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Tóm tắt. Gắn định hướng kháng thể/protein lên bề mặt hạt latex là một trong những giai đoạn chính, quyết 

định hiệu quả của xét nghiệm ngưng kết huyết thanh. Hiện nay, ba phương pháp chính được sử dụng bao 

gồm hấp thụ thụ động, gắn định hướng qua liên kết cộng hóa trị và liên kết ái lực đã có thể giúp cải thiện 

đáng kể chất lượng của sản phẩm. Chưa dừng lại ở đó, sự phát triển của các kỹ thuật sinh học phân tử hiện 

đại, đặc biệt là công nghệ protein tái tổ hợp, đã giúp tạo ra các loại protein ngoại lai có khả năng gắn đặc 

hiệu với bề mặt hạt latex. Bài tổng quan này sẽ điểm qua các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình hoạt hóa hạt 

latex cũng như ưu, nhược điểm của các phương pháp gắn định hướng kháng thể/protein lên bề mặt hạt latex 

đang được sử dụng rộng rãi. Qua đó, bài viết cũng giới thiệu các phương pháp gắn định hướng kháng thể 

mới có thể thay thế như sử dụng kháng thể dung hợp đuôi peptide gắn đặc hiệu polystyrene và sử dụng 

protein cầu nối. 

Từ khóa. protein cầu nối, cố định protein, hấp thụ thụ động, đuôi peptide ái lực polystyrene, hạt polystyrene 

latex. 

 

ANTIBODY IMMOBILIZATION TECHNIQUE ONTO LATEX BEADS AND ITS 

IMMUNOASSAY APPLICATIONS 
 

Abstract. Orientation of antibody/protein onto the latex surface is one of the most important steps, which 

determines the effectiveness of agglutination test. Currently, three well-known methods are used, including 

passive absorption, covalent coupling, and affinity immobilization. Besides, improvements in the field of 

molecular biology, especially the recombination protein technology, help to create a lot of novel proteins 

which have ability to affinity bind to the material surface. In this review, parameters effecting the latex 

activation process were summarized. Advantages and disadvantages of each common method were also 

indicated. In addition, this review also introduced some new methods that could supplant the old ones, 

including polystyrene-binding peptide conjugated antibody, and adapter protein.  

Keywords. adapter protein, protein immobilization, passive absorption, polystyrene binding peptide, 

polystyrene latex bead. 

1. GIỚI THIỆU 
Singer và Plotz (1956) lần đầu tiên phát triển phương pháp xét nghiệm ngưng kết huyết thanh gián tiếp 

thông qua sự kết tụ của hạt latex (hay latex agglutination test - LAT)  [1]. Kể từ khi công trình được xuất 

bản, các ứng dụng của hạt latex trong xét nghiệm lai miễn dịch được nghiên cứu và phát triển một cách 

nhanh chóng, rộng rãi. LAT được sử dụng trong chẩn đoán bệnh thấp khớp thông qua việc định tính và 

bán định lượng các yếu tố thấp khớp (Rheumatoid factor - RF) với độ nhạy và độ đặc hiệu cao [2]. Vào 

năm 2001, Zamil J. Attar và cộng sự đã phát triển LAT có khả năng phát hiện ký sinh trùng Leishmania 

gây nhiễm trùng ở người với độ đặc hiệu 100% và độ nhạy từ 68-100% [3]. Brucella gây bệnh sốt làn sóng 

cũng có thể được phát hiện bằng LAT; bên cạnh đó, nghiên cứu cũng cho thấy LAT có khả năng phân biệt 

Brucella với các bệnh có triệu chứng lâm sàng tương tự (lao, sốt thương hàn, viêm khớp dạng thấp, ung 

thư hạch bạch huyết) [4]. Khi so với các phương pháp như ELISA và PCR, LAT có thể cho độ đặc hiệu 

tương đương nhưng không tối ưu về độ nhạy do ảnh hưởng của sự định hướng kháng thể trên bề mặt hạt. 

Hiện nay, nhiều nhóm nghiên cứu, phòng thí nghiệm đã và đang nghiên cứu, phát triển các phương pháp 

để tối ưu khả năng định hướng kháng thể/protein lên hạt latex trong khi vẫn giữ được tối đa các hoạt tính 

sinh học của chúng [5].  
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Xét nghiệm ngưng kết hạt latex để phát hiện kháng nguyên sử dụng các hạt latex có cùng kích thước; các 

hạt này được phủ bằng các kháng thể, quá trình như vậy được gọi là quá trình hoạt hóa hạt latex. Các hạt 

latex đã được hoạt hóa có khả năng nhận biết mẫu chứa kháng nguyên đặc hiệu, từ đó gây ra sự kết tụ hạt 

latex thông qua liên kết giữa kháng nguyên và kháng thể [6]. Hạt latex có thể được hoạt hóa bằng cách gắn 

kết các kháng thể lên bề mặt hạt thông qua hấp thụ thụ động (hay hấp thụ vật lý). Tuy nhiên, với phương 

pháp này, các kháng thể được định hướng một cách ngẫu nhiên lên trên latex và bị phụ thuộc vào nhiều 

yếu tố như pH, nồng độ muối, loại dung môi. Khi định hướng một cách ngẫu nhiên lên trên hạt latex, khả 

năng liên kết kháng nguyên của kháng thể bị suy giảm do hạn chế số lượng kháng thể được hấp phụ lên 

hạt. Bên cạnh đó, các kháng thể định hướng ngẫu nhiên với mật độ cao làm chồng chéo, che phủ các vùng 

liên kết kháng nguyên (Fab) khiến cho LAT bị âm tính giả. 

Trong những năm gần đây, với sự phát triển của các kỹ thuật sinh học, đặc biệt là công nghệ protein tái tổ 

hợp, nhiều protein/kháng thể tái tổ hợp không ngừng ra đời, qua đó, góp phần giải quyết các vấn đề còn 

tồn đọng trong kỹ thuật xét nghiệm LAT. Bài tổng quan này sẽ điểm qua các yếu tố ảnh hưởng đến quá 

trình hoạt hóa hạt latex cũng như phân tích các ưu, nhược điểm của các phương pháp hiện có để xem xét 

chúng có cho phép ta thu được hạt latex được hạt hóa, ứng dụng trong các thử nghiệm lai miễn dịch với 

hiệu quả, và độ chính xác cao hay không? Đồng thời, bài viết cũng giới thiệu các phương pháp gắn định 

hướng kháng thể mới, đó là sử dụng kháng thể dung hợp đuôi peptide gắn đặc hiệu polystyrene và sử dụng 

protein cầu nối, hai phương pháp được xem như giải pháp cho các vấn đề còn tồn đọng trong việc hoạt hóa 

hạt latex.  

2. CÁC CHIẾN LƯỢC TỔNG HỢP HẠT LATEX 

Hạt latex là các khối polystyrene hình cầu có đường kính từ 0.02 m  đến 20 m [7]. Chúng có thể được 

tổng hợp hóa học bằng nhiều phương pháp khác nhau, tùy thuộc vào điều kiện sản xuất cũng như các yêu 

cầu về đặc tính, kích thước của hạt. 

 Trùng hợp huyền phù: các monomer tồn tại trong pha lỏng và được khuấy trộn đều; khi có mặt 

chất khơi mào thì phản ứng trùng hợp xảy ra. Chất khơi màu được sử dụng trong phương pháp này tan 

trong monomer, nhưng monomer và cả chất khơi mào không tan trong môi trường phân tán. Dung dịch 

huyền phù thường được sử dụng là nước do có khả năng luân chuyển nhiệt tốt; vì vậy, có thể dễ dàng kiểm 

soát nhiệt độ trong quá trình tổng hợp [8]. Phản ứng polymer hóa xảy ra trong dung dịch huyền phù. Bên 

cạnh đó, phương pháp này cho phép sử dụng tối thiểu lượng chất hoạt động bề mặt, chất ổn định và dễ 

dàng kiểm soát đường kính sản phẩm thông qua việc điều chỉnh tốc độ khuấy của máy [9]. Sản phẩm thu 

được là các hạt polymer lơ lửng trong môi trường. 

