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LỜI CAM ĐOAN 

 Tôi xin cam đoan đề tài nghiên cứu trong luận văn này là công trình nghiên cứu 

của tôi dựa trên những tài liệu, số liệu do chính tôi tự tìm hiểu và nghiên cứu. Chính vì 

vậy, các kết quả nghiên cứu đảm bảo trung thực và khách quan nhất. Đồng thời, kết quả 

này chưa từng xuất hiện trong bất cứ một nghiên cứu nào. Các số liệu, kết quả nêu trong 

luận văn là trung thực nếu sai tôi hoàn chịu trách nhiệm trước phát luật. 
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MỞ ĐẦU 

Ung thư là nguyên nhân gây tử vong hàng đầu và trở thành rào cản lớn trong việc tăng 

tuổi thọ trên toàn thế giới [1, 2]. Hiện nay, trong số các liệu pháp chống ung thư khác 

nhau như hóa trị, liệu pháp quang nhiệt, xạ trị, liệu pháp khí và liệu pháp miễn dịch,... 

các loại thuốc hóa trị đã được sử dụng rộng rãi như phương pháp điều trị ung thư lâm 

sàng tiêu chuẩn, kết hợp với phẫu thuật [3, 4]. Tuy nhiên, các loại thuốc hóa trị liệu như 

vậy cho thấy tác dụng điều trị hạn chế, chủ yếu là do độ hòa tan kém, tác dụng toàn thân 

nghiêm trọng liên quan đến liều lượng, tác động và thiếu tính chọn lọc đối với tế bào 

ung thư và tế bào bình thường [5, 6]. Do đó, việc phát triển một phương tiện vận chuyển 

có thể đồng thời cải thiện đặc tính dược động học và cân bằng hiệu quả độc tính của 

thuốc, cũng như nhắm mục tiêu và tiêu diệt có chọn lọc tế bào ung thư là cần thiết để 

đạt được hiệu quả điều trị chống ung thư cao [7 – 9]. Công nghệ nano đã được khám phá 

rộng rãi trong các ứng dụng phân phối thuốc vì các đặc tính điều trị mong muốn của nó: 

lưu thông kéo dài trong máu và phân phối thuốc theo mục tiêu [10 – 12]. Đặc biệt, nó 

sẽ mang lại lợi ích cho các liệu pháp chống ung thư bằng cách tăng cường tính thấm và 

khả năng lưu giữ và giảm thiểu độc tính toàn thân [13, 14]. Gần đây, các nhà nghiên cứu 

đã phát triển các chất mang nano đa chức năng để khắc phục tình trạng kháng ung thư 

do thuốc gây ra, bằng cách kết hợp ưu điểm của các liệu pháp chống ung thư khác nhau 

trong một công thức [15 – 18]. Ví dụ, Elbaz và các cộng sự đã tổng hợp các vỏ-lõi 

bạc/polymer để làm chất mang nano cung cấp doxorubicin (DOX), dẫn đến tác dụng 

chống ung thư tổng hợp thông qua khả năng gây độc tế bào của các loại oxy phản ứng 

(ROS) và DOX do Ag gây ra [19]. Tương tự, Fan và cộng sự đã phát triển một liệu pháp 

kết hợp dựa trên nano bạc, bằng cách sử dụng các hạt nano organosilica trung mô rỗng 

để đồng phân phối glucose oxyase và L-Arginine cho liệu pháp tổng hợp giống như liệu 

pháp bỏ đói và nhả khí [20]. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu đã báo cáo rằng các NP phản 

ứng với kích thích có thể kích hoạt giải phóng thuốc điều trị tại vị trí khối u, để đáp ứng 

với môi trường vi mô ưng thư, bao gồm pH, oxy hóa khử và enzyme [21 – 24]. Trong 

số các kích thích này, khả năng đáp ứng của enzyme thường được sử dụng để phát triển 

các NP có khả năng phân hủy sinh học do sự biểu hiện quá mức của Hyaluronic acid 

(HA) và Hyaluronidase trong quá trình phát triển của nhiều loại khối u rắn [25 – 27]. 

Hơn nữa, người ta đã ghi nhận rõ rằng rằng HA có thể liên kết đặc biệt với các thụ thể 

CD44 được biểu hiện quá mức trên nhiều loại khác nhau. Tế bào ung thư khiến HA trở 
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thành phân tử nhắm mục tiêu hoạt động tiềm năng cho liệu pháp chống ung thư. Những 

đặc điểm độc đáo này đã khuyến khích các nhà nghiên cứu phát triển các NP dựa trên 

HA để giải phóng thuốc điều trị có kiểm soát tại các vị trí khối u [28 – 31]. 

Bởi những lý do trên nên chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài “Nghiên cứu tổng 

hợp hạt nano bạc phủ hyaluronic acid mang doxorubicin định hướng trong điều 

trị ung thư” với mục tiêu chính như sau: 

1/ Tổng hợp hạt nano bạc phủ HA tăng cường tiêu diệt ung thư. 

2/ Đánh giá hoạt tính hướng đích tế bào ung thư của các hạt nano mang DOX thông 

qua khả năng tiêu diệt một cách chọn lọc các tế bào khối u mà không ảnh hưởng các tế 

bào bình thường. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN VỀ NGHIÊN CỨU 

1.1 TỔNG QUAN VỀ UNG THƯ VÀ CÁC PHƯƠNG PHÁP ĐIỀU TRỊ 

Ung thư là gánh nặng bệnh tật lớn trên toàn thế giới. Mỗi năm, hàng chục triệu người 

được chẩn đoán mắc bệnh ung thư trên toàn thế giới và hơn một nửa số bệnh nhân cuối 

cùng tử vong vì căn bệnh này. Ở nhiều quốc gia, ung thư là nguyên nhân gây tử vong 

phổ biến sau tim mạch. Với sự cải thiện đáng kể trong điều trị và phòng ngừa các bệnh 

tim mạch, ung thư đã sớm trở thành kẻ giết người số một ở nhiều nơi trên thế giới. Do 

đó, việc phát triển các hệ phân phối thuốc đa chức năng trong điều trị ung thư là rất cấp 

bách, đáp ứng nhu cầu cải tiến và khắc phục các hạn chế của các phương pháp điều trị 

ung thư hiện nay. Các phương pháp điều trị ung thư phổ biến hiện nay bao gồm: 

+ Phẫu thuật: Thường được dùng, mổ tận gốc khối u. Mổ đúng cách là phương pháp điều 

trị tốt nhất cho đa số loại ung thư còn khu trú tại chỗ, tại vùng. Như việc cắt xương và 

bướu của cơ bắp ở tứ chi mà không cần phải cắt chi. 

+ Xạ trị: là phương pháp sử dụng chùm tia phóng xạ để tiêu diệt tế bào ung thư từ đó có 

thể triệt tiêu khối u hoặc làm thu nhỏ kích thước khối u. Phương pháp điều trị bức xạ 

thường ít gây đau đớn và thường kéo dài trong vài phút. Xạ trị có thể với mục đích điều 

trị triệt căn trong trường hợp bệnh ở giai đoạn khu trú nhưng không thể tiến hành phẫu 

thuật, xạ trị bổ trợ sau phẫu thuật thường chỉ định khi bệnh nhân có một số yếu tố nguy 

cơ cao tái phát tại chỗ, tại vùng, hoặc xạ trị kết hợp hóa chất ở giai đoạn bệnh tiến triển 

tại chỗ. 

+ Hóa trị: là liệu pháp toàn thân điều trị ung thư. Trong hầu hết các trường hợp, hóa trị 

được truyền qua đường truyền tĩnh mạch. Có hai loại hóa trị là hóa trị tân bổ trợ (thực 

hiện trước khi mổ) và hóa trị bổ trợ (áp dụng cho các trường hợp IB trở lên). Đặc biệt 

khi bệnh tiến triển (bệnh tái phát hoặc di căn), hóa trị là một trong những phương pháp 

điều trị chính dùng để giảm thiểu các triệu chứng của bệnh, cải thiện chất lượng cuộc 

sống và kéo dài thời gian sống. 

+ Liệu pháp thuốc nhắm trúng đích: là phương pháp tác động vào các phân tử đặc hiệu 

cần thiết cho quá trình sinh ung thư và phát triển khối u; liệu pháp tác động vào các thụ 

thể nằm trên màng tế bào hoặc trong tế bào. 

+ Phương pháp miễn dịch: là liệu pháp điều trị ung thư mới, nhiều loại thuốc trị liệu 

miễn dịch như pembrolizumab, atezolizumab… được phê duyệt để điều trị ung thư phổi. 
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Liệu pháp ức chế điểm kiểm soát miễn dịch này do 2 nhà khoa học Honjo Tasuku người 

Nhật và Jame P. Allison người Mỹ đã mở ra một kỷ nguyên mới điều trị ung thư. 

1.2 TỔNG QUAN VỀ HỆ DẪN TRUYỀN THUỐC KÍCH THƯỚC NANO 

TRONG ĐIỀU TRỊ UNG THƯ 

Công nghệ nano đã được khám phá rộng rãi trong các ứng dụng dẫn truyền thuốc vì 

các đặc điểm điều trị mong muốn của nó: lưu thông kéo dài trong máu và phân phối 

thuốc có mục tiêu. Đặc biệt, nó sẽ mang lại nhiều lợi ích cho các liệu pháp chống ung 

thư bằng cách tăng cường tính thấm, hiệu ứng duy trì và giảm thiểu độc tính toàn thân. 

Gần đây, các nhà nghiên cứu đã phát triển các nanocarrier đa chức năng để khắc phục 

tình trạng kháng thuốc của ung thư, bằng cách kết hợp các ưu điểm của các liệu pháp 

chống ung thư khác nhau trong một công thức. Ví dụ, Elbaz và cộng sự dã chuẩn  bị 

các hạt lõi-vỏ nano bạc/polymer làm chất mang nano để cung cấp Doxorubicin 

(DOX), dẫn đến hiệu ứng chống ưng thư hiệp đồng thông qua độc tính tế bào của quá 

trình tạo ra các ROS và DOX do Ag gây ra [32]. Tương tự như vậy, Fan và  cộng sự 

đã phát triển một liệu pháp kết hợp dựa trên NP, bằng cách sử dụng các hạt nano 

organosilica xốp rỗng để đồng cung cấp glucose oxidase và L-Arginine cho liệu pháp 

khí/bỏ đói tế bào ung thư [33]. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu đã báo cáo rằng các NP phản 

ứng với kích thích có thể kích hoạt giải phóng thuốc điều trị tại các vị trí khối u, để 

đáp ứng với môi trường vi mô của ung thư, bao gồm độ pH, oxy hóa khử và enzyme. 

Trong số các kích thích này, khả năng phản ứng với enzyme thường được sử dụng để 

phát triển các NP có thể phân hủy sinh học do sự biểu hiện quá mức của hyaluronan 

(HA) và hyaluronidase trong quá trình tiến triển của nhiều loại khối u. Hơn nữa, đã 

có nhiều tài liệu chứng minh rằng HA có thể liên kết cụ thể với các thụ thể CD44 

được biểu hiện quá mức trên nhiều tế bào ung thư khác nhau, điều này khiến HA trở 

thành phân tử nhắm mục tiêu hoạt động tiềm năng cho liệu pháp chống ung thư. Những 

đặc điểm độc đáo này đã khuyến khích các nhà nghiên cứu phát triển các NP gốc HA 

để giải phóng có kiểm soát các loại thuốc điều trị tại các vị trí khối u. Một số hệ vận 

chuyển cấu trúc nano được thể hiện trong Hình 1.1. 
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Hình 1.1. Một số hệ vận chuyển cấu trúc nano [66] 

Thuốc vận chuyển cấu trúc nanomet có nhiều ưu điểm hơn các thuốc cùng loại như: 

• Tăng độ ổn định và tính tương thích. 

• Tăng khả năng hấp thu vì với cùng một lượng thuốc ở dạng nano có các diện tích 

tiếp xúc lớn nên thuốc hệ nano hấp thụ nhanh và cao hơn. 

• Khả năng nhắm trúng đích cao hơn. 

• Tăng hiệu quả lâm sàng do tác dụng lâu. 

• Tác dụng phụ được hạn chế vì liều dùng thấp.  

Ngoài ưu điểm thì hệ nano cũng có các nhược điểm như: 

• Khó khăn khi sản xuất quy mô lớn và ổn định sản phẩm. 

• Đa số trường hợp phải đánh giá lại khả năng sinh khả dụng hoặc độc tính... 

• Gây hại ô nhiễm môi trường do sử dụng nhiều dung môi. 

Một số thử thách lớn khác cần giải quyết, bao gồm: 

• Tỷ lệ thuốc hướng đích cao. 

• Tăng cường độ an toàn cho các loại thuốc. 

• Đơn giản hóa phác đồ điều trị và bảo đảm chi phí điều trị ở mức thấp nhất.  

1.2.1 Cơ chế hướng đích bị động 

Nhắm mục tiêu thụ động của một loại thuốc hoặc cấu trúc mang thuốc tại một vị trí cụ 

thể do các yếu tố lý hóa hoặc dược lý. Các khối u rắn thạo ra các tình huống thuận lợi 

cho việc thu thập các loại thuốc đại phân tử cũng như các hệ thống phân phối thuốc dạng 

keo giống như các dạng micellar, liposome, liên hợp thuốc polymer và các hạt nano 

polymer. Tính thấm mạch máu mở rộng cùng với khả năng dẫn lưu bạch huyết bị khiếm 

khuyết của các khối u phát triển nhanh tạo ra hiệu ứng tăng cường tính thấm và giữ lại 
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(EPR) của các hệ thống nano trong khối u. Có một số ít kỹ thuật thường được sử dụng 

để nhắm mục tiêu vào các khối u và tế bào khối u do sự đa dạng về kiểu hình của các tế 

bào ung thư và khối u. Nhiều khối u có mạch máu, ngoài một số khối u di căn có mạch 

máu, cho thấy các dấu hiệu của hiệu ứng EPR có thể được sử dụng để nhắm mục tiêu 

thụ động của thuốc chống khối u. Hiệu ứng này xảy ra vì nhiều khối u rắn có mạch máu 

thầm cùng với hệ thống dẫn lưu bạch huyết bị mất hoặc bị tổn thương, gây ra sự tích tụ 

các hợp chất có trọng lượng phân tử cao hơn cùng với các hạt nhỏ hơn (~20 – 500 nm 

đường kính) bên trong mô khối u. Việc nhắm mục tiêu thụ động bằng các hạt nano xảy 

ra do tính độc đáo của khối u rắn, cho phép các hạt nano tích tụ trong khối u. Cơ chế 

được mô tả theo hình 1.2. 

