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CAM BIEN SINH HOC SU'DUNG HAT NANO TU

A BIOSENSOR
EMDLOYING MAGNETIC
NANOPARTICLES

Summary.

Using magnetic nanoparticles
as labeling agents for detecting
and quantifying the level of
biological molecules are of
interest in many biomedical
applications recently. Owning
to the high biocompatibility of
their surfaces, the magnetic
nanoparticles have the ability
to conjugate specifically to
the biological molecules

of interest. Because of

such specific binding, the
concentration of the biological
agent is determined by number
of magnetic nanoparticles. A
sensitive magneto-biosensor
using giant magneto-
resistance sensing element
together with a new sensing
technique can determine
accurately the number of

the magnetic nanoparticles
via a measurement of their
induced magnetic field. It
was demonstrated that the
technique can help to detect
and measure low biological
concentrations in a timely
fashion without the need of

a special magnetic-shielding
medium.
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1. Mo dau

Trong y sinh hoc néi chung, viéc xac dinh ham lugng céc thuc
thé sinh hoc cé sai hdng, bi nhiém bénh hay cé nguy co pha hly
cao trong mot dung dich la hét stc can thiét. Tuy nhién, cho tGi nay
cac phuong phéap truyén théng phuc vu do ham lugng cac hoat chat
nay thudng bi giGi han bdi rat nhiéu yéu td6 nhu dé nhay, thdi gian
do, kha nang phan tich da chét, hay sy phan ing khé khéng ché vdi
thanh phan phc tap clia mau sinh hoc. Cac phuong phap néi chung
déu sl dung mét bd chuyén déi tin hiéu dé thu nhan sy c6 mat clia
nhiing lién két gitia phan t& sinh hoc (PTSH) va phan ti nhan biét
dac hiéu. G cac phuong phap nhu ELISA [1], thu nhan lugng ti, hay
s dung mang kich thudc micromet [2, 3], tri s6 do G 16i ra cla bd
chuyén déi dudc xac dinh dya trén tin hiéu do mau sic hoac tin hiéu
phat quang clia mau. Vi th&, muc do hdp thu quang hoc hoic kha
nang tu phat quang ndi tai ca nhiéu mau sinh hoc sé& gay nham Ian
két qua do va tao ra gidi han cho cac phép do nay. Tudng tu nhu
vay, cac cam bién sinh hoc s dung phan ti nhay la day nano [4],
dng cacbon [5], can nang micro [6], hay cadm bién dién hoa [7] lai
dua vao cac tuong tac dién ti gitia protein hodc ADN vd&i phan ti
cam bién. Diéu nay lam gidm muc doé tin cay cla cac phép do khi
ti€n hanh véi cac dung dich cé d6 pH hodc néng dd ion bién déi.

Trong khodng mot thap nién trd lai day, phudng phap do ham
lugng hoat chat sinh hoc st dung céc tac nhan tu tinh dugc quan
tam rong rai do tinh ng dung thuc tién 16n. Gan day, cac hat nano
tl tinh ¢o kich thudc 5-150 nm da dugc th nghiém va cho thay kha
nang Ung dung to I16n clia ching trong cac Gng dung nhu danh dau
sinh hoc, dan truyén thuéc, dét nhiét ti hay lam tac nhan tang do
tuang phan cho anh céng hudéng tu [8]. Diéu nay c6 dudc la nhd cac
lién k&t héa sinh dac hiéu gilia cdc PTSH (& thé tu nhién ho&c nhan
tao) v&i cac hat nano ti [9]. Qua khao sat cho thay, céac tin hiéu tu
tinh néu c6 cha cac phan ti nhu protein hodc ADN khéng bi cam
ung trong tu truéng ngoai, hay ndi cach khac, khéng giao thoa vdi
cd ché& chuyén déi ti tinh clia bd cdm bién tu. Do dé, phuong phap
thu nhan va do dac sl dung tu trudng rat phi hgp vdi viéc do dac
cac ham lugng hoat chéat nay trong cac mau y sinh [10]. Ngoai d&c
tinh phi ti hoac khéng giao thoa tii néu trén, sy hdp dan clia phuong
phap con thé hién & kha nang khong pha hdy trang thai sinh hoc
cla nhiéu hé ly sinh khac nhau [11] so véi cac phudng phéap truyén
théng khac. Hon niia, theo tinh toan, khi cac hat nano hoic micro tu
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dudc gan két v6i phan ti sinh hoc can quan tam, tin
hiéu tr ma ching tao ra sé lam tang do nhay cla
bd cam bién lén tSi hang nghin lan [12] so véi do
nhay do bang cac phuong phéap truyén théng. Nhu
vay, néu sl dung tli trudng cdm Uting dé lam sé do
ham lugng sinh hoc thi cac hat nano tt dong vai tro
lam tac nhan khuyéch dai tin hiéu can do va do do
cho phép thu nhan dugc nhiing néng dé6 PTSH hon
hang nghin l1an tudng Ung so véi cac phuang phap
théng dung hién nay.

