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LÞI CAM �OAN 

 

Tôi xin cam �oan lu¿n án: <Nghiên cÿu sàng lßc aptamer �¿c hißu ÿng dÿng 

trong kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch và ELISA trÿc ti¿p nh¿m phát hißn 

Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae= là công trình nghiên cÿu cÿa 

chính mình d±ßi sÿ h±ßng d¿n khoa hßc cÿa t¿p thß h±ßng d¿n là PGS.TS.Tr±¡ng 

Thß Ngßc Liên và GS.TS.Tr¿n �¿i Lâm. Lu¿n án sÿ dÿng thông tin trích d¿n tÿ nhißu 

ngußn tham kh¿o khác nhau và các thông tin trích d¿n �±ÿc ghi rõ ngußn gßc. Các 

k¿t qu¿ nghiên cÿu cÿa tôi �±ÿc công bß chung vßi các tác gi¿ khác �ã �±ÿc sÿ nh¿t 

trí cÿa �ßng tác gi¿ khi �±a vào lu¿n án. Các sß lißu, k¿t qu¿ �±ÿc trình bày trong 

lu¿n án là hoàn toàn trung thÿc và ch±a tÿng �±ÿc công bß trong b¿t kÿ mßt công 

trình nào khác ngoài các công trình công bß cÿa tác gi¿. Lu¿n án �±ÿc hoàn thành 

trong thßi gian tôi làm nghiên cÿu sinh t¿i Hßc vißn Khoa hßc và Công nghß, Vißn 

Hàn lâm Khoa hßc và Công nghß Vißt Nam. 

 

 

 

 

Hà Nßi, ngày         tháng       n�m 2026 

Tác gi¿ lu¿n án 

 
Ph¿m Thu Th¿o 
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DANH MþC CHþ VI¾T T¾T 

Chÿ vi¿t t¿t Ti¿ng Anh Ti¿ng Vißt 
AMR Antimicrobial Resistance Kháng kháng sinh 
AuNPs Gold nanoparticles H¿t nano vàng 
C line Control line V¿ch �ßi chÿng 

EIS 
Electrochemical Impedance 
Spectroscopy 

Phß trß kháng �ißn hóa  

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
Xét nghißm h¿p thÿ mißn dßch 
liên k¿t vßi enzyme 

ELONA Enzyme-Linked Oligonucleotide Assay 
Phép thÿ oligonucleotide g¿n 
enzyme  

FAM Fluorescein amidites Ch¿t phát huÿnh quang  
FITC Fluorescein isothiocyanate Fluorescein isothiocyanat 
H¢O¢ Hydrogen peroxide  Hidrô perôxit 
HAIs Healthcare-Associated Infections Nhißm khu¿n bßnh vißn 
HRP Horseradish peroxidase  Peroxidaza c¿i ngÿa  
Kd Dissociation constant H¿ng sß phân ly  

LFIA Lateral flow immunoassay 
Xét nghißm mißn dßch dòng 
ch¿y bên 

LOD Limit of detection Gißi h¿n phát hißn 
LOQ Limit of quantification Gißi h¿n �ßnh l±ÿng 
MFE Minimum Free Energy N�ng l±ÿng tÿ do tßi thißu  
MIP Molecularly imprinted polymer Polyme in d¿u phân tÿ 
MUA 11-Mercaptoundecanoic acid 11- axit mercaptoundecanoic 
OSA O-specific antigen  kháng nguyên O 
PCR Polymerase Chain Reaction Ph¿n ÿng chußi polymerase 
POCT Point-of-Care Testing Xét nghißm t¿i chß 
QD Quantum dot Ch¿m l±ÿng tÿ 
RT Room temperature Nhißt �ß phòng 

SELEX 
Systematic evolution of ligands by 
exponential enrichment 

Sÿ ti¿n hóa cÿa các phßi tÿ b¿ng 
ph±¡ng pháp làm giàu theo c¿p 
sß nhân 

SERS Surface-Enhanced Raman Scattering 
Tán x¿ Raman t�ng c±ßng bß 
m¿t 

T line Test line V¿ch thÿ nghißm 
Tm Melting temperature Nhißt �ß nóng ch¿y 
TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin 
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MÞ �¾U 

Tß chÿc Y t¿ Th¿ gißi (WHO) �ã tuyên bß r¿ng kh¿ n�ng kháng kháng sinh 

cÿa vi khu¿n gây bßnh là mßt trong nhÿng thách thÿc nghiêm trßng nh¿t �ßi vßi sÿc 

khße cßng �ßng toàn c¿u. Trong nhóm các vi khu¿n �a kháng thußc (MDR) phß bi¿n 

nh¿t �±ÿc �ßnh ngh)a theo nhóm 8ESKAPE9 (vi¿t t¿t cÿa sáu vi khu¿n có �ßc lÿc cao 

và �a kháng Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa và Enterobacter spp.), hai tác 

nhân Gram âm là Klebsiella pneumoniae (KP) và Pseudomonas aeruginosa (PA) 

chi¿m tÿ lß �áng kß trong các ca nhißm trùng bßnh vißn. Chúng �±ÿc Trung tâm Kißm 

soát và Phòng ngÿa Dßch bßnh Hoa Kÿ (CDC) và WHO �ánh giá là mßi nguy c¿p 

thi¿t do tßc �ß lan rßng và kh¿ n�ng tßn t¿i bßn bß trong môi tr±ßng. Vißc phát hißn 

kßp thßi và chính xác các vi sinh v¿t này không chß có ý ngh)a trong ch¿n �oán lâm 

sàng mà còn là y¿u tß then chßt �ß thi¿t k¿ các ph±¡ng pháp kißm soát dßch tß hißu 

qu¿. 

Trong nhÿng n�m g¿n �ây, aptamer 3 các oligonucleotide DNA ho¿c RNA 

m¿ch �¡n ng¿n có kh¿ n�ng nh¿n dißn và liên k¿t �¿c hißu vßi phân tÿ �ích thông 

qua c¿u trúc không gian �¿c thù 3 �ã nßi lên nh± mßt công cÿ sinh hßc tißm n�ng, có 

thß thay th¿ ho¿c bß trÿ cho kháng thß truyßn thßng trong phát hißn và ch¿n �oán tác 

nhân gây bßnh. Nhß các ±u �ißm nh± �ß bßn nhißt cao, kh¿ n�ng bi¿n �ßi hóa hßc 

linh ho¿t, dß tßng hÿp nhân t¿o, chi phí s¿n xu¿t th¿p và tính ßn �ßnh giÿa các lô s¿n 

xu¿t, aptamer ngày càng �±ÿc quan tâm ÿng dÿng trong phát trißn các hß thßng c¿m 

bi¿n sinh hßc th¿ hß mßi. Tuy nhiên, t¿i Vißt Nam, các nghiên cÿu vß chßn lßc 

aptamer �¿c hißu �ßi vßi vi khu¿n Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella 

pneumoniae v¿n còn h¿n ch¿. �¿c bißt, vißc tích hÿp các aptamer này vào các nßn 

t¿ng ch¿n �oán hißn �¿i nh± s¿c ký mißn dßch dòng ch¿y bên ho¿c ELISA trÿc ti¿p 

k¿t hÿp v¿t lißu nano nh¿m nâng cao �ß nh¿y, �ß �¿c hißu và rút ng¿n thßi gian phát 

hißn v¿n là mßt h±ßng nghiên cÿu có ý ngh)a khoa hßc và thÿc tißn cao. 

Trong bßi c¿nh các vi khu¿n này là nhÿng tác nhân gây nhißm khu¿n c¡ hßi 

quan trßng, có liên quan �¿n tình tr¿ng nhißm khu¿n bßnh vißn và xu h±ßng kháng 

kháng sinh ngày càng gia t�ng, vißc phát trißn các ph±¡ng pháp phát hißn nhanh, nh¿y 

và �¿c hißu là h¿t sÿc c¿n thi¿t. Xu¿t phát tÿ thÿc tißn �ó, lu¿n án: <Nghiên cÿu sàng 

lßc aptamer �¿c hißu ÿng dÿng trong kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch và ELISA trÿc 

ti¿p nh¿m phát hißn Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae= �±ÿc 

thÿc hißn. Lu¿n án h±ßng tßi vißc làm chÿ công nghß chßn lßc aptamer �¿c hißu, 

�ßng thßi linh ho¿t k¿t hÿp các thành ph¿n nh¿n dißn sinh hßc và nano-v¿t lißu �ß 
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phát trißn hß thßng phát hißn có �ß nh¿y cao, góp ph¿n gi¿m gánh n¿ng chi phí �ißu 

trß và nâng cao ch¿t l±ÿng ch¿n �oán y t¿. 

Mÿc tiêu nghiên cÿu cÿa lu¿n án: 

• Chßn lßc �±ÿc các trình tÿ aptamer có ái lÿc cao, �¿c hißu vßi hai vi khu¿n 

Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae. 

• Phát trißn kÿ thu¿t ELISA trÿc ti¿p cho phép phát hißn vi khu¿n Pseudomonas 

aeruginosa và Klebsiella pneumoniae vßi �ß nh¿y cao. 

• Phát trißn kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch cho phép phát hißn nhanh vi khu¿n 

Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae vßi �ß nh¿y cao. 

Nßi dung nghiên cÿu chính cÿa lu¿n án: 

• Chßn lßc và �ánh giá ái lÿc cÿa aptamer �¿c hißu �ßi vßi vi khu¿n 

Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae. 

• Phát trißn kÿ thu¿t ELISA trÿc ti¿p dÿa trên cßng hÿp �¿u thu sinh hßc và h¿t 

nano vàng nh¿m mÿc tiêu phát hißn vi khu¿n Pseudomonas aeruginosa và 

Klebsiella pneumoniae. 

• Thi¿t k¿ và ch¿ t¿o que thÿ s¿c ký mißn dßch (LFIA) �ß phát hißn nhanh vi 

khu¿n Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae. 

C¡ sß khoa hßc và thÿc tißn cÿa �ß tài: 

• Cung c¿p ngußn nguyên lißu aptamer �¿c hißu mßi, t¿o tißn �ß cho vißc ch¿ 

t¿o các lo¿i c¿m bi¿n sinh hßc có �ß nh¿y cao và �ßnh h±ßng ÿng dÿng trong 

y hßc nano t¿i Vißt Nam. 

• K¿t qu¿ nghiên cÿu cung c¿p cho các c¡ sß y t¿ nhÿng công cÿ xét nghißm 

tiên ti¿n, giúp phát hißn nhanh các tác nhân gây nhißm khu¿n bßnh vißn, tÿ �ó 

tßi ±u hóa phác �ß �ißu trß. 

Nhÿng �óng góp mßi cÿa �ß tài: 

• Lu¿n án �ã phát trißn �±ÿc quy trình sàng lßc hißu qu¿ các aptamer �¿c hißu 

cho hai lo¿i vi khu¿n th±ßng gây nhißm trùng bßnh vißn nghiêm trßng là 

Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae. 

• Lu¿n án �ã chÿng minh �±ÿc tính hißu qu¿ cÿa vißc sÿ dÿng aptamer cßng hÿp 

h¿t vàng nh± kháng thß hai �¿c hißu trên que thÿ mißn dßch nhanh và kÿ thu¿t 

ELISA trÿc ti¿p. 

• Lu¿n án cho th¿y tißm n�ng ÿng dÿng cÿa vißc k¿t hÿp �a d¿ng các thành ph¿n 

nh¿n dißn sinh hßc nh± aptamer và kháng thß cùng vßi v¿t lißu nano vàng trong 

vißc xây dÿng các nßn t¿ng ch¿n �oán tích hÿp nh± kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch 

dòng ch¿y bên (LFIA) và Nano-ELISA, góp ph¿n nâng cao kh¿ n�ng sàng lßc 
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nhanh vßi �ß nh¿y cao �ßi vßi các vi khu¿n Pseudomonas aeruginosa và 

Klebsiella pneumoniae. 
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CH¯¡NG 1. TÞNG QUAN 

Sÿ chuyßn dßch tÿ các ph±¡ng pháp ch¿n �oán dÿa trên kißu hình truyßn thßng 

sang các kÿ thu¿t c¿m bi¿n sinh hßc hißn �¿i �ã mß ra kÿ nguyên mßi trong giám sát 

vi sinh v¿t gây bßnh, �¿c bißt là vßi các tác nhân �a kháng thußc nh± P. aeruginosa 

và K. pneumoniae. Trong xu th¿ �ó, sÿ ra �ßi cÿa aptamer, �±ÿc ví nh± 'kháng thß 

hóa hßc' vßi các �¿c tính ±u vißt vß �ß bßn và tính chßn lßc, �ang trß thành nßn t¿ng 

quan trßng �ß phát trißn các ph±¡ng pháp ch¿n �oán mßi. 

Ph¿n tßng quan cÿa lu¿n án s¿ t¿p trung hß thßng hóa �¿c �ißm sinh hßc, y¿u tß 

�ßc lÿc cÿa các chÿng vi khu¿n mÿc tiêu trong mßi liên hß vßi gánh n¿ng nhißm 

khu¿n bßnh vißn hißn nay. �ßng thßi, nßi dung ch±¡ng �i sâu phân tích c¡ sß lý lu¿n 

vß kÿ thu¿t SELEX, các mô hình sÿ dÿng aptamer-kháng thß và chi¿n l±ÿc tích hÿp 

chúng vào hß thßng s¿c ký mißn dßch (LFIA) cùng ELISA trÿc ti¿p ÿng dÿng h¿t 

nano vàng. Nhÿng phân tích này không chß làm rõ các b±ßc ti¿n công nghß trong 

ch¿n �oán nhanh mà còn thi¿t l¿p nßn t¿ng khoa hßc cho vißc chßn lßc trình tÿ �¿c 

hißu và phát trißn các hß thßng phát hißn vi khu¿n có �ß nh¿y cao cÿa nghiên cÿu. 
1. haids 

1.1. Nhißm khu¿n bßnh vißn và hai tác nhân mÿc tiêu Pseudomonas aeruginosa 

và Klebsiella pneumoniae 

Nhißm khu¿n bßnh vißn (Hospital-Acquired Infections-HAIs) là mßt trong 

nhÿng nguyên nhân chính làm gia t�ng tÿ lß m¿c bßnh và tÿ vong ß ng±ßi bßnh, �ßng 

thßi kéo dài thßi gian n¿m vißn và �ißu trß t¿i khoa hßi sÿc (ICU), gây ra tßn th±¡ng 

tâm lý cing nh± gánh n¿ng kinh t¿ �áng kß cho ng±ßi bßnh và hß thßng y t¿. Theo 

kh¿o sát �a trung tâm cÿa Tß chÿc Liên minh Kißm soát Nhißm khu¿n Qußc t¿ 

(INICC) thÿc hißn t¿i nhißu qußc gia �ang phát trißn, bao gßm c¿ ¾n �ß, tÿ lß tÿ 

vong do nhißm khu¿n bßnh vißn dao �ßng tÿ 35,2% �¿n 44,9% [1]. Gánh n¿ng tài 

chính do HAIs th±ßng bß làm tr¿m trßng thêm bßi nhißu y¿u tß nh± thßi gian n¿m 

vißn kéo dài, sÿ dÿng các lo¿i kháng sinh và thußc �¿t tißn, t�ng t¿n su¿t xét nghißm 

c¿n lâm sàng, cùng vßi m¿t mát thu nh¿p do gián �o¿n công vißc. Tßng hÿp các y¿u 

tß này không chß gây áp lÿc lßn lên ngußn lÿc y t¿ mà còn t¿o gánh n¿ng �áng kß cho 

ng±ßi bßnh và gia �ình, �¿c bißt ß các qußc gia có thu nh¿p th¿p và trung bình, n¡i 

hß thßng kißm soát nhißm khu¿n còn h¿n ch¿. Nguyên nhân gây nhißm khu¿n bßnh 

vißn (HAIs) r¿t �a d¿ng, tùy thußc vào môi tr±ßng c¡ sß y t¿, �¿c �ißm cÿa nhóm 

bßnh nhân và �ißu kißn cÿa tÿng qußc gia. Các vi khu¿n Gram d±¡ng th±ßng g¿p gây 

HAIs bao gßm Staphylococcus aureus, các chÿng Staphylococcus âm tính vßi 

coagulase (Coagulase-negative Staphylococci 3 CoNS), và Enterococcus spp.. Trong 

khi �ó, các vi khu¿n Gram âm th±ßng liên quan �¿n nhißm khu¿n bßnh vißn là 
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Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa và 

Escherichia coli [2]. 

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) là mßt lo¿i vi khu¿n Gram âm hi¿u 

khí, là tác nhân chÿ y¿u gây nên nhißm trùng ß cßng �ßng (community-acquired) và 

nhißm trùng ß bßnh vißn (hospital-acquired). Nhißu lo¿i nhißm trùng ß cßng �ßng có 

thß kß �¿n nh± viêm loét giác m¿c (th±ßng liên quan �¿n vißc sÿ dÿng kính áp tròng), 

viêm tai ngoài (th±ßng ß nhÿng ng±ßi bß suy gi¿m mißn dßch nh± bßnh nhân �ái tháo 

�±ßng), và nhißm trùng da và mô mßm. �ßi vßi nhißm trùng bßnh vißn, bßnh nhân 

nh¿p vißn có thß bß nhißm P. aeruginosa khi nh¿p vißn ho¿c có thß nhißm P. 

aeruginosa trong thßi gian n¿m vißn và P. aeruginosa có thß �±ÿc phân l¿p tÿ h¿u 

h¿t mßi ngußn trong bßnh vißn [3]. Trong mßt nghiên cÿu trên nhißu ca nhißm trùng 

v¿t mß bßnh vißn, P. aeruginosa �±ÿc cho là nguyên nhân gây ra kho¿ng 6% trong 

t¿t c¿ các tr±ßng hÿp. Trong dÿ lißu �±ÿc thu th¿p tÿ �¡n vß �ißu trß tích cÿc (Intensive 

Care Unit 3 ICU), P. aeruginosa �±ÿc báo cáo là nguyên nhân gây ra kho¿ng 16% 

các ca nhißm trùng v¿t mß và là nguyên nhân phß bi¿n nh¿t gây nhißm trùng t¿i chß 

�ßi vßi các ca sau ph¿u thu¿t �±ßng tiêu hóa [4]. P. aeruginosa là nguyên nhân phß 

bi¿n gây nhißm trùng �±ßng ti¿t nißu bßnh vißn, chi¿m kho¿ng 9% tr±ßng hÿp nhißm 

trùng �±ßng ti¿t nißu trên toàn bßnh vißn và lên tßi 16,3% tr±ßng hÿp nhißm trùng 

�±ßng ti¿t nißu ß bßnh nhân ICU [5].  

P. aeruginosa có kh¿ n�ng thích nghi vßi môi tr±ßng b¿t lÿi trong t¿ bào v¿t 

chÿ b¿ng cách ti¿t ra mßt lo¿t các y¿u tß �ßc lÿc, góp ph¿n vào vißc lây nhißm thành 

công và gây bßnh cho t¿ bào v¿t chÿ [6]. Lipopolysaccharide (LPS, nßi �ßc tß) cÿa 

vi khu¿n này �ã �±ÿc nghiên cÿu rßng rãi trong nhißu l)nh vÿc sinh hßc do �óng vai 

trò quan trßng trong �ßc lÿc cÿa vi khu¿n. LPS bao gßm ba vùng c¿u trúc riêng bißt: 

lipid A, lõi oligosaccharide và kháng nguyên O (còn gßi là O polysaccharide, ho¿c 

O-antigen). Các vùng này vÿa �¿m nhißm nhÿng chÿc n�ng riêng bißt, vÿa có sÿ 

chßng l¿p trong ho¿t �ßng sinh lý cÿa vi khu¿n. Kháng nguyên O là thành ph¿n 

polysaccharide dài cÿa LPS, vßi chißu dài có thß thay �ßi tÿ mßt �¿n hàng tr�m �¡n 

vß �±ßng. Kháng nguyên O �±ÿc tßng hÿp riêng bißt vßi phÿc hÿp lipid A3lõi (lipid 

A-core) và sau �ó mßi �±ÿc g¿n vào c¿u trúc này. Do �ó, không ph¿i mßi phân tÿ 

lipid A3lõi �ßu �±ÿc g¿n kháng nguyên O tr±ßc khi �±ÿc v¿n chuyßn ra màng ngoài. 

K¿t qu¿ là bß m¿t màng ngoài (outer membrane, OM) cÿa vi khu¿n có tính không 

�ßng nh¿t, bao gßm c¿ các phân tÿ LPS có và không có kháng nguyên O (Hình 1.1). 

Polymer kháng nguyên O �±ÿc c¿u t¿o tÿ các �¡n vß �±ßng l¿p l¿i, có tính bi¿n �ßi 

c¿u trúc r¿t cao giÿa các loài cing nh± giÿa các chÿng trong cùng mßt loài [7]. Tính 

không �ßng nh¿t trong c¿u trúc kháng nguyên O là k¿t qu¿ cÿa sÿ khác bißt vß thành 
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ph¿n các lo¿i �±ßng trong �¡n vß l¿p l¿i, kißu liên k¿t glycoside giÿa các �¡n vß 

�±ßng, sÿ có m¿t ho¿c không có m¿t cÿa các m¿ch nhánh, cing nh± các bi¿n �ßi 

không theo tÿ lß cß �ßnh. P.aeruginosa có kh¿ n�ng �ßng thßi tßng hÿp hai lo¿i kháng 

nguyên O, bao gßm kháng nguyên polysaccharide chung (common polysaccharide 

antigen 3 CPA) và kháng nguyên �¿c hißu O (O-specific antigen 3 OSA) [8]. CPA 

có c¿u trúc b¿o tßn chung, gßm các �¡n vß l¿p l¿i ³3)d-Rha(³1³3)d-Rha(³1³2)d-

Rha(³1³, trong khi c¿u trúc cÿa OSA có tính bi¿n �ßi cao. Chính sÿ �a d¿ng này là 

c¡ sß �ß phân type huy¿t thanh, giúp phân chia loài vi khu¿n này thành nhißu nhóm 

huy¿t thanh khác nhau [9]. Các nghiên cÿu dßch tß cho th¿y sÿ phân bß các serotype 

không �ßng nh¿t giÿa các qu¿n thß nghiên cÿu, nh±ng O6, O11 và O1 th±ßng n¿m 

trong nhóm phß bi¿n nh¿t. Trong mßt nghiên cÿu �a qußc gia trên 413 chÿng P. 

aeruginosa xâm l¿n, O11 chi¿m 22%, O1 chi¿m 14% và O6 chi¿m 13%; ba serotype 

này chi¿m g¿n mßt nÿa sß chÿng �±ÿc kh¿o sát [10]. Mßt nghiên cÿu trên bßnh nhân 

viêm phßi bßnh vißn cing ghi nh¿n O6 và O11 là hai serotype phß bi¿n nh¿t, l¿n l±ÿt 

chi¿m 29,3% và 22,8% [11]. Tuy nhiên, phân bß serotype có thß thay �ßi �áng kß 

theo �ßa lý, bßnh c¿nh lâm sàng và nhóm bßnh nhân; do �ó, không nên xem mßt 

serotype là �¿i dißn tuyßt �ßi cho toàn bß qu¿n thß P. aeruginosa. 

 

 
Hình 1.1. C¿u trúc hóa hßc gi¿n l±ÿc cÿa lipopolysaccharide (LPS) ß P. aeruginosa 

PAO1 (kißu huy¿t thanh O5) [9] 
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Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) là vi khu¿n gram âm, không di �ßng 

thußc hß Enterobacteriaceae có vß polysaccharide, �óng vai trò quan trßng trong c¡ 

ch¿ gây nhißm và kh¿ n�ng ng�n ch¿n quá trình thÿc bào [12]. Vi khu¿n này là m¿m 

bßnh c¡ hßi và là mßt trong nhÿng nguyên nhân phß bi¿n nh¿t gây nhißm trùng bßnh 

vißn tÿ viêm phßi, viêm màng não, áp xe gan, nhißm trùng �±ßng ti¿t nißu (UTI), 

nhißm trùng v¿t th±¡ng, �¿n nhißm khu¿n huy¿t và nhißm trùng huy¿t [13]. Þ K. 

pneumoniae, LPS có c¿u trúc gßm ba thành ph¿n c¡ b¿n: lipid A, core oligosaccharide 

và O-antigen polysaccharide (OPS). Core oligosaccharide n¿m giÿa lipid A và O-

antigen, t¿o c¿u nßi c¿u trúc giÿa ph¿n lipid và chußi polysaccharide phía ngoài. Þ 

K. pneumoniae �ã xác �ßnh hai kißu core oligosaccharide chính là type 1 và type 2. 

Ph¿n inner core g¿n lipid A có tính b¿o tßn t±¡ng �ßi cao do chßu nhÿng ràng bußc 

vß chÿc n�ng duy trì tính toàn v¿n cÿa màng ngoài, trong khi outer core có mÿc �ß 

khác bißt cao h¡n và là vß trí g¿n O-antigen. Do n¿m ß phía ngoài cÿa LPS, O-antigen 

có kh¿ n�ng ti¿p xúc trÿc ti¿p vßi môi tr±ßng và hß mißn dßch v¿t chÿ, �ßng thßi góp 

ph¿n t¿o nên sÿ khác bißt vß tính kháng nguyên giÿa các chÿng [14]. 

 

Hình 1.2. Vai trò cÿa LPS trong �ßc lÿc cÿa K. pneumoniae [15] 

Tác nhân gây bßnh cÿa K. pneumoniae có liên quan �¿n sÿ hißn dißn cÿa mßt 

sß gen �ßc lÿc mã hóa các y¿u tß �ßc lÿc và cho phép nó t¿n công hß thßng mißn dßch 

cÿa v¿t chÿ và d¿n �¿n nhißu lo¿i bßnh: bißu hißn kháng nguyên O lipopolysaccharide 

(LPS) và vß polysaccharide (kháng nguyên K) (�±ÿc mã hóa bßi các locus K và O 
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khác nhau), siderophore enterobactin (ent locus), và fimbriae lo¿i I và lo¿i III (fim và 

mrk locus) [16]. Vß capsule là mßt ma tr¿n polysaccharide ngo¿i bào bao bßc quanh 

vi khu¿n và �±ÿc s¿n xu¿t quá mÿc ß các chÿng K. pneumoniae siêu �ßc 

(hypervirulent K. pneumoniae - Hv-Kp). LPS là mßt ph¿n không thß thi¿u cÿa màng 

ngoài và �±ÿc s¿n xu¿t bßi c¿ chÿng th±ßng và Hv-Kp. Các fimbriae lo¿i I và lo¿i III 

là các c¿u trúc k¿t dính có màng, t¿o �ißu kißn thu¿n lÿi cho vißc g¿n và bám và các 

t¿ bào v¿t chÿ, �ßng thßi tham gia t±¡ng tác vßi �¿i thÿc bào, hình thành biofilm [17]. 

Các y¿u tß �ßc lÿc cÿa K. pneumoniae �ã �±ÿc mô t¿ chi ti¿t nh± trong Hình 1.3. Có 

thß phân lo¿i K. pneumoniae theo nhißu hß thßng khác nhau. Vß kißu huy¿t thanh bß 

m¿t, hai hß thßng quan trßng nh¿t là K-antigen, t±¡ng ÿng vßi polysaccharide cÿa 

capsule, và O-antigen, t±¡ng ÿng vßi polysaccharide cÿa LPS. Trong khi hß thßng K-

antigen có sß l±ÿng và mÿc �ß �a d¿ng r¿t lßn, sß l±ÿng O-antigen cÿa K. pneumoniae 

ít h¡n �áng kß. Bßn type O1, O2, O3 và O5 �ã �±ÿc chÿng minh chi¿m kho¿ng 90,1% 

trong mßt bß s±u t¿p gßm 645 chÿng xâm l¿n �a qußc gia. O1 �¿c bißt �áng chú ý vì 

có liên quan vßi các chÿng �a kháng thußc [18]. �ßi vßi K. pneumoniae, c¿u trúc 

LPS gßm lipid A3core3O-antigen, trong �ó O-antigen là vùng �a d¿ng nh¿t nh±ng sß 

l±ÿng type t±¡ng �ßi h¿n ch¿ so vßi K-antigen, làm cho O-antigen trß thành mßt �ích 

tißm n�ng �ß phát trißn aptamer. 

 
Hình 1.3. Các y¿u tß �ßc lÿc cÿa K. pneumoniae [17] 

Mßt nghiên cÿu giám sát �a trung tâm g¿n �ây trên 1.000 chÿng vi khu¿n gây 

nhißm trùng �±ßng hô h¿p d±ßi t¿i sáu bßnh vißn ß Vißt Nam �ã sÿ dÿng VITEK-

2/Phoenix M50 �ß �ßnh danh, k¿t hÿp E-test ho¿c vi pha loãng �ß xác �ßnh MIC và 

PCR �a mßi �ß phát hißn các gen kháng thußc. K¿t qu¿ cho th¿y sÿ xu¿t hißn cÿa 

P.aeruginosa và K. pneumoniae l¿n l±ÿt là 21,0 % và 18,6%. Hai loài này thußc nhóm 

các tác nhân Gram âm quan trßng nh¿t �±ÿc phân l¿p tÿ nhißm trùng �±ßng hô h¿p 

d±ßi t¿i các bßnh vißn Vißt Nam [19]. Kháng thußc �ã trß thành mßt th¿m hßa toàn 

c¿u, �e dßa sÿc khße cßng �ßng. Vißc sÿ dÿng kháng sinh phß rßng quá mÿc và không 

�úng cách trong nhÿng n�m g¿n �ây �ã làm gia t�ng �áng kß tình tr¿ng kháng thußc 
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ß K. pneumoniae. Sau các chÿng K. pneumoniae s¿n xu¿t ³-lactamase phß rßng, các 

phân l¿p K. pneumoniae kháng carbapenem (CRKP) xu¿t hißn trß thành mßi quan 

ng¿i lßn vß sÿc khße cßng �ßng toàn c¿u có liên quan �¿n tÿ lß m¿c bßnh và tÿ vong 

cao. Tÿ lß tÿ vong gßp liên quan �¿n nhißm trùng CRKP �±ÿc ±ßc tính dao �ßng tÿ 

37,2% (95% CI, 33,1%341,4%) �¿n 42,1% (95% CI, 37,1%347,3%) [20]. Kháng 

carbapenem ß A. baumannii, P. aeruginosa và K. pneumoniae l¿n l±ÿt là 69,1%, 

44,4% và 2,9% t¿i Vißt Nam. G¿n 85% bßnh nhân ICU �±ÿc sÿ dÿng kháng sinh, 

kháng sinh beta-lactam phß rßng (cephalosporin th¿ hß 3, 4 và carbapenem) và 

fluoroquinolone l¿n l±ÿt chi¿m 39,7% và 19,4% tßng l±ÿng kháng sinh �±ÿc sÿ dÿng 

t¿i các ICU Vißt Nam. Các nghiên cÿu cho th¿y mßt sß trình tÿ nguy c¡ cao cÿa 

P.aeruginosa có mßi t±¡ng quan ch¿t ch¿ vßi các O-serotype �¿c hißu. Trong �ó, 

ST235 th±ßng liên quan serotype O11, ST111 liên quan O12, ST132 liên quan O6 và 

ST244 liên quan O5. Serotype O11 �±ÿc xem là kißu huy¿t thanh ±u th¿ ß các chÿng 

�a kháng thußc (MDR/XDR) và th±ßng xu¿t hißn ß các dòng nguy c¡ cao l±u hành 

toàn c¿u nh± ST235, ST308 và ST357 [21]. T¿i Vißt Nam, hai m±¡i chÿng 

P.aeruginosa kháng carbapenem (CRPA) �ã �±ÿc phân l¿p tÿ m¿u ngoáy trÿc tràng 

cÿa các bßnh nhân nh¿p khoa hßi sÿc tích cÿc (ICU). K¿t qu¿ kißu trình tÿ �a locus 

(multilocus sequence type 3 MLST) chi¿m ±u th¿ là ST308, chi¿m 50% (10/20) sß 

chÿng phân l¿p. �áng chú ý, 70% (14/20) các chÿng CRPA mang gene mã hóa 

metallo-³-lactamase (MBL), trong �ó blaNDM-1 là gene phß bi¿n nh¿t vßi tÿ lß 86% 

(12/14), ti¿p theo là blaIMP-26 chi¿m 14% (2/14) [22]. Vo và cßng sÿ nghiên cÿu 

224 chÿng P. aeruginosa phân l¿p t¿i Bßnh vißn Nhân dân Gia �ßnh trong n�m 2019. 

Vi khu¿n �±ÿc phân l¿p chÿ y¿u tÿ các tr±ßng hÿp viêm phßi và nhißm trùng da, mô 

mßm. Nghiên cÿu cho th¿y tÿ lß MDR và XDR l¿n l±ÿt là 7,1% và 20,5% [23]. �ßi 

vßi K. pneumoniae, nghiên cÿu kißu gen �a kháng thußc �ã thu th¿p �±ÿc 68 STs vßi 

sÿ nßi trßi cÿa ST15 (34%) và ST16 (30%); các gen kháng thußc g¿p phß bi¿n là 

blaNDM (54,45%), blaOXA (46,51%), blaKPC (45,07%), blaCTX (51,80%), blaSHV 

(98,44%), blaTEM (52,16%) [24]. Các dòng nguy c¡ cao cÿa K. pneumoniae nh± 

ST11-KL64, ST15-KL112 và ST16-KL51 th±ßng liên quan �¿n các O-type �¿c hißu 

nh± O1v1/O4, O3/O3a, O2v1 [25]. K¿t qu¿ tÿ M¿ng l±ßi Giám sát Kháng thußc Vißt 

Nam (VINARES) cho th¿y tÿ lß kháng kháng sinh t�ng cao 4 cÿ thß, tÿ lß vi khu¿n 

sinh Beta-lactamase phß rßng t�ng g¿p 4 l¿n trong giai �o¿n 201632017 so vßi 20123

2013 [26]. Nhÿng xu h±ßng này ph¿n ánh thách thÿc lßn cÿa hß thßng y t¿ qußc gia 

trong vißc �ßi phó vßi tình tr¿ng kháng kháng sinh (AMR). 
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Tr±ßc thÿc tr¿ng �ó, các nhà ho¿ch �ßnh chính sách và c¡ quan liên quan �ã ban 

hành nhißu chi¿n l±ÿc, ch±¡ng trình hành �ßng và bß trí kinh phí nh¿m kißm soát và 

ng�n ngÿa sÿ lan rßng cÿa AMR [12]. Vßi sÿ hß trÿ tÿ các ngußn tài trÿ qußc t¿ và 

Bß Y t¿ Vißt Nam, nhißu hß thßng giám sát nh± VINARES và SOAR (Survey of 

Antibiotic Resistance 3 Kh¿o sát vß kháng kháng sinh) �ã �±ÿc thi¿t l¿p �ß theo dõi 

tÿ lß kháng thußc cÿa các tác nhân gây bßnh quan trßng trong bßnh vißn [27]. T¿i các 

bßnh vißn Vißt Nam, tÿ lß kháng thußc ngày càng t�ng ß các chÿng vi khu¿n 

Acinetobacter baumannii kháng carbapenem (CRAB), P.aeruginosa kháng 

carbapenem (CRPA), Escherichia coli kháng cephalosporin th¿ hß 3 (3GCREC), K. 

pneumoniae kháng cephalosporin th¿ hß 3 (3GCRKP), và Staphylococcus aureus 

kháng methicillin (MRSA) �ã �¿t mÿc báo �ßng [27]. �áng chú ý, nhÿng tác nhân 

này �ßu n¿m trong danh mÿc <tác nhân ±u tiên= cÿa Tß chÿc Y t¿ Th¿ gißi (WHO) 

�±ÿc công bß vào các n�m 2017 và 2024, nh¿n m¿nh sÿ c¿n thi¿t c¿p bách cÿa các 

nghiên cÿu ch¿n �oán phát hißn và ph±¡ng pháp �ißu trß mßi nh¿m �ßi phó vßi các 

nhißm khu¿n kháng thußc. 

1.2. Các ph±¡ng pháp phát hißn và �ßnh l±ÿng vi khu¿n P.aeruginosa và 

K.pneumoniae 

Kißm tra b¿ng kính hißn vi, nh¿n d¿ng sinh hóa và thi¿t bß phát hißn vi khu¿n tÿ 

�ßng nh± hß thßng VITEK 2 th±ßng �±ÿc sÿ dÿng �ß phát hißn vi khu¿n dÿa trên hß 

thßng kißu hình. Tuy nhiên, chúng có �ß nh¿y th¿p và tßn nhißu thßi gian do ph¿i ÿ 

trong vài ngày [28]. G¿n �ây, các nhà khoa hßc �ã phát trißn các ph±¡ng pháp thay 

th¿, bao gßm MALDI-TOF MS [29], thß thÿc khu¿n phát quang [30]. Phép �o phß 

MALDI-TOF MS là mßt kißu ion hóa khßi phß mßi, �±ÿc sÿ dÿng �ß l¿p b¿n �ß phß 

protein cÿa vi sinh v¿t. Dÿ lißu khßi phß cÿa vi sinh v¿t lâm sàng �±ÿc so sánh vßi 

c¡ sß dÿ lißu protein tiêu chu¿n cÿa h¡n 8000 chÿng vi sinh v¿t �ã bi¿t �ß �¿t �±ÿc 

mÿc �ích xác �ßnh. Phân tích MALDI TOF MS cho phép �ßnh danh chính xác loài vi 

sinh v¿t, bao gßm vi khu¿n gram âm, gram d±¡ng, vi khu¿n kÿ khí, vi khu¿n hi¿u 

khí, n¿m mßc... Do tính nhanh chóng, chính xác, nh¿y, tÿ �ßng và thông l±ÿng cao, 

MALDI-TOF MS �ã trß thành mßt công nghß xác �ßnh nhanh vi sinh v¿t �±ÿc sÿ 

dÿng trong ch¿n �oán lâm sàng, giám sát môi tr±ßng và các nghiên cÿu phân lo¿i vi 

sinh.  

Ngoài ra, các ph±¡ng pháp mißn dßch hßc, bao gßm xét nghißm h¿p thÿ mißn 

dßch liên k¿t vßi enzyme (ELISA), kißm tra mißn dßch (IBT), mißn dßch huÿnh quang, 

�ißn di mißn dßch và xét nghißm phóng x¿ pha r¿n cing �ã �±ÿc sÿ dÿng. Các kÿ 

thu¿t mißn dßch hßc sÿ dÿng liên k¿t �¿c hißu cao giÿa các kháng thß và kháng 

nguyên, t¿o �ißu kißn cho vißc phát hißn �ßnh tính ho¿c phát hißn �ßnh l±ÿng dÿa trên 
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các ph¿n ÿng cÿ thß do sÿ b¿t c¿p kháng nguyên- kháng thß. Kÿ thu¿t xét nghißm 

mißn dßch hißn �¿i �ã �¿t �±ÿc sÿ phát hißn có �ß nh¿y cao và �ã �±ÿc phát trißn 

thành nhißu lo¿i ph±¡ng pháp xét nghißm mißn dßch b¿ng cách �±a thêm vào các 

ph¿n ÿng xúc tác b¿ng enzym, huÿnh quang ho¿c �ßng vß ghi nhãn nh± mßt th±ßc �o 

cÿ thß vß sÿ b¿t c¿p kháng nguyên-kháng thß [31].  

Ph±¡ng pháp phß bi¿n thÿ hai �±ÿc dùng là thÿ nghißm sinh hßc phân tÿ. Các 

ph±¡ng pháp cÿ thß bao gßm ph±¡ng pháp khu¿ch �¿i gen PCR thông th±ßng, PCR 

�ßnh l±ÿng thßi gian thÿc dÿa trên huÿnh quang, PCR �a hÿp, kÿ thu¿t khu¿ch �¿i 

�¿ng nhißt, kÿ thu¿t lai huÿnh quang t¿i chß (FISH) sÿ dÿng �¿u dò axit nucleic peptit 

(PNA), ph±¡ng pháp phát hißn t¿i chß dÿa trên aptamer, ph±¡ng pháp PCR-ELISA. 

Cùng vßi sÿ phát trißn cÿa ph±¡ng pháp PCR trong nhÿng n�m 1980 và sÿ phát trißn 

liên tÿc cÿa ph±¡ng pháp sinh hßc phân tÿ, nhißu ph±¡ng pháp xét nghißm sinh hßc 

phân tÿ hißu qu¿ �ã �±ÿc áp dÿng rßng rãi cho vißc phát hißn m¿m bßnh và cung c¿p 

c¡ sß kÿ thu¿t cho �ißu tra dßch tß hßc, phát hißn m¿m bßnh, và kißu gen cÿa m¿m 

bßnh. Vßi sÿ phát trißn cÿa kÿ thu¿t sinh hßc phân tÿ, ph±¡ng pháp dÿa trên sinh hßc 

phân tÿ giúp phát hißn nhanh chóng các lo¿i vi khu¿n gây nhißm khu¿n bßnh vißn 

hißn nay. �ßi vßi vißc xét nghißm �ß phát hißn chÿng K. pneumoniae, ph±¡ng pháp 

LAMP cho th¿y gißi h¿n phát hißn th¿p h¡n 10.000 l¿n so vßi ph±¡ng pháp PCR, 

�ßng thßi �ß nh¿y cing �±ÿc báo cáo là cao h¡n �ßi vßi mßt sß chÿng �±ÿc thÿ 

nghißm [32]. Ph±¡ng pháp LAMP cing thß hißn sÿ ±u vißt trong vißc có thß quan sát 

thông qua sÿ quan sát �ß �ÿc cÿa dßch ph¿n ÿng b¿ng m¿t th±ßng �ß �ßnh tính sÿ có 

m¿t hay không cÿa gen gây bßnh. Nghiên cÿu phát trißn ph±¡ng pháp LAMP �¿c 

hißu cho P. aeruginosa, sÿ dÿng gen mã hóa mßt protein gi¿ �ßnh �¿c hißu làm �ích. 

Tác gi¿ thu th¿p 52 m¿u môi tr±ßng t¿i Thành phß Hß Chí Minh, trong �ó 5 chÿng 

�±ÿc xác nh¿n là P. aeruginosa b¿ng gi¿i trình tÿ gen 16S rRNA. Ph±¡ng pháp 

LAMP �¿t �ß �¿c hißu 100% và gißi h¿n phát hißn �±ÿc báo cáo là 1 pg/µL [33].  

Vißc sÿ dÿng ph±¡ng pháp LAMP �ß phát hißn ra P. aeruginosa cing �ã �±ÿc �em 

ra so sánh vßi ph±¡ng pháp PCR truyßn thßng trong mßt công bß vào n�m 2019 [34]. 

Nghiên cÿu chß ra r¿ng �ß �¿c hißu cÿa ph±¡ng pháp LAMP t±¡ng �±¡ng vßi PCR, 

trong 150 m¿u thußc chÿng P. aeruginosa và 170 m¿u không thußc chÿng P. 

aeruginosa. Các m¿u d±¡ng tính �±ÿc �em �i pha loãng theo b¿c l¿n l±ÿt �ß kißm 

tra �ß nh¿y cÿa ph±¡ng pháp. K¿t qu¿ chß ra r¿ng xét nghißm LAMP có thß �¿t tßi 

�ß nh¿y là 100 b¿n sao cho mßi ph¿n ÿng. Mßt công bß khác �ßng thßi trong n�m 

2019 nghiên cÿu ß các chÿng gây nhißm khu¿n bßnh vißn (bao gßm c¿ K. pneumonia 

và P. aeruginosa) tÿ các m¿u dßch rÿa phß qu¿n, ph¿ nang (BAL), nßi khí qu¿n (EA) 

và dßch hút ph¿ qu¿n (BAS), vßi quy mô là 58 m¿u BAL và 83 m¿u EA/BAS d±¡ng 
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tính �ã �±ÿc thÿ nghißm [35]. �ßi vßi các m¿u BAL, ph±¡ng pháp LAMP cho k¿t 

qu¿ �ß �¿c hißu lên tßi 100% và �ß nh¿y là 86.3% (giá trß dÿ �oán d±¡ng tính là 

100% và giá trß dÿ �oán âm tính là 50%) so vßi ph±¡ng pháp nuôi c¿y truyßn thßng. 

Trong khi �ó, �ßi vßi các m¿u BAS/EA, xét nghißm cho th¿y �ß �¿c hißu là 100% và 

�ß nh¿y là 94.6% (giá trß dÿ �oán d±¡ng tính là 100% và giá trß dÿ �oán âm tính là 

69.2%). Có thß th¿y, ph±¡ng pháp này có thß dß d¿n tßi d±¡ng tính gi¿. Thêm vào 

�ó, tuy thßi gian �ã rút ng¿n h¡n nhißu so vßi ph±¡ng pháp nuôi c¿y truyßn thßng và 

PCR thông th±ßng, nh±ng thßi gian �ß hoàn thành xét nghißm v¿n có thß lên tßi 2 

giß �ßng hß.  �ßi vßi vißc sÿ dÿng ph±¡ng pháp ELISA cho vißc phát hißn m¿m bßnh 

cÿa K. pneumoniae và P. aeruginosa cing �ã có r¿t nhißu nghiên cÿu �±ÿc công bß. 

Mßt nghiên cÿu vào n�m 2021 sÿ dÿng �ßi t±ÿng nghiên cÿu là dê �ß chu¿n �oán 

m¿m bßnh cÿa K. pneumoniae �ã công bß giá trß ng±ÿng (cut-off value) cÿa ph±¡ng 

pháp là 0.28 vßi �ß nh¿y phân tích �¿t tßi 2,99 × 107 CFUs/mL [36]. Sÿ k¿t hÿp giÿa 

ph±¡ng pháp PCR và ELISA cing là mßt h±ßng �ã �±ÿc khai thác trong vißc phát 

hißn P. aeruginosa tÿ các m¿u l¿y tÿ các chai c¿y máu BACTEC d±¡ng tính [37]. 

Các �o¿n mßi PCR �±ÿc thi¿t k¿ �ß nh¿m mÿc tiêu trình tÿ 249 bp cÿa gen oprI ß P. 

aeruginosa. �¿u dò �±ÿc �ánh d¿u biotin (PA3) nh¿m mÿc tiêu �¿n mô típ cÿ thß 

cÿa loài �ã �±ÿc lai vßi các s¿n ph¿m khu¿ch �¿i �±ÿc g¿n nhãn digoxigenin tÿ P. 

aeruginosa và �±ÿc b¿t trên các �)a vi mô phÿ streptavidin. Þ �ây, PCR-ELISA �±ÿc 

chÿng minh là có �ß �¿c hißu cao �ß xác �ßnh P. aeruginosa và nh¿y h¡n g¿p 10 l¿n 

so vßi ph±¡ng pháp phát hißn dÿa trên gel agarose b¿ng cách sÿ dÿng cùng mßt c¿p 

mßi, vßi gißi h¿n phát hißn ß 10 fg m¿u. Ph±¡ng pháp PCR-ELISA �±ÿc phát trißn 

trong nghiên cÿu này có �ß nh¿y và �ß �¿c hißu �¿t tßi 100% �ßi vßi 73 m¿u �ßi 

chÿng d±¡ng, 42 m¿u �ßi chÿng âm cing nh± vßi 25 m¿u lâm sàng ch±a xác �ßnh. 

Nó giúp làm gi¿m �áng kß thßi gian �ß xác �ßnh m¿m bßnh P. aeruginosa tÿ các chai 

c¿y máu BACTEC d±¡ng tính tÿ 2-3 ngày xußng 6-8 giß. Nh±ng ph±¡ng pháp 

ELISA thì �òi hßi thi¿t bß �¿c thù vßi chi phí cing không hß th¿p vßi thßi gian ti¿n 

hành cing không ph¿i là ng¿n. �¿c bißt vào cußi n�m 2021, mßt công bß khoa hßc 

trong vißc sÿ dÿng k¿t hÿp cÿa ph±¡ng pháp khu¿ch �¿i hß trÿ tái tß hÿp và dòng 

ch¿y bên (RAA-LFD) �ã �±a ra nhÿng con sß khá ¿n t±ÿng vß gißi h¿n phát hißn và 

�ß �¿c hißu cÿa ph±¡ng pháp. Ph±¡ng pháp RAA-LFD có �ß �¿c hißu cao �ßi vßi K. 

pneumoniae và không cho th¿y ph¿n ÿng chéo vßi các m¿m bßnh khác. Ngoài ra, gißi 

h¿n phát hißn cÿa RAA-LFD �ßi vßi K. pneumoniae là 20 fg genomic DNA và 2,5 × 

102 CFU/mL cÿa vi khu¿n trong môi tr±ßng nuôi c¿y thu¿n khi¿t, cao h¡n 100 l¿n so 

vßi PCR. Ngoài ra, �ß chính xác phát hißn cÿa RAA-LFD cao h¡n so vßi ph±¡ng 

pháp PCR (95,3%) [38]. Tuy v¿y, thßi gian �ß áp dÿng ph±¡ng pháp v¿n lên tßi vài 
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giß �ßng hß. Ngoài ra, hißn t¿i còn có các ph±¡ng pháp dÿa vào phát hißn s¿n ph¿m 

chuyßn hóa t¿o ra bßi K. pneumoniae và P. aeruginosa, là các d¿u ¿n sinh hßc �¿c 

tr±ng cÿa chúng. �ßi vßi K. pneumoniae, d¿u ¿n sinh hßc �±ÿc lÿa chßn là các 

peptide �±ÿc s¿n sinh ra trong huy¿t thanh. Chúng �±ÿc phân tích dÿa vào các khßi 

phß thông qua ch¿y máy LC-MS (MALDI-TOF MS) trong mßt công bß vào n�m 

2021. �ß chính xác, �ß �¿c hißu và �ß nh¿y cÿa mô hình �±ÿc xác �ßnh l¿n l±ÿt là 

79,66%, 81,48% và 78,12% [39]. Còn �ßi vßi P. aeruginosa, pyocyanin chính là mßt 

d¿u ¿n sinh hßc quan trßng �ßi vßi m¿m bßnh này. Cußi n�m 2020, mßt nhóm tác gi¿ 

�ã �±a ra mßt bài tßng quan vß vißc ÿng dÿng �ißn hóa trong vißc phát hißn pyocyanin 

[40]. Trong bài báo, mßt thßng kê chi ti¿t vß các lo¿i v¿t lißu và ng±ÿng gißi h¿n �ã 

�±ÿc trình bày rõ ràng. Carbon �±ÿc thßng kê là �ißn cÿc hißu qu¿ nh¿t vßi ng±ÿng 

phát hißn tuy¿n tính là 0-100 µM vßi nßng �ß cÿa pyocyanin. Vißc áp dÿng ph±¡ng 

pháp này cho các m¿u lâm sàng �ã thÿc sÿ thành công. K¿t qu¿ �ißn hóa �±ÿc kißm 

nghißm so sánh vßi k¿t qu¿ tÿ ph±¡ng pháp sinh hßc phân tÿ, cho th¿y �ß nh¿y 71% 

và �ß �¿c hißu là 57% �ß phát hißn P. aeruginosa. þng dÿng ph±¡ng pháp �ißn hóa 

này, mßt công bß khoa hßc n�m 2020 �ã xây dÿng mßt mô hình thi¿t bß vô cùng �¡n 

gi¿n �ß có thß xác �ßnh m¿m bßnh P. aeruginosa tÿ dßch ti¿t cÿa ng±ßi, n±ßc sinh 

ho¿t, bß m¿t nhißm khu¿n cing nh± môi tr±ßng LB nuôi c¿y vßi hàm l±ÿng 

pyocyanin �¿t mÿc nmol/L, t±¡ng �±¡ng mßt l±ÿng nhß t¿ bào vi khu¿n (~100 t¿ 

bào) trong thßi gian ng¿n. Tuy nhiên, các ph±¡ng pháp trên �ßu có nhÿng ±u �ißm 

riêng nh±ng v¿n tßn t¿i m¿t h¿n ch¿ do nguy c¡ ô nhißm m¿u v¿n ch±a �±ÿc gi¿i 

quy¿t, tiêu tßn r¿t nhißu thßi gian, lao �ßng và chi phí, �òi hßi nhân viên �±ÿc �ào 

t¿o �ß thÿc hißn các xét nghißm th±ßng này. Vì v¿y, các ph±¡ng pháp xét nghißm 

này th±ßng �±ÿc thÿc hißn t¿i các c¡ sß y t¿ tuy¿n trung ±¡ng, khó phß bi¿n ß các c¡ 

sß y t¿ �ßa ph±¡ng.  

