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ABSTRACT 

The study was carried out to improve the sensitivity of paper-based 

biosensors for detecting antibiotics inhibiting bacterial protein synthesis. 

The biosensor was based on the detection of luminescence intensity of 

nanoluciferase protein (NanoLuc), which was synthesized on freeze-dried 

paper containing an in vitro transcription-translation system. NanoLuc 

was synthesized by applying water samples without antibiotics on freeze-

dried paper, resulting in luminescent emission when combined with the 

Furimazine substrate. In contrast, in the presence of antibiotics, the 

luminescent intensity was lower due to the inhibition of NanoLuc 

synthesis. The luminescent intensity was recorded with a digital camera 

and quantified by ImageJ software. The estimated detection limits were 

13,9; 0,23; 1,2 and 0,32 µg/mL for gentamicin, chloramphenicol, 

erythromycin, and paromomycin, respectively. The sensitivity of 

luminescent paper-based biosensors was increased 2 or 3 folds depending 

on each antibiotic. 

TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm cải thiện độ nhạy của cảm biến sinh học 

nhận diện nhóm kháng sinh ức chế sự tổng hợp protein trên nền giấy. 

Cảm biến sinh học nhận diện kháng sinh dựa trên cường độ phát quang 

của protein nanoluciferase (NanoLuc) được tổng hợp trên nền giấy đông 

khô có chứa hệ thống phiên mã dịch mã trong điều kiện phòng thí nghiệm. 

Khi nhỏ nước lên nền giấy, protein NanoLuc được tổng hợp và phát sáng 

khi kết hợp với cơ chất Furimazine. Ngược lại, khi có kháng sinh ức chế 

sự tổng hợp protein của vi khuẩn, sự tổng hợp protein NanoLuc bị cản trở 

dẫn đến cường độ phát sáng yếu. Cường độ phát sáng được ghi nhận bằng 

máy chụp ảnh kỹ thuật số và định lượng bằng phần mềm xử lý ảnh ImageJ. 

Giới hạn phát hiện kháng sinh được ghi nhận cho gentamicin, 

chloramphenicol, erythromycin và paromomycin lần lượt là 13,9; 0,23; 

1,2 và 0,32 µg/mL. Độ nhạy của cảm biến sinh học được cải thiện 2 hoặc 

3 lần tùy từng loại kháng sinh. 

1. GIỚI THIỆU 

Ức chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn là một 

trong những cơ chế hoạt động quan trọng của kháng 

sinh nhằm kìm hãm sự sinh trưởng phát triển hoặc 

tiêu diệt tế bào vi khuẩn (Kapoor et al., 2017). Nhóm 

kháng sinh ức chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn 

theo 3 cơ chế, trong đó (i) gắn vào tiểu đơn vị 30S 
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(nhóm aminoglycoside, tetracycline), (ii) gắn trên 

tiểu đơn vị 50S (nhóm chloramphenicol) và (iii) gắn 

vào vị trí tổng hợp peptide trên tiểu đơn vị 50S 

(nhóm macrolide) (McCoy et al., 2011). Các nhóm 

kháng sinh này đều được sử dụng rộng rãi trong nuôi 

trồng thủy sản (Nguyen et al., 2014, 2020). Tuy 

nhiên, việc lạm dụng kháng sinh đã dẫn đến sự phát 

sinh vi khuẩn kháng kháng sinh (Schar et al., 2021), 

tồn lưu dư lượng kháng sinh trong sản phẩm thủy 

sản gây ảnh hưởng đến sức khoẻ người tiêu dùng 

(Liu et al., 2017), ảnh hưởng uy tín sản phẩm thủy 

sản xuất khẩu của Việt Nam.  

Các phương pháp phát hiện kháng sinh trong 

môi trường hoặc sản phẩm thủy sản đang được áp 

dụng hiện nay gồm sắc ký lỏng cao áp (HPLC), sắc 

ký khối phổ (GC-MS) (Phu et al., 2015; Uchida et 

al., 2016).  Ưu điểm của các phương pháp này là có 

giới hạn phát hiện thấp và  độ nhạy cao, nhưng các 

phương pháp này đòi hỏi trang thiết bị chuyên dụng, 

hoá chất đắt tiền và người phân tích phải có kỹ thuật 

cao để thực hiện các quy trình chẩn đoán phức tạp 

trong các phòng thí nghiệm. Do đó, nhu cầu phát 

triển phương pháp phát hiện kháng sinh dễ sử dụng, 

thời gian phân tích nhanh và không phụ thuộc vào 

các thiết bị đắt tiền là việc làm cần thiết, đặc biệt cho 

các nước đang phát triển. 

