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TÓM TẮT: Nhằm phục vụ phát triển bộ KIT ELISA phát hiện nhanh độc tố vi tảo domoic acid 
trong sản phẩm thủy sản tại Việt Nam, kháng thể kháng độc tố này đã được sản xuất bằng liệu pháp 
miễn dịch trên thỏ trắng New Zealand. Với ưu điểm có khả năng tinh sạch nhanh và cô đặc kháng 
thể, phương pháp sắc ký ái lực được lựa chọn để tinh chế kháng thể từ huyết thanh thỏ sau miễn 
dịch nhằm đáp ứng yêu cầu sử dụng làm vật liệu cho KIT ELISA. Tuy nhiên, do domoic acid là một 
bán kháng nguyên (hapten) nên không thể áp dụng nguyên tắc miễn dịch thông thường trong chế tạo 
cột sắc ký ái lực miễn dịch sử dụng độc tố này làm giá bắt kháng thể. Bài báo này trình bày kết quả 
thử nghiệm chế tạo cột sắc ký ái lực miễn dịch sepharose omega-aminohexyl với giá bắt kháng thể 
là bán kháng nguyên domoic acid để tinh chế kháng thể kháng domoic acid trong huyết thanh thỏ. 
Sử dụng cầu nối hóa học dissuccinyl substrate để tạo khả năng bắt kháng thể của phân tử domoic 
acid; sau đó, trên nguyên tắc kết hợp gốc carboxyl của phân tử domoic acid với gốc carbodiimide 
của hạt sepharose omega-aminohexyl, chúng tôi đã chế tạo thành công cột sắc ký ái lực bắt kháng 
thể kháng domoic acid với hiệu suất thu hồi đạt 91,5 ± 1,5% (n = 3) khi thử nghiệm với kháng thể 
chuẩn. Sử dụng cột sắc ký ái lực này với dịch giải cột lần lượt là NaCl 0,5 M; PBS 0,1 M và Ldy-
HCl (pH 2,7) 0,1 M; đã thu nhận được kháng thể kháng domoic acid từ huyết thanh thỏ. Western 
Blot với kháng thể đặc hiệu HRP-labeled anti-goat IgG cho thấy, sản phẩm kháng thể thu nhận được 
từ quy trình này đạt độ tinh sạch làm vật liệu cho KIT ELISA. 

Từ khóa: Domoic acid, hiệu suất, kháng thể, sắc ký ái lực, tinh sạch. 
 
MỞ ĐẦU 

Domoic acid (DA) là một amino amin với 
khối lượng phân tử 312 đvC, công thức phân tử 
C15H21NO6, có ba nhóm carboxyl (-COOH), 
tồn tại ở dạng tinh thể, tan trong nước và có 
tính axít [1]. DA gây ra triệu chứng mất trí nhớ 
trong thời gian ngắn nhưng không hồi phục là 
biểu hiện đặc trưng của ngộ độc ASP (Amnesic 
Shellfish Poisoning) ở người [2, 3]. Cho đến 
thời điểm hiện nay đã xác định được 17 loài 
Pseudo-nitzschia, 1 loài Nitzschia và 1 loài 
Amphora có khả năng sản sinh DA [4, 5]. Giới 

hạn an toàn của độc tố DA trong sản phẩm hải 
sản được các quốc gia chấp nhận là 20 g/g mô 
mềm [6]. Takata và nnk., [7] đã phát hiện hàm 
lượng DA vượt quá ngưỡng an toàn thực phẩm 
trong giống nhuyễn thể Hàu hương Spondylus 
tại vùng biển Costa Rica, Nhật Bản, Thái lan, 
Philippines và Việt Nam. Dao và nnk., [8] đã 
công bố kết quả hàm lượng DA rất cao  
(150 µg/100 g mô mềm) trong loài Spondylus 
versicolor tại đầm Nha Phu, Khánh Hòa, Việt 
Nam. Mặt khác, một số công bố mới nhất [9, 
10] đã phát hiện 2 loài vi tảo silic Pseudo-
nitzschia cf. caciantha và P. fukuyoi tại Việt 
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Nam có khả năng sản sinh DA. Những phát 
hiện này cho thấy nguy cơ ngộ độc DA tại 
nước ta đang ở mức độ cần cảnh báo. 

