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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan luan an: "Nghién cuu ché tao, dic trung hé vi luu tich hop.
Pinh huéng iing dung cho phan tich va téng hop vt liéu” 1a cong trinh nghién ciru
ctia chinh minh duéi sy huéng dan khoa hoc cua tap thé huéng dan. Luan an sir dung
thong tin trich din tir nhidu ngudn tham khao khac nhau va cac thong tin trich din
duogc ghi rd ngudn gdc. Cac két qua nghién ciru cua toi duoc cong bd chung véi cac
tac gia khac da dugc sy nhét tri ctia dong tac gia khi dwa vao luan an. Céc s6 liéu, két
qua duoc trinh bay trong lun 4n 1a hoan toan trung thuc va chua timg duoc cong bd
trong bat ky mot cong trinh nao khac ngoai cic cong trinh cong bo cua tac gia. Luan
an dugc hoan thanh trong thoi gian t6i lam nghién cutru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va
Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.

Ha Noi, ngay thang  nam 20

Téc gia luan an
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LOI CAM ON

Véi tAm long kinh trong, t6i xin bay to sy biét on d6i véi GS.TS. Tran DPai
Lam va PGS.TS. Phan Huy Hoéng béi nhing chi din quy bau vé phuong phap luan
va dinh huéng nghién ctru, tin tinh huéng dan t6i, dong vién, khich 1& va hét long
gitip d& dé luan an dugc hoan thanh.

T61 xin bay to 101 cam on ddi v6i Ban Lanh dao, toan thé can bo Vién Khoa
hoc Vat li¢u, Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢ - Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam, cac can bo nghién ctru tai Phong thi nghiém Khoa hoc Vat li¢u va
Cong nghé Nano, Pai hoc Khoa hoc va Cong nghé Ha Noi, Ban Giam hi¢u Trudong
Pai hoc K thuat — Hau can Cong an nhan dan, linh dao Khoa Khoa hoc co ban va
Ngoai ngir, cac gido vién dong nghiép trong Khoa da tao diéu kién thuan loi vé co so
vat chat va thoi gian, hd trg vé chuyén mon ciing nhu ngoai chuyén mon dé tac gia
hoan thanh luan an.

T6i cling xin dugc danh nhitng 161 cdm on sau nang dén gia dinh to6i: bd, me,
v, con da yéu thuong, ngudi than va ban bé da cam thong va chia s¢, dong vién, hd
trg moi diéu kién dé toi c6 thé tap trung hoc tap va nghién ciru trong sudt nhitng nim
thang hoc tap tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé.

Ha Noi, ngay thang  nam 20

Téc gia luian an

NCS. Biii Quang Tién
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MO DAU

Sy bung phét dai dich COVID-19 tir ddu nam 2020 da cho thiy rd nhu cau
chuyén dich tir mé hinh y té cong cong tap trung sang mo hinh phi tap trung dya trén
nén tang sb, ung dung trong theo ddi, chan doan va diéu tri tir xa. D¢ hién thyc hoa
muc tiéu nay, viéc thu nho cac thiét bi phan tich y sinh ma vin d¢am bao do chinh x4c,
d6 nhay va rat ngin thoi gian xét nghiém 13 budc di then chdt. Cac k§ thuat phat hién
mam bénh truyén théng nhu nudi ciy, ELISA hay PCR thuong doi hoi ha tang tién
tién va phong thi nghiém dugc trang bi ddy du, kém theo quy trinh phirc tap, can nhan
luc trinh d6 cao, thiét bi — hoa chét dit tién va d6i khi bénh nhan phai dén co s y té

nhiéu 1an [1], 1am giam tinh linh hoat trong chan doan sém va diéu tri kip thoi [2].

Pé khic phuc nhitng han ché nay, cic phuong phap xét nghiém tai diém cham
soc (POC/POCT) ngay cang thu hut sy quan tam. POCT la cac xét nghiém dugc thuc
hién gan noi bénh nhan dugce cham soc, cho két qua gan nhu tic thoi dé bac si ra
quyét dinh 1am sang. Theo b tiéu chi REASSURED, mét xét nghiém POC 1y tudng
can: két ndi thoi gian thuc, 14y miu dé dang, chi phi thap, do nhay va d6 dic hiéu cao,
than thién v&i ngudi dung, nhanh va 6n dinh, khong phu thudc thiét bi phirc tap va co
thé dua dén tan tay nguoi dung. Nhu cau cac thiét bi POCT tang nhanh, dic biét &
ving han ché ha ting, noi phat hién sém tac nhan gay bénh c6 ¥ nghia quyét dinh cho

diéu tri va kiém soat dich [2].

Thuc té cho thy, ngoai nhu cau xét nghiém nhanh tai chd (point-of-care
testing - POCT) d6i véi cac bénh truyén nhiém c6 kha ning lay lan cao, viéc theo ddi
qua trinh hoi phyc ctia bénh nhan ciing cin ¢6 nhitng mbi quan tim twong tng. Nhu
cau nay thic day sy phat trién ngdy cang manh mé cua céc thiét bi POC, huéng dén
phat hién hiéu qua cac chat phan tich nhu nucleic acid (NA) trong dich co thé va cac
chat long sinh hoc khac. Uu diém ndi bat cta cac thiét bi nay 1a kha ning cung cap
két qua chinh xac, dang tin cdy trong thoi gian ngin, dong thoi t6i wu héa kich thudc

hé théng va giam thiéu thé tich mau can dung [1].

Trong boi canh d6, phuong phap phat hién dién hoa tré thanh giai phap hap
dan cho thiét bi POC, dic biét trong chan doan bénh truyén nhiém va chan doan déng
hanh, nho cac wu diém vuot trdi vé kha nang thu nho, 6 bén va hiéu qua chi phi [1].
Pé nang cao hiéu ning cta hé théng, cac nghién ctru tap trung vao viéc két hop k¥
thuat dién hoa voi quy trinh chirc nang hoa dién cuc dac hi¢u cho tirng loai NA, tir do

hoan thién thiét bi hudng ti thuong mai héa.

Pé dat do nhay mong muén trong xét nghiém sinh hoc, khuéch dai RNA/DNA

dich 1a thuong dugc chon 1a budc dau tién nham tang ndng do chat phan tich trong



mau. Trong d6, cac k¥ thuat khuéch dai nucleic acid dfmg nhi¢t duoc uu tién tich hop
vao thiét bi POCT nho dap mg tiéu chi van hanh don gian va chi phi thap. Trong s6
cac phuong phap pho bién, ky thuat khuéch dai dang nhiét vong trung gian (LAMP)
ndi bat nho hiéu suét thoi gian, d6 nhay va do dic hiéu cao [3].

Viéc phat hién sém mam bénh dé ngin chin dich bung phat va giam thiéu tac
dong dén strc khoe doi hoi giai phap chan doan nhanh chong, chinh xac, tai chd voi
chi phi thap. Yéu cau nay dic biét cap thiét tai cac ving ngheo tai nguyén — noi dich
bénh d& bung phat va dién bién nghiém trong — hodc trong diéu kién khan cap nhu
vung hoang da, chién trudng, noi hd tro y té bi han ché [4,5]. Trong nhimg tinh hung
nay, cong nghé vi luu (microfluidics) — két hop hé théng co dién vi mo, cong nghé
nano va khoa hoc vét liéu dé thao tac chinh xac véi vi thé tich chét long [6-9] — mo
ra trién vong méi cho xét nghiém POCT phat hién mam bénh ngoai méi trudng phong
thi nghiém. Cong nghé nay thiét 1ap quy trinh chan doan phan tir tiét kiém mau va chi
phi trong kiém soat dich bénh so véi phuong phap truyén théng [10,11]. Pai dich
COVID-19 do SARS-CoV-2 giy ra mdt 1an nita khang dinh vai tro quan trong cua vi
lwu trong tmg pho kip thoi [12-14]. Khac v6i chan doan truyén théng, hé thong vi
lwu POCT str dung thiét bi thu nho, di dong, thuc hién xét nghiém ngay tai diém lay
mau [15] véi cac vu diém: quy trinh chuan bi miu don gian (hoic khong can), khuéch

dai tin hiéu nhanh, phat hién nhay, cho két qua chinh xac trong thoi gian ngan.

Thoi gian gan ddy, nghién ctru phat trién thiét bi vi luu tich hop cam bién dién
hoa cho chiam soc sirc khoe va y té du phong ngdy cang duoc quan tim. Cam bién
dién hoa cho phép phat hién tac nhan gay bénh nhanh, nhay, chinh xac, dac biét phu
hop v6i chan doan quy mé 16n. Viéc ing dung vat liéu nano dé bién tinh bé mit dién
cuc gitp cam bién sinh hoc dién hoa c6 tiém ning 16n trong phan tich ddi tuong y
sinh, nhd wu thé vé téc do phan tich, tinh co dong, d6 chon loc va dd nhay cao. Hoat
dong cua cam bién/cam bién sinh hoc dién hoa dua trén su thay ddi dic tinh dién sau
phan tng sinh hoa. Su thay doi vi mé nay dugc ghi nhan va phan tich bang nhiéu k¥
thuat khac nhau, trong d6 phwong phap dién hoa ndi bat nho thiét bi don gian, gon
nhe, chi phi thap va d& van hanh, gop phan giam chi phi va don gian hoa quy trinh.

Nhiéu ky thuat dién héa da dugc phat trién dé phan tich dong hoc phan tng
trén bé mat dién cuc, mdi k¥ thuat c¢6 vu thé riéng. Tin hiéu dién dau ra ty 18 voi ban
chat phan mg, mang lai cac loi ich: chi phi thap, thao tac don gian, téc d6 dép ung
nhanh, d0 nhay/chinh xac cao va han ché that thoat mau. Thiét bi gon nhe va xu ly
mau don gian con cho phép phat trién thanh hé thong cam tay phuc vy phan tich hién
truong. Tuy nhién, do 6n dinh cua dién cuc trong qua trinh do van 1a thach thirc can

giai quyét.



Khéc biét vdi phuong phap xét nghiém sinh hoc trong phong thi nghiém (nhu
ELISA, SIMOA), cam bién mién dich dién hoa c6 loi thé vuot troi vé tiém nang thu
nho hoa [16-20]. Thiét bi POCT sir dung lwong thudc thir thip va thuong dung mot
lan, nén giam dang ké chi phi va rat pht hop ting dung tai diém cham soc [21]. Muc
d6 tw dong hoa co thé duoc nang cao bang cach tich hgp bo phan xir 1y chat 1ong (vi
du: chip vi luu) dé tao nén tang tw dong héa quy trinh chuan bi mau va phat hién [22].
Tam quan trong cta hé thong chan doan thu nho, tu dong, di dong cang duoc nhan
manh trong dai dich, khi cin han ché tiép xtc truc tiép giita nguoi nhiém bénh va co
sO'y té [2].

Xuat phat tir yéu cau thuc tién va két qua khao sat tai lidu trong nudc/qudc té,
nghién ctru ndy tap trung vao thiét ké, ché tao thiét bi vi luu tich hop cam bién dién

héa dinh hudng ing dung trong xét nghiém y-sinh.
Muc tieu luan an

(1) Nghién ciru ché tao va tich hop cam bién dién hoéa v6i hé vi luu ti wu cho

phan Gng va phat hién san pham khuéch dai LAMP.

(2) Xay dyng mé hinh tich hop dién cuc, nghién ctru ing dung thiét bi ngoai

vi cai tién nham thu nhé hé thong, giam thé tich mau.

(3) Phat trién quy trinh do dién hoa khong gin mau (label-free) sir dung cam
bién sinh hoc dé phat hién thanh phan sinh hoc, véi kha ning tiy bién theo yéu cu

cu thé.
Cdch tiép cin, phwong phdp nghién ciru:

Nghién ctru thye nghiém la phuong phap nghién ctru chinh cua luan an. Cach
tiép can trong qua trinh nghién ctru 14 xem xét cac két qua thyc nghiém tir d6 dua ra
danh gia ban dau, két hop vai Iy thuyét va cac tai liéu tham khao, giai thich, so sanh,

dua ra nhan dinh chinh xéc va tdi uwu quy trinh thyc nghiém.
Noi dung cua ludn dn:

bé giai quyet dugc muc tiéu cua de tai, luan an tap trung nghién ctru ba ndi

dung chinh:

Noi dung nghién ctru 1: Trong ndi dung nghién clru nay, luén an 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 dang nhiét
LAMP. Sy xen k& giira san pham DNA khuéch dai va dau do oxy hoa khtr tu do trong
dung dich pha long dugc str dung dé theo ddi s6 lugng ban sao DNA.



Noi dung nghién ciru 2: Nghién ctru ché tao cam bién trén co sé sir dung
graphen oxit dang khir - rGO va polyaniline — PANi dé theo ddi sy thay doi pH ciia
dung dich san pham trong qua trinh khuéch dai gen trong toan bd qua trinh khuéch
dai DNA cua phan tng LAMP. Pau tién, mang mong duoc ché tao thong qua qua
trinh khir dién hoa oxit graphene bang phuong phap nhé phi, va tiép theo 1a qué trinh
ma dién cua PANi trong dung dich axit. Cac phép do thé mach hg (OCP) dugc st
dung dé phat hién san pham DNA duoc khuéch dai.

Noi dung nghién ciru 3: Nghién ctru ché tao, toi wu thiét ké hé vi luu dé tich
hop cam bién dién hoa va sir dung phuong phap khuéch dai dang nhiét LAMP. Phat
trién tir cac két qua da dat duoc trong ndi dung nghién ctru 1 voi cac phép do dién
hoa dugc thyc hién trong hé vi luu don gian, va ndi dung 2 v6i nghién ciru ché tao
nang cao do nhay ciia cam bién trén co s& str dung phuwong phap LAMP, dbi véi noi
dung nghién ciru 3, luan 4n tap trung nghién ctru toi wru hé vi lyu vé mat kich thuéc,
tich hop san mot s6 thiét bi ngoai vi nhu dién cuc, 10 nhiét...N§i dung nghién ctru 3
bao gdm: md phong mot sé thanh phan cia hé vi luu tich hop: kénh vi luu, dé nhiét
platinum; nghién ctru thiét ké, ché tao hé vi luu tich hop gém dién cuc, dé nhiét, kénh

vi luu dé tbi wu cho viéc phat trién thanh thiét bi xét nghiém tai chd.
Y nghia khoa hoc va thuc tién ciia lugn dn:

Nhitng phuong phap phan tich y sinh truyén thong dang duoc sir dung hién
nay da duoc cai tién nhiéu, phd két qua rong, do chinh xac cao nhung di kém véi d6
1a yéu cau cao hon & phuong dién k¥ thuat xir 1y, thiét bi, sinh pham v hoa chét sir
dung dit tién. Do d6, cac co sd phan tich truyén thong nay chu yéu duge dit ¢ nhitng
thanh phd phat trién. Nhimg ving noéng thon, mién nui, hai dao khé tiép can duoc
nhitng phuong phap xét nghiém chan doan nay. Dé khic phuyc ton tai trén, luan an
NCS cuia t6i hudng téi phat trién dong bo ky thuat va thiét bi phan tich méi, trong d6
tap trung vao viéc thu nho thiét bi ma van gitt d§ nhay, d6 chon loc, gidm thoi gian

phan tich va lugng mau st dung.

Luan an tip trung vao phat trién hé vi luu tich hop céc thiét bi ngoai vi, tdi uu
cho phat hién dién héa pha 1ong va phuong phap khuéch dai axit nucleic dang nhiét
LAMP. Pé phat trién duogc thiét bi hoan chinh, trudc tién, luan an da tap trung thiét
ké, ché tao hé vi luu véi thiét ké don gian, st dung vat li€u 1a Polydimethylsiloxane
(PDMS), cam bién dién hoa co sén (thuvong mai va do nhom tu ché tao) dé theo dai,
giam sat phan tmg khuéch dai DNA trong phan tmg LAMP. Cac k¥ thuat quét thé

vong, thé khong ddi da duoc trién khai dé nghién ctru cac tinh chat dién hoa tai day.



Nhitng dong gdop moi cua ludn dn:

Luén 4n d3 gop phan quan trong trong viéc thiét ké, ché tao va gin két hé kénh
phan tng kich thudc nhé tich hgp hé dién cuc c6 kha ning ghép nbi véi mach do,
trén co s& d6 lam giam lugng mau phan tich, 1am ting ty 1é tin hiéu/nhiéu khi do
luong. Két hop vi luu voi vat lidu dan (graphene, polyaniline, vat liéu 2D, nano-kim
loai) dang 1a xu hudng, vi c6 thé vira tong hop vt liéu trén chip, vira dung chinh vat
liéu @6 1am dién cuc cam bién hodc phan tir chirc ning Hién tai, ddy 1a vin dé nghién
cuiru con mai tair Viét Nam.

B6 cuc cua ludgn dn:

Luan an dugc trinh bay trong 101 trang (khong ké phan muc luc va danh muc
cac tai liéu tham khao).

Céu tric cua luan an gom:

Mo dau

1. Tong quan tai liéu

2. Béi twong va phuong phap nghién ctru

3. Két qua va thao luan

Két luan

Céc két qua chinh ciia luan an da duogc cong bd trong 05 cong trinh khoa hoc,

trong d6 c6 04 bai bao dugc dang trén tap chi chuyén nganh quéc té ISI, va 01 bao
cao tai hoi nghi quéc té.



Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Chip sinh hoc va h¢ thong vi co 16ng (Biochip and Microfluidics)

Nhiéu bénh truyén nhiém gay bung phat dich va trd thanh mdi lo ngai 16n trong
thé gi6i hién dai bao gdm: virus dengue (DENV), virus Ebola (EBV), virus gdy suy
giam mién dich & nguoi (HIV), virus Zika (ZIKV), virus cim, virus viém gan va gan
day nhét 1a COVID-19. Kha nang lay lan nhanh chéng khién cac loai virus ny c6
tinh on dinh vé mit di truyén va tré thanh mbi de doa thuong tryc déi véi strc khoe
cong dong. Viéc phat hién cic virus giy bénh mot cach nhanh chong va chinh xac 1a
yéu cau cap thiét do cac yéu t6 han ché nhu: téc d6 chan doan cham, ty 1é Am tinh gia

va duong tinh gia gia tdng, cling nhu yéu cau vé cac bo kit bo sung.

Céc nha nghién ciru da nd lyc phat trién cac phuong phép va thiét bi thay thé
nham vuot qua nhirng thach thirc ndy. Trong dé, viée sir dung cam bién sinh hoc dién
hoéa (electrochemical biosensors) trong cac ing dung moi truong, nong nghiép cling
nhu trong xét nghiém 1am sang da duoc chap nhan rong rai. Cac cam bién sinh hoc
dién hoa do glucose thudng duoc sir dung dé theo doi dudng huyét, hd tro diéu tri
bénh tiéu duong, ciing nhu phat hién bénh celiac, ung thu vii va ung thu tuyén tién
liét, cung nhiéu bénh 1y khac [23].

Sy tién b trong nghién ctru cong nghé vi luu (microfluidics) va chip sinh hoc
(biochip) d tao nén cudc cach mang trong chan doan phan tir, cung cip cong cu tién
tién cho phép thu nho hoa hé théng phan tich, sang loc nhanh chéng tac nhan giy
bénh v6i d0 nhay cao, déng thoi khic phuc triét dé nhitng nhuoc diém cb hitu khi tich
hop phuong phap khuéch dai acid nucleic thong thuong nhu yéu cau vé khong gian
phong thi nghiém, thoi gian xtr Iy kéo dai va chi phi van hanh dat do.

Chip sinh hoc (biochip), mot thanh tyu dot pha ctia cong nghé sinh hoc thé ky
21, dugc dinh nghia la thiét bi vi mo tich hop cac thanh phén sinh hoc hoat tinh (bao
gém DNA, khang thé, enzyme, thu thé té bao) trén nén vat liéu rdn nhu silicon, thuy
tinh hodc polymer. Tuong tu cach vi mach di¢n tu xtr Iy hang tri¢u phép tinh trong
mot gidy, mot biochip c6 kha nang thyc hién hang ngan phan tng sinh hoc dong thoi
chi trong vai gidy nho mat d6 cao cac diém phan ung vi mo. Ung dung ciia biochip
trai rong trén da dang linh vuc: tir nghién ctru bd gene va phat trién gidng cay trong
chéng chiu bénh trong nong nghiép; kiém nghiém doc t6 mycotoxin, du lugng khang
sinh, protein di ung va chi tiéu héa sinh trong an toan thyc pham; phat hién nhanh
cac ching vi khuan gay bénh (nhu Salmonella, E. coli) trong nudc udng, thuc pham
tuoi séng va mau bénh pham 1am sang; dén giam sat tic nhan hoa-sinh hoc trong

chién tranh sinh hoc va khung b6 sinh hoc. Pic biét, trong y hoc ca thé héa, biochip



cho phép chan doan sém cac bénh nan y (nhu ung thu va, nhiém tring huyét) o giai
doan tién 1am sang ma phuong phap chan doan hinh anh thong thudng kho phat hién,
dong thoi theo ddi dong hoc twong tac phan tir (protein-DNA, thudc-thu thé té bao)
dé 1am sang to co ché bénh sinh va phat trién liéu phap dich ca thé hoa [24,25,26].
Mot minh hoa dién hinh 13 chip protein microarray phat hién dong thoi 12 cytokine
gy viém trong hoi ching COVID-19 ning, cung cap dit liéu tién lwong bénh chinh
xac hon so véi xét nghi€ém ELISA don 1€ [27].

Song hanh khong thé tach rdi véi biochip, cong nghé vi co 16ng (microfluidics)
- linh vuc nghién ciru da nganh két hop vi co dién tit (MEMS/NEMS), khoa hoc vét
liéu va k¥ thuat y sinh - tip trung vao viéc diéu khién chinh xac dong chét luu (chét
long Newton/phi Newton, khi hoic hdn hop khi-long) & thé tich cuc nhé (picoliter
dén microliter) trong cac cau tric vi kénh c6 kich thude dic trung tir 10-500 pm. Sy
van hanh cta hé vi luu dya trén cac hién tugng vat 1y vi mé dac thu: dong chay téng
(laminar flow) - noi cac 16p chat 1ong chay song song véi s6 Reynold thap (<2300)
tao diéu kién kiém soat khong gian phan mg; dién tham (electroosmosis) - co ché
van chuyén ion dudi tic dung dién truong qua 16p dién kép Helmholtz-
Smoluchowski; lwc mao dan - déng vai trd chu dao trong thiét bi vi luu gidy (paper-
based microfluidics); va khuéch tan nhiét - yéu t6 then chdt trong thiét ké bo vi nhiét
PCR. Nhiing hiéu tng nay cho phép thao tac tinh vi cac qua trinh: tron 1an da dong
chat 1ong, ly tAm vi thé tich trén chip, dién di vi mao quan, va tach té bao bang vi loc
hodc luc quan tinh (inertial focusing). Chat luu duge xt 1y trong hé thong nay bao
gém méu (mau thdé hodc mau di qua xt 1y), dich ndo tiry, nudc bot, té bao ung thu
tuan hoan (CTC), bao tir vi khuan, acid nucleic, va cac thude thir phan Gmg sinh hoa,
hoat dong trong cac cau trac tich hop nhu vi bom ap dién (piezoelectric micropump),
vi van nhiét di¢n (thermopneumatic microvalve) va vi bg loc kich thudc nano

(nanoporous membrane) [28].

Vé phuong di¢n cong nghé ché tao, thiét bi vi luu thé hé dau thuong st dung
silica hodc thily tinh borosilicate nho do bén héa hoc cao va kha nang tao kénh bang
ky thuat khéc ion sau (DRIE), nhung dan dugc thay thé bang vat liéu polymer do gia
thanh hop 1y va tinh linh hoat trong gia cong. Polydimethylsiloxane (PDMS) chiém
vi tri hang dau nho tinh trong sudt quang hoc, md dun dan hdi thap cho phép tao van
co hoc, va kha ning tao khudn nhanh bang k¥ thuat soft lithography tir master silicon.
Céc polymer nhi¢t déo nhu polycarbonate (PC) va polymethyl methacrylate (PMMA)
duogc gia cong hang loat bang laser ablation CO: hodc ép nong (hot embossing), trong
khi vat liéu gidy nitrocellulose mé ra hudng phat trién thiét bi "lab on paper" gia ré,
than thién moi trudng cho ving tai nguyén han ché. Xu hudéng gan day 14 két hop da
vat liéu (PDMS-thiy tinh, gidy-PMMA) dé t6i uu hoa ting chtrc nang hé thong [29].



Trong hé vi luu, cac vi kénh khong chi dung dé din va phan tich mau ma con
hoat dong nhu mét “vi 16 phan Gmg” (microreactor) rat hiéu qua cho tong hop hoé hoc
va vat liéu, ddc biét 1a hat nano. Trong kénh c6 kich thudc micromet, sb Reynolds rat
nho nén dong chay hau nhu ludn ¢ trang thai tang (laminar): cic 16p chét long truot
song song, khong cudn xody. Piéu nay gitp thoi gian luu (residence time) cia ting
phan tir chat 1ong duogc xac dinh kha chinh xac theo luu lwong va thé tich kénh, khong
bi “tron 13n” ngau nhién nhu trong binh khudy [28].

Khi tong hop hat nano, thdi gian cac ion/tién chat trai qua giai doan tao mam
— 16n 1én — két tinh quyét dinh tryc tiép kich thudc va phan bd kich thude. Trong
microreactor, chi can diéu chinh luu luong bom (tirc 14 thay ddi thoi gian luu) 14 co
thé dich chuyén diém phan g tir viing tao mam sang vung 16n 1én, nho d6 thu duoc
hat c6 kich thudc rat dong déu; trong khi & phan g thong thudng (batch reaction),
cung lc ton tai nhidu ving thoi gian luu khac nhau nén hat thudng phan b rong.

Kénh vi luu c6 ti 18 dién tich bé mat/thé tich rat 1én nén truyén nhiét va truyén
khdi cuc nhanh. Chi can dit kénh 1én mot dé nhiét hodc dung cac vung gia nhiét cuc
bo 1a ¢6 thé tao gradient nhi¢t d§ chinh xéac doc theo chiéu dai kénh. Tuong tu, khi
dua 2-3 dong dung dich khac nhau vao cing mét kénh, do dong chay tang nén chiing
chay song song, khuéch tan vao nhau tir tir, tao nén gradient ndng do (gradient hod)
rat muot theo chiéu ngang hoic chiéu doc.

Nho cac gradient nay, chi trén mot con chip c6 thé dong thoi khao sat nhicu diéu
kién phan tng (nhiét do, pH, ti I¢ tién chét, chat khir, chit pha tap/dopant) ma khong
can nhiéu binh phan tmg riéng 16. Két qua 13 ta nhanh chong tim duoc ving diéu kién
cho hat nano c6 hinh dang (ciu, que, tim), kich thudc, muc do pha tap tot nhat.

Kiém soat kich thudc, hinh dang, dopant t5t hon phan ng truyén thong Trong
binh phan tmg thong thuong , tron khudy chi tao ra cac ving “trung binh” vé nhiét o
va néng d6 ma & mirc vi md ludn ton tai nhidu ving khac nhau nhu ving néng — ving
lanh, viing gidu — viing nghéo tién chat. Nhitng khac biét ¢ cap do vi mo nay dan t6i
tao mam khong déng nhét, hat sinh ra & thoi diém khac nhau, trong diéu kién khac
nhau — phan b6 kich thuée rong, kho tai 1ap. Nguoc lai, trong microreactor, moi
“doan” chit long di qua kénh déu trai qua ving phan bd nhiét do — nong do giong
nhau, do d6 hat dugc tao ra trong diéu kién gén nhu 13p lai; diéu nay lam giam d6
1éch chuén kich thudc rit manh.

Ta c6 thé thiét ké ving tao mam rat ngan, ving 16n 1én dai hon, nhd diéu chinh
chiéu dai tung doan kénh va luu luong; nhu vay, s6 mam dugce tao ra c6 dinh con
kich thudc hat diéu chinh bang thoi gian 16n 1én, cho phép chii dong chon kich thudc.



Khi bd sung chit pha tap (dopant) trong mét trong cac dong vao, do tron
khuéch tan c6 kiém soat, ti 18 dopant trong mdi hat it bién dong hon, gitip mirc 6 pha

tap dong déu, quan trong véi vat lidu quang — dién — xtic tac.

Vi luu, véi dong chay tang, thoi gian luu x4c dinh va kha ning tao gradient
nhiét/hod chinh xac, bién kénh vi mé thanh mét vi 10 phan tng c6 kha niang diéu khién
rat cao, vuot trdi so voi cac binh phan tmg truyén théng trong viéc tong hop hat nano va

vat liéu chirc nang c6 kich thudc, hinh dang va mirc d§ dopant duoc kiém soat chat chg.

Ung dung thuc tién ndi bat nhat cta hé thdng tich hop vi luu-biochip (dugc
goi 1a Lab-on-a-Chip - LOC) 14 trong linh vuc chan doan tai diém chiam soc (POCT).
Céc thiét bi nay tu dong héa toan bd quy trinh tir chuan bi mau (ly giai té bao bang
xung dién, tach DNA béng hat silica tir tinh), khuéch dai acid nucleic (PCR vi luu,
LAMP d'fmg nhiét), dén phat hién tin hi¢u (di¢n hda, huynh quang, plasmon bé mat)
trén mot nén tang duy nhat c6 kich thude chi vai centimet. Vi du dién hinh 14 hé théng
GeneXpert® ctia Cepheid - duoc WHO tién tham dinh cho chan doan lao da khing
thudc va MRSA - tich hop tach chiét DNA, khuéch dai PCR thoi gian thuc va phat
hién da kénh huynh quang trong 6ng nghiém kin. Trong dai dich COVID-19, chip vi
lwu phat hién SARS-CoV-2 qua ky thuat RT-LAMP két hop do pH dién hoa (nhu
nghién ctru ciia Zhang et al. 2020) cho két qua dinh luong sau 35 phut v6i do nhay
10 ban copy/uL, minh chtng cho tinh vu viét: tiét kiém >95% thé tich mau (chi can
2 uL so v6i 200 pL cta PCR 6ng nghiém), ty dong héa toan bd quy trinh, rat ngan
thoi gian xét nghiém tir 4 gio xudng 40 phut, va tinh di dong cao cho xét nghiém hién
truong [30-39].

