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TÓM TẮT 

Việc cố định probe DNA lên bề mặt điện 

cực vàng với nồng độ tối ưu có vai trò then 

chốt trong hướng phát triển của các cảm 

biến sinh học DNA. Trong nghiên cứu này, 

chúng tôi đã tiến hành khảo sát và tìm ra 

nồng độ probe gắn trên điện cực để cho hiệu 

quả lai hóa tối ưu nhất. Chúng tôi đã sử 

dụng một phương pháp để kiểm soát mật độ 

bề mặt của probe DNA bằng cách ủ kết hợp 

probe được biến đổi bởi thiol với 

mercaptohexanol. Giữa tỉ lệ mol và mật độ 

probe bao phủ mối tương quan tuyến tính, 

do đó bằng cách áp dụng nồng độ probe 

khác nhau trong quá trình chế tạo cảm biến, 

chúng tôi có thể kiểm soát được mật độ 

phân tử của các probe DNA trên bề mặt điện 

cực. Kết quả cho thấy với nồng độ probe 500 

nM thì cho hiệu quả lai ghép tối đa với DNA 

mục tiêu 

Từ khóa: probe DNA, cảm biến sinh học, điện hóa, nồng độ probe, tối ưu. 

MỞ ĐẦU   

Việc phát hiện các acid nucleic (DNA, RNA) 

là một bước không thể thiếu trong các ứng dụng 

như chẩn đoán lâm sàng, quang trắc môi trường 

và chống khủng bố sinh học [1]. Đã có nhiều nỗ 

lực nhằm tăng độ nhạy, tính chọn lọc của cảm 

biến DNA (hoặc RNA) để có thể đưa vào ứng 

dụng. Gần đây, các thiết bị dựa trên DNA đã thu 

hút sự quan tâm đáng kể vì những ứng dụng đầy 

hứa hẹn của chúng trong lĩnh vực điện tử học 

nano [2, 3], sinh học phân tử tính toán [4-8], hình 

ảnh tế bào [9] và nạp thuốc [10-12]. 

Ngày nay, nhiều nhà nghiên cứu đang khai 

thác đặc tính của bề mặt vật liệu khi gắn các 

oligomer DNA nhằm ứng dụng trong công nghệ 

sinh học, y học và công nghệ nano. Nhiều nghiên  

cứu đã được công bố về việc phát hiện sự lai 

ghép của probe DNA với mục tiêu trong pha 

dung dịch bằng cách sử dụng các phương pháp 

kỹ thuật bao gồm quang học, điện hóa học và cơ 

học [13-17]. Tuy nhiên còn khá ít nỗ lực tập 

trung vào việc hiểu được cách cố định probe lên 

bề mặt, đặc biệt là ảnh hưởng của mật độ probe 

đến động học bắt giữ mục tiêu. Nếu probe quá 

thưa thớt thì chúng sẽ không được định hướng 

tốt, và nếu quá dày đặc sẽ làm ảnh trở ngại về 

mặt không gian trong quá trình lai hóa với mục 

tiêu (Hình 1B và 1C). 
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Hình 1. Ảnh hưởng của mật độ probe đến động học lai 

hóa với DNA mục tiêu. (A) Khoảng cách lí tưởng giữa 

các probe liên tiếp nhau. (B) Các probe tập hợp với 

mật độ cao. (C) Probe có xu hướng nằm ngang trên bề 

mặt điện cực. 

Điện hóa là phương tiện để phát hiện sự lai 

ghép một cách nhanh và nhạy, mà điều này thì rất 

cần thiết cho sự phát triển một cảm biến DNA ít 

tốn kém, đơn giản và gọn nhẹ [18]. Thông 

thường, một cảm biến điện hóa gồm có một điện 

cực rắn và các probe được gắn lên bề mặt mà khi 

lai ghép với các sợi bổ sung với nó (sợi mục tiêu) 

thì sẽ tạo ra một tín hiệu điện hóa có thể phát 

hiện được. Thông thường, mỗi sợi probe DNA 

được sửa đổi ở vị trí 3’ hoặc 5’ với một phân tử 

oxi hóa khử (Methylene Blue, MB) mà chính nó 

là tác nhân trực tiếp cung cấp tín hiệu điện hóa. 

