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ĐẶT VẤN ĐỀ 

          

         Ung thư tế bào gan nguyên phát (hepatocellular carcinoma-HCC, 

UTTBGNP) là bệnh lý ác tính hay gặp hàng đầu trên thế giới. Theo tổ chức Y 

Tế thế giới, hàng năm có hơn nửa triệu trường hợp mắc mới trên toàn cầu. 

Bệnh có tỷ lệ tử vong cao, đứng thứ hai trong các nguyên nhân tử vong do 

ung thư ở nam giới, chỉ sau ung thư phổi. Hiệp hội ung thư Hoa Kỳ công bố, 

năm 2012 thế giới có khoảng 745.500 người chết vì ung thư gan [1],[2]. Việt 

Nam là quốc gia nằm trong vùng dịch tễ có tỷ lệ viêm gan virus cao nên có số 

người mắc UTTBGNP tương đối lớn. Ước tính trung bình mỗi năm cả nước 

có trên 10.000 ca UTTBGNP mới phát hiện, tỷ lệ này thuộc hàng cao nhất thế 

giới [3],[4],[5]. 

Các yếu tố nguy cơ gây UTTBGNP từ lâu đã được biết đến như viêm 

gan virus B, C, nghiện rượu, aflatoxin B1, tình trạng xơ gan, gan nhiễm mỡ 

không do rượu... [6]. Gần đây, với sự phát triển mạnh mẽ của chuyên ngành 

sinh học phân tử, vai trò của yếu tố gen-di truyền đã được đề cập. Một trong 

những hướng nghiên cứu là tìm kiếm các kiểu gen có nguy cơ cao phát sinh 

ung thư gan từ các gen tiềm năng. Các kiểu gen nguy cơ, sau đó sẽ phát triển 

thành các phương tiện sàng lọc sớm và tư vấn cho cộng đồng, để phòng tránh 

UTTBGNP. Hầu hết các nhóm gen tiềm năng, liên quan với ung thư gan đã 

được nghiên cứu, chúng bao gồm gen mã hoá các enzym chuyển hoá rượu 

(ADH, ALDH), gen mã hoá các enzym chuyển hoá hợp chất xenobiotic 

(CYP…), các gen β-catenin trong sự tăng trưởng tế bào, gen mã hoá các 

cytokin gây viêm (IL, TNF-α...) các gen ức chế khối u (TP53, MDM2...) 

[7],[8],[9].   

TP53 là một trong những gen được nghiên cứu nhiều nhất, và có tần số 

đột biến lớn nhất trong ung thư gan [9]. Gen TP53 là nhạc trưởng trong con 

đường tín hiệu p53, một cơ chế chống ung thư quan trọng của con người. Khi 

các yếu tố có hại làm tổn thương bộ gen, TP53 sẽ được hoạt hóa gây dừng 
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chu kỳ phân bào cho đến khi DNA được sửa chữa hoặc gây chết tế bào 

theo chương trình nếu DNA tổn thương không sửa chữa được. Vì vậy, 

TP53 được xem như trạm gác của bộ gen tế bào (guardian genome) 

[10],[11],[12],[13]. Tuy nhiên sự biểu hiện của TP53 lại chịu sự kiểm soát 

của MDM2. Một gen điều hoà trong con đường tín hiệu p53. MDM2 kiểm 

soát TP53 thông qua quá trình giáng hóa protein TP53. Ngược lại, TP53 

hoạt hóa lại thúc đẩy quá trình phiên mã MDM2. Sự điều hòa ngược của 

hai gen này đảm bảo cho sự ổn định bộ gen tế bào [14],[15]. Nếu một trong 

hai gen bị biến đổi, sẽ dẫn đến sự mất kiểm soát quá trình phân chia tế bào, 

tạo cơ hội để các dòng tế bào ung thư xuất hiện và phát triển.   

Hiện tượng thay thế các nucleotid đơn của TP53 và MDM2 tạo ra các 

kiểu gen khác nhau trong cộng đồng [11]. Sự phân bố các kiểu gen này liên 

quan đến bệnh sinh của nhiều loại hình ung thư, trong đó có ung thư tế bào 

gan nguyên phát [16],[17],[18],[19],[20]. Việc xác định khả năng mắc bệnh 

của các kiểu gen TP53 và MDM2 rất có giá trị trong sàng lọc sớm, phòng 

tránh, theo dõi, ngăn ngừa sự hình thành và phát triển khối u gan. Đây được 

xem như một hướng tiếp cận mới đầy triển vọng, góp phần làm giảm tỷ lệ 

mắc ung thư tế bào gan nguyên phát. Xuất phát từ nhu cầu thực tiễn đó, chúng 

tôi thực hiện đề tài “Nghiên cứu kiểu gen TP53 và MDM2 trong ung thư tế 

bào gan nguyên phát” với các mục tiêu nghiên cứu cụ thể sau: 

1. Xác định tỷ lệ phân bố kiểu gen TP53 ở bệnh nhân ung thư tế bào gan 

nguyên phát và nhóm chứng. 

2. Xác định tỷ lệ phân bố kiểu gen MDM2 ở bệnh nhân ung thư tế bào 

gan nguyên phát và nhóm chứng. 

3. Đánh giá mối tương quan giữa các kiểu gen TP53, MDM2 và một số 

yếu tố nguy cơ gây ung thư tế bào gan nguyên phát. 
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Chƣơng 1 

TỔNG QUAN 

 

1.1. UNG THƢ TẾ BÀO GAN NGUYÊN PHÁT 

        Ung thư tế bào gan nguyên phát hay còn có tên là ung thư biểu mô tế bào 

gan. Đây là một bệnh lý ác tính khởi phát từ những tế bào gan (hepatocellular 

carcinoma). 

1.1.1. Dịch tễ học 

        Theo số liệu trên Global Cancer Facts & Figures, ung thư gan đứng hàng 

thứ năm ở nam giới và thứ chín ở nữ giới về tỷ lệ mắc, trong các loại hình ung 

thư. Châu Á và Bắc Phi là những vùng có tỷ lệ mắc cao nhất. Trong 782.500 

trường hợp mắc mới trên toàn cầu trong năm 2012, châu Á chiếm đến 76%. 

Đặc biệt riêng Trung Quốc chiếm gần 50% tổng số ca. Các vùng Đông-Đông 

Nam Á và Bắc Phi ghi nhận tỷ lệ mắc hơn 20/100.000 người dân. Các vùng 

bắc Mỹ và châu Âu có tỷ lệ mắc thấp nhất, dưới 10/100.000 người dân. Tuổi 

trung bình mắc UTTBGNP tại châu Á là 45 tuổi trong khi thống kê ở Châu 

Âu là 60 và châu Phi là 35. Nam giới có tỷ lệ mắc bệnh cao hơn nữ, gấp từ 2 

đến 20 lần so với nữ giới. Ung thư biểu mô tế bào gan chiếm gần 90% trường 

hợp ung thư gan nguyên phát [1],[2],[3]. 

 

H nh 1.1. Phân bố tỷ lệ UTTBGNP trên thế giới. (Số liệu: IARC, 2012) 
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UTTBGNP tiến triển rất nhanh, nếu không được điều trị thì bệnh nhân 

thường tử vong sau khoảng 6 tháng đến 2 năm kể từ khi có triệu chứng đầu 

tiên. Tiên lượng cũng không khá hơn ngay cả ở các nước phát triển. Tại Hoa 

Kỳ, sự tồn tại một năm là dưới 50%, và sống sót sau năm năm chỉ có 10% [3]. 

Ở các nước đang phát triển, tỷ lệ này thậm chí còn thấp hơn. Tỷ lệ tử vong 

cao hơn so với tỷ lệ mắc mới được ghi nhận tại một số vùng. Điều này được 

lý giải do gan là một cơ quan ưa thích để di căn của nhiều bệnh ung thư, và 

không dễ dàng để tách riêng số liệu tử vong do ung thư gan thứ phát hay 

nguyên phát, nhất là ở những nước đang phát triển. Số liệu của thống kê năm 

2012 cho biết, trong nguyên nhân gây tử vong của các loại hình ung thư, thì 

UTTBGNP chiếm 30-40% ở châu Phi và châu Á trong khi tỷ lệ này với châu 

Âu là 1%. Trên phạm vi toàn cầu, ung thư gan đứng hàng thứ hai ở nam giới 

và thứ sáu ở phụ nữ, trong tổng số ca tử vong do ung thư. Ước tính có khoảng 

745.500 ca tử vong trong năm 2012 [1],[3].  

Xu hướng mắc UTTBGNP trên toàn cầu có nhiều thay đổi trong những 

thập kỷ gần đây. Những khu vực có tỷ lệ mắc thấp như châu Âu, Bắc Mỹ 

đang gia tăng nhanh chóng. Điều này được giải thích do tỷ lệ nhiễm virus 

viêm gan C tăng trong những năm 1960 – 1970 liên quan đến tiêm chích ma 

tuý. Ngoài ra còn có sự gia tăng nhanh chóng của bệnh lý gan nhiễm mỡ 

không do rượu, béo phì, đái tháo đường type II. Ngược lại một số quốc gia có 

tỷ lệ mắc ung thư gan cao liên quan đến HBV sẽ có sự suy giảm trong thời 

gian sắp tới do hiệu quả của chương trình tiêm phòng vacxin HBV từ những 

năm 1980 [3].   

