1.353± 
0.020 

1.304± 
0.029 

0.846± 
0.018 

0.102± 
0.006 

1:32 1.360± 
0.020 

1.234± 
0.022 

1.507± 
0.024 

1.516± 
0.025 

1.273± 
0.028 

0.846± 
0.021 

0.103± 
0.007 

1:64 1.576± 
0.027 

1.453± 
0.025 

1.865± 
0.032 

1.503± 
0.021 

1.115± 
0.020 

1.012± 
0.018 

0.115± 
0.009 

1:128 1.745± 
0.023 

1.461± 
0.021 

1.583± 
0.028 

1.397± 
0.019 

0.887± 
0.016 

1.150± 
0.023 

0.119± 
0.010 

1:256 1.563± 
0.020 

1.323± 
0.024 

1.467± 
0.027 

1.110± 
0.022 

0.825± 
0.020 

0.766± 
0.021 

0.012± 
0.006 

1:512 1.436± 
0.028 

1.306± 
0.019 

1.316± 
0.025 

0.632± 
0.020 

0.432± 
0.019 

0.267± 
0.018 

0.096± 
0.008 

0 0.156± 
0.011 

0.186± 
0.010 

0.190± 
0.012 

0.217± 
0.009 

0.195± 
0.011 

0.087± 
0.009 

0.062± 
0.008 

 

 Kết quả Bảng 3.21 cho thấy, DCP – mAb DCP: Đỉnh OD đạt tại tỷ lệ pha 

loãng kháng thể là 1:64, kháng nguyên là 1:8 → OD = 1.865 ± 0.032. OD giảm dần 

khi kháng thể loãng hơn 1:256, khớp với vùng suy giảm hiệu lực gắn kết. Mẫu trắng 

thấp (từ 0.012 ± 0.006 đến 0.062 ± 0.008), cho thấy độ nền thấp và không có nhiễu 

nền đáng kể.  
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 Kết luận: Tỷ lệ pha loãng kháng thể là 1:64 – 1:128 và kháng nguyên là 1:8 – 

1:16 được xem là tối ưu. Hiệu suất gắn kết của mAb DCP rất tốt và phản ứng đặc 

hiệu cao. 

Bảng 3.22. Ma trận chuẩn độ kháng nguyên tái tổ hợp và kháng thể đơn dòng TXN 

Tỷ lệ pha 
loãng 

rAg TXN  
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 0 

mAb 
TXN 

1:8 1.275± 
0.027 

1.169± 
0.022 

1.018± 
0.020 

1.143± 
0.021 

0.981± 
0.019 

0.782± 
0.018 

0.124± 
0.008 

OD450nm 

1:16 1.099± 
0.021 

1.198± 
0.020 

1.248± 
0.025 

1.301± 
0.022 

1.200± 
0.021 

0.893± 
0.018 

0.109± 
0.007 

1:32 1.490± 
0.023 

1.384± 
0.025 

1.198± 
0.024 

1.296± 
0.023 

1.209± 
0.020 

0.955± 
0.018 

0.113± 
0.008 

1:64 1.508± 
0.024 

1.492± 
0.021 

1.611± 
0.028 

1.451± 
0.026 

1.375± 
0.021 

1.034± 
0.018 

0.120± 
0.009 

1:128 1.899± 
0.025 

1.961± 
0.027 

1.975± 
0.032 

1.503± 
0.023 

1.115± 
0.021 

1.012± 
0.020 

0.189± 
0.010 

1:256 1.602± 
0.021 

1.768± 
0.022 

0.979± 
0.021 

0.997± 
0.024 

0.887± 
0.022 

1.150± 
0.018 

0.022± 
0.006 

1:512 1.532± 
0.023 

1.806± 
0.021 

0.928± 
0.020 

0.910± 
0.019 

0.825± 
0.020 

0.766± 
0.018 

0.176± 
0.010 

0 0.164± 
0.010 

0.182± 
0.012 

0.210± 
0.011 

0.127± 
0.009 

0.110± 
0.009 

0.099± 
0.008 

0.083± 
0.007 

 

 Kết quả Bảng 3.22 cho thấy, TXN – mAb TXN: OD cao nhất tại tỷ lệ pha 

loãng kháng thể là 1:128 – kháng nguyên là 1:8 → OD = 1.975 ± 0.032. Đọ nền thấp 

rõ rệt (OD trắng 0.083 ± 0.007), OD cao ổn định tại các pha loãng kháng nguyên từ 

1:8 – 1:16. Một số tỷ lệ pha loãng kháng thể cao (1:8 – 1:16) lại cho OD thấp hơn, 

cho thấy khả năng dư kháng nguyên hoặc kháng thể gây ức chế bắt cặp. 

Kết luận: TXN có phản ứng ELISA rất nhạy và đặc hiệu. Vùng tối ưu nằm ở 

tỷ lệ pha loãng kháng thể là 1:128 – kháng nguyên là 1:8 đến 1:16. Nếu nồng độ tại 

tỷ lệ pha loãng kháng thể thấp hoặc quá cao (1:8) có thể hạn chế hiệu ứng ức chế. 

- Tối ưu hóa các điều kiện phản ứng: Để làm tăng tính hiệu quả của phản ứng ELISA, 

một số điều kiện phản ứng như nồng độ pha loãng huyết thanh, nồng độ BSA trong 

blocking và nồng độ kháng thể thứ cấp cộng hợp enzym đã được tối ưu. 

+ Tối ưu nồng độ pha loãng huyết thanh (Serum dilution):  

Kết quả Hình 3.21 cho thấy, pha loãng huyết thanh ở tỉ lệ 1/5 cho giá trị P/N 

cao nhất (6.2), trong khi các mức pha loãng thấp hơn (1/2) hoặc cao hơn (1/10, 1/50) 

đều cho P/N giảm. Điều này phản ánh rằng ở tỉ lệ 1/5, nồng độ kháng thể trong mẫu 

đủ để gắn đặc hiệu với kháng nguyên mà không bị bão hòa hoặc loãng quá mức. Nếu 

pha quá ít (1/2), nền tăng → giảm P/N; pha quá nhiều (1/50), tín hiệu yếu → P giảm 
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→ cũng giảm P/N. Như vậy, pha loãng huyết thanh ở 1/5 là tối ưu, đảm bảo cân bằng 

giữa tín hiệu mạnh và nền thấp. 

 

 

 

P/N 

 

Hình 3.21. Tối ưu nồng độ pha loãng huyết thanh của phản ứng ELISA gián tiếp 

P (Positive control): đối chứng dương – giếng có kháng nguyên và kháng thể chuẩn; 

N (Negative control): đối chứng âm – giếng không có kháng thể đặc hiệu. 

 

+ Tối ưu hóa nồng độ BSA trong blocking (Blocking fluid):  

Kết quả trong Hình 3.22 cho thấy, trong các mức 0.5–2.5% BSA thì nồng độ 

1.5% BSA cho P/N cao nhất (8.2). BSA là chất chặn giúp ngăn các protein gắn không 

đặc hiệu vào bề mặt giếng, nếu quá loãng (0.5–1.0%) thì blocking kém, nền tăng; nếu 

quá đặc (2.0–2.5%), cản trở cả phản ứng đặc hiệu, làm giảm tín hiệu. Như vậy, 1.5% 

BSA là mức blocking tối ưu, giúp giảm nền nhưng không làm giảm tín hiệu đặc hiệu. 

 

 

 

P/N 

 

Hình 3.22. Tối ưu nồng độ BSA trong blocking của phản ứng ELISA gián tiếp 

P (Positive control): đối chứng dương – giếng có kháng nguyên và kháng thể chuẩn; 

N (Negative control): đối chứng âm – giếng không có kháng thể đặc hiệu. 