Tyagi và cộng sự [19] lần đầu tiên đã sử dụng các 

phân tử beacon trong một dung dịch phân tích để 

phát hiện sự lai ghép DNA. Kể từ đó phân tử 

beacon đã được điều chỉnh (chuyển thể) theo 

những hệ thống phát hiện dựa trên quang học 

cũng như điện hóa [20, 21]. Các phân tử beacon 

được gắn trên probe DNA sợi đơn và khi không 

có sự hiện điện của sợi mục tiêu chúng sẽ hình 

thành cấu trúc thứ cấp giống như kẹp tóc 

(hairpin). Trình tự probe thực sự nằm ở phần 

vòng lặp (loop) và phần gốc (stem) thì được cấu 

trúc bởi một số cặp base bổ sung cho nhau ở hai 

đầu của chuỗi vòng lặp. Một phân tử oxi hóa khử 

được gắn vào một đầu của probe và phân tử này 

được định vị ngay sát bề mặt của điện cực (Hình 

2). 

 

 

Hình 2. Cơ chế chuyển điện tử của probe có cấu trúc 

stem-loop trước và sau khi lai với mục tiêu 

Bề mặt vàng đã được sử dụng như một chất 

nền cho việc cố định các probe DNA và các phân 

tử khác neo bám (anchorage) trong một số cách 

thức phát hiện DNA khác nhau [21, 23-25]. Bề 

mặt vàng cung cấp thuận lợi cho việc gắn vào bề 

mặt của nó các phân tử đã được biến đổi bởi thiol 

[26] và cũng có thể hoạt động như điện cực làm 

việc trong các phương pháp phát hiện điện hóa. 

Các alkane-thiol và alcohol-thiol [24, 27, 28] đã 

được sử dụng để tạo ra một lớp đơn hỗn hợp để 

kiểm soát mật độ bề mặt của các probe. Đây là 

một thông số quan trọng trong việc thiết kế nên 

một cảm biến có độ nhạy và có tính chọn lọc cao 

[20, 21, 24, 27]. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi chế tạo cảm 

biến E-DNA được dựa trên một DNA có cấu trúc 

stem-loop được gắn phân tử oxi hóa khử mà nó 

có khả năng tự lắp ráp trên điện cực vàng bằng 

một liên kết Au-S. Quá trình lai ghép của mục 

tiêu với khu vực vòng (loop) gây ra sự thay đổi 

lớn về cấu hình trong bề mặt giới hạn của DNA 

và do đó làm ảnh hưởng đáng kể đến tốc độ 

chuyển điện tử giữa các phân tử oxi hóa khử với 

điện cực. Mối liên quan của sự thay đổi trong 

dòng oxi hóa khử tạo thành một tín hiệu của mục 

tiêu mà không cần bổ sung thêm các thuốc thử 

ngoại sinh [29, 30]. 
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VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

Vật liệu 

DNA oligonucleotide sửa đổi đã được tổng 

hợp bởi AITbiotech Pte Ltd. (Singapore), và 

được tinh sạch bằng phương pháp HPLC. 

Trình tự của probe:  5′-SH-C6- 

GAGGGTTGTGATGAATTCTCAGCCCTCTT

CAAAAACTTCTCCA CAA CCC TC -MB-3' 

Mục tiêu là sản phẩm của phản ứng RT-PCR 

(với cặp mồi IF: CCAAGGAAAAC 

TGGGTGCAG, IR: CTTGGATACCA 

CAGAGAATGAATTTTT) [31] từ mRNA của 

Interleukin-8 mà không cần trải qua quá trình 

tinh sạch gì thêm (được cung cấp bởi trung tâm Y 

sinh học phân tử, Đại học Y Dược TP.HCM). 

