
36

Tạp chí Y Dược học - Trường Đại học Y Dược Huế - Tập 8, số 3 - tháng 6/2018

JOURNAL OF MEDICINE AND PHARMACY

NGHIÊN CỨU ĐÁNH GIÁ HOẠT TÍNH POLYETHYLENIMINE VỚI
GLUTAMATE OXIDASE ĐỂ PHÁT TRIỂN CẢM BIẾN SINH HỌC

THEO DÕI NỒNG ĐỘ GLUTAMATE IN VITRO
Đỗ Thị Hồng Diệp1, Lê Phước Dương1, Nguyễn Thị Hoài1, Pier Andrea Serra2, Gaia Rocchitta2

(1) Bộ môn Dược lý, Đại học Y Dược Huế; (2) Đại học Sassari, Ý

Tóm tắt
Đặt vấn đề: Cảm biến sinh học thế hệ đầu tiên đã được xây dựng cách đây hơn 50 năm. Nó bao gồm hai 

thành phần: các thành phần sinh học và bộ chuyển đổi cảm biến sinh học có vai trò quan trọng trong việc 
theo dõi các chất trung gian hóa học thần kinh cũng như xác định các chất có số lượng rất nhỏ trong mẫu. 
Mặt khác, glutamate có vai trò quan trọng trong sinh hóa cũng như trong chuyển hóa và các chất trung gian 
thần kinh. Thách thức đặt ra cho cảm biến sinh học hiện đại là phát hiện và xác định nồng độ rất nhỏ của các 
chất chứa trong mẫu gồm nhiều chất phức tạp, yếu tố nhiễu cao. Với những lý do đó, chúng tôi thực hiện đề 
tài này với mục tiêu: Tìm ra nồng độ nào của polyethylenimine (PEI) thể hiện tính nhạy cảm cao nhất, đặc hiệu 
cao và có sự ổn định lâu dài, từ đó phát triển cảm biến sinh học có thể theo dõi nồng độ Glutamate in vitro.
Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Chúng tôi thiết kế cảm biến sinh học cho glutamate với nồng độ PEI 
khác nhau dao động từ 0% đến 5%, sau đó chúng tôi tiến hành chuẩn độ ở ngày thứ 1 và ngày thứ 8. Kết quả: 
Sau khi tiến hành chuẩn độ nồng độ Glutamate trên 5 nhóm cảm biến sinh học với nồng độ PEI khác nhau 
(0%, 0,5%, 1%, 2,5% và 5%), kết quả nghiên cứu cho thấy: nồng độ PEI dao động từ 0,5% đến 1% là tốt nhất 
xét theo VMAX, KM; trong khi, PEI 1% cho thấy sự ổn định tuyệt vời. Kết luận: PEI 1% là thiết kế tốt nhất cho 
việc phát triển cảm biến sinh học theo dõi nồng độ glutamate in vitro. Trong tương lai, chúng tôi mong đợi có 
thể phát triển được cảm biến sinh học có khả năng xác định glutamate cấy ghép được trên động vật thực nghiệm.

Từ khóa: Cảm biến sinh học cho glutamate, polyethylenimine (PEI) tăng cường hoạt tính glutamate 
oxidase, cảm biến sinh học glutamate oxidase.
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IN ENHANCING PERFORMANCE OF GLUTAMATE BIOSENSORS

Do Thi Hong Diep1, Le Phuoc Duong1, Nguyen Thi Hoai1, Pier Andrea Serra2, Gaia Rocchitta2

