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Progesterone lµ hormon sinh s¶n thuéc lo¹i 
hormone steroid cã träng l−îng ph©n tö nhá 
(314 Da), ®−îc tiÕt ra chñ yÕu tõ thÓ vµng cña 
buång trøng vµ mét phÇn tõ nhau thai. Hµm 
l−îng progesterone trong m¸u cã liªn quan trùc 
tiÕp ®Õn ®éng th¸i cña qu¸ tr×nh sinh s¶n. Nã lµ 
mét hormon “ch×a kho¸” ®Ó thiÕt lËp vµ duy tr× 
mét chu k× sinh s¶n b×nh th−êng cña con c¸i. 
Hµm l−îng progesterone trong dÞch thÓ ®¹t thÊp 
nhÊt trong ngµy ®Çu ®éng dôc. Sau ®ã t¨ng lªn 
tõ ngµy thø 3-6, hµm l−îng progesterone t¨ng 
cao vµo ngµy thø 9-18 råi gi¶m dÇn ®Õn tr−íc 
ngµy ®éng dôc ë k× sau [2]. NÕu trøng ®ù¬c thô 
tinh vµ lµm tæ ë tö cung th× hµm l−îng 
progesterone ®¹t ng−ìng cao nhÊt sau 21-22 
ngµy råi æn ®Þnh trong suèt qu¸ tr×nh mang thai 
víi t¸c dông an thai. V× vËy, viÖc x¸c ®Þnh hµm 
l−îng progesterone trong m¸u vµ s÷a kÕt hîp 
víi c¸c biÖn ph¸p chÈn ®o¸n l©m sµng cã thÓ 
gióp chÈn ®o¸n sím sù cã thai hay c¸c rèi lo¹n 
sinh s¶n ë gia sóc c¸i nh− thÓ vµng tån l−u [1]. 

C«ng nghÖ s¶n xuÊt kh¸ng thÓ ®¬n dßng 
ph¸t triÓn m¹nh mÏ ®] ®em l¹i nh÷ng ý nghÜa v« 
cïng quan träng trong khoa häc vµ thùc tiÔn. 
Mét trong sè nh÷ng øng dông cña nã lµ chÈn 
®o¸n nhanh vµ chÝnh x¸c c¸c bÖnh cña ng−êi vµ 
vËt nu«i nhê vµo tÝnh ®Æc hiÖu vµ ®é nh¹y rÊt 
cao cña kh¸ng thÓ ®¬n dßng [3, 4, 5, 7]. §èi víi 
progesterone, rÊt nhiÒu c«ng ty sinh häc trªn thÕ 
giíi ®] vµ ®ang sö dông kh¸ng thÓ ®¬n dßng 
kh¸ng progesterone trong c¸c kit ®Þnh l−îng ®Ó 
phôc vô cho viÖc ®Þnh tÝnh vµ ®Þnh l−îng 
hormone nµy trong ch¨n nu«i bß s÷a nh− 
DELFIA-Progesterone kit (PerkinElmer - US); 
EIA-Progesterone kit (Cayman - US); M-kit 
(Ridgeway Science - UK).... 

B¶n th©n progesterone kh«ng kÝch thÝch c¬ 
thÓ sinh ®¸p øng miÔn dÞch nªn trong nghiªn 
cøu nµy, chóng t«i sö dông progesterone cã g¾n 

Albumin (P3-Al) lµm kh¸ng nguyªn g©y miÔn 
dÞch cho chuét. TÕ bµo lympho B t¸ch tõ l¸ l¸ch 
chuét BALB/c ®] cã ®¸p øng miÔn dÞch víi P3-
Al sÏ ®−îc thu nhËn ®Ó lai víi tÕ bµo myeloma 
Sp2/0-Ag14. Tr¶i qua c¸c b−íc sµng läc vµ t¹o 
dßng, 2 dßng tÕ bµo sinh kh¸ng thÓ ®¬n dßng 
kh¸ng progesterone cã tÝnh ®Æc hiÖu vµ ®é nh¹y 
cao nhÊt ®] ®−îc thu nhËn. Kh¸ng thÓ ®¬n dßng 
thu ®−îc tõ dÞch næi nu«i cÊy 2 dßng tÕ bµo nµy 
®] ®−îc kiÓm tra tÝnh ®Æc hiÖu vµ hiÖu gi¸.  