Trình tự của DNA mục tiêu:  

5’...GAGGGTTGTGGAGAAGTTTTTGAAGA

GGGCTGA GAATTCAT...3’ 

Các dung dịch hóa chất 6-mercapto-1-

hexanol (MCH), Tris (2-carboxyethyl) phosphine 

hydrochloride (TCEP), potassium ferricyanide 

(K3Fe(CN)6), phosphate buffer saline (PBS) (pH 

7,4) được cung cấp bởi Sigma–Aldrich (St.Louis, 

MO). Tất cả các thuốc thử khác thuộc loại dùng 

trong phân tích và được sử dụng mà không cần 

tinh sạch gì thêm. Nước khử ion và tiệt trùng 

(điện trở suất 18 MΩ.cm) đã được sử dụng trong 

suốt quá trình thí nghiệm. Cảm biến E-DNA đã 

được chế tạo bằng cách sử dụng điện cực sợi 

nano vàng (AuNW) (dài: 1000 µm; rộng: 2 µm; 

cao: 60 nm) (Hình 3). 

 

Hình 3. Hình ảnh dưới kính hiển vi của array Au 

nanowire (AuNW) 

 Chuẩn bị cảm biến 

Trước khi tiến hành thí nghiệm hoặc đưa vào 

sử dụng bất kỳ chip cảm biến nào, cảm biến phải 

được kiểm tra cẩn thận dưới kính hiển vi, đặc biệt 

chú ý đến khu vực điện cực để xác định xem có 

bất kỳ vị trí nào không đồng đều của lớp phủ Au, 

hạt không rõ, hoặc vết trầy xước. Tuy nhiên, 

những khiếm khuyết tiềm tàng ở quy mô nano-

meter chỉ có thể phát hiện bằng phương pháp 

điện hóa. Các tạp chất hữu cơ trên cảm biến vàng 

trần (cảm biến ban đầu chưa được gắn probe) sẽ 

ảnh hưởng đến điện trở kháng của cảm biến trong 

khi các khiếm khuyết của lớp phủ đơn tự tập hợp 

(SAM) sẽ làm tăng dòng rò rỉ (the leakage 

current). Cả hai khiếm khuyết này đều không thể 

phát hiện bằng quang học, nhưng có thể được 

phát hiện bằng điện hóa [32]. 

Các điện cực được chuẩn bị bằng cách ngâm 

trong ethanol 99,7% khoảng 10 phút, sau đó rửa 

với nước cất, sau cùng điện cực được xử lí bằng 

phương pháp điện hóa với thế quét từ 0V đến 

1,6V trong dung dịch H2SO4 0,005 M đến khi 

một chu kì điện hóa đặc trưng của một điện cực 

Au sạch quan sát được [33]. 

Sau quá trình làm sạch này, điện cực được 

biến đổi với probe stem-loop như sau: từ dung 

dịch probe (100 µM) đã được khử lần đầu tiên 

trong TCEP 10 mM; dung dịch này được giữ ở 4 
o
C khoảng 2 giờ để khử các liên kết disulfide 

giữa các probe DNA (TCEP có khả năng chọn 

lọc và khử hoàn toàn ngay cả những alkyl 

disulfide ổn định nhất hòa tan trong nước trên 

một phạm vi pH rộng). Dung dịch trên được pha 

loãng với PBS 10 mM (pH 7,4) (PBS được sử 

dụng trong tất cả các thí nghiệm trừ khi có ghi 

chú khác).  

Các điện cực sau khi làm sạch được ngâm 

trong dung dịch probe stem-loop đã qua xử lí có 

nồng độ thích hợp trong 36 giờ. Sau quá trình ủ 

và hình thành lớp đơn tự lắp ráp (SAM), tiến 

hành loại bỏ bất kỳ probe DNA nào không được 

hấp phụ tốt trên bề mặt điện cực bằng cách rửa  
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với nước cất khử ion trong khoảng 30 s ở 

nhiệt độ phòng. Tại thời điểm này, probe DNA sẽ 

gắn với bề mặt điện cực thông qua sự hình thành 

SAM bởi liên kết giữa thiol với vàng.  

R-SH + Au → R-S-Au + e
-
 + H

+
 

Nồng độ probe được sử dụng trong bước này 

là trong khoảng từ 400 nM đến 900 nM. Điện cực 

sau khi biến đổi được làm khô bằng khí nitrogen 

và ngay lập tức chuyển vào dung dịch MCH 2 

mM ủ khoảng 3-5 giờ tại nhiệt độ phòng, tránh 

ánh sáng [34]. Rửa sạch MCH hấp phụ vật lý trên 

bề mặt điện cực bằng nước khử ion trong 1 phút 

ở nhiệt độ phòng. Nhẹ nhàng lau khô các vết 

nước quanh điện cực (không sử dụng nitrogen). 

