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MO PAU

Su bung phat COVID-19 cho thay can chuyén tir mé hinh y té tap trung
sang cac giai phap chin doan phan tan, tai chd, dira trén thiét bi nhé gon nhung
van chinh x4c va nhay. Cac hé POCT vi vay duoc quan tim manh, dic biét 1a
nhiing hé phat hién acid nucleic bang phuong phép dién hoa két hop khuéch dai
dang nhiét LAMP, do dé thu nho, chi phi thip va phtt hop ving thiéu nguédn Iyc.
Cong nghé vi Iuu cho phép tich hop toan b quy trinh chuin bi miu — khuéch
dai — phat hién trén mét chip, giup giam thé tich mau, rit ngan thoi gian xét
nghiém va trién khai ngoai phong thi nghiém. Trong huéng nay, cam bién sinh
hoc dién hoa (nhat 1d cam bién mién dich va cam bién NA) duoc uu tién nho do
nhay, d6 chon loc cao, kha nang dung mét lan va tiém nang ty dong hoa khi tich
hop véi chip vi luu. Vi vdy, nghién ctru tap trung thiét ké va ché tao thiét bi vi
Iuu tich hop cam bién dién hoa, huéng t6i img dung trong cac xét nghiém y-sinh
va chén doan tai diém cham soc.

Muc tiéu ludn an

(1) Nghién ciru ché tao va tich hop cam bién dién hoa véi hé vi luu
t6i wru cho phan tmg va phat hién san pham khuéch dai LAMP.

(2) Xay dung mé hinh tich hop dién cuc, nghién ciru tmg dung thiét
bi ngoai vi cai tién nham thu nho hé thong, giam thé tich mau.

(3) Phat trién quy trinh do dién héa khong gin mau (label-free) sir
dung cam bién sinh hoc dé phat hién thanh phan sinh hoc, v6i kha ning tiry
bién theo yéu cau cu thé.

Cdch tiép cdn, phirong phdp nghién ciru:

Nghién ctru thuc nghiém la phuong phap nghién ctru chinh cta luan
an. Céch tiép cén trong qua trinh nghién ciru 12 xem xét cac két qua thuc
nghiém tir d6 dua ra danh gia ban dau, két hop véi 1y thuyét va cac tai liéu
tham khao, giai thich, so sanh, dwa ra nhan dinh chinh xac va téi vu quy trinh
thue nghiém.

Noi dung cua lugn an:

Dé giai quyét dugc myc tiéu cua dé tai, luan an tap trung nghién ctru
ba ndi dung chinh:
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Nbi dung 1: Thiét ké, ché tao thiét bi vi luu tich hop dé theo ddi dién
hoa thoi gian thuc qua trinh khuéch dai acid nucleic bang LAMP, st dung
su xen cai giita sin pham DNA va du do oxi-hoa khir trong pha 1ong.

Nbi dung 2: Ché tao cam bién rGO-PANi dé theo ddi sy thay d6i pH
trong subt qua trinh LAMP; mang rGO dugc tao béng khtr dién hoa graphene
oxit, sau d6 ma dién PANi, va dung phép do thé mach ho (OCP) dé phat hién
DNA khuéch dai.

Noi dung 3: Thiét ké, t6i wu hé vi luu tich hop sin dién cuc, dé nhiét va
kénh vi luu cho LAMP va do dién hoa; bao gdm mé phong kénh, dé nhiét Pt va
ché tao hé nham hudng t6i thiét bi xét nghiém tai chd.

Ynghfa khoa hoc va thuc tién

Luén 4n hudng téi mot nén tang phan tich thu nho, chi phi thip, van
dam bao do nhay va d6 chon loc, gitap rit ngén thoi gian xét nghiém va giam
luong mau, phii hop trién khai & khu vuyc thiéu diéu kién xét nghiém tap
trung. Hé vi luu PDMS tich hop cam bién dién hoa dugc ding dé theo ddi
phan tmg LAMP, véi cac ki thuat quét thé vong va thé khong doi dé khao
sat tinh chét dién hoa.

Dong gop moi

Luan 4n da thiét ké va ché tao duoc hé kénh phan tng kich thudc
nho gin vai hé dién cuc ¢6 thé ndi truc tiép véi mach do, qua d6 giam luong
mau va ting ti 1¢ tin hiéu/nhiéu. Viéc két hop vi luu véi cac vat liéu dan nhu
graphene, polyanilin, vat liéu 2D va nano-kim loai cho phép vira tong hop
vat liéu ngay trén chip, vira ding chiing lam dién cuc cam bién hodc phan tir
chirc nang — mot hudng nghién clru con moi & Viét Nam.

Bé cuc va céng bo

Luén an dai 101 trang (khong ké muc luc va tai liéu tham khao), gom
phan M¢& dau; Chuong 1 — Tong quan; Chuong 2 — Di tugng va phuong
phap; Chuong 3 — Két qua va thao luan; phan Két luan. Céac két qua chinh da
dugc cong bd trong 5 cong trinh khoa hoc, gdm 4 bai bao trén tap chi ISI va
1 bao céo hoi nghi qudc té.
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CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Chip sinh hoc va hé théng vi co’ 16ng (Biochip and Microfluidics)

Chip sinh hoc va hé vi co 1ong cho phép thu nho toan bo quy trinh
phan tich — tir chuén bi miu, phan tng dén phat hién tin hiéu — 1én mot nén
tang vi md, khac phuc han ché vé thoi gian, chi phi va ha tang cta cac ky
thuat chan doan truyén thong nhu nuéi ciy, PCR hay ELISA. Chip sinh hoc
tich hop cac phén tir sinh hoc hoat tinh (DNA, khéng thé, enzyme...) trén nén
rén, c6 thé thyc hién dong thoi hang nghin phan tmg, ing dung rong rii trong
nong nghiép, an toan thyc pham, giam sat moi trudng, an ninh sinh hoc va
dac biét 1a y hoc ca thé hoa. Hé vi luu, dya trén cac kénh ¢& micromet véi
dong chay tang va cac hiéu tng vi mé (mao dan, dién thim, khuéch tan...),
cho phép thao tac chinh xac thé tich chat 1ong cuc nho, dong thoi dong vai
trd “vi 10 phan tmg” tdi uu cho téng hop va xtr Iy vat liéu, nhit 1a hat nano,
nho kiém soét tot thoi gian luu va gradient nhiét — nong d9.

