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Ch ´̂e tạo hạt nano Fe3O4 nhiều kích thước ứng dụng trong tách
chi ´̂et DNA từmẫu sinh học

Bùi Trung Thành1,2, PhạmHùng Vân3,∗, Trần Hoàng Hải4

TÓM TẮT
Các mẫu huy ´̂et thanh chứa virus viêm gan siêu vi B (hepatitis B virus, HBV) được dùng như mẫu
sinh học để khảo sát khả năng tách chi ´̂et DNA (deoxyribonucleic acid) theo kích thước và lượng
hạt nano sử dụng, được thực hiện trong nghiên cứu này. Hạt nano Fe3O4 được tổng hợp bằng
phương pháp đồng k ´̂et tủa (co-precipitation) có kích thước khoảng 10 nm với độ bão hòa từ 60,02
emu/g. Sử dụng phương pháp dung môi nhiệt (solvothermal) với thời gian tổng hợp khác nhau
thu được các kích thước hạt nano Fe3O4 khoảng 32, 60 và 100 nm với độ bão hòa từ tương ứng
88,82; 83,69 và 80,29 emu/g. Các hạt nano Fe3O4 tổng hợp được đều có tính chất siêu thuận từ.
Bằng phương pháp Stöber, hạt nano Fe3O4 được phủ SiO2 (Fe3O4@SiO2) để tạo nhóm Si-OH qua
đó hạt nano có thể hấp phụ DNA thông qua liên k ´̂et hydro. Tính chất, hình dạng, kích thước và
khả năng hấp phụ DNA của các hạt nano được xác định bởi sự nhiễu xạ tia X (XRD), hiển vi điện
tử truyền qua (TEM), từ k ´̂e mẫu rung (VSM), phổ hồng ngoại bi ´̂en đổi Fourier (FTIR), phương pháp
Brunauer–Emmett–Teller (BET) và polymerase chain reaction (PCR). K ´̂et quả cho thấy các hạt nano
Fe3O4@SiO2 đều có thể tách chi ´̂et DNA HBV. Hạt nano Fe3O4@SiO2 thu được từ hạt nano Fe3O4
10 nm có khả năng tách chi ´̂et DNA HBV tốt hơn. Ở nồng độ HBV cao (109 copies/mL), việc sử dụng
3 hoặc 4 mg Fe3O4@SiO2 (Fe3O4 10 nm) có thể tách chi ´̂et được nhiều DNA HBV hơn so với dùng 2
mg.
Từ khoá: hạt nano, Fe3O4, kích thước, tách chiết, DNA

ĐẶT VẤNĐỀ
Tách chi´̂et DNA từ các mẫu bệnh phẩm là một phần
việc quan trọng trong xét nghiệm sử dụng kỹ thuật
polymerase chain reaction (PCR) dùng trong chẩn
đoán, như chẩn đoán bệnh, pháp y, quan hệ huy´̂et
thống, định danh loài, đánh giá chất lượng thực
phẩm1. Một số phương pháp truyền thống tách chi´̂et
DNA sử dụng hạt silica và cột silica dựa trên phương
pháp ly tâm để loại bỏ các dịch nổi, các hóa chất sau
tách chi´̂et và thu hồi DNA, vì th´̂e tiêu tốn nhiều thời
gian cho một quy trình tách chi´̂et và nhất là chưa thể
tự động hoàn toàn. Hiện nay, hạt từ được phủ lớp
bềmặt có chức năng hấp phụ DNA đang được nghiên
cứu và ứng dụng. So với phương pháp tách chi´̂et dùng
kỹ thuật ly tâm, phương pháp hạt từ sử dụng nam
châm thu hồi hạt từ mang đ´̂en những thuận lợi, như
đơn giản, nhanh chóng, hoàn toàn tự động, thực hiện
được với lượng mẫu lớn, độ tinh sạch cao và nhất là
tránh nhiễm và ít sai sót kỹ thuật, ngoài ra hiệu suất
tách chi´̂et DNA của phương pháp hạt từ không thua
kém bất kỳ một phương pháp tách chi´̂et nào2. Hạt
nano Fe3O4 được ứng dụng nhiều trong y sinh vì tính
siêu thuận từ, độ bão hòa từ cao, ít độc, và sau khi

