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MỞ ĐẦU 

Ngày nay, bệnh ung thư đã trở thành một vấn đề cấp bách của toàn xã hội 

khi tỷ lệ mắc bệnh ngày càng gia tăng. Các phương pháp điều trị ung thư phổ 

biến đang được sử dụng là phẫu thuật, xạ trị và hóa trị. Tuy nhiên, các thuốc hóa 

trị hiện nay vẫn còn gây ra nhiều tác dụng phụ không mong muốn trên tế bào 

lành bên cạnh các hiệu quả đem lại trong điều trị do khả năng tan kém trong 

nước, thời gian lưu hành thuốc ngắn và sự phân phối thuốc không đặc hiệu. Với 

những tiến độ ngày càng tăng trong lĩnh vực điều trị ung thư, các liệu pháp hiệu 

quả hơn đang được nghiên cứu để khắc phục các hạn chế này trong đó có sử 

dụng hệ nano dẫn truyền các hoạt chất tự nhiên. 

Honokiol (3,5-di- (2-propenyl) -1,1-biphenyl-2,2-diol) (HK) là một 

polyphenol có hoạt tính sinh học được chiết xuất từ vỏ, lá và nón hạt của một số 

cây thuộc chi Mộc lan (Magnolia). Hoạt chất này được sử dụng trong y học cổ 

truyền ở các nước châu Á như một loại chè uống hàng ngày. Các nhà khoa học 

hiện đại cũng đã phát hiện rằng HK có các dược tính rộng khác như kháng viêm, 

chống đông máu, chống oxy hóa và đặc biệt khả năng chống ung thư. Tuy nhiên, 

khả năng hòa tan trong nước kém của HK là rào cản khi ứng dụng trong điều trị. 

Hơn nữa việc điều trị bệnh ung thư không chỉ phụ thuộc vào hiệu quả của thuốc 

mà còn cả hệ thống phân phối thuốc. Do đó, cần thiết kế hệ thống phân phối 

thuốc thích hợp để có thể cải thiện tính hòa tan của HK, từ đó làm tăng hiệu quả 

trong điều trị bệnh ung thư. Các nhà khoa học đã nghiên cứu nhiều phương pháp 

để dẫn truyền HK đến khối u, trong số đó điển hình nhất đó là sử dụng các hạt 

nano làm chất mang hoạt chất. 

Y học nano đã đạt được những thành tựu to lớn, nổi bật nhất là các nghiên 

cứu liên quan đến việc mang thuốc đến các tế bào bệnh và chẩn đoán bệnh ở 

mức phân tử. Trong đó, hệ nano polyme là một trong những vật liệu phổ biến  

để tạo chất mang thuốc. So với hệ thống phân phối thuốc cổ điển, hệ phân phối 

này mang lại nhiều ưu điểm như giúp cải thiện tính tan (đối với các loại thuốc 

không tan hoặc kém tan), nâng cao thời gian lưu thông của thuốc trong hệ tuần 

hoàn, khả năng tải thuốc và lượng thuốc tập trung tại vùng khối u cao. Hiện nay, 

có một số polyme được ứng dụng nhiều trong dẫn truyền thuốc, trong đó phải kể 

đến là poly (lactide-co-glycolide) (PLGA). PLGA là một polyme phân hủy sinh 

học hiệu quả và ngày càng thu hút sự quan tâm để sử dụng làm chất mang thuốc 
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trong điều trị ung thư do có độc tính thấp, khả năng kiểm soát và duy trì giải 

phóng thuốc.  

Vì vậy, việc tổng hợp và tối ưu hệ nano PLGA dẫn truyền HK nhằm cải 

thiện độ hòa tan, nâng cao hiệu quả diệt tế bào ung thư của HK là một hướng 

tiềm năng trong nghiên cứu điều trị ung thư. Do đó, chúng tôi tiến hành thực 

hiện đề tài: “Nghiên cứu tổng hợp và đánh giá một số đặc điểm lý sinh của hệ 

Nano-polymer PLGA-Honokiol nhằm định hướng trong điều trị ung thư.” với 

mục tiêu nghiên cứu là tổng hợp, tối ưu được hệ nano polyme PLGA bao gói 

hoạt chất HK và phân tích một số đặc tính của hệ nano lên hai dòng tế bào ung 

thư phổi A549 và ung thư vú BT474. 

Luận văn thực hiện các nội dung nghiên cứu sau: 

− Tổng hợp và tối ưu hệ nano polyme PLGA - Honokiol. 

− Đánh giá một số đặc tính của hệ nano polyme bao gói HK định hướng 

ứng dụng trong điều trị ung thư. 
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NỘI DUNG 

Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tình hình ung thư trên thế giới và Việt Nam 

Ung thư là bệnh lý có nguyên nhân xuất phát từ một loạt rối loạn đặc 

trưng bởi sự tăng sinh tế bào bất thường, sự phân chia không kiểm soát, khả 

năng xâm nhập và phá hủy các mô bình thường trong cơ thể. Trong quá trình 

điều hòa, các tế bào đều trải qua chu trình chết theo tế bào (apoptosis), lúc này 

cơ thể có thể thay thế chúng bằng các tế bào mới hơn, hoạt động tốt hơn. Tế bào 

ung thư thiếu các tín hiệu để chúng ngừng phân chia và chết đi. Điều này đã làm 

cho quá trình tự nhiên của cơ thể bị phá vỡ khi ung thư xuất hiện. Các tế bào 

ngày càng trở nên rối loạn chức năng, các tế bào cũ không chết theo chu trình 

mà tiếp tục phát triển (hình 1.1). Các tế bào mới liên tục được sản sinh, chúng 

phát triển không kiểm soát và cuối cùng hình thành các khối bất thường gọi là 

khối u [1]. 

 

Hình 1.1. So sánh tế bào thường và tế bào ung thư  

Hình ảnh được cải biên từ tài liệu [1] 

Theo thống kê của cơ quan nghiên cứu ung thư quốc tế vào năm 2020 đối 

với 36 loại ung thư ở 185 quốc gia đã cho thấy rằng tỉ lệ ca mắc mới và tử vong 

do ung thư trên toàn thế giới ngày càng có xu hướng tăng lên. Cụ thể, số ca mắc 

ung thư trong năm 2020 đã tăng lên 19,3 triệu và 10 triệu ca tử vong trên toàn 

thế giới (hình 1.2) [2]. 
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Hình 1.2. Thống kê về số ca mắc mới ung thư năm 2020  

Hình ảnh được cải biên từ tài liệu [2] 

Tại Việt Nam, theo thống kê của bộ Y tế mỗi năm có hơn 120.000 ca 

bệnh mới, hơn 75.000 bệnh nhân tử vong vì ung thư. Cứ 100.000 người thì có 

106 người qua đời và 159 người phát hiện mắc căn bệnh này. Theo con số thống 

kê vào năm 2020, Việt Nam xếp thứ 91/185 về tỉ lệ số ca bệnh mới và thứ 

50/185 về tỉ lệ ca bệnh tử vong. Thứ hạng vào năm 2018 của nước ta là 99/185 

và 56/185. Như vậy, chỉ vòng 2 năm, tình trạng về bệnh ung thư ở nước ta ngày 

càng ra tăng cả ở số ca mắc mới (tăng 11%) và tỉ lệ tử vong (tăng 7%). Số liệu 

điều tra toàn quốc về gánh nặng bệnh tật ở Việt Nam cũng cho thấy ung thư là 

một trong những nguyên nhân gây bệnh tật và tử vong hàng đầu tại nước ta 

(chiếm 13,3%) [3]. 

Hiện nay, các phương pháp điều trị ung thư phổ biến là phẫu thuật, hóa trị 

và xạ trị. Trong hóa trị liệu, một số dược chất đang được sử dụng như cisplatin, 

mitoxantron, estramustin, doxorubicin, etoposid, vinblastin.., đã được chấp 

thuận để điều trị cho các bệnh nhân ung thư. Tuy nhiên, các thuốc này vẫn còn 

gây ra nhiều tác dụng phụ không mong muốn trên tế bào lành bên cạnh những 

hiệu quả mang lại trong điều trị [4]. Do đó, việc tìm kiếm các loại hoạt chất 

thiên nhiên để nâng cao hiệu quả chống lại bệnh ung thư và giảm thiểu tác dụng 
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phụ đang được các nhà khoa học tập trung nghiên cứu hàng đầu. Đã có rất nhiều 

nghiên cứu chứng minh hiệu quả của hoạt chất có nguồn gốc từ thảo dược thiên 

nhiên trong điều trị như: hoạt chất germanium từ nấm linh chi, hoạt chất 

curcumin từ nghệ vàng [5]. Trong số đó, hoạt chất Honokiol (HK) chiết xuất từ 

các cây thuộc họ Mộc Lan đang ngày càng được quan tâm do những tiềm năng 

trong điều trị khối u. 

1.2. Hoạt chất Honokiol 

1.2.1. Một số đặc tính của Honokiol 

Honokiol (HK) là một hoạt chất polyphenol có công thức hóa học là 

C18H18O2, trọng lượng phân tử là 266 g/mol, được tách chiết từ các bộ phận khác 

nhau như vỏ cây, nón hạt, phiến và cuống lá của các cây thuộc họ Mộc Lan 

(Magnolia) (hình 1.3). HK có kích thước nhỏ, kị nước và dễ hòa tan trong lipid 

[6]. 

 

Hình 1.3. Hoạt chất Honokiol được chiết xuất từ cây Hậu Phác [6] 

 

Trong y học cổ truyền ở nhiều nước châu Á, HK từ lâu đã được sử dụng 

để điều trị lo âu và chống đột quỵ, làm giảm các triệu chứng cúm. Sản phẩm tự 

nhiên này cũng thể hiện các hoạt tính sinh học khác như tác dụng chống loạn 

nhịp tim, kháng viêm, chống đông máu, chống oxy hóa, kháng nấm, kháng 

khuẩn, chống virus [7]. Đặc biệt trong các nghiên cứu gần đây, HK đang được 

các nhà khoa học ngày càng quan tâm nhờ đặc tính chống khối u. Tiềm năng 
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điều trị của HK đối với nhiều loại ung thư đã được báo cáo trong nhiều nghiên 

cứu như ung thư bàng quang, u nguyên bào đệm thần kinh, ung thư biểu mô tế 

bào thận, ung thư vú, ung thư gan, ung thư phổi dạng vảy, ung thư buồng trứng, 

ung thư biểu mô tế bào, ung thư vòm họng, ung thư ruột kết, da, hắc tố, tuyến 

giáp, xương, dạ dày [8-10]. 

1.2.2. Hoạt tính kháng ung thư của Honokiol 

HK có khả năng can thiệp vào các con đường tín hiệu khác nhau và các cơ 

chế điều chỉnh kiểm soát các dấu hiệu của bệnh ung thư, chẳng hạn như EGFR, 

NF-κB, STAT3 và m-TOR [11-14]. EGFR một dạng protein gọi là thụ thể của 

yếu tố tăng trưởng thượng bì. Theo các nghiên cứu, protein này được tìm thấy ở 

trên 90% các trường hợp chuẩn đoán mắc ung thư đầu và cổ. HK cho thấy khả 

năng hạn chế biểu hiện của EGFR thông qua việc ức chế quá trình phosphoryl 

hóa của chính EGFR [11]. NF-κB và STAT3 là hai yếu tố phiên mã liên quan 

đến sự biểu hiện của một loạt các gen và các quá trình sinh lý của cơ thể điển 

hình như sự biểu hiện của các protein trong quá trình apoptosis (Bcl-xL, Bcl-2, 

c-IAP2); sự điều hòa gen HIF1 và VEGF tham gia vào quá trình xâm nhập và 

hình thành mạch máu. Do đó, việc tác động và kiểm soát các yếu tố này có thể 

mang lại hiệu quả phòng ngừa và biểu hiện ung thư. HK có khả năng ức chế sự 

biểu hiện quá mức của NF-κB thông qua ức chế Akt và hoạt hóa IKK (inhibitor 

kinase), sau đó dẫn đến sự phosphoryl hóa và thoái hóa của IkB. HK ức chế hoạt 

động của STAT3 thông qua việc ức chế yếu tố tăng trưởng IL-6 [12]. Tiếp theo, 

HK được chứng minh có thể ngăn chặn sự hoạt hoá quá mức của protein kiểm 

soát sự trao đổi chất và tăng sinh tế bào (m-TOR) bằng cách ức chế các con 

đường ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) [13]. Hiện tượng này được 

quan sát thấy ở các tế bào ung thư thực quản khi được điều trị bằng HK [14].  

Ngoài ra, vẫn còn nhiều cơ chế kháng u của HK đã và đang được chứng 

minh. Hoạt tính kháng u của HK đã được khảo sát và chứng minh thông qua các 

tác động thúc đẩy quá trình apoptosis trên các dòng tế bào ung thư, cung cấp 

một lượng dữ liệu lớn về hiệu lực kháng u cũng như ảnh hưởng của HK đến các 

cơ quan trong cơ thể. Chen và cộng sự phát hiện ra rằng tế bào ung thư sụn – 

chondroarcoma JJ012 ở người bị mất điện thế màng ti thể khi được xử lý bằng 

10 µM HK, từ đó dẫn đến quá trình apoptosis [15]. Hoạt chất này còn được 

chứng minh là có hiệu quả gây ra quá trình apoptosis ở các tế bào ung thư vú 
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MDA-MD-231, ung thư phổi, ung thư bàng quang bằng cách ức chế sự hoạt hóa 

sự biểu hiện của ras-phospholipase D. HK cũng có thể gây ra apoptosis ở tế bào 

ung thư B16F10 ở chuột, ung thư hắc tố ở người bằng cơ chế tác động đến lưới 

nội chất trong nghiên cứu của Chiu và cộng sự [16]. Nghiên cứu tác dụng kháng 

u của HK cũng được thực hiện trên mô hình khối u não. HK được chứng minh là 

có khả năng vượt qua hai hàng rào này một cách hiệu quả và thực hiện tác dụng 

điều trị đối với khối u não [17]. Thêm vào đó, di căn được cho là một trong 

những nguyên nhân hàng đầu gây tử vong ở bệnh nhân ung thư. Nhiều nghiên 

cứu đã phát hiện HK có khả năng ngăn chặn sự di căn của khối u ở nhiều loại 

ung thư khác nhau. Điển hình như trong nghiên cứu của Shen và cộng sự, tỉ lệ tế 

bào ung thư bàng quang xâm lấn giảm 67% khi điều trị bằng 4.8 µg/ml HK [18]. 