V& ché tao, cac thé hé dau dung thuy tinh/silicon dan dugc thay thé
boi polymer nhu PDMS, PC, PMMA va cé gidy nitrocellulose, gitp giam
gi4 thanh va tang tinh linh hoat; xu hudng hién nay 1a két hop da vat lidu va
tan dung in 3D d¢é tao kién tric phirc tap. Hé thong tich hop vi luu — biochip
(lab-on-a-chip) da ching minh hi€u qué trong POCT: tu dong hoa ly giai,
tach chiét, khuéch dai (PCR, LAMP) va phat hién (dién hoa, huynh quang,
plasmon) trén mét chip nho, dién hinh nhu GeneXpert hay cac chip
RT-LAMP phat hién SARS-CoV-2 véi lugng mau va thoi gian xét nghiém
giam manh so voi PCR éng nghiém.

Tuy nhién, céng nghé vin dbi mit voi cac thach thire nhu nhidu nén
tir mau sinh hoc phirc tap, hép phu khong dac hi€u 1én PDMS, thAm khi anh
hudng enzyme, bién thién giita cac 16 ché tao va chi phi san xuét hang loat.
Céc hudng phat trién twong lai tip trung vao chip lai quang-dién tir, tich hop
Al xu ly dit liéu, organ-on-a-chip mo phdng co quan ngudi va in 3D da vat

liéu dé cheé tao vi mach thé hé mai.



1.2. Cam bién sinh hgc di¢n héa
1.2.1. Phan logi cdm bién sinh hoc

Cam bién sinh hoc dién hoa 1a phan 15i ctia hé vi luu phén tich, vi
cac vi dién cuc vang, carbon, ITO hodc dién cuc in duoc tich hop truc tiép
trong kénh cho phép do dong, thé, trg khang véi thé tich mau rat nho va theo
thoi gian thyc. Nho kich thudce micro, 16p khuéch tan mong va duong di
khuéch tan ngin, cac vi dién cuc cho ty 1& tin hiéu/nhidu cao va dap tng
nhanh, dong thoi d& ghép véi mach do cam tay (potentiostat mini, NFC,
Bluetooth) dé hinh thanh cac hé lab-on-a-chip di dong.

Cam bién sinh hoc ¢ thé phan thanh ba nhém chinh theo co ché
chuyén d6i: quang hoc (nhu SPR), tir tinh (dwra trén hat nano tir) va dién hoa;
trong d6, nhom dién hoa duge dung rong rdi nho chi phi thap, dé thu nho va
thich hop voi mau phirc tap. Cam bién dién hoa str dung phan tir nhan biét
sinh hoc (enzyme, khang thé, aptamer, DNA) gan trén dién cyc lam viéc,
chuyén tuwong tac sinh hoc thanh tin hi¢u dong, thé hodc trd khang, dugc do
bang cic phuong phap ampémetry, potentiometry hay EIS. Hiéu nang va lya
chon k¥ thuat phu thudc vao do nhay, gidi han phat hién, kich thudc — kha
nang di dong cua thiét bi, muc d6 tién xir Iy mAu, thoi gian dap ung va chi
phi téng thé; trong bdi canh POCT, cam bién dién hoa to ra ndi tro1 nho kha
ning san xuét dién cyc in gia ré, ding mot 1an, c6 thé tich hop voi vi luu va
thiét bi di dong.

1.2.2. Phdn tich dién hoa

Phan tich dién hoa néi chung dua trén hé ba dién cuc (WE, RE, CE)
va potentiostat diéu khién dién thé, ghi dong; cac twong tac sinh hoc 1am thay
doi dong faradaic hodc tré khang tai WE, tir d6 dinh lugng néng d6 chéat dich.
Nhitng nim gan day, s6 luong cong bd vé phan tich dién héa va cam bién
sinh hoc dién hoa tang rat nhanh, dic biét véi vat liéu nano (graphene,
MXene, nanocomposite) va cau trac tich hop vi luu, cho thdy tiém ning 16n

cho chan doan y sinh, theo doi bénh va cam bién méi truong thé hé moi.
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1.2.3. Kj thudt do trong cdm bién di¢n hod

Céc ky thuat do trong cam bién sinh hoc dién héa c6 thé tom tit ngin
gon nhu sau:

Nhiéu phuong phap dugc dung, nhung luan 4n tap trung vao ba ky
thuat chinh: CV, EIS va DPV dé phat hién san phérn khuéch dai acid nucleic.

CV quét dién thé 1én xudng dang tam giac va ghi dong, tao dudng
voltammogram véi dinh oxy hoa/khir; chiéu cao va vi tri cac dinh phan anh
néng dd va tinh thuin nghich cta chat chi thi redox (nhu MB, cap
Fe(CN)e*/+), rat hitu ich dé khao sat bién ddi bé mit dién cuc va co ché phan
ung.

EIS 4p mot nhidu AC nhé quanh dién thé c6 dinh, do tong trd theo
tan s6 va mo hinh hoa bang mach twong dwong; thong sé quan trong nhét 1a
dién tré chuyén dién tich Rct, tang 1én khi bé mat dugc phd/ lai hoa DNA,
cho phép phat hién khong gan nhan véi giéi han phat hién téi mic fM.

DPV ding cic xung thé nho chdng 1én dién thé quét, do hidu dong
trudc—sau xung dé loai bo gan nhu toan bo dong dung, tao cac dinh dong sic
va nhay, phu hop dinh luong cac chét chi thi redox lién quan dén DNA &
nong do rat thap.

Viéc chon va tdi wu timg k thuat (dai thé, bién do va thoi gian xung,
bién d6 AC, tan sb.. ) la yéu td quyét dinh dé dat do nhay, d6 chinh xac va
gi6i han phat hién mong mudn trong thiét ké cam bién sinh hoc dién hoa cho
acid nucleic.

1.2.4. Cim bién dién héa trén nén thiét bi vi liu

Trong cam bién sinh hoc, viéc tich hop dién cuc vao chip vi luu cho
phép thuc hién toan bo quy trinh phan tich (dwa mau, xir 1y, do tin hiéu) trén
mdt nén tang nho gon, giam thé tich mau, rat ngan thoi gian va ting do nhay;
cac cdu tric pho bién gom hé vi kénh va vi 1ong trén gidy, c6 thé dung dong
lién tuc hoac giot roi rac dé han ché nhim chéo. Cac dién cuc duge ché tao

tai chd bang phun xa — quang khic hodc gin tir bén ngoai vao, tao linh hoat
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trong thiét ké va giup ha gid thanh khi san xuit hang loat, dong thoi c6 thé
két hop cac mo-dun chuén bi miu (vi loc, tach té bao bé’mg khuéch tan hodc
dielectrophoresis) va cac co ché diéu khién dong thu dong (mao dan) hay chu
dong (bom, nhén tay).
1.2.5. Tinh hinh nghién citu cam bién dién héa tich hop hé vi lwu trong
nudc.

