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Abstract

Immobilization of DNA sequence onto sensor surface is one of factors impact sensitivity, response time and lifetime
of biosensor. In this work, the DNA probe and polypyrrole (Ppy) was directly co-immobilized on sensor surface by
cyclic voltammetry method. The influence factors were investigated such as potential, scanning rate, DNA probe
concentration. The obtained results showed that the potential was used to attach DNA probe from -1.2 V to +1.2 V. The
DNA probes concentration and scanning rate were 0.05 uM and 100 mV/s, respectively. Additionally, the influence
study of media composition showed that signal response of DNA probe/Ppy co-immobilized sensor was better than that
of ADN probe/APTES and ADN probe/ZnO nanowire immobilized sensors.

Keywords. ADN sensor, polypyrrole, biosensor, Cyclic voltammetry.

1. GIOI THIEU

Cé dinh doan ADN Ién bé mat cam bién sinh
hoc 1a chia khoa dé cam bién c6 d6 nhay, d6 6n cao,
thoi gian dap ung nhanh. Do d6, qua trinh ¢6 dinh
doan ADN can thoa mén cac yéu cau nhu: cac doan
ADN phai lién két dugc trén bé mat cam bién, bé
miat cam bién khong bi pha huy khi tiép xac duoc
v6i dung dich can phan tich, bat ky mot san phdam
nao sinh ra trong qué trinh twong tac ADN ciing ¢6
thé khuéch tan ra/vao 16p mang cé dinh, va diéu
guan trong nhét I1a khong lam bién tinh ADN. Do
doan ADN 12 vat liéu sinh hoc, n6 s& bj bién tinh boi
nhitng tac dong co hoc, nhiét do, doc té hoé chit, va
mot s6 tac nhan khac. Vi vay, phuong phap dé cb
dinh cac doan ADN thuong duoc su dung la cac lién
két hoa hoc hodc giam gitr vat ly. Sir dung lién két
hod hoc bao gdm gin doan ADN truc tiép dén bé
mat cam bién hodc bé mat cia mot 16p mang trung
gian duoc phu trén bé mat cam bién. Hap phu vat ly
va lién két cong hoa tri 1a hai loai dwoc st dung cho
cdng nghé nay. Trong d6, hap phu vat 1y ¢6 vu diém
la d& ché tao nhung cac lién két d& bi pha v& do
chang 1a cac lién két yéu Van der Waals, lién két
hydrd [1, 2]. Lién két cong hoa tri co wu diém 1 c6
d6 bén cao nhung d& 1am bién tinh doan ADN [3].
Giam giit vat ly 1a cong nghé bao gdm viéc tach cac
doan ADN do trong dung dich bang mét I6p mang
trén bé mat cam bién. Lép mang nay s& cho phép
cac san phim cua qua trinh lai hoa di qua nhung

khong cho cac doan ADN di qua. Giam gitt mang va
biy ma tran la hai dang cua cong nghé nay [4, 5].
Ngoai cac phuong phap trén, hién nay cac nha khoa
hoc con st dung phuong phap dién hoa dé c6 dinh
doan ADN Ién bé mat cam bién [6, 7]. Pay la
phuong phap cb dinh truc tiép doan ADN dua trén
qua trinh polyme hoa dién hoda cua vat liéu polyme
dan thdng qua su quét dong hoic thé. Cac polyme
dugc st dung dé cb dinh doan ADN thuong 13 cac
loai polyme dan dién tr nhu polyaxetylen,
polypyrrole, polyanilin, polythiophen. Pay la cac
loai polyme dan c6 chira cac lién két doi lién hop
nén khoéng co su tich tu cuc bo dién tich trén mach
polyme. Do d6, qua trinh chuyén dién tich tir vi tri
nay sang vi tri khac doc theo chudi xay ra nhanh.
Piém dic trung cta cac loai polyme dan nay Ia khi
dugc pha tap ching thé hién tinh dan gan kim loai
va do dan dién dugc phan b trén mot dai rong. Qua
trinh polyme hoa cua cac polyme nay thong thuong
bao gdm su oxi hoa cua cac monome duoc hoa tan
trong dung dich dién phan dudi tac dung cua dién
thé bén ngoai dé hinh thanh nén phan tng radical.
Sau qué trinh oxi hod, c6 hai cach c6 thé hinh thanh
Ién polyme. Cach thir nhat, mét cation radical c6 thé
lien két v6i monome trung gian va sau d6 1a su oxi
hod Ian hai, mat hai proton hinh thanh 1&n mot dimer
trung gian. Céch thir hai bao gém su lién két cua hai
cation radical do sy mét hai proton dé sinh ra dimer
trung gian. Sau do, cac dimme trung gian bi oxi hoa
va qua trinh duoc lap lai cho dén khi mot mang
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polyme tich dién dwong dugc hinh thanh trén bé mat
dién cuc. Qua trinh polyme hoa nay gay ra su tuong
tac gitra dién tich duong cta mang polyme va dién
tich &m cua doan ADN dé hinh thanh 1&n 16p mang
polyme/ADN. Pay la phuong phap c6 nhiéu thuan
loi nhu c6 thé diéu khién duoc chiéu day Iép mang
polyme dan, qué trinh gan doan ADN chi can mét
budc, nhanh hon tat ca cic phuong phap cd dinh
khac, su phan bd cua cac doan ADN duogc diéu
khién theo cau hinh, hinh dang va kich thuéc cua
cam bién.