Tương tự, HK đã chứng minh khả năng ức chế sự hình thành và di căn khối u 

gây ra bởi ung thư biểu mô phổi VEGF-D Lewis ở chuột C57BL/6 [19]. Ngoài 

ra, nhược điểm của các loại thuốc hóa trị hiện nay là không phân phối đặc hiệu 

đến vị trí khối u, ảnh hưởng đến toàn bộ các cơ quan của cơ thể bao gồm cả tế 

bào lành. HK được chứng minh là gây ra độc tính rất thấp khi thử nghiệm trên 

các dòng tế bào thường như FB-1, FB-2, HS68 [20].  

Với tiềm năng như vậy, HK được coi là một hoạt chất đầy hứa hẹn trong 

việc điều trị và ngăn ngừa ung thư. Tuy nhiên, khả năng hòa tan trong nước kém 

của HK là rào cản đối với khả năng ứng dụng điều trị [21]. Hơn nữa việc điều trị 

thành công bệnh ung thư không chỉ phụ thuộc vào hiệu quả của hoạt chất mà 

còn cả hệ thống phân phối thuốc. Do đó, cần thiết kế hệ thống mang hoạt chất 

thích hợp để có thể cải thiện tính hòa tan của HK, từ đó làm tăng hiệu quả 

điều trị. Hệ thống nano trong dẫn truyền thuốc là một hệ tiềm năng đang nhận 

được nhiều sự quan tâm khi điều trị ung thư. 

1.3. Công nghệ nano trong điều trị ung thư 

1.3.1. Đặc điểm của công nghệ nano trong điều trị ung thư 

Công nghệ nano ngày càng trở nên phổ biến và ứng dụng ở rất nhiều 

ngành nghề khác nhau trong cuộc sống. Thế kỉ 21 được coi là thế kỉ của công 

nghệ nano khi công nghệ này ngày càng được khám phá các tiềm năng triển 

vọng để phát triển cho nhu cầu hiện tại và tương lai. Công nghệ nano trong y 

sinh là một trong những ngành đã có những bước phát triển vượt bậc nhờ những 

nghiên cứu và kết quả đạt được như phát triển vật liệu sinh học, thiết bị y sinh, 
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chuẩn đoán hình ảnh,..v..v. Trong số đó, theo số liệu thống kê năm 2021 về ứng 

dụng của công nghệ nano trong y học, ứng dụng trong điều trị ung thư đang 

nhận được nhiều chú ý (chiếm 53%), đặc biệt là sử dụng hệ nano để mang thuốc 

đến các tế bào khối u trong quá trình hóa trị (hình 1.4) [22]. 

 

Hình 1.4. Thống kê ứng dụng công nghệ Nano trong y học năm 2021  

Hình ảnh được cải biên từ tài liệu [22] 

 

Hóa trị được bác sĩ chỉ định trong điều trị dựa trên loại ung thư, giai đoạn 

phát triển và mục đích điều trị đối với từng bệnh nhân. Tuy nhiên, tác dụng của 

thuốc hóa trị truyền thống vẫn bị hạn chế do khả năng hòa tan kém và phân phối 

không đặc hiệu đến vị trí khối u, thời gian lưu hành thấp. Hơn nữa, khi điều trị 

bằng biện pháp này, bệnh nhân phải điều trị bằng liều thuốc cao gây ra những 

tác dụng phụ rất có hại cho cơ thể người bệnh như rụng tóc, suy nhược, phá hủy 

các tế bào máu, buồn nôn, rối loạn tiêu hóa, ảnh hưởng đến các mô và cơ quan 

(Hình 1.5) [23]. 
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Hình 1.5. Tác dụng phụ của thuốc hóa trị truyền thống [23] 

Trong nhiều năm, các nhà nghiên cứu đã cố gắng tìm ra các phương pháp 

mới để đưa các tác nhân điều trị đến khu vực khối u hiệu quả và giảm tích lũy 

thuốc không cần thiết trong tế bào bình thường và các mô ngoại vi. Nhiều 

nghiên cứu được tiến hành để có thể đảm bảo đáp ứng thuốc với một liều lượng 

nhỏ hơn và ít tác dụng phụ. Hệ nano đã cho thấy những ưu điểm tiềm năng để 

cải thiện sinh khả dụng của thuốc so với thuốc hóa trị truyền thống [24]. Đầu 

tiên, nguyên nhân chính dẫn đến nhiều thất bại về nghiên cứu dược động học 

của nhiều loại thuốc đó là do khả hòa tan kém của hoạt chất. Theo thống kê của 

Cơ quan Quản lý Thuốc và Thực phẩm Hoa Kỳ (FDA), hơn 75% dược chất 

đang được nghiên cứu hiện nay có độ hòa tan kém trong môi trường dịch sinh 

lý; hơn 25% dược chất có tính thấm kém qua thành ruột, hạn chế khả năng hấp 

thu và vận chuyển thuốc vào tuần hoàn máu [25]. Sử dụng hệ nano mang thuốc 

có thể giúp cải thiện khả năng hòa tan của các dược chất từ đó giúp kéo dài thời 

gian lưu thông của thuốc trong máu và phân bố trong cơ thể. Trong nghiên cứu 

của Yang và cộng sự, tác giả đã sử dụng hệ Nano copolyme (ɛ-caprolactone)-

poly (ethyleneglycol)-poly (ɛ-caprolactone) (PCEC) để bao gói HK trong thí 

nghiệm tác động lên tế bào ung thư vòm họng ở người HNE-1. Sự kết hợp này 

cho kết quả IC50 thấp hơn đáng kể so với điều trị bằng HK tự do với giá trị 

tương ứng là 18.41µg/mL và 38.59 µg/mL sau 24 giờ, từ đó chứng minh hiệu 
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quả của hệ nano [26]. Không những thế, dựa trên những điểm khác biệt giữa tế 

bào ung thư và tế bào bình thường, hệ nano dẫn truyền hoạt chất có thể tập trung 

tác động vào các tế bào gây bệnh, không gây ảnh hưởng đến các tế bào lành, từ 

đó đem lại hiệu quả chữa trị tối ưu hơn cho người bệnh. Doxil là hệ mang thuốc 

nano đầu tiên được FDA chấp thuận. Doxil đã được chứng minh vẫn giữ được 

các hiệu quả trong điều trị, đồng thời ưu điểm chính của hệ mang thuốc nano 

này so với doxorubicin thông thường đó là không gây độc lên tim [27].  

Các hệ dẫn thuốc nano có khả năng vận chuyển thuốc hiệu quả và đặc 

hiệu bằng cách tận dụng các cấu trúc và đặc điểm của môi trường vi mô khối u. 

Các hệ dẫn thuốc nano được chia thành 2 loại dựa trên cơ chế vận chuyển bao 

gồm vận chuyển thụ động (passive delivery) và chủ động (active delivery) (hình 

1.6) [28]. Hệ nano có thể tích lũy thụ động trong tế bào ung thư do sự khác biệt 

về đặc điểm sinh hóa và sinh lý giữa mô lành tính và ác tính. Môi trường khối u 

là một môi trường xuất hiện sự bất bình thường về giải phẫu và sinh lý. Sự phát 

triển của tế bào ung thư không được kiểm soát và sự điều tiết các yếu tố tạo 

mạch dẫn đến hệ mạch máu phát triển vô tổ chức và các môi trường ngoại mạch 

dày đặc. Những khiếm khuyết cấu trúc này là nguyên nhân của hiệu ứng tăng 

tính thấm và khả năng lưu giữ (Enhanced permeability and retention effect - 

EPR), là nguồn gốc của sự tích lũy và lưu trữ không đồng đều các vât liệu nano 

trong khối u. Do các tế bào khối u phát triển không kiểm soát với tốc độ nhanh 

hơn bình thường dẫn đến thành mạch máu bị mở rộng, tạo thành khoảng trống 

giữa các tế bào nội mô trong hệ vi mạch máu của khối u [29]. Các khoảng trống 

này có kích thước dao động từ 100 đến 780 nm tùy loại khối u, khu vực khu trú 

và môi trường. Vì vậy, kích thước hạt nano đóng một vai trò quan trọng trong 

tích lũy khối u thông qua hiệu ứng EPR [30]. Các thông số hóa lý của dung dịch 

nano như kích cỡ của vật liệu nano ảnh hưởng đến sự thoát mạch bằng việc ảnh 

hưởng đến độ khuyếch tán, tính thấm qua thành mạch máu và những tương tác 

trong các khối u với các tế bào. Kích thước của hạt nano sử dụng trong một hệ 

thống phân phối thuốc cần đủ lớn để ngăn chặn sự rò rỉ nhanh chóng ở các mạch 

máu, nhưng phải đủ nhỏ để không bị đào thải bởi hệ miễn dịch [30]. Hơn nữa, 

các hạt nano có nguy cơ cao bị đào thải bởi hệ thống lưới nội mô (RES – 

Reticuloendothelial System). RES là một phần của hệ thống miễn dịch giữ chức 

năng loại bỏ các tế bào già ra khỏi dòng máu (blood stream) và tạo các thực bào 

để đáp ứng miễn dịch và phản ứng viêm. Một số nghiên cứu gần đây đã cho 
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rằng, hạt nano ở kích thước 70 đến 200 nm là kích thước tiềm năng sử dụng 

trong dẫn truyền thuốc [31]. Nguyên nhân là do tại kích thước này, hạt nano có 

khả năng vượt qua nhiều rào cản sinh học và giải phóng thuốc điều trị ở phạm vi 

liều lượng tối ưu [32]. Do đó, để khai thác hiệu quả hiệu ứng EPR, điều quan 

trọng là thiết kế các hạt nano có kích thước, hình dạng, thành phần và cải tiến bề 

mặt thích hợp tránh được sự đào thải của miễn dịch và tăng thời gian lưu hành 

của hạt nano trong cơ thể. Tiếp theo, vận chuyển chủ động là cơ chế nhắm mục 

tiêu khối u để phân phối thuốc qua các tương tác phối tử/ thụ thể. Các tác nhân 

nhắm mục tiêu được gắn trên bề mặt hệ nano để nhận diện và bắt cặp đặc hiệu 

với các thụ thể trên màng tế bào ung thư, từ đó các hạt nano được phân phối 

hướng đích một cách hiệu quả. Tuy nhiên, để tận dụng được cơ chế hướng đích 

chủ động, cần sàng lọc nhiều dạng khác nhau để lựa chọn được dạng có ái lực 

cao với tế bào ung thư, đồng thời tác nhân hướng đích phải liên tục biến đổi để 

tạo ra những thay đổi có lợi cho việc nhập bào của các hệ dẫn thuốc. Hơn nữa, 

để tạo hệ nano hướng đích chủ động cần chi phí rất cao [26]. 

 

Hình 1.6. Hệ thống phân phối thuốc chủ động và thụ động  

Hình ảnh được cải biên từ tài liệu [28] 
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Thuốc nano có thể được sử dụng thông qua các con đường khác nhau bao 

gồm: tiêm tĩnh mạch, đường uống, nhỏ mắt..v.v.[33]. Trong đó, đường tiêm tĩnh 

mạch có thể cung cấp các phản ứng gần như tức thời đến được các vị trí trong cơ 

thể thông qua hệ tuần hoàn và cho phép kiểm soát chính xác liều lượng và tốc độ 

dẫn truyền thuốc. Thêm vào đó, việc tiêm tĩnh mạch cũng phù hợp với các loại 

thuốc không thể hấp thụ qua đường tiêu hóa và nó khắc phục được những vấn đề 

fistpass metabolism (sự chuyển hóa thuốc qua gan lần thứ nhất hay chuyển hóa 

trước khi vào hệ tuần hoàn) làm giảm sinh khả dụng của thuốc khi sử dụng 

thuốc qua đường uống [34]. Nhiều hệ mang thuốc nano đã được nghiên cứu để 

sử dụng thông qua đường tiêm. Sản phẩm hệ dẫn thuốc nano tiêm tĩnh mạch đầu 

tiên là Abraxane® (một dạng cải tiến của paclitaxel), đã được FDA chấp thuận 

vào năm 2006 [35]. Trong nghiên cứu của Gradishar và cộng sự cũng đã cho 

thấy thuốc nano ABI007 (nanometersized albumin-bound paclitaxel) có tỉ lệ đáp 

ứng trong điều trị bệnh ung thư vú cao hơn đáng kể (33%) so với paclitaxel 

thông thường (19%) khi sử dụng thông qua đường tiêm tĩnh mạch [36]. Do đó, 

hướng nghiên cứu tạo hệ nano sử dụng theo đường tiêm tĩnh mạch được xem 

như hướng đi tiềm năng mang lại hiệu quả tốt trong điều trị ung thư. 

Với sự tiến bộ trong lĩnh vực công nghệ nano, các nhà khoa học đã không 

ngừng nghiên cứu để xây dựng các hệ nano đa chức năng có thể dẫn truyền 

thuốc đến các vị trí khối u, những nghiên cứu này đã cho các kết quả khả quan 

và tiềm năng lớn trong ứng dụng điều trị ung thư. Nhiều hệ nano khác nhau đã 

được kiểm tra và nghiên cứu để thiết lập hệ phân phối thuốc như hạt silica trung 

tính, hạt nano vàng, liposome, dendrimer, micelle, carbon nano..v.v [37-41]. 