O Viét Nam, nghién ctru cam bién sinh hoc dién hoa phat trién chu
yéu quanh cac nhom tai DH Bach khoa Ha Noi, PHQG TP.HCM, Vién Khoa
hoc vat liéu va mot ) truong/vién khac, voi nhiéu hé cam bién dua trén dién
cuc rang lugc hodc vat li€u nano dé phat hién thudc trir su, kim loai nang,
glucose, cholesterol, ung thu, HIV, aflatoxin va DNA/virus. Tuy nhién, cac
hé **vi luu tich hop** cam bién dién héa con rat it; méi chi c6 mot sb cong
trinh budc dau ché tao kénh vi 1ong trén gidy hoic PDMS két hop cam bién
cho ELISA hay phat hién DNA, cho thiy day van 1a hudng nghién ctru méi,
con nhiéu du dia phat trién trong nuéc.

1.3. Ky thuit khuéch dai ding nhi¢t mach vong LAMP

Ky thuat khuéch dai acid nucleic 1 nén tang quan trong dé phat hién
vi sinh vat nho do chon loc va d6 nhay cao, trong d6 ¢6 hai huéng chinh:
PCR va cac phuong phép khuéch dai dang nhiét. PCR st dung chu trinh ba
nhiét d (bién tinh — gan modi — kéo dai) voi enzyme chiu nhiét nhu Tag, cho
phép nhén 1én t&i hang ti ban sao gen dich nhung cin méy bién nhiét dt tién,
nhiéu thiét bi phu tro va kho trién khai ngoai phong thi nghiém.

Cac ky thuat khuéch dai dang nhiét, tiéu biéu la LAMP
(Loop-mediated Isothermal Amplification) va RPA, khic phuc han ché nay
nho thyc hién phan tng & mot nhiét d6 ¢d dinh khoang 60—65 °C, yéu cau
ning luong va thiét bi don gidn hon. Véi LAMP, enzyme nhu Bst/Bsm
polymerase ¢ hoat tinh tach s¢i, phdi hgp v6i 2-3 cip moi nhan biét 6-8
vung trén gen dich, tao lwong DNA sgi d6i rat 16n chi trong 40—60 phut, san

pham c6 dang ciu triic vong — bac thang va co thé phat hién truc tiép bang
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mit thuong qua thuéc nhuom ma khong can dién di. Nho vay, LAMP c6 gidi
han phét hién thdp hon PCR/RT-PCR, thoi gian phan tmg ngin, it nguy co
nhiém chéo do toan bd qua trinh khuéch dai va doc két qua dién ra trong mot
6ng, ddng thoi co thé md rong sang khuéch dai RNA khi bd sung enzyme
phién ma nguogc; day la ly do LAMP déc biét phu hop cho céac ting dung xét
nghiém hién trudng va trong diéu kién thiéu ha tang.
1.3.1. Nguyén ly cia ky thudt LAMP

Ky thuat LAMP st dung 4-6 moi dic biét nhan dién 6-8 vung trén
gen dich, cing enzyme Bst polymerase, thuc hién khuéch dai DNA ¢ mot
nhiét d6 c6 dinh khoang 55-65 °C véi hiéu suit rat cao (t6i 10°~10'° ban sao
trong 15—60 phut).
1.3.2. Thanh phén co ban ciia phin trng LAMP

Thanh phan phan mg gdm DNA khuén (khong can tinh sach cao),
b6 moi LAMP, dANTP, dém va thuéc nhudm chi thi (SYBR Green, HNB,
calcein, xanh malachite...) dé quan sat san phélm truc tiép qua d6 duc hodc
mau.
1.3.3. Co ché phdn itng LAMP

Co ché gdm ba giai doan: tao “DNA gbc vong” (stem-loop) tir gen
dich, chu ky tai ban — kéo dai lién tuc nho cac moi trong FIP/BIP trén ciu
trac vong, roi lap lai nhiéu lan dé tao hdn hgp DNA vong gap khiic voi chiéu
dai rat 1on.
1.3.4. Uu, nhwoc diém ciia ky thuit LAMP

Uu diém noi bat cia LAMP 1a khéng can may PCR chu ky nhiét dat
tién, chi can thiét bi giit nhiét 6n dinh; phan g dang nhiét, thoi gian xét nghiém
nhanh, d¢ nhay va dac hiéu cao, co thé doc két qua bé’mg mit thuong va cha?ip
nhan DNA khuén tach chiét don gian. Nhuoc diém 13 van phai tach chiét acid
nucleic, dé bi nhiém chéo do d nhay cao va chi phi cao hon so véi cac phuong
phap hinh thai hodc ELISA.

Tai Viét Nam, LAMP va RT-LAMP di duoc (mg dung dé phat hién
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nhanh nhiéu mam bénh trén vat nudi, ciy trong va trong y t& (E. coli
0157:H7, bénh dém tra‘ing tom, Phytoplasma trén san, vang 14 ¢6 mui, virus
dai, viém ndo Nhat Ban, Dengue...), mot s6 da phat trién thanh kit thuong
mai nhu bo kit LAMP chén doan virus trén tom va kit RT-LAMP Dengue
trong nudce.
1.3.5. Tich hop ky thudt LAMP trén thiét bj vi luu

Tich hop LAMP vio thiét bi vi luu cho phép thuc hién khuéch dai
acid nucleic nhay, dic hiéu ma khong can may chu trinh nhiét, rat phii hop
cho chan doan tai chd. Nhiéu nén tang da dwoc phat trién, tir chip kénh vi luu
tich hop tach chiét DNA bang hat tir cho t6i cac hé “sample-in—answer-out”
ngay trong dau tip micropipette, noi toan bo qué trinh chiét, khuéch dai va
doc huynh quang dién ra trong mot thé tich rat nho. Cac giai phap sang tao
khic dung RT-LAMP két hop ngudn nhiét hoa hoc va que thir dong chay
ngang hodc que thir thai thwong mai dé phat hién HIV-1 hay SARS-CoV-2
ma khong can ngudn dién, chi doc két qua bang mét thuong qua sy xuét
hién/mét di cua vach trén dai gidy. Bén canh phat hién dinh tinh, LAMP con
duoc trién khai ¢ dang “digital LAMP” trong cac giot nudc-trong-dau dé
dinh luong tuyét di gene khang thudc, ciing nhu trén thiét bi gidy do chiéu
dai vach mau phy thude nf”)ng d6 DNA, cho phép ban dinh lugng mam bénh
v6i cdu hinh gid ré, dung mot lan va rat co dong.

