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MỞ ĐẦU 

Hiện nay, ung thư là một trong những nguyên nhân gây tử vong hàng đầu 

trên toàn thế giới và luôn được coi như một gánh nặng lớn về y tế. Vì vậy việc sớm 

tìm ra giải pháp nhằm chẩn đoán sớm và điều trị ung thư hiệu quả là việc làm hết 

sức cần thiết. Trong số các phương pháp điều trị ung thư, hóa trị vẫn là phương 

pháp được sử dụng nhiều nhất. Tuy nhiên, các thuốc điều trị ung thư thường có khối 

lượng phân tử nhỏ nên thường bị đào thải nhanh chóng ra khỏi hệ tuần hoàn. Thêm 

vào đó, do tính định hướng chọn lọc thấp cho nên phần lớn lượng thuốc hóa trị khi 

được đưa vào cơ thể không tới được các tổ chức ung thư mà thường có khuynh 

hướng phân bố rộng trong cơ thể. Do vậy gây ra nhiều tác dụng phụ cho bệnh nhân 

như rụng tóc, suy nhược, giảm miễn dịch cơ thể, tiêu chảy, buồn nôn…[1] Vì vậy, 

việc gắn các thuốc điều trị ung thư lên các hệ mang thích hợp có thể đưa thuốc đến 

đúng vị trí khối u với liều lượng cần thiết luôn là thử thách lớn và cần được các nhà 

khoa học tập trung giải quyết.  

Ngoài các tác nhân hóa trị, các hạt nano oxit sắt từ (Fe3O4) được sử dụng 

rộng rãi trong điều trị ung thư do tính chất từ tính tự nhiên của chúng với khả năng 

hướng đích, khả năng mang nhiều chất có hoạt tính sinh học, tác dụng nhiệt từ trị 

[2]. Ngoài ra, hạt nano Fe3O4 còn được sử dụng làm chất tương phản ảnh chụp cộng 

hưởng từ MRI [3]. Trong công nghệ dược phẩm, các hạt nano oxit sắt từ và thuốc 

chống ung thư được bọc bởi các lớp vỏ là các polyme phân huỷ sinh học như 

dextran, dextran biến tính, chitosan, chitosan biến tính, alginate, PLA-PEG,... tăng 

hiệu quả tác động đối với các tế bào ung thư nhất định [4]. Trên thế giới, một số 

nghiên cứu về hệ nano đa chức năng dùng trong y sinh học, đặc biệt là trong điều trị 

ung thư đã được công bố. Tuy nhiên, đây vẫn là hướng nghiên cứu mới với nhiều 

triển vọng. 

Đồng thời, điều trị ung thư thường là quá trình tốn nhiều thời gian. Khi bệnh 

nhân tiếp nhận hóa trị sẽ thường phải trải qua thêm nhiều xét nghiệm để đánh giá 

hiệu quả tác động của thuốc. Một phương pháp theo dõi quá trình điều trị ung thư 

thường được sử dụng là kỹ thuật hình ảnh quang học (optical imaging) dựa vào các 

chất đánh dấu huỳnh quang. Trong các quan sát tín hiệu huỳnh quang hoặc phát 

quang sinh học trong cơ thể sống, do các đặc điểm quang học như hấp thụ và tán xạ 
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nên việc quan sát mô sâu rất khó khăn. Các chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần 

có nhiều lợi thế cho quá trình sinh học so với huỳnh quang trong phổ khả kiến, do 

khả năng tự phát huỳnh quang và hấp thụ của các mô sinh học ở vùng sóng này thấp 

hơn [5]. Do đó tạo điều kiện thuận lợi trong quá trình theo dõi sự phân bố in vivo 

của thuốc trong quá trình điều trị nhờ hình ảnh quang học, từ đó giúp bác sĩ và dược 

sĩ lâm sàng theo dõi tiến triển điều trị và nâng cao hiệu quả của phương pháp điều 

trị ung thư. 

Từ nhận định trên cho thấy việc kết hợp thuốc hoá trị ung thư với hạt nano 

Fe3O4 và chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần có thể vừa giúp đưa thuốc kháng 

ung thư đến mô cần điều trị một cách hiệu quả, vừa theo dõi được đáp ứng điều trị 

của mô ung thư. Việc kết hợp các thành phần như vậy thường được thực hiện nhờ 

các polyme. Mặc dù, một số nghiên cứu trước đây đã chế tạo ra một số hệ dẫn thuốc 

đa chức năng khác nhau [6, 7], tuy nhiên theo chúng tôi được biết nghiên cứu kết 

hợp các thành phần này còn chưa được thực hiện. Nghiên cứu trong luận án này 

thiết kế một hệ dẫn thuốc nano quang từ đa chức năng có gắn tác nhân phát huỳnh 

quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5 với nhiều chức năng: mang thuốc chống ung thư 

Doxorubicin trên nền copolyme PLA-TPGS, phát huỳnh quang hồng ngoại gần để 

theo dõi sự phân bố in vivo của hệ dẫn thuốc, tăng độ tương phản trong chụp cộng 

hưởng từ MRI, và tiêu diệt tế bào ung thư bằng tác dụng hóa trị của thuốc hoặc tác 

dụng nhiệt trị của lõi từ. Vai trò của Doxorubicin là thuốc hóa trị nhờ khả năng 

tham gia nhiều phản ứng của các con đường ức chế sự phát triển của tế bào ung thư. 

Copolyme có khả năng mang thuốc nhờ đầu kỵ nước, vừa có khả năng tăng hấp thu 

thuốc nhờ đầu ưa nước, làm tăng hiệu quả điều trị và làm giảm lượng thuốc cần 

dùng. Fe3O4 ở kích thước nano có vai trò làm tăng khả năng mang thuốc của hệ 

(nhờ khả năng hấp phụ các phân tử thuốc Doxorubicin). Bên cạnh đó, lõi oxit sắt từ 

Fe3O4 với tính chất siêu thuận từ (ở kích thước nhất định) có khả năng tự nóng lên 

dưới tác động của từ trường ngoài. Điều này giúp cho hệ có thể áp dụng trong diệt 

tế bào ung thư bằng phương pháp nhiệt từ trị.  

Trên cơ sở các phân tích trên, chúng tôi thực hiện luận án “Nghiên cứu chế 

tạo, đánh giá tác dụng hoá trị - nhiệt trị ung thư và sự phân bố in vivo của hệ 

dẫn thuốc nano đa chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần”. 
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Trong luận án này, chúng tôi chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa chức năng trên cơ sở hạt 

nano Fe3O4 được bọc bởi copolyme PLA-TPGS, mang thuốc Doxorubicin và gắn 

chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5, với 4 điểm mới sau đây: 

(1) Theo dõi sự phân bố in vivo của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng nhờ khả 

năng phát huỳnh quang trong vùng hồng ngoại gần của Cyanine 5.5. Qua đó, đánh 

giá được khả năng hướng đích thụ động tới vị trí khối u và đặc điểm phân bố tại các 

cơ quan bằng kỹ thuật hình ảnh quang học (optical bioimaging) trên mô hình chuột 

gây khối u đại tràng CT26. 

(2) Đánh giá tác dụng hóa trị của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng bằng kỹ 

thuật phát quang sinh học (Bioluminescence). 

(3) Việc kết hợp tác dụng hóa trị và nhiệt từ trị mang lại hiệu quả điều trị khối 

u vượt trội. Đồng thời xác định cơ chế gây độc tế bào ung thư của hệ dẫn thuốc 

nano đa chức năng bằng kỹ thuật sàng lọc nội hàm cao (High Content Screening). 

(4) Trong các nghiên cứu trước, bên cạnh việc xác định độ hồi phục r1, r2, khả 

năng tăng độ tương phản trong chụp cộng hưởng từ MRI được xác định bằng cách 

định tính trên hình ảnh in vivo. Ở luận án này, chúng tôi định lượng tín hiệu MRI 

bằng phương pháp %I0,25 để khẳng định sự khác biệt về khả năng tăng độ tương 

phản, đồng thời chứng minh được khả năng hướng đích thụ động tới vị trí khối u 

của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng trên mô hình chuột gây khối u đại tràng CT26. 

Thành công của luận án này có thể đóng góp một hệ trị liệu hiệu quả không 

chỉ đạt được hiệu quả điều trị kép khi kết hợp hoá trị với nhiệt từ trị trong cùng một 

hệ dẫn thuốc, mà còn góp phần làm tăng độ tương phản ảnh MRI và khả năng theo 

dõi bằng đánh dấu huỳnh quang của mô ung thư. Qua đó, nhằm hỗ trợ kế hoạch 

điều trị cũng như đánh giá đáp ứng của mô đối với quá trình điều trị. 

Mục tiêu luận án: 

1. Chế tạo được các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng có gắn tác nhân phát 

huỳnh quang hồng ngoại gần  

2. Đánh giá được tác dụng hóa trị, khả năng theo dõi, phát hiện sự phân bố in 

vivo của thuốc tại các mô ung thư bằng chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần, khả 
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năng tăng độ tương phản trong chụp cộng hưởng từ hạt nhân và khả năng nhiệt từ trị 

của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng. 

Bố cục của luận án: 

Luận án có 130 trang (chưa bao gồm tài liệu tham khảo), bao gồm phần mở 

đầu, 5 chương nội dung và kết luận. Cụ thể như sau: 

Mở đầu 

Chương 1. Tổng quan về hệ dẫn thuốc nano đa chức năng trong chẩn đoán và 

điều trị ung thư. 

Chương 2. Phương pháp nghiên cứu 

Chương 3. Hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

Chương 4. Hệ dẫn thuốc nano đa chức năng gắn chất phát huỳnh quanh hồng 

ngoại gần PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin-Cyanine 5.5 

Chương 5. Đánh giá khả năng tăng độ tương phản trong chụp cộng hưởng từ 

hạt nhân, sự phân bố in vivo, tác dụng hóa trị và nhiệt từ trị của hệ dẫn thuốc nano 

đa chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần  

Kết luận và kiến nghị  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN VỀ HỆ DẪN THUỐC NANO ĐA CHỨC NĂNG 

TRONG CHẨN ĐOÁN VÀ ĐIỀU TRỊ UNG THƯ 

1.1. Khái quát về hệ dẫn thuốc nano đa chức năng trong chẩn đoán, điều trị 
ung thư  

Hiện nay, ung thư đã trở thành một trong những nguyên nhân gây tử vong 

hàng đầu trên toàn cầu. Theo số liệu thống kê về ung thư toàn cầu theo khu vực trên 

thế giới trong năm 2020 (GLOBOCAN), tỷ lệ mắc và tử vong do ung thư đang gia 

tăng trên toàn thế giới [8]. Tại Việt Nam, số ca mắc mới và số ca tử vong do ung 

thư được ước tính là 182.563 và 122.690. Năm 2018, Việt Nam đứng ở vị trí thứ 

99/185 về tỷ suất mắc mới và thứ 56/185 về tỷ suất tử vong trên 100.000 người. 

Thứ hạng này đã tăng lên 91/185 về tỷ suất mắc mới và thứ 50/185 về tỷ suất tử 

vong vào năm 2020 [9]. Điều này cho thấy tình hình mắc mới và tử vong do ung thư 

ở Việt Nam đang gia tăng nhanh. Tình hình này cũng tương tự với nhiều quốc gia 

trên thế giới, bao gồm cả các quốc gia phát triển như Pháp, Nhật Bản, Anh, Hoa Kỳ, 

và Hàn Quốc [10]. 

Phương pháp điều trị ung thư hiện nay chủ yếu bao gồm phẫu thuật, sau đó là 

xạ trị và/hoặc hóa trị và các phương thức mới khác như liệu pháp miễn dịch, liệu 

pháp gen, liệu pháp nhiệt, và liệu pháp quang học. Tuy nhiên, mặc dù thành công ở 

một mức độ nhất định, cho đến nay những phương thức đơn lẻ đó khó có thể cung 

cấp phương pháp điều trị hoàn chỉnh do giới hạn liều lượng và khả năng kháng 

thuốc của tế bào ung thư đối với phương thức này. Do đó, nếu kết hợp được hai 

hoặc nhiều phương thức đó trên cùng một hệ đa chức năng sẽ giúp phát huy những 

ưu điểm và tránh những nhược điểm của chúng, và rất có thể đạt được tác dụng hiệp 

đồng 1 + 1 > 2. Trong số các phương thức điều trị ung thư kể trên, hoá trị là một 

trong những liệu pháp quan trọng nhất. Hóa trị liệu có hiệu quả đối với nhiều loại 

ung thư trong thực tế. Tuy nhiên, hóa trị gây ra nhiều tác dụng phụ, nguyên nhân là 

do không có tính hướng đích, sự kháng thuốc của tế bào ung thư và các vấn đề về 

độ hòa tan, tính thấm và tính ổn định của thuốc hóa trị [11]. Do đó, các hệ mang 

thuốc được phát triển để hạn chế những tác dụng phụ này. Thêm vào đó, các hệ 

mang thuốc đa chức năng, kết hợp việc mang thuốc chống ung thư với các chức 

năng khác cũng được phát triển. 
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Sự phát triển gần đây của công nghệ nano trong dược phẩm đã mang lại hy 

vọng hiện thực hóa việc phân phối thuốc chống ung thư một cách bền vững, có 

kiểm soát và có khả năng hướng đích bằng các chất mang nano khác nhau bao gồm 

các tiền thuốc (pro-drug), mixen, liposome, hạt nano lipid rắn, hạt nano được bọc 

bởi polyme và copolyme phân hủy sinh học [12, 13]. Giới hạn của liệu pháp hóa trị 

trong vấn đề dung nạp thuốc có thể được khắc phục khi kết hợp với các phương 

thức khác như liệu pháp nhiệt trị và liệu pháp miễn dịch. Liệu pháp nhiệt trị sẽ làm 

tăng phản ứng của tế bào ung thư với thuốc chống ung thư và liệu pháp miễn dịch 

có thể làm tăng khả năng phòng vệ của cơ thể. Cả hai liệu pháp này đều dẫn đến 

liều lượng ít hơn cho cùng tác dụng điều trị hoặc cùng một liều lượng với tác dụng 

điều trị cao hơn và ít tác dụng phụ hơn [14].  

Sự tiến triển của ung thư là kết quả tổng hợp của nhiều yếu tố, thường không 

đặc hiệu cho khối u nhưng liên quan đến các quá trình sinh lý bệnh khác nhau. Hơn 

nữa, các tế bào khối u rất không đồng nhất và có tỷ lệ đột biến cao, dẫn đến sự khác 

biệt về bệnh lý giữa các loại ung thư, cá thể và vùng trong khối u khác nhau [15]. 

Để giải quyết tính không đồng nhất này, các liệu pháp kết hợp đa chức năng trong 

chẩn đoán và điều trị ung thư dựa trên vật liệu nano đang được tập trung nghiên 

cứu. Tuy nhiên, việc hai hoặc nhiều chức năng liên quan có thể phối hợp nhịp 

nhàng, khai thác tối đa hiệu quả trên cùng một vật liệu nano cũng là một thách thức. 

Với việc hiện thực hóa những điều kiện này, các vật liệu nano đa chức năng được 

kỳ vọng sẽ là một liệu pháp chẩn đoán và điều trị ung thư hiệu quả [16, 17]. 

1.2. Polyme và các hệ nano polyme 
1.2.1. Polyme 

Polyme là những hợp chất có mạch phân tử dài, có khối lượng phân tử rất lớn 

(thường hàng ngàn, hàng triệu đ.v.C) do nhiều mắt xích (monome) liên kết với nhau 

bằng liên kết cộng hóa trị. Các polyme có nhiều ứng dụng trong phát triển các hệ 

dẫn thuốc nano đa chức năng, đã mang lại sự thay đổi mang tính đột phá trong lĩnh 

vực y sinh [18]. Hệ dẫn thuốc nano sử dụng chất mang là polyme hoặc copolyme có 

thể cung cấp phương pháp phân phối thuốc bền vững, có kiểm soát và hướng đích 

để cải thiện hiệu quả điều trị và giảm tác dụng phụ của thuốc hóa trị truyền thống. 
Polyme có nhiều ưu điểm ứng dụng trong hệ dẫn thuốc nano bao gồm: (1) cung cấp 
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khả năng kiểm soát giải phóng thuốc đến vị trí đích, (2) mang lại sự ổn định cho các 

phân tử kém bền (ví dụ: protein, DNA, thuốc kỵ nước,…) và (3) cung cấp khả năng 

biến đổi các bề mặt bằng chất gắn trung gian hoặc thụ thể cho mục đích phân phối 

thuốc hướng đích chủ động [19].  

Hệ dẫn thuốc nano sử dụng polyme làm chất mang có thể kiểm soát độ ổn 

định của các loại thuốc ưa nước và kỵ nước trong thời gian dài. Các đặc tính dược 

động học và dược lực học được điều chỉnh bằng cách kết hợp thuốc điều trị với 

polyme thông qua một số cơ chế bao gồm tăng thời gian bán thải của thuốc trong 

huyết tương, khả năng kháng các enzyme phân giải protein, giảm khả năng sinh 

miễn dịch, tăng khả năng hòa tan của thuốc có trọng lượng phân tử thấp và khả 

năng phân phối chọn lọc [20]. Do vậy, sử dụng polyme là một chiến lược tiềm năng 

để điều trị ung thư thành công và thuận tiện hơn cho bệnh nhân. 

Hai loại polyme chính được sử dụng trong phân phối thuốc là polyme phân 

hủy sinh học và không phân hủy sinh học. Các polyme không phân hủy sinh học 

gây ra các vấn đề về độc tính, chủ yếu là do tích tụ trong cơ thể. Cơ chế cơ bản của 

việc giải phóng thuốc từ polyme không phân hủy là khuếch tán, dựa trên tính thấm 

của polyme và đặc tính của thuốc. Để giải quyết những vấn đề này, các nhà nghiên 

cứu đã bắt đầu phát triển các polyme phân hủy sinh học vào đầu những năm 1970 

[21]. 

Các polyme phân hủy sinh học có thể là polyme tổng hợp hoặc polyme thiên 

nhiên. Cấu tạo của một số polyme tổng hợp được trình bày trên hình 1.1. Các 

polyme có thể bị phân hủy in vivo bởi quá trình xúc tác enzym hoặc không enzym. 

Các sản phẩm phụ tạo ra có thẻ tham gia các con đường trao đổi chất khác nhau, 

hoặc bị vi sinh vật đồng hóa làm nguồn carbon để giải phóng CO2. Một số polyme 

phân hủy sinh học có nguồn gốc tự nhiên và tổng hợp đã được nghiên cứu để nhằm 

hướng đích thuốc và giải phóng thuốc kéo dài, nhưng chỉ một số ít trong số chúng 

có khả năng tương thích sinh học tốt đang được sử dụng. Chúng có độc tính thấp 

hoặc không độc hại, phù hợp với nhiều loại ứng dụng khác nhau. Polyme phân hủy 

sinh học có thể nâng cao hiệu quả phân phối thuốc bằng cách kiểm soát quá trình 

giải phóng thuốc với lượng ổn định trong thời gian dài [22]. 
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Poly (lactic acid) (PLA), poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) và poly 

(caprolactone) (PCL) là các polyme phân hủy sinh học được Cục Quản lý Thực 

phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) phê chuẩn, được sử dụng thường xuyên nhất 

trong phân phối thuốc. Các polyme này ban đầu được tổng hợp để sử dụng làm chỉ 

khâu phẫu thuật, nên tồn tại những nhược điểm khi sử dụng trong các hệ mang 

thuốc như tính kỵ nước quá cao và phân hủy quá chậm. Do đó, cần phát triển các 

polyme/copolyme mới có khả năng phân hủy sinh học với sự cân bằng kỵ nước/ưa 

nước mong muốn và tốc độ phân hủy mong muốn [23].  

 

Hình 1.1. Cấu trúc phân tử của các polyme PLA, PLGA, PGA và PCL [24] 

Poly lactic acid (PLA) là một loại dẫn xuất axit lactic được sản xuất từ các 

nguồn tài nguyên tái tạo như lúa mì, rơm rạ, ngô, lúa, và miến. PLA có khả năng 

phân hủy sinh học hoàn toàn. PLA có thể bị phân hủy thành axit lactic trong cơ thể 

con người và được chuyển hóa, đã được FDA chấp thuận cho sử dụng y sinh. Ba 

phương pháp tổng hợp polyme PLA (Mw > 10.000) đã được báo cáo: (a) trùng hợp 

ngưng tụ trực tiếp; (b) ngưng tụ khử nước đẳng phí (azeotropic dehydration 

condensation); và (c) trùng hợp mở vòng lactide [25]. PLA có 3 loại đồng phân lập 

thể là poly (L-lactide) (PLLA), poly (D-lactide) (PDLA), và poly (D,L-lactide) 

(PDLLA). Việc bổ sung chất hoạt động bề mặt hoặc thay đổi trọng lượng phân tử, 

kích thước, nhiệt độ và độ ẩm của PLA có thể dễ dàng thay đổi các đặc tính vật lý 

và hóa học của nó, đặc biệt là khả năng tương thích sinh học và khả năng phân hủy 
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sinh học. Điều này tạo điều kiện thuận lợi cho việc tạo ra hệ thống phân phối thuốc 

mong muốn với nhiều công thức khác nhau. Bắt đầu vào những năm 1970, Yolles 

và cộng sự đã sử dụng PLA cho nghiên cứu phân phối thuốc và điều chế phức hợp 

PLA có chứa naltrexone. Tỷ lệ giải phóng thuốc in vitro là 67% sau 35 ngày. Các 

thí nghiệm in vivo đã chứng minh rằng phức hợp này có tác dụng ngăn chặn 

morphin [25]. Tính kỵ nước của PLA cho phép mang các thuốc chống ung thư kỵ 

nước. Tuy nhiên, tính kỵ nước của nó cũng hạn chế sự phân bố của thuốc vào máu. 

Vậy nên, nhiều polyme ưa nước như PEG và d-alpha tocopheryl polyethylene 

glycol 1000 succinate (TPGS) được gắn với PLA để tạo thành các copolyme lưỡng 

cực (amphilic: vừa ưa nước, vừa kỵ nước). Các copolyme tạo thành hệ dẫn thuốc 

nano polymeric micell có cấu trúc lõi - vỏ trong môi trường nước. Lõi bao gồm 

PLA đóng vai trò là môi trường vi mô cho việc kết hợp các thuốc kỵ nước, vỏ bao 

gồm các polyme ưa nước giúp ổn định các mixen và bảo vệ các thuốc khỏi môi 

trường sinh lý của cơ thể [26]. Các polymeric micell có nhiều ưu điểm như kích 

thước nhỏ, khả năng nạp thuốc cao, độ ổn định cấu trúc cao và khả dụng sinh học 

tốt. Sahini và cộng sự đã sử dụng polyme PLA để điều chế các vi cầu PLA–PEG–

PLA có chứa paclitaxel [24]. Các vi cầu đã được chuẩn bị có kích thước đồng đều 

và có cấu trúc xốp bên trong giúp thúc đẩy quá trình giải phóng thuốc. Tỷ lệ giải 

phóng in vitro đạt 49% trong một tháng, kéo dài thời gian tác dụng của thuốc trong 

cơ thể và nâng cao hiệu quả của thuốc. Hệ phân phối thuốc giải phóng kéo dài này 

tránh được nồng độ thuốc tại chỗ không ổn định do giải phóng thuốc, từ đó nâng 

cao hiệu quả điều trị. 

Polyethylene glycol (PEG) là polyme phân hủy sinh học, tương thích sinh học, 

khả năng nạp thuốc cao, làm tăng thời gian bán thải của thuốc. PEG là polyme ưa 

nước phổ biến nhất, dễ biến đổi bề mặt và đã được sử dụng để biến đổi tính kỵ nước 

của PLA thành dạng copolyme lưỡng cực PLA–PEG. Các nhóm hydroxyl cuối 

mạch có thể đóng vai trò là chất khơi mào cho quá trình trùng hợp lactide, để tổng 

hợp copolyme (Hình 1.2). Nhiệt độ lý tưởng để tổng hợp copolyme PLA–PEG là từ 

180 đến 190°C, nếu không sản phẩm sẽ chuyển sang màu nâu sẫm hoặc phản ứng 

không xảy ra. Hơn nữa, tính chất cơ học của copolyme PLA–PEG phụ thuộc vào 

thành phần của polyme. Nhờ các đặc tính hóa lý và sinh học khác, như không độc 

hại và làm giảm sự hấp thu của hệ thống lưới nội mô sau khi tiêm tĩnh mạch, nên 
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copolyme PLA–PEG đã được sử dụng rộng rãi làm chất mang thuốc trong điều trị 

ung thư [27]. Nhóm nghiên cứu của Stefani và cộng sự đã tổng hợp copolyme 

PLA–PEG bằng cách sử dụng phản ứng trùng hợp mở vòng anion thay thế với butyl 

lithium, natri alkoxide và kali alkoxide [28]. Quá trình này được thực hiện thông 

qua phản ứng trùng hợp mở vòng anion thông qua axit lactic và ethylene oxit, sử 

dụng chất khơi mào là propanol 3,3-diethoxy-kali. Luận án của TS. Phan Quốc 

Thông và Đề tài của GS.TSKH. Nguyễn Xuân Phúc (Viện Khoa học vật liệu) đã 

tổng hợp copolyme PLA-PEG bằng phản ứng mở vòng trùng ngưng axit lactic với 

polyethylene glycol với sự có mặt của xúc tác thiếc (II) 2-ethylhexanoat [29]. 

Copolyme PLA-PEG tạo thành với các tỷ lệ thành phần PLA:PEG (w/w) khác nhau 

được sử dụng để bọc hạt nano Fe3O4 và mang thuốc Curcumin, ứng dụng trong chẩn 

đoán và điều trị ung thư. Tỷ lệ PLA:PEG có thể điều chỉnh kích thước hạt của hạt 

nano khi mang thuốc. Kích thước khác nhau của copolyme PLA-PEG mang thuốc 

sẽ làm cho hệ nano bị phân hủy hoặc khuếch tán ở các tốc độ khác nhau, dẫn đến sự 

giải phóng thuốc khác nhau. Khi tỷ lệ PLA:PEG tăng lên, hiệu suất mang thuốc và 

độ hòa tan của curcumin được cải thiện đáng kể. Khi tỷ lệ PLA:PEG giảm thì hiệu 

suất mang thuốc curcumin vẫn còn 50%. Hiệu suất mang thuốc đạt khoảng 90% khi 

tỷ lệ PLA:PEG tăng từ 1:3 lên 3:1. Tuy nhiên, tốc độ giải phóng curcumin lại giảm 

[30]. 

 

Hình 1.2. Phản ứng tổng hợp copolyme PLA-PEG [30] 

Ngoài ra, các PLA biến tính như PLGA (Polylactoglycolic acid) thường được 

sử dụng trong các hệ thống phân phối thuốc. Sự kết hợp giữa axit lactic (LA) với 

axit glycolic (GA) tạo ra copolyme PLGA, một trong những chất mang được sử 

dụng nhiều nhất trong lĩnh vực dược phẩm. Copolyme PLGA có khả năng phân hủy 

sinh học, tính tương thích sinh học, hình thái, kích thước hạt và đặc tính giải phóng 

thuốc được duy trì trong các hệ dẫn thuốc nano. Các đặc tính polyme của PLGA, 

chẳng hạn như nhiệt độ thủy tinh hóa (Tg) và tốc độ phân hủy, cũng có thể được 
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điều chỉnh bằng cách thay đổi tỷ lệ hàm lượng LA:GA [31]. Hiện tại, khoảng 20 sản 

phẩm dựa trên PLGA có sẵn trên thị trường đã được Cục Quản lý Thực phẩm và 

Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) và Cơ quan Dược phẩm Châu Âu (EMA) phê duyệt, và 

được sử dụng làm chất mang thuốc, protein và nhiều đại phân tử trong các ứng dụng 

điều trị [24]. Nhóm nghiên cứu của Jia và cộng sự đã sử dụng copolyme PLGA để 

bọc oxit sắt Fe3O4, sau đó mang thuốc Doxorubicin (DOX) bên trong để tạo thành 

chất mang nanocompozit [32]. PLGA giúp duy trì độ nhạy cao của Fe3O4 với từ 

trường bên ngoài, do đó hệ nano này đạt được mục tiêu từ tính. Thuốc này cũng có 

hoạt tính chống ung thư tốt. Hơn nữa, các hệ dẫn thuốc nano sử dụng polyme PLGA 

thường được điều chế bằng cách sử dụng các chất nhũ hóa hóa học như poly (vinyl 

achohol) (PVA). Tuy nhiên, chất này có nhược điểm là hiệu quả nhũ hóa thấp, có 

tác dụng phụ và khó rửa trôi trong quá trình chế tạo. Thay vào đó, d-α-tocopheryl 

polyethylene glycol 1000 succinate (vitamin E TPGS hay gọi đơn giản là TPGS) có 

hiệu suất nhũ hóa cao (cao gấp 67 lần so với PVA). Nó cũng cải thiện đáng kể hiệu 

suất nano hóa thuốc (đạt được tới 100% EE), tăng cường sự hấp thu tế bào của các 

hạt nano, và do đó làm tăng tỷ lệ tiêu diệt tế bào ung thư [22].  

TPGS là một loại PEGylated-vitamin E được hình thành bằng cách ester hóa 

vitamin E succinate với PEG. TPGS là một dẫn xuất hòa tan trong nước của vitamin 

E tự nhiên, có chỉ số cân bằng dầu - nước (hydrophile–lipophile balance, HLB) là 

∼13 [33]. Do đó, TPGS có đặc tính tăng cường khả năng hòa tan của hợp chất 

lipophilic trong môi trường nước thông qua quá trình nhũ hóa. Sự thay đổi độ dài 

chuỗi PEG trong TPGS sẽ làm thay đổi số HLB của nó. Ví dụ: TPGS bao gồm PEG 

200, PEG 1000 và PEG 2000 có chỉ số cân bằng dầu-nước HLB lần lượt là 9, 13 và 

16. Cấu trúc hóa học của TPGS tương tự như các polyme lưỡng cực khác bao gồm 

đuôi alkyl kỵ nước và phần đầu ưa nước (Hình 1.3a). Cấu trúc cồng kềnh và đặc 

điểm diện tích bề mặt lớn làm cho nó trở thành chất nhũ hóa tuyệt vời [34].  

TPGS thường có trọng lượng phân tử là 1513 g/mol, nồng độ mixen tới hạn 

(critical micelle concentration) là 0,02% trọng lượng và giá trị HLB là 13,2. Các 

nhóm hóa học cũng có thể được thêm vào TPGS để thay đổi tính chất của chúng sao 

cho có thể sử dụng các nhóm chức năng cần thiết để liên kết các phối tử trên bề mặt 

[35]. Một số nghiên cứu đã sử dụng TPGS-COOH để chế tạo các hệ dẫn thuốc nano 
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có nhóm chức -COOH có thể kết hợp với các kháng thể đơn dòng đặc hiệu thông 

qua các thụ thể nhất định, chẳng hạn như cetuximab để hướng đích EGFR và 

bevacizumab cho VEGF [36]. Trong một nghiên cứu khác, Viswanadh và cộng sự 

đã chế tạo TPGS-SH bằng cách cho TPGS–COOH phản ứng với 4-aminothiophenol 

với sự có mặt của các chất liên kết ngang carbodiimide (EDC/NHS) [37]. TPGS-SH 

đã điều chế được sử dụng để tổng hợp các hệ nano nhạy cảm với các quá trình oxi 

hóa khử. Li và cộng sự đã điều chế TPGS-NH2 bằng cách phản ứng với 

triethylamine trong sự có mặt của p-toluenesulfonyl clorua [38]. TPGS-NH2 thu 

được sau đó được liên hợp với axit folic với sự có mặt của EDC/NHS để tạo ra 

TPGS-Folic. 

 

Hình 1.3. (a) Cấu trúc phân tử của TPGS và các hạt nano mang thuốc có hoặc 

không có TPGS; (b) cơ chế tế bào của TPGS ức chế P-gp [36] 

Hơn nữa, các nghiên cứu cho thấy việc sử dụng đồng thời vitamin E TPGS có 

thể tăng cường độc tính tế bào, ức chế tình trạng kháng đa thuốc qua trung gian P-

glycoprotein (Hình 1.3b) và tăng sinh khả dụng đường uống của thuốc chống ung 

thư [36]. TPGS sở hữu những ưu điểm của cả PEG và vitamin E, bao gồm khả năng 

thoát khỏi sự nhận biết và loại bỏ của các đại thực bào của hệ lưới nội mô 

(Reticuloendothelial system, RES), dẫn đến thời gian bán thải dài do sự hiện diện 

của PEG. Đồng thời, sự có mặt của vitamin E tạo điều kiện thuận lợi cho sự hấp thu 

tế bào của các chất mang nano liên quan đến TPGS [36]. Do vậy, TPGS còn được 

sử dụng để tổng hợp copolyme PLA-TPGS làm chất mang thuốc trong các hệ dẫn 
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thuốc nano, có thể có tác dụng tự nhũ hóa (không cần chất nhũ hóa cho công thức 

hạt nano) và đạt được hiệu suất mang thuốc cao và đặc tính giải phóng thuốc mong 

muốn, như được trình bày trong mục 1.2.2 dưới đây. 

1.2.2. Copolyme PLA-TPGS 
Copolyme là loại polyme cấu tạo từ hai hoặc nhiều loại monome khác nhau, 

được hình thành bằng cách trùng hợp hỗn hợp các monome có cấu trúc hóa học 

khác nhau. Copolyme có thể có nhiều đặc tính khác nhau như độ bền, tính linh hoạt 

và khả năng chống nước, tùy thuộc vào thành phần của chúng [39]. Hệ dẫn thuốc 

nano dựa trên copolyme có ứng dụng quan trọng đối với phương pháp điều trị ung 

thư. Copolyme làm tăng khả năng hòa tan của thuốc kỵ nước, giúp tiêm tĩnh mạch 

dễ dàng hơn. Copolyme được tổng hợp từ quá trình đồng trùng hợp, có khả năng 

làm tăng độ tan trong nước của thuốc bằng cách bao bọc trong lõi là thành phần kỵ 

nước, và vỏ là phần ưa nước. Tính ưa nước của vỏ mang lại những lợi ích khác, ổn 

định hơn trong hệ tuần hoàn. Hơn nữa, nó làm tăng khả năng tích lũy thuốc tại vị trí 

khối u. Copolyme lưỡng cực có khả năng cải thiện khả năng hòa tan trong nước của 

thuốc kỵ nước lên 5000 lần [40].  

Trong số các copolyme, PLA–TPGS, đã thu hút được nhiều sự chú ý trong 

ứng dụng phân phối thuốc điều trị ung thư. Copolyme PLA-TPGS là một loại 

copolyme lưỡng cực được sử dụng làm chất mang trong các hệ dẫn thuốc nano 

nhằm làm tăng khả năng sự hấp thu tế bào nhờ đặc tính cân bằng kỵ nước - ưa nước 

và tránh được sự đào thải của hệ thống lưới nội mô [34]. Copolyme PLA-TPGS có 

thể được tổng hợp bằng phản ứng trùng hợp mở vòng hoặc liên hợp đơn giản PLA 

với TPGS. Copolyme thu được có thể mang lại các tính chất đặc biệt của TPGS để 

khắc phục những hạn chế của PLA, và đã được áp dụng rộng rãi để phân phối thuốc 

chống ung thư. Nghiên cứu của Si-Shen Feng và cộng sự đã tổng hợp copolyme 

PLA-TPGS bằng phản ứng trùng hợp mở vòng với thiếc octoate làm chất xúc tác 

[41]. Đầu hydroxyl của TPGS đóng vai trò là chất khởi đầu để phân cắt có chọn lọc 

chuỗi acyl-oxy của lactide (Hình 1.4). Copolyme PLA-TPGS sau đó được sử dụng 

để nano hóa Paclitaxel bằng phương pháp bay hơi dung môi mà không cần chất nhũ 

hóa. PLA-TPGS có thể làm tăng đáng kể hiệu suất nano hóa thuốc (89% đối với các 

hạt nano có hàm lượng thuốc là 5%) và đạt được giải phóng thuốc nhanh hơn nhiều 
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so với các hạt nano PLGA để đáp ứng nhu cầu điều trị. Hệ nano thu được có kích 

thước khoảng 300 nm và phân bố kích thước hẹp. Sự giải phóng thuốc từ các hạt 

nano PLA-TPGS là hai pha với pha ban đầu là 17% trong ngày đầu tiên, sau đó là 

pha duy trì với mức giải phóng 51% sau 31 ngày.  

 

Hình 1.4. Cơ chế tổng hợp copolyme PLA-TPGS [41] 

Nhóm nghiên cứu của PGS.TS. Hà Phương Thư tại Viện Khoa học vật liệu đã 

tổng hợp copolyme PLA-TPGS bằng phản ứng trùng hợp mở vòng monome lactide 

và TPGS, trên cơ sở tối ưu hóa tỷ lệ w/w giữa PLA và TPGS [42]. Trong đó, hệ 

nano sử dụng copolyme có tỷ lệ PLA:TPGS  =  3:1 w/w đạt hiệu suất nano hóa cao 

nhất với Curcumin là 80,1% và Paclitaxel đạt 82,6%. Tuy nhiên, tỷ lệ này không 

dẫn đến độc tính trên tế bào ung thư cao hơn của hệ nano. Hệ nano trên cơ sở 

copolyme có tỷ lệ PLA:TPGS  =  1:1 w/w lại là hệ nano đạt hiệu quả nhất trên tất cả 

các dòng tế bào ung thư, đặc biệt là trên dòng tế bào HepG2 và HeLa. Kết quả thú 

vị này có thể được giải thích bởi ba lý do. Một là kích thước nhỏ hơn giúp hệ nano 

từ copolyme PLA-TPGS có tỷ lệ PLA:TPGS  =  1:1 w/w dễ dàng hấp thu vào tế bào 
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hơn. Hai là tốc độ giải phóng Curcumin và Paclitaxel nhanh hơn do tỷ lệ TPGS ưa 

nước cao có thể cho thấy tác dụng nhanh hơn trên các tế bào ở điều kiện thí nghiệm 

(xử lý trong 48 giờ). Nguyên nhân cuối cùng và quan trọng nhất có thể là do khả 

năng tương thích sinh học giữa hệ nano và tế bào nhờ thành phần TPGS ưa nước 

cao hơn ở tỷ lệ PLA:TPGS  =  1:1 w/w [42]. 

Các nghiên cứu đã cho thấy copolyme PLA–TPGS có thể đạt được kích thước 

và phân bố kích thước hạt nano mong muốn, hiệu suất nano hóa thuốc cao, kiểm 

soát động học giải phóng thuốc, hấp thu tế bào in vitro cao và hiệu quả gây độc tế 

bào được cải thiện rõ rệt sau khi giải phóng thuốc. Các hệ nano PLA-TPGS-

Paclitaxel có đường kính 200–300 nm, có khả năng mang thuốc cao (~10%) và hiệu 

suất nano hóa thuốc cao (~80%). Hiệu quả điều trị in vivo cao cũng được chứng 

minh bằng thời gian bán hủy gấp 27,4 lần và diện tích dưới đường cong (AUC) gấp 

1,34 lần cũng như hiệu quả tốt hơn nhiều trong mô hình khối u xenograft và khả 

năng phân phối sinh học mong muốn hơn so với Taxol® [43]. Một lần sử dụng có 

thể cung cấp liệu pháp duy trì trong 340 giờ so với chỉ 22 giờ đối với Taxol. Nhóm 

nghiên cứu của Gan và cộng sự đã chế tạo hệ nano docetaxel trên copolyme PLA-

TPGS có đường kính 240 nm và hiệu suất nano hóa đạt 85,0%. Giá trị IC50 sau 24 

giờ ủ trên tế bào ung thư chỉ là 5,85 μg/mL so với 10,38 μg/mL của Taxotere®. 

