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TÓM TẮT 

Các hạt nano oxit kẽm đã được biết đến với tiềm năng trong điều trị ung 

thư nhờ khả năng gây độc chọn lọc và tính tương thích sinh học cao. Dựa vào 

những đặc tính hoá-lý độc đáo, một hệ nano kim loại trên nền ZnO đã được 

phát triển trong nghiên cứu này. Hệ nano dự kiến có khả năng chọn lọc khối u, 

tiêu diệt tế bào ung thư bằng cơ chế gây stress oxy hóa thông qua các gốc oxy 

và nitơ tự do kết hợp với liệu pháp bỏ đói tế bào. Cụ thể, các hạt nano ZnO 

được tổng hợp và ổn định bằng axit tannic, sau đó enzyme glucose oxidase 

được cố định lên bề mặt ZnO-TA thông qua liên kết hydro hoặc liên kết cộng 

hóa trị giữa các nhóm chức của TA và enzyme. Đặc tính cấu trúc và hình thái 

của các hạt nano được phân tích bằng phổ hồng ngoại biến đổi Fourier, nhiễu 

xạ tia X, kính hiển vi điện tử truyền qua và kính hiển vi điện tử quét. Hệ nano 

ZnO-TA@GOx thu được có đường kính thuỷ động lực học khoảng 200 nm và 

có khả năng tiêu thụ các phân tử nội sinh trong tế bào, đồng thời tạo ra H2O2 và 

NO thúc đẩy quá trình chết theo chương trình của tế bào ung thư. Các thí 

nghiệm in vitro cho thấy ZnO-TA@GOx có tính chọn lọc cao, làm giảm mạnh 

khả năng sống của tế bào ung thư vú (MCF-7) khi có sự hiện diện của glucose 

nhưng không gây độc đáng kể đối với tế bào thường (hDFBs). Ngoài ra, trong 

mô hình in vivo, ZnO-TA@GOx thể hiện khả năng ức chế hiệu quả sự phát 

triển khối u mà không gây ra những thay đổi đáng kể về khối lượng cơ thể hay 

các chỉ số huyết học trong suốt 2 tuần điều trị. Tóm lại, ZnO-TA@GOx là một 

vật liệu nano tiềm năng hứa hẹn góp phần thúc đẩy sự phát triển của các chiến 

lược điều trị đa cơ chế nhằm nâng cao hiệu quả điều trị ung thư. 
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ABSTRACT 

Zinc oxide nanoparticles exhibit a promising agent in anticancer therapy. 

Based on the unique properties of ZnO NPs, a tumor-selective ZnO-based 

nanomaterial was developed in this study that integrates RONS-mediated 

oxidative stress with starvation therapy. Specifically, ZnO NPs were 

synthesized and stabilized with tannic acid, followed by immobilization of 

glucose oxidase onto the ZnO-TA surface by hydrogen or covalent bonding. 

Structural and morphological features of NPs were characterized using Fourier 

transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction, transmission electron 

microscopy and scanning electron microscopy. The resulting ZnO-TA@GOx 

NPs simultaneously generated H2O2 and NO, significantly enhancing cancer 

cell apoptosis through oxidative stress–induced damage. In vitro assays 

demonstrated selective cytotoxicity of ZnO-TA@GOx, with negligible effects 

on normal human dermal fibroblasts (hDFBs) and marked reduction in the 

viability of breast cancer cells (MCF-7), particularly in the presence of glucose. 

Moreover, in a subcutaneous xenograft mouse model, ZnO-TA@GOx 

effectively suppressed tumor growth without causing meaningful changes in 

body weight or hematological parameters over a 2-week treatment period. 

Overall, ZnO-TA@GOx represents a promising multifunctional nanoplatform 

for advancing multimodal therapeutic strategies to achieve improved anticancer 

efficacy.



1 

MỞ ĐẦU 

1. Lý do chọn đề tài 

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

tuổi thọ trên toàn thế giới. Ung thư không chỉ ảnh hưởng nghiêm trọng đến sức 

khỏe mà còn là gánh nặng lớn đối với hệ thống y tế và kinh tế xã hội. Mặc dù 

đã có nhiều phương pháp điều trị ung thư được nghiên cứu và ứng dụng, nhưng 

việc tối ưu hóa hiệu quả điều trị vẫn là một thách thức lớn. Các liệu pháp đơn 

trị liệu truyền thống như hóa trị và xạ trị thường gây ra nhiều tác dụng phụ 

nghiêm trọng do độc tính toàn thân cao, khả năng chọn lọc thấp và nguy cơ 

xuất hiện tình trạng kháng thuốc. Trong bối cảnh đó, công nghệ nano đang nổi 

lên như một hướng tiếp cận đầy tiềm năng nhờ khả năng thiết kế các hệ vật liệu 

sinh học đa chức năng có thể tăng cường sự tích lũy tại mô khối u, nâng cao 

hiệu quả tiêu diệt tế bào ung thư và đồng thời giảm thiểu tác dụng phụ đối với 

mô lành. Hạt nano oxit kẽm là một loại nano oxit kim loại có tính an toàn cao 

và có khả năng tiêu diệt tế bào ung thư hiệu quả dựa vào việc kích thích sản 

sinh gốc oxy hóa mạnh có nguồn gốc từ Oxy và Nitơ (RONS). RONS bao gồm 

các gốc ROS (ví dụ ●O2
−, H2O2, 

●OH) và RNS (NO, ONOO−). Các gốc oxy hóa 

có thể tấn công trực tiếp vào màng tế bào, ty thể, protein và DNA, gây rối loạn 

chức năng, đứt gãy chuỗi DNA, biến tính enzyme, từ đó dẫn đến chết tế bào 

theo chương trình hoặc chết hoại tử. Ngoài ra, các hạt nano oxit kim loại thường 

được biến tính với các phân tử có hoạt tính sinh học nhằm nâng cao hiệu quả 

điều trị đồng thời tăng tính ổn định và tương thích sinh học.  

Axit tannic là một polyphenol tự nhiên có cấu trúc giàu nhóm hydroxyl 

phenolic, có khả năng tương tác mạnh với bề mặt vật liệu thông qua liên kết 

hydro hoặc tương tác phối trí. Khi được phủ lên bề mặt ZnO, TA không chỉ 

giúp cải thiện độ phân tán và độ ổn định của hệ nano mà còn tạo nền tảng thuận 

lợi cho quá trình gắn kết các phân tử sinh học. Đồng thời, hợp chất này còn có 

thể góp phần nâng cao hiệu quả điều trị nhờ đặc tính sinh học và tiềm năng 

chống ung thư của các polyphenol tự nhiên. Bên cạnh đó, glucose oxidase được 

biết đến là enzyme có khả năng xúc tác quá trình oxy hóa glucose tạo thành axit 

gluconic và hydrogen peroxide. Phản ứng này vừa làm suy giảm nguồn glucose 

vốn là một cơ chất thiết yếu cho quá trình chuyển hóa năng lượng của tế bào 

ung thư, vừa góp phần làm gia tăng stress oxy hóa trong nội bào. Sự kết hợp 

giữa TA và GOx trên bề mặt hạt nano oxit kẽm được kỳ vọng sẽ tạo ra hệ nano 
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ZnO-TA@GOx có khả năng tăng cường hiệu quả tiêu diệt tế bào ung thư thông 

qua cơ chế hiệp đồng giữa liệu pháp bỏ đói và stress oxy hóa. Từ những cơ sở 

trên, hệ nano ZnO-TA@GOx được xem là một nền tảng nano đa chức năng đầy 

tiềm năng, hứa hẹn góp phần nâng cao hiệu quả điều trị ung thư. 

Trước đây, ZnO, TA và GOx đã được nghiên cứu trong nhiều hệ vật liệu 

nano khác nhau phục vụ các ứng dụng y sinh. Tuy nhiên, việc tích hợp đồng 

thời ba thành phần này trong cùng một hệ nano đa chức năng nhằm khai thác 

hiệu quả điều trị ung thư theo cơ chế phối hợp vẫn còn rất hạn chế. Đây chính 

là khoảng trống nghiên cứu đáng chú ý, khi mà đến nay vẫn chưa có nhiều 

nghiên cứu làm rõ một cách có hệ thống hiệu ứng hiệp đồng giữa liệu pháp bỏ 

đói do GOx xúc tác tiêu thụ glucose và quá trình khuếch đại stress oxy hóa tại 

chỗ do ZnO cảm ứng trong vi môi trường khối u. Trên cơ sở đó, tính mới của 

đề tài nằm ở việc phát triển hệ nano ZnO-TA@GOx như một hệ vật liệu nano 

tích hợp đa cơ chế, có khả năng đồng thời gây thiếu hụt nguồn năng lượng của 

tế bào ung thư và thúc đẩy tổn thương oxy hóa nội bào, từ đó định hướng tăng 

cường hiệu quả điều trị ung thư. 

2. Mục đích nghiên cứu 

Mục đích của đề tài là phát triển hệ nano ZnO-TA@GOx đa chức năng có 

khả năng tăng cường hiệu quả điều trị ung thư thông qua sự phối hợp giữa liệu 

pháp bỏ đói và stress oxy hóa tại chỗ. 

3. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Tổng hợp và xác định các tính chất hóa lý, đặc điểm hình thái 

của hạt nano ZnO biến tính bề mặt với TA và GOx. 

Nội dung 2: Khảo sát khả năng sản sinh RONS (NO, H2O2) của ZnO-

TA@GOX. 

Nội dung 3: Thử nghiệm in vitro đánh giá khả năng tương thích sinh học và 

gây độc tế bào ung thư của ZnO-TA@GOX. 

Nội dung 4: Đánh giá khả năng tiêu diệt khối u của ZnO-TA@GOX trên mô 

hình động vật. 

4. Cơ sở khoa học và tính thực tiễn của đề tài 

Cơ sở khoa học của hệ nano ZnO-TA@GOx dựa trên cơ chế phối hợp giữa 

liệu pháp bỏ đói và stress oxy hóa tại chỗ trong điều trị ung thư. Cơ chế tác 

động riêng lẻ của từng thành phần đối với tế bào ung thư đã được chứng minh 

trong nhiều nghiên cứu trước đây. Trong đó, ZnO có khả năng giải phóng ion 
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Zn2+ trong môi trường pH thấp đặc trưng của khối u, từ đó gây rối loạn cân 

bằng nội môi ion và ảnh hưởng đến hoạt động của các protein phụ thuộc kẽm, 

dẫn đến sự gia tăng sản sinh các tác nhân oxy hóa mạnh (RONS) và cuối cùng 

gây chết tế bào ung thư. GOx có khả năng tiêu thụ glucose, xúc tác quá trình 

oxy hóa glucose để tạo thành axit gluconic và H2O2. Cuối cùng axit tannic đóng 

vai trò là chất khử và chất ổn định cho ZnO NPs, giúp kiểm soát quá trình hình 

thành hạt, hạn chế hiện tượng kết tụ, đồng thời tạo nền tảng thuận lợi cho việc 

gắn GOx lên bề mặt ZnO. Sự kết hợp ZnO, TA và GOx trong hệ ZnO-

TA@GOx được kỳ vọng tạo ra hiệu ứng hiệp đồng, phù hợp với xu hướng phát 

triển các hệ nano trị liệu đa cơ chế. 

Về tính thực tiễn, ung thư đang là một trong những nguyên nhân gây tử 

vong hàng đầu tại Việt Nam, trong khi hiệu quả điều trị vẫn còn bị hạn chế bởi 

độc tính, tác dụng phụ và hiện tượng kháng thuốc của các phương pháp truyền 

thống. Việc nghiên cứu và phát triển hệ nano ZnO-TA@GOx có ý nghĩa thực 

tiễn trong việc định hướng tạo ra một nền vật liệu điều trị mới có khả năng tác 

động đa cơ chế, nâng cao hiệu quả điều trị và mở rộng tiềm năng ứng dụng của 

công nghệ nano trong y sinh học và điều trị ung thư. 

5. Những đóng góp của luận văn 

Luận văn có một số đóng góp chính như sau: 

• Xây dựng quy trình điều chế hệ nano ZnO-TA@GOx. 

• Bổ sung cơ sở khoa học cho chiến lược điều trị ung thư phối hợp giữa liệu 

pháp bỏ đói và stress oxy hóa tại chỗ. 

• Làm rõ tiềm năng của hệ nano trong điều trị ung thư theo cơ chế đáp ứng 

vi môi trường khối u, qua đó góp phần nâng cao tính chọn lọc sinh học đối 

với tế bào ung thư so với tế bào bình thường.  

• Đặt nền tảng khoa học cho các nghiên cứu tiếp theo về phát triển vật liệu 

nano kim loại thông minh trong điều trị ung thư. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về ung thư 

1.1.1. Định nghĩa và tình hình ung thư 

Ung thư là một trong những căn bệnh nguy hiểm và có tỷ lệ tử vong cao 

trên toàn thế giới. Nguồn gốc của bệnh bắt nguồn từ sự đột biến ngẫu nhiên 

trong các tế bào, khiến chúng phát triển và tăng sinh mất kiểm soát và hình 

thành nên khối u [1]. Nếu không được chẩn đoán và điều trị kịp thời, các tế bào 

ung thư có thể tiếp tục xâm lấn và di căn đến các mô hoặc cơ quan khác thông 

qua hệ tuần hoàn và hệ bạch huyết. Khoảng 90% ca bệnh tử vong do ung thư 

có liên quan trực tiếp đến quá trình di căn [2]. Do đó, việc nghiên cứu chuyên 

sâu về ung thư cùng với các phương pháp điều trị vẫn đang mối quan tâm lớn 

đối với nền y học hiện đại.  

Theo dữ liệu thống kê GLOBOCAN mới nhất từ Cơ quan Nghiên cứu Ung 

thư Quốc tế, năm 2022, toàn cầu ghi nhận khoảng 20 triệu ca mắc ung thư mới. 

Dự báo đến năm 2050, con số này sẽ tăng lên đến 35,3 triệu, tương đương với 

76% so với năm 2022 (Hình 1.1). Trong số các ca mắc có khoảng 9,7 triệu ca 

tử vong do ung thư và ước tính cứ 5 bệnh nhân sẽ có 1 người mắc ung thư trong 

suốt cuộc đời, điều này phản ánh xu hướng gia tăng đáng kể gánh nặng ung thư 

trên toàn thế giới [3]. Riêng tại Việt Nam, ước tính số ca mắc ung thư mới theo 

GLOBOCAN năm 2022 là 180.480 ca và số ca tử vong là hơn 120.000 ca. So 

với năm 2020, tỷ lệ mắc và tử vong do ung thư đã giảm nhẹ nhưng không đáng 

kể (182.563 ca mới và 122.690 ca tử vong). Ung thư gan là loại ung thư phổ 

biến nhất ở nam giới, chiếm khoảng 20% tổng số ca mắc; trong khi đó, ung thư 

vú là loại phổ biến nhất ở nữ giới với tỷ lệ gần 30%. GLOBOCAN cũng cảnh 

báo Việt Nam xếp thứ 90 trong số 185 quốc gia về tỷ lệ ca mắc ung thư mới và 

tỷ lệ tử vong do ung thư xếp thứ 50 trong số 185 quốc gia [4,5]. Những số liệu 

thống kê trên đã nhấn mạnh mức độ nguy hiểm của căn bệnh ung thư, đồng thời 

cho thấy tầm quan trọng của việc nâng cao nhận thức cộng đồng về tầm soát, 

phát hiện sớm và điều trị kịp thời. 



5 

 

Hình 1.1. (A) Dữ liệu thống kê về số ca mắc và tử vong do ung thư trên 

toàn cầu qua các năm. (B) Phân bố tỷ lệ các loại ung thư phổ biến tại Việt 

Nam ở cả 2 giới vào năm 2022 (theo GLOBOCAN) 

1.1.2. Phương pháp điều trị ung thư truyền thống và thách thức 

Việc điều trị ung thư là một thách thức lớn, đòi hỏi sự phối hợp của nhiều 

liệu pháp khác nhau tùy thuộc vào loại ung thư và giai đoạn tiến triển của bệnh. 

Các phương pháp điều trị ung thư phổ biến hiện nay bao gồm: phẫu thuật, xạ 

trị, hoá trị, liệu pháp gene, liệu pháp hormone, liệu pháp miễn dịch, ghép tế bào 

gốc ngoại vi,… [1]. Trong số các phương pháp trên, hóa trị là một phương pháp 

điều trị ung thư dễ tiếp cận do giá thành rẻ và dễ thực hiện [6]. Đây là phương 

pháp sử dụng các loại thuốc có tác dụng gây độc tế bào ung thư như: 

Doxorubicin, Cisplatin, Paclitaxel, Trabectedin,…. Cơ chế tác động đến tế bào 

ung thư của các loại thuốc này chủ yếu dựa trên sự alkyl hoá, ức chế phân tử 

sinh học như enzyme topoisomerase, quá trình hình thành tubulin, phá vỡ cấu 

trúc phân tử như DNA, protein, ức chế các con đường dẫn truyền tín hiệu hoặc 

gây ngừng chu kỳ tế bào dẫn đến apoptosis [7]. Ưu điểm của hoá trị là khả năng 

gây độc tế mạnh nhưng tính sinh khả dụng kém, thiếu tính đặc hiệu là nhược 

điểm lớn nhất của phương pháp này. Thuốc hoá trị có xu hướng tấn công tế bào 

lành tính có tốc độ phân chia nhanh tương tự tế bào ung thư như:: tế bào da, 

nang lông, tế bào máu, dạ dày, ruột, niêm mạc miệng,…[8]. Đây chính là 

nguyên nhân gây nên các tác dụng phụ nghiêm trọng ảnh hưởng đến người bệnh 

như: rụng tóc, thiếu máu, loét miệng, buồn nôn, tiêu chảy…[9] 

Một trong những nguyên nhân khiến việc điều trị bằng thuốc thất bại là các 

tế bào khối u phát triển khả năng đề kháng đối với thuốc chống ung thư hay 

còn gọi là hiện tượng kháng đa thuốc ở khối u (MDR). MDR ở khối u có thể 
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được hình thành thông qua nhiều cơ chế khác nhau, bao gồm: đột biến 

oncogene, những biến đổi trong vi môi trường khối u, biến đổi điều hoà chu kỳ 

tế bào, tính không đồng nhất của khối u, đột biến tại vị trí đích tác dụng của 

thuốc, ngăn cản kích hoạt apoptosis hoặc thay đổi mức độ biểu hiện gen (Hình 

1.2) [10,11]. Để khắc phục những hạn chế về tính đặc hiệu của hoá trị truyền 

thống, việc phát triển các chiến lược hướng đích là vô cùng quan trọng để tối 

ưu hoá khả năng phân phối thuốc tới khối u mục tiêu, nâng cao hiệu quả điều 

trị, đồng thời hạn chế sự tích tụ và giảm độc tính của thuốc tại các mô lành tính. 

