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T O DÒNG T  BÀO LAI SINH KHÁNG TH  N DÒNG                      
KHÁNG KHÁNG NGUYÊN NS1 C A 4 TÝP VI RÚT DENGUE                                

 QUY MÔ PHÒNG THÍ NGHI M 
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Tóm t t 

M c tiêu: T o dòng t  bào lai ti t kháng th  n dòng kháng kháng nguyên 

NS1 cho 4 týp c a vi rút Dengue trên dòng chu t nh t tr ng BALB/c thu n 

ch ng. Ph ng pháp nghiên c u: Gây mi n d ch cho chu t BALB/c b ng 

kháng nguyên tái t  h p NS1 g p 4 ch ng; thu t  bào lympho B và dung h p v i 

t  bào Myeloma Sp2/0  t o dòng t  bào lai hybridoma có kh  n ng sinh kháng 

th  n dòng kháng NS1. Sàng l c dòng t  bào lai d ng tính b ng ph n ng 

ELISA. K t qu : N ng  kháng nguyên NS1 tiêm cho chu t là 100 μg/mL 

trong dung d ch PBS 1x vô trùng, tr n v i tá d c FCA và FIA theo th  tích 1:1. 

Dung h p t  bào lympho B và t  bào Myeloma Sp2/0 theo t  l  1:5, nuôi c y 

trong môi tr ng HAT và HT. T  l  t  bào lai phát tri n sau 3 ngày chi m t  

91,15% - 92,92%. B ng ph n ng ELISA, l a ch n c 2 dòng t  bào lai 1A2 

và 2A1 có giá tr  OD (Optical Density - m t  quang h c) cao nh t là 1,0324 và 

1,3765. K t lu n: T o thành công 2 dòng t  bào lai 1A2 và 2A1 sinh kháng th  

n dòng c hi u v i kháng nguyên tái t  h p NS1 g p 4 ch ng vi rút Dengue. 

T  khóa: Kháng th  n dòng kháng kháng nguyên NS1; T  bào lai; Dung 

h p t  bào. 
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CREATION OF HYBRIDOMA CELL LINES                              
SECRETING MONOCLONAL ANTIBODIES                                        

AGAINST NS1 ANTIGEN OF FOUR DENGUE SEROTYPES 
 

Abstract 

Objectives: To create hybridoma cell lines that secretes monoclonal antibodies 
against NS1 antigen for 4 types of Dengue virus in BALB/c mice. Methods: 
Immunize BALB/c mice with recombinant NS1 antigen with 4 strains; collect B 
lymphocytes and fuse with Myeloma Sp2/0 cells to create a hybridoma cell line 
capable of producing monoclonal antibodies against NS1; screen the positive 
hybrid cell line by ELISA reaction. Results: The concentration of NS1 antigen 
injected into mice was 100 μg/mL in sterile 1x PBS solution, mixed with FCA 
and FIA adjuvant in 1:1 volume. Fusion of B lymphocytes and Myeloma Sp2/0 
cells were conducted in the ratio 1:5, cultured in HAT and HT medium. The 
percentage of hybrid cells that developed after 3 days accounted for 91.15% - 
92.92%. By ELISA reaction, 2 hybrid cell lines 1A2 and 2A1 were selected with 
the highest OD (Optical Density) values of 1.0324 and 1.3765. Conclusion: 
Successfully created 2 hybrid cell lines 1A2 and 2A1 producing monoclonal 
antibodies specific to the recombinant NS1 antigen pooling 4 strains of          
Dengue virus. 

Keywords: Monoclonal antibody against NS1 antigen; hybridoma cells;           
cell fusion 

 

T V N  

S t xu t huy t là m t b nh do vi rút 
Dengue gây ra, lây truy n b i mu i 
Aedes aegypti, ph  bi n t i các vùng 
nhi t i và c n nhi t i. Vi c ch n 

oán nhi m vi rút Dengue s m th ng 
ph i d a vào các xét nghi m phát hi n 
kháng nguyên NS1, kháng th  Dengue 
IgM/IgG ho c Real-time PCR  phát 
hi n vi rút Dengue [1, 2]. Tuy nhiên, 
kháng th  Dengue IgM/IgG th ng 
xu t hi n mu n vào ngày th  3 - 4 

(IgM) ho c ngày th  14 (IgG) sau khi 
nhi m Dengue khi n cho vi c ch n 

oán tr  nên ch m tr  h n. M c dù, xét 
nghi m Real-time PCR có th  phát 
hi n Dengue s m nh ng ch  th c hi n 

c  nh ng n i có c  s  v t ch t xét 
nghi m hi n i [3].  

