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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

 Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne (Duchenne Muscular Dystrophy-DMD) 

là một bệnh lý thần kinh cơ do di truyền thường gặp nhất, được phát hiện ở tất 

cả các chủng tộc khác nhau trên thế giới. Tần suất bệnh vào khoảng 1/3500 

trẻ trai. Duchenne là người đầu tiên đã mô tả chi tiết bệnh này vào năm 1861 

[1]. Đây là một bệnh lý cơ rất nặng,  mang tính chất tuần tiến, nặng dần theo 

thời gian. Hầu hết trẻ trai mắc bệnh đều có dấu hiệu lâm sàng với triệu chứng 

suy yếu cơ, biểu hiện bằng khó đi lại, khó đứng lên ngồi xuống và khó khăn 

khi leo cầu thang. Trong giai đoạn nặng, bệnh nhân trở nên tàn phế, mất khả 

năng đi lại vào lứa tuổi 12 và thường tử vong ngoài 20 tuổi do tổn thương cơ 

tim và rối loạn hô hấp [2, 3]. Một thể bệnh nhẹ của DMD rất hay gặp là loạn 

dưỡng cơ Becker (BMD). Bệnh nhân BMD xuất hiện triệu chứng lâm sàng 

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

hơn. Với những biểu hiện nặng nề, cùng với rối loạn về tinh thần, 

DMD/BMD thực sự không chỉ là một tai họa đối với bản thân người bệnh mà 

còn là gánh nặng của gia đình cũng như của cả cộng đồng.                        

  DMD/BMD là bệnh di truyền lặn liên kết giới tính, gây nên bởi đột 

biến gen dystrophin. Gen dystrophin nằm ở vị trí Xp21 trên nhiễm sắc thể X, 

có chiều dài hơn 3000 kb, gồm 79 exon với 7 promotor khác nhau và là gen 

người lớn nhất được phát hiện cho đến nay. Gen dystrophin mã hoá 14 kb 

mRNA và tổng hợp sản phẩm tương ứng là protein dystrophin. Protein này có 

mặt ở màng của tế bào cơ và có chức năng chính trong việc duy trì sự ổn định 

màng, bảo vệ tế bào cơ khỏi bị tổn thương trong quá trình co cơ [4, 5].            

 Hiện nay, bản đồ đột biến gen dystrophin gần như đã được xác định. 

Dạng đột biến xóa đoạn gen là phổ biến nhất, chiếm 60%. Dạng đột biến điểm 

đứng thứ hai về mức độ thường gặp, chiếm 20-30%. Dạng đột biến lặp đoạn 
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chiếm khoảng 10-15% [5]. Nhiều công trình nghiên cứu cho thấy, đột biến 

xóa đoạn gen thường tập trung vào hai vùng trọng điểm (hotspot): vùng trung 

tâm (exon 43-60) và vùng 5’ tận (exon 1-19)  [3, 6]. Đột biến điểm và đột 

biến lặp đoạn nằm rải rác trên chiều dài gen [5]. 

Hiện nay chưa có phương pháp điều trị đặc hiệu. Với sự phát triển của 

ngành sinh học phân tử trong những năm gần đây, liệu pháp điều trị gen đối 

với bệnh nhân DMD đã đem lại hy vọng to lớn cho người bệnh. Tuy nhiên 

với mỗi dạng đột biến gen dystrophin khác nhau sẽ có liệu pháp điều trị gen 

khác nhau. Vì vậy, việc nghiên cứu xác định đột biến gen cho bệnh nhân là 

tiền đề quan trọng để lựa chọn liệu pháp điều trị gen hiệu quả nhất. Ngoài ra, 

việc xác định chính xác dạng đột biến gen còn giúp cho chẩn đoán người lành 

mang bệnh, chẩn đoán trước sinh tư vấn di truyền nhằm giảm tỉ lệ mắc bệnh, 

giảm hậu quả của bệnh gây cho gia đình bệnh nhân và xã hội. 

 Những năm gần đây, nhiều nhà khoa học nước ngoài cũng như trong 

nước đã tiến hành nghiên cứu và phát hiện đột biến gen dystrophin ở các bệnh 

nhân DMD. Ở Việt Nam đã có nhiều công trình nghiên cứu về đột biến gen 

dystrophin. Tuy nhiên, các công trình  chủ yếu mới chỉ dừng ở phát hiện đột 

biến xóa đoạn và tập trung vào 2 vùng đột biến trọng điểm, vẫn chưa có 

nghiên cứu nào tiến hành phát hiện toàn diện các dạng đột biến xóa đoạn, đột 

biến lặp đoạn và đột biến điểm trên toàn bộ 79 exon của gen dystrophin. 

 Xuất phát từ thực tiễn đó, đề tài “Nghiên cứu xác định đột biến và lập 

bản đồ đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân loạn dƣỡng cơ Duchenne 

Việt Nam” được tiến hành với các mục tiêu sau: 

1. Xác định đột biến xóa đoạn, lặp đoạn và đột biến điểm của gen 

dystrophin trên bệnh nhân DMD/BMD. 

2. Bước đầu xây dựng bản đồ đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân 

DMD/BMD Việt Nam. 
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CHƢƠNG 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. Đặc điểm của bệnh DMD 

1.1.1. Lịch sử phát hiện bệnh 

 Năm 1851, Meryon ghi nhận có 8 trẻ trong 3 gia đình mắc cùng một loại 

bệnh với biểu hiện yếu cơ dần dần và dẫn đến tử vong ở thời niên thiếu mà ông 

cho rằng do thiếu dinh dưỡng gây nên, ông nhận thấy bệnh chỉ gặp ở trẻ trai và 

tủy không bị tổn thương, vì thế bệnh được đặt tên là bệnh Meryon [7].  

Năm 1861, bác sĩ người Pháp Guillaume Benjamin Amand Duchenne 

(1806 – 1875) đã mô tả chi tiết dạng giả phì đại cơ ở bé trai mắc bệnh loạn 

dưỡng cơ trong quyển sách của ông mang tên "Paraplégie Hypertrophique de 

l’enfance de cause cérébrale", xuất bản năm 1861.  

Đến năm 1868, Duchenne tiến hành một nghiên cứu quy mô trên 13 trẻ 

có biểu hiện liệt cơ giả phì đại (còn gọi là nhược cơ). Ông là người đầu tiên 

đã tiến hành sinh thiết cơ trên người sống để làm xét nghiệm mô học và nhận 

thấy có sự thay thế mô cơ bằng mô xơ hoặc mô liên kết trên tiêu bản, triệu 

chứng có cải thiện ở vài bệnh nhân khi điều trị bằng thủy trị liệu kết hợp xoa 

bóp. Từ đó ông đưa ra tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh dựa trên kết quả giải phẫu 

bệnh và ghi điện cơ, vì thế, bệnh được đặt tên là bệnh loạn dưỡng cơ 

Duchenne [8]. 

 Năm 1879, Gower cũng nhận thấy những biểu hiện yếu cơ chỉ ghi nhận 

ở trẻ nam và là bệnh di truyền thông qua người mẹ. Ông ghi nhận các trẻ bệnh 

có đặc điểm giống nhau khi thay đổi tư thế từ nằm sang ngồi hay từ ngồi sang 

đứng và dấu hiệu này được đặt tên là dấu hiệu Gower, rất đặc trưng cho bệnh 

loạn dưỡng cơ Duchenne [9]. 
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 Trong thời gian dài sau đó, các nghiên cứu hầu như chỉ dừng lại ở mức 

độ đánh giá các biểu hiện lâm sàng và điều trị hỗ trợ làm giảm các triệu 

chứng của bệnh.  

 Năm 1950, Peter Emil Becker một bác sĩ người Đức đã mô tả một trong 

những dạng của bệnh DMD, thể bệnh này có cơ chế bệnh sinh giống bệnh 

DMD nhưng bệnh cảnh lâm sàng thường nhẹ hơn. Thể bệnh này đã được 

mang tên ông – Becker muscular dystrophy (BMD). 

 Năm 1981, Zatz M. và CS quan sát những trẻ gái mắc bệnh và phát 

hiện ra gen dystrophin nằm ở vị trí Xp21 trên nhiễm sắc thể (NST) X, những 

trẻ gái này mang chuyển đoạn giữa NST X và NST thường [10]. 

 Năm 1985, Kukel và CS đã phân lập được DNA từ một bệnh nhân nam 

mắc bệnh DMD và thấy có xóa đoạn lớn NST X của bệnh nhân này. 

 Những năm sau đó, nhờ sự phát hiện ra gen dystrophin và sản phẩm 

protein tương ứng vào năm 1987, cùng với các kỹ thuật di truyền phân tử phát 

triển mạnh đã giúp phát hiện được đột biến trên gen dystrophin gây bệnh loạn 

dưỡng cơ Duchenne và phát hiện người mẹ mang gen bệnh [11, 12].  

Đến năm 1993 người ta đã phát hiện được đầy đủ các thành phần và 

cấu trúc của gen dystrophin gồm 79 exon với 7 promoter khác nhau, mã hóa 

cho 14kb mRNA, trong đó hơn 99% là intron. 

 Ngày nay, cơ chế phân tử của bệnh ngày càng được hiểu rõ đã giúp 

hoàn thiện thêm các kỹ thuật chẩn đoán bệnh, tư vấn di truyền, tầm soát trước 

sinh, cũng như bước đầu ứng dụng liệu pháp gen trong điều trị bệnh DMD, 

nhằm nâng cao chất lượng cuộc sống cho bệnh nhân và làm giảm gánh nặng 

cho gia đình và xã hội. 
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1.1.2. Biểu hiện lâm sàng của DMD 

 Trẻ trai hiếm khi biểu hiện các triệu chứng lúc sinh hoặc trong những 

năm đầu của thời kỳ ấu nhi mặc dù một số trẻ đã có biểu hiện giảm trương lực 

cơ kín đáo. Các kỹ năng vận động thô sớm như lật, ngồi và đứng thường phù 

hợp với lứa tuổi hoặc có thể hơi chậm. Dấu hiệu sớm nhất của yếu cơ có thể 

là trẻ giữ cổ kém hơn. Những triệu chứng thường bắt đầu từ 3-5 tuổi, khởi đầu 

bởi sự khó đi lại, khó khăn khi leo cầu thang và khi đứng, chân bệnh nhân 

thường dạng ra cho chắc chắn, lưng ưỡn để bù trừ cho cơ mông bị yếu. 

 Dấu hiệu Gower sớm có thể thấy rõ vào lúc 3 tuổi và biểu hiện đầy đủ 

vào lúc trẻ được 5 đến 6 tuổi: Khi người bệnh đang ngồi xổm phải đứng lên 

hoặc đang nằm phải ngồi dậy thì người bệnh phải quay người sang một bên, 

gấp đầu gối vào mông, hai tay chống nạng đỡ lấy thân để giữ tư thế quỳ bắn, 

sau đó, bằng cách tì hai tay lần lượt lên cẳng chân, đầu gối và đùi, người bệnh 

đẩy cho thân thẳng dậy. Sự tiếp nối các động tác như vậy được xem là đặc 

hiệu cho bệnh loạn dưỡng cơ tuần tiến. Dáng đi Trendelenberg hay hông lắc 

lư cũng xuất hiện vào thời điểm này [13]. 

 

Hình 1.1. Dấu hiệu Gower  

(nguồn http://www.alison-burke.com/works-medicine.html ) 

http://www.alison-burke.com/works-medicine.html
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 Thời gian bệnh nhi còn duy trì được khả năng di chuyển thay đổi rất 

lớn. Một số bệnh nhân phải sử dụng xe lăn lúc 7 tuổi, trong khi đó một số 

bệnh nhân khác có thể đi lại mặc dù có khó khăn đến năm 10 tuổi mà 

không cần có bất kỳ một can thiệp chỉnh hình nào. Bằng  việc sử dụng các 

khung nâng đỡ, vật lý trị liệu và đôi khi bằng những can thiệp phẫu thuật 

nhỏ (kéo dài gân Achilles), hầu hết trẻ mắc DMD có thể đi lại đến năm 12 

tuổi. Di chuyển không chỉ có ý nghĩa quan trọng trong việc làm chậm lại 

quá trình ức chế tâm thần vốn thường đi kèm với việc người bệnh mất đi sự 

độc lập cá nhân mà nó còn có tác dụng phòng ngừa chứng vẹo cột sống ở 

các bệnh nhân này. Chứng vẹo cột sống có thể phòng ngừa được ngay cả 

khi bệnh nhân chỉ còn duy trì được quá trình di chuyển 1giờ/ngày. Ngược 

lại, khi bệnh nhân phụ thuộc vào xe lăn thì chứng vẹo cột sống sẽ tiến triển 

rất nhanh chóng [14]. 

 Quá trình yếu cơ không thể khống chế được tiếp tục tiến triển trong 

thập niên thứ hai của đời sống. Chức năng của các cơ xa vẫn còn được bảo 

tồn tương đối tốt do đó trẻ vẫn có thể sử dụng được các dụng cụ ăn uống, cầm 

bút và sử dụng bàn phím vi tính. Yếu cơ hô hấp biểu hiện bằng ho yếu và 

không hiệu quả, thường xuyên nhiễm khuẩn hô hấp và giảm dung tích phổi. 

Yếu cơ vùng hầu họng có thể tạo điều kiện gây nên hít nhầm thức ăn vào 

đường hô hấp, trào ngược dịch qua mũi và trẻ có giọng mũi. Chức năng của 

các cơ vận nhãn còn được bảo tồn tương đối tốt. Đại tiểu tiện không tự chủ do 

yếu cơ vòng hậu môn cũng như cơ vòng niệu đạo thường ít gặp và chỉ xảy ra 

vào giai đoạn muộn của bệnh. 

 Co rút cơ thường gặp ở mắt cá, đầu gối, khớp háng và khuỷu tay. 

Chứng vẹo cột sống thường gặp. Biến dạng lồng ngực làm nặng thêm sự suy 

giảm dung tích phổi và gây chèn ép tim. Đôi khi vẹo cột sống cũng gây khó 

chịu và đau đớn. 
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 Giả phì đại bắp chân và teo cơ đùi là dấu hiệu kinh điển. Sự tăng kích 

thước bắp chân là do một số sợi cơ có hiện tượng thâm nhiễm mỡ và tăng sinh 

collagen. Lưỡi và cơ cẳng tay cũng thường xuất hiện dấu hiệu giả phì đại [8]. 

 Bệnh cơ tim là một đặc trưng hằng định của DMD. Mức độ của bệnh lý 

cơ tim không nhất thiết tương quan với mức độ yếu cơ hệ vận động. Một số 

bệnh nhân có thể tử vong sớm do bệnh lý cơ tim trầm trọng trong khi vẫn còn 

có khả năng đi lại. Ngược lại, ở một số khác, ngay cả khi trong giai đoạn 

muộn của bệnh, thì tim vẫn còn có khả năng bù trừ khá tốt. 

 Sa sút trí tuệ gặp ở tất cả bệnh nhân mặc dù chỉ có 20 đến 30% bệnh 

nhân có chỉ số IQ dưới 70. Phần lớn bệnh nhân vẫn có thể tiếp tục theo đuổi 

được các chương trình học bình thường, nhất là khi trẻ có được sự giúp đỡ 

phù hợp. Một số bệnh nhân chậm phát triển trí tuệ nặng nề tuy nhiên không 

có mối tương quan giữa mức độ trì độn với mức độ bệnh lý ở cơ. Tỷ lệ động 

kinh thường cao hơn một ít so với quần thể chung. 

 Các biến đổi thoái hóa, xơ hóa cơ là một quá trình không gây đau. Bệnh 

nhân thường không có đau cơ và chuột rút, hiếm khi có vôi hóa cơ. 

 Trẻ mắc bệnh DMD thường tử vong vào khoảng ngoài 20 tuổi. Nguyên 

nhân tử vong là suy hô hấp trong khi ngủ, suy tim xung huyết, viêm phổi hoặc 

đôi khi do sặc và tắt nghẽn đường thở [2, 3]. 

1.1.3. Xét nghiệm cận lâm sàng  

1.1.3.1. Định lượng hoạt độ Creatine Kinase  

 Creatine Kinase (CK) là enzym xúc tác cho việc tạo năng lượng giúp 

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

này xúc tác cho phản ứng: 

  Creatine + ATP 
CK phosphocreatine + ADP 
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 Phosphocreatine là dạng dự trữ năng lượng cho hoạt động của cơ và 

vận chuyển chất trong tế bào cơ. 

 Có ba dạng isoenzym của CK, đó là CK-MM; CK-MB và CK-BB. 

Dạng đồng phân CK-MM chiếm 95% của CK toàn phần, nó tập trung chủ yếu 

ở tổ chức cơ vân. Dạng CK-MB chiếm khoảng 5% và tập trung chủ yếu ở mô 

cơ tim. Dạng CK-BB chiếm tỷ lệ không đáng kể và khu trú chủ yếu ở tổ chức 

não, nó không qua được hàng rào mạch máu não, do đó CK-BB không xuất 

hiện trong huyết thanh. 

 Hoạt độ CK huyết thanh thường tăng rất cao ở bệnh nhân DMD, ngay 

cả trước khi có dấu hiệu lâm sàng, thậm chí vào lúc sinh. Hoạt độ enzym CK 

huyết thanh thường là từ 15000 đến 35000 UI/L (bình thường dưới 160 UI/L), 

bởi vậy khi hoạt độ CK huyết thanh bình thường có thể loại trừ chẩn đoán 

DMD. Tuy nhiên, trong giai đoạn muộn của quá trình bệnh, hoạt độ enzym 

này giảm thấp, lý do của hiện tượng trên là vào giai đoạn cuối, khối cơ còn lại 

quá ít vì vậy mà lượng cơ thoái hóa cũng ít đi [10, 15]. 

 Các enzym tiêu thể hiện diện trong cơ như aldolase và aspartat 

transaminase (AST) cũng tăng nhưng ít đặc hiệu như CK. 

 Kiểm tra tim bằng điện tâm đồ (ECG) và X quang lồng ngực rất cần 

thiết và phải lặp lại định kỳ [8]. 

1.1.3.2. Phương pháp thăm dò điện sinh lý cơ 

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

lại các điện thế hoạt động của các sợi cơ ở các trạng thái khác nhau. 

 Trong bệnh DMD, điện cơ đồ cho thấy những biến đổi đặc trưng của 

bệnh lý cơ nhưng lại không đặc hiệu cho DMD. Trong DMD, không có bằng 
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chứng việc suy giảm phân bố thần kinh trong cơ, tốc độ dẫn truyền thần kinh 

cảm giác và vận động bình thường [13]. 

1.1.3.3. Sinh thiết cơ 

 Sinh thiết cơ có tác dụng chẩn đoán xác định nhờ vào những thay đổi 

đặc trưng trên tổ chức sinh thiết. Những biến đổi mô bệnh học đặc trưng bao 

gồm tăng sinh tổ chức liên kết của mô bọc sợi cơ, các sợi cơ bị thoái hóa và 

tái sinh rải rác. Mô bệnh học cũng cho thấy  có hiện tượng thâm nhiễm mô 

mỡ, mô liên kết và những tế bào đơn nhân. Đây  là hậu quả của phản ứng 

viêm khởi động bởi quá trình hoại tử sợi cơ. Ngay cả các sợi cơ có chức năng 

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

chức sinh thiết còn có rất nhiều sợi đậm đặc. Các sợi cơ co rút thái quá này có 

thể là hậu quả của hoại tử ở một vị trí khác trên chiều dài của sợi cơ. Quá 

trình hoại tử này tạo điều kiện cho canxi đi vào nội bào qua chỗ tổn thương 

của màng sợi cơ vân. Luồng canxi đi vào sẽ khởi động quá trình co rút của 

toàn bộ chiều dài sợi cơ [6, 8]. 

 Việc quyết định nên hay không nên tiến hành sinh thiết cơ để chẩn 

đoán đôi khi cũng là một vấn đề gây tranh cãi. Nếu gia đình có người mắc 

bệnh, nhất là khi anh em trai của bệnh nhân đã được chẩn đoán xác định 

DMD và bệnh nhân có những biểu hiện 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 bệnh nhân là người đầu tiên trong gia đình có biểu hiện lâm 

sàng và sinh hóa nghi ngờ thì nên sinh thiết cơ, việc sinh thiết cơ ở có tác 

dụng chẩn đoán loại trừ một số bệnh lý cơ khác có biểu hiện lâm sàng giống 

với DMD. Vị trí sinh thiết thường sử dụng nhất trong lâm sàng là sinh thiết cơ 

rộng ngoài của cơ tứ đầu đùi hoặc cơ sinh đôi ngoài [8]. 
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1.1.3.4. Hóa mô miễn dịch (Immunohistochemistry) 

 Hóa mô miễn dịch là phương pháp hóa tổ chức miễn dịch học, người ta 

dùng chất huỳnh quang (chất này sẽ phát sáng dưới kính hiển vi huỳnh quang) 

gắn vào kháng nguyên hoặc kháng thể để phát hiện phức hợp kháng nguyên-

kháng thể ở mức vi thể hay phân tử.  

 Dystrophin là một protein nên có tính sinh kháng thể. Khi nhuộm 

tiêu bản sinh thiết của những tế bào cơ bình thường, vì dystrophin định khu 

ở màng sợi cơ nên ở đó có phản ứng kết hợp kháng nguyên-kháng thể, thể 

hiện đường viền của các sợi cơ với sự phát sáng huỳnh quang liên tục, 

không ngắt quãng. Trong khi đó ở những bệnh nhân DMD không có sự bắt 

màu, không thấy rõ ranh giới màng tế bào cơ, phản ánh sự vắng mặt của 

dystrophin trên màng tế bào cơ. 

 Một thể bệnh nhẹ của DMD rất hay gặp là loạn dưỡng cơ Becker 

(BMD). Bệnh nhân BMD xuất hiện 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, protein dystrophin giảm đáng kể trên màng tế bào sợi cơ song 

không vắng mặt hoàn toàn như trong thể nặng DMD [14]. 

 

         Người bình thường        Bệnh nhân BMD           Bệnh nhân DMD 

Hình 1.2.  Hình ảnh hóa mô miễn dịch của protein dystrophin 

 khi nhuộm tiêu bản sinh thiết cơ [16] 
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1.1.3.5. Phương pháp di truyền phân tử xác định gen đột biến 

Gen Dystrophin rất dài với nhiều dạng đột biến khác nhau, vì thế 

việc xác định được có đột biến gen, cũng như xác định chính xác vị trí đột 

biến sẽ giúp ích rất nhiều trong chẩn đoán bệnh sớm, phát hiện  người nữ 

mang gen bệnh trong gia đình và giúp cho việc điều trị bằng liệu pháp gen 

hiệu quả hơn. 