Pé thu nhan, do dac cac tac nhan sinh hoc nhu
protein hoac ADN, nhiéu loai cdm bién sinh hoc da
dudc quan tam nghién ctu [13]. Do tinh chat ludng
cuc va dinh x{ trong mét mién nhod khong gian xung
quanh hat cla tu trudng cam Ung cla cac hat nano,
nén viéc do dac can phai ti€n hanh trong moi trudng
phi tu tinh. Mac du vay, trong diéu kién thuc té, tu
trudng trai dat luon ton tai, thém vao doé 1a tu trudng
tl cac ngudn khac ciing luén anh hudng téi phép
do. B 1a ly do ma cho t6i nay man chan tu thudng
dugc sl dung. Tuy nhién, diém han ché la phuang
phdp nay can chi phi 16n dé xay dung hop/budng
chan tif va chua han da loai bd hoan toan tif trusng
trai dat hodc tu trudng tan sé thdp. Piéu nay dan
tGi sai s6 ban dau cha phép do gia tri tuyét doi tu
trudng.

Pé giai quyét bai toan trén, cong trinh nay tap
trung nghién ctiu mét phuong phap gan két sinh hoc
[én tac nh&n hat nano t0 ma hién nay dang dugc ap
dung réng rai trén thé gidi két hgp véi mét phuong
phap do ti méi dugc tim ra b&i nhém tac gia. Trong
su két hgp nay, cac PTSH can quan tdm dugc gén
Ién cac hat nano ti theo mot lién két hoa sinh dac
hiéu; sau do, so lugng cac hat nano da tao lién két
véi cac PTSH dugc xac dinh nhd st dung phuong
phap do tU truéng cdm Ung cla cac hat nano dé
dat trong tu truGng ngoai theo mét nguyén ly do tu
trudng phu hagp.

I1. Noi dung nghién cuu
1. Quy trinh tao lién két hoa sinh dac hiéu

Theo [9], lién két dac hiéu nay bao gom moét
khang thé lién két véi thuc thé sinh hoc can do dac
c6 mat trong dung dich, sau dé dugc ti€p tuc gan
véi moét khang thé thi hai cé chia cac tac nhan

NGHIEN CUU - TRRO PO

O, A (@] e
3¢ O
O |0 Z")‘A rf
AR SRR G
Y Y Y

(a) (b) (c) (d) (e)
Hinh 1: quy trinh gdn két PTSH vdi hat nano tir [9]

phU hgp tao ra lién két dang “banh kep”. Céac hat
nano tu dugc xU ly bé mat va boc trong mot I6p
chat hoat hoa bé mat (CHHBM) dudgc dua vao dung
dich va nhanh chéng “bat” dugc lién két banh kep
da tao ra. Pé phuc vu do dac, quy trinh tao lién
két hoa sinh dac hiéu dugc trinh bay theo trinh tu
& hinh 1. Trudc tién, mot khang thé dac trung dugc
gan ¢6 dinh trén mot dé& sinh hoc va tao ra lién két
vGi PTSH danh d&u (hinh tram) can quan tam; cac
PTSH khéac khong cé lién két dac trung véi khang
thé gén trén dé sé dudc loc ria khdi dung dich (hinh
1a-1b). Mot khang thé thd hai cé gén biotin dugc
dua vao dung dich va tao ra lién két banh kep vdi
khang thé ban dau, cac khang thé khac khong tao
lién két nay dugc loai khdi dung dich (hinh 1c). Sau
doé cac hat nano tu da dugc boc CHHBM dugc dua
vao dung dich va ty déng lién két vé6i hai khang thé
banh kep (hinh 1d), cac hat nano tu con du khéng
tao lién két dugc loai khoi dung dich. Khi mau hoan
thanh dugc dat trong mét tu truéng ngoai, médmen
tl cla cac hat nano xuat hién va cé dinh hudng
song song trong ti tridng ngoai (hinh 1e). Tap thé
cac mbémen tU clha cac hat nano luc nay sé tao ra
mot ti trudng cadm Ung téng cong cé thé do dac
dugc. TU trudng cdm Ung téng cong nay ty 1& véi s6
hat nano ti c6 mét trong mau do [12] va do dé, ty 1é
vGi s6 PTSH ma céac hat nano da gén két.

