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TÓM TẮT 

Methotrexate là thuốc thuộc nhóm DMRADs, được lựa chọn đầu tiên trong 

phác đồ điều trị ở bệnh nhân VKDT. MTX phải được điều trị kéo dài, hiệu quả của 

thuốc thể hiện rõ sau 3 tháng điều trị. Tuy nhiên, các nghiên cứu lâm sàng cho thấy, 

do nguyên nhân tính tan của MTX, MTX tích lũy trong gan, gây các độc tính cho gan, 

và từ đó kéo theo nhiều bệnh không mong muốn. Do đó, nghiên cứu này được thực 

hiện với mục tiêu tạo hệ chất mang cho Methotrexate để khống chế về liều lượng từ 

đó làm giảm độc tính của MTX. Cụ thể, nghiên cứu điều chế hệ nanogel nhạy nhiệt 

trên cơ sở dẫn xuất alginate với pluronic F127 có gắn tác nhân hướng đích folic acid, 

và sử dụng để nang hóa MTX. Thông qua 1H-NMR và FT-IR kết hợp với UV-vis, cấu 

trúc của vật liệu tổng hợp từ dẫn xuất alginate-pluronic với FA (FA-Alg-F127) được 

chứng minh. Vật liệu FA-Alginate-Pluronic tạo được micelles ở nồng độ 339,766 ± 

1,104 ppm, và có sự ổn định về kích thước khi nồng độ đạt trên 1000 ppm qua khảo 

sát bằng phương pháp DLS ở nhiệt độ 25oC. Đồng thời, kích thước hạt tạo từ FA-Alg-

F127 cho thấy sự ảnh hưởng mạnh bởi nhiệt độ. Kích thước hạt đạt 45 nm ở nhiệt độ 

25oC và giảm xuống 33nm ở nhiệt độ 37oC, cho thấy hạt nanogel tạo thành có tính 

chất nhạy nhiệt. Sử dụng phương pháp thiết kế thí nghiệm trên cơ sở RSM, công thức 

bào chế MTX được đưa ra như sau: khối lượng FA-Alg-F127 là 20mg nang hóa với 

khống lượng thuốc MTX là 4 mg/ml.  Với công thức này, hàm lượng MTX giải phóng 

khỏi hệ cho thấy sự phù hợp với phác đồ điều trị. Hàm lượng MTX giải phóng khỏi 

hệ sau 1h đạt 10% và tăng lên 30% trong vòng  6h, đạt 60% MTX giải phóng ra khỏi 

hệ sau 24h. Khảo sát trên dòng RAW 264.7 và dòng tế bào MSC cho thấy nang hóa 

MTX trong hệ chất mang FA-Alg-F127, độc tính MTX được giảm đáng kể. Sau 72 ủ 

với cùng MTX (120ppm), gần 80% tế bào Raw264.7 và tế bào MSC bị ức chế khi 

thực hiện với MTX tự do, trong khi đó, 40-50% tế bào bị ức chế ghi nhận khi các dòng 

tế bào này nuôi cấy với MTX/ FA-Alg-Plu. Đánh giá dược tính của MTX và MTX 

bào chế được thực hiện trên mục tiêu nitric oxide được sản sinh ra khi tế bào 
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RAW264.7 bị kích thích với yếu tố gây viêm LPS. Khi tế bào bị kích viêm trước 18h, 

hàm lượng NO được ức chế với MTX / FA-Alg-Plu gần như tương đương với MTX 

tự do sau 20 giờ ủ. Tuy nhiên, khi tế bào viêm được ủ MTX trong 6h, hàm lượng NO 

được ức chế bởi MTX / FA-Alg-Plu cao hơn hẳn khi so sánh với MTX tự do. Như vậy 

có thể thấy, chất mang hỗ trợ cho MTX được thâm nhập vào tế bào viêm ở thời điểm 

ban đầu. Trên cơ sở các tiền đề trên có thể kết luận, MTX nang hóa trong nanogel hình 

thành từ vật liệu tổng hợp FA-Alg-F127 tạo hệ bào chế mới cho MTX với khả năng 

giải phóng thuốc có tính kiểm soát, giảm được tác dụng phụ liên quan đến độc tính, 

tăng hoạt tính thuốc do tăng cường khả năng nhập bào.   
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ABSTRACT 

Methotrexate is a drug of the DMRADs class, the first choice in the treatment 

regimen in patients with RA. MTX must be treated for a long time, the effect of the 

drug is evident after 3 months of treatment. However, clinical studies show that, due 

to the solubility of MTX, MTX accumulates in the liver, causing hepatotoxicity, and 

thereby leading to many unwanted diseases. Therefore, this study was carried out with 

the goal of creating a carrier system for Methotrexate to control the dose, thereby 

reducing the toxicity of MTX. Specifically, the study prepared a heat-sensitive 

nanogel system based on alginate derivatives with pluronic F127 with folic acid-

targeting agent attached, and used to encapsulate MTX. Through 1H-NMR and FT-

IR combined with UV-vis, the structure of composites from alginate-pluronic 

derivative with FA (FA-Alg-F127) is demonstrated. The FA-Alginate-Pluronic 

material produced micelles at a concentration of 339,766 ± 1,104 ppm, and had size 

stability when the concentration reached over 1000 ppm by DLS method at 25oC. At 

the same time, the particle size generated from FA-Alg-F127 shows a strong influence 

by temperature. The particle size reached 45 nm at 25°C and decreased to 33 nm at 

37°C, showing that the resulting nanogel has thermosensitive properties. Using the 

experimental design method on the basis of RSM, the formulation of MTX is given 

as follows: the volume of FA-Alg-F127 is 20mg encapsulated with a control amount 

of MTX drug of 4 mg/ml. With this formula, the amount of MTX released from the 

system shows the agreement with the treatment regimen. The content of MTX released 

from the system after 1 hour reached 10% and increased to 30% within 6 hours, 

reaching 60% of MTX released from the system after 24 hours. Investigation on 

RAW264.7 cell line and MSC cell line showed that by encapsulation of MTX in FA-

Alg-F127 carrier system, MTX toxicity was significantly reduced. After 72 incubation 

with the same MTX (120ppm), nearly 80% of RAW264.7 cells and MSC cells were 

inhibited when treated with free MTX, whereas 40-50% of cells were inhibited when 



xix 
 

these cell lines were tested. cultured with MTX/FA-Alg-F127. Pharmacological 

evaluation of MTX and MTX formulation was performed on the target of nitric oxide 

produced when RAW264.7 cells were stimulated with the inflammatory factor LPS. 

When cells were inflamed before 18 h, the NO content inhibited with MTX/FA-Alg-

F127 was almost equivalent to that of free MTX after 20 h of incubation. However, 

when inflammatory cells were incubated with MTX for 6 h, the NO content inhibited 

by MTX/FA-Alg-F127 was significantly higher when compared with free MTX. 

Thus, it can be seen that the support carrier for MTX is infiltrated into inflammatory 

cells at the initial time. On the basis of the above premises, it can be concluded that 

the encapsulated MTX in the nanogel formed from the FA-Alg-F127 composite 

material creates a new preparation system for MTX with the ability to control drug 

release, reduce the effects of the drug. Side effects related to toxicity, increased drug 

activity due to enhanced cell entry.  
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MỞ ĐẦU 

Viêm khớp dạng thấp (VKDT) là một bệnh viêm tự miễn hệ thống mạn tính đặc 

trưng bởi tình trạng sưng khớp, đau khớp và phá hủy màng hoạt dịch khớp, dẫn đến 

tàn phế nặng nề và tử vong sớm[1]. Đây là một bệnh khớp viêm phổ biến nhất, với tỷ 

lệ hiện mắc trên toàn cầu khoảng 0,5 - 1% dân số [2], do vậy ảnh hưởng nặng nề đến 

kinh tế và xã hội. 

Sưng, nóng, đau có thể có đỏ ở nhiều khớp nhỏ, nhỡ ngoại vi có tính chất đối 

xứng hai bên là những triệu chứng lâm sàng điển hình, hay gặp trong VKDT. Sưng 

đau các khớp kiểu viêm, diễn biến thường kéo dài trên 6 tuần và nhiều đợt tái phát 

là các biểu hiện thường gặp của bệnh VKDT. Ngoài ra, cứng khớp buổi sáng (CKBS) 

cũng thường gặp trong các đợt tiến triển của bệnh. Trên X-quang biểu hiện là những 

tổn thương hủy đầu xương, khe khớp hẹp nham nhở, dính khớp, bán trật khớp, lệch 

trục khớp (hình 1). Một số trường hợp tổn thương nội tạng như màng tim, màng 

phổi, não thường là hệ quả do VKDT gây ra.  

 

Hình ảnh bào mòn xương X-quang bàn tay bệnh nhân VKDT (A) [3] và Cộng 

hưởng từ khớp tổn thương (B) [4] 

Điều trị VKDT cần đạt mục tiêu lui bệnh trên lâm sàng, đồng thời làm chậm 

hoặc giảm tình trạng phá hủy khớp. Trong điều trị nội khoa VKDT, các thuốc điều 

trị cơ bản hay còn gọi là nhóm thuốc DMARDs (Diseasemodifying antirheumatic 
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drugs) kinh điển (Methotrexate, sulfasalazine, hydroxychloroquine...) có vai trò 

quan trọng trong việc ổn định bệnh và cần điều trị kéo dài. Các nghiên cứu lâm sàng 

cho thấy điều trị cơ bản bằng DMARDs làm chậm hoặc làm ngừng tiến triển của 

bệnh, cần điều trị lâu dài và theo dõi các triệu chứng lâm sàng, cận lâm sàng trong 

suốt thời gian điều trị.  

Trong các thuốc thấp khớp nhóm DMARDs thì Methotrexate được sử dụng điều 

trị ngay từ giai đoạn đầu của bệnh. MTX là thuốc được Food and Drug 

Administration (FDA) chấp thuận trong điều trị VKDT [5], mới đây là thuốc được 

Hiệp hội Phòng chống Bệnh khớp Châu Âu năm 2015 [6] (European League against 

Rheumatism - EULAR) khuyến cáo dùng trong điều trị VKDT mức độ trung bình 

hoặc nặng [5], hiệu quả điều trị thay đổi tùy theo các nghiên cứu [7], có thể sử dụng 

đơn trị liệu hoặc phối hợp với các thuốc khác hay phương pháp trị liệu khác.  

Do e ngại độc tính của Methotrexate, từ năm 1951 đến năm 1980, chỉ có một vài 

thông báo trong điều trị VKDT bằng Methotrexate với liều tiêm 15mg/tuần và liều 

uống 7,5mg đến 15mg/tuần. Các trường hợp ghi nhận trong lâm sàng, sử dụng 

Methotrxate thường kèm theo nhiều tác dụng phụ không mong muốn như như hạ 

bạch cầu, suy gan, suy thận, tổn thương phổi mạn tính. Bên cạnh đó, theo các báo 

cáo y khoa, các yếu tố nguy cơ gây độc cho gan, béo phì, đái tháo đường và suy giảm 

chức năng thận được ghi nhân ở ca lâm sàng sử dụng MTX liều cao. Biến chứng 

nặng nhất được công bố là nhiễm độc phổi ở bệnh nhân điều trị bằng MTX, thậm 

chỉ ở liều thấp 7,5 mg/tuần. Ðã có tử vong do Methotrexate gây ra bệnh phổi kẽ mạn 

tính. 

Giải pháp tăng hiệu quả in vivo của MTX, điều chỉnh, khống chế liều lượng phù 

hợp sử dụng các hệ phân phối thuốc (drug delivery system) đã và đang được nghiên 

cứu rộng rãi. Hiện nay, có nhiều hệ tiểu phân nano vận chuyển thuốc như tiểu phân 

nano polymer (nanogel, micelles), tiểu phân nano lipid (liposome, nano nhũ tương) 
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được công bố trong lĩnh vực bào chế. Trong các hệ tiểu phân nano trên thì nano 

polymer có nguồn gốc sinh học, đặc biệt polysacharide (alginate, chitosan, dextran 

sulfate, hyaluronic acid) nhận được rất nhiều sự quan tâm trong những năm gần đây. 

Các polymer sinh học có nhiều nhóm chức năng, do đó dễ dàng biến tính với các tác 

nhân như folic acid (tác nhân được khuyến cáo sử dụng để làm giảm các tác dụng 

phụ của Methotrexate) hoặc/và polymer thân nước linh động và nhạy kích thích 

(nhạy nhiệt độ, pluronic hay nhạy pH cyclodextrin) nhằm làm tăng tương tác của hệ 

chất mang và tế bào, khống chế khả năng giải phóng thuốc trên đường đến đích tác 

dụng, giảm nguy cơ kết tụ trong tuần hoàn máu, tăng thời gian lưu thông và cải thiện 

được tính thấm. Bên cạnh đó, các polymer sinh học thường có độ hòa tan trong nước 

tương đối cao, tính không độc, khả năng phân hủy sinh học, tính tương hợp sinh học 

và các đặc điểm tạo gel độc đáo. Do đó, được ứng dụng rộng rãi trong y sinh như 

truyền tải thuốc và protein, chữa lành vết thương, nuôi cấy tế bào, tái tạo mô (tái tạo 

mạch máu, tái tạo xương,…)[1]. Ví dụ, tiểu phân nano từ alginate hiện đang được 

nhiều nhà khoa học quan tâm, nghiên cứu trong ứng dụng tạo hệ phân phối thuốc 

điều trị VKDT. Manjanna (2010) đã tối ưu hóa và phát triển thành công hệ phân phối 

thuốc aceclofenac bằng cách sử dụng sodium alginate làm chất mang ưa nước và 

calcium chloride làm chất liên kết ngang. Nghiên cứu giải phóng ổn định qua đường 

uống, để giảm số lần dùng thuốc, loại bỏ các tác dụng phụ liên quan đến liều lượng. 

Trong khi tăng nồng độ alginate làm tăng kích thước hạt trung bình, tỷ lệ trương nở 

và hiệu quả mang thuốc. Kích thước hạt trung bình của microbeads chứa thuốc nằm 

trong khoảng 596,45 ± 1,04 đến 880,10 ± 0,13 μm. Hiệu suất mang thuốc thu được 

trong khoảng 63,24-98,90% (w/v). Sự giải phóng thuốc khỏi microbeads ở pH 1,2 

là không đáng kể. Trong điều kiện trung tính, các hạt sẽ trương lên và việc giải phóng 

thuốc phụ thuộc vào độ trương [2]. 

Hiện nay, các nghiên cứu về dẫn truyền thuốc dựa trên nền copolymer nhạy nhiệt 
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đang được chú trọng nhằm nâng cao tính sinh khả dụng của thuốc và hạn chế các tác 

dụng không mong muốn. Chính vì vậy trong nghiên cứu này, đề tài “Nghiên cứu 

điều chế và bước đầu đánh giá hiệu quả của hệ nano alginate-pluronic mang thuốc 

Methotrexate định hướng ứng dụng điều trị viêm khớp dạng thấp” được chọn cho đề 

tài luận văn tốt nghiệp cao học.  
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1. CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1.1. TỔNG QUAN VỀ ALGINATE 

1.1.1. Giới thiệu Alginate: 

Alginate được Stanford giới thiệu lần đầu vào năm 1881, là một polysaccaride 

như một thành phần chủ yếu xuất hiện trong cấu trúc tảo nâu biển (Phaeophyta). Tuy 

nhiên, một loài vi khuẩn đất như Azotobacter vineladii và một số loài Pseudomonas 

cũng sản xuất ra một loại polymer có cấu trúc giống như alginate. Đặc biệt, vi khuẩn 

tiết alginate Pseudomonas aeruginosa ở bệnh nhân xơ nang đã được chú ý nhiều 

trong những năm gần đây. Trong tảo nâu, alginate là polysaccaride phong phú nhất 

chiếm tới 40% chất khô, chủ yếu xuất hiện ở thành tế bào và khoảng gian bào nơi 

nó bao gồm hỗn hợp không hòa tan của canxi, magiê, natri và muối kali.[8] 

Alginate là một họ các copolymer nhị phân tuyến tính gồm (1→4) acid α-L-

guluronic (G) được liên kết glycoside và epimere C-5 của nó, gốc acid β-D-

mannuronic (M) (Hình 1.1 a) . Lượng tương đối của hai monome acid uronic cũng 

như sự sắp xếp tuần tự của chúng dọc theo chuỗi polymer rất khác nhau, tùy thuộc 

vào nguồn gốc của alginate. Các gốc acid uronic được phân bố dọc theo chuỗi 

polymer theo mô hình các khối, trong đó các khối đồng nhất của các gốc G (khối G), 

các khối đồng nhất của các gốc M (khối M) và các khối có trình tự xen kẽ của các 

đơn vị M và G (khối MG ) cùng tồn tại (Hình 1.1b).[8] 
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Hình  1.1 Cấu trúc monomer và khối phân bố cảu muối Algnate. 

Alginate là một nhóm các polymer tự nhiên tương hợp sinh học và phân hủy 

sinh học, đã được khai thác và nghiên cứu rộng rãi trong lĩnh vực dược phẩm và y 

sinh. Alginate được sử dụng rộng rãi làm nguyên liệu thô để điều chế nhiều dạng 

bào chế phân phối thuốc dựa trên polymer sinh học. Nhiều hạt composite dựa trên 

alginate đã được nghiên cứu để duy trì sự giải phóng thuốc để sử dụng trong điều trị 

các bệnh khác nhau. Trong những năm gần đây, các vật liệu vô cơ khác nhau như 

montmorillonite, hydroxyapatite (HAp) và canxi cacbonate (CaCO3), v.v., đã được 

gia cố bên trong chất nền alginate để tạo điều kiện giải phóng dược chất ổn định hơn 

trong thời gian dài hơn. Chương hiện tại đề cập đến một cuộc thảo luận toàn diện về 

các nghiên cứu được báo cáo liên quan đến các hạt hỗn hợp vô cơ alginate cho các 

ứng dụng giải phóng thuốc bền vững.[9] 
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1.1.2. Tính chất và ứng dụng của Alginate: 

1.1.2.1. Độ nhớt 

Độ nhớt của dung dịch alginate chủ yếu phụ thuộc vào trọng lượng phân tử và 

nồng độ của mẫu polymer. Tuy nhiên, do tính linh hoạt nội tại của các khối chuỗi 

khác nhau nên thành phần cũng có thể ảnh hưởng đến độ nhớt cuối cùng của dung 

dịch. Vì alginate là một polyelectrolyte tích điện âm cao, nên lực đẩy tĩnh điện giữa 

các nhóm tích điện sẽ tiếp tục góp phần tạo nên độ nhớt bằng cách buộc phân tử vào 

một cấu trúc cuộn ngẫu nhiên rất dài. Do đó, cường độ ion của dung dịch sẽ có tầm 

quan trọng trong khía cạnh này vì cường độ ion cao sẽ dẫn đến việc che chắn các 

điện tích và do đó làm giảm khả năng mở rộng chuỗi[8].  

Tuy nhiên, việc sử dụng các vật liệu có trọng lượng phân tử rất cao bị hạn chế 

bởi độ nhớt cao của chúng, ví dụ: làm cho quá trình lọc vô trùng và xử lý chung của 

giải pháp trở nên khó khăn. Ngoài ra, đã có báo cáo rằng các dung dịch alginate có 

độ nhớt rất cao có thể làm giảm khả năng sống của tế bào do lực cắt cao cần thiết để 

trộn các tế bào với các dung dịch này[8]. 

