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TÓM TẮT40 
Mục tiêu: Tăng độ nhạy của que thử sắc ký miễn 

dịch để phát hiện độc tố nấm mốc Aflatoxin B1 trong 
thực phẩm thông qua tối ưu hóa các thông số quan 
trọng. Phương pháp: Các thông số tối ưu bao gồm: 
nồng độ gắn kháng thể lên hạt nano vàng, thiết kế bề 
rộng của que thử sắc ký miễn dịch dòng chảy bên, lựa 
chọn màng nitrocelullose, thay đổi tốc độ dòng chảy. 
Kết quả: Nồng độ kháng thể tối ưu là 45 µg/ml, đệm 
Borat pH 9, thể tích dung dịch đệm là 0,7 ml được ủ 
trong 120 µl hạt nano vàng OD 30. Bề rộng que thử là 
0,3 cm và loại màng nitrocelullose FF120HP. Kết 
luận: Bằng cách tối ưu các thông số quan trọng ảnh 
hưởng đến cường độ tín hiệu màu trên vạch test line 
chúng tôi đã cải thiện được độ nhạy của que thử sắc 
ký miễn dịch. 

Từ khóa: que thử sắc ký miễn dịch, LFIA; phát 
hiện nhanh, Aflatoxin B1, độ nhạy 
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Objectives: To enhance the sensitivity of Lateral 
flow immunoassay for the detection of mycotoxins 
Aflatoxin B1 in food through optimization of key 
parameters. Methods: Optimal parameters include: 
concentration of antibody binding to gold 
nanoparticles, design of width of Lateral Flow 
Immunoassay, selection of nitrocellulose membranes, 
variation of flow rate. Results: Optimal antibody 
concentration is 45 µg/ml, Borat buffer pH 9, volume 
of buffer solution is 0,7 ml in 120 µl OD 30 gold 
nanoparticles. Test strip width is 0,3 cm and 
nitrocellullose membrane type FF120HP. 
Conclusions: By optimizing the important parameters 
affecting the color signal intensity on the test line, we 
have improved the sensitivity of the Lateral Flow 
Immunoassay. 

Keywords: Lateral Flow Immunoassay, LFIA, 
rapid detection, Aflatoxin B1, sensitivity 
 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Aflatoxin B1  (AFB1) được biết đến như một 

chất chuyển hóa thứ cấp độc hại được được tạo 
bởi một số loài nấm Aspergillus flavus và A. 
parasiticus [1]. Phơi nhiễm với độc chất này có 
nguy cơ mắc ung thư biểu mô tế bào gan. Cơ 
quan Nghiên cứu Ung thư quốc tế đã phân loại 
AFB1 là chất gây ung thư nhóm 1[2]. Nhiễm độc 
tố nấm mốc vào thực phẩm có thể sảy ra ở bất 
cứ giai đoạn nào từ thu hoạch, vận chuyển, bảo 
quản và chế biến [3].  

Một số phương pháp phân tích để định lượng 
độc tố nấm mốc AFB1 như sắc ký lỏng hiệu năng 
cao (HPLC); sắc ký lỏng khối phổ (LC-MS), sắc ký 
khối phổ (GC-MS) và xét nghiệm miễn dịch liên 
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kết với enzyme (ELISA) đã được sử dụng. Mặc 
dù các phương pháp trên có độ nhạy cao nhưng 
phức tạp, tốn kinh phí và thời gian. Do đó các 
phương pháp này không phù hợp để kiểm tra, 
phân tích mẫu thực phẩm ở thực địa. Để giải 
quyết vấn đề này que thử sắc ký miễn dịch dòng 
chảy bên đã được phát triển (Lateral Flow 
Immunoassay-LFIA). LFIA phù hợp với phân tích 
ngoài thực địa vì không phụ thuộc phòng thí 
nghiệm, thể tích mẫu là nhỏ, cung cấp kết quả 
trong thời gian ngắn, không phải đào tạo kỹ 
thuật viên phân tích và chi phí thấp.  