Tuy nhién, cong nghé nay van d6i mat v6i nhitng thach thirc k§ thuat dang ké:
(1) Hiéu g nén mau (matrix effect) trong dich sinh hoc phirc tap (mau, dom) gay
nhiéu tin hiéu phat hién; (2) Sw hap phu khong dic hiéu ciia protein 1én bé mit PDMS
lam giam hiéu suat phan tng; (3) Su khuéch tan khi qua thanh PDMS anh hudng dén
phan g enzyme nhay oxy; (4) Do bién thién giira cac 16 ché tao do phu thudc vao
k¥ thuat gia cong thu cong; va (5) Chi phi san xuat hang loat cho tmg dung quy mo
dan sd. Xu hudéng nghién ciru twong lai tap trung vao: (1) Phét trién thé hé chip lai
quang-dién tir (optofluidic) két hop cam bién plasmonic bé mat (SPR) va transistor
hiéu ung truong (FET); (2) Tich hop tri tué nhan tao (AI) dé ty dong phan tich dir
liéu hinh anh té bao va tdi vu hoa diéu kién phan tng; (3) Hé thong organ-on-a-chip
mo phong chic nang phdi, gan, rudt trén vi mach nham nghién ciu co ché nhiém
trung va sang loc thudc khang virus; va (4) Cong nghé in 3D da vat liéu cho phép ché
tao chip c6 kién tric phan cap phirc tap.
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1.2. Cam bién sinh hoc dién héa
1.2.1. Phén loai cam bién sinh hoc

Cam bién dién hoa tich hop trén chip 1a “trai tim” cta hé vi luu phén tich, vi
n6 cho phép do truc tiép céac tin hiéu dong/dién thé ngay trong kénh véi lwong miu
rat nho.

Céu tric dién cuc tich hop

Trén nén chip (thudng 1a thiy tinh, Si/SiO2 hodc polymer), ngudi ta lang dong
cac vi dién cuc béng vang, carbon, ITO hodc muc dan in (screen-printed). Céhu tric
vé mit hinh hoc thuong 1a h¢ ba dién cuc vi mo: dién cuc lam viéc (WE) dat ngay
trong kénh hodc budng phan tng; dién cuc d6i (CE) va dién cyc tham chiéu (RE,
thuong 1a Ag/AgCl) b tri gan d6. Kich thude dién cuc (bé rong vai—vai chuc um,
chiéu dai vai traim pm) gitip dién tich bé mit di 16n dé thu tin hiéu nhung van phu
hop véi kich thude kénh vi luu [40].

Nguyén ly do ngay trong kénh

Khi dung dich chay trong kénh, chat phan tich (ion, phan tir nho, DNA, hat
nano...) tiép can bé mit dién cuc. Bang cac k¥ thuat nhu voltammetry (CV, SWV),
chronoamperometry hodc phé tro khang (EIS), cam bién do dugc dong di¢n, dién thé
hoic tro khang phét sinh tir qua trinh oxy hoa-khir hodc twong tic bé mat. Vi dién cuc
nam tryc tiép trong kénh nén khong can liy mau ra ngoai, tranh mat mau va nhiém
ban; dong thoi c6 thé theo ddi theo thoi gian thyc su thay doi ndng d6 hoic trang thai
vat li¢u trong qua trinh phan tng [41].

Do nhay cao va dap vng nhanh

Vi dién cuc c6 kich thude rat nho nén 16p khuéch tin mong, chat phan tich t6i
bé mit chi yéu bang khuéch tan hinh ban ciu; diéu nay lam dong nén thap nhung
dong Faraday twong d6i 16n, ting ty sb tin hiéu/nhidu. Thé tich kénh nho, khoang
cach tlr ving phan tng t6i dién cuc ngan — thoi gian chat phan tich khuéch tan dén
bé mit chi vai mili-gidy dén gidy, nén cam bién phan hdi rat nhanh voi thay doi trong
kénh (vi du san pham LAMP vira sinh ra, hat nano méi hinh thanh) [42, 43].

Vat lieu dién cuc (Au, carbon, ITO, dién cuc in)

Vang (Au): dan dién tdt, hoa hoc tro, ving thé lam viéc rong, dé chic ning
hoa bang cac 16p SAM thiol nén rat phu hop cam bién sinh hoc (DNA, protein) va
dién hod phuec tap.

Carbon (C, CNT, graphene, carbon ink): nén ré, it nhiu, twong thich sinh hoc tdt,
dé bién tinh véi polymer dan (PANi, PEDOT...) hoic nano-kim loai dé tang do nhay.
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ITO/FTO: trong sudt, cho phép két hop do dién hoa véi quan sat quang

hoc/phét quang; thudng dung trong cam bién quang-dién hoa, dién cuc phim mong.

Dién cuc in (screen-printed/sputter-printed): chi phi thap, c6 thé dung mot lan,

dé tich hop vao cartridge cam tay; phit hop cac hé POCT (point-of-care) [42,43].
Kha néng tich hop véi hé diéu khién cam tay

Do dong va thé do duogc thudng & mitc pA—mV, chi cin cac mach do nho gon
(potentiostat, ngudn dong, ADC) 13 du; c¢6 thé tich hop vao bo mach cam tay, két ndi
Bluetooth hoac USB vo6i may tinh/dién thoai. Tin hi¢u tir vi dién cuc trong kénh dugc
s6 hoa va xtr Iy bang phan mém dé suy ra ndng d6 chat phan tich, toc d6 phan tng,
trang thai vat liéu... Tir d6 hinh thanh thiét bi lab-on-a-chip cam tay, sir dung rat it

mau, cho két qua nhanh, phu hop trién khai ngoai hién trudong hodc tai givong bénh.

Cam bién sinh hoc dugc phan loai chu yéu dua trén co ché chuyén ddi tin hiéu
sinh hoc, bao gém ba nhém chinh: quang hoc, tir tinh va dién hoa. Cam bién sinh hoc
quang hoc hoat dong bang cach twong quan cudng do tin hiéu anh sang voi ndng do
chi dau sinh hoc muyc tiéu [8,40]. Trong nhém niy, cong huong plasmon bé mit (SPR)
ndi bat nhd kha nang phat hién thoi gian thuc dya trén nguyén 1y tao song plasmon:
khi phan tir dich (vi du khang nguyén) lién két v6i khang thé c6 dinh trén bé mat cam
bién, su thay dbi chiét suat cuc bd dan dén dich chuyén goc cong hudng, cho phép
dinh luong chinh xac & ngudng ~1 pg/mm?2. Song song d6, cam bién sinh hoc tir tinh
ghi nhan tuong tac sinh hoc thong qua bién d6i dic tinh tir (nhu tir tré hodc tir cam)
khi hat nano tir tinh ga"ln phan tir dich tuong tac voi bé miit. K¥ thuat nay dac biét hiéu
qua trong xtr Iy mau sinh hoc phirc tap (mau duc) do khong bi anh hudng béi nhiéu
quang hoc va duoc tng dung trong xét nghiém nhanh bénh lao, phat hién té bao ung
thu tuan hoan (CTC).

Cam bién sinh hoc dién hoa chiém vi tri dic biét quan trong do co ché chuyén
d6i truc tiép tuwong tac sinh hoc thanh tin hiéu dién (dong dién, dién thé hoic tré
khang) ty 1& v&i ndng d6 chat phan tich [44]. Nhom nay bao gdm ba phuong phap do
chinh: (1) Ampérometry theo doi dong Faraday trong trng dung nhu do glucose mau,
(2) Potentiometry do bién thién dién thé dé phat hién ion dic hiéu, va (3) Pho tro
khang dién hoa (EIS) phan tich bién d6i tro khang bé mit dién cuc dé phat hién acid
nucleic (DNA/RNA) cua virus.

Vi¢e lya chon k¥ thudt cam bién phu thudc vao [20,44]:
- Hé s6 pham chat (FOM): D9 nhay/gidi han phat hién (LOD);

- Tinh di dong: Kich thudc thiét bi, nhu cau ngudn dién;
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- D6 phtic tap mau: Yéu cau tién xu 1y (vi du: mau méu can ly tim);
- Thoi gian dap Gng: Tir vai gidy (dién hoa) dén 30 phit (SPR);
- Chi phi tong thé: Bao gom thiét bi doc va linh kién tiéu hao.

Pbi v6i xét nghiém tai chd (POCT), cam bién dién héa thé hién uu thé vuot
tréi nho tiém nang thu nho hoéa manh mé (dién cuc in ludi carbon kich thude <1 cm?),
chi phi san xuét cuc thap (<0.1 USD/don vi), va kha ning tich hop vai thiét bi di dong
thong qua két ndi Bluetooth. Nhitng uu diém nay tuong phan 1o rét véi cam bién
quang hoc thudng doi hoi hé théng quang hoc cdng kénh va dat tién. Céc thach thirc
vé tinh chon loc va nhiéu nén ma tran (matrix interference) trong cam bién dién hoa
da dugc giai quyét théng qua ba hudng tiép can chinh: (1) Str dung mang chon loc
ion (vi du Nafion®) dé loai bo chat giy nhiéu dién hoa trong mau, (2) Ung dung vat
liéu nano lai nhu graphene/PEDOT:PSS nang cao do chon loc 1én 107 lan, va 3) Téi
wu héa cdu tric khang thé don dong (mAb) dé giam phan tmg chéo. Minh chimg thuc
tién 1a kit xét nghiém COVID-19 dién héa (vi du Abbott i-STAT) cho két qua trong
4 phut véi 6 dic hiéu >99%, khing dinh vi tri khong thé thay thé ctia cong nghé nay
trong chan doan phan tan [20,44].

1.2.2. Phan tich dién hoa

Phan tich dién hoa di khang dinh vi tri quan trong trong dinh lugng thanh phan
sinh hoc nhd kha nang chuyén d6i tin hi¢u sinh hoc thanh tin hi¢u dién dinh luong.
Cam bién sinh hoc dién héa hoat dong dua trén phén tir nhan biét sinh hoc (enzyme,
khang thé hodc aptamer) - thanh phan c6t 16i gan dic hiéu v6i myc tiéu phan tich va
chuyén hoa tuong tac sinh hoc thanh tin hiéu dién, déng vai trdo nhu bo chuyén doi
tin hiéu. H¢ théng ba dién cuc tiéu chuin bao gém: dién cyc lam viéc (WE) noi xay
ra phan tng dién hoa dac hi¢u (thuong ché tao tur vang, carbon hodc graphene dé tbi
wu do nhay); dién cuc so sanh (RE) thiét 1ap dién thé chuan 6n dinh nhu dién cuc
Ag/AgCl (+0.197 V) hodc Cu/CuSOs (+0.314 V) khong phu thudc thanh phan dung
dich [45]; va dién cuc ddi (CE) bang vat liéu din dién (bach kim/graphit) hoan thanh
mach dién bang cach cung cap dong dién can bang. Trong cdu hinh nay, khi WE déng
vai trd anode (cuc duong), CE s€ trd thanh cathode (cuc am) va nguoc lai, tao thanh
té bao dién phan sir dung dong dién ngoai dé thiic day phan tng oxy hoa-khir - khac
biét co ban véi té bao galvanic t tao dién.

Potentiostat ddm nhiém vai trd trung tdm trong viéc kiém soét chinh xac hi¢u
dién thé gitra WE va RE déng thoi do dong dién tai WE [46]. Cac tuong tac sinh hoc
(nhu phan g enzyme-co chat hodc lién két khang thé-khang nguyén) gy bién do6i
dac tinh hoéa-ly tai bé mit WE, duoc phat hién thong qua ba k¥ thuat chinh:
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amperometry do dong faradaic sinh ra tir phan tng oxy héa/khir truc tiép (vi du: phan
g glucose oxidase tao H20:); potentiometry theo ddi bién thién dién thé do thay ddi
ndng do ion; va phd trd khang dién hoa (EIS) phat hién thay d6i trd khang bé mit khi
phan tir dich lién két [47]. Mbi truong dién ly dong vai trd thiét yéu cho qua trinh tao
tin hiéu, thong qua dung dich ddu do oxy hoa-khir (nhu [Fe(CN)s]*/*~ hodc methylene
blue) chura cac ion c6 kha nang chuyén dién tir. Khi dién thé duoc dit vao WE, céc
cation (ion duong) di chuyén vé phia cathode dé nhan dién tir (qua trinh khir), trong
khi anion (ion 4m) di chuyén vé anode dé nhuong dién tir (qua trinh oxy héa). Doi
v6i phan tir dién tro nhu protein hodc DNA, dung dich dau do déng vai tro trung gian
chuyén dién tir thiét yéu, trong khi v6i co chit dién hoat (nhu glucose), phan ng

enzyme truc tiép tao ra di¢n tur.

Céc phan tmg dién hoa xay ra tai bé mat phan cach dién cuc-dung dich tao nén
"dong chuyén dién tich" dugc khao sat bang k¥ thuét potentiostatic. Dong faradaic -
dong dién thyc tr phan g oxy hoa/khtr tuan theo dinh luat Faraday - khéac biét co ban
v6i dong khong faradaic (dong tap) sinh ra tir su ti sap xép thuan tiy cta 16p dién kép
Helmholtz ma khéng c6 chuyén giao dién tir. Moi bién doi trong qua trinh chuyén dién
tich déu c6 thé dinh luong lién hé véi ndng do phan tir dich, tao nén tang cho cac ing
dung thuc tién nhu cam bién glucose cay dudi da theo ddi lién tuc, phat hién SARS-
CoV-2 thong qua do bién thién tro khang voi do nhay 0.8 pg/mL, hodc giam sat 6

nhiém kim loai ning bang dién cuc ion chon loc trong mdi trudng nudc.

Théng ké trén hé thdng sciencedirect.com, hé thong cong bd khoa hoc 16n nhét
hién nay, véi tir khoa “Electrochemical Analysis” (phan tich dién héa) trong giai doan
2022 - 2026, chung ta thu dugce 25.709 cong trinh cong bd trong d6 co 449 tai lidu
trong cac sach chuyén nganh va 22.450 bai béo lién quan truc tiép. Theo thoi gian,
sO lwong va chét lugng cong trinh cong bd ting rat nhanh. Tim hiéu trong thoi gian
tir 2022 dén 2025 tac gia nhan thdy c6 su gia tang lién tuc vé sd cong bd bao gdbm tap
chi, sach va sach tham khao. Trong nam 2022, c6 4.378 bai bao trén hé thong ISI
cong bd két qua nghién ctru k¥ thuat dién hoa (mg dung trong phén tich y sinh, dén
nam 2025 hién tai dd c¢6 6.975 bai bao cong bd.

Trai qua gan mot thé ky nghién ciru va phat trién, phan tich dién hoa da co rat
nhiéu cai tién. Tuy nhién, k¥ thuat phan tich dién hoa gid day van can sy hoan thién
va diéu chinh cho phu hop vé6i su phat trién ctia khoa hoc, cong nghé, dic biét 1a cong
nghé nano noi ma kich thuéc vat liéu, diéu kién bién ctia bai toan dién hoa thay doi.
Nghién ciru va phat trién k¥ thuat phén tich dién hoa can duoc thyc hién ¢ khau tbi

vu hoa phan mém, tinh toan, thu thap va xir Iy s6 lidu; phét trién phan cimg: xir 1y
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nhanh hon, manh hon, tich hgp cong nghé truyén tai dir liéu; ché tao dau do tich hop
cho phép thu dugc nhiéu théng sd; thu nho thé tich mau do; ché tao hé thong dién hoa

cam tay.
1.2.3. K§ thuit do trong cim bién dién héa

Cam bién sinh hoc dién hoa sir dung da dang phuong phap do bao gdm: do
dong da budc (Multistep Amperometry - MA), quét thé tuyén tinh (Linear Sweep
Voltammetry - LSV), va do thé mach ho (Open Circuit Potential - OCP). Nhin chung,
bbn nguyén 1y co ban chi phéi cac ki thuat nay 1a: (1) do thé tinh, (2) do xung thé,
(3) do dong dong, va (4) do phd tro khang. Déi v6i ing dung dic thi trong phat hién
san pham khuéch dai acid nucleic, luan an tap trung nghién ciru ba ky thuat trong
tam: quét thé tudn hoan (Cyclic Voltammetry - CV), phd tré khang dién héa
(Electrochemical Impedance Spectroscopy - EIS), va thé xung vi sai (Differential
Pulse Voltammetry - DPV) [21].

Phuong phap quét thé tuan hoan (CV) hoat dong bang cach ap dat dién thé
quét hinh tam giac 1én dién cuc lam viéc (WE) trong khoang xac dinh, dong thoi ghi
nhan dong dién dap ung. Qua trinh oxy héda-khur tai bé mat dién cuc tao ra cap peak
dac trung: peak dong oxy hoa (anodic) va khir (cathodic). Dién tich dudi peak ty 1€
thuan voi néng do chat dién hoat, cho phép dinh lugng chinh xac chi dau sinh hoc
nhu methylene blue hodc [Fe(CN)s]* /4 - cc chat chi thi thuong dung trong phat hién
acid nucleic [48,49]. Do chénh thé giita hai peak (AE,) phan anh tinh thuan nghich

cua phan rng, vdi gia tri ly tuong dat 59 mV cho hé mot electron.

Cu thé, dién thé dugc quét tuyén tinh tir mot gia tri ban dau dén mot dién thé
dinh (vertex potential), sau d6 chiéu quét duogc dao ngugce dé dua dién thé tro lai gia
tri ban dau hodc dén mot dién thé dinh khac. Qua trinh nay tao ra mot duodng cong
voltammogram tuan hoan, biéu dién su phu thudc cua dong dién vao dién thé. Phan
tich dong dién tai cac dinh oxy hoéa (Ipa) va dinh khir (Ipc), cling nhu cac gia tri dién
thé dinh twong tmg (Epa va Epc), cung cap thong tin dinh tinh va dinh luong vé cac
qué trinh oxy hoéa-khur xdy ra trén bé mat dién cuc lam viéc. Trong tng dung cam
bién sinh hoc axit nucleic, su thay ddi tin hiéu CV ctia mot chat do oxy hoéa-khir (vi
du, K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] hodc Methylene Blue) do sy ¢ dinh hodc lai hoa
DNA trén bé mit dién cuc, hodc do tuong tac voi cac chit xen k& c6 hoat tinh oXy
héa-khur, thuong dugc st dung dé xac dinh su hién dién cua phén tur sinh hoc trong
dung dich phén tich. CV rat hitu ich trong viéc dic trung hoa cac bién d6i bé mit dién

cuc va nghién ctru co ché phan ung.
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Phuong phéap pho tré khang (EIS) khao sat dép mg tan sd ciia hé dién hoa
thong qua viéc ap dit nhidu dién thé AC bién do nho (5-10 mV) trén nén thé DC cd
dinh. Dit liéu thu duoc biéu dién dudi dang gian d6 Nyquist (truc hoanh: Z' - thanh
phan thyc, truc tung: Z" - thanh phan a0), dugc md hinh héa bang mach dién twong
duong. EIS 1a mot ky thuat manh mé dé nghién curu cac tinh chit cia bé mat dién
cuc/dung dich dién ly. Cu thé, mot tin hiéu xoay chiéu c6 bién do nho duoc ap dat
1én hé dién hoa qua mot dai tin sd rong (tlr gia tri cao dén thap), trong khi duy tri mot
dién thé mot chidu c¢6 dinh. Tong trd phiic cta hé (Z=Z'+Z'") duoc do nhu mot ham
ctia tan s6. Gian dd Nyquist thuc nghiém sau d6 thudng dugc mé phong bang mot
mach dién tuong duong (vi dy, mach Randles), trong d6 mdi phén tir cia mach (nhu
dién tro dung dich Rs, dién dung 16p kép Cdl, dién tré chuyén dién tich Ret, va tre
khang Warburg W) dai dién cho mot tinh chét dién héa cu thé cta hé. Bdi véi cam
bién sinh hoc dién héa, su thay dbi cua dién tré chuyén dién tich (Rct) thudng la
thong s6 quan trong nhat. Rct phan anh sy can trd dbi voi viée chuyén electron ciia
mot chit do oxy hoa-khtr tai bé mit dién cuc. Su ¢d dinh hoic lai hoa cua axit nucleic
trén bé mat dién cyuc c6 thé lam thay do6i Ret (thuong 1a ting Ret do sy can tro khong
gian va tinh dién cua phan tir DNA ddi voi chat do), tir d6 cho phép phét hién va dinh
luong su kién sinh hoc. EIS ¢6 uu diém 1a kha ning phat hién khong can danh dau va

cung cap thong tin chi tiét vé nhiing thay doi & 16p bé mat.

Trong cam bién acid nucleic, su gia ting dién tro chuyén dién tir (Re) do can
tré khuéch tan ion [Fe(CN)s]> -/ khi DNA muc tiéu lién két véi dau do, cung cap tin
hiéu dinh luong nhay véi LOD dat 0.1 M [48,49]. Thong sb quan trong khac 1a dién
dung 16p kép (Ca) phan anh thay doi cdu trac bé mit.

Phuong phap thé xung vi sai (DPV) két hop xung thé bac thang véi xung vi
sai chong 1an, do hiéu sé dong dién trudc/sau mdi xung. Ky thuat nay loai bo >95%
dong nén tu dién, cho phép phat hién ndng do thap (nM-pM) trong mau sinh hoc phirc
tap. Thong s toi wu bao gdm: bién do xung 25-50 mV, thdi gian xung 50-100 ms, va
budc thé 1-10 mV [50,51]. Ung dung dién hinh 13 dinh lwong DNA khuéch dai qua

tin hiéu oxy héa guanine hodc chat chi thi hoat tinh nhu daunomycin.

DPV la mdt k¥ thuat voltammetry xung c6 do nhay cao, dugc thiét ké dé giam
thiéu anh huong cta dong dién dung nén, tir d6 ting cuong ty 1¢ tin hi¢u trén nhiéu
s0 v6i cac ky thuat nhu CV. Trong DPV, cac xung dién thé c6 bién d6 nho va thoi
gian x4c dinh duoc ap dat déu dan 1én mot dudng nén dién thé dang quét tir tir (thuong
1a quét tuyén tinh). Dong dién dugc 14y mau hai 1an cho mdi xung: mot 1an ngay trudc

khi ap xung va mot lan vao cudi xung. Su khac biét gitra hai gia tri dong dién nay
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(Ai) duogc ghi lai va v& d6 thi theo dién thé nén, tao ra mot dudng voltammogram c6
dang dinh rd rang. Chiéu cao cta dinh DPV ty 18 thuan v&i ndng do cta chat dién
hoat. Trong g dung cam bién axit nucleic, DPV thuong dugc sir dung dé phat hién
su thay ddi tin hiéu cta mot chat chi thi hodc chit danh dau oxy hoéa-khur (vi dy,
Methylene Blue, cac phuc kim loai c6 kha nang xen k& vao DNA nhu [Co(GA)2
(agphen)]Cl) khi chung twong tac voi axit nucleic muc tiéu da dugc khuéch dai va lai
hoa trén bé mit dién cuc. Sy thay doi ndy (ting hodc giam dong dinh) phan anh nong
d6 cua san pham khuéch dai. Céac thong sé van hanh quan trong caa DPV bao gdm
bién d6 xung (vi du, 50 mV), d6 rdng xung (vi du, 60 ms, twong ng voi thoi gian
chuyén tiép giita cac murc dong dién 13 0,06s), bude ting dién thé nén, va khoang dién

thé quét (vi dy, trong khoang +0,3V hoac tuy thudc vao chét dién hoat).

Vi¢e lya chon va toi uu hoa cac phuong phép nay, cung véi cac thong s6 van
hanh cu th¢, 1a rat quan trong dé dat dugc hi€u suat phan tich mong mudn trong viéc
phat trién cam bién sinh hoc di¢n hda cho axit nucleic.

1.2.3.1. Phwong phdp quét thé vong tuan hoan (CV)

Phuong phap quét thé tuan hoan Von-Ampe (Cyclic Voltametry) dugc ding
dé xé4c dinh hé sd khuéch tan va xem xét su bién thién thuan nghich (kha nang c6 thé
phéng va nap) cua vt liéu nghién ciru, dién thé & day bién thién tuyén tinh theo thoi
gian (Hinh 1.1). Nguyén Iy co ban ctia phuong phap CV 1a ap dit mot dién ap bién

ddi tudn hoan vao dién cuc lam viéc va ghi lai dong tuong ung [52,53].
Xét qua trinh thudn nghich: O + ne < R.

Tinh tir thoi diém dién thé Ei duong so v6i Eo thi chi ¢6 dong non-Faraday di
qua. Khi dién thé dat t&i gia tri Eo thi su khtr bat dau va c6 dong Faraday di qua, lac
nay dién thé cang dich vé phia am, néng do chat oxy hoa trén bé mat dién cuc giam
va su khuéch tan ting 1én, do d6 dong dién ciing ting lén dat cuc dai sau d6 do nong

d6 chat oxi hoa giam, do vy tin hiéu dong dién sé& giam I, giam (Hinh 1.1).

A

[1] Chuyén mach théi gian, A

B m

Hinh 1.1. D6 thi quét thé vong tuan hoan CV thoi diém, dién thé quét (A), biéu dién
dong dién tuong ung (B)
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Truong hop theo thé nguoc lai vé phia duong, chat khir bj oxi hoa thanh chét
oxi hoa khi dién thé quay vé dén Eo va dong andt di qua. Cac vi tri A va E; 1an luot 1a
thoi diém dong dién va dién thé bat dau quét nguoc lai. Pudng phan cuc vong biéu
dién mbi quan hé giita dong dién I (A) va dién thé E (V), trong d6 I, I, 13 dong
dién cuc dai cta catdt va andt con Epc, Epala dién thé cuc dai cua catdt va andt trong
Hinh 1.1.

Bién thién dién thé theo thoi gian c6 thé xac dinh theo cong thuc:
Q=0¢,—v.t khi 0<t<A

o=@, —vrA+v(t—L) khi T>)A

Trong do6:

v - Tc d6 quét thé 0,000 (V/s) - 1000 (V/s)

A - Thoi diém d6i chiéu quét thé (s)

T - Thoi gian (s)

@d - Pién thé ban dau (V)

Khi quét CV cho bé mit dién cuc nghién cuu, dd thi phu thudc cua dién thé va
dong dién c6 dang:

Current/pA

Potential/V

Hinh 1.2. Quan hé giita dién thé va dong dién trong quét thé vong tuin hoan
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Pbi voi hé théng thuin nghich: Dong dién oxy héa khir cuc dai (Ipeak) dugc
xac dinh

1,,=-2,69.10n"°.AD)°.C,»'"

peak —
Trong do6:
n - S6 dién tir trao doi trong qua trinh oxy hoa khir
(phéan tng thuan nghichn =1)
Do - Hé s6 khuyéch tan cm?/s
Co - Nong d6 ban dau cua chat O, mol/cm?
A - Dién tich dién cuc cm?
v - Toc d6 quét thé V/s

Céc gia trin, A, Do, Co khong d6i, dong cuc dai Iea ty 16 thuan véi tée o quét
thé trong qua trinh do.

Déi véi hé théng bat thuan nghich:

Déi v6i phan tng bét thuan nghich loai: I,c=1 ., O + ne = R, thi duong

cong Von - Ampe khi quét thé vong khong co peak nguogc, dong dién cuc dai:

c —

1,,==2,99.10°n"[(1-a)n']"’ A.D,”.C,»"*

Véi: A - Dién tich dién cuc, cm?; Co - Néng do chat oxi hoa trong dung dich,

mol/cm?; n’ 13 s6 dién tr trao d6i trong giai doan khong che.

Trong phuong phap ndy dong cuc dai hoan toan phu thudc vao toc do quét,
ddng thoi duong cong Von - Ampe dich chuyén vé phia c6 dién thé 4m hon hé théng
thuan nghich. Phuong phap do CV 1a phuong phap chinh dé thuc hién cac phép do
dién hoa, trong d6 hé théng thuan nghich duoc sir dung chinh trong tng dung cia
cam bién mién dich dién hoa. Phuong phap do CV c6 dong dién dau ra phu thudc
chinh vao téc d6 quét thé, dé ting do nhay cua phuwong phap do thi can han ché dong
tu dién, dé han ché diéu nay trong qua trinh thyc hién do CV can Iya chon dai do ¢6
téc do quét tir 25 mV/s dén 150 mV/s [53].