Việt Nam là quốc gia nằm trong vùng dịch tễ có tỷ lệ viêm gan virus 

cao nên có tỷ lệ ung thư gan mới phát hiện thuộc hàng cao nhất thế giới. Tại 

hội thảo quốc gia về phòng chống ung thư tổ chức tại Hà Nội tháng 10/2004 

cho thấy, tỷ lệ mắc UTTBGNP đứng ở vị trí thứ 3 sau ung thư phổi và ung 
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thư dạ dày. Ước tính mỗi năm có trên 10.000 trường hợp mắc mới. Tỷ lệ mắc 

bệnh ở các tỉnh phía Nam cao hơn phía Bắc. UTTBGNP có thể gặp ở mọi lứa 

tuổi nhưng chủ yếu là lứa tuổi trung niên (40-50 tuổi). Tỷ lệ mắc bệnh ở nam 

cao gấp 3–4 lần so với nữ. Tại thành phố Hồ Chí Minh, ung thư gan đứng thứ 

nhất trong số 10 loại ung thư thường gặp ở nam giới (với tần xuất 38,2 trường 

hợp trên 100.000 dân mỗi năm), thứ sáu ở nữ (với tần suất 8,3 trường hợp trên 

100.000 dân mỗi năm). Ở Hà Nội, ung thư gan đứng hàng thứ ba ở nam giới 

và thứ bảy ở nữ [4],[5]. 

1.1.2. Các yếu tố nguy cơ  

1.1.2.1. Xơ gan  

        Phần lớn UTTBGNP phát triển trên nền gan xơ. Xơ gan càng nặng thì 

khả năng UTTBGNP càng cao. Ở châu Á, tỷ lệ xơ gan trên các bệnh nhân ung 

thư lên đến 70 - 90% [21]. Đã có nhiều nghiên cứu tiến hành trên thế giới 

cũng như tại Việt Nam đều kết luận, có một tỷ lệ lớn UTTBGNP phát triển 

trên nền gan xơ. Nghiên cứu của Okuda (2007) và Nordenstedt (2010) cho 

thấy tỷ lệ này là khoảng 70%-90% [21],[22]. Ở Việt Nam, tỷ lệ này là khoảng 

80% - 90% [23].  

Các tổn thương mạn tính của gan tạo ra một nhu cầu thay đổi các tế bào 

gan mới với số lượng lớn, để hàn gắn tổn thương và tái sinh. Đây là điều kiện 

để những bất thường về di truyền tế bào xảy ra như: biến đổi nhiễm sắc thể, 

kích hoạt các gen sinh ung thư, bất hoạt các gen ức chế khối u… Viêm gan 

virus, nghiện rượu, bệnh gan nhiễm mỡ không do rượu là các nguyên nhân 

gây xơ gan, tiến triển thành ung thư theo con đường này. Mặt khác, hầu hết 

các trường hợp UTTBGNP xảy ra sau nhiều năm của bệnh viêm gan mạn 

tính. Tình trạng này cung cấp môi trường làm biến đổi nhiễm sắc thể và đột 

biến gen. Sự tích tụ ngẫu nhiên, sau nhiều năm những tổn thương gen và 

nhiễm sắc thể, cuối cùng sẽ dẫn đến sự phát triển của các dòng tế bào gan 
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không nguyên bản, kém biệt hoá hoặc không biệt hoá. Đây là nguồn gốc ung 

thư tế bào gan nguyên phát [21].        

1.1.2.2. Nghiện rượu  

Năm 1988, tổ chức nghiên cứu ung thư quốc tế - IARC kết luận rằng, có 

một mối quan hệ nhân quả giữa việc lạm dụng rượu và ung thư gan. Đến năm 

2007, quỹ nghiên cứu ung thư thế giới và Viện nghiên cứu ung thư Hoa Kỳ 

trong một nghiên cứu đánh giá các chế độ ăn uống và hoạt động thể chất, kết 

luận rằng nghiện rượu là một nguyên nhân trực tiếp của bệnh ung thư gan 

[24],[25]. Các nghiên cứu chỉ ra, khi lượng alcohol dùng trên 80g/24h và kéo 

dài, nguy cơ ung thư gan sẽ hình thành. Tuy nhiên, cơ chế trực tiếp gây bệnh 

còn chưa thống nhất. Quan điểm được ủng hộ nhiều nhất là rượu gây 

UTTBGNP thông qua xơ gan, hoặc hiệp đồng với các virus viêm gan B, C.  

Các nghiên cứu đánh giá liên quan giữa rượu và UTTBGNP ở châu Âu 

đã được tiến hành từ rất sớm. Kết quả cho thấy, nguy cơ UTTBGNP cao gấp 

13 lần ở những bệnh nhân xơ gan uống rượu nhiều so với những bệnh nhân 

xơ gan không uống rượu [26].  Nghiên cứu của Nguyễn Thị Kim Hoa và cộng 

sự năm 2010 ở miền Trung Việt Nam cho thấy, bệnh nhân có tiền sử uống 

rượu có nguy cơ bị UTTBGNP cao gấp 7 lần so với nhóm chứng [5]. Các kết 

quả cho thấy, rượu là yếu tố nguy cơ quan trọng trong UTTBGNP. Các kết 

quả nghiên cứu cũng chỉ ra, phụ nữ cùng uống lượng rượu như nam giới có 

nguy cơ mắc bệnh gan gấp 2 lần nam giới, người Mỹ nguồn gốc Tây Ban Nha 

có nguy cơ mắc bệnh gan do rượu cao hơn người Mỹ da đen và da trắng. Khi 

mắc các bệnh lý phối hợp, viêm gan B, C, rối loạn chuyển hóa... sẽ làm tăng 

nguy cơ UTTBGNP do rượu [27],[28],[29].  

1.1.2.3. Virus viêm gan B 

Ước tính có khoảng 2 tỷ người mang HBV trên thế giới, trong đó 250 

triệu người bị viêm gan B mạn tính, và khoảng gần 1 triệu người thiệt mạng 
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mỗi năm liên quan đến loại virus này. Đây được xem như một sát thủ thầm 

lặng vì hầu hết các bệnh nhân không nhận biết được là mình đã mắc bệnh cho 

đến khi các triệu chứng tổn thương gan xuất hiện. HBV có tỷ lệ lây nhiễm gấp 

50 – 100 lần so với HIV (WHO, 2009). Theo số liệu của WHO, Việt Nam 

được xếp vào vùng lưu hành cao của nhiễm virus viêm gan B, tỉ lệ nhiễm 

HBV ở Việt Nam trung bình vào khoảng 15%, như vậy ước tính ra có khoảng 

10-12 triệu người Việt đang mang mầm bệnh nguy hiểm này. 

Theo các số liệu của Cougot và cộng sự, trong các yếu tố nguy cơ chính 

gây UTTBGNP, thì tình trạng viêm gan virus B và viêm gan virus C mạn tính 

là 2 yếu tố quan trọng nhất, chiếm khoảng 70% các trường hợp ung thư tế bào 

gan nguyên phát trên thế giới [30]. Một nghiên cứu tại Mỹ ở bệnh nhân người 

Mỹ gốc Hàn nhiễm HBV mạn tính đã ghi nhận 9,59% bệnh nhân tiến triển 

UTTBGNP. Nghiên cứu cũng ghi nhận nam giới nhiễm HBV có nguy cơ mắc 

UTTBGNP cao hơn nữ nhiễm HBV 2,4 lần (95% CI 1.18-4.87) [31]. Cũng 

nghiên cứu trên người châu Á khác, Sakuma và cộng sự đã tìm thấy là tỷ lệ 

mắc ung thư biểu mô tế bào gan ở nam công nhân đường sắt Nhật nhiễm 

HBV là 0,4%/năm [32]. Cả hai nhóm này là nam giới và là người châu Á, với 

nhiễm virus viêm gan B có thể mắc vào lúc sinh hoặc vào đầu thời kỳ thơ ấu. 

