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Abstract

Up conversion nanophosphors which have advantages of high stability, strong luminescence, non-complex
fabrication, easy surface functionalization, friendly to environment and human body, have been very promising
materials in various fields of health-care application, especially in luminescent labelling. In this paper, we present some
achievements on synthesis and testing of upconversion nanopcomplex for biomedical applications. The NaYF4: Yb**,
Er** nanophosphors were synthesized by wet - chemical method, producing particles with size scale from tens to
hundreds nano-metres. Structure, morphology and luminescent properties of these materials were investigated by X-ray
diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, Field Emission Scanning Electron Microscopy
(FESEM) and Photoluminescence Spectroscopy (PL). The synthesized NaYF,: Yb*, Er** nanophosphors have been
functionalized and conjugated by attaching the biological agents. The bio-nanocomplex NaYF,: Yb**, Er** @silica-NH-
AF have been tested for detection of lung cancer cells (Lu-1). These results show high potential application of the up

conversion nanophosphors for the development of fluorescent labelling and the imaging tool in biomedicine.

Keywords. NaYF4: Yb*, Er**, up conversion, rare-earth, nanocomplex, cancer cells.

1. MO PAU

Trong nhirng nim gan day, vat liéu nano phéat quang
chuyén ddi ngugc da tré thanh mot trong nhimg d6i
tuong nghién ctru méi va cd nhitng budc chuyén
quan trong, tao ra suc hdt méi ddi véi cac nha khoa
hoc trong nhiéu linh vyc nhu: cham séc stc khoe, an
ninh, ning luong...™" o vei ung dung cham soc stic
khoe, cac vat lidu nano phat quang chuyén dbi
nguoc c6 hai wu thé co ban so véi vat lidu phat
quang thong thuong. Thu nhit 13, viéc dung ngudn
kich thich hong ngoai giip giam t6i da kha ning tu
phat quang cua dbi twong va nang cao do tuong phan
clia cac vi hinh anh. Thir hai 14 4nh sang hong ngoai
than thién voi co thé nguoi, khong giy bién doi té
bao, co thé xuyén duoc vai milimet vao md nguoi
nén s€ tac dung sau hon vao vang tén thuong. C6 rat
nhiéu cong trinh cong bd vé cac loai vat lidu nano
phat quang chuyén d6i nguoc, trong d6 vat lidu nén
oxit, florua cua ytri va gadoli pha tap ion dit hiém

Er*, Yb*, Tm*, Ho* la néi bat hon ca.*® Cac
nghién ciru cho thdy, mang nén NaYF, kich thudc
nanomet s€ tao ra hiéu Gmg phat quang chuyén dbi
nguoc voi hiéu sudt phat quang cao, bén trong cac
diéu kién khac nhau. Vit liéu nay hta hen nhiéu
tiém nang ng dung trong hién thi, an ninh, quang
dién t®™ va dic biét trong y sinh nhu nhan dang
hinh anh (bioimaging), cam bién sinh hoc
(biosensing), tri liéu ung thu (cancer therapy).2**!
Céc tmg dung danh dau nhan dang sinh hoc in vitro
Va in vivo ctia vat liéu nano phat quang chuyén doi
nguoc pha tap ion dat hiém c6 do twong phan cao.
Vi thé vat liéu nano phat quang chuyén doi nguoc cé
tiém ning 16n trong thiét ké, ché tao cac phic hop
nano sinh hoc c6 thé nhin dang dugc chinh xac mot
sé loai té bao ung thu.™ Trong nude, mot sb
nhom céc nha khoa hoc cling da tap trung nghién
clru hé vat liéu phat quang chuyén d6i nguoc chira
nguyén t6 Yb, Er, Tm... & c4c hinh thai hoc khac
nhau va di c6 mot sb két qua ban dau.'*™® Tuy
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nhién, hién nay cac ung dung vat li€u nay trong y
sinh van chua dugc tap trung nghién ciru nhidu. Vi
vy, trong bai béo nay ching toi trinh bay mot s6 két
quéa ban dau vé nghién ciru tong hop phirc hop nano
NaYF,:Yb*, Er** véi 16p boc silica dugc gan voi
axit folic (AF) tng dung nhan dang té bao ung thu
phéi Lu-1. Vat lidu tong hop dugc cO dang hat
khoang 50 dén 150 nm. Cau trdc, hinh thai hoc cua
cac vat liéu duoc xac dinh béng cac phuong phap
phan tich nhiéu xa tia X, FTIR, FESEM va dic biét
la phd huynh quang. Cac két qua sir dung phic hop
nano y sinh vao quy trinh u sinh hoc bat cap véi té
bao dich nham danh dau té bao ung thu phdi Lu-1 in
vitro budc dau cho thay vat liéu NaYF,: Er**, Yb*
v6i 16p boc silica duoce gan vai axit folic phat quang
manh c6 trién vong ddi vai liéu phép chan doan va
diéu tri ung thur.

