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Tóm tắt. Nanogel là một trong hệ dẫn truyền thuốc hiệu quả được ứng dụng rộng rãi trong lĩnh vực y sinh. Trong nghiên 

cứu này đã tổng hợp hạt nanogel nhạy pH trên cơ sở chitosan–polyethylene glycol (PEG) có khả năng mang thuốc ứng 

dụng trong điều trị ung thư. PEG ở tỉ lệ khác nhau được gắn trên chitosan sử dụng p_nitrophenyl chloroformate (NPC) để 

hoạt hóa. Kết quả đo phổ phổ hồng ngoại (FT-IR), phổ cộng hưởng từ hạt nhân (1H-NMR) cho thấy chitosan gắn PEG đã 

tổng hợp thành công. Hạt nanogel có hình cầu với kích thước khoảng 35 - 45 nm và hạt phân bố tương đối đồng đều 

được xác định bằng ảnh kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM). Kết quả đo sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) để xác định 

nồng độ thuốc cho thấy rằng khả năng mang thuốc paclitaxel (PTX) của hệ Chitosan – PEG từ 1,18% lên tới 72,74% và 

khả năng nhả thuốc sau 96 giờ tại pH 5,0 (26,9%) thuốc nhả nhiều hơn so với pH 7,4 (14,9%). Từ các kết quả thu được 

hạt nanogels nhạy pH trên cơ sở Chitosan-PEG đã tổng hợp thành công và hứa hẹn trở thành hệ mang thuốc có giá trị 

thực tiễn cao ứng dụng kiểm soát mang và nhả thuốc điều trị ung thư. 

Từ khóa: Nanogels; Chitosan; Polyethylene glycol; Paclitaxel; Nhạy pH; Hóa trị 

Abstract. Nanogel is extensively adopted in biomedical applications. The aim of this study is to develop a polymeric 

nanogel having pH responsiveness and to investigate its efficacy for drug delivery. Chitosan grafted polyethylene glycol 

(PEG) at different concentrations using P_nitrophenyl chloroformate (NPC) as an activated agent is prepared. Fourier 

Transform Infrared (FT-IR) and Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR) results demonstrate the successful synthesis of 

the pH-sensitive nanogels based on Chitosan-PEG. According to transmission electron microscopy (TEM) results, the 

paclitaxel (PTX) loaded Chitosan-PEG has a spherical shape in the range of 35 to 45 nm. The loading efficiency of the 

nanogels was over 70%. Moreover, the PTX-releasing efficiency after 96 hr at pH 5.0 (26.9%) is higher than that at pH 7.4 

(14.9%) by high-performance liquid chromatography (HPCL). From our results, pH-sensitive nanogels based on Chitosan-

PEG is highly promising for use as a PTX delivery system for cancer therapy. 
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1. GIỚI THIỆU 

Ung thư là căn bệnh nan y vô cùng nguy hiểm. Theo số
liệu thống kê của Tổ Chức Y Tế Thế Giới (WHO), vào 
năm 2012 số người mắc bệnh đã tăng lên đến 14 triệu 
người và sẽ không ngừng ở con số đó. Hiện nay, việc điều 
trị bệnh ung thư vẫn còn gặp rất nhiều khó khăn như hiệu 
quả điều trị thấp, sự kháng thuốc của tế bào ung thư và 
tính không đặc hiệu của thuốc đến tế bào ung thư.

Hiện nay trên thị trường có nhiều loại thuốc điều trị
ung thư hiệu quả như cisplatin, paclitaxel, doxorubicin, 5-
Fluorouracil. Các loại thuốc này thì có tác dụng gây độc 
và ngăn cản sự phân bào của các tế bào ung thư. Tuy 
nhiên, tác dụng của các thuốc điều trị ung thư không đặc 
hiệu bởi vì sau khi đưa thuốc vào cơ thể thì chỉ một phần 
nhỏ lượng thuốc đến tế bào ung thư để tiêu diệt, phần còn 
lại phân bố vào các cơ quan khác hoặc bị chuyển hóa tại 
gan hay bị thải trừ ở thận dẫn đến nồng độ thuốc tại tế bào 
ung thư rất thấp [1]. Vì thế, không phát huy được tác 
dụng mà còn gây độc cho tế bào lành. Đứng trước tình 