 Trùng hợp nhũ tương: các thành phần chính được sử dụng trong phương pháp này là monomer, 

chất khơi mào, dung dịch huyền phù (thường là nước) và chất hoạt động bề mặt. Không như trùng hợp 

huyền phù, chất khơi mào được sử dụng trong phương pháp trùng hợp nhũ tương tan trong dung dịch 

(nước) nhưng không tan trong monomer [10]. Khi được thêm vào môi trường phân tán, các chất hoạt động 

bề mặt có đuôi kỵ nước và đầu ưa nước sẽ tự kết tụ tạo các giọt micelle, chúng tạo nên lớp vỏ bao bọc các 

monomer. Sau đó, chất khơi mào được thêm vào và phản ứng polymer hóa xảy ra. Hay nói cách khác, phản 

ứng polymer hóa được diễn ra trong các hạt micelle [11]. Phương pháp này cho phép kiểm soát kích thước 

sản phẩm thông qua việc thay đổi nồng độ chất hoạt động bề mặt, qua đó làm thay đổi kích thước các giọt 

micelle và số lượng phân tử monomer bị bắt giữ [12]. Sản phẩm thu được là các hạt polymer phân tách 

khỏi môi trường và dễ dàng tinh sạch. 

 Trùng hợp phân tán: các thành phần sử dụng trong phương pháp tổng hợp này bao gồm monomer, 

chất khơi mào, chất ổn định và chúng được hòa tan trong dung môi. Dung môi được sử dụng là dung môi 

hữu cơ, có khả năng hòa tan monomer nhưng không thể hòa tan polymer, vì vậy, sau khi kết thúc quá trình 

tổng hợp, các hạt polymer tạo thành một lớp phân tách khỏi dung dịch ban đầu [13]. Số lượng hạt polymer 

được quyết định trong quá trình khởi động - khi chất khơi mào phản ứng với các phân tử monomer tạo nên 

các phôi hạt polymer. 

Ngoài ra, nhiều phương pháp khác được tạo ra từ các phương pháp trên, với mục đích tăng độ tinh sạch 

cũng như mức độ kiểm soát sản phẩm đầu ra. 

Các nhóm chức trên bề mặt hạt latex giúp chúng có tính ứng dụng cao trong lĩnh vực xét nghiệm cũng như 

nghiên cứu. Trong quá trình tổng hợp, các chất khơi mào, chất ổn định hay chất hoạt động bề mặt tham gia 

phản ứng polymer hóa, và tạo nên các nhóm chức trên bề mặt hạt. Bên cạnh đó, hạt latex cũng có thể được 
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biến đổi sau tổng hợp để mang các nhóm chức bề mặt phù hợp, phục vụ cho ứng dụng mong muốn [14] 

(Bảng 1). 

Bảng 1. Các chiến lược được sử dụng để tạo hạt latex có nhóm chức bề mặt [14] 

Nguồn gốc Loại chất Nhóm chức bề mặt 

Chất khơi mào Muối persulfate  

Các dẫn xuất Azo 

-OSO3-M+  

-COOH, -ОН, amidine 

Chất ổn định Các chất hoạt động bề mặt Phụ thuộc loại chất ổn định được chọn 

Các monomer chức 

năng hỗ trợ 

Acrylic và methacrylic acid 

Aminoethyl methacrylate 

Sodium styrene sulfonate 

-COOH 

-NH2 

-SO3 -M+ 

3. CÁC THÔNG SỐ CẦN QUAN TÂM TRONG QUÁ TRÌNH HOẠT HÓA HẠT LATEX 
3.1 Độ phân tán của hạt latex trong dung dịch 

Xét nghiệm ngưng kết hạt latex được thực hiện dựa trên sự thay đổi khả năng kết cụm của hạt latex trong 

dung dịch. Vì vậy, đường kính hạt-cụm hạt latex là một chỉ số quan trọng cần được đánh giá, kiểm soát 

trong suốt quá trình thực hiện để tránh hiện tượng dương tính giả (hạt tự kết cụm). Trong dung dịch đệm 

phù hợp, các hạt latex có một độ kết cụm nhất định nhưng nhìn chung vẫn phân tán tốt trong dung dịch 

[15]. 

Về bản chất, polystyrene là loại vật liệu kỵ nước và sẽ tự kết tụ trong dung môi mang tính phân cực. Tuy 

nhiên, hạt latex được cải biến để có thể ứng dụng trong LAT thường là loại hạt có mang điện tích trên bề 

mặt, điều này làm giảm sự kết tụ của hạt, giúp hạt phân tán trong dung môi, và thường tồn tại ở dạng dung 

dịch nhũ tương (hay keo sữa). Thường gặp nhất là loại hạt latex được biến đổi để mang gốc tích điện ở 

cuối chuỗi polymer như carboxyl, amine, hydroxyl hay sulfate, và chiếm 5–10% tổng diện tích bề mặt của 

hạt [16], [17]. Bên cạnh đó, nhiều chất hoạt động bề mặt như SDS hay Tween 20 cũng được thêm vào môi 

trường để giúp ổn định hệ latex [18], [19]. 

Hạt latex thường được tổng hợp với đường kính từ vài nm đến hàng chục m. Đường kính hạt tăng dẫn 

đến sự thay đổi diện tích bề mặt, và mật độ các gốc mang điện, điều này ảnh hưởng trực tiếp đến sự kết tụ 

của hạt. Bên cạnh đó, tùy thuộc vào nhu cầu sử dụng mà cần các kích thước phù hợp. Với các ứng dụng 

LAT định tính bằng mắt thường, các hạt có đường kính từ  0.3-0.5 µm là phù hợp vì có thể dễ dàng quan 

sát. Tuy nhiên, khi thực hiện phản ứng LAT định lượng thông qua đo độ đục có thể sử dụng các hạt có 

đường kính từ dưới 0.15 µm để cho kết quả chính xác nhất [20] . 

Dung dịch hạt latex hay hệ nhũ tương latex bao gồm hai pha chính: (i) dung dịch đệm giúp phân tán hạt và 

(ii) hạt latex. Trong đó, các hạt latex trong dung dịch không đứng yên mà luôn luôn chuyển động ngẫu 

nhiên theo nguyên tắc chuyển động Brown [21]. Vì vậy, dẫn đến một hệ quả là các hạt tiến đến hoặc va 

chạm nhau sẽ bị kết tụ thông qua tương tác van der Waals và làm mất tính ổn định của hệ keo.  

Một hệ keo tốt là hệ keo đạt được sự cân bằng giữa lực đẩy và lực hấp dẫn giữa các hạt trong hệ và để làm 

được điều đó, các phương pháp phổ biến được áp dụng thông qua hai cơ chế là: 

 Ổn định điện tích (electrostatic stabilization): các chất điện li như muối được bổ sung vào môi 

trường giúp cung cấp các cation và anion có khả năng liên kết với các gốc điện tích trên bề mặt hạt và tạo 

nên lớp ion bao phủ hạt thông qua tương tác Coulomb. Lớp ion này giúp tạo nên lực đẩy giữa các hạt khi 

chúng tiến đến quá gần nhau [22]. Hoặc có thể thêm vào dung dịch hạt latex các chất ion hoạt động bề mặt 

như SDS, khi hấp thụ lên bề mặt hạt chúng có khả năng cung cấp các gốc mang điện và tạo lực đẩy tĩnh 

điện giữa các hạt. Các chất hoạt động bề mặt ion mang lại hiệu quả cao hơn các gốc hoạt động bề mặt 

không ion. Tuy nhiên, phương pháp ổn định hệ nhũ tương latex bằng điện tích có thể giảm hiệu quả khi 

thay đổi nồng độ các chất điện giải có trong môi trường, đặc biệt là trong ứng dụng y học. 

 Ổn định cấu trúc không gian (steric stabilization): hệ keo được ổn định bằng cách sử dụng các 

copolymer có khả năng gắn lên bề mặt hạt hoặc thay thế các gốc tích điện của hạt bằng các chuỗi polymer 

để gây ra cản trở không gian giữa các hạt [23]. Bên cạnh đó, khi các hạt tiến đến quá gần nhau, lớp kỵ nước 

giữa các hạt do các polymer tạo ra sẽ làm tăng áp suất thẩm thấu. Vì vậy, để duy trì sự cân bằng, dung môi 

sẽ đi vào giữa hai hạt tạo nên lực đẩy - là phản lực của lực tương tác van der Waals - giúp đảm bảo các hạt 

được phân tán [24]. Trong ứng dụng sinh học, nhiều protein và amino acid mang các đặc điểm cấu tạo phù 

hợp để đóng vai trò như copolymer giúp ổn định hệ keo như: albumin, BSA hay Glycine, Valine, Glutamine 
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có chuỗi bên kỵ nước [25]. Các copolymer có phân tử khối, kích thước càng lớn thì chúng càng bám chặt 

trên bề mặt hạt và vì vậy, làm tăng hiệu quả của phương pháp. 