Phuong phap ¢ dinh doan ADN béang phuong
phéap dién hod su dung polyme dan polypyrrole da
duogc chung téi trinh bay trong mét tai liéu khac [8].
Trong bai béo nay, mot s6 yéu té anh huéng dén qua
trinh ¢6 dinh doan DNA bang phuong phép dién hoa
s& duoc nghién cau. Két qua da chi ra cho thay, dién
ap duoc lya chon dé ¢6 dinh doan DNA la tir -1,2 V
dén 1,2 V, nong d6 doan DNA do la 0,05 uM. Khi
nghién cttu anh hudng cua cac chat ¢é dinh dén tin
hiéu ra cia cam bién da chi ra cho thay, tin hiéu dap
@ng cuoa cam bién khi st dung polyme din
polypyrrole 14 tot hon so véi tin hiéu dap ung khi st
dung APTES va day nano ZnO.

2. THUC NGHIEM
2.1. Ho4 chit

Poan ADN sur dung trong cong trinh nay dugc
cung cap tir cong ty invitrogen c6 ki hiéu
5’-ATGAGTCTTC TAACCGAGGT CGAA-3»
doan do; 3’-TACTCAGAAG ATTGGCTCCA
GCTT-5’ doan dich, hop chat 3-aminopropyl
-triethoxy-silance (APTES), pyrrole dwgc cung cip
tr Merck, céc hoa chat khac H,SO,, KCr,0,, KClI,
Na,SO,, NaOH duoc cung cip tir Sigma Aldrich.

2.2. Ché tao cam bién

Cam bién c6 kich thudc chiéu rong va khoang
cach céc thanh kim loai lam dién cuc la 10 um x 10
pm da duoc thiét ké, ché tao bang cong nghé vi dién
tr tai Truong Pai hoc Bach khoa Ha Noi. Cu tao
ctia cam bién gom mét cap vi dién cuc duoc phan xa
10 nm Ti va 200 nm Pt trén phién silicon c6 chiéu
day 16p SiO, la 100 nm. Chi tiét cua qua trinh ché
tao cam bién di duogc trinh bay & mot cong trinh
khéc [9]. Hinh 1 md ta anh quang hoc cua cam bién
sau khi da dwoc ché tao hoan chinh.

2.3. Co dinh doan AND do

C4 dinh doan ADN do Ién bé mat cam bién duoc
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thuc hién bai sy polyme hod cia monome pyrrole va
doan ADN trén may potentiostat IMBEX véi 3 dién
cuc dat trong coc thay tinh 5 ml & nhiét do phong.
Hé 3 dién cuc bao gém dién cuc (cam bién) 1am viéc
duoc ché tao bang cong nghé vi dién ti, dién cuc
d6i bang day Pt, va dién cuc chuan Ag/AgCI. Trudc
khi polyme hoa, cam bién duoc tay rira bang phuong
phap hod hoc trong dung dich KCr,0; va 98 %
H,SO,. Sau d6, dugc hoat hod bang phuong phap
dién hoa véi dién &p quét tir -1,5 V dén +2,3 V, tc
d6 quét la 25 mV/s trong dung dich 0,5 M H,SO,.
DPé polyme hoéa pyrrole va doan ADN, cam bién
duoc quét ¢ dién &p tir -1,2 V dén +1,2 V, toc do
quét 100 mV/s trong dung dich ¢éém c6 0,5 mM
pyrole va 0,05 uM doan ADN ¢ nhiét 46 phong. Sau
qué trinh polyme hoa, cam bién duogc rira bang nuéc
khtr ion va dugc dé kho dudi dong khi nito.