hình đó, với sự phát triển của khoa học kỹ thuật con 
người đã không ngừng nghiên cứu và cải biến để chữa trị
căn bệnh ung thư hiệu quả hơn trong đo có công nghệ
nano. Đây là những vật liệu mới có kích thước từ vài 
nanometer tới vài trăm nanometer có thể được sử dụng 
như chất mang để vận chuyển dược chất cho việc điều trị
bệnh ung thư rất hiệu quả. Các chất mang thuốc ở kích 
thước nano như dendrimer, lyposome, mixen polymer...
khi đi vào trong cơ thể chúng có khả năng làm giảm sự
gây độc đến tế bào lành, tăng khả năng hòa tan thuốc,
đồng thời cũng làm tăng khả năng thâm nhập vào tế bào 
ung thư [2]. 

Bên cạnh đó, việc kiểm soát nhả thuốc dựa trên sự khác 
biệt về nhiệt độ, pH, nồng độ enzyme, v.v. cũng rất được 
quan tâm trong thời gian gần đây. Trong đó, các hệ nano
kiểm soát nhả thuốc dựa vào sự thay đổi pH được chú 
trọng nghiên cứu nhiều nhất bởi vì có sự khác biệt lớn về
độ pH giữa bên trong và bên ngoài tế bào. Vì vậy, 
nanogel nhạy pH là một tiềm năng lớn để các nhà nghiên 
cứu trong và ngoài nước quan tâm và phát triển. Các công 
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trình nghiên cứu nanogel ở nước ngoài như Ting Zhou và 
cộng sự (2012) tổng hợp hạt nanogel nhạy pH điều chỉnh 
để mang thuốc chống ung thư đến đúng vị trí cần điều trị, 
bằng cách thiết kế hạt nano gel nhạy pH dựa trên 
Chitosan với kích thước (<200nm) [3]. Farhana Sultana 
và cộng sự (2013) đã tổng quát hệ nanogel có khả năng 
dẫn truyền thuốc cao [4]. Ở trong nước T.S Nguyễn Đại 
Hải và cộng sự tại Viện Hàn Lâm Vật Liệu Ứng Dụng đã 
nghiên cứu tổng hợp hạt nanogel heparin– pluronic với 
kích thước 40-60 nm. Hệ này được mang thuốc paclitaxel 
(PTX), doxorubicin hay protein. Ngoài ra nhóm còn 
nghiên cứu các thụ thể là acid folic và RGD để tăng khả
năng hướng đích của hạt nano tới tế bào ung thư. 

Ở đây, trong nghiên cứu này đã tổng hợp hệ nanogel 
nhạy pH dựa trên cơ sở chitosan – PEG nhằm kiểm soát 
nhả thuốc đúng mục tiêu, tăng hiệu quả khi sử dụng 
thuốc. Trong đó, chitosan là polymer tự nhiên kém tan ở
môi trường trung tính. Tuy nhiên, được ứng dụng khá phổ
biến trong vật liệu y sinh vì chúng có rất nhiều ưu điểm 
vược trội như có các protein mang thuốc, khả năng tương 
thích sinh học và phân hủy sinh học rất tốt, không độc, và 
đem lại hiệu quả cao trong quá trình mang thuốc [5]. 
Polyethylene glycol (PEG) gắn lên trên chitosan để tăng 
khả năng tan của hệ và tránh sự kết tụ của các mạch 
chitosan. Theo các báo cáo gần đây, gắn PEG vào trên 
sườn chitosan sẽ làm tăng khả năng tương thích của thuốc 
trong tế bào máu, tránh khỏi sự hấp thụ của protein, tăng 
cường khả năng tương thích sinh học của chitosan [6].
Các phương pháp phân tích được dùng trong nghiên cứu 
FT-IR, 1H-NMR được sử dụng để xác định cấu trúc của 
nanogel. Xác định kích thước và hình dạng hạt bằng 
phương pháp chụp ảnh TEM và phương pháp đo HPLC 
dùng để xác định nồng độ thuốc. Khả năng mang và nhả
thuốc được đánh giá bằng phương pháp thẩm tách màng 
in vitro.