3.2 Các đặc tính, yếu tố liên quan đến protein/kháng thể 

Các đặc tính của protein có ảnh hưởng trực tiếp đến quyết định sử dụng phương pháp nào để gắn định 

hướng chúng lên hạt latex. Các protein có kích thước lớn và vùng kị nước lớn thường sẽ được áp dụng 

phương pháp hấp thụ thụ động như BSA và IgG [26]. Bên cạnh đó, các gốc -COOH và -NH2 của protein 

cũng có khả năng tạo liên kết cộng hóa trị với các bề mặt hạt latex mang gốc phản ứng tương hợp [27]. Vì 

vậy, phương pháp hợp lý được lựa chọn tùy thuộc vào vị trí của các gốc phản ứng hay vùng phản ứng trên 

protein. Với công nghệ protein tái tổ hợp, nhiều loại kháng thể-mảnh kháng thể (antibody fragment) được 

cải biến để có thể gắn định hướng với bề mặt polystyrene [28].  

Trong thử nghiệm ngưng kết hạt latex, việc chọn kháng thể là hết sức quan trọng do mỗi loại có các đặc 

tính riêng biệt và ảnh hưởng trực tiếp đến hiệu quả của thử nghiệm. Các kháng thể đơn dòng thường đắt 

tiền, do đó kháng thể đa dòng được ưa chuộng hơn. Tuy nhiên, vấn đề gặp phải là sự không đồng nhất giữa 

các kháng thể đa dòng và vì vậy cần phải có quy trình kiểm soát nghiêm ngặt khi tiến hành hoạt hóa hạt 

latex. Bên cạnh đó, việc dùng một kháng thể toàn vẹn có thể gây ra liên kết không đặc hiệu và làm hạt tự 

kết tụ, do đó các kháng thể được biến đổi nhằm tăng hiệu quả của thử nghiệm như cắt bỏ vùng Fc, sử dụng 

scFv hoặc chỉ vùng Fab của kháng thể [29]. 

Sau khi được gắn lên hạt, protein/ kháng thể trở thành một phần của phức hợp, gây tác động trực tiếp đến 

đặc tính của hệ keo. Các mảnh kháng thể có thể được sử dụng để làm tăng độ ổn định của hệ. Fab hay 

F(ab’)2 có điểm đẳng điện thấp, qua đó làm tăng mật độ điện tích của hạt latex, tránh gây kết tụ. Tuy nhiên, 

các chiến lược thay thế như IgY hay Fab, F(ab’)2 vẫn không đủ ổn định ở điều kiện sinh lý (pH 7.4, và 

cường độ ion 170 mM) [30]. Điều này có thể giải quyết bằng cách sử dụng các chất ổn định như Tween20, 

Triton X, BSA,… nhưng lại làm giảm tổng lượng kháng thể được gắn lên hạt [31]. Vì vậy, sử dụng các 

kháng thể/ mảnh kháng thể có tính ổn định cao sẽ giúp hạn chế lượng chất hoạt động bề mặt cần sử dụng 

và tăng được lượng kháng thể gắn lên hạt. 

Một lí do khác để sử dụng các mảnh kháng thể như Fab và F(ab’)2 là tránh sự ảnh hưởng của các yếu tố 

Rheumatoid (RF). RF không chỉ tồn tại trong huyết thanh của bệnh nhân mắc bệnh thấp khớp mà còn nhiều 

bệnh khác [32]. Chúng có khả năng liên kết với đuôi Fc của IgG, vì vậy gây ra âm tính giả cho thử nghiệm 

LAT [33]. Bằng cách cắt bỏ đuôi Fc để tạo Fab (sử dụng enzyme papain) hay F(ab’)2 (sử dụng enzyme 

pepsin) hoặc bằng cách sử dụng kháng thể khác loại như IgY - vùng Fc lớn hơn của IgG - có thể giúp loại 

bỏ được sự ảnh hưởng RF lên độ chính xác của thử nghiệm [30].  

Sử dụng kháng thể tái tổ hợp mang lại nhiều ưu điểm, tuy nhiên chúng vẫn gặp phải nhiều hạn chế trong 

việc sản xuất. Hầu như các kháng thể tái tổ hợp thường biểu hiện ở pha tủa nên cần được tái gấp cuộn trước 

khi được sử dụng để thu được kháng thể ở dạng tan [34]. Các kháng thể-mảnh kháng thể này có thể được 

tái gấp cuộn theo nhiều phương pháp khác nhau. Bao gồm: 

 Tái gấp cuộn trong pha tan: các liên kết nội phân tử và liên phân tử của kháng thể được loại bỏ khi 

có mặt các chất biến tính mạnh như Urea, DTT, … trong môi trường. Dưới điều kiện nồng độ các chất phù 

hợp, các kháng thể đã được biến tính sẽ được tái gấp cuộn, tạo thành kháng thể dạng tan có chức năng khi 

tiến hành loại bỏ các chất biến tính [29]. Hiệu suất tái gấp cuộn có thể được xác định thông qua hoạt tính 

sinh học của kháng thể trước và sau khi thực hiện quy trình. 

 Tái gấp cuộn trên pha rắn: tuy chưa được thực hiện với pha rắn là hạt latex, nhưng phương pháp 

này đã được sử dụng và cho thấy hiệu quả cao trên các loại đĩa polystyrene và PMMA 

(poly(methylmethacrylate)). Tái gấp cuộn trên pha rắn được thực hiện bằng cách ủ các mảnh kháng thể 

trên pha rắn trong môi trường có chứa chất biến tính. Sau đó, các chất biến tính được loại bỏ và kháng thể 

được hồi tính khi đã được gắn lên bề mặt vật liệu. Phương pháp này thường được sử dụng để tạo Fab bằng 

cách gắn lần lượt (quy trình hai bước) hoặc đồng thời (quy trình một bước) các thành phần là Fab H và Fab 

L lên bề mặt vật liệu [35].  

Việc loại bỏ các chất biến tính trong quy trình tái gấp cuộn là bước quan trọng có ảnh hưởng đến hiệu suất 

của quy trình. Các chất có thể được loại bỏ qua thẩm tách với hiệu suất khoảng 40% hay bằng cách pha 

loãng, điều này làm giảm nồng độ kháng thể trong dung dịch và cũng giảm được các liên kết liên phân tử 

giữa các kháng thể, tránh sự kết tụ [35]. 

Một yếu tố khác cần xem xét chính là khả năng liên kết kháng nguyên của kháng thể. Để sự kết tụ có thể 

xảy ra, kháng thể phải có khả năng liên kết với hai hoặc nhiều epitope trên kháng nguyên. Nhưng nếu 
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kháng thể chỉ có thể liên kết với một epitope trên kháng nguyên, chúng không thể tạo ra các cầu nối liên 

hạt và không có sự kết tụ diễn ra [36]. 

Mục đích của các phương pháp gắn định hướng kháng thể lên hạt latex là (i) tạo được lớp đơn kháng thể 

trên bề mặt hạt và (ii) định hướng đúng vùng liên kết kháng nguyên (Fab) giúp tối ưu hóa hiệu suất liên 

kết kháng nguyên của kháng thể. Vì vậy, nếu phương pháp không phù hợp với các đặc tính của protein sẽ 

làm giảm hiệu suất gắn cũng như hiệu quả nhận biết kháng nguyên của kháng thể. 

Tỉ lệ nồng độ protein/ hạt latex phù hợp cần được xác định cẩn thận khi tiến hành hoạt hóa hạt latex. Với 

nồng độ protein quá cao, quá trình hoạt hóa có thể tạo ra đa lớp kháng thể trên bề mặt hạt, qua đó làm che 

phủ các vùng liên kết kháng nguyên của kháng thể. Tuy nhiên, khi nồng độ kháng thể thấp, tổng lượng 

kháng thể được gắn lên hạt không đủ để gây kết cụm hạt latex [37]. Cả hai trường hợp trên đều gây ra âm 

tính giả. 