Từ lúc bệnh DMD được nghiên cứu chẩn đoán bằng phương pháp 

phân tích di truyền bởi Kukel và CS (1985), đến thời điểm hiện nay đã có 

rất nhiều kỹ thuật sinh học phân tử giúp xác định đột biến gen Dystrophin 

như: FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), Multiplex PCR (Multiplex 

Polymerase chain reaction), Southern blot, MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification), giải trình tự gen…. Và mỗi phương pháp 

đều có ưu và nhược điểm riêng. 

1.1.4. Điều trị bệnh DMD 

1.1.4.1. Điều trị nội khoa 

 - Điều trị thuốc:  

Có nhiều nghiên cứu khác nhau về sử dụng steroids (glucocorticoids 

hay corticosteroids) trong bệnh DMD kể từ nghiên cứu mở đầu của Drachman 

và cộng sự (1974) [17] đã cho thấy hiệu quả của thuốc trong việc cải thiện sự 

yếu cơ và chức năng vận động ở trẻ, ngoài ra steroids còn giúp làm giảm vấn 

đề hô hấp, tim mạch và giảm nguy cơ vẹo cột sống, ít nhất là trong giai đoạn 

ngắn, nhờ tác dụng ức chế tế bào T gây độc từ cơ hoại tử [18, 19]. 
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Cho đến nay, steroids (glucocorticoids hay corticosteroids) vẫn được 

khuyến cáo sử dụng. Tuy nhiên, cần cân nhắc về liều lượng, thời điểm dùng 

thuốc, thời gian sử dụng và cần theo dõi chặt chẽ khi dùng thuốc vì các tác 

dụng phụ của thuốc khi dùng lâu dài (tăng cân, rối loạn về hành vi, giảm mật 

độ khoáng của xương…) có thể làm trầm trọng thêm tiến trình bệnh lý [2]. 

 - Điều trị hỗ trợ (khi cần) để đảm bảo thông khí cho người bệnh, lưu ý 

những trường hợp giảm thông khí về đêm, khó thở khi ngủ, suy hô hấp… 

 Cần phát hiện sớm bệnh cơ tim và những biến chứng tim mạch thông 

qua đo điện tâm đồ và siêu âm tim định kỳ để điều trị kịp thời cho bệnh nhân. 

Siêu âm tim và điện tâm đồ nên thực hiện mỗi 2 năm cho đến khi trẻ 10 tuổi, 

sau đó thực hiện hàng năm hoặc thường xuyên hơn nếu phát hiện bất thường 

[2, 14]. 

 - Chế độ dinh dưỡng cần đầy đủ và hợp lý để tránh béo phì và phòng 

ngừa loãng xương do thiếu canxi, nhưng không nên cho trẻ uống quá nhiều 

vitamin vì đây không phải là bệnh do thiếu vitamin gây ra [13]. 

 - Tập vật lý trị liệu: tất cả các trẻ khi được chẩn đoán DMD nên được 

tập vật lý trị liệu nhằm hạn chế bớt mức độ co rút cơ, tuy nhiên, việc tập 

luyện nên phù hợp theo lứa tuổi và không nên tập luyện nhiều quá [13]. 

1.1.4.2. Điều trị bằng liệu pháp gen 

Trên thực tế, gần như tất cả các bệnh nhân loạn dưỡng cơ Duchenne dần 

dần sẽ bị tàn phế và chết do suy hô hấp, tổn thương cơ tim hoặc các nhiễm 

trùng bội phụ ở lứa tuổi thiếu niên hoặc trước 20 tuổi. Rõ ràng với phác đồ 

điều trị bằng thuốc, việc điều trị bệnh nhân loạn dưỡng cơ Duchenne mới chỉ 
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dừng lại ở điều trị triệu chứng, làm chậm diễn biến của bệnh, hoàn toàn chưa 

tác động tới những sai hỏng ở mức độ gen - bản chất gây bệnh DMD. 

 Do đó, liệu pháp điều trị gen với khả năng can thiệp tận gốc đột biến gen 

dystrophin đang được các nhà khoa học trên thế giới tập trung nghiên cứu 

theo 3 hướng chính: 

i)  hiết kế vector mang gen mini hoặc micro dystrophin 

  tưởng sử dụng vector mang gen dystrophin có chức năng như một liệu 

pháp điều trị tổng thể cho mọi dạng đột biến gặp nhiều thách thức do kích 

thước khổng lồ của gen dystrophin ở mức độ genome (2.4 Mb) cũng như ở 

mức độ cDNA (18 kb). Một số ít nhóm nghiên cứu đã thành công trong việc 

thiết kế vector mang gen dystrophin có bản chất là virus HSV-1 hoặc plasmid, 

tuy nhiên hiệu suất chuyển nhiễm các vector vào tế bào đích rất thấp do kích 

thước quá lớn của thể truyền. Hướng đi này gần như đã đi vào ngõ cụt cho 

đến khi có những nghiên cứu cho thấy nhóm bệnh nhân Becker (một thể bệnh 

nhẹ của DMD) thường bị đột biến xóa đoạn một số vùng nhất định trên gen 

dystrophin, kết quả sinh thiết cơ vẫn phát hiện được một lượng nhỏ các 

protein dystrophin chức năng. Điều này gợi ý rằng một số vùng trên gen 

dystrophin không thực sự cần thiết và có thể được loại bỏ mà không làm ảnh 

hưởng đến chức năng của protein dystrophin. Bằng việc sử dụng các 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. Trong đó, vùng N-tận đóng một 

vai trò quan trọng nhưng không phải là quyết định đến khả năng bám của bộ 

khung xương tế bào lên dystrophin, đột biến xóa đoạn vùng N-tận thường gây 
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thể bệnh nhẹ. Một số giả thuyết trước đây cho rằng vùng giàu Cystein và 

vùng C-tận đều tương đối quan trọng với chức năng của dystrophin thông qua 

việc tạo thành phức hợp DGC. Tuy nhiên nghiên cứu của Crawford và Rafael 

đã chỉ ra rằng quá trình hình thành phức hợp DGC không đòi hỏi sự tham gia 

của vùng C-tận, chỉ có đột biến xóa đoạn vùng giàu Cystein mới làm phá hủy 

hoàn toàn phức hợp DGC gây thể bệnh nặng. Đáng chú ý, một số nghiên cứu 

đã chỉ ra việc gây đột biến xóa những vùng lặp lại trên gen dystrophin có thể 

giúp cắt ngắn đáng kể vùng trung tâm rod (chiếm tới 75% chiều dài gen 

dystrophin) mà vẫn đảm bảo chức năng của 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 England phát hiện trước đó [20]. 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, điều này chứng tỏ mini-dystrophin mã hóa ra 

protein dystrophin có chức năng. Tiếp nối khám phá này, một số nghiên cứu 

cũng đã thành công trong việc xây dựng những micro-dystrophin khi cắt ngắn 

thêm những vùng trình tự lặp lại khác. Cho đến 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 (so với phân tử mRNA trưởng thành dystrophin 

nguyên gốc dài 18 kb). 
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Hình 1.3.  ấu tr c phân tử m N  dystrophin tr  ng thành và các  

mô hình micro và mini dystrophin [21] 

Việc thử nghiệm thành công mô hình mini và micro-dystrophin đã tạo 

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

năng. Trong số các dạng thể truyền, virus adeno-associated tái tổ hợp 

(recombinant adeno associated virus-rAAV) được coi như thể truyền tốt nhất 

để truyền tải gen vào tế bào cơ do có các đặc điểm như: kích thước nhỏ phù 

hợp cho việc xâm nhập qua mạng lưới các vi sợi ngoại bào của tế bào cơ, hiệu 

suất chuyển nhiễm cao nhờ khả năng gắn kết với tế bào đích thông qua các 

heparan sulphate proteoglycan AAV type-2 receptor trên bề mặt tế bào, khả 

năng biểu hiện tương đối ổn định gen chuyển sau khi hội nhập vào genome tế 

bào chủ. 

 

 

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-DG  

Syntrophin-dystrobrevin  
Actin 

Phân tử mRNA dystrophin 

trưởng thành ~18 kb 

V ng rod trung tâm gồm 24 đoạn tr nh tự lặp lại ( 1- 24) và 4 v ng n i (H1-H4). 

Mô h nh t i giản gen dystrophin được xây dựng thông qua việc xóa một s  v ng 

tr nh tự lặp lại và v ng  n i. 
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ii)  hử nghiệm các loại thu c có hoạt t nh readthrough 

Một hướng nghiên cứu khác đang thu hút nhiều sự quan tâm các nhà 

khoa học trên thế giới là việc thử nghiệm các loại thuốc có khả năng can thiệp 

trực tiếp vào quá trình dịch mã protein chức năng. Hướng nghiên cứu này 

được khởi nguồn từ một phát hiện mới về hoạt tính của gentamicin (kháng 

sinh quen thuộc trong điều trị nhiễm khuẩn) giúp hồi phục quá trình tổng hợp 

protein dystrophin ở bệnh nhân DMD và protein CFTR ở bệnh nhân xơ nang 

bị đột biến vô nghĩa. Thông thường những kháng sinh thuộc nhóm 

aminoglycoside có hoạt tính kháng khuẩn nhờ khả năng ức chế quá trình dịch 

mã protein ở các sinh vật đơn bào. Nghiên cứu của Palmer đã chỉ ra rằng 

những kháng sinh thuộc nhóm aminoglycoside (gentamicin, tobramicin, 

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

tổng hợp nên những phân tử protein hoàn chỉnh từ phân tử mRNA mang mã 

đột biến dừng [22]. Những nghiên cứu in vitro cho thấy gentamicin giúp 

ribôxôm sử dụng glutamin là axit amin tương ứng của các mã kết thúc UAG, 

UAA và tryophan cho mã kết thúc UGA-hoạt t nh readthrough. Gentamicin 

cũng tác động tới các yếu tố giải phóng RF1 và RF2 giúp ổn định quá trình 

tổng hợp protein của ribôxôm.  
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Hình 1.4. Gentamicin gi p bộ máy dịch m  của tế bào v  t qua m  d ng 

 ột biến b ng việc sử d ng axit amin glutamin cho m  d ng   G. 

(Nguồn http://quest.mda.org/article/clinical-trials-and-studies-july-august-2005)   

iii) Sử d ng antisense gây xóa đoạn exon 

Gây xóa exon cần thiết trên gen dystrophin nhằm khôi phục lại 

khung dịch mã ở các bệnh nhân DMD, giúp chuyển từ thể bệnh nặng sang 

thể bệnh nhẹ. Điều này được thực hiện thông qua việc tác động trực tiếp 

vào các yếu tố điều khiển quá trình cắt nối exon-intron. Đích ngắm đầu tiên 

có thể tác động là hai vùng trình tự bảo thủ đầu 5’-GU và 3’-AG trong 

intron giúp bộ máy cắt nối của tế bào nhận biết ranh giới exon và intron 

[23]. Tuy nhiên do hai vùng trình tự này được bảo toàn một cách tuyệt đối 

ở mọi gen vì vậy cách tiếp cận nhằm điều khiển quá trình cắt nối exon-

intron trên gen dystrophin cũng sẽ gây tác động tương tự đến các gen khác. 

Thay vào đó, các nhà khoa học hiện đang tập trung nghiên cứu theo hướng 

tác động vào vùng trình tự tăng cường cắt nối trong mỗi exon (Exonic 

splicing enhancer-ESE). ESE là vị trí bám của các protein giàu 

Try

p 
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Met 

C A 
A A C U G G U A G 

C 
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serine/arginine (serine/arginine-rich protein- protein SR). Để khởi động 

quá trình cắt nối exon-intron, protein SR sẽ bám chính xác vào đoạn trình 

tự ESE nhờ vùng chức năng RRM đồng thời thu hút các yếu tố U2AF
35 
và 

U1snRNP. Thông qua sự tương tác đặc hiệu với vùng chức năng RS của 

protein SR, phức hợp U2AF- U1snRNP được gắn bền vững và đặc hiệu tại 

2 vùng trình tự bảo thủ 5’-GU và 3’-AG trong intron giúp hoạt hóa phản 

ứng cắt nối exon-intron. Bên cạnh đó, bằng cách bám vào vùng ESE, protein 

SR còn làm bất hoạt các yếu tố ức chế quá trình cắt nối exon-intron [24].  

 

Hình 1.5.  ai tr  của v ng     trong quá trình c t n i exon-intron [25]  

Một khi vùng ESE của một exon bị đột biến, bộ máy cắt nối exon-

intron của tế bào sẽ bỏ qua exon đó trong quá trình cắt nối, gây xóa exon 

này ở mức độ RNA. Giả thuyết này được chứng minh bằng một phát hiện 

quan trọng vào năm 1990 của Matsuo và nhóm nghiên cứu. Nhóm tác giả đã 

phát hiện một trường hợp bệnh nhân DMD bị đột biến xóa 52 bp thuộc vùng 

ESE của exon 19 gây xóa toàn bộ exon 19 ở mức độ RNA. Tiếp đó bằng 

việc sử dụng một đoạn trình tự không mã hóa (Antisense oligonucleotide- 

 GU GU ESE ESS 

U1 

snRNP 
U1 

snRNP 

U2 

snRNP 

70K
 

35
 

AG YRYYR
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Chất ức chế U2AF
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 hông qua sự tương tác đặc hiệu với v ng ESE, protein S  hoạt hóa các thành 

phần  1sn NP,  2 F
35 
và b t hoạt các ch t ức chế gi p phản ứng c t n i exon 

intron được diễn ra. 
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AON) bổ xung với toàn bộ vùng ESE, tác giả đã thành công trong việc gây 

xóa đoạn exon 19 ở mức độ RNA . Kết quả phân tích cho thấy các phân tử 

AON đã chiếm vị trí bám ESE của protein SR khiến bộ máy cắt nối exon-

intron không thể nhận biết exon 19 và bỏ qua exon này trong quá trình cắt 

nối . Như vậy bằng việc sử dụng những AON đặc hiệu cho từng ESE, các 

nhà khoa học có thể chủ động gây xóa exon cần thiết nhằm khôi phục lại 

khung dịch mã dystrophin. 

 

Hình 1.6. Mô hình liệu pháp sử d ng  ON gây xóa exon khôi ph c l i 

khung dịch m  dystrophin [26]. 

DMD 

Đột biến xóa 

đoạn exon 45-54 

43 44 55 

43 
44 55 

Khung dịch mã 

bị sai lệch 

43 44 55 

44AON1 

43 43 55 

BMD 

Khung dịch mã 

được bảo toàn 

Dystrophin  

chức năng 

Dystrophin mất 

chức năng 

ESE 

 ) Đột biến xóa đoạn t  exon 45 đến exon 54 tạo ra phân tử m N  có exon 44 

n i trực tiếp với exon 55 gây lệch khung dịch m  (t ng s  nucleotide của ba 

exon 43, 44, 55 không chia hết cho 3). B) Bằng việc sử d ng đoạn tr nh tự b  

xung với v ng ESE của exon 44, exon 44 được loại b  gi p tạo ra phân tử 

m N  có khung dịch m  đ ng (t ng s  nucleotide của hai exon 43 và 55 chia 

hết cho 3), tế bào t ng hợp được protein dystrophin có chức năng. 
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Kết quả trên đã cho thấy tiềm năng ứng dụng vượt trội của hướng 

nghiên cứu sử dụng AON gây xóa exon so với những hướng nghiên cứu còn 

lại trong việc tìm ra một phương pháp điều trị hiệu quả cho bệnh nhân DMD. 

1.1.4.3. Điều trị bằng liệu pháp tế bào 

 Chuyển ghép nguyên bào cơ: thực hiện bằng cách nuôi cấy trong phòng 

thí nghiệm (in vitro) các nguyên bào cơ lấy từ cơ trưởng thành của một người 

thân không mắc bệnh DMD (thường là người cha).  

Người ta cho rằng các tế bào hình sao hiện diện trong cơ là những 

nguyên bào cơ có nguồn gốc phôi thai nhưng ở trạng thái ngủ không hoạt 

động (dormant), trong quá trình sửa chữa cơ bị tổn thương, dưới các tác động 

khác nhau, tế bào hình sao sẽ tăng sinh và biệt hóa thành các tế bào cơ [27]. 

Trong liệu pháp chuyển ghép nguyên bào cơ: các nguyên bào cơ nuôi 

cấy sẽ được tiêm vào cơ loạn dưỡng của bệnh nhân, các tế bào cơ này sẽ thay 

thế các tế bào cơ bệnh lý và nhờ đó chức năng của cơ được tái lập. Trước khi 

thực hiện liệu pháp,bệnh nhân phải được điều trị thuốc ức chế miễn dịch để 

ngăn cản phản ứng thải ghép, phương thức điều trị này tương tự như trong 

ghép tạng [28]. 

Liệu pháp tế bào gốc: có nhiều hứa hẹn trong tương lai vì nghiên cứu 

thực nghiệm cho thấy rằng 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 [29, 30]. 

1.1.5. Di truyền học của bệnh DMD 

 DMD là bệnh di truyền đơn gen, tuân theo quy luật di truyền lặn liên 

kết nhiễm sắc thể X không có alen tương ứng trên NST Y.  
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Bảng 2.1. Kiểu gen bố mẹ và tỷ lệ bị bệnh ở thế hệ con 

Genotype và phenotype 
của cha mẹ 

Tần số con với các genotype khác nhau 

Trai Gái 

Cha Mẹ X
D
Y 

lành 

X
d
Y 

bệnh 

X
D
X

D
 

lành
 

X
D
X

d
 

lành mang 
gen bệnh 

X
d
X

d
 

bệnh 

X
D
Y lành X

D
X

D
 

lành 

1 0 1 0 0 

X
D
Y lành 

 

X
D
X

d
 

lành mang 
gen bệnh 

1/2 1/2 1/2 1/2 0 

X
D
Y lành X

d
X

d
 

bệnh 

0 1 0 1 0 

X
d
Y bệnh X

D
X

D
 

lành 

1 0 0 1 0 

X
d
Y bệnh X

D
X

d
 

lành mang 
gen bệnh 

1/2 1/2 0 1/2 1/2 

X
d
Y bệnh X

d
X

d
 

bệnh 

0 1 0 0 1 

  

Bệnh thường gặp ở trẻ trai mà rất hiếm gặp ở trẻ gái. Ở trẻ trai chỉ cần 

nhận một gen bệnh trên NST X của người mẹ mang gen (X
D
X

d
) là có biểu 

hiện bệnh; trong khi đó trẻ gái cần nhận 2 gen X mang bệnh, một từ mẹ và 

một từ bố thì mới có khả năng biểu hiện bệnh. Tuy nhiên trẻ trai bị bệnh 

DMD thường chết sớm ở tuổi từ 20 đến 25 nên không có khả năng lập gia 

đình. Do vậy trong sáu trường hợp ở bảng trên, khả năng thứ hai là hay gặp 

nhất. Người mẹ là dị hợp tử mang gen bệnh có khả năng truyền bệnh cho 50% 

số con trai và truyền gen bệnh cho 50% số con gái của họ [28]. 



22 

 Mặc dù DMD là bệnh di truyền lặn liên kết giới tính, có khoảng 30% 

bệnh nhân mắc bệnh là do các đột biến mới và dĩ nhiên người mẹ không  mang 

gen bệnh. Phụ nữ mang gen bệnh thường không có triệu chứng yếu cơ hoặc bất 

kỳ một dấu hiệu lâm sàng nào của bệnh, con gái của những người này có thể bị 

ảnh hưởng, mặc dù biểu hiện yếu cơ nhẹ nhàng hơn rất nhiều so với con trai bị 

bệnh. Hiện tượng những trẻ gái có biểu hiển bệnh ở thể nhẹ này có thể được 

giải thích theo thuyết Lyon: NST X bình thường trở nên bị bất hoạt và NST 

mang gen bệnh lại hoạt động. Bệnh cảnh lâm sàng DMD đầy đủ như ở trẻ trai 

xuất hiện ở một số trẻ gái mắc hội chứng Turner vì ở những bệnh nhân này 

NST X duy nhất chắc chắc phải có đột biến xóa đoạn gen Xp21 [2, 6]. 

 Khoảng 80% người lành mang gen bệnh có tăng hoạt độ CK huyết 

thanh. Mức độ tăng có thể đạt từ vài trăm đến vài ngàn đơn vị quốc tế nhưng 

không có tình trạng tăng quá cao như ở trẻ trai mắc bệnh. Trẻ gái tuổi tiền dậy 

thì mang gen DMD cũng có hoạt độ CK huyết thanh tăng và mức tăng đạt cao 

nhất ở lứa tuổi 8 đến 12. Khoảng 20% người lành mang gen bệnh có hoạt độ 

CK bình thường. Nếu người mẹ của một trẻ trai mắc bệnh có hoạt độ CK 

huyết thanh bình thường thì rất ít khi con gái của người này có biểu hiện hoạt 

độ CK tăng. Sinh thiết cơ ở những phụ nữ nghi ngờ mang gen bệnh có thể 

phát hiện thêm 10% có biểu hiện bệnh mặc dù ở họ hoạt độ CK huyết thanh 

không tăng. 

1.1.6. Bệnh học phân tử bệnh DMD 

Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne là bệnh thần kinh cơ do di truyền khá 

phổ biến, xảy ra do đột biến trên gen dystrophin. 
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1.1.6.1. Gen Dystrophin 

 - Gen Dystrophin (còn gọi gen DMD) nằm trên nhánh ngắn của NST X 

ở vị trí Xp21 (vùng 2, băng 1), là gen dài nhất ở người được phân lập cho tới 

hiện nay với chiều dài khoảng 2,4 Mb, bao gồm 79 exon với 7 promoter khác 

nhau, mã hóa cho 14 Kb mRNA để tổng hợp nên protein đặc hiệu là protein 

dystrophin [4, 5].  

 

Hình 1.7.  ị trí của gen DMD trên N T X 

(Nguồn: Concepts of genetic, 2008) 

 - Về mặt cấu trúc, gen Dystrophin là một phức hợp gồm:  

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

trong quá trình chuyển mã, cho phép gen hoạt động khi đóng - mở và tạo ra 

các sản phẩm protein đặc hiệu mô tương ứng. Gen DMD có 7 promoter là: 

promoter não, cơ, purkinje, promoter Dp260, Dp 140, Dp 116 và Dp 71. 

 Exon: là vùng gen mã hóa để phiên mã thành mRNA, exon chứa đựng 

thông tin di truyền để tổng hợp ra protein tương ứng. Gen DMD có 79 exon. 
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 Intron: nằm xen kẽ giữa các exon, là vùng gen không mã hóa nhưng 

đóng vai trò quan trọng trong quá trình hoàn thiện mRNA [31]. 