2. Phuong phap do tu truéng cua cac hat nano
tur

Trong nghién cldu nay, mot phuong phéap thu
nhan va do dac tin hiéu ti siéu nhé mdi dugc nghién
cliu, theo d6 mét cdm bién tu si dung phan ti nhay
lam tu vat liéu tu tré khéng 16 (GMR) dudgc s dung
dé thu nhan tu trudng nhd cla cac hat nano tu. Hinh
2 trinh bay c&u hinh phép do trong dé mau do dugc
dich chuyén qua lai (quét) trong tu trudng ti hoa véi
tan s8 ¢6 2,0 Hz va dau cdm bién gén c¢6 dinh trong
tU trudng, rat gan véi bé mat mau do. DE kich hoat
phan tli cdm bi€n, mot tu trudng hiéu dich dugc tao
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Hinh 2: c4u hinh phép do tu truong cam tng
clia cac hat nano tu

ra nh& mot cap nam cham dién (khong thé hién &
hinh) nham tao ra diém lam viéc clia dau cdm bién.
Piém lam viéc nay ndm trong vung tuyén tinh tét
nhat cla dudng dac tuyén GMR (xem hinh nhé &
hinh 2). V&i mi gia tri ti trudng nhoé xuét hién xung
quanh diém lam viéc, cdm bién sé& cho tudng ting
mot gid tri dién tré va do do, tuong duong véi mot
tin hiéu dién thé tai 16i ra cia cdm bién. Khi mau do
dugc quét qua dau cam bién vdi tan s6 ¢6 2,0 Hz,
tin hiéu t0 thu dudgc trén dau cdm bién ciing cé cling
tan sé. Lgi ich chia phudng phap nay la hé théng chi
can sl dung duy nhat mét cdm bién, tin hiéu tai ngd
ra ca cadm bién c6 tan sé xac dinh thuan tién cho
xU ly tin hiéu, dong thgi tin hiéu dugc thu nhan lap
lai nhiéu 1an trong moét thdi gian do rat ngén, ¢d 120
lan/phut. Diéu d6 mang lai y nghia théng ké trong
do dac thuc nghiém, gidm thiéu sai s& do cac ngudn
nhiéu doét ngdt ti moéi trudng. VGi phuong phap do
nay, két hdp véi hé théng x{ ly nhiéu dic biét, do
I&n tu trudng nhd nhat cé thé do dugc ndm trong dai
tl ~ nT dén uT (hay ~ 10° dén 10 A/m).

lll. Thue nghiem

1. Chuan bj hat nano tu gan protein

Céc hat nano tu s dung trong nghién cuu nay la
céc hat sat dxyt Fe,O, gbm 2 loai: c6 boc va khéng

boc 16p SiO,, dugc t6ng hgp bang phudng phap
dong két tha tir hén hgp FeCl, va FeCl,. Nghién
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clu da dudgc tién hanh trén 2 loai PTSH la protein
va ADN xéac dinh. Do nguyén tac do dac dugc ap
dung nhu nhau cho cac loai dung dich sinh hoc
khac nhau nén bai bdo nay chi trinh bay nguyén
tdc d6 cho mot loai protein xac dinh. Trong céng
trinh nghién ctu nay sl dung loai protein la enzyme
protease kiém dugc nhap khdu clia Cong ty Sigma
Ltd. (MY).