2. THUC NGHIEM
2.1. Héa chit

Vit liéu nano phat quang chuyén d6i nguoc NaYF,:
Yb**, Er¥* va phitc hop nano y sinh NaYF, Yb*,
Er¥*@silica-NH-AF dugc tong hop bing phuong
phép hoéa uot. Dé tong hop cac vat liéu nano nay,
chung t6i sit dung cdc hoéa chit tinh khiét:
(Sigma, 99,9 %); Er(NO3)3.5H,0 (Sigma, 99,9 %);
NH4F (Merck, 99,9 %); PEG 20000; TEOS
(Tetraethyl orthosilicate CgH»04Si), (Merck, 99 %);
axit  folic (CyHN;Og); DCC (N, N’-
Dicyclohexylcarbodiimide, (Adlrich 99 %); NHS
(N-Hydroxysuccinimide; C4HsNOs), Adlrich, > 98
%; DMSO (dimethyl sulfoxide, C,HsOS), Adlrich,
99,9 %); etanol (Merck, 96 %); nudc khir ion.

2.2. Phwong phap chuén bi miu
2.2.1. Tong hop vt liéu NaYF,: Yb**, Er®*

Quy trinh tong hop vat liu NaYF,: Yb**, Er** dugc
mo ta nhu sau: Tron 31,6 ml Y(NO;);.6H,0 0,025
M véi 20,5 ml Yb(NO3)3.5H,O 0,01 M va 1,0 mi
Er(NO3)3.5H,0 0,005 M rdi lic déu thu dugc dung
dich 1. Cho tir tir dung dich NaOH vao binh cau,
thém tiép etanol; etylen glycol vao va khuy tir trong
15 phat dwoc dung dich 2. Nho tir tir dung dich 1
vao dung dich 2, khudy tir trong 120 phut thu duoc
dung dich 3. Tiép tuc nhé dung dich NaF 0,25 M
vao dung dich 3, khudy tir trong 120 phut roi cho
vao binh autoclave u nhiét tai 190 °C trong 24 gio.
L4y san pham dem ly tdm, loc rira nhiéu lan bang
nuéc khir ion va sy & 80 °C trong 10 gi¢ thu duoc
bot NaYF,: Yb*, Er*".

Tran Thu Hirong va cong su

2.2.2. Tao phirc hop nano y sinh NaYF4 Yb*",
Er**@silica-NH-AF

Cho 1,15 ml TECS; 2,1ml IPA; 0,5 ml H,O; 0,6 ml
axit axetic vao binh cau 2 ¢ va khudy trong 60 phut
dugc dung dich A. Cho 200 mg bot NaYF,: Yb*,
Er® vao dung dich A va tiép tuc khudy tir trong 24
gio. Dung dich thu dugc dem di ly tdm, rira 3 lan
bang etanol 50 % thu dwoc san pham B. Tiép theo
cho B vao 5 ml etanol va 0,5 ml H,0, lic déu trong
20 phat, roi thém tiép 0,58 ml APTMS va khuay tir
trong 12 gio. Hon hop dung dich thu dugc sau khi ly
tdm, ria sach thu dwoc san pham C. Sau do, san
pham C duoc dem gén vai axit folic.'*?!