Thời gian bán thải dài hơn 20,1 lần và giá trị AUC lớn hơn 3,44 lần so với Taxotere. 

Một liều có thể duy trì hiệu quả trong 360 giờ, so với Taxotere chỉ 25 giờ [44]. 

Hệ dẫn thuốc nano polydopamine liên hợp galactosamine được bọc bởi 

copolyme PLA-TPGS cho thấy hoạt tính chống ung thư hiệu quả hơn so với nhóm 

đối chứng [45]. Nhóm nghiên cứu của Zhang và cộng sự đã tổng hợp copolyme 

PLA-SS-TPGS nhạy cảm oxi hóa khử với liên kết disulfide giữa PLA và TPGS để 

thực hiện quá trình phân tách polyme có tính khử để phân tách TPGS dưới nồng độ 

GSH nội bào cao [46]. TPGS sau khi phân ly có hoạt tính ức chế P-gp, giúp tăng 

cường tích lũy thuốc nội bào, tăng quá trình apoptosis của tế bào và gây ra tác dụng 

hiệp đồng ức chế và tiêu diệt khối u.  

Ngoài ra, copolyme PLA-TPGS có thể được sử dụng làm chất mang trong các 

hệ dẫn thuốc nano đa chức năng. Nhóm nghiên cứu của Feng và cộng sự đã chế tạo 

hệ nano đa chức năng trên nền chất mang PLA-TPGS pha trộn với TPGS, bao gồm 
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thuốc hóa trị liệu DTX, liệu pháp sinh học và tác nhân nhắm đích của Herceptin và 

liệu pháp tăng thân nhiệt bằng oxit sắt [47]. Các hạt nano đa chức năng cho thấy tác 

dụng chống ung thư hiệp đồng so với phương pháp điều trị riêng lẻ hoặc phương 

thức kép tương ứng. Wang và cộng sự đã sử dụng copolyme PLA-b-TPGS bọc 

porphyrin cho liệu pháp quang-hóa trị kết hợp, đạt được tác dụng hiệp đồng chống 

lại tế bào ung thư cổ tử cung HeLa [48]. Hóa trị thường bao gồm hai hoặc nhiều loại 

thuốc được tiêm vào vật chủ trong cùng một thời điểm. Quá trình chuyển hóa của 

một loại thuốc có thể bị thay đổi bởi một hoặc nhiều loại thuốc khác, dẫn đến sự 

kháng thuốc [49]. Copolyme PLA-TPGS mang thuốc có khả năng làm giảm sự 

kháng thuốc giữa Docetaxel và Tamoxifen. Các hệ dẫn thuốc nano có thể xảy ra sự 

giải phóng thuốc được kiểm soát nội bào để có hoạt tính chống ung thư hiệu quả 

[50]. 

Như vậy, copolyme PLA-TPGS đã được chứng minh là loại chất mang hiệu 

quả cho nhiều loại thuốc hoá trị ung thư. Tuy nhiên, việc mang đồng thời hạt Fe3O4, 

thuốc Doxorubicin và tác nhân huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5 lên 

copolyme này còn chưa được thực hiện. 

1.3. Hệ dẫn thuốc nano polyme mang Fe3O4 
Các hạt nano oxit sắt Fe3O4 NPs có tính chất từ độc đáo, tương thích sinh học, 

đã và đang được nghiên cứu nhiều trong chẩn đoán và điều trị ung thư. Hạt nano 

Fe3O4 có thể được tổng hợp bằng nhiều phương pháp khác nhau, sau đó có thể được 

biến đổi bề mặt bằng các vật liệu tương thích sinh học hoặc được bao bọc bởi 

polyme hoặc copolyme trong các ứng dụng y sinh với nhiều chức năng khác nhau. 

1.3.1. Chức năng tăng độ tương phản trong chụp ảnh cộng hưởng từ hạt nhân 
MRI  

Trong các ứng dụng tiềm năng thì ứng dụng các hạt nano Fe3O4 làm tác nhân 

tăng tương phản chụp ảnh cộng hưởng từ hạt nhân (Magnetic resonance imaging, 

MRI) đã sớm được phát triển thành thương phẩm. MRI là một kỹ thuật hình ảnh 

không xâm lấn, sử dụng sự hồi phục của các proton nước trong cơ thể để tạo ra hình 

ảnh chụp cắt lớp ba chiều (3D). Phương pháp này tạo điều kiện thuận lợi trong chẩn 

đoán, theo dõi điều trị bệnh, cho quá trình phân biệt giữa mô khỏe mạnh và mô 

bệnh [51].  
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Chụp cộng hưởng từ MRI dựa trên nguyên tắc cộng hưởng từ hạt nhân 

(nuclear magnetic resonance, NMR), một kỹ thuật được sử dụng để thu được thông 

tin vật lý và hóa học vi mô về các phân tử. MRI dựa trên sự hấp thụ và phát xạ năng 

lượng trong dải tần số vô tuyến (Radio frequency, RF) của phổ điện từ. Nó tạo ra 

hình ảnh dựa trên sự thay đổi không gian về pha và tần số của năng lượng RF được 

vật thể chụp ảnh hấp thụ và phát ra [52]. Một số nguyên tố như 1H, 16O, 17O, 19F, 
23Na và 31P là những nguyên tố tiềm năng để tạo ra hình ảnh cộng hưởng từ MRI. 

Cơ thể con người chủ yếu là chất béo và nước, cả hai đều có nhiều nguyên tử hydro, 

nên cơ thể con người có khoảng 63% nguyên tử hydro. Do đó, hình ảnh MRI chủ 

yếu được ghi lại từ tín hiệu NMR của hạt nhân hydro có rất nhiều trong cơ thể con 

người. Hạt nhân hydro (proton) hoạt động giống như những thanh nam châm nhỏ, 

có cực bắc và cực nam nằm trong từ trường. Momen từ của một proton là cực kỳ 

nhỏ và không thể phát hiện được. Khi không có từ trường bên ngoài, một nhóm 

proton sẽ có sự định hướng ngẫu nhiên của momen từ. Khi được đặt trong từ trường 

ngoài, các proton sắp xếp lại, dẫn đến một momen từ có thể đo được theo hướng 

của từ trường ngoài. Bằng cách áp dụng các xung RF, hình ảnh có thể được tạo ra 

dựa trên sự khác biệt về tín hiệu từ các nguyên tử hydro trong các loại mô khác 

nhau [53].  

Trong từ trường tĩnh (B0), momen từ của các proton nước sắp xếp song song 

và phản song song với từ trường B0 với tổng quần thể spin song song là 0,001%. 

Proton ròng này dọc theo B0 bắt đầu tiến động xung quanh B0 với momen từ thuần 

là MZ và ở tần số góc là ω0 = γB0 (γ = 2,67 × 108 rad/s·T trong 1H). Hơn nữa, sự 

chiếu xạ của xung tần số vô tuyến RF vuông góc với B0, gây nên kích thích cộng 

hưởng dẫn đến sự gia tăng từ hóa ngang [54]. Từ hóa ngang (Mxy) tăng lên và bắt 

đầu tuế sai trong mặt phẳng ngang. Khi ngắt từ trường (xung RF), Mxy dần dần trở 

lại trạng thái cân bằng ban đầu. Quá trình hồi phục spin như vậy liên quan đến hai 

con đường khác nhau: (a) sự phục hồi Mz, xảy ra khi năng lượng bị mất từ trạng thái 

kích thích ra môi trường xung quanh và được gọi là sự hồi phục mạng spin, và (b) 

phân rã Mxy, xảy ra khi quá trình quay proton trên mặt phẳng xy làm mất sự kết hợp 

pha do tương tác spin-spin (Hình 1.5a). Các quá trình này có thể được mô tả như 

các phương trình sau [55]. 

𝑀𝑀𝑧𝑧 =  𝑀𝑀0 (1 − 𝑒𝑒−𝑡𝑡/𝑇𝑇1)   (1.1) 
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𝑀𝑀𝑥𝑥𝑥𝑥 =  𝑀𝑀0 (𝑒𝑒−𝑡𝑡/𝑇𝑇2)        (1.2) 

trong đó T1 là thời gian để Mz phục hồi đến 63% giá trị cân bằng sau khi áp 

dụng xung RF. Do đó, hình ảnh MRI có thể được cải thiện bằng cách giảm thời gian 

hồi phục dọc T1, mang lại độ tương phản sáng trong hình ảnh thu được (Hình 1.5b). 

Trong khi T2 là thời gian cần thiết để Mxy giảm xuống 37% giá trị từ hóa ban đầu 

trong các quá trình hồi phục này (Hình 1.5c). 

Tốc độ hồi phục R1, R2 là đại lượng nghịch đảo của thời gian hồi phục T1 và 

T2 tương ứng. Tốc độ hồi phục là thước đo của tương tác momen từ hạt nhân hydro 

trong mô tế bào với môi trường từ xung quanh. Khi dùng các chất tăng tương phản, 

tốc độ hồi phục R1, R2 sẽ thay đổi. Đại lượng đặc trưng cho độ ảnh hưởng này đối 

với mỗi chất tăng tương phản gọi là độ hồi phục (relaxivity), tương ứng là r1 và r2. 

Trong phần lớn các trường hợp, tốc độ hồi phục R1, R2 phụ thuộc một cách tuyến 

tính vào độ hồi phục của chất tăng tương phản theo công thức: 

𝑅𝑅1,2 =  1
𝑇𝑇1,2

=  𝑅𝑅𝑂𝑂1,2 + 𝑟𝑟1,2.𝐶𝐶                 (1.3) 

trong đó: Ro1,2 (s-1) – tốc độ hồi phục khi không có chất tương phản, r1,2 (mM-1s-1) – 

hằng số độ hồi phục, C (mM) – nồng độ chất tương phản. 

 
Hình 1.5. (a) Trạng thái cân bằng từ hóa sau khi hồi phục spin; (b) quá trình từ hóa 

dọc (T1) và (c) ngang (T2) [56] 
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Hiện nay, các chất tương phản MRI đã trở thành một phần không thể thiếu 

trong quy trình MRI để chẩn đoán một số bệnh. Vì việc bổ sung chúng trong nhiều 

trường hợp giúp cải thiện độ nhạy và độ đặc hiệu, do đó giúp phân biệt tốt hơn các 

mô bệnh lý. Các chất tương phản được sử dụng để cải thiện hình ảnh MRI của các 

mô và cơ quan bằng cách thay đổi thời gian hồi phục của các proton nước. Do đó, 

thay đổi cường độ tín hiệu ở các vùng cơ thể nơi tác nhân được kết hợp [57]. Chất 

tương phản MRI thường rút ngắn tốc độ của tất cả các quá trình hồi phục. Tuy 

nhiên, mỗi chất chủ yếu ảnh hưởng đến một trong số các quá trình hồi phục này. 

Các chất tương phản chủ yếu rút ngắn thời gian hồi phục của thành phần dọc của từ 

hóa được gọi là T1 (chất tương phản dương), trong khi chất tương phản T2 (chất 

tương phản âm) chủ yếu làm giảm thời gian hồi phục của thành phần ngang [2]. 

Thông thường, hai thông số chính được sử dụng để đánh giá hiệu quả của chất 

tương phản: độ hồi phục dọc (r1), độ hồi phục ngang (r2), và tỷ lệ r2/r1. Ở đây, giá trị 

của r1 hoặc r2 liên quan đến khả năng tăng cường tín hiệu của chất tương phản, 

trong khi tỷ lệ r2/r1 được sử dụng để xác định loại mà chất tương phản phù hợp, tức 

là dương (T1) hoặc âm (T2). Nói chung, chất tương phản có tỷ lệ r2/r1 thấp (<5) 

được phân loại là chất tương phản T1, trong khi chất tương phản có tỷ lệ r2/r1 lớn 

hơn (>10) được phân loại là chất tương phản T2 [58].  

Các chất tương phản thuận từ (ví dụ: các hợp chất chứa gadolinium) tăng 

cường độ tương phản MRI bằng cách rút ngắn T1 và làm sáng mô bệnh trên hình 

ảnh có trọng T1 (T1-weighted, T1W). Ngược lại, các chất siêu thuận từ và sắt từ 

được gọi là chất tương phản âm. Các mô bị bệnh tích tụ chất tương phản trông tối 

hơn trên hình ảnh trọng T2 (T2-weighted, T2W). Hạt nano Fe3O4 đang được nghiên 

cứu như một tác nhân tương phản T2 do sự kết hợp của các đặc tính siêu thuận từ, 

đáp ứng nhanh với từ trường ngoài, khả năng phân hủy sinh học và khả năng tương 

thích sinh học [59]. 

Tuy nhiên, hạt nano Fe3O4 dễ dàng bị kết tụ. Do đó, để làm tăng độ ổn định và 

khả năng ứng dụng của hạt nano Fe3O4, Fe3O4 được bọc bằng các polyme tương 

thích sinh học như dextran, latex, polyethylene glycol, polyvinylpyrrolidone-iodine, 

poly(axit aspartic), … Trên thị trường, Ferumoxide và Ferucarbotan từng là hai 

công thức thương mại hóa phổ biến của hạt nano Fe3O4 được sử dụng làm chất 
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tương phản âm. Ferumoxide còn được gọi là Feridex® ở Mỹ (từ Berlex, Mỹ) và 

Endorem® 19 ở Châu Âu (từ Guerbet, Pháp) [59]. Ferumoxide là chế phẩm Fe3O4 

với lớp phủ dextran (Mw thấp), có kích thước hạt tổng thể dao động từ 120 đến 180 

nm. Độ hồi phục ngang (r2) và độ hồi phục dọc (r1) lần lượt là ~98 và ~24 mM-1s-1 

[60]. Ferucarbotan còn được gọi là Resovist® được phát triển bởi Schering AG, 

Đức. Hạt nano Fe3O4 của Resovist được phủ bởi carboxydextrane và kích thước hạt 

tổng thể dao động từ 45 đến 60 nm, nhỏ hơn nhiều so với hạt Ferumoxide. Giá trị r2 

và r1 lần lượt là ~150 và 25 mM-1s-1 [54]. 

 

Hình 1.6. Khả năng tăng tương phản hình ảnh chụp cộng hưởng từ của hệ nano 

Fe3O4@PMAO ở chế độ trọng T2 (AXIAL) trên khối u chuột sau khi tiêm trực tiếp 

khối u, TE= 91 ms, TR =3970 ms trên chuột. (a) Không tiêm; (b) ngay sau tiêm; (c) 

sau 15 phút; (d) sau 30 phút [61] 

Luận án của TS. Lê Thế Tâm và Đề tài của GS.TS. Trần Đại Lâm (Viện Kỹ 

thuật nhiệt đới) đã khảo sát khả năng tăng độ tương phản MRI của hạt nano Fe3O4 

bọc chitosan (Fe3O4@CS) và poly (maleic anhydride-alt-1-octadecene) 

(Fe3O4@PMAO) [61]. Độ hồi phục của hai hệ nano này có giá trị r2 tương ứng 

127,15 và 151,99 mM-1s-1 ở từ trường 1,5 T, cao hơn so với mẫu thương phẩm 
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Resovist. Hình ảnh MRI trên môi trường có nồng độ muối khác nhau cho thấy 

Fe3O4 bọc polyme cho độ tương phản tốt hơn ở T2 và cường độ tín hiệu tốt ngay tại 

môi trường có nồng độ muối cao (200 mM). Khi tiêm vật liệu nano Fe3O4@PMAO 

vào tĩnh mạch chuột, sau 24 giờ tiêm, hình ảnh chụp MRI của khối u cũng được 

tăng độ tương phản. Tuy nhiên, khi tiêm trực tiếp vật liệu nano này vào khối u 

(Hình 1.6), độ tương phản trong ảnh chụp MRI của khối u cao hơn so với trường 

hợp tiêm tĩnh mạch trong thời gian ngắn. 

Trong các thử nghiệm in vivo, sau khi tiêm vào tĩnh mạch, hạt nano Fe3O4 sẽ 

bị liên hợp với protein huyết tương hoặc opsonin hóa, trong bước đầu tiên để các 

đại thực bào của hệ lưới nội mô (RES) đào thải khỏi cơ thể. Do vậy, để ứng dụng 

trong chụp ảnh MRI, việc tránh hấp thu RES làm tăng thời gian bán thải của hạt 

nano Fe3O4 trong máu rất quan trọng. Vì thời gian lưu thông máu tăng sẽ tối đa hóa 

khả năng Fe3O4 phân bố được tới khối u hoặc mô đích của chúng [62]. Sử dụng 

polyme để bọc hạt nano Fe3O4 là một kỹ thuật phổ biến để tránh hiện tượng opsonin 

hóa và sự nhận diện của hệ thống lưới nội mô. Các polyme thường được sử dụng 

cho mục đích này là các polyme ưa nước như polyme poly(ethylene glycol) (PEG), 

alginate, carboxymethyl cellulose,.... Các polyme này có thể được bọc trên bề mặt 

Fe3O4 bằng liên kết hydro, lực tĩnh điện hoặc thông qua liên kết giả cộng hóa trị 

(pseudo-covalent bonding) [63]. 

 

Hình 1.7. (a) Hình ảnh MRI ở chế độ trọng T2 của vật liệu Fe3O4@Alginate trong 

môi trường nước với nồng độ Fe khác nhau (0 - 0,45 mM); (b) độ hồi phục ngang 

và hồi phục dọc của vật liệu Fe3O4@Alginate [64] 
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Nghiên cứu của Nazeer và cộng sự đã chế tạo hạt nano Fe3O4 bằng phương 

pháp đồng kết tủa và bọc bằng polyme alginate [64]. Vật liệu nano Fe3O4 sau khi 

bọc thể hiện tính chất siêu thuận từ với kích thước trung bình 40 nm và giá trị từ độ 

bão hòa Ms = 53 emu/g, giá trị độ hồi phục ngang r2 là 117,84 mM-1s-1 và tỷ lệ r2/r1 

= 30,53 ở từ trường 1,5 T (Hình 1.7), cho thấy khả năng tăng độ tương phản ảnh 

MRI. Nhóm nghiên cứu của PGS.TS. Hà Phương Thư và TS. Lê Thị Thu Hương 

cùng các cộng sự tại Viện Khoa học vật liệu đã chế tạo vật liệu nano đa chức năng 

bằng cách bọc đồng thời các hạt nano Fe3O4 và các chấm lượng tử CdTe (QDs) 

bằng polyme alginate [65]. Polyme alginate mang lại khả năng tương thích sinh học 

và độ ổn định cao (thế Zeta −49,1 mV) và có thể nano hóa thuốc trị ung thư 

Doxorubicin (Dox) trong vật liệu nano. Ở từ trường 7 T, vật liệu nano Fe3O4-CdTe-

Doxorubicin-alginate (FAQD) có giá trị r2 = 218,48 mM-1s-1 và tỷ lệ r2/r1 = 243, và 

hình ảnh T2 MRI in vivo có độ tương phản cao. Trong 24 giờ đầu tiên sau khi tiêm, 

các hạt nano khuếch tán khắp khối u, đồng thời chúng tập trung xung quanh khối u 

sau 72 giờ.  

 

Hình 1.8. (a) Độ tương phản ảnh MRI theo chế độ trọng T2 của hệ nano 

Fe3O4@PLA-PEG; (b) hình ảnh MRI theo chế độ trọng T2 khi tiêm trực tiếp 

Fe3O4@PLA-PEG vào khối u rắn dưới da chuột [29] 

Nghiên cứu khác của Sitthichai và cộng sự đã sử dụng polyme carboxymethyl 

cellulose (CMC) bọc hạt nano Fe3O4 [66]. Vật liệu nano CMC-Fe3O4 thu được với 

phân bố kích thước 9,6–10,1 nm, có độ hồi phục ngang r2 = 543,3 mM-1s-1, cho hình 

ảnh MRI có độ tương phản cao trong môi trường chứa tế bào HepG2. Luận án của 
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TS. Phan Quốc Thông và Đề tài của GS.TSKH. Nguyễn Xuân Phúc (Viện Khoa học 

vật liệu) đã sử dụng copolyme PLA-PEG bọc hạt nano Fe3O4 (Fe3O4@PLA-PEG) 

và mang thuốc Curcumin (Fe3O4@PLA-PEG/Cur) có giá trị độ hồi phục ngang r2 = 

364,75 mM-1s-1 và 228,74 mM-1s-1 tương ứng ở từ trường 3 T [29]. Khi tiêm 

Fe3O4@PLA-PEG trực tiếp vào khối u rắn với liều 50 μg/0,5 cm3 khối u, cho phép 

quan sát khối u trên hình ảnh MRI. Ở liều tiêm cao hơn (250 μg/0,5 cm3 khối u), tín 

hiệu hình ảnh MRI có độ tương phản rõ rệt, cho thấy hệ nano Fe3O4@PLA-PEG 

phân tán trong toàn bộ khối u sau 15 phút tiêm (Hình 1.8).  

Như vậy, hạt nano Fe3O4 bọc polyme/ copolyme đã cho thấy khả năng làm 

tăng độ tương phản trong chụp ảnh cộng hưởng từ MRI. Các nghiên cứu trên đã xác 

định độ hồi phục r1, r2 và khảo sát khả năng tăng độ tương phản MRI theo chế độ 

trọng T2 bằng cách định tính trên hình ảnh in vivo.  

Trong luận án này, sau khi xác định độ hồi phục r1, r2, chúng tôi định lượng tín 

hiệu hình ảnh MRI in vivo trên mô hình chuột được gây khối u đại tràng CT26 bằng 

phương pháp %I0,25, nhằm đánh giá khả năng tăng độ tương phản và hướng đích thụ 

động tới vị trí khối u của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng mang hạt nano Fe3O4. 

1.3.2. Chức năng nhiệt từ trị 
Hạt nano oxit sắt từ Fe3O4 còn có chức năng như một tác nhân điều trị tăng 

thân nhiệt dưới tác dụng của từ trường ngoài. Nhiệt từ trị (hyperthermia) là một loại 

liệu pháp nhiệt làm cho mô cơ thể tiếp xúc với nhiệt độ cao. Người ta đã chứng 

minh rằng nhiệt độ cao, thường trên 42°C, có thể làm tổn thương và tiêu diệt các tế 

bào ung thư (Hình 1.9), đồng thời gây tổn thương tối thiểu cho các mô bình thường 

[67]. Hơn nữa, các thử nghiệm độc tính ở chó, cừu và lợn cho thấy sự hoại tử tiến 

triển của các mô bình thường và mô ung thư xảy ra ở nhiệt độ trên 45°C. Tuy nhiên, 

sự tản nhiệt bên trong xảy ra khi các mô bình thường đạt đến nhiệt độ này. Hiện 

tượng này dẫn đến các mô khỏe mạnh duy trì nhiệt độ dưới 45°C mà thực tế không 

gây tổn hại cho các cơ quan, mô hoặc da bình thường. Tuy nhiên, hầu hết các khối u 

rắn không có khả năng thích ứng này và bị nóng lên tới 50°C, sau đó bị tổn thương 

hoặc bị tiêu diệt [68]. Do vậy, nhiệt từ trị là một liệu pháp điều trị ung thư đang 

được tập trung nghiên cứu. 
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Khi cho hạt nano oxit sắt từ Fe3O4 tiếp xúc với từ trường ngoài ở tần số xác 

định (400 - 1100 kHz), nó có thể tạo ra đủ nhiệt để điều trị ung thư. Quá trình sinh 

nhiệt do hai cơ chế chính bao gồm hồi phục Brown - chuyển động quay toàn bộ hạt 

trong môi trường chất lỏng, và hồi phục Néel - chuyển động quay momen từ đơn 

hạt siêu thuận từ trong từ trường xoay chiều (Alternating magnetic field, AMF). 

Trên thực tế, cả hai cơ chế có thể xảy ra đồng thời và sự sinh nhiệt sẽ phụ thuộc vào 

sự đóng góp tương đối của chúng (Hình 1.10) [69]. 

 

Hình 1.9. Cơ chế tiêu diệt tế bào khối u bằng tác dụng nhiệt từ trị [70] 

Quá trình chuyển đổi từ năng lượng từ sang năng lượng nhiệt được đánh giá 

bằng tốc độ hấp thụ riêng (Specific Absorption Rate, SAR): 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑅𝑅 = 𝐶𝐶 𝑑𝑑𝑇𝑇
𝑑𝑑𝑡𝑡

𝑚𝑚𝑠𝑠
𝑚𝑚𝑚𝑚

          (1.2) 

Trong đó, C là nhiệt dung riêng của dung môi, dT/dt là độ dốc ban đầu của 

đường cong gia nhiệt phụ thuộc vào thời gian, 𝑚𝑚𝑠𝑠 là khối lượng của chất lỏng từ 

tính và 𝑚𝑚𝑚𝑚 là khối lượng của hạt nano từ tính.  

SAR là yếu tố quan trọng đối với ứng dụng nhiệt từ trị của Fe3O4 vì giá trị 

SAR cao hơn chỉ yêu cầu một lượng nhỏ Fe3O4 cần tiêm, và thời gian tiếp xúc với 

từ trường ngoài thấp hơn. Hergt và cộng sự đã chế tạo hạt nano Fe3O4 có giá trị 

SAR ~ 100 W/g, có khả năng nhiệt từ trị khối u khi tiêm trực tiếp với nồng độ 10 

mg/cm3 [71]. Rajan và cộng sự đã báo cáo việc chế tạo các hạt nano Fe3O4 được 

phủ bằng nhiều chất hoạt động bề mặt tương thích sinh học khác nhau như axit 
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glutamic, polyetylen glycol, axit xitric và polyvinylpyrrolidone [72]. Kết quả đánh 

giá khả năng sinh nhiệt cho thấy giá trị SAR tối đa thu được ở các hạt nano 

magnetite được phủ bởi axit glutamic, đạt 130 W/g ở tần số 316,5 kHz và từ trường 

áp dụng là 35,8 kA/m. Trong nghiên cứu của Ramirez và cộng sự, giá trị SAR của 

hạt nano Fe3O4 được chức năng hóa bề mặt bằng EDC/NHS, thu được ở tần số 87 

kHz là 179,8 W/g, với khả năng sinh nhiệt 61,2 - 66,4 °C [73]. Thử nghiệm khả 

năng nhiệt từ trị in vitro của vật liệu nano này trên tế bào ung thư đại tràng  HCT-

116 cho thấy các tế bào ung thư đã bị tiêu diệt do quá trình apoptosis khi đặt trong 

từ trường 0,1 T ở tần số 87 kHz. 

 

Hình 1.10. Cơ chế sinh nhiệt của các hạt nano Fe3O4 trong AMF do sự đóng góp 

của cả hai quá trình hồi phục Brown và hồi phục Néel [74] 

Ngoài ra, việc bọc các hạt Fe3O4 bằng polyme/copolyme trong hệ phân phối 

thuốc nano sẽ giúp chúng tích tụ bên trong tế bào ung thư với cơ chế hướng đích thụ 

động và chủ động [75]. Do đó, nhiệt từ trị cục bộ có thể được thực hiện để giảm tổn 

thương nhiệt cho các tế bào khỏe mạnh. Nhóm nghiên cứu của Soleymani đã bọc 

hạt nano Fe3O4 bằng dextran và đánh giá tác dụng nhiệt từ trị in vivo trong từ trường 

xoay chiều (f = 150 kHz, H = 12,5 mT) trên chuột được gây ung thư vú MC4-L2 

[76]. Kết quả cho thấy những con chuột trong nhóm đối chứng có khối lượng khối u 

tăng gần 3,5 lần trong 15 ngày, trong khi những con chuột trong nhóm nhiệt từ trị 

có khối lượng khối u tăng nhẹ (1,8 lần) trong cùng thời gian (p < 0,05).  

Luận án của TS. Lê Thị Thu Hương và đề tài của PGS.TS. Hà Phương Thư 

(Viện Khoa học vật liệu) đã đánh giá khả năng nhiệt từ trị của các vật liệu nano 
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Fe3O4@Alginate (FA), Fe3O4@Alginate-Doxorubicin (FAD), và Fe3O4@Alginate-

Doxorubicin-Folate (FADF) trên mô hình in vivo chuột mang khối u ung thư phổi 

Lewis [77]. Sau 8 lần chiếu từ trường (tần số 178 kHz, cường độ 80 Oe), hạt nano 

Fe3O4 trong các vật liệu nano đã thể hiện rõ vai trò sinh nhiệt tiêu diệt khối u hiệu 

quả. Fe3O4@Alginate có khả năng sinh nhiệt tốt hơn so với Fe3O4@Alginate -

Doxorubicin (Hình 1.11). Tuy nhiên, sau lần nhiệt từ trị thứ 7 và 8 đã cho thấy ưu 

thế của phương pháp nhiệt trị kết hợp với hoá trị của vật liệu Fe3O4@Alginate-

Doxorubicin, và tác nhân hướng đích chủ động (folate) của vật liệu 

Fe3O4@Alginate-Doxorubicin-Folate. Vật liệu nano được gắn folate có khả năng 

hướng đích hiệu quả tới vị trí khối u (biểu hiện mạnh thụ thể folate), làm tăng hiệu 

quả nhiệt từ trị in vivo. Một thử nghiệm nhiệt từ trị khác trên mô hình chuột nhắt 

trắng Swiss mang khối u rắn 5 ngày tuổi của vật liệu Fe3O4@PLA-PEG trong luận 

án của TS. Phan Quốc Thông đã cho thấy thể tích khối u ở lô được điều trị giảm 

mạnh sau 12 ngày điều trị [29]. 

 

Hình 1.11. Kích thước khối u ở các nhóm sau mỗi lần nhiệt từ trị [77] 

Như vậy, hạt nano Fe3O4 có tiềm năng ứng dụng nhiệt từ trị, làm tăng nhiệt độ 

của vùng khối u dưới tác động của từ trường xoay chiều. Trong những năm gần đây, 

nhiệt từ trị đã được sử dụng để hỗ trợ xạ trị, hóa trị và liệu pháp miễn dịch, nhằm 

làm tăng hiệu quả của liệu pháp điều trị kết hợp. 

1.3.3. Chức năng hóa trị 
Để nâng cao hơn nữa hiệu quả của hệ nano đa chức năng, nhiệt từ trị thường 

được kết hợp cùng với hóa trị liệu. Người ta đã chứng minh rằng tác dụng nhiệt từ 

m
m

3
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trị nhẹ từ 39°C đến 43°C làm tăng cường độc tính tế bào của các tác nhân hóa trị 

liệu bao gồm docetaxel và paclitaxel [78, 79]. Lưu lượng máu tăng cao và tính thấm 

của mạch máu ở vùng khối u liên quan đến hiệu ứng nhiệt từ trị cũng làm tăng nồng 

độ thuốc trong khối u và quanh khối u cao hơn để cải thiện hiệu quả của hóa trị liệu 

[80]. Trong mô khỏe mạnh, các mạch máu được kết nối theo thứ bậc thành mạng 

lưới động mạch, mao mạch và tĩnh mạch hiệu quả. Mặt khác, các mạch máu tại mô 

ung thư lại hỗn loạn, rò rỉ và tính dẫn lưu kém. Nhiệt từ trị làm tăng lưu lượng máu 

đến mô tân sinh của khối u, tăng lượng thuốc được phân phối đến mô tân sinh, và 

do đó làm tăng cường tác dụng hóa trị [68]. Ngoài ra, nhiệt từ trị còn có khả năng 

khắc phục vấn đề kháng thuốc bằng cách điều chỉnh các con đường tín hiệu nội bào 

khác nhau [81]. 

Hơn nữa, nhiệt từ trị ảnh hưởng đến tính lưu động và ổn định của màng tế bào. 

Nó ngăn chặn chức năng của protein xuyên màng và thụ thể bề mặt tế bào, do đó 

tạo điều kiện cho các hạt nano xâm nhập vào tế bào và làm tăng chức năng của 

chúng. Do vậy, kết hợp tác dụng hóa trị của thuốc chống ung thư cùng với tác dụng 

nhiệt từ trị của Fe3O4, làm tăng độc tính của thuốc do sự hấp thu thuốc của tế bào 

được cải thiện và tăng độ nhạy cảm của tế bào với thuốc [82]. 

Nhóm nghiên cứu của Si-Shen Feng đã phát triển một hệ nano trên chất mang 

là hỗn hợp copolyme PLS-TPGS/TPGS-COOH, kết hợp chức năng nhiệt từ trị của 

Fe3O4 và chức năng hóa trị của docetaxel (DCL) [47]. Kết quả đã chứng minh rằng 

giá trị IC50 của hệ nano (DCL+Fe3O4) là 0,30 μg/mL, giảm đáng kể so với IC50 của 

mỗi hệ nano đơn lẻ chỉ chứa DCL (>100 μg/mL) và Fe3O4 (24,17 μg/mL), tức là 

giảm hơn 99,7% đối với hóa trị và 98,8% đối với liệu pháp nhiệt từ trị, cho thấy đạt 

được tác dụng hiệp đồng. Luận án của TS. Lê Thị Thu Hương và đề tài của 

GS.TSKH. Nguyễn Xuân Phúc và PGS.TS. Hà Phương Thư (Viện Khoa học vật 

liệu) đã kết hợp tác dụng nhiệt từ trị của Fe3O4 và tác dụng hóa trị của Doxorubicin 

trên hệ nano đa chức năng được bọc bởi polyme Alginate và gắn tác nhân hướng 

đích Folate [83]. Kết quả thử nghiệm in vivo cho thấy kích thước khối u trên chuột 

(được gây khối u ung thư phổi Lewis) giảm đáng kể sau 8 lần điều trị. Sự kết hợp 

Fe3O4 và Doxorubicin làm tăng mức độ giải phóng và tích lũy thuốc trong khối u. 
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Đồng thời, việc gắn folate trên hạt từ cho phép hướng đích hiệu quả, giảm độc tính 

và tăng hiệu quả điều trị trên mô hình in vivo.  

Gần đây, nhóm nghiên cứu của Beola đã chứng minh hiệu quả trong việc làm 

chậm tốc độ phát triển của khối u khi kết hợp hóa trị và nhiệt từ trị của hệ nano lipid 

mang Fe3O4 và temozolomide (TMZ) trên mô hình chuột mang khối u U-87 MG-

Luc2 [84]. Hệ nano đa chức năng kết hợp (TMZ-Fe3O4 + AMF) cho hiệu quả điều 

trị cao nhất, tốc độ phát triển của khối u thấp hơn ≈15% so với (Fe3O4 + AMF), thấp 

hơn ≈15% so với TMZ, thấp hơn ≈45% so với Fe3O4, thấp hơn ≈65% so với đối 

chứng. Liệu pháp kết hợp nhiệt trị và hóa trị (TMZ-Fe3O4 + AMF) đã kéo dài đáng 

kể thời gian sống sót trung bình (TMS) của chuột (68 ngày trong tổng số 70 ngày 

quan sát thử nghiệm), so với nhóm đối chứng được tiêm bằng nước muối (TMS = 42 

ngày, không có con vật nào sống sót quá 46 ngày). Kết quả chứng minh hiệu quả 

chống ung thư cao hơn của phương pháp kết hợp đối với hóa trị liệu riêng lẻ bằng 

TMZ (TMS = 48 ngày, không có động vật nào sống sót sau 53 ngày) và nhiệt từ trị 

đơn lẻ (Fe3O4 + AMF) (TMS = 55 ngày, với chỉ có 14% sống sót khi kết thúc thử 

nghiệm). Babincová và cộng sự cho thấy trong mô hình dưới da của u thần kinh 

đệm chuột dựa trên tế bào C6, việc sử dụng một tác nhân hóa trị liệu tự do liều thấp 

(doxorubicin) trong khối u sẽ làm khối u phát triển chậm hơn, nhưng kết quả được 

cải thiện (sự thoái triển khối u kéo dài sau 28 ngày sau khi bắt đầu điều trị) chỉ được 

quan sát thấy ở nhóm được điều trị với các liposome mang doxorubicin và Fe3O4 

khi kết hợp hóa trị liệu và nhiệt từ trị [85]. 

Một nghiên cứu khác của Pazouki và cộng sự đã kết hợp hóa trị với nhiệt từ trị 

bằng cách bọc hạt nano Fe3O4 bởi carboxymethyl chitosan và mang thuốc curcumin 

[86]. Kết quả cho thấy tỷ lệ tế bào ung thư MCF-7 bị tiêu diệt (đang trải qua quá 

trình apoptosis) của liệu pháp kết hợp cao hơn khoảng 63,5% so với liệu pháp nhiệt 

từ trị hoặc hóa trị đơn lẻ. Các nhà nghiên cứu cũng đã đánh giá tác động của các hạt 

nano Fe3O4 (MNP) và thuốc Temozolomide (TMZ) được chức năng hóa với phối tử 

axit folic (FA) TMZ-MNP-FA trên dòng tế bào ung thư u nguyên bào thần kinh 

đệm C6. Kết quả cho thấy rằng phương pháp điều trị kết hợp nhiệt từ trị và hóa trị 

(AMF + TMZ-MNP-FA) có hiệu quả hơn đáng kể đối với tế bào ung thư so với 

phương pháp nhiệt từ trị hoặc hóa trị đơn lẻ (p  < 0,0001) [87]. 
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Tuy nhiên, một trong những thách thức lớn của vật liệu nano đa chức năng kết 

hợp hóa - nhiệt trị ung thư là đạt được sự tích lũy đồng nhất của vật liệu trong khối 

u sau khi tiêm. Hiệu quả điều trị có thể bị giảm do tính không đồng nhất của liều 

nhiệt đạt được trong khối u khi một lượng nhỏ vật liệu nano tới được vị trí khối u 

hoặc do sự phân bố không đồng đều của vật liệu nano trong khối u [84]. Do vậy, khi 

thiết kế các vật liệu nano đa chức năng, cần nghiên cứu sâu hơn về khả năng thâm 

nhập và lưu giữ của vật liệu nano vào trong khối u sau khi tiêm. Để đạt được mục 

đích này, chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần (near-infrared, NIR) được sử dụng 

trong nghiên cứu của luận án như một chất đánh dấu huỳnh quang để theo dõi sự 

phân bố in vivo và đánh giá hiệu quả hướng đích tới vị trí khối u của vật liệu nano 

đa chức năng. 

1.4. Hệ dẫn thuốc nano polyme gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần 
1.4.1. Khái quát về chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần 

Ngày nay, công nghệ hình ảnh quang học (optical imaging) kết hợp với các 

chất đánh dấu huỳnh quang mới được phát triển được sử dụng rộng rãi trong việc 

theo dõi sự tiến triển của bệnh, đánh giá tính an toàn và độc tính cũng như đánh giá 

hiệu quả điều trị in vivo. Mặc dù là một trong những kỹ thuật hấp dẫn nhất để cung 

cấp hình ảnh in vivo không xâm lấn và không ion hóa, hình ảnh quang học bị cản 

trở bởi xu hướng hấp thụ và tán xạ photon của các mô sinh học và tạo ra khả năng 

tự phát huỳnh quang mạnh, gây cản trở việc thu thập và xử lý tín hiệu [88].  

