TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC
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Céac hat nano bac (AgNPs) la m¢t trong nhitng vét liéu nano dang duwoc st dung phé bién nhat nhe dac
tinh ly héa doc dao, khd ndng khang khuén cung véi viéc dé ché tao, gia thanh ré. Viéc nghién ctru nh
huéng ctia AGQNPs dén céc sinh vét va con nguoi Ia vo cung cén thiét. Do doé, chung toi tién hanh danh gia
murc d6 dnh huéng ctua AgNPs sinh hoc dén qua trinh phét trién cua rudi gidm. Két qué nghién ctru cho
thdy c6 sw hép thu va tich liily AgNPs trong té bao &u trung rudi gidm tiép xuc véi AgNPs. Néng dé AgNPs
250 mg/L gay dut gdy DNA cua té bao mau &u trung rudi gidm. Péng thoi, AQNPs & néng dé 150 mg/L va
250 mg/L da lam gidm ti 1é triing né ra thanh &u tring va ti 1é &u trung thoét kén thanh rudi tréng thanh.
Tir céc két qua cho thay: AgNPs énh huéng tiéu cuc dén céc giai doan phat trién cua rubi gidm va gay dut
gdy DNA clia céc té bao mau trong dich haemolymph. Pay ciing la mot mé hinh day hira hen dé nghién
ctru doc tinh ctia céc hoat chét sinh hoc énh hwéng dén qué trinh sinh tréng va phat trién cua déng vat.

T khéa: Hat nano bac, rudi gidm, phat trién, dirt gay DNA.

I. DAT VAN DE

Hién nay, cac hat nano bac (AgNPs) la mét
trong nhirng vat liéu nano dang dwoc str dung
phd bién nhat nher ddc tinh ly hda doc dao, kha
nang khang khuan cuing v&i viéc dé ché tao, gia
thanh ré do cé thé téng hop truc tiép tir chiét
xuét thywe vat. Ngwoi ta wdc tinh khoang gan
320 tan bac dang hat nano dwoc san xuét hang
nam va dwoc s dung réng rai trong doi séng.’
Bao gébm: cong nghiép thuwc phdm, son, kem
chdng néng, dién tt, ky thuat dét may, may loc
nwéc, quan 4o, chat diét khuan, va trong bang
bé vét thuwong, dung cu phau thuat va chat khiy
trang...2 Tuy nhién, viéc s&r dung réng rai cac
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vat liéu nano bac sé lam tang kha nang phoi
nhiém véi con ngudi. Sw gidi phong qua mirc
cac ion bac cé thé gay ra cac doc tinh ddi voi
cac té bao va hé sinh thai. Ngoai ra, sy tich
tu, tdn dw ham lwong I&n cac hat nano co thé
gay nhiém déc. Do d6, cac anh hwéng vé doc
tinh ctia AgNPs can dwoc nghién cru k¥ lwéng
trwdc khi dwa chung &ng dung réng rai ngoai
thi trwong. Mot sd nghién clru vé doc tinh va
phan b trong co thé ctia AgNPs trén mé hinh
chudt qua dwdng an udng hodc tiém trong phuc
mac da phat hién ra cac AgNPs trong mau va
c6 thé tac dong dén cac md sau hon gay ra doc
tinh & mét sé co quan bao gébm ca nao.3silver
nanoparticles (Ag NP

Trong thap ky qua, rudi gidm Drosophila
melanogaster dwgc coi la mét mé hinh manh
mé cho cac nghién ctu doc chét.* Rudi gidm
mang rat nhiéu wu diém trong nghién ctu nhu:
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vong doi twong dbi ngan, dé nhan 1én sé lwong
I&n, dé& theo déi qua trinh phat trién, dic biét
c6 t&i 70% gen gay bénh twong déng véi con
nguwdi, ddng thoi it vi pham vé van dé dao duc
trong nghién ctvu y sinh.® Rudi gidm [a coén
trung bién thai hoan toan, cé bdn giai doan phat
trién riéng biét (trng, &u trung, nhong, con
trwdng thanh). Do d6, doc tinh clia hda chat
c6 thé dwoc danh gia cu thé & tirng giai doan
phat trién. Cac nghién clru danh gia anh hwéng
ctia AgNPs van con han ché. Cho téi hién nay,
tai Viét Nam, chuwa c6 nghién cru nao duoc
trién khai dé tim hiéu doc tinh ctia AgNPs sinh
hoc trén mé hinh rudi gidm. Dya trén nhirng
wu diém cGa md hinh rudi gidm, ching t6i tién
hanh nghién clru nay v&i muc tiéu danh gia sw
anh hwdng ctia AgNPs sinh hoc dén qua trinh
phat trién cta rudi gidm.
1. BOI TUONG VA PHUONG PHAP
1. Déi twong