1.1.2.2. Độ hòa tan 

Natri alginate và hầu hết các alginate khác của kim loại hóa trị một đều hòa 

tan trong nước và tạo ra dung dịch có độ nhớt cao. Tuy nhiên, độ pH của dung môi 

là một thông số thiết yếu xác định độ hòa tan của alginate trong nước vì nó sẽ ảnh 

hưởng đến sự hiện diện của điện tích tĩnh điện trên dư lượng acid uronic. Do đó, acid 

alginic, dạng alginate bị proton hóa, thường không hòa tan trong nước tạo thành gel 

hoặc kết tủa. Giá trị pKa của hai monomer đã được xác định là 3,38 đối với M và 

3,65 đối với G (trong 0,1M NaCl), và do đó, pKa của polymer tăng khi hàm lượng 

G tăng. Tuy nhiên, độ hòa tan của mẫu alginate ở pH thấp không nhất thiết là ảnh 

hưởng trực tiếp của pKa. Trên thực tế, một mẫu có cấu trúc đa xen kẽ tinh khiết đã 

được chứng minh là hòa tan hoàn toàn trong toàn bộ phạm vi pH ở thời gian cân 
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bằng ngắn. Lý do cho điều này được cho là do cấu trúc, dựa trên sự bất thường của 

các liên kết trục/xích đạo trong các chuỗi xen kẽ. Ngoài độ pH quan trọng đối với 

khả năng hòa tan của alginate trong nước, cường độ ion của chất tan và sự hiện diện 

của các ion hóa trị hai đóng vai trò quan trọng do tác dụng loại bỏ muối và tạo gel 

tương ứng.[8] 

1.1.2.3. Khả năng tạo gel 

Các ứng dụng hiện tại và tương lai của alginate chủ yếu liên quan đến đặc 

điểm nổi bật nhất của phân tử alginate – sự hình thành gel hướng ion với sự có mặt 

của một số cation đa hóa trị như Ca2+, Ba2+ và Sr2+. Sự liên kết của các ion có tính 

chọn lọc cao và ái lực phụ thuộc rất nhiều vào thành phần alginate. Ái lực của 

alginate với các kim loại kiềm thổ đã được chứng minh là tăng theo thứ tự Mg2+ << 

Ca2+ < Sr2+ < Ba2+ . Cụ thể hơn, từ các thí nghiệm liên quan đến quá trình thẩm tách 

cân bằng của alginate cho thấy rằng độ chọn lọc đối với các kim loại kiềm thổ tăng 

rõ rệt khi tăng hàm lượng G, nhưng các khối MM và MG hầu như không có tính 

chọn lọc.[8] 

 Sự tạo gel là quá trình xảy ra theo chiều thuận cảu phản ứng hóa học và tự 

tương tác, điều này về mặt vật lý được giải thích bằng liên kết không thuận lợi về 

mặt entropi cảu ion hóa trị hai đầu tiên giữa hai khối G và liên kết này trở nên thuận 

lợi hơn cho các ion sau (cơ chế dây kéo). Yêu cầu tối thiểu để tạo gel với lượng dư 

ion Ca2+ la từ 8 đến 20 đơn vị G.[8] 

1.1.2.4. Tính tương hợp sinh học 

Alginate là polymer đa anion tự nhiên, polymer không gây miễn dịch, không 

độc hại, phân hủy sinh học isanon. Trong thiết kế thuốc hợp lý cho hóa trị liệu, 

alginate cho thấy một ứng dụng trong điều trị khối u.[10] 
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Việc sử dụng alginate qua đường uống đã không được chứng minh là gây ra 

nhiều phản ứng miễn dịch không giống như các dạng tiêm tĩnh mạch và có báo cáo 

rằng alginate không độc hại và có thể phân hủy sinh học khi sử dụng qua đường 

uống. Mặc dù tính tương thích sinh học của alginate đã được nghiên cứu rộng rãi, 

vẫn có sự bất đồng trong tài liệu. Trong trường hợp tiêm tĩnh mạch, việc gây ra phản 

ứng dị vật và xơ hóa đã được báo cáo đối với hầu hết các alginate thương mại, trong 

khi các báo cáo khác cho thấy ít hoặc không có phản ứng miễn dịch xung quanh các 

mô cấy alginate. Phản ứng tạo miễn dịch đối với việc tiêm tĩnh mạch có thể là do 

các chất gây ô nhiễm độc hại từ alginate thương mại.[10] 

1.2. PLURONIC F127: 

1.2.1. Giới thiệu Pluronic F127: 

Pluronic (polyxamer) là một polymer không ion của polyoxyethylen-

polyoxypropylen-polyoxyethylen có công thức chung PEOn-PPOn-PEOn (A-B-A). 

Nó có nhiều ứng dụng trong dược phẩm.[11] 

Các Pluronic ở dạng dung dịch với sự có mặt của acid, kiềm và các ion kim 

loại rất ổn định. Pluronic thương mại với bộ ba A-B-A có sẵn ở nhiều loại khác nhau 

về trọng lượng phân tử và dạng vật lý. Tùy thuộc vào ký hiệu vật lý, các loại được 

chia thành các dạng như F cho mảnh, P cho bột nhão hoặc L cho chất lỏng. Các 

polaxamer thường được sử dụng là: 188 (F-68), 237 (F-87), 338 (F-108) và 407 (F-

127).[12] 
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Hình  1.2 Cấu trúc Pluronic F-127 

1.2.2. Tính chất và đặc điểm của Pluronic F127: 

Pluronic F-127 (PF-127) là một chất đồng trùng hợp có trọng lượng 12.000 

dalton, tỷ lệ PEO/PPO là 2:1 và không độc hại, có độ nhớt thấp dưới 4 ºC và tạo 

thành gel bán rắn ở nhiệt độ cơ thể (25–29oC). PF-127 hòa tan trong nước lạnh nhiều 

hơn trong nước nóng do tăng khả năng hòa tan và liên kết hydro ở nhiệt độ thấp.[11] 

Các dung dịch nước của PF-127 ở nồng độ từ 20–30% (m/m), biến đổi thuận 

nghịch thành gel ở một nhiệt độ nhất định, tức là chúng trở nên lỏng hơn ở nhiệt độ 

thấp hơn (4–5 ºC) và biến thành gel ở nhiệt độ cơ thể (sự biến đổi này có thể đảo 

ngược và do đó dung dịch trở lại trạng thái lỏng ở nhiệt độ thấp)[11]. Sự tạo gel nhiệt 

này là kết quả của sự tương tác giữa các phân tử khác nhau của Pluronic. Sự gia tăng 

nhiệt độ làm thay đổi các quả cầu hydrat hóa xung quanh các đơn vị kỵ nước, do đó 

gây ra tương tác cao hơn giữa các đơn vị khác nhau này [13, 14]. 

Nói cách khác, với sự gia tăng nhiệt độ của dung dịch PF-127 thì khối PPO 

có xu hướng khử nước và tạo thành lõi với lớp vỏ ngoài là chuỗi PEO ngậm nước 

tập hợp lại thành các mixen hình cầu. Cấu trúc micellar của chất đồng trùng hợp này 

trong môi trường nước có thể được sử dụng để kết hợp các thuốc ưa nước và kỵ 

nước, đồng thời kéo dài thời gian giải phóng thuốc [15, 16]. Ngoài ra, đặc điểm này, 

cùng với độc tính thấp, khả năng tương thích sinh học với tế bào và dịch cơ thể, và 
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đặc tính sinh miễn dịch yếu, có nghĩa là PF-127 là một polymer thường được sử 

dụng trong các hệ thống phân phối thuốc[11]. 

1.2.3. Ứng dụng của gel Pluronic F127 trong dược phẩm: 

PF-127 (poloxamer 407) có thể được sử dụng làm chất mang cho một số 

đường dùng, bao gồm đường uống, dưới da, trong mũi, âm đạo, trực tràng, mắt và 

ngoài đường tiêu hóa [17, 18]. Trong vài năm gần đây, PF-127 cũng có một vai trò 

quan trọng trong các hệ thống phân phối thuốc qua da [17, 19]. 

 Một số nghiên cứu đã được thực hiện để thử nghiệm việc kết hợp PF-127 

trong các liệu pháp ngắn hạn, chẳng hạn như kiểm soát khả năng sinh sản, kiểm soát 

cơn đau và điều trị nhiễm trùng [20]. Loại polymer này đã được thử nghiệm để sử 

dụng bên ngoài (phân phối tại chỗ và lâu dài) thuốc chống ung thư và chống viêm. 

Nó cũng đã được thử nghiệm trong nhãn khoa bằng cách sử dụng pilocarpine [11]. Đã 

có báo cáo nghiên cứu liên quan đến công thức ngoài đường tiêu hóa (tiêm bắp và 

tiêm dưới da) với interleukin-2 và kháng sinh [21]. Theo cách tương tự, poloxamer 

này đã được thử nghiệm thành công để mang peptide và protein (insulin, urease và 

các yếu tố tăng trưởng), thể hiện quá trình phân phối bền vững trong vài giờ [11]. 

1.3. HỆ DẪN TRUYỀN NANOGEL: 

1.3.1. Tổng quan về hệ dẫn truyền nanogel: 

Với sự phát triển của công nghệ nano tiên tiến trong những thập kỷ gần đây, 

các chất mang nano đã xuất hiện và trở nên phổ biến trong y sinh. Các chất mang 

nano không chỉ đóng vai trò là chất mang các tác nhân hóa trị liệu thông thường do 

khả năng đóng gói thuốc mà còn là nền tảng cho liệu pháp kết hợp, chẩn đoán đa 

chức năng và trị liệu[22].  

Nanogel, một loại chất mang vận chuyển thuốc toàn thân, là copolymer có cấu 

trúc xốp có thể điều chỉnh ba chiều (3D) và kích thước hạt nằm trong phạm vi dưới 
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siêu vi kế, từ 20 đến 250 nm; nanogel có thể được phân biệt với microgel, có kích 

thước hạt nằm trong khoảng từ 1 đến 350 µm, và copolymer hình thành tại chỗ, tạo 

điều kiện thuận lợi cho việc phân phối cục bộ. Nanogel bao gồm nhiều loại polymer 

tự nhiên, polymer tổng hợp hoặc sự kết hợp của chúng, góp phần vào việc bao bọc 

các phân tử nhỏ, oligonucleotide và thậm chí cả protein. Những đặc tính độc đáo này 

trang bị cho nanogel khả năng phân phối thuốc, chẩn đoán và chụp ảnh[22]. 

Là một loại hydrogel, nanogel giữ được bản chất ngậm nước cao và các đặc 

tính trương nở co lại của hydrogel trong các điều kiện môi trường khác nhau. Cấu 

trúc 3D của chúng cho phép đóng gói các thuốc kỵ nước hoặc ưa nước trong mạng 

lưới bên trong của chúng, có khả năng bảo vệ các thuốc này khỏi sự xuống cấp trong 

quá trình bảo quản hoặc lưu thông (chẳng hạn như sự xuống cấp do thủy phân hoặc 

enzyme). Không giống như các hạt nano điển hình, gel nano thể hiện kích thước hạt 

có thể điều chỉnh, hình dạng hạt và độ nhạy với pH, nhiệt độ, cường độ ion, điều 

kiện oxy hóa khử và các kích thích bên ngoài khác, mang lại cho chúng đặc tính giải 

phóng thuốc được kiểm soát hiệu quả. Hơn nữa, gel nano có thể được điều chỉnh để 

trở nên đa chức năng và được nhắm mục tiêu, đồng thời thời gian lưu thông của 

chúng có thể được kéo dài bằng cách biến đổi bề mặt[22]. 

1.3.2. Cấu tạo của nanogel: 

Dựa trên các cấu trúc và khối xây dựng khác nhau trong nanogel, các phương 

pháp tổng hợp nanogel có thể được chia thành liên kết ngang hóa học và tự lắp ráp 

vật lý. Nanogel được hình thành bằng liên kết ngang hóa học thể hiện tính ổn định 

tốt hơn so với liên kết ngang vật lý thông qua liên kết cộng hóa trị giữa các nhóm 

chức trên chuỗi polymer. Trong khi đó, các kết nối thuận nghịch của các nanogel 

liên kết ngang vật lý thường phụ thuộc vào các tương tác không cộng hóa trị, chủ 

yếu bao gồm liên kết hydro, lực Van der Waals, tương tác kỵ nước, tương tác chủ-

khách, tương tác tĩnh điện, v.v. Mặc dù tương tác của liên kết không cộng hóa trị vật 
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lý tương đối yếu hơn so với liên kết ngang cộng hóa trị hóa học, nhưng quá trình tự 

lắp ráp vật lý lại linh hoạt và thuận tiện hơn do không cần các phản ứng phức tạp. 

Phần này thảo luận về các phương pháp tổng hợp và các ví dụ về điều chế nanogel[22]. 

 

Hình  1.3 Sơ đồ biểu diễn điều chế nanogel CHP (cholesterol-bearing pullulan) 

bằng phương pháp vật lý liên kết chéo (tự lắp ráp)23. 

1.3.2.1. Liên kết vật lý 

Các nanogel liên kết ngang về mặt vật lý là các hạt siêu phân tử bao gồm các 

phân tử polymer được hình thành thông qua các tương tác không cộng hóa trị. Kích 

thước của nanogel có thể bị ảnh hưởng bởi nồng độ polymer và các điều kiện môi 

trường khác nhau, chẳng hạn như cường độ ion, nhiệt độ và độ pH, trong quá trình 

chuẩn bị nanogel[22]. 

1.3.2.2. Liên kết hóa học 

Ngoài liên kết ngang vật lý, liên kết ngang hóa học là chiến lược phát triển 

nhất và linh hoạt hơn để xây dựng nanogel. Các phương pháp liên kết ngang hóa học 

bao gồm trùng hợp bằng nhũ tương, chuyển chuỗi phân mảnh bổ sung có thể đảo 

ngược, liên kết ngang hóa học dựa trên phản ứng click và liên kết chéo cảm ứng. 

Liên kết ngang amino thường được sử dụng để điều chế gel nano phân hủy sinh học 

dựa trên acid amin[22]. 
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1.3.3. Nanogel với vai trò là chất mang: 

Nanogel trương nở cao có thể kết hợp 30% trọng lượng hoặc nhiều phân tử 

sinh học và thuốc thông qua tương tác tĩnh điện, van der Waals, kỵ nước hoặc liên 

kết cộng hóa trị với chuỗi polymer. Khả năng tải này cao bất thường và vượt quá 

khả năng tải của liposome và mixen polymer. Do quá trình nạp thuốc, các nanogel 

co lại tạo thành các hạt nano ổn định, trong đó tác nhân sinh học bị cuốn vào. Việc 

đưa các polymer ưa nước phân tán (ví dụ PEG) vào cấu trúc nanogel có thể ngăn 

chặn sự kết tụ của chúng. Trong quá trình phân hủy phức hợp thuốc-nanogel, các 

chuỗi polymer ưa nước lộ ra trên bề mặt và tạo thành một lớp bảo vệ xung quanh 

nanogel. Khả năng kiểm soát và tính linh hoạt của hóa học polymer cho phép thiết 

kế một loạt các công thức thuốc và bao gồm nhiều hàng hóa trị liệu trong cùng một 

chất mang nanogel. Sự giải phóng thuốc đáp ứng với kích thích thông qua sự giảm 

thể tích do nhiệt độ hoặc pH gây ra cũng có thể rất hấp dẫn đối với các ứng dụng 

phân phối thuốc. Chức năng hóa của bề mặt nanogel có thể tạo điều kiện thuận lợi 

hơn nữa cho sự tích lũy có chọn lọc của chúng trong mô hoặc tế bào đích. Việc phát 

triển các nanogel có thể mang, bảo vệ, nhắm mục tiêu và giải phóng các tác nhân trị 

liệu theo cách được kiểm soát theo không gian và thời gian đang diễn ra tích cực và 

thiết kế hợp lý của chúng có thể cung cấp một nền tảng cho nhiều ứng dụng[24]. 

1.3.4. Ứng dụng của nanogel nhạy nhiệt: 

Nanogel phản ứng nhiệt là một trong những hệ phân phối thuốc đa chức năng 

phản ứng thông minh hấp dẫn nhất. Các nanogel phản ứng nhiệt thể hiện bằng cách 

trương nở lên với sự thay đổi nhiệt độ môi trường, cho phép tốc độ giải phóng thuốc 

được nạp vào bên trong được kiểm soát. Hơn nữa, sự tích lũy trong môi trường vi 

mô liên quan đến bệnh và hiệu quả hấp thu nội bào được cải thiện có thể đạt được 

bằng cách kích thích giảm kích thước hạt và mang lại lợi ích hơn nữa cho kết quả 

điều trị[22]. 
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Nanogel nhạy nhiệt này đã được giới thiệu để tải protein bằng cách kết tủa 

trong nước. Quan trọng hơn, lysozyme protein mẫu thể hiện đặc tính giải phóng dấu 

ấn đi kèm với sự co lại-phồng lên phụ thuộc vào nhiệt độ của nanogel, cho thấy khả 

năng phân phối có kiểm soát đầy hứa hẹn[22]. 

1.4. TỔNG QUAN VỀ METHOTREXATE: 

1.4.1. Giới thiệu về Methotrexate: 

Methotrexate (MTX, amethopterin, Hình 1.3) là một hợp chất hữu cơ tổng 

hợp, thuộc nhóm điều trị chống folate và thuộc loại III của Hệ thống phân loại dược 

phẩm sinh học. Nó được tạo ra vào cuối những năm 1940 dưới dạng dẫn xuất ít độc 

hơn của aminopterin, sau đó là chất đối kháng acid folic (FA) được sử dụng để điều 

trị cho trẻ em mắc bệnh bạch cầu cấp tính . Vài năm sau, người ta ghi nhận rằng liều 

thấp aminopterin (1–2 mg/ngày) giúp cải thiện đáng kể ở bệnh nhân viêm khớp dạng 

thấp (RA)  và bệnh nhân vảy nến . Tuy nhiên, MTX đã được đưa vào ứng dụng lâm 

sàng trong RA từ giữa những năm 1980 . Hiện nay, MTX thường được áp dụng kết 

hợp với các loại thuốc khác để điều trị nhiều loại ung thư (bệnh bạch cầu nguyên 

bào lympho cấp tính, bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính, bệnh bạch cầu màng não và 

u lympho, sarcoma xương, ung thư hạch không Hodgkin, ung thư vú, bàng quang và 

một số bệnh ung thư khác) , các dạng bệnh tự miễn nghiêm trọng và kháng thuốc 

(viêm khớp dạng thấp, bệnh vẩy nến, bệnh nhược cơ, bệnh Crohn, bệnh đa xơ cứng, 

viêm đa khớp tự phát ở trẻ vị thành niên) , hoặc thậm chí là mang thai ngoài tử 

cung[25]. 
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Hình  1.4 Cấu trúc hóa học của Methotrexate 

1.4.2. Cơ chế tác dụng của Methotrexate: 

MTX là một loại thuốc, có cơ chế hoạt động đa hướng. Hoạt động chống 

chuyển hóa và chống tăng sinh mạnh có liên quan đến ứng dụng điều trị của MTX 

như một tác nhân chống ung thư. Hành động dẫn đến tăng nồng độ adenosine cục 

bộ tại vị trí viêm và tác dụng ức chế miễn dịch cụ thể của MTX đóng vai trò quan 

trọng trong điều trị viêm nặng và các bệnh tự miễn (viêm khớp, bệnh vẩy nến, bệnh 

nhược cơ). Ngoài ra, MTX có thể đóng vai trò là vectơ dẫn các tác nhân gắn MTX 

đến các mục tiêu phân tử cụ thể như RFC hoặc, ít có khả năng là FR, được biểu hiện 

quá mức trên các tế bào ung thư khác nhau. Trong khi FA đóng vai trò là một con 

ngựa thành Troia để phân phối có chọn lọc tác nhân gắn FA đến các tế bào ung thư 

biểu hiện FR, MTX được coi là nền tảng của liệu pháp chống folate trong điều trị 

một số khối u ác tính[25]. 
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Hình  1.5 Sơ đồ cơ chế tác dụng của MTX 

1.4.3. Tác dụng không mong muốn của Methotrexate: 

Theo hướng dẫn sử dụng thuốc hãng Arthritis của Australia thì những tác dụng 

phụ thường gặp nhất khi sử dụng MTX là buồn nôn, ói mửa và tiêu chảy; lở miệng; 
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khô da, một số dạng nổi mẩn da; một số báo cáo cho thấy người dùng còn cảm thấy 

hơi mệt mỏi, nhức đầu và cảm giác nhẹ đầu[26]. 