Mặc dù LFIA đã được ứng dụng rộng dãi, 
nhưng độ nhạy còn hạn chế. Mục tiêu của 
nghiên cứu này là phát triển LFIA có độ nhạy cao 
để phát hiện độc tố nấm mốc AFB1 thông qua 
việc tối ưu hóa các thông số quan trọng. Thông 
qua việc tối ưu này chúng tôi lựa chọn thông số 
có cường độ tín hiệu màu sắc trên test line là rõ 
nhất và thời gian phát hiện trong vòng 10-15 phút.  
 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Hóa chất. Hai kháng thể đơn dòng của 

AFB1 (monoclonal antibody, OAEF00325 và clone 
6A10)  mua tại Biotrend; kháng nguyên AFB1 
(32754) được mua từ Sigma. Kháng thể đa dòng 
IgG kháng lại kháng thể OAEF00325 (M5899), 
BSA; đệm Borat; TBS; PBS; Tween 20; đường 
sucrose, lactose, được mua tư Sigma. Hạt nano 
vàng 20nm (ab269935) được mua từ abcam. 
Màng nitrocelullose (Whatman FF80HP; Whatman 
FF120HP; Whatman FF170HP); màng cộng hợp 
(Standard 17 whatman); màng hút mẫu và màng 
hút trên (CF3 whatman; CF4 whatman). 

2.2. Tối ưu hóa gắn kháng thể đơn dòng 
lên hạt nano vàng. Tối ưu hóa pH của dung 
dịch đệm, nồng độ kháng thể , thể tích của dung 
dịch đệm là các thông số quan trọng trong quá 
trình gắn kháng thể lên hạt vàng. Các phương 
pháp trên có thể đánh giá mẫu đạt bằng cách: 
cho hạt vàng phản ứng với muối và kiểm tra tín 
hiệu màu trên test line. 

Tối ưu hóa pH của dung dịch đệm. Để 
lượng kháng thể bao phủ trên hạt nano vàng 
nhiều, từ đó tăng độ nhạy của que thử, chúng 
tôi tối ưu hóa thông số pH của dung dịch đệm. 
Xác định điều kiện tối ưu bằng cường độ tín hiệu 
màu sắc trên test line. Chúng tôi sử dụng pH của 
dung dịch đệm Borat là: 7.0; 7.4; 8.0; 8.4; 9 và 
9.5 rồi thêm cùng 1 lượng kháng thể vào dung 
dịch. Sau bước ủ kháng thể qua đêm ở 300C là 
bước blocking 5% (w/v) BSA trong thời gian 1h.  

Tối ưu hóa thể tích của dung dịch đệm. 
Lượng kháng thể được gắn trên hạt vàng liên 

quan chặt chễ với độ nhạy của que thử sắc ký 
miễn dịch dòng chảy bên. Vậy tối ưu hóa lượng 
kháng thể gắn trên hạt nano vàng là cần thiết. 
Thể tích dung dịch đệm Borat được lựa chọn để 
ủ kháng thể là 0,3ml; 0,5 ml; 0,7 ml; và 0,9 ml 
trong 120 µl hạt nano vàng OD 30.  

Tối ưu hóa nồng độ kháng thể. Giá trị pH 
và thể tích của dung dịch đệm được mô tả như 
trên. Sau đó lượng kháng thể đơn dòng AFB1 
khác nhau được thêm vào với nồng độ là 15 
µg/ml; 20 µg/ml; 25 µg/ml; 30 µg/ml; 35 µg/ml; 
40 µg/ml; 45 µg/ml; 50 µg/ml; trong 120 µl hạt 
nano vàng OD 30. Dung dịch sẽ được ủ qua đêm 
ở 300C với tốc độ rung là 300 vòng/phút. 

2.3. Thiết kế bề rộng của que thử sắc ký 
miễn dịch dòng chảy bên. Màng nitrocelullose 
được điều chỉnh theo chiều rộng khác nhau 0,2 
cm; 0,3 cm; 0,4 cm; 0,5 cm bằng cách cắt và tìm 
chiều rộng thích hợp để phát triển giải thử 
nghiệm. Mẫu được nhỏ vào màng hút mẫu là 60 
µl trong quá trình thử nghiệm để so sánh. 

