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Abstract

In this study, we describe the immobilization methods of IgM antibody against Japanese Encephalitis (JE) virus for
electrochemical immunosensors. These methods were experimented in order to optimize the efficiency, orientation of
antibody as well as minimize the loss of its activity on the sensor surface over the time. Atomic force microscope,
Fourier transform infrared spectrometer and fluorescence microscope were performed to survey the characterizations of
the sensor surface after using different immobilizing methods of the antibody. The results showed that the silanized
sensors using 5% glutaraldehyde as a cross linker between IgM antibody and 3-aminopropyl-triethoxy-silance (APTES)
layer is the most advantageous method for electrochemical immunosensors application, it revealved that the signal
detection is 2 to 3 fold higher than the the use of other methods. The detection of immunosensors was sensitive, with the
quick response time, about 5 minutes and stability after 20 minutes for the detection of JE viral antigens in the sample

diluted 60 times in comparison with the initial dilution used for MAC-ELISA tests.
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1. MO PAU

Cam bién mién dich 13 cam bién sinh hoc duoc
phat trién trén co so tinh dic hiéu cia phan ung
khang nguyén — khang thé cua cac ddi tuong sinh
hoc. Trong d6, mét trong hai phan tir khang nguyén
hodc khang thé dugc cb dinh trén b chuyén ddi tin
hiéu thich hop lam phan tir do, phan tir con lai 1a déi
tugng duge do tim trong miu phan tich. Dya theo
nguyén 1y do tim, cam bién mién dich duoc phan
thanh céc loai khac nhau nhu cam bién dién hoa,
quang hoc, tir hay khoi luong [1, 2]. V6i nhiing uu
diém nodi bat ctia cam bién mién dich nhu kha ning
phat hién nhanh tai chd, do nhay, d6 dac hiéu va do
chon loc cao, kich thuéc cam bién nhé gon, tién
dung, lwong mau can phan tich c6 nong do thap,
khong can chit danh déu, chi phi cho sinh phdm va
héa chét khoéng cao nhu mét sb kit chan doan khac,
cam bién mién dich ngay cang thu hut dugc cac nha
khoa hoc trén thé gi¢i quan tim nghién ctru va phat
trién Gmg dung trong viéc do tim mam bénh [1].
Olivier Lazcka va mot sb tac gia cho rang cam b1en
sinh hoc, trong d6 ¢6 cam bién mién dich co trién
vong to 1on dé thay thé mot phan hay hoan toan céc
phuong phap chan doan truyén thong nhim phat
hién, phan tich cac tac nhan gay bénh trong tuong lai
gﬁn [3]. Tuy nhién, dé dam bao duogc do nhay cao va
tinh hi¢u qua ctia cam bién mién dich, ngoai viéc
nang cao cong nghé ché tao bod chuyén dbdi tin hiéu

thich hop thi viéc c¢b dinh cic phan tir sinh hoc
(khang nguyén/khang thé) 1én trén bé mat cam bién
v0 cung quan trong nham dam bao dugc tinh dinh
hudng, hiéu suit gan két trén be mit, d6 6n dinh cta
cac phan tir sinh hoc sau khi ¢6 dinh [2, 4]. Co dinh
khang thé 1én bé mat cam bién dién hoa chu yeu dua
trén cac phuong phap nhu: hip phu truc tiép, dién
hoa, cong hoa tri, tu tong hop cac don 16p (SAM)...
[1, 4]. Phuong phap dién hoa va phuong phap cong
hoéa tri thuong dugc sit dung hon ca nho nhitng lién
két trong ddi bén viing giita cac phan tir cia khang
thé trén bé mat cam bién. Trong d6, c6 dinh ding
phuong phap cdng hoa tri thong qua cac nhoém chirc
duoc tao ra trén bé mit cam bién nhu: amino —NH,,
cacboxyl —COOH, andehyt —CHO, thiol —SH,
hydroxyl —OH [5].