Cac hat nano sat tui c6 va khong co6 16p boc SiO,
dudc phan tan vao dung dich dém chua protein
(néng dd 100 mg/ml, pH = 7,5) cho t&i khi dat néng
dd 10,8 mg/ml. H6n hop dugc U qua dém trong diéu
kién rung nhe lién tuc tai 4°C. Sau do, lugng protein
du dugc lay ra khoi dung dich. Cac hat nano dugc
rifa 3 lan bang dung dich PBS (nuéc mudi dém
phosphate) va dugc dung dé xac dinh lugng protein
da hap phu trén cac hat theo phuong phap Bradford.
Lién két hat nano - protein dugc tao thém 1 16p boc
alginate bang cach cho toan bd lugng dung dich thu
dudc vao 1 ml dung dich alginate sodium (2%) va
khudy déu. Lép boc alginate nay dudc tao ra nham
bao vé lién két hat nano va protein khdi anh hudng
clia moéi trudng nhu doé pH hoac nhiét dé. Hén hgp
alginate chtia hat nano - protein dugc dua dan vao
dung dich CaCl, (0,2M) va rung nhe lién tuc tai 4°C
dé tao hat. Cac hat tao thanh dugc ria 3 1an véi
dung dich NaCl (0,9%) va luu gil trong dung dich
NaCl (0,9%) & 4°C.

2. Cac phép do tur

Cam bién tu trudng s dung phan tlé nhay lam
tU vat liéu tu tré khéng 16 (GMR) dé thu nhan tu
trudng cdm (ing rat nho cla cac hat nano tu trong
tU trudng tu hoa. DE tao ra diém lam viéc cla dau
cam bién, mot ti trudng déu hiéu dich theo phuong
ngang doc theo truc cdm bién dugc tao ra nhG sl
dung cap cudén day nam cham dién thiét ké theo
c4u hinh cudn Helmholtz vudng, cé cudng do phu
hop va 6n dinh trong dai 10-30 Oe, hay 800-2.400
A/m. Hat nano tii trong mau do dugc ti hda nhd mét
tu trudng tu hoda c6 cudng dé 3,2 kOe hay 254,8
kA/m, dat theo phuong thdng diing (vudng goc Vi
truc cadm bién).

Pé tranh tiép xuc gilia mau sinh hoc véi phan
t nhay clGia cAm bién, mét I6p thdy tinh mdng 120



um dugc dat ngay trén bé mat clia mau do. Khoang

céach ti mau dich chuyén t6i bé mat cdm bién c6

dinh dat phia trén mau c6 gia tri x&p xi 0,5 mm. Mau
do dudc dich chuyén qua lai so v&i dau cdm bién tai
tan s8 2,0 Hz vai bién do6 dich chuyén 5,0 mm.

IV. Két qua va thao luan

Hai loai hat nano tu, c6 va khéng co6 I6p boc
SiO, da dugc tdng hop ché tao. Phép do tir do ki€ém
chuing tinh chat ti cGia cac hat nano dugc thuc hién
trén thiét bi t& k&€ mau rung VSM-DMS880 cho thay
tinh chat siéu thuan ti dac trung cta cac hat nano

tr (hinh 3).
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Hinh 3: dudng cong tu dé
do tai nhiét dé phong cho
hai mdu ¢6 boc SiO, va
khéng boc SiO,

Hinh 4: anh TEM cla cédc hat
nano tu. Hinh nhé chi ra hinh
4nh phé nhiéu xa tia X cla
méu tuong Ung

Hinh 4 trinh bay mdt anh hién vi dién ti quét
(TEM) thu dugc khi chup cac hat nano ti da ché
tao cho loai c6 boc SiO,. Co thé danh gia kich thuéc
hat ndm trong dai ti 8-12 nm. Hinh nhd trén hinh 4
trinh bay phé nhiéu xa tia X cla mét mau hat trong
dé thay rd dinh nhiéu xa (311) tai géc 26 ~ 36° (c6
d&u mdi tén) cé bé rong ma theo tinh toan ban thuc
nghiém theo cong thuc Scherrer [14] cho kich thudc
hat béng 8,8 nm.

