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LOI CAM DOAN

T6i cam doan luan 4n tién si nganh Cong nghé Sinh hoc véi dé tai
“Nghién ctru téng hop nano selen/f-glucan c6 hoat tinh sinh hoc bang phuong
phap chiéu xa” 1a cong trinh khoa hoc do t6i thyc hién dudi sy huéng dan cia
PGS.TS. Lé Quang Luan va PGS.TS. Tran Thi Lé Minh. Nhiing két qua nghién
ctru cua luan an nay hoan toan trung thuc va chinh xac.

Ngoai ra, trong luan &n c6 st dung mot s6 nhan xét, danh gia ciing nhu so
sanh voi s6 liéu cla cac tac gia, co quan to chtrc khac va déu co trich dan, cha
thich ngudn tham khao. Néu phat hién c6 bat ky su gian 1an ndo, toi xin hoan

toan chiu trach nhiém vé ndi dung luén &n ctia minh.

TP. H6 Chi Minh, ngdy  thang niam 2025

Nghién ctru sinh

Nguyén Thi Dung



LOI CAM ON

Loi dau tién, t6i xin duge danh su biét on sau sic dén PGS.TS. L& Quang
Luan ngudi da tan tinh huéng dan, ho trg va dinh hudng cho toi trong subt thoi
gian thuc hién luan an. Thay d3 ludn quan tAm gitp d&, gop ¥ dé to6i hoan thién
khong chi luan &n nay ma con gitp t6i hoan thién k¥ nang khac trong cong viéc
nghién ctru khoa hoc cling nhu trong cudc sdng. T6i Xin duoc cam on PGS.TS.
Tran Thi Lé Minh di huéng dan, quan tdm va gitp d& t6i rat nhiéu. Co da ludn
tan tam gop ¥ cho t6i xuyén sudt qua trinh thyc hién dé tai.

T6i xin tran trong cam on Truong Pai Hoc Nong Lam TP. Ho Chi Minh da
tao diéu kién dé t6i hoan thanh luan 4n nay. Ngoai ra xin gui 10i cam on t4i thay
cd Khoa Khoa hoc Sinh hoc - Truong Pai Hoc Néng Lam TP. Ho Chi Minh dic
biét 1a quy thay co: TS. Pinh Xuan Phat, PGS.TS. Nguyén Vii Phong, TS. Cao
Thi Thanh Loan d3 tin tdm giang day, hd tro va tao moi diéu kién thuan loi nhét
cho t6i trong sudt qua trinh hoc tap ciing nhu khi thuc hién luan &n nay.

Toi cling xin giri 10i cam on dén Trung tdm Cong nghé Sinh hoc va S
Khoa hoc Cong nghé Thanh phd HO6 Chi Minh da tao diéu kién thuan loi cho toi
theo hoc chuong trinh dao tao tién si va hd trg kinh phi, co s vat chat dé toi
thuc hién ludn an ndy. Bén canh d6, toi xin cam on quy hoc bong Foundation
Vallet-Rencontres du Vietnam danh cho nghién ctru sinh da tao dong lic gitip
t61 ¢6 gang trong qua trinh nghién ctiru. Pong thoi, t6i ciing xin chan thanh cam
on cac ban phong CNSH Vit Liéu va Nano va phong CNSH Thuc pham, trung
tam Cong nghé Sinh hoc d3 ludn tan tinh hd tro t6i trong qué trinh thuc hién
luan 4n. Loi cam on triu mén nhét, t6i xin giri dén chong Tran Thanh Tuan da
luén bén canh sé chia nhiing budn vui, dp luc trong cong viéc ciing nhu trong
cudc song, ludn 1a diém tya, 1a niém tin va 1a ngudn dong luc giup t0i vuot qua
moi kho khin trong cudc sdng. Sau cling, con xin giri 10 biét on sau sic clia con
dén cha me, nguoi da sinh thanh, nudi néng va day dd con nén nguoi. Cha me da
khong quan ngai kho khan, vat va dé tao moi diéu kién t6t nhat cho hai chi em



con hoc hanh, d6 1 hanh trang va 13 tai san quy gia nhat dé ching con budc vao
doi. Cam on gia dinh chong, ba ma chdong da va dang 13 ngudn dong vién to 16n
ddi véi con. That hanh phuc va may mian khi duge 1a mét thanh vién cua dai gia
dinh.

TG Xin tran trong cam on!
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TOM TAT

Selen (selennium - Se) 12 nguyén t vi lugng quan trong va rat can thiét cho
nguoi va dong vat. Cac hat nano selen (SeNPs) 1a mét dang san phém cua Se da
va dang duogc chu trong va ing dung nho tinh kha dung sinh hoc va doc tinh
thap hon rat nhiéu so véi cac dang selen vo co va hitu co. Do d6 viéc nghién ctru
tong hop hat SeNPs va dénh gia cac hoat tinh sinh hoc ctia ching nham huéng téi
ung dung né nhu mot tdc nhan chéng oxy héa, kich thich mién dich va diéu tri
ung thu 12 rat can thiét.

Pé tai “Nghién ciru tong hop nano selen/f-glucan c¢6 hoat tinh sinh hoc
bang phuong phép chiéu xa” duoc thyc hién tir thang 09/2020 dén thang 5/2024
tai Trung tdm Cong nghé Sinh hoc Thanh phé HO Chi Minh va Truong Dai hoc
Nong Lam Thanh phé H6 Chi Minh. Muc tiéu cta dé tai 1a xdy dung thanh cong
quy trinh va tong hop duoc ché pham SeNPs 6n dinh trong S-glucan bang
phuong phap chiéu xa tia gamma Co-60, déng thoi danh gia duoc hoat tinh
chéng oxy hoa, kha niang tc ché té bao ung thu gan HepG2 va hoat tinh ting
cuong mién dich cua ché pham SeNPs/B-glucan sau khi tong hop.

Sau qua trinh thuc hién dé tai da dat dugc mot sb két qua nhu sau: ba téng
hop thanh cong dung dich SeNPs on dinh trong f-glucan bang phuong phap
chiéu xa gamma Co0-60 bang phuwong phap chiéu xa tia gamma Co-60, xac dinh
duoc liéu chiéu xa chuyén hoa bio hoa 13 4, 6, 8, 10 va 12 kGy dbi véi cac mau
SeNPs/f-glucan c6 néng do Se** ban dau twong tmg 1a 40, 60, 80, 100 va 120
ppm. Va theo d6, kich thudc hat cia cAc SeNPs/S-glucan cling duoc xac dinh
lan luot 13 64,79, 71,74, 92,02, 96,71 va 110,1 nm khi chiéu xa & liéu chiéu xa
chuyén hoa béo hoa. Két qua dat duoc cho thiy diéu kién phu hop dé tong hop
ché pham SeNPs/g-glucan bao gom: néng do Se** 80 ppm va ndéng do chat 6n
dinh S-glucan 2%, pH dung dich ~ 5 va suét liéu 1a 10 kGy/h. San pham dung
dich SeNPs/f-glucan tao thanh ¢ kich thudc hat 92 nm. Anh hudng cia cac
diéu kién bao quan dung dich SeNPs/g-glucan & 25, 4 va 0°C dén kich thuéc hat
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SeNPs/f-glucan ciing dugc danh gia sau 30 va 60 ngay luu trit. Ngoai ra,
phuong phap dong kho ciing duge chimg minh 1& phuong phap tét nhat dé tao
SeNPs dang bot ma khong lam gia ting kich thudc hat. Ché pham SeNPs/g-
glucan téng hop duoc bang phuong phap chiéu xa di thién hién hoat tinh chéng
oxy héa cao va rat bén theo thoi gian. Ché pham SeNPs/g-glucan con thé hién
hoat tinh ting cudng mién dich cao véi cac chi s6 mién dich té bao va mién dich
dich thé trong méau ngoai vi, tly xwong va trong lach trén mo hinh chudt gay suy
giam mién dich bang cytoxan. Két qua cho thay ¢ liéu 6 mg/kg thé trong da co
tac dung phuc hdi manh mé cac chi sé6 mién dich véi gia tri twong duwong so voi
chudt binh thuong khong gy suy giam mién dich. Thém vao do, két qua tur
nghién ctru nay con cho thay, Ché pham SeNPs/s-glucan tong hop bang phuong
phép chiéu xa da thé hién rd hoat tinh wrc ché té bao ung thu gan HepG2 nhung
lai khong gay doc ddi voi nguyén bao soi L929 & cac nong do sir dung dudi 20
ppm. Nghién ctru ciing da ching minh duoc ché pham SeNPs/S-glucan e ché
su tang sinh té bao ung thu gan HepG2 thong qua cam g apoptosis va trc ché
chu ky phan chia té bao.

Tir nhitng két qua cta luan an cho thay ché pham SeNPs/-glucan téng hop
duogc tir phwong phéap chiéu xa tia gamma C0-60 htra hen 13 hoat chat b6 sung
tbt, hiéu qua, an toan va c6 trién vong tng dung cao dé 1am nguyén liéu trong
thuc phém bao vé suc khde voi muc dich chéng oxy hoa, trc ché ung thu va ting

cuong mién dich nham dap tng nhu cau thi truong vé dong san pham nay.

XV



SUMMARY

Selenium (Se) is an essential trace element for maintaining the health of
mammals due to its broad functions in biological systems, such as antioxidant,
immune modulation, cancer prevention, and antiviral activities. Selenium
nanoparticles (SeNPs), which are considered a novel Se compound, have
attracted widespread attention due to their excellent bioavailability, high
bioactivity, and low toxicity compared to their inorganic and organic
counterparts. Therefore, it is necessary to study the synthesis of nano selenium
and evaluate its biological activities to explore its application as agents for
immunostimulation and anticancer treatment.

The project "Study on synthesis of selenium nanoparticles stabilized in /-
glucans (SeNPs/f-Glucan) with high bioactivities by gamma Co-60 irradiation”
has been carried out at the Biotechnology Center of Ho Chi Minh City and Nong
Lam University from September 2020 to May 2024. The aim of the thesis is to
apply the y- ray irradiation method for the synthesis of SeNPs stabilized in
water-soluble and low molecular weight yeast g-glucan with high antioxidant,
antitumor and immunostimulant activity.

After project implementation, the obtained results in this dissertation can be
summaried as bellow: Successfully synthesized the colloidal solutions of
selenium nanoparticles (SeNPs) stabilised in water-soluble g-glucan by the
gamma ray (Co-60) irradiation method. The saturation irradiation dose for
complete reduction of solutions contained 40, 60, 80, 100 and 120 ppm Se**
were determined at 4, 6, 8, 10, and 12 kGy. The particles size of SeNPs/f-glucan
colloidal solution were also determined 64.79, 71.74, 92.02, 96.71 and 110.1 nm
when irradiated at saturable metabolic irradiation dose of SeNPs/s-glucan.
Determined the appropriate conditions to synthesize SeNPs/f-glucan colloidal
solution with particle size of 92 nm as follows: selenium concentration of 80

ppm, S-glucan stabilizer concentration is 2%, pH ~ 5 and dose rate is 10 kGy/h.
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The antioxidant activity of SeNPs/s-glucan was much higher than that of
vitamin C at the same tested concentration and this activity was increased by the
increase of reaction time. The smaller particles size in the product displayed the
higher antioxidant activity.

In vivo tests in cytoxan-induced immunosuppressed mice revealed that the
daily supplementation of SeNPs/s-glucan at concentrations of 6 mg per kg body
weight of tested mice significantly stimulated the generation of cellular immune
factors (white blood cells, neutrophil, lymphocyte, B cells, CD4+ cells, CD34+
cells and natural killer cells) and humoral immune indexes (IgM, 1gG, TNF-q,
IFN-y and IL-2) in peripheral blood, bone marrow and spleen of the
immunosuppressed mice. SeNPs/f-glucan products synthesized by irradiation
have strong inhibitory activity against HepG2 liver cancer cells. In addition, the
tested results on L929 cell line also revealed a low cytotoxicity of SeNPs/f-
glucan on this cell line at concentrations below 20 ppm. The research results
also demonstrate that SeNPs/B-glucan inhibit the proliferation of HepG2 liver
cancer cells by inducing apoptosis and disrupting the cell cycle.

From the results of the project, it can be indicated that the synthetic
SeNPs/p-glucan product promises to be a good, effective, safe, and active
supplement and may potential be used in nutra-pharmaceutical for liver cancer

prevention and supportive therapy.
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MO DAU
1. Pat van dé

Cong nghé nano 1a mot linh vuc nghién ciru hién dai lién quan dén thiét ké,
tong hop va phan tich cac céu tric hat c6 kich thudc tir khoang 1- 100 nm. Day
la mot cong nghé tién tién hién da va dang co tic dong dang ké, gop phan rat 1on
trong hau hét cac nganh va linh vuc ctia xa hoi do nhiing lgi ich mang lai nhu:
tao duoc san pham an toan, hiéu qua véi kha ning tng dung cao.

Selen (selennium - Se) 1a nguyén t6 vi luong quan trong va rat can thiét cho
nguoi va dong vat. Selen anh hudng 16n dén cac hoat dong sinh hoc nhu cac
hoat tinh chong oxy hoda, @c ché té bao ung thu, khang virus, vi khuan, dic biét
la hoat tinh ting cudng mién dich. N6 tham gia vao cau triic coenzyme cua
glutathione peroxydase, 1a mot chat chong oxy hoa, giit vai trd quan trong bao
vé co thé chéng lai tac hai cua cac géc tu do. Tuy €6 mat trong co thé v4i ham
luong rat it nhung selen lai dong vai trd rat quan trong ddi véi stc khoe. Su
thiéu hut selen ¢ thé din dén mot sd bénh nghiém trong nhu ung thu, tim mach
va r6i loan mién dich hodc gay uc ché mién dich, trong khi d6 viéc bd sung
selen voi liéu thap co thé lam ting hodc phuc hdi cac chirc niang mién dich
(Skalickova va ctv, 2017). Cac hat nano selen (SeNPs) thu hat nhiéu sy nghién
ctru va ung dung nho tinh kha dung sinh hoc cao va doc tinh thép hon céac dang
selen vo co va hiru co (Rayman va Phil, 2000). Hién nay chua c6 san pham
SeNPs nao duoc thuong mai dé sur dung cho vat nuoi, thuy san hay cho nguoi, do
d6 viéc tong hop tao san pham SeNPs nham danh gia cac hoat tinh sinh hoc cua
ching va hudng t6i 1am thuc pham chirc ning dé ting cudong cac hoat dong mién
dich 1a rat can thiét nhdm ting cuong strc dé khang va hd trg trong diéu tri bénh.

Hau hét cac nghién ciru dé tong hop SeNPs chi yéu sir dung cac phuong phap
nhu nhiét do, vi song, ap suét, hodc sir dung chat khir (ascorbic acid, acetic acid,
oxalic acid, gallic acid, hydrazine, natri borohydride) (Zhang va ctv, 2004; Hou
va ctv, 2014; Yu va ctv, 2016, Cui va ctv, 2018 v.v). Cac phuong phap nay kha
phé bién, dé thyuc hién, khong tdn nhiéu thoi gian tuy nhién tdn tal1 mot $6 han
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ché nhu kich thudc hat 16n, ndng d6 va do dong déu san pham thap dong thoi do
tinh khiét khong cao va con ton tai nhiéu chat khir. Trong khi d6 téng hop bang
phuong phap chiéu xa dugc cho 13 ¢6 nhiéu vu diém nhu d6 khir déng déu nén
tao san phém co do déng nhét cao, khong st dung chat khir nén do tinh khiét
cao, dé dang diéu chinh kich thudc hat va néng do san phém, c6 thé tao san
pham c6 chat 6n dinh nhu mong mudn, dé& dang trién khai & quy mé 16n (Hien
va ctv, 2018).

Tuy nhién, cac hat SeNPs dang nguyén t6 d& bj két cum lai v6i nhau 1am ting
kich thudc hat va giam hoat tinh, do do chit 6n dinh dong vai tro mot mang luoi
bao boc dé ngin su két cum cua hat SeNPs, nham duy tri hoat tinh sinh hoc.
Nhiéu nghién ctru chi ra hat SeNPs két hop vdi cac chit 6n dinh nhu
polysaccharide gilip chong kha ning két cum, twong thich sinh hoc tt hon va
hoat tinh sinh hoc cao (Jia va ctv, 2015; Hien va ctv, 2018; Duy va ctv, 2021). g-
glucan 1a mot loai polysaccharide pho bién trong nhiéu loai vi sinh vat va thuc
vat, nhan duoc nhiéu su chi ¥ do cd cac hoat tinh sinh hoc quy nhu: giam
cholesterol, trc ché té bao ung thu, khang viém, chdng oxy hda va hd trg chirc
nang mién dich, dic biét 1a f-glucan tir nAm men. Pay la polysaccharide c6 do
phan nhanh cao do d6 duoc st dung 1am chat 6n dinh gitp cic hat nano phan tan
t6t, on dinh hon, chdng két tu hat sau qué trinh téng hop. S-glucan chira cac
nhém chirc giau dién tir chang han nhu nhém —CH, va —OH, gilp 6n dinh
SeNPs thong qua lién két hydro va tuong tac tinh dién véi cac hat nano gidp
tang sy on dinh cau trac hat. Cho dén nay c6 rat it nghién ctru str dung st dung
S-glucan lam chét 6n dinh trong tong hop SeNPs. Dic biét 1a chua c6 cong bd
nao st dung S-glucan tan trong nudc tach chiét tir thanh té bio nim men lam
chat on dinh. Xuét phat tir nhimg 1y do trén, nghién ctiru: “Nghién ciru tong hop
SeNPs/-glucan c6 hoat tinh sinh hoc bang phuwong phép chiéu xa” dugc thyuc
hién. Nghién ctru hudng dén tong hop ché pham SeNPs 6n dinh trong polymer
tu nhién S-glucan vai kha niang 6n dinh tét, dong thoi danh gia hoat tinh chéng

oxy hoa, trc ché té bao ung thu gan, ting cuong mién dich ctia ché pham sau khi
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tong hop, tir d6 dinh hudéng tng dung SeNPs/S-glucan 1am nguyén liéu trong san
Xuat san pham ting cudng strc dé khang va hd tro trong diéu tri bénh.
2. Muc tiéu nghién ciru

Xay dung thanh cdng quy trinh va téng hop duoc ché pham SeNPs 6n dinh
trong B-glucan (SeNPs/B-glucan) c6 hoat tinh sinh hoc bang phuong phép chiéu
xa gamma Co-60.

Muc tiéu cu thé

- Xay dung dugc quy trinh tong hop ché phim SeNPs 6n dinh trong S-glucan
tan trong nudc ¢6 hoat tinh sinh hoc bang phuong phap chiéu xa gamma Co-60.

- Téng hop thanh céng ché pham SeNPs/A-glucan co hoat tinh sinh hoc bang
phuong phap chiéu xa gamma Co-60.

- Panh gia dugc hoat tinh chdng oxy hoa, trc ché té bao ung thu gan HepG2
va tang cuong mién dich cua ché pham SeNPs/f-glucan tong hop bang phuong
phap chiéu xa.

3. Y nghia khoa hoc ciia luin an

Két qua nghién ctru cua dé tai 1a cac co so dir liéu khoa hoc rit c6 ¥ nghia
trong viéc cung cip cac thong sd trong quy trinh tong hop ciing nhu cac yéu to
anh huong dén qua trinh tong hop SeNPs/f-glucan bang phuong phap chiéu xa.
Két qua nghién ctru ctia luan 4n con cho thiy SeNPs/g-glucan tong hop dugc ¢6
hoat tinh chéng oXy hoa, uc ché té bao ung thu, hoat tinh tang cuong mién dich.
Két qua nghién ctu cua luin an c6 thé st dung lam tai liéu tham khao cho
nghién ctru, giang day va chuyén giao cong nghé.

Két qua dat dugc cua dé tai s& tao tién dé cho deé tai khoa hoc nghién ctru sau
hon vé viéc tmg dung btic xa gamma dé tong hop vt liu SeNPs on dinh trong
S-glucan nai riéng va polysaccharide néi chung.

4.Y nghia thwc tién ciia luin 4n
Pé tai da dua ra duoc quy trinh cong nghé tong hop ché pham SeNPs/s-

glucan dang bot co6 hoat tinh sinh hoc cao va do 6n dinh tot, tao thuan loi trong



qua trinh bao quan, van chuyén va ting kha ning Gmg dung dé san xuit cac san
pham ting cudng mién dich, e ché ung thu bao vé sirc khoe.

Hién nay chi c6 cac san phdm bo sung selen & dang vo co va hitu co, do d6
ché pham SeNPs hta hen 1a nguyén liéu 0 trién vong Gng dung cho san xuét
thuc phim bao vé strc khoe chong oxy héa, trc ché ung thu va ting cudong mién
dich thé hé méi an toan va hiéu qua cao.

5. Tinh méi ciia luin an

Lu4n an 12 mot trong sd it nghién ctru dau tién tong hop thanh cong ché pham
SeNPs 6n dinh S-glucan bang phuwong phép chiéu xa tia gamma Co-60 v&i d6 6n
dinh tt va hoat tinh sinh hoc cao.

Nghién ciru da danh gia mot cach chi tiét hoat tinh tang cuong mién dich cua
ché pham SeNPs/f-glucan trén moé hinh chudt giy suy giam mién dich bang
cytoxan thong qua cac chi s mién dich trong mau ngoai vi (WBC, lympho, té
bao B, té bao NK, té bao CD4, IgG, IgM, IFN-a va TNF-$), trong tily xuong
(WBC, bach cau lympho va té bao CD34) va trong lach (Chi s lach, IgG, IgM,
IL-2, TEN-a va IFN-y).

Nghién ctru d3 xac dinh dugc co ché e ché té bao ung thu gan HepG2 la
thdng qua cam tng apoptosis va trc ché chu ky phan chia té bao.

Ché pham SeNPs/g-glucan ché tao bang phuong phap chiéu xa la ché pham
cong nghé cao c6 ngudn gde ty nhién va cd trién vong tmg dung dé san xuit
thuc phém bao vé sttc khoe thé hé méi hd tro ting cudng mién dich va hd trg
phong tri ung thu an toan va hi¢u qua.

6. P6i twong nghién ciru

- Chudt nhat trang dong BALB/c st dung danh gia hoat tinh ting cuong mié
dich trén mé hinh chuét bi suy giam mién dich;

- DONg té bao ung thu gan HepG2, té bao nguyén bao soi L929 sir dung danh
gia hoat tinh tc ché té bao ung thu gan.

7. Pham vi nghién ctu



- Tong hop SeNPs str dung phuong phép chiéu xa tia y Co-60 va 6n dinh trong
S-glucan tach chiét tir thanh té bao nAm men c6 Mw thap.

- Nghién ctu danh gia hoat tinh chéng oxy hoa caa SeNPs/g-glucan sir dung
phuong phap bét goc tw do ABTS".

- Panh gid doc tinh cip cua SeNPs/f-glucan duoc thuc hién trén chuot
BALBI/c.

- Pénh gia hoat tinh ting cuong mién dich cua SeNPs/s-glucan dugc thuc hién
trén md hinh chudt BALB/c bi gay suy giam mién dich bang cytoxan.

- Panh gia kha ning uc ché té bao ung thu str dung dong té bao ung thu gan
HepG2 va dong té bao nguyén bao sgi L929.



Chwong 1. TONG QUAN
1.1. Téng quan cong nghé nano

Cong nghé nano 13 nhanh cta khoa hoc lién quan dén viéc tong hop va mé ta
dac tinh cua cac hat c6 kich thuéc nanomet. Cong nghé nano 1la mdt linh vuc
mang tinh cach mang va c6 sb luong Gmg dung 16n trong moi linh vuc cua doi
song (Sahoo va ctv, 2020). Cong nghé nano di va dang cé tac dong 1on trong
hau hét cac nganh va linh vyc cia xa hoi do nhitng 191 ich nhu: tao duoc san
phém ung dung cao, an toan hon va hi€u qua cao. Cong dung vat liéu nano co
thé dugc tim thy trong my pham, y té, thuc pham bao vé stc khoe, phu gia bao
quan thuc pham, vat liéu y sinh, nang luong va mdi trudng, trong dién tir va mot
s6 vat dung hang ngay khac.

Cong nghé tong hop san pham nano c6 thé dugc phan loai thanh hai cach tiép
can chinh d6 13 cong nghé “tir dudi 1én (bottom-up)” trong dé tién chat 1a cac
nguyén tir hodc ion, va cong nghé “tir trén xudng (top-down)” trong do tién chat
1a vat liéu khoi va su két hop cua chung. Trong cong nghé bottom-up, thuong
bat dau tir cac phan tir trong dung dich, chiing két tu lai thanh cac phan tir ¢6 cdu
tric hodc vo dinh hinh. Phan 16n cac vat liéu nano ing dung trong ndng nghiép
duogc tong hop tir phwong phap nay. Phuong phap tir dudi 1én c6 thé 1a phuong
phap vat 1y, phuwong phap hoa hoc hoic két hop ca hai. Cong nghé bottom-up c6
wu diém 1a tinh chinh xac kha cao, kiém soat duoc kich thude va hinh dang tao
thanh. Tuy nhién cong nghé nay c6 nhuoc diém 1a kho dua ra Gmg dung quy mé
lon. Cac hat nano kim loai nhu vang, bac, bach kim, v.v. duoc ché tao chu yéu
theo kiéu “tir dudi 1én” theo nguyén tic cc ion kim loai nhu Ag*, Au®*, Pt* bi
khir thanh dang nguyén tir Ag® va A, Pt°, v.v. Cac nguyén tir nay s& lién két
v6i nhau tao thanh cum nho (cluster) roi phat trién thanh hat nano (Gautam va
ctv, 2007). Cong nghé top-down thudng bat dau tir cac tinh thé hodc phan tir co
kich thudc ¢ pm tro 1én va 1am giam kich thudce dén ¢ nano. Phuong phap nay
dugc danh gia 1a mot phuong phap kha don gian, dé thuc hién va c6 thé tao
duoc sb luong san phém 16n. Tuy nhién, san phém thu duoc c6 do tinh khiét va
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do dé)ng nhat khong cao, chat luong vat li¢u nano con nhiéu han ché. Trong quéa
trinh tong hop, khé diéu chinh kich thudc va hinh dang cta cdu trac nano, dan
dén san pham dong nhat khong cao. Cong nghé top - down str dung cac ky thuat
nhu: nghién, an mon kim loai, di¢n phan két hop voi ion.

Céc hat nano tir cac ngudn khac nhau c6 cac dic tinh khac nhau. Cac tinh
nang dic trung cua cac hat nano (NP) nhu kich thudc nho, dién tich bé mat 16m,
dic tinh bé mat, dic tinh hoa ly, kha nang hoa tan, kha dung sinh hoc va do doc
tinh thp, do d6 dugc coi 1a vat liéu diy htra hen cho nhiéu tmg dung (Chen va
ctv, 2008; Torres va ctv, 2012). Cac thong s6 nhu kich thude hat, hinh dang va
hinh thai bé mat, su phan bd bé mit 1a nhitng théng sé quan trong xac dinh sy
tuong tac cua vat liéu nano. Do do6, viéc téng hop cac hat nano can quan tam to1
cac thong sd va dic tinh san pham, nham huéng dén cac ung dung cua chung
trong stc khoe va moi truong va chon loc phuwong phap tong hop 1a rit quan
trong, nhat 1 hudng ung dung cac SeNPs trong linh vuc y sinh. Kich thudc cua
cac hat nano dong mdt vai tro quan trong lién quan dén hoat tinh sinh hoc cua
san phém. Hat nano nhé hon thudng co6 ti 1¢ dién tich bé mat trén thé tich 1on
hon. Piéu nay c6 thé 1am ting kha ning phan ung héa hoc va tuong tac cua
chung voi cac chat khac. CAc hat nano c6 thé d& dang phan tan hon trong céac
moi trudong khac nhau, nhung ciing c6 thé d& bj két tu. Do hat nano c6 thé d& bi
tac dong boi cac yéu td moi trudng do d6 can c6 bién phéap kiém soat dic biét dé
dam bao tinh 6n dinh va an toan khi str dung.

Véi kich thudc twong duong véi cac phan tir sinh hoc va nhiéu tinh ning doc
dao khac, cong nghé nano dang duoc day manh nghién ctru, dic biét 1a trong
linh vyc y sinh véi nhiéu ung dung khac nhau. CAc hat nano (hat nano vang,
nano tir, chim lugng tu, v.v.) dugc sur dung dé danh diu céc phan tir sinh hoc, vi
sinh vat, phat hién cic chudi gen nhd vao co ché bét cip bd sung cia DNA hoic
co ché bat cap khang nguyén - khang thé nham tiang cuong d6 nhay, do chinh
xac (Logothetidis, 2012; Wolfe va ctv, 2015). Ngoai ra, cac hat nano cling duoc

sit dung nhu chat mang dan truyén thudc t6i té bao nham dung muc tiéu mong
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mudn nham dat dugc hiéu qua cao cling nhu gitp tiét kiém thudc, tranh céc tac
dung phu (Liu va ctv, 2012; Gao va ctv, 2014).
1.2. Téng quan nano selen

1.2.1 Toéng quan vé selen

Selen 1a mot vi lugng tu nhién can thiét cho su sinh trudng, phat trién va chirc
ning sinh Iy cua nguoi va dong vat. Day 1a mot phi kim, it phd bién trong tu
nhién, c¢6 ngudn gdc tir viée phun nui lira, hiém thiy ¢ dang nguyén té. Selen co
trong sulfua kim loai nhu déng, niken, sit, chi va trong cac khoang vat hiém nhu
Cu,Se, PbSe va As,Se. Selen c6 nguyén tir lugng: 78,96 dvC, 1a nguyén t6 hoa
hoc thudc nhém VIA trong bang tuan hoan cac nguyén té, c6 s tha tu 34, ciu
hinh electron 16p ngoai cuing 1a 4s?4p®. Mot s6 hang sb vat Iy cua selen: ty trong:
4,8 glcm®, nhiét d6 néng chay: 221°C, nhiét d6 soi: 684,9°C. Ham luong cua
selen phan bd rat da dang va khong dong déu. Ham luong selen trong dat ¢ thé
dao dong 16m, phu thudc vao loai dat, khoang chit c6 trong do va cac yéu td dia
chat. Mot s6 ving c¢6 thé c6 ham luong selen cao, trong khi nhitng ving khéc lai
thiéu. Selen trong dit da khoang 0,1 ppm (cic khu vuc thiéu selen & New
Zealand) dén 1200 ppm (mot ving & Ireland). Nong d6 selen trong nuéc chiém
tir 0,1 pg/L dén 9 mg/L (Papp va Lu, 2007), trong nudc bién khoang 0,05 - 0,5
Mg/L. Muc d6 selen trong thuc vat phu thudce vao ham luong selen trong dat ma
chung sinh trudong. Ham lugng selen trong dong vt ciing phu thudc vao ngudn
thirc 4n va mdi trudng sdng cua chung Selen vo co ton tai chu yéu trong dat va
nudc, tuy nhién ching ciing dugc tim thiy trong cac co thé sdng nhu dong, thuc
vat va vi sinh vat (Navarro va Cabrera, 2008). Selen hitru co nhu dimetyl selenua
(CH3),Se, dimetyl diselenua (CH3),Se, va dimetylselenon (CHs),SeO, duoc
duogc tim thay trong nudc thai, bun, dat cat, nguén nuéc ngam tu nhién va trong
ca cac co thé song (Shibata va ctv, 1992; Pyrzynska, 1998). Trong thuy - hai
san, ham lugng selen chiém kha 16n, cc dang selen dugc tim théy la selen vo co
nhu selenit, selenat, va selen hitu co nhu selenmethionin, selencystein,

selencystin, selenprotein.Trong cac co thé séng, selen chi yéu ton tai & dang
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aminoacid, nhu selencystein, selenmethionin, selenglutathion, v.v. va cac
selenprotein (Shibata va ctv, 1992; Pyrzynska, 1998; Loinski va ctv, 2000).

Selen c6 hoat tinh sinh 1y & dang selencystein, mot dan xuat cta acid amin
cysteine, trong d6 luu huynh trong nhom thiol (-SH) cua cysteine dugc thay thé
bang selen. Selen co vai trd quan trong trong viéc tao thanh cac enzyme va
protein trong co thé (Bar va ctv, 2018). Selen 14 thanh phan chinh cua cac enzyme
nhu glutathione peroxidase (GPx), thioredoxin reductase (TRx) va deiodinases.
Céc enzyme nay dong vai tro quan trong trong hoat dong chéng oxy hoa, chirc
ning co va uc ché khéi u trong co thé (Arthur va ctv, 2003; Chhabria va ctv,
2016). GPx 1a mot trong nhitng enzyme quan trong nhat c6 tic dung trung hoa
phan tmg ROS (Reactive oxygen species) va phospholipid hydroperoxide dé duy
tri cAn bang oxy hoa - khir trong té bao. Nhiéu nghién ctru cho thdy luong selen
trong co thé co tac dong t6t dén chirc niang cta hé mién dich, phong chong ung
thu do hoat tinh chdng oxy hoa, trung hoa gbc tu do. Nghién ctru trén dong vat
cho thay selen gilp tang phan g cua té bao kich thich khang nguyén va ting
kha ning trc ché cac té bao ung thu (Arthur va ctv, 2003; Rayman, 2000). Selen
tham gia van chuyén ion qua mang té bao, tong hop protein ciia hong cau va
gan, diéu khién hé théng téng hop tong hop DNA, RNA, lam ting cuong mién
dich nho co ché tong hop immunoglobulin mién dich. Ngoai ra, selen con gidp
giai doc chét gay ung thu, diéu hoa hoat dong cua té bao, tc ché su sy xam nhap
cla té bao ung thu va tc ché su hinh thanh mach mau dé ngan chan su truyén
mau tGi khoi u (Sladkov va ctv, 2002; Hoffmann va ctv, 2008). Thém vao do,
selen con c6 kha ning bao vé ndo chdng lai cac thoai hoa than kinh thong qua
viéc loai bo cac ROS du thira va kich thich qué trinh chéng oxy hoa (Wrobel va
ctv, 2016).

Trong chan nuoi, selen co tac dung hd tro tang truong, tang chét lugng thit,
trimg va tang cuong hé mién dich ¢ nhiéu loai vat nudi nhu (Cai va ctv, 2012;
Chadio va ctv, 2015), dé (Shi va ctv, 2011). Selen con kich thich hé mién dich &



thity san nhu ca (dic biét 1a cac loai ca da tron) va tom, giup chdng lai cac tac
nhan gay bénh. (H6 Son Lam va Pham Thi Anh, 2016).

1.2.2. Nhu cau sir dung selen déi véi sitc khée con nguoi

Selen duoc xem 13 nguyén t6 hiém, c6 mit trong co thé véi ham luong rat it
nhung lai dong vai tro v6 cung quan trong giup duy tri strc khoe vi selen la mot
thanh phan cua selenoprotein (chu yéu & dang acid amin selenocysteine) tham
gia vao maot loat cac qué trinh sinh ly té bao. Theo Té chirc y té thé gisi (WHO),
ham luong selen trong mau nguodi trung binh dat trén 0,15 pg/mL thi méi du
lwogng can thiét cho co thé. Sy thiéu hut selen trong co thé ¢ thé ddn dén mot sb
cac hoi chimg nhu giam kha ning sinh trudng, diéu hoa hormone tuyén giap, ton
thuong than kinh, suy giam mién dich, bénh tim mach, hoai tur gan, X0 hoéa tuy,
giam sic tb mo, ting kha nang ung thu va giam chtrc ning ndo va c6 thé dan dén
tur vong (Stoica va ctv, 2002; Bui Thi Hoa, 2005).

Theo Hoi Bong Nghién ctu Quoc gia Hoa ky (NCR) khuyén cao, luong selen
nam gidi nén dung 80 pg/ngay va nir gidi la 55 pg/ngay. Theo nghién ctru, co
thé hap thu lugng Se hang ngay it hon 13 - 19 pg/ngay co6 thé co nguy co mac
cac bénh lién quan dén thiéu selen, trong khi nhiing nguoi tiéu thy trén 260
ug/ngay co thé d& bi nhiém doc selen, mic du mot sd nghién ctru da chi ra muc
d6 hap thu selen an toan co thé thap hon nhiéu so véi du doan (Vinceti va ctv,
2017).

Nhiéu nghién ciru ciing da chimg minh SeNPs c¢6 doc tinh thap, an toan cho
nguoi va dong vat so vdi selen ¢ dang vo co va hiru co khac (Huang va ctv,
2018; Hosnedlova va ctv, 2018) da bao cao SeNPs tong hop duoc c6 doc tinh
cap tinh thap hon 7 1an so vdi natri selenite (LDso 113 va 15 mg/kg, twong tmg)
(Zhang va ctv, 2001). Nghién ctru cia Wang va ctv (2007) cling da ching minh
SeNPs doc tinh thép hon so véi selenomethionine 3,6 1an LDs, 92,1 va 25,6
mg/kg, trong ing) (Wang va ctv, 2007).

C6 thé thay cac hop chat selen ¢ cac dang hda hoc khac nhau, trang thai oxy

hoa va do hoa tan khac nhau dong mét vai tro quan trong va anh huong khac
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nhau dén doc tinh cap tinh cua selen. Do d6 viéc lya chon loai san pham selen
phl hop dé bd sung ma khong gay doc la rat quan trong va can thiét.
1.3. Cac phwong phép téng hop nano selen

Nano selen (SeNPs) 1a mot dang selen, ¢6 tiém ning 16n cho mot sb Gmg dung
trong cac linh vuc y hoc, chan doan, trj liéu duoc coi 1a vat liéu dﬁy htra hen, thu
hat nhiéu sy cha ¥y nho tinh kha dung sinh hoc cao va doc tinh thép hon cac dang
selen vo co va hitu co.

Dac tinh ctia cac hat SeNPs phu thudc vao nhiéu yéu td: Kich thudc hat, hinh
dang, su phan bd kich thuéc hat. Xac dinh chinh xac kich thudc véi cac dic
diém bé mit cu thé 1a yéu td can thiét trong qua trinh tong hop hat nano. Ngoai
ra cac dic tinh nhu: Pdc tinh té bao, hoat tinh sinh hoc, chi phi, v.v. cling la
nhitng mbi quan tdm 16n. Nhin chung, cac hat SeNPs nho hon cé hoat tinh sinh
hoc cao hon va hoat tinh giam khi kich thudc hat tang 1€n. Do do, dé danh gia
tinh chat, dic diém cua SeNPs, cai thién kha dung sinh hoc ctia ching hudng
dén kha niang ing dung cao ciing can quan tim lya chon phuong phap tong hop
hiéu qua.

Uu diém cua SeNPs 1a kha nang sir dung selen ¢ trang thai oxy hoa khong (Se
nguyén t6-Se°), co doc tinh thap va sinh kha dung tuyét voi hon so voi cc trang
thai oxy hoa khac (Se*, Se®") (Wang va ctv, 2007). Tuy nhién, SeNPs thudng
khong on dinh va dé chuyén thanh dang khong hoat dong. Viéc st dung cac chat
6n dinh trong tong hop SeNPs co thé gitip ting dd 6n dinh ctia chiing. Cac chat
on dinh trong tong hop SeNPs thudng sir dung 1 cac polymer tong hop nhu
polyvinyl alcohol (PVA), polyvinyl pyrrolidon (PVP), v.v. cac chat hoat dong
bé mit nhu sodium dodexyl sunfat (SDS), tween 80, v.v. cac polymer ty nhién
nhu chitosan, alginate, gelatin, v.v. Do do téng hop SeNPs c6 hoat tinh sinh hoc
can quan tam dén kich thudc thu nhan duoc, su phan bd kich thude va do én

sinh cua ching.
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1.3.1. Phuong phap héa hoc

Phuong phap tong hop héa hoc dugc coi 1a phuwong phap phd bién nhat dé
tong hop SeNPs. Trong qua trinh tong hop héa hoc, selen ¢ trang thai hoa tri +4,
chang han nhu selenite, selenic acid, hoic SeO,, thuong duoc sir dung lam tién
chat, trong khi cac chat khir nhu cac chét hoat dong bé mat: Vitamin C (ascorbic
acid) va glutathione (GSH)) va cac hoa chat twong thich sinh hoc (chitosan,
pectic, v.v.) dugc st dung dé 6n dinh SeNPs.