Trong cơ thể, các phân tử sinh học hấp thụ mạnh ánh sáng trong vùng khả 

kiến. Chẳng hạn như hemoglobin và oxy-hemoglobin có dải hấp thụ mạnh trong 

khoảng 530 nm, melanin có dải hấp thụ rộng kéo dài đến 700 nm. Trong khi đó, 

nước trong cơ thể có sự hấp thụ rất thấp ở vùng khả kiến và vùng hồng ngoại gần  

(Hình 1.12) [89]. Do vậy, để hạn chế tín hiệu nền từ các phân tử sinh học này, các 

nghiên cứu gần đây đã tập trung phát triển các đầu dò huỳnh quang có độ nhạy cao 

và hiệu quả hoạt động trong cửa sổ sinh học, vùng hấp thu ít nhất của các phân tử 

sinh học, ở vùng hồng ngoại gần (700–1000 nm). Như vậy, để thu được hình ảnh có 

tỷ lệ tín hiệu trên nền (Signal background ratio, SBR) cao khi xuyên qua mô sâu, 

hình ảnh ở bước sóng dài trong vùng hồng ngoại gần có nhiều lợi thế hơn vì nền tán 

xạ và tự phát huỳnh quang thấp hơn.  
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Hình 1.12. Độ hấp thụ của nước, melanin, hemoglobin và oxy- hemoglobin [89] 

 

Hình 1.13. (a) Cấu trúc phân tử chung của chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần 

Cyanine (Cy); (b) đồng phân hình học và độ dài liên kết của các phân tử số cacbon 

methine lẻ và chẵn; (c) cấu trúc phân tử của Cy5 và Cy7; (d) phổ hấp thụ 

(absorption) và phát xạ (emission) tương ứng của Cy5 và Cy7 trong DCM [90] 

Một số chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần đang được nghiên cứu hiện nay 

là 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindotricarbocyanine iodide (DiR), 

indocyanine green (ICG), Cyanine 5, Cyanine 5.5, Cyanine 7,… Trong đó, Cyanine 
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là một trong những lớp chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần được phát triển tốt 

nhất, có đặc điểm là hệ số hấp thụ mol cao, hiệu suất lượng tử huỳnh quang hợp lý 

và dải hấp thụ tương đối hẹp [91].  

Cấu trúc phân tử chung của Cyanine đặc trưng bởi hai nguyên tử nitơ gắn độc 

lập vào các dị vòng (ví dụ pyrrole, benzothiazole) và chuỗi polymethine liên hợp 𝜋𝜋- 

liên kết hai nguyên tử nitơ, với số lượng cacbon methine lẻ (Hình 1.13a). Những 

biến thể trong chuỗi polymethine và các nhóm thế nitơ trên các dị vòng tạo ra sự đa 

dạng về cấu trúc trong các dẫn xuất của Cyanine [92]. Chuỗi polymethine bắc cầu là 

chuỗi liên hợp được hình thành bởi các nguyên tử carbon lai hóa sp2 kết thúc bằng 

điện tích dương trên nitơ thông qua sự dịch chuyển của các electron π. Số lượng 

cacbon methine ảnh hưởng đến các đặc tính điện tử của phân tử Cyanine [90]. Chỉ 

phân tử có số cacbon methine lẻ mới có các đặc tính quang học riêng biệt. Vì khi đó 

không tồn tại đồng phân hình học, tất cả các liên kết carbon-carbon của cầu 

polymethine gần như giống hệt nhau. Do đó, không có sự xen kẽ độ dài liên kết. 

Mức hấp thụ và phát xạ tối đa của Cyanine sẽ bị dịch chuyển đỏ khoảng 100 nm khi 

kéo dài chuỗi polymethine cứ sau hai nguyên tử cacbon (Hình 1.13c và d). Các đặc 

tính quang học của nhóm Cyanine không xảy ra ở các phân tử có số lượng nguyên 

tử cacbon methine chẵn, trong đó cấu trúc phân tử xen kẽ liên kết đôi và liên kết 

đơn (Hình 1.13b). Bên cạnh các đặc tính quang học tuyệt vời, độc tính thấp và khả 

năng tương thích sinh học cao còn khiến chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần 

Cyanine trở thành một trong những nền tảng hấp dẫn nhất cho các ứng dụng sinh 

học và y học [91]. 

1.4.2. Các nghiên cứu sử dụng chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần NIR 
Bước sóng huỳnh quang vùng hồng ngoại gần NIR rất hữu ích cho các ứng 

dụng tạo hình ảnh và định lượng tín hiệu trên mô hình in vivo. Trong những năm 

gần đây, nhiều nghiên cứu đã phát triển các phương pháp hiệu quả để tổng hợp các 

hệ vật liệu mang chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần, và cải thiện tính chất 

quang của chúng cho các ứng dụng sinh học. 
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Hình 1.14. Cấu trúc hóa học của một số chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần 

thuộc nhóm Cyanine thường được sử dụng [91] 

Giống như các chất phát huỳnh quang nhóm Cyanine, Indocyanine green 

(ICG) được cấu tạo từ hai dị vòng chứa nitơ: benzindole và chất liên kết 

heptamethine (Hình 1.14). Hai nhóm sulfonate trong cấu trúc làm tăng đáng kể khả 

năng hòa tan trong nước và khả năng tương thích sinh học của ICG. Tận dụng lợi 

thế của chất liên kết heptamethine và các đơn vị benzindole giàu electron, ICG thể 

hiện khả năng hấp thụ mạnh ở vùng hồng ngoại gần với cực đại khoảng 785 nm 

trong metanol (hệ số dập tắt mol 204.000 Lmol−1cm−1) và phát xạ huỳnh quang 

mạnh với dịch chuyển stock (stock shift) khoảng 40 nm [93]. Ngoài các đặc tính 

quang học tuyệt vời, ICG còn thể hiện tác dụng liên kết mạnh mẽ với protein huyết 

tương (80% với globulin và 20% với alpha-lipoprotein và albumin) với hằng số liên 

kết khoảng 5,5 × 105 L/mol, do có tính ưa nước phù hợp và vòng thơm của ICG 

[94]. Có thể quan sát thấy thời gian lưu thông máu dài lên tới 20 - 30 phút. Cho đến 

nay, một lượng lớn công cụ tạo ảnh huỳnh quang NIR dựa trên ICG đã được phát 

triển cho ứng dụng lâm sàng, chẳng hạn như chụp động mạch trong nhãn khoa, chẩn 

đoán các mô và cơ quan, điều hướng phẫu thuật được hỗ trợ bởi ICG để sinh thiết 

hạch bạch huyết có khối u [90]. 

Indocyanine green cũng đã được sử dụng để đánh giá các cấu trúc quan trọng 

như vị trí ống mật trong khi phẫu thuật và để quan sát mô khối u buồng trứng bằng 

cách hướng đích thụ động thông qua tăng cường tính thấm và khả năng lưu giữ 

(Enhanced Permeability and Retention, EPR). Do được phê duyệt lâm sàng, ICG 

cũng đã được sử dụng trong các phương pháp hướng đích chủ động, việc kết hợp 

chất phát huỳnh quang này với các phối tử hướng đích chủ động vẫn còn là thách 
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thức lớn. Hơn nữa, huỳnh quang của ICG sẽ bị dập tắt sau khi liên hợp với protein, 

điều này có thể có tác động bất lợi đến việc sử dụng cho mục đích chụp ảnh huỳnh 

quang [95]. Chất phát huỳnh quang ICG đã được nhóm nghiên cứu của Mannucci 

và cộng sự nano hóa trong hệ lipid rắn bằng phương pháp nóng chảy và siêu âm, 

cho thấy sự phân bố sinh học in vivo trên mô hình chuột thiếu hụt miễn dịch. Sau 

khoảng 90 phút, tín hiệu huỳnh quang có thể được phát hiện ở những vùng bụng rõ 

ràng hơn. Sau 120 đến 180 phút, thu nhận được tín hiệu ở vùng gan của chuột [96]. 

 

Hình 1.15. (a) Hình ảnh hiển vi của bong bóng nano Cyanine 5.5 trong lưới vuông 

50 µm dưới vật kính 100× với A, B và C; (b) hình ảnh hiển vi của bong bóng nano 

Cyanine 5.5 dưới ánh sáng pha (trái) và với bộ lọc phát xạ Cyanine 5.5 (phải); (c) 

phân bố kích thước của bong bóng nano Cyanine 5.5 [97] 

Tương tự như ICG, Cyanine 5.5 là chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần có 

hai nguyên tử nitơ được nối với nhau bởi 5 nguyên tử cacbon methine (Hình 1.14). 

Cyanine 5.5 có bước sóng hấp thu/phát xạ cực đại tại 675/690 nm, bước đầu được 

nghiên cứu trong hình ảnh quang học in vivo do độ nhiễu nền thấp. Nghiên cứu của 

Liyi Mai và cộng sự đã chế tạo bong bóng nano liên hợp Cyanine 5.5 (Cy5.5-

nanobubble) bằng phương pháp siêu âm [97]. Vật liệu Cy5.5-nanobubble có kích 
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thước nằm trong khoảng 400 - 800 nm (Hình 1.15). Kích thước thủy động trung 

bình là 359,3 nm trong dung dịch PBS ở 37°C trong khoảng từ 200 - 800 nm với sự 

phân bố đa phân tán của kích thước hạt (PDI) là 0,46.  Nghiên cứu in vitro cho thấy 

Cy5.5-nanobubble có thể tích tụ trong tế bào ung thư do cấu trúc bong bóng nano 

liên hợp độc đáo. Thử nghiệm in vivo trên mô hình chuột được gây ung thư gan H22 

cho thấy các bong bóng nano Cyanine 5.5 chủ yếu nằm ở vị trí khối u và trong bàng 

quang của chuột [97]. 

Ứng dụng trong chẩn đoán sớm ung thư, nhóm nghiên cứu của Choi và cộng 

sự đã sử dụng Cyanine 5.5 làm chất đánh dấu huỳnh quang trên mô hình chuột gây 

khối u đại tràng HT29. Cyanine 5.5 được liên hợp với nano axit hyaluronic và 

poly(ethylene glycol) (PEG) (P-HA-NP), cho thấy tín hiệu huỳnh quang tập trung 

tại khối u sau 1 giờ tiêm, và  tiếp tục tăng đến 6 giờ sau khi tiêm, sau đó giảm dần 

theo thời gian. Theo thời gian, các mô khối u được phân biệt rõ ràng với các mô 

bình thường, có khả năng ứng dụng trong chẩn đoán sớm ung thư [98]. Bên cạnh 

đó, nhóm nghiên cứu của Shuai và cộng sự đã liên hợp Cyanine 5.5 với thuốc 

Paclitacel (PTX) và chất mang mPEG-PLA để theo dõi sự phân bố của Paclitaxel 

trên mô hình chuột mang khối u Bel-7402 [99]. Kết quả cho thấy Cyanine 5.5 được 

liên hợp cộng hóa trị với thuốc PTX cho hình ảnh huỳnh quang mô phỏng sự phân 

bố in vivo của hệ dẫn thuốc nano trong cơ thể tốt hơn hệ nano mang đồng thời 

Cyanine 5.5 và PTX bằng tương tác vật lý.  

Ngoài ra, các hạt nano chitosan glycol (CNP) đã được liên hợp với các chất 

phát huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5 (Cy5.5) và ICG trong nghiên cứu 

của Kyeong Cheol On và cộng sự [100]. Cy5.5 và ICG được liên kết cộng hóa trị 

với CNP với hàm lượng lần lượt là 5,8 ± 0,2 wt % và 7,8 ± 0,4 wt %. Các tiểu phân 

Cy5.5-CNP và ICG-CNP có dạng hình cầu, đường kính thủy động trung bình lần 

lượt là 264 ± 3 nm và 261,8 ± 2,69 nm, với sự phân bố kích thước không đồng đều 

(Hình 1.16 a và b). Vật liệu nano Cy5.5-CNP và ICG-CNP đã được thử nghiệm trên 

mô hình thỏ và chuột mang khối u phổi VX2. Cy5.5-CNP (22,5 mg/kg) được tiêm 

qua tĩnh mạch đuôi của chuột mang khối u VX2. Sự tích lũy Cy5.5-CNP trong mô 

khối u được theo dõi bằng cách sử dụng hệ thống hình ảnh huỳnh quang trong 96 

giờ. Tín hiệu huỳnh quang trong mô khối u tăng dần trong 24 giờ và bão hòa ở 48 
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giờ (Hình 1.16c). Trong khoảng thời gian từ 48 giờ đến 96 giờ, cường độ tín hiệu 

tối đa được đo trong khối u, cho thấy Cy5.5-CNP có thể lưu thông trong cơ thể 

trong thời gian dài và tích lũy hiệu quả trong khối u (Hình 1.16c). Hơn nữa, tín hiệu 

huỳnh quang mạnh của Cy5.5-CNP trong thận chứng tỏ rằng Cy5.5-CNP có thể 

được bài tiết qua thận, là cơ quan chính giúp loại bỏ các hạt nano khỏi cơ thể. Các 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng chitosan glycol có nguồn gốc từ chitosan có thể liên kết 

với thụ thể megalin, được biểu hiện trên tế bào ống thận, dẫn đến sự hấp thu và lưu 

giữ Cy5.5-CNP ở thận [101]. Ngoài ra, các khối u có thể được phát hiện tới 96 giờ 

sau khi tiêm và bờ khối u có thể nhìn thấy rõ ràng trong quá trình phẫu thuật dưới 

hướng dẫn bằng hình ảnh ở thỏ [100].  

 

Hình 1.16. (a) Phân bố kích thước động DLS; (b) ảnh TEM của vật liệu Cy5.5-CNP 

và ICG-CNP; (c) sự phân bố sinh học in vivo của Cy5.5-CNP ở chuột mang khối u 

VX2 (n = 3) [100] 

IRDye 800CW là chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần thế hệ tiếp theo được 

nghiên cứu. IRDye 800CW có thể được chức năng hóa với nhóm phản ứng NHS 

hoặc maleimide, cho phép nó được gắn vào một số phân tử sinh học (Hình 1.17). 

IRDye 800CW có cực đại hấp thụ tại bước sóng 774 nm, và cực đại phát xạ tại 789 
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nm, với hệ số hấp thụ mol là 240.000 [102]. Tanaka và cộng sự đã sử dụng thành 

công albumin huyết thanh người được gắn IRDye 800CW để lập bản đồ hạch bạch 

huyết trọng điểm và phẫu thuật cắt bỏ các khối u ác tính di căn tự phát ở lợn [102]. 

Trong một nghiên cứu khác, Trastuzumab được gắn nhãn đồng thời với 111In và 

IRDye 800CW để phát hiện xenograft biểu hiện Her2 ở chuột thiếu hụt miễn dịch 

[103]. Các tác giả kết luận rằng vật liệu tổ hợp (111In + IRDye 800CW) có tiềm 

năng trong việc theo dõi hiệu quả sự biểu hiện quá mức Her2 ở bệnh nhân ung thư 

vú. 

  

Hình 1.17. Hình ảnh huỳnh quang NIR trên chuột được gây khối u A549 (trái), 

cường độ huỳnh quang trung bình từ các khối u (phải) của nhóm A (EGF-NIR in 

PBS), nhóm B (NZ-EGF-NIR-low, 2 nM EGF) và nhóm C (NZ-EGF-NIR-high, 2 

nM EGF) sau 24, 48, 72 và 96 giờ tiêm, (mean ± SD, n = 3) [104]  

Nhóm nghiên cứu của Gruden và cộng sự đã đánh giá khả năng phân phối sinh 

học và hướng đích khối u thông qua khả năng phát huỳnh quang hồng ngoại gần 

IRDye 800CW (cực đại kích thích/phát xạ ở 774 nm/789 nm) gắn trên hệ 

NanoZolid-EGF trên mô hình chuột mang khối u A549 [104]. Tín hiệu huỳnh 

quang trên thiết bị chụp ảnh Pearl Trilogy được phân tích bằng phần mềm Image 

Studio™ (LI-COR), trong điều kiện bước sóng kích thích/phát xạ = 785/800 nm. 

Việc định lượng tín hiệu huỳnh quang NIR in vivo từ khối u hoặc các cơ quan/mô 

khác được xác định trên các vùng quan tâm (ROI) và chuẩn hóa so với tín hiệu nền. 

Tín hiệu được biểu thị bằng photon/s. Vật liệu NanoZolid-EGF-IRDye 800CW 

(EGF-NIR) được giải phóng từ vị trí tiêm ở cổ đã được hấp thụ và cho thấy sự tích 

tụ vào các khối u ở chân sau [104]. 
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Như vậy, Cyanine 5.5 và các chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần thể hiện 

nhiều ưu điểm trong kĩ thuật huỳnh quang. Tuy nhiên việc kết hợp Cyanine 5.5 lên 

các hệ dẫn thuốc đa chức năng còn chưa được thực hiện. 

Tóm tắt chương 1 

Trong chương này, chúng tôi đã trình bày tổng quan các nghiên cứu về vật liệu 

nano đa chức năng ứng dụng trong chẩn đoán và điều trị ung thư. Các polyme, 

copolyme có nhiều ứng dụng trong phát triển các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng, 

có khả năng khắc phục nhiều nhược điểm của các thuốc điều trị hóa dược hiện nay. 

Hệ dẫn thuốc nano có các tính chất vượt trội so với các thuốc truyền thống như: 

tăng khả năng hấp thu chọn lọc, hướng đích thụ động nhờ hiệu ứng tăng tính thấm 

lưu trữ. Từ đó làm giảm độc tính và tác dụng phụ của thuốc, tăng hiệu quả chữa trị. 

Hạt nano Fe3O4 có khả năng ứng dụng làm tăng độ tương phản ảnh chụp cộng 

hưởng từ MRI và khai thác tác dụng nhiệt từ trị ung thư khi đặt trong từ trường 

ngoài. Các chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần tạo điều kiện thuận lợi trong quá 

trình theo dõi sự phân bố in vivo của thuốc trong quá trình điều trị nhờ hình ảnh 

quang học. Điểm đặc biệt của chất phát huỳnh quang mạnh trong vùng hồng ngoại 

gần là cho hình ảnh huỳnh quang có ít tán xạ nền cũng như khả năng thâm nhập vào 

mô sâu, có thể tạo điều kiện thích hợp cho việc phát hiện, theo dõi quá trình sinh 

học của hệ dẫn thuốc, hứa hẹn đem lại hiệu quả cao trong việc theo dõi và chữa trị 

ung thư.  

Từ những luận cứ trên, mục tiêu của luận án tập trung vào việc chế tạo được 

hệ dẫn thuốc nano đa chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. Qua đó, nhằm khai thác được (1) khả năng theo dõi, 

phát hiện sự phân bố in vivo của thuốc tại các mô ung thư bằng chất phát huỳnh 

quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5, (2) khả năng tăng độ tương phản trong chụp 

cộng hưởng từ hạt nhân và (3) khả năng nhiệt từ trị của Fe3O4, và (4) tác dụng hóa 

trị của Doxorubicin. 
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Chế tạo vật liệu  
2.1.1.  Nguyên vật liệu 

Cyanine 5.5 NHS este (C44H46N3BF4O4) được cung cấp từ Lumiprobe GmbH. 

Lactide (3,6-dimethyl-1,4-dioxane-2,5-dione, C6H8O4) và vitamin E TPGS (d-α-

tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate, C33O5H54(CH2CH2O)23), thiếc 

octoate (Sn(OOCC7H15)2), ferric chloride hexahydrate (FeCl3·6H2O), ferrous 

chloride tetrahydrate (FeCl2·4H2O), HCl, NH4OH (26% amoniac), N-(3-

Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), N-

Hydroxysuccinimide (NHS) và Doxorubicin hydrochloride được mua từ hãng 

Sigma Aldrich. 3-Aminopropyl triethoxysilane (APTES), tetrahydrofuran (THF), 

dicholoromethane (DCM), triethylamine, etanol, toluen và metanol được mua từ 

hãng Merck. Lactide đã sử dụng được kết tinh lại hai lần từ etyl axetat trước phản 

ứng. Vitamin E TPGS được đông khô trong hai ngày trước khi sử dụng. Nước cất 

hai lần được sử dụng cho tất cả các thí nghiệm. 

2.1.2.  Tổng hợp copolyme PLA-TPGS 

Copolyme PLA–TPGS được tổng hợp bằng phản ứng trùng hợp khối mở vòng 

của monome lactide với TPGS với sự có mặt của thiếc octoate làm chất xúc tác 

[105]. Cụ thể, 200 mg lactide và 200 mg TPGS được hòa tan trong 30 mL toluene 

trong một bình cầu 120 mL. Hỗn hợp này được khuấy từ và đun nóng trong bể 

silicon dưới dòng nitơ. Khi nhiệt độ phản ứng đạt tới 110 oC, 0,25 mL thiếc octoate 

hòa tan trong 10 mL toluene được thêm nhanh vào hỗn hợp phản ứng và đun hồi 

lưu. Phản ứng được tiếp tục gia nhiệt lên tới 145 oC và giữ ở nhiệt độ này trong suốt 

quá trình phản ứng. Sau 16 giờ phản ứng, toluene được cho bay hơi ở 110 oC và hỗn 

hợp được khuấy qua đêm để thu được hỗn hợp đặc. Sản phẩm được hòa tan trong 

DCM và kết tủa trong metanol lạnh để loại bỏ các monome lactide và TPGS dư 

không phản ứng. Sản phẩm cuối cùng thu được bằng cách lọc và sấy khô trong chân 

không ở 45°C trong 48 giờ. Cấu trúc của copolyme tổng hợp được xác định bằng 

phổ 1H-NMR trong CDCl3 ở tần số 500 Hz (Bruker AMX500) và phổ hồng ngoại 

FTIR. Kết quả 1H-NMR được xử lý và phân tích bằng phần mềm NMRnotebook 

2.5. 
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2.1.3. Tổng hợp hạt nano oxit sắt từ (Fe3O4 NPs) 

Hạt nano oxit sắt từ (Fe3O4 NPs) được tổng hợp theo phương pháp đồng kết 

tủa sử dụng hệ phản ứng vi sóng Sineo – Uwave 1000, theo quy trình đã được công 

bố [41]. Quá trình phản ứng đồng kết tủa theo phương trình phản ứng: 

2Fe3+ + Fe2+ + 8OH- → Fe3O4 + 4H2O        

Các tiền chất sử dụng để chế tạo hạt nano oxit sắt từ là ion Fe2+ và Fe3+ (với tỉ 

lệ mol 1: 2) được chuẩn bị trong dung dịch HCl 2 M. Cụ thể, 4 mmol Fe(III) (dạng 

FeCl3) và 2 mmol Fe(II) (dạng FeCl2) được hòa tan vào 40 mL axit HCl 2M, sau đó 

chuyển vào bình cầu và gia nhiệt đến 70 oC. Hỗn hợp phản ứng được khuấy từ và 

duy trì nhiệt độ 70 oC đồng thời với sục khí N2 để duy trì môi trường trơ trong suốt 

quá trình phản ứng. Dung dịch NH3 2 M (80mL) được nhỏ từ từ vào bình cầu với 

tốc độ 2 giọt/giây. Hỗn hợp phản ứng chuyển dần từ màu vàng sang nâu và đen và 

phản ứng được tiếp tục thêm 30 phút sau khi nhỏ hết dung dịch NH3. Sản phẩm thu 

được bằng cách lắng từ, rửa với nước cất đến pH trung hoà và rửa bằng etanol 96%. 

Sản phẩm có thể được sấy khô ở nhiệt độ 60 oC trong tủ sấy chân không để xác định 

các tính chất hoặc được phân tán trong nước cất để thực hiện các bước tổng hợp tiếp 

theo. 

2.1.4. Chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

 
Hình 2.1. Sơ đồ hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

Thuốc điều trị ung thư Doxorubixin và Fe3O4 NPs được nano hoá bằng 

phương pháp nhũ hóa bay hơi dung môi trên cơ sở copolyme PLA-TPGS (Hình 

2.1). Cụ thể, copolyme PLA-TPGS được hòa tan trong THF  với nồng độ 1,0 
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mg/mL và khuấy trong 30 phút. Sau đó, Doxorubixin và Fe3O4 NPs với các tỷ lệ 

w/w khác nhau được thêm từ từ vào dung dịch copolyme PLA-TPGS. Hỗn hợp này 

được khuấy trong 24 giờ trong bình kín và sau đó THF được cho bay hơi trong điều 

kiện chân không. Dung dịch này sau đó được thẩm tách bằng nước cất để loại bỏ 

Doxorubicin không được nano hoá. Hỗn hợp được đông khô và bảo quản ở 4 oC. 

Trước khi sử dụng cho các phép đo khác, các hạt nano đông khô được phân tán lại 

trong PBS. 

2.1.5. Chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin-

Cyanine 5.5 

Để chức năng hóa bề mặt của hạt Fe3O4 NPs, 3-aminopropyltriethoxysilane 

(APTES) đã được thêm vào 25 mL dung dịch phân tán Fe3O4 NPs 4 mg/mL (ở các 

tỉ lệ Fe3O4 : APTES (w/w) khác nhau, gồm 30 : 3, 20 : 3, 10 : 3, và 5 : 3). Hỗn hợp 

phản ứng được đun hồi lưu trong 3 giờ ở các điều kiện nhiệt độ khác nhau: 25, 50, 

60, 70 và 80 oC, thu được sản phẩm Fe3O4-NH2. Fe3O4-Cyanine 5.5 được tổng hợp 

bằng cách cho Cyanine 5.5 NHS este phản ứng với Fe3O4-NH2 (nồng độ 4 mg/mL) 

ở nhiệt độ phòng trong các khoảng thời gian khác nhau (1 giờ, 2 giờ, 5 giờ, 12 giờ) 

với sự có mặt của EDC và NHS làm chất xúc tác. Tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs 

(w/w) được khảo sát ở các tỉ lệ khác nhau, cụ thể là 0,025 : 1, 0,03 : 1, 0,05 : 1, 0,1 : 

1 và 0,2 : 1. Ngoài ra, điều kiện pH cũng được khảo sát ở các giá trị khác nhau (pH 

5,5; pH 7,4; pH 8,5; pH 10).  

 
Hình 2.2. Sơ đồ hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 
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Sau đó, 50 mg PLA-TPGS và 30 mL THF được thêm vào hỗn hợp Fe3O4-

Cyanine 5.5. Thuốc điều trị ung thư Doxorubicin được nano hoá bằng phương pháp 

bay hơi dung môi nhũ tương (Hình 2.2). Cụ thể, thêm 17,5 mg Doxorubicin vào hỗn 

hợp PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5, cùng với triethylamine, trong đó tỷ lệ mol 

Cyanine 5.5 : Dox = 1:6. Hỗn hợp được khuấy trong 24 giờ trong bình kín và sau đó 

THF được làm bay hơi trong chân không. Sản phẩm cuối cùng được tinh chế bằng 

cách thẩm tách với nước cất trong 12 giờ (ngưỡng trọng lượng phân tử 8 kDa) và 

sau đó đông khô. Các hạt nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 thu được được 

bảo quản ở 4 oC (tránh ánh sáng) cho đến khi sử dụng. Các hạt nano đông khô được 

phân tán lại trong PBS trước khi sử dụng. 

2.2. Các phương pháp đặc trưng vật liệu 
2.2.1. Phương pháp phổ hồng ngoại biến đổi Fourier FTIR 

Phương pháp phân tích theo phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (Fourier 

transform infrared spectrocopy, FTIR) là một trong những kỹ thuật đầu tay để 

nghiên cứu tính chất vật liệu. Một trong những ưu điểm quan trọng nhất của phương 

pháp phổ hồng ngoại là phương pháp này cung cấp thông tin về cấu trúc phân tử 

nhanh, không đòi hỏi các phương pháp tính toán phức tạp. Kỹ thuật này dựa trên 

hiệu ứng đơn giản là: các hợp chất hoá học có khả năng hấp thụ chọn lọc bức xạ 

hồng ngoại. Sau khi hấp thụ các bức xạ hồng ngoại, các phân tử của các hợp chất 

hoá học dao động với nhiều vận tốc dao động và xuất hiện dải phổ hấp thụ gọi 

là phổ hấp thụ bức xạ hồng ngoại. Các đám phổ khác nhau có mặt trong phổ hồng 

ngoại tương ứng với các nhóm chức đặc trưng và các liên kết có trong phân tử hợp 

chất hoá học. Bởi vậy phổ hồng ngoại của một hợp chất hoá học coi như “dấu vân 

tay”, có thể căn cứ vào đó để nhận dạng chúng. Thiết bị FTIR ngày nay sử dụng bộ 

giao thoa Michelson thay cho bộ tạo đơn sắc của các hệ thống phổ hồng ngoại phân 

tán trước đây [106].  

Phổ hồng ngoại FTIR của vật liệu nano đa chức năng được thực hiện bằng 

thiết bị FTIR Nexus 670 (Viện Kỹ thuật nhiệt đới, Viện Hàn lâm KHCN VN). Mẫu 

vật liệu được quét trong vùng số sóng 400 - 4000 cm-1, sử dụng nền KBr. 
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2.2.2. Phương pháp hiển vi điện tử quét phát xạ trường FESEM  
Phương pháp chụp ảnh hiển vi điện tử quét (Scanning Electron Microscope, 

SEM) là phương pháp cho phép quan sát hình thái bề mặt của vật liệu. SEM có thể 

tạo ra ảnh với độ phân giải cao của bề mặt mẫu bằng cách sử dụng một chùm điện 

tử hẹp (chùm các electron) quét trên bề mặt mẫu. Điện tử được phát ra từ súng 

phóng điện tử, sau đó được tăng tốc, và hội tụ thành chùm điện tử hẹp nhờ hệ thống 

thấu kính từ, sau đó quét trên bề mặt vật liệu nhờ các cuộn quét tĩnh điện. Việc tạo 

ảnh của mẫu vật được thực hiện thông qua việc ghi nhận và phân tích các bức xạ 

phát ra từ tương tác của chùm điện tử với bề mặt mẫu [106].  

Trong luận án này, việc khảo sát hình thái học của vật liệu nano được thực 

hiện trên kính hiển vi điện tử quét phát xạ trường (Field emission scanning electron 

microscopy, FESEM) Hitachi S-4800 sử dụng súng điện tử kiểu phát xạ cathode 

trường lạnh  tại Viện Khoa học vật liệu. Kính có độ phóng đại 20 ÷ 800.000 lần, độ 

phân giải ảnh SE là 2,0 nm ở thế 1 kV và 1,0 nm ở thế 15 kV. Các mẫu được đặt 

trên tấm wafer Si, sấy khô và đưa vào thiết bị mà không cần phủ thêm. Phép đo 

được thực hiện ở mức năng lượng từ 5 đến 10 keV. 

2.2.3. Phương pháp hiển vi điện tử truyền qua TEM 
Kính hiển vi điện tử truyền qua (Transmission electron microscopy, TEM) là 

công cụ kĩ thuật cho nghiên cứu vi cấu trúc vật liệu. Dựa trên nguyên tắc hoạt động 

cơ bản của kính hiển vi quang học, kính hiển vi điện tử truyền qua có ưu điểm nổi 

bật nhờ bước sóng của chùm electron ngắn hơn rất nhiều so với ánh sáng nhìn thấy 

nên có thể quan sát với độ phân giải 0,2 nm [106].  

Hình thái và kích thước của vật liệu nano đa chức năng trong luận án được 

chụp trên kính hiển vi điện tử truyền qua JEOL JEM-1010 ở điện áp 120 kV (Viện 

Vệ sinh dịch tễ Trung ương), và thiết bị hiển vi điện tử truyền qua JEOL 100CX ở 

điện áp 100 kV (Khoa Dược, Trường Đại học Paris Descartes, CNRS UMS3612, 

Inserm US25). 

2.2.4. Phương pháp phân tích nhiệt khối lượng TGA 
Phân tích nhiệt (Thermogravimetric) là một nhóm các kỹ thuật phân tích trong 

đó các đặc trưng vật lý của mẫu hoặc sản phẩm phản ứng được đo như những hàm 

của nhiệt độ. Nhiệt độ của mẫu sẽ được điều khiển theo các chương trình định sẵn. 
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Phân tích nhiệt khối lượng (TGA) là phương pháp phân tích trong đó sự thay 

đổi khối lượng của mẫu dưới sự thay đổi của nhiệt độ theo một chương trình được 

ghi lại như là một hàm số của nhiệt độ hoặc thời gian. Kỹ thuật phân tích nhiệt 

trọng dựa trên cơ sở ghi lại liên tục sự thay đổi khối lượng của mẫu trong quá trình 

gia nhiệt hoặc làm lạnh, và hữu ích khi phân tích định lượng các thay đổi vật lý 

hoặc hóa học với sự thay đổi khối lượng. Như sự mất nước, phân hủy, oxy hóa, sự 

khử... hay sự thay đổi vật lý như thăng hoa, bay hơi, hấp thụ và khử hấp thụ. Khối 

lượng tổn hao của các thành phần hữu cơ như polyme, copolyme, vật liệu nano tổ 

hợp có thể xác định được từ giản đồ nhiệt khối lượng TG [18]. 

Trong luận án này, kỹ thuật phân tích nhiệt TGA được sử dụng để đánh giá 

quá trình phân hủy nhiệt của copolyme và vật liệu nano đa chức năng trên thiết bị 

Discovery TGA (TA Instruments, New Castle, DE, USA) tại Viện Kỹ thuật nhiệt 

đới, Viện Hàn lâm KHCN VN. Để phân tích TGA, vật liệu nano được đặt trong 

chén đựng mẫu và nhiệt độ được thay đổi từ 25 đến 800°C với tốc độ tăng nhiệt là 

10°C/phút. 

2.2.5. Phương pháp xác định phân bố kích thước hạt và thế zeta 
Kích thước và phân bố kích thước hạt là thông số quan trọng để đánh giá độ 

bền vật lý của tiểu phân nano. Phương pháp tán xạ ánh sáng động (Dynamic light 

scattering, DLS) được sử dụng rộng rãi để đo kích thước tiểu phân nhỏ phân tán 

trong môi trường lỏng. Kích thước và phân bố kích thước (qua chỉ số PDI) là các 

đại lượng chính được xác định qua phương pháp này. Giá trị PDI từ 0,1 đến 0,25 

cho thấy phân bố kích thước tiểu phân hẹp, trong khi đó PDI lớn hơn 0,5 biểu thị 

cho hệ phân bố kích thước rộng [106]. 

Giá trị thế Zeta chứng minh độ bền của hệ nghiên cứu. Thế Zeta là tổng điện 

tích mà hạt tiểu phân đạt được trong môi trường phân tán. Nó đặc trưng cho lực đẩy 

giữa các hạt tiểu phân. Các hạt có giá trị tuyệt đối thế Zeta lớn hơn 30 mV được coi 

là một hệ bền. Nếu giá trị Zeta nằm trong khoảng 20 - 30 mV, thì hệ hỗn dịch coi là 

tương đối bền. Trong trường hợp thế zeta nhỏ hơn 10mV, hệ hỗn dịch được coi là 

không ổn định, kém bền, dễ bị kết tập tiểu phân [106]. 

Sự phân bố kích thước và thế Zeta của vật liệu nano đa chức năng được xác 

định bằng thiết bị Zetasizer-Nano ZS (Zetasizer Nano, Malvern Instruments, UK) 

tại Viện Khoa học vật liệu, Viện Hàn lâm KHCN VN. Mỗi mẫu được đo 3 lần. 
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2.2.6. Phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến UV-Vis 
Phương pháp quang phổ hấp thụ tử ngoại và khả kiến là phương pháp phân 

tích dựa trên sự hấp thụ bức xạ điện từ. Nguyên lý của phương pháp là khi chiếu 

một chùm ánh sáng đơn sắc qua mẫu có cường độ I0 thì mẫu sẽ hấp thụ một phần. 

Sau khi truyền qua mẫu, cường độ của bức xạ điện từ là I (I< Io) [18]. 

Độ hấp thụ A của một dung dịch là logarit thập phân của nghịch đảo độ truyền 

quang T khi cho ánh sáng đơn sắc đi qua, được biểu thị bằng phương trình: 

𝑆𝑆 =  𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 �1
𝑇𝑇
� =  𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 �𝐼𝐼0

𝐼𝐼
�     (2.1) 

Trong đó: 

I là cường độ ánh sáng đơn sắc sau khi đã truyền qua dung dịch; 

I0 là cường độ ánh sáng đơn sắc tới; 

T là độ truyền quang. 

Phổ hấp thụ UV-Vis của vật liệu trong luận án được ghi trên máy quang phổ 

Ocean Optics Usb4000 tại Viện Khoa học vật liệu, Viện Hàn lâm KHCN VN. 

 
Hình 2.3. (a) Phổ UV-Vis; (b) đường chuẩn Doxorubicin 

Xây dựng đường chuẩn độ hấp thụ - nồng độ Doxorubicin: Chuẩn bị dãy dung 

dịch Doxorubicin chuẩn với nồng độ từ 0,005 đến 0,05 mg/mL. Sau đó tiến hành đo 

độ hấp thụ của các dung dịch trong dải bước sóng từ 200 đến 800 nm. Xây dựng 

đường chuẩn độ hấp thụ - nồng độ Doxorubicin: y = 17,426x + 0,006 (r2 = 0,9998), 

với y là độ hấp thụ của dung dịch Doxorubicin chuẩn có nồng độ x tại bước sóng 

hấp thụ cực đại (485 nm) của Dox (Hình 2.3). 

2.2.7. Phổ huỳnh quang 
Phổ huỳnh quang là phương pháp dùng để nghiên cứu tính chất quang của vật 
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liệu. Trong phương pháp này, vật liệu được kích thích bằng một nguồn năng lượng 

từ bên ngoài, sau đó nghiên cứu sự tương tác giữa vật liệu và nguồn năng lượng 

này. Hệ điện tử hóa trị của vật liệu chuyển trạng thái từ trạng thái cơ bản lên các 

trạng thái kích thích khác nhau sau khi nhận được năng lượng kích thích. Thời gian 

tồn tại ở trạng thái kích thích tùy thuộc vào tính chất của vật liệu. Khi hồi phục về 

trạng thái cân bằng, điện tử giải phóng năng lượng có thể ở các dạng khác nhau như 

nhiệt hoặc photon. Ánh sáng phát ra trong quá trình hồi phục được gọi chung là 

huỳnh quang [106]. 

Trong luận án này, phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5 được đo trên máy quang 

phổ iHR550 (Horiba) với cảm biến Si-CCD (charge Coupled Device) được làm 

lạnh bằng pin Peltier, dưới bước sóng kích thích của diode laser 355 nm (Teem 

Photonics). 

2.2.8. Phương pháp nhiễu xạ tia X  
Phương pháp nhiễu xạ tia X (XRD) dựa trên hiện tượng nhiễu xạ tia X của các 

vật liệu kết tinh. Khi chiếu chùm tia X có bước sóng λ  và mạng tinh thể của vật 

liệu, các họ mặt phẳng mạng tinh thể của vật liệu, các họ mặt phẳng (hkl) có giá trị 

dhkl thỏa mãn điều kiện phản xạ Bragg: 2𝑑𝑑ℎ𝑘𝑘𝑘𝑘 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 2 𝜃𝜃 = 𝑠𝑠. 𝜆𝜆 sẽ cho các cực đại 

nhiễu xạ tại vị trí góc nhiễu xạ 𝜃𝜃 = 𝑎𝑎𝑟𝑟𝑎𝑎𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠(𝑠𝑠𝜆𝜆/2𝑑𝑑ℎ𝑘𝑘𝑘𝑘) tương ứng trên giản đồ 

nhiễu xạ n nhận các giá trị 1,2,3.... gọi là bậc nhiễu xạ. Thông thường ta chỉ quan 

sát được các nhiễu xạ bậc 1 (n=1).  

Những đặc trưng quan trọng nhất của các giản đồ nhiễu xạ tia X là vị trí của 

các vạch nhiễu xạ, cường độ vạch nhiễu xạ và đường cong phân bố của vạch nhiễu 

xạ đó. Phương pháp này cho phép xác định pha cấu trúc, phân tích định tính, định 

lượng các pha tinh thể, hằng số mạng, mức độ biến dạng mạng, so sánh xác định 

tương đối hàm lượng pha tạp, từ đó cho phép điều chỉnh quy trình công nghệ chế 

tạo vật liệu và góp phần lý giải các hiện tượng vật lý [106].  

Trong luận án này, cấu trúc tinh thể của vật liệu nano đa chức năng được thực 

hiện trên hệ nhiễu xạ kế SIEMENS D5000 (CHLB Đức) tại Viện Khoa học vật liệu, 

Viện Hàn lâm KHCN VN, sử dụng bức xạ Cu-kα, bước sóng λ  = 1,5406 Å. Dữ 

liệu được thu thập trong phạm vi 2θ từ 30° đến 70°, bước nhảy 0,02° và thời gian 
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mỗi bước là 4 giây ở nhiệt độ phòng. 