Trong bối cảnh đó, y học nano - một lĩnh vực giao thoa giữa y sinh học, công 

nghệ nano và vật liệu sinh học đã nổi lên như một hướng tiếp cận đầy hứa hẹn 

nhằm khắc phục những hạn chế nêu trên. Trong đó, các hạt nano kim loại được 

xem là một bước tiến quan trọng hướng tới việc phát triển các chiến lược điều 

trị ung thư hiệu quả hơn.  

 

Hình 1.2. Các cơ chế kháng thuốc của tế bào ung thư [11] 

1.2. Tổng quan về vật liệu nano oxit kẽm trong điều trị ung thư 

1.2.1. Giới thiệu về hạt nano oxit kẽm 

Trong nhiều thập kỷ qua, các hạt nano kim loại đã nhận được sự quan tâm 

đáng kể từ cộng đồng khoa học và ngày càng được khai thác mạnh mẽ trong 

các nghiên cứu liên quan đến điều trị ung thư. Ứng dụng của các hạt nano kim 

loại xuất phát từ những đặc tính hóa lý độc đáo của chúng, bao gồm khả năng 

kiểm soát chính xác hình dạng, kích thước, điện tích hay hiện tượng cộng hưởng 

plasmon bề mặt… [12]. Các hạt nano kim loại có thể được tổng hợp với nhiều 
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hình dạng và kích thước khác nhau thông qua các phương pháp vật lý, hóa học 

hoặc sinh học. Đặc biệt, tỷ lệ diện tích bề mặt trên thể tích cao cho phép các hạt 

nano kim loại được biến tính bề mặt với nhiều nhóm chức, phân tử có hoạt tính 

sinh học khác nhau nhằm đáp ứng với các kích thích trong và ngoài tế bào, từ 

đó tăng hiệu quả điều trị ung thư [13]. Vật liệu nano kim loại được phân loại 

bao gồm các dạng kim loại nguyên chất (bạc, vàng, đồng) và dạng oxit kim loại 

(TiO2, silicate, ZnO và Fe3O4) [14]. Các vật liệu này đã được ghi nhận trong 

nhiều nghiên cứu trước đây về tiềm năng ứng dụng rộng rãi trong lĩnh vực dược 

phẩm và y sinh học (Hình 1.3). 

 

Hình 1.3. Các ứng dụng y sinh học đa dạng của hạt nano kim loại [14] 

Trong số các hạt nano kim loại, hạt nano oxit kẽm (ZnO NPs) là một trong 

những ứng cử viên được khai thác nhiều nhất nhờ các đặc tính ưu việt như khả 

năng tương thích sinh học cao, quy trình tổng hợp đơn giản và gây độc tính tế 

bào chọn lọc. ZnO NPs là các hạt có kích thước từ 10-100 nm và có thể được 

tổng hợp bằng nhiều phương pháp khác nhau. Với thiết kế và kích thước phù 

hợp, ZnO NPs có thể dễ dàng di chuyển đến vị trí khối u thông qua hệ tuần 

hoàn và xâm nhập vào tế bào nhờ hiệu ứng EPR, kết quả làm tăng sự tích lũy 

ZnO NPs tại mô ung thư đồng thời tăng cường hiệu quả tiêu diệt khối u [15].  

Về tính chất, kẽm là một kim loại chuyển tiếp có màu xám bạc, tồn tại ở 

trạng thái oxy hóa +2 và có năm đồng vị bền. Dạng khối của ZnO đã được Cục 

Quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) công nhận là vật liệu an 

toàn và có thể dễ dàng bị phân huỷ sinh học hoặc tham gia vào chu trình chuyển 
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hoá dinh dưỡng của cơ thể [16]. Kẽm đóng vai trò quan trọng trong điều hoà 

các hoạt động tế bào như sao chép, sửa chữa DNA, điều hoà chu kỳ tế bào và 

duy trì cân bằng nội môi của cơ thể [17,18]. Sự mất cân bằng nồng độ kẽm 

(nồng độ ion Zn2+ tự do nội bào > 100 nM) có thể dẫn đến rối loạn nghiêm 

trọng đối với nhiều quá trình sinh học. Ngoài ra, sự thiếu hụt nồng độ kẽm có 

thể dẫn đến rối loạn cân bằng nội môi tế bào, gây tổn thương DNA và tăng 

nguy cơ ung thư. Ngược lại, khi lượng kẽm nội bào vượt quá khả năng điều hoà 

nội môi kẽm của cơ thể, nó sẽ phá vỡ hệ thống vận chuyển kẽm qua màng tế 

bào, dẫn đến tăng tích lũy kẽm nội bào, từ đó kích hoạt apoptosis và gây chết 

tế bào [19]. Dựa vào những phát hiện về tác động gây hại của hàm lượng kẽm 

dư thừa, các hạt nano ZnO đã được thiết kế nhằm khai thác cơ chế này để tiêu 

diệt tế bào ung thư. 

1.2.2. Ứng dụng tiêu diệt tế bào ung thư của hạt nano oxit kẽm 

Tiềm năng chống ung thư của ZnO NPs đã được báo cáo trong nhiều nghiên 

cứu trước đây [20–22]. Khả năng gây độc tế bào của ZnO NPs dựa trên 3 cơ 

chế chính: Sự hoà tan kẽm nội bào làm mất cân bằng hoạt tính protein phụ 

thuộc kẽm, sản sinh ROS gây stress oxy hoá và phá huỷ DNA dẫn đến 

apoptosis. Nhiều nghiên cứu đã cho thấy ZnO NPs có xu hướng hoà tan và giải 

phóng ion Zn2+ mạnh hơn trong môi trường có pH thấp của tế bào ung thư (pH 

5.5) so với môi trường ngoại bào (pH 7.4) [23–25]. Môi trường pH càng thấp, 

tốc độ hoà tan và giải phóng ion kẽm từ ZnO NPs càng mạnh. Như minh hoạ 

trong hình 1.4, ZnO NPs có thể xâm nhập tế bào một cách trực tiếp hoặc thông 

qua các túi nội bào như endosome. Ở giai đoạn sớm, endosome có pH khoảng 

6.3 tạo điều kiện thuận lợi cho quá trình bắt đầu giải phóng ion Zn2+. Khi 

endosome trưởng thành đến giai đoạn muộn, pH tiếp tục giảm xuống 5.5 và đạt 

tới 4.7 sau khi hợp nhất với lysosome. Ở giai đoạn này, ZnO NPs bị hòa tan 

nhanh chóng dẫn đến sự giải phóng ồ ạt ion Zn2+ vào bào tương khi màng 

lysosome bị phá vỡ [19]. Tóm lại, môi trường pH thấp là yếu tố then chốt trong 

ứng dụng điều trị ung thư của ZnO NPs. 
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Hình 1.4. Cơ chế chống ung thư của hạt nano ZnO [19] 

1.2.2.1. Tiêu diệt tế bào ung thư dựa trên ROS 

Sự giải phóng đột ngột của ion Zn2+ trong môi trường axit làm tăng nhanh 

hàm lượng kẽm nội bào, dẫn đến rối loạn hoạt tính của các protein phụ thuộc 

vào kẽm. Hệ quả là nhiều quá trình thiết yếu cho sự sống còn của tế bào ung 

thư bị ảnh hưởng, từ đó kích hoạt apoptosis [15,26]. Sự gia tăng ion Zn2+ nội 

bào cũng kéo theo quá trình sản sinh các gốc oxy và nitơ tự do (RONS) gây 

stress oxy hóa tổn thương tế bào [27]. Các hạt nano kim loại sản sinh ROS 

thông qua 2 cơ chế chính: (1) Phản ứng viêm do tế bào được kích hoạt nhằm 

đáp ứng với sự hiện diện của hạt nano, từ đó dẫn đến tăng sinh ROS. (2) Sự 

tích tụ electron trên bề mặt ZnO NPs xảy ra do tính chất bán dẫn cho phép 

chúng hoạt động như một hệ thống phản ứng oxy hóa-khử với các phân tử sinh 

học, trực tiếp tạo ra ROS trong điều kiện nội bào. Ngoài ra, ZnO NPs còn có 

thể kích hoạt quá trình sinh ROS thông qua cơ chế quang xúc tác dưới ánh sáng 

UV hoặc ánh sáng nhìn thấy, giúp tăng cường hiệu quả điều trị trong các liệu 

pháp kết hợp như liệu pháp quang động. [28,29]. Gốc oxy tự do (ROS) được 

biết đến là các gốc oxy hoá mạnh có nguồn gốc từ oxy đóng vai trò là tác nhân 

gây độc tế bào trong liệu pháp ung thư. ROS bao gồm các gốc tự do hoạt động 

mạnh như gốc hydroxyl (•OH), superoxide (O2•
−) và phân tử không phải gốc 

tự do như hydrogen peroxit (H2O2), và singlet oxygen (1O2) [30]. Trong điều 

kiện sinh lý bình thường, ROS đóng vai trò như một phân tử tín hiệu sinh học, 

tham gia điều hòa quá trình truyền tín hiệu và cân bằng nội môi tế bào. Tuy 
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nhiên, khi ROS tích tụ quá mức làm phá vỡ sự cân bằng giữa các chất oxy hóa 

và hệ thống chống oxy hóa nội bào sẽ dẫn đến hiện tượng stress oxy hóa gây 

chết tế bào. Các phân tử ROS hoạt động mạnh có thể tấn công trực tiếp vào 

màng tế bào, ty thể, protein, và DNA của tế bào ung thư, gây ra rối loạn chức 

năng, đứt gãy chuỗi ADN, biến tính enzyme và dẫn đến chết tế bào apoptosis 

hoặc chết hoại tử [31,32]. 

1.2.2.2. Tiêu diệt tế bào ung thư dựa trên RNS 

Bên cạnh ROS, ZnO NPs còn được báo cáo về khả năng tạo ra các gốc nitơ 

tự do (RNS) như NO và ion peroxynitrite ONOO− nhờ hoạt tính xúc tác sinh 

học tương tự enzyme. Nghiên cứu của Yang và cộng sự (2020) [33] cho thấy 

ZnO NPs có thể mô phỏng chức năng của các enzyme như glutathione 

peroxidase và glycosidase trong cơ thể, từ đó xúc tác quá trình phân hủy các 

chất cho NO, bao gồm cả các hợp chất nội sinh như S-nitrosoglutathione 

(GSNO) và ngoại sinh như β-gal-NONOate. Quá trình này giải phóng NO - 

một gốc nitơ tự do có khả năng phản ứng mạnh với các loại ROS như 

superoxide (O2•
−) và H2O2 để tạo thành ONOO− một chất oxy hóa cực mạnh có 

thể phá hủy cấu trúc phân tử quan trọng trong tế bào ung thư [34,35]. Tác động 

sinh học của NO phụ thuộc mạnh vào nồng độ. Ở nồng độ thấp (100-500 nM), 

NO thúc đẩy sự tăng sinh và phát triển của tế bào; trong khi ở nồng độ cao (> 

1 μM), NO gây cảm ứng apoptosis tế bào thông qua các cơ chế như hoạt hóa 

p53, giải phóng cytochrome c và hình thành peroxynitrite trong điều kiện stress 

oxy hoá [36]. Tuy nhiên, liệu pháp điều trị bằng NO vẫn đối mặt với các thách 

thức lớn như thời gian bán hủy ngắn (< 5 giây) và khả năng khuếch tán hạn chế 

(20-160 μm) trong khối u. Điều này đã thúc đẩy sự phát triển của các chất cho 

NO và các hệ dẫn truyền dựa trên công nghệ nano nhằm đạt được sự giải phóng 

NO có kiểm soát và tại vị trí chính xác. 

S-nitrosoglutathione được biết đến là một chất cho NO nội sinh được hình 

thành trong quá trình chuyển hóa NO trong cơ thể và nồng độ trong huyết tương 

người dao động khoảng 0,015-10 μM. GSNO có thể giải phóng NO khi chịu 

các tác động như nhiệt, ánh sáng, thiol, chất oxy hóa khử hoặc enzyme. Khi có 

mặt GSH và ZnO NPs, GSNO cho thấy sự gia tăng trong tốc độ phân huỷ và 

giải phóng NO [33,37]. Ngoài ra, hàm lượng lớn NO sản sinh có thể phản ứng 

với glutathione để tái tạo GSNO [38,39]. Glutathione (GSH) là phân tử chống 

oxy hoá được tìm thấy chủ yếu trong bào tương với nồng độ dao động từ 1-10 
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mM, cao hơn khoảng 1000 lần so với nồng độ GSH ngoại bào (2-10 μM). Phần 

lớn các tế bào có nồng độ GSH khoảng 1-2 mM. Tuy nhiên, trong tế bào gan 

(nơi sản xuất GSH) và tế bào ung thư, GSH có thể đạt nồng độ lên đến 10 mM 

hoặc thậm chí cao gấp 10 lần đối với các khối u kháng thuốc [40–43]. Mức độ 

GSH tăng cao trong tế bào ung thư góp phần vào khả năng kháng hoá trị bằng 

cách hoạt động như một chất chống oxy hóa mạnh, đồng thời cho phép loại bỏ 

độc tố từ thuốc thông qua hoạt động của các enzyme như glutathione S-

transferase [44,45]. Rất nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự suy giảm GSH nội 

bào khiến tế bào ung thư trở nên dễ bị tổn thương trước stress oxy hoá và nhạy 

cảm với các tác nhân điều trị [46–48]. Vì thế, chiến lược dựa trên phản ứng 

giữa NO và GSH hứa hẹn trở thành một hướng tiếp cận đầy tiềm năng, giúp 

tiêu thụ GSH, làm suy yếu hệ thống phòng vệ chống oxy hoá của tế bào ung 

thư và tăng hiệu quả gây độc của hệ thống RONS. 

 

1.3. Tổng quan về axit tannic 

Cấu trúc catechol được biết đến là một loại phân tử bám dính ứng dụng 

trong phủ bề mặt vật liệu đang nhận được nhiều sự quan tâm trên toàn thế giới 

[49,50]. Cấu trúc catechol trong tự nhiên phần lớn các hợp chất phenolic có 

nguồn gốc từ thực vật. Ví dụ một dẫn xuất của pyrogallol có nguồn gốc từ thực 

vật là axit tannic (TA) cũng được sử dụng để phủ lên bề mặt của vật liệu. Cấu 

trúc phân tử của TA tương tự như một dendrimer với hai thế hệ (G0, G1) (Hình 

1.5A). Năm phân tử axit gallic (G0) liên kết với một phân tử glucose nằm ở 

trung tâm, và các phân tử axit gallic khác (G1) được gắn nối tiếp vào từng phân 

tử axit gallic (G0) thông qua liên kết ester. Do sự hình thành liên kết ester này, 

các nhóm gallol bên trong thể hiện tính năng tương tự catechol, trong khi năm 

nhóm bên ngoài giữ nguyên đặc tính gallol [51]. Thông qua quá trình oxy hoá 

trong môi trường kiềm, các gallol bên trong có thể chuyển hoá thành quinone 

và bám lên bề mặt vật liệu giống polydopamine [52]. Ngoài ra, TA chứa nhóm 

gallol có khả năng tạo phức với ion Zn2+ trong môi trường kiềm và tham gia 

phản ứng oxy hoá khử điều chế hạt nano ZnO. Trong phản ứng này, TA vừa 

đóng vai trò là chất khử, vừa là tác nhân ổn định các hạt nano kim loại nhằm 

tránh hiện tượng kết tụ [53–55] (Hình 1.5B). 
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Hình 1.5. Cấu trúc axit tannic (A) và cơ chế khử ion Zn2+ của axit tannic 

tạo thành hạt nano ZnO (B) 

Trong điều trị ung thư, TA được phát hiện có hoạt tính gây độc tế bào chống 

lại một số khối u ác tính như ung thư gan, phổi, vú, buồng trứng và đại trực 

tràng [56]. TA thể hiện khả năng tăng cường hiệu quả điều trị ung thư thông 

qua việc ức chế các con đường tín hiệu liên quan đến tăng sinh tế bào (Hình 

1.6A) và tăng biểu hiện các gen liên quan đến ngừng chu kỳ tế bào và giết chết 

tế bào ung thư (Hình 1.6B). Cụ thể, TA điều hòa hoạt động của nhiều con 

đường tín hiệu quan trọng như VEGF/VEGFR, RAS/RAF/mTOR, JAK/STAT, 

TGF-β1/TGF-β1R và CXCL12/CXCR4. Sự điều hòa này góp phần ngăn chặn 

quá trình tăng sinh tế bào bằng cách ức chế pha G1 của chu kỳ tế bào, ức chế 

tín hiệu hình thành mạch máu trong khối u, và tăng cường phosphoryl hóa p53, 

từ đó hoạt hóa quá trình apoptosis và tiêu diệt tế bào ung thư. Hoạt tính 

chống ung thư của TA, khi được kết hợp với các tác nhân trị liệu khác như hạt 

nano oxit kim loại, đã được chứng minh mang lại hiệu ứng hiệp đồng đáng kể, 

đặc biệt trong các trường hợp khối u kháng thuốc [57,58]. Bên cạnh đó, nhờ 

khả năng bám dính tốt lên bề mặt vật liệu, TA được đánh giá là một ứng viên 
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tiềm năng trong việc tạo lớp phủ chức năng trên bề mặt hạt nano, góp phần 

nâng cao hiệu quả trong các chiến lược điều trị ung thư kết hợp. 