4. CÁC PHƯƠNG PHÁP CỐ ĐỊNH PROTEIN LÊN HẠT LATEX ĐANG ĐƯỢC SỬ 

DỤNG PHỔ BIẾN 
Hiện nay, các kháng thể và mảnh kháng thể được gắn định hướng lên bề mặt hạt latex chủ yếu thông qua: 

(i) Hấp thụ thụ động 

(ii) Liên kết định hướng bằng liên kết cộng hóa trị 

(iii) Liên kết định hướng bằng liên kết ái lực 

4.1 Hấp thụ thụ động 

Quy trình thực hiện [30]: 

1. Ủ kháng thể với hạt latex trong dung dịch đệm  

2. Ly tâm và loại dịch nổi 

3. Tái huyền phù cặn latex với dung dịch đệm 

4. Ly tâm rửa hạt với dung môi rửa (Wash buffer) 

5. Lưu trữ trong dung môi phù hợp  

Nhìn chung, cách tiến hành trên gồm hai giai đoạn chính: (i) hấp thụ vật lý kháng thể lên hạt latex và (ii) 

loại kháng thể không gắn hạt. Lượng kháng thể không gắn hạt trong dịch nổi thu được ở bước (2) có thể 

được xác định thông qua nhiều phướng pháp định lượng protein khác nhau như xét nghiệm Bicinchoninic 

acid (BCA), phản ứng Biure,… [38] và qua đó xác định được hiệu suất gắn hạt của kháng thể theo công 

thức [29]:  

Hiệu suất gắn hạt =  
Tổng số protein được ủ−Tổng số protein không gắn

Tổng số protein được ủ
𝑥 100% 

Hấp thụ vật lý các kháng thể lên bề mặt latex là một phương pháp được sử dụng rộng rãi vì giá thành rẻ, 

dễ dàng thực hiện. Hạt latex có gần 95% diện tích bề mặt là kỵ nước, điều này thuận lợi cho việc hấp thụ 

thụ động các kháng thể lên bề mặt của hạt. Điều đáng chú ý trong quy trình thực hiện này là việc chọn môi 

trường phù hợp để tối ưu hóa được lượng protein có thể hấp thụ lên bề mặt hạt. Các yếu tố về môi trường 

cần được xem xét cẩn thận là pH và nồng độ muối. Để tối ưu hóa lượng kháng thể gắn hạt, dung dịch đệm 

được chọn thường có độ pH gần với điểm đẳng điện của kháng thể. Thêm vào đó, trong giai đoạn ủ hạt với 

kháng thể, dung dịch đệm được sử dụng không nên chứa các ion đa hóa trị vì có thể gây ảnh hưởng đến độ 

ổn định của hệ [38].  

Nồng độ các chất điện giải và hóa trị của chúng gây ảnh hưởng đến sự kết tụ của phức hợp kháng thể-hạt. 

Giá trị CCC (Critical coagulation concentration) cho ngưỡng giới hạn nồng độ chất điện ly, mà trên đó, hệ 

keo sẽ mất ổn định và kết tụ [39]. Tuy nhiên, hệ phức hợp kháng thể-hạt có thể được tái ổn định ở môi 

trường có nồng độ chất điện giải cao, được gọi là giá trị CSC (Critical stabilization concentration). Điều 

này có thể xảy ra do lực đẩy hydrat hóa của các lớp phân tử ion-nước trên bề mặt hạt [40]. Lực hydrat hóa 

có thể tăng khi thay đổi loại ion có trong môi trường. Đơn cử là thay Na+ bằng Ca2+, là loại cation có tính 

ưa nước cao hơn, giúp tạo ra một lớp nước bao phủ lấy hạt dễ dàng hơn [30].  

Độ pH của môi trường có ảnh hưởng trực tiếp đến sự định hướng của protein trong dung dịch. Đối với 

kháng thể, có đuôi Fc kỵ nước và đầu Fab tích điện, khi pH cao hơn điểm đẳng điện khiến cho vùng Fab 

tích điện âm. Trong khi đó, ở pH thấp hơn điểm đẳng điện, vùng Fab của kháng thể tích điện dương [30] 

(Hình 1). Thêm vào đó, độ pH còn gây ra sự biến đổi đặc tính bề mặt của hạt latex [41]. Đối với hạt latex 

mang gốc sulfate trên bề mặt, chúng mang tính kỵ nước và không thay đổi theo pH. Tuy nhiên, một số loại 

hạt latex mang tính lưỡng tính và có điện tích bề mặt thay đổi theo pH môi trường. Ví dụ, hạt latex mang 

gốc -COOH có bề mặt kỵ nước và mang gốc tích điện âm phụ thuộc vào pH hay hạt latex-anfo mang điện 
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tích âm khi pH cao và điện tích dương khi pH thấp. Vì vậy, độ pH cần được xem xét cho cả hai yếu tố là: 

loại hạt latex và loại kháng thể.  

 
Hình 1. Sự định hướng của kháng thể so với bề mặt hạt latex ở pH cao hơn và thấp hơn điểm đẳng điện của kháng thể [30] 

Khi pH không phù hợp cho hạt latex và kháng thể, sự gắn kết không định hướng có thể xảy ra. Trong 

trường hợp pH khiến đầu Fab của kháng thể và hạt latex mang các điện tích trái dấu, chúng có thể liên kết 

với nhau thông qua liên kết tĩnh điện và gây ra sự định hướng sai. Thêm vào đó, ở nồng độ thấp, cả đuôi 

Fc kỵ nước và vùng Fab tích điện đều bị hấp thụ lên bề mặt hạt. Nhưng khi nồng độ tăng cao, sự định 

hướng của các kháng thể là không đồng nhất và gây ra sự ngăn trở không gian giữa các kháng thể, điều 

này làm giảm khả năng liên kết kháng nguyên. Trong trường hợp pH khiến vùng Fab của kháng thể và hạt 

latex tích điện cùng dấu, lực đẩy tĩnh điện được tạo ra giữa vùng Fab và hạt, qua đó giúp hướng các đuôi 

Fc vào và liên kết với vùng kỵ nước trên hạt. Sự định hướng giữa các kháng thể cũng đồng nhất và khi ở 

nồng độ phù hợp, kháng thể tạo thành lớp đơn trên bề mặt hạt và có khả năng liên kết kháng nguyên cao 

nhất [42]. Cuối cùng, môi trường lưu trữ phức hợp kháng thể-hạt với pH phù hợp sẽ tránh gây ra sự kết tụ 

của hạt latex sau khi đã hoạt hóa [43]. Trong giai đoạn lưu trữ, glycine hoặc BSA được sử dụng trong dung 

dịch đệm để khóa các vị trí phản ứng không được kháng thể bao phủ trên bề mặt hạt và làm giảm các liên 

kết không đặc hiệu [44].  

Nhìn chung, hạt latex có diện tích bề mặt, vùng kỵ nước lớn do đó phù hợp để hấp thụ một lượng đáng kể 

protein/kháng thể. Tuy nhiên, do sự liên kết một cách không định hướng, protein/kháng thể thường mất 

hoặc giảm hoạt tính đáng kể sau khi được cố định. Công bố của Kumuda và cộng sự (2006) đã chỉ ra rằng 

hoạt tính của enzyme GST sau khi cố định chỉ ở mức 2.2% so với dạng tự do trong khi hiệu suất gắn lên 

đến 50% [45]. Do đó, hấp thụ thụ động protein lên trên bề mặt hạt latex không mang lại hiệu quả cao nhất 

do tỉ lệ gắn kết ngẫu nhiên cao cũng như phải phụ thuộc vào nhiều yếu tố của môi trường. Cuối cùng, nồng 

độ của protein quá cao sẽ gây ra sự hấp thụ không đặc hiệu hoặc kết tụ, tạo thành nhiều lớp protein trên bề 

mặt hạt, qua đó làm che phủ các vùng liên kết kháng nguyên của kháng thể, gây ra âm tính giả [46] 

Hạt latex được hoạt hóa bằng phương pháp hấp thụ thụ động không thể lưu trữ trong thời gian dài do các 

kháng thể có thể thoái hóa hoặc bị các lực vật lý tác động và tách khỏi hạt. Vì vậy, cố định kháng thể lên 

bề mặt hạt latex thông qua liên kết cộng hóa trị được xem như phương pháp thay thế mang lại hiệu quả cao hơn 

[47]. 

4.2 Liên kết định hướng bằng liên kết cộng hóa trị  

Quy trình thực hiện [48]: 
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1. Ủ hạt latex với linker (cầu nối) ở tỉ lệ thích hợp. Thời gian ủ kéo dài từ 1-2 giờ tùy thuộc vào loại linker 

được sử dụng. 

2. Loại các linker không liên kết với hạt bằng phương pháp ly tâm và tái huyền phù thể vùi với dung dịch 

đệm 

3. Hoạt hóa protein với linker phù hợp với mục đích tạo nhóm chức tương ứng có khả năng phản ứng với 

linker được gắn hạt. 

4. Ủ hạt latex mang linker với kháng thể mục tiêu 

5. Loại kháng thể mục tiêu không gắn hạt bằng phương pháp ly tâm và tái huyền phù thể vùi trong dung 

dịch đêm  

Cách tiến hành trên gồm ba giai đoạn chính: (i) hoạt hóa hạt bằng linker I và (ii) hoạt hóa kháng thể bằng 

linker II (nếu cần thiết) và (iii) gắn kháng thể lên thông qua phản ứng giữa hai linker. Việc hoạt hóa từng 

bước hạt và kháng thể giúp hạn chế sự liên kết chéo, không đặc hiệu giữa protein với protein, hay hạt với 

hạt thông qua các linker [49]. 