Bên cạnh những tác dụng không mong muốn thường gặp sẽ có những tác dụng 

phụ ít gặp nhưng nguy hiểm như viêm gan, viêm phổi do thuốc MTX, rụng tóc. 

Ngoài ra những người bị thấp khớp có nguy cơ bị ung thư hạch bạch dịch lymphoma 

(loại ung thư do u lympho)[26]. 

1.5. TỔNG QUAN VỀ ACID FOLIC: 

1.5.1. Cấu tạo và tính chất của acid folic: 

Acid folic (FA) là một chất phân tử nhỏ, còn được gọi là vitamin B9. FA là 

một hợp chất thiết yếu tham gia vào nhiều quá trình sinh hóa quan trọng ở người, 

chủ yếu ở dạng ion. FA tham gia vào quá trình nhân lên của tế bào, điều hòa hoạt 

động của gen, sản xuất tế bào máu và tham gia quá trình tổng hợp các chất hóa học 

điều chỉnh chức năng của não. FA có sẵn cả tự nhiên và tổng hợp. Folate là dạng 

anion của acid folic và là dạng ở pH sinh lý. Thông thường thuật ngữ “acid folic” 

dùng để chỉ hợp chất tổng hợp được oxy hóa hoàn toàn được sử dụng trong các thực 

phẩm bổ sung dùng cho chế độ ăn uống, trong khi “folate” dùng để chỉ các dẫn xuất 

của tetrahydrofolate có trong các thực phẩm tự nhiên. Tuy nhiên không có sự khác 

biệt giữa acid folic “tự nhiên” và “tổng hợp”, dạng tự nhiên hoặc tổng hợp đều cùng 

một công thức phân tử [27]. Cấu trúc phân tử của acid folic được chia thành 3 phần 

gồm: gốc acid glutamic (Glu), gốc acid p-aminobenzoic (PABA) và gốc pterin. Phần 

gốc PABA liên kết với pterin bằng cầu methylen và PABA được nối với Glu bằng 

liên kết peptit để tạo thành Acid folic. FA có độ hòa tan thấp trong nước ở 25 °C 

(1.6 mg/L). Khả năng hòa tan của FA được cải thiện trong môi trường kiềm hoặc 

acid và có độ ổn định hơn trong môi trường kiềm [28]. 



19 
 

 

Hình  1.6 Cấu trúc của acid folic 

1.5.2. Tác dụng của acid folic: 

Acid folic rất quan trọng để đảm bảo các chức năng, các quá trình chuyển hóa 

và sinh hóa khác nhau được diễn ra bình thường trong cơ thể con người. FA đóng 

một vai trò quan trọng trong quá trình tổng hợp purin và pyrimidin, trong quá trình 

chuyển hóa homocystein và trong quá trình sao chép và methyl hóa DNA. FA cũng 

cần thiết cho sự phát triển bình thường của các mô, đặc biệt là những mô liên quan 

đến quá trình phân chia tế bào nhanh chóng như trong phôi [29]. 

Khi sử dụng Methotrexate trong điều trị VKDT có thể gây ra các tác dụng 

không mong muốn do Methotrexate là chất kháng acid folic làm giảm lượng acid 

folic trong cơ thể. Một số tác dụng không mong muốn của MTX như: đau đầu và 

mệt mỏi, buồn nôn, nôn, nhiễm độc gan và đau dạ dày. Uống bổ sung acid folic có 

thể làm giảm nguy cơ mắc các tác dụng không mong muốn này. Và việc uống bổ 

sung acid folic không làm thay đổi hiệu quả của Methotrexate trong điều trị VKDT 

[30]. 

Nghiên cứu của Beverley Shea và cộng sự vào năm 2013 về việc sử dụng acid 

folic và acid folinic để giảm tác dụng không mong muốn, ở bệnh nhân dùng 

Methotrexate cho bệnh viêm khớp dạng thấp đã cho thấy, có một sự giảm đáng kể 
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tỷ lệ tác dụng không mong muốn trên đường tiêu hóa và rối loạn chức năng gan. Cụ 

thể, acid folic đã làm giảm 26% nguy cơ mắc các tác dụng phụ của Methotrexate, 

như buồn nôn, nôn và đau dạ dày. Nghiên cứu cho thấy rằng việc bổ sung acid folic 

có thể làm giảm 76,9% nguy cơ phát triển các vấn đề về men gan của bệnh nhân so 

với những bệnh nhân không dùng acid folic [31]. 

1.6. TỔNG QUAN VỀ TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU: 

1.6.1. Tình hình nghiên cứu ngoài nước 

Nhiều công trình nghiên cứu trên thế giới đã đề cập đến phương pháp sử dụng 

hệ tiểu phân nano polymer để cải thiện nhược điểm của MTX trong điều trị VKDT 

và cho kết quả khả quan.  

Hệ thống phân phối thuốc Methotrexate trên cơ sở poly(amidoamine) 

dendrimer thế hệ 5 do nhóm Thommey P Thomas và cộng sự công bố công trình 

nghiên cứu của họ trên tạp chí y khoa Viêm khớp và thấp khớp (Arthritis Rheum) 

năm 2011. Kết quả cho thấy dendrimer G5 làm tăng khả năng xâm nhập của thuốc 

vào đại thực bào làm tăng liều dung nạp tối đa trên mô hình chuột Lewis khi so sánh 

với mô hình chuột Lewis chỉ sử dụng Methotrexate.  

Roun Heo và cộng sự[32] (2013) công bố hiệu quả sử dụng hệ tiểu phân nano 

polymer từ polysachride (DSNP) mang MTX  thử nghiệm trên mô hình chuột viêm 

khớp gây bằng CIA. Mặc dù cùng hàm lượng MTX tự do, điều trị bằng hệ tiểu phân 

nano DSMP mang MTX cho thấy sự giảm đáng kể sự bào mòn khớp, sự thâm nhiễm 

của tế bào bạch cầu trung tính (neutrophil infiltration), viêm màng hoạt dịch 

(synovial inflammation). Hơn nữa, phân tích giải phẫu bệnh một số cơ quan của 

chuột CIA thử nghiệm sau điều trị bằng MTX cho thấy sự thay đổi về cấu trúc gan 

và thận, trong khi đó chuột điều trị bằng hệ tiểu phân nano MTX- DSNPs không có 

sự khác biệt với chuột bình thường (hình 1.9). 
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Hình  1.7 Kết quả thử nghiệm hệ nano MTX của Roun Heo và cộng sự[32] (2013). 

(a) Minh họa hiệu quả của hệ tiểu phân nano polymer mang MTX trong điều trị 

VKDT. (b) kích thước hạt nano chứa MTX và đồ thị biểu diễn quá trình giải phóng 

MTX theo thời gian. (c) mô hình phần khớp gối của các phương án điều trị và mức 

độ tổn thương sụn, lượng bạch cầu trung tính và viêm hoạt dich (d). (e) giải phẩu 

học một số cơ quan của chuột sau khi điều trị. WT: chuột bình thường, nhóm 

chứng: Vesicle (PBS), DSNP (hệ tiểu phân nano không mang thuốc), MTX,  

MTX-DSNPs. 

Năm 2014, Jung Min Shin cùng cộng sự công bố giải pháp làm tăng hiệu quả 

điều trị cho Methotrexate bằng cách sử dụng hệ phân phối thuốc nano trên cơ sở 

hyaluronic acid. Sử dụng hyaluronic acid (HA) không chỉ làm tăng khả năng xâm 

nhập vào tế bào do bản chất HA tương tác trực tiếp với thụ thể CD44 có mặt trên tế 
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bào miễn dịch và còn khống chế lượng MTX giải phóng khỏi hệ, tránh được các tác 

dụng phụ không mong muốn của MTX đối với cơ thể.  

Năm 2017, nhóm nghiên cứu của Young Mo Kang[33] tại khoa xương khớp, 

Bệnh viện Đại học Quốc gia Kyungpook nằm ở Daegu, Hàn Quốc phát triển hệ chất 

mang MTX từ polysacharide, hyaluronic acid (HA-MTX). HA giúp cho MTX tích 

tụ trong đại thực bào cao hơn gấp 12 lần so với trường hợp MTX tự do. Thử nghiệm 

trên mô hình chuột viêm khớp CIA cho thấy ở liều thấp 3mg/kg, không có sự khác 

biệt về ý nghĩa thống kê giữa HA-MTX và MTX tự do về tiến trình phá hủy sụn 

khớp. Khi sử dụng liều cao (50 mg/kg), triệu chứng của VKDT gần như được loại 

bỏ ở mô hình điều trị bằng HA-MTX và tỷ lệ chết 0%. Tuy nhiên, MTX tự do liều 

50mg/kg chuột chết gần như 100% sau 2 tuần điều trị mặc dù kết quả đánh giá hiệu 

quả điều trị là tương đương. Đánh giá về chỉ tiêu huyết học của các nhóm chuột điều 

trị bằng HA-MTX đều nằm trong khoảng sinh lý bình thường, tuy nhiên chuột điều 

trị bằng MTX tự do có chỉ số hồng cầu và bạch cầu ngoài ngưỡng tiêu chuẩn và thể 

hiện rõ khi sử dụng ở liều cao. Trên cơ sở polysacharide (Hyaluronic acid), hệ phân 

phối thuốc nano kích thước 167.6 ± 57.4mm mang MTX (HA-PLGA(MTX) được 

công bố bởi nhóm KeilaIsaac-Olivec[34]. Trong nghiên cứu này, nhóm đã biến tính 

polysacharide với PLGA- polymer có tính chất tương hợp sinh học cao giúp cho quá 

trình giải phóng MTX được kiểm soát tốt hơn. Trong 3 giờ đầu, 16% hàm lượng 

MTX được phóng ra khỏi hệ, theo sau là giai đoạn nhả chậm, khoảng 5% trong 

khoảng 70h tiếp theo và giải phóng hoàn toàn vào 100h. MTX tự do gây chết 50% 

đại thực bào (dòng Raw 2647) ở giai đoạn đầu 24h và hồi phục ở giai đoạn sau 120h. 

Theo nhận định của nhóm tác giả, đối chiếu với các công trình trước, nguyên nhân 

của sự phục hồi được cho là do sự phân hủy hoặc dược tính của MTX bị mất đi. Tỷ 

lệ sống của dòng Raw 2647 khi được xử lý với HA-PLGA(MTX) khoảng 70% và 

được duy trì liên tục trong 120h, điều đó chứng tỏ MTX trong hệ tiểu phân nano 

được bảo toàn và giải phóng có kiểm soát.  
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Năm 2019, nhóm nghiên cứu Maimoona Qindeel[35] tạo ra hệ vận chuyển 

MTX kích thước nano sử dụng copolymer dạng khối, polycaprolactone-

polyethylene glycol-polycaprolactone (PCL-PEG-PCL-MTX). Tương tự với các hệ 

tiểu phân nano polymer khác, biểu hiện dược tính của MTX có sự cải thiện đáng kể 

khi được nang hóa trong PCL-PEG-PCL . MTX tự do, ở liều thấp 3.12–12.5 μg/mL 

gây hiện tượng tan máu ở chuột thử nghiệm, 15% hồng cầu bị vỡ khi sử dụng MTX 

liều cao (25–50 μg/mL). Sau khi được nang hóa trong hệ nano PCL-PEG-PCL, mức 

độ tan máu ở dưới 2.5% khi sử dụng nồng độ từ 3.12-50 μg/mL. Bên cạnh đó, nhờ 

kích thước nano, lượng MTX tích tụ trong đại thực bào raw 264.7 được xử lý LPS 

cao hơn đáng kể so với MTX tự do. Phần trăm tế bào sống giảm từ 82% xuống 60% 

khi nồng độ MTX tự do trong môi trường nuôi cấy tăng từ 6.25- 100 μg/mL. Trái 

lại, tỷ lệ tế bào sống duy trì ở mức 80-88% khi thử nghiệm cùng khoảng nồng độ. 

MTX tự do có thời gian lưu trong máu thấp, sau 10h cho uống, hàm lượng MTX 

trong máu rất thấp, thấp hơn 3.68 lần so với chuột cho uống PCL-PEG-PCL-MTX. 

Nửa đời trong huyết tương (T1/2)- thời gian cần thiết để nồng độ MTX trong huyết 

tương giảm xuống còn một nửa (50%), ở mô hình tiểu phân nano cao hơn 4.34 lần 

so với mô hình tự do. Kết quả trên mô hình chuột viêm khớp cũng chứng minh tác 

dụng của hệ nano trong việc làm tăng dược tính của MTX.  

Năm 2020, nhóm tác giả của GS.Yu Zhang về việc sử dụng polyethyleneimine 

biến tính với cầu nối sulfide để mang MTX ứng dụng trong điều trị VKDT. Hệ giúp 

khống chế việc nhả MTX phù hợp với phác đồ, ức chế sản sinh cytokines và cải 

thiện tình trạng sói mòn sụn trên mô hình chuột viêm khớp. Như vậy có thể thấy, 

ứng dụng hệ thống phân phối thuốc kích thước nano giúp cho các liệu pháp điều trị 

VKDT có hiểu quả hơn nhờ việc kiểm soát liều dùng, giảm được việc dùng thuốc 

thường xuyên, giảm các nguy cơ ngộ độc do dư lượng thuốc.  

VKDT còn được coi là bệnh lý được điều tiết bởi các tế bào đại thực bào, bởi vì các 

đại thực bào là nguồn gốc chính sản xuất các cytokine tiền viêm trong khớp. Các 
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cytokine tiền viêm quan trọng do đại thực bào ở màng hoạt dịch sản xuất bao gồm 

TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, và IL-23. Nguyên bào sợi màng hoạt dịch 

là một típ tế bào quan trọng khác ở màng hoạt dịch tiết ra các cytokine tiền viêm như 

IL-1, IL-6 và TNF-α. Trong đó, TNF-α là cytokine tối quan trọng trong sinh bệnh 

học của viêm màng hoạt dịch. Nguyên bào sợi màng hoạt dịch còn tiết các enzyme 

tiêu chất nền sụn khớp (matrix metalloproteinases - MMPs) cũng như các protease 

khác có chức năng phá hủy sụn khớp[36, 37]. Nghiên cứu về sự thay đổi bề mặt của 

đại thực bào trong giai đoạn viêm ở các bệnh nhân VKDT cho thấy sự biểu hiện quá 

mức của các thụ thể folate, Folate Receptor β (FRβ)
[37]. Do đó, Để tăng hiệu quả điều 

trị, đặc biệt tăng khả năng nhập bào đối với hệ tiểu phân nano polymer vận chuyển 

MTX, hệ dẫn truyền thuốc nano polymer được gắn thêm tác nhân folic acid trên bề 

mặt.  

Thommey P và cộng sự[38] thiết kế hệ nano polymer dẫn truyền MTX có biến 

tính bề mặt với folic acid (G5-FA). So sánh giữa hệ nano polymer gắn FA và không 

FA, hiệu quả xâm nhập vào nội bào đại thực bào RAW 264.7 khác biệt tuyệt đối. Hệ 

nano FA xâm nhập gần như hoàn toàn vào nội bào sau 3-4 nuôi cấy, trong khi tín 

hiệu của hệ nano không gắn FA gần như không được phát hiện trong cùng khoảng 

thời gian.  Jinlong Zhao[36] và cộng sự cung cấp thêm bằng chứng về lợi ích sử dụng 

hệ nano polymer dẫn truyền MTX. Hệ nano polymer (FA-PLGA) mang MTX từ 

polyethylene glycol (PEG)–poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) biến tính với tác 

nhân (folic acid) có thể gắn lên thụ thể FRβ của các đại thực bào đang trong giai 

đoạn viêm. Khả năng xâm nhập vào đại thực bào xử lý LPS của hệ FA-PLGA cao 

hơn hẳn so với các hệ không có FA. Đối với đại thực bào không được kích hoạt bằng 

LPS, tín hiệu huỳnh quang của các mẫu là như nhau. Điều này chứng tỏ FA làm tăng 

hiệu quả xâm nhập vào các đại thực bào đang bị kích hoạt viêm hơn là đại thực bào 

bình thường. Độ dày bàn chân chuột cống viêm khớp AIA (6.18mm) gần như tương 

đương với chuột cống bình thường. Chuột cống điều trị bằng hệ tiểu phân nano 
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không tác nhân folic acid, khoảng 6.87mm, cao hơn so với hệ chất mang có FA 

(p<0.01), nhưng nhỏ hơn so với mô hình sử dụng MTX tự do (8.01mm, p<0.001). 

Hiện tượng sưng và ban đỏ xuất hiện trong lô chuột cống điều trị bằng MTX tự do 

và mô hình tiểu phân nano không có FA (hình 1.10). 

 

Hình  1.8  Kết quả của Jinlong Zhao[36] và cộng sự. (A) đánh giá hiệu quả xâm 

nhập của hệ nano mang tác nhân FA, so sánh với hệ không có FA trong 2 điều kiện 

nuôi đại thực bào có kích loại LPS và không kích hoạt LPS. DAPI: chất nhuộm 

nhân tế bào, Rhodamine B: được tải trong hệ nano, để đánh dấu khả năng xâm 

nhập. (B) kích thước và hình ảnh (C) bàn chân chuột cống viêm khớp AIA sau khi 

điều tị bằng hệ tiểu phân nano có FA và không FA mang MTX, so sánh với các 

mẫu không điều trị AIA, mẫu chuột cống không viêm khớp và MTX tự do. 

Nghiên cứu của Sarat KumarKottarath[39] về sự hỗ trợ của folic acid trên bề mặt hệ 

dẫn truyền MTX trong điều trị VKDT cũng cho kết quả khả quan. Sau 2 ngày điều 

trị, kích thước bàn chân chuột mô hình viêm khớp giảm mạnh đối với hệ tiểu phân 

có mang tác nhân FA (30.8% ± 3.1%; p < 0.001), theo sau là mô hình điều trị bằng 

hệ tiểu phân không FA (28.2% ± 3.0%; p < 0.005) và cuối cùng là mô hình điều trị 

bằng MTX (20.2% ± 2.9%). Chỉ số biểu hiện của các cytokine (IL-6 and TNF α) 
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giảm mạnh với hệ tiểu phân nano gắn FA khi so với hệ tiểu phân nano không gắn 

FA và MTX tự do. Nhược điểm của hệ này chủ yếu về thời gian giải phóng thích 

quá nhanh, gần 85 ± 5.4% thuốc giải phóng khỏi hệ sau 24h.  