1.2.2 Cơ chế hướng đích chủ động 

Hệ thống phân phối thuốc nhắm mục tiêu chủ động dựa trên phương pháp phân phối 

một lượng nhất định của tác nhân điều trị hoặc chẩn đoán hoặc cả hai đến một mục tiêu 

vùng bệnh trong cơ quan đặc biệt trong cơ thể. Các hạt nano chứa thuốc (NP) bằng cách 

bổ sung các phối tử hoặc với kỹ thuật vật lý hoặc hóa học đặc biệt về cấu trúc được sử 

dụng để các thụ thể/ kháng nguyên cụ thể trên các tế bào đích nhận dạng nhằm hạn chế 

sự phân phối không đặc hiệu của thuốc trong toàn bộ các tế bào của cơ thể và giảm độc 

tính tế bào và tác dụng phụ của thuốc đối với các tế bào và cơ quan khỏe mạnh mà hóa 

trị liệu truyền thống không thể làm được. Các chất mang hạt nano thông minh đã được 

chấp nhận để điều trị nhiều loại ung thư ở người.Ví dụ kháng thể còn được gọi là 

immunoglobulin (Ig) hoặc các mảnh kháng thể như mảnh liên kết kháng nguyên (Fab) 

và các biến thể mảnh chuỗi đơn là một yếu tố quan trọng trong quá trình phát triển các 

hệ thống hạt nano nhắm mục tiêu tích cực. Vì các kháng nguyên khối có thể nhận biết 

cụ thể bởi các kháng thể đơn dòng, nên việc nhắm mục tiêu chủ động thông qua các 

kháng thể hướng đến phân tử duy nhất của khối u được gọi là kháng nguyên, cho phép 

nhắm mục tiêu khối u bằng cách sử dụng liên kết cụ thể của các kháng thể. 
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Hình 1.2. Cơ chế nhắm đích chủ động và bị động của hệ phân phối thuốc có kích thước 

nano [66] 

1.3 TỔNG QUAN VỀ HYALURONIC ACID VÀ VẬT LIỆU NANO DỰA TRÊN 

HYALURONIC ACID 

1.3.1 Tổng quan về Hyaluronic acid 

 

 

Hình 1.3. Cấu trúc của Hyaluronic acid [68] 
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Hyaluronic acid (HA) là một polysaccharide mạch dài, không phân nhánh, với trọng 

lượng phân tử (molecular weight - MW) đạt tới 2 × 107 Da (Hình 1.3). Nó được Karl 

Meyer và John Palmer phân lập lần đầu tiên vào năm 1934 [34] từ thể thủy tinh của mắt 

bò, nhưng cấu trúc của nó chỉ được mô tả 20 năm sau (1970) bởi Laurent. Năm 1986 

Balazs [35] đề xuất “hyaluronan” như một chất thay thế cho “hyaluronic acid” vì ở pH 

sinh lý, các nhóm carboxyl của phân tử bị phân ly và do đó thu hút các cation, 

chẳng hạn như Na+ . Phân tử này có mặt trong nhiều chủng vi khuẩn và có mặt khắp 

nơi ở tất cả các loài Động vật có xương sống, nơi nó đặc biệt có nhiều trong các mô 

phôi và trong ma trận ngoại bào (extracellular matrix - ECM) của các mô liên kết mềm 

trưởng thành. Với các đặc tính hóa lý, HA hydrat hóa ECM và điều hòa cân bằng nội 

môi mô cũng như khả năng chống lại lực nén. Nhiều proteoglycan như aggrecan tương 

tác với HA tạo ra các hỗn hợp phân tử chiếm thể tích lớn và chịu trách nhiệm tạo ra 

trạng thái gel của chất nền và ổn định cấu trúc ECM. Hơn nữa, HA tạo thành một lớp 

màng quanh tế bào xung quanh hầu hết các tế bào, nơi nó hoạt động như một phân tử 

tín hiệu tương tác với các protein liên kết của nó và điều chỉnh sự kết dính, di chuyển và 

tăng sinh của tế bào. Trọng lượng phân tử HA cao cũng là thành phần thiết yếu của dịch 

khớp, nơi nó đóng vai trò cơ bản như chất bôi trơn cho khớp. Vì vậy, HA có vai trò chủ 

chốt trong nhiều tình trạng sinh lý và bệnh lý. 

HA có 3 dạng chính là: 

• Hyaluronic acid cao phân tử: Dạng HA này có kích thước lớn nên chỉ nằm trên 

bề mặt da. HA cao phân tử hoạt động trên lớp biểu bì da và hạn chế mất nước 

qua da. 

• Sodium hyaluronate: Muối Natri của HA có trọng lượng phân tử nhỏ hơn HA cao 

phân tử, có thể tan trong nước và thẩm thấu vào da. 

• Sodium acetylated hyaluronate là dẫn xuất của Sodium hyaluronate. Đây là dạng 

HA có trọng lượng phân tử nhỏ nhất, có khả năng thẩm thấu sâu vào đáy biểu bì 

da, giúp giữ ẩm tốt cho da và lâu trôi. 

HA có một số nhóm chức năng được sử dụng cho nhiều liên hợp và sửa đổi khác nhau. 

Những đặc tính này làm cho HA trở thành thành phần chính của NP đa chức năng để 

cung cấp các liệu pháp điều trị ung thư hiệp đồng. Một số phương pháp để sản xuất các 

công thức NP HA đã được phát triển để tận dụng các đặc tính nhắm mục tiêu của HA. 
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Các vật liệu nano dựa trên HA được báo cáo để điều trị ung thư bao gồm HA liên hợp 

thuốc polyme và các vật liệu nano, chẳng hạn như micelle, polymersome, hydrogel và 

hệ thống NP vô cơ, như thể hiện trong Hình 1.4. Vật liệu nano HA có một số ưu điểm 

là khả năng sinh miễn dịch thấp hoặc không có, không gây phản ứng viêm, khả năng 

phân hủy sinh học, khả năng tương thích sinh học và khả dụng sinh học [36]. 

 

Hình 1.4. Cấu trúc của vật liệu nano dựa trên Hyaluronic acid (HA) [67] 

1.3.2 Hyaluronic acid liên hợp với thuốc 

HA là một biopolymer ưa nước lớn của các đơn vị disaccharide lặp lại và nó có thể được 

liên hợp trực tiếp với thuốc. Liên hợp trực tiếp HA với thuốc chống ung thư tạo ra các 

hợp chất mới có tác dụng chống khối u đầy hứa hẹn. Các công thức NP đơn giản 

nhưng hiệu quả như vậy có thể được sử dụng để cải thiện hiệu quả điều trị vì các thụ 

thể nhắm mục tiêu HA (CD44) được biểu hiện quá mức trong nhiều loại ung thư. Bên  

cạnh khả năng nhắm mục tiêu này, HA liên hợp với thuốc có ưu điểm về mặt tăng thời 

gian lưu thông, độ ổn định của thuốc, độ hòa tan và khả năng nhắm mục tiêu ung thư . 

Sau khi được nội hóa, HA liên hợp với thuốc bị thủy phân bởi các enzyme nội bào và 

giải phóng thuốc vào tế bào đích. 

Quá trình biến đổi hóa học của HA có thể được sử dụng trên ba thành phần chức năng 

có sẵn trong nhóm cacboxylic, hydroxyl và acetamido [37]. Có nhiều phương pháp biến 

đổi để liên kết chéo hoặc liên hợp HA do độ hòa tan của HA. Nhóm cacboxylic của HA 

có thể được khai thác để biến đổi hóa học có kiểm soát với các hydrazide khác nhau để 

thu được các polyme có thể được sử dụng cho nhiều ứng dụng y sinh, bao gồm cả việc 

phát triển các tiền chất thuốc. Một cách tiếp cận khác là kích hoạt nhóm hydroxyl của 

paclitaxel với carbodiimide để liên hợp với axit 4-bromobutyric để tạo thành 4-
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bromobutyric-paclitaxel liên kết este. Các loại thuốc hóa trị thường được sử dụng trong 

lĩnh vực lâm sàng, paclitaxel (PTX) và doxorubicin (DOX), cũng đã cho thấy kết quả 

tuyệt vời. PTX là một trong những hợp chất hàng đầu và có tiềm năng to lớn như một 

hợp chất chống ung thư. Tuy nhiên, tiêm tĩnh mạch PTX rất khó do tính kỵ nước và tác 

dụng phụ. Sự liên hợp PTX với HA ưa nước có thể khắc phục những hạn chế này. 

1.3.3 Micelles 

HA có thể tạo ra các micelle tự lắp ráp để tạo ra các chất mang nano lưỡng tính. Các 

micelle có đường kính 20–80 nm là các phân tán dạng keo tạo nên một phân tử lưỡng 

tính. Kích thước nhỏ hơn của micelle có thể hạn chế khả năng đưa liều lượng lớn các 

tác nhân hóa trị liệu vào khối u. Bên cạnh đó, tính ưa nước của micelle HA làm tăng 

thời gian lưu thông của thuốc trong cơ thể sống, do đó chúng tích tụ bên trong các tế 

bào ung thư. Các micelle HA có thể mang thuốc kỵ nước hiệu quả đến các tế bào ung 

thư mục tiêu, do đó tăng cường khả dụng sinh học và thời gian bán hủy của thuốc. Sự 

hòa tan của thuốc kỵ nước là một yếu tố quan trọng để giảm nguy cơ kết tập thuốc và 

hình thành thuyên tắc trong quá trình tiêm tĩnh mạch, như thể hiện trong Hình 1.5 [38]. 

Các micelle HA có thể thâm nhập vào mô khối u lớn so với kích thước lớn của 

liposome. 

 
Hình 1.5. Biến đổi hóa học của HA để liên kết các phân tử kỵ nước để tạo thành micelle 

[67] 
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1.3.4 Polymersome 

HA đã được sử dụng như một phối tử bề mặt để khai thác các liệu pháp chống ung thư 

liposome nhắm mục tiêu CD44. Liposome đã được sử dụng rộng rãi như một hệ thống 

phân phối nano. Polymersome, là một sự tự lắp ráp của các đồng trùng hợp khối lưỡng 

tính trong môi trường nước, tương tự như liposome tạo thành các túi kép tổng hợp. 

Polymersome có khả năng bao bọc các loại thuốc tan trong nước cũng như các loại thuốc 

ưa béo. Polymersome tương thích sinh học không phản ứng với các thành phần máu và 

không ảnh hưởng đến các mô không phải mục tiêu. Polyethylen glycol (PEG) là loại 

biopolymer được sử dụng phổ biến nhất để sản xuất polymersome tương thích sinh học. 

Polymersome có những ưu điểm đáng kể so với các túi kép khác. So với liposome, ưu 

điểm của polymersome là độ ổn định màng cao và tính thấm màng thấp, do thay đổi độ 

dài khối. 

Các polymersome polyglutamate-HA được tải DOX đã được giới thiệu. Trong hệ thống 

này, các polymersome dựa trên HA có lợi thế về cả khả năng hòa tan và khả năng nhắm 

mục tiêu vào các thụ thể CD44 biểu hiện tế bào ung thư. 

1.3.5 Hydrogels 

Việc biến đổi HA bằng cách sử dụng phản ứng Click hoặc phản ứng liên kết mol được 

sử dụng rộng rãi để sản xuất hydrogel cộng hóa trị hoặc vật lý, như thể hiện trong Hình 

1.6 [39, 40]. Liên kết chéo cộng hóa trị của HA rất quan trọng để tăng cường tính ổn định. 

Hydrogel dựa trên HA thông thường là mạng lưới vĩ mô bao gồm các chuối HA được 

kết nối ngẫu nhiên tại các điểm liên kết chéo được thiết lập bởi các liên kết cộng hóa trị. 
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Hình 1.6. Biến đổi hóa học của HA để tạo thành hydrogel [67] 

Hydrogel có kích thước micro hoặc nano sở hữu hàm lượng nước cao và các tính chất 

cơ học và khả năng tương thích sinh học mong muốn. Các phân tử thuốc được bao bọc 

mà không có bất kỳ liên kết cộng hóa trị hoặc tương tác cụ thể nào khác được giải phóng 

nhanh chóng do kích thước lỗ tương đối lớn. Hydrogel ưa nước là DDS tốt do độ nhớt 

có thể điều chỉnh, độc tính tế bào thấp. Không gian bên trong ưa nước ngăn ngừa sự kết 

tụ của tải trọng thuốc. 

1.3.6 Một số dẫn xuất Hyaluronic acid ứng dụng trong y sinh 

Zhou và cộng sự đã oxy hóa HA bằng NaIO4 thong qua quá trình mở vòng của 

polysaccharide ở 50oC trong 24 giờ. Hơn nữa, nhóm carboxyl của HA được hoạt hóa 

bởi EDC/NHS và phản ứng với dopamine để trung hợp. Dẫn xuất này được liên kết chéo 

với carboxymethyl chitosan (CMCS) và poly(vinyl alcohol). Các thuốc thử gốc 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), muối diammonium 2,2′-Azino-bis (axit 3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) (ABTS) và gốc 1,1-diphenyl- và 2-phenyl-4,4,5,5-

tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (PITO) đã được sử dụng để đánh giá các đặc tính 

chống oxy hóa của hydrogel. Tính chất kết dính của vật liệu đã được chứng minh bằng 

thử nghiệm độ bền cắt chồng và cho thấy giá trị oxy hóa là 105,45  ± 1,47 kPa. Khả 

năng điều hòa miễn dịch của hydrogel được thực hiện thông qua phép đo lưu lượng tế 

bào trên tế bào RAW 264.7. Phân cực M1 của đại thực bào được thúc đẩy thành M2 sau 

khi xử lý bằng hydrogel. Sự giải phóng NO từ đại thực bào đã giảm. Hydrogel cho thấy 

hoạt tính kháng khuẩn chống lại E.coli và S.aureus. Một mô hình in vivo về quá trình 

chữa lành vết bỏng đã được thử nghiệm, cho thấy sự tái tạo nhanh. Tuy nhiên, Mw của 

HA tự nhiên và HA đã biến đổi không được báo cáo trong công trình. 