Gần đây, cảm biến sinh học đang được các nhà 

khoa học đặc biệt quan tâm phát triển để nhận diện 

kháng sinh do có nhiều ưu điểm như chi phí thấp, 

thời gian phân tích nhanh, thân thiện với người sử 

dụng và không phụ thuộc vào trang thiết bị hiện đại 

(Mungroo & Neethirajan, 2014; Reder-Christ & 

Bendas, 2011; Zhou et al., 2021). Cảm biến sinh học 

nhận diện nhóm kháng sinh ức chế sự tổng hợp 

protein của vi khuẩn đã được phát triển bằng cách 

tổng hợp protein tín hiệu -galactosidase trong điều 

kiện in-vitro trên nền giấy đông khô, sử dụng hệ 

thống PURExpress in vitro protein synthesis kit 

(E6800, New England Biolabs, Mỹ) (Tran et al., 

2017). Cảm biến sinh học này nhận diện kháng sinh 

bằng sự thay đổi màu sắc do -galactosidase được 

tổng hợp và thủy phân cơ chất chlorophenol red -

D-galactopyranoside, dẫn đến sự thay đổi màu sắc 

từ vàng sang tím. Kết quả ghi nhận giới hạn phát 

hiện kháng sinh được báo cáo lần lượt là 0,5; 2,1; 

0,8 và 6,1 µg/mL. Trong nghiên cứu này, cảm biến 

sinh học được cải thiện nhằm gia tăng giới hạn phát 

hiện (limit of detection – LOD) nhóm kháng sinh ức 

chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn thông qua việc 

đổi protein tín hiệu thành NanoLuciferase 

(NanoLuc), một protein phát quang sinh học mới có 

mức phát quang cao, tín hiệu phát quang ổn định và 

khả năng duy trì tín hiệu phát quang bền hơn các 

protein phát quang sinh học trước đó (Griss et al., 

2014; Lowell et al., 2015).  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Kháng sinh 

Dung dịch gốc (nồng độ 1 mg/mL) của 

paromomycin sulfate (Sigma Aldrich, Mỹ) và 

tetracycline hydrochloride, (Nacalai Tesque, Nhật 

Bản) được chuẩn bị bằng cách hòa tan trong nước 

cất. Chloramphenicol và erythromycin (Nacalai 

Tesque, Nhật Bản) được hoà tan trong ethanol 

(Merck, Đức), và sau đó tiếp tục pha loãng bằng 

nước cất.  

2.1.2. Plasmid 

Plasmid pET21a-NLuc mang gen mã hoá 

protein NanoLuc được cung cấp bởi PGS.TS.  

Hideyuki Matsuura, Đại học Osaka, Nhật Bản. 

2.2. Vật liệu nghiên cứu 

2.2.1. Chuẩn bị DNA khuôn cho quá trình biểu 

hiện protein NanoLuc trên nền giấy trong 

điều kiện in vitro (in vitro transcription 

translation system - IVTT):  

đoạn DNA dùng làm mạch mã khuôn cho quá 

trình biểu hiện protein NanoLuc gồm vị trí gắn 

ribosome (ribosome binding site), gen mã hoá 

protein NanoLuc hoạt động dưới sự điều khiển của 

promoter T7 và trình tự của terminator T7 được 

khuếch đại bằng phương pháp PCR sử dụng cặp mồi 

T7 promoter 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-

3’ và T7 terminator 5’-

GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’. Thành phần 

hoá chất và chu kỳ nhiệt cho phản ứng PCR được 

thực hiện theo Tran and Tran (2020). Sản phẩm PCR 

được kiểm tra trên gel agarose 1% nhuộm bằng 

ethidium bromide trong dung dịch TAE 0,5X. Sau 

đó, sản phẩm PCR được tinh sạch bằng kit (Wizard 

SV gel and PCR clean up system, Promega, Mỹ). 

Sản phẩm PCR đã tinh sạch được dùng làm mạch 

mã khuôn cho quá trình biểu hiện protein NanoLuc 

trong điều kiện in vitro. 