2.2.9. Từ kế mẫu rung VSM 
Từ kế mẫu rung (Vibrating sample magnetometer, viết tắt là VSM) là phương 

pháp đo momen từ của vật liệu trong từ trường ngoài, dựa trên nguyên lý cảm ứng 

điện từ. VSM còn được gọi là phép đo từ hóa (magnetization), momen từ của mẫu 

Ms được đo theo từ trường ngoài. Đường cong từ trễ của vật liệu thu được bằng 

cách thay đổi cường độ từ trường bên ngoài trong khoảng từ -1,1 kOe đến 1,1 kOe. 

Trên cơ sở đường cong từ trễ thu được, có thể xác định được các giá trị đặc trưng 

cho tính chất từ của vật liệu, như từ độ bão hòa (Ms), và lực kháng từ (Hc) [106]. 

Trong luận án này, phép đo tính chất từ của vật liệu nano đa chức năng được 

thực hiện trên thiết bị từ kế mẫu rung tại Phòng Vật lý vật liệu từ và siêu dẫn, Viện 

Khoa học vật liệu.  

2.2.10. Đốt nóng cảm ứng từ MIH 
Các phép đo đốt nóng cảm ứng từ (Magnetic Inductive Heating, MIH) của vật 

liệu nano đa chức năng được thực hiện trên thiết bị phát từ trường xoay chiều  công 

suất cao (Model UHF-20A). Thử nghiệm trong điều kiện từ trường xoay chiều có 

cường độ 100 Oe và tần số 340 kHz, trên cuộn dây cảm ứng (7 vòng, đường kính 3 

cm, dài 11,5 cm). Nhiệt độ được đo bằng nhiệt kế quang (GaAs sensor, Opsens) với 

độ chính xác 0,3 oC trong dải 0 - 250 oC. 

Độ hấp thụ năng lượng từ của vật liệu nano đa chức năng được thể hiện qua 

đại lượng tốc độ hồi phục riêng SAR: 

SAR = C �dT
dt
� mnano
m𝐹𝐹𝐹𝐹3𝑂𝑂4

                   (2.2) 

trong đó: C là nhiệt dung riêng của nước (C=4,18 J/gK), mnano
m𝐹𝐹𝐹𝐹3𝑂𝑂4

 là nồng độ 

Fe3O4 trong hệ vật liệu nano đa chức năng,�dT
dt
� là tốc độ tăng nhiệt ban đầu (oC/s), 

�dT
dt
� được xác định từ tiếp tuyến của đường cong tăng nhiệt tại vùng ban đầu.  

Hơn nữa, để có thể so sánh số liệu đo trên các thiết bị khác nhau mà thường là 

dùng các tần số (f) và từ trường (H) khác nhau, đại lượng tốc độ hấp thụ riêng hiệu 
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chuẩn, gọi là công suất tổn hao nội tại (intrinsic loss power, ILP) được xác định như 

sau [18]:  

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 =  𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆
𝐻𝐻2𝑓𝑓

                           (2.3) 

2.3. Đánh giá động học và cơ chế giải phóng thuốc in vitro 
2.3.1. Đánh giá động học giải phóng thuốc in vitro 

Quá trình giải phóng thuốc Doxorubicin từ hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

được nghiên cứu tại các điều kiện khác nhau, gồm môi trường sinh lý (pH 7,4), và 

môi trường ngoại bào khối u (pH 5,0 và pH 6,5). Tiến hành như sau: Cho 10 mg hệ 

dẫn thuốc nano đa chức năng vào túi thẩm tách (MWCO 3,5 kDa) vào 300 mL dung 

dịch đệm, ở các điều kiện pH 5,0; 6,5 và 7,4, lấy mẫu sau các khoảng thời gian 1; 2; 

4; 6; 8; 12; 24; 32; 48; 60; 72 giờ, đo hấp thụ UV-VIS. 

2.3.2. Xác định cơ chế giải phóng thuốc in vitro 
Để phân tích cơ chế giải phóng thuốc Doxorubicin từ hệ dẫn thuốc nano đa 

chức năng, sáu mô hình động học khác nhau, gồm các mô hình động học bậc 0 

(Zero-Order), Higuchi, bậc 1 (First-Order), Weibull, Hixson-Crowell và 

Korsmeyer-Peppas đã được sử dụng [107].  Dữ liệu thu được từ các nghiên cứu giải 

phóng thuốc được áp dụng cho 6 mô hình để tìm ra mô hình động học phù hợp nhất. 

Các phương trình mô hình động học được biểu diễn dưới đây, tương ứng với 6 mô 

hình nêu trên: 

𝑄𝑄 =  𝐾𝐾𝑜𝑜𝑡𝑡                                   (2.4) 

Trong đó, Ko là hằng số tốc độ bậc 0 và t là thời gian.  

𝑄𝑄 = 𝑄𝑄𝑜𝑜(1 − 𝑒𝑒−𝐾𝐾1𝑡𝑡)                   (2.5) 

Trong đó, Qo là nồng độ ban đầu của thuốc và K1 là hằng số tốc độ bậc 1.  

𝑄𝑄 =  𝐾𝐾𝐻𝐻 𝑡𝑡1/2                              (2.6) 

Trong đó, KH là hằng số Higuchi biểu thị các biến thiết kế của hệ thống và t là 

thời gian. 

𝑄𝑄 = 𝑄𝑄𝑜𝑜(1 − 𝑒𝑒−𝐾𝐾𝑤𝑤𝑡𝑡𝑛𝑛)                 (2.7)  

Trong đó, Qo là nồng độ ban đầu của thuốc, và Kw là hằng số Weibull. 

𝑄𝑄 = 𝑄𝑄𝑜𝑜 �1 − �1 − 𝐾𝐾𝐻𝐻𝐻𝐻𝑡𝑡�
3�       (2.8)  
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Trong đó,  Qo là nồng độ ban đầu của thuốc, và KHC là hằng số Hixson – 

Crowell. 

𝑄𝑄 =  𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾 𝑡𝑡𝑛𝑛                                      (2.9) 

Trong đó,  KKP là hằng số Korsmeyer-Peppas và n là số mũ khuếch tán thể 

hiện cơ chế giải phóng dược chất.  

Tiêu chí thông tin Akaike (Akaike information criterion, AIC) được sử dụng 

để đánh giá sự phù hợp của các mô hình. Thông số AIC được tính theo công thức 

sau [108]: 

𝑆𝑆𝐼𝐼𝐶𝐶 =  𝑠𝑠 × ln( 𝑊𝑊𝑆𝑆𝑆𝑆𝑅𝑅2) + 2 ×  𝑝𝑝   (2.10) 

Trong đó,  n là số điểm dữ liệu giải phóng, p là số lượng tham số mô hình và 

WSSR (the weighted sum of square of residues) là tổng bình phương phần dư có 

trọng số. Đối với mỗi điều kiện pH, mô hình có giá trị AIC thấp nhất được coi là tối 

ưu nhất. Phân tích động học được thực hiện trên phần mềm Splus 8.0. 

2.4. Đánh giá hiệu quả và cơ chế gây độc tế bào ung thư của hệ dẫn nano trên 

các dòng tế bào thử nghiệm 

2.4.1. Nuôi cấy tế bào 
Các dòng tế bào HeLa (Tế bào ung thư cổ tử cung), A549 (Tế bào ung thư 

biểu mô phổi), HGC-27 (Tế bào ung thư biểu mô dạ dày ở người), CCF-STTG1 (Tế 

bào ung thư biểu mô não), MCF-7 (Ttế bào ung thư biểu mô tuyến vú) và PC-3 (Tế 

bào ung thư biểu mô tuyến tiền liệt) được cung cấp bởi trung tâm lưu trữ giống nuôi 

cấy Hoa Kỳ ATCC (Manassas, VA, USA) và được lưu giữ, thử độc tính tại Viện 

Hóa học các hợp chất thiên nhiên, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Các dòng tế bào được nuôi cấy ở 37°C trong 5% CO2 trong môi trường thích hợp 

(RPMI 1640, MEM, DMEM; Merck KGaA, Darmstadt, Đức) chứa 10% huyết 

thanh bào thai bò bất hoạt do nhiệt (FBS), penicillin (100 UI mL-1), streptomycin 

(100 mg/mL) và L-glutamine (2 mM).  

2.4.2. Thử nghiệm độc tính tế bào in vitro bằng phương pháp MTT 
Hoạt tính gây độc hay ức chế sự tăng sinh tế bào của các hệ nano được đánh 

giá qua khả năng ức chế enzyme oxidoreductase phụ thuộc NAD(P)H của tế bào. 

Enzyme này xúc tác phản ứng khử thuốc nhuộm tetrazolium MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; nồng độ cuối 5 mg/mL] 
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thành sản phẩm formazan không hoà tan (có màu xanh-tím) [109, 110]. Cụ thể, các 

tế bào được gieo vào đĩa 96 giếng (5 × 104 tế bào trên mỗi giếng hỗn hợp 200 µL) 

và gắn vào trong 24 giờ. Sau đó, các tế bào được xử lý bằng Doxorubicin tự do và 

các hệ nano ở nồng độ Doxorubicin nằm trong khoảng từ 50 đến 1 µg/mL và được ủ 

ở 37°C và 5% CO2 trong 48 giờ. Khi kết thúc quá trình ủ, 20 µL MTT (Merck 

KGaA) được thêm vào các giếng và ủ ở 37°C trong 4 giờ. Sản phẩm chuyển hóa 

dạng tinh thể formazan được hòa tan trong DMSO 100 % và đo mật độ quang ở 

bước sóng 540/720 nm bằng cách sử dụng đầu đọc đa chế độ Spark (Tecan, 

Männedorf, Thụy Sĩ). Sự ức chế tăng sinh tế bào được đánh giá bằng công thức sau:  

𝑇𝑇ỷ 𝑙𝑙ệ ứ𝑎𝑎 𝑎𝑎ℎế (%) = �1 − 𝑂𝑂𝑂𝑂𝑠𝑠𝑠𝑠𝑚𝑚𝑠𝑠𝑠𝑠𝐹𝐹

𝑂𝑂𝑂𝑂𝑐𝑐𝑐𝑐𝑛𝑛
�  𝑥𝑥 100%           (2.11) 

trong đó ODsample và ODcon lần lượt là mật độ quang học của nhóm mẫu thử 

nghiệm và đối chứng. Thí nghiệm nói trên được thực hiện ba lần để lấy giá trị IC50 

trung bình được tính toán bởi phần mềm TableCurve AISN (Jandel Scientific, San 

Rafiel, CA). Độc tính gây độc tế bào được biểu thị bằng giá trị IC50 (nồng độ của 

các tác nhân thử nghiệm gây ức chế 50% hoặc làm chết tế bào), thu được bằng 

phương pháp hồi quy phi tuyến tính bằng cách sử dụng chương trình TableCurve 

2D (Phần mềm thống kê SPSS, Chicago, IL). 

2.4.3. Đánh giá hoạt tính kháng phân bào bằng kỹ thuật hình ảnh huỳnh quang 
tự động và phân tích, sàng lọc nội hàm cao  

Một kỹ thuật đo tế bào định lượng, còn được gọi là phân tích sàng lọc nội hàm 

cao (High Content Screening, HCS), được sử dụng để xác định việc bắt giữ chu kỳ 

tế bào đối với tác động của hệ nano lên tế bào ung thư. Hình ảnh tế bào thu được 

bằng hệ thống kính hiển vi tự động Olympus scan^R (Heidelberg, Đức) tại Phòng 

Sinh học thực nghiệm, Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên (Hình 2.4), sử dụng 

tính năng lấy nét tự động trên nhân tế bào.   

Các tế bào được gieo vào các đĩa 96 giếng, một hoặc hai ngày trước khi kích 

hoạt để đạt được độ hợp lưu khoảng 70%. Sau 24 giờ ủ với các mẫu ở khoảng nồng 

độ IC50, các tế bào được đánh dấu Hoechst 33342 (0,5 µM) ngay trước khi cố định 

bằng 3,7% paraformaldehyde trong PBS ở nhiệt độ phòng trong 15 phút. Mười sáu 

vị trí trên mỗi giếng được chụp (độ phóng đại 20 lần và camera sCMOS) với bộ lọc 

tiêu chuẩn cho các kênh DAPI và Cy3 [111, 112]. Tập hợp các tế bào trong mỗi giai 
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đoạn của chu kỳ tế bào (subG1, G1, S, G2/M) được xác định bằng cách phân vùng 

đối tượng phân tích dựa trên cường độ huỳnh quang, sau đó được phân tích bằng 

phần mềm Phân tích Scan^R (Olympus). 

 
Hình 2.4. Hệ thống ghi ánh sáng hiển vi sàng lọc/Phân tích nội hàm cao (Olympus 

scan^R, Heidelberg, Đức) 

2.5. Đánh giá khả năng tăng độ tương phản ảnh cộng hưởng từ MRI 
2.5.1. Xác định độ hồi phục r1, r2 

Như đã giới thiệu trong chương 1, các đại lượng thời gian đặc trưng cho 2 quá 

trình hồi phục T1 và T2 phụ thuộc vào môi trường xung quanh proton, do vậy phản 

ánh cấu trúc vi mô của mô sinh học. Các thời gian T1 và T2 chính là đại lượng thể 

hiện cường độ điểm ảnh MRI. Các phép đo và chụp ảnh MRI trên các mẫu PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5; PLA-TPGS-Fe3O4-Dox; PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5.5; PLA-TPGS-Fe3O4 và Fe3O4 ở các nồng độ Fe khác nhau (0; 0,02; 

0,05; 0,1 và 0,2 mM) trong agarose 1%/PBS được thực hiện trên thiết bị cộng 

hưởng từ 7T (300WB, Bruker, Avance II, Wissembourg, Pháp).  

Độ hồi phục ở 7 T của các hệ nano ở nồng độ sắt khác nhau (0,05; 0,1; 0,2 và 

0,5 mM) được thực hiện bằng cách chụp chế độ T2 và T1 bằng thiết bị cộng hưởng 

từ 7 T (300WB, Bruker, Avance II, Wissembourg, Pháp), và được trang bị gradient 

được bảo vệ chủ động 200 mT/m. r1 được đo theo trình tự spin-echo biến thiên TR, 

còn r2 đo theo trình tự  spin-echo đa tiếng vọng (multi-echo) giữ TR cố định.   Sử 

dụng phầm mềm ParaVison 5.1 để vẽ vùng quan tâm (region of interest – ROIs) và 

để tính các giá trị tốc độ hồi phục. Đường cong suy giảm tín hiệu được fit bởi 
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phương trình suy giảm đơn exponel để tính T2, y = A + Ce-TE/T2, và phương trình 

đơn exponel tăng trở lại giá trị cực đại để tính T1, y = A + C(1-e-TR/T1). Hình ảnh 

MRI trọng T1 được thu được bằng cách sử dụng chuỗi xung phản xạ quay thông 

thường theo các thông số sau: TR = 800 ms, TE = 13 ms, α =180°, độ dày lát cắt = 

1,5 mm. Hình ảnh MRI trọng T2 thu được bằng cách sử dụng chuỗi xung phản hồi 

nhanh theo các thông số sau: TR = 15000 ms, TE = 99 ms, α = 180°, độ dày lát cắt 

= 1,5 mm. 

Độ hồi phục r1 và r2 thu được bằng công thức sau: 
1
𝑇𝑇𝑖𝑖

=  𝑟𝑟𝑥𝑥[𝐹𝐹𝑒𝑒] + 1
𝑇𝑇𝑖𝑖,0

 𝑣𝑣ớ𝑠𝑠 𝑠𝑠 = 1 ℎ𝑙𝑙ặ𝑎𝑎 2   (2.12)                  

2.5.2. Đánh giá khả năng tăng độ tương phản MRI in vivo 
Các nghiên cứu được thực hiện trên chuột cái Balb/C (Janvier, St Genest de 

Lisle, Pháp) mang khối u CT26 ở mỗi bên sườn. Tất cả các thử nghiệm in vivo trên 

chuột được thực hiện theo các hướng dẫn của Đại học Paris, đã được phê duyệt bởi 

ủy ban đạo đức (CEEA34.JS.142.1). 

 
Hình 2.5. (a) Bố trí chuột thí nghiệm; (b) thiết bị cộng hưởng từ 7T (300WB, 

Bruker, Avance II, Wissembourg, Cộng hòa Pháp)  

Mười con chuột được gây mê bằng khí isoflurane 1,5% trong hỗn hợp không 

khí/O2 (tương ứng 0,5 L/phút và 0,2 L/phút) và được đưa vào bên trong thiết bị 

cộng hưởng từ 7T (Bruker 7 T vertical MRI spectrometer) 300WB, Bruker, Avance 
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II, Wissembourg, Cộng hòa Pháp (Hình 2.5). Sau khi thu nhận hình ảnh MRI với 

chế độ chụp T2* trước khi tiêm, chuột được đặt trong buồng giữ nhiệt và 150 µL hệ 

dẫn thuốc nano đa chức năng nồng độ Fe 25,8 mM được tiêm cho năm con chuột 

qua tĩnh mạch mắt. Năm con chuột còn lại được sử dụng làm đối chứng. Sau 4 giờ 

tiêm, thu hình ảnh MRI trọng T2*. Hình ảnh MRI chụp theo chế độ này được ghi 

theo chuỗi FLASH để định lượng T2 hiệu quả, với các tham số sau: TE/TR = 350/5 

ms, góc lật (flip angle) 40°. Trường nhìn có kích thước 3 cm x 3 cm, kích thước ma 

trận 256 x 256 tương ứng với 117 μm x 117 μm ở độ phân giải mặt phẳng, thời gian 

quét khoảng 8 phút. Tất cả dữ liệu MRI được xử lý và phân tích trên máy tính được 

trang bị phần mềm dành riêng cho MRI (ParaVision phiên bản 5.1).  

Để xử lý dữ liệu, hình ảnh MRI trọng T2* của từng lát cắt đã được mở trong 

phần mềm ImageJ (Viện Y tế Quốc gia, Bethesda) bằng cách sử dụng plugin 

BrukerOpener. Các vùng quan tâm ROI tương ứng với khối u được xác định và thu 

được phân bố cường độ pixel. Sau đó, phân bố cường độ pixel cho từng lát của khối 

u được xử lý bằng phần mềm MATLAB (R2023a, Natick, Massachusetts, Mỹ) để 

có được phân bố cường độ pixel cho toàn bộ khối u. Từ đó, tỷ lệ phần trăm pixel 

dưới giá trị I0,25 đã được tính toán (I0,25 = 0,25x(Cường độ max − Cường độ min)) trên 

cùng phần mềm. Để so sánh khối u đối chứng, tỷ lệ phần trăm pixel dưới I0,25 cho 

từng chuột được lấy trung bình và phân tích thống kê Mann-Whitney được thực 

hiện bằng phần mềm Sigmaplot 15. 

2.6. Đánh giá sự phân bố in vivo của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 
2.6.1. Khảo sát bước sóng kích thích/phát xạ 

Hình ảnh huỳnh quang (optical imaging in vitro) thu được bằng thiết bị Photon 

IMAGER Optima (Biospace Lab, Cộng hòa Pháp) tại Khoa Dược – Trường Đại học 

Paris Descartes (4, avenue de l'Observatoire, 75006 Paris), Cộng hòa Pháp (Hình 

2.6). Đây là hệ thống gồm nhiều hợp phần cho phép phát hiện không xâm lấn, định 

vị và định lượng tín hiệu quang từ động vật sống. Thiết bị này sử dụng công nghệ 

đếm photon độc đáo, cho phép ghi lại động học của các quá trình động mà không 

cần thiết lập thời gian thu hoặc tạo pixel trước khi chụp ảnh. Thiết bị liên tục hiển 

thị phân bố ánh sáng trong suốt quá trình thử nghiệm và quá trình thu thập hình ảnh 

có thể dừng bất cứ lúc nào để tạo ảnh. Đây là một lợi thế quan trọng nhất trong chụp 
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ảnh huỳnh quang. Đặc biệt, hệ rất phù hợp với các ứng dụng hình ảnh quang học in 

vivo tiên tiến và có hiệu suất cao. 

Một bộ lọc kích thích/phát xạ NIR, sử dụng các bước sóng kích thích (λex) và 

bước sóng phát xạ (λem) tương ứng với Doxorubicin (λex = 487, 512, 537 nm; λem = 

547, 572, 597, 622 nm), và tương ứng với Cyanine 5.5 (λex = 637, 662, 687 nm; λem 

= 697, 722, 747, 772 nm). Hình ảnh huỳnh quang optical imaging in vitro được hiển 

thị ở chế độ “photon”; do đó, cường độ tín hiệu được xác định bằng độ bức xạ trung 

bình (average radiance) được tính bằng đơn vị photon trên giây trên cm2 trên 

steradian (ph/s/cm2/sr), dùng để chỉ số lượng photon trên giây phát ra trên 1 cm2 của 

mẫu và bức xạ vào một góc đặc của một steradian (sr). Tỷ lệ tín hiệu trên nhiễu 

(Signal to noise ratio, SNR) được xác định là tỷ lệ giữa tín hiệu trung bình từ vùng 

quan tâm và độ lệch chuẩn của nhiễu: 

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑅𝑅 =  𝜇𝜇
𝜎𝜎
                      (2.13)           

trong đó μ là giá trị trung bình của tín hiệu và σ là độ lệch chuẩn của nhiễu. 

Các bước sóng kích thích và phát xạ tối ưu (có tỷ lệ SNR và tỷ lệ tín hiệu optical 

imaging in vitro cao nhất) sẽ được sử dụng trong đánh giá hình ảnh phân bố sinh 

học in vivo. 

 
Hình 2.6. Thiết bị Photon IMAGER Optima, Biospace Lab, Cộng hòa Pháp 

2.6.2. Đánh giá sự phân bố in vivo trên mô hình chuột gây khối u CT26 
Mười con chuột sẽ được gây mê bằng hỗn hợp ketamine/xylazine (80 mg/kg 

/10 mg/kg), và sau đó 150 µL của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 với 
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25,8 mM Fe (tương đương 0,065 mM Cyanine 5.5) được tiêm vào cơ thể chuột 

thông qua tĩnh mạch mắt bằng kim 26G của năm con chuột ở nhóm điều trị. Năm 

con chuột nhóm đối chứng được tiêm dung dịch đệm PBS. Một điểm nén tại chỗ 

tiêm sẽ được thực hiện trong 10 giây để tránh chảy máu.  

Tại các thời điểm cụ thể sau khi tiêm mẫu, vào 5, 15, 30 phút, 1 giờ, 3 giờ, 6 

giờ và 24 giờ, chuột sẽ được gây mê bằng isoflurane (ban đầu: 2% isoflurane trong 

hỗn hợp không khí/oxy ở mức 1 L/phút; duy trì 0,5 - 1,5% isoflurane trong hỗn hợp 

không khí/oxy ở mức 1 L/phút), sau đó đặt dưới đèn (không làm nóng) trong 30 

giây để đặt các ống hệ thống thiết bị. Sau đó, chuột sẽ được đặt dưới máy ảnh (trên 

khay sưởi, hình 2.7) và được chụp ảnh bằng máy đếm photon (Hệ thống Photon 

IMAGER Optima, Biospace Lab, Pháp) trong 2 phút. Cuối cùng, mỗi nhóm năm 

con chuột sẽ được chụp ảnh và hy sinh. Tất cả các hình ảnh được hiển thị ở cùng 

một tỷ lệ. Sau khi thu thập, ROI được đo để hiển thị các cường độ huỳnh quang 

khác nhau ở các vị trí nhận tín hiệu. 

 
Hình 2.7. (a) Chuột thí nghiệm, (b) bố trí chuột trong thiết bị Photon IMAGER 

Optima và được gây mê trong suốt thời gian chụp ảnh huỳnh quang 

2.7. Xác định hàm lượng Fe trong khối u và các cơ quan của chuột 
Thử nghiệm đánh giá sự phân bố in vivo của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 được thực hiện đến 24h sau tiêm. Để đánh giá 

sự phân bố của hệ nano trong thời gian dài hơn, chúng tôi tiến hành đánh giá sự 

phân bố hàm lượng nguyên tố Fe ở vị trí khối u và các cơ quan của chuột. 12 con 

chuột mang khối u như trên được chia làm 2 nhóm. Nhóm điều trị (9 con chuột) 

được tiêm 150 µL của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 qua đường tĩnh 

mạch đuôi. Sau các thời điểm 24h, 48h và 72h, chuột được mổ và tiến hành thu thập 
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khối u và các cơ quan: gan, lách, thận, tim, và phổi. 3 con chuột ở nhóm đối chứng 

cũng được mổ theo quy trình tương tự. Các mẫu nội tạng được giữ ở nhiệt độ −80°C 

trong tủ đông. Thử nghiệm này được thực hiện tại Khoa Dược - Trường Đại học 

Paris Descartes (4, avenue de l'Observatoire, 75006 Paris), Cộng hòa Pháp và Viện 

Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Khi tiến hành thí nghiệm, khối u và các cơ quan của chuột được rã đông và 

cân trực tiếp từ ống trước khi thực hiện quá trình khoáng hóa và xác định hàm 

lượng nguyên tố Fe. Các mẫu được cho vào 6 mL axit nitric đậm đặc đã chưng cất 

(65 - 70%) trong 4 giờ ở 80°C bằng thiết bị Digiprep. Sau đó, để nguội dung dịch và 

pha loãng axit bằng cách thêm 44 mL nước. Sau đó, 50 μL dung dịch được lấy và 

cho vào 4,95 mL nước để phân tích hàm lượng Fe bằng phương pháp phổ hấp phụ 

nguyên tử (Atomic Absorption Spectroscopy, AAS). Thiết bị quang phổ hấp thụ 

nguyên tử Agilent 240 AAS được điều chỉnh để tạo ra độ nhạy và độ ổn định tối đa 

trước khi phân tích. 

2.8. Đánh giá tác dụng hóa trị bằng kỹ thuật phát quang sinh học 
Hình ảnh phát quang sinh học (bioluminescence) trở thành phương thức hình 

ảnh định lượng, không xâm lấn và phản ánh hoạt tính sinh học được báo cáo bởi 

biểu hiện gen luciferase trong tế bào khối u. Trong luận án này, tác dụng hóa trị của 

hệ dẫn thuốc nano đa chức năng được đánh giá qua mức độ biểu hiện gen luciferase 

của khối u, dựa trên nguyên lý của kỹ thuật bioluminescence. 

Một con chuột mang khối u CT26-Luc dưới da để theo dõi bằng hình ảnh phát 

quang sinh học về sự phát triển của khối u, đã bị hy sinh 14 ngày sau khi cấy ghép. 

Khối u được cắt bỏ và ngâm trong môi trường nuôi cấy DMEM và cắt thành các 

mảnh 3 mm3. Dòng tế bào CT26 (ATCC; tiêu chuẩn LGC, Molsheim, Pháp) có 

nguồn gốc từ ung thư biểu mô đại tràng không phân biệt do hóa chất gây ra. 

Chuột Balb-C/JRJ cái 8 tuần tuổi có trọng lượng trung bình 20 g (Janvier, 

Saint Genest de l’Isle, Pháp) được cấy mảnh khối u CT26 dưới da ở cả hai bên 

sườn. Sau khi cấy ghép, sự phát triển của khối u và trọng lượng của chuột được theo 

dõi hàng ngày bằng thước cặp và cân. Luciferin (D-luciferin, muối Fluoprobes K+, 

Interchim) ở dạng muối kali, pha loãng trong PBS 20 mg/mL được tiêm qua tĩnh 

mạch mắt với liều lượng 2 mg (100 μL từ dung dịch PBS 20 mg/mL) cho mỗi con 
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chuột (Hình 2.8). Hình ảnh quang học được thực hiện với máy ảnh thiết bị ghép 

điện tích tăng cường (Charge Coupled Device, CCD) được làm mát của hệ thống 

Photon IMAGER Optima (Biospace Lab, Cộng hòa Pháp). Quá trình phát quang 

được bắt đầu 20 phút sau khi tiêm chất nền với thời gian 10 phút. Mức độ phát 

quang biểu thị bằng average radiance (ph/s/cm2/sr) được đánh giá theo vùng quan 

tâm (ROI) áp dụng cho vùng khối u (M3 Vision, phần mềm Biospace, Paris, Pháp) 

và tín hiệu tỷ lệ động học/D0. Ba nhóm chuột trải qua cùng một quy trình trước khi 

điều trị (tiền xử lý) và sau điều trị 24 giờ, 48 giờ, 72 giờ. 

 
Hình 2.8. Sơ đồ thử nghiệm phát quang sinh học trên mô hình chuột gây khối u 

2.9. Đánh giá tác dụng nhiệt từ trị 
Thử nghiệm đánh giá tác dụng nhiệt từ trị in vivo của hệ dẫn thuốc nano đa 

chức năng được thực hiện trên mô hình chuột nhắt trắng Swiss mang khối u phổi 
Lewis. Sau khi cấy tế bào khối u 7 ngày, kích thước khối u đạt trung bình khoảng 7-
10 mm đường kính. 35 con chuột mang khối u này được phân thành 7 nhóm, mỗi 
nhóm 5 con, được bố trí thí nghiệm như bảng 2.1. 

Chuột được tiêm trực tiếp vật liệu nano vào khối u với liều 150 µL/con. Sau 
đó, 40 phút tiến hành thử nghiệm nhiệt từ trị để đảm bảo độ phân tán hạt trong khối 
u. Chiếu từ trường (4 lần, mỗi lần cách nhau 72 giờ) trên hệ RDO, model HFI (Viện 
Khoa học vật liệu) với cường độ 150 Oe, tần số 450 kHz trong thời gian 30 phút 
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(Hình 2.9). Cân nặng, kích thước, hình ảnh khối u được ghi lại ngay trước khi điều 
trị, nhằm đánh giá ảnh hưởng của nhiệt từ trị lên sự phát triển của khối u cũng như 
thể trạng chuột. 

Bảng 2.1. Bố trí thí nghiệm nhiệt từ trị trên chuột mang khối u phổi Lewis 

STT 
Nhóm thử 

nghiệm 
Loại vật liệu nano được tiêm 

Điều kiện chiếu 

từ trường 

1.  Đối chứng (-) Dung dịch đệm PBS Không 

2.  Đối chứng (+) Doxorubicin tự do Không 

3.  Thử nghiệm PLA-TPGS- Fe3O4 Có 

4.  Thử nghiệm PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 Không 

5.  Thử nghiệm PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 Có 

6.  Thử nghiệm PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanicne 5.5 Không 

7.  Thử nghiệm PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 Có 

 
Hình 2.9. Bố trí thí nghiệm nhiệt từ trị in vivo trên thiết bị RDO, model HFI 

Thể tích khối u được tính theo công thức chuẩn sau:  

𝑇𝑇ℎể 𝑡𝑡í𝑎𝑎ℎ 𝑘𝑘ℎố𝑠𝑠 𝑢𝑢 =  𝑐𝑐ℎ𝑖𝑖ề𝑢𝑢 𝑑𝑑à𝑖𝑖 𝑥𝑥 𝑐𝑐ℎ𝑖𝑖ề𝑢𝑢 𝑟𝑟ộ𝑛𝑛𝑛𝑛2

2
           (2.14)  

2.10. Phương pháp xử lí số liệu 

Số liệu được xử lí bằng các phần mềm Excel 2023, OriginPro 9, Sigma Plot 

15. Các sai khác được đánh giá thông qua so sánh độ lệch chuẩn của giá trị trung 

bình. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi giá trị p < 0,05.  
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Tóm tắt chương 2 
Trong chương này, chúng tôi đã trình bày các phương pháp thực nghiệm trong 

việc tổng hợp copolyme PLA-TPGS, chế tạo hạt nano Fe3O4 bằng phương pháp 

đồng kết tủa trong điều kiện vi sóng, và hệ dẫn thuốc nano đa chức năng gắn chất 

phát huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5. Các phương pháp đặc trưng tính 

chất hóa lý, sinh học, thử nghiệm in vitro và in vivo cũng đã được trình bày. Các 

thiết bị sử dụng trong luận án là các thiết bị hiện đại có độ chính xác và độ tin cậy 

cao. Đa số các phép đo đạc và phân tích được tiến hành trên các thiết bị tại Viện 

khoa học vật liệu, và các Viện nghiên cứu trực thuộc Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam, như: Viện Kỹ thuật nhiệt đới, Viện Hóa học, Viện Hóa học 

các hợp chất thiên nhiên,... Ngoài ra, các thử nghiệm in vivo đánh giá khả năng tăng 

độ tương phản ảnh cộng hưởng từ MRI, khả năng phân bố sinh học và tác dụng hóa 

trị dựa trên kỹ thuật huỳnh quang hồng ngoại gần được thực hiện tại Trường Đại 

học Chimie ParisTech (Université PSL - CNRS UMR 8060) và Khoa Dược – 

Trường Đại học Paris Descartes (4, avenue de l'Observatoire, 75006 Paris), Cộng 

hòa Pháp. Các kết quả thực nghiệm sẽ được phân tích và bàn luận trong các chương 

3, chương 4 và chương 5.  
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CHƯƠNG 3. HỆ DẪN THUỐC NANO ĐA CHỨC NĂNG  

PLA-TPGS-Fe3O4-DOXORUBICIN 

Trong chương này, chúng tôi chế tạo hệ nano đa chức năng mang đồng thời 

hạt nano Fe3O4 và thuốc Doxorubicin trên cơ sở copolyme PLA-TPGS có tỷ lệ 

PLA:TPGS = 1 : 1 (w/w) (kế thừa từ các kết quả nghiên cứu trước đây [42]). Trong 

đó, hạt nano Fe3O4 được chế tạo bằng phương pháp đồng kết tủa trong điều kiện vi 

sóng. Các tỷ lệ w/w giữa Fe3O4 và Doxorubicin được khảo sát về mặt vật liệu, hiệu 

suất nano hóa thuốc và khả năng gây độc tế bào ung thư. Quá trình giải phóng thuốc 

Doxorubicin được xác định ở các điều kiện pH khác nhau, và xác định cơ chế giải 

phóng thuốc từ hệ nano mixen bằng các mô hình động học. Hơn nữa, cơ chế gây 

độc tế bào ung thư của hệ nano này được xác định bằng kỹ thuật sàng lọc nội hàm 

cao (High-content screening, HCS). 

3.1. Tổng hợp copolyme PLA-TPGS  
Trong nghiên cứu này, copolyme PLA-TPGS được tổng hợp bằng phương 

pháp đồng trùng hợp cộng mở vòng trong toluen, sử dụng thiếc octoate làm chất 

xúc tác. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H-NMR) và phổ hồng ngoại biến đổi Fourier 

(FTIR) được sử dụng để phân tích cấu trúc của copolyme PLA-TPGS tổng hợp. 

Hình 3.1a là phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H-NMR trong CDCl3 của copolyme 

PLA-TPGS. Các tín hiệu ở 5,117 và 1,646 ppm lần lượt tương ứng với các proton -

CH và proton methyl -CH3 của monome lactide. Tín hiệu ở 3,653 ppm trong phổ 

TPGS của proton –CH2CH2–. Ba vân phổ này tương ứng dịch chuyển sang 5,101; 

1,624 và 3,637 ppm trong phổ của copolyme PLA-TPGS. Kết quả này cho thấy 

copolyme PLA-TPGS đã được tổng hợp và tinh chế thành công. Cấu trúc phân tử 

của copolyme PLA-TPGS được trình bày trong hình 3.1b. Khối lượng phân tử của 

PLA-TPGS được ước tính bằng cách sử dụng tỷ số diện tích giữa pic 5,101 ppm và 

3,637 ppm. Khối lượng phân tử trung bình của copolyme PLA-TPGS có tỷ lệ khối 

lượng TPGS 12,3 % được xác định là 13.000. Kết quả này cũng phù hợp với các 

báo cáo trước đây về phổ 1H-NMR của copolyme PLA-TPGS [41, 105]. 

Trong quá trình tổng hợp copolyme PLA-TPGS, đầu hydroxyl của TPGS đóng 

vai trò là chất khởi đầu để phân cắt có chọn lọc chuỗi acyl-oxy của lactide nhờ chất 

xúc tác Sn(Oct)2. Sự phối hợp này làm tăng electrophile của nhóm cacbonyl của 
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lactide, làm cho liên kết acyloxy (R-COO-) của lactide dễ bị phá vỡ hơn và cấu trúc 

tuần hoàn của lactide dễ bị mở hơn. Do sự hình thành của nhóm hydroxyl mới, 

Sn(Oct)2 có thể tiếp tục phản ứng với một monome lactide mới khác, làm tăng độ 

dài chuỗi PLA của copolyme PLA-TPGS [41, 105][113].  

 

Hình 3.1. (a) Phổ 1H-NMR của lactide, TPGS và copolyme PLA-TPGS; (b) cấu 

trúc phân tử của copolyme PLA-TPGS 

Các dao động điển hình của các nhóm chức trong các thành phần lactide và 

TPGS cũng xuất hiện trong phổ FTIR của copolyme PLA-TPGS với một số dịch 

chuyển, được trình bày ở hình 3.2 và bảng 3.1. Trong phổ FTIR của copolyme 

PLA-TPGS, tất cả các dao động đặc trưng của các nhóm chức trong lactide và 

TPGS đều xuất hiện với một số dịch chuyển. 
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Bảng 3.1. Các nhóm chức đặc trưng của lactide, TPGS và copolyme PLA-TPGS  

 Số sóng (cm−1) 

Nhóm chức Lactide TPGS Copolyme PLA-TPGS 

-C=O este 1765 1737 1747 

C=C trong vòng benzen 1642  1642 

C-C trong vòng benzen 1459  1459 

C–H (sp3) 2924 2922 2978 

-OH   3441 3446 

C-O-C 1099 1104 1118 

 

Hình 3.2. Phổ hồng ngoại FTIR của lactide, TPGS và copolyme PLA-TPGS 

Cụ thể, pic dao động đặc trưng của nhóm carbonyl (dao động hóa trị -C=O 

este) của lactide và TPGS xuất hiện lần lượt ở 1765 và 1737 cm-1 trong khi pic này 

dịch chuyển đến 1747 cm-1 trong phổ FTIR của copolyme PLA-TPGS. Ngoài ra, 

các pic đặc trưng của TPGS ở 1642 cm-1 (dao động hóa trị C=C trong vòng benzen) 

và 1459 cm-1 (dao động hóa trị C-C trong vòng benzen) cũng xuất hiện trong phổ 

của copolyme tổng hợp được. Pic trung bình ở 2978 cm-1 thuộc về dao động hóa trị 

của C–H (sp3) của copolyme PLA-TPGS, so với các dải hóa trị của lactide và của 

TPGS lần lượt được quan sát thấy ở 2924 và 2922 cm-1. Đối với copolyme tổng hợp 
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được, pic mạnh ở 3446 cm-1 được cho là do sự hiện diện của dao động hóa trị -OH, 

trong khi dải hấp thụ này cũng xuất hiện ở 3441 cm-1 trong phổ TPGS. Ngoài ra, 

các pic đặc trưng do dao động hoá trị C-O-C không đối xứng của lactide ở 1099 cm-

1 và của TPGS ở 1104 cm-1 đã dịch chuyển sang 1118 cm-1. Những sự dịch chuyển 

này đã xác nhận sự hình thành copolyme PLA-TPGS. 