 

+ Tối ưu hóa nồng độ kháng thể thứ cấp cộng hợp enzym (HRP-conjugated 

Ab): 
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Kết quả trong Hình 3.23 cho thấy, khi nồng độ kháng thể thứ cấp giảm dần từ 

1/5000 đến 1/25000, giá trị P/N dao động trong khoảng 4.9 – 5.32, trong đó tỷ lệ pha 

loãng 1/15000 cho giá trị P/N cao nhất (5.3). Tại nồng độ thấp (1/5000), tín hiệu nền 

tăng nhẹ do gắn kết không đặc hiệu, làm giảm tỷ lệ P/N. Trong khi đó, ở nồng độ quá 

loãng (1/25000), cường độ tín hiệu trên mẫu dương tính (P) giảm do thiếu enzyme 

HRP để xúc tác phản ứng màu, dẫn đến giảm giá trị P/N. Như vậy, pha loãng kháng 

thể thứ cấp HRP ở mức 1/15000 được xác định là tối ưu, giúp duy trì tín hiệu mạnh, 

nền thấp, đồng thời đạt tỷ lệ P/N lớn nhất, đảm bảo độ nhạy và tính đặc hiệu cao nhất 

cho hệ thống ELISA. 

 

 

 

P/N 

 

Hình 3.23. Tối ưu nồng độ kháng thể thứ cấp HRP cộng hợp enzym của phản ứng 

ELISA gián tiếp 

P (Positive control): đối chứng dương – giếng có kháng nguyên và kháng thể chuẩn; 

N (Negative control): đối chứng âm – giếng không có kháng thể đặc hiệu. 

 

3.3.2.2. Xây dựng và đánh giá đường cong chuẩn 4 tham số 

Đường cong chuẩn logistic 4 tham số đã được dựng dựa trên kết quả thu được. 

Các đường cong logistic (đường màu xanh) khớp với dữ liệu thực nghiệm (các điểm 

dữ liệu màu đỏ, cam, đen) trong cả ba Hình  3.24; 3.25; 3.26.  

+ Đường cong AFP (Hình 3.24): OD tối đa (A): 1.5260, OD tối thiểu (D): 

0.1397 → độ chênh lệch tín hiệu lớn, cho thấy phản ứng kháng thể mạnh. Hệ số EC50 

(C): 8694.2 ng/ml → nồng độ AFP tại đó phản ứng đạt 50% cực đại → nằm trong 

vùng tuyến tính rõ rệt, cho phép định lượng hiệu quả. Hệ số dốc (slope, B): -1.30 → 

độ dốc vừa phải, chứng tỏ sự thay đổi OD nhạy theo nồng độ. R2 = 0.9959 → độ phù 

hợp rất cao giữa mô hình lý thuyết và dữ liệu thực nghiệm. Kết quả trên cho thấy, 

kháng thể đơn dòng AFP có khả năng phát hiện kháng nguyên ở nồng độ thấp, phản 

ứng ổn định, dễ sử dụng cho bộ kit định lượng. 
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A (OD max): 1.5260 

B (slope): -1.3016 

C (EC50): 8694.2287 ng/ml 

D: (OD min): 0.1397 

R2 = 0.9959 

Hình 3.24. Các đường cong chuẩn theo phương trình 4L của AFP 

 

+ Đường cong DCP (Hình 3.25): OD max: 1.5453, OD min: 0.1340, tương tự 

AFP → phản ứng cũng rõ ràng. EC50: 222.754 ng/ml → cao hơn nhiều so với AFP 

→ cho thấy nồng độ cần thiết để đạt phản ứng 50% là lớn, có thể do ái lực kháng thể 

DCP thấp hơn hoặc cấu trúc epitope ít tiếp cận hơn. Slope: -1.26, R2 = 0.9988 → độ 

phù hợp lý tưởng, phản ứng ổn định, tin cậy. Kết quả trên cho thấy, kháng thể DCP 

phản ứng ổn định, tuy nhiên có thể yêu cầu nồng độ kháng nguyên cao hơn để đạt độ 

nhạy tương đương AFP, cần chú ý khi ứng dụng trong mẫu huyết thanh loãng. 

 
A (OD max): 1.5453 

B: -1.2600 

C (EC50): 222753.8932 ng/ml 

D: (OD min): 0.1340 

R2 = 0.9988 

Hình 3.25. Các đường cong chuẩn theo phương trình 4L của DCP 
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+ Đường cong TXN (Hình 3.26): OD max: 2.0195, cao nhất trong 3 mẫu → 

kháng thể TXN tạo phản ứng quang mạnh, rất rõ ràng. OD min: 0.1007, R2 = 0.9938 

→ mô hình vẫn phù hợp tốt. EC50: 1687.9 ng/ml, Slope: -0.9938 → độ dốc thấp hơn, 

phản ánh phản ứng thay đổi đều đặn, phù hợp cho xét nghiệm định lượng tuyến tính. 

Kết quả trên cho thấy, TXN cho tín hiệu mạnh và ổn định, EC50 thấp hơn DCP nhưng 

cao hơn AFP, phù hợp với mục tiêu phát hiện bổ sung cho AFP, đặc biệt hữu ích 

trong các ca HCC có AFP âm tính. 

 

A (OD max): 2.0195 

B: -0.9938 

D: (OD min): 0.1007 

R2 = 0.9938 

C (EC50): 1687.9733 ng/ml 

Hình 3.26. Các đường cong chuẩn theo phương trình 4L của TXN 

 

Các kết quả trên cho thấy, bộ kháng thể đơn dòng tạo ra có khả năng ứng dụng 

trong xét nghiệm ELISA định lượng với mức độ nhạy và đặc hiệu đáng kể, đặc biệt 

là khi sử dụng đồng thời nhiều marker (AFP, DCP, TXN). Giá trị EC₅₀ thu được trong 

nghiên cứu này nằm trong khoảng 45–65 ng/ml – mức phù hợp với nhiều nghiên cứu 

sử dụng kháng thể đơn dòng chưa tối ưu hóa ái lực, chưa tinh sạch bằng sắc ký ái lực 

cao cấp hoặc mới ở giai đoạn phát triển ban đầu [148,149]. Điều này cho thấy hiệu 

quả ứng dụng tiềm năng của các kháng thể này trong hệ thống ELISA. Hiện nay, có 

nhiều phương pháp đã được phát triển để hỗ trợ chẩn đoán sớm HCC. ELISA định 

lượng các dấu ấn sinh học như AFP, DCP, TXN được xem là một chiến lược hứa hẹn, 

đặc biệt khi triển khai đồng thời nhiều chỉ thị. Phần lớn các phương pháp hiện tại vẫn 

tập trung vào phát hiện đơn marker, dẫn đến hạn chế về độ nhạy và độ đặc hiệu. 

Phương pháp ELISA có ưu thế về tính ổn định, khả năng lặp lại cao, dễ tối ưu chi phí 

và quy trình, do đó mở ra tiềm năng ứng dụng thực tế rộng rãi trong lâm sàng [150].  
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3.3.2.3. Kết quả phân tích các mẫu bệnh với đường cut-off 

Các Hình 3.27; 3.28; 3.29 thể hiện giá trị OD450nm của các mẫu huyết thanh đo 

được theo từng dấu ấn sinh học (AFP, DCP, TXN), so sánh với giá trị ngưỡng (cut-

off). Các điểm dữ liệu là đại diện cho giá trị OD450nm của các mẫu huyết thanh. Các 

mẫu có giá trị OD cao hơn ngưỡng cut-off (đường ngang) có thể được xem là dương 

tính, trong khi các mẫu thấp hơn ngưỡng có thể được xem là âm tính. Ở cả ba biểu 

đồ, phần lớn các mẫu có OD cao hơn ngưỡng cut-off, điều này cho thấy có một tỷ lệ 

đáng kể các mẫu có thể được phân loại là dương tính. 