Cùng với xu hướng tạo hệ tiểu phân nano mang thuốc MTX, nghiên cứu tạo các vật 

liệu nano nhạy cảm với các tác nhân từ môi trường như nhiệt độ, pH hoặc ánh sáng.. 

tạo kết quả thú vị về điều khiển quá trình phóng thích MTX[33, 40].  

Nghiên cứu mới nhất gần đây của MukeshDhanka[40] và cộng sự (năm 2021) cũng 

cho thấy bằng chứng của sử dụng hệ dẫn truyền thuốc nhạy cảm. MukeshDhanka 

điều chế hệ phân phối thuốc MTX trên cở sở polysacharide (chitosan) kết hợp với 

hydrogel nhạy nhiệt (poloxame). Hệ dẫn truyền được tạo ra có tính đáp ứng sự thay 

đổi của nhiệt độ. Cụ thể, hệ có sự chuyển dịch từ dạng lỏng sang dạng gel ở nhiệt độ 

được nâng lên 37oC và quay về dạng dụng dịch ở nhiệt độ 4oC.Nhờ đặc điểm này, 

hệ ứng dụng làm thuốc tiêm tại chỗ. Đặc biệt, sự kết hợp giữa polysachride và 

poloxame cho thấy sự khống chế tốt về hàm lượng MTX giải phóng khỏi hệ. Tương 

tự như kết quả của Sarat KumarKottarath[39], hệ nano polymer trên cơ sở chitosan 

không sử dụng poloxame, gần 80% thuốc giải phóng khỏi hệ sau 12h. Kết hợp với 

ploxame, hàm lượng MTX phóng khỏi hệ trong 4h đầu khoảng 40% và duy trì 5% 

cho kéo dài 72h. Hàm lượng MTX nang hóa trong hệ nano chitosan sử dụng 

poloxame cao hơn so với hệ nano chitosan thường. Kết quả trên mô hình động vật 

gây VKDT cho thấy tiềm năng của hệ kết hợp chitosan-poloxame vì quá trình sửa 

chữa mô sụn tổn thương được ghi nhận với một liều điều trị duy nhất (175.7 

µg.kg−1), trong khi điều trị MTX tự do trong 10 ngày liên tiếp (tổng liều 750 

µg.kg−1) mới có kết quả tương tự. 

Thay vì sử dụng chitosan và poloxame, MukeshDhanka[41] và cộng sự phát 

triển hệ dẫn truyền MTX nhạy nhiệt trên cơ sở alginate và Methylcellulose. Sự kết 

hợp này tạo cho hệ có tính tiêm được, cụ thể hệ được tiêm khi ở dạng dung dịch và 

chuyển thành dang gel 3D sau khi được tiếp xúc với nhiệt độ cơ thể, như vậy MTX 
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sẽ được gói trong hệ thống gel và giải phóng một cách có kiểm soát. Nhờ sử dụng 

alginate trong mạng lưới, hệ dẫn truyền có khả năng hấp thụ nước và trương. Quá 

trình trương của vật liệu được duy trì trong 3 ngày và sau đó tiến hành phân hủy 

hoàn toàn trong môi trường sinh học, tạo tính kiểm soát trong giải phóng MTX. 45.5 

% MTX được giải phóng khỏi hệ alginate và Methylcellulose trong 24h trong khi 

gần 75% MTX bị loại khỏi hệ khi không có sự kết hợp 2 thành phần. Hệ dẫn truyền 

MTX này hoàn toàn bị loại bỏ sau 10 ngày tiêm vào cơ thể chuột và không gây các 

hiệu ứng miễn dịch. Một trong các lo ngại về sử dụng MTX là gây độc gan. Các chỉ 

tiêu đánh giá chức năng gan bao gồm nồng độ bilirubin trực tiếp (TBS), Alanine 

Aminotransferase (ALT), enzyme phosphatase (ALP) đều nằm trong ngưỡng bình 

thường và không có sử khác biệt so với chuột không tiêm hệ tiểu phân mang MTX 

(hình 1.11).  

 

Hình  1.9 Hệ tiểu phân nano polymer mang MTX của nhóm tác giả 

MukeshDhanka et al [41]. 
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Trong các nghiên cứu trên, sử dung hệ dẫn truyền thuốc nano polymer có 

nguồn gốc sinh học như polysacharide giúp cho khả năng đáp ứng MTX cao hơn 

hẳn khi so với MTX tự do và mức độ đáp ứng tiếp tục cải thiện trong quá trình điều 

trị. Các chỉ số về số khớp sưng, hoạt động viêm và tình trạng thái hóa sụn cũng giảm 

rõ rệt hơn ở nhóm điều trị sử dụng hệ dẫn truyền thuốc nano. Thêm vào đó, các tác 

dụng phụ không mong muốn gây ra bởi MTX tự do cũng được giảm đáng kể mặc 

dù liều sử dụng là như nhau. Việc biến đổi hệ chất mang với tác nhân folic acid cũng 

cho thấy hiệu quả trong quá trình tích lũy MTX trong nội bào tế bào viêm. Hoặc sự 

kết hợp với các polymer nhạy cảm với kích thích từ môi trường cho thấy những kết 

quả thú vị trong ứng dụng làm chất mang MTX cho điều trị VKDT.  

1.6.2. Tình hình nghiên cứu trong nước 

 Thấy rõ tiềm năng của hệ dẫn truyền thuốc kích thước nano, ở Việt Nam, các 

trung tâm/phòng thí nghiệm công nghệ nano tại các thành phố lớn như Hà Nội, Tp 

Hồ Chí minh được thành lập. Trong lĩnh vực dược bào chế, có nhiều công trình đã 

được công bố về phát triển dạng thuốc cải tiến dựa trên hệ dẫn truyền thuốc nano.  

 Nhóm nghiên cứu của Hà Phương Thư-Viện Khoa học Vật liệu đã phát triển 

nhiều hệ chất dẫn truyền nano sử dụng copolymer poly (lactide)-tocopheryl 

polyethylene glycol succinate biến tính folic để nang hóa curcumin, paclitacel hoặc 

doxorubicine tăng cường hấp thu hạt nano nang hóa thuốc vào tế bào ung thư. 

 Nhóm nghiên cứu của chúng tôi đã thành công phát triển hệ dẫn truyền trên 

cơ sở chitosan-pluronic các hoạt chất tự nhiên[42,14,15] – hoạt chất có dược tính cao 

nhưng bị hạn chế về sinh khả dụng. Nhờ sự giúp đỡ của hệ chất mang, các hoạt chất 

được nhả ra phù hợp kích thích sự phát triển của nguyên bào sợi làm vết thương lành 

nhanh hơn.  

 Bên cạnh các hệ nanocomposite hydrogel hoạt tính có hiệu quả cao trong chữa 

lành vết thương, nhóm nghiên cứu chúng tôi cũng phát triển 1 số hệ tiểu phân nano 

(nanogel) dẫn truyền kết hợp thuốc chống ung thư và các hoạt chất tự nhiên như 
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curcurmin và quercetin. Các hệ dẫn truyền trên đã tạo được sự cộng hợp giữa vai trò 

của hệ chất mang, thuốc chống ung thư và hoạt chất tự nhiên góp phần làm giảm 

đáng kể tác dụng phụ của thuốc[4, 43].  

 Các nhóm nghiên cứu vật liệu dẫn truyền thuốc trong nước hiện nay dành 

nhiều quan tâm để phát triển thuốc chống ung thư. Tuy nhiên hướng nghiên cứu về 

dẫn truyền các thuốc điều trị viêm thấp khớp nhằm giảm tác dụng phụ của thuốc thì 

chưa được quan tâm nghiên cứu. Mặc dù đây là hướng nghiên cứu rất sôi động hiện 

nay trên thế giới. Hầu hết các nghiên cứu hiện nay đều thuộc lĩnh vực y học cổ 

truyền, tập trung phát triển chế phẩm từ dịch cao chiết như Hoàng Kinh của tác giả 

Nguyễn Thị Thanh Tú, chiết xuất nọc ong của Nguyễn Thị Thanh Mai. Các kết quả 

đều cho thấy khả quan trọng điều trị VKDT. Tuy nhiên, các chế phẩm này chỉ có tác 

dụng hỗ trợ và không có khả năng thay thế hoàn toàn phác đồ điều trị MTX trong 

thời gian dài. Vì vậy rất cần có nghiên cứu điều chế hệ tiểu phân nano polymer mang 

MTX đề điều trị viêm khớp dạng thấp trong thời gian dài hơn tại Việt Nam.  
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2. CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Nguyên liệu hóa chất và tế bào 

Bảng  2.1 Nguyên liệu - hóa chất: 

STT Tên nguyên liệu – hóa chất Xuất xứ Mục đích sử dụng 

1 
Sodium alginate (Alg, Mn ~ 

120,000-190,000 g/mol) 

Fisher 

Scientific 

Nguyên liệu tổng 

hợp 

2 
Pluronic F127 (F127, Mn~ 

12600 g/mol) 

Sigma-

Aldrich 

(USA) 

Nguyên liệu tổng 

hợp 

3 

1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-

ethylcarbodiimide (EDC, 

≥97%) 

Acros 

Organics 

Nguyên liệu tổng 

hợp 

4 
N-Hydroxysuccinimide (NHS, 

≥98%) 

Acros 

Organics 

Nguyên liệu tổng 

hợp 

5 Khí nitơ tinh khiết phân tích Việt Nam 
Nguyên liệu tổng 

hợp 

6 Benzoylaceton   

7 Nước cất Việt Nam Dung môi 

8 
p-nitrophenylchloroformate (p-

NPC, ≥97%) 

Acros 

Organics 

Nguyên liệu tổng 

hợp 
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9 
Cystamine dihydrochloride 

(Cys, ≥97%) 

Acros 

Organics 

Nguyên liệu tổng 

hợp 

10 Methotrexate 

Toronto 

Research 

Chemical 

Dược chất thử 

nghiệm 

11 TNBS 
Sigma-

Aldrich 

Nguyên liệu tổng 

hợp 

12 Dimethyl sulfoxide 
Fisher 

Scientific 
Dung môi 

13 Natri bicarbonate Hoa Kỳ Dung môi 

14 Acid hydrochloric  Điều chỉnh pH 

15 Natri hydroxide  Điều chỉnh pH 

16 0,25% Trypsin-EDTA 1X Gibco  

17 Trypan blue 
Sigma-

Aldrich 
 

18 
Bộ kit Sulforhodamine B 

(SRB) (ab235935) 
Abcam  
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19 

Thuốc nhuộm Acridine 

orange/ Propidium iodide 

(AO/PI) 

Life 

Technologies 

Korea LLC 

Nhuộm tê bào 

20 Lipopolysaccharid (LPS) 
Sigma-

Aldrich 
 

21 
Griess reagent (modified) 

(G4410) 

Sigma-

Aldrich 
 

 

Bảng  2.2 Các dòng tế bào thử nghiệm 

STT Tế bào Nhà cung cấp 

1 Tế bào RAW264.7 
Được tặng từ Trung tâm Công 

nghệ sinh học TP.HCM, P4 

2 Tế bào MSC Lonza, P3 

2.1.2. Dụng cụ và trang thiết bị 

 

 

Bảng  2.3 Danh mục trang thiết bị 

STT Tên thiết bị Model Xuất xứ 

1 Máy cô quay  Buchi Rotavapor R-114, Thụy Sĩ 

2 Bể siêu âm Elmasonic S 80H Đức 

3 Máy đông khô  EYELA FDU-1200 Nhật Bản 
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4 Máy li tâm lạnh Hermle Z32HK Đức 

5 Cân phân tích 4 số lẻ  OHAUS pioneer PA114 Mỹ 

6 Máy khuấy từ gia nhiệt  VELP Scientifica Italy 

7 Máy quang phổ tử ngoại khả 

kiến  

Agilent 8453 UV-Vis 

Spectrophotometer. 

Nhật Bản 

8 Máy quang phổ hồng ngoại 

FTIR 

  

9 Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao Aligent Nhật Bản 

10 Máy đo kích thước hạt Horiba SZ-100 Nhật Bản 

11 Máy ly tâm lạnh tốc độ cao HERMLE Z 32 HK Đức 

12 Tủ ấm CO2 MEMMERT INCO 246 

MED 

Mỹ 

13 Máy đọc bảng giếng tự động HumanReaderHS Đức 

14 Nồi hấp tiệt trùng CL-32L/ALP Nhật Bản 

15 Kính hiển vi đảo ngược 2 thị 

kính LABOMED 

TCM 400 Mỹ 

16 Kính hiển vi 3 mắt có camera 

NIKON 

Ci-L/DS-Fi2-U3 Nhật Bản 

17 Kính hiển vi đồng tiêu Laser 

ANDOR 

Dragonfly 200 Anh 

 

Bảng 2.4 Danh mục dụng cụ 

STT Tên dụng cụ Hãng sản xuất 

1 Bình cầu 1 cổ Duran 100 mL Việt Nam 

2 ống falcon ly tâm 50mL Việt Nam 
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3 Micro pipet Việt Nam 

4 Hủ bi Việt Nam 

5 Màng cellulose Spectra/Por® 12–14 kDa Mỹ 

6 Cá từ, kim tiêm Việt Nam 

7 Giấy đo pH Việt Nam 

8 Bình định mức, ống đong Việt Nam 

9 Chai nuôi cấy, 25 cm2  Biologix (Hoa Kỳ) 

10 Đĩa petri nuôi cấy, 35 x 10 mm  Biologix (Hoa Kỳ) 

11 Đĩa petri nuôi cấy, 90 x 20 mm  Biologix (Hoa Kỳ) 

12 Đĩa nuôi cấy 96 giếng, đáy phẳng, có nắp  SPL Life Sciences (Hàn Quốc) 

13 Đĩa nuôi cấy 24 giếng, đáy phẳng, có nắp  SPL Life Sciences (Hàn Quốc) 

14 Buồng đếm tế bào Neubauer  Marienfeld (Đức) 

15 Ống ly tâm 50 ml  Finetech (Đài Loan) 

16 Đầu típ 1000 μl  Biologix (Hoa Kỳ) 

17 Đầu típ 200 μl  Thermo Fisher Scientific (Hoa 

Kỳ) 

18 Đầu típ 10 μl  Biologix (Hoa Kỳ) 

19 Eppendorf 2,0 ml  ISOLAB (Đức) 

20 Đầu lọc Ø 0,22 μm  Finetech (Đài Loan) 
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2.1.3. Các phương pháp phân tích 

 Phổ hồng ngoại (FT-IR) 

Thiết bị FT-IR/NIR Spectroscopy Frontier đặt tại viện Khoa học Vật liệu Ứng 

dụng, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam sử dụng phương pháp nén 

viên bằng KBr, xác định phổ hấp thụ hồng ngoại từ khoảng 4000 – 500 cm-1. 

Mẫu thử được chuẩn bị bằng cách nghiền 2mg mẫu thử chung với 100 mg 

KBr dạng bột mịn (dùng đo IR) đã được sấy khô, vừa đủ tạo thành một viên nén với 

đường kính 13 mm và cho phổ có cường độ phù hợp. Hỗn hợp được nghiền mịn 

đồng nhất và dàn đều trên 1 khuôn thích hợp. Khuôn có hỗn hợp chất thử được nén 

trong điều kiện chân không tới áp suất khoảng 800 Mpa. Tiến hành đo phổ IR. 

 Đánh giá cấu trúc của hệ copolymer bằng 1H-NMR 

Việc tổng hợp thành công vật liệu copolymer được minh chứng bằng cách hòa 

tan vật liệu trong dung môi deuterated chloroform (CDCl3) hoặc nước D2O sau đó 

khảo sát cấu trúc bằng máy phổ cộng hưởng từ hạt nhân (Bruker Advance 500MHz, 

USA, Viện Hóa học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam) chất 

chuẩn có độ dịch chuyển hóa học  (ppm) bằng không là tetramethyl silane 

(TMS). Dựa vào sự xuất hiện độ chuyển dịch hóa học của các proton trên phổ 

đồ sẽ biết được sự có mặt của các proton trên các nhóm thế khác nhau. 

 Phổ tử ngoại – khả kiến (UV-Vis)  

Phương pháp hấp thu quang là phương pháp phân tích dựa vào hiệu ứng hấp 

thụ xảy ra khi phân tử vật chất tương tác với bức xạ điện từ. Vùng bức xạ được sử 

dụng trong phương pháp này là vùng tử ngoại hay khả kiến ứng với bước sóng 

khoảng từ 200-800nm. Hiện tượng hấp thụ bức xạ điện từ tuân theo định luật Bouger-

Lam bert-Beer. 
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Phổ UV-Vis được đo trên thiết bị UV-1800 Shimadzu đặt tại viện Khoa học 

Vật liệu Ứng dụng, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Tổng hợp copolymer nhạy nhiệt trên cơ sở alginate-cystamine và 

Pluronic F127: 

Hệ copolymer nhạy nhiệt được tạo ra trên cơ sở alginate-cystamine và 

Pluronic F127 thông qua liên kết của nhóm amin trên alginate-cystamine và nhóm 

(–C=O) của hợp chất Pluronic sau khi hoạt hóa bằng p-nitrophenyl chloroformat 

(NPC), Copolymer Alg-F127 được tạo thành bằng phương pháp tổng hợp hóa học 

quy trình tổng hợp được thực hiện dựa trên quy trình của Viện Khoa học Vật liệu 

Ứng dụng – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam[44], sản phẩm sau đó 

được liên kết với acid folic (FA) thông qua nhóm NH2 tự do còn tồn tại. Sản phẩm 

cuối cùng được xác định cấu trúc thông qua phổ 1H-NMR, FT-IR. 

2.2.1.1. Tổng hợp dẫn xuất Alginate-cystamine (Na-Alg-Cys) và khảo 

sát điều kiện tổng hợp 

Các nhóm amin trên mạch Natri alginate (Na-Alg) được tạo ra để phản ứng 

với NPC-F127-OH, cystamine (Cys) được sử dụng để tạo ra các nhóm amin. 

Cystamine có cấu trúc 2 nhóm NH2, một nhóm tạo liên kết với nhóm carboxylate có 

trên alginate, một nhóm NH2 tự do còn lại tạo liên kết với NPC-F127-OH. 

 

Hình  2.1 Sơ đồ phản ứng tổng hợp dẫn xuất Na-Alg-Cys 
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Hình  2.2 Quy trình tổng hợp Na – Alg – Cys  

Thuyết minh quy trình: Cân chính xác khối lượng Sodium alginate (Alg)  hòa 

tan vào DMSO: H2O (1:1 theo thể tích). Sau khi hỗn hợp đạt được sự đồng nhất, 
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điều chỉnh pH của dung dịch Alg về khoảng 5,5 bằng NaOH 0,1M hoặc HCl 0,1M. 