3.2. Chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 
Sau khi tổng hợp, copolyme PLA-TPGS được sử dụng để mang đồng thời hạt 

nano oxit sắt từ (Fe3O4 NPs) và Doxorubixin (Dox) để chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa 

chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin (MNDDS). Bảng 3.2 và hình 3.3 cho 

thấy một số thay đổi nhỏ của các pic điển hình trong phổ hồng ngoại FTIR của hệ 

dẫn thuốc nano đa chức năng MNDDS so với các chất thành phần. Cụ thể, dao động 

của liên kết Fe-O ở 588 cm-1 trong Fe3O4 NPs chuyển sang 582 cm-1 trong 

MNDDS. Dao động hóa trị của nhóm -CH đã dịch chuyển từ 2978 cm-1 trong PLA-

TPGS sang 2925 cm-1 trong MNDDS. Trong khi đó, dao động hóa trị -C=O ester ở 

1736 cm-1 trong MNDDS có nguồn gốc từ liên kết tương ứng ở 1747 cm-1 trong 

PLA-TPGS và 1752 cm-1 trong Dox. Những dịch chuyển này cho thấy sự hình 

thành các hạt nano MNDDS, đồng thời chứng minh rằng Fe3O4 NPs và Doxorubicin 

đã được nano hoá trong hệ đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin. 

Bảng 3.2. Các nhóm chức đặc trưng của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

(MNDDS) và các chất thành phần 

 Số sóng (cm−1) 
Nhóm chức Doxorubicin Fe3O4 NPs PLA-TPGS MNDDS 

-OH 3323   3433 
-CH 2924  2978 2925 

-C=O 1728  1747 1736 
C=C 1613   1636 
-NH 1523   1512 

C-O-C 1011   1110 
Fe-O  588  582 
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Hình 3.3. Phổ hồng ngoại FTIR của Fe3O4 NPs, Doxorubicin, copolyme PLA-

TPGS, và hệ nano MNDDS 

Trong chương này, hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin được chế tạo mang cả thuốc điều trị ung thư Doxorubicin và hạt nano 

oxit sắt từ Fe3O4. Đầu tiên, tỉ lệ w/w của Dox : Fe3O4 NPs được khảo sát khi mang 

trên hệ dẫn thuốc nano đa chức năng bằng copolyme PLA-TPGS. Trong nghiên cứu 

này, ảnh hưởng của tỷ lệ Dox: Fe3O4 NPs (thay đổi từ 1:5 đến 2:1) đến kích thước 

hạt, thế Zeta, chỉ số đa phân tán PDI, khả năng mang thuốc Dox và hiệu suất nano 

hoá thuốc Dox của các hệ nano được đánh giá (Bảng 3.3). Các hệ nano đã chế tạo 

tương đối ổn định với thế Zeta có điện thế âm, nằm trong khoảng -22,6 mV đến -

41,1 mV. Giá trị tuyệt đối của thế Zeta tăng lên một chút với lượng Dox thấp hơn. 

Khi các hạt nano Fe3O4 được phủ bằng copolyme lưỡng tính của PLA-TPGS, đầu 

kỵ nước PLA tương tác với lõi và đầu ưa nước TPGS hướng ra ngoài, dẫn đến khả 

năng hòa tan tốt trong nước và làm cho chất lỏng nano ổn định [114]. Dung dịch 

đệm PBS, một môi trường chứa huyết thanh điển hình, làm cho điện thế zeta trở nên 

ít âm hơn (khoảng −28,4 mV đối với hệ MNDDS4 và −17,5 mV đối với hệ 

MNDDS1). Khi các hạt nano được phân tán trong dung dịch đệm PBS, sự thay đổi 

giá trị thế Zeta của hệ là do nồng độ và cường độ ion của chất điện li trong môi 
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trường PBS chứa dung dịch đệm photphat 0,01M, kali clorua 0,0027M và natri 

clorua 0,137M [115]. Hơn nữa, giá trị PDI của các mẫu này nằm trong khoảng từ 

0,1 đến 0,5 cho thấy độ đồng đều về kích thước hạt. 

Bảng 3.3. Khảo sát tỷ lệ Dox : Fe3O4 NPs (w/w) (n=3, mean ± SD) 
Ký hiệu 

mẫu 

Tỷ lệ 

Dox : 

Fe3O4 

NPs 

(w/w) 

Kích thước 

thuỷ động 

(nm) 

Polydispersity  

index (PDI) 

Thế Zeta 

trong 

nước cất 

(mV) 

Thế Zeta 

trong đệm 

PBS 

(mV) 

Khả năng 

mang thuốc 

Dox (%) 

Hiệu suất 

nano hoá (%) 

MNDDS1 1 : 5 217,5 ± 4,8 0,19 ± 0,01 -28,7± 0,9 -17,5± 1,1 7,97 ± 0,33 86,49 ± 0,36 

MNDDS2 2 : 5 172,3 ± 2,0 0,41 ± 0,04 -22,6± 1,0 -19,3± 0,8 13,44 ± 0,38 77.67 ± 0,90 

MNDDS3 1 : 2 167,6 ± 2,6 0,39 ± 0,01 -29,6± 1,3 -21,1± 1,5 18,13 ± 0,78 88,64 ± 0,45 

MNDDS4 1: 1 147,5 ± 1,2 0,15 ± 0,01 -41,1± 0,9 -28,4± 1,3 31,28 ± 1,64  91,05 ± 0,85 

MNDDS5 2 : 1 288,7 ± 1,2 0,37 ± 0,005 -30,8± 1,3 -23,9± 1,4 44,29 ± 1,03 79,52 ± 1,36 

Đáng chú ý, kích thước hạt được điều chỉnh dễ dàng bằng cách thay đổi tỷ lệ 

w/w của Dox: Fe3O4 NPs. Tất cả các hệ nano MNDDS trong nghiên cứu này đều có 

kích thước thủy động nhỏ nằm trong phạm vi kích thước lý tưởng cho hệ thống 

phân phối thuốc nano (150 nm đến 300 nm) [116]. Do đó, các hạt nano MNDDS 

cho thấy triển vọng làm tăng tác dụng dược lý của Doxorubicin thông qua cơ chế 

hướng đích thụ động. Nguyên nhân là do mạch máu của khối u thường có các khe 

nang tương đối lớn với đường kính khoảng 0,1-2 μm, dẫn đến tính thấm thành mạch 

cao hơn đáng kể đối với các hạt nano có kích thước hạt trong phạm vi này thông 

qua hiệu ứng tăng tính thấm và lưu trữ (EPR) [117]. Những kết quả này cũng phù 

hợp với một nghiên cứu khác về copolyme PLGA-PEG chứa hạt nano Dox và 

Fe3O4 [118]. Ngoài ra, hiệu suất nano hoá thuốc Doxorubicin cao nhất trên 91% đạt 

được ở tỷ lệ Dox : Fe3O4 NPs w/w = 1:1. Đồng thời, hệ dẫn thuốc nano đa chức 

năng PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin với tỉ lệ Dox : Fe3O4 NPs w/w = 1:1 (hệ 

MNDDS4) có thế Zeta cao hơn, kích thước nhỏ hơn và chỉ số PDI thấp nhất. Do đó, 

tỉ lệ Dox : Fe3O4 NPs = 1:1 w/w được sử dụng trong một số nghiên cứu tiếp theo. 

3.3. Đặc trưng tính chất lý, hóa 
Hình thái và kích thước hạt của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

MNDDS4 được thể hiện trên ảnh hiển vi điện tử quét phát xạ trường (FESEM), các 

tiểu phân nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có dạng hình cầu với đường kính 
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đều khoảng 20 nm (Hình 3.4a). Trên hình ảnh hiển vi điện tử truyền qua (TEM), hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có dạng hình cầu ở phạm vi kích thước từ 

17,0 đến 19,8 nm (Hình 3.4b). 

 

Hình 3.4. Ảnh (a) FESEM; (b) TEM của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

 

Hình 3.5. Phân bố kích thước của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

Trong khi đó, kết quả phân bố kích thước động trong môi trường nước (DLS) 

chỉ ra rằng kích thước hạt trung bình của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin là 

150 nm (Hình 3.5). Sự khác biệt về kích thước hạt đo bằng phương pháp DLS và 

TEM là do chuỗi PEG ưa nước của copolyme PLA-TPGS trên bề mặt hạt nano. 

Chuỗi PEG có thể duỗi ra và kéo dài trong môi trường nước. Do đó, cấu trúc lưỡng 

tính đặc biệt của PLA-TPGS làm tăng đường kính thủy động lực học (kích thước 
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DLS) do tính linh hoạt của đầu PEG [119]. Tương tự, kết quả TEM kết hợp với dữ 

liệu FTIR cho thấy các hạt nano oxit sắt từ (Fe3O4 NPs) được bao bọc trong lõi kỵ 

nước của các mixen PLA-TPGS bằng cách sắp xếp lại copolyme trong nước do tính 

chất kỵ nước của chúng [120, 121]. 

Các đỉnh nhiễu xạ tia X (XRD) (Hình 3.6) đối với Fe3O4 NPs xuất hiện ở 

2θ = 30,74°, 35,86°, 43,38°, 54,04°, 57,3° và 63,02°, phù hợp với các mặt phẳng 

(220), (311), (400), (422), (511) và (440) đặc trưng cho cấu trúc Spinel đơn pha của 

hạt nano Fe3O4 [122]. Sự có mặt của copolyme PLA-TPGS và Doxorubicin trong hệ 

nano MNDDS chỉ làm giảm cường độ của các đỉnh nhiễu xạ chứ không làm thay 

đổi vị trí của các đỉnh nhiễu xạ so với các hạt nano Fe3O4. Do đó, Fe3O4 NPs trong 

hệ nano MNDDS vẫn giữ nguyên cấu trúc tinh thể của chúng trong quá trình nano 

hoá. 

 

Hình 3.6. Giản đồ nhiễu xạ tia X của hạt nano oxit sắt từ và hệ nano PLA-TPGS-

Fe3O4-Doxorubicin 

Kích thước tinh thể trung bình của Fe3O4 NPs và hệ nano MNDDS được tính 

toán thông qua công thức Scherrer [123] lần lượt là khoảng 11,55 nm và 10,72 nm. 

Các nghiên cứu khác cũng chỉ ra rằng các hạt nano Fe3O4 được phủ hoặc chức năng 

hóa bề mặt bằng polyme/ copolyme như chitosan có kích thước tinh thể nhỏ hơn so 

với loại không bọc polyme [124]. 
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Phân tích nhiệt - khối lượng (TGA) của copolyme PLA-TPGS, Doxorubicin, 

Fe3O4 NPs và hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin (MNDDS) ở các tỉ lệ w/w 

Dox : Fe3O4 NPs khác nhau đã được thực hiện để nghiên cứu sự thay đổi khối lượng 

của các mẫu khi được gia nhiệt trong môi trường trơ (Hình 3.7). Trên giản đồ TGA 

của mẫu Fe3O4 NPs, chỉ quan sát thấy một giai đoạn giảm khối lượng ở khoảng 105 
oC, điều này có thể được giải thích là do sự hiện diện của nước trong mẫu (khoảng 

2,00 %). Điều này chứng tỏ hạt nano Fe3O4 tổng hợp được có độ tinh khiết cao. 

Ngược lại, Doxorubicin bị phân hủy hoàn toàn sau khi gia nhiệt đến 750 oC với hai 

giai đoạn giảm khối lượng ở 241 oC và 565,89 oC. Ngoài ra, copolyme PLA-TPGS 

có sự giảm khối lượng lớn ở 331,83 oC (khoảng 21,68 %). Tuy nhiên, khoảng 75 % 

PLA-TPGS không bị phân hủy khi nhiệt độ lên tới 450 oC. Kết quả này cho thấy 

hầu hết copolyme PLA-TPGS không chuyển sang trạng thái hơi và bị than hóa 

trong quá trình gia nhiệt [32]. 

 
Hình 3.7. Giản đồ phân tích nhiệt của copolyme PLA-TPGS, Doxorubicin, Fe3O4 

NPs và hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 
Tất cả các hệ nano MNDDS đều bị phân hủy ở nhiệt độ cao hơn so với 

Doxorubicin tự do. Sự giảm khối lượng quan sát được trong các hệ nano MNDDS 

có thể là do sự phân hủy nhiệt của cả copolyme PLA-TPGS và thuốc Doxorubicin. 

So sánh giữa các tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs khác nhau, mức giảm khối lượng của 

các pha hữu cơ trong các hệ nano MNDDS phù hợp với lượng Doxorubicin được 
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nano hoá tăng dần trong các hệ nano từ MNDDS1 đến MNDDS5. Giai đoạn giảm 

khối lượng ở khoảng 600 oC của Dox không xuất hiện trong giản đồ TGA của hệ 

nano MNDDS. Điều này có thể được giải thích bởi thực tế là Doxorubicin được 

phân bố ở nhiều vị trí khác nhau trong hệ nano MNDDS nên khi gia nhiệt, không 

thể tạo thành các tinh thể lớn hơn và bị phân hủy ở nhiệt độ cao hơn như trong 

Doxorubicin tự do [125]. Do đó, sự xuất hiện của Doxorubicin, Fe3O4 NPs và 

copolyme PLA-TPGS trong sản phẩm cuối cùng đã được xác nhận thêm từ các 

nghiên cứu phân tích nhiệt TGA. 

 

Hình 3.8. Đường cong từ hóa của Fe3O4 NPs và các hệ nano MNDDS 

Từ độ bão hòa (Ms) của Fe3O4 NPs và hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

(MNDDS) được xác định từ -11 kOe đến 11 kOe (Hình 3.8). Từ độ bão hòa ở 11 

kOe của Fe3O4 NPs là 66,1 emu/g. Từ độ của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin khi tăng tỷ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs đã giảm dần so với Fe3O4 NPs do 

ảnh hưởng của copolyme PLA-TPGS bao bọc Fe3O4 NPs và phân tử thuốc 

Doxorubicin khi được nano hoá đồng thời trên hệ nano. Nguyên nhân của hiện 

tượng này là do trên một đơn vị khối lượng, thành phần phi từ càng lớn (khi tăng tỷ 
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lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs), dẫn đến giá trị Ms giảm. Kết quả này tương tự như một số 

công bố trước đây [126, 127]. Mặc dù vậy, các giá trị lực kháng từ (Hc) của hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có giá trị nhỏ, nằm trong khoảng từ 2,7 đến 17 Oe, 

cho thấy hệ nano gần như có đặc tính siêu thuận từ tương tự như Fe3O4 NPs ở nhiệt 

độ phòng (Bảng 3.4). Những kết quả này cũng phù hợp với các nghiên cứu trước 

đây [128] và phân tích nhiệt - khối lượng TGA ở trên. Một nghiên cứu khác của Liu 

và cộng sự cũng thu được kết quả tương tự khi bọc các hạt nano Fe3O4 bằng polyme 

methoxy poly (ethylene glycol) (mPEG) [129]. So với hạt nano Fe3O4, giá trị từ độ 

bão hòa Ms của hệ nano Fe3O4-mPEG giảm từ 57 emu/g xuống 46 emu/g. Điều này 

được giải thích là do polyme là chất không từ tính, như vậy tổng momen từ trên một 

đơn vị khối lượng giảm dẫn đến giảm từ độ. 

Bảng 3.4. Giá trị từ độ bão hòa (Ms) và lực kháng từ (Hc) của Fe3O4 NPs và các hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin (MNDDS) 

 Fe3O4 NPs MNDDS1 MNDDS2 MNDDS3 MNDDS4 MNDDS5 

Ms (emu/g) 66,1 63,8 60,8 57,1 45,3 38,4 

Hc (Oe) 0 2,7 3 10 7,5 17 

Hơn nữa, có thể thấy khi tỷ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs tăng thì tốc độ hấp thụ 

riêng SAR của các hệ nano MNDDS cũng tăng dần (Bảng 3.5). Về lý thuyết, giá trị 

SAR phụ thuộc vào nhiều yếu tố: cường độ (H) và tần số (f) từ trường, từ độ bão 

hòa (Ms), nồng độ hạt từ và kích thước hạt [130]. Đối với các hạt nano Fe3O4, kích 

thước tối ưu theo lý thuyết để giá trị SAR đạt cực đại nằm trong khoảng 17 đến 19 

nm [131]. Do vậy, nguyên nhân của hiện tượng giá trị SAR tăng dần khi tăng tỷ lệ 

w/w Dox : Fe3O4 NPs, có thể do kích thước của các hệ này đạt tới vùng kích thước 

tối ưu. Đồng thời, các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có giá trị công suất 

tổn hao nội tại ILP nằm trong khoảng từ 2,69 nHm2/kg đến 3,37 nHm2/kg, lớn hơn 

so với các chất lỏng nano từ dạng thanh được phủ polyme khác, các giá trị ILP nằm 

trong khoảng từ 0,24 đến 1,12 nHm2/kg [132]. 

Ngoài ra, giá trị Tmax ở 1500s của 5 hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin ở 

các tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs khác nhau đều đạt > 50 oC dưới tác dụng của từ 

trường ngoài ở cường độ 100 Oe, tần số 340 kHz (Hình 3.9a). Kết quả này cho thấy 
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khả năng sinh nhiệt tốt trong điều trị ung thư. Tế bào khối u thường có độ nhạy 

nhiệt cao hơn tế bào bình thường, khi tăng nhiệt lên khoảng 43°C đã dẫn đến tổn 

thương tế bào khối u [133]. Điều này một lần nữa cho thấy tiềm năng của hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin ứng dụng trong nhiệt từ trị. 

Bảng 3.5. Thông số đốt nóng cảm ứng từ của các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin  
 MNDDS1 MNDDS2 MNDDS3 MNDDS4 MNDDS5 MNDDS4 

Nồng độ Fe3O4  

(mg/mL) 
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 

T1500 s (oC) 50,2 51,4 52,0 52,5 53,2 46,5 52,5 59,2 61,8 69,5 

dT/dt  

(oC/s) 
0,0139 0,0145 0,0150 0,0170 0,0175 0,0087 0,0170 0,0254 0,0282 0,0375 

SAR  

(W/g) 
57,9 60,53 62,53 71,06 72,98 72,73 71,06 70,78 59,04 52,25 

ILP  

(nHm2 /kg) 
2,69 2,81 2,90 3,30 3,39 3,37 3,30 3,28 2,74 2,42 

Xét về sự phụ thuộc nồng độ, giá trị tốc độ hấp thụ riêng SAR của hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin giảm khi nồng độ Fe3O4 tăng từ 0,5 lên 3,0 mg/mL 

(Hình 3.9b). Trong nghiên cứu trước đây, hệ nano dựa trên các hạt nano Fe3O4 

mang thuốc Doxorubicin và được bọc polyme alginate cho thấy sự thay đổi tương 

tự trong kết quả SAR [134]. Hiện tượng giá trị SAR giảm khi tăng nồng độ Fe3O4 

có thể giải thích do khoảng cách giữa các hạt từ giảm, tạo ra tương tác lưỡng cực từ 

mạnh hơn giữa chúng thông qua cơ chế tổn hao hồi phục Néel và Brown. Công suất 

tổn hao nội tại ILP của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin ở các nồng độ 

Fe3O4 khác nhau nằm trong khoảng từ 2,42 nHm2/kg đến 3,37 nHm2/kg. Các giá trị 

này tương tự như các giá trị được báo cáo trong nghiên cứu của Soleymani và cộng 

sự trên hệ nano Folate-Dextran-Fe3O4 [76], và cao hơn giá trị của các hạt nano 

Fe3O4 thương mại (Feridex) (0,15 nHm2/kg) [135]. Như vậy, với những kết quả như 

đã trình bày, hiệu ứng đốt nóng cảm ứng từ của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin có khả năng ứng dụng trong liệu pháp nhiệt trị liệu khối u. 
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Hình 3.9. Đường cong đốt nóng cảm ứng từ (a) ở các tỷ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs; 

(b) ở các nồng độ Fe3O4 khác nhau của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

3.4. Đánh giá động học và cơ chế giải phóng thuốc in vitro 
Động học giải phóng thuốc Doxorubicin từ hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin MNDDS4 được thực hiện ở 37 oC và ở pH 7,4 (điều kiện sinh lý của 

cơ thể) và 5,0 (điều kiện axit gần với môi trường vi mô khối u). Kết quả cho thấy 

quá trình giải phóng in vitro của Doxorubicin từ hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin phụ thuộc vào độ pH của môi trường, so với Doxorubicin tự do (Hình 

3.10). Hơn 95% Doxorubicin tự do được giải phóng ồ ạt sau 1 giờ đầu tiên ở cả hai 

môi trường pH. Ngược lại, sự giải phóng Doxorubicin từ hệ nano cho thấy động học 

giải phóng hai pha. Pha thứ nhất liên quan đến việc giải phóng nhanh các phân tử 

thuốc diễn ra trong 12 giờ đầu tiên, trong khi giai đoạn thứ hai là giai đoạn giải 

phóng bền vững trong những giờ tiếp theo. Sự giải phóng Doxorubicin ở môi 

trường axit nhanh hơn ở pH sinh lý. Kết quả này có thể được giải thích là do nhóm 

amino chính trong cấu trúc của Doxorubicin có pKb là 9,93 có thể dễ dàng nhận các 

ion H+ từ môi trường xung quanh trong điều kiện pH thấp như vậy và trở thành 

cation [136]. Khi đó, Doxorubicin thể hiện đặc tính ưa nước hơn và dễ dàng khuếch 

tán vào môi trường ngoài hơn [137].  

Ngoài ra, Doxorubicin được giải phóng chậm hơn khỏi hệ nano trong môi 

trường sinh lý vì quá trình ion hóa của phân tử Doxorubicin trong môi trường này bị 

hạn chế [132]. Do đó, trong điều kiện pH axit của khối u, hệ nano PLA-TPGS-

Fe3O4-Doxorubicin có thể giải phóng từ từ Doxorubicin và tích lũy chọn lọc trong 

khối u dễ dàng hơn. Điều này cũng hữu ích trong việc giảm thiểu độc tính đối với 
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mô bình thường, nơi môi trường sinh lý có pH 7,4. Nhóm nghiên cứu của Nelemans 

báo cáo rằng khi đi vào tế bào, việc giải phóng Doxorubicin có thể bị ảnh hưởng 

một phần bởi hệ thống nội màng của tế bào, có độ pH được duy trì trong khoảng từ 

4,5 đến 6,5 [138]. Nhóm nghiên cứu của Li và cộng sự cũng thu được kết quả tương 

tự, lượng Doxorubicin được giải phóng từ hệ nano kim cương mang thuốc Dox-

PEG hoá ở pH axit (pH 5,5) nhanh hơn ở điều kiện pH trung tính (pH 6,5 hoặc pH 

7,4) [139]. 

 

Hình 3.10. Động học giải phóng thuốc Doxorubicin từ hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin (n = 3) trong các điều kiện pH khác nhau so với Doxorubicin tự do 

Để đánh giá động học và cơ chế giải phóng thuốc của hệ nano PLA-TPGS-

Fe3O4-Doxorubicin, sáu mô hình động học khác nhau đã được sử dụng để mô hình 

hoá với dữ liệu giải phóng thu được cho từng điều kiện pH được áp dụng (Bảng 

3.6). Khi sử dụng mô hình động học tuyến tính, mô hình động học bậc 0 không phù 

hợp với số liệu thực nghiệm do giá trị R2 thấp. Mặc dù có giá trị R2 cao hơn mô 

hình bậc 0 nhưng mô hình Higuchi không phù hợp hoàn toàn với dữ liệu thực 

nghiệm. Trong khi đó, mô hình Weibull mô tả tốt nhất sự giải phóng thuốc từ hệ 

dẫn thuốc nano đa chức năng (giá trị AIC thấp nhất), tiếp theo là mô hình động học 

Korsmeyer-Peppas ở cả hai điều kiện pH 5,0 và 7,4. Như vậy, lượng thuốc 
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Doxorubicin giải phóng (Q) từ hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin theo thời 

gian (t) được mô tả bằng phương trình động học: 

𝑄𝑄 = 100 𝑥𝑥 (1 − 𝑒𝑒−0,133𝑥𝑥𝑡𝑡0,621)             (3.1) 

Bảng 3.6. Các thông số mô hình động học giải phóng thuốc của hệ nano 

  Zero-order Higuchi First-order 

  Ko Multiple 
R2 

WSSR AIC KH Multiple 
R2 

WSSR AIC K1 WSSR AIC 

pH 5,0 1,237 0,816 25,94 41,070 10,44 0,969 10,97 30,742 0,043 10,67 30,409 

pH 7,4 0,844 0,906 11,98 31,798 6,794 0,983 5,064 21,466 0,014 6,682 24,794 

  Weibull Korsmeyer–Peppas Hillxon 

  KW n WSSR AIC KKP n WSSR AIC KHC WSSR AIC 

pH 5,0 0,133 0,621 4,713 23,603 17,535 0,365 8,065 29,050 0,012 13,510 33,241 

pH 7,4 0,044 0,705 3,797 20,012 6,008 0,531 5,206 23,80 0,004 8,250 27,322 

Tuy nhiên, mô hình Weibull không có bất kỳ tham số nào liên quan đến bản 

chất tốc độ hòa tan nội tại của thuốc [140]. Do đó, mô hình Korsmeyer-Peppas được 

sử dụng để phân tích cơ chế giải phóng thuốc của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin và độ lớn của số mũ n được sử dụng để xác định cơ chế giải phóng 

[141]. Ở pH 5,0, giá trị của số mũ giải phóng n là 0,365 (thấp hơn 0,43) cho thấy sự 

giải phóng thuốc được kiểm soát bởi cơ chế khuếch tán Fickian cổ điển [142]. Tuy 

nhiên, ở pH 7,4, số mũ khuếch tán đạt 0,531, gần với giới hạn của sự khuếch tán dị 

thường, cho thấy sự tác động chung giữa các quá trình trương nở và phân hủy của 

copolyme PLA-TPGS trong môi trường giải phóng. Do đó, quá trình giải phóng 

Doxorubicin từ hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin là kết quả của sự kết hợp 

của hai cơ chế (1) khuếch tán thuốc vào môi trường và (2) quá trình trương nở và 

phân hủy của copolyme [143]. Trong một nghiên cứu khác, Hervalut và cộng sự cho 

thấy rằng số mũ giải phóng n thấp hơn 0,5 ở nhiệt độ 37 oC đối với cả độ pH 5,0 và 

7,4 khi đánh giá sự giải phóng Doxorubicin khỏi vật liệu nanocompozit từ tính bằng 

mô hình Korsmeyer–Peppas [144]. 

3.5. Đánh giá tác dụng và cơ chế gây độc tế bào ung thư 
Các nghiên cứu trước đây chỉ ra rằng hệ nano tối ưu về mặt vật liệu (khả năng 

mang thuốc và hiệu suất nano hoá cao, kích thước nhỏ, độ bền và độ ổn định cao 
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nhất) không biểu hiện độc tính tế bào cao nhất trên tế bào ung thư [30]. Do đó, khả 

năng gây độc tế bào ung thư của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

(MNDDS) ở các tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs khác nhau và Doxorubicin tự do đã 

được đánh giá trên các dòng tế bào: HeLa (Tế bào ung thư cổ tử cung), HGC-27 (Tế 

bào ung thư biểu mô dạ dày), CCF-STTG1 (Tế bào ung thư biểu mô não), A549 (Tế 

bào ung thư biểu mô phổi) và tế bào ung thư PC3 (Tế bào ung thư biểu mô tuyến 

tiền liệt).  

 
Hình 3.11. Đánh giá độc tính tế bào in vitro của các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin và Doxorubicin tự do (**p<0,001; và *p<0,05, n=3) 

Tất cả năm hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin đều có hoạt tính gây độc 

tế bào cao với giá trị IC50 thấp, dưới 2 μg/mL (Hình 3.11). Hầu hết các hệ nano 

MNDDS đều có giá trị IC50 thấp hơn Doxorubicin tự do, ngoại trừ hệ MNDDS3 

trên các dòng tế bào HeLa, HGC-27 và PC3. Ngoài ra, sự khác biệt rõ rệt về giá trị 

IC50 giữa các hệ nano MNDDS và Doxorubicin tự do được thể hiện trên dòng tế bào 

CCF-STTG1 (p<0,001). Những kết quả này cho thấy hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin có tiềm năng trong việc điều trị khối u não ở người. Trên thực tế, độc 

tính in vitro ở các dòng tế bào khác nhau đối với các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin (MNDDS) ở các tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs khác nhau là khác nhau 
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mặc dù hệ nano MNDDS4 (tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs = 1 : 1) là tối ưu nhất về mặt 

vật liệu. Những kết quả thú vị này có thể là do 3 lý do chính sau đây. Thứ nhất, 

phản ứng đặc hiệu của tế bào đối với mỗi hệ nano là khác nhau, bởi vì mỗi dòng tế 

bào là một hệ thống hoàn toàn độc lập, với các đặc điểm sinh học riêng [145]. Thứ 

hai, các đặc điểm riêng về tỷ lệ w/w giữa Dox và Fe3O4 NPs của từng hệ MNDDS. 

Thứ ba, luôn có sự xuất hiện liên tục và có chọn lọc của các quần thể tế bào ung thư 

mới, vì vậy mỗi dòng tế bào ung thư là hoàn toàn duy nhất [146]. Điều cần thiết là 

phải nghiên cứu kỹ cả tính chất vật liệu và tương tác sinh học của hệ nano trước khi 

áp dụng chúng ở các thử nghiệm in vivo. Vì lý do này, quá trình bắt giữ chu kỳ tế 

bào của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin được tiếp tục đánh giá. 

 

Hình 3.12. Ảnh hiển vi huỳnh quang của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin 

trên dòng tế bào HeLa (độ phóng đại 20x, máy ảnh sCMOS). Mũi tên đánh dấu các 

tế bào có Doxorubicin xâm nhập vào nhân tế bào.  

Khả năng xâm nhập tế bào của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin đã 

được xác nhận bằng kỹ thuật huỳnh quang in vitro của Doxorubicin sau 24 giờ ủ với 

các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin (MNDDS) ở các tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 
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NPs khác nhau (Hình 3.12). Có thể thấy tín hiệu huỳnh quang màu đỏ của 

Doxorubicin quan sát được ở khu vực quanh nhân và tế bào chất trong cả năm hệ 

MNDDS. Các phân tử Doxorubicin được khuếch tán vào nhân tế bào (các tế bào 

được đánh dấu bằng mũi tên trắng), cho thấy sự hấp thu tế bào tốt của các hệ nano 

MNDDS. Đặc tính huỳnh quang này của Doxorubicin rất có lợi cho các nghiên cứu 

về hình thái tế bào, khả năng xâm nhập và sự phân bố của các hệ nano trong tế bào 

[147]. Những kết quả này phù hợp với kết quả độc tính tế bào và dữ liệu giải phóng 

Doxorubicin. 

Sau khi các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin xâm nhập vào tế bào 

thông qua quá trình nhập bào và sau đó được vận chuyển vào hệ thống lưới nội 

bào/lysosome có tính axit, Doxorubicin được giải phóng khỏi hệ nano [148]. Sau 

đó, một số phân tử Doxorubicin thâm nhập được vào nhân tế bào ung thư. Điều này 

tạo điều kiện cho Doxorubicin thể hiện tác dụng dược lý trong việc gây tổn thương 

DNA bằng cơ chế bám dính topoisomerase II trong các dòng tế bào ung thư dẫn đến 

độc tính tế bào cao [149]. Ngoài ra, đặc tính lưỡng tính của copolyme PLA-TPGS 

cho phép hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin ngăn chặn sự liên kết giữa 

protein huyết tương với bề mặt của chúng nhờ các đặc tính của lớp vỏ TPGS, do đó 

cải thiện khả năng thâm nhập tế bào của hệ nano [150]. Các tác giả khác cũng báo 

cáo rằng quá trình nội hóa các tiểu phân nano Fe3O4/Dox/PLGA-PEG của tế bào 

ung thư MCF-7 được quan sát rõ trên các tế bào ung thư sau 24 giờ thông qua quá 

trình nhập bào [118]. Cuối cùng, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có thể 

gây mất ổn định và phá vỡ màng nội bào (endosome) để giải phóng thuốc sau khi 

nhập bào, dẫn đến tác dụng gây độc tế bào [151]. 

Về mặt cơ chế tế bào, ung thư xảy ra do sự thay đổi của một quá trình sinh học 

bình thường trong cơ thể đó là phân chia tế bào. Các tế bào tiến triển qua chu kỳ tế 

bào không được kiểm soát cuối cùng có thể hình thành các khối u ác tính, nơi các 

khối tế bào phát triển và phân chia không kiểm soát, sau đó phát triển khả năng lây 

lan và di chuyển khắp cơ thể. Để đánh giá cơ chế gây độc tế bào ung thư của hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin, khả năng bắt giữ chu kỳ tế bào được đánh giá 

nhờ vào kỹ thuật sàng lọc nội hàm cao (High-content screening, HCS).  
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Hình 3.13. (a) Phân bố chu kỳ tế bào; (b) sơ đồ chu kỳ tế bào và cơ chế ức chế chu 
kỳ tế bào; (c) sự phân bố chu kỳ tế bào trên dòng tế bào HeLa gây ra bởi các mẫu 

MNDDS so với Dox tự do và đối chứng âm 
Tỉ lệ tế bào ở tất cả các giai đoạn của chu kỳ tế bào, được xác định đối với hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin so với Doxorubicin tự do và đối chứng âm 

(Hình 3.13). Sự phân bố chu kỳ tế bào ở pha G0/G1 của tế bào HeLa được xử lý 

bằng Dox tự do là 28,68 %, trong khi giá trị này ở nhóm đối chứng âm là 62,46 %. 

Các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin (MNDDS) ở các tỉ lệ w/w Dox : Fe3O4 

NPs khác nhau dẫn đến những thay đổi khác nhau trong cấu hình chu kỳ tế bào. Có 

sự gia tăng số lượng tế bào ở pha G0/G1 của mẫu được xử lý MNDDS1 (tỷ lệ Fe3O4 

cao nhất) so với đối chứng. Trong khi đó, đối với 4 hệ MNDDS còn lại, quan sát 

thấy nhiều tế bào trong pha G2/M hơn so với đối chứng âm. Nghiên cứu của 

Mahmoudi và cộng sự cho thấy các hạt nano oxit sắt từ Fe3O4 gây ra sự ngừng chu 
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kỳ tế bào ở pha G1, do sự tổn thương DNA không hồi phục [152]. Các nghiên cứu 

trước đây cũng báo cáo rằng Doxorubicin tự do có tác dụng ức chế sự tăng sinh tế 

bào bằng cách bắt giữ chu kỳ tế bào ở pha G2/M theo cách phụ thuộc vào thời gian 

và liều lượng [153].  

Như vậy, các kết quả này chứng minh rằng hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin gây ra tác dụng bắt giữ chu kỳ tế bào mạnh trên dòng tế bào ung thư cổ 

tử cung HeLa, trong đó các tác động khác nhau đến chu kỳ tế bào phụ thuộc vào tỉ 

lệ w/w Dox : Fe3O4 NPs với các tác động khác nhau của từng thành phần Fe3O4 NPs 

và Doxorubicin đơn lẻ. Các hệ nano có tỷ lệ Doxorubicin cao hơn, tế bào bị bắt giữ 

chủ yếu ở pha G2/M. Ngược lại, hệ nano gây độc tế bào theo cơ chế bắt giữ tế bào ở 

pha G0/G1 ở các mẫu có có tỷ lệ Fe3O4 cao hơn. 

Tóm tắt chương 3 

Trong chương này, chúng tôi đã chế tạo được hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

mang đồng thời Fe3O4 NPs và thuốc Doxorubicin (PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin) 

với tỉ lệ Dox : Fe3O4 NPs w/w = 1:1 là tối ưu về kích thước, độ bền, khả năng mang 

thuốc và hiệu suất nano hóa thuốc Doxorubicin. Hệ nano này có dạng hình cầu, kích 

thước tiểu phân trung bình 17 - 19,8 nm, hiệu suất nano hóa đạt 91,05 ± 0,8 %, khả 

năng mang thuốc Doxorubicin đạt 31,28 ± 1,64 %. Thuốc Doxorubicin được giải 

phóng từ hệ nano theo mô hình động học Weibull, phụ thuộc vào pH. Trong điều 

kiện pH axit, Doxorubicin được giải phóng theo cơ chế khuếch tán Fickian cổ điển. 

Trong môi trường pH sinh lý 7,4, Doxorubicin được giải phóng do tác động đồng 

thời của cơ chế trương nở và phân hủy của copolyme PLA-TPGS. Hệ nano PLA-

TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có khả năng sinh nhiệt tốt, cho phép diệt tế bào ung thư 

bằng nhiệt trị. Hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin có tác dụng gây độc tế bào 

ung thư hiệu quả, với giá trị IC50 < 2 µg/mL. Trên dòng tế bào ung thư cổ tử cung 

HeLa, hệ nano có tỷ lệ Fe3O4 cao hơn, gây độc tế bào theo cơ chế bắt giữ tế bào ở 

pha G0/G1. Trong khi, các hệ nano có tỷ lệ Doxorubicin cao hơn, sẽ gây độc tế bào 

theo cơ chế bắt giữ tế bào ở pha G2/M. Sự kết hợp giữa Fe3O4 NPs và Doxorubicin 

trong hệ nano đa chức năng duy trì đặc tính huỳnh quang in vitro của Doxorubicin 

và khả năng thâm nhập tế bào tốt, đặc biệt là bên trong nhân và vùng lân cận. 
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CHƯƠNG 4. HỆ DẪN THUỐC NANO ĐA CHỨC NĂNG GẮN CHẤT PHÁT 
HUỲNH QUANG HỒNG NGOẠI GẦN 

PLA-TPGS-Fe3O4-DOXORUBICIN-CYANINE 5.5 
Chương này trình bày các kết quả nghiên cứu chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa 

chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần PLA-TPGS-Fe3O4-

Doxorubicin-Cyanine 5.5. Trong đó, (1) Doxorubicin là thuốc trị ung thư; (2) hạt 

nano oxit sắt từ (Fe3O4 NPs) vừa là tác nhân làm tăng độ tương phản chụp cộng 

hưởng từ MRI, vừa có tác dụng nhiệt trị khi có từ trường ngoài; (3) Cyanine 5.5 là 

tác nhân phát huỳnh quang ở vùng hồng ngoại gần nhằm quan sát, đánh dấu, chụp 

ảnh huỳnh quang; (4) trên chất mang là copolyme PLA-TPGS. Chất phát huỳnh 

quang hồng ngoại gần được gắn lên bề mặt hạt nano Fe3O4 bằng liên kết CO-NH, 

sau đó mang thuốc Doxorubicin lên vật liệu nano đa chức năng trên nền copolyme 

PLA-TPGS bằng phương pháp nhũ hóa bay hơi dung môi (emulsion solvent 

evaporation). Các yếu tố như nhiệt độ, pH, thời gian phản ứng, tỷ lệ các thành phần 

ở bước gắn Cyanine 5.5 được khảo sát để lựa chọn điều kiện tối ưu cho khả năng 

phát huỳnh quang tốt nhất. Đặc trưng tính chất lý hóa, quá trình giải phóng thuốc ở 

các điều kiện pH khác nhau, và tác dụng gây độc tế bào ung thư của hệ dẫn thuốc 

nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 được khảo sát. Đồng thời, 

trong chương này, luận án sẽ đánh giá vai trò của từng thành phần Fe3O4, 

Doxorubicin và Cyanine 5.5 đến chu kỳ tế bào trong cơ chế gây độc tế bào ung thư 

của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. 