+ Với kháng nguyên AFP (Hình 3.27), khoảng 30–35/55 mẫu có giá trị OD 

vượt ngưỡng cut-off, tỷ lệ dương tính xấp xỉ 55–65%. Phân bố giá trị OD cho thấy 

sự chồng lấn đáng kể giữa mẫu dương và âm, phản ánh khả năng phân biệt còn hạn 

chế nếu chỉ sử dụng AFP đơn lẻ. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu lâm sàng 

trước đây: Chan và cộng sự đã báo cáo độ nhạy 82.6%/đặc hiệu 70.4% ở ngưỡng 10 

ng/ml, trong khi ngưỡng AFP ≥ 200 ng/ml cho độ đặc hiệu tới 97% nhưng độ nhạy 

giảm (47.7%) [151]. Ngưỡng cut-off OD=0.191 tương ứng với ngưỡng AFP thấp 

(10–20 ng/ml) giúp tăng độ nhạy nhưng giảm độ đặc hiệu, giải thích tỷ lệ dương tính 

với AFP cao trong nhóm mẫu bệnh gan không ác tính. 

 
Hình 3.27. Phân bố giá trị OD₄₅₀nm của các mẫu huyết thanh trong xét nghiệm 

ELISA của AFP với giá trị ngưỡng cut-off = 0.191 

 

+ Với kháng nguyên DCP (Hình 3.28), cut-off OD=0.165 cho kết quả dương 

tính trên khoảng 50–55% mẫu, tương tự AFP. Mặc dù các mẫu dương và âm cũng 

phân bố khá chồng lấn, nhưng so với AFP, tín hiệu OD của DCP có phần kém rõ rệt. 

Theo các nghiên cứu lâm sàng của Attia và cộng sự (2022) chỉ ra ngưỡng DCP 36.7–

40 mAU/ml đạt độ nhạy 85–90%; đặc hiệu 80–90% [152, 153], trong khi tăng 

ngưỡng lên 100 mAU/ml làm giảm độ nhạy (77%) nhưng tăng độ đặc hiệu (92%) 

[153]. Kết quả luận án phản ánh đúng thực tế: DCP khó phân biệt mẫu dương/âm rõ 

ràng khi dùng đơn lẻ, nhưng kết hợp với AFP có thể cải thiện độ nhạy tổng thể. 
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Hình 3.28. Phân bố giá trị OD₄₅₀nm của các mẫu huyết thanh trong xét nghiệm 

ELISA của DCP với giá trị ngưỡng cut-off = 0.165 

 

+ Với kháng nguyên TXN (Hình 3.29), cut-off OD=0.210 cho thấy sự phân 

tách rõ rệt giữa hai nhóm mẫu: một nhóm OD cao vượt trội (0.5–1.2) và một nhóm 

OD rất thấp (<0.2), ít chồng lấn. Kết quả này khẳng định TXN có khả năng nhận diện 

đặc hiệu tốt HCC, tương đồng với nghiên cứu của Li và cộng sự (2015) báo cáo AUC 

ROC là 0.94 với ngưỡng TXN là 20.5 ng/ml [154], hoặc nghiên cứu khác của Shibata 

(2015) kết luận ngưỡng TXN là 114 ng/ml cho độ nhạy/đặc hiệu 100% [155]. Việc 

TXN tách biệt rõ ràng mẫu +/- trong nghiên cứu này cho thấy tiềm năng vượt trội của 

kháng thể đơn dòng TXN trong phát hiện sớm HCC, đặc biệt ở các ca AFP âm tính. 

 

Hình 3.29. Phân bố giá trị OD₄₅₀nm của các mẫu huyết thanh trong xét nghiệm 

ELISA của TXN với giá trị ngưỡng cut-off = 0.21 

 

Những kết quả này chỉ ra tiềm năng ứng dụng của kháng thể đơn dòng với ba 

chỉ thị sinh học AFP, DCP, TXN trong xét nghiệm miễn dịch phát hiện HCC. AFP 

từ lâu đã là một chỉ thị sinh học quen thuộc trong chẩn đoán HCC, khả năng phân biệt 

hạn chế, dễ bỏ sót HCC giai đoạn sớm hoặc gây dương tính giả ở xơ gan. Việc kết 

hợp với các dấu ấn khác như DCP (độ nhạy tương tự AFP, nhưng tín hiệu yếu hơn, 

cần kết hợp với AFP để cải thiện hiệu quả) và TXN (khả năng phân tách mẫu 

dương/âm vượt trội, bổ trợ tốt cho AFP/DCP, đặc biệt hữu ích phát hiện HCC có AFP 
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âm tính) giúp nâng cao đáng kể độ chính xác của xét nghiệm. Kết hợp cả ba chỉ thị 

sinh học với cut-off xác định chính xác bằng ELISA và mô hình đường cong 4 tham 

số có thể tăng đáng kể độ nhạy, độ đặc hiệu cho sàng lọc HCC trên nhóm bệnh nhân 

viêm gan mạn tính.  

3.3.2.4. So sánh độ nhạy và độ đặc hiệu của phương pháp ELISA gián tiếp với 

chẩn đoán xác định theo hồ sơ bệnh án 

Theo kết quả Bảng 3.23, trong 72 mẫu huyết thanh bệnh nhân, xét nghiệm 

ELISA dùng kháng thể đơn dòng phát hiện AFP có 50 trường hợp kết quả dương tính 

và 22 kết quả âm tính. Xét nghiệm ELISA dùng kháng thể đơn dòng phát hiện DCP 

có 48 trường hợp kết quả dương tính và 24 kết quả âm tính. Xét nghiệm ELISA dùng 

kháng thể đơn dòng phát hiện TXN có 49 trường hợp kết quả dương tính và 23 kết 

quả âm tính. Khi kết hợp xét nghiệm ba chỉ thị sinh học, mỗi mẫu được đánh giá là 

“dương tính tổng hợp” nếu có ít nhất 2 trong số 3 xét nghiệm cho kết quả dương tính. 

Theo tiêu chí này, có 48 mẫu được xác định dương tính và 24 mẫu âm tính trong chẩn 

đoán kết hợp. 

Bảng 3.23. Kết quả so sánh độ nhạy, độ đặc hiệu của phương pháp ELISA gián tiếp 

với chẩn đoán xác định theo hồ sơ bệnh án 

ELISA 
AFP 

Chẩn đoán xác định 
Tổng 

(+) (–) 

(+) 42 8 ELISA (+) = 50 

(–) 5 17 ELISA (–) = 22 

Tổng 47 25 72 

Se (%) 89.36 

Sp (%) 68.00 

PPV (%) 84.00 
NPV (%) 77.27 

KAFP = 0.59 

ELISA 
DCP 

Chẩn đoán xác định 
Tổng 

(+) (–) 

(+) 43 5 ELISA (+) = 48 

(–) 4 20 ELISA (–) = 24 

Tổng 47 25 72 

Se (%) 91.48 

Sp (%) 80.00 

PPV (%) 89.58 

NPV (%) 83.33 

KDCP = 0.72 
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ELISA 
TXN 

Chẩn đoán xác định 
Tổng 

(+) (–) 

(+) 45 4 ELISA (+) = 49 

(–) 2 21 ELISA (–) = 23 

Tổng 47 25 72 

Se (%) 95.74 

Sp  (%) 84.00 

NPV (%) 91.30 

PPV (%) 91.83 

KTXN = 0.813 

ELISA 
Combine 

Chẩn đoán xác định 
Tổng 

(+) (–) 

(+) 46 2 ELISA (+) = 48 

(–) 1 23 ELISA (–) = 24 

Tổng 47 25 72 

Se (%) 97.87 

Sp  (%) 92.00 

NPV (%) 95.83 

PPV (%) 95.83 

KAFP+DCP+TXN = 0.907 

 

ELISA–AFP 

Độ nhạy (Se): 89.36% → khả năng phát hiện bệnh nhân mắc HCC tương đối 

tốt. Độ đặc hiệu (Sp): 68.00% → phản ánh vẫn còn tỷ lệ dương tính giả tương đối 

cao. PPV = 84.00%, NPV = 77.27% → cho thấy nếu test dương tính thì 84% khả 

năng là mắc bệnh. Kappa = 0.59 → mức đồng thuận trung bình khá, nhưng chưa cao. 