Fan và cộng sự đã tổng hợp hydrogel dựa trên HA sau khi biến đổi hóa học kép. Một 

lượng dư maleic anhydride đã phản ứng với HA. DS của nhóm acrylate được xác định 

là 75%. Thứ hai, dopamine được gắn thông qua hoạt hóa trung gian EDC, với độ thay 

thế được xác định là 87% và được oxy hóa trong bước thứ hai. Liên kết ngang quang 

học của các chất thay thế methacrylat được trung gian với lithium phenyl (2,4,6-

trimethylbenzoyl) phosphinate (LAP). Cường độ bám dính của hydrogel được xác định 

là 179,9 ± 39,4 kPa bởi thử nghiệm cắt chồng sử dụng gelatin làm mô hình mô da. Ứng 

suất nén được xác định là 600 kPa và có thể chịu được biến dạng nén lên đến 90%. 

Hydrogel lưu lại tại vị trí vết thương lên tới 6 ngày với trọng lượng giảm 30% [62]. Sự 

thay thế cao các nhóm dopamine tạo ra sự cầm máu nhanh, nhưng các điều kiện phản 
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ứng bị giảm khi giảm khối lượng mol của HA. Một nhược điểm của loại vật liệu này là 

tính không đồng nhất về mặt cấu trúc trong hydrogel sau khi oxy hóa catechol bằng cách 

sử dụng NaIO4. 

1.4 TỔNG QUAN VỀ NANO BẠC 

Trong những năm gần đây, việc sử dụng AgNPs ngày càng được biết đến. Đặc tính diệt 

khuẩn đã mang lại những ứng dụng mới trong y sinh và chăm sóc sức khỏe. Nano bạc 

được biết là có tác dụng chữa lành vết thương nhanh chóng. Chúng có đặc tính kháng 

khuẩn giúp giảm viêm và và điều chỉnh biểu hiện cytokine, do đó cung cấp một phương 

thức mới điều trị vết thương trong tương lai. Hơn nữa, polyme y tế được ngâm với AgNP 

đã được sử dụng làm lớp phủ cho thiết bị y tế để duy trì tình trạng vô trùng và giảm 

nhiễm trùng bệnh. Tiềm năng phân phối thuốc của AgNP cũng đầy hứa hẹn vì diện tích 

bề mặt lớn tạo điều kiện cho việc phân phối liều lượng tương đối cao. Các đặc tính chữa 

bệnh của Ag không phải là một phát hiện mới gần đây, các hợp chất Ag hóa trị một đã 

được áp dụng rộng rãi để điều trị và phòng ngừa kháng khuẩn từ thời cổ đại. Trong 

thế chiến thứ nhất, bạc nitrat được sử dụng như một chất khử trùng để điều trị vết thương, 

nhưng với sự ra đời của một loại thuốc thậm chí còn hiệu quả hơn nên phương pháp 

điều trị bằng Ag không còn được sử dụng cho ứng dụng này nữa. Tuy nhiên, trong 

thời đại ngày nay, khả năng tổng hợp Ag có kích thước nano với các đặc tính mới đã thu 

hút được sự quan tâm đáng kể, cả trong ngành sản xuất lẫn lĩnh vực nghiên cứu, bởi vì 

AgNP được cho là vẫn giữ được tính kháng khuẩn. 

1.4.1 Các phương pháp tổng hợp nano bạc 

1.4.1.1 Tổng hợp nano bạc bằng phương pháp vật lý 

AgNP được tổng hợp trong nước khử ion kép mà không cần thêm chất hoạt động bề mặt 

là một phương pháp sản xuất NP khác trong đó hồ quang được phóng điện. Phương pháp 

tổng hợp vật lý đối với AgNP thường tiêu thụ năng lượng, ví dụ, phóng điện hồ quang, 

công suất hồ quang, nhiệt, v.v. Kỹ thuật công thức vật lý là một phương pháp được ưa 

chuộng để tổng hợp AgNP với số lượng lớn, mặc dù chi phí ban đầu của thiết bị tương 

đối cao với mức tiêu thụ năng lượng cao, ô nhiễm dung môi và thiếu sự phân bố đồng 

đều. 

1.4.1.2 Tổng hợp nano bạc bằng phương pháp hóa học 

Các phương pháp hóa học về cơ bản đòi hỏi các tiền chất kim loại, chất khử và chất ổn 

định/chất đóng nắp. Quá trình khử muối bạc liên quan đến quá trình hình thành hạt nhân 
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sau đó là quá trình phát triển của NP. Kỹ thuật được sử dụng hiệu quả nhất để tổng hợp 

NP ổn định là kỹ thuật khử hóa học. Các chất được sử dụng để tổng hợp AgNP, bao 

gồm hydro nguyên tố, ascorbate, citrate và borohydride thio-glycerol, và 2- 

mercaptoethanol, đều độc hại. 

Ngoài ra, do khả năng lắng đọng bề mặt NP bằng hóa chất, NP tổng hợp không đạt độ 

tinh khiết như dự đoán. Có thể rất khó để chuẩn bị AgNP có kích thước phù hợp, đòi 

hỏi phải thực hiện thêm một bước nữa để ngăn ngừa sự kết tụ của các hạt. Ngoài ra, 

trong quá trình tổng hợp, quá nhiều sản phẩm phụ độc hại và nguy hiểm bị loại bỏ. 

Nghiên cứu trước đây cho thấy các chất khử rắn như borohydride tạo ra các hạt nhỏ, 

được phân tán đơn ở một mức độ nào đó. Tuy nhiên, việc sản xuất các hạt lớn hơn có 

thể được thực hiện bằng cách sử dụng các chất khử thấp như citrate, có tốc độ khử giảm. 

Do đó, độ phân tán kích thước có thể rộng. Các chiến lược hóa học sử dụng tổng hợp tế 

bào hóa học, phá hủy bằng laser, quang khắc, khử điện hóa, chiếu xạ laser, phân hủy 

bằng sóng siêu âm, phân hủy nhiệt và khử hóa học. Hơn nữa, các NP kim loại được chuẩn 

bị phân tán và không ổn định có thể được ổn định bằng cách sử dụng các tác nhân bảo vệ 

cụ thể. Phương pháp quen thuộc này được sử dụng để bảo vệ các NP với sự trợ giúp của 

các tác nhân bảo vệ sẽ liên kết hoặc được hấp thụ trên bề mặt của các NP để ngăn ngừa 

sự tích tụ. 

Ví dụ, AgNP có thể được khử bằng cách sử dụng natri borohydrate và dodecanethiol 

cho NP ổn định ngăn ngừa sự kết tụ của chúng trong một số dung môi nhất định [41]. 

Điều này cho thấy rằng một sửa đổi tối thiểu trong các thông số được pha chế sẽ dẫn 

đến sự thay đổi có giá trị về chiều rộng, phân bố kích thước, kích thước trung bình, độ 

ổn định và hình dạng của vật liệu nano. Nhìn chung, các polyme như polymethyl 

methacrylate, polyvinyl pyrrolidone, axit polymethacrylic, polyethylene glycol và các 

loại khác được sử dụng làm chất ổn định để sản xuất NP vàng. 

Hơn nữa, một polyme methylene-bis-acrylamide aminoethyl piperazine phân nhánh có 

nhóm dimethylamine đầu cuối (HPAMAM-N(CH3)2) đã được sử dụng để thu được keo 

bạc và vàng. Vòng piperazine, nhóm amin bậc ba và amide truyền hình dạng phân nhánh 

cho HPAMAM-N(CH3)2 và do đó rất quan trọng vì khả năng ổn định và khử bổ sung 

mà chúng mang lại cho NP. NP kim loại có thể thu được với các tính chất đặc biệt như 

tỷ lệ phân phối thấp và hẹp do tăng nồng độ tỷ lệ mol của vàng và bạc. AgNP có thể 

được tổng hợp bằng cách sử dụng hai pha (nước/hữu cơ) dựa trên việc cô lập các chất 

phản ứng trong dung môi không trộn lẫn. Tốc độ phản ứng của chất khử và tiền chất của 
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kim loại được xác định bởi sự tiếp xúc của lớp ranh giới và sự phân phối liên pha giữa 

pha tự nhiên và pha nước. Phản ứng này được tạo điều kiện thuận lợi bởi muối 

alkylammonium có bản chất bậc bốn. Phương pháp này cung cấp cho chúng ta một chế 

phẩm NP cụ thể và tương tự, thông qua loại dung môi được sử dụng. Việc sản xuất 

AgNP có thể rất tốn kém thông qua phương pháp này và NP được tạo ra không thể được 

phân lập khỏi hỗn hợp phản ứng. Các hạt tổng hợp thông qua phương pháp này có những 

lợi ích như chúng nhanh chóng mở ra trong môi trường tự nhiên, tạo thành keo ổn định 

trong môi trường không chứa nước và xúc tác các phản ứng diễn ra trong dung môi 

không phân cực. Các ứng dụng thực tế của chúng đang thu hút sự quan tâm rất lớn và 

đang có những nỗ lực để kết hợp NP trong các môi trường hóa học-vật lý khác nhau. Tuy 

nhiên, dung dịch được hình thành trong dung môi không phân cực là rất hiếm. Do đó, tốt 

nhất là thực hiện quá trình khử Ag và vàng với sự trợ giúp của quá trình khử quang. 

Trong môi trường chứa nước, quá trình khử quang trong các ion kim loại phức hợp DNA 

xảy ra, tạo ra NP rắn kim loại. AgNP được tổ chức thông qua kỹ thuật này có các đặc 

tính tiên tiến nếu được chiếu xạ bằng tia cực tím [42]. 

1.4.1.3 Tổng hợp nano bạc bằng phương pháp sinh học 

Các phương pháp tổng hợp sinh học là giải pháp thay thế thuận tiện nhất để khắc phục 

những thiếu sót liên quan đến các phương pháp tổng hợp hóa học. Tổng hợp AgNP theo 

phương pháp sinh học xanh có kỹ thuật đơn giản, hiệu quả về giá trị, đáng tin cậy và 

thân thiện với môi trường; một lợi thế khác là dễ dàng lựa chọn môi trường dung môi 

trong loại phương pháp (Hình 1.7). Sự chú ý đặc biệt đã được dành cho việc sản xuất 

AgNP có kích thước và hình dạng xác định. Các hệ thống sinh học đa dạng như chiết 

xuất thực vật và các vi sinh vật như nấm, vi khuẩn và các phân tử sinh học nhỏ như 

vitamin và axit amin được sử dụng làm nguồn thay thế cho các tác nhân khử và đóng 

nắp. Ví dụ, việc chuẩn bị AgNP bằng cách sử dụng tinh bột làm chất trung gian phủ có 

thể hoạt động như một tác nhân khử (β-D-glucose trong một cụm hơi nóng) [43]. 
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Hình 1.7. Tổng hợp Ag-NPs theo phương pháp sinh học sử dụng chiết xuất thực vật 

làm chất khử [65] 

Dung dịch tinh bột nước được sử dụng làm dung môi để điều chế AgNP nhằm tránh 

dung môi hữu cơ. Một nghiên cứu được báo cáo cho thấy có thể điều chế được một 

lượng AgNP đáng kể bằng cách sử dụng dung dịch ion bạc (Ag+) trong nước với Bacillus 

licheniformis làm chất ổn định. Việc chế tạo AgNP ổn định với sự trợ giúp của phương 

pháp sinh học sử dụng vi sinh vật có lợi thế hơn so với các kỹ thuật khác vì các sinh vật 

được sử dụng không gây bệnh. Các phân tử sinh học khác, bao gồm polyme sinh học, 

tinh bột, enzyme tiêu fibrin và axit amin, cũng được sử dụng để chế tạo AgNP. Tổng 

hợp xanh sử dụng chiết xuất từ các loại thực vật khác nhau làm nguồn chất đóng nắp và 

chất khử trong quá trình điều chế AgNP; người ta cho rằng các phân tử sinh học, đặc 

biệt là các chất chuyển hóa thứ cấp trong các chất chiết xuất đó, có thể khử các ion Ag. 

Tương tự như vậy, các protein tìm thấy trong chiết xuất thực vật cũng đóng vai trò thiết 

yếu như một chất khử Ag+ và như một tác nhân kiểm soát kích thước để tạo thành AgNP. 

Các nhóm chức năng như nhóm carboxyl (COOH) được tìm thấy trong các gốc 

glutamine và aspartic và nhóm OH của các gốc tyrosine được coi là có tác dụng ổn định 

ion Ag và tạo ra các tấm nano nhỏ Ag có một chút đa phân tán. 

1.4.4.4 Tổng hợp nano bạc bằng phương pháp quang hóa 

Có hai loại chiến lược được sử dụng để tổng hợp quang hóa: quang vật lý (từ trên xuống 

dưới) và quang hóa (từ dưới lên trên). Kỹ thuật đầu tiên sử dụng kim loại ở dạng kim 

loại của chúng, và kỹ thuật thứ hai sử dụng tiền chất ion của chúng. Kỹ thuật khử quang 

trực tiếp cũng được sử dụng để tổng hợp NP của nhiều kim loại khác nhau. Quá trình 

nhạy sáng được sử dụng để điều chế AgNP, trong đó quá trình khử ion kim loại xảy ra 
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với các loài kích thích được tạo ra bằng quang hóa. Nhiều nguồn sáng khác nhau như 

xanh lam, UV, trắng, cam, xanh lục và lục lam cho phép thực hiện quy trình khử quang 

trực tiếp trong bạc nitrat khi có natri citrat ở nhiệt độ phòng. Các tính chất quang học cụ 

thể liên quan đến kích thước và hình dạng của NP là do các nguồn sáng khác nhau. 

