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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Loạn dưỡng cơ Duchenne (DMD) là bệnh lý di truyền thần kinh cơ hay 

gặp nhất với tần suất 1/3600 trẻ trai [1]. Bệnh gây nên do đột biến gen 

dystrophin, một trong những gen người lớn nhất được phát hiện cho đến nay. 

Gen dystrophin nằm trên cánh ngắn nhiễm sắc (NST) thể giới tính X, vùng 

Xp21 có chiều dài khoảng 2400kb với 79 exon [2],[3]. Đột biến gen 

dystrophin sẽ làm giảm hoặc mất khả năng tổng hợp protein dystrophin, một 

protein đóng vai trò quan trọng để bảo vệ tế bào cơ khỏi bị tổn thương trong 

quá trình co cơ gây nên bệnh DMD. Cho đến nay, nhiều dạng đột biến gen 

dystrophin đã được phát hiện bao gồm đột biến xoá đoạn, đột biến lặp đoạn 

và đột biến điểm. Đột biến xóa đoạn chiếm tỉ lệ cao nhất khoảng 60%, tiếp 

theo là đột biến điểm chiếm tỉ lệ khoảng 30-35%, đột biến lặp đoạn chiếm tỉ 

lệ thấp nhất khoảng 5-10%.  DMD là bệnh di truyền lặn, liên kết với NST giới 

tính X, trong trường hợp mẹ là người lành mang gen bệnh sẽ có khả năng 

truyền bệnh cho 50% số con trai của họ và truyền gen bệnh cho 50% số con 

gái của họ [4],[5].  

Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne đặc trưng bởi sự yếu cơ có tính chất tiến 

triển, biểu hiện bằng khó đi lại, khó đứng lên ngồi xuống và khó khăn khi leo 

cầu thang, sau đó mất dần khả năng đi lại ở lứa tuổi 11-12 và thường tử vong 

ở lứa tuổi ngoài 20 do tổn thương cơ tim và rối loạn cơ hô hấp  [3],[6],[7]. 

Hiện nay bệnh DMD vẫn chưa có phương pháp điều trị đặc hiệu, liệu pháp 

điều trị gen vẫn đang trong giai đoạn điều trị thử nghiệm, vì vậy việc phát 

hiện người mang gen bệnh và chẩn đoán trước sinh bệnh DMD đóng một vai 

trò quan trọng giúp đưa ra những tư vấn di truyền thích hợp nhằm ngăn ngừa 

và làm giảm tỷ lệ sinh con mắc bệnh, đồng thời giảm bớt gánh nặng về tinh 

thần và vật chất cho gia đình người bệnh và cả xã hội [8],[9]. Hiện nay có 

nhiều kỹ thuật sinh học phân tử đã được ứng dụng để xác định đột biến gen 

dystrophin. Kỹ thuật PCR và Multiplex PCR là kỹ thuật truyền thống để xác 
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định đột biến xóa đoạn gen, tuy nhiên các kỹ thuật này chỉ khảo sát được đột 

biến trên 25 exon ở hai vùng đột biến trọng điểm trong tổng số 79 exon của 

gen dystrophin. Gần đây, kỹ thuật MLPA đã bộc lộ những ưu điểm vượt trội so 

với các kỹ thuật truyền thống với độ chính xác cao, dễ thực hiện, thời gian thực 

hiện kỹ thuật ngắn, xác định được không chỉ các đột biến xoá đoạn mà cả các 

đột biến lặp đoạn trên toàn bộ 79 exon [10],[11]. Tuy nhiên, còn khoảng 30-

35% đột biến điểm gen dystrophin không xác định được bằng các kỹ thuật trên 

mà cần phải sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen để giải trình tự toàn bộ 79 exon. 

Thông thường, việc chẩn đoán trước sinh thường được thực hiện bằng 

kỹ thuật phát hiện đột biến trực tiếp trên gen dystrophin dựa vào đột biến chỉ 

điểm trên người bệnh. Tuy nhiên, trong một số trường hợp người bệnh không 

phát hiện thấy đột biến, hoặc việc phát hiện đột biến gặp khó khăn do cấu trúc 

gen quá lớn thì kỹ thuật phân tích gián tiếp (Microsatellite DNA) có thể được 

áp dụng. Microsatellite DNA được phát triển dựa trên kỹ thuật PCR truyền 

thống với việc sử dụng các trình tự mồi có gắn huỳnh quang để khuếch đại 

các đoạn trình tự lặp lại ngắn và phân tích kích thước của chúng thông qua 

điện di mao quản trên máy giải trình tự gen để xác định sự có mặt của các 

alen khác nhau, dựa vào phân tích liên kết có thể xác định được các alen đột 

biến trong bệnh lý di truyền. Việc áp dụng kỹ thuật Microsatellite trong chẩn 

đoán trước sinh bệnh DMD có thể áp dụng cho tất cả thai phụ kể cả những 

trường hợp chưa rõ vị trí đột biến với thời gian trả kết quả nhanh trong 48 -72 

giờ và chi phí xét nghiệm thấp [12],[13]. Vì vậy đề tài: “Chẩn đoán trước 

sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật Microsatellite” được 

thực hiện với hai mục tiêu: 

1. Phát hiện người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng 

kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen. 

2. Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne cho thai nhi 

của những bà mẹ là người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ 

Duchenne bằng kỹ thuật Microsatellite DNA. 
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CHƯƠNG 1 

TỔNG QUAN  

 

1.1. Lịch sử nghiên cứu bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne (DMD) lần đầu tiên được mô tả vào 

năm 1852 bởi Edward Meryon, một bác sĩ người Anh. Ông mô tả chi tiết về 

một gia đình có 4 người con trai đều có biểu hiện yếu cơ nhưng không hề có 

bất thường về hệ thần kinh trung ương. Edward Meryon đã chỉ ra sự tổn 

thương tế bào cơ sau khi quan sát dưới kính hiển vi, đồng thời phát hiện bệnh 

lý này chỉ xuất hiện ở con trai và được di truyền từ người mẹ [14]. 

Một thập kỷ sau vào năm 1861, Guillaume Duchenne - một nhà thần 

kinh học người Pháp - đã ứng dụng dòng điện để kích thích cơ và thần kinh 

trong điều trị cho những người bệnh mắc loạn dưỡng cơ đầu tiên của ông. 

Năm 1868, ông đã mô tả sự yếu cơ tiến triển ở 13 người bệnh gọi là “liệt cơ 

giả phì đại”. Vì những cống hiến của ông, sau này người ta đã lấy tên ông đặt 

tên cho bệnh là bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne [14]. 

Khoảng năm 1959, lần đầu tiên creatine kinase huyết thanh được định 

lượng để chẩn đoán bệnh và phát hiện người lành mang gen bệnh [15],[16]. 

 Năm 1879, Gowers thống kê 220 người bệnh và mô tả bệnh DMD với 

những hình ảnh lâm sàng điển hình và rất chi tiết. Trong một thời gian dài 

hơn 100 năm bệnh DMD chỉ được đánh giá chủ yếu ở mức độ lâm sàng và  

điều trị chỉ dừng ở mức độ chăm sóc, hỗ trợ người bệnh [16]. 

Từ năm 1975 – 1980, các khiếm khuyết cơ trong bệnh lý DMD được 

xác định bằng kỹ thuật hiển vi điện tử và hóa sinh [14]. 

Trước và sau năm 1980, các nghiên cứu chủ yếu tập trung vào chẩn 

đoán và đặc biệt là chẩn đoán sớm bệnh DMD khi chưa có biểu hiện lâm sàng 
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đồng thời phát hiện người mang gen bệnh DMD bằng đo hoạt độ enzym 

Creatin Kinase (CK) để phục vụ cho điều trị và tư vấn di truyền [17]. 

Năm 1981, Zatz và cộng sự đã phát hiện gen dystrophin ở vị trí Xp21. 

Đến giai đoạn 1984 – 1987, Hoffman và các cộng sự đã phát hiện gen 

dystrophin và sản phẩm protein tương ứng của gen. Từ năm 1983 – 1985, 

RLFPs lần đầu được sử dụng để phát hiện người lành mang gen bệnh và chẩn 

đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne lần đầu được thực hiện vào 

năm 1985 [6],[14]. Sau năm 1987, các phương pháp di truyền phân tử được 

phát triển mạnh ở một số nước tiên tiến nhằm phát hiện đột biến gen 

dystrophin, chẩn đoán trước sinh, phát hiện người lành mang gen bệnh và từ 

đó tư vấn di truyền cũng như chẩn đoán những trường hợp thai nhi mắc bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne [14],[18]. 

 Năm 1993, thành phần và cấu trúc gen dystrophin đã được mô tả đầy 

đủ gồm 79 exon với kích thước 3200kb [14]. 

Năm 1989, glucocorticoid lần đầu được đưa vào điều trị bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne [19]. Đến năm 1990, liệu pháp gen điều trị bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne lần đầu tiên được tiến hành trên chuột mdx. Năm 1999, 

liệu pháp tế bào gốc được nghiên cứu hứa hẹn khả năng điều trị khỏi bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne. Năm 2003, các nhà khoa hoc nghiên cứu liệu pháp 

gen sử dụng các chuỗi nucleotide ngắn không mã hóa trong điều trị loạn 

dưỡng cơ Duchenne và đến năm 2008, lần đầu tiên liệu pháp sử dụng các 

chuỗi nucleotide ngắn không mã hóa được áp dụng điều trị trên người bệnh 

DMD [20],[21],[22]. 

1.2. Triệu chứng lâm sàng, cận lâm sàng, điều trị bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

1.2.1. Triệu chứng lâm sàng 

1.2.1.1. Triệu chứng về vận động 

Bệnh DMD đặc trưng bởi sự yếu cơ tiến triển có xu hướng từ gần đến 
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xa. Trong giai đoạn đầu sau sinh trẻ thường không có triệu chứng lâm sàng, 

chỉ một số trường hợp có giảm trương lực cơ nhẹ. Triệu chứng yếu cơ bắt đầu 

xuất hiện rõ khi trẻ ở giai đoạn tập đi. Trẻ xuất hiện hay té ngã, khó khăn khi 

chạy hoặc leo cầu thang và mất khả năng đi lại, phụ thuộc xe lăn ở lứa tuổi 

12. Cuối cùng người bệnh tử vong ở độ tuổi 20 do tình trạng yếu cơ toàn thân 

gây suy hô hấp và các bệnh lý tim mạch [2],[14]. 

Bệnh DMD được biểu hiện qua 3 giai đoạn chính: 

 Giai đoạn 1: Những năm đầu sau sinh, người bệnh hiếm khi biểu hiện 

triệu chứng, chỉ một số ít trường hợp có biểu hiện giảm trương lực cơ kín đáo. 

Các kỹ năng vận động thô sơ như lật, ngồi và đứng thường phù hợp với lứa 

tuổi, một số trường hợp có thể hơi chậm. Dấu hiệu sớm nhất của yếu cơ là trẻ 

giữ cổ kém hơn những trẻ cùng lứa tuổi. Những triệu chứng lâm sàng rõ ràng 

thường bắt đầu khi trẻ 3-5 tuổi với các biểu hiện như chậm đi hoặc đi lại hay 

vấp ngã, điển hình là dáng đi lạch bạch do yếu các cơ mông lớn và mông nhỡ, 

hai chân mở rộng, đi bằng ngón chân do bàn chân bị duỗi thẳng, vẹo vào 

trong và quá ưỡn cột sống. Trong giai đoạn này trẻ chưa có biểu hiện teo cơ 

[5],[11],[23].    

 Giai đoạn 2: Đây là giai đoạn toàn phát của bệnh, xuất hiện đầy đủ các 

triệu chứng. Tình trạng giảm vận động xuất hiện rõ. Trẻ không chạy nhảy 

được như trẻ bình thường, gặp khó khăn khi leo cầu thang, dễ vấp ngã. Yếu 

cơ tiến triển từ gần đến xa, xuất hiện ở gốc chi nhiều hơn ngọn chi và thường 

gặp ở vùng thắt lưng chậu hơn là vùng vai [24]. Yếu cơ thường gặp là yếu cơ 

chi dưới, biểu hiện bằng dấu Gowers: khi trẻ đang ngồi xổm muốn đứng 

thẳng lên hoặc đang nằm muốn ngồi dậy, trẻ phải quay người sang một bên, 

gấp đầu gối vào mông, hai tay chống và đỡ người như tư thế như quỳ bắn, sau 

đó tỳ hai tay lần lượt lên cẳng chân, đầu gối và đùi và đẩy cho thân thẳng dậy 

[1],[16]. Dấu hiệu Gower thường xuất hiện khi trẻ 3 tuổi và biểu hiện đầy đủ 

khi trẻ 5 - 6 tuổi. Mặc dù dấu hiệu Gower là triệu chứng lâm sàng kinh điển 

của loạn dưỡng cơ Duchenne nhưng đây là triệu chứng không đặc hiệu, các 
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bệnh loạn dưỡng cơ khác hay các rối loạn yếu cơ đầu gần cũng biểu hiện triệu 

chứng này [6],[23]. 

 Tình trạng yếu các cơ ở mông làm trẻ có dáng đi lắc người, lạch bạch. 

Khi đứng trẻ phải dạng chân, lưng ưỡn và bụng phình ra phía trước. Dáng đi 

Trendelenberg hay hông lắc lư cũng xuất hiện vào thời điểm này. Chức năng 

của các cơ phía đầu xa thường được bảo tồn nên trẻ vẫn có thể sử dụng thìa, 

đũa, dùng bút hay đánh máy. Co cứng các tổ chức phần mềm và biến dạng cột 

sống có thể xuất hiện do tiến triển tăng dần của yếu cơ và sự mất cân bằng giữa 

các cơ. Sự co cứng thường gặp ở mắt cá, đầu gối, hông và khuỷu tay [14]. 

 Triệu chứng teo cơ nhiều nơi trên cơ thể có tính chất đối xứng cũng 

xuất hiện trong giai đoạn này. Cơ lưng rộng và cơ ngực lớn bị tổn thương 

sớm. Tiếp theo là tổn thương teo các cơ delta, cơ tam đầu, cơ nhị đầu, cơ mông 

và cơ đùi trước [24].   

 Giả phì đại cơ bắp chân là dấu hiệu kinh điển ở giai đoạn toàn phát của  

bệnh. Sự tăng kích thước bắp chân do thâm nhiễm mỡ vào cơ và tăng sinh 

collagen. Tình trạng giả phì đại có thể gặp ở cơ cẳng tay, cơ tam đầu, cơ delta, 

cơ trên gai, dưới gai, cơ nhai và lưỡi [16]. 

 
 

Hình 1.1. Dấu hiệu Gower  

(nguồn: Labeled-Jones Green Book II) 
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Giai đoạn 3: xảy ra ở giai đoạn người bệnh 12-15 tuổi, các triệu chứng 

yếu cơ ngày càng nặng. Người bệnh mất khả năng vận động, hầu hết phụ 

thuộc xe lăn và dẫn tới cong vẹo cột sống tiến triển nhanh [14]. Thời gian 

duy trì khả năng đi lại thay đổi ở các người bệnh khác nhau. Một số người 

bệnh phải sử dụng xe lăn lúc 7 tuổi, trong khi đó một khác có thể đi lại mặc 

dù khó khăn đến năm 10 tuổi mà không cần có bất kỳ một can thiệp chỉnh 

hình nào. Nếu sử dụng các khung nâng đỡ, vật lý trị liệu và can thiệp phẫu 

thuật nhỏ (kéo dài gân Achilles) thì hầu hết người bệnh DMD có thể đi lại 

đến năm 12 tuổi [6],[14],[23]. Việc kéo dài khả năng đi lại của người bệnh 

có tác dụng phòng ngừa vẹo cột sống. Giai đoạn cuối, người bệnh đại tiểu 

tiện không tự chủ do tổn thương cơ vòng hậu môn và cơ vòng niệu đạo. Tổn 

thương cơ hô hấp dẫn đến nhiễm khuẩn hô hấp, giảm dung tích phổi. Yếu cơ 

vùng hầu họng dễ dẫn đến hít nhầm thức ăn vào đường hô hấp, trào ngược 

dịch qua mũi. Biến dạng lồng ngực làm nặng thêm tình trạng suy giảm dung 

tích phổi và gây chèn ép tim [14],[25]. Người bệnh thường tử vong ở độ tuổi 

20-25 do suy hô hấp, suy tim xung huyết, viêm phổi hoặc do sặc và tắc nghẽn 

đường thở. 

1.2.2.2. Triệu chứng tại các cơ quan khác 

           Chậm phát triển trí tuệ gặp ở hầu hết các trường hợp tuy nhiên ở mức 

độ nhẹ, chỉ khoảng 20-30% có chỉ số IQ < 70. Phần lớn người bệnh vẫn có 

thể đi học bình thường [6]. 

           Bệnh lý tim mạch bao gồm nhịp tim nhanh, suy tim quan sát thấy ở 

50% - 80% các trường hợp [24]. Bệnh cơ tim thường xuất hiện trong bệnh lý 

DMD, tuy nhiên mức độ của bệnh có thể không thương đồng với mức độ yếu 

cơ. Một số trường hợp người bệnh tử vong sớm do bệnh lý cơ tim trầm trọng 
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trong khi vẫn còn có khả năng đi lại. Ngược lại, một số trường hợp ở giai 

đoạn muộn của bệnh, chức năng tim vẫn tốt [14]. 

Người bệnh có thể xuất hiện thoái hóa, xơ hóa cơ nhưng không có tình 

trạng đau cơ và chuột rút và hiếm khi có vôi hóa cơ [14]. 

1.2.2. Xét nghiệm cận lâm sàng 

1.2.2.1. Nồng độ Creatine Kinase (CK) 

Creatine Kinase (CK) là enzym xúc tác cho phản ứng tạo năng lượng 

cho quá trình co, duỗi cơ và quá trình chuyển hóa chất trong tế bào cơ.  

Creatine + ATP CK phosphocreatine + ADP 

 Phosphocreatine là dạng dự trữ năng lượng cho hoạt động cơ. Ba 

isoenzym của CK là CK-MM, CK-MB và CK-BB. CK-MM chiếm 95% CK 

toàn phần, tập trung chủ yếu ở mô cơ vân. CK-MB chiếm 5% và tập trung 

chủ yếu ở mô cơ tim. CK-BB chiếm tỷ lệ không đáng kể và chủ yếu tập trung 

ở tổ chức não. CK-BB không qua được hàng rào máu não, do đó không xuất 

hiện trong huyết thanh [17],[24]. 

Chẩn đoán bệnh DMD thường dựa vào nồng độ CK trong máu [26]. Ở 

người bệnh DMD, gen dystrophin bị đột biến làm thay đổi cấu trúc protein 

dystrophin trên màng tế bào, dẫn đến tổn thương màng tế bào cơ và giải phóng 

một lượng lớn CK vào máu. Trong bệnh DMD, nồng độ CK tăng cao ít nhất 40 

lần so với bình thường. Nồng độ CK trong huyết thanh tăng cao ngay sau sinh, 

trước khi có triệu chứng lâm sàng (15000-35000UI/l so với trị số bình thường 

<160UI/l) [27]. Tuy nhiên các trường hợp nồng độ CK huyết thanh bình 

thường cũng không thể loại trừ bệnh lý loạn dưỡng cơ Duchenne. Ở giai đoạn 

cuối của bệnh, nồng độ CK còn có thể thấp hơn so với giá trị trước đó vài năm 

do số lượng cơ còn lại ít và tình trạng bất động kéo dài [23],[26]. 

1.2.2.2. Sinh thiết cơ 
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Sinh thiết cơ là một phương pháp chẩn đoán chính xác. Vị trí sinh thiết 

ở cơ cẳng chân hoặc cơ thẳng đùi. Sinh thiết cơ thấy hình ảnh các tế bào cơ 

thoái hóa, teo nhỏ, tổ chức liên kết quanh sợi cơ tăng sinh [14]. 

Phản ứng miễn dịch huỳnh quang khi nhuộm tiêu bản sinh thiết cơ cho 

thấy sự vắng mặt hoàn toàn của protein dystrophin trên bề mặt tế bào cơ. 

Phương pháp hóa mô miễn dịch sử dụng chất huỳnh quang gắn vào kháng 

nguyên hoặc kháng thể có thể phát hiện phức hợp kháng nguyên-kháng thể ở 

mức vi thể. Khi nhuộm tiêu bản sinh thiết của những tế bào cơ bình thường, 

protein dystrophin định khu ở màng sợi cơ nên có phản ứng kết hợp kháng 

nguyên-kháng thể với hình ảnh đường viền các sợi cơ với sự phát sáng huỳnh 

quang liên tục không ngắt quãng [24],[28]. Ở người bệnh DMD, nhuộm tiêu 

bản sinh thiết tế bào cơ không thấy có sự bắt màu và không thấy rõ ranh giới 

màng tế bào cơ do sự vắng mặt của protein dystrophin trên màng tế bào cơ. 

Các sợi cơ với đường kính không đều, có dấu hiệu thoái hóa hoại tử, thâm 

nhiễm mô mỡ, mô liên kết và tế bào đơn nhân. Ngay cả các sợi cơ có chức 

năng bình thường cũng biểu hiện những thay đổi nhẹ về cấu trúc. Ngoài ra tổ 

chức sinh thiết còn có rất nhiều sợi đậm đặc, hậu quả của hoại tử ở một vị trí 

khác trên chiều dài sợi cơ [1],[26]. Quá trình hoại tử này tạo điều kiện cho 

canxi đi vào nội bào qua chỗ tổn thương của màng sợi cơ vân, khởi động quá 

trình co rút của toàn bộ sợi cơ. Phương pháp này cho phép phát hiện 30% các 

trường hợp nghi ngờ bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne trên lâm sàng nhưng có kết 

quả PCR phát hiện đột biến gen dystrophin âm tính [28]. 

Một thể bệnh nhẹ của bệnh là loạn dưỡng cơ Becker (BMD), có triệu chứng 

lâm sàng muộn hơn DMD, biểu hiện lâm sàng nhẹ hơn và thời gian tiến triển 

chậm hơn. Trên tiêu bản sinh thiết cơ vẫn có hình ảnh protein dystrophin nhưng 

giảm đáng kể trên màng tế bào sợi cơ [17]. 

Trường hợp gia đình có người đã được chẩn đoán xác định mắc bệnh 

DMD, đặc biệt là anh, em trai của người bệnh, nếu người bệnh có những triệu 
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chứng lâm sàng đặc trưng của bệnh cũng như enzym CK huyết thanh tăng cao 

thì không cần thiết phải sinh thiết cơ để chẩn đoán. Nếu người bệnh là người 

đầu tiên trong gia đình có biểu hiện lâm sàng và cận lâm sàng nghi ngờ mắc 

DMD thì sinh thiết cơ giúp chẩn đoán phân biệt với một số bệnh lý cơ khác 

có biểu hiện lâm sàng giống với DMD [14]. 

1.2.2.3. Thăm dò điện sinh lý cơ 

Ghi điện cơ là phương pháp nghiên cứu hoạt điện cơ bằng cách ghi lại 

cđiện thế hoạt động của các sợi cơ ở trạng thái khác nhau. Phương pháp ghi 

điện cơ phát hiện những tổn thương có nguồn gốc từ tế bào cơ, tuy nhiên 

không đặc hiệu cho bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne [14],[23]. Người bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne khi làm điện cơ đồ cho thấy những biến đổi đặc 

trưng chung của bệnh lý cơ, tuy nhiên không có biến đổi đặc trưng riêng cho 

bệnh DMD và không có hình ảnh suy giảm phân bố thần kinh trong cơ. Tốc 

độ dẫn truyền thần kinh cảm giác và vận động bình thường [28].  

1.2.2.4. Xét nghiệm di truyền phát hiện đột biến gen dystrophin 

Những năm trở lại đây đã đánh dấu những tiến bộ vượt bậc trong lĩnh 

vực di truyền phân tử nhằm phát hiện đột biến gen dystrophin. Trước đây với 

kỹ thuật PCR chỉ tập trung phát hiện những đột biến hay gặp tại hai vùng “hot 

spot”, xác định được 65% các trường hợp đột biến trong bệnh loạn dưỡng cơ 

Duchenne thì hiện nay với sự ra đời của những kỹ thuật di truyền phân tử như 

MLPA với khả năng khảo sát cả 79 exon của gen dystrophin đã phát hiện 

được cả đột biến xóa đoạn và lặp đoạn, chiếm khoảng 70-75% các đột biến 

gen dystrophin trong thời gian 3-7 ngày [2],[11],[29]. Tuy nhiên còn khoảng 

25-30% các đột biến là đột biến điểm, cần phải áp dụng kỹ thuật giải trình tự 

gen để xác định [29]. Kỹ thuật giải trình tự gen có thời gian tiến hành kỹ thuật 

thường dài và giá thành xét nghiệm hiện còn cao.  
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1.2.2.5. Các xét nghiệm khác 

Các xét nghiệm thăm dò về tim mạch như siêu âm tim, điện tâm đồ,  

chụp X-quang tim phổi là những xét nghiệm cần được thực hiện thường 

xuyên nhằm đánh giá tình trạng chung của người bệnh.  

1.2.3. Điều trị và dự phòng 

Hiện nay chưa có phương pháp điều trị đặc hiệu bệnh DMD. Các 

phương pháp điều trị chủ yếu vẫn tập trung vào điều trị các biến chứng của 

bệnh và cải thiện chất lượng cuộc sống các người bệnh [25]. 

1.2.3.1. Điều trị nội khoa 

 Corticosteroids 

Glucocorticoid giúp giảm tình trạng hoại tử cơ, cải thiện sức mạnh và 

chức năng cơ từ 6 tháng đến 2 năm và kéo dài thời gian đi lại của người 

bệnh[7],[19]. Điều trị bằng glucocorticoid liều 0.75mg/kg/ngày trong 10 ngày 

đầu tiên của mỗi tháng giúp hạn chế các biến chứng mạn tính do corticoid gây 

ra. Thời gian điều trị bắt đầu ở giai đoạn sớm của bệnh khi trẻ 4-6 tuổi 

[30],[31],[32]. 

 Kiểm soát các biến chứng tim mạch và hô hấp 

Bệnh lý cơ tim giãn xảy ra ở 90% các trường hợp loạn dưỡng cơ 

Duchenne trên 18 tuổi. 20% người bệnh tử vong do các biến chứng tim mạch, 

vì vậy điều trị các biến chứng tim mạch đóng vai trò lớn trong việc kéo dài 

thời gian sống của người bệnh [19],[25]. 

Các nhiễm trùng phổi cần điều trị tích cực. Người bệnh cần tránh tiếp 

xúc với những người bị nhiễm trùng hô hấp hoặc đang mắc các bệnh truyền 

nhiễm, đồng thời cần được tiêm phòng cúm và các loại vắc xin khác theo 

chương trình tiêm chủng [25],[33]. 

1.2.3.2. Vật lý trị liệu và phục hồi chức năng 

Các phương pháp vật lý trị liệu giúp giảm nhẹ tình trạng co cứng cơ, 

tăng cường sức mạnh cơ [34],[35]. Tuy nhiên các bài tập quá sức có thể đẩy 
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nhanh quá trình thoái hóa cơ. Phục hồi chức năng sử dụng dụng cụ chỉnh hình 

khớp gối – gót chân có thể kéo dài thời gian đi lại của người bệnh từ 6 tháng 

đến 2 năm [7],[36]. Trong trường hợp co cứng khuỷu tay thì có thể cố định 

khuỷu tay gấp 90 độ giúp trẻ có thể viết và tự ăn [7].  

1.2.3.3. Chế độ dinh dưỡng 

Đảm bảo chế độ dinh dưỡng tốt và kiểm soát cân nặng của trẻ nhằm 

tránh tình trạng béo phì do trẻ mắc bệnh có xu hướng ăn nhiều, tăng cân vì ít 

vận động và điều trị bằng corticoid hàng ngày. Bổ sung calci giúp giảm quá 

trình hủy xương ở người bệnh phụ thuộc xe lăn [37],[38]. 

1.2.3.4. Liệu pháp gen 

Những tiến bộ trong lĩnh vực sinh học phân tử đã phát triển phương 

pháp điều trị bằng liệu pháp gen, hứa hẹn điều trị khỏi hoàn toàn bệnh lý loạn 

dưỡng cơ Duchenne [35]. Nguyên tắc của liệu pháp gen là sử dụng các vector 

đưa vào trong cơ các đoạn nucleotid ngắn không mã hóa (antisense 

oligonucleotides) nhằm bỏ qua một số exon trong quá trình dịch mã mRNA, 

khôi phục lại khung đọc mở trong gen dystrophin bị đột biến [34],[39]. Tuy 

nhiên hiện nay phương pháp này vẫn đang trong quá trình nghiên cứu và thử 

nghiệm với ba hướng chính:  

Thiết kế vector mang gen mini hoặc micro-dystrophin 

Nghiên cứu sử dụng vector mang gen dystrophin có chức năng như một 

liệu pháp điều trị tổng thể cho mọi dạng đột biến. Tuy nhiên phương pháp này 

gặp nhiều khó khăn do gen dystrophin có kích thước lớn. Một số nghiên cứu 

đã thành công trong việc thiết kế vector mang gen dystrophin có bản chất là 

virus HSV-1 hoặc plasmid [34]. Bên cạnh đó, một số nghiên cứu khác đã cho 

thấy một số vùng trên gen dystrophin có thể loại bỏ mà không làm ảnh hưởng 

đến chức năng protein dystrophin [20],[34],[35].  
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Sử dụng mô hình chuột chuyển gen bị loạn dưỡng cơ Duchenne (chuột 

mdx) mang nhiều đột biến xóa đoạn khác nhau, các nhà khoa học đã xác định 

được những vùng chức năng thiết yếu của protein dystrophin. Nhóm nghiên 

cứu của Harper và cộng sự đã thành công trong việc xây dựng một mini-

dystrophin dài 6.2 kb (xóa vùng H2-R19) mang 8 vùng trình tự lặp lại và các 

vùng nối 1,3,4 nhằm mô phỏng lại đột biến xóa exon 17-48 của một bệnh 

nhân Becker đã được phát hiện trước đó. Chuột mdx chuyển gen mang mini-

dystrophin có khả năng vận động bình thường, không xuất hiện các dấu hiệu 

loạn dưỡng cơ đặc trưng cho thấy mini-dystrophin đã mã hóa cho protein 

dystrophin có chức năng [20],[40]. Một số nghiên cứu khác cũng đã thành 

công trong xây dựng những micro-dystrophin khi cắt ngắn thêm những vùng 

trình tự lặp lại khác. Hiện nay, mô hình tối giản nhất của gen dystrophin đã 

được xây dựng là một micro-dystrophin (xóa vùng R4-R23) có kích thước 3.6 

kb (phân tử mRNA trưởng thành của gen dystrophin nguyên gốc dài 18 kb) 

[20]. Việc thử nghiệm thành công mô hình mini và micro-dystrophin đã tạo ra 

bước tiến đột phá trong hướng nghiên cứu áp dụng các vector mang gen chức 

năng để điều trị DMD.  
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Hình 1.2. Cấu trúc phân tử mRNA dystrophin trưởng thành và các  

mô hình micro và mini dystrophin [40] 

Thử nghiệm các loại thuốc có hoạt tính readthrough 

Hướng nghiên cứu tập trung vào thử nghiệm các loại thuốc có khả năng 

can thiệp trực tiếp vào quá trình dịch mã protein dystrophin. Theo nghiên cứu 

của Palmer, kháng sinh thuộc nhóm aminoglycoside (gentamicin, tobramicin, 

amikacin, hygromicin) có thể tác động đến bộ máy dịch mã của tế bào, giúp 

tổng hợp protein hoàn chỉnh từ mRNA mang mã đột biến kết thúc [20],[41]. 

Những nghiên cứu in vitro cho thấy gentamicin giúp ribosome sử dụng 

glutamin là acid amin tương ứng của các mã kết thúc UAG, UAA và tryophan 

cho mã kết thúc UGA-hoạt tính readthrough. Gentamicin cũng tác động tới các 

yếu tố giải phóng RF1 và RF2 giúp ổn định quá trình tổng hợp protein của 

ribosome [41]. 

Sử dụng antisense gây xóa đoạn exon 

Nguyên tắc của phương pháp là sử dụng antisense gây xóa exon trên 

gen dystrophin nhằm khôi phục lại khung dịch mã ở các bệnh nhân DMD, 

micro-dystrophin 3.6 kb  NH2 

H1 H2 H4 

NH2 mini-dystrophin 4.2 
kb 

H1 H4 H3 

NH2 

H1 H4 H2 H3 

R1-3 R4-19 R20-24 

β-

Syntrophin-dystrobrevin  
Actin 

Phân tử mRNA 
dystrophin trưởng 

thành ~18 kb 

Vùng rod trung tâm gồm 24 đoạn trình tự lặp lại (R1-R24) và 4 vùng nối (H1-H4). 

Mô hình tối giản gen dystrophin được xây dựng thông qua việc xóa một số vùng 

trình tự lặp lại và vùng nối. 
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giúp chuyển từ thể bệnh nặng sang thể bệnh nhẹ [42]. Việc xoá đoạn được 

thực hiện thông qua tác động trực tiếp vào các yếu tố điều khiển quá trình 

cắt nối exon-intron [35],[43],[44]. 