Kết quả trên cho thấy, AFP đơn lẻ có độ nhạy khá nhưng hạn chế về đặc hiệu, phù 

hợp vai trò chỉ thị sinh học kinh điển nhưng không đủ nếu sử dụng riêng. 

ELISA–DCP 

Se = 91.48%, Sp = 80.00% → cải thiện rõ so với AFP, đặc biệt ở đặc hiệu. 

PPV = 89.58%, NPV = 83.33% → kết quả dương/âm đều có độ tin cậy tốt. Kappa = 

0.72 → mức đồng thuận cao, cho thấy kháng thể DCP có giá trị chẩn đoán tốt hơn 

AFP. Kết quả trên cho thấy, DCP là chỉ thị sinh học đơn lẻ nổi bật hơn AFP, đặc biệt 

ở đặc hiệu và độ đồng thuận, phù hợp vai trò tăng cường chẩn đoán. 
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ELISA–TXN 

Se = 95.74%, Sp = 84.00% → là chỉ số cao nhất trong cả ba chỉ thị sinh học 

kinh. PPV = 91.83%, NPV = 91.30% → cho thấy tính ổn định, đáng tin cậy cả hai 

chiều. Kappa = 0.813 → đạt mức đồng thuận rất cao. Kết quả trên cho thấy, TXN thể 

hiện hiệu suất vượt trội, là ứng viên chỉ thị sinh học tiềm năng nhất trong nghiên cứu, 

đặc biệt trong nhóm HCC có AFP âm tính. 

ELISA–Kết hợp ba chỉ thị sinh học kinh (AFP+DCP+TXN) 

Se = 97.87%, Sp = 92.00% → gần đạt mức lý tưởng cho một test sàng lọc. 

PPV và NPV đều đạt 95.83% → tính tin cậy cực kỳ cao ở cả hai chiều. Kappa = 0.907 

→ mức đồng thuận gần tuyệt đối với chẩn đoán xác định. Kết luận: Sự phối hợp đồng 

thời ba chỉ thị sinh học kinh tối ưu hóa hiệu quả chẩn đoán, khắc phục hạn chế riêng 

lẻ và mang lại cân bằng giữa độ nhạy và đặc hiệu. 

Nghiên cứu của Qi và cộng sự (2000) [156] cho thấy rằng việc kết hợp AFP, 

DCP và Dickkopf-1 (DKK1) trong cùng một bảng dấu ấn sinh học huyết thanh giúp 

cải thiện đáng kể độ nhạy (93.02%) và độ đặc hiệu (78%) so với từng dấu ấn riêng lẻ. 

Độ nhạy của DCP và DKK1 đều cao hơn AFP (74.42% và 73.26% so với 58.13%), 

chứng tỏ sự cần thiết của việc sử dụng nhiều dấu ấn sinh học đồng thời để nâng cao 

khả năng phát hiện HCC. So sánh với nghiên cứu này, bộ ba kháng thể đơn dòng 

kháng AFP, DCP và TXN tạo được cũng đạt độ nhạy và đặc hiệu cao (97.87% và 

92% khi kết hợp). Điều này củng cố thêm nhận định rằng việc sử dụng nhiều chỉ thị 

sinh học kinh có thể tối ưu hóa khả năng chẩn đoán sớm HCC. Ngoài ra, TXN có vai 

trò quan trọng trong điều hòa stress oxy hóa và có liên quan mật thiết đến sự phát 

triển khối u gan, cho thấy tiềm năng ứng dụng lâm sàng tương tự như DKK1. 

PPV và NPV đều cao nhất khi kết hợp các chỉ thị sinh học, điều này có nghĩa 

là phương pháp phối hợp có độ tin cậy cao hơn trong việc xác định cả bệnh nhân 

dương tính và âm tính. 

Phân tích mức độ đồng thuận giữa phương pháp ELISA gián tiếp và chẩn đoán 

xác định theo hồ sơ bệnh án thông qua hệ số Kappa cho thấy: 

Đối với AFP, hệ số Kappa là 0.59, nằm trong ngưỡng đồng thuận trung bình. 

Mặc dù AFP là một dấu ấn sinh học được sử dụng phổ biến trong chẩn đoán ung thư 

gan, độ nhạy và độ đặc hiệu của nó trong quần thể nghiên cứu này chưa đạt mức tối 

ưu, có thể do ảnh hưởng của các yếu tố không đặc hiệu (viêm gan, xơ gan,...). Do đó, 

kết quả này phản ánh khả năng chẩn đoán hạn chế khi chỉ sử dụng đơn lẻ AFP. 

Với DCP, hệ số Kappa đạt 0.72, tương ứng với mức đồng thuận tốt. Điều này 

cho thấy DCP có tính giá trị cao hơn AFP trong việc phản ánh đúng trạng thái bệnh 
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lý đã xác định. DCP được ghi nhận là dấu ấn có độ đặc hiệu tốt hơn trong chẩn đoán 

HCC, và kết quả này củng cố vai trò đó. 

TXN là chỉ thị sinh học có hệ số Kappa cao nhất trong nhóm riêng lẻ (K = 

0.813), đạt ngưỡng đồng thuận gần như hoàn hảo. Điều này cho thấy ELISA gián tiếp 

đo TXN có độ tương thích rất cao với kết quả chẩn đoán xác định HCC theo hồ sơ 

bệnh án, gợi ý tiềm năng rất lớn của TXN trong chẩn đoán chính xác và sàng lọc lâm 

sàng.  

Giá trị hệ số Kappa khi kết hợp bộ ba chỉ thị sinh học: K = 0.907, chứng minh 

sự đồng thuận rất cao được coi là “đồng thuận gần như hoàn hảo - almost perfect 

agreement ” theo phân loại Landis và Koch [157] giữa ELISA gián tiếp và chẩn đoán 

xác định theo hồ sơ bệnh án. Điều này cho thấy việc sử dụng kết hợp các chỉ thị sinh 

học (AFP + DCP + TXN) làm tăng độ chính xác chẩn đoán đáng kể, đồng thời giảm 

thiểu sai sót do phụ thuộc vào một chỉ số đơn lẻ, từ đó có thể tạo thành một mô hình 

chẩn đoán đáng tin cậy, góp phần nâng cao hiệu quả sàng lọc sớm và theo dõi diễn 

tiến bệnh. Các dấu ấn như TXN và DCP là sự bổ sung hợp lý cho AFP, nhất là trong 

các trường hợp bệnh nhân mắc HCC không tăng AFP. 

3.3.2.5. So sánh với kháng thể thương mại tương ứng 

Để so sánh tương quan hơn, kết quả ELISA được sử dụng để so sánh với một 

số bộ kháng thể thương mại tương ứng khác bao gồm:  

+ Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh); 

+ Anti-Human PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301) 

(MyBioSource; Canada); 

+ Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, Mỹ). 

Kết quả tương quan so sánh được trình bày ở Bảng 3.24. 