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. Ph−¬ng ph¸p nu«i cÊy tÕ bµo Sp2/0-Ag14 
in vitro 

TÕ bµo Sp2/0-Ag14 do GS. J. M. Pezzuto 
thuéc tr−êng §¹i häc Hawaii, Hoa Kú cung cÊp. 
TÕ bµo ®−îc nu«i cÊy d−íi d¹ng hçn dÞch trong 
m«i tr−êng nu«i cÊy RPMI-1640 cã bæ sung 
10% FBS, 1% PSF, 10% Sodium pyruvat 
(GIBCO). TÕ bµo ®−îc cÊy chuyÓn sau 3-5 ngµy 
víi tØ lÖ (1 : 3) vµ nu«i trong tñ Êm CO2 ë 37oC, 
5% CO2. 

2. Ph−¬ng ph¸p g©y miÔn dÞch 

Chuét BALB/c c¸i, khoÎ m¹nh tõ 6-8 tuÇn 
tuæi ®−îc g©y miÔn dÞch víi kh¸ng nguyªn 
progesterone g¾n Albumin (Sigma). Kh¸ng 
nguyªn ë c¸c nång ®é 100 µg/con/lÇn; 250 
µg/con/lÇn vµ 500 µg/con/lÇn ®−îc trén ®Òu víi 
t¸ chÊt CFA (Completed Freund’s adjuvant) 
theo tØ lÖ 1 : 1 cho lÇn tiªm ®Çu vµ víi t¸ chÊt 
IFA (Incompleted Freund’s adjuvant) theo tØ lÖ 
1:1 cho lÇn tiªm nh¾c l¹i. Kh¸ng nguyªn sau khi 
®−îc trén víi t¸ chÊt sÏ ®−îc tiªm d−íi da cña 
chuét. LÇn tiªm nh¾c l¹i ®−îc thùc hiÖn vµo 3-4 
tuÇn sau lÇn tiªm ®Çu. LÇn tiªm cuèi cïng cho 
chuét ®−îc thùc hiÖn 3 ngµy tr−íc khi thÝ 
nghiÖm lÊy tÕ bµo lympho B. 



 91

3. Ph−¬ng ph¸p lai tÕ bµo vµ t¸ch dßng 

L¸ l¸ch chuét ®−îc lÊy khái c¬ thÓ chuét vµ 
t¸ch rêi thµnh tõng tÕ bµo [6]. Hçn dÞch nµy 
®−îc röa s¹ch b»ng PBS vµ ®em lai víi tÕ bµo 
Sp2/0-Ag14 víi tØ lÖ 1 : 10 trong ®iÒu kiÖn t¸c 
®éng cña 40% polyethylene glycol (PEG, 
MW1500 - Sigma), tØ lÖ 1:2 trong 1 phót, tiÕp 
tôc thªm 20ml m«i tr−êng RPMI-1640 ®Ó röa. 
Sau qu¸ tr×nh röa ®Ó lo¹i bá PEG, tÕ bµo ®−îc 
bæ sung m«i tr−êng Dulbecco Modified Eagle 
medium (DMEM) (GIBCO # 11995) cã bæ sung 
10% HAT (GIBCO # 21060-017) vµ ®−îc chia 
vµo c¸c phiÕn 96 giÕng. Sau 5 ngµy, tÕ bµo lai 
®−îc thay m«i tr−êng cã bæ sung 10% HT 
(GIBCO # 11067-030). Sau 7 ngµy, 100 µl dÞch 
næi thu nhËn tõ mçi giÕng nu«i tÕ bµo ®−îc 
kiÓm tra sù cã mÆt cña kh¸ng thÓ kh¸ng ®Æc 
hiÖu progesterone b»ng ph−¬ng ph¸p ELISA. 
DÞch næi nµo cã ®−îc gi¸ trÞ OD cao gÊp 3 lÇn 
so víi ®èi chøng ©m ®−îc xem lµ cã ho¹t tÝnh, 
nãi c¸ch kh¸c lµ cã kh¸ng thÓ kh¸ng 
progesterone trong dÞch næi t−¬ng øng víi sù 
xuÊt hiÖn cña tÕ bµo lai cã kh¶ n¨ng s¶n xuÊt 
kh¸ng thÓ kh¸ng progesterone. Thu nhËn tÕ bµo 
lai hybridomas tõ c¸c giÕng cã ho¹t tÝnh m¹nh 
(gi¸ trÞ OD cao) cÊy chuyÓn sang phiÕn 24 giÕng 
cã m«i tr−êng RPMI-1640 ®Ó tiÕp tôc nu«i cÊy. 
KiÓm tra ho¹t tÝnh b»ng ph−¬ng ph¸p ELISA ®Ó