2.2.2. Chuẩn bị đĩa giấy tẩm IVTT của protein 

NanoLuc:  

sử dụng máy in mực sáp (ColorQube 8570, 

Xerox) để in mẫu thiết kế lên nền giấy cellulose 

(1442-150; Whatman, Anh) (Hình 1A). Giấy đã in 

được ép nóng ở 100C trong 10 phút để làm tan chảy 

sáp nhằm tạo ra các hàng rào không thấm nước để 

chứa hỗn hợp phản ứng (Hình 1B). 
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Sau đó dán một lớp keo dính ở một mặt của giấy 

để tránh thấm hỗn hợp phản ứng. Giấy tẩm được cố 

định vào buồng ủ trước khi tẩm hệ thống tổng hợp 

protein NanoLuc trong điều kiện in vitro (Hình 1C). 

 

Hình 1. Đĩa giấy tẩm IVTT của protein 

NanoLuc 

2.2.3. Chuẩn bị phản ứng IVTT của protein 

NanoLuc trên nền giấy:  

thử nghiệm tổng hợp protein NanoLuc trong 

điều kiện in vitro trên nền giấy sử dụng PUREfrex 

2.0 kit (Genefrontier, Nhật Bản) (Nishikawa & 

Ueda, 2001). Thành phần cho mỗi phản ứng (2 µL) 

bao gồm 1 µL dung dịch I; 0,1 µL dung dịch II; 0,2 

µL dung dịch III và 20 ng DNA khuôn của gen mã 

hoá protein NanoLuc (sản phẩm PCR tinh sạch). 

Đối chứng âm là phản ứng không có chứa DNA 

khuôn của gen mã hoá protein NanoLuc. Sau khi 

chuẩn bị, 2 µL hỗn hợp phản ứng được tẩm lên mỗi 

điểm trên giấy và giấy tẩm này được làm lạnh nhanh 

trong nitơ lỏng và đông khô lạnh trong ít nhất 3 giờ. 

Phản ứng tổng hợp được kiểm tra bằng cách nhỏ 2 

µL nước cất và ủ ở 37°C trong buồng ẩm trong 2 giờ. 

Protein NanoLuc tổng hợp được kiểm tra thông qua 

khả năng phát sáng khi tác dụng với thuốc thử Nano-

Glo Luciferase (Nano-Glo® Luciferase Assay 

System, Promega) (England et al., 2016). 

2.2.4. Thử nghiệm nhận diện nhóm kháng sinh 

ức chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn 

của IVTT protein NanoLuc trên nền giấy:  

2 µL dung dịch kháng sinh ở các nồng độ xác 

định hoặc nước cất được nhỏ lên mỗi điểm cho phản 

ứng trên giấy và ủ ở 37°C trong buồng ẩm trong 2 

giờ. Sau khi ủ, buồng ủ được để trên đá và nhỏ 2 µL 

thuốc thử NanoGlo Luciferase (Promega, Mỹ) đã 

được pha loãng 5 lần trong dung dịch pha loãng đi 

kèm. Sau đó, buồng ủ được đặt trong hộp tối và 

cường độ phát sáng từ các điểm phản ứng được ghi 

nhận bằng máy ảnh kỹ thuật số (Griss et al., 2014). 

Trong trường hợp có sự hiện diện của kháng sinh, 

sự tổng hợp protein NanoLuc sẽ bị ức chế, dẫn đến 

tín hiệu phát quang yếu hoặc không có tín hiệu phát 

quang. Tín hiệu phát quang được định lượng bằng 

phần mềm phân tích và xử lý ảnh ImageJ. Cường độ 

tín hiệu được đo trong mỗi vòng sáp (giếng phản 

ứng), đổi từ hệ thống màu RGB (RGB type) sang hệ 

thống đơn sắc (8-bit gray scale) và phân tích cường 

độ sáng của ảnh theo thang đo độ xám (grayscale). 