2. THỰC NGHIỆM 

2.1 Nguyên liệu  

Chitosan (Mw = 100~3000 kDa), p_nitrophenyl 
chloroformate (NPC) được đặt mua từ Acros Oranics 
polyethylene glycol (Mw = 5000Da) được mua từ USA, 
tetrahydrofuran (THF) được mua từ Tây Ban  Nha.

2.2 Quá trình hòa tan chitosan 

Cho vào becher 17,72g chitosan và nước cất, để trên 
máy khuấy từ nhỏ từng giọt HCl 1N vào, dùng giấy pH để
điều chỉnh độ pH xuống pH 3,0 để chitosan tan hết. Sau 
đó dùng NaOH để đều chỉnh lên pH 5,0.

2.3 Hoạt hóa PEG 

 

Hình 1. Phương trình hoạt hóa PEG

Cho vào bình cầu 2 cổ 2,26g PEG và nung ở nhiệt độ
65oC, cho đến khi PEG tan hết. Sau đó, dùng máy hút 
chân không để hút các bọt khí ra khỏi mẫu. Sau khi PEG 
đã tan hết và đã hút hết các bọt khí thì cho 0,1349g NPC 

vào mẫu, To = 65oC. Tiếp theo, cho mẫu phản ứng trong 6
giờ. Sau khi cho mẫu phản ứng trong 6 giờ thì hạ nhiệt độ
xuống T0 = 40 oC, để sau 10 phút thì cho 10 ml nước cất 
và 50 ml THF vào mẫu.

2.4 Quy trình tổng hợp chitosan-PEG 

Sau khi chitosan đã hòa tan và PEG đã hoạt hóa, chia 5 
tỷ lệ như sau (1:1, 1:3, 1:5, 1:7, 1:10), cho chitosan vào 
bình cầu trước và cho từ từ từng giọt PEG vào, làm như 
vậy với 5 mẫu ứng với 5 tỉ lệ khác nhau. Sau đó để trên 
máy khuấy từ với tốc độ khuấy 380 v/p, cho phản ứng 
trong 24 giờ. Sau khi đã phản ứng trong 24 giờ đem đi rửa 
mẫu bằng cách lọc sạch sau đó cho mỗi mẫu vào becher 
500 ml để trên máy khuấy từ, cho NaOH 1M vào và điều 
chỉnh pH 9,0 để tạo kết tủa, tiếp theo đem đi lọc để lấy 
phần tủa, lặp đi lặp lại như vậy trong 3 lần, lấy phần tủa 
cho HCl 1N vào để chitosan tan hết và điều chỉnh pH 3,0
tiếp theo nâng lên pH 9,0 bằng cách cho NaOH 1M vào 
để tạo tủa, lọc lấy phần tủa để cho sản phẩm được tinh 
khiết. Sau đó lấy phần tủa đó đem đi sấy đông khô để cho 
sản phẩm chitosan-PEG.

Hình 2. Phương trình tổng hợp chitosan-PEG

2.5 Chitosan-PEG nạp thuốc paclitaxel (PTX) 

Lấy 5 mẫu chitosan-PEG-PTX đã đông khô, mỗi mẫu 
1,5 mg đem hòa tan với 0,5 ml dichloromethane và 2 ml 
acetonitrile/water tỉ lệ (50:50). Sau đó, đem đi đánh sóng 
siêu âm trong 30 phút để phân tán mẫu. Mẫu sẽ được đem 
đi đo HPLC để xác định lượng thuốc nạp vào cấu trúc 
chitosan-PEG.

Xác định đường chuẩn bằng cách. Lấy một mẫu chuẩn 
như sau: 0,5 mg PTX hòa tan với 1 ml methanol, pha 
loãng dần nồng độ đến 0,003. Kết quả đo HPLC của PTX 
để xác định đường chuẩn. Từ đường chuẩn ta có thể xác 
định được lượng thuốc nạp vào cấu trúc chitosan-PEG.
Sản phẩm tạo ra chitosan-PEG-PTX.