Hinh 1: Anh quang hoc cua cam bién sau khi
duoc ché tao hoan chinh dé &ng dung cho cam bién
sinh hoc. Cam bién da dugc dong goi (a), cam bién

dugc cét tir phién silic (b), khuéch dai phan 1am viéc
ctia cam bién (c)

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Polyme ho4a Ppy/ADN

Poan ADN do duoc c¢b6 dinh trén bé mat
polypyrrole thong qua sy phan bd dién tich cua
nhom phét phat trong doan ADN vao trong 16p
mang polyme dan. Trong nghién ciru ndy, ching toi
da str dung doan ADN do ctia vi rat cam A chira
dung 24 bazo nhu dugc md ta trong phan thuc
nghiém. Két qua polyme hoa di mé ta mot qua trinh
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oxi hoa khir dugc xay ra theo cac giai doan: trudc
tién 1a sy oxi hoa ciia cac monome pyrrole xay ra &
khoang -0,4 V, dan dén sy hinh thanh cac cation
radical, tiép theo 13 qua trinh oxi hda cua cac dime
xdy ra ¢ 0,4 V dé hinh thanh 1én 16p mang polyme
tich dién duong (hinh 2.a). Khi c6 mat ctia doan
ADN do, qua trinh oxi ho& xay ra ¢ 0,2 V, dong thoi
& day cling xuat hién sy khir cia cac monome
pyrrole 1én bé mit cam bién.

N
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0.5

@)

) o

-1 -0.5 0 0.5 1
Potential/VV

Hinh 2: Buong Von — Ampe md ta qué trinh polyme
hoé pyrole khong c6 doan ADN do (a), khi c6 mat
doan ADN do (b), ndng do pyrrole 0,1 mM, ndng do
doan ADN do 0,05 pM

Nhu vay, khi c6 mat caa doan ADN do tham gia
vao qud trinh polyme hod, no di lam giam thé & xi
hoa cua pyrrole. Khi do, sé cO su twong tac gira
dién tich duwong ctia mang polyme va dién tich am
cua doan ADN hinh thanh 1én 16p mang Ppy/ADN
dan dén mot sy ting dong trong qua trinh dién hoé
(hinh 2.b).

Quan sat qua trinh polyme hoa di cho thdy, co
su chuyén mau trén bé mat dién cuc, ban dau trén bé
mit cam bién 12 khdng mau, khi dat mot gia tri thé
quét 1én cam bién thi bé mat cam bién chuyén dan
thanh mau nau, tiép tuc ting thé quét thi xuét hién
mau ndu xam rdi chuyén sang mau den. Dua vao sy
tang dong va qua trinh nhén biét thong qua chuyén
mau nhu vay ¢6 thé khing dinh, cic doan ADN do
da dugc két hop vao bén trong 16p mang Ppy cing
v6i qua trinh 16n 1én cia 16p mang [6], dong thoi co
su dong gop dién tich PO,> cua doan ADN dén do
dan cua mang polyme [7]. Trong qua trinh nay, cac
doan ADN khong phai chiu bat ky mot su oxi hoa
khtr nao [6, 7].

3.2. Anh huéng cia dién ap quét
Anh huéng cua cac dai dién ap quét khac nhau

trong qua trinh ¢ dinh doan DNA do di duoc
nghién ctru. Hinh 3 bicu dién duong Vén — Ampe

MGt 6 yéu té anh huong dén qud trinh...

duoc gh1 lai trong qua trinh polyme hoa Ppy/ADN
trén bé mat cam bién & cac dién thé khac nhau, toc
do6 quét thé 50 mV/s, nong dd ADN do 0,05 pM.
Viéc st dung cac doan ADN nhu 1a tap pha thém
cho thay su ting dong & tat ca cac dai dién ap. Sy
tang dong manh nhét & dién aptr-02V dén +1,2
V va tr +0,7 V dén + 2 V da lam cho toc d¢ tao
mang va 16n 1én cua mang rat nhanh, dan dén bé mit
mang khong dong déu, giy can trd cho qua trinh lai
hod sau nay. O cac dai dién ap -0,8++1,4 V,
—1++1,2 V, tc do tao mang tuong ddi cham, bé mat
16p mang ddng déu hon nhung vin khong dugc nhu
mong doi.
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Hinh 3: Buong cong VOon — Ampe ctia qua trinh
polyme héa Ppy/ADN & cac dién thé khac nhau.
(@ -0,8+1,4V, (b) -0,2+1,2 V, (c) -0,7+2 V, (d)
-1+1,2V, (e) -1,2+1,2 V, (f) -0,5+0,7 V, tc do quét
the 50 mV/s T=25 OC Capn do = =0,5 lJM

O dai dién 4p —0,5++0,7 V, téc do tao mang rat
cham, 16p mang déng déu nhung do din dién cia
16p mang thap. Trong khi do, dai dién ap —1,2++1,2
V, bé mit mang dugc hinh thanh rit déu, d6 din
dién tt tao diu kién cho su bat cip cua cac doan
ADN trén bé mit cam bién.