Giá trị thu được từ phản ứng không chứa mẫu DNA 

được sử dụng để trừ mẫu trắng. Giới hạn phát hiện 

(Limit of Detection – LOD) được xác định theo 

công thức LOD = 3 xSD/S trong đó S (Slope) là hệ 

số góc của đường chuẩn và SD (Standard Deviation) 

là độ lệch chuẩn của giá trị trung bình của mẫu trắng. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Xác định sự tổng hợp protein NanoLuc 

trong điều kiện in vitro trên nền giấy 

 

Hình 2. Khả năng tổng hợp protein NanoLuc 

trong điều kiện in vitro trên nền giấy 

Để xác định khả năng tổng hợp protein NanoLuc 

trong điều kiện in vitro trên nền giấy, phản ứng 

phiên mã và dịch mã protein tín hiệu NanoLuc được 

chuẩn bị theo mô tả ở phương pháp nghiên cứu. Sau 

khi kích hoạt lại phản ứng bằng cách nhỏ 2 µL nước 

cất và ủ phản ứng ở 37ºC trong 2 giờ, kết quả cho 

thấy ở phản ứng có sự hiện diện của DNA khuôn, 

tín hiệu phát sáng được ghi nhận, ngược lại ở mẫu 

âm tính hoặc mẫu không có thuốc thử thì không ghi 

nhận được tín hiệu phát sáng. Cường độ phát sáng 

của protein NanoLuc được định lượng bằng phần 

mềm xử lý ảnh ImageJ (Hình 2). Các kết quả này 
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cho thấy protein NanoLuc đã được tổng hợp thành 

công trong điều kiện in vitro trên nền giấy. 

3.1. Thử nghiệm khả năng nhận diện nhóm 

kháng sinh ức chế sự tổng hợp protein 

của vi khuẩn bằng hệ thống IVTT của 

protein NanoLuc 

Để chứng minh hệ thống IVTT của protein 

NanoLuc có tiềm năng phản ứng như một cảm biến 

sinh học, các phản ứng IVTT trên nền giấy được thử 

nghiệm khả năng ức chế sự tổng hợp protein của vi 

khuẩn. Một số kháng sinh đại diện cho nhóm kháng 

sinh ức chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn được 

chọn gồm (i) gentamicin đại diện cho nhóm ức chế 

sự tổng hợp protein bằng cách gắn vào tiểu đơn vị 

30S, (ii) chloramphenicol đại diện cho nhóm ức chế 

sự tổng hợp protein gắn trên tiểu đơn vị 50S và (iii) 

erythromycin đại diện gắn vào vị trí tổng hợp 

peptide trên tiểu đơn vị 50S. Ngoài ra, 

paromomycin, một amynoglycoside thuộc nhóm (1) 

được chọn để thử nghiệm thêm do ngoài khả năng 

kháng khuẩn, paramomycin còn có khả năng kháng 

ký sinh trùng như nhóm Cryptosporidium, 

Entamoeba hoặc Leishmania (Kobets et al., 2012; 

Kikuchi et al., 2013) Các đĩa giấy đông khô được 

tẩm với hệ thống IVTT và NanoLuc DNA được nhỏ 

2 µL dung dịch kháng sinh ở các nồng độ khác nhau 

và ủ ở 37ºC trong 2 giờ. Kết quả cho thấy sự ức chế 

tổng hợp protein NanoLuc tỉ lệ thuận với nồng độ 

của từng loại kháng sinh, hay cường độ phát sáng 

giảm dần ở mẫu có nồng độ kháng sinh cao và ngược 

lại. Cường độ phát sáng được ghi nhận bằng máy 

ảnh kỹ thuật số và định lượng bằng phần mềm xử lý 

ảnh ImageJ. Giới hạn phát hiện LOD được tính theo 

công thức LOD=3 xSD/S cho kết quả LOD của 

gentamicin, chloramphenicol, erythromycin và 

paromomycin lần lượt là 13,9; 0,23; 1,2 và 0,32 

µg/mL. Mỗi loại kháng sinh ức chế sự tổng hợp 

protein của vi khuẩn tác động ở các giai đoạn khác 

nhau của quá trình phiên mã mRNA, điều này có thể 

ảnh hưởng đến giá trị LOD của các loại kháng sinh 

vừa thử nghiệm (McCoy et al., 2011). Kết quả này 

cho thấy tiềm năng của cảm biến sinh học sử dụng 

hệ thống IVTT của protein NanoLuc trên nền giấy. 