2.6 Tiến hành nhả thuốc trong đệm PBS 

Nhả thuốc trong 2 đệm PBS pH 7,4 và pH 5,0 để so 
sáng khả năng nhả thuốc qua đó đánh giá khả năng nhạy 
pH của hệ.

Đệm phosphat là một dung dịch đẳng trương có pH 
giống với pH trong cơ thể sinh vật.

Thành phần đệm PBS (0,1 M, pH 7,4) gồm NaCl, KCl, 
Na2HPO4, KH2PO4. Thành phần đệm PBS pH 5,0 gồm 
Na2HPO4 0,2 M, axit citric 0,1 M.

Sau khi đo HPLC để xác định lượng thuốc nạp vào cấu 
trúc chitosan-PEG qua 5 tỉ lệ, thì cho thấy tỉ lệ 1:1 có khả
năng mang thuốc tốt nhất, tỉ lệ 1:1 được tiến hành nhả
thuốc trong 2 dung dịch đệm PBS pH 7,4 và pH 5,0.

Chuẩn bị 6 ống mỗi ống cho vào 10 mg mẫu chitosan-
PEG-PTX, 2 ml PBS và 0,1 % tween 80. Đem 6 ống đi 
đánh siêu âm để hòa tan mẫu. Sau đó, cho 6 ống chứa 
mẫu vào 6 màng lọc MWCO 3000-5000 Da. Tiếp theo, 
lấy 3 màng vào 3 ống đã chứa 8 ml dung môi thẩm tách là 
đệm PBS (pH 7,4), 3 màng lọc còn lại cho vào 3 ống đã 
chứa 8 ml dung môi thẩm tách là đệm PBS (pH 5,0). 
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Để xác định lượng PTX được nhả ra ta tiến hành lấy 
mẫu nước thẩm tách bên ngoài màng, mỗi lần lấy 1,5 ml
trong 1 giờ, 3 giờ, 6 giờ, 12 giờ, 24 giờ, 36 giờ, 48 giờ, 72 
giờ, 96 giờ. Mỗi khi lấy mẫu thêm vào lượng đệm PSB 
tương ứng với lượng mẫu đã lấy ra.

Chitosan-PEG-PTX  được chia thành 3 phần bằng nhau 
đệm PBS pH 7,4 và pH 5,0 tiến hành thẩm tách và lấy 
kết quả trung bình nhằm giảm sai số của quá trình nhả
thuốc, do lượng PTX  nạp vào cấu trúc chất mang thuốc 
có khả năng phân tán không đồng đều. Các mẫu nước 
thẩm tách được bảo quản ở nhiệt độ thường sau đó mang 
đo HPLC để xác định nồng độ PTX tự do khuếch tán ra 
ngoài màng thẩm tách.

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

3.1 Kết quả phân tích phổ FT-IR của chitosan – PEG 

Hình 3. Phổ FT-IR tỉ lệ 1:10 của chitosan – PEG

Từ hình 3 kết quả phổ FT-IR cho ta thấy rằng :
Mũi 3418 cm-1 tương ứng với nhóm O-H của chitosan 

và PEG, dao động giãn của liên kết N-H bậc 1 của 
chitosan.

Mũi 2924 cm-1 dao động giãn của liên kết C-H và 
nhóm CH2 của PEG, chitosan.

Mũi 1632 cm-1 dao động uốn của liên kết N-H bậc 2
của chitosan.

Mũi xuất hiện đặc trưng cho PEG tại mũi 1090 cm-1 

dao động giãn C-O, vì đây là nhóm đặc trưng cho PEG.
Mũi xuất hiện tại 650 cm-1, 565 cm-1, 899 cm-1 dao 

động dãn C-H đặc trưng cho PEG, chitosan.
Nhóm đặc trưng cho PEG và chitosan thể hiện ở trên 

phổ chuẩn, dựa vào đó có thể xác định vị trí của các mũi.