Axit folic (AF) c6 cbng thac phan ti
Ci9H19N;Og, chira ca nhom axit va nhém amin. Nhu
da biét, AF hoic cac nhém folat 13 trung tam thu
cam cua nhiéu loai té bao ung thu nhu: ung thu b tir
cung, ung thu vi1, ung thu phoi, gan, than... Vi té bao
ung thu thé hién kha ning thu cam cao hon nhiéu so
VGi té bao lanh nén cé thé sir dung phan tir AF (hoic
nhom folat) dé tao cac phiic hop dung dé nhan dang
khé hiéu qua té bao ung thu.

Trong qué trinh lién hop hoa di sir dung cac chat
trung gian NHS (N-Hydroxysuccinimide) va DCC
(N, N’-Dicyclohexylcarbodiimide). Pay la hai tac
nhan chéo, mot td&c nhan manh cho axit, mot tac
nhan manh cho amin nén nd phu hop Véi tinh chat
cua nhiéu phan tur sinh hoc (protein, DNA,...). St
dung tac nhan kép nay co thé gan két rat hiéu qua
véi cdc biomarker khac nhau, dac biét la axit folic.
Qué trinh gan két véi AF dé tao phuac hop NaYF,:
Yb*, Er¥* @silica-NH-AF dugc md ta nhu sau: Tron
0,5mg AF trong 10 ml dimethyl sulfoxide (DMSO)
roi nhé tr tr 035 ml N, N-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) va 0,41 ml N-
Hydroxysuccinimide (NHS) vao va lic trong 30
phut. Thém tiép vao dung dich nay 0,5 mg NaYF,:
Yb*, Er**@silica-NH, (di duoc phan tan trong
10ml C,HsOH va H,0) rdi liac déu trong 30 phuit.
Han hop dung dich thu dwgc 1am sach bang dung
dich déém PBS, ly tdm, thu dugc phac hop nano y
sinh NaYF,: Yb*, Er*@silica-NH-AF. Phirc hop
nay duoc thir nghiém gin két véi té bao Lu-1.

2.2.3. Thir nghiém u phirc hop nano y sinh NaYF,:
Yb**, Er¥* @silica-NH-AF véi té bao ung thie phoi Lu-1

Té bao ung thu phdi Lu-1 dwoc dem nudi ciy ¢ 37
°C trong méi trudng am MEME véi 10 % FBS, 1 %
antibiotic - antimycotic, 50 ug/ml gentamicin va 5 %
CO; trong 2-3 ngay. Chia cac te bao Lu-1 vao dia 24
giéng cung voi mat do 5.10* té bao/ml va tiép tuc u
trong 24 gio. Thém tiép PEG 1500 va phic hop
nano NaYF,: Yb*, Er¥** @silica-NH-AF (nong do 20
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pg/ml) vao giéng nudi té bao trong 3 gio. Ly thm cac
ong dé tach cac té bao khoi méi truong nudi cay va
rira bang PBS vo tring trong pH = 7 nham loai bo
céc phirc hop khong bat cip véi té bao va cac san
pham phu khac.

2.3. Phwong phap nghién ciru

Hinh thai hoc cta vat liéu dugc quan sat trén kinh
hién vi dién tir phat truong (FESEM, Hitachi - field
emission scanning electron microscopy). Céu triic
cua vat liéu dugc xac dinh trén hé do nhiéu xa tia X
(Siemens D5000 véi A= 1,5406 A trong khoing 10°
<0< 80° thugc Vién Khoa hoc vat liéu, Vién Han
lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Pho hong
ngoai dugc khao sat trén may do quang phd hong
ngoai Fourier NEXUS 670 (FT-IR). Phé huynh
quang cua vat liéu duoc do trén hé do phd ké phan
giai cao -Model: IHR 550 véi budc séng Kich thich
980 nm thudc Vién Khoa hoc vat liéu, Vién Han lam
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Hinh thai hoc cia vat liéu