1.2.3.5. Liệu pháp tế bào 

 Liệu pháp tế bào dựa trên chuyển ghép nguyên bào cơ, thực hiện thông 

qua nuôi cấy các nguyên bào cơ lấy từ cơ trưởng thành của một người thân 

không mắc bệnh DMD (thường là người cha) trong phòng thí nghiệm (in 

vitro). Các nguyên bào cơ được nuôi cấy sẽ được tiêm vào cơ loạn dưỡng của 

người bệnh, thay thế các tế bào cơ bệnh lý và chức năng cơ được tái lập 

[36],[45]. Trước khi thực hiện liệu pháp tế bào, người bệnh cần được điều trị 

thuốc ức chế miễn dịch để ngăn chặn phản ứng thải ghép [45]. 

Hiện nay phương pháp này mang lại nhiều hứa hẹn trong tương lai. 

Một số nghiên cứu cho thấy khi lấy tế bào gốc tủy xương từ người bình 

thường cấy ghép vào cơ của người bệnh sẽ tạo ra protein dystrophin và một 

lượng nhỏ sợi cơ ở người bệnh [45].  

1.2.3.6. Dự phòng 

Hiện nay, phát hiện người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ 

Duchenne và tư vấn di truyền, chẩn đoán trước sinh hiện nay vẫn là phương 

pháp phòng bệnh chính. Những người phụ nữ trong gia đình có người mắc 

bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne sẽ được xét nghiệm phát hiện gen đột biến nếu 

có và sẽ được chẩn đoán trước sinh khi mang thai nếu được chẩn đoán là 

người lành mang gen bệnh [9],[46]. Với sự phát triển của các kỹ thuật thụ tinh 

nhân tạo, chẩn đoán tiền làm tổ cũng đã mở ra một hướng mới trong dự phòng 

bệnh DMD. Thông qua chẩn đoán tiền làm tổ sẽ phát hiện các phôi bị bệnh và 

chỉ chuyển vào tử cung người mẹ những phôi không bị DMD [47],[48]. 

1.3. Cơ chế di truyền bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

1.3.1. Cơ chế di truyền 
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DMD là bệnh di truyền gen lặn liên kết NST giới tính X, không có alen 

tương ứng trên NST Y. Người mẹ là người lành mang gen bệnh có khả năng 

truyền gen bệnh cho con và gây biểu hiện bệnh ở con trai với tỷ lệ 50% 

[29],[49]. 

 
Hình 1.3. Cơ chế di truyền bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

Trong một vài trường hợp, người nữ mang gen có biểu hiện bệnh khi 

NST X không mang gen bệnh bị bất hoạt dẫn đến NST X mang gen bệnh gây 

biểu hiện bệnh [2]. Trong trường hợp người nữ có chuyển đoạn gen 

dystrophin với một vùng trên NST thường dẫn đến tình trạng protein 

Dystropin có chức năng không được sản xuất đầy đủ, gây biểu hiện bệnh 

DMD [7]. Bệnh cảnh lâm sàng DMD đầy đủ ở trẻ gái cũng xuất hiện ở các 

trường hợp trẻ gái mắc hội chứng Turner do người bệnh mang NST X duy nhất 

có đột biến gen dystrophin [2],[50]. 

DMD là bệnh di truyền gen lặn liên kết NST giới tính, tuy nhiên có 

khoảng 30% người bệnh mắc bệnh là do các đột biến mới [14],[51].  

Phụ nữ là người lành mang gen bệnh thường không có triệu chứng lâm 

sàng của bệnh, chỉ một số ít trường hợp có biểu hiện yếu cơ nhẹ [26],[52]. 

Khoảng 80% người lành mang gen bệnh có tăng nồng độ CK huyết thanh. 

Mức độ tăng từ vài trăm đến vài nghìn đơn vị quốc tế, không tăng cao như ở 
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người bệnh. 20% người lành mang gen bệnh có nồng độ CK bình thường 

[13],[15].  

1.3.2. Cấu trúc gen dystrophin 

 

Hình 1.4. Vị trí của gen DMD trên NST X  

(Nguồn: Concepts of genetic, 2008) 

Gen dystrophin nằm trên NST X, thuộc nhánh ngắn, vùng 2, băng 1, băng 

phụ 2 và là một trong những gen lớn nhất được xác định cho đến nay với chiều dài 

hơn 2000kb gồm 79 exon, mã hóa tổng hợp protein dystrophin [24],[29].  
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Hình 1.5. Cấu trúc gen dystrophin (nguồn Lancet) 

Cấu trúc gen dystrophin là một phức hợp gồm [14],[17]:  

 Promoter: là trình tự nhận biết và gắn của enzym RNA polymerase 

trong quá trình dịch mã, cho phép gen hoạt động đóng - mở, tổng hợp protein 

đặc hiệu tương ứng. Gen DMD có 7 promoter: promoter não, cơ, purkinje, 

promoter Dp260, Dp 140, Dp 116 và Dp 71. 

 Exon: là vùng gen mã hóa thông tin di truyền tổng hợp protein tương 

ứng. Gen DMD có 79 exon. 

Intron: là vùng gen nằm xen kẽ giữa các exon không mã hóa nhưng 

đóng vai trò quan trọng trong quá trình hoàn thiện mRNA. 

1.3.3. Cấu trúc, chức năng Protein dystrophin 

1.3.3.1. Cấu trúc Protein dystrophin 

Protein dystrophin có 3685 acid amin, là một protein hình que có cấu 

trúc gồm bốn phần [14],[17]:  

 Vùng giàu cystein gồm 280 acid amin 



19 
 

 Vùng C-tận (chức năng liên kết màng tế bào) gồm 420 acid amin 

(Hai vùng này có chức năng rất quan trọng, khi bị đột biến sẽ gây biểu 

hiện triệu chứng lâm sàng nặng) 

 Vùng N-tận (gắn với actin) gồm 240 acid amin, khi đột biến sẽ biểu 

hiện triệu chứng lâm sàng ở thể trung gian giữa DMD và BMD. 

 Vùng trung tâm rod (giống spectrin) gồm 2700 acid amin, ít chức năng 

nhất, khi bị đột biến sẽ biểu hiện triệu chứng lâm sàng ở thể nhẹ. 

Protein dystrophin liên kết chặt chẽ với các phức hợp glycoprotein nhờ 

vùng giàu cystein và đầu tận cùng carboxyl. Protein dystrophin nằm ở màng bào 

tương của tế bào cơ, được tìm thấy trong cơ xương, cơ trơn, cơ tim và não [14].   

Protein dystrophin hoạt động thông qua sự tương tác với nhóm protein 

màng gọi là phức hợp dystrophin-glycoprotein (DGC), trong đó protein chính 

là dystroglycan α và β. β-dystroglycan gắn với vùng C-tận của dystrophin và 

α-dystrophin gắn với lớp lưới ngoại bào. Phức hợp DGC giữ vai trò quan 

trọng trong ổn định màng bào tương và là cầu nối giữa sợi actin và khung 

xương ngoài tế bào [17]. 

Ở người bệnh DMD, gen DMD bị đột biến làm cho protein dystrophin 

không được sản xuất hoặc giảm sản xuất. Nhiều nghiên cứu cho thấy nhiều 

glyco-protein tương tác với dystrophin cũng không hiện diện trong bệnh 

DMD. Những protein kết hợp với dystrophin có thể liên quan trực tiếp với 

dòng canxi vào sợi dystrophin, do đó, thiếu hụt dystrophin có thể chỉ là bước 

đầu tiên của quá trình dẫn đến loạn dưỡng cơ [14].  

1.3.3.2. Chức năng protein dystrophin 

Protein dystrophin chỉ chiếm 0,002% tổng lượng protein cơ nhưng 

chiếm đến 5% tổng lượng protein của màng tế bào cơ [53]. Dystrophin được 

tìm thấy ở các cơ bám xương, cơ trơn, cơ tim và não. Protein dystrophin có 

chức năng quan trọng trong bảo vệ tính ổn định của màng tế bào cơ do liên 
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kết với các protein khác của màng tế bào tạo thành phức hợp (DAPC) gồm 

dystroglycan, sarcoglycan, dystrobrevin, syntrophin và NOS. Khi thiếu hụt 

dystrophin, màng tế bào cơ sẽ bị tổn thương gây thoát các thành phần bên 

trong tế bào ra ngoài, đồng thời ion Ca++ sẽ đi vào trong tế bào, hoạt hóa 

enzym protease phân giải protein sợi cơ dẫn đến hoại tử tế bào cơ [6],[53]. 

1.3.4. Các dạng đột biến gen dystrophin 

Các dạng đột biến gen dystrophin bao gồm đột biến xoá đoạn, đột biến 

lặp đoạn và đột biến điểm trong đó các đột biến xáo đoạn chiếm đa số với tỷ 

lệ khoảng 60%-65%. Không có mối liên hệ rõ ràng giữa kích thước và vị trí 

đột biến với mức độ trầm trọng và diễn biến của bệnh [54],[55]. 

1.3.4.1. Đột biến xoá đoạn 

Đột biến xóa đoạn chiếm tỉ lệ 60-65% trong số các dạng đột biến gen 

dystrophin [56],[57]. Sự phân bố các đột biến tập trung chủ yếu ở hai vùng 

“hot spot” là vùng trung tâm (khoảng 80%) và gần phía đầu tận cùng 5’ của 

gen (khoảng 20%). Vùng 200-kb bao gồm intron 44, exon 45, intron 45 là 

điểm bắt đầu đột biến xoá đoạn chính của gen [58],[59].  

Những đột biến xoá đoạn gây lệch khung dịch mã sẽ tạo ra những 

protein dystrophin mất chức năng, gây bệnh cảnh lâm sàng nặng [54]. Trong 

trường hợp đột biến không làm lệch khung dịch mã tạo ra những protein với 

chức năng không hoàn chỉnh, gây ra bệnh cảnh lâm sàng nhẹ hơn [60]. 

Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra không có mối liên quan giữa kích thước 

hoặc vị trí của đoạn gen bị mất với mức độ nặng của bệnh hoặc diễn biến lâm 

sàng. Một số người bệnh DMD có biểu hiện nặng nề trong khi chỉ mất một 

vài exon, còn người bệnh BMD có biểu hiện nhẹ hơn nhưng có thể mang đột 

biến xóa đoạn dài vài chục exon [3],[54]. Nguyên nhân là do mặc dù các đột 

biến xóa đoạn nhỏ nhưng lại tạo ra mã kết thúc (stop codon) sớm hoặc gây 

lệch khung dịch mã (out of frame) của mRNA dẫn đến sản xuất ra protein 
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dystrophin không chức năng, gây nên bệnh cảnh lâm sàng của bệnh DMD. Còn 

trong trường hợp đột biến xóa đoạn dài nhưng vẫn duy trì được bộ ba mã hóa 

và không gây lệch khung dịch mã (in frame) thì vẫn có thể tạo ra protein 

dystrophin còn một phần chức năng và gây ra bệnh cảnh lâm sàng của BMD 

[14],[54],[61]. 

1.3.4.2. Đột biến lặp đoạn 

Đột biến lặp đoạn chiếm khoảng 5 -10% các trường hợp đột biến tập 

trung chủ yếu ở đầu 5’ (80%). Chỉ có 20% đột biến xuất hiện ở cùng trung 

tâm gen [3],[62]. 

1.3.4.3. Đột biến điểm 

Đột biến điểm có thể xuất hiện rải rác ở tất cả các vị trí của gen dystrophin 

với tỷ lệ 25%-30% [56],[63]. 

1.4. Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

1.4.1. Các kỹ thuật lấy bệnh phẩm trong chẩn đoán trước sinh 

1.4.1.1. Chọc hút nước ối 

Chọc hút nước ối là một thủ thuật can thiệp y học nhằm lấy nước ối từ 

buồng tử cung để xét nghiệm. Chọc hút dịch ối lần đầu tiên được Schatz thực 

hiện vào năm 1882 với mục đích hút bớt nước ối ở thai phụ đa ối. Đến năm 

1966, lần đầu tiên một trường hợp hội chứng Down được chẩn đoán trước 

sinh qua phân tích NST từ tế bào dịch ối [64]. 

Hiện nay, chọc hút nước ối là kỹ thuật được sử dụng nhiều nhất trong 

chẩn đoán trước sinh phát hiện các bất thường nhiễm sắc thể, các bệnh lý di 

truyền đơn gen, chẩn đoán các bệnh lý nhiễm trùng thai hay đánh giá sự 

trưởng thành của phổi thai nhi. Chọc ối được tiến hành qua thành bụng của 

thai phụ dưới hướng dẫn của siêu âm [65],[66]. Tuổi thai khi tiến hành thủ 

thuật chọc ối được khuyến cáo từ 15 tuần [65],[67]. Chọc ối sớm khi thủ thuật 

được thực hiện ở tuổi thai trước 14 tuần, tuy nhiên một số nghiên cứu đã chỉ 

ra chọc ối sớm có tỷ lệ tai biến cao hơn [67],[68]. 
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Bảng 1.1. Kết quả nghiên cứu của Farrell về thời gian chọc ối [69] 

 
Farrell SA và cs (1999)  

Chọc ối sớm Chọc ối 3 tháng giữa 

Số mẫu (thai phụ) 2172 2162 

Tuổi thai (tuần) 11– 12 tuần 6 ngày 15-16 tuần 6 ngày 

Bất thường NST 1.8% 2.25 

Tỷ lệ sẩy thai 7.8% 5.9% 

Tỷ lệ rỉ ối 3,5% 1,7% 

Tỷ lệ thai bị bàn chân vẹo 1,3% 0,1% 

Sự nhiễm máu mẹ trong dịch ối có thể xảy ra trong quá trình lấy mẫu 

với tỷ lệ 0,35%. Để hạn chế hiện tượng này, nhiều tác giả khuyến cáo hút bỏ 

2ml dịch ối đầu tiên [67], [68].  

 

Hình 1.6. Minh họa kỹ thuật chọc ối  

(nguồn: Williams obstetric, 23rd) 

Tỷ lệ sẩy thai sau chọc ối vào khoảng 0,1-1% khi thủ thuật được tiến 

hành ở quý 2 của thai kỳ. Tai biến rỉ ối gặp từ 1-2%. Ngoài ra có thể có một 

số tai biến hiếm gặp như nhiễm trùng buồng ối (dưới 0,1%), chấn thương thai 

do kim, tụ máu thành bụng [68],[70],[71].  

1.4.1.2. Sinh thiết gai rau 

Sinh thiết gai rau thường được thực hiện ở tuần thứ 10 đến 13. Tùy 

theo vị trí bánh rau mà có thể tiến hành sinh thiết xuyên qua cổ tử cung hoặc 
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xuyên qua thành bụng [72]. Ưu điểm của phương pháp là cho kết quả chẩn 

đoán ở tuổi thai nhỏ hơn và cho phép chấm dứt thai kì sớm hơn và an toàn 

hơn khi kết quả xét nghiệm thai nhi bất thường [68],[72].  

Tai biến của kỹ thuật bao gồm rỉ ối và nhiễm trùng với tỷ lệ >1%, bàn 

chân vẹo [66],[70],[73]. Dị tật thiểu sản chi có liên quan đến sinh thiết gai rau 

sớm trong thời kì mang thai. 

 

Hình 1.7. Minh hoạ kỹ thuật sinh thiết gai rau  

(nguồn: Williams obstetric, 23rd) 

1.4.1.3. Lấy máu cuống rốn 

Lấy máu cuống rốn lần đầu được mô tả bởi Daffos và cộng sự vào năm 

1983. Kỹ thuật được thực hiện để đánh giá tình trạng phù thai không do miễn 

dịch; phân tích di truyền trong trường hợp kết quả sinh thiết gai rau hoặc chọc 

hút nước ối còn nghi ngờ; cấy vi khuẩn; chẩn đoán các bệnh lý di truyền đơn 

gen bằng các kỹ thuật di truyền phân tử [65].  

Kỹ thuật lấy máu cuống rốn được tiến hành dưới hướng dẫn siêu âm. 

Vị trí chọc kim ở tĩnh mạch rốn gần hoặc tại vị trí xuất phát từ bánh rau hoặc 

ở đoạn dây rốn tự do. Cần tránh lấy máu động mạch rốn vì gây co mạch và 

tim thai chậm. Tai biến có thể gặp bao gồm chảy máu dây rốn (50%), tụ máu 

(17%), chảy máu giữa mẹ - thai nhi trước bánh rau (66%) và sau bánh rau 

(17%), tim thai chậm (3 – 12%) [65],[68]. Đa số các tai biến chỉ thoáng qua, 

tuy nhiên có thể gây thai lưu với tỷ lệ 1,4% [74]. 
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1.4.1.4. Sinh thiết mô thai 

  Sinh thiết mô thai dưới hướng dẫn siêu âm để chẩn đoán các bệnh có 

tính chất gia đình: sinh thiết cơ chẩn đoán bệnh loạn dưỡng cơ như DMD, 

sinh thiết da chẩn đoán bệnh lý ly thượng bì có bọng nước [65]. 

1.4.2. Các kỹ thuật di truyền ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne 

1.4.2.1. Các kỹ thuật phát hiện đột biến trực tiếp 

* Kỹ thuật giải trình tự gen bằng máy tự động 

Máy giải trình tự gen tự động sử dụng 4 màu huỳnh quang khác nhau 

để đánh dấu 4 loại ddNTP và hệ thống điện di mao quản. Mỗi khi có một 

vạch điện di đi qua, phân tử ddNTP cuối cùng ở đầu 3’ của đoạn DNA sẽ phát 

ra màu huỳnh quang tương ứng và máy sẽ ghi nhận màu sắc, chuyển về máy 

tính phân tích. Dựa vào màu huỳnh quang, máy sẽ nhận diện được các 

nucleotid, từ đó biết được trình tự của DNA đích và xác định chính xác các 

đột biến như đột biến điểm, đột biến lặp đoạn,... [75],[76].  

 Kỹ thuật giải trình tự gen có ưu điểm là một kỹ thuật có độ chính xác 

cao, có thể phát hiện được tất cả các dạng đột biến của gen dystrophin. Tuy 

nhiên kỹ thuật này có chi phí xét nghiệm cao, thực hiện phức tạp và thời gian 

trả kết quả kéo dài. Vì vậy hiện nay kỹ thuật giải trình tự gen thường chỉ được 

ứng dụng trong xác định các đột biến điểm. 

 
Hình 1.8. Hình ảnh giải trình tự gen dystrophin của người bệnh DMD 

(nguồn: Trung tâm nghiên cứu Gen-Protein, trường Đại học Y Hà Nội) 

Người bình thường

Bệnh nhân DMD
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* Kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới (Next Generation Sequencing - NGS) 

Các công nghệ giải trình tự thế hệ tiếp theo (NGS) sử dụng phương 

pháp tách chuỗi DNA, RNA hoặc methyl hóa, giải trình tự bộ gen và phiên 

mã quy mô lớn với chi phí thấp hơn so với phương pháp giải trình tự thế hệ 

đầu tiên của Sanger. Trong vài năm gần đây, các phương pháp NGS đã bắt 

đầu được nghiên cứu và ứng dụng xác định các gen đột biến trong một số 

bệnh lý di truyền đơn gen. 

* Kỹ thuật Southern Blotting 

Phân tử DNA sau khi được cắt thành các đoạn nhỏ sẽ điện di trên thạch 

agarose rồi chuyển sang màng lai để lai với các oligonucleotid đặc hiệu có 

gắn chất đánh dấu phóng xạ hay huỳnh quang. Kết quả được thể hiện là các 

băng lai, qua đó xác định được các đột biến xoá đoạn hay lặp đoạn gen, đồng 

thời phát hiện được các trường hợp người lành mang gen bệnh [65]. Với đột 

biến xóa đoạn, băng lai của các exon bị đột biến và đoạn dò đặc hiệu không 

xuất hiện trên phim. Đối với đột biến lặp đoạn, có hiện tượng tăng cường độ 

phát sáng của băng lai với exon bị lặp đoạn khi so sánh với mẫu đối chứng. 

Phương pháp này cho phép xác định được những đoạn DNA có kích thước 

lớn chỉ với một nồng độ nhỏ trong hỗn hợp, vốn khó có thể xác định được 

bằng các phương pháp khác như nhuộm ethedium bromide [76]. 

 

Hình 1.9. Kỹ thuật Southern blotting (nguồn: Williams Obstetric, 23rd) 

Ngoài phát hiện được đột biến xóa đoạn, Southern blotting còn cho 
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phép xác định các đột biến lặp đoạn gen dystrophin. Ở người bệnh có đột biến 

xóa đoạn, băng lai của các exon bị đột biến và đoạn dò đặc hiệu không xuất 

hiện trên phim. Đối với các người bệnh có đột biến lặp đoạn, có hiện tượng 

tăng cường độ phát sáng của băng lai với exon bị lặp đoạn khi so sánh với 

mẫu đối chứng. Kỹ thuật Southern blotting cũng được ứng dụng trong chẩn 

đoán người lành mang gen bệnh [4],[49].  

 

Hình 1.10.  Kỹ thuật Southern blotting xác định đột biến gen dystrophin 

 (Nguồn: Prior, 2005) 

*Kỹ thuật PCR 

 PCR cho phép tổng hợp một số lượng lớn các gen trong thời gian ngắn. 

Phản ứng PCR bao gồm ba bước được lặp đi lặp lại nhiều lần: giai đoạn biến 

tính phân tử DNA thành 2 sợi đơn ở 94oC – 96oC trong 1 – 2 phút, giai đoạn 

tiếp theo nhiệt độ được hạ xuống 45oC – 60oC trong 1 – 2 phút để phản ứng 

bắt cặp giữa các cặp mồi và DNA khuôn xảy ra; giai đoạn tổng hợp dưới tác 

dụng của DNA polymerase ở nhiệt độ 72oC [29],[75]. Sau mỗi chu kỳ các 

chuỗi đôi DNA mới tạo thành tiếp tục được dùng làm DNA khuôn để tổng 

hợp các DNA mới trong chu kỳ tiếp theo. Quá trình này được lặp đi lặp lại, 

khuếch đại các đoạn DNA theo cấp số nhân [59]. 

Hiện nay có nhiều kỹ thuật PCR được sử dụng trong chẩn đoán bệnh 

DMD: PCR sử dụng một cặp mồi (monoplex PCR); PCR sử dụng nhiều cặp 

mồi (multiplex PCR); PCR lồng (nested PCR); PCR sao chép ngược (RT-

PCR) và PCR định lượng (Realtime PCR) [76],[77]. Trong các kỹ thuật PCR, 

kỹ thuật multiplex PCR được phát triển bởi Chamberlain (1998) sử dụng 
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nhiều cặp mồi đang được ứng dụng rộng rãi trong phát hiện các đột biến xoá 

đoạn gen dystrophin, thể hiện bằng sự vắng mặt của các band tương ứng trên 

gel agarose. Tuy nhiên, kỹ thuật này chỉ khảo sát được 25 exon tập trung tại 

hai vùng “hot spot” hay xảy ra đột biến của gen dystrophin [78].  Các kỹ thuật 

PCR có ưu điểm dễ thực hiện, giá thành rẻ. Tuy nhiên kỹ thuật PCR chỉ có thể 

phát hiện các đột biến xoá đoạn trên gen dystrophin, các đột biến lặp đoạn và đột 

biến điểm hiện này nằm ngoài khả năng phát hiện của kỹ thuật này. 

Các kỹ thuật PCR áp dụng trong phát hiện đột biến gen dystrophin 

  PCR đơn mồi (monoplex PCR):  

Mỗi phản ứng PCR sử dụng duy nhất một cặp mồi đặc hiệu để khuếch 

đại một đoạn gen từ phân tử DNA. Trong chẩn đoán đột biến xoá đoạn gen 

dystrophin, kỹ thuật PCR đơn mồi sử dụng từng cặp mồi để khuếch đại từng 

exon, sau đó điện di sản phẩm trên thạch agarose. Tiến hành phản ứng PCR 

trên mẫu đối chứng và mẫu bệnh phẩm rồi so sánh: nếu mẫu đối chứng xuất 

hiện vạch DNA tương ứng với kích thước của exon được khuếch đại trong khi 

mẫu người bệnh DMD không xuất hiện vạch thì người bệnh bị đột biến xóa 

đoạn exon đó [77],[79].     

 PCR đa mồi (multiplex PCR):  

Kỹ thuật sử dụng đồng thời nhiều cặp mồi đặc hiệu khác nhau để 

khuếch đại các đoạn DNA đặc trưng khác nhau trên một phân tử DNA, hoặc 

trên các phân tử DNA khác nhau. Trong chẩn đoán bệnh loạn dưỡng cơ 

Duchenne, kỹ thuật PCR đa mồi được ưu tiên sử dụng nhằm tiết kiệm thời 

gian, công sức và hóa chất do gen dystrophin là một gen có kích thước lớn với 

79 exon [59],[80]. 

Kỹ thuật PCR lồng (nested PCR): 

 Nguyên lý của kỹ thuật nested PCR là sử dụng 2 cặp mồi trong đó cặp 

mồi thứ 2 có trình tự các nucleotid nằm bên trong cặp mồi thứ nhất. Sản phẩm 
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PCR được tổng hợp bởi cặp mồi thứ nhất được dùng làm khuôn mẫu cho 

phản ứng PCR thứ 2 để tăng chất lượng và độ đặc hiệu cho phản ứng [29]. 

Kỹ thuật PCR sao chép ngược (RT-PCR): 

      Trong phản ứng RT - PCR, mRNA được chuyển thành cDNA nhờ 

enzyme phiên mã ngược, sau đó mồi hoặc oligonucleotid T (oligo dT) bắt cặp 

với đuôi polyA của các mRNA hoặc các hexanucleotid để bắt cặp ngẫu nhiên 

với một trình tự ngắn trên RNA. Cuối cùng cDNA được khuếch đại bằng 

phản ứng PCR nhờ enzym Taq polymerase [75]. Trong phát hiện đột biến gen 

dystrophin của bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne, phân tử mRNA được chuyển 

thành cDNA. Trên phân tử cDNA, 79 exon nằm liên tục với nhau mà không 

có sự xen kẽ của các intron nên chỉ cần thiết kế 15 cặp mồi và sử dụng kỹ 

thuật nested PCR để khuếch đại toàn bộ chiều dài gen [49]. 

* Kỹ thuật FISH 

Kỹ thuật lai tại chỗ huỳnh quang (FISH) được ứng dụng rộng rãi để 

phát hiện những bất thường NST từ những năm 80. Kỹ thuật sử dụng DNA dò 

được đánh dấu bằng đồng vị phóng xạ hoặc bằng phương pháp hóa học để dò 

tìm DNA đích trên NST của tế bào ở gian kỳ hoặc kỳ giữa, qua đó phát hiện 

được sự có mặt hoặc vắng mặt của một đoạn gen nào đó bằng kính hiển vi 

huỳnh quang [49],[65]. 

 

Hình 1.11. Quy trình kỹ thuật FISH (nguồn: Williams obstetric, 23rd) 
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FISH là một kỹ thuật giúp chẩn đoán hiệu quả các bệnh lý di truyền nói 

chung và bệnh DMD nói riêng. Để chẩn đoán đột biến gen dystrophin, Ligon 

(2000) đã sử dụng 2 loại probe [64],[81]. 

 - Probe xác định đột biến xóa đoạn các exon của gen dystrophin gọi là 

cosmid probe có gắn chất huỳnh quang digoxingenin. Khi hiện tượng lai đặc 

hiệu xảy ra, digoxingenin gắn trên probe sẽ phát ra màu đỏ. 

 - Probe định vị các NST X, có gắn biotin. Khi lai với NST X, tâm động 

của NST X phát ra màu xanh. 

 

Hình 1.12.  Hình ảnh xác định đột biến gen dystrophin 

 bằng kỹ thuật FISH (Nguồn: Ligon, 2000) 

(A). Người bệnh DMD, sử dụng cosmid probe đặc hiệu cho exon 3-6. Kết 

quả cho thấy người bệnh có 1 NST X (tâm động có màu xanh đặc 

hiệu). Trên NST X không xuất hiện tín hiệu màu đỏ, không có hiện 

tượng lai giữa probe và đoạn gen đặc hiệu, kết luận người bệnh bị đột 

biến xóa đoạn exon 3-6. 

(B). FISH sử dụng probe cosmid đặc hiệu cho exon 12, kết quả của con 

gái người bệnh bị BMD cho thấy chỉ có 1 NST X phát tín hiệu màu đỏ 

và 1 NST X không xuất hiện màu đỏ. Như vậy người con gái này ở 

dạng dị hợp tử, mang 1 gen đột biến xóa đoạn exon 12. 

(C). FISH sử dụng probe cosmid đặc hiệu cho exon 44, xác định trên 

người chị. Kết quả cho thấy hiện tượng lai xảy ra ở cả 2 NST X, như 

vậy người chị này không mang gen đột biến exon 44. 
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Kỹ thuật FISH có ưu điểm với độ chính xác cao và thời gian trả kết quả nhanh 

sau 48h. Tuy nhiên giá thành xét nghiệm còn cao, tín hiệu huỳnh quang trong 

một số trường hợp không rõ ràng có thể gây ảnh hưởng đến kết quả. 

* Kỹ thuật MLPA 

Kỹ thuật MLPA (khuếch đại đa đoạn dò) được mô tả lần đầu vào năm 

2002 bởi Schouten J.P. và cộng sự. Hiện nay kỹ thuật MLPA được ứng dụng 

trong nhiều nghiên cứu về bệnh lý di truyền đơn gen, di truyền tế bào và ung 

thư. Những năm gần đây, MLPA là phương pháp được ưu tiên chọn lựa trong 

chẩn đoán đột biến xóa đoạn, lặp đoạn cũng như phát hiện người lành mang 

gen bệnh với độ chính xác cao và thời gian thực hiện xét nghiệm ngắn 

[82],[83],[84]. 

Các probe trong phản ứng MLPA chứa hai phân tử oligonucleotid có kích 

thước khác nhau [11],[85]: 

- Phân tử oligonucleotid ngắn gồm 2 đoạn: 

+ Đoạn 1 nằm ở đầu 5’ gồm 19 nucleotid có trình tự giống nhau ở tất cả 

các probe. Đây là vị trí gắn với mồi Y để khuếch đại probe. 

+ Đoạn 2 nằm ở đầu 3’ gồm 21-30 nucleotid có trình tự nucleotid bổ 

sung với đoạn DNA.  

- Phân tử oligonucleotid dài gồm 3 đoạn: 

+ Đoạn 1’ ở đầu 3’ gồm 36 nucleotid có trình tự giống nhau ở tất cả các 

probe. Đây là vị trí gắn với mồi X đặc hiệu để khuếch đại probe. 

+ Đoạn 2’ ở đầu 5’ gồm 25-43 nucleotid, gắn đặc hiệu với DNA đích, 

+ Đoạn 3’ (đoạn nucleotid đệm) nằm giữa hai đoạn 1’ và 2’, gồm 19 - 

370 nucleotid tùy từng probe. Các sản phẩm khuếch đại của các probe sẽ 

được phân tách bằng điện di. 

Các bước tiến hành kỹ thuật MLPA: biến tính DNA, phản ứng lai, phản 

ứng nối, phản ứng khuếch đại gen PCR [10],[86]. 
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      Hình 1.13. Sơ đồ các bước tiến hành kỹ thuật MLPA  

(nguồn: Williams Obstetric, 23rd) 

Kết quả MLPA được phân tích dựa trên hình ảnh, dữ liệu thô tương  

ứng với từng probe. Các công cụ tiến hành phân tích MLPA bao gồm: 

- Đánh giá trực tiếp qua hình ảnh và dựa vào tính toán chiều cao của 

các đỉnh (peak area) tương ứng với mỗi exon. 

- Sử dụng các phần mềm: Gene Marker, Coffalyser hoặc phân tích 

tương quan cường độ tín hiệu từng exon của người bệnh so với nhóm chứng 

[87],[88],[89].  

Nếu exon bị đột biến xóa đoạn thì không có hiện tượng lai và probe 

không được khuếch đại, do đó khi điện di mao quản sẽ không thấy hình ảnh 

exon bị đột biến. Trong trường hợp đột biến lặp đoạn gen, trên hình ảnh điện di 

thấy đỉnh tín hiệu của probe tương ứng với exon bị đột biến tăng cao so với 

người bình thường [83],[87]. 

 

Hình 1.14. Hình ảnh MLPA của mẫu người bình thường (A), mẫu người 

bệnh DMD (B) và mẫu mẹ người bệnh  

Người bình thường

Mẹ bệnh nhân DMD –
mang gen dị hợp tử

Bệnh nhân DMD

A

C

B
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(nguồn: Trung tâm nghiên cứu Gen-Protein, trường Đại học Y Hà Nội) 

Hình ảnh phân tích MLPA tại probe tương ứng với các exon 21-30 của 

mẫu người bệnh (B) cho thấy không xuất hiện tín hiệu của các đỉnh so với các 

đỉnh ở người bình thường (A). Như vậy cho thấy người bệnh có đột biến xoá 

đoạn các exon từ 21- 30. Mẹ người bệnh (C) có tín hiệu các đỉnh bằng 50% 

so với mẫu người bình thường (A), kết luận mẹ người bệnh mang gen đột biến 

dị hơp tử.  

