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Tom tat

Trong nghién ctru nay, ch:p vi lwu ly tdm (CMF) st dung vét liéu PDMS duwoc nghién ctru thiét ké va ché tao
két hop véi dién cuc ctia cdm bién nham gidm luong tiéu tdn héa chét trong qua trinh ché tao va khdo sét
hoat dong cam bién. Két qua cho thdy, CMF loai xi phéng két hop véi dién cuc da lam gidm lwong héa chét
xudng 20 l&n so v&i phuwong phap théng thuwdng. Hon niva, viéc két hop déng thoi bén CMF chip trén cting
mét dia tron dwoc gan vGi may quay ly tdm gidp nang cao hiéu suét ché tao cdm bién. Khdo sét hoat déng
cta cdm bién xac dinh khang nguyén PSA bang phuong phap do phé téng tré dién héa cho thdy dé lap lai
cla cdm bién cao (sai s6 < 5%), gi6i han phét hién thap (0,12 ng/mL) hoan toan dap tng chédn doan bénh
som.

T khoa: chip vi lwu ly tam, dién cwc in lwdi, cdm bién mién dich dién héa.
Abstract

In this work, the centrifugal microfluidic chip (CMF) was designed and fabrication to integrate onto
transducer’s sensor in order to obtain minimization of reagent consumption used in sensor fabrication and to
establish the automation process for bioelements immobilization. The results showed that the integrated
centrifugal microfiuidic chip (siphon type) with electrode can reduce 20 times of the chemical reagent
consumption compared to dropping method in the sensor fabrication process. Furthermore, the integration of
four chip simultaneously on the circular disk mounted on centrifugal system can improve the sensor
fabrication efficiency. Experimental result of the fabricated sensor showed its high reproducibility (error lower

than 5%) and the detection limit is 0.12 ng/mL which is appropriate for early diagnosis.

Keywords: Centrifugal microfluidic chip, Screen-printed electrode, Impedimetric immunosensor.

1. Gi6i thi¢u

Cong nghé vi luu 14 mot linh vuc khoa hoc cho
phép thiét 1ap va kiém soat dong chét long c&
microlit (10°) dén picolit (10-'2) trong cac kénh dan
¢6 kich thudc tir hang chuc dén hang trim micromét.
Cong nghé nay duoc st dung trong nhiéu linh vic
nhu vt 1y, hoa hoc, sinh hoa hoc va cong nghé nano
dé thiét ké cac hé thong trong d6 lugng chét 1ong sir
dung 1a thip va kha nang tich hop nhiéu kénh dan
trén cting mot chip [1-4]. Trong cam bién sinh hoc,
chip vi luu thuong dugce két hop dé diéu khién dong
dung dich vao budng phan ung théng qua hé thong
vi bom ndi voi dudng ong dan va van. Diéu nay dan
t61 vige tiéu t6n mot lwong nguyén li¢u dang ké trén
hé théng ong dan nay [5]. Pé cai thién kha ning
phan tich thong qua giam lugng hoa chét tiéu hao,
giam thoi gian ché tao va tang d6 lap lai cia cam
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bién, chiing t6i dd phat trién chip vi luu quay ly tim
két hop véi dién cyc cam bién. Chip vi luu ly tim co
nhiéu wu diém vuot troi hon so voi chip vi luu théng
thuong nhu: i) Luyc ly tim tic dung truc tiép 1én
dong chét 16ng, khong can sir dung bom xi lanh, vi
vay c6 thé loai bo hé thong dwong dan phirc tap; ii)
C6 thé thuc hién trén cac may quay ly tdm c¢& nho
san c6 trong nhidu phong thi nghiém, hé thiét bi c6
gi4 thanh thap; iii) Luc ly tdm 16n gitp ngan can sy
hinh thanh bong khi trong budng phan tng, day la
van dé hay gip phai trong cac hé vi luu str dung vi
bom thong thuong. Thém vao do, st dung luc ly tam
dé “bom” chét long cho phép thuc hién dong thoi
nhiéu mau trén cing mot dong co quay ly tim ma
khéng lam tdng mirc 6 phurc tap cua hé.