Khi tiến hành hoạt hóa hạt với linker, lượng linker được sử dụng cần được tối ưu hóa để không chỉ đảm 

bảo về chất lượng mà còn về cả giá thành của sản phẩm. Đơn cử trong quy trình hoạt hóa hạt latex với 

linker SPDP, mật độ các gốc sulfhydryl được tạo ra thông qua linker tăng tuyến tính với lượng linker được 

sử dụng [49]. Tuy nhiên, tỉ lệ SPDP được gắn với hạt lại thấp theo chiều tăng của lượng linker được sử 

dụng. Cụ thể, tỉ lệ SPDP gắn hạt là 20.5% khi lượng SPDP được sử dụng là 3.38 mg, nhưng con số này chỉ 

bằng ~1/3 (6.21%) khi lượng SPDP được sử dụng cao hơn đến 8 lần (22.40 mg). Điều này có thể giải thích 

do mật độ dày đặc linker trong môi trường phản ứng gây ra sự cản trở về mặt không gian, dẫn đến sự bất 

lợi trong quá trình hoạt hóa hạt latex. Vì vậy, lượng linker phù hợp được sử dụng sẽ giúp sản phẩm tạo ra 

đủ số lượng các gốc phản ứng đáp ứng được nhu cầu sử dụng cũng như bảo đảm được giá thành của sản 

phẩm. 

 

Hình 2. Các nhóm chức trên kháng thể là mục tiêu để tiến hành tạo liên kết cộng hóa trị với hạt latex [27] 

Khi tiến hành gắn kháng thể với hạt latex thông qua liên kết cộng hóa trị, các linker có khả năng liên kết 

với các gốc phản ứng của kháng thể/protein và giúp chúng liên kết với hạt. Gốc phản ứng mục tiêu trên 

kháng thể và hạt latex sẽ quyết định loại linker được chọn. Dựa vào các nhóm chức mục tiêu được tạo liên 

kết trên bề mặt hạt và protein, linker được chia thành hai loại: đồng chức năng và dị chức năng (homo và 

hetrobifunctional). Các linker đồng chức năng có thể đóng vai trò trung gian giúp gắn kết với gốc amine 

hay carboxyl của protein với gốc amine hay carboxyl của hạt [50]. Trong khi đó, các linker dị chức năng 

lại giúp gắn nhóm amine của protein với gốc carboxyl trên hạt và ngược lại.  

Ưu điểm vượt trội của phương pháp này là có thể giảm thiểu sự tác động của môi trường đến hiệu suất hoạt 

hóa hạt latex. Trong môi trường pH sinh lý, các nhóm amine sơ cấp tồn tại cuối đầu N của chuỗi polypeptide 
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(α-amine) hay các nhóm amine tồn tại ở chuỗi bên của gốc lysine (ε-amine) mang điện tích dương và 

hướng ra ngoài môi trường, giúp chúng dễ tạo liên kết với linker hơn mà không làm biến tính protein [51]. 

Cũng như các gốc amine, gốc carboxyl -COOH tồn tại ở đầu C của chuỗi peptide hoặc ở các chuỗi bên của 

gốc aspartic acid (Asp, D) và glutamine (Glu, E) và có thể liên kết với carbodiimides acid (EDC và DCC) 

[52]. Tuy nhiên, các gốc mục tiêu carboxyl và amine trên kháng thể không mang tính chọn lọc đặc hiệu. 

Vì vậy, một số gốc phản ứng khác như sulfhydryl, khi trở thành mục tiêu để các linker gắn kết, có thể cung 

cấp tính chọn lọc cao và qua đó làm tăng sự định hướng của kháng thể [27]. Do đó, kháng thể cần được xử 

lý để tạo các gốc -SH tự do trước khi sử dụng các linker (maleimides, haloacetyls và pyridyl disulfides) 

[53]. Tuy nhiên, việc xử lý kháng thể nên được xem xét kỹ càng trước khi thực hiện vì có thể gây ảnh 

hưởng trực tiếp đến cấu trúc cũng như chức năng của chúng. Cuối cùng, vấn đề thường gặp phải đối với 

linker là khi sử dụng ở nồng độ cao, chúng có thể gây liên kết chéo giữa protein với protein, các protein 

với hạt và làm hệ mất ổn định hay kết tụ, cũng như làm tăng sự định hướng ngẫu nhiên của kháng thể.  

Các linker được thiết kế với sườn carbon dài giúp tạo thành cánh tay đệm giữa hạt và kháng thể. Tay đệm 

dài giúp giảm sự cản trở không gian giữa các kháng thể được gắn và cũng tăng tính linh động, giúp kháng 

thể có biên độ chuyển động cao hơn sau khi gắn. Các thí nghiệm của Xiyan Deng và cộng sự (2021) đã 

cho mối quan hệ của độ dài linker với độ ổn định của hệ keo sau khi hoạt hóa [49]. Nhìn chung, cầu nối 

không đủ dài sẽ khiến các vùng điện tích trái dấu trên kháng thể tương tác với hạt và làm mất sự ổn định 

của hệ keo. Nghiên cứu này cũng chỉ ra rằng hạt latex được hoạt hóa với kháng thể thông qua liên kết cộng 

hóa trị cần được bảo quản ở nhiệt độ thấp (4 °C) và chất lượng của sản phẩm có thể được duy trì lên đến 

hơn 30 ngày.  

Một số kháng thể được cải biến để giúp chúng tăng hiệu suất gắn hạt latex thông qua liên kết cộng hóa trị 

cũng như khả năng định hướng trên hạt. Các chuỗi scFv có thể được thêm đuôi peptide mang gốc Cysteine 

giúp cung cấp nhóm chức phù hợp để liên kết với linker trong phương pháp này. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy, scFv được cải biến này có khả năng gắn lên bề mặt polystyrene thông qua liên kết cộng hóa trị tốt 

hơn hấp thụ thụ động. Độ nhạy của thử nghiệm cũng được cải thiện so với khi sử dụng phương pháp hấp 

thụ thụ động, cụ thể, scFv cải biến có thể phát hiện được chất mục tiêu ở nồng độ thấp hơn gần 10 lần. Bên 

cạnh đó, gắn hạt bằng liên kết cộng hóa trị cũng giúp kháng thể duy trì trên bề mặt hạt dưới điều kiện khắc 

nghiệt hơn [54]. 

Hạt latex cũng được cải biến để mang lại sự thuận lợi cho quá trình sản xuất. Thay vì phải sử dụng linker 

thì các hạt latex có thể được cải biến để mang gốc phản ứng mạnh ở cuối chuỗi polymer như chloromethyl, 

hydrazide có khả năng phản ứng trực tiếp với các nhóm chức trên kháng thể [55]. Bên cạnh đó, một số loại 

hạt được biến đổi mang các gốc được hoạt hóa thông qua bức xạ tia UV như phenyl azide, psoralen, 

diazirine,… Tuy nhiên, các gốc này phản ứng không đặc hiệu, có thể liên kết với cả chuỗi bên của amino 

acid hay sườn carbon của peptide [43]. 

So với phương pháp hấp thụ thụ động, điều kiện môi trường (pH, nồng độ muối,..) ít ảnh hưởng đến sự 

định hướng của kháng thể hơn khi sử dụng phương pháp gắn bằng liên kết cộng hóa trị. Tuy nhiên, sau khi 

được gắn, các protein/kháng thể trở thành một phần của hệ keo và sẽ gây ra sự biến đổi các đặc tính lý hóa 

của phức hợp kháng thể-hạt. Vì vậy, điều kiện môi trường sau khi hoạt hóa hạt latex cần được khảo sát để 

tránh sự kết tụ của hạt, đảm bảo độ ổn định của hệ keo. 

Mặc dù mang lại nhiều lợi ích hơn so với phương pháp hấp thụ thụ động nhưng phương pháp liên kết 

kháng thể với hạt latex thông qua liên kết cộng hóa trị còn gặp nhiều trở ngại về hiệu suất cũng như giá 

thành. Diện tích gốc phản ứng trên bề mặt hạt rất nhỏ ~10% nên tổng lượng kháng thể được gắn là không 

cao. Để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo, hạt latex cần phải trải qua quá trình xử lý phức tạp để loại bỏ 

các linker và gốc hóa học còn gắn trên bề mặt. Thêm vào đó, phản ứng cộng hóa trị có thể gây ảnh hưởng 

đến cấu trúc dẫn đến suy giảm hoặc mất chức năng của kháng thể.  