Nghién ctru st dung dong rudi gidm kiéu dai
Canton S thu thap tir trung tam lwu trik rudi gidm
Kyoto, Nhat Ban. Rudi gidm dwoc nudi trong
moi trwdng thirc an Drosophila Instant Food
(Nhat Ban) va trong diéu kién nhiét dd 25°C, do
am 65 - 70%, thoi gian chiéu sang chu ky 12
gid sang/ 12 gi® ti. Ching téi st dung AgNPs
sinh hoc, dwoc tdng hop bang phwong phap
dién hoa, do nhdm nghién ctru vat liéu nano
Y sinh - méi trwdng (NEB group) Trudng Dai
hoc Phenikaa va Truwdng Pai hoc Bach Khoa
Ha Noi cung cép.
2. Phwong phap

Phwong phéap phoi nhiém ruéi gidm véi
hat nano bac

Pha dung dich AgNPs sinh hoc nf“)ng dé 300
mg/L v&i nwédc cét ra cac ndng do twong (ng
0 mg/L, 50 mg/L, 150 mg/L, 250 mg/L. Sau do,
trén déu cac dung dich AgNPs & néng d6 nay
véi thirc &n cla rudi theo ty 1&é 4mL dung dich
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AgNPs va 1g thirc &n. Chia déu thirc &n vao
cac 6ng nudi rudi riéng biét theo tirng ndng d6
hat nano bac. Rudi gidm sé tiép xuc v&i AgNPs
truc tiép qua dwdng tiéu hoa.

Phuwong phap ddnh gia kha ndng hap thu
hat nano cua 4u trang rudi giam

Trong thl* nghiém nay, st dung cac AgNPs
dé pha v&i thiee an ng véi néng do 0 mglL,
50 mg/L, 150 mg/L, 250 mg/L. Cho rudi truéng
thanh d@é trirng vao tirng maoi tredng thire an da
chuén bi. LAy 4u trung ngay 3 (96 + 6 gi¢ tudi),
tién hanh mé tach 14y ruét trong dung dich PBS.
Sau d6 cb dinh trong dung duch parafomandehit
4% khoang 10 phut. Cho mau rudt 1én lam kinh
dé kho & nhiét dd phong, gén lamen soi kinh
hién vi quang hoc & vat kinh 40X dé phat hién
cac hat AgNPs da két tu lai véi nhau trong long
rudt 4u trang rudi gidm.

Phwong phdp dénh gié tén thwong DNA
cta té bao chia trong haemolymph cua
au trang rudi giam bang thi nghiém Comet
Assay

Chuén bj &u trung ngay 3: nhat 200 phdi
(tring) cuing ngay tudi cho vao 4 dng méi trueng
thirc &n twong &ng véi ndng dd hat AgNPs 250
mg/L va 0 mg/L (nhém dbi chirng am). Dé phai
phat trién trong méi trwéng thirc an khodng 96
+ 2 gi®» thu dwoc Au trung ngay ba.

Téch chiét haemolymph tir &u trung rudi
gidm: chuan bi 100 4u trung da phoi nhiém
véi nébng d6 nano bac 250 mg/L cling nhém
déi chirng am va dwong. Rra 100 4u trung
nay trong dung dich PBS. Dung dao rach gitra
dng Eppendorf 0,5mL réi d&t vao trong éng
eppendorf 1,5mL. Sau né dung dao bam duéi
miéng tlrng con Au trung bd vao éng eppendorf
0,5 ml dén khi da 100 &u trung. Ly tam 3000
vong/ 1 phut thu dwoc dich haemolymph & 6ng
eppendorf 1,5mL.