Kỹ thuật MLPA có thế xác định số lượng bản sao lên tới 50 DNA chỉ 

trong một phản ứng PCR với một cặp mồi duy nhất. Trong chẩn đoán bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne, kỹ thuật MLPA có thể tiến hành khảo sát toàn bộ 

79 exon thay vì 25 exon như trong kỹ thuật multiplex PCR trong thời gian 

ngắn [10],[87],[89]. Cho đến nay, kỹ thuật MLPA vẫn được ưu tiên lựa chọn 

trong chẩn đoán đột biến gen dystrophin và phát hiện người lành mang gen 

bệnh. Nghiên cứu của Janssen B. (2005), Li H. (2009) cho thấy kỹ thuật 

MLPA có thể phát hiện đột biến xóa đoạn với độ chính xác cao và nhanh hơn 

so với multiplex PCR và FISH, ngoài ra MLPA còn chẩn đoán được lặp đoạn 

gen và giúp phát hiện người lành mang gen bệnh [11],[85]. Tuy nhiện kỹ 

thuật MLPA có hạn chế là không phát hiện được những đột biến điểm. 

1.4.2.2. Kỹ thuật phát hiện đột biến gián tiếp: Kỹ thuật Microsatellite DNA 

* Nguyên tắc 

Microsatellite DNA được phát triển dựa trên kỹ thuật PCR tiêu chuẩn, 

sử dụng mồi có gắn huỳnh quang và máy giải trình tự gen (automated DNA 

sequencer) để xác định các sản phẩm PCR. Với các đầu dò huỳnh quang đặc 

hiệu cùng với kỹ thuật tăng cường hình ảnh thông qua máy vi tính nên các 

đoạn DNA khuếch đại gắn huỳnh quang có thể được phát hiện ở nồng độ thấp 

hơn nhiều so với việc xác định DNA trên gel điện di agarose hay acrylamide 
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[90]. Kỹ thuật Microsatellite có độ chính xác và độ tin cậy cao kể cả khi thực 

hiện phản ứng để xác định các gen mang đột biến dị hợp tử [91].  

Trong những năm gần đây, kỹ thuật này được phát triển dựa trên việc 

sử dụng các marker đa hình (polymorphic marker) trên các nhiễm sắc thể để 

xác định sự có mặt của các alen khác nhau. Kỹ thuật này dựa trên các thông 

tin đa hình của các đoạn trình tự lặp ngắn (short tandem repeat: STRs). Kỹ 

thuật Microsatellite sử dụng mồi gắn huỳnh quang của các marker STR và 

phân tích kích thước của các marker thông qua điện di mao quản trên máy máy 

giải trình tự gen (automated DNA sequencer) để xác định các bất thường về số 

lượng nhiễm sắc thể như: hội chứng Down, hội chứng Edwards, hội chứng 

Patau, các bất thường về số lượng nhiễm sắc thể giới tính và các đột biến gen 

gây một số bệnh di truyền đơn gen [92],[93]. Trong phát hiện bất thường số 

lượng nhiễm sắc thể, các cặp mồi gắn huỳnh quang khuếch đại một số đoạn 

DNA đặc hiệu trên các NST khác nhau. Sản phẩm của phản ứng sau đó được 

phân tích qua điện di mao quản để xác định nồng độ sản phẩm PCR (tương 

ứng chiều cao của các đỉnh) và kích thước sản phẩm PCR (tương ứng với số 

lượng các đỉnh) được khuếch đại trên đoạn gen được phân tích [93],[94]. Kỹ 

thuật Microsatellite có độ nhạy cảm rất cao, gấp khoảng 1000 lần so với 

phân tích gel thông thường, cho phép phát hiện những tín hiệu rất yếu hoặc 

thấp hơn nhiều các alen khác (<1%) [93].  

Với ưu điểm thời gian trả lời kết quả nhanh, kỹ thuật đơn giản, kỹ thuật 

này đang được ứng dụng nhiều trong chẩn đoán trước sinh các bệnh lý di 

truyền [90],[93].  

* Ứng dụng trong chẩn đoán các bất thường số lượng NST 

Phân tích các marker có tín hiệu từ 50 rfu (relative fluorescent unit) 

đến 6000 rfu. Các marker dị hợp tử có 2 alen được phân tích bằng cách tính 

tỉ số diện tích tín hiệu (peak area) (tín hiệu 1 của alen ngắn/ tín hiệu 2 của 
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alen dài). Kết luận về số lượng nhiễm sắc thể phụ thuộc vào tỉ số và sự 

chênh lệch về độ dài giữa các alen trong từng marker.  

 

Hình 1.15. Ứng dụng kỹ thuật Microsatellite trong chẩn đoán  

bất thường số lượng nhiễm sắc thể 

(Nguồn: Mann et al. Prenat Diagn. 2012, 32, 309-314). 

* Ứng dụng kỹ thuật Microsatellite trong chẩn đoán trước sinh bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne 

Ứng dụng kỹ thuật Microsatellite trong chẩn đoán trước sinh bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne sử dụng các trình tự lặp ngắn trong gen dystrophin được 

gắn huỳnh quang [14],[77],[95].  

 

Hình 1.16. Kỹ thuật Microsatellite DNA chẩn đoán trước sinh DMD [42]  

Alen đột biến

Mẫu ối

Thai phụ

Bệnh nhân DMD
(con trai thai phụ)



35 
 

Với marker DSTR 44, thai phụ xuất hiện 2 đỉnh có kích thước 181bp và 

185bp, tương ứng với 2 alen nằm trên 2 nhiễm sắc thể X (XBXb). Ở con trai 

của thai phụ (người bệnh DMD) chỉ có 1 đỉnh kích thước 181bp tương ứng 

với 1 alen trên nhiễm sắc thể X (XbY), trùng với kích thước 1 đỉnh ở mẫu mẹ 

thai phụ và thai phụ, cho thấy đỉnh kích thước 181bp là đỉnh alen bệnh. Kết 

quả mẫu ối là thai nam bị bệnh DMD: Marker DSTR44 chỉ xuất hiện 1 đỉnh 

181bp là alen bệnh.  

1.4.3. Chẩn đoán tiền làm tổ bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

Chẩn đoán tiền làm tổ (PGD) đối với các trường hợp thụ tinh trong ống 

nghiệm giúp phát hiện những phôi mang mang đột biến và phôi bình thường. 

Những phôi không mang đột biến sẽ được cấy vào buồng tử cung. Hiện nay 

PGD được thực hiện để chẩn đoán gần 200 rối loạn di truyền đơn gen như 

bệnh hồng cầu hình liềm, thalassemia, loạn dưỡng cơ Duchenne…; xác định 

giới tính trong các bệnh lý di truyền liên kết nhiễm sắc thể giới tính [96], [97]. 

Sinh thiết phôi trước đây thường được tiến hành ở phôi ngày 3, trong 

giai đoạn có khoảng 6 đến 10 tế bào. Hiện nay sinh thiết phôi thường được 

thực hiện vào ngày thứ 5 sau khi thụ tinh. Một tế bào được lấy ra để chẩn 

đoán không ảnh hưởng đến phôi thai đang phát triển [97]. 

1.5. Tình hình nghiên cứu bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne ở Việt Nam và trên 

thế giới 

1.5.1. Trên thế giới 

 Bệnh DMD đã được nghiên cứu từ nhiều năm nay trên thế giới. Hiện 

nay, các nghiên cứu tập trung vào phát triển các hướng điều trị bệnh mới và các 

kỹ thuật di truyền phân tử ứng dụng trong chẩn đoán đột biến gen dystrophin, 

chẩn đoán trước sinh và đặc biệt gần đây là chẩn đoán tiền làm tổ. Các nghiên 

cứu đã cho thấy những ưu điểm cũng như hạn chế của các phương pháp xác 
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định đột biến hiện nay cũng như sự phối hợp giữa các phương pháp để đưa đến 

hiệu quả chẩn đoán cao nhất. 

Tác giả Thomas W. Prio năm 2005 và cộng sự đã xây dựng bản đồ 

đột biến gen dựa trên 361 người bệnh DMD có đột biến xóa đoạn (306 

người bệnh DMD và 55 người bệnh BMD), 29 người bệnh có đột biến lặp 

đoạn và 56 người bệnh mang đột biến điểm [76]. 

Nghiên cứu của Janssen B. và cộng sự năm 2005 cho thấy kỹ thuật 

MLPA có thể chẩn đoán đột biến xóa đoạn và lặp đoạn với kết quả chính xác 

và thời gian trả kết quả nhanh hơn kỹ thuật multiplex PCR và FISH, có thể 

ứng dụng trong chẩn đoán người lành mang gen bệnh [11]. 

Năm 2006, tác giả Lai K.K. và cộng sự đã ứng dụng kỹ thuật MLPA 

phát hiện đột biến gen dystrophin trên 43 người bệnh DMD/BMD và 20 

người nữ mang gen bệnh trong khi kỹ thuật Multiplex PCR bỏ sót 4 trường 

hợp [83]. 

Năm 2009, tác giả Li và cộng sự đã kết hợp kỹ thuật MLPA và 

Multiplex PCR chẩn đoán trước sinh cho 8 thai phụ mang các đột biến xoá 

đoạn và lặp đoạn gen dystrophin gây bệnh DMD [98]. 

Năm 2011, tác giả Giliberto đã chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 24 

thai phụ mang gen đột biến dị hợp tử bằng việc kết hợp kỹ thuật Multiplex 

PCR và phân tích STR (Microsatellte- DNA) [13].  

Năm 2013, tác giả Li và cộng sự đã ứng dụng kỹ thuật MLPA trong 

chẩn đoán trước sinh DMD cho 155 thai phụ là người mang gen đột biến xoá 

đoạn và lặp đoạn [85]. 

1.5.2. Tại Việt Nam 

Những nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam về bệnh DMD được công bố từ 

những năm 1990. Các nghiên cứu đa phần tập trung vào xác định các đột biến 

gen dystrophin trên người bệnh DMD. Gần đây đã các nghiên cứu ứng dụng 
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các kỹ thuật di truyền phân tử trong chẩn đoán người lành mang gen bệnh, tuy 

nhiên các nghiên cứu về chẩn đoán trước sinh bệnh DMD hiện còn ít.  

Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne lần đầu được thống kê tại Việt Nam vào 

năm 1991. Tác giả Nguyễn Thu Nhạn và cộng sự đã thống kê 131 người bệnh 

trong tổng số 107 gia đình mắc bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne trong vòng 10 

năm (1981-1990) tại Bệnh viện Nhi Trung Ương [60]. 

Năm 2004, tác giả Trần Vân Khánh và cộng sự đã xác định đột biến 

gen dystrophin ở 85 người bệnh mắc bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne và loạn 

dưỡng cơ Becker ở Việt Nam bằng phương pháp PCR trong đó phát hiện 38% 

các trường hợp là đột biến xoá đoạn gen dystrophin [78]. 

Năm 2006, nhóm nghiên cứu của Nguyễn Thị Trang đã phát hiện tỷ lệ 

xóa đoạn exon 46, 51 và cả hai exon của gen Dystrophy ở 58 người bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne là 39,7% [79]. 

Năm 2009, Nguyễn Khắc Hân Hoan và cộng sự đã sử dụng kỹ thuật 

MLPA phát hiện đột biến gen dystrophin ở 11 người bệnh mắc bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne. Kết quả đã phát hiện được các exon bị xoá đoạn nằm 

ngoài 2 vùng “hot spot” mà kỹ thuật PCR không phát hiện được [88]. 

Năm 2013, nhóm nghiên cứu của Tạ Minh Hiếu đã tiến hành chẩn đoán 

trước sinh cho 8 thai phụ thuộc 6 gia đình có khả năng sinh con mắc bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật Microsatellite DNA. Kết quả 7 mẫu 

dịch ối của 7 thai phụ không xác định có đột biến gen dystrophin, 1 mẫu được 

xác định có xoá đoạn nhỏ ở exon 43 [77]. 

Năm 2016, Trần Vân Khánh và cộng sự đã tiến hành ứng dụng kỹ thuật 

Microsatellite DNA trong chẩn đoán tiền làm tổ bệnh DMD cho 3 gia đình 

người bệnh DMD với 18 phôi. Kết quả xác định được 10/18 phôi bình thường 

và 8/18 phôi bệnh lý [99].  
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CHƯƠNG 2 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

2.1.1. Cỡ mẫu: lấy mẫu chủ đích 

- Mục tiêu 1: 85 thành viên nữ thuộc 35 gia đình người bệnh DMD. 

- Mục tiêu 2: 51 thai nhi của 45 thai phụ có nguy cơ cao sinh con mắc 

bệnh DMD (6 thai phụ mang thai 2 lần). 

2.1.2. Tiêu chuẩn lựa chọn mẫu 

- Mục tiêu 1:  

 Các thành viên nữ trong phả hệ gia đình có người bệnh DMD  

 Các thành viên nữ bao gồm: bà ngoại, mẹ, bác gái, dì, chị/em gái 

ruột, chị/em gái họ (con của bác gái, dì), cháu gái (con của 

chị/em gái) của người bệnh DMD. 

- Mục tiêu 2:  

 Thai phụ mang thai ở tuổi thai: 17 – 25 tuần 

 Thai phụ đã được xác định là người lành mang gen bệnh hoặc có 

tiền sử sinh con mắc DMD và có nguyện vọng được chẩn đoán 

trước sinh DMD cho thai nhi. 

- Mỗi đối tượng nghiên cứu sẽ có một hồ sơ nghiên cứu bao gồm các 

thông tin về phả hệ gia đình, các thành viên trong gia đình, các dạng đột biến 

gen dystrophin, các thông tin về kết quả chẩn đoán người lành mang gen, kết 

quả chẩn đoán trước sinh,... 

2.2. Phương tiện nghiên cứu 

2.2.1. Dụng cụ 

- Bộ dụng cụ thực hiện thủ thuật chọc ối 

 Máy siêu âm có đầu dò thành bụng 
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 Thuốc sát trùng, săng vô trùng, túi vô trùng bảo vệ đầu dò, gel 

siêu âm, bơm tiêm 5 ml sử dụng một lần, ống đựng mẫu dịch ối. 

 Kim chọc ối là kim chọc dò tuỷ sống 27 Gauge 

- Hệ thống giải trình tự gen Beckman CEQ-8000 (USA). 

- Tủ lạnh sâu: -30°C; -80°C (SANYO), máy điện di: Mupid (Nhật Bản). 

- Máy quang phổ kế Thermo Electron Corporation của hãng Biomate. 

- Máy ly tâm lạnh Beckman (USA) và ly tâm để bàn Eppendorf (Đức). 

- Lò vi sóng, tủ ấm, pipet, đầu côn các loại. 

- Eppendorf 1,5 ml, ống Falcol, cóng đo sạch. 

2.2.2. Hóa chất 

2.2.2.1. Hoá chất tách chiết DNA: 

- Dung dịch lysis buffer, dung dịch K, dung dịch SDS 10%. 

- Proteinase K (10 mg/l). 

- Dung dịch phenol: chloroform: isoamyl với tỷ lệ 25:24:1. 

- Dung dịch chloroform: isoamyl với tỷ lệ 24:1. 

- Ethanol 100%, ethanol 70%, sodium acetate 3M, pH = 5,2. 

2.2.2.2. Hoá chất chạy phản ứng MLPA 

- SALSA MLPA Kit P034-A2 / P035-A2 DMD/Becker, hãng MRC – 

Holland, Amsterdam, Hà Lan.  

- Bộ hóa chất chứa 80 đoạn dò (probe) cho 79 exon đích và exon 

DP427c, chia đều vào hai hỗn hợp probe P034 và P035. 

- Thành phần hóa chất: 

 SALSA MLPA Buffer: KCl, Tris-HCl, EDTA, PEG-6000, pH 8,5 

 SALSA Ligase-65: Glycerol, BRIJ 0,05%, EDTA, KCl, Tris-HCl, 

Beta-Mercaptoethanol 0.1%, pH 7,5, Ligase-65 enzyme (nguồn 

gốc vi khuẩn). 

 Ligase buffer A: NAD (nguồn gốc vi khuẩn), pH 3,5 
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 Ligase buffer B: Tris-HCl, non-ionic detergents, MgCl2, pH 8,5 

 SALSA PCR Primer Mix: oligonucleotides tổng hợp gắn huỳnh 

quang Cy5, dNTPs, Tris-HCl, KCl, EDTA, BRIJ 0.04%, pH 8,0. 

 SALSA Polymerase: Glycerol, BRIJ 0,5%, EDTA, DTT 0,1%, KCl, 

Tris-HCl, Polymerase enzym (nguồn gốc vi khuẩn), pH 7,5 

 Probemix: chứa oligonucleotides tổng hợp, oligonucleotides tinh 

chế từ vi khuẩn, Tris-HCl, EDTA, pH 8,0. 

- Bảo quản: hóa chất được bảo quản ở nhiệt độ -25oC đến -15oC, bảo 

quản trong hộp và tránh ánh sáng. 

- Thành phần hỗn hợp probe (probemix): 

 Probemix P034-A2 chứa 45 probe khác nhau với sản phẩm 

khuếch đại có độ dài từ 129 đến 490nt và có 10 đoạn chứng tạo 

ra những sản phẩm khuếch đại có kích thước nhỏ hơn 120nt (có 

2 probe đặc hiệu cho NST Y: 105-118 nucleotid).  

 Probemix P035-A2 chứa 45 probe khác nhau với sản phẩm 

khuếch đại có độ dài từ 129nt đến 490nt và có 9 đoạn chứng tạo 

ra những sản phẩm khuếch đại có kích thước nhỏ hơn 120nt (có 

1 probe đặc hiệu cho NST Y gồm 105 nucleotid). 

2.2.2.3. Hoá chất chạy phản ứng giải trình tự gen 

BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems) gồm BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP và dUTP), 

BigDye buffer, cặp mồi đặc hiệu, dung dịch formamide. 

2.2.2.4. Hoá chất chạy phản ứng Microsatellite DNA 

- Sample Loading Solution (SLS) (Beckman Coulter) 

- Size Standard 600 (Beckman Coulter) 

- Mineral Oil (Beckman Coulter)  

- Buffer Plate, Sample Plate 96 wells 
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Bảng 2.1. Các marker STR ứng dụng trong nghiên cứu 

 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

Nghiên cứu mô tả cẳt ngang. 

2.3.1. Nội dung nghiên cứu 

2.3.1.1. Phát hiện người lành mang gen bệnh cho các thành viên nữ trong gia 

đình người bệnh DMD 

- Phân tích phả hệ gia đình người bệnh DMD: 

 Phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng khi có ít nhất 2 thành viên 

nam mắc DMD. Người mẹ được xác định là mang gen dị hợp tử bắt 

buộc khi có một trong các điều kiện sau:  

o Có ít nhất hai con trai bị bệnh (hình 2.1c). 

o Có một con bị bệnh và một người anh hoặc em trai của người 

mẹ bị bệnh (hình 2.1a). 

o Có một con bị bệnh và con của chị hoặc em gái mình cũng bị bệnh 

(hình 2.1b). 

 Phả hệ gia đình có tiền sử bệnh không rõ ràng khi trong phả hệ chỉ 

có duy nhất một thành viên nam bị bệnh. Mẹ của người bệnh có thể 

mang gen đột biến hoặc không (hình 2.2). 

STR Vị trí Mồi xuôi Mồi ngược

DXS8090 Intron 1 GGGTGAAATTCCATCAAAA ACAAATGCAGATGTACAAAAAATA

DXS9907 Intron 45 CTGTGGTGTAAGGTTCGCTT TAGACTTGACCTCATGGGCT

STR49 Intron 49 CGTTTACCAGCTCAAAATCTCAAC CATATGATACGATTCGTGTTTTGC

DXS1067 Intron 50 TATGTCCTCAGACTATTCAGATGCC CCTCCAGTAACAGATTTGGGTG

STR50 Intron 50 AAGGTTCCTCCAGTAACAGATTTGG TATGCTACATAGTATGTCCTCAGAC

DXS1036 Intron 51 TGCAGTTTATTATGTTTCCACG GCCATTGATAAGTGCCAGAT
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Hình 2.1. Phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng 

 
 

Hình 2.2. Phả hệ có tiền sử bệnh không rõ ràng 

- Tách chiết DNA từ mẫu máu của các thành viên nữ trong gia đình 

người bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne. 

- Xác định người lành mang gen đột biến dị hợp tử bằng kỹ thuật MLPA, 

giải trình tự gen. 

- Tư vấn di truyền cho các thành viên nữ trong gia đình người bệnh DMD. 

2.3.1.2. Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA 

* Xác định các marker STR dị hợp tử 

Xác định các marker STR có tỷ lệ dị hợp tử cao nhất từ 6 marker sử 

dụng trong nghiên cứu ở bảng 2.1. 

* Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA. 

A CB
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Các thai phụ được chọc hút nước ối để chẩn đoán trước sinh bệnh 

DMD bằng kỹ thuật Microsatellite DNA và được đối chiếu kết quả bằng kỹ 

thuật di truyền phân tử khác tuỳ theo dạng đột biến gen dystrophin. 

Kỹ thuật nuôi cấy tế bào ối cũng được đồng thời thực hiện trên mẫu ối 

để chẩn đoán các trường hợp thai có bất thường NST kèm theo. 

2.3.2. Địa điểm, thời gian nghiên cứu 

- Địa điểm nghiên cứu:  

 Các kỹ thuật di truyền phân tử sẽ tiến hành tại Trung tâm nghiên 

cứu Gen và Protein, Trường Đại học Y Hà Nội. 

 Kỹ thuật chọc hút nước ối được tiến hành tại Bệnh viện Phụ sản 

Hà Nội và Bệnh viện Phụ sản Trung Ương. 

- Thời gian nghiên cứu: từ tháng 1/2015 – 12/2018 

2.3.3. Quy trình kỹ thuật  

2.3.3.1. Quy trình kỹ thuật phát hiện người lành mang đột biến gen 

dystrophin bằng kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen 

a. Quy trình lấy mẫu 

Mỗi người trong nhóm nghiên cứu được lấy 5 ml máu tĩnh mạch, 

chống đông bằng EDTA (1,5 mg/mL). 

b. Quy trình tách chiết DNA từ máu ngoại vi: phụ lục 1 

 Máu chống đông bằng EDTA cần được tách trong vòng 24 giờ, tiến 

hành ly tâm, thu cặn, tủa DNA và kiểm tra độ tinh sạch DNA bằng phương 

pháp đo mật độ quang ở bước sóng 260/280 nm. 

c. Phương pháp đo quang phổ 

  Nguyên lý của đo mật độ quang: 

- Acid nucleic có phổ hấp thụ cực đại ở ánh sáng tử ngoại 260 nm do có 

base purin và pyrimidin. Giá trị mật độ quang ở bước sóng 260 nm (A260nm) 

của các mẫu cho phép xác định nồng độ acid nucleic trong mẫu.  



44 
 

- Protein hấp thụ ánh sáng tử ngoại ở bước sóng 280 nm do sự hấp thụ 

của các acid amin thơm và dị vòng: tyrosin, tryptophan, phenylalanin.   

- Nếu A260nm /A280nm = 1,8-2,0 thì DNA được coi là tinh sạch.  

 Tiến hành đo mật độ quang DNA:  

Sử dụng máy quang phổ kế Thermo Electron Corporation của hãng 

Biomate: pha 2 μl DNA đã tách với 98 μl nước cất, đọc đối chiếu với ống trắng. 

d. Quy trình kỹ thuật MLPA: phụ lục 2 

 Biến tính DNA 

 Phản ứng lai 

 Phản ứng nối 

 Phản ứng khuếch đại gen PCR 

 Phân tích trên máy CEQ8000- Beckman Coulter: 

Các mẫu được chạy trên máy CEQ8000 theo chương trình phân tích 

đoạn (fragment analyis), sau đó phân tích các đỉnh với độ lớn tương ứng. Các 

mẫu được so sánh với mẫu đối chứng bình thường. Kết quả được tính toán 

dựa vào tỷ lệ RPA (Relative Peak Area) tương ứng với từng exon so với mẫu 

chứng. RPA của mỗi exon được tính bằng cường độ tín hiệu tương ứng (As – 

Peak area) chia cho tổng cường độ tín hiệu của 45 đỉnh trong probemix (ΣAs) 

- Người không mang gen đột biến: Nếu tại vị trí tương ứng với kích thước của 

đoạn gen đó có xuất hiện các đỉnh tương ứng có tỷ lệ RPA bằng 1. 

- Người mang đột biến dị hợp tử (người lành mang gen bệnh):  

 Nếu tại vị trí tương ứng với kích thước của gen, đỉnh tương ứng có tỷ 

lệ RPA từ 0,3-0,5 thì kết luận là người lành mang đột biến xoá đoạn.  

 Nếu tại vị trí tương ứng với kích thước của gen, đỉnh tương ứng có tỷ 

lệ RPA từ 1,5 trở lên thì kết luận là người mang đột biến lặp đoạn.  

e. Quy trình kỹ thuật giải trình tự gen: phụ lục 3 
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Sản phẩm PCR sau khi được khuếch đại bằng những cặp mồi đặc hiệu 

sẽ được làm nguyên liệu cho kỹ thuật giải trình tự gen. 

  + Điện di sản phẩm PCR giải trình tự gen dystrophin bằng hệ thống giải 

trình tự ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).   

+ Phân tích kết quả:  

So sách kết quả giải trình tự các exon của gen dystrophin với trình tự 

gen chuẩn tương ứng của ngân hàng gen (GeneBank). Tại Trung tâm nghiên 

cứu Gen – Protein sử dụng phần mềm CLC Main Workbench để phân tích kết 

quả giải trình tự gen. 

2.3.3.2. Quy trình chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng 

kỹ thuật Microsatellite DNA 

Các đối tượng được xác định có nguy cơ cao sinh con mắc bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne sẽ được khám, quản lý thai và tư vấn chẩn đoán trước 

sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne. 

a. Quy trình chọc ối 

Thủ thuật chọc hút nước ối được tiến hành ở tuổi thai 17 tuần – 25 

tuần, qua thành bụng dưới sự hướng dẫn của siêu âm, tiến hành tại Bệnh viện 

Phụ sản Hà Nội.  

Các thủ tục cần thiết  

  Bệnh án sản khoa gồm cả phiếu cam kết thực hiện thủ thuật 

  Xét nghiệm cơ bản: công thức máu, nhóm máu, đông máu cơ bản, 

các xét nghiệm sinh hoá máu 

  Phiếu siêu âm trước ngày làm thủ thuật. 

 Thai phụ và người nhà được giải thích và thông tin đầy đủ về quy 

trình thủ thuật, các xét nghiệm di truyền cũng như các nguy cơ của 

thủ thuật chọc ối, ký các giấy tờ cam kết cần thiết. 
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Bác sỹ làm thủ thuật 

Rửa tay thủ thuật, mặc áo và đi găng vô khuẩn 

Tiến hành thủ thuật 

- Thai phụ nằm ngửa trên bàn thủ thuật, siêu âm đo các chỉ số trước khi 

thực hiện thủ thuật: đường kính lưỡng đỉnh, chu vi bụng, chiều dài xương đùi, 

xác định vị trí của rau bám, lượng nước ối. 

- Sát trùng, trài săng vô khuẩn lên thành bụng thai phụ 

- Tiến hành chọc kim theo sự hướng dẫn của siêu âm, qua thành bụng 

của thai phụ. 

- Lượng ối lấy ra ở mỗi thai phụ là 15 ml 

 5 ml dịch ối để chẩn đoán trước sinh bệnh DMD bằng các kỹ thuật di 

truyền phân tử. 

 10 ml dịch ối để nuôi cấy tế bào ối, xác định bộ NST của thai nhi. 

- Siêu âm lại sau thủ thuật, kiểm tra lại tình trạng của thai 

- Người bệnh nghỉ ngơi tại viện 60 - 120 phút, về nhà sau khi ổn định 

b. Quy trình kỹ thuật Microsatellite DNA 

Mỗi thai phụ và thành viên nam mắc DMD trong gia đình được lấy 2 ml – 

5 ml máu tĩnh mạch chống đông bằng EDTA (1,5 mg/mL). 

Kỹ thuật Microsatellite DNA được tiến hành trên mẫu DNA của thai 

nhi, thai phụ và người bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne trong từng gia đình. 

* Tách chiết DNA của tế bào ối, tế bào máu thai phụ và người bệnh DMD: sử 

dụng phương pháp phenol - chloroform. 

*Xác định giới tính 

Ngoài các marker để xác định alen bệnh cho bệnh DMD, chúng tôi còn 

sử dụng 2 marker xác định giới tính là marker Amel và marker SRY. Do 

DMD là bệnh biểu hiện ở trẻ nam, vì vậy việc xác định giới tính của thai nhi 

trước khi tiến hành chẩn đoán bằng kỹ thuật Microsatellite là hết sức cần 

thiết. Các trường hợp được xác định là thai nam sẽ được tiến hành chẩn đoán 

DMD bằng kỹ thuật Microsatellite DNA, các trường hợp là thai nữ sẽ được 

tiến hành chẩn đoán người mang gen bằng kỹ thuật MLPA. 
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Marker Amel được thiết kế nằm trên cả hai NST giới tính X và Y. 

Trong trường hợp thai nam sẽ có 2 đỉnh tương ứng với đỉnh của NST X 

(104bp) và đỉnh của NST Y (110bp). Trong trường hợp là thai nữ thì sẽ chỉ 

cho 1 đỉnh tương ứng với đỉnh của NST X (104bp) (hình 2.3). 

Marker SRY được thiết kế trên nhiễm sắc thể Y nên trong trường hợp 

là thai nam sẽ xuất hiện 1 đỉnh của NST Y (250bp), trong trường hợp thai nữ 

sẽ không xuất hiện đỉnh tín hiệu (hình 2.3). 

 

Hình 2.3. Marker xác định giới tính thai nhi 

* Xác định marker STR dị hợp tử 

DNA tổng số sau khi tách chiết từ mẫu máu được sử dụng làm khuôn 

cho phản ứng single-PCR với cặp mồi đặc hiệu khuếch đại các marker STR. 

Thành phần và điều kiện của phản ứng single-PCR khuếch đại các 

marker STR đặc hiệu trên gen dystrophin. 

Thành phần Thể tích (µl) 

Nước cất  11,9 

Buffer 10X 2,0 

dNTP (2,5 mM) 2,0 

Mồi xuôi 0,5 

Mồi ngược 0,5 

Taq polymerase (5 u/µl) 0,1 

DNA 3,0 

Tổng 20,0 
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Chu trình nhiệt phản ứng PCR: 

Chu trình Biến tính Bắt cặp Tổng hợp 

1 95oC - 10 phút     

2 – 34 95oC - 50 giây 57oC - 50 giây 72oC - 2 phút 

35     72oC - 10 phút 

     Bảo quản ở 10oC 

 

Phân tích kết quả: 

 

Hình 2.4. Xác định marker STR dị hợp tử 

- Nếu là thai nam, sản phẩm điện di mao quản sẽ chỉ cho 1 đỉnh (A)  

- Nếu là thai nữ, sản phẩm điện di mao quản cho 1 đỉnh nếu là vùng STR 

đồng hợp tử (B) và cho 2 đỉnh nếu là vùng STR dị hợp tử (C) 

Những marker STR dị hợp tử sẽ được lựa chọn để thực hiện chẩn đoán 

trước sinh. 

* Xác định alen bệnh lý 

Tiến hành xác định alen bệnh lý qua phân tích DNA của người mẹ và 

con trai bị bệnh. Trong phản ứng này, các cặp mồi gắn huỳnh quang khuếch 

đại một số đoạn trình tự lặp lại đặc hiệu nằm trên cùng một vùng gen 

dystrophin. Sản phẩm của phản ứng PCR sau đó được phân tích bằng điện di 

mao quản để xác định kích thước các đoạn DNA được khuếch đại.  
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DMD là bệnh di truyền lặn trên nhiễm sắc thể giới tính X, không có 

alen tương ứng trên NST Y nên các cặp mồi được thiết kế trên nhiễm sắc thể 

X. Ở mỗi vùng STR, người mẹ (XX) sẽ có 2 đỉnh tương ứng với 2 alen, người 

con trai (XY) sẽ có 1 đỉnh tương ứng với 1 alen. So sánh kết quả của từng 

marker giữa người mẹ và người con trai bị bệnh sẽ xác định được alen bệnh lý 

khi alen đó xuất hiện ở cả người mẹ và người con trai bị bệnh. 

Cách phân tích kết quả được trình bày ở hình 2.5. 

 
Hình 2.5. Kỹ thuật Microsatellite DNA trong chẩn đoán trước sinh  

bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

(Nguồn: Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein, Trường Đại học Y Hà Nội) 

Hình A: Người bệnh DMD xuất hiện 1 đỉnh alen kích thước 210bp. 

Hình B: Mẹ người bệnh xuất hiện 2 đỉnh alen kích thước 202bp và 210 bp. 

Qua hình A và B, nhận thấy đỉnh alen 210bp xuất hiện ở cả người bệnh 

và mẹ người bệnh, xác định alen kích thước 210bp là alen bệnh, alen 202bp 

là alen bình thường. 

Hình C: Thai nhi mang alen 202bp, là alen bình thường. Kết luận thai 

nhi không mắc bệnh. 

Hình D: Thai nhi mang alen 210bp là alen bệnh. Kết luận thai nhi mắc DMD. 

BỆNH NHÂN DMD

THAI NHI BÌNH 
THƯỜNG

MẸ BỆNH NHÂN

DXS9907

XB

Alen
đột biến

Alen
bình thường

210

202

202

Xb

XbXB

210

210

THAI NHI DMD

A

D

C

B
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c. Quy trình kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen 

*Kỹ thuật MLPA: Phụ lục 2 

Cách đọc kết quả: Sản phẩm khuếch đại probe sẽ được điện di mao 

quản huỳnh quang trên máy giải trình tự để phân tích kết quả.  