Cho NHS và EDC vào cùng môi trường dùng hòa tan Alg, hoạt hóa trong vòng 30 

phút. Cho tiếp cystamine (Cys) được hòa tan trong H2O và được nhỏ giọt vào hỗn 

hợp dung dịch Alg/EDC/NHS đang được khuấy ở tốc độ 1000 vòng/phút ở nhiệt độ 

phòng. Hỗn hợp tiếp tục được khuấy ở nhiệt độ phòng trong vòng 24 giờ, dung dịch 

sau phản ứng được thêm từng giọt vào cồn tuyệt đối để thu tủa. Kết tủa sau đó được 

hòa tan lại trong nước và mang đi thẩm tách bằng màng cellulose (MCWO~12- 

14KDa) trong môi trường nước cất để loại bỏ Cys không phản ứng, chất hoạt hóa và 

các dung môi đã sử dụng. Phần dung dịch trong túi thẩm tách sau đó được đem sấy 

thăng hoa thu sản phẩm dạng bột là Na-Alg-Cys. Sản phẩm sau đó được dùng để 

đánh giá cấu trúc bằng FT-IR và 1H-NMR. 

 Khảo sát điều kiện tổng hợp 

Ảnh hưởng của pH và sự hiện diện của EDC/NHS được khảo sát thông qua 

phương pháp Okuyama và Satake phân tích hàm lượng nhóm NH2 trên sản phẩm 

Alg-Cys, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) là 

hợp chất carbodiimide phổ biến nhất được sử dụng để tạo cầu nối giữa nhóm amin 

và nhóm carboxyl. EDC tan trong nước và hoạt động tốt trong khoảng pH 4,5 - 7,5, 

EDC cũng thường được sử dụng kết hợp với N-hydroxysucinimide (NHS) để tăng 

hiệu quả gắn kết hoặc tạo ra một sản phẩm amin phản ứng ổn định. Na-Alg sẽ phản 

ứng với EDC/NHS tạo ra một chất trung gian không bền, hợp chất này ngay lập tức 

sẽ gắn kết với cystamine thông qua liên kết giữa nhóm amin với carboxyl tạo thành 

sản phẩm bền vững và phản ứng dịch chuyển theo chiều thuận. 

 Nghiên cứu của Hermanson cho thấy phản ứng của EDC hình thành liên kết 

amin trong nước và việc hoạt hóa nhóm carboxyl xảy ra hiệu quả nhất khi dùng EDC 

tại pH 3,5 – 4,5 trong khi liên kết amin được hình thành hiệu quả nhất trong phạm 

vi pH 4,0 – 6,0, Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu cũng chỉ ra rằng sự thủy phân EDC 



39 
 

xảy ra tối đa ở giá trị pH có tính acid với sự ổn định ngày càng tăng của carbodiimide 

trong dung dịch có pH bằng hoặc trên 6,5, Ngoài khoảng pH này thì sự hình thành 

liên kết vẫn xảy ra nhưng với tốc độ rất chậm và hiệu quả không cao [45]. Do đó việc 

khảo sát vùng pH khác nhau để tiến hành phản ứng gắn cystamine lên Na-Alg thông 

qua cầu nối trung gian EDC/NHS được tiến hành. Bên cạnh đó Na-Alg là hợp chất 

khó tan, hầu như chỉ trương nở trong môi trường nước hoặc DMSO. Trên cơ sở 

nghiên cứu của tác giả Đặng Thị Lệ Hằng và cộng sự [44] tỷ lệ H2O:DMSO là 1:1 

được chọn thực hiện nghiên cứu này. Hỗn hợp H2O: DMSO được cân chỉnh pH bằng 

HCl (1M) và NaOH (1M) để đạt được các pH như sau: 4,5, 5,5, 6,5 và 7,0. Cùng với 

việc lựa chọn môi trường tổng hợp, tỷ lệ alginate và EDC/NHS cũng được tiến hành 

nhằm xác định được tỷ lệ thích hợp nhất cho hiệu quả gắn cao nhất. Thành phần và 

các tỷ lệ các chất tham gia được trình bày trong bảng 2.5. 
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Bảng  2.5 Các biến lựa chọn trong khảo sát tìm điều kiện tổng hợp Na-Alg-Cys. 

pH STT 
DMSO/H2O 

(mL) 

Na–Alg 

(g) 
EDC/NHS (mol) Cys (mol) 

pH = 4,5 

1 50 1 0,0046/0,0046 0,0046 

2 50 1 0,0046/0,0046 0,0023 

3 50 1 0,0046/0 0,0046 

pH = 5,5 

1 50 1 0,0046/0,0046 0,0046 

2 50 1 0,0046/0,0046 0,0023 

3 50 1 0,0046/0 0,0046 

pH = 6,5 

1 50 1 0,0046/0,0046 0,0046 

2 50 1 0,0046/0,0046 0,0023 

3 50 1 0,0046/0 0,0046 

pH = 7,0 

1 50 1 0,0046/0,0046 0,0046 

2 50 1 0,0046/0,0046 0,0023 

3 50 1 0,0046/0 0,0046 

2.2.1.2. Tổng hợp copolymer và khảo sát điều kiện ghép Alginate-

Cystamine-Pluronic F127 (Alg-Cys-F127)  

 Tổng hợp NPC-F127-OH: 

Pluronic F127 được hoạt hóa bằng 2 bước để thu được sản phẩm NPC – F127 

– OH các báo cáo của Trần Ngọc Quyển và cộng sự [46,47,43]. Bước 1 p-nitrophenyl 

chloroformate được cho vào F127 đã được làm nóng chảy ở 65ºC với tỷ lệ NPC:F127 

là 2,5:1 theo tỷ lệ mol. Sau 6 giờ nhiệt độ của phản ứng được hạ về nhiệt độ phòng 

và hỗn hợp này được pha loãng với THF. Sản phẩm thu được sau khi kết tủa lạnh 

với diethyl ether. Cô quay bay hơi dung môi trong chân không. Bước 2, NPC-F127-

NPC tiếp tục cho phản ứng với 3-amino-1-propanol trong THF cho sản phẩm NPC-

F127-OH. Qúa trình tinh chế làm sạch NPC-F127-OH giống như bước 1. 
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Hình  2.3 Sơ đồ tổng hợp Alg-F127 

 

Hình  2.4 Quy trình tổng hợp Alg – F127 
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Thuyết minh quy trình: Đầu tiên, Na-Alg-Cys hòa tan vào nước cất đến khi 

đồng nhất sau đó mẫu tiếp tục khấy trong môi trường lạnh, nhiệt độ dưới 15°C. 

NPC– F127- OH được hoà tan trong nước cất ở nhiệt độ 4°C, khuấy từ cho đến khi 

tan hoàn toàn. Dung dịch NPC-F127-OH được cho vào dung dịch Na-Alg-Cys khuấy 

và giữ lạnh ít nhất 24 giờ trước khi đem thẩm tách với mang cellulose (12,000-

14,000 Da). Thẩm tách trong nước cất diễn ra trong khoảng 7 ngày trước khi đem 

mẫu đi đông khô. Sản phẩm thu được đem đi đo phổ 1H-NMR để xác định cấu trúc. 

 Khảo sát điều kiện tổng hợp 

Dựa trên quy trình phản ứng tổng hợp copolymer Alg – Cys – F127. Tỷ lệ 

khảo sát được thể hiện ở Bảng 2.8 bên dưới. Sản phẩm được đem đi phân tích hàm 

lượng amoni bậc 1. 

Bảng  2.6 Tỷ lệ khối lượng ghép mạch giữa Na – Alg – Cys với NPC – F127 – OH  

Tỷ lệ ghép Na – Alg – Cys (g) NPC – F127 – OH (g) 

1:5 0,5 2,5 

1:10 0,5 5,0 

1:15 0,5 7,5 

1:20 0,5 10 

 

2.2.1.3. Phân tích hàm lượng nhóm amino bậc 1: 

Phương pháp Okuyama và Satake được sử dụng với dung dịch 2,4,6-

trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) để phân tích hàm lượng nhóm NH2 
[48] trên sản 

phẩm Na-alginate. Trong phương pháp này, L-alanine được sử dụng để dựng đường 

chuẩn. Dung dịch chuẩn gốc có nồng độ 4000 ppm, sau đó được pha loãng thành các 

nồng độ ở bảng 2.5 và tiến hành theo quy trình như bảng 2.6. 
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Bảng  2.7 L-alanine được pha từ nồng độ 0 -140 ppm 

Nồng độ (ppm) 0 20 40 60 80 100 120 140 

Thể tích L-alanine 

4000 ppm (μl) 
0 5 10 15 20 25 30 35 

Thể tích nước (μl) 1000 995 990 985 980 975 970 965 

Tổng thể tích (μl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

 

Bảng  2.8 Quy trình phân tích hàm lượng nhóm amine bậc I 

Mẫu 100 µL 

NaHCO3 0,1M (pH 8,5) 1,5 mL 

TNBS 20 µL 

Ủ 37ºC trong 2 giờ 

SDS (10%) 1 mL 

HCl 1N 0,5 mL 

Mang đi đo ở bước sóng 420 nm 

 

2.2.1.4. Tổng hợp Alginate-cys-pluronic F127-Acid folic (Alg-F127-

FA) 
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Hình  2.5 Sơ đồ tổng hợp Alg-F127-FA 

Quy trình phản ứng: 0,1g Acid folic được hòa tan hoàn toàn trong 10 ml 

DMSO, sau đó điều chỉnh pH của dung dịch về khoảng 5,5. Hỗn hợp 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) và N-hydroxysucinimide 

(NHS) (tỷ lệ số mol 1: 1 = 0,2 mmol) được pha vào dung dịch FA trên, hoạt hóa 

trong vòng 30 phút thu được hỗn hợp dung dịch A. Hòa tan 1g Alg-F127 trong 20 

ml nước cất được dung dịch B. Nhỏ từ từ dung dịch A vào dung dịch B và cho khuấy 

ở nhiệt độ phòng trong 24 giờ. Dung dịch sau khi thu được mang đi thẩm tách tách 
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bằng màng cellulose (12 – 14 KDa) trong môi trường đệm PBS (pH 7,4) trong vòng 

3 ngày để loại bỏ FA dư, sau đó thẩm tách tiếp tục trong môi trường nước để loại bỏ 

muối đệm dư. Phần dung dịch trong túi thẩm tách sau đó được đem sấy thăng hoa 

thu sản phẩm dạng bột là Alg-F127-FA. Đánh giá cấu trúc sản phẩm bằng FT-IR và 

1H-NMR. 

2.2.2. Xác định nồng độ tạo nanogel của vật liệu Alg – F127 - FA 

2.2.2.1. Khảo sát nồng độ tạo hạt CMC và sự hình thành nanogel 

Benzoylaceton (BZA) được dùng để khảo sát những thay đổi về tính hóa lý 

của hệ Alg-F127-FA (APF) khi micell được hình thành bằng phương pháp UV- Vis 

[49]. BZA tồn tại trong nước dưới dạng hỗn hợp hai đồng phân enol và keton. Phương 

pháp xác định nồng độ tạo micell dựa trên hiện tượng chuyển đổi lẫn nhau giữa 2 

đồng phân dạng keton và dạng enol của BZA. Khi thêm chất hoạt động bề mặt vào 

dung dịch BZA tại và trên nồng độ CMC, độ hấp thu của đồng phân enol tăng đột 

ngột, trong khi đồng phân keton sẽ giảm đột ngột, điểm cân bằng độ hấp thu của 

enol và ketone (Aenol / Aketone) sẽ tăng đột ngột. Khi micell được hình thành, đồng 

phân enol sẽ bị giữ lại bên trong micell, cân bằng keton – enol trong nước sẽ dịch 

chuyển về phía hình thành enol [49, 50].  

Quy trình: 10 mg BZA được hòa tan trong 10 ml dung môi dimethyl sulfoxide 

(DMSO) để làm dung dịch gốc BZA (1000 ppm). Dung dịch gốc Alg-F127-FA được 

chuẩn bị bằng cách hòa tan 250 mg vật liệu trong 250 ml dung môi nước cất lạnh 

(1000 ppm). Mẫu đo được chuẩn bị bằng cách cho 120 μl dung dịch gốc BZA vào 

bình định mức 10 ml, sau đó cho dung dịch gốc APF để đạt được nồng độ 1, 10, 25, 

50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 

900, 950 ppm. 
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Phổ hấp thụ của dung dịch được ghi lại trong phạm vi 380 – 235 nm bằng máy 

quang phổ tia UV-vis, tất cả các phép đo được thực hiện ở 25°C. Số liệu của phổ 

hấp thụ được vẽ thành biểu đồ đường dựa trên các bước sóng thu được. 

2.2.2.2. Phương pháp đo kích thước và tác động của nhiệt lên kích 

thước hạt nanogel 

Mẫu đo kích thước hạt bị tác động bởi nhiệt độ được chuẩn bị như sau, 10 mg 

mẫu Alg-F127-FA được hòa tan trong 10 ml nước cất với nhiệt độ lạnh. Sau đó, 

dung dịch nanogel sẽ được siêu âm trong 20 phút ở 35ºC bằng bể siêu âm Elmasonic 

S 80H. Mẫu tiếp tục được để ổn định 8-12 giờ ở nhiệt độ phòng. Tiến hành đo kích 

thước tiểu phân ở 25ºC và 37ºC bằng phương pháp tán xạ ánh sáng động (Dynamic 

Light Scattering– DLS) trên thiết bị phân tích kích thước Horiba SZ100. 

2.2.3. Nang hóa Methotrexate vào hệ alginate – pluronic F127 – folic acid 

và đánh giá hiệu suất nanogel hóa 

2.2.3.1. Quy trình nang hóa Methotrexate vào hệ alginate – pluronic 

F127 – folic acid 

Cân và hòa tan chính xác khối lượng MTX (X1)  trong 8 mL dung dịch Alg – 

F127 – FA (X2). Khuấy đều ở tốc độ là 200 vòng/phút trong 60 phút ở nhiệt độ 

phòng. Cho dung dịch thu được vào ống ly tâm 15 mL, sử dụng phương pháp ly tâm 

để loại bỏ MTX không tải vào hệ với tốc độ 6000 vòng/phút trong 10 phút. Phần 

dung dịch trước và sau ly tâm sẽ được pha loãng sử dụng cho đánh giá hiệu suất 

nanogel hóa (Y1). Phần dung dịch sau ly tâm sẽ được sử dụng cho đánh giá đo kích 

thước hạt của hệ nanogel (Y2). 

2.2.3.2. Thiết kế tối ưu hóa công thức nanogel Alginate – Pluronic 

F127 – Acid folic mang Methotrexate 
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Thiết kế và tối ưu hóa công thức nanogel Alg-F127-FA mang MTX Sử dụng 

phương pháp bề mặt đáp ứng (RSM) – mô hình phức hợp nhiều tâm (CCD), được 

thiết kế bằng phần mềm Design-Expert phiên bản 13.0.5.0. Trong đề tài này, hai yếu 

tố quan trọng ảnh hưởng đến tính chất sản phẩm được thiết lập bao gồm: hàm lượng 

MTX (X1) và nồng độ dung dịch Alg-F127-FA (X2). Thông số đáp ứng bao gồm: 

kích thức hạt nanogel (Y1) và hiệu suất nanogel hóa (Y2). Mỗi yếu tố được chia làm 

năm mức thay đổi, cụ thể theo Bảng 2.7. Trong nghiên cứu này, miền khảo sát như 

sau: hàm lượng MTX từ 1 – 5 mg và nồng độ dung dịch Alg-F127-FA được thực 

hiện từ 10000 – 30000 ppm. Mô hình thống kê biểu diễn sự phụ thuộc của hiệu suất 

nanogel hóa và kích thước hạt vào các nhân tố được mã hóa là một phương trình đa 

thức bậc hai có dạng: 

Y = b0 +b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + b1X1
2 + b2X2

2 (1) 

Trong đó: 

Y là hiệu suất nanogel hóa (%) 

b0 là hệ số hồi quy bậc 0 

X1, X2 lần lượt là nồng độ dung dịch Alg-F127-FA và hàm lượng MTX 

b1, b2 là hệ số hồi quy bậc 1 mô tả ảnh hưởng của nhân tố X1, X2 với Y 

b12 là hệ số tương tác của cặp yếu tố X1 và X2 

Số liệu được phân tích bằng phần mềm Design-Expert để xây dựng mô hình 

toán học và xác định các giá trị tối ưu. 

Bảng  2.9 Giới hạn và các mức độ đã được mã hóa cuả các yếu tố khảo sát thực 

nghiệm 
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Biến thực 

Biến 

mã 

hóa 

Đơn 

vị 

Mức nghiên cứu 

-2(-α) -1 0 +1 +2(+α) 

MTX X1 mg 1 2 3 4 5 

Agl - F127 - FA X2 ppm 10000 15000 20000 25000 30000 

2.2.3.3. Phương pháp xác định hiệu suất nanogel hóa 

Định lượng MTX toàn phần (MTX dạng tự do và MTX trong phức hợp 

nanogel): hút chính xác 0,2 mL hỗn dịch nanogel trước khi ly tâm, đưa vào bình định 

mức 10 mL, định mức tới vạch bằng dung dịch DMSO. Tiến hành phép đo quang 

phổ UV ở bước sóng 300 nm. 

Định lượng MTX nanogel: để xác định hiệu suất nanogel hóa, cần loại phần 

MTX tự do. Trong nước MTX tự do không tan và kích thước tiểu phân tương đối 

lớn khi ly tâm ở 6000 vòng/phút trong 10 phút sẽ lắng, bám vào thành ống. Lấy 0,2 

mL phần dịch thu được sau khi ly tâm, đưa vào bình định mức 10 mL, bổ sung dung 

dịch DMSO đến vạch. Tiến hành phép đo quang phổ UV ở bước sóng 300 nm. 

Hiệu suất nanogel hóa được tính bằng công thức[51]: 

H=
A1-ABlank

A2-ABlank

 x 
f1

f2

 

Trong đó: 

A1 là độ hấp thụ quang của MTX nanogel sau khi li tâm (Abs) 

A2 là độ hấp thụ quang của MTX nanogel toàn phần (Abs). 

f1, f2 lần lượt là hệ số pha loãng của MTX nanogel sau ly tâm và toàn phần. 

2.2.3.4. Phương pháp đánh giá hàm lượng MTX giải phóng từ hệ Alg-

F127-FA 
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Các nghiên cứu giải phóng in-vitro của các hạt nano cao phân tử được nghiên 

cứu rộng rãi nhất bằng phương pháp khuếch tán màng [51, 52]. 0,5 mL chế phẩm cho 

vào túi màng thẩm tách, được buộc chặt và cho vào 15 mL dung dịch muối đệm 

phosphate (PBS) có pH 7,4. Nhiệt độ của dung dịch được duy trì ở 37 °C và khuấy 

từ liên tục với tốc độ 50 vòng/phút. Sau mỗi khoảng thời gian xác định trước 1 giờ, 

3 giờ, 6 giờ, 12 giờ, 24 giờ, 0,5 mL dung dịch môi trường được lấy ra lọc qua màng 

lọc 0,22 μm, đồng thời thêm vào 0,5 mL dung dịch PBS để đảm bảo thể tích dung 

dịch đệm không đổi. Các mẫu sau khi thẩm tách được bơm vào vial để tiêm mẫu tự 

động. Lượng mẫu tiêm là 20 μL, dung môi chạy cột C18 – 18000 5.5 μm. Tốc độ 

bơm là 1 mL/phút đo tại bước sóng 303 nm. Pha động bao gồm Acetonitrile (kênh 

A) và nước có bổ sung 1% acid fomic (kênh B). Chương trình chạy gradient, 0 – 12 

phút kênh A tăng từ 0 – 60%, từ 12 – 15 phút kênh A tăng từ 60 – 100%. Sự giải 

phóng MTX từ các hạt nano được xác định bằng cách sử dụng đường chuẩn. 