4.3 Liên kết định hướng bằng liên kết ái lực 

Quy trình thực hiện [81]: 

1. Bionyl hóa kháng thể mục tiêu 

2. Ủ kháng thể với hạt latex mang gốc streptavidin trong 30 phút, 22˚C 

3. Loại kháng thể không gắn hạt bằng cách ly tâm 

4. Tái huyền phù cụm hạt với dung dịch đệm PBS 0.1M, pH 7.4 và lưu trữ ở nồng độ 0.5 mg/mL 

Phương pháp định hướng kháng thể trên bề mặt hạt latex bằng liên kết ái lực hiện được xem là phương 

pháp có độ chính xác cao và hiệu suất tối ưu nhất. Các hạt latex được đánh dấu bằng streptavidin hoặc 
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biotin có thể liên kết đặc hiệu với kháng thể được cải biến để mang biotin hoặc streptavidin. Tương tự với 

gắn định hướng bằng liên kết cộng hóa trị, phương pháp này cần sự cải biến kháng thể vì vậy có thể gây 

ra ảnh hưởng đến cấu trúc và chức năng của chúng. Bên cạnh đó, đây là phương pháp khó thực hiện, giá 

thành cao [56].  

5. ĐỊNH HƯỚNG KHÁNG THỂ TRÊN BỀ MẶT THÔNG QUA CÁC ĐUÔI PEPTIDE 
Quy trình thực hiện [29]: 

1. Tạo kháng thể dung hợp với đuôi peptide ái lực 

2. Ủ kháng thể tái tổ hợp với hạt 

3. Ly tâm loại kháng thể không gắn hạt 

4. Tái huyền phù thể vùi hạt latex với dung dịch đệm có chúa BSA hoặc Glycine 

5. Ly tâm loại dịch nổi 

6. Lưu trữ ở nhiệt độ thấp (4°C) trong dung dịch đệm phù hợp 

Với sự phát triển của các kỹ thuật công nghệ sinh học hiện đại, nhiều loại kháng thể-mảnh kháng thể được 

dung hợp với các loại đuôi peptide gắn đặc hiệu bề mặt vật liệu, đặc biệt là polystyrene. Các đuôi peptide 

ái lực với bề mặt vật liệu polystyrene được sàng lọc thông qua kỹ thuật biopanning. Trong kỹ thuật này, 

thư viện phage display của E. coli được chuẩn bị với các gen được chèn sẽ biểu hiện thành các protein trên 

bề mặt phage. Khi được tiến hành ủ cố định với polystyrene và rửa trôi, các hạt phage còn tồn tại trên bề 

mặt vật liệu sẽ mang các peptide liên kết ái lực. Cuối cùng, các phage biểu hiện peptide mục tiêu được tinh 

sạch và phân tích [57].  

PS-tag là chuỗi từ 10-12 amino acid và mang nhiều gốc kỵ nước. Các kết quả thí nghiệm cho thấy rằng các 

PS-tag liên kết đặc hiệu với bề mặt hạt thông qua việc nhận biết các gốc carboxyl, carbonyl hay hydroxyl 

trên bề mặt hạt qua các gốc amino acid tích điện. Trong khi đó, các gốc amino acid kị nước trên peptide 

lại gắn với hạt thông qua tương tác kỵ nước [58]. 

Thứ tự, cách phân bố cũng như thành phần các gốc amino acid trong PS-tag cũng ảnh hưởng đến khả năng 

gắn đặc hiệu của chúng. Hầu như các PS-tag đều chứa các gốc amino acid tích điện dương (Arginine, 

Histidine và Lysine) cùng với các gốc amino acid có chuỗi bên kị nước (Alanine, Valine, Isoleucine và 

Leucine) được xếp thành các cụm như PS16 (RVHRAVL), PS11 (GRIQRWWVMFLL), PS23 

(AGLRLKKAAIHR) [45]. PS6 là một đuôi peptide liên kết ái lực với polystyrene có trình tự RIIIRRIRR 

cho thấy ái lực liên kết cao với bề mặt hạt latex, được cấu tạo bởi hai gốc amino acid là Arginine mang 

điện tích dương và Isoleucine có chuỗi bên kỵ nước. Các nghiên cứu của Kumuda và cộng sự cho thấy PS6 

có ái lực liên kết cao với hạt latex. Điều này có thể giải thích là do các liên tác tĩnh điện giữa Arginine với 

gốc mang điện tích âm trên bề mặt hạt và các tương tác kỵ nước của Isoleucine. Trong môi trường mang 

chất cạnh tranh như BSA hay Tween20 với nồng độ cao hơn gấp 10000 lần, PS6 vẫn cho thấy khả năng 

liên kết tốt với hiệu suất hơn 70%. Trong khi đó, các PS-tag được cấu tạo chủ yếu từ các gốc amino acid 

kỵ nước (PS2: RAFIAS) hoặc từ các gốc amino acid tích điện (PS3: RRIRRP) lại cho thấy hiệu suất thấp 

hơn đáng kể; khoảng 5% đối với PS2 và 15% đối với PS3 trong cùng một điều kiện thử nghiệm [59]. Sự 

suy giảm hiệu suất của PS3 là do dư thừa các amino acid tích điện dương qua đó làm tăng lực đẩy tĩnh điện 

giữa chúng và bề mặt hạt [45]. Thêm vào đó, chiều dài chuỗi bên (alkyl) của các amino acid kỵ nước đóng 

vai trò quan trọng trong việc duy trì khả năng liên kết với bề mặt hạt. Nhìn chung, khi chiều dài các chuỗi 

bên giảm (Isoleucine > Leucine > Valine > Alanine và Glycine) thì khả năng liên kết của PS-tag với hạt 

cũng giảm [60]. Các kết quả trên đã chỉ ra rằng PS-tag liên kết với bề mặt polystyrene thông qua hai cơ 

chế chính: tương tác kỵ nước và liên kết tĩnh điện. 

Các kháng thể/mảnh kháng thể có khả năng liên kết ái lực cao với bề mặt hạt latex khi được dung hợp với 

các PS-tag. Kháng thể chuỗi đơn (scFv) khi dung hợp với PS-tag có trình tự 

DVEGIGDVDLVNYFEVGATYTF NK (PM-tag) có khả năng gắn hạt latex với hiệu suất 100%. Hay PS6 

cũng giúp scFv gắn hạt với cùng hiệu suất và độ bao phủ bề mặt lên đến 133%, tạo nên lớp đôi kháng thể 

bao bọc lấy hạt. Tuy nhiên, ở điều kiện không phù hợp, các đuôi peptide ái lực có khả năng làm trung hòa 

điện tích bề mặt của hạt latex sau khi hấp thụ, do đó làm giảm đáng kể thế Zeta và gây nên sự kết tụ của 

các hạt trong hệ nhũ tương [29].  

Trong điện hóa học, thế Zeta được sử dụng để phản ánh thế điện động cũng như lực đẩy tĩnh điện của các 

hạt trong hệ. Giá trị thế Zeta càng lớn, hệ keo càng ổn định [61]. Đuôi peptide PS6 mang nhiều gốc tích 

điện dương, do đó làm tăng điểm đẳng điện pI của scFv: 7.4 trước khi dung hợp và 9.0 sau khi dung hợp 

[34]. Ở điều kiện thí nghiệm, pH 6.0-8.0, scFv-PS6 tích điện dương và làm trung hòa các điện tích trên bề 
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mặt hạt latex vì vậy làm giảm giá trị thế Zeta của hệ, từ 6.0x10-5 mV/nm2 xuống còn ~0 mV/nm2. Trong 

khi đó, đuôi PM-tag làm pI của scFv giảm xuống còn 6.2, do đó scFv-PM tích điện âm, và không gây ảnh 

hưởng đến Zeta (8.0x10-5 mV/nm2 trước khi hấp thụ và ~7.0x10-5 mV/nm2 sau khi hấp thụ) ở điều kiện pH 

8.0, nhưng lại làm giảm mất ổn định hệ ở điều kiện pH 6.0-7.0, với thế Zeta ở hai điều kiện pH trên lần 

lượt là ~0 mV/nm2 và 1.0x10-5 mV/nm2 [29]. Việc duy trì sự ổn định thế Zeta của hệ có thể được khắc 

phục thông qua việc cải biến protein bằng cách làm giảm điểm đẳng điện pI của chúng. Kumuda và cộng 

sự đã chỉ ra rằng, bằng việc chèn các đoạn ngắn từ 5-15 amino acid Aspartic, điểm đẳng điện của scFv-

PM giảm và qua đó tránh được việc trung hòa điện tích bề mặt hạt và làm giảm thế Zeta ngay ở cả điều 

kiện pH 6.0-7.0 [29]. Việc thay đổi pI của scFv cũng giúp chúng cải thiện khả năng hồi tính sau khi được 

biểu hiện của kháng thể. Như đã đề cập, hầu hết các scFv sẽ được biểu hiện ở dạng thể vùi thông qua hệ 

thống biểu hiện E. coli. Tuy nhiên, PM-tag làm giảm giá trị pI của scFv sau khi dung hợp, vì vậy làm tăng 

tỉ lệ hồi tính của protein sau khi trải qua quá trình tái gấp cuộn ở điều kiện pH 8.0-8.5 với hiệu suất lên đến 

hơn 90% [34]. Các đoạn amino acid Aspartic cũng được sử dụng với cùng mục đích. 