Các ph±¡ng pháp mißn dßch nh± ELISA ÿng dÿng h¿t nano (nano-ELISA) và 

s¿c ký mißn dßch dòng ch¿y bên (LFIA) �ã �±ÿc ÿng dÿng rßng rãi trong phát hißn 

vi sinh v¿t nhß thßi gian phân tích nhanh, chi phí th¿p và kh¿ n�ng trißn khai trong 

lâm sàng. Tuy nhiên, các ph±¡ng pháp này phÿ thußc vào kháng thß, vßn có tính ßn 

�ßnh và �ß tái l¿p h¿n ch¿, làm gi¿m hißu qu¿ trong nhÿng �ißu kißn ÿng dÿng thÿc 

t¿. Trong bßi c¿nh �ó, các hß thßng phát hißn dÿa trên aptamer và c¿m bi¿n sinh hßc 

(biosensor) �ang nßi lên nh± gi¿i pháp thay th¿ tißm n�ng cho kháng thß nhß �ß �¿c 

hißu cao, kh¿ n�ng tßng hÿp nhân t¿o, chi phí th¿p và �ß bßn v±ÿt trßi. 
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1.3. Aptamer: �¿c �ißm, ph±¡ng pháp sàng lßc và ÿng dÿng trong phát hißn 

vi khu¿n 

Aptamer �±ÿc phát hißn l¿n �¿u vào n�m 1990 thông qua hai nghiên cÿu �ßc 

l¿p cÿa Ellington và Szostak và cÿa Tuerk và Gold. Ellington và Szostak chÿng minh 

kh¿ n�ng lÿa chßn các RNA có kh¿ n�ng liên k¿t �¿c hißu vßi các phân tÿ nhß, trong 

khi Tuerk và Gold phát trißn ph±¡ng pháp Systematic Evolution of Ligands by 

Exponential Enrichment (SELEX) �ß lÿa chßn các ligand acid nucleic có ái lÿc cao 

vßi phân tÿ �ích. Hai công trình này �¿t nßn móng cho sÿ phát trißn cÿa công nghß 

aptamer hißn �¿i [41]. Aptamer có thß có b¿n ch¿t là DNA ho¿c RNA và th±ßng �±ÿc 

lÿa chßn tÿ các th± vißn oligonucleotide tßng hÿp có �ß �a d¿ng trình tÿ r¿t lßn b¿ng 

các ph±¡ng pháp chßn lßc in vitro, phß bi¿n nh¿t là kÿ thu¿t SELEX [42]. DNA 

aptamer th±ßng có ±u �ißm vß �ß ßn �ßnh hóa hßc và kh¿ n�ng chßng l¿i sÿ phân hÿy 

bßi nuclease tßt h¡n RNA trong nhißu �ißu kißn. DNA cing thu¿n lÿi cho tßng hÿp 

hóa hßc, khu¿ch �¿i b¿ng PCR và t¿o l¿i d¿ng m¿ch �¡n sau mßi vòng SELEX. Do 

�ó, DNA aptamer �±ÿc sÿ dÿng rßng rãi trong các nghiên cÿu phát trißn phân tÿ nh¿n 

bi¿t cho hß thßng phát hißn sinh hßc. RNA aptamer có kh¿ n�ng t¿o ra các c¿u trúc 

b¿c ba phÿc t¿p nhß sÿ linh ho¿t cÿa �±ßng ribose và nhóm 22-OH. �¿c �ißm này 

cho phép RNA aptamer hình thành các c¿u trúc liên k¿t �a d¿ng và nh¿n bi¿t nhißu 

lo¿i phân tÿ �ích. Tuy nhiên, �ß nh¿y vßi RNase là mßt h¿n ch¿ quan trßng, �¿c bißt 

khi ÿng dÿng trong các m¿u sinh hßc phÿc t¿p. Các chi¿n l±ÿc bi¿n �ßi hóa hßc 

nucleotide �ã �±ÿc phát trißn nh¿m c¿i thißn �ß bßn cÿa RNA aptamer. Khác vßi các 

�o¿n acid nucleic chß �óng vai trò l±u trÿ ho¿c truyßn �¿t thông tin di truyßn, các 

aptamer ho¿t �ßng nh± các ph¿n tÿ nh¿n bi¿t phân tÿ, có kh¿ n�ng phân bißt và liên 

k¿t vßi các phân tÿ �ích có �¿c �ißm c¿u trúc phù hÿp [43].  

Hißn nay, vißc sÿ dÿng aptamer g¿n �¿c hißu ph¿n tÿ �ích �ã �±ÿc sÿ dÿng rßng 

rãi do nhißu �¿c �ißm v±ÿt trßi h¡n so vßi kháng thß. Nhÿng ±u �ißm này bao gßm 

nh±ng không gißi h¿n ß (1) chi phí tßng hÿp in vitro th¿p, (2) kh¿ n�ng dß dàng ho¿t 

hóa vßi các ch¿t khác nhau nh± fluorophores và v¿t lißu nano, (3) ái lÿc liên k¿t vßi 

ph¿n tÿ �ích cao, (4) �ß chßn lßc ph¿n tÿ �ích cao, và (5) ßn �ßnh t¿i nhißt �ß phòng 

[44,45]. Các thußc tính này cÿa aptamers t¿o c¡ hßi thay th¿ các kháng thß b¿ng 

aptamers ß t¿t c¿ các k) thu¿t ch¿n �oán có thß có [46]. H¡n nÿa, trái ng±ÿc vßi kháng 

thß, aptamer có thß �±ÿc t¿o ra �ß g¿n �¿c hißu vßi b¿t kÿ phân tÿ nào b¿t kß kích 

th±ßc ho¿c kh¿ n�ng sinh mißn dßch cÿa nó [47]. Do �ó, công nghß này �ã �±ÿc sÿ 

dÿng mßt cách phß bi¿n �ß t¿o ra aptamer �ß g¿n �¿c hißu vßi các ph¿n tÿ �ích khác 

nhau, tÿ các ion (Hg, As), các phân tÿ nhß (thußc trÿ sâu, axit amin, kháng sinh), 
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protein, enzyme và th¿m chí �ß g¿n �¿c hißu vßi các t¿ bào vi khu¿n và ung th± [48]. 

Mßt �¿c �ißm quan trßng cÿa aptamer là kh¿ n�ng tÿ cußn g¿p (folding) thành c¿u 

trúc không gian �¿c hißu. M¿c dù là các polymer m¿ch �¡n t±¡ng �ßi linh �ßng, trình 

tÿ nucleotide cÿa aptamer không tßn t¿i hoàn toàn ß tr¿ng thái kéo dài mà có thß tÿ 

t±¡ng tác thông qua b¿t c¿p base và các t±¡ng tác nßi phân tÿ khác, tÿ �ó hình thành 

các c¿u trúc thÿ c¿p và b¿c cao h¡n. Chính quá trình cußn g¿p này t¿o nên các bß m¿t 

và hßc liên k¿t có hình d¿ng, �ißn tích và �¿c tính hóa hßc phù hÿp vßi phân tÿ �ích 

[49]. �¿c bißt �ßi vßi protein, các c¿u trúc ba chißu cÿa aptamer có thß t¿o nên bß 

m¿t ti¿p xúc vßi epitope t±¡ng tÿ nh± cách vùng nh¿n dißn cÿa kháng thß t±¡ng tác 

vßi kháng nguyên. C¿u trúc linh �ßng cÿa khung x±¡ng �±ßng phosphat cho phép 

các nucleotide �±ÿc �ßnh h±ßng trong không gian, �±a các nhóm chÿc phù hÿp �¿n 

g¿n các vß trí t±¡ng tác trên phân tÿ �ích [50]. Sau khi hình thành c¿u trúc không gian 

phù hÿp, aptamer nh¿n bi¿t và liên k¿t vßi phân tÿ �ích thông qua sÿ phßi hÿp cÿa 

nhißu lo¿i t±¡ng tác không cßng hóa trß. Các t±¡ng tác th±ßng g¿p bao gßm liên k¿t 

hydro, t±¡ng tác t)nh �ißn, t±¡ng tác Van der Waals, t±¡ng tác kÿ n±ßc và t±¡ng tác 

x¿p chßng Ã3Ã giÿa các base th¡m và các nhóm chÿc ho¿c vòng th¡m cÿa phân tÿ 

�ích. Không mßt lo¿i t±¡ng tác �¡n l¿ nào nh¿t thi¿t quy¿t �ßnh toàn bß ái lÿc; thay 

vào �ó, nhißu t±¡ng tác y¿u có thß phßi hÿp t¿o nên phÿc hÿp aptamer3phân tÿ �ích 

có �ß ßn �ßnh cao [51].  

�ß sàng lßc aptamer, quy trình SELEX th±ßng bao gßm các b±ßc sau: Th± vißn 

axit nucleic �±ÿc trßn vßi ph¿n tÿ �ích �ß t¿o thành mßt phÿc hÿp, axit nucleic liên 

k¿t �±ÿc thu th¿p tÿ hßn hÿp không liên k¿t b¿ng cách sÿ dÿng v¿t lißu phân tách 

(vách ng�n). Sau �ó, các axit nucleic �ã t¿o thành phÿc hÿp �±ÿc rÿa gi¿i khßi ph¿n 

tÿ �ích liên k¿t �ß khu¿ch �¿i các ÿng viên aptamer (khu¿ch �¿i), và ssDNA �±ÿc 

tách ra khßi sÿi khác �ß ti¿n tßi vòng SELEX ti¿p theo (tách). Các chu kÿ này �±ÿc 

l¿p l¿i cho �¿n khi phân l¿p �±ÿc các phân tÿ axit nucleic có ái lÿc liên k¿t cao và 

các �¿c tính riêng cho ph¿n tÿ �ích [52]. Trong quy trình SELEX, b±ßc tách chi¿t các 

phân tÿ aptamer �¿c hißu tÿ hßn hÿp các phân tÿ aptamer không �¿c hißu là �ißu c¿n 

thi¿t �ß chßn lßc thành công. Kß tÿ n�m 1990, khi công nghß SELEX l¿n �¿u tiên 

�±ÿc gißi thißu, các kÿ thu¿t khác nhau �ã �±ÿc phát trißn �ß t�ng tính �¿c hißu cÿa 

ph¿n ÿng. Nói chung, các ph±¡ng pháp SELEX truyßn thßng th±ßng dÿa trên vißc 

<lßc= và <làm s¿ch cßt= vßi ph±¡ng pháp lßc sÿ dÿng màng nitrocellulose làm v¿t 

lißu ái lÿc và lo¿i bß các phân tÿ axit nucleic không liên k¿t b¿ng bß lßc. Ph±¡ng 

pháp làm s¿ch cßt sÿ dÿng mßt cßt có mÿc tiêu cß �ßnh b¿t giÿ các ÿng viên aptamer 

trong dòng th± vißn axit nucleic �i qua. Nhÿng kÿ thu¿t này có nhÿng h¿n ch¿, ch¿ng 

h¿n nh± kh¿ n�ng t±¡ng tác không �¿c hißu cÿa các axit nucleic vßi v¿t lißu có ái lÿc 
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d¿n �¿n n�ng su¿t và �ß tinh khi¿t th¿p và tßn nhißu thßi gian. Trong nß lÿc kh¿c 

phÿc nhÿng h¿n ch¿ này, các phiên b¿n sÿa �ßi cÿa SELEX �ã �±ÿc phát trißn �ß 

t�ng �ß tinh khi¿t và n�ng su¿t cÿa các aptamers �¿c hißu và t¿o �ißu kißn thu¿n lÿi 

cho mßi b±ßc SELEX [53]. Quy trình SELEX �±ÿc thÿc hißn nh± mô t¿ trong Hình 

1.4. 

 
Hình 1.4. Quy trình SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential 

Enrichment) [54] 

Các ph±¡ng pháp SELEX hißn nay �ang �±ÿc phát trißn bao gßm: IP-SELEX 

(immunoprecipitation-coupled SELEX), capture-SELEX, cell-SELEX, CE-SELEX 

(capillary electrophoresis-SELEX), M-SELEX (microfluidic-SELEX), AFM-

SELEX (atomic force microscopy-SELEX), AEGIS-SELEX (Artiûcially Expanded 

Genetic Information System-SELEX), Animal-SELEX. ¯u và nh±ÿc �ißm cÿa các 

ph±¡ng pháp này �±ÿc lißt kê trong B¿ng 1.1. 

 

B¿ng 1.1. �¿c �ißm, ±u �ißm và nh±ÿc �ißm cÿa các ph±¡ng pháp SELEX [54] 

Ph±¡ng 

pháp 
�¿c �ißm ¯u �ißm Nh±ÿc �ißm 

IP-SELEX Gßm k¿t tÿa mißn dßch 

Chßn lßc aptamer �¿c hißu 

protein d±ßi �ißu kißn sinh lý tÿ 

nhiên, giúp làm t�ng ái lÿc liên 

k¿t và �ß �¿c hißu 

Tßn nhißu thßi gian 

h¡n ph±¡ng pháp 

SELEX truyßn thßng 
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Capture-

SELEX 

Th± vißn 

oligonucleotide �±ÿc 

cß �ßnh lên giá thay vì 

phân tÿ �ích, �ß chßn 

lßc aptamer �¿c hißu 

các phân tÿ nhß hòa 

tan 

Phù hÿp �ß chßn lßc aptamer 

�¿c hißu các phân tÿ nhß.  

Không c¿n ph¿i cß �ßnh phân tÿ 

�ích 

�±ÿc sÿ dÿng cho mÿc �ích 

phát hißn các aptamer chuyßn 

�ßi c¿u trúc 

Mßt sß 

oligonucleotide tÿ th± 

vißn có thß không 

�±ÿc chßn lßc 

Cell-

SELEX 

Sÿ dÿng toàn bß t¿ bào 

sßng làm �ích �ß chßn 

lßc aptamer 

Không yêu c¿u nghiên cÿu tr±ßc 

vß �ích 

Aptamer �±ÿc chßn lßc �¿c hißu 

ß tr¿ng thái tÿ nhiên 

Nhißu �ích tißm n�ng có m¿t 

trên bß m¿t cÿa t¿ bào sßng 

Không yêu c¿u tinh s¿ch protein 

Yêu c¿u trình �ß 

chuyên môn cao 

Tßn chi phí và thßi 

gian thÿc hißn 

 

CE-SELEX 

Bao gßm sÿ phân tách 

ion dÿa vào sÿ di 

chuyßn cÿa �ißn tích 

Thßi gian thÿc hißn nhanh chóng 

(chß kho¿ng 1-4 chu kì chßn lßc) 

Gi¿m sÿ liên k¿t không �¿c hißu 

Không c¿n ph¿i cß �ßnh phân tÿ 

�ích 

Không phù hÿp cho 

các phân tÿ nhß  

�òi hßi thi¿t bß �¿t 

tißn 

M-SELEX 
K¿t hÿp SELEX vßi 

hß thßng vi lßng 

Thßi gian thÿc hißn nhanh chóng 

và hißu qu¿ (chß c¿n mßt l±ÿng ít 

hóa ch¿t) 

Phù hÿp vßi các phân tÿ nhß  

Có thß ch¿y tÿ �ßng 

�ß tinh s¿ch th¿p 

Yêu c¿u cß �ßnh phân 

tÿ �ích 

AFM-

SELEX 

Sÿ dÿng kính hißn vi 

lÿc nguyên tÿ (atomic 

force microscopy 3 

AFM) �ß t¿o hình ¿nh 

ba chißu cÿa bß m¿t 

m¿u 

Có thß tinh s¿ch aptamer vßi ái 

lÿc cao 

Thßi gian thÿc hißn nhanh chóng 

(chß kho¿ng 3-4 chu kì chßn lßc) 

�òi hßi thi¿t bß �¿t 

tißn 

Yêu c¿u cß �ßnh phân 

tÿ �ích và aptamer 

AEGIS-

SELEX 

Sÿ dÿng th± vißn vßi 

mã di truyßn mß rßng 

nhân t¿o 

Aptamer �±ÿc chßn lßc vßi �ß 

�¿c hißu cao 

Không nh¿n bi¿t �±ÿc 

các base �ã bß bi¿n 

tính bßi DNA 

polymerases 
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Animal-

SELEX 

Aptamer �±ÿc chßn 

lßc trÿc ti¿p trong c¡ 

thß mô hình �ßng v¿t 

sßng 

Các aptamer �±ÿc chßn lßc g¿n 

vßi �ích trong môi tr±ßng tÿ 

nhiên cÿa chúng 

Không yêu c¿u nghiên cÿu tr±ßc 

vß phân tÿ �ích 

Tßi thißu hóa các b±ßc tßi ±u 

Tßn nhißu thßi gian 

thÿc hißn 

 

Các aptamer �±ÿc lÿa chßn qua quá trình SELEX vßi ái lÿc và tính �¿c hißu cao 

có thß ti¿p tÿc �±ÿc khai thác nh± các ph¿n tÿ nh¿n bi¿t sinh hßc trong các hß thßng 

c¿m bi¿n sinh hßc. Sÿ k¿t hÿp giÿa kh¿ n�ng nh¿n dißn �¿c hißu cÿa aptamer và các 

c¡ ch¿ chuyßn �ßi tín hißu �ã t¿o c¡ sß cho sÿ phát trißn cÿa các c¿m bi¿n dÿa trên 

aptamer (aptasensor), mß rßng kh¿ n�ng ÿng dÿng aptamer trong phát hißn và ch¿n 

�oán sinh hßc. Trong l)nh vÿc phát hißn vi sinh v¿t, aptasensor �ã �±ÿc nghiên cÿu 

nh± mßt h±ßng ti¿p c¿n tißm n�ng nh¿m phát trißn các ph±¡ng pháp phát hißn nhanh, 

nh¿y và �¿c hißu các vi khu¿n gây bßnh. Aptamer có thß �±ÿc thi¿t k¿ �ß nh¿n dißn 

trÿc ti¿p các thành ph¿n �¿c tr±ng trên bß m¿t t¿ bào, nh± protein màng ngoài, 

polysaccharide, lipopolysaccharide (LPS), các y¿u tß �ßc lÿc ho¿c toàn bß t¿ bào vi 

khu¿n sau �ó �±ÿc tích hÿp vßi các hß thßng chuyßn �ßi tín hißu quang hßc, �ißn hóa 

ho¿c v¿t lißu nano �ß t¿o tín hißu phát hißn.  

Nh¿m phát hißn sÿ có m¿t cÿa P.aeruginosa , nhißu aptamer �¿c hißu �ã �±ÿc 

phân l¿p. Là các phân tÿ nh¿n d¿ng sinh hßc �¿c hißu, các aptamer �ã cung c¿p các 

công cÿ hißu qu¿ cho phát hißn nhanh, ch¿n �oán sßm và h±ßng tßi vißc �ißu trß trúng 

�ích �ßi vßi P. aeruginosa. 

 
Hình 1.5. Các lo¿i c¿m bi¿n sinh hßc dÿa trên aptamer phát hißn vi khu¿n 

P.aeruginosa [55] 
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Vißc tích hÿp mßt aptamer làm thÿ thß sinh hßc vßi mßt bß chuyßn �ßi quang 

hßc s¿ t¿o ra mßt c¿m bi¿n aptamer quang hßc. C¿m bi¿n aptamer quang hßc �±ÿc 

phân lo¿i thành huÿnh quang [56], cßng h±ßng plasmon bß m¿t (SPR) [57], cßng 

h±ßng plasmon bß m¿t cÿc bß (LSPR) [58], �o màu [59] và tán x¿ Raman t�ng c±ßng 

bß m¿t (SERS) [60]. Các lo¿i c¿m bi¿n phát hißn P.aeruginosa �±ÿc mô t¿ trên Hình 

1.5. C¿m bi¿n sinh hßc dÿa trên aptamer (aptasensor) sÿ dÿng huÿnh quang �±ÿc phát 

trißn ÿng dÿng fluorescein isothiocyanate (FITC) và quantum dot (QD) �ß g¿n nhãn 

aptamer giúp phát hißn P.aeruginosa, mô hình liên hÿp aptamer g¿n nhãn FITC và 

QD �±ÿc mô t¿ trên Hình 1.6. Ph±¡ng pháp này có thß phát hißn �±ÿc c¿ t¿ bào vi 

khu¿n trong n±ßc ußng vßi gißi h¿n phát hißn là 5,07 t¿ bào/mL, gißi h¿n �ßnh l±ÿng 

là 5,64 t¿ bào/mL và gißi h¿n tuy¿n tính là 100 t¿ bào/mL [61].  

 
Hình 1.6. Mô hình aptamer g¿n nhãn huÿnh quang vßi QD và FITC (A) liên hÿp cÿa 

QD và aptamer không chÿa spacer (B) chÿa spacer (C) FITC-g¿n nhãn aptamer [61] 

Mßt mô hình aptasensor g¿n nhãn huÿnh quang khác �±ÿc ÿng dÿng �ó là lai 

aptamer vßi sÿi DNA bß sung �ánh d¿u carboxyfluorescein (FAM-cDNA) k¿t hÿp 

vßi phân tách tÿ tính [62]. Sau khi phân tách tÿ tính, l±ÿng vi khu¿n có thß �±ÿc �ßnh 

l±ÿng b¿ng cách xác �ßnh c±ßng �ß huÿnh quang (»exc/em = 494/525 nm) cÿa dßch 

nßi phía trên có chÿa FAM-cDNA. Ph±¡ng pháp phát hißn này cho phép làm giàu 

chßn lßc và xác �ßnh vi khu¿n b¿ng phép �o huÿnh quang nh¿y trong mßt b±ßc duy 

nh¿t. Xét nghißm có ph¿n ÿng tuy¿n tính vßi logarithm cÿa nßng �ß P. aeruginosa 

trong kho¿ng tÿ 10 �¿n 108 CFU/mL, vßi gißi h¿n phát hißn �¿n 1 CFU/mL. Quá 

trình phát hißn có thß �±ÿc thÿc hißn trong vòng 1,5 giß. Mô hình g¿n 

aptamer&FAM-cDNA và quy trình phát hißn P.aeruginosa �ã �±ÿc mô t¿ cÿ thß trên 

Hình 1.7.  
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Hình 1.7. Mô hình (a) aptamer&FAM-cDNA@MNPs (b) ph±¡ng pháp phát hißn 

P.aeruginosa [62] 

Mßt aptasensor khác �ß ch¿n �oán P.aeruginosa là lo¿i c¿m bi¿n �±ÿc phát trißn 

b¿ng cách sÿ dÿng các ch¿m carbon phát quang (carbon dots - CD), là các �¿u dò 

huÿnh quang và �ßi vßi nguyên tß quenching, graphene oxide (GO) �ã �±ÿc sÿ dÿng. 

C¿m bi¿n aptasensor này có thß phát hißn P.aeruginosa trong các m¿u n±ßc vßi gißi 

h¿n là 9 CFU/mL và vßi kho¿ng phát hißn tÿ 10 �¿n 107 CFU/mL [63]. �ßi vßi các 

c¿m bi¿n �ißn hóa, mßt aptasensor �ißn hóa sÿ dÿng các h¿t chitosan có kích th±ßc 

nano (NCs) �ã �±ÿc phát trißn �ß phát hißn P.aeruginosa vßi �ß nh¿y cao. Gißi h¿n 

phát hißn cÿa c¿m bi¿n này là 3 CFU/mL và ph¿m vi tuy¿n tính là tÿ 101 �¿n 107 

CFU/mL. Aptamer �¿c hißu vßi P.aeruginosa �±ÿc g¿n cßng hóa trß vßi bß m¿t �ißn 

cÿc carbon thÿy tinh, �±ÿc bi¿n tính b¿ng NCs. Aptasensing trong nßn t¿ng này �±ÿc 

�o l±ßng thông qua ph±¡ng pháp quang phß trß kháng �ißn hóa (electrochemical 

impedance spectroscopy) và ph±¡ng pháp vôn k¿ tu¿n hoàn (cyclic voltammetry) 

[64]. Trong mßt nghiên cÿu khác, mßt Aptasensor �ißn hóa dÿa trên NanoZyme có 

�ß nh¿y cao �ß phát hißn nhanh P.aeruginosa trong n±ßc �ã �±ÿc phát trißn vßi gißi 

h¿n phát hißn là ~60 CFU/mL và ph¿m vi tuy¿n tính tÿ 60,0 �¿n 6,0 × 107 CFU/mL. 

Trong nßn t¿ng c¿m bi¿n nano này, tính n�ng NanoZyme gißng nh± peroxidase cÿa 

các h¿t nano vàng �ã �±ÿc sÿ dÿng và �±ÿc tích hÿp vßi các aptamer �¿c hißu vßi 

P.aeruginosa [65]. Trong mßt nghiên cÿu khác, hai aptamer �ã �±ÿc chßn lßc �¿c 

hißu vßi peptidoglycan cÿa các tác nhân gây nhißm trùng huy¿t (bßn vi khu¿n gram 

d±¡ng và b¿y vi khu¿n gram âm), trong �ó có hai vi khu¿n P.aeruginosa và 

K.pneumoniae vßi hißu qu¿ liên k¿t cao, aptamer có giá trß h¿ng sß ái lÿc (affinity 

constant Kd) lßn �ßi vßi K.pneumoniae là 256.10 ± 47.89 nM [66]. �ßi vßi vißc phát 

hißn nhanh P.aeruginosa, mßt nghiên cÿu �ã báo cáo vß vißc phát trißn xét nghißm 
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multianalyte phát hißn các chß d¿u sinh hßc gây viêm và DNA cÿa m¿m bßnh �ßng 

thßi tÿ cùng mßt m¿u trong vòng 35 phút. Quá trình khu¿ch �¿i và g¿n nhãn t±¡ng 

thích vßi protein bi¿n thông tin acid nucleotide thành nguyên t¿c �o l±ßng �ß phát 

hißn protein. Sÿ k¿t hÿp vßi kh¿ n�ng phát hißn nhanh thông qua xét nghißm mißn 

dßch dòng ch¿y bên cho phép phân tích nhanh chóng và �¡n gi¿n nhißu lßp phân tÿ 

sinh hßc sÿ dÿng các �ißu kißn xét nghißm gißng hßt nhau. �ß chÿng minh tính kh¿ 

thi cÿa Xét nghißm Multianalyte, cytokine tißn viêm interleukin-6 (IL-6) và gDNA 

cÿa m¿m bßnh c¡ hßi P.aeruginosa �±ÿc sÿ dÿng. Gißi h¿n phát hißn là 4 ng/mL IL-

6 và 70 b¿n sao/ph¿n ÿng P. aeruginosa gDNA �áp ÿng ph¿m vi phù hÿp vß m¿t lâm 

sàng và do �ó, có tißm n�ng to lßn trong vißc phát hißn nhanh P.aeruginosa �ß có các 

bißn pháp �ißu trß kßp thßi [67]. Nguyên lí ho¿t �ßng cÿa que phát hißn �ßng thßi mßt 

sß chß d¿u DNA và protein phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa �±ÿc mô t¿ cÿ thß nh± 

trên Hình 1.8. 

 

 
Hình 1.8. Nguyên lí cÿa que thÿ phát hißn �ßng thßi mßt sß chß d¿u DNA và 

protein phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa  [67] 

�ßi vßi vißc phát hißn K. pneumoniae nghiên cÿu �ã phát trißn c¿m bi¿n sinh 

hóa dÿa trên k) thu¿t MIP (molecularly imprinted polymer). Phát hißn �ßnh l±ÿng 

�±ÿc thÿc hißn b¿ng kÿ thu¿t �ißn hóa �ß �o sÿ thay �ßi tín hißu �ißn ß các vùng khác 
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nhau. Nßng �ß K. pneumoniae dao �ßng tÿ 10 �¿n 105 CFU/mL. C¿m bi¿n K. 

pneumoniae dÿa trên công nghß MIP cÿa �±ÿc chÿng minh là �¿t �±ÿc ph¿n hßi 

tuy¿n tính cao, vßi giá trß R2 là 0,9919. Thÿ nghißm �ß nh¿y c¿m cing �±ÿc thÿc 

hißn trên vi khu¿n có c¿u trúc t±¡ng tÿ nh± K. pneumoniae. K¿t qu¿ �ß nh¿y cho th¿y 

c¿m bi¿n sinh hßc K. pneumoniae dÿa trên MIP vßi �ißn cÿc vàng là nh¿y nh¿t, vßi 

7,51 (% nßng �ß dòng �ißn/log t±¡ng �ßi) khi so sánh vßi c¿m bi¿n MIP �±ÿc áp 

dÿng vßi P.aeruginosa và Enterococcus faecalis, n¡i �ß nh¿y l¿n l±ÿt là 2,634 và 

2,226. C¿m bi¿n này cing có thß �¿t �±ÿc gißi h¿n phát hißn (LOD) là 0,012 CFU/mL 

và gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LOQ) là 1,61 CFU/mL [68]. Nguyên lý ho¿t �ßng cÿa c¿m 

bi¿n sÿ dÿng công nghß MIP �±ÿc mô t¿ chi ti¿t nh± trên Hình 1.9. 

 

 
Hình 1.9. Nguyên lý ho¿t �ßng cÿa c¿m bi¿n dÿa trên công nghß MIP vßi sÿ chu¿n 

bß polymer-GO trên �ißn cÿc vàng nh¿m phát hißn K. pneumoniae [68] 

�ßi vßi các công nghß c¿m bi¿n phát hißn nhanh, L. Kristopher Siu và cßng 

sÿ [69] �ã thi¿t k¿ và ch¿ t¿o �±ÿc que thÿ s¿c ký mißn dßch dÿa trên h¿t keo vàng 

phát hißn nhanh vi khu¿n K.pneumoniae trong hai lo¿i huy¿t thanh K1 và K2. K¿t 

qu¿ cho th¿y que thÿ có gißi h¿n phát hißn (LOD) là 105 CFU và l±u hành ßn �ßnh 

trong vòng 6 tháng khi �±ÿc b¿o qu¿n ß nhißt �ß phòng. Không có k¿t qu¿ âm tính 

gi¿ ho¿c d±¡ng tính gi¿ nào �±ÿc quan sát và k¿t qu¿ t±¡ng �±¡ng so vßi nhÿng 

ph±¡ng pháp thÿ nghißm thông th±ßng nh± ph±¡ng pháp PCR và ph±¡ng pháp 

ng±ng k¿t huy¿t thanh. H¡n nÿa, chúng có ±u �ißm là không �òi hßi ng±ßi sÿ dÿng 

ph¿i có chuyên môn kÿ thu¿t và cho phép phát hißn �¿c hißu, nhanh chóng và �ßng 

thßi các type huy¿t thanh K1 và K2 cÿa vi khu¿n K.pneumoniae. Mô hình que thÿ 

phát hißn �ßng thßi các type huy¿t thanh K1 và K2 cÿa vi khu¿n K.pneumoniae �±ÿc 

mô t¿ chi ti¿t nh± trên Hình 1.10. 
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Hình 1.10. Các thành ph¿n cÿa que thÿ nh¿m phát hißn K1 và K2 cÿa vi khu¿n K. 

pneumoniae [69] 

Mßt công trình nghiên cÿu khác �ã �±ÿc công bß vß c¿m bi¿n sinh hßc so màu 

sÿ dÿng h¿t nano vàng g¿n nhãn �ß phát hißn m¿m bßnh K.pneumoniae serotype K2 

[70]. Vßi sÿ hißn dißn cÿa các DNA và các �¿u dò oligonucleotide, màu s¿c và b±ßc 

sóng h¿p phÿ cÿa các h¿t nano vàng �ã có sÿ thay �ßi lßn, trong kho¿ng 550-650 nm. 

Ngoài ra, k¿t qu¿ cing cho th¿y gißi h¿n phát hißn �¿t 15 × 105 CFU/mL và 9 pg/¿L, 

khi so sánh vßi gißi h¿n d±ßi cÿa ph±¡ng pháp PCR là 1 pg/¿L. Thêm nÿa, vißc sÿ 

dÿng h¿t nano vàng giúp chß thß màu s¿c rõ nét h¡n, gi¿m �±ÿc thßi gian �o �¿c cing 

nh± các yêu c¿u vß thi¿t bß ch¿y và �ßc gel. Mßt nghiên cÿu khác công bß n�m 2018 

[71] vß ph±¡ng pháp xét nghißm mißn dßch trên que thÿ dòng ch¿y bên �±ÿc sÿ dÿng 

�ß phát hißn nhanh vi khu¿n K.pneumoniae, K.oxytoca, Raoultella ornithinolytica và 

các vi khu¿n liên quan trong thÿc ph¿m. Trong nghiên cÿu này, hai kißu ph±¡ng pháp 

dÿa trên các d¿i thÿ nghißm �ã �±ÿc phát trißn �ß phát hißn nhÿng vi khu¿n này mßt 

cách �¡n gi¿n và nhanh chóng. Mßt ph±¡ng pháp sÿ dÿng công nghß que thÿ dòng 

ch¿y bên k¿t hÿp vßi kháng thß kháng Klebsiella �±ÿc �ánh d¿u b¿ng các h¿t nano 

palladium liên k¿t vßi vi khu¿n mÿc tiêu, cho phép phát hißn sÿ có m¿t cÿa chúng. 

Ph±¡ng pháp thÿ hai, các kháng thß �±ÿc cß �ßnh trên màng nitrocellulose và ho¿t 

�ßng cÿa enzym urease �±ÿc �o b¿ng cách sÿ dÿng c¿m bi¿n pH sÿ dÿng transistor 

hißu ÿng tr±ßng nh¿y ion. Thÿ nghißm sÿ k¿t hÿp cÿa hai ph±¡ng pháp này �±ÿc ti¿n 

hành trên 72 chÿng nuôi c¿y �ã xác �ßnh thành công t¿t c¿ 25 chÿng K.pneumoniae, 

K.oxytoca và Raoultella ornithinolytica. Ph±¡ng pháp này cing xác �ßnh chính xác 

76 trong sß 77 (�¿t tßi 99%) chÿng �±ÿc phân l¿p tÿ thßt và bánh ngßt. Khi k¿t hÿp 

vßi ph±¡ng pháp tißn nuôi c¿y, ph±¡ng pháp này �ã xác �ßnh chính xác 19 trong sß 

26 (73%) vi khu¿n mÿc tiêu trong thÿc ph¿m. Nhÿng k¿t qu¿ này cho th¿y r¿ng sÿ 

k¿t hÿp mßi cÿa các xét nghißm trên c¡ sß que thÿ s¿c ký mißn dßch dòng ch¿y bên 

có thß hißu qu¿ cho vißc giám sát t¿i chß sÿ nhißm khu¿n cÿa các nhà máy s¿n xu¿t 

thÿc ph¿m và do �ó t�ng c±ßng �±ÿc mÿc �ß an toàn thÿc ph¿m. 

G¿n �ây, nhißu nghiên cÿu �ã t¿p trung phát trißn các hß c¿m bi¿n aptamer màu 

s¿c (colorimetric aptasensor) ÿng dÿng nanoenzyme và v¿t lißu khung c¡ kim (metal3
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organic framework, MOF) nh¿m nâng cao �ß nh¿y và tßc �ß phát hißn vi sinh v¿t gây 

bßnh. Mßt trong nhÿng h±ßng �i nßi b¿t là c¿m bi¿n sÿ dÿng c¿u trúc MOF-on-MOF 

lai ghép, tiêu bißu nh± hß Cu-MOF@PMOF(Fe) có ho¿t tính t±¡ng tÿ peroxidase. Hß 

thßng này v¿n hành theo c¡ ch¿ khu¿ch �¿i dây chuyßn, trong �ó lõi Cu-MOF xúc 

tác oxy hóa catechol t¿o H¢O¢, và lßp vß PMOF(Fe) ti¿p tÿc sÿ dÿng H¢O¢ �ß oxy 

hóa c¡ ch¿t TMB, cho phép t¿o tín hißu kép ß 370 và 652 nm giúp nâng cao �áng kß 

gißi h¿n phát hißn (7 CFU/mL �ßi vßi chÿng K.pneumoniae mang gen KPC-2) (Hình 

1.11) [72]. Khi �±ÿc chÿc n�ng hóa b¿ng aptamer �¿c hißu vßi tÿng chÿng vi khu¿n, 

c¿m bi¿n cho phép b¿t giÿ và �ßnh l±ÿng nhanh vßi �ß nh¿y cao (gißi h¿n phát hißn 

�¿n �¡n vß CFU/mL) và thßi gian ph¿n ÿng ng¿n (<1 giß). Hß thßng này cing cho 

th¿y hißu su¿t phÿc hßi cao (913112%) khi kißm nghißm trên các m¿u bßnh ph¿m 

lâm sàng phÿc t¿p nh± huy¿t thanh, dßch m¿t hay dßch não tÿy, chÿng minh tính ßn 

�ßnh và kh¿ n�ng ÿng dÿng thÿc t¿. Nhÿng k¿t qu¿ này cho th¿y vißc tích hÿp aptamer 

vßi v¿t lißu nano có ho¿t tính enzyme là xu h±ßng �¿y tißm n�ng trong phát trißn các 

nßn t¿ng phát hißn vi sinh v¿t nhanh, nh¿y và thích hÿp cho ch¿n �oán t¿i chß (POCT), 

mß ra trißn vßng mßi cho giám sát và kißm soát nhißm khu¿n do vi khu¿n �a kháng 

thußc (MDR). 

 

  
Hình 1.11. S¡ �ß minh hßa nßn t¿ng c¿m bi¿n dÿa trên aptamer và v¿t lißu khung 

c¡ kim có �ß nh¿y siêu cao trong phát hißn lâm sàng K.pneumoniae mang gen 

KPC-2 [72] 

Vßi sÿ phát trißn nhanh chóng, �ã có nhißu b±ßc �ßt phá �áng kß trong các quy 

trình tuyßn chßn, tßng hÿp và bi¿n �ßi c¿u trúc aptamer, mß ra tißm n�ng ÿng dÿng 

rßng rãi cÿa chúng trong nhißu l)nh vÿc. Aptamer sß hÿu nhißu ±u �ißm v±ÿt trßi nh± 

tính ßn �ßnh cao, �ß �ßng nh¿t tßt và chi phí s¿n xu¿t th¿p, khi¿n chúng trß thành ÿng 

viên �¿y hÿa h¿n trong các hß thßng c¿m bi¿n sinh hßc, �¿c bißt là trong l)nh vÿc xét 

nghißm t¿i chß (POCT 3 Point-of-Care Testing). Hißn nay, nhißu lo¿i c¿m bi¿n sinh 
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hßc dÿa trên aptamer, �±ÿc phát trißn theo nhißu ph±¡ng pháp khác nhau, �ã �±ÿc 

phê duyßt sÿ dÿng trong lâm sàng ho¿c �ang trong giai �o¿n thÿ nghißm lâm sàng, 

minh chÿng cho tißm n�ng ÿng dÿng thÿc t¿ rßng lßn cÿa công nghß này. 

1.4. Nguyên lý cÿa kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch LFIA và ELISA trÿc ti¿p 

LFIA là sÿ k¿t hÿp cÿa mßt hß thßng s¿c ký (tách các thành ph¿n cÿa mßt hßn 

hÿp dÿa trên sÿ khác bißt trong chuyßn �ßng cÿa chúng dßc theo màng) và mßt ph¿n 

ÿng sinh hóa (giÿa kháng thß-kháng nguyên ho¿c phân tÿ �ích axit nucleic) [73]. C¿ 

kháng thß và axit nucleic �ßu có thß �±ÿc sÿ dÿng làm �¿u thu sinh hßc �ß phát trißn 

que thÿ LFIA. Các LFIA �±ÿc gßi là xét nghißm mißn dßch dòng ch¿y bên khi kháng 

thß �±ÿc sÿ dÿng làm �¿u thu sinh hßc. Trong quá trình phát hißn, m¿u ch¿t lßng ho¿c 

dßch chi¿t chÿa ch¿t phân tích mÿc tiêu di chuyßn qua màng thông qua lÿc mao d¿n 

[74]. Mßt d¿i LFIA �ißn hình bao gßm bßn màng x¿p chßng lên nhau �ã �±ÿc dán 

trên t¿m lót dính �ß ho¿t �ßng ßn �ßnh và dß dàng xÿ lý. Bßn màng t¿o nên mßt d¿i 

LFIA bao gßm:  

(1) Sample pad: màng hút m¿u là bß ph¿n �¿u tiên cÿa que thÿ nhanh, có chÿc n�ng 

ti¿p nh¿n m¿u và phân phßi �ßu m¿u lên toàn bß bß m¿t màng nitrocellulose 

thông qua c¡ ch¿ mao d¿n. V¿t lißu th±ßng sÿ dÿng là sÿi thÿy tinh ho¿c 

cellulose �ã �±ÿc xÿ lý hóa hßc nh¿m lo¿i bß t¿p ch¿t, �ißu chßnh pH, và bß 

sung ch¿t �ßm ho¿c protein ch¿n (blocking agents) �ß gi¿m hißn t±ÿng g¿n k¿t 

không �¿c hißu. �¿c �ißm quan trßng cÿa màng hút m¿u là kh¿ n�ng lßc lo¿i bß 

c¿n, t¿ bào ho¿c thành ph¿n gây nhißu, �ßng thßi �ißu hòa tßc �ß dòng ch¿y 

nh¿m �¿m b¿o m¿u �i qua conjugate pad và màng nitrocellulose mßt cách ßn 

�ßnh. Trong s¿n xu¿t, màng hút m¿u th±ßng có �ß dày tÿ 0,531 mm, chißu dài 

10315 mm và �±ÿc g¿n chßng lên �¿u conjugate pad �ß t¿o sÿ ti¿p xúc liên tÿc, 

giÿ vai trò then chßt trong vißc �¿m b¿o �ß chính xác và �ß l¿p l¿i cÿa xét 

nghißm.. Mßt chÿc n�ng khác cÿa mi¿ng �ßm m¿u trong mßt sß xét nghißm sÿ 

dÿng m¿u máu là �ß thÿc hißn xÿ lý tr±ßc m¿u nh± tách các t¿ bào hßng c¿u tÿ 

nßn m¿u;  

(2) Conjugate pad: �±ÿc gßi là t¿m cßng hÿp n¿m ngay sau màng hút m¿u và chÿa 

các h¿t liên hÿp �ã �±ÿc làm khô, th±ßng là h¿t nano vàng, h¿t latex ho¿c h¿t 

tÿ tính g¿n kháng thß, aptamer hay kháng nguyên. Khi m¿u di chuyßn qua, dung 

dßch s¿ tái hòa tan các h¿t liên hÿp này và �±a chúng theo dòng ch¿y �¿n màng 

nitrocellulose, n¡i dißn ra ph¿n ÿng �¿c hißu vßi v¿ch T và v¿ch C. V¿t lißu làm 

conjugate pad th±ßng là sÿi thÿy tinh ho¿c polyester xßp, có kh¿ n�ng giÿ và 

b¿o vß h¿t liên hÿp trong tr¿ng thái khô ßn �ßnh, �ßng thßi gi¿i phóng nhanh và 

hoàn toàn khi ti¿p xúc vßi m¿u. Kích th±ßc �ißn hình cÿa conjugate pad dài 83
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12 mm, rßng t±¡ng ÿng vßi màng nitrocellulose, và th±ßng �±ÿc xÿ lý thêm 

b¿ng dung dßch b¿o qu¿n (�±ßng, ch¿t ßn �ßnh) �ß duy trì ho¿t tính sinh hßc cÿa 

tác nhân nh¿n bi¿t. Ch¿t l±ÿng và hißu qu¿ cÿa conjugate pad ¿nh h±ßng trÿc 

ti¿p �¿n c±ßng �ß và �ß rõ cÿa v¿ch tín hißu, do �ó là mßt trong nhÿng thành 

ph¿n quan trßng nh¿t quy¿t �ßnh �ß nh¿y cÿa que thÿ;  

(3) Màng nitrocellulose (NC): Màng nitrocellulose là thành ph¿n trung tâm cÿa que 

thÿ nhanh, �óng vai trò là nßn t¿ng �ß cß �ßnh v¿ch thÿ (T line) và v¿ch chÿng 

(C line), �ßng thßi duy trì sÿ di chuyßn mao d¿n cÿa m¿u tÿ vùng n¿p �¿n khu 

vÿc �ßc k¿t qu¿. V¿t lißu nitrocellulose có c¿u trúc xßp, mang �ißn tích âm nh¿, 

vßi kích th±ßc lß trung bình kho¿ng 8315 µm và tßc �ß mao d¿n �ißn hình 903

180 giây/4 cm, cho phép kißm soát tßc �ß dòng ch¿y và ¿nh h±ßng trÿc ti¿p �¿n 

�ß nh¿y cing nh± �ß s¿c nét cÿa tín hißu. Màng có kh¿ n�ng g¿n protein cao, 

th±ßng �¿t 1003200 µg/cm², �¿m b¿o vißc cß �ßnh ßn �ßnh các phân tÿ sinh hßc 

nh± kháng thß ho¿c aptamer mà v¿n duy trì �±ÿc ho¿t tính cÿa chúng. Trong 

s¿n xu¿t, màng nitrocellulose th±ßng có �ß dày kho¿ng 1003150 µm, �±ÿc dán 

cß �ßnh trên nßn nhÿa (plastic backing) vßi chißu rßng 20330 mm tr±ßc khi c¿t 

thành các d¿i nhß 335 mm �ß l¿p vào c¿u trúc que thÿ. Các �¿c tính này giúp 

màng nitrocellulose trß thành nßn t¿ng lý t±ßng cho các xét nghißm dòng ch¿y 

bên, quy¿t �ßnh ch¿t l±ÿng, �ß nh¿y và �ß �¿c hißu cÿa s¿n ph¿m; 

(4) Absorbent pad: �±ÿc gßi là màng h¿p thÿ m¿u và là bß ph¿n cußi cùng trong 

c¿u trúc que thÿ nhanh, có chÿc n�ng duy trì sÿ di chuyßn liên tÿc cÿa dung dßch 

thông qua c¡ ch¿ mao d¿n và �óng vai trò nh± <b¡m hút= �ß kéo toàn bß m¿u 

�i qua vùng ph¿n ÿng. V¿t lißu th±ßng �±ÿc sÿ dÿng cho màng h¿p thÿ m¿u là 

cellulose ho¿c sÿi tßng hÿp có �ß xßp cao, kh¿ n�ng hút dßch m¿nh và ßn �ßnh 

trong nhißu �ißu kißn môi tr±ßng khác nhau. Mi¿ng th¿m �±ÿc thi¿t k¿ vßi kh¿ 

n�ng giÿ l±ÿng dßch g¿p nhißu l¿n khßi l±ÿng cÿa nó, giúp �¿m b¿o dung dßch 

không bß tràn ng±ÿc ho¿c dÿng l¿i giÿa dòng ch¿y. Trong s¿n xu¿t, màng h¿p 

thÿ m¿u  th±ßng có chißu dài 20330 mm, chißu rßng t±¡ng �±¡ng vßi màng 

nitrocellulose, và �±ÿc g¿n chßng lên ph¿n cußi cÿa màng nh¿m t¿o ti¿p xúc tßt 

�ß duy trì dòng ch¿y liên tÿc. �¿c tính quan trßng cÿa mi¿ng th¿m là kh¿ n�ng 

h¿p thÿ nhanh và trißt �ß, góp ph¿n quy¿t �ßnh sÿ ßn �ßnh cÿa dòng ch¿y, �ß rõ 

ràng cÿa v¿ch k¿t qu¿, �ßng thßi giúp lo¿i bß l±ÿng m¿u d± thÿa, tÿ �ó nâng 

cao �ß chính xác và �ß tin c¿y cÿa phép thÿ [73].  

Trên Hình 1.12A mô t¿ cÿ thß c¿u t¿o cÿa que thÿ nhanh và hình 1.12B mô t¿ 

s¡ �ß c¿u t¿o nguyên lý phß bi¿n cÿa LFIA ß �ßnh d¿ng sandwich và �ßnh d¿ng c¿nh 

tranh. �ßnh d¿ng sandwich �±ÿc sÿ dÿng cho các ch¿t phân tích lßn có nhißu vß trí 
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kháng nguyên nh± vi khu¿n, hormone (ví dÿ: human chrionic gonadotropin) và mßt 

sß chß d¿u sinh hßc. Þ d¿ng này, kháng thß s¡ c¿p kháng kháng nguyên �±ÿc phun 

lên dòng thÿ nghißm. Mßt kháng thß thÿ c¿p kháng mßt epitope khác cÿa cùng mßt 

kháng nguyên �±ÿc dán nhãn vßi các h¿t nano và �±ÿc cß �ßnh trên t¿m cßng hÿp. 

Kháng thß �¿c tr±ng kháng globulin mißn dßch �±ÿc phun lên v¿ch �ßi chÿng và có 

thß t±¡ng tác vßi kháng thß thÿ c¿p. Trên thÿc t¿, ß d¿ng sandwich, mÿc tiêu �±ÿc 

cß �ßnh giÿa hai kháng thß bß sung (tÿc là kháng thß s¡ c¿p và thÿ c¿p) trên v¿ch xét 

nghißm. Trong �ßnh d¿ng này, vißc t¿o tín hißu trong dòng thÿ nghißm (test line) cho 

th¿y k¿t qu¿ d±¡ng tính [73]. �ß �ánh giá các phân tÿ nhß có trßng l±ÿng phân tÿ 

th¿p và chß có mßt �ißm quy¿t �ßnh kháng nguyên, xét nghißm c¿nh tranh �±ÿc sÿ 

dÿng. Vì các phân tÿ nhß không thß liên k¿t �ßng thßi vßi hai kháng thß, th±ßng chß 

sÿ dÿng hai kháng thß khác nhau trong �ßnh d¿ng này. Có hai lo¿i xét nghißm c¿nh 

tranh. Þ lo¿i �¿u tiên, mßt kháng thß �¿c hißu vßi kháng nguyên �±ÿc liên hÿp vßi 

nhãn và cß �ßnh trên t¿m �ßm cßng hÿp và mßt kháng thß khác là kháng globulin 

mißn dßch �¿c hißu �±ÿc phun lên v¿ch �ßi chÿng và ph¿n ÿng vßi các h¿t thußc thÿ. 

Þ d¿ng này, phân tÿ kháng nguyên (nói chung là liên hÿp albumin huy¿t thanh bò 

(BSA)) �±ÿc làm khô trên v¿ch thÿ trên màng nitrocellulose. Trong tr±ßng hÿp này, 

mßt ph¿n ÿng c¿nh tranh x¿y ra giÿa ch¿t phân tích trong m¿u và ch¿t phân tích-BSA 

trong dòng xét nghißm �ß liên k¿t vßi kháng thß �±ÿc �ánh d¿u. Do �ó, k¿t qu¿ d±¡ng 

tính là thi¿u tín hißu trong v¿ch thÿ [75]. Trong lo¿i thÿ hai, kháng thß �¿c hißu kháng 

kháng nguyên �±ÿc cß �ßnh trên v¿ch thÿ và kháng nguyên �±ÿc dán nhãn cß �ßnh 

(ch¿t phân tích �±ÿc dán nhãn-BSA) trên t¿m liên hÿp �±ÿc sÿ dÿng �ß phát hißn. Vì 

v¿y, x¿y ra ph¿n ÿng c¿nh tranh giÿa ch¿t phân tích trong m¿u và kháng nguyên �±ÿc 

�ánh d¿u trong dòng xét nghißm �ß liên k¿t vßi kháng thß �¿c hißu trên v¿ch thÿ 

nghißm. K¿t qu¿ t±¡ng tÿ nh± xét nghißm c¿nh tranh �¿u tiên (Hình 1.12B). 
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Hình 1.12. (A) C¿u t¿o nguyên lý cÿa que thÿ nhanh LFIA thông th±ßng [73]; (B) C¿u 

t¿o nguyên lý cÿa �ßnh d¿ng sandwich và �ßnh d¿ng c¿nh tranh phß bi¿n cÿa LFIA [76] 

LFIA có thß sÿ dÿng các v¿t lißu khác nhau �ß dán nhãn kháng thß nh± h¿t latex 

[77], h¿t nano [78], h¿t nano b¿c [79], liposome chÿa thußc nhußm [80], h¿t nano 

vàng (AuNP) [74], h¿t nano silica chÿa chelate europium [81], ch¿m l±ÿng tÿ [82]. 