 

Hình 1.8.  ấu tr c của gen Dystrophin (xanh lá cây:exon; xanh nước biển: 

exon đặc biệt cho mỗi promoter; màu đ : promoter) 

         (Nguồn: Cohen N. và Muntoni F., 2004) 

1.1.6.2. Protein dystrophin: Vai trò và chức năng 

 - Sản phẩm protein của gen Dystrophin là protein dystrophin nằm ở 

màng bào tương của tế bào cơ, được tìm thấy trong cơ xương, cơ trơn, cơ tim 

và cơ não.   

- Chức năng chính xác của protein dystrophin thì không rõ, nhưng nó 

giữ vai trò quan trọng trong việc duy trì sự ổn định màng tế bào cơ, bảo vệ cơ 

khỏi bị tổn thương trong quá trình co cơ và giữ vững khung tế bào cơ [5]. 

 - Protein dystrophin có trọng lượng phân tử 427kDa (chiếm khoảng 

0,002% tổng số protein cơ), chứa khoảng 3685 acid amin và được chia thành 

4 vùng chức năng (domains) với chức năng rất khác nhau: 

 Vùng giàu cystein: có 280 acid amin 

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

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

triệu chứng lâm sàng rất nặng nề) 

 Cơ                     Não   Não                      Tế bào         Ubiquitous 

Tim     Võng   Thận             Schwann   

 Não                                            mạc 
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 Vùng N-tận (gắn với actin): có 240 acid amin, khi bị đột biến sẽ biểu 

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

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

nhất, khi bị đột biến sẽ biểu hiện triệu chứng lâm sàng ở thể nhẹ [14, 31, 32]. 

 

Hình 1.9.  ác v ng chức năng của protein dystrophin 

(Nguồn: Yaffe, 2002) 

- 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 đối với chức năng của dystrophin trong ổn định màng bào 

tương và là cầu nối giữa sợi actin và khung xương ngoài tế bào xuyên qua 

màng sợi cơ.Phức hợp này có vai trò như tín hiệu hóa học, sự mất tín hiệu này 

góp phần gây bệnh [33]. 

 - Ở bệnh nhân DMD/BMD, gen DMD bị đột biến làm cho protein 

dystrophin không được sản xuất hoặc giảm số lượng đáng kể trên màng tế bào 

sợi cơ. Tuy nhiên, cơ chế gây bệnh không chỉ đơn giản là do mất dystrophin 

mà nhiều nghiên cứu cho thấy rằng có nhiều glyco-protein tương tác với 

dystrophin cũng không hiện diện trong bệnh DMD. Những protein kết hợp 
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với dystrophin có thể liên quan trực tiếp với dòng canxi vào sợi dystrophin, 

do đó, mất dystrophin có thể chỉ là bước đầu tiên của quá trình dẫn đến loạn 

dưỡng cơ [15, 34].  

 Tuy nhiên, nhiều điểm trong gen dystrophin có tỷ lệ đột biến cao nên rõ 

ràng nó là đích đặc hiệu cho việc gây đột biến [35]. Trong nhiều trường hợp, 

sự nghiêm trọng lâm sàng của kiểu hình này có thể có liên quan đến bản chất 

của sự loại bỏ phân tử. Kiểu hình DMD nói chung là do đột biến làm phá vỡ 

khung đọc ( out-frame) rồi dẫn đến tạo sản phẩm gen không có chức năng và 

kiểu hình thiếu hụt chức năng một cách nghiêm trọng. Còn kiểu hình BMD 

nói chung cũng do sự đột biến hay sự loại bỏ nhưng vẫn duy trì được khung 

đọc (in-frame) do đó tạo nên các sản phẩm protein bất thường, tuy có bị biến 

đổi về cấu trúc nhưng vẫn còn giữ được một vài chức năng, kiểu hình này 

luôn luôn phụ thuộc vào quá trình đột biến [36] 

 

Hình 1.10.   ơ chế bệnh sinh của DMD do thiếu h t dystrophin [37]. 
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1.2. Các dạng đột biến cấu trúc của gen dystrophin 

Khoảng 60 - 65% trường hợp bệnh DMD là do đột biến xóa đoạn gen, 

đột biến lặp đoạn gen chiếm 5 – 10% trường hợp và khoảng 25 – 30% là đột 

biến điểm và các đột biến nhỏ khác [5]. 

1.2.1. Đột biến xóa  o n gen 

Người ta quan sát thấy khoảng 60 – 65% các đột biến gây bệnh DMD 

là xóa đoạn lớn trên gen dystrophin, tập trung chủ yếu ở 2 vùng trọng điểm 

(còn gọi là vùng “hot-spot”) là vùng tận cùng 5’ (chứa exon 1 – 19) và vùng 

trung tâm (chứa exon 43 – 60). Trong đó, tần suất xóa đoạn ở vùng trung tâm 

chiếm khoảng 80% và ở vùng tận cùng 5’ là 20% trường hợp [3, 6].  

Đặc biệt, một vùng dài khoảng 200Kb (chứa intron 44, exon 45, intron 

45) là vùng hay xảy ra điểm gãy nhất của gen DMD và đa số các xóa đoạn 

gen lớn thường khởi đầu ở vùng tận 5’ của gen [5].  

Nghiên cứu của Chaudhary (2009) trên 15 trẻ vùng Saudi từ 2 – 19 tuổi 

có biểu hiện lâm sàng của DMD được phân tích bằng kỹ thuật multiplex PCR, 

cho thấy 12/15 trẻ có xóa đoạn gen và vùng bị xóa đoạn đều là vùng trung 

tâm. Điều này cũng cho thấy tần suất đột biến xóa đoạn ở vùng trung tâm cao 

hơn. 

Người ta nhận thấy không có mối liên quan giữa kích thước hoặc vị trí 

của đoạn gen bị mất với mức độ nặng của bệnh hoặc diễn tiến lâm sàng. Tuy 

nhiên, vì sao bệnh DMD có biểu hiện nặng nề trong khi chỉ mất một vài 

exon, còn bệnh BMD có biểu hiện nhẹ hơn nhưng có thể bị xóa đoạn rất dài 

thậm chí vài chục exon, Monaco và CS (1988) đã giải thích dựa trên thuyết 

chuyển mã (frame-shift): nếu đột biến xóa đoạn nhỏ nhưng đã tạo ra mã kết 

thúc (stop codon) hoặc gây lệch khung dịch mã (out of frame) của mRNA 

thì protein dystrophin không chức năng sẽ được tạo ra và gây nên bệnh cảnh 
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nặng của bệnh DMD; nếu đột biến xóa đoạn dài nhưng vẫn duy trì được bộ 

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

protein dystrophin còn một phần chức năng và gây ra bệnh cảnh BMD nhẹ 

hơn [6, 38, 39]. 

 

Hình 1.11. Giả thuyết về khung dịch m  trong bệnh Becker và Duchenne 

(Nguồn: Monaco  .P. et al., 1998) 

 

Hình 1.12. Xóa  o n vùng trung tâm gen DMD (exon 43 – 55) gây bệnh 

DMD và BMD (Nguồn: Strachan  ., 1999) 

Bình thường                                                                                             

 

Xóa đoạn lớn nhưng không lệch khung dịch mã 

 

Xóa đoạn nhỏ nhưng lệch khung dịch mã 

 

Ranh giới exon intron: 

0 = giữa codons 

1 = sau nucleotide đầu của bộ ba 

2 = sau nucleotide thứ 2 của bộ ba 
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1.2.2. Đột biến lặp  o n gen 

 Chiếm khoảng 5 – 10% trường hợp. Trong đó, khoảng 80% trường hợp 

lặp đoạn xảy ra ở đầu tận 5’, 20% xảy ra ở vùng trung tâm và sự phân bố này 

có sự khác biệt đôi chút giữa những dân số và chủng tộc khác nhau. Đột biến 

lặp đoạn cũng chịu ảnh hưởng của thuyết chuyển mã: gây lệch khung dịch mã 

trong bệnh DMD và không gây lệch khung dịch mã trong bệnh BMD [5]. 

 

Hình 1.13.  Phân bố đột biến lặp đoạn gen của bệnh DMD/BMD bằng kỹ 

thuật  Southern blot (Thanh ngang: chỉ đột biến lặp đoạn; số bên phải: chỉ số 

bệnh nhân có lặp đoạn giống nhau; mũi tên: chỉ đoạn dò cDNA được sử dụng)  

 (Nguồn: Prior T.W., 2005) 

1.2.3. Đột biến  iểm và những  ột biến nhỏ khác 

Chiếm 25 – 30% trường hợp. Đột biến điểm trong bệnh DMD hầu hết 

là đột biến tạo mã kết thúc sớm và gây thể bệnh nặng. Mặc dù cũng chịu ảnh 

hưởng của thuyết chuyển mã, nhưng đột biến loại này cung cấp ít thông tin về 

mối liên quan giữa cấu trúc và chức năng của protein dystrophin [5]. Đột biến 

điểm phân bố ngẫu nhiên, rải rác khắp chiều dài gen và không có vùng nào là 

phổ biến hơn. Giữa bệnh nhân và các thành viên trong gia đình mang kiểu đột 

biến điểm khác nhau nên đã gây trở ngại lớn trong việc xác định đột biến 

điểm vì xác định đột biến điểm trên toàn bộ chiều dài gen sẽ mất rất nhiều 

thời gian và công sức. Hiện nay có trên 200 vị trí đột biến điểm của gen DMD 

đã được xác định [5, 40, 41]. 
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1.3. Các kỹ thuật phát hiện đột biến gen dystrophin 

1.3.1. Kỹ thuật P   (Polymerase chain reaction) 

 Nguyên t c chung: phản ứng PCR dựa vào hoạt tính của các DNA 

polymerase khi hoạt động tổng hợp một mạch DNA mới từ mạch DNA 

khuôn, với nguyên liệu là bốn loại nucleotid. Phản ứng này cần mồi xuôi và 

mồi ngược có trình tự bổ sung với hai đầu của trình tự DNA khuôn [42] 

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). 

 Trong đó, multiplex PCR được phát triển bởi Chamberlain (1998) đã trở 

thành phương tiện chẩn đoán hiệu quả hơn các kỹ thuật trước đó do tiết kiệm 

được thời gian và hóa chất, vì sử dụng nhiều cặp gen mồi khác nhau để khuếch 

đại nhiều sản phẩm đích khác nhau trong cùng phản ứng.  

 

Hình 1.14.  Nguyên t c của kỹ thuật multiplex P   

(Nguồn: Chambarlain and Begg, 1988, 1990) 
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Kỹ thuật realtime PCR trong thời gian gần đây cũng được ứng dụng 

trong chẩn đoán bệnh DMD và người lành mang gen nhưng còn nhiều hạn 

chế [43, 44]. 

 Ở bệnh nhân DMD có đột biến xóa đoạn gen sẽ không có mặt băng 

tương ứng trên hình ảnh điện di sản phẩm PCR nếu chúng ta xác định ở mức 

độ DNA hoặc xuất hiện những băng nhỏ hơn so với mẫu đối chứng nếu xác 

định ở mức độ mRNA, những nhân đoạn có thể phát hiện bằng phương pháp 

PCR định lượng với sự so sánh kiểm chứng với người bình thường. 

1.3.2. Kỹ thuật FI H (Fluorescence in situ hybridization) 

Nguyên t c chung: 

Sử dụng một trình tự ngắn của chuỗi DNA sợi đơn, được gọi là mẫu 

DNA dò (probe DNA) để phát hiện một trình tự đích. Các mẫu DNA dò được 

đánh dấu huỳnh quang và sẽ lai với DNA đích trên NST ở kỳ giữa hoặc gian 

kỳ. Nhờ sự lai của mẫu DNA dò với trình tự bổ sung, có thể phát hiện và định 

vị được vị trí chuỗi DNA đặc hiệu qua phân tích dưới kính hiển vi huỳnh quang. 

Ứng d ng trong chẩn  oán bệnh DMD: 

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: 

 - Các probe giúp xác định đột biến xóa đoạn các exon của gen 

dystrophin gọi là cosmid probe có gắn chất huỳnh quang digoxingenin. Khi 

có hiện tượng lai đặc hiệu xảy ra, digoxingenin gắn trên probe sẽ phát ra màu đỏ. 

 - Loại probe thứ hai giúp định vị các NST X (vì gen dystrophin nằm 

trên NST X), probe này có gắn biotin. Khi probe lai với NST X thì tâm động 

của NST X phát ra màu xanh. 

Kết quả của nghiên cứu của ba gia đình được thể hiện ở hình 1.14. 
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Hình 1.15.  Hình ảnh xác  ịnh  ột biến gen dystrophin b ng kỹ thuật FISH 

(Nguồn: Ligon, 2000) 
 

   (A). Bệnh nhân nam, sử d ng cosmid probe đặc hiệu cho exon 3-6. Kết quả cho 

th y bệnh nhân có 1 NS  X (tâm động có màu xanh đặc hiệu). Trên NST X không xu t 

hiện tín hiệu màu đ , chứng t  không có hiện tượng lai giữa probe và đoạn gen đặc 

hiệu, có nghĩa bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn exon trong khoảng 3-6 

           (B). FISH sử d ng probe cosmid đặc hiệu cho exon 12, áp d ng cho con gái của 1 

bệnh nhân nam bị bệnh BMD. Kết quả cho th y chỉ có 1 NS  X phát t n hiệu màu đ  và 

1 NS  X không xu t hiện màu đ . Như vậy người con gái này ở dạng dị hợp tử, mang 1 

gen đột biến xóa đoạn exon 12. 

     (C). FISH sử d ng probe cosmid đặc hiệu cho exon 44, xác định trên người chị của 

gia đ nh thứ 3. Kết quả cho th y hiện tượng lai xảy ra ở cả 2 NS  X, như vậy người chị 

này không mang gen đột biến exon 44. 

1.3.3. Kỹ thuật  outhern blot 

Trong phương pháp này, DNA được phân cắt bằng các enzym đặc hiệu. 

Sau đó, các đoạn DNA trong hỗn hợp được phân tách bằng điện di trên gel 

agarose rồi chuyển sang màng lai. Bước tiếp theo, các đoạn DNA cần xác 

định nằm trên màng được lai với các oligonucleic đặc hiệu có gắn chất đánh 

dấu như phóng xạ, chất màu huỳnh quang, biotin... Các phương pháp xác định 

hình ảnh tương ứng được sử dụng để chỉ ra các vạch sản phẩm chứa các đoạn 

DNA cần phát hiện lai với oligonucleotid đánh dấu trên màng. 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. 

         Ứng d ng trong chẩn đoán DMD: 

Ngoài việc phát hiện được đột biến xóa đoạn, Southern blot còn cho 

phép xác định các đột biến lặp đoạn gen dystrophin. Ở bệnh nhân đột biến 

A B CAA BB CC  
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xóa đoạn, băng lai của các exon bị đột biến và đoạn dò đặc hiệu không xuất 

hiện trên phim. Đối với các bệnh nhân 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. Ngoài ra, Southern blot còn được sử dụng để phát hiện người mẹ và 

chị em gái của bệnh nhân ở dạng dị hợp tử. Prior (2005) đã sử dụng phương 

pháp này để xác định đột biến xóa đoạn ở một bệnh nhân DMD, đồng thời 

phát hiện được mẹ và chị gái của bệnh nhân cũng là người mang gen bệnh. 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.16.  Kỹ thuật  outhern blot xác  ịnh  ột biến gen dystrophin 

 (Nguồn: Prior, 2005) 

 Người mẹ (I-1) sinh một người con trai bị bệnh DMD (II-3) với đột biến xóa đoạn 

exon 50 và 2 người con gái (II-1 và II-2). Phản ứng Southern blot được tiến hành với 2 

exon, 1 exon bệnh nhân không bị đột biến nhằm làm đ i chứng nội là exon 19 và 1 exon 

mà bệnh nhân bị xóa đoạn (exon 50). Để tránh sai s , Prior phân t ch kết quả dựa vào tỷ 

lệ đậm độ băng lai của exon 50:19 và so sánh tỷ lệ này của các thành viên với đ i chứng 

nữ. Kết quả cho th y ở mẹ bệnh nhân (I-1) và II-1 có tỷ lệ đậm độ exon 50:19 giảm 50% so 

với tỷ lệ này ở đ i chứng nữ, như vậy hai người nữ này ở dạng dị hợp tử. Còn người nữ II-

2 th  tỷ lệ đậm độ exon 50:19 tương đương với chứng nữ, chứng t  không mang gen bệnh. 

 

1.3.4. Kỹ thuật MLP  (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 

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

2002 bởi Schouten J.P. và CS, đây là phiên bản mới của phản ứng PCR, trong 

đó nhiều đoạn DNA đích được khuếch đại chỉ bằng 1 cặp mồi [45].  

Đến nay có hơn một triệu phản ứng MLPA được thực hiện mỗi năm 

trên khắp thế giới và được ứng dụng trong nhiều nghiên cứu về bệnh lý di 

truyền người, di truyền tế bào và ung thư, cho phép phát hiện các tổn thương 

gen một cách nhanh chóng và chính xác. Trong những năm gần đây, MLPA 
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là phương pháp được ưu tiên chọn lựa trong chẩn đoán đột biến xóa đoạn 

ngắn, lặp đoạn cũng như phát hiện dị hợp tử với độ chính xác cao và cho kết 

quả nhanh chóng. 

 * Nguyên t c của kỹ thuật MLP : 

 - Kỹ thuật MLPA sử dụng các đoạn dò (probe) có khả năng lai hóa với 

phân tử DNA đích đặc hiệu và vấn đề thiết kế các probe rất quan trọng [46, 

47].  

Mỗi đoạn dò gồm 2 chuỗi oligonucleotide có kích thước khác nhau (gọi 

là đoạn dò xuôi và đoạn dò ngược). 

+ Đoạn dò xuôi:  

Đầu 5’: chứa 19 nucleotide với trình tự giống nhau cho tất cả các 

đoạn dò, là vị trí gắn mồi Y để khuếch đại probe khi tiến hành tất cả  các 

phản ứng PCR. 

Đầu 3’: chứa 21-30 nucleotid có trình tự đặc hiệu với đoạn DNA đích 

(gọi là trình tự lai) và sẽ lai với DNA đích khi tiến hành phản ứng lai. 

 + Đoạn dò ngược: gồm 3 phần 

 Đầu 3’: gồm 36 nucleotid với trình tự giống nhau cho tất cả các probe, 

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

Đầu 5’: chứa 25-43 nucleotid, gắn đặc hiệu với DNA đích. 

Phần nối giữa đầu 5’ với đầu 3’: là đoạn đệm nằm giữa đầu 3’ và đầu 

5’, chứa 19 - 370 nucleotid và được thiết kế dài ngắn khác nhau ở các đoạn dò 

tùy loại tác nhân đích. Trình tự nucleotide không đặc hiệu với DNA đích nên 

không gắn vào DNA đích. 
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Sản phẩm khuếch đại của các probe được phân tách bằng điện di, số lượng sản

phẩm khuếch đại của mỗi probe tỷ lệ thuận với số bản sao của đoạn DNA đích

Biến tính

PCR

Sản phẩm khuếch đại của các probe được phân tách bằng điện di, số lượng sản

phẩm khuếch đại của mỗi probe tỷ lệ thuận với số bản sao của đoạn DNA đích

Biến tính

PCR

 
  

Hình 1.17.  Nguyên t c của kỹ thuật MLP  

(Nguồn: Schouten J.P. et al, Nucleic acid  es, 30(12)z, e 57) 

 - Các đoạn probe sẽ gắn đặc hiệu vào các exon của phân tử DNA 

đích, sau đó enzym ligase được thêm vào để nối hai đoạn probe này lại với 

nhau tạo thành đoạn probe hoàn chỉnh và được khuếch đại bằng phản ứng 

PCR với cặp mồi đặc hiệu.  

- Đoạn đệm được thiết kế dài ngắn khác nhau nên khi phản ứng PCR 

khuếch đại sẽ tạo ra nhiều đoạn DNA có chiều dài khác nhau và được phân 

tách bằng điện di mao quản (mồi được đánh dấu huỳnh quang). 

Phân tích kết quả MLPA là bước quan trong trong kỹ thuật. Phân tích 

được tiến hành dựa trên hành ảnh, dữ liệu thô tương ứng với từng probe. 

 Các công cụ tiến hành phân tích MLPA bao gồm:  
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- 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 bệnh nhân so với nhóm chứng. 

(Coffalyser.Net website) [44].  

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

probe đó sẽ không được khuếch đại, do đó khi điện di mao quản sẽ không 

thấy hình ảnh exon bị đột biến xóa đoạn gen. 

Nếu có lặp đoạn gen, trên hình ảnh điện di ta thấy đỉnh tín hiệu của probe 

tương ứng với exon bị đột biến tăng cao khác biệt so với người bình thường. 

* Ứng d ng trong chẩn đoán bệnh DMD: 

 Cho đến nay, kỹ thuật MLPA là phương pháp được ưu tiên chọn lựa trong 

chẩn đoán đột biến gen Dystrophin và phát hiện người lành mang gen bệnh. 

Kỹ thuật MLPA với khả năng khuếch đại đồng thời 40 - 45 probe trong 

mỗi phản ứng PCR chỉ với một cặp mồi duy nhất và chỉ cần tiến hành 2 phản 

ứng PCR thì đột biến ở 79 exon của gen Dystrophin sẽ được khảo sát, từ đó 

giúp chẩn đoán đột biến xóa đoạn gen, lặp đoạn gen Dystrophin và phát hiện 

người nữ mang gen bệnh với độ chính xác cao và cho kết quả nhanh chóng.  

Nghiên cứu của Janssen B. (2005), Marzese D.M. (2008), 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 [48-50]. 

http://coffalyser.wordpress.com/
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Hình 1.18. Kết quả MLP  phát hiện xóa  o n gen DMD   exon 48-50 

Mẫu bệnh nhân có 3 đỉnh bị m t so với mẫu chứng, tương ứng với  exon 48, 49, 50. 

Mẫu người mẹ có 3 đỉnh bị giảm chiều cao ½ so với mẫu chứng tương ứng exon 48, 

49, 50. 

    (Nguồn: Lai K.K, 2006) 

 

 

Hình 1.19.  Kết quả MLP  phát hiện  ột biến lặp  o n gen 

Đỉnh của probe tương ứng với exon 62 ở bệnh nhân cao g p đôi so với 

chứng nam chứng t  bệnh nhân có đột biến lặp đoạn exon 62. 