Đầu tiên, một số hệ nano vô cơ đã được các nhà khoa học nghiên cứu trong điều 

trị ung thư. Điển hình như Xiao và cộng sự đã sử dụng chất mang là hạt nano 

vàng để bao gói Doxorubicin và small interfeing RNA (siRNA) để chống lại gen 

biểu hiện bệnh ung thư nội tiết thần kinh. Kết quả phức hệ nano này đã cho thấy 

tác dụng làm giảm biểu hiện gene ung thư ASCL1 và chống tăng sinh ở tế bào 

ung thư [37]. Trong một nghiên cứu khác, Pramanik và cộng sự cũng đã công 

nhận khả năng của các hạt nano đồng như một loại thuốc chống ung thư nhờ tác 

động gây độc lên tế bào khối u hiệu quả. Thí nghiệm đã chứng minh các hạt 

nano CuCO3 kết hợp với acid folic gây ra tổn thương DNA và phá mỡ màng ti 

thể, từ đó dẫn đến quá trình apoptosis ở các tế bào ung thư [38]. Tuy nhiên, việc 
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sử dụng hạt nano vô cơ làm chất mang đòi hỏi phải thực hiện các sửa đổi vật lý 

hoặc hóa học thường xuyên để đem lại hiệu quả, đây cũng là hạn chế của việc sử 

dụng nano vô cơ trong dẫn truyền hoạt chất [39]. Hệ nano dựa trên lipid làm 

chất mang cũng được quan tâm. Năm 2021, Liu và cộng sự đã tạo ra hệ nano 

liposome nhiều lớp để kéo dài thời gian giải phóng doxorubicin và paclitaxel, 

đồng thời giảm độc tính và ảnh hưởng đến tế bào thường [40]. Một thí nghiệm 

khác, Wu và cộng sự cũng sử dụng liposome để bao bọc doxorubicin và 

verapamil trong điều trị tế bào ung thư bạch cầu K562, kết quả cũng chỉ ra rằng 

hệ nano được tạo thành làm giảm độc tính đến tim, đồng thời tập trung nhắm 

mục tiêu chọn lọc đến các thế bào khối u cần điều trị [41]. Các hệ thống nano 

liposome khác nhau đã được nghiên cứu, tuy nhiên khả năng tải thuốc hạn chế 

và độ ổn định kém khiến chúng không thích hợp để sử dụng và sản xuất ở quy 

mô lớn [39]. Ngoài ra, hệ thống nano polyme mang hoạt chất cũng là mối quan 

tâm của nhiều nhà khoa học và trở thành vật liệu phổ biến được sử dụng làm hệ 

phân phối thuốc nhờ các đặc tính ưu việt [42].  

 

1.3.2. Đặc điểm hệ nano Polyme 

Nano polyme được chú ý nhiều nhờ tính linh hoạt và đặc điểm có thể điều 

chỉnh thành phần hóa học của chúng. Các tiểu phân nano polyme được bào chế 

từ các polyme tương thích hoặc phân hủy sinh học có kích thước nanomet. Nano 

polyme có đặc điểm chung là dùng polyme làm giá mang hoạt chất với mục đích 

che chở, bảo vệ hoạt chất, kéo dài tác dụng của hoạt chất và hướng hoạt chất tới 

đích tác dụng [42]. Tùy theo phương pháp bào chế mà nano polyme được phân 

loại thành nanospheres hoặc nanocapsules (Hình 1.7) [43]. Nanosphere còn 

được gọi là nano siêu vi cầu, hệ nano này có cấu trúc là một hệ thống ma trận, 

sau khi bao gói thuốc sẽ phân tán bên trong ma trận đó. Nanocapsule hay còn 

được gọi là nang nano, nó có cấu trúc bao gồm lớp bên trong là lõi chứa dung 

môi (có thể là dầu hoặc nước) và bao bọc bên ngoài là lớp vỏ polyme, thuốc sẽ 

được tải vào lõi của nang nano [44].  



14 

 

 

 

Hình 1.7. Phân loại Nano polyme dựa trên cấu trúc  

Hình ảnh được cải biên từ tài liệu [43] 

 

Có nhiều loại nano polyme đã được ứng dụng trong dẫn truyền thuốc như 

poly(lactic acid) (PLA), poly (hyaluronic acid) (PHA)  poly (ethylene glycol) 

(PEG), poly (caprolactone), poly (alkyl cyanocrylate) (PACA), poly(ε-

caprolactone) (PCL), poly (acid lactic-co-glycolic) (PLGA)..v.v. Điển hình như 

nghiên cứu của Banzato và cộng sự đã phát triển hệ nano polyme paclitaxel-

hyaluronan để điều trị tế bào ung thư buồng trứng ở người IGROV-1 thông qua 

đường tiêm, kết quả cho thấy hệ nano được tạo thành cho hiệu quả gấp 5 lần so 

với sử dụng paclitaxel tự do [45]. Hệ nano polyme axit hyaluronic (HA) kết hợp 

với chitosan dẫn truyền docetaxel được tiến hành nghiên cứu bởi Ravari và cộng 

sự cũng cho thấy hiệu quả lên dòng tế bào ung thư vú 4T1. Hệ nano được tạo 

thành có kích thước hạt khoảng 170 nm, giá trị IC50 đo được trên mẫu xử lý 

bằng hệ nano thấp hơn 5 lần so với mẫu xử lý bằng docetaxel tự do với giá trị 

tương ứng lần lượt là 45.34 µM và 233.8 µM [46]. Năm 2016, Zhu và cộng sự 

đã chế tạo được hệ nano poly (lactic acid) (LA) bao gói docetaxel. Phân tích độc 

tính của hệ nano LA-Docetaxel lên tế bào ung thư gan HepG2 cho thấy hệ nano 

này có độc tính cao hơn gấp 8 lần (IC50 = 3.19 ± 0.56) so với mẫu xử lý bằng 

docetaxel tự do (IC50 = 25.66 ± 1.54) sau 48 giờ. Kết quả nghiên cứu in vivo 

cũng cho thấy hiệu quả sau khi điều trị bằng hệ nano này khi đã làm giảm trọng 

lượng khối u gan 5 lần so với đối chứng (từ 500 mg xuống 100 mg) [47]. Trong 

nghiên cứu khác, Lv và cộng sự đã chế tạo hệ nano deoxycholate decorated 
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methoxy poly(ethylene glycol)-b-poly(l-glutamic acid)-b-poly(l-lysine) (mPEG-

b-PLG-b-PLL) được sử dụng để phân phối thuốc doxorubicin. Hệ nano này đã 

cho thấy hiệu quả trong ức chế khối u ung thư phổi A549, khối lượng khối u 

giảm 3.2 lần so với điều trị bằng doxorubicin tự do trong nghiên cứu in vivo trên 

chuột [48]. Thêm vào đó, hệ thống dẫn truyền thuốc nano poly(ethyleneimine)- 

poly(ε-caprolactone) (PEI-PCL) được tạo bởi Cao và cộng sự cũng chứng minh 

có tác động trong điều trị tế bào ung thư gan ở người Bel7402, thí nghiệm đã ghi 

nhận rằng phần trăm sống sót của tế bào ung thư Bel7402 giảm xuống chỉ còn 

5% sau 96 giờ xử lý bằng hệ nano này [49]. Trong một nghiên cứu gần đây, hệ 

nano poly (ethylene glycol)-poly (ε-caprolactone) (mPEG-PCL) bao gói 

curcumin được thử nghiệm trên dòng tế bào ung thư vú MCF-7 cho thấy giá trị 

IC50  (9.17 µM) thấp hơn so với mẫu xử lý bằng curcumin tự do (35.94 µM) sau 

72 giờ [50]. Năm 2017, Zhang và cộng sự đã nghiên cứu thành công hệ nano 

polyme d-α-tocopherol poly(ethylene glycol)1k-block-poly (β-amino ester) 

(TPGS-PAE) dẫn truyền doxorubicin và curcumin. Nghiên cứu in vivo trên 

chuột, hệ nano này đã làm 72.4% trọng lượng khối u, hiệu quả hơn so với xử lý 

bằng nhóm doxorubicin + curcumin tự do (giảm 32.6%) [51]. Bên cạnh đó, 

Alinejad và cộng sự đã thiết kế hệ nano polyme carboxymethyl dextran - 

chitosan dẫn truyền IL17RB siRNA, doxorubicin (DOX-siRNA-CMD-ChNPs) 

tác động đến dòng tế bào ung thư vú MDA-MB361 cũng cho thấy tỉ lệ tế bào 

ung thư trải qua quá trình apoptosis cao hơn so với xử lý bằng doxorubirin tự do 

với giá trị tương ứng là 46% và 10.9% [52]. Ngoài ra, nano Poly (acid lactic-co-

glycolic) (PLGA) cũng nhận được nhiều sự chú ý và trở thành được một trong 

số hệ nano polyme được sử dụng nhiều nhất trong việc phát triển các hệ nano 

mang thuốc trong điều trị ung thư [53]. 

Một số nghiên cứu hệ nano polyme mang các chất trong điều trị ung 

thư ở Việt Nam 

Các nghiên cứu trong nước cũng đạt được những thành tựu nhất định khi 

sử dụng hệ nano polyme để mang hoạt chất. Điển hình như nghiên cứu của Hồ 

Hoàng Nhân và cộng sự chế tạo hệ Nano artesunat-PLGA-chitosan trong điều trị 

dòng tế bào ung thư vú MCF-7 và ung thư phổi A549. Kết quả của nghiên cứu 

cho thấy hệ nano này đã làm giảm tỉ lệ sống sót (>95%) ở trên cả hai dòng tế 

bào ung thư này [54]. Ngoài ra, còn có nghiên cứu chế tạo hệ nano copolyme kết 

hợp của D-tocopheryl polyethylen glycol 1000 succinat và poly lactic acid mang 
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Paclitaxel + Curcumin ((Cur+PTX)-PLA-TPGS)) thử nghiệm trên tế bào ung 

thư gan Hep-G2 và tế bào ung thư biểu mô phổi LU-1 của tác giả Lê Thị Hảo và 

cộng sự. Thử nghiệm độc tính trên các dòng tế bào này đã cho thấy hiệu quả rõ 

rệt so với sử dụng paclitaxel tự do, tỉ lệ sống sót của các tế bào ung thư thấp 

hoặc bị chết hoàn toàn [55]. Năm 2020, Nguyễn Ngọc Hòa thực hiện đề tài 

nghiên cứu cải thiện khả năng mang thuốc điều trị ung thư cisplatin của hệ dẫn 

thuốc nano dendrimer đã chỉ ra được hiệu quả làm giảm độc tính của cisplatin 

khi chuyển vào các hệ nano PAMAM dendrimer G3.5-Cisplatin, G3.5-

PNIPAM-Cisplatin-5FU và G4.0-PAA-Cisplatin, mà không làm giảm hoạt tính 

ức chế sự phát triển của tế bào ung thư của cisplatin [56]. Một số nghiên cứu 

khác cũng được tiến hành như nghiên cứu bào chế hệ nano dihydroartemisinin-

PLGA bao gói acid folic trong điều trị ung thư biểu mô của tác giả Phạm Hữu 

Phong [57]; nghiên cứu bào chế tiểu phân nano poly (acid lactic-co-glycolic) 

mang thuốc paclitaxel và artesunat của Trịnh Văn Lương [58]. Thêm vào đó, 

một số phức hệ Nano polyme dẫn truyền thuốc đã được tạo ra bởi TS. Hà 

Phương Thư và một trong những hệ nano đã được ứng dụng trong thực tế có thể 

kể đến là Cumar Gold Kare.  

Nhóm nghiên cứu chúng tôi cũng đã đạt được một số kết quả trong việc 

nghiên cứu hệ nano dẫn truyền thuốc định hướng điều trị ung thư. Trong đó, 

nghiên cứu vào năm 2015, bằng phương pháp tủa nano, nhóm nghiên cứu đã sử 

dụng polyme PLGA-PEG để tổng hợp hạt nano mang thuốc Docetaxel. Chúng 

tôi đã thu được hệ nano có kích thước trung bình là 105 nm với thế zeta -25 mV 

[59]. Năm 2016, nhóm nghiên cứu đã sử dụng polyme như poly(lactide)-

tocopheryl polyethylene glycol succinate (PLA-TPGS) để làm nguyên liệu tạo 

hệ dẫn truyền thuốc VX680. Kết quả là đã tạo ra một hệ nano dẫn truyền thuốc 

với kích thước hạt nano trung bình là 63 nm, thế zeta là -30 mV với hiệu quả 

bao gói đạt 76%. Tác động gây độc hiệu quả của hệ nano so với thuốc VX680 tự 

do cũng được chứng minh khi thử nghiệm trên dòng tế bào Hela (giá trị IC50 của 

hệ nano PLA-TPGS thấp hơn 3.4 lần so với VX680 tự do) [60]. Trong một 

nghiên cứu khác, nhóm nghiên cứu cũng đã sử dụng một loại polyme khác là 

poly(ethylene glycol)-block-poly (ε-caprolactone) để ứng dụng thành công cho 

sự bao gói thuốc điều trị ung thư docetaxel và curcumin bằng việc sử dụng 

phương pháp tủa nano kết hợp với siêu âm. Sau đó sử dụng phương pháp đồng 

bộ hóa áp lực cao bằng máy EmulsiFlexTM-C5 High Pressure Homogenizer 



17 

 

 

(INVESTIN, Ottawa, Canada) để tạo ra các hạt nano polyme với kích thước 

trung bình dao động từ 45-80 nm. Thử nghiệm độc tính tế bào được thực hiện 

bằng kit [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) trên tế bào Hela. Giá trị IC50 sau 24 giờ 

cũng cho giá trị thấp hơn (1.52 µg ml−1) so với mẫu chỉ xử lý bằng docetaxel 

(3.5 µg ml−1) [61]. Năm 2016, nhóm nghiên cứu đã sử dụng polyme PLGA kết 

hợp với polyme PEG để tổng hợp các hạt nano bao gói các phân tử thuốc 

docetaxel và các hạt nano này có kích thước trung bình từ 80 – 100 nm. Tác 

động gây độc khi thử nghiệm trên hai dòng tế bào ung thư vú (BT474) và ung 

thư ruột kết (HCT116) cũng đã được chứng minh [62].  