Mßi nhãn có thß t¿o ra nhÿng �¿c �ißm khác nhau trong nßn t¿ng ch¿n �oán, nh±ng 

mÿc �ích chính cÿa vißc sÿ dÿng các nhãn khác nhau là cß g¿ng t¿o ra nhißu xét 

nghißm vßi �ß nhay và �ß chßn lßc cao. Tuy nhiên, trong sß �ó AuNP v¿n �±ÿc sÿ 

dÿng rßng rãi nh¿t và �±ÿc sÿ dÿng nhißu nh¿t do tính ch¿t quang hßc �ßc �áo cÿa 

chúng, mang l¿i cho chúng kh¿ n�ng t¿o ra tín hißu màu có thß quan sát �±ÿc b¿ng 

m¿t th±ßng, �ß ßn �ßnh cao ß d¿ng lßng ho¿c khô và kh¿ n�ng liên hÿp dß dàng vßi 

các v¿t lißu sinh hßc. Ngoài kháng thß, nhißu y¿u tß nh¿n bi¿t khác nh± aptamer cing 

có thß �±ÿc sÿ dÿng �ß phát trißn LFIA. Kháng thß là tác nhân nh¿n bi¿t sinh hßc �¿u 

tiên và phß bi¿n nh¿t trong LFIA; tuy nhiên, trong nhÿng n�m g¿n �ây, aptamer �ã 

nßi lên nh± mßt gi¿i pháp thay th¿ kh¿ thi nhß nhÿng ±u �ißm tißm n�ng cÿa chúng 

trong nhißu ph±¡ng pháp ch¿n �oán, bao gßm c¿ LFIA. 
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Hình 1.13. þng dÿng nanozyme trong ELISA thay th¿ enzyme HRP [83] 

Các xét nghißm mißn dßch truyßn thßng (immunoassays) th±ßng sÿ dÿng 

enzyme �ánh d¿u là peroxidase, ch¿ng h¿n nh± horseradish peroxidase (HRP) [84]. 

Tuy nhiên, các h¿n ch¿ vßn có cÿa enzyme sinh hßc này 4 nh± chi phí cao và �ß ßn 

�ßnh kém 4 �ã gißi h¿n kh¿ n�ng c¿i thißn thêm hißu su¿t cÿa kÿ thu¿t ELISA. Ngoài 

ra, trong các xét nghißm ELISA truyßn thßng, phÿc hÿp enzyme3kháng thß th±ßng 

�±ÿc liên k¿t cßng hóa trß giÿa enzyme và kháng thß. Quá trình này �òi hßi các b±ßc 

chu¿n bß và tinh s¿ch phÿc t¿p, d¿n �¿n suy gi¿m ho¿t tính xúc tác cÿa enzyme cing 

nh± hißu qu¿ g¿n k¿t cÿa kháng thß vßi kháng nguyên, tÿ �ó làm gi¿m �ß nh¿y cÿa 

ELISA. G¿n �ây, các nanoenzyme (nanozymes), vßi nhÿng ±u �ißm nßi b¿t nh± giá 

thành th¿p, dß dàng bi¿n �ßi bß m¿t, và �ß ßn �ßnh cao, �ã thu hút sÿ quan tâm ngày 

càng lßn trong nghiên cÿu và phát trißn các hß thßng xét nghißm mißn dßch th¿ hß 

mßi (Hình 1.13). Trong mßt nghiên cÿu ÿng dÿng h¿t nano trong ELISA phát hißn 

norfloxacin trong sÿa, các h¿t nano xanh Phß (Prussian blue nanoparticles 3 PBNPs) 

là mßt lo¿i nanoenzyme phß bi¿n vßi kh¿ n�ng h¿p thÿ ánh sáng m¿nh. Nhß vào �ß 

ßn �ßnh cao, tính linh ho¿t trong quá trình tßng hÿp, và hißu ÿng quang 3 nhißt v±ÿt 

trßi, v¿t lißu này �ã �±ÿc ÿng dÿng rßng rãi trong các c¿m bi¿n, �ißn hóa, lißu pháp 

sinh hßc và hình ¿nh sinh hßc [85]. PBNPs �±ÿc c¿u t¿o tÿ polyme phßi trí có công 

thÿc Fe¤[Fe(CN)¦]£, thß hißn ho¿t tính t±¡ng tÿ peroxidase, �¿c tính có thß �±ÿc khai 

thác �ß thay th¿ enzyme tÿ nhiên trong kÿ thu¿t ELISA. Bên c¿nh �ó, dung dßch 

PBNPs có màu xanh lam cho th¿y ho¿t tính gißng peroxidase cao, có kh¿ n�ng xúc 

tác sÿ phân hÿy hydrogen peroxide (H¢O¢) và oxy hóa ch¿t nßn 3,32,5,52-

tetramethylbenzidine (TMB), t¿o ra s¿n ph¿m có màu xanh lam vßi hißu su¿t cao. 

Nano-ELISA cho th¿y hißu qu¿ ch¿n �oán v±ÿt trßi so vßi ph±¡ng pháp Sandwich 

ELISA truyßn thßng, thß hißn qua �ß nh¿y cao h¡n (96,77% so vßi 77,42%), �ß �¿c 

hißu cao h¡n (93,75% so vßi 75%), và giá trß tiên �oán d±¡ng (PPV) cing lßn h¡n 

(96,77% so vßi 85,71%) �ã �±ÿc chÿng minh trong nghiên cÿu ÿng dÿng h¿t nano 
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vàng phát trißn nano-ELISA phát hißn kháng nguyên nang sán [86]. Các h¿t nano 

vàng (gold nanoparticles 3 AuNPs) sÿ dÿng trong hß thßng ELISA th±ßng mang 

nhißu ho¿t tính enzyme trên mßi phân tÿ kháng thß, nhß �ó t¿o ra tín hißu �o màu 

m¿nh h¡n �áng kß, cho phép phát hißn các m¿u có nßng �ß phân tích r¿t th¿p [87]. 

H¡n nÿa, AuNPs có dißn tích bß m¿t riêng lßn, tính ßn �ßnh cao, và kh¿ n�ng liên 

hÿp dß dàng vßi các phân tÿ sinh hßc nh± kháng thß, aptamer ho¿c enzyme. Nhÿng 

�¿c tính này giúp t�ng m¿t �ß g¿n k¿t giÿa enzyme và kháng thß, c¿i thißn hißu su¿t 

xúc tác ph¿n ÿng màu, và gi¿m nhißu nßn, tÿ �ó nâng cao �ß nh¿y và �ß chính xác 

cÿa phép �o ELISA. Vì v¿y, nano-ELISA hay ELISA trÿc ti¿p dÿa trên h¿t nano vàng 

�±ÿc xem là h±ßng phát trißn tißm n�ng trong các kÿ thu¿t xét nghißm nhanh vßi �ß 

nh¿y và �ß �¿c hißu cao. 

1.5. Ph±¡ng pháp k¿t hÿp aptamer - kháng thß và ÿng dÿng h¿t nano vàng 

trong thi¿t k¿ c¿m bi¿n sinh hßc  

H¿t nano vàng (AuNPs) sß hÿu nhißu �¿c tính lý hóa �ßc �áo nhß kích th±ßc 

nano �¿c tr±ng. Các �¿c tính nßi b¿t cÿa AuNPs bao gßm kh¿ n�ng quang hßc v±ÿt 

trßi, tính t±¡ng thích sinh hßc cao và ho¿t tính xúc tác tßt. Trong sß �ó, hißn t±ÿng 

cßng h±ßng plasmon bß m¿t (Surface Plasmon Resonance 3 SPR) là tính ch¿t quang 

hßc �±ÿc ÿng dÿng phß bi¿n nh¿t cÿa AuNPs trong l)nh vÿc công nghß sinh hßc nano 

[88]. Nhß các �¿c tính này, AuNPs �±ÿc ÿng dÿng nh± mßt nßn t¿ng c¿m bi¿n trong 

phát hißn các tác nhân gây bßnh nguy hißm do vi khu¿n và virus gây ra. C¡ ch¿ phát 

hißn cÿa các c¿m bi¿n sinh hßc dÿa trên AuNPs �±ÿc c¿u thành tÿ ba thành ph¿n c¡ 

b¿n, bao gßm: (i) bß ph¿n nh¿n dißn sinh hßc �±ÿc cß �ßnh trên bß m¿t AuNPs nh± 

aptamer, kháng thß, enzyme ho¿c acid nucleic; (ii) bß chuyßn �ßi tín hißu (transducer) 

có chÿc n�ng chuyßn �ßi tín hißu sinh hßc thành tín hißu �ißn tÿ và truyßn tín hißu; 

và (iii) ch¿t phân tích (analyte), chính là phân tÿ �ích c¿n phát hißn. Khi phân tÿ �ích 

ti¿p xúc vßi thành ph¿n nh¿n dißn sinh hßc, sÿ liên k¿t �¿c hißu s¿ x¿y ra giÿa phân 

tÿ �ích và thÿ thß sinh hßc. Sau �ó, bß chuyßn �ßi tín hißu s¿ chuyßn các tín hißu sinh 

hßc thành tín hißu có thß �o l±ßng �±ÿc, và k¿t qu¿ �±ÿc hißn thß trên hß thßng �ßc 

tín hißu t±¡ng ÿng. Nhß kh¿ n�ng khu¿ch �¿i tín hißu cÿa AuNPs, các c¿m bi¿n sinh 

hßc có thß phát hißn tác nhân gây bßnh ß nßng �ß r¿t th¿p [89]. 

�ß khai thác các �¿c tính quang hßc và xúc tác cÿa AuNPs trong phát hißn sinh 

hßc, c¿n k¿t hÿp v¿t lißu nano vßi các phân tÿ nh¿n bi¿t có kh¿ n�ng t±¡ng tác �¿c 

hißu vßi target, trong �ó kháng thß là mßt trong nhÿng thÿ thß sinh hßc �±ÿc sÿ dÿng 

phß bi¿n. Kháng thß �óng vai trò then chßt trong các xét nghißm mißn dßch; tuy nhiên, 

chúng tßn t¿i mßt sß h¿n ch¿ nh¿t �ßnh. Các h¿n ch¿ này bao gßm sÿ phÿ thußc vào 

�ßng v¿t thí nghißm trong quá trình t¿o kháng thß, yêu c¿u nghiêm ng¿t vß �ißu kißn 



 

 
 

41 

vô trùng, nhu c¿u nhân lÿc có trình �ß chuyên môn cao, cing nh± kh¿ n�ng dung n¿p 

h¿n ch¿ �ßi vßi các c¿u hình kháng nguyên. Nhÿng y¿u tß này d¿n �¿n quy trình s¿n 

xu¿t kéo dài và chi phí cao. Do �ó, các aptamer oligonucleotide �±ÿc phát trißn nh± 

mßt gi¿i pháp thay th¿ �¿y trißn vßng trong ch¿ t¿o các xét nghißm dÿa trên aptamer. 

Aptamer có kh¿ n�ng g¿p cußn t¿o thành c¿u trúc không gian ba chißu �¿c thù, cho 

phép chúng nh¿n dißn và liên k¿t �¿c hißu vßi các mÿc tiêu sinh hßc vßi ái lÿc cao, 

do �ó aptamer th±ßng �±ÿc gßi là <kháng thß hóa hßc=. So vßi kháng thß, aptamer sß 

hÿu nhißu ±u �ißm v±ÿt trßi. Chúng có thß �±ÿc sàng lßc in vitro, dß dàng liên hÿp 

vßi nhißu lo¿i phân tÿ khác nhau, không gây �áp ÿng mißn dßch, dß tßng hÿp b¿ng 

ph±¡ng pháp hóa hßc và có �ß bi¿n thiên giÿa các lô s¿n xu¿t r¿t th¿p. Các xét nghißm 

dÿa trên aptamer hißn �ang thu hút nhißu sÿ quan tâm nh± mßt công cÿ ch¿n �oán 

�¿y tißm n�ng [90]. Kháng thß và aptamer sß hÿu nhÿng �¿c tính riêng bißt, có tính 

bß trÿ l¿n nhau trong nhißu ÿng dÿng phân tích. Nh¿m khai thác các �¿c tính bß sung 

này cing nh± kh¿c phÿc nhÿng h¿n ch¿ vßn có cÿa tÿng lo¿i phân tÿ sinh hßc, các 

ph±¡ng pháp phân tích lai aptamer3kháng thß �ã �±ÿc phát trißn. Cách ti¿p c¿n �ßi 

mßi này giúp nâng cao �ß nh¿y và �ß �¿c hißu cÿa phép phân tích, �ßng thßi cho 

phép phát hißn �ßng thßi nhißu mÿc tiêu khác nhau [91]. Trong các hß thßng này, 

kháng thß ho¿c aptamer �±ÿc cß �ßnh trên mßt giá mang r¿n, sau �ó m¿u chÿa các 

phân tÿ mÿc tiêu �±ÿc �±a vào. Các kháng thß ho¿c aptamer s¿ b¿t giÿ chßn lßc các 

phân tÿ mÿc tiêu, và chúng �±ÿc phát hißn thông qua các kháng thß ho¿c aptamer có 

g¿n nhãn, có kh¿ n�ng nh¿n dißn �¿c hißu các mÿc tiêu �ã �±ÿc b¿t giÿ. Mßt nghiên 

cÿu ÿng dÿng các aptamer oligonucleotide và kháng thß �¡n dòng �¿c hißu vßi 

protein nucleocapsid (N) tái tß hÿp cÿa SARS-CoV-2 phát trißn thành công hai kÿ 

thu¿t phát hißn mßi có �ß nh¿y r¿t cao nh¿m nh¿n dißn nhanh protein N cÿa SARS-

CoV-2 trong các m¿u dßch tÿ h¿u, bao gßm xét nghißm sandwich aptamer3kháng thß 

liên k¿t enzyme (enzyme-linked aptamer3antibody sandwich assay, ELAAA) và que 

thÿ dòng ch¿y bên lai (hybrid lateral flow strip, hybrid-LFS). Ph±¡ng pháp ELAAA 

cho th¿y gißi h¿n phát hißn ¿n t±ÿng ß mÿc 0,1 ng/mL, trong khi hybrid-LFS �¿t d¿i 

phát hißn tÿ 0,1 �¿n 0,5 ng/mL. Trong quá trình �ánh giá trên m±ßi m¿u dßch tÿ h¿u 

�±ÿc bß sung các nßng �ß protein N �ã bi¿t, ELAAA �¿t tÿ lß thu hßi trung bình là 

92%. Bên c¿nh �ó, khi thÿ nghißm trên n�m m¿u dßch tÿ h¿u cÿa bßnh nhân nhißm 

SARS-CoV-2 và m±ßi m¿u tÿ ng±ßi tình nguyßn khße m¿nh, hybrid-LFS thß hißn 

�ß nh¿y và �ß �¿c hißu r¿t cao [92]. Nguyên lý cÿa hai kÿ thu¿t lai ELAAA và LFS 

�±ÿc trình bày chi ti¿t trên Hình 1.14. Tÿ �ó, chi¿n l±ÿc lai aptamer3kháng thß �¡n 

dòng (Apt3mAb) �áng tin c¿y không chß góp ph¿n nâng cao �ß nh¿y và �ß �¿c hißu 

cÿa các ph±¡ng pháp ch¿n �oán virus mà còn cho th¿y tißm n�ng ÿng dÿng trong vißc 
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kißm soát sÿ lây lan cÿa các bßnh truyßn nhißm liên quan. Mßt nghiên cÿu khác phát 

trißn thành công c¿m bi¿n �ißn hóa sÿ dÿng c¿u trúc sandwich lai kháng thß3aptamer 

�ß phát hißn thrombin trong huy¿t thanh ng±ßi. C¿m bi¿n cho phép chuyßn �ißn tÿ 

trÿc ti¿p (Direct Electron Transfer 3 DET) dißn ra nhanh chóng thông qua c¿u hình 

sandwich kháng thß3aptamer lai, bao gßm: (i) �¿u dò b¿t giÿ là kháng thß, cung c¿p 

ái lÿc cao và �ß �¿c hißu �ßi vßi mÿc tiêu trong huy¿t thanh ng±ßi; (ii) mÿc tiêu 

thrombin; và (iii) �¿u dò phát hißn là aptamer, cho phép liên hÿp thu¿n tißn ß �¿u t¿n 

cùng vßi DNA m¿ch nßi dài, linh ho¿t và peptide polylinker chÿa nhißu nhãn oxi-hóa 

khÿ phenazine ethosulfate ph¿n ÿng vßi amin (arPES), giúp các nhãn liên hÿp dß 

dàng ti¿p c¿n bß m¿t �ißn cÿc. Quá trình DET l¿p l¿i nhanh chóng thông qua ph¿n 

ÿng oxy hóa NADH �±ÿc xúc tác bßi arPES �ã làm t�ng c±ßng �áng kß tín hißu �ißn 

hóa. Kích th±ßc phù hÿp cÿa m¿ch nßi và polylinker giúp gi¿m sÿ h¿p phÿ không 

�¿c hißu cÿa �¿u dò aptamer liên hÿp vßi nhißu arPES, �ßng thßi h¿n ch¿ sÿ c¿n trß 

�ßi vßi kh¿ n�ng liên k¿t cÿa aptamer. Các ph±¡ng pháp cß �ßnh kháng thß có �¿u 

thiol trên �ißn cÿc vàng (Au) �ã �±ÿc so sánh và tßi ±u hóa [93]. 

M¿c dù các hß lai ho¿c các phép thÿ d¿ng sandwich có c¿u trúc phÿc t¿p h¡n 

và �òi hßi nhißu b±ßc �ß quá trình phát hißn dißn ra, vißc sÿ dÿng các hß này cho th¿y 

hißu su¿t phân tích v±ÿt trßi so vßi các nßn t¿ng c¿m bi¿n sinh hßc khác. Mßt nghiên 

cÿu �ánh giá hißu su¿t phân tích cÿa các c¿u hình khác nhau cÿa c¿m bi¿n sinh hßc 

SPR trong phát hißn protein (protein ph¿n ÿng C) �ã báo cáo r¿ng, trên nßn t¿ng t�ng 

c±ßng b¿ng h¿t nano vàng, gißi h¿n phát hißn �¿t �±ÿc l¿n l±ÿt là 1 nM �ßi vßi c¿m 

bi¿n sinh hßc d¿ng chu¿n và 10 pM �ßi vßi c¿m bi¿n sinh hßc d¿ng hß lai [94]. Các 

nßn t¿ng c¿m bi¿n sinh hßc song ch¿ �ß t±¡ng tÿ �ã �±ÿc ÿng dÿng trong nhißu 

nghiên cÿu nh¿m phát hißn các y¿u tß �ông máu [95], thÿ thß y¿u tß t�ng tr±ßng bißu 

bì ng±ßi , và các d¿u ¿n sinh hßc cÿa bßnh Alzheimer [96], cùng vßi nhißu y¿u tß 

nh¿n bi¿t sinh hßc khác. Nhÿng thách thÿc khi sÿ dÿng aptamer �ß nh¿n bi¿t các phân 

tÿ mÿc tiêu có khßi l±ÿng phân tÿ nhß bao gßm �ß phÿc t¿p c¿u trúc th¿p �ßi vßi các 

phân tÿ có khßi l±ÿng d±ßi 1 kDa, sß l±ÿng nhóm chÿc kh¿ dÿng cho quá trình liên 

hÿp h¿n ch¿ do dißn tích bß m¿t nhß, cing nh± t±¡ng tác liên k¿t y¿u. Bên c¿nh �ó, 

sß l±ÿng nhóm chÿc h¿n ch¿ trong các phân tÿ nhß làm gi¿m kh¿ n�ng liên hÿp giÿa 

aptamer và phân tÿ mÿc tiêu. T±¡ng tÿ, m¿c dù kháng thß có thß phát hißn các phân 

tÿ mÿc tiêu có kích th±ßc nhß, nh±ng khó kh�n trong vißc t¿o ra các c¿p kháng thß 

phù hÿp có thß d¿n �¿n �ß �¿c hißu và �ß nh¿y th¿p cÿa phép thÿ, �ßng thßi �òi hßi 

quy trình xÿ lý m¿u phÿc t¿p khi phát hißn các phân tÿ mÿc tiêu nhß. 

Tÿ tßng quan các nghiên cÿu cho th¿y r¿ng, m¿c dù các ph±¡ng pháp truyßn 

thßng nh± nuôi c¿y, xét nghißm sinh hóa hay mißn dßch dÿa trên enzyme �ã �±ÿc sÿ 
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dÿng rßng rãi trong phát hißn vi khu¿n gây bßnh, song chúng v¿n tßn t¿i nhißu h¿n 

ch¿ nh± thßi gian phân tích dài, �ß nh¿y và �¿c hißu ch±a cao, chi phí lßn, và tính ßn 

�ßnh cÿa kháng thß kém. Trong bßi c¿nh sÿ gia t�ng cÿa các chÿng vi khu¿n �a kháng 

thußc, �¿c bißt là P.aeruginosa và K.pneumoniae, nhu c¿u vß mßt ph±¡ng pháp phát 

hißn nhanh, chính xác, ßn �ßnh và chi phí th¿p là h¿t sÿc c¿p thi¿t. Nhÿng ti¿n bß g¿n 

�ây trong công nghß aptamer �ã mß ra h±ßng ti¿p c¿n mßi, khi các phân tÿ này có 

thß �±ÿc lÿa chßn sÿ dÿng nh± mßt �¿u thu sinh hßc nhß �ß �¿c hißu cao, kh¿ n�ng 

tßng hÿp nhanh, dß bi¿n tính và b¿o qu¿n. �¿c bißt, vißc k¿t hÿp aptamer-kháng thß 

vßi kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch và ELISA trÿc ti¿p ÿng dÿng h¿t nano vàng có tißm 

n�ng t¿o ra nßn t¿ng ch¿n �oán sinh hßc th¿ hß mßi, phù hÿp cho phát hißn nhanh vi 

khu¿n t¿i chß (POCT) trong thßi gian ng¿n. Tÿ c¡ sß �ó, lu¿n án này �±ÿc thÿc hißn 

vßi mÿc tiêu chßn lßc aptamer �¿c hißu cho vi khu¿n P.aeruginosa và K.pneumoniae, 

�ßng thßi phát trißn hß thßng phát hißn dÿa trên kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch và ELISA 

trÿc ti¿p có �ß nh¿y cao, ßn �ßnh và dß ÿng dÿng trong thÿc tißn ch¿n �oán vi sinh. 

 

 
Hình 1.14. C¿u t¿o nguyên lý cÿa kÿ thu¿t lai ELAAA và LFS [92] 
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CH¯¡NG 2. V¾T LIÞU 3 PH¯¡NG PHÁP 

Ch±¡ng này t¿p trung trình bày chi ti¿t vß các �ßi t±ÿng nghiên cÿu, nguyên 

lißu, hóa ch¿t và quy trình thÿc nghißm �±ÿc sÿ dÿng trong lu¿n án. Mÿc tiêu trßng 

tâm cÿa ch±¡ng là thi¿t l¿p mßt quy trình khoa hßc chu¿n xác, tÿ vißc chu¿n bß các 

chÿng vi khu¿n mÿc tiêu P. aeruginosa và K. pneumoniae, cho �¿n kÿ thu¿t chßn lßc 

aptamer �¿c hißu thông qua quy trình SELEX c¿i ti¿n. Bên c¿nh �ó, các ph±¡ng pháp 

ch¿ t¿o h¿t nano vàng (AuNPs) và kÿ thu¿t tích hÿp �¿u dò aptamer và kháng thß lên 

nßn t¿ng s¿c ký mißn dßch (LFIA) cing nh± Nano-ELISA s¿ �±ÿc mô t¿ cÿ thß. �ây 

chính là khung ph±¡ng pháp lu¿n quan trßng, �¿m b¿o tính khách quan và kh¿ n�ng 

l¿p l¿i cÿa các k¿t qu¿ thÿc nghißm, làm tißn �ß cho vißc �ánh giá hißu n�ng phát hißn 

trong các nßi dung ti¿p theo cÿa nghiên cÿu. S¡ �ß tßng quan nghiên cÿu �±ÿc mô t¿ 

chi ti¿t trong hình 2.1. 

  
Hình 2.1. S¡ �ß tßng quan nghiên cÿu cÿa lu¿n án 

2. 2. hai 

2.1. �ßi t±ÿng nghiên cÿu, nguyên lißu, hóa ch¿t và thi¿t bß 

2.1.1. �ßa �ißm, thßi gian nghiên cÿu 

�ßa �ißm: Phòng Công nghß Tích hÿp dÿa trên IT-BT, Vißn Khoa hßc và Công 

nghß Vißt Nam 3 Hàn Qußc 

Thßi gian: tÿ tháng 11 n�m 2022 �¿n tháng 12 n�m 2025 
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2.1.2. V¿t lißu 

B¿ng 2.1. Các loài vi khu¿n �±ÿc sÿ dÿng trong lu¿n án 

Tên vi khu¿n Mã Ngußn cung c¿p 

Pseudomonas aeruginosa VTCC 12273 Trung tâm Ngußn gen Vi sinh v¿t Qußc 

gia (Vietnam Type Culture Collection - 

VTCC), Vißn Vi sinh v¿t và công nghß 

sinh hßc 

K.pneumoniae VTCC 12018 

Escherichia coli ATCC 25922 

Kwik-Stik, Microbiologics Inc., Hoa Kÿ 
Clostridium perfringens ATCC 12915 

Staphylococcus aureus ATCC 11632 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 

 

Các chÿng vi khu¿n này �±ÿc nuôi c¿y ß 370C trong môi tr±ßng BHI broth cho 

�¿n khi �¿t m¿t �ß quang hßc (OD) t¿i b±ßc sóng 600 nm là 0,8, t±¡ng ÿng vßi 109 

CFU/mL. 

 

Các hóa ch¿t sÿ dÿng 

B¿ng 2.2. Các lo¿i kháng nguyên, kháng thß �±ÿc sÿ dÿng trong lu¿n án 

Tên kháng nguyên, 

kháng thß 
Mã s¿n ph¿m Nhà cung c¿p �¿c �ißm 

Lipopolysaccharides 

(LPS) tÿ K.pneumoniae 
L4268-10MG 

Sigma - 

Aldrich 

LPS có ngußn gßc tÿ 

K.pneumoniae ATCC 15380 

thußc typ huy¿t thanh K1, 

kháng nguyên O1  

Kháng thß Rabbit anti- 

K.pneumoniae polyclonal  
PA1-7226 Invitrogen 

Kháng thß có kh¿ n�ng nh¿n 

dißn nhißu lo¿i kháng 

nguyên khác nhau cÿa vi 

khu¿n Klebsiella 

  Kháng thß Rabbit anti-

Pseudomonas polyclonal  
PA1-73116 Invitrogen 

Kháng thß �±ÿc s¿n 

xu¿t/chßn lßc dÿa trên kháng 

nguyên là t¿ bào nguyên v¿n 

cÿa Pseudomonas 

aeruginosa chÿng ATCC 

27853 
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Kháng thß Mouse anti-

Rabbit IgG  
31213 Invitrogen 

Các kháng thß �ã �±ÿc tinh 

s¿ch b¿ng ph±¡ng pháp ái 

lÿc, có tính �¿c hißu �ã �±ÿc 

�¿c tr±ng rõ ràng �ßi vßi các 

immunoglobulin cÿa thß 

Kháng thß Goat anti-

Mouse IgG  
31160 Invitrogen 

Các kháng thß �ã �±ÿc tinh 

s¿ch b¿ng ph±¡ng pháp ái 

lÿc, có tính �¿c hißu �ã �±ÿc 

�¿c tr±ng rõ ràng �ßi vßi các 

immunoglobulin cÿa chußt 

 

B¿ng 2.3. Các lo¿i trình tÿ, mßi �±ÿc sÿ dÿng trong lu¿n án 

Tên Trình tÿ Mÿc �ích sÿ dÿng 

Th± vißn ng¿u 

nhiên 

5´- ATCCGTCACACCTGCTCT - N55 

- TGGTGTTGGCTCCCGTAT- 3´ 

Th± vißn sÿ dÿng cho 

vòng chßn lßc �¿u tiên 

Mßi biotin 
5´- biotin 3 

ATACGGGAGCCAACACCA - 3´ 

C¿p mßi tham gia ph¿n 

ÿng PCR �ßi xÿng và 

PCR b¿t �ßi xÿng trong 

quá trình SELEX 
Mßi FAM 

5´- FAM 3  

ATC CGT CAC ACC TGC TCT - 3´ 

Mßi xuôi không 

chßnh sÿa 
5´- ATACGGGAGCCAACACCA - 3´ 

C¿p mßi tham gia gi¿i 

trình tÿ Mßi ng±ÿc không 

chßnh sÿa 
5´- ATC CGT CAC ACC TGC TCT - 3´ 

 

- Các nguyên lißu và hóa ch¿t �±ÿc sÿ dÿng trong quá trình chßn lßc bao gßm: Th± 

vißn ng¿u nhiên, mßi biotin, mßi FAM- �±ÿc �¿t tßng hÿp tÿ Integrated DNA 

Technologies, California, Hoa Kÿ (B¿ng 2.3). Dynabeads M-280 Streptavidin 

(Thermo Scientific, USA), �ßm carbonate pH 9.5: 1.05 g NaHCO3 và 9.274 g 

Na2CO3 (Anhydrous) trong 1L n±ßc deion, BSA (Sigma-Aldrich), binding buffer: 

20 nmol/L HEPES pH 7,4, 1 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L CaCl2, 120 mmol/L KCl), 

�ßm rÿa: binding buffer chÿa 0.05% Tween-20, dung dßch rÿa gi¿i: 20 mmol/L 

Tris-HCl pH 8,3 chÿa 4 mol/L guanidinium isothiocyanate và 1 mmol/L DTT, 

Sodium acetate (Sigma-Aldrich), Tween 20 (Sigma-Aldrich), 100% EtOH 

(Sigma-Aldrich), 2-propanol (Sigma-Aldrich), Dream Tag HotStart PCR Master 

mix (2X) (Thermo Scientific, USA), 10X TBE:  54 g Tris Base + 22.5 g Boric 
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Acid + 20 ml 0.5M EDTA (pH 8.0) , 30% polyacrylamide , TEMED (Sigma-

Aldrich), Amonium Persulfate - APF (Sigma-Aldrich), Top Vision Agarose 

(Thermo Fisher Scientific, USA), thußc nhußm gel: Redsafe (INtRON), 

GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 6X DNA loading dye 

(Thermo Scientific, USA), GeneJET Purification Kit (Thermo Scientific, USA), 2 

× B&W buffer: 10 mM Tris-HCl; pH 7.5, 1 mM EDTA, 2 M NaCl, sodium 

hydroxide (Sigma-Aldrich), LB broth (Miller) (Sigma-Aldrich), LB agar (Miller) 

(Sigmal-Aldrich), Kanamycin sulfate (Gibco), TOPO# TA Cloning# Kit for 

Sequencing, with One Shot# TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermo 

Scientific, USA), GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Scientific, USA), n±ßc 

không chÿa DNase/ RNase và nuclease (Invitrogen). 

- Hóa ch¿t ch¿ t¿o h¿t nano vàng: Gold (III) chloride trihydrate (HAuCl4), trisodium 

citrate dihydrate, n±ßc c¿t. 

- V¿t lißu và hóa ch¿t phát trißn que thÿ s¿c kí mißn dßch: màng hút m¿u, t¿m cßng 

hÿp, màng nitrocellulose, màng h¿p thÿ m¿u. Dung dßch �ßm: HEPES 1X pH 7.4, 

PBS 1X pH 7.4, MES 1X pH 6.0, Borate 1X pH 10.8. Các thành ph¿n cÿa �ßm: 

Tween-20, sucrose, bovine serum albumin (BSA), TCEP, DATP. 

- Hóa ch¿t phát trißn ELISA trÿc ti¿p: 3,32,5,52-Tetramethylbenzidine (TMB), hydro 

peroxide (H2O2), hydroxylammonium chloride (NH2OH.HCl), Gold (III) chloride 

trihydrate (HAuCl4). 

2.1.3. Thi¿t bß sÿ dÿng 

Danh sách các thi¿t bß sÿ dÿng trong nghiên cÿu �±ÿc lißt kê trong B¿ng 2.4 

B¿ng 2.4. Các thi¿t bß chính sÿ dÿng trong nghiên cÿu. 

STT Tên thi¿t bß Hãng 

1 Máy khu¿ch �¿i gen PCR Bio-Rad 

2 Bß �ißu nhißt Firstek 

3 Tÿ l¿c ¿m BioBase 

4 Máy �o UV-VIS Jaco 

5 Máy Zetasizer Nanoseries ZS instrument Anton Paar 

6 Máy phun Dispenser and Sprayer Model Autokun 

7 Máy c¿t Autokun 

8 Máy li tâm Hermle 

9 Máy vortex Effendorf 

10 Máy rung siêu âm  

11 Máy soi gel BioBase 
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12 Tÿ an toàn sinh hßc c¿p 2 Biobase 

13 Tÿ 4 °C GT Scien 

14 Tÿ - 20 °C Haier Biomedical 

15 Tÿ - 80 °C EBAC 

16 Tÿ s¿y LK Lab Korea 

17 Bß �ißn di Bio-Rad 

18 Cân phân tích A&D Weighing 

19 Máy Nanodrop ThermoScientific, USA 

2.2. Chßn lßc aptamer �¿c hißu cho trÿc khu¿n K.pneumoniae 

2.2.1. Quá trình chßn lßc SELEX 

Th± vißn DNA sÿi �¡n dài 91 nucleotide, bao gßm 55 nucleotide có trình tÿ 

ng¿u nhiên (52-ATCCGTCACACCTGCTCT3N553TGGTGTTGGCTCCCGTAT-

32), �±ÿc �¿t tßng hÿp tÿ Integrated DNA Technologies (California, Hoa Kÿ). Th± 

vißn DNA này �±ÿc khu¿ch �¿i b¿ng ph¿n ÿng PCR sÿ dÿng mßi xuôi có g¿n biotin 

(52-Biotin-ATC CGT CAC ACC TGC TCT-32) và mßi ng±ÿc �±ÿc phosphoryl hóa 

ß �¿u 52 (52-/5Phos/ATA CGG GAG CCA ACA CCA-32). C¿p mßi này cing �±ÿc 

sÿ dÿng trong ph¿n ÿng PCR b¿t �ßi xÿng �ß t¿o th± vißn cho vòng chßn lßc ti¿p 

theo. 

Trong vòng chßn lßc �¿u tiên, lipopolysaccharide (LPS) tÿ K.pneumoniae 

ATCC 15380 (L4268, Sigma 3 Aldrich, Mÿ) �±ÿc pha loãng trong �ßm carbonate3

bicarbonate (pH 9,6) và cß �ßnh trên �)a Costar 96-well EIA/RIA plate qua �êm ß 

40C. Sau �ó, các gi¿ng �±ÿc ch¿n b¿ng dung dßch bovine serum albumin (BSA) 3% 

(w/v) ß 37 °C trong 2 giß. Th± vißn ssDNA 10 mM trong �ßm g¿n k¿t (20 mmol/L 

HEPES, pH 7,35; 1 mmol/L MgCl¢; 1 mmol/L CaCl¢; 150 mmol/L NaCl) �±ÿc gia 

nhißt ß 950C trong 5 phút và làm l¿nh nhanh trên �á trong 10 phút tr±ßc khi ÿ. Sau 

b±ßc ch¿n, các gi¿ng phÿ LPS �±ÿc rÿa ba l¿n b¿ng �ßm rÿa (�ßm g¿n k¿t bß sung 

0,05% Tween-20), rßi ÿ vßi hßn hÿp ssDNA ß 370C trong 1 giß d±ßi �ißu kißn l¿c. 

Các trình tÿ không g¿n k¿t �±ÿc lo¿i bß thông qua sáu l¿n rÿa. Các phân tÿ ssDNA 

g¿n �¿c hißu �±ÿc tách b¿ng cách thêm n±ßc không chÿa nuclease và gia nhißt ß 

950C trong 15 phút, sau �ó �±ÿc thu hßi và khu¿ch �¿i b¿ng PCR. S¿n ph¿m PCR 

�±ÿc phân tích b¿ng �ißn di trên gel agarose 2%. Þ các vòng chßn lßc ti¿p theo, quy 

trình �±ÿc duy trì vßi mÿc �ß chßn lßc t�ng d¿n nh¿m nâng cao tính �¿c hißu. Tÿ 

vòng thÿ t± trß �i, b±ßc chßn lßc âm �±ÿc bß sung: th± vißn ssDNA tr±ßc tiên �±ÿc 

ÿ trong các gi¿ng tr¿ng �ã ch¿n b¿ng BSA ß 370C trong 1 giß d±ßi �ißu kißn l¿c nh¿m 

lo¿i bß các trình tÿ g¿n không �¿c hißu, tr±ßc khi ti¿p xúc vßi các gi¿ng �ã phÿ LPS. 
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Quá trình tßi ±u hóa ph¿n ÿng PCR �±ÿc thÿc hißn nh¿m xác �ßnh nhißt �ß b¿t 

c¿p, sß chu kÿ và nßng �ß khuôn tßi ±u. Các thành ph¿n tham gia ph¿n ÿng �±ÿc lißt 

kê trong b¿ng 2.5. Ch±¡ng trình chu trình nhißt bao gßm b±ßc bi¿n tính ban �¿u ß 

950C trong 3 phút, ti¿p theo là các chu kÿ gßm: 950C trong 10 giây (bi¿n tính), b¿t 

c¿p ß các mÿc nhißt �ß khác nhau trong 10 giây và kéo dài ß 720C trong 10 giây; cußi 

cùng là b±ßc kéo dài hoàn t¿t ß 720C trong 3 phút. S¿n ph¿m PCR �±ÿc phân tích 

b¿ng �ißn di trên gel agarose 2%. �ißu kißn tßi ±u �±ÿc lÿa chßn dÿa trên tiêu chí 

t¿o ra b�ng �¿c hißu rõ nét vßi mÿc khu¿ch �¿i không �¿c hißu th¿p nh¿t. 

Sau khi tßi ±u, ph¿n ÿng PCR quy mô lßn �±ÿc ti¿n hành �ß thu nh¿n l±ÿng 

DNA �ÿ cho quá trình tái t¿o ssDNA. Các s¿n ph¿m PCR �±ÿc tinh s¿ch b¿ng thi¿t 

bß lßc ly tâm Microcon-30 kDa (màng Ultracel-30) nh¿m lo¿i bß mßi d± thÿa. 

B¿ng 2.5. Các thành ph¿n trong ph¿n ÿng PCR cho vòng chßn lßc 

Thành ph¿n L±ÿng thêm vào cho 1 ph¿n ÿng PCR (50 ¿L) 

2X Hot Start Master Mix 25 ¿L 

10 ¿M mßi FAM  1 ¿L 

10 ¿M mßi biotin  1 ¿L 

Khuôn m¿u 1 ¿L 

N±ßc  22 ¿L 

 

�ß thu nh¿n ssDNA làm th± vißn giàu hóa cho vòng chßn lßc ti¿p theo, các s¿n 

ph¿m PCR �±ÿc sÿ dÿng làm khuôn cho ph¿n ÿng PCR b¿t �ßi xÿng (aPCR). Các 

thông sß �±ÿc tßi ±u trong aPCR bao gßm nhißt �ß b¿t c¿p tßi ±u, tÿ lß mßi xuôi/mßi 

ng±ÿc, sß chu kÿ và nßng �ß khuôn. Các thành ph¿n tham gia ph¿n ÿng �±ÿc lißt kê 

trong b¿ng 2.6. Ch±¡ng trình chu trình nhißt �±ÿc thi¿t l¿p nh± sau: bi¿n tính ban 

�¿u ß 900C trong 3 phút; ti¿p theo là các chu kÿ gßm ba b±ßc, mßi b±ßc 20 giây (bi¿n 

tính ß 950C, b¿t c¿p ß các mÿc nhißt �ß khác nhau và kéo dài ß 720C); cußi cùng là 

b±ßc kéo dài hoàn t¿t ß 720C trong 3 phút. S¿n ph¿m aPCR �±ÿc phân tích trên gel 

agarose 4%, và �ißu kißn t¿o ra b�ng ssDNA �¿m, �¿c hißu, vßi mÿc khu¿ch �¿i 

không �¿c hißu tßi thißu �±ÿc lÿa chßn cho các b±ßc ti¿p theo. 
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B¿ng 2.6. Các thành ph¿n trong ph¿n ÿng PCR b¿t �ßi xÿng 

Thành ph¿n L±ÿng thêm vào cho 1 ph¿n ÿng PCR (50 ¿L) 

2X Hot Start Master Mix 25 ¿L 

50 ¿M mßi FAM  1 ¿L 

1 ¿M mßi biotin  2,5 ¿L 

Khuôn m¿u 1 ¿L 

N±ßc  20,5 ¿L 

 

Tr±ßc khi ÿ kháng nguyên vßi ssDNA, dung dßch chÿa ssDNA �±ÿc xác �ßnh 

nßng �ß b¿ng thi¿t bß NanoDrop (C1). Sau khi k¿t thúc quá trình ÿ kháng nguyên vßi 

ssDNA ß mßi vòng, dung dßch không g¿n kháng nguyên �±ÿc hút ra và thu l¿i. Các 

gi¿ng �±ÿc rÿa tÿ 2 �¿n 3 l¿n b¿ng dung dßch �ßm rÿa (t¿t c¿ các dung dßch rÿa �±ÿc 

thu l¿i và gom l¿i cùng dung dßch chÿa ssDNA không g¿n kháng nguyên ß trên). 

Dung dßch này cing �±ÿc xác �ßnh nßng �ß b¿ng NanoDrop (C2). Tÿ lß % ssDNA 

không g¿n kháng nguyên sau mßi vòng chßn lßc �±ÿc xác �ßnh theo công thÿc C2 x 

100% / C1. Tÿ lß này cing giúp ph¿n ánh ph¿n nào tÿ lß ssDNA g¿n kháng nguyên 

ß mßi vòng.  

�ßng thßi, sau mßi vòng chßn lßc, dung dßch chÿa ssDNA không g¿n kháng 

nguyên, ssDNA g¿n BSA (negative selection) và ssDNA g¿n kháng nguyên �±ÿc thu 

l¿i và tinh s¿ch b¿ng GeneJET gel extraction kit. Các m¿u �±ÿc rÿa gi¿i b¿ng 30 µL 

dung dßch rÿa gi¿i trong kit. Sau �ó, mßt l±ÿng thß tích nh± nhau cÿa các dung dßch 

trên �±ÿc sÿ dÿng làm khuôn m¿u cho ph¿n ÿng PCR. S¿n ph¿m PCR thu �±ÿc �±ÿc 

kißm tra trên gel 2% agarose �ß xác �ßnh sÿ có m¿t cÿa ssDNA trong m¿u cing nh± 

so sánh l±ÿng t±¡ng �ßi cÿa ssDNA g¿n kháng nguyên so vßi ssDNA không g¿n 

kháng nguyên và ssDNA g¿n BSA. 

2.2.2. Xác �ßnh các trình tÿ aptamer tißm n�ng 

20- 50 ng ssDNA sau quá trình chßn lßc thÿ 10 �±ÿc sÿ dÿng làm khuôn m¿u 

cho ph¿n ÿng PCR. Ph¿n ÿng PCR �±ÿc thÿc hißn vßi c¿p mßi không chßnh sÿa 

(unmodified primers) �¿c hißu vßi aptamer d±ßi �ißu kißn t±¡ng tÿ trong quá trình 

chßn lßc. Tuy nhiên, sß vòng cÿa ph¿n ÿng c¿n �±ÿc tßi ±u hóa �ß chß thu �±ÿc s¿n 

ph¿m chính vßi l±ÿng tßi �a. Ngoài ra, quá trình kéo dài cußi cùng cÿa ph¿n ÿng PCR 

(final extension) c¿n �±ÿc thÿc hißn trong 15 - 20 phút �ß �¿m b¿o deoxyadenosine 

(A) �±ÿc thêm vào �¿u 3' cÿa s¿n ph¿m. Các s¿n ph¿m PCR ÿng vßi sß vòng khu¿ch 

�¿i khác nhau �±ÿc �ißn di trên gel agarose 2% �ß chßn ra m¿u sáng nh¿t, �ßng thßi 

không có band phÿ. S¿n ph¿m PCR này sÿ dÿng �ß t¿o dòng. T¿o dòng sÿ dÿng 
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TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, vßi One Shot TOP10 Chemically Competent 

E. coli. �¿u tiên, chu¿n bß �)a th¿ch chÿa môi tr±ßng LB và môi tr±ßng LB lßng. 

Thêm 50 µg/mL kanamycin vào c¿ hai lo¿i môi tr±ßng. Thÿc hißn ph¿n ÿng t¿o dòng 

nh± mô t¿ cÿa nhà s¿n xu¿t. Sau 16 - 18 giß ÿ trong 37 °C, quan sát �)a th¿ch và chßn 

ng¿u nhiên 10 - 15 khu¿n l¿c và nuôi trong các ßng nghißm riêng chÿa 4 mL môi 

tr±ßng LB lßng, l¿c qua �êm ß nhißt �ß 37 °C. Plasmid �±ÿc tách và tinh s¿ch b¿ng 

GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Sau khi thu �±ÿc 

plasmid, các �o¿n plasmid s¿ �±ÿc kißm tra b¿ng ph¿n ÿng b¿ng PCR vßi các �o¿n 

mßi �¿c hißu cÿa aptamer �ß xác �ßnh sÿ có m¿t cÿa aptamer (�ißu kißn cÿa ph¿n ÿng 

t±¡ng tÿ các vòng tr±ßc, tuy nhiên sß vòng khu¿ch �¿i là 20 - 25 vòng). Tinh s¿ch 

gel vßi �o¿n DNA mÿc tiêu và gÿi �i gi¿i trình tÿ. 

Trình tÿ thu �±ÿc có thß là chußi chÿa �o¿n gene mÿc tiêu ho¿c chußi bß sung 

cÿa nó. �ßi vßi chußi có chÿa �o¿n gene mÿc tiêu, sÿ dÿng mßi xuôi (forward primer) 

và �o¿n bß sung cÿa mßi ng±ÿc �ß tìm �o¿n gene mÿc tiêu. Sau �ó kißm tra kích 

th±ßc cÿa �o¿n DNA thu �±ÿc. N¿u không tìm �±ÿc trình tÿ cÿa mßi xuôi, sÿ dÿng 

mßi ng±ÿc (reverse primer) và trình tÿ bß sung cÿa mßi xuôi. Kißm tra kích th±ßc 

cÿa �o¿n DNA thu �±ÿc và l¿y trình tÿ bß sung cÿa nó. Các trình tÿ hÿp lß �ã �±ÿc 

c�n chßnh b¿ng MegaX, và phân tích ph¿ hß b¿ng Mfold �ã �±ÿc thÿc hißn �ß nhóm 

chúng vào các hß dÿa vào sÿ t±¡ng �ßng trong c¿u trúc. Các trình tÿ �¿i dißn �±ÿc 

�±a ra là nhÿng trình tÿ có t¿n su¿t l¿p l¿i cao nh¿t và �ß ßn �ßnh c¿u trúc thÿ c¿p cao 

nh¿t. Quy trình chßn lßc aptamer �±ÿc mô t¿ trÿc quan trên hình 2.2. 

 
Hình 2.2. Quy trình chßn lßc aptamer cho kháng nguyên LPS K.pneumoniae 
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2.2.3. Mô phßng ghép nßi phân tÿ và mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ 

B¿t �¿u tÿ trình tÿ s¡ c¿p, c¿u trúc b¿c hai và b¿c ba cÿa aptamer �±ÿc t¿o ra 

b¿ng cách sÿ dÿng máy chÿ web mFold và RNAComposer [97,98]. Sau �ó, mßt t¿p 

lßnh Python nßi bß sÿ dÿng th± vißn OpenBabel �±ÿc sÿ dÿng �ß chuyßn �ßi trình tÿ 

RNA thành d¿ng DNA b¿ng cách thay th¿ ribose b¿ng deoxyribose và uracil b¿ng 

thymine. Các c¿u trúc aptamer DNA 3D thu �±ÿc �ã �±ÿc tßi thißu hóa n�ng l±ÿng 

b¿ng tr±ßng lÿc MMFF94. C¿u trúc 3D cÿa LPS K.pneumoniae �±ÿc t¿o ra b¿ng 

cách sÿ dÿng máy chÿ web CHARMM3GUI [99]. Quá trình ghép nßi phân tÿ cÿa các 

aptamer vßi LPS K.pneumoniae �±ÿc thÿc hißn b¿ng gói ph¿n mßm Schrödinger 

2016.4 [100], vßi giao thÿc ghép nßi linh ho¿t cho phép th± giãn cÿc bß h¿n ch¿. Các 

t± th¿ ghép nßi �±ÿc ch¿m �ißm dÿa trên n�ng l±ÿng ghép nßi và sß l±ÿng liên k¿t 

hydro liên phân tÿ (liên k¿t H).  

Mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ �±ÿc thÿc hißn b¿ng gói GROMACS 2020.7 

[101] vßi lÿc CHARMM36 [102]. Các phÿc hÿp aptamer-LPS thu �±ÿc tÿ quá trình 

ghép nßi �±ÿc hòa tan trong các hßp n±ßc hình khßi vßi kho¿ng cách tßi thißu là 1,5 

nm tÿ ch¿t tan �¿n thành hßp. Mô hình n±ßc TIP3P [103] �ã �±ÿc sÿ dÿng và NaCl 

�±ÿc thêm vào vßi nßng �ß 150 mM �ß trung hòa hß thßng và mô phßng các �ißu 

kißn sinh lý. T)nh �ißn t¿m xa �±ÿc xÿ lý b¿ng ph±¡ng pháp Particle Mesh Ewald 

(PME) [104], vßi ng±ÿng c¿t là 1,2 nm �±ÿc áp dÿng cho t±¡ng tác t)nh �ißn và van 

der Waals. �ß dài liên k¿t liên quan �¿n hydro �±ÿc h¿n ch¿ b¿ng thu¿t toán LINCS 

[105]. Mßi hß thßng tr¿i qua quá trình gi¿m thißu n�ng l±ÿng dßc nh¿t, sau �ó là cân 

b¿ng trong t¿p hÿp NPT ß 310 K và 1 atm. Bß �ißu nhißt V-rescale [106] và barostat 

Berendsen [107] �ã �±ÿc sÿ dÿng trong quá trình cân b¿ng, vßi các h¿n ch¿ vß trí 

(1000 kJ/mol/nm2) �±ÿc áp dÿng cho các nguyên tÿ n¿ng. Sau �ó, các mô phßng s¿n 

xu¿t �±ÿc thÿc hißn trong 200 ns vßi b±ßc thßi gian 2 fs b¿ng bß �ißu nhißt V-rescale 

và barostat Parrinello3Rahman [108]. 

�ß phân tích các �¿c tính c¿u trúc và n�ng l±ÿng cÿa liên k¿t aptamer-LPS, các 

quÿ �¿o �ã �±ÿc kißm tra vß RMSD, RMSF, sÿ hình thành liên k¿t H, sß phßi trí và 

n�ng l±ÿng tÿ do liên k¿t. Sß phßi trí giÿa các phân tÿ A và B �±ÿc tính nh± sau: 

S = 	$$ 12 (r!"/r#)$
1 2 (r!"/r#)%

"&'!&(

 

trong �ó, rij là kho¿ng cách giÿa nguyên tÿ i cÿa phân tÿ A và nguyên tÿ j cÿa phân 

tÿ B. Kho¿ng cách c¿t r0 = 8Ao, vßi sß mi n = 6 và m = 12, �±ÿc sÿ dÿng �ß ghi l¿i 

các ti¿p xúc phân tÿ lßp thÿ nh¿t �ßng thßi �¿m b¿o sÿ phân rã tr¡n tru, có thß phân 

bißt �±ÿc g¿n �ißm c¿t. Theo �ßnh ngh)a, sß phßi trí ti¿n tßi 0 t¿i rij lßn (ti¿p xúc y¿u) 

và ti¿n tßi 1 t¿i kho¿ng cách ng¿n (ti¿p xúc hoàn toàn). 
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N�ng l±ÿng tÿ do liên k¿t �±ÿc ±ßc tính tÿ các ¿nh chÿp nhanh cân b¿ng b¿ng 

ph±¡ng pháp MM/GBSA [109] �±ÿc trißn khai trong gmx_MMPBSA Python 

[110,111] . Vißc trÿc quan hóa và t¿o hình �±ÿc thÿc hißn b¿ng VMD [112]. 