Zhang va ctv (2004) di tong hop SeNPs bang cach st dung ascorbic acid
(vitamin C) lam tac nhan dé khu acid selenic va 6n dinh trong cac loai
polysaccharide nhu chitosan, glucomannan, acacia gum va carboxymethyl
cellulose. Nghién ctru cho thiy kich thudc, d6 6n dinh va hoat tinh ctia SeNPs
phu thudc vao khdi lwong phan tir (Mw) va cac nhom chirc dic trung cua loai
polysaccharides str dung 1am chat on dinh (Zhang va ctv, 2004). Ngoai ra, mot
s6 tac nhan khir khac cling duoc sir dung dé tong hop SeNPs. Nam 2010, Langi
va ctv da nghién ctru tong hop cac hat SeNPs bang phan tmg ctia dung dich ion
v6i natri selenosulphate, tién chét selen, sir dung chat 6n dinh ruou polyvinyl,
trong moi truong nude. Phuong phap nay co kha nang tao ra cac hat SeNPs hinh
cau trong pham vi kich thudc 50 - 76 nm. Pay 1a bao cdo dau tién vé viéc tong
hop SeNPs dugc hd trg bai mét ion chat 16ng. Cac hat nano tong hop c6 thé dé
dang tach ra khoi dung dich nudc bang méy ly tam téc do cao va co thé dugc
phan tan lai trong moi truong nude. Chen va ctv (2015) da nghién ctru tong hop
chitosan-SeNPs st dung Na,SeO; 1am tién chat, vitamin C nhu chat kht, va kali
iodua (KI) 1am chat 6n dinh. Bai va ctv (2017) dd nghién ctru tong hop SeNPs
stt dung vitamin C lam chéat khir va duoc 6n dinh trong dung dich chitosan
(CTS) sau d6 dugc bao quan bang cach siy phun tao thanh dang hat vi cau
SeNPs (SeNPs-M). San pham c6 kich thudc ~ 35 nm. Két qua thir nghiém doc
tinh cép tinh chi ra SeNPs-M an toan hon nhiéu so véi selen vé co, véi LDgg gép
khoang 18 1an so voi selen vo co. Ngoai ra, chi sé GSH, TBARS (twong duong
MDA), GSH-Px, SOD va CAT duoc do dé danh gia hoat tinh chdng oxy héa
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ctia SeNPs-M. Két qua cho thdy SeNPs-M c6 hoat tinh chdng oxy héa rat cao.
Zeng va ctv (2018) da nghién ctru tong hop cac hat SeNPs on dinh trong
chitosan (CTS-SeNPs) thong qua qua trinh khir sodium selenite (Na,;SeOs;) bang
vitamin C. Céac diéu kién tong hop CTS-SeNPs di duoc khao sat cho thy, cac
CTS-SeNPs c6 kich thude khoang 54 nm dugc tong hop trong diéu kién nhiét do
25°C, thoi gian phan tng 2 gio, ndng do ascorbic acid 1a 0,04 M va ndng do
CTS 12 1,0 mg/mL. CTS-SeNPs c6 hinh cau dong nhat va c6 thé 6n dinh trong
khoang 60 ngdy ¢ 4°C. Wang va ctv (2018) di tong hop SeNPs st dung
polysaccharide-protein (PSP) tir nghéu chau A (Corbicula fluminea) lam chat 6n
dinh thong qua qua trinh khir Na,SeO; bang vitamin C. Két qua cho thiy PSP-
SeNPs tao thanh c6 cau triic hinh cdu dong nhat va don phan tan véi kich thudc
tir 40 - 70 nm. Shahabadi va ctv (2021) di tong hop thanh cong SeNPs khi sir
dung vitamin C 1a chat khir. Két qua phan tich kich thudc hat bang k¥ thuat
TEM cho thiy, SeNPs duoc tong hop c6 dang hinh cau phan tan t6t trong dung
dich voi kich thudc hat ~134 nm. Két qua thir nghiém cho thdy SeNPs c¢6 kha
nang giy doc t& bao ung thu bach huyét MCK-7 véi gia tri ICs, dat 23,20
mg/mL. Hoat tinh bit géc tu do DPPH dat 70,65% ¢ noéng do 38,24 mg/mL
(Shahabadi va ctv, 2021).

Phuong phap tong hop hoa hoc ¢6 nhiéu wu diém nhu qué trinh tong hop
dién ra nhanh, khong tdn nhiéu thoi gian, d& thyc hién va kiém soat. Tuy nhién
c¢6 nhugc diém 1a do tinh khiét san pham khong cao, tén chi phi dé loai bo chat
khir, néng d6 san pham thap va kich thudc hat thuong rat 16n. Ngoai ra, phuong
phap tong hop hoa hoc d& gy 6 nhiém moéi truong va tich tu vt liéu tong hop
trong co thé, ngoai ra doi khi ciing gy ton kém chi phi, do dé ciing can duoc
xem xét lua chon.

1.3.2. Phwong phap sinh hoc
Pé giai quyét van dé ton tai ctia phuong phap tong hop hoa hoc, cac phuong
phap tong hop sir dung chét khir ¢6 ngudn gdc sinh hoc di dugc nghién ciu

nhiéu. Trong d6, dich ndi bao cua vi sinh vat va dich chiét tir thuc vat dugc xem
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la cac tac nhan khir tiém ning. Nhiéu ching vi sinh vat nhu Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus megaterium,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus, v.v cling da dugc nghién ctru sir
dung dé tong hop hat SeNPs. Fesharaki va ctv (2010) da st dung dich nudi ciy
Klebsiella.pneumonia dé chuyén hoa Se,Cl, thanh SeNPs véi kich thuéc ~ 245
nm. Nam 2012, Torres va ctv da st dung ching Pantoea agglomerans trong
diéu kién hiéu khi & nhiét &6 phong dé tong hop cac hat SeNPs véi kich thudc <
100 nm. Zare va ctv (2013) d3 nghién ctu téng hop cac hat SeNPs st dung
chang ndm Aspergillus terreus. Két qua cho thay san pham SeNPs tong hop
dugc & dang hat hinh ciu c6 kich thudc ~ 47 nm. Gan day, Zhang va ctv (2019)
da nghién ctu st dung chiing nAm Mariannaea sp. HJ dé tong hop hop SeNPs.
Két qua nghién ctru lya chon diéu kién moi truong véi SeO, n6ng do 2mM va
pH 10 gitp loai bo hoan toan SeO, va thu nhan dugc SeNPs ngoai bao & cac gia
tri pH kiém. Tong hop SeNPs bang phuong phép sinh hoc str dung vi sinh vat c6
hiéu qua hon tong hop hda hoc, nhd nhitmg wu diém nhu d6 tinh khiét cao, quy
trinh san xuat ré hon va don gian, dé thyc hién, kha nang kiém soét cac thong so
t6t hon (Eszenyi va ctv, 2011).

Ngoai ra phuong phap téng hop sinh hoc con sir dung chiét xuét thuc vat. Mot
sb dich chiét tu 14, qua, hat thuc vat da dugc nghién ctru dé téng hop SeNPs.
Phuong phap nay c6 kha niang tong hop hat SeNPs trong pham vi kich thudc
khoang 50 - 150 nm. Nam 2013, Ramamurthy va ctv ciing da tong hop cac hat
SeNPs sir dung kha ning khtr cua chiét xuat tir hat giéng fenugreek (co ca ri).
San pham SeNPs tong hop dugc c6 kich thuée khoang 50 - 150 nm. Cac hat
nano tong hop c6 thé dé dang tach ra khoi dung dich bang may ly tam téc do
cao. Nhom tac gia da thir nghiém doc tinh té bao ctia SeNPs trén té bao ung thu
vl (MCF-7). Két qua cho thdy SeNPs c6 thé trc ché sy phat trién cua té bao ung
thu phu thudc vao nong do. Ngoai ra, su két hop ctia SeNPs va doxorubicin cho
thay hiéu qua (e ché ung thu tot hon so véi cac phuong phéap diéu trj riéng 1é.

Cui va ctv (2018) da tong hop SeNPs bang cach sir dung chiét xuat tir qua tdo
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gai (qua son tra) 1am chat khir va chat 6n dinh va xac dinh dugc hoat tinh trc ché
tang sinh té bao HepG2. Li va ctv (2019) di nghién ctru tong hop va danh gia
doc tinh té bao cuia cac hat SeNPs dugc 6n dinh bdi a-D-glucan (CPA) tir hat dé
Castanea mollissima Blume. Phén t& sinh hoc hién dién trong thuc vat nhu
protein/enzyme, polysacharide, alkaloid, flavonoid, tecpenoid, hop chat phenolic
va vitamin la thuong tham gia vao qua trinh khir sinh hoc, hinh thanh, bao vé va
6n dinh c&c hat nano kim loai véi hinh dang tét hon va kich thudc nhé hon, it
doc tinh hon.

Phuong phap tong hop sinh hoc duoc danh gia 1a don gian, than thién véi moi
truong, tiét kiém chi phi, yéu cau it thoi gian phan tng hon va dién ra ¢ diéu
kién moi truong xung quanh. Tuy hién phuong phap tong hop sinh hoc van co
mot sd han ché d6 1a san phém tao ra co néng do thép, dd 6n dinh va do tinh
khiét san pham chua cao.

1.3.3. Phuwong phap vat ly

Pay 14 phuong phap tong hop sir dung céc tac nhan vat Iy nhu vi song, nhiét
d6 va ap suat, v.v. dé hd tro qua trinh tao ra cac hat selen c6 kich thuéc nano va
c¢d dinh chung trén cac bé mit chat mang nhu fibroin, silicon, v.v. C6 nhiéu
nghién ctru st dung phuong phap nay dé tong hop va danh gia dic tinh san
pham tao thanh. Nam 2011, Hou va ctv da tong hop SeNPs/to fibroin(NSeSFC)
bang phuong phép vi s6ng. Két qua phan tich anh TEM cho thiy kich thudc cua
cac hat SeNPs dat khoang 50 nm va phéan tin mot cach dong déu. San pham
NSeSFC thé hién sy 6n dinh va c6 thé duoc Iuu giir trong thoi gian dai. Ahmad
(2016) ciing da st dung phuong phép vi song dé tong hop SeNPs. Phan tng cta
selen v&i acid hydrofluoric trén bé mit silicon 1a do tac dong cua buic xa vi song
dudi ap suét cao (60 bar) va nhiét d6 160°C. Phuong phap nay cho thiy co su
lang dong cac hat hinh cau trén bé mit silicon va c6 kich thudc tir hang chuc
nanomet dén hang chuc micromet. Pong hoc hinh thanh cua cau trac hinh cau
dugc giai thich trén co s khir cac loai selen bang hydro bén trong cac bot khi

dugc tao ra trén bé mit silicon bang qua trinh an mon. Yu va ctv (2016) da tong
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hop SeNPs bing phudng phap quang hoa stt dung PEG 1am chit phu bé mit va
khudn mau. Hat nano (PEG-SeNPs) tong hop duoc da chimg minh tinh hi¢u ing
phat xa dang ké bang tia X.

Mot phuong phap tong hop vat Iy khac gan day da duoc ap dung nhiéu dé 13
tong hop bang phuong phap chiéu xa sir dung cac ngudn birc xa khac nhau dé
tao ra cac bién ddi mirc 46 nguyén tir.

Phwong phdp chiéu xa

C6 thé ndi, hién nay cong nghé buc xa da déng gop mot cach kha hiru qua va
ré nét trong phat trién kinh té xa hoi. O cac nudc phét trién nhu Nhat, My, Uc,
V.v., ty & dong gop cuia cong nghé buc xa 1a rat 16n so voi dong gop chung cua
nganh nang luong hat nhan. O Viét Nam, tuy nganh nay con kha méi mé, nhung
cling d c6 nhimg déng gop hiéu qua trong phét trién kinh té x& hoi & cac linh
vuc nhu: Kich thich va tao dot bién trong chon tao giéng cay trong méi, son phu
bé mat, khir tring dung cu y té, chiéu xa thuc pham, my pham v.v. Pay 1a céng
nghé str dung bac xa 1am ngudn ning lwong trong qué trinh nghién ciru va ang
dung. Hién nay, ngudn birc xa duoc ding pho bién 1a nguon gamma phat ra tir
dong vi Co-60, Cr-157 va Ce-137, chum dién tir gia téc bang dién tur (Electron
Beam) va chum tia ion phat tir may gia tc ion (lon Beam). Trong do, brc xa ion
hoa ning luong cao dugc st dung dé tao ra cac bién doi & mic nguyén tir. Mot
s6 dang bt xa ion hda pho bién nhu hat alpha, hat beta, tia gamma, tia X. Ning
lwgng hap thu bac xa trén mot don vi khdi lugng vat chat duoc tinh bang Gray
(Gy), theo hé do luong chuan SI thi 1 Gy= 1 J/kg (Tran Dai Nghiép, 2006). Liéu
chiéu xa X = dQ/dm, 1a kha ning ion hoa cua tia X hoic 1a tia gamma trong don
vi thé tich khdng khi. Suat liéu 1a kha ning ion hoa ctia btc xa trong mot don vi
thoi gian. Pon vi 1a R/s, R/min va R/h. Liéu hap thu D = dE/dm 12 ning luong
birc xa duoc hap thu béi mét don vi khdi lugng vat chat. Pon vi 1a Gray (Gy), 1
Gy = 1 J/kg. Suat liéu hap thu D = dD/dt 13 nang luong birc xa hap thu boi mot
don vi vat chat trong mot don vi thoi gian. Pon vi 1a Gy/s, kGy/h, v.v (Nguyén
Quéc Hién, 1999).
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Phuong phép chiéu xa duoc danh gia 1a kha don gian, tiét kiém thoi gian, hiéu
qua cao, than thién voi moi trudng va dé dang ap dung trén quy mé céng nghiép
hon nhitng phuong phéap tong hop khac. Hon nira qua trinh chiéu xa hau nhu
khong phu thudc vao nhiét do, nhidu quy trinh thuc hién ¢ nhiét do thap va
khong can téi cac chat khoi mao va xuc tc.

Trong qua trinh chiéu xa, céac yéu t6 lidu xa, suét lidu, néng do chit ban dau,
ndéng d6 chat on dinh v.v., ¢6 anh hudng dén kich thudc hat va sy phan bé kich
thude hat. Liéu chiéu xa dong mdt vai tro quan trong. Tuy thudc vao diéu kién
va ion kim loai ma liéu chiéu xa khac nhau anh huong dén hiéu suat tong hop
cac hat nano, luong hat tao thanh ma con anh hudng dén kich thuéc hat. Liéu
chiéu xa lam thay d6i kich thudc hat vi khi dung dich phan tng dugc chiéu xa &
lidu thép, tdc do tao ra cac géc khtr chdm hon so véi su lién két cua cac ion véi
cac nguyén tir. Do d0, qua trinh khir hau hét xay ra trén bé mit cta cac hat;
trong khi & liéu chiéu xa cao, viéc téng hop céac hat thuan lgi hon do phan ung
hoan toan voi cac gbe khir. (Belloni, 2006; Naghavi va ctv, 2010). Nhiéu tac gia
cling da nghién ctru va cho théy khi tang liéu chiéu xa, luong hat nano tao ra
tang va kich thude hat giam (Gharibshahi va ctv, 2017; Korolkov va ctv, 2017).

Suat liéu cling dugc bao cdo ¢ anh huong dang ké dén kich thude hat cta san
pham nano (Hien va ctv, 2012; Khoa va ctv 2014). Piéu chinh suat liéu trong
qua trinh tong hop hat nano gilp kiém soat kich thudc va phan bé kich thudc
ctia san pham cudi cung. Suét lidu cao thudng gitip thu hep dai kich thudc va tao
ra hat nano c6 kich thudc dong nhat hon. Hien va ctv (2012) d3 bao cao viéc
tang suat liéu tir 0,5 dén 5 kGy/h din dén viéc giam kich thudc cta hat nano
vang (AuNPs) tir 9,5 xuéng 5 nm twong Gmg. Nghién ctru Khoa va ctv (2014)
cho thy sut liéu cang cao dan dén sy phan bd kich thude cua san pham AuNPs
cang bi thu hep. Su ting cuong toc d6 phan Gmg va sy hinh thanh hat c6 thé 1am
giam su phan b kich thudc cua cac hat. Piéu nay 1a do cac diéu kién phan ung
duoc kiém soat chit ché, qua trinh két tu co thé déng déu hon, dan dén cac hat

nano c6 kich thudc gﬁn nhau hon. Trong Khi chiéu xa & suét liéu thép, tbc do tao
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ra cic gbc khir chdm hon tdc d6 lién két ciia cac ion v6i nguyén tir qué trinh
hinh thanh va phat trién cta cac hat nano vang thuong dién ra chim hon va
khong ddng déu. Piéu nay co6 thé dan dén su phan bd kich thudc rong hon cua
cac hat nano, vi cac hat nho hon c6 thé hinh thanh va phat trién & cac tbe do
khac nhau, tao ra mot dai kich thudc 16n hon.

Nong d6 cua cac ion kim loai, phi kim (Ag, Au, Se), chat 6n dinh anh hudng
dén hinh dang, kich thudc hat va dong mdt vai tro quan trong trong vi¢e on dinh
cac hat nano. Néng do cta ion kim loai c6 thé lam tang hoac giam kich thudc va
su phan b ctia cac hat do su thay doi cua cac ion bi hip phu trén bé mit cua hat
nhan. Bén canh d6, ndong d6 chét on dinh c6 anh hudng rat nhiéu dén kich thudc
hat cua hé keo nano va thong thuong khi ting nong do chat on dinh thi s& c6 tac
dung lam giam kich thudc hat.

Co ché qua trinh tong hop SeNPs bang phuong phap chiéu xa dugc mé ta
nhu sau: Khi ngudn birc xa c6 nang luong cao nhu tia X, tia gamma dugc chiéu
vao dung dich chira cac ion Se*". Trong qua trinh chiéu xa, cac gbc tu do ¢6 tinh
khir manh nhu electron hydrat (¢7y), hydrogen nguyén tir (H") duoc tao ra tir qua
trinh xa ly nuéc co thé khir ion selen (Se*) thanh nguyén tir selen (Se°), quéa
trinh ndy c6 thé md ta nhu trong phan ung (1-5) (Salah va ctv, 2009, Nguyén
Ngoc Duy, 2014, Hien va ctv, 2018).

Hzocﬁeu—m—» Ha, H20,, H', "OH, €74, H:0" (1)
Se* + gdc khir (¢4, H) — Se** (2)
Se® + gdc khir —» Se** (3)
2Se?* — Se** + Sel* (4)
Se'* gbc khir — Se° (5)

€aq Va H' 12 tic nhan khu selen ion (Se™) thanh selen kim loai (Se%:

Set+e,g (H) = Se®+ —2___, Se",+ ... —> Sey — Se%u

Se®.1 — n Se’— nano Se (6)
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Géc tu do "OH c6 tinh oxy hoa s& chuyén thanh gbc tu do c6 tinh khtr bang
viéc thém vao hé chat bét géc tu do (scavenger), thuong la cac alcol bac 1 hoac
bac 2.

RCH,0OH (R,COH) + ‘'OH — R'CHOH (R,'CO) + H,0
R'CHOH (R,'CO) + Se*,.; — Se’1+ RCHO (R,CO) + H*

Phan tmg (5) 1a giai doan hinh thanh hat Se® & dang nguyén tir. Sau khi duoc
hinh thanh cac hat c6 xu hudng két tu va tao thanh hat SeNPs nhu phan tmg (6).
Téc d6 phan tng khir s& quyét dinh kich thudce hat hinh hanh. Khi téc d6 khir
nhanh, phan ing hinh thanh hat nhan uu tién, két qua nhan duogc kich thudc hat
nho. Nguoc lai, tdc do phan Umg khir cham uu tién cho qua trinh két tu dan dén
hinh thanh hat nano c¢6 kich thudc 16n hon.

Selen nguyén tir tao thanh tir phuwong phap chiéu xa hay bat ky phuong phap
nao khac déu c6 xu hudng két hop véi nhau tao thanh cum (cluster) va phat trién
thanh hat 16n hon. Nguyén nhan 1a do qua trinh chiéu xa c6 su ly gian nudc, san
sinh ra cac géc tu do ¢6 tinh oxy hoa manh nén c6 thé oxy hoa hat selen Se?,
lam cho chung két thanh cum ion (ion cluster), anh hudng dén kich thudc hat tao
thanh va lam giam hiéu suat tong hop SeNPs. Pé han ché kich thudc hat, cac
polyme tong hop nhu polyvinyl alcohol (PVA), polyvinyl pyrrolidon (PVP), v.v.
cac chat hoat dong bé mit nhu sodium dodexyl sunfat (SDS), tween 80, v.v. cac
polyme tir nhién nhu chitosan, alginate, gelatin, gum arabic, v.v. dugc bd sung
vao hé phan tng véi vai tro 1a chat 6n dinh. Cac polymer s& ngin can su két tu
cua cac dam SeNPs nho luc déy tinh dién hodc do su can tr¢ theo hiéu ung
khong gian. Ngoai ra, dé tong hop san pham SeNPs 6n dinh tSt hon theo thoi
gian luu gitt, c6 thé st dung phdi hop cac chat 6n dinh bao gdm ca hai hiéu tng
6n dinh trén.

Phuong phap tong hop SeNPs sir dung cong nghé birc xa gamma Co-60 dugc
xem la phuong phap hiéu qua vé&i hiéu sudt tong hop cao. Nhiéu nghién ctru
trong nudc va qudc té da ching minh hiéu qua cua phuong phap chiéu xa tia

gamma Co-60 tong hop nano kim loai hiéu qua hon so véi phuong phap hoa hoc

19



va sinh hoc (Luan va ctv, 2014). M6t s6 vu diém nhu phan tng thuc hién & diéu
kién thudng van cho hiéu suét cao; tao hat nano c6 do 6n dinh tot va do tinh sach
cao; dé dang kiém soat kich thudc hat thong qua diéu chinh lidu chiéu xa hodc
néng do cac chat trong dung dich; kiém soat duoc qua trinh tao nano kim loai
mot cach hiéu qua ma khong can bo sung chat khir va co thé kiém soat dugc san
pham oxy hoa du thira trong qua trinh san xuat. Chiéu xa tia gamma khéng doc
hai, khong gdy 6 nhiém moi trudng, cd kha ning ap dung trong san xuit & quy
mo 16n va dap tng yéu cau vé thoi gian san xudt, s lugng, chit lugng san pham
cling nhu do tinh sach.

Pén thoi diém hién tai méi chi c6 nghién cru ctia Hien va ctv (2018) va Duy
va ctv (2021) nghién ctru tong hop SeNPs bang phuong phap chiéu xa sir dung
dextran va oligochitosan 1am chat 6n dinh ma hoan toan chua st dung S-glucan
lam chat 6n dinh. Mot s nghién ctru quéc té sir dung S-glucan lam chét on dinh
trong san pham SeNPs nhung khong st dung phuong phéap chiéu xa gamma Co-
60.

1.4. Cac yéu to anh huwéng dén san pham nano selen khi tong hop

Céc dic trung ctia san pham nano dugc quan tdm cho cac ing dung khac nhau
ctia n6 nhu: Hinh dang, kich thudc hat, thanh phan, dic tinh bé mat va dé phan
tan, su phan bd kich thudc hat, do 6n dinh cta san phém. Nhiéu nghién ctru da
cho thay cac diéu kién tong hop nhu ndng d6 va loai tién chit va chat khir selen,
su hién dién cta chat on dinh, nhiét d6, pH dung dich 4nh huong nhiéu dén kich
thudc, hinh dang va do 6n dinh ctia hat SeNPs. Mot s6 tai liéu bao céo néng do
Se™ 1a mot trong nhitng théng s6 chinh anh huong dén hinh dang, kich thudc
hat va su phan bo kich thudc cua ché pham SeNPs. Hinh dang ciia hat nano c6
thé anh hudng dén tinh chit vat Iy va hoa hoc ciia né. Nano selen c6 thé ton tai
dudi nhiéu hinh dang khac nhau nhu hat cau, que, hodc tim moéng. Hinh dang
ctia SeNPs c6 thé anh huéng dén kha nang hap thu anh sang (quang hoc) va hoat
tinh sinh hoc. Hinh dang hat c6 thé anh huéng dén kha ning ctia SeNPs trong

tmg dung y hoc. Kich thudc cua cac hat SeNPs anh hudng dén hoat tinh sinh
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hoc cua ching, cac hat nano nho hon c6 hoat tinh sinh hoc cao hon (Torres va
ctv, 2012). Kich thudc ctia hat nano c6 anh hudng 16n dén kha ning hap thu cia
chung vao té bao va su phan phdi trong cic co quan cua co thé. Vi dy, su hip
thu trong t& bao in vitro cta cac hat c6 kich thuée 0,1 pm cao hon 2,5 va 6 lan
so v6i cac hat 1 va 10 um twong tng (Desai va ctv, 1997). Pic tinh bé mit nhu
d6 nham hodc tinh twong tac bé mit véi cac phan tir khac c6 thé anh huong dén
kha ning tuong tic va hiéu qua cta san pham SeNPs. Trong céng nghiép va y
hoc, dic tinh bé mat ciia SeNPs ¢6 thé anh huong dén kha nang trong viéc lién
két voi cac phan tir khac hodc trong viée cai thién kha ning truyén tai thudc. Su
phan b kich thudc hat anh huong dén tinh ddng nhat cua san pham. Phan b
kich thudc hat khong dong déu co thé dan dén cac van dé vé hiéu qua va an toan
ctia san pham. Do on dinh cua san pham 1 kha ning cia SeNPs gitr duoc céac
dic tinh cua nod trong sudt thoi gian st dung va dudi cac diéu kién méi truong
khac nhau.

Tinh 6n dinh ctia cic hat nano ciing can dugc quan tim dé huéng dén ung
dung san phém. Tinh 6n dinh san phém nano phu thudc vao mat ) yéu t6 bao
gém néng dd, loai chat 6n dinh, kich thuéc, pH cta dung dich va nhiét do trong
qua trinh bao quan (Hien va ctv 2018; Piacenza va ctv, 2021). Trong d6, nhiét
do anh huéng manh mé dén su 6n dinh va tinh chat cua hat nano. O nhiét do
thap, mau sic ciia dung dich SeNPs hau nhu khong thay d6i va kich thudc hat co
su On dinh trong qua trinh luu trir va bao quan. Trong khi & nhiét d cao tinh 6n
dinh cac hat nano giam, cac hat nano co cum tao thanh mdgt san phém co kich
thude 10n hon va mau sic ctia san pham ciing thay d6i (Bai va ctv, 2017, Duy va
ctv, 2021). Duy va ctv (2021) béo céo kich thudc cac hat SeNPs san pham trong
SeNPs/oligochitosan dugc bao quan ¢ 27°C tang nhanh hon & 4°C va
SeNPs/oligochitosan tré nén khong on dinh sau khi bao quan hon 28 ngay va
chuyén sang dang khdi den sau 42 ngay bao quan ¢ 25°C. Céac san pham SeNPs
dang dung dich kho bao quan hon san pham dang bot. Nguyén nhan do cac hat
SeNPs trong dung dich ¢6 xu hudng két cum va ling do d6 ching dé dang tap
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hop lai dé tao thanh mot hat 16n hon & nhiét d6 cao theo chuyén dong Brown
(chuyén dong cua cac hat trong moi trudng long) (Bai va ctv, 2017).

Khéi lugng phan tir (Mw) va cac nhém chirc dic trung cua loai chat 6n dinh
cling anh hudng dén kich thude, do 6n dinh va tinh chét ciia SeNPs. Cac chat c6
vai trd 1am chét on dinh trong tong hop SeNPs thuong sir dung 1a cac polymer
tong hop nhu polyvinyl alcohol, polyvinyl pyrrolidon, v.v. cac chit hoat dong bé
mat nhu sodium dodexyl sunfat (SDS), tween 80, v.v. cac polymer ty nhién nhu
chitosan, alginate, gelatin, gum arabic, v.v. Cac nhom chirc trén polymer tuong
tac v4i selen tao dicu kién dé gan cac phan tir polymer 1én bé mat. Khi d6 chudi
polymer s€ ngdn can su keo tu nho luc déy tinh dién hodc do sy can trd bé mit
khong gian. Nong do chat 6n dinh ciing anh hudng dén do on dinh cau trac, kich
thude va phan bd kich thude cua hé keo SeNPs. Thong thudng khi ting ndng do
chat 6n dinh thi s& ¢ tac dung 1am giam kich thudc hat.

Do kha ning tuong thich sinh hoc, kha nang hap thu va tac dung sinh hoc,
SeNPs ngay cang duoc tmg dung nhiéu hon trong phong va diéu tri, dong vai tro
nhu céc san pham dugc pham, chat van chuyén thudc va thude thir chan doan dé
khac phuc mot s6 han ché cia vat liéu truyén thong. Do d6 phuong phap tong
hop, diéu kién tong hop 13 rat quan trong dé tao duoc san pham SeNPs dap tmg
duoc hiéu qua st dung.

1.5. Cac phuong phap phan tich dac trung cia cac hat nano selen

pé phan tich cac dac tinh ciu trac, kich thudc, phan bd kich thudce hat, dién
tich bé mit v.v cac nghién cru thuong st dung cac phuong phap khac nhau. Cac
phuong phap phan tich thuong dugc sir dung nhu: Phuong phap phan tich quang
phd tir ngoai kha kién (UV-Vis), quang phd hong ngoai bién d6i (FTIR), kinh
hién vi dién tir quét (SEM), kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM), phan tich tia
X phan tan nang lugng (EDX), tan xa anh sang dong (DLS - dynamic light
scattering)) va nhiéu xa tia X (XRD).

Phuong phap phan tich UV-Vis str dung pho hap thu trong pham vi viing cuc

tim cho t&i viing 4nh sang nhin thay. Phuong phap nay c6 thé dinh luong nhanh
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chong véi d6 nhay va do chinh xac twong dbi cao. Pay duoc xem 1a mot trong
cac phuong phap co ban dé nghién ctru phan tng céc chét trong dung dich dé
xéac dinh thanh phan va cdu trac cta hop chit dua trén co so do cudng d6 dong
sang con lai sau khi di qua dung dich bi chit phan tich hdp thu mot phan. Béi vi
cac thugc tinh quang hoc ctia dung dich chira hat nano phu thudc vao hinh dang,
kich thudc va néng do cua hat, nén phé UV-Vis ¢6 thé dugc sir dung dé xac dinh
cac thuQc tinh trén. Viéc quét quang phé duoc thuc hi¢n tir bude song tir 250 nm
dén 750 nm. Ving budc séng ma ¢ d6 dinh hap thu dic trung duge ghi nhan do
su thay d6i mau tir Na,SeO; khong mau sang mau d6 gach. Viée cong huong
plasmon bé mit co thé 13 nguyén nhan gay ra sy thay d6i mau sic nay. Nhiéu tac
gia da bao cdo viéc tong hop thanh cong cac hat SeNPs sau khi phan tich dir liéu
quang phd thu duoc qua may quang phd UV-Vis. Prasad va ctv da chi ra cuc dai
hap thu & budc song 395 nm cho thiy diu hiéu rd rang vé su hinh thanh hat
SeNPs (Prasad va ctv, 2013). Trong mét nghién ctru khac, quang phd UV-Vis
ctia SeNPs tong hop tir Acinetobacter sp. SW30 cho thay hai cuc dai hip thu &
budc séng 300 nm va 500 nm biéu thi hai kich thudc hat nano SeNPs
(Wadhwani va ctv, 2017). Alam va ctv (2019) di tong hop cac hat SeNPs tir
chiét xuat 14 6i Psidium guajava cho thiy quang phd UV-Vis ¢ 381 nm biéu thi
kich thudc hat SeNPs (Alam va ctv, 2019).

Dic trung cdu trac tinh thé cua SeNPs duoc do bang gian d6 nhidu xa tia X
(XRD). XRD thuong dung dé phan tich cau trac tinh thé va pha tinh thé cua vat
liéu tong hop dugc. Phuong phap nay mé ta hién tugng khi chum tia X nhiéu xa
trén cac mit tinh thé cua chat rin do tinh tudn hoan cia cu trac tinh thé tao nén
cac cuc dai va cuc tiéu nhiéu xa. Phan tich XRD con cho biét thanh phan hoa
hoc trung binh ctia miu. Theo Lin va ctv (2014) thi géc nhiéu xa tia X thap dé
quan sat cau trac vo dinh hinh cta tinh thé. Tac gia chi 1 & ving 10 - 30° su
xuat hién cac nhidu xa & ving 23,41; 29,61° twong tng voi cac mat phang tinh
thé (100) va (101) day dugc cho 1a pha v6 dinh hinh cua selen nguyén tir (Se)
(Lin va ctv, 2014). Prasad va Selvaraj (2014) bao cdo phén tich hat SeNPs cho
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théy cac dinh nhiéu xa dic trung & gia tr1 20 1a 23,59 29,78; 41,29; 43,67; 45,84;
51,74; 56,13 va 61,81 twong ung v4i cic mit phang tinh thé selen (100; 101;
110; 102; 111; 201; 112 va 202) (Prasad va Selvaraj, 2014). Hat SeNPs nguyén
chat ¢ dang tinh thé nhung mot sd cac tac gia di bao cdo co ca dang vo dinh
hinh (Tugarova va ctv, 2014; Wang va ctv, 2018; Qiu va ctv, 2018). Theo d6
Wang va ctv (2018) da phan tich cho thiy hat SeNPs ¢ pha két tinh nhung do
két tinh cua ching bi pha hiy sau khi on dinh bang polysaccharide-protein
(PSP). Do d6, phan tich XRD cho thdy PSP-SeNPs 1a v6 dinh hinh (Wang va
ctv, 2018). Baskar va ctv (2019) ciing phan tich XRD cho thay SeNPs tong hop
dugc c6 dang tinh thé (Baskar va ctv, 2019).

Quang phd hong ngoai bién d6i Fourier (FTIR) duogc st dung dé phan tich su
tuong tac bé mit gitta cac hat nano tong hop voi cac phan tir khac tham gia vao
qua trinh tong hop va 6n dinh cac hat nano. Mot trong nhing uu diém vuot troi
ctia phuong phap nay so véi nhitng phuwong phap phan tich cau tric khac (nhiéu
xa tia X, cong huodng tir dién tir) 1a cung cap thong tin vé cau tric phan tir nhanh,
khong doi hoi cadc phuong phép tinh toan phire tap. Ky thuat nay dya trén hiéu
ung don gian la: Cac hop chat hoa hoc c6 kha nang hép thu chon loc birc xa
hdéng ngoai. Sau khi hip thu cac buc xa hong ngoai, cic phéan tir cia cac hop
chat hoa hoc dao dong véi nhiéu van tdc dao dong va xuat hién dai phd hap thu
goi 12 pho hép thu birc xa hong ngoai. Phuong phép nay ghi nhan cic dao dong
dic trung cua cac lién két hoa hoc gitta cac nguyén tir. N6 cling duoc st dung dé
nghién ciru trang thai vat 1y va thanh phan hoa hoc cia mau. Cac dam pho khac
nhau c6 mit trong phd hong ngoai twong tng véi cac nhoém chire dic trung va
cac lién két co trong phan tir hop chit hoa hoc. Dai hap thu dic trung cia céac
nhom chtic ning gan nhu khong doi tir hop chat nay sang hop chat khac. Dai
hép thu tir 4000 nm dén 1500 cm™ thuong 1a do sy hién dién cua cac cht chtic
nang cac nhom nhu nhoém hydroxyl (—OH), amin (—NH), carboxyl (C=0), va
nhém methyl (—CH5O va ving tir 1500 dén 400 cm™ duogc goi 1a ving van tay.

Cac dai hép thu ¢ “vung d4u van tay” la do cac hoat dong ndi phan tu. Su dich
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chuyén cua dai xay ra do twong tac ctia kim loai hodc 4 kim véi cac phan tir sinh
hoc ¢6 trong thuc vat va vi khuan. Trong mot nghién ctu, phd FTIR cia hat
SeNPs chiét xuét tir 14 cdy Terminalia arjuna cho thiy cac dai twong ung véi
—OH, —NH, —C = O va —CO dao dong kéo gian, cho théy su cO mat cua
hydroxyl, amino, Cac nhoém carbonyl va ketone c6 chitc ning nhu chat 6n dinh
va chat két dinh cho SeNPs (Prasad va ctv, 2013). Tuong tw, Ramamurthy ctv
(2013) béo céo két qua phan tich phd FTIR c¢6 cuc dai & cac s6 song 2.356,
1.618, 1.284, 2.360, 1.723 va 1.638 cm™ twong umg v&i d6 gidn va dao dong cla
cac nhom —C = C—, -NH,, ~-COOH, —CH va —CO lién quan dén sy khir nguyén
liéu tién than cho sy hinh thanh hat SeNPs (Ramamurthy va ctv, 2013).

Kich thudc va phan bd kich thudc hat SeNPs dugc phan tich bang tan xa anh
sang dong (DLS), kinh hién vi truyén qua (TEM) va kinh hién vi dién tir quét
(SEM). K§ thuat DLS duogc st dung dé do thuy dong luc hoc dudng kinh hat
nano tong hop dugc. SEM phan tich kich thudc hat ctia hat SeNPs vao khoang
50 - 150 nm (Ramamurthy va ctv, 2013). Phuong phap nay ciing dugc stir dung
dé nghién ctiru anh hudng ciia mot sd phan tir sinh hoc 1én hat SeNPs. Zeng va
ctv (2018) di bao céo hat SeNPs vo dinh hinh, khong dong nhét va dang que va
n6 trd nén dong nhat sau khi 6n dinh bang chitosan (Zeng va ctv, 2018). TEM
duoc str dung dé nghién ctru cdu tric bén trong clia cic san pham co kich thude
nano va micro. Ky thuat TEM dua trén viéc stir dung cac electron dé chiéu xuyen
qua miu vat va tao ra hinh anh véi d6 phong dai rat cao. Do budc sdng cta cac
electron ngan hon budc séng cua anh sang, nén cac hinh anh caa TEM c6 do
phan giai cao hon so vdi cac hinh anh cua moét kinh hién vi anh sang, c6 d0 phan
giai cao nén né cho phép quan sat dugc nhiéu chi tiét hinh dang, kich thudc hat,
phan bd kich thude hat cia miu vat. TEM co thé quan sat dugc kich thudc hat
nho dén 0,2 nm. PO phan giai cia n6 dat khoang 0,07 nm va tuy thudc vao do
day ctia mau va dién 4p gia toc. Do TEM thudng cung cap thong tin chinh xéac
hon vé kich thuge, hinh dang, va tinh thé hoc cua cac hat nano nén duoc wu tién

str dung trong nhiéu nghién ctru, tuy nhién chi phi phan tich kha cao va hoat
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dong phtrc tap. Nhiéu tac gia di bao céo phan tich TEM trong cac nghién ctru
cua ho vai cac kich thude khac nhau tir dai 30-200 nm. (Torres va ctv, 2012;
Akar va ctv, 2013; Prasad va ctv, 2013; Estevez va ctv, 2014; Zhang va ctv,
2019). Mot s nghién ctru bao céo kich thudce ciia cac hat nano quan sat tir DLS
phu hgp véi quan sat tr TEM (Chen va ctv, 2018; Meng va ctv, 2018; Qiu va
ctv, 2018; Tang va ctv, 2019; Bai va ctv, 2020). Tuy nhién trong hau hét cac
nghién ctru, kich thude duge do bang DLS dugc phat hién 1a 16n hon kich thudce
dugc do bang TEM (Zhang va ctv, 2015; Cai va ctv, 2018; Qiu va ctv, 2018; Li
va ctv, 2019). Céc tac gia giai thich TEM c6 thé chi quan sat hat nano ma khong
quan sét polysaccharide bao boc, trong khi DLS c6 thé do kich thudc cia vt
liéu nano va ca polysaccharide bao boc trong qua trinh on dinh san pham. Do d6
d6i v6i cac hat nano phan tan trong dung méi, DLS 1a mot k§ thuat phu hop co
thé cho phép tiép can khong chi kich thudc hat ma con ca sy hién dién cua cac
chat két tu.
1.6. Hoat tinh sinh hgc ctia nano selen

1.6.1. Hoat tinh chang oxy héa

Qua trinh stress oxi hoa (oxidative stress) la sy mat can bang giira cac goc tu
do va chat chéng oxy hoa trong co thé. Cac gbc oxy phan tng (ROS) la san
pham phu cta trao d6i chat, duoc biét dén nhu con dao hai ludi trong co thé dé
diéu chinh stress oxy héa. Cu thé ROS déng mét vai trd quan trong trong phan
ti tin hiéu va can bang noi mdi, trong khi liéu ROS vuot qua s& gay ton thuong
mang, lipid, acid nucleic va bao quan (He va ctv, 2023). Su tuong tac gitta ROS
va chit chéng oxy hoa Ia rat quan trong trong viéc duy tri mét sicc khoe tét. Se
duoc biét dén 1a mot phan khong thé thiéu trong vi tri xuc tac cua it nhat 25
selenoprotein va enzyme, dong vai trd bao vé té bao khoi ton thuong oxy hoa.
N6 ciing dong gop quan trong dé bao vé mang té bao va thanh phan té bao khac
khoi bi ton thuong oxy hoa thong qua viéc x(c tac qua trinh chuyén hda
hydroperoxide va lipid hydroperoxide, sir dung glutathione (GSH) 1am chét khir
trong qué trinh thuc bao va/hoac chuyén hoa sinh Iy (Chen va ctv, 2022). SeNPs
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c6 thé thuong hoat dong nhu mot yéu td chéng oxy hda trong cac md va té bao
binh thuong, kiém soéat nong d6 ROS dé diéu chinh mét sé tin hiéu quan trong
cua co thé. (Hosnedlova va ctv, 2018). Do d6 hoat tinh chéng oxy héa cua
SeNPs dong vai tro quan trong trong hoat tinh sinh hoc cta céc hat nano nay.

Nhiéu nghién ctru da ching minh SeNPs cd kha ning chdng oxy héa cao
trong ca diéu kién in vitro ciing nhu trén md hinh té bao va dong vat. Co thé gia
thuyét SeNPs tham gia trong qué trinh tong hop selenomethionine, din dén su
hinh thanh selennocysteine tir tién chat qua selenocystathionine. Selenocysteine
la thanh phan cau tao nén selenoglutathione. Selenoglutathione déng mot vai trd
tich cuc trong trung hda ROS két hop vai glutathione peroxidase. Do d6 c6 thé
e ché su san sinh ROS qua mic va tang cuong hoat dong caa té bao mién dich.

Trong mot nghién ctu cua Huang va ctv (2003) da bao cao, cac hat SeNPs
duoc tong hop bang viéc sir dung albumin huyét thanh bd (BSA) 1am chat khu
c6 hiéu qua uc ché tot cac goc ty do duoc tao boi 2,2-azo-bis- (2-
amidinopropane) hydrochloride (AAPH), 1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl (DPPH),
superoxide anion (O,), NO. Céc san pham SeNPs con cho thay tac dung bao vé
chéng lai quéa trinh oxy hdéa DNA. Wang va ctv (2007) cho thidy so véi
selenomethionine, selen nguyén té & kich thuéc nano ¢ hiéu qua twong duong
trong viéc tang hoat tinh chéng oxy héa va hoat dong cua glutathione peroxidase
va thioredoxin reductase nhung ¢ doc tinh thap hon nhiéu.

Hoat tinh chéng oxy héa ciia SeNPs ciing phu thudc vao nong do, liéu lugng
thoi gian phan (ng. Hien va ctv (2018) da nghién ctru danh gia hoat tinh chéng
oxy hoa cua cac hat SeNPs/dextran tong hop bing phuong phéap chiéu xa tia y
Co-60 cho thay, SeNPs/dextran & 25 ppm SeNPs/dextran dat téi kha ning bat
géc te do ABTS 78% trong vong 60 phit phan tng, trong khi & 100 ppm dat t6i
~99% chi trong 5 pht.