Chuyển điện cực trực tiếp vào PBS để bảo quản. 

Chuẩn bị mục tiêu và lai ghép 

Dung dịch DNA mục tiêu được pha loãng 

với nồng độ 1 nM trong 10 mM PBS pH 7.4. 

DNA mục tiêu được tổng hợp dưới dạng sợi đôi, 

vì vậy chúng tôi tiến hành làm biến tính DNA 

thành dạng đơn bằng cách nâng nhiệt độ lên 95 
o
C trong 5 phút sau đó hạ nhiệt độ ngay lập tức 

xuống 0 
o
C. Sau cùng điện cực được ủ khoảng 2 

giờ trong 200  µL DNA mục tiêu đã biến tính tại 

nhiệt độ phòng.  

Đo điện hóa  

Các thí nghiệm điện hóa được tiến hành bằng 

cách sử dụng phương pháp quét thế xung vuông 

(SWV) trên thiết bị AUTOLAB 

PGSTAT12/30/302 (Netherlands), tất cả thí 

nghiệm được thực hiện với hệ ba điện cực thông 

thường. Áp dụng phép đo thế xung vuông (SWV) 

(5-7 phút) trong khoảng -0,5V đến 0,4V, bước 

thế 1mV, biên độ 25 mV, tần số 25-100Hz. Tất 

các các thí nghiệm được tiến hành với một dây 

bạch kim làm điện cực đối và một điện cực so 

sánh Ag/AgCl (bão hòa với NaCl 3M) trong 

10mM PBS, pH 7,4, có chứa 5mM potassium 

ferricyanide [K3Fe(CN)6] tại nhiệt độ phòng. Tín 

hiệu thu nhận đã được tính toán dựa vào sự thay 

đổi một cách tương đối trong cường độ dòng cực 

đại với cường độ dòng nền (khi không có sự hiện 

diện của mục tiêu). Ngoài ra, để đạt được độ ổn 

định lâu dài, sức chịu đựng của cảm biến đã được 

đánh giá với nhiều chu kỳ kiểm tra trong dung 

dịch đệm (không có mục tiêu), kiểm tra trong 

dung dịch mục tiêu bão hòa [35, 36]. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Nghiên cứu này là để tối ưu hóa cảm biến 

điện hóa thông qua việc khảo sát các yếu tố ảnh 

hưởng hiệu suất lai ghép cũng như các yếu tố ảnh 

hưởng đến tín hiệu điện hóa thu nhận được. 

Những ảnh hưởng của mật độ probe lên sự lai 

ghép probe/ mục tiêu. Như đã dự kiến và đồng 

thuận với các công bố trước đây [13, 37], mật độ 

probe ảnh hưởng mạnh đến hiệu quả lai với mục 

tiêu; có nghĩa là, với những màng (films) có mật 

độ probe cao thì hiệu quả lai ghép thấp (Hình 

1B). Theo dữ liệu, mật độ probe sẽ được kiểm 

soát bằng cách thay đổi nồng độ probe ban đầu 

trong quá trình chế tạo lớp màng probe (probe 

film). Đối với mỗi đường lai ghép đẳng nhiệt 

được thể hiện trong hình 4, sự lai ghép mục tiêu 

với probe đã được thực hiện trong cùng điều kiện 

về lực ion và nồng độ của dung dịch. Hiệu quả lai 

ghép sau 30 phút thay đổi từ 2 % đến 63 % tùy 

thuộc vào nồng độ probe, đối với những lớp 

màng sử dụng nồng độ cao nhất (tức có mật độ 

cao nhất) thì thể hiện hiệu quả lai ghép thấp nhất 

(Hình 5). 