được chức năng bềmặt chúng có thể gắn k´̂et được các
phân tử sinh học 3. Độ bão hòa từ phụ thuộc mạnh
vào kích thước và tùy kích thước mà hạt Fe3O4 được
dùng trong các ứng dụng khác nhau4.
Trong nghiên cứu này, hạt nano Fe3O4 được tổng hợp
với các kích thước 10, 32, 60 và 100 nm, và được
phủ SiO2 để tách chi´̂et DNA. Mẫu được dùng để thử
nghiệm khả năng tách chi´̂et DNA của các kích thước
hạt nano cũng như lượng hạt nano sử dụng cho mỗi
lần tách chi´̂et là các mẫu huy´̂et thanh chứa HBV.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Vật liệu
Ferrous chloride tetrahydrate (FeCl2.4H2O); ferric
chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O); ammonium
hydroxide (NH3.H2O, 25 % w/w); ethylene glycol
(EG); sodium acetate trihydrate (NaAc.3H2O);
poly(ethylene glycol)-2000 (PEG); ethanol và
tetraethyl orthosilicate (TEOS) do Merck sản xuất.
Dung dịch ly giải: 2M guanidinium thiocyanate
(GuSCN); 20 mM ethylene diamine tetra actic acid
(EDTA); 250 mM sodium chloride (NaCl); 1 mg
proteinase K, pH 5,5; dung dịch rửa 1: 2M GuSCN;

Trích dẫn bài báo này: Thành B T, Vân P H, Hải T H. Ch ´̂e tạo hạt nano Fe3O4 nhiều kích thước ứngdụng
trong tách chi ´̂et DNA từmẫu sinh học. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci.; 3(1):55-64.
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50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) –
HCl, pH 6,4; dung dịch rửa 2: ethanol 70%; dung
dịch rửa 3: ethanol 99,99%; dung dịch giải hấp phụ:
10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA, pH 8; các hóa chất có
trong các dung dịch do Merck sản xuất. Kit dùng cho
các phản ứng PCR NKPCR-VB và NKqPCR-VBquant
do Nam Khoa Biotek sản xuất.

Tổng hợp hạt Fe3O4@SiO2

Hạt Fe3O4 được tổng hợp bằng phương pháp đồng
k´̂et tủa và dung môi nhiệt. Theo phương pháp đồng
k´̂et tủa5, 2,434 g FeCl3.6H2O và 0,895 g FeCl2.4H2O
được hòa tan trong 65 mL nước cất ở 80oC trong
môi trường khí N2, 25 mL dung dịch NH3.H2O được
thêm vào dung dịch (pH ∼10) và khuấy thêm 1 giờ.
Các phân tử Fe3O4 được hình thành dựa trên phản
ứng6:

Fe2++Fe3++8OH− → Fe3O4 +4H2O (1)

Theo phương pháp dung môi nhiệt 7, hòa tan 2,7g
FeCl3.6H2O trong 40 mL EG, sau đó lần lượt thêm
vào dung dịch 4,8 g NaAc và 0,5 g PEG, khuấy mạnh
trong 30 phút ở nhiệt độ phòng trong môi trường
khí N2, dung dịch được chuyển vào nồi hấp, tăng
dần nhiệt độ và duy trì ở 200oC trong 12, 18 hoặc
24 giờ. Sau cùng, các dung dịch sau phản ứng được
để nguội đ´̂en nhiệt độ phòng, các hạt được tách bằng
nam châm, rửa nhiều lần với nước cất, ethanol và sấy
khô trong chân không ở 70oC. Ở 200oC, Fe3+ bị khử
bởi EG vàNaAc để trở thành Fe2+ qua đó Fe3O4 được
hình thành và được thể hiện dưới các phản ứng8:

CH2OH−CH2OH → CH3CHO+H2O (2)

Fe3++2CH3CHO → Fe2+ + 2H+

+ CH3COCOCH3
(3)

Fe3++3OH− → Fe(OH)3 (4)

Fe2++2OH− → Fe(OH)2 (5)

Fe(OH)3 +Fe(OH)2 → Fe3O4 +4H2O (6)

Hạt nano Fe3O4 được phủ SiO2 (Fe3O4@SiO2) bằng
phương pháp Stöber 9 với một vài thay đổi, theo đó
150 mg Fe3O4 được phân tán trong 40 mL dung dịch
ethanol/nước theo tỉ lệ thể tích 3:1, sau đó 3 mL
NH3.H2O và 0,3 mL TEOS được thêm vào và khuấy
trong 12 giờ trongmôi trường N2. Các hạt nano được
rửa bằng nước, ethanol, tách bằng nam châm và sấy
khô trong chân không.