(@)

Hinh 1: Anh FESEM cua mau NaYF,: Yb*,
Er¥(a) va NaYF4: Yb**, Er¥*@silica-NH-AF
(b) 0 & 190 °C trong 24 gio

Hinh thai hoc cua vat lieu NaYF,: Yb*, Er¥* va
NaYF,: Yb*, Er*@silica-NH-AF sau khi di boc,
chtrc nang hoa, lién hop hda dugc quan sat trén kinh
hién vi dién tor phat truong va dugc thé hién trén

Tong hop vt liéu nano NaYF,: Yb*, Er¥*-

hinh 1. Két qua anh FESEM cho thiy, voi mau
NaYF,: Yb*, Er** (hinh 1a), vét liéu c6 hinh dang
hat v6i duong kinh 100 nm<120 nm va khong bj két
dinh. Sau khi da chtrc nang hoéa, lién hop hoda vadi
nhém -NH, va AF, duong kinh cia vét lieu NaYF,:
Yb*, Er¥*@silica-NH-AF ¢ ting nhe so véi khi
chua gin két, 1én khoang 100+150 nm (hinh 1b).
Nhu vay cac vat lidu NaYF,: Yb**, Er¥ sau khi boc
bang silica va dugc gin AF khong bi thay doi vé
hinh thai hoc va c6 kich thudc tang nhe so voi vét
lidu géc NaYF,: Yb**, Er*.

3.2. Ciu tric ciaa vit li¢u
3.2.1. Phan tich phé hong ngoai (FTIR)

Quan sat phd hong ngoai ciia cac mau trén Hinh 2
xudt hién mot dai rong va manh trong ving tir
3600+3300 cm™ twong tng voi dao dong cua lién
két O-H do sy hap thu cia H,0O va etylen glycol
(dudng 1 va 2). Cac nguyén tir dat hiém lién két voi
vét liéu nén NaYF, thé hién qua céac dao dong & cac
tan s6 thap twong Gmg vai cac s6 song 780 cm™ va
549 cm™.

2070

(2)

(1)

Cuong do (d.v.t.d.)

— (1) NaYF Yb™, Er”
(2) NaYF: Yb"', Er" @silica-NH-AF

549

3643 -

4000 & 30'00 20‘00 10'00
So song (em™)
Hinh 2: Phd hong ngoai ciia mau NaYF,: Yb**, Er®*
(1) va mau NaYF,: Yb*, Er** @silica-NH-AF (2).

Ph6 hong ngoai cia miu NaYF,; Yb*,
Er¥*@silica-NH-AF (duong 2) c6 dinh tai s song
1090 cm™ gay ra boi dao dong cua lién két —Si—O—
Si— cho thay 16p vo silica da boc thanh cong vao vat
lidu. Tai sé song 1650 cm™ twong duong vdi cac lién
két —C=0O—-NH quan sat dugc di ching minh su hién
dién cia APTMS trén NaYF, Yb*, Er¥*@silica-
NH,. Pic biét, dinh hip thu manh cua lién két C =
O trong nhdm cacboxylat tir cAc phan tir AF ¢ 1420
cm?, 1312 cm™, 1008 cm™ va 950 cm™ sau khi da
chitc ning hoa cho thdy cac dinh hip thy manh
tuong tmg v6i cac dao dong bién dang cua lién két C
= 0. N6i céch khéc, lién két hoa hoc giita cac phan
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tir AF VA C4c chat vo co di dugc hinh thanh. Nhiing
két qua nay chimg to rang cac phdi tir AF da duoc
bat cap thanh céng vao vat liéu NaYF,: Yb*,
Er**@silica-NH,.