(1) Hue University of Medicine and Pharmacy; (2) University of Sassari, Italia

Background: The first biosensor was constructed more than fifty years ago. It was composed of the 
biorecognition element and transducer. The first-generation enzyme biosensors play important role in 
monitoring neurotransmitter and determine small quantities of substances in complex matrices of the samples 
Glutamate is important biochemicals involved in energetic metabolism and neurotransmission. Therefore, 
biosensors requires the development a new approach exhibiting high sensibility, good reproducibility and long-
term stability. The first-generation enzyme biosensors play important role in monitoring neurotransmitter and 
determine small quantities of substances in complex matrices of the samples. The aims of this work: To find 
out which concentration of polyethylenimine (PEI) exhibiting the most high sensibility, good reproducibility and 
long-term stability. Methods: We designed and developed glutamate biosensor using different concentration 
of PEI ranging from 0% to 5% at Day 1 and Day 8. Results: After Glutamate biosensors in-vitro characterization, 
several PEI concentrations, ranging from 0.5% to 1% seem to be the best in terms of VMAX, the KM; while PEI 
content ranging from 0.5% to 1% resulted stable, PEI 1% displayed an excellent stability. Conclusions: In the 
result, PEI 1% perfomed high sensibility, good stability and blocking interference. Furthermore, we expect to 
develop and characterize an implantable biosensor capable of detecting glutamate, glucose in vivo.
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Cảm biến sinh học thế hệ đầu tiên đã được xây 

dựng cách đây hơn 50 năm [2]. Nó bao gồm hai 
thành phần: các thành phần sinh học và bộ chuyển 
đổi [5][6][16]. Cảm biến sinh học được ứng dụng 
rộng rãi trong nhiều lĩnh vực cuộc sống như: trong 
y học, khoa học môi trường, trong chế biến thực 
phẩm [17][18]... Mặc dù đã ra đời từ rất lâu nhưng 
về nguyên lý hoạt động cơ bản, vẫn được áp dụng 
cho đến hiện tại, đồng thời phát triển các bộ cảm 
biến sinh học thế hệ sau này thông minh, chính xác, 
nhỏ gọn và độ nhạy cao hơn [8][12][14].

Cảm biến sinh học là một thiết bị kết hợp một 
đầu dò (ví dụ như dây Bạch kim, Plastinum) với một 
thành phần sinh học như enzym oxidase [6]. Về mặt 
cấu tạo, một cảm biến sinh học bao gồm bốn bộ 
phận chính: đầu dò sinh học: có tác dụng bắt cặp 
và phát hiện sự có mặt của các tác nhân sinh học 
cần phân tích; tác nhân cố định: giúp gắn các đầu 
thu lên trên điện cực; bộ phận chuyển đổi tín hiệu 
giúp chuyển các biến đổi sinh học thành các tín hiệu 
có thể đo đạc được; bộ phận xử lý, đọc tín hiệu ra 
(bộ phận này có tác dụng chuyển thành các tín hiệu 
điện để máy tính và các thiết bị khác có thể xử lý). 
Glutamate là chất trung gian hóa học quan trọng 
liên quan đến chuyển hóa năng lượng và truyền dẫn 
thần kinh. 

Mặt khác, nồng độ glutamate ở trong não rất 
nhỏ, do đó cần có phương tiện, kỹ thuật mới để phát 
hiện và theo dõi với độ nhạy và độ đặc hiệu cao. Đó 
cũng chính là thách thức đặt ra cho cảm biến sinh 
học hiện đại để phát hiện và xác định nồng độ rất 
nhỏ của các chất chứa trong mẫu [12]. Do đó, một 
yêu cầu đặt ra là cần phải phát triển một cảm biến 
sinh học mới có tính nhạy cảm cao, đặc hiệu và ổn 
định lâu dài. 

Trong bối cảnh này, chúng tôi đã phát triển 
cảm biến sinh học mới dựa trên vai trò của 
polyethylenimine (PEI) trong việc nâng cao hiệu 
quả của các cảm biến sinh học thế hệ đầu tiên. 
Polyethyleneimine là một polymer tổng hợp mang 
điện tích dương, nó đã được đưa vào một số loại 
cảm biến sinh học để ổn định các enzym, như 
glutamate oxidase hoặc glucose oxidase bằng cách 
tăng sự ổn định enzyme thông qua sự hình thành 
các phức hợp polyanionic/polycationic và việc giảm 
bớt lực đẩy tĩnh điện giữa enzyme và cơ chất đều 
mang điện tích âm [1][3]. 