Pha huyén djch: hat 10uL dich haemolymph
(chva x4p xi 10* té bao mau) vira tach twong
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&ng v&i méi néng do tron véi 90uL dung dich
agarose 0,75%.” Pha 10uL Haemolymph cua
4u trung nhom dbi chirng am véi 20uL dung
dich H,0, 3% trong 5 phut, sau do rira trong
dung dich PBS dé lam déi chirng duong.

Nhung lam kinh vao éng falcol 50mL dwng
dung dich agarose 1,5% (giir & nhiét do 40°C)
dé tao mot I&p moéng déu trén lam, sau d6 dé
kh6é & nhiét d6 phong. Nhd 100uL huyén dich
da chuan bi I&én lam kinh d& dwoc phi agarose,
gén lamen. D& lam kinh & 4°C trong 20 phut,
g® lamen. Ly gidi t& bao trong dung dich ly giai
& 4°C trong 2 gi& & diéu kién téi. Dat lam kinh
vao bé dién di (phan nham huwéng vé phia cuc
duwong cta bé dién di va khong dé tréng gitra
cac lam). D6 dém dién di (TBS, pH = 12,6) vao
tl tir, dG dé ngap lam kinh trong 20 phut nham
bién tinh DNA. Két néi ngudn dién, dién di &
25V (0,9 V/1cm), 300mA trong 20 phut (diéu
kién tbi). Nhung lam kinh 2 1an vao dém trung
hoa (pH = 7,5) va cb dinh bang con tuyét dbi
trong 3 phut, dé kho 4°C qua dém & diéu kién
t6i. Nhd 40uL dung dich DAPI 0,5% lén méi lam
kinh, pha lamen. Soi kinh hién vi huynh quang
dé& quan sat hinh anh dién di & bwéc séng 360
- 370nm.

Phuwong phap danh gia giai doan phat trién
clia rudi gidm

Cho 100 rudi cai va 200 rudi dwc trudng
thanh mot ngay tudi giao phdi véi nhau trén
moi trwong thire an chira AgNPs va khéng co
AgNPs & 25°C trong 48 gi®. Chia déu vao 6 éng
thirc &n (’ng véi mbi néng dd 0 mg/L, 50 mgl/L,
150 mg/L, 250 mg/L. Cho rudi dé tring trén
cac dia thirc an khdng co AgNPs trong vong 4
gid & 25°C. Nhat 100 qua trirng chia déu vao 5
bng thirc &n tng véi mbi ndng dd. Ti I trirng
n& dwoc xac dinh bdng cach dém sb lwong 4u
trung Ita 1 né ra trong vong 24 - 28 gio. Ti lé
dong kén dwoc xac dinh bang cach dém sb
lwong nhong dwoc hinh thanh trong sé trirng
dwoc chuyén vao trong 6ng thirc an. Twong tw,

ti 1& thoat kén dwoc xac dinh béng cach cho
diém sé lwong rudi trwdng thanh xuét hién tw
nhong.t Thi nghiém dworc lap lai ba lan.

X ly va phan tich sé liéu

Sé liéu dwoc ghi lai badng Microsoft Excel va
phan tich bang phan mém Graphpad Prism 7.0
str dung Multiple T test.
3. bao dirc nghién ctru

Nghién ciru duwoc thwe hién trén rudi gidm
va chwa cé thir nghiém trén cac doi twong khac.
Nghién ctu khéng vi pham dao drc nghién ctru
y hoc.

lll. KET QUA

1. Danh gia sw hap thu AgNPs cua 4au trung
rudi giam

Két qua & hinh 1 cho thay, trong ldng rudt
4u trung an thirc &n khong cd AgNPs  khong
phat hién thay cac khéi nano tich tu (Hinh 1A),
con trong long rudt ctia 4u tring rudi gidm an
thirc an co6 AgNPs co xuat hién hinh anh hat
AgNPs két tinh, hinh &nh két tinh rd rang nhéat
trén vi treéng kinh hién vi thu nhan & néng do
250 mg/L (Hinh 1B, C).
2. Panh gia ton thwong DNA cha té bao trong
dich haemolymph ctia 4u triing rudi giam