3.3. Anh hwéng ciia nong dd ADN do

Trong qua trinh ¢6 dinh ADN bang phuong phép
dién hoa, anh huong cia néng d6 doan ADN do
(4nh huong cua chét pha tap) dén qué trinh c6 dinh
da duogc nghién ctru nhu dugc biéu dién trong hinh
4. Qua trinh nghién ctru dugc thyc hién & dién thé
—-0,75++1,5 V, nhiét d6 phong, toc do quét 50 mV/s,
noéng d6 pyrrole 0,1 mM. Tir dudong cong Von —
Ampe cho théy, mat d§ dong dién tang dan tuong
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{mg v6i chibu ting cua ndng dd doan ADN do (0,05,
0,5, 1, 2,5, 7, 10, 15 va 20 uM). Su tang dong nay
c6 thé 1a do sy ting nong d6 dién tich 4am nhém phét
phat cua doan ADN trong dung dich dién phén. Nhu
da noi & trén, doan ADN dong vai trd nhu 1a tap chét
anion, no6 cé tac dung bu dién tich, ting cuong trang
thai 6 xi hoa cua mang. Do vay, khi ¢ trong dung
dich dién phan, n6 s€ lam tang cudng qua trinh 6xi
hoa pyrrole dan dén lam ting dong trong sudt qua
trinh dién hoa.

-
o
.

j(mA/em?)
D A N O N & O O

Hinh 4: Anh hudng cua ndng d6 doan ADN do dén
qua trinh ¢6 dinh, T =25 °C, toc d6 quét 50 mV /s,
prrrole O 1 mM

Nhu viy, voi ndng 46 ADN cang cao thi kha
nang dé doan ADN cb dinh 1én bé mat cam bién
cang lon. Tuy nhién, trong y sinh nguoi ta thuong
khuyén nghi str dung miu véi sé luong nho, nén khi
sir dung phuong phap cb dinh nay, nong d6 0,05 pM
ADN di dugc ding dé c¢6 dinh doan ADN 1én bé
mit cam bién.

3.4. Anh hwéng caa toe dd quét thé

Hinh 5 m6 ta anh kinh hién vi dién tir quét
(FE-SEM) cua mang polyme & cac toc do quét thé
khéac nhau. C6 thé nhan thiy rang, khi dién ap, thoi
gian ¢ dinh khong thay doi, hinh thai bé mat Iop
mang polyme phii trén bé mat cam bién da thay doi
theo tdc do quét thé. O tdc do quét thé 25 mV/s, bé
mit 16p mang quan sat dugc gom nhiing hat pyrrole
hinh tam giac hoac luc giac dugc phan b6 dong déu
trén bé mat cam bién. O téc do quét thé 50 mV/s
xuat hién sy co cum cua cac hat pyrrole, hinh thanh
cac dao nho c6 kich thudce xap xi 0,5 pm. Trong khi
do, & toc do quét thé 1a 75 mV/s, hinh thai bé mat
cam bién c6 ciu trGc hinh hoa cai, hinh cau hoic
ban cau. O téc do quét 1a 100 mV/s, cac hinh cau
hoac ban cau nay co kich thugc nho hon so véi & te
d6 quét 75 mV/s. Theo Radhakrishnan va cac cong
su [10] hinh thai bé mat cua Iop mang ciing anh
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huéng dén tin hiéu ra cua cam bién. Bdi voi 16p
mang polyme trén dién cuc c6 nhiéu map mo thi n6
s& anh huong dén qua trinh lai hoa doan ADN. Bai
vi bé mat khong dong déu s& lam can tré su di
chuyén cua doan ADN dich dén tuong tac doan
ADN do trén bé mat cam bién.