- Nếu có đột biến xóa đoạn, probe không gắn được vào gen đích sẽ 

không xuất hiện đỉnh tương ứng tại exon đột biến.  

- Với đột biến lặp đoạn, kết quả được tính toán dựa vào tỷ lệ RPA 

(Relative Peak Area) tương ứng với từng exon so với mẫu chứng. Tỷ lệ RPA 

của mỗi exon được tính bằng cường độ tín hiệu tương ứng (As – Peak area) 

chia cho tổng cường độ tín hiệu của 45 đỉnh trong probemix (ΣAs). Exon lặp 

đoạn khi tỷ lệ RPA lớn hơn 1,5 

* Kỹ thuật giải trình tự gen: Phụ lục 3 

2.3.3.3. Quy trình nuôi cấy tế bào ối làm nhiễm sắc thể đồ ở thai nhi 

Nuôi cấy theo phương pháp hở, tủ ấm 37°C với 5% CO2 và 95% không 

khí cùng nguồn ẩm. Thời gian nuôi cấy trung bình từ 7-15 ngày. Các tế bào ối 

thu được sau khi nuôi cấy sẽ được tách DNA theo phương pháp phenol-

chloroform và phân tích gen, đồng thời cũng được sử dụng để nhuộm băng G 

và phân tích karyotype của thai. 
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2.3.4. Sơ đồ nghiên cứu 

 

 

Bệnh nhân DMD

Đột biến mất đoạn Đột biến lặp đoạn Đột biến điểm
Không xác định

được ĐB

Xác định người lành
mang gen đột biến cho

các thành viên nữ

Có mang

gen

Xác định người lành
mang gen đột biến cho

các thành viên nữ

Xác định người lành
mang gen đột biến

cho các thành viên nữ

CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

Microsatellite 
DNA

CÂN NHẮC 
CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

PCR/MLPA

CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

PCR/MLPA
Microsatellite 

DNA

Không mang

gen

Có mang

gen

Không mang

gen

Có mang

gen

Không mang

gen

CÂN NHẮC 
CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

Giải trình tự
gen

CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

Giải trình tự gen
/Microsatellite 

DNA

CÂN NHẮC 
CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

MLPA

CHẨN ĐOÁN 
TRƯỚC SINH

MLPA/
Microsatellite 

DNA

TƯ VẤN DI 
TRUYỀN 

Mẹ bệnh nhân

Giải trình tự genMLPAMLPA

TƯ VẤN DI 
TRUYỀN 

TƯ VẤN DI 
TRUYỀN 

TƯ VẤN DI 
TRUYỀN 



51 
 

2.4. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu 

  Những gia đình có thành viên nam được chẩn đoán mắc bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne sẽ được đưa vào nghiên cứu khi đồng ý tự nguyện tham 

gia nghiên cứu. Người bệnh và các thành viên trong gia đình sẽ được tư vấn 

và giải thích cụ thể về ý nghĩa, mục đích, qui trình nghiên cứu, quyền lợi và 

nghĩa vụ của người tham gia nghiên cứu, quyền được tự do rút khỏi nghiên 

cứu, được đảm bảo bí mật cá nhân trong quá trình nghiên cứu và kết quả 

nghiên cứu. Các thông tin về người bệnh, các thành viên trong gia đình và kết 

quả chẩn đoán hoàn toàn được giữ bí mật. 
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CHƯƠNG 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 
 

3.1. Kết quả phát hiện người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

bằng kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen 

Trong nghiên cứu này 85 thành viên nữ trong 35 gia đình của 35 người 

bệnh DMD được tiến hành xác định người lành mang gen bệnh. 

 

 
 

Hình 3.1. Tỷ lệ người lành mang gen bệnh 

Nhận xét: 

Kết quả 52/85 thành viên được chẩn đoán là người lành mang gen 

bệnh, chiếm 61%; 33/85 thành viên được xác định không mang gen bệnh, 

chiếm tỷ lệ 39%. 

Bảng 3.1. Tỷ lệ người lành mang gen bệnh ở các bà mẹ và thành viên nữ 

 
Mẹ người bệnh DMD Thành viên nữ khác 

Tổng 
n Tỷ lệ (%) n Tỷ lệ (%) 

Mang gen  41 91,1 11 27,5 52 

Không mang gen  4 8,9 29 72,5 33 

Tổng 45 100 40 100 85 

Người lành 
mang gen bệnh

Người không 
mang gen bệnh

61%

39%
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Nhận xét: 

  Trong 85 thành viên nữ có 45 bà mẹ có tiền sử sinh con mắc DMD và 

40 người không sinh con mắc DMD hoặc chưa sinh con.  

  Trong 45 bà mẹ có con DMD, xác định được 41 người mang gen bệnh 

chiếm tỷ lệ 91,2% trong đó có 1 bà mẹ mang gen bệnh ở trạng thái khảm; 4 

người không mang gen bệnh chiếm tỷ lệ 8,9%.  

  Trong 40 thành viên nữ không có tiền sử sinh con DMD có 11 người 

được chẩn đoán là người lành mang bệnh, chiếm tỷ lệ 27,5% và 29 người 

được chẩn đoán không mang gen bệnh, chiếm tỷ lệ 72,5%. 

 

Bảng 3.2. Tỷ lệ người lành mang gen bệnh theo tiền sử gia đình 

 

 

Gia đình có tiền sử 

bệnh rõ ràng 

Gia đình không có tiền 

sử bệnh rõ ràng 

n Tỷ lệ % n Tỷ lệ % 

Mang gen bệnh 17 100 24 85,7 

Không mang gen bệnh 0 0 4 14.3 

Tổng 17 100 28 100 

 

Nhận xét: 

  Trong 45 bà mẹ có tiền sử sinh con DMD, có 17 người có thuộc các 

phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng (phả hệ có ít nhất 2 người mắc DMD), 

28 người thuộc các phả hệ gia đình có tiền sử bệnh không rõ ràng.  

  Trong các gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng, 17/17 bà mẹ (100%) là 

người mang gen bệnh. Ở các gia đình có tiền sử bệnh không rõ ràng, xác định 

24 người lành mang gen bệnh, chiếm tỷ lệ 85,7%; 4 người không mang gen 

bệnh, chiếm tỷ lệ 14,3%. 
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Hình 3.2. Tỷ lệ các dạng đột biến ở các thành viên nữ  

Nhận xét:  

  Trong 31 dạng đột biến xác định được ở các thành viên nữ, có 20 dạng 

đột biến xoá đoạn, chiếm tỷ lệ 64,5%; 9 dạng đột biến điểm, chiếm tỷ lệ 29% 

và 2 dạng đột biến lặp đoạn, chiếm tỷ lệ 6,5%. 

Bảng 3.3. Số lượng thành viên nữ được xác định người lành mang gen 

bệnh bằng kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen 

Kỹ thuật Người bệnh  Thành viên nữ 

MLPA 25 66 

Giải trình tự gen 10 19 

Tổng 35 85 

Nhận xét: 

Trong 85 thành viên nữ, 66/85 thành viên nữ thuộc gia đình của 25 

người bệnh DMD có đột biến xóa đoạn và lặp đoạn. Các thành viên nữ này 

được tiến hành phân tích tình trạng mang gen đột biến bằng kỹ thuật MLPA; 

19/65 thành viên nữ thuộc gia đình của 10 người bệnh DMD có đột biến điểm 

sẽ được phân tích tình trạng mang gen đột biến bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

Đột biến xoá 
đoạn

Đột biến lặp 
đoạn

Đột biến điểm

64,5%

29%

6,5%
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Bảng 3.4. Tỷ lệ phát hiện người lành mang gen bệnh  

 
Mang gen bệnh Không mang gen bệnh 

Tổng 
n Tỷ lệ (%) n Tỷ lệ (%) 

MLPA 40 76,9 26 78,8 66 

Giải trình tự gen 12 23,1 7 21,2 19 

Tổng  52 100 33 100 85 

Nhận xét: 

  Trong 52 thành viên nữ mang gen bệnh, 40 người được xác định là 

người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật MLPA, chiếm tỷ lệ 76,9%; 12 người 

được xác định là người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật giải trình tự gen, 

chiếm tỷ lệ 23,1%. 

  Trong 33 thành viên nữ không mang gen bệnh, 26 người được xác định 

là không mang gen bệnh bằng kỹ thuật MLPA, chiếm tỷ lệ 78,8%; 7 người 

được xác định là không mang gen bệnh bằng kỹ thuật giải trình tự gen, chiếm 

tỷ lệ 21,2%. 

3.1.1. Kết quả xác định người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật MLPA 

Kỹ thuật MLPA được áp dụng để xác định người lành mang gen đột biến dị 

hợp tử trên 66 thành viên nữ của 25 gia đình người bệnh DMD có đột biến xoá 

đoạn và lặp đoạn gen. Tỷ lệ xác định người lành mang gen được mô tả ở bảng 3.5.  
 

Bảng 3.5. Kết quả xác định người lành mang gen bệnh  

bằng kỹ thuật MLPA 

 n Tỷ lệ (%) 

Mang gen  40 60,6 

Không mang gen  26 39,4 

Tổng 66 100 

Nhận xét:  

Kết quả trên cho thấy đã xác định được 40 (60,6%) người có mang gen 

đột biến dị hợp tử (người lành mang gen bệnh) và 26 (39,4%) người không 

mang gen đột biến. 
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Bảng 3.6. Các dạng đột biến được phát hiện trên người lành mang gen 

bệnh bằng kỹ thuật MLPA 

STT 
Dạng đột 

biến ở BN 
Exon Vị trí đột biến 

Số thành 

viên nữ 

mang gen 

Số thành viên 

nữ không 

mang gen 

1  Xoá đoạn 3-7 Vùng 5’ tận 1 0 

2  Xoá đoạn 3-13 Vùng 5’ tận 3 1 

3  Xoá đoạn 4-6 Vùng 5’ tận 1 0 

4  Xoá đoạn 8-12 Vùng 5’ tận 1 0 

5  Xoá đoạn 8-13 Vùng 5’ tận 1 3 

6  Xoá đoạn 12-13 Vùng 5’ tận 10 3 

7  Xoá đoạn 12-29 Vùng 5’ tận 1 0 

8  Xoá đoạn 7-43 
Vùng 5’ tận đến 

vùng trung tâm 
1 0 

9  Xoá đoạn 11-39 
Vùng 5’ tận đến 

vùng trung tâm 
5 6 

10  Xoá đoạn 19-52 
Vùng 5’ tận đến 

vùng trung tâm 
1 0 

11  Xoá đoạn 35-43 Vùng trung tâm 1 0 

12  Xoá đoạn 44 Vùng trung tâm 1 0 

13  Xoá đoạn 44 Vùng trung tâm 4 8 

14  Xoá đoạn 44 Vùng trung tâm 1 0 

15  Xoá đoạn 45-47 Vùng trung tâm 1 0 

16  Xoá đoạn 48-50 Vùng trung tâm 1 0 

17  Xoá đoạn 48-50 Vùng trung tâm 1 0 

18  Xoá đoạn 48-50 Vùng trung tâm 1 0 

19  Xoá đoạn 49-52 Vùng trung tâm 1 0 

20  Xoá đoạn 51 Vùng trung tâm 1 0 

21  Xoá đoạn 51-53 Vùng trung tâm 0 1 

22  Xoá đoạn 45-51 Vùng trung tâm 0 3 

23  Xoá đoạn 47-50 Vùng trung tâm 0 1 

24  Lặp đoạn 14-43 
Vùng 5’ tận đến 

vùng trung tâm 
1 0 

25  Lặp đoạn 44 Vùng trung tâm 1 0 

Tổng 40 26 



57 
 

Nhận xét:  

Có 22 dạng đột biến xoá đoạn và lặp đoạn xác định được ở 40 thành viên 

nữ là người lành mang gen bệnh. 20/22 dạng đột biến là xoá đoạn chiếm tỷ lệ 

90,9%; 2/22 dạng đột biến là lặp đoạn chiếm tỷ lệ 9,1%. Các đột biến có thể 

là xoá đoạn hoặc lặp đoạn một hay nhiều exon trên gen dystrophin tập trung ở 

vùng 5’ tận và vùng trung tâm. Có một số đột biến xoá đoạn và lặp đoạn lớn 

kéo dài từ vùng 5’ tận đến vùng trung tâm gen dystrophin. 

3.1.1.1. Phân tích phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng 

* Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh DMD 

có đột biến xoá đoạn ở vùng 5’ tận 

Gia đình người bệnh D.10 có 7 thành viên nam được chẩn đoán mắc 

bệnh DMD. Kết quả MLPA phát hiện thấy người bệnh có đột biến xoá đoạn 

exon 11-15 ở vùng 5’tận của gen dystrophin. Tiến hành lập phả hệ gia đình và 

xác định người lành mang gen bệnh cho các thành viên nữ trong gia đình (14 

thành viên). 

 
 

Hình 3.3. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.10 

Chú thích: Người nữ bình thường Người nam bị bệnh DMD đã tử vong

Người nữ mang gen bệnh Người nam bình thường

Người nam bị bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

I

II

III

1

6 7

321

431 52

IV

8 9 10

64 531 2 107 98 1211
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Nhận xét:  

 Theo sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.10, có 7 thành viên nam bị bệnh 

DMD (II3, III3, III7, III9, IV3, IV5, IV8). Phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ 

ràng, vì vậy 6 bà mẹ của các người bệnh DMD là những người mang gen đột 

biến dị hợp tử bắt buộc (I1, II1, II2, III1, III2, III6). 8 thành viên nữ còn lại có 

thể là người lành mang gen bệnh. Tất cả các thành viên nữ trong phả hệ được 

lấy máu xét nghiệm để xác định người mang gen bằng kỹ thuật MLPA.  

 

Hình 3.4. Hình ảnh MLPA và kết quả tính toán RPA bằng phần mềm 

coffalyser của thành viên nữ II1 (A-B) và IV1 (C-D)  

Nhận xét 

  Thành viên nữ II1 (Hình A-B): Hình ảnh phân tích MLPA các exon 11-

15 (hình A) cho thấy chiều cao đỉnh thấp hơn mẫu người bình thường. Tỷ lệ 

RPA tại các exon 11-15 (Hình B) so với chứng nhỏ hơn 0,5 trong khi các 

exon khác dao động quanh 1. Như vậy xác định thành viên nữ II1 là người 

mang gen đột biến dị hợp tử xoá đoạn exon 11-15.   

A

B

A

D

C

B
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  Thành viên nữ IV1 (Hình C-D): Hình ảnh phân tích MLPA các exon 

11-15 (hình C) cho thấy chiều cao đỉnh bằng mẫu người bình thường. Tỷ lệ 

RPA tại các exon 11-15 (Hình D) dao động quanh 1 như các exon khác. Như 

vậy xác định thành viên nữ IV1 là người không mang gen đột biến.  

  Phân tích tương tự với các thành viên nữ còn lại xác định các thành 

viên I1, I2, II2, II4, II6, IV2, IV4, IV6, IV9 là người mang gen đột biến dị hợp tử 

xoá đoạn exon 11-15. Các thành viên III8, IV1, IV11 không mang gen đột biến. 

Như vậy phả hệ có 4 thành viên nữ mang gen đột biến dị hợp tử và 10 thành 

viên nữ không mang gen đột biến. 

* Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh DMD 

có đột biến xoá đoạn nhiều exon từ vùng 5’ tận đến vùng trung tâm:  

Gia đình người bệnh D.43 có 2 thành viên nam được chẩn đoán mắc 

bệnh DMD. Kết quả MLPA phát hiện thấy người bệnh có đột biến xoá đoạn 

exon 11 - 39 kéo dài từ vùng 5’ tận đến vùng trung tâm của gen dystrophin. 

Tiến hành lập phả hệ gia đình người bệnh và xác định người lành mang gen 

bệnh cho các thành viên nữ trong gia đình (13 thành viên). 

 

Hình 3.5. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.43 

I

II

III

IV

1

43

7

21

431 52 6 8 9

1 542 63 7 8

Chú thích

Người nữ bình thường Người nam bị DMD đã tử vong Thai DMD đã

Người nữ mang gen bệnh Người nam bình thường đình chỉ thai nghén

Người nam bị bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD
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Nhận xét: 

  Phả hệ gia đình người bệnh D.43 có 2 thành viên nam bị DMD.  Phả hệ 

gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng, vì vậy các bà mẹ có con bị DMD được xác 

định là người lành mang gen bệnh (thành viên nữ III3, II1, II4). 10 thành viên 

nữ còn lại có nguy cơ mang gen đột biến dị hợp tử.  

 

Hình 3.6. Hình ảnh MLPA và kết quả tính toán RPA của thành viên nữ 

III3 (A-B) và III2 (C-D)  

Nhận xét 

  Thành viên nữ III3 (Hình A - B): Hình ảnh phân tích MLPA các exon 

11-39 (hình A) cho thấy chiều cao đỉnh thấp hơn mẫu người bình thường. Tỷ 

lệ RPA tại các exon 11-39 (Hình B) so với chứng nhỏ hơn 0,5 trong khi các 

exon khác dao động quanh 1. Kết luận thành viên nữ III3 mang gen đột biến 

dị hợp tử xoá đoạn exon 11-39.   

Người mang gen

Người bình thường

P034

A

B

A

D

C

B
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  Thành viên nữ III2 (Hình C-D):  Hình ảnh phân tích MLPA các exon 

11-39 (hình C) cho thấy chiều cao đỉnh bằng mẫu người bình thường. Tỷ lệ 

RPA tại các exon 11-39 (Hình D) dao động quanh 1 như các exon khác. Kết 

luận thành viên nữ III2 không mang gen đột biến.   

  Phân tích tương tự với các thành viên nữ còn lại xác định thành viên nữ 

I1, II1, II3, II4, III8 là người lành mang gen bệnh. Các thành viên nữ III1, III6, 

IV1, IV2, IV4, IV8 không mang gen đột biến. 

  Như vậy phả hệ có 6 thành viên nữ mang gen đột biến dị hợp tử và 7 

thành viên nữ không mang gen đột biến. 

* Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh DMD 

có đột biến xoá đoạn 1 exon vùng trung tâm 

Gia đình D.17 có 2 thành viên nam được chẩn đoán bị DMD. Kết quả 

MLPA phát hiện người bệnh có đột biến xoá đoạn exon 44 ở vùng trung tâm 

gen dystrophin. Tiến hành lập phả hệ gia đình người bệnh và xác định người 

lành mang gen bệnh cho các thành viên nữ trong gia đình (12 thành viên). 

 

Hình 3.7. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.17 

I

II

III

1

54321

431 52

IV

6 7 8 109 11 1312

1
Chú thích

Người nữ bình thường Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

Người nam bị bệnh
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Nhận xét: 

  Do trong phả hệ có 2 người bệnh DMD nên đây là phả hệ gia đình có 

tiền sử bệnh rõ ràng. Mẹ của 2 người bệnh DMD (thành viên nữ II1 và II3) 

được xác định là người mang gen đột biến dị hợp tử bắt buộc. Các thành viên 

nữ còn lại có nguy cơ mang gen đột biến dị hợp tử. Thực hiện kỹ thuật MLPA 

xác định đột biến cho các thành viên nữ trong phả hệ.  

 

Hình 3.8. Hình ảnh MLPA và kết quả tính toán RPA bằng phần mềm 

coffalyser của thành viên nữ II1 (A-B) và III1 (C-D)  

Nhận xét 

  Thành viên nữ II1 (hình A-B): Hình ảnh phân tích MLPA của exon 44 

(hình A) cho thấy chiều cao đỉnh thấp hơn mẫu người bình thường. Tỷ lệ RPA 

tại exon 44 (hình B) so với chứng nhỏ hơn 0,5 trong khi các exon khác dao 

động quanh 1. Như vậy thành viên nữ II1 mang gen đột biến dị hợp tử. 

  Thành viên nữ III1 (hình C-D):  Hình ảnh phân tích MLPA của exon 44 

(hình C) cho thấy chiều cao đỉnh bằng mẫu người bình thường. Tỷ lệ RPA tại 

exon này (hình D) dao động quanh 1 như các exon khác. Như vậy xác định 

thành viên nữ III1 không mang gen đột biến.   

Người bình thường

A

B

A

B

A

D

C

B
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  Phân tích tương tự với các thành viên nữ trong phả hệ xác định các 

thành viên nữ I1, II3 và III8 là người lành mang đột biến xoá đoạn exon 44. 

Các thành viên nữ II2, II4, III9, III11, III12, III13, IV1 không mang gen đột biến.  

  Như vậy phả hệ có 4 thành viên nữ mang gen đột biến dị hợp tử và 8 

thành viên nữ không mang gen đột biến. 

*  Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh 

DMD có đột biến lặp đoạn kéo dài từ vùng 5’ – vùng trung tâm:  

Gia đình người bệnh D.50 có 1 thành viên nam được chẩn đoán mắc 

bệnh DMD đồng thời chị gái người bệnh có 2 lần mang thai chẩn đoán trước 

sinh con mắc DMD. Kết quả MLPA phát hiện thấy người bệnh có đột biến 

lặp đoạn exon 14-43 kéo dài từ vùng 5’ tận đến vùng trung tâm của gen 

dystrophin. Tiến hành lập phả hệ gia đình người bệnh và xác định người lành 

mang gen bệnh cho các thành viên nữ trong gia đình (2 thành viên). 

 

Hình 3.9. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.50 

Nhận xét: 

  Phả hệ gia đình người bệnh D.50 có một người bệnh DMD đã tử vong. 

Chị của người bệnh có 2 lần mang thai đều được chẩn đoán trước sinh thai 

mắc DMD. Đây là phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng, vì vậy mẹ và chị gái 

người bệnh đều được xác định là người lành mang gen đột biến dị hợp tử bắt 

buộc. Thực hiện kỹ thuật MLPA chẩn đoán người mang gen cho 2 thành 

viên nữ. 

Chú thích

Người nam bị bệnh DMD đã tử vong Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai bị DMD đã đình chỉ thai nghén

I

II

III

1

21

1 2
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Hình 3.10. Hình ảnh MLPA và kết quả tính toán RPA của thành viên nữ 

II1 (A - B) và người bình thường (mẫu chứng) (C-D) 

Nhận xét: 

Hình ảnh phân tích MLPA của thành viên nữ II1 (hình A) tại các exon 

14-43 cho thấy cường độ tín hiệu của đỉnh cao hơn so với mẫu người bình 

thường (hình C). Sau khi phân tích dựa trên RPA ta có tỷ lệ RPA tại các exon 

từ 14 đến 43 của thành viên nữ II1 (hình B) so với chứng (hình D) lớn hơn 1,5 

trong khi của các exon khác giao động xung quanh 1. Kết luận thành viên nữ 

II1 là người lành mang gen bệnh. 

Phân tích tương tự, xác định thành viên nữ I1 mang gen đột biến dị hợp 

tử. Như vậy 2 thành viên nữ trong gia đình đều là người lành mang gen bệnh. 

A

B

A

D

C

B
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3.1.1.2. Phân tích phả hệ gia đình có tiền sử bệnh không rõ ràng 

* Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh DMD 

có đột biến xoá đoạn ở vùng trung tâm:  

Gia đình người bệnh D.35 chỉ có 1 thành viên nam được chẩn đoán 

mắc bệnh DMD. Kết quả MLPA phát hiện thấy người bệnh có đột biến xoá 

đoạn exon 45 - 52 ở vùng trung tâm của gen dystrophin. Tiến hành lập phả hệ 

gia đình người bệnh và xác định người lành mang gen bệnh cho các thành 

viên nữ trong gia đình (5 thành viên). 

 

Hình 3.11. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.35 

Nhận xét: 

  Qua phân tích cho thấy đây là phả hệ có tiền sử bệnh không rõ ràng do 

chỉ có 1 thành viên nam mắc DMD. Vì vậy các thành viên nữ trong phả hệ (I1, 

II1, II2, III1, III4) có thể là người lành mang gen bệnh. 

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

Người nam bị bệnh

1

3

21

I

II

III
21 4
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Hình 3.12. Hình ảnh MLPA và kết quả tính toán RPA bằng phần mềm 

coffalyser của các thành viên nữ II1 

Nhận xét:   

  Hình ảnh phân tích MLPA các exon 45-52 cho thấy chiều cao đỉnh 

bằng mẫu người bình thường. Tỷ lệ RPA tại các exon này dao động quanh 1 

như các exon khác. Như vậy xác định thành viên nữ II1 không mang gen đột 

biến. Phân tích tương tự với 4 thành viên nữ còn lại (I1, II2, III1, III4) đều cho 

kết quả không mang gen đột biến. Như vậy cả 5 thành viên nữ trong phả hệ 

đều không mang gen đột biến. Đột biến ở người bệnh DMD trong phả hệ là 

đột biến mới phát sinh. 

3.1.2. Kết quả xác định người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật giải trình 

tự gen 

Thực hiện kỹ thuật giải trình tự gen xác định người lành mang gen 

bệnh cho 19 thành viên nữ trong 10 gia đình người bệnh DMD có đột 

biến điểm.  

A

B
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Bảng 3.7. Kết quả xác định người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật  

giải trình tự gen 

 n Tỷ lệ (%) 

Mang gen bệnh 12 63,2 

Không mang gen bệnh 7 36,8 

Tổng 19 100 

Nhận xét:  

Trong 19 thành viên nữ được phân tích gen, xác định 12 thành viên nữ 

là người lành mang gen bệnh, chiếm tỷ lệ 63,2%; 7 thành viên nữ không 

mang gen bệnh, chiếm tỷ lệ 36,8%. 

Bảng 3.8. Các dạng đột biến điểm được phát hiện trên người lành mang 

gen bệnh bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

STT Đột biến 
Exon/ 

intron 
Biến đổi protein 

Số thành 

viên nữ 

mang 

gen 

Số thành 

viên nữ 

không 

mang gen 

1  
c2032_203

3delCA 
exon 17 

p.Gln678AspfsX41 

(p.Q678RfsX41) 
2 0 

2  c2797C>T exon 21 
p.Glu933Ter 

(pE933X) 
1 0 

3  c.3021A>T exon 23 
Lys1007Ter 

(L1007X) 
1 0 

4  c.3713delA exon 27 
Lys1238ArgfsX6 

(K1238RfsX6) 
1 1 

5  c.5273C>A exon 37 
p.Ser1758Ter 

(p.S1758X) 
0 1 

6  c.6282C>T exon 43 
p.Arg2094Ter 

(p.R2094X) 
1 1 
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7  
c.6237-

6238delCC 
exon 43 

p.Ser2079SerfsX2 

(p.S2079SfsX2) 
1 0 

8  c.6640C>A exon 46 
p.Ser2214Ter 

(p.S2214X) 
1 0 

9  c6282C>T exon 47 
p.Gln2297Ter 

(p.Q2297X) 
2 4 

10  c.10223+1 
intron 

70 
Splicing 2 0 

Tổng 12 7 

Nhận xét: 

  Có 9 dạng đột biến điểm được xác định ở 12 thành viên nữ. Phần lớn 

các đột biến đều tập trung ở exon, chỉ 1 trường hợp đột biến tại intron gây ảnh 

hưởng đến quá trình cắt nối intron và exon của gen dystrophin. Các đột biến 

điểm xảy ra rải rác trên gen dystrophin, hầu hết là đột biến tạo mã kết thúc 

sớm (stop codon) chiếm 6/9 dạng đột biến; 3/9 dạng đột biến có đột biến mất 

nucleotid gây lệch khung dịch mã.   

3.2.2.1. Phân tích phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng 

* Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh DMD 

có đột biến điểm mất 2 nucleotid  

Gia đình người bệnh D.81 có 2 thành viên nam được chẩn đoán mắc 

bệnh DMD. Kết quả giải trình tự gen xác định người bệnh mang đột biến 

điểm mất 2 nucleotide CA ở vị trí 2032_2033 trên exon 17 gen dystrophin. 

Đột biến làm thay đổi bộ ba CAG mã hoá cho acid amin Glutamine thành bộ 

ba GAC mã hoá cho acid amin Aspartate, gây lệch khung dịch mã và hình 

thành mã kết thúc sớm tạo nên protein dystrophin không hoàn chỉnh. Tiến 

hành lập phả hệ gia đình người bệnh và xác định người lành mang gen bệnh 

cho các thành viên nữ trong gia đình (3 thành viên). 
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Hình 3.13. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.81 

Nhận xét: 

Phả hệ có hai thành viên nam mắc DMD, trong đó một người đã tử 

vong. Đây là phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng, vì vậy thành viên nữ II2 

là người mang gen đột biến dị hợp tử bắt buộc do có con trai và em trai bị 

DMD. Tiến hành giải trình tự gen cho thành viên nữ I1 và II2.  

 

Hình 3.14. Hình ảnh giải trình tự gen gia đình người bệnh D.81 

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bị bệnh DMD đã tử vong

Người nữ mang gen bệnh Người nam bình thường

Người nam bị bệnh

I

II

III

1

21 3

1 2

A B

E

DC

Người bình thường

Mẹ bệnh nhân (mẫu máu) Mẹ bệnh nhân (mẫu tóc)

Bà ngoại bệnh nhân

Bệnh nhân
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Nhận xét:  

Người bệnh DMD (hình B) mang đột biến điểm c2032_2033delCA 

(p.Q678DfsX41). Thành viên nữ II2 được xác định là người lành mang gen 

bệnh qua phân tích phả hệ (người mang đột biến dị hợp tử bắt buộc), tuy 

nhiên kết quả giải trình tự gen từ DNA mẫu máu của thành viên nữ này không 

phát hiện đột biến (hình C). Khi giải trình tự gen từ DNA mẫu tóc của thành 

viên nữ này thấy xuất hiện các đỉnh chồng lên nhau từ điểm đột biến 

c.2032_2033 trên gen dystrophin, khẳng định có đột biến dị hợp tử từ DNA 

mẫu tóc (hình D). Do không phát hiện được đột biến từ DNA mẫu máu nhưng 

lại tìm thấy đột biến từ DNA mẫu tóc của thành viên nữ II2 nên khẳng định 

đây là người mang gen đột biến dị hợp tử nhưng ở trạng thái khảm. Bà ngoại 

người bệnh DMD (I1) được xác định là người lành mang bệnh do kết quả giải 

trình tự xuất hiện các đỉnh chồng lên nhau từ điểm đột biến c.2032_2033 

(hình E). Thành viên nữ II1 không thực hiện xét nghiệm chẩn đoán gen. 

3.2.2.2. Phân tích phả hệ gia đình có tiền sử gia đình không rõ ràng 

* Kết quả xác định người lành mang gen bệnh ở gia đình người bệnh DMD 

mang đột biến điểm mất 1 nucleotid 

Gia đình người bệnh D.78 chỉ có 1 thành viên nam được chẩn đoán 

mắc bệnh DMD. Kết quả giải trình tự gen phát hiện thấy người bệnh có đột 

biến điểm. Tiến hành lập phả hệ gia đình người bệnh. 

 
Hình 3.15. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh D.78 

Nhận xét: 

  Do gia đình có tiền sử bệnh không rõ ràng nên mẹ và chị gái người 

bệnh có thể là người lành mang gen đột biến dị hợp tử và được tiến hành giải 

trình tự gen xác định người lành mang gen bệnh. 

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Người nam bị DMD

1

21

I

II
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Hình 3.16. Hình ảnh giải trình tự gen gia đình người bệnh D.78 

Nhận xét 

Hình ảnh giải trình tự gen dystrophin cho các đỉnh rõ ràng, không bị 

nhiễu. Ở người bệnh DMD so với người bình thường có hiện tượng mất 1 

nucleotid A tại vị trí 3713 trên exon 27 của gen dystrophin. Đột biến này làm 

thay đổi bộ 3 AAG mã hoá acid amin Lysine thành bộ ba AGG mã hoá acid 

amin Arginine, gây lệch khung dịch mã dẫn tới xuất hiện mã kết thúc sớm tại 

acid amin thứ 6 tính từ vị trí đột biến. Mẹ người bệnh xuất hiện các đỉnh 

chồng lên nhau từ điểm đột biến 3713, xác định đây là người lành mang gen 

bệnh. Chị gái người bệnh không xuất hiện các đỉnh chồng lên nhau, được xác 

định không mang gen bệnh. 

3.2. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ 

thuật Microsatellite DNA 

  Trong nghiên cứu này, 45 thai phụ có nguy cơ sinh con bị bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne được tiến hành chẩn đoán trước sinh cho thai nhi từ dịch 

ối ở tuổi thai từ 17 tuần, trong đó có 6 thai phụ mang thai 2 lần. 

Người bình thường Bệnh nhân

c.3713 A exon 27 c.3713delA (K1238RfsX6) exon 27

Mẹ bệnh nhân Chị gái bệnh nhân

c.3713 A exon 27c.3713delA (K1238RfsX6) exon 27
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3.2.1. Kết quả xác định marker STR dị hợp tử gen dystrophin bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA 

  Trong nghiên cứu, 6 marker STR (DSTR49, DXS890, DTSR50, 

DXS1067, DXS9907, DXS1036) của gen dystrophin được tiến hành phân tích 

xác định tình trạng dị hợp tử, từ đó tìm ra tình trạng dị hợp tử, từ đó tìm ra các 

marker STR có tỷ lệ dị hợp tử cao để ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh 

bệnh DMD. 