Ngay nay, rat nhidu cac bénh truyén nhiém dang
de doa nghiém trong t6i strc khoe cong dong. Khdng
ché va ngan chin kip thoi cac tac nhan giy bénh
truyén nhiém luén 1a yéu ciu cdp thiét nham giam
thiéu nguy co lién quan t6i stitc khoe va nhimng thiét
hai vé mat kinh té xa hoi. Chinh vi vay, phat hién
nhanh, nhay va sang loc mdm bénh truyén nhiém la
mau chdt dé ngin chan qua trinh 1y nhidm, c6 bién
phap cach ly hay diéu tri kip thoi [6].

Viém n3o Nhat Ban 1a mét trong nhiing bénh
nhidm vi rat cip tinh ¢ hé thdng than kinh trung
wong. Theo thong ké, ty 18 méc do vi rat VNNB ¢
Viét Nam trong nhitng niam gan day chiém khoang
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30% trong tong s6 cac ca viém ndo do vi rat, nguy
co cao & tré em tir 1 dén 15 tudi. Ty 18 tir vong tir 0,3
dén 60% phu thudc vao thoi gian phat hién bénh
som va diéu tri kip thot [6, 7].

Hién nay, c6 rat nhidu phuong phap va thiét bi
chan doan phong thi nghiém nham tim ra tic nhan
gdy bénh nhu: phan lap vi rat, huyét thanh hoc,
ELISA, PCR... Tuy nhién, cac phuong phap truyen
thong nay thuong mét hang gio t6i hang tuan dé biét
dugc két qua [7, 8]. Do d6, phat trién nhing bo kit
chan doan nhanh, chinh xac tic nhan giy bénh
truyén nhi®m ludn 1a yéu cau cip thiét d6i véi cac
nha khoa hoc trong nudc va trén thé gisi.

Nham phat trién bo cam bién mién dich dién hoa
dé phat hién nhanh, sang loc vi rait VNNB ttr cac vu
dich, ching t6i sir dung khang thé IgM khang vi rat
VNNB tinh ché tir huyét thanh bénh nhan trong giai
doan dau nhiém vi rat dé tién hanh thtr nghiém cac
phuong phéap ¢ dinh khang thé, tim ra phuong phap
thich hgp cho muc dich nghién ciru. Khang thé IgM
1a mot trong hai loai khang thé co sb lugng nhiéu
nhit trong huyét thanh sau IgG, dic biét 1a trong giai
doan dau cta qua trinh nhiém. Hon nita, khang thé
IgM ¢6 10 vi tri gan khang nguyén, cao gip 5 lan so
v6i khang thé IgG [7].

2. PHUONG PHAP THUC NGHIEM
2.1. Vit liéu, héa chat

- BO cam bién dién hoa véi chu hinh dién cuc
trén dudi da dugce tac gia va nhom nghién ctru thiét

ké, ché tao thanh cong tai Vién ITIMS, Truong Pai
hoc Bach Khoa Ha Noi [9].

S APTES

Tran Quang Huy va cong su

- Khang thé IgM khang vi rat VNNB tinh ché tir
huyét thanh bénh nhan, khang nguyén vi rat VNNB
cung cip boi Phong thi nghiém vi riit Arbo, Khoa Vi
rat, Vién Vé sinh Dich t& Trung wong.

- Protein A gén hat nano vang (PrA.Au, dudng
kinh hat vang c¢& 5 nm), khang thé IgM khang IgM
ngudi gin FITC, 3-aminopropyl-triethoxy-silance
(APTES), glutaraldehyde (G.A) dugc mua tir cong
ty Sigma, Hoa Ky.

- Cac hoa chat khac dam bao cac yéu ciu phan
tich.