tiÕn hµnh t¸ch dßng. Lùa chän c¸c giÕng cã mét 
clone tÕ bµo, cã sinh kh¸ng thÓ kh¸ng 
progesterone ®Ó nh©n nu«i l−îng lín, tõ ®ã tinh 
s¹ch vµ kiÓm tra hiÖu gi¸ cña kh¸ng thÓ ®¬n 
dßng thu ®−îc. 

4. Ph−¬ng ph¸p ELISA ®Ó kiÓm tra sù cã 
mÆt cña kh¸ng thÓ kh¸ng ®Æc hiÖu 
progesterone 

Ph−¬ng ph¸p ELISA ®−îc thùc hiÖn theo 
Liddell vµ Cryer (1993). Kh¸ng nguyªn ®−îc 
pha lo]ng ë nång ®é 250 ng/ml trong Carbonate 
coating buffer (100 µl/giÕng) vµ ñ b¶n 1 giê ë 
37oC. TiÕp theo, b¶n ñ ®−îc röa 5 lÇn b»ng 
Washing buffer (Phosphate-buffered saline – 
PBS cã bæ sung 0,05% Tween 20 vµ 1% skim 
milk). TiÕp tôc bæ sung 100 µl dÞch næi cÇn 
kiÓm tra vµo tõng giÕng, ñ 1giê ë 37oC. Goat-
Antimouse IgG conjugate HRP (horseradish 
peroxidase) (Promega # W4021) ®−îc sö dông 
®Ó kiÓm tra sù cã mÆt cña kh¸ng thÓ kh¸ng P3-
Al. Thªm 100 µl/giÕng c¬ chÊt TMB (3,3’,5,5’-
tetramethylbenzidene) vµ ñ 1giê ë 37oC. §äc kÕt 
qu¶ ELISA ë b−íc sãng 450 nm. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. G©y miÔn dÞch cho chuét 
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H×nh 1. KÕt qu¶ kiÓm tra ho¹t ®é kh¸ng thÓ kh¸ng P3-Al tõ kh¸ng huyÕt thanh  