1.3.3. Nano polyme PLGA 

Poly (acid lactic-co-glycolic) (PLGA) là nano polyme tổng hợp được sử 

dụng rộng rãi trong việc phát triển các hạt nano mang thuốc trong điều trị ung 

thư. PLGA đã được FDA chấp thuận cho các ứng dụng lâm sàng sử dụng qua 

đường tiêm do các đặc tính nổi bật của nó như độc tính thấp, tính tương thích 

sinh học cao trong điều trị ung thư [63]. Đặc tính an toàn sinh học của PLGA đã 

được chứng minh ở nhiều nghiên cứu. Thử nghiệm độc tính của nano PLGA 

trên nhiều dòng tế bào như tế bào ung thư biểu mô ruột kết (Caco-2), tế bào ung 

thư ruột ở người (Colo 205) và dòng tế bào Madin-Darby bovine kidney 

(MDBK) ở bò cho thấy hệ này không gây độc lên tế bào [64]. Trong các nghiên 

cứu gần đây, hệ nano PLGA cũng chứng minh không gây độc tính lên chuột 

[65]. Tiềm năng ứng dụng làm chất mang hoạt chất của hệ PLGA trong điều trị 

ung thư cũng được chứng minh. Để loại bỏ tình trạng kháng thuốc và tái phát 

các tế bảo ung thư ở vú, Swaminathan và cộng sự đã điều chế các hạt nano 

PLGA để nhắm mục tiêu tế bào ung thư thông qua việc kết hợp với kháng thể 

đơn dòng chống CD133 bao gói paclitaxel. Kết quả nghiên cứu in vivo trên 

chuột đã cho thấy trọng lượng khối u khi xử lý bằng hệ nano đã giảm rõ rệt 

(518,6 ± 228 mm3) so với xử lý bằng paclitaxel tự do (1370 ± 295 mm3) sau 63 

ngày điều trị [66]. Tương tự, trong thí nghiệm của Rafiei khi nghiên cứu hệ nano 

PLGA-PEG vận chuyển docetaxel cũng cho thấy hiệu quả trong dẫn truyền hoạt 

chất tăng gấp 3.7 lần so với sử dụng docetaxel tự do [67]. Năm 2020, hiệu quả 

của hệ nano PLGA bao gói doxorubicin trong điều trị tế bào ung thư vú MCF-7 
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cũng được chứng minh. Hệ nano PLGA – Doxorubicin đã làm giảm kích thước 

khối u từ 26 ± 2 mm3 xuống 23 ± 2 mm3 sau khi điều trị [68].  

Ngoài ra, PLGA là một copolyme được polyme hóa từ 2 monome là acid 

glycolic (GA) và acid lactic (LA) (Hình 1.8). Các tỉ lệ monome khác nhau được 

sử dụng để tạo ra các hệ nano PLGA khác nhau, ví dụ PLGA 50:50 có nghĩa là 

cả 2 monome (LA và GA) đều có mặt với số lượng bằng nhau, tương tự như 

PLGA 75:25 hay PLGA 85:15 thì có nghĩa tỉ lệ LA/GA tương ứng là 75:25 và 

85:15 [69]. Do có đặc tính hóa học của LA và GA khác nhau (LA có tính kị 

nước và phân hủy thấp, trong khi GA ưu nước và dễ phân hủy), vì vậy việc lựa 

chọn PLGA với các tỉ lệ LA và GA phù hợp có thể thu được dạng polyme 

PLGA sở hữu hiệu suất bao gói và khả năng hòa tan tốt để ứng dụng trong sản 

xuất các hệ dẫn thuốc nano điều trị ung thư tiềm năng [70]. Trong nhiều nghiên 

cứu cũng đã chứng minh PLGA 50:50 là loại PLGA thường được sử dụng làm 

chất vận chuyển thuốc nhờ khả năng dễ tan trong nước và bao gói hoạt chất tốt 

[70]. 

 

Hình 1.8. Cấu trúc hóa học và sự thủy phân của PLGA [69] 

Tuy nhiên, ứng dụng của hệ nano PLGA bị hạn chế vì quá trình opsonin 

hóa (opsonization) và thanh thải nhanh bởi hệ thống lưới nội mô khi phân phối 

qua đường tiêm. Các protein opsonin có trong huyết thanh nhanh chóng nhận ra 

và tạo liên kết với các hạt nano lạ đi vào mạch máu. Từ đó cho phép các đại thực 

bào của hệ thống thực bào đơn nhân dễ dàng nhận ra và loại bỏ các hạt nano 

trước khi chúng phát huy tác dụng điều trị [71]. Do đó, hiệu quả điều trị của các 

hệ nano polyme bị hạn chế rất nhiều. Để giải quyết vấn đề này, ngoài tối ưu kích 

thước hạt nano, lựa chọn tỉ lệ LA/GA phù hợp thì cải tiến bề mặt của PLGA 

cũng được sử dụng để tăng độ ổn định của hệ nano này. Các nhà khoa học đã 

nghiên cứu nhiều cách khác nhau để tối ưu hóa về mặt PLGA như bằng 

polyethylene glycol (PEG), polyethylene oxide (PEO), chitosan, lecithin, acid 
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hyaluronic (HA) hay acid folic..v..v. Trong nghiên cứu của Wohlfart và cộng sự, 

hệ nano PLGA được cải tiến với lecithin dẫn truyền doxorubicin cho kết quả 

diện tích khối u trung bình giảm (9.6 – 10.7 mm2) so với sử dụng doxorubicin tự 

do (21.7 mm2) trong mô hình chuột mang u nguyên bào thần kinh đệm [72]. 

Trong một nghiên cứu khác, tác giả Ahmad đã đánh giá khả năng dược động học 

in vivo của hệ nano PLGA cải tiến bề mặt bằng chitosan mang docetaxel trong 

điều trị ung thư đường ruột. Hệ nano được tạo thành PLGA-chitosan-docetaxel 

đã thể hiện khả năng tăng cường tính thấm của hoạt chất trong ruột cao hơn so 

với hệ nano PLGA-docetaxel (gấp 2.2 lần) và docetaxel tự do (gấp 5 lần) [73]. 

Ngoài ra, acid hyaluronic (HA) cũng được sử dụng để kết hợp với PLGA dẫn 

truyền docetaxel trong điều trị ung thư vú CD44. Kết quả cũng cho thấy hệ 

Nano PLGA-HA-docetaxel kéo dài thời gian lưu thông của hoạt chất trong hệ 

tuần hoàn cao gấp 2.5 và 3.8 lần so với hệ nano PLGA-docetaxel và docetaxel tự 

do. Thêm vào đó, cải tiến bề mặt hạt nano PLGA bằng polyethylene glycol 

(PEG) cũng đang được sử dụng rất phổ biến. PEG là một polyme không độc, 

không gây miễn dịch và hòa tan tốt trong nước, polyme này cũng đã được FDA 

chấp thuận trong điều trị lâm sàng [67]. Sự kết hợp hệ nano copolyme PLGA-

PEG đã nhận được nhiều chú ý như một công thức mới nhờ tiềm năng có khả 

năng không gây miễn dịch, có tính ổn định cao, an toàn và có thể cải thiện khả 

năng hòa tan của các loại thuốc hóa trị để điều trị các loại ung thư khác nhau. 

Năm 2020, Mousa và cộng sự nghiên cứu sử dụng hệ nano PLGA-PEG dẫn 

truyền di-indolylmethane và ellagic acid cho kết quả hệ làm giảm khả năng sống 

sót của tế bào ung thư tuyến tụy, đồng thời ngăn chặn sự phát triển và hình thành 

mạch khối u [74]. Trong một nghiên cứu khác, hệ nano PLGA-PEG mang 5-

fluorouracil (5-FU) đã được chứng minh có cải thiện khả năng đóng gói, giải 

phóng hoạt chất trong điều trị ung thư vú trong nghiên cứu của Haggag và cộng 

sự [75]. Vì vậy, tchức năng hóa bề mặt PLGA là một hướng đi tiềm năng để tạo 

ra hệ nano polyme bao gói hoạt chất ổn định, đem lại hiệu quả trong điều trị. 

1.4. Hệ nano mang Honokiol 

Một số nghiên cứu đã và đang được tiến hành thực hiện để phát triển các 

hệ nano bao gói HK trong điều trị ung thư. Lou và cộng sự đã tạo ra hệ 

liposomal dẫn truyền HK và thử nghiệm nó trên các mô hình ung thư buồng 

trứng A2780s ở người. Kết quả nghiên cứu cho thấy sử dụng liposomal-HK có 
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thể dẫn đến ức chế sự phát triển của các tế bào ung thư, sự gia tăng rõ rệt của 

quá trình apoptosis ở các tế bào khối u đã được quan sát (84-88%), đồng thời khi 

thử nghiệm in vivo trên chuột cũng cho thấy thể tích khối u của mẫu xử lý bằng 

hệ nano so với xử lý bằng HK tự do nhỏ hơn đáng kể với giá trị tương ứng là 

222 ± 71 mm3 so với 1823 ± 606 mm3 [76]. Kết quả tương tự đã được quan sát 

thấy trong mô hình ung thư ruột kết CT26, trong đó việc kết hợp của liposomal 

HK với cisplatin dẫn đến ức chế sự phát triển của khối u dưới da [77]. Ngoài ra, 

Gong và cộng sự đã phát triển các poly(ethylene glycol)-poly("-caprolactone)-

poly(ethylene glycol) (PECE) kết hợp HK để thử nghiệm trên dòng tế bào ung 

thư phổi A549. Kết quả thử nghiệm độc tính tế bào cho thấy hệ thống phân phối 

thuốc được tổng hợp là một chất mang an toàn, HK được đóng gói vẫn giữ được 

tác dụng kháng u mạnh (tỉ lệ sống sót của tế bào ung thư sau 48 giờ xử lý giảm 

còn 30%) [78]. Thêm vào đó, Zheng đã phát triển nano monomethoxy poly 

(ethylene glycol)–poly(lactic acid) (MPEG–PLA) thông qua polyme hóa mở 

vòng và sau đó được xử lý thành hạt nano để phân phối HK. Kết quả chỉ ra rằng 

chỉ có 53% HK được giải phóng khỏi hạt trong vòng 24 giờ, trong khi 100% HK 

tự do được phát tán ra môi trường bên ngoài. Điều này cho thấy rằng nano 

MPEG-PLA mang HK là công thức có thể đáp ứng yêu cầu tiêm tĩnh mạch. Hơn 

nữa, các hạt nano MPEG-PLA-HK đã làm giảm đáng kể khả năng sống sót của 

tế bào ung thư buồng trứng ở người so với HK tự do [79]. Trong một nghiên cứu 

gần đây, các hạt nano zein biến tính bằng axit polysialic (PSA-Zein-HK) được 

thiết kế để phân phối có mục tiêu nhằm nâng cao hiệu quả phân phối và phân 

phối sinh học đặc hiệu của HK tại các vị trí khối u. Kết quả công bố cho thấy hệ 

nano PSA-Zein-HK có khả năng duy trì sự giải phóng HK một cách đồng đều 

trong huyết thanh với thời gian lưu hành khoảng 48 giờ, và đạt được tỉ lệ ức chế 

sự phát triển khối u cao (52,3%) so với nhóm đối chứng không xử lý hoạt chất 

[80]. Năm 2020, Haggag và đồng nghiệp đã nghiên cứu tác động của hệ nano 

PLGA dẫn truyền HK trong điều trị bệnh ung thư vú MCF-7. Kết quả của 

nghiên cứu đã cho thấy hệ này thể hiện tác dụng gây độc đáng kể lên tế bào ung 

thư, ức chế thành công sự hình thành mạch và tăng cường quá trình apoptosis 

của các tế bào ung thư. Hơn nữa, kết quả nghiên cứu in vivo trên chuột cũng cho 

kết quả khả quan khi giảm được 80% sự phát triển của khối u, ức chế 85% trọng 

lượng khối u sau khi điều trị [81]. Ngoài ra, hệ nano epigallocatechin-3-gallate 

bao gói HK (CE-HK) đã được phát triển bởi Tang và cộng sự trong nghiên cứu 
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điều trị tế bào ung thư gan HepG2. Hệ nano CE-HK sử dụng với liều lượng 

40mg/kg đã được chứng minh trong nghiên cứu này là ức chế sự phát triển của 

khối u lên tới 83.55% cao hơn nhiều so với mức ức chế khi sử dụng HK tự do là 

30.15% [82]. Những thành công bước đầu đã đem đến hướng phát triển tiềm 

năng trong nghiên cứu hệ nano mang hoạt chất HK trong điều trị ung thư. 

 Ngoài ra, tiềm năng kháng u của HK mặc dù đã được khai thác trong 

nhiều nghiên cứu trên thế giới. Tuy nhiên tại Việt Nam, hoạt chất HK mới chỉ 

được biết đến như một loại trà thảo mộc, và vẫn chưa có nghiên cứu nào tổng 

hợp tạo hệ nano polyme PLGA dẫn truyền HK trong nghiên cứu ở dạng dung 

dịch thuốc tiêm để định hướng trong điều trị ung thư. Thêm vào đó, để tạo ra 

được một hệ dẫn thuốc có khả năng bao gói tốt phụ thuộc dẫn nhiều vào loại 

polyme, ngay cả trong một loại polyme PLGA cũng có rất nhiều loại khác nhau 

do khối lượng phân tử khác nhau, tỉ lệ phân tử khác nhau. Vì vậy, việc tổng hợp 

và tối ưu hệ nano polyme PLGA là rất cần thiết để lựa chọn được dạng nano 

polyme hiệu quả nhất trong việc tạo các hệ nano dẫn truyền HK trong điều trị 

ung thư. 
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Chương 2: ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

- HK được tách chiết từ cây hậu phác (Cortex M. officinalis) và được cung cấp 

từ Phòng Sinh hóa thực vật, Viện Công nghệ Sinh học với độ tinh khiết > 

95%. 

- Các loại polymer: Poly (D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA 50:50) có trọng 

lượng phân tử ~ 7.000 – 17.000,  poly (ethylene glycol 2-aminoethyl ether 

acetic acid (NH2-PEG-POOH), trọng lượng phân tử ~ 3400), 1-Ethyl-3-(3- 

dimethyllaminopropyl) carbodiimide (EDAC) và N-hydroxysuccimide 

(NHS) được mua từ Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 

- Tất cả các dung môi hữu cơ như acetone, methanol, ethanol, acetonitrile và 

các đệm cũng như các hóa chất khác được mua từ Fisher Scientific. 

- Các dòng tế bào ung thư phổi A549, ung thư vú BT474 được cung cấp từ 

Viện Công nghệ sinh học. 

