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ALK : Anaplastic lymphoma kinase 

AKT : Gen thuộc họ v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 

ASCO : Hiệp hội ung thƣ học lâm sàng Hoa Kỳ (American Society of 

Clinical Oncology) 

ATP : Adenosine triphosphate 

BRAF : Gen thuộc họ v-Raf murine sarcoma viral oncogen, mã hóa 

cho protein serinee/threonine-protein kinase B-raf. 

COSMIC : Danh mục các đột biến sinh dƣỡng trong bệnh ung thƣ 

(Catalogue of Somatic Mutations In Cancer) 

CT : Chụp cắt lớp vi tính hóa (computerised tomography) 

Ct : Chu kỳ ngƣỡng (Cycle of threshold) 

CTCAE : Tiêu chuẩn Đánh giá độc tính và tác dụng phụ của hóa chất 

của Viện Ung thƣ quốc gia Mỹ (National Cancer Institute 

Common Terminology Criteria for Adverse Events) 

DNA : Deoxyribonucleic acid  

dNTP : Deoxyribose nucleoside triphosphate 

EGFR : Thụ thể yếu tố phát triển biểu bì 

(Epidermal Growth Factor Receptor ) 

FDA : Cục Quản lý Thực phẩm và Dƣợc phẩm Hoa Kỳ  

(Food and Drug Administration) 

FISH : Lai tại chỗ phát huỳnh quang (fluorescence in situ hybridization) 

HGFR : Thụ thể yếu tố phát triển tế bào gan  

(Hepatocyte Growth Factor Receptor) 

HR : Tỷ số nguy cơ (Hazard Ratio) 

GAP : Guanosine activated protein (protein hoạt hóa GTPase) 

GDP : Guanosine diphosphate 



GEFs : Yếu tố chuyển đổi nucleotide guanine 

 (Guanine nucleotide Exchange Factors) 

GTP :  Guanosine triphosphate 

IASLC : Hiệp hội quốc tế nghiên cứu Ung thƣ phổi 

(International Associaton   for the Study of Lung Cancer) 

kDa : kiloDalton 

KRAS : Gen thuộc họ v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogen 

LPĐTTĐ : Liệu pháp điều trị trúng đích 

MAPK : Mitogen-activated protein kinase 

MEK : Protein thuộc nhóm serinee/threonine-selective protein kinases  

MIBI : Methoxy-Isobutyl-Isonitrite 

MRI : Chụp cộng hƣởng từ (magnetic resonance imaging) 

mRNA : RNA thông tin (messenger RNA) 

MSCT : Chụp cắt lớp điện toán đa lát cắt (Multi-slides Computed 

Tomography) 

mTOR : Mammalian target of rapamycin 

OD : Mật độ quang (Optical Density) 

OS : Thời gian sống thêm toàn thể (Overall Survival) 

ORR : Tỷ lệ đáp ứng (overall response rate) 

PCR : Phản ứng khuếch đại chuỗi (polymerase chain reaction ) 

PI3K : Phosphatidyl inositol 3-kinase 

RFLP : Sự đa hình về chiều dài các phân đoạn cắt hạn chế  

(Restriction Fragment Length Polymorphism) 

PET-CT : Chụp cắt lớp phát xạ positron (Positron Emission Tomography) 

PFS : Thời gian sống thêm bệnh không tiến triển  

(Progression-Free Survival) 

Scorpion ARMS : Scorpion Amplification Refractory Mutation System 

SMAP : Smart Amplification Process 
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SNP : Biến đổi đa hình thái đơn nucleotid 

(Single Nucleotide Polymophism) 

SPECT : Chụp cắt lớp điện toán bức xạ đơn photon (Single-photon 

Emission Computed Tomography) 

TKI : Chất ức chế hoạt tính tyrosine kinase (tyrosine kinase inhibitor) 

UTP : Ung thƣ phổi 

UTPKTBN : Ung thƣ phổi không tế bào nhỏ 

VEGF :Yếu tố phát triển nội mô mạch máu  

(Vascular Endothelial Growth Factor) 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Trong những năm gần đây, trên toàn thế giới, bệnh ung thƣ đã vƣợt qua 

bệnh tim mạch để trở thành căn nguyên gây tử vong hàng đầu với tỷ lệ mắc 

bệnh cao và độ tuổi mắc bệnh ngày càng giảm [1]. Với tốc độ phát triển dân 

số và sự gia tăng tuổi thọ nhƣ hiện nay thì ƣớc tính đến năm 2050, thế giới sẽ 

có thêm khoảng 27 triệu trƣờng hợp ung thƣ mới mắc và khoảng 17,5 triệu 

bệnh nhân tử vong mỗi năm [1]; trong đó phải kể đến ung thƣ phổi (UTP), 

căn nguyên gây tỷ lệ mắc và tử vong hàng đầu với thể ung thƣ phổi không tế 

bào nhỏ (UTPKTBN) chiếm đến 85% các trƣờng hợp. 

Những nghiên cứu thực hiện ở các nƣớc có nền y học tiên tiến cho thấy 

việc áp dụng kỹ thuật sinh học phân tử trong chẩn đoán và điều trị đã mang 

lại những lợi ích nổi bật cho bệnh nhân ung thƣ. Các nhà khoa học có thể 

đánh giá một cách tổng quát sự tƣơng tác gen, các con đƣờng dẫn truyền tín 

hiệu nội bào và ảnh hƣởng của các dòng thác tín hiệu trong tế bào đến quá 

trình tái bản, sao chép và phiên mã,  từ  đó tác động lên quá trình sinh trƣởng, 

biệt hóa, di chuyển và chết theo chƣơng trình của tế bào. Nhƣ vậy, với mỗi 

một biến đổi gen xảy ra đều có thể làm thay đổi sự cân bằng các hoạt động 

sống tế bào, biến một tế bào lành trở thành tế bào ác tính hoặc gây chết tế bào. 

Mặt khác, có những biến đổi gen lại khiến các tế bào trở nên nhạy cảm hoặc 

đề kháng hơn với những tác nhân ngoại bào nhƣ tác nhân lý, hóa. Trong đó, 

sự thay đổi tính đáp ứng của tế bào với các các thuốc điều trị ung thƣ là một 

ví dụ điển hình. Đây là cơ sở khoa học để các nhà khoa học nghiên cứu và 

ứng dụng các loại thuốc mới tác động trực tiếp lên các thụ thể tế bào nhằm ức 

chế sự phát triển của tế bào ung thƣ gọi là liệu pháp điều trị ung thƣ trúng 

đích (targeted cancer therapy). Ƣu điểm của phƣơng pháp này là liều điều trị 
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thấp, đặc hiệu, ít độc hại và đặc biệt là hiệu quả đƣợc nâng cao một cách rõ 

rệt, thể trạng ngƣời bệnh đƣợc tăng cƣờng và kéo dài thời gian sống cho bệnh nhân. 

Việc phân tích tình trạng các gen đóng vai trò chủ chốt trong quá trình 

phát sinh khối u thƣ giúp các bác sĩ lựa chọn pháp đồ điều trị phù hợp nhất để 

nâng cao hiệu quả điều trị đích cho ngƣời bệnh. Qua nhiều công trình nghiên 

cứu cũng nhƣ sự kiểm duyệt khắt khe của các Tổ chức quản lý y dƣợc uy tín 

trên thế giới (FDA-Hoa Kì, EMEA-Liên Minh Châu Âu), liệu pháp điều trị 

trúng đích (LPĐTTĐ) đã chứng tỏ hiệu quả rất tốt trong việc điều trị cho các 

bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn cuối: kích thƣớc các khối u giảm đáng kể, 

thời gian sống kéo dài hơn, chất lƣợng cuộc sống đƣợc cải thiện, … Tuy 

nhiên, mức độ đáp ứng với thuốc điều trị  đích ở mỗi bệnh nhân UTPKTBN 

phụ thuộc phần lớn vào tình trạng một số gen, mà quan trọng nhất là gen 

EGFR và gen KRAS. Việc xác định đột biến gen hay sự tƣơng tác protein bị 

đột biến có ý nghĩa rất lớn giúp bác sĩ lựa chọn đƣợc phác đồ điều trị thích 

hợp để nâng cao hiệu quả điều trị đích cho bệnh nhân. Tháng 6/2009, Cục 

Quản lý Thực phẩm và Dƣợc phẩm Hoa kỳ (FDA) chính thức đƣa ra khuyến 

cáo: bệnh nhân trƣớc khi đƣợc chỉ định dùng thuốc ức chế EGFR cần phải 

đƣợc làm xét nghiệm tình trạng gen.  

Tại Việt Nam, số lƣợng bệnh nhân bệnh  ung thƣ ngày càng nhiều, nhu 

cầu sử dụng LPĐTTĐ ngày càng tăng, trên thị trƣờng đã có một số dƣợc 

phẩm điều trị đích đang đƣợc lƣu hành; tuy nhiên chƣa có công trình khoa học 

nào nghiên cứu mối liên hệ giữa đột biến các gen chủ chốt và khả năng đáp 

ứng thuốc ở bệnh nhân ung thƣ nói chung hay UTPKTBN nói riêng và việc 

xét nghiệm cũng nhƣ theo dõi hiệu quả điều trị đích cho từng bệnh nhân chƣa 

đƣợc tiến hành một cách đồng bộ và khoa học. Xuất phát từ thực tiễn đó, đề 

tài nghiên cứu “Xác định đột biến gen EGFR quyết định tính đáp ứng 
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thuốc trong điều trị bệnh ung thƣ phổi không tế bào nhỏ” đƣợc thực hiện 

với các mục tiêu sau : 

1. Xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR và gen KRAS quyết định tính đáp ứng 

thuốc điều trị đích trên bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn. 

2. Bước đầu đánh giá hiệu quả điều trị đích bước 1 bằng erlotinib trên các 

bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn có đột biến gen EGFR. 
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CHƢƠNG 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. TỔNG QUAN VỀ BỆNH UNG THƢ PHỔI KHÔNG TẾ BÀO NHỎ  

Hiện tại, UTP là một trong những bệnh ung thƣ đứng đầu trên thế giới và 

tại Việt Nam, cả về số ca bệnh mới mắc và số trƣờng hợp tử vong [1]. 

Khoảng 90% trƣờng hợp UTP đã đƣợc chứng minh là có liên quan đến thói 

quen hút thuốc lá. Nhiều yếu tố nguy cơ khác, độc lập hoặc kết hợp với khói 

thuốc lá, đóng vai trò là tác nhân sinh UTP. Các yếu tố này bao gồm: sự nhạy 

cảm di truyền của ngƣời bệnh, ô nhiễm không khí, nhiễm đồng vị phóng xạ, 

viêm phổi mô kẽ mạn tính và các tác nhân sinh khối u từ môi trƣờng nhƣ 

nhiễm a-mi-ăng, nhiễm arsen, niken, chrom, halogen ether...[2], [3]. 

1.1.1. Cơ chế phân tử bệnh 

Sự phát sinh, phát triển UTP diễn ra qua nhiều giai đoạn dƣới tác động 

của các yếu tố nguy cơ, sự đáp ứng của gen và quá trình tích lũy đột biến xảy 

ra trên các gen gây ung thƣ và gen áp chế ung thƣ, hậu quả là làm mất cân 

bằng của hai hệ thống gen này [2]. 

1.1.1.1. Tiếp xúc với các tác nhân sinh khối u 

Việc tiếp xúc với các yếu tố sinh khối u (trong môi trƣờng và do nghề 

nghiệp) cùng với tính nhạy cảm về di truyền với các yếu tố này của ngƣời 

bệnh đều làm tăng nguy cơ phát sinh UTP của ngƣời đó. Theo một số thống 

kê ở Hoa Kỳ, 90% các trƣờng hợp UTP là do ngƣời bệnh có hút thuốc lá, còn 

lại 9-15% là tiếp xúc với các tác nhân sinh khối u khác trong môi trƣờng làm 

việc. Khói thuốc lá chứa hơn 300 hợp chất có hại cho sức khỏe, trong đó có 

hơn 40 chất là các tác nhân sinh khối u đã đƣợc chứng minh. Các 
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hydrocacbon đa vòng nhân thơm và nitrosamines gây tổn thƣơng DNA ở mô 

hình thí nghiệm trên động vật; benzo-A-pyrine kích hoạt một số con đƣờng 

dẫn truyền tín hiệu nội bào nhƣ AKT cũng nhƣ làm tăng tần suất đột biến ở 

gen p53 và các gen ức chế khối u khác [3]. 

Yếu tố nguy cơ do nghề nghiệp phổ biến nhất của UTP là phơi nhiễm a-mi-

ăng. Bên cạnh đó, nhiễm phóng xạ radon có liên quan đến 10% các trƣờng hợp 

UTP, trong khi ô nhiễm không khí đóng vai trò chính trong khoảng 1-2% trƣờng 

hợp [4]. Ngoài ra, việc ngƣời bệnh đã có tiền căn bệnh phổi trƣớc đó nhƣ bệnh 

phổi tắc nghẽn mạn tính, xơ phổi nguyên phát hoặc lao phổi cũng làm tăng tỷ lệ 

phát sinh UTP. Nguyên nhân có thể do những tổn thƣơng gây độc tế bào tái diễn 

trong thời gian dài sẽ phá vỡ sự cân bằng di truyền trong tế bào. 

1.1.1.2. Tính nhạy cảm di truyền 

Trong những năm gần đây, các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại đã 

giúp khám phá ra tình trạng khuếch đại các gen sinh khối u và bất hoạt của 

các gen kiềm hãm khối u trong bệnh sinh UTPKTBN.  

Phát hiện đƣợc xem là quan trọng nhất là những đột biến liên quan đến 

họ gen sinh khối u RAS. Các gen này mã hóa cho một loại protein nằm ở mặt 

trong của màng tế bào, có hoạt tính GTPase tham gia con đƣờng dẫn truyền 

tín hiệu nội bào. Những nghiên cứu trên chuột cho thấy có mối liên quan giữa 

đột biến gen RAS và cơ chế phân tử bệnh UTPKTBN. Những nghiên cứu trên 

ngƣời cho thấy sự kích hoạt gen RAS sẽ thúc đẩy tiến triển của khối u phổi, 

đặc biệt ở phân nhóm ung thƣ biểu mô tuyến trên bệnh nhân hút thuốc lá [5]. 

Sau đột biến gen RAS, biến đổi di truyền quan trọng khác trong bệnh 

UTP là đột biến gen EGFR, gây rối loạn trong con đƣờng dẫn truyền tín hiệu 

thông qua thụ thể yếu tố phát triển biểu bì EGFR. Trong các tế bào ung thƣ, 

hoạt tính tyrosine kinase của EGFR bị rối loạn bởi đột biến gen EGFR, tăng 

số lƣợng bản sao gen EGFR hoặc biểu hiện quá mức protein EGFR [6].  
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Biến đổi di truyền tiếp theo là rối loạn hoạt hóa BRAF.  Protein BRAF 

với hoạt tính serine/threonine kinase tiếp nối con đƣờng tín hiệu của KRAS 

trong tế bào. Sự phosphoryl hóa BRAF hoạt hóa các gen MEK1 và MEK2 

thúc đẩy phân bào và làm tăng khả năng sống sót của tế bào UT [7]. 

Ngoài đột biến gen EGFR, KRAS và BRAF, các bất thƣờng về di truyền 

khác có thể làm thay đổi liệu trình điều trị bệnh UTPKTBN còn có phức hợp 

chuyển vị liên quan đến hoạt tính tyrosine kinase của thụ thể ALK (vốn nhạy 

cảm với các tác nhân ức chế ALK), phức hợp chuyển vị ROS1, phức hợp 

chuyển vị RET, đột biến MEK và sự khuếch đại gen MET (mã hóa cho thụ 

thể yếu tố phát triển tế bào gan)....  

1.1.2. Lâm sàng  

Khoảng 25% bệnh nhân UTP không có triệu chứng lâm sàng cụ thể và 

chỉ có thể đƣợc phát hiện tình cờ qua khám sức khỏe định kỳ khi chụp X-

quang lồng ngực hoặc chụp cắt lớp điện toán (CT). Trong giai đoạn ung thƣ 

tiến triển, bệnh nhân có thể có các triệu chứng lâm sàng nhƣ: ho, khó thở, đau 

ngực và đặc biệt là ho ra máu; ngoài ra bệnh nhân có thể có các triệu chứng 

tại những cơ quan khác khi khối u di căn nhƣ đau xƣơng, giảm sức nhìn, đau 

đầu, đột quỵ và các triệu chứng không điển hình khác nhƣ suy nhƣợc, giảm 

cân… Tuy nhiên, các triệu chứng lâm sàng của UTPKTBN thƣờng không đặc 

hiệu nên chỉ có ý nghĩa gợi ý cho chẩn đoán [8], [9], [10], [11]. 

1.1.3. Các giai đoạn của ung thƣ phổi 

Bệnh UTPKTBN đƣợc phân độ theo hệ thống TNM của AJCC 2010 [121]. 

T (Tumor): U nguyên phát 

T0: không xác định đƣợc u nguyên phát, chỉ có tế bào học dƣơng tính 

Tx: có tế bào ác tính trong chất tiết phế quản nhƣng không thấy u trên 

phƣơng tiện chẩn đoán hình ảnh. 

Tis: UT biểu mô tại chỗ 
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T1: đƣờng kính lớn nhất của khối u nhỏ hơn hoặc bằng 3 cm, xung 

quanh là tổ chức lành. Soi phế quản chƣa phát hiện dấu hiệu xâm lấn phế 

quản phân thùy. 

T1a:  đƣờng kính lớn nhất của khối u nhỏ hơn hoặc bằng 2 cm 

T1b: đƣờng kính lớn nhất của khối u lớn hơn 2 cm nhƣng nhỏ hơn 

hoặc bằng 3 cm 

T2: đƣờng kính lớn nhất của khối u lớn hơn 3cm nhƣng nhỏ hơn hoặc 

bằng 7 cm, gây tổn thƣơng lá tạng màng phổi, xẹp phổi hoặc viêm phổi do bít 

tắc phế quản vùng rốn phổi. Soi phế quản thấy tổn thƣơng phế quản thùy hoặc 

phế quản gốc, cách carina lớn hơn 2cm. 

T2a: đƣờng kính lớn nhất của khối u lớn hơn 3cm nhƣng nhỏ hơn 

hoặc bằng 5 cm 

T2b: đƣờng kính lớn nhất của khối u lớn hơn 5cm nhƣng nhỏ hơn 

hoặc bằng 7 cm 

T3: kích thƣớc u lớn hơn 7 cm hoặc có bất kỳ dấu hiệu xâm lấn (lá tạng 

màng phổi, thành ngực, cơ hoành, thần kinh hoành, màng phổi trung thất, màng 

tim); hoặc u ở phế quản chính; hoặc có dấu hiệu xẹp phổi hoặc viêm phổi tắc 

nghẽn phổi cùng bên có u; hoặc có nốt u khác ở cùng thùy phổi có u. Soi phế 

quản thấy tổn thƣơng phế quản gốc cách carina lớn hơn 2cm nhƣng chƣa xâm 

lấn carina. 

T4: khối u không kể kích thƣớc và có bất kỳ dấu hiệu xâm lấn sau: trung 

thất, tim, khí quản, thần kinh quặt ngƣợc thanh quản, đốt sống, hoặc một khối 

u khác ở một thùy phổi khác cùng bên, tràn dịch màng phổi ác tính.  

N (lymph node): hạch lympho tại chỗ 

N0: không có dấu hiệu di căn hạch vùng. 
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Nx: không đánh giá đƣợc hạch vùng. 

N1: có dấu hiệu di căn hạch quanh phế quản và rốn phổi cùng bên 

N2: có dấu hiệu di căn hạch trung thất và/hoặc hạch dƣới carina cùng bên 

N3:  có dấu hiệu di căn hạch trung thất, hạch rốn phổi đối bên; hạch dọc 

cơ thang, hạch thƣợng đòn cùng hoặc đối bên. 

M (metastatic): di căn xa, không kể hạch 

M0: không có dấu hiệu di căn 

M1: có dấu hiệu di căn xa 

M1a: di căn phổi đối bên 

M1b: di căn xa các cơ quan khác (xƣơng, tuyến thƣợng thận, não...) 

Dựa theo phân độ TNM như trên, UTPKTBN được chia làm 4 giai đoạn: 

Giai đoạn 0  : TisN0M0 

Giai đoạn 1A :  T1aN0M0; T1bN0M0 

Giai đoạn 1B :  T2aN0M0 

Giai đoạn IIA :  T2bN0M0; T1aN1M0; T1bN1M0; T1bN1M0; T2aN1M0 

Giai đoạn IIB :  T2bN1M0; T3N1M0 

Giai đoạn IIIA :  T1aN2M0; T1bN2M0; T2aN2M0; T3N1M0; T3N2M0; T4N1M0 

Giai đoạn IIIB :  (bất kể T, N3M0); (T4, bất kể N, M0) 

Giai đoạn IV  :  bất kể T, bất kể N, M1a hoặc M1b 

1.1.4. Cận lâm sàng  

1.1.4.1. Các xét nghiệm máu 

- Các xét nghiệm điện giải (Na
+
, K

+
, Ca

++
, Cl

-
 và Mg

++
) và một số 

hormon đƣợc chỉ định khi các bệnh nhân UTP có các triệu chứng cận ung thƣ: 
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o Hạ Na
+
 máu kết hợp với giảm áp lực thẩm thấu máu là dấu hiệu 

của hội chứng tăng tiết ADH, vốn gặp ở nhiều loại u ác tính khác nhau, trong 

đó có UTP. 

o Hạ K
+
 máu nặng kết hợp với tăng nồng độ ACTH huyết thanh gặp 

trong hội chứng tăng tiết ACTH lạc chỗ, thƣờng gặp trong UTP thể tế bào nhỏ. 

o Hội chứng tăng Canxi máu ác tính gặp nhiều nhất trong UTPKTBN 

thể biểu mô vảy. 

o Ngoài ra trong UTP, đặc biệt là UTPTBN, có thể gặp tình trạng 

tăng nồng độ một số hormon khác trong máu nhƣ hormon tăng trƣởng GH 

(trong hội chứng Pierre-Marie), calcitonin, prolactin  insulin... 

- Các dấu ấn ung thƣ: dấu ấn ung thƣ là các chất đƣợc tổng hợp từ các tế bào 

ung thƣ hoặc từ các tế bào tham gia vào quá trình đáp ứng của cơ thể với khối u. 

Mặc dù không có dấu ấn ung thƣ nào trong UTP có đủ độ nhạy để sử dụng nhƣ 

một xét nghiệm sàng lọc ở những bệnh nhân không có triệu chứng, nhƣng một số 

dấu ấn ung thƣ có giá trị nhƣ một công cụ bổ sung vào việc chẩn đoán UTP khi 

mà các phƣơng pháp lâm sàng bị hạn chế. Một số dấu ấn ung thƣ đã đƣợc nghiên 

cứu là có giá trị trong việc tiên lƣợng và theo dõi điều trị bệnh UTPKTBN nói 

riêng, gồm có CYFRA21-1 (protein cytokeratin 19) [12], [13], CEA (Carcino 

Embryonic Antigen) [14], [15], [16], TPS (Tissue Ploypeptide Specific Antigen) 

[17], [18] và SCCA (Squamous Cell Carcinoma Antigen) [19], [20]. 

1.1.4.2. Các xét nghiệm tế bào học 

- Xét nghiệm tế bào học từ đờm (hoặc dịch chải rửa phế quản): hàng ngày, 

các tế bào bề mặt của các khối u sẽ bong tróc ra dịch tiết phế quản (đờm), do 

đó, hầu hết các trƣờng hợp dƣơng tính là ung thƣ biểu mô tế bào vảy. Mẫu đờm 

sẽ đƣợc soi dƣới kính hiển vi để xác định sự có mặt của tế bào ung thƣ. Tỷ lệ 
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dƣơng tính giả của xét nghiệm này là 1% nhƣng tỷ lệ âm tính giả có thể lên đến 

40% do trong mẫu đờm lấy ngẫu nhiên có thể không chứa tế bào ác tính. Do 

đó, nên làm 3 mẫu liên tiếp để tăng độ nhạy của xét nghiệm. Độ chính xác của 

việc phát hiện tế bào ác tính là 90% nhƣng xét nghiệm này lại không có giá trị 

cao trong việc phân định các týp mô bệnh học.  

- Xét nghiệm mô bệnh học khối u (giải phẫu bệnh) : là tiêu chuẩn vàng 

để chẩn đoán xác định UTPKTBN. Mẫu bệnh phẩm có thể lấy từ mô khối u 

sau phẫu thuật hoặc sinh thiết bằng kim qua thành ngực dƣới sự hƣớng dẫn 

của CT. Ngoài xác định phân nhóm, hình ảnh giải phẫu bệnh còn cho biết 

mức độ ác tính và xâm lấn của khối u, góp phần lựa chọn phác đồ điều trị và 

tiên lƣợng bệnh. ung thƣ biểu mô tại phổi đƣợc chia thành vào hai nhóm 

chính là UTPKTBN chiếm 80% và UT phổi tế bào nhỏ chiếm khoảng 20%. 

Theo Phân loại mô học khối u phổi và màng phổi WHO/IASLC 1999, 

UTPKTBN đƣợc chia thành 7 phân nhóm nhỏ nhƣ sau [21]: 

 Ung thƣ biểu mô vảy (squamous cell carcinoma) 

 Ung thƣ biểu mô tuyến (adenocarcinoma) 

 Ung thƣ biểu mô tế bào lớn (large cell carcinoma) 

 Ung thƣ biểu mô tuyến vảy (adenosquamous cell carcinoma) 

 Ung thƣ biểu mô dạng sarcoma (sarcomatoid carcinoma) 

 U carcinoid 

 Ung thƣ biểu mô típ tuyến nƣớc bọt 

1.1.4.3. Chẩn đoán hình ảnh  

- X-Quang ngực: là phƣơng tiện hình ảnh học đƣợc chỉ định đầu tiên ở 

bệnh nhân nghi ngờ có khối u ở phổi. Nếu thấy và đo đƣợc kích thƣớc khối u 

trên phim X-Quang ngực đầu tiên, bác sỹ có thể sử dụng phƣơng tiện này để 
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theo dõi hiệu quả điều trị hàng tháng. Đây là phƣơng tiện đƣợc áp dụng rộng 

rãi, kinh tế và liều phóng xạ bệnh nhân hấp thu thấp, nhƣng hầu nhƣ chỉ phát 

hiện đƣợc khi bệnh đã vào giai đoạn tiến xa. 

- Nội soi phế quản: là một phƣơng tiện phổ biến, quan trọng để chẩn 

đoán UTP, cho phép đánh giá mức độ tắc nghẽn các đƣờng dẫn khí, lấy mẫu 

mô hoặc dịch phế quản làm giải phẫu bệnh hoặc tế bào học thông qua sinh 

thiết trực tiếp, sinh thiết xuyên phế quản hoặc lấy dịch chải rửa phế quản, 

đồng thời đánh giá khả năng phẫu thuật. Tuy nhiên, nội soi phế quản ống 

mềm chỉ soi đƣợc đến nhánh phế  thứ 6 (vùng trung tâm và vùng giữa), không 

thấy đƣợc tổn thƣơng ngoại vi.   

- CT ngực (và phần trên bụng, bao gồm gan và tuyến thƣợng thận): giúp 

chẩn đoán và đánh giá giai đoạn của bệnh. Ngoài hình ảnh khối u (hình cầu 

hoặc bầu dục, bờ phẳng hoặc không đều, nhiều cung, tạo hốc, hình ảnh đóng 

vôi...), phim CT còn cung cấp chính xác tình trạng xẹp phổi, tràn dịch màng 

phổi, hình ảnh phế quản hẹp, nham nhở... cũng nhƣ các dữ kiện để đánh giá 

khả năng phẫu thuật khối u. Gan và tuyến thƣợng thận là hai vị trí di căn 

thƣờng gặp nhất của UTPKTBN. Do đó, chụp CT vùng ngực và phần bụng 

trên bao gồm gan và tuyến thƣợng thận là tiêu chuẩn tối thiểu phải có để đánh 

giá một bệnh nhân mới chẩn đoán UTPKTBN. 

- PET-CT: chụp PET-CT (Positron Emission Tomography – Computed 

Tomography) là kỹ thuật chụp cắt lớp bằng bức xạ positron kết hợp với chụp 

cắt lớp vi tính. PET-CT cho thấy mối tƣơng quan giữa kích thƣớc và mức độ 

hoạt động với mức hấp thụ phóng xạ của khối u, với độ nhạy và độ đặc hiệu 

là 85-90% [22]. Chỉ định của PET-CT trong UTPKTBN là chẩn đoán, xác 

định giai đoạn bệnh, phát hiện di căn, chẩn đoán tái phát, theo dõi đáp ứng 

điều trị và lập kế hoạch xạ trị. 
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- SPECT:  là một công cụ chẩn đoán không xâm nhập sử dụng đồng vị 

phát tia gamma để ứng dụng xạ hình (99m Tc MIBI), có giá trị trong chẩn đoán 

đánh giá di căn hạch trung thất để xác định giai đoạn trong UTP chính xác hơn 

CT, giúp dự báo khả năng đáp ứng cũng nhƣ theo dõi đáp ứng hóa trị.  

- MRI: có ƣu thế hơn CT trong việc đánh giá tình trạng xâm lấn vào 

màng tim, tim và các mạch máu lớn; mức độ chèn ép tủy sống của khối u và 

phát hiện di căn hệ thần kinh trung ƣơng. 

- Nội soi trung thất giúp đánh giá bản chất các hạch phì đại ở trung thất 

trƣớc khi tiến hành phẫu thuật. 

- Nội soi lồng ngực: dùng đánh giá các khối u chƣa thể chẩn đoán chính 

xác sau khi nội soi phế quản hoặc sinh thiết xuyên thành ngực. Ngoài ra, nội 

soi lồng ngực còn giúp sinh thiết các nốt đơn độc ngoại vi và chẩn đoán 

nguyên nhân tràn dịch màng phổi. 

- Xạ hình xƣơng, CT sọ não, MSCT toàn thân, siêu âm bụng: giúp đánh 

giá các di căn xa. 

1.1.4.4. Xét nghiệm phân tích gen 

Trong một vài năm trở lại đây các thuốc ức chế hoạt tính tyrosine kinase 

của thụ thể EGFR (nhƣ erlotinib, gefitinib) đã đƣợc áp dụng điều trị 

UTPKTBN và mang lại hiệu quả khích lệ. Bệnh nhân có tiến triển tốt: kích 

thƣớc các khối u giảm đáng kể, thời gian sống kéo dài hơn, ít tác dụng phụ 

hơn so với điều trị bằng hóa chất hoặc tia xạ. Tuy nhiên mức độ đáp ứng của 

cơ thể ngƣời bệnh với thuốc phụ thuộc vào tình trạng có hay không có đột 

biến trên gen EGFR, gen KRAS và một số biến đổi di truyền khác nhƣ phức 

hợp chuyển đoạn ALK...Chính vì vậy bệnh nhân phải đƣợc làm xét nghiệm 

xác định tình trạng các gen này trƣớc khi áp dụng LPĐTTĐ [23], [24], [25]. 



13 

Hiện tại, rất nhiều kỹ thuật sinh học phân tử giúp xác định đột biến gen 

EGFR đã đƣợc xây dựng và phát triển dựa trên cơ sở tỷ lệ tế bào ung thƣ trong 

mô phân tích, có thể kể đến một số nhƣ kỹ thuật giải trình tự gen, kỹ thuật phân 

tích đa hình thái chiều dài phân đoạn giới hạn (PCR-RFLP), kỹ thuật phân tích 

cấu trúc đa hình thái chuỗi đơn, kỹ thuật real-time PCR dựa trên công nghệ 

Scorpion-ARMS, kỹ thuật real-time PCR sử dụng đoạn dò TaqMan, kỹ thuật 

sắc ký lỏng cao áp biến tính một phần, kỹ thuật SMAP... 

1.1.5. Điều trị 

Chỉ định điều trị UTPKTBN phụ thuộc vào giai đoạn bệnh, chức năng 

hô hấp và toàn trạng của bệnh nhân. Các phƣơng pháp điều trị chính là phẫu 

thuật, tia xạ và hóa trị.  

- Phẫu thuật: là biện pháp điều trị tốt nhất cho ung thƣ giai đoạn sớm, 

nếu bệnh nhân có thể chịu đựng đƣợc cuộc phẫu thuật. Tuy nhiên, trên thực tế 

chỉ có khoảng 25% bệnh nhân đến viện ở giai đoạn còn khả năng phẫu thuật 

đƣợc  khi khối u còn nhỏ và khu trú [9], [10], [11]. Đối với bệnh ở giai đoạn 

III, vai trò của phẫu thuật còn đang bàn cãi. Nếu ở giai đoạn IV, bệnh nhân 

không còn chỉ định phẫu thuật. Vấn đề hoá trị bổ trợ sau mổ cũng đã đƣợc ghi 

nhận giúp cải thiện tiên lƣợng sống nếu khối u ở giai đoạn IIIA và toàn trạng 

bệnh nhân còn tƣơng đối tốt. 

- Xạ trị: mục đích của xạ trị là làm khối ung thƣ ngừng phát triển tạm 

thời, bệnh nhân đỡ đau, đỡ khó thở; hoặc tiêu diệt những tế bào ác tính còn 

sót lại sau phẫu thuật hoặc hạch di căn ở trung thất. Trong giai đoạn sớm (I, 

II), xạ trị đơn thuần đƣợc chỉ định khi bệnh nhân không có chỉ định phẫu 

thuật (chức năng hố hấp kém, toàn trạng yếu, nhiều bệnh phối hợp…) [26] với 

tỉ lệ sống 5 năm là 13-39% [27]. Vai trò của xạ trị bổ trợ sau mổ vẫn còn 
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nhiều bàn cãi do làm giảm nguy cơ tái phát tại chỗ nhƣng không làm cải thiện 

thời gian sống [28], [29]. 

- Hóa trị: đƣợc xem là một phần của quá trình đa trị liệu đối với các 

trƣờng hợp UTPKTBN tiến triển. Các nghiên cứu lâm sàng ngẫu nhiên có đối 

chứng và các phân tích tổng hợp cỡ mẫu lớn (large meta-analyses) đều khẳng 

định ƣu thế của việc đa hóa trị đối với UTPKTBN tiến triển. Liệu pháp kết hợp 

hai thuốc cho tỷ lệ đáp ứng cao hơn  (26% so với 13%) cũng nhƣ cải thiện thời 

gian sống 1 năm (35% so với 30%). Dùng thêm một hóa chất gây độc tế bào 

thứ ba sẽ gia tăng độc tính cho bệnh nhân, tỷ lệ đáp ứng của bệnh cải thiện vừa 

phải và không tăng thời gian sống [30]. Do đó, hóa trị hai thuốc đƣợc sử dụng 

phổ biến hơn. Trong một vài năm trở lại đây, các thuốc ức chế hoạt tính 

tyrosine kinase của thụ thể EGFR (nhƣ erlotinib, gefitinib) đã đƣợc áp dụng 

điều trị UTPKTBN và mang lại hiệu quả cao. Ngoài những đáp ứng tốt về lâm 

sàng và thời gian sống, điều đáng quan tâm là bệnh nhân không phải chịu 

những độc tính tính lũy và gây ức chế tủy nhƣ các phác đồ hóa trị truyền thống.  

1.1.6. Tiên lƣợng 

Tiên lƣợng UTP phụ thuộc vào nhiều yếu tố nhƣ giai đoạn phát hiện, 

kích thƣớc, mức độ khu trú của khối u, loại ung thƣ và thể trạng của bệnh 

nhân. UTPTBN nhạy cảm với tia xạ và hóa trị, đây là thể ung thƣ tiến triển, 

ngƣời bệnh thƣờng có tiên lƣợng không tốt, chỉ 5-10% ngƣời bệnh sống trên 5 

năm kể từ khi phát hiện. UTPKTBN có tiên lƣợng tốt nếu đƣợc phát hiện sớm 

khi phẫu thuật còn đƣợc thực hiện để loại bỏ hoàn toàn khối u và kết hợp với 

các phƣơng pháp trị liệu khác. Tỷ lệ bệnh nhân sống trên 5 năm có thể lên tới 

50%. Đối với các trƣờng hợp phát hiện muộn, ung thƣ đã tiến triển, tiên lƣợng 

thƣờng không tốt, chỉ khoảng 3-5% bệnh nhân sống trên 5 năm kể từ khi phát 

hiện bệnh [31]. 
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1.2. VAI TRÕ CỦA CON ĐƢỜNG TÍN HIỆU EGFR TRONG CƠ CHẾ 

BỆNH VÀ ĐIỀU TRỊ UTPKTBN 

1.2.1. Thụ thể yếu tố phát triển biểu bì (EGFR) 

EGFR là một nhóm protein có chức năng thụ thể màng tế ở các tế bào có 

nguồn gốc biểu mô, trung mô và thần kinh, đƣợc phát hiện lần đầu tiên bởi 

Carpenter và cộng sự năm 1978 [32], bao gồm 4 thành viên: EGFR 

(HER1/ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) và HER4 (ErbB4). Các 

protein này có vai trò quan trọng trong việc điều hòa các quá trình sinh 

trƣởng, phát triển, trao đổi chất và sinh lý của tế bào [33].  