Nho hoat tinh bao vé té bao khoi ton thuong oxy héa do stress oxy hoa,

SeNPs c6 kha niang ung dung hiéu qua trong diéu tri cac bénh lién quan dén

27



stress oxy hdéa nhu ung thu, tim mach, thoai hoa than kinh, diéu chinh hé mién
dich va ting cudng kha ning phong thi ctia co thé ddi véi cac tac nhan giy hai.

1.6.2. Hoat tinh ting cwdong mién dich

O nguoi va dong vat, co ché hoat dong cua hé théng mién dich 12 mot co ché
bao vé nghiém ngit chong lai vi khuan va khang nguyén la. Rdi loan chirc nang
mién dich ¢6 thé din dén cac bénh ty mién dich, bénh viém nhiém va tham chi
ung thu (Gao va ctv, 2019). Trong nhitng nim gan ddy, cac chat diéu hoa mién
dich bam sinh va tong hop duoc coi 1a mot trong nhimng lya chon thay thé hia
hen nhét cho chimg rdi loan chirc ning mién dich cuia vat cha. Véi uu diém doc
tinh thap, SeNPs da da thu hat dugc su cha ¥ 16n trong viée cai thién kha ning
mién dich cta vat chi. Phan tmg mién dich cua vat chi bao gém mién dich bam
sinh va mién dich thich tmg, phu thudc vao mét sé yéu td quan trong cic co
quan mién dich nhu tuyén tGc, tiy xwong va I lach, ciing nhu cac té bao mién
dich khac.

SeNPs da duoc chimg minh 1 c6 tiém ning tmg dung trong liéu phap mién
dich, gitip cai thién dang ké hiéu qua diéu tri ung thu, cac bénh truyén nhiém va
min tinh bang cach diéu chinh cic chiic ning ciia t& bao mién dich khac nhau.
C6 hai kha ning da duoc dé xuat dé giai thich co ché diéu hoa mién dich SeNPs
d6 1a: Thir nhat, SeNPs c6 thé mang lai loi ich gian tiép cho hé thong mién dich
thong qua cac hoat dong chéng oxy hoa cua selenoprotein (Avery va ctv, 2018).
Tht hai, SeNPs anh hudng téi moi thanh phan cta hé thong mién dich, dic biét
1a qu4 trinh hinh thanh, phat trién va sy hoat dong cta bach cau. Selen kich thich
mién dich té bao, gitp bao v¢ cac té bao mién dich nhu bach ciu da nhan trung
tinh, t& bao lympho va dai thuc bao. SeNPs co thé ting cuong kha ning mién
dich bam sinh va mién dich thich Gng bang cach diéu chinh nhiéu té bao mién
dich, diéu nay gop phan chinh xac vao cac chién luge liéu phap mién dich moi.
C6 hai kiéu dap tmg mién dich 1a mién dich thé va mién dich té bao. Mién dich
té bao (mién dich qua trung gian té bao) 1 bao 1a mot phuong thire dap tng dic

hiéu nham loai trir khdng nguyén, do té bao lympho T dam nhiém. Selen kich
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thich mién dich t& bao, SeNPs ¢ thé anh hudng dang ké dén qua trinh trao doi
chét, tang sinh va biét hoa ctia té bao T. La mét loai tac nhan diéu hoa mién dich
moi, SeNPs c6 thé ting cuong phan tmg mién dich ciia cac té bao T khéc nhau,
do d6 diéu khién kha ning mién dich thich ing dé gilp diéu tri bénh. Dong thoi,
selen ciing tang cudng mién dich dich thé va tham gia vao cdu tao ctia cac khang
thé - goi 1a cac Globulin mién dich (IgA, IgM, IgG) - gitp co thé tiéu diét cac
tac nhan gay bénh (Puchau va ctv, 2010). Pap timg mién dich dich thé 1a dap tng
do cac lympho bio B dam nhiém. Sau khi nhan biét khang nguyén, té bao
lympho B sé tiang sinh va biét hoa thanh twong bao, bat dau san xuat ra khang
thé Ig. Cac khang thé nay dam duong chirc ning nhan biét, két hop dic hiéu véi
khang nguyén dé gay hién tugng tia, ngung két va hoat hoa hé mién dich khong
dic hiéu. Khi c6 khang nguyén xam nhap, IgM xuat hién dau tién, IgG xuat hién
mudn hon va s& thay thé cho IgM. Té bao lympho T va B duoc biét 1a phan tmg
voi su kich thich duoc kich hoat béi cac khang nguyén hodc nguyén nhan phan
bao, day 1a mot loai diéu hoa mién dich khong dic hiéu phd bién. Sy ting sinh té
bao lympho 1a tin hiéu rd vé ting cudng mién dich ctia vat cha. Nhiéu nghién
ctru chimg minh, viéc bo sung SeNPs, phan 16n giup kich thich mién dich, duoc
do bang mot loat cac thong sb bao gdm ting sinh té bao T, hoat dong té bao NK
va cac chi s6 mién dich bam sinh va nhiéu yéu té khac (hinh 1.1). Cac SeNPs da
dugc chirmg minh 1a ¢ tac dong hiéu qua dén viéc chuyén doi kiéu hinh cta dai
thuc bao, thuong 1 tir loai M2 sang M1, c6 tac dung trc ché ung thu va khang
khuan tiém nang. Cac SeNPs tac dung thiic day té bao T ting sinh va diéu chinh
chtic nang cua cac té bao T, nhu té bao Thl (CD4+), té bao T gay doc té bao
(CD8+) va té bao y3T bang cach hoat dong nhu mot chat diéu hoa mién dich.
Céc chi sb nay ting 1én giup tao ra su giai phong IFN-y cao hon giup hoat dong
trc ché té bao ung thu manh hon. Té bao NK déng vai tro quan trong trong hé
mién dich bam sinh phan mg véi bénh ung thu va nhiém tring, c¢6 lién quan
nhiéu dén thy thé bé mdt d¢ nhan biét khoi u va té bao nhi€ém mam bénh. Céc té

bao NK c¢6 thé tac dong truc tiép hoat dong gay ddc té bao tc ché lai cac té bao
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ung thu va ciing nhu kich thich san xuét cac cytokine. Nhitng tac dong cua
SeNPs 1én cac té bao mién dich dugc thé hién cu thé & hinh 1.1.

Xia va Ivan (2019) da nghién ctu anh hudng cua chitosan-SeNPs (CTS-
SeNPs) Ién hé théng mién dich ca ngua van (Danio rerio). Cé4c tac gia bao cao
CTS-SeNPs anh huong dén cic con dudng lién quan hé thong mién dich,
chuyén hoa lipid va thich tmg v6i méi truong & than ca ngua van. CTS-SeNPs
c6 vai tro thiét yéu trong viéc diéu chinh phan tmg oxy hoa khtr va tham gia vao
nhiéu biéu hién selenoprotein. Tir d6 ting cudng su biéu hién cua cac phan tir
MHC va IFN thic day déng ké viéc ting cudng mién dich ciia CTS-SeNPs (Xia
va lvan, 2019).
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Hinh 1.1. Hoat dong diéu hoa mién dich cia SeNPs (Chen va ctv, 2022)
1.6.3. Hoat tinh wc ché té bao ung thu
Hién nay c6 nhiéu nghién ctru vé hoat tinh trc ché té bao ung thu cia SeNPs
trén nhiéu dong té bao nhu: Ung thu v, gan phdi, than, v.v. trén md hinh in vivo
va in vitro. CAc hat SeNPs c6 thé dong vai tro diéu hoa can bang phan img ROS
trong cac té bao binh thuong nhung cé thé 1am tiang dang ké viéc san xuat ROS
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trong té bao ung thu. Gan day, ngdy cang c6 nhiéu nghién ciru chirng minh viéc
san xudt qua nhiéu ROS c6 thé pha v& can bang ndi moi oxy hoa khir trong té
bao ung thu sy gian doan phu nay lién tuc dn dén tén thuong oxy hoa dbi voi
cac té bao quan trong cac thanh phan nhu protein, lipid va DNA. Vi vdy, vat liéu
SeNPsvéi dac tinh cam ung ROS co thé duogc coi 13 tic nhan e ché ung thu
hiéu qua.

Nhiéu nghién ctru thé hién co ché tac dong tic ché té bao ung thu cua cac hat
SeNPs chu yéu thé hién tac dung giy doc té bao bang cach gy ra apoptosis clia
té bao va/hodc gy ra su roi loan chu ky té bao & cac giai doan khac nhau trong
chu ky phan chia té bao. Huang va ctv (2013) chirng minh SeNPs c6 thé giy ra
su san xudt qua mirc ROS trong cac t& bao ung thu va kich hoat qua trinh
apoptosis thong qua con dudng dan tin hiéu p53 (Huang va ctv, 2013).
Apoptosis co thé theo con dudng thu thé bén ngoai (Extrinsic pathway) va con
duong ndi moi (Intrinsic pathway) hodc ty thé. Con duong bén ngoai co thé
duogc bt dau khi cac phdi tir (ligand) gan vao thu thé chét (death receptor) trén
mang té bao. Cac thu thé nay thuong thuéc nhom thy thé TNF (tumor necrosis
factor). Khi thu thé nay duoc kich hoat, gilp kich thich mot chudi phan tng
enzyme (caspase) dan dén qua trinh chét t& bao. Con duong ndéi mdi duoc bt
dau tir bén trong té bao thong qua cac caspase, do ton thuong DNA hodc mot s6
loai cang thang té bao nghiém trong khac. C6 thé mo ta nhu sau: Ty thé 1a co
quan chinh chiu trach nhiém san xuat cac goc oxy phan tmg (ROS), ¢ lién quan
chit ch& dén qua trinh apoptosis cta té bao. San xuit ROS qua mirc c6 thé dan
dén suy giam chirc ning cua ty thé, bao gdm ca giam dién thé mang ty thé
(A¥m) va sy kich hoat con dudng apoptotic cua ty thé. Trung tdm cta co ché
diéu hoa apoptosis 13 su kich hoat cac caspase, do d6 dan dén apoptosis qua
trung gian ty thé. Khi cac caspase dugc kich hoat s& din dén qua trinh chét té
bao. Mot muc tiéu quan trong clia cac caspase 1a mot chat e ché DNAse, khi

duogc kich hoat s& gdy ra su phan manh cia DNA. Chung phan cét cac protein té
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bao, dan dén pha v té bao, mang té bao bi bong tréc va phan manh DNA té bao
(Menon va ctv, 2018).

Li va ctv (2019) d3 nghién ctru téng hop va danh gia doc tinh té bao cia cac
hat SeNPs dugc 6n dinh bdi a-D-glucan (CPA) tir hat dé Castanea mollissima
Blume. Két qua khao sat trén té bao ung thu ¢ tir cung Hela cho thay, CPA-
SeNPs c¢6 tac dung trc ché dang ké qua trinh tang sinh trén té bao HeLa. Nhom
tac gia da bao cao CPA-SeNPs kich hoat ting ROS ndi bao, gay rdi loan chu ky
té bao, cam tmg apoptosis té bao, rdi loan chirc ning mang (Li va ctv, 2019).

Ngoai ra SeNPs con dugc sir dung lam chat mang, chat dan truyén thudc
trong diéu tri phong va trc ché ung thu. Céc hat nano giup ting cudong kha ning
nhidm muc tiéu, tang tinh chon loc, d§ hoa tan trong nudc va do 6n dinh, giam
doc tinh va kéo dai thoi gian hip thu cta thude trong co thé con nguoi. Liu va
ctv (2012), di nghién cttu SeNPs ¢d thé duoc str dung nhu mot chat mang vai 5-
fluorouracil dé tao duoc sy cong gop hoat tinh tc ché ung thu trén nam dong té
bao ung thu & nguoi (A375, MCF-7, HepG2, Colo201 va PC3). Két qua nghién
ctru cling thé hién rd SeNPs c6 tinh chon loc giita té bao ung thu va té bao binh
thuong va duoc dy doan 1a tng cir vién trong tac nhan hoa tri liéu dé diéu tri ung
thu. Ramamurthy va ctv (2013) dd bao cao nano SeNPs co thé tc ché su phat
trién cia té bao ung thu viit MCF-7 & nguoi theo lidu két hop doxorubicin. Ngoai
ra, su két hop ctia cac SeNPs va doxorubicin cho thdy tac dung tc ché ung thu
t6t hon cac phuong phéap diéu tri riéng 1¢ khic. Gao va ctv (2014) di nghién ctru
két hop Irinotecan (mdt loai thudc trc ché ung thu) véi SeNPs, két qua cho thay
san pham gitp tang tic dung trc ché ung thu ddi véi té bao HCT-8 qua viée tang
cuong kich hoat p53 gay ra cam rng apoptosis (Gao va ctv, 2014). Leung Chan
va ctv (2017) da chimg minh dua trén hiéu tmg dién tr Auger va hiéu ung
Compton ctia nguyén tir Se, SeNPs két hop véi hat 1251 dat duoc hiéu tng tong
hop, nhidm muc tiéu va tc ché sy phat trién cta té bao ung thu va thong qua viéc

cam ng qua trinh appotosis.
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Hinh 1.2. Céc con dudng tc ché té bao ung thu ciia SeNPs (Lin va ctv, 2021)

Cac dic tinh kich thudce, d6 6n dinh, hinh dang va su bién d6i bé mit cia
chung anh hudng rat 16n dén sinh 1y va sinh hoc ciia cac hat nano. Do do, viéc
Iwa chon céc loai thudc nano c6 thé ap dung dé chéng lai ung thu nham ting
cudng hiéu qua hoat dong va giam ddc tinh cua ching 1a rat quan trong. Tac
dung trc ché ung thu cua SeNPs phu thudc vao néng do, kich thude va liéu
lurong. Tuy thude vao kich thudc va liéu luong, cac hat nano co thé anh huéng
truc tiép dén su 6n dinh vat 1y, su hép thu va phan phéi ctia hat nano t&i té bao
dich (Ren va ctv, 2013). Nghién ctru cua Ali va ctv (2013) da thir nghiém va cho
thay chudt dugc uéng SeNPs co kich thudc hat trong khoang 50-80 nm véi licu
luong 0,2 mg/kg thé trong c6 kha ning tc ché ung thu phdi. Faghfuri va ctv
(2015) di bao céo cho thay, khdi lwong khéi u vi ¢ chudt bo sung 200 pg
SeNPs/ngay trong 60 ngay giam so véi nhom doi chung. Cui va ctv (2018) da
nghién ctru hoat tinh @c ché ung thu trén té bao HepG2 cua SeNPs duoc tong
hop bang cach str dung HE (chiét xuat tir tao gai) 1am chat khir va chat 6n dinh.
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Nghién ctru cho thdy ti 1& sdng sot cua té bao HepG2 giam dan khi ting dan
noéng 46 HE-SeNPs. San pham HE-SeNPs cho thiy hoat tinh tic ché té bao ung
thu gan HepG2 tét, voi ICso khoang 19,22 mg/mL. Trong khi d6, HE-SeNPs hau
nhu khéng giy doc té bao dén té bao HLO2 (té bao gan khoe manh). Két qua
nhuém Annexin V-FITC/PI cho thdy ting ty 1& té bao ting trong giai doan
apoptosis sém va sau khi diéu trj bang HE-SeNPs (Cui va ctv, 2018). Tang va
ctv (2019) di nghién ctru thir nghiém tac dong doc tinh 1én té bao ung thu cua
san pham SeNPs 6n dinh bdi arabinogalactans (LAG). Két qua chi ra
SeNPs/LAG c6 tac dung trc ché dang ké trén cac dongté bao A549, HepG-2 va
MCF-7 va hiéu qua tc ché té bao ug thu phu thudc vao liéu luong. Co ché doc
tinh ctia LAG-SeNPs chu yéu qua co ché gay cam mg apoptosis té bao, rc ché
su ting sinh cua té bao. Nam 2020, Indumathy va ctv (2020) d3 nghién ctu thir
nghiém in vitro dé danh gia doc tinh cia SeNPs trén dong té bao HepG2. Nhém
nghién ctru ciing két luan, kha niang gdy tc ché ting sinh té bao HepG2 cua
SeNPs phu thudc vao lidu luong va két qua cho thdy & ndng do 30 pg/mL, té bao
chi dat ti 18 sdng 33,7%, do d6 SeNPs duoc cho phép str dung nhu mét tac nhan
hoéa tri liéu (Indumathy va ctv, 2020). SeNPs duoc biét dén c6 dic tinh kha dung
sinh hoc cao va doc tinh thap d6i voi té bao binh thuong nhung ddc tinh cao ddi
v6i té bao ung thu. SeNPs ciing dugc cho rang c6 kha dung sinh hoc cao hon cac
dang nano khac. Nghién ctru Khaled va cong tac vién (2024) da nghién ctru dnhs
gia so sanh cac tac dung gdy doc té bao trong dng nghiém cua ca hat nano bac
chtra Ber (Ber-AgNPs) va hat nano selen chtra Ber (Ber-SeNPs) trong dong té
bao ung thu gan ngudi (HepG2) va té bao gan binh thuong ctia chudt (BNL).Két
qua cho thay Ber-AgNPs, Ber-SeNPs co tac dung chéng khéi u tot dbi véi cac
té bao HepG2 bang cach giy ra apoptosis thong qua viéc diéu hoa ting ndng do
p53, Bax, cytochrome C trong té bao chét va hoat dong cta caspase-3, va diéu
hoa giam noéng do Bcl-2. Trong d6 Ber-SeNPs thé hién hiéu qua cao hon Ber-
AgNPs. Két qua nay c6 thé 1a do ddc tinh chdng ung thu von c6 cia selen

(Khaled va ctv, 2024).
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C6 thé thay, SeNPs c¢6 tiém ning trong viéc phat trién chién luoc tri liéu ung
thu trong twong lai. Tuy nhién hién nay van chua c6 nghién ctru ndo dénh gia trc
ché té bao ung thu gan clia SeNPs téng hop bang phwong phap chiéu xa.

Nghién ctru vé hoat tinh sinh hoc ctia SeNPs con dang tiép tuc mo rong, mac
du nhiéu két qua cho thay hiéu qua cao van can thém nghién ctru dé hiéu rd hon
vé tat ca cac co ché hoat dong ciing nhu dam bao an toan va hiéu qua trong cac
ung dung thuc té.

1.7. Téng quan vé g-glucan

1.7.1. Céu triic, ngudn goc

S-glucan 13 mot chudi cac D-glucose hay con goi 1a polysaccharides dugc két
ndi thong qua lién két glycosid. Cac S-glucan 1a nhém phan tir c6 cau triic khong
gian 3 chiéu. f-glucan c6 mit trong cac thanh té bao ctia nhiéu ngudn tir t nhién
nhu vi khudn, ndm men nhu Saccharomyces cerevisiae, cac loai ndm nhu
Aspergillus sp. va Agaricus, sp. tdo, nAm an nhu nam linh chi, nAm bao ngu va
cac loai ngli cdc nhu yén mach, lta mach, lia mi va lta mach den (Gunjan va
ctv, 2017). f-glucan trong yén mach va laa mach thudng c6 hoat tinh sinh hoc
thap. f-glucan tim thdy trong ndm 1én chi c¢6 phan nhanh véi mot phan tir
glucose, do vay chung cé hoat tinh sinh hoc (ting cuong mién dich) dén mot
mirc d6 nao d6. Trong khi d6, -glucan tach chiét tir thanh té bao ndm men c6
cdu trc phan nhanh voi nhiéu phén tir glucose va c6 hoat tinh sinh hoc cao nhat
trong tat ca cac loai f-glucan (Pham Viét Cudng, 2009). Thanh té biao ndm men
dugc cau thanh chu yéu tir f-glucan va mannoprotein, mot phan nho chitin (1-
3%) va lipid (2-5%) (Dallies va ctv, 1998). Trong do, (1,3;1,6)-4-glucan chiém
t6i 50-60% thanh té bao nAm men, hinh thanh nén mot cau trac 15i.

Tuy thude vao ngudn gbc, f-glucan c6 ciu trac lién két glycosid khac nhau
(Mason, 2001). Mach thang cua f-glucan dugc tao thanh bai cac lién két S-
(1,3)-D-glycoside va ciac mach nhanh dugc tao boi cac lién két S-(1,6)-D-
glycoside (thuong duoc goi 1a ((1,3)/(1,6))-p-glucan) hoac f-(1,4)-D-glycoside
(thuong duoc goi la ((1,3)/(1,4))-p-glucan) (Mantovani va ctv, 2008). Nhitng
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khac biét vé cau trac cua f-glucan cé thé lam thay d6i do hoa tan, khdi luong
phan tir, v.v. din dén anh hudng t6i chic nang, tac dung ting cudng mién

dich.(Chan va ctv, 2009).

HO

HO
CH,OH

o (1 — 6)-pB-glucan

HOH ,C
HOH,C HO

HO
H1

Hinh 1.3. Cau trtc phan tir f-glucan (Mantovani va ctv, 2008)

S-glucan khong hoa tan trong nudc, ethanol, aceton nhung lai tan trong NaOH
va DMSO (CHj3),SO. Kha nang tan cta f-glucan phu thugc vao mire dé polymer
hoa. D) polymer hoa trung binh cua f-glucan thuong 1a ~1500 don phan, tuong
duong v61 Mw~240 kDa. Kha nang hoa tan ctua chiing tang khi mirc d¢ polymer
hoa trong phan tir giam (Mantovani, 2008).

1.7.2. Thu nhén g-glucan tir nAm men

Pé tach chiét f-glucan tir thanh té bao nAm men S. cerevisiae thuong st
dung dung dich kiém (NaOH, KOH) (Suphantharika va ctv, 2003; Javmen va
ctv, 2012; Pengkumstri va ctv, 2016). Khi d9, protein, acid nucleic va lipids phan
cuc s& b thily phan va tan trong kiém. Tir d6 c6 thé dé dang thu hoi S-glucan
khéng tan trong kiém sau khi ly tam dung dich thay phan (Javmen va ctv, 2012;
Pengkumsri va ctv, 2016). Sau dé, S-glucan thd thudng duoc tinh sach bang
cach xir Iy v6i acid va rira voi dung méi (ethanol, aceton, isopropanol, v.v.) dé
loai bo chitin, chitosan, glycogen va mdt phan protein (Suphantharika va ctv,
2003; Javmen va ctv, 2012; Pengkumsri va ctv, 2016). Quy trinh tach chiét S-

glucan bang kiém phu thudc nhiéu vao thoi gian xtr Iy mau, nhiét do, pH.
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Ngoai ra phuong phap tach chiét f-glucan tir t& bao nAm men két hop giira
hoéa hoc va sinh hoc cling da duoc Magnani (2009) va Silva Aragjo va ctv
(2014) nghién ctru. Theo d6, té bao nim men duoc bd sung dung dich NaCl 3%
va dit On nhiét trong 24 giod & 55°C. Nham phé v& cau triic ctia thanh té bao thu
nhan S-glucan thé, Magnani va ctv (2009) va Silva Aradjo va ctv (2014) da
dung song siéu 4m tac dong 1én thanh té bao va ly tdm thu phan khong tan. Sau
d6, cac dung méi nhu isopropanol va petroleum ether di duogc str dung dé loai
b6 lipid. Cudi cing, dé tinh sach san pham S-glucan thu dugc, enzyme protamex
(mot protease) da duoc sir dung dé loai bo protein con sot lai (Magnani va ctv,
2009; Silva Aradjo va ctv, 2014).

1.7.3. Hoat tinh sinh hoc cta f-glucan

Gidng nhu céc polysaccharide khac, f-glucan co ché hoat dong bao gom giam
héap thu chat dinh dudng va cai thién duong rudt. S-glucan co thé 1a mot ngudn
nguyén liéu tiém niang cho qua trinh 1én men & vi khuan duong rudt va co tac
dung nhu mot prebiotic. Hon nita, chiing con giup co thé vat chu ting cuong kha
niang mién dich, ¢c ché ting sinh cac té bao ung thu (Iwabuchi va Nagaoca,
2002). Kha ning ting cuong mién dich ctia f-glucan phu thudc vao muc dod
phan nhanh, khdi lugng phéan tir (Mw), cau tric bac 3 va kha ning hoa tan cia
ching. Cac thtr nghiém in vivo va in vitro cho thay g-glucan tac dung trén mién
dich bam sinh va mién dich thich ung (Qi va ctv, 2011). Nhiéu nghién ctru cho
thay, f-glucan duoc biét dén nhu mot chat ¢ kha ning kich thich mién dich va
1a nguyén lidu c6 hiéu qua trong viéc ting cuong mién dich & nhiéu dong vat
(Chae va ctv, 2006; Meena va ctv, 2013). Pic biét, f-glucan c6 Mw thap c6 hoat
tinh sinh hoc t6t hon so véi f-glucan c6 Mw 16n.

S-glucan cé nhiéu hoat tinh sinh hoc tot do d6 dugc su dung nhiéu trong cac
linh vuc khac nhau nhu thuc phém, my phém, nong nghi¢p, chan nudi, nuodi
trong thuy san va dic biét 1a y hoc. f-glucan con ngin ngira hodc lam giam
nhiém khuan, gitp vét thuong mau lanh hon. Theo Vetvicka (2011), S-glucan
cling gitp kich thich sy tao mau, S-glucan dang hat hay dang tan déu c6 kha
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ning phuc hdi dang ké mot luong mau sau khi xa tri. Diéu nay cho thdy -
glucan c6 thé day lui chimg suy tiy sau khi xa tri. f-glucan con gitip cai thién
ti€u héa & dong vat dugc thir nghi¢m, cai thién su trao ddi chat trong mau, kich
thich san xuét tiéu cau trong mau, diy manh kha ning 1am lanh vét thuong, nang
cao suc khoe duong rudt, v.v. (Mason, 2001).

S-glucan con ¢ thé 1am giam ndng do lipid mau théng qua viée lam giam
luong acid mat tai hap thu va ting tong hop acid mat méi tir cholesterol, tir do
lam giam lugng cholesterol hp thu vao mau. Bglucan ciing dugc chimg minh 13
trc ché qua trinh sinh tong hop cholesterol ctia gan bang cac acid béo chudi ngan
tao ra tir qua trinh 1én men véi vi khuan duong rudt (Hara va ctv, 1999; Levrat-
Verny va ctv, 2000).

1.7.4. Vai trd ciia f-glucan trong viéc lam chat on dinh trong tong hop
nano

Polysaccharides gan day thu hat nhiéu nghién ctru v6i vai tro 1dm chét 6n
dinh trong qua trinh tong hop cac hat nano. Cac nhom chirc nhu hydroxyl,
amino, sunfate va cacboxylic acid trong cac hgp chat polysaccharide gitp hinh
thanh lién két hydro doc theo chudi polymer hd tro trong viéc 6n dinh ciu tric
hat nano (Liu va ctv, 2017). Su lién két voi cac nhom chirc ndy s& ngin can su
hép thu protein, gitp cho su tuong tac cua SeNPs véi cac té bao dich va 16p lipid
kép cta chung hiéu qua hon. Polysaccharides dé& thu nhan tir nhiéu ngudn, va c6
chi phi thu nhan thap (Liu va ctv, 2017). Vi vay, véi cac cong nghé tong hop
hién nay, polysaccharides 1a ngudén nguyén liéu 1y tudng cho tong hop cac hat
nano. Nhiéu nghién ctru di bao cdo danh gia hoat tinh sinh hoc cua céc san
pham SeNPs khi két hop voi cac polysaccharide khac nhau: Polysaccharide tir
tra xanh, ndm duogc liéu, Ndm men, cac hat thuc vat (Zhang va ctv, 2012; Chen
va ctv, 2018; Cui va ctv, 2018; Tang va ctv, 2019; Gao va ctv, 2020, Hien va
ctv, Duy va ctv, 2021). Cac nghién ctru da cho thay su két hop cta ca hai mang
dén nhiéu dic tinh sinh hoc tuyét voi trong nhiéu ung dung. Su két hop nay co
thé lam giam nhiing han ché ¢6 hitu cua selen, lam tang sinh kha dung sinh hoc
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va do hoa tan cua chung. Hon nira, chirc nang héa véi polysaccharides sinh hoc
c6 thé kéo dai thoi gian luu tri ciia SeNPs va do d6 lam ting kha nang hap thu
sinh hoc. (Liu va ctv, 2008).

S-glucan duoc biét dén véi kha ning twong hop sinh hoc cao, c6 thé lién két
v6i protein va cac hoat chat khac ma khong 1am thay d6i hoat tinh sinh hoc cta
hoat chit. Ngoai ra, dic tinh cu tric cia S-glucan tach chiét tir thanh té bao
nam men nhu d6 phan nhanh cao ciing giup S-glucan trd thanh mot ing cir vién
ndi bat cho viée s dung lam chit on dinh gillp cac hat nano phan tan tdt, 6n
dinh hon, khang két tu hat sau qua trinh tong hop. Ciing gibng nhu cic
polysaccharid khac (alginate, dextran, va gelatin, chitosan), f-glucan bao gdm
cac nhom chirc nhu nhom —COO va —OH, dé dang on dinh SeNPs thong qua
lién két hydro va tuong tac tinh dién véi cac hat nano. Bén canh do, f-glucan
tach chiét tir thanh t& bao nAm men con c6 kha ning hoa tan trong nudc tot va
hoat tinh sinh hoc da dang nhu giam cholesterol, trc ché té bao ung thu, khang
viém, chdng oxy hoa, ting cudong mién dich. Do d6 polysaccharide nay s& rat
tiém ning str dung lam chat 6n dinh trong tong hop SeNPs.

1.8. Nhirng nghién ciru lién quan dén luin an

Cho dén nay, hau hét cac nghién ctru qudc té chu yéu sir dung cac tac nhan
vat Iy nhu nhiét d9, vi song, ap Suat, v.v. (Hou va ctv, 2011; Yu va ctv, 2016;
Ahmad, 2016), hoéa hoc nhu vitamin C, 1-methylimidazole hay glutathione
(Zhang va ctv, 2004; Langi va ctv, 2010; Verma va Maheshwari, 2018) hay sinh
hoc sir dung dich chiét thyc vat (Cui va ctv, 2018; Ramamurthy va ctv, 2013;
Zhang va ctv, 2017) va vi sinh véat (Fesharaki va ctv, 2010; Hosnedlova va ctv,
2018; Zhang va ctv, 2019). O Viét Nam, Hien va ctv (2018) d4 nghién ctru tong
hop SeNPs bang chiéu xa tia Gamma Co-60 6n dinh trong 1% dung dich dextran
va khao sat hoat tinh chéng oxy hoa cua chung. Viéc st dung phuong phap
chiéu xa khic phuc dugc cac tdn tai cua cac phuong phép hoa hoc, sinh hoc, vat
Iy khac nhu kiém soat duoc kich thudc d& dang, san pham khéng ton tai chat

khir, dé thyc hién, hiéu suét tong hop cao. Tuy nhién nhém tac gia nay sir dung
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dextran 1am chét 6n dinh ma hoan toan chua sir dung S-glucan lam chit 6n dinh.
Nim 2019, nhém tac gia Nguyén T. M. L va ctv ciing ¢ cong trinh nghién ciru
tong hop va danh gia hiéu tng cua hdn hop selen nano/oligochitosan va
Spirulina platensis dén sé lwgng bach cau & chudt. Két qua nghién ctru cho thiy
san pham selen nano dugc 6n dinh trong oligochitosan tong hop duoc c6 thoi
gian bao quan dudi 45 ngay (6 4°C). Sé luong bach cau & chudt tang 1,59 1an
khi str dung hdn hop selen nano/oligochitosan va S. platensis (véi liéu dung 0,1
mg selen nano/kg/ngay va 0,1 g S. platensis/kg/ngay) so véi d6i ching. Duy va
ctv (2021) bao céo SeNPs/oligochitosan duoc tong hop bang chiéu xa y cd thé
phuc hoi cé4c té bao bach cau & chudt dugc chiéu xa. Tuy nhién, tdc dung kich
thich mién dich cia SeNPs van chua dugc nghién ciu trén chudt bi wc ché mién
dich. Dén thoi diém nay van chua c6 mot cong trinh nao s dung st dung f-
glucan 1am chat 6n dinh. Qua d6 cho thay viéc nghién ctru tong hop san pham
SeNPs sir dung f-glucan lam chat on dinh bang phuong phap chiéu xa 1a hoan
toan méi. Ngoai ra ciling rat it nhitng nghién ctru khao sat vé hoat tinh sinh hoc
trong mién dich va trc ché té bao ung thu lién quan dén san pham tao ra. Rat it
cong bd nghién ctruva phén tich theo chu ky té bao dé danh gia chinh xac co ché
trc ché té bao ung thu ctia SeNPs.

Mot s6 nghién ciru qudc té str dung S-glucan lam chat 6n dinh trong san pham
SeNPs nhung khong st dung phuong phap chiéu xa gamma Co-60 (Jia va ctv,
2015, Li va ctv, 2019). Bén thoi diém hién tai, chua c6 nghién ctru nao tong hop
SeNPs bing phuong phap chiéu xa sir dung S-glucan tir thanh t& bao ndm men
dé 1am chit 6n dinh va khao sat hoat tinh sinh hoc. Viée st dung S-glucan tan
trong nudc tir thanh té bao ndm men voi d6 phan nhanh cao, c6 cac nhom chirc
nhu nhém —COO, —OH, d& dang 6n dinh SeNPs thong qua lién két hydro twong
tac tinh dién véi cac hat nano dé tong hop SeNPs trong nghién ciru nay hira hen
nhiéu trién vong ung dung boi gitip gitt ¢ 6n dinh ctia san pham tao ra va hiéu
tmg két hop gitta selen va polysaccharide quy ndy trong huéng tng dung phong

chéng oxy hoa, wc ché té bao ung thu va ting cudng mién dich. Tir nhiing tong
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quan trén c6 thé thiy, nghién ctru tong hop SeNPs 1a rat can thiét. Mit khac,
phuong phép tong hop SeNPs bang phuong phap chiéu xa duoc cho 14 phuong
phap co6 hiéu qua cao. Tuy nhién, hién nay mdi chi ¢6 hai nghién ctru ciia Hien
va ctv (2018) va Duy va ctv (2021) nghién ctru tong hop SeNPs bang phuong
phap chiéu xa nhung cac nhom tac gia nay chua sir dung S-glucan lam chat 6n
dinh. Do d6 dé tai: “Nghién ctru tong hop SeNPs/S-glucan ¢6 hoat tinh sinh hoc
bang phuong phap chiéu xa” 1a mot hudng nghién ctru c6 tinh mdi. Muyc dich
ciia nghién ctu nhim huéng dén tong hop ché phim SeNPs 6n dinh trong
polymer tu nhién S-glucan véi kha ning 6n dinh tét, dong thoi danh gia hoat
tinh chdng oxy hoa, trc ché té bao ung thu gan, ting cudng mién dich ctia ché
pham sau khi tong hop, tir 46 dinh huéng tmg dung SeNPs/-glucan lam nguyén
liu trong san xudt san pham ting cudng sic dé khang va hd tro trong diéu tri

bénh.
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Chuong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu nghién cuau:

- p-glucan (tan trong nudc, Mw = 25 kDa, d¢ tinh sach 92,5%) dugc tach
chiét tir thanh té bao nAm men Saccharomyces cerevisiae theo quy trinh duoc
cong bd boi Long va ctv (2019) do Trung tdm Cong nghé Sinh hoc TP. HCM
cung cap.

- Selen dioxit (Se0,) dang tinh khiét duoc cung cap boi hang Sigma- USA.

- Cytoxan - cyclophosphamide (CTX) (Sigma), NaOH, ABTS (2,2 azinobis
(3 ethylbenzothiazonline-6-sulfonate), MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyltetrazol brom), DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium), K,S,0s,
DMSO, nudc khu ion, ELISA Kit (IgM-ab133047; 19gG-ab151276; IL-2-
ab223588, IFNy-ab100689 and TNF «-ab208348) cua hdng Abcam (USA),
DNAse - free RNAse A (Thermo), Trypsin - EDTA (Sigma), propidium iodide
(P1) (Sigma), Triton X-100 Penicillin - Streptomycin, FBS, phophate buffer
saline (Sigma), BSA, Dulbecco’s PBS (Biobasic).

- Chuét nhit trang dong BALB/c khoe manh c6 trong lugng 20 + 5 g/con
duoc cung cap bai Vién Té bao goc, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Dai
hoc quéc gia TP. HCM.

- Dong té bao ung thu gan HepG2, nguyén bao sgi L929 (ATCC # CCL-1)
duoc cung cap béi Trung tam Cong nghé Sinh hoc TP. HCM.

Cac thiét bi chinh: Nguén xa Gamma Co-60 model GC-5000 (BRIT, An Bo).
May ly tam téc d6 cao Himac CR22N (Hitachi, Nhat Ban). May dong kho Christ
(Puc). May quang pho tir ngoai GENESY 10S UV-Vis (Thermo, USA). May
quang phd hdng ngoai bién ddi Fourier (FTIR) (Jasco, Nhat Ban). Hé théng
Zetasizer Nano ZSP, model ZEN5600 (Malvern, Anh). Hé théng nhidu xa tia X
D8 Advance ECO (Bruker, Dtic), May phan tich té bao theo dong chay (Flow
cytometry) ( FACSAria IlI- BD, USA), Ta t CO2 (PE-Nhat), T cdy an toan
sinh hoc céap 11 AC2-4ES.

Thoi gian thye hién: Tir thang 09/2020 dén thang 9/2024
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Pia diém thuwc hién: Trung tim Céng nghé Sinh hoc TP. HCM va Trudng
bPai hoc Nong Lam TP. HCM

TAt ca cac thir nghiém trén chudt déu duge thyuc hién theo huéng dan dao durc
nghién ctru dong vat cia (AAALAC) va duoc Hoi ddng Khoa hoc Trung tdm
Cong nghé Sinh hoc Thanh phd H6 Chi Minh phé duyét (s6 phé duyét: 380/QD-
CNSH) va dugc cip phép ctia hoi dong Y dic truong Pai Hoc Nong Lam
(AEC-NLU) theo s6 20210108NLU.

2.2. NOi dung cia lugn an

Noi dung 1: Tong hop SeNPs on dinh trong f-glucan c6 Mw thap va tan
trong nudc bang phuong phéap chiéu xa;

Noi dung 1.1: Khao sat cac diéu kién anh huong dén qua trinh tong hop
SeNPs 6n dinh trong S-glucan ¢c6 Mw thip va tan trong nudc bang phuong phap
chiéu Xa,

Noi dung 1.2: Khao sat do on dinh cua ché pham SeNPs/g-glucan tong hop
bang phuong phap chiéu xa;

Noi dung 2: Panh gia hoat tinh sinh hoc ctia SeNPs/S-glucan tong hop bang
phuong phap chiéu xa;

Noi dung 2.1: Xac dinh doc tinh cip cia ché pham SeNPs/S-glucan tong hop
bang phuong phap chiéu xa ;

Noi dung 2.2: Danh gi4 hoat tinh chdng oxy héa ctua SeNPs/-glucan tong
hop bang phuong phap chiéu xa;

Néi dung 2.3: Panh gia hoat tinh ting cuong mién dich ctia SeNPs/S-glucan
trén md hinh chudt gay suy giam mién dich;

Néi dung 2.4: Panh gia hoat tinh wc ché té bao ung thu gan HepG2 cua
SeNPs/f-glucan.
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2.3. Phuwong phap nghién ciru

2.3.1. Tong hep SeNPs dn dinh trong g-glucan c6 Mw thap va tan trong

nuéc bang phuong phap chiéu xa
2.3.1.1 Chuin bj cac dung dich stock

Chuan bij S-glucan 10%: Can 10 g S-glucan tan trong nuéc (Mw ~ 25 kDa) va
cho vao 80 mL nuéc, sau d6 khudy déu cho dén khi hoa tan hoan toan S-glucan,
tiép tuc bd sung nudc vira dit 100 mL, tao dung dich stock S-glucan tan trong
nudc 10%.

Chuan bi cac stock dung dich Se** 800 ppm: Can 112,5 mg SeO, dugc cho
vao 60 mL nudc khir ion (giir trong binh ti), khudy déu cho dén khi SeO, tan
hoan toan, sau d6 bod sung nudc vua du 100 mL, tao dung dich stock Se** 800
ppm.

2.3.1.2 Phuwong phap chiéu xa tong hop SeNPs on dinh trong g-glucan

Tién hanh thuc hién chiéu xa theo phuong phap cta Hien va ctv (2018). Tur 2
dung dich stock Se* 800 ppm va S-glucan tan trong nudc 10%, tién hanh tao
c4c dung dich Se** /2% p-glucan véi cac nong do Se* 1an luot 1a 40; 60; 80; 100
va 120 ppm. Sau d6 chiéu xa cac dung dich nay véi cac liéu xa tir 2 - 14 kGy dé
tong hop SeNPs/B-glucan trén nguon gamma Co-60 suat liéu 10 kGy/h bang
ngudn xa gamma Co-60 (GC-5000, BRIT, An D) tai Trung thm Cong nghé
Sinh hoc TP. HCM.

2.3.1.3 Xéc dinh liéu chiéu xa chuyén héa bio hoa ciia cac ndng do Se*
khac nhau

Liéu xa chuyén hoa bio hoa 1a liéu chiéu xa ma tai d6 toan bo Se** bi khur
thanh Se°, dugc xac dinh trén co s¢ phan tich ham luong ion Se** con lai trong
dung dich sau khi chiéu xa theo phwong phap ctia Mathew va Nayarana (2006).
Pé xac dinh liéu chiéu xa bdo hod, st dung phuong phap ly tdm tdc do cao
(50.000 vong/phut) dé thu hét SeNPs va phan tich ham lwong mudi Se** con lai

sau khi chiéu xa.
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Dung dich SeNPs/s-glucan sau khi chiéu xa dé 6n dinh trong 12 gid trudc khi
do UV-Vis nhim xac dinh liéu chiéu xa chuyén hoa bdo hoa. Quy trinh thuc
hién nhu sau: Can 1,405 g SeO, duoc cho vao 600 mL nuée khir ion, khudy déu
cho dén khi tan hoan toan, sau d6 bd sung nudc vira du 1000 mL, tao dung dich
stock Se** 1000 pg/mL. Tién hanh dung duong chuan: LAy 1 thé tich chét chuin
¢ chtra 1an luot 2, 4, 6, 8 va 10 ug/mL selen chuin cho vao binh dinh muc 10
mL, sau d6 thém vao 1 mL KI 2% va 1 mL HCI 2M. Lic nhe dén khi hdn hop
c6 mau vang, thé hién su giai phong iod. Thém vao 2 mL azure B 0,1% va lic
déu. Thém nudc vira da 10 mL. Hon hop dugc do do hap thu & budc song 644
nm. Sir dung nudc cat lam mau tring.