cña chuét ®−îc g©y miÔn dÞch 
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KiÓm tra ho¹t ®é kh¸ng thÓ kh¸ng P3-A1 tõ huyÕt thanh chuét 
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TiÕn hµnh g©y miÔn dÞch cho 06 chuét 
BALB/c víi kh¸ng nguyªn P3-Al. Trong ®ã, 6 
chuét ®−îc chia lµm 3 l« thÝ nghiÖm. Chuét 1 vµ 
2 thuéc l« thø nhÊt ®−îc tiªm kh¸ng nguyªn ë 
liÒu 100 µg/con/lÇn. Chuét 3 vµ 4 thuéc l« thø 2 
®−îc tiªm kh¸ng nguyªn víi liÒu  250 
µg/con/lÇn. Chuét 5 vµ 6 thuéc l« thø 3 ®−îc 
tiªm kh¸ng nguyªn víi liÒu 500 µg/con/lÇn. Sau 
qu¸ tr×nh g©y miÔn dÞch, m¸u tõ hèc m¾t cña 6 
chuét ®−îc thu l¹i vµ t¸ch huyÕt thanh. C¸c mÉu 
huyÕt thanh nµy ®−îc sö dông cho ph¶n øng 
ELISA ®Ó kiÓm tra kh¶ n¨ng ®¸p øng miÔn dÞch 
cña c¸c l« thÝ nghiÖm. KÕt qu¶ cho thÊy, chuét ë 
l« 1 cã ®¸p øng miÔn dÞch thÊp nhÊt vµ ë l« 3 
víi liÒu kh¸ng nguyªn 500 µg/con/lÇn cho ®¸p 
øng cao nhÊt thÓ hiÖn qua gi¸ trÞ OD cao nhÊt 
trong ph¶n øng ELISA (H×nh 1). Dùa vµo kÕt 
qu¶ nµy, chuét sè 5 ë l« sè 3 ®−îc lùa chän ®Ó 
thu tÕ bµo lympho B phôc vô cho qu¸ tr×nh lai 
t¹o tÕ bµo hybrid sau nµy. 

2. Lai t¹o vµ chän dßng dßng tÕ bµo hybrid 
s¶n xuÊt kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng ®Æc 
hiÖu progesterone 

Sau qu¸ tr×nh dung hîp tÕ bµo (trªn 288 
giÕng) råi sµng läc b»ng m«i tr−êng chän läc 
HAT vµ HT, 202 giÕng cã xuÊt hiÖn tÕ bµo lai. 
Nh− vËy, hiÖu qu¶ lai (fusion efficiency) ®¹t tíi 
70,14%. §Õ chän ra ®−îc giÕng cã tÕ bµo lai 
sinh kh¸ng thÓ mong muèn, ph−¬ng ph¸p 
ELISA ®−îc sö dông nh»m kiÓm tra sù cã mÆt 
cña kh¸ng thÓ kh¸ng progesterone trong dÞch

næi thu ®−îc ë c¸c giÕng. KÕt qu¶ cã 35/202 
giÕng (®¹t 17,33%) d−¬ng tÝnh víi P3-Al. Trªn 
c¬ së ®ã, giÕng cã gi¸ trÞ OD cao nhÊt ®−îc lùa 
chän ®Ó thu nhËn, lµm s¹ch dßng b»ng ph−¬ng 
ph¸p pha lo]ng tíi h¹n vµ chän läc b»ng ph−¬ng 
ph¸p ELISA. Sau qu¸ tr×nh nµy, 8 dßng tÕ bµo 
lai sinh kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng progesterone 
tèt nhÊt kÝ hiÖu MCAPr1 ®Õn MCAPr8 t−¬ng 
øng víi 8 giÕng cã gi¸ trÞ OD cao nhÊt n»m 
trong kho¶ng tõ 1,47 ®Õn 2,57 ®] ®−îc lùa chän. 
8 dßng tÕ bµo lai nãi trªn ®−îc nh©n nu«i ë cÊp 
®é lín h¬n ®Ó kiÓm tra c¸c chØ tiªu kh¸c. Tuy 
nhiªn, trong qu¸ tr×nh nh©n nu«i, 5 dßng tÕ bµo 
lai lµ dßng MCAPr1, MCAPr2, MCAPr4, 
MCAPr5, MCAPr7 ®] chøng minh kh¶ n¨ng 
sinh kh¸ng thÓ víi hiÖu suÊt tèt h¬n h¼n 3 dßng 
cßn l¹i. V× vËy, 05 dßng trªn ®−îc lùa chän 
nh©n nu«i ®Ó thu kh¸ng thÓ ®¬n dßng nh»m tiÕp 
tôc qu¸ tr×nh sµng läc b»ng biÖn ph¸p kiÓm tra 
tÝnh ®Æc hiÖu trªn c¸c kh¸ng nguyªn kh¸c nhau. 