Protein EGFR mang hoạt tính tyrosine kinase, là khởi nguồn của con 

đƣờng tín hiệu tyrosine kinase trong tế bào. Phân tử EGFR gồm một vùng gắn 

kết các phối tử nằm ngoài màng tế bào, một vùng xuyên màng đặc hiệu và một 

vùng nội bào. Phần ngoài màng của EGFR có trọng lƣợng khoảng 100 kDa có 

hai vùng giàu cystein là nơi để gắn kết các phối tử của EGFR. Vùng xuyên 

màng trọng lƣợng nhỏ 3 kDa, tập trung tại vùng phân cực phospholipid màng. 

Phần trong tế bào trọng lƣợng khoảng 60 kDa là protein kinase với đuôi tận 

cùng carboxyl là nơi xảy ra phản ứng tự phosphoryl hóa của EGFR.  

 

Hình 1.1. (a) Cấu trúc thụ thể yếu tố phát triển biểu mô (EGFR);  (b) Sự 

hoạt hóa của EGFR [34] 
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Hình 1.2. Các con đƣờng truyền tín hiệu nội bào khởi nguồn từ EGFR [38] 

Hoạt động của EGFR kích thích nhiều con đƣờng tín hiệu nội bào phức 

tạp, vốn đƣợc điều hòa chặt chẽ bởi sự hiện diện của phối tử đặc hiệu. Hai con 

đƣờng tín hiệu chính đƣợc kích hoạt bởi EGFR là RAS/RAF/MEK/ERK và 

PI3K/AKT (Hình 1.2), ngoài ra còn có Src tyrosine kinase, PLCγ, PKC và 

STAT [35], [36]. Ngay sau khi đƣợc hoạt hóa, vùng nội bào của EGFR sẽ tự 

phosphoryl hóa, khởi đầu một dòng thác tín hiệu lan tỏa khắp tế bào, gây kích 

hoạt sự tăng sinh mạch máu, di căn và ức chế quá trình chết theo chƣơng trình, 

kích thích phân bào, và các con đƣờng dẫn truyền tín hiệu phiên mã [33], [37]. 

Trong tế bào bình thƣờng, sự hoạt hóa của EGFR cần thiết cho nhiều chức 

năng quan trọng của tế bào nhƣ quá trình tăng sinh và biệt hóa tế bào. Tuy 

nhiên, sự hoạt hóa EGFR quá mức không phụ thuộc vào sự hiện diện của phối 

tử có thể dẫn đến sự tăng sinh bất thƣờng cũng nhƣ sự chuyển dạng ác tính của 

tế bào. Có nhiều cơ chế dẫn đến sự hoạt động bất thƣờng của EGFR nhƣ sự 

biểu hiện quá mức của thụ thể, sự khuếch đại của gen EGFR hoặc đột biến gen 
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EGFR [6]. Do giữ vị trí khởi nguồn của con đƣờng tín hiệu tyrosine kinase 

trong các tế bào có nguồn gốc biểu mô nên EGFR đóng vai trò quan trọng 

trong sinh bệnh học của một số bệnh ung thƣ biểu mô của ngƣời, gồm có ung 

thƣ biểu mô tế bào vảy đầu cổ, UTPKTBN, ung thƣ đại trực tràng, ung thƣ vú, 

ung thƣ tụy và ung thƣ vú. Ngoài ra, cũng do vị trí quan trọng này nên EGFR 

còn trở thành đích nhắm tiềm năng cho các thế hệ thuốc mới điều trị ung thƣ.  

1.2.2. Đột biến gen EGFR 

Gen EGFR, nằm trên cánh ngắn nhiễm sắc thể số 7, tại locus 7p12, đƣợc 

xếp vào nhóm gen tiền sinh khối u (proto-oncogen), dài 110 kb và đƣợc chia 

thành 28 exon. Đột biến gen EGFR xảy ra ở giai đoạn rất sớm và có tỷ lệ cao  

trong UTPKTBN. Tất cả các đột biến gây hoạt hóa EGFR đều thuộc vùng 

bám adenosine triphosphate (ATP) của thụ thể tyrosine kinase, cũng đồng 

thời là vị trí tƣơng tác của các loại thuốc ức chế tyrosine kinase của EGFR 

(EGFR TKIs) [36], [39]. Các đột biến gen EGFR (Hình 1.3), thuộc bốn exon 

18-21, mã hóa vùng tyrosine kinase, khiến cho protein EGFR luôn trong trạng 

thái hoạt hóa không phụ thuộc vào phối tử, có tác dụng tăng sự nhạy cảm của 

khối u hoặc giúp kháng lại các EGFR TKIs. Những đột biến này đƣợc chia 

làm ba nhóm, trong đó, các đột biến làm tăng tính nhạy cảm của khối u với 

EGFR TKIs chủ yếu thuộc hai nhóm I và II. 

- Nhóm I gồm các đột biến xóa đoạn ở exon 19, phổ biến nhất (khoảng 

44%) là kiểu đột biến xóa từ vị trí acid amin vị trí 747-leucine tới acid amin vị 

trí 749-acid glutamic (đột biến LREA). 

- Nhóm II gồm các đột biến thay thế một nucleotid làm thay đổi acid 

amin ở exon 18 và 21. Đột biến điểm thƣờng gặp nhất (khoảng 41%) là đột 

biến ở exon 21 thay arginine bằng leucine tại codon 858 (đột biến L858R). 

Một số đột biến khác nhƣ đột biến thay thế glycine ở codon 719 thành serine 
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(G719S), thành alanine (G719A) hoặc thành cysteine (G719C) chiếm 4%; 

một số đột biến vô nghĩa khác chiếm 6%. 

- Nhóm III (5%) gồm các đột biến lặp đoạn, thêm đoạn và đột biến 

điểm tại exon 20 gen EGFR. Exon 20 chứa hầu hết là các đột biến làm cho tế 

bào UTP kháng lại với thuốc điều trị đích nhƣ đột biến điểm T790M, V769L, 

S768I và các đột biến thêm đoạn. Tuy nhiên, gần đây các nhà khoa học đã 

phát hiện ra một ngoại lệ, một đột biến thêm 4 acid amin tại exon 20, đột biến 

A763_Y764insFQEA, lại làm tăng tính nhạy cảm của tế bào UTP với thuốc 

điều trị đích [40].   

 

Hình 1.3. Các dạng đột biến gen EGFR quyết định tính đáp ứng với 

EGFR TKIs [38] 

Cho đến nay, đã có nhiều bằng chứng cho thấy trạng thái cân bằng ―tắt-

mở‖ của hoạt tính tyrosine kinase-EGFR bị ảnh hƣởng mạnh mẽ bởi đột biến 

gen. Những phân tích động học đã chứng minh đột biến thuộc hai nhóm I và 
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II làm tăng hệ số phân li Km của ATP với EGFR và giảm hệ số phân li Km 

của EGFR TKIs so với khi thụ thể ở trạng thái bình thƣờng. Những đột biến 

này khiến EGFR giảm mạnh ái lực với ATP, giúp EGFR TKIs không phải 

cạnh tranh tại vị trí tƣơng tác với thụ thể, thụ thể trở nên nhạy cảm một cách 

đặc biệt với các thuốc này [41], [42]. 

Khoảng 10 - 60% bệnh nhân UTPKTBN có đột biến ở exon 18-21 của 

gen EGFR. Các đột biến này tạo ra protein EGFR có ái lực mạnh với thuốc 

điều trị đích, do đó, bệnh nhân UTPKTBN mang đột biến gen EGFR thƣờng 

đáp ứng tốt với thuốc điều trị đích [43]. Đột biến gen EGFR chiếm tỷ lệ cao ở 

nhóm ngƣời không hút thuốc lá, ở nhóm ung thƣ biểu mô tuyến so với các 

phân nhóm mô bệnh học khác của UTPKTBN, ở nữ giới  so với nam giới và 

ở nhóm bệnh nhân Đông Á so với các chủng tộc khác [44], [45].  

1.2.3. Các biến đổi ở cấp độ phân tử của con đƣờng tín hiệu EGFR 

1.2.3.1. Đột biến gen KRAS 

Họ gen RAS (gồm HRAS, NRAS và KRAS) là những gen có tỷ lệ đột 

biến cao trong các bệnh ung thƣ ở ngƣời [46]. Trong UTPKTBN, KRAS là 

một trong những gen sinh ung thƣ (oncogenes) bị đột biến chiếm tỷ lệ cao 

(khoảng 15-25%) với chủ yếu là dạng đột biến thay thế một nucleotid tại 

codon 12 và 13 [5]. 

Gen KRAS mã hóa cho protein KRAS đóng vai trò truyền tín hiệu nội 

bào xuôi dòng từ EGFR (Hình 1.2). Các protein này có hoạt tính 

serine/threonine kinase với chức năng truyền tín hiệu từ các thụ thể bề mặt tế 

bào tới những mục tiêu nội bào thông qua các dòng thác tín hiệu (bao gồm 

con đƣờng RAS-MAPK). Trong tế bào, protein RAS đƣợc giữ cân bằng thông 

qua sự hình thành hai phức hợp tƣơng ứng với các trạng thái hoạt động, gồm 
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phức hợp RAS-GTP (protein RAS hoạt hóa) và phức hợp RAS-GDP (protein 

RAS bất hoạt). Protein RAS đƣợc hoạt hóa nhờ yếu tố chuyển nucleotid 

guanine (guanine nucleotide exchange factors, GEFs). Việc truyền tín hiệu 

của protein RAS bị ức chế khi phức hợp RAS-GTP bị thủy phân thành phức 

hợp RAS-GDP nhờ một loại protein có chức năng hoạt hóa GTPase (GAPs). 

Ở điều kiện sinh lý, nồng độ RAS-GTP trong cơ thể đƣợc kiểm soát chặt chẽ 

nhờ sự hoạt động nhịp nhàng của hai yếu tố GEFs và GAPs [33], [37], [47].  

Gen KRAS bị đột biến sẽ mã hóa những protein RAS mới có khả năng 

chống lại hoạt tính GTPase của GAPs. Do đó, những protein RAS đột biến này 

luôn luôn tồn tại ở trạng thái hoạt hóa RAS-GTP. Không giống nhƣ các protein 

RAS lành tính luôn bị bất hoạt sau một khoảng thời gian rất ngắn, các protein 

RAS đột biến có khả năng kích hoạt vĩnh viễn các con đƣờng truyền tín hiệu 

nằm xuôi dòng nó (con đƣờng MEK-ERK và con đƣờng PI3K/AKT) bất kể có 

sự hoạt hóa của thụ thể EGFR hay không [46] (Hình 1.4). Đây chính là cơ sở ở 

mức độ phân tử giải thích việc các LPĐTTĐ cho EGFR trở nên vô tác dụng 

một khi gen KRAS bị đột biến, bởi lúc này protein RAS không còn bị phụ 

thuộc vào sự hoạt hóa từ EGFR [48], [49]. Lievre và cộng sự là nhóm nghiên 

cứu đầu tiên đã báo cáo mối quan hệ giữa đột biến gen KRAS và sự đề kháng 

của khối u với các thuốc ức chế EGFR [50]. Kết quả này đƣợc củng cố bằng 

nghiên cứu của Benvenuti và cộng sự khi các tác giả tiến hành chuyển nhiễm 

gen KRAS đột biến (G12V) vào dòng tế bào ung thƣ đại trực tràng kiểu dại 

DiFi và nhận thấy toàn bộ tế bào xuất hiện tính kháng với cetuximab (một loại 

kháng thể đơn dòng kháng EGFR) [51].  

Cho đến nay, có hơn 3000 đột biến điểm trên gen KRAS đã đƣợc công 

bố. Trong đó, đột biến thƣờng gặp nhất là đột biến thay thế nucleotid ở codon 

12 (chiếm 82%) và codon 13 (chiếm 17%) ở exon 2 gen KRAS [52], [53], 
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[54]. Đột biến tại codon 12 và 13 đã đƣợc chứng minh đóng một vai trò quan 

trọng trong quá trình tiến triển ung thƣ và tạo nguy cơ kháng thuốc ức chế 

EGFR của khối u [48], [49]. Đột biến tại những vị trí khác nhƣ codon 61 và 

146 cũng đã đƣợc báo cáo nhƣng chiếm tỉ lệ nhỏ và ảnh hƣởng của những 

dạng đột biến này lên lâm sàng chƣa đƣợc làm sáng tỏ. 

 

 

Hình 1.4. Vai trò của đột biến KRAS trong việc phát sinh ung thƣ [46]  

Đột biến gen KRAS không phát hiện trên bệnh nhân UTP thể tế bào nhỏ 

và xảy ra với tần suất khoảng 15-25% trên bệnh nhân UTPKTBN, trong đó 

chủ yếu ở nhóm ung thƣ biểu mô tuyến hơn là ung thƣ biểu mô vảy. Khác với 

đột biến gen EGFR thƣờng đƣợc phát hiện ở ngƣời châu Á và không hút 

thuốc lá (hút dƣới 100 bao trong suốt cuộc đời), đột biến gen KRAS lại xảy ra 

phổ biến ở ngƣời da trắng và hút thuốc lá lâu năm [5], [52], [55]. Một phân 

tích tổng hợp (meta-analysis) của Mao và cộng sự cho thấy đột biến gen 

Đột biến gen KRAS 

gây kích hoạt vĩnh viễn 

RAS 

Các tế bào tăng sinh và phát 

triển bình thƣờng  

Rối loạn các quá trình 

tăng sinh, phát triển, biệt 

hóa của tế bào 
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KRAS hiện diện ở 26% bệnh nhân UTPKTBN có tiền sử hút thuốc lá và chỉ 

xuất hiện khoảng 6% ở những bệnh nhân không hút thuốc lá [56]. 

1.2.3.2. Đột biến BRAF 

BRAF là phân tử điều hòa hạ nguồn KRAS (Hình 1.2), có khả năng kích 

hoạt con đƣờng tín hiệu MAP. Đột biến BRAF hiện diện ở khoảng 1-3% 

UTPKTBN và bệnh nhân thƣờng có thói quen hút thuốc lá và mô bệnh học 

thể biểu mô tuyến [57], [58], [59]. Đã có giả thuyết cho rằng đột biến BRAF 

là một trong những cơ chế gây kháng EGFR TKIs [60]. 

1.2.3.3. Những biến đổi PIK3CA, AKT1, PTEN 

PIK3CA mã hóa cho bán đơn vị của phosphatidyl 3-kinase (PI3K), một 

chất điều hòa sự sống tế bào ở nội bào. AKT1 nhận tín hiệu xuôi dòng từ 

PI3K (Hình 1.2). PTEN ức chế AKT thông qua khử phosphoryl hóa. Những 

biến đổi sinh khối u này bao gồm các đột biến làm tăng hoạt PIK3CA và 

AKT1, và mất chức năng của PTEN. Những biến đổi trên con đƣờng tín hiệu 

PI3K thƣờng xuất hiện ở bệnh nhân UTPKTBN thể biểu mô vảy và có thói 

quen hút thuốc lá [61], [62].  

Trong 552 mẫu mô UTPKTBN đƣợc làm xét nghiệm gen, đột biến tăng 

hoạt PIK3CA chiếm 4% (có cả ung thƣ biểu mô tuyến và vảy), không có đột 

biến AKT1 [57]. Trong 50 mẫu mô ung thƣ biểu mô vảy trong nghiên cứu của 

Malanga, đột biến AKT chiếm 6% [63]. Trong 178 mẫu mô ung thƣ biểu mô 

vảy đƣợc phân tích bởi dự án Bản đồ gen ung thƣ (The Cancer Genome Atlas), 

tỷ lệ đột biến PIK3CA, AKT1 và PTEN lần lƣợt là 16%, 20% và 15% [64].  

Đột biến PIK3CA cũng đƣợc xem là một trong những cơ chế gây kháng 

EGFR TKIs ở những bệnh nhân có đột biến EGFR [65]. 
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1.2.3.4. Đột biến MEK1 

Gen MAP2K1 mã hóa protein MEK1, phân tử hạ nguồn của BRAF trong 

con đƣờng tín hiệu MAP (Hình 1.2), là chất điều hòa trung tâm của sự tăng 

sinh tế bào. Đột biến MEK1 có tần suất khoảng 1% các trƣờng hợp 

UTPKTBN thể biểu mô tuyến [7]. Hiệu quả lâm sàng của các chất ức chế 

MEK1 vẫn đang đƣợc nghiên cứu. 

1.2.4. Hiệu quả điều trị của các chất ức chế tyrosine kinase của EGFR 

1.2.4.1. Các kháng thể đơn dòng kháng EGFR 

Các kháng thể đơn dòng có vai trò ngăn chặn sự gắn kết của các phối tử 

nội sinh với phần ngoại bào của EGFR gồm có cetuximab và pantuximab. 

Cetuximab chủ yếu đƣợc sử dụng đơn trị liệu hoặc kết hợp trong UTĐTT 

[66], [67], [68], [69] và ung thƣ biểu mô vảy đầu cổ di căn [70], [71], có biểu 

lộ EGFR. Trong bệnh UTPKTBN, cetuximab kết hợp với hóa trị truyền thống 

đã cho thấy lợi ích trên các bệnh nhân có đột biến EGFR [72],[73]. Nghiên 

cứu pha III FLEX đã kết luận điều trị bƣớc 1 bộ đôi cetuximab và hóa chất 

truyền thống giúp cải thiện thời gian sống cho những bệnh nhân có mức biểu 

lộ EGFR cao (chẩn đoán bằng kỹ thuật hóa mô miễn dịch), đặc biệt là những 

bệnh nhân ung thƣ biểu mô tuyến [73].  

1.2.4.2. Các chất EGFR TKIs dạng phân tử nhỏ  

TKIs dạng phân tử nhỏ là các phân tử tổng hợp có trọng lƣợng phân tử 

thấp, có nguồn gốc từ nhóm quinazoline, có vai trò ngăn chặn vị trí gắn kết 

magnesium-ATP của vùng tyrosine kinase nội bào (làm giảm ái lực của 

EGFR và phối tử), từ đó ngăn chặn sự tự phosphoryl hóa của EGFR và các 

con đƣờng tín hiệu xuôi dòng [74]. Nhóm gefitinib và erlotinib đặc hiệu cho 

chỉ EGFR, trong khi các nhóm khác nhƣ lapatinib, vandetanib và AEE788 ức 

chế thêm cả VEGFR2 bên cạnh EGFR.  
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Hình 1.5. Cấu trúc của gefitinib và erlotinib 

Hiệu quả đơn trị bước 2 của EGFR TKIs 

Nghiên cứu lâm sàng pha II về đơn trị gefitinib cho bệnh nhân 

UTPKTBN giai đoạn muộn sau khi thất bại với hóa trị platinum-docetaxel đã 

cho thấy đáp ứng lâm sàng và cải thiện triệu chứng tốt, tỷ lệ đáp ứng 

(response rate, RR)(theo tiêu chuẩn RECIST [75]) đạt 10-15% [44], [76], do 

đó, vào tháng 05/2003, FDA đã công nhận sử dụng gefitinib điều trị bƣớc 2 

cho bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn [76], [77].  

Erlotinib đơn trị bƣớc 2 (điều trị bƣớc 2: đã thất bại với một công thức 

hóa trị trƣớc đó) cho RR khoảng 10% [23], [44], [78]. Nghiên cứu BR.21 cho 

thấy điều trị erlotinib bƣớc 2 hoặc bƣớc 3 cải thiện đƣợc thời gian sống cho 

bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn cuối: thời gian sống thêm bệnh không tiến 

triển (Progressive-free survival, PFS) của nhóm sử dụng erlotinib là 2,2 tháng 

so với nhóm dùng giả dƣợc là 1,8 tháng (HR 0,61; p<0,001), thời gian sống 

thêm toàn thể (Overall survival, OS) của nhóm sử dụng erlotinib là 6,7 tháng 

so với nhóm dùng giả dƣợc là 4,7 tháng (HR 0,7; p<0,001) [77]. Từ những 

bằng chứng lâm sàng trên, tháng 12/2004, erlotinib đƣợc FDA công nhận là 

thuốc đơn trị cho bệnh nhân UTPKTBN đã thất bại với ít nhất một công thức 

hóa trị cổ điển trƣớc đó. 

Năm 2010, erlotinib tiếp tục đƣợc chấp thuận dùng điều trị duy trì cho 

bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn không tiến triển bệnh sau bốn chu kỳ 
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hóa chất có chứa platinum nhờ kết quả từ một nghiên cứu lâm sàng ngẫu 

nhiên, đa trung tâm trên 889 bệnh nhân. Trung vị PFS của nhóm dùng 

erlotinib dài hơn so với nhóm dùng giả dƣợc (12,3 tuần so với 11,1 tuần, HR 

0,71; 95%CI 0,62-0,82; p<0,0001). Ngoài ra, trung vị PFS của nhóm có đột 

biến gen EGFR đƣợc điều trị bằng erlotinib cũng kéo dài hơn nhóm dùng giả 

dƣợc có ý nghĩa thống kê (12,3 tuần so với 11,1 tuần, HR 0,69; 95%CI 0,58-

0,82; p<0,0001) [79]. 

Hiệu quả trị liệu kết hợp EGFR TKIs và hóa chất truyền thống 

Khi sử dụng kết hợp đồng thời các hóa chất truyền thống có platinum, cả 

gefitinib và erlotinib đều không đem lại cải thiện về lâm sàng và thời gian 

sống. Cả 3 nghiên cứu lâm sàng pha III (INTACT 1, INTACT 2 và ISEL), điều 

trị bƣớc 1 gefitinib kết hợp với hóa trị cổ điển 2 thuốc đều không cho cải thiện 

về OS và PFS [80], [81] (điều trị bƣớc 1: chƣa điều trị kháng ung thƣ đặc hiệu 

trƣớc đó). Đồng thời, hai nghiên cứu lâm sàng pha III kết hợp erlotinib với hóa 

trị cổ điển 2 thuốc (nghiên cứu TALENT và TRIBUTE) trên bệnh nhân 

UTPKTBN giai đoạn cuối không cho cải thiện về OS [82], [83].  

Hiệu quả đơn trị bước 1 trên bệnh nhân có đột biến gen EGFR 

Ngƣợc lại với các đáp ứng kém trên bệnh nhân UTPKTBN không chọn 

lọc hoặc chƣa đƣợc xác định tình trạng gen EGFR, gefitinib và erlotinib đem 

lại cải thiện lâm sàng rất tốt trên bệnh nhân UTPKTBN có đột biến gen 

EGFR, dù là trị liệu bƣớc 1 hoặc bƣớc 2 [84]. Nhiều nghiên cứu lâm sàng sử 

dụng đơn trị EGFR TKIs bƣớc 1 trên các bệnh nhân có đột biến EGFR đều 

cho RR khoảng 50-70%, với sự cải thiện tốt về cả PFS (khoảng 6-14 tháng) 

và OS (20-24 tháng) [85], [86], [87], [88], [89]. Không những vậy, những 
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nghiên cứu lâm sàng này còn cho thấy khả năng dung nạp thuốc TKIs tốt khi 

so sánh với phác đồ hóa trị 2 thuốc truyền thống.  

Gefitinib: nhằm đánh giá khả năng điều trị bệnh UTPKTBN của gefitinib 

có phụ thuộc vào tình trạng đột biến gen EGFR hay không, 3 nghiên cứu lâm 

sàng ngẫu nhiên pha III đã đƣợc tiến hành, so sánh hiệu quả đơn trị bƣớc 1 

giữa gefitinib và hóa trị truyền thống có platinum (Bảng 1.1). Các bệnh nhân 

đƣợc chọn đều là ngƣời châu Á, UTPKTBN giai đoạn cuối, không hút thuốc 

lá và có mô bệnh học là ung thƣ biểu mô tuyến. Từ các kết quả này, tại Châu 

Âu, gefitinib đã đƣợc chấp thuận chỉ định đơn trị bƣớc 1 cho bệnh nhân 

UTPKTBN giai đoạn muộn có đột biến gen EGFR. 

Bảng 1.1. Các nghiên cứu lâm sàng so sánh phác đồ gefitinib bƣớc 1 

 và hóa trị có platinum  

Nghiên cứu 

lâm sàng 

n Phƣơng pháp điều trị RR Trung vị PFS 

(tháng) 

Trung vị 

OS (tháng) 

IPASS  [90] 261 Đột biến EGFR (+) 

- Gefitinib 

- Carboplatin/Paclitaxel 

 

71,2% 

47,3% 

p<0,001 

 

9,5 

6,3 

HR 0,48; p<0,001 

 

- 

- 

WJTOG3405 

[91] 

177 Đột biến EGFR (+) 

- Gefitinib 

- Cisplatin/Docetaxel 

 

61,2% 

32,2% 

 

9,2 

6,3 

HR 0,489; p<0,0001 

 

- 

- 

NEJ002 [92] 230 Đột biến EGFR (+) 

- Gefitinib 

- Carboplatin/Paclitaxel 

 

73,7% 

30,7% 

p<0,0001 

 

10,8 

5,4 

HR 0,3; p<0,0001 

 

30,5 

23,6 

p=0,31 

Erlotinib: các nghiên cứu pha III khác, nhƣ OPTIMAL tại châu Á và 

EURTAC tại châu Âu, so sánh hiệu quả  đơn trị bƣớc 1 của erlotinib liều 150 

mg/ngày với hóa chất có platinum trên các bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn 

muộn có đột biến gen EGFR. Trong nghiên cứu OPTIMAL, tỷ lệ RR của 
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nhóm dùng erlotinib là 83% so với nhóm dùng carboplatin-gemcitabine là 

36% (p<0,001) và PFS của hai nhóm này lần lƣợt là 13,1 tháng và 4,6 tháng 

(HR 0,16; p<0,001) [94]. 

   

Trƣớc điều trị Sau 10 ngày điều trị Sau 60 ngày điều trị 

Hình 1.6. Đáp ứng điều trị với gefitinib [93]. 

Sau 60 ngày điều trị bằng erlotinib, khối u phổi phải của bệnh nhân có đột 

biến L858R gần như biến mất hoàn toàn. 

Tháng 05/2013, erlotinib đƣợc FDA chấp thuận sử dụng đơn trị bƣớc 1 

cho bệnh nhân UTPKTBN có đột biến gen EGFR dạng xóa đoạn điển hình tại 

exon 19 hoặc đột biến điểm L858R tại exon 21, dựa vào kết quả của một 

nghiên cứu đối chứng ngẫu nhiên, đa trung tâm trên 134 bệnh nhân. Tỷ lệ RR 

của nhóm erlotinib và nhóm hóa trị hai thuốc có platinum lần lƣợt là 65% và 

16%; trung vị PFS và OS của hai nhóm lần lƣợt là  10,4 tháng so với 5,2 

tháng (HR 0,34; 95%CI 0,23-0,49; p<0,001) và  22,9 tháng so với 19,5 tháng 

(HR 0,93; 95%CI 0,64-1,35; p=0,6482), cho thấy hiệu quả tốt của erlotinib 

trên quần thể bệnh nhân này. 

Đáp ứng của EGFR TKIs với các loại đột biến EGFR khác nhau  

Các số liệu thống kê cho thấy có sự khác biệt về kết quả đáp ứng thuốc 

giữa các bệnh nhân mang các dạng đột biến EGFR khác nhau. Mô hình thực 
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nghiệm trên tế bào cho thấy những dòng tế bào ung thƣ mang đột biến xóa 

đoạn exon 19, đột biến L858R, G719X và L861Q rất nhạy cảm với tác động 

của thuốc gefitinib [95], [96]. Bệnh nhân có các đột biến này đáp ứng rất tốt 

với các EGFR TKIs (RR đạt 60-80%) so với nhóm bệnh nhân không đƣợc 

sàng lọc bằng xét nghiệm gen (RR 10-20%) [95]. Bệnh nhân mang đột biến 

xóa đoạn exon 19 có RR cao hơn và có thời gian sống dài hơn bệnh nhân 

mang đột biến điểm ở exon 21.  

Những trƣờng hợp UTPKTBN có đột biến gen EGFR đƣợc điều trị bằng 

gefitinib hoặc erlotinib luôn phát triển khả năng kháng lại các EGFR TKIs 

này [97], [98]. Cơ chế phổ biến nhất (khoảng 50%) và đƣợc xác định sớm 

nhất là ngƣời bệnh có mang đột biến kháng thuốc T790M (thay thế Threonine 

bằng Methionine ở vị trí acid amin 790) ở exon 20 gen EGFR. Đột biến này 

gây nên hiện tƣợng ―trơ‖ do ảnh hƣởng bởi sự thay đổi cấu hình tại nơi gắn 

kết với TKIs [99], [100]. Các đột biến gây kháng thuốc khác ít gặp hơn đã 

đƣợc xác định là đột biến L747S, D761Y, T854A, S768I và V769L…[87], 

[101], [102]. Sự khuếch đại của gen mã hóa thụ thể yếu tố phát triển tế bào 

gan HGFR1 [101], [103] hoặc tình trạng quá biểu hiện của yếu tố tăng trƣởng 

tế bào gan HGF [104] đƣợc phát hiện trong khoảng 20% số bệnh nhân 

UTPKTBN có đột biến EGFR đƣợc điều trị bằng gefitinib hoặc erlotinib, tuy 

nhiên, chúng có thể xảy ra đồng thời với các đột biến kháng thuốc nhƣ 

T790M [108], [110]. Mô hình kháng thuốc tƣơng tự nhƣ nhau giữa các bệnh 

nhân đƣợc điều trị bằng erlotinib hoặc gefitinib [101], [103], [104]. Cách 

kiểm soát bệnh cho các trƣờng hợp kháng TKIs của bệnh nhân UTPKTBN có 

đột biến EGFR chƣa đƣợc khuyến cáo rõ ràng vì chƣa có kết quả đầy đủ và 

chính xác từ các nghiên cứu lâm sàng đang tiến hành. 
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1.2.5. Tình hình nghiên cứu đột biến gen EGFR, gen KRAS và hiệu quả 

của EGFR TKIs trong điều trị UTPKTBN tại Việt Nam 

Năm 2009, Lê Thƣợng Vũ báo cáo 5 trƣờng hợp điều trị erlotinib bƣớc 

2/3 tại bệnh viện Chợ Rẫy TP.Hồ Chí Minh, ghi nhận đƣợc RR là 2/5 (40%), 

đều là đáp ứng một phần và có mô bệnh học là thể biểu mô vảy, 1/5 trƣờng 

hợp đạt bệnh ổn định, PFS trung bình là 5,4 tháng [106]. Đây là kết quả đầu 

tiên rất khả quan cho việc điều trị đích trên bệnh nhân Việt Nam.  

Năm 2010, Vũ Văn Vũ đánh giá hiệu quả điều trị erlotinib trên 10 bệnh 

nhân UTPKTBN giai đoạn muộn tại bệnh viện Ung Bƣớu TP.Hồ Chí Minh. 

Kết quả thu đƣợc RR đạt 4/10 (40%) trong đó có 1/10 trƣờng hợp đáp ứng 

hoàn toàn (đáp ứng hoàn toàn này đƣợc duy trì ở tháng 12 khi kết thúc nghiên 

cứu), 6/10 trƣờng hợp đạt bệnh ổn định. Tất cả các bệnh nhân đều có đáp ứng 

chủ quan, triệu chứng bệnh thuyên giảm sau 1-2 tuần dùng thuốc. Trung vị 

PFS là 11 tháng (khoảng dao động từ 4 tháng đến 34 tháng). Kết quả trên 

chứng tỏ erlotinib có hiệu quả trên bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn khi 

dùng bƣớc 1 hoặc các bƣớc sau [107]. 

Năm 2010, Nguyễn Thiện Nhân báo cáo một trƣờng hợp ung thƣ phế 

quản-phổi thể biểu mô vảy, xâm lấn chít hẹp khí quản đã đáp ứng hoàn toàn 

sau 10 ngày điều trị erlotinib [108]. 

Năm 2011, bằng kỹ thuật giải trình tự gen, Hoàng Anh Vũ và CS phát 

hiện đƣợc 2 bệnh nhân có đột biến ở exon 19 và 1 bệnh nhân có đột biến tại 

exon 21 gen EGFR trong  4 bệnh nhân UTPKTBN có đáp ứng với erlotinib 

tại bệnh viện Lao và Bệnh Phổi Phạm Ngọc Thạch TP.Hồ Chí Minh [109], 

[110]. Sau đó, khi giải trình tự 71 mẫu mô UTPKTBN, Hoàng Anh Vũ công 

bố tỷ lệ đột biến gen EGFR là 42% và đột biến gen KRAS là 46,5% [111]. 
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Năm 2011, nhóm nghiên cứu thuộc Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein 

thuộc Trƣờng Đại Học Y Hà Nội đã công bố những tỷ lệ ban đầu về tình trạng 

đột biến gen EGFR trong UTPKTBN tại Việt Nam. 11/42 (26,2%) mẫu mô 

UTPKTBN giai đoạn muộn đƣợc xác định có đột biến gen EGFR bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen [112]. 

Năm 2013, Phạm Lê Anh Tuấn và cộng sự áp dụng kỹ thuật Scorpion 

ARMS (kỹ thuật khuếch đại alen đột biến) với độ nhạy cao hơn song song với 

kỹ thuật giải trình tự gen để phát hiện đột biến gen EGFR trên 70 bệnh nhân 

UTPKTBN giai đoạn cuối [113]. Trong 25/70 bệnh nhân mang đột biến 

(35,7%), kỹ thuật Scorpion ARMS đã khẳng định một trƣờng hợp đột biến 

L858R (exon 21) cho đỉnh tín hiệu đột biến thấp, không rõ ràng trên kết quả 

giải trình tự gen.  

Năm 2013, Nguyễn Tuyết Mai và cộng sự đã khảo sát hiệu quả điều trị 

bƣớc 2/3 của erlotinib trên 36 bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn thể biểu 

mô tuyến điều trị tại bệnh viện K Trung Ƣơng. Chỉ có 11/36 bệnh nhân đƣợc 

làm xét nghiệm gen EGFR, trong đó có 6 trƣờng hợp đột biến. Kết quả cho 

thấy điều trị bƣớc erlotinib 2/3 có thể giúp kéo dài sự sống ở những bệnh 

nhân ung thƣ phổi thể biểu mô tuyến với trung vị PFS và OS lần lƣợt là 8,15 

tháng và 12,1 tháng [114]. 

Năm 2013, Lê Thƣợng Vũ, Trần Văn Ngọc đã đánh giá hiệu quả điều trị 

erlotinib trên 98 bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn. Trên những bệnh 

nhân có đáp ứng, 80% cải thiện triệu chứng ngay tháng đầu, trong đó 8% ở 

ngay tuần đầu. Tỷ lệ đáp ứng chung là 35,5%. Trung vị PFS là 7 tháng, trong 

đó đối với nhóm sử dụng erlotinib bƣớc 2/3 là 8 tháng và bƣớc 1 là 4 tháng. 

Trung vị OS tính chung là 11 tháng,  trong đó là 18 tháng đối với điều trị 
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bƣớc 2/3 và 8 tháng đối với bƣớc 1. Tần suất bệnh nhân sống thêm trên 1 năm 

là 50% [115]. 

Năm 2014, nghiên cứu Pioneer xác định tần suất đột biến gen EGFR trên 

1482 bệnh nhân UTPKTBN thể biểu mô tuyến từ 51 trung tâm ở 7 nƣớc châu 

Á. Tỷ lệ đột biến gen EGFR của Việt Nam là 64,2%, cao nhất trong các nƣớc 

tham gia nghiên cứu. Trong đó, tỷ lệ đột biến xóa đoạn tại exon 19 là 27,5%, 

đột biến L858R exon 21 là 12,5%, còn các đột biến kháng thuốc nhƣ T790M 

exon 20, S768I exon 20, đột biến thêm đoạn exon 20 …chiếm 8,3%. Do sử 

dụng kỹ thuật Scorpion ARMS nên nghiên cứu Pioneer không phát hiện ra 

đột biến mới [116]. 

Tóm lại, các nghiên cứu về đột biến gen EGFR và KRAS cũng nhƣ hiệu 

quả điều trị đích trên bệnh nhân UTPKTBN ở nƣớc ta còn hạn chế, chỉ bắt 

đầu từ năm 2009 đến nay và cũng mới chỉ có 10 nghiên cứu. Chƣa có nghiên 

cứu nào kết hợp nhiều kỹ thuật với các ƣu điểm khác nhau để tăng độ nhạy 

khi xác định đột biến. Chỉ mới có một nghiên cứu của Hoàng Anh Vũ và cộng 

sự (năm 2011) khảo sát đồng thời cà hai gen EGFR và KRAS. Chƣa có 

nghiên cứu nào đánh giá hiệu quả điều trị đích bƣớc 1, dựa trên nền tảng kết 

quả xác định đột biến gen EGFR và gen KRAS. 

 
 

1.3. PHƢƠNG PHÁP PHÁT HIỆN ĐỘT BIẾN GEN EGFR VÀ KRAS 

1.3.1. Kỹ thuật PCR-RFLP 

Kỹ thuật PCR-RFLP dựa trên cơ sở kỹ thuật PCR cổ điển. Nguyên tắc 

của 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 đòi hỏi sự có mặt của những mồi xuôi và mồi 
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ngƣợc có trình tự bổ sung với hai đầu của trình tự DNA khuôn. Sau mỗi chu 

kỳ các chuỗi đôi DNA mới tạo thành sẽ tiếp tục đƣợc dùng để làm các phân 

tử DNA nền để tổng hợp các DNA mới trong chu kỳ tiếp theo. Sản phẩm cuối 

của phản ứng PCR là đoạn DNA chuỗi đôi có chiều dài là khoảng cách giữa 

hai đoạn gen mồi, và hai đầu tận cùng của sản phẩm đƣợc xác định bởi đầu 

tận cùng 5’ của hai đoạn gen mồi. 