Trong ndi dung bai bao nay, ching t6i nghién
ctru thiét ké chip vi luu ly tdm kiéu cu trac van xi
phong st dung vat li€u Polydimethylsiloxane
(PDMS). Chip vi luru sau khi ché tao duoc két hop véi
dién cyc thuong mai ciia hang DropSens va may quay
ly tim mini nham thyc hién cac budc trong quy trinh
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ché tao cam bién xac dinh khang nguyén PSA thong
qua tuong tac dac hiéu cua né voi khang thé don dong
duoc c¢b dinh 1én bé mat dién cuc cam bién béng mang
don 16p tu lip ghép (SAM).

2. Thue nghiém
2.1 Héa chit

Chét cam quang am (SU8-2100) va chit hién
hinh SU-8 do hing Micro Chem san xuat. Héa chat
Trichloro (1H, 1H, 2H, 2H-perfluorooctyl) silane,
Polydimethylsiloxane (PDMYS), Axit 16-
mercaptohexadecanoic ~ (MHDA), 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodimide (EDC), Ester N-
hydroxysuccinimide (NHS), Tween 20, Fluorescein
dugc cung cdp boi hing Sigma Aldrich. Khang thé
don dong va khang nguyén PSA cuia hang Aviva
Systems Biology (My). Dung dich dém mudi
photphat PBS (pH 7,4 bao gdm NaCl 8,00 g/L, KCI
0,20 g/L, Na,HPO4 1,38 g/l va KH,PO4 0,2 g/L),
Ethanolamine, Ethanol, K;3[Fe(CN)g] va K4[Fe(CN)¢]
do hang Merck san xuét.

2.2 Thiét bi va dién cuc

Thiét bi sir dung trong nghién ciru bao gdm hé
quay ly tdm cua hing Swing Man (ATT-101) c6 toc
d6 quay toi da 1a 2000 vong/phut va hé do phd tong
trd Vertex Ivium (Ivium Technologies BV, Ha Lan)
dugc sir dung trong phép do tré khang (c6 dai tan s6
hoat dong tir 50 mHz dén 100 kHz). Pién cyc dién
hoa thuong mai cia hing DropSens (SPAUE) ¢ cu
triic dang ba dién cuc dugc tich hop trén dé nhua.
CAu trac dién cuc bao gém dién cyc lam viéc (mang
vang), dién cuc dbi (muc in cac bon) va dién cuc so
sanh (muc in Ag/AgCl). Dién tich cua dién cuc lam
viéc 1a 12,56 mm?.
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Hinh 1. Céu trac thiét ké cua chip vi luu.

2.3 Ché tao chip vi luu

Chip vi luu ly tim ¢ chu tric kénh dan nhu
trong hinh 1 duwgc tao boi vat liéu PDMS béng
phuong phéap dtc khuén. Bé day cua chip vi luu 1a 3
mm, d§ sdu va bé rong ctia kénh dan 1a 200 pm, thé
tich budng phan Ung la 4 pL. Trong nghién ctru nay,
chung t61 thiét ké chip vi Iuu co céu tric gom mot
dau dung dich vao (inlet) va mot dau dung dich ra
(outlet) dugc ndi v6i budng phan tmg boi kénh din vi
lwu va van xi phong. Thiét ké nay gitip cho dung dich
duoc luu trit lai trong budng phan tng (turong tng véi
thoi gian 1 miu cua ting budc). Khi thé tich dung
dich dua vao vuot quéa thé tich cua budng phan tng
thi lugng dung dich trong budng phan tng s& bi diy
ra ngoai (twong Gmg v&i qua trinh rira budng phan
mg). Ngoai ra, trén mdi chip con thiét ké mot van khi
nbi giita budng phan tmg véi khong khi bén ngoai
gitip can bang ap suét trong va ngoai budng lam cho
dung dich dé dang van chuyén tir inlet vao budng
phan ung.

Hinh 2. Anh hién vi quang hoc cua vi kénh voi do
rong c& khoang 200 pm.