AgNP ổn định có thể được tổng hợp thông qua một kỹ thuật quang hoạt hóa UV đơn giản 

và có thể tái tạo trong môi trường Triton X-100 dạng nước. Các phân tử Triton X-100 

đóng vai trò kép tương tự như chất ổn định NP thông qua hoạt động đóng nắp và như 

một chất khử. Tương tự như vậy, kỹ thuật kiểm soát phân tán trong đó dung dịch chất 

hoạt động bề mặt cho phép NP phát triển và phục hồi phân bố kích thước của NP. Một 

nghiên cứu khác đã tiết lộ việc chuẩn bị thành công AgNP, trong khi dung dịch kiềm bạc 

nitrat trong nước được xử lý bằng chitosan carboxymethyl hóa dưới sự chiếu xạ của tia 

cực tím. Dẫn xuất chitosan, chitosan carboxymethyl hóa (CMCTS), tương thích sinh 

học, tan trong nước và đóng vai trò là chất khử cho Ag+ và chất ổn định cho NP bạc 

trong phạm vi độ dày từ 2–8 nm. Các yếu tố liên quan của kỹ thuật tổng hợp quang hóa 

là (i) cung cấp quá trình xử lý cảm ứng quang theo cách khử trùng, khả năng tiếp cận 

cao hơn và độ phân giải sử dụng tốt hơn; (ii) tạo ra chất khử và sản xuất NP một cách 

thỏa đáng với sự hỗ trợ của việc sử dụng chiếu xạ quang; (iii) tính linh hoạt đáng kể. Quá 

trình tổng hợp quang hóa cho phép chúng tôi tạo ra các hạt NP trong một môi trường độc 

đáo như nhũ tương, micelle chất hoạt động bề mặt, màng polyme, tế bào và kính [44]. 

1.4.2 Ứng dụng nano bạc trong điều trị ung thư 

Ung thư là một căn bệnh đe dọa tính mạng nghiêm trọng và cứ ba người thì có một 

người có thể mắc ung thư trong đời. Mặc dù để điều trị nhiều loại ung thư khác nhau, 

hiện nay có nhiều tác nhân hóa trị liệu khác nhau với nhiều tác dụng phụ và cụ thể là 

việc tiêm tĩnh mạch các tác nhân hóa trị liệu là một phương pháp không đủ. Do đó, điều 

cần thiết và là điểm đáng quan tâm đối với các nhà nghiên cứu là tạo ra vật liệu nano 

không có tác dụng phụ và nhắm mục tiêu chính xác vào các tế bào hoặc mô mong muốn. 

Các hoạt động chống ung thư trong cả hệ thống mô hình trong ống nghiệm và trong cơ 

thể sống đã được báo cáo [45]. 

Hơn nữa, kết quả hiệp đồng về chết tế bào khi sử dụng tế bào biểu hiện enzyme uracil 

phosphoribosyl (UPRT) và tế bào không biểu hiện UPRT khi có fluorouracil và việc 

gây apoptosis và nhạy cảm hóa tế bào ung thư bằng AgNP đã được nghiên cứu. Chúng 

cho thấy đặc tính chống ung thư khi được phủ tinh bột như đã nghiên cứu trong tế bào 

nguyên bào sợi phổi người khỏe mạnh (IMR-90) và tế bào glioblastoma (U251). Những 
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thay đổi về hình thái tế bào, hoạt động trao đổi chất giảm, khả năng sống của tế bào và 

các loài oxy phản ứng tích tụ (ROS) đã được gây ra bởi AgNP. 

Song và cộng sự [46] đã chuẩn bị các hạt nano từ tính nhúng bạc đa chức năng; các hạt 

nano từ tính được bao bọc bằng silica tạo ra các tín hiệu tán xạ Raman rắn tăng cường 

bề mặt để nhắm mục tiêu vào các tế bào ung thư vú và các tế bào bệnh bạch cầu trôi nổi. 

Một nghiên cứu cho thấy các phân tử mang được phát triển như chitosan có thể đưa bạc 

đến các tế bào ung thư thay vì sử dụng trực tiếp AgNP. Tương tự như vậy, Ullah đã chứng 

minh rằng ở nồng độ thấp, việc đưa chất mang nano dựa trên chitosan của AgNP có thể 

gây ra apoptosis [47]. Tương tự như vậy, hai nghiên cứu riêng lẻ đã chỉ ra rằng các tam 

giác nano bạc phủ chitosan cải thiện tỷ lệ tử vong của tế bào và sở hữu hoạt tính gây độc 

tế bào đáng kể trong các tế bào bệnh bạch cầu tủy cấp tính. Các hạt nano NP sử dụng 

chiết xuất từ vi khuẩn và nấm đã chứng minh được tính độc tế bào đáng kể trong các tế 

bào ung thư biểu mô ở người. 

Tổng hợp AgNPs qua trung gian chiết xuất thực vật đã cho thấy độc tính chọn lọc đặc 

hiệu tế bào của các tế bào ung thư ở phổi người. Một nghiên cứu khác được báo cáo cho 

thấy rằng việc phân phối có mục tiêu có thể là một phương pháp quan trọng để điều trị 

ung thư. Để giải quyết vấn đề này, Locatelli [48] đã phát triển các nanocomposite đa 

chức năng bao gồm các NP hợp chất (PNP) và AgNP. PNP liên hợp với chlorotoxin cho 

thấy mối quan hệ liều lượng–hiệu ứng không tuyến tính, trong khi độc tính của 

chlorotoxin vẫn ổn định. AgNP tổng hợp sinh học thể hiện độc tính quan trọng đối với 

các tế bào ung thư (MCF7 và T47D) thông qua hoạt động nội bào cao hơn so với dòng 

tế bào vú thông thường (MCF10-A). 

1.5 HIỆN TRẠNG CÁC CÔNG TRÌNH NGHIÊN CỨU TRONG NƯỚC VÀ 

NGOÀI NƯỚC 

1.5.1 Trong nước 

Tại Việt Nam, nhiều nghiên cứu đã được phát triển cho các hệ phân phối thuốc điều trị 

ung thư, bao gồm hạt kích thước nano, dendrimer, micelle, liposome,... như nghiên cứu 

từ các nhóm của Phó Giáo sư, Tiến sĩ Hà Phương Thư, Phó Giáo sư Trần Ngọc Quyển, 

Phó Giáo sư Nguyễn Đại Hải và Giáo sư Nguyễn Cửu Khoa. 

Nhóm nghiên cứu của PGS. TS Hà Phương Thư đã phát triển nhiều hệ nano bao thuốc 

chống ung thư khác nhau, sử dụng phối tử hướng đích như folic axit giúp tăng cường 

hiệu quả điều trị rõ rệt so với thuốc ung thư tự do. Có thể kể đến hệ nano sắt từ được 
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bao bọc bởi O-Carboxyl methylchitosan để tải curcumin (Fe3O4/OCMCS/Cur NPs) gắn 

axit folic với mục đích tăng hiệu quả nhắm mục tiêu tế bào ung thư. Kết quả cho thấy 

rằng hệ nano Fe3O4/OCMC/Cur được gắn folate sẽ nằm tại các khối u và dưới từ trường 

bên ngoài, chúng sẽ tạo ra nhiệt làm tăng nhiệt độ trong khối u, giúp tiêu diệt khối hiệu 

quả. Do đó, hệ nano này có thể phục vụ như một sự kết hợp thích hợp của hóa trị liệu 

và điều trị tăng thân nhiệt. Đặc biệt, gần đây nhóm nghiên cứu đã cho ra đời sản phẩm 

thương mại phức hệ Nano FGC – Nano Fucoidan hoặc Nano Curcumin giúp tăng khả 

năng miễn dịch, ức chế sự phát triển của ung thư, làm giảm độc tính trong quá trình hóa, 

xạ trị. Nhóm nghiên cứu của PGS. TS Trần Ngọc Quyển và Nguyễn Đại Hải thuộc Viện 

Khoa học Vật liệu Ứng dụng phát triển các hệ dẫn truyền thuốc dựa trên vật liệu silica 

xốp hoặc dendrimer biến tính bề mặt với PEG, không những giúp cải thiện khả năng hòa 

tan thuốc mà còn tăng khả năng tương thích sinh học của hệ thống dẫn tryền thuốc so 

với thuốc ung thư tự do. 

1.5.2 Trên thế giới 

Năm 2020, Pamela Nair Silva-Holguin và cộng sự đã điều chế và mô tả đặc tính của 

nanocomposite hydroxyapatite-Ag và đánh giá đặc tính kháng khuẩn của nó chống lại 

các vi khuẩn gram dương và âm khác nhau liên quan đến nhiễm trùng kháng thuốc. Bột 

nano hydroxyapatite được sản xuất bằng sol-gel và các hạt nano bạc được tổng hợp 

bằng cách khử các ion Ag+ với việc bổ sung galic acid [49]. 

Cùng năm 2020, Bing Bing Wang và cộng sự đã chế tạo thành công lớp phủ kháng 

khuẩn hiệu quả cao bằng hạt nano polydopamine/chitosan/bạc thông qua phương pháp 

ngâm đơn giản. Việc chuẩn bị bao gồm sự kết tủa đồng thời của polydopamine (PDA) 

và chitosan (CS) trong dung dịch acid và sau đó ngâm vào dung dịch bạc nitrat (AgNO3). 

Năm 2021, Hanaa Ali Husein và cộng sự đã tổng hợp hệ phân phối thuốc mới dựa 

trên hạt nano bạc, hyaluronic acid, lipid và liposome để điều trị ung thư. Tuy nhiên, 

thuốc có độ hòa tan thấp gặp vấn đề về phân phối dược phẩm sinh học như việc sau khi 

uống vào thì khả năng tiếp cận sinh học thấp, khả năng lây lan ra màng ngoài ít hơn, yêu 

cầu lượng tiêm tĩnh mạch cao hơn và các tác dụng phụ không mong muốn từ quá trình 

tiêm chủng. Tất cả những hạn chế được khắc phục bằng cách áp dụng công nghệ nano. 

AgNP có thể được sử dụng như các chất vận chuyển thuốc da chức năng có tiềm năng 

lớn phân phối thuốc mục tiêu, giảm tác dụng phụ và tăng cường hiệu quả. HA có khả 

năng phân hủy sinh học tốt, không gây miễn dịch, tương thích sinh học và khả năng 
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nhận biết các thụ thể cụ thể như CD44 được biểu hiện cao trên bề mặt tế bào ung thư, 

để thuốc có thể nhắm mục tiêu và tiêu diệt các tế bào khối u. Phối tử HA cho phép phủ 

AgNP để giảm độc tính tế bào và tăng độ ổn định. Các tác nhân hóa trị được bao bọc 

bằng cấu trúc liposome có thể hạn chế sự hấp thu mô bình thường của quá trình điều trị 

và nâng cao tác dụng chữa bệnh [50]. 

Năm 2024, An Le Yang và đồng sự đã tổng hợp thành công Hydrogel polysaccharide 

chứa hạt nano Ag@catechol dạng vi cầu có hoạt tính quang nhiệt, kháng khuẩn và chống 

viêm để chữa lành vết thương bị nhiễm trùng. Trong nghiên cứu này, các vi cầu nhựa 

nano Ag@catechol formaldehyde (Ag@CFR) được chế tạo bằng phương pháp thủy 

nhiệt một bước và sau đó được bao bọc trong hydrogel được tổng hợp bằng phản ứng 

bazơ Schiff giữa các nhóm aldehyde trong hyaluronic acid bị oxy hóa và các nhóm 

amino trong carboxymethyl chitosan. 
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 CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

- Sodium hyaluronate (HA, molecular weight = 20 kDa) được mua từ hãng Lifecore 

Biomedical (Chaska, MN, USA). 

- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC), N-hydroxy-succinimide 

(NHS), dopamine hydrochloride (DOPA), tris(hydroxymethyl)amino-methane (Tris), 

silver nitrate (AgNO3, ≥ 99%) được mua từ hãng Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

- Doxorubicin hydrochloride (DOX) được mua từ hãng TCI (Tokyo, Japan). 

- Penicillin−streptomycin (P/S), trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid (TE), 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), and Dulbecco’s phosphate-buffered 

saline (DPBS) được mua từ hãng Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). 

- Bộ xét nghiệm khả năng sống sót của tế bào EZ-Cytox (WST-1 assay reagent) được 

mua từ hãng ITSBIO (Seoul, South Korea). 

- Các bộ kit dùng trong Invitrogen được mua từ Califonia, Mỹ. Ngoài ra các hóa chất và 

dung khác được cung cấp bởi phòng Hóa Sinh, Viện Khoa học Vật liệu và Ứng dụng. 

2.2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1 Quy trình nghiên cứu  
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Sơ đồ 2.1. Sơ đồ quy trình nghiên cứu 

 

Hyaluronic acid, Bạc 

nitrate, DOX và 

DOPA 

Tổng hợp liên hợp HA-DOPA 

Tổng hợp Ag NPs@HA và  

Ag NPs@HA/DOX 

Đánh giá độc tính 

- Xác định độc tính tế bào thường và 

tế bào ung thư của Ag NPs@HA 

bằng xét nghiệm WST-1. 

- Đánh giá khả năng ức chế khối u. 

Đặc tính hóa lý 

- Xác định phổ 1H-NMR, FT-IR và 

UV-Vis. 

- Phân tích hình thái học. 

- Đánh giá khả năng giải phóng DOX. 

- Xác định khả năng phân hủy enzyme 

của hạt nano. 

Xử lý thống kê 

Kết luận 
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2.2.2 Tổng hợp và mô tả đặc tính liên hợp của Hyaluronic acid-dopamine (HA- 

DOPA) 

Polyme HA-DOPA được tổng hợp bằng cách liên hợp hóa học DOPA với khung HA, 

sử dụng phản ứng ghép nối qua trung gian EDC/NHS như mô tả trước đây. Tóm lại, 1g 

HA được hòa tan trong 100ml dung dịch đệm MES 0.1M (pH 4.5). Trong dung dịch 

này, EDC (2.88g, 15mmol) và NHS (1.74g, 15 mmol) được thêm vào và hỗn hợp này 

được khuấy trong 1 giờ để kích hoạt các nhóm carboxylic của HA. Sau đó, DOPA (3.7g, 

20mmol) được thêm vào dung dịch HA đã hoạt hóa và khuấy qua đêm ở nhiệt độ phòng. 