4.1. Khảo sát các điều kiện chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa chức năng gắn chất 
phát huỳnh quang hồng ngoại gần PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin-Cyanine 5.5 

Quá trình dập tắt tín hiệu huỳnh quang gây ra bởi hạt nano oxit sắt từ gây khó 

khăn cho việc thu được tín hiệu huỳnh quang mạnh [154]. Một số báo cáo đã cho 

thấy các chất phát huỳnh quang có thể bị dập tắt bởi hạt nano oxit sắt từ khi khoảng 

cách của chúng nhỏ hơn 10 nm [155]. Ngoài ra, vì các hạt nano từ Fe3O4 màu đen 

hấp thụ mạnh ánh sáng khả kiến, nên cường độ huỳnh quang có thể bị giảm đi do sự 

hấp thụ ánh sáng, ngay cả khi khoảng cách giữa hai thành phần, trong đó lõi từ được 

phủ các lớp đệm silica hoặc polyme, lớn hơn 10 nm [156]. Do vậy, trong nghiên 

cứu này, ảnh hưởng của các điều kiện phản ứng (nhiệt độ, pH, tỷ lệ hạt nano Fe3O4) 

đến quá trình gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần lên hệ vật liệu tổng hợp hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, được đánh giá thông qua khả năng phát 
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huỳnh quang của hệ vật liệu thu được. Việc gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại 

gần Cyanine 5.5 lên bề mặt hạt nano Fe3O4, bọc bằng copolyme PLA-TPGS tương 

thích có thể mang lại một số lợi thế như tính đồng nhất quang học tốt hơn và bảo vệ 

khỏi sự nhiễu loạn của môi trường bên ngoài.  

Khảo sát tỉ lệ Fe3O4 : APTES (w/w) 

 

Hình 4.1. Sơ đồ cơ chế phản ứng APTES với bề mặt Fe3O4 NPs 

3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) là một phân tử organosilane thường 

được sử dụng trong các quá trình chức năng hóa dựa trên silane để gắn các phân tử 

sinh học lên bề mặt. Bề mặt hạt nano oxit sắt từ Fe3O4 NPs là bề mặt có nhóm 

hydroxyl (-OH) mang năng lượng bề mặt cao, có thể tương tác nhanh chóng và hình 

thành liên kết cộng hóa trị với các phân tử silane [157]. Do liên kết cộng hóa trị 

mạnh này, các phân tử Cyanine 5.5 có thể được gắn về mặt hóa học với lớp silane 
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thông qua liên kết cộng hoá trị (NH-CO) mà không phá vỡ cấu trúc silane [158]. 

Trong nghiên cứu này, các phân tử APTES đóng vai trò là lớp trung gian liên kết bề 

mặt oxit sắt từ Fe3O4 với các phân tử Cyanine 5.5 như minh họa ở hình 4.1. 

Để thực hiện quá trình lắng đọng pha dung dịch trên bề mặt hạt nano oxit sắt 

từ, chúng tôi hòa tan APTES trong dung dịch etanol 90% (có các phân tử nước). Sự 

hiện diện của một số phân tử nước bị hấp phụ trên bề mặt hoặc trong dung môi 

APTES đóng vai trò rất quan trọng để bắt đầu phản ứng thủy phân trong quá trình 

hình thành liên kết giữa APTES và Fe3O4 NPs. Việc sử dụng etanol 90% để hòa tan 

APTES nhằm cung cấp nước để thúc đẩy phản ứng của nhóm ethoxy silane với 

nhóm hydroxyl trên bề mặt Fe3O4 NPs [159]. Điều này rất quan trọng đối với các 

tính chất của lớp silane thu được vì nếu không có sự định hướng và tương tác của 

các nhóm ethoxy silane với các nhóm hydroxyl trên bề mặt thì chúng có thể hình 

thành liên kết hydro với các nhóm amin của silane, tạo thành một lớp với các nhóm 

amin phản ứng dưới mức tối ưu trên bề mặt [160]. 

 
Hình 4.2. Phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở các tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES (w/w) khác nhau 

Hình 4.2 trình bày phổ huỳnh quang của các mẫu nano đa chức năng PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 với tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES (w/w) khác nhau, lần 

lượt là 30:3, 20:3, 10:3 và 5:3. Kết quả cho thấy cường độ huỳnh quang tăng theo sự 
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giảm tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES (w/w), tương đương với việc tăng nồng độ APTES. 

Tuy nhiên, khi tăng tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES (w/w) lên đến 5:3 thì cường độ huỳnh 

quang giảm, so với tỉ lệ 10:3. Do vậy, tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES (w/w) = 10:3 được 

sử dụng cho các bước tiếp theo. Phản ứng ngưng tụ có thể xảy ra giữa hai phân tử 

APTES và/hoặc giữa bề mặt Fe3O4 NPs và phân tử APTES [161]. Phản ứng ngưng 

tụ giữa các nhóm silanol trên phân tử APTES và nhóm -OH trên bề mặt oxit Fe3O4 

NPs xảy ra sự hình thành liên kết siloxane. Liên kết siloxane có thể gắn cộng hóa trị 

phân tử silane lên bề mặt theo nhiều cách khác nhau. Ngoài ra, các nhóm silanol của 

các phân tử silane khác nhau có thể tương tác với nhau, từ đó hình thành các cấu 

trúc polyme [161]. 

Khảo sát tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs (w/w) 

  
Hình 4.3. Phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở các tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs (w/w) khác nhau 

Phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-

Dox-Cyanine 5.5 cho thấy cường độ huỳnh quang phụ thuộc trực tiếp vào nồng độ 

Cyanine 5.5, đạt cường độ cao nhất ở tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs (w/w) = 0,05 : 1 

(Hình 4.3). Tuy nhiên, khảo sát cho thấy tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs = 0,1 : 1 cho 

cường độ huỳnh quang thấp hơn nhiều so với tỉ lệ 0,05 : 1. Kết quả cũng cho thấy 

600 650 700 750 800 850 900

C
ườ

ng
 đ

ộ 
hu

ỳn
h 

qu
an

g 
(đ

vt
đ)

Bước sóng (nm)

 Cy5.5 : Fe3O4  (w/w) = 0,025 : 1
 Cy5.5 : Fe3O4  (w/w) = 0,03 : 1
 Cy5.5 : Fe3O4  (w/w) = 0,05 : 1
 Cy5.5 : Fe3O4  (w/w) = 0,1 : 1
 Cy5.5 : Fe3O4  (w/w) = 0,2 : 1

712 nm



83 
 

 

nồng độ Cyanine 5.5 tham gia phản ứng không phải là yếu tố quyết định cường độ 

huỳnh quang. Điều này có thể liên quan đến số lượng phân tử Cyanine 5.5-NHS 

este thực sự phản ứng với các nhóm NH2 trên bề mặt Fe3O4 NPs để chuyển từ dạng 

NHS este thành Cyanine 5.5 tự do. Lượng NH2 trên bề mặt Fe3O4 NPs phụ thuộc 

vào nồng độ APTES thêm vào phản ứng tại bước chức năng hoá bề mặt hạt nano 

oxit sắt từ Fe3O4 NPs. Vì vậy, tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs (w/w) = 0,05 : 1 được 

duy trì ở các bước tiếp theo. 

Khảo sát điều kiện nhiệt độ 

 

Hình 4.4. Phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-
Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở các điều kiện nhiệt độ khác nhau  

APTES có ba nhóm ethoxy phản ứng chức năng và một nhóm amin trên một 
phân tử silane (Hình 4.1). Quá trình trùng hợp các phân tử APTES trên bề mặt oxit 
là một phản ứng rất phức tạp bao gồm ba bước chính: (1) thủy phân (nhóm 
hydroxyl (-OH) thay thế nhóm ethoxy trong môi trường axit, kiềm hoặc trung tính); 
(2) ngưng tụ (hình thành liên kết siloxane (Si-O-Si)) (Hình 4.3); và (3) tách pha. Do 
bốn nhóm phản ứng trong phân tử APTES và động học phức tạp trong ba bước phản 
ứng, điều quan trọng là phải kiểm soát và tối ưu hóa các điều kiện phản ứng. Trong 
bước tách pha, môi trường phản ứng mất đi tính đồng nhất để hình thành các cấu 
trúc polyme hữu hình hơn [162]. Thay đổi nhiệt độ trong quá trình ghép APTES có 
thể làm tăng tốc độ phản ứng và hiệu suất ghép APTES. 
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Khi tăng nhiệt độ của phản ứng gắn APTES lên bề mặt Fe3O4 NPs ở các điều 
kiện 25 oC, 50 oC, 60 oC, 70 oC và 80 oC thì cường độ huỳnh quang tăng dần với cực 
đại phát xạ tại bước sóng 712 nm (Hình 4.4). Việc ủ ở nhiệt độ cao thúc đẩy sự hình 
thành các liên kết siloxan cộng hóa trị ổn định đồng thời phá vỡ các liên kết hydro. 
Sự giải hấp các phân tử APTES từ APTES được xử lý nhiệt được phát hiện là ít hơn 
và chậm hơn so với quá trình ủ APTES ở nhiệt độ phòng [158]. Ở nhiệt độ cao hơn, 
tổng lượng silan lắng đọng ít hơn, nhưng cấu trúc của chúng đồng đều hơn và ổn 
định thủy phân hơn (cả trong nước và chất đệm) [163]. Nghiên cứu của Yang và 
cộng sự đã cho thấy nhiệt độ phản ứng không chỉ thúc đẩy phản ứng ghép mà còn 
thúc đẩy sự sắp xếp APTES. Kết quả là sự sắp xếp giả hai lớp xen kẽ của các phân 
tử APTES đã được sắp xếp lại thành sự sắp xếp đơn lớp [164]. Tuy nhiên, trong 
nghiên cứu này không có sự khác biệt về cường độ huỳnh quang giữa điều kiện 
nhiệt độ 70 oC và 80 oC, nên điều kiện nhiệt độ 70 oC được sử dụng cho các bước 
tiếp theo. 

Khảo sát điều kiện pH 

 

Hình 4.5. Sơ đồ phản ứng gắn Cyanine 5.5 lên bề mặt Fe3O4-NH2 

Trên bề mặt được biến đổi APTES của Fe3O4 NPs (Fe3O4-NH2), các phân tử 
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chúng bằng carbodiimide (ví dụ: EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS), chuyển đổi 
thành các liên kết peptit ổn định hơn thông qua quá trình amin hóa khử bằng cách 
sử dụng APTES, sau đó kích hoạt với EDC/NHS (Hình 4.5). Để khảo sát ảnh hưởng 
của pH đến quá trình gắn Cyanine 5.5 NHS este lên hệ dẫn thuốc nano đa chức 
năng thông qua nhóm -NH2 của phân tử silane trên bề mặt Fe3O4 NPs (Hình 4.6), 
pH của phản ứng được thay đổi ở các điều kiện pH 5,5; 7,4; 8,5; và 10. 

Khi thay đổi điều kiện pH, ở các môi trường đệm acid (pH 5,5), trung tính (pH 
7,4) và kiềm (pH 8,5 và pH 10), khả năng gắn Cyanine 5.5 lên hệ nano Fe3O4 tăng 
khi tăng độ pH và đạt cường độ huỳnh quang cao nhất ở pH 8,5. Trong môi trường 
axit (pH 5,5), khi đó các nhóm NH2 đều bị proton hóa trở thành NH3+, không còn 
khả năng phản ứng, làm giảm khả năng gắn Cyanine 5.5 lên bề mặt Fe3O4, do vậy 
tín hiệu huỳnh quang của hệ nano thu được rất thấp. Ở độ pH cao hơn (kiềm mạnh, 
pH 10), quá trình thủy phân este NHS diễn ra nhanh chóng và hiệu suất biến tính 
giảm. Nên cường độ huỳnh quang của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 
thấp hơn so với điều kiện pH 8,5. Do vậy, phản ứng giữa Cyanine 5.5 NHS este với 
nhóm amin của Fe3O4-NH2 phụ thuộc nhiều vào độ pH, điều kiện pH tối ưu 8,5 
được duy trì ở các thử nghiệm tiếp theo. 

  
Hình 4.6. Phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở các các điều kiện pH khác nhau 
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Khảo sát thời gian phản ứng 

Thông số tiếp theo được tối ưu hóa liên quan đến bước gắn Cyanine 5.5 này là 
thời gian phản ứng. Trong nghiên cứu này, chúng tôi khảo sát thời gian phản ứng 
tạo liên kết cộng hóa trị NH-CO với bề mặt Fe3O4-NH2 trong điều kiện xúc tác 
EDC/NHS ở các thời gian khác nhau: 1 giờ, 2 giờ, 5 giờ, 12 giờ. Hình 4.7 cho thấy 
thời gian phản ứng ảnh hưởng đáng kể đến hiệu quả gắn Cyanine lên bề mặt Fe3O4-
NH2 trong điều kiện xúc tác EDC/NHS. Trong thời gian phản ứng dài hơn, cường 
độ huỳnh quang tăng đáng kể 3,5 lần khi tăng thời gian từ 1 giờ lên 2 giờ, và sau 5 
giờ cường độ huỳnh quang tăng gấp 8 lần so với 1 giờ.  Khi tiếp tục tăng thời gian 
lên 12 giờ thì cường độ đỉnh huỳnh quang  tăng không đáng kể. Do vậy, thời gian 
phản ứng 5 giờ ở bước gắn Cyanine 5.5 được lựa chọn cho các thử nghiệm tiếp 
theo.  

 

Hình 4.7. Phổ huỳnh quang của các hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở các điều kiện thời gian khác nhau 

Từ kết quả khảo sát các điều kiện phản ứng, hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có khả năng phát huỳnh quang tốt, với các điều 

kiện tối ưu như sau: tỉ lệ Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs (w/w) = 0,05 : 1; tỉ lệ Fe3O4 NPs : 

APTES (w/w) = 10:3; nhiệt độ 70 oC; độ pH 8,5; thời gian phản ứng 5 giờ.  
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4.2. Đặc trưng tính chất lý, hóa 
Phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR) của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 được trình bày trong hình 4.8. Trong đó, pic quan sát được ở 587 cm-1 

tương ứng với dao động của liên kết Fe-O trong Fe3O4 NPs. Ngoài ra, phổ FTIR của 

hệ nano xuất hiện dao động hóa trị của Fe–O–Si ở 578 cm-1 chồng lên các dao động 

Fe–O từ các Fe3O4 NPs. Trong phổ FTIR của Cyanine 5.5, các pic hấp thụ ở 1645 

cm-1 và 1126 cm-1 tương ứng với các liên kết cacbonyl ester đặc trưng C=O và C–

N-C hóa trị tương ứng. Một pic nhỏ ở 925 cm−1 có thể được gán cho anion [BF4–] 

trong phân tử Cyanine 5.5 dạng NHS este [165]. Để gắn được phân tử Cyanine 5.5 

(ở dạng NHS ester chứa nhóm COO-) lên hệ nano, điều quan trọng là phải chức 

năng hóa bề mặt của Fe3O4 NPs bằng cách gắn các nhóm chức amin -NH2. Sự gắn 

kết hóa học của APTES với các cấu trúc nano thông qua nhóm 3-aminopropyl dẫn 

đến sự hình thành các nhóm -NH2 trên bề mặt của Fe3O4 NPs. Bằng cách ngưng tụ 

các nhóm silanol và ethoxy, nhóm chức 3-aminopropyl được liên kết với bề mặt của 

Fe3O4 NPs. Sau đó, Cyanine 5.5 được gắn vào các hạt Fe3O4-NH2 bằng phản ứng 

tạo liên kết amid (NH-CO).  

 
Hình 4.8. Phổ hồng ngoại FTIR của hệ nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 và các chất thành phần 
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Đối với hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5, độ bao phủ của silane với 

nhóm amin tự do của APTES trên bề mặt oxit sắt được xác nhận bằng pic tương 

ứng với Si–O–Si ở 1014 cm−1, dao động biến dạng và các dao động hóa trị của -NH 

ở các số sóng tương ứng là 1403 cm-1 và 3467 cm-1 [166]. Sự xuất hiện của APTES 

trên bề mặt của Fe3O4 NPs cung cấp các nhóm chức amino cho Cyanine 5.5 có thể 

gắn vào [167]. Ngoài ra, các pic đặc trưng xuất hiện trên hình 4.8 tại các số sóng 

3400 cm-1, 2923 cm-1, 1631 cm-1, 1110 cm-1 và 925 cm-1 tương ứng với các dao 

động biến dạng và dao động hóa trị của nhóm NH hoặc -OH , dao động hóa trị của 

C-H (CH3), dao động hóa trị của C = O (từ amit), và dao động hóa trị của Si-O trong 

hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 cũng được quan sát thấy. Cuối cùng, 

sự xuất hiện của các pic đặc trưng của Doxorubicin (C=O, N-H, C-O-C) trong hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 cho thấy quá trình nano hoá thuốc Dox 

thành công [168]. 

Để xác nhận thêm về quá trình chức năng hóa bề mặt của hạt nano oxit sắt từ 

(Fe3O4 NPs) với các nhóm amin APTES, quá trình gắn Cyanine 5.5 và nano hoá 

Doxorubicin lên hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 

5.5, các hệ được phân tích bằng phương pháp đo nhiệt - khối lượng (TGA). Hình 

4.9a mô tả đường cong nhiệt - khối lượng TGA, trình bày khối lượng còn lại của 

mẫu thay đổi như thế nào theo nhiệt độ. Kết quả cho thấy, sự giảm trọng lượng đầu 

tiên là khoảng 0,99 - 1,65 wt% ở 75 - 120 oC, điều này là do sự bay hơi của phân tử 

nước ẩm trong cả ba hệ nano. Đối với hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4, sự giảm trọng 

lượng lần thứ hai là khoảng 13,7 wt% ở 200 - 300 oC, có thể là do quá trình đốt 

cháy phần PLA của copolyme PLA-TPGS với đỉnh tỏa nhiệt ở 278,5 oC trong 

đường phân tích nhiệt vi sai DTA (Hình 4.9b) [169]. Ở giai đoạn thứ ba, khối lượng 

hao hụt khoảng 19,19 % trọng lượng ở 450 - 500 oC, tương ứng với quá trình phân 

hủy nhiệt của dư lượng TPGS của copolyme tương ứng với đỉnh tỏa nhiệt ở 447,5 
oC [170]. Cuối cùng, khối lượng giảm đi của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4 là 33,81 

wt%, cho thấy hàm lượng PLA-TPGS của hệ nano tương ứng với tỉ lệ thành phần 

ban đầu. Bằng cách so sánh giản đồ TGA của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4, tỉ lệ mất 

khối lượng cao hơn trong các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 cho thấy hàm lượng Cyanine 5.5 và Dox lần lượt là 



89 
 

 

1,25 % và 6,47 %. Kết quả này cũng phù hợp với ước tính về sự đóng góp khối 

lượng của các thành phần hữu cơ trong công thức nano ban đầu. 

 

Hình 4.9. (a) Giản đồ phân tích nhiệt khối lượng TGA; (b) giản đồ nhiệt trọng 

lượng vi phân DTG của các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4,  PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 

Sự có mặt của Cyanine 5.5 và Doxorubicin trong hệ nano đa chức năng đã 

được chứng minh bằng phổ huỳnh quang và phổ hấp thụ UV-Vis. Hình 4.10a là phổ 

huỳnh quang của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 và các chất thành 

phần cho thấy các cực đại phát xạ chính ở khoảng 716 nm và 594 nm tương ứng với 

Cyanine 5.5 và Doxorubicin. Sau khi gắn Cyanine 5.5, đỉnh phát xạ đặc trưng của 

Cyanine 5.5 trong hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 bị dịch chuyển đỏ 

(redshift) 6 nm so với Cyanine 5.5 tự do. Sự dịch chuyển đỏ có thể được giải thích 

bằng sự gia tăng kích thước hạt nano và sự tương tác giữa các hạt nano oxit sắt từ 

Fe3O4 và Cyanine 5.5 sau khi gắn, được bao bọc trong copolyme PLA-TPGS [171, 

172]. Trong khi đó, sự dịch chuyển xanh (blueshift) trên phổ huỳnh quang của hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có thể là do sự tương tác giữa Dox và các 

thành phần Cyanine 5.5, Fe3O4 NPs, và copolyme PLA-TPGS trong hệ nano [173]. 

Do những tương tác này, cường độ phát huỳnh quang của cả hai hệ nano PLA-

TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 đều thấp hơn so 

với mẫu Cyanine 5.5 và Doxorubicin tự do. Hơn nữa, cường độ phát huỳnh quang 

thấp hơn một phần do ảnh hưởng của lõi Fe3O4 NPs gây ra hiệu ứng dập tắt huỳnh 

quang [172]. 
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Hình 4.10. (a) Phổ huỳnh quang; (b) phổ UV−Vis của  
hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 và các chất thành phần 

Phổ hấp thụ UV-Vis của các hệ nano trước và sau khi gắn Cyanine 5.5 và 

mang thuốc Doxorubicin được trình bày trên Hình 4.10b. Cyanine 5.5 tự do có cực 

đại hấp thụ điển hình ở bước sóng 675 nm. Điều thú vị là cực đại hấp thụ của cả hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 đều ở 

vùng hồng ngoại gần với độ dịch chuyển đỏ 15 nm từ 675 đến 690 nm. Sự dịch 

chuyển đỏ trong phổ hấp thụ của hệ nano có thể được giải thích bằng sự hình thành 

liên kết NH-CO giữa phân tử Cyanine 5.5 và nhóm NH2 trên bề mặt Fe3O4 NPs sau 

khi chức năng hoá bằng APTES, đặt phân tử Cyanine 5.5 vào môi trường kỵ nước 

hơn do tính chất kỵ nước của Fe3O4 NPs và chuỗi PLA của copolyme PLA-TPGS 

[174]. Dobson và cộng sự cũng cho thấy rằng Cyanine 5.5 thể hiện dải hấp thụ 

chính từ 620 đến 720 nm với vai phổ trong khoảng 620 đến 640 nm. Đây là vùng 

bước sóng kích thích thích hợp để thu thập toàn bộ tín hiệu phát ra từ 650 đến 710 

nm [175]. Hơn nữa, so với Doxorubicin tự do (cực đại hấp thụ ở bước sóng 485 

nm), cực đại hấp thụ của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 dịch chuyển 

sang bước sóng 502 nm, là kết quả của tương tác thuốc - copolyme PLA-TPGS. 

Hiện tượng dịch chuyển đỏ này phù hợp với các công bố khác khi Doxorubicin 

được bao bọc trong các hệ nano bằng polyme polyethylen glycol (PEG) hoặc axit 

polylactide-co-glycolide (PLGA) trong đó các tương tác xếp chồng π–π trong phân 

tử Doxorubicin được nano hoá trong các hệ nano [176, 177]. Tất cả những kết quả 

này đã chứng minh rõ ràng hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-

Dox-Cyanine 5.5 được chế tạo thành công, và tiềm năng của hệ nano này trong việc 

đánh giá huỳnh quang in vivo. 
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Trong nghiên cứu này, các hạt nano oxit sắt từ Fe3O4 kỵ nước trở nên phân tán 

trong nước nhờ sự bao bọc của phối tử APTES. Hình 4.11 thể hiện ảnh TEM của 

các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. 

Có thể thấy rằng các hạt nano có dạng hình cầu và đơn phân tán mà không có sự kết 

tập tiểu phân lớn. Kích thước hạt khoảng 10 - 15 nm với sự phân bố kích thước hẹp. 

Kích thước trung bình của các hạt nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 được đo từ ảnh TEM bằng phần mềm ImageJ lần 

lượt là 12,19 ± 1,81 nm và 13,16 ± 2,16 nm. 

 

Hình 4.11. Ảnh TEM và biểu đồ phân bố kích thước của hệ nano (a) PLA-TPGS-

Fe3O4-Cyanine 5.5; (b) PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5  

Trong khi đó, phép đo tán xạ ánh sáng động (DLS) cho thấy đường kính thủy 

động trung bình của các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 lần lượt là khoảng 112,0 ± 3,2 nm và 164,0 ± 2,6 nm (Hình 

4.12a). Kích thước tiểu phân đo được trong DLS lớn hơn trong ảnh TEM. Đó là do 

sự mở rộng trong nước của hợp phần ưa nước TPGS trong lớp vỏ ngoài cùng của 

hạt nano và một số phép tính gần đúng hóa lý trong phép tính cuối cùng của đường 

kính thủy động sử dụng phép đo DLS như được mô tả trong các tài liệu trước đây 
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[178]. Kích thước của hệ nano tăng dần theo thời gian lưu trữ, lần lượt đạt 128,0 ± 

3,5 nm và 188,0 ± 3,8 nm đối với các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 sau 12 tháng. Điều này có thể là do sự hình 

thành cụm hạt khi phân tán và dẫn đến sự gia tăng nhẹ về đường kính trung bình 

[179]. Ngoài ra, chỉ số đa phân tán PDI của cả hai hệ nano đều dao động nhẹ, nhưng 

đều nhỏ hơn 0,3 (Hình 4.12b), cho thấy sự phân bố hẹp và tính đồng nhất cao của 

các hạt nano [180]. Các nghiên cứu trước đây đã đề xuất rằng kích thước và hình 

dạng của hệ nano có thể ảnh hưởng đến sự phân bố sinh học của hệ. Kích thước hạt 

nhỏ hơn 200 nm phù hợp để truyền tĩnh mạch và hướng đích thụ động khối u bằng 

hiệu ứng EPR với giá trị PDI thấp hơn 0,3 [181].  

 
Hình 4.12. Sự thay đổi về (a) kích thước thủy động; (b) chỉ số đa phân tán PDI; (c) 

thế Zeta trong thời gian 12 tháng của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 

Giá trị thế Zeta của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5 là −39,3 mV và hệ 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 là −46,5 mV. Giá trị thế Zeta của hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 trở nên âm hơn khi mang thuốc Doxorubicin 
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do sự phân ly ngày càng tăng của các nhóm amin. Ngoài ra, Doxorubicin là một axit 

yếu (pKa = 9,93), làm thay đổi điện tích bề mặt bằng cách gây ra tương tác giữa các 

phân tử và trao đổi proton giữa các phân tử thuốc thông qua các nhóm amin -NH2 

[136]. Hình 4.12c thể hiện sự thay đổi thế Zeta của hai hệ nano này trong 12 tháng. 

Thế zeta của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 sau 12 tháng là -34,3 

mV, trong khi của hệ PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 là -24,1 mV. Sự thay đổi về 

thế zeta này có thể là do nhiều yếu tố, đặc biệt là sự thay đổi trong tương tác phân tử 

giữa thuốc/copolyme/Cyanine 5.5 trong hệ nano [182]. Điều quan trọng là, giá trị 

tuyệt đối của thế zeta của cả hai hệ nano đều cao cho thấy độ ổn định tốt với xu 

hướng kết tập thấp. Do tương tác tĩnh điện giữa các hạt nano và nhiều phân tử sinh 

học trong cơ thể, thế zeta là cũng là một yếu tố quan trọng liên quan đến sự phân bố 

sinh học trong cơ thể [183]. Các hạt nano tích điện dương có nhiều khả năng bị hấp 

thụ bởi các tế bào không hướng đích, điều này có thể gây ra tác dụng phụ, làm giảm 

hiệu quả phân phối đến các tế bào mục tiêu và rút ngắn thời gian lưu thông [184]. 

Do đó, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có thể tăng thời gian lưu thông 

bằng cách giảm liên kết với protein huyết thanh do lợi thế về điện tích bề mặt âm 

của chúng [185]. 

Cấu trúc tinh thể của các hệ nano được nghiên cứu bằng phương pháp nhiễu 

xạ tia X (XRD). Giản đồ XRD của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 và 

PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 (Hình 4.13a) cho thấy các pic đặc trưng quan sát 

được ở 30,34° (220), 35,71° (311), 43,22° (400), 53,65° (422), 57,24° (511) và 

63,09° (440) phù hợp với pha Spinel lập phương nghịch đảo của Fe3O4 (magnetit, 

JCPDS số 85-1436), chứng tỏ rằng sự hình thành hệ PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 không ảnh hưởng đến cấu trúc tinh 

thể của hạt lõi nano từ Fe3O4. Kết quả này dẫn đến việc bảo toàn các tính chất từ 

của hệ nano, điều này có thể thấy rõ ở các kết quả nghiên cứu tiếp theo. Những kết 

quả này tương tự như những kết quả được trình bày trong các nghiên cứu trước 

[186]. Kích thước tinh thể được xác định bằng sự mở rộng vạch và áp dụng hệ thức 

Scherrer: D=Kλ/(β cos θ), trong đó K là hằng số (K = 0,9 đối với Cu-Kα), λ là bước 

sóng (0,15418 nm đối với Cu-Kα và β là độ rộng bán phổ của đỉnh (311) [123]. 

Đường kính tinh thể trung bình là 9 nm, tương đương với kích thước quan sát được 

qua ảnh TEM ở trên, đồng thời cho thấy tính chất đơn pha tinh thể và độ kết tinh 
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cao của các hạt nano Fe3O4. Giản đồ XRD của các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 cho thấy không có sự dịch 

chuyển về vị trí nhưng các pic đặc trưng mở rộng, cho thấy sự bao bọc thành công 

của copolyme PLA-TPGS và APTES, gắn Cyanine 5.5 và nano hoá Doxorubicin 

mà không làm thay đổi tính chất của lõi Fe3O4 NPs. Các nghiên cứu khác cũng cho 

thấy kết quả tương tự, trong đó lõi Fe3O4 NPs được phủ bằng polyme PEG [187], 

dextran [188], mPEG-b-PLGA [189] hoặc gắn với các tác nhân huỳnh quang như 

chấm lượng tử CdTe [65]. 

 

Hình 4.13. (a) Giản đồ XRD; (b) đường cong từ hóa của Fe3O4 NPs, các hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở 300 K 

Các đường cong từ hóa biểu thị giá trị Ms của Fe3O4 NPs và hai hệ nano (Hình 

4.13b). Từ độ bão hòa (MS) đạt 67,4 emu/g đối với hạt nano Fe3O4 ở nhiệt độ 

phòng. Tuy nhiên, từ độ bão hòa của Fe3O4 NPs sau khi được phủ bởi copolyme 

PLA-TPGS trong hệ dẫn thuốc nano đa chức năng đã giảm đáng kể. Hình 4.13b cho 

thấy các giá trị từ độ bão hòa của các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 lần lượt là 54,6 và 38,6 emu/g. Giá trị MS thấp 

hơn của cả hai hệ nano là do các thành phần copolyme hợp PLA-TPGS, Cyanine 

5.5, và Doxorubicin là các chất không từ tính, như vậy tổng momen từ trên một đơn 

vị khối lượng giảm dẫn đến giảm từ độ bão hòa. Xu hướng giá trị Ms giảm này cũng 

đã được báo cáo trong các nghiên cứu khác [178, 190]. Ngoài ra, giá trị lực kháng 

từ (Hc) đo được của Fe3O4 NPs, PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 lần lượt là 5,2, 6,8 và 5,6 Oe, chứng tỏ đặc tính siêu thuận 

từ của các hạt nano được tổng hợp ở nhiệt độ phòng [191]. Dựa trên các đặc tính từ 
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tính và quang học của hạt nano, có thể suy ra rằng hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 thể hiện khả năng phát huỳnh quang mạnh với đặc tính siêu thuận từ ở 

nhiệt độ phòng, cho thấy ứng dụng tiềm năng của chúng trong y sinh. 

4.3. Đánh giá động học giải phóng thuốc in vitro  
Để phân phối thuốc hiệu quả đến ma trận ngoại bào và xâm nhập vào bên 

trong tế bào của khối u cũng như tránh giải phóng sớm, động học và cơ chế giải 

phóng thuốc của Doxorubicin từ hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-

Fe3O4-Doxorubicin đã được trình bày trong phần 3.1.2. Ở phần này, chúng tôi đã 

gắn Cyanine 5.5 vào hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 để tạo thành một 

tác nhân trị liệu mới với hình ảnh đa phương thức và khả năng phân phối thuốc hiệu 

quả. Trong nghiên cứu này, khi kết hợp Cyanine 5.5, hiệu suất nano hóa Dox của hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 là 84,7% ở nồng độ 250 µg/mL và khả 

năng mang thuốc (hàm lượng tải Doxorubicin) là 6,67% trọng lượng của hệ nano. 

Động học giải phóng thuốc của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 được 

đánh giá ở điều kiện sinh lý mô phỏng (pH 7,4) và trong điều kiện axit ma trận 

ngoại bào khối u (pH 5,0 và 6,5) ở 37 °C.  

 
Hình 4.14. Động học giải phóng thuốc in vitro của Doxorubicin từ PLA-TPGS-

Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 trong các dung dịch pH 7,4, 6,5 và 5,0 ở 37°C 
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Động học giải phóng thuốc cho thấy rõ ràng sự giải phóng Dox từ hệ nano này 

phụ thuộc vào độ pH (Hình 4.14). Sự giải phóng Dox ở pH sinh lý rất chậm, với 

mức giải phóng ban đầu khoảng 9% trong 8 giờ đầu tiên và chỉ giải phóng 28,33% 

trong 96 giờ. Tốc độ giải phóng dược chất tăng khi giá trị pH giảm. Tốc độ giải 

phóng dược chất ở pH 5,0 và 6,5 tăng rõ rệt hơn so với pH 7,4. Tại pH 5,0, 48% 

Doxorubicin được giải phóng ở pH 6,5 trong vòng 96 giờ và tăng lên 72,47%. Kết 

quả này cho thấy rằng hầu hết Doxorubicin được nano hóa trong hệ dẫn thuốc nano 

đa chức năng giải phóng chậm ở pH 7,4; có khả năng giữ ổn định tương đối trong 

huyết tương sau khi tiêm, có thể giúp làm giảm đáng kể tác dụng phụ toàn thân lên 

các mô khỏe mạnh. Ngược lại, sự giải phóng Dox nhanh hơn sẽ xảy ra sau khi hệ 

thống nano xâm nhập vào khối u, do độ pH thấp hơn nhiều (5,0 đến 6,5) so với pH 

sinh lý [192]. Độ pH axit cải thiện tính ưa nước và tăng khả năng hòa tan của Dox 

được giải phóng từ hệ nano bằng cách tạo ra các nhóm -NH2 của phân tử Dox. Do 

đó, tương tác kỵ nước giữa các phân tử Dox và đoạn PLA của copolyme PLA-

TPGS giảm trong môi trường axit, điều này làm tăng tốc độ giải phóng Dox [193]. 

Trong điều kiện axit, Dox được giải phóng từ hệ PLA-TPGS-Fe3O4-Dox theo mô 

hình động học Weibull bằng cơ chế khuếch tán Fickian cổ điển. Quá trình giải 

phóng Dox của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 chậm hơn so với hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox không có Cyanine 5.5 ở cả điều kiện pH 5,0 và 7,4  

(được trình bày trong chương 3 của luận án). Điều này có thể là do tính kỵ nước và 

điện tích âm của Cyanine 5.5 đã cản trở một phần sự giải phóng Dox thông qua 

tương tác phân tử giữa Doxorubicin và Cyanine 5.5 được bao bọc bởi copolyme 

PLA-TPGS [194]. Do đó, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có khả năng 

giải phóng thuốc tốt tại môi trường khối u, làm tăng hiệu quả của liệu pháp điều trị 

ung thư. 

4.4. Đánh giá tác dụng và cơ chế gây độc tế bào ung thư  
Các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5, PLA-TPGS-Fe3O4-Dox, PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5 được đánh giá về 

tác dụng và cơ chế gây độc tế bào của chúng so với một số dòng tế bào ung thư ở 

người. Các thông số về độc tính tế bào, tính theo IC50 thu được từ thử nghiệm MTT, 

được trình bày trong hình 4.15. 
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So với các hệ nano mang thuốc Doxorubicin, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5.5 cho thấy độc tính thấp hơn trên tất cả các dòng tế bào được thử nghiệm: 

HeLa (tế bào ung thư cổ tử cung), HGC-27 (tế bào ung thư biểu mô dạ dày), A549 

(tế bào ung thư biểu mô phổi) , MCF7 (tế bào ung thư biểu mô tuyến vú), PC3 (tế 

bào ung thư biểu mô tuyến tiền liệt) và CCF-STTG1 (tế bào ung thư biểu mô não). 

 
Hình 4.15. Đánh giá độc tính tế bào in vitro của các hệ dẫn thuốc nano đa chức 

năng (*p<0,05, **p<0,001; và ***p<0,0001 (n=3) 

Trên dòng tế bào HeLa, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có giá trị 

IC50 = 4,81 ± 0,42 μg/mL, so với PLA-TPGS-Fe3O4-Dox có hoạt tính mạnh hơn với 

IC50 = 1,29 ± 0,39 μg/mL (p < 0,0001). Khi không mang Fe3O4, hệ nano PLA-

TPGS-Dox-Cyanine 5.5 có giá trị IC50 = 7,47 ± 0,45 μg/mL, so với hệ nano không 

mang thuốc PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 có độc tính thấp nhất, với giá trị IC50 = 

73,29 ± 2,02 μg/mL. Namvar và cộng sự đã báo cáo độc tính tế bào của hạt nano 

Fe3O4 là 23,83 ± 1,1 µg/mL (HepG2), 18,75 ± 2,1 µg/mL (MCF-7) và 12,5 ± 1,7 

µg/mL (HeLa) sau 72 giờ điều trị [195]. Đánh giá khả năng cảm ứng apoptosis cho 

thấy các hạt nano Fe3O4 gây ra sự gia tăng tỷ lệ apoptosis sớm và muộn trong các tế 

A549 MCF7 HeLa HGC-27 PC3 CCF-STTG1
0

10

20

70

80

130

**
***** ***

IC
50

 (µ
g/

m
L)

Dòng tế bào

 PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5
 PLA-TPGS-Fe3O4-Dox
 PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5
 PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5

> 128

***

*

***

***

***

**

***

*** ****



98 
 

 

bào Jurkat. Trong khi đó, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 thể hiện độc tính 

rất thấp (IC50 > 128 μg/mL) trên dòng tế bào ung thư biểu mô não CCF-SSTG1. Khi 

mang thuốc Dox, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox thể hiện hoạt tính mạnh ức chế tế 

bào ung thư với IC50 = 1,33 ± 0,16 μg/mL. Trong khi việc gắn Cyanine 5.5, hệ nano 

có độc tính thấp hơn với giá trị IC50 = 3,91 ± 0,55 μg/mL và 7,58 ± 1,37 μg/mL, 

tương ứng với hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-Dox-

Cyanine 5.5 (p < 0,0001). Kết quả tương tự cũng được ghi nhận đối với các dòng tế 

bào ung thư còn lại. Những kết quả này là cơ sở để tiếp tục đánh giá cơ chế gây độc 

tế bào của các hệ nano. 

 
Hình 4.16. (a) Phân bố chu kỳ tế bào; (b) sơ đồ minh họa cơ chế gây độc tế bào của 

từng thành phần Doxorubicin, Cyanine 5.5 và Fe3O4; (c) chụp ảnh đồng tiêu bốn hệ 

nano trên dòng tế bào CCF-SSTG1 (độ phóng đại 20 lần, camera sCMOS).  

Mũi tên màu đỏ cho thấy các tế bào được cảm ứng để trải qua quá trình apoptosis. 
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Kết quả phân tích chu kỳ tế bào một lần nữa khẳng định vai trò gây độc tế bào 

của các hạt nano Fe3O4, Doxorubicin và Cyanine 5.5 trong các hệ nano bằng kỹ 

thuật đo tế bào định lượng, còn gọi là phân tích sàng lọc nội hàm cao (High-content 

screening, HCS). Một trong những vai trò cơ bản nhất của tế bào là phát triển thông 

qua chu kỳ tế bào. Tính ổn định của DNA hoặc bộ gen sẽ bị ảnh hưởng nếu chu kỳ 

tế bào không được kiểm soát hoàn toàn. Điều này liên quan đến những bất thường 

trong sự xuất hiện và tiến triển của bệnh, đặc biệt là ung thư. Trong nghiên cứu này, 

tác động của các hạt Fe3O4, Dox và Cyanine 5.5 trong các giai đoạn phân bào riêng 

biệt trên dòng tế bào CCF-STTG1 đã được xác định, từ đó làm sáng tỏ cơ chế gây 

độc tế bào của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng. Hình 4.16a cho thấy Dox tự do đã 

bắt giữ chu kỳ tế bào trong giai đoạn G1 của tế bào ung thư biểu mô não (CCF-

STTG1) tăng 67,02%. Sự kết hợp của Cyanine 5.5 và Dox trong hệ nano PLA-

TPGS-Dox-Cyanine 5.5 đã làm giảm số lượng tế bào trong pha G1 xuống 53,23% 

và tăng số lượng tế bào trong pha G2/M lên 34,44%. Ngược lại, sự phân bố chu kỳ 

tế bào ở pha G2/M của tế bào CCF-STTG1 được xử lý bằng PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5,5 là 49,69%, trong khi ở nhóm đối chứng (-) là 30,5% (Hình PL1). So 

với nhóm đối chứng, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 làm tăng tỷ lệ tế 

bào ở pha G2/M cao hơn hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox, với tỷ lệ lần lượt là 

42,12% và 40,79%. Như vậy, kết quả cho thấy các hạt nano Fe3O4 và Cyanine 5.5 

có tác dụng ức chế sự phát triển của tế bào, gây ra sự ngừng chu kỳ tế bào ở pha 

G2/M đối với các tế bào ung thư biểu mô não. Một nghiên cứu khác cho thấy rằng 

bằng cách làm cho các tế bào MCF-7 rơi vào trạng thái bị bắt giữ ở pha S, các hạt 

nano Fe3O4 đã làm giảm quá trình tổng hợp DNA một cách hiệu quả và làm tăng sự 

chết của tế bào [196]. 