- Các hóa chất như kít thử độc tính MTT và các hoá chất khác dùng trong 

nghiên cứu cũng được mua từ các Hãng Sigma, Abcam và Invitrogen. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Quy trình nghiên cứu 

 Quy trình nghiên cứu được thực hiện nghiên ngặt và tuân thủ theo quy 

trình trong sơ đồ nghiên cứu (sơ đồ 3.1). 
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Sơ đồ 3.1. Sơ đồ quy trình nghiên cứu 

Tổng hợp hệ nano polyme 

PLGA bao gói hoạt chất HK 

Tối ưu hệ nano được tạo thành 

Phân tích đặc tính của hệ nano 

PLGA-PEG-HK định hướng 

điều trị ung thư 

Đặc tính lý hóa 

Xác định phổ hồng ngoại FT-IR 

Đánh giá hiệu quả và dung tích 

bao gói hoạt chất 

Phân tích hình thái hạt nano 

Phân tích kích thước và thế zeta 

Đánh giá khả năng giải phóng 

hoạt chất 

Đánh giá độc tính tế bào in vitro 

Ảnh hưởng của hệ nano lên quá 

trình apoptosis 

Xác định độc tính lên tế bào ung 

thư bằng MTT 

Ảnh hưởng của hệ nano lên  

hình thái nhân tế bào 

Xử lý thống kê 

Kết luận 

Nano polyme PLGA 

và hoạt chất HK 
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2.2.2. Tạo hạt nano polymer PLGA bao gói thuốc HK 

❖ Phương pháp tạo hệ nano dẫn truyền thuốc  

Phương pháp nhũ tương hóa 

Phương pháp nhũ tương hóa được tiến hành theo Kadriye và cộng sự có 

sự cải tiến [84]. Quy trình được tiến hành như sau: 

HK và polyme PLGA được hòa tan trong dung môi hữu cơ bao gồm 

dichloromethane (DCM) và propylene glycol. Dung dịch này sau đó được nhũ 

hóa bằng dung dịch poly(vinyl alcohol) (PVA) bằng bộ sonicator (70W, công 

suất 80% trong 2 phút). Tiếp theo, dung dịch nhũ tương nano được khuấy qua 

đêm ở nhiệt độ phòng. Các hạt nano được cô đặc bằng cách ly tâm ở 9.000 

vòng/ phút trong 40 phút ở 4°C, sau đó được rửa bằng nước khử ion 3 lần để loại 

bỏ PVA dư thừa. 

Phương pháp tủa nano  

Phương pháp tủa nano để tổng hợp các hạt nano được tiến hành theo Le 

và cộng sự [59] được tiến hành như sau: 10mg copolymer và 1mg honokiol 

được hoà tan trong acetone. Hỗn hợp được cho vào dung dịch nước với tỷ lệ 

dung môi/nước là 1/5, hỗn hợp được khuấy nhẹ ở nhiệt độ phòng với thời gian 

từ 4-5 giờ. Acetone được loại hoàn toàn bằng máy cô quay chân không để cho 

bay hơi hết dung môi. Dung dịch hạt nano được đông khô bởi máy đông khô 

Modulyod trong 8 giờ (ThermoFisher, USA). 

❖ Gắn kết PLGA với PEG  

Sự gắn kết PLGA và PEG được thực hiện theo Le và cộng sự [59]: Hòa 

tan 150 mg PLGA trong 1ml dichloromethane (DCM). NHS và EDC cũng được 

hòa tan trong 1 mL DCM. Cho dung dịch EDC/NHS vào dung dịch PLGA rồi 

khuấy nhẹ. PLGA-NHS thu được sẽ được làm khô bằng máy cô quay chân 

không (BUCHI, B-169 Vacuum System). Sau khi được làm khô, lấy PLGA-

NHS đã được làm khô hòa tan trong DCM và bổ sung thêm 10 COOH-PEG-

NH2 và 7.5 mg N, N-diisopropylethylamine (DIEA). Hỗn hợp dung dịch được 

khuấy nhẹ ở nhiệt độ phòng qua đêm. Tủa PLGA-PEG bằng hỗn hợp 

ete/methanol. Làm khô PLGA-PEG bằng máy cô quay chân không để loại bỏ 

hết ete và methanol. 
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2.2.3. Phân tích một số đặc tính của hệ nano dẫn truyền HK 

2.2.3.1. Đánh giá các đặc tính lý hóa 

❖ Phân tích hình thái hạt nano 

Hình dạng của các hạt nano được phân tích bởi hệ thống kính hiển vi điện 

tử quét SEM (Scanning electron microscopy - Hitachi S-4800 FE-SEM). 

❖ Phân tích kích thước và thế zeta 

Kích cỡ trung bình của hạt nano và chỉ số đa dạng (PDI) của dung dịch 

nano được phân tích bởi sự tán xạ ánh sáng động học (dynamic light scattering-

DLS) cùng với thế zeta của dung dịch nano được xác định bằng công nghệ M3-

PALS. Ba thông số của mẫu được phân tích bằng máy Zetasizer Nano ZS 

(Malvern instruments Ltd., United Kingdom) ở 25°C.  

❖ Xác định phổ hồng ngoại FT-IR  

Trong thí nghiệm đánh giá tương tác lý hóa của hệ nano dẫn truyền HK, 

chúng tôi đã sử dụng phương pháp phổ hồng ngoại (Fourier Transformation 

InfraRed - FTIR) để xác định các đỉnh đặc trưng của các liên kết được hình 

thành trong các phản ứng hóa học, sự tương tác giữa các nhóm chức, chức năng 

hóa hạt nano để tạo thành hệ nano mang thuốc. Màu được phân tích trong vùng 

từ 550-4000 cm'1 sử dụng thiết bị phân tích hồng ngoại Thermo Scientific 

Nicolet Nexus 670 (Mỹ) [92].  

❖ Đánh giá hiệu quả và dung tích bao gói thuốc 

Hiệu quả bao gói HK (Encapsulation efficiency – EE) 

Hiệu quả bao gói chất của hệ nano PLGA-PEG-HK được xác định như 

sau [100]: Hỗn dịch tiểu phân nano - HK với nồng độ 3mg/ml được ly tâm bằng 

ống ly tâm siêu lọc 100K của Pall Corporation (USA) ở tốc độ 2700 g/10 phút 

để loại bỏ phần HK không được bao gói. Phần HK thu được trong dịch được 

phân tích bởi quang phổ UV-Vis bởi máy đọc quang phổ NanoDrop® 1000 

(Thermo Fisher Scientific) dựa vào đường chuẩn HK. Đường chuẩn của HK 

được xác định theo một dải nồng độ cho trước của HK từ 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1 và 

2 µg/ml. Hiệu quả bao gói thuốc được xác định bởi lượng HK được bao gói so 

với lượng HK tổng số được sử dụng trong công thức tổng hợp rồi nhân với 100 

(công thức 1). 
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Dung tích bao gói HK (Loading capacity - LC) 

         Dung tích bao gói HK được xác định như sau [100]: Lượng HK được tải 

trong hạt nano được xác định bằng trọng lượng của HK trong hạt nano so với 

trọng lượng tổng số của hệ nano PLGA-PEG-HK và được tính toán theo công 

thức 2. Quy trình ngắn gọn như sau: khoảng 3 mg hạt nano PLGA-PEG-HK (sau 

khi đã được ly tâm bằng ống ly tâm siêu lọc và thu phần tủa ở trên) được hòa tan 

trong 1 ml DCM (dichloromethane). Sau đó cho thêm 1 ml methanol để tủa 

phần polymer, thu lấy phần dịch nổi chứa HK và cho bay hơi hết dung môi và 

được hòa lại trong dimethyl sulfoxide (DMSO) và đem phân tích quang phổ 

UV-Vis dựa vào đường chuẩn HK ở trên.  

EE (%)  (1) 

 

LC (%)  (2) 

 

❖ Đánh giá khả năng giải phóng thuốc 

Thí nghiệm đánh giá khả năng giải phóng hoạt chất của HK tự do và hệ 

nano PLGA-PEH-HK được tiến hành theo Lin và cộng sự có sự cải tiến [95]. 

Quy trình được tiến hành như sau: Thí nghiệm sử dụng túi thẩm tích 

(Spectral/Por® 4 MWCO 12000-14000 daltons, bề rộng 25 mm). 02 ml dung 

dịch nano được hút cho vào trong túi thẩm tích, kẹp chặt 2 đầu túi, gắn cố định 

vào thiết bị sau đó được cho vào 48ml dung dịch đệm phosphate (pH 7.4). Túi 

thẩm tích được đặt trong ống ly tâm và cho vào bể điều nhệt ở nhiệt độ 37°c với 

tốc độ 100 vòng/phút. Sau từng thời điểm nhất định, 01 ml mẫu được hút để 

định lượng hàm lượng hoạt chất giải phóng và thay thề bằng một thể tích môi 

trường tương ứng. 

2.2.3.2. Đánh giá độc tính tế bào in vitro 

❖ Xác định độc tính của hệ nano lên tế bào ung thư bằng MTT  

Để xác định độc tính tế bào, thí nghiệm sử dụng kit phân tích độc tính -

MTT [59]. MTT là một phương pháp so màu để xác định lượng tế bào còn sống 

trong các thí nghiệm xác định độc tố của các chất. Hệ hạt nano không bao gói 

thuốc được sử dụng như mẫu đối chứng. Các tế bào A549 và BT474 được nuôi 

trên đĩa 96 giếng với mật độ tế bào là 5000 tế bào/giếng và được nuôi 24h trước 

khi tiến hành thí nghiệm. Sau đó, môi trường nuôi cấy được thay thế bằng 100 μl 
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của HK hoặc dẫn chất nano HK với nồng độ HK trong các mẫu là 1, 5, 10, 20, 

40 μg/ml và được ủ trong 72 h ở 37°C. Sự sống sót của tế bào được phân tích 

bằng kít MTT, và lượng sản phẩm formazan được xác định bằng máy quang phổ 

(BioTek Synergy® HT microplate reader, USA) ở bước sóng 490 nm. Mỗi phân 

tích được lặp lại 3 lần. Dùng phần mềm Exel để xử lý số liệu, tính chỉ số IC50. Sự 

sống sót của tế bào (SSTB) được tính toán bằng công thức sau: 

SSTB (%) = (ODmẫu/ODđối chứng) x 100 

❖ Đánh giá ảnh hưởng của hệ nano lên hình thái nhân tế bào 

Tế bào ung thư (3 x 104 tế bào/ mL) được nuôi vào các đĩa 6 giếng và 

được xử lý bằng 20 µg hệ nano dẫn truyền HK trong 24 giờ. Sau 24 giờ, nhuộm 

nhân bằng thuốc nhuộm DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole) trong 30 phút ở 

nhiệt độ phòng (30 L/ đĩa), rửa lại bằng PBS 1X x 3 lần (bọc giấy bạc để tránh 

ánh nắng). Sau đó, tế bào được quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang Nikon Ti 

E Eclipse kết hợp với hệ thống kính đồng tiêu. Bước sóng kích thích 341 nm để 

phát hiện DNA nhân (phát quang ở bước sóng 408nm – màu xanh). Hình ảnh 

được phân tích trên phần mềm ImageJ. 

❖ Đánh giá ảnh hưởng của hệ nano lên quá trình gây chết tế bào ung thư 

(apoptosis)  

Để xác định xem khả năng sống sót của các tế bào được xử lý bằng nano 

polymer PLGA-HK giảm có phải là do quá trình chết theo chu trình - apoptosis 

không, tế bào sau khi được xử lý dẫn chất trên được tiến hành nhuộm kít phát 

hiện apoptosis Annexin V-PE. Mỗi thí nghiệm được lặp đi lặp lại ít nhất ba lần. 

Phương pháp thực hiện được tiến hành cụ thể như sau: Pha loãng 10X Binding 

Buffer thành 1X bằng nước cất (1ml 10X Binding Buffer + 9 ml dH2O). Sau đó, 

tế bào A549 được rửa bằng PBS, và 1 lần trong Binding Buffer 1X. Tái sử dụng 

các tế bào trong Binding Buffer 1X ở 1-5 x 106 /ml. Tiếp theo, thêm 5 μL 

Annexin V với fluorochrome PE vào 100 μL huyền phù tế bào và ủ trong 10-15 

phút ở nhiệt độ phòng. Tế bào sẽ được rửa trong 1X Binding Buffer và tái sử 

dụng trong 200 μL của 1X Binding Buffer. 5 μL dung dịch nhuộm Propidium 

Iodide Staining Solution (cat. 00-6990) hoặc 7-AAD Viability Staining Solution 

sẽ được thêm vào dung dịch. Dung dịch được phân tích bằng phương pháp BD 

Flow Cytometry [98]. 
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Chương 3: KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả tạo hệ nano - HK 

Hiện nay có nhiều phương pháp để tạo hạt nano bao gói hoạt chất, trong 

số đó, các phương pháp được sử dụng phổ biến là nhũ tương hóa và tủa nano 

[85-86]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành tạo hệ nano mang HK bằng 

hai phương pháp trên. Đầu tiên, chúng tôi sử dụng nguyên liệu để bao gói HK là 

PLGA. Kết quả cho thấy bằng phương pháp nhũ tương hóa, dung dịch thu được 

có hiện tượng tủa một phần (hình 3.1A). Trong khi tổng hợp bằng phương pháp 

tủa nano, dung dịch nano tạo thành có độ đồng nhất tốt hơn (hình 3.1B).  

 

 

Hình 3.1. Hệ nano PLGA-HK tạo bằng phương pháp  

nhũ tương hóa (A) và phương pháp tủa nano (B) 

 

Kết quả này có thể được giải thích là do bên cạnh những ưu điểm như: cải 

thiện sinh khả dụng của thuốc, không độc và không gây kích ứng, phương pháp 

nhũ tương hóa vẫn có một số nhược điểm như bề mặt thiếu ổn định do phải qua 

nhiều bước làm sạch. Ngoài ra, quá trình tổng hợp bằng phương pháp nhũ tương 

hóa không đảm bảo sự phân bố đồng đều của các hoạt chất trong hệ nano, từ đó 
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dẫn đến hiện tượng tủa một phần. Trong khi đó, phương pháp tủa nano đơn giản 

hơn, được sử dụng để bao bọc hoạt chất kị nước trong các hạt nano với mức độ 

tiêu thụ năng lượng thấp. Phương pháp này dẫn đến sự hình thành tức thời của 

các hạt nano bao gói hoạt chất và là quy trình một bước do đó dễ thực hiện, 

mang lại sự ổn định và đồng nhất tốt [85]. Phương pháp tủa nano cũng được 

nhiều tác giả lựa chọn để tạo hệ nano bao gói hoạt chất trong điều trị ung thư 

điển hình như tạo hệ nano PLGA-lipid hybrid bao gói paclitaxel trong nghiên 

cứu của Godara và cộng sự năm 2020 [86], nghiên cứu của Alshamsan và cộng 

sự chế tạo hệ nano PLGA bao bọc cucurbitacin [85]. Vì vậy, từ kết quả thu được 

trong thử nghiệm, phương pháp tủa nano được chúng tôi lựa chọn để tạo hệ nano 

dẫn truyền HK. 