Chính vì vậy, chúng tôi thực hiện đề tài này với 
mục tiêu: Tìm ra với nồng độ nào của PEI thì cảm 
biến sinh học có độ nhạy cao nhất, đặc hiệu cao và 
có sự ổn định lâu dài, từ đó phát triển cảm biến sinh 
học có thể theo dõi nồng độ Glutamate in vitro.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Chuẩn bị hóa chất
- Dung dịch PBS 50mM được chuẩn bị bằng cách 

hòa tan 8,9g NaCl (0,15M), 1,76g NaH2PO4 (0,04 M), 
6,89g NaOH (0,04M) trong nước 1 lít nước tinh khiết 
và sau đó chuẩn độ pH = 7,4.

- Dung dịch Glutamate oxidase được chuẩn bị 
bằng cách hòa tan 200UI enzyme trong 10 μL PBS 
(20 kilounits/mL), bảo quản ở -200C.

- PEI 5% được pha loãng từ dung dịch PEI 50% 
(w/w H2O2), bảo quản ở -200C.

- Dung dịch Ortho-Phenylene Diamine monomer 
(monome OPD, 300mM) đã được hòa tan 648g OPD 
trong 20ml PBS ngay trước khi sử dụng [14].

- Các dung dịch glutamat cô đặc (1M) được 
chuẩn bị ở nước có độ tinh khiết cao ngay trước khi 
sử dụng như mô tả trước đây.

- Dung dịch acid ascorbic (100 mM) được chuẩn 
bị bằng cách hòa tan trong HCl (0,01M).

- PU hòa tan trong THF (dung dịch 1% v/v) bảo 
quản ở -200C.

2.2. Chuẩn bị cảm biến sinh học
Cảm biến được chuẩn bị bằng cách cắt đoạn dây 

Pt-Ir (95%, Ir 5%) dài khoảng 4 cm, sau đó loại bỏ 
lớp cách điện Teflon bao bọc bên ngoài ở 2 đầu dài 
khoảng 2 mm [7]. Sử dụng kính hiển vi để cắt được 
chiều dài Pt-Ir chính xác của phần tiếp điện là 1,0 ± 
0,1 mm (bề mặt hoạt động của cảm biến sinh học). 
Đầu còn lại để kết nối với hệ thống. Sau đó bề mặt 
hoạt động của điện cực sẽ được bao phủ bên ngoài 
lần lượt các lớp như đã mô tả ở hình 2.1.

           	

Hình 2.1. Chuẩn bị cảm biến sinh học

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thiết kế 15 
cảm biến sinh học bằng Platinum sau đó chia thành 
05 nhóm:
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- Nhóm 1: PEI 0%, Pt/PPD/[GluOx]5 /PU 1%
- Nhóm 2: PEI 0,5%, Pt/PPD/[PEI+GluOx]5 /PU 1%
- Nhóm 3: PEI 1%, Pt/PPD/[PEI+GluOx]5 /PU 1%
- Nhóm 4: PEI 2,5%, Pt/PPD/[PEI+GluOx]5 /PU 1%
- Nhóm 5: PEI 5%, Pt/PPD/[PEI+GluOx]5 /PU 1%
Tiến hành chuẩn độ Glutamate in vitro ngày thứ 

01 và ngày thứ 08 trên cả 05 nhóm sau đó, thu thập 
dữ liệu và phân tích kết quả, so sánh độ bền, độ đặc 
hiệu giữa 05 nhóm thiết kế. Phép đo các giá trị VMAX, 
KM và LRS được thực hiện bằng cách sử dụng thiết 
bị eDAQ QuadStat, e-Corder 410, eDAQ, Australia.

2.3. Phân tích và xử lý số liệu
Sau khi chuẩn độ, các cảm biến sinh học được 

đánh giá dựa trên các giá trị VMAX, KM và LRS (linear 
regressions slope, đường hồi quy tuyến tính). 

Phân tích số liệu thống kê dựa vào phần mềm 
GraphPad Prism 5.02.

3. KẾT QUẢ
Chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng 

của nồng độ PEI khác nhau từ 0% đến 5% đối với các 

cảm biến sinh học cho glutamate. Mỗi nhóm gồm 3 
bộ cảm biến sinh học (n = 3). Trong nghiên cứu này, 
những thay đổi của các thông số Michaelis-Menten 
(VMAX, KM) và LRS đã được ghi nhận.