Tách chi ´̂et DNA
DNA được tách chi´̂et theo phương pháp Boom10,
trong đó hạt silica được thay bởi hạt nano
Fe3O4@SiO2 và hạt nano được thu hồi bằng
nam châm thay vì ly tâm. Mẫu thử chứa 200 μL huy´̂et
thanh với các nồng độ HBV khác nhau và có hoặc
không có 20 μL chứng nội tại của kit PCR. Hạt nano
Fe3O4@SiO2 được cho vào tube chứa mẫu thử cùng
700 μL dung dịch ly giải, vortex nhẹ, và ủ hỗn hợp
dung dịch ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Hạt nano
được tách bởi nam châm và lần lượt rửa với dung
dịch rửa 1, 2 và 3 mỗi loại 1 mL, sấy khô mẫu ở 56oC
trong 10 phút, thu được các hạt nano hấp phụ DNA.
Sau cùng, dung dịch giải hấp phụ (100 μL) được thêm
vào tube chứa hạt nano hấp phụ DNA, vortex và ủ
mẫu ở nhiệt độ phòng trong 10 phút, loại bỏ hạt nano
thu được dịch chứa DNA.
Hạt nano Fe3O4@SiO2 (3 mg) được ch´̂e tạo từ hạt
Fe3O4 10, 32, 60 và 100 nm lần lượt được dùng để
tách chi´̂et DNA. Ngoài ra, liều lượng 2, 3 hoặc 4 mg
hạt nano Fe3O4@SiO2 được ch´̂e tạo từ hạt Fe3O4 10
nm được dùng cho một lần tách chi´̂et cũng được thử
nghiệm trong thực nghiệm này.

Khu ´̂ech đại DNA bằng PCR
Dịch DNA tách chi´̂et được (10 µL) và 15 µL dung
dịch (NKPCR-VB với PCR hoặc NKqPCR-VBquant
với realtime PCR) được cho vào ống phản ứng và thực
hiện PCR với 40 chu kỳ.

Các kỹ thuật phân tích
Giản đồ nhiễu xạ tia X (XRD, D8–ADVANCE,
Bruker), ảnh hiển vi điện tử truyền qua (TEM, JEM-
1400, Joel), đường cong từ hóa (VSM, MicroSense),
phổ hồng ngoại bi´̂en đổi Fourier (FTIR, TENSOR
27, Brucker), phương pháp Brunauer–Emmett–Teller
(BET, Nova 3200e, Quantachrome Instruments) và
polymerase chain reaction (PCR,CFX96, Bio-Rad) tất
cả được sử dụng để xác định hình dạng, tính chất và
khả năng tách chi´̂et DNA của hạt nano.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Giản đồ XRD của các mẫu được tổng hợp bằng
phương pháp đồng k´̂et tủa và dungmôi nhiệt cho thấy
sản phẩm chủ y´̂eu là Fe3O4, các đỉnh nhiễu xạ (220),
(311), (400), (422), (511) và (440) khá phù hợp với
các đỉnh nhiễu xạ của Fe3O4 chuẩn (JCPDS file No.
01-075-1372) (Hình 1). Áp dụng công thức Scher-
rer với đỉnh (311), từ đó tính được kích thước của
các tinh thể 9,15 nm với phương pháp đồng k´̂et tủa
(Hình 1a); 28,92; 29,02 và 28,75 nm với phương pháp
dung môi nhiệt ứng với thời gian tổng hợp 12, 18 và
24 giờ (Hình 1b-d).
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Ảnh TEM (Hình 2) cho thấy sự khác biệt về kích
thước của các hạt được tổng hợp theo hai phương
pháp. Phương pháp đồng k´̂et tủa, kích thước hạt
khoảng 10 nm (Hình 2a), trong khi phương pháp
dung môi nhiệt thu được hạt có kích thước lớn hơn
30 nm (Hình 2b-d). Sự khác biệt này là do cơ ch´̂e
hình thành hạt Fe3O4 của hai phương pháp. Với
phương pháp đồng k´̂et tủa, các phân tử Fe3O4 được
hình thành theo phản ứng (1) và hình thành ngay sau
khi dung dịch muối sắt được đưa vào dung dịch bazo.
Và thời gian để phản ứng xảy ra hoàn toàn không
quá 1 giờ3. Trong khi với phương pháp dung môi
nhiệt, các phân tử Fe3O4 được hình thành thông qua
các phản ứng (2-6), trong hệ thống phản ứng đã hình
thành các thành phần trung gian trước khi hình thành
Fe3O4. Hơn nữa, thời gian để phản ứng xảy ra hoàn
toàn có thể lên đ´̂en nhiều giờ. Chính sự hình thành
các thành phần trung gian trong hệ thống phản ứng
đã hình thành các hạt Fe3O4 có kích thước lớn hơn11.
Hình 2b-d, các hạt được tổng hợp theo phương pháp
dung môi nhiệt với thời gian tổng hợp lần lượt là 12,
18 và 24 giờ thu được kích thước hạt tương ứng 32,
60 và 100 nm. Sự tăng kích thước là do tăng thời gian
tổng hợp7.
Giản đồ XRD ởHình 1b-d ứng với thời gian tổng hợp
12, 18 và 24 giờ cho bi´̂et kích thước tinh thể không
thay đổi đáng kể, khoảng 29 nm. Trong khi cũng
những mẫu này,Hình 2b-d thể hiện các hạt Fe3O4 có
kích thước lớn hơn 30 nm. Do các hạt Fe3O4 tổng hợp
theo phương pháp dung môi nhiệt, được hình thành
từ sự k´̂et tụ của các tinh thể Fe3O4 nhỏhơn12. Nghiên
cứu này, hạt Fe3O4 tổng hợp theo phương pháp dung
môi nhiệt, được hình thành từ sự k´̂et tụ của các tinh
thể nano có kích thước nhỏ hơn 29 nm và thời gian
tổng hợp kéo dài chỉ làm tăng kích thước hạt Fe3O4