Dé danh gia doc tinh ciia AgNPs & cép do
phan tt, ching téi tién hanh thi nghiém Comet
Assay dé xac dinh kha ndng lam d&t gay DNA
cla té& bao cé trong dich haemolymph cutia 4u
trung rudi gidm khi tiép xuc véi AgNPs. Két qua
cho thdy, nhédm 4u tring rudi khéng phoi nhiém
véi AgNPs thi DNA duoc bao tén nguyén ven
(Hinh 2A), con nhém Au trung rudi &n thirc an
c6 AgNPs & ndng dd 250 mg/L c6 hién twong
dirt gay DNA cla té bao mau Au trung rudi gidm
(Hinh 2C) twong tw nhw hinh anh DNA bj duet
gay & nhom rudi chirng dwong bi phoi nhiém
v6i H,0, 3% (Hinh 2B), hinh anh DNA dt gay
sé tao vét mo kéo dai nhw dudi sao chdi sau
qua trinh dién di va nhuém soi.
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Hinh 1. Tich liiy AgNPs trong rudt au trung rudi gidm: (A) nhém chirng am, (B) nhém au
tring an thirc an c6 AgNPs 250mgl/L, (C) cac hat AgNPs két tinh trong long ruét 40X

Hinh 2. Tén thwong DNA cua té bao trong dich haemolymph: (A) nhém chirng am,
(B) nhém chirng dwong phoi nhiém H,0, 3%, (C) nhém au trung rudi giam &n thirc an cé
AgNPs 250 mg/L (Vung nét dirt tron Ia té bao, ving dénh déu hinh thang thé hién cac DNA duit
gay géy hiéu trng dudi sao chbi)

3 Anh hwéng ctia AgNPs lén sw phat trién n&, ti 1&é dong kén, ti 1& thoat kén. Két qua cho

cua rudi giam thdy, sw anh huéng ctia AgNPs dén qua trinh
Anh hwéng ctia AgNPs dwoc danh gia qua 3 phéat trién cha rudi gidm phu thudc vao liéu

giai doan phat trién cla rudi gidm la: ti 1& trieng lwong, dwgc mo ta trong bang 1 va biéu db 1.

Bang 1. Anh hwéng ctiia AgNPs dén qua trinh phat trién cta rudi gidm

Nong do AgNPs  Ti lé trieng né Ti lé dong kén Ti lé thoat kén

Nhom mau (mglL) (%) (%) (%)
50 94,60 + 1,26 97,91 £ 0,85 98,71 £ 0,03
(p > 0,05) (p > 0,05) (p > 0,05)
+1 70, 4,76 £ 0,6
Nhém nghién coru 150 (p930,05) (gp - 0?0958) g(p 30’85)0
250 91,15+ 2,93 96,95 + 0,80 88 + 0,57
(p <0,05) (p > 0,05) (p <0,05)
Nhom doi chirng 0 100 100 100
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Biéu dd 1. Anh hwéng ctiia AgNPs 1én sw phat trién cta rudi giam: (A) ti 1é trieng né, (B) ti lé
déng kén, (C) ti I& thoat kén

O giai doan trirng n& ra Au trung, co sw
gidm ti 1& gitra 3 nhém rudi phoi nhiém AgNPs
& ndng dd 50 mg/L, 150 mg/L va 250 mg/L so
v&i nhém déi chirng 1an Iwot 1a 94,60%, 93% va
91,15%. Tilé trirng n& gidm cé y nghia théng ké
v&i p < 0,05 & 2 nhém rudi phoi nhiém AgNPs
150 mg/L va 250 mg/L (Biéu d6 1A). Trong giai
doan Au trung déng kén thanh nhong, ti 1& 4u
trung thanh nhong ctia 3 nhém rudi phoi nhiém
AgNPs gidam so v&i nhém déi chirng nhung
khong cé y nghia théng ké, vai ti 1é 4u trung
dong kén lan lwot 13 97,91%, 97% va 96,95%.
Tai giai doan thoat kén, c6 sy khac biét rd rét
hon vé ti 1é thoat kén gitra cac nhém rudi phoi
nhiém AgNPs so v&i nhém dbi chirng (Biéu
dd 1B). Ti lé Au trung thoat nhong thanh rubi
trwdng thanh & ba ndéng d6 50 mg/L, 150 mg/L
va 250 mg/L lan lwot 13 98,71%, 94,76% va
88%. Trong do, ti 1é thoat kén gidm c6 y nghia
thdng ké (p < 0,05) & 2 nhém rudi phoi nhiém
véi ndng d6 AgNPs 150 mg/L va 250 mg/L
(Biéu d6 1C). Boc tinh ctia AgNPs thé hién cao
nhat & néng do 250 mg/L so véi 2 ndng d6 con
lai va rd nhat & giai doan thoat kén so v&i giai
doan trirng n& va déng kén, véi viéc xuét hién
nhiéu ca thé chét & giai doan nhong do khéng
thé hinh thanh dd cac co quan, hodc hinh thanh
dd co quan nhung co thé rat yéu nén khong thé