 

Hình 1.6. Cơ chế kháng ung thư của axit tannic [59] 

1.4. Tổng quan về glucose oxidase 

Khác với tế bào bình thường, tế bào ung thư có nhu cầu sử dụng glucose 

và oxy cao hơn đáng kể nhằm đáp ứng năng lượng cho quá trình tăng sinh và 

di căn. Quá trình chuyển hoá glucose của khối u tuân theo “hiệu ứng Warburg” 

bằng cách sử dụng con đường đường phân kị khí ngay cả khi có mặt oxy để tạo 

ra năng lượng. Năng lượng tạo ra theo con đường này có tốc độ nhanh hơn so 

với đường phân thông thường. Do đó, liệu pháp bỏ đói tế bào ung thư đã nổi 

lên như một chiến lược hiệu quả bằng cách cắt nguồn cung glucose thiết yếu 

cho sự sống và phát triển của tế bào. Thay vì trực tiếp tiêu diệt tế bào ung thư, 

phương pháp này nhắm vào các con đường chuyển hóa quan trọng như đường, 

acid amin, lipid - những yếu tố mà tế bào ung thư đặc biệt phụ thuộc [60] 
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Glucose oxidase (GOx) là một enzyme oxy hóa-khử tự nhiên có nguồn gốc 

từ Aspergillus niger được sử dụng phổ biến như một tác nhân điều trị trong liệu 

pháp bỏ đói. Bằng cách gắn GOx lên bề mặt hạt nano và vận chuyển đến tế bào 

ung thư, nó sẽ tiêu thụ glucose nội bào một cách nhanh chóng thông quá phản 

ứng oxy hoá glucose trong điều kiện oxy tạo ra D-gluconic acid và H2O2 

[61,62]. Phản ứng này gây thiếu hụt năng lượng cho tế bào ung thư đồng thời 

tăng nồng độ H2O2 nội sinh và gây chết tế bào qua cơ chế stress oxy hóa (Hình 

1.7). GOX hoạt động trong khoảng pH khá rộng từ 4-7, với giá trị pH tối ưu là 

5.5 [63,64]. Do đó, môi trường pH axit đặc trưng của khối u tạo điều kiện thuận 

lợi cho hoạt tính xúc tác của GOX. Tuy nhiên, phản ứng chuyển hoá glucose 

bởi GOx sẽ làm tiêu hao oxy và tăng tình trạng thiếu oxy trong tế bào, đặc biệt 

là ở các khối u rắn vốn đã thiếu oxy từ trước [65]. Các tế bào trong điều kiện 

thiếu oxy và dưỡng chất sẽ kích hoạt cơ chế tự thực bào nhằm bảo vệ tế bào 

khỏi tình trạng thiếu năng lượng. Qua thời gian, các tế bào này trở nên thích 

nghi với sự thay đổi của môi trường và kháng lại các liệu pháp điều trị. Giải 

pháp tối ưu trong trường hợp này là kết hợp liệu pháp bỏ đói với liệu pháp khác 

như hệ thống phân phối nano giúp nâng cao tính hướng đích cũng như kích hoạt 

enzyme tại vị trí đặc hiệu [66]. Nhiều nghiên cứu trước đây đã thực hiện biến 

tính GOx lên các hệ nano như nano oxit sắt từ, silica xốp hay nano polymer để 

phối hợp 2 liệu pháp điều trị bỏ đói và RONS [67–69]. Tuy nhiên, việc tích hợp 

GOx với ZnO NPs có khả năng tạo RONS nội sinh trong cùng một hệ thống 

vẫn chưa được khai thác triệt để. 
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Hình 1.7. Liệu pháp bỏ đói tế bào trong điều trị ung thư dựa trên GOx [66] 

1.5. Tình hình nghiên cứu 

1.5.1. Tình hình nghiên cứu trong nước 

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

thuốc điều trị ung thư, bao gồm hạt kích thước nano, dendrimer, micelle, 

liposome,... như nghiên cứu từ các nhóm của PGS.TS. Hà Phương Thư, PGS. 

TS. Trần Ngọc Quyển, PGS. TS. Nguyễn Đại Hải và GS. TS. Nguyễn Cửu 

Khoa. Nhóm nghiên cứu PGS.TS. Nguyễn Đại Hải và PGS. TS. Trần Ngọc 

Quyển thuộc Viện Công nghệ tiên tiến đã phát triển hệ hạt nano từ tính Fe3O4 

được biến tính bề mặt bằng chitosan gắn với mPEG (Fe3O4@CTS-mPEG) để 

mang thuốc paclitaxel (PTX) (Hình 1.8). Kết quả cho thấy thuốc PTX không 

tan trong nước đã được nang hoá thành công vào hệ nano Fe3O4@CTS-mPEG 

và giải phóng trong vòng 96 giờ. Tương tự như nghiên cứu của PGS.TS. Hà 

Phương Thư, hệ Fe3O4@CTS-mPEG cũng thể hiện tiềm năng ứng dụng trong 

liệu pháp nhiệt trị ung thư ở nhiệt độ 42-45 °C. Những kết quả này chứng minh 

hệ nano Fe3O4@CTS-mPEG là một hệ dẫn truyền từ tính ổn định, có khả năng 

điều trị kép thông qua nhiệt trị và hoá trị, hứa hẹn ứng dụng trong điều trị ung 
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thư [70]. Nhóm tác giả này sau đó cũng phát triển thêm các hệ dẫn thuốc khác 

dựa trên vật liệu silica xốp hoặc dendrimer biến tính bề mặt với PEG, không 

những giúp cải thiện khả năng hòa tan thuốc mà còn tăng khả năng tương thích 

sinh học của hệ thống dẫn tryền thuốc so với thuốc ung thư tự do [71–74].  

 

Hình 1.8. Hệ nano Fe3O4@CTS-mPEG ứng dụng mang thuốc paclitaxel [70] 

Gần đây, nhóm nghiên cứu của Lê Thị Phương và cộng sự (2025) [75] đã 

sử dụng phương pháp khử ion Ag+ thành hạt nano bạc bởi dopamine liên hợp 

polymer axit hyaluronic, đồng thời mang Doxorubicin để tăng hiệu quả điều trị 

ung thư hiệp đồng (Hình 1.9). Hệ nano này có khả năng hướng đích chủ động 

nhờ tương tác đặc hiệu giữa vỏ HA và thụ thể CD44 biểu hiện quá mức trên bề 

mặt tế bào, đồng thời giải phóng thuốc tại chỗ trong môi trường pH thấp của 

khối u. AgNPs@HA/DOX đã cho thấy hiệu quả chống khối u vượt trội trong 

các thí nghiệm in vitro, in vivo và độ tương thích sinh học cao đối với tế bào 

bình thường.  
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Hình 1.9. Hệ nano bạc biến tính bề mặt với HA mang thuốc doxorubicin [75] 

Tóm lại, phần lớn các nghiên cứu trong nước hiện nay về nano kim loại 

chủ yếu là các hệ nano mang thuốc hoá trị được biến tính bề mặt với các phân 

tử khác nhau để tăng khả năng điều trị và hướng đích tế bào ung thư. Đến thời 

điểm hiện tại, tại Việt Nam, chưa ghi nhận được nghiên cứu cũng như bài báo 

liên quan đến khả năng tiêu diệt tế bào ung thư kết hợp dựa trên phương pháp 

gốc tự do sản sinh bởi nano oxit kẽm và liệu pháp bỏ đói bởi GOx. Tuy nhiên, 

tính đến hiện tại chưa ghi nhận bất kỳ nghiên cứu cũng như bài báo  liên quan 

đến việc phát triển các hệ nano oxit kim loại như ZnO NPs tạo ra các gốc tự do 

RONS kết hợp với liệu pháp bỏ đói dựa trên GOx.  Do đó, đây là sẽ hướng 

nghiên cứu mới ở Việt Nam. 

1.5.2. Tình hình nghiên cứu ngoài nước 

Nhiều công trình nghiên cứu trên thế giới đã tập trung vào việc kết hợp 

các tác dụng hiệp đồng của liệu pháp bỏ đói và RONS để phát triển các hệ vật 

liệu nano tiên tiến cho hiệu quả cao trong điều trị ung thư.  

Năm 2019, Zhang và các cộng sự tại Đại học Shandong (Trung Quốc) 

cũng sử dụng kết hợp 3 liệu pháp bỏ đói, nhiệt và khí để tăng cường hiệu quả 

điều trị ung thư [76]. Trong hệ thống này, polydopamine (PDA) được gắn lên 

các hạt nano oxit sắt từ, đóng vai trò là vật liệu truyền quang nhiệt chuyển đổi 

bức xạ hồng ngoại gần (NIR) thành nhiệt (Hình 1.10). Sau đó, GOx được liên 

kết cộng hóa trị với bề mặt hạt nano có thể tiêu thụ một cách cạnh tranh glucose 

tạo ra H2O2 và có thể được chuyển đổi bởi các nano oxit sắt thành gốc tự do 

•OH độc hại hơn, gây ra quá trình chết rụng của tế bào ung thư. Bằng cách này, 
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họ đã tạo ra một hệ thống điều trị kép quang nhiệt và ROS để tăng hiệu quả 

điều trị chính xác đối với bệnh ung thư: 

 

Hình 1.10. Cơ chế tiêu diệt tế bào ung thư của hệ nano oxit sắt từ biến 

tính với GOx và polydopamine [76] 

Năm 2020, Cao và các cộng sự [35] đã thiết kế hệ nano PCL-b-PArg mang 

chất cho •NO có khả năng tự lắp ráp (Hình 1.11). Vật liệu này được bao bọc 

lớp polymer PEG-b-PDMA ưa nước mang điện tích âm và nhạy pH. Trong hệ 

thống này, L-Arg, một chất sinh •NO phân tử nhỏ, đã được polymer hóa để tạo 

thành poly(L-arginine) (PArg) để cải thiện độ ổn định của quá trình bảo quản 

và kiểm soát sự giải phóng •NO. β-lapa, một loại thuốc có tính chọn lọc cao đối 

với các tế bào khối u có thể được xúc tác bởi nicotinamide adenine dinucleotide 

(NAD(P)H), được nạp vào các hạt nano để tạo ra một lượng lớn H2O2. Sau đó, 

H2O2 được tạo ra tiếp tục được xúc tác bởi ferrocene (Fc) để tạo thành •OH 

thông qua phản ứng Fenton. Tóm lại, chiến lược này dựa trên chu trình Haber-

Weiss, dự kiến sẽ tạo ra H2O2 cục bộ từ β-lapa cho quá trình oxy hóa xúc tác 

Fc tiếp theo của các nhóm guanidine để tạo ra ONOO−, chất có hoạt tính chống 

khối u mạnh hơn so với ROS thông thường. Phương pháp này cho kết quả điều 

trị hiệp đồng với khí ONOO− và •NO. 
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Hình 1.11. Cơ chế tiêu diệt tế bào ung thư của hệ nano PCL-b-PArg 

mang chất cho •NO [35] 

Nghiên cứu khác gần đây của Zichuang Xu và cộng sự (2024) [77] đã 

chứng minh hiệu quả xúc tác của hạt nano ZnO trong cấu trúc khung cơ kim 

Cu-MOF trong phản ứng phân huỷ GSNO trong tế bào ung thư tạo ra •NO 

(Hình 1.12). Trong nghiên cứu này, xúc tác nano cấu trúc lõi/vỏ đã được tạo ra 

bằng cách phủ nano ZnO lên vật liệu khung cơ kim Cu-MOF có hình dạng khối 

bát diện và nguỵ trang bề mặt bằng màng tế bào khối u. Sự hiện diện của ZnO 

đóng vai trò xúc tác quá trình tạo ra •NO bền vững và liên tục từ nguồn GSNO 

nội sinh trong khối u mà không cần bổ sung •NO ngoại sinh. Đồng thời các ion 

đồng có thể xúc tác phản ứng oxy hoá-khử giữa glutathione và H2O2, tạo ra gốc 

•OH và làm cạn kiệt glutathione – một phân tử gây kháng thuốc phổ biến ở tế 

bào ung thư. Ngoài ra, nhóm tác giả đã chứng minh việc giải phóng đồng thời 

•NO và ROS dẫn đến sự hình thành của peroxynitrit (ONOO−). 
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Hình 1.12. Cơ chế tiêu diệt tế bào ung thư của hệ hạt nano ZnO trong cấu 

trúc khung cơ kim Cu-MOF [77] 

Những nghiên cứu trên đã củng cố tính khả thi của việc tổng hợp vật liệu 

nano oxit kẽm biến tính bề mặt với axit tannic và glucose oxidase cùng tiềm 

năng ứng dụng của vật liệu trong điều trị ung thư thông qua liệu pháp kết hợp 

giữa gốc tự do RONS và bỏ đói tế bào. 

 

 

 

 

 

 



21 

CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

Đối tượng nghiên cứu: Vật liệu nano ZnO biến tính bề mặt với axit tannic 

và glucose oxidase 

Phạm vi nghiên cứu: Đề tài được thực hiện trong phạm vi phòng thí 

nghiệm. Vật liệu được tổng hợp bằng phương pháp kết tủa trong môi trường 

kiềm, kết hợp với quá trình phân hủy nhiệt để tạo thành ZnO. Tiếp theo, axit 

tannic được phủ lên hạt nano để tăng độ ổn định hệ, đồng thời làm cầu nối giúp 

cố định enzyme glucose oxidase trên bề mặt hạt. Đặc tính hoá-lý và hình thái 

của hệ nano được xác định bằng các kỹ thuật như UV-Vis, DLS, TEM, SEM, 

FTIR, XRD. Khảo sát khả năng gây độc tế bào thông qua các thí nghiệm in 

vitro và in vivo.  

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Hoá chất, dụng cụ và thiết bị 

2.2.1.1. Hoá chất 

Kẽm nitrat ngậm nước (Zn(NO3)2·6H2O); axit tannic (TA); enzyme 

glucose oxidase (nguồn gốc từ Aspergillus niger, type VII, ≥ 100.000 đơn vị/g 

chất rắn); hydrogen peroxide (H2O2, nồng độ 30%); thuốc thử Griess mua từ 

hãng Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Hoa Kỳ); kháng sinh Penicillin–

streptomycin (P/S); môi trường Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

và dung dịch đệm phosphate Dulbecco (DPBS) mua từ hãng Gibco BRL 

(Grand Island, NY, Hoa Kỳ). Bộ kit đánh giá khả năng sống tế bào EZ-Cytox 

(thuốc thử WST-1) được mua từ hãng ITSBIO (Seoul, Hàn Quốc). Bộ kit 

nhuộm sống/chết để đánh giá khả năng sống và độc tính tế bào được cung cấp 

bởi Invitrogen (California, Hoa Kỳ). Các hóa chất và dung môi khác được sử 

dụng trực tiếp mà không qua tinh chế thêm. 

2.2.1.2. Dụng cụ và thiết bị 

Các dụng cụ sử dụng trong đề tài bao gồm: micropipette, đầu tip, bình cầu, 

cốc thủy tinh, ống đong, thìa sắt, giấy cân, con từ, nhiệt kế. 

Các thiết bị sử dụng trong đề tài bao gồm:  

- Cân phân tích 5 số, máy khuấy từ gia nhiệt, máy li tâm, tủ sấy, máy đông 

khô được cung cấp bởi Phòng Công nghệ Hoạt chất Tự nhiên tại Viện Công 

nghệ Tiên tiến. 
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- Máy đo quang phổ UV-Vis; máy quang phổ hồng ngoại biến đổi Fourier; 

máy đo quang phổ vi đĩa; máy phân tích kích thước hạt bằng tán xạ ánh sáng 

động được cung cấp bởi phòng phân tích hóa lý tại Viện Công nghệ Tiên tiến. 

- Ngoài ra, một số thiết bị khác được sử dụng trong đề tài bao gồm: kính 

hiển vi điện tử quét SEM, kính hiển vi điện tử truyền qua TEM, máy quang phổ 

nhiễu xạ tia X XRD, máy quang phổ hấp thụ nguyên tử AAS, kính hiển vi 

huỳnh quang. 

2.2.2. Tổng hợp ZnO-TA@GOx NPs 

Hạt nano oxit kẽm được tổng hợp bằng cách sử dụng đệm Tris làm tác nhân 

kết tủa và axit tannic làm chất ổn định bề mặt. Cụ thể, 6 g Zn(NO3)2·6H2O được 

hòa tan trong 50 mL đệm Tris 0.3 M (pH 8.5) và khuấy ở 70 °C trong 30 phút. 

Sau khi hệ đạt đến nhiệt độ ổn định, 50 mL dung dịch TA với các nồng độ 2, 4 

và 6 mg/mL được nhỏ giọt vào dung dịch kẽm và tiếp tục phản ứng trong 6 giờ. 

Sau đó, hỗn hợp phản ứng được làm nguội về nhiệt độ phòng, ly tâm ở 10.000 

vòng/phút trong 5 phút và rửa 3 lần bằng nước cất nhằm loại bỏ hoàn toàn các 

tác nhân chưa phản ứng. Cuối cùng, các hạt nano được sấy trong tủ sấy chân 

không ở 90 °C qua đêm để thu được ZnO-TA NPs dạng bột màu vàng nâu. 

Để liên kết GOx lên bề mặt ZnO-TA, 40 mg ZnO-TA được phân tán trong 

20 mL đệm Tris (pH 8.5). Sau đó, GOx được bổ sung vào hệ để đạt nồng độ 

cuối lần lượt là 0,5; 1; và 2 mg/mL. Hỗn hợp phản ứng được khuấy ở nhiệt độ 

phòng trong 24 giờ, sau đó được ly tâm ở 10.000 vòng/phút trong 5 phút để loại 

bỏ đệm Tris. Các hạt nano ZnO-TA@GOx thu được tiếp tục được rửa ba lần 

bằng DIW nhằm loại bỏ GOx tự do, sau đó đông khô và bảo quản ở 4 °C cho 

đến khi sử dụng. 

2.2.3. Đánh giá đặc tính hoá lý của hệ nano 

Phương pháp phổ UV-Vis được sử dụng để xác định mức độ liên hợp của 

TA trên bề mặt ZnO NPs. Hàm lượng TA được tính toán dựa trên đường chuẩn 

được xây dựng từ dãy nồng độ đã biết (4-20 ppm) tại bước sóng 275 nm. Sự 

liên hợp enzyme GOx được đánh giá bằng bộ dụng cụ Micro BCA protein kit 

(Thermo Scientific Pierce, Rockford, IL, USA) theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Cụ thể, 100 μL ZnO-TA@GOx NPs (1 mg/mL) được trộn với 100 μL hỗn 

hợp thuốc thử trong đĩa 96 giếng. Hỗn hợp thuốc thử được chuẩn bị theo tỷ lệ 

thể tích A:B:C = 25:24:1. Phản ứng được ủ trong bóng tối ở 37 °C trong 2 giờ, 

sau đó độ hấp thụ tối đa được đo ở 562 nm bằng máy đọc vi đĩa. Ngoài ra, hàm 



23 

lượng GOx liên hợp được tính toán dựa trên đường chuẩn GOx, được xây dựng 

theo quy trình tương tự trong khoảng nồng độ 2-40 ppm. 