2.2.4. Kh¿o sát tính ch¿t và các kÿ thu¿t phân tích  

• Phép thÿ oligonucleotide g¿n enzyme (ELONA) nh¿m �ánh giá mÿc �ß 

làm giàu cÿa th± vißn aptamer 

Phép thÿ oligonucleotide g¿n enzyme (ELONA) �±ÿc sÿ dÿng �ß �ánh giá mÿc 

�ß làm giàu cÿa th± vißn trong sußt quá trình SELEX. Tr±ßc h¿t, LPS cÿa 

K.pneumoniae �±ÿc pha loãng trong dung dßch �ßm carbonate3bicarbonate (pH 9,6) 

và �±ÿc phÿ lên �)a Costar 96-well EIA/RIA ß 40C qua �êm. Ph¿n LPS không g¿n 

�±ÿc lo¿i bß, sau �ó �)a �±ÿc rÿa ba l¿n b¿ng dung dßch PBS-T (PBS 1X có chÿa 

0,05% Tween 20). �ß ng�n ch¿n sÿ g¿n k¿t không �¿c hißu, các gi¿ng �±ÿc ch¿n 

b¿ng 3% bovine serum albumin ß 370C trong 2 giß. Các trình tÿ aptamer �±ÿc g¿n 

biotin �±ÿc làm nóng ß 950C trong 5 phút, sau �ó làm l¿nh nhanh trên �á trong ít nh¿t 

10 phút trong dung dßch �ßm liên k¿t. Sau khi rÿa ba l¿n b¿ng PBS-T, 50 ¿L dung 

dßch chÿa 200 nM các trình tÿ g¿n biotin �±ÿc thêm vào mßi gi¿ng, và �)a �±ÿc l¿c 

nh¿ ß 370C trong 1 giß. Các trình tÿ không g¿n �±ÿc lo¿i bß, và các gi¿ng ti¿p tÿc 

�±ÿc rÿa ba l¿n b¿ng PBS-T. Ti¿p theo, 50 ¿L dung dßch streptavidin3poly HRP pha 

loãng 1:10.000 �±ÿc thêm vào, sau �ó ÿ ß 370C trong 30 phút. Sau khi rÿa thêm n�m 

l¿n b¿ng 200 ¿L PBS-T, 100 ¿L dung dßch c¡ ch¿t TMB �±ÿc thêm vào mßi gi¿ng 

và ÿ trong bóng tßi ß 370C trong 10 phút. Ph¿n ÿng �±ÿc dÿng l¿i b¿ng cách thêm 25 

¿L H¢SO¤ 0,5 M, và m¿t �ß quang �±ÿc �o t¿i 450 nm b¿ng máy �o quang phß t¿m 

vi gi¿ng Agilent BioTek Epoch (Epoch, Agilent Technologies, USA). 

• Phân tích t±¡ng tác giÿa aptamer và LPS b¿ng kÿ thu¿t tán x¿ Raman 

t�ng c±ßng bß m¿t (SERS) 

Các h¿t nano vàng (AuNPs) �±ÿc tßng hÿp b¿ng ph±¡ng pháp khÿ citrate cÿa 

axit chloroauric (HAuCl¤) theo quy trình Turkevich3Frens, thu �±ÿc các h¿t hình c¿u 

�¡n phân tán vßi �±ßng kính trung bình kho¿ng 15 ± 2 nm [113]. �ß t¿o nßn c¿m 

bi¿n, AuNPs (OD 10) tr±ßc tiên �±ÿc g¿n vßi streptavidin (91 ¿g/mL), sau �ó ÿ vßi 

aptamer g¿n biotin (430 ¿g/mL) trong 1 giß ß nhißt �ß phòng. Ti¿p �ó, LPS (71,5 

¿g/mL) cÿa K.pneumoniae �±ÿc thêm vào và ÿ trong 30 phút tr±ßc khi ti¿n hành �o 

phß SERS. Liên k¿t streptavidin3biotin �¿m b¿o vißc cß �ßnh bßn vÿng các aptamer 

trên bß m¿t AuNP, trong khi sÿ t±¡ng tác ti¿p theo vßi LPS gây ra bi¿n �ßi c¿u trúc 

không gian cÿa aptamer, làm thay �ßi môi tr±ßng phân tÿ cÿc bß. Nhÿng thay �ßi 

này ¿nh h±ßng �¿n dao �ßng nßi phân tÿ cÿa phÿc hÿp aptamer3LPS, d¿n �¿n sÿ 

dßch chuyßn và thay �ßi c±ßng �ß các �ßnh SERS. So sánh phß tr±ßc và sau khi thêm 
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LPS cung c¿p b¿ng chÿng trÿc ti¿p vß sÿ g¿n k¿t �¿c hißu aptamer3LPS, �ßng thßi 

mang l¿i hißu bi¿t sâu h¡n vß c¡ ch¿ nh¿n dißn phân tÿ cÿa chúng. 

• Phân tích t±¡ng tác giÿa aptamer và LPS b¿ng phß trß kháng �ißn hóa 

(EIS) 

Các phép �o EIS �±ÿc thÿc hißn b¿ng máy �o �ißn th¿/pin th¿ k¿ 

(Potentiostat/Galvanostat) (CS350M, Cortest Instruments, Trung Qußc). �ißn áp 

xoay chißu �±ÿc thi¿t l¿p ß 10 mV, d¿i t¿n sß dao �ßng tÿ 0,05 Hz �¿n 10 kHz, vßi 

�ißn cÿc so sánh Ag/AgCl. Phß trß kháng �±ÿc thß hißn d±ßi d¿ng �ß thß Nyquist, và 

toàn bß dÿ lißu �±ÿc xÿ lý b¿ng ph¿n mßm CS Studio6. Các phép �o trß kháng �±ÿc 

ti¿n hành trong dung dßch chÿa 5 mM K£[Fe(CN)¦]/K¤[Fe(CN)¦] (tÿ lß mol 1:1) trong 

0,1 M KCl. �ß thß Nyquist thu �±ÿc thß hißn sÿ thay �ßi �ißn trß chuyßn �ißn tích 

(RCT), trong �ó sÿ t�ng RCT cho th¿y quá trình g¿n k¿t LPS �ã x¿y ra, d¿n �¿n sÿ ÿc 

ch¿ truyßn electron. Thông qua vißc phân tích dÿ lißu EIS, �ß nh¿y, tính chßn lßc và 

hißu su¿t tßng thß cÿa c¿m bi¿n dÿa trên aptamer �±ÿc �ánh giá. Ph±¡ng pháp này 

góp ph¿n phát trißn mßt hß thßng phát hißn LPS nhanh và chính xác phÿc vÿ cho các 

ÿng dÿng y sinh hßc và môi tr±ßng. 

• Phép �o voltammetry xung vi phân (DPV) �ß xác �ßnh h¿ng sß phân ly 

(Kd) 

H¿ng sß phân ly (Kd) cÿa aptamer �±ÿc chßn �ßi vßi lipopolysaccharide (LPS) 

�±ÿc xác �ßnh b¿ng kÿ thu¿t voltammetry xung vi phân (DPV) 4 mßt ph±¡ng pháp 

�ißn hóa có �ß nh¿y cao. Trong quy trình này, LPS �±ÿc cß �ßnh trên �ißn cÿc bi¿n 

tính b¿ng h¿t nano vàng (AuNPs) thông qua lßp �¡n tÿ s¿p x¿p cÿa cysteamine 

(SAM), cho phép theo dõi các sÿ kißn g¿n k¿t �¿c hißu giÿa aptamer và LPS thông 

qua sÿ thay �ßi trong �áp ÿng �ißn hóa. Các �ißn cÿc �ã �±ÿc cß �ßnh LPS �±ÿc ÿ 

vßi các nßng �ß aptamer khác nhau (0 3 100 nM), và phép �o DPV �±ÿc thÿc hißn 

trong sÿ có m¿t cÿa c¿p oxi hóa3khÿ [Fe(CN)¦]³{/t{. Sÿ thay �ßi cÿa dòng �ßnh (�I) 

thu �±ÿc �±ÿc bißu dißn theo nßng �ß aptamer �ß xây dÿng �±ßng cong g¿n k¿t. 

H¿ng sß phân ly (Kd) �±ÿc xác �ßnh b¿ng cách khßp dÿ lißu vßi mô hình �¿ng nhißt 

Langmuir, mô t¿ tr¿ng thái cân b¿ng giÿa các phÿc hÿp aptamer3LPS tÿ do và g¿n 

k¿t, theo ph±¡ng trình: 

&I =
&I!"#[Aptamer]

K$ +	[Aptamer]
 

Trong �ó: 

�I là tín hißu dòng �ißn t¿i mßt nßng �ß aptamer nh¿t �ßnh. 

�Imax là tín hißu dòng �ißn cÿc �¿i t¿i tr¿ng thái bão hòa. 

[Aptamer] là nßng �ß aptamer tính theo �¡n vß mol. 
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Kd là h¿ng sß phân ly, bißu thß nßng �ß t¿i �ó x¿y ra mßt nÿa mÿc g¿n k¿t cÿc 

�¿i. 

Giá trß Kd thu �±ÿc ph¿n ánh ái lÿc liên k¿t cÿa aptamer, cung c¿p thông tin quan 

trßng vß kh¿ n�ng t±¡ng tác và mÿc �ß phù hÿp cÿa aptamer trong vißc phát hißn 

LPS cho các ÿng dÿng c¿m bi¿n sinh hßc. 

2.3. Chßn lßc aptamer �¿c hißu cho trÿc khu¿n P.aeruginosa 

Trßn 50 µL th± vißn ssDNA vào 150 µL dung dßch chÿa vi khu¿n P. aeruginosa 

b¿t ho¿t nßng �ß 108 CFU/mL. þ hßn hÿp ß nhißt �ß phòng trong 3 giß (ho¿c 40C 

qua �êm), (l¿c nh¿ kho¿ng 50 rpm �ß �¿m b¿o sÿ ti¿p xúc tßt nh¿t giÿa aptamer và 

vi khu¿n). Sau ÿ, ly tâm m¿u ß 6.000 vòng/phút trong 5 phút �ß tách vi khu¿n ra khßi 

dung dßch (thu c¿n, bß dßch nßi). Rÿa vi khu¿n 3-5 l¿n b¿ng 200µl dung dßch PBS + 

0.05-0.1% Tween-20 �ß lo¿i bß aptamer không liên k¿t ho¿c liên k¿t y¿u. Rÿa l¿n 

cußi b¿ng 200 µL Distilled water (DW) và hoà hßn hÿp vßi 50µL DW.  Sau khi rÿa, 

ti¿n hành tách aptamer �ã liên k¿t vßi vi khu¿n b¿ng cách làm nóng hßn hÿp ß 95°C 

trong 10 phút �ß gi¿i phóng aptamer khßi vi khu¿n. Ly tâm m¿u ß 6.000 vòng/phút 

trong 5 phút và thu hßi dßch nßi chÿa aptamer. PCR �ß khu¿ch �¿i aptamer �ã thu hßi 

vßi chu trình PCR gßm: 950C trong 3 phút; 10 chu kÿ: 950C trong 30 giây, 560C trong 

30 giây, và 720C trong 30 giây; 720C trong 5 phút. Ti¿p theo, kißm tra s¿n ph¿m PCR 

b¿ng �ißn di trên gel agarose 2,5% �ß xác nh¿n sÿ khu¿ch �¿i thành công cÿa aptamer. 

Tinh s¿ch s¿n ph¿m PCR �ß lo¿i bß các thành ph¿n không mong mußn b¿ng kit tinh 

s¿ch DNA (n¿u c¿n).  

PCR b¿t �ßi xÿng �ß t¿o ssDNA �±ÿc ti¿n hành vßi ch±¡ng trình 950C trong 3 

phút; 10 chu kÿ: 950C trong 30 giây, 58,80C trong 10 giây, và 720C trong 10 giây, 

720C trong 5 phút. Sÿ dÿng s¿n ph¿m PCR b¿t �ßi xÿng là ssDNA cho vòng chßn lßc 

ti¿p theo. L¿p l¿i các b±ßc chßn lßc �¿n 8-10 vòng, t�ng d¿n �ß nghiêm ng¿t b¿ng 

cách gi¿m thßi gian ÿ aptamer (Thßi gian ÿ cÿa các vòng sau b¿ng ¾ thßi gian cÿa 

vòng tr±ßc �ó) và cÿa các b±ßc rÿa �ß chßn lßc ra aptamer có ái lÿc cao và �¿c hißu 

nh¿t vßi P.aeruginosa. 

Sau chu trình chßn lßc cußi cùng, aptamer s¿ �±ÿc sÿ dÿng �ß t¿o dòng b¿ng 

vector TOPO TA và bi¿n n¿p vào vi khu¿n E.coli DH5³. Các khu¿n bi¿n n¿p �±ÿc 

chßn lßc trên môi tr±ßng LB �¿c chÿa 50¿g/mL Kanamycine và 40mg/mL Xgal, c¿y 

tr¿i ß 3 thß tích khác nhau: 50¿L/�)a, 100¿L/�)a và 150 ¿L/�)a, nuôi qua �êm trong 

tÿ ßn nhißt ß 370C. Các khu¿n có màu tr¿ng (ho¿c xanh nh¿t) là nhÿng khu¿n mang 

vector insert, �±ÿc chßn lßc, nuôi c¿y qua �êm ß 370C trong môi tr±ßng LB lßng 

chÿa 50¿g/mL Kanamycine, tách plasmid và kißm tra kích th±ßc b�ng insert b¿ng 
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PCR vßi c¿ 2 lo¿i mßi, mßi Universer M13 có s¿n trong Vector Topo 3 DNA và mßi 

Aptamer. 

C¿u trúc b¿c hai cÿa các aptamer �±ÿc chßn �ã �±ÿc dÿ �oán b¿ng RNAfold. 

C¿u trúc b¿c ba �±ÿc mô hình hóa b¿ng RNAComposer. Mô hình 3D cÿa 

lipopolysaccharide (LPS) cÿa P. aeruginosa �±ÿc xây dÿng b¿ng máy chÿ web 

Glycam. T±¡ng tác liên k¿t giÿa các aptamer và LPS (docking) sau �ó �±ÿc mô phßng 

b¿ng nßn t¿ng HDOCK. 

 Kißm tra kh¿ n�ng liên k¿t ái lÿc cÿa các aptamer chßn lßc vßi các lo¿i vi 

khu¿n khác gßm có E. coli và K. pneumoniae nh¿m lo¿i bß các trình tÿ liên k¿t không 

�¿c hißu. Sau vòng chßn lßc cußi cùng, phân tích trình tÿ các aptamer �±ÿc chßn lßc 

b¿ng gi¿i trình tÿ gen.  

2.4. Tßng hÿp, chÿc n�ng hóa, phân tích �¿c tr±ng h¿t nano vàng AuNPs 

Các h¿t nano vàng �±ÿc tßng hÿp theo ph±¡ng pháp cÿa Turkevich [114]. Các 

b±ßc tßng hÿp �±ÿc thÿc hißn nh± sau: Chu¿n bß n±ßc deion, dung dßch HAuCl4 phân 

tán trong n±ßc deion có nßng �ß 30 mM, và dung dßch trisodium xitrat (C6H5O7Na3) 

nßng �ß 34 mM, trong �ó tÿ lß n±ßc deion : dung dßch HAuCl4 : dung dßch trisodium 

xitrat là 100:1:3 (thß tích : thß tích : thß tích). Cho n±ßc deion vào bình chÿa, thÿc 

hißn khu¿y và �un sôi n±ßc trong bình tßi 1000C. Bß sung dung dßch HAuCl4 phân 

tán trong n±ßc deion có nßng �ß 30 mM cho vào bình chÿa n±ßc �ã �±ÿc �un sôi. 

Ti¿p tÿc khu¿y trong kho¿ng 5 phút �ß phân tán �ßu dung dßch HAuCl4 trong toàn bß 

thß tích n±ßc trong bình và duy trì nhißt �ß cÿa dung dßch t¿i 1000C. Nhß nhanh dung 

dßch trisodium xitrat (C6H5O7Na3) nßng �ß 34 mM vào dung dßch trong bình. Ph¿n 

ÿng b¿t �¿u x¿y ra. Màu dung dßch chuyßn tÿ không màu sang màu tím và sau 30 

phút dung dßch chuyßn sang màu �ß t±¡i. Sau 30 phút, ti¿n hành dÿng khu¿y và làm 

l¿nh nhanh b¿ng cách �±a bình ph¿n ÿng vào bß chÿa �á l¿nh �ang tan (kho¿ng 40C) 

�ß ch¿m dÿt quá trình ph¿n ÿng t¿o h¿t nano vàng. Ti¿n hành quay ly tâm vßi tßc �ß 

13.000 vòng/phút trong 20 phút �ß thu �±ÿc h¿t. Rÿa h¿t vßi n±ßc deion ít nh¿t hai 

l¿n �ß lo¿i bß hóa ch¿t d± sau ph¿n ÿng và thu �±ÿc h¿t nano vàng d¿ng c¿u �¿c. Sau 

�ó, các h¿t AuNP �±ÿc kh¿o sát các �¿c tính b¿ng ph±¡ng pháp quang phß UV-Vis 

(máy quang phß V-770, Jaco, Nh¿t B¿n), tán x¿ ánh sáng �ßng và th¿ Zeta (Thi¿t bß 

Zetasier Nanoseries ZS, Anton Paar) và hình ¿nh kính hißn vi �ißn tÿ truyßn qua 

(TEM) ho¿t �ßng ß 200kV (kính hißn vi JEM-2011F, JEOL, Nh¿t B¿n). 

2.4.1. Cßng hÿp h¿t nano vàng và kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 

b¿ng liên k¿t cßng hóa trß 

1 mL AuNP �±ÿc chÿc n�ng hóa vßi 5 ¿L cÿa 0,1 mM axit mercaptosuccinic 

(MUA). Dung dßch �±ÿc ÿ ß 37 °C và l¿c trong 2 giß. Nhóm carboxylic trong MUA 
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�±ÿc kích ho¿t bßi n-hydroxysulfo-succinimide (sulfo-NHS) �±ÿc xúc tác bßi 1-

ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide (EDC) �ßng thßi, �±ÿc gßi là ph¿n 

ÿng ghép �ôi EDC/sulfo-NHS. Sau �ó, hßn hÿp �±ÿc thêm vào huyßn phù AuNP 

theo tÿ lß 1:250 (thß tích/thß tích) và ÿ ß 370C trong 15 phút. Kháng thß Rabbit anti-

K.pneumoniae polyclonal nßng �ß 1 mg/mL �±ÿc thêm vào hßn hÿp AuNPs �ã este 

hóa vßi tÿ lß 1:20 (thß tích/thß tích), ßn �ßnh nhißt �ß ß 370C và l¿c dung dßch thêm 1 

giß. Cußi cùng, BSA �±ÿc thêm vào dung dßch cßng hÿp vßi tÿ lß 10% thß tích và l¿c 

ß nhißt �ß phòng trong 30 phút, t¿o thành cßng hÿp cßng hóa trß dung dßch AuNPs-

kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal. Dung dßch cßng hÿp �±ÿc b¿o qu¿n 

ß 40C �ß sÿ dÿng cho các b±ßc ti¿p theo. 

2.4.2. Cßng hÿp h¿t nano vàng thÿ �ßng vßi aptamer và cßng hóa trß vßi kháng 

thß Goat anti-Mouse IgG  

Kháng thß Goat anti-Mouse IgG �±ÿc g¿n lên bß m¿t h¿t nano vàng d¿ng c¿u 

thông qua liên k¿t cßng hóa trß giÿa gßc -NH2 cÿa kháng thß vßi gßc -COOH cÿa 

màng �¡n lßp tÿ l¿p ghép (SAM) cÿa MUA (mercaptosuccinic acid), nh¿m �¿m b¿o 

sÿ ßn �ßnh và giÿ nguyên ho¿t tính nh¿n bi¿t sinh hßc cÿa kháng thß. Bß sung dung 

dßch axit mercaptosuccinic (MUA) nßng �ß 0,1 mM vào dung dßch h¿t nano vàng 

d¿ng c¿u �¿c theo tÿ lß dung dßch MUA:dung dßch h¿t nano vàng d¿ng c¿u �¿c phân 

tán là 0,005:1 (thß tích:thß tích). Thÿc hißn giÿ nhißt �ß dung dßch ßn �ßnh ß 370C và 

l¿c trong vòng 2 giß. Trong thßi gian này, gßc -SH cÿa MUA s¿ liên k¿t vßi bß m¿t 

cÿa h¿t nano vàng, hình thành màng �¡n lßp tÿ l¿p ghép SAM trên bß m¿t h¿t vßi 

gßc -COOH h±ßng ra ngoài bß m¿t h¿t. Trßn dung dßch N-hydroxysulfosuccinimid 

(sulfo-NHS) nßng �ß 0,1 M và dung dßch 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide hydroclorua (EDC) 0,2 M theo tÿ lß 1:1 (thß 

tích:thß tích), thu �±ÿc dung dßch hßn hÿp Sulfo-NHS và EDC. Bß sung dung dßch 

hßn hÿp sulfo-NHS và EDC vào hßn dßch h¿t nano vàng theo tÿ lß hßn hÿp sulfo-

NHS và EDC:hßn dßch h¿t nano vàng là 1:250 (thß tích:thß tích), giÿ nhißt �ß ßn �ßnh 

ß 370C và ti¿p tÿc l¿c trong 15 phút, �ß thu �±ÿc hßn dßch h¿t nano vàng �±ÿc este 

hóa gßc -COOH cÿa màng SAM trên bß m¿t h¿t. Cho kháng thß Goat anti-Mouse 

IgG antibody vßi nßng �ß 1 mg/mL vào hßn dßch h¿t nano vàng este hóa vßi tÿ lß 

kháng thß:dung dßch h¿t nano vàng este hóa là 1:20 (thß tích:thß tích), giÿ nhißt �ß ßn 

�ßnh ß 370C và ti¿p tÿc l¿c thêm 1 giß, thu �±ÿc dung dßch h¿t cßng hÿp. Trong thßi 

gian này, gßc -NH2 cÿa kháng thß s¿ liên k¿t cßng hóa trß vßi gßc -COOH cÿa màng 

SAM trên bß m¿t h¿t thông qua nhóm este, t¿o thành cßng hÿp kháng thß - h¿t nano. 

Cho BSA vào dung dßch cßng hÿp vßi tÿ lß 10%  theo thß tích và l¿c ß nhißt �ß phòng 
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trong 30 phút, thu �±ÿc dung dßch cßng hÿp cßng hóa trß. BSA s¿ thÿc hißn khóa các 

liên k¿t không �¿c hißu cÿa cßng hÿp.  

�ß hoàn thißn hß h¿t cßng hÿp, aptamer �¿c hißu vßi  P.aeruginosa �±ÿc g¿n 

thÿ �ßng lên h¿t nano vàng thông qua t±¡ng tác h¿p phÿ v¿t lý: Quá trình cßng hÿp 

aptamer �¿c hißu vßi P. aeruginosa lên bß m¿t h¿t nano vàng (AuNPs) �±ÿc thÿc 

hißn hoàn toàn bên ngoài hß thßng que thÿ, nh¿m t¿o ra cßng hÿp AuNPs3aptamer 

có kh¿ n�ng nh¿n bi¿t sinh hßc chßn lßc, �óng vai trò là �¿u dò �¿c hißu trong hß 

thßng phát hißn mÿc tiêu. Cÿ thß, dung dßch h¿t nano vàng �±ÿc chu¿n bß trong môi 

tr±ßng �ßm borate có pH 9, �ißu kißn này giúp ßn �ßnh bß m¿t h¿t vàng ß tr¿ng thái 

�ißn tích âm, tÿ �ó t¿o �ißu kißn thu¿n lÿi cho sÿ t±¡ng tác h¿p phÿ giÿa bß m¿t h¿t 

và aptamer mang �ißn tích d±¡ng cÿc bß ho¿c có vùng t±¡ng tác thu¿n lÿi vß �ißn 

tích. Quy trình b¿t �¿u b¿ng cách thêm 1 ph¿n thß tích (v) dung dßch AuNPs vào ßng 

ph¿n ÿng, ti¿p theo bß sung 0.06 ph¿n thß tích (v) dung dßch aptamer có nßng �ß 2.8 

mg/mL vào cùng mßt ßng. Hßn hÿp này �±ÿc trßn �ßu và sau �ó �±ÿc ÿ t¿i nhißt �ß 

600C trong thßi gian 60 phút, nh¿m �¿m b¿o aptamer có �ÿ thßi gian �ß g¿n lên bß 

m¿t h¿t vàng thông qua c¡ ch¿ h¿p phÿ t)nh �ißn và liên k¿t không cßng hóa trß. Trong 

quá trình ÿ, các aptamer �±ÿc h¿p phÿ lên bß m¿t h¿t nano vàng chÿ y¿u thông qua 

t±¡ng tác t)nh �ißn, trong �ó khung x±¡ng phosphate mang �ißn tích âm cÿa aptamer 

t±¡ng tác vßi các vß trí mang �ißn tích d±¡ng trên AuNPs. Sÿ t±¡ng tác này thúc �¿y 

sÿ hình thành mßt lßp vß aptamer ßn �ßnh bao quanh các h¿t nano, tÿ �ó c¿i thißn �ß 

bßn keo và cho phép nh¿n bi¿t �¿c hißu vßi mÿc tiêu. Sau khi k¿t thúc quá trình liên 

hÿp giÿa aptamer và h¿t vàng, hßn hÿp �±ÿc ti¿p tÿc sÿ dÿng �ß hình thành phÿc hÿp 

vßi tác nhân �ích là vi khu¿n P.aeruginosa. Dung dßch vi khu¿n �±ÿc bß sung vào 

hßn hÿp trên vßi tß lß 1:0,03 (v/v)). Sau khi thêm vi khu¿n, hßn hÿp ti¿p tÿc �±ÿc ÿ ß 

nhißt �ß 600C trong 30 phút, �ißu kißn nhißt �ß này vÿa �¿m b¿o c¿u trúc không gian 

cÿa aptamer không bß phân huÿ, vÿa thúc �¿y quá trình nh¿n dißn �¿c hißu giÿa 

aptamer và  P.aeruginosa dißn ra hißu qu¿. K¿t qu¿ cÿa quy trình là sÿ hình thành 

cÿa phÿc hÿp ba thành ph¿n: AuNPs3aptamer3 P.aeruginosa, trong �ó aptamer �óng 

vai trò c¿u nßi nh¿n dißn sinh hßc giÿa h¿t vàng và vi khu¿n. Cßng hÿp này �±ÿc sÿ 

dÿng nh± mßt thành ph¿n mang tín hißu �¿u vào, s¿n sàng cho b±ßc ti¿p theo trong 

quy trình phát hißn sinh hßc ho¿c l¿p ráp vào hß thßng que thÿ, n¡i kháng thß kháng 

Pseudomonas polyclonal �±ÿc cß �ßnh t¿i v¿ch thÿ (T-line) �ß b¿t giÿ phÿc này, t¿o 

ra tín hißu màu s¿c có thß nhìn th¿y b¿ng m¿t th±ßng. 

2.5. Phát trißn hß nano-ELISA mßt b±ßc 

Nano-ELISA ho¿t �ßng dÿa trên c¡ ch¿ sÿ dÿng h¿t nano AuNPs mang ho¿t 

tính mô phßng enzyme peroxidase trong ph¿n ÿng ELISA xúc tác cho ph¿n ÿng phân 
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hÿy H¢O¢, tÿ �ó oxy hóa các c¡ ch¿t nh± 3,32,5,52-tetramethylbenzidine (TMB) t¿o ra 

màu xanh lam3lÿc. Quy trình thÿ nghißm �±ÿc mô t¿ chi ti¿t trên hình 2.3 và hình 

2.4. 

 
Hình 2.3. Quy trình thÿ nghißm nano-ELISA phát hißn vi khu¿n K.pneumoniae 

 

 
Hình 2.4. Quy trình thÿ nghißm nano-ELISA phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa 

2.5.1. Tßi ±u hóa các thành ph¿n tham gia hß nano-ELISA 

Các �ißu kißn tßi ±u hóa �ßi vßi các thành ph¿n tham gia hß nano-ELISA bao 

gßm: ho¿t tính enzyme cÿa h¿t nano vàng (còn gßi là nanozyme), nßng �ß TMB, nßng 

�ß H2O2, nßng �ß kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal/aptamer �¿c hißu 

vßi P. aeruginosa, nßng �ß HAuCl4 và NH2OH.HCl cho ph¿n ÿng nhußm t�ng 

c±ßng. 
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Ho¿t tính nanozyme �ã �±ÿc nghiên cÿu b¿ng cách sÿ dÿng TMB làm c¡ ch¿t 

sinh màu. Nßng �ß cÿa c¡ ch¿t TMB và H2O2 �±ÿc xem xét là y¿u tß �ß tßi ±u hóa 

quy trình. Các xét nghißm �ã �±ÿc thÿc hißn �ß tßi ±u hóa nßng �ß c¡ ch¿t TMB 

trong t¿m polystyrene nh± sau: 25 µL AuNP tßng hÿp �±ÿc trßn vßi các l±ÿng khác 

nhau (0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20, 30 µL) dung dßch TMB 10 mg/mL và 15 µL H2O2 30%. 

�ß tßi ±u hóa nßng �ß H2O2, 25 µL AuNP tßng hÿp �±ÿc trßn vßi 1,5 µL dung dßch 

TMB 10 mg/mL và các l±ÿng khác nhau cÿa H2O2 30% (0, 10, 20, 50, 75, 100, 150, 

200 µL). Các ph¿n ÿng �±ÿc �o ß b±ßc sóng 650 nm b¿ng máy �ßc vi m¿ch h¿p thÿ 

(Epoch, Biotek Instruments, �ÿc) cÿ sau 2 phút trong 30 phút. 

Quá trình tßi ±u hóa h¿p phÿ v¿t lý t¿o cßng hÿp h¿t nano vàng và kháng thß 

�±ÿc thÿc hißn vßi 25 ¿L dung dßch AuNPs tßng hÿp ß pH 9.0. Các l±ÿng khác nhau 

(0, 1, 3, 5, 7, 10, 12, 15 ¿L) kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 100 

¿g/mL �±ÿc thêm vào và ÿ trong 30 phút. Sau �ó, l±ÿng c¡ ch¿t TMB và H2O2 tßi 

±u �±ÿc thêm vào �ß �o ho¿t tính xúc tác. Các ph¿n ÿng �±ÿc �o ß b±ßc sóng 650 

nm cÿ sau 2 phút trong 30 phút. 

Quá trình tßi ±u hóa h¿p phÿ v¿t lý t¿o cßng hÿp h¿t nano vàng và aptamer �¿c 

hißu vßi P. aeruginosa �±ÿc thÿc hißn vßi 25 ¿L dung dßch AuNPs tßng hÿp ß pH 

9.0. Các l±ÿng khác nhau (pha loãng 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 tÿ nßng �ß aptamer gßc 2,8 

mg/mL) aptamer �¿c hißu vßi P. aeruginosa �±ÿc thêm vào và ÿ trong 1 giß ß 600C. 

Sau �ó, l±ÿng c¡ ch¿t TMB và H2O2 tßi ±u �±ÿc thêm vào �ß �o ho¿t tính xúc tác. 

Các ph¿n ÿng �±ÿc �o ß b±ßc sóng 650 nm. 

�ßi vßi ph¿n ÿng cßng hÿp thÿ �ßng h¿t vàng và kháng thß, 1 mL AuNPs ß pH 

9.0 �±ÿc ÿ vßi l±ÿng kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal tßi ±u trong 30 

phút. Sau khi ly tâm �ß lo¿i bß kháng thß d±, dung dßch BSA 1% �±ÿc thêm vào �ß 

khóa, và sau �ó cßng hÿp AuNPs-kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 

�±ÿc b¿o qu¿n ß 40C �ß sÿ dÿng cho các thí nghißm ti¿p theo. 

�ßi vßi ph¿n ÿng cßng hÿp thÿ �ßng h¿t vàng và aptamer, 1 mL AuNPs ß pH 

9.0 �±ÿc ÿ vßi l±ÿng aptamer �¿c hißu vßi P. aeruginosa tßi ±u trong 1 giß ß 600C. 

Cßng hÿp AuNPs- aptamer �¿c hißu vßi P. aeruginosa �±ÿc b¿o qu¿n ß 40C �ß sÿ 

dÿng cho các thí nghißm ti¿p theo. 

Quy trình nhußm t�ng c±ßng bao gßm hai thành ph¿n, bao gßm nßng �ß HAuCl4 

và NH2OH.HCl. Các xét nghißm tßi ±u hóa nßng �ß HAuCl4 �±ÿc thÿc hißn vßi 25 

¿L AuNP tßng hÿp �±ÿc trßn vßi các nßng �ß khác nhau (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20 mM) 

HAuCl4 và 80 mM NH2OH.HCl. �ß tßi ±u hóa nßng �ß NH2OH.HCl, 25 ¿L AuNP 

tßng hÿp �±ÿc trßn vßi HAuCl4 1,5 mM và các nßng �ß khác nhau (0, 10, 20, 30, 50, 

80, 100, 150 mM) NH2OH.HCl. Các hßn hÿp �±ÿc ÿ trong 30 phút. Sau �ó, l±ÿng c¡ 
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ch¿t TMB và H2O2 tßi ±u �±ÿc thêm vào �ß �o ho¿t tính xúc tác. Các ph¿n ÿng �±ÿc 

�o ß b±ßc sóng 650 nm. 

2.5.2. Quy trình t�ng c±ßng nhußm và thÿ nghißm Nano-ELISA phát hißn 

K.pneumoniae 

100 ¿L K.pneumoniae nuôi c¿y ß các �ß pha loãng nßi ti¿p (101 �¿n 108 

CFU/mL) �±ÿc thêm vào các gi¿ng và ÿ qua �êm ß nhißt �ß phòng. Ngày hôm sau, 

các gi¿ng �±ÿc rÿa b¿ng PBS-T (PBS 1X pH 7,4, 0,05% Tween-20), sau �ó �±ÿc 

ch¿n b¿ng BSA 1% trong 1 giß. Sau khi rÿa b¿ng PBS-T, 25 ¿L cßng hÿp AuNPs- 

Rabbit anti- K.pneumoniae  polyclonal �±ÿc thêm vào mßi gi¿ng và ÿ trong 1 giß ß 

370C. Sau �ó, các gi¿ng �±ÿc rÿa và nhußm b¿ng HAuCl4/NH2OH.HCl. 50 ¿L mßi 

nßng �ß HAuCl4 và NH2OH.HCl tßi ±u �±ÿc thêm vào mßi gi¿ng. Các gi¿ng �±ÿc ÿ 

trong 30 phút. Các gi¿ng �±ÿc rÿa ba l¿n, sau �ó c¡ ch¿t TMB và H2O2 �±ÿc thêm 

vào mßi gi¿ng. Các xét nghißm mißn dßch �±ÿc �o ß b±ßc sóng 650 nm (Hình 2.3). 

2.5.3. Thÿ nghißm Nano-ELISA phát hißn P.aeruginosa 

100 ¿L P. aeruginosa nuôi c¿y ß các �ß pha loãng nßi ti¿p (101 �¿n 109 

CFU/mL) �±ÿc thêm vào các gi¿ng và ÿ qua �êm ß nhißt �ß phòng. Ngày hôm sau, 

các gi¿ng �±ÿc rÿa b¿ng PBS-T (PBS 1X pH 7,4, 0,05% Tween-20), sau �ó �±ÿc 

ch¿n b¿ng BSA 1% trong 1 giß. Sau khi rÿa b¿ng PBS-T, 25 ¿L cßng hÿp AuNPs-

aptamer �¿c hißu P. aeruginosa �±ÿc thêm vào mßi gi¿ng và ÿ trong 1 giß ß 370C. 

Sau �ó, các gi¿ng �±ÿc rÿa ba l¿n, c¡ ch¿t TMB và H2O2 �±ÿc thêm vào mßi gi¿ng. 

Các xét nghißm mißn dßch �±ÿc �o ß b±ßc sóng 650 nm (Hình 2.4). 

2.5.4. Xác �ßnh �ß nh¿y, gißi h¿n phát hißn (LoD) và gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LoQ), 

�ß �¿c hißu cÿa ph±¡ng pháp 

Giá trß OD650 cÿa 20 m¿u âm tính �±ÿc �o b¿ng ph±¡ng pháp Nano-ELISA. Giá 

trß trung bình và �ß lßch chu¿n cÿa các giá trß OD650 �±ÿc tính toán. Giá trß ng±ÿng 

�±ÿc �o b¿ng giá trß trung bình cßng vßi ba l¿n �ß lßch chu¿n �ß xác �ßnh m¿u d±¡ng 

tính hay âm tính. 

LoD và LoQ �±ÿc xác �ßnh theo công thÿc [115]: 

LoD = 3.3 ´ s / S 

LoQ = 10 ´ s / S 

Trong �ó, s và S l¿n l±ÿt là �ß dßc cÿa �±ßng chu¿n và �ß lßch chu¿n cÿa m¿u tr¿ng 

Thÿ nghißm nano-ELISA k¿t hÿp nhußm t�ng c±ßng phát hißn K.pneumoniae 

�ã �±ÿc ti¿n hành vßi các m¿u �ßi chÿng: P.aeruginosa, Escherichia coli, 

Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus và Salmonella typhimurium; thÿ 

nghißm nano-ELISA phát hißn P.aeruginosa �ã �±ÿc ti¿n hành vßi các m¿u �ßi 



 

 
 

62 

chÿng: K.pneumoniae, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus 

aureus và Salmonella typhimurium nh¿m �ánh giá �ß �¿c hißu cÿa xét nghißm mißn 

dßch. Các ph¿n ÿng �±ÿc �o ß b±ßc sóng 650 nm. T¿t c¿ các thí nghißm �ßu �±ÿc 

thÿc hißn ba l¿n, và sÿ khác bißt giÿa các nhóm �±ÿc phân tích b¿ng ph±¡ng pháp 

phân tích ph±¡ng sai mßt chißu (ANOVA) cÿa GraphPad Prism (Graph-Pad Software 

Inc., La Jolla, CA, Hoa Kÿ). Dÿ lißu cÿa mßi nhóm (N = 3) �±ÿc bißu thß d±ßi d¿ng 

giá trß trung bình ± sai sß chu¿n cÿa giá trß trung bình (SEM). Mÿc ý ngh)a thßng kê 

�±ÿc �¿t ß mÿc p < 0,05. 

2.6. Thi¿t k¿ và ch¿ t¿o hß s¿c ký mißn dßch LFIA  

2.6.1. Tßi ±u dung dßch �ßm ch¿y que thÿ 

Trong các hß thßng que thÿ dòng ch¿y bên (LFIA) sÿ dÿng h¿t nano vàng 

(AuNPs), vißc lÿa chßn hß �ßm có vai trò quan trßng trong vißc duy trì �ß ßn �ßnh 

keo cÿa AuNPs, h¿n ch¿ hißn t±ÿng k¿t tÿ và �¿m b¿o hißu qu¿ liên k¿t sinh hßc giÿa 

AuNPs vßi kháng thß ho¿c aptamer. Mßi lo¿i �ßm có nhÿng �¿c �ißm riêng ¿nh 

h±ßng trÿc ti¿p �¿n kh¿ n�ng di chuyßn cÿa h¿t trên màng nitrocellulose cing nh± 

c±ßng �ß tín hißu màu cÿa que thÿ. 

• Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane): Là hß �ßm th±ßng �±ÿc sÿ 

dÿng trong các hß AuNPs ho¿t �ßng ß pH trung tính �¿n kißm. Tris có ±u �ißm 

là ít t±¡ng tác vßi bß m¿t vàng nên giúp duy trì �ß ßn �ßnh phân tán cÿa AuNPs 

trong quá trình b¿o qu¿n và ch¿y que thÿ. Ngoài ra, Tris hß trÿ duy trì ho¿t 

tính sinh hßc cÿa kháng thß ho¿c aptamer g¿n trên AuNPs, tÿ �ó c¿i thißn tín 

hißu t¿i v¿ch thÿ.  

• Borate: �ßm borate phù hÿp trong các hß c¿n pH kißm nh¿ và th±ßng �±ÿc 

ÿng dÿng khi AuNPs �±ÿc phÿ polymer ho¿c phân tÿ sinh hßc có chÿa nhóm 

hydroxyl. Tuy nhiên, borate có thß làm thay �ßi �ißn tích bß m¿t cÿa AuNPs 

và ¿nh h±ßng �¿n hißn t±ÿng cßng h±ßng plasmon bß m¿t, tÿ �ó tác �ßng �¿n 

c±ßng �ß màu �ß �¿c tr±ng cÿa h¿t nano vàng. Vì v¿y, khi sÿ dÿng trong LFIA 

c¿n tßi ±u nßng �ß và pH �ß tránh hißn t±ÿng gi¿m tín hißu ho¿c k¿t tÿ h¿t.  

• PBS (Phosphate-Buffered Saline): PBS �±ÿc sÿ dÿng phß bi¿n trong các hß 

LFIA nhß kh¿ n�ng duy trì môi tr±ßng sinh lý ßn �ßnh và t±¡ng thích tßt vßi 

protein. Tuy nhiên, ion phosphate và nßng �ß mußi cao trong PBS có thß làm 

gi¿m �ß ßn �ßnh keo cÿa AuNPs, �¿c bißt �ßi vßi các h¿t ch±a �±ÿc phÿ b¿o 

vß �¿y �ÿ, d¿n �¿n hißn t±ÿng k¿t tÿ và gi¿m kh¿ n�ng di chuyßn trên màng 

nitrocellulose. Do �ó, PBS th±ßng �±ÿc sÿ dÿng ß nßng �ß th¿p ho¿c k¿t hÿp 

vßi các ch¿t ßn �ßnh nh± BSA, Tween-20 ho¿c sucrose.  
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• HBS (HEPES Buffered Saline): HBS �±ÿc �ánh giá là hß �ßm phù hÿp cho 

AuNPs trong các ÿng dÿng LFIA nhß kh¿ n�ng duy trì pH ßn �ßnh và h¿n ch¿ 

¿nh h±ßng �¿n bß m¿t vàng. HEPES giúp ßn �ßnh kích th±ßc h¿t và gi¿m hißn 

t±ÿng k¿t tÿ trong quá trình l±u trÿ cing nh± ch¿y m¿u.  

• MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid): MES thích hÿp cho các b±ßc 

cßng hÿp ho¿c xÿ lý AuNPs trong môi tr±ßng pH axit nh¿. �ßm này ít t±¡ng 

tác vßi bß m¿t vàng và giúp duy trì �ß ßn �ßnh cÿa h¿t trong �ißu kißn pH th¿p. 

Trong nghiên cÿu này, 5 lo¿i �ßm �ã �±ÿc sÿ dÿng �ß kh¿o sát ¿nh h±ßng cÿa 

chúng lên hißu su¿t cßng hÿp và tính ßn �ßnh cÿa h¿t nano vàng. K¿t qu¿ tÿ các phân 

tích phß UV-Vis, Zeta potential s¿ cung c¿p cái nhìn tßng quan vß sÿ t±¡ng tác giÿa 

h¿t nano và môi tr±ßng �ßm, tÿ �ó �±a ra lÿa chßn tßi ±u cho các ÿng dÿng cÿ thß. 

�¿u tiên h¿t nano vàng �±ÿc phân tán trong các lo¿i �ßm trên, các dung dßch �ßm 

�±ÿc sÿ dÿng có nßng �ß 10 mM, �ây �±ÿc cho là nßng �ß phù hÿp �ß duy trì ho¿t 

tính sinh hßc cÿa kháng thß. Các dung dßch �ßm �±ÿc bß sung thêm các ch¿t là BSA, 

Tween 20, sucrose vßi nßng �ß ph¿n tr�m sÿ dÿng l¿n l±ÿt t±¡ng ÿng là 0,1%, 0.5%, 

và 0.5%. Sau khi phân tán, ti¿n hành kh¿o sát mÿc �ß ßn �ßnh cÿa h¿t trong dung dßch 

�ßm này b¿ng ph±¡ng pháp quan sát trÿc ti¿p trên que thÿ, phân tích phß UV-vis, và 

phân tích phß th¿ Zeta (Zeta potential). 

2.6.2. Ch¿ t¿o que thÿ nhanh LFIA phát hißn K.pneumoniae 

• Chu¿n bß các t¿m màng cÿa que thÿ 

Que thÿ LFIA bao gßm 4 mi¿ng màng: màng hút m¿u, màng liên hÿp, màng 

nitrocellulose (NC) và màng h¿p thÿ m¿u. C¿ màng hút m¿u và các t¿m màng liên 

hÿp �ßu �±ÿc làm tÿ sÿi thÿy tinh. T¿m sÿi thÿy tinh �±ÿc chu¿n bß vßi kích th±ßc 

dài 30 cm, rßng 1 cm và dày 0,41 mm. Sau �ó, t¿m này �±ÿc ngâm tr±ßc trong dung 

dßch �ßm HEPES 10 mM có pH 7,4 và l¿c ß nhißt �ß phòng trong 2 giß tr±ßc khi s¿y 

khô trong 30 phút ß 370C. Ti¿p theo, t¿m sÿi thÿy tinh �±ÿc ngâm trong dung dßch 

�ßm HEPES 10 mM ß pH 7,4 chÿa 1% BSA, 1% sucrose, 0,5% Tween-20 và 0,05% 

natri azide trong 1 giß và s¿y khô trong 30 phút ß 370C. Các t¿m �ßm sau �ó �±ÿc 

b¿o qu¿n ß 40C �ß sÿ dÿng. T¿m màng NC �±ÿc chu¿n bß vßi thßi gian ch¿y mao 

qu¿n là 90 giây. Dung dßch �ßm HBS 10 mM ß pH 7,4, gßm 0,01 M HEPES và 0,15 

M NaCl, vßi 0,1% BSA, 0,5% sucrose và 0,5% Tween-20, �±ÿc tÿ tÿ nhß lên bß m¿t 

màng. Sau �ó, màng NC �±ÿc hút chân không trong 2 giß và b¿o qu¿n ß 40C �ß sÿ 

dÿng.  

Trong khi �ó, 1 mg/mL kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal và 1 

mg/mL kháng thß Mouse anti-rabbit IgG �±ÿc phun l¿n l±ÿt lên v¿ch thÿ nghißm và 

v¿ch �ßi chÿng, và dung dßch cßng hÿp �±ÿc phun lên mi¿ng �ßm cßng hÿp �ã chu¿n 
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bß b¿ng máy phun HGS510 cÿa Hangzhou Autokun Technology. Sau 3 giß s¿y khô 

ß 370C trong tÿ ¿m, t¿t c¿ các bß ph¿n �±ÿc l¿p ráp. Cußi cùng, d¿i thÿ nghißm LFIA 

vßi chißu rßng 3 mm �±ÿc c¿t b¿ng máy c¿t Guillotine HGS210 cÿa Hangzhou 

Autokun Technology và l¿p ráp thành mßt b�ng cassette cho xét nghißm sau. Que thÿ 

�±ÿc l¿p ráp vßi nguyên lý b¿t c¿p sandwich phát hißn vi khu¿n K.pneumoniae (Hình 

2.5). 

 
Hình 2.5. Nguyên lý cÿa que thÿ nhanh sÿ dÿng kháng thß phát hißn vi khu¿n K.pneumoniae  

• �ßnh l±ÿng v¿ch thÿ LFIA b¿ng hß thßng �o �ß bão hòa màu 

 Trßn 30 ¿L vi khu¿n K.pneumoniae vßi 30 ¿l dung dßch �ßm Tris pH 10,8 

chÿa 0,1% BSA, 0,5% Sucrose và 0,5% Tween 20. Sau �ó, nhß tÿng gißt 60 ¿l hßn 

hÿp vào ô chÿa m¿u cÿa que thÿ. �ÿi que thÿ 15 phút tr±ßc khi �ßc k¿t qu¿. K¿t qu¿ 

có thß bß m¿t hißu lÿc n¿u quá trình thÿ kéo dài h¡n 30 phút. Sau �ó, �ß bão hòa màu 

cÿa các v¿ch trên que thÿ LFIA �±ÿc �o �ßnh l±ÿng b¿ng ÿng dÿng �o màu. �¿u tiên, 

hình ¿nh ch¿t l±ÿng cao cÿa các que thÿ LFIA �±ÿc chÿp b¿ng camera �ißn tho¿i 

thông minh, �¿m b¿o �ißu kißn ánh sáng nh¿t quán �ß gi¿m thißu sÿ thay �ßi màu s¿c 

do các y¿u tß bên ngoài. Hình ¿nh v¿ch T �±ÿc chÿp trong �ißu kißn ánh sáng 335 

lux. Ti¿p theo, ÿng dÿng Color Grab �±ÿc sÿ dÿng �ß chÿp ¿nh các d¿i thÿ nghißm, 

�¿m b¿o các v¿ch thÿ nghißm �±ÿc nhìn th¿y rõ ràng và các hình ¿nh �±ÿc chÿp 

trong �ißu kißn ánh sáng �ßng �ßu. Sau khi chÿp ¿nh, các công cÿ cÿa ÿng dÿng s¿ 
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chßn vùng quan tâm (ROI) trên các d¿i thÿ nghißm LFIA n¡i các v¿ch xu¿t hißn. þng 

dÿng cung c¿p thông tin màu s¿c, bao gßm các giá trß bão hòa cho các vùng �ã chßn. 

Các giá trß bão hòa cho mßi v¿ch thÿ nghißm �±ÿc ghi l¿i, �¿m b¿o phép �o nh¿t 

quán khi sÿ dÿng cùng kích th±ßc và vß trí ROI. B¿ng cách sÿ dÿng ÿng dÿng máy 

�o màu, dÿ lißu �±ÿc thu th¿p nhanh chóng và chính xác. Các giá trß bão hòa sau �ó 

�±ÿc so sánh vßi các �±ßng chu¿n ho¿c giá trß tham chi¿u �ß dißn gi¿i k¿t qu¿ mßt 

cách �ßnh l±ÿng. 

2.6.3. Ch¿ t¿o que thÿ nhanh LFIA phát hißn P.aeruginosa 

• Chu¿n bß các t¿m màng cÿa que thÿ 

- Chu¿n bß màng Nitrocellulose (NC) 

Quy trình xÿ lý màng NC �±ÿc ti¿n hành nh± sau: Chu¿n bß t¿m màng 

nitrocellulose (NC), lo¿i có thßi gian dòng mao d¿n 90 giây, tÿc là l±ÿng thßi gian 

(giây) c¿n thi¿t �ß dung môi di chuyßn h¿t  4,0 cm chißu dài là 90 giây và, có kích 

th±ßc là 23,5 cm x 30 cm, trong �ó �¿u dÿ ki¿n g¿n màng h¿p thÿ và �¿u dÿ ki¿n g¿n 

t¿m cßng hÿp là 2 �¿u t¿m màng NC theo chißu 3,5 cm. Nhß tÿ tÿ dung dßch �ßm 

HBS nßng �ß 10 mM có pH 7,4 (tÿc là dung dßch bao gßm 0,01 M HEPES và 0,15 

M NaCl) có chÿa 0,1% BSA, 0,5% sucrose, 0,5% Tween-20 lên màng. Ti¿p theo, 

màng NC �±ÿc hút chân không trong 2 giß và sau �ó b¿o qu¿n ß môi tr±ßng 40C. 