3.2.1.1. Xác định marker STR dị hợp tử và đồng hợp tử 

  Các marker STR có tỷ lệ dị hợp tử càng cao thì xác suất xuất hiện ở các 

gia đình khi tiến hành chẩn đoán trước sinh càng lớn. STR marker được xác 

định là đồng hợp tử khi sản phẩm điện di mao quản chỉ cho 1 đỉnh. STR 

marker được xác định là dị hợp tử khi sản phẩm điện di mao quản cho 2 đỉnh 

kích thước khác nhau.  

  Trong nghiên cứu, 65 thành viên nữ thuộc 65 gia đình khác nhau được 

tiến hành xác định tình trạng dị hợp tử của 6 marker STR.  
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Hình 3.17. Tỷ lệ đồng hợp tử và dị hợp tử của các marker STR 

Nhận xét 

Kết quả ở hình 3.17 cho thấy các marker STR có tỷ lệ dị hợp tử từ cao 

xuống thấp lần lượt là DSTR49, DXS890, DTSR50, DXS1067, DXS9907, 

DXS1036. Marker DSTR49 có tỷ lệ dị hợp tử cao nhất với 86,2%, marker 

DXS1036 có tỷ lệ dị hợp tử thấp nhất với 43,1%. Các marker DSTR50, 

DXS1067 và DXS9907 có tỷ lệ dị hợp tử như nhau là 61,5%.  
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10.00%

20.00%

30.00%

40.00%

50.00%

60.00%

70.00%

80.00%

90.00%

DSTR49 DXS890 DSTR50 DXS1067 DXS9907 DXS1036

Dị hợp tử 86.20% 73.80% 61.50% 61.50% 61.50% 43.10%

Đồng hợp tử 13.80% 26.20% 38.50% 38.50% 38.50% 56.90%

Dị hợp tử Đồng hợp tử
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3.2.1.2. Tần suất phân bố các alen của các marker STR:  

Tương tự khi phân tích tần xuất phân bố các alen, các marker STR có tần suất xuất hiện các alen càng nhiều 

thì tỷ lệ xuất hiện dị hợp tử càng cao. 

Bảng 3.9: Tần suất phân bố alen của các marker STR 

DSTR49  DXS890 
 

 DSTR50  DXS1067  DXS9907  DXS1036 

Kích 
thước 
alen 

Tần 
suất 

 Kích 
thước 
alen 

Tần 
suất 

 Kích 
thước 
alen 

Tần 
suất 

 Kích 
thước 
alen 

Tần 
suất 

 Kích 
thước 
alen 

Tần 
suất 

 Kích 
thước 
alen 

 

Tần 
suất 

226 
232 
234 
236 
238 
240 
242 
244 
246 
248 
250 
252 
254 
258 
 

0,26446 
0,04956 
0,01653 
0,03306 
0,05785 
0,06612 
0,04132 
0,1158 
0,10744 
0,10744 
0,08264 
0,04132 
0,00823 
0,00823 

 164 
166 
168 
170 
172 
174 
176 
178 

0,02655 
0,00885 
0,02655 
0,14159 
0,22124 
0,38053 
0,16814 
0,02655 

 220 
222 
228 
230 
232 
234 
238 
242 
246 

0,125 
0,0577 
0,01923 
0,45192 
0,04808 
0,22115 
0,00961 
0,04808 
0,01923 

 214 
222 
224 
226 
230 

0,23809 
0,49524 
0,01905 
0,21905 
0,02857 

 202 
206 
208 
210 
214 
216 
218 
222 

0,02885 
0,31731 
0,00962 
0,44231 
0,17305 
0,00962 
0,00962 
0,00962 

 144 
146 
148 
150 

0,39785 
0,39785 
0,01075 
0,19355 
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 Phân tích 6 marker STR, có 38 alen được xác định với kích thước dao 

động trong khoảng từ 144bp đến 258bp. Tần suất dao động của các alen từ 

0,00823 đến 0,49524. 

 

Hình 3.18. Tần suất phân bố các alen của 6 marker STR  
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Nhận xét 

  Trong 6 marker STR, marker DSTR49 là marker có số alen nhiều nhất 

với 14 alen. Marker DXS1036 có 4 alen, là marker có số alen thấp nhất. 

  Marker DSTR50 có số alen nhiều nhất (14 alen). Kích thước các alen 

phân bố từ 220bp đến 246bp với tần suất dao động từ 0,00961 đến 0,45192. 

Alen có tần suất xuất hiện cao nhất là alen có kích thước 230bp và alen có tần 

suất xuất hiện thấp nhất là alen có kích thước 228bp. 

Marker DSTR49 có 9 alen với kích thước từ 226bp đến 258bp, tần suất 

dao động từ 0,00823 đến 0,26446. Alen kích thước 226bp có tần suất xuất 

hiện cao nhất, 2 alen kích thước 254bp và 258bp xuất hiện với tần suất ngang 

nhau và thấp nhất. 

  Marker DXS890 có 8 alen kích thước từ 164bp đến 178bp. Tần suất dao 

động của các alen từ 0,00885 đến 0,38053. Alen kích thước 166bp là alen có tần 

suất xuất hiện thấp nhất. Alen kích thước 174bp xuất hiện với tần suất cao nhất.  

  Marker DXS1067 có 5 vị trí alen với kích thước nằm trong khoảng từ 

214bp đến 230bp. Các alen có tần suất dao động từ 0,01905 đến 0,49524. 

Alen kích thước 222bp có tần suất xuất hiện cao nhất và alen kích thước 

224bp xuất hiện với tần suất thấp nhất. 

  Marker DXS9907 có 5 vị trí alen với kích thước từ 203bp đến 222bp. 

Các alen xuất hiện với tần suất dao động từ 0,00962 đến 0,44231. Các alen 

kích thước 216bp, 218bp, 222bp có tần suất xuất hiện như nhau và thấp nhất. 

Alen kích thước 210bp là alen xuất hiện với tần suất cao nhất. 

  Marker DXS1036 có 4 vị trí alen với kích thước nằm trong khoảng từ 

144 bp đến 150 bp. Đây là marker có số alen ít nhất với tần suất dao động các 

alen từ 0,01075 đến 0,39785. Hai alen kích thước 144bp và 146 bp có tần suất 

xuất hiện ngang nhau và cao nhất. Alen kích thước 148bp là alen xuất hiện 

với tần suất thấp nhất. 
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  Trong 6 marker STR dị hợp tử, 5 marker có số alen nhiều nhất cũng là 

5 marker có tỷ lệ dị hợp tử cao nhất (DSTR49, DXS890, DTSR50, DXS1067, 

DXS9907). Khi khuếch đại 5 marker STR này ứng dụng trong chẩn đoán 

trước sinh, tỷ lệ xuất hiện ít nhất 2/5 marker dị hợp tử là 97,76%.  

  Trong nghiên cứu này, chúng tôi ứng dụng 5 marker STR có tỷ lệ dị 

hợp cao nhất được tìm thấy ở trên để ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh 

bệnh DMD. 

3.2.2. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng 

kỹ thuật Microsatellite DNA 

Nghiên cứu tiến hành chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 51 thai nhi 

có nguy cơ cao mắc DMD của 45 thai phụ (6 thai phụ mang thai 2 lần). Các 

thai phụ được thực hiện thủ thuật chọc ối ở tuổi thai từ 17 tuần. Với mỗi 

trường hợp, 15ml dịch ối được thu thập trong đó 5ml được tách chiết DNA để 

phân tích gen dystrophin, 10ml dịch ối được nuôi cấy tế bào ối xác định các 

bất thường NST của thai nhi. 

 

 

Hình 3.19. Sơ đồ kết quả chẩn đoán trước sinh DMD 

 

51 Thai nhi chẩn đoán
trước sinh DMD

10 thai mắc
DMD (19,6%)

6 thai nữ (11,8%)45 thai nam ( 88,2%)

3 thai bình
thường (5,9%)

3 thai dị hợp tử
(5,9%)

35 thai bình
thường (68,6%)
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Hình 3.20. Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD 

Nhận xét: 

 Trong 51 thai nhi chẩn đoán trước sinh DMD có 45 thai nam (chiếm tỷ 

lệ 88,2%) và 6 thai nữ (chiếm 11,8%). Kết quả chẩn đoán xác định 10 trường 

hợp thai nam mắc DMD chiếm tỷ 19,6%; 35 trường hợp thai nam bình 

thường chiếm tỷ lệ 68,6%, 2 trường hợp thai nữ mang gen đột biến dị hợp tử 

chiếm tỷ lệ 5,9% và 2 trường hợp thai nữ bình thường chiếm tỷ lệ 5,9%.  

 

 

Hình 3.21. Tỷ lệ các loại đột biến phát hiện ở thai nam bị bệnh 

Thai nam
bị DMD

Thai nam bình 
thường

Thai nữ mang 
gen đột biến dị 

hợp tử

Thai nữ bình 
thường

69%

19%
6%6%

Đột biến 
xóa đoạn

Đột biến 
lặp đoạn

Đột biến 
điểm

60%

20%

20%
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Nhận xét: 

 10 trường hợp thai nam được chẩn đoán xác định mang đột biến gen 

dystrophin trong đó phát hiện 6 trường hợp đột biến xoá đoạn chiếm tỷ lệ 

60%, 2 trường hợp đột biến lặp đoạn chiếm tỷ lệ 20% và 2 trường hợp đột 

biến điểm chiếm tỷ lệ 20%. 

 Thai nhi được chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cũng đồng thời được 

lấy dịch ối thực hiện xét nghiệm nuôi cấy tế bào ối làm NST đồ để phát hiện 

các bất thường về số lượng và cấu trúc NST. 

Bảng 3.10. Kết quả nuôi cấy tế bào ối làm NST đồ 

 n Tỷ lệ (%) 

Bất thường NST 0 0 

Bình thường 51 100 

Tổng 51 100 

Nhận xét: 

 Trong 51 thai nhi được làm NST đồ, không phát hiện thấy trường hợp 

nào có các bất thường NST kèm theo. 

Bảng 3.11. Tỷ lệ sẩy thai sau thủ thuật chọc hút nước ối 

 n Tỷ lệ (%) 

Sảy thai 0 0 

Không sẩy thai 51 100 

Tổng 51 100 

Nhận xét: 

Không ghi nhận tai biến sẩy thai nào trong 51 trường hợp chọc hút nước 

ối để chẩn đoán trước sinh. Tỷ lệ thành công của thủ thuật là 100%. 
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Bảng 3.12. Kết quả thai kỳ trên nhóm thai nam được chẩn đoán bị DMD 

 n Tỷ lệ (%) 

Đình chỉ thai nghén 9 90 

Giữ thai 1 10 

Tổng 10 100 

Nhận xét: 

 Qua chẩn đoán trước sinh 51 trường hợp, xác định được 10 trường hợp 

thai nam mắc DMD. Thai phụ đã được tư vấn di truyền và tư vấn về tình 

trạng bệnh lý của thai nhi. 9/10 thai phụ quyết định đình chỉ thai nghén chiếm 

tỷ lệ 90%, 1 trường hợp quyết định giữ thai chiếm tỷ lệ 10%. 

Trong 45 thai phụ có nguy cơ cao sinh con mắc DMD, có 7 trường  

hợp không phát hiện được đột biến từ mẫu máu của thai phụ và 38 trường 

hợp được xác định là người lành mang gen bệnh. Kết quả chẩn đoán trước 

sinh bệnh DMD cho 2 nhóm thai phụ này được trình bày dưới đây (mục 

3.2.2.1 và 3.2.2.2) 
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Hình 3.22. Sơ đồ chẩn đoán trước sinh các trường hợp thai phụ có nguy cơ cao sinh con mắc DMD

45 thai phụ chẩn đoán
trước sinh DMD

CĐTS 

Microsatellite
+ MLPA/

PCR

7 thai phụ không mang gen 
đột biến

38 thai phụ mang gen 
đột biến dị hợp tử

CĐTS 

MLPA

CĐTS 

Microsatellite

+ GTTG

CĐTS

MLPA

12 thai phụ có tiền sử
gia đình rõ ràng

3 thai phụ
mang thai nữ

23 thai phụ có tiền sử
gia đình không rõ ràng

CĐTS 

Microsatellite

3 thai phụ
mang thai nam

9 thai
phụ

mang đột
biến gen 
xoá đoạn

1 thai
phụ

mang
đột biến

điểm

1 thai
phụ

mang đột
biến gen 
lặp đoạn

CĐTS 

Microsatellite
+ MLPA

CĐTS 

Microsatellite
+ GTTG

18 thai phụ
mang đột
biến gen 
xoá /lặp

đoạn

5 thai phụ
mang đột
biến điểm

35 thai phụ mang
thai nam

3 thai phụ mang
thai nữ

CĐTS 

Microsatellite
+ MLPA/

PCR

CĐTS 

MLPA/
PCR/

GTTG

1 thai phụ
không xác
định được
đột biến

gen
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3.2.2.1. Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho các thai phụ là người lành 

mang gen bệnh 

Nghiên cứu tiến hành chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 44 thai nhi 

của 38 bà mẹ là người lành mang gen bệnh (6 thai phụ mang thai 2 lần). Các 

thai nhi được xác định giới tính từ DNA dịch ối, xác định 3 thai nữ và 41 thai 

nam. Các trường hợp thai nữ được tư vấn xác định người lành mang gen 

bệnh. Các trường hợp thai nam được tư vấn chẩn đoán bệnh DMD. 

Tiến hành chẩn đoán trước sinh cho 3 thai nữ bằng kỹ thuật MLPA, phát 

hiện 1 thai nữ mang gen đột biến dị hợp tử và 2 thai nữ bình thường. Tiến 

hành chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 41 thai nam từ 35 thai phụ trong 

đó có 12 thai phụ thuộc phả hệ có tiền sử bệnh rỡ ràng và 23 thai phụ thuộc 

phả hệ có tiền sử bệnh không rõ ràng. Kết quả chẩn đoán trước sinh được mô 

tả dưới đây. 

* Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho các thai phụ trong phả hệ có tiền 

sử bệnh rõ ràng: 12 thai phụ 

Trong nghiên cứu, 16 thai nam của 12 thai phụ (4 thai phụ mang thai 2 

lần) được chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite DNA, đồng thời 

được đối chiếu kết quả bằng các kỹ thuật chẩn đoán đột biến trực tiếp như 

MLPA, PCR, giải trình tự gen. 

Sử dụng 5 marker STR được xác định có tỷ lệ dị hợp cao được mô tả 

trong mục 3.2.1 để ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh cho 12 thai phụ. 

11/12 thai phụ không cần khuếch đại thêm marker STR khác. Chỉ 1 trường 

hợp thai phụ cần tìm thêm marker STR dị hợp tử. 
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Hình 3.23. Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD trong nhóm thai phụ có 

phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng  

Nhận xét: 

Trong 16 thai nam được chẩn đoán trước sinh bệnh DMD phát hiện 5 

trường hợp thai bị bệnh chiếm tỷ lệ 31% và 11 trường hợp thai bình thường 

chiếm tỷ lệ 69%. 5 trường hợp thai nam bị DMD có 2 trường hợp mang đột 

biến lặp đoạn và 3 trường hợp mang đột biến xoá đoạn. 

16 thai nhi được thực hiện chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA đều được đối chiếu kết quả bằng kỹ thuật PCR, MLPA 

hoặc giải trình tự gen và cho kết quả tương đồng nhau. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne của thai phụ 

mang đột biến xoá đoạn vùng 5’ tận 

Phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng với 3 thành viên nam bị DMD trong đó 

2 người đã tử vong. Người bệnh DMD được xác định mang đột biến xoá đoạn 

exon 3 đến 13 vùng 5’ tận trên gen dystrophin. Thai phụ có tiền sử sinh con 

trai mắc DMD đã được xác định là người lành mang gen bệnh. Thai phụ 

mang thai lần 4 và được tư vấn chẩn đoán trước sinh bệnh DMD. 

Thai nam bị 
DMD: 31%

Thai nam bình 
thường:

69%
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Hình 3.24. Sơ đồ phả hệ gia đình người bệnh DMD.07 

  Kỹ thuật Microsatellite DNA được thực hiện đồng thời với kỹ thuật 

MLPA để chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite DNA: 

  Khuếch đại 5 marker STR có tỷ lệ dị hợp cao nhất tìm được qua nghiên 

cứu, xác định được 3 marker dị hợp tử ở thai phụ gồm marker DXS890, 

DXS1067 và DSTR50. 

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bị bệnh DMD đã tử vong

Người nữ mang gen bệnh Người nam bình thường

Người nam bị bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

I

II

III

1

321

3

4

21 654

Thai phụ
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Hình 3.25. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ D.07 

bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

Alen
đột biến

Alen
bình thường

DXS890

XB Xb

THAI PHỤ

THAI NHI

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)

A

170

170

174

174

Alen
đột biến

Alen
bình thường

DXS1067

XB Xb

THAI PHỤ

THAI NHI

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)

B

222

214

214

222

Alen
đột biến

Alen
bình thường DSTR50

XB Xb

THAI PHỤ

THAI NHI

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)

C

234

242

242

234
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Phân tích hình ảnh STR của marker DXS890 (hình A) cho thấy người 

bệnh DMD chỉ xuất hiện 1 đỉnh alen kích thước 174bp tương ứng với 1 alen 

trên NST X (XbY). Ở thai phụ xuất hiện 2 đỉnh kích thước 170bp và 174bp 

tương ứng với 2 alen trên 2 NST X (XBXb). Đỉnh alen kích thước 174bp của 

thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD. Do đó alen kích 

thước 174bp là alen bệnh, alen kích thước 170bp là alen bình thường.  

Phân tích tương tự với marker DXS1067 (hình B) nhận thấy đỉnh alen 

kích thước 222bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD, do 

đó đỉnh kích thước 222bp là đỉnh alen bệnh, đỉnh kích thước 214bp là đỉnh alen 

bình thường. Phân tích marker DSTR50 xác định đỉnh kích thước 242bp là đỉnh 

alen bệnh, đỉnh kích thước 234bp là đỉnh alen bình thường.  

Kết quả phân tích mẫu ối của thai nhi cho thấy thai nhi nhận các alen 

bình thường từ người mẹ ở cả 3 marker: marker DXS890 nhận alen 170bp, 

marker DXS1067 nhận alen 214bp, marker DSTR50 nhận alen 234bp. Kết 

quả chẩn đoán thai nhi không mắc DMD.  

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật MLPA 

 

Hình 3.26. Kết quả chẩn đoán trước sinh của thai phụ DMD.07 

bằng kỹ thuật MLPA  

A

B
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Nhận xét: 

Hình ảnh phân tích MLPA của mẫu ối cho thấy tại probe tương ứng với 

các exon 3-13. Cường độ tín hiệu của đỉnh giống các exon khác (Hình A). 

Phân tích tỷ lệ RPA tại các exon từ 3 đến 13 của mẫu ối so với mẫu chứng 

dao động quanh mức 1 giống tỷ lệ RPA của các exon khác (Hình B). Như vậy 

thai nhi không bị đột biến gen dystrophin giống như anh trai thai nhi. Kết quả 

chẩn đoán thai nhi không mắc DMD.  

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi của thai phụ 

DMD.07 bằng kỹ thuật Microsatellite DNA và MLPA là tương đồng nhau. 

Kết quả nuôi cấy tế bào ối không phát hiện bất thường về số lượng và 

cấu trúc nhiễm sắc thể ở thai nhi. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne của thai phụ là 

người lành mang đột biến xoá đoạn vùng 5’ tận 

Phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng với 3 thành viên nam bị DMD trong đó 

2 người đã tử vong. Người bệnh DMD được xác định mang đột biến xoá đoạn 

exon 12-13 vùng 5’ tận trên gen dystrophin. Thai phụ có tiền sử sinh con trai 

mắc DMD, được xác định là người lành mang gen bệnh. Thai phụ mang thai 

lần 3 và được tư vấn chẩn đoán trước sinh bệnh DMD. 

 
Hình 3.27. Sơ đồ phả hệ gia đình thai phụ DMD.16 

I

II

III

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bị bệnh DMD đã tử vong

Người nữ mang gen bệnh Người nam bình thường

Người nam bị bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

1

54321

431 52

Thai phụ
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  Kỹ thuật Microsatellite DNA được thực hiện đồng thời với kỹ thuật 

MLPA để chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

  Khuếch đại 5 marker STR từ mẫu máu thai phụ, xác định được 2 

marker dị hợp tử là DXS2067 và DSTR50. 

 

Hình 3.28. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ D.16 

bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

Alen
đột biến

Alen
bình thường DXS1067

XB Xb

THAI PHỤ

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)

THAI NHI

222

214

214

222

A

Alen
đột biến

Alen
bình thường

DSTR50

XB
Xb

THAI PHỤ

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)

THAI NHI

B

232

242

242

232
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Phân tích hình ảnh STR, với marker DXS1067 (hình A) người bệnh 

DMD chỉ xuất hiện 1 đỉnh kích thước 222bp tương ứng với 1 alen trên NST 

X (XbY). Ở thai phụ thấy xuất hiện 2 đỉnh kích thước 214bp và 222bp tương 

ứng với 2 alen trên 2 NST X (XBXb). Nhận thấy đỉnh alen kích thước 222bp 

của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD. Do đó alen kích 

thước 222bp là alen bệnh, alen kích thước 214bp là alen bình thường.  

Phân tích tương tự với marker DSTR50 (hình B) nhận thấy đỉnh alen kích 

thước 242bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD, do đó đỉnh 

kích thước 242bp là đỉnh alen bệnh, đỉnh kích thước 232bp là đỉnh alen bình thường.  

Kết quả phân tích mẫu ối cho thấy thai nhi nhận các alen bình thường 

từ người mẹ ở cả 2 marker: marker DXS1067 nhận alen 214bp, marker 

DSTR50 nhận alen 232bp. Kết quả chẩn đoán thai nhi không mắc DMD.  

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật MLPA 

 

Hình 3.29. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ D.16 

bằng kỹ thuật MLPA 

Nhận xét:  

Hình ảnh phân tích MLPA của mẫu ối tại probe tương ứng với các 

exon 12-13 cho thấy cường độ tín hiệu của đỉnh giống các exon khác. Phân 

tích tỷ lệ RPA tại các exon 12 và 13 của mẫu ối so với mẫu chứng dao động 

quanh mức 1 giống tỷ lệ RPA của các exon khác. Kết quả chẩn đoán thai nhi 

không mắc DMD. 

A

B

A

B
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Hai kỹ thuật Microsatellite DNA và MLPA cho kết quả chẩn đoán 

trước sinh DMD tương đồng nhau. 

Kết quả nuôi cấy tế bào ối không phát hiện bất thường về số lượng và 

cấu trúc nhiễm sắc thể ở thai nhi. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne của thai phụ 

mang đột biến điểm mất 1 nucleotid  

  Theo phả hệ gia đình, thai phụ DMD.27 có một người con trai bị DMD 

và một người con gái là người lành mang gen bệnh. Kết quả giải trình tự gen 

của người bệnh DMD phát hiện đột biến thay thế nucleotide G thành A tại vị 

trí c.10223 trên intron 70 của gen dystrophin. Thai phụ được xác định là 

người lành mang gen bệnh. Thai phụ mang thai lần 3, được tư vấn và chẩn 

đoán trước sinh bệnh DMD.  

 
 

Hình 3.30. Sơ đồ phả hệ gia đình thai phụ DMD.27 

  Kỹ thuật Microsatellite DNA được thực hiện đồng thời cùng với kỹ 

thuật giải trình tự gen để chẩn đoán trước sinh DMD cho thai nhi. 

  

I

II

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

Người nam bị bệnh

1

21 3

Thai phụ
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Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

  Khuếch đại 5 marker STR, xác định được 2 marker dị hợp tử từ mẫu 

máu của thai phụ là DXS890 và DXS1067. 

 

Hình 3.31. Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD của thai phụ D.27 

bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

Alen
đột biến

Alen
bình thường

DXS890

XB Xb

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)

THAI NHI

THAI PHỤ

174

170

174

170

A

Alen
đột biến

Alen
bình thường

THAI NHI

THAI PHỤ

DXS1067

XB Xb

BỆNH NHÂN
214

214

226

226

B
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Phân tích hình ảnh STR của marker DXS890 (hình A) cho thấy người 

bệnh DMD chỉ xuất hiện 1 đỉnh kích thước 170bp tương ứng với 1 alen trên 

NST (XbY). Ở thai phụ thấy xuất hiện 2 đỉnh kích thước 170bp và 174bp tương 

ứng với 2 alen trên 2 NST X (XBXb). Nhận thấy đỉnh alen kích thước 170bp 

của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD. Do đó alen kích 

thước 170bp là alen bệnh, alen kích thước 174bp là alen bình thường.  

Phân tích tương tự với marker DSTR1067 (hình B) nhận thấy đỉnh alen 

kích thước 214bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD, 

do đó đỉnh kích thước 214bp là đỉnh alen bệnh là đỉnh kích thước 226bp là 

đỉnh alen bình thường.  

Kết quả phân tích mẫu ối của thai nhi cho thấy thai nhi nhận các alen 

bình thường từ mẹ ở cả 2 marker: marker DXS890 nhận alen 174bp, marker 

DSTR1067 nhận alen 226bp. Kết quả chẩn đoán thai nhi không mắc DMD.  

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

Tiến hành giải trình tự cho DNA thai nhi từ dịch ối. 

 

Hình 3.32. Kết quả giải trình tự gen trong chẩn đoán trước sinh bệnh DMD 

của thai phụ DMD.27 

Người bình thường

c.10223G c.10223+1 G>A

Bệnh nhân DMD

c.10223G

Mẫu ốiMẹ bệnh nhân/thai phụ

c.10223+1 G>A
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Kết quả giải trình tự gen của người bệnh DMD phát hiện đột biến thay 

thế nucleotide G thành A tại vị trí c.10223 trên intron 70 của gen dystrophin. 

Kết quả giải trình tự gen của thai phụ DMD.27 (mẹ người bệnh) cho thấy tại 

vị trí giống người con bị DMD thấy xuất hiện 2 đỉnh chồng lên nhau, từ đó 

xác định mẹ người bệnh là người lành mang gen bệnh. Kết quả giải trình tự 

gen ở thai nhi không xuất hiện đột biến tại vị trí c.10223 giống người bệnh 

DMD. Kết quả chẩn đoán thai nhi không mắc DMD.  

Kỹ thuật Microsatellite DNA và MLPA cho kết quả tương đồng nhau 

trong chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi của thai phụ DMD.27. 

Kết quả nuôi cấy tế bào ối không phát hiện bất thường về số lượng và 

cấu trúc nhiễm sắc thể ở thai nhi. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne của thai phụ 

mang đột biến lặp đoạn 

Theo phả hệ gia đình thai phụ DMD.28, thai phụ có em trai bị DMD 

mang đột biến lặp đoạn exon 14 – 43 gen dystrophin. Thai phụ được xác định 

là người lành mang gen đột biến bằng kỹ thuật MLPA. Thai phụ mang thai 2 

lần, được chọc hút nước ối chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi bằng 

kỹ thuật Microsatellite DNA và MLPA. 

 
Hình 3.33. Sơ đồ phả hệ gia đình thai phụ DMD.28 

Chú thích

Người nam bị bệnh DMD đã tử vong Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai bị DMD đã đình chỉ thai nghén

I

II

III

1

21

1 2

Thai phụ
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Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

Kỹ thuật Microsatellite DNA xác định được 2 marker dị hợp tử từ mẫu 

máu của thai phụ là DSTR 44 và DSTR49. Ứng dụng kỹ thuật Microsatellite 

DNA chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi từ dịch ối. 

 

Hình 3.34. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ D.28 

bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

Alen
đột biến

Alen
bình thường

BỆNH NHÂN
(EM TRAI THAI PHỤ)

THAI NHI

THAI PHỤ

DSTR49

XB Xb

MẸ THAI PHỤ

226

226

242

242

242

242

B

Alen
đột biến

Alen
bình thường

BỆNH NHÂN
(EM TRAI THAI PHỤ)

THAI NHI

THAI PHỤ

DSTR44

XBXb

MẸ THAI PHỤ

181

185

181

181

181

A
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Phân tích hình ảnh STR của marker DSTR44 (hình A) cho thấy người 

bệnh DMD (em trai thai phụ) chỉ xuất hiện 1 đỉnh kích thước 181bp tương 

ứng với 1 alen trên nhiễm sắc thể X (XbY). Ở mẹ người bệnh DMD chỉ xuất 

hiện 1 đỉnh có kích thước 181 bp cho thấy đây là alen đồng hợp tử. Ở thai phụ 

xuất hiện 2 đỉnh có kích thước 181bp và 185bp (hình A), tương ứng với 2 

alen nằm trên 2 nhiễm sắc thể X (XBXb). Nhận thấy đỉnh alen kích thước 

181bp của người bệnh DMD trùng khớp với 1 đỉnh ở mẫu người mẹ và chị 

gái mình (thai phụ). Do đó alen kích thước 181bp là alen bệnh, alen kích 

thước 185bp là alen bình thường 

Phân tích tương tự với marker DSTR49 (hình B) nhận thấy đỉnh alen 

kích thước 242bp của thai phụ (chị người bệnh) và mẹ người bệnh trùng khớp 

với đỉnh alen của người bệnh DMD, do đó đỉnh kích thước 242bp là đỉnh alen 

bệnh, đỉnh kích thước 226bp là đỉnh alen bình thường.  

Kết quả phân tích mẫu ối của thai nhi cho thấy thai nhi nhận các alen 

bệnh từ thai phụ ở cả 2 marker: marker DSTR44 nhận alen 181bp, marker 

DSTR49 nhận alen 242bp. Kết quả chẩn đoán thai nhi bị bệnh DMD.  

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật MLPA 

 

Hình 3.35. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ D.28 

bằng kỹ thuật MLPA 
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Hình ảnh phân tích MLPA của mẫu ối cho thấy tại probe tương ứng với 

các exon 14-43 cho thấy cường độ tín hiệu của đỉnh cao hơn mẫu người bình 

thường. Phân tích tỷ lệ RPA tại các exon từ 14 đến 43 của thai nhi so với 

chứng lớn hơn 1,5 trong khi của các exon khác giao động quanh mức 1. Như 

vậy xác định thai nhi mang đột biến lặp đoạn các exon từ 14 đến 43. Kết quả 

chẩn đoán thai nhi mắc DMD. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi của thai phụ 

DMD.28 bằng kỹ thuật Microsatellite DNA và MLPA là tương đồng nhau. 

Kết quả nuôi cấy tế bào ối không phát hiện bất thường về số lượng và 

cấu trúc nhiễm sắc thể ở thai nhi. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho thai phụ là người lành mang gen 

bệnh nhưng không xác định được đột biến  

Qua phân tích phả hệ, thai phụ DMD.31 có hai con trai bị DMD được 

xác định là người lành mang gen bệnh. Tuy nhiên, kỹ thuật MLPA và giải 

trình tự gen không phát hiện được đột biến ở thai phụ và con trai mắc DMD. 

Thai phụ mang thai lần 3, được tư vấn chẩn đoán trước sinh bệnh DMD. 

 

Hình 3.36. Sơ đồ phả hệ gia đình thai phụ DMD.31  

Do không xác định được đột biến ở người bệnh DMD và thai phụ nên 

không thể chẩn đoán trước sinh bằng các kỹ thuật chẩn đoán đột biến trực tiếp 

(PCR, MLPA, giải trình tự gen). Thai nhi chỉ có thể được chẩn đoán trước 

sinh DMD bằng kỹ thuật chẩn đoán đột biến gián tiếp Microsatellite DNA.  

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

Người nam bị bệnh

I

II

III

1

21

31 2

Thai phụ
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Hình 3.37. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ DMD.31 

bằng kỹ thuật Microsatellite DNA  

DSTR49

XB Xb

XB

Xb

Đột biếnBình thườngA

Bệnh nhân

Mẹ bệnh nhân

Thai nhi

236

236

251

251

DXS9907

XB Xb

Xb

XB

Đột biếnBình thườngB

Bệnh nhân

Mẹ bệnh nhân

Thai nhi

210

210202

202

BỆNH NHÂN

THAI NHI

MẸ BỆNH NHÂN

XBXb

Xb

XB

Alen
đột biến

Alen
bình thườngC DSTR50

241

246

241

246

250

250

242

242
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Tiến hành khuếch đại 5 marker STR có tỷ lệ dị hợp cao nhất tìm được 

qua nghiên cứu. Xác định được 3 marker dị hợp tử ở thai phụ bao gồm 

DXS9907, DSTR50 và DSTR49. 

Phân tích hình ảnh STR cho thấy với marker DSTR49 (hình A), người 

bệnh DMD chỉ xuất hiện 1 đỉnh kích thước 250bp tương ứng với 1 alen trên 

nhiễm sắc thể X (XbY). Ở thai phụ thấy xuất hiện 2 đỉnh kích thước 250bp 

và 236bp tương ứng với 2 alen trên 2 NST X (XBXb). Đỉnh alen kích thước 

250bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD. Do  

đó xác định alen kích thước 250bp là alen bệnh, alen kích thước 236 bp là 

alen bình thường.  