Cấu trúc hóa học của các hạt ZnO-TA và ZnO-TA-GOx được xác định 

bằng phổ FTIR. Kích thước và hình thái của các hạt nano được đánh giá thông 

qua các kỹ thuật TEM, SEM, và DLS. Cấu trúc tinh thể của vật liệu được phân 

tích bằng phổ XRD. Cuối cùng, điện tích bề mặt của hệ nano được xác định 

bằng phương pháp tán xạ ánh sáng điện di (ELS) sử dụng thiết bị phân tích thế 

zeta. 

2.2.4. Đánh giá khả năng tiêu thụ glucose và sản sinh H2O2 của hệ nano 

trong điều kiện in vitro 

Hoạt tính của enzyme GOx được khảo sát dựa trên khả năng xúc tác phản 

ứng oxy hóa glucose tạo thành axit gluconic và H2O2. Sự giải phóng H2O2 từ 

các hạt nano được định lượng bằng bộ kit định lượng peroxide (Thermo 

Scientific Pierce, Rockford, IL, USA). Quá trình định lượng H2O2 được thực 

hiện dựa trên phản ứng Fenton trong phép thử FOX có bổ sung sorbitol để tăng 

độ nhạy [78–80]. Trong phản ứng Fenton, peroxide oxy hóa ion Fe2+ thành Fe3+ 

trong môi trường axit sulfuric. Sau đó, Fe3+ liên kết với thuốc nhuộm xylenol 

orange, hình thành phức màu xanh tím có độ hấp thụ cực đại tại bước sóng 595 

nm. 

Quy trình được tiến hành như sau: Các hạt nano ZnO-TA@GOx ở các nồng 

độ khác nhau (250, 500 và 1000 ppm) được ủ với 1 mL dung dịch PBS, có hoặc 

không bổ sung glucose (4,5 mg/mL). Tại các thời điểm xác định trước, 10 μL 

dịch nổi được thu nhận và trộn với 100 μL hỗn hợp gồm thuốc thử A và B trong 

đĩa 96 giếng (tỷ lệ thể tích thuốc thử A:B = 1:100). Sau đó, phản ứng được ủ ở 

nhiệt độ phòng trong 15 phút trước khi đo độ hấp thụ tại bước sóng 595 nm 

bằng máy đọc vi đĩa. Lượng H2O2 giải phóng được tính toán dựa trên đường 

chuẩn được thiết lập từ dãy nồng độ H2O2 đã biết (0-50 μM). Bên cạnh đó, khả 

năng giải phóng H2O2 của các ZnO-TA NPs cũng được đánh giá như một mẫu 

đối chứng. Dung dịch glucose (4,5 mg/mL) được bổ sung lại vào phản ứng sau 

mỗi 24 giờ. Ảnh hưởng của nồng độ GOx cố định trên bề mặt đến khả năng 

giải phóng H2O2 cũng được đánh giá theo phương pháp tương tự, trong đó nồng 

độ ZnO-TA@GOx được cố định ở mức 1000 ppm. 

Khả năng tiêu thụ glucose của ZnO-TA@GOx NPs được đánh giá gián tiếp 

thông qua sự hình thành axit gluconic, phản ánh qua sự thay đổi pH của môi 



24 

trường phản ứng. Cụ thể, ZnO-TA@GOx ở nồng độ 200 μg/mL được ủ trong 

dung dịch PBS chứa các nồng độ glucose khác nhau (4,5 và 10 mg/mL). Hỗn 

hợp phản ứng được duy trì dưới điều kiện khuấy nhẹ ở 37 °C. Tại các thời điểm 

xác định trước, giá trị pH của dung dịch phản ứng được đo bằng máy đo pH. 

Các hạt nano ZnO-TA được sử dụng làm mẫu đối chứng. 

2.2.5. Đánh giá khả năng xúc tác tạo NO của ZnO-TA@GOx NPs trong in 

vitro 

Khả năng xúc tác phân hủy GSNO hình thành NO của ZnO NPs được đánh 

giá bằng thuốc thử Saville–Griess (Sigma) dựa trên những nghiên cứu trước 

đây [81,82]. Khi hòa tan thuốc thử Griess trong nước với nồng độ 40 mg/mL, 

dung dịch sẽ chứa phosphoric acid, 0,288% (w/v) sulfanilamide và 0,016% 

(w/v) naphthylethylene diaminedihydrochloride. Trong phản ứng phân huỷ 

GSNO, NO được chuyển hoá thành nitrite trong điều kiện có oxy. Nitrite sẽ 

phản ứng với sulfanilamide trong dung dịch Griess tạo muối diazoni, sau đó 

ghép cặp với N-(1-naphthyl)ethylenediamine tạo thành phức azo có màu tím. 

Hàm lượng NO giải phóng được xác định bằng cách đo độ hấp thụ phức hợp 

tại bước sóng 540 nm. 

Quy trình được tiến hành như sau: Các hạt nano ZnO-TA@GOx được phân 

tán trong dung dịch PBS ở các nồng độ từ 250 đến 1000 ppm, trong điều kiện 

có hoặc không bổ sung chất cho NO (GSNO 10 μM và GSH 10 μM). Hỗn hợp 

phản ứng được ủ ở 37 °C trong điều kiện tối và khuấy nhẹ. Tại các thời điểm 

xác định trước, 75 μL môi trường phản ứng được thu nhận và trộn với 75 μL 

dung dịch Griess (40 g/L). Sau 15 phút ủ ở nhiệt độ phòng, độ hấp thụ của dung 

dịch sau phản ứng được đo tại bước sóng 540 nm bằng máy đọc vi đĩa. Nồng 

độ NO được tạo thành từ hệ ZnO-TA@GOx được tính toán dựa trên đường 

chuẩn NaNO2 được chuẩn bị theo quy trình tương tự với dãy nồng độ 0-40 μM. 

Để đánh giá khả năng xúc tác phân hủy GSNO của GSH, thí nghiệm đối chứng 

không chứa hạt nano đã được tiến hành tương tự với dung dịch PBS chỉ chứa 

GSNO 100 μM và dung dịch PBS chứa GSNO (100 μM) và GSH (10 mM) 

nhằm khảo sát khả năng xúc tác phân hủy GSNO của GSH. Lưu ý rằng nguồn 

NO nội sinh GSNO và GSH được bổ sung lại mỗi 4 giờ kể từ thời điểm bắt đầu 

phản ứng. 



25 

2.2.6. Đánh giá độc tính tế bào của hệ nano trong in vitro 

Độc tính tế bào của các hạt nano ZnO-TA@GOx được đánh giá trên cả tế 

bào nguyên bào sợi da người (hDFBs) và tế bào ung thư vú (MCF-7) ở các 

nồng độ hạt nano khác nhau (100-500 ppm), dựa trên thử nghiệm WST-1 và 

phương pháp nhuộm sống/chết acridine orange/ethidium bromide (AO/EB).  

Nguyên tắc thử nghiệm WST-1 dựa trên phản ứng khử muối tetrazolium 

WST-1 thành formazan (màu cam) bởi enzyme dehydrogenase trong ty thể của 

tế bào sống. Khả năng sống của tế bào được đo bằng phương pháp quang phổ 

tại bước sóng 450 nm [83,84]. Cụ thể, tế bào hDFBs và MCF-7 được nuôi cấy 

trong đĩa 96 giếng với mật độ 104 tế bào/giếng trong 200 μL môi trường DMEM 

bổ sung 10% FBS và 1% P/S dưới điều kiện nuôi cấy tiêu chuẩn (37 °C, 5% 

CO2). Sau 24 giờ ủ, môi trường nuôi cấy được loại bỏ và các tế bào tiếp tục 

được ủ trong môi trường nuôi cấy chứa ZnO-TA hoặc ZnO-TA@GOx trong 24 

giờ tiếp theo. Môi trường nuôi cấy được bổ sung glucose (4,5 mg/mL) và các 

chất cho NO (GSNO 10 μM và GSH 10 μM). Các tế bào được xử lý bằng môi 

trường nuôi cấy thông thường được sử dụng làm mẫu đối chứng. Khả năng 

sống của tế bào được xác định bằng bộ kit WST-1 theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Sau khi xử lý, các tế bào được ủ với môi trường chứa 10% (v/v) thuốc thử 

WST-1 trong tủ ấm trong 30 phút, sau đó độ hấp thụ quang của dung dịch phản 

ứng được đo tại bước sóng 450 nm. Độc tính tế bào của các mẫu được biểu thị 

thông qua tỷ lệ phần trăm khả năng sống của tế bào, được tính theo công thức 

sau: 

% Sống sót tế bào = 
𝐴𝑚ẫ𝑢 −𝐴𝑡𝑟ắ𝑛𝑔

𝐴đố𝑖 𝑐ℎứ𝑛𝑔−𝐴𝑡𝑟ắ𝑛𝑔
× 100 

Trong đó, Amẫu và Ađối chứng lần lượt là độ hấp thụ quang học của các tế bào 

được xử lý với môi trường có hoặc không có vật liệu. Amẫu trắng đại diện cho độ 

hấp thụ quang học của môi trường DMEM nguyên chất. 

Hình thái và khả năng sống sót của tế bào cũng được đánh giá bằng bộ kit 

sống/chết, sử dụng thuốc nhuộm tế bào calcein-AM và ethidium homodimer-

1. Nhuộm sống/chết là phương pháp kết hợp các thuốc nhuộm huỳnh quang, 

trong đó một thuốc nhuộm đánh dấu tế bào sống (thường là màu xanh lá) và 

thuốc nhuộm khác đánh dấu tế bào chết (thường là màu đỏ). Calcein-AM là 

thuốc nhuộm polyanion có khả năng thấm qua màng, được các esterase trong 

tế bào sống cắt thành calcein phát huỳnh quang xanh lá trong bào tương. Trong 
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khi đó, EthD-1 không thể thấm qua màng, chỉ đi vào các tế bào có màng bị tổn 

thương và gắn với acid nucleic, tạo ra huỳnh quang đỏ trong tế bào chết. Việc 

xác định khả năng sống của tế bào dựa trên các đặc tính sinh hóa (hoạt tính 

esterase nội bào) và vật lý (tính toàn vẹn màng tế bào) [85]. Sau khi nhuộm, 

khả năng sống tế bào thể hiện qua màu huỳnh quang được quan sát bằng kính 

hiển vi huỳnh quang. Quy trình được tiến hành bằng cách ủ các tế bào sau khi 

xử lý với các mẫu với 100 μL dung dịch PBS chứa 2 μM calcein-AM (dẫn xuất 

acetomethoxy của calcein) và 4 μM ethidium homodimer-1 trong 15 phút. Sau 

đó, tế bào được quan sát bằng kính hiển vi huỳnh quang (Nikon, Nhật Bản). 

2.2.7. Đánh giá tính tương thích máu của hệ nano trong điều kiện in vitro  

Tính tương thích máu của các hạt nano cũng được đánh giá thông qua phép 

thử tán huyết. Khi các hạt nano tương tác với máu, chúng có thể gây phá vỡ tế 

bào hồng cầu (tán huyết), dẫn đến sự giải phóng hemoglobin. Hàm lượng 

hemoglobin tự do có thể được xác định bằng cách đo độ hấp thụ cực đại tại 

bước sóng 540 nm [86].  

Quy trình được tiến hành như sau: Mẫu máu toàn phần của chuột được thu 

vào các ống có phủ heparin, sau đó ly tâm ở 1000 vòng/phút trong 10 phút để 

thu hồng cầu. Mẫu hồng cầu sau đó được pha loãng 50 lần bằng dung dịch đệm 

PBS (pH 7.4). Sau đó, 200 μL huyền phù hạt nano ở các nồng độ 100-400 ppm 

được trộn với 800 μL huyền phù hồng cầu trong ống eppendorf 1,5 mL và ủ ở 

37 °C trong 1 giờ. Sau đó, các mẫu phản ứng được ly tâm ở 2500 vòng/phút 

trong 5 phút, và độ hấp thụ quang (A) của dịch nổi được đo tại bước sóng 540 

nm. Triton X-100 (0,1%) và PBS lần lượt được sử dụng làm đối chứng dương 

và đối chứng âm. Tỷ lệ tán huyết được tính theo công thức sau: 

Phần trăm tán huyết (%) = 
𝐴𝑚ẫ𝑢− 𝐴𝑐ℎứ𝑛𝑔 â𝑚

𝐴𝑐ℎứ𝑛𝑔 𝑑ươ𝑛𝑔− 𝐴𝑐ℎứ𝑛𝑔 â𝑚
  

Trong đó, Amẫu, Ađối chứng dương và Ađối chứng âm lần lượt là độ hấp thụ quang 

học của mẫu hồng cầu được xử lý với NPs, dung dịch Trixton và đệm PBS. 

2.2.8. Đánh giá khả năng giải phóng và tích luỹ ion kẽm trong tế bào 

Thử nghiệm giải phóng ion Zn2+ được tiến hành để chứng minh khả năng 

hoà tan ưu tiên của ZnO trong môi trường ung thư. Đầu tiên, ZnO-TA và ZnO-

TA@GOx được hoà tan trong nước cất với nồng độ 1000 ppm. Sau đó, 1 mL 

mỗi mẫu được cho vào túi thẩm tách (MWCO ~3,5 kDa) và ngâm trong 20 mL 

dung dịch đệm PBS pH 5.5 và pH 7.4. Phản ứng được khuấy với tốc độ 100 
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rpm ở 37 °C. Tại các thời điểm xác định, 1 mL dung dịch đệm được lấy ra và 

thay thế bằng 1 mL dung dịch đệm mới. Hàm lượng ion Zn2+ giải phóng trong 

dung dịch đệm được xác định bằng máy đo quang phổ hấp thụ nguyên tử AAS 

(Agilent Technologies, Malaysia). 

Mức độ tích lũy kẽm trong tế bào bình thường và tế bào ung thư được đánh 

giá bằng bộ kit định lượng kẽm (Abcam). Bộ kit này là một phép thử so màu, 

trong đó kẽm liên kết với một phối tử và tạo thành phức có thể phát hiện bằng 

đo độ hấp thụ tại bước sóng 560 nm. Cụ thể, tế bào ung thư MCF-7 và tế bào 

bình thường hDFB được ủ với các nồng độ khác nhau của hạt nano ZnO-

TA@GOx (100-400 ppm). Sau 8 giờ nuôi cấy trong tủ ấm (37 °C, 5% CO2), 

môi trường nuôi cấy được loại bỏ và các tế bào được rửa ba lần bằng PBS. Sau 

đó, tế bào được thu gom và xử lý bằng dung dịch ly giải không chứa EDTA. 

Tiếp theo, 50 μL mẫu được chuyển vào đĩa 96 giếng và bổ sung 200 μL hỗn 

hợp phản ứng định lượng kẽm theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Hỗn hợp được 

ủ ở nhiệt độ phòng trong 10 phút, sau đó độ hấp thụ của dung dịch phản ứng 

được đo tại bước sóng 560 nm bằng máy đọc vi đĩa. Nồng độ kẽm trong mỗi 

mẫu được tính toán dựa trên đường chuẩn được thiết lập từ dãy dung dịch chuẩn 

kẽm có nồng độ trong khoảng 0-5 nmol. 

2.2.9. Khảo sát sự tạo thành ROS nội bào 

Ảnh hưởng của các hạt nano lên sự tạo thành ROS nội bào ở tế bào bình 

thường (hDFBs) và tế bào ung thư (MCF-7) được đánh giá bằng đầu dò 2′,7′-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA). Nguyên lý của phương 

pháp dựa trên việc DCFH-DA bị oxy hóa thành 2’,7’-dichlorofluorescein 

(DCF) là một chất phát huỳnh quang và đã được ứng dụng rộng rãi trong phát 

hiện các gốc oxy tự do. Về cơ chế, DCFH-DA được tế bào hấp thu, sau đó các 

enzyme esterase nội bào sẽ cắt bỏ các nhóm acetyl để tạo thành 2′,7′-

dichlorodihydrofluorescein (DCFH). Dưới tác động của ROS, DCFH bị oxy 

hóa thành DCF, phát huỳnh quang màu xanh lục với bước sóng kích thích 

khoảng 485 nm và phát xạ khoảng 530 nm [87,88]. 

Quy trình được tiến hành như sau: Tế bào hDFBs và MCF-7 (3 × 104 tế 

bào/mL) được gieo vào đĩa 24 giếng và nuôi cấy trong tủ ấm (37 °C, 5% CO2) 

trong 24 giờ. Sau đó, môi trường nuôi cấy được loại bỏ và các tế bào được xử 

lý với các mẫu khác nhau, bao gồm ZnO-TA, ZnO-TA@GOx và ZnO-

TA@GOx có bổ sung glucose (4,5 mg/mL), ở cùng nồng độ tương đương 400 
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ppm trong 6 giờ. Các tế bào không xử lý với mẫu được sử dụng làm nhóm đối 

chứng. Sau thời gian ủ, môi trường nuôi cấy được loại bỏ và các tế bào được 

rửa ba lần bằng PBS để loại bỏ lượng mẫu dư thừa. Tiếp theo, tế bào được ủ 

với đầu dò DCFH-DA (10 µM) ở 37 °C trong 30 phút trong tối. Sau đó, các tế 

bào được rửa nhẹ bằng PBS nhằm loại bỏ phần đầu dò dư. Cường độ huỳnh 

quang, tương ứng với mức độ ROS nội bào, được quan sát bằng kính hiển vi 

huỳnh quang. 