Kháng thß Rabbit anti-Pseudomonas polyclonal �±ÿc phân tán trong �ßm PBS 

10 mM vßi nßng �ß 1 mg/mL và �±ÿc ti¿n hành tr¿i lên màng NC t±¡ng ÿng vßi 

v¿ch T t¿i vß trí cách �¿u dÿ ki¿n g¿n t¿m h¿p thÿ là 1,8 cm vßi bß dày cÿa v¿ch T là 

0,09 mm b¿ng thi¿t bß phun vßi tßc �ß phun là 0,6 µL/cm, áp su¿t 0,02 MPa vßi l±ÿng 

dung dßch kháng thß sau khi phân tán �±ÿc sÿ dÿng là 30 µL nßng �ß 1 mg/mL. 

Kháng thß này �óng vai trò là kháng thß b¿t giÿ l¿i h¿t cßng hÿp có mang 

P.aeruginosa t¿i v¿ch T. 

Kháng thß Mouse anti-Rabbit IgG �±ÿc phân tán trong �ßm PBS 10 mM vßi 

nßng �ß 1 mg/mL và �±ÿc ti¿n hành tr¿i lên màng NC t±¡ng ÿng vßi v¿ch C cách 

v¿ch T là 0,5 cm vß phía �¿u dÿ ki¿n g¿n t¿m h¿p thÿ và bß dày v¿ch C là 0,09 mm 

b¿ng thi¿t bß phun vßi tßc �ß phun là 0,6 µL/cm, áp su¿t 0,02 MPa vßi l±ÿng dung 

dßch kháng thß sau khi phân tán �±ÿc sÿ dÿng là 30 µL nßng �ß 1 mg/mL. Mÿc �ích 

cÿa vißc sÿ dÿng kháng thß Mouse anti-Rabbit IgG �ß minh chÿng cho vißc có dòng 

ch¿y trong màng NC �i qua vùng chÿa v¿ch T và v¿ch C.  

Sau khi tr¿i v¿ch T và v¿ch C, màng NC �±ÿc s¿y ß 37 oC trong thßi gian 1 giß, 

thu �±ÿc t¿m vùng phát hißn và thÿc hißn b¿o qu¿n t¿m vùng phát hißn ß ng�n mát 

tÿ l¿nh. 

- Chu¿n bß màng hút m¿u và màng h¿p thÿ m¿u 
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Chu¿n bß t¿m �ßm m¿u có kích th±ßc 1,5-2,0 cm x 30 cm, là màng tách máu 

lo¿i FR1 cÿa hãng mdi Membrane Technologies. Trong c¿u trúc cÿa que thÿ phát 

hißn vi khu¿n tÿ m¿u máu toàn ph¿n, màng tách huy¿t c¿u �±ÿc tích hÿp ß �¿u vào 

m¿u �óng vai trò quan trßng trong vißc lo¿i bß hßng c¿u. Lo¿i màng này có c¿u trúc 

vi xßp vßi thß tích rßng cao và kh¿ n�ng l±u giÿ m¿nh m¿, cho phép tách chßn lßc và 

hißu qu¿ các thành ph¿n hÿu hình trong máu, �¿c bißt là hßng c¿u, trong khi v¿n cho 

phép huy¿t t±¡ng và các tác nhân �ích nh± vi khu¿n ho¿c phân tÿ bß m¿t vi khu¿n �i 

qua. Sÿ h¿p phÿ ch¿t phân tích trong màng là tßi thißu d¿n �¿n que thÿ có �ß nh¿y 

cao h¡n. 

Chu¿n bß t¿m h¿p thÿ có kích th±ßc 1,7 cm x 30 cm, là lo¿i C083 Cellulose 

Fiber cÿa Millipore. Màng h¿p thÿ (absorbent pad) hay cing có thß gßi là t¿m b¿c 

(wicking pad). Mÿc �ích cÿa t¿m này là làm mi¿ng �ßm �ß h¿p thÿ t¿t c¿ các ch¿t thÿ 

mà không bß b¿t giÿ l¿i ß v¿ch T và v¿ch C trong khi v¿n duy trì dòng mao d¿n qua 

màng �ß làm s¿ch nßn. Tßc �ß th¿m hút cÿa t¿m b¿c này cing s¿ ¿nh h±ßng �¿n thßi 

gian �ßc k¿t qu¿ xét nghißm. T¿m b¿c ph¿i ng�n ch¿n dòng ch¿y ng±ÿc cÿa thành 

ph¿n ch¿t thÿ d± trong thßi gian tßi thißu có thß sau thßi gian �ßc k¿t qu¿ xét nghißm. 

Hai màng này s¿ �±ÿc xÿ lý b¿ng cách nhúng vào dung dßch chÿa 2% NaCl, 0,5% 

BSA, và 0,1% polyvinylpyrrolidone, rßi s¿y khô ß 370C �ß qua �êm.  

- Chu¿n bß t¿m cßng hÿp 

Chu¿n bß t¿m gi¿y sÿi thÿy tinh Millipore GFDX có kích th±ßc chißu dài 30 

cm, chißu rßng 1 cm và bß dày là 0,41 mm. Vißc lÿa chßn v¿t lißu này dÿa trên c¡ sß 

các y¿u tß giúp duy trì tính toàn v¿n cÿa liên hÿp khi s¿y khô và b¿o qu¿n lâu dài, 

�ßng thßi gi¿i phóng liên hÿp hoàn toàn sau khi làm ±ßt b¿ng môi tr±ßng m¿u. Nhúng 

t¿m gi¿y sÿi thÿy tinh vào trong dung dßch �ßm HEPES nßng �ß 10 mM có pH là 7,4 

và l¿c ß nhißt �ß phòng trong 2 giß, sau �ó s¿y trong 30 phút ß nhißt �ß 370C. Ti¿p 

theo, t¿m gi¿y sÿi thÿy tinh �±ÿc ngâm trong dung dßch �ßm HEPES nßng �ß 10 mM 

có pH là 7,4 có chÿa 1% BSA, 1% sucroza, 0,5% Tween 20, và 0,05% sodium azide 

trong thßi gian 1 giß và s¿y trong 30 phút ß nhißt �ß 370C, thu �±ÿc t¿m sau xÿ lý. 

T¿m �±ÿc b¿o qu¿n ß nhißt �ß 40C. 

Phun 1 mL dung dßch h¿t liên hÿp cßng hóa trß lên toàn bß bß m¿t cÿa t¿m sau 

xÿ lý vßi tßc �ß phun là 9,5 µL/cm và áp su¿t là 0,02 MPa �ß phân phßi dung dßch 

h¿t liên hÿp cßng hóa trß �ßu trên bß m¿t cÿa t¿m sau xÿ lý. S¿y khô các t¿m sau khi 

phân phßi dung dßch h¿t liên hÿp cßng hóa trß trong tÿ s¿y �ßi l±u không khí c±ÿng 

bÿc trong 30 phút ß nhißt �ß 370C, sau �ó �ß qua �êm trong môi tr±ßng chân không 

có bß sung �ß hút ¿m vßi �ß ¿m < 20%, thu �±ÿc t¿m cßng hÿp. 

• L¿p ráp que thÿ 
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Dán t¿m vùng phát hißn NC lên bß m¿t t¿m mang ß vß trí  chính giÿa tính theo 

chißu dài cÿa t¿m mang (tÿc là cách mßi �¿u cÿa t¿m mang là 1 cm) cách �¿u dÿ ki¿n 

g¿n t¿m h¿p thÿ là 1,5 cm và cách �¿u dÿ ki¿n g¿n t¿m cßng hÿp và t¿m �ßm m¿u là 

2,0 cm. Dán t¿m h¿p thÿ chßng lên t¿m vùng phát hißn NC ß phía �¿u dÿ ki¿n g¿n 

t¿m h¿p thÿ (ß phía �¿u g¿n vùng chÿa vß trí v¿ch C), sao cho chißu ngang các t¿m 

vÿa khít nhau, vßi vùng che phÿ kho¿ng 2 mm giÿa 2 t¿m. Dán t¿m cßng hÿp thu 

�±ÿc chßng lên t¿m vùng phát hißn NC ß phía �¿u dÿ ki¿n g¿n t¿m cßng hÿp (ß vß trí 

�¿u g¿n vùng chÿa v¿ch T) sao cho chißu ngang các t¿m vÿa khít nhau, và vßi vùng 

che phÿ kho¿ng 2 mm giÿa 2 t¿m. Ti¿p tÿc dán t¿m �ßm m¿u chßng lên t¿m cßng 

hÿp ß �¿u còn l¿i cÿa t¿m cßng hÿp (�¿u không dán chßng lên t¿m vùng phát hißn) 

vßi vùng che phÿ kho¿ng là 2,7 mm giÿa 2 t¿m, thu �±ÿc t¿m chính (master card). 

Vißc l¿p ráp các thành ph¿n cÿa que thÿ nhanh lên t¿m mang có thß �±ÿc thÿc hißn 

b¿ng tay ho¿c sÿ dÿng thi¿t bß cán màng. Thi¿t bß này sÿ dÿng chân không �ß giÿ v¿t 

lißu t¿i chß và màng cán �ß �¿m b¿o v¿t lißu �±ÿc ép ß �úng vß trí và hißu su¿t l¿p 

ráp có �ß chính xác cao. T¿m chính �±ÿc c¿t thành các que có kích th±ßc bß ngang 

là 3 mm, thu �±ÿc que thÿ nhanh. 

• Thÿ nghißm que thÿ phát hißn nhanh P.aeruginosa 

Que thÿ �±ÿc l¿p ráp và �±ÿc ÿng dÿng theo nguyên t¿c sÿ dÿng cßng hÿp kép 

phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa (Hình 2.6). Que thÿ k¿t hÿp giÿa c¡ ch¿ nh¿n dißn 

�¿c hißu cÿa aptamer và liên k¿t mißn dßch cÿa kháng thß nh¿m nâng cao �ß �¿c hißu 

và �ß tin c¿y trong phát hißn. Trong quy trình chu¿n bß m¿u, aptamer �¿c hißu vßi vi 

khu¿n P.aeruginosa �±ÿc g¿n lên bß m¿t h¿t vàng nano (AuNPs) thông qua t±¡ng 

tác h¿p phÿ v¿t lý, t¿o thành �¿u dò AuNPs3aptamer. �¿u dò này sau �ó �±ÿc ÿ vßi 

m¿u thÿ, hình thành phÿc hÿp AuNPs3aptamer3vi khu¿n n¿u vi khu¿n mÿc tiêu có 

m¿t trong m¿u. Trong thi¿t k¿ cÿa que thÿ, vùng cßng hÿp �±ÿc n¿p s¿n hß AuNPs3

kháng thß Goat anti-Mouse IgG, �óng vai trò là tín hißu �ßi chÿng. V¿ch kißm tra (T) 

�±ÿc cß �ßnh kháng thß Rabbit anti-Pseudomonas polyclonal cho phép b¿t giÿ phÿc 

hÿp AuNPs3aptamer3vi khu¿n thông qua ph¿n kháng nguyên vi khu¿n. V¿ch �ßi 

chÿng (C) �±ÿc cß �ßnh s¿n kháng thß Mouse anti-rabbit IgG �ß b¿t giÿ hß AuNPs3 

kháng thß Goat anti-Mouse IgG tÿ vùng cßng hÿp. Khi m¿u �ã �±ÿc cßng hÿp �±ÿc 

nhß lên �¿u que thÿ, hßn hÿp di chuyßn nhß hißn t±ÿng mao d¿n dßc theo màng 

nitrocellulose. N¿u vi khu¿n mÿc tiêu hißn dißn, phÿc hÿp AuNPs3aptamer3vi khu¿n 

s¿ bß giÿ l¿i t¿i v¿ch T, t¿o thành v¿ch màu �ß t¿i vß trí này. �ßng thßi, hß �ßi chÿng 

AuNPs3 kháng thß Goat anti-Mouse IgG s¿ t±¡ng tác vßi kháng thß Mouse anti-rabbit 

IgG t¿i v¿ch C và t¿o thành v¿ch màu �ß, �óng vai trò xác nh¿n quá trình thÿ dißn ra 

bình th±ßng. 
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Hình 2.6. Nguyên lý cÿa que thÿ nhanh sÿ dÿng aptamer �¿c hißu phát hißn vi 

khu¿n P.aeruginosa 

• �ßnh l±ÿng v¿ch thÿ LFIA  

�ß phân tích bán �ßnh l±ÿng, hình ¿nh vùng v¿ch thÿ nghißm (T) và v¿ch 

chÿng (C) trên que thÿ LFIA �±ÿc xÿ lý b¿ng ph¿n mßm ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/, truy c¿p ngày 13 tháng 8 n�m 2025). ImageJ là ph¿n mßm 

phân tích hình ¿nh mã ngußn mß, mißn phí, �±ÿc sÿ dÿng rßng rãi trong nghiên cÿu 

khoa hßc nhß kh¿ n�ng �o c±ßng �ß tín hißu dÿa trên m¿t �ß �ißm ¿nh vßi �ß chính 

xác và �ß l¿p l¿i cao. Vißc sÿ dÿng ImageJ giúp chu¿n hóa quy trình phân tích, h¿n 

ch¿ sai lßch do �ánh giá b¿ng m¿t th±ßng, �ßng thßi cho phép xu¿t dÿ lißu sß hóa 

phÿc vÿ xÿ lý thßng kê, qua �ó nâng cao �ß tin c¿y cÿa k¿t qu¿ bán �ßnh l±ÿng LFIA. 

Hình ¿nh �±ÿc thu nh¿n ß �ßnh d¿ng ¿nh xám 8-bit, trong �ó giá trß c±ßng �ß 

�ißm ¿nh dao �ßng tÿ 0 4 t±¡ng ÿng vßi màu �en 4 �¿n 255 4 t±¡ng ÿng vßi màu 

tr¿ng. �ß sâu bit này �±ÿc lÿa chßn nh¿m �¿m b¿o �ß t±¡ng ph¿n và mÿc chi ti¿t 

phù hÿp cho quá trình nh¿n dißn �¿c tr±ng hình ¿nh, �ßng thßi gi¿m dung l±ÿng tßp 

và t¿i xÿ lý. Ngoài ra, ch¿ �ß ¿nh xám giúp lo¿i bß ¿nh h±ßng cÿa thông tin màu s¿c, 

t¿p trung hoàn toàn vào sÿ bi¿n thiên �ß sáng cÿa tín hißu. 

Nh¿m t�ng c±ßng sÿ khác bißt giÿa v¿ch thÿ nghißm và nßn, ch¿ �ß Invert 

LUT �±ÿc áp dÿng tr±ßc khi �o, làm cho các v¿ch thÿ nghißm d±¡ng tính m¿nh hißn 

https://imagej.nih.gov/ij/
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thß d±ßi d¿ng vùng sáng. Sÿ �ißu chßnh này hß trÿ �ßnh l±ÿng chính xác h¡n giá trß 

c±ßng �ß �ißm ¿nh cÿa c¿ v¿ch thÿ nghißm và v¿ch chÿng. Dÿ lißu c±ßng �ß thu 

�±ÿc sau �ó �±ÿc sÿ dÿng �ß xây dÿng �±ßng chu¿n, trong �ó c±ßng �ß tín hißu �o 

�±ÿc tÿ lß thu¿n vßi nßng �ß P. aeruginosa �±ÿc phát hißn trên que thÿ LFIA. 
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CH¯¡NG 3. K¾T QU¾ VÀ TH¾O LU¾N 

Ch±¡ng K¿t qu¿ và th¿o lu¿n trình bày các k¿t qu¿ �¿t �±ÿc trong quá trình 

thÿc hißn nghiên cÿu, bao gßm chßn lßc aptamer �¿c hißu, phát trißn các hß thßng 

phát hißn dÿa trên Nano-ELISA và s¿c ký mißn dßch dòng ch¿y bên. Tr±ßc h¿t, quá 

trình SELEX �±ÿc tßi ±u nh¿m làm giàu và sàng lßc các trình tÿ aptamer có kh¿ n�ng 

nh¿n dißn �¿c hißu vi khu¿n mÿc tiêu, trong �ó các thông sß kÿ thu¿t nh± �ißu kißn 

g¿n, khu¿ch �¿i PCR, PCR b¿t �ßi xÿng và �ánh giá ái lÿc �±ÿc phân tích chi ti¿t. 

Các k¿t qu¿ này là c¡ sß �ß lÿa chßn các ÿng viên aptamer tißm n�ng cho phát trißn 

hß thßng c¿m bi¿n sinh hßc. 

Ti¿p theo, ch±¡ng trình bày k¿t qu¿ thi¿t k¿ và tßi ±u hß Nano-ELISA trÿc 

ti¿p nh¿m phát hißn K.pneumoniae, P.aeruginosa dÿa trên sÿ k¿t hÿp giÿa kháng thß 

ho¿c aptamer vßi h¿t nano vàng. Hißu qu¿ cÿa hß thßng �±ÿc �ánh giá thông qua kh¿ 

n�ng xúc tác cÿa AuNPs, c±ßng �ß tín hißu màu, �ß nh¿y, �ß �¿c hißu và kh¿ n�ng 

ÿng dÿng trong phân tích �ßnh l±ÿng. 

Bên c¿nh �ó, ch±¡ng cing trình bày k¿t qu¿ phát trißn hß s¿c ký mißn dßch dòng 

ch¿y bên nh¿m phát hißn nhanh K.pneumoniae, P.aeruginosa. Vißc tích hÿp kÿ thu¿t 

liên k¿t cßng hóa trß, phân tích hình ¿nh sß và �ánh giá c±ßng �ß tín hißu màu cho 

phép nâng cao �ß nh¿y và �ß ßn �ßnh, rút ng¿n thßi gian phân tích và mß ra tißm n�ng 

ÿng dÿng trong các hß thßng ch¿n �oán nhanh t¿i chß. 

3. 3. haids 

3.1. Chßn lßc aptamer �¿c hißu cho K.pneumoniae và P.aeruginosa 

3.1.1. Chßn lßc aptamer �¿c hißu cho K.pneumoniae 

Ph¿n ÿng khu¿ch �¿i PCR là mßt b±ßc quan trßng trong quy trình SELEX 

[116]. Tuy nhiên, vißc khu¿ch �¿i th± vißn DNA ng¿u nhiên khác bißt �áng kß so vßi 

quá trình khu¿ch �¿i DNA �ßng nh¿t thông th±ßng [117]. Vißc khu¿ch �¿i không phù 

hÿp th± vißn DNA ng¿u nhiên có thß d¿n �¿n m¿t s¿n ph¿m chính và tích liy các s¿n 

ph¿m phÿ không mong mußn, tÿ �ó có thß gây ra th¿t b¿i trong quá trình SELEX. 

Trong nghiên cÿu này, ¿nh h±ßng cÿa mßt sß y¿u tß �¿n hißu su¿t PCR, bao gßm 

nhißt �ß g¿n mßi, sß chu kÿ và nßng �ß khuôn, trong hai vòng SELEX �¿u tiên �ã 

�±ÿc kh¿o sát. Các �ißu kißn thÿ nghißm cho tÿng y¿u tß �±ÿc tóm t¿t trong B¿ng 

3.1. 
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B¿ng 3.1. Tóm t¿t các �ißu kißn tßi ±u hóa ph¿n ÿng PCR �ßi xÿng trong hai vòng 

SELEX �¿u tiên 

STT Nhißt �ß g¿n mßi Sß chu kÿ PCR Nßng �ß khuôn m¿u 

Thí nghißm 1 

50,00C 

50,70C 

52,00C 

54,00C 

56,30C 

58,20C 

59,50C 

8  0,1 ng/µL 

Thí nghißm 2 56,30C 

6  

8  

10  

12  

14  

16  

18  

0,1 ng/µL 

Thí nghißm 3 56,30C 8-10 

0,01 ng/µL 

0,02 ng/µL 

0,1 ng/µL 

0,2 ng/µL 

1 ng/µL 

2 ng/µL 

 

Nh± thß hißn trong Hình 3.1A và D, trong kho¿ng nhißt �ß g¿n mßi tÿ 500C �¿n 

59,50C, b�ng s¿n ph¿m PCR rõ nét nh¿t vßi mÿc �ß nhòe tßi thißu �±ÿc quan sát t¿i 

56,30C. Þ các nhißt �ß g¿n mßi cao h¡n ho¿c th¿p h¡n, c±ßng �ß b�ng gi¿m (Hình 

3.1A) và hißn t±ÿng nhòe t�ng (Hình 3.1D), m¿c dù sÿ khác bißt không �áng kß. 

Quan sát này phù hÿp vßi các nghiên cÿu tr±ßc �ây, cho th¿y nhißt �ß g¿n mßi có 

¿nh h±ßng quan trßng h¡n �ßi vßi các khuôn PCR dài so vßi các khuôn ng¿n nh± 

aptamer DNA [116]. Vißc khu¿ch �¿i quá mÿc các th± vißn DNA ng¿u nhiên có thß 
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d¿n �¿n b¿t c¿p sai ng¿u nhiên, t¿o ra các s¿n ph¿m PCR b¿t th±ßng. Do �ó, vißc tßi 

±u sß chu kÿ PCR và nßng �ß khuôn là c¿n thi¿t. Trong vòng SELEX thÿ nh¿t, các 

s¿n ph¿m phÿ không mong mußn xu¿t hißn tÿ chu kÿ PCR thÿ 10 (Hình 3.1B) và ß 

nßng �ß khuôn ssDNA 0,1 ng/µL (Hình 3.1C). Trong vòng thÿ hai, các s¿n ph¿m 

phÿ xu¿t hißn tÿ chu kÿ PCR thÿ 12 (Hình 3.1E) và ß nßng �ß khuôn ssDNA 1 ng/µL 

(Hình 3.1F). Sÿ khác bißt này có thß là do sÿ gi¿m kích th±ßc th± vißn ssDNA ho¿c 

thay �ßi vß �ß tinh khi¿t cÿa ssDNA qua các vòng chßn lßc [118]. Do �ó, m¿c dù 

nhißt �ß g¿n mßi 56,30C �±ÿc xác �ßnh là tßi ±u, nh±ng sß chu kÿ và nßng �ß khuôn 

c¿n �±ÿc �ißu chßnh c¿n th¿n qua tÿng vòng, trong ph¿m vi bi¿n thiên nhß, nh¿m 

tránh t¿o ra các s¿n ph¿m khu¿ch �¿i không mong mußn. 

 

Hình 3.1. ¾nh �ißn di gel agarose 2% �ánh giá các �ißu kißn tßi ±u cho ph¿n ÿng 

PCR �ßi xÿng trong vòng thÿ nh¿t và thÿ hai. (A, D) Các nhißt �ß g¿n mßi khác nhau 

(0C), (B, E) sß chu kÿ PCR khác nhau, và (C, F) các nßng �ß khuôn DNA khác nhau 

(ng/µL) �±ÿc kh¿o sát. Nhißt �ß g¿n mßi tÿ 1-7 l¿n l±ÿt là 500C, 50,70C, 520C, 540C, 

56,30C, 58,20C, 59,50C. Sß chu kÿ ph¿n ÿng PCR tÿ 1-7 l¿n l±ÿt là 6, 8, 10, 12, 14, 

16, 18 vòng. Nßng �ß khuôn m¿u tÿ 1-6 l¿n l±ÿt là 0,01, 0,02, 0,1, 0,2, 1, 2 ng/µL 

<L= bißu thß thang DNA 100 bp. 

�ß tái t¿o sÿi �¡n DNA (ssDNA) cho các vòng SELEX ti¿p theo, nhißu ph±¡ng 

pháp �ã �±ÿc xem xét, bao gßm: tách tÿ b¿ng h¿t phÿ streptavidin, thÿy phân sÿi có 

g¿n phosphate b¿ng enzyme lambda exonuclease, tách kích th±ßc trên gel 

polyacrylamide bi¿n tính dÿa trên sÿ chênh lßch chißu dài giÿa hai sÿi, và PCR b¿t 
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�ßi xÿng. Trong sß �ó, PCR b¿t �ßi xÿng (aPCR) �±ÿc lÿa chßn nhß quy trình �¡n 

gi¿n, yêu c¿u ít v¿t lißu khßi �¿u, hißu qu¿ cao và chi phí th¿p [116]. Ngoài ra, s¿n 

ph¿m cÿa aPCR có thß �±ÿc sÿ dÿng trÿc ti¿p cho vòng SELEX k¿ ti¿p mà không 

c¿n b±ßc tinh s¿ch bß sung [119]. Các s¿n ph¿m PCR �ã lo¿i bß mßi �±ÿc sÿ dÿng 

cho quá trình tßi ±u hóa PCR b¿t �ßi xÿng. Các y¿u tß có thß ¿nh h±ßng �¿n hißu 

su¿t t¿o ssDNA, bao gßm nhißt �ß g¿n mßi, nßng �ß khuôn cußi cùng, tÿ lß mßi 

xuôi/ng±ÿc, và sß chu kÿ ph¿n ÿng, �ã �±ÿc kh¿o sát. Nh± thß hißn trong B¿ng 3.2, 

các b�ng ssDNA xu¿t hißn ß vß trí th¿p h¡n so vßi các b�ng dsDNA (91 bp). 

B¿ng 3.2. Tóm t¿t các �ißu kißn tßi ±u hóa ph¿n ÿng PCR b¿t �ßi xÿng 

STT 
Nhißt �ß 

g¿n mßi 

Nßng �ß  

khuôn m¿u 

Tß lß mßi (mßi 

xuôi/mßi ng±ÿc) 

Sß chu kÿ 

PCR 

Thí nghißm 1 

550C 

560C 

570C 

580C 

590C 

0,1 ng/µL 20:1 25 chu kÿ 

Thí nghißm 2 590C 

0 ng/µL 

0,05 ng/µL 

0,1 ng/µL 

0,2 ng/µL 

1 ng/µL 

2 ng/µL 

20:1 25 chu kÿ 

Thí nghißm 3 590C 0,1 ng/µL 

20:1 

40:1 

60:1 

80:1 

100:1 

25 chu kÿ 

Thí nghißm 4 590C 0,1 ng/µL Giá trß �ã tßi ±u 

15 chu kÿ 

20 chu kÿ 

25 chu kÿ 
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30 chu kÿ 

35 chu kÿ 

 Nh± thß hißn trong Hình 3.2A, nhißt �ß g¿n mßi tßi ±u �±ÿc xác �ßnh là 590C, 

và nhißt �ß này �±ÿc lÿa chßn cho các vòng SELEX ti¿p theo. Trong Hình 3.2B, k¿t 

qu¿ cho th¿y nßng �ß khuôn DNA cao h¡n 0,1 ng/µL có thß d¿n �¿n sÿ xu¿t hißn cÿa 

vßt mß (smearing) và s¿n ph¿m phÿ. �áng chú ý, khi sÿ dÿng l±ÿng khuôn thích hÿp, 

hißu su¿t t¿o ssDNA và dsDNA không có sÿ khác bißt �áng kß khi thay �ßi tÿ lß mßi 

xuôi/ng±ÿc và sß chu kÿ PCR (Hình 3.2C, D). Tuy nhiên, nh± �ã �±ÿc báo cáo, các 

�ißu kißn tßi ±u cho ph¿n ÿng PCR b¿t �ßi xÿng (asymmetric PCR) trong vòng 

SELEX �¿u tiên s¿ khác so vßi các vòng sau, do sÿ gi¿m d¿n �ß tinh khi¿t và kích 

th±ßc cÿa qu¿n thß ssDNA trong quá trình tuyßn chßn [118]. Do �ó, ngo¿i trÿ nhißt 

�ß g¿n mßi 590C �±ÿc giÿ cß �ßnh, các y¿u tß khác c¿n �±ÿc tßi ±u hóa riêng cho 

tÿng vòng SELEX, nh±ng trong ph¿m vi bi¿n thiên tßi thißu nh¿m duy trì tính ßn 

�ßnh cÿa quá trình khu¿ch �¿i. 

 

Hình 3.2. ¾nh �ißn di gel agarose 4% �ánh giá các �ißu kißn tßi ±u cho ph¿n ÿng 

PCR b¿t �ßi xÿng. (A) Các nhißt �ß g¿n mßi tÿ 1-5 l¿n l±ÿt là 55, 56, 57, 58, 590C, 

trong �ó <L= là thang chu¿n DNA 100 bp. (B) Các nßng �ß khuôn DNA tÿ 1-6 l¿n 

l±ÿt là 0, 0,05, 0,1, 0,2, 1, 2 ng/µL, trong �ó <L= là thang chu¿n DNA 25 bp. (C) Các 

tÿ lß khác nhau giÿa mßi xuôi và mßi ng±ÿc tÿ 1-5 l¿n l±ÿt là 20:1, 40:1, 60:1, 80:1, 

100:1, trong �ó <L= là thang chu¿n DNA 100 bp. (D) Các sß chu kÿ khu¿ch �¿i tÿ 1-

5 l¿n l±ÿt là 15, 20, 25, 30, 35 chu kÿ trong ph¿n ÿng aPCR �±ÿc kh¿o sát; <L= là 

thang chu¿n DNA 100 bp. 
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Tßng hÿp l¿i, các �ißu kißn PCR và aPCR �±ÿc tßi ±u hóa �ã �¿m b¿o quá 

trình tái t¿o th± vißn ssDNA có ch¿t l±ÿng cao vßi l±ÿng s¿n ph¿m phÿ tßi thißu, t¿o 

nßn t¿ng vÿng ch¿c cho các vòng SELEX ti¿p theo. 

3.1.1.1.  Chßn lßc aptamer �¿c hißu vßi kháng nguyên K.pneumoniae trong �ißu 

kißn in vitro 

Trong quy trình SELEX in vitro này, LPS tÿ K.pneumoniae (L4268, Sigma- 

Aldrich) �±ÿc sÿ dÿng làm mÿc tiêu cho mßt th± vißn ssDNA ng¿u nhiên gßm 455 

phân tÿ ssDNA. Sau m±ßi vòng tuyßn chßn, mßt t¿p hÿp các aptamer có ái lÿc liên 

k¿t �±ÿc c¿i thißn rõ rßt �ßi vßi LPS �ã �±ÿc thu nh¿n thành công. Vißc t�ng �ß kh¿t 

khe cÿa quá trình tuyßn chßn b¿ng cách gi¿m nßng �ß mÿc tiêu và thßi gian ÿ trong 

các vòng sau (B¿ng 3.3) �ã chÿng minh hißu qu¿ trong vißc làm giàu các trình tÿ có 

ái lÿc cao. 

B¿ng 3.3. Các thông sß SELEX chßn lßc aptamer �¿c hißu LPS cÿa K.pneumoniae 

Vòng chßn 
lßc 

Nßng �ß LPS cÿa K.pneumoniae (µg/µL) Thßi gian ÿ (phút) 

1 1,00 60 

2 0,80 60 

3 0,50 60 

4 0,20 45 

5 0,10 45 

6 0,04 45 

7 0,04 30 

8 0,02 30 

9 0,01 30 

10 0,01 15 

 

Sÿ làm giàu �±ÿc thß hißn rõ ràng thông qua phép thÿ oligonucleotide g¿n 

enzyme (enzyme-linked oligonucleotide assay): trong khi th± vißn ban �¿u chß cho 

tín hißu h¿p thÿ y¿u t¿i b±ßc sóng 450 nm, c±ßng �ß tín hißu t�ng �áng kß tÿ vòng 

thÿ 8 trß �i và g¿n nh± �¿t tr¿ng thái bão hòa ß vòng thÿ 10 (Hình 3.3). 
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Hình 3.3. Quá trình làm giàu th± vißn aptamer �¿c hißu vßi LPS tÿ K.pneumoniae 

trong SELEX. ssDNA �±ÿc rÿa gi¿i tÿ mßi vòng tuyßn chßn �±ÿc khu¿ch �¿i b¿ng 

PCR, sau �ó thÿc hißn PCR b¿t �ßi xÿng vßi mßi xuôi �±ÿc g¿n biotin và mßi ng±ÿc 

�±ÿc phosphoryl hóa. Các phân tÿ ssDNA g¿n biotin �±ÿc tinh s¿ch và ti¿n hành 

phân tích b¿ng phép thÿ oligonucleotide g¿n enzyme (ELONA). Bißu �ß thß hißn giá 

trß h¿p thÿ ß b±ßc sóng 450 nm cÿa các th± vißn aptamer trong các vòng SELEX. Các 

thí nghißm �±ÿc thÿc hißn �ßc l¿p bßn l¿n. 

Quá trình làm giàu các aptamer �¿c hißu vßi mÿc tiêu �±ÿc xác �ßnh b¿ng phép 

thÿ oligonucleotide g¿n enzyme (ELONA) trong sußt quá trình tuyßn chßn. Tÿ vòng 

thÿ 8, giá trß h¿p thÿ t¿i b±ßc sóng 450 nm t�ng lên �áng kß so vßi th± vißn ban �¿u, 

cho th¿y tÿ lß aptamer g¿n k¿t vßi LPS ngày càng t�ng (Hình 3.3). Sÿ gia t�ng liên 

tÿc này kh¿ng �ßnh r¿ng các aptamer có ái lÿc vßi LPS �ã �±ÿc làm giàu, và kh¿ n�ng 

g¿n k¿t g¿n nh± �¿t mÿc cÿc �¿i. Do �ó, quá trình tuyßn chßn �±ÿc dÿng l¿i sau vòng 

thÿ 10. Các s¿n ph¿m �±ÿc làm giàu tÿ vòng 10 �±ÿc khu¿ch �¿i b¿ng PCR, chèn 

vào plasmid và bi¿n n¿p vào chÿng E. coli TOP10, sau �ó �±ÿc gi¿i trình tÿ. Hình 

¿nh tách dòng aptamer �±ÿc thß hißn trong ph¿n phÿ lÿc. K¿t qu¿ thu �±ÿc 15 trình 

tÿ �¿c tr±ng, mßi trình tÿ xu¿t hißn ít nh¿t hai l¿n. Nhÿng trình tÿ này �¿i dißn cho 

các ÿng viên aptamer ±u th¿, và �±ÿc �±a vào phân tích docking phân tÿ nh¿m �ánh 

giá ái lÿc g¿n k¿t dÿ �oán �ßi vßi LPS (B¿ng 3.4). Nh± v¿y, vißc làm giàu và nh¿n 

dißn thành công 15 aptamer tßi ±u �ã cung c¿p nßn t¿ng vÿng ch¿c cho các b±ßc mô 

phßng docking in silico, mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ, và thÿc nghißm xác nh¿n, 

qua �ó cho phép lÿa chßn hÿp lý các trình tÿ có tißm n�ng nh¿t cho vißc nh¿n dißn 

LPS. 
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B¿ng 3.4. Danh sách các trình tÿ aptamer �±ÿc lÿa chßn �ß thÿc hißn nghiên cÿu mô 

phßng trong �ß tài này. Các �o¿n in �¿m bißu thß vùng mßi �±ÿc sÿ dÿng cho ph¿n 

ÿng PCR, trong khi các �o¿n còn l¿i là vùng bi¿n �ßi cÿa các aptamer. 

STT Trình tÿ Aptamer 
Sß l±ÿng 

nucleotide 

1 

ATCCGTCACACCTGCTCTACGTAATCTGAGTTTCTTGGTA

TAAGGTCTCGGACGTTACTTAGCTGAACTGCAATGGTGTT

GGCTCCCGTAT 

91 

2 

ATCCGTCACACCTGCTCTCAGGCTCGATGTAAGGCGCCTT

CTACACAGTCTTACCGATCTGTATTCTTGTCGATGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 

3 

ATCCGTCACACCTGCTCTGGAGAAATGATTAATACCTCCT

GATCGTTAGAGCTTCTTATAATATAGCTGATAATGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 

4 

ATCCGTCACACCTGCTCTAACAAATCGATGAGTGAATGTT

GAACTGCTGTTTTCTTTTCAAAGAAAGGCACGATGGTGTT

GGCTCCCGTAT 

91 

5 

ATCCGTCACACCTGCTCTACAATGACGACCACAATGCTCC

CCCAATAACTGTGTATAAGCCGTCTCCATTGTGTGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 

6 

ATCCGTCACACCTGCTCTACAATGACGACCACAATGCTCC

CCCAATAACTGTGTATAAGCCGTCTCCATTGTGTGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 

7 

ATCCGTCACACCTGCTCTCAGGGTTGTTTAATTCGTCTCA

ACGTGACATTTGCTTGAAGGTTGAGTATGGCGGTGGTGTT

GGCTCCCGTAT 

91 

8 

ATCCGTCACACCTGCTCTTGGGAAGATCTATCGAGTTCTG

GAGTGTACCGTACTGTGCATTGGCTGGTCCCATTGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 
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9 

ATCCGTCACACCTGCTCTTTGGCGATCATCGGTATTTTCA

ATTGAAAAAATTTGTTGGAAGGCTGGGCATGCTTGGTGTT

GGCTCCCGTAT 

91 

10 

ATCCGTCACACCTGCTCTGGTCAGGGACCTTTCGTCTGAA

GTATAAGGTATCGCGATCCGAAGTAGTACGCAG 

TGGTGTTGGCTCCCGTAT 

91 

11 

ATCCGTCACACCTGCTCTGGGCTCAGGGTTGAACGCACCA

AACTACGTTATATATCACTCTGATCACTATTAATGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 

12 

ATCCGTCACACCTGCTCTACATTTTACTGTCACCCCACCA

AACGTCGACGACGCTCTAATCGTCCATGATCAGTGGTGTT

GGCTCCCGTAT 

91 

13 

ATCCGTCACACCTGCTCTGCGGGACTAATGTTCATTGCGT

TTAAATATCGATGGAATAAAATGGCAGTACAAGTGGTGTT

GGCTCCCGTAT 

91 

14 

ATCCGTCACACCTGCTCTAAACTTCGATATTAAGAGCGAA

CGATTCTGCGATTATTGTGAGTAATTATCTCCATGGTGTTG

GCTCCCGTAT 

91 

15 

ATCCGTCACACCTGCTCTCGAGTAGCCAAGGGATGATCG

GAAGGTGCATTAAGGTTACCGCGCCCCGTACGCATGGTGT

TGGCTCCCGTAT 

91 

 

3.1.1.2.  �ánh giá các ÿng viên aptamer �¿c hißu vßi kháng nguyên K.pneumoniae 

in silico 

�ß bß trÿ cho k¿t qu¿ SELEX thÿc nghißm, mßt quy trình sàng lßc tính toán có 

hß thßng �ã �±ÿc thi¿t l¿p, bao gßm các b±ßc docking phân tÿ, mô phßng �ßng lÿc 

hßc phân tÿ (MD) và phân tích sß phßi trí (CN). Cách ti¿p c¿n �a b±ßc này không chß 

cho phép dÿ �oán và tinh chßnh các kißu liên k¿t giÿa aptamer và LPS mà còn cung 

c¿p mßt khung �ßnh l±ÿng nh¿m phân bißt giÿa các trình tÿ ÿng viên. �¿c bißt, phân 

tích CN �óng vai trò nßi b¿t trong toàn bß quy trình, cung c¿p mßt chß sß �áng tin c¿y 
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�ß x¿p h¿ng hißu qu¿ liên k¿t cÿa các aptamer, qua �ó nh¿n m¿nh tính ±u vißt cÿa 

chi¿n l±ÿc in silico tích hÿp �±ÿc áp dÿng trong nghiên cÿu này. 

Docking phân tÿ giÿa các aptamer và kháng nguyên LPS cÿa K.pneumoniae 

�ß có �±ÿc nhÿng hißu bi¿t ban �¿u vß kißu t±¡ng tác giÿa các aptamer và LPS, 

các mô phßng docking phân tÿ �ã �±ÿc thÿc hißn, và n�ng l±ÿng liên k¿t th¿p nh¿t 

cÿa tÿng phÿc hÿp aptamer3LPS �±ÿc tóm t¿t trong B¿ng 3.5. T¿t c¿ các phÿc hÿp 

�ßu thß hißn giá trß n�ng l±ÿng docking âm (dao �ßng tÿ -40,2 �¿n -50,13 kcal/mol), 

cho th¿y các trình tÿ �±ÿc chßn có kh¿ n�ng hình thành t±¡ng tác thu¿n lÿi vß m¿t 

nhißt �ßng hßc vßi phân tÿ �ích LPS. K¿t qu¿ này phù hÿp vßi quá trình làm giàu thu 

�±ÿc tÿ SELEX thÿc nghißm tr±ßc �ó, qua �ó cÿng cß tính tin c¿y cÿa quy trình 

tuyßn chßn aptamer trong nghiên cÿu này. 

B¿ng 3.5. N�ng l±ÿng docking cÿa 15 aptamer vßi phân tÿ LPS. �ßi vßi mßi hß 

thßng, giá trß n�ng l±ÿng docking th¿p nh¿t �±ÿc trình bày. 

Aptamer 
N�ng l±ÿng 

docking (kcal/mol) 
Aptamer 

N�ng l±ÿng docking 

(kcal/mol) 

1 - 45.80 9 - 44.27 

2 - 44.20 10 - 46.73 

3 - 46.38 11 - 47.11 

4 - 49.05 12 - 45.60 

5 - 50.13 13 - 45.99 

6 - 49.10 14 - 44.60 

7 - 49.30 15 - 49.20 

8 - 47.09   

 

�áng chú ý, các aptamer No.5 và No.7 thß hißn giá trß n�ng l±ÿng docking th¿p 

nh¿t, cho th¿y xu h±ßng liên k¿t ban �¿u m¿nh m¿ �ßi vßi LPS. M¿c dù No.9 có giá 

trß n�ng l±ÿng docking trung bình cao h¡n mßt chút (-44,27 kcal/mol), nh±ng l¿i hình 

thành bßn liên k¿t hydro riêng bißt vßi LPS, sß l±ÿng cao nh¿t trong sß t¿t c¿ các ÿng 

viên. Phát hißn này cho th¿y r¿ng �ß ái lÿc liên k¿t không chß phÿ thußc vào n�ng 

l±ÿng docking, mà còn bß chi phßi bßi ch¿t l±ÿng và sÿ phân bß cÿa các t±¡ng tác 
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phi cßng hóa trß. Aptamer No.5 cing hình thành bßn liên k¿t hydro; tuy nhiên, hai 

trong sß �ó liên quan �¿n cùng mßt c¿p gßc (T26 và nhóm KPLI cÿa LPS), �ißu này 

có thß làm gi¿m tính �a d¿ng trong m¿ng l±ßi t±¡ng tác cÿa nó so vßi aptamer No.9. 

Tßng hÿp các k¿t qu¿ docking cho th¿y aptamer No.5, aptamer No.7, và aptamer No.9 

là nhÿng ÿng viên tißm n�ng, thß hißn sÿ cân b¿ng giÿa n�ng l±ÿng liên k¿t thu¿n lÿi 

và hß s¡ t±¡ng tác �¿c tr±ng. Các c¿u hình docking tiêu bißu cùng các liên k¿t hydro 

cÿa ba aptamer này �±ÿc minh hßa trong B¿ng 3.6. Do �ó, ba aptamer này �±ÿc ±u 

tiên lÿa chßn �ß �ánh giá thêm thông qua mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ, nh¿m xem 

xét �ß ßn �ßnh và �ß bßn vÿng cÿa liên k¿t trong �ißu kißn �ßng hßc. 

 

B¿ng 3.6. C¿u trúc ba chißu cÿa ba phÿc hÿp aptamer3LPS �±ÿc lÿa chßn (No.5, 

No.7, và No.9), cùng vßi các liên k¿t hydro giÿa các c¿p gßc cÿa aptamer và LPS. 

Các phÿc hÿp này �±ÿc lÿa chßn �ß thÿc hißn mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ (MD) 

nh¿m nghiên cÿu c¡ ch¿ t±¡ng tác phân tÿ c¡ b¿n giÿa aptamer và LPS. 

Trình tÿ 

aptamer 
C¿u trúc phÿc hÿp aptamer - LPS Liên k¿t hydro 

N�ng l±ÿng 

(kcal/mol) 

No.5 

 

T26 3 KPLI (2 

liên k¿t) 

T24 3 KPLI 

G5 3 BGA6 

- 50,13 

No.7 

 

T61 3 AHE4 

G60 3 BGL5 

T44 3 AKD12 

- 49,3 
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No.9 

 

T29 3 BGA16 

G57 3 BGL11 

G58 3 AGA10 

G61 3 AKD2 

- 44,27 

 

Mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ  

Sau khi thu �±ÿc các c¿u hình docking, nhóm nghiên cÿu ti¿n hành mô phßng 

�ßng lÿc hßc phân tÿ (MD) nh¿m �ánh giá �ß ßn �ßnh và các c¿u d¿ng có lÿi vß m¿t 

n�ng l±ÿng cÿa các phÿc hÿp aptamer3LPS. K¿t qu¿ cho th¿y, sß phßi trí, �ßng hßc 

liên k¿t hydro và sÿ phân rã n�ng l±ÿng tÿ do �ã cung c¿p mßt cái nhìn �a chißu vß 

c¡ ch¿ nh¿n dißn giÿa aptamer và LPS. Quy trình này cho th¿y r¿ng ái lÿc liên k¿t 

không thß �±ÿc suy lu¿n chß tÿ mßt thông sß �¡n l¿ (ví dÿ: n�ng l±ÿng docking ho¿c 

sß l±ÿng liên k¿t hydro), mà là k¿t qu¿ cÿa sÿ t±¡ng tác phÿc t¿p giÿa các y¿u tß van 

der Waals, t)nh �ißn, hòa tan và hißu ÿng entropy. Quy trình tích hÿp này chính là 

chìa khóa giúp dung hòa các dÿ �oán tính toán vßi quan sát thÿc nghißm: m¿c dù 

aptamer No.9 thß hißn ±u th¿ vß t¿n su¿t ti¿p xúc và �ß bßn c¿u trúc, nh±ng aptamer 

No.5 l¿i �¿t �±ÿc n�ng l±ÿng tÿ do liên k¿t thu¿n lÿi h¡n và hißu qu¿ nh¿n dißn �±ÿc 

xác nh¿n b¿ng thÿc nghißm. 

Bên c¿nh các phân tích thÿc nghißm, mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ (Molecular 

Dynamics 3 MD) hißn �±ÿc xem là công cÿ tính toán quan trßng nh¿m làm rõ c¡ ch¿ 

t±¡ng tác giÿa aptamer và phân tÿ �ích ß mÿc �ß nguyên tÿ. Các nghiên cÿu g¿n �ây 

cho th¿y MD không chß hß trÿ xác �ßnh vß trí liên k¿t tißm n�ng mà còn giúp dÿ �oán 

các vùng trình tÿ quan trßng quy¿t �ßnh ái lÿc và �ß �¿c hißu cÿa aptamer. Trong 

nghiên cÿu cÿa Zhang và cßng sÿ, nßng �ß aptamer tßi ±u và hß �ßm phù hÿp �±ÿc 

xác �ßnh thông qua �¿c �ißm �ßnh dF/dT và giá trß nhißt �ß nóng ch¿y (Tm) trên các 

�±ßng cong nóng ch¿y cÿa thí nghißm phân tích nhißt huÿnh quang 

(thermofluorimetric analysis-TFA) t±¡ng ÿng [120]. Giá trß Tm cao h¡n �±ÿc ghi 

nh¿n trong các hß �ßm có c±ßng �ß ion kim lo¿i th¿p. Phân tích docking phân tÿ và 

mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ (MD) �ã làm sáng tß c¡ ch¿ nßn t¿ng cÿa các k¿t qu¿ 

TFA, cho th¿y lÿc liên k¿t và �ß ßn �ßnh cÿa phÿc AP273 aptamer3AFP bß ¿nh h±ßng 

bßi sß l±ÿng vß trí g¿n k¿t, t¿n su¿t và kho¿ng cách liên k¿t hydro, cing nh± n�ng 

l±ÿng tÿ do liên k¿t; các y¿u tß này thay �ßi tùy theo �ißu kißn hß �ßm và nßng �ß 

ion kim lo¿i. Bên c¿nh �ó, các kÿ thu¿t MD t�ng c±ßng (enhanced MD simulation) 

cing �±ÿc phát trißn nh¿m phân tích sâu h¡n tính linh �ßng c¿u trúc và sÿ bi¿n �ßi 
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c¿u d¿ng cÿa RNA/DNA aptamer [121]. Cÿ thß, aptamer có thß �±ÿc c¿t ng¿n nh¿m 

gi¿m chi phí tßng hÿp, bi¿n �ßi hóa hßc �ß t�ng kh¿ n�ng kháng nuclease, làm cÿng 

c¿u trúc �ß thu¿n lÿi cho nghiên cÿu c¿u trúc phân tÿ. Do �ó, sÿ phát trißn cÿa các 

công cÿ tính toán có kh¿ n�ng cung c¿p nhanh chóng và �áng tin c¿y các thông tin vß 

�áp ÿng c¿u trúc và �ßng hßc cÿa phân tÿ RNA/DNA tr±ßc nhÿng thay �ßi cÿa môi 

tr±ßng cÿc bß - ch¿ng h¿n nh± sÿ phân ly khßi phân tÿ �ßi tác ho¿c các bi¿n �ßi trình 

tÿ - �±ÿc xem là công cÿ có giá trß trong quá trình tßi ±u hóa các ÿng viên tißm n�ng. 

�ißu này nh¿n m¿nh ±u �ißm cÿa quy trình tích hÿp tính toán - thÿc nghißm, 

vßn v±ÿt ra ngoài mô phßng docking t)nh, h±ßng tßi vißc phân tích �ßng lÿc hßc và 

n�ng l±ÿng chi ti¿t h¡n. B¿ng cách k¿t hÿp có hß thßng các thông sß c¿u trúc, n�ng 

l±ÿng và �ßng hßc, quy trình này t¿o nên mßt khung ph±¡ng pháp vÿng ch¿c cho 

vißc sàng lßc và xác nh¿n aptamer. Cách ti¿p c¿n ph±¡ng pháp lu¿n tích hÿp này - 

nh¿n m¿nh t¿m quan trßng cÿa vißc k¿t hÿp các dÿ lißu mô phßng �a d¿ng vßi kißm 

chÿng thÿc nghißm - không chß có giá trß �ßi vßi quá trình lÿa chßn và �¿c tr±ng hóa 

aptamer mßt cách hÿp lý, mà còn có thß �±ÿc áp dÿng rßng rãi cho các nghiên cÿu 

nh¿n dißn phân tÿ trong nhißu hß sinh hßc khác nhau. 

 

3.1.1.3.  Kh¿o sát ái lÿc liên k¿t cÿa các aptamer �±ÿc chßn lßc �¿c hißu vßi kháng 

nguyên K.pneumoniae 

K¿t qu¿ SERS 

Tr±ßc khi ti¿n hành các phép �o SERS, quá trình bi¿n �ßi bß m¿t cÿa các h¿t 

nano vàng �ã �±ÿc �¿c tr±ng hóa b¿ng cách theo dõi sÿ thay �ßi th¿ zeta sau mßi 

b±ßc chÿc n�ng hóa (Hình 3.4). 