(Nguồn: Trung tâm Nghiên cứu gen-protein, rường ĐHY Hà Nội) 
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1.3.5. Kỹ thuật giải trình tự gen b ng máy tự  ộng 

 Máy giải trình tự gen tự động được thiết kế trên nguyên tắc sử dụng 

dideoxynucleotid (ddNTP) do Sanger và CS phát minh. Với các máy thế hệ 

sau này, người ta dùng 4 màu huỳnh quang khác nhau để đánh dấu 4 loại 

ddNTP. Nhờ vậy phản ứng giải trình tự có thể thực hiện trong một ống 

nghiệm và chỉ cần điện di trên một hàng, không phải trên 4 hàng khác nhau 

như trước đây. Đối với phương pháp giải trình tự tự động, hệ thống điện di 

thường sử dụng là 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 một màu huỳnh 

quang tương ứng, máy sẽ ghi nhận màu sắc này và 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. Phương pháp này giúp xác định các đột biến 

điểm của gen dystrophin như đột biến điểm, đột biến xoá đoạn…. 

 

Hình 1.20. Nguyên t c giải trình tự gen theo  anger và    

Với các ddN P đánh d u huỳnh quang khác nhau khác nhau, các đoạn trình 

tự tận cùng ở đầu 5’sẽ được đánh d u bằng 4 màu huỳnh quang khác nhau 

tương ứng với các nucleotide tận là A,T,G,C [51] 
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1.4. Tình hình nghiên cứu bệnh DMD 

1.4.1. Trên thế giới 

 Tình hình nghiên cứu về các dạng đột biến gen Dystrophin trên thế giới 

rất phổ biến, đã có rất nhiều phương pháp xác định đột biến được nghiên cứu 

ứng dụng và ngày nay được sử dụng thường quy ở các nước để phát hiện đột 

biến gen Dystrophin. Hiện nay, nghiên cứu về bệnh DMD/BMD trên thế giới 

có thể chia thành 2 hướng chính: Một là nghiên cứu áp dụng các phương pháp 

mới để chẩn đoán xác định các dạng đột biến gen dystrophin và lập bản đồ 

đột biến. Hướng nghiên cứu thứ 2 là nghiên cứu áp dụng liệu pháp điều trị 

gen cho bệnh DMD.  

 Một s  nghiên cứu có thể kể đến như: 

Nghiên cứu của Janssen B. và CS (2005) cho thấy kỹ thuật MLPA có 

thể chẩn đoán đột biến xóa đoạn và lặp đoạn gen nhanh chóng và đáng tin cậy 

hơn so với kỹ thuật multiplex PCR và FISH và có thể ứng dụng để phát hiện 

người lành mang gen bệnh [48]. 

Nghiên cứu của Lai K.K. và CS (2006) cho thấy kỹ thuật MLPA có thể 

phát hiện được đột biến trên 43 bệnh nhân DMD/BMD và 20 người nữ mang 

gen bệnh, trong khi kỹ thuật multiplex PCR đã bỏ sót 4 trường hợp [44]. 

Nghiên cứu của Marzese D.M. và CS (2008), Li H. và CS (2009) cũng 

cho thấy ưu điểm của kỹ thuật MLPA so với multiplex PCR trong phát hiện 

đột biến xóa đoạn ở những vùng không thường gặp và đặc biệt là đột biến lặp 

đoạn không thể phát hiện được bằng kỹ thuật multiplex PCR [49, 50]. 

Nghiên cứu của Sakthivel Murugan S.M. và CS (2010) trên 150 bệnh 

nhân nam được chẩn đoán lâm sàng, cho thấy kỹ thuật MLPA có thể chẩn 
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đoán được đột biến xóa đoạn và lặp đoạn gen DMD ở 1 hay nhiều exon 

trong 112/150 trường hợp, trong khi multiplex PCR chỉ phát hiện được 

103/150 trường hợp [52].  

Những nghiên cứu về xác định đột biến điểm của gen dystrophin 

cũng được quan tâm: 

Tác giả Annalaura Torella (2010) và cộng sự nghiên cứu phát hiện 

121 trường hợp đột biến điểm từ mẫu DNA lưu trong hơn 10 năm từ năm 

1994 – 2007 bằng kỹ thuật DHPLC. Trong đó đột biến tạo mã kết thúc sớm 

(stop codon) là 56 trường hợp chiếm tỉ lệ 46.3% [53]. 

Trong một nghiên cứu khác của tác giả Thomas W. Prior (1995) và 

cộng sự trên 129 bệnh nhân không có đột biến lặp đoạn và xóa đoạn. Kết 

quả tác giả đã phát hiện được 29 trường hợp có đột biến điểm [54].  

Nghiên cứu của tác giả Hyeyoung Lee (2013) và cộng sự trên một 

trường hợp bệnh nhân đã xác định không có đột biến xóa đoạn và lặp đoạn 

bằng kỹ thuật MLPA. Với kỹ thuật giải trình tự trực tiếp đã phát hiện đột 

biến thêm nucleotide T tại vị trí 5657 ở exon 41 trên cDNA (c.5756dupT - 

p.Leu1919Phefs*13). 

Những nghiên cứu về xác định các dạng đột biến gen dystrophin và 

xây dựng bản đồ đột biến. 

Nghiên cứu của Thomas W. Prio (2005) và cộng sự đã xây dựng 

được bản đồ đột biến gen với 361 bệnh nhân có đột biến xóa đoạn (306 

bệnh nhân DMD và 55 bệnh nhân BMD), 29 bệnh nhân đột biến lặp đoạn 

và 56 bệnh nhân đột biến điểm [5]. 
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Nghiên cứu của tác giả Yasuhiro Takeshima (2010) và cộng sự trên 

442 bệnh nhân DMD/BMD. Với việc kết hợp các kỹ thuật khác nhau như 

MLPA, giải trình tự toàn bộ gen dystrophin, phân tích toàn bộ NST, nhóm 

nghiên cứu đã xác định được toàn bộ đột biến gen trên 442 bệnh nhân. Kết 

quả đột biến xóa đoạn gen là 270 trường hợp chiếm 61% tiếp theo là đột 

biến điểm 29% với 127 trường hợp bao gồm đột biến vô nghĩa (nonsense 

mutation) 16%, đột biến thêm, xóa đoạn nhỏ 8%, đột biến tại vị trí splicing 

chiếm 5%, còn lại là đột biến ở intron và bất thường về nhiễm sắc thể [55].  

Nghiên cứu về ứng dụng liệu pháp điều trị gen đối với bệnh nhân 

DMD: 

Nghiên cứu của Elisabeth R. Barton-Davis (1999) và cộng sự về tác 

dụng của liệu pháp điều trị bằng aminoglycoside trong việc ngăn chặn stop  

codon. Kết quả nhóm nghiên cứu lần đầu tiên chứng minh rằng 

aminoglycoside có thể ngăn chặn các đột biến stop codon không chỉ trong 

thử nghiệm mà còn trên cả cơ thể. Hơn nữa, các kết quả đưa ra khả năng của 

một phác đồ điều trị mới đối với căn bệnh teo cơ và các bệnh khác gây ra bởi 

đột biến stop codon. Liệu pháp điều trị này có thể chứng tỏ hiệu quả đối với 

trên 15% bệnh nhân DMD [56]. 

Nghiên cứu khác của Masafumi Matsuo (2002) về những tiến bộ mới 

trong điều trị bệnh DMD và đề xuất sử dụng AON (antisense 

oligonucleotides) gây skip exon chuyển từ thể bệnh nặng DMD sang thể 

bệnh nhẹ hơn BMD.  
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Hình 1.21.  Mô hình gây skip exon 19 chuyển t  thể bệnh DMD (có  ột 

biến xóa exon 20) sang thể nhẹ hơn BMD sử d ng  ON [28]. 

1.4.2. T i  iệt Nam 

 Ở nước ta, một số nghiên cứu thường tập trung vào xác định đột biến 

xóa đoạn gen ở mức độ DNA (dựa vào kỹ thuật đơn PCR, multiplex PCR, 

PCR định lượng…) và chỉ ưu tiên xác định đột biến trong hai vùng trọng 

điểm, trong khi đột biến trên gen dystrophin có thể nằm rải rác khắp 79 exon 

của gen. 

 Kỹ thuật MLPA cũng đã được nghiên cứu bước đầu trong chẩn đoán 

đột biến xóa đoạn trên gen dystrophin, nhưng chưa được ứng dụng trong chẩn 

đoán đột biến lặp đoạn và phát hiện người lành mang gen bệnh. 

Một s  nghiên cứu có thể kể đến như:  

- Nguyễn Thị Trang và CS (1996) cho thấy khả năng phát hiện dị hợp tử 

của xét nghiệm CK trong chẩn đoán người mang gen gây bệnh là 54% [57]. 
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 - Nguyễn Thị Phượng, Vũ Chí Dũng (2002) đã nghiên cứu đột biến gen 

gây bệnh DMD bằng phương pháp multiplex PCR và đã phát hiện 6 trường 

hợp xóa đoạn trong 11 bệnh nhân được nghiên cứu [58]. 

- Trần Vân Khánh và CS (2004) chẩn đoán 85 bệnh nhân mắc bệnh 

DMD/BMD bằng PCR và phát hiện 38% có đột biến xóa đoạn gen 

Dystrophin [59]. 

- Nguyễn Thị Trang, Hoàng Hạnh Phúc và CS (2004) với nghiên cứu 

“Định lượng creatine kinase phối hợp với lâm sàng và phân tích phả hệ góp 

phần chẩn đoán một số bệnh cơ di truyền” [60]. 

- Trần Vân Khánh và CS (2005) phát hiện được đột biến ở vùng rod 

của gen Dystrophin gây nên bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne [32]. 

 - Nguyễn Thị Trang và Nguyễn Thị Hoàn (2005) đã phát hiện 13 bệnh 

nhân có đột biến xóa đoạn gen trong 21 bệnh nhân được chẩn đoán DMD [61]. 

 - Nguyễn Thị Trang và CS (2006) đã nghiên cứu 58 bệnh nhân DMD và 

phát hiện tỷ lệ xóa đoạn exon 46, 51 và cả hai exon là 23/58, chiếm 39,7% [62]. 

- Nguyễn Thị Phương Mai, Vũ Chí Dũng và CS (2007) áp dụng kỹ 

thuật multiplex PCR thay thế PCR cổ điển trong phân tích gen Dystrophin ở 

các bệnh nhân loạn dưỡng cơ Duchenne [63]. 

- Nguyễn Thị Băng Sương, Trần Vân Khánh và CS (2008) đã ứng dụng 

thành công phương pháp PCR định lượng để phát hiện người lành mang gen 

bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne [43]. 



44 

-  Nguyễn Khắc Hân Hoan, Phạm Ngọc Khôi và CS (2009) bước đầu 

đánh giá hiệu quả kỹ thuật MLPA phát hiện đột biến xóa đoạn gen gây bệnh 

DMD/BMD trên 11 bệnh nhân nam được chẩn đoán lâm sàng [64]. 

- Nguyễn Thị Băng Sương, Trần Vân Khánh và CS (2009) đã xác định 

đột biến xóa đoạn gen Dystrophin ở mức độ mRNA trên 50 bệnh nhân DMD 

và đã phát hiện được khoảng 50% bệnh nhân có đột biến xóa đoạn gen 

dystrophin [65].  
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CHƢƠNG 2 

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

 Lựa chọn 201 bệnh nhân được chẩn đoán xác định là bệnh loạn dưỡng 

cơ Duchenne/Becker tại Bệnh viện Nhi Trung ương theo tiêu chuẩn đã được 

mô tả trước đây [2, 3]. 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu. 

Thiết kế nghiên cứu: mô tả loạt ca 

* Thiết kế nghiên cứu 

 

Quy trình xác định đột biến gen dystrophin ở bệnh nhân DMD/BMD 
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2.3. Dụng cụ, trang thiết bị và hóa chất nghiên cứu 

2.3.1. D ng c  

 -   Ống Eppendorf 1,5 mL; 0,5 ml; 0,2 ml 

- Ống lấy máu chống đông EDTA  

- Máy Gene Amp PCR System 9700 (USA) 

- Pipet, đầu côn các loại 

- Tủ lạnh sâu: -30°C; -80°C (SANYO) 

- Máy điện di: Mupid (Nhật Bản) 

- Máy soi gel và chụp ảnh tự động: Chemidoc EQ-Bio-Rad (USA) 

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

- Lò vi sóng  

- Máy đọc trình tự gen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Hoa Kỳ) 

2.3.2. Hoá chất 

* Hóa chất dùng để tách chiết DNA, RNA: 

- Dung dịch Lysis buffer 

- Dung dịch SDS 10% 

- Dung dịch K 

- Proteinase K  

- Dung dịch phenol: chloroform: isoamyl (tỷ lệ 25 : 24 : 1) 

- Dung dịch chloroform: isoamyl ( tỷ lệ 24 : 1) 

- Sodium acetate 3M, pH=5,2 

- Ethanol 100%; ethanol 70% 

- Môi trường Mono-polyresolving 

- Isogen 

* Hoá chất để thực hiện kỹ thuật PCR  

-  Buffer 10x 

-  dNTP 10 mM 
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- Taq polymerase 

- Các cặp mồi  

* Hoá chất để thực hiện tổng hợp cDNA 

- Random primer 

- PCR buffer 5X:       

 - DTT 0,1M (ức chế enzym proteinase) 

 - HPRI (ức chế enzym RNAase) 

- MMLV – RT (enzym reverse transcriptase) 

* Hoá chất để điện di sản phẩm PCR  

+ Agarose 

+ Dung dịch TBE 10X  

+ Loading buffer 10X 

+ Ethidium bromide 

* Hoá chất để đọc 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. 

* Hóa chất để tinh sạch DNA 

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

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

- Ethanol 100%; ethanol 70% 

- Hòa tan bằng nước tinh khiết 

* Hóa chất để thực hiện phản ứng MLPA:       

- SALSA MLPA Kit P034-A2 / P035-A2 DMD/Becker 

- Hãng MRC – Holland, Amsterdam, Hà Lan.  
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- 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 và 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 (từ vi khuẩn). 

Ligase buffer A: NAD (nguồn gốc vi khuẩn), pH 3.5 

Ligase buffer B: Tris-HCl, non-ionic detergents, MgCl2, pH 8.5 

SALSA PCR Primer Mix: chứa oligonucleotides tổng hợp có 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 enzyme (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 -25
0
C đến -15

0
C, bảo 

quản trong hộp và tránh ánh sáng. 

 hành 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 129 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 (105 

nucleotid)]. 
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2.4. Quy trình nghiên cứu 

2.4.1. Lấy mẫu 

 Bệnh nhân được lấy máu tĩnh mạch, chống đông bằng EDTA, tiến hành 

tách DNA, RNA trong vòng 24 giờ. 

2.4.2. Địa  iểm nghiên cứu 

Bệnh viện Nhi Trung ương; Trung tâm nghiên cứu Gen-Protein, Trường 

Đại học Y Hà Nội. 

2.4.3. Quy trình  

2.4.3.1. Tách chiết DNA t  máu ngoại vi 

- Cho 0,5ml máu toàn phần chống đông EDTA vào ống eppendorf 

1,5 ml sau đó cho thêm vào 0,5 ml dung dịch lysis buffer rồi để trên đá 10 

phút, ly tâm 8000 v/p trong 10 phút ở 4
0
C, bỏ dịch và thu cặn. Lặp lại quá 

trình này 4 lần. 

- Thêm 0,5ml dung dịch K (gồm NaOH, EDTA), ly tâm 8000 v/p trong 

10 phút ở 4
0
C, loại bỏ dịch và thu cặn. 

- Cho 0,5ml lysis buffer, 12,5µl  SDS 10%, 10 µl Protease K, ủ ở 

56
0
C/2-3giờ. 

- Cho vào 0,5 ml hỗn dịch Phenol : Chloroform : Isoamyl, ly tâm 10000 

v/p trong 10 phút ở 4
0
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 sẽ đảm bảo không còn tạp chất trong mẫu, 
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 - Cho 0,5 ml hỗn dịch Chloroform : Isoamyl (24 : 1), ly tâm mẫu ở 

10000 v/p trong 10 phút ở 4
0
C. Hút lấy phần dịch trên cùng và tiến hành lặp 

lại 1 lần nữa. 

 - Tủa DNA bằng 1ml cồn tuyệt đối, để qua đêm ở -20°C. 

 - Ly tâm 13000 v/p trong 20 phút ở 4
0
C, đổ dịch trên, thu tủa. 

 - Rửa tủa bằng cồn 70°. Tủa DNA được hoà tan bằng 50 ml nước tinh 

khiết. 

   DNA thu được sẽ được kiểm tra nồng độ và độ tinh sạch bằng đo mật độ 

quang ở bước sóng 260/280 nm, đạt yêu cầu khi độ tinh sạch trên 1,7. 

2.4.3.2. Tách chiết RNA t  máu ngoại vi 

 -  Máu toàn phần chống đông bằng EDTA được tách trong vòng 24 giờ. 

 - Tách tế bào bạch cầu trong môi trường Mono-polyresolving: Cho 7ml 

dung dịch Mono-polyresolving vào ống nghiệm, cho tiếp vào ống nghiệm 7ml 

máu toàn phần mới lấy, không được lắc.  

 - Quay ly tâm 2600 v/p ở 4°C hoặc ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ. Hút 

phần cặn lắng chứa tế bào bạch cầu, rửa tế bào bạch cầu bằng nước muối sinh 

lý 0.5%. Cho 1ml dung dịch isogen vào phần tế bào bạch cầu vừa thu được, 

isogen có tác dụng phá vỡ màng tế bào, giải phóng ra acid nucleic.  

 - Dịch thu được cho vào ống Eppendorf để ở nhiệt độ phòng trong 5 

phút, ly tâm 15.000 v/p ở 4°C trong 10 phút. Sau ly tâm, hút lấy phần dịch ở 

giữa ống, loại bỏ phần trên cùng là lớp lipid, và phần cặn xác tế bào ở đáy 

ống. Cho 200μl chloroform vào phần dịch giữa, lắc nhẹ trong 15 giây, tủa 

DNA xuất hiện, để ở nhiệt độ phòng 2-3 phút. 

 - Ly tâm 15.000 v/p ở 4°C trong 15 phút. Dịch sau ly tâm  được chia 

làm 3 lớp: lớp trên cùng chứa RNA tổng số (lấy phần này), lớp giữa chứa 
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DNA, lớp dưới chứa protein. Dùng pipet hút phần dịch trên cùng và chuyển 

sang ống Eppendorf sạch. Thêm 500μl isopropanol và lắc nhẹ, tủa RNA sẽ 

xuất hiện, để 5-10 phút ở nhiệt độ phòng. 

 - Ly tâm 15.000 v/p ở 4°C trong 5 phút. Sau ly tâm, RNA tổng số nằm 

ở đáy ống. Gạn bỏ phần dung dịch, giữ lại phần cặn lắng. Rửa cặn bằng 

1000μl dung dịch ethanol 75%, tiếp tục ly tâm 10.000 v/p ở 4°C trong 5 phút.  

 - Loại bỏ phần dung dịch, giữ lại phần cặn lắng, mở nắp ống để khô tự 

nhiên, phần cặn chính là RNA tổng số đã được rửa sạch. 

 - Hòa tan cặn bằng 20μl nước cất có DEPC (DEPC-water). Lắc nhẹ cho 

cặn tan, dung dịch thu được là dung dịch RNA tổng số, cất giữ ở -70°C. 

Sau khi tách chiết, kiểm tra độ tinh sạch của RNA bằng phương pháp 

đo mật độ quang trên máy Nanodrop. 

2.4.3.3. Kỹ thuật RT-nested PCR  

Tổng hợp cDNA sử dụng phương pháp MMLV-RT [66]: 

 Những mẫu RNA đạt được nồng độ tối ưu và có độ tinh sạch giao động  

1,8-2,0 sẽ được sử dụng để tổng hợp cDNA. 

B ớc 1: Giai đoạn biến tính (denaturation). 

-  Sử dụng 2-3 μg RNA tổng số, thêm nước DEPC cho đủ 6 l/1 ống. 

-  Để ở nhiệt độ 65o
C trong vòng 5 phút để biến tính chuỗi RNA. 

-  Đặt trên đá lạnh 1 phút để làm lạnh ống PCR. 

B ớc 2: Giai đoạn gắn mồi (annealing). 

- Thêm vào 2μl Random primer (đã được pha loãng 20 lần),  

- dNTP 10mM: 5μl. 

- Để ở nhiệt độ 25°C trong 10 phút, để primer gắn với RNA khuôn, sau     

đó để vào đá lạnh 1 phút. 
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B ớc 3: Giai đoạn tổng hợp cDNA (extention). 

- Tiếp tục cho thêm: 

  + PCR buffer 5X:      4μl 

  + DTT 0,1M (ức chế enzym proteinase):  1μl 

  + HPRI (ức chế enzym RNAase):   1μl 

  + MMLV – RT (enzym reverse transcriptase): 1μl 

- Trộn đều dung dịch bằng pipet, đưa vào ly tâm thật nhanh khoảng 10-

15 giây để kéo toàn bộ dung dịch xuống. Đưa vào máy PCR, đặt chương trình 

tổng hợp với nhiệt độ và thời gian như sau: 37°C trong 55 phút, 70°C trong 

15 phút, 4°C bảo quản tạm thời. 

 - cDNA sẽ được cất giữ ở tủ lạnh -20°C cho đến khi đem ra sử dụng. 

 Kiểm tra chất lượng cDNA được tổng hợp:  

- Sau khi tách chiết, kiểm tra độ tinh sạch, chất lượng của cDNA bằng 

phương pháp đo mật độ quang trên máy Nanodrop.  

Kỹ thuật RT-nested PCR : 

- Phản ứng P   lần 1: thành phần của phản ứng: 

Thành phần Thể t ch (μl) 

10 x buffer 2,0 

2,5 mM dNTP 2,0 

Taq polymerase (Takara, Japan) 0,2 

10 pmol mồi xuôi 1,0 

10 pmol mồi ngược  1,0 

cDNA 5,0 

Nước cất 8,8 

Tổng số 20μl 

 

 Chu trình nhiệt của phản ứng PCR như sau: 
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Phản ứng P   lần 2: 

Thành phần Thể t ch (μl) 

10 x buffer 2,0 

2,5 mM dNTP 2,0 

Taq polymerase (Takara, Japan) 0,2 

10 pmol mồi xuôi 1,0 

10 pmol mồi ngược  1,0 

Sản phẩm PCR lần 1 1,0 

Nước cất 12,8 

Tổng số 20 

 

Chu trình nhiệt của phản ứng PCR như sau: 

 

 

 

 

 

Sản phẩm sau PCR lần 2 được điện di 10 μl trên gel agarose 1,5%. 

2.4.3.4. Kỹ thuật MLPA  xác định đột biến xóa đoạn và lặp đoạn  

- Bước 1: Biến tính DNA 

Cho 5µl dung dịch DNA ( chứa khoảng 60 ng DNA  ) cần phân tích 

vào ống PCR, biến tính ở 98°C trong 5 phút, chuyển về giữ ở 25°C. 