1.2.3.2. Phuwong phadp do Von - Ampe xung vi sai (DPV)

Phuong phap do Von-Ampe xung vi sai dugc st dung rong rai trong phan tich
dién hoa, do phuong phap nay sir dung cac thiét bi do kha don gian tuy nhién c6 kha

niang phat hién véi gidi han kha thap. Dong dién dugc 1ay mau ngay sau khi xung ting
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dung duogc thiét 1ap, qué trinh do dugc 1ap di 1ap lai cho mot loat xung cé bién do
khong ddi lién tiép, két qua 1a duong cong biéu dién su phu thudc ctia dong dién vao
toc do quét xung thé. Phuong phap nay khac hoan toan véi ki thuat quét thé tuyén
tinh va CV. Céc phan tng thuan nghich cta qua trinh oxy hoa khir, bang phuong phap
chdng chét, nguoi ta tinh toan kha ning dap ung ctia dong oxy hoa theo mot chudi
xung dién ap co bién d6 khong ddi dat chong 1én dién thé mot chidu (DC). Bién do
xung nam trong khoang 5 mV dén 50 mV [54]. Thoi gian xung duoc xac dinh bang
Estep/ toc d6 quét, v6i phuong phap DPV dong dién duoc 1dy mau hai 1an trong mdi
bude: 1an 1 duoc thuc hién ngay trude khi ap xung va 1an 2 & cudi xung. Su khac biét
trong hai lan 4p xung duogc biéu dién thanh duong thé twong Gng, dong dién thu dugc
ty 1& v6i ham cia dudng cong tuyén tinh ctia xung thé (Hinh 1.3). Do d6, DPV ¢6

duong cong hinh dinh nhon, chiéu cao peak ty 1¢ voi sy oxy hda khir cia dién cuc

trong dung dich.
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Hinh 1.3. Bién d6 thé cua chu ky xung (A), dic trung dudng cong Von-ampe (B)
trong phuong phap do DPV

Ebegin va Eend 1 thé dau va cudi ctia xung ap vao dién cuc, Epulse 13 bién d6 xung, Estep
1a khoang cach bién d¢ trong budc nhay ctia 2 chu ky xung lién tiép, tpuise 1 chu ky
clia xung trong dai tir I ms dén 1 s. Trong mot nghién ctru cia minh, Yongli Ye va
cong su da sir dung phuong phap do DPV dé xac dinh va so sanh dic trung dién hoa
ciia cam bién sinh hoc xac dinh Phloretin trén co s& dién cuc cacbon bién tinh hat
nano vang vdi l-cysteine. Phuong phap DPV dugc Yongli Ye khao sat dac tinh di¢n
hoéa trong qua trinh bién tinh hat AuNPs 1én trén bé mit dién cuc GCE. Két qua cho
thay, su biéu dién peak oxy hoa khir ctia cac qua trinh bién tinh hat nano vang lén bé
mat dién cuc co6 do tuyén tinh thay ddi theo thoi gian dién hoa lam tang cuong tin

hiéu dién ra theo doi dugc sai léch ¢& 5 pA dén 10 pA. Két qua ciing ¢ minh ching
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cho thay dé xac dinh nhanh mot dic trung dién hoa cta cam bién sinh hoc phuong

phap do DPV hoan toan ¢ thé 13 mot Iyra chon wu tién.
1.2.4. Cam bién dién hoéa trén nén thiét bi vi luu

Viéc phat trién chip vi 1ong cho cac ing dung cam bién dién hoa thu hit sy quan tam
dang ké, bao gom ca hé théng vi 1ong dong lién tuc va vi long dua trén giot [55]. O
dang co ban nhat, cac chip nay bao gdm céac thanh phan thiét yéu nhu cong vao (inlet)
dé dua mau, mot ving cam bién (hodc ving phat hién) noi cac phan tir phan tich dugc
¢ dinh hodc tuong tac, va céng ra (outlet) dé thai mau. Muc tiéu chinh cua viée tich
hop cam bién dién héa vao chip vi 1ong 13 nham ty dong hoa cac quy trinh phan tich
da budc, cho phép thuc hién toan bd quy trinh trén mot thiét bi duy nhat [56]. Su tich
hop nay mang lai nhiéu wu diém vuot troi nhu giam thiéu thé tich mau va thudc thur,
rit ngan thoi gian phan tich, ting d6 nhay va kha nang phét hién, dong thoi tao diéu
kién phat trién céc thiét bi di dong va c6 kha ning phan tich thong lugng cao.

Hai linh vyc nghién ciru néi bat trong cam bién dién hoa két hop vi long bao
gom cac hé théng vi 1ong dya trén kénh, noi viing cam bién dugc bb tri bén trong cac
vi kénh, va céc thiét bi vi long dua trén gidy (WPADs) [57], tan dung céac dic tinh mao
dan cta soi gidy dé van chuyén va xir 1y chat 1ong [58,59]. Cac thiét bi dua trén gidy
dac biét hira hen cho céac ing dung tai diém cham soc (point-of-care testing - POCT)
nho chi phi thap, quy trinh ché tao don gian va dé sir dung. Trong khi d6, vi long dua
trén giot cung cap céc loi thé nhu kha ning xir 1y cac thé tich miu rdi rac, giam thiéu
su phan tin mau va nguy co nhiém chéo, ddng thoi cho phép tron va thyuc hién phan
ung nhanh chong trong céc giot riéng biét trudc khi phat hién di¢n hoa.

Nhiéu nén tang tich hop nay duoc hudng loi tir viéc nhung cac dién cuc hodc
day dién cuc (mang dién cuc) truc tiép vao chip vi 1ong [60]. Piéu nay co thé dat
duoc thong qua vi¢e ché tao céc dién cuc tai chd (in-situ) bé‘mg cac ky thuat léng dong
vat liéu dan dién tién tién, vi du nhu phin xa (sputtering) va quang khéc
(photolithography) trén cac vat liéu phd bién nhu vang, bach kim hodc carbon [61].
Mot phuong phéap khéc 1a gan cac dién cuc di duoc ché tao sin vao bén trong ciu
tric chip [62]. Viéc tich hop cac dién cuc roi theo cach nay mang lai sy linh hoat
trong thiét ké, cho phép sir dung mot chip v6i nhidu loai cam bién khac nhau. Hon
nita, do c6 thé khong yéu cau cic quy trinh vi ché tao phtic tap trong phong sach,
phuong phép niy cé tiém ning giam chi phi san xuat thiét bi tich hop, dap tmg nhu
cau san xuat hang loat.

DBdi v6i cae mau phan tich phtc tap, dic biét 1a mau 1am sang, cac nén tang vi
long con co thé tich hop cac bude "chuan bi mau" tu dong [63]. V&i cac mau chua
cic manh vun té bao hodc cac thanh phﬁn gay nhiéu (vi dy, té bao héng c@iu), viéc
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thuc hién chuan bi mau 12 rit quan trong dé ngin chin cac tin hiéu khong dic hiéu va
dam bao do chinh xac cta phép do. Pé giai quyét van dé nay, cac cau tric vi loc cd
thé dugc tich hop vao chip thong qua viée sitr dung cac mang loc 1am tir gidy [64]
hoic cac polyme nhu Parylene [65]. Trong truong hop can tach, phan loai hoic phan
1ap céc hat hay té bao cu thé, c6 thé ap dung cac phuong phap dua trén sy khuéch tan
(vi dy, H-filter) [66] hoac luc dién dich (dielectrophoresis - DEP) [67].

Trong qué trinh tich hop hé vi 16ng va cam bién dién héa, viéc kiém soat dong
chay ciing 13 mot yéu t6 then chét. Dong chét 10ng ¢6 thé dugc tao ra mot cach thy
dong nho luc mao dan, dic biét trong céac thiét bi dua trén giéy [68], hoac do thé tich
cia mau dugc bom vao kénh [69], hay sy két hop cia ca hai. Mic du cac phuong
phap véan chuyén chat 1ong thy dong thudng duoc wu tién do tinh don gian va khong
can ngudn niang luong bén ngoai, cac phuong phap chi dong van dugc st dung rong
rii. Cac co ché chu dong nay bao gom viéc str dung bom nhu dong (peristaltic pumps)
dé tao dong chay lién tuc va co6 kiém soat [70], hodc cac phuong phap don gian hon
nhu str dung ap luc ngoén tay dé dy chat 1ong trong cac thiét bi str dung mot 1an [71].

Mic du so hitu nhiéu wu diém vuot troi, viéc tich hop cam bién dién héa vao
hé vi long cling d6i mit voi mot sé thach thirc dang ké. Chiing bao gom d6 phirc tap
trong quy trinh ché tao, dic biét 1a viéc dam béao sy 6n dinh va ngin ngira nhiém ban
ctia cac vi dién cyc, cac van dé lién quan dén viéc han gin va niém phong chip dé
tranh 10 ri, cling nhu viéc quan 1y va loai bo bot khi ¢ thé hinh thanh trong céc vi
kénh, gy anh huong dén dong chay va két qua phan tich. Hon nira, tai Viét Nam,
linh vire vi 10ng vAn con méi va dang trong giai doan phat trién, doi hoi sy du tu hon

nira vao co so ha tang nghién ctru va thuong mai hoa san pham.
1.2.5. Tinh hinh nghién ciru cam bién dién hoéa tich hop hé vi lwu trong nwéc

Khoang hon mudi ndm trd lai day, Viét Nam méi tiép can cong nghé cam bién
sinh hoc nhung da dat dugc nhiing tién bo dang ghi nhan. PAu tién 1a nhom nghién
ctru cam bién sinh hoc ctia Pai hoc Bach khoa Ha Noi véi nhitng bd cam bién dé phat
hién du luong thudc trir sau, thude diét co va kim loai ning trong moi truong [72,73].
Céc chip sinh hoc nay chu yéu dua trén cac loai dién cyc rang lugc, duge chirc nang
hoa bé mit bang cac loai men (enzyme) cé kha ning xiic tic cho cac phan g thuy
phan. Trong mdi truong c6 du luong thude trir sdu hodc thude diét co, hoat tinh xtic
tac ctia men s& bi suy giam va sy suy giam nay ty 1& véi ndng d6 cuia chit gy 6 nhiém.
Vi su phéi hop v6i Vién Vé sinh Dich té Trung wong, cac nhoém nghién ciru tai Pai
hoc Bach khoa Ha N¢i da phat trién mot sd chip sinh hoc phat hién vat li¢u di truyén
cua virus cam A [74,75], virus Herpes [76]. Nhitng cong trinh nghién ctru nay duogc
danh gia cao thong qua s6 lugng trich dan trén cac cong trinh cong bd qudc té. Cam
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bién dung trong cac cong trinh ndy 1 cac dién cuc rang luoc véi kich thude gidi han
phu thudc vao kha nang cua thiét bi khéc quang c6 san tai Viét Nam va str dung céc
ky thudt do Lock-in tir Standford Research (USA). Tai Pai hoc Bach khoa Ha Néi da
c6 bon luén an tién si duoc thuc hién lién quan dén linh vuc cam bién sinh hoc trén
co s& dién cuc, DNA hoic khang nguyén/khang thé va ISFET, DNA tng dung phat
hién nhanh virus gy bénh [77-80]. TS. Tran Thi Luyén va cong sy di ché tao thanh
cong bo cam bién DNA tich hop v6i hé vi luu, binh phan ing mini trén co sé bién
tinh Ppy dé phat hién vi riit Newcastle két qua cho giéi han phat hién 10? EID 50/mL
trong 60 phut [81].

Bén canh nhém nghién ctru tai Pai hoc Bach Khoa Ha Néi, viéc ché tao cam
bién sinh hoc tmg dung trong y sinh ciing thu hut dugc sy quan tim cta cac nhom
nghién ctru tai cic Trung tdm nghién ctru hang dau trong ca nudce: nhom cam bién
sinh hoc ctia phong thi nghiém nano, Trudng Pai hoc Qudc gia Thanh phé HO Chi
Minh v&i cam bién sinh hoc dé phat hién ndng d6 glucozo va axit uric trong mau
[82]; nhom nghién ctru nano y sinh ctia Vién Khoa hoc vat liéu, Vién Khoa hoc Viét
Nam véi cac cam bién ezyme xac dinh nhanh cholesterol trong huyét thanh [83] va
cam bién mién dich xac dinh som ung thu cb tir cung [84], HIV [85], ddoc chét
aflatoxin trong san phém stra [86]; Trung tdm Khoa hoc Vit li¢u, Truong Pai hoc Tu
nhién cung voi cac nhoém nghién cuiu vé dién tir y sinh tai Truong Pai hoc Cong nghé,
Pai hoc Quéc Gia Ha Noi cling da thyc hién cac ndi dung nghién ctru lién quan toi
linh vuc cam bién sinh hoc.

Tai Vién Khoa hoc va cong ngh¢ Han Lam Viét Nam, nhém nghién ctru nano
y sinh thudc Vién Khoa hoc vit lidu ciia GS.TS Tran Dai Lam da phat trién cam bién
sinh hoc dién hoa cho phép xac dinh du luong thude trir co atrazine [87], glucose
[88], lactose [89], cholesterol [90], dopamine [91], DNA [92], virus [84].

Ngoai ra, nhém cua TS. Vii Thi Thu, Pai hoc Khoa hoc va Cong ngh¢ Ha Noi
cling c¢6 nhiéu nghién ctru da cong bd lién quan dén ché tao cam bién sinh hoc s
dung trong nhiéu linh vuc khac nhau nhu phat hién kim loai nang, Bisphenol A
(BPA), 2, 4-dichlorophenol, du lugng thube khéang sinh trong nudc [93-96], theo doi
vét thuong [97].

Déi v6i hé vi luu két hgp cam bién sinh hoc dién héa, hién chua c6 nhidu cong
b cling nhu nghién ctru & Viét Nam. Gan ddy c6 cong trinh ca TS. Lé Nguyén Ngan,
Vién Cong nghé Nano - Dai hoc Qudc gia TP. HCM (INT-VNUHCM) vé ché tao
kénh dan vi 16ng bang cong nghé in phun trén dé gidy tmg dung trong cam bién sinh
hoc. Cam bién sinh hoc dugc thiét ké dé c6 thé dung cho quy trinh xét nghiém mién
dich hap thu lién két v6i enzyme (ELISA) nham dinh luong ndng d6 human chorionic
gonadotropin (hCG) [98].
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1.3. K§ thuit khuéch dai ding nhiét mach vong LAMP

K¥ thuat dya trén khuéch dai axit nucleic 1a mot céng cu tiém nang trong phat
hién vi sinh vat 1am sang nho tinh chon loc cao, do nhay va két qua nhanh chong
[45,99]. Nguyén 1y chung cua cac k¥ thuat nay 1a khuéch dai cac phan doan cu thé
clia axit nucleic. Cac doan mdi c6 thé dugc thiét ké dé ting toc phan ing khuéch dai
dwa trén trinh ty gen cu thé cua vi sinh vat can kiém tra. Nhiéu phuwong phap dya trén
khuéch dai axit nucleic khac nhau da xuat hién trong qua trinh phat trién cac thiét bi
vi 1éng. Nhin chung, cac ky thuat dua trén khuéch dai axit nucleic duge chia thanh

phan g chudi polymerase - PCR va khuéch dai axit nucleic dang nhiét (Hinh 1.4).
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Hinh 1.4. Céng ngh¢ vi luu trong phét hién mam bénh.

Ké tir khi duoc phat trién vao nhitng nam 1980, PCR da ndi 1én nhu mot cong
cu manh mé& dé phat hién gﬁn nhu moi vi sinh vat 1am sang. PCR 1a mét qué trinh in-
vitro, khuéch dai DNA bz"mg enzym dugc thuc hién ¢ ba nhiét do riéng biét. bé thuc
hién qué trinh khuéch dai, PCR can thuc hién 3 chu trinh nhiét, bao g6m bién tinh
DNA so1i kép ¢ nhiét do cao, u cac doan mdi véi trinh ty bd sung cia DNA b0 gen va
kéo dai v&i su hd trg ciia polymerase. Polymerase dugc sir dung trong phan tmg 1a
Taq polymerase, chiu dugc nhiét do cao [100]. Qua trinh khuéch dai tao ra téi mot ty
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ban sao cua cac gen muc ti€u ban dau. Do nhitng tién bd trong cong nghé vi long,

PCR di dugc tich hop vao cac nén tang vi long cho cac muc dich chan doan.

Khuéch dai axit nucleic dang nhiét duong nhu 1a mot giai phap thay thé day
hira hen cho PCR thong thuong vi tinh don gian va nhu cau ning luong thap
[101,102]. Nhiéu k¥ thuat khuéch dai dang nhiét khac nhau di dugc phat trién tir dau
nhitng nim 1990. Trong phan tong quan ndy, ti tap trung vao hai ky thuat khuéch
dai axit nucleic dang nhiét chinh: khuéch dai dang nhiét qua trung gian vong (LAMP)
va khuéch dai polymerase tai t6 hop (RPA).

LAMP lan dau tién dugc phat trién bai Notomi et al. vao nim 2000, 1a mot
phuong phap méi hién dang duge ding pho bién dé chan doan nhanh trong linh vuc
y - sinh hoc dya trén kha nang tong hop mot luong 16n ADN ma khong can may bién
nhiét, duoc thyc hién boi mot ADN polymerase dic biét va it nhat hai cap moi dic
hiéu. Budc dau tién cia qué trinh khuéch dai, bén moi duoc st dung dé téng hop
khuon cho phan ing LAMP tir gen dich, sau d6 hai moi duoc sir dung cho mdi chu
ky. Toan bd qué trinh khuéch dai doan ADN dich can thoi gian khoang 40 dén 60
phut. San pham cubi ciing nhan duogc 1a cac doan ADN kép dang gap khuc c6 kich
thudc gap nhiéu 1an kich thudc ciia doan gen co s. Toan bo dung dich sau phan ting
c6 thé quan sat duogc bang mat thudng dudi su thay d6i cuia cac chi thi ma khong can
dién di trén gel agarose. ADN polymerase thuong dugc str dung trong cac phan tng
LAMP 1a Bst ADN polymerase hoic Bsm ADN polymerase c6 hoat tinh tu tach chudi
cao. Do str dung 2-3 cip mdi bat cip b sung v6i 6-8 doan trinh ty trén gen dich nén
phuong phap nay c6 d¢ dac hi€u va do nhay rat cao, co thé thu duoc két qua tdt ngay
& nong dd AND thap. Nhu vy c6 thé thdy phuong phap LAMP c6 giéi han phét hién
thap hon nhiéu so véi phuong phap PCR hoic Real-time PCR nén c6 d nhay cao,
cho két qua chinh xac hon so véi cac phuong phap sinh hoc phan tir khac. Tuy nhién,
mdi dung cho phan img LAMP lai phirc tap hon mdi cho phan ng PCR thong thuong.
Phan ung LAMP can phai st dung hai cdp mdi, mot cap co chiéu dai khoang 40

nucleotit va duoc thiét ké dic biét, cap con lai co chiéu dai khoang 20 nucleotit.

Thém vao d6, toan bd qua trinh tir lic khuéch dai gen dich va phat hién san
pham phan tmg déu dién ra trong 1 éng thi nghiém & diéu kién dang nhiét. Uu diém
ctia phuong phap nay 13 ¢ thé han ché sy nhiém ADN ra khu vyc xung quanh, diéu
ma phuong phéap PCR khong dam bao dugc do phai tién hanh dién di san pham PCR
va soi dudi may UV. Nhu vay, néu sir dung phuong phap LAMP thi khong can dén
cac thiét bi phong thi nghiém hién dai va rat dé dang thao tic & ngoai thuc dia [103-
107].
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So véi cac phuong phap chan doan bénh théng thudng hién nay chil yéu dya
vao cac du hiéu 1am sang, phan 13p va xac dinh tac nhan vi sinh vat gay bénh bé‘mg
phuong phap vi sinh va hoa sinh hodc str dung cac ky thuat mién dich. K§ thuat PCR
khuéch dai axit nucleic hién dang rat pho bién trong cic phong thi nghiém véi wu
diém c6 thé phat hién duoc tdc nhan gay bénh thong qua mot lugng nhé ADN hodc
RNA. Pay duoc xem 13 k¥ thuat chinh xac va nhay nhung lai thuong doi héi nhiéu
thiét bi phirc tap di kém va k¥ thuat vién thuc hién do d6 viéc img dung phuong phap

nay ngoai thyc dia bi han ché.
K¥ thuat LAMP c6 nhiing vu diém ma ky thuat PCR khong c6 dugc nhu:

- Khong doi hoi may bién nhiét dit tién nhu trong phan img PCR boi vi tat ca
phéan tng dién ra tai mot nhiét do ¢d dinh, dao dong tir 60- 65°C, tuy thudc vao ham
luong GC trong moi.

- Két qua co thé dugc doc ngay bang mat thuong sau khi phan tng két thuc

ma khong can dién di trén gel agarose.

- Thoi gian thuc hién phan (mg rat ngan, trong vong 60 phut véi gidi han phat
hién cao hon k¥ thuat PCR.

- Su khuéch dai dic hiéu cao vi c¢6 dén 2-3 cap mdi nhan biét 6-8 vung riéng
biét trén ADN khuon.

- Trong phuong phap LAMP luong ADN téng hop duoc 16n hon gap nhiéu
lan so v6i PCR.

- Phuong phap LAMP c6 thé thyc hién khuéch dai RNA bang cach bo sung

thém enzym phién ma nguoc vao trong hon hop phan tmg.
1.3.1. Nguyén ly ctia ky thuat LAMP

K¥ thuat LAMP st dung 4-6 mdi khac nhau duoc thiét ké dic biét dé nhan ra
6-8 ving riéng biét trén gen dich va phan tng dién ra & mot nhiét do duy nhat. LAMP
chi xay ra khi ca 4 chudi méi, bao gdm cac mdi F3, B3, FIP (F1c+F2), BIP (Blc+B2)
bam duogc vao cac vi tri dich cua khuodn, tao ra san phém ADN-vong. Thanh phén
phan tmg gdm c6 ADN khuon, mdi, enzyme Bst DNA polymerase, dung dich dém
phan tmg. Qua4 trinh tai ban gen dich chi dién ra trong mot budc duy nhat thuong &
55°C-65°C, hi¢u qua khuéch dai cao khoang 109 - 1010 ban sao trong thoi gian tir 15
- 60 phut. San pham ctia phan tng c6 thé quan sat bang mat thudng do sy két tia cta
mudi pyrophotphate (Mg:P207) dudi dang van duc mau tring hoic phat quang khi
nhudm bang céc chat chi thi mau (SYBR green). Do viy, LAMP thudong dugc st
dung dé tao cac bo kit chan doan nhanh [7,108 ].
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1.3.2. Thanh phan co ban ciia phan tng LAMP

- Moi: Téi thiéu 4 mdi dya theo 6 doan riéng biét trén doan gene quan
tam: doan F3c, F2¢ va Flc & du 3' va doan B1, B2 va B3 & dau 5'. 22

N

.‘,.
/vj
—_—
*
- N

-\F .
5 mm 3
F3¢c F2¢Fle TargerDNA Bl B2 B3

3 5
B S SR 3
F3 F2 FI Ble B2¢ B3¢
3 50
3 e B3 |B3 Primer
B2 =
Blc

Hinh 1.5. Cac vi tri thiét ké moi LAMP [102]

- Enzym: st dung phd bién trong phan tmg LAMP 1a enzym Bst
polymerase duoc phan 1ap tir vi khuan Bacillus stearothermophilus ¢ kha ning
xuc tac téng hop ADN va tu tach chudi cao, hoat dong t6i wu & 65°C.

- ANTPs va dém phan ting: tuong ty nhu k¥ thuat PCR.

- ADN khuon: Khong doi hoi mire do tinh sach cao, co thé st dung céc
phuong phéap tach ADN don gian, dé rit ngan thoi gian chuan bi.

- Chat chi thi mau biéu hién két qua: C6 thé sir dung nhiéu loai chat chi
thi mau nhu Syber Green, Hydroxyl Naphthol Blue (HNB), Calcein, xanh
malachite. ..

1.3.3. Co ché phan trng LAMP

Gom ba budc chinh: tao vat lidu khoi dau, tai ban va kéo dai chudi, cudi
cung la ldp lai chu ky [102].

Budéc 1. Tao vt liéu khéi dau:

Mot trong nhitng moi LAMP s& bam vao trinh tr ADN dich, sau d6 dudi
tac dung ctia enzyme Bst polymerase tach soi va kéo dai sgi méi theo chiéu 3’-

5’do cau tric bd sung cua moi voi cac doan trinh ty dich trong qua trinh kéo
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dai soi tao ra san pham ADN don c6 giéi han boi 2 moi 1a FIP va BIP. Soi ADN
nay 2 dau cudn lai hinh thanh cdu trac gbc vong (stem-loop) 1a 23 ciu tric khoi
dau cho qua trinh tai ban cia phuong phap LAMP (chu ky lap lai LAMP).

(A)

iﬁ i.. Tar i.i DN A Ii i‘
* ‘ — .
ra ri Bic

Hinh 1.6. So db phan tmg tao vt liéu khéi dau [102]

Buoc 2. Chu ky tai ban va kéo dai chudi:
/
g (8) ; - i
2 3 e
¥
Ble li‘c ll u_)hblf [
Bich) B2 B m;; "‘E':‘,n: ,)5
g ‘ a‘“ ”' ! :
‘ Bl 13} .ﬂlc

Bic e ”q," 5 9.;
l!‘ mu (1 e
Fle m “||:-
(10)

Hinh 1.7. T4i ban va kéo dai chudi ADN [102]
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Moi FIP lién két v6i vong trong ciu traic ADN gbe vong (stem-loop
DNA) ¢ ving F2/F2¢ va téng hop soi ADN thay thé, dong thoi do cdu truc
vong & dau 3’ (do trinh tu FIP tao thanh) s€ duoc kéo dai va hinh thanh cAu tric
vong & vi tri két thac cta trinh ty BIP. Ciu tric vong cua trinh tu BIP lai dugc
kéo dai hinh thanh nén céu tric soi kép duoc gip khuc ¢ giita va mot sgi don
c6 cau trac vong ¢ hai dau. Hai san phdm nay s& 1a ADN khuon cho méi BIP
trong cac chu ky tai ban tiép theo. Cudi cing tao ra hdn hop ADN gbc vong voi
ciu tric gap khuc va do dai khac nhau ciia ciing mot trinh tu.

Buorce 3. Lap lai chu ky:

Ctr nhu vy, cac mdi FIP va BIP cia cé hai soi khudn thay phién nhau
téng hop ADN bd sung va tao gbc vong & cudi mdi soi. Phan tmg tiép tuc, tao
nén 109- 1010 ban sao ADN mach trong vong 15 phat dén 1 gio.

Céc budc tién hanh phan tng LAMP: Liy mau, tich ADN/ARN, khuéch

dai dang nhiét va phat hién san pham.

Chuin bi miu

£ 30
Téch chiét ADN .
phiat
1. Chuin bi hé
Nhin bji ADN hop phan img
15-60
phat

2. Thém ADN viao
phan img

3. Nhin bdi trén
may diéu nhiét

V

Phit hién

Hinh 1.8. C4c budc tién hanh k¥ thuat LAMP (nguén Eiken GENOME SITE
c6 Viét hoa) [104]
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1.3.4. Uu, nhwoc diém ciia ky thuat LAMP
1.3.4.1. Uu diém ciia ky thugt LAMP

- Khong doi hoi cac thiét bi dat tién (bé 6n nhiét, hodc thiét bi gia nhiét
c6 thé gitr nhiét d6 6n dinh & 55°C-65°C)

- B0 nhay va do dac hiéu tuong duong phuong phéap phat hién ADN khac
nhu PCR

- Thoit gian xét nghiém nhanh (15-60 phut)

- ADN lam khudn khéng do1 hoi do tinh sach cao

- Phan Ung xay ra ¢ diéu kién dang nhiét

- Phat hién san pham truc tiép bang cac chat chi thi mau

1.3.4.2. Nhwoc diém ciia ky thudt LAMP so véi phwong phdp hinh thdi hoc
va ELISA

- Pay 1a k¥ thuat sinh hoc phan tir vi vay viéc chuan bi mau van phai bao
gdm budc tach chiét ADN nén van cin hoa chat, thiét bi co ban nhu may ly
tam, micropipette dé thyc hién.

- Do c6 d6 nhay cao, nén dé tap nhiém, gay hién twong duong tinh gia.

- Gia thanh cao hon so v&i phuong phéap hinh thai hoc va ELISA.

O Viét Nam, ky thuat khuéch dai déng nhiét da dugc g dung chan doan
mot s6 sinh vat gay bénh cho vat nudi va cdy trong nhu phat trién k¥ thuat
LAMP cho viéc phat hién nhanh va chinh xac vi khuén Escherichia coli O157:
H7 [8], chian doan bénh bénh dém trang & tom, bénh Phytoplasma gy bénh
choi rong trén san, chan doan bénh vang 1 trén cdy c6 mai. Ky thuat RT-LAMP
chan doan virus gay bénh rdi loan sinh san ho hap trén heo. Trong linh vuc y té
mot sb ung dung nhu RT-LAMP chan doan virus dai, virus viém ndo nhat ban,
virus Dengue. M6t s6 san pham da phat trién thanh cac bo kit va thuong mai
hoa trén thi truong nhu Bo Kit LAMP chan doan bénh virus trén tom -
STN15067 cta Trung tdm cong nghé sinh hoc H6 Chi Minh, kit nhanh RT-
LAMP chén doan virus Dengue ctuia Vién cong nghé thuc phﬁm, bai hoc Bach
Khoa Ha Noi...

1.3.5. Tich hop k§ thuat LAMP trén thiét bi vi luu

K§ thuat khuéch dai dang nhiét theo khudn vong (Loop-mediated isothermal
amplification - LAMP) 1a mot phuong phép khuéch dai axit nucleic c¢6 do nhay va do
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dac hi€u cao. Mot trong nhitng uu diém 16n nhit cua viéc tich hop LAMP vao cac
thiét bi vi 1ong 13 loai bo su can thiét ciia may chu trinh nhiét (thermal cycler), do do,
LAMP di duoc tmg dung rong rii dé phét trién cac thiét bi vi 1ong nham phat hién

cac tac nhan gay bénh trong lam sang.

Nhiéu nén tang vi long da duoc dé xuat dé tich hop toan b quy trinh tir xir 1y
mau dén phat hién. Vi du, mot hé thong tich hop quy trinh chiét xuat DNA dua trén
hat tir (magnetic beads) di dugc phét trién dé sang loc gen mecd tir vi khuan
Staphylococcus aureus khang Methicillin (MRSA) trong cidc mau 14m sang phirc tap
nhu dom va huyét thanh [110]. Sau khi tinh sach DNA muc tiéu b?mg cac hat tir duogc
lién hop vé6i dau do dic hiéu, DNA dugc khuéch dai bang phuong phap LAMP, dat
gidi han phat hién (LOD) 1a 10 fg/uL.

Mot cach tiép can khac la viéc phat trién nén tang phan tich axit nucleic tich
hop hoan toan trong dau tip ctia micropipette, hién thuc héa mot hé thong "méiu vao
- két qua ra" (sample-in-answer-out) dé phat hién DNA va RNA tryc tiép tir mau tho.
Hé thong nay tich hop thé FTA dé chiét xuat axit nucleic pha ran, phan ung khuéch
dai LAMP, va phét hién tin hiéu huynh quang bang thuéc nhudém calcein. Toan bo
quy trinh, tir chiét xuét axit nucleic trong 30 phtt dén khuéch dai cac doan gen cua
virus Ebola trong 45 phut, déu dugc thyc hién bén trong dau tip. Két qua duong tinh
duogc xac dinh truc quan bang mat thuong dudi anh sang dén UV cam tay. Phuong
phép nay cling da dugc chung minh hi€u qua trong viéc sang loc mRNA cua
cytokeratin-19, mot chi ddu sinh hoc ctia bénh ung thu [111] .