Sau phản ứng, dung dịch thu được được thẩm tách bằng nước khử ion (DIW) trong 24 

giờ với sự có mặt của khí nito để loại bỏ các thuốc thử không phản ứng. Sau đó, dung 

dịch thẩm tách được lọc và đông khô để thu được sản phẩm HA-DOPA cuối cùng. Cấu 

trúc hóa học của HA-DOPA được đặc trưng bằng quang phổ 1H-NMR (dụng cụ AS400, 

OXFORD, UK). Độ hấp thụ của dung dịch HA-DA (1 mg/mL) được đo ở bước sóng 

275 nm, sử dụng phương pháp quang phổ UV-Vis (V-750 UV/vis/NIR, Jasco, Japan), 

và nồng độ DA liên hợp được tính toán từ phép hiệu chuẩn cong thu được từ nồng độ 

DA đã biết (0.01 – 0.1 mg/mL). Quy trình được thể hiện trong hình 2.1. 

 

 

Hình 2.1. Phương pháp tổng hợp liên hợp của Hyaluronic acid-dopamine (HA-DOPA) 

2.2.3 Tổng hợp và mô tả đặc tính của Ag NPs@HA và Ag NPs@HA/DOX 

1mL AgNO3 (20 mg/mL) được trộn với 10ml dung dịch HA-DA (10mg/mL). Hỗn hợp này 

được khuấy mạnh ở nhiệt độ 37oC trong điều kiện tối, qua đêm. Sau đó, hỗn hợp được ly tâm 

trong 15 phút với tốc độ 10000 vòng/phút, rửa bằng DIW 3 lần, sau đó đông khô và bảo quản cho 

đến khi sử dụng (hình 2.2). Các hạt nano Ag NPs@HA thu được được hòa tan trong DIW ở 

nồng độ 1 mg/mL và độ hấp thụ của dung dịch được đo trong khoảng từ 200 đến 600 nm. Kích 
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thước hạt và hình thái của các hạt được đo bằng hệ thống tán xạ ánh sáng động (Zetasizer Nano 

ZS, Malvern Instruments Ltd., UK) và kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM, JEOL, Japan). 

 

Hình 2.2. Phương pháp tổng hợp Ag NPs@HA/DOX 

 

Để nạp DOX (Ag NPs@HA/DOX), 1mL dung dịch DOX (2mg/mL) (dung dịch C) được 

nhỏ vào hỗn hợp HA-DA (dung dịch A) và AgNO3 (dung dịch B) và phản ứng được thực 

hiện như mô tả ở trên. Thí nghiệm được khảo sát ở các tỷ lệ dung dịch A:B:C khác nhau, 

lần lượt là 5:1:1, 10:1:1 và 15:1:1. Cần lưu ý rằng tất cả các dung dịch đều được chuẩn 

bị trong dung dịch đệm Tris (pH 8.5). Để xác định DOX không tải, phần nổi phía trên của 

dung dịch ly tâm được phân tích bằng cách đo phổ UV-Vis ở bước sóng 480nm. Hiệu 

suất nạp thuốc được tính theo công thức sau: 

𝐻𝑖ệ𝑢 𝑞𝑢ả 𝑛ạ𝑝 𝑡ℎ𝑢ố𝑐 (%) =
Số 𝑙ượ𝑛𝑔 𝐷𝑂𝑋 𝑏𝑎𝑛 đầ𝑢 − 𝑆ố 𝑙ượ𝑛𝑔 𝐷𝑂𝑋 𝑘ℎô𝑛𝑔 𝑡ả𝑖 đượ𝑐

Tổng số lượng DOX
𝑋100% 

2.2.4 Quá trình giải phóng DOX 

1 mL hạt nano nạp DOX (Ag NPs@HA/DOX) và DOX tự do có cùng lượng trong chất 

mang nano được phân tán trong dung dịch PBS, sau đó được chuyển vào túi lọc 

(MWCO=3500 Da). Các túi lọc máu được ngâm trong 5 mL dung dịch đệm PBS có độ 

pH 7.4 hoặc 5 và khuấy nhẹ ở 37oC trong điều kiện tối. Vào những thời điểm xác định 

trước, lấy 1 mL môi trường ra, thay thế bằng 1 mL môi trường mới và bảo quản ở -20oC. 

Lượng DOX được giải phóng được xác định bằng cách đo quang phổ UV ở bước sóng 

480nm. Để tính nồng độ DOX, chúng tôi đã đo độ hấp thụ của nồng độ DOX đã biết (0 

– 100 ppm) và lượng giải phóng DOX được hiệu chỉnh từ đường cong chuẩn. Tỷ lệ phần 

trăm tích lũy của việc phóng thích DOX được tính theo phương trình sau: 

𝑃ℎầ𝑛 𝑡𝑟ă𝑚 𝑔𝑖ả𝑖 𝑝ℎó𝑛𝑔 𝑡ℎ𝑢ố𝑐 𝑡í𝑐ℎ 𝑙ũ𝑦 (%) =
Lượng DOX được phóng thích

Lượng DOX đã nạp
𝑋100% 
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2.2.5 Sự phân hủy enzyme của các hạt nano trong phòng thí nghiệm 

Các hạt Ag NPs@HA/DOX được điều chế trong dung dịch đệm PBS (pH 7.4) ở nồng 

độ 2 mg/mL. Sau đó, 2 mL dung dịch hạt được trộn với 1 mL dung dịch PBS chứa 

hyaluronidase ở các nồng độ khác nhau (0.5 – 2 mg/mL) và ủ ở 37oC. Tại một thời điểm 

xác định trước, sự thay đổi đường kính của hạt nano được nghiên cứu bằng phép đo 

DLS. 

2.2.6 Độc tính tế bào trong phòng thí nghiệm 

Độc tính tế bào của Ag NPs@HA được đánh giá đối với các tế bào bình thường (nguyên 

bào sợi ở da người, hDFB) và tế bào ung thư (HELA), bằng cách sử dụng xét nghiệm 

WST-1. Tóm lại, các tế bào (104 tế bào mỗi ống) được nuôi cấy trong đĩa 96 ống với 

200 μL DMEM được bổ sùng 10% FBS và 1% P/S trong điều kiện nuôi cấy tiêu chuẩn 

(37oC, 5% CO2). Sau 24 giờ nuôi cấy, môi trường được loại bỏ và tế bào được ủ với 200 

μL DMEM chứa các nồng độ Ag NPs@HA khác nhau (0 – 200 ppm) trong 24 giờ nữa. 

Sau đó, 20 μL WST-1 được thêm vào từng ống mẫu và các tế bào được ủ trong 1 giờ. 

Độ hấp thụ ánh sáng (A) của dung dịch được đo ở bước sóng 450nm bằng đầu đọc vi 

bản. Tỷ lệ phần trăm khả năng sống của tế bào được tính bằng phương trình: 

𝐾ℎả 𝑛ă𝑛𝑔 𝑠ố𝑛𝑔 𝑐ủ𝑎 𝑡ế 𝑏à𝑜 (%) =
𝐴𝑚ẫ𝑢 −  𝐴𝑡𝑟ố𝑛𝑔

𝐴đố𝑖 𝑐ℎứ𝑛𝑔 −  𝐴𝑡𝑟ố𝑛𝑔
𝑋100% 

Trong đó Amẫu, Ađối chứng và Atrống lần lượt là độ hấp thụ ánh sáng của các tế bào được xử 

lý bằng Ag NPs@HA, DMEM và môi trường DMEM nguyên chất (không có tế bào). 

2.2.7 Khả năng hấp thụ tế bào trong ống nghiệm 

Nghiên cứu kính hiển vi quét laser cộng hưởng (CLSM) được thực hiện để phân tích 

hành vi hấp thụ nội bào của Ag NPs@HA/DOX. Đầu tiên, các tế bào HELA được gieo 

trên một tấm kính trong một đĩa 12 giếng (2 x 105 tế bào mỗi giếng) và ủ với 2 mL môi 

trường nuôi cấy ở điều kiện tiêu chuẩn (37oC, 5% CO2) trong 24 giờ để cho phép tế bào 

bám dính. Sau đó, môi trường nuôi cấy được loại bỏ và các tế bào được xử lý bằng môi 

trường mới chứa DOX tự do (10 μg/mL) hoặc Ag NPs@HA/DOX trong 4 giờ nữa. Các 

tế bào không được xử lý sẽ được sử dụng làm mẫu đối chứng. Sau đó, các tế bào đã xử 

lý được rửa 3 lần bằng PBS và cố định bằng paraformaldehyde 4% trong 20 phút. Sau 

đó, các tế bào cố định được rửa 3 lần bằng PBS và nhuộm bằng DAPI (đối với nhân) 

trong 15 phút. Cuối cùng, các tế bào được quan sát và chụp ảnh bằng kính hiển vi quét 
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laser cộng hưởng (LSM780NLO, Zeiss, Đức), trong đó DOX và DAPI được hiển thị lần 

lượt bằng màu đỏ và xanh lam. 

2.2.8 Mô hình hình cầu ung thư 3D trong ống nghiệm 

Đối với xét nghiệm hình cầu khối u 3D, HELA (103 tế bào mỗi ống) được nuôi cấy 

trong đĩa tròn 96 ống (đĩa nổi tế bào, SPL3D) với 200 μL DMEM glucose cao được 

bổ sung 10% FBS và 1% P/S dưới điều kiện nuôi cấy tiêu chuẩn (37oC, 5% CO2). Môi 

trường được làm mới mỗi ngày cho đến khi hình thành được hình cầu ổn định. Sau đó, 

hình cầu 3D được nuôi cấy trong môi trường DMEM chứa các nồng độ Ag 

NPs@HA/DOX khác nhau (0.1 và 2 mg/mL) tối đa trong 3 ngày. Hình thái hình cầu 

được đánh giá bằng cách sử dụng bộ xét nghiệm khả năng sống/chết/độc tế bào 

(Invitrogen, USA) vào ngày 1 và ngày 3. Tóm lại, tại các khoảng thời gian, các hình cầu 

được xử lý bằng 200 μL hỗn hợp chứa 2 mM acetomethoxy dẫn xuất của calcein (calcein 

AM) và 4 mM ethidium homodimer-1 (EthD-1) ở 37oC trong 3 giờ. Hình thái hình cầu 

được quan sát định tính bằng kính hiển vi huỳnh quang (TE2000, Nikon, Japan). DOX 

tự do (10 μg/mL) được sử dụng làm đối chứng dương. 

2.2.9 Khả năng ức chế khối u trên mô hình động vật 

Để đánh giá hiệu quả điều trị của Ag NPs@HA/DOX trong việc ức chế sự phát triển 

của khối u, mô hình chuột xenograft HELA tiêm dưới da đã được sử dụng. Những con 

chuột mang khối u được chuẩn bị bằng cách cấy dưới da nhưng con chuột có 1x106 tế 

bào HELA. Khi kích thước khối u đạt xấp xỉ 100 mm3, nhiều phương pháp điều trị khác 

nhau đã được thực hiện. Những con chuột mang khối u HELA được chia ngẫu nhiên 

thành 3 nhóm (n = 6 mỗi nhóm): (i) kiểm soát mà không cần điều trị, (ii) điều trị với 

DOX tự do (0.15 mg/100 μL) và (iii) điều trị với Ag NPs@HA/DOX (10 mg/100 μL). 

Các phương pháp điều trị được tiến hành thông qua tiêm tĩnh mạch đuôi vào ngày 0 và 

lặp lại vào ngày 4 (đối với DOX tự do) và ngày 7 (đối với Ag NPs@HA/DOX). Kích 

thước khối u được đo bằng thước cặp và trọng lượng cơ thể của tất cả những con chuột 

mang khối u được theo dõi trong thời gian thử nghiệm. Khối lượng khối u được tính 

theo phương trình: 

Thể tích khối u (V) = (chiều dài khối u) x (chiều rộng khối u)2/2 

Sau 14 ngày điều trị, nhưng con chuột bị chết và các khối u được thu hoạch để phân tích 

những thay đổi về mô học. 
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CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ VÀ BIỆN LUẬN 

3.1 KẾT QUẢ TỔNG HỢP HA-DOPA 

Dopamine được liên hợp với mạch chính của HA thông qua phản ứng ghép nối trung 

gian EDC/NHS, để cung cấp các nhóm catechol cho quá trình tổng hợp AgNP (Hình 

3.1A). Chất hoạt hóa phổ biến nhất là 1-ethyl-3[-(3-dimethylaminopropyl)] carbodiimide 

(EDC) được sử dụng kết hợp với 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) hoặc N-

hydroxysulfosuccinimide (NHS). Phản ứng ghép nối EDC thường được thực hiện trong 

nước, đệm có tính axit hoặc nước trộn với dung môi hữu cơ. Phản ứng diễn ra trong điều 

kiện nhẹ (nhiệt độ thấp, thời gian phản ứng ngắn) và phụ thuộc nhiều vào độ pH. Một 

trong những ưu điểm của EDC là khả năng biến đổi một loạt các trọng lượng phân tử 

HA trong nước. Không dùng HOBt vì HOBt dễ nổ ở dạng khan, điều này dẫn đến việc 

khó sản xuất ở quy mô lớn. Phản ứng hoạt hóa trung gian bởi carbodiimide bao gồm sự 

hình thành dẫn xuất ure nhưng sẽ có nhiều phản ứng phụ có thể xảy ra. 

Phản ứng amid hóa HA qua trung gian EDC/NHS đã được một số nhóm thực hiện, họ 

gắn axit adipic dihydrazide (ADH) trong nước khử ion có pH là 4,75. Quá trình điều chế 

HA-ADH cũng được thực hiện trong nước khử ion có pH từ 4,0 – 6,0 với axit clohydric 

pha loãng 0.1M và được sử dụng làm chất trung gian để tổng hợp các dẫn xuất lưỡng 

tính, liên kết ngang HA tự thân, liên kết ngang với polyme thứ hai hoặc để gắn các chất 

thay thế khác như streptomycin, để tạo tính kháng khuẩn cho chế phẩm. Yang và cộng 

sự đã báo cáo về sự điều biến của đại thực bào bằng hydrogel HA-ADH-HA tự liên kết 

ngang chưa paeoniflorin (PF). Phần cacboxylic của HA được hoạt hóa bởi EDC/NHS và 

phản ứng với ADH ở pH = 4,75. Luo và cộng sự đã tổng hợp một dẫn xuất từ HA và 

ADH thông qua trung gian EDC/HOBt trong nước trộn với DMSO. Hydroxyethyl 

cellulose (HEC) bị oxy hóa bởi NaIO4 do đó độ oxy hóa tăng từ 30,3 lên 68,5% bằng 

cách tăng tác nhân oxy hóa. Tuy nhiên, các gel loại này có độc tính nhẹ.  