Phéan tich miu thir: Lay 1 luong mau thir (€ 4 mL) c¢6 nong do selen < 10
ng/mL cho vao binh dinh mtc 10 mL. Sau d6 b6 sung 0,5 mL NaOH 1 M va 0,5
mL EDTA 0,2 M. Lic déu va ly tim dé loai bo tia. Dich ly tim duoc chuyén
vao binh dinh mtrc 10 mL mé1 va xac dinh ham lugng selen theo quy trinh trén.
Ham lugng selen trong mau thtt duoc tinh dua theo duong chuan. Liéu xa
chuyén hoa bdo hoa Se** thanh Se° 1a liéu ma tir gia tri nay tré di thi mat do
quang thay d6i khong dang ké hoic mat d6 quang suy giam va budc song hap
thu cuc dai dich chuyén vé thang c6 gié tr1 16n hon.

2.3.2. Phuwong phap danh gia cac diéu kién anh huwéng dén kich thuéc hat
SeNPs/g-glucan.

2.3.2.1 Panh gi4 anh hwéng caa nong dd Se’* dén kich thwéc hat
SeNPs/g-glucan

Dung dich Se**/g-glucan véi cac nong do Se** lan luot 14 40, 60, 80, 100 va
120 ppm dugc 6n dinh trong dung dich S-glucan tan trong nudc 2% (w/v) duoc
tao ra bang cach phdi tron 2 dung dich stock Se** 800 ppm va S-glucan tan trong
nudc 10% theo ti 1 phi hop. Chiéu xa cac dung dich nay trén nguén gamma
C0-60 véi cac lidu xa chuyén hoa bio hoa da dugc xac dinh (muc 2.3.1.3). Dung

dich SeNPs/g-glucan sau khi chiéu xa duoc phan tich kich thuéc hat bang
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phuong phap DLS (dynamic light scattering) sir dung hé Zetasizer Nano ZSP,
ZEN5600 (Malvern, Anh).
2.3.2.2 Panh gia anh hwéng cia ndng dd chit 6n dinh p-glucan dén
kich thwoc hat SeNPs/g-glucan
Dung dich Se**/-glucan véi ndng d6 Se** dugc chon & thi nghiém trén (muc
2.3.2.1) duogc 6n dinh trong cac dung dich A-glucan tan trong nuéc ¢ nong do
lan luot 12 1, 2, 3 va 4% (w/v) duoc tao ra bang cach phdi tron 2 dung dich stock
Se** 800 ppm va S-glucan tan trong nude 10% theo ti 1& phi hop, khuay nhe cho
tan déu va chinh pH~9 bang dung dich NH,OH 5%. Chiéu xa cac dung dich nay
Vvéi cac lidu xa chuyén hoa bio hoa di dugc xac dinh (muc 2.3.1.3) trén ngudn
gamma Co-60. Dung dich SeNPs/g-glucan sau khi chiéu xa dugc phan tich kich
thudc hat va phan b kich thuéc hat bang phuwong phap do tan xa anh sang dong
DLS str dung hé Zetasizer.
2.3.2.3 Panh gia anh hwéng caa suat lieu dén kich thwéc SeNPs/p-
glucan
Dung dich Se**/g-glucan véi ndng d6 Se** dugc chon & thi nghiém trén (muc
2.3.2.1) 6n dinh trong dung dich g-glucan c6 nong do lya chon la theo thi
nghiém muc 2.3.2.2. Chiéu xa cac dung dich nay vai cac lidu xa chuyén hoé bio
hoa da duoc xac dinh (muc 2.3.1.3) téng hop SeNPs/g-glucan trén nguon
gamma Co-60 véi cac suat liéu khac nhau 2,5, 5 va 10 kGy/gio. Dung dich
SeNPs/-glucan sau khi chiéu xa duoc phan tich kich thudc hat va phan bé kich
thudc hat bang phuong phap DLS st dung hé Zetasizer.
2.3.2.4 Panh gia anh huéng ciia pH dén qua trinh tong hop SeNPs/-
glucan
Dung dich Se**/-glucan véi nong do Se* dugc chon & thi nghiém trén (muc
2.3.2.1) 6n dinh trong dung dich -glucan c6 ndng do lua chon 14 theo thi
nghiém muc 2.3.2.2. Sau d6, diéu chinh pH dung dich vé cac gia tri 5, 6, 7, 8 va
9 va chiéu xa cac dung dich nay véi liéu xa chuyén hoa bio hoa di dugc xac

dinh & trén dé téng hop SeNPs/f-glucan. Dung dich SeNPs/g-glucan sau khi
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chiéu xa dugc phan tich phan tich kich thudc hat va phan b kich thuéc hat bang
phuong phap DLS str dung hé Zetasizer.

2.3.3. Khio sat do on dinh ciia SeNPs/g-glucan sau khi tong hop

Céac dung dich SeNPs/f-glucan sau khi chiéu xa theo cac diéu kién da xéac
dinh ¢ muc 2.3 duoc luu trit, bao quan ¢ cac nhiét do 0, 4 va 25°C. Tién hanh
phan tich kich thudc hat va phan bd kich thuéc hat coa dung dich SeNPs/g-
glucan sau 30 va 60 ngdy bao quan bang phuong phap DLS st dung hé
Zetasizer.

2.3.4. Khio sat anh huéng ciia phwong phap siay khé dén Kich thwéc hat
cua SeNPs/f#-glucan

Céac dung dich SeNPs/g-glucan sau khi chiéu xa s& tién hanh tao san pham
dang bot SeNPs/g-glucan qua cac phuong phap khac nhau: két taa - say (6 60°C),
say phun va dong kho. Sau do, bot SeNPs/S-glucan duoc hoa tan, phan tan lai
trong nudc khur ion. Xac dinh kich thuéc hat va phan bd kich thudce hat
SeNPs/-glucan bang phuong phap DLS str dung hé Zetasizer.

Phwong phdp két tia: Dung dich SeNPs/S-glucan duoc két tia trong dung
dich ethanol véi ti 18 1:9 (v/v). Két taa dugc thu bang cach ly tim ¢ téc do
6000 vong trong 20 phit & 4°C. Tua duoc sy kho & 60°C, nghién min va thu
nhan bot SeNPs/S-glucan.

Phwong phdp sdy phun: Dung dich SeNPs/S-glucan duoc sdy qua may sdy
Mini Spray Dryer B-290 (Buchi, St. Gallen, Thuy S7) v4i nhiét d6 dau vao 1a
120°C, toc d6 dong 1a 31 m*/gid va 4ap luc khi nén 13 0,45 bar.

Phwong phdp dong khé: Dung dich SeNPs/f-glucan duoc tién hanh dong
kho qua hé may freeze dryer model GAMMA 1-16 LSCplus (Christ, Lower
Saxony, Puc) ¢ nhiét 6 -80°C va ap suit 1a 0,1 mbar.

Cudi cting, cac mau bot co kich thude hat trung binh va phan bé kich thudc hat
pht hop dugc lya chon dé phan tich phd XRD, FTIR va chup anh TEM dé xéc
dinh dic trung ctia ché pham SeNPs/s-glucan.
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2.3.5. Xac dinh dac trung caa SeNPs/B-glucan
2.3.5.1 Phuwong phap do gian d6 nhiéu xa tia X
Gian do XRD cua hat SeNPs/f-glucan dugc xac dinh trén hé théng nhidu xa
tia X D8 Advance ECO (Bruker, Pirc) str dung 6ng phat bic xa CuKa ((Ig=
1.5406 A, U= 40 kV, 1= 25 mA). Mau SeNPs dugc dong kho va nghién nho, sau
d6 mau duoc trai déu thanh mot mit phang trén dé dung mau chuyén dung. Tién
hanh quét gidn d6 nhifu xa tia X & goc tir 30 - 100° (260) véi kich thude bude
nhay 0,05° (20) va thoi gian dém 1a 0,5/s. Dit liéu duge xir Iy trén phan mém
Diffrac.Eva V.4.3.1. va Excel 2016.
2.3.5.2 Phwong phap do pho hdng ngoai bién doi Fourier (FTIR)
pé phan tich sy tuong tac bé mit, cac nhom chice dic trung va cac lién két
giita cac hat nano tong hop véi cac phan tir khac tham gia vao qué trinh tong
hop SeNPs/g-glucan, tién hanh do phd hong ngoai FTIR trén mdy quang phd
hong ngoai (model 4700, Jasco, Nhat Ban). SeNPs/f-glucan bot dugc tron déu
v6i KBr v6i nong do mau 1a 1% trude khi ép tao dang vién nén bang may ép
chuyén dung véi ty 1& 3 mg mau/100 mg KBr. Chuyén mau vao dé dung mau va
tién hanh do phd FTIR trong khoang s séng 4000 - 500 cm™. Két qua duoc so
sanh vo1 thu vién phé) chuan dé xac dinh cac dinh dic trung cua mau.
2.3.5.3 Phuwong phap xac dinh kich thwéc hat SeNPs/f-glucan bing
DLS
Kich thudc va phan b kich thudc hat SeNPs/g-glucan dugc xac dinh bang
phuong phap do DLS st dung hé Zetasizer (Nano ZSP, model ZEN5600
(Malvern, Anh). Pay la phuong phap tan xa anh sang duoc st dung dé do thity
dong luc hoc duong kinh hat nano té)ng hop duoc (bao gém ca su hién dién ca
vat liéu nano va polyshachride két tu). SeNPs/s-glucan sau khi tong hop duoc
pha loang khoang 50 1an bang nudc khtr ion trudce khi do. Sau d6 hut 1 mL miu

chuyén vao cuvet thach anh va tién hanh do kich thudc hat sir dung nguén laser
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632,8 nm, chi sd khiic xa hat 1,590, hé s6 hép thu hat 0,01, chiét sut nudc 1,33
& 25°C. Dit liéu duoc xtr 1y trén phan mém Zetasizer Softwave V.7.12.
2.3.5.4 Phuwong phap chup anh TEM

Kich thuéc va phan bé kich thudc hat SeNPs/f-glucan duoc xac dinh bang
cach chup anh TEM. Pay 1a phuong phap c6 thé do chinh x4c hinh dang, kich
thugc, phan b kich thudc cac hat nano rat nhd. TEM c6 vu diém nhd budc séng
cia chum di¢én tor nang luwong cao. Phuong phap thuc hién nhu sau: nhé giot
SeNPs 1én ludi ddng da phu 16p cacbon, dé khd ty nhién 15 phut, chup anh TEM
trén kinh hién vi dién tu truyén qua. Kich thudc hat trung binh va do phan b
kich thuéc hat duge xac dinh tir anh TEM. Xir ly thong ké két qua nham danh
gia kich thudc va su phan bo kich thuéc SeNPs trong dung dich. Céac két qua
duoc tinh toan va xir Ii théng ké bang phan mém Photoshop va Excel.

2.3.6. Panh gia doc tinh cap ciia SeNPs/g-glucan tong hop biang phuwong
phap chiéu xa

Doc tinh cdp (acute toxicity) cua san pham 1a doc tinh xay ra khi dung liéu
thir duy nhat, ding mot lan (OECD, 2001). Trong nghién ctu nay, chudt nhat
trang BALB/c 6 - 7 tuan tudi (20 - 25 g) khoe manh duoc lya chon va nudi 6n
dinh trong 5 ngay. Sau d6, chudt dugc cho uéng SeNPs/glucan dé xac dinh liéu
thap nhat gay chét 100% chudt (LD1qo) Va liéu gay chét 50% chudt (LDxo).

Chon 6 con chuét (3 duc, 3 cai) va cho nhin déi it nhét 12 gi0 trude khi cho
ubng SeNPs/A-glucan vai lidu 960 mg/kg thé trong chudt (100 uL/con). Liéu thir
nghiém cao gap 3 1an liéu tham khao gay chét 100% chudt thir nghiém theo cac
nghién ctru). Trong 3 ngay(72 gid) sau khi cho udng, tién hanh theo ddi va ghi
nhan cac biéu hién, trang thai 16ng, kha ning an udng, va sb lugng chét cua
chudt. Sau d6 tiép tuc theo ddi trong vong 14 ngay néu chudt khong co dau hiéu
bat thuong hodc chét. Néu sau khi uéng SeNPs/A-glucan, so chudt thir nghiém
van bao toan, xac dinh liéu SeNPs/A-glucan cao nhat cé thé qua duong udng ma
khong 1am chudt chét (Dpg). Trudng hop sau khi cho chudt uéng SeNPs/s
glucan ty 1& chudt tir vong 1a 100% thi thir v6i lidu giam Y% liéu dau. Tiép tuc
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giam liéu dén khi tim duoc lidu tdi thiéu gy chét 100% chudt (LD1go) va liéu toi
da khong giy chét chudt (LDg). Tién hanh thir nghiém xac dinh LDs,: Chia
chudt 1am 4 16, mdi 16 it nhat 6 con. Chia 4 liéu theo cip sb cong khoang tir LD,
- LD1go. O nhitng liéu gan LDsg, ting s6 luong chudt 1én dé su do ludng duge
chinh x4c hon. Theo d&i trong 3 ngay, ghi nhan cac dién bién cua chuét, sb
luong chudt chét & mdi 19, lap ti 1€ t&r vong dé tim LDx. Truong hop ti 1€ tir
vong thap hon 100%, khong xac dinh dugc lidu giy chét tuyét ddi, khong thé
xac dinh dugc LDso. Tuy nhién, trong trudng hop nay co thé xac dinh liéu tdi da
khéng gy chét chudt, goi 13 lidu dudi lidu chét (LDg) (BO y té, 2015; DS Trung
Pam, 2014). Liéu an toan tuong ddi Ds dung cho thuc nghiém co gia tri bang
1/5 hoac 1/10 LDy,
2.3.7. Phwong phap xac dinh hoat tinh chong oxy héa ciia SeNPs/g-glucan
2.3.7.1 Khao sit anh hwong ciia kich thwée hat SeNPs dén kha niing
bit goc tw do ABTS'

Kha ning bat gbc ABTS' cua SeNPs/f-glucan dugc tién hanh theo phuwong
phap nghién ciru ctia Shalaby va ctv (2013). Pé tao goc tu do ABTS”, dung dich
K;S,0g 2,45 mM dugc thém vao 17,2 mg ABTS, dung dich sau pha duoc gitt
trong tdi 14 - 16 tiéng. Sau d6, thém nudc cat sao cho gia tr1 OD do tai budc
song 734 nm dat khoang 0,7 + 0,02 va dugc st dung trong thir nghiém bt giit
gbc ABTS" ciia SeNPs/S-glucan. Hat 50 pL dung dich SeNPs/g-glucan 10 ppm
voi cac kich thudce khac nhau duge cho phan tmg véi 1 mL dung dich ABTS.
Hon hop sau khi lac trong 15 gidy, dé & nhiét 4o phong tranh anh sang trong
khoang 6 phut. Do d6 hap thu cia hdn hop phan tng & budce séong 734 nm. Hoat
tinh bt gdc tu do duoc tinh theo cong thirc: H (%) = (1 - A/A,) x 100. Trong do:
A 1a d6 hap thu ctia mau thir, A, 1a do hap thu ctia mau dbi chimg & budc song 734
nm. Tién hanh tuong tu v&i chat chéng oxy hoa khéc 1a acid ascorbic ¢ nong do

deé so sanh ket qua.

51



2.3.7.2 Khao sat dnh hwéng ciia nong d6 SeNPs/g-glucan dén kha ning

bat goc tw do ABTS"

Quy trinh dugc thuc hién tuwong tu 2.3.7.1 vdi dung dich SeNPs/f-glucan &
cac nong do SeNPs/A-glucan tir 10 - 25 ppm.

2.3.8. Danh gia hoat tinh ting cwong mién dich ciia SeNPs/g-glucan trén
chudt giy suy giam mién dich

2.3.8.1 Phuwong phap tao mé hinh chudt bi e ché mién dich

Chuot BALB/c gidng duc (54 con) 12 tuan tudi c6 trong lugng co thé khoang
25 - 30 g duoc nudi tai phong thi nghiém tiéu chuan cta Vién Té bao gbc,
Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc quéc gia TP. HCM theo hudng dan
ctia Hiép hoi Panh gia va Cong nhan Chiam soc Pong vat Quéc té (AAALAC).
Sau hai tuan dugc nudi ¢ nhiét do 22°C va chu ky sang - toi 12 gio, tién hanh
chia nhitng con chudt dugc thanh 2 nhom. Nhom tha nhét 1a 9 con chudt nhom
chudt khoe manh khong gy suy giam mién dich gdm 9 con chudt dugc nudi
diéu kién binh thuong (BC(+)). Nhom thir 2 gdm 45 con chudt bi e ché mién
dich bang cach tiém CTX vao mang bung véi lidu 100 mg/kg thé trong lién tuc
trong 3 ngay (Han va ctv, 2018; Guo va ctv, 2019). Sau d6, nhom nhiing con
chudt duoc tiém bang CTX duogc chia ngdu nhién thanh 5 nhém nhé (mdi nhém
9 con). Nhém dbi chimg (PC(-)) chi cho udng nudc cat, 4 nhém con lai cho
ubng ché phamSeNPs/g-glucan lién tuc trong 14 ngay véi lidu 0 (chi cho udng
p-glucan tan trong nudc va khong c6 SeNPs/g-glucan), 2, 4 va 6 mg/kg thé
trong. Trong vong 14 ngay ké tir ngay xac nhan suy giam mién dich va bat dau
st dung mau thi nghiém. Ghi lai s6 lugng chudt séng va chét trong qua trinh thi
nghiém. Sau lan thir nghiém cudi cung, chudt duoc can va sau d6 thu cac mau
(lach, tiy xwong) va mau phan tich cac chi sé mién dich.

Theo két qua nghién ctru cta Shakibaie va ctv (2013) vé doc tinh ban trudng
dién trén chudt ciaSeNPs cho thay khong co thay ddi sinh héa nao duoc quan

sat thdy khi sir dung 2,5, 5 va 10 mg/kg SeNPs, do d6 & nghién ctru nay khao sat
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cac muc liéu 2, 4 va 6 mg/kg thé trong dé danh gia kha ning ting cudng mién
dich trén chudt.

2.3.8.2 Anh huwéng ciia SeNPs/f-glucan dén chi sé lach va céac chi sé
cytokine va immunoglobulin trong lach chugt

Chudt dugc cho udng SeNPs/A-glucan véi liéu nhu bé tri & trén. Sau 14 ngay
tién hanh ldy ngiu nhién, mdi nghiém thirc 3 con. Tién hanh can trong luong va
xac dinh chi s lach, theo cong thure sau (Han va ctv, 2018).

Chi s lach (mg/10g) = [mMysen (MY)/Meo we (9)] X 10. Trong d6: m e Trong
luong lach chudt (mg); m ¢ we: Trong luong co thé chudt (g). PE phan tich cac
chi sd cytokine va immunoglobulin trong lach chudt, sau 14 ngay cho ubng
SeNPs/f-glucan, cac nghiém thirc s& duoc chon ngau nhién 3 con dé lay lach.
Thuc hién theo quy trinh ctia Han va ctv (2018) nhu sau: Tién hanh mé chudt va
ngam voi ethanol 70% trong 3 phut dé khir tring. Sau d6, thu nhan mau lach
chudt trong diéu kién v tring va rira bang dung dich Hank’s buffer. Cit 1y 100
mg mo lach va dong nhét trong 2 mL dung dich nuéc mubi sinh 1y trong diéu
kién lanh. Tién hanh ly tdm & 3500 vong/phit trong 15 phat va thu nhan phan
16p dich phia trén. Sau d6, xac dinh néng do cac chi sé cytokine va
immunoglobulin trong huyét thanh bang Kit ELISA (abcam, USA) ¢ céc chi sd
cu thé: Chi sd cytokine bao gbébm: IL-2, TNF-a va IFN-y.; Chi s
immunoglobulin bao gdm: IgG va IgM.

2.3.8.3 Anh hwéng ciaa SeNPs/f-glucan dén chi sé cytokine va
immunoglobulin trén chuot

Pé danh gia anh hudng ctua SeNPs/f-glucan dén cac chi s6 cytokine va
immunoglobulin trén chudt, sau 14 ngdy cho chudt udng SeNPs/S-glucan, tién
hanh chon ngiu nhién mdi nghiém thtrc 3 con chudt dé ldy mau. Ly tim miu
mau & 3000 vong/phit, trong 10 phut dé thu nhan huyét thanh. Sau d6, xac dinh
noéng do cac chi sé cytokine (TNF-a va IFN-y) va chi sé6 immunoglobulin (IgG
va IgM) trong huyét thanh twong tu trong lach bang Kit ELISA (abcam, USA).
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2.3.8.4 Anh hudng ciia SeNPs/f-glucan dén chi sé6 mién dich té bao

Ty 1¢ té bao tién than tao mau (CD34-ab81289 cho khang thé chinh va
ab150077 cho khang thé thi cip), té bao T-CD4+ (khang thé CD4-ab269349 két
hop voi fluorescein isothiocyanate), té bao B (CD20-ab64088 cho khang thé
chinh va ab150077 cho khang thé thir cdp), té bao NK (CD161-ab137059 cho
khang thé chinh va ab150077 cho khang thé thir cdp), bach cau trung tinh (dong
7/4 nhan ra khang nguyén Ly-6B.2 trong khang thé 129J-ab53453 két hop véi
fluorescein isothiocyanate), bach cau va té bao lympho duogc kiém tra dwa trén
hai may do quang hoc: Téan xa phia trudc va tan xa bén trong mau ngoai vi va
tay xuong cua chudt thir nghiém duoc xac dinh bang phwong phap phan tich
dong chay té bao flow cytometry FACSAtria lIl.

- Trong mau ngoai vi: Tit ca cac té bao hdng cau trong mau duoc ly giai bang
dém ly giai hdng cau va sau d6 rira mot 1an voi 45 mL PBS trong FBS 2%. FBS
2%. Phan ndi phia trén duoc hut bo va phan cin duoc u trong dung dich albumin
BSA 1% sau d6 dugc tai hoa tan trong nuéc mudi dém phosphat (PBS). Cac té
bao lo ling dugc nhudm véi khang thé trong 30 phut, rira hai lan bang PBS, va
thu hoi qua ly tam. Tién hanh phén tich cac chi s6 mién dich té bao trong mau
ngoai vi bang phuong phap phuong phap phan tich flow cytometry FACSAria
1.

- Trong tiy xwong: Tién hanh thu nhan cic doan xwong dui tir xuwong dng
chan ctia nhitg con chudt thir nghiém. Sau d6 duoc rira bang PBS 2 - 3 lan dé
loai b hoan toan phan co con sot lai. Cit roi cac doan xuong dui ra khoi xuong
cang chan va tién hanh dung kim tiém 1 mL hat méi trudng nudi té bao
(DMEM/F12 ¢6 b6 sung 10% FBS va 1% penicillin-streptomycin) bom vao tiy
xuong 2 - 3 1an hodc dén khi dng xuwong chuyén sang mau trang dé rira va thu té
bao tiry xwong. Chuyén toan bo huyén phu té bao vao éng falcon sach va ly tim
véi toe d6 2500 vong trong 10 phut, thu nhan cin té bao. Huyén phu té bao trong
1 mL PBS va xac dinh phan trim té bao duong tinh véi CD34+ bing phuong
phap phan tich flow cytometry FACSAria Ill.
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2.3.9. Panh gia hoat tinh tc ché té bao ung thw gan HepG2 ciia SeNPs/f-

glucan.
2.3.9.1 Panh gia hoat tinh rc ché té bao ung thw gan HepG2

Té bao ung thu gan HepG2 duoc rd dong va nudi cdy trong moi truong
DMEM c6 bd sung 10% FBS, 100 pug/mL khéang sinh penicilin va streptomycin
& diéu kién 37°C, 5% CO,. Té bao dugc nudi cdy dén khi dat duoc mat do
khoang 80% dién tich bé mit dia nudi cdy, tién hanh cdy chuyén va chia té bao
ra 1am nhiéu dia nuéi ciy méi dé tién hanh céc thi nghiém.

Dich huyén phu té bao (100 uL) mat d6 1x10” t& bao/giéng dugc bd sung vao
dia 96 giéng trong moi truong DMEM nudi cdy & 37°C, 5% CO, trong 24 gid.
Sau d6 bo sung SeNPs/g-glucan ¢ cic néng dé khac nhau (0, 1, 5, 10 va 20
ppm). Sau thoi gian 0 24 gio, bo sung 50 pL dung dich MTT nong do 0,4
mg/mL vao mdi giéng, tiép tuc G trong 4 gid. Sau d6, loai bé méi trudng va bd
sung 100 pL DMSO dé hoa tan formazan tao ra trong té bao. Luong mudi
formazan duoc xac dinh bang cach do do hap thu & budc song 570 nm bang may
Microplate reader. Céc té bao trude khi phan tich MTT dugc chup anh dudi kinh
hién vi soi nguoc ¢ d6 phong dai 200 lan. Xac dinh ty 1¢ song sot cua té bao
dugc tinh theo cong thic sau: % ti 16 séng té bao = (ODy/ODpjan) X 100. Trong
d6 ODy, 1a do hap thu cua té bao vdi chat thir nghiém, ODpjan 13 do hap thu cua
mau blank. Hoat tinh (rc ché 50% su phat trién cua té bao (ICs) duoc xac dinh
bang phan mém GraphPad Prism 8.

2.3.9.2 Poc tinh cia SeNPs/f-glucan trén nguyén bao s¢i 1.929

Pénh gia kha niang wc ché sy phat trién nguyén bao sogi L929 theo phuong
phap MTT, duoc thuc hién twong ty 3.9.2.1 véi mau SeNPs/B-glucan ¢ cac nong
d6 khac nhau (0, 1, 5, 10 va 20 ppm). Gié tri ICso (ndng do trc ché 50%) duoc xac
dinh bang phan mém GraphPad Prism 8. Tinh chi s6 chon loc SI (selectivity
index) dé danh gia tiém nang Gng dung va phat trién hudéng 1am nguyén liéu

trong thudc chéng ung thu.

55



Phwong phdp phan tich chi sé chon loc SI: Chi s6 duoc tinh toan dya vao gia
tri ICso ctia hop chét trc ché ciia dong té bao binh thudng chia cho gia tri ICs ctia
té bao ung thu (Da’i va ctv, 2019). Hop chit dugc phan loai 1a c6 do chon loc
cao néu gia tri SI >3 va it chon loc hon néu gié tri SI < 3 (Sutejo va ctv, 2016).
Gia tri SI duge xac dinh theo biéu thirc: SI = 1C50(L929)/ICso(HepG2).

2.3.9.3 Panh gia cam ng apoptosis ddi véi té bao HepG2

Dong té bao ung thu gan HepG2 dugc nudi ciy trong diéu kién bé mat dia
bam dinh chita moéi truong DMEM c6 bd sung 10% FBS dat mat do 4x10° té
bao/mL trong 24 gio. Té bao dugc xir Iy véi SeNPs/B-glucan ¢ cac nong do khac
nhau, trong thoi gian 24 gid. Thu nhan té bao va ria lai 1 1an voi dung dich
PBS. Té bao duoc huyén phu trong 200 pL dung dich dém 1X (di kém theo bo
kit) v6i mat do té bao 1x10° té bao/mL. Sau d6, mau duoc nhudém kép véi dung
dich nhuém gém 5 pL Annexin V-PE va 5 pL 7AAD va lic déu trong 20 gidy &
nhiét do phong, tranh anh sang. Sau 20 phut, 300 uL dung dich dém 1X duoc bo
dung vao mdi mau. Két qua dugc danh gia thong qua su phat huynh quang cia
té bao sau khi nhudm kép véi Annexin V-FITC va 7 AAD (7-amino-
actinomycin D). Annexin V 1a mdt protein lién két phospholipid, ¢ ai lyc cao
v6i PS. 7-AAD c¢6 hang s lién két DNA cao va bi cac té bao nguyén ven loai
trr hiéu qua. Do d6, diéu nay hiru ich cho phan tich DNA va phan biét té bao
chét trong qua trinh phan tich dong chay té bao (flow cytometry) FACSAria Ill.
Do qua trinh ngoai héa PS xay ra & giai doan dau cua qua trinh apoptosis,
nhuém Annexin V c¢6 thé co thé giup phan biét duogc té bao apoptosis sém
(Annexin V duong tinh, 7 AAD am tinh), té bao apoptosis mudén (Annexin V-
FITC duong tinh, 7 AAD duong tinh), t& bao séng (Annexin V-FITC am tinh, 7
AAD am tinh), té bao necrosis (Annexin V-FITC am tinh, 7 AAD duong tinh).
CAc ti 18 t& bao apoptosis dugc dinh luong bang phan mém CellQuest Pro trén
hé thong FACTV Calibur ctia BD Biosciences.
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2.3.9.4 Phwong phap danh gia cam @ng chu ky té bao (cell cycle)

Sau 24 gio xur 1y voi dung dich SeNPs ¢ cac nong do khac nhau, cac té bao
duoc tach khoi bé mat dia bﬁng cach xu 1y voi trysin/EDTA va dugc thu lai
bang ly tam 1500 vong trong 3 phut va dugc ¢ dinh trong ethanol 70% qua dém
& - 20°C. Tiép theo, t& bao duoc ly tim & 1500 vong trong 4 phut va rira vi dém
PBS + BSA 0,1%, Sau d6 té bao dugc nhudém véi dung dich fluorochrome (chua
Triton X-100 0,1%, PBS, DNAse-free RNAse A (10 mg/mL) Pl (Propidium
lodide) trong thoi gian 30 phiit & 20°C trude khi phan tich trén hé théng phan
tich flow cytometry FACSAria Ill. Dit liéu dugc phan tich bang phan mém
chuyén dung cho hé théng BD-Accuri C6 plus.

2.3.10. Phwong phap xir 1y so liéu

Két qua dugc xir 1y bang phan mém Excel va théng ké theo phan mém
GraphPad Prism 8. Dit liéu dugc phan tich bang cach st dung phuong phap
phan tich phuong sai mot chiéu (ANOVA). Cac sb liéu dugc trinh bay dudi

dang s6 liéu trung binh céc 1an 1p lai + SE (standard error).
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua tong hop SeNPs on dinh trong g-glucan c6 Mw thap va tan
trong nuéc bang phwong phap chiéu xa

3.1.1. Két qua xac dinh liéu xa chuyén héa bio hoa

Trong nghién ctru nay, cac dung dich Se*™ l1an luot 1a 40, 60, 80, 100 va 120
ppm 6n dinh vai 2% S-glucan duge chiéu xa ¢ c4c lidu xa tir 2 - 14 kGy. Két qua
do UV-Vis xac dinh liéu chiéu xa chuyén héa bao hoa cua cac dung dich Se™ &
cac né)ng do 40, 60, 80 100 va 120 ppm dugc trinh bay tai hinh 3.1. Két qua cho
thiy nong d6 Se*" trong dung dich SeNPs/-glucan sau chiéu xa giam dan khi
tang dan lidu chiéu xa, can liéu chiéu xa 1a 8 kGy dé khir hét toan bo 1 mM Se**
(~ 80 ppm) trong dung dich SeNPs/A-glucan. Liéu chiéu xa chuyén héa bdo hoa
cua dung dich SeNPs/g-glucan c6 chira 40 ppm Se** 1a 4 kGy, 60 ppm Se** 12 6
kGy, 80 ppm Se** 1a 8 kGy, 100 ppm Se** 1a 10 kGy va 120 ppm Se** 13 12 kGy.
Theo Hien va ctv, 2018, ham lugng Se tao ra sau qua trinh chiéu xa phu thudc
vao sb luong cac gdc khir duge sinh ra trong qué trinh xa ly nuée (liéu xa) va
ndéng do Se** ban dau.

Két qua hinh 3.2 cho thay, san pham SeNPs/g-glucan sau chiéu xa ¢ dang
dung dich keo va c6 su thay doi mau sic cua dung dich trudce va sau khi chiéu
xa. Dung dich SeNPs/f-glucan ¢6 su chuyén dan tir cam sang d6 cam khi nong
d6 SeNPs/g-glucan ting tir 40 1én 120 ppm. Diéu nay mot 1an nira ching t6 qua
trinh khir ion selen thanh SeNPs/f-glucan da dién ra. Nguyén nhan 1a do nude bi
xa ly tao thanh cic tac nhan c6 tinh khir manh nhu e va H' nén dé dang khur Se**
thanh Se°. Két qua nay kha phu hop vdi két qua da cong bd ciia Remita va ctv
(2005), Nhien va ctv (2018) cling nhu cta Hien va ctv (2018), Duy va ctv
(2021). Cac tac gia déu khang dinh viéc tang kich thudc hat SeNPs dan dén sy
thay d6i mau sic tir mau vang nhat dén nau d6 sim. Ham luong Se cang nhiéu
thi tinh oxy hoa khir va tbc do phan tmg cao hon, san pham tao thanh chuyén
sang mau nau do cang dam.
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Hinh 3.2. Dung dich SeNPs/s-glucan tong hop bang phwong phéap chiéu xa ¢
cac nong do Se** khac nhau
Remita va ctv (2005) da ching minh, liéu xa tbi thiéu dé khir 1 mM kim loai
hoa tri I tir dang ion vé dang bdo hoa dién tich 1a khoang 1,67 kGy, tuy nhién gia
tri nay co thé ting 1én khi trong dung dich phan tng ¢ chira cac hop chat co kha
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niang phan tmg véi goc twr do e,q, H' va OH" nhu linoleic acid, chitosan, v.v. Cho
dén nay chua c6 nhiéu nghién ctru mg dung cong nghé chiéu xa dé tong hop
SeNPs duoc cong bd, dic biét 1a tong hop SeNPs 6n dinh trong -glucan.

Nhu vay déi voi cac mau SeNPs/B-glucan c6 ndng do Se** ban dau 1a 40, 60,
80, 100 va 120 ppm xac dinh duoc cac lidu chiéu xa chuyén hoa bdo hoa 12 4, 6,
8, 10 va 12 kGy.

3.1.2. Anh huwéng ciia ndng dd Se** dén kich thwéc hat cia SeNPs/g-
glucan tao thanh.

O thi nghiém nay, dung dich SeNPs/g-glucan & cac nong do6 Se** ban dau tir
40, 60, 80, 100 va 120 ppm dugc chiéu xa véi cac lidu chiéu xa chuyén hoa bio
hoa tuong tmg 13 4, 6, 8, 10 va 12 kGy dé khao sat dic trung ctia dung dich
SeNPs/f-glucan tao thanh nhu kich thudc hat SeNPs bang phuong phap DLS.
Két qua & hinh 3.3 cho thay, khi tong hop & cac ndng d6 ndng do Se* khéc
nhau, kich thuéc hat SeNPs tao thanh ting dan khi nong d6 Se** trong méu ting.
Cu thé, tai nong do Se** ban dau 1a 40 ppm, kich thudc hat SeNPs trung binh la
64,79 nm. Tuy nhién khi ting ndng d6 Se** trong mau 1én 60, 80, 100 va 120
ppm thi kich thudc trung binh hat SeNPs cling tang 1én tuong tng la 71,74,
92,02, 96,71 va 110,1 nm. Cac hat SeNPs/g-glucan tao thanh tai nong do Se*
ban dau 1a 40 va 60 ppm c6 phd phan bd kich thuéc hat khong dong déu trong
khoang phan b rong tir 15 - 150 nm. Trong khi d6, tai ndng do Se** ban dau 1a
80 ppm, cac hat SeNPs phan b6 hep hon vé kich thudc, tap trung trong ving
kich thuéc tir 80 - 140 nm va nhiéu nhat 1a 80 dén dudi 100 nm. Khi tiép tuc
tang ndng d6 Se** ban dau 1én 100 va 120 ppm, cac hat SeNPs c6 xu hudng két
cum 1én véi phan bo cua cac hat c6 kich thudc dén ~300 nm. Diéu nay cho thay
néng do Se** ban dau ciing anh hudng dén kich thudc hat SeNPs/S-glucan sau
khi tao thanh. Nong do Se** ban dau cang tang, kich thudc hat cang 16n. Co thé
giai thich, do qua trinh canh tranh hép thu Se*" Ién cac hat nano méi tao ra véi
phan tng khir Se** thanh Se° tw do. Trong dung dich c6 ndéng d6 Se** ban dau

cao, cac ion Se*" duoc khir thanh Se° tao thanh cic hat mam nano dong thoi
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néng do chét 6n dinh lai khong doi do d6 kha nang bao v¢ va 6n dinh céc hat
mAm nano vira tao ra bi giam di, luc ndy phan tng hip thu Se** 1én cac hat mam
nano c6 san duogc wu tién hon. Do d6 san pham tao thanh c6 xu hudng két cum
nhiéu hon dan dén kich thudc hat trung binh s& I6n. Trong khi d6, dung dich ¢
néng d6 ion Se** ban dau thép, phan ung tao hat mam nano lai dugc uvu tién xay
ra hon phan tmg hap thu do kha ning bao vé hiéu qua cta chit on dinh d6i véi
cdc hat mam nano vira tao ra. Do do6 giam hién tuong két cum nén kich thudc
c4c hat SeNPs/g-glucan tao ra nho hon. Két qua 1a & dung dich c6 nong d6 Se**
ban dau cang cao hat SeNPs tao ra co kich thudc cang 16n.

Két qua nhéan dugc ciing cho thiy cac hat SeNPs/g-glucan c6 nong do Se**
ban dau 1a 80 ppm c6 kich thudc hat 1a 92 nm va phan bé kich thudc hat kha hep
so voi cac miu con lai. Két qua nay tuwong d6i phi hop véi cong bé cuaa Jia va
ctv (2015). T4c gia ciing cho thay cac hat SeNPs duoc tao thanh & dung dich c6
ndng do Se** ban diu cao co xu hudng két cum nhiéu hon din dén kich thuéc
hat trung binh s& 16n hon so vé&i cac hat SeNPs ¢ dung dich cd ndng d6 Se** ban
dau thap. Do d6 nghién ctu lya chon néng do Se™ téi wu dé tong hop SeNPs

bang phuong phéap chiéu xa la 80 ppm.
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Hinh 3.3. Anh hudng ctia ndng d6 Se** ban dau dén kich thudc hat SeNPs/f-
glucan tao thanh sau khi chiéu xa
3.1.3. Anh huwéng ciia ndng dd f-glucan dén kich thwéc hat SeNPs/S-
glucan tao thanh
Trong ché tao cac vat liéu nano kim loai, chat 6n dinh c6 anh hudéng rat 16n

dén kich thudc hat nano. f-glucan duoc biét dén véi kha niang twong hop sinh
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hoc cao, c6 thé lién két véi protein va cc hoat chat khac ma khong lam thay ddi
hoat tinh sinh hoc cta hoat chat. Bén canh d6, nghién ctru str dung S-glucan tach
chiét tir thanh t& bao ndm men c6 dic tinh ciu trac dic trung do la do phan
nhanh cao ciing giup f-glucan tré thanh mot Gng cir vién ndi bat cho viée sir
dung lam chit 6n dinh giup céc hat nano phan tan tdt, dn dinh hon, chéng két tu
hat sau qua trinh tong hop. Day 1a co s& cho viée dé tai st dung S-glucan 1am
chat 6n dinh. Két qua khao sat anh hudng cua cac nong do f-glucan 1, 2, 3 va
4% dén kich thuéc hat SeNPs/f-glucan ¢ hinh 3.4 cho thiy kich thudc trung
binh hat SeNPs giam déan khi ting dan nong do chat 6n dinh S-glucan trong mau.
Cu thé, dung dich SeNPs/g-glucan véi 1% f-glucan c6 kich thudc trung binh hat
12 95,4 nm, phan bd rong trong khoang tir 20 - 300 nm. Céc hat phan bd tap
trung tir khoang 80 - 150 nm. Trong khi dung dich SeNPs/f-glucan véi 2 va 3%
[S-glucan c¢o kich thudce hat trung binh tuwong tmg 1a 92,0 va 85,4 nm, tap trung &
khoang phan bd hep tir 50 - 190 nm. Khi tiép tuc ting nong do S-glucan I1én 4%
trong dung dich SeNPs/p-glucan kich thudc trung binh cua hat giam nhanh
xubng con 83,03 nm va phan bd lai rong hon, trong khoang tir 30 - 200 nm.