Phân tích tương tự với marker DXS9907 (hình B) và marker DSTR50 

(hình C). Với marker DXS9907, hình ảnh phân tích cho thấy đỉnh alen kích 

thước 210bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD, do 

đó đỉnh kích thước 210bp là đỉnh alen bệnh, đỉnh kích thước 202bp là đỉnh 

alen bình thường. Với marker DSTR50, hình ảnh phân tích cho thấy đỉnh alen 

kích thước 242bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD, 

do đó đỉnh kích thước 242bp là đỉnh alen bệnh, đỉnh kích thước 246bp là đỉnh 

alen bình thường.  

Kết quả phân tích mẫu ối của thai nhi cho thấy thai nhi nhận các alen 

bình thường từ người mẹ ở cả 3 marker (marker DSTR49 nhận alen 236bp, 

marker DXS9907 nhận alen 202bp, marker DSTR50 nhận alen 246bp). Kết 

quả chẩn đoán thai nhi không mắc DMD.  

Kết quả nuôi cấy tế bào ối không phát hiện bất thường về số lượng và 

cấu trúc nhiễm sắc thể ở thai nhi qua nuôi cấy tế bào ối. 

* Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho các thai phụ trong phả hệ có tiền 

sử bệnh không rõ ràng: 23 thai phụ 
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23 thai phụ thuộc các phả hệ chỉ có 1 thành viên nam bị DMD. Các thai 

phụ được xác định là người lành mang gen đột biến bằng kỹ thuật MLPA và 

giải trình tự gen. Tiến hành chẩn đoán trước sinh cho 25 thai nam từ 23 bà mẹ 

(trong đó có 2 thai phụ mang thai 2 lần).  

Tiến hành chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 25 thai nhi bằng kỹ 

thuật Microsatellite DNA và các kỹ thuật chẩn đoán đột biến trực tiếp (PCR, 

MPLA, giải trình tự gen). Kết quả chẩn đoán 20 trường hợp thai nam bình 

thường và 5 thai nam bị DMD. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD của thai phụ mang đột biến điểm thay thế 

1 nucleotid 

Phả hệ gia đình thai phụ DMD.32 có 1 người thành viên nam mắc 

DMD. Người bệnh được chẩn đoán mang gen đột biến điểm p.Arg2094Ter 

bằng kỹ thuật giải trình tự gen. Thai phụ được xác định là người lành mang 

gen bệnh bằng kỹ thuật giải trình tự gen. Thai phụ mang thai lần 3, được tư 

vấn chẩn đoán trước sinh bệnh DMD.  

 

Hình 3.38. Sơ đồ phả hệ gia đình thai phụ DMD.32 

Kỹ thuật Microsatellite DNA được thực hiện đồng thời cùng với kỹ thuật 

MLPA để chẩn đoán trước sinh DMD cho thai nhi. 

 

I

II

Chú thích
Người nữ bình thường Người nam bình thường

Người nữ mang gen bệnh Thai chẩn đoán trước sinh DMD

Người nam bị bệnh

1

21 3

Thai phụ
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Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 

 
 

Hình 3.39. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của thai phụ D.32 

bằng kỹ thuật Microsatellite DNA 
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bình thường

BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)
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BỆNH NHÂN
(CON TRAI THAI PHỤ)
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THAI PHỤ
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XB Xb
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Với kỹ thuật Microsatellite DNA, khuếch đại được 3 marker STR dị 

hợp tử từ mẫu máu của thai phụ là DXS890, DSTR49 VÀ DXS9907. 

Phân tích hình ảnh STR cho thấy với marker DXS890 (hình A), người 

bệnh DMD chỉ xuất hiện 1 đỉnh kích thước 178bp. Ở thai phụ thấy xuất hiện 

2 đỉnh kích thước 178bp và 170bp. Đỉnh alen kích thước 178bp của thai phụ 

trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD. Do đó alen kích thước 178bp 

là alen bệnh, alen kích thước 170bp là alen bình thường.  

Phân tích tương tự với marker DSTR49 (hình B) cho thấy đỉnh alen 

kích thước 250bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD, 

được xác định là đỉnh alen bệnh, đỉnh kích thước 246bp là đỉnh alen bình 

thường. Với marker DXS9907, đỉnh kích thước 214bp là đỉnh alen bệnh, đỉnh 

kích thước 206bp là đỉnh alen bình thường.  

Kết quả phân tích mẫu ối của thai nhi cho thấy thai nhi nhận các alen 

bệnh từ mẹ ở cả 3 marker: marker DXS890 nhận alen 178bp, marker DSTR49 

nhận alen 250bp, marker DXS9907 nhận alen 214bp. Kết quả chẩn đoán thai 

nhi bị mắc bệnh DMD.  

Kết quả chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

 
Hình 3.40. Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD bằng kỹ thuật giải 

trình tự gen của thai phụ DMD.32 

Người bình thường

Exon 43
c.6282C

Bệnh nhân

Mẹ bệnh nhân 

Exon 43
c.6282C>T
p.R2094X

Exon 43
c.6282C>T
p.R2094X

Thai nhi

Exon 43
c.6282C>T
p.R2094X
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Kết quả giải trình tự gen của người bệnh DMD phát hiện đột biến thay 

thế nucleotide C thành T tại vị trí c.6282 trên exon 43 của gen dystrophin, 

thay đổi bộ ba CGA mã hoá acid amin Arginine thành bộ ba mã kết thúc TGA 

tạo mã kết thúc sớm. Kết quả giải trình tự gen của thai phụ DMD.32 (mẹ 

người bệnh) cho thấy tại vị trí giống người con bị DMD xuất hiện 2 đỉnh 

chồng lên nhau, từ đó xác định mẹ người bệnh là người lành mang gen bệnh. 

  Kết quả giải trình tự gen ở thai nhi xác định có đột biến tại vị trí c.6282 

giống người bệnh DMD. Kết quả chẩn đoán thai nhi mắc DMD. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi của thai phụ 

DMD.32 bằng kỹ thuật Microsatellite DNA và MLPA là tương đồng nhau. 

Kết quả nuôi cấy tế bào ối không phát hiện bất thường về số lượng và 

cấu trúc nhiễm sắc thể ở thai nhi. 

3.2.2.2. Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho các thai phụ không mang 

gen bệnh 

   Trong nghiên cứu có 7 trường hợp thai phụ có tiền sử sinh 1 con trai 

mắc DMD nhưng xét nghiệm chẩn đoán người mang gen (MLPA, giải trình 

tự gen) không tìm thấy đột biến từ mẫu máu của thai phụ. Trong trường hợp 

này thai phụ có thể mang gen đột biến ở trạng thai khảm hoặc đột biến ở con 

trai thai phụ là đột biến mới.  

  Qua tư vấn, cả 7 thai phụ này đều có nguyện vọng chẩn đoán trước sinh 

DMD cho thai nhi. 
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Bảng 3.13. Kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho thai nhi của những  

thai phụ không phát hiện đột biến từ mẫu máu 

 n Tỷ lệ (%) 

Thai nam Bị bệnh 0 0 

Bình thường 4 57,1 

Thai nữ Di hợp tử 2 28,6 

Bình thường 1 14,3 

Tổng 7 100 

Nhận xét: 

  Trong 7 trường hợp chẩn đoán trước sinh, có 4 trường hợp mang thai 

nam và 3 trường hợp mang thai nữ. Chẩn đoán trước sinh cho kết quả cả 4 

thai nam đều không mắc DMD chiếm tỷ lệ 57,1%; 2 thai nữ mang gen đột 

biến dị hợp tử chiếm tỷ lệ 28,6% và 1 thai nữ bình thường chiếm tỷ lệ 14,3%.  

  Cả 7 trường hợp đều được tư vấn giữ thai. 
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CHƯƠNG 4 

BÀN LUẬN 

 

Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne (DMD) là bệnh lý di truyền thần kinh 

cơ hay gặp nhất trong nhóm bệnh lý loạn dưỡng cơ với tần suất 1/3600 trẻ 

trai, đặc trưng bởi sự yếu cơ tiến triển, phì đại bắp chân, tăng sinh tổ chức cơ 

và chậm phát triển trí tuệ. Người bệnh thường mất khả năng đi ở lứa tuổi 11-

12 và tử vong ở lứa tuổi 20 do các biến chứng tim mạch và hô hấp [33],[51]. 

Loạn dưỡng cơ Duchenne là bệnh di truyền liên kết NST giới tính X và không 

có alen tương ứng trên NST Y, gây ra bởi đột biến gen dystrophin, một trong 

những gen lớn nhất cơ thể với kích thước 2,4 Mb gồm 79 exon mã hoá cho 

mRNA dài 14.000bp [1],[59]. Năm 1986, gen dystrophin đã được tìm ra bởi 

Monaco và cộng sự, từ đó hàng nghìn đột biến đã được mô tả trên khắp thế 

giới. Những hướng điều trị mới được nghiên cứu và thử nghiệm như liệu pháp 

gen, liệu pháp tế bào đã mở ra những triển vọng trong điều trị bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne. Những năm gần đây, với những tiến bộ trong chăm sóc 

và phục hồi chức năng đã giúp nâng cao chất lượng cuộc sống, đồng thời 

kéo dài thời gian đi lại cũng như tuổi thọ của người bệnh DMD [36],[37]. 

Tuy nhiên đến nay bệnh DMD vẫn chưa có phương pháp điều trị đặc hiệu. 

Vì vậy, xác định người lành mang gen bệnh và chẩn đoán trước sinh bệnh 

DMD đóng một vai trò quan trọng giúp phát hiện các trường hợp mắc 

DMD từ trong thời kỳ bào thai, từ đó đưa ra tư vấn cho thai phụ và gia 

đình, giúp giảm tỷ lệ sinh con mắc bệnh.  

Do kích thước gen lớn, việc phát hiện đột biến trên gen dystrophin luôn 

là một thách thức. Rất nhiều kỹ thuật di truyền phân tử đã và đang được ứng 

dụng trong xác định người lành mang gen bệnh. Tuy nhiên trong các kỹ thuật 

đó thì kỹ thuật MLPA được đánh giá có nhiều ưu điểm vượt trội với khả năng 
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phát hiện các đột biến xoá đoạn cũng như lặp đoạn (chiếm 70-75%) trên toàn 

bộ 79 exon của gen dystrophin trong thời gian ngắn (từ 3-7 ngày) 

[85],[100],[101]. Còn với các đột biến điểm (chiếm tỷ lệ 25-30%), cần phải 

ứng dụng kỹ thuật giải trình tự 79 exon để xác định đột biến [2].  

Chẩn đoán trước sinh bệnh DMD hiện nay thường được thực hiện bằng 

kỹ thuật PCR, MLPA hay giải trình tự gen, xác định chính xác các đột biến ở 

thai nhi dựa vào đột biến chỉ điểm ở người bệnh DMD trong phả hệ [46],[46]. 

Tuy nhiên, trong một số trường hợp không phát hiện thấy đột biến hoặc việc 

phát hiện đột biến gặp khó khăn do cấu trúc gen lớn. Hơn nữa, ở điều kiện 

Việt Nam, nhiều gia đình người bệnh có hoàn cảnh khó khăn, không có khả 

năng chi trả cho các xét nghiệm xác định đột biến gen thì việc ứng dụng kỹ 

thuật phân tích gián tiếp Microsatellite DNA dựa vào xác định alen đột biến 

(linkage analysis) đã giúp khắc phục những khó khăn trên với giá thành xét 

nghiệm rẻ và thời gian trả kết quả nhanh [15],[90],[102]. Nghiên cứu đã xác 

định người lành mang gen bệnh trong các phả hệ gia đình người bệnh DMD, 

chẩn đoán trước sinh bệnh DMD bằng kỹ thuật Microsatellite DNA. 

4.1. Phát hiện người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng 

kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen 

 Loạn dưỡng cơ Duchenne là bệnh lý di truyền gen lặn, liên kết với NST 

giới tính X, không có alen tương ứng trên Y. Người mẹ mang gen đột biến dị 

hợp tử có khả năng truyền gen bệnh cho các con. 50% con trai sẽ bị DMD và 

50% con gái sẽ là người lành mang gen bệnh giống mẹ [6]. Những người con 

gái mang gen bệnh sau khi trưởng thành và kết hôn sẽ lại có khả năng sinh 

con trai bị DMD. Theo các nghiên cứu, 2/3 người bệnh DMD nhận gen đột 

biến từ mẹ và 1/3 các trường hợp là đột biến mới phát sinh trong quá trình tạo 

giao tử. Chính vì vậy, việc chẩn đoán người lành mang gen bệnh và tư vấn 

trước sinh cho các thành viên nữ trong gia đình người bệnh đóng vai trò hết 
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sức quan trọng trong việc giảm tỷ lệ sinh con mắc bệnh, từ đó giúp giảm tỷ lệ 

bệnh DMD trong cộng đồng thông qua chẩn đoán trước sinh hay gần đây là 

chẩn đoán tiền làm tổ.  

Người phụ nữ mang gen bệnh không có biểu hiện lâm sàng, chỉ một số 

ít trường hợp có tăng nhẹ nồng độ CK máu và khoảng 8% có biểu hiện yếu cơ 

nhẹ [4],[6], chính vì vậy xét nghiệm gen là phương pháp giúp chẩn đoán 

chính xác tình trạng mang gen đột biến ở các thành viên nữ trong gia đình 

người bệnh DMD. Từ năm 1986 khi gen dystrophin lần đầu được phát hiện, 

rất nhiều kỹ thuật di truyền phân tử sau đó đã được phát triển nhằm xác định 

đột biến gen dystrophin trên người bệnh DMD cũng như phát hiện người nữ 

mang gen đột biến dị hợp tử. Kỹ thuật Multiplex PCR với ưu điểm dễ thực 

hiện và giá thành hợp lý, tuy nhiên có hạn chế chỉ phát hiện được các trường 

hợp xoá đoạn xảy ra ở 25/79 exon thuộc 2 vùng “hot-spot” trên gen 

dystrophin [3],[56]. Kỹ thuật giải trình tự gen có thể xác định toàn bộ các đột 

biến nhưng thời gian thực hiện kéo dài và chi phí xét nghiệm rất cao. Chính vì 

vậy, khi kỹ thuật MLPA được ra đời và phát triển với những ưu điểm vượt 

trội như xác định được các đột biến xoá đoạn và lặp đoạn trên toàn bộ 79 

exon, phân tích hơn 50 vùng DNA chỉ trong 1 phản ứng PCR, đã trở thành 

một kỹ thuật được ưu tiên áp dụng để xác định người lành mang gen bệnh xoá 

đoạn và lặp đoạn [89],[100],[103]. Trong những trường hợp đột biến điểm 

(chiếm tỷ lệ 25 – 30%), kỹ thuật giải trình tự gen sẽ được ứng dụng để phát 

hiện người lành mang gen bệnh. Trong nghiên cứu, chúng tôi thực hiện xác 

định người lành mang gen bệnh cho các thành viên nữ (mẹ, chị gái, em gái, 

cô, dì, bác gái, bà ngoại,...) trong gia đình người bệnh DMD. Trong nghiên 

cứu này, chúng tôi kết hợp kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen để chẩn đoán 

người lành mang gen bệnh cho các thành viên nữ (mẹ, chị gái, em gái, cô, dì, 

bác gái, bà ngoại) trong gia đình người bệnh DMD. Kỹ thuật MLPA sẽ được 
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thực hiện để xác định các đột biến xoá đoạn và lặp đoạn, còn kỹ thuật giải 

trình tự gen sẽ xác định các trường hợp mang gen đột biến điểm. Theo một số 

nghiên cứu, việc phối hợp 2 kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen sẽ giúp phát 

hiện được hầu hết các trường hợp người lành mang gen bệnh [84],[104] 

 Trong nghiên cứu này, kỹ thuật MLPA sử dụng bộ kit đã được thương 

mại hóa là SALSA MLPA KIT P034-A2/P035-A2 của công ty MRC Hà Lan. 

Probemix P034/P035 DMD chứa các probe  cho mỗi exon gen DMD trên vị 

trí Xp21.2 của nhiễm sắc thể và một probe cho exon  DP427c. Bộ Kit gồm 80 

probe được chia thành 2 probemix: P034 và P035. Probemix P034-A2 chứa 

40 probe khuếch đại 40/79 exon và Probemix P035-A2 DMD chứa 39 probe 

khác nhau khuếch đại 39/79 exon trên gen dystrophin. Như vậy với  hai phản 

ứng PCR, kỹ thuật MLPA có thể khảo sát toàn bộ 79 exon trên gen 

dystrophin, phát hiện đột biến xóa đoạn và lặp đoạn gen dystrophin chiếm tỷ 

lệ 70-75% các dạng đột biến.  

 Nghiên cứu tiến hành xác định tình trạng mang gen đột biến dị hợp tử 

cho 85 thành viên nữ trong 35 gia đình có thành viên nam mắc DMD, xác 

định được 52/85 thành viên nữ (61%) là người lành mang gen bệnh và 33/85 

thành viên nữ (39%) không mang gen đột biến (hình 3.1). Việc xác định được 

52 người lành mang gen đột biến dị hợp tử có ý nghĩa lớn trong tư vấn di 

truyền cũng như các phương pháp chẩn đoán trước sinh bệnh DMD và gần 

đây là chẩn đoán tiền làm tổ. Trong 52 thành viên nữ được chẩn đoán là 

người lành mang gen bệnh, có 41/52 người đã từng sinh con mắc DMD. Việc 

khẳng định tình trạng mang gen dị hợp tử ở các bà mẹ này giúp tư vấn chẩn 

đoán trước sinh cho các lần mang thai sau. Nghiên cứu cũng xác định được 

11/52 thành viên nữ mang gen bệnh nhưng chưa sinh con hoặc đã sinh con 

nhưng không mắc DMD. Kết quả này có ý nghĩa lớn giúp giảm tỷ lệ sinh con 

mắc DMD trong cộng đồng thông qua tư vấn di truyền và tư vấn chẩn đoán 



108 
 

trước sinh khi các thành viên nữ này mang thai. Tại Việt Nam, nhiều gia đình 

vẫn còn chưa hiểu rõ về cơ chế di truyền của bệnh DMD. Trong các phả hệ 

gia đình đã có người mắc DMD, 1 số thành viên nữ sau khi sinh được một 

con trai khoẻ mạnh lại thường không xét nghiệm tình trạng mang gen đột biến 

cho mình, dẫn đến tình trạng không biết mình là người lành mang gen và sinh 

con mắc DMD ở những lần sinh sau. Chính vì vậy, việc xác định người lành 

mang gen là hết sức quan trọng và cần được tiến hành đối với tất cả các thành 

viên nữ trong phả hệ gia đình có người bệnh DMD. 

Trong 85 thành viên nữ xác định được 45 bà mẹ có tiền sử sinh con 

mắc DMD và 40 thành viên nữ chưa sinh con hoặc sinh con khoẻ mạnh 

(bảng 3.1). Trong số 45 bà mẹ có con DMD, 41 người xác định được đột 

biến, chiếm tỷ lệ 91,1% và 4 người không xác định được đột biến, chiếm tỷ 

lệ 8,9%. Đột biến ở con trai mắc DMD của 4 bà mẹ này được xác định là đột 

biến mới. Theo nhiều nghiên cứu, tỷ lệ đột biến mới vào khoảng 30%. Tại 

nghiên cứu này, chúng tôi chỉ xác nhận 8,9% là đột biến mới. Sự khác nhau 

trong tỷ lệ đột biến mới xác định được trong nghiên cứu này so với các công 

bố khác là do số lượng các bà mẹ thống kê trong nghiên cứu của chúng tôi 

còn hạn chế nên tỷ lệ đột biến mới chưa đại diện được cho quần thể. Trong 

trường hợp không xác định được đột biến khi phân tích DNA mẫu máu của 

người mẹ, cần chú ý đến khả năng xảy ra hiện tượng đột biến ở thể khảm 

[105],[106]. Hiện tượng khảm đã được mô tả trong nhiều nghiên cứu trước 

đây và luôn cần được lưu ý, đặc biệt trong tư vấn chẩn đoán trước sinh bệnh 

DMD [107],[108],[109]. Trong số 40 thành viên nữ chưa sinh con hoặc sinh 

con khoẻ mạnh, tỷ lệ người lành mang gen bệnh là 27,5% (11/29 thành viên 

nữ). Qua đây có thể thấy tỷ lệ mang gen đột biến ở các bà mẹ có con bị 

DMD cao hơn nhiều so với nhóm các thành viên nữ khác trong phả hệ.  
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 Theo bảng 3.2, trong 45 bà mẹ có con bị DMD xác định được 17 

người thuộc các phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng (trong phả hệ có ít nhất 2 

thành viên nam mắc DMD) và 28 bà mẹ thuộc các phả hệ có tiền sử bệnh 

không rõ ràng (trong phả hệ chỉ có 1 thành viên nam mắc DMD). Dựa theo 

phân tích phả hệ xác định 17 bà mẹ này là người mang gen đột biến dị hợp 

tử bắt buộc. Tuy nhiên chúng tôi vẫn tiến hành phân tích mẫu DNA của các 

thành viên nữ này để xác định đột biến và để khẳng định kết quả phân tích 

phả hệ, đồng thời phát hiện các trường hợp đột biến thể khảm và coi đây là 

các mẫu chứng dương để xác định người lành mang gen bệnh cho các thành 

viên nữ khác trong gia đình. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy 17 

bà mẹ được xác định là người lành mang gen bệnh bằng phân tích phả hệ 

đều được xác định là người mang gen đột biến dị hợp tử qua phân tích gen. 

Từ đó cho thấy phương pháp xác định người lành mang gen bệnh qua phân 

tích phả hệ là một phương pháp chính xác, có thể được sử dụng ở những nơi 

chưa có điều kiện thực hiện các kỹ thuật di truyền hay khi gia đình người 

bệnh không có điều kiện kinh tế. Phương pháp xác định người lành mang 

gen bệnh qua phân tích phả hệ cũng đã được công bố trong nhiều nghiên cứu 

trước đây như nghiên cứu của tác giả Hutton & Thompson hay tác giả Sibert 

và cộng sự [18],[110]. Tuy nhiên phương pháp phân tích phả hệ chỉ có thể 

sử dụng trong các phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng và xác định tình trạng 

mang gen ở các thành viên nữ đã có ít nhất một con mắc DMD mà không 

thể áp dụng được với tất cả các thành viên nữ trong phả hệ. Cũng theo bảng 

3.8, trong các phả hệ có tiền sử bệnh không rõ ràng, chúng tôi ghi nhận có 

24 bà mẹ được xác định là người lành mang gen bệnh chiếm tỷ lệ 85,7%; 4 

bà mẹ được xác định không mang gen bệnh chiếm tỷ lệ 14,3%. 4 bà mẹ 

người bệnh DMD không xác định thấy đột biến thì đột biến ở người con trai 

bị DMD có thể là đột biến mới phát sinh trong quá trình tạo giao tử. 
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Nghiên cứu xác định được 31 dạng đột biến trong 52 người lành mang 

gen bệnh, trong đó có 20 dạng đột biến xoá đoạn chiếm tỷ lệ cao nhất với 

64,4%; 9 dạng đột biến điểm chiếm tỷ lệ 29% và 2 dạng đột biến lặp đoạn 

chiếm tỷ lệ 6,5% (hình 3.2). Tỷ lệ các dạng đột biến trong nghiên cứu của 

chúng tôi tương đồng với tỷ lệ được công bố trong các nghiên cứu của các tác 

giả khác trên thế giới. Tác giả Zimowski và cộng sự công bố tỷ lệ đột biến 

xoá đoạn là 60-65%, tỷ lệ đột biển điểm là 25-35% và tỷ lệ đột biến lặp đoạn 

là 5-10%. Tác giả Wang và cộng sự công bố tỷ lệ các đột biến xoá đoạn, đột 

biến điểm, đột biến lặp đoạn trong nghiên cứu của mình lần lượt là 66,25%; 

27,5% và 6,25% [89],[111]. Tác giả Cho A và cộng sự cũng thống kê trong 

nghiên cứu của mình tỷ lệ đột biến xoá đoạn, lặp đoạn và đột biến điểm lần 

lượt là 65,4%; 13,3%; 12,3% [53]. Còn theo nghiên cứu của tác giả Kesari và 

cộng sự (2008), đột biến xoá đoạn cũng là dạng đột biến chiếm tỷ lệ cao nhất 

với 64%.Với khả năng khảo sát toàn bộ 79 exon chỉ với 2 phản ứng PCR, kỹ 

thuật M LPA được ứng dụng để chẩn đoán người lành mang gen đột biến 

xoá đoạn và lặp đoạn, còn kỹ thuật giải trình tự gen được ứng dụng phát 

hiện người lành mang gen đột biến điểm. Việc ứng dụng hai kỹ thuật MLPA 

và giải trình tự gen đã xác định được tất cả các dạng đột biến trên gen 

Dystrophin trong nghiên cứu bao gồm đột biến xoá đoạn, đột biến lặp đoạn 

và đột biển điểm. 

Trong 85 thành viên nữ được phân tích gen xác định tình trạng mang 

gen đột biến, có 66 người được tiến hành phân tích bằng kỹ thuật MLPA xác 

định đột biến xoá đoạn và lặp đoạn và 19 người nữ được tiến hành phân tích 

bằng kỹ thuật giải trình tự gen xác định đột biến điểm. 

4.1.1. Xác định người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật MLPA.  

MLPA là kỹ thuật được ứng dụng xác định đột biến xoá đoạn và lặp 

đoạn trên toàn bộ 79 exon của dystrophin. Với các gia đình có người bệnh 
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DMD mang đột biến xoá đoạn và lặp đoạn, chúng tôi tiến hành kỹ thuật 

MLPA để xác định người lành mang gen bệnh cho các thành viên nữ. Trong 

nghiên cứu, 66 thành viên nữ thuộc 25 gia đình được thực hiện kỹ thuật 

MLPA, phát hiện 40 thành viên nữ là người lành mang gen bệnh. Trong các 

dạng đột biến xác định được, đột biến xoá đoạn chiếm tỷ lệ lớn với tỷ lệ 

90,9%, đột biến lặp đoạn xuất hiện với tỷ lệ thấp (9,1%) (bảng 3.6). Kết quả 

này cũng hoàn toàn phù hợp với các công bố khác khi đột biến xoá đoạn được 

xác định là dạng đột biến chiếm tỷ lệ cao nhất (60-65%). Theo nghiên cứu 

của tác giả Vieitez và cộng sự năm 2017, đột biến xoá đoạn chiếm tỷ lệ cao 

nhất với 46,1%, đột biến lặp đoạn chiếm 19,7% và đột biến điểm chiếm tỷ lệ 

34,2% [57]. Còn theo tác giả Basak và cộng sự công bố trong nghiên cứu vào 

năm 2006, đột biến xoá đoạn được tìm thấy ở 63% các trường hợp [59]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi 100% các đột biến đều tập trung ở 2 

vùng “hot spot”, trong đó có 4 trường hợp đột biến xoá đoạn và lặp đoạn 

lớn kéo dài từ vùng 5’ tận đến vùng trung tâm gen dystrophin. Kết quả này 

hoàn toàn phù hợp với kết quả của các nghiên cứu trước đây với công bố 

các đột biến xoá đoạn và lặp đoạn đa số đều tập trung tại hai vùng “hot 

spot” trên gen dystrophin là vùng 5’ tận và vùng trung tâm của gen 

dystrophin [6], [56],[59]. 

* Phân tích các phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng 

 Các phả hệ gia đình có tiền sử bệnh rõ ràng là các phả hệ có ít nhất hai 

thành viên nam bị mắc DMD. Xác định người lành mang gen bệnh có thể 

được thực hiện qua phân tích phả hệ. Trong những phả hệ có tiền sử gia đình, 

các bà mẹ có tiền sử sinh con mắc DMD sẽ là người mang gen dị hợp tử bắt 

buộc. Tuy nhiên chúng tôi vẫn thực hiện kỹ thuật MLPA cho các thành viên 

nữ này để khẳng định lại kết quả xác định người lành mang gen bệnh bằng 

phân tích phả hệ. Phả hệ gia đình người bệnh D.10 (hình 3.3), D.43 (hình 
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3.5), D.17 (hình 3.7), D.50 (hình 3.9) là các phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng: 

phả hệ D.10 có 7 thành viên nam bị bệnh, phả hệ D.17 có 2 thành viên nam 

bị bệnh, phả hệ D.43 có 3 thành viên nam bị bệnh và phả hệ D.50 có 1 

thành viên nam bị bệnh và 2 thai nam được chẩn đoán trước sinh DMD đã 

đình chỉ thai nghén.  

Phân tích kết quả xác định người lành mang gen của phả hệ D.10 

Kết quả phân tích phả hệ D.10 (hình 3.3) cho thấy đây phả hệ có tiền sử 

bệnh rõ ràng với 7 thành viên nam mắc DMD và 14 thành viên nữ. Qua phân 

tích phả hệ xác định 6 bà mẹ có tiền sử sinh con mắc DMD chắc chắn là người 

lành mang gen bệnh (thành viên I1, II1, II2, III1, III2, III6). 8/14 thành viên nữ 

còn lại trong phả hệ cần được xác định người lành mang gen bệnh qua phân 

tích gen. 

Kết quả phân tích MLPA từ DNA mẫu máu các thành viên nữ trong 

phả hệ người bệnh D.10 được mô tả ở hình 3.4. Kết quả phân tích gen của 

thành viên nữ II1 cho thấy cường độ tín hiệu của đỉnh thấp bằng 1/2 so với 

mẫu người bình thường. Sau khi phân tích dựa trên RPA, ta có tỷ lệ RPA tại 

exon 11-15 của các thành viên trên so với chứng nhỏ hơn 0.5 trong khi của 

các exon khác dao động quanh 1, xác định thành viên nữ II1 là người lành 

mang gen bệnh. Theo tác giả Lai, khi chiều cao đỉnh tín hiệu của người nữ 

giảm 35-50% so với mẫu chứng nữ thì người nữ được xác định mang gen bị 

đột biến dị hợp tử xoá đoạn exon tương ứng với đỉnh tín hiệu đó [83]. Còn 

theo tác giả Hwa, khi chiều cao đỉnh tín hiệu của exon bị đột biến ở người nữ 

bằng 35-65% so với chứng nữ thì người nữ này cũng được xác định mang gen 

đột biến dị hợp tử xoá đoạn gen [86]. Trong nghiên cứu, khi xác định người 

lành mang gen bệnh chúng tôi cũng nhận thấy chiều cao đỉnh tín hiệu tại vị trí 

các exon bị đột biến xoá đoạn đều giảm trên 35% so với mẫu chứng nữ bình 

thường. Kết quả MLPA xác định 10/14 thành viên nữ là người lành mang gen 
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bệnh trong phả hệ bao gồm các thành viên: I1, I2, II1, II2, II4, II6, IV2, IV4, IV6, 

IV9. 4/14 thành viên nữ không mang gen bệnh bao gồm các thành viên: III1, 

III8, IV1, IV11. Như vậy 6 thành viên nữ (I1, II1, II2, III1, III2, III6) được xác 

định là người lành mang gen bệnh qua phân tích phả hệ đều được khẳng định 

lại là người mang gen đột biến dị hợp tử qua phân tích gen bằng kỹ thuật 

MLPA.  

Đây là một phả hệ gia đình lớn với 7 người bệnh DMD ở 3 thế hệ. Điều 

này cho thấy mặc dù gia đình đã có con trai bị DMD nhưng các thành viên nữ 

trong gia đình chưa được tư vấn cũng như chưa hiểu rõ về khả năng di truyền 

của bệnh lý dẫn đến vẫn sinh con mắc DMD ở thế hệ thứ 2, thậm chí là thứ 3. 

Trong 13 thành viên nữ được xét nghiệm gen, xác định được 10 thành viên nữ 

mang gen đột biến dị hợp tử chiếm tỷ lệ 76,9%. Đây là một con số lớn. Như 

vậy trong phả hệ gia đình này có thể thấy sự lan truyền gen bệnh cho thế hệ 

sau là khá cao. Nếu không thực hiện các kỹ thuật di truyền phát hiện người 

lành mang gen bệnh để tư vấn chẩn đoán trước sinh thì số người bệnh DMD 

trong phả hệ này sẽ tiếp tục tăng lên nhanh chóng.  

Phân tích kết quả xác định người lành mang gen của phả hệ D.50 

Phả hệ gia đình D.50 là phả hệ có tiền sử gia đình rõ ràng do trong phả 

hệ có một thành viên nam mắc DMD và một thành viên nữ có tiền sử mang 

thai được chẩn đoán trước sinh bị DMD. Các thành viên nữ trong phả hệ được 

thực hiện phân tích gen bằng kỹ thuật MLPA. Hình 3.8 thể hiện kết quả phân 

tích gen của các thành viên nữ trong phả hệ gia đình D.50 (hình 3.10). Hình 

3.8A cho thấy các đỉnh tín hiệu tương ứng với exon 14 - 43 cao hơn 1,5 - 2 

lần so với mẫu người bình thường. Tỷ lệ phân tích RPA của các exon dao 

động trong khoảng 1,5 - 2 trong khi các exon khác dao động quanh 1. Theo 

tác giả Lai và cộng sự, nếu đỉnh tín hiệu tăng 30-50% so với mẫu chứng nữ 

thì người nữ được xác định là người mang gen dị hợp tử đột biến lặp đoạn 
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[83]. Tác giả Schouten I.P cũng có kết luận tương tự khi cho rằng các thành 

viên nữ được chẩn đoán mang đột biến lặp đoạn nếu hình ảnh phân tích 

MLPA có đỉnh exon tăng từ 1,35 - 1,55 lần so với mẫu người bình thường 

[104]. Trong nghiên cứu, khi xác định người lành mang gen bệnh chúng tôi 

cũng nhận thấy chiều cao đỉnh tín hiệu tại vị trí các exon bị đột biến lặp đoạn 

đều tăng trên 50% so với mẫu chứng nữ bình thường. Từ đó có thể kết luận 2 

thành viên nữ I1 và II1 là người lành mang gen dị hợp tử đột biến lặp đoạn. 