Céc nha khoa hoc cling da gidi thiéu nhitng gidi phép sang tao cho céac ung
dung tai diém chim séc (point-of-care) & nhitng khu vyuc c6 ngudn luc han ché. Mot
hé thdng chan doan HIV-1 RNA di duoc phat trién, c6 kha ning cho két qua trong
vong 80 phiit ma khong can ngudn dién bén ngoai; nhiét cho phan tng phién ma
nguoc-LAMP (RT-LAMP) dugc cung cap bi mot phan tng toa nhiét . Viéc két hop
RT-LAMP v6i phuong phép phat hién dua trén que thu dong chay ngang (lateral flow
assay) da tao ra mot giai phap chan doan phan tir manh mé, khong doi hoi thiét bi

phirc tap hay nguon dién cong suat cao [112].

Mot nghién ctru khac da tich hop RT-LAMP véi que thir thai thuong mai dé
tao ra mot cong cu chan doan nhanh, nhay va hiéu qua vé chi phi cho virus SARS-
CoV-2 [113] . Nguyén Iy phat hién dua trén su twong tac giira san pham khuéch dai
(amplicon) cia RT-LAMP va dau do human chorionic gonadotropin (hCG) dugc nap
san trong thiét bi. Trong mau duong tinh, mot luong 16n amplicon dugc tao ra sé lai

v6i dau do hCG, hinh thanh cac phirc hop 16n khong thé di chuyén trén dai gidy cua
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que thtr; do d6, chi ¢ vach chimg (control line) xuat hién, cho thiy két qua duong
tinh. Nguoc lai, trong miu am tinh, khong c6 amplicon, cac dau do hCG tu do di
chuyén va tao ra ca vach chimg va vach thir (test line). Hé thong nay cung cap mot

giai phap day hira hen cho viéc phat hién khan cdp SARS-CoV-2.

Ngoai cac phuong phap dinh tinh, LAMP con dugc tich hop vao cac hé théng
dinh luong. Mot thiét bi vi 1ong cho LAMP k§ thuat s6 (digital LAMP) da duogc dé
xuat dé dinh luong Enterococcus khang vancomycin (VRE) [114] . Hé théng nay tao
ra cac giot nhii twrong nudc-trong-dau cé kich thudc dong nhat, noi phan tmg LAMP
khuéch dai gen vand dién ra trong ting giot riéng 1é. Phuong phap nay cho phép
khuéch dai DNA ciia VRE trong 30 phiit v6i gi6i han phat hién thap téi 11 ban
sao/phan tmg. Dé cho phép dién giai ban dinh luong mot cach don gian, mot hé thong
két hgp LAMP va thiét bi phan tich trén gidy dua trén khoang cach (distance-based
paper device) d dugc dé xuat dé khuéch dai gen malB cta E. coli [115]. Thiét bi gidy
dugc xtr Iy bang mot polyme cation 1a polyethylenimine (PEI), va thuéc nhuém
hydroxyl naphthol blue (HNB) duoc sir dung lam chét chi thi mau. Sau phan tng
LAMP, hdn hop phan tmg duoc nho 18n thiét bi gidy. Cac ion HNB tu do (khong
tham gia vao phan tng khuéch dai) s& twong tac véi PEI, tao ra mot vach mau xanh
lam c6 chiéu dai twong quan nghich v6i ndng d6 DNA ban dau trong mau . Thiét bi
nay cho phép xac dinh ban dinh luong axit nucleic cia mam bénh mot cach don gian,

chi phi thap, ding mét 1an va c6 tinh di dong cao.

HE vi luu Hinh minh hoa

|

! Duong tinh
iu khodng
OV

Pic tinh

Péu tip micropipelte ® Muc tiéu; DNA plasmid tir virus Ebola

® Tach chict DNA sur dung thé FTA

e Khuéch dai axit nucleic bing LAMP
dua trén dau tip micropipette

LAMP dua trén dau

dinh lugng dua

tip micropinette — Thé FTA - Honhopr o e Phat hit;n huynh quang bang .calccin
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Hinh 1.9. Vi du vé céc thiét bi vi long dugc su dung khuéch dai axit nucleic dfmg

nhiét dé phat hién mam bénh [111,116,117].
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Mot s6 khia canh quan trong cua thiét bi vi long can duogc xem xét bao gém
loai mau duoc sir dung, phwong phap chiét / khuéch dai / phat hién, thoi gian phan

tich va d6 nhay, & mot s6 khia canh nhét dinh, dugc tom tit trong Bang 1.1.

Bang 1.1. Bac diém ctia mot sb thiét bi vi long dya trén khuéch dai axit nucleic.

Thiét | Loaimiu | Tach | Loai | Phat | Thoi Do nhay | Tham
bi vi chiét | khuéch | hi¢n gian khao
l6ng dai hoat
dong
Thiét bi | Mau 1am Thé PCR st | Chi Trong | 3.0 x 10? [118]
vimd | sang FTA |dung |thi vong 2 | ddi véi vi
chan budbng | mau | gio khuan
doan phan Gram am
phan tir g va3.0 x 10°
all-in- CFU doi
one co VOl vi
thé gap khuan
lai Gram
duogc duong
H¢ Nudc bot Tap RT- bién | Trong | 100 [119]
thong trung | PCR st | di vong 2 | TCID50
khuéch virus | dung trén gio (50% liéu
dai bang | budng | gel lay nhiém
nucleic cac phan nudi cay
va vi hat ung mo) trong
long nano nudce bot
tich tur tinh
hop két
hop
khang
thé
Thiétbi | Dich duéi | Chudn | PCR | DPién | Khuéch | 125 CFU/ | [120]
viluu | lgi bi dong di dai pL
tich mau lién tuc | mao DNA
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hop ngoai quan | trong
all-in- chip trén 2’310
one chip | vaphat

hi¢n

trong

343>
H¢ GenL cia | Chuan | RT- Phat |30-50 |10bansao |[121]
théng virus Ebola | bi PCR hién | phut RNA trén
qRT- mau dong huynh moi
PCR ngoai | lién tuc | quang microlit
dong chip
lién
tuc, vi
luu, dé
phat
hién
RNA
virus
Xét Té bao vi Thé LAMP | Phat |90-160 |2 ban sao [111]
nghiém | khuan nuéi | FTA hién | phut cua plasmid
axit cay huynh chua gen
nucleic quang virus Ebola;
dua 8 CFU ciia
tr‘én Escherichia
dau coli mang
micro- plasmid c6
pipette ngudn gbe

tor virus
Ebola

Chén GenNcua |Chuan | RT- Que | Trong |0,5bansao |[113]
doan gen M bi LAMP | thu vong 2 |/puL
SARS- | SARSCoV- | miu thai | gio
CoV-2 |2vatrinh | ngoai
dua tu mot chip
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trén phan cia
que thur | gen N cua
thai SARS-CoV
thuong

mai

Trén co so tong quan tinh hinh nghién ciru cam bién sinh hoc dién hoa trén thé
gidi va trong nudc, ching ta c¢6 thé nhan thdy mot sé dinh hudng nghién ciru trong
tam sau day:

Tht nhét, viéc lua chon, thiét ké va ché tao hé dién cuc doéng vai tro then chét
quyét dinh dén do nhay, chi phi phan tich va kha ning tuong thich véi cac quy trinh
¢ dinh sinh hoc. Céc vat liéu dién cuc thuong dugc nghién curu bao gém kim loai
quy (Pt, Au) va cac dang carbon bién tinh (s¢i carbon, graphit epoxy, graphene,
carbon thity tinh). Sy lya chon vat liéu va cong nghé ché tao phu thudc nhiéu vao
nang luc chuyén mon va diéu kién co so vat chat cua phong thi nghiém, dic biét 1a
c4c co s san xut trong phong sach.

Thir hai, xu hudng nghién ciru tich hop hé vi luu va vi budng phan mg vai
cam bién dién hoa dang thu hut sy quan tdm cta nhiéu nha khoa hoc qudc té. Hudéng
nghién ctru ndy huéng dén muc tiéu thu nhé hé thong phan tich, giam thiéu lugng
mau tiéu thu va nang cao ty 1¢ tin hiéu/nhidu ctia phép do. Su két hop giita cam bién
dién hoa va cong nghé vi luu duge xem nhu nén tang dé phat trién céc thiét bi phan
tich dién hoa di dong, dap Gmg yéu cau phan tich tai hién trudng. Tuy nhién, linh virc
nghién ctru nay van con kha méi mé tai Viét Nam.

Thir ba, viéc nghién ctru phat trién cac quy trinh do ludong dién hoa chuyén
biét cho phat hi¢n cac thanh phr:in sinh hoc dac hi€¢u 1a mdt hudéng di quan trong.
Nghién ciru nay tap trung vao viée thiét ké cac phuwong phap do tdi wu dé phat hién
phan tir dich trong mau phan tich phic tap, tir d6 1am co sé cho viée ché tao cac thiét
bi dién hoéa chuyén dung phuc vu phéan tich.

Pé giai quyét dong bd cac van dé néu trén, doi hoi phai co su hop tac lién
nganh sau rdng gitra cac linh vuc hoa hoc, vat 1y, di¢n tir, sinh hoc va khoa hoc vat
lidu. Trén thé gi6i, mo hinh nghién ctru lién nganh dang trg thanh xu thé chu dao
trong viéc phat trién va ché tao thanh cong cac hé thong tich hop giira thiét bi do dién

hoa va hé thong vi luu.
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Chuong 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Muc tiéu 1: Ché tao cim bién di¢n héa trén hé vi hru sir dung methylene blue
1a d4u do oxy héa khir dé phat hién virus HBV

2.1.1. Péi twong nghién ciru

Pé c6 thé cham soc ngudi bénh va kiém soat bénh truyén nhiém mét cach tét
nhat, cac xét nghiém chan doan tai chd chinh xac dong mot vai trd quan trong. Dé dat
duoc diéu nay, ly tuong nhét 1a st dung mot thiét bi sinh hoc cadm tay da nang, thuc

hién ca viéc xur Iy mau, phan tich mau va doc két qua.

Trong ndi dung nghién ciru nay, luan an s& huéng dén viéc nghién ciru, ché
tao mot thiét bi vi luu tich hop dé phat hién mam bénh bang cach theo ddi sy bién d6i
dién hoa cta dung dich chira mau thir theo thoi gian thuc trong qua trinh khuéch dai
axit nucleic. Phuong phap khuéch dai str dung 1a phuong phap khuéch dai dang nhiét
LAMP. Su xen k& va gin két gitra cac phan tr dau do oxy hoa khir ty do va DNA san
pham cta qué trinh khuéch dai trong dung dich pha 10ng dan dén su thay d6i cac gia

tri dién hoa ctia dung dich thir ban dau.

St dung céc phép do dién hod, cu thé trong phan nay NCS st dung k¥ thuat
do von-ampe song vudng (square wave voltammetry - SWV) dé ghi nhan su thay d6i
gia tri dién thé trong dung dich ban dau. Mbi lién hé giita sy thay do6i dién hod ciia
dung dich trudc va sau khi thyc hién phan trng khuéch dai DNA duoc st dung dé co
thé dua ra nhan dinh miu can chan doan c6 chira mam bénh hay khong. Toan b qué

trinh ké trén duoc hoan thanh trong vong 70 phut.

Thiét bi proof-of-concept trén co s¢ hé vi luu tich hgp ma NCS xdy dung ¢
kha niang cung cip mot cong cu nhanh chong va dé dang dé dinh luong mam bénh,
virus trong thoi gian ngan va han ché rui ro tiém an ciia viée 1y nhiém chéo. Nhing
cong cu chan doan nhu vay co6 kha nang tao ra sy khac biét to 16n cho cudc séng cua
hang tridu ngudi trén toan thé gidi.

Mam bénh muc tiéu can phat hién trong nghién ctru nay 14 virus viém gan B
(HBV), mot mdi de doa strc khoe cong ddng 1au dai trén toan thé gidi. Nhiém Viém
gan B (HBV) 1am ting nguy co phat trién thanh ung thu biéu mé té bao gan 100 lan.
Khoang 80% cac trudng hop méc ung thu biéu mo té bao gan trén thé gidi va 70% ¢
Viét Nam 1a do HBV gay ra. Mdi nim c6 khoang 0,5% nhiing ngudi nhiém virus
viém gan B man tinh s& phat trién thanh ung thu gan (HCC). Tai Viét Nam, c¢6 khoang
8 triéu nguoi nhiém viém gan B mén tinh. Trong nam 2017, sb nguoi bi xo gan 1a
hon 51.000 ngudi, hon 14.000 nguoi ung thu té bao gan va hon 32.000 nguoi tir vong.
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Viéc theo ddi va giam sat cdc mam bénh truyén nhiém nhu viy & ngudi ngay
cang tro nén quan trong doi voi chan doan 1am sang. Trong vai thap ky qua, nhitng
tién bo lam sang da mang lai nhitng con duong dé phat hi¢n, quan ly va kiém soat

thanh céng cac bénh truyén nhiém nhu vay.

Viém Gan B Toan Cau: Birc Tranh Toan Canh Dir Liéu 2024

Dua trén béo céo clia T6 chirc Y té& Thé gi¢i (WHO) nam 2024, cho thay nhitng con sé dang bao déng va khoang tréng

Ganh Ning Toan Cau (2022)
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Hinh 2.1. Tinh hinh nhiém virus HBV trén thé gigi

Hién nay, viéc sang loc va chan doan dinh ky chu yéu dua trén phat hién mién
dich khang nguyén bé mat HBV (HBsAg) hoic khang thé (anti-HBc, anti-HBs) trong
huyét thanh hodc huyét tuong bang cach str dung xét nghiém hap thu mién dich lién
két enzym (ELISA) hodc dién hoa phat quang (ECL). Gan ddy, cac phwong phéap chan
doan phan tir nhu phan tmg chudi polymerase (PCR) va PCR thoi gian thuc da duoc
phat trién dé phat hién mam bénh trong thoi gian ngén hon véi d§ nhay va do dac
hiéu duoc cai thién dang ké. Mot s6 thir nghiém sir dung phuong phap khuéch dai
dang nhiét, chang han nhu khuéch dai dang nhiét vong trung gian (LAMP), khuéch
dai dua trén trinh ty axit nucleic (NASBA) va k¥ thuat khuéch dai xoay vong (RCA)
da dugc dung dé chan doan HBV. Tuy nhién, quy trinh tén kém cuia cac phuong phap
chan do4n huyét thanh hién tai va chi phi trang thiét bi can thiét cao van la nhiing van
dé 16n dbi voi viée sang loc viém gan. Ngoai ra, viéc 1y mau qua tinh mach vén
tuong ddi don gian cling s& trd nén kho khin trong mot sd truong hop cu thé, chang
han nhu céc quéc gia c6 ty 18 ngudi mic bénh cao véi kha niang tiép can thiét bi xét
nghiém han ché. Do do, diéu cuc ky quan trong la phai phat trién cac cong nghé chan
doan tai chd dé str dung, nhanh chéng va chinh xéac cao dé img dung trong xét nghiém
1am sang cang som cang tot. V& van dé nay, mot s6 k¥ thuat chan doan thong thudng
dd duogc didu chinh cho phu hop véi hé thdng lab-on-chip (LOC) dé theo ddi nhanh
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tai chd cac virus mam bénh. D3 c6 rat nhidu nghién ctru lién quan dén phan tich mam
bénh trén chip sinh hoc dugc cong b trong thoi gian gan day, nhu phan Tong quan
t6i da trinh bay. Thiét bi tich hop xét nghiém mién dich hodc phan tich gen da duoc

phét trién va ching minh 1a c¢6 hi€u qua trong chan doan virus mam bénh.

Trong thoi gian tim hiéu va nghién ctru phat trién thir nghiém thiét bi chan
doan tai chd dé phat hién chi d4u sinh hoc, t6i nhan thdy phuong phap khuéch dai phu
hop nhét hién nay dé mang 1én thiét bi tich hop hay chip sinh hoc 14 LAMP. K§ thuat
nay co thé dat duoc d6 chinh xac tuong ddi cao trén cau hinh chip rat don gian voi
quy trinh van hanh dé dang. Ké tir khi phat minh ra LAMP vao nam 2000, mot sd
nghién ctru di bao céo viée trién khai né trén chip sinh hoc véi cac phuong phap phat
hién khac nhau [103-106].

Thong thuong, bang cach st dung may do do duc hodc quan sat tuong d6i
béng mét thuong ta co thé thuc hién viéc giam sat san phém khuéch dai, con goi la
amplicon, LAMP dya vao viéc phan tGng khuéch dai giai phong két tia magie
pyrophosphat. Thuéc nhuém (xanh SYBR, SYTO 9, SYTO 82) thudng dugc thém
vao dung dich phan tmg dé c6 kha nang hién thi tot hon. Cac co ché phat hién khéac
nhu dién di hodc phat hién sic ké cling di duoc nghién ctru dé phat hién amplicon
trong biochip dya trén phan tng LAMP. Mic du cac phuong phap nhu vay ¢ thé
tranh dugc sy e ché khuéch dai boi cac thude thir bd sung, nhung cac tin hiéu duwong
tinh gia van c6 thé xay ra. Nguogc lai, nhu da trinh bay, cic phuong phéap dién hoa
nhan dugc su chu ¥ dic biét, do cac wu diém khac biét ciia ching vé téc do va do

nhay cao, chi phi thap va tinh di dong.

Trong hau hét cac hé théng cam bién DNA, phép lai gitta DNA muyc tiéu trong
dung dich va DNA dau do duoc cb dinh trén dién cuc duoc st dung dé theo ddi mot
amplicon ctia DNA. Theo cach tiép can nhu vay, cic hop chét c6 hoat tinh oxy héa
khir twong tac véi ca DNA kép va DNA don, co thé tao ra két qua gdy nham 1an. Dé
giai quyét nhitng han ché d6, phuong phap phat hién DNA bang dién hoéa pha long
gan ddy d3 bat dau duogc phét trién. Trong cach tiép can méi ndy, sy tuong tac giita
chét trung gian oxy hoda khur 6n dinh vé& mit hoa hoc va DNA khuéch dai duoc st

dung dé dém sb lugng amplicon ma khong can cb dinh dau do DNA trén dién cuc.

Tir nhitng 1y do & trén, NCS da phat trién mot thiét bi vi luu tich hop cam bién
sinh hoc dién hoa pha 1ong, phuong phap khuéch dai LAMP dé phat hién va theo ddi
dinh luong virus HBV theo thoi gian thyc. Hé thdng proof-of-concept ndy minh
chtng viéc mot hé théng vi long c6 thé do, dém san pham khuéch dai DNA lién tuc.
Viéc phat hién cac san pham LAMP theo thoi gian thue duoc thyc hién bang cach st



38

dung xanh methylen lam dau do oxy hoa khir, gitip dinh lugng chinh xac HBV ¢6
trong mau. Khong can thém quy trinh dé xur ly bé mat dién cuc. Chip sinh hoc dugc
phat trién phu hop dé phat hién nhanh chéng tai chd cac mam bénh trong cac mau

1am sang ciing nhu cAc mam bénh tir thuc pham va chat gy 6 nhiém nuéc.

2.1.2. Vit liéu va phwong phdap
2.1.2.1. Vit liéu, héa chit

Methylene blue (MB) dugc dat mua tir Merck (Puc). Dung dich MB 260 uM
dugc chuan bi véi dung mai 1a nude va giir & 4°C, cét trong bong tdi. Dung dich mudi
dém phosphate (PBS) duoc mua tir SigmaAldrich (M¥). Tat ca cac hoa chat déu thudc
loai tinh khiét cho phan tich. Cac dung dich duoc chudn bi va pha lodng bang nudc
siéu tinh khiét (18,3 MQ). Hoa chat phan ung khuéch dai LAMP (B9 khuéch dai
DNA Loopamp) la nhéan tr Cong ty TNHH Eiken, Nhat Ban. Polydimethylsiloxane
(PDMS) str dung lam vat liéu dugc mua tir Dow Corning Co., Ltd., USA. Cam bién
dién hoa véi thiét 1ap ba di¢n cuc (AC1.RS1) duoc mua tir BVT, Cong hoa Séc.

2.1.2.2. Chudn bi mdu thuwe hién phan irng LAMP

Céac mau bénh pham (miu mau) dugc thu thap tir nhitng bénh nhan ndi tri nghi
ngd nhiém virus HBV nhap vién Bénh vién Nhiét d6i Trung wong vao thang 8 nim
2015. Tat ca cac mau di dugc xét nghiém trude d6 tai bénh vién dé rat ra két luan
ban du vé tinh trang duong tinh. Mau va cac mau huyét thanh duoc bao quan & -
20°C cho dén khi thyc hién xét nghiém. DNA cua virus dugc chiét xuat tir 50 ul huyét
thanh bang bo kit mini QIAmp DNA (QIAGEN GmbH, Puc), theo khuyén nghi cia
nha san xuat. DNA duogc hoa tan trong 50 pl nudc khong co DNAse.

Mot bo sdu moi duge thiét ké nhdm dén cac doan muc tiéu cu thé cua virus
HBYV xuét hién trong mau méau bénh nhan. B mdi bao gém hai moi ngoai (F3, B3),
hai mdi trong (FIP, BIP) va hai mdi vong (LF, LB). Tat ca cac mdi déu duogc

Macrogen (Seoul, Han Qudc) tong hop thwong mai.

Béng 2.1. Danh séach trinh ty cac primer thiét ké cho LAMP

F3 TCAACCCCATCAAGGACCA
B3 GCCTGAGGATGACTGTCTCT
FIP CCAAAACACCGCCGTGTGGAAGCCAACCAGGTAGGAGTG

BIP CAGGCTCAGGGCATGTTGACCTAGGCTGCCTTCCTGACT
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LF AACCCTGGCCCGAATGCTC

LB GTCAACAATTCCTCCTCCTGCC

2.1.2.3. Thiét ké va ché tao thiét bi vi lwu tich hop cdm bién di¢n héa

Thiét bi vi luu, dién héa, LAMP (LAMP— EC — MF) dugc thiét ké voi cac yéu
t6 chinh sau: (1,4) dau vao va dau ra, (2) budng phan tmg va (3) cam bién. Thé tich
ctia buéng phan tng hinh chir nhat 1a 20 pl (Hinh 2.2).

/\//\ 4

Hinh 2.2. Thiét ké y tuong cia slip-chip LAMP-EC-MF

Thi nghiém st dung cam bién dién hoa hé 3 dién cuc. buong kinh cua dién
cuc lam viéc 1a 0.5 mm va kich thudc toan b chip do dugc 1a 1 cm % 3 cm. Thiét bi
duogc ché tao ¢ dang truot bang k¥ thuat d6 khuon. Pau tién, mot khuon véi cac phan
xéac dinh (dau vao, dau ra, budng phan tmg va khe dé cam bién dién hoa) duoc tao ra
trén dé thuy tinh bang cach st dung bang keo. Sau d6, polydimethylsiloxan (PDMS)
duge d6 1én khudén. Cam bién duoc gin vao nip PDMS bang cach sir dung PDMS
long 1am chéat ty dinh. Cubi cing, cam bién dugc nbi truc tiép dén Potentiostat
Autolab Metrohm bang cach st dung day ndi USB 2.0 (chudn universal serial bus).

2.1.3. Ngi dung nghién ciru
2.1.3.1. Thi nghiém

LAMP primer dugc thiét ké dé c6 nhiét do bién tinh nam trong khoang tir 60°C
dén 65°C, do d6 1am ting hiéu qua cta xét nghiém LAMP. Chinh vi vay, nhiét do 1a
mot thong s6 duoc kiém soat khi thuc hién xét nghi¢m LAMP trén chip sinh hoc nay.
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V& co ban, ta can duy tri nhiét do bén trong budng phan tmg tir 60°C dén 65°C dé
qua trinh khuéch dai DNA c6 thé dién ra. Nhiét do bén trong budng phan mg ludn
thép hon nhiét d trén bé mit nén ta cin mot nguén néng dugc dat & nhiét do 80°C

ngay bén duéi chip gitp cung cap du lugng nhiét d6 t6i wu cho cac phan tmg LAMP.

60 - 65°C
| [

Pé nhiét

bién cuc

Hinh 2.3. Minh hoa thiét 13p thi nghiém theo d&i qua trinh khuéch dai DNA virus
HBYV thoi gian thuc

Kiém sodt nhiét dg cho phan iing LAMP trén chip

Bo moi LAMP duoc thiét ké dé lam viéc tdi wu trong ving 60-65°C, vi vy
toan bo hé chip — dé nhiét — budng vi luu phai dugc thiét ké xoay quanh khoang nhiét
nay. Trong thuc té, nhiét d6 bén trong budng phan tng ludn thip hon nhiét do trén bé
mat dé nhiét do c¢6 16p dé, 16p PDMS va dung dich truyén nhiét. Do d6, dé duy tri
dung dich LAMP ¢ khoang 63 °C, dé nhiét duoc dat & khoang 80 °C.

Pién cuc 1am viéc, dién cuc d6i, dién cuc tham chiéu, bu@)ng vi luru chira mau
va day ndi USB déu tich hop trén cung mot nén, tao thanh hé do nhé gon: dé nhiét
bén dudi cung cép nhiét, dién cuc trén bé mit theo ddi tin hiéu dién hoa cia methylene
blue (MB) trong qua trinh khuéch dai.

Chudn bi mdu va nap vao buéng vi liru

Thé tich phan g 25 pl dugc lya chon hoi 16n hon thé tich ciia budng vi luu.
Ly do 1a khi bom bang pipet, mot phan nhé dung dich s& nam lai trong kénh dan;
dung du miu gitp dam bao budng phan tng duoc 1ap day hoan toan, khong cé bot
khi hay khoang trong.

Hdn hop dugc chuan bi trong dng eppendorf, sau d6 ding pipet diy tir cong
vao (inlet) cho dén khi nhin thdy dung dich tran téi cong ra (outlet) hodc lap day
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budng phan Gmg. Viéc nap nhu vy gitp dam bao cing mét thanh phan phan tng &

moi diém trong budng.
Thanh phan va diéu kién phdn vmg LAMP
Tong thé tich 25 ul gom:

+ 12,5 pl hén hop phan ung (reaction mix): chtra buffer, Mg?*, dNTP, chét 6n
dinh... theo thiét k& cua b kit.

+ 1 pl Bst DNA polymerase (8 U): enzyme chiu nhiét cao, xuc tdic LAMP &
63 °C.
+ 2 pul nude DI: bd sung dung moi dé du tong thé tich.
+ Cac primer:
o 2 plF3va2 ul B3 (0,26 uM) — primer ngoai, khoi dau va hd trg khuéch
dai.
o 0,5 ul FIP va 0,5 pl BIP (1,6 uM) — primer trong, chiu trach nhiém
chinh tao ciu triic vong va san pham LAMP.
o 1 plLF val ul LB (0,8 uM) — primer vong (loop primers), rit ngan
thoi gian khuéch dai.
+ 2,5 ul DNA thé chiét xuét tir mau huyét twong: chira hodc khong chira HBV
tlly mau.
Quy trinh nhiét:
Giit ¢ 63°C trong 30 phut: ddy 1a pha khuéch dai ding nhiét, noi enzyme Bst
nhan ban viing myc tiéu HBV néu co.

Sau d6 tang 1én 80°C trong 2 phut dé bat hoat Bst polymerase, “dong bang”
phan tmg, tranh khuéch dai tiép sau thoi gian quy dinh (quan trong cho so sanh gitta
mau).

Cdch dung methylene blue cho phat hién real-time va end-point

MB déng vai tro dau do redox hoa tan, xen cai vao dsDNA. Khi c6 nhiéu san

pham LAMP, MB gan vao DNA nhiéu hon — lugng MB “ty do” giam — tin hi¢u
dong dién hod gidm. Thyc hi¢n véi hai phuong phap:

Real-time: thém ngay 1 pl MB 260 uM vao master mix trude khi bat dau. MB
c6 mit sudt qua trinh LAMP, cho phép theo doi lién tuc su thay dbi tin hiéu khi san
pham hinh thanh.
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End-point: MB chi dugc thém vao cudi 30 phut khuéch dai, cung voi dém do;
lac ndy mot phép do duy nhét phan anh lwong DNA d3 tao ra sau khi phan ung két
thuc.

Céc thi nghiém da thyc hién xac nhan ré‘mg viéc thém MB trudc hay sau phan
g khong lam thay do6i két qua khuéch dai, nghia 1a ndng d6 MB dung khong trc ché
dang ké Bst, dam bao do tin cay ciia phép do.

Thiét lgp phép do SWV trén chip

Phép do Voltammetry xung vudng (SWV) duoc lua chon do thdi gian do rat ngan (=
4 s moi lﬁn), it lam gidn doan diéu kién d:flng nhiét, o nhay cao va it nhiéu nén, phu

hop do nhiing thay doi nhé trong nong d¢6 MB.

Tham s6 do da duogc toi uu: Bién d6 xung: 1 mV, Tan sb: 12,5 Hz; Do rong
xung: 5 mV. Pay la cac tham s6 ndm trong dai thuong dung cho hé vi dién cuc, gitp

dat can bang giita d6 phan giai thé va cudong do dong.

Toan bd phép do duoc thuc hién trén thiét bi Autolab PGSTAT N32, dau ndi
t6i dién cuc tich hop qua day USB; thiét bi diéu khién dién thé giita dién cyc lam viéc

— tham chiéu va ghi lai dong qua dién cyc 1am viéc — ddi (working-counter electrode).
Quy trinh do theo thoi gian thuc

Chip duoc dat 1én dé nhiét, nang nhiét d6 cho dén khi nhiét ké trong budng
phan ung doc 63 °C (da hi¢u chuan trude dua trén mbi quan h¢ gitra nhi¢t do dé va
nhi¢t do dung dich).

Ngay khi nhiét d6 dat 63 °C, thuc hién phép do SWV dau tién dé lay gia tri
dong MB tai thoi diém t = 0. Sau d6 tiép tuc duy tri 63°C va lip lai phép do mdi 10
phat (t = 10, 20, 30 phat).

O mdi 1an do, phé SWV cho mét dinh dong dic trung ciia MB; chiéu cao dinh
dugc trich ra 1am thong sé dinh luong. Giam dan cuong do dinh theo thoi gian phan
anh qua trinh LAMP tao dsDNA.

M&i chudi do duoc lap it nhat hai 1an (véi cac chip hodc miu khac nhau) dé
kiém tra d6 1ap lai; chi khi cac dudng It tring t6t, hé médi duge coi 14 6n dinh.