Két qua nghién ctru phi hop véi bao cdo cta Bai va ctv (2017). Nhom tac gia
d3 nghién ctru anh hudng ctia cac chat on dinh gdm monosaccharide (glucose),
oligosaccharide (sucrose) va polysaccharides (chitosan) dén kich thudc, hinh
thai va tinh 6n dinh ciia SeNPs trong qué trinh phan tan dung dich. Két qua cho
thay sy phan bd kich thudc cta SeNPs bi anh huéng dang ké boi nong do
polysaccharide trong qua trinh téng hop. Chitosan 0,1% la nong do t6t nhat giup

6n dinh kich thude hat nano va phan bd kich thude hat.
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Hinh 3.4. Kich thuéc hat ctia mau SeNPs/A-glucan tong hop duoc ¢ cac nong do
chat on dinh S-glucan khac nhau

Nhu vay c6 thé két luan khi ting ndng do chat 6n dinh c6 thé gitip giam dan
kich thudc hat nano. Diéu nay c6 thé giai thich do khi ting ndng d6 S-glucan
lam tdng mang ludi bao boc SeNPs tao thanh ngay sau khi chiéu xa, giap hi¢u
g bao vé tang 18n, do d6 cac hat SeNPs/A-glucan kho két cum lai v6i nhau dan
dén kich thuéc SeNPs giam dan. Ciing giéng nhu céc polysaccaride khac nhu
alginate, dextran, gelatin, oligochitosan, f-glucan c6 cac nhom chirc giau dién
tr: nhom —OH va —COO s& gilip 6n dinh cac hat SeNPs thong qua lién két lién
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két tinh dién cua S-glucan tai nhom —OH va —COO véi cac hat nano SeNPs/f-
glucan tao thanh sau khi chiéu xa tao nén su on dinh trong ciu trac. Két qua nay
kha twong ddng véi cac két qua da cong bd ciia Duy va ctv (2021) khi téng hop
SeNPs/oligochitosan, sy hinh thanh lién két Se—O giita SeNPs va oligochitosan
lam 6n dinh SeNPs trong mang ludi oligochitosan. C6 thé d& dang nhéan thay
mau c6 noéng do f-glucan tir 2 - 3% c6 kich thudce hat trung binh tir 85 - 92 nm
nhung méu sir dung nong do S-glucan 2% c6 do phan bd kich thudc hat hep
nhat. Su phan bd kich thudc hat ciia san pham nano 1a mot yéu td quan trong anh
huéng dén nhiéu khia canh cta mg dung san pham. Su phan b kich thudc hat
anh huong dén tinh dong nhit cta san phdm. Sy phan bd kich thuéc hat ciing
anh huong dén tinh 6n dinh cia san pham trong qua trinh san xuat va luu trir. Sy
phan bd kich thude hat khong déng déu co thé dan dén su lrfmg dong hodc su
phan tach cta san pham, lam giam hiéu qua va tinh 6n dinh cta san pham cubi
cung. Khi san phdm co phan b6 kich thudc hat hep, kich thudc cta cac hat trong
san pham nano gan nhu dong nhat va nam trong mot khoang rat nho, gitip ting
cuong hiéu suat va 6n dinh ciia san pham. Trong cac (mg dung, nhat 1a y hoc,
kich thudc hat dong déu gitp kiém soat sy hap thu va phan phdi tét hon. Do do,
nghién ctru lya chon nong do S-glucan 2% dé tong hop SeNPs/A-glucan.

Cac két qua thu dugc mot 1an nita khang dinh, trong qua trinh tong hop nano,
ndéng d6 chat 6n dinh anh huéng kha nhiéu dén kich thudc hat va su phan bd
kich thuodc hat trong dung dich keo nano tao thanh. Tur két qua khao sat, néng do
S-glucan 2% 1a nong do toi wu dé tong hop SeNPs/A-glucan.

3.1.4. Anh huéng cia suit liu dén kich thwéc hat SeNPs/g-glucan tao
thanh

Mot trong cac yéu td anh huong dén qua trinh tong hop hat SeNPs/g-glucan 1a
sudt lidu. Co6 thé nhan thay thoi gian dé dat dén lidu chuyén hoa bdo hoa cia
dung dich SeNPs/g-glucan phu thudc chi yéu vao hoat d6 ctia ngudn xa hay suat
lidu chiéu xa. Dbi v6i ngudn xa co suat lidu thap dan dén kéo dai thoi gian chiéu

xa, anh huong dén qua trinh tong hop SeNPs. V&i ngudén xa Gamma Co-60
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model GC-5000 (BRIT, An D6) tai Trung tim Cong nghé Sinh hoc TP.HCM c6
sudt liéu toi da ctia ngudn xa 1a 10 kGy/gid, do d6 dé tai khao sat cac suét liéu tir
2,5, 5,0 va 10 kGy/gid. Két qua phéan tich DLS ctia cic hat SeNPs tong hop véi
cac suat liéu khéac nhau & hinh 3.5 cho thdy, kich thudc hat SeNPs tang dan khi
suat liéu giam. Cu thé, kich thudc hat SeNPs duoc téng hop ¢ suét lidu 2,5, 5,0
va 10 kGy/gio 1an luot 1a 109,3, 99,8 va 92,02 nm. Bdng thoi két qua cho thiy,
khi suét liéu giam dan dan dén su phan b kich thudc hat ting 1én. Tai suat liéu
10 kGy/gid SeNPs c6 khoang phan b tir 40 - 200 nm trong khi tai sut lidu 2,5
va 5 kGy/gio khoang phan b kich thudc cia SeNPs 1a 15 - 400 nm va 20 - 400
nm twong Gmg. Cac két qua ndy ciing twong doéng véi mot sé nghién ctru trude
d6. Nghién ctru ciia Hien va ctv (2012) ciing cho thay viéc ting sut liéu tir 0,5
dén 5 kGy/gio dan dén viéc giam kich thudc ciia hat nano vang (AuNPs) tir 9,5
xubng 5 nm tuong tmg. Khoa va ctv (2014) di bao céo suét lidu cang cao gilp
thu hep khoang phan bé kich thuéc ctia AuNPs.

Két qua nghién ctu ciing cho thiy khi ting suat lidu gitip giam kich thudc hat
va phan bd kich thudc hat hep hon. C6 thé giai thich diéu nay 1a do sy canh
tranh gitra sy hip phu Se** vao cac cum SeNPs di hinh thanh va phan tmg khir
Se** 5Se¥ »Se?* - Sel* Se’ dé tao thanh cac cum SeNPs mai. O suét lidu cao,
phan tng khtr 1 chi yéu, do d6 c6 nhiéu cum SeNPs méi dugc hinh thanh dan
dén kich thudc trung binh ctiia SeNPs trong dung dich nho va c6 khoang phan b
kich thudc hep. Nguoc lai, & suat lidu thép, su hép phu cua Se™ vao cac cum
SeNPs di hinh thanh 1a chu yéu, sau d6 cac ion Se™* trén cac cum SeNPs nay
méi bi khur vé dang Se® dan dén kich thudce trung binh cia SeNPs s€ 16n hon so
v6i SeNPs tong hop & suét liéu cao. Nhu vay, suat liéu c6 anh hudng nhiéu dén

kich thudc hat va sy phan bd kich thude hat.
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Hinh 3.5. Kich thuéc hat ciia mau SeNPs/A-glucan tong hop duoc ¢ cac suat
lieu khac nhau
Dung dich SeNPs/f-glucan tong hop & suit lidu 10 kGy/gio véi kich thude
hat nho va khoang phan bd kich thudc hat hep nén rat phu hop dé lua chon cho
cac thi nghiém tiép theo trong nghién ctru nay.
3.1.5. Anh huéng ciia pH dén kich thwéc hat SeNPs/g-glucan tao thanh
Két qua phan tich bang DLS vé sy thay doi kich thudc hat trong mau
SeNPs/g-glucan téng hop & cac diéu kién pH khac nhau duoc thé hién ¢ hinh
3.6. Két qua cho théy kich thudc hat trung binh cua hat SeNPs phu thudc kha

nhiéu vao d6 pH cua mau. Kich thude hat SeNPs/B-glucan c¢6 xu hudng giam
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khi pH dung dich SeNPs/g-glucan tang tir 5 1én 7 va sau d6 giam nhe khi pH
tang 1én 9 va 10. Cu thé kich thudc hat SeNPs/g-glucan 1an luot 1a 92,02, 91,56,
90,05, 89, 83, 81,52 va 76,13 nm tuong ung vdi cac khoang pH ctua mau 1a 5, 6,
7,8, 9 va 10. Ngoai ra, khi ting pH cua dung dich SeNPs/S-glucan phan b kich
thude hat trong mau SeNPs/g-glucan ¢ xu hudng rong hon va xuét hién su co
cum. Piéu nay cho thiy giam d6 6n dinh cta dung dich SeNPs/g-glucan & cac
gia tri pH tang dan. C6 thé giai thich, trong méi truong kiém, phan tmg hoa hoc,
su ion hoa dién ra cham hon c6 thé din dén viéc phan bd kich thude hat khdng
déng déu. Bén canh d6 sy thay doi pH c6 thé 1am thay ddi dé nhét cua dung
dich hodc dién tich bé mit ctia cac nano, tir 46 anh hudng gian tiép dén dong hoc
ctia chuyén dong Brown (chuyén dong ctia cac hat trong moi truong 16ng). Khi
tang pH, cac nhom chirc trong dung dich co thé bi ion hoa manh, dan dén su
thay d6i trong cau trac ciia dung dich va 1am thay d6i d6 nhoét, tao ra dién tich bé
mit manh hon tir d6 ¢6 thé giup cac hat nano phan tan t6t hon, giam su két tu va
kich thudc hat nho hon. PO nhét cao s& 1am cham chuyén dong Brown ctia cac
hat nano, sy phan bd kich thudc hat tro nén khong dong déu. Ngoai ra c6 thé 1a
do su gia tang do truong nd cua phan ti p-glucan trong dung dich c6 pH cao
hon, din dén cau tric mang lién két caa chat on dinh -glucan véi SeNPs tro
nén bi long 1éo dan dén giam do6 6n dinh. Tur két qua nghién ctru khang dinh pH
c6 thé anh huong dang ké dén kich thudc hat nano trong qué trinh tong hop. Do
d6 diéu chinh pH 1a mot cach quan trong dé kiém soat kich thudc va tinh chat
clia cac hat nano trong qua trinh tong hop hat nano Trong dai pH khao sat, pH~
5,0 vé6i kich thude hat 92,02 nm va cac hat c6 do phan bé kich thuéc hat dong
déu, tap trung hon, khoang phan bé kich thudc hat hep phu hop Iya chon dé tong
hop SeNPs/s-glucan.
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Hinh 3.6. Kich thudc hat cia mau SeNPs/s-glucan tong hop duoc & céc diéu
kién pH khac nhau
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3.1.6. Két qua khao sat dd 6n dinh ciia SeNPs/g-glucan sau khi tong hop
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Hinh 3.7. Kich thudc hat cia dung dich SeNPs/f-glucan sau 30 ngay bao quan &
diéu kién nhiét do khac nhau

Pé gitt 6n dinh vé kich thudc hat va su phan bd hat ctua dung dich SeNPs/j-
glucan trong qué trinh bao quan 1a van dé twong d6i kho do SeNPs/g-glucan
trong dung dich thuong c6 xu hudng két cum va lang trong qué trinh luu gitr.
Trong nghién ctru nay, d6 6n dinh ctia dung dich SeNPs/S-glucan dugc khao sat
trong 2 thoi gian 30 ngdy va 60 ngy tai cac diéu kién nhiét 6 khac nhau duoc
trinh bay ¢ hinh 3.7 va 3.8.

Két qua sau 30 ngdy bao quan (hinh 3.7) cho thdy kich thudc hat cia dung
dich SeNPs/S-glucan bao quan & nhiét do 25°C va 4°C c6 su thay doi dang ké vé
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kich thudc hat. Cu thé, kich thudce hat cta dung dich SeNPs/f-glucan bdo quan &
25°C 1a 114,5 nm ting 22,48 nm va kich thudc hat cua dung dich SeNPs/j-
glucan bdo quan & 4°C 1a 100,9 nm ting 8,88 nm so voi dung dich SeNPs/p-
glucan ban dau. Tuy nhién, dung dich SeNPs/f-glucan bao quan ¢ 0°C sau 30
ngay co kich thudc hat va su phan b kich thudc hat hdu nhu khong thay do6i
hoic thay dbi rat it so v6i dung dich SeNPs/A-glucan sau khi tong hop.
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Hinh 3.8. Kich thudc hat ciia dung dich SeNPs/f-glucan sau 60 ngay bao quan &
diéu kién nhiét do khac nhau
Két qua tir hinh 3.8 c6 thé thdy sau 60 ngay bao quan kich thudc hat ctia dung
dich SeNPs/B-glucan bao quan ¢ 25°C 1a 132,3 nm tdng 40,3 nm va bdo quan &
4°C 1a 106,3 nm ting 14,3 nm. Su phan bd kich thude hat & cac diéu kién bao

quan 4°C va 25°C ciing rong hon, dic biét 1a & diéu kién bao quan 25°C. Trong
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khi do, dung dich SeNPs/S-glucan bao quan ¢ 0°C sau 60 ngdy c6 kich thudc hat
97,2 nm ting 5,1 nm so v&i dung dich SeNPs/f-glucan ban dau. Tuy nhién, do
phan bd cua dung dich SeNPs/A-glucan bao quan ¢ 0°C sau 60 ngay khong thay
d6i so v&i dung dich SeNPs/f-glucan bao quan ¢ cing diéu kién ¢ ngay thir 30.
Két qua nay kha phu hop véi nghién ctiru ctia Duy va ctv (2021) cho thay kich
thudc SeNPs trong SeNPs/oligochitosan dugc bao quan ¢ 27°C tang nhanh hon
& 4°C. Tac gia ciing bdo cdo cho thdy SeNPs/oligochitosan tré' nén khéng 6n
dinh sau khi bao quan hon 28 ngdy va chuyén sang két tua den sau 42 ngay bao
quan & 25°C. Piéu ndy dugc giai thich 1a do tai nhiét do thdp chuyén dong
Brown bj han ché, khi nhiét d6 tdng s¢ lam tang chuyén dong Brown, lam tang
kha ning giao dong giita cac phdi tir ¢ trong dung dich do d6 cac hat SeNPs
g?m nhau c6 x4c suat va cham véi nhau cao lam cho céc hat két dinh lai v&i nhau
tor do gay ra hién tugng keo tu lam mau cua dung dich dam 1én va kich thudc hat
cling tang 1én. Thém vao do, cac hat nano chiu anh huéng cua hi¢u tng tuong
tac bé mat gitta cac hat vang nano véi anh sang lam cho ching dé dang két tu
v6i nhau hon dé tao thanh cac cum vang c6 kich thudc 16n. Xu hudng tang kich
thudc hat SeNPs theo thoi gian bao quan ciing duoc ghi nhan ¢ nhiéu nghién
ctru khac cua Lin va Wang, 2005; Lopez Heras va ctv, 2014; Bai va ctv, 2017.
Tir nhitng két qua khao sat cac diéu kién tong hop SeNPs/g-glucan trén cho
thay, do 6n dinh cua dung dich keo nano 13 quan trong nhét ddi véi tng dung va
no6 phu thudc vao mot ) yéu td bao gém néng dd, loai chat 6n dinh, do pH cua
dung dich va nhiét d6 trong qua trinh bao quan. Nhiét d6 anh huong rat 16n dén
d6 6n dinh ciing nhu cac dic trung tinh chit cua dung dich SeNPs/g-glucan
trong qua trinh bao quan. Két qua cho thiy trong qua trinh bao quan dé giam
thiéu su két cum cua cac hat SeNPs trong dung dich can phai bao quan & diéu
kién 0°C. Mic du & diéu kién nay c6 thé bao quan duogc trong 60 ngdy nhung
diéu kién bao quan nay khéa phic tap, sé can tiéu ton nhiéu nang luong va chi phi
b4o quan. Viéc ha nhiét @6 bao quan & 0°C kho thuc hién dic biét 1a huéng ung

dung va thuong mai cta san pham. Chinh vi vay dé khic phuc han ché trén ciing
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nhu m& rong pham vi Gng dung, viéc nghién cau chuyén sang dang bot
SeNPs/g-glucan sé& 1a giai phap dé giam thiéu qua trinh két cum ctia SeNPs ciing
nhu thuan loi cho qua trinh thuong mai.

3.1.7. Két qua khao sat tao ché pham SeNPs/g-glucan dang bt

C6 thé nhan thay ché pham SeNPs sau khi tong hop bang phuong phéap chiéu
xa & dang dung dich keo thudng bao quan rat kho khin va thoi gian bao quan
ngan. Nguyén nhan cac hat SeNPs trong dung dich c6 xu hudng lang va két cu.
Do d6 qua thoi gian, ¢ nhiét do thay ddi ching d& dang tap hop lai dé tao thanh
mot hat 16n hon theo chuyén dong Brown.Diéu nay s& lam giam hoic mat hoat
tinh cua san pham. Pay 1a van dé rat kho khin cho viéc tng dung cua san pham
nay néu ¢ dang dung dich keo. Do vay nghién ctru cac phuong phap tao ché
pham dang bot nham dé dang bao quan va hudng dén nhiéu tmg dyung t6t hon.

Trong pham vi caa luan an, nghién cau st dung 3 phuong phap thong dung dé
tao ché pham SeNPs/g-glucan dang bot tir mau dung dich dé 1a phuong phép
d6ng kho, phuong phap sdy phun va taa cdn sy khd. Két qua kich thudc hat va
phan b kich thudc hat cia SeNPs/B-glucan sau khi tao dang bot dugc trinh bay
6 hinh3.9va3.l

0. Két qua cho thay kich thudc hat SeNPs ting tir 92,02 nm ddi véi dung dich
SeNPs/f-glucan 18n 94,98 nm khi dong kho, 132,3 nm khi siy phun va 117,6 nm
khi tia cdn va sdy. Trong ba phuong phap néi trén thi phuong phap dong kho
cho két qua tot nhat boi kich thude hat SeNPs/S-glucan thay d6i khong dang ké
so v6i kich thudc hat SeNPs do dugc ngay sau khi tong hop. Pong thoi, d6 phan
b kich thudc SeNPs/g-glucan trong phwong phap dong khé ciing hep hon so véi
hai phuong phap con lai. Mau sic ché pham bét tao thanh & ba phuong phap cho
thdy, phuong phap dong kho giit duge mau sic ché pham tuoi sang hon, mau
khéng bi phai nhat nhu san phdm bot ctia hai phuwong phap con lai (hinh 3.10),
diéu nay co thé giup giit duoc dic tinh héa 1y, hoat tinh sinh hoc tot hon hai

phuong phép con lai.
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Tir két qua khao sat c6 thé két luan, dong kho 13 phuong phép tao ché pham
dang bot da dugc st dung rong rai trong nganh dugc phém, nghién ctru sinh hoc,
dinh dudng va cac san pham chim séc stc khoé, thuc pham va cac nganh cong
nghiép khac. Dy 1a phuong phap khir nude hiéu qua, giup tao san pham dang
bot v4i dic tinh khong thay d6i dang ké, tir d6 gitip bao quan san pham dugc 1au

hon, mang dén nhiéu tng dung hon.
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Hinh 3.9. Anh hudng ctia cac phuong phap tao bot dén kich thude hat cia mau
SeNPs/f-glucan dang bot
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a) c)

Hinh 3.10. Ché pham bot SeNPs/A-glucan & cac phuong phap sdy khac nhau

b) d

a) Mau ban dau sau khi tong hop; b) Mdu déng khé; c) Mdu sdy phun;
d) Mdu tiia cén

Nhiéu nghién ciru ciing di khao sat cac phuong phap huéng dén tao san
pham dang bot cho huéng tng dung san pham. Thao va ctv (2017) di khao sat
phuong phap sdy phun, tia va ly tdm cho viéc tao thanh san phdm bot
AUNP/dextran. Céc tac gia di bao cdo sy thay d6i kich thudc hat bot AuNPs tao
bang phuong phéap say phun va tua 12 nhé hon so véi AuNPs dugc tao ra bang
cach ly tam. Gan ddy, cong bd ciia Duy va ctv (2021) cho thay kich thudc hat
cia dung dich SeNPs/oligochitosan dang bot (xac dinh tir anh TEM) bang
phuong phap say phun ting tir 41,8 nm dén 43,8 nm.

Tom lai, tir nhitng két qua khao sat va danh gia cac diéu kién anh huong dén
qué trinh tong hop SeNPs/S-glucan bang phuong phéap chiéu xa, c6 thé két luan
nghién ctru da tong hop thanh céng ché pham SeNPs/S-glucan voi cac diéu kién
téng hop nhu sau: ndng d6 Se** ban dau la 80 ppm, ndng d6 chat on dinh -
glucan 1a 2%, pH dung dich ~ 5, chiéu xa ¢ liéu xa 8 kGy trén ngudn xa gamma
Co-60 ¢ suit lidu 10 kGy/gid. Dung dich SeNPs/f-glucan tao thanh c6 mau do
cam, trong sudt khong cin liang (hinh 3.11). Két qua san pham SeNPs/g-glucan
c6 kich thudc hat trung binh dat khoang 92 nm va phan bd kich thuéc hat hep.
Dé hudéng tmg dung ché pham SeNPs/B-glucan, dé tai lwa chon st dung phuong
phap dong kho nhdm thu ché phim dang bot c6 kich thude va phan bd kich
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thudce cling nhu mau sic ché phém dep hon, do6 6n dinh san phém duoc tdt nhit.
SeNPs/-glucan dugc tong hop & diéu kién trén duoc sir dung dé phan tich dic

trung c4u tric va hoat tinh sinh hoc nham dinh huéng tng dung cho ché pham.

Hinh 3.11. Mau dung dich SeNPs/-glucan sau khi tong hop ¢ diéu kién téi wu
(nong dé Se* ban dau 80 ppm, nong dé chat on dinh p-glucan: 2%, pH dung
dich ~5, & liéu chiéu xa: 8 kGy trén nguén xa gamma Co-60), suat lieu 10
kGy/gio)

Ché pham SeNPs/f-glucan c6 ndong do6 Se** ban dau 1a 80 ppm, nong do chat
on dinh 13 2%, pH ~ 5 duoc chiéu xa ¢ lidu xa 8 kGy trén nguén xa gamma Co-
60 ¢ suat lidu 10 kGy/gio duge xac dinh kich thudc hat va phan bd ciu trac qua
kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM). D4y 1a thiét bi nghién ctru vi cu trac vat
ran, st dung chum dién tir c6 ning luong cao chiéu xuyén qua mau vat rin mong
va sit dung cac thau kinh tir dé tao anh voi do phong dai cuc 16n. Trong thi
nghiém nay hinh anh TEM cua cac hat SeNPs/A-glucan va phan bd kich thudc
hat cua ching duogc trinh bay & hinh 3.12.
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Hinh 3.12. Anh TEM va phan bd kich thudc hat cia SeNPs/S-glucan tao thanh
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Két qua cho thy cac hat SeNPs ciia miu SeNPs/g-glucan c6 dang hinh ciu,
kich thuéc twong d6i dong déu va sy phan bd kich thude hat 13 twong dbi hep.
Ché pham véi kich thudc hat trung binh khoang 65,3 nm thap hon 26,7 nm so
v6i kich thude SeNPs do biang DLS. Pong thoi do phan bd kich thude hat do
bang phuong phap TEM ciing hep hon, dao dong chu yéu trong khoang 55 - 75
nm so véi 80 - 140 nm do bang phuong phap DLS. Theo Souza va ctv (2016)
kich thudc hat trung binh cac hat nano khi do bang DLS ludn cao hon khoang
20% so v6i kich thudc hat trung binh khi do bang TEM vi DLS cho két qua kich
thude thuy dong luc hoc 1a kich thudce ctiia hat nano cong véi 16p chit 6n dinh
bao boc xung quanh hat trong khi kich thuéc do bang TEM cho kich thudc thuc
té ctia hat nano va khong bao gdm 16p chit 6n dinh bao boc bén ngoai. Nhiéu
nghién ctru ciing cho két qua tong hop SeNPs ¢ ciu triic dong nhét, phan tan &
cac kich thude tir 30 - 200 nm. Wang va ctv (2018) di tong hop SeNPs sir dung
polysaccharide-protein (PSP) tir nghéu chau A (Corbicula fluminea) lam chat 6n
dinh thong qua qué trinh khtr sodium selenite (Na,SeO3) bang vitamin C. Két
qua cho thay PSP-SeNPs tao thanh ¢ cau tric hinh ciu dong nhat va don phan

tan voi kich thudce tir 40 - 70 nm.

77



=
=)
[32]
Lag]

Abs (a.n.)

SeNPs/f-glucan

f-glucan

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber, cm!

Hinh 3.13. Phd FTIR cta mau SeNPs/g-glucan tong hop bang phuong phap
chiéu xa. Trong do, cdc dinh sé6 song hdp thu dic trung cia [-glucan va
SeNPs/-glucan bao gom —OH (3383 cm™’), —CH, (2986 cm™’), -C=0 (1640
cm™’), C —O—C (1156 cm™’) va S-glucan (890 cm™’) déu c¢é mat, tuy nhién, cdc
dinh s6 séng dién hinh ciia nhém —OH va —C=0 da bi dich chuyén ding ké tir
3383 cm ™’ sang 3390 cm™ va nir 1640 cm™ sang 1647 cm™ trong phé twong ing
cua SeNPs/f-glucan.

Ché pham SeNPs/S-glucan ciing duoc khao sat dic trung cu trac bang phd
hdng ngoai va so sanh v4i mau S-glucan. Két qua hinh 3.13 cho thiy dung dich
keo SeNPs/f-glucan ciing c6 cac lién két dic trung cho S-glucan nhu nhom (-
OH), (-CO), (-COO0) va (-COC), v.v. Tuy nhién két qua phan tich cho thiy c6
hién twong dich chuyén dinh sb song cta lién két (—OH) tai s6 séng 3383 cm™
cta dung dich S-glucan ddi ching sang s6 song cao hon 13 3390 cm™ va sb séng
dic trung cho lién két (—CO) tai vi tri 1640 cm™ cta dung dich S-glucan déi
ching sang s6 song 1647 cm™ trong mau SeNPs/g-glucan. Nguyén nhan dich
chuyén sb song dic trung bdi cac nhom chire duge giai thich 1a do su twong tac

tinh dién gitta cac hat SeNPs va S-glucan tai nhom lién két (~-OH) va (-CO) va
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6n dinh trong mang luoi lién két nay. Chinh sy lién két nay da bdo vé cac hat
SeNPs tranh khoi sy keo tu ciing nhu chirng minh co ché bao vé SeNPs cua f-
glucan khi dugc dung 1am chat 6n dinh. Két qua nghién ctru nay kha twong dong
v6i cac cong b cua cac tac gia Jia va ctv (2015); Hien va ctv (2018 va Menazea
va ctv (2020). Cac nghién ciru trén ciing cho thdy SeNPs sau khi duoc tao thanh
cling ¢ cac dinh lién két dic trung cua cac nhom (~OH) va (—CO), d& dang tao
lien két v&i hydro gitra O—H, lién két glycosid C—O—H va C—O—C ciia cac phan
tir polysaccharide nhu dextran, chitosan, carboxymethyl chitosan, D-galactose
v6i SeNPs. Do d6 lam dich chuyén cac dinh dic trung ciia cac nhom chic va

gitip on dinh trong mang luéi cta chung.

—— [f-glucan

— SeNPs/ff -glucan

101

102

100
110

Conuts

111

201

210

10 20 30 40 50 60 70 80
2 Theta (degree)

Hinh 3.14. Gian d6 nhiéu xa tia X (XRD) ctia mau SeNPs/A-glucan tong hop

bang phuong phép chiéu xa va -glucan. Trong do, cdc dinh nhiéu xa dic trung
ciia SeNPs ¢ 23,7° (100); 29,5° (101), 42,7° (110), 44,8° (102), 46,2° (111), 51°
(201) va 65,3° (210).
CAu triic caa SeNPs sau khi chiéu xa duoc phan tich bang XRD. Két qua tir
gian d0 nhiu xa tia X (hinh 3.14) cho thiy sy ton tai cu tric hat SeNPs trong
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dung dich g-glucan. Diéu quan trong 1a khi so sanh dic trung cdu tric cia cac
san pham véi S-glucan, két qua cho thay su ton tai cAu trac hat SeNPs trong mau
SeNPs/f-glucan véi cac dinh nhiéu xa dic trung cua SeNPs ¢ 23,7° (100); 29,5°
(101), 42,7° (110), 44,8° (102), 46,2° (111), 51° (201) va 65,3° (210) do cau triic
tinh thé cua SeNPs. Két qua ndy twong d6i phu hop v6i nhitng cong trinh duoc
cong bd trude ddy cua Jia va ctv (2015), Duy va ctv (2021).

Qua trinh khi

© iéu xa tia 7 Co-
\,\\/gé\/é/\‘\%gp\/ Chiéu xa tia 7 Co-60

Se0,> va SeNPs/f-glucan
F(1,3/1,6)-glucan

© Se0,> - B-(1,3/1,6)-Glucan @ SeNPs

Hinh 3.15. So dd qua trinh tong hop SeNPs 6n dinh f-glucan khéi lwong phan
tir thap tan trong nudc bang phuong phap chiéu xa tia y Co-60

Tir cac két qua thu duoc c6 thé khang dinh, nghién ctru da thanh cong trong
viéc tong hop SeNPs/s-glucan bang phuong phap chiéu xa, xac dinh duoc lidu
chiéu xa chuyén héa bao hoa va diéu kién phu hop dé tong hop SeNPs/s-glucan
nhu sau: néng d6 Se** ban dau 12 80 ppm va ndng do chét 6n dinh S-glucan la
2%, pH ~ 5 va suat liéu 1a 10 kGy/h. Ché pham SeNPs/g-glucan thu dugc &
dang dung dich keo, mau d6 nau, co kich thuéc hat 6n dinh & khoang 92 nm. Co
ché cua qué trinh tong hop SeNPs/f-glucan bang phuong phap chiéu xa duoc
mo ta tom tat & hinh 3.15. Khi ngudn birc xa c6 ning lugng cao nhu tia gamma

chi€éu vao dung dich chtra céc ion Se*, cac goc tu do c6 tinh khir manh nhu
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electron hydrat (e7,,), hydro (H®) dwgc tao ra tir qua trinh xa ly nuéc co thé khir
ion selen (Se™*) thanh nguyén tir selen (Se®). Se° & dang nguyén ti, sau khi dugc
hinh thanh céc hat c6 xu hudéng két tu va hinh thanh hat SeNPs. Céac hat SeNPs
tao thanh s& lién két tinh dién véi S-glucan théng qua nhém (~OH) va (-COO)
tao nén sy 6n dinh va phan bd déng déu cac hat trong hé keo nano.

Két qua nghién ctu ciing di xac dinh duoc diéu kién bao quan tt nhat cho
ché pham SeNPs/s-glucan 1a 60 ngay ¢ nhiét d6 0°C va ciing xac dinh duogc
phuong phap dong khé 1a phuong phap t6t nhat dé tao SeNPs/g-glucan dang bot
ma khéng lam gia tang kich thudc hat.

3.1.8. Quy trinh tong hop SeNPs 6n dinh trong f-glucan c¢6 Mw thap va
tan trong nwéc bang phwong phap chiéu xa

Tir nhitng két qua nghién ctru va khao sat cac diéu kién, thong sb trong qua
trinh tong hop SeNPs on dinh trong S-glucan bang phuong phap chiéu xa
gamma Co-60, quy trinh ché tao SeNPs 6n dinh trong S-glucan bang phuong
phép chiéu xa da duoc xay dung hoan thién.

So dd quy trinh tong hop SeNPs 6n dinh trong S-glucan c6 Mw thap va tan
trong nudc bang phuong phap chiéu xa dugc thé hién & hinh 3.16

Quy mo: 3000 mL/mé
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10% p-glucan tan trong
nuéc cd6 khdi luong
phan tu ~25 kDa

800 ppm Se**

Dung dich “ —>

- Phéi tron dung dich Se** va g
-glucan tan trong nudc,

- Piéu chinh pH ~ 5 va cho vao

chai thuy tinh, day nip

Dung dich Se** 80 ppm

va S-glucan 2% tan
trong nudc

.—, 4
Chiéu xa gamma Cobalt-60
litu xa 8 kGy, suét licu
10kGv/h

Dung dich nano selen
on dinh trong 2%

[-glucan tan trong nudc E
- Dé 6n dinh ¢ nhiét 6
phong trong 24 gio,
@ - bong kho & -80°C

San pham bot nano
selen on dinh trong f-
glucan tan trong nudc

Hinh 3.16. Quy trinh tong hop SeNPs/g-glucan bang phuong phap chiéu xa
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Dién giai quy trinh:
Nguyén vt liéu va thiét bi

- f-glucan khéi luong phan tir thip (Mw ~ 25 kDa) va tan trong nudc

- Selenium dioxide (SeO,, Sigma), Sodium hydroxide (NaOH, scharlau).

- May khudy, may dong kho Freeze dryer model GAMMA 1-16 LSCplus
(Christ, Osterode, buc).

- Ngudn xa gamma Co-60 model GC- 5000 (BRIT, An D) tai Trung tim
Cong nghé Sinh hoc, suét liéu 10kGy/h
Buéc 1: Chudn bi nguyén liéu

Chuén bi dung dich Se*" 80 ppm trong 2% S-glucan tan trong nudc c6 khoi
luong phan tir 25 kDa (25,343 g/mol): Dung dich Se** 800 ppm dugc chuan bi
bang cach hoa tan 337,5 mg SeO, trong 400 mL nudc khir ion (git trong binh
téi), khuéy nhe cho dén khi SeO, tan hoan toan, bd sung nudc khir ion du 500
mL, dung dich 10% f-glucan tan trong nudc dugc chuan bj bang cach can 60 g -
glucan tan trong nuéc c6 khdi luong phan tir 25 g/mol va cho vao 500 mL nudc
khir ion, sau d6 khudy déu cho dén khi hoa tan hoan toan trude khi bo sung nudc
khir ion vira di 600 mL, cho tir tir toan bo 500 mL dung dich Se** 800 ppm vao
600 mL dung dich 10% f-glucan tan trong nuéc, khudy nhe cho tan déu va chinh
pH~5 bang dung dich NH,OH 5% trudc khi bo sung nude khir ion di 3000 mL.
Buéc 2: Tong hop dung dich keo SeNPs trong fS-glucan bang phirong phdp
chiéu xa:

Chuyén toan b 3000 mL dung dich Se*" trong S-glucan tan trong nuéc cé
khéi lugng phan tir 25 kDa vao binh thay tinh va tién hanh chiéu xa trén ngudn
xa gamma Co-60 voi liéu chiéu xa 8 kGy dé tong hop SeNPs dang dung dich
keo. Ham lugng SeNPs tao thanh dugc xac dinh bz“mg cach ly tam dung dich sau
khi chiéu xa ¢ téc d6 50 nghin vong/phut, trong 30 phut dé thu nhan phan ling
va phan tich ham luong selen trong phan lang bang phd hap phu nguyén tir dé
xac dinh ham lugng SeNPs tao thanh sau khi chiéu xa 13 100%; kich thuéc cua

hat SeNPs trong mau dugc phan tich bang phuong phap tan xa 4anh sang dong
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(DLS) trén hé may Zetasizer model ZEN5600 (Malvern, Anh) st dung nguén
laser 632,8 nm, chi s6 khuc xa hat 1,590 véi hé sb hép thu hat 1a 0,01 va chiét
suit nude (1,33) ¢ nhiét d6 25°C) dat 92 nm 1a phu hop.
Buéc 3: Pong khé tao ché pham bot SeNPs/B-glucan

Dung dich keo SeNPs 80 ppm 6n dinh trong 2% S-glucan tan trong nudc sau
khi tong hop duoc dé 6n dinh qua dém va tién hanh dong kho ¢ nhiét d6 -80°C
dé thu nhan khoang 60 g SeNPs dang bot 6n dinh trong f-glucan tan trong nudc
(c6 khdi luong phan tir khoang 25 kDa).
Tién hanh kiém tra chat lugng ché pham tao thanh & cac mé khac nhau. Két qua
dugc trinh bay & bang 3.1. Két qua qua cac mé thuc hién, cho thiy quy trinh
tong hop c6 do on dinh chat lugng & cac chi tiéu dénh gia.
Ddnh gid két qua ché pham:

Sau khi tong hop san pham, tién hanh kiém tra cac dic trung ctia san pham
SeNPs nhu sau:

+ Mau sac: mau do cam

+ Dic trung: dang bot min, kho réo

+ Ché pham bot SeNPs sau khi dong kho kich thudc hat dat khoang 92,5 nm
dugc phan tich bang phd hap phu nguyén tir va kich thudc hat SeNPs duoc phan
tich bang phuong phap tan xa 4nh sang dong trén may Zetasizer. Ham luong -
glucan ~ 2%

+ Hinh dang hat: hinh cau, kich thudc hat trung binh khoang 65,32 nm va
d6 phan bd kich thudc hat dao dong trong chu yéu khoang tir 55 - 75 nm (xac
dinh bang phuong phap do kinh hién vi dién tir truyén qua - TEM (hinh. 3.17).
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Bang 3.1. Két qua kiém tra cht lwong san pham tao thanh

orr| CH tié.u, danh S6 mé
gla Mé 1 Mé 2 Mé 3
Kich thudc hat
1 selen nano 92,05 91,56 92,55
(nm)
p | Hamluong /- 2,05 2,15 2,06
glucan (%)
Khéi luong
3 | phan tir cia f- 25.350 24.980 25.560
glucan (g/mol)
4 Gia tri pH 511 5,09 5,05
Dung dich co
Dung dich c6 Dung dich c6 mau do cam,
mau do cam, mau do cam, trong subt
trong sudt khong | trong sudt khong | khong cin
c Cém quan can léng, mui | can léng, mui dac léng, mui dac
dac trung. trung. trung.
San pham dang San pham San pham
bot c6 mau do dangbdt co mau | dang bot ¢co

gach, min

do gach, min

mau do gach,

min
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Hinh 3.17. Hinh anh san pham bot SeNPs/A-glucan tong hop bang phuong phap
chiéu xa gamma Co-60
3.2. Péc tinh cip cia SeNPs/g-glucan

Qua trinh tién hanh thir nghiém doc tinh cip cho thdy, SeNPs/Bglucan dang
bot duoc phan tan trong nudc cat & nong do cao nhat co thé cho chudt qua
duong udng 1a 960 mg/kg thé trong chudt. St dung lidu thir nghiém cao gap 3
lan liéu tham khao gdy chét 100% chudt theo nghién ctru ctia Shakibaie va ctv
(2013). Két qua thir nghiém doc tinh ciia SeNPs/S-glucan trén chudt khée manh
& cac muc lidu khac nhau duoc ghi nhan & 3 dot thir nghiém. Sau khi cho chuot
ubdng ché pham SeNPs/Aglucan, chudt giam di chuyén trong vong 5 phit, tuy
nhién chudt hoat dong lai binh thudng sau 30 phut. O dot cho udng tht nhét, sau
3 ngay thtr nghiém, s6 chudt chét duoc ghi nhan 13 1/6 con. Bén canh dé, s6
luong chudt chét sau khi cho uong ché pham SeNPs/A-glucan vai liéu 960, 800,
640 thé trong chudt lan luot 13 1/6, 1/6, va 1/6 con sau 3 ngay theo ddi. Nhitng
con chudt con lai déu khoe manh, khong co bat thuong vé hanh vi, trang thai
l6ng, kha ning an udng va tiéu tiéu trong 14 ngay theo ddi tiép theo. Cac biéu
hién cua nhiing chudt khdée manh duoc thé hién & bang 3.5.

O 1an cho uéng tht 2, ti 1é chudt chét lan luot 14 1/6, 1/6, 0/6 va 0/6 con tuong
g voi cac nghiém thtc cho chudt ubng ché pham SeNPs/A-glucan lan luot voi
cac nong do 960 - 800 mg/kg thé trong chudt. & cac nong do dudi 800 mg/kg
khdng khi nhan chudt chét. O dot cho udng tht 3, chi ¢6 1 con chuét chét khi
cho udng ché pham SeNPs/Aglucan véi nong do 960 mg/kg thé trong. Cac
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nghiém thuac con lai khdng ghi nhan chudt chét. Mat khac, sé chudt con séng déu

khoe manh, khdng co bat thuong vé hanh vi, trang thai 16ng, kha ning an udng,

tiéu tiéu trong 14 ngay theo ddi tiép theo.