nhưng không làm thay đổi đáng kể kích thước tinh
thể nano cấu thành hạt Fe3O4.
Hình 3 thể hiện các hạt Fe3O4 phủ SiO2, bề dày lớp
phủ khoảng 3-10 nm và hầu h´̂et các hạt đều được phủ.
Các hạt nano ởHình 2a vàHình 3a có kích thước nhỏ
hơn nên có sự k´̂et tụ nhiều hơn là do tương tác lưỡng
cực từ mạnh, và tỷ số giữa diện tích và thể tích lớn
hơn.
Hình 4 và Bảng 1 thể hiện đường cong từ hóa và độ
bão hòa từ (Ms) của các hạt nano ở nhiệt độ phòng.
Giá trị Ms của Fe3O4 có kích thước 10 nm được tổng
hợp theo phương pháp đồng k´̂et tủa là 60,02 emu/g
(Hình 4a) nhỏ hơn giá trị Ms của các hạt Fe3O4được
tổng hợp theo phương pháp dung môi nhiệt là 88,82;
83,69 và 80,29 emu/g ứng với kích thước 32, 60 và 100
nm (Hình 4b-d) là do kích thước tinh thể của chúng
nhỏ hơn. Sự khác biệt về các giá trị Ms của các hạt
nano Fe3O4 được tổng hợp theo hai phương pháp chủ

y´̂eu do khác biệt về kích thước tinh thể. Kích thước
tinh thể tăng Ms tăng4. Tuy nhiên, kích thước tinh
thể vượt quá 30 nm sẽ không còn siêu thuận từ, nghĩa
là vẫn còn từ dư khi ngừng tác động của từ trường
ngoài và làm các hạt phân tán không tốt trong dung
dịch. Do trong nghiên cứu này, các tinh thể cấu thành
hạt Fe3O4 có kích thước nhỏ hơn giới hạn siêu thuận
từ là 30 nm13, nên có thể xem các hạt Fe3O4 là siêu
thuận từ. Ngoài ra, giá trị Ms của mẫu tổng hợp theo
phương pháp dungmôi nhiệt lên đ´̂en 88,82 emu/g gần
bằng với giá trị Ms của Fe3O4 khối là 92 emu/g. K´̂et
quả ở Bảng 1 và Hình 4 thể hiện sự giảm giá trị Ms
của các hạt Fe3O4@SiO2 so với các hạt Fe3O4 là do
lớp phủ SiO2

14.