 

 

Hình 3.4. S¡ �ß minh hßa quy trình liên k¿t trong phép �o SERS 

 

Các h¿t nano vàng (AuNPs) thß hißn th¿ zeta âm cao ß mÿc -40,15 mV, kh¿ng 

�ßnh �ß bßn keo tuyßt vßi cÿa chúng. Sau khi �±ÿc g¿n streptavidin, th¿ zeta dßch 

chuyßn vß phía trung tính (-17,69 mV), phù hÿp vßi vißc các ion citrate �±ÿc thay th¿ 

b¿ng lßp protein mang �ißn tích g¿n trung hòa ß pH sinh lý. Quá trình g¿n các aptamer 
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�±ÿc biotin hóa ti¿p theo làm gi¿m thêm giá trß th¿ zeta xußng -26,83 mV, -28,10 mV 

và -30,74 mV l¿n l±ÿt �ßi vßi aptamer No.5, No.7 và No.9, ph¿n ánh sÿ g¿n k¿t cÿa 

các khung x±¡ng DNA mang �ißn tích âm lên bß m¿t h¿t nano. Trong sß �ó, aptamer 

No.9 gây ra sÿ thay �ßi rõ rßt nh¿t, gÿi ý lßp phÿ dày �¿c h¡n ho¿c hißu qu¿ g¿n k¿t 

cao h¡n. Sau khi ÿ vßi LPS, nhÿng thay �ßi �¿c tr±ng vß �ißn tích bß m¿t �ã �±ÿc 

quan sát th¿y: aptamer No.5 và No.9 cho th¿y sÿ gi¿m m¿nh �ß âm bß m¿t (l¿n l±ÿt 

còn -12,05 mV và -15,09 mV), cho th¿y sÿ liên k¿t m¿nh giÿa aptamer và LPS, có 

kh¿ n�ng gây ra hißn t±ÿng che ch¿n �ißn tích và tái s¿p x¿p c¿u hình t¿i giao dißn 

h¿t nano. Ng±ÿc l¿i, aptamer No.7 chß thß hißn sÿ thay �ßi nh¿ (-28,10 lên -25,53 

mV), cho th¿y ái lÿc liên k¿t y¿u h¡n. Tßng thß, các k¿t qu¿ này chÿng minh r¿ng 

phân tích th¿ zeta là ph±¡ng pháp hißu qu¿ �ß theo dõi tÿng b±ßc bi¿n �ßi bß m¿t và 

xác nh¿n quá trình nh¿n dißn mÿc tiêu. Trong �ó, aptamer No.9 thß hißn hißu su¿t cao 

nh¿t trong c¿ hai giai �o¿n chÿc n�ng hóa AuNPs và t±¡ng tác vßi LPS, ti¿p theo là 

No.5, trong khi No.7 kém hißu qu¿ h¡n. 

Sau khi xác nh¿n sÿ thay �ßi �ißn tích bß m¿t b¿ng phân tích th¿ zeta, phép �o 

SERS �±ÿc ti¿n hành nh¿m hißu sâu h¡n vß các t±¡ng tác ß c¿p �ß phân tÿ. SERS là 

ph±¡ng pháp có �ß nh¿y cao, cung c¿p thông tin phß cho phép nh¿n d¿ng phân tÿ mà 

không c¿n g¿n nhãn. Ph±¡ng pháp này �ã �±ÿc chÿng minh có kh¿ n�ng phát hißn 

d¿u v¿t cÿa nhißu lo¿i ch¿t phân tích, tÿ ion kim lo¿i, ch¿t ô nhißm �¿n các hÿp ch¿t 

phÿc t¿p h¡n nh± protein ho¿c th¿m chí là vi sinh v¿t [1223125]. �¿c bißt, SERS �ã 

�±ÿc sÿ dÿng nh± mßt công cÿ m¿nh m¿ �ß phân tích aptamer và t±¡ng tác aptamer3

protein, tÿ �ó thúc �¿y kh¿o sát sÿ thay �ßi phß SERS cÿa các chußi aptamer �±ÿc 

chßn khi có sÿ hißn dißn cÿa LPS tÿ K.pneumoniae. Các b±ßc liên k¿t trong phép �o 

SERS �±ÿc trình bày trong hình 3.4 và phß SERS cÿa ba aptamer �±ÿc thß hißn trong 

hình 3.5. 
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Hình 3.5. Phß tán x¿ Raman t�ng c±ßng bß m¿t (SERS) cÿa các aptamer (A) No.5, 

(B) No.7, (C). No.9 �±ÿc lÿa chßn tr±ßc và sau khi t±¡ng tác vßi LPS tÿ 

K.pneumoniae. Sÿ khác bißt trong phß ph¿n ánh nhÿng thay �ßi ß c¿p �ß phân tÿ khi 

x¿y ra liên k¿t giÿa aptamer và LPS. 

Aptamer là các phân tÿ DNA sÿi �¡n, do �ó thß hißn nhÿng �¿c tr±ng phß SERS 

m¿nh và �ißn hình cÿa oligonucleotide. Tuy nhiên, sÿ khác bißt vß trình tÿ nucleotide 

và thành ph¿n base có thß d¿n �¿n bi¿n thiên trong phß SERS, vì tín hißu phÿ thußc 

cao vào c¿u hình phân tÿ cÿa aptamer và �¿c tính liên k¿t cÿa nó vßi bß m¿t kim lo¿i 

�±ÿc sÿ dÿng �ß t�ng c±ßng tín hißu [126]. Trong Hình 3.5, ba aptamer thß hißn sÿ 

khác bißt vß c±ßng �ß phß, tuy nhiên t¿t c¿ �ßu cho th¿y các �¿c tr±ng dao �ßng �¿c 

tr±ng cÿa DNA. Cÿ thß, các d¿i t¿i 6403646 cm{¹, 7243733 cm{¹ và 136031367 cm{¹ 

t±¡ng ÿng vßi dao �ßng vòng cÿa các base nit¡. Các d¿i t¿i 9423950 cm{¹, 11523

1158 cm{¹, 126131273 cm{¹, 147031472 cm{¹ và 160631607 cm{¹ �±ÿc gán cho dao 

�ßng kéo giãn cÿa các liên k¿t C3C, C3N và C=C trong base, trong khi các d¿i t¿i 

104231044 cm{¹ �±ÿc quy cho dao �ßng cÿa �±ßng (dao �ßng C3O và kéo giãn N3

�±ßng). Ngoài ra, các d¿i t¿i 8143826 cm{¹ t±¡ng ÿng vßi dao �ßng cÿa khung 

phosphate trong chußi DNA [127]. �áng chú ý, aptamer No.7 thß hißn c±ßng �ß tín 

hißu y¿u h¡n �áng kß t¿i các d¿i này so vßi No.5 và No.9. Sÿ suy gi¿m này nhißu kh¿ 

n�ng xu¿t phát tÿ c¿u trúc b¿c hai và h±ßng g¿n cÿa nó khi �±ÿc cß �ßnh thông qua 

liên k¿t streptavidin3biotin, có thß khi¿n các base nit¡ n¿m xa h¡n khßi bß m¿t vàng, 

tÿ �ó làm gi¿m hißu ÿng t�ng c±ßng hóa hßc. 
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Sau khi bß sung LPS, sÿ gi¿m chßn lßc vß c±ßng �ß cÿa các �ßnh �¿c tr±ng cho 

DNA, cùng vßi sÿ dßch chuyßn nh¿ cÿa mßt sß �ßnh, �ã �±ÿc quan sát th¿y, nßi b¿t 

nh¿t là ß aptamer No.5 (Hình 3.5A). Trong kho¿ng 85631106 cm{¹ cÿa phß SERS 

�ßi vßi các h¿t nano vàng �±ÿc chÿc n�ng hóa b¿ng aptamer No.5 thông qua liên k¿t 

streptavidin3biotin, ba �ßnh phß chßng l¿n mßt ph¿n �ã �±ÿc phát hißn. Khi t±¡ng 

tác vßi LPS, các �ßnh này cho th¿y sÿ gi¿m rõ rßt vß c±ßng �ß tín hißu. Vùng phß 

này th±ßng �±ÿc gán cho các dao �ßng cÿa khung �±ßng3phosphate cÿa DNA, bao 

gßm dao �ßng kéo giãn C3O/C3C cÿa �±ßng ribose (~93031060 cm{¹) và dao �ßng 

kéo giãn �ßi xÿng cÿa nhóm phosphate (PO¢{, ~108531100 cm{¹). Sÿ liên k¿t cÿa 

No.5 vßi LPS có kh¿ n�ng làm thay �ßi h±ßng và sÿ s¿p x¿p không gian cÿa các base 

nit¡ và �o¿n khung x±¡ng, khi¿n chúng tái �ßnh h±ßng so vßi bß m¿t vàng ho¿c bß 

che ch¿n bßi môi tr±ßng �ißn môi cßng kßnh cÿa LPS. Do �ó, c¿ hißu ÿng t�ng c±ßng 

hóa hßc tÿ t±¡ng tác trÿc ti¿p base3Au và hißu ÿng t�ng c±ßng �ißn tÿ t¿i các <�ißm 

nóng= (hotspots) �ßu bß suy gi¿m, d¿n �¿n sÿ y¿u �i cÿa các d¿i �¿c tr±ng cho DNA. 

H¡n nÿa, do LPS chÿa nhißu nhóm �±ßng và phosphate, vißc hình thành phÿc 

aptamer3LPS có thß chi¿m thêm không gian xung quanh aptamer, làm gi¿m m¿t �ß 

các �ißm nóng và thay �ßi h¿ng sß �ißn môi cÿc bß, tÿ �ó làm gia t�ng sÿ suy gi¿m 

tín hißu dao �ßng cÿa DNA trong vùng phß này. Tßng hÿp l¿i, nhÿng quan sát này 

cho th¿y các thay �ßi phß b¿t ngußn tÿ sÿ hình thành �¿c hißu cÿa phÿc hÿp aptamer3

LPS, làm bi¿n �ßi c¿u hình phân tÿ và môi tr±ßng vi mô cÿa aptamer trên bß m¿t h¿t 

nano vàng. 

K¿t qu¿ SERS cho th¿y chß có aptamer No.5 thß hißn các thay �ßi phß rõ rßt 4 

�¿c tr±ng cho sÿ liên k¿t �¿c hißu vßi LPS 4 trong khi No.7 và No.9 không cho th¿y 

bi¿n �ßi t±¡ng tÿ. Sÿ khác bißt này gÿi ý r¿ng, m¿c dù c¿ ba aptamer �ßu có thß g¿n 

k¿t vßi LPS thông qua t±¡ng tác t)nh �ißn, chß aptamer No.5 mßi hình thành �±ÿc 

mßt t±¡ng tác ßn �ßnh và thu¿n lÿi vß m¿t c¿u trúc, giúp các base nit¡ cÿa nó �ßnh 

h±ßng và ti¿p c¿n ß vß trí thích hÿp cho vißc phát hißn b¿ng SERS. Khi aptamer thay 

�ßi c¿u hình khi g¿n vßi phân tÿ �ích, các �ßnh ÿng vßi khung phosphate, base 

purine/pyrimidine và liên k¿t glycosidic dßch chuyßn ho¿c thay �ßi c±ßng �ß - �ó là 

d¿u hißu trÿc ti¿p cÿa t±¡ng tác �¿c hißu, chÿ không ph¿i h¿p phÿ ng¿u nhiên [128]. 

Nhÿng k¿t qu¿ này nh¿n m¿nh vai trò quan trßng cÿa trình tÿ nucleotit và sÿ t±¡ng 

thích vß c¿u hình không gian trong vißc quy¿t �ßnh �ß bßn cing nh± kh¿ n�ng nh¿n 

bi¿t cÿa t±¡ng tác aptamer3�ích, �ßng thßi kh¿ng �ßnh No.5 là ÿng viên tißm n�ng 

nh¿t cho nh¿n dißn LPS trong hß thßng này. 
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K¿t qu¿ �o �ißn hóa �ánh giá ái lÿc và tính �¿c hißu cÿa aptamer 

Phß trß kháng �ißn hóa (EIS) là mßt công cÿ m¿nh m¿ dùng �ß phân tích các 

�¿c tính bß m¿t liên quan �¿n quá trình nh¿n bi¿t sinh hßc x¿y ra trên các bß m¿t �ã 

�±ÿc bi¿n tính, thông qua vißc �o dòng �ißn truyßn electron qua bß m¿t có ho¿t tính 

sinh hßc. Mô hình Randles bißu dißn mßt m¿ch �ißn t±¡ng �±¡ng �±ÿc sÿ dÿng rßng 

rãi nh¿m mô t¿ các quá trình �ißn hóa t¿i giao dißn �ißn cÿc3�ißn ly. Mô hình này 

bao gßm bßn thành ph¿n chính: (1) Rs 3 �ißn trß dung dßch, bißu thß �ißn trß cÿa dòng 

electron khi �i qua giao dißn �ißn cÿc3�ißn ly; (2) Cdl 3 �ißn dung lßp kép, thß hißn 

�ißn dung �¿c tr±ng t¿i giao dißn giÿa �ißn cÿc và dung dßch �ißn ly; (3) RCT 3 �ißn 

trß chuyßn �ißn tích, chßu ¿nh h±ßng trÿc ti¿p bßi t±¡ng tác giÿa aptamer và ch¿t 

phân tích mÿc tiêu; và (4) Zw 3 trß kháng Warburg, �¿i dißn cho sÿ khu¿ch tán, có 

giá trß �áng kß khi quá trình chuyßn electron bß chi phßi bßi khu¿ch tán. Mô hình này 

�óng vai trò quan trßng trong phß trß kháng �ißn hóa (EIS), cung c¿p nhÿng thông 

tin chuyên sâu hÿu ích cho thi¿t k¿ và �ánh giá c¿m bi¿n, trong �ó thông sß c¿m bi¿n 

then chßt là Rct. Nhißu nghiên cÿu tr±ßc �ây �ã chß ra r¿ng EIS là mßt ph±¡ng pháp 

�¡n gi¿n và hißu qu¿ �ß �ánh giá t±¡ng tác giÿa aptamer và ch¿t �ích [129][130]. 

Trong nghiên cÿu này, �ißn cÿc carbon in s¿n phÿ h¿t nano vàng (AuNPs/SPCE) 

�±ÿc sÿ dÿng. Aptamer �±ÿc cß �ßnh trên AuNPs/SPCE. Quá trình bi¿n tính �ißn cÿc 

tÿng b±ßc (sÿ dÿng aptamer No.5 �ß �ánh giá) �±ÿc theo dõi b¿ng EIS, và k¿t qu¿ 

�±ÿc thß hißn ß hình 3.6. Khi bi¿n tính SPCE/AuNPs b¿ng streptavidin (SA), �ißn 

trß chuyßn �ißn tích (RCT) t�ng tÿ 0,32 k« lên 1,32 k«, cho th¿y streptavidin �ã 

�±ÿc g¿n thành công lên bß m¿t �ißn cÿc AuNPs/SPCE. Sÿ t�ng này là do streptavidin 

t¿o nên mßt lßp màng cách �ißn, làm gi¿m kh¿ n�ng d¿n �ißn cÿa bß m¿t �ißn cÿc 

[131]. Ti¿p theo, aptamer g¿n biotin �±ÿc cß �ßnh trên bß m¿t thông qua t±¡ng tác 

�¿c hißu giÿa biotin và streptavidin, sau �ó bß m¿t �±ÿc ch¿n l¿i b¿ng acid 

mercaptosuccinic (MUA). �áng chú ý, vißc bß sung MSA gây ra sÿ gi¿m nh¿ �ißn 

trß chuyßn �ißn tích, thß hißn qua vißc RCT gi¿m tÿ 1,32 k« xußng 1,06 k«. �ß kh¿o 

sát ho¿t �ßng cÿa �ißn cÿc �ã g¿n aptamer, m¿u �±ÿc ti¿p xúc vßi dung dßch LPS 

trong PBS 1X ß nßng �ß 10 µg/mL. Khi �ó, giá trß RCT t�ng tÿ 1,06 k« lên 1,50 k«, 

cho th¿y sÿ g¿n k¿t cÿa LPS. Sÿ thay �ßi tu¿n tÿ cÿa RCT chÿng minh quá trình l¿p 

ráp lßp c¿m bi¿n tÿng b±ßc �±ÿc thÿc hißn thành công và sÿ nh¿n bi¿t �¿c hißu LPS 

bßi aptamer No.5 (Hình 3.6A). 
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Hình 3.6. (A) S¡ �ß c¡ ch¿ cÿa phép �o phß trß kháng �ißn hóa. �ß thß Nyquist cÿa 

�ißn cÿc AuNPs/SPCE �±ÿc ghi l¿i trong dung dßch 0,1 M KCl có chÿa 5 mM 

[Fe(CN)¦]³{/t{ t¿i th¿ hß m¿ch (OCP), trong d¿i t¿n sß tÿ 50 mHz �¿n 100 kHz vßi 

biên �ß dao �ßng AC là 10 mV AuNPs/SPCE. (B3D) �ß thß Nyquist cÿa các �ißn 

cÿc �ã �±ÿc cß �ßnh aptamer l¿n l±ÿt No.5, No.7 và No.9 sau khi ti¿p xúc vßi các 

nßng �ß khác nhau cÿa LPS tÿ K.pneumoniae (10, 25, 50 và 100 µg/mL), thß hißn 

�áp ÿng trß kháng phÿ thußc vào nßng �ß. 

Hß thßng này sau �ó �±ÿc sÿ dÿng �ß kh¿o sát �ß ái lÿc liên k¿t (binding 

affinity) cÿa tÿng trình tÿ aptamer �±ÿc chßn vßi LPS tÿ K.pneumoniae ATCC b¿ng 

cách cho các �ißn cÿc �ã cß �ßnh aptamer ti¿p xúc vßi các nßng �ß khác nhau cÿa 

LPS trong dung dßch �ßm 1× PBS. Nh± dÿ �oán, các thay �ßi vß trß kháng �ißn �±ÿc 

ghi nh¿n khi x¿y ra quá trình g¿n k¿t vßi LPS. Cÿ thß, aptamer No.5 thß hißn sÿ t�ng 

rõ rßt vß trß kháng, trong khi No.7 l¿i cho th¿y xu h±ßng gi¿m trß kháng (Hình 3.6B, 

C). Ng±ÿc l¿i, �áp ÿng trß kháng cÿa No.9 h¿u nh± không thay �ßi khi có m¿t LPS 

(Hình 3.6D), cho th¿y kh¿ n�ng t±¡ng tác y¿u. Các k¿t qu¿ này gÿi ý r¿ng trong sß 

các trình tÿ �±ÿc thÿ nghißm, aptamer No.5 có �ß ái lÿc liên k¿t m¿nh và ßn �ßnh 

nh¿t �ßi vßi LPS, trong khi No.7 cho ph¿n ÿng không �ißn hình và No.9 bißu hißn ái 

lÿc r¿t th¿p. �ißu này kh¿ng �ßnh No.5 là ÿng viên aptamer tißm n�ng nh¿t cho vißc 

phát trißn c¿m bi¿n sinh hßc. �áng chú ý, các giá trß �RCT thß hißn xu h±ßng trái 
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ng±ÿc nhau giÿa aptamer No.5 và No.7 sau khi ti¿p xúc vßi LPS. �ßi vßi aptamer 

No.5, �RCT d±¡ng �±ÿc ghi nh¿n, có thß gi¿i thích do sÿ hình thành phÿc hÿp 

aptamer3LPS bßn vÿng trên bß m¿t �ißn cÿc, c¿n trß quá trình truyßn �ißn tích cÿa 

ch¿t oxi hóa3khÿ, tÿ �ó làm t�ng �ißn trß giao dißn. Ng±ÿc l¿i, aptamer No.7 l¿i thß 

hißn �RCT âm, tÿc là gi¿m �ißn trß truyßn �ißn tích sau khi g¿n k¿t vßi LPS. Hành vi 

không �ißn hình này có thß b¿t ngußn tÿ sÿ tái s¿p x¿p c¿u trúc bß m¿t do t±¡ng tác 

aptamer3LPS gây ra, làm thay �ßi c¿u trúc giao dißn theo h±ßng thu¿n lÿi h¡n cho 

quá trình truyßn �ißn tÿ. Ngoài ra, �ißn tích âm m¿nh cÿa LPS cing có thß trung hòa 

ho¿c phân bß l¿i �ißn tích t¿i giao dißn �ißn cÿc khi có m¿t aptamer No.7, qua �ó 

gi¿m hàng rào t)nh �ißn �ßi vßi c¿p oxi hóa3khÿ [Fe(CN)¦]³{/t{. Nhÿng khác bißt này 

�±ÿc gi¿i thích rõ h¡n thông qua phân tích �ßng lÿc hßc phân tÿ (MD). Aptamer No.5 

�±ÿc phát hißn hình thành các liên k¿t hydro ßn �ßnh vßi LPS, bao gßm T263KPLI 

(hai liên k¿t), T243KPLI và G53BGA6, t¿o nên các �ißm neo bßn vÿng cho phÿc 

hÿp, t±¡ng ÿng vßi sÿ t�ng trß kháng ßn �ßnh trong EIS. Trong khi �ó, No.7 chÿ y¿u 

hình thành liên k¿t hydro vßi các gßc T613AHE4, G603BGL5 và T443AKD12, cho 

th¿y t±¡ng tác y¿u ho¿c kém ßn �ßnh h¡n, phù hÿp vßi hißn t±ÿng gi¿m �RCT �ã quan 

sát �±ÿc. 
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Hình 3.7. Tính chßn lßc cÿa các �ißn cÿc AuNPs/SPCE �±ÿc cß �ßnh aptamer No.5 

(A) và No.7 (B) �ßi vßi các ch¿t phân tích khác nhau, bao gßm LPS tÿ E. coli (1 

µg/mL), BSA (1 µg/mL), glucose (1 µg/mL) và LPS tÿ K.pneumoniae (10 ng/mL). 

Các bißu �ß cßt minh hßa sÿ thay �ßi �ißn trß chuyßn �ißn tÿ (�RCT) �±ÿc tính toán 

tÿ phß trß kháng �ißn hóa faradaic. (C) H¿ng sß phân ly (Kd) cÿa aptamer No.5 �±ÿc 

xác �ßnh tÿ sÿ thay �ßi c±ßng �ß dòng �ßnh (�I) �o b¿ng ph±¡ng pháp Volt-ampe 

xung vi phân (DPV), dÿa trên ph±¡ng trình hßi quy phi tuy¿n. 

Tßng hÿp l¿i, các k¿t qu¿ này cho th¿y aptamer No.5 hình thành các t±¡ng tác 

phân tÿ thu¿n lÿi h¡n vßi LPS, d¿n �¿n tín hißu �ißn hoá ßn �ßnh và �áng tin c¿y, 

trong khi aptamer No.7 thß hißn hành vi g¿n k¿t kém ßn �ßnh, làm suy gi¿m tißm n�ng 

cÿa nó nh± mßt ph¿n tÿ nh¿n bi¿t trong c¿m bi¿n sinh hßc. Ngoài ra, ph¿n ÿng EIS 

g¿n nh± không thay �ßi cÿa aptamer No.9 khi t�ng nßng �ß LPS phù hÿp vßi k¿t qu¿ 

mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ (MD), trong �ó chß ghi nh¿n m¿ng l±ßi liên k¿t hydro 

th±a thßt và y¿u, bao gßm T293BGA16, G573BGL11, G583AGA10, và G613AKD2. 

Các liên k¿t này phân bß r¿i rác dßc theo c¿u trúc aptamer và có xu h±ßng xu¿t hißn 

ß vùng ngo¿i vi cÿa O-antigen ho¿c lõi polysaccharide, d¿n �¿n mÿc n�ng l±ÿng liên 

k¿t nông và �ß linh �ßng c¿u d¿ng cao. Nhÿng t±¡ng tác y¿u và thoáng qua này ng�n 

c¿n sÿ hình thành lßp che phÿ �¿c ho¿c sÿ ti¿p c¿n g¿n giÿa LPS và bß m¿t �ißn cÿc, 
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do �ó không c¿n trß �áng kß quá trình truyßn �ißn tích cÿa c¿p oxi hóa3khÿ 

[Fe(CN)¦]³{/t{. K¿t qu¿ là �RCT và các thông sß giao dißn khác g¿n nh± không thay 

�ßi. Nói cách khác, aptamer No.9 chß g¿n k¿t vßi LPS mßt cách y¿u và t¿m thßi, t¿o 

ra m¿t �ß phÿ bß m¿t th¿p và ít ¿nh h±ßng �¿n quá trình truyßn �ißn tích, �ißu này 

gi¿i thích cho �±ßng �áp ÿng EIS ph¿ng và kh¿ng �ßnh r¿ng aptamer No.9 không 

ph¿i là ÿng viên phù hÿp cho phát hißn LPS nh¿y.  

�ß �ánh giá thêm tính �¿c hißu cÿa các aptamer �ßi vßi LPS, nhóm nghiên cÿu 

�ã kh¿o sát ph¿n ÿng cÿa chúng vßi các ch¿t gây nhißu tißm n�ng, bao gßm LPS tÿ 

E. coli, BSA và glucose, mßi ch¿t ß nßng �ß cao g¿p 100 l¿n so vßi LPS tÿ 

K.pneumoniae. K¿t qu¿ cho th¿y aptamer No.5 thß hißn ph¿n ÿng r¿t nhß vßi các ch¿t 

không �¿c hißu, �±ÿc ph¿n ánh qua sÿ thay �ßi �RCT không �áng kß (Hình 3.7A). 

Ng±ÿc l¿i, aptamer No.7 thß hißn �ß ái lÿc th¿p vßi LPS tÿ E. coli nh±ng l¿i cho �áp 

ÿng cao b¿t th±ßng �ßi vßi BSA và glucose (Hình 3.7B), vßi giá trß �RCT âm. �ißu 

này chß ra r¿ng tín hißu EIS cÿa No.7 chÿ y¿u b¿t ngußn tÿ t±¡ng tác không �¿c hißu 

và các hißu ÿng môi tr±ßng, thay vì tÿ liên k¿t �¿c hißu vßi LPS �ích. Cÿ thß, BSA 3 

mßt protein mang �ißn tích âm (�ißm �¿ng �ißn pI = 4.7) 3 có thß h¿p phÿ lên bß m¿t 

�ißn cÿc �ã cß �ßnh aptamer, gây tái s¿p x¿p môi tr±ßng �ißn tích cÿc bß, tÿ �ó gi¿m 

lÿc �¿y t)nh �ißn �ßi vßi c¿p oxi hóa3khÿ [Fe(CN)¦]³{/t{ và làm gi¿m �ißn trß giao 

dißn. Glucose, ß nßng �ß cao, có thß thay �ßi h¿ng sß �ißn môi và �ß nhßt cÿa dung 

dßch, �ßng thßi hình thành các liên k¿t hydro y¿u vßi các base ho¿c nhóm phosphate 

lß ra cÿa aptamer, cing nh± vßi giao dißn streptavidin/biotin, tÿ �ó gây ra sÿ tái tß 

chÿc bß m¿t thu¿n lÿi cho quá trình truyßn �ißn tÿ. Ng±ÿc l¿i, các motif O-antigen 

và lõi polysaccharide �¿c tr±ng cÿa LPS tÿ E. coli không t±¡ng thích vßi vùng nh¿n 

bi¿t cÿa aptamer No.7, phù hÿp vßi k¿t qu¿ mô phßng MD cho th¿y m¿ng l±ßi liên 

k¿t hydro th±a thßt và thi¿u t±¡ng tác hißp �ßng, d¿n �¿n �ß bßn liên k¿t th¿p. Các 

k¿t qu¿ này chß ra r¿ng aptamer No.7 nh¿y c¿m h¡n vßi hißn t±ÿng bám protein và 

các hißu ÿng bß m¿t do dung dßch gây ra h¡n là vßi nh¿n bi¿t �¿c hißu cÿa LPS, do 

�ó h¿n ch¿ kh¿ n�ng ÿng dÿng cÿa nó nh± mßt �¿u dò c¿m bi¿n �áng tin c¿y. 

�ß mô t¿ �ß m¿nh cÿa ái lÿc liên k¿t giÿa aptamer No.5 và LPS, h¿ng sß phân 

ly (Kd) cÿa aptamer �±ÿc tính toán dÿa trên sÿ thay �ßi c±ßng �ß dòng �ßnh (�I), 

�±ÿc �o b¿ng ph±¡ng pháp Volt-ampe xung vi phân (DPV). Giá trß Kd �±ÿc xác �ßnh 



 

 
 

91 

b¿ng cách khßp dÿ lißu thÿc nghißm theo mô hình h¿p phÿ �¿ng nhißt Langmuir. K¿t 

qu¿ cho th¿y aptamer No.5 có ái lÿc liên k¿t cao vßi giá trß Kd = 6,68 nM (Hình 

3.7C). Giá trß này t±¡ng �±¡ng vßi các kháng thß có ái lÿc cao, vßn th±ßng thß hißn 

giá trß Kd trong kho¿ng nanomol �ßi vßi các phân tÿ �ích kích th±ßc nhß [132]. So 

vßi các aptamer �±ÿc chßn lßc cho LPS tÿ E. coli O55:B5 b¿ng ph±¡ng pháp 

NECEEM không dÿa trên SELEX, giá trß Kd cÿa Seq 5 cing thß hißn mÿc �ß t±¡ng 

�±¡ng [133]. �áng chú ý, aptamer có ái lÿc cao nh¿t �±ÿc báo cáo tr±ßc �ó (Kd = 12 

nM) �ã �±ÿc sÿ dÿng trong nhißu nghiên cÿu �ß phát trißn c¿m bi¿n sinh hßc vßi gißi 

h¿n phát hißn (LOD) �¿t �¿n 1 pg/mL LPS, cho th¿y r¿ng aptamer No.5 trong nghiên 

cÿu này có tißm n�ng r¿t lßn trong vißc phát trißn các c¿m bi¿n aptamer (aptasensor) 

có �ß nh¿y và �ß chßn lßc cao. 

Ban �¿u, th± vißn ssDNA �±ÿc thi¿t k¿ vßi vùng ng¿u nhiên dài 55 nucleotide 

(N55) nh¿m �¿m b¿o sÿ cân b¿ng giÿa �a d¿ng trình tÿ, kh¿ n�ng hình thành c¿u trúc 

không gian phÿc t¿p và kh¿ n�ng thao tác thÿc nghißm thu¿n lÿi nh¿m t�ng hißu su¿t 

chßn lßc SELEX [134]. N�m 2016, nhóm nghiên cÿu cÿa Kim và cßng sÿ �ã ��ng 

ký b¿ng sáng ch¿ KR101605846B1 chßn lßc aptamer �¿c hißu cho K.pneumoniae 

chÿng KCTC2208 sÿ dÿng kÿ thu¿t Whole-Cell SELEX. Vßi kÿ thu¿t này, aptamer 

cho thß g¿n vßi b¿t kÿ epitope bß m¿t nào, và r¿t khó kißm soát ph¿n ÿng chéo vßi 

các chÿng Gram âm khác có bß m¿t t±¡ng tÿ. Vßi nghiên cÿu trên kháng nguyên LPS 

cÿa K.pneumoniae, aptamer �±ÿc chßn lßc b¿ng kÿ thu¿t SELEX k¿t hÿp vßi docking 

phân tÿ, mô phßng �ßng lÿc hßc phân tÿ cho phép truy v¿t phân tÿ �¿c hißu (xác �ßnh 

lipid A vs O-antigen vßi lõi), phù hÿp h¡n cho ch¿n �oán nßi �ßc tß. �¿c bißt, LPS 

này có ngußn gßc tÿ K.pneumoniae ATCC 15380 thußc typ huy¿t thanh K1, kháng 

nguyên O1, trong �ó ß Vißt Nam, typ huy¿t thanh K1 chi¿m kho¿ng 19,2% và th±ßng 

là chÿng siêu �ßc; chÿng mang kháng nguyên O1 chi¿m tßi 77% chÿng 

K.pneumoniae �ßc lÿc cao [135]; �ißu này cho th¿y lu¿n án �ã lÿa chßn kháng nguyên 

phù hÿp cho sàng lßc aptamer giám sát các chÿng �ßc lÿc và phß bi¿n ß Vißt Nam. 

Tuy nhiên, vißc chßn lßc aptamer dÿa trên kháng nguyên LPS th±¡ng m¿i cing tßn 

t¿i nhißu h¿n ch¿. Mßt thách thÿc lßn trong quá trình SELEX �ßi vßi LPS là tính dß 

thß c¿u trúc (heterogeneity) cÿa LPS th±¡ng m¿i. LPS th±¡ng m¿i không tßn t¿i d±ßi 

d¿ng mßt phân tÿ �ßng nh¿t mà là hßn hÿp gßm nhißu phân tÿ chÿa O-antigen có tính 
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�a d¿ng cao, d¿n �¿n hißn t±ÿng tuyßn chßn phân tán thay vì t¿p trung vào mßt vß trí 

nh¿n dißn �¿c hißu, khi¿n aptamer có kh¿ n�ng nh¿n dißn chéo giÿa các chÿng vi 

khu¿n Gram âm khác nhau. Chính vì v¿y, trong b¿ng sáng ch¿ WO2022169890A1 

cÿa Tao Jiang n�m 2022, quá trình chßn lßc �ã sÿ dÿng thêm lipoteichoic acid (LTA) 

làm �ích dung �ß chßn lßc �ßi kháng nh¿m lo¿i bß các aptamer có kh¿ n�ng liên k¿t 

không �¿c hißu vßi các c¿u trúc b¿o tßn phß bi¿n trên vi khu¿n. �ißu này cho th¿y 

vißc thi¿t k¿ chi¿n l±ÿc counter-SELEX phù hÿp �óng vai trò �¿c bißt quan trßng 

nh¿m nâng cao �ß �¿c hißu cÿa aptamer �ßi vßi tÿng loài ho¿c tÿng nhóm vi khu¿n 

mÿc tiêu. Mßt h¿n ch¿ �áng chú ý nÿa trong quá trình chßn lßc aptamer kháng LPS 

là sÿ khác bißt giÿa LPS tinh s¿ch in vitro và tr¿ng thái tßn t¿i tÿ nhiên cÿa LPS in 

situ trên bß m¿t vi khu¿n sßng. LPS th±¡ng m¿i tinh khi¿t không thß tái hißn �¿y �ÿ 

tß chÿc không gian cÿa LPS trên màng ngoài vi khu¿n, bao gßm m¿t �ß phân bß, sÿ 

neo giÿ cÿa lipid A trong lßp lipid kép cing nh± các t±¡ng tác vßi protein màng ngoài 

(outer membrane proteins 3 OMPs) lân c¿n. Vì v¿y, aptamer �±ÿc chßn lßc hißu qu¿ 

trên LPS tinh s¿ch có thß ch±a ch¿c có kh¿ n�ng nh¿n dißn vi khu¿n sßng trong �ißu 

kißn thÿc t¿.  

Trong nghiên cÿu này, mßt quá trình kh¿o sát toàn dißn k¿t hÿp giÿa mô phßng 

tính toán và thí nghißm thÿc nghißm �ã �±ÿc ti¿n hành nh¿m hißu rõ c¡ ch¿ và lÿa 

chßn �±ÿc aptamer có ái lÿc tßt nh¿t �ßi vßi LPS. Tr±ßc h¿t, quy trình SELEX truyßn 

thßng �±ÿc thÿc hißn, thu �±ÿc 15 trình tÿ ssDNA tißm n�ng sau 10 vòng tuyßn chßn. 

Ti¿p theo, các c¿u trúc ba chißu cÿa nhÿng trình tÿ này và phân tÿ LPS �±ÿc xây 

dÿng �ß thÿc hißn phân tích docking, tÿ �ó chßn ra các ÿng viên tßt nh¿t cho nghiên 

cÿu �ßng lÿc hßc phân tÿ (MD) và xác minh b¿ng thí nghißm thÿc nghißm. Ba ÿng 

viên �±ÿc chßn là aptamer No.5 và No.7 (có n�ng l±ÿng docking cao nh¿t) và aptamer 

No.9 (có sß l±ÿng liên k¿t hydro cao nh¿t, t±¡ng �±¡ng vßi No.5). Trong nghiên cÿu 

mô phßng tính toán, k¿t qu¿ �ßng lÿc hßc phân tÿ cho th¿y aptamer No. 5 có t±¡ng 

tác liên k¿t bßn vÿng và ßn �ßnh nh¿t. M¿c dù aptamer No.7 có �ißm docking cao h¡n 

No.9, nh±ng l¿i kém ßn �ßnh h¡n �áng kß trong mô phßng, gÿi ý r¿ng mßt aptamer 

tßt c¿n �ßng thßi có �ißm docking cao và sß l±ÿng liên k¿t hydro lßn �ß �¿t �±ÿc kh¿ 

n�ng nh¿n dißn �¿c hißu cao vßi �ích. Vß m¿t thí nghißm, các kÿ thu¿t nh± phß tán 

x¿ Raman t�ng c±ßng bß m¿t (SERS) và phß trß kháng �ißn hóa (EIS) �ã �±ÿc sÿ 
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dÿng �ß �ánh giá �¿c tính liên k¿t cÿa ba aptamer �±ÿc chßn vßi LPS. K¿t qu¿ thÿc 

nghißm phù hÿp ch¿t ch¿ vßi mô phßng, khi aptamer No.5 thß hißn ái lÿc và �ß chßn 

lßc cao nh¿t �ßi vßi LPS. Sÿ t±¡ng �ßng giÿa k¿t qu¿ mô phßng và thÿc nghißm �ã 

kh¿ng �ßnh tính hißu qu¿ cÿa ph±¡ng pháp mô phßng tính toán �±ÿc áp dÿng, �ßng 

thßi �ß xu¿t tißm n�ng cÿa ph±¡ng pháp này nh± mßt công cÿ hß trÿ ho¿c thay th¿ 

kh¿ thi cho các ph±¡ng pháp thí nghißm trong quá trình tuyßn chßn aptamer �¿c hißu 

k¿t hÿp �ánh giá kh¿ n�ng nh¿n dißn cÿa aptamer trên vi khu¿n sßng, m¿u lâm sàng 

và môi tr±ßng phÿc t¿p nh¿m tßi ±u hóa trình tÿ aptamer, nâng cao �ß �¿c hißu và �ß 

ßn �ßnh cÿa hß thßng phát hißn. 

3.1.2. Chßn lßc aptamer cho trÿc khu¿n P.aeruginosa 

Nßng �ß cÿa DNA sÿi �¡n (ssDNA) thu �±ÿc sau mßi vòng SELEX t�ng d¿n 

theo thßi gian, cho th¿y sÿ làm giàu cÿa các trình tÿ có ái lÿc liên k¿t cao h¡n �ßi vßi 

P. aeruginosa (Hình 3.8). 

 

Hình 3.8. Bißu �ß thß hißn sÿ thay �ßi nßng �ß ssDNA qua các vòng SELEX toàn t¿ 

bào �ßi vßi P. aeruginosa. Nßng �ß ssDNA �±ÿc xác �ßnh b¿ng quang phß k¿ 

Nanodrop; xu h±ßng t�ng d¿n ph¿n ánh quá trình làm giàu d¿n các trình tÿ có ái lÿc 

cao vßi t¿ bào mÿc tiêu. 

Sau m±ßi vòng SELEX toàn t¿ bào và quá trình chßn lßc �ßi kháng vßi E. coli 

và K. pneumoniae nh¿m lo¿i bß các trình tÿ liên k¿t không �¿c hißu, qu¿n thß aptamer 

�ã �±ÿc làm giàu �±ÿc nhân dòng b¿ng bß kit TOPO TA Cloning®. M±ßi sáu khu¿n 

l¿c tr¿ng �±ÿc chßn, sau �ó ti¿n hành tách chi¿t plasmid và gi¿i trình tÿ Sanger b¿ng 

mßi phß dÿng M13. Hình ¿nh tách dòng �±ÿc trình bày trong ph¿n phÿ lÿc. K¿t qu¿ 

phân tích trình tÿ cho th¿y sáu chußi aptamer chi¿m ±u th¿, cho th¿y sÿ hßi tÿ vß các 

mô típ liên k¿t �¿c hißu. Sáu trình tÿ �¿i dißn này ti¿p tÿc �±ÿc phân tích c¿u trúc b¿c 

hai b¿ng ph¿n mßm Mfold [136,137] và �ánh giá ái lÿc liên k¿t phân tÿ b¿ng HDOCK 
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[138] vßi vùng LPS trên bß m¿t cÿa P.aeruginosa. Vùng lipopolysaccharide (LPS) 

trên bß m¿t cÿa P. aeruginosa, �¿c bißt là kháng nguyên polysaccharide chung (CPA) 

n¿m ß �¿u t¿n cùng cÿa phân tÿ LPS, �óng vai trò là �ích liên k¿t chính cÿa các 

aptamer. �ißu này là do chÿng P. aeruginosa VTCC 12273 (còn �±ÿc bi¿t �¿n vßi 

tên ATCC 27853) bißu hißn CPA nh±ng thi¿u kháng nguyên �¿c hißu O (OSA) do 

m¿t mßt sß gen c¿n thi¿t cho quá trình sinh tßng hÿp OSA [139]. Sÿ thi¿u v¿ng OSA 

khi¿n CPA trß thành epitope duy nh¿t có thß ti¿p c¿n trên bß m¿t t¿ bào, qua �ó t¿o 

�ißu kißn thu¿n lÿi cho vißc tuyßn chßn các aptamer �¿c hißu vßi CPA. 

Chi ti¿t cÿa quá trình tuyßn chßn aptamer 4 bao gßm �ißm docking, mô hình 

c¿u trúc 2D/3D và hình ¿nh t±¡ng tác docking 4 �±ÿc trình bày trong B¿ng 3.7. 

N�ng l±ÿng tÿ do tßi thißu (MFE, &G) �ß c¿p �¿n giá trß n�ng l±ÿng tÿ do dÿ �oán 

th¿p nh¿t. Mô hình MFE bißu thß c¿u trúc b¿c hai (2D) cÿa aptamer, �±ÿc t¿o ra b¿ng 

cách tßi �a hóa sß l±ÿng liên k¿t base bß sung nh¿m �¿t �±ÿc tr¿ng thái n�ng l±ÿng 

tÿ do tßi thißu. T¿n su¿t (Frequency) bißu thß tÿ lß ph¿n tr�m cÿa mßt d¿ng c¿u hình 

aptamer nh¿t �ßnh tßn t¿i trong môi tr±ßng. Ví dÿ, d¿ng MFE cÿa aptamer T1 có t¿n 

su¿t xu¿t hißn là 24,98%, ngh)a là kho¿ng 25 trong mßi 100 phân tÿ aptamer tßn t¿i 

ß c¿u hình này t¿i mßt thßi �ißm nh¿t �ßnh. �ißm �a d¿ng (Diversity score) �±ÿc tính 

dÿa trên phân bß entropy cÿa tÿng trình tÿ aptamer. Giá trß entropy cao h¡n ph¿n ánh 

mÿc �ß b¿t ßn �ßnh c¿u trúc lßn h¡n và do �ó thß hißn sÿ �a d¿ng cao h¡n. �ißm sß 

này �¿i dißn cho mÿc �ß bi¿n thiên c¿u trúc tßng thß trong t¿t c¿ các c¿u hình �±ÿc 

dÿ �oán cÿa mßt trình tÿ aptamer. �ißm docking (Docking score) bißu thß sÿ thay �ßi 

n�ng l±ÿng liên k¿t khi aptamer t±¡ng tác vßi phân tÿ LPS [140]. 
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B¿ng 3.7. �¿c tính cÿa sáu aptamer �±ÿc lÿa chßn, bao gßm trình tÿ nucleotide, �ißm 

docking, n�ng l±ÿng tÿ do tßi thißu dÿ �oán (&G), t¿n su¿t (%), �ißm �a d¿ng, cùng 

vßi các c¿u hình c¿u trúc hai chißu (2D), ba chißu (3D) và mô phßng docking phân 

tÿ (MD) t±¡ng ÿng, �±ÿc xây dÿng dÿa trên mô hình n�ng l±ÿng tÿ do tßi thißu 

(MFE) cÿa sáu aptamer �±ÿc chßn. 

 

 

Trong sß sáu aptamer �±ÿc chßn, aptamer T1 là trình tÿ �±ÿc phát hißn phß bi¿n 

nh¿t (xu¿t hißn trong 4 trên 16 khu¿n l¿c), thß hißn t¿n su¿t c¿u hình MFE cao nh¿t, 

�ißm �a d¿ng th¿p nh¿t, và �ißm docking thu¿n lÿi nh¿t vßi CPA cÿa P. aeruginosa. 

Aptamer T1 chÿ y¿u hình thành mô típ thân3vòng (stem3loop) cß �ißn và v¿n duy trì 
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�±ÿc c¿u trúc tÿ nhiên cÿa nó khi g¿n vßi kháng nguyên, trong khi các aptamer khác 

cho th¿y sÿ bi¿n d¿ng c¿u trúc �áng kß và dßch chuyßn vß trí kháng nguyên. Nhÿng 

�¿c tính này xác �ßnh T1 là ÿng viên tißm n�ng nh¿t cho các nghiên cÿu ti¿p theo, 

bao gßm cßng hÿp vßi h¿t vàng nano (AuNPs) và phát hißn P. aeruginosa. Mô hình 

t±¡ng tác docking giÿa aptamer T1 và �ích CPA (thußc phân tÿ LPS) �±ÿc thß hißn 

trong Hình 3.9. 

 

Hình 3.9. Mô hình t±¡ng tác docking giÿa aptamer T1 và kháng nguyên CPA 

(thußc LPS) trên bß m¿t P. aeruginosa. 

Vißc lÿa chßn mÿc tiêu là toàn bß t¿ bào vi khu¿n thông qua kÿ thu¿t whole-cell 

SELEX có ±u �ißm quan trßng là cho phép aptamer nh¿n dißn các c¿u trúc �ích trong 

tr¿ng thái tÿ nhiên trên bß m¿t t¿ bào mà không c¿n tách chi¿t ho¿c tinh s¿ch riêng l¿ 

kháng nguyên. �ißu này giúp duy trì c¿u hình không gian và tính sinh hßc tÿ nhiên 

cÿa CPA trên màng ngoài vi khu¿n, tÿ �ó làm t�ng kh¿ n�ng thu �±ÿc các aptamer 

có ái lÿc và �ß �¿c hißu cao trong �ißu kißn thÿc t¿ [141]. Bên c¿nh �ó, CPA �±ÿc 

xem là mÿc tiêu phù hÿp cho vißc phát trißn aptamer phát hißn P. aeruginosa vì �ây 

là c¿u trúc có tính b¿o tßn cao h¡n so vßi O-specific antigen (OSA), vßn thay �ßi 

giÿa các typ huy¿t thanh. Nghiên cÿu cÿa Hao và cßng sÿ cho th¿y CPA là mßt thành 

ph¿n LPS phß bi¿n và �óng vai trò quan trßng trong t±¡ng tác cÿa vi khu¿n vßi t¿ 

bào bißu mô �±ßng hô h¿p ng±ßi [142]. Chính tính b¿o tßn này giúp aptamer h±ßng 

�ích CPA có kh¿ n�ng nh¿n dißn nhißu chÿng P. aeruginosa khác nhau, làm t�ng 

tißm n�ng ÿng dÿng trong ch¿n �oán lâm sàng. Tuy nhiên, vißc sÿ dÿng chÿng P. 

aeruginosa ATCC 27853 trong quá trình chßn lßc có thß làm h¿n ch¿ kh¿ n�ng bao 

phÿ �ßi vßi các chÿng lâm sàng �a d¿ng, khi nhißu nghiên cÿu cho th¿y các typ huy¿t 
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thanh O6 và O11 là nhÿng typ l±u hành phß bi¿n cÿa P.aeruginosa [143]. C¿u trúc 

LPS và các thành ph¿n bß m¿t cÿa P. aeruginosa có thß thay �ßi giÿa các typ huy¿t 

thanh, tr¿ng thái sinh tr±ßng ho¿c �ißu kißn môi tr±ßng khác nhau, tÿ �ó ¿nh h±ßng 

�¿n kh¿ n�ng nh¿n dißn cÿa aptamer trên các chÿng thÿc t¿ [144]. Ngoài ra, nghiên 

cÿu ch±a kh¿o sát sâu �ßng hßc liên k¿t và h¿ng sß phân ly (Kd) cÿa aptamer trên 

nhißu chÿng lâm sàng khác nhau, do �ó v¿n c¿n thêm các nghiên cÿu mß rßng �ß 

�ánh giá toàn dißn tính �¿c hißu và �ß nh¿y trong �ißu kißn ÿng dÿng thÿc t¿. 

3.2. Kh¿o sát tính ch¿t cÿa h¿t nano vàng 

Các h¿t nano vàng �ã �±ÿc sÿ dÿng rßng rãi trong nhißu l)nh vÿc khác nhau dÿa 

trên tính t±¡ng thích sinh hßc và nhißu chÿc n�ng bß m¿t cÿa chúng [145]. Mßt trong 

nhÿng kÿ thu¿t nßi ti¿ng nh¿t �ß tßng hÿp AuNP là dÿa trên vißc khÿ HAuCl4 b¿ng 

citrate trong n±ßc, �±ÿc sÿ dÿng trong nghiên cÿu này [114]. Các h¿t AuNP d¿ng 

keo �ã �±ÿc tßng hÿp thành công trong huyßn phù �¡n phân tán b¿ng ph±¡ng pháp 

khÿ citrate tiêu chu¿n. Ph±¡ng pháp khÿ citrate có thß t¿o ra các h¿t nano vàng có 

kích th±ßc khác nhau tùy thußc vào tÿ lß mol cÿa trisodium citrate dihydrate vßi axit 

tetrachloroauric [146]. H¡n nÿa, các h¿t AuNP thß hißn các mÿc �ß ho¿t �ßng t±¡ng 

tÿ enzyme peroxidase khác nhau �ßi vßi TMB, theo �ó kích th±ßc càng nhß thì ho¿t 

tính xúc tác càng cao [147]. Trong nghiên cÿu này, h¿t nano vàng hình c¿u �ã tßng 

hÿp �±ÿc có kích th±ßc trung bình là 15 ± 2 nm. Hình thái và mßt sß tính ch¿t quang-

hóa cÿa nó �±ÿc xác nh¿n rõ ràng b¿ng phân tích DLS (Hình 3.11A) và ¿nh TEM 

(Hình 3.10A). Phß h¿p thÿ UV-Vis cÿa AuNP có �ßnh �¿c tr±ng ß ~520 nm (Hình 

3.10B), và th¿ zeta là -21,85 mV (Hình 3.11B). Các nghiên cÿu �ã báo cáo r¿ng các 

v¿t lißu tích �ißn âm có lÿi cho quá trình oxy hóa ch¿t nßn cation TMB [148]. Do �ó, 

k¿t qu¿ cho th¿y h¿t AuNP tßng hÿp có các �¿c tính mong mußn, bao gßm kích th±ßc 

�ßng �ßu, hình c¿u và �ißn tích bß m¿t âm, r¿t phù hÿp vßi các kÿ thu¿t phân tÿ sinh 

hßc. 
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Hình 3.10. Hình ¿nh TEM vßi thang �o 50 nm, 100 nm (a) và phß UV-Vis trong 

ph¿m vi b±ßc sóng tÿ 400 �¿n 800 nm cÿa h¿t AuNP (b). 

 

Hình 3.11. Các phép �o tán x¿ ánh sáng �ßng (DLS) cho �±ßng kính thÿy �ßng cÿa 

các h¿t nano vàng (a) �ißn th¿ Zeta cÿa các h¿t nano vàng (b). 

 
3.3. Phát trißn kÿ thu¿t ELISA trÿc ti¿p phát hißn K.pneumoniae và 

P.aeruginosa 

3.3.1. Các �ißu kißn tßi ±u cÿa ho¿t �ßng nanozyme 

Các h¿t nano vàng �±ÿc kh¿o sát nh± mßt ch¿t xúc tác peroxidase và TMB nh± 

mßt ch¿t nßn có thß t¿o ra màu xanh lam trong H2O2. �ßi vßi phát hißn màu, các ch¿t 

nßn mong mußn nh¿t nhanh chóng t¿o ra các s¿n ph¿m ph¿n ÿng có màu �¿m. Khi 

l±ÿng ch¿t phân tích tr¿i dài trên mßt d¿i nßng �ß rßng (d¿i �ßng lßn), thì vißc sÿ 

dÿng các ch¿t nßn t¿o ra màu trong thßi gian dài h¡n (15 �¿n 30 phút) s¿ phù hÿp h¡n 
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vì khi �ó, ng±ßi ta có thß phát hißn ra d¿i c±ßng �ß màu rßng h¡n phÿ thußc vào ch¿t 

phân tích [149]. Trong tr±ßng hÿp này, thßi gian ph¿n ÿng �±ÿc chßn là 30 phút trong 

t¿t c¿ các thí nghißm. Hình 3.12A,C chÿng minh r¿ng ho¿t �ßng cÿa nanozyme �¿t 

hißu su¿t cao nh¿t ß 0,02 mg TMB và 150 ¿L H2O2 30%, vì màu xanh lam m¿nh nh¿t 

t¿i các �ißm �ó sau 30 phút ÿ. Các ho¿t �ßng gi¿m khi nßng �ß TMB t�ng; tuy nhiên, 

thß tích H2O2 càng cao thì tín hißu nanozyme �o �±ÿc càng lßn. Có thß gi¿i thích r¿ng 

vißc t�ng liên tÿc nßng �ß TMB có thß ÿc ch¿ ho¿t �ßng cÿa nanozyme. 