Kháng nguyên NS1 c phát hi n 
nh  m t marker sinh h c hi u qu  cho 
vi c ch n oán s m nhi m vi rút 
Dengue do xu t hi n trong huy t thanh 
b nh nhân nhi m vi rút giai o n s m 
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(t  ngày th  1 - 9). Xét nghi m kháng 
nguyên Dengue huy t thanh có  
nh y 92,4% và có  c hi u là 
98,4% [2, 3].  

Kháng th  n dòng s n xu t b ng 

công ngh  t  bào lai c ng d ng 

r ng rãi trong phát tri n các công c  

ch n oán nhanh, trong ó có phát hi n 

nhanh NS1 c a vi rút Dengue [4, 5, 6]. 

Trong nghiên c u này, chúng tôi ti n 

hành: T o dòng t  bào lai ti t kháng 

th  n dòng kháng kháng nguyên NS1 

cho 4 týp c a vi rút Dengue trên dòng 

chu t nh t tr ng BALB/c thu n ch ng 

 quy mô phòng thí nghi m. 
 

I T NG VÀ PH NG PHÁP 
NGHIÊN C U 

1. i t ng, hóa ch t d ng c  và 
thi t b  nghiên c u 

* i t ng nghiên c u: 

Kháng nguyên tái t  h p NS1 g p 4 

ch ng vi rút Dengue c t ng h p 

trong t  bào vi khu n E.coli BL21 (s n 

ph m c a  tài KHCN c p thành ph  

mã s : 01C-08/01-2020-3). ng v t 

thí nghi m g m 02 con chu t cái 

BALB/c thu n ch ng, kh e m nh, 

không mang thai, sáu tu n tu i 

(Charles River Laboratories, USA) 

c dùng  gây mi n d ch và thu 

nh n t  bào lympho B. 

* Hóa ch t, d ng c  thí nghi m: 

Hóa ch t: Freund’s Complete Adjuvant 
(FCA) (Sigma, M ); Freund’s 
Incomplete Adjuvant (FIA) (Sigma, 
M ); PBS 1X vô trùng; t  bào 
Myeloma Sp2/0 (Sigma, M ); FBS 5% 
(Fetal Bovine Serum huy t thanh bào 
thai bò); môi tr ng HAT (Sigma, 
M ); môi tr ng HT (Sigma, M ); môi 
tr ng DMEM (Invitrogen), PEG 50% 
(Polyethylene glycol-PEG 1500 Sigma, 
M ); dung d ch m Bicarbonate 
0.05M - pH 9.6 (Sigma, M ); Tween 
20 (Sigma, M );  kháng nguyên BL21; 
HRP-IgG Goat anti Mouse (Invitrogen, 
M ); Bovine Serum Albumin (BSA) 
(Invitrogen, M ); c  ch t TMB 
(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine) 
(Invitrogen, M ); HCL 1M. 

D ng c : Xi lanh 3mL, b  k t n i xi 
lanh, bông, c n 70ºC, micropipet lo i 
1000μL, 200μL, 100μL, 20μL, 10μL, 
g ng tay, a petri vô trùng, ng 
fancol, ng eppendorf, bông c n, túi 
zipper, bình nito l ng, b m kim vô 
trùng, chày th y tinh vô trùng, c i có 
ray l c vô trùng, pan và kéo vô trùng, 

a nuôi c y t  bào 96 gi ng, bu ng 
m h ng c u, a Imunoplate (SPL 

Life Sciences, Hàn Qu c), cuvet, túi 
th m tích. 

* Thi t b : 

T  c y an toàn sinh h c (Esco, 
Singapore), kính hi n vi soi ng c 



T P CHÍ Y D C H C QUÂN S  S  1 - 2024 
 

 29 

(Leica Microsystems, c), máy ly 
tâm (eppendorf, c), t  m nuôi c y 
t  bào, t  l nh 4º (LG, Vi t Nam), t  

ông -20º (Kangaroo, Vi t Nam), t  
ông -80º, cân phân tích, cân k  thu t, 

n i h p vô trùng, máy vortex, máy spin 
down và các thi t b  khác. 