 

Hình 1.7. Phát hiện đột biến exon 21 gen EGFR bằng kỹ thuật RFLP [117]  

Sau khi kết thúc phản ứng, sản phẩm PCR đặc hiệu sẽ đƣợc tinh sạch và 

xử lý với enzym cắt giới hạn đã đƣợc lựa chọn nhằm tạo ra những phân đoạn 

DNA nhỏ hơn. Sau khi đƣợc điện di trên gel agarose, số lƣợng và chiều dài 

các đoạn DNA này sẽ giúp phát hiện các trƣờng hợp đột biến. Phƣơng pháp 

phát hiện đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật PCR-RFLP dựa trên nguyên lý : 

exon 21 của gen EGFR kiểu dại có vùng trình tự đặc hiệu cho enzym MscI, 

đột biến tại exon 21 gen EGFR làm mất vị trí cắt của enzym do đó sản phẩm 

PCR không bị cắt bởi enzym MscI [117]. Với thiết kế kỹ thuật tƣơng tự nhƣ 

khi tìm đột biến gen EGFR, sản phẩm khuếch đại codon 12 gen KRAS sẽ 
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đƣợc xử lý với enzym NlaI và codon 13 với HaeIII [118]. Sau khi phân cắt, 

các sản phẩm sẽ đƣợc phân tích kết quả trên thạch agarose. Đây là phƣơng 

pháp truyền thống, kinh tế nhƣng rất hiệu quả và cho độ tin cậy cao.  

1.3.2.  Kỹ thuật giải trình tự gen 

Đoạn DNA cần đƣợc giải trình tự đƣợc sử dụng nhƣ trình tự mẫu cho 

phản ứng giải trình tự bắt đầu từ vị trí gắn mồi. Hỗn hợp của deoxy- và 

dideoxynucleotid đƣợc sử dụng trong phản ứng với nồng độ sao cho các 

dideoxynucleotid sẽ gắn vào mỗi vị trí mà các deoxynucleotid thƣờng gắn 

trên đoạn DNA đang đƣợc tổng hợp. Sự gắn của các dideoxynucleotid sẽ làm 

gián đoạn quá trình kéo dài các đoạn DNA đƣợc tổng hợp, kết quả sẽ tạo ra 

hỗn hợp các sợi DNA có kích thƣớc khác nhau. Nucleotid tận cùng trên mỗi 

sợi DNA đƣợc xác định bằng cách chạy một phản ứng hỗn hợp nhƣng từng 

loại dideoxynucleotid đƣợc đánh dấu bằng các chất phát huỳnh quang đặc 

hiệu khác nhau.  

Sản phẩm sau phản ứng giải trình tự sẽ đƣợc đọc trình tự bằng máy giải 

trình tự tự động sử dụng bảng gel polyacrylamide. Máy gồm 2 phần:  phần 

dùng điện di gel, phần phát hiện các vạch điện di. Các vạch điện di đƣợc các 

con mắt cảm quang phát hiện khi đi qua chùm tia laser và phát sáng lên. Tín 

hiệu đƣợc mắt cảm quang truyền về máy tính để hiển thị thành các đỉnh 

cƣờng độ sáng. Sau đó, trình tự gen của mẫu nghiên cứu sẽ đƣợc đối chiếu 

với trình tự gen tham chiếu trên ngân hàng gen thế giới (GenBank) và đƣợc 

phân tích để xác định vùng hoặc điểm đột biến. 

Do các đột biến gen EGFR trên exon 18 ÷ 21 và đột biến gen KRAS rất đa 

dạng, kỹ thuật giải trình tự gen đƣợc xem là tốt nhất để khảo sát các đột biến này. 
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(A) Hình ảnh đột biến xóa đoạn gen 

 

 

(B) Hình ảnh đột biến điểm 

Hình 1.8. Phát hiện đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự gen  

(kết quả xét nghiệm gen của các bệnh nhân trong nghiên cứu – thực hiện tại 

Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein Trường Đại Học Y Hà Nội) 

1.3.3.  Kỹ thuật Scorpion ARMS 

Kỹ thuật Scorpion ARMS (Scorpions-Amplification Refractory 

Mutation System)  là một trong số ít những kỹ thuật đƣợc các cơ quan quản lý 

Y Dƣợc của Châu Âu và Hoa Kỳ cấp giấy phép công nhận đạt tiêu chuẩn ứng 

dụng trong chẩn đoán lâm sàng (European Union  in vitro Diagnostic 

Medical Device Directive 98/79/EC).  

Scorpion  ARMS là sự kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột 

biến (ARMS) và công nghệ Scorpion trong phản ứng real-time PCR để phát 

hiện các đột biến. Trong đó, nguyên lý của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen 

đột biến là dựa vào đặc tính của Taq DNA polymerase chỉ khếch đại hoàn 

chỉnh một phân tử DNA một khi đầu 3’ của mồi và sợi khuôn bổ sung hoàn 

toàn với nhau. Khi đầu 3’ của mồi không bổ sung với sợi khuôn phản ứng 

PCR bị ức chế hoàn toàn. Dựa trên nguyên lý này, kỹ thuật cho phép khuếch 

đại đặc hiệu một trình tự đột biến ngay cả trong trƣờng hợp alen đột biến đó 

chiếm một tỉ lệ rất nhỏ (1%) trong tổng số sợi khuôn DNA. 
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Hình 1.9. Nguyên lý của kỹ thuật ARMS 

(http://www.sabiosciences.com/qbiomarker_product/HTML/SMH-014A.html) 

Scorpion là phân tử có cấu tạo một đầu mang trình tự của đoạn mồi đặc 

hiệu với alen đột biến cần khuếch đại, đầu trình tự này đƣợc nối với một đầu 

dò. Phần kích thích phát tín hiệu huỳnh quang (fluorophore) của đầu dò đƣợc 

gắn với phần ức chế (quencher) có nhiệm vụ dập tắt tín hiệu huỳnh quang của 

phần kích thích. Trong phản ứng PCR khi đầu dò bám với đoạn trình tự 

khuếch đại, phần kích thích phát tín hiệu huỳnh quang đƣợc giải phóng khỏi 

phần ức chế, phát tín hiệu đến bộ phận cảm biến của máy real-time PCR. 

Kỹ thuật Scorpion ARMS cho phép phát hiện đƣợc gần nhƣ toàn bộ các 

đột biến có liên quan đến mức độ đáp ứng thuốc của gen EGFR: G719A, 

G719C và G719S (Exon 18); 19 dạng đột biến xóa đoạn thƣờng gặp ở exon 

19; T790M và S768I (Exon 20), 3 dạng đột biến thêm đoạn thƣờng gặp ở 

exon 20; L858R và L861Q (Exon 21); và đột biến codon 12, 13 gen KRAS 

(G12A,  G12D, G12D, G12V, G12S, G13D). 

 

Gen không đột biến 

Gen đột biến 

http://www.sabiosciences.com/qbiomarker_product/HTML/SMH-014A.html
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Hình 1.10. Nguyên tắc của kỹ thuật Scorpion ARMS [119] 

1.3.4. Kỹ thuật Smart Amplification Process (SMAP) 

Kỹ thuật SMAP là một công nghệ mới nhất đƣợc phát triển bởi các nhà 

khoa học tại viện công nghệ Riken-Nhật Bản nhằm phát hiện các đột biến trên 

gen EGFR và KRAS. Nguyên lý cơ bản của kỹ thuật SMAP là : Khuếch đại 

DNA =  Phát hiện đột biến. Để thực hiện đƣợc nguyên lý này kỹ thuật 

SMAP sử dụng (I) các cặp mồi phát hiện đột biến đƣợc thiết kế bất đối xứng 

DNA đích 

Allele kiểu dại 

 

Allele đột biến 

Đoạn dò Scorpion đặc hiệu allele 

đặc hiệu allele kiểu dại 

đặc hiệu allele kiểu đột biến 

Đo mức phát huỳnh quang bằng real-time PCR 

Số chu kỳ Số chu kỳ Số chu kỳ 

Kiểu dại Đột biến Kiểu dại : Đột biến 

(1:1) 

Các đoạn mồi đặc hiệu allele bắt cặp và kéo dài 

Một số trƣờng hợp các đoạn mồi tự bắt cặp với nhau  
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nhằm giảm thiểu các khả năng mồi ghép cặp sai với sợi khuôn (II) một loại 

protein mới với khả năng nhận biết và bám đặc hiệu tại vị trí có sự ghép cặp 

không tƣơng đồng giữa mồi và khuôn (Taq MutS) ngăn không cho phức hợp 

mồi-khuôn đƣợc khuếch đại trong phản ứng kéo dài chuỗi. Chỉ những phức 

hợp mồi-khuôn DNA ghép cặp hoàn mới đƣợc khếch đại nhờ DNA 

polymerase, tín hiệu của sản phẩm khuếch đại đặc hiệu đột biến đƣợc phát 

hiện trong hệ thống máy real-time PCR [120].  

Thực tế cho thấy một trong những khó khăn của việc áp dụng các kỹ 

thuật sinh học phân tử nhƣ giải trình tự gen, Scorpion ARMS trong thực tế 

lâm sàng thƣờng đòi hỏi qua nhiều bƣớc, đội ngũ kỹ thuật viên có kiến thức 

chuyên sâu về sinh học phân tử, giá thành cao, thời gian phân tích kết quả lâu. 

Các công trình nghiên cứu áp dụng kỹ thuật SMAP cho thấy kỹ thuật vận 

hành qua một bƣớc duy nhất ―Khuếch đại DNA =  Phát hiện đột biến‖, có độ 

chính xác cao, thời gian từ khâu tách mẫu đến cho kết quả phân tích đột biến 

gen rất ngắn : khoảng 30 phút. Đây là một ƣu thế nổi bật của kỹ thuật SMAP 

so với các kỹ thuật khác nhƣ giải trình tự gen (1-2 ngày), PCR-RFLP (1-2 

ngày), Scorpion ARMS (3-4 giờ). Một khi kỹ thuật SMAP đƣợc áp dụng 

thành công, kỹ thuật mới này sẽ là một công cụ đắc lực giúp các nhà nghiên 

cứu và lâm sàng Việt Nam hiện thực hóa mục tiêu y học cá thể - khám và 

chữa bệnh dựa trên tình trạng gen của bệnh nhân.  
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CHƢƠNG 2 

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1.  ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

181 bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn cuối (IIIB-IV) điều trị tại các Bệnh 

viện Hữu Nghị, Bệnh viện K Trung Ƣơng, Bệnh viện Bạch Mai, Bệnh viện 

Phổi Trung Ƣơng, Bệnh viện Ung Bƣớu Hà Nội, Bệnh viện Đại học Y Hà 

Nội, từ 01/01/2012 đến 30/03/2013, thỏa các tiêu chuẩn chọn mẫu và tiêu 

chuẩn loại trừ sau: 

2.1.1. Xác định đột biến gen EGFR và gen KRAS 

Tiêu chuẩn chọn mẫu:  

- Đƣợc chẩn đoán xác định UTPKTBN giai đoạn IIIB-IV (theo tiêu 

chuẩn của AJCC VII [121]) bằng kết quả giải phẫu bệnh thuộc một trong các 

loại sau: ung thƣ biểu mô tuyến, ung thƣ biểu mô vảy, ung thƣ biểu mô tuyến-

vảy và ung thƣ biểu mô tế bào lớn (đƣợc mô tả và phân loại theo tiêu chuẩn 

của Tổ chức Y tế thế giới [21]). 

- Có đầy đủ thông tin về hành chính, tiền căn, giai đoạn bệnh UTP, kết 

quả giải phẫu bệnh. 

- Đồng ý tham gia nghiên cứu. 

Tiêu chuẩn loại trừ:  

- Không xác định đƣợc đột biến gen EGFR hoặc KRAS do chất lƣợng 

mẫu kém. 
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2.1.2. Đánh giá hiệu quả điều trị  

61 bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn cuối (IIIB-IV) từ 181 bệnh nhân đã đƣợc xét 

nghiệm gen nêu trên (thời điểm kết thúc nhận mẫu vào nhánh theo dõi điều trị là 

30/12/2013), thỏa các tiêu chuẩn chọn mẫu và tiêu chuẩn loại trừ sau: 

Tiêu chuẩn chọn mẫu:  

- Từ 18 tuổi trở lên. 

- Chẩn đoán mô bệnh học là ung thƣ phổi thể biểu mô tuyến 

- Đánh giá toàn trạng trƣớc điều trị ≥70% theo chỉ số Karnofsky [122]; 

các chỉ số cận lâm sàng cần có: số lƣợng bạch cầu đa nhân trung tính 

≥1500/mL, số lƣợng tiểu cầu ≥100 000/mL, nồng độ hemoglobin ≥ 9,0g/dL, 

nồng độ creatinine ≤ 1,5mg/dL, hoạt độ AST và ALT ≤ 2,5 lần giới hạn trên 

bình thƣờng. 

- Chƣa đƣợc điều trị kháng ung thƣ trƣớc đó. 

- Không có tiền căn dị ứng. 

- Có đầy đủ thông tin (về hành chánh, tiền căn, bệnh sử, khám lâm 

sàng, các thông số cận lâm sàng và chẩn đoán hình ảnh)  cho đến khi kết thúc 

nghiên cứu qua hồ sơ bệnh án, thƣ từ, gọi điện thoại cho bệnh nhân hoặc gia 

đình bệnh nhân. 

- Đƣợc điều trị erlotinib ít nhất 1 tháng, tính đến thời điểm kết thúc 

nghiên cứu. 

- Đồng ý tham gia nghiên cứu. 

Tiêu chuẩn loại trừ:  

- Suy gan, suy thận nặng, suy hô hấp tiến triển, nhiễm trùng chƣa kiểm 

soát, có thai, di căn não chƣa kiểm soát, có bệnh ung thƣ khác, loạn nhịp nặng 

đang phải dùng thuốc, bệnh tiểu đƣờng hoặc mắt nghiêm trọng. 
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- Kết quả xác định đột biến gen:  

o Có đột biến ở vùng kháng với thuốc điều trị đích dạng phân tử nhỏ 

của gen EGFR (đột biến D761Y exon 19; T790M, N771T, V769L, S768I 

exon 20; các đột biến thêm đoạn exon 20, trừ đột biến A763_Y764insFQEA), 

những đột biến mới của gen EGFR chƣa công bố trên y văn [123]. 

o Có đột biến tại codon 12 và 13 của exon 2 gen KRAS. 

- Những bệnh nhân ngƣng dùng thuốc (khi bệnh chƣa có dấu hiệu tiến 

triển) vì tác  dụng phụ của thuốc hoặc lý do chủ quan của bệnh nhân và ngƣời nhà. 

2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Thiết kế nghiên cứu: 

- Nghiên cứu cắt ngang, mô tả loạt ca (xác định đột biến gen EGFR và 

KRAS) và nghiên cứu tiến cứu, có theo dõi dọc thời gian sống thêm (đánh giá 

hiệu quả điều trị) 

- Thời gian nghiên cứu: từ 01/01/2012 đến hết 30/03/2014 

2.2.2. Phƣơng pháp tiến hành nghiên cứu 

2.2.2.1. Xác định đột biến gen EGFR và gen KRAS 

- Thu thập mẫu mô UTP sau khi bệnh nhân đã đƣợc chẩn đoán xác định 

dựa vào kết quả giải phẫu bệnh. Mẫu mô đƣợc sử dụng là mẫu mô sinh thiết 

đúc trong khối nến. 

- Các mẫu mô sau khi đƣợc ký hiệu mã số của bệnh nhân sẽ đƣợc xác 

định mô bệnh học và đƣợc chọn lựa vùng tập trung tế bào ung thƣ (tại khoa 

Giải phẫu bệnh) theo các bƣớc nhƣ sau: vùng mô ung thƣ đƣợc đánh dấu trên 

lam giải phẫu bệnh để phân biệt với vùng mô lành xung quanh (từ 5 – 10 tiêu 

bản), rồi đƣợc cạo vào ống ly tâm 1,5 ml bằng các lƣỡi dao phẫu thuật riêng 

biệt. Những trƣờng hợp bệnh phẩm sinh thiết quá nhỏ không thể đánh dấu 
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phân biệt vùng mô ung thƣ và mô lành nên đƣợc thu toàn bộ vào tube ly tâm. 

Sử dụng vùng mô này để tách chiết, tinh sạch DNA bộ gen.  

- Tách chiết DNA từ mẫu mô UTP bằng xylene và tinh sạch bằng phƣơng 

pháp phenol/chloroform (Phụ lục 2). Kiểm tra chất lƣợng DNA mới tách chiết 

bằng phản ứng PCR sử dụng cặp mồi gen nội chuẩn GAPDH (Phụ lục 3). 

- Xác định đột biến gen EGFR và KRAS bằng kỹ thuật giải trình tự gen   

 DNA của bệnh nhân tách chiết từ mẫu mô UT đƣợc sử dụng để 

khuếch đại bằng phản ứng PCR với các cặp mồi đặc hiệu cho các exon 18 ÷ 

21 của gen EGFR (Phụ lục 4) và KRAS (Phụ lục 5) 

 Sản phẩm sau PCR sẽ đƣợc điện di trên gel agarose 1,5%. (Cách 

chuẩn bị gel agarose và tiến hành kỹ thuật điện di: phụ lục 6) 

 Sản phẩm PCR sau khi điện di trên gel agarose đƣợc tinh sạch bằng 

hệ thống Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega) (Phụ lục 7).  

 Đoạn DNA sau khi tinh sạch sẽ đƣợc chạy phản ứng giải trình tự gen 

sử dụng BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems), sau đó đƣợc điện di trên máy giải trình tự gen tự động 

ABI3700 (phụ lục 8).Trình tự gen EGFR và KRAS của bệnh nhân sẽ đƣợc 

đối chiếu và so sánh với trình tự GenBank (gen EGFR: NG_007726, gen 

KRAS: NG_007524, National Center for Biotechnology Information) và phân 

tích theo phần mềm Seqscape (Applied Biosystems). Những quy ƣớc về ký 

hiệu nucleotid trên kết quả giải trình tự đƣợc liệt kê trong phụ lục 8. 

- Xác định đột biến gen EGFR và KRAS bằng kỹ thuật Scorpion ARMS  

 Sử dụng EGFR PCR kit và KRAS PCR kit (Qiagen) tích hợp kỹ 

thuật ARMS và công nghệ Scorpion, phát hiện 29 dạng đột biến gen EGFR và 

7 dạng đột biến gen KRAS bằng phản ứng real-time PCR (Bảng 2.1. và 2.2). 



42 

 Các đoạn mồi Scorpion giúp phát hiện kiểu gen EGFR và KRAS đột 

biến, đƣợc thiết kế dựa trên trình tự gen EGFR và KRAS tham chiếu của ngƣời 

trên ngân hàng gen thế giới. Mỗi mẫu bệnh nhân đƣợc chạy hai lần trong cùng 

một phản ứng cùng với mẫu chứng dƣơng,  chứng âm và  mẫu nội chuẩn  (Phụ 

lục 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 2.1. Sơ đồ nghiên cứu xác định đột biến gen và theo dõi điều trị 

 

Mẫu mô UTP 

Lựa chọn vùng tế bào UT 

Tách chiết và tinh sạch DNA 

Xác định đột biến gen EGFR và KRAS bằng                                          

kỹ thuật Giải trình tự gen và Scorpion ARMS  

 

Điều trị đích bằng erlotinib  Không điều trị đích  

Ghi nhận đáp ứng             

thực thể và toàn trạng  

Ghi nhận thời gian sống thêm  

Có đột biến đáp 

ứng thuốc trên 

gen EGFR  

Bệnh nhân có 

đột biến 

KRAS (bất kể 

là có hay 

không có đột 

biến gen 

EGFR) 

Không có đột 

biến gen 

EGFR    

Bệnh nhân không có đột 

biến gen KRAS  

Có đột biến 

kháng thuốc 

trên gen EGFR  
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Bảng 2.1. Các dạng đột biến exon 18-21 gen EGFR đƣợc phát hiện                                     

bằng kỹ thuật Scorpion ARMS 

Đột biến Exon Biến đổi nucleotid Cosmic ID
 
[123] 

L858R 21 2537T>G 6224 

L861Q 21 2582T>A 6213 

S7681 20 2303G>T 6241 

T790M 18 2369C>T 6240 

G719A 18 2156G>C 6239 

G719S 18 2155G>A 6252 

G719C 18 2155G>T 6253 

Thêm đoạn 20 2307_2308ins9 12376 

2319_2320insCAC 12377 

2310_2311insGGT 12378 

Xóa đoạn 19 2235_2249del15 6223 

2235_2252>AAT 13551 

2236_2253del18 12728 

2237_2251del15 12678 

2237_2254del18 12367 

2237_2255>T 12384 

2236_2250del15 6225 

2238_2255del18 6220 

2238_2248>GC 12422 

2238_2252>GCA 12419 

2239_2247del9 6218 

2239_2253del15 6254 

2239_2256del18 6255 

2239_2248TTAAGAGAAG>C 12382 

2239_2258>CA 12387 

2240_2251del12 6210 

2240_2257del18 12370 

2240_2254del15 12369 

2239_2251>C 12383 
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Bảng 2.2. Các dạng đột biến exon 2 gen KRAS đƣợc phát hiện                                         

bằng kỹ thuật Scorpion ARMS 

Codon Dạng đột biến Biến đổi nucleotid COSMID ID [123] 

12 G12A GGT>GCT 522 

12 G12D GGT>GAT 521 

12 G12R GGT>CGT 518 

12 G12C GGT>TGT 516 

12 G12S GGT>AGT 517 

12 G12V GGT>GTT 520 

13 G12D GGC>GAC 532 

- Các quy trình xác định đột biến gen EGFR và KRAS đƣợc thực hiện 

tại Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein, Trƣờng Đại Học Y Hà Nội. 

2.2.2.2. Đánh giá hiệu quả điều trị  

- Tất cả bệnh nhân đƣợc trực tiếp phỏng vấn, ghi nhận bệnh sử, diễn tiến 

bệnh, các thông số lâm sàng và cận lâm sàng theo mẫu nghiên cứu thống nhất 

(Phụ lục 1). 

- Mỗi bệnh nhân sẽ đƣợc điều trị bằng erlotinib 150mg 1v/ngày, dùng 

đƣờng uống, cho đến khi bệnh có dấu hiệu tiến triển, bệnh nhân tử vong, xuất 

hiện tác dụng phụ không chấp nhận đƣợc của thuốc hoặc khi ngƣời bệnh từ 

chối tiếp tục dùng thuốc. Việc giảm liều thuốc hoặc ngƣng điều trị (nếu có) 

tuân theo quyết định của bác sỹ điều trị. 

- Trong quá trình theo dõi điều trị, bệnh nhân sẽ đƣợc đánh giá mức độ   

đáp ứng điều trị mỗi 03 tháng: 

 Đánh giá đáp ứng toàn trạng theo chỉ số Karnofsky [122] (Bảng 2.3). 

Đáp ứng toàn trạng đƣợc đánh giá thành 2 mức: ổn định/tăng và giảm (chỉ số 

Karnofsky giữ nguyên, tăng lên hoặc giảm đi so với thời điểm đánh giá trƣớc). 
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 Đánh giá đáp ứng thực thể theo tiêu chuẩn RECIST v1.1 [75] 

(Bảng 2.4 và 2.5). Tổn thương đo lường là những tổn thƣơng đo đƣợc kích 

thƣớc trên hình ảnh chụp cắt lớp vi tính hoặc chụp cộng hƣởng từ, đƣợc xác 

định theo bảng 2.4. Trong trƣờng hợp không xác định đƣợc khối u nguyên 

phát (bệnh nhân chỉ có tràn dịch màng phổi tái lập nhiều lần hoặc nhu mô 

phổi tổn thƣơng dạng đông đặc không xác định đƣợc giới hạn kích thƣớc 

u…), đánh giá thực thể sẽ dựa trên tổn thương không đo lường (Bảng 2.5). 

Đây là những tổn thƣơng không đo đƣợc kích thƣớc trên hình ảnh chụp cắt 

lớp vi tính hoặc chụp cộng hƣởng từ (nhƣ dịch màng phổi, nồng độ các chất 

chỉ thị u…). Tổn thương thứ phát là những tổn thƣơng xuất hiện trong quá 

trình điều trị mà trƣớc khi bắt đầu điều trị chƣa có (hạch, di căn…). Tỷ lệ đáp 

ứng (ORR) đƣợc tính bằng tổng tỷ lệ đáp ứng hoàn toàn (%CR) và tỷ lệ đáp 

ứng một phần (%PR). Khi bệnh có dấu hiệu tiến triển, bệnh nhân sẽ đƣợc hội 

chẩn và thay đổi phác đồ điều trị.  

 Ghi nhận thời gian sống thêm bệnh không tiến triển (PFS): bắt 

đầu từ lúc tiếp nhận điều trị đặc hiệu (erlotinib) cho đến khi bệnh có dấu hiệu 

tiến triển (hoặc tử vong khi bệnh chƣa tiến triển), có thông tin cuối cùng trong 

trƣờng hợp mất theo dõi hoặc kết thúc nghiên cứu (tháng) 

 Ghi nhận thời gian sống thêm toàn thể (OS): bắt đầu từ lúc tiếp 

nhận điều trị đặc hiệu (erlotinib) cho đến khi bệnh nhân tử vong (vì bất kỳ 

nguyên nhân gì), có thông tin cuối cùng trong trƣờng hợp mất theo dõi hoặc 

kết thúc nghiên cứu (tháng). 

- Theo dõi và phân độ nặng các tác dụng phụ của thuốc theo tiêu 

chuẩn Đánh giá độc tính và tác dụng phụ của hóa chất của Viện Ung thƣ 

quốc gia Hoa Kỳ, phiên bản 3.0 (CTCAEv3.0) [124] (Phụ lục 10). Việc xử lý 

tác dụng phụ của erlotinib (nhƣ tiêu chảy, phát ban thể nổi mụn…), nếu có, 

tuân theo chỉ định của bác sỹ điều trị. 
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Bảng 2.3.Đánh giá toàn trạng theo chỉ số Karnofsky [122] 

Điểm Mức hoạt động 

100% Không có triệu chứng rõ ràng của bệnh, khả năng hoạt động mạnh  

90% Khả năng hoạt động bình thƣờng, triệu chứng bệnh tối thiểu  

80% Khả năng hoạt động bình thƣờng nhƣng phải cố gắng. Có triệu chứng bệnh  

70% Không thể hoạt động bình thƣờng hoặc làm việc. Tự phục vụ tối thiểu đƣợc 

60% Cần có sự giúp đỡ cần thiết và đƣợc chăm sóc y tế  

50% Cần có sự trợ giúp rất lớn và đƣợc chăm sóc y tế thƣờng xuyên  

40% Không tự phục vụ tối thiểu, cần có sự trợ giúp liên tục và đƣợc chăm sóc đặc biêt 

30% Liệt giƣờng, nằm viện nhƣng chƣa có nguy cơ tử vong  

20% Bệnh nặng chăm sóc đặc biệt ở bệnh viện  

10% Hấp hối  

0% Tử vong 

 

Bảng 2.4. Đánh giá đáp ứng thực thể theo tiêu chuẩn RECIST v1.1                        

đối với các tổn thƣơng đo lƣờng [75] 

Tổn thƣơng 

đo lƣờng 

Tổn thƣơng 

không đo lƣờng 

Tổn thƣơng 

Thứ phát 

Đáp ứng 

tổng thể 

Đáp ứng 

hoàn toàn 

Đáp ứng hoàn toàn Không Đáp ứng hoàn 

toàn 

Đáp ứng 

hoàn toàn 

Không đạt Đáp ứng hoàn toàn và 

không đạt Bệnh tiến triển 

Không Đáp ứng 

một phần 

Đáp ứng 

hoàn toàn 

Không xác định đƣợc Không Đáp ứng 

một phần 

Đáp ứng 

một phần 

Không đạt Bệnh tiến triển và không 

phải không xác định đƣợc 

Không Đáp ứng 

một phần 

Bệnh giữ 

nguyên 

Không đạt Bệnh tiến triển và không 

phải không xác định đƣợc 

Không Bệnh giữ 

nguyên 

Không xác 

định đƣợc 

Không đạt Bệnh tiến triển Không Không xác 

định đƣợc 

Bệnh  

tiến triển 

Bất kỳ Có hoặc không Bệnh  

tiến triển 

Bất kỳ Bệnh tiến triển Có hoặc không Bệnh 

tiến triển 

Bất kỳ Bất kỳ Có Bệnh 

tiến triển 
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Bảng 2.5. Đánh giá đáp ứng thực thể theo tiêu chuẩn RECIST v1.1                            

đối với các tổn thƣơng không đo lƣờng đƣợc [75] 

Tổn thƣơng 

không đo lƣờng 
Tổn thƣơng thứ phát Đáp ứng 

Đáp ứng hoàn toàn Không Đáp ứng hoàn toàn 

Bệnh giữ nguyên Không Bệnh giữ nguyên 

Không xác định đƣợc Không Không xác định đƣợc 

Bệnh tiến triển Có hoặc không Bệnh tiến triển 

Bất kỳ Có Bệnh tiến triển 

Đáp ứng hoàn toàn (CR = Complete Response): các tổn thƣơng biến 

mất, các dấu ấn ung thƣ trở về giới hạn bình thƣờng. 

Đáp ứng một phần (PR = Partial Response): tổn thƣơng giảm ít nhất 

30% tổng đƣờng kính đo lƣờng 

Bệnh giữ nguyên (SD = Stable Disease): duy trì tổn thƣơng không đủ điều 

kiện CR và PD, các dấu ấn ung thƣ duy trì trên mức giới hạn bình thƣờng. 

Bệnh tiến triển (PD = Progressive Disease): tổn thƣơng tiến triển rõ ràng, 

tăng ít nhất 20% tổng đƣờng kính đo lƣờng (ít nhất 5mm), các dấu ấn ung thƣ 

tiếp tục tăng trên mức giới hạn bình thƣờng. 

 

2.3.PHƢƠNG PHÁP XỬ LÝ THỐNG KÊ 

- Quản lý, phân tích thông tin và xử lý số liệu trên máy vi tính bằng phần 

mềm SPSS 21.0. So sánh sự khác biệt giữa các nhóm bằng test Chi bình 

phƣơng hoặc test Fisher nếu cỡ mẫu nhỏ hơn 5. 

- Sử dụng phƣơng pháp Kaplan-Meier để phân tích thời gian sống thêm. 

Sử dụng test Logrank để so sánh thời gian sống thêm trung bình giữa các 

nhóm (với p<0,05 đƣợc xem là có ý nghĩa thống kê). 
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2.4.  DỤNG CỤ, TRANG THIẾT BỊ VÀ HÓA CHẤT NGHIÊN CỨU 

2.4.1.  Dụng cụ: vô trùng tuyệt đối (hấp ƣớt 120
o
C trong 20 phút) 

- Máy hấp vô trùng dụng cụ 

- Tủ lạnh sâu (-30
o
C, -80

o
C) 

- Lò vi sóng 

- Máy ly tâm để bàn, máy ly tâm lạnh 

- Hệ thống điện di Mupid (Nhật Bản), máng đổ gel, lƣợc tạo giếng. 

- Máy soi và chụp ảnh tự động gel agarose đã điện di: Dolphin Chemic 

Wealtec (USA) 

- Máy đo quang phổ (định nồng độ DNA, RNA): Thermo Electron 

Corporation (Biomate) 

- Bồn ủ nhiệt 

- Buồng hút  

- Máy luân nhiệt Gene Amp PCR System 9700 (USA) 

- Máy luân nhiệt định lƣợng Stratagen MX 3000P 

- Máy đọc trình tự gen 3100-Avant Genetic Analyzer (ABI PRISM) 

- Pipettor, pipette tip, polypropylene tube (200µL, 500 µL) 

2.4.2.  Hóa chất 

- Hóa chất tách chiết DNA từ mô ung thư phổi:  

 Dung dịch xylene, dung dịch SDS 10%, ethanol 100%,  

 Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1mM EDTA, 0,5% Tween20),  

 Dung dịch Proteinase K (nồng độ 1 mg/mL). 
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- Hóa chất tách chiết và tinh sạch DNA:  

 Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1mM EDTA, 0,5% Tween20),  

 Dung dịch SDS 10%,  

 Dung dịch Proteinase K (nồng độ 1 mg/mL). 

 Dung dịch phenol:chloroform:isoamyl tỷ lệ 25:24:1 

 Dung dịch chloroform:isoamyl tỷ lệ 24:1 

 Ethanol 100%, ethanol 70%, sodium acetate 3M, pH 5,2 

- Hóa chất chạy PCR (Invitrogen):  

 Dung dịch đệm 10X, hỗn hợp dNTP, Taq polymerase, Mg2+, nƣớc cất. 

 Các cặp mồi đặc hiệu (xuôi và ngƣợc) 

- Hóa chất điện di sản phẩm PCR:  

 Bột agarose, dung dịch TBE (boric acid EDTA), 

 Ethidium bromide, loading dye, thƣớc đo DNA. 

- Hóa chất tinh sạch sản phẩm PCR: Promega Wizard SV gel clean-up 

system (Promega Inc.) gồm dung dịch gắn kết màng, dung dịch rửa màng, 

nƣớc cất không có nuclease. 

- Hóa chất giải trình tự gen: BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) gồm: 

 BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP và dUTP), BigDye buffer,  

 Cặp mồi đặc hiệu,  

 Dung dịch formamide. 
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- Hóa chất chạy real-time PCR theo công nghệ Scorpion ARMS:  EGFR 

PCR kit và KRAS PCR kit (Qiagen) gồm: 

 Dung dịch đệm (có chứa hỗn hộp dNTP), Mg2+, nƣớc cất 

 Các hỗn hợp đoạn mồi Scorpions,  

 Taq DNApolymerase. 

 Dung dịch chứng 

 

2.5. VẤN ĐỀ ĐẠO ĐỨC TRONG NGHIÊN CỨU 

Nghiên cứu đƣợc tiến hành dựa trên sự tự nguyện tham gia của các bệnh 

nhân  đƣợc chẩn đoán UTPKTBN trên lâm sàng. Xét nghiệm phân tích đột 

biến gen EGFR chỉ đƣợc thực hiện khi có sự đồng ý của bệnh nhân và gia 

đình bệnh nhân. Nghiên cứu tiến hành theo nguyên tắc đạo đức trong Tuyên 

bố Helsinki. Các số liệu sử dụng trong luận án đã đƣợc thông qua bởi Hội 

đồng Đạo Đức của Trƣờng Đại học Y Hà Nội. 

Xét nghiệm trên mẫu mô đã sử dụng trong chẩn đoán ban đầu 

UTPKTBN. Trong trƣờng hợp mẫu mô có chất lƣợng kém không thể xác định 

đột biến gen, không yêu cầu lặp lại sinh thiết để phục vụ cho nghiên cứu. 

Trong quá trình thực hiện nghiên cứu, hoàn toàn không can thiệp vào quyết 

định chẩn đoán và điều trị. Các bệnh nhân sẽ chỉ đƣợc ghi nhận các triệu 

chứng lâm sàng và cận lâm sàng của quá trình bệnh diễn tiến. Các thông tin 

của bệnh nhân cung cấp cho nghiên cứu sẽ đƣợc giữ bí mật. Bệnh nhân có thể 

tự rút lui khỏi nghiên cứu bất cứ lúc nào. 

Rủi ro và nguy cơ của nghiên cứu: nguy cơ lớn nhất có thể gặp phải là 

phản ứng quá mẫn với hóa chất, để đảm bảo tính an toàn, những bệnh nhân có 

cơ địa dị ứng sẽ không đƣa vào nghiên cứu. 
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CHƢƠNG 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. XÁC ĐỊNH TỶ LỆ ĐỘT BIẾN GEN EGFR VÀ GEN KRAS 

Từ 01/01/2012 đến 30/12/2013 đã có tổng cộng 181 bệnh nhân từ các 

bệnh viện Hữu Nghị, bệnh viện K Trung Ƣơng, bệnh viện Bạch Mai và bệnh 

viện Phổi Trung Ƣơng  đáp ứng tiêu chuẩn chọn mẫu, đƣợc làm xét nghiệm 

tìm đột biến exon 18-21 gen EGFR và đột biến codon 12-13 exon 2 gen 

KRAS. Các kết quả thu đƣợc nhƣ sau: 

3.1.1. Kết quả tách chiết DNA từ mẫu mô ung thƣ  

Do chỉ tuyển mộ bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn IIIB/IV mới chẩn 

đoán, không còn chỉ định phẫu thuật nên tất cả các mẫu mô ung thƣ trong 

nghiên cứu đều là những mẫu mô sinh thiết đƣợc đúc trong khối nến. Các 

mẫu DNA sau tách chiết đƣợc kiểm tra nồng độ và độ tinh sạch bằng phƣơng 

pháp đo mật độ quang. 