3.2.2. Phan tich gian do nhiéu xa tia X

Cau trac cua vat ligu NaYF,: Yb*, Er¥* va NaYF,:
Yb*, Er¥*@Silica-NH-AF (2) duoc khao sat thong
qua phép phan tich gian d6 nhifu xa tia X va duoc
thé hién trén hinh 3. Két qua phan tich gian d6 nhiéu
xa tia X cho thdy cac mau NaYF,: Yb* Er*" (duong
1), NaYF,: Yb*, Er*@silica-NH-AF (duong 2) c6
cac dinh nhiéu xa tai cac goc 20: 28,3; 32,8; 46,9;
55,7; 58,3° tuong duong véi ciu tric pha cubic o -
NaYF, phu hop véi thé chuan JCPDS sé 01-077-
2042. Cac dinh nhiéu xa tai cac goc 20: 25,4; 29,5;
30,8; 34,7; 41,4; 43,5; 53,2; 68,5° twong duong voi
cau tric pha Hexagonal NaYF, phiu hop véi thé
chuan JCPDS sé 00-028-1192. Nhu vay, vat liéu
téng hop dugc ¢6 cau trdc hdn hop hai pha a-NaYF,
va B-NaYF,. Diéu nay ching té su c6 mit cua 16p
boc va chirc nang hoa trong mau khong 1am thay doi
ciu tric pha cua vat lieu NaYF,: Yb*, Er** da tdng
hop dugc.

e (1) NaYF 2 Yb"', Er*

e (2) NaYF : Yb*', Er”@silica-NH-AF
Cubic-NaYF4 (JCPDS No.77-2042)
[ Hexagonal-NaYF, (JCPDS No.28-1192)

g il

e )

N R O Y WY T

30 40 50 60 70
2-Theta (do)

Hinh 3: Gian dd nhiéu xa tia X ctia mau
NaYF,:Yb* Er* (1) va miu NaYF,: Yb*,
Er¥*@silica-NH-AF (2)

Cuong do (d.v.t.d.)

3.3. Pho huynh quang

Két qua phan tich phé huynh quang chuyén dbi
nguoc ciia mau NaYF,: Yb¥, Er¥ va NaYF, Yb*,
Er¥* @silica-NH-AF sau khi di chirc ning hoéa bang
nhém amin ctia hop chit APTMS va gén két véi axit
folic AF tai buéc song kich thich 980 nm duoc trinh
bay trén hinh 4. Quan sat phd huynh quang thay, cac
mau NaYF; Yb*, Er* va NaYF,: Yb*
Er*@silica-NH-AF déu phat xa mau xanh tai cac
budc song (510570 nm) va mau do tai cac budc
song (630+700 nm) tng voi cac chuyén doi dic

Tran Thu Hirong va cong su

trung 2H11/2 - 4|15/2i 453/2 - 4|15/2 va 4F9/2 - 4|15/2
cta ion Er**. Trong vt liéu, axit folic c6 vai trd la
tam thu cam trén bé mat cta nhiéu loai té bao ung
thu nén chlng c6 trién vong lam tac nhan danh du
nhéan dang kha hiéu qua.

Ching tdi st dung phic hop nano NaYF,: Yb**,
Er¥* @silica-NH-AF thir nghiém 1 véi té bao ung thu
phdi Lu-1 trong 24 gio theo quy trinh tai Phong thi
nghiém caa Vién cbng nghé Sinh hoc, Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. Két qua thir
nghiém dugc quan sét trén kinh hién vi huynh quang
soi nguoc Zeiss axio vert Al va duoc thé hién trén
Hinh 5. Phan bén trén 1a hinh anh céc té bao quan sat
duoc khi chiéu anh sang thuong, phan & giira | hinh
anh khi chiéu anh sang huynh quang va phan bén
dudi 12 hinh anh khi hop nhat hai phan trén. Két qua
thu dugc trén hinh 5 cho thay, dudi anh sang thuong
déu chi quan sat dugc hinh anh té bao Lu-1, nhung
du6i anh sang huynh quang, voi té bao Lu-1 dbi
chung khong thay su phat quang. Déi véi té bao Lu-
1 u phuc hop NaYF, Yb*, Er**@silica-NH-AF
trong 3 gio, chung t6i da quan sat dugc nhitng cham
phét sang rd trén bé mat té bao. Diéu nay thu dugc
tir viéc hop nhit cac két qua khi chiéu anh séng
thuong va anh sdng huynh quang.