Chức năng hóa bềmặt hạt nano Fe3O4

Hình 5 thể hiện phổ FTIR của các hạt nano
Fe3O4@SiO2. Các đỉnh quanh 570 và 473 cm−1 thuộc
về dao động Fe-O3. Ở 473 cm−1 còn có sự hiện diện
của dao động uốn cong Si-O-Si15 nó góp phần làm
tăng cường độ đỉnh này. Ngoài ra, các đỉnh quanh
1090 và 804 cm−1 lần lượt của các dao động bất đối
xứng và kéo căng của Si-O-Si, trong khi vùng phổ
quanh đỉnh 950 cm−1 liên quan đ´̂en dao động kéo
căng Si-OH15. Sự xuất hiện các đỉnh 3379, 1628 và
1401 cm−1 là do các dao động kéo căng O-H, uốn
cong H-O-H16. Ngoài ra, đỉnh quanh 1401 cm−1

cũng liên quan đ´̂en dao động bi´̂en dạng của CH2 và
dao động uốn cong CH3

17. Sự hình thành lớp phủ
silica trên bề mặt hạt nano Fe3O4 được dựa trên phản
ứng giữa nhóm OH của hạt nano Fe3O4 và nhóm
OC2H5 của TEOS18. K´̂et quả cho thấy các hạt nano
Fe3O4 với các kích thước 10, 32, 60 và 100 nmđã được
phủ bởi silica. Trongmôi trường pH ~ 5, các hạt nano
Fe3O4@SiO2 mang các nhóm Si-OH có thể hấp phụ
DNA thông qua liên k´̂et hydro và DNA được giải hấp
phụ trong môi trường pH ~ 819.

Sự ảnh hưởng kích thước hạt nano Fe3O4

Fe3O4@SiO2 (3 mg) với kích thước hạt Fe3O4 10,
32, 60 và 100 nm lần lượt được dùng để tách chi´̂et
DNA của 220 μL mẫu thử gồm 200 μL huy´̂et thanh
có HBV(109 copies/mL) và 20 μL mẫu chứng nội tại.
Độ tinh sạch của DNA được tính bởi Q = (A260 nm

– A320 nm) / (A280 nm – A320 nm) với A260, A280 và
A320 nm ứng với độ hấp thu ở bước sóng 260, 280 và
320 nm. K´̂et quả cho thấy các giá trị Q >1,7 (Bảng 2),
do đó có thể thực hiện PCR để khu´̂ech đại DNA tách
chi´̂et được20.
Chứng nội tại được cho vào cùng mẫu HBV để kiểm
tra khả năng tách chi´̂et DNA của các hạt nano, do
vậy sản phẩm tách chi´̂et có DNA của chứng nội tại
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Hình 1: Giản đồ XRD của Fe3O4 được tổng hợp bởi a) phương pháp đồng k ´̂et tủa; b-d) phương pháp dung
môi nhiệt với thời gian tổng hợp tương ứng 12, 18 và 24 giờ; và e) của Fe3O4 thuần khi ´̂et.

Hình 2: Ảnh TEM của các hạt nano Fe3O4 được tổng hợp bởi a) phương pháp đồng k ´̂et tủa; và b-d) phương
pháp dungmôi nhiệt với thời gian tổng hợp tương ứng 12, 18 và 24 giờ.

Hình 3: Ảnh TEM của các hạt Fe3O4@SiO2 với kích thước hạt Fe3O4 a) 10, b) 32, c) 60, và d) 100 nm.

Bảng 1: Độ từ hóa bão hòa của các hạt nano Fe3O4 và
Fe3O4@SiO2

Kích thước hạt Fe3O4 (nm) 10 32 60 100

Ms (emu/g) của Fe3O4 60,02 88,82 83,69 80,29

Ms (emu/g) của Fe3O4@SiO2 50,90 76,04 75,61 73,28

Bảng 2: Độ tinh sạch của DNA được tách chi ´̂et bởi các hạt nano
Fe3O4@SiO2 với kích thước hạt Fe3O4 10, 32, 60 và 100 nm

Hạt Fe3O4@SiO2 với kích thước Fe3O4 (nm) 10 32 60 100

Độ tinh sạch Q 1,75 1,82 1,79 1,77
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Hình 4: Đường cong từ hóa ở nhiệt độ phòng của các hạt nano Fe3O4 và Fe3O4@SiO2 (phía trên bên trái) với
kích thước hạt Fe3O4 a, e) 10; b, f) 32; c, g) 60; và d, h) 100 nm.