Trén co s tong quan tinh hinh nghién ctru cam bién sinh hoc dién
hoa trén thé gidi va trong nudc, chungta cé thé nhan thiy mot sé dinh huéng
nghién cltu trong tam sau day:

Huéng thtr nhit tap trung vao thiét ké va ché tao hé dién cuc, vi vat
liéu (Au, Pt, cac dang carbon) va cong nghé ché tao quyét dinh truc tiép do
nhay, chi phi va kha ning gin cac phan tir sinh hoc 1én bé mat cam bién.
Huéng thir hai 14 tich hop cam bién dién hoa véi hé vi luu/vi budng phan tng
dé thu nho hé théng, giam luong mau, cai thién ty 1¢ tin hiéu/nhiéu va tién

t6i cac thiét bi phan tich di dong dung tai hién truong; day 1a xu thé qudc té
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nhung van con kha méi & Viét Nam. Hudng thi ba 1a phét trién cac quy trinh
do dién hoa chuyén biét cho ting loai thanh phan sinh hoc dich, t6i wu hoa
k¥ thuat do trong cic nén mau phirc tap 1am co so cho thiét bi chuyén dung.
D¢ trién khai hiéu qua ba dinh hudng nay can sy hop tac lién nganh giira hoa
hoc, vat ly, dién tir, sinh hoc va khoa hoc vat li¢u, phu hop voi xu thé nghién

ctru tich hop thiét bi dién hoa — vi luu trén thé gidi.
Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Muc tiéu 1: Ché tao cam bién dién hoéa trén hé vi luu sir dung
methylene blue I3 ddu do oxy héa khir dé phat hién virus HBV
2.1.1. Déi twong nghién ciru

Céc xét nghiém chan doén tai chd chinh xac dong mot vai trd quan
trong trong viéc quan 1y bénh nhan va kiém soat hau hét cac bénh truyén
nhiém. Bé dat duoc diéu nay, viéc sit dung cung mdt thiét bi sinh hoc cam
tay thuc hién ca viéc xir Iy mau, phan tich miu va doc két qua 1a mot cach
tiép can Iy tuong. Trong ndi dung nghién ctru niy, luan 4n s& hudng dén viéc
nghién ctru, ché tao mot thiét bi vi luu tich hop dé theo ddi dién hoa thoi gian
thuc vé sy khuéch dai axit nucleic bang phuong phap khuéch dai déng nhiét
LAMP. Sy xen k& giira san pham DNA khuéch dai va dau do oxy hoa khir
tur do trong dung dich pha 16ng dugc sir dung dé theo ddi sé luong ban sao
DNA. Toan bd qua trinh chan doan dugc hoan thanh trong vong 70 phut.
2.1.2. Vit liéu va phwong phdp
2.1.2.1. Vat liéu, héa chat

Methylene blue (MB), dung dich mudi dém phosphate (PBS) dugc
chuan bi va pha lodng bang nudc siéu tinh khiét (18,3 MQ), B khuéch dai
DNA Loopamp), Polydimethylsiloxane (PDMS), Cam bién dién hoa SPE
(ACIL.RS1).
2.1.2.2. Chudn bi mdu va tach chiét DNA
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Céac miu bénh phim (miu mau) dugc thu thip tir nhitng bénh nhan

ndi tru nghi ngo ¢c6 HBV nhép vién Bénh Nhiét d6i Trung wong (NHTD) vao
thang 8 nam 2015. Tét ca cac mau da dugce xét nghiém trudc d6 tai bénh vién
dé rut ra két luan dau tién vé tinh trang duong tinh. Mau va cac mau huyét
thanh dugc bao quan ¢ -20°C cho dén khi thyc hién xét nghiém. DNA cua
virus duge chiét xuat tir 50 ul huyét thanh bang bo kit mini QITAmp DNA
(QIAGEN GmbH, buc), theo khuyén nghi cia nha san xuét. DNA dugc hoa
tan trong 50 pl nudc khéng c6 DNAse.
2.1.2.3. Quy trinh ché tao
Béng 2.1. Danh sach trinh tu cac primer thiét ké cho LAMP

F3 | TCAACCCCATCAAGGACCA

B3 | GCCTGAGGATGACTGTCTCT

FIP | CCAAAACACCGCCGTGTGGAAGCCAACC
AGGTAGGAGTG
BIP | CAGGCTCAGGGCATGTTGACCTAGGCTGCC
TTCCTGACT
LF | AACCCTGGCCCGAATGCTC
LB | GTCAACAATTCCTCCTCCTGCC
2.1.2.4. Thiét ké va ché tao thiét bi vi luu tich hop cam bién dién hoa

Thiét bi vi luu, dién hoéa, LAMP (LAMP- EC — MF) duoc thiét ké

v6i cac yéu t6 chinh sau: (1,4) dau vao va dau ra, (2) budng phan tng va (3)

cam bién. Thé tich ctia budng phan tmg hinh chit nhat ciia ching toi 1a 20 pl
(Hinh 2.2).

Hinh 2.2. Thiét ké ¥ tuong cua slip-chip LAMP-EC-MF
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2.1.3. Ngi dung nghién ciru
2.1.3.1. Thi nghiém

60-65°C

Hinh 2.3. Minh hoa thiét 1ap thi nghiém theo ddi qua trinh khuéch dai DNA
virus HBV thoi gian thuc

Céc phép do duoc l3p lai it nhét hai 1an dé xac nhan do lap lai. Két
qua phat hién dinh lugng thu duoc, sau d6 dugc xac nhan béng dién di trén
gel agarose va thir nghiém huynh quang.
2.1.3.2. Pi¢n di trén gel

5 ul san pham khuéch dai LAMP duge nhuém bing (NEB, SUA) va
dung dich dém 19 Tris—borate—ethylenediaminetetraacetic acid (TBE) (pH
8,0). Gel agarose 2% da dugc nhudm mau véi Safe-T-Stain, va sau khi gel
duogc chay, hinh anh dugc chup dé tham khao.
2.1.3.3. Phat hién huynh quang

1 pl thude thir phat hién huynh quang Looamp di dugc thém vao san
phim LAMP 25 pl. Hon hop nay sau d6 dugc quan sat dudi anh sang cuc
tim (UV) & budc song 260 nm.
2.1.3.4. Cac ky thudt su dung trong nghién ctru