Xác định đường chuẩn bằng cách: lấy chính xác 4 mg MTX tinh khiết hòa tan 

trong 10 mL PBS có pH 7,4 (400 ppm). Sau đó, pha loãng thành các nồng độ từ 0 – 

28 ppm bằng dung dịch đệm PBS có pH 7,4. Kết quả đo HPLC của dung dịch MTX 

sau khi được lọc qua màng 0,22 μL để xác định đường chuẩn. Từ phương trình 

đường chuẩn ta có thể xác định được hàm lượng thuốc MTX được tải vô hệ và nồng 

độ thuốc MTX giải phóng ra từ hệ nano Alg-F127-FA. 

Phần trăm thuốc MTX phóng thích được tính theo công thức [53]: 

%MTX=
V1xCi+V2 ∑Ci-1

m
x100% 

Trong đó: 

V1 là tổng thể tích của dung dịch PBS (15 mL) 

Ci là nồng độ của thuốc trong dung dịch PBS (mg/mL) 
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V2 là thể tích của mẫu (0,5 mL) 

m là lượng thuốc MTX trong 0,5 mL chế phẩm (mg) 

2.2.4. Khảo sát tính an toàn của hệ nano MTX/Alg-F127-FA  

2.2.4.1. Nuôi cấy tế bào 

 Chuẩn bị môi trường 

Môi trường DMEM/F12: 11,8 g DMEM/F12 và 1,2 g NaHCO3 trong 1000 ml 

nước cất (đã lọc và hấp tiệt trùng), pH 7,4. 

Môi trường DMEM: 13,3 g DMEM và 3,7 g NaHCO3 trong 1000 ml nước 

cất (đã lọc và hấp tiệt trùng), pH 7,4. 

Môi trường được lọc (Ø 0,22 μm) trước khi sử dụng. Môi trường được bảo 

quản ở nhiệt độ 2 oC – 8 oC. 

Môi trường hoàn chỉnh được bổ sung 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) penicillin-

streptomycin. 

 Điều kiện nuôi cấy tế bào 

MSC được nuôi trong môi trường DMEM/F12. RAW264.7 được nuôi trong 

môi trường DMEM. 

Đĩa được ủ trong tủ CO2 ở điều kiện CO2 5%, độ ẩm 90% ở 37 oC. Môi trường 

nuôi cấy được thay mỗi 48 giờ. Khi tế bào đạt đến độ hợp lưu 70 – 80%, cấy chuyền 

được thực hiện. 

 Quy trình cấy chuyển tế bào bám dính (MSC, RAW264.7) 

Môi trường cũ được loại bỏ, rửa đĩa nhẹ bằng PBS 1X (3 lần), sau đó thêm vào 2 ml 

0,25% Trypsin-EDTA 1X, tráng đều bề mặt đĩa nuôi và ủ ở nhiệt độ 37 oC trong 3 – 

5 phút. Quan sát dưới kính hiển vi soi ngược để đảm bảo các tế bào đã co tròn và 
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tách ra khỏi bề mặt đĩa. Thêm vào 4 ml môi trường để bất hoạt trypsin và trộn đều. 

Chuyển huyền phù tế bào vào ống ly tâm 50 ml. Ly tâm ở 1200 rpm trong 5 phút, 

thu cặn tế bào. Thêm 2 ml môi trường vào và trộn đều. Sau đó, cho huyền phù tế bào 

vào các đĩa mới, thêm môi trường cho đủ 5 ml (đối với chai nuôi cấy 25 cm2) hoặc 

10 ml (đối với đĩa petri 90 x 20 mm). 

 Khảo sát giá trị IC50 với dòng tế bào RAW264.7 và dòng tế bào MSC sau 48 

giờ và 72 giờ ủ giữa MTX tự do là 120 ppm và hệ MTX/Alg – F127 – FA. 

2.2.4.2. Khảo sát hoạt tính kháng viêm 

Đánh giá hoạt tính kháng viêm của các mẫu thử nghiệm thông qua khả năng 

ức chế sản xuất nitric oxid (NO) của tế bào RAW264.7 do kích thích LPS. Xác định 

hàm lượng NO ở các mẫu thử nghiệm bằng thuốc thử Griess. 

 Nguyên tắc 

Đại thực bào RAW264.7 được kích hoạt phản ứng viêm bằng cách kích thích 

với LPS. Khi đó, NO được tiết ra với lượng lớn bởi các tế bào này. Định lượng NO 

bằng phương pháp Griess để đánh giá khả năng ức chế sản sinh NO; từ đó đánh giá 

được hoạt tính kháng viêm của các mẫu thử. 

Phương pháp Griess là một phương pháp định lượng gián tiếp NO thông qua 

phản ứng màu giữa nitrit (NO2
-) và thuốc thử Griess. Phản ứng này đòi hỏi nitrate 

(NO3
-) đầu tiên được khử thành nitrit (NO2

-), do tác động của nitrate reductase. Sau 

đó, nitrit được phản ứng với sulfanilamid trong môi trường tạo thành muối 

diazonium, tiếp đó muối diazonium được phản ứng với N-alpha-naphthyl 

ethylenediamin để tạo thành hợp chất azo màu hồng đỏ ổn định. Đo độ hấp thu của 

hợp chất azo này ở bước sóng 540 nm. Kết quả độ hấp thu tỉ lệ thuận với lượng NO 

có trong các giếng [54]. 
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Hình  2.6 Nguyên tắc của phương pháp Griess 

 Quy trình  

Tế bào RAW264.7 được cho vào đĩa 96 giếng với mật độ 2 x 104 tế bào/giếng 

(100 μl/giếng). Đĩa được ủ trong tủ ấm CO2 ở điều kiện CO2 5%, độ ẩm 90% ở 37ºC 

trong 24 giờ. 

Sau đó:  

- Tế bào được ủ trước với mẫu thử, lắc nhẹ và ủ đĩa ở 37ºC và CO2 5%. Sau 1 

giờ, LPS (pha trong PBS ở pH 7,4) được thêm vào các giếng ở nồng độ cuối 

là 1 𝜇g/ml (trường hợp 1)  



53 
 

- Tế bào được kích thích trước bằng LPS (nồng độ cuối là 1 𝜇g/ml), lắc nhẹ và 

ủ đĩa ở 37ºC và CO2 5%. Sau 1 giờ, mẫu thử được thêm vào các giếng (trường 

hợp 2)  

Sau 24 giờ, dịch nuôi cấy được thu thập để đo mức độ tiết NO bằng thuốc nhuộm 

Griess.  

Phương pháp Griess được thực hiện theo bộ kit của Sigma G4410 [55].  

Mẫu đối chứng âm là tế bào được xử lý với LPS và PBS 7,4 + 0,1% NaHCO3. Mẫu 

đối chứng dương là tế bào được xử lý với LPS và dexan.  

Nồng độ nitrit của mỗi mẫu được xác định dựa vào đường chuẩn natri nitrit; pha 

loãng ở các nồng độ trong khoảng [ 0;100 𝜇M ]  

- 100 μl dịch nuôi cấy hoặc dung dịch NaNO2 được trộn với thể tích tương ứng 

của thuốc thử Griess  

- Ủ 10 phút ở nhiệt độ phòng  

Đo độ hấp thụ ở bước sóng 540 nm bằng máy ELISA. 
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3. CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ TỔNG HỢP VẬT LIỆU NHẠY NHIỆT ALG – F127 

3.1.1. Kết quả tổng hợp Na – Alg – Cys 

3.1.1.1. Kết quả khảo sát điều kiện tổng hợp 

Phương trình hồi quy tuyến tính thể hiện mối quan hệ giữa hàm lượng L-

alanine và giá trị OD là y= 0,00178931x + 0,0710449 trong đó y là giá trị OD đo 

được ở bước sóng 335 nm và x là số mol L-alanine (đơn vị là mmol), hệ số tương 

quan R của phương trình tuyến tính là 0,998. 

 

 

Hình  3.1 Đường chuẩn dung dịch L-alanine có hàm lượng từ 0-140 ppm phản 

ứng với dung dịch TNBS 0,1% trong NaHCO3 0,1M 

Đối với các mẫu Na-alg-cys sau khi được đông khô, cân chính xác khối lượng 

0,01 g pha vào 50 ml nước cất sau khi tan hết, định mức chính xác 100 ml. 10 ml 

dung dịch Na-alg-cys (có nồng độ pha loãng đến 2 ppm) cho vào ống nghiệm sau đó 

5 ml NaHCO3 0,1 M được cho vào trước khi 1 ml TNBS 0,1% được thêm vào. Ống 
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nghiệm này được ủ trong bể ổn nhiệt 37ºC trong 2 giờ, rồi đo độ hấp thụ ở bước 

sóng 420 nm. Số nhóm NH2 được tính dựa trên sự so sánh số hàm lượng L-alanine 

tương ứng với giá trị OD đo được ở mẫu Na-Alg-cys. 

 

Hình  3.2 Số nhóm NH2 có trong Na-Alg-cys với các phương án sử dụng 

EDC/NHS/Cys tỉ lệ mol khác nhau (Phương án 1: 1:1:1; phương án 2: 1:1:0,5 và 

phương án 3: 1:0:1) ở các điều kiện pH khác nhau. 

Hình 3.2 không có sự khác biệt đáng kể về tỷ lệ cys sử dụng (p = 0,34), trong 

khi có sự khác biệt đáng kể trong việc sử dụng kết hợp EDC/NHS (p < 0,05) khi so 

sánh với các giá trị pH khác nhau. Theo cơ chế đã được chứng minh bởi Nakajima 

về cơ chế hoạt hóa nhóm carboxyl bằng EDC, EDC cần được proton hóa tạo ra 

carbocation. Các carbocation này sẽ tấn công vào gốc carboxylate –COOH tạo thành 

thành nhóm O-acylisourea[50]. Do đó môi trường có pH > 7,0 là cần thiết trong quá 

trình sử dụng EDC là tác nhân hoạt hóa. Điều này hoàn toàn phù hợp với kết quả 
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thực nghiệm khi số nhóm NH2 (27 ± 1, 3,08 ± 0,08 mM) ít nhất là ở pH 7,0 khi sử 

dụng EDC riêng lẻ. Tuy nhiên, số nhóm NH2 gắn lên Na-alg chỉ khoảng 30 ± 1 (3,39 

± 0,09 mM) nhóm ở pH 4,5 thấp hơn 3 lần với điều kiện pH 5,5 và 4,87 lần so với 

điều kiện pH 6,5, Theo nghiên cứu của Bulpitt và cộng sự [56], ở pH 4,75, O-

acylisourea bị thủy phân nhanh, dẫn đến phản ứng cộng hợp với nhóm NH2 bị khó 

khăn. Số nhóm NH2 gắn cao nhất trong trường hợp sử dụng EDC riêng lẻ là 147 ± 3 

(16,51 ± 0,26 mM) được gắn lên Na-Alg khi tổng hợp trong điều kiện pH 6,5. Như 

vậy có thể kết luận pH 6,5 là điều kiện tối ưu cho phản ứng carbodiimide sử dụng 

EDC là tác nhân hoạt hóa. 

So sánh với phương án sử dụng EDC riêng lẻ, sự kết hợp với NHS cho thấy 

không có sự khác biệt khi so sánh trong khoảng giá trị pH khi so sánh ở mức độ 

95%. Đặc biệt, duy nhất ở pH 6,5, việc sử dụng NHS không có tác dụng tăng tỷ lệ 

gắn kết cystamine lên mạch Na-Alg (giá trị p của phương án 1: 1: 1 và 1: 1: 0,5 với 

1: 0: 1 lần lượt 0,80629 và 0,99954 ở pH 6,5). Số nhóm NH2 gắn lên mạch 1 phân 

tử Na-Alg ở pH 6,5 lần lượt là 152 ± 6, 149 ± 5 và 147 ± 3 ở 3 phương án sử dụng 

EDC/NHS/cys. Ngoài ra trong trường hợp sử dụng EDC: NHS tỷ lệ 1:1 theo số mol, 

không có sự khác biệt nhiều về mặt thống kê khi so sánh số nhóm NH2 được gắn 

trên mạch Na-Alg giữa 2 phương án 1 (EDC/NHS/cys= 1:1:1 theo số mol) và 

phương án 2 (EDC/NHS/cys = 1:1:0,5 theo số mol). Điều này chứng tỏ việc sử dụng 

NHS chỉ giúp cho ngăn cản sự hình thành của nhóm N-acylurea do sự thủy phân của 

O-acylisourea trong điều kiện pH không thuận lợi. Trên cơ sở các kết quả trên, quy 

trình tổng hợp hợp Na-Alg-cys nên được thực hiện theo phương án số 1, 2 để đạt 

được hiệu quả tốt. 
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Bảng  3.1 Quy đổi hàm lượng nhóm NH2 của các mẫu Na-alg-cys theo nồng 

độ mol 

Điều kiện pH Tỷ lệ EDC/NHS/Cys Nồng độ (mM) Sai số 

pH = 4,5 

1: 1: 1 16,85 0,34 

1: 1: 0,5 16,61 0,009 

1: 0: 1 3,39 0,09 

pH = 5,5 

1: 1: 1 17,07 0,50 

1: 1: 0,5 16,84 0,16 

1: 0: 1 7,89 0,11 

pH = 6,5 

1: 1: 1 17,05 0,59 

1: 1: 0,5 16,75 0,41 

1: 0: 1 16,51 0,26 

pH = 7,0 

1: 1: 1 16,58 0,12 

1: 1: 0,5 16,49 0,20 

1: 0: 1 3,08 0,08 

3.1.1.2. Phân tích cấu trúc hóa học Alginate - Cystamine 

Phổ FT –IR của Na – Alg (Hình 3.3) cho thấy có sự hiện diện của nhóm –OH 

qua dãy hấp thụ ở cường độ mạnh ở số sóng 3437 cm-1, dao động từ số sóng 2944 

cm-1 và 2911 cm-1 với cường độ yếu thể hiện sự dao động của chuỗi –CH2. Ở mũi 

dao động 1294 cm-1 và 1037 cm-1 đặc trưng của nhóm guluronic acid, mũi dao động 

tại 890 cm-1 và 815 cm-1 chứng tỏ cho sự hiện diện của mannuronic acid[57]. 

Sau khi gắn cystamine lên mạch, phổ xuất hiện mũi với dao động hấp thu 

mạnh ở 2909 cm-1 được ấn định đối với dao động dãn nối của nhóm amino bậc I, tín 

hiệu này tương tự như phổ FT-IR của cys tự do. Đặc biệt trên phổ gắn cystamine có 

sự xuất hiện 1 dao động dãn nối ở số sóng 1606 cm-1 tương ứng với tín hiệu của N-
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C=O của nhóm amide bậc I. Cường độ lớn của các dải tại 1294 cm-1 và 1037 cm-1 

cho biết hàm lượng G cao. Trong khi đó, hàm lượng M nhiều hơn, tương ứng với 

cường độ mạnh của các dải tại 815, 890 cm-1, So sánh tỉ lệ các dải phổ trên cho thấy, 

sau khi gắn cystamine cường độ tín hiệu tại 1037 bị chuyển dịch xuống vùng dưới 

1112 cm-1, trong khi cường độ các tín hiệu tại 815 cm-1 và 890 cm-1 trở nên rõ nét, 

chứng tỏ hàm lượng M cao trong phổ ghép cao hơn, như vậy hầu hết cystamine được 

gắn chủ yếu trên nhóm carboxylate của guluronic acid. 

 

Hình  3.3 Phổ FT-IR của Na-Alg, Cys và Na-Alg-Cys tổng hợp sử dụng 

EDC/NHS/Cys 

Phổ 1H-NMR của Na-Alg-cys (Hình 3.4) cho thấy tín hiệu cộng hưởng ở 

trường thấp 5,08 ppm và 4,48 ppm là của proton ở C-1 của đơn vị guluronate (H-1-
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G) và mannuronate (H-1-M) [58]. Bên cạnh đó, phổ Na-alg-cys còn xuất hiện các tín 

hiệu cộng hưởng ở 5,02 ppm và 4,20 ppm tương ứng lần lượt với proton ở C-5 của 

đơn vị guluronate (H-5-G) và mannuronate (H5-M) [59]. Trong khi H-5 của các đơn 

vị guluronate trong khối GG (H-5-GG) cho tín hiệu cộng hưởng ở 4,39 ppm và các 

tín hiệu cộng hưởng ở 4,48 ppm và 4,7 ppm là của H-1 của đơn vị mannuronate và 

H5 của đơn vị guluronate trong các đơn vị thuộc khối GM (H-1-M+ H-5-GM). Bên 

cạnh các tín hiệu đặc trưng của Na-alg, phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu mới ở 3,4 

ppm và 3,2 ppm, 2 tín hiệu đặc trưng của proton có trên phổ 1H-NMR của cystamine. 

Đối chiếu với phổ 1H-NMR của cystamine tự do, với các công bố khác về phổ Na-

alg [59, 60]. Dựa trên các tài liệu tham khảo về sự ghép nối giữa Na-alg và cystamine, 

tín hiệu này có thể được sinh nhờ sự hình thành do sự amit hóa của nhóm carboxylate 

[61]. 

Như vậy, thông qua đánh giá cấu trúc bằng 1H-NMR và FT-IR, quy trình biến 

đổi Na-alg để có nhóm NH2 bằng cách gắn phân tử cystamine với tác nhân hỗ trợ 

EDC/NHS đã tạo ra được sản phẩm Na-Alg-cys. 
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Hình  3.4 Phổ 1H-NMR của Na-alg-cys trong môi trường D2O. 

3.1.2. Kết quả tổng hợp Alg – F127 

3.1.2.1. Kết quả khảo sát điều kiện tổng hợp Alg - Cys 

Dựa trên phương pháp nhận biết và xác định số nhóm NH2 đã trình bày ở trên, 

mẫu Alg – F127 cho phản ứng với TNBS và sau đó đo mật độ quang tại 335nm để 

tính toán số nhóm NH2 còn lại trên mẫu ghép. Kết quả được trình trong bảng 3.2, 

Như kết quả trình bày trong bảng 3.2, số nhóm NH2 giảm rõ rệt sau phản ứng ghép 

mạch, cụ thể trong trường hợp được phân tích phổ (tỷ lệ Na-alg-cys: Pluronic 

F127=1:10), số nhóm α-amino được ghép với Pluronic là 111 nhóm. Điều này giải 

thích cho việc cường độ hấp thu của dao động giãn NH2 giảm mạnh trong phổ ghép. 

Ngoài ra, khi tăng hàm lượng Pluronic F127, số lượng nhóm NH2 tự do giảm, nhưng 

khi phản ứng ghép mạch đạt quá trình bão hòa thì hiệu suất phản ứng không thay đổi 
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đáng kể mặc dù hàm lượng Pluronic F127 tăng. Trên cơ sở các phân tích trên, quá 

trình tổng hợp đã thành công trong việc tạo ra vật liệu copolymer ghép trên cơ sở 

Pluronic F127 và Natri alginate thông qua cầu nối cystamine và chọn ra được tỉ lệ 

ghép thích hợp để tiếp tục các nghiên cứu sau. 