Poi chiéu véi cdc phirong phdp chudn

Sau khi két thuc thi nghiém, mot phan san pham duoc lay ra khoi budng vi luu
(hoic tir phan tmg song song trong 6ng) dé chay gel agarose: néu mau dwong tinh c6
vét DNA nhiéu bac va mau am khong c6 dai dac hiéu, diéu nay xac nhan LAMP hoat

dong tot.
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Pong thoi, c¢6 thé so sanh voi doc huynh quang (vi du thuéc nhudém
intercalating nhu SYBR Green) dé chting minh rang xu thé ting tin hiéu huynh quang
tring v6i xu thé giam dong MB trén chip.

Sy tuong dong gitta dién di, huynh quang va két qua SWV trén biochip cho
thdy chip LAMP-MB-SWYV cho phép theo ddi va dinh lugng HBV theo thoi gian
thuc bang dién hoa véi d tin cay twong duong, nhung dung it mau va thao tac hon.
2.1.3.2. Dién di trén gel:

Thyc hién theo quy trinh sau

1. Chuan bj gel agarose:

- Agarose 1a mot loai polysaccharide ty nhién duoc chiét tir tdo bién. Gel
agarose st dung trong dién di thuong ¢ nong do 0.5 ~ 2%, tiiy vao kich thudc DNA
can phén tach.

- Khi d6 gel agarose, mot chiéc lugce s& dugce cadm lén trén miéng gel va gd ra

khi gel da dong dic dé tao thanh cac giéng cho phép nap miu vao.

Hinh 2.4. D6 gel agarose vao bé chira

2. Chay dién di trén gel agarose:

- Miéng gel agarose dugc dat trong bon dién di, chira dung dich dém (buffer)
dan dién va on dinh pH, thuong 1a Tris-acetate-EDTA (TAE) hoidc Tris-Borate-
EDTA (TBE).

- Mau DNA dugc pha véi dung dich nap mau (loading dye) nhim giit mau

chim trong giéng va cung cap chi thi mau dé€ nhan biét sy dién di.
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3. Quan sat DNA sau khi dién di:

- Can phai nhudém gel dé quan sat do DNA “v6 hinh” véi mat thuong, phd bién
nhat 1a nhuom bang héa chat huynh quang, chang han nhu Ethidium Bromide (EtBr)..
Tuy vao loai hoa chat nhuom huynh quang duoc st dung, c6 thé bd sung ching vao

agarose trudc khi d6 gel hodc sau khi chay dién di dé nhuém

- Sau khi dién di va nhudém gel xong, c6 thé thyc hién ghi nhan hinh 4anh DNA
thong qua hé thong doc gel (gel document system) hay con goi 14 hé théng chup anh
gel. Hé thong doc gel gdm ngudn chiéu sang (illumination source), bd loc (filter) dé
loai bo anh sang nén va camera dé ghi nhan hinh anh, d6i khi con tich hgp PC va
trang bi man hinh cam tng.

Dbi véi dién di trén gel, chung t6i sir dung 5 pl san pham khuéch dai LAMP
cung thudc nhudém (NEB, SUA) va dung dich dém 19 Tris—borate—
ethylenediaminetetraacetic acid (TBE) (pH 8,0). Gel agarose 2% da dugc nhuém mau
voi Safe-T-Stain, va sau khi gel dugc chay, hinh anh dugc chup dé tham khao.

Hinh 2.5. Nap miu vao céc giéng

2.1.3.3. Phat hién huynh quang

Pé kiém tra huynh quang truc quan, 1 pl thudc thir phat hién huynh quang
Looamp di dugc thém vao san pham LAMP 25 pl. Hon hop nay sau d6 dugc quan
sat dudi anh sang cuc tim (UV) ¢ budc song 260 nm.
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2.1.4. Cac ky thudt su dung trong nghién cuu

1. Phép do vol-ampe xung vudng (SWV) duoc chon dé theo ddi dong oxy hoa
khir MB trong céc phan tng LAMP do thoi gian do nhanh (dudi 4 gidy). Phép do
dién ap soéng vudng c6 bién do xung 1 mV, tan s6 12.5 Hz, do rong xung 1a 5 mV, su
dung thiét bi Autolab (PGSTAT N 32, Metrohm, Ha Lan).

2. Thiét ké moi sir dung cac phan mém tin sinh chuyén dung nhu Primer
Explorer v.5, Primer Blast, Mega 7 dé tim cic ving bao ton trén cac viing gene muc

tiéu, thiét ké roi kiém tra cac dac tinh cua céac oligonucleotide da thiét ke.

3. Xtr Iy mau va tach chiét ADN: sir dung phdi hop cac phwong phap nhu
nghién co hoc, nhiét, enzyme phan hity va thu nhan ADN theo phuong phap tach tir

hoac cot.

4. Phuong phap dién di trén gel agarose 2% trong 30 phut cuong dd dong dién
100 mA.

2.2. Muc tiéu 2: Nghién ciru ché tao cam bién dién héa rGO-PANi dé phat
hién san pham khuéch dai DNA bang phwong phap do thé mach hé

2.2.1. Péi twong nghién ciru

Hién dang c6 nhu cau 16n vé viéc phat trién cac cong cu chan doan di dong dé
phat hién virus va cac vi sinh vat gdy bénh ngay tai hién truong trong nhimng diéu kién
ngit nghéo vé mit tai nguyén. Cac thiét bi, cong cu ndy cung cap nhiéu loi thé dé
phat hién cac mam bénh khac nhau bao gdm tinh di dong, tu dong hoa, tbc do, chi
phi va hi€u qua. bé dat duoc kha nang phat hién muc tiéu sém va c6 d nhay cao, cac
cong nghé khuéch dai phan tr nén dugc tich hop vao cac cong cu chan doan do.
Khuéch dai dang nhiét qua trung gian vong (LAMP) 13 mot trong nhing k¥ thuat di
truyén tién tién nhat c6 thé cung cap tién trinh tudn tu cuc nhanh (dudi 1 gio) va do

chon lgc tuong ddi cao.

Viéc phat trién cac cong cu chan doan di dong, chi phi thip dé phat hién virus
va vi sinh vat gay bénh tai hién truong la nhu cau 16n nhung van con nhiéu thach
thirc. Trong nghién ctru nay, NCS dé xuat mot phuong phap méi dya trén mang
graphene oxit khir-polyaniline (rGO-PANi) dé phat hién tai chd cac san pham khuéch
dai dang nhiét LAMP bang phuong phap do dién thé mach hd. PANi, mot loai polyme
dan dién nhay voi su thay ddi pH dugc dua vao dién cyc in ludi phu rGO. Mang
PANi sau d6 dugc diéu chinh dén trang thai mudi emeraldine, c6 d6 dan dién cao
nhat tir 46 cho d6 nhay pH duoc ti da héa. Bang cach két hgp PANi va rGO, d6 nhay
pH ctia hé thong di dugc didu chinh 1én dén khoang 64 mV trén mdi don vi pH. Diéu
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nay cho phép theo ddi sé lugng amplicon dugce khuéch dai tir qua trinh khuéch dai
dang nhiét. Sau d6, cam bién duoc kiém tra dé theo ddi cac phan ing LAMP, sir dung
virus Viém gan B (HBV). Ché tao 16p cam bién don gian, chi phi thip, cé thé tai sir
dung va do nhay tdt 1 cac wu diém cta cam bién dién hoa duoc trinh bay trong phén
nay. Cac két qua dem t6i ky vong cho viéc thiét ké cac thiét bi xét nghiém tai chd

trong cac di€u kién tai nguyén han che.

Pé cam bién duogc sy thay d6i ndng d6 pH cua dung dich phan tng, can su
dung mang mong nhay véi pH. Mang mong nay phai théa min hai yéu cau quan
trong: do nhay cao véi ion H + hodic OH; va d6 dan dién cao. Polyme dan dién nhay
cam voi pH (ttrc 1a polyaniline) dap ung céc tiéu chi nay. Trong cac tai li¢u, nguoi ta
biét rang polyaniline 1a mot mang nhay cam véi pH vé6i phan tmg khoang vai chuc
milivon trén don vi pH ¢ nhiét d§ phong. B nhay pH cuia polyaniline 1a do sy pha
tap proton (proton hda) va su khtr hoa (deprotonation) ctia trang thai oxy héa dan, cu
thé 12 emeraldine. Cac bao céo di chimg minh rang polyaniline c6 phan tmg dién thé
cao nhat dbi véi su thay d6i pH so v6i cac polyme din dién khac. Tuy nhién,
polyaniline dan dién t&t hon & pH nho hon 5,0 va trd nén kém hon dan dién & khoang

pH cao hon.

Dé cai thién do din dién cia mang polyaniline & khoang pH ciia phan tng
LAMP (7,0-9,0), vat li¢u cacbon la nhitng ing ctr vién hang dau. Véi ciu trac dién
tir dic biét, graphene va cac dan Xuét ctia n6 mang lai 6 dan dién vuot troi va su déo
dai can thiét cho cac hé théng cam bién dién hoa dung mét lan. Ngoai ra, cac vat li€u
nay con co tinh twong hop sinh hoc. So voi graphene, graphene oxit dang khir (rGO)
c6 cac thudc tinh tuong tu bao gém dd dan dién cao, dién tich bé mat 16n va d& chuc
ning héa. Chung c6 thé dugc san xuat thong qua cac phuong phap hoa hoc véi chi
phi thdp va ning suit cao. Dang khir ctia oxit graphene (rGO) ciing ¢6 luong oxy ddi
dao va hoan toan c6 thé dung dé cai thién do nhay pH ciia mang polyaniline. Mot
cam bién pH dua trén polyaniline duoc chirc ning hoa boi oxit graphene khir (PANi-
rGO) dé theo ddi qua trinh 1én men vi sinh vat di dugc bao cdo gan ddy. Composite
PANi-rGO ciing duoc chimg minh 13 c6 d6 dan dién va dién dung cao cho cac siéu

tu dién hoa hi¢u qua.

Nhu vay, phan nay ciia luan an toi s& mo ta viéc sir dung PANi v&i dic tinh 1a
nhay voi su thay doi nong do pH va mang rGO c6 dan dién cao dé ché tao thiét bi
theo doi sy thay doi pH trong qua trinh khuéch dai gen xuyén sudt qua trinh phan tng
LAMP. Pau tién, mang méng duoc ché tao thong qua qua trinh khir dién hoa cua oxit
graphene bang phuong phap nhé phu (drop cast), va tiép theo 13 qua trinh ma dién
cia PANi trong dung dich axit. Cac phép do thé mach hé (OCP) duoc sir dung dé
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phat hién amplicon duoc khuéch dai. Can nhdn manh rang phép do OCP c6 d6 nhay
cao va c6 thé 1ap lai. That vay, mac du viéc phat hién cac san phém LAMP da duoc
ching minh trudc day véi phép do dién thé, tuy nhién, phuong phap nay c6 thé kich
hoat su thay ddi trang thai 6xy hoa dang ké cia PANi trong qua trinh do dong dién /
dién thé, ddn dén tin hi¢u khong chinh xac. Nguoc lai, k§ thuat OCP clia chiing t6i s&
cung cap mot quy trinh phat hién don gian va chinh x4c hon vi n6 c6 thé dugc thuc
hién ma khong anh hudng dén thé hay dong ciia hé théng. Do d6, viée thuc hién cac
phép do ké tiép hay nhiéu phép do co thé dugc dam bao va phén tich 1d rang ma
khong anh huong dén mang trén dién cuc.

2.2.2. Vit li¢u va phwong phap

Graphene oxit (GO) duoc diéu ché tir bot than chi bang cach sir dung mot
phién ban cai tién ctia phuong phap Hummer. Anilin (C¢HsNH,) dugc mua tir Sigma
Aldrich (M¥). Dung dich dém nudc mudi ¢6 dém photphat (PBS, pH 7.4) duoc st
dung 1am chat dién phan hd tro. Tt ca cac hoa chat déu thudc loai phan tich va duoc
sir dung ma khong can tinh ché thém. Ngoai ra, nudc sir dung trong thi nghiém 1a
nude cat da duogc chung cat lai. Pién cuc carbon in ludi (SPE) v&i thiét 1ap ba dién
cuc (duong kinh cua di¢n cuc lam vi¢c 1a 3 mm) dugc mua tir Quasense (Thai Lan).
Thudc thir khuéch dai LAMP (B6 phu kién khuéch dai DNA Loopamp) duoc cung
cap boi Eiken (Nhat Ban). Mot bo sau moi duoc thiét ké theo y vin dé xac dinh dich
xac HBV trong mau nguoi. Bo mdi bao gdm hai mdi ngoai (F3, B3), hai mdi trong
(FIP, BIP) va hai méi vong (LF, LB). Tat ca cic mdi déu dugc Macrogen (Seoul, Han
Quéc) tong hop thuong mai trong tu nhu da thyc hién & phan trude.

2.2.3. Ngi dung nghién ciru
2.2.3.1. Chudn bi mang rGO / PANi

Cam bién nhay pH duya trén mang rGO-PANi dugc chuan bi trén dién cuc SPE.
Pau tién, graphene oxit (1 mg ml!") dugc nho vao dién cuc. Tiép theo, mang duogc
khir dién hoa bang phuong phap quét thé tuan hoan véi dién thé nim trong khoang tir
OVdénl2V trong mot vai chu ky. Cudi cung, polyaniline dugc ma Ién bé mit trén
bang cach quét dién cuc SPE|rGO trong dung dich H2SO4 0,5 M chira anilin 0,3 M
trong 10 chu ky tir 200 mV dén +900 mV.

Hinh thai bé mit cua céac dién cuc duoc dic trung béng cach su dung kinh hién
vi dién tir quét phat xa truong Hitachi S-4800 (FE-SEM) & dién 4p gia toc 5 kV.
Quang ph6 hong ngoai bién doi Fourier do bai k¥ thuat phan xa toan phan suy giam
(ATR-FTIR) ctia cac mau duoc kiém tra bang IR-Tracer 100 (Shimadzu, Nhat Ban)

va cac mau duoc quét trong khoang tir 500 dén 4000 cm'. Do két tinh cua cac miu
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chuan bi duoc xac dinh bang quang phé Raman trong dai phd 300 - 3500 cm™! st
dung ngudn kich thich 532 nm trén may quang pho Horiba.

2.2.3.2. Kiém tra @6 pH

Céc phép do hiéu chuan pH duoc thuc hién bang cach st dung bd dém PBS
Vo1 néng do pH duoc diéu chinh tir 6.0 dén 9.0. Cac bo dém nay duoc st dung dé do
su thay ddi dién ap mach hd (OCP) cua dién cuc lam viéc so véi dién cuc so sanh Ag
/ AgCl, gay ra do sy thay doi pH. Tat ca cac thi nghiém déu dugc tién hanh & nhiét
d6 phong. Cac phép do duoc thyc hién trén thiét bi Metrohm Autolab PGSTAT 302N
két n6i dicu khién bai may tinh (Metrohm Co., Ltd., Thuy Si).

2.2.3.3. Phdn vrng LAMP

Hdn hop LAMP duoc chuan bi nhu dd mé ta trong muc 2.1. DNA phage duogc
pha lodng v6i dung dich dém PBS (pH 7.4) dén ndng d6 10 ng pl™.

Hon hop phan tmg (25 ul) bao gom 1,6 uM 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 phan tmg (12,5 ml), Bst DNA polymerase (1 pl) va 5 ul mau.
Phan iing LAMP dugc thyc hién ¢ 65°C va sau d6 dung lai ¢ 84°C. Thi nghiém dugc
thuc hién trong thoi gian khac nhau (0, 10, 20, 30, 40, 60 phut). S6 lwong amplicon
khuéch dai dugc ghi lai bang cach sir dung cac phép do OCP trong d6 khong c6 dong
dién nao xuét hién trong pin dién hoa. Cac san pham LAMP ciing duoc phan tich dinh
tinh bang k¥ thuat dién di trén gel trong gel agarose 2%. Nong do chinh xac cia DNA
& moi budc phan tmg duoc xac dinh bang cach st dung Nanodrop dé tinh sach dung
dich DNA.

2.2.4. Cac ky thudt su dung trong nghién cuu

1. Khir dién hoa bang phuong phap quét thé tuan hoan véi dién thé nim
trong khoang tr 0 V dén 1,2 V.

2. Polyaniline duoc ma 1én bé mit trén bang cach quét dién cuc SPE||rGO
trong dung dich H2SO4 0,5 M chira anilin 0,3 M trong 10 chu ky tir 200 mV dén
+900 mV.

3. Sir dung kinh hién vi dién tir quét, may quang phd Raman va phén tich
quang pho hong ngoai bién doi Fourier kiém tra hinh thai cua dién cyc.

4. Phan hoi véi pH ctia mang rGO / PANi duoc kiém tra bang cach do dién
thé OCP ¢ céc gi tri pH khac nhau (6.0 - 9.0)
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2.3. Muc tiéu 3: Thiét ké, ché tao hé vi luu tich hop dung cho phan ing
LAMP va phat hi¢n dién hoa pha long

2.3.1. Péi twong nghién ciru

Trong chuong nay, t6i liét ké chi tiét yéu cau dit ra va cac dic tinh cta thiét bi
dé g dung cho xét nghiém tai chd. Ttr d6, duara thiét ké cua thiét bi vi luu phu hop
v6i yéu cau trén. Thiét bi s& gdm 3 phan, kénh vi luu, cam bién dién hoa va mot dé
nhiét. Cac thanh phén trén déu duoc thao luan vé wu, nhuoc diém cling nhu cac thong
s6 anh huong dén tin hiéu dau ra cua thiét bi. Ngoai ra, cac han ché khi st dung

phuong phap quang khéc ciing sé duoc nhic dén.

Trong phan trinh bay thiét ké dé nhiét s& bao gdm ca ban vé CAD dugc vé
bang phian mém AutoCAD va phan mé phong st dung COMSOL Multiphysics

Software dé danh gia d6 dong déu cua gradient nhiét.

Muc dich can dat duoc 1a thiét ké mot thiét bi don gian v6i nguoi sir dung,
nhanh, nhay, ré tién va c6 kha nang tai su dung, dé thyuc hién qua trinh khuéch dai
DNA dang nhiét (LAMP) va cung cap cac thong tin dién hoa dén thiét bi ngoai vi.
Viéc han ché sir dung héa chat, thiét bi phong thi nghiém dit tién dé van hanh thiét

bi di cung véi don gian hoa khau van hanh cling 1a nhiing yéu t6 dugc xem xét dén.

Tiéu chi thiét ké dau tién duoc chi y 13 khdi lugng mau sir dung. Mot thi
nghiém dua trén DNA thong thuong dung 25 pL thé tich tong cong dé phan tich do
cac tién chat (reagent) dugc dung nhu polymerase enzyme va cac primer ton nhiéu
chi phi dé chuén bi & thé tich 16n va nong do cao. Cac qua trinh lam giau ciing nhu
cac bude lam sach thuong dugc chudn bi trudce khi thue hién khuéch dai DNA dé dat
t6i ngudng nong d6 phat hién duoc ctia mau. Do d6, 25 pL 1a kich ¢& dugc chon cho

thé tich cta giéng/budng phan tmg.

Tiéu chi tiép theo 1a do nhét ciia mau. Day 12 mot yéu td quan trong can phai
duge xem xét dén khi tién hanh thi nghiém vi lvu. Mau s& qua cac budc chuan bi
trudc (Iam giau, lam sach...) nén khi thuc hi¢n, DNA s& ton tai trong dung dich dém
va mau nay c6 do nhét tuong ty nhu nude. Do d6, mau DNA-dung dich dém dugc sir

dung 12 mau dé thyc hién thi nghiém.

Mot tiéu chi quan trong khac trong thiét ké thiét bi 1a gia thanh va thoi gian
can thiét dé van hanh thiét bi. Mot s6 thanh phan ¢ anh hudng truc tiép dén gia thanh
ctia thiét bi c6 thé ké dén nhu hé théng dé nhiét cung cap nhiét d6 60 - 65°C cho qué
trinh LAMP, hé thong ghi nhan va phan tich tin hiéu dién hoa dau ra. Dé giam chi
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phi ché tao va dam bao yéu cau trong qua trinh nghién ctru, mot s6 phuong phap ché

tao khac nhau nhu in 3D hay quang khic déu da duoc can nhic st dung.

Cubi cung, sy don gian trong van hanh, sir dung la mét ti€u chi thiét ké khac.
Mot chip vi luu toi vu 12 mot thiét bi khong can dén nhitng k¥ thuat nang cao hay
nhing ky thuat vién dé c6 thé van hanh va phan tich dir liéu dau ra. Phan tiép theo toi
s& mo ta thiét ké thiét bi vi luu.
2.3.2. Vit liéu phwong phap

Dua theo tiéu chi thiét ké da dua ra ¢ trén, toi da xay dung va hoan thién thiét
ké thiét bi vi luu dé thuc hién xét nghiém nhanh dua trén phép do di¢n hoa
(electrochemical detection) va phuong phap khuéch dai DNA dang nhiét LAMP.
Thiét bi gdm 3 phan chinh: h¢ kénh vi luru, cam bién dién hoa va dé nhiét. Thiét ké
cua thiét bi dugc the hién trén Hinh 2.6.

Hinh 2.6. Thiét ké va kich thuéc thiét bi vi luu tich hop.

Thiét bi dugc thiét ké dé co thé giit mot lwgng nho mau va hon hop kit LAMP
trong budng phan ung kin trong sudt qua trinh gia nhiét. Trén dé kinh bao gdm mot
16p dé gia nhiét va mot dién cuc ngin cach nhau bdi 16p mang cach dién mong. Dé
gia nhiét dugc thiét ké dé cung cap du nhiét cho budng phan tng va dam bao phan bd
nhiét déu khip budng. Lép cach dién duoc phu 1én dé kinh va phan nhiét dién tro
bang phuong phap quay phil voi vat liéu duoc sir dung 13 polysilazane.
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Dung cu, thiét bi va hoa chét

- Phin mém thiét ké AutoCAD 2007

- Gidy kinh PET

- Hé thiét bi quang khic (photolithography)

-Thiét bi quay phu (spin coater)

- Lo plasma

- Bom hut chan khong

- Lam kinh

- SU-8/dung dich trang rura

- Acetone, iso-propanol, nudc khir ion

- PDMS, chat lam dong

- Bé nhiét

Qua trinh thiét ké va ché tao kénh vi luu trén vat ligu PDMS bang phuong phap
quang khic photolithography gom céac budc nhu sau: (i) Thiét ké mat na quang (ii)
Ché tao khuodn trén d¢ silicon; (iii) Ché tao h¢ vi kénh trén PDMS bang k¥ thuat
replica molding (dtc khuon).
2.3.3. N¢i dung nghién ctru
2.3.3.1. Thiét ké mit na quang

Hinh 2.7. Mit na chira cac chi tiét thiét ké kénh duong.

Cdc thiét ké trén mask gom c6 hai loai kénh véi hinh dang khdc nhau: mét dau

vao va hai dau vao.
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Phan mém AutoCAD 2007 duoc str dung dé thiét ké cac chi tiét cling nhu hinh
dang cta hé vi kénh. Sau d6 ban thiét ké dugc chuyén dén hé may tinh lién két v6i he
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 cdc tim mat na quang nay dugc bao quan
sach s& trudc khi chuyén vao hé quang khic.
2.3.3.2. Ché tao khuén cho hé kénh vi luu

Quy trinh ché tao khuon duoc thuc hién theo cac bude dudi day va toan bo
qua trinh ché tao nay duoc thuc hién trong phong sach (phong sach thuoc Takamura
Laboratory, Material Science School, JAIST):

Buéc 1. Lam sach va xir Iy dé silicon

Véi dé silicon méi: rira bang ethanol va nuéce khir ion dé loai byi ban, diu m&
bé mit, sau d6 thoi kho bang khi nitrogen nham tranh dé lai vét loang ctia dung moi
trén bé mat.

Véi dé da sir dung: chuan bi dung dich piranha vdi ti 1¢ thé tich H:SO4+/H20: =
7/3; day 1a dung dich oxy hoa rat manh, giup loai bo 16p hitu co bam cimg trén bé
mit silicon va 1am bé mit ua nude hon, ting do bam cta 16p can quang.

Ngam dé silicon trong piranha 10—15 phut, sau d6 13y ra rira k¥ bang nuéc khir
ion dé loai bé hoan toan axit du. Tiép tuc rira tuan tu trong acetone — IPA — nudc
khtr ion dé loai sach cin vo co/hitu co con lai.

Théi kho dé bang khi nitrogen dé bé mit kho sach, khong bam bui. Trudce khi
str dung, dit dé vao ti sdy & 200 °C trong 15 phit; budc “bake” nay gitp 1am kho
sau, loai 4m trong nén silicon, ting do bam dinh cua SU-8. Sau d6 dé dé ngudi vé
nhiét do phong trong mai truong sach.

Buoc 2. Quay phu lop can quang SU-8

Pit dé silicon 1én mam quay ctia may spin-coater, ¢ dinh bang luc hat chan
khong dé dé khong bi xé dich khi quay.

Nho lugng SU-8 thich hop 1én tam dé (ty 18 u6c tinh 1 ml SU-8 cho dé dudng
kinh 25 mm), dam bao 16p pha du dé tran déu khi quay, tranh tao 1 trong.

Thiét 1ap chuong trinh quay gom hai giai doan:

- Giai doan 1: 500 vong/phut trong 10 gidy, gia tc 100 vong/phit/gidy, nham
dan déu SU-8 trén toan b bé mit dé.

- Giai doan 2: 3000 vong/phut trong 30 gidy, gia tdc 300 vong/phut/gidy, dé
diéu chinh bé day 16p SU-8 vé gia tri mong muén (toc d cao hon cho 16p mong hon).
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Sau khi quay, SU-8 tao thanh mot 10p mang dong nhat trén bé mat dé, chiéu
day quyét dinh bai téc do, thoi gian quay va d6 nhét ctia dung dich.

Hinh 2.8. Thiét bi quay pha (MIKASA — IHDX2) dit tai phong sach thudc khu
cong ngh¢ cao JAIST, Nhat Ban.

Buéc 3. Gia nhiét trwée quang khdc (Sofi-bake)

Pit dé silicon da phu SU-8 18n hotplate hoic trong 10 sdy & 95 °C trong 4 phit.
Pay 1a budc “soft-bake” gitip bay bt dung mdi trong SU-8, 6n dinh mang, han ché
bot khi va giam hién tugng chay khi mang di chiéu sang.

Sau khi gia nhiét, & mau ngudi ty nhién vé nhiét d6 phong trong méi truong
sach dé tranh tao ing sut nhiét gay nut, cong vénh 16p SU-8.

Buéc 4. Quang khdc

Chuan bi mit na quang chtra cac chi tiét kénh dwong; mat na nay dugc gan 1én
mot tim kinh 5x5 inch dé lap vao hé quang khic dé dang, ddm bao mat mau phang.

Lap mit na vao may quang khac (mask aligner), can chinh sao cho bé mat mat
na sach, khong bui, khong xudc; didu ndy rat quan trong dé dam bao dudng bién hoa
tiét sac nét.

Trén hé quang khac, thiét 1ap thong s6 chiéu: lidu UV 225 mJ/cm? va thoi gian
chiéu 10 gidy; liéu nay duoc tdi wu cho d day SU-8 dang st dung, dam bao ving
dugc chiéu dugc quang hoa hoan toan.
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Pit dé silicon/SU-8 vao vi tri gitr mau dudi mat na, ding hé can chinh
(UNICON Double View Mask Aligner PEM-800) dé can trung hoa tiét mat na voi vi

tri can tao kénh trén de.

Khi da cin chinh xong, dong khe hé giita mat na va mau theo ché do tiép xuc
phu hop (contact/proximity), sau d6 khéi dong chu trinh chiéu. Anh sang UV xuyén
qua ving trong sudt trén mit na, quang hoéa SU-8 ¢ nhitng ving nay, tao ving ciing
hoa theo hinh kénh duong.

Hinh 2.9. Hé thiét bi quang khic tich hop dugc dat trong phong phong sach thudc
khu cong ngh¢ cao JAIST, Nhat Ban.

Buéc 5. Gia nhiét sau quang khdc (Post-exposure bake)

Sau khi chiéu xong, 14y dé silicon/SU-8 ra khoi hé quang khic va dat 1én dé
noéng & 95 °C trong 5 phut.

Budc “post-exposure bake” ndy gitip hoan tit qua trinh tring hop chéo cua
SU-8 ¢ vung da duoc chiéu sang, 1am 16p nay ctimg hon, bén hoa hoc hon va bam

chac vao dé trude khi mang di trang rira.
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Buoc 6. Trang rira (Develop)

Ngam mau silicon/SU-8 vao dung dich trang rira (developer) chuyén dung cho
SU-8 trong 2—4 phut. Trong thoi gian nay, phan SU-8 khong dugc chiéu sang (chua
trung hop) s& bi hoa tan vao dung dich, trong khi phan d chiéu/cting héa van bam

trén de.

Quan sat néu can, cé thé nhe nhang lic hodc khudy dé qua trinh hoa tan dién

ra dong déu, tranh qua thoi gian 1am mon chan hoa tiét.

Hinh 2.10. M{t trong cac mat na chira chi tiét kénh duong (néi) dugc ché tao béng

phuong phéap quang khac.

Buéc 7. Rira sach va sdy khé

Chuan bi ba khay: khay thtr nhat chtra dung dich trang rira sach (dé rira lai
nhanh), khay thir hai chira iso-propanol (IPA), khay thir ba chira nu¢c khir ion.

Sau qué trinh develop, chuyén nhanh mau sang khay developer sach trong
khoang 10 giay dé loai bo cin con dong trén bé mat, roi chuyén tiép sang khay IPA
khoang 10 gidy nham trung hoa, rira sach developer bam trén SU-8.

Cudi cung rira trong nudc khir ion khoang 10 gidy dé loai hét dau vét dung
moi hitu co, rdi thoi kho bang sung nitrogen. Bé mit lic nay phai sach, khong dé lai

vét loang, céac cAu tric kénh SU-8 sic nét theo hinh mit na.
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Buée 8. Gia nhiét cuéi (Hard-bake)

Pua san pham vao 10 say ¢ 150 °C trong 5 phut. Budc “hard-bake” gitip ting
thém sy trung hop chéo va lam SU-8 bén nhiét, bén co hoc va bén hoa hoc hon, rat
quan trong néu khuén nay dung dé dac PDMS hodc chiu nhiéu lan xir 1y sau do.