Bang 3.2. Boc tinh cdp duong udng trén chudt nhat caa ché pham SeNPs/p-

glucan & céac lidu khac nhau (dot cho udng thir nhat)

Liéu cho Trong luwgng trung binh (g/con) Ti 1¢ chudt chét
udng
S . . . Sau 3 |sau 14
(mg/kg) Ban dau Sau 3 ngay Sau 7 ngay Sau 14 ngay . .
ngay | ngay
160 2291 +0,7 | 23,72+0,65 25,4+ 0,86 26,95+ 0,79 0/6 0/6
320 21,82+0,98 | 2355+1,06 | 2508+0,95 | 27,21+0,91 0/6 0/6
480 20,16 +0,38 | 22,65+0,43 | 24,13+0,36 | 25,99 +0,32 0/6 0/6
640 21,12+0,89 | 23,39+0,65 | 2519+0,72 | 27,18 +1,02 1/6 1/6
800 21,16 £1,03 | 22,79+1,42 25,2+1,38 28,66 + 1,44 1/6 1/6
960 22,24+0,38 | 2596+0,67 | 28,09+0,72 | 29,59 +0,65 1/6 1/6

Bang 3.3. Boc tinh cdp duong udng trén chudt nhat caa ché pham SeNPs/p-

glucan ¢ céc liéu khac nhau (dot cho udng thir 2)

Liéu cho Trong lugng trung binh (g/con) Ti 1 chudt chét
nong Ban diu Sau3ngay | Sau7ngay |Saul4 ngay Sau3 sau 14
(mg/kg) ngay | ngay
160 20,97 +£0,48 | 22,44 +0,44 | 23,28+0,42 | 25,63+0,82 | 0/6 0/6
320 20,7+04 | 23,44+0,57 | 2456+0,58 | 27,1+0,56 0/6 0/6
480 21,52+0,76 | 23,35+0,84 | 25,68 +0,75 | 27,27+0,89 | 0/6 0/6
640 21,34+0,73 | 23,02+0,79 | 24,86+ 1,12 | 27,89+1,01 | 0/6 0/6
800 20,35+0,37 | 21,52 +1,08 | 2395+0,91 | 27,36 £1,04 | 1/6 1/6
960 21,22+0,89 | 2431+156| 26,7+141 | 2822+1,2 1/6 1/6
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Bang 3.4. Boc tinh cip duong udng trén chudt nhat caa ché pham SeNPs/3

glucan & cac lidu khac nhau (dot cho udng thi 3)

Liéu cho Trong lwgng trung binh (g/con) Ti 1é chudt chét
udng Ban d Sau 3 na: Sau 7 na: Sau 14 no? Sau 3 |sau 14
an dau au o nga au / hga au nga
(mg/kg) i = Y ngay | ngay
160 21,38+0,56 | 22,95+0,58 | 25,26 £ 0,76 | 27,35£0,77 | 0/6 0/6
320 21,02+0,58 | 22,89+£0,52 | 2499+0,94 | 26,84+£0,84 | 0/6 0/6
480 21,07 0,74 | 22,66 £0,99 | 25,06 £ 0,64 | 27,08 £0,74 | 0/6 0/6
640 20,53+0,61 | 22,13+0,7 | 24,78+1,06 | 26,85+£1,09 | 0/6 0/6
800 20,84 +0,63 | 22,97 £0,63 | 25,1+0,61 |2749+£0,68| 0/6 0/6
960 20,98 +£0,53 | 22,37 £0,58 | 25,22+0,93 | 28,1+0,52 1/6 1/6

Tir cac két qua trén, co thé thﬁy khong thé xac dinh duoc gia tri LDsg ddi vai chuot

BALBI/c cta ché pham nano SeNPs/A-glucan va liéu t6i da cho udng khong gy chét

chudt thtr nghiém duoc xac dinh (LDg) 1a 480 mg/kg thé trong chuot. Tu Dy = 480

mg/kg suy ra duoc lidu an toan tuong dbi Ds trong cac thuc nghiém duoc 1y c6 thé

bang 1/5 Dy = 96 mg/kg. Nhu vay ché pham SeNPs/Aglucan tong hop dugc duge xem

la an toan.
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Bang 3.5. Cac biéu hién cta chudt thir nghiém & céac lidu thir khac nhau

Liéu thir nghiém (160-480 mg/kg) Liéu thir nghiém (640 mg/kg)
Chi tiéu theo 30 4 24 7 14 péi 30 4 24 7 14
doi e phut | gio | gio | ngay | ngay | chiang | phut gior gio | ngay | ngay
Vén dong B B B B B B B ! B B B B
Tinh trang
long va da B B B B B B B B B B B B
Mt B B B B B B B B B B B B
Tinh trang ho
o B B B B B B B B B B B B
Co giat K K K K K K K K K K K K
Run ray K K K K K K K K K K K K
Non mira K K K K K K K K K K K K
Pi ngoai K K K K K K K K K K K K
Hon mé K K K K K K K K K K K K
Chét K K K K K K K K K K K K
Liéu thir nghiém (800 mg/kg) Liéu thir nghiém (960 mg/kg)

Chitigutheo | pC 30 | 4 | 24 7 14 | D6 | 30 4 24 | 7 14

phat | gio | gio | ngdy | ngay | chiang | phut gio gio | ngay | ngay

doi
Van dong B ! B B B B B 1 B B B B
Tinh trang
o B B B B B B B B B B B B
I6ng va da
Mit B B B B B B B B B B B B
Tinh trang ho
, B B B B B B B B B B B B
hap
Co giat K K K K K K K K K K K K
Run ray K K K K K K K K K K K K
No6n mira K K K K K K K K K K K K
Di ngoai K K K K K K K K K K K K
Hon mé K K K K K K K K K K K K
Chét K K K K K K K K K K K K

Ch thich: B - binh thiwong, K- khéng cé, | - giam, BC - doi ching
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3.3. Két qua khio sat hoat tinh chong oxy héa ciia dung dich keo SeNPs/f-
glucan

3.3.1. Hoat tinh chong oxy hoéa ciia SeNPs/f-glucan theo kich thwéc hat

Phuong phap danh gia kha ning bat géc tw do ABTS 1a mot phuong phap
thuong duoc st dung cho viée khao sat kha nang tre ché gdc tu do hay danh gia
kha ning cung cip hydro cua cac chat chéng oxy hoa. ABTS" 1a mot gdc tu do
bén phat quang mau xanh, dugc dic trung & d6 hap thu 734 nm. Khi cho chat
chéng oxy hoa vao dung dich chita ABTS", cac chét chéng oxy hoa s& khtr ion
nay thanh ABTS. ABTS c6 thé phan tung v6i nhiéu loai gbc tu do khac nhau
(nhu cac gdc tu do peroxyl, hydroxyl) va c6 thé mo phong qué trinh oxy hoa
trong co thé. Pay 1a phuong phap don gian, hiéu qua va 6n dinh, cé thé thuc
hién & pham vi pH rong hon, bao gdm ca trong méi trudng nudc va dung dich
hitu co nén dugc str dung rong rai dé sang loc cac chat chéng oxy hoa. Do d6
nghién ctru lua chon khao sat hoat tinh chong oxy hoa ciia mau SeNPs/S-glucan
bang phuong phap bat gdc tr do ABTS. Két qua khao sat anh huong cua cac
kich thuéc hat khac nhau dén hoat tinh chéng oxy hoa duogc thé hién ¢ hinh
3.18.

Két qua cho thdy hoat tinh chdng oxy hoa ciua SeNPs/f-glucan giam khi kich
thudc hat SeNPs ting va san pham c6 kich thudc cang nho thi hoat tinh chdng
oxy hoa cang cao. Cu thé, sau 1 gio phan tmg, hoat tinh chdng oxy hoa ctia dung
dich keo SeNPs/f-glucan c¢6 kich thuéc hat ~ 64,79 nm & nong d6 10 ppm dat
58,06%, nhung lai giam xudng con 41,36% & khi kich thude hat ting 71,74 nm
va giam con 32,11% khi kich thudc hat SeNPs 1a 92,02 nm. Khi tiép tuc ting
kich thudc hat 1én 96,71 va 110,1 nm thi hoat tinh chdng oxy hoa ctia SeNPs/-
glucan tiép tuc giam twong ung con 20,7 va 11,13% (thap hon ascorbic acid &
cuing noéng d6). Khi so sanh voi acid ascorbic c6 thé thiy ¢ néng do 10 ppm,
ascorbic acid thé hién hoat tinh chong oxy hoa ngay khi phan g va & thoi diém
ban dau hoat tinh oxy hoa acid ascorbic cao hon, nhung khi tang thoi gian phan

g, hoat tinh chéng oxy héa cua acid ascorbic khong ting. Trong khi d6, khi
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tang thoi gian phan tng 1én 6 gio thi dung dich keo SeNPs/f-glucan co kich
thudc 64,79 nm mdi khir hoan toan ABTS®" (hoat tinh chéng oxy hoa dat
100%). Cac dung dich keo SeNPs/f-glucan co kich thuéc hat 16n hon thi can
thoi gian 1au hon dé phan tng hoan toan véi ABTS®* (cu thé dung dich keo
SeNPs/g-glucan c6 kich thudc hat 1an luot 1a 71, 74, 92,03, 96,72 vé 110,1 sau
12, 18, 24 va 48 gio phan ung dé dat trang thai chong oxy hoa 100%). Piéu nay
6 thé gidi thich dugc 1a khi & cung mot ham lugng nhung kich thudc hat SeNPs
nho ¢6 dién tich bé mit 16n hon, kha nang tuong tac tdt hon véi géc tu do, va
tinh dong déu trong kich thudc hat 1a nhiing yéu t6 chinh giup hiéu qua chong
oxy hoa tang Ién. Bén canh d6, SeNPs voi kich thudc nhé, dugc bao vé trong
chat 6n dinh thich hop gitp ting kha ning ciing nhu dién tich tiép xtic va chéng
oxy hoa bé mit ctia cac hat SeNPs véi cac gdc tu do theo nhiéu hudng, cho phép
nhiéu phan trng hoa hoc xay ra trén bé mat cta hat, dan dén hoat tinh chéng oxy
hoa cao hon. Cac két qua thu dugc cho thay dung dich keo SeNPs/S-glucan c6
kich thuéc hat cang nho thi hoat tinh chdng oxy hoa cang cao. Két qua nay kha
phu hgp véi nghién ciru cua Hien va ctv (2018). Nhom tac gia da danh gia hoat
tinh chéng oxy hda SeNPs/dextran tong hop bang phuong phép chiéu xa. Két
qua thé hién kha ning bat goc tu do ATBS cua SeNPs/dextran cao phu thuoc
vao nong do va thoi gian phan tng, nong do cang cao thi kha ning bat goc
ATBS cang cao. Cu thé néng do 25 ppm SeNPs/dextran (d~74 nm) phan tmg
véi ABTS®* trong 60 phut cho hoat tinh chdng oxy hoa 1a 78% va dat gan 100%
& nong d6 100 ppm trong 5 phiit.
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Hinh 3.18. Hoat tinh chng oxy hoa ctia SeNPs/S-glucan c6 kich thudc hat khac
nhau & nong do 10 ppm

Hoat tinh chong oxy héa cta acid ascorbic van khong doi theo thoi gian & tat
ca cac nong do thi nghiém co thé giai thich 1a do acid ascorbic hoa tan hoan toan
trong nudc, do d6 khi phan tmg véi gdc tw do ABTS®" xay ra ¢ dang dong thé
va phu thudc nhiéu vao yéu td néng do, dong thoi acid ascorbic ¢ hoat tinh
chéng oxy hoa, bat gbc tu do nhanh, phan tng cta nd xay ra hoan toan va sau
khi phan tng thi cac phan tir acid ascorbic khong con kha nang khir gbc tu do
tiép duoc nita. Trong khi d6, phan tng gilta SeNPs va dung dich ABTS®" 1a
phan tng di thé, cac dung dich keo nano s& phan tmg véi cac gbc tu do trong
dung dich dang 1éng nén qua trinh phan img chdng oxy héa ctia chiing s& dién ra
lau hon va khé bi oxy héa hon ascorbic acid. Kha ning bat goc tw do ABTS®”
ctia SeNPs tuy khong xdy ra nhanh nhu acid ascorbic, mirc do bat géc cham,
phan tng dién ra mot cach tir tir nhung hiéu tmg chong oxy hoa lai ting dan va
6n dinh theo thoi gian.

92



Tir nhitng két qua trén c6 thé thidy SeNPs 1a hoat chat chéng oxy hoa rat tiém
nang voi nhitng vu diém nhu bén, kho bi oxy hoéa, hoat tinh duogc duy tri 1au va
6n dinh. Kha ning chdng oxy hoa ctua SeNPs/f-glucan bén hon nhiéu so véi
acid ascorbic theo thoi gian. Mac du, acid ascorbic 1a chét oxy hoa manh, c6 thé
phan tmg chéng oxy héa t6t ngay khi tiép xuc nhung lai kém bén, rat dé bi oxy
hoa boi cac gbe tu do co mit trong mdi truong phan tng. Pay 1a su khac biét
dang cht ¥ va mang y nghia quan trong trong tng dung thuc tién. Do d6 c6 thé
thdy hoat tinh khang oxi hoa on dinh, bén theo thoi gian ctia SeNPs 14 mot trong
cac vu diém cta SeNPs dugc quan tdm, cha ¥ nhiéu nhit va cling duoc xem nhu
1a chét co hoat tinh chdng oxy hoa hiéu qua nhét, 12 nguyén liéu tiém ning dé
san xuat ché tao ra cac san pham chong oxy hoa tmg dyung trong cac linh viuc my
pham va thuc pham chirc ning.

3.3.2. Anh huéng ciia ndng d6 SeNPs/f-glucan dén hoat tinh chdong oxy
hoa.

Dung dich keo SeNPs/f-glucan c6 kich thude hat khoang 92,02 nm tiép tuc
duogc str dung dé khao sat hoat tinh chong oxy hoa theo thoi gian & nhiéu nong
dd khéac nhau tir 5 - 25 ppm, trong khoang thoi gian 1 - 48 gio.

Két qua thé hién ¢ hinh 3.19, cho thiy hoat tinh chéng oxy hoa cua SeNPs/j-
glucan d6i voi cac gbe ty do ABTS®" ting theo ndng do trong thdi gian 48 gid
khao sat. Tuy nhién, sau 48 gior khao sat, hoat tinh chéng oxy hoa ctia SeNPs/-
glucan ¢ nong d6 5 ppm van chua dat trang thai bdo hoa. Péi véi dung dich
SeNPs/g-glucan c6 nong d6 10 ppm, sau 1 gio phan tng, hoat tinh chong oxy
hoa cua SeNPs/f-glucan chi dat 32,11%, nhung sau 18 gid phan tng thi hoat
tinh chong oxy hoa ciia SeNPs di dat trang thai bao hoa (100%). Trong khi d6, &
cac ndng do cao hon (15 va 20 ppm) thi hiéu qua chdéng oxy hoa tbi da dat dugc
tuong ng sau 9 gio phan tng. O ndng do 25 ppm thi sau 6 gid phan tng, cac
hat SeNPs di dat hiéu qua chong oxy hoa 100%. Diéu nay duoc giai thich 13 khi
tang ndng d6 dung dich keo SeNPs thi ciing déng thoi ting s luong hat nano c6

trong dung dich lam ting kha ning tiép xtic va trung hoa gbc tu do tét hon, cac
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hat SeNPs ¢6 thé tuong tac v6i nhiéu gbe tu do hon. Nhu vy, ndng d6 cang cao
thi hoat tinh chdng oxy hoa ciia SeNPs cang cao va xay ra cang nhanh, nhiing
mau SeNPs/f-glucan & ndong do thap thi can phai c6 thoi gian phan tng du dai
dé dat duoc trang thai chéng oxy hoa cao nhat. Tuy nhién, mac du néng do cao
c6 thé dan dén hoat tinh chéng oxy hda manh mé hon, viéc xac dinh va duy tri
ndng d6 toi wu 1a quan trong dé dam bao hiéu qua chdéng oxy hoa tét nhat va
tranh cac tac dung phu. Do dé vi¢c kiém soét néng dod SeNPs 1a can thiét nhim
huéng tmg dung dat két qua cao nhit.

TU nhiing két qua thu duogc, co thé két luan hoat tinh chéng oxy hoa cua
SeNPs/f-glucan khong chi phu thudc vao kich thudc hat SeNPs/f-glucan ma
con phu thude vao cac yéu té khac nhu nong do va thoi gian phan tng.

100 5 8 8 8 2

(o]
L]
I

Hoat tinh choéng oxy héa, %
.
=

0 n L] L] n n L] L] L]
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Thoi gian phan ung, gio

Hinh 3.19. Hoat tinh chong oxy héa ctia SeNPs/A-glucan co kich thudc hat
92,02 nm & cac néng do khac nhau
Két qua nghién ctru da cho thidy SeNPs/g-glucan hoat dong nhu mot chét
chéng oxy héa manh. Thong qua kha ning can bang phan tmg ROS va giam
cing thiang oxy hoa, SeNPs gitip bao vé cac té bao mién dich khoi ton thuong
oxy hoa tir d6 c6 thé 1am cham sy phat trién cua té bao ung thu. Do d6, hoat tinh
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chéng oxy hoa cua SeNPs c6 mdi lién hé mat thiét v6i kha ning ting cudng
mién dich va trc ché ung thu.
3.4. Anh hwéng ciia SeNPs/f-glucan ddi véi hoat tinh mién dich cia
SeNPs/g-glucan

3.4.1. Anh hwéng cia SeNPs/gglucan dén trong hrong cia chudt suy
giam mién dich

O ngudi va dong vat, diéu hoa mién dich rat quan trong dé bao vé khang lai
mét sé bénh, bao gdm tc ché ung thu (Yu va ctv, 2016). Vi vay, dé nghién cau
tac dung ting cudng mién dich cua mot chat, nguoi ta thuong tién hanh nghién
ctru trén hé mién dich d bi suy yéu. M6 hinh chuét tc ché mién dich do CTX
gay ra thuong duoc st dung. CTX 14 thudc hoa tri liéu ndi tiéng duoc sir dung
dé diéu tri khdi u cd gay tac dung phu 1én hé théng mién dich va gay @c ché
mién dich. CTX duoc chuyén hda & gan tao san pham c6 hoat tinh alkyl héa cao,
lam giam bach cau, hdng cau, tiéu cau, lympho B, lympho T va gay ton thuong
cac co quan cua co thé (Emadi va Brodsky, 2009). Chuot BALB/c sau khi bj tc
ché mién dich bang cach tiém CTX vao mang bung vai lidu 100 mg/kg thé trong
lién tyc trong 3 ngay. Sau d6 dugc didu tri vai SeNPs/B-glucan ¢ cac lidu khac
nhau. Trong luong (can nang) caa nhirng con chudt ¢ cac nghiém thirc dugc ghi
lai sau 7 va 14 ngay xur ly. Két qua hinh 3.20 cho thay & giai doan 7 ngay, trong
luong chudt & cac nghiém thic gan nhu khong co sy khac biét. Tuy nhién, sau
14 ngay xu ly, & nghiém thirc chuot bi suy giam mién dich bgi CTX, trong
luong chudt gan nhu giam manh. Viéc gay suy giam mién dich bai CTX gan
nhu da tc ché su phat trién caa chuot. Trong khi & nhdm cho ung SeNPs/-
glucan & cac liéu 2 - 6 mg/kg thé trong cho thay trong luong chudt tuong ddi on
dinh, khéng bi giam nhiéu sau 14 ngay. Két qua c6 su khac biét dang ké so véi
nhom BC(-) va nhom chi cho udng S-glucan, dic biét ¢ lieu 6 mg/kg. Két qua
nay tuong tu véi nhirng nghién cuu cua Bai va ctv (2017). Nhém tac gia da danh

gia trong lugng chudt duoc trong qua trinh xa 1y bang nuwdc mudi (d6i ching),
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natri selenite, va SeNPs-M trong 14 ngay lién tiép va két luan 1a sir dung SeNPs-

M liéu 2- 8 mg/kg thé trong khéng anh hudng nhiéu dén ting trong caa chudt.

32~
_§ e BC@)

} ,,<§J—<‘:;% s DC()
i X a0

t, g/con
e
oc
1

0

o
=
1

2
4
6

Trong lugng chu
L
S
1

16+

| |
0 7 14

Thei gian theo doi, ngay

Hinh 3.20. Thé trong chudt sau 14 ngay diéu tri vai SeNPs/s-glucan

Gid tri thong ké p < 0,05. Trong dé, PC(+): chudt khée manh khéng gdy suy
gidm mién dich va chi cho uéng nuée cdt; PC(-): chudt gdy suy gidm mién dich
bang CTX va chi cho uéng nudce cdt, 0, 2, 4, 6 1a SeNPs/f-glucan & cdc liéu O -
6 mg/kg thé trong

3.4.2. Anh hwéng ciia SeNPs/Bglucan dén cac chi s6 mién dich & lach trén
chuét suy giam mién dich

Két qua danh gia anh huong cua SeNPs/g-glucan 1én cac chi sé mién dich &
lach chuét bi suy giam mién dich dwoc thé hién trong hinh 3.21. Két qua cho
thdy, str dung CTX giy trc ché mién dich chudt di 1am giam manh chi s6 s6
mién dich & lach cua chudt. Gia tri cta cac chi s6 IgM, IgG, TFN-a, IFN-y va
IL-2 trong lach nhém chudt BC(-) twong Gmg chi dat 5,0, 8,7, 23,4, 1,2 va 0,78
g/mL. Cac gia tri nay thap hon nhiéu so véi nhém chudt khoe manh khdng gay
suy giam mién dich. O cdc nhom chudt chi cho udng bo sung S-glucan ciing thay

c6 tac dung gia ting chi sd lach so véi nhém BC(-) nhung khong dang ké. Trong
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khi nhdm chudt ubng SeNPs/B-glucan thay c6 su ting dang ké chi sé ndy cac so
v6i nhom PC (-) va nhom chi cho udng f-glucan, dic biét ¢ lidu 6 mg/kg thé
trong. Cu thé chi s6 lach ciia chudt nhom suy giam mién dich CTX ddi chimg 1a
16,3 mg/10 g thé trong va gia tri nay 1a ting 1én 21,5 - 37,3 mg/10 g tuong Gng &
cac nhom cho ubng SeNPs/f-glucan & nong d6 2 - 6 mg SeNPs/kg thé trong.
Nhom chudt bd sung SeNPs/S-glucan ¢ ndng do 2 - 6 mg/kg thé trong gilp ting
gia tri cac chi s6 IgM, IgG, TNF-a, IFN-y va IL-2 1én lan luot 12,2 - 17,3, 28,2 -
37,8,56,2 - 97,2, 2,0 - 2,9va 2,7 - 4,6 ug/mL. Gia tri dat cao nhat cta cac chi sd
nay dugc xac dinh & nhém chudt dugce cho uéng 6 mg/kg, dac biét ¢ chi sb lach
va chi s IL-2 & lach ghi nhan dugc gan nhu trong duwong voi nhém chudt khoe
manh khong gy suy gidm mién dich (BPC(+)). Nghién ctu cua Yazdi va ctv
(2012) va Raahati va ctv (2020) ciing d3 bao cao bo sung SeNPs ¢ nong do 100
Hg mdi ngay gitp ting dang ké cac chi sé diéu hoa mién dich té bao (granzyme

B, IFN-y va IL-2) trong té bao I4 lach caa chudt mang khoi u.
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Hinh 3.21. Anh hudng ctia ndong d6 SeNPs/g-glucan Ién cac chi s mién dich

trén lach & chudt bi gay suy giam mién dich

Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdc khéng cé y nghia thong ké (p < 0,05).
Trong d6, A: Chi s6 lach, B: chi s6 IgG, C: Chi sé IgM, D: Chi s6 TFN-a, E:
Chi $6 IL-2, F: IFN-y. BPC(+): chudt khée manh khéng gdy suy giam mién dich

va chi cho uéng nuée cat; PC(-): chudt gdy suy giam mién dich bang CTX va

chi cho uong nudc cat.



Trong co thé, 14 lach 1a mot co quan quan trong trong hé théng mién dich, 1a
mot to chirc lympho ngoai vi 16n, 1a noi tri ngu cia cac lympho bao (té bao
lympho B va T) va dai thuc bao. Dy ciing 1 noi tip trung khang nguyén, nhét
1a cac khang nguyén vao co thé bang dudng mau. Sau khi xdm nhép va duogc dai
thuc bao xtr 1y, khdng nguyén s& kich thich cac té bao lympho B tai lach phan
chia, biét hoa thanh tuwong bao va san xuit khang thé dé loai trir khang nguyén
d6. Su tang sinh té bao lach 1a mot diém quan trong trong chudi kich hoat caa ca
té bao va dap (ng mién dich dich thé (Zhang va ctv, 2020). Té bao lympho T
chiu trach nhiém vé mién dich té bao va té bao lympho B la chi nhiing té bao c6
kha nang tao ra phan tng mién dich dich thé. Viéc kich thich ting sinh chi sd
lach va céc té bao & lach lach c6 thé kich hoat hé théng mién dich (Chen va ctv,
2019). Két qua danh gia chi s6 mién dich ¢ lach cho thiy, SeNPs/f-glucan da
gilp day nhanh qué trinh phuc hoi kich thudc 14 lach va chi sb 14 lach ¢ nhiing
con chudt bi tc ché mién dich do CTX gay ra. SeNPs/-glucan ciing thuc day su
tang sinh cac chi mién dich & lach va két qua cho thay sy tang 1én céc chi sb lach
phu thudc vao lidu lugng. O liéu 6 mg/kg SeNPs/f-glucan cho thay kha ning
phuc hdi cac chi sé mién dich & lach tét nhat.

3.4.2. Anh huéng cia SeNPs/f-glucan dén cac chi sé cytokine va
immunoglobulin trén chudt suy giam mién dich

Thong thudng, cac phan tor mién dich bao gdm cac immunoglobulins 13 cac
yéu to chinh trong hé théng mién dich ctia co thé bén canh cac té bao va co quan
mién dich. Cytokine 1a san phim cua cac t& bao mién dich, hoat déng nhu cac
chat trung gian té bao va diéu hoa céc qua trinh mién dich. TNF-a, dugc tiét ra
cht yéu bdi dai thuc bao va bach cau don nhan, tham gia chinh vao viéc diéu
hoa cac phan Ung viém thong thuong va kha nang ty mién dich (Yu va ctv,
2019) IFN-y, cha yéu dugc san xuat bai té bao NK va Thl (CD4+), duoc coi 1a
mot phﬁn cia dap tng mién dich bam sinh va mién dich dic hiéu (Ding va ctv,
2019). Két qua thé hién ¢ hinh 3.22, cho thiy viéc xtr Iy CTX giy ra su tc ché

hoat dong qua trung gian té bao mién dich, 1am giam ndng do chi sé cytokine va
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immunoglobulin nhu 1gG, IgM, TNF-a va IFN-y ctia chudt, nhém chudt cho
ubng bd sung S-glucan (khéng co SeNPs) va SeNPs/f-glucan véi nong d6 2 - 6
mg/kg thé trong déu c6 tac dung gia ting cac chi s IgG, IgM, TNF-a va IFN-y.
Tuy nhién & nhém chudt cho udng bd sung SeNPs/S-glucan 2 - 6 mg/kg thi muc
d6 gia tang cac chi so trén cao hon nhiéu so véi nhom dbi ching suy giam mién
dich va nhém chi cho udng S-glucan, cu thé, ting ndng do cac chi sé 1gG, IgM,
TNF-a va IFN-y tang twong Gng tir 687,3 1én 1491 - 1730 pg/mL, 137,1 1én 243
- 285,7 pg/mL, 35,5 1én 54,6 - 62,4 pg/mL va tir 1,2 1én 1,6 - 2,11 pg/mL.
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Hinh 3.22. Anh hudng ctia ndong d6 SeNPs/g-glucan Ién c4c chi s6 mién dich
dich thé trong huyét thanh ¢ chudt bi gay suy giam mién dich
Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdc khéng cé y nghia thong ké (p < 0,05).
Trong do, A: Chi s6 IgG, B: Chi s6 IgM, C: Chi s6 TNF-a, D: chi sé IFN-y.
DPC(+): chudt khée manh khong gdy suy giam mién dich va chi cho uéng nuée
cat; PC(): chudt gy suy giam mién dich bang CTX va chi cho uéng nwéc cdt
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Két qua nghién ctu cho thidy viéc ting cic chi sd cytokine va
immunoglobulin phu thudc vao liéu lwong. Miic ting cao nhat ctia cac chi sb
nay duoc tim thidy & nhom chudt dugc bd sung SeNPs 6 mg/kg thé trong vai
ham luwong gan nhu twong duong voi nhom chudt khoe manh khong giy suy
giam mién dich (BC(+)). Két qua nay chimg minh SeNPs/S-glucan c6 thé ting
cuong hoat dong mién dich théng qua diéu chinh ting chi sb cytokine va
immunoglobulin & chudt bi trc ché mién dich.

Két qua nghién ctru cling phu hop v6i mot sé nghién ctu lién quan. Yazdi va
ctv (2012) di cho thay, viéc bo sung dudng uéng SeNPs cho thiy kha ning san
xut cac cytokine IFN-y va TNF-a ting & chudt mang khéi u, va mic san xuat IL-
12 nhu mdt tac nhan CD4+ 14 cling dugc tang 1én dang ké so voi nhiing con chudt
d6i chimg. Nghién ctru chi ra duoc ty 1¢ sdng sot cua nhitng con chudt duoc diéu
tri v6i SeNPs/S-glucan cao hon dang ké so véi ddi ching.

3.4.3. Anh huéng ciia SeNPs/f-glucan dén cac chi so6 mién dich té bao
trong mau ngoai vi

Anh hudng cua SeNPs/f-glucan & cac nong do khac nhau d6i véi cac chi so
mién dich té bao trong mau ngoai vi cua chudt thir nghiém duoc thé hién & hinh
3.23. Két qua co thé thiy viéc bo sung SeNPs/B-glucan & nong do 2 - 6 mg/kg
thé trong qua duong udng giup ting chi s6 bach cau tong s6 WBC trong mau
ngoai vi cua chudt bi trc ché mién dich do CTX gay ra. So voi ham luong WBC
trong mau ngoai vi & nhém chudt suy giam mién dich dbi chimg DC(-) (20,8%),
viéc bd sung SeNPs/S-glucan nong do 4 - 6 mg/kg thé trong gitp ting ham
luong té bao nay 1én 35 - 45,1%. Ngoai ra, két qua khao st chi sb té bao bach
cau ciing cho thiy ty 1& té bao bach cau trung tinh, té bao lympho, té bao B, té
bao CD4+ va té bao NK ciing ting dang ké trong mau ngoai vi & cic nhém
chudt bi e ché mién dich duoc bd sung 4 - 6 mg SeNPs/S-glucan. Cu thé té bao
bach cau trung tinh ting tir 0,27% dén 1,87 - 2,73%, t& bao lympho ting tir
11,6% dén 21,7 - 25,2%, té bao B tang tir 0,15% dén 1,02 - 1,57%, té bao CD4+
tang tur 0,47% 1én 1,97 - 5,57% va té bao NK tang tur 1,07% lén 2,57 - 3,53%.
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Két qua nay tuong tu két qua ciia Song va ctv, 2021. Nhom tac gia di bao cdo
SeNPs c6 thé tang chi sé mién dich cua cac té bao khac nhau, cu thé gitp ting
cuong su ting sinh cac té bao T: té bao Thl (CD4+), t& bao cytotoxic T cells
(CD8+), té bao 8 va té bao NK. Do d6 co thé thuc diy sy phat trién cua chién
luge tri liéu mién dich hiéu qua. Chen va ctv (2022) ciing cho rang liéu phap
mién dich dua trén t& bao NK 13 mét chién luoc dﬁy hira hen dé khic phuc
nhiing tré ngai trong diéu tri bénh, nhét 1 ung thu (Chen va ctv, 2022). IFN-y 1a
mdt cytokine co vai trd quan trong trong kich hoat cac té bao NK, ting cudng
mién dich tc ché cac t& bao ung thu va nhiém virus. IL-12 gdp phan vao viéc
kich thich té bao NK va CD4+ san xuét IFN-y. TNF-a, IL-2 can thiét cho su
phét trién va chtic ning cua té bao va thuong dugc co thé san xuit trong qua
trinh dap tmg mién dich.

Trong mau ngoai vi, cac té bao bach cau (WBC) 1a mot phén rat quan trong
trong hé mién dich ctua dong vat dé khang lai cac yéu td tac dong bén ngoai va
su biét hoa cia WBC ciing anh hudng dén cac phan tmg mién dich. Té bao T 1a
mot trong nhiing té bao lympho bach cau thiét yéu nhat dong vai trd quan trong
nhat trong cac phan Gmg mién dich thich tng, tham gia bao vé co thé khang lai
nhiém trung, ung thu, viém nhiém va cac bénh man tinh khac. Viéc kich hoat
bach cau trong mau ngudi di duoc ching minh 13 ting khi bo sung thuc pham
giau selen (Bentley-Hewitt va ctv, 2014). SeNPs ciling dugc bao céo 1a c6 kha
nang phuc hoi WBC & nhirng con chudt bi e ché mién dich gay ra do buc xa.
Trudce d6, Yazdi va ctv (2012) ciing da chimg minh viéc bo sung hang ngay 100
ng SeNPs cho chudt giup gia ting s6 luong bach cau bao gdm tong sb té bao
bach ciu trung tinh va té bao lympho trong méau cta nhimg chudt bi chiéu xa tia
X. Shakibaie va ctv (2013) ciing da nghién ctru va cho thiy chi s6 WBC & chudt
binh thuong da ting 1én dang ké khi cho udng véi SeNPs ¢ ndng do 20 mg/kg
thé trong. Trong khi Duy va ctv (2021) da bao céo cho thay viéc sir dung hang
ngay 20 pg SeNPs/oligochitosan ciing cho thiy tic dung manh mé& dbi véi su

phuc hoi bach cau trong mdu ctia nhitng con chudt chiéu xa.

102



45

Té bao Lympho, %
[§S)
wn

A

bC(+) BC(-) 0 2 4 6

7 PCHDCEL 0 2 4 6
Nong dj SeNPs, mg/kg thé trong ong d9 SeNPs, mg/kg the trong
10 d (©) 30 d
e 25 | ®
8 =S
< "
. 220 .
<+ 6 =
=] =
8 Sst b
S 4t = b
= 10 t l
_‘ﬁ ’ ab ]
= 2
0.5
a
0
bC (+) bC(-) 0 2 4 6
PC (+) BC(-) 0 2 4 6
Nong do SeNPs, mg/kg thé trong Nong dj SeNPs, mg/kg thé trong
6
50
5 (F)
X 40
=
7 3 g 30 b
) E
2 g0 [
“[2 rd
! il B
0 A
bBC(HDC() 0 2 4 6 bC (+) BC(-) 0 2 4 6
Nong d§ SeNPs, mg/kg thé trong Nong dj SeNPs, mg/kg thé trong

Hinh 3.23. Anh hudng ctia ndng d6 SeNPs/g-glucan I1&n c4c chi s mién dich té
bao mau ngoai vi & chudt bj gy suy giam mién dich
Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdc khéng cé y nghia thong ké (p < 0,05).
Trong d6, A: Chi sé WBC, B: chi sé té bao lympho, C: Chi s6 CD4, D: Chi sé té
bao B, E: Chl s6 té bao NK, F: Chi s6 Neutrophik . PC(+): chudt khée manh
khéng gdy suy giam mién dich va chi cho uéng nwéc cat; PC(-): chudt gdy suy

giam mién dich bang CTX va chi cho uong nuoc cat
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Két qua nghién ctru cho thidy SeNPs/f-glucan téng hop bang phuong phap
chiéu xa c6 thé cai thién dang ké céc chi s6 mién dich té bao & mau ngoai vi cua
chudt bi e ché mién dich do CTX gay ra.

3.4.4. Anh hwéong ciia SeNPs/f -glucan Ién cac chi s6 mién dich trong tiy
xuong

Trong co thé nguoi va dong vat co vu, tiiy xwong 1a co quan tao mau va la co
quan mién dich trung wong quan trong. Viéc ¢ ché tiiy xuong 1a mot trong
nhimg tic dung phu rd rang nhit cua thudc hoa tri bao gdm ca diéu tri CTX
(Han va ctv, 2012). Nhiéu nghién ciru da cho thay thoi gian ton tai ciia bach cau
trong mau ngoai vi 1a ngan va can dugc b sung lién tuc tir tiy xuong (Arslan va
ctv, 2014). Téi thoi diém hién nay, hau nhu chua c6 cac nghién ctru trong va
ngoai nudc danh gia kha nang phuc hoi cac chi s6 mién dich trong tuy xwong
ctia SeNPs ddi voi chudt bi tre ché mién dich. Anh huong ciia SeNPs/S-glucan
dén chi sd cytokine ctia dich huyén phu tay xwong ctia chudt duge xir 1y bang
CTX da dugc danh gia trong nghién ctlru nay.

Két qua & hinh 3.24 (A) cho thiy, chi s6 WBC trong tuy xuong & nhiing con
chudt bi e ché mién dich bang CTX giam manh. Trong khi chi s6 WBC trong
thy xwong cia nhitng con chudt dugce diéu tri bang SeNPs/f-glucan ting 1én
dang ké. Theo d6, ty 1& bach cau tong sb trong dich tay xuong ciia nhom dbi
chimng CTX dugc xac dinh 1a 11,2% va ty 1€ nay & nhom duogc cho uéng voi2; 4
va 6 mg SeNPs/f-glucan tang 1én 1an luot 1én 52.3; 75,5 va 84,6% (hinh 3.24). O
nghiém thirc khi cho chudt uéng SeNPs/B-glucan voi lidu 4 - 6 mg/kg thé trong
thi chi s6 WBC phuc hoi gan nhu hoan toan.

Bén canh d6, lymphocytes bao gom: té bao T, té bao B va té bao dong vai tro
quan trong trong hé théng mién dich thich tng ddi véi hau nhu cac bénh nhiém
trung do vi khuan, vi rat va ung thu & ngudi ciing nhu & dong vat co vi. Pong
thoi ching ciing gitp hé théng mién dich cia co thé “ghi nhd™ va chong lai su
tai xam nhidm cta cac bénh trén trong twong lai. Két qua ¢ hinh 3.24 (B) c6 thé

thay chi s6 lymphocytes trong tuy xuong & nhom chudt khong bi tc ché mién
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dich (BC(+)) do duoc 1a 47,5%, giam con 6,97% & nhom chudt bi e ché mién
dich (PC(-)). Khi b6 sung SeNPs & nong do 2 - 4 mg/kg chi sé lymphocytes c6
sy tang 1én, tuy nhién chi ) nay tang lén chua cao, chi dat 20,5; 23,5% tuong
mg. Diéu nay co thé giai thich do lymphocytes chiém ty 1¢ cao nhat trong tong
s6 luong bach ciu cua co thé nén ching chiu anh hudng 16n nhat dbi voi qua
trinh ho4 tri néi chung va hoa tri bang CTX noi riéng. Tuy nhién khi ting nong
d6 SeNPs 1én 6 mg SeNPs/kg thé trong chudt di co tac dung phuc hdi mot cach
dang ké chi s6 lymphocyte trong tuy xwong & nhom chudt bi tmg ché mién dich.
Cu thé, chi s6 lymphocyte dat 44,4%. Két qua cho thdy phuc hoi gan nhu hoan
toan khi so sanh véi nghiém thicc PC(+). Trong nghién ctru ciia Yazdi va ctv
(2013) sau 30 ngay cho uéng SeNPs/S-glucan sy hoi phuc cua té bao bach cau
lympho va bach cau trung tinh & chuét bi trc ché mién dich bai birc xa.

CD34+ la mot glycoprotein xuyén mang, dugc xem nhu 1la mot d4u hiéu dé
nhén biét cac té bao gdc tao mau (Hematopoietic stem cells-HSC) ¢ ngudi va
dong vat c6 vi. Sy biét hoa HSC tao cac té bao mau trudng thanh nhu: héng
cau, bach cau, tiéu cau va té bao lympho, nhiing té bao nay giit vai tro quan
trong trong hé théng mién dich ciing nhu trong hoat dong séng cia co thé dong
vat n6i chung (Pei va ctv, 1999). Cac té bao CD34+ thudng bi suy giam nghiém
trong dudi tic dong cta hoa chat trong qua trinh hod tri. Két qua tir hinh 3.24
(C) cho thay chi s té bao CD34+ ctia nhém chudt bi trc ché mién dich boi CXT
dugc x4c dinh 1a 0,3%, giam gan 15 1an so v&i nhom chudt binh thuong
(4,47%). Piéu tri bang SeNPs/f-glucan véi nong do 2 - 6 mg/kg thé trong chudt
trong 14 ngay giup hoi phuc mot cach dang ké chi sb té bao CD34+ trong tuy
xuong chudt. Pac biét, SeNPs/f-glucan ¢ nong d6 6 mg/kg thé trong cho hiéu
qua phuc hdi tot nhat chi sb té bao CD34+ (3,6%) ¢ chudt duoc thir nghiém.
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Hinh 3.24. Anh hudng ctia ndng d6 SeNPs/g-glucan 1én céac chi s mién dich

trong tily xuong & chudt bi giy suy giam mién dich
Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdc khéng cé y nghia thong ké (p < 0,05). A:
Chi s6 WBC trong tiy xwong, B: chi sé lymphocyte trong tity xuong, C: Chi s6
CD34 trong ity xwong. Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdic khéng cé y nghia
thong ké (p < 0,05). PC(+): chudt khée manh khéng gay suy giam mién dich va
chi cho uéng nudce cdt; DC(+): chudt gdy suy giam mién dich bang CTX va chi
cho uéng nurde cdt.

106



Két qua thu dugc cho thdy SeNPs/B-glucan dugc tong hop bang chiéu xa da
cai thién dang ké sy ting sinh té bao mién dich trong tuy xuong, diéu nay rat
quan trong dé duy tri lién tuc céac chi s6 mién dich té bao va mién dich djch thé
trong mau ngoai vi ctia chudt bi ¢ ché mién dich. Nong do thich hop dé bo sung
SeNPs/f-glucan qua duong ubng dugc xac dinh 1a 6 mg/kg thé trong chudt.

O nguoi, diéu hoa mién dich rat quan trong dé bao vé chéng lai mot sd bénh,
bao gém ung thu. Hau hét cac loai thudc hoa tri lidu tGc ché ung thu nhu CTX,
gemcitabine, va 5-fluorouracil v.v, déu gy ra tic dung gy @c ché mién dich, co
thé de doa tinh mang. C4c tac dung tc ché té bao ung thu ciia CTX ty 1é thuan
v6i lugng CTX dung va thuong din dén e ché mién dich va tac dung gay doc té
bao. Do d6 viéc sur dung san phém sinh hoc lam giam tac dung phu cua thube
diéu tri ung thu Ia rit quan trong dé cai thién chirc ning mién dich cta bénh
nhan ung thu.

Hé thong mién dich ctia co thé bao gém cac co quan mién dich (14 lach, tuy
xuong, tuyén e, hach bach huyét, amidan, v.v.), té bao mién dich (té bao bach
huyét, t¢ bao thuyc bao, v.v.) va cac phan t¢ mién dich (cytokine,
immunoglobulin, lysozyme, v.v.) (Yu va cong su, 2019). Phan tng mién dich
ctia vt chu duge tao thanh tir mién dich bim sinh (mién dich tu nhién) va mién
dich thich tmg (mién dich thich nghi), phu thudc vao mét s6 co quan mién dich
quan trong nhu tuyén uc va la lach (Zhang, Wang, Lai, & Wu, 2016). Tuyén uc
va 14 lach 1a hai co quan c6 tac dung khang khuan va chong ndm quan trong co
quan phan tng mién dich, két hop hé thong mién dich bam sinh va hé thong
mién dich thich tng trong mot to chire duy nhat. Pay 1a co quan dugc goi 1 cac
chi s6 ban dau phan anh kha ning mién dich. Mién dich bam sinh bao gém cac
hang rao biéu md, hé théng thuc bao (té bao trung tinh va dai thuc bao), té bao
NK va cac protein. Mién dich thich tmg bao gém céc té bao lympho va cac san
phém cua chang. Té bao lympho B dugc xem 1a tru cdt ciia h¢ théng mién dich
thich tng. Sau khi nhan biét khang nguyén, té bao lympho B s& tang sinh va biét
hoa thanh twong bao, bat dau san xuét ra khang thé Ig khang thé chuyén biét
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dudi dang protein hoa tan. Cac khang thé - goi 13 cac Globulin mién dich (IgA,
IgM, 1gG) dam nhiém chirc nang nhéan biét, co thé nhanh chong phat hi¢n mam
bénh va cac chit la c6 kha ning gay hai (khang nguyén la), sau d6 gin vao
ching tao ra phirc hop khang nguyén - khang thé duoc goi 13 phirc hop mién
dich, lam v6 hiéu hoa cac khang nguyén va tao diéu kién cho cac dai thuc bao
t6i don dep, giai phong chung ra khoi co thé. Tir d6 gitip co thé tiéu diét cac tac
nhan gay bénh.