Bang 1: ham lugng protein hép phu trén cdc hat nano ¢ hodc khong c6

S0,
Sample | pilution 12 1:4 1:6
Fe0,F | OAbs. 0.566491 | 0455988
$i0;* [ Conc. (mg/ml) 0482953 | 0.242054
protein Sample conc. (mg/ml) 1931799 | 1.936435
FeO;% | Abs. 0527503 | 043912
proteint | Cong, (mg/ml) 0.397957 | 0.205265

Sample conc. (mg/ml) | 0.795915 | 0.82106

() Abs.. hép phu; Conc.: ham ligng
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Sau khi dugc G qua dém, cac hat nano dugc riia
sach va phan tan vao dung dich NaOH 1N. Mot dai
mau véi néng dd pha lodng cla cac hat thu dudc
trong NaOH 1N vdéi cac ty 1é 1:2, 1:4, 1:8 dudgc tao
ra dé xac dinh lam lugng protein hap phu trén céac
hat nano. Bang 1 trinh bay ham lugng protein hap
phu trén hat nano c6 va khong co I6p boc SiO,.
Dung dich pha loang BSA (bovine serum albumin)
vGi dai néng do ti 0-0,7 mg trong 1 ml NaOH 1N
c6 chiia 10,8 mg hat nano ti da dugc sU dung dé
tao ra dudng chuédn trong phuong phap Bradford,
theo do, phuong trinh dudng chuén thuyc nghiém thu
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Hinh 5: b6n mau véi cung ham lugng hat nano ban ddu (MNP:

hat nano khéng boc SiO,, MNP - SiO,: hat nano ¢é boc SiO,,

MNP - protein: hat nano cé gédn protein, MNP - SiO, - protein:
hat nano cé boc SiO, c6 gan protein)

Hinh 6: dudng chudn tin hiéu tu tinh xdc dinh
béang thuc nghiém
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dugc: y = 2.180x - 0,752, hé sb khdp A2 = 0,997.
K&t qué nay cho thay, I6p boc SiO, 1am tdng do két
dinh cta lién két hat nano - protein, phu hop véi cac
coéng bé trude day, dién hinh nhu nhém Chang [15]
hay [16].

Nham khé&ng dinh tinh ding dan cia phuong
phap sl dung tdc nhan tu tinh trong do dac ham
lugng protein hodc ADN, nghién ctu nay da tién
hanh do dac kiém tra va so sanh két qua do gilia
4 mau c6 cung lugng hat nano ban dau, trong dé
2 mau hat nguyén thly c6 boc va khéng boc SiO,,
hai mau con lai la 2 mau ban dau c6 gén thém céac
protein (c& 4 mau nay dugc thiét 1ap cung mét ché
dé do nhu nhau). K&t quéa thu dudc cho thdy hau
nhu khong c6 su khac biét nao gitia 4 két qua do
ti cla 4 mau (hinh 5). Sy sai khac nhd trong két
qua thuc chat la do sy chénh léch ti dé cla cac
mau ban dau véi mau khéng boc SiO, ¢6 tir do 16n
hon so véi mau cé boc SiO,, nhu da chi ra & hinh 3.
Hinh 5 cling chi ra cac thanh han mtc biéu dién sai
s& clia phép do, cu thé 1a c¢d 10° A/m cla phép do
ti. Nhiing két qua ban dau do dac trén lugng mau
tuong doi I6n cho thdy mdc tuyén tinh rat cao cla
phép do ham lugng. Hinh 6 trinh bay két qua xac
dinh dudng chuén tin hiéu tu tinh thyc hién trén 8
mau c6 ndng do tuyén tinh theo Iy thiia bac 2. Tu
trudng cam (ing clia cac hat nano ti nam trong dai
do 16n ti 104-10 A/m va cé thé dugc thu nhan va do
dac bdi duy nhat mot cdm bién GMR két hgp véi hé
théng quét tin hiéu én dinh.

V. Két luan

Bai bao trinh bay mét phuong phap mdéi xac dinh
ham lugng cac PTSH va cac két qua nghién cuu
ban dau vé mot cam bién sinh hoc st dung phucng
phap nay vdi tdc nhan la hat nano tu. Cac hat nano
tir 1a cac hat Fe,O, dugc téng hop bang phuong
phap dong két tda ¢ kich thudc 8-12 nm. Quy trinh
gan két hat nano vé6i cac PTSH cén do dac dudc
thuc hién theo quy trinh chuén da biét. Ky thuat do
tlr dugc dé xuat nghién clu va cho két quéa hét stic
kha quan. Céac két qua ban dau cla céac phép do tu
da khang dinh tinh ding dan cla phuong phap do
va cac két qua sé dudc cai ti€n khi hé thong ti€p tuc
dugc nghién ctiu hoan thién va khi qua trinh t6i uu
héa dugc thuc hién =
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