Bảng 3.1. Nồng độ và độ tinh sạch của các mẫu DNA  

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

1 2393 1.72 62 3093 1.71 123 4005 1.83 

2 3178 1.78 63 2644 1.87 124 3802 1.86 

3 2991 1.74 64 1213 1.90 125 1879 1.75 

4 1584 1.70 65 1614 1.90 126 2590 1.85 

5 3591 1.71 66 1619 1.80 127 2463 1.83 

6 1257 1.73 67 2644 1.87 128 2109 1.88 

7 4125 1.88 68 1213 1.90 129 2980 1.74 

8 1821 1.85 69 1816 1.88 130 3211 1.76 

9 4365 1.88 70 1949 1.90 131 3501 1.89 



52 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

10 2538 1.79 71 4164 1.72 132 1899 1.87 

11 2739 1.80 72 2322 1.79 133 3122 1.79 

12 4521 1.78 73 1270 1.86 134 2965 1.84 

13 4343 1.85 74 2978 1.85 135 1822 1.88 

14 3512 1.74 75 1130 1.81 136 1287 1.92 

15 4278 1.77 76 1512 1.80 137 3091 1.76 

16 2393 1.72 77 2834 1.81 138 2073 1.84 

17 3178 1.78 78 4309 1.81 139 1780 1.78 

18 2991 1.74 79 4325 1.84 140 4083 1.83 

19 1584 1.70 80 2724 1.70 141 2930 1.71 

20 3591 1.71 81 3112 1.72 142 2893 1.70 

21 1257 1.73 82 1802 1.73 143 3188 1.78 

22 4125 1.88 83 4380 1.86 144 2961 1.84 

23 1821 1.85 84 2594 1.73 145 2584 1.79 

24 4365 1.88 85 1996 1.86 146 3591 1.73 

25 2538 1.79 86 4164 1.72 147 1257 1.73 

26 2739 1.80 87 2322 1.79 148 2549 1.80 

27 4823 1.78 88 1270 1.86 149 4623 1.78 

28 4343 1.85 89 3978 1.85 150 2347 1.82 

29 3552 1.74 90 1130 1.81 151 3582 1.71 

30 4278 1.77 91 1512 1.80 152 4387 1.76 

31 3218 1.75 92 2834 1.81 153 3978 1.85 

32 4343 1.85 93 4309 1.81 154 2131 1.81 

33 3512 1.74 94 4325 1.84 155 2512 1.83 

34 4278 1.77  95 2724 1.70 156 2732 1.81 

35 2235 1.86 96 3112 1.72 157 4199 1.87 

36 2695 1.76 97 1802 1.73 158 1852 1.83 

37 4329 1.77 98 4380 1.86 159 2287 1.92 

38 2843 1.78 99 2594 1.73 160 3319 1.79 

39 4355 1.79 100 1996 1.86 161 2073 1.84 

40 3990 1.84 101 2280 1.72 162 2180 1.78 

41 3106 1.82 102 2376 1.83 163 1742 1.70 

42 3187 1.73 103 1989 1.88 164 3012 1.78 

43 3477 1.94 104 3524 1.91 165 1802 1.73 
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Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

Mã 

số 

mẫu 

Nồng độ 

DNA 

(ng/µL) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

44 4228 1.93 105 2867 1.70 166 4408 1.86 

45 1219 1.72 106 2679 1.75 167 2719 1.73 

46 3936 1.81 107 2490 1.86 168 3135 1.85 

47 3093 1.71 108 1987 1.80 169 2675 1.71 

48 2644 1.87 109 3588 1.77 170 4128 1.70 

49 1213 1.90 110 4120 1.82 171 2843 1.77 

50 1694 1.90 111 4289 1.89 172 4375 1.79 

51 2695 1.76 112 3478 1.74 173 3580 1.84 

52 4329 1.77 113 3120 1.77 174 3288 1.73 

53 2843 1.78 114 2987 1.71 175 2477 1.94 

54 4355 1.79 115 2531 1.85 176 3828 1.93 

55 3990 1.84 116 1899 1.90 177 2219 1.72 

56 3106 1.82 117 2230 1.76 178 3139 1.81 

57 3187 1.73 118 2198 1.80 179 4169 1.89 

58 3477 1.94 119 1790 1.79 180 2478 1.74 

59 4228 1.93 120 2260 1.82 181 1920 1.77 

60 1219 1.72 121 3166 1.78    

61 3936 1.81 122 3578 1.79    

 

Nhận xét: Kết quả bảng 3.1 cho thấy các mẫu DNA đều có độ tinh sạch 

cao với tỷ số mật độ quang ở bƣớc sóng 260/280 nm nằm trong khoảng 

1,7÷2,0 khi đo trên máy đo quang phổ ở bƣớc sóng 260/280 nm. Nhƣ vậy, 

những mẫu DNA sau tách chiết đều đảm bảo chất lƣợng, đủ điều kiện cho các 

thí nghiệm tiếp theo. 

Kiểm tra chất lƣợng DNA bằng gen nội chuẩn GAPDH: DNA sau tách 

chiết đƣợc tiến hành kiểm tra chất lƣợng DNA bằng phản ứng PCR sử dụng cặp 

mồi đặc hiệu GAPDH và điện di sản phẩm thu đƣợc trên gel agarose 1,5%.  
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Hình 3.1. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR sử dụng mồi GAPDH  

(Giếng 1: chứng âm, giếng 2-8: sản phẩm PCR của các mẫu DNA khác nhau,   giếng 9: marker 100bp) 

Nhận xét: Sản phẩm PCR khuếch đại gen GAPDH chỉ một băng 300 bp 

đặc hiệu, chứng tỏ rằng chất lƣợng DNA tách chiết từ các mẫu mô ung thƣ 

tốt, không bị đứt gãy, đảm bảo đủ tiêu chuẩn cho kỹ thuật giải trình tự gen và 

Scorpion ARMS tiếp theo để xác định đột biến gen. 

3.1.2. Kết quả khuếch đại exon 18-21 gen EGFR và exon 2 gen KRAS 

Kết quả điện di sản phẩm khuếch đại các exon 18, 19, 20, 21 của gen EGFR 

và exon 2 của gen KRAS trên gel agarose 1,5% đƣợc trình bày trong hình 3.2. 

 

 

Hình 3.2. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR của các exon 18, 19, 20 và 21            

gen EGFR (A) và exon 2 gen KRAS (B) trên gel agarose  

(BN: bệnh nhân; (-): mẫu đối chứng âm; giếng 1-4 (hình B): mẫu bệnh nhân) 
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Nhận xét: Sản phẩm PCR của quá trình khuếch đại mỗi exon 18-21 

gen EGFR và exon 2 gen KRAS cho gồm một băng đặc hiệu (chiều dài sản 

phẩm khuếch đại của exon 18, 19, 20 và 21 gen EGFR lần lƣợt là  349 bp, 

397 bp, 408 bp và 374 bp; của exon 2 gen KRAS là 250 bp) có độ sáng đồng 

nhất bờ đều, sắc gọn, không có sản phẩm phụ, đảm bảo đủ tiêu chuẩn cho kỹ 

thuật giải trình tự gen xác định đột biến. Cả hai gen EGFR và KRAS đều sử 

dụng mẫu đối chứng âm là mẫu nƣớc cất cho kết quả âm tính chứng tỏ không 

có hiện tƣợng nhiễm DNA trong phản ứng PCR. 

3.1.3. Kết quả xác định đột biến bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

3.1.3.1. Kết quả xác định đột biến gen EGFR 

Sử dụng mẫu mô lành tính để đối chiếu so sánh. Kết quả cho thấy đã phát 

hiện các dạng đột biến khác nhau trên exon 18, 19, 20 và 21 của gen EGFR. 

Bằng kỹ thuật giải trình tự gen, nghiên cứu phát hiện đƣợc 25 trƣờng hợp mang 

đột biến L858R trong 181 bệnh nhân. Đây là đột biến thay thế một nucleotid xảy 

ra ở codon 858 thuộc exon 21 gen EGFR. Hình ảnh đột biến này đƣợc minh họa 

trong hình 3.3. 

 

Hình 3.3. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến L858R 

 trên exon 21 của gen EGFR (mã số mẫu 110) 

Nhận xét: Hình 3.3 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến L858R tại 

exon 21 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 110) bằng kỹ thuật giải 

       Mẫu lành tính           Mẫu bệnh nhân ung thƣ 
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trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 2537 trên 

exon 21, xuất hiện thêm một đỉnh T bị biến đổi thành G, làm cho acid amin 

Leucine (L) tại codon 858 biến đổi thành Arginine (R), gây nên đột biến 

L858R. 

Bằng kỹ thuật giải trình tự gen, nghiên cứu phát hiện đƣợc 2 trƣờng hợp 

mang đột biến L861Q trong 181 bệnh nhân. Đây là đột biến thay thế một 

nucleotid xảy ra ở codon 861 thuộc exon 21 gen EGFR. Hình ảnh đột biến này 

đƣợc minh họa trong hình 3.4. 

 

 

Hình 3.4. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến                                  

L861Q trên exon 21 của gen EGFR (mã số mẫu 23) 

Nhận xét:  Hình 3.4 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến L861Q tại 

exon 21 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 23) bằng kỹ thuật giải trình 

tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 2582 trên exon 

21, xuất hiện thêm một đỉnh T bị biến đổi thành A, làm cho acid amin Leucine 

(L) tại codon 861 biến đổi thành Glutamine (Q), gây nên đột biến L861Q. 

Bằng kỹ thuật giải trình tự gen, nghiên cứu phát hiện đƣợc 45 trƣờng hợp 

mang đột biến LREA trong 181 bệnh nhân. Đây là đột biến xóa đoạn điển hình 

xảy ra ở exon 19 gen EGFR. Hình ảnh đột biến này đƣợc minh họa trong hình 3.5. 

      Mẫu lành tính           Mẫu bệnh nhân ung thƣ 
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Hình 3.5. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến  

xóa đoạn LREA trên exon 19 của gen EGFR (mã số mẫu 179)      

Nhận xét: Hình 3.5 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến xóa đoạn 

LREA tại exon 19 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 179) bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  xuất hiện hiện 

tƣợng xóa đoạn 15 nucleotid trên exon 19 (mũi tên chỉ vị trí bắt đầu có đột 

biến xóa đoạn), làm cho các acid amin acid glutamic(E)-leucine(L)-

arginine(R)-acid glutamic(E)-alanine(A) tại các codon 746 đến 750 bị mất, do 

đó đột biến này có tên là đột biến ∆E746-A750 hay LREA. 

Bằng kỹ thuật giải trình tự gen, nghiên cứu phát hiện đƣợc các đột biến 

G719S (exon 18), đột biến T790M đơn độc (exon 20), đột biến đôi T70M (exon 

20 + L858R (exon 21) và đột biến đôi S768I + V769L (exon 20). Mỗi loại đột 

biến trên chỉ có 1 trƣờng hợp trong 181 bệnh nhân. Đây là các đột biến thay thế 

một nucleotid xảy ra trên gen EGFR. Hình ảnh các đột biến này đƣợc minh họa 

trong hình 3.6, 3.7 và 3.8. 

 

       Mẫu lành tính             Mẫu bệnh nhân ung thƣ 
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Hình 3.6. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G719S 

 trên exon 18 của gen EGFR (mã số mẫu 102) 

Nhận xét: Hình 3.6 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G719S tại 

exon 18 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 102) bằng kỹ thuật giải 

trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 2155 trên 

exon 21, xuất hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành A, làm cho acid amin 

Glycine (G) tại codon 718 biến đổi thành Serine (S), gây nên đột biến G719S. 

 

 

Hình 3.7. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến T790M  

 trên exon 20 và đột biến L858R trên exon 21 gen EGFR  

của cùng một bệnh nhân (mã số mẫu 48) 

           Mẫu lành tính    Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

      Mẫu lành tính                           

Mẫu bệnh nhân     

ung thƣ 

CTG>CGG (L858R) CAC>CAT (T790M) 

(T790M) 
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Nhận xét: Hình 3.7 là hình ảnh đại diện cho kết quả phát hiện đồng thời 

2 đột biến trên trên cùng một bệnh nhân (có mã số mẫu 48): đột biến T790M 

trên exon 20 và đột biến L858R trên exon 21 gen EGFR bằng kỹ thuật giải 

trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại  vị trí nucleotid 2369 

trên exon 20, xuất hiện thêm một đỉnh C bị biến đổi thành T, làm cho acid 

amin Threonine (T) tại bị biến đổi thành Methionine (M), gây nên đột biến 

T790M. Đồng thời, tại vị trí nucleotid 2537 trên exon 21, xuất hiện thêm một 

đỉnh T bị biến đổi thành G, làm cho acid amin Leucine (L) tại codon 858 biến 

đổi thành Arginine (R), gây nên đột biến L858R. 

 

 

Hình 3.8. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến S768I và V769L 

trên exon 20  gen EGFR của cùng một bệnh nhân (mã số mẫu 114) 

Nhận xét: Hình 3.8 là hình ảnh đại diện cho kết quả phát hiện đồng thời 2 

đột biến trên cùng một bệnh nhân (có mã số mẫu 114): đột biến S768I và đột 

biến V769L exon 20 trên gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự gen. So sánh với 

trình tự DNA lành tính, tại vị trí nucleotid 2303 trên exon 20  xuất hiện thêm một 

đỉnh G bị biến đổi thành T, làm cho acid amin Serine (S) tại codon 768, bị biến 

đổi thành Isoleucine (I), gây nên đột biến S768I. Đồng thời, tại vị trí nucleotid 

2305, xuất hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành T, làm cho acid amin Valine 

(V) tại codon 769 bị biến thành Leucine (L) gây nên đột biến V769L. 

          Mẫu lành tính                          Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

      AGC>ATC (S768I) 

GTG>TTG (V769L) 
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Bên cạnh các đột biến đã biết, kỹ thuật giải trình tự gen đã xác định đƣợc 

4 đột biến mới, mỗi đột biến chỉ có 1 trƣờng hợp, gồm: đột biến c.2173delA ở 

exon 18, c.2373_2374delAA ở exon 20, c.2499_2521del23 ở exon 21 và 

c.2554/2555insACA ở exon 21. Hình ảnh giải trình tự xác định các đột biến 

này đƣợc minh họa ở các hình 3.9 – 3.12. 

 

Hình 3.9. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến xóa 1 nucleotid A 

tại vị trí 2137 (c.2137delA) trên exon 18 của gen EGFR (mã số mẫu 55) 

Nhận xét: Hình 3.9 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến xóa 1 

nucleotid A trên exon 18 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 55) bằng 

kỹ thuật giải trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  xuất hiện hiện 

tƣợng xóa 1 nucleotid A tại vị trí 2137 trên exon 18 của gen EGFR gây nên 

đột biến c.2137delA.  

 

Hình 3.10. Kết quả xác định đột biến xóa 2 nucleotid c.2373_2374delAA 

exon 20 gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự gen (mã số mẫu 157) 

           Mẫu lành tính                               Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

Vị trí xóa 1 nucleotid (c.2137delA) 

      Mẫu lành tính                    Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

Vị trí xóa 2 nucleotid 

(c.2373_2374delAA) 
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Nhận xét: Đây là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến xóa hai 

nucleotid tại exon 20 gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự gen. So sánh trình 

tự DNA lành tính, trên exon 20 DNA bệnh nhân ung thƣ  (có mã số mẫu 157), 

2 adenine đã bị xóa tại vị trí nucleotid 2374 và 2374 gây nên đột biến 

c.2373_2374 delAA. 

 
Hình 3.11. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện biến xóa đoạn 

c.2499_2521del23 trên exon 21 của gen EGFR (mã số mẫu 79) 

Nhận xét: Hình 3.11 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến xóa đoạn 

23 nucleotid tại exon 21 của bệnh nhân UTP (có mã số mẫu 79) bằng kỹ thuật 

giải trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  xuất hiện hiện tƣợng 

xóa đoạn 23 nucleotid từ vị trí 2499 đến 2521 trên exon 21 (mũi tên chỉ vị trí 

bắt đầu có đột biến xóa đoạn), gây nên đột biến c.2499_2521del23. 

 
Hình 3.12. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện                                                   

đột biến thêm 3 nucleotid ACA tại vị trí 2554-2555 (c.2554/2555insACA) 

trên exon 21 của gen EGFR (mã số mẫu 36) 

                Mẫu lành tính                                  Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

Vi trí xóa 23 nucleotid (c.2499_2521del) 

      Mẫu lành tính                       Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

Vị trí thêm 3 nucleotid  

(c.2554/2555insACA) 



62 

Nhận xét: Hình 3.12 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến thêm 3 

nucleotid ACA trên exon 21 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 36) 

bằng kỹ thuật giải trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  xuất hiện 

hiện tƣợng thêm 3 nucleotid ACA tại vị trí giữa nucleotid 2554 và 2555 gây 

nên đột biến c.2554/2555insACA. 

3.1.3.2. Kết quả xác định đột biến gen KRAS 

Kết quả giải trình tự gen của của bệnh nhân ung thƣ luôn đƣợc đối 

chiếu với trình tự của gen KRAS lành tính để giúp phát hiện đột biến. Tỷ lệ 

chi tiết các loại đột biến gen KRAS đƣợc liệt kê trong bảng 3.8. Hình 3.13-

3.18 là hình ảnh đại diện các loại đột biến của exon 2 trên gen KRAS trong 

nghiên cứu đƣợc phát hiện bằng kỹ thuật giải trình tự gen: 

 
Hình 3.13. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G12C 

 trên exon 2 của gen KRAS (mã số mẫu 168) 

Nhận xét:  Hình 3.13 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G12C tại 

exon 2 của bệnh nhân ung thƣ phổi (có mã số mẫu 168) bằng kỹ thuật giải 

trình tự gen. So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 34 trên 

exon 2, xuất hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành T, làm cho acid amin 

Glycine (G) tại codon 12 biến đổi thành Cystein (C), gây nên đột biến G12C. 

          Mẫu lành tính                   Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

GGT>TGT (G12C) 
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Hình 3.14. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G12V 

trên exon 2 của gen KRAS (mã số mẫu 16) 

Nhận xét: Hình 3.14 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G12V tại 

exon 2 của bệnh nhân UTP (có mã số mẫu 16) bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 35 trên exon 2, xuất 

hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành T, làm cho acid amin Glycine (G) tại 

codon 12 biến đổi thành Valine (V), gây nên đột biến G12V. 

 

Hình 3.15. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G12A 

 trên exon 2 của gen KRAS (mã số mẫu 85) 

 Nhận xét: Hình 3.15 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G12A tại 

exon 2 của bệnh nhân UTP (có mã số mẫu 85) bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 35 trên exon 2, xuất 

       Mẫu lành tính        Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

 Codon 12   Codon 13             Codon 12   Codon 13 

GGT>GTT (G12V) 

     Mẫu lành tính            Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

 Codon 12   Codon 13             Codon 12  Codon 13 

GGT>GCT (G12A) 
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hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành C, làm cho acid amin Glycine (G) tại 

codon 12 biến đổi thành alanine (A), gây nên đột biến G12A. 

 

Hình 3.16. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G12D 

 trên exon 2 của gen KRAS (mã số mẫu 147) 

Nhận xét: Hình 3.16 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G12D tại 

exon 2 của bệnh nhân UTP (có mã số mẫu 147) bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 35 trên exon 2, xuất 

hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành A, làm cho acid amin Glycine (G) tại 

codon 12 biến đổi thành acid aspartic (D), gây nên đột biến G12D. 

 

Hình 3.17. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G12S 

 trên exon 2 của gen KRAS (mã số mẫu 93) 

       Mẫu lành tính     Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

 Codon 12 Codon 13         Codon 12   Codon 13 

GGT>GAT (G12D) 

       Mẫu lành tính        Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

 Codon 12  Codon 13           Codon 12  Codon 13 

GGT>AGT 

(G12S) 
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Nhận xét: Hình 3.17 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G12S tại 

exon 2 của bệnh nhân UTP (có mã số mẫu 93) bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 34 trên exon 2, xuất 

hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành A, làm cho acid amin Glycine (G) tại 

codon 12 biến đổi Serine (S), gây nên đột biến G12S. 

 

 

Hình 3.18. Hình ảnh giải trình tự gen phát hiện đột biến G13D 

 trên exon 2 của gen KRAS (mã số mẫu 79) 

Nhận xét: Hình 3.18 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến G13D tại 

exon 2 của bệnh nhân UTP (có mã số mẫu 79) bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh với trình tự DNA lành tính,  tại vị trí nucleotid 38 trên exon 2, xuất 

hiện thêm một đỉnh G bị biến đổi thành A, làm cho acid amin Glycine (G) tại 

codon 12 biến đổi thành acid aspartatic (D), gây nên đột biến G13D. 

Hình ảnh trình tự ở các hình từ 3.3 đến 3.18 cho thấy các đỉnh tín hiệu 

không bị nhiễu, chứng tỏ các quy trình kỹ thuật đạt yêu cầu (khuếch đại các 

exon gen EGFR và gen KRAS, tinh sạch sản phẩm PCR từ gel...), sản phẩm 

thu đƣợc từ mỗi giai đoạn đều tinh khiết, không lẫn sản phẩm phụ. 

           Mẫu lành tính     Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

  Codon 12 Codon 13      Codon 12 Codon 13 

GGC>GAC (G13D) 
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3.1.4. Kết quả xác định đột biến bằng kỹ thuật Scorpion ARMS 

3.1.4.1.Kết quả xác định đột biến gen EGFR  

Bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, nghiên cứu đã xác định đƣợc 51 trƣờng 

hợp đột biến LREA (exon 19), 43 trƣờng hợp đột biến L858R (exon 21), 4 

trƣờng hợp đột biến L861Q (exon 21), còn lại là các đột biến khác. Tỷ lệ chi 

tiết các loại đột biến gen EGFR đƣợc trình bày trong bảng 3.2. 

 

Hình 3.19. Hình ảnh phát hiện đột biến L858R (exon 21) + T790M  (exon 

20) gen EGFR của cùng một bệnh nhân (mã số mẫu 48)                                       

bằng kỹ thuật Scorpion ARMS 

Nhận xét: Kết quả hình 3.19 cho thấy xuất hiện đƣờng cong tín hiệu 

tƣơng ứng với đột biến L858R và T790M chứng tỏ mẫu DNA ung thƣ của 

bệnh nhân này (có mã số mẫu 48) mang cả hai loại đột biến trên. 

Mẫu nội 

chuẩn 

Đột biến 

L858R 

Đột biến 

T790M 
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Với một số mẫu DNA mà kỹ thuật giải trình tự gen cho kết quả còn nghi 

ngờ, kỹ thuật Scorpion ARMS giúp khẳng định đột biến, ví dụ nhƣ trong 

trƣờng hợp các mẫu có mã số 33, 141 và 08, đƣợc thể hiện qua hình 3.20 - 

3.22. Tuy nhiên, cũng có trƣờng hợp kỹ thuật Scorpion ARMS không xác 

định đủ đột biến nhƣ kỹ thuật giải trình tự gen (trƣờng hợp mẫu có mã số 114, 

đƣợc thể hiện qua hình 3.23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.20. Hình ảnh kết quả đột biến L858R exon 21 gen EGFR 

bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu 33) 

Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 33), khi xác định đột biến bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen, trên exon 21 của gen EGFR, tại vị trí nucleotid T ở 

codon 858, xuất hiện thêm một đỉnh tín hiệu tƣơng ứng với nucleotid G. Tuy 

            Mẫu lành tính       Mẫu bệnh nhân ung thƣ             

                                       nghi ngờ có đột biến L858R 

Mẫu nội chuẩn 

Mẫu bệnh nhân  
đột biến L858R 
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nhiên, đỉnh tín hiệu này thấp, dẫn đến nghi ngờ đây là đột biến L858R ở mẫu 

mô có nồng độ DNA ung thƣ thấp hoặc chỉ là tín hiệu nhiễu của hình ảnh giải 

trình tự gen. Khi phân tích mẫu DNA này bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, 

xuất hiện đƣờng cong tín hiệu của đột biến L858R bên cạnh đƣờng cong tín 

hiệu của mẫu nội chuẩn. Nhƣ vậy, có thể khẳng định đây là một mẫu DNA 

mang đột biến L858R exon 21 gen EGFR. 

 

 

Hình 3.21. Hình ảnh kết quả khẳng định đột biến L861Q trên exon 21 

của gen EGFR bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu 141) 

Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 141), khi xác định đột biến bằng kỹ thuật 

giải trình tự gen, trên exon 21 gen EGFR, tại vị trí nucleotid T ở codon 861, xuất 

     Mẫu lành tính                          Mẫu bệnh nhân ung thƣ             

                                                  nghi ngờ có đột biến L861Q 



69 

hiện thêm một đỉnh tín hiệu tƣơng ứng với nucleotid C. Tuy nhiên, đỉnh tín hiệu 

này thấp, dẫn đến nghi ngờ đây là đột biến L861Q ở mẫu mô có nồng độ DNA 

ung thƣ thấp hoặc chỉ là tín hiệu nhiễu của hình ảnh giải trình tự gen. Khi phân 

tích bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, xuất hiện đƣờng cong tín hiệu của đột biến 

L861R bên cạnh đƣờng cong tín hiệu của mẫu nội chuẩn. Nhƣ vậy có thể khẳng 

định đây là một mẫu DNA mang đột biến L861Q exon 21 gen EGFR. 

 

 

Hình 3.22. Hình ảnh kết quả khẳng định đột biến LREA trên exon 19 của 

gen EGFR bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu 08) 

     Mẫu lành tính                               

Mẫu bệnh nhân ung thƣ nghi ngờ có đột biến xóa đoạn LREA 

Vị trí nghi ngờ bắt đầu có đột biến xóa đoạn                               
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Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 08), khi xác định đột biến bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen, trên exon 19 của gen EGFR, từ vị trí codon 746 bắt 

đầu xuất hiện hiện tƣợng các đỉnh tín hiệu bị nhiễu dạng chồng lắp, với chiều 

cao các đỉnh tín hiệu thấp, dẫn đến nghi ngờ xuất hiện đột biến xóa đoạn hoặc 

là hiện tƣợng nhiễu của tín hiệu nền. Khi phân tích mẫu DNA này bằng kỹ 

thuật Scorpion ARMS, xuất hiện đƣờng cong tín hiệu của đột biến LREA bên 

cạnh đƣờng cong tín hiệu của mẫu nội chuẩn. Nhƣ vậy có thể khẳng định đây 

là một mẫu DNA mang đột biến xóa đoạn LREA exon 19 gen EGFR. 

 

 

Hình 3.23. Hình ảnh xác định đột biến S768I và V769L exon 20 trên cùng 

bệnh nhân bằng kỹ thuật giải trình tự gen (trên) và Scorpion ARMS (dƣới) 

(mã số mẫu 114) 

        Mẫu lành tính                    Mẫu bệnh nhân ung thƣ 

      AGC>ATC (S768I) 

GTG>TTG (V769L) 
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Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 114), kỹ thuật giải trình tự gen đã 

xác định bệnh nhân mang đồng thời 2 đột biến điểm trên exon 20 là đột biến 

S768I và V769L. Khi xác định đột biến bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, do 

thiết kế mồi của kít EGFR chỉ có cặp mồi phát hiện đột biến S768I mà không 

có cặp mồi phát hiện đột biến V769L nên phản ứng real-time PCR chỉ có thể 

phát hiện đƣợc một đột biến S768I trên DNA bệnh nhân. 

3.1.4.2. Kết quả xác định đột biến gen KRAS  

Tƣơng tự nhƣ đột biến gen EGFR, bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, 

nghiên cứu cũng xác định đƣợc các đột biến tại exon 2 gen KRAS với số 

lƣợng nhiều hơn khi làm bằng kỹ thuật giải trình tự. Tỷ lệ chi tiết các loại đột 

biến gen KRAS đƣợc liệt kê trong bảng 3.6.  

Với một số mẫu DNA mà kỹ thuật giải trình tự gen cho kết quả còn 

nghi ngờ, kỹ thuật Scorpion ARMS cũng giúp khẳng định đột biến, ví dụ 

nhƣ trong trƣờng hợp các mẫu có mã số 15, 132 và 181, đƣợc thể hiện qua 

hình 3.24 - 3.26.  

  

Hình 3.24. Hình ảnh kết quả khẳng định đột biến G12D (codon 12) của 

gen KRAS bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu 15) 

         Mẫu lành tính    Mẫu bệnh nhân ung thƣ             

                                nghi ngờ có đột biến G12D 

        Codon 12 Codon 13           Codon 12 Codon 13 

GGT>GAT (G12D) 
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Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 15), khi xác định đột biến bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen, tại vị trí nucleotid 35 tƣơng ứng nucleotid G, codon 12 

của gen KRAS xuất hiện thêm một đỉnh tín hiệu tƣơng ứng với nucleotid A. 

Tuy nhiên, đỉnh tín hiệu này rất thấp, dẫn đến nghi ngờ đây là đột biến G12D 

ở mẫu mô có nồng độ DNA ung thƣ thấp hoặc chỉ là tín hiệu nhiễu của hình 

ảnh giải trình tự gen. Khi phân tích mẫu DNA này bằng kỹ thuật Scorpion 

ARMS, xuất hiện đƣờng cong tín hiệu của đột biến G12D bên cạnh đƣờng 

cong tín hiệu của mẫu nội chuẩn. Nhƣ vậy có thể khẳng định đây là một mẫu 

DNA mang đột biến G12D exon 2 gen KRAS  

 

 

Hình 3.25. Hình ảnh kết quả khẳng định đột biến G12V (codon 12) gen 

KRAS bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu 132) 

        Mẫu lành tính         Mẫu bệnh nhân ung thƣ            

                                    nghi ngờ có đột biến G12V 

   Codon 12  Codon 13              Codon 12  Codon 13 

GGT>GTT (G12V) 
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Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 132), khi xác định đột biến bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen, tại vị trí nucleotid 35 tƣơng ứng với nucleotid G, codon 

12 của gen KRAS, xuất hiện thêm một đỉnh tín hiệu tƣơng ứng với nucleotid 

T. Tuy nhiên, đỉnh tín hiệu này rất thấp, dẫn đến nghi ngờ đây là đột biến 

G12V ở mẫu mô có nồng độ DNA ung thƣ thấp hoặc chỉ là tín hiệu nhiễu của 

hình ảnh giải trình tự gen. Khi phân tích mẫu DNA này bằng kỹ thuật 

Scorpion ARMS, xuất hiện đƣờng cong tín hiệu của đột biến G12V bên cạnh 

đƣờng cong tín hiệu của mẫu nội chuẩn. Nhƣ vậy, có thể khẳng định đây là 

một mẫu DNA mang đột biến G12V exon 2 gen KRAS. 

  

 

Hình 3.26. Hình ảnh kết quả khẳng định đột biến G13D (codon 13) của 

gen KRAS bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu 181) 

       Mẫu lành tính           Mẫu bệnh nhân ung thƣ            

                                       nghi ngờ có đột biến G13D 

   Codon 12  Codon 13                  Codon 12 Codon 13 

GGC>GAC (G13D) 
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Nhận xét: Ở mẫu DNA này (mã số 181), khi xác định đột biến bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen, tại codon 13 gen KRAS, tại vị trí nucleotid 38 là vị trí 

nucleotid G xuất hiện thêm một đỉnh tín hiệu tƣơng ứng với nucleotid A. Tuy 

nhiên, đỉnh tín hiệu này rất thấp, dẫn đến nghi ngờ đây là đột biến G13D ở 

mẫu mô có nồng độ DNA ung thƣ thấp hoặc chỉ là tín hiệu nhiễu khi thực 

hiện kỹ thuật. Khi phân tích mẫu DNA này bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, 

xuất hiện đƣờng cong tín hiệu của cặp mồi đột biến G13D bên cạnh đƣờng 

cong tín hiệu của cặp mồi trong mẫu chứng. Nhƣ vậy, có thể khẳng định đây 

là một mẫu DNA mang đột biến G13D exon 2 gen KRAS. 

3.1.5. Kết quả xác định tỷ lệ đột biến gen  

3.1.5.1. Kết quả xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR 

Khi thực hiện hai kỹ thuật giải trình tự gen và kỹ thuật và Scorpion 

ARMS để xác định đột biến exon 18, 19, 20 và 21 gen EGFR trên 181 mẫu mô 

UTPKTBN, đã xác định đƣợc các dạng và tỷ lệ đột biến khác nhau. Các dạng 

đột biến phát hiện đƣợc cũng có sự khác biệt khi làm bằng các kỹ thuật khác 

nhau (Bảng 3.2). Nghiên cứu phát hiện đƣợc 4 loại đột biến mới chƣa công 

bốgồm đột biến c.2137delA (exon 18), c.2373_2374delAA (exon 20), 

c.2499_2521del23 (exon 21) và c.2554/2555insACA (exon 21); 3 loại đột biến 

kháng thuốc EGFR TKIs, gồm: đột biến T790M (exon 20), đột biến S768I + 

V769L (exon 20) và đột biến T790M (exon 20) + L858R (exon 21). Các đột 

biến còn lại đã đƣợc công bố là đột biến nhạy cảm với thuốc điều trị đích. Hầu 

hết các bệnh nhân đều mang 1 loại đột biến, chỉ có 2 bệnh nhân mang đột biến 

đôi. Phân bố các loại đột biến theo exon của gen EGFR đƣợc trình bày trên 

bảng 3.3. 
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Bảng 3.2. Tỷ lệ các loại đột biến gen EGFR 

Loại đột biến 
Kỹ thuật  

giải trình tự  

Kỹ thuật           

Scorpion ARMS 

Tổng hợp                 

2 kỹ thuật 

G719S (exon 18) 1  1  1 (0,9%) 

c.2137 delA (exon 18) 1  0 1 (0,9%) 

LREA (exon 19) 45 51  51 (48,2%) 

T790M (exon 20) 1  1  1 (0,9%) 

S768I + V769L (exon 20) 1  0  1 (0,9%) 

c.2373_2374 delAA (exon 20) 1  0 1 (0,9%) 

L858R (exon 21) 25 43 43 (40,7%) 

L861Q (exon 21) 2  4  4 (3,8%) 

c.2499_2521del23 (exon 21) 1  0  1 (0,9%) 

c.2554/2555insACA (exon 21) 1  0  1 (0,9%) 

T790M (exon 20)+L858R (exon 21) 1  1 1 (0,9%) 

Tổng số đột biến 80  101 106 (100%) 

Tỷ lệ đột biến 80/181=44,2% 101/181=55,8% 106/181=58,6% 

Nhận xét:  

- Sử dụng kỹ thuật Scorpion ARMS đã giúp phát hiện đƣợc 

101/181(55,8%) bệnh nhân mang đột biến, trong khi chỉ phát hiện đƣợc 

80/181 (44,2%) bệnh nhân mang đột biến khi làm bằng kỹ thuật giải trình tự 

gen. Tuy nhiên, bằng kỹ thuật giải trình tự gen đã phát hiện đƣợc 4 bệnh nhân 

mang đột biến mới mà kỹ thuật Scorpion ARMS không phát hiện đƣợc. Nhƣ 

vậy, sử dụng cả hai kỹ thuật này giúp phát hiện tổng cộng 106 bệnh nhân đột 

biến gen EGFR trên 181 bệnh nhân, chiếm tỷ lệ 58,6%. 

- Trong số những trƣờng hợp mang đột biến, loại đột biến LREA exon 

19 chiếm tỷ lệ cao nhất (48,2%), sau đó đến đột biến L858R (40,7%). Tỷ lệ 

phát hiện đột biến LREA, L858R và L861Q bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

thấp hơn kỹ thuật Scorpion ARMS (số trƣờng hợp bị bỏ sót lần lƣợt là 6, 18 
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và 2 trƣờng hợp). Tuy nhiên, kỹ thuật Scorpion ARMS không phát hiện đƣợc 

4 loại đột biến mới là c.2137delA (exon 18), c.2373_2374delAA (exon 20), 

c.2499_2521del23 (exon 21) và  c.2554/2555insACA (exon 21). Bên cạnh 

đó, trƣờng hợp mang đột biến đôi S768I + V769L (exon 20) chỉ đƣợc phát 

hiện đầy đủ bằng kỹ thuật giải trình tự, kỹ thuật Scorpion ARMS chỉ phát 

hiện đƣợc đột biến S768I, không phát hiện đƣợc đột biến V769L. 

 

Biểu đồ 3.1. Tỷ lệ các loại đột biến gen EGFR trong nghiên cứu 

Bảng 3.3. Tỷ lệ phân bố đột biến theo exon trên gen EGFR 

Exon bị đột biến Tỷ lệ  

Exon 18 2 (1,9%)  

Exon 19 51 (48,2%) 

Exon 20 3 (2,8%) 

Exon 21 49 (46,2%) 

Exon 20 + exon 21 1 (0,9%) 

Tổng số đột biến 106 (100%) 
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Nhận xét: Đột biến tại exon 19 và 21 chiếm đa số với tỷ lệ lần lƣợt là 

48,2% và 46,2%. Đột biến tại exon 18 hiếm nhất với chỉ 2 đột biến, chiếm tỷ 

lệ 1,9%. Có 3 trƣờng hợp mang đột biến tại exon 20, chiếm tỷ lệ 2,8%. Đột 

biến đôi trên exon 20 và exon 21 có 1 trƣờng hợp (0,9%). 