2. Ph ng pháp nghiên c u 

* Thi t k  nghiên c u: Nghiên c u 
th c nghi m  labo. 

* Ph ng pháp nghiên c u: 

- T o dòng t  bào lympho B m n 
c m kháng nguyên NS1: 

S  d ng chu t Balb/c (4 - 6 tu n 
tu i, cùng 1 lô) c tiêm gây mi n 
d ch v i li u kháng nguyên NS1 c 
pha loãng t i n ng  100 -                      
200 μg/mL trong dung d ch PBS 1x vô 
trùng. Dùng kháng nguyên ã pha 
loãng  t o nh  t ng v i ch t b  tr  
Freund’s Complete Adjuvant (FCA) và 
Freund’s Incomplete Adjuvant (FIA) 
theo t  l  1:1 và ti n hành tiêm gây áp 

ng mi n d ch trên chu t. Quá trình 
tiêm gây mi n d ch ti n hành ba 
l n/tu n trong hai tu n liên t c v i 
cùng li u.  

Ba ngày sau l n gây mi n d ch cu i 
cùng v i FIA, m  chu t  thu h ch b n 
và lách  thu nh n t  bào lympho B. 

- T o dòng t  bào lai sinh kháng th  
n dòng kháng NS1 g p 4 ch ng vi 

rút Dengue: 

Ph c h i và nuôi t  bào Myeloma: 
Chuy n ng t  bào Myeloma Sp2/0 t  
nit  l ng sang b   m 37ºC cho rã 

ông. Chuy n dung d ch ch a t  bào 
sang ng fancol 15mL có ch a 10mL 
môi tr ng DMEM. Ti n hành ly tâm 
v i t c  1.000rpm trong 5 phút thu 
c n t  bào. Sau khi lo i b  d ch n i và 
hoàn nguyên c n t  bào trong 10mL 
môi tr ng DMEM có b  sung 5% 
FBS r i chuy n vào chai nuôi c y T75. 
T  bào c nuôi trong t  m v i i u 
ki n 37ºC, 5% CO2. H ng ngày quan 
sát s  phát tri n c a t  bào d i kính 
hi n vi quang h c. Sau khi ph c h i t  
bào kho ng 2 - 3 ngày, m t  t  bào 
trong chai nuôi c y t  bao ph  t  
80 - 90% thì d ng nuôi c y. 

  Dung h p t  bào lympho B và t  
bào Myeloma Sp2/0: Ti n hành dung 
h p t  bào theo ph ng pháp c a 
Kõhler & Milstein [4]. C  th  nh  sau: 
L c m nh chai nuôi c y t  bào 
Myeloma cho t  bào bung ra kh i b  
m t nuôi c y và chuy n toàn b  huy n 
phù t  bào vào chai fancol 50, ly tâm 
1.000rpm trong 5 phút lo i d ch, hoàn 
nguyên c n trong 10mL DMEM. 
Chuy n huy n phù t  bào lympho B và 
huy n phù t  bào myeloma Sp2/0 vào 

ng fancol 50mL, ph i tr n theo t  l  
1:5 (1 Myeloma: 5 lympho B). Nh  t  
t  1mL dung d ch PEG 50% ã c 
làm m vào c n t  bào, l c nh  và  
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trong 1 phút  nhi t  phòng. Sau ó 
b  sung ti p 10mL dung d ch DMEM, 
ly tâm h n h p  1.000rpm trong 5 
phút và thu c n t  bào. Hòa tan c n t  
bào trong môi tr ng HAT. S  d ng 
pipet a kênh chuy n 200μL huy n 
phù t  bào a vào các gi ng trên a 
96 gi ng và  trong t  m 37ºC, 5% 
CO2. Sau 10 ngày lo i b  d ch nuôi c y 
HAT và thêm vào m i gi ng 200μL 
môi tr ng nuôi c y DMEM có b  
sung HT. Sau 2 - 4 ngày dung h p, ti n 
hành ánh giá kh  n ng ti t kháng th  

n dòng c a các dòng t  bào lai b ng 
ph n ng ELISA  sàng l c t  bào 
d ng tính. 