3. §¸nh gi¸ tÝnh ®Æc hiÖu vµ hiÖu gi¸ kh¸ng 
thÓ cña 5 dßng tÕ bµo ®· chän 

§Ó ®¸p øng ®−îc yªu cÇu cña thùc tiÔn cÇn 
ph¶i cã dßng tÕ bµo sinh kh¸ng thÓ tèt, c¸c 
kh¸ng thÓ ®¬n dßng thu ®−îc ph¶i cã tÝnh ®Æc 
hiÖu vµ ®é nh¹y cao, do vËy 5 dßng tÕ bµo ®−îc 
kiÓm tra hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ vµ tÝnh ®Æc hiÖu cña 
kh¸ng thÓ ®¬n dßng víi c¸c hormon steroit cã 
cÊu tróc gÇn gièng víi progesterone lµ 
testosterone, estradiol, corticosterone. KÕt qu¶ 
®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 1: 

 
B¶ng 1 

TÝnh ®Æc hiÖu vµ hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ thu ®−îc tõ 5 dßng tÕ bµo  
s¶n xuÊt kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng progesterone 

STT 
Dßng  
tÕ bµo 

Progesterone Estradiol Testosterone Corticosterone 
HiÖu gi¸ 

kh¸ng thÓ 
1 MCAPr1 + - - - 2500 

2 MCAPr2 + + - - 1000 

3 MCAPr4 + - - + 3000 

4 MCAPr5 + - - - 2000 

5 MCAPr7 + - + + 2500 

Ghi chó: (+). cã kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh víi gi¸ trÞ OD ≥ 0,5 trong ph¶n øng ELISA; (-) lµ kÕt qu¶ ©m tÝnh víi gi¸ 
trÞ OD ≤  0,5 trong ph¶n øng ELISA. 
 

KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy ë b¶ng 1 cho thÊy, 
dßng tÕ bµo MCAPr1 vµ MCAPr5 cã ®é ®Æc 

hiÖu cao khi cã ph¶n øng d−¬ng tÝnh víi 
progesterone vµ ©m tÝnh víi tÊt c¶ c¸c kh¸ng 
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nguyªn cßn l¹i. §ång thêi, hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ 
®¬n dßng cña 2 dßng nµy t−¬ng ®èi tèt (2500 
víi dßng MCAPr1 vµ 2000 víi dßng MCAPr5). 
Tõ kÕt qu¶ nghiªn cøu ë trªn chóng t«i tiÕn hµnh 
nh©n nu«i in vitro 2 dßng tÕ bµo lai hybrid ®Ó 
thu sè l−îng lín nh»m t¹o nguån tÕ bµo ®Ó t¹o 
b¸ng cho chuét vµ ®Ó l−u gi÷ b¶o qu¶n trong 
nitrogen láng. 

4. G©y b¸ng thùc nghiÖm trªn chuét b»ng 
dßng tÕ bµo lai MCAPr1 

Kh¸ng thÓ ®¬n dßng thu ®−îc tõ dÞch næi 
nu«i cÊy th−êng rÊt tinh s¹ch, tuy nhiªn, hµm 
l−îng cña chóng rÊt thÊp vµ nÕu sö dông ®Ó s¶n 
xuÊt c¸c kit chÈn ®o¸n th× kh«ng kh¶ thi do gi¸ 
thµnh rÊt cao. Trong khi ®ã, nÕu sö dông tÕ bµo 
lai ®Ó g©y b¸ng trªn chuét th× l−îng kh¸ng thÓ 
®¬n dßng thu ®−îc th−êng cao gÊp 100 - 1000 
lÇn so víi trong dÞch næi. Do ®ã, tõ kÕt qu¶ 
nghiªn cøu in vitro, 10 chuét thÝ nghiÖm dßng 
BALB/c ®−îc tiÕn hµnh g©y b¸ng b»ng tÕ bµo lai 
MCAPr1 [6]. KÕt qu¶ cho thÊy, ®] cã 6 chuét 
xuÊt hiÖn b¸ng vµ thu ®−îc 45 ml dÞch b¸ng. 
Víi l−îng dÞch b¸ng nµy, chóng t«i thùc hiÖn 
c¸c b−íc tinh s¹ch, thu nhËn vµ b¶o qu¶n kh¸ng 
thÓ ®¬n dßng trong tñ l¹nh s©u -80oC ®Ó tiÕn tíi 
nghiªn cøu, hoµn thiÖn quy tr×nh g¾n víi chÊt 
nhò vµng (colloidal gold) nh»m øng dông trong 
viÖc t¹o c¸c kit ELISA hoÆc EIA ®Þnh l−îng 
progesterone sau nµy. 