Bảng 3.4. Tỷ lệ bệnh nhân theo số lƣợng đột biến/bệnh nhân 

Bệnh nhân Số lƣợng (Tỷ lệ) 

Mang 1 đột biến gen EGFR 104 (98,1%) 

Mang 2 đột biến gen EGFR 2 (1,9%) 

Tổng số 106 (100%) 

Nhận xét: Chiếm đa số trƣờng hợp là các đột biến đơn độc (98,1%), chỉ có 2 

trƣờng hợp mang đột biến đôi (1,9%). 

Bảng 3.5. Tỷ lệ đột biến theo tính đáp ứng thuốc EGFR TKIs 

Đột biến đã biết Số lƣợng (Tỷ lệ) 

Tăng tính nhạy cảm thuốc 99 (97,0%) 

Kháng thuốc 3 (3,0%) 

Tổng số 102 (100%) 

Nhận xét: Trong 106 đột biến đƣợc phát hiện trong nghiên cứu có 4 đột 

biến mới chƣa đƣợc công bố là có đáp ứng với thuốc EGFR TKIs dạng phân 

tử nhỏ nhƣ erlotinib, gefitinib hay không. Trong 102 đột biến còn lại, đột biến 

gây kháng thuốc chỉ chiếm 3 trƣờng hợp (3,0%) gồm đột biến T790M, 

T790M+L858R, S768I+V769L,  so với đột biến tăng tính nhạy cảm với thuốc 

là 97,0%. 
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3.1.6.2. Kết quả xác định tỷ lệ đột biến gen KRAS 

Thực hiện hai kỹ thuật giải trình tự gen và Scorpion ARMS để phát hiện 

đột biến exon 2 gen KRAS trên 181 mẫu mô UTPKTBN, đã xác định đƣợc 

các dạng và các tỷ lệ đột biến khác nhau. Các loại đột biến tìm đƣợc đƣợc liệt 

kê trong bảng 3.6. Tất cả các dạng đột biến tại codon 12 và codon 13 trên 

exon 2 của gen KRAS đều là đột biến gây kháng thuốc EGFR TKIs. Tất cả 

các trƣờng hợp chỉ mang 1 đột biến. Phân bố đột biến theo codon ở exon 2 

trên gen KRAS đƣợc trình bày tại bảng 3.7. 

Bảng 3.6. Tỷ lệ các loại đột biến gen KRAS 

Loại đột biến 
Kỹ thuật  

giải trình tự gen 

Kỹ thuật           

Scorpion ARMS 

Tổng hợp                 

2 kỹ thuật 

G12A (codon 12) 2  3  3 (10,7%) 

G12D (codon 12) 9  10  10 (35,7%) 

G12C (codon 12) 2  4  4 (14,3%) 

G12S (codon 12) 1  1  1 (3,6%) 

G12V (codon 12) 5  5  5 (17,8%) 

G13D (codon 13) 4  5  5 (17,8%) 

Tổng số đột biến 23  28  28 (100%) 

Tỷ lệ đột biến 23/181 = 12,7% 28/181 = 15,5% 28/181 = 15,5% 

Nhận xét:  

- Sử dụng kỹ thuật Scorpion ARMS giúp phát hiện đƣợc 28/181 bệnh 

nhân mang đột biến (15,5%) trong khi số lƣợng này là 23/181 bệnh nhân khi 

làm bằng kỹ thuật giải trình tự gen (12,7%). Không phát hiện đƣợc trƣờng hợp 

nào mang đột biến mới. Nhƣ vậy, sử dụng hai kỹ thuật này giúp phát hiện tổng 

cộng 28 bệnh nhân đột biến gen KRAS trên 181 bệnh nhân, chiếm tỷ lệ 15,5%. 
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- Trong số những trƣờng hợp mang đột biến, loại đột biến G12D (codon 

12) chiếm tỷ lệ cao nhất (35,7%),  tiếp đó đến đột biến G13D và G12V 

(17,8%). Đột biến G12S (codon 12) chiếm tỷ lệ thấp nhất (3,6%). Tỷ lệ phát 

hiện các đột biến bằng kỹ thuật giải trình tự thấp hơn kỹ thuật Scorpion ARMS. 

Không có trƣờng hợp nào bị bỏ sót khi làm bằng kỹ thuật Scorpion ARMS. 

Không phát hiện đột biến nào mới chƣa công bố hoặc đột biến ngoài codon 12, 

codon 13. Không có trƣờng hợp nào mang cùng lúc 2 đột biến gen KRAS. 

 

Biểu đồ 3.2. Tỷ lệ các loại đột biến gen KRAS trong nghiên cứu 

Bảng 3.7. Tỷ lệ phân bố đột biến gen KRAS theo codon tại exon 2 

Codon bị đột biến Tỷ lệ  

Codon 12 23 (82,2%) 

Codon 13 5 (17,8%) 

Tổng số đột biến 28 (100%) 

Nhận xét: Đột biến tại codon 12 chiếm đa số với tỷ lệ 82,2%, cao gấp 

4,6 lần đột biến tại codon 13 (17,8%). 
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3.1.6.3. Kết quả đột biến cả hai gen EGFR và KRAS 

Kết hợp kết quả xác định đột biến của gen EGFR và KRAS giúp xác 

định tình trạng đột biến các gen ảnh hƣởng đến tính nhạy cảm với EGFR 

TKIs chiếm tỷ lệ cao trong UTPKTBN nhƣ sau: 

Bảng 3.8. Phân bố tình trạng đột biến gen EGFR và KRAS 

Tình trạng đột biến 
Có đột biến gen 

EGFR 

Không có đột biến  

gen EGFR 
Tổng 

Có đột biến gen 

KRAS 
4 (2,2%) 24 (13,2%) 28 (15,5%) 

Không có đột biến  

gen KRAS 
102 (56,4%) 51 (28,2%) 153 (84,5%) 

Tổng 106 (58,6%) 75 (41,4%) 181 (100%) 

Nhận xét: Trong 181 bệnh nhân, chiếm đa số (56,4%) là trƣờng hợp có 

đột biến gen EGFR nhƣng không có đột biến gen KRAS. 4/181 trƣờng hợp 

vừa mang đột biến gen EGFR, vừa mang đột biến gen KRAS (2,2%). Tình 

trạng đột biến chi tiết của 4 bệnh nhân này liệt kê trong bảng 3.9. 

 

Biểu đồ 3.3. Phân bố tình trạng đột biến gen EGFR và KRAS 
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Bảng 3.9. Tình trạng đột biến gen của các bệnh nhân mang đột biến cả 2 gen 

Bệnh nhân (mã số mẫu) Đột biến gen EGFR Đột biến gen KRAS 

16 L858R (exon 21) G12V 

79 c.2499_2521del23 (exon 21) G13D 

147 L861Q (exon 21) G12D 

168 LREA (exon 19) G12C 

Nhận xét: Trong 4 bệnh nhân trên, chỉ có 3 bệnh nhân (mã số mẫu 16, 

147 và 168) mang các đột biến gen EGFR đã đƣợc công bố làm tăng tính 

nhạy cảm EGFR TKIs. Riêng bệnh nhân mã số 79 mang một đột biến xóa 

đoạn không điển hình exon 19 chƣa đƣợc báo cáo trong cơ sở dữ liệu 

COSMIC, nên ý nghĩa lâm sàng vẫn chƣa rõ. 

 

Biểu đồ 3.4. Tỷ lệ đột biến gen EGFR và gen KRAS trong nghiên cứu 
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3.2. ĐÁNH GIÁ HIỆU QUẢ ĐIỀU TRỊ  

Sau khi đƣợc xét nghiệm xác định đột biến gen, trong tổng số 181 bệnh 

nhân, có 28 bệnh nhân có đột biến exon 2 gen KRAS; 75 bệnh nhân không có 

đột biến gen EGFR; 3 bệnh nhân có đột biến gen EGFR gây kháng thuốc điều 

trị đích; 3 bệnh nhân có đột biến gen EGFR mới, chƣa rõ đáp ứng với thuốc 

điều trị đích (1 bệnh nhân mang đột biến gen EGFR mới cũng đồng thời có 

đột biến trên gen KRAS, bảng 3.9.). Nhƣ vậy, theo sơ đồ 2.1. và tiêu chuẩn 

chọn mẫu cũng nhƣ tiêu chuẩn loại trừ mẫu nghiên cứu, còn lại 72 bệnh nhân 

đủ tiêu chuẩn tham gia vào quá trình đánh giá hiệu quả điều trị erlotinib bƣớc 

1. Tuy nhiên, do một số yếu tố khách quan nhƣ lý do kinh tế, thể mô bệnh học 

không phải là ung thƣ biểu mô tuyến, lựa chọn một phƣơng pháp điều trị khác 

do ƣớc muốn của ngƣời bệnh, ngƣời bệnh không đồng ý tiếp tục nghiên 

cứu…nên chỉ còn 61 bệnh nhân thực sự đƣợc theo dõi điều trị erlotinib. 

3.2.1. Đặc điểm bệnh nhân 

Từ 01/01/2012 đến 30/12/2013 đã có tổng cộng 61 bệnh nhân từ bệnh 

viện K Trung Ƣơng và bệnh viện Bạch Mai thỏa các tiêu chuẩn chọn mẫu 

đƣợc nhận vào nghiên cứu theo dõi hiệu quả điều trị của erlotinib. Tuổi trung 

bình của quần thể là 66,16 ± 18,24. Đặc điểm của các bệnh nhân đƣợc trình 

bày trong bảng 3.10.  

Bảng 3.10. Đặc điểm của nhóm bệnh nhân điều trị erlotinib 

Đặc 

điểm 

Giới tính Độ tuổi Tiền căn hút thuốc* 
Tổng cộng 

Nam Nữ <65 tuổi ≥65 tuổi Hút Không hút 

n 36 25 18 43 24 37 61 

% 59,0 41,0 29,5 70,5 39,3 60,7 100% 

*: Hút thuốc bao gồm hút thuốc lá hoặc hút thuốc lào. Không hút thuốc 

đƣợc xác định khi bệnh nhân chƣa hề hút thuốc hoặc đã hút ≤ 100 điếu trong 

suốt cuộc đời.  
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61 bệnh nhân đều mang đột biến exon 18-21 trên gen EGFR gây tăng tính 

nhạy cảm với erlotinib và không có đột biến codon 12-13 trên gen KRAS. Đột 

biến phát hiện trên gen EGFR gồm: các loại đột biến xóa đoạn điển hình exon 19 

(đột biến LREA), đột biến L858R exon 21, đột biến L861Q exon 21, đột biến 

G719S exon 18, trong đó đột biến LREA và L858R chiếm tỷ lệ cao nhất.  

Bảng 3.11. Kết quả xác định đột biến gen EGFR                                             

trong nhóm bệnh nhân điều trị erlotinib 

 

Tình trạng đột biến Exon đột biến Số lƣợng: ngƣời (%) 

Đột biến G719S 18 1 (1,6%) 

Đột biến LREA 19 32 (52,4%) 

Đột biến L858R 21 25 (41,0%) 

Đột biến L861Q 21 3 (5,0%) 

Tổng 61 (100%) 

 

3.2.2. Hiệu quả điều trị 

3.2.2.1. Đáp ứng điều trị 

Ghi nhận đƣợc 1 trƣờng hợp đáp ứng hoàn toàn ở tháng điều trị thứ 9. Tỷ 

lệ các đáp ứng  thực thể đƣợc trình bày trong bảng 3.12. Tỷ lệ đáp ứng toàn 

trạng đƣợc trình bày trong bảng 3.13. 

Bảng 3.12. Đáp ứng thực thể của nhóm bệnh nhân điều trị erlotinib (n=61) 

Loại đáp ứng 
3 tháng 6 tháng 9 tháng 12 tháng 

n % n % n % n % 

Hoàn toàn 0 0 0 0 1 1,6 1 1,6 

Một phần 22 36,1 39 63,9 28 45,9 18 29,5 

Giữ nguyên 37 60,6 16 26,2 16 26,2 14 22,9 

Tiến triển 2 3,3 6 9,9 16 26,2 28 45,9 

ORR 22 36,1 39 63,9 20 47,5 19 31,1 
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Nhận xét: Chỉ có 1 trƣờng hợp đáp ứng hoàn toàn trong suốt quá trình 

nghiên cứu. Tỷ lệ đáp ứng (ORR) của quần thể nghiên cứu đạt cao nhất ở 

tháng thứ 6 (63,9%), sau đó giảm dần còn 47,5% và 31,1% tƣơng ứng thời 

điểm tháng thứ 9 và tháng thứ 12. 

Bảng 3.13. Đáp ứng toàn trạng của nhóm bệnh nhân điều trị erlotinib (n=61) 

Chỉ số 

Karnofski 

3 tháng 6 tháng 9 tháng 12 tháng 

n % n % n % n % 

Ổn định/Tăng 59 96,7 54 88,5 47 77,0 33 54,1 

Giảm 2 3,3    7 11,5 14 23,0 28 45,9 

Nhận xét: Tỷ lệ bệnh nhân có chỉ số ổn định/tăng cao nhất ở thời điểm 

tháng thứ 3 sau điều trị, chứng tỏ chất lƣợng sống của bệnh nhân đƣợc cải 

thiện rõ. Tỷ lệ này giảm dần theo thời gian, tƣơng ứng với tỷ lệ bệnh nhân 

tiến triển bệnh. 

3.2.2.2. Thời gian sống thêm 

Thời gian điều trị trung bình là 9,8 tháng. Các thời gian sống thêm chung 

của quần thể nghiên cứu đƣợc trình bày trong bảng 3.14, tƣơng quan của các 

thời gian sống thêm với các đặc điểm quần thể nghiên cứu đƣợc trình bày 

trong bảng 3.15.  

Bảng 3.14. Thời gian sống thêm của nhóm bệnh nhân điều trị erlotinib 

Thời gian sống thêm (tháng) Trung vị Ngắn nhất Dài nhất 

PFS (n=61) 9,4 3,2 48 

OS (n=61) 15,5 5,7 48 
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Bảng 3.15. Tƣơng quan giữa đặc điểm bệnh nhân và thời gian sống thêm                                                               

Đặc điểm bệnh nhân n 
PFS trung 

bình (tháng) 

OS trung 

bình (tháng) 

Giới  
Nam 36 9,18 12,72 

Nữ 25 9,58 11,92 

P 0,811 0,648 

Tuổi 
<65 20 11,73 14,53 

65 41 8,18 11,35 

P 0,04  0,08 

Tiền căn  

hút thuốc 

Không hút thuốc 37 9,81 13,15 

Hút thuốc 24 9,04 11,91 

P 0,647 0,482 

Nhận xét: Do các nhóm đặc điểm phân bố tƣơng đối đồng đều nên 

nghiên cứu không phát hiện đƣợc những khác biệt nhỏ có hƣởng lợi từ 

erlotinib giữa hầu hết các phân nhóm. Có sự khác biệt có ý nghĩa giữa PFS 

trung bình ở nhóm bệnh nhân <65 tuổi là 11,73 tháng và ở nhóm 65 tuổi là 

8,18 tháng (p <0,05) nhƣng lợi ích này không ghi nhận đƣợc ở OS trung bình. 
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Biểu đồ 3.5. Biểu đồ Kaplan-Meier thể hiện  

thời gian sống thêm bệnh không tiến triển (PFS) và thời gian sống thêm 

tổng cộng (OS) của nhóm bệnh nhân điều trị erlotinib 

Nhận xét: Biểu đồ cho thấy tƣơng quan giữa các thời gian sống thêm và 

tỷ lệ bệnh nhân theo thời gian. Biểu đồ PFS cho thấy tỷ lệ bệnh nhân sống 

thêm bệnh không tiến triển sau 12 tháng là 37,3% và biểu đồ OS cho thấy tỷ 

lệ bệnh nhân còn sống sau 12 tháng là 74,9%. 
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3.2.3. Tác dụng phụ của erlotinib 

Bảng 3.16. Các tác dụng phụ của erlotinib trong nghiên cứu 

Tác dụng phụ Độ 1-2 Độ 3-4 Tổng cộng 

Giảm bạch cẩu hạt 9 (14,8%) 0 9 (14,8%) 

Giảm Hb 7 (11,5%) 0 7 (11,5%) 

Tiêu chảy 24 (39,3%) 0 24 (39,3%) 

Tăng men gan 9 (14,8%) 1 (1,6%) 10 (16,4%) 

Buồn nôn, nôn 5 (8,2%) 0 5 (8,2%) 

Phát ban thể nổi mụn 28 (45,9%) 4 (6,6%) 32 (52,4%) 

Viêm cạnh móng 13 (21,3%) 1 (1,6%) 14 (23,0%) 

Đau cơ khớp 3 (4,9%) 0 3 (4,9%) 

Rụng tóc 2 (3,3%) 0 2 (3,3%) 

Nhận xét: Tác dụng phụ gặp nhiều nhất là phát ban thể nổi mụn 

(52,4%), tiêu chảy (39,3%) và viêm cạnh móng (23,0%). Độ nặng của tác 

dụng phụ này hầu hết là độ 1-2, có thể kiểm soát bằng thuốc bôi ngoài da có 

corticoid đối với viêm da và loperamide đối với tiêu chảy. Có 6 trƣờng hợp 

phát ban thể nổi mụn độ 3 dẫn đến nhiễm trùng da buộc phải giảm liều 

erlotinib. Buồn nôn chủ yếu ở mức độ nhẹ, không ảnh hƣởng đến sinh hoạt. 

Những trƣờng hợp giảm huyết sắc tố đều ở mức trung bình-nhẹ. Ngoài ra, 

không có tác dụng phụ bất thƣờng hoặc mới nào đƣợc ghi nhận. 
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CHƢƠNG 4 

BÀN LUẬN 

 

4.1. XÁC ĐỊNH TỶ LỆ ĐỘT BIẾN GEN EGFR VÀ GEN KRAS 

4.1.1. Kỹ thuật xác định đột biến gen EGFR và KRAS 

4.1.1.1. Kỹ thuật tách chiết DNA từ mẫu mô ung thư 

Việc phát hiện cấu trúc chuỗi xoắn kép của DNA bởi hai nhà bác học 

Watson và Crick vào năm 1953 chính thực đánh dấu sự ra đời của chuyên 

ngành Sinh học phân tử. Kể từ đó đến nay, sinh học phân tử phát triển không 

ngừng về cả lý thuyết và thực hành. Trong lĩnh vực y học, các kỹ thuật sinh 

học phân tử ngày càng hoàn thiện giúp chẩn đoán nhiều bệnh lý ung thƣ và di 

truyền liên quan đến các loại đột biến gen. Tách chiết và tinh sạch DNA, 

RNA từ mẫu mô là  công đoạn đầu tiên và là một trong những bƣớc quan 

trọng để có đƣợc nguồn DNA và RNA đảm bảo chất lƣợng, sử dụng cho việc 

thực hiện các kỹ thuật sinh học phân tử để phát hiện đột biến gen, chẩn đoán 

các bệnh lý liên quan đến đột biến gen nói chung và bệnh UTPKTBN nói 

riêng. Các phân tử nucleic acid phải đƣợc tách chiết tốt, không bị đứt gãy; 

phải đƣợc tinh sạch tốt và không bị tạp nhiễm nhằm đảm bảo cho các phản 

ứng tiếp theo có độ chính xác cao. 

Cần có phƣơng pháp tách chiết DNA phù hợp cùng với kỹ năng thao tác 

tốt nhằm đảm bảo chất lƣợng và số lƣợng DNA trong các mẫu xét nghiệm. Để 

xác định đột biến gen EGFR và KRAS ở bệnh nhân UTPKTBN, DNA từ mẫu 

mô sinh thiết đúc trong khối nến đƣợc tách chiết bằng xylen và tinh sạch bằng 

phƣơng pháp phenol/chloroform. Trƣớc hết nghiên cứu thực hiện bƣớc lựa 

chọn vùng tập trung tế bào ung thƣ có mật độ cao trong hoặc mẫu mô đúc nến 
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qua kính hiển vi (Hình 4.1). Đây là khâu rất quan trọng, quyết định nồng độ 

DNA tế bào ung thƣ trong tổng số DNA tách chiết đƣợc từ mẫu mô đạt hiệu 

quả cao. Theo đánh giá của Bell, mẫu mô ung thƣ có <60% tế bào ung thƣ 

không đủ điều kiện để xác định đột biến bằng kỹ thuật giải trình tự gen [117]. 

Asano và cộng sự cũng lựa chọn vùng tập trung tế bào ung thƣ làm nguyên 

liệu tách chiết DNA để thu đƣợc số lƣợng cao DNA tế bào ung thƣ [116]. 

 

Hình 4.1. Hình ảnh vùng tập trung tế bào UT (vùng khoanh tròn) trên 

kính hiển vi (x100) (hình cắt lát từ mẫu mô UTP thể biểu mô tuyến) 

 

Nghiên cứu đã thử nghiệm và lựa chọn đƣợc phƣơng pháp hiệu quả, tách 

chiết đƣợc DNA có chất lƣợng tốt. Đó là phƣơng pháp sử dụng xylen và 

ethanol đƣợc trình bày trong phụ lục 2. Đây là phƣơng pháp truyền thống và 

đƣợc sử dụng rộng rãi để tách chiết DNA từ mẫu mô, đã đƣợc đƣa vào y văn 

[125], [126], [127]. Sau khi tách chiết, dung dịch DNA đƣợc tinh sạch bằng 

phƣơng pháp phenol/chloroform cho độ tinh khiết cao nhất. Trong nghiên cứu 

này, độ tinh sạch của phân tử DNA đƣợc xác định bằng các chỉ số hấp thụ 

quang phổ, dựa vào tỷ lệ A260/A280. Giá trị mật độ quang ở bƣớc sóng 260 

nm (A260) của các mẫu DNA cho phép xác định nồng độ DNA trong dung 
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dịch. Protein có độ hấp thụ cao nhất ở bƣớc sóng 280 nm (A280) và độ hấp 

thụ thấp ở bƣớc sóng 260 nm. Do vậy, tỷ lệ A260/A280 biểu thị mức độ 

protein còn lại trong dịch chiết. DNA đƣợc coi là tinh sạch khi giá trị 

A260/A280 = 1,7 - 2,0 [128].  

DNA tách chiết từ mẫu mô đúc trong paraffin đôi khi sẽ bị đứt gẫy và độ 

tinh sạch không cao. Vì vậy, trƣớc khi tiến hành kỹ thuật giải trình tự gen và 

Scorpion ARMS để xác định đột biến, chất lƣợng DNA đƣợc kiểm tra bằng 

cách sử dụng gen nội chuẩn GADPH. Gen GADPH  đã đƣợc khuếch đại 

nhằm mục đích đánh giá chất lƣợng của sản phẩm DNA tổng hợp đƣợc. Gen 

GADPH nằm trong nhóm các gen mà sự sao chép của chúng khá ổn định, 

không phụ thuộc vào dòng tế bào, chu kỳ phân chia và trạng thái biệt hóa 

(house keeping gene). Chính vì vậy, các gen này đƣợc sử dụng nhƣ gen nội 

chuẩn để đánh giá sự hoạt hóa hay ức chế của các gen khác trong cùng một 

mẫu nghiên cứu. Sau phản ứng khuếch đại, nếu chất lƣợng DNA không tốt, bị 

đứt gãy hay tạp nhiễm thì băng điện di sản phẩm PCR trên  gel agarose sẽ mờ, 

nhòe, bờ không đều hoặc xuất hiện các băng phụ [128], [129]. Trong nghiên 

cứu này, sản phẩm PCR của gen GADPH cho hình ảnh điện di rõ, bờ sắc nét 

và không có băng phụ. Nhƣ vậy, có thể khẳng định rằng quy trình tách chiết 

và tinh sạch DNA từ mẫu mô phổi của nghiên cứu này là tối ƣu và chất lƣợng 

DNA đáng tin cậy. 

4.1.1.2. Giải trình tự xác định đột biến gen EGFR và KRAS 

Phân tử DNA đƣợc cấu tạo bởi các nucleotid. Kỹ thuật giải trình tự gen 

(sequencing) giúp xác định trình tự các nucleotid trên phân tử DNA, từ đó có 

thể phát hiện những thay đổi có khả năng dẫn đến các bệnh lý. Những kỹ 

thuật giải trình tự gen chỉ mới đƣợc hoàn thiện trong những năm gần đây, nhƣ 
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phƣơng pháp Sanger (1977), Maxam & Gilbert (1977). Từ đó đến nay, kỹ 

thuật này đƣợc cải tiến rất nhiều; nhờ sự tiến bộ của kỹ thuật huỳnh quang, 

PCR, điện di cùng với sự trợ giúp của tin y sinh,  kỹ thuật giải trình tự gen trở 

nên đơn giản hơn khi thao tác và trở thành công cụ rất có giá trị, làm nền tảng 

cho việc phân tích bộ gen ngƣời cũng nhƣ của nhiều loài vi sinh vật. 

Trƣớc khi thực hiện khâu đọc trình tự gen trên máy, cần thông qua nhiều 

giai đoạn. Để đảm bảo trình tự gen đƣợc rõ đẹp nhằm xác định chính xác đột 

biến, các giai đoạn này đều phải đạt hiệu quả tốt nhất.  

- Khuếch đại riêng biệt các exon 18 – 21 gen EGFR và exon 2 gen 

KRAS,  điện di trên gel agarose để kiểm tra sản phẩm PCR: Sau phản ứng 

khuếch đại, nếu chất lƣợng DNA không tốt, bị đứt gãy hay tạp nhiễm thì băng 

điện di trên  gel agarose sẽ bị mờ, bờ không đều hoặc xuất hiện các băng phụ 

[128], [129]. Trong nghiên cứu này, sau khi khuếch đại các exon 18-21 gen 

EGFR và exon 2 gen KRAS, kết quả điện di trên gel agarose luôn xuất hiện 

những băng sáng, bờ đều và sắc gọn, không có băng phụ. Kết quả này có thể 

chứng minh rằng những phân tử gen tổng hợp đƣợc từ quy trình khuếch đại 

exon 18-21 gen EGFR và exon 2 gen KRAS là đáng tin cậy để tiến hành các 

phản ứng tiếp theo trong quy trình giải trình tự xác định đột biến gen. Đồng 

thời, kết quả tốt của giai đoạn này đã góp phần khẳng định sự tối ƣu của giai 

đoạn tách chiết và tinh sạch DNA trƣớc đó. 

- Tinh sạch sản phẩm PCR từ gel: tinh sạch gel để thu nhận sản phẩm 

PCR tinh khiết là một công đoạn không thể thiếu và vô cùng quan trọng trƣớc 

khi tiến hành kỹ thuật giải trình tự gen. Chất lƣợng của sản phẩm PCR sau khi 

tinh sạch phản ánh chất lƣợng kỹ thuật giải trình tự để tìm đột biến gen EGFR 

và KRAS. Có nhiều phƣơng pháp tinh sạch sản phẩm PCR từ gel hoặc trực 
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tiếp từ dung dịch sau phản ứng PCR. Nghiên cứu đã sử dụng phƣơng pháp 

dùng cột lọc đƣợc thiết kế trên nguyên tắc ứng dụng khả năng bám màng 

silica của DNA trong môi trƣờng muối, nhờ đó có thể tách chiết và tinh sạch 

những đoạn DNA có kích thƣớc từ 100 bp đến 10 kb từ gel agarose hoặc trực 

tiếp từ sản phẩm sau phản ứng PCR [130]. Phƣơng pháp này cho DNA có độ 

tinh khiết cao, giữ đƣợc gần nhƣ toàn bộ DNA trong mảnh gel và thời gian 

thực hiện kỹ thuật nhanh chóng [131].  

- Chạy phản ứng giải trình tự các exon gen EGFR và KRAS bằng 

BigDye kit và tinh sạch sản phẩm sau phản ứng: nghiên cứu sử dụng BigDye 

Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (ABI) để chạy phản 

ứng giải trình tự các exon gen với quy trình kỹ thuật đƣợc trình bày trong phụ 

lục 6. Sau khi đƣợc chạy phản ứng giải trình tự, sản phẩm mong muốn cần 

đƣợc tinh sạch khỏi những ddNTP dƣ thừa trƣớc khi tiến hành phân tích kết 

quả trên máy đọc trình tự. Các ddNTP dƣ thừa có khả năng phát quang nên có 

thể che lấp tín hiệu trình tự ở giai đoạn đầu của quá trình đọc trình tự và có 

thể gây nhiễu tín hiệu nền. Do đó, tinh sạch sản phẩm sau sử dụng BigDye kit 

là một công đoạn không thể thiếu để tạo ra sản phẩm thuần nhất trƣớc khi tiến 

hành kỹ thuật đọc trình tự gen. Chất lƣợng của sản phẩm sau khi tinh sạch 

phản ánh chất lƣợng kỹ thuật giải trình tự để tìm đột biến gen EGFR và gen 

KRAS. Nghiên cứu vẫn sử dụng phƣơng pháp cột lọc để thu đƣợc sản phẩm 

tinh khiết. 

- Giải trình tự gen: nghiên cứu sử dụng máy giải trình tự gen tự động. 

Trình tự gen của mẫu nghiên cứu sẽ đƣợc đối chiếu với trình tự GenBank trên 

ngân hàng gen thế giới và đƣợc phân tích để xác định vùng hoặc điểm đột 

biến. Nếu sản phẩm giải trình tự tinh khiết và có tỷ lệ DNA đột biến trên 

DNA lành tính cao, các đỉnh tín hiệu sẽ sắc nhọn, cao và phân tách nhau rõ 
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ràng, dù có lẫn DNA đột biến  vẫn sẽ đƣợc nhận diện dễ dàng. Ngƣợc lại, nếu 

dung dịch đem giải trình tự không đƣợc tinh sạch tốt, còn lẫn nhiều sản phẩm 

phụ, sẽ tạo ra các tín hiệu nền nhiễu, gây khó khăn cho việc xác định vị trí đột 

biến và loại đột biến. Các kết quả giải trình tự xác định đột biến gen EGFR và 

gen KRAS trong nghiên cứu  cho thấy hình ảnh các đỉnh tín hiệu rõ ràng và 

hầu nhƣ không có tín hiệu nhiễu, là minh chứng cho sự tối ƣu của các giai 

đoạn của quy trình kỹ thuật trƣớc đó. 

Đƣợc xem là đại diện cho nhóm kỹ thuật tầm soát đột biến (screening 

methods), kỹ thuật giải trình tự gen là phƣơng pháp cổ điển để phát hiện các 

đột biến của bộ gen và đến nay vẫn đƣợc sử dụng rộng rãi để tìm các đột biến 

đã công bố và đột biến ―mới‖ chƣa đƣợc công bố. Trong số 80 đột biến gen 

EGFR đƣợc nghiên cứu phát hiện bằng kỹ thuật này, chỉ có 76 đột biến nằm 

trong danh sách những đột biến có ảnh hƣởng đến tính đáp ứng với thuốc điều 

trị đích đã đƣợc y văn thế giới công bố [38], [123], [132], còn lại 04 đột biến 

là những đột biến chƣa đƣợc công bố, gồm: đột biến xóa 1 nucleotid 

c.2137del A ở exon 18, đột biến xóa 2 nucleotid c.2373_2374 delAA ở exon 

20 , đột biến xóa 23 nucleotid c.2499_2521del23 exon 21 và đột biến thêm 3 

nucleotid c.2554/2555insACA ở exon 21.  

Tuy kỹ thuật giải trình tự gen cho phép phát hiện tất cả các loại đột biến 

(cả đột biến đã công bố và đột biến mới phát hiện), nhƣng đây là một kỹ thuật 

có độ nhạy không cao, đặc biệt trong việc tầm soát các đột biến dị hợp tử (nhƣ 

đột biến gen EGFR và gen KRAS). Thông thƣờng, kỹ thuật giải trình tự chỉ 

có thể phát hiện tƣơng đối rõ ràng khi lƣợng tế bào mang đột biến chiếm ít 

nhất 60% trong hỗn hợp với tế bào lành, hoặc khi lƣợng alen đột biến hiện 

diện ít nhất 25% trong tổng số alen của quần thể tế bào, tƣơng đƣơng độ nhạy 

khoảng 25% [119], [133]. Do đó, xét nghiệm tìm đột biến gen EGFR và 

KRAS bằng kỹ thuật này có giá trị hạn chế đối với những bệnh nhân đƣợc lấy 
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mẫu mô qua sinh thiết bằng kim nhỏ hoặc qua phẫu thuật nhƣng chất lƣợng 

mô kém và có tỷ lệ tế bào ác tính thấp. Tỷ lệ tế bào ác tính thấp đồng nghĩa 

với tỷ lệ DNA đột biến còn thấp hơn vì không phải tế bào ung thƣ nào cũng 

mang gen đột biến. Điều này có nghĩa tỷ lệ alen đột biến/alen lành tính quá 

thấp, dẫn đến chiều cao các đỉnh tín hiệu trình tự nucleotid của hai quần thể 

alen này quá chênh lệch nhau, gây nhầm lẫn hoặc nghi ngờ không có đột biến 

mà chỉ là hiện tƣợng nhiễu của tín hiệu nền (nếu các giai đoạn kỹ thuật trƣớc 

chƣa đƣợc tối ƣu hóa). Hạn chế này làm giảm độ nhạy của kỹ thuật và phát 

sinh nhiều trƣờng hợp âm tính giả. Trong nghiên cứu, tình trạng này đã đƣợc 

khắc phục bằng hai cách: thứ nhất, DNA đƣợc tách chiết và tinh sạch từ vùng 

mô đã đƣợc lựa chọn là vùng tập trung nhiều tế bào ung thƣ dƣới kính hiển vi, 

giúp tăng lƣợng DNA ung thƣ thu đƣợc; và thứ hai, thực hiện việc xác định 

đột biến song song bằng kỹ thuật Scorpion ARMS, vốn đƣợc công bố có độ 

nhạy cao hơn [119], [133] để tránh bỏ sót những trƣờng hợp có đột biến 

nhƣng không phát hiện đƣợc bằng kỹ thuật giải trình tự do tín hiệu đột biến 

quá yếu.  

Chính hạn chế do độ nhạy thấp đã khiến kỹ thuật này giảm bớt giá trị khi 

cần tìm đột biến gen EGFR và KRAS vì trong quần thể bệnh nhân ung thƣ 

phổi giai đoạn cuối, mô ung thƣ chủ yếu đƣợc lấy bằng phƣơng pháp sinh 

thiết qua thành ngực nên lƣợng mô thu đƣợc ít. Bên cạnh đó, kỹ thuật giải 

trình tự gen còn có một số hạn chế nhƣ:  

(1) Kỹ thuật tiến hành qua nhiều bƣớc (tách chiết DNA, phản ứng PCR, 

phản ứng giải trình tự  và phân tích trình tự), do đó, sau 3-4 ngày mới có kết 

quả (tính từ lúc có mẫu mô). 

(2) Các đột biến điểm khó phát hiện hơn các đột biến xóa đoạn và thƣờng 

phải đƣợc khẳng định bằng kỹ thuật giải trình tự cả hai chiều. 
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(3) Do gen EGFR và KRAS có nhiều đột biến phức tạp, cần phân biệt 

đỉnh của đột biến trên nền alen kiểu dại nên trƣờng hợp xuất hiện tín hiệu 

nhiễu sẽ khó phân biệt. Vì vậy, việc phân tích đột biến gen EGFR và KRAS 

bằng kỹ thuật giải trình tự cần kinh nghiệm của ngƣời thực hiện xét nghiệm 

để đem lại kết quả chính xác nhất. 

(4) Cần có máy giải trình tự 

Tuy còn nhiều hạn chế nhƣng do đặc điểm đột biến gen EGFR trên exon 

18 ÷ 21 và đột biến codon 12, 13 gen KRAS rất đa dạng nên kỹ thuật giải 

trình tự gen vẫn đƣợc xem là ―tiêu chuẩn vàng‖, đã và đang đƣợc sử dụng 

rộng rãi để khảo sát các loại đột biến này [45], [92], [134], [135].  

4.1.1.3. Kỹ thuật Scorpion ARMS xác định đột biến gen EGFR và KRAS 

Scorpion ARMS là sự kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột 

biến (ARMS) và công nghệ Scorpion trong phản ứng real-time PCR để phát 

hiện các đột biến. Dựa trên nguyên lý này, kỹ thuật cho phép khuếch đại đặc 

hiệu một trình tự đột biến ngay cả trong trƣờng hợp alen đột biến đó chiếm 

một tỉ lệ rất nhỏ (1%) trong tổng số sợi khuôn DNA. 