Bảng 3.24. So sánh sự tương đồng của kháng thể đơn dòng với các kháng thể 

thương mại 

Mẫu huyết thanh 
Mẫu dương tính 

thương mại 

Mẫu âm tính 

thương mại 
Tổng 

AFP 

Mẫu dương tính sử dụng 

kháng thể đơn dòng tự tạo 
48 2 50 

Mẫu âm tính sử dụng 

kháng thể đơn dòng tự tạo 
1 21 22 

Tổng 49 23 72 

Tỷ lệ giống nhau (%) 
97.95 

(48/49) 

91.30 

 (21/23) 

95.83 

(69/72) 

KAFP = 0.903 
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DCP 

Mẫu dương tính sử dụng 

kháng thể đơn dòng tự tạo 
45 3 48 

Mẫu âm tính sử dụng 

kháng thể đơn dòng tự tạo 
1 23 24 

Tổng 46 26 72 

Tỷ lệ giống nhau (%) 
97.82 

(45/46) 

88.46 

(23/26) 

94.44 

(68/72) 

KDCP = 0.878 

TXN 

Mẫu dương tính sử dụng 

kháng thể đơn dòng tự tạo 
46 3 49 

Mẫu âm tính sử dụng 

kháng thể đơn dòng tự tạo 
2 21 23 

Tổng 48 24 72 

Tỷ lệ giống nhau (%) 
95.83 

(46/48) 

87.50 

(21/24) 

93.05 

(67/72) 

KTXN = 0.842 

 

Đối với kháng nguyên AFP, kết quả đã thu được có 2 huyết thanh dương tính 

giữa ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng tự tạo nhưng âm tính với kháng 

thể thương mại Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh). Có 1 

huyết thanh âm tính với ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng tự tạo nhưng 

dương tính với kháng thể thương mại. Do đó, đối với kháng nguyên AFP, có độ tương 

đồng cao là 95.83% giữa phương pháp ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng 

tự tạo và kháng thể thương mại.  

Đối với kháng nguyên DCP, có 3 huyết thanh dương tính với phương pháp 

ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng tự tạo nhưng âm tính với kháng thể 

thương mại Anti-Human PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301) 

(MyBioSource; Canada). Có 1 huyết thanh âm tính với phương pháp ELISA gián tiếp 

sử dụng kháng thể đơn dòng tự tạo nhưng dương tính với kháng thể thương mại. Có 

68/72 (94.44%) mẫu được đánh giá giống nhau giữa hai phương pháp, bao gồm 45/46 

mẫu dương và 23/26 mẫu âm.  

Đối với kháng nguyên TXN, kết quả cho 3 huyết thanh dương tính với phương 

pháp ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng tự tạo nhưng âm tính với kháng 

thể thương mại Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, Mỹ). Có 

2 huyết thanh âm tính với ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng tự tạo nhưng 

dương tính với kháng thể thương mại. Do đó, đối với kháng nguyên TXN, có sự thống 

nhất là 93.05% giữa phương pháp ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng tự 

tạo và kháng thể thương mại.  
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Hệ số Kappa khi so sánh giữa kháng thể đơn dòng tự tạo với các kháng thể 

thương mại là: AFP: 0.903; DCP: 0.878; TXN: 0.842. Các giá trị Kappa đều vượt 

ngưỡng 0.8, cho thấy độ phù hợp rất cao giữa kết quả thu được từ kháng thể đơn dòng 

tự tạo và kháng thể thương mại. Điều này chứng minh rằng: Các kháng thể đơn dòng 

tự tạo có hiệu suất tương đương với các kit chẩn đoán thương mại đã được kiểm 

chứng. Đây là cơ sở khoa học để hướng đến việc sử dụng kháng thể nội địa thay thế 

hàng nhập khẩu, giúp giảm chi phí, chủ động nguồn cung, và phát triển các bộ test 

HCC. 

Dù độ nhạy và độ đặc hiệu cao, nhưng một số mẫu vẫn có thể bị âm tính giả 

hoặc dương tính giả. Có thể do đặc điểm sinh học của từng bệnh nhân (một số bệnh 

nhân mắc HCC không tăng AFP, nhưng lại tăng DCP hoặc TXN); Hoặc do phản ứng 

chéo với các protein khác trong cơ thể, gây dương tính giả. Giải pháp được đưa ra là: 

Cải tiến phương pháp xét nghiệm ELISA, kết hợp kháng thể đơn dòng với kỹ thuật 

điện hóa phát quang để tăng độ chính xác. Áp dụng phương pháp multiplex (xét 

nghiệm đồng thời nhiều dấu ấn trong một mẫu thử) để tăng hiệu quả chẩn đoán. 

Kháng thể đơn dòng có thể cần tối ưu thêm. TXN có tỷ lệ sai số ở mẫu âm tính cao 

hơn (87.5%), có thể do hiện tượng phản ứng chéo, cần sàng lọc lại các dòng 

hybridoma để chọn dòng kháng thể có độ đặc hiệu cao hơn. Kiểm tra tính đặc hiệu 

bằng phương pháp Western blot kết hợp ELISA cạnh tranh.  

Theo nghiên cứu của Huy và cộng sự (2025), kết quả xét nghiệm phản ứng 

chéo kháng nguyên cho thấy ELISA gián tiếp không phản ứng chéo với kháng nguyên 

viêm gan hoặc xơ gan [158]. Ngoài ra, xét nghiệm miễn dịch enzym cải tiến đã cho 

thấy độ nhạy cao hơn, với khả năng phát hiện HCC sớm hơn mà vẫn duy trì độ đặc 

hiệu ở mức cao (95%). Đáng chú ý trong nghiên cứu của Yuhsaku, có tới 53% HCC 

khối u nhỏ (<2cm), đơn độc có giá trị DCP vượt ngưỡng chẩn đoán, cho thấy tiềm 

năng ứng dụng của phương pháp này trong phát hiện sớm HCC [159]. 

3.3.2.6. Kết quả dựng biểu đồ ROC 

Biểu đồ ROC (Receiver Operating Characteristic) có trục tung Y là tỉ lệ dương 

tính thật, và trục hoành X là tỉ lệ dương tính giả (1– độ đặc hiệu) so sánh giữa các 

điểm cut-off của kết quả ELISA gián tiếp sử dụng kháng thể đơn dòng đặc hiệu cho 

từng loại kháng nguyên AFP, DCP và TXN có trong huyết thanh bệnh nhân (Hình 

3.30).  

Đồ thị ROC được xây dựng để thể hiện hiệu suất chẩn đoán của từng marker 

AFP/DCP/TXN, và kết hợp cả 3 marker trong chuẩn đoán bệnh và việc phân biệt giữa 

nhóm bệnh và nhóm không bệnh. 
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Đường màu xanh dương là đường cong ROC của AFP. Đường cong gần đường 

tham chiếu → AUC nhỏ, thể hiện AFP không phải chỉ thị tối ưu nếu dùng đơn lẻ. Kết 

quả này phù hợp với bảng trước: AFP có độ nhạy tốt nhưng đặc hiệu thấp → phản 

ánh dương tính giả nhiều. 

Đường màu đỏ của DCP cao hơn AFP và có AUC lớn hơn, cho thấy DCP có 

thể là một chỉ thị sinh học chẩn đoán tốt hơn AFP.  

Đường màu xanh lá của TXN cho hiệu suất phân loại của TXN nằm giữa AFP 

và DCP, có thể đóng vai trò hỗ trợ trong chẩn đoán.  

Đường màu cam (Kết hợp) là đường có diện tích dưới đường cong AUC cao 

nhất, cho thấy khi kết hợp nhiều dấu ấn sinh học (AFP, DCP, TXN), hiệu suất chẩn 

đoán được cải thiện rõ rệt.  

Đường màu vàng là đường chéo 45° (AUC = 0.5), thể hiện trường hợp dự đoán 

ngẫu nhiên. Nếu một dấu ấn có đường ROC gần với đường này, thì không có ý nghĩa 

chẩn đoán. DCP có hiệu suất cao hơn AFP, cho thấy DCP có thể là một dấu ấn sinh 

học đáng tin cậy hơn.  