Cao và cộng sự đã biến đổi HA bằng EDC với cysteamine hydrochloride (CYS) trong 

đệm MES (2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid) trong 2 giờ ở pH = 4,75. DS được xác 

định ở mức khoảng 40%. HA tự liên kết chéo được kết hợp với collagen I để chế tạo các 

khung hướng tới sự biệt hóa sinh sụn của tế bào gốc trung mô. Hỗn hợp dịch tế bào gốc 

trung mô tủy xương được phân lập từ thỏ trắng New Zealand được nhỏ lên bề mặt vật 

liệu (khung 2D). Những kết quả này được so sánh với các khung 3D được chuẩn bị bằng 

cách phân tán các tế bào. Mặc dù các hydrogel thể hiện các tính chất cơ học kém nhưng 

các khung này thúc đẩy sự tăng sinh tế bào trong ống nghiệm. 
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Một phản ứng khác được sử dụng rộng rãi trên nhóm carboxyl là phản ứng este hóa 

Steglich. Trong phản ứng này, DCC được kết hợp với 4-dimethyl-aminopyridine 

(DMAP). DCC là tác nhân kết hợp được sử dụng trong dung môi hữu cơ (DMSO, DMF 

hoặc formamide), nhược điểm là khó khăn trong việc sản xuất quy mô công nghiệp do 

giá dung môi hữu cơ cao và quá trình tái xử lý dung môi. Ví dụ, Sharma và cộng sự đã 

sử dụng phản ứng este hóa HA với curcumin bằng cách sử dụng nước/DMSO [63]. 

Biến đổi hóa học của nhóm carboxyl có thể làm giảm các đặc tính sinh học của 

polysaccharide in vivo. Do đó, biến đổi ở phần hydroxyl được ưu tiên. Đặc biệt, amid 

hóa là một trong những phản ứng phổ biến nhất được thực hiện ở phần carboxyl HA. Lý 

do nhóm chúng tôi sử dụng DOPA thay vì dùng các chất khác bởi vì trong những năm 

gần đây, việc ứng dụng các chất nền sinh học kết dính làm băng vết thương đã thu hút 

được sự quan tâm rộng rãi. Những vật liệu này lấy cảm hứng từ trai – một sinh vật biển 

tiết ra một lượng đáng kể 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA). Các nhóm di- hydroxyl 

giúp trai đạt được độ bám dính ướt [51]. Polydopamine tăng cường độ gel G’= 98,6 ± 

1,6 Pa lên 162,70 ± 2,2 Pa. Các tế bào được nuôi cấy trong hydrogel tăng cường sản 

xuất các ống mao dẫn [52]. 

Từ những ưu nhược điểm đã phân tích ở trên, chúng tôi đưa ra quy trình tổng hợp HA-

DOPA  như sau: HA được hòa tan trong dung dịch đệm MES  ở pH 4.5. Trong dung 

dịch này, EDC và NHS được thêm vào và hỗn hợp này để kích hoạt các nhóm carboxylic 

của HA. Sau đó, DOPA được thêm vào dung dịch HA đã hoạt hóa và khuấy qua đêm ở 

nhiệt độ phòng. Sau phản ứng, dung dịch thu được được thẩm tách bằng nước khử ion 

(DIW) với sự có mặt của khí nito để loại bỏ các thuốc thử không phản ứng. Sau đó, dung 

dịch thẩm tách được lọc và đông khô để thu được sản phẩm HA-DOPA cuối cùng. Cấu 

trúc hóa học của HA-DOPA được đặc trưng bằng quang phổ 1H-NMR. Độ hấp thụ của 

dung dịch HA-DA được đo ở bước sóng 275 nm, sử dụng phương pháp quang phổ UV-

Vis, và nồng độ DA liên hợp được tính toán từ phép hiệu chuẩn cong thu được từ nồng 

độ DA đã biết (0.01 – 0.1 mg/mL). 

Kết quả phổ 1HNMR cho thấy liên hợp DOPA thành công thông qua sự xuất hiện của 

proton thơm của catechol ở 6,8 – 7,3 ppm (Hình 3.1B). Phổ UV-Vis cũng xác nhận liên 

hợp HA-DOPA bằng cách hiển thị đỉnh DOPA ở bước sóng 280 nm (Hình 3.1C). Theo 

đường chuẩn thu được từ nồng độ DOPA có sẵn, độ thay thế của DOPA được xác định 

là 259,2 μmol trong 1g HA-DOPA. 
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Hình 3.1. (A) Sơ đồ biểu diễn quá trình tổng hợp HA-DOPA thông qua nhóm catechol 

của HA; 

(B) Phổ 1H-NMR (trong D2O); (C) Phổ hấp thụ UV-Vis của liên hợp HA-DOPA; 

3.2 KẾT QUẢ TỔNG HỢP AG NPS@HA VÀ AG NPS@HA/DOX 

Các hạt nano vàng được biến đổi bằng HA, polyethylene glycol (PEG) và adipic 

dihydrazide (ADH). Thuốc chống khối u doxorubicin (DOX) được nạp vào các chất 

mang AuNP và gắn kết hóa học. Au nanocomposite AuNPs@MPA-PEG-HA-ADH-

DOX có thể phân tán đồng đều trong dung dịch nước, có đường kính 15 nm. Kết quả của 

xét nghiệm 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) chỉ ra 

rằng các chất mang AuNP thể hiện riêng các hạt nano vàng có độc tính nhẹ ở nồng độ 

cao. Các thí nghiệm hấp thụ tế bào đã chứng minh rằng AuNP được biến đổi bằng HA 

dễ dàng được các tế bào HepG2 và HCT-116 hấp thụ hơn vì chúng có nhiều thụ thể 

CD44. Một loạt các thí nghiệm đo apoptosis như nhuộm Rh123 và annexin V-FITC, và 

phân tích điện thế màng ty thể (MMP), chỉ ra rằng apoptosis đóng vai trò trong việc ức 

chế sự tăng sinh tế bào bởi AuNPs@MPA-PEG-HA-ADH-Dox. Sản xuất quá mức các 

loài oxy phản ứng (ROS) là cơ chế chính mà các nanocomposite Au ức chế sự tăng sinh 

tế bào, dẫn đến apoptosis. Do đó, các nanocomposite Au, cho phép chụp ảnh tế bào theo 
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thời gian thực và gây apoptosis ở các loại tế bào cụ thể, đại diện cho các tác nhân chẩn 

đoán có tiềm năng ứng dụng lâm sàng trong tương lai đối với bệnh ung thư ruột [64]. 

Tuy nhiên, AuNP hiếm khi được báo cáo là tác nhân có thể ức chế sự tăng sinh tế bào 

và đạt được cả hình ảnh tế bào tăng cường huỳnh quang và nhắm mục tiêu tế bào cụ thể. 

Trong khi đó các hạt nano bạc (AgNP) đã nổi lên như một tác nhân kháng khuẩn đầy 

hứa hẹn do các đặc tính lý hóa đặc biệt của chúng, trong khi các hydrogel cung cấp các 

ứng dụng tiềm năng trong y sinh do tính tương thích sinh học, khả năng phân hủy sinh 

học và tính ưa nước của chúng. Hydrogel truyền AgNP có thể cung cấp phương pháp 

tiếp cận hiệp đồng cho nhiều ứng dụng y sinh khác nhau, đặc biệt là trong việc chữa lành 

vết thương, cung cấp thuốc và lớp phủ kháng khuẩn. Việc kết hợp AgNP vào hydrogel 

làm tăng đặc tính kháng khuẩn của chúng, khiến chúng trở nên lý tưởng để giảm nhiễm 

trùng và thúc đẩy tái tạo mô. Hơn nữa, hydrogel truyền AgNP có thể đóng vai trò là hệ 

thống giải phóng có kiểm soát cho các tác nhân điều trị, đảm bảo cung cấp thuốc liên tục 

và có mục tiêu. Quan trọng nhất, loại hệ thống này cung cấp một con đường tiềm năng 

để vượt qua những thách thức do các vật liệu truyền thống đặt ra.  

Dopamine (DA) – một chất mô phỏng đơn giản của protein từ trai có thể được sử dụng 

làm chất khử trong quá trình chế tạo hạt nano bạc (AgNP) do có sẵn nhóm catechol. Cơ 

chế hình thành AgNP sử dụng DA làm chất khử được sử dụng rộng rãi bởi quá trình khử 

ion Ag liên quan đến quá trình oxy hóa hai electron của DA, trong đó phenol và phenolat 

tương ứng đóng vai trò là chất khử để tạo ra quinone. Hơn nữa, cơ chế oxy hóa của 

DOPA vẫn còn gây tranh cãi, nhiều nhà nghiên cứu đã báo rằng quá trình oxy hóa DOPA 

là phản ứng hai electron, tạo ra dopamine-quinone (DAQ) tương ứng. Tuy nhiên, DOPA 

cũng đã được báo cáo là trải qua quá trình oxy hóa một electron, trong đó các gốc 

semiquinone (SMQ) là chất trung gian chính. Mặt khác semiquinone cũng hình thành 

thông qua sự mất cân đối liên quan đến DOPA và dopamine-quinone. Việc gây tranh cãi 

như vậy khuyến khích chúng tôi khám phá thêm cơ chế hình thành AgNP bằng cách sử 

dụng DOPA làm chất khử. Ở đây chúng tôi đưa ra giả thuyết rằng các nhóm catechol 

của liên hợp HA-DOPA có thể khử các ion Ag hòa tan để tạo thành các hạt nano được 

HA phủ trên bề mặt để cho phép hình thành cấu trúc lõi- vỏ Ag NP/HA (Ag NPs@HA) 

(Hình 3.2A). 

Từ các ưu nhược điểm của các bài báo cáo, chúng tôi chọn quá trình tổng hợp Ag 

NPs@HA như sau: AgNO3 được trộn với dung dịch HA-DA. Hỗn hợp này được khuấy 

mạnh trong điều kiện tối, qua đêm. Sau đó, hỗn hợp được ly tâm và rửa bằng DIW, sau 
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đó đông khô và bảo quản cho đến khi sử dụng. Kích thước hạt và hình thái của các hạt 

được đo bằng hệ thống tán xạ ánh sáng động và kính hiển vi điện tử truyền qua. 

Sự hình thành của Ag NPs@HA lần đầu tiên được xác nhận bằng phổ UV-Vis. Hình 

3.2B cho thấy độ hấp thụ ở 280 nm giảm, cùng với sự gia tăng đỉnh hấp thụ plasmon ở ≈ 

430 nm, cho thấy sự hình thành của Ag NP thông qua phản ứng oxy hóa khử giữa các 

ion Ag+ và nhóm catechol của HA-DA. Sau đó, kích thước và hình thái của các hạt tổng 

hợp được đặc trưng bằng TEM (Hình 3.2C) và phân tích DLS (Hình 3.2D). Kích thước 

thủy động của NP trước và sau khi tải DOX được xác định lần lượt là 154 và 155 nm, 

bằng phép đo DLS. Ngược lại, hình ảnh TEM chỉ ra hình thái hình cầu của NP với đường 

kính trung bình là 25 nm. Những kết quả này cho thấy rằng tải DOX không ảnh hưởng 

đến kích thước của NP. Sự khác biệt lớn giữa dữ liệu phân tích kích thước của DLS và 

TEM có thể được giải thích là TEM biểu thị kích thước thực của NP trong khi DLS cho 

thấy kích thước thủy động của NP trong dung dịch nước. Tuy nhiên, cả kết quả DLS và 

TEM đều xác nhận sự hình thành thành công của Ag NPs@HA lõi-vỏ hình cầu và phân 

tán tốt và Ag NPs@HA/DOX NP. 
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Hình 3.2. (A) Sơ đồ biểu diễn quá trình hình thành các hạt nano lõi-vỏ Ag NPs@HA 

chứa DOX; 

(D) Phổ UV-Vis của HA-DOPA, Ag NPs@HA và Ag NPs@HA/DOX; 

Hình thái và kích thước của Ag NPs@HA và Ag NPs@HA/DOX được đo (C) TEM và 

(D) DLS. Tỷ lệ là 100nm. 

Doxorubicin (DOX) là một loại thuốc chống khối u được sử dụng lâm sàng để điều trị 

bệnh bạch cầu tủy cấp tính, bệnh bạch cầu lymphoblastic cấp tính, u lympho Hodgkin 

và không Hodgkin, ung thư vú và các khối u ác tính khác. Tuy nhiên, tỷ lệ sử dụng DOX 

thấp, gây ra các phản ứng phụ nghiêm trọng và không có khả năng tiếp cận hiệu quả đến 

các vị trí của khối u [53 – 56]. Mặc dù AgNP có thể phân tán tốt trong nước, nhưng thời 
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gian lưu thông ngắn và dễ kết tụ. Để khắc phụ nhưng nhược điểm này, chúng tôi tổng 

hợp hệ phân phối thuốc kết hợp DOX, HA và AgNP. Ở đây, DOX được nạp vào NP 

bằng cách hấp thụ lên bề mặt hạt hoặc kết hợp hóa học vào ma trận hạt thông qua tương 

tác giữa các nhóm amin của DOX và nhóm catechol của HA- DA. Khối lượng DOX nạp 

vào được khảo sát theo các tỷ lệ như trong bảng 3.1. 

Bảng 3.1. Tổng hàm lượng DOX được nạp vào HA-DOPA-AgNPs theo các tỷ lệ 

Hàm lượng HA-DOPA- 

AgNPs@DOX (ppm) 

Tỷ lệ Hàm lượng DOX (μg/ml) 

 

1000ppm 

5:1:1 297.96 

10:1:1 290.47 

15:1:1 198.11 

Quá trình nạp DOX được diễn ra như sau: dung dịch DOX (dung dịch C) được nhỏ vào 

hỗn hợp HA-DA (dung dịch A) và AgNO3 (dung dịch B), tất cả các dung dịch đều được 

chuẩn bị trong dung dịch đệm Tris (pH 8.5) . Thí nghiệm được khảo sát ở các tỷ lệ dung 

dịch A:B:C khác nhau, lần lượt là 5:1:1, 10:1:1 và 15:1:1. Để xác định DOX không tải, 

phần nổi phía trên của dung dịch ly tâm được phân tích bằng cách đo phổ UV-Vis ở bước 

sóng 480nm. 