Té bao lympho T dugc san xuét trong tiy xuong sau d6 di chuyén dén tuyén
uc (thymus), thuéc nhém cac té bao bach cau, chju trach nhiém nhan dién, pha
huy, dao thai cac té bao bi nhiém bénh ra khéi co thé. Khi mot mam bénh duoc
tim thay, cac té bao lympho T s& dugc nhan 1én nhanh chong va phat trién thanh
cac té bao chuyén biét, tao ra cac phan ung phong thu, tiéu di¢t va loai bo cac
tac nhan ra khoi co thé. Tang sinh té bao T dan dén ty 1& Th1/Th2 ting, gilp
kich hoat qué trinh dap tng mién dich qua trung gian té bao va mién dich dich
thé. Té bao Thl va Th2 san xuét ra cac cytokine dac hi¢u dé kiém soat truc tiép
va gian tiép phan tng mién dich dic hiéu, cu thé cac cytokine IL-2, IFN-y va
TNF-a dugc diéu hoa boi cac té bao Thl. Cytokine rat quan trong trong phan
tmg mién dich va déng vai tro then chdt trong cudc chién chdng lai sy phat trién
ctia khoi u va vi khuan.

Trong nghién ciru nay, cic tic dung ting cuong mién dich ctia SeNPs/f-
glucan tong hop bang phuong phap chiéu xa trén mé hinh chuét BALC/c bi tic
ché mién dich do CTX gay ra da dugc danh gia thanh cong. Tur cac két qua trén
cho thiy, khi tiém CTX liéu 100 mg/kg thé trong/ngay tiém phuc mac lién tuc
trong 3 ngay da lam chudt bi suy giam rd rét trong luong co thé, va cac chi sb
mién dich ¢ lach, mau ngoai vi va ca trong tiy xwong. Bén canh d6, két qua
nghién ctru ciing cho thay, khi chudt duoc diéu tri bang SeNPs/B-glucan sau 14
ngay da gilp 6n dinh dugc trong lwong chudt, ting khéi luong lach cai thién
hi¢u qua cac chi s6 mién dich & cac co quan mién dich trén mé hinh chudt bi tc

ché mién dich boi CTX. Cu thé chi s6 lach & cac nghiém thirc bo sung SeNPs/f-
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glucan so v6i nhom suy giam mién dich CTX ddi chimg tang 1én dang ké. Nhém
chudt bd sung SeNPs/f-glucan & ndng d6 2 - 6 mg/kg thé trong co thé ting
cudng thuc day, kich thich sy tiét ra cac cytokine IL-2, TNF-a, IFN-y va cac
immoglubin IgG va IgM & chudt bi suy giam mién dich do CTX giy ra dé khoi
phuc hé théng mién dich va cin bang té bao Thl va Th2. SeNPs/s-glucan gilp
ting cuong mién dich dich thé va kich thich tao cac khang thé 1gA, 1gG va IgM
gitip co thé tiéu diét cac tac nhan giy bénh. Cac khang thé nay dam nhén chirc
nang nhan biét, két hop dac hi€u vo1 khang nguyén, tao ta, ngung két va hoat
héa hé mién dich khong dic hiéu. Do d6 SeNPs co thé tang cuong hoat dong ctua
cac té bao mién dich nhu té bao T va té bao B. Kha ning diéu chinh san xuit cac
cytokine tién viém (nhu TNF-a, IL-6) tir d6 diéu chinh phan tng mién dich.
Piéu nay giup co thé phan mg nhanh va hiéu qua hon véi cac tic nhan giy
bénh, gitp ting cudng mién dich co thé.

TOm lai, ché pham SeNPs/g-glucan tong hop bang phuong phap chiéu xa da
cho thay rd kha ning tic dong kich thich ting cuong mién dich. Bang cach
tuong tac truc tiép voi cac té bao mién dich bam sinh, chéng han nhu dai thuc
bao, t& bao NK, cac hat SeNPs/s-glucan c6 thé diéu chinh kha niang mién dich
bam sinh dé ngan chan sy phat trién cua bénh, dugc bao cao la thic d:fly cac
phuong phap diéu tri chong ung thu, chong nhiém tring va chéng viém. Hon
nita, cac hat SeNPs ciing c6 thé kich hoat va phuc hdi cac té bao T khac nhau dé
diéu chinh mién dich thich tmg nham ting cudng kha ning giy doc té bao dé
chéng lai cac t& bao ung thu. Piéu nay cho thay tiém ning ctia cac hat SeNPs
d6i v6i su phat trién liéu phap mién dich méi, dic biét 1a diéu trj ung thu trong
liéu phap mién dich diéu khién cic thanh phan mién dich khac nhau dé nhim
muc tiéu va loai bo cac tac nhan gdy bénh nhu té bao ung thu hodc lam giam céc
triéu chimg ma khong ton tai kha ning khang thudc. Khi hé mién dich hoat dong
hiéu qua, n6 ¢ thé nhan dién va tiéu diét cac té bao ung thu khi chung méi hinh

thanh. Piéu ndy gitp ngin chin su phat trién va lan rong cta ung thu. Do d6
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SeNPs/B-glucan c6 thé 1a mot Gng ctr vién day hira hen trong umg dung phéat
trién san phém hd tro kiém soét bénh tat, nhat 1a ung thu.
3.5. Hoat tinh trc ché té bao ung thw gan HepG2 ciia SeNPs/f-glucan

3.5.1. Két qua danh gia hoat tinh vrc ché té bao ung thw gan HepG2

Mudi MTT khi duogc van chuyén vao trong té bao s& bi khir & ty thé bai
enzyme mitochondria reductase tao ra san pham la formazan & dang tinh thé
mau tim hap thu cuc dai hap thu ¢ 540 nm. Formazan sau khi tong hop duoc tich
lity trong ty thé, giai phong ra ngoai khi pha v té bao va dugc hoa tan trong
DMSO. Formazan giai phong ra sé& duoc xac dinh bang phuong phap do mat do
quang. Kha ning khat MTT thanh formazan cua té bao cho thay sy nguyén ven
cta ty thé, hay su séng sot cta té bao. Do viy, néu té bao duoc nudi trong moi
truong co chat thir nghiém va MTT, tao ra cudng d6 mau ctia formazan cang
dam ching to su séng sot cua té bao cang cao, dgc tinh cua chét thur nghiém lén

té bao cang thap.
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Hinh 3.25. Ti 1¢ sdng cta té bao HepG2 khi xur 1y véi cac ndong d6 SeNPs/p-
glucan khac nhau
Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdc khong cé y nghia théng ké (p < 0,05). PC:

Nghiém thire doi chitng dm.
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Két qua danh gia hoat tinh e ché t& bao ung thu gan HepG2 cta SeNPs/s-
glucan bang phuong phap MTT duoc thé hién & hinh 3.25. Két qua cho thdy sy
tang sinh ctia t& bao ung thu gan HepG2 giam dan khi ting nong d6 SeNPs/f-
glucan. O cac nghiém thirc voi nong d6 SeNPs/g-glucan 0,5 - 5 ppm gan nhu chua
thé hién tac dung trc ché ting sinh té bao HepG2, ti 1é té bao séng dat trén 70% va
két qua & cac nghiém thire ndy khong khéc biét y nghia thong ké. Tuy nhién & cac
nghiém thirc v6i ndng d6 SeNPs cao hon, kha ning sdng sot cua cac té bao da giam
dang ké, c6 khac biét nhidu so v6i ddi chung. Tir ndng d6 SeNPs/S-glucan 10 ppm
trd di, sy ting sinh cua té bao HepG2 giam manh va ti 1¢ song té bao chi con dudi
50%. Cu thé nghiém thirc ndng d6 10 va 20 ppm ti 18 séng cua té bao HepG2 chi
con tuong tmg 12 34 va 17%. Piéu nay cho thay ¢ nong do6 20 ppm ché pham
SeNPs/-glucan tong hop bang phuong phéap chiéu xa di e ché gan nhu hoan
toan té bao ung thu gan. Gié tri ICsq ctia SeNPs/S-glucan ddi v6i dong té bao
ung thu HepG2 14 6,511 ppm (hinh 3.26).

Quan sét hinh anh té bao dudi kinh hién vi cling cho thay su thay dbi dang ké
hinh thai té bao & cic nong do xt Iy khac nhau. O ndng do 10 va 20 ppm, té bao
da khong con bam dinh nhau ma c¢6 sy co rat va phan manh (hinh 3.27). Pi va
ctv (2013) di chimg minh viéc xt 1y véi SeNPs da lam thay d6i cac dic tinh co
hoc, sinh hoc cua té bao ung thu, dac bi¢t lam gidm dang ké luc bam dinh va
modun Young cta té bao cua té bao MCF-7. Nhom tac gia da nghién ctru biéu
hién cta cac phan tir CD44, ciu tric va luong phén tir soi F-actin. Két qua cho
thay lyc bam dinh giam mot phan 1a do nhiing thay doi cua cac phan tir mang té
bao do SeNPs gay ra, chang han nhu sy diéu hoa giam cac phan tir CD44 xuyén
mang. Ngoai ra, sy giam mo dun Young cuia cac té bio MCF-7 1a do sy mat t6
chtrc va giam sy lién két ctia phan tir F-actin dang soi do SeNP gy ra. Két qua
ctia nhom nghién ctru da cho thiy mang té bao c6 tim quan trong trong doc tinh
do SeNPs gay ra ¢ té bao ung thu, ¢6 thé dugc dung 1am myc tiéu tiém nang cho

viéc diéu tri ung thu bang SeNPs (Pi va ctv, 2013).

112



Khao sat trén dong nguyén bao soi L929 khi bd sung SeNPs/g-glucan ¢ cac
noéng do twong dwong tir 1-20 ppm cho két qua ti 1& séng cua té bao L929 dat
gan 70%. Pic biét & cac nghiém thirc bd sung SeNPs/f-glucan nong do 5 va 10
ppm ti 1¢ ting sinh té bao dat trén 80%. Cac két qua dugc thé hién ¢ hinh 3.28.
Gia trj ICs ctia SeNPs/f-glucan dbi véi dong té bao 1929 dat 48,3 ppm (hinh
3.29).

Tir gid tri ICsp trén dong té bao ung thu va té bao thuong c6 thé tinh duoc chi
s6 chon loc SI (selectivity index) dé danh gia tiém ning tmg dung va phat trién
huéng lam nguyén liéu trong thudc chdng ung thu. Chi sé chon loc SI c6 thé
dugc dinh nghia la ty 1¢ néng do doc hai cuia mot mau so véi néng do hoat tinh
sinh hoc hiéu qua cta né. Gia tri SI cang cao c6 thé danh gia hop chéat d6 cang
co tinh chon lgc cao trong tiéu diét hoac trc ché su phat trién cua té bao ung thu.
O nghién ctru nay gia tri SI = 7.4, diéu nay cho thiy tiém ning cua SeNPs//-
glucan 13 rat 16n cho nghién ctru phat trién thanh thudc chong ung thu gan. Theo
nhan dinh cia Gunawan va ctv (2020), viéc dua ra gia tri SI rat quan trong dé
xac dinh liu cac nghién ctu tiép theo co thé duoc tiép tuc hay khong.
Weerapreeyakul va ctv (2012) va Sutejo va ctv (2016) da nghién ctru va dé xuét
gia tri SI > 3 1a hop chit co gia tri chon loc cao, co thé phan loai nhitng hop chat
c6 tiém nang nghién ctru trong viée e ché ung thu. Gia tri SI cang cao cho thay
tinh chon loc manh trong vi¢c nhim muc tiéu vao cac té bao ung thu trong khi
giam thiéu cac tac dong c6 hai 1én cac té bao binh thuong, diéu nay ciing phu
hop vai cac tiéu chi do Weerapreeyakul va ctv (2012) va Indrayanto va ctv
(2021) khang dinh trong viéc danh gia cac hop chit co tiém ning tmg dung diéu
tri ung thu.

Két qua thu duoc co thé nhan dinh ché pham SeNPs/f-glucan ¢ kha ning e
ché manh d6i v&i su phat trién té bao ung thu gan HepG2 nhung khong gay doc
trén nguyén bao soi L929 ¢ cac néng do dudi 20 ppm. SeNPs/S-glucan c6 tinh

chon loc di véi dong té bao ung thu va té bao thudong. Do d6 c6 thé xem xét
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huéng tmg dung SeNPs/S-glucan trong cac san pham phong va hd trg diéu tri
ung thu trong tuong lai.

Bén canh d6, hinh anh quan sat t& bao dudi kinh hién vi cho thay khong c6 su
thay d6i dang ké hinh thai té bao L929 & cac nong do SeNPs/A-glucan (hinh
3.30). Diéu nay co thé giai thich rang SeNP lién quan dén kich thuéc hoic tinh
chat bé mit cua ching. Kich thudc hat SeNPs/g-glucan khoang 92 nm c6 thé
X4m nhap qua cdc md ung thu do kich thudc cac mod caa khdi u khoang 100 -
800 nm va ¢ ché, tiéu diét chung nhung khoéng xam nhap duoc vao mé té bao
khoe manh do kich thuéc cac mé té bao khoe manh nho hon (khoang 2 - 6 nm).
Mang cac té bao khoe manh c6 cac gidi han vé kich thudc va dién tich bé mat cu
thé c6 thé anh hudng dén qua trinh hap thu hat nano. Bén canh d6, 16p phu bé
mit hodc cac nhom chiic ning ciia SeNPs c6 thé anh huong dén qua trinh hap
thu té bao cua ching. Cac nhém chirc ning lién két ciia SeNPs ting cudng kha
nang tuong thich sinh hoc hoac nhim muc tiéu c6 thé anh huong dén muc do dé
dang hap thu cac hat nano cta céc loai té bao cu thé. Tran va ctv (2009) da duoc
chtng minh SeNPs ¢ kha ning chon loc gifta té bao binh thudng va té bao ung
thu. SeNPs tac dung trc ché té bao ung thu va thuc day té bao khoe manh thong
qua qué trinh nhap bao va xuat bao, giy ra apoptosis té bao bang cach kich hoat
duong din truyén tin hiéu apoptosis (Tran va ctv, 2009). Chen va ctv (2008)
cling khéng dinh, bén canh hi¢u qua chéng ung thu dgc ddo, SeNPs c6 tinh chon
loc t6t hon giita t& bao binh thudong va té bao ung thu so voi Se*” & ndng do
tuong tu. Trong diéu tri ung thu, day la diém dic biét gitp phat trién chién lugc
tri liéu méi nham nham dich, Gc ché té bao ung thu bang phuong phap chu dong,
tang cuong kha niang tham thau toi té bao dich va hiéu qua luu giit, ting cuong
kha nang tac dong tring dich. C4&c hat nano c6 kich thudc trong pham vi 10 -
100 nm duoc coi 1a 1y tudéng vi chung du nho dé tranh su hap thu caa hé thdng
luGi noi mod, nhung du 16n dé thoét khoi qua trinh loc o than.

Alam va ctv (2019) da nghién ctru cho biét gia tri ICs, cia SeNPs duoc tong
hop bang chiét xuat 14 6i Psidium guajava trén dong té bao ung thu gan (HepG2)
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1a 25 pg/mL. Cui va ctv (2018) ciing da nghién ctru hoat tinh @rc ché ung thu trén
té bao HepG2 cua SeNPs dugc tong hop bang cach sir dung HE (chiét xuat tir
t40 gai) cho thay ti 1¢ sdng sot cuia té bao HepG2 giam dan khi ting dan ndng do
HE-SeNPs. San pham HE-SeNPs cho thiy hoat tinh trc ché té bao ung thu gan
HepG2 tdt, voi ICsq 14 19,22 pg/mL. Nghién ctru cling cho thdy, HE-SeNPs hau
nhu khong giy doc té bao dén té bao HLO2 (té bao gan khoe manh). Indumathy
va ctv (2020) ciing da danh gia hoat tinh gy doc té bao HepG2 ciia SeNPs, véi két
qua cho thay kha ning séng cia té bao HepG2 dat 33,7 % & nong d6 30 pg/mL va
nghién ctru khang dinh tac dung gay doc té bao ung thu phu thudc vao liéu luong

(Indumathy va ctv, 2020).
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Hinh 3.28. Ti 1¢ song ctia nguyén bao soi L929 khi xir Iy SeNPs/f-glucan &
noéng do 1 - 20 ppm.
Nhitng ky tw giong nhau thi sai khdc khéng cé y nghia thong ké (p < 0,05).
Trong d6,DC: Nghiém thirc doi chirng am;
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Hinh 3.29. Gia tri ICs cua SeNPs/S-glucan trén nguyén bao soi L929
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Nhu vay két qua khao sat bude dau co thé thiy SeNPs/A-glucan cé tiém ning
g dung trong hd tro phong va diéu tri ung thu. Két qua nay cao hon két qua cua
mot s6 nghién ctru SeNPs gan ddy trén dong té bao ung thu gan.

3.5.2. Két qua kha niing cam ng apoptosis té bao ung thw
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Hinh 3.31. Ti 1¢ song té bao HepG2 phan bd cac ving khac nhau sau khi xir 1y
véi SeNPs/f-glucan
Ti 1é té bao HepG2 phdn bé ¢ cdic ving dwoc xdc dinh bdang phiwong phdp
nhuém kép Annexin V-FITC/TAAD va phan tich trén hé thong may Flow
cytommetry FACSAria Ill. Trong dé, PC: Nghiém thirc déi chitng( xit Iy véi
H,0). Q1- #¢ bao apoptosis sém, Q2- té bao apoptosis mudn;, Q3- té bdao song,
Q4- té bao necrosis.

Apoptosis 1a mot qua trinh sinh 1y binh thudng cia co thé. N6 1a mot dang tu
chét theo 1ap trinh ctia té bao xay ra trong truong hop bénh 1y trong céc thé sinh
vat va gop phén thay thé té bao, tai tao mo va loai bo cac té bao bi hu hong trong
diéu kién binh thuong (Boil va ctv, 1997). Viéc hoat héa qua trinh apoptosis
duoc xem la mot trong cac cach tiép can chinh dé loai bo té bao ung thu. Té bao
ung thu thuong cé kha niang chdng lai qua trinh apoptosis do su thay ddi trong

cac gene ki€ém soat chu trinh t€ bao va qua trinh chét t€ bao, nhu cac dot bién
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trong p53, cac yéu td tin hiéu tir thu thé, hodc thay d6i trong cac protein trc ché
apoptosis (nhu Bcl-2). Cac chat tiém nang chéng ung thu thuong duoc danh gia
qua co ché chil yéu 13 c6 kha ning dua té bao ung thu vao chu trinh apoptosis.
Apoptosis thudng duge dic trung boi nhitng thay d6i dién hinh vé mat céu tric
cta té bao, bao gém su co lai té bao, su c6 dic cia chromatin, su phan manh
DNA va su dich chuyén cua phan tir Phosphatidylserine tir bén trong ra bén
ngoai mang té bao. Qué trinh apoptosis dugc kich hoat boi cac kich thich bén
trong va bén ngoai, tir d6 hinh thanh hai con dudng chinh. Tht nhat 13 con
duong ndi bao hay con goi 1a con dudng ti thé. Thir hai 1 con duong ngoai bao
hay con goi 1a con duong phu thudc vao thy thé trén bé mit té bao.

Trong céac té bao apoptotic, mang phospholipid phosphatidylserine (PS) duoc
chuyén tir mit trong sang mit ngoai ctia mang plasma. Annexin V 1a mot protein
lién két phospholipid, c6 ai luc cao v6i PS. Do qua trinh ngoai héa PS xay ra &
giai doan dau cia qua trinh apoptosis, nhudm Annexin V duogc lién hop véi
huynh quang c6 thé xac dinh apoptosis ¢ giai doan sém. Do d6, dé 1am r& hon
qua trinh apoptosis cta té bao ung thu gan HepG2 sau khi xir Iy véi SeNPs/f-
glucan & cac nong do khac nhau, phuong phap nhuém kép AnnexinV-FITC va
7AAD duoc sir dung dé phan biét té bao séng, t& bao apoptosis sém, t& bao
apoptosis muon hoic té bao hoai tir bang phuong phap phan tich flow cytometry
(hinh 3.31). Két qua ¢ hinh 3.31 va hinh 3.32 cho thiy, ¢ nghiém thirc miu DC
(xt Iy v6i H,0), lugng té bao khong bat mau Annexin V-PE va 7AAD cao ving
Q3 (té bao séng) dat khoang 92%. Trong khi ¢ ving Q1, Q2 va Q4 déu chiém ty
1¢ rat thap (< 5%). Tuy nhién khi xt Iy & cac nong do SeNPs/f-glucan ting dan
tir 1 - 20 ppm, luong té bao séng (Q3) giam dan. Pic biét & nghiém thirc xir 1y
20 ppm, tham chi khong ghi nhan té bao song. Mit khac, & nong do 1 ppm va 5
ppm ti 1€ Q4 lai cao (7AAD duong tinh va Annexin V-PE am tinh). Mic du vay,
ti 1€ vung Q1 (7AAD am tinh va Annexin V-PE duong tinh -apoptosis sém) lai
hau nhu khong co, chi chiém < 5%. Trong khi do, bat dau tir mau xir Iy & ndng

d6 5 ppm, ti 1& té bao & ving QI tiang dan (tir 26% 1én 66%). Va tiép tuc xtr 1y
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v6i ndng @6 20 ppm hau nhu ti 16 t& bao tdp trung & ving Ql- giai doan
apoptosis som. Tir nhitng két qua trén co thé thdy, SeNPs/f-glucan dugc tong
hop biang phuong phap chiéu xa c6 kha ning cam tng apoptosis dbi véi té bao
ung thu gan va phu thudc vao ndng do xir Iy. O ndéng do cang cao, s6 luong té
bao ting dan & giai doan apoptosis sém. Do d6, c6 thé két luan SeNPs/S-glucan
c6 kha ning trc ché té bao ung thu gan va dua té bao ung thu gan vao qua trinh
chét theo chu trinh. Diéu ndy c6 ¥ nghia rat quan trong cho tiém niang ting dung
ché pham SeNPs/S-glucan trong phat trién san pham bao vé strc khoe.

Quan sat té bao qua kinh hién vi (hinh 3.33), & nghiém thirc ddi chimg PC
(nghiém thirc xtr Iy véi H,0) té bao c6 hinh thai t& bao phét trién binh thudng.
Khi xir Iy v6i nong d6 1 va 5 ppm, té bao van bam trén mit dia nhung do phu
thap hon. Ttr miu xr 1y & 5 ppm, dd ghi nhan c6 1 s6 t& bao khong bam duoc
trén mat dia va troi ndi trong moi truong. SO lugng té bao bi giam manh so véi
trude khi xtr Iy véi SeNPs/A-glucan (con 0,78 x 10° té bao), mot sb té bao di co
d4u hiéu co cum lai va khong con kha nang bam trén dia. Tang dan néng do xur
1y, & nong d6 5 ppm va 10 ppm, té bao co hién tuong co cum va khong con kha
nang bam dinh. S6 lugng té bao sdng chi con 0,45 x 10° t& bao. O nghiém thirc
xtr 1y v&i 20 ppm SeNPs/f-glucan khi kiém tra véi trypan blue lugng té bao

song giam manh.
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Hinh 3.32. Két qua phan tich Flow cytommetry cia té bao HepG2 sau khi xir Iy
SeNPs/-glucan ¢ ndong d6 1 - 20 ppm

Ti 1é té bao HepG2 phdn bé ¢ cic Wing dwoc xdc dinh bdang phiwong phdp
nhuém kép Annexin V-FITC/TAAD va phan tich bang kj thudt dong chay té bao
Flow cytommetry FACSAria Ill. Méi biéu dé gom 4 6: 6 géc phan tw thir 1
Q1 :(té bao apoptosis som); é géc phan tw thir 2 Q2: (té bao apoptosis mudn); 0
g6c phan tw thir 3 Q3 (té bao song) va 6 géc phan tw thir 4 Q4 (té bao necrosis).
Trong d6, A: Nghiém thirc doi chitng, B, C, D,E: Cac nghiém thirc SeNPs/f-
glucan & cdc nong do 1, 5,10 va 20 ppm.
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Nghién ctru ciia Cui va ctv (2018) ciing cho thdy c6 su ting ty 1& té bao
HepG2 trong giai doan apoptosis sém sau khi diéu tri bang HE-SeNPs. Tang va
ctv (2020) ciing dd chimg minh co ché e ché dang ké cac dong té bao A549,
HepG-2 va MCF-7 ctia LAG-SeNPs théng qua co ché gay ra cam (mg apoptosis.

Hinh 3.33. Hinh anh té bao HepG2 trudc va sau khi xir Iy SeNPs/S-glucan ¢
nong do 1 - 20 ppm. Trong d6, A: mdu trwée khi xir 1y, B: Mau xir Iy véi nude, .
C, D, E, F: Cdc mdu xir Iy véi SeNPs/-glucan ¢ cdc nong d@é 1, 5,10 va 20 ppm.

Nhu vay, ngoai viéc danh gia hiéu qua trc ché ting sinh té bao ung thu

gan HepG2, két qua nghién ciru ciing chimg minh dugc SeNPs/f-glucan tic ché
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su tang sinh cia té bao ung thu gan thong qua cam umg apoptosis. Trong nghién
ctru nay, SeNPs/B-glucan giy ra hién tuong apoptosis trong té bao HepG2 dugc
xac dinh bo1 su ¢6 dac chromatin va sy phan manh DNA. Pay 1a mdt co ché can
bang ndi md quan trong dam bao sy hai hoa giita sy phan chia té bao va su chét
ctia t& bao nham duy tri sé luong té bao thich hop trong mdi cu trac mo.

3.5.3. Két qua phén tich chu ky té bao

Rdi loan trong phan chia té bao 13 mot trong nhiing dic trung co ban nhat cia
té bao ung thu. N6 1a két qua cua sy phan chia té bao khong kiém soat do su pha
v& céac co ché diéu chinh chu ky té bao. Do d6, wrc ché chu ky phén chia té bao 1a
mot trong nhitng dich quan trong dé phat trién cac loai thuéc chdng ung thu hién
nay. Chu ky phan chia té bao thuong duogc chia lam 5 pha: GO (pha nghi), G1
(pha tang truong binh thudng), S (pha nhan d6i DNA), G2 (chuin bi nguyén
phan) va M (nguyén phan). Phén tich chu ky té bao duoc st dung dé xac dinh ty
1¢ té bao trong timg giai doan (timg pha). Té bao dugc nhudm voi thudée nhudém
huynh quang c6 kha ning gan véi DNA (thuong 14 Propidium lodide (PI)). PI
khong bat mau véi cac té bao song (do co thanh té bao) nén cac té bao s& duoc
¢ dinh véi ethanol trude khi nhudm.

Két qua phén tich chu ky té bao bang k¥ thuat Flow cytometry (hinh 3.34 va
hinh 3.35) cho thay, sau 24 h xir Iy, & nghiém thic BC (xtr 1y voi H,0) ti 18 té
bao phan bd & pha P2 (G0/G1) chiém trén 40% day la pha caa chu ky té bao ma
tai d6 cac té bao & trang thai nghi, khong c6 cac hoat dong phan chia té bao; Pha
S, té bao dang trong ky phan chia té bao chiém 11 - 12%, P4 (G2/M) chiém 27%
va P5 (sub-G1) hau nhu khéng . O nghiém thirc xtr 1y v6i SeNPs/B-glucan voi
noéng do 1 ppm va 5 ppm, bat dau c6 su thay do6i so véi mau d6i ching. Cu thé,
ti 1¢ t& bao & pha GO/G1 giam con ~30%, trong khi ti 16 té bao & pha S va G2/M
c6 su tang nhe, cho thay té bao dang khong phan chia. Ngoai ra, con xudt hién tir
2 -7% trong quan thé & ving P5. Diéu nay dung véi két qua nhudm trypan blue
khi s6 luong té bao & nghiém thic ndng do SeNPs/B-glucan 1 ppm va 5 ppm

khong ting, tham chi con gidam so v&i luong té bao ban dau. Khi ting nong do

122



SeNPs/B-glucan >10 ppm, ti 1& té bao & pha GO/G1 tiép tuc giam, nhan thiy & ca
hai nghiém thirc nay, ti 18 t& bao & pha S va G2/M déu giam manh chtr khong
tang nhu khi xt 1y v6i ndng do 1 ppm va 5 ppm. Trong khi d6, & pha P5 (sub -
G1) ti 1é té bao lai ting 1én dang ké. Pac biét, khi ting néng do xtr Iy 1én 20
ppm, hau nhu ti 18 té bao déu tap trung & ving P5 (sub - G1). Piéu nay cho thy,
SeNPs/p-glucan di tic ché sy ting sinh té bao HepG2, 1am céc té bao dimg (lam
cham) chu ky té bao tai pha khong phan chia (G0/G1) va giam luogng té bao ¢
chu ky phan chia S-G2/M va dua té bao vao pha sub - G1, tai pha nay xuat hién
c4c manh v té bao, cac té bao apoptotic giai doan tré (late-stage apoptosis) va
cac té bao hoai tir (necrotic cells) nén DNA phan manh, cuong do PI thap. Nhu
vay co thé thay ti 1& song cta té bao HepG2 giam dan khi tang ndng do xu 1y véi
SeNPs/-glucan, té bao déu bi e ché hoan toan chu ky ky phéan chia & pha S va
G2/M, tit ca té bao di vao pha sub -G1. Pay 1a pha té bao ¢ trang thai nghi hoic
bi apoptosis. Nhing két qua nay cho thay kha ning gy ra roi loan trong chu ky
phan chia t& bao c6 thé 1a mot trong nhitng co ché e ché sy ting sinh té bao

HepG2 cua SeNPs/f-glucan.
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Hinh 3.34. Biéu d6 phan bd chu ky té bao HepG2 duoc xtr Iy SeNPs/f-glucan &

noéng do 1 - 20 ppm
Trong dé, , PC: nghiémm thirc doi chimg (xit Iy véi H,0)
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Hinh 3.35. Két qua phan bd chu ky té bao cua cac té bao HepG2 duge xir 1y
SeNPs/-glucan ¢ nong d6 1 - 20 ppm
Trong d6, A: nghiém thirc doi chirng (xir Iy véi H,0), B, C, D, E: la cdc nghiém
thire xir Iy véi SeNPs/B-glucan ¢ cac nong do 1 - 20 ppm
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Lopez-Heras va ctv (2014) da nghién ciu anh huong cua cac Ch-SeNPs
(SeNPs 6n dinh trong chitosan) dén qua trinh apoptosis va chu ky té bao cua té
bao ung thu gan HepG2. Nhém tac gia khiang dinh Ch-SeNPs gay qua trinh
appoptosis trén dong té bao HepG2 va gdy rdi loan chu ky phan chia té bao. Két
qua ciing cho thiy sy giam sd luong té bao trong pha GO/G1 cing véi su gia
ting S-G2/M, cho thay Ch-SeNPs tao ra té bao dung chu ky & pha S. Ch-SeNPs
gay ra su roi loan chu ky té bao, 1am té bao phan chia mét kiém soat. Nhém tac
gia ciing khang dinh hiéu qua tac dong 1én té bao HepG2 1a do chinh Ch-SeNP
tiép xtc, chitosan anh hudng khong déang ké dén qua trinh tac dong nay. Li va
ctv (2019) ciing da nghién ctru xac dinh co ché tiém ning lién quan dén tac dung
chéng ting sinh cila CPA-SeNPs bang phan tich chu ky té bao, két qua ciing cho
thay viéc trc ché chu ky té bao c6 thé 1a mot trong nhitng co ché tc ché sy ting
sinh té bao HeLa, cu thé té bao & pha S tang theo liéu luong, kém theo sy gidm &
pha GO/G va khong ting dang ké ¢ pha G2/M

Nhitng nim gan day, ti 16 mac méi va tr vong do ung thu trén toan thé gidi
n6i chung va Viét Nam néi riéng dang tang nhanh, do d6 tao ra méi quan tam
I6n giita cac bac si 1am sang va cac nha nghién ciu. Theo dy doan cua To chuc
Y té Thé giéi (WHO) tong sé ca ung thu mac méi va sé ca tir vong do ung thu
s& con tiép tuc tang trong maot vai thap ky téi. Udc tinh vao nhitng nam 2030 va
2040 t6i s6 ca mac méi s& lan luot 12 12 va 16,4 triéu ca, s ca tir vong s& 1 24
va 29,5 triéu ca (NguyénThi Ha va Nguyén Thanh Do, 2019). Hién nay, theo
bao ngcao co dén 21% va 9% s ca tir vong & cac nudc phét trién va dang phat
trién duoc bao cao 1a co lién quan dén ung thu. Trong d6, ung thu gan 1a bénh
phé bién tai cac nudc dang phat trién, dic biét 1a tai cac nudc Dong A va Dong
Nam A. Niam 2018, tai Viét Nam ung thu gan lai 1 ung thu démg hang dau trong
cac ung thu mic méi & cic nam va nit (Pham Thi Thu Thay, 2019). Phac d6
diéu tri ung thu hién nay thuong dua vao phau thuat, xa tri cling nhu thudc héa
tri liéu, nhung nhitng phuong thitc ndy thudng s& e ché ca cac té bao khoe

manh mdt cadch khong dac hi¢u, tir d6 gy ra cac phan ung phu cho bénh nhan
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(Kumari va ctv, 2017). Ngoai ra cac phuong phap hoa tri liéu thong thuong dé
trc ché ung thu thuong gip phai nhitng han ché nhu d6 hoa tan kém cia thube
chéng ung thu, thiéu tinh chon loc va da khang thubc (Narvekar va ctv, 2011).
Do dé viéc phat trién chién luoc tri liéu m&i nham nhim muc dich tiéu diét té
bao ung thu bang phwong phap chu dong dang duoc nhiéu nghién ciru hudng
dén. Nhiéu nghién ctru ciing di chirng minh coéng nghé nano mét trong nhiing
cong nghé tiém ning trong viéc hudng dén giai quyét van dé nay. Trong liéu
phap diéu tri ung thu, cac hat nano dugc sir dung Iam thudc diéu tri hodc dong
vai tro 1a chat mang, chat dan truyén thubc gitip cai thién do hoa tan cua thudc,
tang cuong su on dinh trong hé tuan hoan va giam doc tinh cua thudc (Sahu va
ctv, 2008). Cac hat SeNPs va thudc chong ung thu chil yéu tac dung giy doc té
bao ung thu bang cach gdy cam tmg apoptosis ctia t& bao va/hodc gy ra su
ngimg chu ky té bao & cac giai doan khac nhau cia chu ky té bao (Huang va ctv,
2013). Nhom tic gia dd bao cdo SeNPs c6 thé dong vai tro 1a chat chong oxy
hoa trong cac té bao binh thuong nhung c6 thé lam ting dang ké san xuit ROS
trong cac té bao ung thu, diéu nay c6 thé 1a do tinh trang chuyén héa bat thuong
clia cac té bao ung thu, SeNPs c6 thé tic dong khién san xuit qua mirc ROS
trong cac té bao ung thu va kich hoat apoptosis théng qua con dudng p53. Hon
nita, SeNPs ciing ¢ thé khién apoptosis bang cach tic dong dén ty thé. Pau tién,
SeNPs di duoc dua vao bén trong té bao co thé khién té bao san xuit qua muc
ROS, giy ra su tich tu ROS trong cac t& bao. Sau do, viéc san xuat qua muc
ROS giy ton hai DNA té bao va kich thich tinh thAm ty thé. Diéu nay dan dén
viéc giai phong cytochrome ¢, 1am gian doan chudi van chuyén dién ttr, din dén
cytochrome ¢ ro ri ton thuong ty thé, do d6 gdy ra qua trinh appotosis. Zhang va
ctv (2013) da khang dinh kich thuéc nhod cua cic hat nano cho phép né thoat
khoi ludi ndi mo hé thdng té bao va ngan can su hip thu cia chung bai dai thuc
bao.

Tt nhimg két qua thu dugce ¢ nghién ctru ndy cho thay SeNPs/g-glucan téng
hop bang phuong phap chiéu xa c6 thé ung dung trong liéu phap diéu trj ung thu
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tiém nang. SeNPs/g-glucan thé hién doc tinh thap ddi véi cac té bao binh thuong
va c6 tinh chon loc dbi véi té bao ung thu. Cu thé SeNPs/A-glucan hoat tinh trc
ché manh ddi véi t& bao ung thu gan HepG2 nhung khong gay doc trén nguyén
bao soi L929 & cac ndng d6 dudi 20 ppm. Tai ndng d6 nay, SeNPs/S-glucan da
trc ché gan nhu hoan toan té bao ung thu gan. Gia tri ICs ctia SeNPs/f-glucan
d6i voi dong té bao ung thu HepG2 13 6,511 ppm, trong khi ti 1¢ séng cua té bao
thuong dat trén 70%.

Ngoai viéc danh gia hiéu qua tc ché ting sinh té bao ung thu, cac két qua
nghién ctru cling chimg minh dugc SeNPs/A-glucan tic ché sy tang sinh cua té
bao ung thu gan HepG?2 thong qua sy cam Gng apoptosis va tac dong lam roi
loan chu ky té bao. Cu thé, khi xtr Iy véi néng do 20 ppm hau nhu ti 18 té bao tap
trung & ving Q1- giai doan apoptosis sém. Ngoai ra quan sat thdy c6 su phan
manh DNA. Pay 1a mot co ché cin bang ndi mé quan trong dam bao sy hai hoa
giita sy phan chia té bao va su chét cia té bao nham dam bao sb lugng té bao
thich hop trong mdi ciu trac mo. Phan tich chu ky té bao cho thiy, kha ning gay
ra r0i loan chu ky phan chia té bao ctia SeNPs/g-glucan, lam té bao bi trc ché
hoan toan chu ky ky phan chia & pha S va G2/M, tat ca té bao di vao pha sub -
Gl1. Pay la pha té bao & trang thai nghi hoac bi apoptosis. Tur két qua thu duoc
c6 thé két luan SeNPs/f-glucan co thé e ché té bao ung thu gan, lam rdi loan
chu ky phan chia té bao va dua té bao ung thu gan vao qua trinh chét theo chu
trinh. Piéu ndy c6 y nghia rat quan trong cho tiém ning tng dung ché pham

SeNPs/-glucan trong viéc phat trién san pham bao vé strc khoe.
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Chuong 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Két luan

Ludn 4n da nghién ctru dua ra duoc quy trinh tong hop SeNPs 6n dinh trong
S-glucan c6 hoat tinh sinh hoc cao bing phuong phéap chiéu xa gamma Co-60.
Cac diéu kién tong hop dung dich SeNPs/B-glucan cu thé 1a: ndng do selen
Se*'1a 80 ppm, ndng dd chat 6n dinh S-glucan 1a 2%, pH ~ 5 va suat lidu 1a 10
kGy/h. Ché pham SeNPs/s-glucan tong hop dugc ¢6 hinh céu, kich thude hat
trung binh khoang 92,5 nm (do bang LDS), khoang 65,32 nm (do bang TEM) va
su phan b kich thudc hat dao dong trong chi yéu khoang tir 55 - 75 nm. Nghién
ctru da danh gia duoc diéu kién bao quan ¢ 0°C giup kich thudc hat va sy phan
b kich thudc hat cia dung dich SeNPs/g-glucan duoc 6n dinh nhat. Panh gia
dugc phuong phap dong kho 1a phuong phap t6t nhat dé tao SeNPs/S-glucan
dang bot ma khong lam gia tang kich thudc hat.

Ché pham SeNPs/g-glucan tong hop duoc ¢6 hoat tinh chéng oxy héa cao va
kha bén theo thoi gian. Ché pham SeNPs/s-glucan cho thay cd hoat tinh ting
cudng mién dich kha tét vi cac chi tiéu theo ddi ¢ mién dich té bao va mién
dich dich thé trong mau ngoai vi, trong tily xuong va trong lach trén mé hinh
chuét bi gay suy giam mién dich bang CTX. Bén canh d6, san pham SeNPs/-
glucan con cho thay hoat tinh rc ché manh ddi véi té bao ung thu gan HepG2
nhung hau nhu khéng gay doc dbi véi nguyén bao soi L929 & cac ndng do 1 - 20
ppm. Ngoai ra cac két qua nghién ctru ciing chirng minh duge SeNPs/A-glucan
rc ché sy ting sinh cua té bao ung thu gan HepG2 thong qua su cam tUng
apoptosis va roi loan chu ky phan chia té bao.

Ché pham SeNPs/S-glucan tong hop bang phuong phap chiéu xa co trién
vong tmg dung dé san xuat thuc pham bao vé sirc khoe thé hé méi hd tro ting
cuong mién dich va ho trg phong tri ung thu an toan va hiéu qua.

4.2. Kién nghi

Pé hoan thién thém huéng nghién cau nay, dé tai c6 mot sé kién nghi nhu

Sau.
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Tiép tuc nghién ctru danh gia thém vé hoat tinh wc ché trén cac dong té bao
ung thu khac.

Nang cap quy trinh va san xuét thir nghiém ché pham SeNPs/g-glucan qui mo
pilot. Nghién ctu 4p dung trong san xuat thuc pham bao vé suc khoe tur

SeNPs/f-glucan hoac thudc bo sung hd tro diéu tri ung thu gan.
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Phu luc 11 Hinh anh ché pham

Phu luc 1. Phwong phap xac dinh ham luwgng B-glucan theo hwéng din cia
Hang Megazym (Ai-len)

Nguyén tic: Miu duoc thiy phan hoan toan trong HCI tao glucan. Sau d6 Glucan
dugc thuy phan nho enzyme exo- 1,3- S-glucanase (100 u/ml) va S-glucosidase (20
u/mL) tao D-glucose c6 kha ning bat mau véi dung dich GOPOD. Xéc dinh d6 mau
tao thanh bang phuwong phap do OD dé xac dinh ham luong glucan tong sb, f-glucan
va a-glucan

Chuin bj thudc thir

1. Thém 8 ml dung dich buffer sodium acetate (pH = 5) 200 mM vao lo Enzyme exo
1,3-f-glucanase (100 u/mL) va p-glucosidase (20 u/mL. Chia nho va git trong cac 6ng
nghiém & -20°C (dé dung lau dai) va 4°C dé st dung ngay.