 

Hình 3.12. ¾nh h±ßng cÿa nßng �ß TMB (a, b) và H2O2 (c, d) lên ho¿t tính cÿa 

nanozyme trong 30 phút (a, c) và trong vòng 30 phút �±ÿc �o b¿ng ph±¡ng pháp h¿p 

thÿ tín hißu ß b±ßc sóng 650 nm (b, d). Các nßng �ß khác nhau cÿa TMB và H2O2 

�±ÿc trình bày l¿n l±ÿt trong (b) và (d).  

M¿t khác, tín hißu nanozyme �±ÿc nâng cao cho �¿n khi nßng �ß H2O2 30% �¿t 

100 ¿L. Các ph¿n ÿng ti¿p tÿc theo chu trình khÿ và oxy hóa, chß x¿y ra ß l±ÿng TMB 

�ÿ lßn theo tÿ lß nßng �ß nanozyme và H2O2 nh¿t �ßnh (Hình 3.12A). Tín hißu ph¿n 

ÿng cÿa nghiên cÿu �ßng hßc vß quá trình oxy hóa xúc tác TMB t�ng d¿n khi �o 

trong vòng 30 phút (Hình 3.12B,D). K¿t qu¿ là, 0,02 mg TMB và 150 ¿L H2O2 30% 

�±ÿc chßn cho t¿t c¿ các thí nghißm sau �ó. 
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Hình 3.13. �ánh giá ho¿t tính nanozyme khi có m¿t TMB và H2O2, �o b¿ng ph±¡ng 

pháp h¿p thÿ tín hißu ß b±ßc sóng 650 nm. Các thí nghißm �±ÿc ti¿n hành trên n�m 

nhóm: chß AuNP, AuNP + TMB, AuNP + TMB + H2O2, AuNP + H2O2 và H2O2 + 

TMB. Thanh sai sß thß hißn �ß lßch chu¿n cÿa ba phép �o l¿p l¿i. 

AuNP có ho¿t tính b¿t ch±ßc peroxidase �ã �±ÿc báo cáo trong các nghiên cÿu 

tr±ßc �ây [150,151]. Hình 3.13 tái hißn quan sát trÿc quan thßi gian thÿc cÿa ph¿n 

ÿng trong 30 phút. Hßn hÿp AuNP và TMB, AuNP và H2O2, H2O2 và TMB không 

màu, cho th¿y AuNP không thß xúc tác quá trình oxy hóa TMB khi không có H2O2; 

do �ó, không quan sát th¿y sÿ h¿p thÿ ß 650 nm. Dÿ lißu chÿng minh r¿ng sÿ hình 

thành màu xanh do quá trình oxy hóa ch¿t nßn TMB chß xu¿t hißn d±ßi sÿ tác �ßng 

�ßng thßi cÿa nanozyme và H2O2, �ißu này kh¿ng �ßnh ch¿c ch¿n ho¿t �ßng cÿa 

nanozyme nh± mßt ch¿t xúc tác. 

3.3.2. Quá trình tßi ±u hóa vißc t�ng c±ßng nhußm màu 

Cho �¿n nay, mßt sß lo¿i h¿t nano �ã �±ÿc phát hißn là gißng ho¿t tính enzyme 

peroxidase, �±ÿc bi¿n �ßi �ß t�ng c±ßng ho¿t �ßng xúc tác, bao gßm cysteamine-

AuNPs [152], chitosan-AuNPs[153], BSA-Au nanoclusters [154], Au@Fe3O4 [155], 

Au@carbon dots [156]. Sÿ t�ng c±ßng nhußm màu �ã c¿i thißn c±ßng �ß màu cho 

các m¿ng màng DNA dÿa trên sÿ phát trißn trung gian h¿t gißng cÿa nhãn AuNP bßi 

HAuCl4 và hydroxylamine [157]. Hydroxylammonium chloride �±ÿc sÿ dÿng làm 

ch¿t khÿ trong quá trình nhußm, có kh¿ n�ng khÿ Au3+ thành Au0 và quá trình khÿ 

này có thß �±ÿc xúc tác bßi bß m¿t cÿa AuNP [158]. Nßng �ß HAuCl4 và 

NH2OH.HCl s¿ ¿nh h±ßng �¿n sÿ phát trißn cÿa h¿t gißng Au, do �ó ¿nh h±ßng �¿n 

các ph¿n ÿng mißn dßch �o màu. Trong nghiên cÿu này, nßng �ß HAuCl4 và 



 

 
 

101 

NH2OH.HCl �ã �±ÿc kh¿o sát nh¿m tßi ±u hóa cho quy trình t�ng c±ßng nhußm màu. 

Ho¿t �ßng cÿa nanozyme �ã �±ÿc chÿng minh là cho tín hißu cao nh¿t ß nßng �ß 

HAuCl4 2 mM (Hình 3.14A) và NH2OH.HCl 10 mM (Hình 3.14B). Vßi nßng �ß 

HAuCl4 cao h¡n, màu cÿa dung dßch chuyßn tÿ hßng nh¿t sang vàng (Hình 3.14A), 

trong khi chúng ßn �ßnh ß màu hßng �¿m và cußi cùng chuyßn sang xám ß nßng �ß 

150 mM �ßi vßi nßng �ß NH2OH.HCl (Hình 3.14B). 

 

Hình 3.14. ¾nh h±ßng cÿa nßng �ß HAuCl4 (a) và NH2OH.HCl (b) lên kh¿ n�ng 

t�ng c±ßng nhußm màu �±ÿc �o b¿ng �ß h¿p thÿ tín hißu ß 650 nm. Các nßng �ß mol 

khác nhau cÿa HAuCl4 và NH2OH.HCl �±ÿc trình bày l¿n l±ÿt trong (a) và (b). 

Nßng �ß HAuCl4 và NH2OH.HCl �±ÿc thÿ nghißm theo tÿ lß tßi ±u 1:5. Hình 

3.15 cho th¿y AuNP có ho¿t tính t�ng c±ßng nhußm màu cao h¡n �áng kß so vßi 

AuNP không nhußm màu, cao h¡n kho¿ng ba l¿n vß m¿t thßng kê. K¿t qu¿ này cho 

th¿y nanozyme, sau khi �±ÿc t�ng c±ßng nhußm màu, có ho¿t tính tßt h¡n, và vißc 

sÿ dÿng t�ng c±ßng nhußm màu là kh¿ thi. 

 

Hình 3.15. �ánh giá ho¿t tính nanozyme cÿa AuNPs và AuNPs có t�ng c±ßng nhußm 

màu �±ÿc �o b¿ng h¿p thÿ tín hißu ß b±ßc sóng 650 nm. Các thí nghißm �±ÿc ti¿n 

hành trên m¿u �ßi chÿng, AuNPs và nhußm AuNPs. Thanh sai sß thß hißn �ß lßch 

chu¿n cÿa ba phép �o l¿p l¿i. 
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3.3.3. Quá trình tßi ±u hóa các �ißu kißn cÿa nano-ELISA 

Các chi¿n l±ÿc khác nhau �ß liên k¿t kháng thß vßi AuNP bao gßm phÿ trÿc 

ti¿p, AuNP phÿ PEG vßi kháng thß liên k¿t cßng hóa trß và AuNP phÿ Streptavidin 

vßi kháng thß biotin hóa [159]. H¿p phÿ thÿ �ßng là ph±¡ng pháp truyßn thßng �ß 

g¿n protein vào các h¿t nano và v¿n �±ÿc sÿ dÿng rßng rãi b¿ng cách t¿n dÿng lÿc 

liên phân tÿ giÿa các phân tÿ và bß m¿t. �ß phÿ bß m¿t kháng thß tßt h¡n �ßi vßi h¿p 

phÿ trÿc ti¿p so vßi liên k¿t cßng hóa trß giÿa kháng thß-h¿t nano, cho th¿y có nhißu 

kháng thß �±ÿc cß �ßnh thông qua h¿p phÿ không �¿c hißu h¡n là liên k¿t cßng hóa 

trß [160]. Các �ißu kißn tßi ±u cho cßng hÿp thÿ �ßng Rabbit anti-K.pneumoniae 

polyclonal-AuNP thu �±ÿc ß pH 9 trong �ißu kißn nhißt �ß phòng, khi không thu 

�±ÿc k¿t tÿ mußi. Thí nghißm này cing �ánh giá nßng �ß kháng thß K.pneumoniae 

nào là tßi ±u cho cßng hÿp. Khi nßng �ß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal t�ng 

lên, ho¿t �ßng cÿa nanozyme bß ÿc ch¿, m¿nh nh¿t là g¿n 35% ß 15 µL Rabbit anti-

K.pneumoniae polyclonal 1 µM, cho th¿y không có sÿ thay �ßi vß màu s¿c sau 30 

phút ÿ (Hình 3.16). Tùy thußc vào nßng �ß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal, 

ho¿t �ßng cÿa nanozyme v¿n ßn �ßnh trong ph¿m vi tÿ 3 �¿n 7 µL 1 µM, sau �ó gi¿m 

nh¿ sau 10 µL. �ißu này có thß xác nh¿n r¿ng Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 

�ã �±ÿc cßng hÿp thành công trên bß m¿t cÿa h¿t nano. Tuy nhiên, sÿ bi¿n �ßi bß 

m¿t, ch¿ng h¿n nh± sÿ h¿p phÿ protein, �ã làm gi¿m nh¿ ho¿t �ßng peroxidase cÿa 

nanozyme do các vß trí ho¿t �ßng trên bß m¿t �±ÿc b¿o vß khßi t±¡ng tác vßi các ch¿t 

nßn [148]. Do �ó, nßng �ß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal ß mÿc 5 µL 1 µM 

�±ÿc lÿa chßn do l±ÿng Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal �ÿ trong cßng hÿp và 

ho¿t �ßng cÿa nanozyme �±ÿc phát hißn ß b±ßc sóng h¿p phÿ 650 nm. 
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Hình 3.16. ¾nh h±ßng cÿa nßng �ß kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 

lên ho¿t tính nanozyme trong 30 phút �±ÿc �o b¿ng ph±¡ng pháp h¿p thÿ tín hißu ß 

b±ßc sóng 650 nm. Các nßng �ß mol khác nhau cÿa kháng thß �±ÿc trình bày trên 

hình. 

T±¡ng tÿ, �ßi vßi thí nghißm �ánh giá nßng �ß aptamer �¿c hißu cho 

P.aeruginosa tßi ±u cho cßng hÿp, nßng �ß aptamer �±ÿc pha loãng tÿ nßng �ß gßc 

2,8 mg/mL vßi các tß lß 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 (Hình 3.17). Vßi nßng �ß aptamer gßc, 

ho¿t �ßng cÿa nanozyme bß ÿc ch¿, m¿nh nh¿t là g¿n 70%. Þ nßng �ß aptamer pha 

loãng 10-2, ho¿t �ßng cÿa nanozyme �¿t tr¿ng thái cân b¿ng vßi l±ÿng aptamer �ÿ 

trong cßng hÿp và nanozyme v¿n giÿ �±ÿc ho¿t tính xúc tác khi �o ß b±ßc sóng h¿p 

phÿ 650 nm. 

 
Hình 3.17. ¾nh h±ßng cÿa nßng �ß aptamer �¿c hißu cho P.aeruginosa lên ho¿t tính 

nanozyme trong 30 phút �±ÿc �o b¿ng ph±¡ng pháp h¿p thÿ tín hißu ß b±ßc sóng 650 

nm. Tß lß pha loãng nßng �ß aptamer �±ÿc trình bày trên hình. 
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3.3.4. Phân tích �ß �¿c hißu cÿa nano-ELISA vßi ph±¡ng pháp nhußm t�ng 

c±ßng phát hißn K.pneumoniae  

Ngoài �ß nh¿y, �ß �¿c hißu là y¿u tß quan trßng nh¿t ¿nh h±ßng �¿n tính kh¿ 

thi cÿa xét nghißm mißn dßch cßng hÿp AuNPs-Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal. 

�ß nghiên cÿu �ß �¿c hißu cÿa nano-ELISA trong vißc phát hißn K.pneumoniae, các 

ph¿n ÿng mißn dßch vßi các vi khu¿n không ph¿i mÿc tiêu khác �±ÿc thÿc hißn, bao 

gßm P.aeruginosa, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus 

aureus, Salmonella typhimurium (Hình 3.18). Nh± có thß th¿y rõ trong Hình 3.18, 

tín hißu m¿u d±¡ng tính vßi K.pneumoniae (108 CFU/mL) �±ÿc phát hißn trên 1 (a.u), 

cho th¿y cßng hÿp AuNPs-Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal g¿n vßi vi khu¿n 

K.pneumoniae trong quá trình ÿ khi Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal cßng hÿp 

vßi AuNP �¿c hißu vßi K.pneumoniae. Ng±ÿc l¿i, các tín hißu h¿p thÿ cÿa các vi 

khu¿n khác �ßu th¿p h¡n giá trß ng±ÿng. Nhÿng k¿t qu¿ này chÿng minh r¿ng quy 

trình nano-ELISA có kh¿ n�ng chßng l¿i sÿ t¿p nhißm và phát hißn �¿c hißu vi khu¿n 

K.pneumoniae. 

 

Hình 3.18. Phân tích �ß �¿c hißu cÿa nano-ELISA �ßi vßi các tác nhân gây bßnh phß 

bi¿n ß nßng �ß 108 CFU/mL , bao gßm P.aeruginosa, Escherichia coli, Clostridium 

perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium và K.pneumoniae. 

 
3.3.5. Xác �ßnh ng±ÿng, gißi h¿n phát hißn (LoD) và gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LoQ) 

cÿa nano-ELISA có t�ng c±ßng nhußm phát hißn K.pneumoniae 

Giá trß OD 0,099 ß b±ßc sóng 650 nm �±ÿc tính là giá trß ng±ÿng cho xét nghißm 

nano-ELISA (Hình 3.19). Vßi sÿ t�ng c±ßng nhußm, giá trß ng±ÿng cao h¡n ß mÿc 

0,158 (Hình 3.20), xác �ßnh r¿ng các m¿u có giá trß OD cao h¡n 0,158 �±ÿc coi là 

d±¡ng tính, và các m¿u có OD th¿p h¡n �±ÿc coi là âm tính. �ß nh¿y và ph¿m vi �áp 

ÿng tuy¿n tính cÿa xét nghißm Nano-ELISA vßi sÿ t�ng c±ßng nhußm �ã �±ÿc 
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nghiên cÿu b¿ng cách �o OD650 �ß phát hißn vi khu¿n K.pneumoniae tÿ 101 �¿n 108 

CFU/mL (Hình 3.21). Ph±¡ng trình hßi quy tuy¿n tính �±ÿc xác �ßnh là y = 

0,1559log10(x) 3 0,1048. �±ßng cong thß hißn mßi t±¡ng quan d±¡ng cao giÿa m¿t 

�ß vi khu¿n K.pneumoniae (CFUs/mL) và tín hißu OD650 (R2 = 0,9699). LoD và LoQ 

�±ÿc tính toán l¿n l±ÿt là 36.230 và 78.857 CFU/mL. Nano-ELISA vßi kh¿ n�ng t�ng 

c±ßng nhußm màu có thß phát hißn nßng �ß th¿p tßi 102 CFU/mL, cao h¡n 100 l¿n 

so vßi Nano-ELISA vßi AuNP không t�ng c±ßng nhußm (Hình 3.22). B¿n �ß nhißt 

gradient màu xanh lam-xanh lÿc cho th¿y màu cÿa các ph¿n ÿng mißn dßch thay �ßi 

tÿ tr¿ng sang xanh lam �¿m tÿ lß thu¿n vßi m¿t �ß vi khu¿n K.pneumoniae (Hình 

3.21B). 

 

Hình 3.19. Xác �ßnh giá trß ng±ÿng (cutoff) cho ph±¡ng pháp nano-ELISA: Giá trß 

ng±ÿng �±ÿc thi¿t l¿p b¿ng tßng cÿa giá trß trung bình và ba l¿n �ß lßch chu¿n. 

 

Hình 3.20. Xác �ßnh giá trß ng±ÿng (cutoff) cho ph±¡ng pháp Nano-ELISA vßi kh¿ 

n�ng t�ng c±ßng nhußm màu. Giá trß ng±ÿng �±ÿc thi¿t l¿p b¿ng tßng cÿa giá trß 

trung bình và ba l¿n �ß lßch chu¿n. 
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Hình 3.21. �±ßng tuy¿n tính cÿa vi khu¿n K.pneumoniae vßi nßng �ß pha loãng nßi 

ti¿p tÿ 101 �¿n 108 CFU/mL (a) B¿n �ß nhißt �ß màu xanh lam cÿa ph¿m vi phát hißn 

vi khu¿n K.pneumoniae tÿ 101 �¿n 108 CFU/mL (b) trong Nano-ELISA vßi kh¿ n�ng 

t�ng c±ßng nhußm màu. 

 

Hình 3.22. �±ßng tuy¿n tính cÿa vi khu¿n K.pneumoniae vßi nßng �ß pha loãng nßi 

ti¿p tÿ 101 �¿n 108 CFU/mL (a) B¿n �ß nhißt �ß màu xanh lam cÿa ph¿m vi phát hißn 

vi khu¿n K.pneumoniae tÿ 101 �¿n 108 CFU/mL (b) trong Nano-ELISA. 

 
Vi khu¿n K.pneumoniae �ã �±ÿc phát hißn b¿ng nhißu lo¿i kÿ thu¿t khác nhau, 

cho phép �¿t �±ÿc �ß nh¿y và �ß �¿c hißu cao. Mßt c¿m bi¿n sinh hßc �ißn hóa dÿa 

trên MIP �ã �±ÿc phát trißn �ß �o l±ßng sÿ thay �ßi tín hißu �ißn ß các nßng �ß K. 

pneumonia khác nhau, tÿ 10 �¿n 105 CFU/mL, vßi �ß nh¿y �±ßng tai cao [161]. Vißc 

phát hißn Enterococcus faecalis (G+), K.pneumoniae (G-), P.aeruginosa (G-) và 

Candida tropicalis cing �±ÿc �ánh giá trong cùng ph¿m vi nh¿n d¿ng, tÿ 101 �¿n 105 

CFU/mL, sÿ dÿng h¿t nano tÿ tính phÿ masto-paran �ß phát hißn �ißn hóa [162]. H¡n 

nÿa, mßt nghiên cÿu �ã báo cáo vß mßt thi¿t bß di �ßng dÿa trên chuyßn �ßi tÿ dòng 

ch¿y có kh¿ n�ng phát hißn nhanh chóng và �ß nh¿y cao các t¿ bào vi khu¿n toàn bß 
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trong các ma tr¿n phÿc t¿p, cung c¿p k¿t qu¿ �ßnh tính vßi �ß nh¿y 100% và �ß �¿c 

hißu 80,8% �ß phát hißn các t¿ bào viêm phßi do Klebsiella trong các m¿u xét nghißm 

[163]. So vßi các ph±¡ng pháp này, k¿t qu¿ chß ra r¿ng kÿ thu¿t Nano-ELISA mßi có 

thß phát hißn viêm phßi do Klebsiella vßi �ß nh¿y, �ß tuy¿n tính và �ß �¿c hißu cao 

h¡n (B¿ng 3.8). 

B¿ng 3.8. So sánh ph±¡ng pháp nghiên cÿu vßi các ph±¡ng pháp phát hißn viêm 

phßi do Klebsiella khác 

Ph±¡ng pháp �ß nh¿y �¿c �ißm Tài lißu 

PCR-ELISA 6.0 ng 
DNA 16S �±ÿc phát hißn b¿ng 

cßng hÿp anti-DIG-peroxidase 
[164] 

ELISA gián ti¿p 
2.99)×)107  

CFUs/ml 

�ß �¿c hißu cao nh±ng �ß 

nh¿y th¿p 
[165] 

IC-LAMP 4 CFUs/mL 

Beads-mAb 1E6-K. 

pneumoniae �±ÿc sÿ dÿng cho 

xét nghißm LAMP 

[166] 

Xét nghißm khu¿ch �¿i 

chéo �a dßch chuyßn 

không nhãn (MCDA) 

480 

CFUs/mL 

Bß sung enzyme AUDG �ß 

lo¿i bß k¿t qu¿ d±¡ng tính gi¿ 
[167] 

Xét nghißm mißn dßch tÿ �ßnh tính 
�ß �¿c hißu th¿p nh±ng nhanh 

và thu¿n tißn 
[163] 

Polyme in phân tÿ (MIP) 10 CFUs/mL �ß nh¿y cao nh±ng sai sß lßn [168] 

Nano-ELISA 102 CFUs/mL �ß nh¿y và �ß �¿c hißu cao 
Nghiên 

cÿu này 

 

3.3.6. Phân tích �ß �¿c hißu cÿa nano-ELISA vßi ph±¡ng pháp nhußm t�ng 

c±ßng phát hißn P.aeruginosa  

K¿t qu¿ cho th¿y hß thßng phát hißn chß t¿o tín hißu h¿p thÿ (Abs) cao �ßi vßi 

Pseudomonas aeruginosa, vßi giá trß OD dao �ßng kho¿ng 0,9031,25, trong khi các 

vi khu¿n không �ích gßm Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Clostridium 

perfringens, Staphylococcus aureus và Salmonella typhimurium �ßu cho giá trß h¿p 

thÿ r¿t th¿p (kho¿ng 0,0830,15), g¿n t±¡ng �±¡ng vßi tín hißu nßn (Hình 3.23). Sÿ 

khác bißt rõ rßt giÿa tín hißu cÿa P. aeruginosa và các vi khu¿n �ßi chÿng chÿng 
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minh r¿ng aptamer �±ÿc chßn lßc có tính �¿c hißu cao, nh¿n bi¿t chßn lßc mÿc tiêu 

cÿa P. aeruginosa và h¿u nh± không x¿y ra hißn t±ÿng ph¿n ÿng chéo vßi các vi 

khu¿n khác. �ißu này cho th¿y quá trình sàng lßc aptamer b¿ng SELEX �ã thành 

công trong vißc lo¿i bß các trình tÿ có kh¿ n�ng liên k¿t không �¿c hißu. 

 

 
 

Hình 3.23. Phân tích �ß �¿c hißu cÿa Nano-ELISA �ßi vßi các tác nhân gây bßnh 

phß bi¿n ß nßng �ß 109 CFU/mL, bao gßm P.aeruginosa, Escherichia coli, 

Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium và 

K.pneumoniae. 

 

3.3.7. Xác �ßnh ng±ÿng, gißi h¿n phát hißn (LoD) và gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LoQ) 

cÿa nano-ELISA phát hißn P.aeruginosa 

Giá trß ng±ÿng �±ÿc xác �ßnh ß 0.120, xác �ßnh r¿ng các m¿u có giá trß OD cao 

h¡n 0,120 �±ÿc coi là d±¡ng tính, và các m¿u có OD th¿p h¡n �±ÿc coi là âm tính 

(Hình 3.24). �ß nh¿y và ph¿m vi �áp ÿng tuy¿n tính cÿa xét nghißm nano-ELISA 

�±ÿc nghiên cÿu b¿ng cách �o OD650 �ß phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa tÿ 101 �¿n 

109 CFU/mL (Hình 3.25). Ph±¡ng trình hßi quy tuy¿n tính �±ÿc xác �ßnh là y = 

0,0997log10(x) + 0.0341. �±ßng cong thß hißn mßi t±¡ng quan d±¡ng cao giÿa m¿t 

�ß vi khu¿n P.aeruginosa (CFUs/mL) và tín hißu OD650 (R2 = 0,9828). LoD và LoQ 

�±ÿc tính toán l¿n l±ÿt là 26.795 và 88.423 CFU/mL. 
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Hình 3.24. Xác �ßnh giá trß ng±ÿng (cutoff) cho ph±¡ng pháp nano-ELISA phát hißn 

P.aeruginosa. Giá trß ng±ÿng �±ÿc thi¿t l¿p b¿ng tßng cÿa giá trß trung bình và ba l¿n 

�ß lßch chu¿n. 

 
 
Hình 3.25. �±ßng tuy¿n tính cÿa vi khu¿n P.aeruginosa vßi nßng �ß pha loãng nßi 

ti¿p tÿ 101 �¿n 109 CFU/mL. Dung dßch sau ph¿n ÿng có màu xanh gradient tÿ �¿m 

tßi nh¿t tß lß thu¿n vßi nßng �ß cÿa vi khu¿n trong nano-ELISA. 

Xét nghißm mißn dßch �o màu, ti¿t kißm chi phí và ít tßn thßi gian �ã �±ÿc 

nghiên cÿu thành công �ß phát hißn vi khu¿n K.pneumoniae và P.aeruginosa. Các 

�ißu kißn thÿ nghißm cÿa tÿng thành ph¿n trong ph¿n ÿng mißn dßch �ã �±ÿc tßi ±u 

hóa, bao gßm c¡ ch¿t TMB, nßng �ß H2O2, HAuCl4 và NH2OH.HCL �ß t�ng c±ßng 

nhußm màu. Ho¿t tính xúc tác cÿa nanozyme thß hißn hißu qu¿ xúc tác ßn �ßnh, nh±ng 

bß gi¿m g¿n 35% sau khi cßng hÿp kháng thß K.pneumoniae, và cßng hÿp aptamer 

�¿c hißu P.aeruginosa. Tuy nhiên, hißu qu¿ nhußm màu t�ng g¿p ba l¿n so vßi AuNP 

thông th±ßng, có kh¿ n�ng phát hißn vi khu¿n K.pneumoniae ß m¿t �ß th¿p tßi 102 
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CFU/mL và �¿t �±ÿc �áp ÿng tuy¿n tính cao, vßi giá trß R2 là 0,9699. �ßi vßi 

P.aeruginosa, Nano-ELISA có thß phát hißn vi khu¿n ß nßng �ß 102 CFU/mL khi 

ch±a có b±ßc t�ng c±ßng nhußm. Tuy nhiên, trong nghiên cÿu này, sß l±ÿng chÿng 

vi khu¿n dùng �ß �ánh giá ph¿n ÿng chéo còn h¿n ch¿, ch±a bao quát �¿y �ÿ các vi 

khu¿n Gram âm và Gram d±¡ng th±ßng g¿p trong nhißm khu¿n bßnh vißn. �ßng 

thßi, Nano-ELISA sÿ dÿng kháng thß �a dòng Rabbit anti-K. pneumoniae polyclonal 

nên có thß tßn t¿i nguy c¡ nh¿n dißn nhißu epitope t±¡ng �ßng trên các vi khu¿n khác 

thußc hß Enterobacteriaceae. Các nghiên cÿu mißn dßch hßc cho th¿y kháng thß �a 

dòng th±ßng có �ß nh¿y cao nh±ng �ß �¿c hißu th¿p h¡n so vßi kháng thß �¡n dòng 

do nh¿n dißn nhißu vß trí kháng nguyên khác nhau. �ßi vßi các nghiên cÿu vß c¿m 

bi¿n aptamer cho vi khu¿n, �ß �¿c hißu c¿n �±ÿc �ánh giá trên phß rßng các chÿng 

lâm sàng �ß ph¿n ánh �úng hißu qu¿ ÿng dÿng thÿc t¿ [144]. �ß �¿c hißu cÿa hß 

thßng mßi �±ÿc �ánh giá trong �ißu kißn in vitro vßi m¿u nuôi c¿y tinh s¿ch, ch±a 

kh¿o sát �¿y �ÿ trên các bßnh ph¿m lâm sàng phÿc t¿p nh± máu, �ßm ho¿c n±ßc tißu. 

Các thành ph¿n nßn sinh hßc có thß ¿nh h±ßng �¿n c¿u trúc aptamer, gây h¿p phÿ 

không �¿c hißu và làm thay �ßi tín hißu phát hißn [169]. Tóm l¿i, m¿c dù kÿ thu¿t 

ELISA sÿ dÿng aptamer, kháng thß và h¿t nano vàng �ã cho th¿y tißm n�ng cao trong 

phát hißn nhanh và nh¿y vi khu¿n P.aeruginosa và K.pneumoniae, nghiên cÿu v¿n 

còn mßt sß h¿n ch¿ liên quan �¿n �ß �¿c hißu, kh¿ n�ng ph¿n ÿng chéo và ph¿m vi 

�ánh giá trên m¿u lâm sàng thÿc t¿. Do �ó, �ß kh¿ng �ßnh tính ßn �ßnh, �ß tin c¿y, 

nghiên cÿu c¿n ti¿p tÿc mß rßng kh¿o sát chuyên sâu �ß �ánh giá kh¿ n�ng ÿng dÿng 

cÿa hß thßng trong �ißu kißn ch¿n �oán thÿc t¿. 

3.4. Phát trißn que thÿ nhanh LFIA phát hißn K.pneumoniae và P.aeruginosa 

3.4.1. K¿t qu¿ tßi ±u hóa dung dßch �ßm ch¿y que thÿ 

�ß hißu rõ h¡n vß ¿nh h±ßng cÿa các dung dßch �ßm �¿n hißu qu¿ t¿o cßng 

hÿp cÿa h¿t nano vàng vßi phân tÿ sinh hßc, �ßng thßi lÿa chßn �±ÿc lo¿i �ßm tßi ±u 

nh¿m c¿i thißn hißu su¿t g¿n k¿t, hai ph±¡ng pháp: phß UV-Vis và th¿ Zeta �±ÿc lÿa 

chßn �ß ti¿n hành phân tích. Các ph±¡ng pháp này cho phép �ánh giá kh¿ n�ng phân 

tán, ßn �ßnh cing nh± �¿c tính bß m¿t �ißn tích cÿa h¿t nano trong các môi tr±ßng 

�ßm khác nhau. Nghiên cÿu ti¿n hành kh¿o sát 5 lo¿i �ßm vßi các giá trß pH �¿c 

tr±ng: HBS pH 7.4, PBS 7.4, Borate pH 8.0, MES pH 5.5, MES pH 6.0, Tris pH 9.0 

và Tris pH 10.8. K¿t qu¿ phân bß th¿ zeta cho th¿y t¿t c¿ các m¿u trong các hß �ßm 
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kh¿o sát �ßu mang �ißn tích bß m¿t âm, vßi giá trß �ßnh dao �ßng tÿ kho¿ng 212.05 

mV �¿n 240.15 mV (Hình 3.26). Cÿ thß, h¿t nano vàng phân tán trong HBS 7.4 �¿t 

kho¿ng 240.15 mV, Tris 10.8 �¿t 238.38 mV, PBS 7.4 �¿t 226.83 mV, MES 5.5 �¿t 

221.37 mV, Tris 9 �¿t 217.06 mV, MES 6.0 �¿t 217.69 mV, và Borate 8 �¿t 212.05 

mV. Sÿ khác bißt này cho th¿y �ißn tích bß m¿t cÿa hß phân tán phÿ thußc m¿nh vào 

pH, thành ph¿n ion và kh¿ n�ng t±¡ng tác/che ch¿n �ißn tích cÿa tÿng lo¿i �ßm [170]. 

 

Hình 3.26. Th¿ zeta cÿa h¿t nano vàng phân tán trong các dung dßch �ßm khác nhau. 

Theo nguyên t¿c kinh nghißm trong hóa keo, các hß có |zeta potential| kho¿ng 

trên 30 mV th±ßng có xu h±ßng bßn h¡n vß m¿t t)nh �ißn, giúp giÿ chúng phân bß 

�ßng �ßu và ng�n ch¿n k¿t tÿ. N¿u hß có |zeta potential| tÿ 10 - 30 mV thì th±ßng có 

tính ßn �ßnh trung bình, c¿n cân nh¿c thêm các y¿u tß khác (nh± �ß nhßt ho¿c lßp 

phÿ bß m¿t). N¿u hß có |zeta potential| d±ßi10 mV thì th±ßng không ßn �ßnh, h¿t có 

xu h±ßng t¿o cÿm, phân bß không �ßu d¿n tßi dung dßch có thß v¿n �ÿc, l¿ng nhanh 

[171]. Trong �ß thß, HBS 7.4 và Tris 10.8 cho giá trß th¿ zeta âm lßn nh¿t, l¿n l±ÿt 

kho¿ng 240.15 mV và 238.38 mV. Các giá trß này th±ßng �±ÿc xem là bißu hißn cÿa 

hß có lÿc �¿y �ißn m¿nh và �ß ßn �ßnh phân tán t±¡ng �ßi cao. Ng±ÿc l¿i, �ßm Borate 

8 có giá trß th¿ zeta kho¿ng 212.05 mV, g¿n trung hòa h¡n so vßi các hß �ßm còn l¿i. 

�ißu này cho th¿y trong môi tr±ßng borate, �ißn tích âm hißu dÿng t¿i m¿t tr±ÿt bß 

gi¿m �áng kß. Nguyên nhân có thß liên quan �¿n sÿ che ch¿n �ißn tích bßi ion trong 

dung dßch, sÿ thay �ßi c¿u trúc lßp �ißn kép, ho¿c t±¡ng tác �¿c hißu giÿa thành ph¿n 

�ßm và bß m¿t m¿u. Khi lÿc ion t�ng ho¿c khi các ion h¿p phÿ g¿n bß m¿t, chißu dày 

lßp �ißn kép bß nén l¿i, làm gi¿m �ß lßn cÿa th¿ zeta [172]. Các hß MES 5.5, MES 

6.0 và Tris 9 có giá trß th¿ zeta n¿m ß vùng trung gian, kho¿ng 217 �¿n 221 mV. K¿t 

qu¿ này cho th¿y �ißn tích âm bß m¿t v¿n tßn t¿i nh±ng lÿc �¿y t)nh �ißn y¿u h¡n so 

vßi HBS 7.4 và Tris 10.8. �áng chú ý, khi so sánh MES 5.5 vßi MES 6.0, giá trß 

chuyßn tÿ 221.37 mV sang 217.69 mV, cho th¿y chß mßt thay �ßi nhß vß pH cing có 
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thß làm thay �ßi tr¿ng thái ion hóa cÿa các nhóm chÿc trên bß m¿t ho¿c thay �ßi cân 

b¿ng t±¡ng tác ion trong môi tr±ßng [173]. Ngoài giá trß �ßnh, hình d¿ng các �±ßng 

phân bß cing c¿n �±ÿc chú ý. �ßm Tris 9, Tris 10.8, MES 5.5, MES 6, Borate 8 cho 

th¿y qu¿n thß h¿t ho¿c c¿u trúc trong dung dßch có phân bß �ißn tích t±¡ng �ßi t¿p 

trung. Trong khi �ó, các �±ßng có nßn rßng ho¿c nhißu vai phÿ có thß ph¿n ánh sÿ 

không �ßng nh¿t cÿa hß, bao gßm sÿ tßn t¿i cÿa nhißu qu¿n thß kích th±ßc/�ißn tích 

khác nhau, mÿc �ß t±¡ng tác khác nhau giÿa m¿u và �ßm, ho¿c hißn t±ÿng k¿t tÿ nh¿ 

[174]. Do �ó, nghiên cÿu �ã lÿa chßn 5 dung dßch �ßm này �ß ti¿p tÿc ti¿n hành phân 

tích phß UV-Vis. 

 
Hình 3.27. Phß h¿p thÿ UV-Vis cÿa h¿t nano vàng phân tán trong các dung dßch �ßm 

khác nhau. 

�ß thß phß h¿p thÿ UV-Vis cho th¿y c±ßng �ß phát x¿ phÿ thußc r¿t rõ vào lo¿i 

�ßm và pH cÿa môi tr±ßng. Hai hß Tris 9 và Tris 10.8 có tín hißu m¿nh nh¿t, vßi �ßnh 

phát x¿ n¿m x¿p xß vùng 5203530 nm. Trong �ó, Tris 10.8 cho c±ßng �ß cao nh¿t, 

kho¿ng g¿n 4.634.7, ti¿p theo là Tris 9 vßi c±ßng �ß kho¿ng 4.234.3. Ng±ÿc l¿i, các 

hß MES 6, MES 5.5 và Borate 8 chß cho tín hißu th¿p, dao �ßng chÿ y¿u d±ßi kho¿ng 

0.5 (Hình 3.27). Sÿ khác bißt vß c±ßng �ß giÿa các hß �ßm cho th¿y môi tr±ßng dung 

dßch ¿nh h±ßng �áng kß �¿n �¿c tính quang hßc cÿa AuNPs. �ßm Tris 10.8 cho c±ßng 

�ß cao nh¿t, ti¿p theo là Tris 9, chÿng tß trong môi tr±ßng kißm Tris, h¿t nano vàng 

có thß �±ÿc ßn �ßnh tßt h¡n ho¿c có m¿t �ß h¿t phân tán hißu qu¿ cao h¡n trong vùng 

h¿p thÿ plasmon. Ng±ÿc l¿i, các hß MES 5.5, MES 6 và Borate 8 có tín hißu th¿p h¡n 

nhißu, cho th¿y kh¿ n�ng h¿p thÿ plasmon y¿u h¡n, có thß do nßng �ß h¿t phân tán 

th¿p h¡n, t±¡ng tác bß m¿t khác nhau, ho¿c sÿ thay �ßi tr¿ng thái ßn �ßnh keo cÿa 

AuNPs trong tÿng hß �ßm. 

K¿t qu¿ tßi ±u hóa cho th¿y dung dßch �ßm Tris pH 10,8 t¿o tín hißu màu rõ và 

ßn �ßnh h¡n so vßi các hß �ßm khác (Hình 3.28). �ißu này có thß �±ÿc gi¿i thích dÿa 

trên ¿nh h±ßng cÿa pH �¿n �ß ßn �ßnh cÿa h¿t nano vàng (AuNPs), hißu qu¿ liên k¿t 
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sinh hßc cÿa aptamer/kháng thß vßi h¿t nano vàng. Sÿ thay �ßi pH có thß làm thay 

�ßi �ißn th¿ zeta và t±¡ng tác t)nh �ißn giÿa các h¿t nano, tÿ �ó ¿nh h±ßng �¿n �ß ßn 

�ßnh keo và hißn t±ÿng k¿t tÿ cÿa AuNPs [175]. Trong môi tr±ßng kißm nh¿, lÿc �¿y 

t)nh �ißn giÿa các h¿t t�ng lên, giúp h¿n ch¿ k¿t tÿ không �¿c hißu và duy trì kh¿ n�ng 

di chuyßn ßn �ßnh cÿa phÿc hÿp trên màng nitrocellulose. �ißu này góp ph¿n làm tín 

hißu trên v¿ch thÿ rõ và �ßng �ßu h¡n. Ngoài ra, �ßm Tris �±ÿc chÿng minh có kh¿ 

n�ng duy trì ßn �ßnh tßt cho các hß AuNPs sinh hßc nhß h¿n ch¿ t±¡ng tác ion m¿nh 

vßi bß m¿t h¿t nano [176]. Các ion phosphate trong PBS có thß h¿p phÿ c¿nh tranh 

lên bß m¿t AuNPs và ¿nh h±ßng �¿n hißu qu¿ cßng hÿp sinh hßc, d¿n �¿n gây ra tín 

hißu d±¡ng tính gi¿ ngay khi không có vi khu¿n mÿc tiêu (Hình 3.28), trong khi �ßm 

Tris giúp duy trì sÿ ßn �ßnh và phân tán tßt h¡n cÿa h¿t nano vàng trong các hß c¿m 

bi¿n sinh hßc. Bên c¿nh �ó, pH kißm còn có thß làm t�ng kh¿ n�ng ion hóa cÿa các 

nhóm chÿc trên aptamer ho¿c kháng thß, tÿ �ó c¿i thißn c¿u hình không gian và kh¿ 

n�ng nh¿n dißn kháng nguyên �ích [177]. 

 

 
Hình 3.28. ¾nh h±ßng cÿa các hß �ßm và pH khác nhau �¿n tín hißu cÿa que thÿ LFIA 

3.4.2. Que thÿ nhanh phát hißn K.pneumoniae 

3.4.2.1.  Cßng hÿp cßng hóa trß h¿t nano vàng và kháng thß Rabbit anti-

K.pneumoniae polyclonal 

Có nhißu kÿ thu¿t khác nhau �ß cßng hÿp h¿t nano vàng (AuNPs) vßi kháng 

thß, bao gßm các t±¡ng tác v¿t lý (t±¡ng tác ion, t±¡ng tác kÿ n±ßc, liên k¿t phßi trí) 

và các t±¡ng tác hóa hßc (h¿p phÿ hóa hßc, ph¿n ÿng EDC/NHS, và sÿ dÿng phân tÿ 

trung gian) [178]. Trong nghiên cÿu này, ph±¡ng pháp liên k¿t cßng hóa trß �±ÿc sÿ 

dÿng nh¿m g¿n các nhóm chÿc lên bß m¿t AuNPs thông qua ph¿n ÿng EDC/NHS, 

qua �ó kh¿c phÿc các h¿n ch¿ th±ßng g¿p cÿa các ph±¡ng pháp liên k¿t không cßng 

hóa trß, ch¿ng h¿n nh± yêu c¿u nßng �ß kháng thß cao và sÿ �ßnh h±ßng ng¿u nhiên 

cÿa kháng thß trên bß m¿t h¿t nano vàng [179]. Phß h¿p thÿ UV3Vis (Hình 3.29C) 

cho th¿y �ßnh plasmon �¿c tr±ng cÿa AuNPs �¡n phân tán n¿m kho¿ng 517 nm, trong 
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khi �ßnh cÿa phÿc AuNPs3Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal bß dßch 

bathochromic �¿n 528 nm. Sÿ dßch chuyßn này chÿng tß quá trình chÿc n�ng hóa 

AuNPs b¿ng phßi tÿ MUA �ã liên k¿t hißu qu¿ vßi phân tÿ kháng thß Rabbit anti-

K.pneumoniae polyclonal. Bên c¿nh �ó, giá trß th¿ zeta (zeta potential) và kích th±ßc 

�ßng hßc (DLS) �±ÿc �o �ß �ánh giá �ißn tích bß m¿t và kích th±ßc thÿy �ßng hßc 

cÿa AuNPs tr±ßc và sau khi cßng hÿp vßi kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae 

polyclonal. K¿t qu¿ cho th¿y th¿ zeta cÿa AuNPs gi¿m tÿ 238,38 mV xußng 20,15 

mV (Hình 3.29B), ph¿n ánh sÿ suy gi¿m �ißn tích âm do sÿ g¿n k¿t cÿa các phân tÿ 

kháng thß mang �ißn tích d±¡ng. �ßng thßi, kích th±ßc h¿t t�ng lên sau quá trình 

cßng hÿp cßng hóa trß (Hình 3.29A), xác nh¿n sÿ bao phÿ cÿa các phân tÿ kháng thß 

quanh bß m¿t AuNPs. 

 

Hình 3.29. (A) Kích th±ßc thÿy �ßng hßc, (B) th¿ zeta, và (C) phß h¿p thÿ UV3Vis 

trong kho¿ng b±ßc sóng tÿ 400 �¿n 800 nm cÿa h¿t nano vàng (AuNPs) và phÿc hÿp 

AuNPs3kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal. 

Phß Raman t�ng c±ßng bß m¿t (SERS) �±ÿc sÿ dÿng rßng rãi �ß phát hißn các 

bi¿n �ßi trên bß m¿t v¿t lißu kim lo¿i nhß �ß nh¿y cao, tính �¿c hißu bß m¿t, và kh¿ 

n�ng cung c¿p thông tin c¿u trúc chi ti¿t. SERS có tính �¿c hißu bß m¿t cao vì hißu 

ÿng t�ng c±ßng chß x¿y ra t¿i ho¿c g¿n bß m¿t kim lo¿i, khi¿n kÿ thu¿t này trß thành 

mßt công cÿ tuyßt vßi �ß nghiên cÿu các loài liên k¿t trên bß m¿t, các quá trình bi¿n 

�ßi bß m¿t, cing nh± các ph¿n ÿng x¿y ra t¿i giao dißn kim lo¿i. Hình 3.30 trình bày 

phß SERS cÿa các h¿t nano vàng (AuNPs) sau tÿng giai �o¿n bi¿n �ßi, bao gßm bi¿n 
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�ßi vßi MUA (b), g¿n kháng thß (c), và t±¡ng tác vßi vi khu¿n (d). Trong sußt quá 

trình bi¿n �ßi, các h¿t �±ÿc phân tán trong dung dßch �ßm TRIS-HCl pH 10,8 có chÿa 

0,1% BSA, 0,5% Tween 20 và 0,5% sucrose. Dao �ßng kéo giãn Au3S là chß thß �¿c 

tr±ng cho sÿ t±¡ng tác giÿa nhóm thiol (-SH) và bß m¿t vàng (Au). Khi mßt phân tÿ 

chÿa nhóm thiol liên k¿t vßi h¿t nano vàng ho¿c bß m¿t vàng, liên k¿t S3H bß �ÿt và 

mßt liên k¿t Au3S mßi �±ÿc hình thành. Sÿ hình thành liên k¿t mßi này có thß �±ÿc 

phát hißn trong phß Raman thông qua �ßnh �¿c tr±ng ß vùng t¿n sß th¿p, vßi v¿ch ß 

302 cm{¹ �±ÿc quy cho dao �ßng Au3S trong m¿u Au3MUA. Trong phß Raman, các 

�ßnh �¿c tr±ng cho nhóm carboxyl (-COOH) th±ßng xu¿t hißn trong các vùng t±¡ng 

ÿng vßi dao �ßng kéo giãn C3O và dao �ßng ußn O3H. Dao �ßng C3O th±ßng n¿m 

trong kho¿ng 120031320 cm{¹, trong khi dao �ßng ußn O3H cÿa nhóm hydroxyl trong 

nhóm carboxyl th±ßng xu¿t hißn ß kho¿ng 139031440 cm{¹. Þ �±ßng phß (b) trong 

Hình 3.30, các d¿i tín hißu �±ÿc quan sát t¿i 1145 cm{¹, 1269 cm{¹ và 1386 cm{¹, l¿n 

l±ÿt �±ÿc quy cho dao �ßng kéo giãn C3O và dao �ßng ußn O3H. Ngoài ra, các �ßnh 

�¿c tr±ng cho dao �ßng ¿(C3COOH) cÿa nhóm acid carboxylic cing �±ÿc phát hißn 

t¿i 936 cm{¹ và 863 cm{¹, cho th¿y phân tÿ MUA t±¡ng tác vßi bß m¿t AuNPs thông 

qua nhóm thiol. Tuy nhiên, khi h¿t Au3MUA t±¡ng tác vßi kháng thß, và sau �ó vßi 

vi khu¿n K.pneumoniae, các d¿i tín hißu này bi¿n m¿t khßi phß SERS (�±ßng c và d 

trong Hình 3.30), ngo¿i trÿ �ßnh t¿i 936 cm{¹, vßn có xu h±ßng mß rßng và dßch 

chuyßn �¿n 985 cm{¹. Sÿ thay �ßi này cho th¿y kháng thß �ã liên k¿t vßi nhóm 3

COOH trên bß m¿t h¿t vàng, làm thay �ßi t¿n sß dao �ßng cÿa liên k¿t này. Khi có 

sÿ hißn dißn cÿa vi khu¿n �ích, các vi khu¿n liên k¿t vßi kháng thß trên h¿t Au3MUA, 

d¿n �¿n thay �ßi bß sung trong t¿n sß dao �ßng cÿa liên k¿t Au3S. 
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Hình 3.30. Phß SERS cÿa các h¿t nano vàng (AuNPs) sau tÿng b±ßc bi¿n �ßi bß m¿t, 

bao gßm: (b) bi¿n �ßi vßi MUA, (c) g¿n kháng thß kháng Rabbit anti-K.pneumoniae 

polyclonal, và (d) t±¡ng tác vßi vi khu¿n K.pneumoniae. 

 
3.4.2.2. Phân tích tính �¿c hißu cÿa que thÿ LFIA k¿t hÿp vßi hß thßng bão hòa 

màu 

Thí nghißm �ánh giá tính �¿c hißu �±ÿc thÿc hißn nh¿m kißm tra kh¿ n�ng 

nh¿n dißn cÿa que thÿ LFIA �ßi vßi K.pneumoniae, Escherichia coli và P.aeruginosa 

ß nßng �ß 10x CFU/mL, nh¿m xác �ßnh kh¿ n�ng xu¿t hißn tín hißu d±¡ng tính gi¿ 

cÿa hß thßng. K¿t qu¿ cho th¿y không xu¿t hißn tín hißu d±¡ng tính gi¿ trên các que 

thÿ �±ÿc kißm tra vßi E. coli và P. aeruginosa khi quan sát b¿ng m¿t th±ßng (Hình 

3.34). Bên c¿nh �ó, m¿u d±¡ng tính vßi K.pneumoniae cho tín hißu bão hòa màu v±ÿt 

quá 15%, trong khi các m¿u chÿa E. coli và P.aeruginosa chß ghi nh¿n tín hißu g¿n 

nh± b¿ng 0% (Hình 3.31). Nhÿng k¿t qu¿ này chÿng minh r¿ng hß thßng LFIA �ßnh 

l±ÿng �±ÿc phát trißn có tính �¿c hißu cao, kh¿ n�ng kháng nhißu tßt và có thß phát 

hißn chính xác K.pneumoniae. 

 

Hình 3.31. Phân tích �ß �¿c hißu cÿa que thÿ phát hißn K.pneumoniae, Escherichia 

coli, và P.aeruginosa ß nßng �ß 108 CFUs/mL 
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3.4.2.3.  Xác �ßnh gißi h¿n phát hißn (LoD), gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LoQ) và phân tích 

�ß bão hòa màu cÿa que thÿ LFIA k¿t hÿp vßi hß thßng phân tích �ß bão hòa 

màu 

Các que thÿ LFIA �±ÿc ch¿ t¿o theo c¡ ch¿ <sandwich=, trong �ó m¿u di 

chuyßn dßc theo que thÿ thông qua dòng mao d¿n qua nhißu màng chßng lên nhau �ã 

�±ÿc phÿ s¿n vßi ch¿t �ánh d¿u mÿc tiêu. T¿m �ßm m¿u, �ßm cßng hÿp và màng 

nitrocellulose �±ÿc xÿ lý tr±ßc khi l¿p ráp nh¿m cân b¿ng màng, gi¿m thißu sÿ liên 

k¿t không �¿c hißu và t¿o �ißu kißn cho sÿ di chuyßn dß dàng cÿa ch¿t phân tích qua 

màng [180]. 

Các que thÿ LFIA �±ÿc ch¿ t¿o và �ánh giá kh¿ n�ng phát hißn K.pneumoniae 

trong d¿i nßng �ß tÿ 10¹ �¿n 10x CFU/mL (Hình 3.32). V¿ch phát hißn cÿa 

K.pneumoniae có thß �±ÿc quan sát rõ ß nßng �ß 10² CFU/mL. �ß nh¿y và kho¿ng 

hißu chu¿n cÿa que thÿ LFIA có tích hÿp hß thßng phân tích �ß bão hòa màu �±ÿc 

�ánh giá thông qua c±ßng �ß cÿa v¿ch phát hißn trong kho¿ng nßng �ß tÿ 10¹ �¿n 10x 

CFU/mL. 

(A) 

 

 (B) 
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Hình 3.32. (A) Que thÿ LFIA �±ÿc �ánh giá kh¿ n�ng phát hißn K.pneumoniae trong 

d¿i nßng �ß tÿ 10¹ �¿n 10x CFU/mL (B) Các hình ¿nh cÿa que thÿ LFIA �±ÿc chÿp 

d±ßi �ißu kißn chi¿u sáng vßi �ß rßi 335 lux. Sau �ó, các hình ¿nh này �±ÿc phân 

tích c±ßng �ß màu t¿i v¿ch thÿ (T-line) b¿ng ph¿n mßm Color Grab. 