Kiểm soát an toàn thực phẩm về mặt các 
độc tố vi tảo trong sản phẩm thủy sản tại Việt 
Nam là một trong những tiêu chuẩn cần thiết 
phục vụ nhu cầu thị trường quốc tế và nội địa. 
Cho đến thời điểm hiện nay, phương pháp phổ 
biến sử dụng cho mục đích giám sát độc tố là 
thử nghiệm sinh học trên chuột (Mouse 
Bioassay-MBA) và sắc ký lỏng hiệu năng cao 
(High Performance Liquid Chromatography-
HPLC). Mặc dù có các ưu điểm như thời gian 
thử nghiệm nhanh, giá thành rẻ; MBA cũng có 
khá nhiều nhược điểm như sai số khá lớn 
(±20%), phụ thuộc vào nguồn sinh vật thử 
nghiệm là dòng chuột nhắt trắng Swiss swiss 
(cung cấp bởi một số cơ sở y tế như Viện Vắc 
xin và Sinh phẩm y tế, Viện Vệ sinh dịch tễ…). 
Đặc biệt, giới hạn phát hiện của MBA đối với 
độc tố DA là 150 µg/g mô mềm [6], trong khi 
ngưỡng an toàn thực phẩm của độc tố này trong 
sản phẩm hải sản là 20 µg/g, do vậy, không thể 
sử dụng MBA đánh giá mức độ an toàn thực 
phẩm đối với độc tố này. Những thực tế nêu 
trên cho thấy cần thiết phải có một phương 
pháp thử nghiệm sinh học ưu việt hơn để thay 
thế MBA tại Việt Nam. 

Phương pháp miễn dịch học sử dụng enzym 
gắn kết (Enzyme-Linked Immunoassay -
ELISA) được đánh giá có tiềm năng là một 
trong những chọn lựa của Hiệp hội các nhà hoá 
phân tích chính thống (Association of Official 
Analytical Chemists-AOAC) cho phương pháp 
chuẩn quốc tế thay thế MBA với những ưu 
điểm về giới hạn phát hiện thấp, độ chính xác 
cao. Để có kít thử nhanh ELISA đối với độc tố 
DA, điều đầu tiên là phải có nguồn kháng thể 
đặc hiệu kháng lại độc tố DA và quy trình sản 
xuất nguồn kháng thể kháng DA bằng liệu pháp 
gây miễn dịch trên thỏ trắng New Zealand đã 
được thực hiện. Tuy nhiên, kháng thể được sản 
sinh theo phương pháp này là kháng thể đa 
dòng, thậm chí còn lẫn nhiều tạp chất [11]. 
Trong khi đó, để chế tạo bộ kít ELISA, cần 
phải có chế phẩm kháng thể ở dạng tinh sạch. 
Sắc ký ái lực (IAC) được phát triển trong hóa 
sinh miễn dịch nhằm tinh sạch các kháng 
nguyên/kháng thể do ưu điểm bắt giữ tốt, cho 