Kết quả nạp DOX thành công đã được chứng minh trong phổ UV-Vis của Ag NPs@HA 

và Ag NPs@HA/DOX. Như thể hiện trong Hình 3.2B, sau khi nạp DOX, đỉnh hấp thụ 

Plasmon của Ag NP đã dịch chuyển từ 430 nm sang ~ 500 nm, cho thấy sự tương tác và 

liên hợp giữa các hạt DOX và Ag NPs@HA. Bằng cách đo hàm lượng DOX chưa nạp, 

hàm lượng thuốc được xác định là 58,4%. Mức hàm lượng thuốc này tương đương với 

hàm lượng thuốc của Ag/polymeric NP đã được Elbaz và cộng sự báo cáo trước đây. 

Những kết quả này chỉ ra rằng Ag NPs@HA NP không chỉ có kích thước phù hợp mà 

còn có khả năng tải thuốc tương đương để điều trị ung thư. 

Ngoài cách tổng hợp như trên thì Lin và cộng sự đã tổng hợp các hạt nano Au có đường 

kính 15 nm bằng cách đun sôi và bề mặt của chúng được biến tính bằng cách hấp phụ, 

tạo ra Au@MPA. PEG-HA được liên kết hóa học sau đó được biến tính và liên kết với 

ADH để thu được PEG-HA-ADH, sau đó được liên kết hóa học với AuNP để tạo ra 

Au@MPA-PEG-HA-ADH. Các hạt AuNP được nạp thuốc chống khối u Dox và được 

giữ lại bằng liên kết hydrazone để thu được hợp chất cuối cùng Au@MPA-PEG-HA-
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ADH-Dox, có độ ổn định tốt trong dung dịch nước. Các đặc tính chống khối u của 

nanocomposite Au đã được đánh giá bằng cách sử dụng xét nghiệm MTT và sự hấp thụ 

tế bào của chúng được quan sát bằng kính hiển vi đảo ngược huỳnh quang. Quá trình 

apoptosis tế bào do nanocomposite Au gây ra đã được xác định bằng phương pháp đo 

lưu lượng tế bào và hình ảnh hàm lượng cao. Các thí nghiệm hấp thụ tế bào đã chứng 

minh rằng các nanocomposite Au được hấp thụ ưu tiên bởi các tế bào HepG2 và HCT-

116 biểu hiện số lượng lớn thụ thể CD44 [64]. 

3.3 ĐÁNH GIÁ KHẢ NĂNG PHÓNG THÍCH THUỐC 

Quá trình giải phóng DOX từ Ag NPs@HA đã được nghiên cứu ở hai điều kiện pH khác 

nhau, pH=7,4 và pH=5, để mô phỏng môi trường của dòng máu và tế bào ung thư.  

Bảng 3.2. Bảng kết quả phóng thích DOX ở pH = 5,5 

Tỷ lệ 5:1:1 

Thời gian 

(giờ) 

Khôi lượng DOX 

đo lần 1 (ug) 

Khối lượng DOX 

đo lần 2 (ug) 

Phần trăm 

DOX (%) 

Độ lệch 

chuẩn 

2 2.793 4.403 1.207 0.382 

4 10.415 7.195 2.955 0.764 

6 18.038 16.428 5.784 0.382 

24 38.541 28.881 11.314 2.293 

48 60.655 36.504 16.304 5.731 

72 97.259 66.668 27.508 7.260 

Tỷ lệ 10:1:1 

2 6.013 1.183 1.239 1.176 

4 2.793 1.183 0.684 0.392 

6 1.183 1.183 0.407 0.000 

24 1.183 7.623 1.516 1.568 

48 10.843 12.453 4.010 0.392 

72 10.843 17.283 4.841 1.568 

Tỷ lệ 15:1:1 
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2 1.183 6.013 1.816 1.724 

4 -0.428 -3.648 -1.029 1.149 

6 1.183 2.793 1.003 0.575 

24 6.013 4.403 2.629 0.575 

48 15.673 22.113 9.537 2.299 

72 14.063 15.673 7.505 0.575 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Hình 3.3. Đường chuẩn của DOX ở pH 5,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.4. Phần trăm phóng thích DOX ở pH = 5,5 
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Bảng 3.3. Bảng kết quả phóng thích DOX ở pH = 7,4 

Tỷ lệ 5:1:1 

Thời gian 

(giờ) 

Khôi lượng DOX 

đo lần 1 (ug) 

Khối lượng DOX 

đo lần 2 (ug) 

Phần trăm 

DOX (%) 

Độ lệch 

chuẩn 

2 1.020 1.148 0.364 0.030 

4 3.994 4.480 1.422 0.115 

6 5.799 4.480 1.725 0.313 

24 4.148 3.654 1.309 0.117 

48 4.586 4.150 1.466 0.104 

72 5.199 3.819 1.513 0.328 

Tỷ lệ 10:1:1 

2 1.315 1.480 0.481 0.040 

4 1.480 1.480 0.509 0.000 

6 4.480 3.984 1.457 0.121 

24 3.984 3.984 1.372 0.000 

48 4.889 3.489 1.442 0.341 

72 3.819 3.654 1.286 0.040 

Tỷ lệ 15:1:1 

2 3.844 3.654 1.893 0.068 

4 0.854 1.480 0.589 0.223 

6 3.066 3.984 1.779 0.328 

24 3.747 4.150 1.993 0.144 

48 0.502 1.717 0.560 0.434 

72 1.466 1.163 0.663 0.108 
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Hình 3.5. Đường chuẩn của DOX ở pH 7,4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.6. Phần trăm phóng thích DOX ở pH = 7,4 
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Hình 3.7. Độ pH trong ống nghiệm và phản ứng của enzyme đối với các hạt nano; 

Quá trình giải phóng DOX từ các hạt Ag NPs@HA/DOX trong các điều kiện pH khác 

nhau: pH=5,5 và pH=7,4; 

Sự thay đổi về kích thước hạt (B) và phân bố kích thước (C) của Ag NPs@HA/DOX 

sau khi xử lý bằng các nồng độ hyalurodinase khác nhau theo thời gian phân hủy; 

Kết quả được thể hiện như trong Hình 3.7A, Ag NPs@HA duy trì đáng kể việc giải 

phóng DOX trong vòng 48 giờ so với DOX tự do ở cả pH 7,4 và 5,5 cho thấy tác dụng 

của NP trong việc tăng cường lưu thông toàn thân của thuốc. Điều thú vị là hầu hết 

DOX (> 80%) được giải phóng dễ dàng ở pH=5,5, trong khi chỉ có 60% DOX được giải 

phóng ở pH=7,4 trong vòng 48 giờ ủ. Người ta báo cáo rằng DOX kết tủa ở pH trung 

tính do sự trùng hợp của nó, do đó hạn chế việc giải phóng thuốc ở pH=7,4. Các kết quả 

thu được chứng minh tiềm năng sử dụng Ag NPs@HA/DOX như một chất mang nano 
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thông minh, ổn định trong các điều kiện sinh lý để ngăn ngừa tác dụng phụ không mong 

muốn và tạo điều kiện giải phóng thuốc sau khi đến các vị trí ung thư. 

3.4 KẾT QUẢ PHÂN HỦY ENZYME TRONG ỐNG NGHIỆM 

Phương pháp phân hủy enzyme trong phòng thí nghiệm được thực hiện như sau: Các 

hạt Ag NPs@HA/DOX được điều chế trong dung dịch đệm PBS (pH 7.4). Sau đó, dung 

dịch hạt được trộn với dung dịch PBS chứa hyaluronidase ở các nồng độ khác nhau và ủ 

ở 37oC. Tại một thời điểm xác định trước, sự thay đổi đường kính của hạt nano được 

nghiên cứu bằng phép đo DLS. 

Khả năng phân hủy sinh học của các hạt nano HA lõi-vỏ đã được nghiên cứu bằng cách 

sử dụng enzyme hyaluronidase (HYAL). Với mục đích này, chúng tôi đã quan sát sự 

thay đổi kích thước hạt sau khi ủ các hạt nano với enzyme bằng phép đo DLS. Như thể 

hiện trong Hình 3.7B, đường kính trung bình của Ag NPs@HA/DOX giảm mạnh sau 5 

giờ đầu tiên ủ, phản ánh tốc độ phân hủy nhanh của lớp vỏ HA dưới tác dụng xúc tác 

của HYAL. Tại các thời điểm sau (ngày thứ 1, ngày thứ 3 và ngày thứ 7), kích thước hạt 

có xu hướng tiếp tục giảm với cường độ nhẹ và tốc độ chậm, so với thời điểm 5 giờ. 

Nhìn chung, không có sự khác biệt đáng kể về khả năng phân hủy của HYAL ở 3 nồng 

độ 0,5, 1 và 2 mg/mL. Chi tiết hơn, kích thước hạt sau 7 ngày ủ là 62 ± 0,95 nm, 57,2 ± 

2,52 nm và 54,47 ± 0,78 nm ở 0,5, 1 và 2 mg/mL HYAL. Sự giảm kích thước hạt được 

cho là do sự phân hủy của lớp vỏ HA, dẫn đến giải phóng các hạt nano lõi-bạc. Sự thay 

đổi trong phân bố kích thước hạt sau 7 ngày ủ với HYAL cũng được thể hiện trong Hình 

3.7C. Đáng chú ý, phạm vi phân bố kích thước hạt sau 7 ngày ủ rộng hơn (20-1000 nm) 

so với thời điểm ban đầu vì cấu trúc lõi-vỏ bị lỏng lẻo trong quá trình phân hủy. Ngoài 

ra, cường độ tán xạ ánh sáng giảm khoảng 12%, cho thấy số lượng hạt nano giảm dần. 

Những kết quả này khẳng định rằng Ag NPs@HA/DOX có khả năng phân huỷ sinh học 

khi có sự biểu hiện quá mức của enzyme hyaluronidase trong môi trường khối u, điều 

này sẽ dẫn đến việc giải phóng Ag NP và DOX để tiêu diệt hiệu quả các tế bào ung thư. 

3.5 KẾT QUẢ THỬ ĐỘC TÍNH TẾ BÀO 

Độc tính tế bào của Ag NPs@HA đã được đánh giá đối với tế bào hDFB và HELA. 

Người ta quan sát thấy rằng các NP không biểu hiện độc tính tế bào đáng kể ở hDFB 

đối với tất cả các nồng độ đã thử nghiệm, thể hiện qua khả năng sống của tế bào cao, so 

với đối chứng (> 80%). Ngược lại, khả năng sống của HELA giảm khi nồng độ NP tăng 

(Hình 3.8A). Đặc biệt, Ag NPs@HA có khả năng tiêu diệt hơn 50% tế bào HELA ở 

nồng độ 50 ppm. Khả năng sống của tế bào giảm của NP đối với HELA có thể được giải 
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thích bằng độc tính của lõi Ag NP, có thể gây ra apoptosis tế bào thông qua quá trình 

tạo ra ROS và chống hình thành mạch. Các tác động độc tính khác nhau của Ag 

NPs@HA đối với hDFB và HELA cho thấy thực tế là Ag NP phủ HA dễ dàng nội bào 

vào tế bào ung thư do tương tác đặc hiệu giữa thụ thể HA và CD44 trên tế bào ung thư, 

do đó gây ra độc tính cao hơn so với tế bào bình thường. Hình thái tế bào của hDFB và 

HELA cũng được quan sát bằng hình ảnh nhuộm sống/chết. Như thể hiện trong Hình 

3.8B, Ag NP@HA thể hiện huỳnh quang màu xanh lá cây mạnh đối với hDFB, trong 

khi huỳnh quang màu đỏ rõ ràng mạnh hơn đối với HELA ở cùng nồng độ NP. Những 

kết quả này chỉ ra các thuộc tính nhắm mục tiêu của lớp vỏ HA lên bề mặt của Ag NP, 

dẫn đến tăng cường nội hóa tế bào đối với tế bào ung thư hơn so với tế bào bình thường. 

 

Hình 3.8. Kết quả thử độc tế bào của Ag NPs@HA đối với tế bào bình thường (hDFB) 

và tế bào ung thư (HELA), được xác định bằng xét nghiệm WST-1 và xét nghiệm 

sống/chết; (A) Tỷ lệ tế bào sống sau 24h ủ với các nồng độ NP khác nhau; (B) Hình 

ảnh nhuộm sống/chết của hDFB và HELA sau khi nuôi cấy với Ag NPs@HA ở các 

nồng độ khác nhau. Tỷ lệ là 100 μm. 
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3.6 KẾT QUẢ HẤP THỤ TẾ BÀO TRONG ỐNG NGHIỆM 

Nghiên cứu CLSM được sử dụng để đánh giá tác động của HA lên sự hấp thụ tế bào của 

các hạt nano phủ HA trong tế bào HELA. Hình 3.9 cho thấy huỳnh quang DOX (màu 

đỏ) trong nhân (màu xanh) của tế bào HELA sau khi ủ với DOX tự do hoặc Ag 

NPs@HA/DOX trong 4 giờ. Người ta quan sát thấy rằng trong khi các tế bào không 

được xử lý (kiểm soát) chỉ cho thấy huỳnh quang màu xanh, DOX tự do và Ag 

NPs@HA/DOX cho thấy cả huỳnh quang màu xanh và đỏ, cho thấy sự hấp thụ DOX 

trong các tế bào. Ngoài ra, trong khi huỳnh quang màu đỏ của DOX tự do được định vị 

trong nhân tế bào, Ag NPs@HA/DOX chủ yếu được quan sát thấy trong tế bào chất. 