(1). Phép do vol-ampe xung vudng (SWV) duoc chon dé theo ddi
dong oxy hoa khir MB trong cac phan ing LAMP do thoi gian do nhanh
(dudi 4 gidy). Phép do dién ap song vudng c6 bién do xung 1 mV, tan sb 12.5
Hz, d¢ rong xung la 5 mV, st dung thiét bi Autolab (PGSTAT N 32,
Metrohm, Ha Lan). (2). Thiét ké mdi sir dung cac phan mém tin sinh chuyén
dung nhur Primer Explorer v.5, Primer Blast, Mega 7 dé tim c4c ving bao ton
trén cic ving gene muc tidu, thiét ké roi kiém tra cac dic tinh cta cac
oligonucleotide da thiét k. (3). Xt Iy mau va tach chiét ADN: st dung phdi
hop cac phuong phap nhu nghién co hoc, nhiét, enzyme phan hay va thu
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nhan ADN theo phuong phap tach tir hoac cdt. (4). Phuong phap dién di trén
gel agarose 2% trong 30 phut cuong d6 dong dién 100 mA.
2.2. Muc tiéu 2: Nghién ctru ché tao cam bién dién héa rGO-PANi dé
phat hi¢n san phiam khuéch dai DNA bang phwong phap do thé mach
hé
2.2.1. Déi twong nghién ciru

Gan day, do giam pH do cac proton pyrophosphated giai phong trong
phan tmg LAMP ciing d4 dugc sir dung nhu mét chi s dé phan tich dién hoa
cac san pham sau khuéch dai. Sau qua trinh tim hiéu va nghién ciru, trong
n6i dung tiép theo nay ctia luan 4n t6i s& mé ta viéc sir dung PANi nhay véi
pH va mang rGO c6 dan dién cao dé ché tao thiét b theo ddi su thay doi pH
trong qua trinh khuéch dai gen trong sudt qua trinh phan tmg LAMP.
2.2.2. Vit liéu phwong phdp
2.2.2.1. Héa chdt thi nghiém

Graphene oxit (GO) duwoc diéu ché tir bot than chi, Anilin
(C6H5NH2), Dung dich dém (PBS, pH 7,4) dugc st dung lam chét dién
phan, Pién cuc carbon in lu6i (SPE) , Thudc thtr khuéch dai LAMP (B6 phu
kién khuéch dai DNA Loopamp), bd 6 primers dugc dit thiét ké phu hop véi
kit LAMP.
2.2.2.2. Chudn bi mang rGO / PANi

Cam bién nhay cam v&i pH dua trén rGO-PANi dugc chuan bi trén
dién cuc SPE. Pau tién, graphene oxit (1 mg ml™") dugc nho vao dién cuc.
Tiép theo, mang dugc khir dién hoa biang phuong phap quét thé tuan hoan
v6i dién thé nam trong khoang tir 0 V dén 1,2 V trong mot vai chu ky. Cudi
cung, polyaniline dwoc ma bang cach quét dién cuc SPE|[rGO trong dung
dich H,SO4 0,5 M chira anilin 0,3 M trong 10 chu ky tir 200 mV dén +900
mV. Hinh thai bé mit cua cac dién cuc duge dic trung bé’mg cach st dung
kinh hién vi dién tir quét phat xa trudng Hitachi S-4800 (FE-SEM) ¢ dién ap
gia téc 5 kV. Quang ph6 hong ngoai bién d6i Fourier do boi ki thuat phan
xa toan phan suy giam (ATR-FTIR) ciia cic miu dugc kiém tra bang IR-
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Tracer 100 (Shimadzu, Nhat Ban) va cac mau duoc quét trong khoang tir 500
dén 4000 cm-1. Do két tinh ciia cdc mau chuan bi dugc xac dinh bang quang
phé Raman trong dai phd 300-3500 cm-1 sir dung ngudn kich thich 532 nm
trén may quang phd Horiba.
2.2.2.3. Kiém tra dé pH

Cac phép do hi¢u chuén pH duogc thyc hién b?mg cach sir dung bo
dém PBS voi d6 pH dugc diéu chinh tir 6,0-9,0. Cac bo dém nay dugc st
dung dé do sy thay d6i dién 4p mach ho (OCP) cua dién cuc lam viée so v6i
dién cuc so sanh Ag / AgCl do su thay d6i pH. Tét ca cac thi nghiém déu
duoc tién hanh & nhiét do phong. Tat ca céac phép do duoc thuc hién trén
Metrohm Autolab PGSTAT 302N két ndi diéu khién béi may tinh (Metrohm
Co., Ltd., Thuy Si).
2.2.2.4. Phan wng LAMP

Hon hop LAMP da duoc chuan bi nhur d3 mo ta trong cong trinh
trudc day cua chiing t6i. DNA phage duoc pha loang voi dung dich dém PBS
(pH 7.4) dén nong d6 10 ng pl-1.

Hdn hop phan tng (25 pl) bao gdbm 1,6 M mdi FIP va BIP, 0,8 mM
cho primer bén ngoai (primer F3 va primer B3), 0,8 mM primer vong (primer
LPF va primer LPB), hon hop phéan tmg ( 12,5 ml), Bst DNA polymerase (1
ul), va mau 5 pl. Phin tmg LAMP duoc thuc hién & 65 °C va sau d6 dimg
lai & 84 °C trong vai khoang thoi gian (0, 10, 20, 30, 40, 60 phut). Sé luong
amplicon khuéch dai duoc ghi lai bang cach str dung cac phép do OCP trong
d6 khong c6 dong dién nao xuat hién trong pin dién hoa. Cac san pham
LAMP ciing dugc phén tich dinh tinh bang k¥ thuét dién di trén gel trong gel
agarose 2%. Nong do chinh x4c cia DNA ¢ moi budc phan tmg duoc xéac
dinh bang cach sir dung Nanodrop dé tinh sach dung dich DNA.

2.2.4. Cac ky thuit st dung trong nghién ctru

1. Khir dién héa bang phuong phap quét thé tuan hoan véi dién thé

nam trong khoang tir 0 V dén 1,2 V.
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2. Polyaniline dugc ma 1én bé mit trén béng cach quét dién cuc
SPE|[rGO trong dung dich H2SO4 0,5 M chtra anilin 0,3 M trong 10 chu ky
tr 200 mV dén +900 mV.

3. Str dung kinh hién vi dién tir quét, may quang phd Raman va phan
tich quang phd hong ngoai bién d6i Fourier kiém tra hinh thai cua dién cyc.

4. Phan hoi véi pH cta mang rGO / PANi duoc kiém tra bang cach
do dién thé OCP & cac gia tri pH khac nhau (6.0 - 9.0)
2.3. Muc tiéu 3: Thiét ké, ché tao h¢ vi luu tich hop ding cho phan tng
LAMP va phat hién dién héa pha l6ng
2.3.1. Pbi twong nghién ciru

Trong chwong nay, toi liét ké chi tiét yéu cau dat ra va cac dic tinh
cua thiét bi dé tmg dung cho xét nghiém tai chd. Tur d6, dua ra thiét ké cua
thiét bi vi luu pht hop véi yéu cau trén. Thiét bi s& gom 3 phan, kénh vi luu,

cam bién dién hoa va mot dé nhiét.