Các giá trß R, G và B trong mô hình RGB �±ÿc sÿ dÿng �ß xác �ßnh c±ßng �ß 

và �ß bão hòa màu t¿i v¿ch thÿ (T-line) cÿa LFIA (B¿ng 3.9). Ph±¡ng trình hßi quy 

tuy¿n tính �±ÿc xác �ßnh là y = 2,983 + 3,285 log¡ (x). �±ßng hßi quy thß hißn mßi 

t±¡ng quan cao giÿa nßng �ß K.pneumoniae và tín hißu bão hòa màu vßi R² = 0,995 

(Hình 3.33). Gißi h¿n phát hißn (LoD) và gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LoQ) l¿n l±ÿt �±ÿc 

tính là 1,61 và 4,83 CFU/mL. 

B¿ng 3.9. Các giá trß R, G, và B trong mô hình RGB xác �ßnh c±ßng �ß và �ß bão 

hòa cÿa màu s¿c t¿i v¿ch thÿ (T-line) cÿa que thÿ LFIA. 

Nßng �ß 

K.pneumoniae 

(CFU/mL) 

3 thÿ nghißm 

l¿p l¿i 
R G B 

Chuyßn �ßi tÿ 

RGB sang �ß 

bão hòa 

Giá trß 

trung 

bình 

�ß 

lßch 

chu¿n 

101 

Thÿ nghißm 1 174 170 163 6.36 

6.257 0.215 Thÿ nghißm 2 183 179 172 6.01 

Thÿ nghißm 3 172 168 161 6.40 

102 

Thÿ nghißm 1 155 135 132 11.31 

9.603 0.759 Thÿ nghißm 2 148 129 125 9.70 

Thÿ nghißm 3 145 129 125 8.80 

103 

Thÿ nghißm 1 149 126 122 11.30 

12.083 0.700 Thÿ nghißm 2 148 123 118 12.30 

Thÿ nghißm 3 148 122 117 12.65 

104 Thÿ nghißm 1 155 130 124 13.42 13.600 0.992 
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Thÿ nghißm 2 152 128 122 12.71 

Thÿ nghißm 3 159 134 126 14.67 

105 

Thÿ nghißm 1 132 90 87 20.55 

21.143 0.738 Thÿ nghißm 2 133 90 87 20.91 

Thÿ nghißm 3 136 89 87 21.97 

106 

Thÿ nghißm 1 98 61 60 24.05 

24.523 0.573 Thÿ nghißm 2 97 59 57 24.36 

Thÿ nghißm 3 97 62 58 25.16 

107 

Thÿ nghißm 1 102 62 60 25.93 

25.210 0.775 Thÿ nghißm 2 102 55 55 24.39 

Thÿ nghißm 3 117 70 69 25.31 

108 

Thÿ nghißm 1 128 70 81 29.29 

29.058 0.258 Thÿ nghißm 2 132 73 85 28.78 

Thÿ nghißm 3 122 67 72 29.10 

 

M¿u tr¿ng R G B 
Chuyßn �ßi tÿ RGB 

sang �ß bão hòa 

1 186 192 185 5.26 

2 183 188 182 4.29 

3 182 187 181 4.23 

4 213 209 211 4.55 

5 182 187 192 3.55 

6 183 188 182 4.29 

7 185 190 183 5.11 

8 182 187 181 4.23 

9 185 191 184 5.19 

10 213 209 211 4.55 

Giá trß trung bình 4.525 

�ß lßch chu¿n 0.533 
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Hình 3.33. (A) �±ßng cong hißu chu¿n và (B) b¿n �ß nhißt d¿ng thang màu hßng 

cÿa K.pneumoniae vßi dãy nßng �ß pha loãng tu¿n tÿ tÿ 10¹ �¿n 10x CFU/mL. 

Que thÿ LFIA k¿t hÿp vßi hß thßng phân tích �ß bão hòa màu có thß phát hißn 

nßng �ß th¿p �¿n 10¹ CFU/mL, th¿p h¡n 10 l¿n so vßi gißi h¿n phát hißn b¿ng m¿t 

th±ßng. Hình ¿nh gßc cÿa tÿng nßng �ß trong kho¿ng tÿ 10¹ �¿n 10x CFU/mL �±ÿc 

thß hißn trong Hình 3.34, và các phép �o l¿p l¿i cho th¿y hß thßng phân tích �ß bão 

hòa màu có �ß tin c¿y cao và thích hÿp cho phân tích �ßnh l±ÿng. B¿n �ß nhißt thang 

màu hßng cho th¿y màu cÿa các v¿ch thÿ chuyßn d¿n tÿ tr¿ng sang hßng �¿m, tÿ lß 

thu¿n vßi nßng �ß K.pneumoniae (Hình 3.33B). 

 

 

Hình 3.34. Hình ¿nh gßc cÿa các que thÿ LFIA vßi dãy pha loãng cÿa vi khu¿n 

K.pneumoniae tÿ 10x �¿n 10¹ CFU/mL, �±ÿc thÿc hißn vßi ba l¿n l¿p l¿i và m±ßi m¿u tr¿ng. 
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Nhißu kÿ thu¿t tiên ti¿n �ã �±ÿc phát trißn nh¿m phát hißn vi khu¿n 

K.pneumoniae vßi �ß nh¿y và �ß �¿c hißu v±ÿt trßi. Mßt c¿m bi¿n aptamer t¿i �ißm 

ch�m sóc (point-of-care aptasensor) �ã �±ÿc phát trißn dÿa trên hißn t±ÿng cßng 

h±ßng plasmon bß m¿t cÿc bß (LSPR) cÿa các h¿t vàng nano (AuNPs), cho phép phát 

hißn K.pneumoniae vßi gißi h¿n phát hißn (LoD) th¿p �¿n 3,4 × 10³ CFU/mL [181]. 

Ngoài ra, mßt que thÿ s¿c ký mißn dßch dòng ch¿y ngang (LFIA) cing �ã �±ÿc ch¿ 

t¿o dÿa trên sÿ cßng hÿp không cßng hóa trß giÿa các h¿t vàng nano, tuy nhiên gißi 

h¿n phát hißn cÿa ph±¡ng pháp này chß �¿t �¿n 10u CFU/mL �ßi vßi K.pneumoniae 

[182]. H¡n nÿa, mßt nßn t¿ng polyme in phân tÿ (MIP) cing �ã �±ÿc phát trißn �ß 

phát hißn K.pneumoniae vßi gißi h¿n phát hißn th¿p, �¿t 1,352 CFU/mL [183]. So 

sánh vßi các ph±¡ng pháp khác �±ÿc trình bày trong B¿ng 3.10 [1843186], k¿t qu¿ 

cÿa nghiên cÿu cho th¿y r¿ng que thÿ s¿c ký mißn dßch dòng ch¿y ngang (LFIA) �ßnh 

l±ÿng dÿa trên �ißn tho¿i thông minh, k¿t hÿp vßi hß thßng bão hòa màu, có kh¿ n�ng 

phát hißn K.pneumoniae vßi �ß nh¿y cao, tính tuy¿n tính tßt, kh¿ n�ng ÿng dÿng thÿc 

�ßa và chi phí ch¿n �oán th¿p. 

B¿ng 3.10. So sánh ph±¡ng pháp nghiên cÿu trong công trình này vßi các ph±¡ng 

pháp phát hißn K.pneumoniae khác 

 

Nghiên cÿu này �ã báo cáo vß vißc phát trißn các que thÿ mißn dßch dòng ch¿y 

bên (LFIA) dÿa trên cßng hÿp cßng hóa trß vßi h¿t vàng keo, nh¿m phát hißn nhanh 

và �ßnh l±ÿng vi khu¿n K.pneumoniae thông qua hß thßng bão hòa màu. Ph±¡ng pháp 

này �¿t �±ÿc ph¿n ÿng tuy¿n tính cao vßi giá trß R² = 0,995 và có kh¿ n�ng phát hißn 

K.pneumoniae ß nßng �ß th¿p �¿n 10¹ CFU/mL, thß hißn �ß nh¿y v±ÿt trßi trong các 

ÿng dÿng thÿc tißn. K¿t qu¿ nghiên cÿu chÿng minh r¿ng vißc sÿ dÿng ÿng dÿng �o 

màu trên thi¿t bß di �ßng là mßt ph±¡ng pháp nhanh chóng và hißu qu¿ �ß �o �ß bão 
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hòa màu cÿa v¿ch trên que thÿ LFIA, tÿ �ó xác �ßnh chính xác nßng �ß K.pneumoniae 

theo cách �ßnh l±ÿng. 

3.4.3. Que thÿ test nhanh LFIA phát hißn P.aeruginosa 

3.4.3.1.  Cßng hÿp và tßi ±u hóa phÿc hÿp Aptamer T1-AuNP  

�ß tßi ±u hóa quá trình cßng hÿp giÿa aptamer T1 và h¿t nano vàng (AuNPs), 

hai thông sß quan trßng �±ÿc kh¿o sát �ßng thßi là nhißt �ß và nßng �ß aptamer, vì 

c¿ hai y¿u tß này �ßu ¿nh h±ßng �¿n hißu su¿t cßng hÿp. Tr±ßc tiên, ¿nh h±ßng cÿa 

nhißt �ß �±ÿc �ánh giá t¿i mßt nßng �ß aptamer cß �ßnh nh¿m xác �ßnh nhißt �ß tßi 

±u cho quá trình cßng hÿp. Sau �ó, vßi nhißt �ß tßi ±u này, ¿nh h±ßng cÿa nßng �ß 

aptamer �¿n hißu su¿t cßng hÿp �±ÿc ti¿p tÿc kh¿o sát. Cách ti¿p c¿n tu¿n tÿ này cho 

phép �ánh giá có hß thßng tÿng thông sß và xác �ßnh �ißu kißn mang l¿i hißu su¿t g¿n 

k¿t cao nh¿t. 

 

Hình 3.35. (A) Màu s¿c cÿa các dung dßch AuNP �±ÿc ÿ vßi aptamer T1 (0,80 

mg/mL) ß các mÿc nhißt �ß khác nhau (RT ~250C, 400C, 500C, 600C và 700C) trong 

1 giß, sau khi thêm 10% NaCl. M¿u ß RT chuyßn sang màu tím �¿m, các m¿u ß 400C 

và 500C có màu tím nh¿t h¡n, trong khi các m¿u ß 600C và 700C v¿n giÿ màu �ß t±¡i 

�¿c tr±ng cÿa AuNPs. (B) Phß UV3Vis cÿa các dung dßch trong (A) cho th¿y m¿u ÿ 

ß 600C có c±ßng �ß h¿p thÿ cao nh¿t, cho th¿y �ß ßn �ßnh keo cÿa phÿc hÿp AuNP3

aptamer �¿t tßi ±u ß �ißu kißn này. 

Quá trình cßng hÿp aptamer lên bß m¿t h¿t nano vàng (AuNPs) thông qua 

t±¡ng tác t)nh �ißn th±ßng �±ÿc thÿc hißn ß nhißt �ß cao nh¿m t�ng hißu qu¿ g¿n k¿t 

và �ß ßn �ßnh cÿa lßp phÿ aptamer T1 trên bß m¿t h¿t. Þ nhißt �ß phòng, aptamer 3 

vßn là các chußi oligonucleotide 3 có xu h±ßng hình thành các c¿u trúc b¿c hai nh± 
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k¿p tóc (hairpin) ho¿c thân3vòng (stem3loop), làm che khu¿t các nhóm phosphate 

mang �ißn âm và làm gi¿m kh¿ n�ng t±¡ng tác vßi bß m¿t vàng. Vißc t�ng nhißt �ß 

lên kho¿ng 503700C giúp phá vÿ t¿m thßi các c¿u trúc b¿c hai này, khi¿n chußi 

aptamer dußi ra và lß ra các vùng mang �ißn âm, tÿ �ó t�ng c±ßng kh¿ n�ng h¿p phÿ 

t)nh �ißn lên bß m¿t AuNPs. Ngoài ra, nhißt �ß cao còn làm t�ng n�ng l±ÿng �ßng 

hßc cÿa các phân tÿ, giúp aptamer khu¿ch tán nhanh h¡n trong dung dßch và ti¿p c¿n 

bß m¿t vàng hißu qu¿ h¡n [187]. Quá trình này cing giúp ng�n ch¿n hißn t±ÿng k¿t 

tÿ AuNPs, vßn có thß x¿y ra khi aptamer g¿n không �ßu ho¿c t¿o c¿u nßi giÿa các 

h¿t. �áng chú ý, khi sÿ dÿng aptamer có nhóm thiol �ß hình thành liên k¿t cßng hóa 

trß Au3S, vißc gia nhißt trong kho¿ng 503700C v¿n an toàn, không làm phá vÿ liên 

k¿t Au3S mà v¿n t¿n dÿng �±ÿc lÿi ích cÿa vißc dußi aptamer trong quá trình cßng 

hÿp. �ß tßi ±u hóa nhißt �ß cßng hÿp, aptamer T1 (nßng �ß 0,80 mg/mL) �±ÿc ÿ vßi 

AuNPs trong dung dßch �ßm borate (pH 9) trong 1 giß ß các mÿc nhißt �ß khác nhau: 

nhißt �ß phòng (RT), 40, 50, 60 và 700C. Sau �ó, thêm 10% NaCl vào mßi m¿u và 

quan sát màu dung dßch. K¿t qu¿ cho th¿y, ß RT dung dßch chuyßn sang màu tím 

�¿m, ß 400C và 500C màu tím nh¿t d¿n, trong khi ß 60 °C và 70 °C dung dßch v¿n 

giÿ màu �ß r±ÿu �¿c tr±ng cÿa AuNPs (Hình 3.35A). Phß UV3Vis sau khi thêm 10% 

NaCl (Hình 3.35B) cho th¿y m¿u ÿ ß 600C có c±ßng �ß h¿p thÿ cao nh¿t. Do �ó, �ß 

ßn �ßnh keo cÿa phÿc hÿp AuNPs3aptamer �±ÿc �ánh giá thông qua quan sát màu và 

phép �o quang phß UV3Vis. Dÿa trên các k¿t qu¿ này, 600C �±ÿc lÿa chßn là nhißt 

�ß tßi ±u cho quá trình cßng hÿp aptamer lên bß m¿t AuNPs. 

 

Hình 3.36. Phß h¿p thÿ UV3Vis cÿa các phÿc hÿp AuNP3aptamer T1 �±ÿc chu¿n bß 

vßi các nßng �ß aptamer �¿c hißu �ßi vßi P. aeruginosa khác nhau sau khi thêm 

NaCl, thß hißn sÿ dßch chuyßn �ßnh plasmon liên quan �¿n hißn t±ÿng k¿t tÿ và �ß ßn 

�ßnh cÿa h¿t nano 
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Sau khi xác �ßnh �±ÿc nhißt �ß cßng hÿp tßi ±u, thí nghißm ti¿p theo �±ÿc ti¿n 

hành nh¿m �ánh giá ¿nh h±ßng cÿa nßng �ß aptamer �¿n hißu su¿t cßng hÿp trong 

�ißu kißn nhißt �ß cß �ßnh. Kh¿ n�ng cßng hÿp và ßn �ßnh cÿa phÿc hÿp AuNP3

aptamer �±ÿc kh¿o sát b¿ng cách ÿ các h¿t AuNP vßi các thß tích khác nhau (0, 5, 

10, 15, 20 và 25 µL) cÿa dung dßch gßc aptamer T1 (2,8 mg/mL), t±¡ng ÿng vßi các 

nßng �ß cußi cùng là 0, 0,47, 0,80, 1,05, 1,25 và 1,40 mg/mL. Các hßn hÿp �±ÿc ÿ 

trong �ßm borate (pH 9) ß 600C trong 1 giß. Sau �ó, 10 µL dung dßch NaCl 10% �±ÿc 

thêm vào mßi m¿u �ß �ánh giá hißn t±ÿng k¿t tÿ do mußi 3 mßt chß sß gián ti¿p ph¿n 

ánh mÿc �ß phÿ bß m¿t và �ß ßn �ßnh cÿa h¿t nano. Quan sát b¿ng m¿t cho th¿y chß 

ß các nßng �ß aptamer 0,47; 1,25; và 1,40 mg/mL, dung dßch chuyßn tÿ �ß ruby �¿c 

tr±ng cÿa AuNPs ßn �ßnh sang tím nh¿t sau khi thêm mußi (Hình 3.36). Sÿ thay �ßi 

màu này cho th¿y hißn t±ÿng k¿t tÿ h¿t nano, x¿y ra khi lßp phÿ aptamer trên bß m¿t 

AuNPs không �ÿ tßi ±u �ß t¿o ra hißu ÿng ßn �ßnh t)nh �ißn và c¿n trß không gian, 

khi¿n các ion mußi làm suy gi¿m �ißn tích bß m¿t và thúc �¿y sÿ k¿t tÿ. Phân tích 

phß UV3Vis cÿng cß các quan sát trên, vßi gi¿m c±ßng �ß h¿p thÿ ho¿c dßch �ßnh 

plasmon tÿ kho¿ng 520 nm ß các nßng �ß aptamer th¿p 3 d¿u hißu cÿa hißn t±ÿng 

k¿t tÿ h¿t. Ng±ÿc l¿i, ß nßng �ß aptamer cao h¡n (g1,05 mg/mL), dung dßch v¿n giÿ 

�±ÿc màu �ß ruby �¿c tr±ng, và phß UV3Vis thß hißn �ßnh cßng h±ßng plasmon s¿c 

nét trong kho¿ng 5203525 nm, t±¡ng ÿng vßi tr¿ng thái AuNPs ßn �ßnh, không k¿t 

tÿ. �áng chú ý, vißc t�ng thêm nßng �ß aptamer v±ÿt quá 1,05 mg/mL không mang 

l¿i c¿i thißn �áng kß vß �ß ßn �ßnh, cho th¿y bß m¿t AuNPs �ã �¿t tr¿ng thái bão hòa. 

Do �ó, 1,05 mg/mL �±ÿc lÿa chßn làm nßng �ß aptamer tßi ±u cho các quy trình 

cßng hÿp ti¿p theo. Vißc sÿ dÿng �ßm borate pH 9 và ÿ ß 600C �±ÿc cho là �ã thúc 

�¿y quá trình h¿p phÿ v¿t lý hißu qu¿ cÿa aptamer lên bß m¿t AuNPs, t¿o nên lßp phÿ 

�ßng �ßu và ßn �ßnh h¡n. Sÿ tßi ±u này không chß �¿m b¿o hißu qu¿ g¿n k¿t aptamer 

cao, mà còn t�ng c±ßng �ß nh¿y và �ß bßn lâu dài cÿa hß c¿m bi¿n sinh hßc, �¿c bißt 

trong ÿng dÿng ch¿n �oán vi sinh v¿t nh± phát hißn P. aeruginosa (Hình 3.36). 
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Hình 3.37. Màu s¿c cÿa các dung dßch: (A) AuNPs; (B) phÿc hÿp AuNP3aptamer; 

(C) phÿc hÿp AuNP3aptamer �±ÿc ÿ vßi P. aeruginosa; (D, E) phÿc hÿp AuNP3

aptamer �±ÿc ÿ vßi các vi khu¿n không �ích (K. pneumoniae và S. aureus, t±¡ng 

ÿng), tr±ßc (1) và sau (2) khi thêm NaCl. 

Phép thÿ k¿t tÿa �¡n gi¿n trong ßng nghißm �±ÿc phát trißn nh¿m xác minh 

kh¿ n�ng liên k¿t �¿c hißu cÿa phÿc hÿp AuNP3aptamer vßi vi khu¿n �ích. C¡ ch¿ 

này t±¡ng tÿ vßi các phép thÿ màu s¿c dÿa trên aptamer3AuNP �ã �±ÿc mô t¿ tr±ßc 

�ây, trong �ó sÿ tách rßi cÿa aptamer do t±¡ng tác vßi tác nhân �ích làm m¿t ßn �ßnh 

h¿t nano, d¿n �¿n k¿t tÿ do mußi và thay �ßi màu s¿c [188]. Hình 3.37 minh hßa màu 

s¿c cÿa các dung dßch: (A) AuNPs; (B) phÿc hÿp AuNP3aptamer; (C) phÿc hÿp 

AuNP3aptamer �±ÿc ÿ vßi P. aeruginosa; (D, E) phÿc hÿp AuNP3aptamer �±ÿc ÿ 

vßi các vi khu¿n không �ích (K. pneumoniae và S. aureus, t±¡ng ÿng), tr±ßc (1) và 

sau (2) khi thêm NaCl. Sau khi thêm mußi, các AuNP bß k¿t tÿ rõ rßt, thß hißn qua sÿ 

chuyßn màu tÿ �ß r±ÿu sang xanh3tím. Ng±ÿc l¿i, các AuNP �±ÿc chÿc n�ng hóa 

b¿ng aptamer v¿n giÿ �±ÿc màu �ß �¿c tr±ng, chÿng tß aptamer �ã ßn �ßnh hóa h¿t 

nano và ng�n ch¿n k¿t tÿ do mußi. Tuy nhiên, khi có m¿t vi khu¿n �ích (P. 

aeruginosa), các aptamer liên k¿t �¿c hißu vßi t¿ bào vi khu¿n và bß <kéo tách= khßi 

bß m¿t AuNPs, khi¿n các h¿t nano m¿t lßp b¿o vß và trß nên dß k¿t tÿ khi thêm mußi, 

d¿n �¿n sÿ thay �ßi màu s¿c t±¡ng tÿ AuNPs. Trái l¿i, không quan sát th¿y sÿ thay 

�ßi màu ß các m¿u chÿa vi khu¿n không �ích, kh¿ng �ßnh tính �¿c hißu cao cÿa hß 

c¿m bi¿n. 

3.4.3.2.  �ánh giá �ß �¿c hißu cÿa que thÿ b¿ng m¿u tr¿ng và vi khu¿n không mÿc 

tiêu 

�ß �ánh giá �ß �¿c hißu cÿa que thÿ LFIA lai t¿o �ã phát trißn, các thí nghißm 

ban �¿u �±ÿc thÿc hißn vßi các m¿u �ßm tr¿ng và huyßn phù chÿa các chÿng vi khu¿n 
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không mÿc tiêu. M¿u tr¿ng �±ÿc sÿ dÿng nh¿m xác nh¿n sÿ v¿ng m¿t cÿa tín hißu 

không �¿c hißu t¿i vùng kißm tra (test zone), �ßng thßi �¿m b¿o r¿ng các phÿc hÿp 

aptamer3AuNP v¿n ßn �ßnh và không t¿o ra k¿t qu¿ d±¡ng tính gi¿. Các chÿng vi 

khu¿n không mÿc tiêu, bao gßm E. coli, K. pneumoniae, và S. aureus, �±ÿc kh¿o 

nghißm ß nßng �ß 10³ CFU/mL �ß �ánh giá kh¿ n�ng ph¿n ÿng chéo tißm tàng. Hß 

thßng LFIA có �ß �¿c hißu cao �±ÿc kÿ vßng chß t¿o ra v¿ch kißm tra rõ ràng khi có 

m¿t tác nhân gây bßnh mÿc tiêu P. aeruginosa, trong khi các chÿng không mÿc tiêu 

s¿ cho tín hißu r¿t y¿u ho¿c không xu¿t hißn. K¿t qu¿ �±ÿc trình bày trong Hình 3.38. 

Các m¿u �ßm tr¿ng và huyßn phù vi khu¿n không mÿc tiêu (E. coli, K. pneumoniae, 

và S. aureus) chß xu¿t hißn duy nh¿t v¿ch C, không có tín hißu t¿i vß trí v¿ch T. K¿t 

qu¿ này kh¿ng �ßnh r¿ng các phÿc hÿp aptamer T13AuNP không g¿n k¿t không �¿c 

hißu vßi t¿ bào vi khu¿n không mÿc tiêu, qua �ó lo¿i trÿ kh¿ n�ng d±¡ng tính gi¿. 

Ng±ÿc l¿i, các m¿u có bß sung P. aeruginosa ß nßng �ß �¿i dißn 10³ CFU/mL xu¿t 

hißn hai v¿ch rõ ràng4v¿ch T và v¿ch C4chÿng minh kh¿ n�ng nh¿n dißn �¿c hißu 

cÿa aptamer T1 �ßi vßi vi khu¿n mÿc tiêu. Sÿ hißn dißn ßn �ßnh cÿa v¿ch C trong t¿t 

c¿ các phép thÿ xác nh¿n dòng ch¿y và ho¿t �ßng bình th±ßng cÿa que thÿ LFIA, 

trong khi sÿ xu¿t hißn chßn lßc cÿa v¿ch T chß khi có P. aeruginosa chÿng minh �ß 

�¿c hißu cao cÿa hß thßng phân tích. 

 

Hình 3.38. �ánh giá �ß �¿c hißu sÿ dÿng m¿u tr¿ng, E. coli, K. pneumoniae, S. 

aureus, và P. aeruginosa. (A) Hình ¿nh các que thÿ sau khi kißm tra vßi m¿u tr¿ng 

(không chÿa vi khu¿n); (B) Hình ¿nh các que thÿ sau khi kißm tra vßi các m¿u E. 

coli, K. pneumoniae, S. aureus, và P. aeruginosa, mßi m¿u có cùng nßng �ß 10³ 

CFU/mL. 
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3.4.3.3.  �ánh giá �ß nh¿y vßi các m¿u P. aeruginosa �±ÿc pha chu¿n 

�ß xác �ßnh �ß nh¿y phân tích cÿa que thÿ LFIA �ã phát trißn, mßt lo¿t m¿u 

P. aeruginosa có nßng �ß xác �ßnh �±ÿc chu¿n bß b¿ng cách pha thêm huyßn phù vi 

khu¿n vào dung dßch �ßm ph¿n ÿng. Cách ti¿p c¿n này cho phép kißm soát chính xác 

nßng �ß tác nhân �ích, tÿ �ó �ánh giá chính xác gißi h¿n phát hißn (LOD) th¿p nh¿t 

cÿa phép thÿ. Các que thÿ thu �±ÿc �±ÿc quan sát b¿ng m¿t th±ßng và phân tích bán 

�ßnh l±ÿng nh¿m xác �ßnh gißi h¿n phát hißn cing nh± kh¿ n�ng �áp ÿng cÿa hß 

thßng trong ph¿m vi m¿t �ß vi khu¿n khác nhau. Hißu su¿t cÿa que thÿ LFIA sÿ dÿng 

aptamer T1 �±ÿc �ánh giá vßi các m¿u P. aeruginosa có nßng �ß pha chu¿n tÿ 10¹ 

�¿n 10y CFU/mL. Þ mßi nßng �ß, phÿc hÿp AuNP3aptamer T1 �±ÿc trßn vßi m¿u 

và ÿ ß 600C trong 30 phút �ß thúc �¿y quá trình nh¿n bi¿t �ích và hình thành phÿc 

AuNP3aptamer3vi khu¿n. Hßn hÿp sau �ó �±ÿc nhß lên vùng m¿u cÿa que thÿ, và 

k¿t qu¿ �±ÿc ghi nh¿n sau 10315 phút. Þ các m¿u d±¡ng tính chÿa P. aeruginosa 

trong kho¿ng tÿ 5 × 10² �¿n 10y CFU/mL, c¿ hai v¿ch kißm soát (C) và v¿ch thÿ (T) 

�ßu xu¿t hißn, trong �ó c±ßng �ß cÿa v¿ch T thay �ßi tùy theo m¿t �ß vi khu¿n (Hình 

3.39). Þ nßng �ß cao (10y310w CFU/mL), v¿ch T hißn rõ và s¿c nét, cho th¿y sÿ b¿t 

giÿ hißu qu¿ phÿc hÿp AuNP3aptamer3vi khu¿n t¿i vùng thÿ. Khi m¿t �ß vi khu¿n 

gi¿m xußng 10t35 × 10² CFU/mL, v¿ch T mß d¿n nh±ng v¿n có thß quan sát �±ÿc 

b¿ng m¿t th±ßng. Þ nßng �ß 10² CFU/mL, v¿ch T r¿t mß và khó nh¿n th¿y, trong khi 

ß 10¹ CFU/mL, v¿ch g¿n nh± bi¿n m¿t hoàn toàn. 

 

Hình 3.39. K¿t qu¿ d¿i LFIA ß các nßng �ß khác nhau cÿa P. aeruginosa 

�ß ti¿n hành phân tích bán �ßnh l±ÿng, hình ¿nh cÿa vùng thÿ (T) và vùng 

kißm soát (C) trên que thÿ LFIA �±ÿc xÿ lý b¿ng ph¿n mßm ImageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/, truy c¿p ngày 13 tháng 8 n�m 2025). ImageJ là mßt công 

cÿ phân tích hình ¿nh mã ngußn mß, mißn phí, �±ÿc sÿ dÿng rßng rãi trong nghiên 

cÿu khoa hßc nhß kh¿ n�ng �o c±ßng �ß tín hißu dÿa trên m¿t �ß �ißm ¿nh (pixel 

density) vßi �ß chính xác và kh¿ n�ng tái l¿p cao. Vißc sÿ dÿng ph¿n mßm này giúp 

tiêu chu¿n hóa quy trình phân tích, gi¿m thißu sai lßch do �ánh giá b¿ng m¿t th±ßng, 

�ßng thßi cho phép xu¿t dÿ lißu sß hóa phÿc vÿ xÿ lý thßng kê, qua �ó nâng cao �ß 

tin c¿y cÿa k¿t qu¿ phân tích bán �ßnh l±ÿng LFIA. Hình ¿nh �±ÿc thu nh¿n ß �ßnh 

https://imagej.nih.gov/ij/
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d¿ng thang xám 8-bit, trong �ó giá trß c±ßng �ß �ißm ¿nh dao �ßng tÿ 0 (�en) �¿n 

255 (tr¿ng). �ß sâu bit này �±ÿc lÿa chßn nh¿m �¿m b¿o �ß t±¡ng ph¿n và chi ti¿t 

�ÿ �ß trích xu¿t �¿c tr±ng chính xác, �ßng thßi gi¿m dung l±ÿng tßp và t¿i xÿ lý. Ch¿ 

�ß thang xám cing lo¿i bß ¿nh h±ßng cÿa thông tin màu, t¿p trung hoàn toàn vào sÿ 

thay �ßi �ß sáng. �ß t�ng c±ßng kh¿ n�ng phân bißt giÿa v¿ch thÿ và nßn, ch¿ �ß 

Invert LUT �±ÿc áp dÿng tr±ßc khi �o, khi¿n các v¿ch thÿ d±¡ng tính m¿nh hißn thß 

d±ßi d¿ng các vùng sáng. Sÿ �ißu chßnh này giúp �ßnh l±ÿng chính xác h¡n giá trß 

c±ßng �ß �ißm ¿nh cÿa c¿ v¿ch thÿ (T-line) và v¿ch kißm soát (C-line). Dÿ lißu c±ßng 

�ß thu �±ÿc sau �ó �±ÿc sÿ dÿng �ß xây dÿng �±ßng cong hißu chu¿n, trong �ó c±ßng 

�ß tín hißu �o �±ÿc tÿ lß thu¿n vßi nßng �ß P. aeruginosa �±ÿc phát hißn trên que 

thÿ LFIA. B¿ng 3.11 và B¿ng 3.12 trình bày giá trß c±ßng �ß màu cÿa v¿ch T �ßi vßi 

m¿u tr¿ng và các m¿u chÿa P. aeruginosa ß các nßng �ß khác nhau. Tÿ các giá trß 

này, mßt �±ßng cong hißu chu¿n thß hißn mßi quan hß giÿa c±ßng �ß v¿ch T và nßng 

�ß P. aeruginosa �ã �±ÿc xây dÿng (Hình 3.40). �±ßng chu¿n thu �±ÿc tÿ d¿i LFIA 

sÿ dÿng các m¿u �±ÿc pha trßn (spiked) vßi P. aeruginosa cho th¿y mßi quan hß 

tuy¿n tính m¿nh m¿ giÿa c±ßng �ß v¿ch thÿ (y) và m¿t �ß vi khu¿n (x) trong kho¿ng 

tÿ 10¹ �¿n 10y CFU/mL, �±ÿc mô t¿ bßi ph±¡ng trình y = 9,858x + 67,717, vßi hß sß 

t±¡ng quan r¿t cao (R² = 0.993). Giá trß R² cao cho th¿y phép thÿ cung c¿p ph¿n hßi 

�ßnh l±ÿng ßn �ßnh và có �ß tái l¿p cao trong toàn bß d¿i nßng �ß �±ÿc kh¿o sát. �ß 

dßc cÿa �±ßng hßi quy (9.858) ph¿n ánh �ß nh¿y cÿa phép thÿ, thß hißn sÿ gia t�ng 

rõ rßt cÿa c±ßng �ß tín hißu khi m¿t �ß vi khu¿n t�ng lên. Dÿa trên �±ßng chu¿n này, 

gißi h¿n phát hißn (LOD) và gißi h¿n �ßnh l±ÿng (LOQ) �±ÿc xác �ßnh l¿n l±ÿt là 

2,34 × 10² CFU/mL và 7,02 × 10² CFU/mL, vßi �ß lßch chu¿n cÿa tín hißu m¿u tr¿ng 

là 1,109. Các k¿t qu¿ này cho th¿y d¿i LFIA �±ÿc phát trißn có �ß nh¿y phân tích 

cao, vßi gißi h¿n phát hißn th¿p tßi 2,34 × 10² CFU/mL, th¿p h¡n ho¿c t±¡ng �±¡ng 

vßi nhißu phép thÿ LFIA dÿa trên kháng thß �ã �±ÿc báo cáo cho P. aeruginosa. 

Ngoài ra, �ß lßch chu¿n th¿p cÿa tín hißu m¿u tr¿ng (1,109) chÿng tß hißu su¿t nßn 

ßn �ßnh, �¿m b¿o kh¿ n�ng phát hißn �áng tin c¿y ß m¿t �ß vi khu¿n th¿p. �ß nh¿y 

này �ÿ �ß phát hißn sßm P. aeruginosa trong các m¿u lâm sàng và môi tr±ßng mà 

không c¿n các b±ßc khu¿ch �¿i tín hißu bß sung. 
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B¿ng 3.11. Giá trß c±ßng �ß màu cÿa v¿ch thÿ (T-line) �ßi vßi các m¿u tr¿ng 

B¿ng 3.12. Giá trß c±ßng �ß màu cÿa v¿ch thÿ (T-line) �ßi vßi các nßng �ß khác 

nhau cÿa m¿u P.aeruginosa 

 

 

Hình 3.40. �±ßng chu¿n thß hißn mßi quan hß giÿa c±ßng �ß v¿ch thÿ (T-line) và 

nßng �ß cÿa P. aeruginosa trong m¿u. 
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3.4.3.4.  ¯u �ißm, h¿n ch¿ và trißn vßng cÿa que thÿ LFIA dÿa trên aptamer 

Trong nghiên cÿu này, mßt ph±¡ng pháp SELEX toàn t¿ bào �±ÿc c¿i ti¿n �ã 

�±ÿc áp dÿng b¿ng cách sÿ dÿng t¿ bào P. aeruginosa b¿t ho¿t, vßi các b±ßc chßn 

lßc lo¿i trÿ (counter-selection) chßng l¿i E. coli và K. pneumoniae ß vòng thÿ n�m 

và thÿ b¿y nh¿m nâng cao tính �¿c hißu. Sau 10 vòng chßn lßc, sáu aptamer có ái lÿc 

liên k¿t cao �ã �±ÿc xác �ßnh, trong �ó aptamer T1 thß hißn c¿u trúc ßn �ßnh và hißu 

su¿t liên k¿t v±ÿt trßi. Aptamer T1 �±ÿc tích hÿp vào hß thßng LFIA, thay th¿ cho 

kháng thß phát hißn truyßn thßng. C¡ ch¿ phát hißn dÿa trên phÿc hÿp AuNP3aptamer 

liên k¿t vßi vi khu¿n mÿc tiêu, sau �ó �±ÿc b¿t giÿ t¿i v¿ch thÿ (T) bßi các kháng thß 

�±ÿc cß �ßnh, t¿o ra tín hißu màu �ß �¿c tr±ng. K¿t qu¿ thÿc nghißm cho th¿y aptamer 

T1 có kh¿ n�ng nh¿n bi¿t �¿c hißu P. aeruginosa vßi gißi h¿n phát hißn (LoD) �¿t 

2,34 × 10² CFU/mL trong vòng 15 phút. Hß thßng LFIA �±ÿc phát trißn mang l¿i 

ph¿n ÿng nhanh, chi phí th¿p, dß sÿ dÿng, và không yêu c¿u thi¿t bß chuyên dÿng, do 

�ó phù hÿp cho ÿng dÿng t¿i �ißm ch�m sóc sÿc khße (POCT), �¿c bißt trong các khu 

vÿc có ngußn lÿc h¿n ch¿. 

B¿ng 3.13. So sánh các ph±¡ng pháp LFIA �ã �±ÿc báo cáo cho phát hißn 

Pseudomonas vßi hß thßng LFIA lai trong nghiên cÿu này 

Ph±¡ng pháp 
Tín 

hißu 
LoD 

Thßi 

gian xét 

nghißm 

Lo¿i m¿u ¯u �ißm 
Tài 

lißu 

RPA-LFS LasB 

gene 

�o màu 

AuNP 

103 

CFU/mL 
1 giß 

DNA tÿ vi 

khu¿n 

�ß nh¿y và �ß 

�¿c hißu cao, 

không c¿n máy 

PCR 

[189] 

MCDA-LFB 

(MCDA+AuNP-

LFA) 

�o màu 

AuNP 

10 fg 

DNA 
40 phút 

DNA tÿ vi 

khu¿n 

Nhanh, quan sát 

�±ÿc, không c¿n 

thi¿t bß 

[190] 

Mag@QDs-

WGA LFA 

Huÿnh 

quang 

LFA 

1013102 

CFU/mL 
35 phút 

M¿u thÿc 

�n/ môi 

tr±ßng 

R¿t nh¿y, có kh¿ 

n�ng phát hißn �a 

mÿc tiêu, phß 

rßng 

[191] 

LAMP-LFB 
�o màu 

AuNP 

102 

CFU/mL 
1 giß 

M¿u DNA 

sinh hßc 

�¡n gi¿n, phù 

hÿp cho lâm sàng 
 

AuNP3aptamer 

+ antibody LFIA 

lai 

�o màu 

AuNP 

102 

CFU/mL 
15 phút 

T¿ bào vi 

khu¿n 

Nh¿y, nhanh, phù 

hÿp phát hißn t¿i 

chß 

Nghiên 

cÿu 

này 
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�ß �¿t hißu su¿t và kh¿ n�ng ÿng dÿng cÿa hß thßng phát hißn t¿i chß (POC) 

�±ÿc �ß xu¿t vào bßi c¿nh so sánh rõ ràng h¡n, nghiên cÿu �ã so sánh nó vßi các nßn 

t¿ng xét nghißm mißn dßch dòng ch¿y bên (LFIA) �ã �±ÿc báo cáo tr±ßc �ây dùng 

cho vißc phát hißn Pseudomonas. B¿ng 3.13 tóm t¿t các �¿c �ißm phân tích chính, 

lo¿i mÿc tiêu, gißi h¿n phát hißn, thßi gian xét nghißm, và nguyên lý phát hißn cÿa 

các hß thßng �¿i dißn. Sÿ so sánh này cho th¿y nhÿng ±u �ißm nßi b¿t cÿa ph±¡ng 

pháp trong nghiên cÿu phát trißn vß tính �¡n gi¿n, tßc �ß ph¿n ÿng nhanh, và kh¿ 

n�ng ÿng dÿng thÿc �ßa, �¿c bißt là trong các xét nghißm t¿i chß (on-site) mà không 

c¿n c¡ sß h¿ t¿ng phòng thí nghißm chuyên bißt. 

Mßt h¿n ch¿ �áng chú ý cÿa hß thßng LFIA sÿ dÿng aptamer thay vì kháng thß 

là c¿n thßi gian ÿ tßi thißu 30 phút �ß �¿m b¿o sÿ g¿n k¿t hißu qu¿ giÿa aptamer và 

vi khu¿n �ích. Do �ó, các phÿc hÿp aptamer3h¿t vàng (AuNP) không thß �±ÿc l±u 

trÿ s¿n trên mi¿ng �ßm cßng hÿp (conjugate pad) nh± trong LFIA thông th±ßng, mà 

ph¿i �±ÿc b¿o qu¿n ß d¿ng dung dßch và ÿ riêng vßi m¿u tr±ßc khi ch¿y que thÿ. 

�ißu này làm gi¿m tính tißn lÿi cho ng±ßi dùng, �¿c bißt trong các ÿng dÿng ch¿n 

�oán nhanh t¿i hißn tr±ßng. �ß kh¿c phÿc h¿n ch¿ này và t�ng kh¿ n�ng ÿng dÿng 

thÿc tißn, mßt sß h±ßng c¿i ti¿n có thß �±ÿc trißn khai trong các nghiên cÿu ti¿p theo: 

Tßi ±u c¿u trúc aptamer thông qua các ph±¡ng pháp SELEX tiên ti¿n nh¿m rút ng¿n 

thßi gian g¿n k¿t vßi vi khu¿n, tÿ �ó gi¿m thßi gian ÿ c¿n thi¿t; thi¿t k¿ l¿i c¿u trúc 

v¿t lý cÿa que thÿ, ch¿ng h¿n tích hÿp bußng cßng hÿp n¿p s¿n aptamer3AuNP d¿ng 

�ông khô, cùng vßi các thành ph¿n nh± mußi Mg²z/Naz, BSA, trehalose và 

PEG/dextran �óng vai trò tác nhân �ông tÿ, giúp tái hydrat hóa nhanh và t�ng tßc �ß 

g¿n k¿t, �ßng thßi �¡n gi¿n hóa quy trình thao tác mà v¿n duy trì �ß nh¿y và �ß �¿c 

hißu cao; áp dÿng �ßnh d¿ng <g¿p gi¿y= (origami LF) �ß t¿o bußng ÿ khép kín cho 

phÿc hÿp aptamer3AuNP vßi m¿u; dòng ch¿y chß b¿t �¿u sau thßi gian ÿ �ßnh s¿n 

khi ng±ßi dùng g¿p que thÿ 4 giúp tÿ �ßng hóa và rút gßn thao tác. Nhÿng c¿i ti¿n 

này không chß giúp nâng cao hißu su¿t cÿa hß thßng LFIA dÿa trên aptamer mà còn 

mß rßng kh¿ n�ng ÿng dÿng cÿa chúng trong ch¿n �oán nhanh t¿i �ißm ch�m sóc 

(POC diagnostics). 

K¿t qu¿ nghiên cÿu cho th¿y chi¿n l±ÿc k¿t hÿp giÿa kÿ thu¿t s¿c ký mißn dßch 

dòng ch¿y bên (LFIA) và nano-ELISA có tißm n�ng lßn trong phát trißn các nßn t¿ng 

ch¿n �oán nhanh �ßi vßi K.pneumoniae và P.aeruginosa [192]. LFIA có ±u �ißm vß 

thßi gian phân tích ng¿n, thao tác �¡n gi¿n và kh¿ n�ng trißn khai t¿i chß, tuy nhiên 

th±ßng bß h¿n ch¿ vß �ß nh¿y và kh¿ n�ng �ßnh l±ÿng. Trong nghiên cÿu này, vißc 

tích hÿp hß thßng phân tích hình ¿nh trên �ißn tho¿i thông minh �ã giúp c¿i thißn 

�áng kß kh¿ n�ng �ßnh l±ÿng tín hißu màu cÿa que thÿ LFIA, tÿ �ó nâng cao �ß nh¿y 
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phát hißn xußng mÿc 10¹ CFU/mL �ßi vßi K. pneumoniae và 2,34 × 10² CFU/mL �ßi 

vßi P. aeruginosa. Các nghiên cÿu g¿n �ây cho th¿y vißc sÿ dÿng smartphone k¿t 

hÿp xÿ lý ¿nh sß có thß c¿i thißn �áng kß �ß nh¿y cÿa LFIA và mß rßng kh¿ n�ng 

ÿng dÿng trong ch¿n �oán nhanh vi sinh v¿t gây bßnh [192]. Ngoài ra, vißc sÿ dÿng 

aptamer nh± �¿u thu sinh hßc trong LFIA và nano-ELISA cing mang l¿i nhißu ±u 

�ißm so vßi kháng thß truyßn thßng, bao gßm kh¿ n�ng tßng hÿp hóa hßc ßn �ßnh, chi 

phí s¿n xu¿t th¿p, dß bi¿n �ßi chÿc n�ng và kh¿ n�ng chßu nhißt tßt. Tuy nhiên, nghiên 

cÿu v¿n tßn t¿i mßt sß h¿n ch¿. Thÿ nh¿t, vißc �ánh giá �ß nh¿y và �ß �¿c hißu chÿ 

y¿u �±ÿc thÿc hißn trên m¿u nuôi c¿y tinh s¿ch trong �ißu kißn in vitro, ch±a ph¿n 

ánh �¿y �ÿ ¿nh h±ßng cÿa nßn m¿u lâm sàng phÿc t¿p nh± máu, �ßm ho¿c n±ßc tißu. 

Thÿ hai, sß l±ÿng chÿng vi khu¿n sÿ dÿng �ß �ánh giá ph¿n ÿng chéo còn h¿n ch¿, 

ch±a bao quát �¿y �ÿ các vi khu¿n Gram âm th±ßng g¿p trong nhißm khu¿n bßnh 

vißn. Các c¿m bi¿n sÿ dÿng kháng nguyên �a dòng và aptamer chßn lßc whole-cell 

SELEX v¿n tßn t¿i nguy c¡ ph¿n ÿng chéo vßi các vi khu¿n có c¿u trúc kháng nguyên 

t±¡ng �ßng. Do �ó, trong các nghiên cÿu ti¿p theo, c¿n mß rßng �ánh giá trên sß 

l±ÿng lßn m¿u lâm sàng và nhißu chÿng vi khu¿n phân l¿p thÿc t¿ nh¿m xác �ßnh 

toàn dißn �ß nh¿y, �ß �¿c hißu và kh¿ n�ng ph¿n ÿng chéo.  
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K¾T LU¾N VÀ KI¾N NGHÞ 

K¾T LU¾N 

1. �ã sàng lßc �±ÿc 15 aptamer tißm n�ng �¿c hißu vi khu¿n K.pneumoniae và 6 

aptamer tißm n�ng �¿c hißu vi khu¿n P.aeruginosa sÿ dÿng ph±¡ng pháp 

SELEX. Tÿ �ó, dÿa trên các ph±¡ng pháp phân tích mô phßng �ã lÿa chßn 

�±ÿc aptamer sß 5 và aptamer T1 là các aptamer tißm n�ng nh¿t �¿c hißu l¿n 

l±ÿt �ßi vßi vi khu¿n K.pneumoniae và P.aeruginosa. 

2. Lu¿n án �ã phát trißn hß ELISA trÿc ti¿p dÿa trên cßng hÿp thành công h¿t 

nano vàng vßi kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal và vißc tßi ±u 

hóa thành công ph±¡ng pháp nhußm vßi sÿ có m¿t cÿa HAuCl4 và 

NH2OH.HCl �ã làm t�ng �ß nh¿y phát hißn lên 100 l¿n, có thß phát hißn �±ÿc 

vi khu¿n K.pneumoniae ß nßng �ß th¿p 102 CFU/mL. 

3. Lu¿n án �ã phát trißn hß ELISA trÿc ti¿p dÿa trên cßng hÿp thành công h¿t 

nano vàng vßi aptamer T1 phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa ß nßng �ß th¿p 

102 CFU/mL. 

4. Lu¿n án �ã ch¿ t¿o que thÿ nhanh LFIA dÿa trên vißc cßng hÿp thành công 

kháng thß Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal lên bß m¿t h¿t nano vàng �ß 

sÿ dÿng trÿc ti¿p nh± kháng thß 2 trong vißc ch¿ t¿o que thÿ LFIA phát hißn 

K.pneumoniae ß nßng �ß 10 CFU/mL và không ph¿n ÿng chéo vßi các vi 

khu¿n E.coli, S.typhimurium, C.perfringens, S.aureus, P.aeruginosa. 

5. Lu¿n án �ã ch¿ t¿o que thÿ nhanh LFIA phát hißn P.aeruginosa dÿa trên h¿p 

phÿ thành công aptamer T1 lên bß m¿t h¿t nano vàng t±¡ng tÿ nh± kháng thß 

2 �¿c hißu. Que thÿ có gißi h¿n phát hißn P.aeruginosa thÿc nghißm th¿p ß 

nßng �ß 2,34 × 102 CFU/mL và không ph¿n ÿng chéo vßi các vi khu¿n E.coli, 

S.typhimurium, C.perfringens, S.aureus, K.pneumoniae. 

 
KI¾N NGHÞ 

K¿t qu¿ cÿa lu¿n án �ã cho th¿y tißm n�ng ÿng dÿng cÿa các kháng thß và aptamer 

�¿c hißu trong phát hißn vi khu¿n P.aeruginosa và K.pneumoniae thông qua kÿ thu¿t 

s¿c ký mißn dßch và ELISA trÿc ti¿p. Tuy nhiên, �ß t�ng c±ßng giá trß ÿng dÿng thÿc 

tißn và kh¿ n�ng trißn khai trong ch¿n �oán lâm sàng, lu¿n án ki¿n nghß c¿n ti¿p tÿc 

thÿc hißn các nghiên cÿu theo các h±ßng sau: 

• Mß rßng sß l±ÿng m¿u nghiên cÿu vßi quy mô lßn h¡n và �a d¿ng h¡n vß 

ngußn gßc bßnh ph¿m �ß �ánh giá toàn dißn �ß �¿c hißu cÿa các aptamer �ã 

sàng lßc, �ßng thßi xác �ßnh kh¿ n�ng ph¿n ÿng chéo vßi các loài thußc cùng 
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chi Klebsiella, Pseudomonas hay vi sinh v¿t khác th±ßng g¿p trong nhißm 

khu¿n bßnh vißn.  

• Ti¿n hành thÿ nghißm hß thßng phát hißn trên các m¿u bßnh ph¿m lâm sàng 

thÿc t¿ có t¿i l±ÿng vi khu¿n khác nhau nh¿m �ánh giá kh¿ n�ng phát hißn và 

tính ÿng dÿng cÿa ph±¡ng pháp trong �ißu kißn nßn m¿u phÿc t¿p, �¿c bißt 

�ßi vßi các m¿u có t¿i l±ÿng vi khu¿n th¿p, th±ßng g¿p ß giai �o¿n sßm cÿa 

quá trình nhißm khu¿n. 

• Ti¿p tÿc tßi ±u hóa �ißu kißn ph¿n ÿng và quy trình ch¿ t¿o que thÿ s¿c ký 

mißn dßch và ELISA trÿc ti¿p nh¿m nâng cao �ß ßn �ßnh và kh¿ n�ng b¿o qu¿n 

cÿa hß thßng phát hißn. 
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PHþ LþC 

 

 
Phÿ lÿc 1. (A) �)a th¿ch LB chÿa 50 µg/mL kanamycin sau khi �±ÿc ÿ qua �êm ß 

37 0C vßi TOP10 E. coli chÿa plasmid. (B) Các khu¿n l¿c b¿t kÿ �±ÿc lÿa chßn ng¿u 

nhiên và nuôi trong môi tr±ßng LB lßng qua �êm ß nhißt �ß 370C. Sau khi thu �±ÿc 

plasmid, các �o¿n plasmid s¿ �±ÿc kißm tra b¿ng ph¿n ÿng b¿ng PCR vßi các �o¿n 

mßi �¿c hißu cÿa aptamer và �ißn di trên gel agarose 2%. <L= là thang chu¿n DNA 

100 bp. 

 

 
Phÿ lÿc 2. (A) �)a th¿ch LB chÿa 50 µg/mL kanamycin sau khi �±ÿc ÿ qua �êm ß 

370 C vßi DH5³ E.coli chÿa plasmid. (B) Các khu¿n l¿c b¿t kÿ �±ÿc lÿa chßn ng¿u 

nhiên và nuôi trong môi tr±ßng LB lßng qua �êm ß nhißt �ß 370C. Sau khi thu �±ÿc 

plasmid, các �o¿n plasmid s¿ �±ÿc kißm tra b¿ng ph¿n ÿng b¿ng PCR vßi các �o¿n 

mßi �¿c hißu cÿa aptamer và �ißn di trên gel agarose 2%. <L= là thang chu¿n DNA 

100 bp. 