Điều đáng chú ý là hệ nano không chứa Fe3O4, PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5 

lại gây ra mức tăng cao nhất số lượng tế bào bị bắt giữ trong pha S so với các hệ 

nano khác, thể hiện vai trò của Cyanine 5.5 trong việc bắt giữ chu kỳ tế bào ở pha S 

(Hình 4.16b). Điểm kiểm tra pha S ngăn chặn việc sao chép DNA bị hư hỏng trong 

chu kỳ tế bào, dẫn đến việc dừng chu kỳ tế bào, ức chế tổng hợp DNA và thậm chí 

có thể gây ra apoptosis, tất cả đều làm giảm sự tăng sinh tế bào [197, 198]. Ngoài 

ra, tế bào chết theo chương trình (apoptosis) có thể được gây ra bởi sự điều khiển 

của chu kỳ tế bào. Hình 4.16c cho thấy tất cả các hệ nano đều gây ra apoptosis trong 
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các tế bào CCF-STTG1 (mũi tên màu đỏ), cho thấy sự hiện diện của các tế bào chết. 

Những kết quả đầy hứa hẹn này xác nhận khả năng thâm nhập tế bào hiệu quả của 

bốn công thức nano. Chuỗi TPGS của copolyme PLA-TPGS đã được báo cáo là có 

tác dụng tăng cường sự hấp thu tế bào của hạt nano và có đặc tính gây ra apoptosis 

độc đáo thông qua việc sản xuất các loại oxy phản ứng [199]. Người ta đã chứng 

minh rằng Dox tạo ra các chất cộng hóa trị với DNA trong nhân có thể kích hoạt 

quá trình apoptosis, do đó nâng cao hiệu quả gây độc tế bào tổng thể của hệ nano 

[200]. Ye và cộng sự đã phát hiện ra rằng các hạt nano Fe3O4 có thể ngăn chặn các 

tế bào ung thư vú MCF-7 phát triển bằng cách gây ra apoptosis do stress oxy hóa và 

làm đảo lộn chu kỳ tế bào [196]. Do đó, những kết quả này đã chứng minh rằng các 

hạt nano Fe3O4, Doxorubicin và Cyanine 5.5 gây ra sự ngừng chu kỳ tế bào ở các 

giai đoạn khác nhau, dẫn đến sự kích hoạt cảm ứng apoptosis gây chết tế bào ung 

thư. 

Tóm tắt chương 4 

Trong chương này, chúng tôi đã chế tạo được hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5; 

với các điều kiện như sau: tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES w/w = 10 : 3, tỉ lệ Cyanine 5.5 : 

Fe3O4 NPs w/w = 0,05 : 1, nhiệt độ 70 oC ở bước ghép APTES, pH 8,5 và thời gian 

5 giờ ở bước gắn Cyanine 5.5. Hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 thu 

được có dạng hình cầu, với kích thước trung bình 13,16 ± 2,16 nm, có độ ổn định 

tốt, thể hiện khả năng phát huỳnh quang mạnh, cho thấy ứng dụng tiềm năng của 

chúng trong y sinh.  

Hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có khả năng giải phóng thuốc tốt 

tại môi trường pH axit, đặc trưng cho môi trường vi mô tại vị trí khối u. Hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có hoạt tính gây độc tế bào cao. Trong đó, trên 

tế bào ung thư biểu mô não CCF-SSTG1, Fe3O4 gây độc tế bào theo cơ chế bắt giữ 

tế bào ở pha G0/G1, Doxorubicin gây độc tế bào theo cơ chế bắt giữ tế bào ở pha 

G2/M, Cyanine 5.5 gây độc tế bào theo cơ chế bắt giữ tế bào ở pha S. Sự kết hợp 

của ba cơ chế này gây ra sự chết theo chu trình (apoptosis) của tế bào ung thư. 
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CHƯƠNG 5. ĐÁNH GIÁ KHẢ NĂNG TĂNG ĐỘ TƯƠNG PHẢN TRONG 
CHỤP CỘNG HƯỞNG TỪ HẠT NHÂN, SỰ PHÂN BỐ IN VIVO, TÁC 

DỤNG HÓA TRỊ VÀ NHIỆT TỪ TRỊ CỦA HỆ DẪN THUỐC NANO ĐA 
CHỨC NĂNG GẮN CHẤT PHÁT HUỲNH QUANG HỒNG NGOẠI GẦN  

Nhờ kích thước nhỏ, hệ dẫn thuốc nano đa chức năng có khả năng hướng đích 
thụ động thông qua hiệu ứng tăng tính thấm và lưu trữ EPR. Tuy nhiên, khi khối u 
phát triển, sẽ có những thay đổi đáng kể về mật độ vi môi trường khối u, vùng thiếu 
oxy/hoại tử và áp suất thủy tĩnh, làm ảnh hưởng đáng kể đến hiệu ứng EPR. Do đó, 
việc đánh giá sự phân bố của vật liệu nano đa chức năng sau khi tiêm vào cơ thể và 
hiệu quả hướng đích tới khối u, đóng vai trò quan trọng khi khai thác tác dụng hóa 
trị, nhiệt từ trị của vật liệu nano đa chức năng.  

Chương này sẽ đánh giá sự phân bố in vivo của các hệ dẫn thuốc nano đa chức 
năng đã được tối ưu hoá trong chương 3 và chương 4 bằng kỹ thuật huỳnh quang 
hồng ngoại gần trên mô hình chuột được gây khối u đại tràng CT26. Ngoài ra, hiệu 
quả hướng đích tới khối u và khả năng tăng độ tương phản ảnh chụp cộng hưởng từ 
MRI cũng được xác định thông qua việc định lượng tín hiệu MRI bằng phương 
pháp %I0,25. Đồng thời, tác dụng hóa trị của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng được 
đánh giá bằng kỹ thuật phát quang sinh học bioluminescence, và thử nghiệm tác 
dụng nhiệt từ trị dưới tác động của từ trường xoay chiều trên mô hình in vivo. 

5.1. Đánh giá khả năng tăng độ tương phản trong chụp cộng hưởng từ hạt 
nhân MRI 
5.1.1. Xác định độ hồi phục r1, r2 và yếu tố ảnh hưởng 

Một trong những tiềm năng ứng dụng quan trọng của hạt nano Fe3O4 là khả 
năng tăng độ tương phản ảnh chụp cộng hưởng từ MRI. Vấn đề đặt ra là khi kết hợp 
Fe3O4 trong một hệ nano đa chức năng cùng với tác nhân hóa trị Doxorubicin 
(Dox), chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần, và được bọc bởi copolyme PLA-
TPGS, thì khả năng tăng độ tương phản ảnh MRI có còn hiệu quả và khả năng ứng 
dụng hay không. Về lý thuyết, để hạt nano Fe3O4 hoạt động như một chất tương 
phản MRI thành công, cần phải có sự trao đổi hiệu quả giữa nước hoặc các thành 
phần polyme. Do đó, khả năng tăng cường độ tương phản MRI của hạt nano Fe3O4 
và các hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4 có hoặc không có Dox và Cyanine 5.5 trước hết 
được đánh giá in vitro trên thiết bị cộng hưởng từ MRI 7 T ở nhiệt độ phòng.  

Hình 5.1 là ảnh cộng hưởng từ của các hệ nano Fe3O4,  PLA-TPGS-Fe3O4, 
PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5, PLA-TPGS-Fe3O4-Dox, và PLA-TPGS-Fe3O4-
Dox-Cyanine 5.5 ở các nồng độ: 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, và 0,2 mM (tính cho 
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nguyên tố Fe) theo chế độ trọng T1 (trái), T2 (phải). Có thể thấy rõ tín hiệu tối tăng 
dần theo nồng độ Fe trong các hệ nano có trong các giếng so với đối chứng agarose 
1% (giếng 0). Hình PL2a cho thấy các đường đo hồi phục ngang, tức diễn trình suy 
giảm từ độ về giá trị ‘0’ (decay curves). Đường đo cho mẫu agarose 1% (nồng độ 
nguyên tố Fe bằng 0) trên cùng, các đường cong còn lại từ trên xuống là các đường 
đo cho mẫu có nồng độ Fe lần lượt là 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, và 0,2 mM.  
Các đường suy giảm được fit tốt bằng hàm đơn exponel, với tham số thời gian T2 
giảm rõ ràng và nhanh theo chiều tăng của nồng độ Fe. 

Hình PL2b trình bày các đường đo hồi phục dọc, tức diễn trình tái lập giá trị từ 
độ Mz bão hòa. Từ trên xuống là các đường đo cho mẫu có nồng độ Fe là 0,02 mM, 
0,05 mM, 0,1 mM, và 0,2 mM.  Đường có độ cong bé nhất là đường đo cho mẫu 
agarose 1%, mẫu so sánh. Độ cong của các đường tăng dần theo nồng độ, chứng tỏ 
T1 tăng đơn điệu theo nồng độ chất tương phản. 

Kết quả cho thấy hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4 thể hiện hiệu ứng T2 mạnh hơn 
so với hạt nano Fe3O4 tự do (Hình 5.1). Ngoài ra, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-
Cyanine 5.5 lại cho thấy tác dụng T2 mạnh hơn hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox. 
Độ hồi phục dọc (r1) và độ hồi phục ngang (r2) được xác định bằng thực nghiệm 
(Hình 5.2), từ giá trị trung bình (±SD) của cường độ tín hiệu hồi phục T1 và T2 theo 
nồng độ Fe tương ứng với mỗi hệ nano (Hình PL2).  

So với các hạt nano Fe3O4 đơn lẻ, hạt nano Fe3O4 được bọc bởi copolyme 
PLA-TPGS cho thấy hiệu ứng tương phản tốt hơn do độ hồi phục T2 cao hơn với r2 
= 198,88 và 237,13 s-1mM-1, tương ứng (Bảng 5.1). Điều này cho thấy vai trò của 
việc bao bọc các hạt nano Fe3O4 bằng copolyme, dẫn đến hệ nano ổn định hơn và 
phân tán tốt hơn. Ngoài ra, khi mang thuốc Doxorubicin, giá trị độ hồi phục ngang 
(r2) của vật liệu tăng. Cụ thể, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox và PLA-TPGS-
Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có giá trị r2 lần lượt là 282,21 và 305,83 s-1mM-1. Trong 
các báo cáo trước đây của Yallapu và cộng sự cho thấy các công thức chứa 
Curcumin dựa trên hạt nano Fe3O4 thể hiện chất lượng tương phản tăng tương tự so 
với các công thức nano từ tính thông thường [201]. Trong nghiên cứu này, người ta 
đã chứng minh rằng các hạt nano từ tính chứa Curcumin có giá trị r2 là 7,040 
s−1.μg−1.mL ở 9,4 T (400 MHz.H1), cao hơn gấp đôi so với các hạt nano từ tính 
không mang thuốc là 3,40 s−1.μg−1.mL. Hơn nữa, Ghorbaanee và cộng sự đã cho 
thấy một sự khác biệt đáng kể (khoảng 20%) trong giá trị r2 của hệ chẩn đoán dựa 
trên các hạt nano Fe3O4 được phủ polyethyleneimine (PEI) chứa 30% chất curcumin 
và các hạt nano Fe3O4-PEI không có chất curcumin [202].  



103 
 

 

 
Hình 5.1. Hình ảnh chụp cộng hưởng từ MRI của các hệ nano theo chế độ trọng T1 

và trọng T2 ở các nồng độ khác nhau của Fe (mM) 
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Hình 5.2. Tốc độ hồi phục dọc R1 (a); ngang R2 (b) phụ thuộc nồng độ Fe của các 
hệ nano đa chức năng 

Bảng 5.1. Giá trị độ hồi phục r1, r2 và tỷ số r2/r1 của các hệ nano đa chức năng 

Mẫu r2 (s-1 mM-1) r1 (s-1 mM-1) r2/r1 

Fe3O4 NPs 198,88 0,9725 204,5 
PLA-TPGS-Fe3O4  237,13 0,8717 272,0 
PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5  249,96 0,768 325,4 
PLA-TPGS-Fe3O4-Dox  282,21 0,9343 302,1 
PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5  305,83 0,8135 375,9 

Một thước đo quan trọng thường được sử dụng để xác định xem các hạt nano 
đa chức năng có phù hợp làm chất tương phản T2 hay không là tỷ lệ r2/r1. Tỷ lệ r2/r1 
của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4 cao hơn tỷ lệ r2/r1 của hạt nano Fe3O4 đơn lẻ. Swee 
và cộng sự đã chứng minh rằng tỷ lệ r2/r1 tăng đơn điệu theo thời gian khuếch tán 
tịnh tiến bằng cách sử dụng phương trình sau [199]:  

𝒓𝒓𝟐𝟐
𝒓𝒓𝟏𝟏

=  𝟐𝟐
𝟑𝟑𝑱𝑱𝑨𝑨�𝟐𝟐𝝎𝝎𝑰𝑰𝝉𝝉𝑫𝑫

                                       (5.1) 

trong đó 𝝎𝝎𝑰𝑰 là tần số Larmor của proton, 𝑱𝑱𝑨𝑨 là hàm mật độ phổ của Ayant và 𝝉𝝉𝑫𝑫 là 
thời gian khuếch tán tịnh tiến, biểu thị bằng r2/D (r là bán kính hạt và D là hệ số 
khuếch tán của phân tử nước).  

Trong lý thuyết cơ học lượng tử của Solomon-Bloembergen-Morgan, các cơ 
chế chịu trách nhiệm cho sự tăng độ hồi phục chủ yếu liên quan đến lớp cầu trong 
(inner-sphere) và lớp cầu ngoài (outer-sphere) [203]. Sự hồi phục proton ở lớp 
inner-sphere liên quan đến các phân tử nước hình thành liên kết với các ion thuận 
từ, trong khi đó sự hồi phục ở lớp cầu ngoài liên quan đến các phân tử nước trong 
pha khối (bulk water) không hình thành các liên kết này [199, 204]. Độ khuếch tán 
của các phân tử nước trong lớp copolyme PLA-TPGS thấp hơn độ khuếch tán của 
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nước trong pha khối. Do đó, từ biểu thức của 𝝉𝝉𝑫𝑫 có thể dễ dàng suy ra rằng tính 
thấm của lớp phủ copolyme đối với các phân tử nước có thể kéo dài thời gian 
khuếch tán tịnh tiến (translational diffusion time) [205, 206]. Rõ ràng, lớp phủ 
copolyme PLA-TPGS phần nào cản trở sự tiếp cận của các phân tử nước với 
gradient trường lớn hơn (gần lõi Fe3O4) khi proton của chúng tịnh tiến gần đến tiểu 
phân nano (Hình 5.3). Do đó, tỷ lệ r2/r1 của hạt nano Fe3O4 đơn lẻ thấp hơn so với 
hạt nano Fe3O4 được bọc bởi copolyme PLA-TPGS, phù hợp với phát hiện của 
chúng tôi. 

 

Hình 5.3. Cơ chế ảnh hưởng của Doxorubicin và Cyanine 5.5 đến khả năng tương 
phản ảnh MRI của hệ nano đa chức năng 

Điều đáng chú ý là khi mang thuốc Dox, cả hai hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-
Dox và PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 đều có tỷ lệ r2/r1 cao hơn so với các hệ 
nano không mang thuốc Dox tương ứng. Giá trị tỷ lệ r2/r1 của hai hệ nano này có thể 
liên quan đến sự có mặt của Dox, khiến các hạt nano tạo ra tính không đồng nhất 
lớn hơn trong từ trường so với khi không có Dox. Kết quả ở bảng 5.1 cho thấy 
Cyanine 5.5 có tác động mạnh hơn Dox đến tỷ lệ r2/r1. Về lý thuyết, độ hồi phục 
ngang của các hạt Fe3O4 siêu thuận từ là kết quả của sự lệch pha của các spin proton 
kết hợp do sự dao động tương tác lưỡng cực giữa spin proton và momen từ tổng thể 
[204]. Các yếu tố ảnh hưởng đến dao động từ trường (magnetic field fluctuation) có 
thể ảnh hưởng đến độ hồi phục ngang [207]. Khi một nguyên tử được đặt trong 
trong từ trường, các electron chuyển động quay tạo thành một từ trường nhỏ ngược 
chiều với từ trường ngoài tác dụng. Tính không đồng nhất cục bộ này thường bị bỏ 
qua, tuy nhiên, sự tuần hoàn của electron π có thể tạo ra từ trường bổ sung mạnh 
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hơn nhiều [199]. Phân tử Cyanine 5.5 bao gồm liên hợp π–π và liên hợp ρ-π (Hình 
5.3). Những đặc điểm này sẽ làm tăng tính không đồng nhất trong từ trường cục bộ 
xung quanh các hạt Fe3O4 tự do và PLA-TPGS-Fe3O4, làm tăng tốc hiệu quả hơn độ 
hồi phục ngang của các proton nước ở gần đó [199, 206]. Do đó, tỷ lệ r2/r1 được xác 
định bằng thực nghiệm theo thứ tự PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 (375,9) > 
PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 (325,4) > PLA-TPGS-Fe3O4-Dox (302,1). Như vậy, 
khi mang thuốc Doxorubicin làm giảm đáng kể sự tương tác bề mặt giữa lõi từ tính 
Fe3O4 và phân tử nước, dẫn đến tăng tỷ lệ r2/r1 rất tốt [208, 209]. Hơn nữa, giá trị r2 
và tỷ lệ r2/r1 của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 cao hơn đáng kể so 
với các chất tăng độ tương phản thương mại khác như ferumoxytol, Feraheme; Gd-
DTPA, Magnevist; và ZES-SPION, các hạt nano oxit sắt cực nhỏ được phủ 
zwitterion ở 7 T, đã được báo cáo bởi Wei và cộng sự [210]. Những kết quả thú vị 
này cho thấy cấu trúc hóa học của Cyanine 5.5 và Doxorubicin góp phần đáng kể 
vào việc tăng cường khả năng hồi phục T2 của hạt nano Fe3O4. 

5.1.2. Đánh giá khả năng tăng độ tương phản MRI trên mô hình in vivo 
Các kết quả trên cho thấy hệ nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 tác động thay đổi mạnh giá trị T2 nên sự nhiễu loạn từ trường làm tín 
hiệu cộng hưởng từ tại vùng có hạt nano siêu thuận từ kém hơn so với các vùng 
xung quanh, cũng có nghĩa là hình ảnh sẽ tối hơn. Do vậy, để đánh giá khả năng 
tăng tương phản của vật liệu này trên mô hình in vivo, chúng tôi sẽ chú trọng đánh 
giá khả năng gây tối hình ảnh của nó theo chế độ chụp trọng T2* (T2*-weighted). 
Trong khi hình ảnh MRI thường được đánh giá theo cách định tính, ở luận án này, 
chúng tôi xử lý định lượng tín hiệu MRI để đánh giá khả năng tăng độ tương phản 
và hiệu quả hướng đích thụ động tới khối u. Việc phát hiện MRI hiệu quả tạo điều 
kiện thuận lợi cho việc chẩn đoán và điều trị ung thư sau đó. 

Đánh giá trên chuột cái bình thường Balb/C cho thấy sự tăng cường độ tương 
phản đáng kể của tín hiệu MRI ở gan và lách sau 24h tiêm vật liệu nano đa chức 
năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, có sự xuất hiện vùng tối màu rõ rệt, khác 
biệt so với hình ảnh trước khi tiêm (Hình 5.4a). Tỷ lệ cường độ tín hiệu tương đối 
của các vật liệu nano ở gan, lá lách và thận được chuẩn hóa bằng tín hiệu cơ. Sự 
thay đổi cường độ tín hiệu do sự hấp thu của vật liệu nano vào các cơ quan gan, lá 
lách và thận được tính toán trong vùng quan tâm (region of interest, ROI) của hình 
ảnh MRI. Sau 24 giờ tiêm vật liệu nano, cường độ tín hiệu của gan và lá lách giảm 
lần lượt khoảng 67% và 45% so với trước khi tiêm (p<0,001). Ngoài ra, không có 
sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về cường độ tín hiệu ở thận trước và sau khi tiêm 
vật liệu nano. Những kết quả này cũng chứng minh sự hấp thu của gan và lách đối 
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với vật liệu nano đa chức năng. Các nghiên cứu trước đây đã cho thấy sau khi tiêm 
tĩnh mạch, gan và lách hấp thụ một lượng đáng kể các hạt nano Fe3O4 [211, 212]. 
Các hạt nano có kích thước ≤ 10 nm được thanh thải qua thận, trong khi các hạt 
nano có kích thước ≥ 100 nm bị giữ lại trong gan và lách thông qua quá trình thực 
bào của đại thực bào [217]. Nhóm nghiên cứu của Feng và cộng sự đã chứng minh 
rằng lượng sắt vẫn còn đáng kể trong mô gan của động vật được tiêm Fe3O4-PEG 
sau 2 tuần tiêm [213].  

 

Hình 5.4. (a) Hình ảnh MRI in vivo trên chuột thường Balb/C với chế độ chụp trọng 
T2* ở thời điểm trước và sau 24 giờ tiêm vật liệu nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5; (b) những thay đổi về cường độ tín hiệu trên hình ảnh MRI ở các cơ 
quan gan, lá lách và thận (**p<0,001; n = 3) 

Hình ảnh tương phản MRI mạnh sau tiêm 24 giờ cho thấy vật liệu nano PLA-
TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 là chất tương phản âm hiệu quả cho hình ảnh MRI in 
vivo. Ngoài ra, ở các kết quả tiếp theo, luận án sẽ đánh giá sự phân bố của vật liệu 
nano ở các cơ quan của chuột sau khi tiêm tĩnh mạch. 

MRI là một kỹ thuật lâm sàng và tiền lâm sàng mạnh mẽ để phân tích giải 
phẫu và chức năng của khối u rắn. Trong luận án này, bên cạnh việc đánh giá độ 
tương phản ảnh MRI in vivo, chúng tôi phân tích sâu hơn để đánh giá hiệu quả 
hướng đích thụ động trong khối u đại tràng CT26 bằng cách định lượng tín hiệu trên 
hình ảnh MRI trọng T2*. Các hạt nano có khả năng tích lũy trong các mô khối u 
bằng cơ chế hướng đích thụ động nhờ hiệu ứng EPR. Tuy nhiên, đặc điểm của vi 
môi trường khối u là một cấu trúc không đồng nhất và tùy thuộc vào loại, kích 
thước và vị trí của khối u, nó phản ứng khác nhau với các hệ vật liệu kích thước 
nano [214]. Đồng thời, hiệu ứng EPR phụ thuộc vào nhiều yếu tố như (1) tình trạng 
rò rỉ mạch máu, (2) mật độ/thành phần vi môi trường khối u, (3) áp suất dịch kẽ, (4) 
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tốc độ phát triển của khối u, (5) thể tích vùng hoại tử, và (6) liều lượng hạt nano sử 
dụng. Do vậy, khi thiết kế một vật liệu nano đa chức năng trong chẩn đoán và điều 
trị ung thư, hệ vật liệu có khả năng phân bố được tới vị trí khối u đóng vai trò quan 
trọng tới hiệu quả điều trị. 

 

Hình 5.5. Hình ảnh MRI của chuột Balb/C được gây khối u CT26 (a) nhóm đối 
chứng; (b) sau 4h tiêm PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 

Hình 5.5 cho thấy ảnh MRI in vivo trên mô hình chuột Balb/C được gây khối u 
đại tràng CT26 của vật liệu nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 sau 4 giờ 
tiêm và chuột đối chứng. Có thể thấy rõ độ tương phản khối u đồng thời có thể thấy 
hạt nano được phân tán trong khối u (mũi tên vàng), chứng minh khả năng làm tăng 
tương phản hình ảnh chụp cộng hưởng từ khối u rắn với chế độ chụp trọng T2* khi 
tiêm tĩnh mạch. Hiệu quả này cho phép đánh giá chính xác hơn kích thước, hình 
dạng, một phần cấu trúc bên trong của khối u, cũng như dễ dàng hơn cho việc đánh 
giá sự có mặt hay không của một khối u khi xuất hiện bên trong của cơ thể [215].  

Để định lượng tín hiệu MRI và đánh giá mức độ tích lũy in vivo của hệ nano 
PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 trong các khối u, chúng tôi sử dụng phương 
pháp xử lý %I0,25 đã được phát triển bởi nhóm nghiên cứu của GS. Bich Thuy 
DOAN (Đại học Chemi PariTech, Cộng hòa Pháp) [216]. Các vùng quan tâm (ROI) 
được vẽ trên từng lát cắt của khối u trên hình ảnh MRI (Hình 5.6a, c) và thu được 
phân bố cường độ pixel cho từng lát cắt. Tổng hợp các đồ thị phân bố cường độ 
pixel này đưa ra phân bố cường độ pixel duy nhất cho mỗi khối u như trong hình 
5.6b, d. Hình 5.6e cho thấy tỷ lệ phần trăm pixel dưới I0,25 có sự khác biệt đáng kể 
(p<0,001) giữa chuột không được tiêm và chuột 4h sau tiêm vật liệu nano, tương 
ứng là 3,35 và 13,82%. Điều này phản ánh sự tích lũy thụ động hiệu quả của vật 
liệu nano trong các khối u này [217].  
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Hình 5.6. Phương pháp %I0,25 xử lý dữ liệu từ hình ảnh MRI với chế độ chụp trọng 
T2* để đánh giá sự tích lũy in vivo của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 

trong các khối u. (a) Hình ảnh MRI ở chuột sau 4 giờ tiêm; b) phân bố cường độ 
MRI liên quan đến khối u sau 4 giờ tiêm; (c) hình ảnh MRI ở chuột đối chứng; (d) 
Phân bố cường độ MRI liên quan đến khối u ở chuột đối chứng; (e) Tóm tắt tỷ lệ 
phần trăm pixel dưới I0,25 trên hình ảnh khối u MRI. Kiểm định Mann-Whitney 

phân phối phi gaussian: *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001 

Trong luận án này, phương pháp %I0,25 được sử dụng để đánh giá định lượng 
hiệu quả hướng đích tới các khối u CT26. Phương pháp này có thể được áp dụng 
cho các chất tương phản T2 khác nhau so với hiệu ứng hướng đích thụ động thông 
qua hiệu ứng tăng tính thấm và lưu trữ (Enhanced Permability and Retention, EPR) 
[216]. Phương pháp này dựa trên việc điều chỉnh phân bố cường độ trong các hình 
ảnh MRI với chế độ chụp trọng T2* tiêu chuẩn. Vật liệu nano PLA-TPGS-Fe3O4-
Dox-Cyanine 5.5 chứa hạt nano Fe3O4 làm giảm tín hiệu, gây ra sự dịch chuyển 
biểu đồ cường độ về vùng cường độ thấp. Do đó, tỷ lệ phần trăm pixel dưới I0,25 là 
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tham số liên quan để định lượng mức tăng tích lũy vật liệu nano đa chức năng chứa 
Fe3O4 tại vị trí khối u. Các kết quả trên cho thấy khả năng tăng độ tương phản MRI 
in vivo của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. 
Đồng thời, kết quả định lượng bằng phương pháp %I0,25 cho thấy sự tích lũy thụ 
động hiệu quả của hệ nano ở vị trí khối u trên mô hình chuột Balb/C được gây ung 
thư đại tràng CT26. Trên cơ sở này, chúng tôi tiếp tục đánh giá tác dụng hóa trị và 
nhiệt từ trị ung thư của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-
Cyanine 5.5 ở phần 5.3 và 5.4. 

5.2. Đánh giá sự phân bố in vivo bằng kỹ thuật hình ảnh quang học 
5.2.1. Khảo sát bước sóng kích thích/phát xạ in vitro 

Để đánh giá ảnh hưởng của hạt nano Fe3O4, Cyanine 5.5 và Doxorubicin đối 
với hình ảnh quang học (optical imaging) của từng hệ nano, chúng tôi khảo sát các 
điều kiện bước sóng phát xạ và kích thích huỳnh quang hữu ích cho tỷ lệ tăng 
cường bức xạ (radiance enhancement ratio) và tỷ lệ tín hiệu trên nhiễu (signal-to-
noise ratio, SNR) cao nhất. Các hình ảnh quang học thu được bằng hệ thống thiết bị 
Photon Imager Optima (Biospace Lab, Paris, Cộng hòa Pháp) sau khi lựa chọn ở 
các điều kiện bước sóng kích thích/phát xạ khác nhau, tương ứng với các bước sóng 
đặc trưng cho vùng kích thích/phát xạ của Doxorubicin và Cyanine 5.5. Hình ảnh 
huỳnh quang của các hệ nano ở các nồng độ Cyanine 5.5 khác nhau, từ 0 đến 75 
µM, tương ứng với điều kiện bước sóng tối ưu của mỗi hệ nano, được trình bày trên 
hình 5.7. Khi nồng độ Cyanine 5.5 giảm dần thì cường độ tín hiệu bức xạ (radiance) 
của hệ nano giảm tương ứng. Sử dụng phần mềm M3Vision (Biospace Lab, 
France), tín hiệu huỳnh quang được định lượng trên tín hiệu vùng quan tâm (region 
of interest, ROI) bằng giá trị bức xạ radiance (ph/s/cm2/sr). Tín hiệu được chuẩn 
hóa so với ống tube đối chứng (chứa dung dịch đệm PBS). Kết quả về tỷ lệ tăng 
cường bức xạ và tỷ lệ tín hiệu trên nhiễu của các hệ nano ở các điều kiện bước sóng 
kích thích/phát xạ khác nhau được trình bày trong bảng PL1. 

Biểu đồ đường về cường độ huỳnh quang trung bình của các hệ nano so với 
nồng độ Cyanine 5.5 được trình bày trên hình 5.8. Ở bước sóng kích thích 687 nm 
và bước sóng phát xạ 772 nm, độ tương phản giữa hệ nano và nền là cao nhất đối 
với hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 (Hình PL3 và PL4). Kết quả này gần 
với bước sóng kích thích và phát xạ của Cyanine 5.5. Ngoài ra, tỷ lệ tăng cường độ 
bức xạ và SNR của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox đạt cao nhất ở bước sóng kích 
thích tối ưu (537 nm) và bước sóng phát xạ tối ưu (597 nm) (Hình PL5 và PL6). 
Các giá trị này tương ứng với vùng bước sóng kích thích/phát xạ của Doxorubicin 
[218]. Theo các đặc tính hóa lý trước đây, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 



111 
 

 

5.5 có chất lượng tín hiệu tốt nhất và dữ liệu đáng tin cậy nhất sau khi kích thích ở 
bước sóng 662 nm cho mức phát xạ 722 nm (Hình PL7 và PL8). So với hệ nano 
PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5, các bước sóng kích thích và phát xạ tối ưu bị dịch 
chuyển xanh (blue-shift) khi mang thuốc Doxorubicin lên hệ nano đa chức năng. 
Điều này có thể là do sự tương tác giữa Doxorubicin và Cyanine 5.5, giúp tăng 
cường tương tác π-π và thúc đẩy sự hình thành tập hợp H (H-aggregate) của phân tử 
Cyanine 5.5 [219, 220]. Jaiswal và cộng sự cũng báo cáo rằng Doxorubicin đã 
tương tác với một tác nhân hồng ngoại gần khác, chẳng hạn như indocyanine green-
ICG, và tạo ra các tập hợp H và J (H and J-aggregate) trong ICG [173]. 

 
Hình 5.7. Hình ảnh quang học in vitro ở các bước sóng kích thích và phát xạ tối ưu 

tương ứng với từng hệ nano (ở các nồng độ khác nhau của Cyanine 5.5) 

Nếu không có Fe3O4, hình ảnh quang học của hệ nano PLA-TPGS-Dox-
Cyanine 5.5 cho thấy bước sóng kích thích và phát xạ tối ưu lần lượt là 662 nm và 
772 nm (Hình PL9 và PL10). So với hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, 
sự dịch chuyển nhẹ sang vùng xanh của bước sóng phát xạ tối ưu đã xảy ra do ảnh 
hưởng của các hạt nano Fe3O4. Điều này có thể được gây ra bởi sự hiện diện của các 
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tập hợp π-π (π-π aggregates) được ghép nối trên bề mặt của các hạt nano Fe3O4 

[221, 222]. Do đó, tính chất huỳnh quang của Cyanine 5.5 thay đổi khi tương tác 
với Doxorubicin và hạt nano Fe3O4, là cơ sở để tiến hành các thí nghiệm huỳnh 
quang in vivo cho hệ nano đa chức năng. 

Cuối cùng, so với hệ nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5, tỷ lệ tăng cường độ 
bức xạ và tỷ lệ tín hiệu/nhiễu SNR của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 
đã giảm đáng kể lần lượt là 48,8 và 3,8 lần khi kích thích ở bước sóng 662 nm và 
phát xạ ở bước sóng 772 nm (Bảng PL1). Cơ chế dập tắt huỳnh quang đã được 
chứng minh bằng sự có mặt của các hạt nano Fe3O4, do các hạt này hấp thụ mạnh cả 
ánh sáng kích thích và ánh sáng phát xạ [223]. Các photon phát ra từ Cyanine 5.5 có 
thể bị hấp thụ trở lại bởi lõi Fe3O4 màu đen. Sau đó, năng lượng được hấp thụ bởi 
lõi sẽ bị tiêu tán theo cách không bức xạ hoặc rung động (vibrational way) [224].  

  

Hình 5.8. So sánh và phân tích định lượng ROI hình ảnh quang học của các hệ nano 
ở bước sóng kích thích/phát xạ tối ưu. Tín hiệu huỳnh quang ghi lại độ bức xạ trung 

bình (average radicance, ph/s/cm2/sr), (n = 3) 

Đáng chú ý, so sánh giữa hệ nano PLA-TPGS-Cyanine 5.5 và PLA-TPGS-
Dox-Cyanine 5.5 cho thấy Doxorubicin cũng có hiệu ứng dập tắt huỳnh quang trên 
phát xạ vùng hồng ngoại gần của Cyanine 5.5. Khi Doxorubicin được nạp vào hệ 
nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, tỷ lệ tăng cường độ bức xạ và SNR đã 
giảm 3 lần khi kích thích ở bước sóng 687 nm và phát xạ 772 nm. Jaiswal và cộng 
sự đã chứng minh rằng sự kết hợp của Doxorubicin trong phân tử ICG tự do nhanh 
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chóng ảnh hưởng đến đặc tính hấp thụ - phát xạ vùng hồng ngoại gần của ICG, ngay 
cả ở nồng độ thấp hơn [225]. Có sự giảm bớt cường độ huỳnh quang cực đại điển 
hình của ICG khi nồng độ Doxorubicin tăng lên. Sự kết tụ của các phân tử gây ra sự 
thay đổi mặt cắt ngang hấp thụ (absorption cross-section) của ICG, từ đó làm giảm 
cường độ huỳnh quang. Do đó, xét về đặc tính huỳnh quang, Doxorubicin và hạt 
nano Fe3O4 có tác động như tác nhân khử huỳnh quang trong hệ nano PLA-TPGS-
Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 (Hình 5.9). Tuy nhiên, tỷ lệ tăng cường độ bức xạ và SNR 
tối đa ở mức kích thích/phát xạ 662/722 nm là cơ sở để chúng tôi tiếp tục thực hiện 
các thí nghiệm chụp ảnh quang học in vivo (optical bioimaging) cho các nghiên cứu 
phân bố và tích lũy sinh học của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-
Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 bằng phát xạ hồng ngoại gần. 

 

Hình 5.9. Sơ đồ minh họa ảnh hưởng của Doxorubicin và Fe3O4 đến bước sóng 
kích thích/phát xạ tối ưu của các hệ nano 

5.2.2. Đánh giá sự phân bố in vivo trên mô hình chuột được gây khối u CT26 
Để nghiên cứu sự phân bố sinh học in vivo của hệ dẫn thuốc nano đa chức 

năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần, chuột mang khối u CT26 được 
tiêm tĩnh mạch mắt 150 µL PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, liều tương đương 
0,065 mM Cyanine 5.5 (Hình 5.10a). Hình ảnh huỳnh quang thu được bằng hệ đếm 
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photon dựa trên máy ảnh GaAs ICCD lạnh (Optima, Biospace, Paris, France) ở 
bước sóng kích thích/phát xạ đã tối ưu là 662/722 nm.  

 

Hình 5.10. (a) Sơ đồ bố trí thí nghiệm in vivo trên mô hình chuột mang khối u 
CT26; (b) sự phân bố in vivo trên hình ảnh quang học theo thời gian của hệ nano 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 

Hình 5.10b mô tả phân bố in vivo trên hình ảnh quang học theo thời gian của 
hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 tại các mốc thời gian: 5 phút, 15 phút, 
30 phút, 1 giờ, 3 giờ, 6 giờ, và 24 giờ sau tiêm. Tín hiệu huỳnh quang được phân 
tích bằng phần mềm M3 vision software (BioSpace Lab, France) và được biểu thị 
dưới dạng độ bức xạ trung bình (average radiance, ph/s/cm2/sr). Các vùng quan tâm 
(ROI) được vẽ xung quanh các khối u dưới da ở hai bên sườn và các mô lân cận để 
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xác định độ bức xạ trung bình. Tín hiệu được chuẩn hóa so với chuột đối chứng để 
đánh giá mức độ tăng cường tín hiệu so với nền (mô sinh học tương ứng). 

 

Hình 5.11. (a) Định lượng tín hiệu huỳnh quang tại khối u và các cơ quan của 
chuột; (b) tỷ lệ tín hiệu khối u/gan và gan/thận 

Ngay sau 5 phút tiêm, đã bắt đầu quan sát được tín hiệu huỳnh quang, cao nhất 
ở khối u, sau đó là gan, thận, và lách (Hình 5.11a). Cường độ huỳnh quang tại khối 
u, gan và thận tăng dần theo thời gian. Sau 3 giờ tiêm, tín hiệu cao nhất ở khối u, 
sau đó là gan. Kết quả này cũng tương thích với kết quả định lượng MRI ở trên, cho 
thấy hiệu quả hướng đích thụ động tới vị trí khối u của hệ nano đa chức năng PLA-
TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. Đồng thời, tín hiệu huỳnh quang cao ở gan cho thấy 
một phần hệ nano đã tích lũy trong gan, là cơ quan chịu trách nhiệm loại bỏ các vật 
lạ khỏi hệ tuần hoàn. Điều thú vị là tín hiệu huỳnh quang ở thận đạt cao nhất tại thời 
điểm 6 giờ. Sau 24 giờ, tín hiệu huỳnh quang ở khối u thấp, giảm rõ rệt (5,6 lần so 
với thời điểm 3 giờ), nhưng cường độ huỳnh quang cao nhất ở thận của chuột, sau 
đó là gan và lách. Kết quả này cho thấy hệ nano này đã bắt đầu bị đào thải khỏi cơ 
thể và thời gian tồn tại trong cơ thể của hệ nano này ít nhất là 24 giờ. Cuối cùng, tín 
hiệu huỳnh quang ở lách rất thấp, không thay đổi đáng kể trong suốt thời gian 24 
giờ. Những kết quả này chứng tỏ rằng hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 
là một hệ dẫn thuốc nano đa chức năng đầy hứa hẹn ứng dụng chụp ảnh phân bố 
sinh học in vivo NIR trong y sinh. 