Các nghiên cứu ở Bắc Mỹ, McMahon và cộng sự đã báo cáo một tỷ lệ mắc 

UTTBGNP 0,26%/năm trong một nghiên cứu ở những người nhiễm HBV ở 

Alaska [33]. Các nghiên cứu thống kê cộng dồn (meta-analysis) trên nhiều 

nghiên cứu đơn lẻ, tại nhiều quốc gia, nhiều chủng tộc khác nhau, với một cỡ 

mẫu lên đến hàng chục nghìn cho thấy, nguy cơ mắc UTTBGNP của người 

nhiễm HBV là khá cao, khoảng 15,6 đến 20,4 lần so với người bình thường 

[34],[35]. Tại Việt Nam, nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Kim Hoa và 

cộng sự năm 2010 chỉ ra, những bệnh nhân có tiền sử viêm gan virus B có 

nguy cơ bị UTTBGNP cao gấp 6,64 lần so với nhóm chứng [5]. 
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HBV là một loại virus nhỏ mang DNA thuộc họ Hepadnaviridae. Khi 

xâm nhập vào cơ thể, chúng sẽ đi thẳng vào từng tế bào của gan và sinh 

trưởng rất nhanh chóng. Với đặc tính vi khuẩn hóa, chúng sẽ trưng dụng và 

điều khiển các vật liệu di truyền của tế bào gan để nhân lên rồi phát tán. Lâu 

dần, HBV chiếm lấy chủ quyền và chỉ huy mọi hoạt động của bộ gen tế bào 

gan [36]. Sự thay đổi chủ sở hữu này có thể gây ra nhiều hậu quả tai hại sau 

này. Không những chi phối mọi hoạt động của bộ gen, chúng còn có thể tích 

hợp vào chất DNA làm thay đổi các đặc tính di truyền của tế bào gan. Bằng 

chứng là việc tìm thấy dấu vết DNA của HBV trong cả tế bào gan bị viêm 

mạn tính và tế bào gan ung thư. Quá trình tích hợp hay chèn các mảnh DNA 

của HBV vào bộ gen tế bào gan tại những vị trí nhất định của HBV, hoặc với 

những mảnh gen HBV đột biến, sẽ gây ra những biến đổi di truyền tế bào gan. 

Con đường này từ lâu được cho là một lý thuyết cho sự hình thành 

UTTBGNP trên bệnh nhân viêm gan B mạn tính [30].  

Ngoài ra, còn có một giả thuyết khác về quá trình hình thành 

UTTBGNP ở bệnh nhân viêm B mạn tính. Trên thực tế, virus không trực 

tiếp làm tổn thương tế bào gan mà do hệ thống miễn dịch của cơ thể nhận 

diện các tế bào gan đã bị nhiễm, tấn công phá huỷ các tế bào này gây tổn 

thương gan. Giai đoạn viêm mạn tính kéo dài dẫn đến xơ hoá các tiểu thuỳ 

gan, tạo ra môi trường lý tưởng cho đột biến gen và biến đổi nhiễm sắc thể 

xuất hiện. Hơn nữa, tổ chức xơ phát triển lấn át các mô gan bình thường 

làm các tế bào gan ngày càng ít nhưng vẫn phải đảm đương các chức năng 

bình thường của gan. Bệnh cảnh này tạo ra nhu cầu mãnh liệt tái sinh liên 

tục tế bào gan. Đây là điều kiện không thể tốt hơn để các đột biến gen xuất 

hiện và tích lũy. Đây cũng chính là mầm mống của ung thư tế bào gan 

nguyên phát [21].  
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1.1.2.4. Virus viêm gan C 

HCV cũng là một nguyên nhân chính gây ung thư tế bào gan. Theo số 

liệu của Tổ chức Y tế thế giới (WHO), có khoảng 170 - 200 triệu người mang 

HCV mạn tính trên toàn cầu và khoảng 500.000 người chết mỗi năm liên 

quan đến HCV. Khoảng 2,3 - 4,7 triệu người nhiễm mới mỗi năm. Hiện có 

khoảng 6% dân số Việt Nam nhiễm virus viêm gan C. Con số này đang có 

khuynh hướng gia tăng. HCV nguy hiểm vì bệnh hầu như không có biểu hiện 

gì rõ rệt, không bao giờ có thể tối cấp. Nhiều người chỉ biết mình nhiễm virus 

khi đã bị xơ gan, ung thư gan. Khoảng 80% trường hợp nhiễm HCV sẽ 

chuyển mạn tính. Virus viêm gan C sẽ âm thầm huỷ hoại các tế bào gan cho 

đến khi xơ hoá, tiến trình này kéo dài khoảng 20 năm. Các nghiên cứu bệnh 

viêm gan siêu vi C và UTTBGNP cho thấy, thời gian tiến triển ung thư là 

khoảng 28 năm sau khi bị nhiễm HCV. Như vậy, những bệnh nhân bị nhiễm 

viêm gan C mà tiến triển tới xơ gan thì khoảng 8-10 năm sau UTTBGNP sẽ 

xảy ra.  

Các nghiên cứu lớn tại châu Âu, tìm thấy 40-44% số bệnh nhân bị 

UTTBGNP có nhiễm HCV [37],[38]. Một nghiên cứu khác tại Nhật Bản, cho 

kết quả là 80-90% số ca UTTBGNP có viêm gan C mạn tính [39]. Không chỉ 

tại Nhật, mà tại các quốc gia Đông Á khác, HCV thật sự là một nguy cơ ung 

thư gan rất rõ ràng. Donato và cộng sự đã thực hiện một nghiên cứu phân tích 

cộng dồn, dựa trên số liệu thu được từ 21 nghiên cứu bệnh chứng đã thực hiện. 

Kết quả cho thấy, nguy cơ ung thư tế bào gan nguyên phát cao gấp 17 lần ở 

những người nhiễm HCV mạn so với người bình thường làm chứng [40]. 

Con đường mà HCV gây ra HCC chưa được nghiên cứu rõ. Không 

giống như HBV, HCV không xâm nhập trực tiếp vào chất liệu di truyền của 

tế bào gan, nên khả năng HCV làm tổn thương bộ gen của tế bào gan là 

không cao. Tuy nhiên, tình trạng viêm mạn tính và xơ hoá tổ chức nhu mô 
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gan do bất cứ nguyên nhân nào cũng là một nguy cơ dẫn tới UTTBGNP. Do 

đó có thể xem, HCV gây ra xơ gan, là một nguyên nhân không trực tiếp của 

UTTBGNP. Một số ít trường hợp nhiễm HCV mãn tính diễn tiến đến thẳng 

UTTBGNP mà không thông qua xơ gan. Vì vậy một lý thuyết khác cho 

rằng, protein lõi của HCV là thủ phạm dẫn tới UTTBGNP. Chính protein lõi 

ngăn cản quá trình chết tự nhiên của tế bào gan hoặc chống lại chức năng ức 

chế khối u bình thường trong gan. Hậu quả là tạo ra những dòng tế bào bất 

thường có thể dẫn tới ung thư [21]. 

1.1.2.5. Aflatoxin B1 (AFB1)   

Aflatoxin B1 là một độc tố được tạo ra bởi nấm Aspergillus, loại nấm 

sinh ra chủ yếu trong các loại lương thực - thực phẩm như: ngô, sắn, gạo, lạc, 

đậu... ở điều kiện môi trường nóng ẩm. Đây là một chất gây ung thư rất mạnh, 

sản phẩm tạo ra trong quá trình chuyển hóa AFB1, có khả năng gắn vào phân 

tử DNA và gây đột biến. Đã có các bằng chứng về sự liên quan giữa tình 

trạng nhiễm AFB1 và đột biến gen ở các bệnh nhân UTTBGNP, mà nhiều 

nhất là đột biến gen TP53. Đây là một gen ức chế ung thư quan trọng của cơ 

thể con người. Chất AFB1 gây đột biến gen TP53 thông qua sự hoạt hóa 1 

chất chuyển hóa của nó là AFB-1-exo-8,9-epoxide [41]. Chất này có thể gây 

ra sự thay thế G thành T tại codon 249 của gen TP53 [42]. Hậu quả làm biến 

đổi phân tử protein p53 tại vùng gắn kết DNA đích, dẫn đến làm suy giảm 

khả năng ức chế sự hình thành khối u của TP53. Tỷ lệ cao những đột biến này 

(lên đến 50%) đã được tìm thấy ở 1 số nước thuộc khu vực Đông Nam Á và 

Nam Phi, một tỷ lệ thấp hơn được ghi nhận ở khu vực châu Âu, Bắc Mỹ và 

Trung Đông [43],[44].  

Những bằng chứng mạnh mẽ chứng minh AFB1 là một yếu tố nguy cơ 

gây UTTBGNP đã được các nghiên cứu dịch tễ lớn công bố. Các kết quả 

nghiên cứu có được, do sự phát triển của các phương pháp xét nghiệm phát 
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hiện sản phẩm chuyển hóa của AFB1 trong nước tiểu và albumin gắn AFB1 

trong huyết thanh. Ngoài ra bằng chứng ở cấp độ phân tử của sự liên quan 

cũng được khẳng định qua việc phát hiện các đột biến có dấu vết aflatoxin 

trong DNA mô ung thư. Một nghiên cứu tại Trung Quốc cho thấy, các chất 

bài tiết ra nước tiểu của chuyển hóa aflatoxin dương tính, làm tăng gấp 4 

lần nguy cơ UTTBGNP so với người âm tính. Đặc biệt khi kết hợp kết quả 

xét nghiệm dương tính với nhiễm HBV mạn tính đã tăng đến 60 lần nguy 

cơ UTTBGNP [45]. 