Chip vi luu sau khi thiét k& duoc ché tao theo
phuong phap quang khéc. Phién Silic 4 inch dugc
quay phu 16p chat cam quang am (SU8-2100) véi bé
day 200 pm va u so bd tai nhi¢t do 95°C trong 60
phut. Tlep theo, hinh anh chip vi luu trén mask dugc
chuyen lén dé bang cach chiéu tia cuc tim véi cong
suat 100 W trong 20 gidy. U déng rén chat cam quang
tai nhié¢t 36 95°C trong 20 phut, hién hinh trong dung
dich SU-8 va hoan thién céu tric khuon dic.
Monomer PDMS dugc tron véi chét xuc tac theo ty 1¢
10:1 va d6 1én khuén duc véi d6 day la 3 mm. Tién
hanh a PDMS tai 75°C trong 90 phiit va tach cdu triic
chip vi luu khoi khuon. Sir dung duc 16 duong kinh 2
mm duc thong qua chiéu day cia khéi PDMS dé tao
bé chira dung dich hoa chat phan tng (inlet) va bé
chira dung dich thai (outlet). Cac vi tri thong khi dugc
duc 16 bang dau kim loai 18 G. Chip vi luu PDMS
sau khi duc 16 dugc lam sach bang cach rung siéu am
trong hon hop dung dich ethanol va nuéc, san sang
cho budc két hop vai dién cuc cam bién.
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Hinh 3. Quy trinh cong nghé c¢6 dinh khang thé don dong PSA 1én bé mit dién cuc cam bién thong qua nhom

chure carboxyl cuia MHDA.

2.4 Cé dinh khdng thé don dong

Trong cam bién mién dich dién hoa, qua trinh )
dinh khang thé 1én bé mat dién cuc cam bién 1a yéu t6
quyét dinh cho viéc ché tao thanh cong cam bién.
Trong nghién ctru niy, khang thé don dong PSA dugc
¢b dinh 1én bé mat dién cuc cam bién thong qua nhém
chirc carboxyl ciia mang don 16p tu lip ghép (SAM-
Self assembled monolayer) cia MHDA [7,8]. Hoa
chét trong mdi budc ché tao cam bién dugc dua dén
bé mat dién cuc thong qua hé théng kénh dan cua
chip vi Iuu két hop hé quay ly tim (CMF). Luong
dung dich hoa chat trong mdi budc chi tiéu ton 5 pL,
it hon rat nhidu so voéi phuong phap nho thong
thuong (100 pL). Pau tién, 5 pL dung dich MHDA
v6i néng do 1 mM dugc dua vao budng phan tng va
giir trong 12 gio tai nhi¢t d phong. MHDA la axit
hiru co chudi mach dai 16 nguyén tir cacbon gdm mot
dau 1a nhom carboxyl (-COOH) va dau con lai 1a
nhom chirc thiol (-SH). Trong thdi gian nay, nhom
thiol s€ twong tac v4i mang vang cia dién cuc hinh
thanh 1én mang SAM véi nhém chire -COOH. Tiép
theo, nudc dé ion duoc sir dung dé loai b6 MHDA
khong lién két hodc lién két yéu voi bé mat dién cuec.
Budc rira sir dung 10 pL dung dich va lap lai 5 lan.
Sau d6, 5 pL ctiia hon hop dung dich chira NHS 0,2 M
va EDC 0,1 M duoc dua vao budng phan tmg va
trong 30 phGt nhim muc dich hoat hoa nhém

Dién cuc
Gia d&

a)

carboxyl cia MHDA sang nhoém trung gian c6 kha
nang phan tng v6i nhom amine (NH,) ciia khang thé.
Luong NHS va EDC du thira dugc loai bé qua budc
rira (l3p lai 5 14n) bang dung dich PBS 10 mM (pH
7,4). Cudi cing, 5 pL khang thé dic hiéu don dong
PSA dugc dwa vao budng phan tng va i trong mot
gio tai nhiét do phong. Tién hanh rira bang dung dich
PBS dé loai bo khang thé khong lién két hodc lién két
yéu voi bé mit. 5 pL dung dich ethanolamine 100
mM duoc st dung dé ngan cac lién két khong dic
hiu xay ra trén bé mit. Sau budc ria béng PBS, dién
cuc san sang cho budc do dac phat hién khang
nguyén PSA.

2.5 Phé tong tré dién héa

Phép do phd tong tré dién hoa dugc thuc hién
tai nhi¢t do phong trén h¢ Vertex Ivium. Phép do
dugc thyc hién trong dai tan s6 tir 100 kHz dén 50
mHz véi dién 4p xoay chidu 12 10 mV tai thé hd mach
OCP trong dung dich do gdm Ki[Fe(CN)e]
/K4[Fe(CN)s] 5 mM va 0,1 M KCL. Phé tong tré dugc
khép theo mach tuwong duong Randles qua do xac
dinh phan tr mach Rer (dién tré truyén dién tich)
trude va sau khi cho dién cuc cam bién tiép xuc voi
khang nguyén PSA tai cac nong d6 xac dinh. Dé danh
gia do lap lai cia cam bién, chung toi tién hanh ché
tao va do dac trén bdn dién cuc doc lap.