940C/5 phút 940C/1 phút

550C/1 phút 720C/3 phút

35 CK

720C/7 phút 40C/

940C/5 phút 940C/1 phút

550C/1 phút 720C/3 phút

35 CK

720C/7 phút 40C/
 

940C/5 phút 940C/1 phút

550C/1 phút 720C/3 phút

35 CK

720C/7 phút 40C/

940C/5 phút 940C/1 phút

550C/1 phút 720C/3 phút

35 CK

720C/7 phút 40C/
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- Bước 2: Gắn (lai) probe vào gen đích 

+ Chuẩn bị Master mix: 

Thành phần Thể t ch (μl) 

MLPA buffer 1,5 µl 

Probemix  1,5 µl 

Tổng 3 µl 

+ Cho 3 µl master mix vào mẫu DNA đã biến tính ở trên, nâng nhiệt độ lên 

95°C trong 1 phút để biến tính probe, hạ nhiệt độ xuống 60°C ủ qua đêm (12-

24h). Đây là nhiệt độ để probe gắn đặc hiệu vào đoạn gen đích. 

- Bước 3: Nối 2 đầu probe 

+  Chuẩn bị ligase buffer mix: hóa chất lấy ra cần voltex nhẹ cho đều 

Thành phần Thể t ch (μl) 

Ligase 65 buffer A 3µl 

Ligase 65 buffer B 3µl 

Nước 25µl 

Ligase 65 1µl 

Tổng 32µl 

+ Cho 32µl ligase buffer mix vào hỗn hợp lai ủ qua đêm ở trên khi mẫu ở 

54
o
C, tiếp tục chạy theo chu trình nhiệt sau: 

54
o
C: 15 phút 

98
o
C: 5 phút 

4
o
C: ∞ (được sản phẩm lai) 

 

Sản phẩm lai này sẽ lưu trữ được 1 tuần/4
o
C, hoặc lâu hơn ở -20

o
C 
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- Bước 4: Khuếch đại sản phẩm lai (probe) 

+  Chuẩn bị PCR buffer mix 

PCR buffer 

mix 

PCR buffer 4µl 30µl 

Nước 26µl 

Sản phẩm lai   10µl 

Tổng   40µl 

 

Cho hỗn hợp vào máy giữ ở 60
o
C  

+  Mix PCR khuếch đại probe: chuẩn bị PCR master mix 

Thành phần Thể t ch (μl) 

Primer (có gắn huỳnh quang) 2µl 

Enzyme dilution buffer 2µl 

Nước 5,5µl 

Tag polymerase 0,5 µl  (cho sau khi đã voltex 

nhẹ hỗn hợp trên) 

Tổng 10µl 

 

Cho 10µl PCR master mix vào hỗn hợp đang trong máy giữ ở 60 C, 

tiếp tục chu trình nhiệt sau: 

95
o
C: 30 giây 

60
o
C: 30 giây          x 35 ck 

72
o
C: 1 phút 

72
o
C: 20 phút 

4
o
C: ∞ (bảo quản tạm thời) 
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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 tỉ 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), exon lặp đoạn 

khi mà tỉ lệ RPA lớn hơn 1,5 [44].  

 

Hình 2.1.  Hình  ảnh minh họa cách tính toán exon lặp  o n t ơng ứng  

với phần mềm GeneMarker 
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2.4.4. Kỹ thuật giải trình tự gen xác  ịnh  ột biến  iểm 

Sản phẩm RT-nested PCR sau khi được khuếch đại bằng những cặp mồi 

đặc hiệu sẽ được làm nguyên liệu cho kỹ thuật giải trình tự gen [55, 67]. 

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 PCR 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: 

 96
0
C : 1 phút 

 96
0
C :  10 giây 

 50
0
C :  5 giây          x 25 chu kỳ 

 60
0
C : 4 phút 

 Giữ ở 4 - 15
0
C   

+ Tinh sạch sản phẩm PCR giải trình tự: 

 Sản phẩm PCR giải trình tự gen dystrophin được tinh sạch bằng cồn 

ethanol: 
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 Thêm vào ống hỗn hợp phản ứng: 

  60 µl cồn tuyệt đối lạnh (giữ trong tủ -30
o
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% lạnh (-30 ºC). 

 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) 

Sau khi thêm 20 µl Hi-Di. Nếu chưa điện di ngay thì bọc kín mẫu bằng 

giấy bạc rồi bảo quản ở -20 đến -30
o
C tránh ánh sáng. Khi nào điện di thì thực 

hiện các bước sau:   

 Trộn đều rồi Ủ ở 95o
C 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 
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cứu Gen – Protein sử dụng phần mềm CLC Main Workbench để phân tích kết 

quả giải trình tự gen. 

2.5. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu 

- Bệnh nhân sẽ được thông báo kết quả xác định vị trí đột biến gen thông 

qua bác sĩ điều trị. 

- Bệnh nhân có trách nhiệm cung cấp đầy đủ các thông tin liên quan đến 

tình hình bệnh tật của mình. 

- Các xét nghiệm phân tích gen chỉ thực hiện khi có sự đồng ý của bệnh nhân. 

- Các thông tin về bệnh nhân, kết quả chẩn đoán được hoàn toàn giữ bí 

mật. Nghiên cứu được tiến hành hoàn toàn vì mục đích khoa học, không vì 

bất kỳ mục đích nào khác. 
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Chƣơng 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1.  Kết quả tách chiết DNA, RNA, tổng hợp cDNA  

DNA của bệnh nhân được tách chiết theo quy trình phenol/chloroform. 

Sau khi tách chiết, các mẫu DNA được kiểm tra nồng độ, độ tinh sạch bằng 

phương pháp đo mật độ quang trên máy nanodrop ở bước sóng 260/280 nm. Từ 

nồng độ DNA ban đầu sẽ được chuẩn nồng độ về 20ng mẫu này sẽ dùng trong kỹ 

thuật MLPA. 

  

 

Hình 3.1.  Kết quả  o nồng  ộ DN  b ng máy Nanodrop của bệnh nhân  

MS33: (A) Nồng độ DN  sau tách chiết. (B) Nồng độ DNA chuẩn về 20 ng  

Nhận xét: Kết quả cho thấy tất cả các mẫu DNA đều có độ tinh sạch 

cao với tỷ số mật độ quang ở bước sóng 260/280 nm nằm trong khoảng 1,8-2,0. 

Mẫu chuẩn hóa về nồng độ 20ng đạt được độ tinh sạch tốt, đảm bảo cho kỹ thuật 

MLPA thực hiện thành công. 

 Những bệnh nhân không tìm được đột biến xóa đoạn, lặp đoạn gen 

bằng kỹ thuật MLPA được tách RNA,  tổng hợp cDNA để xác định đột biến 

điểm. Sau khi tách RNA, chất lượng của các mẫu RNA tổng số và cDNA 

được kiểm tra bằng cách đo mật độ quang trên máy Nanodrop. Những mẫu 

cDNA được tổng hợp từ mẫu RNA trên cũng sẽ được kiểm tra chất lượng và 

nồng độ bằng máy Nanodrop. 

A B 
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Hình 3.2. Kết quả  o nồng  ộ  N  và cDN  b ng máy Nanodrop  

của bệnh nhân  MS28: (A). Nồng độ RNA , (B). Nồng độ cDNA. 

     Nhận xét: Nồng độ RNA tổng số tách được có giá trị từ 800 ng/l trở lên 

và độ tinh sạch đạt yêu cầu với tỷ lệ đo được ở bước sóng 260/280 nm luôn 

nằm trong khoảng 1,8-2,0. Với độ tinh sạch, và nồng độ này, các mẫu RNA 

đã đạt yêu cầu để sử dụng để tổng hợp cDNA. Đối với những mẫu cDNA trên 

hình ảnh ta thấy mẫu có độ tinh sạch tốt, Đường đo mẫu có một đỉnh duy nhất 

tại bước sóng 260nm như vậy chứng tỏ chất lượng sản phẩm cDNA tốt, 

không bị đứt gãy và có thể sử dụng để phân tích xác định đột biến. 

3.2. Kết quả xác định đột biến gen dystrophin 

Nghiên cứu phát hiện được 182/201 trường hợp bệnh nhân có đột biến 

gen dystrophin  gây bệnh DMD/BMD, chiếm tỷ lệ  91%. Số bệnh nhân chưa 

phát hiện được 19/201 trường hợp, chiếm tỷ lệ 9%. 

3.2.1. Kết quả xác  ịnh  ột biến b ng kỹ thuật MLP  

3.2.1.1 Kết quả xác định đột biến xóa đoạn gen 

 Trong nghiên cứu này tất cả 201 mẫu DNA  đều được xác định đột biến 

gen bằng  kỹ thuật MLPA. DNA của bệnh nhân  được phân tích toàn bộ 79 

exon tìm đột biến xóa đoạn và lặp đoạn bằng 2 probemix P34 và P35. Mỗi 

phản ứng MLPA đều chạy kèm mẫu đối chứng là người nam bình thường 

không mang gen dystrophin đột biến.  

A B 
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến xóa toàn bộ gen dystrophin 

 

 

Hình 3.3. Kết quả MLP  của bệnh nhân MS1.  

Nhận xét: Kết quả MLPA hình 3.3 cho thấy, so với mẫu đối chứng 

nam, sản phẩm PCR tương ứng với các đỉnh của exon từ 1-79 ở mẫu bệnh 

nhân bị mất hoàn toàn, trong khi đó các sản phẩm PCR của gen nội chuẩn 

(Xq12, Xp22, Xq28, Xq13) vẫn xuất hiện đỉnh cho thấy chất lượng DNA đạt 

yêu cầu. Điều đó chứng tỏ bệnh nhân có đột biến xóa đoạn toàn bộ 79 exon 

trên gen dystrophin 
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn vùng tận 5’ tận gen dystrophin 

                

     

Hình 3.4. Kết quả MLP  của bệnh nhân M 4. 

Nhận xét: Kết quả MLPA hình 3.4 cho thấy, so với với mẫu đối chứng 

nam, sản phẩm PCR tương ứng với các đỉnh của exon từ 2-13 của bệnh nhân 

bị mất hoàn toàn chứng tỏ bệnh nhân có đột biến xóa đoạn từ exon 2 đến exon 

13 trên gen dystrophin.  
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn vùng trung tâm gen dystrophin 

             

 

Hình 3.5. Kết quả MLP  của bệnh nhân MS33.  

Nhận xét: Kết quả MLPA hình 3.5 cho thấy, so với với mẫu đối chứng 

nam, sản phẩm PCR tương ứng với các đỉnh của exon từ 35-43 bị mất hoàn 

toàn chứng tỏ bệnh nhân có đột biến xóa đoạn từ exon 35 đến exon 43. 
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn dài từ vùng tận 5’ đến vùng 

trung tâm gen dystrophin 

 

 

Hình 3.6.  Kết quả MLP  của  bệnh nhân M 24.  

Nhận xét: Kết quả MLPA hình 3.6 cho thấy, so với với mẫu đối chứng 

nam, sản phẩm PCR tương ứng với các đỉnh của exon từ 11-39 bị mất hoàn 

toàn chứng tỏ bệnh nhân có đột biến xóa đoạn từ exon 11 đến exon 39. Đây 
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là một đột biến xóa đoạn dài (29 exon), xóa đoạn này kéo dài từ vùng tận 

5’ đến vùng trung tâm gen dystrophin. 

Kết quả bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn đơn lẻ 1 exon gen dystrophin 

 

Hình 3.7.  Kết quả MLP  của bệnh nhân M 53.  

Nhận xét:  Kết quả MLPA hình 3.7 cho thấy, so với với mẫu đối chứng 

nam, sản phẩm PCR tương ứng với các đỉnh của exon 44 bị mất hoàn toàn 

chứng tỏ bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn exon 44. Đây là trường hợp mất 

đỉnh đơn lẻ nên phải kết hợp với kỹ thuật PCR để khẳng định. 

 

Hình 3.8. Kết quả  iện di sản phẩm P   của DN  bệnh nhân M 53 với 

cặp mồi 44,45. (-)đ i chứng âm, (+)đ i chứng dương, (P) mẫu bệnh nhân 
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Nhận xét: Hình ảnh điện di sản phẩm PCR exon 44, exon 45 cho thấy, 

ở mẫu đối chứng xuất hiện vạch PCR ở cả 2 exon 44 và 45 trong khi đó ở  

bệnh nhân chỉ xuất hiện vạch PCR ở exon 45 mà không xuất hiện vạch PCR ở 

exon 44,  chứng tỏ bệnh nhân có đột biến xóa đoạn exon 44.  

Kết quả bệnh nhân bị đột biến xóa đoạn vùng 3’ ngoài vùng hotspot gen 

dystrophin 

 

Hình 3.9.  Kết quả MLP  của bệnh nhân MS3.  

Nhận xét: Kết quả MLPA hình 3.9 cho thấy, so với với mẫu đối chứng 

nam, sản phẩm PCR tương ứng với các đỉnh của exon từ 61-67 bị mất hoàn 

toàn chứng tỏ bệnh nhân có đột biến xóa đoạn từ exon 61 đến exon 67. Đột 

biến này nằm ngoài vùng hostpot (vùng 5’ tận và vùng trung tâm).  
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Bảng 3.1. Kết quả phát hiện đột biến xóa đoạn gen dystrophin 

Exon 

xóa đoạn 

Số 

lƣợng 

Thể bệnh 

(phenotype) 

Kiểu gen 

(genotype) 

Exon 

xóa đoạn 

Số 

lƣợng 

Thể bệnh 

(phenotype) 

Kiểu gen 

(genotype) 

Exon 1-79 1 DMD Out of frame Exon 40-43 1 DMD Out of frame 

Exon 1-34 1 DMD Inframe Exon 42-43 1 DMD Out of frame 

Exon 2-13 2 DMD Out of frame Exon 43-52 1 DMD Out of frame 

Exon 3 1 BMD Inframe Exon 44 6 DMD Out of frame 

Exon 3-7 4 DMD Out of frame Exon 45 1 DMD Out of frame 

Exon 3-13 1 DMD Inframe Exon 45-46 1 BMD Inframe 

Exon 3- 17 1 DMD Out of frame Exon 45-47 4 BMD Inframe 

Exon 3-21 1 DMD Out of frame Exon 45-48 1 BMD Inframe 

Exon 3-43 1 DMD Out of frame Exon 45-50 7 DMD Out of frame 

Exon 3-44 1 DMD Inframe Exon 45-52 7 DMD Out of frame 

Exon 3-45 1 DMD Out of frame Exon 45-55 1 BMD Inframe 

Exon 3-47 1 DMD Inframe Exon 46-47 1 DMD Out of frame 

Exon 5-27 1 DMD Inframe Exon 46-49 1 DMD Out of frame 

Exon 5-37 1 DMD Inframe Exon 46-50 6 DMD Out of frame 

Exon 8 1 DMD Out of frame Exon 46-51 4 DMD Out of frame 

Exon 8-9 4 DMD Out of frame Exon 46-52 1 DMD Out of frame 

Exon 8-12 1 DMD Out of frame Exon 46-55 2 DMD Out of frame 

Exon 8-13 1 DMD Out of frame Exon 47 4 BMD Inframe 

Exon 8-43 1 DMD Out of frame Exon 47-48 1 BMD Inframe 

Exon 8-46 1 DMD Out of frame Exon 48-50 11 DMD Out of frame 

Exon 10-17 1 DMD Out of frame Exon 48-52 2 DMD Out of frame 

Exon 11-39 1 DMD Inframe Exon 49-50 6 DMD Out of frame 

Exon 11-41 1 DMD Inframe Exon 49-52 8 DMD Out of frame 

Exon 12-34 1 DMD Out of frame Exon 49-54 1 DMD Out of frame 

Exon 15-19 1 DMD Out of frame Exon 50-52 3 DMD Out of frame 
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Exon 16-17 1 DMD Out of frame Exon 51 5 DMD Out of frame 

Exon 16-19 1 DMD Out of frame Exon 51-52 1 BMD Inframe 

Exon 17 1 DMD Out of frame Exon 51-53 1 DMD Out of frame 

Exon 19-50 1 DMD Out of frame Exon 51-55 1 DMD Out of frame 

Exon 30-43 1 DMD Out of frame Exon 52 4 DMD Out of frame 

Exon 31-43 1 DMD Out of frame Exon 56-62 1 DMD Out of frame 

Exon 32 1 BMD Inframe Exon 61-67 1 DMD Inframe 

Exon 38-43 1 DMD Out of frame     

Out of frame: Đột biến gây lệch khung dịch m ; Inframe: Đột biến không gây lệch khung dịch m  

 

Nhận xét: Bằng kỹ thuật MLPA đã phát hiện được 137/201 bệnh nhân 

BMD/DMD có đột biến xóa đoạn, trong đó có 24/137 bệnh nhân có đột biến 

xóa đơn lẻ một exon, 2/137 bệnh nhân có đột biến nằm ngoài vùng hostpot. 

Phát hiện 1/137 bệnh nhân có đột biến xóa toàn bộ 79 exon, có 24 đột biến 

xóa đoạn nhưng không làm lệch khung dịch mã (inframe), 113 đột biến gây 

lệch khung dịch mã (out of frame). 

3.2.1.2 Kết quả xác định đột biến lặp đoạn gen 

Tất cả bệnh nhân không có đột biến xóa đoạn đều được phân tích dựa 

trên RPA để tìm đột biến lặp đoạn theo công thức của tác giả Lai K.K và cộng 

sự [44]. 
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến lặp đoạn đơn lẻ 1 exon trên gen 

dystrophin

 

    

Hình 3.10. Kết quả MLP  của bệnh nhân M 10 

( ) chứng nam P034 (B) Bệnh nhân MS10 với probmix P034  

(C) Kết quả phân t ch dựa trên RPA. 

Nhận xét: Đối với bệnh nhân MS10  hình ảnh MLPA tại probe tương 

ứng với exon 43 thấy cường độ tín hiệu của đỉnh cao hơn so với chứng nam. 

Sau khi phân tích dựa trên RPA có tỉ lệ RPR tại exon 43 của bệnh nhân so với 

chứng nam lớn hơn 2 trong khi tỉ lệ RPR của các exon khác giao động xung 

quanh 1. Chứng tỏ bệnh nhân có đột biến lặp đoạn đơn lẻ exon 43.  
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến lặp đoạn nhiều exon của gen dystrophin 

 

Hình 3.11. Kết quả MLP  của  bệnh nhân m  s  MS120 

(A) chứng nam P34 (B) Bệnh nhân MS120 với probmix P034  

(C) Kết quả phân t ch dựa trên  P . 

 Nhận xét: Hình ảnh phân tích MLPA tại probe tương ứng với các exon 

3, 4, 5, 6, 7 của bệnh nhân MS120  thấy cường độ tín hiệu của đỉnh cao hơn 

nhiều so với chứng. Sau khi phân tích dựa trên RPA ta có tỉ lệ RPR tại các 

exon từ 3 đến 7 của bệnh nhân so với chứng lớn hơn 1,5 trong khi của các 

exon khác chỉ giao động xung quanh 1. Như vậy, chứng tỏ bệnh nhân có đột 

biến lặp đoạn các exon 3-7. 
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Bảng 3.2. Kết quả phát hiện đột biến lặp đoạn trên gen dystrophin 

Exon 

lặp đoạn 

Số 

lƣợng 

Thể bệnh 

(phenotype) 

Kiểu gen 

(genotype) 

Exon 

lặp đoạn 

Số 

lƣợng 

Thể bệnh 

(phenotype) 

Kiểu gen 

(genotype) 

Exon 2 1 DMD Out of frame Exon 19 1 DMD Out of frame 

Exon 2-4 1 DMD Out of frame Exon 19-34 1 DMD Out of frame 

Exon 3-9 1 BMD Inframe Exon 31-34 1 DMD Inframe 

Exon 3-17 1 DMD Out of frame Exon 43 1 DMD Out of frame 

Exon 3-7 1 DMD Out of frame Exon 61-63 1 DMD Out of frame 

Exon 11-20, 

Exon 51-60 
1 DMD Out of frame Exon 62 1 DMD Out of frame 

Exon 14-17 1 DMD Out of frame Exon 5-7 1 DMD Out of frame 

Outframe: Đột biến gây lệch khung dịch m ; Inframe: Đột biến không gây lệch khung dịch m  

Nhận xét: Bằng phân tích dựa trên RPA và trên cường độ tín hiệu của sản 

phẩm PCR tương ứng với mỗi exon so với chứng đã phát hiện được 14 bệnh 

nhân có đột biến lặp đoạn, trong đó có 5/14 đột biến lặp đoạn exon đơn lẻ, 

1/14 bệnh nhân có lặp đoạn 2 vùng, 8/14 đột biến lặp đoạn nhiều exon. 
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Kết quả bệnh nhân có đột biến điểm ở vùng probe của exon 18   

 

 

 

Hình 3.12. Kết quả xác  ịnh  ột biến gen của bệnh nhân m  s  MS28 

 ) chứng nam P034, (B) Bệnh nhân MS28  với probmix P034, (C) Kết quả 

phân t ch dựa trên  P , (D) Kết quả giải tr nh tự so với tr nh tự Genebank 

(exon 18) và probe exon 18 cho phản ứng MLP . Vạch màu đ  dưới các tr nh 

tự nucleotid  là vị tr  của bộ 3 acid amin bị đột biến. 
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Nhận xét: Trên hình ảnh MLPA của bệnh nhân MS28, sản phẩm PCR 

tương ứng với đỉnh của exon 18 có xuất hiện đỉnh nhưng tín hiệu rất thấp, kết 

quả này cho thấy có thể bệnh nhân có đột biến xóa đoạn exon 18.  Chúng tôi 

kiểm tra xem exon 18 có thực sự bị xóa đoạn hay không bằng kỹ thuật PCR, 

kết quả cho thấy xuất hiện vạch PCR tương ứng với sản phẩm của exon 18 

chứng tỏ bệnh nhân không bị xóa đoạn exon 18. Sản phẩm PCR được tiến 

hành giải trình tự gen, kết quả cho thấy xuất hiện đột biến điểm tại vị trí 

c.2227C>T, đột biến này nằm tại vị trí gắn probe của exon 18 nên đã làm ảnh 

hưởng đến hiệu suất khuếch đại exon 18 của phản ứng MLPA, làm cho đỉnh 

tín hiệu thu được thấp hơn so với mẫu đối chứng. 