1.1.2.6.  Bệnh gan nhiễm mỡ không do rượu, béo phì, đái tháo đường 

Một số nghiên cứu ở Hoa Kỳ đi tìm các yếu tố nguy cơ đối với xơ gan 

và ung thư gan, đã không xác định được HCV, HBV, hoặc nghiện rượu 

trong 30% - 40% số bệnh nhân. Các trường hợp này, đều có xu hướng và 

các đặc điểm lâm sàng, nhân khẩu học gợi ý đến bệnh gan nhiễm mỡ không 

do rượu (NASH) [46]. Một nghiên cứu khác với số lượng mẫu lớn [47], đã 

tiến hành trong 7,6 năm, sau khi xác định chính xác NASH. Kết quả cho 

thấy, nguyên nhân gây tử vong do bệnh gan mạn tính đứng thứ 3 trong 

nhóm NASH so với thứ 13 trong toàn bộ dân số bang Minnesota. Tuy 

nhiên cơ chế bệnh sinh NASH gây xơ gan và ung thư gan vẫn chưa được rõ 

ràng. Một nghiện cứu cộng dồn tất cả những nghiên cứu từ 2002-2008 tại 

Mĩ đã chỉ ra, NASH là một yếu tố nguy cơ của UTTBGNP [48]. 

Bệnh béo phì được ghi nhận là tăng song hành với tỷ lệ mắc UTTBGNP. 

Trong một tiến cứu quy mô lớn trên 900.000 người Mỹ, sau 16 năm theo dõi, 

các nhà nghiên cứu đã thu được kết quả tỷ lệ tử vong do ung thư gan là cao 

hơn 4,5 lần ở nam giới có chỉ số BMI > 35 và 1,7 lần ở phụ nữ BMI > 35 so 

với các cá nhân cân nặng bình thường [49]. Hai nghiên cứu thuần tập dựa vào 

dân số khác, đến từ Thụy Điển và Đan Mạch phát hiện thấy, tăng từ hai đến 
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ba lần nguy cơ UTTBGNP ở nam giới béo phì và phụ nữ so với những người 

có chỉ số BMI bình thường [50],[51].  

Đái tháo đường lần đầu tiên được đề cập như là một nguy cơ của ung thư 

tế bào gan từ năm 1986 [52]. Tuy nhiên sau đó các nghiên cứu tiếp theo đã 

không thống nhất kết quả. Đến năm 2006, một nghiên cứu cộng gộp phân tích 

đa biến đã đưa ra kết luận, đái tháo đường liên quan đến UTTBGNP tại nhiều 

khu vực trên thế giới. Cả những khu vực có tỷ lệ mắc UTTBGNP thấp cũng 

như cao [53]. Sau đó một tiến cứu trên cỡ mẫu rất lớn đã được tiến hành, kết 

quả chỉ ra, nguy cơ ung thư gan gấp đôi ở nhóm có bệnh tiểu đường, và tăng 

lên theo thời gian theo dõi [54]. Tuy nhiên, cơ chế phân tử của mối liên quan 

giữa tiểu đường type II và ung thư gan chưa đầy đủ. Lý thuyết phổ biến nhất, 

được cho là gián tiếp qua tình trạng viêm gan nhiễm mỡ không do rượu 

(NASH) và tiến trình xơ gan.  

1.1.3. Bệnh học phân tử ung thư tế bào gan nguyên phát 

1.1.3.1. Vai trò của di truyền trong ung thư gan 

Các nghiên cứu về dịch tễ phân tử đã cho thấy hầu hết các trường hợp 

UTTBGNP đều khởi phát lẻ tẻ và liên quan đến ít nhất một yếu tố nguy cơ 

không phải di truyền như viêm gan B, C mạn tính, nghiện rượu, gan nhiễm 

mỡ. Một thực tế nữa là rất nhiều người trong chúng ta phơi nhiễm với các 

yếu tố nguy cơ trong thời gian dài, nhưng không phát triển thành 

UTTBGNP. Tất cả điều này cho thấy một hiện thực rằng, UTTBGNP có 

tính riêng biệt cho từng cá thể, hay có một vai trò không thể phủ nhận của 

di truyền. 

Năm 2002, một nghiên cứu bệnh chứng lớn tại Hoa Kỳ đã đưa ra các 

bằng chứng sơ bộ về vai trò của gen trong tiến trình phát sinh phát triển 

ung thư. Nghiên cứu được tiến hành với số lượng mẫu lớn với 500 bệnh nhân 
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xơ gan (hầu hết nhiễm HCV) và 500 người đối chứng không có bệnh gan. Kết 

quả cho thấy, tỷ lệ có họ hàng một đời cũng mắc xơ gan trong nhóm bệnh cao 

hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (OR = 17; 95% CI, 4.2–12.9) [55]. Một 

nghiên cứu khác, trong khi tìm hiểu tính gia đình của kháng insulin trong 

viêm gan nhiễm mỡ không do rượu (NASH), các tác giả phát hiện một xu 

hướng gia đình rất rõ trong những bệnh nhân NASH có xơ gan [56]. Cũng 

tương tự như vậy đối với tiến trình xơ gan của nhiễm HBV mạn tính, một số 

nghiên cứu đã đưa ra những bằng chứng sơ bộ về sự khác biệt giữa các nhóm 

gia đình [57],[58]. Cả ba nhóm nghiên cứu trên không tiến hành trên bệnh 

nhân UTTBGNP mà trên đối tượng xơ gan. Tuy nhiên xơ gan được cho là 

bệnh cảnh mạn tính cuối cùng trước khi chuyển ác tính, của các yếu tố nguy 

cơ ngoại sinh. Những bằng chứng sơ bộ này còn mang một thông điệp, di 

truyền không chỉ là một yếu tố nguy cơ độc lập, mà còn tương tác với các yếu 

tố môi trường để định hình xu hướng tiến triển tới ung thư gan hay là không.   

Gần đây với nhiều thành tựu trong ngành di truyền học, như hoàn thành 

dự án bộ gen người, phát hiện hàng triệu các đa hình nucleotid đơn (SNP), 

phát triển nhiều kỹ thuật sinh học phân tử mới, bình dân hoá giá của các xét 

nghiệm di truyền… đã tạo điều kiện để thực hiện các dự án nghiên cứu dịch tễ 

gen lớn, có tính đại diện cho cộng đồng hơn. Mô hình nghiên cứu bệnh chứng 

được sử dụng, để tìm sự khác biệt di truyền của nhóm người bị ung thư gan 

và không. Tuy nhiên trong rất nhiều gen trong cơ thể, người ta chỉ chọn một 

số ít các gen có tiềm năng liên quan đến UTTBGNP để phân tích. Có thể chia 

thành 3 nhóm chính sau: [55] 

- Nhóm gen quan trọng trong các chức năng khử độc của gan. Như các 

gen mã hoá cho các enzym trong pha I, pha II của hệ thống cytochrom 

P450 (chức năng chuyển hoá hợp chất xenobiotic của gan). Đó là tập hợp 

các gen trong nhóm CYP. 
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- Nhóm gen key-point của các con đường tín hiệu quan trọng trong 

ung thư. Như chết theo chương trình, sửa chữa DNA, phản ứng viêm... 

Tiêu biểu là gen ức chế khối u TP53 trong con đường tín hiệu p53.  

- Nhóm gen làm trầm trọng hơn hoặc giảm thiểu tác động từ quá trình 

phơi nhiễm với các yếu tố độc hại từ môi trường. Như rượu, aflatoxin... Ví 

dụ gen mã hoá enzym ADH, ALDH trong chuyển hoá rượu. 

Các kết quả nghiên cứu đã chỉ ra được những đa hình kiểu gen liên 

quan UTTBGNP, không liên quan hoặc liên quan đến một nhóm cá thể hạn 

chế nào đó trong cộng đồng. Tuy nhiên, sự liên quan tìm thấy, thường 

không thật chặt và không thống nhất. Ngoài những hạn chế của các nghiên 

cứu, thì trên thực tế cũng vô cùng khó khăn để tìm thấy những tác động rất 

nhỏ của một yếu tố gen đứng riêng rẽ, trong bối cảnh có nhiều gen trong 

các con đường tín hiệu khác nhau, đan xen, kìm hãm, điều hoà và cùng có 

thể tác động lên quá trình hình thành khối u gan. Ngoài ra yếu tố gen còn 

trở nên bé nhỏ hơn, trong sự tác động liên tục, mạnh mẽ của vô số các yếu 

tố nguy cơ từ môi trường lên cơ thể con người [60],[61],[62],[63]. 

Cũng giống như nhiều bệnh lý ung thư khác, tuy không được như kỳ 

vọng ban đầu, lúc mới tiếp cận với hướng nghiên cứu các đa hình kiểu gen 

liên quan ung thư tế bào gan nguyên phát, nhưng những kết quả đạt được 

đã góp phần làm sáng tỏ cơ chế phân tử của căn bệnh này. 

1.1.3.2. Các cơ chế phát sinh ung thư tế bào gan nguyên phát 

Các nghiên cứu dịch tễ gen đã đồng thuận một kết quả, hầu hết 

UTTBGNP tiến triển qua giai đoạn phá huỷ mạn tính tổ chức gan. Nhưng 

vẫn có một số rất ít các trường hợp tiến triển từ các tế bào gan khoẻ mạnh 

trong một quá trình lão hoá bình thường. Điều này đòi hỏi bắt buộc phải có 

sự liên quan đến phân chia tế bào. Hoạt động phân chia tế bào như là một 

sự trao quyền thừa kế các “tài sản thiết yếu” nhằm tạo ra các tế bào mới 
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hoàn toàn xa lạ. Lý thuyết này đã được chứng minh bởi nghiên cứu cơ chế 

ung thư gan trên loài gặm nhấm, liên quan đến phân chia tế bào, bị kích 

thích sau khi cắt bỏ một phần gan của chúng [64]. Tuy nhiên tỷ lệ của các 

trường hợp trên là rất ít, dẫn đến lý thuyết này khó có thể trở thành cơ chế 

chính của sự phát sinh ung thư tế bào gan. Thực tế có một tần suất cao hơn 

rất nhiều những biến đổi nhiễm sắc thể, được tích tụ trong UTTBGNP [65].  