Một yếu tố khác cần quan tâm chính là khả năng duy trì hoạt tính của các kháng thể-enzyme sau khi được 

cố định lên hạt polystyrene latex. Protein khi được hấp thụ lên bề mặt hạt latex thường gặp phải sự thay 

đổi về cấu trạng và qua đó khiến chúng bị suy giảm hoặc mất chức năng. Đơn cử với scFv có kích thước 

nhỏ và thường sẽ bị thay đổi cấu trúc khi được hấp thụ lên bề hạt latex, vì vậy làm giảm hoặc gây mất khả 

năng liên kết kháng nguyên. Tuy nhiên, khi được dung hợp với đuôi peptide PM-tag, các scFv không những 

không bị mất hoạt tính mà còn có khả năng phát hiện kháng nguyên với độ nhạy cao hơn 60 lần [29]. 

Enzyme GST khi được dung hợp với đuôi peptide PS1 cũng cho thấy khả năng duy trì hoạt tính sau khi 

hấp thụ ở mức 17%-35%, cao hơn khoảng 5-10 lần so với GST dạng không dung hợp ở cùng điều kiện thí 

nghiệm. Các đuôi peptide PS19/PS23 không chỉ cho thấy khả năng liên kết đặc hiệu cao hơn mà còn giúp 

duy trì hoạt tính của enzyme tốt hơn PS1 [57]. Không chỉ dừng lại ở đó, các kháng thể dung hợp tương tác 

với bề mặt hạt latex thông qua các đuôi peptide ái lực, đồng thời cũng xoay định hướng vùng phản ứng ra 

bên ngoài pha lỏng-dung môi, làm tăng khả năng tiếp cận với các kháng nguyên [45]. 

Sử dụng kháng thể hoặc mảnh kháng thể dung hợp với đuôi peptide ái lực đã cho thấy nhiều ưu điểm, tuy 

nhiên, phương pháp này vẫn có các nhược điểm cần được giải quyết. Đầu tiên, các kháng thể được dung 

hợp trực tiếp với đuôi peptide, nên mỗi khi muốn nhận biết một loại kháng nguyên khác, dẫn đến việc phải 

thay đổi kháng thể, thì phương pháp này cần tái lập để tạo ra loại kháng thể mới được dung hợp với đuôi 

peptide ái lực. Vì vậy, để giải quyết được vấn đề này, một giải pháp khả dĩ là sử dụng các protein trung 

gian có khả năng liên kết với bề mặt polystyrene và kháng thể. Protein A thường được sử dụng như protein 

trung gian, sau khi được gắn lên hạt latex qua phản ứng với linker, chúng có khả năng bắt đuôi Fc của 

kháng thể, qua đó giúp xoay định hướng vùng Fab của kháng thể ra ngoài môi trường [62],[63],[64]. Thêm 

vào đó, protein A có thể được dung hợp với các đuôi peptide ái lực để tăng khả năng gắn lên bề mặt hạt. 

Tuy chưa được ứng dụng trên bề mặt polystyrene nhưng protein A dung hợp đuôi peptide đã được nghiên 

cứu và ứng dụng trên các loại vật liệu khác. Đơn cử, trong xét nghiệm dòng chảy bên, protein dung hợp có 

một đầu là protein A - có khả năng liên kết với đuôi Fc của kháng thể - và một đầu là protein 3-Helix- có 

khả năng liên kết đặc hiệu với màng nitrocellulose đã được tạo ra và cho thấy hiệu quả cao trong việc bắt 

giữ kháng thể trên bề mặt màng nitrocellulose, làm giảm được tỷ lệ âm tính giả [65]. Đây là một trong 

những giải pháp hữu hiệu cần được xem xét và phát triển. Tóm lại, mỗi phương pháp hoạt hoá hạt latex 

với kháng thể có ưu, nhược điểm riêng (Bảng 2) nên tuỳ theo mục đích và nhu cầu nghiên cứu để lựa chọn 

phương pháp phù hợp cả về thời gian, kinh phí, và độ tiện dụng. 

Bảng 2. So các phương pháp hoạt hóa hạt latex với kháng thể đã được đề cập 

 Hấp thụ 

thụ động 

Liên kết cộng 

hóa trị 

Liên kết ái 

lực 

Dung hợp với đuôi 

peptide ái lực 

Sử dụng protein 

cầu nối 

Khả năng định hướng + ++ ++ +++ +++ 

Khả năng duy trì chức năng 

protein 

+ + + +++ +++ 

Tiền biến đổi protein — +   — 

Thời gian lưu trữ + +++ +++ K K 

Sự ổn định hệ keo sau khi 

gắn 

+ +++ +++ +++ K 

Độ đặc hiệu — + ++ +++ +++ 
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+: thấp, ++: trung bình, +++: cao 

: có, —: không 

K: không xác định 

6. CÁC XÉT NGHIỆM SỬ DỤNG HẠT LATEX ĐƯỢC HOẠT HÓA 

Các hạt latex được hoạt hóa bằng cách gắn các phân tử sinh học lên bề mặt, giúp chúng có thể thực hiện 

nhiều ứng dụng trong các phương pháp xét nghiệm sinh học. Các xét nghiệm sinh học này sử dụng hạt như 

chất chỉ thị và được chia thành xét nghiệm đồng thể (homogenous) và xét nghiệm dị thể (heterogenous).  

6.1 Xét nghiệm đồng thể (homogenous assay) 

Trong xét nghiệm đồng thể, các kháng thể được cố định trên bề mặt hạt latex có khả năng liên kết chéo với 

kháng nguyên có trong mẫu thử. Vì vậy, hạt latex trong dung dịch kết cụm với nhau và thay đổi tính chất 

quang học của môi trường. Hạt latex được sử dụng thường là các loại hạt được nhuộm màu hoặc gắn huỳnh 

quang, cũng như hạt gắn với chấm lượng tử.  

 Phương pháp ngưng kết hạt latex: khi có sự hiện diện của kháng nguyên mục tiêu trong mẫu thử, 

các hạt latex sẽ kết cụm. Với kích thước hạt phù hợp (0.8-1.0 μm), sự kết cụm có thể được quan sát định 

tính bằng mắt thường. Đây là phương pháp đơn giản, dễ thực hiện, phù hợp với các xét nghiệm in situ do 

thời gian trả kết quả ngắn, và được thương mại hóa rộng rãi . 

 Phản ứng Luminex: hạt latex được hoạt hóa bằng kháng thể được sử dụng để phát hiện kháng 

nguyên mục tiêu. Trong mẫu bệnh phẩm, kháng thể trên hạt sẽ liên kết với kháng nguyên có trong mẫu. 

Sau đó, một kháng thể thứ cấp dung hợp biotin được thêm vào và tạo phức hợp kháng thể-kháng nguyên 

dạng sandwich. Streptavidin dung hợp với Phycoerythrin (PE) sẽ liên kết với biotin trên kháng thể thứ cấp. 

Cuối cùng, phức hợp hạt latex được đánh dấu sẽ được phân tích thông qua các thiết bị như  Luminex200 

hoặc FlexMap [66].  

6.2 Xét nghiệm dị thể (heterogenous assay) 
Không như xét nghiệm đồng thể, các cụm hạt latex bị kết cụm do sự liên kết giữa kháng nguyên và kháng 

thể sẽ tồn tại ở một pha riêng biệt, độc lập với mẫu thử. 

 Phản ứng lai miễn dịch trên màng lọc: được thực hiện tương tự với phương pháp ngưng kết hạt 

latex, tuy nhiên, mẫu thử sẽ được lọc qua lưới lọc với mục đích giữ lại các cụm hạt latex bị ngưng kết. 

Thêm vào đó, để quan sát định tính dễ dàng, phương pháp này sử dụng các hạt latex được nhuộm màu hoặc 

gắn huỳnh quang. [67]. 