2.2.10. Đánh giá khả năng ức chế khối u của hệ nano trên mô hình chuột 

in vivo 

Tất cả các thí nghiệm trên động vật được thực hiện theo quy trình đã được 

phê duyệt bởi Hội đồng Đạo đức trong Chăm sóc và Sử dụng Động vật của 

Trường Đại học Trà Vinh (118/GCN.ĐC-HĐĐĐ). Đầu tiên, chuột đực 

C57BL/6 (6-8 tuần tuổi) được gây suy giảm miễn dịch bằng cách tiêm phúc 

mạc cyclophosphamide với liều 50 mg/kg thể trọng. Sau đó, mô hình ung thư 

được thiết lập bằng cách cấy tế bào ung thư MCF-7 (106 tế bào/mL) thông qua 

đường tiêm dưới da. Khi thể tích khối u đạt khoảng 200 mm3, các chuột mang 

khối u MCF-7 được chia ngẫu nhiên thành ba nhóm (n = 6 mỗi nhóm): (1) 

nhóm đối chứng không điều trị, (2) nhóm điều trị bằng hạt nano ZnO-TA và 

(3) nhóm điều trị bằng hạt nano ZnO-TA@GOx. Tiếp theo, chuột được tiêm 

trực tiếp vào khối u ZnO-TA hoặc ZnO-TA@GOx với liều 5 mg/kg, hai lần 

mỗi tuần trong vòng 3 tuần. Tại các thời điểm xác định trước, khối lượng cơ 

thể của chuột được theo dõi và kích thước khối u được đo bằng thước kẹp. Thể 

tích khối u (mm3) được tính theo công thức sau: 

Thể tích khối u (mm3) =  
𝐶ℎ𝑖ề𝑢 𝑑à𝑖 × (𝐶ℎ𝑖ề𝑢 𝑟ộ𝑛𝑔)2

2
× 100 

Kết thúc ngày thứ 16, tất cả chuột được hi sinh và mổ lấy khối u để phân 

tích mô bệnh học. Các chỉ số huyết học tương ứng với từng nhóm điều trị cũng 

được ghi nhận vào ngày thứ 16. Đồng thời, hình ảnh nhuộm H&E vùng khối u 

ở mỗi nhóm cũng được chụp lại vào ngày thứ 16. 

2.2.11. Phân tích thống kê 

Mỗi thí nghiệm trong nghiên cứu này được thực hiện lặp lại ba lần. Dữ liệu 

được biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (SD), và các biểu 

đồ được xây dựng bằng phần mềm Origin 2018 (OriginLab Corporation, Hoa 

Kỳ). Phân tích thống kê được thực hiện bằng phép kiểm định t của Student 
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(không ghép cặp, hai phía) hoặc phân tích phương sai ANOVA một hoặc hai 

yếu tố, sau đó sử dụng phép kiểm định hậu nghiệm Tukey. Giá trị p < 0,05 được 

xem là có ý nghĩa thống kê và được biểu diễn dưới dạng kí hiệu * (p < 0,05); 

** (p < 0,01) và *** (p < 0,001). 

 

  



30 

CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả tổng hợp và đánh giá đặc tính hoá lý của hệ nano 

Quy trình tổng hợp và biến tính hạt nano ZnO bằng TA và GOx được 

minh họa trong Hình 3.1. Trong phương pháp này, TA được sử dụng như một 

lớp phủ sơ cấp, cho phép ổn định hạt nano và cố định GOx lên bề mặt ZnO 

thông qua nhiều cơ chế liên kết khác nhau. 

 

Hình 3.1. Sơ đồ minh họa quá trình tổng hợp hạt nano ZnO-TA@GOx 

nhằm tạo ra hiệu quả hiệp đồng trong điều trị ung thư. (A) Quy trình tổng hợp 

hạt nano ZnO-TA@GOx. Trước tiên, vật liệu được tổng hợp bằng phương pháp 

kết tủa trong môi trường kiềm, kết hợp với quá trình phân hủy nhiệt để tạo 

thành ZnO. Sau đó, axit tannic được phủ lên hạt nano để tăng độ ổn định hệ, 

đồng thời làm cầu nối giúp cố định enzyme glucose oxidase trên bề mặt hạt.  

(B) Sau khi tích lũy tại mô khối u thông qua hiệu ứng tăng tính thấm và lưu 

giữ, các hạt nano ZnO-TA@GOx kích hoạt quá trình giải phóng H2O2 và NO 

thông qua phản ứng phân hủy glucose được xúc tác bởi GOx và quá trình phân 

hủy chất cho nội sinh S-nitrosoglutathione do ZnO xúc tác. Hai cơ chế này phối 

hợp tạo nên hiệu quả chống ung thư hiệp đồng. 
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3.1.1. Kết quả đo UV-Vis của ZnO-TA NPs 

Phổ hấp thụ UV-Vis của các mẫu ZnO-TA được tổng hợp với các nồng độ 

axit tannic khác nhau được trình bày trong Hình 3.2. Tất cả các mẫu được phân 

tán trong nước cất ở nồng độ 1 mg/mL và quét UV-Vis trong khoảng bước sóng 

200-500 nm. Kết quả cho thấy các mẫu đều xuất hiện hai đỉnh hấp thụ đặc trưng 

tại 213 nm và 275 nm, tương ứng với các chuyển dời điện tử π–π* và n–π* của 

các nhóm galloyl trong cấu trúc của TA [89–91]. Bên cạnh đó, sự xuất hiện của 

vai phổ tại khoảng 340 nm là bằng chứng cho sự hình thành của hạt nano ZnO 

[20,92,93]. Trong các điều kiện khảo sát, mẫu ZnO-TA được tổng hợp với nồng 

độ TA trong dung dịch phản ứng là 2 mg/mL thể hiện cường độ hấp thụ cao 

nhất, từ đó gợi ý mức độ liên hợp của TA trên bề mặt ZnO đạt giá trị lớn nhất. 

 

Hình 3.2. Phổ UV-Vis của ZnO-TA NPs 

3.1.2. Kết quả định lượng TA và GOx trên bề mặt vật liệu 

Phân tích định lượng cho thấy khi tăng nồng độ TA trong dung dịch phản 

ứng từ 1 lên 2 mg/mL, mức độ liên hợp trên bề mặt ZnO tăng tương ứng từ 

10.3 µg/mg ZnO-TA lên 15 µg/mg  (Hình 3.3). Tuy nhiên, khi tiếp tục tăng 

nồng độ tổng hợp TA lên 3 mg/mL, mức độ liên hợp lại giảm đáng kể xuống 

còn 11.4 µg/mg. Hiện tượng này có thể được giải thích bởi hiệu ứng bão hòa 

bề mặt hoặc cản trở không gian trong quá trình gắn kết. Ở nồng độ cao, TA có 

xu hướng xảy ra hiện tượng oligomer hóa trong dung dịch, hình thành các cấu 
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trúc có kích thước lớn và cồng kềnh, làm giảm khả năng tương tác hiệu quả với 

bề mặt hạt nano ZnO, dẫn đến hàm lượng TA liên hợp giảm. Dựa trên các kết 

quả thu được, nồng độ TA 2 mg/mL được xác định là điều kiện tối ưu cho các 

nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.3. Ảnh hưởng của nồng độ TA đến mức độ liên hợp của TA lên 

bề mặt ZnO NPs 

Lượng GOx cố định trên bề mặt ZnO-TA@GOx được xác định bằng 

phương pháp BCA. Như thể hiện trong Hình 3.4, hàm lượng GOx cố định tăng 

theo nồng độ GOx ban đầu, cho thấy xu hướng phụ thuộc vào nồng độ. Đáng 

chú ý, tại nồng độ GOx tổng hợp ban đầu 2 mg/mL (tương ứng với tỷ lệ khối 

lượng ZnO-TA/GOx = 1:1), lượng enzyme cố định đạt giá trị cao nhất, đạt 

162.31 μg GOx trên mỗi mg hạt nano. Kết quả này nhấn mạnh vai trò quan 

trọng của lớp phủ TA trong việc thúc đẩy các tương tác cộng hóa trị với các 

nhóm amine của GOx. Đồng thời, kết quả cũng cho thấy hiệu suất cố định 

enzyme có thể được điều chỉnh thông qua việc thay đổi nồng độ GOx ban đầu, 

từ đó cung cấp một chiến lược đơn giản nhằm kiểm soát mật độ enzyme trên 

bề mặt hạt nano.  
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Hình 3.4. Ảnh hưởng của nồng độ GOx đến mức độ liên hợp của GOx 

lên bề mặt ZnO-TA NPs 

3.1.3. Kết quả đo kích thước, chỉ số đa phân tán và thế zeta của hệ nano 

Đường kính thủy động học và thế zeta của hệ nano được trình bày trong 

Bảng 3.1. Kết quả cho thấy ZnO-TA có đường kính khoảng 114,2 ± 16,7 nm, 

với chỉ số đa phân tán tương đối cao (PDI = 0,49 ± 0,12), phản ánh sự phân bố 

kích thước chưa đồng đều. Sau khi liên hợp với GOx, kích thước hạt trung bình 

tăng lên 227,4 ± 5,02 nm, đồng thời PDI giảm đáng kể xuống còn 0,26 ± 0,06. 

Sự gia tăng kích thước phản ánh sự hình thành của lớp enzyme bao quanh hạt 

nano. Trong khi sự suy giảm của PDI chứng minh độ đồng đều về kích thước 

được cải thiện rõ rệt, giúp nâng cao độ ổn định của hệ ZnO-TA@GOx. 

Bảng 3.1. Đường kính thuỷ động học, chỉ số đa phân tán và thế zeta của 

hệ nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOx 

Mẫu Đường kính 

(nm) 

Chỉ số đa phân 

tán PI 

Thế Zeta (mV) 

ZnO-TA 114,2 ± 16,7 0,49 ± 0,12 -30 ± 4,5 

ZnO-TA@GOx 4:1  203,8 ± 11,7 0,41 ± 0,09 _ 

ZnO-TA@GOx 2:1  215,6 ± 8,3 0,37 ± 0,04 _ 

ZnO-TA@GOx 1:1  227,4 ± 5,02 0,26 ± 0,06 -57,8 ± 6,36 
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Thế zeta của các hạt nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOx phân tán trong nước 

cất được xác định nhằm đánh giá điện tích bề mặt và độ ổn định của hệ. Như 

thể hiện trong Bảng 3.1, các hạt ZnO-TA mang thế zeta âm khoảng -30 ± 4,4 

mV, có thể được quy cho sự hiện diện của các nhóm hydroxyl phenolic (−OH) 

từ axit tannic trên bề mặt hạt nano. Sau khi cố định GOx, thế zeta giảm đáng 

kể từ -30 ± 4,4 mV xuống -57.8 ± 6,4 mV. Sự gia tăng điện tích âm của hệ 

ZnO-TA@GOx có thể được giải thích dựa trên điểm đẳng điện (pI) của enzyme 

glucose oxidase. Cụ thể, pI của GOx vào khoảng 4.2, trong khi giá trị pH của 

nước cất (pH ~7) thường cao hơn giá trị này. Trong điều kiện pH lớn hơn điểm 

đẳng điện, các nhóm amino acid có khả năng ion hóa trên bề mặt enzyme có xu 

hướng bị khử proton, khiến enzyme mang điện tích âm tổng thể [94–96]. Nhiều 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng hệ có thế zeta lớn hơn ± 30 mV thường biểu thị tính 

ổn định cao, trong khi các giá trị thấp hơn thường liên quan đến hiện tượng kết 

tụ và kém ổn định [97–99]. Dựa trên tiêu chí này, cả hai hệ ZnO-TA và ZnO-

TA@GOx đều thể hiện độ ổn định tốt trong môi trường nước. Đáng chú ý, sự 

gia tăng điện tích âm sau khi cố định GOx làm tăng lực đẩy tĩnh điện giữa các 

hạt, xu hướng này tương đồng với sự giảm của chỉ số PDI, hạn chế hiện tượng 

kết tụ và khẳng định vai trò của GOx trong việc cải thiện độ ổn định của hệ 

nano. 

3.1.4. Kết quả đo TEM và SEM của hệ nano 

Hình thái bề mặt của các hạt nano ZnO được khảo sát bằng kính hiển vi 

điện tử quét, như thể hiện trong Hình 3.5. Mẫu ZnO-TA cho thấy bề mặt thô 

ráp, có độ xốp cao, được cấu thành từ các cụm hạt kết tụ. Những đặc điểm này 

gợi ý sự liên kết tương đối lỏng lẻo trong mạng lưới hạt, cho thấy mức độ bao 

phủ bề mặt bởi TA còn hạn chế. Trong khi đó, ZnO-TA@GOx biểu hiện trạng 

thái bề mặt mịn và đồng nhất hơn, chủ yếu gồm các hạt hình cầu với ít đặc 

trưng tinh thể rõ rệt. Sự thay đổi hình thái này có thể được giải thích bởi quá 

trình cố định thành công GOx, tạo nên một lớp phủ bao quanh các hạt ZnO-

TA.  



35 

 

Hình 3.5. Kết quả đo đường kính thuỷ động học và thế zeta của hệ nano 

ZnO-TA và ZnO-TA@GOx 

Tương tự, hình ảnh TEM (Hình 3.6) cho thấy các hạt nano ZnO-TA@GOx 

có hình thái tương đối đồng nhất, chủ yếu là các cấu trúc hình cầu phân tán tốt 

với kích thước khoảng 30 nm, trái ngược với hiện tượng kết tụ quan sát được ở 

mẫu ZnO-TA. Tổng hợp các kết quả về hình thái và kích thước cho thấy quá 

trình cố định GOx không chỉ làm biến đổi đặc điểm hình thái mà còn cải thiện 

đáng kể khả năng phân tán của các hạt nano trong môi trường nước. Đáng chú 

ý, sự hình thành các hạt nano có kích thước nhỏ và phân bố đồng đều là yếu tố 

thuận lợi cho quá trình vận chuyển thuốc hướng đích khối u thông qua hiệu ứng 

EPR. Với kích thước nằm trong khoảng phù hợp (100-250 nm), hệ ZnO-

TA@GOx có khả năng xâm nhập tế bào hiệu quả qua hệ mạch máu rò rỉ đặc 

trưng của mô khối u và được lưu giữ lại do hệ dẫn lưu bạch huyết kém phát 

triển [100,101]. Sự đồng đều về kích thước giúp nâng cao hiệu quả hướng đích 

thụ động và cho thấy tiềm năng ứng dụng đầy hứa hẹn của hệ nano ZnO-

TA@GOx trong điều trị ung thư. 
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Hình 3.6. Hình ảnh quan sát được thông qua kính hiển vi điện tử truyền 

qua của ZnO-TA (bên trái) và ZnO-TA@GOx (bên phải) 

3.1.5. Kết quả đo FTIR của hệ nano 

Phân tích phổ hồng ngoại biến đổi Fourier được thực hiện nhằm xác định 

các đặc trưng cấu trúc của ZnO-TA và ZnO-TA@GOx (Hình 3.7). Phổ của 

ZnO-TA xuất hiện các dải hấp thụ đặc trưng của ZnO trong vùng                         

600-700 cm-1, tương ứng với dao động kéo giãn của liên kết Zn-O và Zn-OH, 

qua đó xác nhận sự hình thành của các hạt nano ZnO [102–104]. Một dải hấp 

thụ rộng trong khoảng 3000-3700 cm-1, với đỉnh nổi bật ở khoảng 3550 cm-1, 

được gán cho dao động kéo giãn của nhóm O-H thuộc các nhóm hydroxyl 

phenolic trong TA. Ngoài ra, tín hiệu hấp thụ rõ tại 1710 cm⁻¹ cùng với nhiều 

dải trong vùng 1100–1350 cm-1 được quy cho dao động kéo giãn C=O và C-O-

C của liên kết ester giữa các đơn vị galloyl. Trong khi các dao động đặc trưng 

của vòng thơm, bao gồm dao động kéo giãn C=C trong vùng 1450-1600 cm⁻¹ 

và dao động uốn =C-H trong khoảng 680-900 cm-1, tiếp tục xác nhận sự liên 

hợp của TA lên bề mặt ZnO, nhiều khả năng thông qua liên kết hydro với các 

nhóm hydroxyl bề mặt [105,106]. Phổ của ZnO-TA@GOx vẫn duy trì các tín 

hiệu đặc trưng của cả ZnO và TA, đồng thời xuất hiện thêm các dải hấp thụ 

mới đặc trưng cho protein. Dải hấp thụ mạnh tại 1680 cm-1 được quy cho vùng 

amide I, tương ứng với dao động kéo giãn của liên kết C=O, trong khi các tín 

hiệu trong khoảng 1583-1607 cm-1 được gán cho vùng amide II, liên quan đến 

dao động uốn N-H và kéo giãn C-N, có sự chồng lấp một phần với dao động 

C=C của vòng thơm. Bên cạnh đó, các dao động kéo giãn C-H trong vùng 2800-

3000 cm-1 cho thấy sự hiện diện của các gốc mạch thẳng có nguồn gốc từ GOx 
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[107–109]. Tổng hợp lại, các kết quả này xác nhận sự cố định thành công của 

GOx lên bề mặt hạt nano ZnO được phủ TA, thông qua các tương tác như liên 

kết hydro hoặc liên kết cộng hóa trị giữa các nhóm chức của TA và enzyme. 

Đáng chú ý, việc đồng thời duy trì các đỉnh đặc trưng của TA và Zn-O cùng 

với sự xuất hiện của các dải amide đã cho thấy vai trò chức năng kép của lớp 

phủ TA. Cụ thể, lớp phủ này không chỉ neo bám lên bề mặt ZnO mà còn cung 

cấp các vị trí phản ứng thuận lợi cho quá trình liên hợp enzyme, từ đó góp phần 

tăng cường độ ổn định cấu trúc và tính năng sinh học của hệ vật liệu nano.  