Hình 5: Phổ FTIR của các hạt nano Fe3O4@SiO2  với kích thước hạt Fe3O4 a) 10, b) 32, c) 60 và d) 100 nm.

và DNA của HBV. PCR là một kỹ thuật khu´̂ech đại
đoạn DNA đích thành nhiều bản sao DNA, n´̂eu bắt
đầu bằng một DNA đích là mạch đôi DNA, thì sau
n chu kỳ khu´̂ech đại, số bản sao DNA thu được là 2n.
Do đó, n´̂eu bắt đầu với NDNA đích là mạch đôi DNA
thì sau n chu kỳ số bản sao DNA thu được là N× 2n;
nghĩa là với cùng số chu kỳ khu´̂ech đại, số DNA đích
càng lớn, sốDNAbản sao thu được càng tăng. Hình 6
thể hiện sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose
2%, các gi´̂eng chứa HBV và chứng nội tại được tách

chi´̂et bởi hạt nano Fe3O4@SiO2 với kích thước hạt
Fe3O4 tương ứng a) 10, b) 32, c) 60 và d) 100 nm;
gi´̂eng (-) chứa mẫu âm HBV (0 copies/mL) và chứng
nội tại được tách chi´̂et bởi hạt nano Fe3O4@SiO2 kích
thước hạt Fe3O4 10 nm.
Theo nhà sản xuất kit PCR, đoạn DNA của HBV và
DNAcủa chứng nội tại được khu´̂ech đại có kích thước
lần lượt 259 và 190 bps. K´̂et quả cho thấy vạch ở 259
bps xuất hiện trên các gi´̂eng a-d) là của DNA HBV,
không xuất hiện trên gi´̂eng (-); trong khi tất cả các
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gi´̂eng đều xuất hiện vạch ở 190 bps, đó là sản phẩm
khu´̂ech đại của đoạnDNAđích của chứng nội tại. K´̂et
quả này cho thấy các loại hạt nano đã có thể tách chi´̂et
được DNA của mẫu HBV và của chứng nội tại, DNA
đủ tinh sạch cho phép thực hiện PCR. Tuy nhiên,
quan sát dải 259 bps của các gi´̂eng, khó nhận bi´̂et dải
của gi´̂eng nào sáng hơn. Dải sáng hơn ứng với hạt
nano tách chi´̂et được DNA HBV của gi´̂eng đó nhiều
hơn.
Realtime PCR là một kỹ thuật PCR, sản phẩm khu´̂ech
đại được đọc dựa trên tín hiệu huỳnh quang (RFU,
relative fluorescence units) phát ra từ các DNA bản
sao, cho phép xác định số DNA đích của mẫu. Số
DNA bản sao được gia tăng sau các chu kỳ, cường độ
huỳnh quang phát ra từ các DNA gia tăng và đ´̂en một
chu kỳ nào đó cường độ huỳnh quang vượt qua đường
huỳnh quang nền, chu kỳ đó gọi là chu kỳ ngưỡng (Ct,
threshold cycle)21. Do vậy, số DNA đích càng lớn giá
trị Ct càng nhỏ và ngược lại. Fe3O4@SiO2 (3 mg)
với kích thước hạt Fe3O4 10, 32, 60 và 100 nm lần
lượt được dùng để tách chi´̂et DNA của 200 μL mẫu
HBV (109 copies/mL). Và sản phẩm tách chi´̂et được
khu´̂ech đại bằng realtime PCR (Hình 7) cho thấy cả
bốnmẫu Fe3O4@SiO2 với hạt Fe3O4 10, 32, 60 và 100
nm đều có thể tách chi´̂et DNA và sản phẩm khu´̂ech
đại tương ứng với các đường a-d) với các giá trị Ct
lần lượt là 13,39; 14,31; 15,13 và 15,86. Giá trị 13,39
Ct (Hình 7a) nhỏ nhất trong các giá trị Ct là do hạt
nano Fe3O4@SiO2 (Fe3O4 10 nm) tómbắt đượcDNA
HBV nhiều nhất, k´̂e đ´̂en là các hạt Fe3O4@SiO2 với
hạt Fe3O4 32, 60 và 100 nm. Gi´̂eng (-) (Hình 7(-)),
do không có HBV nên đường biểu diễn khu´̂ech đại
không vượt qua đường huỳnh quang nền.
BằngphươngphápBETcó thể xác địnhđược diện tích
(bề mặt) riêng của các hạt nano Fe3O4@SiO2 và k´̂et
quả cho ở Bảng 3, kích thước hạt Fe3O4 giảm, diện
tích riêng của Fe3O4@SiO2 tăng. Vì th´̂e, chúng làm
tăng khả năng gắn các nhóm chức và tăng khả năng
liên k´̂et các phân tử sinh học. Với cùng lượng, hạt
nano Fe3O4@SiO2 (Fe3O4 10 nm) tómbắt đượcDNA
nhiều hơn là do diện tích riêng của chúng lớn hơn.
Hạt nano Fe3O4@SiO2 được tổng hợp từ hạt Fe3O4