3.2.2. Kết quả xác  ịnh  ột biến b ng kỹ thuật giải trình tự gen 

Kết quả bệnh nhân bị đột biến thay thế 1 nucleotid tạo stop codon 

 Những bệnh nhân không phát hiện đột biến  xóa đoạn, lặp đoạn được 

tiến hành giải trình tự ở mức độ cDNA. Sử dụng kỹ thuật RT-nested PCR để 

khuếch đại toàn bộ chiều dài cDNA của gen dystrophin tương ứng với 10 

đoạn gen khác nhau. Sản phẩm RT-nested PCR sẽ được giải trình tự gen. 
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Hình 3.13. Kết quả phân tích cDNA của bệnh nhân m  s  MS123 

( ) H nh ảnh điện di sản phẩm RT-PC  của bệnh nhân m  s  MS123;(B) Kết 

quả giải tr nh tự cDNA của mẫu chứng; (C) Kết quả giải tr nh tự cDNA mẫu 

bệnh nhân. 

     Nhận xét: Hình ảnh điện di RT-nested PCR cho thấy sản phẩm rõ nét, đặc 

hiệu theo như kích thước đã tính toán và bằng với mẫu đối chứng. Sản phẩm 

RT-PCR  được giải trình tự, so sánh với trình tự GeneBank cho thấy có đột 

biến thay thế  nucleotid C thành T tại vị trí 1702 trên cDNA, làm thay đổi bộ 

ba mã hóa CAA thành TAA tạo nên mã kết thúc sớm. Kết quả trên cho thấy 

bệnh nhân có đột biến c.1702C>T ( p.Q568X) tại exon 14 của gen dystrophin. 
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Kết quả bệnh nhân bị đột biến thêm 4 nucleotid 

    

Hình 3.14. Kết quả phân tích cDN  của bệnh nhân MS128 

( ) Kết quả giải tr nh tự cDNA của mẫu chứng; (B) Kết quả giải tr nh tự 

cDNA mẫu bệnh nhân MS128. 

Nhận xét: Trên kết quả giải trình tự cho thấy bệnh nhân MS128 có đột 

biến thêm 4 nucleotid TGTA tại vị trí c.6224 trên exon 43 của gen dystrophin. 

Đột biến thêm 4 nucleotid này đã tạo thành vị trí kết thúc sớm tại acid amin 

thứ 10 bắt đầu từ vị trí đột biến làm cho protein dystrophin bị cắt ngắn.  

Kết quả bệnh nhân bị đột biến thêm 2 nucleotid 

                              
A                                                             B 

Hình 3.15.  Kết quả phân tích cDNA của bệnh nhân MS121 

( ) Kết quả giải tr nh cDNA của mẫu chứng; (B) Kết quả giải tr nh tự cDNA 

mẫu bệnh nhân. 

Nhận xét: Kết quả giải trình tự của bệnh nhân MS121 so với trình tự 

mẫu chứng cho thấy tại vị trí nucleotid 6274 có đột biến thêm 2 nucleotid TA 

trên exon 43 của gen dystrophin. Đột biến thêm 4 nucleotid này đã tạo thành 

vị trí kết thúc sớm tại acid amin thứ 22 bắt đầu từ vị trí đột biến làm cho 

protein dystrophin bị cắt ngắn.  
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Bảng 3.3. Kết quả đột biến điểm trên gen dystrophin 

STT MSNC Đột biến trên c.DNA Exon Biến đổi protein 

Thể 

bệnh 

1 MS127 c.184ins C Exon 3 p.Leu61profsX27 DMD 

2 MS134 c.433C>T Exon 6 p.Arg145X DMD 

3 MS189 c.724C>T Exon 8 p.Gln252X DMD 

4 MS138 c.1062G>A Exon 10 p.Trp345X DMD 

5 MS129 c.2797C>T Exon 11 p.Gln933X DMD 

6 MS132 c.1201C>T Exon 11 p.Gln401X  DMD 

7 MS137 c.1492G>T Exon 13 p.Glu498X DMD 

8 MS123 c.1702C>T Exon 14 p.Gln568X DMD 

9 MS126 c.1827A>T Exon 16 p.Lys613X DMD 

10 MS28 c.2227C>T Exon 18 p.Gln743X DMD 

11 MS176 c.2365G>T Exon 19 p.Glu789X DMD 

12 MS144 c.2302C>T Exon 19 p.Arg768X DMD 

13 MS122 c.2569C>T Exon 20 p.Gln856X DMD 

14 MS196 c.2887delT Exon 22 p.Ser963Pfsx40 DMD 

15 MS200 c.3151C>T Exon 23 p.Arg1051X DMD 

16 MS141 c.3347-3350delAGAA Exon 25 p.Lys1116MetfsX15 DMD 

17 MS159 c.3580C>T Exon 26 p.Gln1194X DMD 

18 MS131 c.3715InsTAAATAG Exon 27 p.Glu1438X DMD 

19 MS139 c.3767InsT Exon 27 p.Gly1256ValfsX15 DMD 

20 MS162 c.3766,3767InT Exon 27 p.Gly1256Valfs15X15 DMD 

21 MS184 c.3940C>T Exon 29 p.Arg1314X DMD 

22 MS130 c.4212,4213 del TC Exon 30 p.Gln1405fsX11 DMD 

23 MS146 c.4186InA Exon 30 p.Tyr1396Xfs DMD 

24 MS180 c.4729C>T Exon 34 p.Arg1577X DMD 

25 MS171 c.5530C>T Exon 39 p.Arg1844X DMD 
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26 MS187 c.5899C>T Exon 41 p.Arg1967X DMD 

27 MS121 c.6274 Ins TA Exon 43 p.Tyr2092LeufsX22 DMD 

28 MS124 c.6237,6238 del CC Exon 43 p.Ser2079Serfs2X DMD 

29 MS128 c.6224InsTGTA Exon 43 p.Leu2075LeufsX10 DMD 

30 MS125 c.7522G>T Exon 51 p.Glu2508X DMD 

31 MS207 9361+1 G>A intron 64   BMD 

 

3.3 Bản đồ đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân DMD/BMD Việt Nam 

3.3.1. Phân b  các d ng  ột biến gen dystrophin 

 Sử dụng kỹ thuật MLPA, RT-nested PCR và giải trình tự gen để xác 

định đột biến xoá đoạn, đột biến lặp đoạn và đột biến điểm trên toàn bộ 79 

exon của gen dystrophin. Tỉ lệ phân bố các dạng đột biến gen dystrophin 

được chỉ ở bảng 3.4. 

Bảng 3.4. Tỉ lệ phân bố các dạng đột biến gen dystrophin 

Loại đột biến Số lƣợng  Tỉ lệ (%) 

Xóa đoạn 137 75,3 

Lặp đoạn 14 7.7 

Đột biến điểm 31 17,0 

Tổng số 182 100 

 

Nhận xét: 182/201 bệnh nhân DMD/BMD có đột biến gen dystrophin, 

trong đó đột biến xóa đoạn 137/182 chiếm 75,3%, đột biến lặp đoạn 14/182 

(7,7%), đột biến điểm 31/182 (17%). 
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Bảng 3.5. Tỉ lệ phân bố các dạng  đột biến gen trên bệnh nhân 

 DMD và BMD 

Loại đột biến 

Thể bệnh 

DMD BMD 

n % n % 

Xóa đoạn 122 74 15 88 

Lặp đoạn 13 8 1 6 

Đột biến điểm 30 18 1 6 

Tổng số 165 100 17 100 

 

Biểu đồ 3.1. Các dạng đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân DMD 

Nhận xét: Số lượng bệnh nhân DMD được phát hiện đột biến là 165 

trường hợp chiếm tỉ lệ 91%. Trong đó 122/165 trường hợp xóa đoạn chiếm 

74%. Đột biến lặp đoạn 13/165 trường hợp chiếm 8% và đột biến điểm 

30/165 trường hợp chiếm 18%. 
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Biểu đồ 3.2. Các dạng đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân BMD 

 Nhận xét: Số lượng bệnh nhân BMD được phát hiện đột biến là 17 

trường hợp. Trong đó đột biến xóa đoạn chiếm đa số với 15/17 trường hợp 

chiếm 88%, còn lại đột biến lặp đoạn 1/17 trường hợp chiếm 6%, đột biến 

điểm 1/17 (6%). 
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3.3.2. Phân b  các d ng  ột biến xoá  o n gen dystrophin 

Bảng 3.6. Tỉ lệ các dạng đột xóa đoạn 

Loại đột biến Số lƣợng (n=137)  Tỉ lệ (%) 

Xóa đơn lẻ 1 exon 24 17.5 

Xóa nhiều exon 111 81.0 

Xóa exon ngoài vùng hotspot 2 1.5 

 

Biểu đồ 3.3. Tỉ lệ các dạng đột biến xóa đoạn 

Nhận xét: Với 137 trường hợp đột biến xóa đoạn: có 24/137 xóa đơn lẻ 

một exon, 2/137 xóa đoạn ngoài vùng hostpot, 111/137 trường hợp xóa đoạn 

nhiều exon. 
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Bảng 3.7. Tỉ lệ phân bố vùng đột biến xoá đoạn 

Vùng đột biến xóa đoạn Số lƣợng (n=137) Tỉ lệ (%) 

Xóa đoạn vùng 5’ tận (Exon 1-20) 25 18.2 

Xóa đoạn vùng trung tâm (Exon 40-53) 97 70.8 

Xóa đoạn dài 5’ tận – Vùng trung tâm 12 8.8 

Xóa vị trí khác 3 2.2 

Nhận xét: Trong số 137 trường hợp đột biến xóa đoạn phát hiện được: 

Xóa đoạn vùng trung tâm chiếm phần lớn 97/137 chiếm tỉ lệ 70.8%, tiếp theo 

là vùng 5’ 12/137 chiếm tỉ lệ 18%, xóa đoạn dài từ vùng 5’ tới vùng trung tâm 

12/137 chiếm tỉ lệ 12%, còn lại là các đột biến xoá đoạn ở vùng khác. 

3.3.3.Phân b  các dạng đột biến lặp đoạn gen dystrophin 

Bảng 3.8. Tỉ lệ các dạng đột biến lặp đoạn 

Loại đột biến lặp đoạn Số lƣợng (n=14) Tỉ lệ (%) 

Lặp đoạn đơn lẻ 1 exon 4 29 

Lặp đoạn nhiều exon 9 64 

Lặp đoạn 2 vùng trên gen dystrophin 1 7 
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Biểu đồ 3.4. Tỉ lệ các dạng đột biến lặp đoạn  

Nhận xét: Với 14 trường hợp đột biến lặp đoạn: có 4/14 lặp đoạn đơn lẻ 

một exon, 1/14 lặp đoạn hai vùng , 9/14 trường hợp lặp đoạn nhiều exon. 

Bảng 3.9. Tỉ lệ phân bố vùng đột biến lặp đoạn 

Vùng đột biến lặp đoạn Số lƣợng (n=14)  Tỉ lệ (%) 

Lặp đoạn vùng 5’ tận (Exon 1-20) 8 57 

Lặp đoạn vùng trung tâm (Exon 40-53) 1 7 

Lặp đoạn dài 5’ tận – vùng trung tâm 1 7 

Lặp đoạn vị trí khác 4 29 

Nhận xét: Trong số 14 trường hợp đột biến lặp đoạn phát hiện được: 

Lặp đoạn vùng 5’ tận chiếm phần lớn 8/14 chiếm tỉ lệ 57%, tiếp theo là lặp 

đoạn ở ngoài vùng 5’tận và vùng trung tâm 4/14 chiếm tỉ lệ 29%, 1/14 (7%) 

trường hợp có đột biến lặp đoạn ở vùng trung tâm và 1/14 (7%) trường hợp có 

đột biến lặp đoạn dài từ vùng 5’ tới vùng trung tâm.  
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3.3.4.Phân b  các d ng  ột biến   iểm gen dystrophin 

Bảng 3.10. Tỉ lệ phân bố các dạng đột biến điểm 

Loại đột biến Số lƣợng (n=31) Tỉ lệ (%) 

Tạo stop codon 20 65 

Xóa, thêm nucleotid 10 32 

Đột biến tại vị trí 

splicing 
1 3 

 

 

 Biểu đồ 3.5. Các dạng đột biến điểm trên gen dystrophin  

Nhận xét: Với kỹ thuật giải trình tự trực tiếp chúng tôi đã phát hiện 

được 31 trường hợp đột biến điểm trong đó đột biến tạo stop codon chiếm ưu 

thế với 20 trường hợp. Đột biến thêm và xóa nucleotid là 10 trường hợp. 1 

trường hợp có đột biến tại vị trí splicing. 
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 Hình 3.16. Bản  ồ  ột biến xóa  o n gen dystrophin trên bệnh nhân DMD/BMD  iệt Nam 
Ghi ch : Đường kẻ ngang thể hiện v ng exon bị đột biến - s  bên phải thể hiện s  lượng bệnh nhân 
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Hình 3.17. Bản  ồ  ột biến lặp  o n,  ột biến  iểm gen dystrophin trên bệnh nhân DMD/BMD  iệt Nam 

Ghi ch : Đường kẻ ngang thể hiện v ng exon bị đột biến. 

Đột biến điểm 

n=31 

Đột biến 

lặp đoạn 

n= 14 
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Chƣơng 4 

BÀN LUẬN 

Loạn dưỡng cơ Duchenne và Becker là một bệnh lý di truyền lặn liên 

kết với nhiễm sắc thể giới tính X với tần suất mắc bệnh khá cao (1/3500 trẻ 

trai), biểu hiện bệnh nặng, trẻ thường chết sớm để lại hậu quả nặng nề cho gia 

đình và xã hội.  Từ những năm 1993 nghiên cứu của Roland G. Roberts, 

Andrew.H  đã cho thấy những hiểu biết đầy đủ về cấu trúc gen dystrophin, 

protein dystrophin và vai trò quan trọng của nó trong quá trình vận hành cơ 

[68, 69]. Các nghiên cứu về các dạng đột biến gen dystrophin của các quốc 

gia khác nhau trên thế giới cũng đã và đang được triển khai rộng rãi. Xác định 

vị trí các đột biến gen dystrophin ở bệnh nhân DMD/BMD cung cấp nhiều lợi 

ích cho khoa học cơ bản và ứng dụng lâm sàng. Đối với những bệnh nhân bị 

bệnh DMD/BMD, xác định được vị trí đột biến là một tiêu chuẩn vàng để 

khẳng định chính xác chẩn đoán bệnh, ngoài ra nó cũng hỗ trợ trong việc tiên 

lượng mức độ nghiêm trọng của bệnh và diễn biến lâm sàng để từ đó có 

phương pháp điều trị thích hợp. Hơn nữa, xác định được vị trí đột biến của 

bệnh nhân sẽ giúp cho chẩn đoán trước sinh những phụ nữ mang gen bệnh. 

Thiết lập bản đồ đột biến gen dystrophin còn là tiền đề hết sức quan trọng cho 

việc áp dụng liệu pháp điều trị gen trong tương lai. Vì tính chất nặng nề và 

phổ biến nên bệnh Duchenne đã được quan tâm nghiên cứu ở nước ta từ nhiều 

năm nay. Đó là nghiên cứu về tần suất mắc bệnh, mối liên quan giữa chẩn 

đoán lâm sàng và xét nghiệm CK, ứng dụng của xét nghiệm CK trong chẩn 

đoán người mang gen bệnh. Đặc biệt trong vài năm trở lại đây đã có một số 

nghiên cứu sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử để chẩn đoán bệnh, chẩn 

đoán người mang gen và chẩn đoán trước sinh. Nghiên cứu này đã áp dụng kỹ 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0888754383712255
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thuật MLPA, kỹ thuật RT-nested PCR và giải trình tự gen để phát hiện toàn 

bộ đột biến trên 79 exon của gen dystrophin. Đây là một nghiên cứu khá toàn 

diện để xây dựng bản đồ đột biến gen cho bệnh nhân DMD/BMD Việt Nam 

và hướng tới liệu pháp điều trị gen cho bệnh nhân loạn dưỡng cơ Duchenne 

Việt Nam. 

4.1. Quy trình tách chiết DNA, RNA và tổng hợp cDNA 

Việc phát hiện cấu trúc chuỗi xoắn kép của DNA bởi hai nhà bác học 

Watson và Crick vào năm 1953 chính thức đánh dấu sự ra đời của Sinh học 

phân tử. Kể từ đó đến nay, sinh học phân tử phát triển không ngừng về cả lý 

thuyết và thực tiễn. Trong lĩnh vực y học, các kỹ thuật sinh học phân tử ngày 

càng hoàn thiện giúp chẩn đoán nhiều bệnh lý trong đó có bệnh di truyền. 

Muốn áp dụng được các kỹ thuật sinh học phân tử để phát hiện đột biến gen, 

bước đầu tiên là tách chiết RNA, DNA. Quá trình tách chiết RNA, DNA là 

một trong những khâu quan trọng nhất quyết định sự thành công của các kỹ 

thuật sinh học phân tử tiếp theo, đặc biệt là với những kỹ thuật cao như 

MLPA cần phải định lượng để xác định đột biến lặp đoạn, hay kỹ thuật RT-

nested PCR và giải trình tự gen. Nếu các phân tử acid nucleic được tách tốt, 

không bị đứt gãy, không bị tạp nhiễm thì các phản ứng tiếp theo mới có độ 

chính xác cao. Trong nghiên cứu này đã sử dụng phương pháp tách chiết 

DNA theo quy trình phenol/chloroform. Quy trình gồm nhiều bước và được 

lặp lại nhiều lần để loại bỏ những chất không cần thiết giúp DNA có độ tinh 

sạch cao. Theo Adeli (1990), quy trình phenol/chloroform mất nhiều thời gian 

và công sức, tuy nhiên các phân tử DNA thu được có độ tinh sạch rất cao 

[70]. Điều này được khẳng định khi chúng tôi tiến hành đo độ tinh sạch của 

http://hinari-gw.who.int/whalecomwww.ncbi.nlm.nih.gov/whalecom0/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Adeli%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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các phân tử DNA, tỷ lệ mật độ quang của các mẫu DNA ở bước sóng 

260/280nm luôn nằm trong khoảng 1,8-2,0.  

So với quá trình tách chiết DNA, quy trình tách chiết RNA khó và phức 

tạp hơn bởi vì các phân tử RNA dễ đứt gãy và dễ phân huỷ. Sau khi lấy máu, 

cần tiến hành tách chiết RNA tổng số càng sớm càng tốt, thông thường là phải 

tách RNA trong vòng 24 giờ sau khi lấy máu. Các phân tử RNA không bền, 

dễ bị phân huỷ bởi các enzym ribonuclease (RNase). Các enzym RNase tồn 

tại ở khắp nơi, có hoạt tính rất cao và bền vững với các tác nhân thường dùng 

để loại bỏ enzym (việc xử lý nhiệt ở 90
o
C trong 1 giờ không làm mất hoạt 

tính RNase). Vì các lý do đó, việc tách chiết RNA đòi hỏi thận trọng để tránh 

mọi tạp nhiễm bởi các RNase từ môi trường: thao tác trong điều kiện vô 

trùng; tất cả dụng cụ, hoá chất đều được khử trùng bằng nhiệt hay hóa chất; 

tránh mọi tiếp xúc với dụng cụ bằng tay trần không mang găng…  

Nghiên cứu này đã thử nghiệm tách chiết RNA tổng số theo nhiều quy 

trình và đã chọn lựa được phương pháp sử dụng isogen vì quy trình này 

thường cho RNA có nồng độ và độ tinh sạch cao. Năm 2006, Tay et al tiến 

hành xác định đột biến gen dystrophin ở các bệnh nhân DMD thuộc vùng 

Đông Nam Á. Tác giả đã tách chiết phân tử RNA của bệnh nhân theo quy 

trình của nghiên cứu này và đã thu được RNA có chất lượng tốt [71]. Sau khi 

tách được RNA tổng số, độ tinh sạch của phân tử RNA đã được xác định 

bằng các chỉ số hấp thụ quang phổ, dựa vào tỉ lệ A260/A280. Giá trị mật độ 

quang ở bước sóng 260nm (A260) của các mẫu RNA cho phép xác định nồng 

độ RNA trong dung dịch. Protein có độ hấp thụ cao nhất ở bước sóng 280 nm 

(A280) và độ hấp thụ thấp ở bước sóng 260 nm. Do vậy, tỉ lệ A260/A280 biểu thị 
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mức độ protein còn sót lại trong dịch chiết. RNA được coi là tinh sạch khi giá 

trị A260/A280 = 1,8-2,0. RNA tách chiết thu được trong nghiên cứu đều có nồng 

độ và độ tinh sạch tốt. Như vậy, có thể khẳng định rằng quy trình tách RNA 

tổng số của trong nghiên cứu này đạt yêu cầu và có thể tiếp tục tổng hợp 

cDNA để xác định đột biến.  

Quá trình tổng hợp cDNA từ RNA được thực hiện bởi enzym sao mã 

ngược. Qua nhiều lần thí nghiệm, chúng tôi đã đưa ra quy trình phù hợp để 

tổng hợp cDNA của bệnh nhân DMD trong điều kiện nghiên cứu tại phòng thí 

nghiệm của Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein, Trường Đại học Y Hà Nội. 

Sau mỗi lần tổng hợp cDNA, chất lượng cDNA được kiểm tra bằng đo nồng 

độ và độ tinh sạch trên máy Nanodrop. Kết quả trên hình ảnh cho thấy sản 

phẩm cDNA thu được có nồng độ và độ tinh sạch cao, sản phẩm cDNA 

không bị đứt gãy. Như vậy, có thể chứng minh quy trình tổng hợp cDNA là 

phù hợp và tối ưu, sản phẩm cDNA đạt chất lượng để tiến hành giải trình tự 

tìm đột biến điểm ở mức độ RNA.  

4.2. Xác định đột biến gen dystrophin 

4.2.1. Xác  ịnh  ột biến b ng kỹ thuật MLP  

    Hiện nay có nhiều kỹ thuật sinh học phân tử giúp xác định đột biến gen 

dystrophin như kỹ thuật single PCR, multiplex PCR, Reverse transcriptase-

PCR (RT-PCR), Fluorescence in situ Hybridization (FISH), Southern blot, Kỹ 

thuật khuếch đại đa đoạn dò (MLPA). Mỗi kỹ thuật đều có các ưu nhược 

điểm riêng. Trước đây khi kỹ thuật MLPA chưa ra đời thì kỹ thuật Multiplex 

PCR được sử dụng để xác định đột biến xóa đoạn ở 2 vùng đột biến trọng 

điểm là vùng 5’ tận và vùng trung tâm của gen dystrophin. Kỹ thuật Southern 
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blot có thể xác định được cả đột biến xóa đoạn và đột biến lặp đoạn nhưng 

mất nhiều thời gian và cần phải sử dụng phóng xạ nên ít được sử dụng rộng 

rãi. Kỹ thuật RT-PCR có thể phát hiện được toàn bộ đột biến xóa đoạn trên 79 

exon của gen nhưng kỹ thuật này khó và cũng cần ít nhất 2 tuần để phát hiện 

được đột biến xóa đoạn gen. Trong những năm gần đây, kỹ thuật MLPA được 

áp dụng khá rộng rãi trong xác định đột biến gen dystrophin vì  có thể phát 

hiện được cả đột biến xóa đoạn và lặp đoạn gen trong thời gian 2-3 ngày với 

độ chính xác cao. 