phép phân tách protein dạng nguyên thủy còn 
hoạt tính [12, 13]. Omega-aminohexyl (EAH 
4B) là loại hạt sepharose có gốc carboxyl và 
thiol được sử dụng để gắn kết các hợp chất có 
chứa gốc carboxyl lên hạt sepharose 4B thông 
qua việc gắn với gốc carbodiimide của phân tử 
carbon ở vị trí số 11 của hạt. Kháng nguyên 
được gắn lên giá rắn của cột sắc ký sepharose 
EAH 4B, tạo cho IAC này có đặc tính vừa có 
thể tinh sạch vừa cô đặc kháng thể [14]. Tuy 
nhiên, khó khăn khi ứng dụng IAC để tinh chế 
kháng thể kháng DA là độc tố này chỉ có 1 
nhóm amin thứ cấp (-NH), không kết hợp trực 
tiếp với nhóm -COOH của kháng thể cần tinh 
chế. Do đó, không thể sử dụng trực tiếp DA 
làm giá bắt kháng thể của cột sắc ký ái lực 
miễn dịch. Để khắc phục: Trước tiên, DA cần 
được gắn với một cầu nối hóa học thích hợp 
sao cho phức hợp này có thể kết hợp với nhóm 
-COOH của kháng thể sau này nhưng vẫn 
mang tính đặc hiệu của DA; sau đó gắn phức 
hợp đó lên cột IAC theo nguyên tắc phản ứng 
của -COOH của DA với nhóm carbodiimide 
của hạt EAH 4B. Disuccinimidyl Suberate 
(DSS) có 2 gốc amine-reactive N-
hydroxysuccinimide (-NHS) ester ở vị trí phân 
tử carbon số 8 ở 2 đầu [15]. Gốc này có ái lực 
hóa học mạnh đối với gốc -NH2 ở chuỗi cạnh 
của phân tử lysin K và nguyên tử N ở điểm 
cuối cùng của mỗi chuỗi polypeptide trong các 
protein bao gồm kháng thể [15]. Do đó, DSS 
được chọn là cầu nối liên kết với DA để tạo 
phức hợp DA-DSS có thể kết hợp với nhóm  
-NH2 của phân tử kháng thể cần tinh chế. 

Bài báo này trình bày kết quả thử nghiệm 
chế tạo cột sắc ký ái lực (IAC) sepharose EAH 
4B với giá bắt kháng thể là bán kháng nguyên 
DA để tinh chế kháng thể kháng DA trong 
huyết thanh thỏ, trên cơ sở ứng dụng các 
nguyên tắc phản ứng hóa học trong sắc ký miễn 
dịch [11, 14] với các bước bổ sung  chuyên biệt 
cho bán kháng nguyên DA [16]. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN 
CỨU 
Cộng hợp kháng nguyên DA lên polymer 
Sepharose EAH và tạo cột IAC 

Hoạt hóa hạt EAH 4B và chuẩn bị cột sắc 
ký: Ly tâm 7 ml dung dịch hạt sepharose EAH 
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4B (GE Healthcare, Gelifescience, Nhật Bản, 
17-0569-01) trong 10 phút với tốc độ 1.000 
vòng/phút; loại bỏ phần dịch trong, thu nhận  
2 ml dung dịch  hạt gel đậm đặc. Thêm  4 ml 
dịch gốc hạt EAH 4B, lặp lại bước ly tâm và thu 
nhận hạt đậm đặc như trên. Tiếp tục quy trình 
này (3-4 lần) cho đến khi tổng thể tích hạt đậm 
đặc sau ly tâm đạt 7 ml. Rửa dung dịch hạt này 4 
lần bằng nước cất, sau đó cân bằng với dung 
dịch đệm phosphate (PB) (pH 7,0). Chuyển hỗn 
hợp trên sang cột sắc ký thủy tinh (2,0 × 15 cm), 
rửa bằng 100 ml nước cất, giữ hạt EAH 4B luôn 
ướt ở 4oC cho đến khi sử dụng. 

Chuẩn bị dung dịch domoic acid: Hòa tan  
2 mg DA chuẩn thương mại (TOCRIS, Anh, 
14277-97-5) trong 1 thể tích nhỏ nước cất  
(< 1 ml); hiệu chỉnh pH 6-7 bằng dung dịch 
natri cacbonat (Na2CO3) 1 M. 

Chuẩn bị dung dịch Disuccinimidyl 
Suberate: Hòa tan 20 mg DSS (THERMO, 
USA, 68528-80-3) trong 1,6 ml N,N-
dimethylformamide (DMF) (WAKO, Nhật 
Bản, 048-27585). 

Tạo phức hợp DA-DSS: Trộn dung dịch DA 
và dung dịch DSS, lắc đều, sau đó để yên ở 
nhiệt độ phòng trong 2 giờ. Thêm vào hỗn hợp 
này một thể tích nhỏ dichloromethane 
(CH2Cl2), lắc đều để lắng cho đến khi phân 
thành 2 lớp chất lỏng bao gồm lớp dưới là 
DMF có chứa DSS dư thừa; lớp trên là nước 
cất có chứa DA-DSS). Loại lớp dưới, giữ lại 
lớp trên bằng phễu chiết, dùng khí N2 để loại 
CH2Cl2 dư sau phản ứng. 