Bảng  3.2 Hiệu suất phản ứng ghép mạch Alg-F127 với các khối lượng 

Pluronic F127 khác nhau. 

Na-alg-

cys (g) 

Pluronic 

F127 (g) 

Số nhóm NH2 ban 

đầu trên 1 phân 

tử dẫn xuáta 

Số nhóm NH2 sau 

phản ứng với 

pluronicb 

Hiệu suất 

(%) 

1 5 152 63 ± 6  58,55 ± 4,31 

1 10 152 41 ± 4 73,03 ± 2,85 

1 15 152 39 ± 1  74,34 ± 0,90 

1 20 152 31 ± 1  79,61 ± 0,16 

a: kết quả tính bằng phương pháp TBNA, số nhóm NH2 = (số mol Alg-cys)/(số 

mol NH2); số mol alg-cys = mass Alg-cys/ (GPC wieight of Alg-cys) 

b: Kết quả tính dựa trên TBNA, số nhóm NH2 có trong mẫu Al-F127 = (n alg-

F127)/ (nNH2); số mol Agl-F127 = mass Alg-F127/ GPC weight of Alg-F127 

3.1.2.2. Phân tích cấu trúc hóa học Alg – F127 

Phản ứng tổng hợp copolymer ghép giữa Na-Alg-Cys với Pluronic F127 đã 

hoạt hóa cho ra sản phẩm Alg-F127. Cấu trúc hóa học của hợp chất được xác định 

thông qua phổ FT-IR và 1H-NMR trong môi trường nước.  

Trên phổ FT-IR của Alg-F127 (Hình 3.5) các mũi dao động đặc trưng của Na-

Alg, cys và F127 đều xuất hiện. Đặc biệt dao động co giãn của nhóm OH tại vị trí 

3554 cm-1 được cải thiện về cường độ hấp thu, do sự bổ sung nhóm chức OH của 

pluronic F127 sau khi được ghép thành công. Mặc dù tín hiệu tại vị trí 2887 cm-1 đặc 
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trưng cho dao động dãn của nhóm NH2 vẫn xuất hiện trên phổ chứng tỏ vẫn còn dư 

nhóm NH2 tự do để tiếp tục nghiên cứu tiếp theo. Bên cạnh đó, tần số hấp thụ của 

dao động NH và C=O trong liên kết amin được thể hiện rõ ràng hơn trong phổ ghép. 

Đặc biệt có sự xuất hiện tín hiệu hấp thu mạnh của amin bậc I và bậc II ở vùng sóng 

1600 cm-1 – 1700 cm-1 và tín hiệu dãn của liên kết bất đối xứng C=O có trong mạch 

Na-alg tương tự như ở phổ IR của Na-alg-cys. Độ hấp thu của tín hiệu đặc trưng cho 

mannuronic acid dường như không có sự thay đổi đáng kể, tuy nhiên các tín hiệu 

của guluronic acid tại 1294 cm-1 có sự chuyển dịch sang vùng trên 1281 cm-1. Mũi 

1241 cm-1 cũng xuất hiện trên phổ ghép những với độ sắc nét và rõ ràng hơn khi so 

sánh với phổ Na-alg-cys, điều đó chứng tỏ nhiều liên kết amin được hình thành hơn. 

 

Hình  3.5 Phổ FT-IR của Alg-F127, Na-Alg-Cys và NPC-F127-OH 

Theo kết quả phổ 1H-NMR (hình 3.6), sau khi ghép F127 lên, tín hiệu cộng 

hưởng của proton trên guluronate (H-1-G) và mannuronate (H-1-M) xuất hiện với 
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cường độ rất thấp, do sự giảm chắn mạnh nhất của hai nguyên tử oxi kề với chúng 

và sự giảm chắn bởi nguyên tử oxi từ liên kết trục (axial) là mạnh hơn từ liên kết 

xích đạo (equatorial) sau khi được ghép với Pluronic F127. Chỉ còn tín hiệu của 

proton trên mannuronic acid, MH5, MH4 và MH3 xuất hiện trên phổ cộng hường từ 

tại các vị trí 3,73 ppm, 3,71 ppm và 3,9 ppm [59]. Đồng thời tín hiệu ở 3,4 ppm và 3,1 

ppm cũng xuất hiện nhưng với cường độ rất thấp, chứng tỏ phần lớn nhóm NH2 của 

cystamine gắn trên Na-alg đã tham gia phản ứng với Pluronic F127. 

Ngoài các tín hiệu đặc trưng của Na-Alg-cys, phổ còn cho thấy tín hiệu của 

pluronic tại vị trí 3,5-3,8 ppm tương ứng với sự hiện diện của methylen proton trên 

Pluronic. Tín hiệu xuất hiện ở trường mạnh δ =3,64 ppm tương ứng với proton của 

– CH2 – CH2 – thuộc chỗi PEO của pluronic. 

 

Hình  3.6 Phổ 1H-NMR của Alg-F127 
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Dựa vào dữ liệu phổ FT-IR, 1H-NMR và so sánh với các tài liệu tham khảo, 

chứng tỏ rằng đã tổng hợp thành công hệ copolymer ghép Alg - F127. 

3.1.3. Kết quả tổng hợp Alg-F127-FA 

Phổ FT-IR (hình 3.7) của acid folic cho thấy sự xuất hiện của dãy hấp thu với 

cường độ mạnh ở số sóng 3327 cm-1 đặc trưng cho nhóm amin bậc I [62], ở số sóng 

2960 - 2924 cm-1 ứng với dao động của chuỗi CH2, Bên cạnh đó, trên phổ xuất hiện 

số sóng 3590 cm−1, là đặc trưng của nhóm OH [63].Trên phổ xuất hiện cường độ mạnh 

ở mũi 1697 cm-1 đặc trưng cho nhóm carbonyl C=O thuộc nhóm COOH ở pterin . 

Sau khi FA được gắn lên Alginate-F127, bên cạnh các tín hiệu đặc trưng của Alg-

cys hay Alg-F127 như 3451 cm-1 đặc trưng của giãn O-H, ở vị trí 2891 cm-1 là của 

CH2, các tín hiệu của FA gần như khó xác định trên phổ. Tuy nhiên, so sánh phổ 

Alg-F127 và Alg-F127-FA, có thể thấy dao động dãn nối của C=O ở 1700 cm-1 hay 

tín hiệu 1697 cm-1 của nhóm carbonyl của FA đều bị không phân biệt đươc. Thay 

vào đó, tín hiệu ở 1642 cm-1 xuất hiện, đặc trưng của nhóm N-C=O của amin I [63], 

với cường độ mạnh hơn khi so sánh với phổ Alg-F127. 
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Hình  3.7 Phổ FT-IR của Alg-F127-FA, FA và Alginate-F127. 

Phổ 1H-NMR của Alg-F127-FA (Hình 3.8) được thực hiện trong môi trường 

nước. Kết quả được thể hiện trong hình. Bên cạnh các tín hiệu của pluronic (HPPO 

tại 1,05 ppm, 3,5 - 3,8 ppm của HPEO) và các tín hiệu của alginate tại vùng 3,73 

ppm, 3,71 ppm và 3,9 ppm, phổ cộng hưởng từ xuất hiện chuyển dịch hóa học tại δ 

= 8,65 ppm, proton trên vòng peteridin [64], tại δ=6,61 và ppm δ=7,59 ppm proton 

trên vòng benzen của glutamic acid. Kết quả này góp phần chứng minh sự thành 

công trong việc tổng hợp Alg-F127-FA. 
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Hình  3.8 Phổ 1H-NMR của Alg-F127-FA trong dung môi D2O, 500HZ 

Bên cạnh đó, UV-vis được tiến hành để khẳng định sự thành công của quá 

trình tổng hợp. Acid folic được biết đến là chất có khả năng hấp thụ ánh sáng khả 

kiến tại vùng 285 nm và 350 nm do sự dịch chuyển của π→π* trong vòng pterin [65]. 

Tuy nhiên, do mẫu pha trong NaHCO3, nhóm carboxylic acid trên Folic trở thành 

carboxylate, do vậy tín hiệu hấp thụ ở 285 nm xuất hiện thêm các tín hiệu nhỏ bên 

cạnh [66]. Sau khi đươc gắn vào Alg-F127, sản phẩm Alg-F127-FA chỉ xuất hiện 2 

đỉnh 285nm và 350nm (hình 3,9 F). Bên cạnh đó, các nguyên liệu cho phần tổng hợp 

bao gồm Na-alg, Na-alg-cys hay Alg-F127 đều không có xuất hiện các đỉnh hấp thụ 

như mẫu Alg-F127-FA. Kết hợp với 1H-NMR, có thể kết luận, mẫu Alg-F127-FA 

được tổng hợp thành công. 
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Hình  3.9 Phổ UV-Vis của (A) Na-alg, (B) NA-alg-cys, (C) Alg-F127, (D) Acid 

folic và (F) Alg-F127-FA trong dung dịch NaHCO3 0,01M 

3.2. KẾT QUẢ XÁC ĐỊNH NỒNG ĐỘ TẠO NANOGEL CỦA HỆ NANO 

ALGINATE – PLURONIC F127 – FOLIC ACID 

3.2.1. Kết quả khảo sát nồng độ tạo hạt CMC và sự hình thành nanogel 
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3.2.1.1. Kết quả khảo sát nồng độ tạo hạt CMC 

Phương pháp xác định nồng độ tạo nanogel dựa trên hiện tượng chuyển đổi 

lẫn nhau giữa 2 đồng phân dạng keton và dạng enol của BZA. BZA tồn tại trong 

nước dưới dạng hỗn hợp của cả hai đồng phân (trong đó đồng phân enol chiếm 

37,5%) [67]. Khi thêm chất hoạt động bề mặt vào dung dịch BZA tại và trên nồng độ 

tạo nanogel, độ hấp thu của đồng phân enol tăng đột ngột, trong khi đồng phân keton 

sẽ giảm đột ngột. Lúc này, tỷ lệ độ hấp thu của enol và keton (Aenol/Aketon) sẽ tăng 

đột ngột. Khi có mặt của nanogel, đồng phân enol sẽ bị giữ lại bên trong nanogel, 

cân bằng keton – enol trong nước sẽ dịch chuyển về phía hình thành enol. Khả năng 

hòa tan đồng phân enol trong nanogel càng cao là do hiệu ứng kỵ nước. Sự hình 

thành các liên kết hydro nội phân tử trong một cấu trúc, làm cho dạng enol của BZA 

ít phân cực hơn dạng keton [68]. 

 

Hình  3.10 Phản ứng đông fphaan hóa của BZA [67] 

Để xác định bước sóng hấp thu cực đại của BZA, tiến hành khảo sát quét phổ 

hấp thụ của BZA trong dung môi được chuẩn bị như sau: cho 5 mg vật liệu Alg – 

F127 – FA vào bình định mức 10 mL và định mức tới vạch bằng nước cất), ở nồng 

độ 12 ppm ở dải sóng 380 – 235 nm trên máy quang phổ UV-VIS Shimadzu. 
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Hình  3.11 Phổ hấp thụ UV-VIS của BZA 

BZA cho hai bước sóng hấp thu cự đại 310 nm đồng phân enol của BZA (0,41 

Abs) và 250 nm đồng phân keton của BZA (0,78 Abs). Kết hợp với các tham khảo 

các nghiên cứu trước đây [69], độ hấp thu của mẫu dung dịch Alg– F127– FA mang 

BZA được đo ở hai bước sóng 310 nm và 250 nm. 
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Bảng  3.3 Độ hấp thu của các dung dịch APF mang BZA 

Nồng độ chất mang C (ppm) Log C A310 A250 A310/A250 

1 0.00 0.35 0.716 0.488826816 

10 1.00 0.344 0.703 0.489331437 

25 1.40 0.363 0.74 0.490540541 

50 1.70 0.371 0.746 0.497319035 

100 2.00 0.354 0.712 0.497191011 

150 2.18 0.36 0.723 0.497925311 

200 2.30 0.366 0.728 0.502747253 

250 2.40 0.376 0.744 0.505376344 

300 2.48 0.379 0.756 0.501322751 

350 2.54 0.385 0.76 0.506578947 

400 2.60 0.372 0.733 0.507503411 

450 2.65 0.36 0.71 0.507042254 

500 2.70 0.382 0.747 0.511378849 

550 2.74 0.388 0.754 0.514588859 

600 2.78 0.38 0.736 0.516304348 

650 2.81 0.378 0.73 0.517808219 

700 2.85 0.382 0.739 0.51691475 

750 2.88 0.374 0.718 0.520891365 

800 2.90 0.395 0.75 0.526666667 

900 2.95 0.406 0.771 0.526588846 

950 2.98 0.392 0.733 0.53478854 

 



71 
 

 

 

Hình  3.12 Đồ thị biểu diễn tương quan giữa logarit nồng độ và mật độ quang. 

Kết quả là khi nồng độ APF < 251 ppm (log C = 2,4), độ hấp thu thay đổi 

không đáng kể khi tăng nồng độ chất diện hoạt. Khi tăng nồng độ từ 251 – 316 ppm 

(log C: 2,4 – 2,5) mật độ quang tăng mạnh. Chứng tỏ một lượng lớn BZA đã được 

nạp vào micell (vùng kỵ nước) hay nói cách khác micell của dung dịch APF đã được 

hình thành. Nồng độ để tạo được hạt nanogel của dung dịch APF được tính dựa trên 

đồ thị là 339,766 ± 1,104 ppm. 

3.2.1.2. Kết quả khảo sát sự hình thành hạt nanogel 

Nồng độ dung dịch Alg – F127 – FA sử dụng trong công thức bào chế nanogel 

mang MTX phải có nồng độ > 339 ppm. Bởi vì, nồng độ 339,766 ± 1,104 là nồng 

độ tối thiểu để có sự xuất hiện của hạt micelle. Nên cần khảo sát DLS về nồng độ để 
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xác định được nồng độ tạo hạt nanogel của hệ Alg – F127 – FA. Kết quả khảo sát 

DLS về nồng độ xác định được hạt nanogel được trình bày ở Bảng 3.4, có thể thấy 

để các hạt nanogel hoàn toàn hình thành, nồng độ 10000 ppm nên được sử dụng. 

Nồng độ dung dịch càng cao thì khả năng tạo hạt của vật liệu càng cao, hạt càng nhỏ, 

độ ổn định của hạt càng lớn. Do vậy nồng độ dung dịch Alg – F127 – FA được sử 

dụng để thiết kế công thức nanogel mang thuốc MTX là 10000 – 30000.  

Bảng  3.4 Bảng kết quả thực nghiệm 

STT Alg - F127 - FA (ppm) Kích thước (nm) 

1 400 Không xác định 

2 500 Không xác định 

3 500 Không xác định 

4 750 Không xác định 

5 750 Không xác định 

6 750 Không xác định 

7 1000 Không xác định 

8 1500 Không xác định 

9 1500 Không xác định 

10 5750 1291,7 

11 5750 1319,0 

12 8000 1047,7 

13 10000 59,4 
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3.2.2. Kết quả khảo sát tác động nhiệt độ lên hạt nanogel 

Dựa trên kết quả thiết kế công thức nanogel Alg – F127 – FA mang thuốc 

MTX tiến hành khảo sát sự ảnh hưởng của nhiệt độ lên kích thước hạt khi điều chế 

nanogel từ dung dịch Alg – F127 – FA tại mức nồng độ 20000 ppm. 

Kết quả của khảo sát kích thước hạt nanogel của Alg-F127-FA được tính bằng 

cách lấy kết quả trung bình giữa 2 lần đo cho mỗi nhiệt độ là 25ºC và 37ºC, kết quả 

lần lượt là 42,25 nm và 33,8 nm. 
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Hình  3.13 Kết quả kích thước hạt nanogel ở 25ºC 
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Hình  3.14 Kết quả kích thước hạt nanogel ở 37ºC 

Như vậy, thông qua kết quả khảo sát kích thước hạt của Alg-F127-FA ở 25ºC 

và 37ºC bằng phương pháp tán xạ ánh sáng động (Dynamic Light Scattering– DLS) 

trên thiết bị phân tích kích thước Horiba SZ100 cho thấy nhiệt độ có ảnh hưởng đến 

sự thay đổi kích thước hạt nanogel của Alg-F127-FA. Khi ở nhiệt độ 37oC kích thước 

hạt nhỏ hơn ở nhiệt đọ 25oC do ở nhiệt độ 37oC. Nguyên nhân do nhóm PEO ưa 
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nước còn PPO thì kỵ nước nên khi nâng nhiệt độ lên nó tạo thành dạng micelle với 

nhân là PPO và lớp vỏ ngoài là PEO. Việc tăng nhiệt độ sẽ dẫn đến sự cắt đứt các 

liên kết trên mạch PPO và xảy ra quá trình loại nước tại vùng chứa các nhóm kỵ 

nước, kết quả là các nhóm PPO có xu hướng mất nước tạo thành lõi với vỏ bên ngoài 

là chuỗi PEO ngậm nước hợp thành hình cầu micelle bền nhiệt động polymer và gel 

được hình thành 

3.3. KẾT QUẢ QUÁ TRÌNH NANG HÓA METHOTREXATE VÀO HỆ 

ALGINATE – PLURONIC F127 – FOLIC ACID 

3.3.1. Kết quả thiết kế công thức nang hóa Methotrexate vào hệ nano 

Alginate – Pluronic F127 – Folic acid và hiệu suất nanogel hóa 

Phương pháp RSM – CCD được thiết kế bằng phần mềm Design – Expert 

phiên bản 13.0.5.0 gồm 13 công thức. Sự tương tác của hai biến độc lập bao gồm: 

hàm lượng MTX và nồng độ dung dịch Alg – F127 – FA ảnh hưởng tới kích thước 

nanogel và hiệu suất nanogel hóa được trình bày trong Bảng 3.5. 
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Bảng  3.5 Ma trận kế hoạch thực nghiệm và kết quả thực nghiệm 

STT MTX (mg) 
Alg - F127 - 

FA (ppm) 

Kích thước 

(nm) 

Hiệu suất nanogel 

hóa (%) 

1 3 20000 39,70 91,73 

2 4 25000 38,10 97,92 

3 1 20000 40,00 98,43 

4 4 15000 39,60 87,38 

5 3 20000 43,40 97,12 

6 3 10000 40,60 73,86 

7 5 20000 41,10 97,73 

8 3 30000 41,10 92,71 

9 3 20000 42,80 96,16 

10 2 25000 40,60 95,29 

11 3 20000 41,60 96,02 

12 3 20000 42,80 96,40 

13 2 15000 40,80 96,24 

Mô hình toán học mô tả mối quan hệ giữa kích thước nanogel (1) và hiệu suất 

nanogel hóa (2) với các biến mã hóa như sau: 

Y1 = 40,97 (1) 

Y2 = 95,80 – 0,6358X1 + 3,94X2 + 2,87X1X2 + 0,6679X1 
2 – 3,03X2 

2 (2) 

Phương trình hồi quy (1) cho thấy, kích thước hạt không chịu sự ảnh hưởng 

của bậc 1 và 2 của yếu tố X1 và X2 cũng như là sự tương tác giữa chúng. 