Hinh 2.6. Thiét ké thiét bi vi luu tich hop.

2.3.2. Vit liéu phuong phap

Thiét bi dugc thiét ké dé c6 thé giit mot lugng nhé mau va hon hop
kit LAMP trong budng phan tmg kin trong sudt qué trinh gia nhiét. Trén dé
kinh bao gdm mét 16p dé gia nhiét va mot dién cuc ngin cach nhau boi 16p
mang cach dién mong. Dé gia nhiét dugc thiét ké dé cung cdp du nhiét cho
budng phan ng va dam bao phan bd nhiét déu khip budng. Lép cach dién
dugc phu 1én dé kinh va phan nhiét dién tré bang phuong phép quay pht véi
vat liéu dugc stir dung 1a polysilazane.

Qua trinh thiét ké va ché tao kénh vi luu trén vét liéu PDMS bﬁng

phuong phap quang khic photolithography gom cac budce nhu sau: (i) Thiét



15

ké mit na quang (ii) Ché tao khuén trén dé silicon; (iii) Ché tao h¢ vi kénh
trén PDMS bang k¥ thuat replica molding (duc khuon).
2.3.3. N§i dung nghién ciu
2.3.3.1. Thiét ké mdt na quang

Phan mém AutoCAD 2007 dugc sir dung dé thiét ké cac chi tiét ciing
nhu hinh dang cua hé vi kénh. Sau d6 ban thiét ké dwoc chuyén dén hé may
tinh lién két v&i hé may in. Cac thiét ké nay duoc in trén vat liéu c6 do truyén
qua cao (gidy kinh PET) dugc chi ra nhu hinh trén day. Cudi ciing cac tim
mit na quang nay dugc bao quan sach s& truée khi chuyén vao hé quang
khic.
2.3.3.2. Ché tao khuén cho hé kénh vi luu

Quy trinh ché tao master dugc thuc hién theo cac bude dudi day va
toan bd qua trinh ché tao nay duogc thuc hién trong phong sach (phong sach
thugc Takamura Laboratory, Material Science School, JAIST): Budc 1: Lam
sach silicon wafer; Budc 2: Quay phu chat can quang SU-8 véi bé day mong
mudn; Budc 3: Gia nhiét; Budc 4: Quang khéc; Budc 5: Gia nhiét sau quang
khic; Budc 6: Trang rira bang dung dich twrong tmg v6i SU-8; Bude 7: Rira

va say kho; Budc 8: Gia nhiét hoan thién khuon.

Hinh 2.10. M6t trong cac mask chira chi tiét kénh duong (n6i)
dugc ché tao bang phuong phap quang khic.
2.3.3.3. Ché tao vi kénh trén vit ligu PDMS
Chuan bi hdn hop PDMS: PDMS va chat 1am rin sylgard 184 duoc
tron theo ty 1¢ = 10:1, hon hop nay duoc tron déu, sau do st dung bom chan
khong hut hét bot khi ra khoi hén hop; Khudn duge dat trong mot khay hinh
tron; D6 hdn hop PDMS trén vao khudn; Pua khay vao trong ti siy va gia
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nhiét ¢ nhiét d6 120 °C trong 2 gio, sau do boc ra khoi khuon; Thu dugc
PDMS véi cac chi tiétvi kénh nhu di thiét ké; rira sach v6i iso-propanol (hodc
ethanol) va nudc khir ion, sau d6 duoc 1am kho bing sung nitrogen. Ca
PDMS va lam kinh duoc dua vao thiét bi xir Iy va 1am sach plasma SAMCO
Model FA-1. Két thiic chuong trinh plasma, PDMS va lam kinh dugc dua ra

ngoai va gan vao nhau.

Hinh 2.11. M4t trong cac hé vi luu dugc ché tao trén vat liéu PDMS.
2.3.3.4. Ché tao khuén cho dién cuwe va dé gia nhigt

Theo dung quy trinh nhu da trinh bay & trén.
2.3.3.5. Ché tao dién cuwc vang va dé gia nhiét platin

+ Tao dé gia nhiét: Lp phu titan dugc thyuc hién trude, sau d6 tién
hanh bdc bay phu 16p platin 1én bé mit dé. Thong sb cai dat hé bdc bay nhu
sau: Plasma: RF=120W, 31 sccm Ar; Ti layer: RF=75W, 5.2 sccm Ar, 8
phut; Pt layer: RF=100W, 4.8 sccm Ar, 10 phut; + Tao dién cuc vang:

+ Tao dién cyc vang: Lop phu titan dugc thyc hién trudc, sau do tién
hanh bdc bay phu 16p vang 1én bé miat dé. Do day 16p phu lan luot 1a Au
50nm, Ti Snm. Thong sb cai dit hé bdc bay nhu sau: Ti layer: 0.02nm/s,
11.3A, 40mA, 5 phut; Au layer: 0.06nm/s, }2A, 80mA, 15 phut.

Hinh 2.18. Kiém tra kha ning hoat dong ctia dé nhiét voi hé 4 dau do.
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Dé nhiét duoc cip dong dién xac dinh bang mot may phat, sau do

duoc do nhiét d6 tai mot sd vi tri bat ky trén dé.

s =
Hinh 2.19. Thiét bi vi luu tich hop dién cuc va dé gia nhiét

sau khi lap rap hoan thién.



18
Chuwong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Ché tao cim bién dién héa trén h¢ vi luu sir dung methylene blue 1a
diu do oxy héa khir dé phat hién virus HBV
3.1.1. Két qua va thio luin
3.1.1.1. Tinh én dinh di¢n héa ciia dau do oxy héa khi

Dung dich MB 20uM dugc gia nhiét ¢ nhiét 36 60-65°C. Sau 30
phut, khong cé sy thay ddi vé tin hiéu dau ra, tin hiéu duy tri ¢ khoang 1,1
HA (£ 5%), xac nhan rang c6 thé tién hanh cac thi nghiém tiép theo vé dinh
luong HBV trong thoi gian thuc bang cach sir dung tuong tac cua nd véi
xanh methylen.
3.1.2. Phat hién HBV thoi gian thue

Dit liéu vé dong oxy hoa khir theo thoi gian thuc cho thay sy giam
16 rang trong 30 phut ctia phan tmg (Hinh 2.5). Khi bit diu phan tng thu
dugce dong oxi hoa khir tuong dbi cao (1,3 pA) do cac phan tir MB tur do

trong dung dich tao ra.