3.1. VMAX
Nghiên cứu tiến hành so sánh giá trị VMAX của 

thiết kế cơ bản (PEI 0%) (nhóm chứng, n=3) và các 
nhóm khác (PEI 0,5%, 1%, 2,5%, 5%, n = 3). Giá trị 
VMAX trung bình ± SEM được thể hiện trong biểu đồ 
3.1. Từ kết quả cho thấy, nồng độ PEI từ 0,5% đến 
5% có giá trị VMAX cao hơn so với nhóm chứng (PEI 
0%). Tại ngày thứ nhất, VMAX trung bình ± SEM đạt 
được giá trị cao nhất với thiết kế PEI 0,5% (527,90 
± 24,120 nA, R2 = 0,896). Vào ngày 8, giá trị VMAX vẫn 
được duy trì ở mức cao đáng kể so với nhóm chứng 
ở nồng độ PEI 0,5% đến 2,5%. Ở nồng độ PEI là 0% 
và 5%, VMAX giảm đáng kể ở ngày 8 (p < 0,05). Vì vậy, 
các cảm biến này không ổn định theo thời gian. Do 
đó, từ số liệu thống kê cho thấy, phạm vi của PEI từ 
0,5% đến 1% là tốt nhất xét về VMAX và tính ổn định 
của nó theo thời gian.

Biểu đồ 3.1. Giá trị VMAX trên 5 nhóm nghiên cứu
3.2. KM

Các giá trị trung bình KM ± SEM được thể hiện 
trong biểu đồ 3.2. Với PEI 1%, giá trị KM thấp hơn so 
với nhóm chứng ở cả ngày 1 và ngày 8 (ngày 1: 0,601 
± 0,066 mM, R2 = 0,980, nhóm chứng: 0,891 ± 0,083 
mM, R2 = 0,985),  (ngày 8: 0,612 ± 0,054 mM, R2 = 
0,985, nhóm chứng 0,909 ± 0,103 mM, R2 = 0,978). 
Chúng tôi không quan sát thấy sự thay đổi đáng kể 

của KM ở nồng độ PEI 1% vào ngày 8. Điều này cho 
thấy có một sự ổn định tốt theo thời gian của PEI 
1%. Ở những nồng độ PEI khác giá trị của KM dao 
động nhiều. Giá trị KM thay đổi không tỉ lệ với nồng 
độ PEI, dao động từ 0,065 ± 0,117 mM, R2 = 0,943 
đến 1,651 ± 0,196 mM, R2 = 0,979. Chỉ số KM đã ổn 
định theo thời gian với PEI 1%.
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Biểu đồ 3.2. Giá trị KM trên 5 nhóm nghiên cứu
3.3. Linear Region Slope
Vào ngày 1, giá trị LRS ở tất cả các nồng độ của PEI (từ 0,5% đến 5%) trong thí nghiệm cao hơn đáng kể 

so với nhóm chứng (PEI 0%). Vào ngày 8, PEI từ 0,5% đến 2,5% cho thấy giá trị LRS cao hơn nhóm chứng (PEI 
0%). Nồng độ PEI 1% có giá trị LRS cao nhất 0,0004 ± 0,0001 nA mM-1 (R2 = 0,999) ở ngày 1 và 0,0003 ± 0,0002 
nA mM-1 (R2 = 0,999) trong ngày 8. Do đó, chứng minh rằng chỉ có PEI 1% cho thấy sự ổn định cao.