III. KÕT LUËN 

Chóng t«i ®] g©y miÔn dÞch thµnh c«ng víi 
nång ®é kh¸ng nguyªn Progesterone-albumin 
phï hîp lµ 500 µg/con/lÇn.  Sau qu¸ tr×nh lai vµ 
t¸ch dßng, 2 dßng tÕ bµo lai MCAPr1 vµ 
MCAPr5 s¶n sinh kh¸ng thÓ ®¬n dßng  kh¸ng 
progesterone chÊt l−îng cao ®] ®−îc lùa chän. 
Th«ng qua ph¶n øng ELISA, hiÖu gi¸ vµ tÝnh 
®Æc hiÖu cña kh¸ng thÓ ®¬n dßng tõ dßng 
MCAPr1 cho kÕt qu¶ tèt nhÊt nªn ®−îc lùa chän 
®Ó g©y b¸ng cho chuét nh»m thu l−îng lín

kh¸ng thÓ ®¬n dßng. Víi 10 chuét thÝ nghiÖm, 6 
chuét ®] xuÊt hiÖn b¸ng vµ 45 ml dÞch b¸ng ®] 
®−îc thu nhËn ®Ó tinh s¹ch vµ phôc vô cho viÖc 
t¹o kit ®Þnh l−îng progesterone sau nay. 

Lêi c¶m ¬n: Chóng t«i xin ch©n thµnh c¶m 
¬n GS. J. M. Pezzuto, tr−êng ®¹i häc Hawaii, 
Hoa Kú ®] gióp ®ì chóng t«i thùc hiÖn c«ng 
tr×nh nghiªn cøu nµy.  
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STUDYING ON CREATION OF HYBRIDOMAS PRODUCING  
MONOCLONAL ANTIBODY SPECIFIC FOR PROGESTERON 

 
Trang Thi Nguyen, Cuc Thi Nguyen, 

Phuong Thi Do, Thao Thi Do 
 
 

SUMMARY 
 

The progesterone highest level is reached on the 21st and 22nd days of pregnancy. The concentrations of 
progesterone in milk and serum can be quantitatived. This concentration changes by time and is used as 
indicators of pregnancy or diseases in cattle. To quantity the amount of progesterone in milk or serum, using 
monoclonal antibody is very feasible. In our study, we were successful in fusion between  myeloma SP2/0-
Ag14 and the lymphoid B isolated from spleen of the mouse that were immunized by P3-Al at the dose of 500 
µg/mouse/time as the most effective concentration. By using the limiting dilution method, we cloned and 
selected the 2 clones of hybridomas - MCAPr1 and MCAPr5 which were able to produce specific monoclonal 
antibody against progesterone. To check the specificity of achieved monoclonal antibodies, the supernatants 
collected from culturing hybridomas were tested with others steroids which is progesterone similar structures 
such as estradiol, testosterone and corticosterone. Without any cross reaction, the clone MCAPr1 is selected 
for further culture at the larger scale in mice. From 6/10 experiment mice, we collected 45 ml of ascite fluid. 
The purified monoclonal antibody gained from this ascite fluid is saved at the -80oC for developing the 
quantitative progesterone kit in future. 

Key words: Enzyme Linked Immuno Absorbent Assay (ELISA) Hybridomas, monoclonal antibody, 
myeloma, progesterone, steroid. 
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