Sau khi gia nhiét, ¢ mau ngudi tu nhién vé nhiét do phong trong moi truong
sach; thu dugc khuon/mét na SU-8 chira cac kénh duong diung theo thiét ké, sin sang
cho budc dac hoic str dung tiép theo.

2.3.3.3. Ché tao vi kénh trén vit ligu PDMS

Hé vi kénh duoc ché tao trén vat liéu PDMS theo cac budc dudi day:

Burée 1. Chudn bi va trén PDMS

- Pau tién chuan bi bg kit Sylgard 184, gdbm phan nén PDMS va chat dong ran
(curing agent). Ti 1& duoc dung 1a 10:1 theo khéi lugng (hodc thé tich), nghia 14 10
phan PDMS nén va 1 phan chat dong ran.

- Hai thanh phan dugc tron k¥ trong cbc sach cho dén khi hdn hop dong nhét
hoan toan; viéc tron déu rat quan trong vi anh hudng tryc tiép dén do cung va do bén
co hoc ciia PDMS sau khi déng ran.

Buoc 2. Khw bot khi va duc trén khuon

- Hon hop PDMS sau khi tron thuong chtra nhiéu bot khi nho; dé loai bo, dua
cdc chita PDMS vao budng chan khéng va hat chan khong cho dén khi cac bot khi
ndi 1én va v hét.

- Khuén (master) SU-8 ¢6 cac kénh duong da ché tao trudc d6 duge dit trong
mot khay tron/phang, mit c6 cdu tric quay 1én trén.

- Rét tir tir PDMS d khir bot 1én khudn, bat dau tir mot mép va dé PDMS ty tran
déu, dong thoi quan sat va xir Iy ngay cac bot khi 16n bang que hodc kim néu con xuat
hién; myc tiéu 1a bé mit PDMS phai phang va khong c¢6 bot nam trén ndc cac kénh.

Buéc 3. Pong ran PDMS

- Sau khi rét xong, dua khay chira khuén va PDMS vao tii say/hotplate, dit
nhiét d6 120 °C trong khoang 2 gio. O nhiét do ndy, phan tmg dong ran xay ra, PDMS
chuyén dan tir dang 16ng nhét sang dang dan hoi ran.

- Két thuc thoi gian dong ran, dé mau nguoi vé nhiét do phong trong tu hodc
ngoai phong sach dé tranh cong vénh do sdc nhiét. Sau d6 nhe nhang boc 165p PDMS
ra khoi khuon, thu dugce tim PDMS c6 cac kénh 4m (rdnh) voi hinh dang dang nhu
thiét ké ban dau.

Bude 4. Lam sach va chuadn bi gcfn PDMS—kinh

- TAm PDMS chtra vi kénh duoc cat vé kich thude mong mudn, duc 18 vao cac
vi tri cong vao/ra (inlet/outlet) bang punch hodc kim phu hop.
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- Miéng PDMS va lam kinh (hodc dé glass/SiOz) duoc rira 1an luot bing
iso-propanol va nudc khir ion dé loai bui va dau bam trén bé mat, sau d6 thdi kho

bang sung nitrogen; budc nay giup bé mit sach va giam nguy co bot khi khi gin.
Buéc 5. X Iy plasma va gdn kin kénh
- PDMS va lam kinh dugc dit vao budng xur 1y plasma (SAMCO Model FA-1).

Trén bang diéu khién chon chuong trinh “Program 2” véi cac thong so: khi O, giai
doan pumping 30 s (hut chan khong), tiép theo cap khi (gas supply) trong 1 phit, sau
doé kich hoat plasma O: trong 30 s vdi cong suat 30% (02 100%), roi thyuc hién cac
budc xa khi/on dinh: plushing 10 s va venting 20 s.

- Plasma O: s€ oxy hoa nhe bé mit PDMS va kinh, tao nhiéu nhém silanol (-
Si—OH), 1am bé mit tr& nén wa nudc va san sang hinh thanh lién két cong hoa trji Si—

O-Si khi hai bé mit duogc €ép sat, tao lién két rit bén, chéng 1o 1i.
Buéc 6. Gin chip vi leu

- Ngay sau khi két thiic chu trinh plasma, nhanh chéng 1dy PDMS va lam kinh
ra khoi buéng; thoi gian hi€u qua cia bé mit hoat hoéa kha ngén nén can thuc hién
thao tac gin trong vong khoang 30 giay.

- Can than can chinh vi tri kénh trén PDMS véi lam kinh, sau d6 dat PDMS xuéng
bé mit kinh va dung luc ép déu 1én toan bo bé mat (co thé dung con 1an sach hodc ngéon
tay deo ging) dé loai bo bot khi va dam bao moi ving kénh déu tiép xac tot.

- Pé mau nghi mot thoi gian (vai phut dén vai chuc phit) & nhiét d6 phong;
trong thoi gian nay céac lién két Si—-O—Si hinh thanh hoan chinh, tao thanh mét chip

vi kénh PDMS gin bén 1én kinh, sin sang cho cac thi nghiém vi luu.

Hinh 2.11. M{t trong céac hé vi luu dugc ché tao trén vat liéu PDMS.
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2.3.3.4. Ché tao khuén cho di¢n cwe va dé gia nhiét

Bude 1. Lam sach dé silicon

- Bé silicon dung dé ché tao khuén cho dién cuc/dé gia nhi¢t dugc lam sach
theo dung quy trinh d3 ap dung khi ché tao khuon kénh vi luu: rira dung moéi, xt 1y
piranha (néu can), rira nu6e khtr ion va siy kho.

- Muyc tiéu 1a loai hoan toan tap chat hitu co va bui trén bé mat, dam bao 16p
can quang bam t6t va ciu tric sau quang khic sac nét.

Buoc 2. Quay phu lop LOR-10B (lop lift-off)

- Pit dé silicon 1én mam quay cua spin coater. Nho lwong Microchem
LOR-10B 1én gitta dé (ti 1¢ tham khao: 1 ml LOR cho dé duong kinh 20 mm), dam
bao du dé phu kin bé mit.

- Thiét lap chwong trinh quay hai buéc:

+ 500 vong/phut trong 10 s v6i gia téc 100 vong/phut/s dé dan déu dung dich.

+ 3000 vong/phut trong 30 s v&i gia toc 300 vong/phut/s dé dat bé day
LOR-10B mong mudn (thuong 1a vai trim nm).

- Két qua 1a mot 16p LOR-10B moéng, dong déu trén bé mit silicon; 16p nay vé
sau s€ giup thuc hién quy trinh lift-off thudn loi khi tao dién cyc kim loai.

Buoc 3. Gia nhiét LOR-10B

Pit dé silicon da phi LOR-10B 1én dé nhiét/hotplate & 60 °C trong 10 phiit. Budc
bake nhe nay gitip dung méi bay hoi, 6n dinh 16p phim, ting d6 bam dinh, dong thoi giir
dugc tinh nang hoa tan chon lgc cua LOR trong dung dich developer chuyén dung.

Buaorc 4. Quay phu lop OFPR-800

Uu diém khi dung OFPR-800: Cho hinh anh quang khac sac nét, phu hop véi
céc cau trac dién cuc, dé gia nhié¢t kich thudc micromet; Tuong thich tdt v4i hé hai
16p LOR-10B/OFPR-800, nén rat thuén tién cho quy trinh lift-off tao dién cuc Ti/Au,
Pt,...; D& xtr 1y: quy trinh quay phu, sdy, chiéu va trang rira don gian, c6 thé lap lai
6n dinh nhiéu wafer.

- Sau khi LOR nguoi vé nhiét d6 phong, tiép tuc quay phu 16p can quang duong
Microchem OFPR-800 bén trén.

- Nho OFPR-800 1én dé, thiét 1ap chuong trinh quay hai buéc:

+ 500 vong/phut trong 10 s (gia toc 100 vong/phut/s) dé dan déu.
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+ 2000 vong/phit trong 30 s (gia toc 300 vong/phit/s) dé dat bé day mong
mudn, day hon LOR mét cht.

- Lac nay dé silicon mang cau tric hai 16p resist: dudi 1a LOR-10B (lift-off),
trén 12 OFPR-800 (resist tao hinh).

Buoc 5. Gia nhiét hai [0p resist
- bat wafer 1én dé nhiét & nhiét do thich hop (90-100 °C).

- Giir trong 20 phiit dé 1am kho hoan toan dung méi ctia ca hai 16p resist, on
dinh co hoc, tranh chay va lam md hoa tiét trong budc quang khic.

Buoc 6. Quang khdc tao hoa tiét dién cuc va dé gia nhiét

- Lép mat na quang chira céc chi tiét dién cuc va dé gia nhi¢t 1én mask holder,
mat mask quay xudng, gan chéc trén kinh 5x5 inch dé dam bao phang va dé thao tac.

- Trén hé quang khic, cai dat licu UV 225 mJ/cm? va thoi gian chiéu 6 s phu
hop vé6i do day OFPR-800.

- bat wafer (Si/LOR/OFPR) lén gid ciia may aligner, can chinh cho trung véi
mask bang hé théng quan sat hai mit (UNICON Double View Mask Aligner
PEM-800), r6i dong khe hé va tién hanh chiéu.

- Anh sang UV chi xuyén qua nhimng ving trong sudt trén mask, lam phan huy
c4u triac polymer ciia OFPR-800 tai d0, bién khu vuc nay thanh phan dé hoa tan trong
developer.

Buoc 7. Trang rua lop LOR-10B va OFPR-800

- Sau chiéu, wafer dugc mang dén bon trang rira. Trudc hét, ngdm trong dung
dich developer NMD-3 (dung cho LOR-10B) trong 16 s. Dung dich nay sé& hoa tan
phan LOR & nhitng ving khong dugc bao vé phu hop, gitp tao step dudi chin cu
tric, hd tro cho qué trinh lift-off khi pha kim loai. Sau d6 rira k§ bang nuéc Mi.Q
chay lién tuc khoang 10 phut dé loai sach NMD-3 va cin resist.

- Tiép theo, ngdm wafer trong dung dich Remover 106 (developer cua
OFPR-800) trong 16 s; phan OFPR-800 khong duoc chiéu (hoic chiéu khong du licu)
s& bi hoa tan, dé lai cac ving resist moé phong chinh xac hinh dang dién cuc/dé gia
nhiét nhu trén mask. Sau d6 lai rira k§ véi Mi.Q trong 10 phiit dé loai bé hoan toan
hoa chét trang rira va cin polymer.

Bwoce 8. Rua, scfy kho va hoan thién khuon

- Chuén bj ba khay sach: mot chira developer “sach” (hodc dung dich trung

gian), mQt chira IPA va mot chira nude khir ion.
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- Wafer sau khi trang rtra chinh dugc nhung nhanh vao khay developer sach
khoang 10 s (néu quy trinh yéu cau), tiép theo chuyén sang khay IPA 10 s dé thay thé
dung dich trén bé mat, rdi sang khay nuéc khir ion 10 s dé loai bo hoan toan vét dung
moi hitu co.

- Cubi cuing thoi kho bang khi nitrogen; bé mat wafer lac ndy chi con lai nhiing
phan resist da duoc quang hoa dung theo hinh dién cuc va dé gia nhiét, chuan bi cho
cac bude phu kim loai va lift-off tiép theo.

Toan b cac budc trén (duc PDMS, xir 1y plasma, quang khic LOR/OFPR)
déu gan truc tiép véi muc tidu cudi cing 13 tao hé kénh vi luu PDMS tich hop dién
cuc va dé gia nhiét, dam bao d6 kin, d6 bam dinh va d6 chinh xac hinh hoc can thiét

cho thi nghi¢m vi luu.
2.3.3.5. Ché tao dign cwe vang va dé gia nhi¢t platin

Chudn bi chung trueée khi phii:

- Kiém tra tinh trang may bdc bay/ling dong (ngudn RF, hé bom chan khong,
lam mat, dong ho ap suat, dong ho luu luong khi Ar).

- Chuén bj dé (substrate): cat ding kich thudc, 1am sach bang acetone —
ethanol/IPA — say kho bang Na; rira lai bang DI water va say trén hot plate.

- Lép dé 1én gé gitt mau, ¢ dinh chic chin, ddm bao mat can pht huong vé
bia (target) va ¢ vi tri quy dinh; lap mask dinh hinh vung gia nhiét/di¢n cyec.

Giai doan 1. Tao dé gia nhiét Ti/Pt
Bu6e 1. Puea mdu vao budng va tao chan khéng
- Pua gia mau vao budng phi, khoa nap budng.

- Khai dong h¢ bom chén khong (bom so cap, sau d6 bom cao) cho Qén khi ap
suat dat gia tri van hanh (thuong ~103-107° Torr tuy hé). Giam sat trén dong ho ap
suat, dam bao khong ¢o ro ri.

BuGc 2. Lam sach bé mdt bang plasma Ar
- Mé van khi Ar, diéu chinh luu lwong dén 31 sccm theo dong hé luu lugng.
- Kich hoat ngudn RF, dit cong suat RF = 120 W dé tao plasma Ar.

- Thyc hién xtr 1y plasma trong thdi gian 2 phiit nham lam sach bé mit dé, tang
dd bam dinh cho 16p Ti va Pt. Sau do tat RF.

Buorc 3. Phu lop Ti (Iop bam dinh)

- Chon bia Ti trén bang diéu khién, xoay thap bia (néu 1a hé sputter) dén vi tri
lam viéc.

- Thiét 1ap luu luong Ar = 5,2 sccm; chd ap suat trong budng 6n dinh.

- Bat nguon RF cho bia Ti, ting dan dén cong suat RF = 75 W, quan sat sy
hinh thanh plasma.
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- Sau khi plasma 6n dinh, mé shutter ctia bia Ti dé bat dau phu. Duy tri cac
diéu kién: RF 75 W, 5,2 sccm Ar trong 8 pht.

- Hét thoi gian, dong shutter, giam cong suat RF vé 0, tat ngudn Ti. Lop Ti
mong (16p bam dinh cho Pt) d4 hinh thanh trén dé.

Budoc 4. Phu lop Pt (Iop gia nhiét)

- Xoay thap bia sang bia Pt, kiém tra lai vi tri mau va che chan (mask).

- biéu chinh luu lugng Ar xuéng 4,8 sccm; cho ap suét on dinh.

- Bat ngudn RF cho bia Pt, ting dén cong suat RF = 100 W, dam bao plasma
6n dinh, khong tét ltra.

- M6 shutter ciia bia Pt dé tién hanh phu. Gitr cac thong s6: RF 100 W, 4.8
sccm Ar trong 10 phut dé dat chiéu day Pt theo thiét ké dé gia nhiét.

- Két thiic 10 phit, dong shutter, giam dan cong suat RF vé 0 va tat ngudn Pt.

Buéc 5. Két thiic giai doan 1

Giit budng & chan khong thém vai phut cho hé ngudi, sau d6 xa khi dé chuyén
mau sang hé khac.

- Xa khi bu@)ng tr tir vé ap suét khi quyén, mo nép, thdo mau, kiém tra so bd
bé mit Ti/Pt.

Giai doan 2. Tao dién cuc vang Ti/Au

Bude 1. Chuan bi mdu va nguén vat liéu

- Pé sau khi di c6 cdu trac can thiét dugc lam sach nhe lai bang khi N, tranh
cham tay truc tiép 1én bé mat.

- Kiém tra va nap vat liéu Ti va Au vao boat/crucible ctia ngudn bdc bay; dam
bao vat liéu du, khong nhidm ban, va c6 két ndi dién tét.

Bu6e 2. Puea mdu vao buong va tao chan khéng

- Gan mau 1én ga giir, dat ding hudng vé ngudn bdc bay, khoang cach ngudn
mau ding theo thiét ké; ge’in mask dé dinh hinh vung dién cuc vang.

- Pong budng va khdi dong bom chan khong dén khi dat ap suét yéu cau cho
bdc bay kim loai (thudng 10-°~1076 Torr).

- Bat h¢é giam sat do day (QCM), cai dat thong sb vat liéu Ti va Au, dat muc
tiéu do day Ti = 5 nm, Au = 50 nm.

Buée 3. Boc bay 16p Ti

- Chon ngudn Ti trén bang diéu khién.

- Tang dan dong gia nhiét dén khoang 11,3 A; dong thoi diéu chinh chum
(hoic dong) khoang 40 mA theo thong sd da hiéu chuén, theo ddi trén man hinh toc

d6 béc bay.
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- Khi téc do bdc bay dat khoang 0,02 nm/s va on dinh, mé shutter dé bat dau
phu Ti 1én dé.

- Duy tri diéu kién: toc do 0,02 nm/s, dong 11,3 A, 40 mA trong 5 phut; d("ing
thoi theo doi QCM. Khi hién thi d¢ day dat ~5 nm, dong shutter.

- Giam dong gia nhiét vé 0 va tit ngudn Ti. Lop Ti méng (5 nm) luc nay dong
vai tro 16p bam dinh cho Au.

Bu6c 4. Boc bay 16p Au

- Chuyén sang ngudn Au, kiém tra lai vi tri mask va miu.

- Tang dong gia nhiét dén khoang 12 A, dat dong chum/ngudn khoang 80 mA,
theo doi dén khi toc dd bde bay dat khoang 0,06 nm/s va 6n dinh.

- Mo shutter, bat dau phu Au véi tée do 0,06 nm/s trong khoang 15 phat; QCM
phai tang déu dén do day khoang 50 nm.

- Khi dat 50 nm Au (hodc két thiic 15 phut), dong shutter, giam dan dong vé 0
va tat nguon Au.

Hinh 2.12. Hé bdc bay dé tao 16p Au

Buéc 5. Két thiic qud trinh va ldy dién cue

- Gitr buéng 0 chan khong thém mot thoi gian ngén dé cac bd phan ngudi bdt,
tranh sdc nhiét cho mau.

- M¢ van xa khi tir tir cho dén khi ap suat bang ap suat phong, mé nip budng,
thao gia mau.

- Thao mask dé 16 ving dién cuc vang véi cau trac Ti (5 nm) / Au (50 nm).
Kiém tra bang mat/kinh hién vi quang xem 16p phti d6ng déu, khong bong troc, khong

bi “shadow” ngoai ving mask.
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- Ghi lai vao s6 van hanh: ngay, gio, ma mau, loai dé, thong s timg 16p (RF,

dong, thoi gian, tdc do, do day), tinh trang may, ghi chu bat thuong néu co.

Hinh 2.14. Pién cuc vang sau khi ché tao
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Hinh 2.15. Anh chyp dién cuc vang tir kinh hién vi dién tir

Hinh 2.16. D& nhiét Pt sau khi ché tao
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Hinh 2.17. Anh chup dé nhiét platin tir kinh hién vi dién tir

/ " B ‘\

Hinh 2.18. Kiém tra kha ning hoat dong cua dé nhiét véi hé 4 dau do.

Pién cuc sau khi dugc ché tao xong s€ dugc kiém tra kha nang hoat dong voi
hé 4 dau do. Pé nhiét duoc cép dong dién xac dinh bé‘mg mot may phat, sau do dugc

do nhiét do tai mot sd vi tri bat ky trén dé.
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bat wafer hoac chip chura dé nhiét 1én ban probe station, ¢ dinh sao cho bé
mat dién cuc hudng 1én va nam trong vung quan sat cia kinh hién vi. Kiém tra cac
dau do (probe): dau kim sach, cd dinh chac trén tay do, day tin hidu/ndi dat tt, khong
bi dut hodc 1ong. Két nbi hé 4 dau do véi ngudn cap dong/ngudén DC va may do dién
ap (hodc mot sourcemeter c6 thé do déng thoi I-V); chuan bi thém mot cam bién
nhiét 36 bé mit (vi du thermocouple gfm vao trung tam dé) néu mudn hiéu chuin
nhiét do.

Xéc dinh hai pad ngoai ciing cua dé nhiét dung dé cip dong (I*, I") va hai pad
nam giira ding dé do dién ap roi (V*, V°); bd tri kiéu “4-point probe” giup do chinh
xac dién tro ciia phan dé nhiét ma khong bi anh huong dién trg day, tiép xtc. Dudi

kinh hién vi, 1an luot ha timg dau do xudng bé mit pad:
- Piéu chinh vi tri tho sao cho dau kim nim ngay trén pad.

- Sau d6 ha tir tir dén khi dau kim vira cham va tao tiép xuc dién tot nhung

khong lam xudc hodc pha huy pad.

Kiém tra nhanh bang phép do thong mach hodc do dién tré nhé voi dong rat

nho dé dam bao ca 4 dau do ti€p xic on dinh.

Pit ngudn dong & ché do quét dong thap (vi du vai mA) hoic cidp mot dong
c¢b dinh nho; ndi hai dau cap dong t6i I*, I va do dién ap roi gitra V*, V-. Tinh dién
tr& & nhiét 4 phong RO = V/IRO=V/I; gié tri nay 1a mbc dé so sanh khi gia nhiét.

Tang dan dong qua dé nhiét (vi dy theo cac budc 5 mA, 10 mA, 15 mA... hoic
theo thiét k&) va voi mdi mirc dong, do dién ap roi gitra hai dau do dién ap. Dién tre
tai timg mirc duoc tinh boi R = V/IR = V/I. Khi dong ting, cong suit téa nhiét P =
I2R lam dé néng 1én; véi vat lidu co hé sb nhiét dién tro duong, R s& ting theo nhiét
d6. Néu co cam bién nhiét d6 gan trén dé, ghi dong thoi gia tri nhiét d6 dé xay dung
duong dic tuyén R-T; diéu nay cho phép dung chinh dién tré 1am “cam bién nhiét”

trong cac thi nghi¢m sau.

V& d6 thi R theo I hoic R theo P (hay theo nhiét d6 néu do duoc). Ving lam
viéc mong mudn 1a noi R ting déu, khong xuét hién troi bat thuong, khong c6 dau
hiéu hong (nhu R ting dot ngdt hodc giam manh). Xac dinh dong toi da ma tai d6 dé
van hoat dong 6n dinh, khong bi chay hay dat mach; thong thudong s€ dung quét khi
thdy R bat dau tang rat nhanh hozc nhiét d¢ dat gia tri giéi han thiét ké.

Néu dién tr¢ ting déu v6i dong/nhiét do va tro vé gia tri gan RO khi tat dong
cho théy dé nhiét hoat dong tdt, khong bi tré nhiét hay hu héng vinh vién. So sanh do
dbc duong R-T (hodc R—P) véi thiét ké hodc mo phong dé dénh gia hiu qua gia nhiét
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va d0 nhay nhiét dién trd. Néu c6 nhiéu dé, 13p lai do trén vai mau dé kiém tra 4o lap
lai gitra cac chip.

Luu lai toan bo dit liéu I-V, R—T, hinh anh bé tri ddu do va diéu kién méi trudng
(nhiét 46 phong, ap suat...). Sau khi do, nang ting dau do 1én theo thtr tu, tranh ca
ngang lam xudc pad; thao wafer, v¢ sinh nhe bé mit néu can. Ghi chu trong s6 thi
nghiém: ma dé nhiét, ngay do, cAu hinh 4 dau do, dai dong str dung, hién tuong dac

biét (n€u cd) dé 1am co s cho cac thi nghiém vi luu hoac cam bién tich hop sau nay.

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

sau khi 1ap rap hoan thién.
2.3.4. Cac ky thudt su dung trong nghién cuu
2.3.4.1. Quang khdc (lithography)
Quang khic 1a phuong phap ding anh sang (UV) dé chuyén hoa tiét tir mat na
quang (photomask) xudng 16p can quang (photoresist) trén bé mat dé (wafer). Muc
tiéu la tao ra cac vung duoc bao vé va khong dugc bao v¢, tir d6 an mon hodc phu vat

lidu theo hinh mong muén trén nén vi mach hay khuén vi luu. Cac budc co ban:
Phu can quang
+ Lam sach dé (Si, thuy tinh, kim loai phu sén...) dé loai bui va dau.

- Quay phi1 (spin coating) 16p can quang duong hodc 4m dén bé day yéu cau;
sau d6 siy “soft-bake” dé bay dung méi, 6n dinh mang.
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Can chinh va chiéu sing

- Lép wafer vao mask aligner, dat mat na quang chira hoa tiét 1én trén.

- Can chinh sao cho hoa tiét trén mask trung voi vi tri can tao trén wafer (co
thé can nhiéu 16p).

- Chiéu tia UV véi liéu x4c dinh; véi can quang duong ving chiéu s& dé hoa
tan trong developer, v4i can quang am thi ving chiéu s& dugc trung hop va bén hon.

Trang rira (develop) va cdc bude bo sung

- Ngam wafer trong dung dich trang rira, loai bo phan can quang di bi hoic
chua bi quang héa tly loai resist, thu dugc hinh can quang giéng véi hoa tiét mask.

- Dung 16p can quang nay lam mait na cho cac budc tiép theo: an mon udt/kho,
bbc bay kim loai r6i lift-off, khac siu tao kénh SU-8,... Sau cing c6 thé strip (tay)
toan bd can quang.
2.3.4.2. Po dién tré bang phwong phdp 4 dau do (Four-point probe)

Phuong phéap 4 dau do dung bdn tiép diém riéng biét: hai tiép diém ngoai cip
dong, hai tiép diém trong do dién ap. Cach bd tri ndy loai bo anh hudng dién tro day
dan va tiép xtic, cho phép do chinh xac dién trd tim hodc dién trd suét cua 16p kim
loai/mang mong.

Cdu hinh 4 dau do

- Hai d4u do ngoai ndi voi ngudn dong DC (hodc AC nho), hai dau do trong
nbi voi von ké c6 tré khang rat 16n.

- Dong I chay qua 16p vat liéu theo cip ngoai, trong khi von ké gan nhu khong
kéo dong nén dién 4p do duoc chi phan anh ding sut 4p ndi tai cta vung gitra hai dau
do trong.

Tién hanh do

- Ep nhe bén dau kim 1én bé mat mang kim loai ho#c ban dan, bao dam tiép
xtic dién tot.

- Cép dong on dinh I (c6 thé quét nhiéu gi tri) qua hai dau ngoai, do dién ap
V giita hai dau trong.

- Pién tro doan mau 1a (R = V/I); véi thiét ké hinh hoc biét trudc hodc voi hé
s6 hiéu chinh (prober kém theo) c6 thé tinh ra dién tro tm (sheet resistance, Q) hoic
dién tré suat p cua vat ligu.

Ung dung

- Po d6 day/dién tro tim ciia mang kim loai sau sputtering hodc evaporation.

- Theo ddi sy thay doi dién tro theo nhiét d6 (R-T) dé dénh gia hé sb nhiét

dién tré hodc kiém tra hoat dong ctia dé nhiét, nhu ban dang lam.
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2.3.4.3. Béc bay nhiét trong chan khéng va béoc bay nhiét chim dién tie

Ca hai déu thuoc nhom liang dong hoi vat Iy (PVD), dung dé phii mang mong
kim loai (Ti, Au, Pt...) trong méi truong chan khong cao. Piém khac nhau 1a cach
cung cap ning luong dé lam bay hoi vat liéu.

Boéc bay nhiét trong chdn khéng (thermal evaporation):

Vit liéu can phu (kim loai) dugc dat trong thuyén (boat) hodc soi day
vonfram, dugc nung néng bang dong dién dén nhiét 46 cao vuot qua diém bay hoi.
Trong chan khong, nguyén tir/hoi kim loai bbc ra theo dudng gan thang, ngung tu

1én bé mat dé phia trén, tao thanh mang mong.
Quy trinh co ban

- Nap vat li¢u vao boat, gén dé 1én holder, doéng buéng va bom dén ap suét
~1075-107¢ Torr.

- Tang dan dong qua boat dén khi vat liéu chay va bdc hoi; dung cam bién tinh
thé thach anh (QCM) dé theo ddi toc d6 bdc bay va do diy mang.

- Khi dat téc d6 6n dinh, md shutter dé phu; dén khi du d6 day thi dong shutter,

tat dong, cho ngudi rdi xa khi 1y mau.

Pdc diem

- Thiét bi don gian, thich hop cho nhiéu kim loai ¢6 nhiét d6 nong chay vira phai.

- Dong nguyén tir twong ddi dinh huéng (line-of-sight), dé tao 16p phu dong
déu trén bé mat phang; tuy nhién kho phu dong déu trén bé mat 3D phirc tap.

Béc bay nhiét chium dién tir (electron-beam evaporation):

Dung chiim electron dugc gia toc (thuong vai kV) quét 1én bé mit “crucible”
chura vat liéu; nang lugng cua electron chuyén thanh nhiét, lam vung bi chiéu nong
chay va bay hoi. Vi chi ving nhé bi nung, c6 thé bdc bay cac vat liéu c6 nhiét do
néng chay rat cao (W, Pt, TiOs,...) ma khong 1am hong toan b 16 chia.

Quy trinh co ban

- Bom chan khong cao (thuong vao khoang hon 10 Torr) dé tranh tan xa
electron va 0xi hoa vat liéu.

- Thiét 1ap dong va dién ap chum electron, cin tiéu diém vao bé mat mau dich;

khi chim dt manh, vét liéu bat dau néng chay va bay hoi.
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- Dung QCM theo ddi tc do ling dong, mé/dong shutter twong tu bc bay
nhiét trong chan khong dé diéu khién d6 day. C6 thé quét chum electron dé phan bd
nhiét déu trén mau.

Pdc diém

- Cho phép phu vat li€u nhiét d nong chay cao, do tinh khiét mang tdt vi
ngudn nhiét tap trung.

- Thiét bi phtrc tap hon, can diéu khién chum electron, c6 thé sinh tia X 1am

hu hai mét s6 vat liéu nhay cam néu khong toi wu thong so.
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Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Ché tao cam bién dién hoa trén hé vi lwu sir dung methylene blue la diu do
oxy hoa khir dé phat hién virus HBV

3.1.1. Két qua va thao luin
3.1.1.1. Tinh én dinh dién héa ciia diu do oxy héa khi

MB 14 phéan tor mang dién tich duong, c6 kha nang xen cai (intercalate) hodc
gan tinh dién vao ranh nho ctia DNA soi d6i (dsDNA). Khi xen cai, tim oxy hoa-khir
ciia MB nam gén khung base ctia DNA, nhung van giit dugc hoat tinh dién hoa trén
dién cuc, nén co6 thé dung nhu “nhan” redox cho dsDNA. M6t s6 chat chi thi khac
nhu Hoechst 33258, phirc kim loai hay hé osmium redox ciing gan dugc voi DNA va
cho tin hiéu tét, nhung thuong can cb dinh 1én bé mat dién cuc hodc co xu hudng rc

ché enzym polymerase, 1am giam/bién dang qué trinh khuéch dai LAMP.