Biểu đồ 3.3. Giá trị Linear Region Slope trên 5 nhóm nghiên cứu

4. BÀN LUẬN
4.1. VMAX
Từ kết quả nghiên cứu cho thấy, rõ ràng sự gia 

tăng nồng độ PEI đã làm tăng giá trị của VMAX trong 
khoảng PEI từ 0,5% đến 2,5%. VMAX là thông số biểu 
thị số lượng các phân tử enzym hoạt tính lắng đọng 
trên các bề mặt của cảm biến sinh học. Sự hiện diện 
của PEI dẫn đến sự gia tăng giá trị của VMAX so với 
nhóm cảm biến sinh học cơ bản (nhóm chứng PEI 

0%). Do đó, PEI đã hoạt động như một chất “tăng 
cường hoạt động của enzyme”. Trên thực tế, điều 
này đã được khẳng định bằng các nghiên cứu trước 
đây PEI xác định sự gia tăng VMAX đối với cảm biến 
sinh học [9][11][13]. Hơn thế nữa, ở nồng độ PEI 
0,5% và 1%, giá trị VMAX có sự ổn định theo thời gian, 
có thể do sự ổn định tĩnh điện của enzyme. Do đó, 
nồng độ PEI từ 0,5% đến 1% là tốt nhất xét trên 
phương diện VMAX.
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Hình 4.1. Tương tác tĩnh điện giữa glutamate oxidase (GluOx, 140 kDa, polyanionic) 
với polyethyleneimine (PEI, 750 kDa, polycationic) [9].

4.2. KM
Với nồng độ PEI 1%, giá trị KM thấp hơn ở ngày 1 

(0,601 ± 0,066 mM, R2 = 0,980) và cả ở ngày 8 (0,612 
± 0,054 mM, R2 = 0,985) so với nhóm chứng (ngày 1 
(0,891 ± 0,083 mM , R2 = 0,985) và ngày 8 (0,909 ± 
0,103 mM, R2 = 0,978). Điều này cho thấy giá trị KM 
cũng có một sự ổn định tốt theo thời gian. Nghiên 
cứu của McMahon và cộng sự việc cũng đã kết luận 
việc sử dụng PEI đã làm giảm đáng kể giá trị KM (0,65 
± 0,05 mM, PEI, n = 20) so với nhóm không sử dụng 
PEI (5,4 ± 0,7 mM (n = 45, p < 0,001), lý giải cho hiện 
tượng trên là vai trò của PEI (tích điện dương) trong 
việc giảm bớt lực đẩy tĩnh điện giữa enzyme và cơ 
chất đều mang điện tích âm [10][15]. PEI giúp giảm 
rào cản điện từ giữa các enzym và cơ chất từ đó làm 
giảm đáng kể giá trị KM.

4.3. Linear Region Slope
Vào ngày 1, LRS ở tất cả các nồng độ của PEI 

được sử dụng trong thí nghiệm cao hơn đáng kể so 
với nhóm chứng. Vào ngày thứ 8, PEI từ 0,5% đến 
2,5% cho thấy giá trị LRS cao hơn nhóm chứng. Với 

nồng độ PEI 1% thì LRS có giá trị cao nhất là 0,0004 ± 
0,0001 nA mM-1 (R2 = 0,999) trong ngày 1 và 0,0003 
± 0,0002 nA mM-1 (R2 = 0,999) trong ngày 8 so với 
tất cả các nhóm còn lại. So sánh với nghiên cứu của 
Ford và cộng sự cũng cho thấy việc sử dụng PEI làm 
tăng sự ổn định theo thời gian của cảm biến sinh học 
[4]. Do đó chúng tôi khẳng định rằng, chỉ có PEI 1% 
cho thấy sự ổn định cao.

5. KẾT LUẬN
Sau khi so sánh các nhóm thiết kế cảm biến sinh 

học của Glutamate in vitro, chúng tôi nhận thấy 
nồng độ PEI từ 0,5% đến 1%  là tốt nhất nếu chỉ dựa 
trên giá trị VMAX, KM và đồng thời sử dụng nồng độ 
PEI dao động từ 0,5% đến 1% dẫn đến ổn định. PEI 
1% cho thấy sự ổn định cao với giá trị LRS cao nhất 
cả ngày 1 và ngày 8.

Do đó, nồng độ PEI 1% là lựa chọn tối ưu nhất 
cho việc theo dõi nồng độ glutamate trong cơ thể 
với độ nhạy, độ đặc hiệu cao và tính ổn định theo 
thời gian.
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