Hầu hết các trường hợp UTTBGNP đều tiến triển qua thời gian dài phá 

huỷ gan mạn tính (20-40 năm). Nhưng nguy cơ ung thư chỉ đột ngột tăng lên 

khi gan chuyển sang bệnh cảnh xơ hoá các tiểu thuỳ. Để nắm bắt cơ chế phân 

tử của UTTBGNP bắt buộc phải giải thích được tại sao nguy cơ ung thư lại 

tăng lên khi tiến triển đến bệnh cảnh xơ gan. Điều thú vị là tế bào gan tăng tái 

sinh trong giai đoạn viêm mạn tính nhưng lại giảm rất nhiều khi đến giai đoạn 

xơ gan. Giải thích cho hiện tượng này là sự kiệt sức của gan khi bắt đầu chạm 

tới giai đoạn xơ gan [66]. Có ba cơ chế chính, được tổng kết lại cho đến 

thời điểm hiện tại, đã được sự đồng thuận rộng rãi của các nhà khoa học 

(hình 1.2). 
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Hình 1.2. Cơ chế phân tử của ung thƣ tế bào gan nguyên phát 

                                              Nguồn: Gastroenterology năm 2007, số 132. 

Ba cơ chế chính gây ung thư gan được phân chia thành trong tế bào và ngoài 

tế bào. 1) Trong tế bào là sự rút ngắn telomere và ức chế tăng trưởng của tế 

bào gan. Cả hai đều dẫn đến sự chọn lọc các tế bào mất điểm kiểm tra (chu 

kỳ tế bào, chết theo chương trình...). Ngoài ra rút ngắn telomere còn gây biến 

đổi nhiễm sắc thể. 2) Ngoài tế bào chính là sự thay đổi các điều kiện môi 

trường bao quanh tế bào gan. Chúng là các yếu tố dịch thể, các sản phẩm 

chuyển hoá và thay đổi cấu trúc nhu mô gan. Những thay đổi các điều kiện 

này trong bệnh cảnh xơ gan sẽ kích thích tái sinh tế bào gan mạnh mẽ, trong 

khi đang mang những khiếm khuyết nhiễm sắc thể (NST). Điều này làm tăng 

cơ hội cho những dòng tế bào ác tính được chọn lọc.  
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Rút ngắn Telomere (Telomere shoterning). Telomere là các cấu trúc 

đặc thù nằm ở đầu tận của nhiễm sắc thể. Đây là những đoạn trình tự lặp lại 

ngắn (TTAGGG). Khoảng 1000-2000 đoạn liền nhau. Không mã hoá và rất 

cần thiết cho sự ổn định của hệ gen. Chúng bảo vệ NST trong quá  trình 

phân bào và giữ cho NST không bị dính vào nhau. Telomere được ví như 

những cái nắp đậy của NST. Sau mỗi lần phân chia tế bào telomere lại bị 

ngắn đi (đủ cho 30-50 lần). Điều này sẽ giới hạn số lần phân bào hay chính 

là quá trình lão hoá tự nhiên của cơ thể. Chỉ có trong các dòng tế bào gốc 

telomere mới không bị ngắn đi [67],[68]. 

Trong quá trình phá huỷ tế bào gan mạn tính telomere bị ngắn đi 

nhanh chóng do nhu cấu tái sinh của tế bào gan. Qua thời gian telomere bị 

rút ngắn, đến bệnh cảnh xơ gan, các tiểu thuỳ bắt đầu già hoá do telomere 

đã ngắn tới hạn [69]. Khi các telomere ngắn tới hạn, nguy cơ mất mát gen 

tại các đầu tận của NST sẽ kích hoạt các dòng tín hiệu cảnh báo DNA bị hư 

hỏng. Các cơ chế bảo vệ lập tức được kích hoạt, như dừng chu kỳ phân 

bào, lão hoá, chết theo chương trình… [70], [71]. 

Telomere không còn thực hiện được chức năng, không những kích 

hoạt các con đường tín hiệu sửa chữa DNA mà còn dẫn đến các NST bị 

dính vào nhau. Khi tế bào phân chia, hiện tượng dính NST sẽ có thể gây ra 

đa bội NST, mất NST, chuyển đoạn NST cho những tế bào mới [72]. Đây 

là nguồn gốc của các tế bào ung thư. Lý thuyết này đã được củng cố bằng 

một nghiên cứu thực nghiệm trên chuột. Khối u gan xuất hiện sớm hơn trên 

những con chuột có telomere ngắn hoặc thiếu telomere [73]. Những bằng 

chứng đưa ra một suy đoán hết sức thuyết phục là suy giảm hay mất chức 

năng của telomere đã làm biến đổi NST trong xơ gan và bắt đầu khởi phát 

cho quá trình ung thư hoá tế bào gan [74]. Minh chứng cụ thể cho suy đoán 

này, là những tế bào gan bị ung thư đều có các telomere bị rút ngắn tới hạn 
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[75],[76]. Một nghiên cứu khác đã đưa ra các kết quả hết sức thú vị, củng 

cố thêm cho lý thuyết rút ngắn telomere, đó là phát hiện có sự tăng tỷ lệ tế 

bào dị bội NST trong tổ chức ung thư gan [77]. 

Khiếm khuyết tăng sinh tế bào. Ức chế và suy giảm tăng trưởng tế 

bào gan ở giai đoạn xơ gan, bản thân nó có thể làm tăng nguy cơ hình 

thành ung thư. Có một số nghiên cứu đã có kết quả phù hợp với giả định 

này. Sau khi tiêm hóa chất ức chế tế bào gan tăng sinh, các nhà nghiên cứu 

đã phát hiện sự tăng tốc hình thành khối u gan ở chuột [78]. Tương tự như 

vậy, ung thư bạch cầu ở chuột đã được thúc đẩy nhanh trong bối cảnh ức 

chế chu kỳ phân chia của các tế bào tạo máu tuỷ xương [79]. Tế bào gan 

tăng sinh mạnh mẽ trong suốt quá trình viêm mạn tính, nhưng sụt giảm 

hoàn toàn khi chuyển xơ gan. Hiện tượng này được giải thích bởi sự suy 

kiệt của tế bào trong bệnh cảnh xơ gan. Ngoài ra trong một nỗ lực kiểm 

soát sự ổn định di truyền, các điểm kiểm tra tế bào được bật lên. Trong đó 

có các điểm kiểm tra dừng chu kỳ tế bào, ức chế chu kỳ tế bào thậm chí 

gây chết tế bào theo chương trình. Các điểm kiểm tra này duy trì một môi 

trường ức chế tăng trưởng. Tuy nhiên những điều kiện ức chế tăng trưởng 

khắc nghiệt này lại tạo ra một sự chọn lọc tự nhiên các dòng tế bào có khả 

năng tồn tại và phân chia mạnh mẽ. Đó là các dòng tế bào bị mất các điểm 

kiểm tra (check points). Đó chính là các dòng tế bào ác tính [55].     

Phù hợp với lý thuyết này là hiện tượng tăng biểu hiện một cách 

tương quan của protein p21 với nguy cơ ung thư tế bào gan nguyên phát ở 

những bệnh nhân xơ gan [80]. Protein P21 là mục tiêu đầu tiên của p53, để 

kích hoạt ngưng chu kỳ tế bào và quá trình già hoá tế bào gan, nhằm phản 

ứng lại với telomere ngắn lại [81]. P53 lại là một trong những điểm kiểm 

tra quan trọng nhất của phân chia tế bào.  
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Ngoài ra hiện tượng telomere ngắn lại trong quá trình xơ gan cũng 

góp phần gây ra khiếm khuyết tăng sinh tế bào gan. Điều này được minh 

chứng bằng sự xuất hiện của CCAAT/ enhancer binding protein-α trong tế 

bào gan chuột lão hoá. Đây là một trong 6 loại yếu tố phiên mã. Chúng có 

thể làm chậm lại quá trình tăng sinh tế bào gián tiếp qua yếu  tố kích hoạt 

sao chép (E2F) [82]. Sự suy giảm tái sinh tế bào gan do lão hoá phù hợp 

với hiện tượng tăng tốc tiến trình xơ hoá gan ở những bệnh nhân lớn tuổi bị 

viêm mạn tính [83]. 

Thay đổi các điều kiện môi trường. Thay đổi các điều kiện môi trường 

vi thể (microenvironment) hay môi trường cấu trúc tổ chức nhu mô gan 

(macroenvironment), góp phần gây UTTBGNP trong bệnh cảnh xơ gan. 