Tín hiệu điện hóa của điện cực sau khi gắn 

probe tăng lên rõ rệt bởi vì cấu trúc stem-loop giữ 

cho MB gần bề mặt điện cực, hỗ trợ cho quá trình 

chuyển điện tử của MB đến điện cực. Hình 4 cho 

thấy, giá trị dòng thu được là 6,7 µA khi điện cực 

được gắn probe (Hình 4B), giá trị dòng này giảm 

xuống còn 6,58 µA khi điện cực được ủ trong 2 

mM MCH (Hình 4C). Bởi vì MCH tạo thành lớp 

đơn cùng với probe, làm cho probe định hướng 

vuông góc với điện cực và loại bỏ những probe 

không được hấp phụ tốt trên điện cực.  
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Quá trình lai ghép hoàn toàn của probe với 

mục tiêu làm phá vỡ cấu trúc stem-loop, đồng 

thời làm cho MB di chuyển ra xa điện cực do đó 

MB không thể chuyển điện tử đến điện cực. 

 

 

Hình 4. Kết quả khảo sát tín hiệu điện hóa của từng bước tiến hành bằng phương pháp quét thế xung vuông (SWV) 

trong 5 mM K3(FeCN)6/ PBS. (A) điện cực AuNW trần, (B) điện cực sau khi ủ trong probe, (C) điện cực sau khi 

gắn và cố định probe bằng MCH, (D) điện cực được lai hóa với DNA mục tiêu. 

 

 

Hình 5. (A) Khảo sát nồng độ probe tối ưu dựa vào cường độ dòng khi lai hóa với 3 nM DNA mục tiêu, (B) Hiệu 

suất lai hóa ứng với các nồng độ probe sử dụng (400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM, 800 nM, 900 nM). 

Như đã phân tích ở phần trước, hiệu suất lai 

hóa phụ thuộc rất nhiều vào số lượng probe được 

gắn lên bề mặt điện cực, làm thay đổi khoảng 

cách giữa các probe và những thông số này được 

kiểm soát tăng hay giảm là tùy thuộc vào giá trị 

nồng độ probe được áp dụng lúc đầu. Trong bài 

này chúng tôi tiến hành khảo sát hiệu suất lai hóa 

với 3 nM DNA mục tiêu tương ứng với các giá trị 

nồng độ probe là 400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 

nM, 800 nM và 900 nM. Qua quá trình khảo sát 

A

  
B  
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(Hình 5B) cho thấy cường độ dòng sau khi lai 

DNA mục tiêu ứng với 500 nM probe giảm 

khoảng 60 % là giá trị cao nhất trong các thông 

số khảo sát. Ở giá trị nồng độ probe cao nhất ứng 

với 900 nM thì giá trị cường độ dòng lai mục tiêu 

chỉ giảm khoảng 2 %. Điều này khẳng định sự 

phân bố không gian của probe trên bề mặt điện 

cực có ảnh hưởng rất lớn đến quá trình lai hóa 

với mục tiêu. 

KẾT LUẬN 

Nồng độ probe cho hiệu quả lai ghép tối đa là 

500 nM. Với việc tìm ra nồng độ probe tối ưu 

nhằm tối ưu hóa khoảng các giữa các probe với 

nhau trên bề mặt điện cực vàng, chúng tôi đã cải 

thiện đáng kể hiệu suất lai hóa với mục tiêu. Qua 

đó tạo tiền đề cho những nghiên cứu tiếp theo 

nhằm tăng độ nhạy và độ đặc hiệu của cảm biến 

điện hóa.  

LỜI CẢM ƠN: Nhóm tác giả xin chân thành cảm 

ơn Phòng thí nghiệm Công nghệ Nano, ĐHQG-

HCM, Trung tâm Y sinh học phân tử, ĐH Y Dược 

- HCM đã hỗ trợ cho nghiên cứu này. 
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ABSTRACT 

The immobilisation of DNA probe on gold 

electrode surface with  the optimal 

concentration is very important to develop of  

the DNA biosensors. In this study, we 

conducted an experiment that determined 

the optimal concentration of the probe 

attached the electrodes for the maximum 

hybridization efficiency. We have used a 

method that control the surface density of 

DNA probe by annealing probe modified by 

thiol and mercaptohexanol. Based on the 

linear relationship between the mol ratio and 

density probe, we control probe 

concentration in the sensor fabricating 

process as well as the molecular density of 

DNA probes on the electrode surface. The 

result of probe concentration 500 nM is 

optimal for hybidization with DNA target. 

Key words: DNA probe, biosensor, electrochemical, probe concentration, optimization. 
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