Ay =980 nm
(1) NaYF: Yb", Er*

(2) NaYF : Yb", Er”@silica-NH-AF

, ,
Cuimg o (d.v.t.d.)

T T T T T {
450 500 550 600 650 700 750
Budc song (nm)

Hinh 4: Ph6 huynh quang chuyén ddi nguoc cua
mau NaYF,: Yb*, Er** (1) va mau NaYF,: Yb*,
Er¥* @silica-NH-AF (2) tai budc séng 980 nm

Nhu vy, qua mau thir nghiém ban dau cho thay,
cac nhom folat da dwoc gan vao céc té bao ung thur
phdi Lu-1 hay noi cach khac, phirc hop nano y sinh
NaYF,: Yb*, Er¥*@silica-NH-AF d3 bét cip vao bé
mit cua té bao ung thu phéi Lu-1. Vi tri bat cap cia
phtrc hop nano nay véi té bao ung thu di duge quan
sat bang kinh hién vi soi ngugc Zeiss axio vert Al
Tir két qua thu dugc cho thiy, phirc hop nano y sinh
NaYF,: Yb* Er¥*@silica-NH-AF cd thé ing dung
dé phét hién vi hinh anh té bao ung thu phéi Lu-1 in
vitro thong qua ki thuat huynh quang.
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4. KET LUAN

Pa tong hop thanh cong phtc hgp nano y sinh
NaYF,: Yb*, Er**@silica-NH-AF (str dung téc nhan
APTMS lién hop vai axit folic). Vat liéu nano ¢o
dang hat v6i duong kinh tir 50+150 nm. Céau truc,
hinh thai hoc cua véat liéu nano duoc xac dinh béng
cic phuong phap nhiéu xa tia X, FESEM, FTIR va
dic biét 1a phd huynh quang. Phirc hop phat quang
chuyén doi nguoc tét va on dinh, twong thich sinh
hoc va 1a coéng cu thich hop dé danh diu huynh
quang.

Anh ,
sang
thuong

Anh
sang
huynh
quang

nhét

(@) (b)
Hinh 5: Hinh anh té bao Lu-1 d6i ching (a) va té bao
Lu-1 & v6i phtrc hop nano NaYF,: Yb**, Er¥* @silica-
NH-AF (b) quan sat dudi kinh hién vi dién tir huynh
quang soi ngugc

D3 thir nghiém thanh cong khao sat kha niang bét
cap phirc hop nano y sinh NaYF,: Yb*, Er¥*@silica-
NH-AF dé danh diu nhan dang té bao ung thu phdi
Lu-1 bang kinh hién vi soi nguoc thong qua ki thuét
huynh quang. Két qua cho thay, phic hop NaYF,:
Yb*, Er¥* @silica-NH-AF da bt cip véi té bao Lu-1
trong diéu kién thtr nghiém in vitro.

Két qua thir nghiém ban dau cho thay phtc hop
nano y sinh NaYF4: Yb**, Er¥*@silica-NH-AF Ia tién
dé cho viéc mo ra kha niang ung dung vat liéu nano phét
quang chuyén déi ngugc NaYF4: Yb**, Er¥* lam cong cu
danh ddu va phat hién mot s té bao ung thu in vitro
thong qua ki thuat huynh quang.

Loi cam on. Céng trinh nay dwoc hé tro kinh phi
nghién ciru tir Pé tai ma s6 103.03-2017.66 thugc
Quy Phat trién Khoa hoc va Céng nghé Quoc gia
(NAFOSTED). Ngoai ra, Cac tdc gida xin chdn thanh

Tong hop vt liéu nano NaYF,: Yb*, Er¥*-

cam on si hé tro cia Phong thi nghiém Quang Hoa
Pién tir, Phong thi nghiém trong diém quoc gia vé
Vat liéu va linh kién dién tur, Vién Khoa hoc vat liéu
dd tao diéu kién tot dé thuc hién cong trinh nay.
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