Kỹ thuật MLPA là kỹ thuật có thể khuếch đại về sự đa dạng trong số 

lượng các bản sao ở một vài gen khác nhau. Dựa vào ưu điểm này, MLPA 

thường được sử dụng trong chẩn đoán ở cấp độ phân tử một vài bệnh lý di 

truyền mà nguyên nhân gây bệnh là do hiện tượng bị xóa bỏ hay bị nhân đôi 

của các gen đặc hiệu.  

Mặc dù phần lớn các bệnh di truyền đều liên quan đến những bất 

thường trong trình tự DNA của các gen đặc hiệu, tuy nhiên sự xóa bỏ hay 

nhân lên của gen chiếm một tỷ lệ tương đối trong số tất cả những đột biến có 

thể gây bệnh, và trong một số trường hợp là nguyên nhân thường gặp nhất của 

một bệnh di truyền nào đó, chẳng hạn như bệnh Loạn dưỡng cơ Duchenne 

(DMD) hay thoái hóa cơ tủy (SMA) [72, 73]. Đặc tính về xóa bỏ hay nhân lên 

của các gen là điểm cốt yếu để nhận biết sự tương quan về mặt kiểu hình và 

kiểu gen. Trong thực tế, sự nhân lên hay xóa bỏ một phần hay toàn bộ gen có 

thể tạo ra những kiểu hình hoàn toàn rất khác biệt. Sự nhân lên hoàn toàn 

hoặc sự nhân lên một phần nào đó của gen có thể dẫn đến việc mất đi chức 

năng của bản gen được nhân lên, ở bệnh DMD trong đó sự nhân lên ảnh 
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hưởng đến một số các exon trên gen, nhưng không phải toàn bộ gen. Hơn thế, 

việc mất đi hẳn một protein hay sự xuất hiện của một protein không hoàn 

thiện, trường hợp đầu dẫn đến bệnh DMD, và trường hợp thứ 2 dẫn đến bệnh 

BMD. Sự phân tích di truyền tế bào thông thường hay giải trình tự DNA đều 

không thể xác định được sự nhân lên hay bị xóa bỏ của một exon. Điều này 

dẫn đến việc, các đột biến này phải được nghiên cứu bằng cách sử dụng các 

kỹ thuật riêng. Ban đầu, việc xác định sự nhân lên hay xóa bỏ gen chủ yếu 

dựa trên kỹ thuật Southern Blot, FISH hoặc multiplex PCR bán định lượng. 

Tuy nhiên, các kỹ thuật này đều rất tốn thời gian, hiệu quả và độ nhạy không 

cao, và thường không xác định được những tái sắp xếp nhỏ diễn ra trong cùng 

một gen.  

 Trong số các kỹ thuật khác nhau được sử dụng trong những năm gần 

đây để xác định sự nhân lên hay xóa bỏ gen, do có những ưu điểm nổi trội mà 

kỹ thuật MLPA được ưu tiên áp dụng. Kỹ thuật này có thể phân tích trong 

một phản ứng PCR hơn 50 vùng DNA và xác định được số lượng bản sao 

khác nhau của các gen đặc hiệu, bao gồm cả những sự tái sắp xếp nhỏ trong 

nội bộ của 1 gen. Hơn nữa, hiện nay có trên 300 mẫu dò mang tính thương 

mại có thể được cung cấp bởi MRC Holland, đặc hiệu cho lượng lớn các bệnh 

di truyền phổ biến và hiếm gặp. Phương pháp MLPA trong vài năm gần đây là 

một kỹ thuật được sử dụng rộng rãi trong các phòng thí nghiệm nghiên cứu về 

di truyền để chẩn đoán ở mức độ phân tử một số bệnh [74]. 
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Bảng 4.1. Ƣu và nhƣợc điểm của kỹ thuật MLPA so với một số kỹ thuật 

sinh học phân tử thông dụng khác 

Phƣơng pháp Ƣu điểm Nhƣợc điểm 

MLPA Xác định được những sự tái sắp 

xếp nhỏ. 

Trên 40 đích cho một phản ứng. 

Giá thành thấp. 

Không xác định được việc mất 

các bản sao trung tính ở trạng 

thái dị hợp. 

Gặp nhiều vấn đề với các thể 

khảm, trạng thái dị hợp của các 

khối u hay sự nhiễm với các tế 

bào bình thường. 

FISH Xác định được những sự tái sắp 

xếp đã được cân bằng. 

Xác định được thể khảm. 

Xác định được dị hợp khối u 

Có thể định lượng nhiều bản 

sao. 

Không xác định được việc mất 

các bản sao trung tính ở trạng 

thái dị hợp. 

Không thể xác định sự tái sắp 

xếp nhỏ (vd, xóa trình tự < 100 

kb hay nhân lên > 500 kb). 

Số lượng giới hạn các đích và 

dữ liệu đầu vào. 

Định lượng 

/Sq PCR 

Xác định được những tái sắp 

xếp nhỏ, thậm chí là các đột 

biến điểm. 

Có thể định lượng nhiều bản 

sao. 

Giá thành thấp. 

Tối ưu hóa và hiệu quả là một 

vấn đề đáng quan tâm 

Số lượng giới hạn các đích 

Gặp nhiều vấn đề với các thể 

khảm, trạng thái dị hợp của các 

khối u hay sự nhiễm với các tế 

bào bình thường. 

Southern blot Xác định được những tái sắp 

xếp nhỏ. 

Xác định được thể khảm. 

Không xác định được việc mất 

các bản sao trung tính ở trạng 

thái dị hợp. 

Không định lượng được 

Tốn thời gian và công sức 

Số lượng các đích và dữ liệu 

đầu vào bị giới hạn. 

CGH array Có thể xác định được những tái 

sắp xếp nhỏ. 

Có thể dò được toàn bộ hệ gen. 

Giá thành cho mỗi điểm dữ liệu 

không cao. 

Không xác định được việc mất 

các bản sao trung tính ở trạng 

thái dị hợp. 

Hóa chất và máy móc đắt. 

Dữ liệu vào thấp. 
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 Trong nghiên cứu này, kỹ thuật MLPA đã sử dụng với 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 này chứa các probe  cho mỗi exon của 

gen DMD trên vị trí Xp21.2 của nhiễm sắc thể. Ngoài ra, có một probe cho 

exon  DP427c. Bộ Kit gồm 80 probe được chia thành 2 probemix: P034 và 

P035. Như vậy, với việc thực hiện hai phản ứng MLPA, đủ để  

khảo sát số lượng bản sao của tất cả 79 exon trên gen dystrophin. 

  Probemix P034-A2 chứa 40 probe khác nhau với các sản phẩm khuếch 

đại từ 129-490 bp để khuếch đại 40 exon khác nhau trên gen dystrophin. Kèm 

trong probemix này là 10 probe tương ứng được thiết kế kèm theo để khuếch 

đại 10 sản phẩm PCR có kích thước nhỏ hơn 120bp, bao gồm 7 sản phẩm 

PCR có kích thước nhỏ hơn 100 bp, 2 sản phẩm PCR đặc hiệu cho NST Y và 

một sản phẩm PCR đặc hiệu cho NST X; các sản phẩm PCR kèm theo này 

dùng để kiểm tra chất lượng DNA có trong phản ứng MLPA.  

 Các  probemix P035-A2 DMD chứa 39 probe khác nhau với các sản 

phẩm khuếch đại từ 129-490bp để khuếch đại 39 exon khác nhau trên gen 

dystrophin. Tương tự, kèm theo trong probemix này là 9 probe tương ứng  để 

khuếch đại 9 sản phẩm PCR có kích thước nhỏ hơn 120bp, bao gồm 7 sản 

phẩm PCR có kích thước nhỏ hơn 100 bp,  một sản phẩm PCR đặc hiệu cho 

NST Y và một sản phẩm PCR đặc hiệu cho NST X; các sản phẩm PCR kèm 

theo này cũng dùng để kiểm tra chất lượng DNA có trong phản ứng MLPA.  

 Trong mỗi probemix, ngoài 40 probe đặc hiệu cho 40 exon của gen 

dystrophin còn có 5 probe tham chiếu đóng vai trò như chứng nội đảm bảo 

kiểm soát chất lượng cho mỗi phản ứng MLPA. Probemix P034-A2/P035-A2 
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có 5 probe tham chiếu là: Xq12, Xp22,Xq28_1,Xq13 và Xq28_2.  MLPA là 

một kỹ thuật mới tại Việt Nam với nhiều ưu điểm vượt trội, chỉ cần 2 phản 

ứng PCR với thời gian là 2 ngày kỹ thuật MLPA có thể kiểm tra được toàn bộ 

79 exon trên gen dystrophin để phát hiện đột biến xóa đoạn và lặp đoạn gen là  

chiếm 65-75%. Trong nghiên cứu này, toàn bộ 201 bệnh nhân được áp dụng 

kỹ thuật MLPA để  xác định đột biến gen. Kết quả thu được sau khi chạy 

bằng máy điện di mao quản sẽ được phân tích bằng phầm mềm chuyên dụng 

để xác định bệnh nhân có đột biến xoá đoạn hay lặp đoạn gen. 

 Bằng kỹ thuật MLPA, đã phát hiện 152 trường hợp có đột biến xóa 

đoạn và lặp đoạn chiếm tỉ lệ 75%. Trong đó xóa đoạn  là 137/201 trường hợp 

chiếm tỉ lệ 68%, lặp đoạn 14 trường hợp chiếm tỉ lệ 7%. Kỹ thuật MLPA có 

ưu điểm là phát hiện được toàn bộ đột biến xoá đoạn trên 79 exon của gen 

dystrophin mà các kỹ thuật như multiplex PCR cổ điển không phát hiện được. 

Với kỹ thuật multiplex PCR, hai tác giả là chamberlain và Begg đã thiết kế từ 

năm 1988 và 1990 dùng để phát hiện các đột biến phổ biến ở 2 vùng đột biến 

trọng điểm là là vùng 5’ tận (exon 1-20) và vùng trung tâm (exon 40-53), và 

như vậy chỉ phát hiện được 19 exon mà không phát hiện được các đột biến ở 

ngoài vùng này. Trong nghiên cứu này, ngoài những đột biến xóa đoạn hay 

gặp được phát hiện nghiên cứu còn phát hiện được 14 bệnh nhân có đột biến 

lặp đoạn và 2 bệnh nhân có đột biến xóa đoạn nằm ngoài vùng hotspot. Với 

ưu điểm như vậy MLPA được xem như là một kỹ thuật hữu dụng nhất trong 

việc xác định đột biến xóa đoạn và lặp đoạn gen dystrophin. Theo nghiên cứu 

của Tanja Latic và cộng sự năm 2005, áp dụng kỹ thuật MLPA trên 133 

trường hợp tác giả phát hiện được 88 trường hợp đột biến chiếm tỉ lệ 66% 
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[75]. Theo một nghiên cứu khác của tác giả Sakthivel Murugan và cộng sự, 

khi áp dụng kỹ thuật multiplex PCR trên 150 bệnh nhân BMD/DMD chỉ phát 

hiện được 103 trường hợp có đột biến xóa đoạn, 47 trường hợp còn lại khi áp 

dụng kỹ thuật MLPA phát hiện thêm 9 trường hợp có đột biến nữa, trong đó 

có 8 trường hợp lặp đoạn và một trường hợp xóa đoạn ở ngoài 2 vùng đột 

biến trọng điểm [52]. Sự tương đồng về kết quả giữa nghiên cứu này với tác 

giả Sakthivel (2010) đã khẳng định tính ưu việt, hợp lý của kỹ thuật MLPA đã 

áp dụng trong nghiên cứu này.  

 Trong số các bệnh nhân có đột biến xoá đoạn, kết quả thu được ở bệnh 

nhân MS1 cho thấy có sự vắng mặt tất cả các sản phẩm khuếch đại của các 

probe tương ứng với 79 exon của gen dystrophin. Trong khi đó, các sản phẩm 

khuếch đại tương ứng với các probe tham chiếu và nội chuẩn vẫn có mặt. 

Điều này chứng tỏ chất lượng DNA tách chiết từ máu ngoại vi của bệnh nhân  

đảm bảo yêu cầu và quy trình kỹ thuật MLPA là diễn ra bình thường. Điều 

này chứng tỏ rằng bệnh nhân MS1 có đột biến xóa đoạn toàn bộ 79 exon  của 

gen dystrophin. Đây là đột biến gây bệnh cảnh lâm sàng nặng vì protein 

dystrophin hoàn toàn không được tổng hợp. Kết quả phân tích gen cũng hoàn 

toàn tương đồng với đặc điểm lâm sàng của bệnh nhân: Bệnh nhân xuất hiện 

yếu cơ ngay từ khi còn nhỏ lúc 3 tuổi, dấu hiệu giả phì đại cơ cẳng chân rõ, 

khó khăn khi leo cầu thang, nồng độ CK trong máu tăng rất cao (15.000 UI/l) 

và bệnh nhân đã hoàn toàn mất khả năng đi lại từ năm 9 tuổi, sớm hơn so với 

các bệnh nhân DMD khác là thường mất khả năng đi lại lúc 12 hoặc 13 tuổi. 

 So sánh về chiều dài đoạn gen bị mất trên gen dystrophin cho thấy, ở 

bệnh nhân có mã số nghiên cứu MS53 khi phân tích bằng kết quả quả MLPA 
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và PCR cho thấy bệnh nhân có đột biến xóa đoạn exon 44, đột biến này đã 

gây lệch khung dịch mã (out of frame ) và gây nên thể bệnh nặng DMD. 

Trong khi đó ở bệnh nhân mã số MS 39 kết quả MLPA cho thấy bệnh nhân bị 

xóa đoạn từ exon 45-47, đột biến này không gây lệch khung dịch mã 

(inframe) gây nên thể bệnh nhẹ; Bệnh nhân này hiện nay ngoài 30 tuổi, vẫn 

còn khả năng đi lại, đã tốt nghiệp đại học và lấy vợ sinh con. Điều này đã 

chứng minh được “Giả thuyết về khung dịch mã trong bệnh loạn dưỡng cơ 

Becker và Duchenne” của Monaco và cộng sự năm 1998. Chiều dài của đột 

biến nhiều khi không tương xứng với kiểu hình của bệnh. Nếu đột biến xóa 

đoạn nhỏ nhưng đã tạo ra mã kết thúc sớm (stop codon) hoặc gây lệch khung 

dịch mã (out of frame) thì sẽ tạo ra protein dystrophin không có chức năng 

và gây nên bệnh cảnh nặng của bệnh DMD; nếu đột biến xóa đoạn dài hơn 

nhưng vẫn duy trì được bộ ba mã hóa và không gây lệch khung dịch mã (in 

frame) thì protein dystrophin sẽ vẫn được tổng hợp ở dạng bán chức năng và 

gây ra bệnh cảnh lâm sàng nhẹ hơn là thể bệnh BMD. 

 Ở bệnh nhân mã số nghiên cứu MS3, kết quả phân tích MLPA cho thấy 

bệnh nhân có đột biến xoá đoạn từ exon 61-67. Tương tự như bệnh nhân có 

mã số nghiên cứu MS24, đột biến này cũng không gây lệch khung dịch mã, 

và theo như lý thuyết sẽ gây nên thể bệnh nhẹ BMD, tuy nhiên trên lâm sàng 

bệnh nhân có biểu hiện ở thể bệnh nặng DMD. Điều này có thể giải thích là 

do bệnh nhân bị đột biến ở vùng C tận, đây là vùng có chức năng rất quan 

trọng đối với protein dystrophin, vùng liên kết màng tế bào, vì vậy đột biến ở 

vùng này sẽ làm mất khả năng liên kết gây nên thể bệnh nặng.  
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Như đã bàn luận ở trên, dựa trên “Giả thuyết về khung dịch mã trong 

bệnh loạn dưỡng cơ Becker và Duchenne” của Monaco và cộng sự năm 1998 

có thể giải thích hầu hết được sự tương quan kiểu gen và kiểu hình trong 

nghiên cứu này [39]. Tuy nhiên, có một số trường hợp không có sự tương 

quan giữa kiểu gen và kiểu hình như theo thuyết chuyển mã. Đó là các bệnh 

nhân có đột biến xóa đoạn dài như xóa đoạn từ exon 1-34, exon 3-44 hoặc 

exon 3-47…. Những bệnh nhân này có đột biến xóa đoạn trên kiểu gen là 

inframe tức là không làm lệch khung dịch mã, theo như lý thuyết thì đột biến 

kiểu này sẽ gây nên thể bệnh nhẹ BMD, tuy nhiên trên bệnh cảnh lâm sàng 

của các bệnh nhân này là bệnh thể nặng. Giải thích điều này có thể là do số 

lượng exon bị xoá đoạn quá lớn làm mất vùng có chức năng quan trọng, nên 

protein dystrophin tuy được tổng hợp nhưng chức năng không còn và gây nên 

bệnh cảnh nặng trên lâm sàng [76].  

 Đối với các trường hợp đột biến xóa đoạn exon đơn lẻ, do một trong 

những hạn chế của kỹ thuật MLPA là các probe không bắt cặp hoặc bắt cặp 

kém với exon tương ứng khi tại vị trí bắt cặp có đột biến điểm. Vì vậy, trên 

hình ảnh MLPA thu được sẽ mất hoặc giảm độ cao của đỉnh tương ứng, giống 

với hình ảnh xóa đoạn một exon. Cho nên, đối với những đột biến xóa đoạn 

đơn lẻ một exon thu được bằng kỹ thuật MLPA, phải kiểm tra lại bằng PCR 

cổ điển với cặp mồi tương ứng để tránh trường hợp đột biến xóa đoạn giả. 

 Trong nghiên cứu này, bằng kỹ thuật MLPA và kỹ thuật PCR cổ điển, 

đã phát hiện được 24 bệnh nhân có đột biến xóa đoạn exon đơn lẻ, chiếm tỉ lệ 

17.5 % trong tổng số bệnh nhân có đột biến xóa đoạn. Trong đó xóa đoạn 

exon đơn lẻ tập trung vào 4 exon 44, 47, 51, 52 với 19 trường hợp trên tổng 
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số 24 bệnh nhân có xoá đoạn exon đơn lẻ. Nghiên cứu của Sakthivel trên 

bệnh nhân DMD/BMD Ấn Độ cho thấy, 21 trường hợp có xóa đoạn exon đơn 

lẻ, trong đó phổ biến nhất là exon 44 với 7 trường hợp, tiếp theo đó là exon 45 

với 6 trường hợp, exon 52 có 4 trường hợp và exon 51 có 2 trường hợp, chiếm 

19/21 tổng số bệnh nhân xóa đoạn đơn lẻ. Trong nghiên cứu khác của 

Antonella (2010) xóa đoạn đơn lẻ một exon tập trung vào 4 exon 44, 45, 48, 

51 với tổng số 14/19 trường hợp. Các đột biến này đều nằm vùng trung tâm 

gen dystrophin. 

Trong số 24 trường hợp phát hiện bằng kỹ thuật MLPA, một trường 

hợp xóa đoạn đơn lẻ exon 18. Kết quả này không phù hợp với kết quả kiểm 

tra lại bằng kỹ thuật PCR khi khuếch đại exon 18. Tiến hành giải trình tự 

exon 18 đã phát hiện ra bệnh nhân có đột biến điểm c.2227C>T (p.Q743X) . 

Đột biến này nằm tại vị trí gắn probe của exon18 trong phản ứng MLPA, nên 

đã ngăn cản sự bắt cặp của probe này hoặc làm ảnh hưởng đến hiệu suất 

khuếch đại exon 18 của phản ứng MLPA, làm cho đỉnh tín hiệu thu được 

không rõ ràng. Điều này diễn giải kết quả thu được bằng kỹ thuật MLPA. 

Nghiên cứu của Tanja Latic và cộng sự cũng phát hiện một trường hợp tương 

tự ở exon 15, nhóm tác giả cũng tiến hành phản ứng PCR khuếch đại exon 15, 

cho thấy không có hiện tượng xóa đoạn exon 15, kết quả giải trình tự gen sản 

phẩm PCR của exon 15 cho thấy cũng có một đột biến tạo mã kết thúc sớm 

tại vị trí bắt của probe khuếch đại exon 15 trong phản ứng MLPA làm ngăn 

cản quá trình bắt cặp của probe này [75]. Đây chính là lý do chúng ta cần thiết 

phải kiểm tra lại bằng kỹ thuật PCR trong trường hợp phát hiện được các đột 

biến mất đơn lẻ exon bằng kỹ thuật MLPA. 
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Về tỉ lệ đột biến xóa đoạn, trong nghiên cứu này đã đạt được là 68%,  

so với các nghiên cứu khác trên thế giới có sự khác biệt. Trong nghiên cứu 

của tác giả Trimarco (2008) trên quần thể Italia tỉ lệ xóa đoạn là 74.5%. So 

sánh với một số nước ở khu vực châu Á cho thấy: Nghiên cứu trên bệnh nhân 

DMD/BMD Trung quốc với cỡ mẫu là 249, Zeng và cộng sự (2008) đã đưa ra 

tỉ lệ đột biến xóa đoạn là 65%. Nghiên cứu của tác giả Hwa (2007) trên bệnh 

nhân DMD/BMD Đài loan thì tỉ lệ đột biến xóa đoạn thấp với 36%. Trong khi 

đó nghiên cứu trên bệnh nhân DMD/BMD Mỹ của 3 tác giả Gaudio (2008) 

với cỡ mẫu 97 bệnh nhân và Hegde (2008) White (2002) với cỡ mẫu 102 

bệnh nhân tỉ lệ xóa đoạn cũng thấp hơn so với nghiên cứu này, tỉ lệ tìm thấy 

lần lượt là 17.5%, 40% và 36%. Một nghiên cứu của Takeshima và cộng sự 

(2010) trên 442 bệnh nhân DMD/BMD Nhật bản đã phát hiện được 61% bệnh 

nhân có đột biến xóa đoạn gen dystrophin [55]. Một nghiên cứu khác của 

Zimowski JG và cộng sự (2014) nghiên cứu trên 180 bệnh nhân DMD/BMD 

đã phát hiện được trên 60% bệnh nhân có đột biến xóa đoạn gen dystrophin 

bằng kỹ thuật MLPA [77]. Tương tự một số nghiên cứu khác của Italia, 

Canada trên bệnh nhân DMD/BMD bằng kỹ thuật MLPA cũng phát hiện thấy 

đột biến xóa đoạn từ 60-73% [78, 79]. Các kết quả này cũng khá tương đồng 

với kết quả nghiên cứu của chúng tôi. Tổng hợp các nghiên cứu trên cho thấy, 

có sự khác biệt về tỉ lệ đột biến xóa đoạn gây bệnh DMD/BMD trên các quần 

thể và chủng tộc khác nhau.  