 

Hình 3. Khả năng nhận diện nhóm kháng sinh ức chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn 

Ghi chú: Giá trị ghi nhận là giá trị trung bình  độ lệch chuẩn (SD) của 3 lần lặp lại thí nghiệm 



Tạp chí Khoa học Trường Đại học Cần Thơ  Tập 59, Số 1B (2023): 106-111 

110 

Dựa trên nguyên lý của cảm biến sinh học nhận 

diện nhóm kháng sinh ức chế protein của vi khuẩn 

bằng sự thay đổi màu, cảm biến sinh học trên nền 

giấy phát quang đã được cải tiến thành công bằng 

cách thay thế gen mã hoá cho protein tín hiệu -

galactosidase thành gen mã hoá cho protein tín hiệu 

NanoLuc. NanoLuc là protein đã được gây đột biến 

để cải thiện cường độ phát quang với khả năng phát 

sáng cao hơn Firefly Luciferase (Fluc) và Renilla 

Luciferase (Rluc) 150 lần (Hall et al., 2012). Hơn 

nữa, tín hiệu phát sáng của NanoLuc được ghi nhận 

là ổn định và duy trì lâu hơn các protein phát quang 

sinh học trước đó. Khi sử dụng gen mã hoá protein 

NanoLuc như là thành phần nhận diện kháng sinh 

của cảm biến sinh học đã cải thiện được độ nhạy cao 

hơn, cụ thể  giới hạn phát hiện của 3 loại kháng sinh 

gồm paromomycin, chloramphenicol và 

erythromycin giảm lần lượt gần 2, 4 và 5 lần so với 

nghiên cứu trước (Tran et al., 2017). Tuy nhiên, độ 

nhạy này vẫn cần cải thiện hơn nữa. Phương pháp 

chiết tách các thành phần cần thiết cho quá trình 

phiên mã, dịch mã trong điều kiện phòng thí nghiệm, 

hàm lượng ribosome hoặc RNA vận chuyển trong 

các hệ thống IVTT thương mại có thể là những yếu 

tố ảnh hưởng đến việc tổng hợp protein. Sử dụng hệ 

thống IVTT được kết hợp từ những thành phần riêng 

lẻ cần thiết cho quá trình phiên mã dịch mã sẽ dễ 

dàng chuẩn hoá độ nhạy của cảm biến sinh học hơn. 

Ngoài ra, sử dụng ribosome nhạy cảm cao với kháng 

sinh thay vì ribosome của vi khuẩn Escherichia coli 

ví dụ, ribosome có nguồn gốc từ các vi khuẩn khác 

nhau rất nhạy cảm với kháng sinh như 

Staphylococcus aureus NCTC 6571 hoặc 

Streptococcus pneumonia ATCC 49619 (Andrews, 

2001) hoặc ribosome có đột biến làm tăng độ nhạy 

với kháng sinh cũng là một giải pháp để tăng độ 

nhạy của cảm biến sinh học.  

Cảm biến sinh học trên nền giấy đông khô có thể 

hoạt động trong ít nhất một tuần khi bảo quản ở 4C 

(ngăn mát tủ lạnh) hay -20C (ngăn đông tủ lạnh). 

Điều này cho thấy khả năng chuẩn bị trước số lượng 

cảm biến sinh học trên nền giấy đông khô để có thể 

sử dụng trong thời gian cho phép tại phòng thí 

nghiệm hoặc tại hiện trường thu mẫu. Bên cạnh đó, 

chi phí sản xuất thấp, nguyên liệu thân thiện với môi 

trường, dễ sử dụng cũng như không phụ thuộc vào 

trang thiết bị đắt tiền cũng là một số ưu điểm đáng 

lưu ý của cảm biến sinh học trên nền giấy. 

Hình 4. Tính ổn định của cảm biến sinh học 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã cải thiện được độ nhạy của cảm 

biến sinh học phát quang nhận diện kháng sinh ức 

chế sự tổng hợp protein của vi khuẩn trên nền giấy. 

Tuy nhiên, độ nhạy của cảm biến sinh học vẫn cần 

chuẩn hoá thêm để cải thiện cũng như nghiên cứu 

thêm về các khả năng ứng dụng trong thực tế như 

ứng dụng nhận diện kháng sinh trên mẫu thực phẩm, 

sản phẩm chế biến thủy sản. Hơn nữa, với ưu điểm 

dễ sử dụng, không phụ thuộc vào trang thiết bị đắt 

tiền, chi phí sản xuất thấp và nguyên liệu thân thiện 

với môi trường, cảm biến sinh học trên nền giấy 

đông khô có thể ứng dụng như một biện pháp sàng 

lọc hàm lượng kháng sinh lưu tồn trong môi trường 

hay trong thực phẩm ở điều kiện thực tế, đặc biệt là 

ở những nước đang phát triển, chưa trang bị được 

nhiều phòng thí nghiệm đầy đủ trang thiết bị đắt tiền 

ở các địa phương. 
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