❖ Chức năng hóa bề mặt hệ nano PLGA-HK bằng PEG 

PLGA là nano polyme đã được FDA chấp thuận cho các ứng dụng lâm sàng 

nhờ các đặc tính nổi bật như độc tính thấp, tính tương thích sinh học cao trong 

điều trị ung thư [81]. Do đó, nhiều nghiên cứu đã sử dụng PLGA trong chế tạo 

hạt nano dẫn truyền hoạt chất. Điển hình như nghiên cứu của Wohfart và cộng 

sự tạo hệ nano PLGA-doxorubicin [72] hay như nghiên cứu tổng hợp hệ nano 

PLGA-cucurbitacin I của Alshamsan [85]..v.v. 

Ở nghiên cứu này chúng tôi cũng sử dụng PLGA để bao gói HK bằng 

phương pháp tủa nano để tạo hệ nano. Tuy nhiên, từ ngày thứ 10, hệ nano này 

bắt đầu có hiện tượng tủa xảy ra và sau 01 tháng lượng tủa xuất hiện nhiều nhất 

(hình 3.2), mặc dù được lưu trữ ở điều kiện 4°C. Hiện tượng này có thể được 

giải thích là do bên cạnh những đặc tính ưu việt, nano PLGA-HK vẫn còn những 

hạn chế là chưa có sự ổn định theo thời gian. 
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Hình 3.2. Hệ nano PLGA-HK bị tủa sau 1 tháng 

 

Vì vậy, để tăng tính ổn định của hệ nano PLGA trong dung dịch, các tác 

giả thường chức năng hóa bề mặt PLGA bằng nhiều chất khác nhau như 

chitosan, lecithin, PEO, PEG..v..v [72-74]. Trong nghiên cứu của Ahmad và cs 

đã tiến hành cải tiến bề mặt PLGA bằng chitosan, hệ nano PLGA-chitosan-

docetaxel được tạo thành đã chứng minh hiệu quả tăng cường tính thấm của hoạt 

chất chất cao hơn 2.2 lần so với sử dụng hệ PLGA-docetaxel [73]. Trong nghiên 

cứu khác, tác giả Wohfart và cs sử dụng cách tối ưu hóa PLGA bằng lecithin 

trong tạo hệ nano mang doxorubicin điều trị u nguyên bào thần kinh [72]. Trong 

nghiên cứu này, chúng tôi lựa chọn PLGA được chức năng hóa bằng PEG, do 

PEG là một polyme hòa tan tốt trong nước, an toàn, không gây miễn dịch và 

cũng đã được FDA chấp thuận trong điều trị lâm sàng [87].  

Kết quả của thí nghiệm khi sử dụng copolyme PLGA-PEG bao gói HK đã 

tạo thành dung dịch nano đồng nhất. Dung dịch nano này được lưu giữ ở điều 

kiện 4oC. Sau khoảng thời gian 6 tháng và 1 năm lưu giữ, dung dịch nano này 

đều cho hình ảnh hệ tạo thành không xuất hiện tình trạng bị biến đổi, bị tủa như 

hệ nano PLGA-HK (hình 3.3). Kết quả này có thể được giải thích là do khi kết 

hợp giữa PLGA và PEG sẽ tạo thành hệ thống phân phối thuốc nano kết cấu lõi 

– vỏ. Trong cấu trúc này, HK được bao gói trong phần lõi PLGA bằng lực liên 

kết kị nước. Phần vỏ PEG ưa nước sẽ giúp hệ nano copolyme PLGA-PEG tăng 
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khả năng phân tán tốt trong môi trường và giúp cho độ ổn định của hệ được tạo 

thành tốt hơn [83].  

Ngoài ra, hệ nano PLGA còn bị hạn chế khi phân phối qua đường tiêm do 

quá trình opsonin hóa và thanh thải nhanh bởi hệ thống lưới nội mô [71]. Các 

nghiên cứu đã chứng minh việc chức năng hóa bề mặt hạt nano polyme PLGA 

bằng PEG không những tạo một lớp màng bảo vệ có tính ưa nước mà còn giúp 

hạt nano tránh được sự hấp thụ của protein opsonin trong huyết thanh thông qua 

lực đẩy steric, sau đó là thoát khỏi sự phát hiện của hệ thống thực bào [99]. Các 

tác giả khác cũng cho thấy những kết quả tương tự điển hình Rafiei và cộng sự 

đã chứng minh hệ nano PLGA-PEG có hệ cấu trúc dược động học tốt hơn, tốc 

độ giải phóng thuốc hiệu quả hơn so với hệ nano PLGA [67]. Như vậy, việc sử 

dụng polyme PLGA có gắn thêm PEG để bao gói hoạt chất HK bằng phương 

pháp tủa nano đã tạo ra được một hệ nano có độ đồng nhất cao. 

 

 

 

 

Hình 3.3. Hình ảnh hệ nano PLGA-PEG-HK qua thời gian 

(A)  Hệ nano PLGA-PEG-HK sau 6 tháng 

(B)  Hệ nano PLGA-PEG-HK sau 1 năm 
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3.2. Kết quả phân tích một số đặc tính của hệ nano PLGA-PEG-HK 

3.2.1. Kết quả đánh giá các đặc tính lý hóa của hệ nano PLGA-PEG-HK 

3.2.1.1. Phân tích hình thái hạt nano 

Hình thái hệ nano PLGA-PEG-HK sau khi tổng hợp được thể hiện trong 

hình 3.4. Ảnh SEM cho thấy hệ nano PLGA-PEG-HK tạo thành có dạng hình 

cầu, trơn nhẵn. Trong khi đó, so sánh với hình thái của hệ nano PLGA-HK quan 

sát ở hình 3.5 cho thấy hệ này gần như là hình thành các mảng hạt. Kết quả này 

là do hợp phần ưu nước PEG trong thành phần cấu tạo giúp copolyme PLGA-

PEG có khả năng phân tán tốt và ổn định trong môi trường nước [21]. Kết quả 

này cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu của Beletsi và cộng sự đối với hệ nano 

copolyme phân phối thuốc [87].  

 

Hình 3.4. Hình ảnh hệ nano PLGA-PEG-HK thông qua SEM 

 

Hình 3.5. Hình ảnh hệ nano PLGA-HK thông qua SEM 
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3.2.1.2. Kích thước và thế zeta của hệ nano PLGA-PEG-HK 

Phân tích kích thước 

Kích thước hạt là một trong những thông số quan trọng của hệ nano phân 

phối thuốc đến khối u thông qua hiệu ứng EPR [30]. Để đánh giá sự phân bố 

kích thước của hệ nano PLGA-PEG-HK, dung dịch nano được phân tích thông 

qua DLS. Kết quả phân tích cho thấy hệ nano PLGA-PEG-HK được tạo thành 

có kích cỡ hạt trung bình là 138.51 ± 3.02 nm (hình 3.6). Một số nghiên cứu đã 

chứng minh, hệ nano có kích thước nhỏ hơn 70 nm sẽ bị đào thải khỏi hệ tuần 

hoàn nhanh hơn. Trong khi đó hạt nano có kích thước lớn hơn 200 nm cũng có 

thể bị loại bỏ do bị hấp phụ bởi đại thực bào và mắc kẹt trong các cơ quan của 

hệ thống lưới nội mô. Do đó, kích thước hạt nano tối ưu cho các ứng dụng phân 

phối thuốc là từ 70-200 nm [31]. Vì vậy, hạt nano PLGA-PEG-HK trong nghiên 

cứu này khá phù hợp cho việc sử dụng phân phối thuốc qua đường tiêm truyền.  

 

Hình 3.6. Kích thước hạt và độ phân tán của dung dịch nano PLGA-PEG-HK. 

 



34 

 

 

Hơn nữa, giá trị chỉ số đa dạng (polydispersity – PDI) cũng là một trong 

những đặc điểm được sử dụng để đánh giá sự đồng nhất của hệ nano. Giá trị PDI 

nằm trong khoảng từ 0 (đối với mẫu hoàn toàn đồng nhất) đến 1 (đối với mẫu có 

độ phân tán cao với nhiều quần thể kích thước hạt khác nhau). Giá trị PDI nhỏ 

hơn 0.2 đã được chứng minh là khoảng giá trị cho thấy mẫu có sự đồng nhất tốt 

đối với hệ phân phối thuốc dựa trên chất mang là polyme [88]. Giá trị PDI của 

hệ nano PLGA-PEG-HK thu được là 0.04 ± 0,002. Kết quả này cho thấy hệ 

được tạo thành có độ đồng nhất cao. 

 

Xác định thế zeta 

Đại lượng đặc trưng cho tính ổn định của hệ nano là thế zeta. Thế zeta cao 

(giá trị tuyệt đối) sẽ cho độ ổn định cao, hệ phân tán tốt và sẽ chống lại sự keo 

tụ. Theo nghiên cứu của Tantra và cộng sự, giá trị zeta nằm trong khoảng từ 

±15-30 mV được cho là giá trị lý tưởng thể hiện sự ổn định của hệ nano [89]. 

Mặt khác, giá trị zeta thấp (giá trị tuyệt đối nhỏ hơn 5 mV) có thể dẫn đến hiện 

tượng hệ bị keo tụ [90].  

Thế zeta của hệ nano PLGA-PEG-HK đo được giá trị trung bình là           

-24.09 mV ± 0.17 (hình 3.7). Kết quả này cho thấy hệ được tạo thành có độ ổn 

định cao, hạt phân tán tốt trong dung dịch.  

Điện thế bề mặt của hệ nano cũng là một thông số quan trọng ảnh hưởng 

đến sự tương tác, phân bố và chuyển hóa tiếp theo của hệ nano trong hệ tuần 

hoàn. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng, các hạt nano điện tích bề mặt dương bị hấp 

thu bởi các đại thực bào nhiều hơn khi so sánh với các hệ nano mang điện tích 

bề mặt trung tính hoặc điện tích âm [90]. Điều này được giải thích là do các hạt 

có điện tích bề mặt nhất định sẽ hấp phụ các ion có điện tích trái dấu từ dung 

dịch. Vì vậy, khi phân phối thuốc trong hệ tuần hoàn, sự hiện diện của các 

protein huyết thanh tích điện âm sẽ hút các nano mang điện tích trái dấu và dẫn 

đến hình thành tập hợp các nano mang điện tích dương. Tập hợp có kích thước 

lớn có thể gây ra tắc mạch hoặc nhanh chóng bị đào thải bởi các đại thực bào 

[91]. Do đó, giá trị zeta âm của hệ nano PLGA-PEG-HK sẽ phù hợp cho nghiên 

cứu thông đường tiêm truyền. PEG hoạt động như một lớp chống lại sự tương 

tác bề mặt nano với các vật liệu khác như protein opsonin. Điều này cung cấp 

khả năng bảo vệ hiệu quả và góp phần tăng tính ổn định cho hệ nano phân phối 

thuốc. 
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Hình 3.7. Thế zeta của hệ nano PLGA-PEG-HK 

3.2.1.3. Kết quả phân tích phổ hồng ngoại FT-IR 

Thành phần hóa học và tương tác vật lý giữa hệ nano PLGA-PEG-HK 

được xác định bằng phổ hồng ngoại (FT-IR). Phương pháp FT-IR hoạt động trên 

cơ sở sự hấp thụ bức xạ hồng ngoại của chất cần nghiên cứu. Quang phổ hồng 

ngoại cho các dao động đặc trưng của các nhóm liên kết khác nhau dựa trên sự 

xuất hiện của các đỉnh (peak) đặc trưng trong vùng hồng ngoại. Sự xuất hiện của 

các peak này và sự dịch chuyển của các đỉnh này sẽ cho ta biết sự hình thành các 

liên kết đặc trưng, đồng thời liên kết giữa các nhóm chức. Vì vậy, khi phân tích 

bằng phổ FT-IR, ta sẽ thu được phổ hấp thụ dựa trên bước sóng đặc trưng của 

các nhóm chức, liên kết có sẵn, sau đó so sánh với phổ ghi được để suy ra cấu 

trúc của chất đang nghiên cứu. Đối với hệ nano dẫn truyền thuốc, phổ FT-IR là 

một trong những kỹ thuật được sử dụng nhiều nhất để khẳng định hệ nano đã 

được tạo thành công [92]. 
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Hình 3.8. Phổ hồng ngoại FT-IR 

(1) PLGA; (2) PLGA-PEG; (3)HK; (4) PLGA-PEG-HK 

 

Các phổ hồng ngoại FTIR của PLGA, PLGA-PEG, HK và hệ PLGA-

PEG-HK được hiển thị trong hình 3.8. Phổ FT-IR của PLGA và copolyme 

PLGA-PEG cho thấy dao động nhóm OH trên PLGA xuất hiện ở vị trí 3518 cm-

1 đã dịch chuyển đến vị trí 3296 cm-1 trên copolymer, ngoài ra dao động của 

nhóm CH2 trên PLGA xuất hiện ở vị trí 1427 cm-1 đã dịch chuyển đến vị trí 

1430 cm-1 trên phổ PLGA-PEG. Mặc khác liên kết C-H ở vị trí 2955 cm-1 trên 

PLGA đã dịch chuyển đến vị trí 2900 cm-1 của PLGA-PEG và dao động của 

nhóm C-O-C của PLGA xuất hiện ở vị trí 1757 cm-1 đã dịch chuyển đến vị trị 

1611 cm-1 trên copolymer PLGA-PEG. Vị trí 1611 cm-1 là dao động đặc trưng 

được hình thành trong phản ứng trùng ngưng. Kết quả này cho thấy rằng 

coplolyme PLGA-PEG đã được tạo thành thông qua phản ứng trùng ngưng mở 

vòng polyme hóa giữa PLGA và PEG [92]. Trong phổ HK tự do (phổ 3), các 

giao động 3457 cm-1 đặc trưng cho -OH. Một dải nằm ở 1639 cm−1 đại diện 
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cho hóa trị C=C vòng thơm có trong HK. Các dải cường độ 801 cm−1 đặc trưng 

cho liên kết C–C [93]. Khi HK được bao bọc bởi nano polyme PLGA-PEG, đỉnh 

đặc trưng của HK vẫn xuất hiện trong phổ hiển thị 4, cụ thể: tại điểm 3457 cm−1  

dịch chuyển đến 3521 cm−1, điểm 1639 cm-1 dịch chuyển sang vị trí 1766 cm-

1, điểm 801 cm-1 dịch chuyển đến vị trí 848 cm-1. Kết quả này biểu thị sự 

tương tác giữa HK và polyme. Bên cạnh đó, dao động đặc trưng của copolyme 

PLGA-PEG tại vị trí 1430 cm-1 đã dịch chuyển đến vị trí 1454 cm-1, dao động 

2900 dịch chuyển đến vị trí 2952 cm-1 trên phổ PLGA-PEG-HK, qua đó chứng 

minh HK đã được đóng gói thành công trong hệ phân phối thuốc [92, 93]. 