 

Hình 3.7. Phổ FTIR của hệ nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOx 

3.1.6. Kết quả đo XRD của hệ nano 

Cấu trúc tinh thể của các hạt nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOx được đánh 

giá bằng nhiễu xạ tia X, như trình bày trong Hình 3.8. Mẫu ZnO-TA thể hiện 

các đỉnh nhiễu xạ sắc nét tại các giá trị 2θ xấp xỉ 32°; 34,4°; 36,2°; 47,5°; 61,8°; 

67,5° và 71,09°  tương ứng với các mặt tinh thể (100), (002), (101), (102), 

(103), (112) và (004) của cấu trúc lục giác wurtzite đặc trưng của ZnO 

[102,110]. Trong đó, hai đỉnh nổi bật tại 34,4° (mặt (002)) và 36,2° (mặt (101)) 

cho thấy vật liệu ZnO có độ kết tinh cao [111,112]. Việc các đỉnh đặc trưng 

này vẫn được duy trì sau khi biến tính với TA chứng tỏ lớp phủ polyphenol 

không làm phá vỡ mạng tinh thể nội tại của ZnO, cho thấy quá trình tổng hợp 

và biến tính bề mặt diễn ra mà không ảnh hưởng đến cấu trúc tinh thể. Đối với 
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mẫu ZnO-TA@GOx, phổ nhiễu xạ nhìn chung vẫn bảo toàn đặc trưng của cấu 

trúc wurtzite của ZnO tại vị trí 2θ 34,4° (002) và 61,8° (103), tuy nhiên, cường 

độ và độ sắc nét của các đỉnh còn lại đã giảm đáng kể. Đặc biệt, đường nền 

trong vùng 10-30° trở nên rộng và kém rõ ràng hơn, cho thấy sự hiện diện của 

thành phần vô định hình từ lớp enzyme bao phủ bên ngoài. Những biến đổi này 

gợi ý rằng quá trình cố định GOx đã che phủ một phần bề mặt tinh thể của ZnO-

TA, làm suy giảm cường độ nhiễu xạ thu được, nhưng không làm thay đổi cấu 

trúc mạng tinh thể lõi. Bên cạnh đó, việc không xuất hiện các đỉnh nhiễu xạ 

mới cho thấy lớp phủ enzyme không hình thành pha tinh thể thứ cấp. 

 

Hình 3.8. Phổ nhiễu xạ tia X của ZnO-TA và ZnO-TA@GOx 

Tổng hợp lại, các kết quả XRD cho thấy quá trình biến tính bề mặt với TA 

và cố định enzyme không làm thay đổi cấu trúc tinh thể đặc trưng của ZnO. Sự 

bảo toàn này có ý nghĩa quan trọng trong việc duy trì các tính chất lý-hóa vốn 

có của vật liệu, đồng thời góp phần nâng cao hoạt tính sinh học nhờ sự hiện 

diện của lớp polyphenol và enzyme được gắn trên bề mặt. 

3.2. Kết quả đánh giá khả năng tiêu thụ glucose và sản sinh H₂O₂ của hệ 

nano trong điều kiện in vitro 

Tiềm năng “bỏ đói” tế bào ung thư của hạt nano ZnO-TA@GOx được đánh 

giá thông qua khả năng xúc tác phân hủy glucose tạo H2O2 bằng bộ kit định 
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lượng peroxide. Như thể hiện trong Hình 3.9A, nồng độ H2O2 tăng đáng kể ở 

các mẫu có bổ sung glucose (4,5 mg/mL) so với nhóm đối chứng. Sau 24 giờ 

ủ, hàm lượng H2O2 đạt trong khoảng 362-542 μM, tương ứng với sự gia tăng 

nồng độ hạt nano từ 125 lên 500 ppm. Kết quả này cho thấy enzyme GOx sau 

khi được cố định trên bề mặt hạt nano vẫn duy trì hoạt tính xúc tác, cho phép 

thúc đẩy hiệu quả quá trình oxy hóa glucose và sinh H2O2. Để làm rõ hơn vai 

trò của lượng enzyme gắn trên bề mặt, ảnh hưởng của nồng độ GOx đến hiệu 

suất xúc tác của hệ ZnO-TA@GOx cũng được khảo sát (Hình 3.9B). Kết quả 

cho thấy tồn tại mối tương quan thuận giữa lượng GOx cố định và lượng H₂O₂ 

tạo thành. Cụ thể, tại tỷ lệ khối lượng GOx/ZnO-TA là 1:4 (tương ứng 10 mg 

GOx), nồng độ H2O2 chỉ đạt 178 μM, trong khi ở tỷ lệ tổng hợp 1:1 (40 mg 

GOx), lượng H2O2 tăng lên đến 542 μM sau 24 giờ. Sự gia tăng này có thể được 

lý giải bởi mật độ enzyme cao hơn trên bề mặt hạt nano, từ đó thúc đẩy quá 

trình oxy hóa glucose diễn ra mạnh mẽ hơn. 

 

Hình 3.9. Sự sản sinh H₂O₂ in vitro theo (A) nồng độ hạt nano và (B) 

mức độ liên hợp của GOx trên bề mặt hạt nano 

Giá trị pH trong quá trình phản ứng cũng được theo dõi bằng máy đo pH. 

Kết quả (Hình 3.10) cho thấy pH của các dung dịch chứa ZnO-TA@GOx và 

glucose giảm đáng kể so với mẫu đối chứng ZnO-TA. Cụ thể, ở nồng độ 

glucose 4,5 mg/mL, pH giảm xuống 5.2 sau 1 giờ ủ và xuống 3.7 sau 6 giờ ủ, 

cho thấy sự hình thành sản phẩm axit gluconic trong quá trình oxy hóa glucose. 

Khi nồng độ glucose tăng lên 10 mg/mL, mức giảm pH diễn ra nhanh và rõ rệt 

hơn, từ 6.1 xuống 4.4 chỉ sau 1 giờ và tiếp tục giảm xuống 3.1 sau 6 giờ ủ. Xu 
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hướng này phản ánh sự gia tăng tốc độ tạo sản phẩm khi nồng độ cơ chất tăng. 

Sự giảm pH này đóng vai trò quan trọng trong việc tạo môi trường axit thuận 

lợi cho sự hoà tan của ZnO NPs, giải phóng ion Zn2+ gây độc đối với tế bào ung 

thư [19,113]. 

 

Hình 3.10. Sự thay đổi giá trị pH do phản ứng giữa các hạt nano ZnO-

TA@GOx với các nồng độ glucose khác nhau. 

Tổng hợp lại, các kết quả trên cho thấy các hạt nano ZnO-TA@GOx có khả 

năng tiêu thụ glucose hiệu quả đồng thời tạo ra lượng H2O2 đáng kể, qua đó thể 

hiện cơ chế tác động kép trong liệu pháp bỏ đói tế bào ung thư. Bên cạnh đó, 

tốc độ xúc tác của hệ có thể được điều chỉnh linh hoạt thông qua việc thay đổi 

nồng độ hạt nano hoặc lượng enzyme được cố định. Sự kết hợp hiệp đồng giữa 

quá trình cạn kiệt glucose và sự tạo ROS tại chỗ cho thấy tiềm năng điều trị 

ung thư hứa hẹn của hệ vật liệu nano này. 

3.3. Kết quả đánh giá khả năng xúc tác tạo NO của hệ nano trong điều kiện 

in vitro. 

Khả năng xúc tác tạo NO của ZnO NPs từ nguồn NO nội sinh được xác 

định bằng phép thử Griess. Biểu đồ hình 3.11 cho thấy GSNO có khả năng tự 

phân huỷ để giải phóng NO trong điều kiện sinh lý. Tuy nhiên, nồng độ NO thu 

được rất thấp, chỉ khoảng 25,56 µM tại thời điểm 48 giờ so với nhóm chứa hệ 

nano. Khi bổ sung GSH vào hệ GSNO, nồng độ NO tăng lên đáng kể, đạt 

khoảng 75 μM sau 48 giờ, cho thấy GSH có khả năng thúc đẩy quá trình phân 
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hủy GSNO [112,114]. Đáng chú ý, sự hiện diện của các hạt nano ZnO tiếp tục 

làm gia tăng cả tốc độ phân hủy lẫn lượng NO được giải phóng theo cách phụ 

thuộc vào nồng độ. Sau 48 giờ ủ, các mẫu chứa ZnO NPs với nồng độ tăng dần 

250, 500 và 1000 ppm xúc tác phân huỷ GSNO sản sinh hàm lượng NO tương 

ứng là 140, 150 và 187 μM. Các kết quả này chứng minh rằng ZnO có khả năng 

thúc đẩy quá trình giải phóng NO mạnh hơn đáng kể so với tác động của GSH 

đơn thuần. 

 

Hình 3.11. Sự tạo thành NO tại chỗ từ phản ứng giữa các nồng độ khác nhau 

của hạt nano ZnO-TA@GOx với các chất cho NO, bao gồm S-

nitrosoglutathione (GSNO, 10 μM) và glutathione (GSH, 10 μM). 

Tổng hợp lại, các kết quả này tương đồng với phát hiện trong nghiên cứu 

của Zichuang Xu và cộng sự (2024) và Tao Yang và cộng sự (2020) [33,77]. 

Hai nghiên cứu trên chứng minh khả năng bắt chước hoạt tính enzyme 

glutathione peroxidase của ZnO NPs trong việc xúc tác phân hủy GSNO nội 

sinh khi có sự hiện diện của GSH, hình thành NO theo hướng bền vững. Khả 

năng xúc tác này làm nổi bật tiềm năng ứng dụng của hệ nano trong điều trị 

ung thư bằng cách tận dụng các chất cho NO nội sinh sẵn có để cảm ứng quá 

trình apoptosis của tế bào ung thư, đồng thời ức chế sự hình thành mạch máu 

mới cũng như tăng cường hiệu quả của các liệu pháp động hóa học hoặc quang 

động thông qua các cơ chế trung gian bởi NO. 



42 

3.4. Kết quả đánh giá độc tính tế bào và khả năng tương thích sinh học của 

hệ nano trong điều kiện in vitro 

Để đánh giá tiềm năng điều trị và tính an toàn sinh học của ZnO-TA@GOx 

NPs, độc tính tế bào in vitro của hệ nano này được khảo sát trên tế bào ung thư 

vú (MCF-7) và nguyên bào sợi da người bình thường (hDFBs) bằng phép thử 

WST-1 và nhuộm sống/chết. Như thể hiện trong Hình 3.12, cả ZnO-TA và 

ZnO-TA@GOx đều gây tác động gây độc đáng kể lên tế bào MCF-7, làm giảm 

tỷ lệ sống của tế bào xuống còn lần lượt 72,12% và 43,84% tại nồng độ 400 

ppm. Đáng chú ý, ZnO-TA@GOx có khả năng ức chế khoảng 25% tế bào 

MCF-7 ngay cả ở các nồng độ thấp hơn. Ngược lại, hệ ZnO-TA chỉ thể hiện 

độc tính tế bào ở mức hạn chế trong khoảng nồng độ 100-300 ppm, với 80% tế 

bào MCF-7 vẫn sống sót. Việc bổ sung glucose (4,5 mg/mL) tiếp tục làm gia 

tăng đáng kể hiệu quả kháng ung thư của ZnO-TA@GOx, thể hiện qua hơn 

60% tế bào ung thư bị tiêu diệt ở tất cả các nồng độ khảo sát (100-400 ppm). 

Giá trị nồng độ ức chế 50% (IC50) của ZnO-TA@GOx được xác định xấp xỉ 

100 ppm trong điều kiện có mặt glucose, thấp hơn đáng kể so với giá trị IC50 

khoảng 400 ppm khi không bổ sung glucose. Sự khác biệt này cho thấy hiệu 

quả gây độc tế bào của hệ phụ thuộc rõ rệt vào sự hiện diện của glucose. Hiệu 

quả gây độc vượt trội của ZnO-TA@GOx so với ZnO-TA được cho là xuất 

phát từ khả năng xúc tác phân hủy glucose, đồng thời tạo ra H2O2 và NO, từ đó 

gây nên tác động hiệp đồng trong quá trình tiêu diệt tế bào ung thư. 
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Hình 3.12. Thử nghiệm độc tính tế bào WST-1 trên tế bào ung thư (MCF-

7) khi tiếp xúc với hạt nano ở các nồng độ khác nhau. 

Ở nồng độ thấp đến trung bình, H2O2 đã được chứng minh có khả năng cảm 

ứng chết tế bào theo cách phụ thuộc vào nồng độ và loại tế bào. Chẳng hạn, 

nghiên cứu của Tochigi và cộng sự (2013) [115] cho thấy H2O2 ở nồng độ 30-

100 µM có thể kích hoạt quá trình apoptosis ở tế bào ung thư hắc tố người 

kháng TRAIL-một loại phối tử kích hoạt apoptosis. Trong một nghiên cứu khác 

[116], quá trình kích hoạt apoptosis của tế bào HeLa được khảo sát theo thời 

gian xử lý với H2O2 và cho thấy tỷ lệ apoptosis đạt 28,96% sau 15 phút xử lý 

với H2O2 ở nồng độ 125 μM. Ngoài ra, H2O2 ở nồng độ thấp (6,5 μM) cũng đã 

được báo cáo có khả năng làm tăng độ nhạy của tế bào ung thư với các liệu 

pháp điều trị thông qua việc gây tổn thương DNA, làm cạn kiệt ATP theo cơ 

chế không phụ thuộc caspase, ức chế đường phân và ngăn cản các con đường 

phục hồi ATP [117]. Tương tự H2O2, NO cũng có thể thúc đẩy quá trình 

apoptosis ở tế bào ung thư thông qua nhiều cơ chế liên quan đến stress oxy hóa. 

Ở nồng độ cao, NO có thể làm rối loạn điện thế màng ty thể, từ đó thúc đẩy sự 

giải phóng cytochrome c và hoạt hóa con đường apoptosis nội sinh. Đồng thời, 

NO còn có thể làm tăng biểu hiện các protein tiền apoptosis như Bax và làm 

giảm biểu hiện các protein kháng apoptosis như Bcl-2. Bên cạnh đó, NO còn 
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hoạt hóa caspase-3 và caspase-9, qua đó khuếch đại tín hiệu apoptosis. Những 

tác động này có thể dẫn đến chết chọn lọc tế bào ung thư trong những điều kiện 

thích hợp. Ví dụ, Confino và cộng sự [118] đã ghi nhận hiện tượng chết tế bào 

ung thư nhanh chóng và trên diện rộng ở nhiều loại khối u khác nhau, bao gồm 

ung thư đại tràng, ung thư vú, ung thư tụy và ung thư buồng trứng, sau khi tiếp 

xúc với NO dạng khí ở nồng độ cực cao (10.000-100.000 ppm). Gần đây, 

Gordon và cộng sự [119] cũng đã chứng minh hiệu quả kháng ung thư của 

GSNO, một chất cho NO, trên tế bào u nguyên bào thần kinh, trong đó xử lý 

bằng GSNO làm giảm hoạt động chuyển hóa, ức chế khả năng tạo cụm dòng 

và làm tăng chết tế bào. 

Trong nghiên cứu này, ZnO-TA@GOx có khả năng tạo đồng thời H2O2 và 

NO, lần lượt nhờ hoạt tính xúc tác của GOx và ZnO. Cơ chế tạo đồng thời hai 

tác nhân gây độc này góp phần tạo nên hiệu ứng hiệp đồng trong tiêu diệt tế 

bào ung thư và mở ra một chiến lược đầy hứa hẹn nhằm loại bỏ tế bào ung thư 

một cách hiệu quả và chọn lọc, đồng thời hạn chế độc tính đối với tế bào bình 

thường. Cần lưu ý rằng nồng độ glucose được sử dụng trong các phép thử độc 

tính tế bào này (4,5 mg/mL) cao hơn mức sinh lý thông thường và có thể chưa 

phản ánh đầy đủ điều kiện dinh dưỡng thực tế của vi môi trường khối u. Dù 

vậy, trong điều kiện thí nghiệm hiện tại, việc bổ sung glucose không gây ra sự 

khác biệt đáng kể về khả năng sống của tế bào hDFBs giữa các nhóm khảo sát. 

Hạn chế này đồng thời cũng nhấn mạnh sự cần thiết của các nghiên cứu tiếp 

theo trong các điều kiện gần với sinh lý hơn. Trong tương lai, nên khảo sát hệ 

nano này ở các nồng độ glucose thấp hơn, đại diện tốt hơn cho vi môi trường 

khối u, nhằm đánh giá chính xác hơn độ nhạy và hiệu quả điều trị của hệ vật 

liệu. 

Độc tính tế bào của ZnO-TA và ZnO-TA@GOx đối với nguyên bào sợi da 

người bình thường hDFBs thấp hơn rõ rệt so với trên tế bào ung thư MCF-7. 

Như thể hiện trong Hình 3.13, tế bào hDFBs vẫn duy trì tỷ lệ sống trên 90% 

khi được xử lý với các hạt nano ở nồng độ 100-300 ppm. Ở nồng độ thấp hơn 

300 ppm, cả ZnO-TA và ZnO-TA@GOx đều làm tăng đáng kể khả năng sống 

của tế bào so với nhóm đối chứng không xử lý. Hiện tượng này liên quan đến 

vai trò thúc đẩy tăng sinh của H2O2 ở nồng độ thấp. Cụ thể, khi nồng độ H2O2 

ở mức dưới ngưỡng gây độc, tức nồng độ H2O2 nội bào < 1 μM đối với tế bào 

bình thường và < 50 μM đối với tế bào ung thư [120,121], H2O2 có thể đóng 
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vai trò như một chất truyền tin thứ cấp trong nhiều con đường tín hiệu nội bào, 

điều hòa hoạt động của nhóm thụ thể tyrosine kinase như các thụ thể yếu tố 

tăng trưởng có nhiệm vụ truyền tín hiệu trong các hoạt động tăng sinh tế bào 

[122,123]. Do đó, lượng H2O2 giới hạn sinh ra từ phản ứng xúc tác của enzyme 

GOx và glucose trong môi trường nuôi cấy có thể đã góp phần làm tăng khả 

năng sống của tế bào hDFBs tại các nồng độ hạt nano thấp. Ngoài ra, việc bổ 

sung glucose không tạo ra sự khác biệt đáng kể về khả năng sống của tế bào 

hDFBs giữa các nhóm khảo sát. Những kết quả này nhấn mạnh tính chọn lọc 

gây độc của ZnO-TA@GOx, vừa thể hiện hiệu quả kháng ung thư mạnh mẽ, 

vừa duy trì được mức độ tương thích tế bào chấp nhận được đối với tế bào bình 

thường ở cùng nồng độ xử lý. 

 

Hình 3.13. Thử nghiệm độc tính tế bào WST-1 trên tế bào tế bào bình 

thường (hDFBs) khi tiếp xúc với hạt nano ở các nồng độ khác nhau. 