2.2. Phwong phap thwe nghiém

a) Co dinh khang thé IgM khéng vi riit VNNB cho
cam bien mién dich

Trude tién, cam bién dugc ngdm trong dung dich
KOH/MeOH (1:1, khong pha loang) trong 30 phut
dé loai bo chat ban bam dinh trén bé mit va tao ra
nhiéu nhém chac hydroxyl —OH. Sau d6, st dung
nude khir ion dé rira sach va say kho cam bién bang
khi nito trude khi silan héa véi 5% APTES/MeOH
trong 1 gio. Qua trinh silan héa nhim tao ra nhom
chtrtc amino —NH, dé lién ké voi khang thé trén bé
mat cam bién (hinh 1). Mot giot axit axetic duoc
thém vao dung dich trong qué trinh silan hoa dé dinh
huéng nhém amino —NH, ra phia ngoai [5]. Rira bé
mat cam bién 3 1an bang nudc khir ion, lam khé véi
khi nito va u nhiét tai 100 - 120°C trong 6 - 8 phut
dé loai bo hoan toan nhitng phan tir nudc du thia
trén bé mat, dé ngudi va luu giit trong hop kho &
nhiét 6 phong cho qua trinh thi nghiém.

o— §1— (CHy —MNH,
)1 -+ SJHAC 5 Wi 4
o (PR EONPRT (925 By ) = E—— L (CH;) — NH,

Hinh 1: Qua trinh silan hoa bé mit cam b1en

Trong nghién ctru nay, 3 phuong phap cb dinh
khang thé IgM di dwoc thir nghiém dé tim ra
phuong phap thich hgp nhit cho cam bién mién dich
dién hoéa [4, 5, 11]. Quy trinh thi nghiém déu duoc
thuc hién ¢ nhiét d6 phong.

APTES — Khdng thé (APTES-IgM)

Cam bién sau khi silan hoa duoc U truc tiép voi
1mg/ml khang thé IgM khang vi rat VNNB trong 1
gio théng qua lién két -NH, ciia APTES va nhom
—COOH cua khang thé, cac vi tri khong gén két dac
hiéu trén bé mit cidm bién dugc khoa véi 2%
BSA/PBS trong 30 phut, rira bﬁng PBS, pH 7,0 va
dé kho trong khong khi.

APTES - G.A — Khéng thé (APTES — G.A — IgM)

Cam bién sau khi silan hoa duoc nhing trong

5% (v/v) G.A 30 phit dé tao lién két chéo giira
APTES va khang thé thong qua 2 nhém chirc —-CHO
ctia G.A, sau d6 rira 3 lan voi nude khir ion trude khi
U voi 1mg/ml khang thé IgM khang vi rat VNNB
trong 1 gio, cac vi tri khong gin két dic hiéu trén bé
mit cam bién dugc khoa véi 2% BSA/PBS trong 30
phut, rira bang PBS, pH 7.0, dé kho trong khong khi.
APTES — G.A — Protein A gin Au — Khang thé
(APTES — PrA.Au — IgM)

Cam bién di silan hoa dugc nhung trong 5%
(v/v) G.A trong 30 phut tao lién két chéo va rua 3
lan v6i nuée khir ion trude khi @ véi 1 mg/ml
protein A.Au/PBS trong 30 phut, sau d6 rua voi PBS
va 0 v6i 1mg/ml khang thé IgM khang vi rat VNNB
trong 1 gio, cac vi tri khong gin két dic hiéu trén bé
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mit cam bién dugc khoa véi 2% BSA/P]%S trong 30
phut. Sau do6 rira trong PBS, pH 7.0 va dé kho trong
khong khi.

Hién vi lwe nguyén tir (AFM)

Kinh hién vi luc nguyén t (Multimode, Vecco,
Hoa Ky) dugc st dung dé ' quan sat sy thay d01 trén
bé mit cam bién sau m01 phuong phap cb dinh
khang thé khac nhau. B map md trén anh thu dugc
phan anh kha ning gin két cuia khang thé trén bé mat
cam bién. Phép do duoc thuyc tai Vién Vat ly k¥
thuét, Truong Pai hoc Bach khoa Ha Néi.