Kỹ thuật Scorpion ARMS dùng phát hiện đột biến gen EGFR và KRAS 

trong nghiên cứu đã đƣợc tối ƣu hóa có độ nhạy rất cao với ngƣỡng phát hiện 

là 1% tế bào ung thƣ trong hỗn hợp với tế bào lành. Đồng thời, công nghệ sử 

dụng các loại mồi đặc hiệu alen bình thƣờng và alen đột biến giúp làm tăng 

độ đặc hiệu nhiều lần và làm giảm tỷ lệ âm tính giả. Kỹ thuật Scorpion 

ARMS, là một trong những  kỹ thuật thuộc nhóm phát hiện trúng đích 

(targeted methods), đã đƣợc một số tác giả sử dụng trong nghiên cứu về đột 

biến gen EGFR và gen KRAS. Điển hình nhƣ Kimura và cộng sự đã sử dụng 

để tìm đột biến EGFR và đánh giá đáp ứng của bệnh nhân mang đột biến với 
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gefitinib [136]. Bando và cộng sự so sánh tỷ lệ phát hiện đột biến gen KRAS 

bằng kỹ thuật Scorpion ARMS  với kỹ thuật giải trình tự [137]. Nhờ có độ 

nhạy cao, kỹ thuật Scorpion ARMS đã giúp khẳng định lại số trƣờng hợp nghi 

ngờ có đột biến khi thực hiện bằng kỹ thuật giải trình tự gen (các hình 3.20 – 

3.22 và 3.24 – 3.26). Nếu không đƣợc khảo sát lại bằng kỹ thuật Scorpion 

ARMS, nghiên cứu sẽ bỏ sót 6 đột biến xóa đoạn LREA (exon 19), 18 đột 

biến điểm L858R (exon 21), 2 đột biến điểm L861Q (exon 21) trên gen EGFR  

và 1 đột biến G12A, 2 đột biến G12D, 1 đột biến G12C, 2 đột biến G12V và 3 

đột biến G13D trên gen KRAS, làm cho tỷ lệ đột biến gen EGFR và gen 

KRAS chung ở bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn Việt Nam bị sai lệch. 

Năm 2008, Zhu và cộng sự kiểm tra phát hiện thêm 11 mẫu đột biến EGFR 

đột biến trên 148 mẫu có đột biến EGFR đã đƣợc xác định không đột biến 

trƣớc đó bằng kỹ thuật giải trình tự [138]. Năm 2011, Bando công bố tỷ lệ đột 

biến gen KRAS bằng kỹ thuật Scorpion ARMS là 44% so với kỹ thuật giải 

trình tự là 33% [137]. Đây là lần đầu tiên kỹ thuật Scorpion ARMS đƣợc thực 

hiện tại Việt Nam, cho phép phát hiện chính xác đột biến gen trong các mô 

phân tích có tỷ lệ tế bào ung thƣ thấp (<25%) và alen đột biến chiếm tỉ lệ rất 

nhỏ (khoảng 1%) trong tổng số sợi khuôn DNA. Ngoài ra, do thời gian thực 

hiện xét nghiệm ngắn và ít giai đoạn cần thao tác nên kỹ thuật này rất phù hợp 

với các phòng xét nghiệm dịch vụ. Điều này có ý nghĩa đặc biệt đối với bệnh 

nhân UTPKTBN giai đoạn muộn, tạo điều kiện cho bệnh nhân có thể nhanh 

chóng đƣợc áp dụng một phác đồ điều trị hiệu quả.  

Với ƣu điểm độ nhạy cao,  kỹ thuật Scorpion ARMS đã trở thành kỹ 

thuật lý tƣởng để tìm đột biến EGFR hoặc gen KRAS ở những tế bào ác tính 

bong tróc trong dịch màng phổi hoặc lƣu hành trong huyết tƣơng [119], [136]. 

Những loại mẫu xét nghiệm trên không xâm lấn hoặc có độ xâm lấn ít hơn, do 
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đó, cung cấp lƣợng tế bào và DNA đột biến thấp hơn, cần kỹ thuật phát hiện 

có độ nhạy cao.  

Tuy nhiên, kỹ thuật này đƣợc thiết kế dạng mồi đặc hiệu bắt cặp với alen 

đột biến nên chỉ phát hiện đƣợc những đột biến đã đƣợc công bố, đồng thời 

những đột biến này phải có mồi đặc hiệu trong hỗn hợp phản ứng. Do đó, đối 

với những đột biến mới, chƣa đƣợc công bố thì không thể có mồi đặc hiệu 

đƣợc thiết kế sẵn nhƣ 4 loại đột biến gen EGFR mới phát hiện trong nghiên 

cứu (đột biến xóa 1 nucleotid c.2137delA ở exon 18, đột biến xóa 2 nucleotid 

c.2373_2374 delAA ở exon 20, đột biến xóa 23 nucleotid c.2499_2521del23 

ở exon 21, đột biến thêm 3 nucleotid c.2554/2555insACA ở exon 21) và đột 

biến điểm V769L (exon 20), thì kỹ thuật Scorpion ARMS không thể phát hiện 

ra, sẽ cho kết quả âm tính giả. Trong những đột biến mà kỹ thuật Scorpion 

ARMS không phát hiện ra trong nghiên cứu này, chỉ  có đột biến V769L là đã 

có thông tin trên cơ sở dữ liệu COSMIC [123], bốn đột biến còn lại là đột 

biến mới chƣa đƣợc công bố. 

Ngoài ra, do đột biến gen EGFR rất đa dạng nên kỹ thuật Scorpion 

ARMS cũng không thể đƣợc thiết kế để phát hiện toàn bộ. Trong số các đột 

biến điểm gen EGFR, chỉ có đột biến L858R và L861Q (exon 21), đại diện 

cho đột biến làm tăng tính nhạy cảm với thuốc điều trị đích, đột biến T790M 

và S786I (exon 20), đại diện cho đột biến kháng thuốc điều trị đích, là đƣợc 

xác định chính xác. Hầu hết các đột biến còn lại khác đều đƣợc xác định dƣới 

dạng nhóm. Đột biến điểm G719S, G719A và G719C ở exon 18 đƣợc xác 

định chung là đột biến G719X. Bệnh nhân PNT (mã số mẫu 102) có kết quả 

đột biến bằng kỹ thuật Scorpion ARMS là G719X, đƣợc xác định rõ là G719S 

bằng kỹ thuật giải trình tự gen (Hình 3.7). Đột biến thêm đoạn exon 20 đƣợc 

thiết kế mồi đặc hiệu cho chung 3 loại đột biến thêm đoạn thƣờng gặp nhất tại 
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exon 20. Đột biến xóa đoạn exon 19 đƣợc thiết kế mồi đặc hiệu cho chung 19 

loại đột biến xóa đoạn thƣờng gặp nhất tại exon 19. Đối với đột biến gen 

KRAS, do số loại đột biến tại codon 12-13 của exon 2 là có giới hạn nên mồi 

đặc hiệu đƣợc thiết kế nhận diện chính xác 7 loại đột biến điểm có tỷ lệ cao. 

Có thể nhận thấy, kỹ thuật Scorpion ARMS đƣợc thiết kế để xác định những 

đột biến exon 18-21 gen EGFR và đột biến codon 12-13 exon 2 gen KRAS có 

tần suất lƣu hành cao và có ý nghĩa trong điều trị. Đây cũng là một ƣu điểm 

của kỹ thuật khi đặt giá trị lâm sàng của đột biến EGFR lên hàng đầu. Tuy 

nhiên, hạn chế trên của kỹ thuật Scorpion ARMS có thể khắc phục nếu không 

sử dụng bộ kit thƣơng phẩm mà tự thiết kế thêm mồi đặc hiệu cho những đột 

biến quan tâm. 

4.1.1.4. Sự kết hợp các kỹ thuật xác định đột biến gen EGFR và KRAS 

Nhờ nỗ lực của các nhà nghiên cứu trong việc phát hiện các đột biến có 

ý nghĩa trên lâm sàng, xét nghiệm tình trạng gen của tế bào khối u đã trở nên 

ngày càng thƣờng quy. Trong thời gian ngắn trở lại đây, việc xét nghiệm tình 

trạng đột biến gen EGFR và gen KRAS trong bệnh UTPKTBN đã giúp định 

hƣớng cho việc quyết định loại phác đồ điều trị và/hoặc giúp lựa chọn bệnh 

nhân vào những nhánh đặc hiệu của các thử nghiệm lâm sàng. Tuy nhiên, để 

trở thành một quy trình chuẩn, một phần bắt buộc trong công tác chăm sóc 

bệnh nhân UTPKTBN, thì xét nghiệm đột biến gen EGFR và KRAS cần hoàn 

thiện về độ tin cậy, chính xác, độ nhạy và thời gian trả kết quả cũng nhƣ giá 

thành chấp nhận đƣợc. Những tiêu chuẩn này sẽ đƣợc cân nhắc ở từng vùng 

địa lý và từng phòng xét nghiệm cụ thể, tùy theo nhu cầu sử dụng và nguồn 

lực, từ đó lựa chọn loại kỹ thuật phù hợp nhất. 
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Bảng 4.1. So sánh kỹ thuật giải trình tự gen và Scorpion ARMS  

Đặc điểm 
Kỹ thuật giải trình tự 

gen 

Kỹ thuật  Scorpion 

ARMS 

Loại đột biến EGFR có 

thể phát hiện 

Tất cả loại đột biến đã 

biết và đột biến mới 

29 loại đột biến  

thƣờng gặp 

Độ nhạy (% tế bào đột biến) >25% <1% 

Loại mẫu xét nghiệm Mô tƣơi, mô đúc nến Tất cả 

Khả năng phát hiện đột biến 70-75% >95% 

Mức độ phức tạp 
Cao, nhiều giai đoạn, đòi 

hỏi kinh nghiệm 
Thấp 

Thiết bị yêu cầu Máy giải trình tự Máy real-time PCR 

Kít thƣơng phẩm có sẵn Không Có 

Giá thành xét nghiệm Cạnh tranh hơn Cao 

Thời gian xét nghiệm (từ 

lúc có mẫu mô) 
2-3 ngày 1 ngày 

 

Có nhiều kỹ thuật phát hiện đột biến gen EGFR và KRAS và độ nhạy của 

mỗi kỹ thuật phụ thuộc vào mật độ tế bào ung thƣ trong mẫu mô. Việc phát 

hiện đột biến trên các gen EGFR và KRAS bằng kỹ thuật có độ nhạy phù hợp 

đã đƣợc chứng minh là rất hữu ích cho việc phát hiện sớm bệnh và theo dõi 

tình trạng bệnh tái phát. Nghiên cứu sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen, đại diện 

cho nhóm kỹ thuật tầm soát đột biến (screening methods), và Scorpion ARMS , 

đại diện cho nhóm kỹ thuật phát hiện trúng đích (targeted methods) với những 

ƣu và khuyết điểm riêng (Bảng 4.1). Tỷ lệ phát hiện đột biến gen EGFR bằng 

hai kỹ thuật này lần lƣợt là 44,2% (80/181)  và 55,8% (101/181); đột biến gen 

KRAS lần lƣợt là 12,7%  (23/181) và 15,5% (28/181). Nhƣ vậy, tỷ lệ phát hiện 

đột biến gen EGFR và gen KRAS bằng kỹ thuật giải trình tự kém hơn kỹ thuật 
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Scorpion ARMS. Bên cạnh những yếu tố kỹ thuật, kỹ thuật giải trình tự gen có 

giá thành cạnh tranh hơn trong khi một rào cản của kỹ thuật Scorpion ARMS là 

giá thành cao nên khó áp dụng trên số lƣợng lớn bệnh nhân. 

Đây là lần đầu tiên tại Việt Nam, đột biến EGFR và KRAS trên bệnh 

nhân UTPKTBN đƣợc khảo sát bằng  hai kỹ thuật đƣợc xem là đại diện cho 

hai phân nhóm kỹ thuật xác định đột biến gen. Nghiên cứu đã kết hợp các kỹ 

thuật trên để bổ khuyết cho nhau nhằm cung cấp tỷ lệ đột biến gen EGFR và  

KRAS lƣu hành trong quần thể bệnh nhân UTPKTBN  một cách chính xác 

nhất và không bỏ sót đột biến mới. Tuy nhiên, cách làm này chỉ phù hợp 

trong nghiên cứu, khó có thể áp dụng cho bệnh nhân trên lâm sàng do rào cản 

về thời gian và kinh phí. Ellison và cộng sự đã kết hợp hai kỹ thuật này để xác 

định đột biến gen EGFR ở mẫu mô ung thƣ phổi cũng cho nhận định tƣơng tự 

[139]. Việc thử nghiệm kết hợp các kỹ thuật tầm soát và kỹ thuật phát hiện 

trúng đích cũng đã đƣợc áp dụng nhiều trên thế giới nhƣ kết hợp giải trình tự 

và PCR-RFLP [117], [140], giải trình tự với Taqman PCR [151], giải trình tự 

với SMAP [120]...đều nhằm mục đích cải tiến các khuyết điểm của kỹ thuật 

cổ điển và gia tăng độ nhạy, tránh bỏ sót đột biến, làm lỡ cơ hội sử dụng 

thuốc điều trị đích cho bệnh nhân. Do đó, lựa chọn sử dụng kỹ thuật nào để 

xác định đột biến gen EGFR và KRAS phải phụ thuộc vào nhiều yếu tố nhƣ 

mục đích, bản chất mẫu xét nghiệm, trang thiết bị và tay nghề kỹ thuật viên.  

4.1.2. Tỷ lệ đột biến gen EGFR 

4.1.2.1. Tỷ lệ đột biến gen EGFR 

Nhiều nghiên cứu trên thế giới và tại Việt Nam đã cho thấy đột biến 

exon 18-21 gen EGFR có liên quan đến tính đáp ứng thuốc EGFR TKIs dạng 
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phân tử nhỏ có tần suất cao ở các bệnh nhân UTPKTBN chủng tộc Đông Á, 

nữ giới, mô bệnh học thể biểu mô tuyến và không hút hoặc hút thuốc rất ít 

[45], [90]. Tỷ lệ đột biến gen EGFR dao động khoảng 5-15% ở ngƣời da trắng 

[45], [135], [142] và  khoảng 30%-58% ở bệnh nhân Đông Á [45], [90], 

[111], [116], [134], [143], [144], [145].  

Tổng hợp kết quả xác định đột biến gen bằng hai kỹ thuật giải trình tự 

gen và Scorpion ARMS, nghiên cứu đã xác định đƣợc 106/181 bệnh nhân có 

đột biến gen EGFR, chiếm tỷ lệ là 58,6%. Tỷ lệ này tƣơng đồng với những 

báo cáo trƣớc về tỷ lệ đột biến gen EGFR cao ở chủng tộc Đông Á [45], [90], 

[111], [116], [134], [143], [144], [145]. Tuy nhiên, tỷ lệ trong nghiên cứu này 

cao hơn nghiên cứu trên bệnh nhân ở Nhật là 39% [143], ở Triều Tiên là 

34,6% [145], ở Đài Loan là 38,6% [134], ở Thái Lan là 57,4% [144], có thể vì 

hai lý do. Thứ nhất là khác biệt về chủng tộc. Bệnh nhân trong nghiên cứu 

toàn bộ đều là ngƣời Kinh tại Việt Nam, có thể mang tần suất lƣu hành đột 

biến gen EGFR khác các dân tộc khác nhƣ Trung Quốc, Triều Tiên, Thái Lan. 

Cùng khảo sát đột biến gen EGFR trên dân tộc Kinh tại Việt Nam nhƣng tỷ lệ 

của nghiên cứu cao hơn của Hoàng Anh Vũ [111] vì lý do thứ hai là khác biệt 

về kỹ thuật xác định đột biến. Hoàng Anh Vũ chỉ sử dụng duy nhất kỹ thuật 

pyrosequencing có độ nhạy tuy cao hơn kỹ thuật giải trình tự gen cổ điển 

nhƣng vẫn phụ thuộc rất nhiều vào lƣợng tế bào ác tính trong mẫu mô [146], 

[147]. Kỹ thuật pyrosequencing là một kỹ thuật tầm soát đột biến gen ung thƣ, 

do đó có độ nhạy thấp hơn nhóm kỹ thuật phát hiện trúng đích. Nghiên cứu 

này sử dụng kỹ thuật Scorpion ARMS bổ sung cho kỹ thuật giải trình tự nên 

đã tìm đƣợc nhiều mẫu đột biến hơn nên có tỷ lệ đột biến cao hơn. Tỷ lệ 

nghiên cứu tƣơng đồng với tỷ lệ đột biến tại Việt Nam trong một nhánh của 
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nghiên cứu PIONEER. Do đƣợc thực hiện bằng kỹ thuật Scorpion ARMS có 

độ nhạy tốt nên nghiên cứu PIONEER phát hiện đƣợc tỷ lệ đột biến cao 

nhƣng lại không xác định đƣợc đột biến mới [116]. Các nghiên cứu khác ở 

chủng tộc da trắng và Đông Á chủ yếu làm bằng kỹ thuật giải trình tự nên cho 

tỷ lệ đột biến thấp hơn (Bảng 4.2). Năm 2010, Ellison và cộng sự sử dụng hai 

kỹ thuật Scorpion ARMS và giải trình tự gen khi xác định đột biến exon 18-

21 gen EGFR cho thấy tỷ lệ đột biến là 12,6%, cao hơn so với khi dùng đơn lẻ 

kỹ thuật Scorpion ARMS (8,4%) hoặc kỹ thuật giải trình tự gen (7,9%) và đã 

tránh bỏ sót nhiều đột biến so với khi chỉ xác định đột biến bằng một trong 

hai kỹ thuật trên [139]. 

Bảng 4.2. Tỷ lệ đột biến gen EGFR trong bệnh UTPKTBN  

ở một số nghiên cứu trên thế giới 

Tác giả Chủng tộc 
Cỡ 

mẫu 
Kỹ thuật 

Tỷ lệ  đột 

biến 

chung 

Đột biến 

xóa đoạn 

exon 19 

Đột 

biến 

L858R 

Eberhard (2005) [148] Da trắng 228 Giải trình tự 12,7% 51,7% 24,1% 

Shigematsu (2005) [45] 
Da trắng 158 Giải trình tự 8% 46% 39% 

Đông Á 361 Giải trình tự 30% - - 

Boch (2013) [135] Da trắng 552 Pyrosequencing 4,9% 56% 30% 

Huang (2004) [134] Đài Loan 101 Giải trình tự 38,6% 33,3% 48,7% 

Sonobe (2005) [143] Nhật Bản 154 Giải trình tự 39% 57% 37% 

Sriuranpong (2006) [144] Thái Lan 61 Giải trình tự 57,4% 82,8% 14,3% 

Bae (2007) [145] Triều Tiên - Giải trình tự 36,4% - - 

Mok (2009) [90] 

Trung Quốc, 

Đài Loan, 

Triều Tiên  

437 Giải trình tự 59,7% 53,6% 42,5% 

Hoàng Anh Vũ (2011) 

[111] 
Việt Nam 71 Pyrosequencing 42% 25% 42,9% 

Shi (2014) [116] 
Việt Nam 121 

Scorpion 

ARMS 
64,2% 36,4% 16,0% 

Nghiên cứu này (2014) Việt Nam 181 

Giải trình tự và 

Scorpion 

ARMS 

58,6% 48,2% 40,7% 
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Các kết quả này gợi ý rằng trong thực hành lâm sàng, các trƣờng hợp 

UTPKTBN có kế hoạch điều trị bằng thuốc ức chế EGFR nhƣ gefitinib và 

erlotinib đều nên đƣợc chẩn đoán đột biến EGFR, không xét tới các yếu tố 

lâm sàng và giải phẫu bệnh. Các kết quả nghiên cứu nhằm tìm ra những chỉ 

điểm sinh học cho đáp ứng với thuốc ức chế đặc hiệu EGFR cho thấy tình 

trạng đột biến gen EGFR chính là yếu tố tiên đoán chính xác nhất [24], [42], 

[148]. Hiệp hội Ung thƣ Châu Âu hƣớng dẫn nên khảo sát đột biến gen EGFR 

để chọn lựa bệnh nhân UTPKTBN phù hợp với điều trị đích [149]. 

Ngoài các yếu tố về dịch tễ đã đƣợc xác định nhƣ chủng tộc, giới tính, 

thói quen hút thuốc và loại mô bệnh học, tỷ lệ đột biến gen EGFR còn chịu 

ảnh hƣởng bởi các yếu tố kỹ thuật, bao gồm loại mẫu mô xét nghiệm và chất 

lƣợng mẫu, quy trình tách chiết và tinh sạch DNA từ mẫu mô và loại kỹ thuật 

dùng để xác định đột biến.  

(1) Loại mẫu mô sử dụng để làm xét nghiệm sẽ ảnh hƣởng đến số lƣợng 

tế bào ác tính thu thập đƣợc, từ đó gián tiếp ảnh hƣởng đến nồng độ DNA 

tổng số và DNA ung thƣ tách chiết đƣợc. Mẫu mô tươi đƣợc lấy từ khối u sau 

phẫu thuật là tốt nhất, cung cấp lƣợng DNA từ tế bào ung thƣ dồi dào và chất 

lƣợng tốt. Loại mô này có thể dùng để xác định đột biến gen bằng hầu hết mọi 

kỹ thuật. Tuy nhiên, loại mẫu này chỉ có ở những bệnh nhân ung thƣ còn khả 

năng phẫu thuật. Mẫu mô phẫu thuật đúc nến có chất lƣợng không bằng vì 

DNA trong tế bào đã qua giai đoạn nhuộm và đúc nến, có khả năng bị hủy 

hoại. Loại mô này có thể xác định đột biến bằng kỹ thuật giải trình tự nhƣng  

vẫn có nguy cơ bỏ sót đột biến. Một nghiên cứu so sánh việc xác định đột 

biến gen EGFR giữa 15 phòng xét nghiệm y khoa ở Pháp (nghiên cứu 

ERMETIC) đã kết luận độ chính xác của tỷ lệ đột biến gen EGFR phụ thuộc 

nhiều vào chất lƣợng mẫu hơn là kỹ thuật xác định, do đó cần chú ý bảm bảo 
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quy trình lấy, bảo quản và xử lý mẫu [150]. Mẫu mô sinh thiết đúc nến cung 

cấp lƣợng tế bào ác tính ít hơn hai loại mẫu mô trên nên khả năng phát hiện 

bằng kỹ thuật giải trình tự là thấp hơn. Tuy nhiên, đây là loại mô chiếm phần 

lớn ở đối tƣợng bệnh nhân ung thƣ phổi giai đoạn cuối vì đã không còn khả 

năng phẫu thuật. Tế bào ác tính lưu hành trong dịch màng phổi hoặc huyết 

tương cũng cung cấp lƣợng tế bào ác tính rất ít, nồng độ DNA tách chiết đƣợc 

từ tế bào ung thƣ ở các loại mẫu này là rất thấp. Do đó, đối với những loại 

mẫu này nên sử dụng xác định đột biến có độ nhạy cao hơn, thuộc nhóm phát 

hiện trúng đích nhƣ Scorpion ARMS, Taqman real-time PCR, PCR-RFLP 

hoặc SMAP [151]. Nghiên cứu này xác định đột biến từ những mẫu mô sinh 

thiết đúc nến nhƣng đã áp dụng nhiều biện pháp hạn chế những khuyết điểm 

nêu trên bằng cách lựa chọn vùng tập trung tế bào ung thƣ của mẫu mô dƣới 

kính hiển vi và sử dụng kết hợp hai kỹ thuật giải trình tự và Scorpion ARMS. 

(2) Quy trình tách chiết và tinh sạch DNA quyết định nồng độ và chất 

lƣợng DNA tổng số, trong đó có DNA ung thƣ. Nếu quy trình chƣa đƣợc tối 

ƣu hóa, làm thất thoát DNA hoặc dịch chiết DNA không tinh khiết hoặc DNA 

không còn toàn vẹn sẽ làm giảm độ nhạy xét nghiệm, ức chế các phản ứng 

sinh học phân tử tiếp sau và gây âm tính giả. Nghiên cứu này áp dụng quy 

trình tách chiết và tinh sạch DNA đã tối ƣu hóa, thông qua hai bằng chứng là 

đo quang xác định nồng độ, độ tinh khiết của dịch chiết DNA và kết quả chạy 

PCR các mẫu DNA vừa tách chiết với cặp mồi gen nội chuẩn GAPDH chứng 

tỏ DNA còn nguyên vẹn. 

(3) Kỹ thuật xác định đột biến gen EGFR: nhƣ đã trình bày ở trên, kỹ 

thuật xác định đột biến gen trong bệnh ung thƣ gồm nhóm kỹ thuật tầm soát 

và kỹ thuật phát hiện trúng đích. Mỗi kỹ thuật trong các nhóm kỹ thuật này 

đều có thế mạnh và hạn chế riêng, do đó, nếu kết hợp sẽ bổ khuyết cho nhau, 
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không bỏ sót đột biến (cả đột biến mới và đột biến đã biết). Nghiên cứu đã sử 

dụng kỹ thuật giải trình tự để không bỏ sót đột biến mới và những đột biến có 

tần suất lƣu hành thấp, kết hợp với kỹ thuật Scorpion ARMS có độ nhạy rất 

cao để phát hiện những trƣờng hợp âm tính giả do giải trình tự và thiết kế mồi 

phát hiện khá nhiều đột biến đã biết (29 loại). Phƣơng pháp này đã giúp xác 

định chính xác tỷ lệ đột biến gen EGFR ở bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn 

cuối tại Việt Nam. 

4.1.2.2. Tỷ lệ các loại đột biến gen EGFR 

Các nghiên cứu trƣớc đây đều cho thấy đột biến EGFR liên quan đến 

tính đáp ứng thuốc EGFR TKIs trong UTP tập trung tại 4 exon 18 – 21, vùng 

mã hóa tyrosine kinase [152]. Khoảng 90% là các đột biến xóa đoạn nhỏ liên 

quan đến 5 acid amin từ codon 746-750 exon 19 (đột biến ELREA hay 

∆E746-A750)  và các đột biến điểm gây thay đổi acid amin leucine (L) thành 

arginine (R) tại codon 858 exon 21 (đột biến L858R). Có hơn 20 loại biến thể 

của đột biến xóa đoạn exon 19 gồm xóa đoạn dài hơn, ngắn hơn, xóa đoạn 

kèm đột biến điểm và xóa đoạn kèm thêm đoạn. Khoảng 3% là đột biến điểm 

tại codon 719 exon 18, thay thế Glycine (G) thành Cysteine (C), Alanine (A) 

hoặc Serine (S) (đột biến G719X). Ngoài ra, khoảng 3% là các đột biến thêm 

đoạn không làm lệch khung dịch mã ở exon 20. Còn lại là các đột biến hiếm 

gặp khác [38], [152], [153]. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy đột biến gen EGFR rất đa dạng, phân bố cả 4 

exon, gồm tất cả các dạng đột biến điểm, xóa đoạn và thêm đoạn (Biểu đồ 3.1). 

Trong 106 đột biến đƣợc xác định, exon 19 tập trung nhiều đột biến nhất 

(48,2%) gồm các đột biến xóa đoạn; kế đến là exon 21 (46,2%) gồm chủ yếu 

các đột biến điểm bên cạnh 1 trƣờng hợp xóa đoạn và 1 trƣờng hợp thêm đoạn; 

exon 20 tập trung 2,8% đột biến gồm đột biến điểm và đột biến xóa đoạn; exon 
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18 tập trung ít đột biến nhất (1,9%) gồm đột biến xóa đoạn và đột biến điểm. 

Kết quả này tƣơng đồng với nghiên cứu của Mitsudomi và cộng sự năm 2006 

[154] trên bệnh nhân Đông Á nhƣng khác biệt với nghiên cứu của Ellison do 

tiến hành trên bệnh nhân da trắng [139]. Nghiên cứu của Huang tại Đài Loan 

[134] và Hoàng Anh Vũ  tại Việt Nam [111], tuy là chủng tộc Đông Á nhƣng 

có khác biệt lớn với đột biến exon 21 chiếm tỷ lệ cao hơn hẳn exon 19 có lẽ do 

số lƣợng đột biến nhỏ, các số liệu chƣa có sức thuyết phục cao (Bảng 4.3). 

Bảng 4.3. Phân bố đột biến gen EGFR trên exon 18-21                                    

theo một số nghiên cứu 

Nghiên cứu Số đột biến Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21 

Huang (2004) [134] 46 8,7% 28,3% 10,9% 50,0% 

Mitsudomi (2006) [154] 569 3,2% 48,2% 3,7% 42,7% 

Ellison (2010) [139] 27 7,4% 51,9% 0 40,7% 

Hoàng Anh Vũ (2011) [111] 28 14,3% 25,0% 3,6% 57,1% 

Nghiên cứu này (2014) 106 1,9% 48,2% 2,8% 46,2% 

Trong những đột biến gen EGFR đơn độc đã phát hiện trong nghiên cứu, 

đột biến xóa đoạn LREA exon 19 chiếm tỷ lệ cao nhất (51/106 trƣờng hợp, 

48,2%), kế đến là đột biến L858R exon 21 (43/106 trƣờng hợp, 40,7%). Đột 

biến L861Q exon 21 và T790M exon 20 ít hơn (lần lƣợt là 4/106 trƣờng hợp, 

3,8% và 1/106 trƣờng hợp, 0,9%) (Biểu đồ 3.1.). Ngoài ra, còn một số đột 

biến hiếm gặp khác, mỗi đột biến chỉ gặp một trƣờng hợp, chiếm tỷ lệ 0,9%. 

Tỷ lệ đột biến đôi cũng rất thấp, mỗi loại chỉ có một trƣờng hợp. Kết quả này 

tƣơng đối phù hợp với đa số nghiên cứu trên thế giới (Bảng 4.2) với đột biến 
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LREA chiếm tỷ lệ cao hơn đột biến L858R. Sự khác biệt, nếu có, có thể do 

chủng tộc và kỹ thuật xác định đột biến. Nghiên cứu của Hoàng Anh Vũ cũng 

trên ngƣời Kinh cho tỷ lệ đột biến LREA và biến thể xóa đoạn exon 19 thấp 

hơn đột biến L858R exon 21 (lần lƣợt là 25% và 42,9%). Sự khác biệt này có 

thể do kỹ thuật xác định đột biến, tác giả sử dụng kỹ thuật pyrosequencing có 

độ nhạy kém hơn Scorpion ARMS.  

Nghiên cứu phát hiện 4 đột biến mới, chƣa công bố trên y văn, gồm đột 

biến xóa đoạn nhỏ exon 18 và 20, xóa đoạn dài exon 21 và thêm đoạn exon 

21. Không loại trừ đây là những đột biến đặc biệt ở ngƣời Kinh. Bốn đột biến 

này xuất hiện với tỷ lệ rất thấp (mỗi đột biến chỉ có 1 trƣờng hợp) và hiện tại 

chƣa rõ có ảnh hƣởng ra sao đối với thuốc điều trị đích hoặc có thể chỉ là 

những đột biến vô nghĩa. Chính vì vậy, bốn bệnh nhân mang bốn đột biến này 

không đƣợc đƣa vào nhóm đƣợc điều trị erlotinib. Việc xác định một đột biến 

mới có ảnh hƣởng đến tính đáp ứng với thuốc điều trị đích hay không là một 

công việc lâu dài và tốn kém ở mức độ RNA, protein và thử nghiệm trên cả 

mô hình tế bào, động vật và ngƣời bệnh. Mặt khác, với tần suất quá thấp, việc 

theo dõi, đánh giá ảnh hƣởng của bốn đột biến này trên một quần thể để có ý 

nghĩa thống kê là rất khó khăn. Trong khuôn khổ của nghiên cứu, vì nguồn 

bệnh mang những đột biến trên quá ít nên chƣa thể làm rõ đƣợc vấn đề này.  

Trong khi các đột biến mới trên exon gen EGFR đƣợc phát hiện trong 

nghiên cứu chiếm tỷ lệ 3,8%  và đều là các đột biến xóa đoạn exon 18, 20, 21 

và thêm đoạn exon 21, thì trong nghiên cứu của Hoàng Anh Vũ, đột biến mới 

chiếm tỷ lệ 10,7% và đều là các đột biến điểm ở exon 20 và 21. Hoàng Anh 

Vũ còn phát hiện đƣợc 2 đột biến trong vùng cắt nối của intron 18 (IVS18-

3T>C và IVS18-1G>T) [111]. Đây là những đột biến có thể ảnh hƣởng đến 

quá trình nối ghép RNA của gen EGFR, nhƣng tác giả không thể khẳng định 
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đƣợc chính xác kiểu nối ghép sai vì không có mẫu mô phù hợp cho khảo sát ở 

mức RNA.Tuy nhiên, do đây không phải là vùng tập trung các đột biến ảnh 

hƣởng đến tính đáp ứng với EGFR TKIs nên không nằm trong mục tiêu của 

nghiên cứu. 

Sau khi đã loại trừ 4 trƣờng hợp đột biến mới, tỷ lệ các đột biến gen 

EGFR làm tăng tính nhạy cảm với thuốc EGFR TKIs chiếm đa số trong 

nghiên cứu (99/102 trƣờng hợp, 97,0%), trong khi các đột biến kháng thuốc 

chỉ có 3/102 trƣờng hợp (3,0%). Đột biến T790M đơn độc ở exon 20 có 1 

trƣờng hợp, chiếm 1/3 trong số đột biến kháng thuốc. Các tỷ lệ tƣơng đồng 

với các thống kê trƣớc đây trên thế giới [38], [152], [153]. Hoàng Anh Vũ xác 

định đột biến EGFR trên 71 bệnh nhân UTPKTBN ngƣời Kinh nhƣng không 

phát hiện trƣờng hợp đột biến kháng thuốc nào đã đƣợc công bố [111].  Đặc 

biệt, 2/3 đột biến kháng thuốc trong nghiên cứu rơi vào hai bệnh nhân mang 

đột biến đôi. Bệnh nhân thứ nhất mang đồng thời 2 đột biến S768I + V769L 

(exon 20) gây kháng thuốc EGFR TKIs đã đƣợc công bố [123]. Bệnh nhân 

thứ hai mang đồng thời 2 đột biến T790M (exon 20) + L858R (exon 21). Tuy 

trên thế giới đã có một số báo cáo nhƣng đây là lần đầu tiên tại Việt Nam xác 

định đƣợc về những trƣờng hợp đột biến đôi nhƣ trên [116], [146], [147]. Đột 

biến T790M+L858R là một trƣờng hợp đột biến đôi phức tạp khi mang đồng 

thời đột biến gây kháng và tăng nhạy cảm EGFR TKIs. Tỷ lệ đột biến đôi gen 

EGFR ở bệnh nhân UTPKTBN thể biểu mô tuyến đƣợc báo cáo từ 13% [155] 

đến 17,9% [134]. Nghiên cứu khả năng đáp ứng với gefitinib ở cấp độ in vitro 

của trƣờng hợp đột biến T790M + L858R cho thấy tình trạng kháng thuốc rất 

mạnh dù đột biến L858R nếu đứng riêng rẽ sẽ làm tăng tính nhạy cảm thuốc 

rất cao do bộ đôi  làm tăng ái lực gắn kết ATP của EGFR gấp 5 lần đột biến 

L858R [155], [156]. Phát hiện đột biến đôi cho thấy tế bào ác tính trong khối 

u đã tích lũy khá nhiều các biến đổi ở cấp độ phân tử. 
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Tỷ lệ đột biến exon 18-21 gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng thuốc 

EGFR TKIs trong quần thể bệnh nhân UTPKTBN tại Việt Nam là khá cao 

58,6%. Trong đó, đột biến xóa đoạn exon 19 và đột biến điểm exon 21 làm 

tăng tính nhạy cảm với EGFR TKIs chiếm đa số. Do đó, việc xét nghiệm đột 

biến gen EGFR trong UTPKTBN có ý nghĩa hết sức quan trọng, giúp đƣa ra 

những bằng chứng chính xác về tình trạng gen để từ đó các bác sĩ lâm sàng có 

thể chỉ định những phác đồ điều trị thực sự có hiệu quả đối với bệnh nhân.  

4.1.3. Tỷ lệ đột biến gen KRAS 

Khoảng 15-25% các bệnh nhân UTPKTBN có mang đột biến gen 

KRAS. Trong các nghiên cứu lâm sàng, đột biến codon 12 và 13 của KRAS 

đã đƣợc chứng minh là yếu tố gây kháng nguyên phát với các thuốc ức chế 

EGFR [49], [157], [158]. Hơn 95% trƣờng hợp đột biến KRAS xảy ra ở 

codon 12 và 13 của exon 2; các đột biến KRAS tại codon 61 và 146 rất hiếm 

gặp và ý nghĩa lâm sàng cũng chƣa rõ ràng [159]. Trong nghiên cứu này, exon 

2 của gen KRAS, là vùng chứa codon 12 và 13 đƣợc xác định đột biến bằng 

kỹ thuật  giải trình tự gen và Scorpion ARMS. Trên 181 bệnh nhân đƣợc khảo 

sát đột biến gen KRAS, có 28 trƣờng hợp mang đột biến ở codon 12 hoặc 

codon 13, chiếm 15,5%. Tỷ lệ này tƣơng đồng với nhiều nghiên cứu trƣớc 

đây (Bảng 4.4). Tỷ lệ đột biến codon 12 và 13 của exon 2 gen KRAS trong 

bệnh UTPKTBN tại châu Á đã đƣợc báo cáo là thấp hơn các quốc gia Âu Mỹ 

[52], [160]. Tỷ lệ này trên ngƣời Việt Nam trong nghiên cứu cao hơn tỷ lệ 

trên ngƣời Trung Quốc và Triều Tiên [161], [162] có lẽ do nghiên cứu kết 

hợp 2 kỹ thuật giải trình tự và Scorpion ARMS giúp tìm ra nhiều đột biến 

hơn, không loại trừ đột biến gen KRAS có thể phổ biến hơn ở ngƣời Kinh. 