Đối với hiệu suất nanogel hóa theo phương trình hồi quy (2) cho thấy, hiệu 

suất nanogel hóa chịu sự ảnh hưởng bậc 1 và bậc 2 của yếu tố nồng độ Alg – F127 

– FA (X2) với hệ số lần lượt 3,94 và - 3,03. Đồng thời hiệu suất nanogel hóa cũng 

chịu sự ảnh hưởng bậc 1 và 2 của yếu tố hàm lượng MTX (X1) với hệ số lần lượt là 
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- 0,6358 và 0,6679. Hai yếu tố X1X2 tương tác với nhau và ảnh hưởng đến hàm mục 

tiêu với hệ số 2,87. 

Kết quả đáp ứng bề mặt được thể hiện ở Hình 3.14, khi tăng nồng độ dung 

dịch Alg – F127 – FA và hàm lương MTX thì hiệu suất nanogel hóa thể hiện xu 

hướng tăng trong vùng khảo sát. Hiệu suất nanogel hóa cao khi dung dịch Alg – 

F127 – FA có nồng độ từ 20000 – 30000 ppm và hàm lượng MTX từ 3,5 – 5 mg. Từ 

kết quả Hình 3.15 cho thấy, kích thước nanogel không thay đổi khi các yếu tố thay 

đổi trong vùng khảo sát. 

  

A B 

Hình  3.15 Đồ thị bề mặt đáp ứng biểu diễn sự phụ thuộc của hiệu suất nanogel hóa 

vào nồng độ Alg – F127 – FA và hàm lượng MTX – (A) đường đồng mức và (B) 

ba chiều 
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A B 

Hình  3.16 Đồ thị bề mặt đáp ứng biểu diễn sự phụ thuộc của kích thước nanogel 

vào nồng độ Alg – F127 – FA và hàm lượng MTX – (A) đường đồng mức và (B) 

ba chiều 

 Từ các kết quả phân tích cho thấy giá trị tối ưu để bào chế nanogel sử dụng ít 

vật liệu mang thuốc và tải lượng thuốc lớn nhất bằng phương pháp đáp ứng bề mặt. 

Các điều kiện bào chế được chọn là: nồng độ dung dịch Alg – F127 – FA là 20000 

ppm nang hóa với khối lượng thuốc MTX là 4 mg. 

Đánh giá hiệu quả điều kiện được chọn 

Để kiểm tra kết quả của mô hình tiến hành thực hiện lại quy trình nang hóa 

Methotrexate vào hệ nano Alginate – Pluronic F127 – Acid folic với điều kiện được 

chọn đã được lựa chọn. Thí nghiệm được thực hiện 3 lần và kết quả được trình bày 

ở Bảng 3.6. 
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Bảng  3.6 Kết quả khảo sát nồng độ dung dịch Alg – F127 – FA mang MTX 

STT MTX (mg) Alg – F127 – 

FA (ppm) 

Kích thước 

(nm) 

Hiệu suất 

nanogel hóa 

(%) 

1 4 20000 40,00 96,52 

2 4 20000 40,30 96,52 

3 4 20000 41,10 95,70 

Trung bình   40,47 ± 0,33 96,25 ± 0,27 

Sai số kích thước nanogel giữa kết quả sử dụng phần mềm và thực nghiệm 

%∆=
|Kq

tn
-Kq

tt
|

Kq
tt

=
|40,47-40,94|

40,94
x100%=1,15% 

Sai số hiệu suất nanogel hóa giữa kết quả sử dụng phần mềm và thực nghiệm 

%∆=
|Kq

tn
-Kq

tt
|

Kq
tt

=
|96,25 - 95,83|

95,83
x100%=0,44% 

Kích thước của MTX/Alg – F127 – FA dao động từ 40 – 41,10 nm sử dụng 

bằng phương pháp đo kích thước động DLS. Độ sai số khoảng 1,15% so sánh với 

giá trị ước đoán từ phần mền thực nghiệm. Bên cạnh đó, hiệu suất MTX được tải 

trong hệ dao động từ 95,70 – 96,52%, đạt trên 99% độ tương quan với giá trị tối ưu 

xác định từ phương trình hồi quy. Kết quả cho thấy mô hình tối ưu có độ lặp lại tốt. 

 

3.3.2. Kết quả đánh giá hàm lượng Methotrexate giải phóng từ hệ nano 

Alg-F127-FA  

Thuốc MTX được pha với 7 nồng độ khác nhau từ 0 – 28 (ppm), sau đó đo 

HPLC ghi lại tín hiệu pic và tiến hành lập đường hồi quy tuyến tính. Kết quả khảo 

sát sự tương quan giữa diện tích pic và nồng độ MTX được trình bày trong Bảng 3.7 

và Hình 3.17. 
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Bảng  3.7 Tương quan giữa nồng độ và diện tích pic của MTX 

STT Nồng độ (ppm) Spic (mAU.s) 

1 0 0 

2 8 6896,221 

3 12 10177,917 

4 16 13712,562 

5 20 16867,783 

6 24 20375,803 

7 28 24010,297 

 

 

Hình  3.17 Sơ đồ đường chuẩn MTX 

Dựa vào phương trình đường chuẩn để tính lượng MTX được tải vào trong 

cấu trúc Alg – F127 – FA và lượng thuốc MTX đã được phóng thích ra ngoài màng. 
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Kết quả định lượng MTX có trong hệ được thể hiện ở Bảng 3.8 và kết quả nhả 

thuốc trong 24 giờ được thể hiện ở Bảng 3.9 và Hình 3.18 như sau: 

Bảng  3.8 Số liệu MTX được tải vào trong cấu trúc Alg – F127 – FA của công thức 

lựa chọn 

Tổng thuốc mang 

được 

Tỷ lệ thuốc / chất 

mang 

Hiệu suất nanogel hóa 

(%) 

3,38 mg 0,021 84,52 

 

Bảng  3.9 Số liệu quá trình phóng thích thuốc MTX 

Giờ MTX (mg) % MTX 

1 0,0177 8,420 ± 0,040 

3 0,0413 19,645 ± 0,015 

6 0,0722 34,375 ± 0,095 

12 0,0857 40,800 ± 1,580 

24 0,1194 56,830 ± 2,560 
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Hình  3.18 Sơ đồ giải phóng thuốc MTX 

Bảng 3.9 và Hình 3.18 cho thấy tốc độ giải phóng MTX từ hệ nano Alg – 

F127 – FA tăng dần theo thời gian. Ở thời điểm 1 giờ, 8,420% MTX được giải phóng 

ra môi trường và tăng theo tuyến tính trong thời gian 6 giờ tiếp theo. Từ 6 – 12 giờ, 

hàm lượng MTX giải phóng khoảng 34,375 – 40,800%, cho thấy sự ổn định. Tại 

thời điểm 24 giờ khảo sát, 56,830% hoạt chất đã được giải phóng hoàn toàn. So sánh 

với một số hệ chất mang có tính chất gần tương tự Alg – F127 – FA, cho thấy tính 

tương đồng trong việc giải phóng thuốc. Ví dụ, Jinlong Zhao và cộng sự (2017) [36] 

công bố MTX giải phóng từ hệ polyethylene glycol (PEG)–poly(lactic-co-glycolic 

acid) (PLGA) khoảng 14% ở giờ đầu và 35% trong 6 giờ tiếp theo, đạt 64% trong 

vòng 24 giờ. Mukesh Dhaka và cộng sự (2021) [41] lượng thuốc MTX được giải 

phóng mạnh tuyến tính với thời gian và đạt 40%, sau đó chậm dần với 45,5% MTX 

được giải phóng khỏi hệ alginate – methylcellulose trong 24 giờ. Hệ poly 

(hydroxyethyl methacrylate) mang MTX nghiên cứu của nhóm Javad Farzanfar 
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(2021) [70] 30% MTX được giải phóng tuyến tính khỏi hệ sau 10 giờ, và đạt 40% sau 

24 giờ. Như vậy có thể thấy, quá trình giải phóng ban đầu của MTX từ các hệ nanogel 

đều, có thể do nguyên nhân MTX ở bề mặt ngoài sẽ giải phóng đầu tiên. Các thời 

điểm sau là do sự hấp thụ dịch từ môi trường khiến cho hạt nanogel bị trương lên, 

khiến cho các liên kết trong mạng lưới của hạt bắt đầu bị gãy và thuốc được giải 

phóng ra bên ngoài. Sự duy trì ổn định được hàm lượng thuốc giải phóng hoàn toàn 

phụ thuộc vào cấu trúc của vật liệu tạo chất mang. Dược động học của MTX là 2 – 

10 giờ. Như vậy có thể thấy, việc phóng thích MTX theo thời gian sẽ góp phần tăng 

thời gian MTX được lưu trữ trong hệ thống tuần hoàn, tăng cường hiệu quả của thuốc 

trong điều trị bệnh. 

3.4. KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ TÁC DỤNG KHÁNG VIÊM CỦA HỆ  

3.4.1. Kết quả khảo sát IC50 

3.4.1.1. Dòng tế bào RAW264.7 

Giá trị IC50 (Half-maximal inhibitory concentration) là giá trị nồng độ hoạt 

chất ức chế 50% sự phát triển của tế bào, được trình bày ở Bảng 3.10, IC50 xác định 

đối với MTX tự do khi ủ 48 giờ là 104,00 μg/ml, trong khi đó, giá trị IC50 của hệ 

MTX/FA-Alg-Plu không xác định được. Tại thời điểm 72 giờ, 43,03 μg/ml là nồng 

độ cần thiết để MTX tự do ức chế 50% tế bào RAW264.7, trong khi MTX/FA-Alg-

Plu cần tới 128,10 μg/ml. Kết quả này cho thấy dạng bào chế nano MTX/FA-Alg-

Plu giúp giảm độc tính của MTX đối với dòng tế bào RAW264.7. 
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Bảng  3.10 Giá trị IC50 của MTX tự do và hệ MTX/FA-Alg-Plu sau 48 và 72 giờ 

trên dòng tế bào RAW264.7 

Thời gian ủ (giờ) 
IC50 của MTX tự do 

(μg/ml) 

IC50 của MTX/FA-Alg-

Plu (μg/ml) 

48 104,00 Không xác định 

72 43,03 128,10 

3.4.1.2. Dòng tế bào MSC 

Giá trị IC50 của dòng tế bào MSC đối với MTX đơn và MTX/ MTX/FA-Alg-

Plu được thể hiện ở Bảng 3.11. tại thời điểm 48 giờ, giá trị IC50 của MTX là 101,30 

μg/ml , giá trị IC50 của hệ MTX/ MTX/FA-Alg-Plu cho kết quả 352,70. Đặc biệt, 

kéo dài thời gian ủ lên đến 72 giờ, giá trị IC50 của MTX là 23,56 μg/ml, tuy nhiên 

IC50 của MTX/FA-Alg-Plu cao hơn (56,54 μg/ml). 

Bảng  3.11 Giá trị IC50 của MTX tự do và hệ MTX/FA-Alg-Plu sau 48 và 72 giờ 

trên dòng tế bào MSC 

Thời gian ủ (giờ) 
IC50 của MTX tự do 

(μg/ml) 

IC50 của MTX/FA-Alg-

Plu (μg/ml) 

48 101,30 352,70 

72 23,56 56,54 

 

3.4.2. Kết qủa đánh giá  khả năng kháng viêm cảu hệ MTX/Alg-F127-FA 

Tác dụng kháng viêm của các nhóm thử nghiệm được đánh giá qua khả năng 

ức chế sản xuất NO của RAW264.7 do kích thích LPS. 

Sau khi đánh giá độc tính của các nhóm thử nghiệm trên dòng tế bào 

RAW264.7, nồng độ của các chất thử nghiệm mà tại đó khả năng sống của tế bào 
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không bị ảnh hưởng là MTX 15 𝜇g/ml, MTX/FA-Alg-Plu 15 𝜇g/ml, FA-Alg-Plu 

100000 𝜇g/ml được chọn để tiếp tục khảo sát khả năng kháng viêm. Để khảo sát ảnh 

hưởng của các chất thử nghiệm đối với việc giải phóng NO trong quá trình viêm do 

kích thích với LPS, các tế bào được ủ với chất thử nghiệm, sau đó 1 giờ kích thích 

với LPS (trường hợp 1); hoặc kích thích LPS trước, sau đó 1 giờ ủ với chất thử 

nghiệm (trường hợp 2). Hình 3.19 thể hiện kết quả khảo sát, hàm lượng NO ở nhóm 

chỉ kích thích với LPS cao hơn so với nhóm đối chứng không kích thích với LPS. 

Đối với nhóm chứng âm PBS + NaHCO3 (dung môi pha mẫu) không có sự khác biệt 

đáng kể so với nhóm chỉ kích thích với LPS. Đối với nhóm chứng dương dexan 

(thuốc kháng viêm), cho thấy tác động giảm sản xuất NO của đại thực bào 

RAW264.7 có sự khác biệt có ý nghĩa so với nhóm chỉ kích thích với LPS. Tại nồng 

độ 100000 𝜇g/ml FA-Alg-Plu trong cả hai trường hợp, kết quả cho thấy hàm lượng 

NO không có sự khác biệt đáng kể so với nhóm chỉ kích thích với LPS (Hình 3.19A). 

Điều này, chứng tỏ chất mang FA-Alg-Plu không có khả năng kháng viêm. 
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Hình  3.19 Ảnh hưởng của FA-Alg-Plu (A), MTX (B) và MTX/FA-Alg-Plu (C) 

lên sự sản xuất NO của dòng đại thực bào RAW264.7. Dữ liệu được biểu thị dưới 

dạng trung bình ± độ lệch chuẩn (n = 3). * p < 0,05. 
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Mặt khác, trong cả hai trường hợp, hàm lượng NO trong môi trường nuôi cấy 

ủ với MTX/FA-Alg-Plu thấp hơn so với MTX nhưng sự khác biệt không có ý nghĩa 

thống kê (Hình 3.20). Đối với trường hợp kích thích RAW264.7 với LPS trước khi 

ủ MTX hay MTX/FA-Alg-Plu, nồng độ NO giảm ở cả hai nhóm khi so sánh với tế 

bào chỉ được kích thích với LPS, nhưng cao hơn so với mẫu chứng không xử lý 

(Hình 3.20B). Đối với trường hợp ủ MTX hay MTX/FA-Alg-Plu trước 1 giờ, sau đó 

xử lý với LPS, kết quả cho thấy hàm lượng NO giảm một cách đáng kể. 
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Hình  3.20 Ảnh hưởng của FA-Alg-Plu, MTX và MTX/ FA-Alg-Plu lên sự sản 

xuất NO của dòng đại thực bào RAW264.7. (A) Tế bào được ủ với chất thử 

nghiệm trước, sau đó 1 giờ kích thích LPS. (B) Tế bào được kích thích với LPS 

trước, sau đó 1 giờ ủ với chất thử nghiệm. Dữ liệu được biểu thị dưới dạng trung 

bình ± độ lệch chuẩn (n = 3), ns: no significant difference (không có sự khác biệt 

đáng kể). 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Kêt quả nghiên cứu đạt được trong luận văn cho thấy chúng tôi đã thành công 

trong việc điều chế hệ tiểu phân nano trên cơ sở nanogel nhạy cảm nhiệt từ Alginate 

và Pluronic F127 có gắn tác nhân hướng đích acid folic, Các kết quả nghiên cứu 

khảo sát chọn được tỉ lệ EDC/NHS/cys = 1: 1: 0,5 theo số mol, tỷ lệ Alginate : 

Pluronic F127 (1:10) giúp đạt được hiệu quả tốt nhất và kinh tế nhất. Các cấu trúc 

được chứng minh bằng phổ 1H-NMR, phổ hồng ngoại FT-IR và quang phổ tử ngoại 

khả kiến UV-Vis. Hệ nanogel nhạy nhiệt trên nền vật liệu Alg – F127 – FA mang 

hiệu quả thuốc MTX. 

Kết quả xác định nồng độ tạo hạt micelle (CMC) của hệ vật liệu là 339,766 ± 

1,104 ppm. Khi khảo sát tác động nhiệt lên hệ vật liệu thì ở 37oC kích thước hạt của 

vật liệu là 33,8 nm nhỏ hơn so với khi ở 25oC là 42,25 nm. Hệ nanogel Alg – F127 

– FA (20000 ppm) mang thuốc Methotrexate (4 mg) có kích thước tiểu phân nhỏ 

40,47 nm, hiệu suất nanogel hóa cao 96,25% và giải phóng 56,83% MTX sau 24 giờ 

trong môi trường pH = 7,4. 

Chất mang FA-Alg-Plu không ảnh hưởng đến khả năng sống của hai dòng tế 

bào RAW264.7 và MSC. Hệ MTX/FA-Alg-Plu có khả năng gây độc tế bào thấp hơn 

so với MTX ở cùng nồng độ, có thể do khả năng giải phóng có kiểm soát của hệ 

MTX/FA-Alg-Plu. Kết quả cũng cho thấy MTX và MTX/FA-Alg-Plu có khả năng 

kháng viêm trên dòng đại thực bào RAW264.7 và cho hiệu quả trong ức chế sản xuất 

NO. 

KIẾN  NGHỊ 

 Về mặt vật liệu: 
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Cần thực hiện thêm các bước như đo GPC để xác định khối lượng phân tử, 

từ đó xác định được hiệu suất tổng hợp. Hình thái học của hạt nanogel cần được 

xác định thêm bằng phương pháp TEM. Độ ổn định nanogel theo thời gian cần 

được xác định.  

Phương pháp đánh giá hàm lượng MTX giải phóng từ hệ alginate – pluronic 

F127 – acid folic cần có thêm các mốc thời gian khảo sát phóng thích thuốc sau 24 

giờ như 36 giờ, 48 giờ và 72 giờ để xác định được thời điểm thuốc được phóng 

thích hoàn ra khỏi hệ nano. 

 Về thử nghiệm lâm sàng: 

Do thời gian thực hiện đề tài có hạn nên chưa thực hiện được nhiều thử 

nghiệm lâm sàng hơn. Cần khảo sát thêm khả năng chống ưng thư của hệ nanogel 

mang Methotrexate. Thử nghiệm khả năng kháng viêm thông qua khả năng ức chế 

cytokine TNF-α, IL-6. Tiếp tục thực hiện thử nghiệm độc tính, hiệu quả kháng 

viêm của hệ MTX/FA-Alg-Plu trên động vật. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục  1 Đường chuẩn của dung dịch L-Alanine có hàm lượng từ 0-140 ppm 

phản ứng với dung dịch TNBS 0,1% trong NaHCO3 0,1M.
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Phụ lục  2: Độ hấp thu của benzoylaceton tại bước sóng 310 nm và 250 nm
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Phụ lục  3: Kết quả đo nồng độ tạo nanogel trên thiết bị phân tích kích thước 

Horiba SZ100.
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Phụ lục  4: Kết qủa khảo sát điều kiện điều chế  Alginate - Cystamine
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Phụ lục  5: Sắc ký đồ định lượng methotrexat tại các thời điểm phóng thích 1, 3, 6, 

12, 24 giờ 

.  
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Phụ lục  6 Kích thước nanogel của 13 công thức và công thức tối ưu 
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Phụ lục  7 Độ hấp thu dung dịch trước và sau ly tâm của 13 công thức và 
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công thức tối ưu 
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Phụ lục  8: Đường chuẩn NO trong phương pháp Griess 

 

 