Ngoài ra, tỷ lệ tín hiệu khối u/gan được xác định là một chỉ số phân bố hạt 
nano đặc hiệu của khối u so với các cơ quan lưới nội mô RES. Hình 5.11b cho thấy 
tỷ lệ tín hiệu khối u/gan ngày càng tăng ( ≥ 1) và đạt cao nhất sau tiêm 30 phút 
(=2,1). Điều này cho thấy hệ nano tập trung tại khối u chiếm ưu thế, và hiệu quả 
hướng đích thụ động tới vị trí khối u của hệ nano. Phân tích sâu hơn về tỷ lệ tín hiệu 
gan/thận cho phép đánh giá vai trò của từng cơ quan đối với quá trình chuyển hóa 
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và thải trừ của hệ nano. Trong 3 giờ đầu tiên, tỷ lệ tín hiệu gan/thận luôn > 1, cho 
thấy quá trình chuyển hóa tại gan chiếm ưu thế. Sau 6 giờ và 24 giờ tiêm, tỷ lệ tín 
hiệu gan/thận < 1,0; và giá trị này < 0,5 sau 24 giờ tiêm, cho thấy tín hiệu ở thận 
chiếm ưu thế. Do vậy, sau 6 giờ, hệ nano bắt đầu được thải trừ qua thận. Trong một 
nghiên cứu khác của Tamarov và cộng sự đã đánh giá sự phân bố in vivo trên mô 
hình chuột mang khối u CT26, cho thấy sau 24 giờ, hệ nano PEG-BPSi-Cyanine 7.5 
(kích thước 140 nm) được thải trừ chủ yếu qua gan và lách, và có thể được loại bỏ 
khỏi cơ thể bằng cách bài tiết qua phân [181]. Nhóm nghiên cứu của Lyli Mai đã 
chứng minh bong bóng nano liên hợp Cyanine 5.5 có thể tồn tại ở vị trí khối u trong 
hơn 24 giờ, trên mô hình chuột được gây khối u gan H22. Ngược lại, Cyanine 5.5 tự 
do nhanh chóng được loại bỏ bằng cách lọc qua thận, sau đó bài tiết qua bàng quang 
[97]. 

Sau 36 giờ, khối u, phổi, lá lách, gan và thận được mổ và tiến hành chụp ảnh 
huỳnh quang ex vivo, nhằm định lượng tín hiệu huỳnh quang ở các cơ quan này 
(Hình 5.12a và b).  

 

Hình 5.12. (a) Thu thập khối u và các cơ quan của chuột sau 36 giờ tiêm; (b) hình 
ảnh huỳnh quang NIR ex vivo ở bước sóng kích thích/phát xạ = 662/722 nm; (c) 
định lượng tín hiệu huỳnh quang; (d) tỷ lệ tín hiệu khối u/gan và gan/thận ex vivo 

Kết quả trên hình 5.12c cho thấy tín hiệu huỳnh quang cao nhất ở thận, sau đó 
là gan và khối u. Trong khi, không quan sát thấy tín hiệu huỳnh quang đáng kể ở 
lách và phổi. Tỷ lệ tín hiệu khối u/gan < 0,5 và gan/thận < 1,0 cho thấy sau 36 giờ 
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tiêm, hệ nano phân bố chủ yếu ở thận (Hình 5.12d). Điều này cũng cho thấy sau 36 
giờ hệ nano đã bắt đầu bị thải trừ, tập trung nhiều ở thận. Tín hiệu huỳnh quang cao 
ở thận cũng có thể là kết quả của một số phân tử Cyanine 5.5 tự do tách ra khỏi hệ 
nano. Người ta đã chứng minh rằng vật liệu nano có thể được phân bố trong gan, lá 
lách, thận và hệ thần kinh trung ương sau khi tiêm tĩnh mạch [226]. Hơn nữa, kích 
thước của các hạt nano ảnh hưởng đến sự hấp thu và loại bỏ tế bào khỏi cơ thể. Các 
hạt nano hình cầu có đường kính lớn hơn 150 nm sẽ được hấp thụ bởi lá lách và 
gan, trong khi các hạt nhỏ hơn 100 nm được lọc chọn lọc và loại bỏ khỏi cơ thể bởi 
thận [227, 228]. 

Sau 24 giờ tiêm, tín hiệu huỳnh quang in vivo thu được rất thấp, khó quan sát. 
Do vậy, để tiếp tục đánh giá sự phân bố của hệ nano đa chức năng PLA-TPGS-
Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 ở thời gian dài hơn, chúng tôi tiến hành xác định hàm 
lượng Fe sau khi tiêm 24 giờ, 48 giờ và 72 giờ, trong khối u và các cơ quan khác 
của chuột như gan, thận, lách, phổi và tim (Hình 5.13). 

Sau 24 giờ, hàm lượng Fe đạt cao nhất tại thận (209,07 ± 9,98 mg/kg) khác 
biệt đáng kể (p < 0,001) so với hàm lượng Fe nội sinh ở chuột đối chứng (53,04 ± 
1,14 mg/kg). Sau đó là gan (177,33 ± 11,92 mg/kg), khối u (147,03 ± 13,21 mg/kg), 
và lá lách (134,14 ± 18,28 mg/kg). Sau 48 giờ, hàm lượng Fe tập trung chủ yếu ở 
gan (198,56 ± 16,32 mg/kg) và lách (195,34 ± 16,32 mg/kg). Sau 72 giờ, hàm lượng 
Fe cao nhất ở lách (277,43 ± 14,86 mg/kg), sau đó là gan, thận và khối u. Tuy 
nhiên, ở cả 3 thời điểm, hàm lượng Fe tại phổi và tim rất thấp (< 50 mg/kg), không 
có sự khác biệt so với hàm lượng Fe nội sinh ở nhóm đối chứng. Như vậy, kể từ 
thời điểm 24 giờ sau tiêm, hàm lượng Fe tại khối u giảm dần. Trong khi, hàm lượng 
Fe ở gan, lách tăng dần, cho thấy ở giai đoạn này, gan và lách đóng vai trò chủ đạo 
trong việc chuyển hóa và thải trừ hệ nano đa chức năng. Các hạt nano PLA-TPGS-
Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 có thể được tiếp nhận bởi các tế bào gan hoặc tế bào 
Kupffer, là các đại thực bào chuyên biệt trong gan, sau khi xâm nhập vào gan thông 
qua tuần hoàn máu [229, 230]. Ngoài ra, Fe3O4 trong lõi của hệ nano có thể được 
chuyển hóa trong gan bởi các enzyme lysosomal để giải phóng các ion sắt (giống 
như ferritin) và tái sử dụng trong tủy xương để tạo ra các tế bào hồng cầu mới [231, 
232]. Các nghiên cứu khác cũng cho thấy, mặc dù gan và lá lách là nơi hấp thu hạt 
nano chính, khi tiêm hạt nano liều cao, lượng dư thừa của chúng sẽ được tích lũy 
trong các mô và cơ quan khác như phổi, tim hoặc mô mỡ [233]. Nhiều nghiên cứu 
chỉ ra rằng các hạt nano Fe3O4 có độc tính thấp, chỉ gây ra những thay đổi ngắn hạn, 
tạm thời, ví dụ như stress oxy hóa, nhưng không góp phần gây tổn thương vĩnh viễn 
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cho các cơ quan. Chỉ liều rất cao (500 mg Fe/kg) mới gây ra những thay đổi bệnh lý 
ở gan và lá lách [234].  

 

Hình 5.13. (a) Sơ đồ thí nghiệm trên chuột; (b) hàm lượng Fe tại khối u và các cơ 
quan của chuột (*p < 0,05; **p < 0,001) 

Những kết quả này cùng với kết quả chụp ảnh phân bố huỳnh quang in vivo và 

ex vivo ở trên, đã chứng tỏ hiệu quả hướng đích thụ động tới khối u và sự phân bố 

của hệ nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 tại các cơ quan của 

chuột mang khối u CT26. Trong đó, gan, lách và thận đóng vai trò trong quá trình 

chuyển hóa và thải trừ của hệ nano này.  

5.3. Đánh giá tác dụng hóa trị bằng kỹ thuật phát quang sinh học  
Phát quang sinh học (Bioluminescence) là sự sản sinh và phát xạ ánh sáng của 

một sinh vật sống do kết quả của một phản ứng hóa học trong đó năng lượng hóa 

học được chuyển đổi thành năng lượng ánh sáng. So với hình ảnh huỳnh quang 

(optical bioimaging), hình ảnh phát quang sinh học in vivo có ưu điểm vượt trội ở 

chỗ các tín hiệu nền do quá trình tự phát huỳnh quang của mô gần như bằng 0, vì 

không cần kích thích bên ngoài trong hình ảnh phát quang sinh học. Ngoài ra, hình 

ảnh phát quang sinh học cho phép quan sát lâu dài các tế bào sống mà không cần 

chiếu xạ bằng ánh sáng kích thích, dẫn đến không bị tẩy quang (photobleaching) và 

nhiễm độc tế bào (photocytotoxicity) [235]. Trong đó, luciferase là loại protein phát 

quang sinh học có nguồn gốc từ đom đóm, đang được quan tâm nghiên cứu ứng 

dụng cho hình ảnh in vivo.   
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Hình 5.14. Đánh giá tác dụng hóa trị của vật liệu nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-
Cyanine 5.5 bằng hình ảnh phát quang sinh học. (a) Sơ đồ thí nghiệm; (b) khối 

lượng chuột; (c) kích thước khối u; (d) hoạt động luciferase trung bình trong khối u 
với độ lệch chuẩn. Tín hiệu luciferase được chuẩn hóa với tín hiệu trước khi điều trị. 

(**p < 0,001) 

Cơ chế của kỹ thuật phát quang sinh học được trình bày trong hình 5.14a. Các 

tế bào khối u được chèn gen mã hóa luciferase cùng với gen chỉ thị. Do vậy, DNA 

mã hóa luciferase được nhân lên khi các tế bào khối u phân chia nên luciferase sẽ 

tích lũy trong tế bào chất của khối u. Sự phát triển của khối u được đánh giá thông 

qua mức độ biểu hiện của gen mã hóa luciferase. Để kiểm tra số lượng tế bào chứa 

luciferase, luciferin được sử dụng cho động vật được gây mê trước giai đoạn chụp 

ảnh. Luciferin là một phân tử nhỏ dễ dàng đi qua hàng rào máu não và màng tế bào, 

đồng thời có thể dễ dàng sử dụng toàn thân với liều khoảng 150 mg/kg. Luciferase 

xúc tác phản ứng phát quang sinh học bằng cách oxy hóa luciferin thành 

oxyluciferin với sự có mặt của oxy, ATP (Adenosin triphosphat) và Mg2+. Điều này 

sau đó gây ra sự phát xạ của một photon có ánh sáng thu được là màu vàng - lục, tạo 

ra tín hiệu phát quang sinh học đạt cực đại ở bước sóng 562nm [236]. Trong phản 
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ứng này, ATP bị thủy phân thành AMP (Adenosin monophosphat). Sự phát quang 

sinh học đạt mức cao nhất trong vòng 10 - 20 phút và thời gian thu được hình ảnh 

tương đối ngắn (từ vài giây đến vài phút). Tín hiệu phát quang sinh học được định 

lượng theo các vùng quan tâm (ROI), và được vẽ xung quanh các khối u. Hình ảnh 

được phân tích bằng phần mềm M3Vision (Biospace Lab, France). Dựa trên việc 

định lượng tín hiệu phát quang sinh học ở các thời điểm, có thể đánh giá được sự 

tiến triển của khối u và hiệu quả của liệu pháp điều trị. 

  
Hình 5.15. Hình ảnh phát quang sinh học của từng nhóm chuột thử nghiệm cho 

thấy hoạt động của enzym luciferase trong khối u CT26 

Trong luận án này, chúng tôi sử dụng hình ảnh phát quang sinh học luciferase 

để đánh giá phản ứng của khối u với tác dụng hóa trị của hệ dẫn thuốc nano đa chức 

năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. Vì gen luciferase được chèn vào gen chỉ 

thị khối u CT26 nên chúng sẽ luôn được biểu hiện cùng nhau. Do đó sau khi tiêm 
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luciferin, tín hiệu phát quang sinh học chỉ được tạo ra trong các tế bào ung thư tại vị 

trí khối u do hoạt động của luciferase (Hình 5.15). Cường độ tín hiệu phát quang 

sinh học cho phép đánh giá khả năng sống sót của tế bào ung thư và sự phát triển 

của khối u (Hình 5.14d). Ở chuột được tiêm PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, 

sau 72 giờ tín hiệu huỳnh quang giảm đi 7,98 lần so với nhóm PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5.5, và giảm đi đáng kể so với nhóm đối chứng (9,5 lần), sự khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê, p < 0,001. Kết quả này cho thấy sự bất hoạt của 

luciferase, hiệu quả ức chế khối u của hệ nano đa chức năng mang thuốc 

Doxorubicin (PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5). Ngược lại, cường độ phát 

quang sinh học ở nhóm chuột được tiêm PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 giảm 

không đáng kể (1,19 lần) so với nhóm đối chứng được tiêm dung dịch PBS (sự khác 

biệt không có ý nghĩa thống kê, p > 0,05). Điều này chứng minh tác dụng hóa trị 

của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 đã làm ức 

chế sự phát triển của khối u hiệu quả, thấy rõ tác dụng sau 72 giờ tiêm. Kết quả này 

cũng phù hợp với hiệu quả gây độc tế bào ung thưc của hệ nano này ở chương 4. Hệ 

nano đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 thể hiện tác dụng gây độc 

tế bào in vitro thông qua cơ chế bắt giữ chu kỳ tế bào của các thành phần Fe3O4, 

Doxorubicin và Cyanine 5.5, kích hoạt cảm ứng chết theo chu trình của tế bào. 

Trong khoảng thời gian 72 giờ sau điều trị, giá trị về khối lượng cơ thể (Hình 

5.14b) và thể tích khối u (Hình 5.14c) của chuột được điều trị PLA-TPGS-Fe3O4-

Dox-Cyanine 5.5 có giảm không đáng kể (sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê, p 

> 0,05). Tuy nhiên, bằng việc định lượng tín hiệu huỳnh quang sinh học thông qua 

kỹ thuật Bioluminescence, sau 72 giờ tiêm đã cho thấy rõ sự khác biệt giữa nhóm 

điều trị PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 so với nhóm điều trị PLA-TPGS-

Fe3O4-Cyanine 5.5 và nhóm đối chứng (sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, p < 

0,001). Kết quả này đã chứng minh tác dụng hóa trị của hệ dẫn thuốc nano đa chức 

năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5, và ưu điểm của kỹ thuật huỳnh quang 

sinh học trong việc đánh giá hiệu quả của liệu pháp điều trị. Trong một nghiên cứu 

khác, Tamarov và cộng sự đã đánh giá hiệu quả chống khối u của vật liệu nano anti-

PD-L1 peptit liên hợp glycol chitosan mang thuốc Doxorubicin trên mô hình chuột 

được gây khối u CT26. Kết quả cho thấy vật liệu nano này ức chế hiệu quả sự phát 

triển của khối u di căn trong 15 ngày, trong đó cường độ phát quang sinh học giảm 
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đáng kể xuống còn 0,5 - 0,52% so với nhóm đối chứng vào ngày thứ 5 [237]. Bằng 

cách ghi lại cường độ phát quang sinh học và phân bố tại chỗ theo trình tự trong quá 

trình thử nghiệm, quá trình tiến triển của khối u có thể được theo dõi, qua đó xác 

định được hiệu quả điều trị của hệ nano. Vì phát quang sinh học phụ thuộc vào năng 

lượng (ATP), nên hình ảnh phát quang sinh học có tính định lượng, có thể liên quan 

đến các quá trình sinh học quan trọng trong các khối u thực nghiệm, bao gồm sự 

phát triển, xâm lấn và di căn [235]. Do vậy, kỹ thuật này cung cấp một phương pháp 

tiếp cận hiệu quả để đánh giá tác dụng hóa trị của vật liệu thử nghiệm và theo dõi sự 

tiến triển của khối u trong các mô hình in vivo.  

5.4. Đánh giá tác dụng nhiệt từ trị 
Tiến hành đánh giá hiệu quả nhiệt từ trị trên mô hình chuột nhắt trắng Swiss 

mang khối u rắn 7 ngày tuổi bằng cách tiêm các hệ nano trực tiếp vào khối u với 
liều 150 µL/chuột, tương đương 1,875 mg/kg. Cụ thể như sau: 

Nhóm 1: Đối chứng âm - chuột được tiêm dung dịch đệm PBS và không chiếu 
từ trường. 

Nhóm 2: Đối chứng dương - chuột được tiêm dung dịch Doxorubicin tự do và 
và không chiếu từ trường. 

Nhóm 3: Chuột được tiêm hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4 và chiếu từ trường. 

Nhóm 4: Đối chứng nhiệt trị - chuột được tiêm hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-
Dox-Cyanine 5.5 và không chiếu từ trường. 

Nhóm 5: Chuột được tiêm hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 và 
chiếu từ trường. 

Nhóm 6: Đối chứng hóa trị - chuột được tiêm hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-
Cyanine 5.5 và không chiếu từ trường. 

Nhóm 7: Chuột được tiêm hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và chiếu từ 
trường, để đánh giá vai trò hóa trị của Doxorubicin. 

Thực hiện bốn lần điều trị trong từ trường có tần số xoay chiều 450 kHz và 

cường độ 150 Oe với thời gian giữa hai điều trị liên tiếp là 36 giờ (Hình 5.16a). 

Trong suốt quá trình điều trị (12 ngày), trọng lượng chuột sau mỗi lần điều trị ở các 

nhóm không có sự khác biệt đáng kể (Hình 5.16b). Hiệu quả điều trị được phản ánh 

thông qua kích thước khối u trước và sau khi điều trị (Hình 5.16d). Ở nhóm đối 

chứng âm, khối u rất lớn và phát triển nhanh chóng. Ở thời điểm ban đầu (ngày thứ 
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7 sau khi gây khối u), thể tích trung bình của khối u là 345 ± 146 mm3, sau 12 ngày, 

khối u đã phát triển rất lớn, tăng 21,4 lần, đạt kích thước 7377 ± 623 mm3. Ở nhóm 

đối chứng dương (được tiêm Doxorubicin tự do) và nhóm (tiêm PLA-TPGS-Fe3O4 

+ chiếu từ trường) kích thước khối u tăng chậm hơn một nửa so với nhóm đối chứng 

âm. Thể tích khối u ở hai nhóm này gần tương đương nhau, đạt kích thước 4060 ± 

690 mm3 và 4827 ± 882 mm3, tương ứng, tăng 12 lần so với thời điểm ban đầu. 

Kích thước khối u ở hai nhóm chuột này nhỏ hơn 50% so với nhóm đối chứng âm, 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Điều này khẳng định tác dụng hóa trị 

của Doxorubicin và tác dụng nhiệt từ trị của hệ nano lõi Fe3O4 bọc copolyme PLA-

TPGS có tác dụng ức chế sự sinh trưởng của khối u. 

Ở nhóm điều trị bởi PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 và chiếu từ trường, kích 

thước khối u tương đương với nhóm (tiêm PLA-TPGS-Fe3O4 + chiếu từ trường), 

thể tích khối u đạt 4884 ± 695 mm3. Ở nhóm cùng được tiêm PLA-TPGS-Fe3O4-

Cyanine 5.5 nhưng không chiếu từ, thể tích khối u đạt 6027 ± 685 mm3 sau 12 ngày, 

tăng 1,23 lần so với khi chiếu từ trường, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

Điều này cho thấy rõ vai trò sinh nhiệt của Fe3O4 trong hệ nano, và việc gắn chất 

phát huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5 không ảnh hướng tới hiệu quả nhiệt 

từ trị của hạt nano Fe3O4. Tác dụng nhiệt từ trị ung thư của hạt nano Fe3O4 vừa làm 

tổn thương tế bào khối u, gây ra chết tế bào; vừa làm tăng biểu hiện kháng nguyên 

của khối u, kích hoạt tế bào tua (dendritic cell), tế bào tiêu diệt tự nhiên (natural 

killer cell) cũng như vận chuyển bạch cầu qua nội mô mạch máu. Ngoài ra, nhiệt từ 

trị cũng làm thay đổi độ ổn định của DNA, cấu trúc protein, và sản sinh các gốc tự 

do trong tế bào ung thư. Tác động của nhiệt từ trị lên các quá trình này có thể làm 

cho khối u nhạy cảm hơn với hóa trị, dẫn đến nâng cao hiệu quả điều trị [238]. 

Ngoài ra, các tế bào ung thư hấp thụ nhiều hạt nano Fe3O4 hơn 8 - 400 lần so với 

các tế bào bình thường, do đó, các tế bào ung thư dễ bị tiêu diệt bởi tác dụng nhiệt 

từ trị. Các tác dụng phụ bị hạn chế vì tế bào thường ít nhạy cảm với nhiệt hơn tế bào 

ung thư, đặc trưng bởi tình trạng thiếu oxy và độ pH thấp hơn. [239]. Đồng thời, 

hiệu quả nhiệt từ trị khối u bị ảnh hưởng bởi một số yếu tố như: sự phân tán của vật 

liệu nano ở khắp khối u (điều này ảnh hưởng đến nhiệt lượng sinh ra khi chiếu từ 



124 
 

 

trường ngoài), quá trình trao đổi chất tại vị trí khối u, tốc độ tưới máu, hệ số truyền 

nhiệt trong các mô ung thư, khối lượng riêng của máu, … [240] 

 

Hình 5.16. (a) Sơ đồ thí nghiệm đánh giá tác dụng nhiệt từ trị in vivo; (b) theo dõi 
khối lượng chuột; (c) đo kích thước khối u trên chuột; (d) thể tích khối u ở các 

nhóm sau điều trị (* p < 0,05; ** p < 0,001) 

Sau 4 lần điều trị, kích thước khối u ở nhóm (tiêm PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 + chiếu từ trường) khác biệt rõ rệt so với các lô đối chứng. Thể tích 

khối u đạt 3077 ± 280 mm3, thấp hơn 58,3% so với nhóm đối chứng âm (p < 0,001), 

và khác biệt đáng kể so với các nhóm còn lại (p < 0,05). Kết quả này cho thấy tác 

dụng hiệp đồng khi kết hợp hóa trị (Dox) cùng liệu pháp nhiệt từ trị (Fe3O4 + chiếu 

từ trường) trong hệ nano đa chức năng gắn Cyanine 5.5. Lý do đầu tiên có thể có 

của tác dụng hiệp đồng như vậy do nhiệt từ trị làm tăng nhiệt độ khối u (40 - 43 oC), 

giúp đẩy nhanh quá trình giải phóng thuốc từ các hạt nano, điều này sẽ dẫn đến 

nồng độ Doxorubicin cao hơn trong tế bào ung thư. Một lý do khác, khi nhiệt độ 

khối u tăng lên, làm tăng lưu lượng máu tới khối u, dẫn đến tăng khả năng phân 

phối thuốc và nồng độ oxy cao. Các thử nghiệm in vivo chứng minh rằng khi nhiệt 
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độ khối u tăng lên từ 39°C đến 43°C, tại vị trí khối u xảy ra quá trình oxy hóa cấp 

tính và tái oxy hóa lâu dài, làm tăng đáp ứng của khối u với hóa trị liệu [241]. Trong 

nghiên cứu của Piehler và cộng sự, hạt nano Fe3O4 được phủ bằng axit 

dimercaptosuccinic và mang thuốc Doxorubicin cho thấy tác dụng hiệp đồng của 

Doxorubicin và nhiệt từ trong việc giảm thể tích khối u phát hiện được cho đến 

ngày 17 sau điều trị [242]. 

Từ các kết quả trên, cho thấy sau 4 lần điều trị, phương pháp nhiệt từ trị sử 

dụng hệ nano đa chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần PLA-TPGS-

Fe3O4-Doxorubicin-Cyanine 5.5 có tác dụng ức chế sự tiến triển của khối u, trên 

chuột nhắt trắng Balb/c mang khối ung thư phổi Lewis. Cùng với những kết quả 

trước, kết quả nghiên cứu này một lần nữa khẳng định phương pháp nhiệt từ trị sử 

dụng hạt nano Fe3O4 kết hợp với tác dụng hóa trị của Doxorubicin là phương pháp 

triển vọng trong điều trị ung thư.  

Tóm tắt chương 5 

Trong chương này, chúng tôi đã đánh giá được sự phân bố in vivo của hệ dẫn 

thuốc đa chức năng trong cơ thể chuột thông qua khả năng phát huỳnh quang hồng 

ngoại gần của Cyanine 5.5. Hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 tập trung 

tại vị trí khối u cao nhất sau 3 giờ tiêm. Các cơ quan như gan, lách và thận đóng vai 

trò trong quá trình chuyển hóa và thải trừ của hệ nano này. Đồng thời, hệ nano làm 

tăng độ tương phản trong chụp ảnh cộng hưởng từ MRI, tín hiệu hình ảnh MRI 

trọng T2* được định lượng bằng phương pháp %I0,25 cho thấy sự tích lũy thụ động 

hiệu quả của hệ nano ở vị trí khối u sau 4 giờ tiêm. Tỷ lệ phần trăm pixel dưới I0,25 

có sự khác biệt đáng kể (p < 0,001) giữa nhóm đối chứng (3,35 %) và nhóm điều trị 

(13,82 %). Các kết quả MRI và hình ảnh quang học đã cho thấy sự phân bố in vivo 

và chứng minh hiệu quả hướng đích thụ động tới vị trí khối u của hệ dẫn thuốc nano 

đa chức năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. Hệ nano có tác dụng hóa trị tốt, 

quan sát được sự khác biệt có ý nghĩa thống kê sau 72 giờ điều trị bằng kỹ thuật 

phát quang sinh học bioluminescence. Ngoài ra, hệ dẫn thuốc nano đa chức năng 

PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 thể hiện tác dụng hiệp đồng khi kết hợp hóa trị 

và nhiệt từ trị, sau 4 lần chiếu từ trường cường độ 150 Oe, tần số 450 kHz và thời 

gian chiếu từ trường nhiệt trị là 30 phút. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Luận án đã tập trung nghiên cứu chế tạo hệ dẫn thuốc nano đa chức năng gắn 

chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5 trên cơ sở copolyme PLA-

TPGS. Trong đó, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin-Cyanine 5.5 gồm các 

chức năng: (1) mang thuốc Doxorubicin, (2) tăng cường độ tương phản ảnh MRI, 

(3) tác dụng hóa trị của Doxorubicin, (4) tác dụng nhiệt từ trị, (5) theo dõi sự phân 

bố in vivo và hiệu quả điều trị bằng kỹ thuật hình ảnh quang học. Từ các kết quả 

nghiên cứu chi tiết và các thảo luận thích hợp, một số kết luận chính được rút ra như 

sau: 

1. Đã chế tạo và đặc trưng được hệ nano đa chức năng mang đồng thời 

Doxorubicin và Fe3O4, trong đó tỷ lệ Dox : Fe3O4 NPs là 1 : 1 w/w. Hệ nano PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox thu được có dạng hình cầu, kích thước tiểu phân trung bình 17 - 

19,8 nm, hiệu suất nano hóa đạt 91,05 ± 0,8 %, khả năng mang thuốc Doxorubicin 

đạt 31,28 ± 1,64 %. Thuốc Doxorubicin được giải phóng từ hệ nano theo mô hình 

động học Weibull, cơ chế giải phóng thuốc phụ thuộc vào pH. Hệ nano PLA-TPGS-

Fe3O4-Doxorubicin có tác dụng gây độc tế bào ung thư hiệu quả, có khả năng xâm 

nhập tế bào và sinh nhiệt tốt, có khả năng ứng dụng trong nhiệt từ trị. Trên dòng tế 

bào ung thư cổ tử cung HeLa, hệ nano có tỷ lệ Fe3O4 cao, gây độc tế bào theo cơ 

chế bắt giữ tế bào ở pha G0/G1. Trong khi, các hệ nano có tỷ lệ Doxorubicin cao 

hơn, sẽ gây độc tế bào theo cơ chế bắt giữ tế bào ở pha G2/M.  

2. Đã chế tạo và đặc trưng được hệ nano đa chức năng gắn chất phát huỳnh 

quang hồng ngoại gần Cyanine 5.5, với các thông số kĩ thuật như sau: tỉ lệ Cyanine 

5.5 : Fe3O4 NPs = 0,05 : 1 w/w, tỉ lệ Fe3O4 NPs : APTES = 10 : 3 w/w, nhiệt độ 70 
oC ở bước ghép APTES, pH 8,5 và thời gian 5 giờ ở bước gắn Cyanine 5.5.  Hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 thu được có dạng hình cầu, với kích 

thước trung bình 13,16 ± 2,16 nm, có độ ổn định tốt, thể hiện khả năng phát huỳnh 

quang mạnh, cho thấy ứng dụng tiềm năng của chúng trong y sinh. Sự kết hợp của 3 

thành phần Doxorubicin, Fe3O4, và Cyanine 5.5 trong hệ dẫn thuốc nano đa chức 

năng gây ra sự chết tế bào theo chu trình trên các dòng tế bào ung thư thực nghiệm.  

3. Đã đánh giá được sự phân bố in vivo của hệ nano đa chức năng gắn chất phát 

huỳnh quang hồng ngoại gần trên mô hình chuột gây khối u đại tràng CT26 bằng 
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phương pháp hình ảnh quang học (optical bioimaging). Hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-

Dox-Cyanine 5.5 phân bố tập trung tại khối u hiệu quả, đạt cao nhất sau 3 giờ tiêm, 

sau đó được thanh thải qua gan, lách và thận. 

4. Đã đánh giá được khả năng tăng độ tương phản trong chụp ảnh cộng hưởng 

từ MRI. Doxorubicin và Cyanine 5.5 khi kết hợp trong hệ nano đa chức năng PLA-

TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 làm tăng hiệu ứng tương phản T2 của hạt nano 

Fe3O4. Định lượng tín hiệu hình ảnh MRI trọng T2* bằng phương pháp %I0,25 cho 

thấy sự tích lũy thụ động hiệu quả của hệ nano ở vị trí khối u, với tỷ lệ phần trăm 

pixel dưới I0,25 có sự khác biệt đáng kể (p < 0,001) giữa nhóm đối chứng (3,35 %) 

và nhóm điều trị (13,82 %). 

5. Đã đánh giá được tác dụng hóa trị và nhiệt từ trị của hệ dẫn thuốc nano đa 

chức năng trên mô hình in vivo. Tác dụng hóa trị sau 72 giờ điều trị hệ nano đa chức 

năng PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 được quan sát rõ ràng bằng phương pháp 

phát quang sinh học (bioluminescence). Hơn nữa, hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 thể hiện hiệu quả của tác dụng hiệp đồng khi kết hợp hóa trị và nhiệt từ 

trị, sau 4 lần chiếu từ trường cường độ 150 Oe, tần số 450 kHz và thời gian chiếu từ 

trường nhiệt trị là 30 phút. 

Trên cơ sở đó, chúng tôi đề xuất một số kiến nghị sau đây: 

1. Nghiên cứu đặc tính dược lực học, dược động học in vivo của hệ dẫn thuốc 

nano đa chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần.  

2. Tiến hành các thử nghiệm sâu hơn, nhằm phát triển hệ dẫn thuốc nano đa 

chức năng gắn chất phát huỳnh quang hồng ngoại gần ứng dụng trong chẩn đoán và 

điều trị ung thư. 
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NHỮNG ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

1. Đã chế tạo thành công hệ dẫn thuốc nano đa chức năng mang đồng thời hạt 
nano oxit sắt từ Fe3O4 và thuốc Doxorubicin, trên chất mang copolyme PLA-TPGS.  

2. Đã chế tạo thành công hệ dẫn thuốc nano đa chức năng mang đồng thời hạt 
nano oxit sắt từ Fe3O4, thuốc Doxorubicin, và gắn chất phát huỳnh quang hồng 
ngoại gần Cyanine 5.5, trên chất mang copolyme PLA-TPGS. 

3. Đã đánh giá được sự phân bố in vivo của hệ dẫn thuốc đa chức năng thông 
qua khả năng phát huỳnh quang hồng ngoại gần của Cyanine 5.5 trên mô hình chuột 
gây khối u đại tràng CT26. Các cơ quan như gan, lách và thận đóng vai trò trong 
quá trình chuyển hóa và thải trừ của hệ nano này.  

4. Đã đánh giá được khả năng tăng độ tương phản trong chụp ảnh cộng hưởng 
từ MRI, tín hiệu hình ảnh MRI trọng T2* được định lượng bằng phương pháp %I0,25 
cho thấy sự tích lũy thụ động hiệu quả của hệ nano ở vị trí khối u sau 4 giờ tiêm.  

5. Đã đánh giá được tác dụng hóa trị của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng bằng 
kỹ thuật phát quang sinh học (bioluminescence).  

6. Đã đánh giá được tác dụng nhiệt từ trị của hệ dẫn thuốc nano đa chức năng, 
cho thấy tác dụng hiệp đồng khi kết hợp hóa trị và nhiệt từ trị. 
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Bảng PL1. Tỷ lệ tăng cường bức xạ và tỷ lệ tín hiệu trên nhiễu của các hệ nano 

STT Bước sóng tương ứng với 
Doxorubicin (nm) 

Tỷ lệ tăng 
cường bức xạ 

(radiance 
enhancement 

ratio) 

Tỷ lệ 
tín hiệu 

trên 
nhiễu 
(SNR)  

Bước sóng tương ứng với 
Cyanine 5.5 (nm) 

Tỷ lệ tăng 
cường bức 

xạ (radiance 
enhanceme-

nt ratio) 

Tỷ lệ tín 
hiệu trên 

nhiễu 
(SNR) 

 
λexcitation λemission λexcitation λemission 

I PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 
1  

487 

547 0,278 31,694 

637 

697 6,299 27,497 
2  572 0,377 38,351 722 9,677 28,976 
3  597 0,319 42,081 747 6,962 22,826 
4  622 0,443 32,962 772 7,862 21,329 
5  

512 

547 0,389 57,909 

662 

697 14,812 36,127 
6  572 0,464 84,481 722 23,235 40,843 
7  597 0,688 69,653 747 18,464 29,800 
8  622 0,522 49,606 772 20,372 27,779 
9  

537 
572 0,646 126,063 

687 
722 49,689 12,683 

10  597 0,947 137,951 747 46,875 31,833 
11  622 0,920 91,755 772 63,101 117,095 

II PLA-TPGS-Fe3O4-Dox 
12  

487 

547 1,920 46,927 

637 

697 0,949 21,359 
13  572 2,481 53,875 722 0,727 19,427 
14  597 3,359 59,826 747 1,313 19,339 
15  622 2,811 45,187 772 0,870 19,702 
16  

512 

547 2,778 76,427 

662 

697 0,832 18,609 
17  572 4,639 86,903 722 0,656 17,785 
18  597 6,287 96,537 747 0,642 17,219 
19  622 5,324 63,463 772 0,613 15,228 
20  

537 
572 9,771 172,698 

687 
722 0,732 18,380 

21  597 14,049 180,847 747 0,721 17,721 
22  622 10,582 116,993 772 0,596 18,589 

III PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5  
23  

487 

547 2,68 46,46 

637 

697 6,41 96,11 
24  572 3,55 65,61 722 7,35 108,14 
25  597 4,71 81,59 747 7,58 65,21 
26  622 3,22 57,54 772 6,06 47,48 
27  

512 

547 4,54 116,19 

662 

697 19,57 213,65 
28  572 6,93 122,0 722 24,70 290,18 
29  597 9,16 132,06 747 19,70 123,91 
30  622 5,67 91,53 772 19,38 98,34 
31  

537 
572 17,03 248,04 

687 
722 18,24 242,74 

32  597 18,0 285,05 747 20,12 155,58 
33  622 14,46 187,40 772 21,60 100,82 

IV PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5  
34  

487 

547 6,281 27,745 

637 

697 64,157 225,841 
35  572 5,368 27,339 722 81,313 213,622 
36  597 6,375 33,135 747 154,711 125,991 
37  622 3,0539 27,926 772 346,405 118,499 
38  

512 

547 6,281 31,685 

662 

697 170,385 252,047 
39  572 8,208 33,628 722 304,038 294,031 
40  597 8,759 37,250 747 601,626 258,557 
41  622 4,493 29,111 772 945,639 362,024 
42  

537 
572 14,462 39,912 

687 
722 128,813 304,465 

43  597 18,000 36,911 747 284,466 200,800 
44  622 9,706 37,555 772 494,554 207,493 

 
 



 
 

 

 
Hình PL1. Sự phân bố chu kỳ tế bào được phân tích bằng phương pháp sàng lọc 

nội hàm cao HCS trên dòng tế bào CCF-STTG1 của bốn hệ nano so với Dox tự do 
và đối chứng âm tính 
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PLA-TPGS-Fe3O4-Dox PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5 PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5

Sub-G1 1.41

G1 56.72

S 11.37

G2/M 30.5

Sub-G1 6.57

G1 67.02

S 8.16

G2/M 18.25

Sub-G1 1.9

G1 40.46

S 7.95

G2/M 49.69

Sub-G1 1.48

G1 51.58

S 6.15

G2/M 40.79

Sub-G1 2.38

G1 48.59

S 6.91

G2/M 42.12

Sub-G1 1.52

G1 53.23

S 10.81

G2/M 34.44



 
 

 

 

 

Hình PL2. (a) Hồi phục T1; (b) hồi phục T2 đo cho các mẫu có nồng độ nguyên tố 
Fe khác nhau (Thời gian hồi phục – repetition time, TR (ms); Thời gian tạo tiếng 

vọng – echo time, TE (ms))  



 
 

 

 
Hình PL3. Hình ảnh quang học in vitro của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5 

ở các bước sóng kích thích và phát xạ khác nhau 
 

 
Hình PL4. So sánh và phân tích định lượng ROI trên hình ảnh quang học của hệ 

nano PLA-TPGS-Fe3O4-Cyanine 5.5. Tín hiệu huỳnh quang được ghi lại là cường 
độ bức xạ trung bình (average radicance, ph/s/cm2/sr), (n = 3)  

 



 
 

 

 
Hình PL5. Hình ảnh quang học in vitro của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox ở các 

bước sóng kích thích và phát xạ khác nhau  
 

 
Hình PL6. So sánh và phân tích định lượng ROI trên hình ảnh quang học của hệ 
nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox. Tín hiệu huỳnh quang được ghi lại là cường độ bức 

xạ trung bình (average radicance, ph/s/cm2/sr), (n = 3)  
  



 
 

 

 
Hình PL7. Hình ảnh quang học in vitro của hệ nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-

Cyanine 5.5 ở các bước sóng kích thích và phát xạ khác nhau  
 

 
Hình PL8. So sánh và phân tích định lượng ROI trên hình ảnh quang học của hệ 
nano PLA-TPGS-Fe3O4-Dox-Cyanine 5.5. Tín hiệu huỳnh quang được ghi lại là 

cường độ bức xạ trung bình (average radicance, ph/s/cm2/sr), (n = 3)  



 
 

 

 
Hình PL9. Hình ảnh quang học in vitro của hệ nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5 

ở các bước sóng kích thích và phát xạ khác nhau  
 

 
Hình PL10. So sánh và phân tích định lượng ROI trên hình ảnh quang học của hệ 

nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5. Tín hiệu huỳnh quang được ghi lại là cường độ 
bức xạ trung bình (average radicance, ph/s/cm2/sr), (n = 3) 
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