Ngoài các yếu tố về dịch tễ đã đƣợc xác định nhƣ chủng tộc, giới tính, thói 

quen hút thuốc và loại mô bệnh học, tỷ lệ đột biến gen KRAS còn chịu ảnh 

hƣởng bởi các yếu tố kỹ thuật tƣơng tự nhƣ đột biến gen EGFR. 
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Bảng 4.4. Tỷ lệ đột biến gen KRAS trong bệnh UTPKTBN  

ở một số nghiên cứu trên thế giới 

Tác giả Chủng tộc 
Cỡ 

mẫu 
Kỹ thuật 

Tỷ lệ    

đột biến 

chung 

Đột biến 

codon 12 

Đột biến 

codon 13 

Miller VA 

(2008) [158] 

Âu Mỹ 80 Giải trình tự 22,5% - - 

Sun L (2011) 

[162] 

Trung Quốc 160 Giải trình tự 5% 62,5% 37,5% 

Boch C (2013) 

[135] 

Âu Mỹ 552 Real-time PCR 15,4% 86% 14% 

Sun J-M 

(2013) [161] 

Triều Tiên 484 Giải trình tự 8% 95% 5% 

Nghiên cứu 

này (2014) 
Việt Nam 181 

Giải trình tự và 

Scorpion ARMS 
15,5% 82,2% 17,8% 

Trong những đột biến codon 12-13 exon 2 gen KRAS đã phát hiện trong 

nghiên cứu, đột biến codon 12 chiếm ƣu thế 82,2% với đột biến G12D chiếm tỷ lệ 

cao nhất 35,7%, kế đến là đột biến G12V với 17,8%. Đột biến G12C và G12A ít 

gặp hơn, tỷ lệ lần lƣợt là 14,3% và 10,7%. Đột biến G12S ít gặp nhất (3,6%). Đột 

biến codon 13 chỉ chiếm 17,8% và chỉ gồm 1 loại đột biến G13D. Các đột biến 

KRAS phát hiện trong nghiên cứu đều đã đƣợc báo cáo và có tỷ lệ tƣơng đồng 

trên cơ sở dữ liệu COSMIC [123]. Nghiên cứu không phát hiện đƣợc trƣờng hợp 

đột biến KRAS mới do chỉ tập trung vào codon 12-13, là vị trí có tỷ lệ đột biến 

cao nhất và có ý nghĩa trong điều trị đích. Chiều dài của đoạn gen đƣợc khảo sát 

không dài nên hầu nhƣ tất cả các đột biến tại đây đều đã đƣợc công bố.  

Một điểm đáng quan tâm là nghiên cứu phát hiện đột biến KRAS trong 

nhóm có mang đột biến EGFR và nhóm không có đột biến EGFR (Bảng 

3.10). Các nghiên cứu trƣớc đây thƣờng ghi nhận rằng đột biến gen KRAS 
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hiện diện trong những khối u có gen EGFR và ALK bình thƣờng, nói một 

cách khác là  đột biến KRAS và các đột biến gen khác trong UTPKTBN loại 

trừ lẫn nhau [157], [163]. Tuy nhiên, khi ứng dụng kỹ thuật có độ nhạy cao để 

phát hiện đột biến KRAS, nhƣ kỹ thuật giải trình tự alen đột biến (mutant-

allele sequencing), cũng có những nghiên cứu ghi nhận đột biến KRAS gặp 

trong những trƣờng hợp có đột biến EGFR và là nguyên nhân kháng erlotinib 

và gefitinib nguyên phát [164], [165]. Kết quả nghiên cứu cho thấy trong 

UTPKTBN cần khảo sát đồng thời cả hai đột biến gen EGFR và KRAS để 

giúp chọn lựa bệnh nhân phù hợp cho điều trị đích bằng erlotinib và gefitinib. 

4.2. ĐÁNH GIÁ HIỆU QUẢ ĐIỀU TRỊ ĐÍCH BƢỚC 1 BẰNG 

ERLOTINIB TRÊN BỆNH NHÂN UTPKTBN CÓ ĐỘT BIẾN GEN EGFR 

Trên 70% trƣờng hợp UTPKTBN khi đƣợc phát hiện đã ở giai đoạn tiến 

xa (IIIB/IV), ngƣời bệnh không còn khả năng phẫu thuật. Liệu pháp hóa trị 

kết hợp hai thuốc có chứa platinum (nhƣ carboplatin và paclitaxel), vốn đƣợc 

xem là liệu pháp hóa trị bƣớc 1 chuẩn cho nhóm bệnh này [166], [167], đã đạt 

đến ―trần‖ của hiệu quả điều trị với tỷ lệ OS 1 năm là khoảng 33% và 2 năm 

là khoảng 11% [166]. Trong bối cảnh đó, erlotinib và gefitinib đã cho thấy 

hiệu quả vƣợt trội so với hóa chất truyền thống đặc biệt trên nhóm bệnh nhân 

có đột biến gen EGFR [90], [91].  Nhiều nghiên cứu lâm sàng sử dụng đơn trị 

EGFR TKIs bƣớc 1 trên các bệnh nhân có đột biến EGFR đều cho ORR cao, 

khoảng 50-70%, với sự cải thiện ấn tƣợng về cả PFS (khoảng 6-14 tháng) và 

OS (20-24 tháng) [85], [86], [87], [88], [89].  

Ngoài ra, trong những con đƣờng truyền tín hiệu nội bào của thụ thể EGFR, 

có sự tham gia của trục RAS/RAF/MAPK [33]. Nếu KRAS ở trạng thái bình 

thƣờng (KRAS lành tính), hoạt động của nó phụ thuộc vào hoạt tính của thụ thể 
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EGFR. Trái lại, KRAS đột biến sẽ tự hoạt hóa không phụ thuộc EGFR. Các 

nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng trong UTPKTBN đã chứng minh rằng điều trị 

bằng thuốc ức chế đặc hiệu EGFR chỉ có hiệu quả trong những trƣờng hợp 

không kèm đột biến tại KRAS [46], [47], [48], [49]. Do đó, các bệnh nhân đƣợc 

điều trị erlotinib trong nghiên cứu này đều không có đột biến gen KRAS. 

Quần thể  nghiên cứu gồm các bệnh nhân thuộc dân  tộc  Kinh (Đông Á), 

có  tỷ lệ  không  hút  thuốc  cao, chỉ gồm ung thƣ thể biểu mô tuyến và tất cả đều 

mang đột biến gen EGFR tăng tính nhạy cảm với erlotinib. Đây là những  yếu  tố 

tiên lƣợng lâm  sàng và cận lâm sàng cho đáp ứng tốt với erlotinib [44], [45]. 

4.2.1. Đáp ứng điều trị 

Ở giai đoạn muộn, việc cải thiện chất lƣợng sống đƣợc đặt lên hàng đầu, 

vì vậy hóa trị toàn thân (cả hóa chất truyền thống và thuốc điều trị đích) có vai 

trò chủ yếu là giảm nhẹ triệu chứng (cả cơ năng và thực thể) và kéo dài OS  

cho ngƣời bệnh. Các thuốc ức chế hoạt tính tyrosine kinase của EGFR thế hệ 

đầu, gồm gefitinib và erlotinib, cho hiệu quả đáp ứng lâm sàng tốt với ORR 

cao từ 43-73% và OS trung bình là 19-31 tháng [90], [92]. Trong nghiên cứu 

này, hiệu quả điều trị bệnh đƣợc đánh giá dựa trên đáp ứng thực thể (theo tiêu 

chuẩn RECIST) và đáp ứng toàn trạng (theo chỉ số Karnofski).  

4.2.1.1. Đáp ứng thực thể 

Nghiên cứu chỉ ghi nhận duy nhất một trƣờng hợp đáp ứng hoàn toàn 

trong tổng số 61 bệnh nhân đƣợc điều trị đích bƣớc 1 bằng erlotinib. Đáp ứng 

hoàn toàn hiếm khi đạt đƣợc ở bệnh nhân ung thƣ giai đoạn cuối vì kích thƣớc 

u lớn, xâm lấn và có thể đã cho di căn xa. Do đó, ghi nhận đƣợc đáp ứng hoàn 

toàn ở tháng thứ 9 điều trị cho thấy hiệu quả tốt của điều trị đích nói chung và 

erlotinib nói riêng trên những bệnh nhân có đột biến gen EGFR. Tỷ lệ đáp 
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ứng ORR của bệnh nhân trong nghiên cứu đạt cao nhất là 63,9% tại thời điểm 

tháng thứ 6 sau điều trị. Đây là ORR khá cao nếu so với ORR trong các 

nghiên cứu đã thực hiện về hiệu quả điều trị của erlotinib trên bệnh nhân 

UTPKTBN giai đoạn muộn tại Việt Nam. Nghiên cứu của Lê Thƣợng Vũ và 

cộng sự có ORR là 35,5%, thấp hơn trong nghiên cứu này do nhóm tác giả 

không xác định tình trạng đột biến gen EGFR và cũng không phân biệt điều 

trị bƣớc 1 hoặc bƣớc 2 [115]. Nghiên cứu của Nguyễn Tuyết Mai báo cáo 

ORR chỉ có 15% do tiến hành điều trị erlotinib bƣớc 2 trên bệnh nhân đã thất 

bại nhiều hơn một phác đồ hóa trị có platinum [114]. 

Bảng 4.5. So sánh ORR ở bệnh nhân có đột biến gen EGFR  

với các nghiên cứu trên thế giới 

 

Tác giả n EGFR TKI ORR 

Sequist LV (2008) [88] 31 Gefitinib bƣớc 1 55% 

Tamura K (2008) [169] 28 Gefitinib bƣớc 1 75% 

Mok T. (2009) [90] 132 Gefitinib bƣớc 1 71,4% 

Inoue A (2009) [87] 30 Gefitinib bƣớc 1 66% 

Jeanne PA. (2012) [168] 32 Erlotinib bƣớc 1 66% 

Nghiên cứu này (2014) 61 Erlotinib bƣớc 1 63,9% 

 

Tỷ lệ ORR trong nghiên cứu này củng cố những kết luận đã đƣợc rút ra 

từ các nghiên cứu trƣớc đó là thuốc EGFR TKIs hiệu quả tốt trên những bệnh 

nhân có đột biến gen EGFR. Sequist và cộng sự điều trị gefitinib trên 31 bệnh 

nhân (đã đƣợc chọn lựa dựa vào các đặc điểm lâm sàng) có đột biến EGFR và 

ghi nhận ORR là 54,8%, trong đó chỉ có 2 bệnh nhân là ngƣời châu Á [88]. 

Khi tiến hành điều trị gefitinib hoặc erlotinib bƣớc 1 trên đối tƣợng bệnh nhân 
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châu Á có đột biến gen EGFR, ORR trong nghiên cứu của Tamura  và cộng 

sự là 75%, của Mok và cộng sự là 71,4%, của Inoue và cộng sự là 66% và của 

Jeanne và cộng sự là 66% [87], [90], [168], [169].  

Minh họa trường hợp đáp ứng hoàn toàn: Bệnh nhân VTTT (mã số mẫu 

110) mang đột biến điểm L858R exon 21 gen EGFR và đạt đáp ứng hoàn toàn 

vào tháng thứ  9 điều trị. Đây là bệnh nhân nữ, 58 tuổi, không hút thuốc lá, khi 

phát hiện thì bệnh đã vào giai đoạn IV di căn não đa ổ, mô bệnh học là ung thƣ 

biểu mô tuyến. Trƣớc khi điều trị, kích thƣớc khối u phổi phải của bệnh nhân là 

34x29 cm trên phim PET-CT kèm theo hình ảnh di căn xƣơng đa ổ, nồng độ 

CEA là > 1000 ng/mL (bình thƣờng < 4 ng/mL). Sau 9 tháng điều trị erlotinib, 

khối u phổi của bệnh nhân teo nhỏ hoàn toàn chỉ còn tổn thƣơng xơ hóa, các 

tổn thƣơng não biến mất hoàn toàn và nồng độ CEA giảm còn 4,4 ng/mL. Bệnh 

nhân có thể sinh hoạt bình thƣờng (Hình 4.2 và 4.3). 

  
Hình 4.2. Hình ảnh CT ngực (bên trái) và MRI sọ não (bên phải) ở thời 

điểm trƣớc điều trị erlotinib của bệnh nhân VTTT:  

Khối u phổi phải kích thước 34x29 mm (hình bên trái, mũi tên) và hai tổn 

thương di căn não (hình bên phải, mũi tên)  
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Hình 4.3. Hình ảnh CT ngực (bên trái) và MRI sọ não (bên phải) ở thời 

điểm tháng thứ 9 sau điều trị erlotinib của bệnh nhân VTTT 

Vị trí khối u phổi phải lúc trước chỉ còn tổn thương xơ hóa rất nhỏ (hình bên trái, 

mũi tên) và hai tổn thương di căn não biến mất hoàn toàn (hình bên phải, mũi tên) 

Minh họa trường hợp đáp ứng một phần: Bệnh nhân NTH (mã số mẫu 

179), nữ, 42 tuổi, nhập viện do đau ngực phải, đau vùng xƣơng chậu phải, khó 

thở, khám phát hiện tràn dịch màng phổi phái, xét nghiệm tế bào học là UT 

biểu mô tuyến. Nồng độ CEA lúc nhập viện là 306,3 ng/mL, chụp CT ngực có 

tràn dịch màng phổi phải, hạch trung thất, MRI sọ não bình thƣờng, có di căn 

xƣơng tại đốt sống D10 và khớp cùng chậu hai bên. Bệnh nhân đƣợc chẩn 

đoán UTP phải di căn màng phổi, hạch trung thất, xƣơng. Xét nghiệm có đột 

biến LREA exon 19 gen EGFR. Do đó, bệnh nhân đã đƣợc điều trị bằng 

erlotinib 150mg 1 viên/ngày, kết hợp với chống hủy xƣơng và giảm đau. Sau 

điều trị khoảng 7-10 ngày, bệnh nhân xuất hiện nổi mụn da vùng mặt độ I (tác 

dụng phụ của erlotinib). Sau khoảng 1 tháng, bệnh nhân không còn triệu 

chứng đau, không khó thở, có thể sinh hoạt, làm việc bình thƣờng, không phài 

dùng thuốc giảm đau. Nồng độ CEA từ 306,3 ng/mL giảm còn 215,4 ng/mL. 

Trên hình ảnh PET/CT, nhu mô hai phổi không thấy tổ chức hấp thu F-18 

FDG bất thƣờng, không thấy tràn dịch màng phổi, còn hạch rốn phổi phải 



116 

đƣờng kính 0,9cm, tăng hấp thu F-18 FDG, max SUV=2,8, xƣơng chậu phải 

tăng hấp thu F-18 FDG, max SUV=6,17, hình khuyết xƣơng thân D10 không 

tăng hấp thu F-18 FDG.  

 

 

Hình 4.4. Hình ảnh MSCT ngực của bệnh nhân NTH   

trƣớc và sau 1 tháng điều trị erlotinib  

Chụp MSCT ngực trước điều trị (bên trái) cho hình ảnh tràn dịch màng phổi phải lượng nhiều. 

Chụp MSCT ngực sau điều trị erlotinib 1 tháng (bên phải) không còn dịch màng phổi. 

 

Sau 5 tháng điều trị erlotinib, bệnh nhân không còn triệu chứng cơ năng, 

sinh hoạt và làm việc bình thƣờng. Chụp MSCT ngực không thấy bất thƣờng, 

không còn thấy hạch rốn phổi, xạ hình xƣơng còn tăng hoạt độ phóng xạ tại 

D10, cung trƣớc xƣơng sƣờn 9,10 và xƣơng chậu bên trái. Nồng độ CEA 

giảm còn 4,12 ng/mL. Đánh giá hiệu quả điều trị erlotinib: bệnh nhân NTH 

đạt đáp ứng một phần với triệu chứng lâm sàng và toàn trạng cải thiện tốt, 

không thấy tác dụng phụ trên tủy xƣơng, gan và thận. 
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Hình 4.5. Hình ảnh MSCT ngực của bệnh nhân NTH  

sau 1 tháng và sau 5 tháng điều trị erlotinib  

MSCT ngực sau điều trị 1 tháng (bên trái) cho hình ảnh hạch rốn phổi phải 0,9cm. MSCT 

ngực sau điều trị 5 tháng (bên phải) không còn hạch rốn phổi phải. 

  
Hình 4.6. Hình ảnh xạ hình xƣơng của bệnh nhân NTH                                                      

trƣớc và sau 5 tháng điều trị erlotinib  

Xạ hình xương trước điều trị (trái) cho thấy tăng hoạt độ phóng xạ tại đốt sống D10 và 

khớp cùng chậu hai bên. Xạ hình xương sau 5 tháng điều trị (phải) cho thấy tăng hoạt độ 

phóng xạ tại đốt sống D10, cung sườn 9-10 và xương cánh chậu trái. 
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Tuy nhiên, sau khi đạt giá trị cao nhất tại thời điểm tháng thứ 6, ORR bắt 

đầu giảm dần, gợi ý một tình trạng kháng thuốc thứ phát. Có thể sự tiếp xúc 

với erlotinib một thời gian đã kích thích sự phát sinh một số rối loạn ở cấp độ 

phân tử gây kháng với EGFR TKIs nhƣ đột biến T790M exon 20 gen EGFR 

[99], [100], sự khuếch đại thụ thể MET [102], tăng biểu hiện yếu tố phát triển 

tế bào gan HGF [104] …Do không thể tiến hành sinh thiết lại để xét nghiệm, 

đồng thời tại Việt Nam cũng chƣa có điều kiện để xác định các rối loạn di 

truyền này nên nguyên nhân bệnh tiến triển sau một thời gian dùng thuốc vẫn 

chƣa đƣợc tìm hiểu.  

Bên cạnh đó, có 2 bệnh nhân có bệnh tiến triển chỉ sau một thời gian 

dùng thuốc rất ngắn và đã đƣợc xếp vào nhóm nghi ngờ kháng thuốc nguyên 

phát. Trong phạm vi nghiên cứu đã loại trừ đột biến codon12-13 gen KRAS 

và các đột biến gen EGFR kháng thuốc cũng nhƣ các đột biến gen EGFR mới 

chƣa công bố, là những nguyên nhân kháng erlotinib hoặc gefitinib nguyên 

phát đã đƣợc báo cáo [46], [48], [123]. Tuy nhiên, còn có các biến đổi ở cấp 

độ phân tử khác, tồn tại độc lập với những đột biến trên, gây kháng với 

erlotinib và gefitinib, nhƣ sự hiện diện của đột biến codon 600 gen BRAF 

[61] và phức hợp chuyển đoạn gen ALK-EML4 [170]. Các biến đổi di truyền 

này, nếu không đƣợc xác định trƣớc khi quyết định điều trị đích cùng lúc với 

đột biến gen EGFR và KRAS, sẽ gây lãng phí cho nền y tế. Do đó, cần nhanh 

chóng xây dựng quy trình kỹ thuật xác định các rối loạn liên quan đến tình 

trạng kháng thuốc điều trị đích, đặc biệt là tình trạng kháng nguyên phát. 

4.2.1.2. Đáp ứng toàn trạng 

Tỷ lệ bệnh nhân có chỉ số Karnoski ổn định/tăng đạt cao nhất vào tháng 

thứ 3 sau điều trị (96,7%). 2 bệnh nhân không hề có cải thiện toàn trạng sau 

dùng thuốc. Có thể hai bệnh nhân này có một rối loạn ở cấp độ phân tử khác 
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gây kháng với erlotinib nhƣ đã đề cập ở mục 4.2.1.1. Tỷ lệ bệnh nhân có chỉ 

số Karnoski ổn định/tăng giảm dần ở các thời điểm đánh giá điều trị sau, 

tƣơng ứng với sự tăng dần của tỷ lệ bệnh tiến triển. Ở một số trƣờng hợp, việc 

triệu chứng cơ năng tái lập và toàn trạng xấu đi xuất hiện sau tình trạng tiến 

triển thực thể, có thể do ngƣời bệnh đƣợc theo dõi sát bằng các phƣơng tiện 

cận lâm sàng nên phát hiện bệnh tiến triển sớm.  

Chỉ số Karnofsky tăng chứng tỏ toàn trạng ngƣời bệnh khá lên, chất 

lƣợng sống có cải thiện. Trên bệnh nhân điều trị erlotinib có đáp ứng, cải 

thiện triệu chứng thƣờng đƣợc ghi nhận ở ngay tháng đầu ở 80% bệnh nhân. 

Các bệnh nhân này cảm thấy đỡ đau, ăn uống đƣợc, tinh thần lạc quan, một số 

tình trạng ban đầu nhƣ tràn dịch màng phổi giảm nên đỡ khó thở, ho và giảm 

yếu liệt do giảm đƣợc tình trạng phù não do di căn não. Một số bệnh nhân dù 

đáp ứng chỉ ở mức bệnh giữ nguyên nhƣng về cơ năng dung nạp thuốc tốt, 

bệnh nhân cảm thấy đỡ mệt, ăn uống khá hơn, chất lƣợng sống đƣợc nâng 

cao. Các bệnh nhân điều trị erlotinib bằng đƣờng uống còn tránh đƣợc tình 

mệt mỏi, chán ăn và buồn nôn trong những ngày sau truyền  hóa chất.  

Điển hình cho việc cải thiện triệu chứng và đáp ứng toàn trạng tốt là 

trƣờng hợp bệnh nhân NVH (mã số mẫu 76) 66 tuổi, giới tính nam, có tiền 

căn hút thuốc lá nhƣng đã bỏ đƣợc 10 năm, bị UTPKTBN giai đoạn IV thể 

biểu mô tuyến, di căn xƣơng và não đa ổ, mang đột biến L858R exon 21 gen 

EGFR. Bệnh nhân dung nạp thuốc tốt, chỉ bị phát ban thể nổi mụn độ 2. Sau 5 

tháng điều trị erlotinib, bệnh nhân đạt đáp ứng một phần với kích thƣớc u từ 

44x35mm giảm còn 23x14mm, nồng độ CEA từ 31,6 ng/mL giảm còn 18,6 

ng/mL (bình thƣờng < 4ng/mL). Bệnh nhân có đáp ứng toàn trạng rất tốt. Từ 

tình trạng di căn xƣơng gây đau nhức xƣơng không giảm với thuốc giảm đau, 

di căn não gây yếu liệt nửa ngƣời trái không thể di chuyển, đau ngực, bệnh 
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nhân đã hết đau ngực, giảm đau xƣơng có thể chịu đƣợc không dùng giảm đau 

và hết liệt, có thể tự đi lại đƣợc bằng nạng.  

4.2.2. Thời gian sống thêm 

Trung vị PFS và OS trong nghiên cứu này lần lƣợt là 9,4 tháng và 15,5 

tháng, tƣơng đồng so với báo cáo của Inoue, Sequist, Mok và Tamura [87], 

[88], [90], [169], nhƣng lại có khác biệt so với của Jeanne (trung vị PFS và 

OS lần lƣợt là 14,1 và 31,3 tháng) dù cũng trên bệnh nhân châu Á, có thể do 

thời gian nghiên cứu của Jeanne là 44 tháng nên theo dõi sống còn kéo dài 

hơn [168]. Khi so sánh với các phác đồ hóa trị truyền thống 2 thuốc có 

platinum trên cùng đối tƣợng bệnh nhân ở một số nghiên cứu khác, PFS và 

OS của nghiên cứu này đều kéo dài hơn, ví dụ trong nghiên cứu IPASS, điều 

trị bƣớc 1 phác đồ carboplatin/paclitaxel trên bệnh nhân có đột biến gen 

EGFR, cho trung vị PFS chỉ có 5,8 tháng [90]. Các phác đồ hóa trị 2 thuốc 

khác trên quần thể bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn nói chung đều cho 

PFS trong khoảng < 6 tháng [166]. Tỷ lệ bệnh nhân còn sống sau 1 năm trong 

nghiên cứu này là 74,9%, cao hơn của Mok là 58% và của các báo cáo trên 

nhóm hóa trị truyền thống là khoảng 33% [90],[166]. Nhƣ vậy, erlotinib thực 

sự có hiệu quả, kéo dài đƣợc PFS và OS cho ngƣời bệnh có đột biến gen 

EGFR, đặc biệt là bệnh nhân châu Á. 

Một số nghiên cứu đã công bố mối tƣơng quan giữa hiệu quả của 

erlotinib với giới tính, thể mô bệnh học, tình trạng hút thuốc lá và chủng tộc 

[44], [45]. Tuy nhiên, do quần thể nghiên cứu có tỷ lệ nam cao hơn nữ và 

nhóm tuổi ≥65 chiếm ƣu thế nên chỉ có độ tuổi đƣợc ghi nhận là yếu tố giúp 

kéo dài thời gian PFS (p<0,04). Lợi ích này không quan sát đƣợc ở thời gian 

OS cũng nhƣ ở các phân nhóm giới tính và tình trạng hút thuốc lá. 
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Bảng 4.6. So sánh thời gian sống thêm ở bệnh nhân  

có đột biến gen EGFR với các nghiên cứu trên thế giới 

 

Tác giả n EGFR TKI 
Trung vị 

PFS (tháng) 

Trung vị 

OS (tháng) 

Sequist LV (2008) [88] 31 Gefitinib bƣớc 1 9,2 - 

Tamura K (2008) [169] 28 Gefitinib bƣớc 1 11,5 - 

Mok T. (2009) [90] 132 Gefitinib bƣớc 1 10,0 - 

Inoue A (2009) [87] 30 Gefitinib bƣớc 1 8,5 17,8 

Jeanne PA. (2012) [168] 32 Erlotinib bƣớc 1 14,1 31,3 

Nghiên cứu này (2014) 61 Erlotinib bƣớc 1 9,4 15,5 

PFS và OS dài nhất trong nghiên cứu thuộc về bệnh nhân VTTT (mã số 

mẫu 110) và bệnh nhân NVT (mã số mẫu 49). Bệnh nhân VTTT đạt đáp ứng 

hoàn toàn ở tháng điều trị thứ 9 (đã đề cập ở phần Tỷ lệ đáp ứng) và bệnh tiến 

triển ở tháng thứ 18.  Bệnh nhân NVT, nam, 62 tuổi, không hút thuốc lá, 

UTPKTBN giai đoạn IIIB thể biểu mô tuyến, đột biến LREA exon 19 gen 

EGFR. Bệnh nhân bắt đầu  điều trị erlotinib tại Trung Quốc. Sau một thời 

gian, bệnh nhân trở về Việt Nam, tiếp tục với erlotinib và đạt đƣợc đáp ứng 

một phần. Kích thƣớc khối u phổi thu nhỏ và xơ hóa tuy chƣa thể đạt đƣợc 

đáp ứng hoàn toàn. Tại thời điểm kết thúc nghiên cứu, bệnh nhân đã điều trị 

erlotinib tổng cộng đƣợc 48 tháng và bệnh vẫn chƣa có dấu hiệu tiến triển. 

Kích thƣớc khối u còn 15x10mm, các mô quanh u xơ hóa, nồng độ CEA ổn 

định ở mức dƣới ngƣỡng bình thƣờng và toàn trạng bệnh nhân tốt, ở mức 90% 

(theo chỉ số Karnofski). Những trƣờng hợp đáp ứng tốt với thời gian sống 

thêm kéo dài nêu trên là một tín hiệu rất khích lệ, đem lại niềm hy vọng cho 



122 

những bệnh nhân UTPKTBN, đặc biệt là những bệnh nhân có đột biến gen 

EGFR tăng tính nhạy cảm thuốc EGFR TKIs. 

Tóm lại, erlotinib cần đƣợc chỉ định bƣớc 1 trên các bệnh nhân có đột 

biến EGFR làm tăng tính nhạy cảm với thuốc EGFR TKIs. Trên các bệnh 

nhân bƣớc 1 không thể hóa trị, nên xem xét điều trị erlotinib nếu là bệnh nhân 

châu Á và ung thƣ  thể  biểu mô tuyến. Tốt nhất là cần có kết quả xét nghiệm 

tình trạng đột biến gen EGFR và KRAS trƣớc khi lựa chọn phác đồ điều trị để 

ngƣời bệnh đạt đƣợc hiệu quả điều trị tối ƣu, tránh những trƣờng hợp điều trị 

thử, chờ đợi rồi thay đổi phác đồ. Bởi khi này có thể đã quá trễ cho ngƣời 

bệnh dù có thuộc nhóm nhạy cảm với erlotinib hoặc gefitinib. 

4.2.3. Tác dụng phụ của erlotinib 

Tác dụng phụ của thuốc điều trị giúp đánh giá sự dung nạp thuốc của cơ 

thể ngƣời bệnh, góp phần vào quyết định duy trì một phác đồ điều trị cho bệnh 

nhân. Đã có những trƣờng hợp thuốc cho kết quả đáp ứng rất tốt nhƣng bác sỹ 

phải dừng điều trị do xuất hiện những tác dụng phụ không chấp nhận đƣợc cho 

cơ thể ngƣời bệnh. So với các phác đồ hóa trị cổ điển có platinum, điều trị đích 

bằng erlotinib hoặc gefitinib đƣợc ghi nhận có sự dung nạp tốt hơn và ít các tác 

dụng phụ ở mức độ trung bình-nặng hơn, đặc biệt là tác dụng phụ trên hệ tạo 

huyết [90], [168]. Trong nghiên cứu này, tác dụng phụ gặp nhiều nhất của 

erlotinib là phát ban thể nổi mụn ở da, chiếm tỷ lệ là 52,4% và tiêu chảy, chiếm 

tỷ lệ là 39,3%. Tuy nhiên, độ nặng của tác dụng phụ này hầu hết là độ I-II, có 

thể kiểm soát đƣợc bằng thuốc bôi ngoài da có corticoid hoặc giảm liều 

erlotinib đối với phát ban da và sử dụng loperamide đối với tiêu chảy. Có rất ít 

trƣờng hợp tác dụng phụ trên hệ tạo huyết nhƣ giảm bạch cầu hạt (14,8%) và 

giảm huyết sắc tố (11,5%) mức độ nhẹ. Ngƣời bệnh không phải dùng những 

thuốc kích thích tăng sinh bạch cầu hoặc phải truyền các chế phẩm máu. Đây 
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cũng là một ƣu điểm, cho thấy thuốc EGFR TKIs đƣờng uống, nhƣ erlotinib và 

gefitinib, là một liệu pháp an toàn cho bệnh nhân UTPKTBN. 

Phát ban da thể nổi mụn là một trong những tác dụng phụ chính của 

EGFR TKIs, bên cạnh tiêu chảy và viêm cạnh móng. Trong nghiên cứu này, 

phát ban da thể nổi mụn cũng chiếm tỷ lệ cao nhất trong nhóm erlotinib. 

Nghiên cứu của Lee trên hơn 600 bệnh nhân da trắng ghi nhận erlotinib bƣớc 

một kéo dài PFS nếu lựa chọn các bệnh nhân có phát ban da thể nổi mụn sớm 

trong tháng đầu tiên điều trị [171]. Trong một nghiên cứu tiền cứu, Fiala ghi 

nhận phát ban thể nổi mụn giúp tiên lƣợng hiệu quả erlotinib [172]. Phát ban 

da thể nổi mụn càng nặng, kết quả điều trị thƣờng càng tốt [173]. Tuy nhiên, 

đến hiện tại, ASCO vẫn hƣớng dẫn điều trị erlotinib hoặc gefitinib bƣớc 1 chỉ 

trên những bệnh nhân có đột biến EGFR [174]. Việc có thể sử dụng phát ban 

da thể nổi mụn nhƣ một hƣớng dẫn lựa chọn điều trị hay không cần đƣợc 

nghiên cứu thêm. 

Nhƣ vậy, erlotinib cho tỷ lệ đáp ứng cao và đồng thời có ý nghĩa kéo dài 

thời gian PFS, OS, đặc biệt ở bệnh nhân Châu Á [90], [175]. Ngoài hiệu quả 

kháng ung thƣ tốt, đặc biệt trên nhóm bệnh nhân có đột biến gen EGFR, cách 

dùng thuốc qua đƣờng uống thuận lợi, an toàn hơn cho ngƣời bệnh, đồng thời 

tránh đƣợc các độc tính tích lũy, nên điều trị đích bằng erlotinib là liệu pháp 

điều trị triển vọng cho bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn, nhất là những 

bệnh nhân lớn tuổi, toàn trạng không cho phép hóa trị toàn thân. 

So với những nghiên cứu trƣớc về đột biến gen cũng nhƣ hiệu quả điều 

trị của EGFR TKIs trên bệnh nhân UTPKTBN tại Việt Nam, tỷ lệ bệnh nhân 

đƣợc xét nghiệm tìm đột biến gen EGFR, gen KRAS và đƣợc theo dõi điều trị 

đặc hiệu ung thƣ trong nghiên cứu này đã tăng lên [106], [112], [113], [114], 

[115], [116]. Tần suất đột biến gen EGFR và KRAS đƣợc xác định bằng hai 
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kỹ thuật giải trình tự gen và Scorpion ARMS giúp nâng cao độ nhạy của xét 

nghiệm và giảm tỷ lệ âm tính giả [138]. Không chỉ vậy, 100% các bệnh nhân 

điều trị erlotinib đều đƣợc xét nghiệm tìm đột biến gen giúp cho việc đánh giá  

hiệu quả điều trị đƣợc chính xác hơn. Điều này có thể nhờ sự góp phần của 

nhiều yếu tố: đời sống kinh tế xã hội cải thiện trong giai đoạn này, chính sách 

bảo hiểm y tế hỗ trợ và erlotinib có hiệu quả cao, tác dụng phụ ít nên đƣợc sử 

dụng trên nhiều bệnh nhân hơn. 
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KẾT LUẬN 

 

Qua quá trình nghiên cứu, có những kết luận đƣợc rút ra nhƣ sau: 

1. Xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR và gen KRAS bằng hai kỹ thuật giải 

trình tự gen và Scorpion ARMS. 

- Phát hiện đƣợc 106/181 bệnh nhân mang đột biến gen EGFR (58,6%). 

Tỷ lệ đột biến LREA (exon 19) và L858R (exon 21) là 48,2% và 40,7%, các 

đột biến khác chiếm 12,1%. Đột biến tăng tính nhạy cảm thuốc EGFR TKIs 

chiếm 97,0% còn đột biến kháng EGFR TKIs chiếm 3,0%. Trong đó, 2/106 

bệnh nhân mang đột biến đôi; 4/106 bệnh nhân mang đột biến mới, gồm đột 

biến c.2137delA (exon 18), c.2373_2374delAA (exon 20), c.2499_2521del23 

(exon 21) c.2554/2555insACA (exon 21). 

- Phát hiện đƣợc 28/181 bệnh nhân mang đột biến gen KRAS (15,5%). 

Tỷ lệ đột biến tại codon 12 là 82,2% và tại codon 13 là 17,8%. Không phát 

hiện đột biến mới tại codon 12-13 exon 2 gen KRAS và không phát hiện 

trƣờng hợp mang cùng lúc 2 đột biến codon 12 và codon 13. 

- Phát hiện 4/181 bệnh nhân cùng mang đột biến gen EGFR và KRAS (2,2%). 

2. Đánh giá hiệu quả điều trị đích bƣớc 1 bằng erlotinib  

Lần đầu tiên tại Việt Nam, nghiên cứu bƣớc đầu đánh giá hiệu quả điều 

trị bƣớc 1 bằng erlotinib đƣợc thực hiện trên 61 bệnh nhân UTPKTBN giai 

đoạn muộn, có đột biến gen EGFR, không có đột biến gen KRAS, cho hiệu 

quả tốt và kéo dài thời gian sống thêm với tỷ lệ đáp ứng là 63,9%, trung vị 

PFS là 9,4 tháng và trung vị OS là 15,5 tháng. Erlotinib đƣờng uống có tính 

dung nạp tốt. Chỉ có độ tuổi < 65 tuổi đƣợc ghi nhận là yếu tố giúp kéo dài 

PFS (p=0,04). 
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KIẾN NGHỊ 

 

Do thực tế điều trị ung thƣ nói chung và UTPKTBN nói riêng tại Việt 

Nam còn nhiều tranh cãi, nhất là đứng trƣớc một liệu pháp điều trị đích mang 

lại hiệu quả nhƣng còn mới mẻ, một bộ phận bệnh nhân vẫn phải chịu gánh 

nặng kinh tế khi theo đuổi liệu pháp điều trị này, nên việc lựa chọn bệnh nhân 

cho các nghiên cứu đánh giá và so sánh điều trị còn gặp nhiều khó khăn. 

Trong tƣơng lai gần, khi điều trị đích cho UTPKTBN trở nên phổ biến hơn 

nữa tại Việt Nam, nghiên cứu cần mở rộng với cỡ mẫu lớn hơn, để đƣa ra kết 

quả có ý nghĩa hơn về mặt thống kê và có đƣợc các kết luận chính xác cho 

từng nhóm bệnh nhân UTPKTBN. Do đó, nghiên cứu có các kiến nghị sau: 

1.Cần phải xét nghiệm tìm đột biến gen EGFR và KRAS cho bệnh nhân 

trƣớc khi bắt đầu liệu trình điều trị đích bƣớc 1 nhằm đem lại lợi ích cao nhất 

cho ngƣời bệnh. 