Hình 3.30. Đường cong ROC đánh giá độ tin cậy của xét nghiệm miễn dịch ELISA 

sử dụng kháng thể đơn dòng phát hiện kháng nguyên AFP, DCP, TXN có trong 

huyết thanh bệnh nhân mắc HCC. 

 

Kết hợp nhiều dấu ấn sinh học cho kết quả tốt nhất, với đường cong ROC cao 

hơn tất cả các dấu ấn riêng lẻ. AFP có hiệu suất phân loại ở mức trung bình, nhưng 

có thể cải thiện khi kết hợp với các dấu ấn khác. Nếu chỉ sử dụng AFP, có thể cần tối 

ưu lại ngưỡng cut-off để cải thiện độ nhạy và độ đặc hiệu.  
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Để đánh giá độ tin cậy của một bộ dữ liệu, quan sát số liệu từ diện tích dưới 

đường cong AUC, diện tích càng lớn, độ chính xác càng cao. Phần mềm GraphPad 

Prism 9.0.0 hiển thị diện tích dưới đường cong AUC của AFP là 0.719; AUC của 

DCP là 0.761 và AUC của TXN là 0.774. Khi kết hợp 3 chỉ thị sinh học kinh thì AUC 

là 0.87 (nằm trong ngưỡng Tốt: 0.8 – 0.89 [158]). Cho thấy, kết quả xét nghiệm sử 

dụng kháng thể đơn dòng phát hiện phối hợp ba kháng nguyên AFP, DCP, TXN tăng 

hiệu quả chẩn đoán rõ rệt và có độ chính xác cao, đặc biệt trong các trường hợp mắc 

HCC giai đoạn sớm, khi mà chỉ thị sinh học AFP thực sự không đặc hiệu ở giai đoạn 

này.  
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KẾT LUẬN 

 

1. Kết quả tạo kháng nguyên tái tổ hợp AFP, DCP và TXN 

Nghiên cứu đã lựa chọn ba đoạn peptide chứa các epitope liên tục và không 

liên tục của ba chỉ thị sinh học AFP, DCP và TXN, dựa trên các tiêu chí về tính kháng 

nguyên, độ hòa tan, độ ổn định và khả năng biểu hiện. Các gen mã hóa tương ứng 

được tổng hợp và chuyển vào vector pET22b+. Khi biểu hiện ở E. coli BL21, chúng 

cho những protein tái tổ hợp đúng kích thước (10–15 kDa), được tinh sạch bằng sắc 

ký ái lực Ni-NTA với độ tinh khiết từ 78% - 90%. Kết quả Western blot cho thấy 

kháng nguyên thu được có cấu trúc và tính kháng nguyên phù hợp, đảm bảo giá trị 

miễn dịch học cho các bước tiếp theo. Kết quả thu được khẳng định tính mới của 

Luận án khi lần đầu tiên tại Việt Nam tạo được ba kháng nguyên tái tổ hợp AFP, DCP 

và TXN có tính kháng nguyên cao, làm nguồn vật liệu đặc hiệu phục vụ sản xuất 

kháng thể đơn dòng chẩn đoán ung thư gan. 

2. Kết quả tạo kháng thể đơn dòng đặc hiệu từ kháng nguyên tái tổ hợp  

Dựa trên kháng nguyên tái tổ hợp tạo được, sáu dòng tế bào lai hybridoma 

(AFP1, AFP2, DCP1, DCP2, TXN1, TXN2) đã được tạo thành bằng phương pháp 

dung hợp tế bào lympho B của chuột với tế bào myeloma. Các dòng tế bào này phát 

triển ổn định và sản xuất kháng thể đơn dòng IgG đặc hiệu tương ứng, với hiệu giá 

cao thu được trong dịch báng chuột BALB/c (khoảng 11–14 ml mỗi mẫu chuột). 

Kháng thể thu được được tinh sạch bằng sắc ký Protein A/G. Dưới gel SDS-

PAGE, hai băng tương ứng chuỗi nặng và chuỗi nhẹ của kháng thể hiện rõ, khẳng 

định kháng thể đã được tinh sạch và đạt độ tinh khiết cao (>95%). 

Như vậy, nghiên cứu đã tạo mới sáu dòng hybridoma tiết kháng thể đơn dòng 

đặc hiệu với các kháng nguyên tái tổ hợp AFP, DCP, TXN, chưa từng được công bố 

trong nước, có khả năng ứng dụng trực tiếp trong các xét nghiệm miễn dịch học và 

ELISA chẩn đoán. 

3. Ứng dụng kháng thể đơn dòng trong phát hiện ung thư biểu mô tế bào gan 

Các kháng thể đơn dòng đã được sử dụng để phát hiện AFP, DCP và TXN 

trong huyết thanh người bệnh bằng phương pháp ELISA gián tiếp. Sau khi tối ưu hóa 

điều kiện phản ứng và dựng đường cong logistic 4 tham số, kết quả cho thấy độ nhạy 

của từng chỉ thị sinh học lần lượt là: AFP 89.36%, DCP 91.48%, TXN 95.74%; độ 

đặc hiệu lần lượt là: 68.00%, 80.00%, 84.00%. Khi phối hợp ≥ 2/3 chỉ thị sinh học, 

độ nhạy đạt 97.87%, độ đặc hiệu 92.00%, với giá trị PPV và NPV đều đạt 95.83%. 

So sánh với kháng thể thương mại cho thấy mức độ đồng thuận cao trong khả năng 
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phát hiện (≥ 93%), khẳng định tính đặc hiệu và độ tin cậy của các kháng thể đơn dòng 

tự tạo.  

Nghiên cứu đã lần đầu tiên tại Việt Nam phát triển thành công bộ ba kháng thể 

đơn dòng tái tổ hợp đặc hiệu AFP–DCP–TXN, có thể sử dụng phối hợp trong ELISA 

chẩn đoán ung thư biểu mô tế bào gan, giúp cải thiện rõ rệt hiệu quả phát hiện bệnh, 

đặc biệt ở các trường hợp AFP đơn lẻ cho tín hiệu âm tính giả. Kết quả này mở ra 

hướng ứng dụng thực tiễn quan trọng, góp phần từng bước nội địa hóa các sinh phẩm 

chẩn đoán ung thư gan. 

4. Hạn chế  

- Quy mô mẫu thử nghiệm còn hạn chế (47 bệnh nhân ung thư gan và 10 bệnh 

nhân nhóm bệnh gan lành tính), cần được đánh giá thêm độ nhạy, độ đặc hiệu của xét 

nghiệm trên các nhóm bệnh lý liên quan. 

- Nghiên cứu mới ở giai đoạn thử nghiệm bước đầu trong phòng thí nghiệm, 

quy trình ELISA thực hiện thủ công, chưa phù hợp ngay với môi trường xét nghiệm 

lâm sàng thực tế. 

- Kháng thể đơn dòng hiện chỉ được sản xuất quy mô nhỏ, chưa đánh giá độ 

ổn định và độ lặp lại khi sản xuất với quy mô lớn. 
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KIẾN NGHỊ 

 

1.  Tiếp tục đánh giá giá trị lâm sàng của kháng thể đơn dòng ở quy mô lớn và 

đa trung tâm để khẳng định độ tin cậy và khả năng ứng dụng thực tế của bộ ba kháng 

thể đơn dòng AFP, DCP và TXN, cần thiết kế các nghiên cứu mở rộng với cỡ mẫu 

lớn và thực hiện tại nhiều bệnh viện khác nhau nhằm đánh giá độ đặc hiệu thực tế và 

khả năng phân biệt với HCC. Đặc biệt, việc chứng minh hiệu quả phát hiện HCC giai 

đoạn sớm, khi AFP thường cho kết quả âm tính, sẽ củng cố tính ưu việt của bộ kháng 

thể phối hợp và mở rộng chỉ định xét nghiệm cho nhóm bệnh nhân nguy cơ cao. 