Về phân bố vùng đột biến xóa đoạn trong nghiên cứu này cho thấy, đột 

biến xóa đoạn tập trung chủ yếu vùng trung tâm với 97 trường hợp chiếm tỉ lệ 

70.8%, tiếp theo là vùng 5’ với tỉ lệ 18.2 %, đột biến xóa đoạn dài từ vùng 5’ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimowski%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25482253
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tận tới vùng trung tâm là 12 trường hợp chiếm tỉ lệ 8.8 %. Kết quả nghiên cứu 

này tương đồng với các nghiên cứu ở một số quốc gia khác như Đức với tỉ lệ 

đột biến vùng trung tâm lên tới 92.5% tiếp theo là các quốc gia Nhật Bản, 

Nga, Thổ Nhĩ Kỳ, Israel, Hy Lạp, Tây Ban Nha và Nam Ấn Độ với tỉ lệ giao 

động trong khoảng từ lần lượt là 76.6-81% [80-85]. Kết quả này cũng phù 

hợp với nghiên cứu của Chaudhary năm 2009 [86]. Tuy nhiên, kết quả này 

không có sự tương đồng với tác giả Soong và cộng sự (1991) trên 29 bệnh 

nhân Trung Quốc. Sự khác biệt này có thể do trong nghiên cứu của tác giả 

này so với nghiên cứu này và các nghiên cứu khác là do cỡ mẫu quá thấp. Sự 

tập trung đột biến vào vùng trung tâm trong nghiên cứu này cũng phù hợp 

nghiên cứu của Prior và cộng sự (2005) về cấu trúc gen dystrophin [5]. Theo 

tác giả này  vùng trung tâm đặc biệt vùng chứa Intron 44, exon 45, intron 45 

(vùng dài khoảng 200Kb) là vùng hay xảy ra điểm đứt gãy nhất.  
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Bảng 4.2 : So sánh vùng đột biến xóa đoạn với các nghiên cứu khác 

Quốc gia Tỉ lệ xóa đoạn 

Xóa đoạn  

vùng 5’tận 

(exon 1-20) 

Xóa đoạn  

vùng trung tâm 

(exon 42-53) 

Tài liệu 

tham khảo 

Trung Quốc 45% 46% 54% [87] 

Đức 59.7% 7.5% 92.5% [88] 

Nhật Bản 43% 21.3% 76.6% [80] 

Nga 41% 36.7% 73.5% [81] 

Thổ Nhĩ Kỳ 45.6% 10.8% 89.2% [89] 

Israel 37% 22% 78% [82] 

Hy Lạp 54.4% 26.5% 73.5% [83] 

Tây Ban Nha 38.5% 20% 80% [84] 

Nam Ấn Độ 72.7% 15.9% 81.8% [85] 

Việt Nam 68% 18.2% 70.8% 
Trong nghiên  

cứu này 

  

Trong nghiên cứu này khi phân tích lặp đoạn, chúng tôi sử dụng công 

thức của tác giả Lai và cộng sự (2006) như đã được nêu ở phần phương pháp 

nghiên cứu. Ở bệnh nhân mã số MS120, trên hình ảnh MLPA thu được đỉnh 

tương ứng với exon 62 cao hơn đỉnh của exon 62 của mẫu chứng, trong khi 

đó chiều cao các đỉnh tương ứng với các exon khác tương đối bằng nhau. Sau 

khi tính toán tỉ lệ RPR exon 62 của bệnh nhân so với mẫu chứng, tỉ lệ RPR 

exon 62 của bệnh nhân gần bằng 2. Điều này chứng tỏ có sự lặp đoạn exon 62 

ở bệnh nhân mã số MS120. Trên bệnh nhân khác có mã số 110, dựa trên hình 

ảnh MLPA thu được và sau khi tính toán tỉ lệ RPR cũng đi đến kết luận bệnh 

nhân có lặp đoạn exon 3-7. Với ưu điểm kỹ thuật MLPA đã phát hiện được 

thêm 14 trường hợp có đột biến lặp đoạn trên tổng số 201 bệnh nhân phân 
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tích chiếm tỉ lệ 7%. Tỉ lệ này tương đồng với một số nghiên cứu khác trên thế 

giới. Nghiên cứu của Casanar (2010)  và  Latic (2005) tỉ lệ phát hiện thấy đột 

biến lặp đoạn là 7.3%. Nghiên cứu trên bệnh nhân Trung Quốc của tác giả 

Wang (2008) và Zeng (2008) lần lượt phát hiện được đột biến lặp đoạn là 

6.2% và 5%. Một nghiên cứu khác của tác giả Takeshima (2010) và cộng sự 

trên 442 bệnh nhân Nhật tỉ lệ phát hiện đột biến lặp đoạn là 8% [55]. Tuy 

nhiên, tỉ lệ đột biến lặp đoạn lại khá cao trên quần thể Mỹ với các tỉ lệ lần 

lượt là 26.4%, 25%, 14.4% của các tác giả White (2002), Hegde (2008), 

Gaudio (2008). Đây là điểm mới trong nghiên cứu của này so với các nghiên 

cứu trước đó ở Việt Nam.  

Về phân bố vùng đột biến lặp đoạn trong nghiên cứu này cho thấy, đột 

biến lặp đoạn tập trung chủ yếu vùng 5’ tận với 8 trường hợp chiếm tỉ lệ 57%, 

vùng trung tâm chiếm tỉ lệ thấp với 1 trường hợp, chiếm tỉ lệ 7 % và 1 trường 

hợp bệnh nhân có đột biến kéo dài từ vùng 5’ tận đến vùng trung tâm chiếm tỉ 

lệ 7%. Ngoài ra 4 bệnh nhân có đột biến ở ngoài vùng 5’ tận và vùng trung 

tâm chiếm tỉ lệ 29%. Kết quả nghiên cứu này tương đồng với các nghiên cứu 

ở một số quốc gia khác [78, 90-93]. 

Nghiên cứu của chúng tôi phát hiện được 9 bệnh nhân có đột biến lặp 

đoạn nhiều exon chiếm tỉ lệ 64%. Đột  biến lặp đoạn 1 exon chiếm tỉ lệ thấp 

hơn là 29% với 4 trường hợp.  Chúng tôi phát hiện được 1 bệnh nhân có đột 

biến lặp đoạn ở 2 vị trí exon 11-20 và exon 51-60 chiếm tỉ lệ 7%. Đột biến lặp 

đoạn 2 vùng trên gen dystrophin cũng đã được phát hiện trong một số nghiên 

cứu trước đây [77, 94]. 
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Bảng 4.3: So sánh tỉ lệ đột biến lặp đoạn và xóa đoạn  

Quốc gia 
Số lƣợng 

bệnh nhân 
Xóa đoạn Lặp đoạn Tổng số 

Tài liệu 

tham khảo 

Italy 164 73.8% 7.3% 81.1% [78] 

Italy 506 74.5% 10.1% 84.6% [90] 

Serbia 123 63.4% 7.3% 70.7% [75] 

Trung Quốc 179 66.2% 6.2% 69.2% [92] 

Trung Quốc 249 65.0% 5.0% 70.0% [91] 

Canada 165 60.1% 9.1% 69.2% [79] 

Đức 150 42.0% 7.3% 49.3% [48] 

Mỹ 72 36.0% 26.4% 62.4% [95] 

Mỹ 102 40.0% 25.0% 65.0% [96] 

Mỹ 97 17.5% 14.4% 31.9% [93] 

Đài Loan 89 36 % 24.7% 60.7% [97] 

Nhật Bản 442 61% 9% 70% [55] 

Ba Lan 180 61.1 % 12.2 % 73.3% [77] 

Việt Nam 201 68% 7% 75% 
Trong nghiên 

cứu này 

  

 Trong nghiên cứu này tỉ lệ lặp đoạn và xóa đoạn thu được là 75% gần 

với nghiên cứu của Antonella Carsana ( 81.1%) của Trimarco ( 84.6 % trong 

tổng số 506 bệnh nhân nghiên cứu. Cao hơn nhiều so với các nghiên cứu ở 

Mỹ, Đức và Đài Loan. Ở Việt Nam, các nghiên cứu đa số mới chỉ dừng ở 

mức độ xác định đột biến xóa đoạn bằng kỹ thuật Multiplex PCR như các 

nghiên cứu của Nguyễn Thị Phượng năm 2002, Nguyễn Thị Phương Mai năm 

2007 [58, 63]. Tuy nhiên, các nghiên cứu bằng kỹ thuật Multiplex PCR với 

19 cặp mồi chỉ xác định được các đột biết hay gặp ở vùng hostpot và không 
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xác định được vị trí kết thúc của đột biến (deletion end point) đối với những 

đột biến xóa đoạn nhiều exon. Một kỹ thuật nữa có nhiều ưu điểm hơn đó là 

xác định đột biến xóa đoạn ở mức độ mRNA của tác giả Nguyễn Thị Băng 

Sương và cộng sự áp dụng [65]. Với kỹ thuật này tác giả đã phát hiện được 20 

trên tổng số 40 bệnh nhân nghiên cứu chiếm tỉ lệ 50%. Tỉ lệ này thấp hơn 

nhiều so với 68% đột biến xóa đoạn trong nghiên cứu này. Tuy là một kỹ 

thuật mới có nhiều ưu điểm hơn so với kỹ thuật PCR cổ điển hay Multiplex 

PCR nhưng kỹ thuật này cũng mới chỉ dừng lại ở mức phát hiện đột biến xóa 

đoạn và người mang gen xóa đoạn. So với kỹ thuật MLPA không những có 

thể phát hiện xóa đoạn, người mang gen xóa đoạn mà còn có thể phát hiện đột 

biến lặp đoạn và người mang gen lặp đoạn.  

4.2.2. Đột biến  iểm b ng kỹ thuật giải trình tự gen 

 Những bệnh nhân không phát hiện được đột biến bằng kỹ thuật MLPA 

sẽ được tiến hành giải trình tự toàn bộ 79 exon ở mức độ cDNA. Kết quả đã 

phát hiện được 31/201 (15%) bệnh nhân có đột biến điểm. Trong đó, 20  bệnh 

nhân có đột biến vô nghĩa (nonsense mutation) còn lại là các đột biến thêm 

nucleotid, mất nucleotid. Tỉ lệ về đột biến điểm trong nghiên cứu này so với 

tác giả Yasuhiro Takeshima và cộng sự khi nghiên cứu trên 442 bệnh nhân 

DMD Nhật bản là khá tương đồng. Tỉ lệ phát hiện được đột biến điểm trong 

nghiên cứu của Yasuhiro Takeshima và cộng sự là 16%. Trong 20 đột biến vô 

nghĩa có 14 đột biến thay thế nucleotid C>T, 1 đột biến thay thế nucleotid 

A>T và  3 đột biến thay thế nucleotid G>T, một đột biến  G>A như  trong các 

nghiên cứu khác trên số lượng bệnh nhân lớn ví dụ như của Kevin M. 

Flanigan năm 2009  và Yasuhiro Takeshima năm 2010  [55, 94]. Đối với bệnh 

nhân có đột biến vô nghĩa, quá trình tổng hợp protein dystrophin sẽ bị dừng 

lại khi xuất hiện bộ 3 kết thúc này. Như vậy, cấu trúc protein sẽ bị cắt ngắn và 
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bị thay đổi làm mất chức năng, gây nên bệnh DMD. Trong nghiên cứu này 

đột biến thay thế nucleotid C bằng T là hay gặp nhất. Kết quả này cũng tương 

đồng với nghiên cứu của Takeshima và cộng sự (2010) với 33/40 trường hợp 

đột biến vô nghĩa. Các đột biến nằm rải rác các exon. Riêng ở exon 43 gặp 3 

trường hợp bao gồm đột biến xóa đoạn và thêm đoạn nhỏ. Đột biến mất và 

thêm đoạn nhỏ đa số làm lệch khung dịch mã gây nên bệnh DMD. Những đột 

biến này làm lệch khung dịch mã và tạo ra mã kết thúc sớm (stop codon). Ví 

dụ, đột biến c.6274 InsTA trên bệnh nhân MS121, đột biến này là đột biến 

thêm 2 nucleotid TA vào vị trí nucleotide 6274 trên cDNA. Đột biến này làm 

lệch khung dịch mã khi biến đổi bộ 3 TAC mã hóa acid amin Tyrosine (Y) 

thành bộ 3 TTA mã hóa acid amin Leucine (L). Không những vậy, đột biến 

này còn tạo ra stop codon ở vị trí acid amin 2114 (sau vị trí đột biến 22 acid 

amin). Đột biến này làm thay thế hoàn toàn cấu trúc và chức năng protein 

dystrophin gây lên bệnh DMD. Ở đột biến khác trên bệnh nhân MS146 có đột 

biến c.4186InsA, đột biến này tạo lên stop codon ngay tại vị trí đột biến.  

 Về tỉ lệ các dạng đột biến điểm. Đột biến tạo mã kết thúc sớm (stop 

codon) chiếm ưu thế với 20/201 (10%) trường hợp, đột biến thêm hay xóa 

nucleotid chiếm tỉ lệ ít hơn với 10/201 (5%) trường hợp. Tỉ lệ này tương đồng 

với kết quả nghiên cứu của tác giả Takeshima (2010) [55]. 

 Nghiên cứu cũng đã phát hiện được 1 bệnh nhân có đột biến tại vị trí 

splicing site làm ảnh hưởng đến quá trình phiên mã gen. 

 Tổng hợp lại kết quả cho thấy, đã phát hiện được 91% bệnh nhân loạn 

dưỡng cơ Duchenne có đột biến gen dystrophin và 9% bệnh nhân DMD/BMD 

chưa phát hiện thấy đột biến gen dystrophin, điều này có thể do một số đột 

biến nằm ở vùng intron mà nghiên cứu này chưa tìm thấy. Có thể nói đây là 
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một nghiên cứu toàn diện nhất về phát hiện đột biến gen dystrophin trên bệnh 

nhân loạn dưỡng cơ Duchenne Việt Nam. Đây là cơ sở quan trọng giúp phát 

hiện người lành mang gen bệnh và chẩn đoán trước sinh để có những tư vấn 

di truyền thích hợp, nhằm làm giảm tỉ lệ mắc bệnh. Kết quả này cũng là tiền 

đề quan trọng để hướng tới liệu pháp điều trị gen cho bệnh nhân DMD Việt 

Nam trong tương lai.   

4.3 Một số ứng dụng của bản đồ đột biến trong điều trị và chẩn đoán 

ngƣời mang gen 

 Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne là bệnh di truyền gây hậu quả nặng nề 

với bản thân bệnh nhân, gia đình và xã hội. Do chưa có thuốc điều trị triệt để 

nên việc điều trị bằng liệu pháp gen, chẩn đoán người mang gen và tư vấn di 

truyền sẽ giúp phần năng cao chất cuộc sống cho bệnh nhân, gia đình.  

 Trong nghiên cứu này, với kết quả đột biến trên bệnh nhân, các nghiên 

cứu tiếp theo đã được tiến hành để xác định sự mang gen bệnh cho các người 

nhà bệnh nhân. Với sự biết trước các đột biến, việc xác định mang gen bệnh 

cho người nhà bệnh nhân trở nên dễ dàng và thuận tiện hơn nhiều. 

Việc phát hiện được số lượng lớn bệnh nhân có đột biến gen dystrophin 

sẽ là nguồn dữ liệu di truyền quan trọng giúp cho việc xác định người lành 

mang gen bệnh và chẩn đoán trước sinh, trên cơ sở đó sẽ có những tư vấn di 

truyền thích hợp nhằm giảm tỉ lệ mắc bệnh trong cộng đồng. Hơn nữa, với sự 

phát triển của các liệu pháp điều trị gen, nguồn dữ liệu di truyền này sẽ làm 

tiền đề cho việc áp dụng các liệu pháp điều trị phù cho những ca bệnh riêng 

biệt. Điều này thật sự có ý nghĩa to lớn khi mà tại nước ta hiện nay các 

phương pháp điều trị mới dừng lại ở điều trị nội khoa.  
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Một ý nghĩa quan trọng nữa của việc xác định đột biến gen là sẽ giúp 

cho việc lập bản đồ đột biến gen để có thể áp dụng các liệu pháp điều trị gen 

thích hợp cho mỗi bệnh nhân. Nhóm nghiên cứu của Barton và cộng sự đã 

tiến hành các thử nghiệm đánh giá hoạt tính readthrough của gentamicin trên 

mô hình chuột mdx bị đột biến mang mã dừng ở codon 23 gen dystrophin. Kết 

quả cho thấy gentamicin có khả năng tăng cường sự tổng hợp dystrophin lên 

tới 20% và phục hồi phức hợp DGC (Dystrophin-Glycoprotein-complex) tại 

màng tế bào cơ [56]. Đây là tiền đề dẫn tới những thử nghiệm lâm sàng trên 

bệnh nhân DMD bị đột biến vô nghĩa (chiếm 16% tổng số các bệnh nhân 

DMD) nhằm đánh giá hiệu quả của gentamicin giúp phục hồi khả năng tổng 

hợp dystrophin. Những nghiên cứu về mối liên quan giữa đột biến gen và thể 

bệnh tương ứng không những mang lại hiểu biết sâu sắc hơn về cấu trúc gen 

dystrophin mà còn giúp các nhà khoa học tìm ra sự khác biệt về cơ chế gây 

bệnh giữa DMD và BMD. Thống kê cho thấy dạng đột biến phổ biến nhất ở 

cả hai nhóm bệnh nhân này đều là đột biến xóa đoạn, tuy nhiên ảnh hưởng 

của những đột biến này lên quá trình dịch mã dystrophin là hoàn toàn khác 

nhau. Nếu như đột biến ở bệnh nhân DMD làm sai lệch khung dịch mã (out of 

frame), gây rối loạn quá trình tổng hợp dystrophin thì ở bệnh nhân BMD 

khung dịch mã vẫn được bảo toàn (inframe) [98]. Các tế bào vẫn sản xuất 

được một lượng nhất định protein dystrophin có chức năng, do đó bệnh nhân 

BMD thường biểu hiện bệnh nhẹ hơn nhiều so với bệnh nhân DMD. Phát 

hiện này giúp các nhà khoa học hướng tới ý tưởng: chủ động gây xóa exon 

cần thiết trên gen dystrophin nhằm khôi phục lại khung dịch mã ở các bệnh 

nhân DMD, giúp chuyển từ thể bệnh nặng sang thể bệnh nhẹ. Điều này 

được thực hiện thông qua việc tác động trực tiếp vào các yếu tố điều khiển 
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quá trình cắt nối exon-intron. Có nhiều kết quả nghiên cứu đã chứng minh 

bằng việc gây xóa đoạn exon nhằm phục hồi khung dịch mã, các nhà khoa 

học đã thành công trong việc tăng cường quá trình tổng hợp dystrophin ở các 

mô hình tế bào và động vật thực nghiệm, áp dụng cho các dạng đột biến xóa 

đoạn, lặp đoạn, vô nghĩa chiếm 86% tổng số các dạng đột biến gen dystrophin 

[55]. Theo nghiên cứu của tác giả Takeshima và cộng sự trong số các đột biến 

tìm được có 260 bệnh nhân có triển vọng áp dụng liệu pháp điều trị gen bao 

gồm 66 bệnh nhân đột biến vô nghĩa và 194 bệnh nhân DMD có đột biến xóa 

đoạn.  Đối với bệnh nhân đột biến vô nghĩa áp dụng liệu pháp gen làm bất 

hoạt hay bỏ qua các stop codon nhờ đó quá trình tổng hợp protein dystrophin 

vẫn diễn ra bình thường [56, 99]. Các đột biến xóa đoạn có thể điều trị bằng 

phương pháp gây skipping exon chuyển thể bệnh nặng DMD sang thể bệnh 

nhẹ BMD. Trong các đột biến xóa đoạn có thể gây skipping thì tỉ lệ skip exon 

51 thường cao nhất như trong nghiên cứu của Takeshima và cộng sự. Trong 

nghiên cứu này, chúng tôi đưa ra tỉ lệ là đột biến tạo stop codon chiếm 12%, 

số bệnh nhân  có thể gây skip exon 51 là 35 trường hợp với 35,7%, exon 53 

là 22 trường hợp với 22,4% và  exon 45 là  21 trường hợp với 21,4%, và 

exon 44 là 5 trường hợp với 5,1%. Các tỉ lệ này so với tỉ lệ mà tác giả 

Takeshima và một số nghiên cứu trước đây đã công bố là có sự tương đồng 

[55, 100, 101]. 
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KẾT LUẬN 

Qua quá trình nghiên cứu, chúng tôi đưa ra kết luận sau: 

1. Xác định đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân DMD/BMD 

Đã phát hiện được 182/201 bệnh nhân DMD/BMD có đột biến gen 

dystrophin chiếm tỉ lệ 91%. 

Các dạng đột biến được phát hiện bao gồm: Đột biến xóa đoạn chiếm tỉ 

lệ cao nhất với 75,3%, đứng thứ hai là đột biến điểm chiếm tỉ lệ 17%, đột biến 

lặp đoạn chiếm tỉ lệ  thấp nhất với 7,7%. 

2.  Xây dựng bản đồ đột biến gen dystrophin trên bệnh nhân DMD/BMD 

Việt Nam 

 Bước đầu đã xây dựng thành công bản đồ đột biến gen dystrophin trên 

bệnh nhân DMD/BMD Việt Nam. 

 Đột biến xóa đoạn chủ yếu tập trung ở vùng trung tâm (70,8%) và vùng 

5’ tận (18,2%).  

 Đột biến lặp đoạn chủ yếu tập trung ở vùng 5’ tận, chiếm tỉ lệ 57%.  

Đột biến điểm không tập trung ở vùng đột biến trọng điểm mà nằm rải 

rác trên các exon từ exon 3-51. Trong đó, đột biến tạo mã kết thúc sớm chiếm 

tỉ lệ cao nhất (65%), tiếp theo là đột biến thêm và mất nucleotid (32%), phát 

hiện một đột biến ở vị trí splicing (3%). 
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1. Thiết lập và quản lý cơ sở dữ liệu về đột biến gen dystrophin ở bệnh 

nhân DMD/BMD Việt Nam. 

2. Thiết lập và quản lý cơ sở dữ liệu về người mang gen bệnh 

DMD/BMD. 

3. Tư vấn di truyền trước hôn nhân và chẩn đoán trước sinh cho những 

người mang gen bệnh trước - trong quá trình mang thai. 
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