có kích thước nhỏ hơn có khả năng tóm bắt DNA tốt
hơn.

Sự ảnh hưởng của lượng hạt nano
Lần lượt dùng 2, 3 và 4 mg hạt Fe3O4@SiO2 (Fe3O4

10 nm) để tách chi´̂et DNA của 200 μL các mẫu HBV
có nồng độ 103, 106 và 109 copies/mL. Sản phẩm tách
chi´̂et được khu´̂ech đại bằng realtime PCR (Hình 8).
Ở nồng độ HBV 103 copies/mL, sử dụng 2, 3 và 4 mg
hạt Fe3O4@SiO2 để tách chi´̂et DNA đều nhận được

các đường biểu diễn ứng với các giá trị Ct xấp xỉ
nhau 33,70; 33,41 và 33,68 (Hình 8a-c). Tương tự
với nồng độ HBV 106 copies/mL, các giá trị Ct nhận
được xấp xỉ nhau là 23,84; 23,15 và 23,41 tương ứng
vớiHình 8a-c, nghĩa là tách chi´̂et được số DNA xấp xỉ
nhau là do với 2mg hạt nano đã có thể tách chi´̂et được
hầu h´̂et DNA của mẫu. Tuy nhiên, ở nồng độ HBV
109 copies/mL, dùng 3 hoặc 4mg hạt nano nhận được
các giá trị Ct là 13,13 hoặc 13,15 (Hình 8b-c) thấp hơn
giá trị Ct 14,20 (Hình 8a) ứng với dùng 2mg hạt nano
là vì tăng lượng hạt nano đã làm tăng diện tích bề mặt
dẫn đ´̂en tăng số nhóm chức và k´̂et quả là tách chi´̂et
được nhiều DNA hơn. K´̂et quả này cho thấy với mẫu
có nồng độ HBV cao (109 copies/mL), dùng 3 hoặc 4
mg sẽ tách chi´̂et được nhiều DNA hơn so với dùng 2
mg hạt nano.

KẾT LUẬN
Đã tổng hợp được các hạt nano Fe3O4 có kích thước
10, 32, 60 và 100 nm với độ bão hòa từ tương ứng
60,02; 88,82; 83,69 và 80,29 emu/g và được xem như
siêu thuận từ. Độbãohòa từ của các hạt Fe3O4 (88,82;
83,69 và 80,29 emu/g) gần bằng độ bão hòa từ của
Fe3O4 khối (92 emu/g). Cáchạt Fe3O4@SiO2 đều
tách chi´̂et được DNA HBV và DNA đủ tinh sạch.
Fe3O4@SiO2 với hạt Fe3O4 10 nm cho khả năng
tách chi´̂et HBV DNA tốt hơn. Ở nồng độ HBV cao
(109 copies/mL), dùng 3 hoặc 4 mg hạt Fe3O4@SiO2

(Fe3O4 10 nm) cho k´̂et quả tách chi´̂et HBV DNA tốt
hơn so với 2 mg hạt nano cùng loại, trong khi ở nồng
độHBV thấp hơn (103 hoặc 106 copies/mL) không có
sự khác biệt đáng kể. K´̂et quả này là cơ sở để ứng dụng
các hạt nano Fe3O4 này cho việc tách chi´̂etDNA/RNA
(ribonucleic acid) từ các mẫu sinh học khác.