- Ki m tra kh  n ng ti t kháng th  
n dòng c a các t  bào lai b ng 

ph ng pháp ELISA: 

Ph ng pháp tách dòng t  bào lai 
(hybridoma): Ch n gi ng trong a 
nuôi c y t  bào có ch a t  bào lai cho 
k t qu  ELISA d ng tính cao nh t, 
pha loãng sao cho s  t  bào t 1 t  
bào/100 μL/gi ng, nuôi c y t  bào  
37ºC v i 5% CO2 theo ph ng pháp 
pha loãng gi i h n. Ki m tra l i kh  
n ng sinh kháng th  n dòng b ng 
ph n ng ELISA và ch n dòng t  bào 
có hi u giá kháng th  cao nh t, nhân 
lên v i l ng l n  b o qu n ho c 
tiêm vào  b ng chu t, thu d ch báng. 

  Ph ng pháp ELISA ki m tra kh  
n ng ti t kháng th  n dòng c a các 

t  bào lai: Ph  a ELISA v i 100 
μL/gi ng kháng nguyên NS1  4oC 
qua êm (kháng nguyên c pha 
loãng trong m Bicarbonate v  n ng 

 10 μg/mL). R a a ELISA ã c 
g n kháng nguyên b ng 200 μL/gi ng 
dung d ch PBS v i 0,05% Tween 20  
lo i b  nh ng kháng nguyên không 
g n vào b  m t b n. Khóa b n 
(blocking) a ELISA b ng 100μL 
dung d ch r a 0.5% BSA trong 1 gi   
37oC. R a l i a ELISA ba l n b ng 
200 μL/gi ng dung d ch PBS v i 
0,05% Tween 20. B  sung 100 
μL/gi ng kháng th  n dòng (kháng 
th  1 - d ch nuôi c y t  bào lai ti t 
kháng th ),   37ºC trong 1 gi . R a 
l i a 2 l n b ng 200 μL/gi ng dung 
d ch PBS v i 0,05% Tween 20 lo i b  
nh ng kháng th  không liên k t c 
hi u v i kháng nguyên. Cho 100μL 
kháng th  c hi u loài g n enzyme 
vào (kháng th  2 - HRP-IgG Goat anti 
Mouse),   37ºC trong 1 gi . R a a 
l i b ng 200 μL/gi ng dung d ch PBS 
v i 0,05% Tween 20. a vào m i 
gi ng 50μL dung d ch c  ch t TMB,  

 37ºC trong 10 phút tránh ánh sáng. 
D ng ph n ng b ng cách cách b  
sung 50μL HCl 1M. Ti n hành o giá 
tr  OD 450nm b ng ELISA reader  

ánh giá k t qu . Nh ng gi ng có giá 
tr  OD  0,5 c coi là d ng tính, 
t c là có m t c a kháng th  n dòng 
kháng kháng nguyên NS1 [7].  
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   Ki m tra ng th i v i kháng 
nguyên c a E. coli BL21  ch c ch n 
sàng l c c dòng t  bào lai ch  c 
hi u v i kháng nguyên NS1. Các b c 
ti n hành nh  ã nêu  trên. N u k t 
qu  ELISA v i kháng nguyên E. coli 
BL21 c ng có OD  0,5 thì ch ng t  
dòng t  bào ó không t yêu c u, 
kháng th  sinh ra không c hi u v i 
duy nh t kháng nguyên NS1. 

3. o c nghiên c u 

Nghiên c u c H i ng o c 
Nghiên c u trên ng v t, Vi n Hàn 
lâm Khoa h c Công ngh  Vi t Nam 
thông qua. Các nghiên c u viên cam 
k t tuân th  các quy nh c a pháp lu t 
hi n hành v  o c nghiên c u. 
Chúng tôi xin cam k t không có xung 

t l i ích trong nghiên c u. 
 

K T QU  NGHIÊN C U VÀ BÀN LU N 

1. K t qu  t o dòng t  bào lympho B m n c m kháng nguyên NS1 

Kháng nguyên NS1 c pha loãng t i n ng  100 μg/mL trong dung d ch 
PBS 1x vô trùng, sau ó c tr n v i ch t b  tr  FCA và FIA theo th  tích 1:1. 
B m tr n u b ng xi lanh  t o nh  t ng (Hình 1). Tr n u  ng nh t h n 
d ch trong các xi lanh và ti n hành tiêm gây áp ng mi n d ch trên chu t. 