2.4. So sánh các loại màng 
nitrocellulose. Màng nitrocelullose là nơi phản 
ứng miễn dịch sảy ra và tạo ra cường độ tín hiệu 
màu sắc. Màng nitrocelullose có 3 chức năng 
chính là: làm cho dòng chảy của mẫu đồng nhất, 
là nơi kháng thể phản ứng với chất cần phân tích 
và gắn kết không đặc hiệu thấp. Có 3 loại màng 
mao dẫn trong nghiên cứu của chúng tôi, kích 
thước lỗ >8 µm; 8 µm; 6 µm có thời gian mao 
dẫn lần lượt là 80s; 120s và 170s và có khả năng 
gắn kết protein cao. Thời gian mao dẫn lâu, tốc 
độ dòng chảy chậm có vai trò cơ bản trong việc 
tăng độ nhạy của que thử. Thời gian mao dẫn 
chậm cho phép đủ thời gian tương tác giữa chất 
cần phân tích và kháng thể do đó làm tăng độ 
nhạy của LFIA. Nhưng thời gian mao dẫn dài có 
thể làm tăng gắn kết không đặc hiệu do đó lựa 
chọn các loại màng là cần thiết. 

2.5. Tăng cường độ nhậy của que thử 
dựa vào thay đổi tốc độ dòng chảy. Một yếu 
tố quan trọng khác ảnh hưởng đến độ nhạy của 
que thử sắc ký miễn dịch dòng chảy bên là thời 
gian sảy ra phản ứng miễn dịch giữa chất cần 
phân tích và kháng thể bắt giữ ở test line. 
Phương pháp được lựa chọn là: tăng khoảng 
cách từ màng cộng hợp và vị trí test line, thay 
đổi thông số kỹ thuật như kích thước lỗ của 
màng nitrocelullose, lựa chọn màng hút mẫu. 
 

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
3.1. Tối ưu hóa nồng độ kháng thể lên 

hạt nano vàng. Kháng thể gắn lên hạt nano 
vàng được thực hiện theo 4 thông số hóa học 
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khác nhau đã được trình bày trong phần phương 
pháp. Thiết kế que thử với sự thay đổi các thông 
số hóa học đã được thực hiện trong phòng thí 

nghiệm. Tổng cộng có 18 thí nghiệm được thực 
hiện với các thông số hóa học khác nhau.  

 

 (a)  (b) 

 (c) 

 (d) 

Hình 1. Kết quả tối ưu hóa que thử sắc ký miễn dịch dòng chảy bên. Tối ưu hóa pH cho sự 
hấp thu của kháng thể lên hạt nano vàng (a); tối ưu hóa thể tích dung dịch đệm ủ kháng 

thể (b); tối ưu hóa nồng độ kháng thể gắn lên hạt vàng (c), (d) 
Để kháng thể hấp thụ trên bề mặt hạt nano 

vàng đạt trạng thái bão hòa, chúng tôi tối ưu hóa 
pH của dung dịch đệm và lượng kháng thể thêm 
vào [4]. Về lý thuyết, pH của phản ứng cần cao 
hơn so với điểm đẳng điện của protein. Nếu pH 
dưới điểm đẳng điện của protein các kháng thể 
sẽ kết tụ lại với nhau gây ra sự kết tụ của hạt 
vàng-kháng thể, điều này sẽ làm giảm độ chính 
xác của que thử và gây ra âm tính giả (hình 1a). 
Nếu pH của dung dịch đệm trên điểm đẳng điện 
của protein, sẽ tạo ra lực đẩy điện tích giữa 
kháng thể và hạt nano vàng. Trong nghiên cứu của 
chúng tôi pH 9 là phù hợp, vì hạt vàng ở dạng 
huyền phù sau ủ kháng thể và không bị kết tụ.  