3.2.1.4. Đánh giá hiệu suất và dung tích bao gói thuốc 

Hiệu suất bao gói hoạt chất là một trong những thông số quan trọng khi 

tổng hợp hệ nano mang thuốc. Một hệ thống nano dẫn truyền hoạt chất hiệu quả 

phải có hiệu suất mang thuốc cao để hạn chế số lần sử dụng thuốc và mang lại 

hiệu quả trong điều trị [101]. Hiệu suất bao gói cho biết tỉ lệ khối lượng hoạt 

chất được mang trên tổng trọng lượng của các chất. Một số nghiên cứu đã chứng 

minh, hệ nano PLGA-PEG có thể đạt được hiệu suất bao gói thuốc cao với giá 

trị có thể đạt được từ 75% - 95% [102]. Kết quả của nghiên cứu cũng cho thấy 

hiệu suất bao gói của hệ nano PLGA-PEG-HK tạo thành đạt giá trị 81.22 ± 

0.59%. Kết quả này đã chứng minh hệ nano copolyme đã bao gói thành công 

HK với hiệu suất mang thuốc cao. Thêm vào đó, việc xác định dung tích bao gói 

cũng là một trong những giá trị ảnh hưởng đến các ứng dụng của hệ phân phối 

thuốc nano: thông số này là bắt buộc để có thể tính toán chính xác lượng hoạt 

chất có trong dung dịch nano trước khi thí nghiệm in vitro và in vivo [100]. Và 

dựa vào các công thức tính toán được trình bày ở trên, dung tích bao gói của hệ 

nano PLGA-PEG-HK trong nghiên cứu là 7.38 ± 0.05%. 

3.2.1.5. Đánh giá khả năng giải phóng thuốc 

Để đánh giá khả năng giải phóng hoạt chất HK từ hệ nano, đường chuẩn 

HK được xây dựng dựa trên giá trị đo ở các nồng độ 10, 20, 40, 60, 80 và 100 

(μg / mL) trong đệm phosphat. Sự hấp thụ của HK được đo bằng máy quang phổ 

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) ở bước sóng 297 nm, sau đó 

định lượng nồng độ HK được giải phóng dựa vào đường chuẩn được xây dựng 

(Hình 3.9). Đường chuẩn biểu thị đồ thị hàm số dạng y = ax + b, trong đó y là 

diện tích đỉnh (peak) còn x là nồng độ. R2 gần bằng 1 cho thấy độ chính xác cao. 
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Hình 3.9. Đường chuẩn Honokiol 

 

Bảng 3.1. Phần trăm hoạt chất giải phóng 

Thời gian giải phóng 

hoạt chất (giờ) 

Nano PLGA-PEG-HK 

(%) 

HK tự do  

(%) 

2 11,2 ± 3,0 19,3 ± 2,7 

4 19,4 ± 1,6 33,5 ± 1,9 

6 31,3 ± 2,3 48,6 ± 1,3 

12 42,7 ± 1,1 69,2 ± 3,2 

24 53,1 ± 3,1 98,5 ± 1,0 

48 78,2 ± 1,8 0 

72 89,5 ± 2,6 0  
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Hình 3.10. Biểu đồ phần trăm giải phóng hoạt chất theo thời gian của HK tự do 

và hệ nano PLGA-PEG-HK 

 

Kết quả phần trăm giải phóng hoạt chất được thể hiện trong bảng 3.1 và 

hình 3.10. Sau 2 giờ đầu tiên tiến hành thí nghiệm, ở mẫu HK tự do, lượng HK 

được giải phóng ra là 19.3 ± 2.7% nhưng ở hệ nano PLGA-PEG-HK chỉ là 11.2 

± 3.0%. Ở những giờ tiếp theo, phần trăm giải phóng hoạt chất khi quan sát trên 

cả hai mẫu liên tục tăng. Tuy nhiên, kết quả phần trăm giải phóng hoạt chất của 

hệ nano PLGA-PEG-HK cho giá trị thấp hơn so với HK tự do ở những thời 

điểm tương đương. Sau 24 giờ, thuốc gần như được giải phóng hoàn toàn ở HK 

tự do (98.5 ± 1%), trong khi đó phần trăm hoạt chất giải phóng khỏi hệ nano chỉ 

bằng một nửa (53,1 ± 3,1%). Sau 48 giờ, 78.2 + 1.8% hoạt chất HK được giải 

phóng ra khỏi hệ nano PLGA-PEG-HK, và sau 72 giờ phần trăm giải phóng hoạt 

chất là 89,5 ± 2,6%. Kết quả này cho thấy hệ nano được tạo thành đã góp phần 

kéo dài thời gian giải phóng của HK. Điều này có thể được giải thích là do cấu 

trúc lõi vỏ, sự trương nở và mật độ liên kết ngang trong hệ nano PLGA-PEG-

HK đã duy trì sự ổn định và kéo dài thời gian giải phóng hoạt chất [94]. Một số 

nghiên cứu cũng đã chứng minh hiệu quả của hệ nano kéo dài thời gian giải 

phóng hoạt chất như nghiên cứu của Lin và cộng sự năm 2021 cũng cho thấy 
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HK tự do giải phóng hoàn toàn chỉ sau 12 giờ, trong khi hệ nano Lecithin-Based 

Mixed Polymeric Micelles (lbMPMs) đã kéo dài thời gian giải phóng HK (sau 

72 giờ có 90% HK giải phóng ra môi trường) [95]. Tương tự một nghiên cứu 

gần đây của Zhang và cộng sự vào tháng 4, 2022 cũng cho thấy kết quả hệ nano 

zein – axit polysialic dẫn truyền HK (PSA-Zein-HK) có khả năng duy trì sự 

phân tán và giải phóng hoạt chất ổn định trong 48 giờ [80]. Công thức hoạt chất 

giải phóng chậm cũng đã được chứng minh mang lại nhiều lợi ích hơn khi so 

sánh với các công thức thông thường của cùng hợp chất. Khi phân phối qua 

đường tiêm, các cấu trúc nano tồn tại trong hệ thống tuần hoàn máu trong một 

thời gian dài, do đó, chúng gây ra ít dao động huyết tương hơn và giảm tác dụng 

phụ. Thêm vào đó, hồ sơ giải phóng hoạt chất có thể dự đoán được trong một 

khoảng thời gian xác định sau mỗi lần tiêm. Từ đó, các nhà nghiên cứu có thể 

dựa trên thông tin này để giảm tần suất sử dụng thuốc (tiêm ít hơn) mà không 

ảnh hưởng đến hiệu quả điều trị và giảm tổng chi phí chăm sóc y tế khi nghiên 

cứu in vivo và áp dụng thực tiễn sau này [96]. 

3.2.2. Kết quả đánh giá độc tính tế bào in vitro của hệ nano PLGA-PEG-HK 

3.2.2.1. Xác định độc tính của hệ nano lên tế bào ung thư bằng MTT 

Để xác định độc tính tế bào, thí nghiệm sử dụng kit phân tích độc tính MTT 

để đánh giá hiệu quả của hệ nano PLGA-PEG-HK và HK tự do lên hai dòng tế 

bào ung thư phổi A549 và tế bào ung thư vú BT474 thể hiện thông qua giá trị 

IC50. Giá trị IC50 càng thấp càng chứng minh khả năng gây độc lên tế bào ung 

thư càng cao. 

Nồng 

độ 

Hình ảnh tế bào xử lý bằng  

HK tự do 

Hình ảnh tế bào xử lý bằng  

Hệ nano PLGA-PEG-HK 

Đối 

chứng 

 
A1 

 
B1 
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1 

µg/ml 

 
A2 

 
B2 

5 

µg/ml 

 
A3 

 
B3 

10 

µg/ml 

 
A4 

 
B4 

20 

µg/ml 

 
A5 

 
B5 
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40 

µg/ml 

 
A6 

 
B6 

 

Hình 3.11. Hình ảnh tế bào A549 được xử lý bằng HK tự do (A2, A3, A4, A5 và 

A6) và hệ nano PLGA-PEG-HK (B2, B3, B4, B5 và B6) sau 72 giờ. Trong đó A1 

và B1: đối chứng; A2 và B2: 1µg/ml; A3 và B3: 5µg/ml; A4 và B4: 10µg/ml; A5 

và B5: 20µg/m; ; A6 và B6: 40µg/ml. 

 

Ảnh hưởng của hoạt chất HK tự do và hệ nano PLGA-PEG-HK lên hình thái 

tế bào A549 được thể hiện trong hình 3.11. Sau 72 giờ, tế bào ở mẫu đối chứng 

không xử lý hoạt chất có hình dạng bình thường, mật độ tế bào vẫn phát triển và 

đạt khoảng 80% độ phủ đĩa. Tuy nhiên, ở những mẫu được xử lý HK và hệ nano 

PLGA-PEG-HK ở các nồng độ khác nhau đã xuất hiện những hiện tượng bất 

thường. Ở nồng độ 1 µg/ml (hình A2 và hình B2), mật độ tế bào không có sự 

khác biệt đáng kể so với mật độ tế bào ở mẫu đối chứng. Khi xử lý nồng độ 5 

µg/ml (hình A3 và hình B3) và 10 µg/ml (hình A4 và hình B4)  thì hình thái tế 

bào bắt đầu có sự thay và mật độ tế bào trở lên thưa hơn so với mẫu đối chứng. 

Tiếp theo, ở nồng độ xử lý cao hơn là 20 µg/ml (hình A5 và hình B5), các tế bào 

có biểu hiện bất thường trở nên rõ rệt, tế bào đều co cụm lại và hầu như không 

có khả năng sinh trưởng, mật độ tế bào trở nên thưa thớt hơn hẳn so với hai 

nồng độ trước. Cuối cùng, ở nồng độ 40 µg/ml (hình A6 và hình B6) thì các tế 

bào trở nên co nhỏ hơn nữa, các tế bào đều chết hết và mật độ tế bào cũng thưa 

nhất. Như vậy, nồng độ tác động của HK tự do và hệ nano PLGA-PEG-HK càng 

cao thì số tế bào chết càng nhiều. Đặc biệt khi xử lý ở các nồng độ tương đương, 

những mẫu xử lý bằng hệ nano PLGA-PEG-HK quan sát thấy tế bào thưa hơn so 

với HK tự do. Kết quả này chứng minh hệ nano PLGA-PEG-HK có tác dụng ức 

chế sự sinh trưởng và phát triển của tế bào A549 mạnh hơn so với HK tự do.  
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Bảng 3.2: Phần trăm ức chế của HK tự do và hệ nano PLGA-PEG-HK lên  

tế bào ung thư A549 và BT474 và giá trị IC50 

Nồng độ 

(µg/ml) 

Phần trăm ức chế (%) A549 Phần trăm ức chế (%) BT474 

HK tự do 
Hệ nano  

PLGA-PEG-HK 
HK tự do 

Hệ nano  

PLGA-PEG-HK 

1 1.04 ± 0.09 1.59 ± 0.16 1.13 ± 0.08 1.96 ± 0.15 

5 25 ± 1.15 35.01 ± 1.12 22.02 ± 0.82 36.21 ± 0.91 

10 45.55 ± 1.61 66.52 ± 1.28 39.18 ± 2.07 54.93 ± 1.99 

20 98.94 ± 1.04 100 ± 0.56 99.07 ± 0.18 100 ± 0.25 

40 100 ± 0.06 100 ± 0.15 100 ± 0.22 100 ± 0.12 

IC50 8.76 ± 0.92 5.88 ± 0.76 10.77 ± 0.25 6.49 ± 0.63 
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Hình 3.12. Phần trăm gây độc lên các dòng tế bào (A) A549 và (B) BT474 

Từ kết quả quan sát hình ảnh tế bào cho thấy cả hệ nano PLGA-PEG-HK 

và HK tự do đều làm giảm đáng kể số lượng tế bào sống sót trong cả hai dòng tế 

bào ung thư. Để tiếp tục khẳng định kết quả độc tính tế bào, kít MTT được sử 

dụng để phân tích độc tính lên tế bào ung thư A549 của hệ nano PLGA-PEG-

HK cao hơn 1.5 lần so với xử lý bằng HK tự do với các giá trị IC50 tương ứng là 

5.88± 0.76 và 8.76 ± 0.92 µg/ml. Tương tự, độc tính lên tế bào ung thư BT474 

của hệ nano cũng cao hơn 1.7 lần so với HK tự do sau 72h xử lý với các giá trị 

IC50 tương ứng là 6.49 ± 0.63 và 10.77 ± 0.25 µg/ml. Giá trị IC50 càng nhỏ, càng 

chứng minh được hiệu quả gây độc lên tế bào ung thư. Những kết quả này đã 

cho thấy rằng việc kết hợp giữa hệ nano PLGA-PEG-HK đã làm tăng cường 

hoạt động gây độc lên tế bào ung thư. Khả năng gây độc hiệu quả của hệ nano 

PLGA-PEG-HK so với HK tự do có thể được giải thích là do các cơ chế khác 

nhau khi thâm nhập vào tế bào ung thư. Các phân tử thuốc thông thường được 

vận chuyển vào tế bào bằng cơ chế khuyếch tán thụ động và bị vận chuyển ra 

ngoài bằng các P-glycoprotein (protein vận chuyển xuyên màng). Trong khi đó, 

hệ nano PLGA-PEG-HK đã xâm nhập vào tế bào thông qua quá trình nhập bào 

(endocytosis), vì vậy chúng có thể thoát khỏi ảnh hưởng của các protein vận 
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chuyển P-glycoprotein, từ đó dẫn đến sự vận chuyển thuốc và gây độc lên tế bào 

ung thư hiệu quả hơn so với các phân tử thuốc tự do [97]. Khả năng gây độc 

hiệu quả lên tế bào ung thư của hệ nano so với xử lý bằng hoạt chất tự do cũng 

được chứng minh ở nhiều nghiên cứu. Năm 2017, Yang và cộng sự đã chứng 

minh hệ nano (ɛ-caprolactone)-poly (ethyleneglycol)-poly (ɛ-caprolactone) 

(PCEC) – Honokiol gây độc hiệu quả lên tế bào ung thư vòm họng HNE-1 hơn 

so với xử lý bằng HK tự do với giá trị tương ứng là 18.41µg/mL và 38.59 

µg/mL sau 24 giờ [26]. Tương tự, trong nghiên cứu của Hamidreza và cộng sự 

cũng cho thấy cho thấy giá trị IC50 (9.17 µM) do được trên tế bào ung thư vú 

MCF-7 xử lý bằng hệ nano poly (ethylene glycol)-poly (ε-caprolactone) (mPEG-

PCL)-curcumin thấp hơn so với mẫu xử lý bằng curcumin tự do (35.94 µM) sau 

72 giờ [50].  