Phé hdp thu hong ngoai FTIR

Phép do phd hong ngoai FTIR (Nicolet 6700,
Thermo, Hoa Ky) da dugc thuc hién nham phan tich
va xac nhan su tdn tai cua khang thé trén bé mat cam
bién thong qua phd hong ngoai bi hap thy boi dao
dong cua cac lién két hoa hoc tir nhitng phan tir c¢6
trén bé mat cam bién. Két qua dugc so sanh voi cac
nghién ctru da cong bd trude dy.

Hién vi huynh quang

K¥ thuat huynh quang duoc ap dung dé xac nhan
luong khang thé gin két trén bé mat cam bién thong
qua thi nghiém trén phién silic. Cac budc c¢b dinh
khang thé IgM khang vi rat VNNB 1én bé mit phién
silic duwgc thyc hién tuong tu qui trinh clia céc
phuong phap cb dinh néu trén. Sau d6 1 v6i khang
thé IgM khang nguoi gan FITC (pha lodng theo ty 18
1:50, @ 40 phat & nhiét &6 phong), rira bang PBS rdi
dé kho tu nhién va quan sat du6i kinh hién vi huynh
quang Elipse 90i (Nikon, Nhat Ban).

H¢ khuéch dai Lock in
Tin hi¢u do tim khang nguyén vi rut VNNB

dugc do bang hé khuéch dai Lock—in (SR 830,
Stanford Research System), cac phép do thuc hién &

C6 dinh khéng thé IgM...

nhiét do phong véi cac thong sé dau vao dugc thiét
1ap: dién thé 100 mV, tan s6 10 kHz.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Hinh anh AFM v¢é sy thay déi hinh thai bé
mét cim bién

Trude khi ¢b dinh khang thé, bé mat cam bién
dugc rua sach theo quy trinh dé loai boé hoan toan
chit ban bam dinh trén bé mat, duogc kiém tra b?mg
kinh hién vi soi ndi (SMZ800, Nikon) va hién vi
dién tor quét cd dd phan giai cao (S-4800, Hitachi)
(dir liéu khong dua ra). Sau do, cam bién duoc cd
dinh véi khang thé IgM khang vi rat VNNB bang
cac phuong phap khac nhau. Nhu quan sat trén hinh
2 A, B va C thay rang, d6 mip mo cua cac hinh anh
hoan toan khac nhau. Trén hinh 2A, bé mit tuong
dbi phﬁng, xuét hién cac hat ¢ kich thude déu nhau
du6i 1nm nhd 1én, d6 duge cho 1a cac hat tinh thé
SiO, thanh phﬁn, ngoai ra, mot s6 vi tri nho cao hon
dugc xem nhu sy ¢6 mat cua nhitng “ddm” nhd
khang thé IgM lién két v6i bé mat cam bién. Khi sir
dung G.A 1am chét trung gian lién két véi khang thé
va 16p APTES, bé mat xuat hién nhirng chd 16i 16m
hon, ddc biét 1a nhiéu vi tri hat nhd cao han 1én so
voi bé mit cac hat khac xung quanh dugc cho la
nhirng “dam” khang thé tap trung lai, v6i sb luong
nhiéu hon phuong phap khong st dung G.A (hinh
2B). Pac biét, khi sit dung PrA.Au, cac hat nano
vang ¢& 5 nm lam tdm dich chuyén dién tir giita cac
phﬁn tur sinh hoc va dién cyc ciing nhu giira cac dién
cuc, con PrA chi dong vai tro 1a chét 6n dinh bé mat
cho cac hat vang. Trén hinh 2C cho thiy xuét hién
rat nhiéu cac dinh nho chiéu cao hon 5 nm dé duge
cho 1a do tac dong cua hat vang va cac phén tir PrA.
Hon nita, ¢6 thé mot luong khang thé IgM nhét dinh
gan 4i lyc voi cac hat vang hodc lién két truc tiép véi
G.A. Do d6, cac hinh anh AFM c6 thé thiy rd nét su
bién dd6i bé mit khi ¢ dinh khang thé voi cac
phuong phap khac nhau.