Tạo giá ái lực bắt kháng thể kháng DA: 
Trộn hỗn hợp 5 ml hạt EAH 4B đã được chuẩn 
bị như trên và phức hợp DA-DSS, giữ ở điều 
kiện 5oC qua đêm cho phản ứng hoàn toàn. 
Chuyển toàn bộ dung dịch sau phản ứng sang 
cột sắc ký thủy tinh (2,0 × 15 cm), rửa bằng 
100 ml nước cất, sau đó  bằng 100 ml dung 
dịch đệm phosphate buffer saline (PBS) 0,1 M. 
Hiệu suất của phản ứng được tính toán dựa vào 
kiểm tra hàm lượng DA dư (nếu có) trong dung 
dịch bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng 
cao đầu dò tia cực tím (UV-HLPC) [17]. 

Xác định hiệu suất thu hồi của cột IAC đối 
với kháng thể kháng DA: Dùng pipette Pasteur 
bơm từ từ 2 ml huyết thanh có nồng độ kháng 

thể kháng DA 1 mg/ml (do đại học Kitasato, 
Nhật Bản cung cấp) lên cột IAC, rửa bằng  
20 ml dung dịch đệm PBS 0,1 M (pH 7,4). Sau 
đó, rửa giải lần lượt bằng 20 ml dung dịch 
NaCl 0,5 M; 20 ml dung dịch đệm PBS 0,1 M 
và cuối cùng là 100 ml dung dịch đệm Ldy-HCl 
(pH 2,7) 0,1 M (0,75 g Glycin trong 90 ml 
nước cất, hiệu chỉnh pH 2,7 bằng HCl 0,1 M, 
định mức bằng nước cất đến thể tích 100 ml), 
với tốc độ dòng 1 ml/phút. Thu các phân đoạn 
2 ml, hiệu chỉnh pH 7,0 bằng 40 µl dung dịch 
đệm Tris 1,0 M. Kiểm tra mật độ quang (OD) 
của các phân đoạn ở bước sóng 280 nm, thu các 
phân đoạn có chỉ số OD cao, thẩm tích qua đêm 
với 1.000 ml dung dịch đệm PBS (-) (pH 7,4), 
sau đó đông khô để thu nhận kháng thể tinh 
sạch. Tính toán lượng kháng thể trước và sau 
khi qua cột bằng cách so sánh với hệ số chuẩn 
của IgG (dung dịch 1 mg/ml IgG sẽ có chỉ số 
OD là 1,40 ở bước sóng 280 nm) [18]. Từ số 
liệu này tính được hiệu suất thu hồi của cột chế 
tạo đối với kháng thể kháng DA. 

Quy trình trên được lặp lại 3 lần thí nghiệm 
riêng biệt với từng 2 mg DA chuẩn ban đầu để 
tạo 3 cột sắc ký ái lực miễn dịch tương ứng. 
Tinh sạch kháng thể kháng DA trong huyết 
thanh thỏ trắng bằng cột sắc ký ái lực miễn 
dịch với giá bắt kháng thể là DA-DSS 

10 ml huyết thanh thỏ trắng thu nhận từ thí 
nghiệm gây miễn dịch [19] được cho chảy qua 
cột IAC tương tự như quy trình đã mô tả ở trên 
và theo mô tả ở hình 1. 

 
Hình 1. Sơ đồ tinh chế kháng thể kháng độc tố 
domoic acid trong huyết thanh thỏ trắng bằng 

sắc ký ái lực với pha rắn là domoic acid 
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Kiểm tra độ sạch của chế phẩm kháng thể: 
Độ sạch của sản phẩm kháng thể được kiểm 

tra bằng phương pháp Western Blot sử dụng 
kháng thể thương mại 2nd antibody IRDye 
680RD Goat (polyclonal) Anti-Rabbit IgG 
(H+L) (DAKO, Đan Mạch, P0399) như là chỉ 
thị đặc hiệu, cụ thể như sau: 