Hinh 4. Ban thiét ké gia do gan voi truc quay cua mdy ly tdm bao gdm a) Thir ty ldp ghép chip vi luu va dién cuc;
b) Vi tri bon hé chip vi luvu-dién cuc dugc co dinh dong thoi trén gia dd.
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Hinh 5. Hinh anh dong dung dich van chuyén tir dau vao qua kénh dén vao budng phan tmg va dung dich thoét
ra ngoai theo thoi gian quay ly tdm vai toc do 1200 vong/phut.

Bang 1. Bang so sanh sy thay d6i dién tré truyén dién tich cua dién cuc SPAUE va dién cuc cb dinh khang thé
Mab PSA (Mab PSA/SAM/SPAUE) cua 4 mau dién cuc riéng biét (danh s6 M1 — M4) sir dung cting quy trinh
ché tao. Sai s0 % duogc xac dinh theo cong thirc d6 1éch chuan cho 4 mau.

M1 M2 M3 M4
SPAUE 46,13 48,57 52,22 47,59
Mab PSA/SAM/SPAUE 1481,23 1453,18 1547,51 1587,67
ARct (Q) 1435,10 1404,61 149529 1540,08
Sai sb (%) 2,35 4,57 1,77 4,63

3. Két qua va thio luin

3.1 Khdo sdt qud trinh vin chuyén dung dich trong
chip vi luu ly tim

Chip vi luu dugce ghép véi dién cuc dién hoa sao
cho vi tri ciia budng phan tng twong tng véi ving
dién cyc lam viéc. C6 dinh dong thoi bdn hé chip vi
luu-dién cuc trén gia d& hinh tron c6 dudng kinh 12
cm duogce vit ¢d dinh ddng truc véi truc cia may quay
ly tim (hinh 4). Dé khao sat chuyén dong cua dong
chay trong chip vi luu, ching t6i st dung dung dich
thudc mau nhay quang fluorescein c6 nong do ImM.
5 uL dung dich nay dugc nho vao bé chira inlet cua
chip vi luu. H¢ ly tam dugc gia toc véi toc do ban dau
la 100 vong/phut cho dén khi dat duoc tde do quay
1200 vong/phut trong vong 60 gidy. Str dung hé thiét
bi Stroboscope ghi nhan hinh anh chuyén déng cua
chit 16ng trong chip vi luu ly tim. Trén hinh 5a trinh
bay hinh anh trang thai ban dau khi 5 pL dung dich
thubc mau nhay quang dwoc nho vao bé chira inlet.
Khi hé¢ ly tim dugc gia toc dén téc do quay 1200
vong/phut, dud¢i tic dung lyc ly tdm dung dich
chuyén dong theo kénh dan dén buong phan ung. Xi
phong duoc nbi thong véi diém thap nhit ciia budng
phan tmg, lwong dung dich trong budng phan tng va
trong nhanh xi phéng cung déng 1én véi do cao nhu
nhau nhu trinh bay trén hinh 5b. Ciu tric cia xi
phong cho phép giit lwong dung dich trong budng
phan tmg twong mg v&i thoi gian luu gitr can thiét
trong moi budc ché tao cam bién. Sau 60 gidy, tat
may quay ly tdm va thuc hién bude thém 10 uL dung
dich nhay quang vao bé chita dung dich inlet (hinh
5¢). Tiép tuc gia toc may ly tim dat dén toc d6 1200
vong/phtt. Dudi tac dung cua lyc ly tdm, dung dich
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moéi thém vao nay dugc van chuyén dén budng phan
g va ddy dung dich truge do trong budng phan tng
ra ngoai (hinh 5d). Nho cdu tric cia xi phong, toan
b6 dung dich trong budng phan tng s& bi ddy ra ngoai
(xem hinh 5e). Qua trinh nay tuong trng vdi budc rua
dé loai bo dung dich héa chat & budc cong nghé trude
trong quy trinh ché tao cam bién.