(b)14

15
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>
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Hinh 3.2. Phat hién HBV thoi gian thyc trén h¢ LAMP-EC-MF.

Khi két thiic phan tmg, lién két MB v6i amplicon dsDNA sinh ra boi
phan tmg khuéch dai LAMP lam giam dang ké ndng do MB tu do trong dung
dich mau, do d6 lam giam dong dién cuc dai (0,6 pA).

3.1.3. So sanh véi dién di trén gel va huynh quang

Hinh anh dién di trén gel (Hinh 2.6) cho thay nhiéu dai c6 kich thudc khac
nhau cho mau duong tinh, tin hiéu sang (Hinh 2.7) ciing thu duoc twong tng
v6i mau duong tinh theo két qua sir dung thiét bi.

3.1.4. Két luan
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Thiét bi tich hgp LAMP — dién héa — vi luru cho phép phat hién mam
bénh tr lugng mau rt nho trong dudi 70 phut, nhanh hon r6 rét so voi PCR
truyén thong nhung van gitr 46 nhay va dic hiéu cao. Thiét ké vi luu don
gian, nhiét o phan tmg thip va do dién hoa tryuc tiép trén chip giap hé thong
phtt hop phat trién thanh thiét bi cam tay tim soat HBV va cac mam bénh
khac tai chd, dic biét hitu ich & noi thiéu ngudn luc.
3.2. Nghién ciru ché tao cim bién di¢n héa rGO-PANi dé phat hién san
phim khuéch dai DNA bang phwong phap do thé mach hé
3.2.1. Két qua va thio luin
3.2.1.1. Chudn bi mang rGO-PANi

Mang rGO-PANi duoc diéu ché bang cach dién phan anilin (0,3 M)
trong dung dich H2SO4 0,5 M trén bé mit ctia SPE bién tinh v6i rGO. Nhu
dugc thay tir Hinh 3.1 cho thdy sy khir ciia vat liéu graphene oxit dugc drop-
casting, mot dinh khir manh xuét hién & khoang - 1000 mV voéi thé onset 1a
—900 mV trong chu ky dau tién khi quét thé tudn hoan ciia graphen oxit.
Trong cac chu ky tiép theo, cuong do ciia dinh khir giam dot ngot (Hinh 3.2).
Trong khi d6, khong ¢ dinh andt cho tit ca cac chu ky. Didu nay chimg t6
su chuyén dbi khong thé dao nguoc trong d6 graphene oxit duge chuyén
hoan toan thanh dang khir ctia né. Cac duong biéu dién quét thé tuan hoan
duogc ghi lai trong qua trinh ma ctia PANi trén mang rGO duoc thé hién trong
Hinh 3.7.

1000

Electrodeposition of PANi onto SPE//GO
800 - 0.5MH,SO, solution containing 0.3 M ANi
Scan rate 50 mV/s
600 | Number of scans 10

1 (pA)
N
8

-400 - (b)

02 00 02 04 06 08 10
Voltage (V vs Ag/AgCl)

Hinh 3.7. Sy le"mg dong dién cia polyaniline 1én SPE / rGO
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Su gia tang lién tuc cia mét d§ dong dién da chi ra sy phat trién cua
PANI trén bé mit rGO. Sy chuyén doi gitra cac trang thai oxy hoa khac nhau
ctia polyaniline ciing dugc quan sat thiy trong qua trinh ling dong. Nhu da
thiy trén cac duong biéu dién quét thé tuan hoan trong Hinh 3.3, séng andt
dau tién nam & +225 mV (so v6i Ag / AgCl) cho thdy sy chuyén dbi dang
leucoemeraldine ctia polyaniline thinh mudi emeraldine trong khi séng andt
thir hai xay ra & +565 mV (so v6i Ag / AgCl) biéu thi sy hinh thanh cta mudi
perningranilin dugc pha tap hoan toan. Qua trinh quét cudi ciing duge ding
lai & 0 V dé thu duoc emeraldine - dang dan dién duy nhét cua polyanilin.
3.2.1.2. Céu tricc va hinh thdi ciia mang rGO-PANi

Phd ATR-FTIR ciia rGO ghi lai su hién dién ctia C=C kéo dai (1400—
1600 cm™), su bién mét cia —C= O (1700 cm™) va -C—O— (1010 cm™) kéo

dai ciia nhom cacboxylic va epoxit.
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Hinh 3.10. Phd ATR-FTIR ctia mang rGO (den) va rGO-PANi (do)

Két qua nay chi ra rang hau hét cic nhom chira oxy trén vat lidu
graphene oxit drop-casting da bi loai bo. Pong thoi, cac dai dic trung cia
cdu trac emeraldine thu dugc 1 rang trén qué trinh ma dién mang rGO /
PANi: 1564 va 1491 cm™ (C=C stretch) 1298 cm™ (C—N stretch), 1134 cm™
(C=N), 797 cm™ (C-H).

Hinh 3.10 thé hién phd Raman cta phim rGO va rGO-PANi. Cac
dinh & 1335 cm ~ ', 1581 cm ~', 2686 cm ~ ! duoc gan cho cac dai Raman D,

G va 2D dién hinh cta vét liéu graphit, trong tmg. Dai D lién quan dén cac
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khuyét tat, cac canh va ri loan ciu triic ctia cacbon rin trong khi dai G dugc
lién két v6i sy tan xa bac nhat ciia mode Ea, cacbon lai héa sp2. Ty 1é cudng
d6 ID / IG 1a mot chi bao hiéu qua vé su chuyén d6i giita GO va rGO. O day,
phd Raman (Hinh 3.11) ciia rGO sau khi khir dién héa cho thay ty 1¢ ID / IG
13 0,946, cao hon dang ké so véi gia tri d6 ciia GO 13 0,803.

Diéu nay chi ra rang c6 su gia ting s luong cac vi tri khuyét tat do
viéc loai bo cac nhom chiic nang
khoi GO va vat liéu GO bi khir dién hoa thanh rGO. Khi c6 polyaniline duoc
léng dong dién trén rGO, vi tri ciia cac dinh ¢ trén (Hinh 3.11) hoi bi dich
chuyén sang cac s6 song dai hon 1a 1337 cm™!, 1585 cm ! va 2760 cm ~ .
Céc dinh Raman khac ndm & 812, 1164, 1244, 1403, 1483 cm ™' phu hop lan
luot v6i su bién dang ctia amin (benzoid), udn trong mat phfmg C-H
(benzoid), C — N = kéo dai amin mé déu (quinoid), C — C kéo dai (quinoid),
va uén cong N — H (quinoid), twong tmg (Hinh 3.11).