Sản phẩm đông khô của kháng thể được 
hòa tan lại trong 1 ml đệm PBS 0,1 M (pH 7,4), 
điện diSDS (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel)-PAGE (Bio Craft Model 
BE-220) (buồng đôi) với gel phân tách là 
acrylamide 15% trong 1 giờ 30 phút. Gel SDS-
PAGE thứ 1 được nhuộm với dung dịch 
Coomassie Brilliant Blue (CBB; C47H50N5O7S2) 
(0,5 g CBB pha trong hỗn hợp dung dịch bao 
gồm 100 ml acetic acid, 500 ml methanol và 
400 ml nước cất), trên máy lắc, qua đêm ở 
nhiệt độ phòng. Gel SDS-PAGE thứ 2 được 
chuyển qua màng Immobilon-P Transfer 
Memmbrane (PVDF, kích thước lỗ 0,45 µm) 
bằng thiết bị chuyển màng Trans-Blot SD 
Semi-Dry Transfer Cell (Bio Rad) ở cường độ 
dòng điện 100 mV trong 1 giờ 15 phút. Sau đó, 
nhuộm màng PVDF với kháng thể đặc hiệu the 
2nd antibody IRDye 680RD Goat (polyclonal) 
Anti-Rabbit IgG (H+L) trong 1 giờ ở điều kiện 
không có ánh sáng, nhiệt độ phòng. Hình ảnh 
màng PVDF sau nhuộm được ghi lại bằng hệ 
thống Odyssey Western Blot Blocker (LI-COR 
Model 2800) ở bước sóng 700 nm với dung 
dịch hiện màu huỳnh quang đặc biệt Chemi-
Lumi One (Nakarai, Nhật Bản, 05027-20). 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Chế tạo cột sắc ký ái lực miễn dịch với giá 
bắt kháng thể là DA 

Bằng phân tích sắc ký lỏng cao áp đầu dò 
tia cực tím (HPLC-UV), không phát hiện được 
DA dư trong 2 trong số 3 thí nghiệm độc lập 
với mỗi 2 mg DA cơ chất phản ứng ban đầu, 
như vậy có thể nói toàn bộ lượng 2 mg DA ban 
đầu trong 2 thí nghiệm này tham gia phản ứng 
hoàn toàn. Tuy nhiên, một lượng DA rất nhỏ 
(10 µg) được phát hiện trong dung dịch sau 
phản ứng tạo phức DSS-DA-EAH 4B của 1 
trong 3 thí nghiệm này và hiệu suất phản ứng 
của thí nghiệm này đạt 99,5%. Theo tính toán 
từ số liệu thực nghiệm, hiệu suất của phản ứng 

cộng hợp phức hợp DSS-DA với hạt EAH 4B 
đạt giá trị trung bình là 99,83% (n=3) (bảng 1). 

 
Bảng 1. Hiệu suất phản ứng tạo  

phức DSS-DA-EAH 4B 

Thí 
nghiệm 

DA (mg) 
ban đầu 

DA (mg) trong 
phức hợp DSS-

DA-EAH 4B 

Hiệu suất 
phản ứng 

(%) 
1 2,0 2,00 100 
2 2,0 2,00 100 
3 2,0 1,99 99,5 
Trung bình  99,83  

 
Hình 2 trình diễn chỉ số OD (λ = 280 nm) 