MB, véi nong d toi uu, khéng can gan cb dinh, chi can cho tryc tiép vao dung
dich phan tmg; nd vira xen cai duoc t6t, vira khong 1am giam dang ké hoat tinh cua
polymerase, nén pht hop cho theo doi LAMP thoi gian thyc trong cting mét thé tich
phan Gng. Piéu nay gitip phép do dién héa phan anh dung sy thay doi luong dsDNA
ma khong bi nhidu boi hiéu tng e ché enzyme.

Yéu cau vé dg on dinh nhiét dién héa

Khi sir dung phuong phap LAMP, phan tng tién hanh ¢ khoang 60—65°C trong
thoi gian dai; vi vay dau do redox phai on dinh ca vé hoa hoc 1an dién hoa trong diéu
kién nhi¢t d6 cao va pH sinh ly (pH ~7,4).

Néu MB bi phan huy, bi hép phu khong thuan nghich 1én dién cuc hoac thay
d6i trang thai oxy héa-khir chi do nung néng (khong lién quan dén DNA), tin hiéu
dong sé troi theo thoi gian va khong con phan anh chinh xac qua trinh khuéch dai. Do
d6, truéc khi ding MB nhu dau do cho LAMP thoi gian thuc, can ching minh rang
tin hiéu MB it thay d6i khi & & 63°C trong mdi truong giéng véi phan tng.

Thiét Igp thi nghiém kiém tra do bén nhiét

Dung dich MB duoc chuan bi trong nuée khir ion (DI) & ndong do 20 pM. Nong
dd nay duoc lya chon nhu mét diém tdi wu:

- P cao dé tao dong do dugc rd rang bang SWV (khoang 1 pA).

- Pu thap dé khong gy trc ché qué trinh LAMP va khong 1am bam dinh manh

1€n dién cyc, tranh fouling.
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Dung dich MB duoc gitt ¢ 63°C, pH ~7,4 trong cac khoang thoi gian khac
nhau (0, 10, 30 phut...), sau d6 do béng SWV trén cung loai dién cuc nhu sé dung
trong hé LAMP-EC-MF. Muc tiéu la xem bién d6 dong cuc dai co thay doi dang ké
theo thoi gian u hay khong.

Trong hinh 3.1 truc hoanh biéu dién thé dién (V, so voi Ag/AgCl), truc tung
la dong (nA). Ba duong cong twong trng véi thoi gian i dung dich MB tai 63°C 14 0,
10 va 30 phut. Ca ba duong déu c6 mot dinh ddi ximg nam khoang —0,25 V; day 1a
thé khir/oxy héa dic trung ctia MB trén dién cuc trong diéu kién thi nghiém. Viéc vi
tri dinh gan nhu khong dich chuyén chimg t6 méi truong hoa hoc (pH, ion) va trang
thai bé mat dién cuc khong thay doi ddng ké sau khi nung.

Chiéu cao dinh ctia ba duong gan nhu tring nhau (khac biét chi rit nho, trong
khoang +5%)). biéu nay co6 nghia la sb lugng phan tr MB “di¢n hoa hoat dong” tai bé
mat dién cuc hau nhu khong thay doi sau 10 hay 30 phut i ¢ 63 °C. Néu quy doi sang
dong cuc dai, ta co thé coi tin hidu nam quanh gi tri trung binh khoang 0,11-0,12

LA, voi dao dong twong dbi nhoé hon 5% gitta cac thoi diém. Nhu vay:

- Khéng c6 dau hiéu MB bi phan huy, bi oxy hoa qua mic hay bi hip phu

khong thudn nghich 1€n dién cuc trong thoi gian u.

- Tin hi€éu SWV chi phu thudc vao néng do MB (va sau nay la trang thai gén
v&i DNA), chtr khong phu thudc vao thoi gian nung trong vung nhi¢t 4o LAMP.

—a— 0 min
—o— 10 min
— 30 min ,/

0.08

I (nA)

0.04

!
-0.35 | -0.30 | -0.25 | -0.20 |
Voltage (V, vs Ag/AgCl)

Hinh 3.1. D6 bén nhiét ctia hoat tinh oxi héa khir xanh metylen.
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Két ludn rit ra tir thir nghiém

Tht nghi¢m cho théiy hoat tinh oxy hoéa-khtr cia MB on dinh v& mat nhiét
trong diéu kién gidng voi phan tmg LAMP (pH 7,4; 63 °C; thoi gian téi it nhat 30
phut), voi do 1éch dong dinh chi khoang +5%.

Do d6, khi tich hgp MB vao hé LAMP-EC-MF dé theo ddi khuéch dai HBV
theo thoi gian thuc, moi thay d6i dang ké cua tin hiéu dong déu c6 thé quy cho su
thay d6i luong dsDNA (MB xen cai nhiéu hay it), chir khong phai do su tréi nén cia
chinh dau do MB.

Két luan ndy xac nhan rang xanh methylen 1a chat xen cai thich hop cho h¢
LAMP thoi gian thyc: vira khong we ché dang ké qué trinh khuéch dai, vira dam bao
d6 6n dinh dién hoéa du cao dé phan tich dinh lugng chinh xé4c trong toan bo chu trinh
phén mg.

3.1.2. Phat hién HBYV thoi gian thuc
3.1.2.1. Co ché tac déng ciia methylene blue trong phdn itng LAMP

MB 1a chat mau mang dién tich dwong, c6 kha ning xen cai (intercalate) hoic
gin tinh dién vao ranh nho ciia DNA soi kép giau cap base G-C. O trang théi tu do
trong dung dich, MB khuéch tan d& dang dén bé mit dién cuc, trao ddi electron nhanh
(khir/oxy ho4) nén cho tin hiéu dong 16n trong SWV. Khi phan ing LAMP tién trién,
luong DNA soi kép ting rat nhanh; MB bi gan ngiy cang nhiéu vao khung phosphate

am cua DNA va/hodc xen cai giita cac base, khién:

- Hé s6 khuéch tan hi¢u dung cia MB giam;

- Khoang cach tir tim redox cia MB dén bé mat dién cuc tang.

— Hang s6 chuyén electron giam, nén du tong lugng MB khong ddi, phan “dién
hoa hoat dong” bi giam, din dén dong do duoc giam.
3.1.2.2. Phan tich dwong cong SWV (hinh a)

Mdi dudng cong SWV biéu dién quan hé dong — thé ciia MB tai mot thoi diém
c¢b dinh ctia phan tmg (0, 10, 20, 30 phat). T4t ca déu c6 dinh ¢ khoang —0,27 V so voi

Ag/AgCl, phti hop véi thé khir dic trung ciia MB trén dién cuc carbon/vang trong dung
dich dém.

Viéc thé dinh gan nhu khong dich chuyén cho thiy méi truong hoa hoc (pH,
nén dién ly) va trang thai bé mat dién cuc 6n dinh; MB van tham gia cung mat cap

phan ung redox, chi khac vé sb luong “MB hoat dong” tai bé mit.
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So sanh chiéu cao dinh:

- 0 phit: dinh cao nhat (~1,3 pA) — gan nhu toan bd MB & dang tu do (chwa c6
san pham LAMP déang ké).

- 10 phut: dinh giam rd nhung van kha 16n — da c6 luong san pham DNA sinh
ra, mot phan MB bi gin 1én DNA, tuy nhién phan (mg van dang & pha ting tic.

- 20 phut: dinh thap hon nhiéu — DNA tich luy manh, phan 16n MB da gan véi
san phém, chi con mot phr:in nho tu do.

- 30 phut: dinh thap nhat (~0,65 pA) trong dai ban do — phan tng di di vao pha
“plateau” hodc gan bio hoa, luong MB tu do dat mirc can bang thép.

Hinh dang dinh van ddi xtmg va nén phang cho thay khong xuat hién phan tmg
phu manh hoac fouling nghiém trong cta dién cuc trong khoang thoi gian do.
3.1.2.3. Phadn tich do thi It (hinh b)

D6 thi nay 1a phép “chiét” dir liéu: ldy dong dinh I tir cac phd SWV tai timg thoi
diém va vé theo thoi gian. Puong It giam gan tuyén tinh tir 0 dén 20 phit rdi doc giam
cham hon 20-30 phat. Diéu nay c6 thé gan véi dong hoc LAMP:

- 0-20 phut: pha log; phan tmg LAMP nhan ban cyc nhanh theo kiéu chu ky
vong lip, s6 ban sao DNA ting theo ham mii — tdc d6 “bat” MB ting nhanh, vi vay
dong giam manh.

- 20-30 phut: pha bdo hoa; ANTP, primer hodc enzyme dan can, san pham tich
tu nhidu — tdc do sinh thém DNA giam, luong MB b sung gan thém mdi don vi thoi
gian it hon — d¢ déc I-t nho lai.

Néu tiép tuc do t6i 60 phit, dy kién I s& tiém can mot gid tri nén thap; khi do

gan nhu moi MB di gin vao DNA hoic phan bé lai theo cin bang méi.
3.1.2.4. Y nghia dinh lwong va cdch khai thdc

Véi miu duong (c6 DNA dich), ta thay do giam dong 47 = I(0) — I(t) ting theo
thoi gian. Vi mau am (khéng DNA dich), AI gan nhu bang 0 vi khong c6 san pham
dé “gitr” MB.

Po giam dong tai mot thoi diém cb dinh (vi du 20 hodc 30 phat) ti 16 thuan voi
luong san pham DNA, ma san pham DNA lai ti 1¢ — theo md hinh LAMP — véi log
nong d6 DNA ban d4u. Do do, ta c6 thé:

- Chuan bi mot loat mau chuan véi ndong 6 DNA dau vao khac nhau.
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- Chay LAMP + SWV cung diéu kién, 14y I(t) tai thoi diém tdi vu (noi d6 tach
biét tin hiéu tt nhat, thuong 1a 20-30 phut).

- V& dudng chuan log(C_DNA) — AI & dinh lugng nong do DNA ban dau trong
cac mau chua biét.

Uu diém ciia cach nay 1 khong can thudc nhuém huynh quang hay thiét bi
quang hoc; toan b thong tin léy tir tin hiéu dién hoa.
3.1.2.5. Kiém sodt nhiéu va xdc nhdn co ché

Dé két luan viing chéc hon, can thyuc hién thém mot sb thi nghiém nhu sau:

Mau trang khong template (NTC): chay LAMP khong DNA dich nhung c6 MB.
Néu duong I-t gan nhu ndm ngang, ta khang dinh sy giam dong ¢ mau duong 1a do
khuéch dai DNA, khong phai do phan huy MB hay bam ban dién cyc.

Mau DNA di xtr Iy nuclease: cho thiy néu pha huy san phim DNA sau phan
mg, dong MB s& tang lai gin muc ban dau, cung c¢b ching ctr raing MB chu yéu bi
“gilt” boi DNA.

Lip lai nhiéu lan: tinh sai s6 chudn cua 1(0), I(10), I(20), I(30); néu RSD nhé (<5
10%), hé do du do 1ap lai dé dung trong phan tich dinh lugng/tham chiéu chan doan.

15
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Hinh 3.2. Phat hi¢n HBV thoi gian thuc trén h¢ LAMP-EC-MF.

Trong dé, (a) Puong cong SWV dwoc do & cdc thoi diém phdn vmg khdc nhau
(0 phut, 10 phut, 20 phut va 30 phut); (b) cuwong do dong dién la ham cua thoi gian
phan iing. Mdt dé dong dién giam lién tuc trong qud trinh khuéch dai dang nhiét.
Pdp ing ciia MB dwoce do bang SWV véi bién dg xung 1 mV, tan s6 12.5 Hz va dg

rong xung 5 mV.

H¢ biochip LAMP—dién hoa vi luu trong nghién ctru nay cho phép phat hién
va dinh lugng HBV theo thoi gian thyc véi lugng mau rat nho, nhd két hop dong thoi

wu diém cta vi kénh PDMS, khuéch dai déng nhiét va dau do redox hoa tan.

Budng phan tmg LAMP duoc tich hop trong kénh vi luu c¢6 thé tich rat nho,
nén khi dwa mau va thudc thir vao, toan b hon hop dugc gia nhiét nhanh va dong
déu dén nhiét do téi wu cia LAMP. Thé tich nhé 1am nong d6 san pham DNA ting
nhanh hon so véi dng phan tng thong thudng, tir d6 1am thay doi trang thai gin cua
methylene blue (MB) rd rét chi v6i mot luong miu dau vao thap; ddy 1a yéu td then
chét gitp chip dat gidi han phat hién HBV thap trong thoi gian ngan, phi hop chan
doan ca ¢ giai doan nhiém tiém an khi tai lugng virus rat thap.
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LAMP dién ra ¢ nhiét do cb dinh, khong can chu trinh nhiét, nén céu tric chip
chi cAn mot dé nhiét don gian bén dudi budng vi luu. Trong sudt qué trinh khuéch
dai, MB hoa tan xen cai vao dsDNA moi sinh ra; phan MB “ty do” giam dan lam
dong dién hoa do duoc trén dién cuc giam twong tng. Bing cach thuc hién cac phép
do xung vudng dinh ky trong cting mot budng phan tng, c6 thé ghi lai duong cong
tin hiéu theo thoi gian va suy ra dong hoc khuéch dai HBV theo thoi gian thyc, thay
cho viéc mé 6ng 1dy miu ting thoi diém nhu phuong phép truyén thong.

MB dugc dung tryc tiép trong dung dich phan tng nhu mét dau do oxy hoa
khtr “khong gén nhan”, khong can cd dinh 18n bé mit dién cuc hay gén hoa tri vao
DNA. Cach tiép can pha l16ng nay loai bo nhiéu budc xir 1y bé mit (chirc nang hoa,
c¢d dinh dau do, rira), giam nguy co mat hoat tinh sinh hoc va nhiém ban; dong thoi,
vi dau do phan bd dong déu trong toan b thé tich budng vi lwu nén tin hiéu dién hoa
thu dugc phan anh trung thuc tong lugng dsDNA trong phan tmg, gbp phan ting do
chinh xéc dinh luong HBV.

Thiét bi gdm hai phan tach roi: nén cam bién (dién cuc, dé nhiét) va nap/kénh
PDMS; sau khi do, hai phén c6 thé théo ra, rira béng nude va ethanol roi lép lai, gén
kin lai bang mot 16p PDMS 1ong, cho phép tai sir dung nhiéu 1an ma van giit duoc
dic tinh vi luu va dién héa. Vi trén chip khong cb dinh bat ky thanh phan sinh hoc
dic hiéu nao, chi can thay bo mdi LAMP thich hop 1a ¢o thé dung cung mét nén
biochip dé phat hién cac mam bénh khac (vi du HBV, st rét, tic nhan gay bénh tir
thuc pham), van véi vu diém dung rat it mau, khuéch dai dang nhiét trong vi kénh va
theo doi tin hi€u dién hoa pha long theo thoi gian thye.

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

Phat hién huynh quang va hinh anh dién di trén gel clia sin pham LAMP sau
khi két thuc khuéceh dai duge so sanh véi phan tich dién héa dugc thyuc hién trén thiét
bi tich hop.

Anh dién di cho thay cdu trac dic trung cta san pham LAMP va cho phép d6i
chiéu truc tiép véi két qua phat hién dién hoa trén biochip.

Hinh thai dai/vét DNA va nguyén ly LAMP

O 1an 4 14 thang DNA 100 bp, xuat hién nhiéu dai/vét DNA (band) ménh, cach
déu nhau tir ving thip dén cao, dung dé uéc luong kich thudc cac san pham LAMP.

Lan 1 (mAu huyét tuong bénh nhan HBV duong tinh) xuét hién mot dai sang
16n 1a “vét DNA nhiéu bac” trai dai tir viing vai tram bp t&i vai kbp, kém nhiéu band
DNA con; day chinh 14 kiéu “ladder” dic trung cia LAMP do san pham 1a cac ciu
trac DNA ldp lai, kéo dai lién tuc vé&i nhiéu kich thude khac nhau.
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So sanh giita mau dwong, am va mdau chung

Lan 2 (huyét twong bénh nhan am tinh HBV) khong xuét hién band DNA sang
1d rang, chi thdy nén md giéng nhu background, chimg to khong c6 san pham LAMP
dic hiéu duogc tao ra tir mau nay.

Lan 3 (mau am tir b kit LAMP ctia Eiken — khong chita DNA khuon) ciing
khong c6 band DNA dic hiéu, cho thdy hé phan tng khong bi nhiém chéo hay tu

khuéch dai; day 1a d6i chirng 4m chuan dé khang dinh d6 dic hiéu cua phan tng.

Nhu vay, chi c6 1an 1 cho “vét DNA nhiéu bac” dic trung, hoan toan phu hop
v6i viéc miu ndy da dugc xac nhan HBV duong tinh bang xét nghiém mién dich tai
bénh vién; diéu d6 dong nhat véi két qua dién hoa trén thiét bi tich hop, noi mau
duong cho tin hidu dong suy giam manh theo thoi gian trong khi cac mau 4m gan nhu
khong doi.

Hinh 3.3. Pién di trén gel ctia san pham LAMP
sau khi két thiic phan g khuéch dai.

Trong dé: Lan 1 la huyét twong chiét xudt tir bénh nhdn HBV dwong tinh (dwoc
xac minh bcing xét nghiém mién dich tai bénh vién NDT W), lan 2 la huyét tuong chiét
xudt tir bénh nhdn am tinh véi HBV (dwoc xac minh bcing xét nghiém mién dich tai
bénh vien NDTW); lan 3 la mdu am (trong bg LAMP tir Eiken); lan 4 la 100-bp DNA

marker (Fermentas).
Lién hé voi phat hién dién hoa trén biochip
Trong thi nghi¢m da thyc hién, san ph'flm LAMP sinh ra tir mau duong tinh

tao nhiéu dsDNA, lam methylene blue xen cai manh va dong dién hoa giam rd theo
thoi gian; miu 4m khong tao dsDNA nén dong MB giit gan nhu khong doi.
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Hinh 3.3 chting minh rang sau khi hoan tit phan tng, san pham trong budng
LAMP (miu duong) thuc sy tdn tai dudi dang “vét DNA nhiéu bac” dic trung cho
LAMP, tirc 1a tin hiéu dién hoa chiing ta ghi nhan khong phai nhiéu ma phan 4anh
dung qué trinh khuéch dai HBV.

Su trung khép gitra cac dai/vét DNA LAMP dac hi¢u trén gel va tin hi¢u dién
hoa dic trung trén biochip khang dinh rang hé tich hop LAMP-EC-MF c6 thé thay
thé budc dién di truyén thong dé phat hién HBV mot cach nhanh hon, sir dung it mau

hon nhung van dam bdo do tin cdy twong duong.

) ™) ©)

Q)

Hinh 3.4. Phat hién huynh quang cta san pham LAMP sau khi két thiic phan g
khuéch dai

Trong dé: (1) huyét twong chiét xudt tir bénh nhan HBV dwong tinh (xdc minh
bcing xét nghiém mién dich tai bénh vién NPT W), (2) doi chung duwong tinh voi LAMP
(trong bg LAMP tir Eiken), (3) huyét twong chiét xudt tir Bénh nhan dm tinh véi HBV
(xdc minh bang xét nghiém mién dich tai bénh vien NDTW), (4) mdau ém (trong bo
LAMP cua Eiken).

3.1.4. Két ludn

La mot budc tién t6i sy phat trién ciia phuong phap phat hién mam bénh tai
chd nhanh chéng va chinh xac, NCS da gidi thiéu thiét bi tich hgp LAMP — EC — MF
o thé phéat hién mam bénh véi luong mau rat nho nhung cho 6 nhay va dg dac hiéu

cao bang mot quy trinh don gian.

Toan b qua trinh chan doan béng cach st dung biochip dugc mé ta dugc thuc
hién trong vong chwa day 70 phut (nhanh hon gép d6i hoic gip ba lan so véi PCR
truyén thdng). Quan trong hon, k¥ thuat nay dugc ap dung nhiéu hon so véi PCR thoi

gian thyc dién hinh va cac k¥ thuat quang hoc phurc tap dé phat trién cac xét nghiém
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chan doan tai chd dé chéng lai cac dich bénh hoac bénh di truyén khac nhau, dac biét

la & mot sO qudc gia han ché vé tai nguyén.

Thiét ké don gian, nhiét d6 phan Ung thap va phén tich dinh luong miu trong
thot gian ngén cudi cung s€ tao diéu kién thuan loi cho viéc sir dung chip nay nhu
mot thiét bi cAm tay gon nhe, khong chi dé tim soat nhanh HBV hoic cac mam bénh

khéc, ma con cho chan doan 1am sang va cac trng dung khoa hoc doi song khéc.

3.2. Nghién ciru ché tao cam bién dién héa rGO-PANi dé phat hién san
phiam khuéch dai DNA bang phwong phap do thé mach hé

3.2.1. Két qua va thao luin
3.2.1.1. Chudn bi mang rGO-PANi

Phuong phap ma dién cung cap mot quy trinh hidu qua va linh hoat dé tong
hop cac polyme cé cau triic nano va cac vat liéu compozit ciia chung. Trong nghién
ctru nay, mang rGO-PANi dugc ché tao bang cach dién phan anilin 0,3 M trong dung
dich H2SO4 0,5 M trén bé mit dién cuc SPE di dugc bién tinh béng rGO.

Hinh 3.5 cho thay qua trinh khir 16p graphene oxit dugc nho phu trén dién cuc:
trong chu ky quét thé tuan hoan dau tién xuit hién mot dinh khir manh tai khoang
—1000 mV, v6i thé khoi dau (onset) khoang —900 mV.

T

-10

| (1A)
S

(a)

Electro-reduction of SPE/GO

40 Electrolyte PBS (pH 7.4)
Scan rate 50 mV/s
Number of scan 1

50 L

-1.10 -1.05 -1.00 -0.95 -0.90
Voltage (V vs Ag/AgCl)

Hinh 3.5. Khtr dién cia SPE phu graphene oxit.
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O cac chu ky tiép theo, cudng d6 dinh khir giam nhanh (Hinh 3.6) va khong
quan sat duoc dinh andt, chimg t6 qua trinh khir graphene oxit thanh dang rGO dién
ra gan nhu khong thuan nghich.

20
0 -
=20
- -40 -
<
=
—_ -60 -
_80 _ v‘ Electro-reduction of SPE/GO
‘ Electrolyte PBS (pH 7.4)
1 ] Scan rate 50 mV/s
-100 Number of scan 10
-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -04 -0.2
Voltage (V vs Ag/AgCl)

Hinh 3.6. Mang graphene oxit dugc khtr dién héa bang cach quét trong dung dich
PBS (pH 7.4) ¢ toc d6 quét 50 mV / s trong nhiéu 1an quét.

Céac duong cong quét thé tudn hoan thu duoc trong qua trinh ma PANi trén
nén rGO dugc trinh bay trong Hinh 3.7.

Su ting dan mat d6 dong cho thay 16p PANI hinh thanh va phat trién trén bé
mat rGO, dong thoi phan anh sy chuyén doi giira cac trang thai oxi hoa khac nhau

cua polyanilin.

Cu thé, song andt thtr nhat tai +225 mV (so v6i Ag/AgCl) dic trung cho qua
trinh chuyén tir dang leucoemeraldine sang mudi emeraldine, trong khi séng andt thir
hai tai +565 mV (so véi Ag/AgCl) twong g v6i su hinh thanh mubi pernigraniline

pha tap hoan toan.

Qua trinh quét dugce dimg ¢ 0 V nham thu duogc polyanilin ¢ dang emeraldine,
1a dang dan dién duy nhat cta polymer nay.
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1000
- Electrodeposition of PANi onto SPE/rGO
0.5 M H,SO, solution containing 0.3 M ANi

- Scan rate 50 mV/s
Number of scans 10

800

600

400
200

| (hA)

-200 |-

400 - | (b)

_600 1 : ] . ] : 1 : ] R 1 R

-02 00 02 04 06 08 1.0
Voltage (V vs Ag/AgCl)

Hinh 3.7. Su léng dong dién cua polyaniline 1én SPE / rGO

a) Leucoemeraldine

b) Emeraldine

A<t

c) Pernigraniline

Hinh 3.8. Céc trang thai co san cta polyaniline.
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Trong dé: Leucoemeraldine (trong sudt, dan dién kém), Emeraldine (xanh ld
cay, dan dién) va Pernigraniline (xanh lam ddm, dan dién kém). Bazo emeraldine cé
thé chuyén héa thudn nghich thanh mudi emeraldine (qud trinh pha tap H + hodc

proton hoa).
3.2.1.2. Céu triic va hinh thdi ciia mang rGO-PANi

Anh SEM cho thdy su khac biét rit rd giita mang rGO thuan va mang
composite rGO-PANI.

Mang rGO (hinh 3.9a)

Khi nhin 4nh SEM, mang rGO gan nhu 13 nhiing tdm 16n det nam phi kin,
khong thay rd kénh rong hay 16 x5p mé ra bé mat. Cau triic nay cho thay cac tim rGO
c6 xu hudng két tu, d& bi “restacking”, dan dén dién tich bé mat hitu hiéu va sb tim

hoat dong 16 ra khong nhiéu.

Trong dung dich, cac tim rGO c¢6 xu huéng hiit nhau bang lyc Van der Waals,
nén sau khi sdy hoic dién két taa, chung chap lai thanh “bo” nhiéu 16p (restacking).
Piéu nay lam cho khoang céch giita cac 16p nho, dung dich kho tham nhép sau vao
bén trong. Hé qua véi dién tich bé mat va tdm hoat dong 1a khi cac tim dan sat va
phang, phan 16n dién tich bé mit ciia rGO nam & giita cac 16p, bi “che khuat”; chi
phan ngoai cung tiép xtic voi dung dich, nén dién tich bé mit hiru hiéu tham gia hap

phu/trao d6i dién tich giam.

Céc tam hoat dong (khuyét tat, mép tdm, nhém chue, 16 xép. ..) thuong nam &
canh va bé mit 16 ra. Néu ciu trac qua phéng, it khe ranh, cac vi tri ndy bi chon bén
trong khdi xép chong, nén s6 tim hoat dong hitu ich cho phan Gmg dién hoa hoic hap

phu cling it hon so véi vat li¢u c6 cau truc xop, go ghe.

Trén anh SEM (hinh 3.9b), bé mit khong con phang ma xuét hién rat nhiéu
cAu tric dang “hat”, “cot” hodc “dai” nho 1én, phan bd day dac trén nén rGO. Céc ciu

trac nay 1a polyanilin dugc lang dong/dién phan bam chit vao cac tim rGO.

Giita cac hat va dai PANi c6 nhiéu khoang tréng, khe k& va 16 rong ndi thong
v6i nhau, nén toan bd mang tré thanh mot mang xdp ba chiéu: dung dich dién ly co
thé len 16i tir trén bé mat xudng sau vao bén trong mang, chir khong chi truot trén mot
mat phang nhu véi rGO thuan.

Do c¢6 nhiéu go, hat va 15 rdng, dién tich bé mat “thuc” ctia mang (tinh theo
tong dién tich tat ca cac mat tiép xtic v6i dung dich) 16n hon rat nhiéu so véi dién tich

hinh hoc. N6i cach khac, cing mdt dién tich di¢n cyc nhung mang rGO-PANi cung
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cap nhiéu chd tiép xuc cho ion/phan tir hon. Trong mang xdp ndy ton tai hai loai tim
hoat dong: (i) tam trén khung rGO (khuyét tat, mép tam, 15 xép, vung sp*/sp? chuyén
tiép) va (ii) tAm trén PANi (nhoém —NH—, -NH*—, vong benzoid/quinoid c6 thé nhan
— cho dién tir, proton héa/khir proton). Cac tAm ndy phan bd day dic trén khap bé mat
g0 ghé va bén trong cac kénh rong, nén sb vi tri c6 thé xay ra hap phu ion, trao doi

dién tich hay phan ing oxy-hda/khtr ting manh.

IMS-NKL 5.0kV 4.2mm x100k SE(M)

IMS-NKL 5.0kV 4.2mm x100k SE(M)

Hinh 3.9. Hinh &nh SEM cua mang rGO (a) va rGO-PAN:i (b).
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Hé qua doi véi tinh dién héa

Kénh rdng mo va dién tich bé mat 1on giap ion trong dung dich di chuyén
nhanh t&i moi ngdc ngach cua mang, giam tré khang khuéch tan va gitip dong dién
phan ung dat gia tri cao hon trong cung thoi gian.

So lugng tdm hoat dong nhiéu, lai duoc phan bd trong toan bd thé tich mang,
lam tang dung luong tich trit dién tich (dung luwong dién hdéa/pseudocapacitance) va
d6 nhay néu dung lam cam bién, vi chi mot thay d6i nho ndng do ion ciing co thé
tuong tac voi rat nhiéu vi tri trén mang composite

Hinh 3.10 12 phd ATR-FTIR so sanh hai mau: SPE/rGO (duong den) va
SPE/rGO/PANI (dudng do).

Pic diém phé ciia SPE/rGO

- Pudng den gan nhu phang, khong cé dinh hap thu 13, cho thidy mang rGO
sau khir ¢6 rat it nhom chire hiru co con lai (it lién két C=0, C-0, C-N.. ..

- Piéu nay phu hop v6i rGO ¢6 mirc d6 khir cao, mang sp? (C=C) chiém uu
thé nén pho truyén qua chi dao dong nhe quanh 99-100%.

Dic diém pho ciia SPE/rGO/PANI:

- Pudng d6 xuat hién nhiéu dinh hap thu rd rét, chimng té di gin thém cac nhom
chire ddc trung cua polyanilin trén nén rGO.

- Cudng d truyén qua giam xudng khoang 94-98%, phan anh su hip thy hong
ngoai manh hon do céc lién két méi trong PANI.

Cdc dinh chinh

- 1564 va 1491 cm™: dao dong kéo gian C=C trong vong benzen/quinonoid
ctia chudi PANi.

- 1298 cm™": dao dong kéo gidn C—N ciia cau tric benzenamin trong PANI.