DANHMỤC CÁC TỪ VIẾT TẮT
DNA: Deoxyribonucleic acid
RNA: Ribonucleic acid
HBV: Virus viêm gan B
XRD: Nhiễu xạ tia X
TEM: Hiển vi điện tử truyền qua
VSM: Từ k´̂e mẫu rung
FTIR: Phổ hồng ngoại bi´̂en đổi Fourier
BET: Brunauer–Emmett–Teller
PCR: Polymerase chain reaction
Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane
EG: Ethylene glycol
NaAc: Sodium acetate trihydrate
PEG: Poly(ethylene glycol)-2000
TEOS: Tetraethyl orthosilicate
GuSCN: Guanidinium thiocyanate
EDTA: Ethylene diamine tetraactic acid
RFU: relative fluorescence units

60



Tạp chí Phát triển Khoa học và Công nghệ – Khoa học Tự nhiên, 3(1):55- 64

Hình 6: Sản phẩm PCR điện di trên gel agarose 2%; MK (marker), thang DNA; các gi ´̂eng chứa HBV
(109copies/mL) và chứng nội tại được tách chi ´̂et bởi hạt nano Fe3O4@SiO2 với kích thước hạt Fe3O4 tương
ứng a) 10, b) 32, c) 60 và d) 100 nm; gi ´̂eng (-) chứa mẫu âm HBV và chứng nội tại được tách chi ´̂et bởi hạt
nano Fe3O4@SiO2 với hạt Fe3O4 10 nm.

Hình 7: Đồ thị RFU của phản ứng realtime PCR, các gi ´̂eng chứa HBV (109 copies/mL) được tách chi ´̂et bởi hạt
nano Fe3O4@SiO2 với kích thước hạt Fe3O4 tương ứng a) 10, b) 32, c) 60 và d) 100 nm; gi ´̂eng (-) chứa mẫu
âmHBV được tách chi ´̂et bởi hạt nano Fe3O4@SiO2 với hạt Fe3O4 10 nm.

Bảng 3: Diện tích riêng các hạt nano Fe3O4@SiO2

Kích thước hạt Fe3O4 (nm) 10 32 60 100

Diện tích riêng của Fe3O4@SiO2 (m2/g) 48,012 33,452 23,185 12,171
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Hình 8: Đồ thị RFU của phản ứng realtime PCR; HBV với các nồng độ 103, 106 và 109 copies/mL được tách
chi ´̂et với lượng hạt nano Fe3O4@SiO2 a) 2, b) 3 và c) 4 mg.

MK: Thang DNA
N: Số DNA đích
Ct: Chu kỳ ngưỡng
Ms: Độ bão hòa từ
Q: Độ tinh sạch của DNA
NPs: Nanoparticles
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Synthesis of magnetite nanoparticles with different sizes for
application in DNA extraction from biological sample

Bui Trung Thanh1,2, PhamHung Van3,∗, Tran Hoang Hai4

ABSTRACT
Serum samples containing hepatitis B virus (HBV) used as biological sample to examineDNAextrac-
tion capability at different nanoparticles (NPs) sizes and amounts were investigated in this study.
The magnetite (Fe3O4) NPs synthesized by co-precipitation method were size about of 10 nmwith
themagnetic saturation of 60.02 emu/g. Using solvothermalmethodwith different synthesis times
obtained the Fe3O4 NPs sizes of about 32, 60 and 100 nm with the magnetic saturations of 88.82,
83.69 and 80.29 emu/g, respectively. The synthesized Fe3O4 NPs had superparamagnetic proper-
ties. By Stöber method, the Fe3O4 NPs were coated with SiO2 (Fe3O4@SiO2) to form Si-OH groups
through which the NPs could adsorb DNA via hydrogen bonds. The properties, morphology, size
and DNA adsorption capacity of the NPs were determined by X-ray diffraction (XRD), transmission
electronmicroscopy (TEM), vibrating samplemagnetometer (VSM), Fourier transform infrared spec-
troscopy (FTIR), Brunauer–Emmett–Teller (BET) method, and polymerase chain reaction (PCR). The
results showed that synthesized Fe3O4@SiO2 NPs could extract HBV DNA. The Fe3O4@SiO2 NPs
obtained from 10 nm Fe3O4 NPs had better HBV DNA extraction. At high HBV concentration (109

copies/mL), using 3 or 4 mg of Fe3O4@SiO2 NPs (10 nm Fe3O4) could extract more HBV DNA than
using 2 mg.
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