Hình 3.14 trình bày kết quả nhuộm sống/chết của dòng tế bào MCF-7 và 

hDFBs sau khi xử lý với các mẫu ZnO-TA, ZnO-TA@GOx và ZnO-TA@GOx 

bổ sung glucose. Ở nhóm đối chứng, cả 2 dòng tế bào đều biểu hiện mật độ cao, 

phân bố đồng đều và bám dính tốt trên bề mặt nuôi cấy. Cụ thể, tế bào MCF-7 

có hình thái kéo dài đặc trưng, phát triển dày đặc và phủ gần như toàn bộ diện 

tích quan sát, phản ánh trạng thái tăng sinh bình thường trong điều kiện không 

xử lý. Tương tự, tế bào hDFBs ở nhóm đối chứng cũng duy trì hình thái thoi 

dài điển hình của nguyên bào sợi, sắp xếp thành các bó định hướng rõ rệt và 
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cho thấy khả năng sống tốt. So với nhóm đối chứng, khi xử lý với ZnO-TA, 

mật độ tế bào MCF-7 bắt đầu giảm nhẹ, phân bố thưa hơn kèm theo sự xuất 

hiện rải rác của một số tín hiệu đỏ/cam, cho thấy vật liệu đã bắt đầu ảnh hưởng 

đến khả năng sống của tế bào Hiệu ứng này trở nên rõ rệt hơn ở nhóm ZnO-

TA@GOx, khi số lượng tế bào phát tín hiệu xanh tiếp tục giảm, đồng thời số 

tín hiệu đỏ có xu hướng tăng lên, cho thấy việc cố định enzyme GOx lên hệ 

nano đã làm tăng hiệu quả gây độc tế bào. Đặc biệt, ở nhóm ZnO-TA@GOx 

bổ sung glucose, mật độ tế bào MCF-7 suy giảm mạnh nhất so với tất cả các 

nhóm còn lại, số lượng tế bào sống còn rất ít và phân bố rải rác trên vi trường. 

Sự suy giảm rõ rệt này cho thấy hiệu quả tiêu diệt tế bào ung thư được tăng 

cường mạnh khi có mặt glucose, do hoạt tính xúc tác của GOx đã thúc đẩy quá 

trình tiêu thụ glucose trong vi môi trường tế bào và tạo ra ROS như H2O2, từ 

đó làm gia tăng stress oxy hóa và ức chế mạnh khả năng sống sót của tế bào 

ung thư. Ngược lại, trên dòng tế bào bình thường hDFBs, sự khác biệt giữa 

nhóm đối chứng và các nhóm xử lý không rõ rệt như trên MCF-7. Ở tất cả các 

nhóm, tế bào hDFBs phần lớn vẫn duy trì hình thái thoi dài đặc trưng, độ bám 

dính tốt và sự sắp xếp tương đối đồng đều. So với nhóm đối chứng, các nhóm 

xử lý chỉ ghi nhận sự thay đổi nhẹ về mật độ tế bào mà không xuất hiện dấu 

hiệu tổn thương hình thái nghiêm trọng. Ngay cả ở nhóm ZnO-TA@GOx bổ 

sung glucose, tế bào hDFBs vẫn bảo tồn tương đối tốt cấu trúc hình thái bình 

thường. Kết quả này cho thấy hệ nano ZnO-TA@GOx có khả năng gây độc 

chọn lọc ưu tiên trên tế bào ung thư hơn là trên tế bào bình thường. Nhìn chung, 

dữ liệu từ ảnh nhuộm huỳnh quang cho thấy hiệu quả gây độc tế bào đáng kể 

đối với MCF-7, trong khi mức độ ảnh hưởng trên hDFBs vẫn tương đối thấp, 

qua đó khẳng định tiềm năng ứng dụng của hệ nano này trong điều trị ung thư 

theo cơ chế kết hợp giữa liệu pháp bỏ đói và stress oxy hoá. 
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Hình 3.14. Hình ảnh nhuộm sống/chết của tế bào MCF-7 và hDFBs 

3.4.1. Kết quả đánh giá sự tương thích máu của hệ nano trong điều kiện in 

vitro 

Để đánh giá tính an toàn của các hệ nano đối với đường dùng toàn thân, 

phép thử tán huyết đã được tiến hành và kết quả được trình bày trong Hình 

3.14 kết hợp với quan sát hình thái hồng cầu ở Hình 3.15. Kết quả phần trăm 

tán huyết cho thấy nhóm đối chứng dương (Triton X-100) gây tán huyết gần 

như 100%, phản ánh khả năng phá hủy màng hồng cầu mạnh, trong khi nhóm 

đối chứng âm (nước muối sinh lý) hầu như không gây tán huyết. Đáng chú ý, 

tất cả các hệ nano bao gồm ZnO-TA và ZnO-TA@GOX ở các nồng độ từ 100 

đến 400 ppm đều có tỷ lệ tán huyết rất thấp dưới ngưỡng 5%. Theo các tiêu 

chuẩn đánh giá vật liệu sinh học, mức tán huyết dưới 5% được xem là không 

gây độc đáng kể đối với hồng cầu, do đó các hệ vật liệu này có thể được xếp 

vào nhóm an toàn về mặt huyết học [86,124,125].  
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Hình 3.15. Phần trăm tán huyết của hồng cầu sau khi tiếp xúc với ZnO-

TA@GOx NPs ở các nồng độ khác nhau. 

Hình ảnh hiển vi quang học của hồng cầu sau 1 giờ tiếp xúc với các hệ vật 

liệu tiếp tục cung cấp bằng chứng trực quan về mức độ tương thích của máu 

(Hình 3.16). Ở nhóm đối chứng dương, hồng cầu bị phá vỡ hoàn toàn và mất 

hình dạng đặc trưng, trong khi ở nhóm đối chứng âm, các tế bào giữ nguyên 

hình thái. Đối với các mẫu chứa hạt nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOX ở cả hai 

nồng độ thấp nhất 100 ppm và cao nhất 400 ppm, hồng cầu vẫn duy trì hình 

dạng bình thường, không xuất hiện hiện tượng biến dạng, co rút hay kết tụ. Sự 

bảo toàn cấu trúc màng tế bào này cho thấy các hạt nano không gây tác động 

cơ học hoặc hóa học đáng kể lên hồng cầu trong điều kiện khảo sát. Từ các kết 

quả trên có thể khẳng định rằng các hệ nano ZnO có tính tương thích sinh học 

tốt,  không gây tán huyết và tổn thương hình thái tế bào máu, chứng minh tính 

phù hợp và tiềm năng ứng dụng của chúng trong các liệu pháp điều trị ung thư 

theo đường toàn thân. 
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Hình 3.16. Hình ảnh chụp kính hiển vi của hồng cầu sau xử lý với hạt 

nano ZnO-TA và ZnO-tA@@GOx ở nồng độ  

3.5. Kết quả đánh giá sự giải phóng và tích luỹ ion kẽm trong tế bào 

Kẽm là một nguyên tố vi lượng thiết yếu trong cơ thể người, đóng vai trò 

quan trọng trong nhiều quá trình tế bào như tăng sinh, biệt hóa, apoptosis và 

điều hòa chu kỳ tế bào [126,127]. Ở tế bào bình thường, cân bằng nội môi của 

kẽm được kiểm soát chặt chẽ bởi các protein vận chuyển kẽm chuyên biệt và 

thường được dự trữ trong các túi bào quan nhằm đảm bảo sự giải phóng nội 

bào có kiểm soát. Ngược lại, ở tế bào ung thư, sự điều hòa nội môi kẽm thường 

bị rối loạn, và mức độ rối loạn này có thể thay đổi tùy theo loại ung thư cũng 

như giai đoạn tiến triển của bệnh [128]. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự tích 

lũy kẽm quá mức trong tế bào ung thư có thể gây stress oxy hóa và kích hoạt 

các hình thức chết tế bào theo chương trình hoặc hoại tử qua đó cho thấy tiềm 

năng của kẽm như một tác nhân kháng ung thư [129–131]. 

Để khảo sát khả năng hòa tan ZnO NPs tạo thành ion Zn2+ trong môi trường 

pH thấp đặc trưng của khối u, thử nghiệm giải phóng ion Zn2+ được tiến hành. 

Nhìn chung, thử nghiệm cho thấy các hạt nano ZnO có xu hướng hòa tan mạnh 

hơn trong môi trường pH thấp so với pH trung tính. Trong điều kiện axit, quá 

trình hòa tan của ZnO chủ yếu diễn ra thông qua phản ứng proton hóa trên bề 

mặt ZnO, tạo ra sản phẩm là các ion hoà tan như Zn2+ và Zn(OH)+ [132–134]. 

Như thể hiện trong Hình 3.17, hàm lượng Zn2+ giải phóng từ cả hai hệ ZnO-

TA và ZnO-TA@GOx NPs trong môi trường pH 5.5 tăng dần theo thời gian, 
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đạt giá trị lần lượt là 501,3 µg/mg NPs  và 703,5 µg/mg NPs sau 48 giờ. Ngược 

lại, trong môi trường PBS pH 7.4, tốc độ giải phóng chậm hơn đáng kể, với 

hàm lượng Zn2+ tương ứng là 188,3 µg/mg NPs  và 277,6 µg/mg NPs đối với 

ZnO-TA và ZnO-TA@GOx tại cùng thời điểm. Kết quả này chứng minh rằng 

ZnO có khả năng hòa tan chọn lọc trong môi trường axit đặc trưng của vi môi 

trường khối u, thúc đẩy giải phóng ion Zn2+ tại chỗ - một tác nhân được biết 

đến với khả năng gây độc tế bào mạnh. Cơ chế này nhấn mạnh tiềm năng ứng 

dụng của ZnO như một hệ dẫn thuốc hướng đích trong điều trị ung thư. 

 

Hình 3.17. Biểu đồ giải phóng ion Zn2+ từ ZnO-TA và ZnO-TA@GOx NPs 

Ngoài ra, sự tích lũy kẽm trong tế bào ung thư vú MCF-7 và nguyên bào 

sợi da người bình thường hDFBs sau xử lý với các nồng độ khác nhau của ZnO-

TA@GOx được đánh giá bằng bộ kit định lượng kẽm. Như thể hiện trong Hình 

3.18, hàm lượng kẽm nội bào có mối tương quan với cả loại tế bào và nồng độ 

hạt nano. Cụ thể, khi nồng độ hạt nano tăng từ 0 lên 400 ppm, hàm lượng kẽm 

tăng từ 4,6 ng lên 142,6 ng ở hDFBs và từ 6,9 ng lên 234,1 ng ở tế bào MCF-

7. Sự tích lũy kẽm cao hơn ở tế bào MCF-7 so với tế bào bình thường phù hợp 

với các báo cáo trước đây về sự tăng biểu hiện của các protein nhập kẽm trong 

mô khối u [135]. Những kết quả này cho thấy ZnO-TA@GOx có khả năng thúc 

đẩy sự tích lũy kẽm ưu tiên trong tế bào ung thư, từ đó mở ra tiềm năng phân 

phối kẽm hướng đích và cảm ứng apoptosis hoặc tăng cường hiệu quả điều trị 

của các hệ mang kẽm. 
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Hình 3.18. Định lượng sự tích lũy kẽm nội bào trong tế bào bình thường 

(hDFBs) và tế bào ung thư (MCF-7). 

Kết quả ghi nhận bằng ảnh chụp huỳnh quang DCFH-DA (Hình 3.19) cũng 

cho thấy sự khác biệt rõ rệt về mức độ tạo ROS nội bào giữa các nhóm xử lý 

cũng như giữa hai dòng tế bào. Ở cả hai dòng tế bào hDFBs và MCF-7, cường 

độ huỳnh quang màu xanh lá - đại diện cho mức độ ROS nội bào - đều tăng rõ 

rệt sau khi xử lý với các hạt nano so với nhóm đối chứng không xử lý. Đáng 

chú ý, tín hiệu huỳnh quang quan sát được ở tế bào ung thư MCF-7 luôn cao 

hơn rõ rệt so với tế bào hDFBs trong cùng điều kiện xử lý. Xu hướng này phù 

hợp với kết quả của thí nghiệm tích lũy kẽm trước đó, cho thấy sự hấp thu và 

tích luỹ hạt nano diễn ra ưu tiên trong tế bào ung thư, từ đó thúc đẩy quá trình 

sản sinh ROS mạnh hơn. Cụ thể, ở nhóm xử lý bằng ZnO-TA, mức độ ROS 

tăng ở mức trung bình, có thể được lý giải bởi sự giải phóng ion Zn2+ đã gây ra 

quá trình cảm ứng stress oxy hóa nội bào. Quan trọng hơn, xử lý bằng ZnO-

TA@GOx làm tăng mạnh cường độ huỳnh quang ở cả hai dòng tế bào, đặc biệt 

rõ rệt ở tế bào MCF-7, cho thấy sự gia tăng đáng kể ROS nhờ tác động hiệp 

đồng giữa ZnO và GOx. Khi bổ sung glucose (4,5 mg/mL), tín hiệu huỳnh 

quang tiếp tục tăng, xác nhận rằng GOx đã xúc tác hiệu quả quá trình oxy hóa 

glucose tạo H₂O₂, góp phần khuếch đại stress oxy hóa trong tế bào. Mức tăng 

này cao hơn đáng kể so với nhóm ZnO-TA đơn thuần, nhấn mạnh vai trò then 

chốt của GOx trong việc tăng cường khả năng tạo ROS. 
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Hình 3.19. (B) Hình ảnh huỳnh quang biểu thị sự tạo thành ROS, được phát 

hiện bằng phương pháp nhuộm DCFH-DA, trong tế bào hDFBs và MCF-7 

sau 6 giờ xử lý với các vật liệu khác nhau. Thước tỷ lệ tương ứng 100 μm. 

3.6. Kết quả đánh giá khả năng ức chế khối u của hệ nano trên mô hình 

chuột in vivo 

3.6.1. Kết quả đánh giá khả năng ức chế khối u trên chuột 

Hiệu quả kháng ung thư của ZnO-TA@GOx NPs được đánh giá trên mô 

hình chuột mang khối u dị ghép dưới da sử dụng tế bào ung thư vú người MCF-

7. Chuột được điều trị bằng cách tiêm trực tiếp vào khối u ZnO-TA hoặc ZnO-

TA@GOx với cùng liều lượng tương đương (5 mg/kg), hai lần mỗi tuần trong 

thời gian 3 tuần. Như thể hiện trong Hình 3.20, thể tích khối u của nhóm đối 

chứng (chuột không điều trị) tăng dần liên tục trong suốt thời gian thí nghiệm. 

Ngược lại, cả ZnO-TA và ZnO-TA@GOx đều ức chế đáng kể sự phát triển của 

khối u. Cụ thể, tại ngày thứ 16 sau điều trị, thể tích khối u trung bình ở các 

nhóm được xử lý bằng ZnO-TA và ZnO-TA@GOx đều nhỏ hơn rõ rệt so với 

nhóm đối chứng, với các giá trị trung bình lần lượt là 1561 mm3 và 1285 mm3, 

so với 2784 mm3 ở nhóm đối chứng.  
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Hình 3.20.  Sự thay đổi thể tích khối u theo thời gian 

Cân nặng cơ thể chuột được theo dõi trong suốt quá trình thí nghiệm cho 

thấy các nhóm điều trị không gây ảnh hưởng tiêu cực đáng kể đến tình trạng 

sức khoẻ của động vật (Hình 3.21). Cụ thể, tất cả chuột ở các nhóm điều trị đều 

duy trì khối lượng cơ thể ổn định trong suốt quá trình nghiên cứu và không ghi 

nhận sự khác biệt có ý nghĩa so với nhóm đối chứng, cho thấy không xuất hiện 

độc tính toàn thân đáng kể mặc dù hệ nano biểu hiện hiệu quả kháng ung thư 

rõ rệt. Ở nhóm đối chứng, khối lượng tăng đều từ 27,40 g lên 32,62 g vào ngày 

thứ 16, phản ánh sự phát triển bình thường dù khối u tiến triển nhanh. Nhóm 

ZnO-TA và ZnO-TA@GOx cũng cho thấy xu hướng tăng khối lượng tương tự, 

dù xuất hiện một số dao động nhẹ ở các thời điểm trung gian nhưng không đáng 

kể, qua đó cho thấy các vật liệu này an toàn và không gây độc tính toàn thân. 

Tổng thể, việc không ghi nhận sự sụt giảm khối lượng ở các nhóm điều trị, đặc 

biệt là ZnO-TA@GOx, chứng minh rằng hệ vật liệu có tính an toàn sinh học 

tương đối cao trong điều kiện in vivo.  
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Hình 3.21. Sự thay đổi khối lượng cơ thể chuột theo thời gian. 

Hình ảnh chuột trong thí nghiệm in vivo tại thời điểm ngày thứ 16 sau điều 

trị phản ánh sự khác biệt rõ rệt về kích thước cũng như mức độ tiến triển của 

khối u giữa ba nhóm: đối chứng (không điều trị), ZnO-TA và ZnO-TA@GOx 

(Hình 3.22). Ở nhóm đối chứng, khối u phát triển mạnh với kích thước lớn, thể 

hiện qua vùng phồng dưới da rõ rệt và bề mặt da căng, phản ánh sự tăng sinh 

tế bào u không được kiểm soát. Trong khi đó, ở nhóm điều trị ZnO-TA, kích 

thước khối u có xu hướng thu nhỏ so với nhóm đối chứng, với vùng sưng giảm 

và bề mặt da ít bị kéo căng hơn. Tuy nhiên, khối u vẫn hiện diện rõ ràng cho 

thấy ZnO-TA chỉ ức chế tăng trưởng khối u ở mức độ nhất định. Đáng chú ý, 

nhóm điều trị ZnO-TA@GOx ghi nhận khối u có kích thước nhỏ nhất trong ba 

nhóm, với mức độ phồng dưới da giảm đáng kể. Điều này gợi ý hiệu quả kháng 

u vượt trội của hệ kết hợp ZnO-TA@GOx, có thể liên quan đến cơ chế hiệp 

đồng giữa tác động gây stress oxy hóa và cạn kiệt glucose tại vi môi trường 

khối u. Ngoài ra, ở cả ba nhóm, không ghi nhận dấu hiệu loét hoặc hoại tử 

nghiêm trọng trên bề mặt da tại vị trí khối u. Tình trạng tổng thể của chuột 

không có biểu hiện suy kiệt rõ rệt, cho thấy các hệ vật liệu sử dụng có tính an 

toàn sinh học cao. Những kết quả in vivo này phù hợp với các dữ liệu độc tính 

tế bào cũng như các phép thử in vitro, qua đó tiếp tục khẳng định tiềm năng 

điều trị của hệ ZnO-TA@GOx. 
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Hình 3.22. Hình ảnh chụp của chuột mang khối u ở ngày thứ 16 điều trị. 