- 1134 cm™: dao dong C=N, lién quan dén cau tric quinonoid hoic trang thai
proton hoa cua PANI.

- 797 ecm™: dao dong udn ngoai mat phang cua lién két C—H trén vong thom.

Sy khac biét rd rang giita phd den (rGO) va d6 (rGO/PANI) chimg minh PANi
da duoc phi/tham 1én bé mat rGO. Su xuat hién dong thoi cac dinh C=C, C-N, C=N
dic trung ciia PANi cho thay cau tric polyanilin duoc hinh thanh tot, giip mang
composite c6 thém tinh din dién va cac tim chirc dé tuong tic v4i ion/phan tir trong

cam bién.
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Hinh 3.10. Phd ATR-FTIR cta mang rGO (den) va rGO-PANi (d0)
Hai pho Raman ¢ Hinh 3.11 va 3.12 ching minh qu4 trinh khir GO — rGO

va tao composite rGO-PANi, dong thoi cho thay cau tric va mtc d6 khuyét tat
cua vat liéu.
Phé Raman ciia rGO (Hinh 3.11)

- Céc dinh chinh xuat hién tai 1335 cm™ (dai D) va 1581 cm™ (dai G), cung
dinh bac hai 2D tai 2686 cm™ va vai nho (D+G) khoang 2936 cm™, 1a dac trung cua
hé carbon sp? giéng graphit.

- Dai D lién quan téi tan xa boi khuyét tat, bién hat, cac vung sp® hodac r6i loan

mang; dai G 12 tdn xa bac nhat ciia mode E’¢ cia mang carbon sp? ¢ trat tu.

Ty 1€ Ip/Ig va mic khir cua rGO: Ty 1€ cudong d6 In/lg = 0,946 cao hon cua
GO (0,803), cho thiy s6 tam khuyét tat twong ddi tang 1én sau khir dién hoéa.

I phan anh sb lugng va murc do trat tu cia cac mién sp*: mién cang 16n, mang
ludi luc giac cang hoan chinh thi dinh G cang manh. Ip chi xuat hién khi cé khuyét
tat/bién hat/viing sp*; cang nhiéu rdi loan thi cuong do D cang tang. Vi vay, In/I cang

16n thi “ty 18 khuyét tat trén mién trat tu” cang cao.
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— SPE/rGO

(G) 1581 1335(D)

(a)

Intensity (a.u)

(D+G)2936 2686 (2D)

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Raman Shift (cm'1)

Hinh 3.11. Phé Raman cta mang rGO
GO ban dau c¢6 nhiéu nhém chirc oxy (C—0, C=0, COOH) chen trong mang,

khién cac mién sp? bi chia cat nhung van con kha “to” va phan b twong d6i déu. Khi
khir, nhiéu nhém oxy bi loai bo, mdt phan mang sp? dugc phuc hdi, nhung qua trinh
nay khong tré lai dang graphit hoan hao. Thay vao d6, nhiing tdm sp? 16n bi “bam
nho” thanh nhiéu mién sp? nho, ngan cach béi 16 tréng, mép, khuyét tat va mot phan
ving sp®. S6 bién hat va khuyét tat trén mot don vi dién tich tang, nén tin hiéu D
(nhay véi bién va khuyét tat) ting manh hon so v6i G, dan t6i In/Ig tir 0,803 (GO) lén
0,946 (rGO).

Mic khir cang cao thi lugng oxy gidm, do dan dién ting, nhung déng thoi tao
nhiéu “vét nut” nho trong mang, nén pho Raman thuong thay In/Ig ting hoic dat cuc
dai roi giam tuy diéu kién.

Trong trudng hop nay, In/lg ting chimg té qué trinh khir da dién ra hiéu qua
(oxy giam), song céu tric thu duge 12 rGO véi nhiéu mién sp? nho gidu khuyét tat,
khéc voi graphit tinh thé hoan hao; diéu nay lai c6 lgi cho hoat tinh dién hoa vi tao

nhiéu tam hoat dong va dién tich bé mat 1én.
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e rGO-PANi (G)1585
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Hinh 3.12. Pho Raman ctia mang rGO-PANi

3000

Phé Raman ciia rGO-PANi (Hinh 3.12)

Dinh G dich nhe tir 1581 Ién 1585 cm™, dinh D tir 1335 1én 1337 cm™, con
2D dich tir 2686 1én 2760 cm™, chung t6 ¢6 tuong tac manh (nhu chuyén dién tich,
g suat hoic pha tap) giita mang graphene va chudi PANi.

Su dich chuyén vé sb song cao thudng gan véi hiu ing doping p hodc n 1am
thay d6i hiang sb luc cua lién két C=C trong mang sp?; dong thdi cho thiy PANi bam
pht 1&én rGO chir khong chi trdn co hoc.

Cdc dinh Raman ddc trung cua PANi trén rGO

- Pinh 812 cm™ duoc gan cho dao dong bién dang ngoai mit phang ctia nhom
N-H hoac C-H trong vong benzenoid (amine deformation, benzenoid), phan anh don

vi benzoid trong PAN:.

- Pinh 1164 cm™ 1a dao dong bién dang trong mit phang cua C-H & vong

benzenoid, thudng duoc coi 1a dau hiéu cia trang thai emeraldine mudi dan dién.
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- Pinh 1244 cm™ tuong ung véi dao dong kéo gian C—N* trong don vi quinoid,
lién quan truc tiép t6i mirc 4o proton hoa/doping cia PANI.

- Dinh 1403 cm™ gan cho dao dong kéo gian C—C hodac C=C trong vong
quinoid, cho thdy su ton tai ciia cac doan quinoid xen ké& benzoid trong chudi.

- Pinh 1483 cm™ 14 dao dong uén N—H trong cdu trac quinoid, cling lién hé
voi trang thai proton hoa va kha niing dan dién cta polymer.

Y nghia téng qudt ciia hai phé

So sanh Hinh 3.11 va 3.12 cho thay: (i) mang rGO sau khir c6 muc khuyét tat
tang nhung van giit dugc cac dai D, G, 2D dién hinh; (ii) khi phtt PANG, vi tri va dang
cac dai D, G, 2D déu bién doi, dong thoi xuat hién thém nhiéu dinh PANi, ching
minh sy hinh thanh 16p polymer dan dién gan véi rGO.

Sy hién dién dong thoi cac dai benzoid—quinoid cia PANI cung véi dai D, G,
2D ciia graphene cho thiy composite rGO-PANi dat trang thai emeraldine mudi, c6
mat d6 tdm din dién cao, phi hop cho tng dung dién héa nhu cam bién.
3.2.1.3. Kiém tra dp pH

Phan hoi v6i pH ciia mang rGO / PANi duogc kiém tra bang cach do dién
thé OCP ¢ céc gia tri pH khac nhau (6.0-9.0) nhu duoc mo ta trong Hinh 3.13 (a).

30
. (a)
oF
s -30F .
£ AN
s 60| =
c SPE/rGO/PANI
g .
-120 | L
n
_1 50 ) 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
55 60 65 70 75 80 85 9.0 9t
pH

Hinh 3.13a. Pudng chuin pH cua dién cuc SPE / rGO-PANI.
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Ta thiy rang gia tri OCP giam khi do pH tang lén. Hai ving tuyén tinh thu
duoc ¢ pH dao dong tir 6.0 dén 7.5 va pH dao dong tir 7.5 dén 9.0 v6i cac phuong

trinh hoi quy sau:

OCP = 389,8803 — 64,1524 x pH (R’ = 0,9831, pH: 6,0 -7,5)

OCP = 78,8339 — 23,149 x pH (R’ = 0,9598, pH: 7,5-9,0)

Hinh 3.13b. So d6 thé hién co ché nhay véi pH cua dién cuc SPE / rGO-PAN:.

Pién thé cdan bang tang khi pH giam do sw proton héa dang co sé emeraldine ciia
polyaniline. Khoang pH 6,0-9,0 (dung dich PBS dém).

30

i —a— SPE/PANI
0 —e— SPE/rGO/PANI

® w
o S
| |

Potential (mV)
8
|

-120

-150 — T *+ T + T t T * T 7 T < T
5.5 6.0 6.5 7 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

pH
Hinh 3.14. Puong chuan pH cia SPE / PANi (den) va SPE / rGO-PAN:.
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Biéu do thé hién mdi quan hé giita dién thé (mV) va pH cho hai dién cuc:
SPE/PANI (duong den, hinh vuéng) va SPE/rGO/PANi (dudng dd, hinh tron) trong
khoang pH ~5,8-9,0. Dién thé giam gan tuyén tinh khi pH tang, nhung hai vat liéu

c6 do doc va vung lam viéc hoi khac nhau.

Truc hoanh d6 pH, tir khoang 5,5 dén 9,5, biéu dién méi truong tir hoi axit dén
trung tinh—kiém nhe. Truc tung 14 dién thé (mV), tir khoang +20 mV dén —150 mV, cho
théy day la duong chuén pH dién cuc chi thi chiu anh huong manh cta néng do H*.

Xu huong dwong SPE/PANi (den):

O pH thap (~6), dién thé khoang +5-10 mV, sau d6 giam dan xuéng khoang
—~70 mV & pH ~7.5 va tiép tuc giam t&i gan —100 mV & pH ~9.

b6 dbe trung binh udc luong ¢& vai chuc mV trén méi don vi pH va tuong doi
gén tuyén tinh gitra pH ~6,5-8,5, cho théy dién cuc hoat dong gﬁn dap tng Nernst

trong vung nay.
Xu hwong dwong SPE/rGO/PANi (do):

O pH ~6, dién thé ban dau hoi cao hon duong den (khoang +10—-15 mV), sau
d6 giam nhanh hon, t6i khoang —90 mV & pH ~7,5. O pH cao hon (8-9), duong do
cho dién thé thip hon dang ké (khoang —110 dén —135 mV), chimg t6 khi ghép rGO
v6i PANI thi d6 nhay theo pH tang 1én (46 déc 4m 16n hon).

T pH ~6-7, hai duong kha gan nhau, nghia 14 trong méi trudng hoi axit dén
trung tinh, viéc thém rGO khong lam thay d6i manh dién thé nhung bat dau lam ting
d6 dbc.Trong ving pH cao hon (~7,5-9), SPE/rGO/PANi cho dién thé am hon va
bién thién manh hon so véi SPE/PANI, cho thdy rGO cai thién kha ning trao doi

proton/di¢n tich va lam cam bién nhay pH hon, dac biét ¢ vung kiém nhe.

Puong chuan nay ding dé suy ra pH tir dién thé do dugc: mdi gia tri pH tuong
ung moét dién thé xac dinh trén tung loai dién cuc. Viéc so sanh cho théy
SPE/rGO/PANi phu hop 1am dau do pH c6 do nhay cao hon (dap tng 16n hon véi
cung thay doi pH), trong khi SPE/PANi c6 dap ting “mém” hon, c6 thé hitu ich néu

can vung tuyén tinh hep nhung 6n dinh hon

Pé tang d6 doc (d6 nhay pH) ctia duong cong thé — pH, o thé st dung cac dan
xuat hoic hé¢ PANi lai (PANi-copolymer, PANi-nanocomposite, PANi gan nhom thé)
nham téi uu hoa kha ning proton hoa/deproton hoa va din dién ciia mang. Do doc
cang gan (hodc vuot) gia tri Nernst 1y thuyét thi cam bién cang nhay véi sy thay doi

pH cua moi truong.
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Polyaniline ton tai cht yéu & ba trang thai oxy-ho4: leucoemeraldine (khir hoan
toan, khong mau, dan dién kém), emeraldine (oxy hod mot nira, mau xanh lyc, dan
dién t6t) va pernigraniline (oxy hoa hoan toan, mau tim sim, dan dién kém). Trong
d6, chi c6 dang emeraldine 1a trang thai din dién va c6 kha ning proton hoa thuin
nghich, nén 1a pha hoat dong dién hoa chinh trong cam bién pH. Pay ciing 14 1y do

tai sao NCS ding qua trinh ling dong dién ctia mang polyaniline & 0 mV.

Trong méi trudng axit, emeraldine & dang mubi (emeraldine salt) dugc proton
hoa trén mach polyme; khi pH ting, PANi bi khir proton chuyén dan sang emeraldine
base, kéo theo su thay ddi mat do mang dién trén chudi va lam dich chuyén thé mach
h& (OCP). Sy chuyén hoa thuan nghich emeraldine salt < emeraldine base 14 co ché
nén cho dap ung pH: pH ting lam giam mirc proton hod, giam mat do dién tich duong
trén mach, nén OCP dich vé phia 4m; pH giam giy proton hoa tr¢ lai, OCP dich vé
phia duong.

Trong qua trinh proton hod/deproton hod, anion trong dung dich dién ly dong
vai tro ion bu dién tich (counter-ion) dé duy tri trung hoa dién tich cta hé; khi PANi
khtr proton, cac anion nay roi khoi mang vao dung dich, con khi PANi dugc proton
ho4, anion xdm nhap vao mang cung véi qua trinh “doping”. Viéc dimg lang dong
dién PANi & dién thé khoang 0 mV nham thu dugc trang thai oxy-hoa phu hop (gan
emeraldine) va han ché chuyén sang pernigraniline kém bén, tir d6 t6i wu hoa tinh

dan va d6 nhay pH ctia mang.

Céc qua trinh protonation va deprotonation cia PANi mang tinh thuan nghich,
do d6 c6 thé diéu khién chuyén doi gitta emeraldine salt va emeraldine base bing
cach diéu chinh pH hodc diéu khién dién thé. Cam bién PANi vé nguyén tic c6 thé
tai sir dung bang cach “tai diéu hoa” trang thai proton hod, vi du quét thé trong dung
dich axit sau khi mang da bi khir proton trong méi trudng kiém. Tuy nhién, qua trinh
héi phuc thuong xuat hién tré (hysteresis) do gidi han khuéch tan ion, tai sap xép cu
trac va 1o hoa mang, nén can danh gia 6n dinh 1au dai va sé chu ky sir dung thyc té.
NCS da thir chuyén d6i mudi emeraldine thanh emeraldine base bang cach quét cac
dién cuc da st dung (trude d6 da dugce u trong chit dién phan kiém) trong dung dich
axit ma khong c6 monome. Céac két qua thir nghiém da chtimg minh sy téi hinh thanh

ciia emeraldine base nhung c6 hién tugng tré.
3.2.1.4. Phdn vrng LAMP
Vi¢c phat hién céc san phém LAMP dugc tién hanh trén bé mit rGO-PAN;,

bang phuong phap do OCP. Co ché phat hién dua trén su giam pH do cac ion
hydronium giai phong trong qua trinh kéo dai DNA trong phan tmg LAMP.
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D6 thi OCP cho thay rd rang bé mat rGO-PANI (positive sample) c6 dap tng
v6i phan g LAMP, trong khi dién cuc d6i chimg (negative sample) gan nhu khong
thay doi thé.

Trong phan ing LAMP, mdi budc kéo dai mach DNA déu tiéu thy dNTP va
giai phong ion H*, 1am pH dung dich giam dan khi c¢6 khuéch dai DNA xay ra. Mang
rGO-PANi la vat liéu nhay pH: cac nhom —NH—/~NH" trén PANi c6 thé proton
hoa/khir proton tily pH, dan dén thay dbi trang thdi oxy-hoa ctia PANi va phan b
dién tich trén bé mit; su thay d6i nay lam dich chuyén thé mach hé cua dién cuc.

Khi phan tmg LAMP x4y ra, pH xung quanh bé mit rGO-PANi giam do H*
sinh ra, 1am PANi bi proton héa manh hon (ting ti 16 -NH"). Su proton hoa nay khién
thé can bang giita PANi va dung dich dich chuyén vé phia duong (thé it Am hon), nén
OCP tang dan tir khoang —146 mV 1én gan —120 mV sau 60 phut, ding v&i dién bién
trén d6 thi ciia mau duong.

Véi mau am (khong c6 DNA dich, hodc khong c6 enzyme/thudc thir can thiét),
phan img LAMP khong dién ra hodc dién ra rat yéu, nén lugng H* sinh ra khong déng
ké, pH dung dich gan nhu khong d6i. Do méi truong quanh dién cuc khong bi acid
hoa, trang thai proton hoa ciia PANi trén rGO-PANi gan nhu giir nguyén, dan téi thé
OCP dao dong rat nho quanh —146 dén —148 mV nhu dudng negative sample.

Su tach biét 16 rét gitta hai duong cong OCP theo thoi gian (positive tang
manh, negative gan nhu phang) chimg minh dién cyc rGO-PANi chuyén doi dugc tin
hiéu hoa hoc “giam pH do LAMP” thanh tin hiéu dién thé do dugc. Nhd d6, chi can
theo doi d6 dich chuyén OCP theo thoi gian trén mang rGO-PANi 1a c6 thé phan biét
mau c6 khuéch dai DNA (miu duong) va mau khong khuéch dai (mau am), tao nén
tang cho mot cam bién LAMP khéng can dénh déu, do truc tiép bang OCP

Hinh 3.15 cho théy su bién d6i chuan hoa cua dién thé do dugce lién quan dén
phan tmg LAMP trong truong hop miu dwong tinh va am tinh. Ta nhan thiy gié tri
OCP ting theo thoi gian phan ting (27 mV trong 40 phut), cho thiy sy gia ting sb
luong amplicon va proton dugc giai phong. Trong khi do, sy giam gia tri khong dang
ké ciia OCP duoc tim thiy ddi voi mau 4m tinh (Hinh 3.15). Piéu nay ching t6 do

dac hiéu cao cua cam bién.

Céc két qua nay phu hop tot voi cac phép do dién di va do hap thy trén gel.
Trong Hinh 3.16, mdu LAMP duong tinh cho thdy nhiéu dai c6 kich thudc khac nhau
khi dién di trén gel agarose. Piéu nay 1a do cdu tric lip lai dao nguoc cua cac san
pham LAMP. Dong thoi, ndng do DNA duogc tim thay di ting 1én khoang 103 lan
(nhu duoc xac dinh tir phd hap thu & hinh 3.17).
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Hinh 3.17. Kiém tra két qua phan tng LAMP bang pho hap thu

Hinh 3.18. Hinh anh san pham LAMP cho miu am tinh (bén tri) va
mau duong tinh (bén phai)

Phé hip thu nay cho thiy sy thay d6i dic trung ctia dung dich LAMP duong

theo thoi gian, so voi mau am va hon hop thudc thir ban dau. Tat ca cac mau déu co
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hai ving hap thy manh trong mién UV: mot dinh ¢ khoang 230-240 nm va mét dinh
rong hon ¢ ~260-270 nm, dac trung cho cac bazo nito va lién két m—m* trong
DNA/nucléétit. O viing budc song 16n hon khoang 300-340 nm, d6 hap thu giam
manh vé gan 0, ching to dung dich khong chtta cac chromophore hip thu manh &

vung can tir ngoai — kha kién.

Puong “Negative 0 min” (xanh 14) va “Positive 0 min” (d6) gan nhu tring
nhau, chimg t6 truéc khi 0« LAMP, dung dich cta hai miu c6 thanh phan quang hoc
gan gidng nhau (cung hdn hop enzyme, dNTP, primer, buffer; khac nhau chil yéu &
viéc c6/khong co6 DNA dich nhung luong rat nho nén chua tao khac biét rd vé hap
thu). So voi dudng “Mix LAMP” (den), hai duong nay hoi thay d6i cuong d6 nhung
van gitt hinh dang chung, cho thiy viéc thém mAu sinh hoc khong 1am xuit hién

chromophore méi nao dang ké ngay tai thoi diém ban dau.

Khi thoi gian u tang (20, 30, 40 phut), cac duong “Positive 20 min” (xanh
lam), “Positive 30 min” (cyan) va “Positive 40 min” (tim) déu ting rd rét cuong do
hép thy, dac bi¢t & dinh khoang 260-270 nm. Cuong do tang manh nhat tai 40 phut.

Sy tang ndy phan 4nh viéc cac san pham LAMP (DNA mach d6i, cdu trac 1ong
ctru, vong DNA...) duoc tao ra voi ndng do ngdy cang 16n, 1am ting sé luong bazo
nito hap thy UV trong dung dich; dong thoi sy thay doi trang thai cau trac (tr mach
don sang mach d6i, hinh thai siéu xoan) cling lam thay doi hé s6 hap thu mol cua cac

chromophore.

Puong “Negative 0 min” gin nhu gitt nguyén va khong co loat pho theo thoi
gian, cho théy & mau Am khong co khuéch dai DNA nén mat do chat hép thu & 260—
270 nm khéng ting dang ké.

Nhu vdy, su khac biét & rang giita cac phd positive theo thoi gian va phd
negative chimg minh rang phd UV—Vis c6 thé dung dé xac nhan sy hinh thanh san
pham LAMP: mau dwong cho tin hiéu hap thu ting dan, trong khi mau am khong
thay doi.

Két qua phd hap thu cing cd co ché da néu cho phép do OCP: khi phan tng
LAMP dién ra, khong chi tao ra H lam giam pH ma con dong thoi sinh nhiéu san
pham DNA, thé hién qua su ting hap thu & 260-270 nm. Do d6, phdé UV—Vis dong
vai trd bang chtng ddc lap rang phan ing LAMP trong mau dwong thuc su xay ra va
tién trién theo thoi gian, giai thich hop 1y cho sy dich chuyén thé mach ho cia dién

cuc rGO-PANI quan sat dugc trong thi nghiém.



97

3.2.2. Két luan

- Bd nhay pH cua rGO-PANi da dugc NCS nghién ctru va trng dung thanh
cong dé phat hién phan ing LAMP bang phuong phap do OCP.

- Lép hap phu rGO véi d dan dién cao va d6 nhay pH ndi tai di gop phan vao
d6 nhay nang cao tong thé ctia bé mit cam bién.

- Gia tri OCP giam 27 mV duoc tim thay khi khuéch dai gen 103 1an.

- Viée két hop hé¢ théng vi luru va cdu hinh microarray s€ dugc thuc hién trong
cac hoat dong tiép theo dé phat hién ddng thoi cac mam bénh trong cac thiét bi xét
nghiém tai chd POC.

3.3. Thiét ké, ché tao hé vi lwu tich hop dung cho phan irng LAMP va phat
hi¢én dién hoa pha long

St dung may do nhiét d6 hong ngoai va hé do 4 dau do, t6i tién hanh kiém tra
kha nang hoat dong ctia nhiét dién trd platin dugc in trén dé kinh cua thiét bi.

Swr thay @6i nhiét @6 dé nhiét theo dién thé diu vao

80

"
o
1

1
o

Nhiél do (dd C)
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| _r=0.979 CI=(0.948,0.992) |
0 5 10 15 20
Dién thé (V)

Hinh 3.19. Sy phu thudc cia dién tr va dién thé

Nhiét d6 | Dién thé | S6 mau | Hé s6 twong quan | 95% Clforp| P-Value

C Ci 20 0.979 (0.948, 0.992) 0.000
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Biéu d6 thé hién mdi quan hé giita dién thé cip vao dé nhiét (V) va nhiét do
dat duoc trén dé (°C).

Hinh dang duong cong va y nghia thuc nghiém

- Cac diém mau xanh 13 gié tri do thuc nghiém: khi ting dién thé tir khoang 2—
3 V 1én 20 V, nhiét do tang tir ~20-25 °C 1én hon 80 °C.

- Puong thang mau do 1a duong hdi quy tuyén tinh duogc fit qua tap dir licu;
d6 ddc duong cho thiy dién thé cang cao thi dé nhiét cang nong, dung véi co ché gia
nhiét dién tré (cong suat P~V2/R).

H¢ so6 twong quan r va R?

-Hé sb tuong quan Pearson r = 0,979 v6i khoang tin cay CI = (0,948; 0,992).
Gia tri r rat gan 1 cho thdy mdi quan hé gan nhu tuyén tinh gitra dién thé va nhiét do
trong dai do.

Heé s6 xac dinh tuyén tinh R? chinh 1a 12 trong truong hop hdi quy tuyén tinh
don: R2 =72~ 0,979 ~ 0,958. Nghia 1a khoang 95,8% d6 bién thién cta nhiét do do
duoc duoc gidi thich boi sy thay ddi dién thé theo md hinh tuyén tinh; chi khoang
4,2% do nhiéu, sai s6 do, hoic cac yéu t6 phi tuyén (tan nhiét, thay doi dién tré theo
nhiét do...).

Padnh gia do tin cdy ciia mé hinh tuyén tinh

- Khoang tin cdy rat hep cta r (0,948-0,992) cho thay néu lip lai thi nghiém

nhiéu lan, hé s6 tuong quan van s€ cao, md hinh tuyén tinh 6n dinh.

- Do R2 xap xi 0,96, c6 thé sir dung phuong trinh dudng thang (T = a-V + b)
nhu phuong trinh hi¢u chuan dé suy ra nhi¢t do dé chi tur gia tri dién thé dat, vai sai
sO twong ddi nho; didu nay dac biét hitu ich khi van hanh dé nhiét trong chip vi luu

ma khong thé gan cam bién nhiét tryc ti€ép vao moi mau.

Ta thdy nhiét d6 ciia phan nhiét dién tro thay doi gan nhu tuyén tinh theo dién
thé dau vao, phu hop 1y thuyét voi phuong trinh hdi quy Ca = 12.26 + 3.137XC; (R?
= 95.8%). Str dung phuong trinh trén, ta c6 thé kiém soat duoc nhiét do nhiét dién
tr& bang cach thay d6i dién thé dau vao.

3.4. Két luan
Trong phan nghién ctru nay, t6i da tim hiéu vu nhugc di€ém cua nhirng van de

co ban lién quan nhu phuong phap thiét ké - ché tao, lua chon vat liéu, kha niang tich

hop ctia thiét bi vi lvu dé giam tai nguyén can dung trong thi nghiém.
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Tir nhitng tim hiéu do, t6i da dé xuét va phat trién hoan thién mot thiét bi vi
Iwu tich hgp phwong phap khuéch dai dang nhiét LAMP va phat hién dién hoa.

Pé nhiét duoc kiém tra va hoat dong tdt, dat toi ngudong nhi¢t o can thiét cho
phan tmg LAMP (60-65°C) v6i nguodn 15 — 17 V. Pay 1a tién dé dé NCS hoan thién
thiét bi vi Iuu tich hop, huéng dén sir dung trong khuéch dai dang nhiét mach vong
LAMP, phuc vu cho phét hién dién hoa cac phan tir sinh hoc xac dinh.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Luan 4n “Nghién ciru ché tao, dic trung hé vi luu tich hop. Pinh hudng tng
dung cho phan tich va tong hop vat lidu” da duoc thuc hién va dat dugc cac két qua

chinh sau day

1. Ba xay dung thanh cong hé thi nghiém theo ddi qua trinh khuéch dai DNA
ctia virus HBV bang phan tmg LAMP trén biochip, cho phép dua ra két luan chan
doan mau. Toan bo quy trinh — tir khuéch dai dén phan tich tin hiéu dién hoa — duogc
thuc hién trong thoi gian dudi 70 phat, nhanh hon khoang hai dén ba 1an so véi cac
quy trinh PCR truyén thdng. K¥ thuat ndy c6 tiém nang thay thé hodc b trg cho PCR
thoi gian thuc va cac hé do quang hoc phirc tap trong phat trién xét nghiém tai diém

chiam soc (POC), dic biét hiru ich & nhitng noi han ché vé trang thiét bi va nguon lyc.

Thiét ké chip don gian, nhiét d6 phan tng tuong ddi thap va kha ning dinh
luong miu trong thdi gian ngan tao diéu kién dé tmg dung nhu mot thiét bi POC
khong chi cho tam soat nhanh HBV va cac mam bénh khac ma con cho chan doan
lam sang va cac nghién ctru khoa hoc doi séng; két qua co ¥ nghia khoa hoc trong

linh vuc hé vi luu tich hop cam bién sinh hoc.

2. Di ché tao thanh cong cam bién dién hod dua trén mang rGO-PANi dé phat
hién san pham khuéch dai DNA bang phép do thé mach hé (OCP). P9 nhay pH ciia
16p rGO-PANI da dugc khao sat va khai thac hi¢u qua cho theo ddi phan iimg LAMP
thong qua su thay doi OCP. Lép rGO c6 d6 dan cao két hop véi ¢ nhay pH noi tai
cia PANI giup ting dang ké do nhay tong thé ctia bé mit cam bién; gia tri OCP giam
khoang 27 mV khi sd ban sao gen ting 102 lan. Trén co s& nay, viéc két hop voi hé
vi lwu va cau hinh microarray duoc dinh hudng trién khai tiép nham phat hién dong

thoi nhidu tic nhan gay bénh trong cac thiét bi xét nghiém tai chd.

3. Pa dé xuat va budc dau hoan thién mot hé vi luu tich hgp vira thyc hién
khuéch dai dang nhiét LAMP vira phat hién dién hod trén cing nén chip. Dé nhiét
tich hop duoc kiém tra hoat dong on dinh, c6 thé dat va duy tri dai nhiét d6 60—65 °C
can thiét cho phan tmg LAMP khi cip nguén khoang 15-17 V, dap mg yéu ciu van
hanh cua hé¢ tich hop.

KIEN NGHI
1. Tiép tuc thir nghiém kha ning phat hién cic chi dau sinh hoc va tac nhan

gy bénh khac nhau trén thiét bi tich hop da ché tao v6i cac mau bénh pham thuyc,

nham danh gia 6 nhay, do dic hiéu va do tin ciy trong diéu kién tng dung. Cac két
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qué can duogc so sanh véi két qua xét nghiém thu duge tir nhitng phuwong phap chuan

dang dung tai bénh vién va cac trung tdm xét nghiém.

2. Nghién ctru trién khai cac cau tric vi luu da kénh cho phép phat hién dong
thoi nhiéu chi dau sinh hoc trong mot phép do, qua d6 danh gia dap tng tin hiéu, kha

ning tach kénh va d6 6n dinh cta hé trong ché do do da thong sd.

3. Phat trién huéng két hop k¥ thuat in 3D va dién cuc muyc in dé don gian hoa
quy trinh ché tao chip, tdi wu hod cAu trac va tao tién dé cho tu dong hoa cac budce
chuan bi mau, thu thap va xtr 1y dir liéu. Muc tiéu cudi cing 12 tién téi mot mo hinh

“phong thi nghiém trén chip” (lab-on-a-chip) nhé gon, chi phi thip va dé sir dung.
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