Sự phục hồi tổ chức nhu mô gan được quy định rất chặt chẽ. Trên mô 

hình chuột, người ta thấy tế bào gan ngừng tăng sinh rõ rệt khi cấu trúc mô 

gan hoàn toàn bình phục. Cũng giống ở người, những bệnh nhân sau khi ghép 

gan sẽ có gan mới có kích thước phù hợp với bản thân, sau một quá trình tái 

sinh của tế bào gan. Cơ chế của sự kiểm soát này còn chưa được rõ. Không 

giống như tuỵ, cấu trúc và kích cỡ tổ chức nhu mô gan không được quy định 

bởi các tín hiệu từ dòng tế bào gốc [84]. Những phát hiện này gợi ý một khả 

năng, kích thước và cấu trúc nhu mô gan được quy định bởi một sự kiểm 

soát đan xen, tương hỗ của nhiều yếu tố tăng trưởng (growth factors). Sự 

tương tác theo kiểu điều hoà ngược (feed back) giữa các yếu tố tăng trưởng 

và sự tăng sinh tế bào, đã quy định quá trình tăng trưởng và định hình cấu 

trúc nhu mô gan. Dẫn đến một hệ quả là, khi gan bị mất đi một phần (mổ 

cắt gan) hay suy giảm chức năng (xơ gan) sẽ tạo ra một môi trường 

(macroenviroment) kích thích tăng trưởng tế bào gan. Đây cũng là một lý 

do hợp lý nữa để phát sinh ung thư trong bệnh cảnh xơ gan [55].        
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Xơ gan đồng thời cũng thay đổi môi trường vi thể (microenviroment) 

tại gan. Điều này tác động rất lớn đến sự biến đổi ung thư hoá. Một điểm 

nổi bật là quá trình xơ gan thường kích hoạt các tế bào hình sao. Kết quả 

làm tăng sự tổng hợp các protein ngoại bào: các cytokin, yếu tố tăng 

trưởng, các sản phẩm của quá trình oxy hoá [85]. Rất nhiều trong các thành 

phần này, được cho là có thể tác động đến tái sinh tế bào gan. Tái sinh 

những tế bào gan có khiếm khuyết lại chính là chọn lọc các tế bào ung thư 

[86]. Hơn nữa, phản ứng viêm gây ra bởi hệ thống miễn dịch trong quá 

trình viêm gan, có thể ảnh hưởng đến sự tiến trình ung thư tế bào gan. Phù 

hợp với nhận định trên, một nghiên cứu thực nghiệm trên chuột đã cho 

thấy, khi gỡ bỏ ức chế của dòng tín hiệu cytokine-3 (SOCS3), một điều hoà 

âm tính của interleukin-6, một chất sinh ra trong viêm gan, đã gây ra khối u 

gan [87]. Ngoài ra, người ta còn cho rằng, những dấu ấn miễn dịch của môi 

trường vi thể tại gan có sự tương quan với di căn, tái phát và rất có giá trị 

trong tiên lượng bệnh UTTBGNP [88].       

1.1.3.3. Biến đổi phân tử trong ung thư tế bào gan nguyên phát 

Với ba cơ chế phân tử, rút ngắn telomere, khiếm khuyết tăng sinh và 

thay đổi các điều kiện môi trường, đã chỉ ra các con đường chủ yếu dẫn đến 

ung thư tế bào gan. Mỗi cơ chế đều đưa ra cách thức gây ra biến đổi dẫn đến 

ung thư. Tuy nhiên những biến đổi cụ thể ở cấp độ phân tử là gì? Hay hậu 

quả của những cơ chế tác động này sẽ ra sao, để từ đó làm xuất hiện tế bào 

ung thư gan. Dưới đây là bốn biến đổi phân tử chính. 

Mất các điểm kiểm tra chu kỳ tế bào. (Loss of Cell-Cycle Checkpoints). 

Rút ngắn telomere và mất các điểm kiểm tra chu kỳ phân bào dẫn đến 

khiếm khuyết trong sự tái sinh tế bào, được cho là các sự kiện xảy ra ở 

bệnh cảnh xơ gan [66],[69]. Vô hiệu hoá các điểm kiểm tra sẽ tạo cơ hội 

các dòng tế bào bất thường về di truyền được chọn lọc. Đây là cơ chế nổi 
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bật nhất trong sự biến đổi phân tử của UTTBGNP. Một số điểm kiểm tra 

chu kỳ tế bào quan trọng nhất được giới thiệu (hình 1.3). 

 

Hình 1.3. Một số điểm kiểm tra chu kỳ tế bào và điểm kiểm tra chết theo 

chƣơng tr nh, thƣờng bị mất trong ung thƣ tế bào gan nguyên phát.  

Nguồn: Gastroenterology năm 2007, số 132. 

P53, MDM2. Con đường tín hiệu p53 là dòng tín hiệu ức chế khối u 

quan trọng nhất của con người. Với nhiều chức năng quan trọng. Một là giới 

hạn sự sống sót và sự tăng sinh của tế bào, để đáp ứng lại sự rút ngắn 

telomere [70]. Hai là gây dừng chu kỳ tế bào khi phát hiện tín hiệu từ các 

gen sinh ung thư (tín hiệu tăng trưởng bất thường) [89]. Ba là bảo vệ sự 
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toàn vẹn của bộ gen tế bào thông quan sửa chữa DNA hoặc gây apoptosis 

khi không thể khắc phục. 

Những bằng chứng liên quan của con đường tín hiệu p53  với 

UTTBGNP được tìm thấy ở nhiều nghiên cứu khác nhau. Đầu tiên phải kể 

đến tỷ lệ đột biến gen TP53 xảy ra khi phơi nhiễm với aflatoxin trong 

những bệnh nhân ung thư gan. Tỷ lệ đột biến gen TP53 > 50% trường hợp 

có phơi nhiễm, nhưng chỉ 20-40% đối với các bệnh nhân không có phơi 

nhiễm với aflatoxin [44],[90]. Một nghiên cứu khác cho thấy, sự tăng biểu 

hiện của MDM2 (yếu tố điều hoà ngược âm tính của p53) được phát hiện 

trong UTTBGNP. MDM2 tăng biểu hiện sẽ ức chế p53, mất khả năng  

“điểm kiểm soát chu kỳ tế bào” và chức năng apoptosis [91]. Trong nghiên 

cứu thực nghiệm trên chuột, người ta đã chứng minh rằng, gián tiếp qua sự 

lão hóa, p53 đã phản ứng lại với các tín hiệu từ sự rối loạn chức năng của 

telomere trong tế bào gan [92]. Ngoài ra, khi xoá bỏ hoàn toàn chức năng 

của p53, đã gây bất ổn NST nghiêm trọng và hình thành ung thư biểu mô tế 

bào gan cho những con chuột bị khiếm khuyết chức năng telomere [72]. 

Những bằng chứng dường như đang chỉ ra một khả năng, khi mất chức 

năng “điểm kiểm soát” của p53 ở bệnh cảnh xơ gan, sẽ tạo ra một cơ hội 

cho sự nhân lên và mở rộng các tế bào gan có khiếm khuyết telomere. Điều 

này dẫn đến hậu quả tất yếu là bất ổn NST và khởi động tiến trình ung thư 

tế bào gan. Củng cố cho nhận định này, người ta đã phát hiện p21 (một 

protein đích trong dòng tín hiệu p53). Protein này tăng cường biểu hiện 

trong giai đoạn xơ gan nhưng lại giảm thậm chí mất hoàn toàn trong các tế 

bào gan ác tính [76].           

Rb/p16, cũng là một điểm kiểm tra quan trọng khác của cơ thể con 

người. Cũng giống như p53, điểm kiểm tra Rb/p16 là một con đường tín 
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hiệu, giới hạn sự tăng sinh của tế bào nhằm phản ứng lại sự rút ngắn 

telomere, hư hỏng DNA và các tín hiệu bất thường từ những gen sinh ung 

thư (oncogene) [70],[89]. Trong UTTBGNP ở người, dòng chảy tín hiệu 

Rb bị đứt gãy đến khoảng 80% trường hợp. Hay gặp nhất là sự ức chế của 

p16 bởi hiện tượng methyl hoá vùng kích hoạt sao chép [93]. Ngoài ra, sự 

biểu hiện của gankyrin (một yếu tố ức chế của điểm kiểm tra p53 và Rb), 

được tăng cường trong mô ung thư gan [94]. Các bằng chứng cho thấy một 

thực tế, chức năng “điểm kiểm tra” của Rb/p16 bị suy giảm hoặc mất trong 

ung thư tế bào gan. Chính điều này, đã cho phép nhân lên các tế bào gan có 

khiếm khuyết telomere trong bệnh cảnh xơ gan. Củng cố cho lý thuyết  

trên, người ta thấy có sự tăng biểu hiện của p16 trong xơ gan, nhưng suy 

giảm rõ rệt trong các tế bào gan ác tính [76].             

IGF2R (Thụ thể yếu tố tăng trưởng giống insulin 2). Mất dị hợp tử 

tại locus IGF2R trên NST 6 rất thường gặp (60%) trong UTTBGNP [95]. 