 

 
a 

 
b  

 

Hình 1. Kháng nguyên NS1 c ph i tr n v i FCA (a)                                         
và FIA (b) theo t  l  1:1  t o h n h p ng nh t tiêm chu t. 

 

Gây áp ng mi n d ch trên chu t: Tiêm 50μL nh  t ng (FCA:NS1) d i da 
gan bàn chân c a chu t BALB/c. Cung c p  th c n, n c u ng cho chu t và 
theo dõi chu t ít nh t 2 l n/ngày, n u v t tiêm có d u hi u ho i t  c n lo i b  
chu t và gây mi n d ch thay th  cho con khác. Ngày th  4 sau khi tiêm l n 1, gây 
mi n d ch nh c l i l n 1, tiêm 50μL nh  t ng (FIA:NS1) d i da hai gan bàn 
chân chu t, th m chu t 2 l n/ngày. Ngày th  7 sau khi tiêm l n 2, gây mi n d ch 
nh c l i l n 2 tiêm 50μL nh  t ng (FIA:NS1) vào d i da hai gan bàn chân chu t. 
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Thu t  bào lympho B t  h ch lách và h ch b n chu t: Ba ngày sau l n gây 
mi n d ch cu i cùng v i FIA, chu t c gây mê b ng chloroform, sát trùng 
vùng m  chu t b ng c n 70ºC và l y máu  tim  thu huy t thanh. M  chu t  
thu l y hai h ch b n và lách (Hình 2).  

 

 
a 

   
b 

Hình 2.  M  chu t thu h ch b n (a) và thu h ch lách (b). 
 

R a lách và h ch b n t  2 n 3 l n, m i l n trong 5mL môi tr ng DMEM. 
Nghi n nh  và tr n u v i 10 mL môi tr ng DMEM. Chuy n h n h p d ch 
vào ng fancol 15mL, li tâm 1000 rpm/5 phút  nhi t  phòng. Lo i b  d ch n i, 
hoàn nguyên t  bào vào 10mL DMEM có b  sung 5mL NH4Cl 0,85%  phá 
h ng c u. Ly tâm 1000rpm 5 phút  lo i b  d ch n i.  Lo i b  NH4Cl trong 
10mL môi tr ng DMEM, ly tâm 1000rpm trong 5 phút  thu t  bào. T  bào 
lympho B c gi  trong môi tr ng DMEM và c s  d ng ngay  t o t  bào 
lai khi dung h p v i t  bào myeloma Sp2/0 (Hình 3). 

 

 
a 

 
b 

Hình 3. Huy n phù t  bào Lympho B trong môi tr ng DMEM                                    
có b  sung NH4Cl 0,85%  lo i b  t  bào h ng c u (a)                                               
và t  bào lympho B sau khi li tâm d ch huy n phù (b).  
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2. K t qu  t o dòng t  bào lai sinh 
kháng th  n dòng 

T  bào Myeloma Sp2/0 sau khi 
ph c h i c nuôi ho t hóa l i trong 
bình T75. Quan sát h ng ngày d i 
kính hi n vi quang h c s  phát tri n 
c a t  bào, sau 3 ngày nuôi c y nh n 
th y các t  bào phát tri n bình th ng, 

 bao ph  t 90%,  i u ki n  
ti n hành dung h p.  

 t o t  bào lai sinh kháng th             
n dòng, ti n hành dung h p t  bào 

lympho B và t  bào Myeloma Sp2/0 
theo t  l  1:5 (1 Myeloma: 5 lympho 
B), nuôi c y ch n l c trên môi tr ng 
HAT và HT. Ti n hành xác nh k t 
qu  dung h p d a vào hình nh t  bào 
lai hybridoma thu c  các th i 

i m nuôi c y khác nhau d i kính 
hi n vi soi ng c v i  phóng i            
10 x 20 và ánh d u nh ng gi ng có t  
bào lai phát tri n. K t qu  dung h p và 
hình nh t  bào lai c th  hi n  
b ng 1 và hình 3. 