2. Gitr 1o Amyloglucosidae (1630 u/mL) va invertase (500 u/mL) trong glycerol &
4°C.



3. Pha lodng lo Buffer glucose véi 1 lit nuéc da khir ion va gift & 4°C.

4. Hoa tan lo Glucose dertermination reagent vao lo Buffer glucose da pha loang,
dung dich nay dugc goi la GOPOD reagent. Chia nho va trit téi & -20°C (trong khoang
12 thang) va 4°C (dé sir dung ngay).

5. Dung lo dung dich chuan D-glucose trong 4% acid benzoic nhu dugc cung cap.

6. Dung lo S-glucan chuan nhu dugc cung cép.

Chuén bij dung dich

1. Chuadn bi dung dich dém sodium acetate 200 mM, pH~5: Dung pipet lay chinh
xac 11,6 mL dung dich axit acetic bang (1,05 g/mL) cho vao 900 mL nudc cit va
chuan pH dung dich vé 5 bang dung dich NaOH 4 M sau d6 cho nudc khir ion dén thé
tich 1 lit dé sir dung.

2. Chuan bi dung dich dém sodium acetate 1,2 M, pH~3,8: Dung pipet lay chinh
xac 69,6 mL dung dich axit acetic bang (1,05 g/mL) cho viao 800 mL nudc cat va
chuan pH cua dung dich vé 3,8 bang dung dich NaOH 4M sau d6 cho nudc khir ion
dén thé tich 1 lit dé sir dung.

3. Chudn bi dung dich KOH 2M: Can 112 g KOH cho vao 800 mL nuéc khir ion va
khudy tan hét sau d6 chinh vé thé tich 1 1it bang nudc khir ion.

4. Dung dich HCI 37% dam dac.

Xac dinh ham lwong B-glucan tong so

a. Thuy phan glucan tong sd trong mau

- Nghién mAu dé thé tich ¢& 0,5 mm

- Can 100 mg mau cho vao 6ng nghiém 20x125 mm

- Thém 1,5 mL HCI 37% vao 6ng nghiém, ddy nip va khudy manh bang mdy lic
rung mau. Dt ong nghiém vao bon 1 nhiét & 30°C trong 45 phat. Lic mau manh sau
mdi 15 phat dén khi mau tan hét hoan toan.

- M6 nédp sau d6 dong long va o & nhiét d6 100°C. Sau 5 phut dong nip chit lai va u
trong thoi gian 2 gio.

- Lam lanh mau & nhiét d6 phong, mo& nép va thém vao 10 mL NaOH 2N.

- Chuyén hét miu tir dng nghiém vao binh dinh mtrc 100 mL, ding dém sodium acetate
200 mM (pH~5) dé rira bng nghiém, diéu chinh thé tich, lic déu.

- Loc qua gidy loc hodc ly tam 1500 g trong 10 phiit.



b. Po tong glucan va D-glucose

- Chuyén 0,1 mL mau vao 6ng nghiém 16x100mm

- Thém 0,1 mL dung dich hdn hop gdm Enzyme exo-1,3-8-glucanase (100 u/mL),
B-glucosidase (20 u/mL) va dém sodium acetate vao dng nghiém. Tron mau biang may
lic va u & 40°C trong 60 phit.

- Thém 3 mL dung dich GOPOD vao mdi éng nghiém va 1 thém 20 phit ¢ 40°C.

- Po d6 hép thu ctia dung dich ¢ budc séng 510 nm va ciia dung dich blank.

-Dung dich blank: 0,2 mL dém sodium acetate (200 mM, pH=5) + 3,0 mL GOPOD.

- Dung dich glucose déi chitng: 0,1ml dung dich chuan glucose (1 mg/mL) + 0,2
mL dém sodium acetate (200 mM, pH=5) + 3,0 mL GOPOD.

- Po ndng d6 a-glucan

- Can 100 g mau cho vao 6ng nghiém 20x125mm.

- Thém 2 mL dung dich KOH 2M vao ong nghiém, cho ca tir vao khudy trong
khoang 20 phut trong bon dé trén may khudy tur.

- Thém 8 mL dung dich sodium acetate 1,2 M (pH~3,8) vao mdi ong nghiém. Sau d6
1ap tirc thém 0,2 mL amyloglucosidase (1630 u/mL) va investase (500 u/mL), tron déu,
tron k¥ va dit ong nghiém 1én bé 6n nhiét & 40°C.

- Chuyén tat ca thé tich trén vao binh dinh mac 100 mL. Dung binh tia va chinh thé
tich dat 100 mL. Tron k¥, ly tdm mau & 1500 g trong 10 phut.

- Chuyén 0,1 mL dich ndi vao éng nghiém thuy tinh (16x100mm) thém 0,1 mL buffer
sodium acetate (200 mM, pH~5) va 3,0 mL GOPOD. U & 40°C, 20 phut.

- Sau khi phan tng 1én mau, do d6 hap thu dung dich mau & 510 nm.

- Mau chuén S-glucan chuén ciing duoc 1am song song tuong tu.

- Tinh to4n két qua vé ham lugng glucan tong sb, p-glucan va a-glucan
1 100 16

12 _ AExExo90

S 5 (0 = 100
Glucantong so (%w/w) = AE X F X o1 X000 X w X 180 o

_ 1 100 _ 162 _ F
a — glucan (%w/w) = AE X F x 1000 X — X —X == AE X —x 90

Trong d6: AE: Hiéu s6 hip thu ctia dung dich can do va mau chuan;
F = 100/d6 hap thu cia GOPOD cho 100 pg D-glucose chuan;
W= khdi luong ctia mau.

B-glucan (%) = glucan tong sd — a-glucan



Khdi lwgng phan tir ciia -glucan

Mau SeNPs/f-glucan dugc pha lodng trong nudc khir ion véi ndong do S-glucan
0,1%.
Sau d6 tién hanh phan tich khdi luong phan tir trén may GPC Model Agilent 1100
GPC system (USA) dugc trang bi detector RID G1362A va Bin pump G1312A. Cot sir
dung la cot Ultrahydrogel columns (7.8 id x 300 mm) model 250 va 500 cua Héng
Waters (USA) cd gan véi cot bao vé (6 id x 40 mm) (guard Ultrahydrogel column,
Waters, USA). Thé tich mau do 1a 20 pL, nhiét d6 do 1a 40°C va toc d6 bom la 1
mL/phGt. Mau chuan st dung la cac chuan pullulan ¢c6 Mw 1a 7,78; 12,2; 23,7; 48; 100
va 380 kDa (Polymer Laboratories, USA)
Phu luc 2. Phwong phap xac dinh ham luwgng SeNPs

Dung dwong chudn

Can 1,190 g NaHSeO; dugc cho viao 600 mL nudc khir ion, khudy déu cho dén khi
tan hoan toan, sau dé bo sung nudc vira du 1000 mL, tao dung dich stock Se** 1000
ng/mL.
Tién hanh dung duong chuan: Léy 1 thé tich chat chuan c6 chira 1an luot 2, 4, 6, 8 va
10 pug/mL Selen chuan cho vao binh dinh mtc 10 mL, sau d6 thém vao 1 mL KI 2%
va 1 mL HCL 2M. Lic nhe dén khi hdn hop c6 mau vang, thé hién su giai phong iod.
Thém vao 2 mL azure B 0,1% va lic déu. Thém nuéc vira du 10 mL. Hon hop dugc do
d6 hap thu & budc song 644 nm. Mau tring str dung nudc cit thay cho dung dich Selen
chuan.
Phan tich mau thir

Lay 1 lugng mau thir (< 4 mL) c6 ndng do selen < 10 pg/mL cho vao binh dinh muc
10 mL. Sau d6 b6 sung 0,5 mL NaOH 1 M va 0,5 mL EDTA 0,2 M. Lic déu va ly tAm
dé loai bo tia. Dich ly tam duoc chuyén vao binh dinh mic 10 mL méi va xac dinh
ham luong selen theo quy trinh trén. Ham luong Selen trong mau thir duoc tinh dua
theo duong chuan.

Gia tri pH: Gia tri pH cua ché pham duogc xac dinh bang may do pH (Horiba-F-
74BW-G, Nhat Ban): dai do 0,00 - 14,00; do phan giai 0,01 pH; nhiét do 25°C.



Phu luc 1. Anh hwéng ciia ndng dd nong dd Se’* ban diu va lidu xa dén ham

lwgng ham lwgng Se** con lai sau khi chiéu xa & cac liéu xa khic nhau

Nong dj selen, Liéu xa, | Ham lwong Se** con sau chiéu xa,
ppm kGy ppm
1 30,35 27,66 33,04
2 15,51 14,66 13,80
40
4 0 0 0
6 0 0 0
2 44,74 43,50 42,26
4 25,73 21,30 23,51
60
6 0 0 0
8 0 0 0
4 59,36 62,49 56,23
6 28,22 26,93 25,65
80
8 0 0 0
10 0 0 0
6 72,50 79,18 65,82
8 38,55 38,35 38,45
100
10 0 0 0
12 0 0 0
8 81,54 89,34 85,44
10 47,18 49,38 51,58
120
12 0 0 0
14 0 0 0




Phu luc 2. Hogt tinh khang oxy hoéa cia SeNPs/f-glucan
» Hoat tinh khang oxy hda cua dung dich SeNPs/f-glucan theo kich thudc hat
Thoi SeNPs, SeNPs, SeNPs, SeNPs, | SeNPs,

_ Acid
gian, | d~64 d~71 | d~92 | d~9 |d~110 _
. ascorbic
gio nm nm nm nm nm
1 58,06 41,36 32,11 20,70 11,13 25,61
3 79,57 49,47 43,11 28,64 19,33 25,61

6 100,00 74,26 53,41 44,79 32,24 25,61

9 100,00 91,44 73,33 65,26 45,72 25,61

12 100,00 | 100,00 87,79 77,90 59,58 25,61

18 100,00 | 100,00 | 100,00 90,95 74,99 25,61

24 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 88,80 25,61

36 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 98,14 25,61
48 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 25,61

> Anh hwong cua nong do dén hogt tinh khang oxy héa cua dung dich
SeNPs/S-glucan

Thif;an’ Oppm | Sppm | 10 ppm | 15 ppm | 20 ppm | 25 ppm
1 0,00 17,15 32,11 49,94 60,87 79,46
3 0,00 23,26 43,11 62,15 81,25 | 96,88
6 0,00 28,21 53,41 87,32 98,58 | 100,00
9 0,00 35,67 73,33 100,00 | 100,00 | 100,00
12 0,00 41,10 87,79 100,00 | 100,00 | 100,00
18 0,00 53,64 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
24 0,00 67,17 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00
36 0,00 89,68 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00
48 0,00 93,69 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00




Phu luc 3: Poc tinh cip cia ché pham SeNPs/g-glucan dwoc ché tao bang
phwong phap chiéu xa
> Péc tinh cdp dwong udng trén chugt nhat cia ché phdam SeNPs/p-glucan ¢

nong do 160 mg ché pham/kg thé trong chudt

Chugt Gisi Trong lwgng trung binh (g/con) Chudt chét
Dot | thw ] . | Sau3 | Sau7 |Saul4 |Sau3 |saul4
nghiém tinh | Ban du ngay | ngay ngay | ngay | ngay
1 3 21,61 24,03 | 25,76 | 29,45
2 3 20,57 20,85 | 21,32 | 23,67
3 3 24,62 2515 | 27,42 | 28,11
' 4 Q 22,28 23,33 25,9 26,68
5 Q 24,93 25,14 | 26,53 | 27,16
6 Q 23,44 23,84 | 2545 | 26,61
7 ) 19,94 2191 | 23,48 | 23,72
8 3 21,77 23,82 | 24,15 | 28,62
9 3 22,00 23,14 | 24,55 | 25,83
? 10 Q 21,75 22,66 23,3 24,23
11 Q 19,13 20,67 | 22,14 | 24,04
12 Q 21,25 22,45 | 22,06 | 27,35
13 ) 22,35 21,19 | 23,56 | 23,89
14 3 19,19 24,15 | 28,58 | 27,35
15 3 21,78 24,67 | 25,89 | 27,32
’ 16 Q 20,7 2156 | 24,35 | 28,72
17 Q 23,15 23,56 | 25,38 | 29,35
18 Q 21,09 22,55 23,8 27,45




> Pgc tinh cdp dwong uong trén chugt nhat cia ché pham SeNPs/B-glucan ¢

nong dé 320 mg ché pham/kg thé trong chudt

Chugot Gidi Trong luwgng trung binh (g/con) Chudt chét
Dot | thuw | . | Sau3 | Sau7 |Saul4 |Sau3 |saul4
hohigm tinh | Ban dau ngdy | ngay ngay | ngdy | ngdy
1 ) 24,14 2532 | 26,47 | 27,35
2 3 18,1 19,27 | 21,21 | 23,72
3 3 24,42 26,31 | 27,57 | 28,38
' 4 Q 22,47 24,79 | 25,18 | 27,89
5 Q 20,36 23,76 | 26,38 | 30,17
6 Q 21,41 21,84 | 23,67 | 25,73
7 3 21,72 22,28 | 24,17 | 25,78
8 ) 19,59 25,6 26,26 | 29,28
9 3 21,56 2456 | 24,89 | 26,35
i 10 Q 20,57 22,16 | 24,57 | 25,88
11 Q 19,48 23,58 | 25,38 | 27,95
12 Q 21,25 22,45 | 22,06 | 27,35
13 ) 19,35 20,65 | 2255 | 24,72
14 3 23,13 23,56 | 26,76 | 28,65
15 3 20,14 23,45 | 2457 | 27,35
’ 16 Q 22,17 2435 | 28,71 | 29,46
17 Q 21,12 22,78 | 23,45 | 24,32
18 Q 20,18 22,56 23,9 26,56




> Péc tinh cdp dwong uong trén chugt nhdt cua ché pham SeNPs/B-glucan ¢

nong dé 480 mg ché pham/kg thé trong chudt

Chugot Gidi Trong luwgng trung binh (g/con) Chudt chét
Dot | thuw | . | Sau3 | Sau7 |Saul4 |Sau3 |saul4
hohigm tinh | Ban dau ngdy | ngay ngay | ngdy | ngdy
1 ) 20,87 23,12 | 24,09 | 26,07
2 3 20,55 22,09 | 23,51 | 25,64
3 ) 19 20,88 | 22,83 | 25,68
' 4 Q 21,41 24,01 | 25,36 | 27,38
5 Q 19,35 22,98 | 24,35 | 25,01
6 Q 19,75 22,79 | 24,62 | 26,17
7 3 23,88 2542 | 26,48 | 27,75
8 ) 20,34 21,97 | 23,09 | 26,17
9 3 23,42 22,85 | 26,58 | 24,47
i 10 Q 19,09 22,42 | 23,66 | 25,76
11 Q 21,85 26,31 27,6 29,59
12 Q 20,54 21,14 | 26,67 | 29,85
13 3 19,42 19,56 | 23,87 | 26,35
14 3 23,94 25,03 25,8 29,62
15 3 19,12 20,06 | 22,76 | 24,35
’ 16 Q 21,23 22,76 | 24,79 | 26,36
17 Q 22,26 25,32 | 27,08 | 27,92
18 Q 20,46 23,24 | 26,05 | 27,87




> Péc tinh cdp duwong uong trén chugt nhat cia ché pham SeNPs/B-glucan ¢

nong dé 640 mg ché pham/kg thé trong chudt

Chugot Gidi Trong luwgng trung binh (g/con) Chudt chét
Dot | thuw | . | Sau3 | Sau7 |Saul4 |Sau3 |saul4
hohigm tinh | Ban dau ngdy | ngay ngay | ngdy | ngdy
1 ) 21,24 23,25 | 25,72 | 27,86
2 3 18,27 21,75 | 23,94 25,5
3 d 20,51 X
' 4 Q 23,43 2525 | 27,18 | 29,91
5 Q 19,45 22,27 23,2 24,27
6 Q 23,81 24,42 | 25,92 | 28,37
7 3 20,28 23,29 | 24,65 | 26,64
8 3 24,62 26,18 | 29,32 | 31,18
9 3 21,45 23,73 25,7 29,68
i 10 Q 21,19 22,26 | 24,56 | 28,86
11 Q 21,17 22,28 | 24,15 | 26,63
12 Q 19,35 20,36 | 20,78 | 24,35
13 3 23,18 23,62 | 24,48 | 25,16
14 3 21,15 23,14 | 28,64 | 31,82
15 3 19,26 24,09 | 26,47 | 27,25
’ 16 ? 20,17 20,85 | 23,06 | 24,27
17 Q 19,22 1991 | 21,18 | 25,75
18 Q 20,17 21,15 | 24,83 | 26,85




> Péc tinh cdp duwong uong trén chugt nhat cia ché pham SeNPs/B-glucan ¢

nong dé 800 mg ché pham/kg thé trong chudt

Chugot Gidi Trong luwgng trung binh (g/con) Chudt chét
Dot | thuw | . | Sau3 | Sau7 |Saul4 |Sau3 |saul4
hohigm tinh | Ban dau ngdy | ngay ngay | ngdy | ngay
1 ) 24,29 26,14 | 26,52 | 28,32
2 d 18,62 X
3 ) 24,35 26,05 | 26,72 | 31,34
' 4 Q 19,72 19,44 | 21,81 | 24,73
5 Q 20,44 22,17 28,8 32,42
6 Q 19,52 20,15 | 22,13 | 26,51
7 3 21,21 20,15 | 22,97 | 26,42
8 ) 19,51 2545 | 27,26 | 30,92
9 3 20,9 22,15 | 2457 | 27,61
i 10 Q 20,25 20,49 | 22,52 | 24,56
11 Q 21,15 X
12 Q 19,05 19,35 | 22,44 | 27,29
13 3 22,15 23,06 | 2435 | 27,05
14 3 19,28 22,39 | 25,07 | 28,58
15 3 23,18 25,85 | 27,09 | 26,37
’ 16 Q 20,73 22,83 | 23,07 | 25,85
17 Q 19,46 22,34 | 26,58 | 30,35
18 Q 20,24 21,33 | 24,43 | 26,76




> Péc tinh cdp duwong uong trén chugt nhat cia ché pham SeNPs/B-glucan ¢

nong dé 960 mg ché pham/kg thé trong chudt

Chugot Gidi Trong luwgng trung binh (g/con) Chudt chét
Dot | thuw | . | Sau3 | Sau7 |Saul4 |Sau3 |saul4
hohigm tinh | Ban dau ngdy | ngay ngay | ngdy | ngay
1 ) 21,74 2525 | 27,35 | 28,85
2 3 20,82 2452 | 28,07 | 30,96
3 ) 22,18 26,86 | 28,64 | 29,29
' 4 Q 23,55 28,12 | 30,38 | 31,16
5 Q 22,79 25,06 | 26,01 27,7
6 Q 22,36 X
7 3 21,33 X
8 ) 19,21 20,23 | 23,75 | 25,27
9 3 18,25 21,62 | 23,17 | 25,63
i 10 Q 22,8 27,83 | 28,17 | 29,27
11 Q 24,13 27,79 | 30,59 | 31,49
12 Q 21,61 24,06 | 27,82 | 29,45
13 ) 20,52 21,35 | 23,16 | 27,73
14 3 22,46 24,26 | 28,21 | 28,94
15 3 19,91 21,48 | 25,06 | 26,35
’ 16 Q 22,24 X
17 Q 19,21 23,19 | 26,19 | 29,29
18 Q 21,52 21,56 | 23,46 | 28,17




< Xir ly théng ké

> Trong lweng chudt ban dau

CanNang

Mean

Std.

Deviation

Error

Std.

95% Confidence

Interval for Mean

Lower
Bound

Upper
Bound

Minim

um

Maximu

m

160 | 18

21.7528| 1.60448

37818

20.9549

22.5507

19.13

24.93

320 | 18

21.1756| 1.67301

39433

20.3436

22.0075

18.10

24.42

480 | 18

20.9156| 1.61463

.38057

20.1126

21.7185

19.00

23.94

640 | 18

20.9956 | 1.76427

41584

20.1182

21.8729

18.27

24.62

800 | 18

20.7806| 1.70990

40303

19.9302

21.6309

18.62

24.35

960 | 18

21.4794| 1.57625

37153

20.6956

22.2633

18.25

24.13

Total | 108

21.1832| 1.65418

15917

20.8677

21.4988

18.10

24.93

Test of Homogeneity of Variances

CanNang

Levene
Statistic

dfl | df2

Sig.

078

5 102

995

Sum of

Squares

df

Mean

Square

Sig.

Between

Groups

12.262

2.452

.892

490

Within

Groups

280.522

102

2.750

Total

292.784

107




CanNang

Subset for
NT | N |alpha=0.05
1

800 | 18 | 20.7806
480 | 18 | 20.9156
640 | 18 | 20.9956
320 | 18 | 21.1756
960 | 18 | 21.4794
160 | 18 | 21.7528
Sig. 128

Trong lwgng chudt sau 3 ngay uéng ché phflm

95% Confidence
N | Mean Std. Std. | Interval for Mean Minimum Masimarm

Deviation| Error | Lower | Upper

Bound | Bound
160 | 18 |23.0372 | 1.40125 |.33028 | 22.3404 | 23.7340 | 20.67 25.15
320 | 18 |23.2928 | 1.76561 |.41616 | 22.4148 | 24.1708 | 19.27 26.31
480 | 18 |22.8861 | 1.84639 |.43520|21.9679 |23.8043 | 19.56 26.31
640 | 17 |22.8118 | 1.70632 |.41384 | 21.9345 | 23.6891 | 19.91 26.18
800 | 16 |22.4588 | 2.34068 |.58517 | 21.2115|23.7060 | 19.35 26.14
960 | 15 |24.2120 | 2.62407 | .67753 | 22.7588 | 25.6652 | 20.23 28.12
Total | 102 | 23.1001 | 1.98410 |.19645 | 22.7104 | 23.4898 | 19.27 28.12




Test of Homogeneity of Variances

Levene dfl df2 Sig.
Statistic

1.648 5 96 155
ANOVA
CanNang
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between
Groups 28.103 5 5.621 1.460 | .210
Within Groups| 369.497 96 3.849
Total 397.600 101
CanNang
Duncan
NT N Subset for alpha =
0.05
1 2
800 16 | 22.4588
640 17 | 22.8118 | 22.8118
480 18 | 22.8861 | 22.8861
160 18 | 23.0372 | 23.0372
320 18 | 23.2928 | 23.2928
960 15 24.2120
Sig. 279 .066




Trong lwong chudt sau 7 ngay udng ché pham

Descriptives

CanNang
95% Confidence | Mini | Maximu
Std. Std. Interval for Mean | mum m
N Mean o
Deviation Error Lower Upper
Bound | Bound
25.593
160 18 24.6456 1.90519 44906 | 23.6981 0 21.32| 28.58
25.843
320 18 24.8750 1.94751 45903 | 23.9065 . 21.21| 28.71
25.722
480 18 24.9550 1.54356 36382 | 24.1874 6 22.76| 27.60
26.095
640 17 24.9282 2.27017 55060 | 23.7610 A 20.78| 29.32
25.927
800 16 24.7706 2.17162 54291 | 23.6134 o 21.81| 28.80
28.057
960 15 26.6687 2.50765 .64747 | 25.2800 A 23.16| 30.59
25.520
Total 102 25.1049 2.11565 20948 | 24.6893 . 20.78| 30.59
Test of Homogeneity of VVariances
CanNang
Levene Statistic df df2 Sig.
1
978 5 96 435
ANOVA
CanNang
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Between Groups 44.153 5 8.831 2.078 .075
Within Groups 407.922 96 4.249
Total 452.074 101




CanNang

Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2
160 18 24.6456
800 16 24.7706
320 18 24.8750
640 17 24.9282
480 18 24.9550
960 15 26.6687
Sig. 704 1.000

> Trong lwong chudt sau 14 ngay udng ché pham

Descriptives

CanNang

95% Confidence

N | mean Dit/di.ati Std. | Interval for Mean | Minimu | Maximu
Error | Lower Upper m m

" Bound Bound
160 | 18 [26.6417|1.97308| .46506 | 25.6605 | 27.6229 | 23.67 | 29.45
320 | 18 |27.0494|1.81586| .42800 | 26.1464 | 27.9525 | 23.72 | 30.17
480 | 18 |26.7783|1.69269| .39897 | 25.9366 | 27.6201 | 24.35 | 29.85
640 | 17 |27.3147|2.37468| .57594 | 26.0938 | 28.5357 | 24.27 | 31.82
800 | 16 |27.8175|2.34187| .58547 | 26.5696 | 29.0654 | 2456 | 32.42
960 | 15 |28.6367|1.87999| .48541 | 27.5956 | 29.6778 | 25.27 | 31.49
Total | 102 |27.3277|2.08188| .20614 | 26.9188 | 27.7367 | 23.67 | 32.42




Test of Homogeneity of

Variances
CanNang
Levene dfl df2  |Sig
Statistic
714 5 96 ol
5
ANOVA
CanNang
Sumof | df Mean F Sig.
Squares Square
Between
Groups 44840 | 5 8.968 2.191] .061
Within Groups| 392.917 | 96 4.093
Total 437.757 | 101
CanNang
Duncan
Subset for alpha =
NT | N 0.05
1 2
160 | 18 | 26.6417
480 | 18 | 26.7783
320 | 18 | 27.0494
640 | 17 | 27.3147 | 27.3147
800 | 16 | 27.8175| 27.8175
960 | 15 28.6367
Sig. 137 075




Phu luc 4: Anh hwéng ciia SeNPs/f-glucan dén mién dich trén chudt giy suy

gidm mién dich

Chi s6 lach
Khoi hrong lich, mg
Checking bC 0|2mg/kg dmgke |6mgke
1 126,1 314 499 54.1 64 1012
2 121 36,1 50 493 852 1009
3 1288 328 427 68.1 75.6 1094
125, 3343333333 4753333333|  57.16666667| 74.933333| 10383333
Khbi hrong chuét, g
1|Checking BC 0|2mg/kg dmghke |6mgke
2 302 193 23 253 26,7 274
3 31,1 2% U3 2] 259 293
30 193 23 26 264 1
Chi 56 lich, mg/10g M speen™M body weight *10
|I\'- Ctrl CTX-Cul | 02mg/kg dmgkes |6mgke
1 4175 16,27 2343 2138 2397 36,93
2 38,91 15,70 20,58 18.46 32,90 3444
3 4293 16,99 20,05 2467 28,64 4037
41,20 16,32 21,35 21,51 2850 3725
Descriptives
N Mean | Std. | Std. Error 95% Confidence
Deviat Interval for Mean
ion Lower Upper
Bound Bound
1.00 | 3 4.4667 |.40415| .23333 3.4627 5.4706
200 | 3 3000 |.26458| .15275 -.3572 9572
4.00 | 3 1.0667 |.20817| .12019 5496 1.5838
CD34 TX
500 | 3 1.3333 |.66583| .38442 -.3207 2.9874
6.00 | 3 1.5667 |.90185| .52068 -.6737 3.8070
7.00 | 3 3.5667 |.66583| .38442 1.9126 5.2207




1.5849

Total | 18 | 2.0500 c 37358 1.2618 2.8382

1.4525

1.00 | 3 |93.1000 o .83865 89.4916 | 96.7084
2.4664

200 | 3 |11.1667 4 1.42400 5.0397 17.2936
18.836

400 | 3 |49.4000 40 10.87520 | 2.6078 96.1922
17.538

WBC_TX | 5.00 | 3 |52.2667 o5 10.12560 | 8.6997 95.8336
2.5774

6.00 | 3 | 75.4667 . 1.48810 | 69.0639 | 81.8694
5.2716

7.00 | 3 |84.6000 5 3.04357 71.5046 | 97.6954
29.587

Total | 18 | 61.0000 03 6.97394 | 46.2863 | 75.7137
1.5716

1.00 | 3 |47.5000 5 90738 43.5959 | 51.4041

200 | 3 6.9667 [.20817| .12019 6.4496 7.4838
2.1825

4.00 | 3 |19.9667 . 1.26007 14,5450 | 25.3883
LYM_TX 2.1079

5.00 | 3 |20.4667 5 1.21701 15.2303 | 25.7030
4.1904

6.00 | 3 |23.5000 . 2.41937 13.0903 | 33.9097
10.602

7.00 | 3 |44.3667 6.12109 18.0297 | 70.7036

04




Total | 18 |27.1278 15:573 3.60003 | 19.5324 | 34.7232
ANOVA
Sum of df  |Mean Square F Sig.
Squares
Between Groups| 38.752 5 7.750 23.525 | .000
CD34_TX | Within Groups | 3.953 12 329
Total 42.705 17
Between Groups|13472.540 5 2694.508 | 22.931 | .000
WBC_TX | Within Groups | 1410.040 12 117.503
Total 14882.580| 17
Between Groups| 3682.469 5 736.494 31.189 | .000
LYM_TX | Within Groups | 283.367 12 23.614
Total 3965.836 17
CD34_TX
Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
2.00 3 .3000
4.00 3 1.0667 |1.0667
5.00 3 1.3333 |1.3333
6.00 3 1.5667
7.00 3 3.5667
1.00 3 4.4667
Sig. .057 |.330 | .079
WBC_TX
Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05




1 2 3
2.00 3 11.1667
400 3 49.400
0
5 00 2 52.266
7
6.00 3 75.4667
7.00 3 84.6000
1.00 3 93.1000
Sig. 1.000 | .752 | .082
LYM_TX
Duncan
NT N Subset for alpha = 0.05
1 2 3
2.00 3 6.9667
4.00 3 19.9667
5.00 3 20.4667
6.00 3 23.5000
7.00 3 44.3667
1.00 3 47.5000
Sig. 1.000 414 445
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IgM trong lach

0,15
vy =0,0083x - 0,0021 L
01 R*=09988
0,05 e
o
0 o=
0 5 10 15 20
Trong Lach pha loang 1/10000 igM SE
Chuot oD IeMng/mL | pg/mL
0.021745 2873 28,73
N-Ctrl 0,01935 2 584 25,84 1,67
0.01695 2,295 22,95
0,0019%5 0,488 4,88
e 0,00125 0,404 4,04 059
0,002945 0,608 .08
0,006445 1,030 10,30
0 0.00715 1,114 11,14 0,49
0,006745 0,946 046
0,007 35 1,139 11,39
2 0,0080% 1,223 1223 0,49
0,008745 1,307 13,07
0.01015 1,476 14.76
4 0.01055 1,524 15,24 0,21
0,009945 1,452 14,52
0.011745 1,669 16.69
6 0.01205 1,705 17.05 0,40
0,01285 1,801 18,01




1gG trong lach

0.25
y = 0.015x + 0.0043 -9
0 R = 0.9984
0.15
o".llll
0.1
>
0.05
0 .'“.
0 5 10 15 20
- - - IgG pg/ml | SE
Trong Lach pha loang 1!1I]I]I]I]_
Chuét | OD l9G
) ng/mL
0,0749 471 4107 333
N-Ctrl 0,0922 586 3860
0.08355 5,28 52.83
0,0101 0,39] 387 3,12
CTELCid 0.0159 0. 77 7,73
0.0261 1,45 14,33
) 0,0314 1,81 07 0,62
0.0341 1,99 19,87
0,0343 200 2000
0.0479 291 2007 2 44
2 0.0622 3.19 31,93
00397 2. 36 23,60
0.0562 3.46] 3460 1.23
4 0,053 325 3247
0.0594 3,67 36,73
0,0619 3.84] 3840
6 0,0614 3,81 38,07 042
0.0598 3.70 37,00




TNF-a trong lach
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0.7 y = EIR':EIEEI.T' 3_9:“" L0013 .9
0.15
0.1 .
0.05 L
0 ."'l-
I 0 50 100 150 200
Trong Lach pha loang 1/4 TNE-a
Chuét oD INFa | paiml SE
) ng'ml '
0.0402 3773 13051
WoCbel 0 0557 R182| 20727 16 27
_ 17505
004795 44 77
0 0066 7.18 28.73
CTH-Ctrl 00042 5,00 20,00 270
0 0046 5 36 21 45
00131 13,09 52.36
0 0,0109 11.09| 44,36 2 36
00124 12 45 49.82
00142 14,09 36.36
2 00155 15 27 61.00 283
00128 12 82 31,27
0 0167 16,36 63,43
4 00172 16 82 67.27 1.895
00185 18,00 72,00
002545 24 32 o727
. 00222 21,36 83,43 6,82
00287 2727 10909




IFN-y trong lach

0.25
¥ = 0.0011x - 0.0013 o
V-2 Rz = 0.9998
0.15
0.1 __,."-.
0.05 .
0 .."+
0 50 100 150 200
-0.05
Trong huyrét thanh pha loang 1/1000 IFMN- SE
Chudt oD IFN-a ng/mL pe/mL
0.0086 444 4 44
5,04
NoCted 0.0101 5,04 : 017
J0G33 474
0.0093 474 '
00002 1,08 1,08
CTH-Ctrl 00006 1,24 1.24 0,05
0.0004 1,16 1,15
0,0017 1,68 1,63
0 0.0014 1,56 1.56 0,07
0.002 1,80 1,80
0.0023 1,82 1,52
2 0.0024 1,96 1,56 0,02
0.0025 2,00 2,00
0,00365 2 46 2.46
4 0.0034 2 36 2.36 0,06
0,0039 2 56 2.56
00043 2 92 2,92
6 0,0042 2 68 2.68 0,14
0.0054 3,16 3,16




IL-2 trong lach

0.7
y0=60.0013x — 0.0277 @
0.5 R* = 0.9965
0.4
0.3 .
0.2 '
0.1 L
Ol ..
i 200 4010 =00
Trong Lach pha loang 1/10 IL-2

SE

Chuodt oD IL-2ng/mL | pg/mL

0,6049 486 62| 487
N-Ctrl 0,611 491,31 49 0,01
0,60795 488.96| 4780

0,0442 55,31 0,55

et ooret| st Y 0,13

0,1007 98,77 0,99

0213] 18515] 183
0 01685 15092 151 0,15
02363 20308 203

02913] 24538] 215
2 03026 25408 254 0,20
03761 31062] 31

0,5022 407 62| 408
4 0,4829 39277 3.93 0,09
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IFN-y mau ngoai vi
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K = 0. 00 — 0O .00
Y o.158. = 9988 25'
0.1
0.05 —
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Trong huyét thanh pha lodng 1/1000 IFN-a SE
Chuot oD IFN-a ng/mL pg/mL
(0.0039 2 56 256
N-Ctd (0.0039 2906 2,56 0,09
228
0,0032 2.28 '
(0.0006 1,24 1,24
CTX-Ctrd 0.0004 1.16 1,16 0,02
0.0005 1,20 1,20
0.0012 1.48 1.48
0 0.0011 1.44 1,44 0,04
0.0009 1,36 1,36
(0.002 1.80 1,80
2 (0.0014 1,56 1,56 0,10
0.00115 1,46 1,46
0,00175 1,70 1,70
4 0.00165 1,66 1,66 0,02
0,00155 1,62 1,62
0.0032 2.28 228
6 (0.0026 204 2,04 0,09
0.0025 200 2,00




Phu luc 5. Bang s6 liéu dém té bao (nhudm trypan blue) 24 giv sau xir 1y

LAN 1
) live cell/total
Density Total cell
) Volume cell
Live Dead (x106
(mL)
cells/mL) | (x106 cells)
(%)
bC 300 3 14 3.00 4.20 99.01
1ppm 83 94 14 0.83 1.16 46.89
5ppm 111 50 14 1.11 1.55 68.94
10ppm 56 36 14 0.56 0.78 60.87
20ppm 32 28 1.4 0.32 0.45 53.33
LAN 2
) live cell/total
Density Total cell
) Volume cell
Live Dead (x106
(mL)
cells/mL) | (x106 cells)
(%)
bC 289 3 14 2.89 4.05 98.97
1ppm 142 32 1.4 1.42 1.99 81.61
5ppm 123 65 1.4 1.23 1.72 65.43
10ppm 67 36 1.4 0.67 0.94 65.05
20ppm 40 30 14 0.40 0.56 57.14
20ppm 0 - 1.4 0.00 0.00 #VALUE!
LAN 3
) live cell/total
Density Total cell
) Volume cell
Live Dead (x106
(mL)
cells/mL) | (x106 cells)
(%)
bC 301 3 1.4 3.01 4.21 99.01
lppm 148 32 1.4 1.48 2.07 82.22
5ppm 117 56 14 1.17 1.64 67.63
10ppm 53 30 14 0.53 0.74 63.86
20ppm 45 29 1.4 0.45 0.63 60.81




Trung Binh

] live cell/total
Density Total cell
) Volume cell
Live Dead (x106
(mL)
cellss/mL) | (x106 cells)

(%)
bC 296.67 3.00 1.40 2.97 4.15 99.00
lppm 124.33 52.67 1.40 1.24 1.74 70.24
S5ppm 117.00 57.00 1.40 1.17 1.64 67.33
10ppm 58.67 34.00 1.40 0.59 0.82 63.26
20ppm 39.00 29.00 1.40 0.39 0.55 57.10

Phu luc 6. Két qua kha ning cam wng apoptosis té bao ung thu

Lan 1
S6 liéu events

P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4

bC Stain | 9769 543 510 298 190 8940 341
1ppm Stain | 9364 1165 2871 77 1088 6349 1850
5ppm Stain | 9341 2308 4478 393 1915 4394 2639
10ppm Stain | 9751 3147 2097 2265 882 5347 1257
20ppm Stain 9811 3745 2054 2835 824 4841 1311

S6 liéu %
P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4
bC Stain 100 6 5 3 2 92 3

1ppm Stain 100 12 31 1 12 68 20

5ppm Stain 100 25 48 4 21 47 28

10ppm Stain 100 32 22 23 9 55 13

20ppm Stain 100 38 21 29 8 49 13

Lan 2

P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4

bC Stain 9803 22 658 10 19 9130 644
1ppm Stain 9687 46 1827 39 35 7806 1807
5ppm Stain 9799 104 2175 100 31 7449 2219
10ppm Stain 9788 3995 1222 3680 494 4846 768
20ppm Stain 9791 5515 1148 5231 578 3348 634




P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4
bC Stain 100 0 7 0 0 93 7
1ppm Stain 100 0 19 0 0 81 19
5ppm Stain 100 1 22 1 0 76 23
10ppm Stain 100 41 12 38 5 50 8
20ppm Stain 100 56 12 53 6 34 6
Lan 3
P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4
bC Stain 9792 224 380 168 72 9234 318
1ppm Stain | 9708 137 2541 91 53 7066 2498
5ppm Stain 9737 477 2297 381 103 7033 2220
10ppm Stain 9804 1912 1619 1703 245 6464 1392
20ppm | Stain | 9824 4019 1836 3557 498 4412 1357
P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4
bC Stain 100 2 4 2 1 94 3
1ppm Stain 100 1 26 1 1 73 26
5ppm Stain 100 5 24 4 1 72 23
10ppm Stain 100 20 17 17 2 66 14
20ppm Stain 100 41 19 36 5 45 14
Trung binh
P1 P2 P3 Q1 Q2 Q3 Q4
bC 100 3 5 2 1 93 4
1ppm 100 5 25 1 4 74 21
5ppm 100 10 31 3 7 65 25
10ppm 100 31 17 26 6 57 12
20ppm 100 45 17 40 6 43 11




Phu luc 6. Két qua phén tich chu ky té bao

Lan 1
P1 P2 P3 P4 P5 P6
bC 9825 4490 1497 2638 80 1159
1ppm 9404 2369 1340 3709 147 1866
5ppm 9556 2713 1306 2983 849 1731
10ppm 9846 1594 871 1261 5455 659
20ppm 9937 1206 553 737 7141 300
%
P1 P2 P3 P4 P5 P6
bC 100 46 15 27 1 12
1ppm 100 25 14 39 2 20
Sppm 100 28 14 31 9 18
10ppm 100 16 9 13 55 7
20ppm 100 12 6 7 72 3
Lan 2
P1 P2 P3 P4 P5 P6
bC 9587 4249 1051 2393 67 1827
NT1 9070 2395 1529 3141 95 1910
NT2 9138 2641 1520 2811 525 1641
NT3 9848 2493 1004 2408 3088 855
NT4 9875 2077 699 2162 4278 659
%
P1 P2 P3 P4 P5 P6
bC 100 44 11 25 1 19
1ppm 100 26 17 35 1 21
Sppm 100 29 17 31 6 18
10ppm 100 25 10 24 31 9
20ppm 100 21 7 22 43 7




Lan 3

P1 P2 P3 P4 P5 P6
bC 9520 4098 1135 2842 72 1373
1ppm 9168 2706 1399 3084 144 1832
Sppm 9590 3267 1483 2854 454 1528
10ppm 9728 1613 1021 1194 5184 716
20ppm 9739 924 296 466 7757 296
%
P1 P2 P3 P4 P5 P6
bC 100 43 12 30 1 14
1ppm 100 30 15 34 2 20
Sppm 100 34 15 30 5 16
10ppm 100 17 10 12 53 7
20ppm 100 9 3 5 80 3
Trung binh
o P2 P3 (S P4 P5 (Sub- o
(GO/G1) phase) (G2/M0) G1)
bC 100 44 13 27 1 15
1ppm 100 27 15 36 1 20
S5ppm 100 30 15 31 6 17
10ppm 100 19 10 17 47 8
20ppm 100 14 5 11 65 4




Phu luc 7. Hinh anh flowcytometry appoptosis
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Phu luc 8. Hinh dnh flowcytometry chu ky té bao
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Phu luc 9: Hinh anh ché phim
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