3.2 Khiio st hoat dgng ciia cim bién

Hoat dong ctia cam bién duoc khao sat dua trén
phuong phép phd tong tré dién hoa. Nguyén 1y co
ban cua phuong phap 1a dwa trén sy thay doi tro
khang phtrc ctia hé dién hoa khi xdy ra phan tng mién
dich dic hiéu giira khang nguyén (chat can phan tich)
va khang thé (cé dinh trén bé mit dién cuc cia cam
bién). Khi khang nguyén lién két v6i khang thé dac
hiéu cta chung s€ hinh thanh 1én 16p mang dién moi
ngin can qua trinh truyén dién tich lam ting gia tri
dién tro truyén dién tich (Rer). Phuong phap nay da
dugc ching t6i trinh bay chi tiét trong cac nghién ciru
trude [6,7].

Trén hinh 6a trinh bay dap tng phd téng tré EIS
clia cam bién tai cac nong do PSA khac nhau. Két qua
cho thay duong kinh cta ban cung trong phd EIS ting
khi nong d khang nguyén PSA ting. Khi khop phd
EIS theo mach tuong duong Randles, ching t6i xac
dinh duogc gia tri Rer. Trén hinh 6b trinh bay dudng
dac trung chuén thé hién sy phu thudc cua ARcr (hiéu
sO giita gia tri Rer ciia cam bién tai ndng do khang
nguyén PSA xac dinh va gi4 tri Rer cta cam bién khi
chua tiép xuc véi khang nguyén PSA hay con goi 1a
mau tring). Gia tri Rer tang theo ndng do khang thé
nam trong khoang tir 0 ng/mL dén 16 ng/mL. Tién
hanh khép tuyén tinh trong dai ndng do khang
nguyén tr 0 ng/mL dén 16 ng/mL, dya vao gia tri
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dbc cua dudng dic trung va sai s6 cliia mau tring xac
dinh dugc giéi han phat hién LOD (Limit of
Detection) ciia cam bién 1a 0,12 ng/mL vdéi dién tich
ctia dién cyc 1a 12,56 mm? Tur két qua nay cho thay
cam bién da ché tao hoan toan dap tmg yéu cau phat
hién chi ddu sinh hoc khang nguyén PSA trong ving
xam (tir 4 dén 10 ng/mL) trong chan doan ung thu
tién liét tuyén.
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Hinh 6. a) Dap tng phd téng tré cua cam bién tai cac
noéng do khang nguyén PSA tr 0 ng/mL dén 20
ng/mL (dudng do thuc nghiém dwoc biéu dién bing
cac ky hiéu, duong nét lién biéu dién dudng cong
khép theo mach twong duwong Randles. b) Puong dac
trung chuén cta cam bién mién dich dién hoa PSA.
Gia tri tai mdi diém do va sai s6 dugc lay trung binh
ctia 4 cam bién ché tao cung luc.
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Do lap lai cia cam bién dwoc danh gia thong
qua phan trim sai sé x4c dinh theo cong thic do léch
chuan cua bdn cam bién riéng biét ché tao cung luc
theo ciing mot quy trinh va dugc thé hién dang thanh
sai s (error bar) trén hinh 6b. Két qua cho thiy sai s6
¢6 gia tri nhé hon 5% chimg t6 cam bién ché tao co
d6 1ap lai cao. Hon nira, s6 liéu trén bang 1 ciing cho
thdy hiéu qua cua viéc sir dung chip vi luu quay ly
tam trong viéc cai thién déc tinh 1ap lai cia quy trinh
ché tao cam bién.
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4. Két luén

Nhom nghién ctru da thanh cong trong viée thiét
ké va ché tao chip vi luu ly tdm su dung vt liéu
PDMS tmg dung trong ché tao cam bién. Viéc tdi uu
trong thiét ké cau truc xi phong cua chip vi luu dam
bao yéu cau luu trit dung dich trong budng phan tmg
trong budng phan (g ra ngoai sau budc rira dién cuc.
theo yéu cdu trong mdi budc bién tinh bé mat dién
cuc ciing nhu kha ning day toan bo lugng dung dich
Ngoai ra, chip vi luu con thé hién tinh wu viét trong
viéc giam luong hoa chit tiéu hao va thoi gian ché tao
cam bién. Cac cam bién duoc tién hanh trong cing
mot didu kién thuc nghiém cho d¢ 1ap lai cao vdi sai
s6 dudi 5%. Két qua nghién ciru 1a tién dé cho huéng
nghién ctru phat trién chip vi dong cho phép tu dong
hoa cac bude trong quy trinh bién tinh déi v6i cam
bién sinh hoc.
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