 

B ng 1. K t qu  lai dung h p t  bào lympho B và t  bào Myeloma Sp2/0. 
 

L n 
lai 

S  a ELISA 
s  d ng 

S  gi ng nuôi c y t  bào 
(96 gi ng/ a ELISA) 

T ng s  gi ng có t  bào 
lai phát tri n (n, %) 

1 10 960 875 91,15 

2 10 960 892 92,92 

3 10 960 886 92,29 
 

K t qu  lai dung h p 10 dòng t  bào, qua 3 l n lai cho th y t  l  t  bào lai phát 
tri n chi m t  91,15 - 92,92%. 

 

 
a 

 
b 

 
c 

Hình 3. Các gi ng nuôi c y t  bào lai quan sát sau 3 ngày (a),                                         
6 ngày (b) nuôi c y trên môi tr ng HAT                                                           

và 3 ngày sau khi thay môi tr ng HT (c)  phóng i 10 x 20. 
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Quan sát k t qu  các gi ng nuôi c y sau 3 ngày cho th y, nh ng t  bào không 
c dung h p trong môi tr ng ch n l c HAT s  ch t. Do t  bào myeloma 

không có kh  n ng t ng h p purine trong môi tr ng HAT có aminoteprin. Sau 6 
ngày nuôi, các t  bào lai s ng c s  m c thành c m sát nhau do v a có kh  
n ng t ng h p purine trong môi tr ng HAT có aminoteprin, v a có kh  n ng 
bám dính b  m t gi ng t  bào myeloma. Các t  bào không c lai s  ch t, ch  
còn l i t  bào lai. Sau khi thay môi tr ng HT, quan sát sau 3 ngày nuôi c y th y 
các c m t  bào u phát tri n t t và n nh. 

3. K t qu  ki m tra kh  n ng ti t kháng th  n dòng c a các t  bào lai 
b ng ph ng pháp ELISA 

B ng 2. K t qu  so sánh hi u giá kháng th  c a t  bào lai                                             
s  d ng kháng nguyên g n b n NS1 và BL21 ( i ch ng). 

 

Kháng nguyên g n b n 
T  bào lai 

NS1 BL21 

1A2 1,0324 0,3356 

2A1 1,3765 0,3905 

3D7 0,657 0,657 

3F7 0,580 0,387 

4A1 0,556 0,090 
 

K t qu  c ELISA  b ng 2 cho th y, có 5 dòng t  bào ti t kháng th  n 
dòng kháng NS1 cho k t qu  OD > 0,5 l n l t là 1A2, 2A1, 3D7, 3F7 và 4A1 
v i 2 dòng 1A2 và 2A1 cho k t qu  cao nh t. Khi s  d ng kháng nguyên g n b n 
E. coli BL21 (v t ch  ch a kháng nguyên NS1 tái t  h p) t i v  trí gi ng khác 
t ng ng, k t qu  c ELISA c a dòng t  bào 1A2 và 2A1 cho giá tr  l n l t là 
0,3356 và 0,3905. Do ó, 2 dòng t  bào này c hi u v i kháng nguyên NS1 và 
không c hi u v i kháng nguyên BL21. Ta l a ch n c gi ng ch a t  bào lai 
1A2 và 2A1, em tách dòng t  bào này, nhân lên v i l ng l n  b o qu n      
trong nit  l ng và em tiêm vào  b ng chu t, thu d ch báng có l ng kháng th  
cao nh t. 
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K T LU N 

T  nh ng k t qu  nêu trên cho th y 
nghiên c u ã t o c 2 dòng t  bào 
lai 1A2 và 2A1 ti t kháng th  n 
dòng c hi u v i kháng nguyên tái t  
h p NS1 g p 4 ch ng vi rút Dengue. 
K t qu  này là ti n   tri n khai 
nghiên c u s n xu t l ng l n kháng 
th  n dòng kháng NS1 trên chu t. 

L i c m n: Công trình s  d ng 
kinh phí  tài c p Thành ph  Hà N i, 
mã s  01C-08/01-2020-3 và trang thi t 
b  c a Phòng Vi sinh, Vi n Công ngh  
Gen, Vi n Hàn lâm Khoa h c Công 
ngh  Vi t Nam. 
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