Trong điều kiện bình thường, IGF2R làm suy giảm sự tăng sinh của tế bào 

bằng cách làm suy yếu tác động của IGF2 lên quá trình nguyên phân và 

kích hoạt con đường tín hiệu của yếu tố tăng trưởng β [96]. Cũng như các 

checkpoints khác, khi mất chức năng “điểm kiểm tra” của IGF2R, sẽ tạo ra 

cơ hội nhân lên của các tế bào gan khiếm khuyết di truyền, trong giai đoạn 

xơ gan. Một điều thú vị là gen IGF2R nằm trên vùng giáp danh với 

tolemere của đầu nhánh ngắn NST số 6. Điều này cho phép nhận định rằng 

sự mất dị hợp tử tại locus IGF2R có liên quan đến hiện tượng rút ngắn 

telomere [97]. 

Kháng apoptosis. Tần xuất bất hoạt điểm kiểm tra p53 xảy ra nhiều 

trong UTTBGNP gợi ý một khả năng có sự suy yếu đáng kể đặc tính chết 

theo chương trình (apoptosis) phụ thuộc p53 của tế bào gan. Điều này có 
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thể đưa tới sự khởi động tiến trình biến đổi ung thư hoá. Củng cố cho nhận 

định này, người ta phát hiện sự biểu hiện quá mức của HSCO (một yếu tố 

ức chế apoptosis phụ thuộc p53), với tần xuất cao trong các tế bào gan ung 

thư [98]. Ngoài ra, apoptosis không phụ thuộc p53, trong điều kiện bình 

thường được kích hoạt để phản ứng lại với hiện tượng rút ngắn telomere, cũng 

suy giảm trong ung thư tế bào gan [70],[99]. Nhận định này được minh chứng 

qua Hint2 (một chất nhạy cảm với apoptosis, biểu hiện ở ty thể). Chất này suy 

giảm nhiều trong UTTBGNP. Không những thế, Hint2 còn tương quan với 

một tiên lượng xấu cho bệnh nhân ung thư tế bào gan [100].          

Con đường tín hiệu yếu tố tăng trưởng β, được kích hoạt ở bệnh cảnh 

xơ gan. Khi dòng tín hiệu này được kích hoạt sẽ gây ra apoptosis bằng sự 

kiềm toả Smad3-mediated (BCL2). Đây làm một protein thuộc các thành tố 

ức chế quá trình chết theo chương trình (apoptosis) [101]. Tuy nhiên, vẫn 

cần thêm những bằng chứng để lý giải tại sao tế bào gan trốn tránh được sự 

kích hoạt con đường này trong cả một thời kỳ xơ gan, phải chăng có liên 

quan đến sự suy giảm các tín hiệu tăng trưởng của IGF2R? Kháng 

apoptosis trong UTTBGNP có thể liên quan đến con đường tín hiệu insulin 

(IGF2) và sự kích hoạt dòng tín hiệu Akt [102]. 

Kích hoạt gen sinh ung thư (oncogene). Kích hoạt các gen sinh ung 

thư là những biến đổi thường gặp trong ung thư. Tuy nhiên tiến trình khởi 

động các tín hiệu oncogene giữa các loại ung thư không giống nhau. Trong 

ung thư tế bào gan mọi thứ diễn ra muộn hơn. Điều này có thể được giải 

thích, do UTTBGNP có là hậu quả của những biến đổi NST, gây ra bởi sự 

rút ngắn telomere và khiếm khuyết “điểm kiểm tra” xảy ra trong suốt giai 

đoạn xơ gan. Có một số oncogene thường gặp trong ung thư tế bào gan 

nguyên phát, được trình bày ở hình 1.4. Được chia làm hai nhóm: nhóm là 
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các yếu tố liên quan đến sự phát triển và biệt hoá tế bào gan và nhóm chỉ 

đơn thuần gây ung thư. 

Wnt/β-catenin là một dòng tín hiệu phát triển tế bào, liên hệ một cách 

chặt chẽ, trong suốt thời gian sơ khai của của tiến trình phát triển và biệt hoá 

tế bào gan [103]. Kích hoạt con đường Wnt/β-catenin được phát hiện với 

tần xuất cao trong ung thư gan ở chuột khi có đột biến tế bào sinh dưỡng 

(somatic mutations) [104]. Nghiên cứu thực nghiệm trên mô hình chuột 

cho thấy, khi người ta xoá bỏ những mục tiêu đích tại gan của gen APC 

(adenomatosis polyposis coli), sau đó kích hoạt con đường tín hiệu β-catenin sẽ 

gây ra ung thư tế bào gan ở chuột [105]. Những con đường phát triển khác, 

liên quan đến UTTBGNP còn phải kể đến hedgehog và MET (c-met proto-

oncogene/hepatocyte growth factor receptor) [106],[107]. Sự  kích hoạt của 

các con đường phát triển sơ khai, đưa ra gợi ý rằng, có một tỷ lệ ung thư tế 

bào gan xuất hiện từ những tế bào gốc gan (liver sterm cells). Tế bào gan 

bình thường không cần các tế bào gốc để tăng trưởng, bởi vì tế bào gan 

sinh dưỡng vẫn duy trì khả năng quay lại chu kỳ phân bào. Một môi trường 

ức chế tăng trưởng như trong bệnh cảnh xơ gan, có thể dẫn đến kích hoạt 

và biến đổi các tế bào gốc gan. Một số nghiên cứu đầu tiên, đã cung cấp 

những bằng chứng cho thấy sự tồn tại quần thể tế bào gốc trong UTTBGNP 

[108],[109]. Ngoài ra, người ta còn phát hiện sự biểu hiện của gen tế bào 

gốc trong các mô UTTBGNP [110]. 

PI3K/Akt là dòng tín hiệu mang đầy đủ đặc tính oncogene. Sự kích 

hoạt của con đường Akt và khiếm khuyết biểu hiện của phosphatase và  

tensin homolog (PTEN) (một điều hoà âm tính của Akt) được phát hiện 

trong 40%–60% trường hợp UTTBGNP [111]. Kích hoạt con đường tín 

hiệu Akt sẽ ức chế sự tác động của yếu tố tăng trưởng β, gây chết theo 
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chương trình và gây ức chế các hoạt động tăng trưởng của yếu tố phiên mã 

CCAAT/enhancer binding protein α. Cả hai ảnh hưởng này đều có thể kích 

hoạt quá trình biến đổi ung thư trong giai đoạn xơ gan. Người ta đã phát 

hiện sự liên kết giữa sự kích hoạt con đường Akt với sự kích hoạt dòng tín 

hiệu β-catenin ở tế bào gốc ruột [112].     

 

Hình 1.4. Oncogene thƣờng gặp nhất trong ung thƣ tế bào gan nguyên phát 

Nguồn: Gastroenterology năm 2007, số 132. 

Myc là một gen sinh ung thư rất mạnh, đã gây được UTTBGNP trên 

mô hình chuột. Khả năng gây UTTBGNP của Myc phụ thuộc vào sự kích 

hoạt liên tục của gen sinh ung thư [113]. Tuy nhiên các dữ liệu trên ung thư 

gan ở người còn chưa đồng nhất, cần nhiều hơn nữa các nghiên cứu tiếp 

theo. Một nghiên cứu sớm nhất về Myc trong UTTBGNP đã cho thấy một 
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sự tương quan giữa sự kích hoạt Myc và kích cỡ khối u, cũng như khả năng 

tiên lượng bệnh [114]. Một trong những cơ chế kích hoạt Myc là sự khuếch 

đại locus Myc trên NST. Sự khuếch đại này lại được gây ra bởi rút ngắn 

telomere và khiếm khuyết các điểm kiểm tra [115]. Chứng minh cho giả 

thuyết trên, một nghiên cứu trên mô hình chuột đã ghi nhận, khi tăng số bản 

copy của NST 15, vùng chứa Myc, làm tăng tần xuất ung thư gan lên một 

cách rõ rệt ở những con chuột có đột biến p53 và telomere bị rút ngắn [99]. 

Rất nhiều những nghiên cứu về cơ chế phân tử UTTBGNP, đưa ra sự 

giống nhau tương đối giữa trên mô hình chuột và ở người. Sự so sánh thú 

vị giữa các loài sẽ rất hữu ích trong việc tiếp tục phát hiện các gen sinh ung 

thư và gen ức chế ung thư. Ngoài ra, các thái cực biểu hiện của gen đem 

đến một hướng tiếp cận rất thuyết phục để giải mã cơ chế phân tử của ung 

thư tế bào gan. 

Tế bào ung thư bất tử.  Đây là đặc điểm nổi bật của tế bào ung thư, là 

hậu quả của những biến đổi phân tử trong tiến trình ung thư hoá. Người ta 

thấy rằng, hơn 90% các tế bào gan ác tính có sự kích hoạt telomerase, và 

tăng cường tổng hợp các đoạn telomere [116]. Telomerase là một 

ribonucleoprotein có vai trò tổng hợp các đoạn lặp lại telomere đã bị mất đi 

trong mỗi lần phân bào. Telomerase có bản chất là một enzym phiên mã 

ngược, bởi vì nó tổng hợp DNA từ khuôn RNA. Telomerase được kích hoạt 

sẽ tổng hợp kéo dài các đoạn telomere, đảm bảo telomere không ngắn đi. 