 Phản ứng ELISA bắt hạt: kháng thể sơ cấp được gắn trên hạt latex sẽ liên kết đặc hiệu với kháng 

nguyên mục tiêu có trong mẫu thử. Tiếp theo, kháng thể thứ cấp liên kết với enzyme được thêm vào sẽ liên 

kết với phức hợp hạt-kháng thể sơ cấp-kháng nguyên. Khi có cơ chất phản ứng, enzyme sẽ phân giải cơ 

chất tạo thành sản phẩm tủa ở trên màng, lượng sản phẩm tỉ lệ thuận với nồng độ kháng nguyên [68]. 

 Que thử sử dụng hạt latex: vùng T (test) trên que thử được phủ bằng kháng thể kháng kháng nguyên 

mục tiêu (kháng thể 1). Trong mẫu thử dương tính, phức hợp kháng thể 2-hạt latex sẽ liên kết đặc hiệu với 

kháng nguyên tại vùng S (sample). Thông qua lực mao dẫn, phức hợp sẽ di chuyển từ vùng S đến vùng T 

dọc theo que thử và tạo nên phức hợp kháng thể 1-kháng nguyên-[kháng thể 2-hạt latex]. Khi đó, hạt latex 

- được nhuộm màu hoặc gắn huỳnh quang - hướng lên phía trên bề mặt que thử giúp dễ dàng quan sát kết 

quả bằng mắt thường [69]. 

6.3 Các phương pháp định lượng 

Hiện nay, trong các xét nghiệm sử dụng hạt latex, các thiết bị quang học được ứng dụng rộng rãi giúp 

chúng ta có thể định lượng các phân tử mục tiêu thông qua thay đổi sự kết cụm của hạt. Các kỹ thuật này 

giúp hạn chế tối đa tính chủ quan khi bán định lượng bằng mắt thường. Thêm vào đó, chúng cho phép phát 

hiện phân tử mục tiêu ở nồng độ thấp hơn với độ nhạy cao hơn. Một số kỹ thuật được sử dụng phổ biến có 

thể kể đến là: 

 Phương pháp đo độ đục Turbidimetry: thông qua việc xác định cường độ của ánh sáng truyền suốt 

mà phương pháp đo độ đục Turbidimetry có thể xác định được nồng độ kháng nguyên mục tiêu. Trong 

mẫu thử dương tính, sự liên kết giữa kháng thể và kháng nguyên tạo nên các cụm hạt và qua đó làm tăng 

sự hấp thụ ánh sáng. Vì vậy, nồng độ kháng nguyên tăng sẽ làm cho các cụm hạt tăng lên về kích thước 

lẫn số lượng và làm tăng lượng ánh sáng được hấp thụ [70]. 

 Phương pháp đo độ đục Nephelometry: khác với phương pháp Turbidimetry, phương pháp này 

xác định nồng độ kháng nguyên có trong mẫu thử thông qua cường độ ánh sáng bị tán xạ. Các hạt latex 
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được hoạt hóa bằng kháng thể sẽ kết cụm thông qua liên kết đặc hiệu giữa kháng nguyên và kháng thể, qua 

đó gây nên sự thay đổi đường đi của ánh sáng truyền qua mẫu thử. Ánh sáng bị tán xạ thường được xác 

định ở các vị trí 30 độ hoặc 90 độ so với góc tới. Cường độ ánh sáng đo được giúp xác định được nồng độ 

kháng nguyên mục tiêu có trong mẫu thông qua việc so sánh với đường chuẩn đã được lập trước đó [71]. 

7. ỨNG DỤNG MINH HỌA TRONG VIỆC XÉT NGHIỆM VIRUS SARS-COV 
Trong bối cảnh chưa có thuốc đặc trị, các phương pháp xét nghiệm SARS-Cov 2 là công cụ hữu dụng giúp 

các chuyên gia nhanh chóng phát hiện bệnh và đưa ra phác đồ điều trị phù hợp. Hiện nay, RT-PCR được 

xem như chuẩn vàng trong chẩn đoán COVID-19 với độ nhạy và độ đặc hiệu lên đến 95% [72]. Tuy nhiên, 

các kỹ thuật xét nghiệm thông qua việc khuếch đại nucleic acid như RT-PCR lại có quy trình phức tạp, 

thường phải thực hiện trong phòng thí nghiệm do yêu cầu cao về máy móc, trang thiết bị. Do đó, các 

phương pháp lai miễn dịch được đề ra như các biện pháp khả dĩ để khắc phục vấn đề nêu trên. 

Các phương pháp lai miễn dịch mang lại sự tiện lợi trong chẩn đoán virus SARS-CoV 2 [73]. Tại các điểm 

xét nghiệm cũng như cơ sơ y tế, que thử được sử dụng rộng rãi nhờ vào giá thành rẻ cũng như thời gian trả 

kết quả ngắn. Hiện nay, que thử được thiết kế với mục đích phát hiện kháng nguyên của virus SARS-CoV 

2 là protein gai và nucleocapsid [74]. Như đã trình bày tại mục 6.2, trong que thử, quá trình đầu tiên xảy 

ra là sự liên kết đặc hiệu giữa kháng nguyên mục tiêu với phức hợp hạt latex-kháng thể. Do đó, khả năng 

phát hiện kháng nguyên phụ thuộc cao vào sự định hướng của kháng thể trên hạt. Một nghiên cứu được 

tiến hành bởi Gamon CK Mak và cộng sự (2020) đã cho thấy rằng các bộ kit phát hiện nhanh kháng nguyên 

COVID-19 có độ nhạy thấp hơn 102-105 lần so với phương pháp RT-PCR [75]. Vì vậy, việc phát triển các 

que thử có độ nhạy cao, đồng nghĩa với việc phát hiện được kháng nguyên ở nồng độ thấp hơn, sẽ giúp 

chẩn đoán được sự xâm nhiễm của SARS-CoV 2 ở giai đoạn sớm, khi mà lượng virus còn thấp. Cuối cùng, 

que thử cũng cho thấy sự bất ổn định của sản phẩm trong hiệu quả phát hiện kháng nguyên [76], [77].   

Xét nghiệm ngưng kết hạt latex gần như là một biện pháp khả dĩ để khắc phục các vấn đề trên khi có thể 

đảm bảo được độ nhạy, độ đặc hiệu, thời gian xét nghiệm ngắn và giá thành, đặc biệt là có thể thực hiện in 

situ. Trong ứng dụng chẩn đoán virus SARS-CoV 2, các phương pháp lai miễn dịch sử dụng hạt latex cho 

thấy hiệu quả cao trong việc chẩn đoán. Xét nghiệm ngưng kết hạt latex do Sally Esmail và cộng sự phát 

triển có khả năng phát hiện kháng thể trong huyết thanh bệnh nhân với độ nhạy 97.5% và độ đặc hiệu 100% 

[78]. Các protein kháng nguyên của virus SARS-CoV 2 lên bề mặt hạt latex giúp phát hiện mẫu bệnh phẩm 

dương tính trong giai đoạn sớm của bệnh; khi đó, lượng kháng thể được tạo ra nhờ đáp ứng miễn dịch thấp 

và các loại xét nghiệm khác chưa đủ độ nhạy để phát hiện. Thêm vào đó, LAT có thể trả kết quả chỉ trong 

vòng hai phút, có thể quan sát bằng mắt thường và không cần bất kỳ máy móc hay trang thiết bị nào phức 

tạp. Bên cạnh đó, protein phản ứng C (C-Reactive Protein - CRP) phản ánh sự viêm hệ thống khi có sự 

xâm nhiễm của virus cũng là một yếu tố chỉ thị để phát hiện sự xâm nhiễm của SARS-CoV 2 trong giai 

đoạn sớm [79]. Công trình của Kumada và cộng sự (2009) đã cho thấy kháng thể chuỗi đơn kháng CRP có 

thể phát hiện được CRP ở nồng độ ~9 ng/ml khi được định hướng tốt trên bề mặt vật liệu thông qua các 

đuôi peptide ái lực [80].   

8. KẾT LUẬN 
Hiện nay, nhiều nhóm nghiên cứu/phòng thí nghiệm đang hướng tới việc phát triển các phương pháp gắn 

định hướng hạt latex. Để thu được một sản phẩm vừa kiểm soát protein gắn định hướng vừa có tính đa 

năng cần có một chiến lược tiếp cận mới. Trong bài tổng quan này, chúng tôi đã tóm tắt các yếu tố ảnh 

hưởng tới khả năng gắn protein lên hạt latex cũng như một số cải biên mới nhất hiện nay để gắn định hướng 

kháng thể lên hạt latex thông qua protein cầu nối (protein A, G, L hay dạng lai). Chiến lược này sẽ mở ra 

một giải pháp tiếp cận có kiểm soát cho việc gắn kháng thể lên vật liệu nói chung và hạt latex nói riêng.  
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