* Phân tích phả hệ gia đình có tiền sử bệnh không rõ ràng 

 Phả hệ không có tiền sử bệnh rõ ràng khi trong phả hệ chỉ có một thành 

viên nam mắc DMD. Xác định người lành mang gen qua phân tích phả hệ 

không thể thực hiện được ở các phả hệ có tiền sử bệnh không rõ ràng. Phân 

tích phả hệ gia đình D.35 (hình 3.11), xác định đây là phả hệ có tiền sử bệnh 

không rõ ràng do chỉ có 1 thành viên nam mắc DMD. Đột biến ở người bệnh 

DMD này được xác định là đột biến xoá đoạn. Trong trường hợp này, chúng 

tôi sử dụng kỹ thuật MLPA để xác định người lành mang gen bệnh cho 5 

thành viên nữ trong phả hệ bao gồm chị, mẹ, em họ, bà ngoại của người bệnh. 

Qua phân tích hình ảnh MLPA nhận thấy tín hiệu đỉnh tại vị trí các exon trên 

gen dystrophin đều giống như mẫu chứng bình thường (hình 3.12). Các thành 

viên nữ trong phả hệ này đều được xác định không mang gen đột biến, do đó 

đột biến ở thành viên nam mắc DMD trong gia đình là đột biến mới. Mặc dù 

không mang gen đột biến, nhưng do đã có tiền sử 1 lần sinh con mắc DMD 

nên vẫn cần tư vấn chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho bà mẹ này khi mang 

thai những lần sau. 

4.1.2. Xác định người lành mang gen bệnh bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

Kỹ thuật giải trình tự 79 exon được ứng dụng trong chẩn đoán các 

trường hợp đột biến điểm. Nghiên cứu đã thực hiện thành công kỹ thuật giải 

trình tự gen cho 19 thành viên nữ trong 10 phả hệ. Tỷ lệ người lành mang gen 
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bệnh trong các phả hệ chiếm tỷ lệ cao (63,2%) trong khi đó tỷ lệ người không 

mang gen bệnh chỉ chiếm 36,8%. 

Có 9 dạng đột biến điểm đã được phát hiện trong đó phần lớn các đột 

biến xảy ra tại các exon (8/9 dạng đột biến), chỉ 1 đột biến xảy ra tại intron 

gây ảnh hưởng đến sự cắt nối gen dystrophin (bảng 3.8).  

Phân tích kết quả xác định người lành mang gen của phả hệ D.81 

Kết quả phân tích phả hệ D.81 (hình 3.13) cho thấy đây phả hệ có tiền 

sử bệnh rõ ràng với 2 thành viên nam mắc DMD và 3 thành viên nữ. Qua 

phân tích phả hệ xác định chắc chắn 2/3 thành viên nữ là người lành mang 

gen bệnh (thành viên I1, II2) do có tiền sử sinh con mắc DMD.  

 Kết quả giải trình tự gen từ DNA mẫu máu của 2 thành viên nữ I1, II2 

trong phả hệ (hình 3.14) cho thấy chỉ có thành viên nữ I1 là người lành mang 

gen đột biến. Thành viên nữ II2 không tìm thấy đột biến từ DNA mẫu máu 

mặc dù qua phân tích phả hệ đã xác định chắc chắn thành viên nữ II2 là người 

lành mang gen đột biến. Chúng tôi đã tiến hành phân tích gen từ DNA mẫu 

tóc của thành viên nữ này và xác định có mang gen đột biến dị hợp tử. Từ kết 

quả này có thể khẳng định thành viên nữ D.81 là người lành mang gen bệnh ở 

trạng thái khảm. Giả thuyết được đặt ra cho các trường hợp khảm là do sự 

phân chia bất thường của các NST trong những lần phân bào đầu tiên của hợp 

tử dẫn đến hình thành hai dòng tế bào khác nhau: một dòng tế bào mang gen 

đột biến và một dòng tế bào không mang gen đột biến. Giả thuyết thứ hai có 

thể do sự tự sửa chữa của tế bào. Gen dystrophin bị đột biến đã được sửa chữa 

thành gen bình thường ở một nhóm tế bào và hình thành dòng tế bào bình 

thường bên cạnh dòng tế bào mang gen đột biến [105],[106]. 

Hiện nay trong chẩn đoán người lành mang gen bệnh, nếu không xác 

định được đột biến ở mẹ người bệnh DMD thì đột biến ở người bệnh thường 

được kết luận là đột biến mới. Theo thống kê, 2/3 người bệnh DMD nhận gen 
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đột biến từ mẹ và 1/3 là đột biến mới. Tuy nhiên một số nghiên cứu đã chỉ ra 

hiện tượng khảm dẫn đến những thay đổi trong chẩn đoán người lành mang 

gen bệnh cũng như trong chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

[107],[108]. Mặc dù hiện tượng khảm đã được mô tả lần đầu tiên vào những 

năm 1980 nhưng tình trạng này thường không được chú ý trong chẩn đoán 

trước sinh. Nghiên cứu của tác giả Van Essen AJ và cộng sự đã kết luận, ở các 

bà mẹ có tiền sử sinh con mắc DMD, nếu không phát hiện được đột biến từ 

DNA mẫu máu thì chỉ có 80% các trường hợp bà mẹ không mang gen đột 

biến, còn 20% các trường hợp là mang gen đột biến ở thể khảm [109]. Những 

bà mẹ có hiện tượng mang gen đột biến ở thể khảm vẫn cần được tư vấn chẩn 

đoán trước sinh khi mang thai. Chính vì vậy, việc chẩn đoán trước sinh DMD 

cần được tư vấn không chỉ với các bà mẹ là người lành mang gen bệnh mà 

cần được tư vấn ở tất cả các bà mẹ đã có tiền sử sinh con bị DMD. 

Việc xác định người lành mang gen bệnh trong các gia đình có thành 

viên nam mắc DMD là cơ sở khoa học cho công tác tư vấn di truyền cũng như 

chẩn đoán trước sinh, giúp giảm tỷ lệ trẻ mắc bệnh DMD do các thành viên 

nữ trong các phả hệ phần lớn đều đang trong lứa tuổi sinh sản. 

4.2. Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA 

4.2.1. Xác định marker STR dị hợp tử gen dystrophin bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA 

Microsatellite là các trình tự DNA lặp lại ngắn (STR), rải rác khắp bộ 

gen người. STR có tính đa hình cao được ứng dụng rộng rãi trong y học như: 

chẩn đoán trước sinh, chẩn đoán tiền làm tổ, chẩn đoán rối loạn di truyền đơn 

gen, lập bản đồ gen. Hiện nay ở Việt Nam có 13 marker STR được sử dụng 

trong chẩn đoán trước sinh DMD bao gồm 12 marker của gen dystrophin và 1 

marker STR để xác định giới tính. Khi thực hiện kỹ thuật, mỗi thai phụ cần 



117 
 

được lựa chọn ít nhất 2 marker dị hợp tử (informatic marker) trong 12 marker 

do trong một số trường hợp nếu xảy ra tình trạng khuếch đại thất bại 1 marker 

thì có thể phân tích kết quả khuếch đại của các marker còn lại để cho kết quả 

chẩn đoán bệnh DMD ở thai nhi [112]. Trong nghiên cứu này chúng tôi sử 

dụng 6 marker STR và đánh giá tỷ lệ dị hợp tử cũng như tần suất phân bố các 

alen của từng marker, từ đó xác định các marker có tỷ lệ dị hợp tử cao nhất và 

ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh bệnh DMD.  

 Nghiên cứu tiến hành thu thập mẫu máu của 65 thành viên nữ thuộc 65 

gia đình không có quan hệ huyết thống, xác định tỷ lệ dị hợp tử và tần suất 

xuất hiện các alen của từng marker STR. 6 marker STR được phân tích trong 

nghiên cứu của chúng tôi bao gồm: DSTR49, DXS890, DTSR50, DXS1067, 

DXS9907, DXS1036. Tỷ lệ dị hợp tử của các marker STR xếp lần lượt từ cao 

xuống thấp như sau: DSTR49 (86,2%), DXS890 (73,8%), DSTR50 (61,5%),, 

DXS1067 (61,5%), DXS9907 (61,5%), DXS1036 (43,1%). Với 6 marker 

STR, xác định được 38 alen với tần suất xuất hiện dao động từ 0,00823 đến 

0,49592. Trong 6 marker được nghiên cứu, marker DSTR49 tính đa hình cao 

nhất với số alen nhiều nhất (14 alen) và đây cũng là marker có tỷ lệ dị hợp tử 

cao nhất. Phân tích tương tự cho thấy marker DXS1036 có tính đa hình thấp 

nhất với số alen ít nhất, đồng thời cũng là marker có tỷ lệ dị hợp tử thấp nhất. 

Từ đó có thể kết luận marker có càng nhiều alen, tính đa hình càng cao thì tỷ 

lệ dị hợp tử càng cao và ngược lại. Việc chẩn đoán trước sinh nên ưu tiên sử 

dụng các marker STR có tỷ lệ dị hợp cao do trong chẩn đoán trước sinh cần 

phải khuếch đại thành công ít nhất 2 marker STR dị hợp tử ở thai phụ. Sau 

khi xác định được tỷ lệ dị hợp của từng marker STR, chúng tôi nhận thấy 5 

marker STR có tỷ lệ dị hợp tử cao nhất bao gồm: DSTR49, DXS890, 

DTSR50, DXS1067, DXS9907. Khi sử dụng 5 marker STR này trong chẩn 

đoán trước sinh, tỷ lệ khuếch đại được ít nhất 2/5 marker STR dị hợp tử là 
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97,76%. Chỉ 2,24% các trường hợp cần phải khuyếch đại thêm các marker 

STR khác. Như vậy sử dụng 5 marker STR được xác định trong nghiên cứu 

của chúng tôi, thay vì 12 marker STR như hiện nay sẽ giúp giảm chi phí của 

xét nghiệm cũng như thời gian thực hiện kỹ thuật. Kết quả xác định các 

marker STR này còn có ý nghĩa lớn ứng dụng trong chẩn đoán tiền làm tổ 

bệnh DMD.  

4.2.2. Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatellite DNA 

Hiện nay, hai phương pháp lấy mẫu bệnh phẩm là sinh thiết gai rau và 

chọc ối thường được thực hiện để chẩn đoán trước sinh các bất thường NST 

cũng như một số bệnh lý di truyền đơn gen như Thalassemia, DMD, thoái hoá 

cơ tuỷ, ... Sinh thiết gai rau được khuyến cáo thực hiện ở tuổi thai sớm hơn 

chọc hút nước ối (từ 10 tuần đến 12 tuần 6 ngày) [66]. Tuy nghiên theo nhiều 

nghiên cứu, tỷ lệ sẩy thai sau sinh thiết gai rau cao hơn chọc ối [68],[70],[71]. 

Theo tác giả Akolekar (2015) thống kê trên 42617 thai phụ chọc ối và 8899 

thai phụ sinh thiết gai rau, tỷ lệ sẩy thai sau chọc ối là 0,81% trong khi tỷ lệ 

sẩy thai sau sinh thiết gai rau là 2,18% [70]. Như vậy tỷ lệ sẩy thai sau chọc 

ối là rất thấp. Mặc dù sinh thiết gai rau có thể giúp chẩn đoán bệnh cho thai 

nhi ở tuổi thai nhỏ nhưng tỷ lệ tai biến, đặc biệt là sẩy thai lại cao hơn chọc 

ối. Tỷ lệ thất bại trong nuôi cấy tế bào ối là 0,1% trong khi tỷ lệ này là 2,5-

4,8% trong sinh thiết gai rau [68]. Trong nghiên cứu, chúng tôi lựa chọn thực 

hiện kỹ thuật chọc ối chẩn để đoán trước sinh bệnh DMD cho 51 thai nhi, 

không ghi nhận trường hợp nào sẩy thai sau thủ thuật (bảng 3.11). Hiện nay 

các trung tâm chẩn đoán trước sinh có sự lựa chọn kích thước kim chọc ối 

khác nhau. Theo nhiều nghiên cứu công bố, phần lớn kim chọc ối được sử 

dụng là kim chọc dò tuỷ sống có kích thước 20-G hoặc 22-G. Theo nghiên 

cứu của tác giả A Athanasiadis (2017) với 3054 trường hợp chọc ối và nghiên 
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cứu của tác giả Kose SA (2016) với 271 trường hợp chọc ối thì tỷ lệ sẩy thai 

sau chọc ối không có sự khác biệt giữa sử dụng kim 20-G và 22-G 

[113],[114]. Tuy nhiên một số tác giả khác trên thế giới cũng đã công bố kết 

quả chọc ối với kích thước kim nhỏ hơn. Tác gỉả Tchirikov M năm 2012 công 

bố kết quả chọc ối bằng kim có kích thước 29-G cho 316 thai phụ, kết quả 

không có trường hợp nào sẩy thai sau thủ thuật và kết luận sử dụng kim kích 

thước nhỏ sẽ làm giảm tai biến sau thủ thuật [115]. Nghiên cứu của chúng tôi 

sử dụng kim chọc ối kích thước 27-G và không có trường hợp nào sẩy thai 

sau thủ thuật. Việc sử dụng kim nhỏ sẽ làm giảm nguy cơ tai biến, tuy nhiên 

vẫn cần những nghiên cứu với cỡ mẫu lớn hơn để có thể so sánh tỷ lệ tai biến 

khi sử dụng các kim chọc ối có kích thước khác nhau. 

Kết quả chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi từ 51 mẫu dịch 

ối của 45 thai phụ được mô tả trong hình 3.20. Trong 51 trường hợp chẩn 

đoán trước sinh DMD xác định có 6 thai nữ và 45 thai nam. Loạn dưỡng cơ 

Duchenne là bệnh di truyền gen lặn, liên kết NST giới tính X nên trong đa số 

các trường hợp bệnh chỉ biểu hiện ở trẻ nam. Xác định giới tính của thai nhi 

là bước đầu tiên trong chẩn đoán trước sinh DMD. Hiện nay trong chẩn đoán 

trước sinh bệnh DMD, giới tính của thai nhi sẽ được xác định thông qua phân 

tích các marker giới tính từ dịch ối. Phương pháp siêu âm xác định giới tính 

có thể xác định nhầm giới tính của thai trong các trường họp thai nhi có 

những bất thường hệ sinh dục – tiết niệu như lỗ đái lệch thấp hay trong trường 

hợp thai có những bất thường NST giới tính kèm theo hay mắc những bệnh lý 

rối loạn chuyển hoá gây mờ hồ về giới tính như tăng sản thượng thận bẩm 

sinh. Kết quả chẩn đoán 3 thai nữ mang gen dị hợp (5,9%), 3 thai nữ bình 

thường (5,9%), 10 thai nam bị bệnh DMD (19,6%) và 35 thai nam bình 

thường (68,6%). 3 thai nữ được chẩn đoán mang gen dị hợp đều được tư vấn 

và tiếp tục theo dõi thai. Các trường hợp người nữ mang gen đột biến dị hợp 
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tử đa số không có biểu hiện lâm sàng, tuy nhiên lại có thể truyền gen bệnh 

cho con dẫn đến sinh con trai bị bệnh với tỷ lệ 50% và sinh con gái mang gen 

đột biến giống mình cũng với tỷ lệ 50%. Chính vì vậy những để tránh tiếp tục 

lan truyền gen đột biến trong quần thể, sau khi sinh những trẻ gái có mang 

gen dị hợp tử thì có thể tư vấn cho gia đình về phương pháp chẩn đoán tiền 

làm tổ bệnh DMD khi những trẻ gái này đến tuổi trưởng thành và lập gia 

đình. Phôi sẽ được phân tích gen và chỉ chuyển vào buồng tử cung những 

phôi nam và phôi nữ không mang đột biến gen dystrophin. 10 thai nam bị 

DMD sau khi được tư vấn có 9 trường hợp thai phụ quyết định đình chỉ thai 

nghén và 1 thai phụ vẫn quyết định giữ thai (bảng 3.12). Trong các đột biến 

xác định được ở thai nam bị DMD, đột biến xoá đoạn chiếm tỷ lệ cao nhất với 

6 trường hợp (60%), 2 trường hợp đột biến lặp đoạn chiếm tỷ lệ 20% và 2 

trường hợp đột biến điểm chiếm tỷ lệ 20%. Kết quả nghiên cứu tương đồng 

với kết quả của những nghiên cứu khác khi xác định đột biến xoá đoạn là 

dạng đột biến chiếm tỷ lệ cao như nghiên cứu của các tác giả Li và cộng sự 

năm 2009, tác giả Giliberto và cộng sự năm 2011, tác giả Wang và cộng sự 

năm 2017 [13],[95],[98]. 

 Chẩn đoán trước sinh bệnh DMD hiện nay có thể sử dụng phương pháp 

chẩn đoán đột biến trực tiếp như PCR, MLPA, giải trình tự gen,... hoặc 

phương pháp xác định đột biến gián tiếp dựa trên phân tích alen đột biến 

Microsatellite DNA. Mỗi phương pháp chẩn đoán có những ưu, nhược điểm 

riêng và được ứng dụng trong phát hiện từng loại đột biến khác nhau. Với 

những kỹ thuật xác định đột biến trực tiếp như PCR, MLPA, giải trình tự 

gen,... thì việc xác định chính xác đột biến gen dystrophin ở thai phụ đóng vai 

trò quyết định và giúp những nhà di truyền lựa chọn phương pháp chẩn 

đoán đột biến cho thai nhi từ dịch ối. Kỹ thuật PCR mặc dù có quy trình 

đơn giản, dễ thực hiện với giá thành thấp tuy nhiên kỹ thuật này chỉ có khả 
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năng phát hiện các đột biến xoá đoạn, đặc biệt kỹ thuật Multiplex PCR chỉ 

có khản năng khảo sát 25/79 exon của gen dystrophin. Do vậy những 

trường hợp đột biến điểm và đột biến lặp đoạn sẽ nằm ngoài khả năng phát 

hiện của kỹ thuật này. Còn với kỹ thuật MLPA có khả năng xác định 70 – 

75% các dạng đột biến bao gồm đột biến xoá đoạn và lặp đoạn tuy nhiên 

vẫn còn 25-30% là các đột biến điểm cần phải sử dụng kỹ thuật giải trình 

tự gen để xác định. [85],[116],[117]. Kỹ thuật giải trình tự gen có thời gian 

thực hiện lâu, trong khi chẩn đoán trước sinh cần cho kết quả sớm. Đặc 

biệt, trong một số trường hợp không phát hiện thấy đột biến hoặc việc phát 

hiện đột biến gặp khó khăn do cấu trúc gen lớn thì không thể chẩn đoán 

trước sinh bệnh DMD dựa vào các kỹ thuật xác định đột biến trực tiếp nêu 

trên. Và khi không xác định được đột biến chỉ điểm ở thai phụ và người 

bệnh DMD trong phả hệ thì sẽ không thể thực hiện chẩn đoán trước sinh 

bệnh DMD cho thai nhi bằng các kỹ thuật chẩn đoán đột biến trực tiếp. 

Hơn nữa hiện tượng lẫn máu mẹ trong quá trình chọc ối có thể gây ảnh 

hưởng đến kết quả của các kỹ thuật này. Chính vì vậy khi kỹ thuật 

Microsatellite được đưa vào ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh dựa vào 

phân tích đột biến gián tiếp đã khắc phục được những hạn chế hiện nay trong 

chẩn đoán trước sinh bệnh DMD của các kỹ thuật xác định đột biến trực tiếp. 

Trên thế giới, kỹ thuật Microsatellite đã được ứng dụng thành công trong 

chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne, Hemophila A và đặc 

biệt còn trở thành 1 phương pháp hiệu quả ứng dụng trong chẩn đoán tiền làm 

tổ một số bệnh lý di truyền đơn gen [95], [118], [119]. Theo tác giả Wang và 

cộng sự (2017) nghiên cứu trên 131 gia đình người bệnh DMD ở Trung Quốc 

đã ứng dụng thành công các kỹ thuật phát hiện đột biến trực tiếp như PCR, 

MLPA và giải trình tự gen trong chẩn đoán trước sinh DMD, đồng thời sử 

dụng kỹ thuật phân tích gián tiếp Microsatellite DNA để khẳng định lại kết 
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quả chẩn đoán của các kỹ thuật trên cũng như phát hiện các trường hợp lẫn 

máu mẹ trong dịch ối gây sai lệch kết quả chẩn đoán [95]. Chính vì vậy trong 

nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành ứng dụng kỹ thuật chẩn đoán gián tiếp 

Microsatellite DNA trong chẩn đoán trước sinh DMD bên cạnh các kỹ thuật 

di truyền phân tử phát hiện đột biến trực tiếp.  

Chẩn đoán trước sinh thường được thực hiện cho các thai phụ là người 

lành mang gen bệnh. Tuy nhiên hiện nay chẩn đoán trước sinh bệnh DMD 

cũng đã được đặt ra trong các trường hợp thai phụ đã có tiền sử sinh con mắc 

DMD nhưng lại được xác định là người không mang gen bệnh qua phân tích 

gen từ DNA mẫu máu. Đây là trường hợp mà đột biến ở người con thường 

được cho là đột biến mới. Tỷ lệ đột biến mới hiện nay được công bố trong 

nhiều nhiên cứu vào khoảng 30%, tuy nhiên trong số 30% này có 1 tỷ lệ 

không phải đột biến mới thực sự mà người mẹ có mang đột biến nhưng cở thể 

khảm và gen đột biến gây bệnh DMD ở con trai là do nhận từ người mẹ. 

Trong kết quả phát hiện người lành mang gen bệnh ở mục tiêu 1 của nghiên 

cứu, chúng tôi đã xác định được 1 trường hợp mẹ người bệnh DMD có đột 

biến ở trạng thái khảm (phả hệ gia đình người bệnh D.81, hình 3.13 & hình 

3.14). Người mẹ này được xác định là người lành mang gen bệnh qua phân 

tích phả hệ (mang gen đột biến dị hợp tử bắt buộc) do có con trai và em trai 

đều bị mắc DMD. Tuy nhiên khi tiến hành phân tích gen của bà mẹ này thì 

không tìm thấy đột biến từ DNA mẫu máu nhưng lại thấy đột biến từ DNA 

mẫu tóc, khẳng định đây là trường hợp mang gen đột biến ở thể khảm. Chính 

vì vậy, với những trường hợp không phát hiện thấy đột biến qua phân tích gen 

từ DNA mẫu máu của các bà mẹ có tiền sử sinh con mắc DMD thì vẫn không 

thể khẳng định chắc chắn những bà mẹ này không mang gen đột biến do hiện 

tượng khảm có thể xảy ra. Mặc dù hiện tượng khảm xảy ra với tỷ lệ rất thấp, 

tuy nhiên vẫn cần được chú ý đặc biệt trong tư vấn chẩn đoán trước sinh. 



123 
 

Chính vì vậy chẩn đoán trước sinh bệnh DMD vẫn cần được tư vấn ở tất cả 

các thai phụ đã có tiền sử sinh con DMD, cho dù thai phụ được xác định là có 

hay không có mang gen đột biến. Theo hình 3.22, nghiên cứu được tiến hành 

với 45 thai phụ có tiền sử sinh con mắc DMD trong đó có 7 người không xác 

định thấy đột biến từ DNA mẫu máu và 38 thai phụ được xác định là người 

lành mang gen bệnh.  

Trong nghiên cứu, chúng tôi ứng dụng thành công kỹ thuật chẩn đoán 

đột biến gián tiếp Microsatellite DNA dựa vào xác định alen đột biến 

(Linkage analysis) trong chẩn đoán trước sinh DMD với tất cả các dạng đột 

biến bao gồm đột biến xoá đoạn, đột biến lặp đoạn và đột biến điểm (hình 

3.22). Ngoài ra, trong nghiên cứu có một trường hợp không xác định được đột 

biến chỉ điểm ở thai phụ và người bệnh DMD thì kỹ thuật Microsatellite DNA 

là kỹ thuật duy nhất có thể được ứng dụng để chẩn đoán trước sinh. Hơn nữa 

với giá thành rẻ hơn, kỹ thuật Microsatellite DNA giúp giảm gánh nặng kinh 

tế cho người bệnh. Thời gian thực hiện kỹ thuật ngắn giúp rút ngắn thời gian 

trả kết quả, đáp ứng được yêu cầu về thời gian trong chẩn đoán trước sinh. Kỹ 

thuật Microsatellite DNA có thể phát hiện được tình trạng lẫn tế bào máu mẹ 

trong dịch ối, một trong các vấn đề gây ảnh hưởng tới kết quả chẩn đoán của 

các kỹ thuật di truyền phân tử khác hiện nay [90],[95]. 

Hiện nay, bất thường nhiễm sắc thể là một trong những nguyên nhân 

chính gây đa dị tật về hình thái của thai nhi, trong đó hội chứng Down (3 NST 

21), hội chứng Edwards (3 NST 18) hay hội chứng Patau (3 NST 13) là 

những bất thường hay gặp nhất [65],[118]. Vì vậy khi chọc hút nước ối để 

chẩn đoán trước sinh bệnh DMD, chúng tôi đồng thời thực hiện nuôi cấy tế 

bào ối làm nhiễm sắc thể đồ cho tất cả các trường hợp để chẩn đoán các bất 

thường NST có thể kèm theo ở thai nhi. Kết quả 51/51 thai nhi không phát 

hiện bất thường về cấu trúc và số lượng NST. 
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4.2.2.1. Chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho các thai phụ là người lành 

mang gen bệnh 

Nghiên cứu đã tiến hành chẩn đoán trước sinh cho 44 thai nhi của 38 

thai phụ là người lành mang gen bệnh trong đó gồm 41 thai nam (của 35 bà 

mẹ) được chẩn đoán trước sinh bệnh DMD và 3 thai nữ (của 3 bà mẹ) được 

chẩn đoán người lành mang gen bệnh.  

Trong 35 thai phụ mang thai nam, qua phân tích phả hệ chúng tôi xác 

định 12 thai phụ thuộc những phả hệ có tiền sử bệnh rõ ràng. Những thai phụ 

này là người mang gen đột biến dị hợp tử bắt buộc. 16 thai nhi của 12 thai 

phụ này (do có 4 thai phụ mang thai 2 lần) đã được chẩn đoán trước sinh đồng 

thời bằng kỹ thuật Microsatellite DNA và kỹ thuật PCR, MLPA hoặc giải 

trình tự gen. Kỹ thuật Microsatellite cho kết quả tương đồng với các kỹ thuật 

khác và được thực hiện thành công trong chẩn đoán trước sinh bệnh DMD với 

tất cả các dạng đột biến bao gồm đột biến xoá đoạn, đột biến lặp đoạn và đột 

biến điểm. Trong khi đó kỹ thuật PCR chỉ có thể xác định đột biến xoá đoạn, 

kỹ thuật MLPA chỉ xác định được đột biến xoá đoạn và đột biến lặp đoạn, và 

kỹ thuật giải trình tự gen chỉ ưu tiên ứng dụng trong các trường hợp đột biến 

điểm do chi phí xét nghiệm cao.  

15/16 thai nhi được chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite 

DNA và được đối chiếu kết quả bằng kỹ thuật PCR, MLPA hoặc giải trình tư 

gen. 1/16 trường hợp do không xác định được đột biến chỉ điểm ở người bệnh 

DMD và thai phụ nên không thể thực hiện chẩn đoán trước sinh bằng các kỹ 

thuật chẩn đoán đột biến trực tiếp. Trong trường hợp này, Microsatellite là kỹ 

thuật duy nhất có thể sử dụng để chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi. 

  Nghiên cứu đã xác định được 5 marker STR có tỷ lệ dị hợp tử cao nhất là 

DSTR49, DXS890, DTSR50, DXS1067, DXS9907 với tỷ lệ xuất hiện ít nhất 2 

marker STR dị hợp tử trong số 5 marker  này là 97,76%. Chúng tôi thực hiện 
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khếch đại 5 marker STR trên cho 12 bà mẹ, qua đó chẩn đoán trước sinh cho 16 

thai nhi. Để có thể chẩn đoán trước sinh cho thai nhi, mỗi thai phụ cần khuếch 

đại được ít nhất 2 marker STR dị hợp tử. Kết quả cho thấy 11/12 thai phụ đã 

được khuếch đại thành công ít nhất 2 marker STR dị hợp tử và sử dụng các 

marker STR này trong chẩn đoán trước sinh bệnh lý DMD cho thai nhi, chỉ 1 

thai phụ cần khuếch đại thêm các marker STR khác để tìm được marker STR dị 

hợp tử. Điều này có ý nghĩa rất lớn trong việc giảm thời gian thực hiện kỹ thuật 

cũng như chi phí hoá chất cho xét nghiệm, giúp giảm thời gian trả kết quả cũng 

như giảm gánh nặng kinh tế cho người bệnh. Không chỉ vậy, việc xác định được 

các marker STR có tỷ lệ dị hợp cao còn có ý nghĩa thực tiễn trong chẩn đoán tiền 

làm tổ bệnh DMD. 

Sau khi khuếch đại được marker STR dị hợp tử, chúng tôi xác định alen 

bình thường và alen bệnh của từng marker STR và xác định alen người mẹ 

truyền cho thai nhi. Trong trường hợp thai nhi chỉ nhận từ mẹ các alen bình 

thường thì thai nhi được chẩn đoán không mắc DMD, còn nếu thai nhi nhận các 

alen bệnh từ mẹ thì thai nhi được chẩn đoán mắc bệnh DMD. Kết quả chẩn 

đoán trước sinh bệnh DMD bằng kỹ thuật Microsatellite cho 16 thai nhi xác 

định có 5 thai nhi nhận alen bệnh từ mẹ, được chẩn đoán mắc DMD; 11 thai 

nhi nhận alen bình thường từ mẹ, được chẩn đoán không mắc bệnh. 15/16 

trường hợp được đối chiếu kết quả chẩn đoán bằng kỹ thuật chẩn đoán đột 

biến trực tiếp (PCR, MLPA, giải trình tự gen) đều cho kết quả tương đồng với 

kỹ thuật Microsatellite. 1/16 trường hợp thai nhi chỉ có thể thực hiện chẩn 

đoán trước sinh DMD bằng kỹ thuật Microsatelite DNA do không xác định 

được đột biến chỉ điểm ở thai phụ và người bệnh DMD trong gia đình nên 

không có kết quả đối chiếu với phương pháp chẩn đoán đột biến khác. Kết 

quả chẩn đoán trước sinh là tương đồng giữa hai phương pháp chẩn đoán đột 

biến trực tiếp và gián tiếp đã được kết luận trong nhiều nghiên cứu của các tác 



126 
 

giả khác nhau trên thế giới: tác giả Wang và cộng sự năm 2017 đã ứng dụng 

đồng thời các kỹ thuật PCR, MLPA, giải trình tự gen và kỹ thuật 

Microsatellite DNA trong chẩn đoán trước sinh DMD cho 131 thai nhi, tác 

giả Minh Hieu Ta và cộng sự năm 2014 đã kết luận 2 phương pháp chẩn đoán 

đột biến trực tiếp và gián tiếp là hoàn toàn tương đồng nhau trong chẩn đoán 

trước sinh DMD cho 8 thai nhi có nguy cơ cao mắc DMD [77],[95]. Như vậy 

kết quả thu được từ nghiên cứu của chúng tôi khi ứng dụng kỹ thuật 

Microsatellite DNA trong chẩn đoán trước sinh DMD là tương đồng với các 

tác giả khác. Kỹ thuật Microsatellite DNA đã được phối hợp với các kỹ thuật 

khác như PCR hoặc MLPA trong chẩn đoán đột biến xoá đoạn; phối hợp với 

kỹ thuật MLPA trong chẩn đoán đột biến lặp đoạn, và phối hợp với kỹ thuật 

giải trình tự gen trong chẩn đoán đột biến điểm. 

Dystrophin là một trong những gen lớn nhất cơ thể, vì vậy việc xác 

định đột biến gen gặp nhiều khó khăn. Trong một số trường hợp các kỹ thuật 

di truyền phân tử hiện nay không thể xác định được dạng đột biến ở mẹ người 

bệnh cũng như người bệnh DMD trong gia đình. Trong các trường hợp này, 

chẩn đoán trước sinh bệnh DMD chỉ có thể sử dụng kỹ thuật Microsatellite 

DNA mà không thể dùng các phương pháp chẩn đoán đột biến trực tiếp như 

PCR, MLPA, giải trình tự gen,.... Theo nghiên cứu của Wang và cộng sự 

(2017), Microsatellite DNA đã được kết luận là phương pháp có hiệu quả 

trong chẩn đoán trước sinh dựa vào phân tích sự di truyền của các alen trong 

trường hợp không tìm được đột biến ở người bệnh DMD [95]. Trong nghiên 

cứu chúng tôi cũng ghi nhận một trường hợp tương tự là thai phụ DMD.31. 