3.2 Kết quả phân tích phổ 1H-MNR của chitosan – 

PEG 

Từ Hình 4 cho ta thấy những mũi đặc trưng sau: Mũi 
ở δ = 1,95 ppm đặc trưng cho nhóm methyl (-CH3-) của 
PEG do proton liên kết với nguyên tử có độ âm điện lớn 
hơn là O nên điện tử bị hút về phía O làm giảm sự che 
chắn của từ trường bên ngoài chỉ cần một từ trường nhỏ
gây ra hiện tượng cộng hưởng từ hạt nhân vì thế mũi sẽ
dịch chuyển về phía bên trái từ trường thấp hơn.

Các mũi ở δ = 2,75 – 3,07 ppm và mũi δ = 3,80 ppm là 
những mũi đặc trưng cho nhóm (-CH-) của chitosan. 

 

Hình 4. Phổ 1H-MNR tỉ lệ 1:10 của chitosan-PEG
(Dung môi 2% CD3COOD / D2O)

Mũi từ δ = 3,50 – 3,80 ppm những mũi đặc trưng cho 
nhóm oxyethylen là nhóm (-CH2CH2O-) của PEG và 
nhóm glucosamine của chitosan.

3.3 Kết quả chụp TEM của chitosan-PEG-PTX  

Hình 5. Ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:1 và gi�n đồ
phân bố kích thước hạt

Kết quả TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:1 cho thấy 
kích thước hạt ở khoảng 40 nm và kích thước hạt phân bố
tương đối đồng đều, ở nhiệt độ T0 =  370C

Hình 6. Ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:3 và gi�n đồ
phân bố kích thước hạt

Kết quả chụp ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ
1:3 cho thấy kích thước hạt 40 nm, ở nhiệt độ T0 = 370C. 

Hình 7. Ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:5 và gi�n đồ
phân bố kích thước hạt
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Kết quả chụp ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ
1:5 cho thấy kích thước hạt phân bố khoảng 40 nm, ở
nhiệt độ T0 = 370C.

Hình 8. Ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:7 và gi�n đồ
phân bố kích thước hạt

Kết quả chụp ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ
1:7 cho thấy kích thước hạt phân bố ở 40 - 45 nm và phân 
bố tương đối đồng đều, ở nhiệt độ T0 = 370C.

Hình 9. Ảnh TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:10 và gi�n đồ
phân bố kích thước hạt

Kết quả chụp TEM của chitosan-PEG-PTX tỉ lệ 1:10 
cho thấy kích thước hạt khoảng 35 nm, kích thước hạt 
phân bố tương đối đồng đều, ở nhiệt độ T0 = 370C.

Trong 5 tỉ lệ 1:1, 1:3, 1:5, 1:7, 1:10 ta thấy rằng kích 
thước hạt trung bình khoảng từ 35 - 45 nm, hình dạng hạt 
hình cầu và mật độ phân bố kích thước hạt tương đối 
đồng đều. Tuy nhiên, ảnh TEM cho ta thấy rằng càng 
nhiều PEG bám vào thì làm hạt co lại và kích thước càng 
nhỏ, nhưng càng ít PEG bám vào thì khả năng mang 
thuốc càng tốt, vì làm tăng khả năng tương tác kỵ nước 
giữa hạt nano và thuốc.

3.3 Khảo sát khả năng mang thuốc 

Xây dựng đường chuẩn
Thuốc paclitaxel (PTX) được pha với 7 nồng độ khác 

nhau từ 0,003 – 0,5 (mg/ml), sau đó đo HPLC để xây 
dựng phương trình đường chuẩn

Hình 10. Sơ đồ đường chuẩn PTX
Phương trình đường chuẩn: 
y = 26855x – 57,396
Chitosan – PEG nạp thuốc PTX

Hình 11. Sắc ký đồ tỉ lệ 1:1 chitosan-PEG nạp thuốc PTX
Các mẫu sau khi thẩm tách được bơm vào vial để tiêm 

mẫu tự động.
Lượng mẫu tiêm là 20 μl, dung môi chạy cột là 

Acetonitrile: H2O tỉ lệ (50:50).
Tốc độ bơm là 1 ml/phút đo tại bước sóng 227 nm.
Dựa vào phương trình đường chuẩn và sắc ký đồ để

tính lượng PTX nang hóa vào trong cấu trúc chitosan–
PEG như sau:

Bảng 1. Số liệu PTX nạp vào 5 tỉ lệ của cấu trúc Chitosan –
PEG

Tỉ lệ mg/ml mg
Tỉ lệ

thuốc/chất 
mang

Tổng thuốc 
mang được

Hiệu 
suất 
%

1:1 0,0210 0,0525 0,0362 9,059 72,47
1:3 0,0104 0,0260 0,0176 4.412 35,29
1:5 0,0136 0,0341 0,0232 5,812 46,49
1:7 0,0052 0,0131 0,0088 2,205 17,64
1:10 0,0004 0,0009 0,0006 0,147 1,18

Qua số liệu trên ta thấy: trong 5 tỉ lệ (1:1, 1:3, 1:5, 1:7, 
1:10) thì tỉ lệ 1:1 khả năng mang thuốc cao nhất với hiệu 
suất là 72,47%, qua đó thì tỉ lệ 1:10 có hiệu suất nang hóa 
thấp nhất chỉ 1,18%.

3.4 Kết quả quá trình nhả thuốc 

Ta thấy tỉ lệ 1:1 có khả năng mang thuốc tôt nhất nên 
tiến hành nhả thuốc ở tỉ lệ 1:1 tại pH 7,4 và pH  5,0 trong
96 giờ và kết quả nhả thuốc được thể hiện ở bảng 2 như 
sau:

Bảng 2. Số liệu quá trình nh� thuốc PTX

Giờ PTX (mg)

(pH 7,4)

PTX (mg)

(pH 5)

% PTX

(pH 7,4)

% PTX

(pH 5)

1 0,08 0,32 0,9 3,5

3 0,13 0,54 1,4 5,9

6 0,18 0,60 2,0 6,6

12 0,37 0,80 4,1 8,8

24 0,44 1,00 4,8 11,0

48 0,50 1,14 5,5 12,6

72 0,81 1,98 8,9 21,8

96 1,35 2,43 14,9 26,9
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Hình 12. Đồ th� thể hiện % lượng thuốc được gi�i phóng 

tại pH 7,4 và pH  5,0

Dựa vào phương trình đường chuẩn để tính toán lượng 
thuốc PTX đã được phóng thích ra ngoài màng.

Dựa vào đồ thị ta thấy hiệu suất (%) lượng thuốc được 
giải phóng tại pH 5,0 trong 96 giờ cao hơn pH 7,4. 

Kết quả cho thấy rằng pH càng thấp thì khả năng nhả
thuốc của hạt nano chitosan càng cao.

Lượng thuốc giải phóng trong 96 giờ, dựa vào phương 
trình đường chuẩn để tính được lượng giải phóng của 
thuốc, tại pH 7,4 sau 96 giờ thuốc nhả chỉ với hiệu suất 
14,9 % và  tại pH 5,0 sau 96 giờ lượng thuốc nhả đạt 
được với hiệu suất 26,9 %, hiệu suất cao hơn so với pH
7,4. 

4. KẾT LUẬN 
Trong nghiên cứu này đã tổng hợp thành công biến tính 

chitosan-PEG. Hạt nanogel nhạy pH trên cơ sở chitosan–

PEG tạo ra có kích thước 35-45 nm được phân bố đồng 
đều thích hợp để vận chuyển dược chất hiệu quả.

Hiệu suất năng mang thuốc của chitosan–PEG thay đổi 
từ 1,18 % tới 72,47% tùy thuộc vào lượng PEG gắn vào. 
Tỷ lệ PEG trong PEG-chitosan càng tăng thì hiệu suất 
mang thuốc càng giảm. Hạt nano PEG–Chitosan nhả
thuốc trong môi trường acid pH 5,0 (26,9% thuốc phóng 
thích sau 96 giờ) nhanh hơn so với môi trường pH 7,4 

(14,9% thuốc phóng thích sau 96 giờ).
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