SPENGO (G) 1581 1335(D) (©)1585
El )
s (a) s (C-C)1403
2z = | (b)
2 >
g H (C-N)1244= \1164(C-H)
E g
£
(D+G)2936 2686 (2D) (2D) 2760
3500 3000 2500 2000 1500 1000 30'00 25‘00 20‘00 15‘00 10‘00
Raman Shift (cm1) Raman Shift (cm™")
Hinh 3.11. Phé Raman cuia Hinh 3.12. Phdé Raman ciia
mang rGO mang rGO-PANi

3.2.1.3. Kiém tra dp pH

Tuy thudc vao qua trinh ché tao dién cuc, d6 dbc cua duong chuin
nam trong khoang tir 55 dén 90 mV trén mot don vi pH. So véi mang
polyaniline nguyén sinh (Hinh 3.8), composite tGO-PANi ¢6 d6 dbc 1on
hon ciia dudng cong phan g OCP-pH, c6 thé 1a do d6 dan dién cao cia
vat liéu rGO.
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Hinh 3.14. Pudng chuan pH cta SPE / PANi (den) va SPE / rtGO-PAN.
3.2.1.4. Phan irng LAMP

Co ché phat hién dya trén sy giam pH do cac ion hydronium giai
phong trong qua trinh kéo dai DNA trong phan tng LAMP. Hinh 3.10 (a)
cho thay su bién d6i chuan héa ctia dién thé do duoc lién quan dén phéan tng
LAMP trong trudng hop mau duong tinh va 4m tinh. Ta nhan thdy gia tri
OCP ting theo thoi gian phan Gmg (27 mV trong 40 phut), cho thiy su gia
tang s luong amplicon va proton dugc giai phong.

Trong khi d6, sy giam gid tri OCP ¢6 thé bo qua dugc tim thiy dbi
v6i mau 4m tinh (Hinh 6 (a)). Diéu nay chimg t6 do dic hiéu cao ciia cam
bién. Céc két qua nay phu hop tot voi cac phép do dién di va d6 héap thu trén
gel. Trong Hinh 3.10 (b), mau LAMP duong tinh cho thay nhiéu dai ¢6 kich
thudc khac nhau khi dién di trén gel agarose. Pong thoi, ndng d6 DNA duoc
tim thdy da ting 1én khoang 103 1an (nhu dugc xéc dinh tir phd hap thy (Hinh
3.10 (¢))).
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Hinh 3.15, 3.16, 3.17. Phan ting LAMP: phat hi¢n OCP (a), dién di trén gel
(b) va do d6 hip thu (c) ciia cac san pham LAMP.
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3.2.2. Két luan

Do nhay pH ctia rGO-PANi da dugc NCS nghién ctru va ing dung
thanh cong dé phat hién phan tmg LAMP bang phuong phap do OCP; Lép
hap phu rGO vé6i d6 dan dién cao va do nhay pH ndi tai dd gop phan vao do
nhay nang cao tong thé ctia bé mit cam bién: Gia tri OCP giam 27 mV dugc
tim thay khi khuéch dai gen 102 lan.

3.3. Thiét ké, ché tao hé vi luu tich hgp ding cho phan tmg LAMP va
phat hién dién héa pha l6ng

Phan nay cho thiy hé¢ dé nhiét platin trén chip vi luu hoat dong 6n
dinh va c6 thé hiéu chuan chinh x4c. Nhiét d6 do dugc trén dé ting gan tuyén
tinh khi ting dién thé cip, v6i hé s6 twong quan r = 0,979 va R? = 0,958,
nghia 1a khoang 96% bién thién nhiét d6 duoc xac dinh boi dién thé dat.
Phuong trinh hdi quy 7 = 12,26 + 3,137V cho phép suy ra nhiét do tir dién
thé v6i sai s6 nho, rat hitu ich khi van hanh chip ma khong gin cam bién
nhiét riéng cho ting budng phan tng.

Tir d6 c6 thé két luan thiét k& — Iya chon vat liéu va cach tich hop dé
nhiét trén hé vi luu 1a pht hop, dap tng yéu cau kiém soat nhiét chinh xac
cho phan img LAMP dong thoi giam tai nguyén va sé luong linh kién can
thiét trong thi nghiém.
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KET LUAN

Luan an: “Nghién cvru ché tao, dic trung hé vi luu tich hop. Dinh
hwémg g dung cho phdn tich va tong hop vdt liéw” da duge tac gia thuc
hién va dat dugc nhiing két qua chinh sau:

(1) Pi xay dyng thanh céng hé thi nghiém theo ddi qua trinh khuéch dai
DNA ciia virus HBV bang phan tmg LAMP trén biochip. Toan b quy trinh
— tir khuéch dai dén phan tich tin hiéu dién hoa — dugc thyc hién trong thoi
gian dudi 70 phat. (2) Di ché tao thanh cong cam bién dién hoa dya trén
mang rGO-PANi dé phat hién san pham khuéch dai DNA bang phép do thé
mach hé (OCP). Lép rGO c¢6 do dan cao két hop vo6i do nhay pH ndi tai cua
PANi gitip ting dang ké do nhay tong thé ctia bé mat cam bién; gia tri OCP
giam khoang 27 mV khi sb ban sao gen ting 102 1an. (3) Da dé xuét va budc
dau hoan thién mot hé vi luu tich hop vira thyc hién khuéch dai dang nhiét
LAMP vira phét hién dién hod trén cling nén chip. Dé nhiét tich hop dugc
kiém tra hoat dong On dinh, c6 thé dat va duy tri dai nhiét do 6065 °C can
thiét cho phan tmg LAMP khi cip ngudn khoang 15-17 V.

KIEN NGHI

1. Thir nghiém kha ning phat hién chi ddu sinh hoc mot s bénh, tac
nhan giy bénh ctia thiét bi tich hop di ché tao v6i cac mau bénh pham dé xac
dinh d¢ nhay, d6 dac hiéu thyc té;

2. Thir nghiém trén cac cdu truc da kénh cho phép phat hién dong
thoi nhiéu chi dau sinh hoc trong cing mot phép do va danh gia dap tng tinh
hiéu va do 6n dinh cua thiét bi;

3. Phat trién nghién ciru két hop phuwong phap in 3D va dién cuc muc
in nham don gian hoa khau ché tao, t61 uu hoa cdu hinh va kha nang ty dong
hoa trong cac budc chuan bi mau, ciing nhu thu thap va xir 1y s liéu tién dén

mo hinh thu nhé phong thi nghiém trén chip (lab on chip) hién nay.
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