Hinh 2: Hinh anh AFM ctia bé mit cam bién sir dung cac phuong phap c¢b dinh khang thé khac nhau. A)Bé
mit cam bién duoc ¢ dinh khang thé truc tiép trén 16p APTES. B) Bé mit cam bién sau khi ¢ dinh khang
thé thong qua lién két chéo G.A véi 16p APTES. C- Bé mat cam bién sir dung Protein A.Au va gin khang thé
sau khi ngam trong 5% G.A.
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3.2. Phd hép thu hong ngoai FTIR

Do nhay cua cam bién mién dich dién hoa phuy
thudc rat 16n vao hiéu suit gén két va su dinh huéng
khéang thé trén bé mat cam bién. Pé xac dinh sd
luong khang thé IgM ton tai trén bé mit cam bién
khi str dung cac phuwong phap cb dinh khac nhau,
chung t6i da sir dung thiét bi do phd hong ngoai dé
xac dinh cac mode dao dong déc trung cho cac phén
ttr trén bé mit cam bién. Hinh 3 cho théy, cac dinh
phd hip thy thu dugc trong ving sb song 1800 —
1300 cm™ dic trung cho cac ving va mode dao dong
ctia protein (khang thé). Véi 3 phwong phap khac
nhau déu xuat hién cac dinh phd hip phu dic trung
cho protein, d6 13 ving amit I trong khoang s song
1640 cm™, vé&i cac dao dong chu yéu cua lién két

1640
0,016 l

0,014
0,012
0,01

0,008

Absorbance

0,006

0,004

0,002

Tran Quang Huy va cong su

C=0, ving amide II trong khoang sb song 1550 cm™
v6i cac dao dong cua lién két C-N va N-H. Pinh ph
tai 1420 cm™ ciing duoc cho 1a dao dong ctua C=0.
Tuy nhién, cuong do hép thu manh nhit 1a cua
phuong phap chi sit dung G.A lam phéan tir trung
gian, dong nghia véi sy c6 mat khang thé nhiéu nhat
trén bé mit cam bién duge ghi nhan. Ngoai ra, cac
dinh phd trén khong xuit hién d6i véi bé mat cam
bién duoc silan hoa nhung chwa c¢b dinh khang thé.
Nguoc lai, dinh phé tai 1590 cm™ dic trung cho
nhom —NH, c6 thé tim thdy trén bé mit nay ma hau
nhu khong ghi nhan duoc hodc dinh hip phu rit yéu
trén cac bé mit khac khi dd cb dinh khang thé.
Nhimng két qua thu dugce phi hop véi mot sd nghién
ctru vé phd hip thy hdng ngoai cua protein duoc
cong bd trude day [10, 12].

(a) APTES-IgM

(b) APTES-G.A-IgM

() APTES-G.A-Pra.Au-lgh
(d) APTES

T T
1750 1700 1650 1800

T T T T
1550 1300 1450 1400 1350

Wavenumbers (cm-1)

Hinh 3: Phd FTIR x4c nhén sy ton tai cia khg’mg thé IgM trén bé mit cam bién st dung
cac phuong phép c6 dinh khac nhau

3.3. Hién vi huynh quang

Bang phuong phap quan sat sy phat quang cua
FITC ciia khing thé khang nguoi dudi kinh hién vi
huynh quang, xac nhan gan két khang thé IgM trén
phién silic, chung toi nhén thdy ring, v6i phuong
phap ¢ dinh APTES — G.A — IgM, cac d6m huynh
quang mau 14 ma xut hién day dic va dong déu hon
so voi st dung cac phuong phap cb dinh khac, dém
phat quang xuét hién trén khip bé mat phién silic -
khu vuc thyc hién phan tng (hinh 4). Didu d6 ghi
nhan sy gan két tot cua khang thé trén phién silic,
cung ¢ thém biang chung chung t6 su gin két co
hiéu qua cua khang thé IgM khang vi rat VNNB
twong tu nhu trén bé mit cam bién mién dich.