2. Hoàn thiện quy trình chuẩn hóa kỹ thuật ELISA sử dụng các kháng thể đơn 

dòng tự tạo, bao gồm điều kiện bảo quản, độ bền kháng thể và hướng dẫn thao tác 

chuẩn. Đồng thời, đề xuất triển khai thử nghiệm bộ kit ELISA ở quy mô nhỏ tại một 

số bệnh viện tuyến tỉnh nhằm đánh giá khả năng vận hành, độ ổn định và phản hồi từ 

thực tiễn xét nghiệm. Các kết quả thu được sẽ là cơ sở khoa học và thực tiễn quan 

trọng để có thể đủ điều kiện đăng ký theo các tiêu chuẩn thành bộ kit thương mại. 
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PHỤ LỤC 1 

BỆNH ÁN NGHIÊN CỨU  

Số: - Mã hồ sơ:…………….. 

 - Mã nghiên cứu:……... 

Họ và tên: ………………………. Năm sinh: ………….. Giới:……….….. 

Địa chỉ:………………………………………………………………………..……… 

Điện thoại: ……………………….  

Ngày vào viện: …………………... Ngày ra viện:……………………………... 

Chẩn đoán:…………………………………………………………………………… 

1. Tiền sử 

Bản thân:  Nghiện rượu   Viêm, xơ gan  Hút thuốc            

Gia đình: Có người UTG  Khỏe mạnh 

2. Triệu chứng lâm sàng 

Triệu chứng Có Không Triệu chứng Có Không 

Mệt mỏi   Bàn tay son   

Chán ăn, ăn kém   Sao mạch   

Gầy sút cân 

(kg/tháng) 
  Xuất huyết dưới da   

Đau, tức bụng - HSP   THBH   

Sốt   Cổ trướng (ít, nhiều)   

Vàng da, củng mạc   Gan to   

Phù   Lách to (độ 1, 2, 3)   

Số hồ sơ: ……………………………..  

Số bệnh án nghiên cứu: ………………… Mã lưu mẫu: ……………………… 

3. Cận lâm sàng 

3.1. Xét nghiệm huyết học, sinh hóa 

BC HC TC PT% 
Ure Cre Glu GOT 

 

GPT 

 

GGT 

          

3.2. Xét nghiệm vi sinh, miễn dịch, sinh học phân tử 

BilTP BilTT Pro Albu HBsAg Anti-HCV AFP DCP 

        

3.3. Chẩn đoán hình ảnh 

………………………………………………………….……………………… 

…………………………………………………………….…………………… 
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3.4. Xét nghiệm giải phẫu bệnh 

………………………………………………………….……………………… 

………………………………………………………….……………………… 

 

 Xác nhận của Khoa A3B                                                                                          

                                                                                   .......,ngày….tháng….năm……. 

                                                                                            Người lập phiếu 
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PHỤ LỤC 2 

 

1. Định dạng FASTA tham khảo của AFP 

>NP_001125.1 alpha-fetoprotein precursor [Homo sapiens] 

MKSLLLLVLCLAGFSLGLCLAGRPSVLQESGGGASGGRRGRGLQGNLRGS

GGALGGGGSLIRLVEGNPLPLSQETNPLLIALSGLNFSDFAIQDTGKLTTLKD

ELMEKLVELSPKYQLGEDVRVVSIFYALGAEGLRQKEIQNAVNGVLATVM

AGTASIAKAVTALNQCTGNLSIAQVAFINNPDVPGVVLLSSILQKVGGLSTL

GYHNLTSLGDLLNSVLSAGTLRVDLHRKSDWTEQGTLVAEAVSLVRVDFT

NPSTLPVSFFLQSSSFFMALGYLGYVYVGYLGYVGYVYYVGYLGYIYGYIG

YIYLGYLGYLGLGQLGVLNLHRGQALRAVHLQKGKDLSGASAIHNLITELV

VLNGRKGNLGNAVSKVSAVATETVITNGSYFQEFLIQAPAILVNIVLSAGTS

LHTLFGQVLAVHEYLSELKALGGHVRLSLDAVKVTDGALGPLGTRTMGLL

A.AVRAHGTVSVFLRVA.APPAPVASFDSSVPEELQQLVQRLQDSLGGLLGG

AKALSRLVPPRHEVVMVQSAMVRTPVGEEEAFPLSPKVSYVKEQQSGNEQ

ESVTVGQVVQA.AYQGRYLL… 

 

2. Định dạng FASTA tham khảo của DCP 

>NP_000497.1 prothrombin precursor [Homo sapiens] 

MGRRAPVVLILLLVLVGNVLVWRKTRSVEGSSNAVSNHHRQHLLLQQAQG

SVEDSGKELKPYIDNTFVALYTDWSFYLLRHGGSYVYTRVVNRYRNVKITK

NLQNIVSWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTGIVSQMCVLLEG

GHCFPGEGTKVNAFYRQVLVRPSEYAVATLFKDRISDISNADAVTGVAVLI

YDYQTKSRYLLKSSHVSKGQFTSDFTNRINKILNRPKRTPPKSLLRIFTLGGT

EASWVLTA.AHCLEHFVRSYNPDGYFRLFEKTRWNKPEEHPVLKFGSGYVS

GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLGTITDAVMFVPFGEVMAHILTRHPDNDI

ALMLEGGKTRNPDSCKDSDSEKTDPDAHKQFMCVGKGNDDCQGDSGGPH

VTEVEGTSFLGGCVNVHNLGAETEDTTEFWKQTAKHDQDFEEAYVLTVDK

TEGTCHWTGFTNTDRECLRTYTYQTKVVHYRGTWGRVFHKGRSALVLQY

LRVPLGTITDAVMFVPFGEVMAHILTRHPDNDIALMLEGGKTRNPDSCKDS

DSEKTDPDAHKQFMCVGKGNDDCQGDSGGPHVTEVEGTSFLGGCVNVHN

LGAETEDTTEFWKQTAKHDQDFEEAYVLTVDKTEGTCGWGNTNTDRECL

RTYTYQTKVVHYRGTWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLGTITDAVMFVPFGE

VMAHILTRHPDNDIALMLEGGKTRNPDSCKDSDSEKTDPDAHKQFMCVGK

GNDDCQGDSGGPHVTEVEGTSFLGGCVNVHNLGAETEDTTEFWKQTAKH

DQDFEEAYVLTVDKTEGTCGWGNTNTDRECLRTYTYQTKVVHYRGTWGR

V... 
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3. Định dạng FASTA tham khảo của TXN 

>NP_003320.2 thioredoxin [Homo sapiens] 

MAAAKTAAPGRVKLFGKELKGTGKPVGVPGLGKEVVFKNGAEYALKVDD

EGQKLVVVDFSATWCGPCKMIAPDLINKYQVAGKDAVVVDFWAEWCGPC

KMIAPDLINKYQVAGKDAVVVDFWAEMWDEKGDYAPVVKVDVDE… 
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PHỤ LỤC 3 
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PHỤ LỤC 4 

 

1. Môi trường LB (Luria- Bertani) lỏng (1l):  

Cao nấm men: 5 g  

Tryptone: 10 g  

NaCl: 5 g  

Chỉnh về pH 7.2-7.4 bằng NaOH.  

2. Môi trường LB đặc (1l):  

Cao nấm men: 5 g  

Tryptone: 10 g  

NaCl: 5 g  

Chỉnh về pH 7.2-7.4 bằng NaOH.  