Thêm vào đó cường độ tín hiệu màu sắc ở 
test line là đậm nhất với pH 9 và có sự giảm tín 
hiệu màu khi giảm giá trị pH. Kết quả tối ưu thu 
được với pH là 9, do đó dung dịch đệm Borat pH 
9 được lựa chọn cho các thử nghiệm tiếp theo. 

Chúng tôi tối ưu hóa thể tích của dung dịch 

đệm là 0,3ml; 0,5 ml; 0,7 ml; và 0,9 ml. Sau khi 
cộng hợp, chúng tôi phun hạt vàng có gắn kháng 
thể lên màng cộng hợp, sau đó chúng tôi thực 
hiện xét nghiệm bằng cách cho thử nghiệm với 
mẫu dương tính. Kết quả cho thấy khi thể tích 
dung dịch là 0,7 ml thì thu được tín hiệu màu sắc 
đậm hơn (hình 1b) 

Cường độ tín hiệu màu sắc trên test line tỷ lệ 
thuận với nồng độ kháng thể, lượng kháng thể 
thiếu hay thừa sẽ ảnh hưởng đến độ nhạy của 
LFIA. Các nồng độ kháng thể khác nhau đã được 
thêm vào dung dịch hạt nano vàng. Kết quả 
nghiên cứu của chúng tôi cho thấy độ nhạy cao 
nhất của que thử thu được ở nồng độ 45 µg 
(hình 1c, 1d) 

3.2. Thiết kế bề rộng que thử miễn dịch 
từ tính dòng chảy bên. Sơ đồ que thử sắc ký 
miễn dịch dòng chảy bên được thể hiện ở hình 2. 
Chiều rộng cho que thử được xác định là 0,3 cm 
bởi vì tín hiệu màu sắc được nhìn thấy rõ ràng 
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trong thời gian ngắn. Mặc dù các kích thước 0,4 
cm; 0,5 cm có tín hiệu màu sắc rõ ràng, nhưng 
chúng cần lượng lớn phức hợp hạt nano vàng 
kháng thể và vận tốc dòng chảy chậm hơn.  

Nếu vạch test line và control line để gần 
màng hút trên thì tín hiệu màu sắc ở test line là 
yếu. Do đó cả 2 line được để trên màng với 
khoảng cách 0,5 cm và vị trí test line cách màng 
cộng hợp 1,3 cm để làm các thử nghiệm tiếp 
theo. Dung dịch đệm xử lý màng hút mẫu và 
màng cộng hợp làm cho mẫu phù hợp với que 
thử LFIA. Dung dịch đệm gồm BSA, sucrose, 
Tween 20, đệm Borat. Borat để kiểm soát pH của 
dung dịch, BSA phản ứng với các gốc tự do ở 
trên mang để giảm các gắn kết không đặc hiệu. 
Đường thúc đẩy quá trình ưu nước của màng, 
bảo quản kháng thể trên màng cộng hợp và giúp 
cho hiệu suất giải phóng phóng phức hợp hạt 
vàng-kháng thể-kháng nguyên trên màng cộng 
hợp là cao nhất. Tween 20 làm cho hạt vàng 
kháng thể ưa nước hơn, đơn phân tán và thúc 
đẩy quá trình giải phóng phức hợp.  

 
Hình 2. Sơ đồ que thử sắc ký miễn dịch từ 

tính dòng chảy bên phát hiện nhanh độc tố 
nấm mốc AFB1 trong thực phẩm 

3.3. So sánh các loại màng. Màng mao 
dẫn được sử dụng trong nghiên cứu này đã được 
blocking bằng Tween 20, BSA, đường sucrose, 
do đó gắn kết không đặc hiệu không được quan 
sát thấy. Mặc dù ở tất cả các que thử đều có 2 
vạch, nghĩa là ở các xét nghiệm đều dương tính 
với phát hiện độc tố nấm mốc AFB1 nhưng xét 
nghiệm trên màng Whatman FF80HP là không rõ 
ràng. Thời gian mao dẫn của màng đóng vai trò 
quan trọng. Trong 10 phút và 8 phút là đủ thời 
gian để thấy rõ kết quả trên màng Whatman 
FF170HP và Whatman FF120HP. Trong khi chỉ 
mất 5 phút là thấy kết quả tương ứng trên màng 
Whatman FF80HP (hình 3). Vấn đề này còn được 
thấy rõ trên absorbent pad của que thử dùng 
màng FF80HP, vì có màu đỏ hơn ở màng hút 
trên do phức hợp hạt vàng-kháng thể-kháng 
nguyên không được giữ lại trên test line do dòng 
chảy quá nhanh và thời gian ngắn. 