Kết quả này có thể được giải thích bằng sự khác biệt trong đường nội bào của DOX tự 

do và nanocarrier chứa DOX. Chi tiết hơn, DOX tự do được khuếch tán nhanh chóng 

trong màng tế bào, trong khi Ag NPs@HA/DOX được hấp thụ chậm qua con đường nội 

bào trung gian thụ thể được hỗ trợ bởi các thụ thể CD44 biểu hiện quá mức trên bề mặt 

tế bào ung thư. Những kết quả này phù hợp với các chất mang nano dựa trên HA khác 

để cung cấp thuốc chống ung thư đã được báo cáo trước đây [58, 59]. 

 

Hình 3.9. Hình ảnh dưới kính hiển vi cộng hưởng của tế bào HELA được ủ với DOX tự 

do và Ag NPs@HA/DOX. Các tế bào không được xử lý được sử dụng làm mẫu đối 

chứng. Hình ảnh cho thấy tế bào chứa DOX và nhân tế bào có màu xanh lam. 

Tỷ lệ là 10 μm 
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3.7 KẾT QUẢ MÔ HÌNH HÌNH CẦU UNG THƯ 3D TRONG ỐNG NGHIỆM 

Mô hình hình cầu khối u 3D, HELA được nuôi cấy trong đĩa tròn 96 ống với DMEM + 

FBS + P/S dưới điều kiện nuôi cấy tiêu chuẩn. Môi trường được làm mới mỗi ngày cho 

đến khi hình thành được hình cầu ổn định. Sau đó, hình cầu 3D được nuôi cấy trong môi 

trường DMEM chứa các nồng độ Ag NPs@HA/DOX khác nhau (0.1 và 2 mg/mL) tối 

đa trong 3 ngày. Hình thái hình cầu được đánh giá bằng cách sử dụng bộ xét nghiệm khả 

năng sống/chết/độc tế bào vào ngày 1 và ngày 3. Tóm lại, tại các khoảng thời gian, các 

hình cầu được xử lý bằng hỗn hợp chứa acetomethoxy dẫn xuất của calcein và ethidium 

homodimer-1 (EthD-1). Hình thái hình cầu được quan sát định tính bằng kính hiển vi 

huỳnh quang. DOX tự do được sử dụng làm đối chứng dương.  

Để xác minh hiệu ứng hiệp đồng của Ag NPs@HA và DOX trong việc tiêu diệt tế bào 

ung thư, mô hình hình cầu 3D đã được sử dụng để mô phỏng các khối u rắn trong cơ thể 

sống. Các tế bào HELA được nuôi cấy trong một đĩa tròn 96 giếng cho đến khi các hình 

cầu lớn hình thành. Sau khi xử lý các hình cầu bằng DOX tự do (10 ppm) hoặc Ag 

NPs@HA/DOX ở các nồng độ khác nhau (0,5 – 2 mg/mL), khả năng sống của các tế 

bào trong các hình cầu đã được quan sát bằng xét nghiệm nhuộm sống/chết (Hình 3.10). 

So với DOX tự do, Ag NPs@HA/DOX có khả năng thâm nhập vào hình cầu (3D) và 

gây độc tế bào đối với các tế bào ở trung tâm hình cầu. Sau 3 ngày điều trị, hầu hết các 

tế bào đã chết và tan rã đối với các hình cầu được xử lý bằng DOX và NP, trong khi các 

hình cầu nhỏ gọn vẫn còn nguyên mà không cần xử lý. Ngoài ra, hiệu quả tiêu diệt phụ 

thuộc vào hàm lượng NP, trong đó nồng độ Ag NP @ HA / DOX cao hơn gây ra độc 

tính tế bào cao hơn. Hiệu quả chống ung thư vượt trội của Ag NP @ HA / DOX so với 

DOX tự do có thể là do: (i) độc tính kết hợp của Ag NP và thuốc hóa học DOX, (ii) sự 

hấp thụ tế bào tăng cường của NP phủ HA thông qua nội bào trung gian thụ thể CD44, 

phù hợp với các nghiên cứu đã báo cáo trước đây. Li và cộng sự đã phát triển một nền 

tảng nano trị liệu đa chức năng bằng cách biến đổi bề mặt của lõi/vỏ nanostar Fe3O4 @ 

Au @ bằng HA, cho thấy khả năng tương thích sinh học tốt và đặc hiệu nhắm mục tiêu 

cho các loại ung thư khác nhau [60]. Trong một nghiên cứu khác, Han và cộng sự đã 

thiết kế một hạt nano có thể giảm sinh học và nhắm mục tiêu khối u dựa trên đồng trùng 

hợp HA-PCL lưỡng tính để tạo điều kiện cho quá trình nội bào hóa tế bào và giải phóng 

thuốc nội bào [61]. Các hiệu ứng chống ung thư hiệp đồng của DOX và các hạt nano 

kim loại cũng đã được tiết lộ. Khi kết hợp lại với nhau, hệ thống Ag NPs@HA/DOX 

của chúng tôi dễ dàng thâm nhập vào bên trong khối cầu nhờ kích thước nano, hướng 
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đến hiệu quả của HA để giải phóng DOX và Ag NP, do đó tăng cường hiệu quả tiêu diệt 

khối u. 

 

Hình 3.10. Hình ảnh sống/chết của các khối cầu HELA 3D được ủ với DOX tự do và 

Ag NPs@HA/DOX ở các nồng độ khác nhau (0,5; 1 và 2 mg/mL) trong 1 ngày và 3 

ngày. Tỷ lệ là 100 μm 

3.8 HIỆU QUẢ ỨC CHẾ KHỐI U TRÊN MÔ HÌNH ĐỘNG VẬT 

Ung thư cổ tử cung là loại ung thư phổ biến thứ tư ở phụ nữ với khoảng 570.000 ca mới 

và 311.000 ca tử vong được báo cáo trên toàn thế giới vào năm 2018. Mặc dù đã có 

những tiến bộ đáng kể trong việc điều trị ung thư cổ tử cung, nhưng chúng rất tốn kém 

và không thể chịu đựng được. Việc phòng ngừa ung thư thông qua tiêm chủng đã trở 

nên rất quan trọng và ngày càng có nhiều sự chú ý được dành cho các tác động của nó 

đối với sức khỏe. 

Doxorubicin (DOX) là một loại thuốc chống khối u nổi tiếng đã được sử dụng trong 

điều trị nhiều loại ung thư khác nhau. DOX liên kết với DNA của tế bào khối u để ngăn 

chặn quá trình phiên mã và sao chép, dẫn đến apoptosis tế bào khối u. Tuy nhiên, ứng 

dụng lâm sàng của DOX bị hạn chế do các tác dụng phụ nghiêm trọng , bao gồm độc 

tính đối với tim và thận, ức chế tủy xương và thời gian bán hủy tương đối ngắn trong cơ 

thể người. Hiệu quả lâm sàng và tính an toàn của DOX có thể được cải thiện bằng cách 

sử dụng các hệ phân phối thuốc dựa trên sự ghép nối liposome, micelle, dendrimer và 

hạt nano với DOX. Vì vậy những lý do trên nên chúng tôi quyết định sẽ đánh giá hiệu 

quả điều trị của Ag NPs@HA/DOX trong việc ức chế sự phát triển của khối u, mô hình 

chuột xenograft HELA tiêm dưới da đã được sử dụng. Những con chuột mang khối u 

được chuẩn bị bằng cách cấy dưới da nhưng con chuột có 1x10^6 tế bào HELA. Khi 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/side-effect
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bone-marrow-suppression
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kích thước khối u đạt xấp xỉ 100 mm3, nhiều phương pháp điều trị khác nhau đã được 

thực hiện. Những con chuột mang khối u HELA được chia ngẫu nhiên thành 3 nhóm: 

(i) kiểm soát mà không cần điều trị, (ii) điều trị với DOX tự do (0.15 mg/100 μL) và (iii) 

điều trị với Ag NPs@HA/DOX (10 mg/100 μL). Các phương pháp điều trị được tiến 

hành thông qua tiêm tĩnh mạch đuôi vào ngày 0 và lặp lại vào ngày 4 (đối với DOX tự 

do) và ngày 7 (đối với Ag NPs@HA/DOX). Kích thước khối u được đo bằng thước cặp 

và trọng lượng cơ thể của tất cả những con chuột mang khối u được theo dõi trong thời 

gian thử nghiệm. Sau 14 ngày điều trị, nhưng con chuột bị chết và các khối u được thu 

hoạch để phân tích những thay đổi về mô học. 

Hiệu quả chống khối u in vivo của Ag NPs@HA/DOX đã được đánh giá bằng cách sử 

dụng chuột ghép dị chủng HELA, so với DOX tự do. Như thể hiện trong Hình 3.11B, 

trong toàn bộ thời gian điều trị, thể tích khối u của nhóm đối chứng (PBS) tăng 165%, 

trong khi nhóm DOX tự do và nhóm Ag NPs@HA/DOX làm giảm đáng kể thể tích khối 

u xuống còn 30% và 15%, tương ứng, so với ngày 0. Hiệu quả chống khối u tối ưu đã 

được quan sát thấy trong nhóm Ag NPs@HA/DOX, trong đó 50% số chuột cho thấy 

khối u đã bị cắt bỏ hoàn toàn. Ngoài ra, trong khi chỉ có một con chuột sống sót trong 

nhóm đối chứng, thì hầu hết những con chuột trong nhóm được điều trị bằng DOX và 

Ag NPs@HA/DOX đều sống sót sau khi được điều trị. Kết quả này đã xác nhận hiệu 

quả điều trị in vivo cao của DOX và Ag NPs@HA/DOX trong điều trị khối u. Đáng chú 

ý, tình trạng viêm và hoại tử cấp tính được tìm thấy tại các vị trí tiêm đuôi chuột trong 

nhóm được điều trị bằng DOX tự do (Hình 3.11C), cho thấy tác dụng phụ độc hại của 

DOX tự do trong quá trình lưu thông. Giảm cân không đáng kể đối với tất cả các con 

chuột mang khối u, chứng minh khả năng tương thích sinh học tuyệt vời và ứng dụng 

chống khối u tiềm năng của Ag NPs@HA/DOX (Hình 3.11A). Việc giảm độc tính và 

hiệu quả chống ung thư vượt trội của Ag NPs@HA/DOX so với DOX tự do có thể là do 

độc tính kết hợp của Ag NP và DOX, cũng như tính chọn lọc khối u chủ động của lớp 

phủ HA, điều này đã được chứng minh trong các đánh giá trong ống nghiệm. Tác dụng 

chống khối u của NP được đánh giá thêm bằng phương pháp nhuộm H&E. Như thể hiện 

trong Hình 3.9D, các lát cắt mô học nhuộm H&E của các khối u được điều trị bằng 

nhóm DOX tự do và Ag NPs@HA/DOX cho thấy các khoảng trống lớn của hoại tử khối 

u, so với ma trận dày đặc của sự phát triển khối u không hạn chế ở nhóm đối chứng. Sự 

ức chế khối u lớn nhất được quan sát thấy ở Ag NPs@HA/DOX, thể hiện ở thể tích khối 

u thấp nhất, diện tích hoại tử lớn một lần nữa khẳng định tác dụng hiệp đồng của Ag NP 

và DOX trong nền tảng nano nhắm mục tiêu HA tích cực. 
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Hình 3.11. Hiệu ứng chống khối u in vivo của Ag NPs@HA/DOX trên mô hình chuột 

ghép dị loại HELA; 

(A) Trọng lượng cơ thể và (B) thể tích khối u tương đối của chuột sau khi điều trị bằng 

PBS (kiểm soát), DOX tự do và Ag NPs@HA/DOX (n = 6, trung bình ± s.d., 

***p < 0,001); 

(C) Hình ảnh kỹ thuật số của khối u sau 7 ngày và 14 ngày điều trị khác nhau, và đuôi 

hình thái của chuột sau 14 ngày điều trị; 

(D) Hình ảnh đại diện của lát cắt khối u nhuộm H&E vào ngày 14 của các phương 

pháp điều trị khác nhau. Tỷ lệ là 20 μm 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Từ những kết quả nghiên cứu thu được ở trên, chúng tôi đưa ra một số kết luận sau: 

- Tổng hợp thành công AgNPs@HA đa chức năng có kích thước thủy động của NP trước 

và sau khi tải DOX được xác định lần lượt là 154 và 155 nm và hình ảnh TEM chỉ ra 

hình thái hình cầu của NP với đường kính trung bình là 25 nm, phản ứng với pH và có 

thể nhắm mục tiêu vào khối u để tăng cường hiệu quả chống ung thư. 

- Bề mặt của các hạt được phủ HA, mang lại lợi ích cho việc nạp và ưu tiên giải phóng 

các loại thuốc chống ung thư ở mức độ nội bào.  

- Chúng tôi đã chứng minh rằng các hạt được nạp thuốc (AgNPs@HA/DOX) đã giảm 

thiểu đáng kể việc giải phóng thuốc ở môi trường sinh lý, đồng thời tạo điều kiện thuận 

lợi cho việc giải phóng thuốc ở môi trường ung thư (>80% DOX được giải phóng dễ 

dàng ở pH=5,5). 

- Các thí nghiệm trên tế bào cho thấy AgNPs@HA dễ dàng được các tế bào ung thư hấp 

thu thông qua tương tác đặc hiệu của chúng với các thụ thể CD44 trên bề mặt tế bào 

ung thư, do đó cải thiện độc tính của AgNP đối với tế bào ung thư hơn so với tế bào bình 

thường. 

- Tác dụng chống khối u của AgNPs@HA/DOX cũng được xác định bằng mô hình hình 

cầu 3D cao hơn đáng kể so với DOX tự do. 

- AgNPs@HA/DOX thể hiện hiệu quả chống khối u vượt trội (50% số chuột cho thấy 

khối u đã bị cắt bỏ hoàn toàn) và giảm độc tính toàn thân so với DOX tự do (xuất hiện 

tình trạng viêm và hoại tử tại các vị trí tiêm đuôi chuột ở nhóm điều trị bằng DOX tự 

do). 

KIẾN NGHỊ 

Với những kết quả thu được, chúng tôi đưa ra kiến nghị cần sử dụng AgNPs@HA là nền 

tảng nano tiềm năng nhằm mục tiêu phân phối nhiều loại thuốc chống ung thư khác nhau, 

có thể tăng cường hiệu quả chống ung thư và giảm thiểu tác dụng phụ có hại của hóa trị 

liệu. 
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