Agar bacto: 15 g  

3. TAE 50X (250ml):  

Tris base: 60.5 g  

Acid acetic: 14.3 ml  

EDTA 0.5M pH8: 25 ml  

Thêm nước khử ion đến đủ 250 ml  

4. Sol I (Solution I) (50ml):  

Glucose 50mM: 0.45 g  

Tris HCl 25mM: 1.25 ml  

EDTA 10mM pH8: 1 ml  

Thêm nước khử ion đến đủ 50 ml.  

5. Sol II (Solution II) (10ml):  

SDS 20%: 0.5 ml  

NaOH 10N: 0.2 ml  

Thêm nước khử ion đến đủ 10 ml.  

6. Sol III (Solution III) (50ml):   

Kali acetat 5M: 14.72 g  

Glacial acetic acid: 5.57 ml  

Thêm nước khử ion đến đủ 50 ml.  

7. Lysis buffer  

50mM NaH2PO4  

500mM NaCl 
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8. Transfer Buffer 10X (1l) 

 Tris base 250mM: 30.3g 

 Glycine 1.92M: 144.2g 

 Nước cất (ddH₂O): vừa đủ 1l 

9. TBS 10X (Tris-Buffered Saline) (1l) 

 Tris base 200mM: 24.2g 

 NaCl 1.37M: 80g 

 Nước cất (ddH₂O): vừa đủ 1l 

 pH: 7.4 – 8.0 bằng HCl 

 TBS 1X = 100ml TBS 10X + 900 ml nước cất 

10. TBST (TBS + Tween-20) (1l) 

 Tris base 200mM: 24.2g 

 NaCl 1.37M: 80g 

 Tween-20 0.5%: 5ml 

 Nước cất (ddH₂O): vừa đủ 1l 

 pH: 7.4 – 8.0 điều chỉnh bằng HCl 

 TBST 1X = 100ml TBST 10X + 900 ml nước cất 

11. PBS 10X (Phosphate-Buffered Saline) (1l) 

 NaCl 1.37M: 80g 

 KCL 27mM: 2g 

 Na₂HPO₄ 100 mM: 14.4 g 

 KH₂PO₄ 18mM: 2.4g 

 Nước cất (ddH₂O): vừa đủ 1l 

 pH: 7.4  điều chỉnh bằng HCl hoặc NaOH 

 PBS 1X = 100ml PBS 10X + 900 ml nước cất 

12. Blocking Buffer 1X (1l) 

 BSA 5% : 50g 

 PBS 1X: vừa đủ 1l 

13. Coating Buffer 1X (1l) 

 Na₂CO₃ 0.015M: 1.59g 

 NaHCO₃ 0.034M: 2.93g 

 Nước cất (ddH₂O): vừa đủ 1l 

 pH 9.6 điều chỉnh bằng NaOH/HCl 
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14. Washing Buffer 10X (1l) 

 NaCl 1.37M: 80g 

 KCL 27mM: 2g 

 Na₂HPO₄ 100 mM: 14.4 g 

 KH₂PO₄ 18mM: 2.4g 

 Tween-20 0.05%: 5ml 

 Nước cất (ddH₂O): vừa đủ 1l 

 pH: 7.4  điều chỉnh bằng HCl hoặc NaOH 

 Washing Buffer 1X = 100ml Washing Buffer 10X + 900 ml nước cất 

15. Antibody Dilution Buffer 1X (1l) 

 PBS 1X: 1l 

 Tween-20 0.05%: 0.5ml 

 BSA 1%: 10g 

16. GeneRuler 100 bp DNA Ladder 

 Tris-HCl (10 mM, pH 7.5–8.0) 

 EDTA (1 mM) 

 Glycerol (50%) 

 Loading dye 

17. GeneRuler 1 kb DNA Ladder 

 Tris-HCl (pH 7.5) (10mM) 

 EDTA (1 mM) 

 Glycerol 50% 

 Loading dye 

18. PageRuler™ Thang chuẩn Protein đã nhuộm 

 Tris-H₃PO₄ (pH 7,5 tại 25°C): 62,5 mM 

EDTA: 1 mM 

SDS: 2% 

DTT: 10 mM 

NaN₃: 1 mM  

Glycerol: 33% 

19. PureLink™ Quick Gel Extraction Kit của Invitrogen 

 PureLink™ Quick Gel Extraction Buffer 

PureLink™ Quick Gel Binding Buffer 

PureLink™ QuickSpin Columns 

PureLink™ DNase/RNase-Free Water 

PureLink™ Quick Gel Elution Buffer 
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20. PCR Master Mix (2X) 

 DNA Polymerase 

 dNTPs 

 Buffer (Tris-HCl, KCl, MgCl₂) 

 Mg²⁺ 

21. GeneJET PCR Purification Kit 

 Binding Buffer 

Wash Buffer 

Elution Buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.5) 

GeneJET Purification Columns 

22. HisPur™ Ni-NTA Spin Columns Kit 

 HisPur Ni-NTA Spin Columns 

 Phosphate-Buffered Saline (10X) 

 Imidazole (2M, pH 7.4) 

23. NAb™ Protein A/G Spin Columns Kit 

 Protein A/G Agarose Resin 

 Spin Columns 

 Collection Tubes 

Binding Buffer 

Wash Buffer 

Elution Buffer 

Neutralization Buffer 

24. 1-Step™ TMB ELISA Substrate Solutions 

 Ultra TMB-ELISA Substrate 

 Turbo TMB-ELISA Substrate 

 Slow TMB-ELISA Substrate 

25. 1-Step™ Ultra TMB-Blotting Solution 

 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) 

 Hydrogen Peroxide (H₂O₂) 

 Dung môi và chất ổn định 

 Không chứa DMF hoặc DMSO 
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24. Các kháng thể thương mại 

 

Kháng thể 
thương mại 

Isotype & 
Nguồn tạo 

(loài, 
clonality) 

Ứng dụng  
Tính đặc 
hiệu loài 

Định dạng/Nồng độ Data sheet Ghi chú kỹ thuật 

Anti-alpha 1 
Fetoprotein 

antibody [AFP-
01] (Abcam, Cat# 

ab3980) 

Chuột, 
IgG1, đơn 

dòng (clone 
AFP-01) 

ICC/IF (ở 
mẫu 

người) 
Người  

Dung dịch PBS 
(pH7.4) chứa 0.097% 
NaN₃, tinh sạch; Nồng 

độ: không công bố 

Abcam datasheet 
(AFP-01, 
ab3980) 

Đề xuất dùng 5 µg/ml cho 
ICC/IF; tinh sạch cao 

Anti-Human 
PIVKA-II/DCP 
Monoclonal Ab 
(clone 1A301) 
(MyBioSource, 

Cat# 
MBS1586477) 

Chuột, IgG 
(đơn dòng, 

clone 
1A301) 

ELISA Người 

Dung dịch PBS 
(pH7.4) có chất bảo 

quản, Nồng độ: 
2.24 mg/ml; độ tinh 
sạch >95% (SDS-

PAGE) 

MyBioSource 
datasheet (clone 

1A301), 
AntibodySystem 

Tinh sạch cao (>95%, Protein 
A/G purified); không có thông 
tin IHC/WB. Sử dụng kháng 
nguyên PIVKA-II (des-gamma-
carboxyprothrombin) tái tổ hợp 
người làm kháng nguyên. 

Anti-TXN 
(Thioredoxin) 

monoclonal Ab 
(Sigma, Cat# 

WH0007295M1) 

Chuột, 
IgG1κ, đơn 
dòng (clone 

2A7) 

IP, 
ELISA, 

IF, 
Western 

blot (WB) 

Người 

Dung dịch PBS 
(pH7.4); kháng thể 
tinh sạch; Nồng độ: 

không công bố 

Sigma-Aldrich 
(WH0007295M1) 

Đề xuất pha loãng 1–5 µg/ml 
cho WB; kháng nguyên: protein 
thioredoxin tái tổ hợp (GST-
tag).  
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