3.6.2. Kết quả nhuộm H&E của khối u trên chuột sau 21 ngày thử nghiệm 

Các lát cắt khối u nhuộm H&E được phân tích vào ngày thứ 21 sau điều trị 

nhằm đánh giá những thay đổi mô bệnh học (Hình 3.23). Phân tích so sánh 

giữa các nhóm cho thấy sự khác biệt rõ rệt về cấu trúc mô và trạng thái tế bào, 

phản ánh tác động điều trị của các hệ nano lên mô khối u. Cụ thể, ở nhóm đối 

chứng, mô khối u thể hiện đặc trưng điển hình của tế bào ung thư với cấu trúc 

dày đặc và mật độ nhân tế bào cao. Các tế bào phân bố sát nhau, nhân bắt màu 

đậm với hematoxylin do hoạt động tăng sinh và phát triển mạnh của tế bào ung 

thư. Cấu trúc mô tương đối đồng nhất, không xuất hiện các khoảng trống đáng 

kể, phản ánh sự phát triển liên tục và không bị ức chế của khối u trong điều 

kiện không điều trị. Ngược lại, ở các nhóm được xử lý bằng ZnO-TA và ZnO-

TA@GOx, cấu trúc mô khối u có sự thay đổi đáng kể. Một trong những đặc 

điểm nổi bật là sự giảm rõ rệt mật độ nhân tế bào. Các vùng mô không còn duy 

trì sự sắp xếp chặt chẽ như ở nhóm đối chứng, thay vào đó là sự phân tán thưa 

thớt của tế bào. Nhân tế bào ở nhiều vị trí bị mờ, co rút hoặc mất hoàn toàn, 

cho thấy các dấu hiệu điển hình của quá trình chết tế bào. Đặc biệt, trong các 

mẫu này xuất hiện nhiều khoảng trống lớn, không bắt màu, phân bố rải rác hoặc 

chiếm diện tích đáng kể trong mô. Những khoảng trống này được xem là dấu 

hiệu đặc trưng của hiện tượng hoại tử mô, khi các tế bào bị phá hủy và mất đi 

cấu trúc ban đầu. 
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Khi so sánh hình ảnh nhuộm tế bào giữa hai hệ vật liệu, hiệu quả gây tổn 

thương mô của ZnO-TA@GOx có xu hướng rõ rệt hơn so với ZnO-TA. Ở mẫu 

ZnO-TA, mặc dù có xuất hiện các vùng giảm mật độ tế bào và một số khoảng 

trống, nhưng cấu trúc mô vẫn còn được duy trì ở một số khu vực. Trong khi đó, 

ở mẫu ZnO-TA@GOx, các vùng hoại tử chiếm ưu thế với kích thước lớn hơn 

và mức độ phá vỡ cấu trúc mô nghiêm trọng hơn. Điều này có thể được giải 

thích bởi cơ chế tác động hiệp đồng của hệ ZnO-TA@GOx, trong đó enzyme 

GOx xúc tác quá trình oxy hóa glucose tạo ra H₂O₂, kết hợp với đặc tính xúc 

tác của ZnO gây phân huỷ GSNO góp phần làm tăng tổn thương tế bào ung 

thư. Sự gia tăng stress oxy hóa nội bào có thể dẫn đến tổn thương màng, biến 

tính protein và phá hủy DNA, từ đó thúc đẩy quá trình chết tế bào theo hướng 

hoại tử hoặc theo chương trình. Ngoài ra, sự xuất hiện của các vùng mô bị phá 

hủy kèm theo giảm mật độ nhân tế bào còn cho thấy khả năng ức chế tăng sinh 

và tiêu diệt tế bào ung thư của các hệ nano. Đây là một chỉ dấu quan trọng 

chứng minh hiệu quả điều trị in vivo, bởi sự thay đổi mô bệnh học phản ánh 

trực tiếp mức độ đáp ứng của khối u đối với tác nhân điều trị. Tổng hợp các kết 

quả quan sát từ hình nhuộm H&E, có thể khẳng định rằng cả hai hệ ZnO-TA 

và ZnO-TA@GOx đều có khả năng gây ra những biến đổi mô bệnh học đáng 

kể trên khối u MCF-7, với biểu hiện đặc trưng là giảm mật độ tế bào và xuất 

hiện các vùng hoại tử. Trong đó, hệ ZnO-TA@GOx cho thấy hiệu quả vượt trội 

hơn, thể hiện qua mức độ phá hủy cấu trúc mô mạnh hơn và diện tích hoại tử 

lớn hơn. Những kết quả này cung cấp bằng chứng trực quan và thuyết phục về 

tiềm năng ứng dụng của các hệ nano này trong điều trị ung thư, đặc biệt là trong 

việc tiêu diệt tế bào khối u thông qua cơ chế gây bỏ đói và stress oxy hóa. 

 

Hình 3.23. Lát cắt mô khối u nhuộm H&E của các nhóm điều trị khác nhau. 

Thanh tỷ lệ: 100 μm. 
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3.6.3. Kết quả phân tích huyết học toàn phần của chuột 

Bảng 3.2 trình bày các thông số huyết học toàn phần của chuột tại các thời 

điểm ngày 0, ngày 6 và ngày 16, cung cấp cái nhìn hệ thống về ảnh hưởng của 

các hạt nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOx lên các chỉ số tế bào máu ngoại vi 

nhằm đánh giá mức độ an toàn sinh học của vật liệu trong mô hình in vivo. Nhìn 

chung, sau 16 ngày theo dõi, các thông số huyết học giữa nhóm đối chứng và 

các nhóm xử lý không có khác biệt có ý nghĩa thống kê và các giá trị vẫn nằm 

trong khoảng giá trị sinh lý. Các giá trị tham chiếu trong điều kiện sinh lý được 

thu thập từ các nguồn nghiên cứu uy tín [136–141]. 

Tại thời điểm ban đầu (ngày 0), các nhóm chuột bộc lộ một số dấu hiệu rối 

loạn huyết học đặc trưng của tình trạng ung thư. Cụ thể, số lượng hồng cầu 

(RBC) và nồng độ hemoglobin (HGB) ghi nhận ở mức thấp, giảm so với 

ngưỡng bình thường, trong khi chỉ số RDW tăng, phản ánh tình trạng thiếu máu 

nhẹ kèm theo sự không đồng nhất về kích thước hồng cầu. Bên cạnh đó, số 

lượng bạch cầu (WBC) ở mức thấp cận dưới ngưỡng bình thường, nhiều khả 

năng là hệ quả của quá trình gây suy giảm miễn dịch trước đó. Các chỉ số này 

tương đồng với các báo cáo về sự biến đổi trong thông số huyết học của bệnh 

nhân ung thư [142,143]. Điều này cho thấy các cá thể động vật thí nghiệm có 

trạng thái huyết học tương đối đồng đều trước khi tiến hành điều trị, đảm bảo 

tính khách quan cho các so sánh ở các thời điểm tiếp theo.  

Đến ngày thứ 6 sau điều trị, một số biến động nhẹ được ghi nhận ở các chỉ 

số bạch cầu và hồng cầu giữa các nhóm. WBC tăng trở lại và nằm trong khoảng 

bình thường, phản ánh sự phục hồi nhất định của hệ miễn dịch. Song song đó, 

các chỉ số liên quan đến dòng hồng cầu như RBC, HGB và HCT đều tăng, đặc 

biệt rõ ở các nhóm điều trị. Sự gia tăng này có thể liên quan đến cơ chế thích 

nghi của cơ thể đối với các tác nhân điều trị, bao gồm các phản ứng viêm hoặc 

điều hoà miễn dịch.  

Tại thời điểm ngày 16, các chỉ số huyết học giữa các nhóm trở nên tương 

đồng rõ rệt. WBC ở tất cả các nhóm đều nằm trong hoặc tiệm cận giới hạn trên 

của khoảng giá trị bình thường, phản ánh trạng thái phục hồi miễn dịch cũng 

như đáp ứng viêm liên quan đến khối u và quá trình điều trị. Đặc biệt, các nhóm 

xử lý bằng ZnO-TA và ZnO-TA@GOx có giá trị WBC cao nhẹ hơn so với 

nhóm đối chứng, cho thấy khả năng cải thiện đáp ứng miễn dịch và trạng thái 

sinh lý tích cực hơn dưới tác động điều trị của hạt nano. Chỉ số RBC ở hai nhóm 
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điều trị được cải thiện đáng kể, trong khi RBC ở nhóm đối chứng vẫn duy trì ở 

mức thấp. Từ đó chứng minh hệ nano không gây ức chế tủy xương, không gây 

ra tình trạng thiếu máu, hay rối loạn miễn dịch vốn thường thấy ở các bệnh 

nhân hoá trị [143,144]. Các chỉ số liên quan đến hình thái và chức năng hồng 

cầu như MCV, MCH và MCHC cũng duy trì ổn định giữa các nhóm, cho thấy 

kích thước và lượng hemoglobin trong hồng cầu không bị ảnh hưởng đáng kể. 

Độ phân bố hồng cầu RDW tuy vẫn cao hơn ngưỡng sinh lý nhưng không có 

sự thay đổi bất thường giữa các thời điểm khảo sát. Kết hợp với các chỉ số máu 

bình thường khác, sự gia tăng này là dấu hiệu của sự gia tăng đáp ứng viêm 

hoặc thiếu hụt nhẹ về dinh dưỡng và hàm lượng sắt trong máu  [145–147]. 

Bảng 3.2. Phân tích huyết học toàn phần của chuột được điều trị và không 

được điều trị. 

Ngày 0 

Chỉ số 
Ngưỡng bình 

thường 
Đối chứng ZnO-TA 

ZnO-

TA@GOX 

WBC  

(×103 tế bào/µL) 
        2-10 

 

2,5 ± 0,57 2,93 ± 0,38 2,23 ± 0,21 

RBC 

(×106 tế bào/µL) 
7-11 7,49 ± 0,59 7,62 ± 0,6 7,92 ± 0,85 

HGB (g/L) 136-164 112,5 ± 14,05 110,67 ± 12,5 129,33 ± 16,92 

HCT (%) 35-52 37,35 ± 8,56 39,7 ± 2,01 32,47 ± 5 

MCV (fL) 45-55 45,9 ± 0,99 46,87 ± 1,72 47,6 ± 1,25 

MCH (pg) 13-17 13,85 ± 1,06 14,47 ± 0,49 14,31 ± 0,44 

MCHC (g/L) 300-380 279 ± 18,38 293,33 ± 9,07 287,67 ± 18,88 

RDW (%) 11-15 16,65 ± 0,49 16,17 ± 0,23 15,2 ± 1,01 

Ngày 6 

Chỉ số 
Ngưỡng bình 

thường 
Đối chứng ZnO-TA 

ZnO-

TA@GOX 

WBC 

(×103 tế bào/µL) 
        2-10 

 

5,75 ± 0,74 6,6 ± 1,54 5,43 ± 1,67 

RBC 

(×106 tế bào/µL) 
7-11 7,6 ± 2,18 8,56 ± 2,4 9,06 ± 1,57 

HGB (g/L) 136-164 122,5 ± 9,19 154 ± 5,2 148 ± 2,53 

HCT (%) 35-52 41,4 ± 6,35 47,83 ± 8,13 49,2 ± 7,6 

MCV (fL) 45-55 47,3 ± 2,69 49,7 ± 1,81 48,93 ± 0,06 

MCH (pg) 13-17 13,15 ± 0,07 14,57 ± 0,81 14,03 ± 0,96 

MCHC (g/L) 300-380 302,5 ± 28,99 309,67 ± 2,52 301,67 ± 16,29 



59 

RDW (%) 11-15 16 ± 1,4 17,83 ± 1 16,9 ± 0,85 

Ngày 16 

Chỉ số 
Ngưỡng bình 

thường 
Đối chứng ZnO-TA 

ZnO-

TA@GOX 

WBC 

(×103 tế bào/µL) 
        2-10 

 

8,2 ± 1,24 9,33 ± 1,74 10 ± 1,5 

RBC 

(×106 tế bào/µL) 
7-11 7,42 ± 1,2 9,57 ± 1,42 8,84 ± 0,41 

HGB (g/L) 136-164 143,67 ± 28,28 149 ± 22,85 157 ± 9,54 

HCT (%) 35-52 43,6 ± 10,25 47 ± 7,07 48,55 ± 3,21 

MCV (fL) 45-55 51,05 ± 2,19 49,93 ± 2,2 49,3 ± 1,4 

MCH (pg) 13-17 15,65 ± 1,06 15,23 ± 0,15 15,1 ± 0,52 

MCHC (g/L) 300-380 307 ± 7,07 306,33 ± 12,9 307 ± 7,94 

RDW (%) 11-15 18,05 ± 0,64 17,8 ± 2,19 17 ± 1,13 

Tổng hợp các kết quả phân tích. có thể khẳng định rằng việc xử lý bằng các 

hệ hạt nano ZnO-TA và ZnO-TA@GOx không gây ảnh hưởng đáng kể đến các 

chỉ số huyết học ngoại vi sau 16 ngày. Điều này cho thấy các hệ vật liệu có tính 

tương thích sinh học tốt. không gây độc tính trên hệ tuần hoàn. Đây là một yếu 

tố quan trọng. góp phần khẳng định tính an toàn và tiềm năng ứng dụng của hệ 

ZnO-TA@GOx trong điều trị ung thư. đặc biệt trong bối cảnh sử dụng theo 

đường toàn thân. nơi các tương tác với máu và tủy xương là không thể tránh 

khỏi. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

1. KẾT LUẬN 

Luận văn đã hoàn thành mục tiêu tổng hợp hệ vật liệu nano ZnO-TA@GOx 

có các đặc tính nổi bật sau: 

(1)  Hạt nano ZnO-TA@GOx có tính tương thích sinh học và khả năng phân 

tán tốt trong nước. Hạt nano tạo thành có hình cầu đồng nhất với kích 

thước thủy động học được xác định khoảng 210,9 nm. Kích thước này 

phù hợp để ZnO-TA@GOx dễ dàng tiếp cận và tích lũy trong khối u 

bằng hiệu ứng EPR. tránh gây ảnh hưởng đến tế bào lành. 

(2)  Hạt nano ZnO-TA@GOx tăng cường hiệu quả điều trị ung thư thông 

qua cơ chế kết hợp giữa liệu pháp bỏ đói tế bào và sản sinh gốc tự do 

RONS đã được chứng minh trong các thí nghiệm in vitro. Cụ thể. lượng 

NO và H2O2 sản sinh từ phản ứng xúc tác phân hủy GSNO (sau 48 giờ 

ủ) và glucose (sau 24 giờ ủ) lần lượt là 187 μM và 542 μM. cao hơn đáng 

kể so với mẫu đối chứng.  

(3) Hạt nano ZnO-TA@GOx cho thấy độc tính chọn lọc đối với tế bào ung 

thư MCF-7. tiêu diệt trên 70% tế bào ở nồng độ 400 ppm khi bổ sung 

glucose. với IC50 khoảng 100 ppm. ZnO có xu hướng tích luỹ ưu tiên và 

giải phóng ion Zn2+ trong môi trường pH thấp đặc trưng của khối u. từ 

đó thúc đẩy hình thành RONS và gây chết tế bào. 

(4) Hạt nano ZnO-TA@GOx ức chế đáng kể sự phát triển khối u trong mô 

hình in vivo trên chuột mang tế bào ung thư MCF-7. Sau 16 ngày điều 

trị. thể tích khối u ghi nhận ở nhóm ZnO-TA@GOx là 1285 mm3. thấp 

hơn rõ rệt so với 2784 mm3 ở nhóm đối chứng. 

2. KIẾN NGHỊ 

Nhìn chung. hệ nano ZnO-TA@GOx cho thấy tiềm năng ứng dụng 

trong lĩnh vực điều trị ung thư. Tuy nhiên. để hoàn thiện và tối ưu hoá hệ 

nano. học viên đề xuất các hướng nghiên cứu tiếp theo như sau: 

• Đánh giá hoạt lực enzyme GOx và độ ổn định của hệ nano ZnO-

TA@GOx theo thời gian nhằm làm rõ khả năng duy trì hiệu quả hoạt 

động. tính bền vững của hệ nano và tiềm năng ứng dụng trong thực tiễn. 

• Nghiên cứu thiết kế hệ nano ZnO-TA@GOx hướng đích chủ động bằng 

cách gắn thêm các phối tử đặc hiệu lên bề mặt hạt nano nhằm tăng khả 
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năng nhận diện và tích lũy chọn lọc tại mô ung thư. từ đó nâng cao hiệu 

quả điều trị và giảm tác động không mong muốn lên tế bào lành. 

• Cơ chế gây độc bởi RONS có thể chịu ảnh hưởng bởi đáp ứng thích 

nghi và hệ thống chống oxy hóa của tế bào ung thư. Do đó. nghiên cứu 

phát triển hệ nano ZnO-TA@GOx bao gói thêm thuốc chống ung thư 

(ví dụ Doxorubicin. Cisplatin…) là hướng đi tiềm năng nhằm nâng cao 

hiệu quả điều trị hiệp đồng.  

• Nghiên cứu đánh giá tác động của hệ nano ZnO-TA@GOx trong việc 

làm suy giảm glutathione nội bào trên tế bào ung thư nhằm tăng cường 

stress oxy hóa và góp phần nâng cao độ nhạy của tế bào ung thư đối với 

hóa trị liệu. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1: Đường chuẩn axit tannic trong nước cất 

 

 

Phụ lục 2: Đường chuẩn glucose oxidase 
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Phụ lục 3: Đường chuẩn H2O2 

 

 

Phụ lục 4: Đường chuẩn NaNO2 
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Phụ lục 5: Đường chuẩn Kẽm 

 

Phụ lục 6: Biểu đồ biểu diễn thông số huyết học của các nhóm chuột được xử 

lý với PBS. ZnO-TA và ZnO-TA@GOx NPs 

 

Hình S1: Các thông số huyết học toàn phần của chuột được điều trị và 

không điều trị tại ngày 0 của quá trình điều trị. 



d 

 

Hình S2: Các thông số huyết học toàn phần của chuột được điều trị và 

không điều trị tại ngày 6 của quá trình điều trị. 

 



e 

 

Hình S3: Các thông số huyết học toàn phần của chuột được điều trị và 

không điều trị sau 16 ngày điều trị. 

 




