 
Hình 3. So sánh tín hiệu màu trên test line 
của LFIA khi sử dụng 3 loại màng FF80HP, 

FF120HP, FF170HP 
 

IV. BÀN LUẬN 
4.1. Tối ưu hóa gắn kháng thể đơn dòng 

lên hạt nano vàng. Sự kết hợp giữa kháng thể 
và hạt nano vàng là kết quả của lực hút tĩnh 
điện. Trong một số điều kiện nhất định, hạt nano 
vàng có điện tích bề mặt là âm và kháng thể có 
điện tích dương trên bề mặt [5]. Hạt nano vàng 
mang điện tích âm kết hợp với kháng thể mang 
điện tích dương, kết quả cho thấy rõ cường độ 
tín hiệu màu sắc trên test line (hình 1b). Điều 
này được khẳng định rằng các phân tử kháng thể 
đã được gép nối thành công với hạt nano vàng. 

Hình 1(c) cho thấy khi thêm 1 lượng nhỏ 
kháng thể đơn dòng vào hạt vàng gây ra hiện 
tượng keo tụ hạt khi phản ứng với NaCl và đặc 
trưng bởi màu xám. Đây là kết quả của việc giảm 
lực đẩy tĩnh điện giữa các hạt khi có nồng độ 
chất điện phân cao. Khi nồng độ kháng thể đưa 
vào hạt vàng tăng lên, hạt nano vàng ổn định và 
màu sắc không đổi ở nồng độ 45 µg/ml trở lên. 
Do đó, nồng độ 45 µg/ml kháng thể đơn dòng đã 
được lựa chọn để bao phủ lên hạt nano vàng.  

Thêm vào đó, cường độ tín hiệu màu trên 
test line tỷ lệ thuận với nồng độ kháng thể gắn 
trên hạt nano vàng. Kết quả ở hình 1d cho thấy 
xét nghiệm miễn dịch dòng chảy bên thu được 
mầu sắc rõ nhất ở nồng độ kháng thể là 45 
µg/ml. Khi lượng kháng thể tăng thêm là 50 
µg/ml thì tín hiệu màu sắc không tăng so với 
mẫu 45 µg/ml. Điều này có thể giải thích là do 
lượng kháng thể bao phủ hạt vàng đã đạt trạng 
thái bão hòa là 45 µg/ml.  

Thể tích dung dịch đệm khi ủ kháng thể ảnh 
hưởng lớn đến cường độ màu ở test line. Trong 
nghiên cứu này, thể tích dung dịch đêm khi ủ 
kháng thể là 0,3 ml 0,5 và  0,9 ml thì có tín hiệu 
màu trên test line nhạt (hình 1b), điều này có 
thể là do ít các phân tử kháng thể bám lên hạt 
vàng. Nhưng khi thể tích là 0,7 ml thì tín hiệu 
màu sắc là tối đa, điều này có thể giải thích là 
rằng: với thể tích dung dịch đệm là 0,7 ml thì 
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lượng kháng thể hấp thụ lên hạt nano vàng là 
cao nhất.  