của các phân đoạn sau sắc ký ái lực miễn dịch 
với dịch qua cột là dung dịch 1 mg/ml kháng 
thể chuẩn kháng DA. Kết quả này cho thấy, chỉ 
có duy nhất một đỉnh xuất hiện ở 3 phân đoạn 
49, 50 và 51, trùng với thời điểm sử dụng dịch 
giải cột là dung dịch đệm Ldy-HCl (pH 2,7)  
0,1 M. Như vậy, kháng thể kháng DA chuẩn 
bắt giữ trên cột đã được giải hấp phụ bằng cách 
thay đổi pH của dung dịch giải hấp phụ từ 
trung tính (7,4) sang axít (2,7) theo nguyên tắc 
sắc ký ái lực miễn dịch [14]. Ở đây, trong môi 
trường axít, liên kết S-H giữa -NHS ester của 
phức chất pha rắn DA-DSS đang gắn với gốc  
-COOH của hạt EAH 4B đã bị bẻ gãy. Với  
2 mL dung dịch kháng thể chuẩn ban đầu  
(1 mg/ml) có chỉ số OD (λ = 280 nm) 1,397 ± 
0,006 (n=3), sau khi qua cột IAC và đưa về 
cùng thể tích, dung dịch này có chỉ số OD 
tương ứng là 1,278 ± 0,005 (n = 3). Từ kết quả 
so sánh chỉ số OD trước và sau qua cột của 
dung dịch kháng thể chuẩn, hiệu suất thu hồi 
của cột được tính toán đạt giá trị 91,5 ± 1,5% 
(n = 3). Hiệu suất này thấp hơn các kết quả thử 
nghiệm chế tạo cột sắc ký ái lực miễn dịch với 
pha rắn là các kháng nguyên thông thường khác 
[20]. Nguyên nhân có thể do sự khác biệt về số 
lượng và bản chất các nhóm hoạt tính của pha 
rắn khác nhau. Trong nghiên cứu này, kháng 
thể được bắt giữ trên cột IAC bằng phản ứng 
của 2 gốc NHS ester trong phân tử DSS [15] 
với các nhóm -NH2 của phân tử kháng thể nên 
xác suất bắt giữ cũng có số lượng giới hạn nhất 
định. Trong khi đó, đối với các pha rắn kháng 
nguyên khác, nguyên tắc bắt giữ kháng thể trên 
cột lại dựa vào phản ứng kết hợp của rất nhiều 
nhóm -NH2 trong phân tử kháng thể và nhiều 
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nhóm -COOH trong phân tử kháng nguyên 
[19], do đó sẽ có xác suất bắt giữ cao hơn. Đây 
chính là điểm khó khăn nhất khi sử dụng giá 
bắt kháng thể là bán kháng nguyên. Tuy nhiên, 
kết quả thực nghiệm thu được đã cho thấy, lần 
đầu tiên đã chế tạo thành công cột sắc ký ái lực 
bắt kháng thể kháng DA. 

 
Hình 2. Chỉ số mật độ quang (OD) ở bước sóng 

280 nm của các phân đoạn sau sắc ký ái lực 
miễn dịch với dung dịch kháng thể  

chuẩn kháng DA 1 mg/ml 
 
Tinh sạch kháng thể kháng DA trong huyết 
thanh thỏ trắng 

Kết quả kiểm tra chỉ số OD của các phân 
đoạn sau sắc ký từ 10 ml huyết thanh thỏ trắng 
cho thấy xuất hiện 2 đỉnh hấp thụ bước sóng 
280 nm (đặc trưng cho protein) ở các phân 
đoạn 34-36 và 48-51 (hình 3). Kết quả kiểm tra 
bằng Western Blot, không xuất hiện vạch nào 
đối với chế phẩm của các phân đoạn 34-36. 
Điều này chứng tỏ, chất này không phản ứng 
với kháng thể đặc hiệu the 2nd antibody IRDye 
680RD Goat (polyclonal) Anti-Rabbit IgG 
(H+L). Từ kết quả thực nghiệm này cho phép 
xác định phân đoạn 34-36 không chứa kháng 
thể kháng DA. Đây có thể là một protein nào 
đó trong huyết thanh thỏ có nhóm chức hóa học 
nào đó có thể phản ứng được với gốc -NHS của 
DSS nên được giữ lại trên cột. Ngược lại, đỉnh 
phân đoạn 48-51 có thời gian lưu trên cột khá 
tương đồng với kết quả thu nhận được trong 
quy trình sắc ký ái lực với kháng thể chuẩn 
(phân đoạn 49-51).  

Kết quả Western Blot ghi nhận chế phẩm 
của phân đoạn 48-51 biểu hiện một vạch duy 

nhất có khối lượng phân tử tương đương với 
kháng thể kháng DA chuẩn (hình 4). 