thoat khoi kén (Hinh 3, 4).
IV. BAN LUAN

Bét ky loai nano nao khi muén dwa vao st
dung trong cac linh viec y hoc, céng nghiép,
dién t&r déu can phai hiéu ré tac dong ciling
nhw &nh hwéng cla ching dén hé sinh thai
va moi trwdng, cac sinh vat va dac biét la con
nguwoi. Do vay, viéc nghién ctru ddc tinh cla
cac hat nano trén mé hinh déng vat la vb cung
can thiét. M6 hinh rudi gidm dwoc lwa chon dé
tién hanh céac nghién clru vé &nh hwéng cia
hat nano bac sinh hoc dwoc chiét xuét tir 13 tra
xanh. Viéc xac dinh vi tri clia cac hat AgNPs td
hop sau khi cho phoi nhiém véi rudi gidm qua
&n udng tuy khong phai thtr nghiém dé danh
gia doc tinh nhwng né c¢é vai trd quan trong dé
tién hanh cac nghién ctu sau hon vé doc tinh
cla AgNPs. Trong bai nay, chung téi chi dwa ra
két luan cac hat AgNPs t6 hop dwoc hép thu va
két tu trong long rudt, chwa chirng minh dwoc
ching vuwot qua rao can cla rudt dén cac moé
sau hon do con han ché vé trang thiét b hién
dai dé& danh gia. Mot sb nghién cu trén thé
gi¢i da chirng minh cac hat nano gay ra cac tac
dong sinh hoc do co6 kha nang vwot qua hang
rdo rudt anh hwéng dén cac méd sau hon.3’
Bang viéc sir dung kinh hién vi dién t& truyén
qua (TEM) cho thay sw phan bd cta cac hat
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Hinh 3. Poc tinh cia AgNPs lén giai doan déng kén cuta rudi gidam: (A) nhéng cta rudi giam
binh thworng da déng kén. (B), (C) au trung chét b&i doc tinh cia AgNPs 250 mg/L

Hinh 4. Déc tinh cua AgNPs lén giai doan thoat kén cua rudi giam: (A) vé nhong, ruéi giam
binh thwong da thoat kén, (B, C) rudi giAm khong thoat kén, chét b&i doc tinh ciia AgNPs
250 mg/L

nano trong ca long rudt va trong cac ngan cla
té bao rudt, xac nhan sy hap thu vao té bao dé
dang ctia ching. Do d6, hat nano c6 thé di vao
nhan té bao gay ra doc tinh & cap d6 phan t,
cu thé gay dut gay DNA cla té bao.”

Tuy con han ché vé cac phwong phap danh
gia sw hap thu cac hat AgNPs cla 4u trung rudi
gidm nhung dé danh gia xem cac hat AgNPs
sinh hoc c6 vwot qua hang rao rudt gay ra doc
tinh & té bao trong dich haemolymph ctia 4u
trung, ching t6i tién hanh thi nghiém Comet

Assay danh gia tinh toan ven ctia DNA té bao.
Két qua thu dwoc cho thdy AgNPs sinh hoc &
néng d6 250 mg/L gay ra hién twong dut gay
DNA té bao trong haemolymph clia 4u triing
rudi gidm ngay ba, twong tw véi két qua cla
nhém Alaraby va cong sy (2020).7 Diéu nay chi
ra réng cac hat AgNPs cling la mét loai nano
c6 thé vuwot qua rao can cla long rudt va di vao
cac md sau hon gay ra tén thwong DNA & néng
dd cao. AgNPs dwoc hdp thu va chuyén hoa
tai cac té bao mau & moé co quan khac nhau
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cla 4u trung rudi gidm ngay ba cé kha nang
lam gia tdng hinh thanh cac chat phan (rng oxy
ROS (chtra cac gbc O* gdm peroxit, superoxit,
hydroxyl) qua murc, tv d6 ROS dé dang phan
&ng v&i cac phan tl khac trong té bao nhuw
RNA, DNA, protein... gay ra sy dut gay DNA
trong cac loai t& bao nay nén co thé 1am chét té
bao, rdi loan chirc nang mé va lam tén thuong
cac mod co quan.®