4.2. So sánh các loại màng. Việc sử dụng 
các dung dịch đệm để xử lý màng hút mẫu và 
màng cộng hợp là để dòng chảy đều. Xử lý màng 
hút mẫu tốt là giúp cho dòng chảy đồng nhất. 
Tăng thể tích mẫu lên là 100 µl sẽ làm giảm 
cường độ tín hiệu màu sắc. Lý do có thể giải 
thích là khi thể tích mẫu quá cao sẽ chảy tràn 
qua vị trí test line mà không kịp tương tác với 
kháng thể bắt giữ. Trái lại khi thể tích là 50 µl, 
chất cần phân tích đã được giữ lại trên test line 
do đó tín hiệu màu tăng vì nhiều chỉ thị màu 
được giữ lại. Mặc dù cả 2 màng FF120HP và 
FF170HP dường như là lý tưởng cho que thử sắc 
ký miễn dịch phát hiện nhanh AFB1 nhưng 
FF120HP được sử dụng để phát triển các bước 
tiếp theo do thời gian phân tích ngắn hơn và 
hiệu quả trong giải phóng phức hợp hạt vàng-
kháng thể-kháng nguyên  

Để làm giảm tốc độ dẫn mẫu, tăng thời gian 
mao dẫn và không cho mẫu thấm một cách ồ ạt 
lên màng chứa kháng thể cộng hợp chúng tôi lựa 
chọn màng hút mẫu CF4 whatman. Màng bản 
chất là sợi cellulose, được thiết kế để giảm tốc 
độ dẫn mẫu và có khả năng chứa mẫu tốt. Màng 
có thể chứa được lượng mẫu thử từ 50-60 µl và 
thích hợp để phát triển que thử có độ nhạy cao. 
 

V. KẾT LUẬN  
Trong nghiên cứu này, que thử sắc ký miễn 

dịch dòng chảy bên có độ nhạy cao đã được phát 
triển. Chúng tôi thấy rằng việc tối ưu các thông 
số bao gồm: tìm điểu kiện tối ưu để gắn kháng 
thể lên hạt vàng, thiết kế bề rộng của que thử, 
lựa chọn loại màng và thay đổi tốc độ dòng chảy 
là đóng vai trò quan trọng trong tăng độ nhạy 
của que thử. Kết quả nghiên cứu hiện tại đã cho 
thấy LFIA có thể phát hiện độc tố nấm mốc một 
cách nhanh chóng trong thời gian 10 phút bằng 
mắt thường và nó phù hợp cho xét nghiệm AFB1. 
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TÓM TẮT41 
Mục đích: Đánh giá vai trò của kháng nguyên 

đặc hiệu tuyến tiền liệt tỷ trọng (PSAd) được điều 
chỉnh theo thể tích vùng chuyển tiếp (VTZ) trong chẩn 
đoán ung thư vùng chuyển tiếp tuyến tiền liệt. Đối 
tượng và phương pháp nghiên cứu: Nghiên cứu 
mô tả trên 60 bệnh nhân nghi ngờ UTTTL, có xét 
nghiệm PSA, có nhân tổn thương vùng chuyển tiếp 
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trên cộng hưởng từ (CHT) TTL, được sinh thiết TTL 
dưới hướng dẫn siêu âm qua trực tràng tại Bệnh viện 
Đại Học Y Hà nội từ tháng 2/2019 đến tháng 5/2022. 
Thể tích toàn bộ TTL và thể tích vùng chuyển tiếp (TZ) 
được đo trên CHT. So sánh giá trị của PSA toàn phần 
(PSAt), PSA tỷ trọng (PSAd) và PSA tỷ trọng vùng 
chuyển tiếp (PSAdTZ) giữa nhóm UT vùng chuyển tiếp 
và không UT, lập đường cong ROC và so sánh giá trị 
chẩn đoán của các tham số này. Kết quả: Tuổi trung 
bình của BN là 65.8±8. Thể tích toàn bộ TTL (Vt) là 
57.9±42.1 cm3. Thể tích vùng chuyển tiếp TTL (VTZ) 
là 38.1±34.6 cm3. Giá trị của PSAt là 29.8±25.8 ng/ml, 
của PSAd là 0.68±0.61 ng/ml2, của PSAdTZ là 1.4±1.5 
ng/ml2. Có 27 bệnh nhân ung thư (UT) và 33 bệnh 
nhân không UT. Có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 
giữa nhóm UT với nhóm không UT về Vt (p=0.01), 
VTZ (p=0.001), PSAt (p=0.04), PSAd (p=0.005) và 