Theo phả hệ gia đình thai phụ (hình 3.36), thai phụ có 2 con trai được chẩn 

đoán mắc DMD với triệu chứng lâm sàng điển hình, xét nghiệm CK máu tăng 

cao và được chẩn đoán xác định bằng sinh thiết cơ. Các kỹ thuật xác định đột 

biến gen dystrophin đã được thực hiện từ DNA mẫu máu của người bệnh và 
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người mẹ (thai phụ), tuy nhiên không xác định được đột biến bằng cả hai kỹ 

thuật MLPA và giải trình tự gen. Theo phân tích phả hệ, thai phụ được khẳng 

dịnh là người lành mang gen bệnh do có 2 con trai bị DMD. Thai phụ mang 

thai lần 3 và cần được chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi. Trong 

trường hợp này, phương pháp chẩn đoán đột biến gián tiếp Microsatellite 

DNA qua phân tích sự di truyền các alen là lựa chọn duy nhất để chẩn đoán 

trước sinh DMD cho thai nhi. Chúng tôi đã tiến hành khuếch đại 5 marker 

STR xác định được ở mục tiêu 1 và đã khuếch đại thành công 3 marker STR 

dị hợp tử ở thai phụ là DSTR 49, DSTR50 và DXS9907. Với marker DSTR49 

(hình 3.37A), thai phụ xuất hiện 2 đỉnh có kích thước 250bp và 236bp tương 

ứng với 2 alen nằm trên 2 NST X (XBXb). Chúng tôi nhận thấy đỉnh alen kích 

thước 250bp của thai phụ trùng khớp với đỉnh alen của con trai bị DMD nên 

alen này được xác định là alen bệnh. Alen còn lại có kích thước 236bp là alen 

bình thường. Phân tích tương tự với marker DXS9907 (hình 3.37B) xác định 

alen kích thước 202bp là alen bình thường và marker DSTR50 (hình 3.37C) 

alen có kích thước 246bp là alen bình thường. Kết quả chẩn đoán trước sinh 

từ dịch ối cho thấy thai nhi được di truyền các alen có kích thước 202bp, 

246bp và 251bp từ mẹ. Các alen này được xác định là các alen bình thường, 

thai nhi được chẩn đoán không mắc DMD. Hiện nay, mặc dù với sự phát triển 

mạnh mẽ của các kỹ thuật di truyền phân tử nhưng nhiều trường hợp vẫn 

không thể xác định được đột biến gen dystrophin ở người bệnh DMD hay mẹ 

người bệnh. Điều này là một thách thức với chẩn đoán trước sinh khi xác định 

đột biến chỉ điểm là bước đầu tiên của quá trình chẩn đoán trước sinh. Trong 

trường hợp này, kỹ thuật Microsatellite đã khắc phục được hạn chế của các kỹ 

thuật chẩn đoán trước sinh hiện nay như PCR, MLPA hay giải trình tự gen 

khi có thể chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho thai nhi không dựa vào đột 

biến chỉ điểm ở thai phụ hay người bệnh DMD trong gia đình mà thông qua 



128 
 

việc xác định thai nhi được di truyền từ mẹ alen bình thường hay alen bệnh 

lý, từ đó đưa ra chẩn đoán trước sinh cho thai nhi. 

Để có thể ứng dụng các kỹ thuật PCR, MLPA hay giải trình tự gen 

trong chẩn đoán trước sinh đều cần xác định chính xác đột biến gen 

dystrophin ở người bệnh DMD và xác định tình trạng mang gen dị hợp tử ở 

thai phụ. Tuy nhiên trong điều kiện tại Việt Nam, còn nhiều gia đình người 

bệnh không có điều kiện kinh tế để chi trả cho các xét nghiệm chẩn đoán gen, 

đặc biệt kỹ thuật giải trình tự gen xác định đột biến điểm. Trong những 

trường hợp này, chẩn đoán trước sinh bằng Microsatellite DNA có thể được 

thực hiện mà không cần xác định chính xác đột biến ở thai phụ cũng như con 

trai mắc DMD, mà chỉ dựa vào các trình tự lặp lại ngắn STR có tính đa hình 

cao. Số lần lặp lại của các trình tự STR này đặc trưng cho từng cá thể và được 

di truyền qua các thế hệ theo quy luật Mendel. Chẩn đoán trước sinh được 

thực hiện thông qua việc xác định alen đột biến và sự di truyền của các alen 

này từ thai phụ cho thai nhi [102],[119],[122]. Các marker STR được tối ưu 

hoá bằng kỹ thuật single PCR và multiplex PCR. Marker STR dị hợp tử ở thai 

phụ là các marker có sản phẩm điện di mao quản cho 2 đỉnh khác nhau tương 

ứng với 2 alen. Sau khi xác định được các marker STR dị hợp tử ở thai 

phụ, alen bệnh lý cũng sẽ được xác định dựa vào so sánh kết quả từ mẫu 

máu thai phụ và mẫu máu của người bệnh DMD trong phả hệ. Do DMD là 

bệnh lý di truyền liên kết NST giới tính X không có alen tương ứng trên 

NST Y nên với mỗi vùng STR thai phụ sẽ có hai đỉnh tương ứng với 2 alen 

trên 2 NST X trong khi người bệnh DMD sẽ chỉ xuất hiện 1 đỉnh tương 

ứng với 1 alen trên 1 NST X. Alen nào ở thai phụ trùng với alen ở người 

bệnh DMD trong phả hệ thì đó là alen bệnh lý, alen còn lại là alen bình 

thường. So sánh alen ở mẫu ối với alen bệnh lý và alen bình thường sẽ xác 
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định được mẫu ối mang alen bệnh lý hay bình thường, từ đó chẩn đoán xác 

định thai nhi có mắc DMD hay không. 

Phân tích kết quả chẩn đoán trước sinh DMD cho thai phụ DMD.28 

được mô tả trong hình 3.34 và hình 3.35. Theo phả hệ (hình 3.33), thai phụ có 

em trai được chẩn đoán bị DMD với các triệu chứng yếu cơ điển hình, nồng 

độ CK máu cao và xác định mang đột biến lặp đoạn exon 14-43 gen 

dystrophin. Thai phụ được xác định là người lành mang gen bệnh với đột biến 

giống ở em trai mình bằng kỹ thuật MLPA. Thai phụ mang thai 2 lần và thai 

nhi được chẩn đoán trước sinh bệnh DMD bằng kỹ thuật MLPA và 

Microsatellite DNA. Với kỹ thuật Microsatellite DNA (hình 3.34), 2 marker 

STR dị hợp tử được xác định từ mẫu máu của thai phụ là DSTR44 và 

DSTR49. Đỉnh alen trùng nhau ở thai phụ và người bệnh DMD được xác định 

là đỉnh alen bệnh. Từ hình 3.34 có thể khẳng định alen kích thước 180bp và 

242bp là 2 alen bệnh. Phân tích mẫu ối của thai nhi thấy xuất hiện cả 2 đỉnh 

alen bệnh tương ứng với 2 marker STR DSTR44 và DSTR49. Thai nhi nhận 

alen bệnh từ mẹ và được chẩn đoán mắc DMD. Với kỹ thuật MLPA (hình 

3.35), tại probe tương ứng với các exon 14-43 của mẫu ối thấy cường độ tín 

hiệu của đỉnh cao hơn 150-200% so với mẫu người bình thường. Sau khi phân 

tích dựa trên RPA ta có tỷ lệ RPA tại các exon từ 14 đến 43 của thai nhi so 

với chứng quanh mức 2 trong khi của các exon khác chỉ giao động xung 

quanh 1. Theo tác giả Hwa và cộng sự, nếu đỉnh tín hiệu tăng 200% so với 

mẫu chứng thì người nam được xác định là người mang đột biến lặp đoạn 

[123]. Tác giả Janssen và cộng sự (2015) cũng kết luận người bệnh được chẩn 

đoán mang đột biến lặp đoạn nếu kết quả phân tích MLPA cho tỷ lệ RPA tăng 

khoảng 200% (dao động từ 150-250%) so với mẫu người bình thường [103].  

Từ đó có thể khẳng định thai nam mang gen đột biến lặp đoạn các exon từ 14 

đến 43 được chẩn đoán mắc bệnh DMD. Kỹ thuật MLPA và Microsatellite 
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DNA có kết quả tương đồng trong chẩn đoán trước sinh DMD cho thai phụ 

DMD.28. 

 Những năm trở lại đây, các kỹ thuật di truyền ứng dụng trong chẩn đoán 

trước sinh DMD ngày càng được phát triển mạnh mẽ. Rất nhiều tác giả trên 

thế giới đã công bố kết quả nghiên cứu ứng dụng các kỹ thuật di truyền phân 

tử để chẩn đoán trước sinh bệnh DMD. Năm 2013, tác giả Zhang và cộng sự 

đã ứng dụng thành công kỹ thuật real-time PCR trong chẩn đoán trước sinh 

DMD cho 30 gia đình người bệnh DMD [120]. Tác giả Li và cộng sự (2013) 

đã ứng dụng kỹ thuật MLPA trong chẩn đoán trước sinh DMD cho 155 thai 

phụ là người mang gen đột biến xoá đoạn và lặp đoạn [119]. Một số tác giả 

khác đã kết hợp 2 hay nhiều các kỹ thuật di truyền phân tử để chẩn đoán trước 

sinh DMD, giúp tăng tỷ lệ chẩn đoán so với việc chỉ sử dụng một kỹ thuật di 

truyền đơn lẻ. Tác giả Li và cộng sự năm 2009 đã kết hợp kỹ thuật MLPA và 

Multiplex PCR chẩn đoán trước sinh cho 8 thai phụ mang các đột biến xoá 

đoạn và lặp đoạn gen dystrophin gây bệnh DMD [98]. Còn trong nghiên cứu 

của mình năm 2009, tác giả Wang và cộng sự đã kết hợp kỹ thuật MLPA và 

Microsatellite DNA (linkage analysis) để chẩn đoán trước sinh cho 26 trường 

hợp thai có nguy cơ mắc DMD, kết luận việc phối hợp hai kỹ thuật MLPA và 

phân tích STR giúp tăng khả năng chẩn đoán trước sinh bệnh DMD [121]. 

Năm 2011, tác giả Giliberto đã chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 24 thai 

phụ mang gen đột biến dị hợp tử bằng việc kết hợp kỹ thuật Multiplex PCR 

và phân tích STR (Microsatellite DNA) [13]. Một nghiên cứu khác của tác giả 

Wang và cộng sự năm 2017 đã kết hợp kỹ các kỹ thuật di truyền phân tử chẩn 

đoán đột biến trực tiếp (MLPA, PCR, giải trình tự gen) và kỹ thuật 

Microsatellite DNA trong chẩn đoán trước sinh DMD cho 146 trường thai 

phụ mang gen đột biến dị hợp, kết luận kỹ thuật Microsatellite DNA là kỹ 

thuật có độ tin cậy cao nên được sử dụng trong chẩn đoán trước sinh bệnh 
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DMD bên cạnh các kỹ thuật chẩn đoán đột biến trực tiếp [95]. Do gen 

dystrophin là một trong những gen có kích thước lớn nhất cơ thể với nhiều 

loại đột biến, việc sử dụng một kỹ thuật di truyền đơn lẻ sẽ không thể chẩn 

đoán hết được tất cả các trường hợp đột biến. Như vậy, trong nghiên cứu này, 

chúng tôi phối hợp các kỹ thuật Microsatellite DNA với các kỹ thuật PCR, 

MLPA, giải trình tự gen trong chẩn đoán trước sinh DMD cho kết quả tương 

đồng giống với các nghiên cứu của các tác giả khác trên thế giới. Như vậy 

qua các trường hợp chẩn đoán trước sinh, chúng tôi nhận thấy kỹ thuật 

Microsatellite DNA cho kết quả tương đồng với các kỹ thuật chẩn đoán đột 

biến trực tiếp và có khả năng ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh các trường 

hợp không tìm được đột biến ở thai phụ và người bệnh DMD. Hơn nữa, đây 

là một kỹ thuật đơn giản, giá thành thấp với thời gian trả kết quả nhanh, phát 

hiện được hiện tượng lẫn máu mẹ trong dịch ối gây sai lệch kết quả chẩn đoán 

[95],[122]. 

Nghiên cứu tiến hành chẩn đoán trước sinh cho 25 thai nam của 23 bà 

mẹ là người lành mang gen bệnh thuộc các phả hệ có tiền sử bệnh không rõ 

ràng. 25 trường hợp này được ứng dụng các kỹ thuật di truyền phân tử khác 

nhau để chẩn đoán trước sinh. Mỗi kỹ thuật di truyền phân tử có những ưu 

điểm và hạn chế riêng. Với kỹ thuật Multiplex PCR, mặc dù giá thành xét 

nghiệm thấp, thao tác kỹ thuật đơn giản và thời gian trả kết quả nhanh nhưng 

kỹ thuật này chỉ chẩn đoán được đột biến xoá đoạn ở 25 exon thuộc 2 vùng 

“hotspot” trên tổng số 79 exon của gen dystrophin. Kỹ thuật MLPA có thể 

khảo sát toàn bộ 79 exon của gen dystrophin và chẩn đoán các các đột biến xoá 

đoạn và lặp đoạn, tuy nhiên giá thành xét nghiệm cao và không phát hiện được 

các đột biến điểm (chiếm 25 - 30% tổng số đột biến). Còn kỹ thuật giải trình tự 

gen có thể xác định toàn bộ các đột biến trên gen dystrophin nhưng giá thành 

xét nghiệm rất cao, thời gian trả kết quả lâu nên kỹ thuật này chỉ thường được 
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sử dụng chẩn đoán các trường hợp đột biến điểm. Chúng tôi tiến hành kỹ thuật 

Microsatellite cho các bà mẹ mang đột biến điểm, cho kết quả tương đồng với 

kỹ thuật giải trình tự gen. 

4.2.2.2. Chẩn đoán trước sinh DMD cho các thai phụ không mang gen bệnh 

Tỷ lệ tiếp tục sinh con mắc DMD ở các bà mẹ không mang gen bệnh đã 

được báo cáo trong nhiều nghiên cứu như theo tác giả Bakker và Van Essen 

AJ là 14-20%, hay theo tác giả Heldermen và cộng sự (2009) là 8,6% mà 

nguyên nhân có thể do tình trạng khảm [105],[124]. Theo tác giả Grimm và 

cộng sự (2012), kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen có khả năng chẩn đoán 

được 97% các trường hợp người lành mang gen bệnh, như vậy các thành viên 

nữ được xác định là không mang đột biến từ DNA mẫu máu thì vẫn có 3% 

khả năng là người lành mang gen bệnh [125]. Chính vì vậy mặc dù được xác 

định là không mang gen bệnh nhưng nếu đã có tiền sử sinh con mắc DMD thì 

các bà mẹ này vẫn cần được tư vấn di truyền. Việc chẩn đoán trước sinh bệnh 

DMD cũng nên được cân nhắc trong các trường hợp này. 

Trong 45 thai phụ được chọc hút nước ối chẩn đoán trước sinh, có 7 

thai phụ được xác định không mang gen đột biến từ DNA mẫu máu. Tuy 

nhiên sau khi được tư vấn, các thai phụ này đều quyết định thực hiện chẩn 

đoán trước sinh DMD cho thai nhi. Kết quả được mô tả trong bảng 3.13 với 4 

thai nam bình thường, 2 thai nữ mang gen đột biến dị hợp tử và 1 thai nữ bình 

thường. 7 thai phụ đều có tiền sử sinh con trai bị DMD và các bà mẹ này đều 

đã được xác định là không mang gen đột biến bằng các kỹ thuật di truyền 

phân tử. Tuy nhiên qua phân tích kết quả chẩn đoán trước sinh, có 2 bà mẹ 

mang thai nữ có gen đột biến dị hợp tử nên khẳng định hai bà mẹ này phải là 

người lành mang gen bệnh (người mang gen đột biến dị hợp tử bắt buộc) do 

có con trai bị bệnh và mang thai nữ được chẩn đoán trước sinh có mang gen 
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đột biến. Từ kết quả có thể kết luận 2 bà mẹ này mang gen ở trạng thái khảm, 

khi được xác định mang gen bệnh qua phân tích phả hệ nhưng lại không xác 

định được đột biến gen từ DNA mẫu máu. Như vậy với những bà mẹ có con 

trai mắc DMD nhưng xét nghiệm máu không tìm thấy gen đột biến thì có thể 

được kết luận là không mang gen bệnh trong khi lại có mang gen bệnh nhưng 

ở trạng thái khảm. Nếu bỏ qua chẩn đoán trước sinh bệnh DMD ở những lần 

có thai sau thì nguy cơ có thể tiếp tục sinh con trai mắc bệnh. Kết quả càng 

khẳng định hiện tượng khảm mặc dù xảy ra với tỷ lệ thấp nhưng luôn cần 

được chú ý và tư vấn trong chẩn đoán trước sinh bệnh DMD. 

Từ kết quả nghiên cứu, chúng tôi nhận thấy việc xây dựng quy trình 

chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne cho các thành viên nữ 

trong phả hệ gia đình người bệnh DMD là rất cần thiết. Từ đó chúng ta có thể 

phát hiện một cách chính xác trong thời gian nhanh nhất các trường hợp thai 

nhi mắc bệnh để có tư vấn cụ thể cho từng gia đình thai phụ. Qua kết quả 

nghiên cứu, có thể thấy việc lựa chọn các kỹ thuật như MPLA, PCR hay giải 

trình tự gen trong chẩn đoán trước sinh sẽ tuỳ thuộc vào từng loại đột biến. 

Với đột biến xoá đoạn, có thể sử dụng kỹ thuật PCR hoặc MLPA. Với những 

trường hợp đột biến lặp đoạn sẽ sử dụng kỹ thuật MLPA và với những trường 

hợp đột biến điểm sẽ sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen trong chẩn đoán trước 

sinh. Kỹ thuật chẩn đoán gián tiếp Microsatellite DNA có thể sử dụng trong 

tất cả các trường hợp đột biến, đồng thời để phát hiện các trường hợp lẫn máu 

mẹ trong dịch ối gây sai lệch kết quả chẩn đoán. Đặc biệt trong các trường 

hợp không xác định được đột biến ở thai phụ và người bệnh, không thể ứng 

dụng các kỹ thuật chẩn đoán trực tiếp thì Microsatellite DNA sẽ là lựa chọn 

duy nhất để chẩn đoán trước sinh DMD.  
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Như vậy qua nghiên cứu chúng tôi nhận thấy Microsatellite DNA là kỹ 

thuật có thể ứng dụng trong mọi trường hợp chẩn đoán trước sinh khi thai phụ 

được xác định là người lành mang gen đột biến (xoá đoạn, lặp đoạn, đột biến 

điểm) và đặc biệt trong cả những trường hợp không xác định được đột biến ở 

thai phụ và người bệnh DMD. 
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KẾT LUẬN 

 

1. Phát hiện người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne  

Tiến hành xác định người lành mang gen bệnh cho 85 thành viên nữ 

trong 35 phả hệ gia đình DMD, kết quả có 52 người mang gen đột biến dị hợp 

tử (61%) và 33 người không mang gen đột biến (39%). 

66/85 thành viên nữ được phân tích bằng kỹ thuật MLPA, xác định 40 

người mang đột biến xoá đoạn và lặp đoạn (60,6%) và 26 người không mang 

gen đột biến (39,4%). Các đột biến đều tập trung ở 2 vùng “hot spot” của gen 

dystrophin là vùng 5’ tận và vùng trung tâm. 

19/85 thành viên nữ được phân tích bằng kỹ thuật giải trình tự gen, xác 

định 7 thành viên nữ không mang gen đột biến (36,8%) và 12 thành viên nữ 

mang gen đột biến điểm (63,2%), trong đó có 1 trường hợp mang gen đột biến 

dị hợp tử ở trạng thái khảm. 

2. Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatellite 

Chọc ối chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho 51 thai nhi có nguy cơ 

cao mắc DMD từ 45 bà mẹ. 100% các trường hợp đều lấy mẫu thành công.  

Chẩn đoán trước sinh cho 51 thai nhi gồm 6 thai nữ và 45 thai nam 

trong đó phát hiện 3 thai nữ mang gen đột biến dị hơp tử chiếm tỷ lệ 5,9%; 3 

thai nữ bình thường chiếm tỷ lệ 5,9%; 35 thai nam bình thường chiếm tỷ lệ 

68,6%; 10 thai nam bị bệnh chiếm tỷ lệ 19,6%. 9/10 trường hợp thai nam mắc 

bệnh đã đình chỉ thai nghén, 01 trường hợp giữ thai. 

Các trường hợp chẩn đoán trước sinh bằng kỹ thuật Microsatellite 

đều cho kết quả tương đồng với kỹ thuật PCR, MLPA, giải trình tự gen. 

Không phát hiện trường hợp thai có các bất thường NST kèm theo qua 

nuôi cấy tế bào ối làm NST đồ. 
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KHUYẾN NGHỊ 

 

1 Cần xác định người lành mang gen bệnh cho tất cả các thành viên nữ trong 

gia đình người bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne để có kế hoạch quản lý, theo 

dõi và tư vấn di truyền. 

2 Chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cần được tư vấn và thực hiện đối với 

tất cả các thai nhi của các thai phụ là người lành mang gen bệnh.  

3 Các thành viên nữ không mang gen bệnh nhưng đã có tiền sử sinh con 

mắc DMD cần được tư vấn di truyền về hiện tượng khảm có thể xảy ra, 

từ đó cân nhắc về quyết định chẩn đoán trước sinh DMD cho thai nhi khi 

mang thai.  

4 Ứng dụng kỹ thuật Microsatellite DNA bên cạnh các kỹ thuật phát hiện 

đột biến trực tiếp trong chẩn đoán trước sinh bệnh DMD để đưa đến kết 

quả chẩn đoán tốt nhất. 

5 Cần xây dựng quy trình chẩn đoán trước sinh bệnh DMD cho các thành viên nữ 

trong phả hệ gia đình có người bị DMD ở những cơ sở có đủ điều kiện thực hiện. 
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BẢN CUNG CẤP THÔNG TIN CHO ĐỐI TƯỢNG  

THAM GIA NGHIÊN CỨU  

Tên nghiên cứu: “Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ 

Duchenne bằng kỹ thuật Microsatelite”.  

Mã số đối tượng:  

Tài liệu này được thông báo đầy đủ đến các đối tượng tham gia nghiên 

cứu, không có trang hay phần nào trong tài liệu này được bỏ qua. Những nội 

dung trong tài liệu này được giải thích rõ bằng miệng với các đối tượng tham 

gia nghiên cứu. 

1. Các vấn đề liên quan đến nghiên cứu 

 Mục đích của nghiên cứu 

Nghiên cứu được tiến hành với hai mục tiêu: 

 Phát hiện người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne 

bằng kỹ thuật MLPA và giải trình tự gen. 

 Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne trên những 

người lành mang gen bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ 

thuật Microsatellite DNA. 

 Phương pháp tiến hành : 

 Phát hiện người lành mang gen bệnh trên các thành viên nữ 

trong gia đình người bệnh 

o Mỗi người trong nhóm nghiên cứu 1 được lấy máu tĩnh 

mạch, chống đông bằng EDTA (1,5 mg/mL). 

o Tách chiết DNA từ mẫu máu 

o Xác định đột biến gen dystrophin bằng kỹ thuật MLPA 

o Tư vấn di truyền đối với các thành viên nữ mang gen 

 Các thai phụ là người lành mang gen khi mang thai sẽ được tư 

vấn chọc hút nước ối khi thai 17 tuần để làm xét nghiệm chẩn 



 
 

đoán trước sinh bệnh lý loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatellite. 

2. Tiêu chuẩn lựa chọn đối tượng vào nghiên cứu 

 Mục tiêu 1: các thành viên nữ (gồm mẹ, chị em gái và các dì) trong 

các gia đình bệnh nhân đã được phát hiện có đột biến gen 

dystrophin. 

 Mục tiêu 2: các thai phụ mang thai từ 17 tuần – 22 tuần, được xác 

định có mang gen dystrophin bị đột biến và có nguyện vọng được 

chẩn đoán trước sinh. 

3. Số người tham gia vào nghiên cứu : Dự kiến 100 người 

4. Những khoản nào được chi trả trong nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện không bao gồm bất kì chi trả nào cho người 

bệnh  

5. Cơ quản lý có thể kiểm tra hồ sơ của đối tượng: Trung tâm gen – 

protein, Trường Đại học Y Hà Nội 

6. Người để liên hệ khi có câu hỏi về nghiên cứu và quyền của đối tượng 

nghiên cứu:   Bác sỹ Đinh Thuý Linh– Trung tâm Sàng lọc, chẩn đoán 

trước sinh và sơ sinh, Bệnh viện Phụ sản Hà Nội 

Bệnh nhân hoặc người nhà bênh nhân được giải thích rõ rằng sự 

tham gia là tình nguyện. Việc chấp thuận hay không chấp thuận tham gia 

vào nghiên cứu hoàn toàn không ảnh hưởng đến bệnh nhân/ người nhà 

bệnh nhân và đối tượng tham gia nghiên cứu có thể dừng không tiếp tục 

tham gia vào bất kỳ thời điểm nào của nghiên cứu. Các thông tin về bệnh 

nhân, người nhà bệnh nhân và kết quả chẩn đoán hoàn toàn được giữ bí 

mật và chỉ dùng với mục đích nghiên cứu thuộc phạm vi đề tài. 

Hà Nội, ngày ……. tháng …… năm 

     Họ tên và chữ ký của Nhà nghiên cứu                



 
 

PHIẾU TÌNH NGUYỆN THAM GIA NGHIÊN CỨU 

(Áp dụng cho đối tượng tình nguyện tham gia nghiên cứu không cần 

bí mật vô danh) 

 

Họ và tên đối tượng: .........................................................................................  

Tuổi :  ...............................................................................................................  

Địa chỉ : ............................................................................................................  

Sau khi được bác sỹ thông báo và giải thích cụ thể về ý nghĩa, mục đích, qui 

trình nghiên cứu, quyền lợi và nghĩa vụ của người tham gia nghiên cứu, 

quyền được tự do rút khỏi nghiên cứu, được đảm bảo bí mật cá nhân trong 

quá trình nghiên cứu và kết quả nghiên cứu của đối tượng tham gia vào 

nghiên cứu:  

“Chẩn đoán trước sinh bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne bằng kỹ thuật 

Microsatelite” 

Tôi (hoặc người đại diện trong gia đình) đồng ý tự nguyện tham gia vào 

nghiên cứu này. Tôi xin tuân thủ các quy định của nghiên cứu 

 

Hà Nội, ngày ......... tháng ..... năm 20.. 

Họ tên của người làm chứng  Họ tên của đối tượng 

    (Ký và ghi rõ họ tên)   (Ký và ghi rõ họ tên) 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Phụ lục 1 

QUY TRÌNH TÁCH CHIẾT DNA TỪ MÁU NGOẠI VI 

- Máu có chống đông EDTA cần được tách trong vòng 24 giờ. 

- Cho 0,5 ml máu tươi toàn phần đã chống đông vào ống Eppendorf 1,5 ml, 

sau đó thêm vào 0,5 ml dung dịch lysis buffer rồi để trên đá 10 phút. 

- Ly tâm 8000 v/p trong 10 phút ở 40C, bỏ dịch, thu cặn. Lặp lại quá trình 

này 4 lần.  

- Cho 0,5 ml dung dịch K vào, ly tâm 8000 vòng/phút trong 10 phút ở 4°C, 

bỏ dịch, thu cặn. 

- Cho 0,5 ml lysis buffer, 12,5 µl SDS 10%, 10 µl Protease K, ủ ở 56°C từ 

2-3 giờ. Cho 0,5 ml dung dịch Phenol, Chloroform: Isoamyl, ly tâm 10000 

v/p trong 10 phút ở 4°C, hỗn hợp được chia làm 3 phần: lớp dung dịch phía 

trên có chứa DNA, lớp ở giữa là cặn tế bào, lớp dưới cùng là dịch chiết. 

- Hút lấy phần dịch chứa DNA phía trên cùng và tiến hành lặp lại bước trên 

một lần nữa, đảm bảo không còn tạp chất trong. 

- Cho 0,5 ml chloroform: Isoamyl, ly tâm mẫu ở 10000 v/p trong 10 phút ở 

40C. Hút lấy phần dịch trên cùng, lặp lại 1 lần nữa. 

- Tủa DNA bằng 1ml cồn tuyệt đối, cho thêm 50 μl Na acetat, để lạnh qua 

đêm ở -20°C. Ly tâm 13000 vòng/phút trong 20 phút ở 4°C, đổ dịch trên và 

thu tủa. 

- Rửa tủa bằng cồn 70°. Tủa DNA được hoà tan bằng 50 ml nước tinh khiết 

hoặc TE. Phân tử DNA thu được sẽ được kiểm tra độ tinh sạch bằng phương 

pháp đo mật độ quang ở bước sóng 260/280 nm. 

 

 

 

 



 
 

Phụ lục 2 

QUY TRÌNH KỸ THUẬT MLPA 

Biến tính DNA 

- 50-200ng DNA của mẫu khảo sát pha loãng với 5 μl TE. 

- Biến tính DNA trong 5 phút ở 98°C. 

- Làm mát hỗn hợp ở nhiệt độ 25°C. 

Phản ứng lai 

- Cho hỗn hợp chứa probe vào ống DNA. 

- Ủ hỗn hợp ở 95°C trong 1 phút, sau đó ủ ở nhiệt độ 60°C trong 16 - 20 giờ. 

Hai đoạn lai của 2 phân tử oligonucleotid sẽ gắn với DNA đích đặc hiệu ở 

vị trí sát nhau. 

Phản ứng nối 

- Cho hỗn hợp ligase-65 vào, ủ ở 54°C trong 15 phút để phản ứng nối xảy ra. 

- Tăng nhiệt độ lên 98°C trong 5 phút để bất hoạt phản ứng nối. 

Phản ứng khuếch đại gen PCR 

- Thêm 10ml polymerase vào mỗi ống ở nhiệt độ phòng. 

- Phản ứng PCR xảy ra ở điều kiện luân nhiệt: 95°C x 30”, 60°C x 30”, 72°C 

x 60”, lặp lại 35 chu kỳ, sau đó ủ ở nhiệt độ 72°C trong 20 phút. 

- Sau phản ứng PCR, mỗi probe sẽ được khuếch đại thành nhiều bản sao, sau 

đó được phân tách bằng phương pháp điện di mao quản.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Phụ lục 3 

QUY TRÌNH KỸ THUẬT GIẢI TRÌNH TỰ GEN 

Sản phẩm PCR sau khi được khuếch đại bằng những cặp mồi đặc hiệu sẽ 

được làm nguyên liệu cho kỹ thuật giải trình tự gen. 

Phản ứng PCR giải trình tự phát hiện đột biến của gen dystrophin: 

Master mix cho phản ứng PCR sequencing: 

STT Thành phần Thể tích (µl) 

1 Nước cất  13 

2 GA 10x buffer/EDTA 3,0 

3 Big Dye V3.1 2,0 

4 Mồi đơn (5pmol/µl)  1,0 

5 
Sản phẩm PCR cDNA (DNA) gen dystrophin 

đã được tinh sạch qua gel 
1,0 

 Tổng thể tích 20 

 

+ Phản ứng PCR giải trình tự: 

   Chu trình nhiệt của phản ứng: 

 96oC: 1 phút 

 96oC:  10 giây 

 50oC:  5 giây          x 25 chu kỳ 

 60oC: 4 phút 

 Giữ ở 4 - 15oC   

+ Tinh sạch sản phẩm PCR giải trình tự: sản phẩm PCR giải trình tự gen 

dystrophin được tinh sạch bằng cồn ethanol 

 Thêm vào ống hỗn hợp phản ứng: 

  60 µl cồn tuyệt đối lạnh (giữ trong tủ -30°C)  

  5 µl EDTA 0,125M pH8 



 
 

 Trộn đều rồi để ở nhiệt độ phòng 15 phút. 

 Ly tâm 15000 vòng/phút x 15 phút ở nhiệt độ phòng. 

 Hút bỏ dung dịch giữ lại tủa DNA ở đáy ống  

 Thêm 200 µl Ethanol 70%, để lạnh (-30ºC). 

 Ly tâm 15000 vòng/phút x 10 phút ở nhiệt độ phòng, hút bỏ dung dịch, 

giữ lại tủa ở đáy ống. 

 Để khô hoàn toàn. 

 Thêm 20 µl Hi-Di.  

 Trộn đều  

+ Điện di sản phẩm PCR giải trình tự gen dystrophin bằng hệ thống giải trình 

tự ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). Trong trường hợp chưa điện di 

ngay sau khi thêm 20 µl Hi-Di thì bọc kín mẫu bằng giấy bạc rồi bảo quản ở -

20 đến -30oC, tránh ánh sáng. Khi điện di thực hiện các bước sau:   

 Trộn đều rồi ủ ở 95oC trong 2 phút (trong block nhiệt) 

 Làm lạnh tức thời trên nước đá. 

 Trộn đều hỗn hợp 

 Chuyển vào máy chạy theo trình tự 

+ Phân tích kết quả:  

So sách kết quả giải trình tự các exon của gen dystrophin với trình tự 

gen chuẩn tương ứng của ngân hàng gen (GeneBank). Tại Trung tâm nghiên 

cứu Gen – Protein sử dụng phần mềm CLC Main Workbench để phân tích kết 

quả giải trình tự gen. 