Tuy nhiên, để giảm chi phí xét nghiệm, bƣớc đầu nên sử dụng kỹ thuật 

giải trình tự gen (có giá thành cạnh tranh hơn) để tầm soát đột biến. Những 

bệnh nhân nào có kết quả đột biến gen âm tính bằng kỹ thuật giải trình tự sẽ 

đƣợc xét nghiệm lại bằng kỹ thuật Scorpion ARMS. 

2.Mở rộng nghiên cứu hiệu quả điều trị đích trên bệnh nhân UTPKTBN 

giai đoạn muộn có đột biến gen EGFR theo từng nhóm bệnh và theo các dạng 

đột biến khác nhau.  

3.Xác định tính đáp ứng với thuốc EGFR TKIs của các đột biến gen 

EGFR mới phát hiện, gồm các đột biến xóa đoạn c.2137delA (exon 18), 

c.2373_2374delAA (exon 20), c.2499_2521del23 (exon 21) và đột biến thêm 

đoạn c.2554/2555insACA (exon 21). 
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PHỤ LỤC 1 

MẪU PHIẾU THU THẬP THÔNG TIN BỆNH NHÂN 

 

Mẫu số 1: Phiếu thu thập thông tin cho việc xác định đột biến gen EGFR, 

KRAS 

Mẫu số 2: Phiếu thu thập thông tin cho  việc theo dõi hiệu quả điều trị đích 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

MẪU SỐ 1 

Mã số:…….. 

 

1.THÔNG TIN CHUNG 

Họ và tên:…………………………………………... Năm sinh:……….. 

Nam/Nữ:………  

Địa chỉ:……………………………………………………………………………… 

Điện thoại liên lạc:…………………………………………………………………… 

 

2.TIỀN CĂN 

Hút thuốc lá:………………………………………………………………………… 

Tiếp xúc với hóa chất:……………………………………………………………… 

Các bệnh lý khác:…………………………………………………………………… 

Gia đình:……………………………………………………………………………… 

 

3.ĐẶC ĐIỂM BỆNH UNG THƢ PHỔI 

Chẩn đoán lâm sàng:………………………………………………... Giai đoạn:…… 

Giải phẫu bệnh: 

 Carcinom tế bào vảy 

 Carcinom tế bào tuyến 

 Carcinom tế bào tuyến vảy 

 Carcinom tế bào lớn 

Đang điều trị tại: Bệnh viện……………Khoa:……………Mã số hồ sơ:…………. 

 



 

4.XÉT NGHIỆM GEN 

Ngày nhận mẫu:……………………………………………………………………… 

Loại mẫu bệnh phẩm: 

               Mô tƣơi      Bệnh phẩm sinh thiết             Mô đúc nến 

Kết quả xét nghiệm: 

               Gen KRAS:   Không đột biến 

   Đột biến: ………………………………… 

               Gen EGFR:   Không đột biến 

   Đột biến: exon………. – loại đột biến…………………. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

MẪU SỐ 2 

Mã số:…….. 

 

1.THÔNG TIN CHUNG 

Họ và tên:…………………………………       Nam/Nữ:……… Năm sinh:………..  

Địa chỉ:……………………………………………………………………………….. 

Điện thoại liên lạc:…………………………………………………………………… 

 

2.TIỀN CĂN 

Hút thuốc lá:………………………………………………………………………… 

Tiếp xúc với hóa chất:……………………………………………………………… 

Các bệnh lý khác:…………………………………………………………………… 

Gia đình:……………………………………………………………………………… 

 

3.ĐẶC ĐIỂM BỆNH UNG THƢ PHỔI 

Chẩn đoán lâm sàng:………………………………………… Giai đoạn:…………. 

Giải phẫu bệnh: 

 Carcinom tế bào gai 

 Carcinom tế bào tuyến 

 Carcinom tế bào tuyến vảy 

 Carcinom tế bào lớn 

Đang điều trị tại: Bệnh viện……………Khoa:……………Mã số hồ sơ:…………. 

Ngày nhận vào nghiên cứu:………………………………………………………… 



 

 

4.TÌNH TRẠNG BỆNH TRƢỚC KHI THAM GIA NGHIÊN CỨU 

Tiền sử điều trị ung thƣ phổi trƣớc khi vào nghiên cứu (nếu có):…………………… 

……………………………………………………………………………………….. 

……………………………………………………………………………………….. 

Chẩn đoán: giai đoạn bệnh………………tổn thƣơng di căn………………………… 

Chỉ số Karnofski (%):………………………………………………………………... 

Cận lâm sàng: 

- Nồng độ CEA: ……………………………………………………… ng/mL 

- XQ phổi:…………………………………………………………………….... 

………………………………………………………………………………… 

- MSCT ngực (nếu có): :………………………………………………………. 

……………………………………………………………………………….... 

Các xét nghiệm khác (nếu có): :……………………………………………………. 

………………………………………………………………………………………. 

……………………………………………………………………………………….. 

Ngày tiếp nhận điều trị đích:………………………………………………………… 

 

5.ĐÁNH GIÁ TIẾN TRIỂN SAU MỖI ĐỢT ĐIỀU TRỊ ĐÍCH 

Ngày đánh giá:……………………………………………………………………… 

Chỉ số Karnofski (%):……………………………………………………………… 

Sự cải thiện của BN (tăng cân, giảm đau, ăn ngon hơn...):………………………… 

……………………………………………………………………………………… 

……………………………………………………………………………………… 

Nồng độ CEA (ng/mL):                



 

Thay đổi trên phƣơng tiện chẩn đoán hình ảnh (XQ phổi, CT ngực, PET-CT): 

Tình trạng tổn thƣơng thứ phát: 

 Biến mất :..................... 

 Xuất hiện thêm : ................. 

 Khác : ...................... 

Tác dụng phụ điều trị (nếu có): 

Đánh giá đáp ứng với điều trị (theo tiêu chuẩn RECIST): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

PHỤ LỤC 2 

QUY TRÌNH TÁCH CHIẾT DNA TỪ MÔ UNG THƢ 

 

Quy trình xử lý mẫu mô UTP trong paraffin:  

Tiến hành tuần tự theo các bƣớc sau: 

- Sau khi xác định vùng tập trung tế bào ung thƣ của mẫu mô, cắt lát 10-20 lát 

mô (30 µm) cố định bằng formalin đúc trong paraffin, cho các lát mô vào ống 

eppendorf . 

- Thêm vào ống 1200 µL dung dịch xylene, ủ ở nhiệt độ phòng 15 phút rồi 

trộn đều bằng máy. 

- Ly tâm hỗn hợp với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 5 phút, đổ bỏ phần dung 

dịch phía trên, giữ lại phần cặn lắng. 

- Thêm vào ống 1200 µL ethanol 100%, trộn đều bằng máy và ủ ở nhiệt độ 

phòng 10 phút. 

- Ly tâm hỗn hợp với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 5 phút, đổ bỏ phần dung 

dịch phía trên, giữ lại phần cặn lắng. 

- Lặp lại bƣớc 4 và 5. 

- Thêm vào ống 500 µL Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1mM EDTA, 0,5% 

Tween20), 25 µL dung dịch SDS 10%, 20 µL dung dịch Proteinase K (nồng 

độ 1 mg/mL). 

- Ủ ống ở 56
o
C trong 15 phút (máy ủ lắc). 

Quy trình tinh sạch DNA bằng phenol/chloroform 

Sử dụng ống chứa mẫu sau khi đã ủ ở máy ủ lắc, tiếp tục các bƣớc sau (chú ý vào 

việc trong buồng hút, tránh hít phải phenol chloroform): 



 

- Thêm vào ống 500 µL dung dịch phenol-clo-isoamyl (25:24:1), trộn đều bằng 

máy. 

- Ly tâm lạnh hỗn hợp với tốc độ 10 000 vòng/phút  trong 10 phút ở 4
o
C. 

- Lặp lại bƣớc 1 và 2 . 

- Thêm vào 1 thể tích dung dịch clo-isoamyl (24:1) (khoảng 500 µL) 

- Ly tâm lạnh hỗn hợp với tốc độ 10 000 vòng/phút  trong 10 phút ở 4
o
C. 

- Thu lấy lớp dung dịch trong suốt trên cùng, cho vào một ống mới. 

- Thêm vào ống 2,5 thể tích ethanol 100% (khoảng 1,25 mL) và 1/10 thể tích 

natri acetat 3M (khoảng 50 µL). 

- Trộn đều hỗn hợp bằng máy, để ở -20
o
C qua đêm. 

- Hôm sau: Ly tâm lạnh hỗn hợp với tốc độ 13 000 vòng/phút  trong 20 phút ở 

4
o
C 

- Đổ bỏ phần dung dịch trên cùng. Thu lấy cặn lắng còn lại. 

- Thêm vào cặn lắng 1mL ethanol 70%, trộn đều và ly tâm lạnh hỗn hợp với tốc 

độ 13000 vòng/phút  trong 10 phút ở 4
o
C. 

- Lặp lại bƣớc 11. 

- Đổ bỏ phần dung dịch trên cùng. Thu lấy cặn lắng còn lại. 

- Để cặn lắng trong ống khô tƣ nhiên ở nhiệt độ phòng. 

- Sau khi kiểm tra dung dịch trong ống đã bốc hơi hết, thêm vào ống 25 µL nƣớc 

tinh khiết để hòa tan mảnh DNA.  

- Tiến hành đo độ tinh khiết và nồng độ DNA hoặc trữ ở -20
o
C. 

Xác định độ tinh khiết và nồng độ DNA vừa tinh sạch 

Độ tinh khiết của dung dịch DNA đƣợc xác định bằng tỷ lệ giữa độ hấp thụ quang 

(absorbance) của dung dịch DNA ở bƣớc sóng 260 nm và 280 nm (A260/A280). Độ 

tinh khiết tốt nhất trong khoảng 1,8 – 2,0. Nếu độ tinh khiết <1,6 chứng tỏ mẫu bị 

lẫn protein, phải ly trích lại. Độ tinh khiết và nồng độ dung dịch DNA vừa ly trích 

đƣợc xác định bằng máy đo quang phổ NanoDrop. 



 

PHỤ LỤC 3 

KIỂM TRA CHẤT LƢỢNG DNA MỚI LY TRÍCH                                      

BẰNG PCR SỬ DỤNG CẶP MỒI GEN NỘI CHUẨN GAPDH 

 

 

        GAPDH (Glyceraldehyd triphotphate dehydrogenase) là loại enzyme có mặt 

ổn định ở tất cả các tế bào trong cơ thể cũng nhƣ trong những giai đoạn phát triển, 

biệt hóa khác nhau của tế bào (house keeping protein). Cặp mồi sử dụng trong 

nghiên cứu này khuếch đại một đoạn gen mã hóa của GAPDH có chiều dài khoảng 

300 bp. Quy trình này nhằm kiểm tra chất lƣợng của DNA vừa ly trích và xác định 

nồng độ DNA tối ƣu cho phản ứng khuếch đại các exon gen EGFR và KRAS tiếp 

theo sau. Tiến hành pha loãng DNA chuẩn thành các nồng độ 20ng, 50ng, 75ng, 

100ng, 150ng, 200ng, 300ng, 400ng. Thành phần phản ứng PCR: 

STT Thành phần Thể tích (µL) 

1 DNA chuẩn( đã pha các nồng độ) 2 

2 Master mix PCR 2X 10 

3 Mồi xuôi GAPDH 10pmol 0,5 

4 Mồi ngƣợc GAPDH 10pmol 0,5 

5 Nƣớc PCR 7,0 

 Tổng thể tích 20 

 

Chu trình nhiệt:  94
o
C trong 5 phút 

94
o
C trong 30 giây 

55
o
C trong 30giây   

72
o
C trong 30 phút  

72
c
C trong 5 phút 

Giữ ở 4
0
C 

Điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 1,5% cùng thƣớc đo 100bp. 

 

 x 35 chu kỳ. 

 



 

PHỤ LỤC 4 

QUY TRÌNH TIẾN HÀNH PCR EXON 18-21 GEN EGFR 

 

Chuẩn bị dung dịch chạy PCR với thành phần gồm: 

  10X buffer    2 μl 

  dNTP (2.5 mmol/µL)   2 μl 

  Taq polymerase   0,2 μl 

  Mồi xuôi (10 pmol/µL)  1 μl 

  Mồi ngƣợc (10pmol/µL)  1 μl 

  DNA (100ng/µL)   1 μl 

  Nƣớc cất    12,8 μl 

  Tổng thể tích của phản ứng  20 μl 

Tiến hành phản ứng PCR trên máy luân nhiệt: Cài đặt chu kỳ nhiệt của 4 phản 

ứng khuếch đại tƣơng ứng với từng exon: 

Exon 18:  94
o
C   5 phút 

94
o
C   15 giây 

58
o
C   45 giây     x 35 chu kỳ    

72
o
C   30 giây 

72
o
C   5 phút 

Exon 20:  94
o
C   5 phút 

94
o
C   15 giây 

59
o
C   45 giây      x 36 chu kỳ     

72
o
C   30 giây 

72
o
C   5 phút 

Exon 19:  94
o
C   5 phút 

94
o
C   15 giây 

59
o
C   45 giây     x 37 chu kỳ   

72
o
C   30 giây 

72
o
C   5 phút 

 

Exon 21:  94
o
C   5 phút 

94
o
C   15 giây 

60
o
C   45 giây     x 36 chu kỳ    

72
o
C   30 giây 

72
o
C   5 phút 

 

 



 

PHỤ LỤC 5 

QUY TRÌNH TIẾN HÀNH PCR EXON 2 GEN KRAS 

 

Chuẩn bị dung dịch chạy PCR với thành phần gồm: 

  10X buffer    2 μl 

  dNTP (2.5 mmol/µL)   2 μl 

  Taq polymerase   0,2 μl 

  Mồi xuôi (10 pmol/µL)  1 μl 

  Mồi ngƣợc (10pmol/µL)  1 μl 

  DNA (100ng/µL)   1 μl 

  Nƣớc cất    12,8 μl 

  Tổng thể tích của phản ứng  20 μl 

Tiến hành phản ứng PCR trên máy luân nhiệt: 94
o
C   5 phút 

94
o
C   15 giây 

59
o
C    30 giây     x 36 chu kỳ   

72
o
C   30 giây 

72
o
C   5 phút 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

PHỤ LỤC 6 

ĐIỆN DI SẢN PHẨM PCR TRÊN GEL AGAROSE 

 

Chuẩn bị gel agarose 1,5% 

- Cân 1,5g agarose hòa tan trong 10ml boric acid EDTA (TBE) (sử dụng lò vi 

sóng). Sau khi agarose tan hết, để nguội 55- 60°C, đổ vào khuôn gel, tùy thuộc 

vào số lƣợng giếng cần cho điện di mà cài lƣợc làm giếng từ 4- 6- 8- 12 răng. 

- Pha dung dịch TBE 10X : Tris 0,89M; acid boric 0,89M; EDTA 0,02M. 

 

Tiến hành kỹ thuật điện di 

- Chuẩn bị dung dịch điện di 

Thành phần Ống chuẩn Ống bệnh nhân 

Dung dịch Marker 10μl  

Sản phẩm PCR - 9μl 

Dung dịch đệm 10X - 1μl 

Tổng số 10μl 10μl 

 

- Đƣa gel agarose vào máy điện di, cho TBE đến ngập gel 

- Dùng pipet và đầu côn nhỏ hút lần lƣợt dung dịch ở mỗi ống đƣa vào giếng 

(10μl/giếng) 

- Đƣa gel vào máy điện di 80-100V (Mupid-Nhật Bản), khởi động cƣờng độ 90V 

điện di trong 30 phút. 

- Sau điện di, gel đƣợc ngâm vào Ethidium bromide 20 phút, rửa qua nƣớc cất và 

đƣa vào soi dƣới đèn UV, chụp ảnh, lƣu ảnh vào máy vi tính hoặc in ra giấy. 

 

 



 

PHỤ LỤC 7 

QUY TRÌNH TINH SẠCH SẢN PHẨM PCR  

TRÊN GEL AGAROSE 

 

Sử dụng Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega, USA). 

1.Chuẩn bị dung dịch rửa màng (Membrane Wash Solution) (chỉ thực hiện khi bắt 

đầu sử dụng hộp sản phẩm mới) : Thêm ethanol 95% vào lọ dung dịch rửa màng. 

Lƣợng ethanol cho thêm vào phụ thuộc vào thể tích của lọ dung dịch rửa màng 

(đƣợc quy định sẵn trong kit). 

2.Cắt phần  gel agarose có chứa sản phẩm PCR mong muốn (hiển thị dƣới đèn 

chiếu UV). Ƣớc lƣợng trọng lƣợng miếng gel. 

3. Cho miếng gel vào ống có dung tích 1,5mL, thêm vào 10 µL dung dịch bám 

màng (Membrane Binding Solution) cho mỗi 10 mg trọng lƣợng miếng gel. 

4.Nhẹ nhàng trộn đều hỗn hợp trong ống và ủ ống ở 50 – 65
o
C trong 10 phút hoặc 

cho đến khi quan sát thấy miếng gel tan hoàn toàn. Ly tâm ống để toàn bộ DNA tập 

trung xuống đáy ống. 

5.Đặt 1 cột lọc (SV Minicolumn) vào một ống thu thấp (Collection Tube). Chuyển 

toàn bộ hỗn hợp gel đã hòa tan vào cột lọc và ủ 1 phút ở nhiệt độ phòng.  

6.Ly tâm phức hợp cột lọc-ống thu thập  ở tốc độ 14 000 vòng/ phút trong 1 phút. 

7.Gỡ cột lọc ra, đổ bỏ phần dung dịch trong ống thu thập.  Sau đó đặt cột lọc lại 

trong ống thu thập.  

8.Thêm vào cột lọc 700 µL dung dịch rửa màng và ly tâm ở tốc độ 14 000 vòng/ 

phút trong 1 phút. Lặp lại bƣớc 7. 



 

9. Thêm vào cột lọc 500 µL dung dịch rửa màng và ly tâm ở tốc độ 14 000 vòng/ 

phút trong 5 phút. 

10.Chuyển cột lọc sang một ống 1,5 mL mới. Thêm vào cột 50 µL Nuclease-Free 

Water. Ủ ở nhiệt độ phòng trong 1 phút, sau đó ly tâm ở tốc độ 14 000 vòng/ phút 

trong 1 phút. 

11.Bỏ cột lọc,dung dịch trong ống chứa DNA đích đã đƣợc tinh sạch. Tiếp tục thực 

hiện các kỹ thuật hoặc trữ ống ở -20
o
C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 8 

QUY TRÌNH GIẢI TRÌNH TỰ GEN  

 



 

1.Quy trình PCR khuếch đại gen EGFR và KRAS sử dụng BigDye kit 

Thực hiện tuần tự theo các bước sau: 

1.Cho vào ống dung tích 200 µL các thành phần sau : 

Thành phần Thể tích (µL) 

Sản phẩm sau PCR đã đƣợc tinh sạch 0,5 

Big Dye Buffer 5X 1,5 

Big Dye 2,5X 1,0 

Nƣớc siêu sạch 6,0 

Mồi đơn (5pmol/µL) 1,0 

Tổng thể tích 10 

(thực hiện 2 ống cho 1 mẫu: 1 ống cho mồi xuôi, 1 ống cho mồi ngƣợc) 

2.Cài đặt chu trình nhiệt :  

96
o
C trong 1 phút 

96
o
C trong 10 giây 

50
o
C trong 4 giây   

60
o
C trong 4 phút  

3.Sau khi kết thúc phản ứng khuếch đại, giữ lạnh ống ở 4
o
C hoặc tiến hành ngay 

bƣớc tinh sạch tiếp theo. 

2.Quy trình tinh sạch sản phẩm sau PCR sử dụng BigDye kit 

Thực hiện tuần tự theo các bƣớc sau: 

1. Thêm 5µL EDTA 0,125M  vào ống  200 µL có chứa sẵn sản phẩm PCR 

2. Thêm 60 µL cồn 100
o
, trộn đều, để 15 phút ở nhiệt độ phòng.  

3. Ly tâm ống với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 15 phút. 

4. Đổ bỏ phần dung dịch, giữ lại phần cặn lắng ở đáy ống. 

5. Thêm vào ống 250 µL ethanol 70%, trộn đều. 

6. Ly tâm ống với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 10 phút. 

7. Đổ bỏ phần dung dịch, giữ lại phần cặn lắng ở đáy ống  

8. Để mảnh sản phẩm PCR khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng 

9. Lập tức sử dụng kết tủa của sản phẩm PCR này để thực hiện bƣớc tiếp theo 

là đọc trình tự gen. 

 

 x 25 chu kỳ. 

 



 

3.Quy trình giải trình tự xác định đột biến gen EGFR và KRAS 

Ngay sau khi lấy mảnh DNA khô vừa tinh sạch bằng cồn sau phản ứng PCR khuếch 

đại bằng BigDye kit, thực hiện tuần tự các bước sau: 

1.Cho vào mỗi giếng 20 µL dung dịch Hi-Di (formamide) hòa tan sản phẩm PCR.  

2.Ủ ở 95
o
C trong 3-5 phút (trong block nhiệt) để gắn Hi-Di vào các sợi đơn DNA. 

3.Lấy mẫu ra khỏi block nhiệt để ở -20
o
C trong 5 phút. 

4.Trộn đều hỗn hợp 

5.Đặt các giếng chứa mẫu vào máy đọc trình tự và khởi động chƣơng trình chạy. 

 6.Phân tích trình tự gen bằng hệ thống ABI Prism 310 (Applied Biosystems).  

7.So sách kết quả giải trình tự gen với trình tự gen chuẩn tƣơng ứng của GenBank. 

 

4.Mã quy ƣớc cho ký hiệu trình tự nucleotid trong phản ứng giải trình tự gen 

Mã quy ƣớc Trình tự 

nucleotid 

Mã quy ƣớc Trình tự 

nucleotid 

A Adenine M A hoặc C 

T Thymine K G hoặc T 

C Cytosine H A hoặc T hoặc C 

G Guanine B G hoặc C hoặc T 

R A hoặc G V G hoặc A hoặc C 

Y C hoặc T D G hoặc A hoặc T 

W A hoặc T N A hoặc T hoặc          

C hoặc G S G hoặc C 
 

Bảng mã quy ƣớc này đƣợc trích từ: 

Nomenclature for Incompletely Specified Bases in Nucleic Acid Sequences 

(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry (NC-IUB), 

Recommendations 1984, World Wide Web version Prepared by G. P. Moss, 

Department of Chemistry, Queen Mary University of London, UK, available at 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/misc/naseq.html) 

PHỤ LỤC 9 

QUY TRÌNH KỸ THUẬT SCORPIONS ARMS 

 



 

1.Quy trình đánh giá nồng độ DNA tối ƣu với cặp mồi gen nội chuẩn GADPH 

sử dụng kỹ thuật Scorpions ARMS: 

Sử dụng gen nội chuẩn nhằm kiểm tra chất lƣợng DNA sau khi tách chiết đồng thời 

đánh giá nồng độ DNA cho mỗi phản ứng, từ đó chọn nồng độ DNA cho vào mỗi 

phản ứng  thích hợp. 

- Pha loãng DNA chuẩn với các nồng độ 20ng, 100ng, 500ng 

- Chuẩn bị phản ứng realtime PCR: Chuẩn bị trên khay lạnh (thể tích µL) 

TT Thành phần 
EGFR KRAS 

Thể tích Thể tích Thể tích Thể tích 

1 Master mix đối chứng 19,5 19,5 19,8 19,8 

2 Taq DNA polymerase 0,5 0,5 0,2 0,2 

3 DNA khuôn:     

3.1 
Đối chứng dƣơng : DNA  

dƣơng tính trong kit 
5,0 

 5,0  

3.2 Đối chứng âm: Nƣớc   5,0  5,0 

 Tổng thể tích 25 25 25 25 

 

-   Trộn đều các thành phần sau đó spin nhẹ cho toàn bộ dịch xuống đáy ống; 

-   Đặt mẫu vào máy realtime PCR đã đƣợc cài đặt sẵn chƣơng trình chạy; 

-   Cài đặt chƣơng trình cho máy realtime PCR: 

 Bật máy realtime PCR, nhất  là đèn  của đầu đọc  realtime  ít nhất 15 

phút  trƣớc khi chạy chƣơng trình. Bật máy tính và chờ cho máy tính 

khởi động xong, gọi chƣơng trình realtime PCR lên. Phải kiểm tra chắc 

chắn máy realtime PCR và máy  tính  đã kết  nối  với nhau  (xem hƣớng 

dẫn sử dụng máy  realtime PCR).  

 Chọn chức năng chờ cho đến khi ―Heat lid‖ đạt 105
0
C thì chƣơng trình 

luân nhiệt mới bắt đầu.  

 Cài đặt vị trí mẫu ―Plate setup‖ trên phần mềm đúng với vị trí mẫu đã đặt 

trên máy realtime PCR.  

 Với mẫu: Chọn loại mẫu là ―Unknown‖. Đặt tên hoặc số tƣơng ứng với 

ký hiệu của mẫu.  



 

 Với chứng dƣơng và âm: Đặt tên ―Chứng dƣơng‖, ―Chứng Âm‖ tƣơng ứng.  

 Chọn màu ―FAM‖ và ―HEX‖ cho mẫu, chứng dƣơng và chứng âm.   

 Cài đặt chƣơng trình ―Protocol‖ cho máy realtime PCR hoạt động: 1 chu 

kỳ: 95
0
C-4phút; 40 chu kỳ: 95

0
C-30 giây, 60

0
C-1 phút (chọn đọc kết quả 

tại bƣớc này), giữ mẫu ở 15
0
C. 

- Cách phân tích kết quả kiểm tra chứng nội chuẩn: 

 Sau khi kết thúc quá trình realtime PCR, chuyển sang chế độ ―Analysis‖ 

để phân tích kết quả.  

 Phân tích chứng dƣơng và âm: Chọn màu FAM để phân tích kết quả, 

chứng dƣơng (PC) phải cho tín hiệu rõ dàng và có giá trị Ct đạt 26,26 – 

30,95. Chứng âm phải chắc chắn rằng không bị ngoại nhiễm tức là không 

cho tín hiệu. 

 Phân tích mẫu: Chọn màu FAM để phân tích kết quả: 

o Mẫu cho tín hiệu Ct từ 26.26-30.95: mẫu đạt yêu cầu để thực hiện 

phản ứng với các mồi đột biến 

o Mẫu cho tín hiệu Ct từ 30.69-37.00: Mẫu cho tín hiệu yếu có thể có 

thể làm cho đột biến không thể phát hiện. Trƣờng hợp này phải tăng 

thêm lƣợng DNA khuôn bằng cách cho gấp đôi lƣợng DNA sẽ cho tín 

hiệu giảm 1 chu kỳ. 

o Mẫu cho tín hiệu Ct từ 37.00-40.00 : Kết quả cho tín hiệu quá yếu 

chứng tỏ chỉ có một vài DNA đƣợc khuếch đại. Không thể phát hiện 

đƣợc đột biến nếu các DNA đƣợc khuếch đại đó không phải hầu hết là 

DNA mang đột biến. Trƣờng hợp này phải tách chiết DNA lại. 

o Mẫu cho tín hiệu Ct < 23.00 : trƣờng hợp này phải tiến hành pha loãng 

DNA đƣa kết quả tín hiệu về 26.69-30.95 bằng cách cứ pha loãng ½ 

lƣợng DNA thì sẽ cho tín hiệu tăng lên 1 chu kỳ. 

2.Quy trình chạy chứng dƣơng và chứng âm với các mồi đột biến: 

- Chuẩn bị Master mix cho phản ứng (7 mồi đột biến gen EGFR): Thực hiện 

trên khay lạnh (Thể tích µL) 



 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

Control 19,5        

T790M  19,5       

Xóa đoạn exon 19   19,5      

L858R    19,5     

L861Q     19,5    

G719X      19,5   

S768I       19,5  

Thêm đoạn exon 20        19,5 

Taq DNA pol. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

DNA khuôn 

(đã chuẩn nồng độ) 

5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

Tổng thê tích 25 25 25 25 25 25 25 25 

 

- Chuẩn bị Master mix cho phản ứng ( 7 mồi đột biến gen KRAS): Thực hiện 

trên khay lạnh (Thể tích µL) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

Control 19,8        

G12D  19,8       

G12V   19,8      

G12A    19,8     

G12R     19,8    

G12C      19,8   

G12S       19,8  

G13D        19,8 

Taq DNA 

polymerase 

0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

DNA khuôn 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

Tổng thê tích 25 25 25 25 25 25 25 25 

- DNA khuôn lần lƣợt là: 

 Chứng dƣơng (PC): là DNA đã xác định có cả 7 đột biến trên khi chạy với 

cặp mồi đột biến sẽ cho kết quả dƣơng tính đƣợc pha ở nồng độ thích hợp 



 

 Chứng âm ( NC) : là nƣớc PCR không chứa DNA khi chạy với các cặp mồi 

đột biến cho kết quả âm tính 

- Trộn đều các thành phần sau đó ly tâm nhẹ cho toàn bộ dịch xuống đáy ống 

- Đặt mẫu vào máy realtime PCR đã đƣợc cài đặt sẵn chƣơng trình chạy 

- Cài đặt chƣơng trình cho máy realtime PCR: 

 Bật máy realtime PCR, nhất  là đèn  của đầu đọc  realtime  ít nhất 15 phút  

trƣớc khi chạy chƣơng trình. Bật máy tính và chờ cho máy tính khởi động 

xong, gọi chƣơng trình realtime PCR lên. Phải kiểm tra chắc chắn máy 

realtime PCR và máy  tính  đã kết  nối  với nhau  (xem HDSD máy  

realtime PCR).  

 Chọn chức năng chờ cho đến khi ―Heat lid‖ đạt 105
0
C thì chƣơng trình luân 

nhiệt mới bắt đầu.  

 Cài đặt vị trí mẫu ―Plate setup‖ trên phần mềm đúng với vị trí mẫu đã đặt 

trên máy realtime PCR.  

 Với mẫu: Chọn loại mẫu là ―Unknown‖. Đặt tên hoặc số tƣơng ứng với ký 

hiệu của mẫu.  

 Với chứng dƣơng và âm: Đặt tên ―Chứng dƣơng‖, ―Chứng Âm‖ tƣơng ứng.  

 Chọn màu ―FAM‖ và ―HEX‖ cho mẫu, chứng dƣơng và chứng âm.   

 Cài đặt chƣơng trình ―Protocol‖ cho máy realtime PCR hoạt động: 1 chu 

kỳ: 95
0
C-4phút; 40 chu kỳ: 95

0
C-30 giây, 60

0
C-1 phút (chọn đọc kết quả tại 

bƣớc này), giữ mẫu ở 15
0
C. 



 

- Các mồi đột biến đƣợc sử dụng để xác định đột biến gen EGFR và gen KRAS: 

Gen EGFR Gen KRAS 

STT Mồi đột biến Exon STT Mồi đột biến Exon 

1 Deletions Reaction Mix 19 1 G12A Reaction Mix 12 

2 L858R Reaction Mix 21 2 G12D Reaction Mix 12 

3 L861Q Reaction Mix 21 3 G12V Reaction Mix 12 

4 G719X Reaction Mix 18 4 G12R Reaction Mix 12 

5 S768I Reaction Mix 20 5 G12C Reaction Mix 12 

6 Insertion Reaction Mix 20 6 G12S Reaction Mix 12 

7 T790M Reaction mix 20 7 G13D Reaction mix 13 

 

- Cách phân tích kết quả real-time với các mồi đột biến: 

 Sau khi kết thúc quá trình realtime PCR, chuyển sang chế độ ―Analysis‖ để 

phân tích kết quả.  

 Phân tích chứng dƣơng và âm: Chọn màu FAM để phân tích kết quả, chứng 

dƣơng (PC) với các mồi đột biến phải cho tín hiệu rõ dàng và có giá trị Ct 

đạt 26,26 – 30,95. Chứng âm phải chắc chắn rằng không bị ngoại nhiễm tức 

là cho tín hiệu không vƣợt qua tín hiệu nền. 

 Phân tích mẫu: Chọn màu FAM để phân tích kết quả: 

o Mẫu chạy với mồi đột biến cho kết quả là đƣờng biểu diễn tín hiệu âm 

tính (không vƣợt qua tín hiệu nền). Mẫu này không có đột biến với mồi 

tƣơng ứng. 

o Mẫu chạy với mồi đột biến cho kết quả là đƣờng biểu diễn tín hiệu 

dƣơng tính (vƣợt qua tín hiệu nền), tiến hành tính toán giá trị ΔCt theo 

công thức: Ct đột biến – Ct chứng = ΔCt. So sánh giá trị ΔCt với giá trị 

ngƣỡng ―Cutoff‖ (Bảng 2.3). Nếu mẫu có giá trị ΔCt thấp hơn hoặc 

bằng giá trị ―cutoff‖ thì mẫu đó đƣợc coi là (+) với đột biến đó, còn nếu 

mẫu có giá trị ΔCt cao hơn giá trị ―cutoff‖ thì mẫu đó đƣợc coi là (-) 

với đột biến đó hoặc ngoài giới hạn phát hiện của kit. 



 

Giá trị cutoff của gen EGFR và gen KRAS 

Gen EGFR Gen KRAS 

Đột biến Giá trị cutoff ∆Ct Đột biến Giá trị cutoff ∆Ct 

T790M 6,38 G12A  6,5 

Xóa đoạn exon 19 9,06 G12D  8,0 

L858R 8,58 G12R  8,0 

L861Q 9,26 G12C  7,0 

G719X 9,32 G12S  9,0 

S768I 9,26 G12V  6,5 

Thêm đoạn exon 20 7,91 G13D 9,0 
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BẢNG TÓM TẮT CÁC PHÂN ĐỘ                                                  

MỘT SỐ TÁC DỤNG PHỤ CỦA HÓA CHẤT 

Độc tính Độ 0 Độ 1 Độ 2 Độ 3 Độ 4 

Trên hệ tạo huyết: 

Bạch cầu ≥ 4 3 – 3,9 2 – 2,9 1 – 1,9 < 1 

Tiểu cầu 

(x10
3
) 

BT 75 - BT 50 – 74,9 25 – 49,9 < 25 

Huyết sắc tố 

(g/l) 

BT 100-BT 80-100 65-79 < 65 

Huyết sắc tố 

(mmol/l) 

BT 6,2-BT 4,9-6,2 4-4,9 < 4 

Bạch cầu hạt ≥ 2 1,5-1,9 1-1,4 0,5-0,9 < 0,5 

Độc tính trên hệ tiêu hóa: 

Buồn nôn Không Có thể           

ăn đƣợc 

Khó ăn Không thể            

ăn đƣợc 

 

Nôn Không 1 lần/24h 2-5 lần/24h 6-10 lần/24h >10lần/24h hoặc cần 

nuôi dƣỡng ngoài 

đƣờng tiêu hóa 

Ỉa chảy Không 2–3 

lần/ngày 

4-6 lần/ngày 

chuột rút mức 

độ nhẹ 

7-9 lần/ngày, ỉa 

són, hoặc chuột 

rút mức độ nặng 

≥10 lần/ngày, ỉa máu 

đại thể hoặc cần nuôi 

dƣỡng ngoài đƣờng 

tiêu hóa 

Viêm loét           

dạ dày 

Không Cần điều trị 

thuốc trung 

hòa acid 

Cần điều trị 

bằng thuốc 

mạnh tích cực, 

không cần mổ 

Không kiểm 

soát đƣợc bằng 

thuốc, cần mổ 

Thủng hoặc chảy 

máu 

Dị ứng Không Rất nhỏ, sốt 

do thuốc < 

38
0
C (< 

100,4
0
F) 

Nổi mày đay, 

sốt do thuốc > 

38
0
C (100,4

0
F) 

Bệnh huyết 

thanh, co thắt 

phế quản, yêu 

cầu nuôi dƣỡng 

ngoài hệ tiêu hóa 

Sốc phản vệ 

Trên gan: 

Billirubin BT BT < 1,5 lần BT 1,5-3 lần BT > 3 lần BT 

AST, ALT BT < 2,5 lần BT 2,6-5 lần BT 5,1-20 lần BT > 20 lần BT 



 

Trên thận : 

Creatinine BT < 1,5 lần BT 1,5-3 lần BT 3,1-6 lần BT > 6 lần BT 

Ure  BT hoặc 

< 7,5 

7,6-10,9 11-18 >18  

Trên da: 

Ban da không Nổi ban đỏ, 

không ngứa 

Nổi ban đỏ gây 

ngứa, vùng tổn 

thƣơng <50% 

diện tích da cơ thể 

Nổi ban đỏ gây 

ngứa, vùng tổn 

thƣơng ≥50% 

diện tích da cơ thể 

Viêm loét, nhiễm 

trùng da 

Rụng tóc không tóc thƣa Rụng từng 

mảng  

Rụng hoàn 

toàn 

- 

Viêm móng không Móng mất 

màu hoặc 

sần sùi 

Mất móng một 

phần hoặc hoàn 

toàn 

- - 

(BT: bình thƣờng) 

 

 

 



 

PHỤ LỤC 11 

TRÌNH TỰ THAM CHIẾU  

CỦA GEN EGFR (exon 18-21) VÀ GEN KRAS (exon 2) 

1.Trình tự tham chiếu của exon 18-21 gen EGFR 

 



 

2.Trình tự tham chiếu của exon 2 gen KRAS 

 