3.4. Két qua do tim khang nguyén vi rit VNNB

P06 nhay cua cam bién mién dich st dung cac

phuong phap c6 dinh khac nhau duoc xic dinh
thong qua phép do dac dé phat hién khang nguyén vi
rat VNNB trong mau phén tich, trén hé khuyéch dai
Lock in RS830. Két qua lap lai thi nghiém cho thiy
rang, tin hidu do tim khang nguyén vi rat VNNB cia
cam bién mién dich dién héa xuét hién ngay sau 5
phiit va 6n dinh sau khoang 20 phut tinh tir khi
nhing cam bién vao dung dich chira khang nguyén.
Kha ning phat hién ndong d6 mau nho hon 60 1an so
v6i pha lodng khang nguyén chuin cua kj thuat
MAC-ELISA san xuét tai Viét Nam. Dic biét, tin
hiéu do tim khang nguyén ¢ nhitng cam bién su
dung phuong phap c6 dinh APTES — G.A — IgM cao
hon 2 dén 3 1an so véi tin higu tir cac cam bién khac
(hinh 5). Ngoai ra, nhitng thi nghiém déi chimg, do
dac trong nudc khir ion va dung dich PBS x1 khong
chira mau, két qua cho thiy tin hiéu dau ra cua cac
loai cam bién nay hau nhu khong thay doi hodc thay
d6i khong dang ké.

175



TCHH, T. 49(2), 2011

Hinh 4: Khang thé IgM gén két hiéu qua trén bé mat
phién silic thong qua sy phat quang ctia khang thé
khang ngudi gin FITC, sir dung phuong phap
APTES -G.A - IgM

10.0
—=— APTES - IgM

—8—APTES - G.A - IgM

—¥— APTES -G.A- PrA.ALn.—jg_M..———O——@—O
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VV ./
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Thai gian (phuit)

Hinh 5: Tin hiéu do tim khang nguyén vi rat VNNB
cta cam bién mién dich sir dung cac phuong phap co
dinh khang thé IgM khac nhau

4. KET LUAN

Trong nghién ctru ndy, ching toi da thuc hién ba
phuong phap khac nhau dé c6 dinh khang thé IgM
khang vi rit VNNB cho cam bién mién dich dién

Lién hé: Tran Quang Huy
Vién Dao tao quéc té vé Khoa hoc vt liéu
Truong Pai hoc Bach khoa Ha Noi
S6 1, Pai Cb Viét, Ha Noi
Email: huytg@nihe.org.vn

C6 dinh khéng thé IgM...

hoa. Két qua phan tich cho thay rang phuong phap
APTES — G.A — IgM cho két qua t6t nhat, tin hiéu
do tim khang nguyén ctia cam bién sir dung phuong
phap nay cao hon 2 dén 3 lan so voi sir dung cac
phuong phap ¢ dinh khac. Ngoai ra, tin hiéu dap
g ciing xuat hién ngay sau 5 phut va 6n dinh sau
20 phat ké tir khi cho cam bién tiép xtic voi dung
dich mau pha loang 60 lan so voi dung dich pha
loang chuan st dung cho phuong phap MAC-ELISA
san xuat tai Viét Nam. Nhimng két qua nay la co so
dé ung dung phat trién cic bd cam bién mién dich
dién hoa nham phat hién nhanh vi rt viém ndo Nhat
Ban trong cac vu dich & Viét Nam.

Loi cam on: Cong trinh ndy dwoc hoan thanh nho
sw ho tro- cua Quy phat trien Khoa hoc va Cong
nghé Quoc gia, dé tai ma so 106.16.181.09.
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