 
Hình 3. Chỉ số mật độ quang (OD) ở bước sóng 

280 nm của các phân đoạn sau sắc ký ái lực 
miễn dịch với 10 mL huyết thanh thỏ trắng 

 
Hình 4. Hình ảnh gel SDS-PAGE sau khi 

nhuộm CBB (A) và màng PDVF sau  
Western Blot (B) của: 1) kháng thể kháng  

DA chuẩn; 2) chế phẩm thu nhận từ  
huyết thanh thỏ sau tinh chế qua cột IAC 

 
Như vậy, có thể khẳng định sản phẩm thu 

nhận từ phân đoạn 48-51 chứa kháng thể kháng 
DA. 1 ml dung dịch đệm PBS 0,1 M chứa chế 
phẩm đông khô của phân đoạn 48-51 có chỉ số 
OD (λ = 280 nm) là 0,311; tương ứng với  
0,223 mg kháng thể (tính theo kháng thể 
chuẩn). Kết quả kiểm tra độ tinh sạch cho thấy 
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sản phẩm kháng thể này đạt độ tinh sạch tương 
đương với chất chuẩn (hình 4), đủ điều kiện để 
sử dụng làm vật liệu cho bộ kít ELISA. 
KẾT LUẬN 

Bằng cách sử dụng cầu nối hóa học DSS, đã 
chế tạo thành công cột sắc ký ái lực miễn dịch 
sepharose EAH 4B có pha rắn (giá bắt kháng 
nguyên) là bán kháng nguyên DA với hiệu suất 
thu hồi đạt 91,5 ± 1,5% (n = 3). Cột chế tạo đã 
được ứng dụng để tinh chế thành công kháng thể 
kháng độc tố DA từ huyết thanh thỏ trắng sau 
liệu pháp gây miễn dịch. Sản phẩm kháng thể 
thu nhận được có độ tinh sạch đạt yêu cầu sử 
dụng làm cơ chất của bộ kít ELISA. Thành công 
trong chế tạo cột sắc ký ái lực miễn dịch với giá 
bắt kháng thể là bán kháng nguyên DA và ứng 
dụng cột này để tinh chế kháng thể kháng DA là 
bước quan trọng để chủ động nguồn nguyên liệu 
sản xuất bộ KIT ELISA nhằm phát hiện nhanh 
sự có mặt của độc tố này trong sản phẩm thủy 
sản tại Việt Nam. 
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APPLICATION OF IMMUNOAFFINITY CHROMATOGRAPHY FOR 

PURIFICATION OF ANTIBODY AGAINST DOMOIC ACID 
PRODUCED IN NEW ZEALAND WHITE RABBIT’S SERUM 

 
Dao Viet Ha, Pham Xuan Ky 

Institute of Oceanography, VAST 
 

ABSTRACT: In order to develop an ELISA KIT for detection of domoic acid (DA) in seafood in 
Vietnam, DA antibody was produced by immunizing in New Zealand white rabbit using DA-DSS 
(disuccinimidyl suberate)-BSA (Bovine Serum Albumin) as an antigen. The DA antibody in rabbit’s 
serum was purified for its use as a material of ELISA KIT. In antibody/antigen purification process, 
immunoaffinity chromatography (IAC) is considered as the best method by both its specification and 
ability to enrich antibody. However, DA is a hapten, and it is impossible to apply a regular 
immunizing principal for making an IAC column with DA as a solid phase to catch DA antibody. This 
paper presents a trial using polymer sepharose EAH 4B resin (omega-aminohexyl) IAC bound with 
hapten DA as a solid phase for DA antibody purification from rabbit’s serum. Using DSS as a 
chemical linker; then, based on the reaction between a carboxyl group of DA and a carbodiimide 
group of the resin EAH 4B, we were successful to make the IAC column with DA-DSS as the solid 
phase. Recovery ratio of the made IAC column reached 91.5 ± 1.5% (n = 3) to capture the antibody 
against DA standard. DA antibody from white rabbit’s serum was eluted successfully using this 
column with 0.5 M NaCl; 0.1 M PBS and then, 0.1 M Ldy-HCl solutions (pH 2.7). The obtained 
antibody was qualified by Western Blot using a specific reaction with the 2nd specific antibody HRP-
labeled anti-goat IgG and the confirmed result revealed that it can be used as ELISA KIT material.  

Keywords: Antibody, domoic acid, immunoaffinity chromatography, productivity, purification. 