Rubi gidm Drosophila melanogaster 1a mot
con trung di héa vi vay phai trdi qua qua trinh
bién thai hoan toan véi vong doi gom 4 giai
doan: phdi, 4u trung, nhdng, trwéng thanh.'
D6i véi méi giai doan phat trién, chung cé khac
biét rat I&n vé hinh dang, cAu tao va dac diém
sinh Ii. Vi vay, sy hap thu va dao thai cac chat
doc hai dén trng giai doan la khac nhau. Do
do, chang t6i tién hanh nghién clru &nh huéng
ctia AgNPs sinh hoc dén tirng giai doan phat
trién cda rudi gidm dé danh gia doc tinh cda
AgNPs phu thuéc vao Itra tudi. Sw phoi nhiém
véi AgNPs sinh hoc & cac nong d6 150 mgl/L,
250 mg/L da anh hwéng dén cac giai doan phat
trién ca 4u trang rudi gidm nhuw: lam giam ti lé
tr’ng né ra thanh 4u trung va gidm dang ké ti
l& 4u trung thoat kén thanh rudi truédng thanh.
Két qua nay twong ddng véi két qua nghién cua
nhom tac gia Raj va cong sw (2017) khi nghién
ctvu anh huéng phu thudc vao lidu lwong cua
AgNPs dbi v&i kha nang sinh san va sy sbng
s6t clia Drosophila.® Tuy nhién, trong nghién
ctru nay chung téi chi dirng lai & qua trinh né&
thanh rudi trwdng thanh. Ché dd &n ubng bd
sung AgNPs tir giai doan 4u tring c6 nhiéu tac
dong cé hai hon dan dén gidm ty 1& séng sot
cling nhw tudi tho cla rudi trwdng thanh. Cu
th&, nhém rudi dwoc phoi nhiém véi AgNPs
& giai doan trudng thanh cé tudi tho cao hon
nhém rudi trwdng thanh da phoi nhiém véi
nano tlr giai doan Au trung.? Két qua nghién
ctru clia chung t6i bwdc dau chi ra rdng néu

dung liéu lwgng AgNPs cao hon va s dung
né sém trong qué trinh phat trién sé gay anh
hwéng dén kha nang séng sét cla rudi giam.

V. KET LUAN

Két qua nghién ctu cho thay khi si dung
nhiéu hat nano bac sinh hoc cé thé anh huéng
tiéu cwc dén qua trinh sinh trwdng va phat trién
va gay dit gdy DNA cla cac té bao mau trong
dich haemolymph trén mé hinh rudi gidm thuc
nghiém. Day ciing |a mot mé hinh day hiva hen
cho (rng dung nghién ctru ddc tinh clia cac hoat
chét sinh hoc &nh hwéng dén qua trinh sinh
trwdng va phat trién ctia dong vat néi chung.
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Summary

TOXICITY OF BIOLOGICAL NANO AgNPS ON THE
DEVELOPMENT PROCESS IN DROSOPHILA MODEL

Silver nanoparticles (AgNPs) are one of the most commonly used nanomaterials because of
their unique physicochemical properties, antibacterial ability, ease of fabrication, and low price.
Researching the effects of AQNPs on organisms and humans is extremely necessary. Therefore,
we evaluated of the influence of biological AQNPs on the development process of Drosophila. The
results showed that AgNPs were absorpted and accumulated in the intestines of fly larvae exposed
to AgNPs. AgNPs 250 mg/L caused DNA breakage in fly larval blood cells. AQNPs at concentrations
of 150 mg/L and 250 mg/L reduced the rates of eggs hatching into larvae and larvae emerging from
cocoons into adult flies. These results show that AQNPs negatively affect on the stages of Drosophila
development and cause DNA breakage of blood cells in haemolymph. This is also a promising
model to study the toxicity of biological substances affecting the growth and development of animals.

Keywords: AgNPs, Drosophiala melanogaster, development, DNA breakage.
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