Hinh 5: Anh hién vi dién tir quét ciia mang
Ppy/DNA trong dung dich PBS (pH = 7) & céc téc
sb quét khac nhau; 25 mV/s (a), 50 mV/s (b), 75
mV/s (c), 100 mV/s (d), dién &p quét tir -1,2+1,2 V,
nong DNA do 0,05 pM, nong do pyrrole 0,1 mM,
nhiét d6 phong

Dbi v6i bé mit mang polyme ddng déu hon thi
su twong tac lai hod xay ra d& rang hon din dén do
nhay cam bién cao hon. Tuy nhién, khi bé mit mang
ddng déu, nbng d6 doan ADN duoc ¢6 dinh trén d6
khong nhiéu do dién tich bé mat thip. Do vay, khi
c6 dinh doan ADN lén bé mit cam bién cin phai
dung hoa hai yéu t4 trén.

3.5. Anh hwéng ciia cac chit cé dinh

Anh huéng cua cac chat ¢b dinh nhu pyrrole,
ddy nano ZnO, 3-aminopropyl-trietoxy-silan
(APTES) khi ¢ dinh doan ADN di duoc nghién
ctru bang phé tdng tré dién hoa. Sau khi st dung céc
chét trén dé cb dinh doan ADN do, cam bién dugc
st dung dé xac dinh doan ADN dich cua vi rat cim
A bing cach dua cam bién vao céc cé dung dich
dém 1 mM PBS (pH = 7,2) chta dung 0,01 uM
doan ADN dich trong thoi gian 90 phat. Sau d6, cam
bién duoc rira dé loai bo cac doan ADN dich khong
lien két voi doan ADN do. Tiép theo, cam bién duoc
dua vao trong dung dich 1 mM PBS c6 chira 20 mM
chat chi thi [Fe(CN) ] *"*". Qu4 trinh lai hoa duoc
xéac dinh dua vao su bit cap giira doan ADN do ¢
dinh trén bé mat cam bién va doan ADN dich (ADN
can phéat hién) 1am can trg qua trinh chuyén dién tich
cta chét chi thi [Fe(CN)e]*"* trong dung dich dién
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phan. Sy cdn tré nay s€ duoc nhan biét boi dién tré
chuyén dién tich Re;.

(a)
(b)

! ()

Z./(k.ohm)

o O NwWw b~ OO
T

(d)

1 L Il 1

4 6 8 10 12 14 16
Z.J(k.ohm)

I I
0 2

Hinh 6: Phd tong tré xac dinh lai hoa doan ADN st
dung cac chat ¢ dinh khac nhau, C apn g = 0,05 uM,
T =25 °C, (a) khong lai hoa, (b) APTES, (c) day
nano ZnO, (d) polypyrrol

Quan sat phd téng tré trén hinh 6 cho thay, khi
khong cé su lai hod véi doan ADN dich, dién tro
chuyén dién tich Ry c6 gié tri xap xi 12,6 kQ. Khi
co su lai hoa xay ra, gia tri R tang dan tir 14,1 kQ,
14,9 kQ, dén 153 kQ tuwong ung Vvéi cac chat
APTES (b), day nano ZnO (c) va polypyrrol (d). T
két qua dat dugc co thé thay rang, khi sir dung chat
¢ dinh 1a polyme dan pyrrol, tin hiéu ra cua cam
bién Ia tot nhat.

4. KET LUAN

Phuong phap dién hoa la mot trong nhiing
phuong phap cb dinh truc tiép doan ADN 1én bé mit
cam bién, cho phép lam giam thoi gian ¢ dinh doan
ADN, rat kinh té vi khong tiéu ton nhiéu hoa chit,
quy trinh c¢b dinh khong phirc tap so véi cac phuong
phap khac. Trong cdng trinh nay, nhitng thong sd
anh huong dén qua trinh ¢ dinh ADN sur dung
phuong phép dién hoa da duoc nghién ciru. Két qua
da chi ra dién 4p dugc lwa chon dé cb dinh doan
ADN la -1,2+1,2 V, nong d6 doan ADN dugc lya
chon 1a 0,05 pM. Nghién ctru anh hudng cua cac
chét cb dinh khac nhau dén tin hiéu ra cua cam bién
cho théy, tin hiéu ra cia cam bién st dung polyme

Lién h¢: Phwong Pinh TAm
Vién Tién tién Khoa hoc va Céng nghé
Truong Pai hoc Bach khoa Ha Noi

S6 41, Ta Quang Buru, Hai Ba Trung, Ha Noi

E-mail: phuongdinhtam@gmail.com.
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dan polypyrrol t6t hon so véi cam bién st dung
APTES va day nano ZnO.
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