3.2.2.2. Đánh giá ảnh hưởng của hệ nano PLGA-PEG-HK lên hình thái 

nhân tế bào 

Để đánh giá ảnh hưởng của hệ nano PLGA-PEG-HK tác động lên hình 

thái nhân tế bào, tế bào A549 và BT474 được tiến hành nhuộm với với thuốc 

nhuộm DAPI. Thuốc nhuộm DAPI được sử dụng rộng rãi trong kỹ thuật hiển vi 

huỳnh quang do có đặc tính huỳnh quang, đóng vai trò như một chất đánh dấu. 

Thuốc nhuộm này có ái lực cao với nhân tế bào nên được sử dụng để xác định 

và đánh giá hình thái nhân. DAPI sẽ gắn vào DNA của nhân và phát ra ánh sáng 

huỳnh quang màu xanh dương khi quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang ở 

bước sóng 455-461 nm (ánh sáng UV), từ đó giúp dễ dàng nhận diện phần nhân 

tế bào cần quan sát. Thí nghiệm tiến hành thực hiện trên mẫu đối chứng và mẫu 

xử lý bằng hệ nano PLGA-PEG-HK. 

 Ảnh hưởng của hệ nano polyme PLGA-PEG-HK lên hình thái nhân tế bào 

ung thư được thể hiện trong hình 3.13. Ảnh hưởng lên hình thái nhân tế bào 

được quan sát thấy ở cả tế bào A549 và BT474 khi được xử lý bằng hệ nano 

PLGA-PEG-HK (hình 3.13B và hình 3.13D). Quan sát dưới kính hiển vi huỳnh 

quang thấy rằng nhiều nhân tế bào có hiện tượng bất thường, một số tế bào đã bị 

co nhỏ lại, một số nhân có hiện tượng phân mảng (hiện tượng xảy ra khi quá 

trình apoptosis bắt đầu diễn ra). Điều này không được quan sát thấy ở mẫu đối 

chứng không được xử lý HK (Hình 3.13A và hình 3.13C). Nhân tế bào ở mẫu 

đối chứng có hình dạng bình thường, các nhân vẫn tương đối đồng đều, màng 
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nhân rõ ràng và nhân không bị co nhỏ lại. Từ kết quả này đã chứng minh tác 

dụng của hệ nano PLGA-PEG-HK lên tế bào ung thư cần điều trị. 

 

Dòng tế bào A549 

 

 

(A)  (B)  

 

Dòng tế bào BT474 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C)  (D)  

Hình 3.13. Đánh giá ảnh hưởng lên hình thái nhân tế bào ung thư 

(A): Mẫu đối chứng- nhân tế bào A549; 

(B): Nhân tế bào A549 xử lý bằng hệ nano PLGA-PEG-HK; 

(C): Mẫu đối chứng – nhân tế bào BT474; 

(D): Nhân tế bào BT474 xử lý bằng hệ nano PLGA-PEG-HK; 
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3.2.2.3. Đánh giá ảnh hưởng của HK tự do và hệ nano PLGA-PEG-HK lên 

quá trình gây chết tế bào ung thư (apoptosis). 

 Apoptosis là một dạng tế bào chết theo chương trình. Nó loại bỏ các tế 

bào trong quá trình phát triển, đồng thời phá hủy các tế bào tiền ung thư, các tế 

bào bị nhiễm vi rút. Apoptosis là yếu tố duy trì sự cân bằng của các tế bào người 

và đặc biệt quan trọng đối với hệ thống miễn dịch. Nhiều căn bệnh nguy hiểm 

như bệnh thoái hóa thần kinh, tim mạch, bệnh tự miễn và đặc biệt là ung thư là 

do tế bào được thanh thải quá mức hoặc không đủ. Vì vậy, hướng nghiên cứu sử 

dụng các hoạt chất tự nhiên có thể gây ra quá trình apoptosis lên tế bào ung thư 

là hướng nghiên cứu được quan tâm hiện nay [20]. 

Do đó, để tiếp tục chứng minh hiệu quả của HK và hệ nano PLGA-PEG-

HK gây ra quá trình apoptosis trên tế bào ung thư. Chúng tôi tiếp tục tiến hành 

đánh giá quá trình gây chết tế bào ung thư của HK và hệ nano PLGA-PEG-HK 

trên dòng tế bào A549 bằng việc nhuộm tế bào với Annexin V và phân tích bằng 

Flow cytometry. 

Tế bào A549 được tiến hành nhuộm bằng kít phát hiện apoptosis Annexin 

V-PE. Phương pháp nhuộm Annexin V có ưu điểm so với các phương pháp dựa 

trên những thay đổi ở nhân như phân mảnh DNA là có thể xác định được quá 

trình apoptosis ở giai đoạn sớm hơn. Nhuộm Annexin V kết hợp với thuốc 

nhuộm propidium iodide (PI) hoặc 7-amino-actinomycin D (7-AAD) cho phép 

xác định các tế bào apoptosis sớm (Annexin V dương tính, PI âm tính), và 

những tế bào trong giai đoạn sau của quá trình apoptosis (Annexin V dương 

tính, PI dương tính) hoặc tế bào đã hoại tử.  

Bảng 3.3: Tín hiệu và vùng phân bố của các quần thể tế bào 

Quần thể tế bào Tín hiệu Annexin V Tín hiệu PI Vùng phân bố 

Sống sót Âm tính (-) Âm tính (-) Q3 

Apoptosis sớm Dương tính (+) Âm tính (-) Q4 

Apoptosis muộn Dương tính (+) Dương tính (+) Q2 

Hoạt tử Âm tính (-) Dương tính (+) Q1 

 

Tế bào sau khi nhuộm sẽ được phân tích qua phép đo dòng chảy tế bào và 

phân loại thành bốn nhóm quần thể tế bào khác nhau: Quần thể thứ nhất là các tế 
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bào còn nguyên vẹn (Q3), quần thể thứ hai là các tế bào ở giai đoạn apoptosis 

sớm (Q4), quần thể thứ ba là các tế bào ở giai đoạn apoptosis muộn (Q2) và 

quần thể thứ tư là các tế bào hoạt tử (Q1). Các tế bào phân tích được đánh giá 

bằng tỉ lệ phần trăm các tế bào trong các quần thể trên (hình 3.14). 

 

 

(A)  Mẫu đối chứng 

 

  

(B) Mẫu xử lý bằng Honokiol (C) Mẫu xử lý bằng hệ Nano polymer 

PLGA-PEG-HK 

 

Hình 3.14. Đánh giá tế bào apoptosis bằng việc nhuộm Annexin V và phân tích 

bằng Flow cytometry trên dòng tế bào A549 khi xử lý với HK tự do và hệ nano 

PLGA-PEG-HK 
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Bảng 3.4: Phần trăm tế bào trải qua quá trình apoptosis 

 

Mẫu 

Tế bào 

apoptosis sớm 

(%) 

Tế bào 

Apoptosis muộn 

(%) 

Tổng số tế bào trải 

qua apoptosis 

(%) 

Mẫu đối chứng 

 

 

0.6 ± 0.05 0 0.6 ± 0.1 

Mẫu xử lý bằng 

HK tự do 

 

1.2 ± 0.08 2.0 ± 0.3 3.2 ± 0.4 

Mẫu xử lý bằng 

hệ nano hệ 

PLGA-PEG-HK 

3.2 ± 0.1 2.1 ± 0.2 5.3 ± 0.3 

 

Kết quả thí nghiệm tiến hành đánh giá tác động của HK tự do và hệ 

PLGA-PEG-HK lên quá trình apoptosis thông qua tế bào ung thư A549 được thể 

hiện trong hình 3.14 và bảng 3.4. Từ hình ảnh có thể quan sát thấy rằng nhóm 

đối chứng gây ra quá trình chết theo chu trình tế bào không đáng kể, tế bào 

A549 ở trạng thái gần như nguyên vẹn (99.4%) thể hiện bằng sự tập trung tế bào 

ở cùng Q3 (hình 3.14A). Ngược lại, với các tế bào được xử lý bằng HK, tế bào 

có hiện tượng trải qua quá trình apoptosis (hình 3.14B, hình 3.14C). Trong tổng 

số tế bào được xử lý bằng HK tự do, số tế bào bị apoptosis tổng cộng cộng là 

3.2% (bao gồm 2.0% tế bào ở giai đoạn apoptosis sớm và 1.2% tế bào ở giai 

đoạn apoptosis muộn). Tỉ lệ gây chết tế bào A549 tăng lên khi xử lý bằng hệ 

nano PLGA-PEG-HK với tổng số 5.3% tế bào trải qua quá trình apoptosis (bao 

gồm 2.1% tế bào ở giai đoạn apoptosis sớm và 3.2% tế bào ở giai đoạn 

apoptosis muộn). Kết quả tương tự về tác dụng của HK gây ra quá trình 

apoptosis lên tế bào ung thư cũng được quan sát ở các nghiên cứu khác. Nghiên 

cứu của Hamedina và cộng sự [98] về tác động của HK và hệ nano PLGA-HK 

lên quá trình apoptosis ở tế bào ung thư thận ACHN và cũng cho những kết quả 

tương đồng gây ra tỉ lệ tế bào chết theo chu trình cao hơn so với mẫu xử lý HK 

tự do và mẫu đối chứng, cụ thể tỉ lệ phần trăm tế bào trải qua quá trình apoptosis 

tăng từ 7.77% (mẫu đối chứng), lên 16,62% (mẫu xử lý HK tự do) và 17,65% 

(mẫu xử lý bằng nano PLGA-HK). 
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Từ những nghiên cứu trên, HK đã chứng minh tiềm năng tác động đến tế 

bào ung thư thông qua chu trình chết theo tế bào – apoptosis. Khả năng gây ra 

quá trình apoptosis lên tế bào ung thư có ý nghĩa rất lớn trong việc phát triển các 

loại hoạt chất điều trị hiện nay. Tế bào ung thư khi trải qua quá trình chết theo 

chu trình tế bào apoptosis sẽ xảy ra hiện tượng phá hủy DNA của nhân tế bào, từ 

đó dẫn đến làm mất khả năng phân chia và tăng sinh không kiểm soát của các 

khối u. Ngoài ra, hệ nano được tạo thành đã cho thấy tác dụng gây ra quá trình 

apoptosis trên tế bào ung thư hiệu quả hơn khi xử lý bằng HK tự do (gấp 1,6 

lần). Kết quả này có thể được giải thích là do tác dụng của hệ nano làm tăng 

cường tính thấm và lưu giữ thuốc của hệ theo con đường vận chuyển thụ động. 

Từ đó dẫn đến sự tích tụ và làm tăng nồng độ hoạt chất tại các tế bào cần điều trị 

[98]. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

Từ những kết quả nghiên cứu thu được ở trên, chúng em đưa ra một số kết 

luận sau: 

- Đã tổng hợp và tối ưu được hệ nano PLGA-PEG-HK bằng phương pháp tủa 

nano. Dung dịch tạo thành cho tỉ lệ đồng nhất cao, hệ nano duy trì được tính 

ổn định cao sau 1 năm bảo quản ở 4°C. 

- Các hạt nano PLGA-PEG-HK được tổng hợp có dạng hình cầu và trơn nhẵn. 

Hệ nano tạo thành kích thước 138.51 ± 3.02 nm với giá trị PDI là 0.04 ± 

0,002. Thế zeta của hệ PLGA-PEG-HK là -24.09 ± 0.17 mV. 

- Hệ nano PLGA-PEG-HK có hiệu suất bao gói là  81.22 ± 0.59% và dung tích 

bao gói là 7.38 ± 0.05%. 

- Hệ nano PLGA-PEG-HK có tốc độ giải phóng hoạt chất chậm hơn so với HK 

tự do (89,5 ± 2,6% sau 72 giờ, trong khi HK 98,5 ± 1,0% sau 24 giờ). 

- Hệ nano PLGA-PEG-HK cho thấy khả năng gây độc lên tế bào ung thư A549 

hiệu quả hơn 1.5 lần so với HK tự do với giá trị IC50 tương ứng là 5.88± 0.76 

và 8.76 ± 0.92 µg/ml. Tương tự, độc tính lên tế bào ung thư BT474 của hệ 

nano cũng cao hơn 1.7 lần so với HK tự do sau 72 giờ xử lý với các giá trị 

IC50 tương ứng là 6.49 ± 0.63 và 10.77 ± 0.25 µg/ml. 

- Hệ nano PLGA-PEG-HK tác động lên nhân tế bào ung thư làm cho chúng có 

hiện tượng bất thường, một số nhân tế bào bị co nhỏ lại, một số nhân có hiện 

tượng phân mảng (hiện tượng apoptosis). Đồng thời, bằng kít xác định 

apoptosis đã chỉ ra hệ PLGA-PEG-HK gây ra quá trình apoptosis cao hơn so 

với HK tự do và mẫu đối chứng với các giá trị tương ứng lần lượt là 5.3%, 

3.2% và 0.6% sau 24 giờ xử lý trên tế bào ung thư A549. 

KIẾN NGHỊ 

Để đạt được mục tiêu nghiên cứu ứng dụng hệ nano PLGA-PEG-HK định 

hướng trong điều trị ung thư, chúng em đưa ra kiến nghị cần tiến hành thử 

nghiệm hệ nano PLGA-PEG-HK trên một số dòng tế bào ung thư khác và trên 

mô hình chuột mang khối u. 
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