Đây là điều kiện cần để tế bào bất tử, do các tín hiệu kích hoạt lão hoá và 

chết tế bào, từ sự rút ngắn telomere không còn nữa. Bất tử là một đặc điểm 

dễ nhận thấy nhất của các tế bào ung thư trong đó có tế bào gan. Khi nghiên 

cứu trên các dòng tế bào gốc người ta đã thấy rằng, telomerase là một cấu 

phần thiết yếu cho sự nhân lên không giới hạn của các stem cells [117]. Ở 

gan người bình thường telomerase bị bất hoạt, nhưng nó bắt đầu được hoạt 
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hoá trong những vùng tổn thương tiền ung thư [116]. Các dữ liệu nghiên 

cứu thực nghiệm trên chuột cho thấy, telomere ngắn lại sẽ khởi động tiến 

trình ung thư gan, nhưng việc thiếu hay mất hoàn toàn telomerase lại làm 

ngừng tiến trình ác tính các tổ chức tổn thương tiền ung thư [73]. Một lý 

thuyết phù hợp với thực tế trên, đó là sự có mặt của telomerase rất cần thiết 

để nói không với khiếm khuyết chức năng telomere và phòng ngừa sự tích 

tụ biến đổi NST cũng như hư hại gen. Những biến đổi đủ để gây ung thư 

gan độc lập với sự kiểm soát từ con đường p53 [99],[118].  

1.2 GEN TP53 VÀ MDM2 

Gen TP53 và MDM2 là một trong những điểm kiểm tra tế bào quan 

trọng nhất trong cơ chế bệnh sinh của UTTBGNP.  

1.2.1. Gen áp chế ung thư TP53  

Gen TP53, được phát hiện đầu tiên vào năm 1979 bởi Crawford và 

cộng sự tại trường đại học Princeton, Dundee, Vương quốc Anh [119]. Gen 

mã hoá cho phân tử protein p53. Là nhạc trưởng trong con đường tín hiệu 

p53. Mang đầy đủ các đặc tính sinh học của con đường tín hiệu p53. TP53 

được xem là gen ức chế khối u quan trọng nhất của cơ thể con người. 

1.2.1.1. Cấu trúc 

Ở người, gen TP53 nằm trên nhánh ngắn của nhiễm sắc thể số 17 

(17p13.1). Đây là vùng có tần xuất đột biến cao trong ung thư. Gen TP53 có 

kích thước 22000 bp, bao gồm 11 exon và 10 intron. Các exon từ E1 đến E11, 

trong đó E1 không mã hóa, quá trình phiên mã bắt đầu từ exon 2 đến exon 11.  

Vùng không mã hoá thứ nhất (intron1) có kích thước rất lớn khoảng 10kb. 

Vùng có sự tương đồng nhiều nhất giữa các loài có vú là exon 2,5,6,7 và 8. 

Được gọi là tumor protein 53 vì phân tử protein có trọng lượng 53 kDa. 
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Hình 1.5. Cấu trúc phân tử gen TP53 

                               Nguồn: Nature review cancer số 4, năm 2004 

- Vùng màu vàng là vùng mã hoá (exon 2-11). 

- Vùng màu xám là vùng không được dịch mã UTR (untranslated region). 

Gen TP53 mã hóa cho phân tử protein p53 có trọng lượng 53 kDa, bao 

gồm 393 acid amin với 3 vùng chức năng khác nhau [120] hình 1.6.   

- Vùng hoạt hóa N tận (NH2-terminal acidic transactivation domain 

TA) bao gồm:   

  Vùng amin tận (1-42): vùng này cần thiết cho hoạt động sao chép và 

tương tác với MDM2 (murine double minute 2).   

+ Vùng giàu prolin (61-94): liên quan đến chức năng pro-apoptosis và 

có vai trò điều hòa hoạt động p53. Khi vùng này bị xóa bỏ sẽ dẫn đến mất 

hoàn toàn chức năng pro-apoptosis của p53.  

- Vùng gắn kết DNA (DNA-binding domain DB) gồm các acid amin từ 

102-292 và gắn kết các DNA có trình tự đặc biệt. 

- Vùng C tận (COOH-terminal oligomerization domain OD) bao gồm:  

+ Vùng oligomerization (324-355) tạo cấu trúc bậc 4 của p53. 

  Vùng điều hòa nhóm carboxyl tận (363-393) có vai trò điều hòa xuôi 

dòng sự gắn kết DNA với vùng trung tâm và liên quan đến apoptosis. Nếu sự 

tương tác giữa vùng C tận và vùng gắn DNA bị phá vỡ thì vùng gắn DNA tổn 

thương sẽ hoạt hóa và gây tăng quá trình phiên mã. 
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Ngoài 3 vùng chức năng điển hình, p53 còn có vài vùng đặc trưng cần 

thiết cho hoạt động của gen p53 như NLS (Nuclear Localization Signals), 

NES (Nuclear Export Signal) giàu Leucin.    

  

H nh 1.6. Cấu trúc phân tử protein p53 

                                           Nguồn: Nature review cancer số 4, năm 2004                    

1.2.1.2. Chức năng của TP53 

Gen TP53 có vai trò quan trọng trong kiểm soát sự phân chia và chết 

theo chương trình của tế bào (apoptosis). Khi các tổn thương gen xảy ra, 

TP53 sẽ được hoạt hóa gây dừng chu kỳ phân bào cho đến khi DNA được sửa 

chữa hoặc gây apoptosis nếu DNA tổn thương không sửa chữa được. Vì vậy, 

p53 được xem như trạm gác của bộ gen tế bào (guardian genome) [10],[11] 

[12]. Ngoài ra, p53 còn có khả năng hoạt hóa hoặc ức chế một loạt gen khác 

trong con đường tín hiệu p53 để đảm bảo sự ổn định của tế bào [11].       

Kiểm soát chu kỳ tế bào. 

Gen TP53 có thể gây dừng chu kỳ tế bào ở pha G1/S và G2/M bằng 

cách tác động đến các gen kiểm soát chu kỳ phân chia tế bào như GADD 45 

Grow arrest and DNA-damage-inducible protein 45, p21 và 14-3-3. Sự 

dừng chu kỳ tế bào giúp tế bào có thời gian sửa chữa tổn thương DNA trước 

khi bước vào giai đoạn quan trọng của sự tổng hợp DNA và nguyên phân. 
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Chu kỳ tế bào bước vào pha S cần enzym cdk2 và vào pha M cần cdc2. 

Enzym cdk2 có thể bị ức chế bởi p21 và cdc2 có thể bị ức chế bởi p21, 

GADD45, 14-3-3. 

 

H nh 1.7. Cơ chế d ng chu kỳ tế bào của p53 qua trung gian p21 

             Nguồn: Nature Reviews Cancer, số 8, năm 2007. 

Khi DNA bị tổn thương, gen p53 thúc đẩy tăng phiên mã p21. Protein 

21 có 2 vùng gắn với p53 là p21-WAF1 (wild type of p53 activate fragment 1) 

và p21-CIP1 (Cyclin dependent kinase interacing protein 1). Protein p21-CIP 

gây bất hoạt phức hợp cyclinE-CDK2, p21-WAF1 gây bất hoạt phức hợp 

CyclinD1-CDK4. Các phức hợp CDK bất hoạt không có khả năng phosphoryl 

hóa pRB (Retinoblastoma protein) và pRB không phosphoryl hóa là dạng 

kích hoạt, sẽ gắn vào E2F. E2F (transcription factor induces cyclin E gene) có 

tác dụng kích hoạt một loạt các gen như myc, mybB tham gia vào sự nhân lên 

của DNA trong pha S. Sự hình thành phức hợp pRB-E2F trực tiếp ngăn cản 

chu trình tế bào từ pha G1 chuyển vào pha S và kết quả là chu trình phân bào 

bị dừng ở pha G1 cho đến khi DNA tổn thương được sửa chữa (Hình 1.7). 
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Gen TP53 gây tăng phiên mã GADD 45. GADD45 gắn vào CDC2, 

ngăn cản sự hình thành phức hợp cyclin B/CDC2 và ức chế hoạt động của 

enzym kinase. Đồng thời GADD45 cũng tác dụng trực tiếp lên sự nhân đôi 

DNA trong pha S bằng cách gắn với PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 

và chiếm chỗ của DNA polymerase. Protein 14-3-3  sẽ loại bỏ cyclin B/CDC2 

khỏi nhân để phân tách cyclin B/CDC2 ra khỏi protein đích của nó. Sự biểu hiện 

quá mức của 14-3-3  gây ngừng chu kỳ tế bào ở pha G2 [12],[120]. 

Quá trình chết tế bào theo chương trình apoptosis 

Là “gatekeeper” tế bào, gen TP53 có vai trò ngăn chặn các biến đổi 

NST và tổn thương DNA tích tụ, đủ để gây ra biến đổi ác tính. Một trong 

những công cụ hữu hiệu là khả năng kích hoạt chương trình chết tế bào khi 

cần thiết. Gen p53 gây chết tế bào thông qua yếu tố ảnh hưởng đích. Đầu tiên 

phải kể đến là yếu tố Bax (Bcl-2-associated X protein). Đây là một protein 

thuộc gia đình Bcl-2 protein. Quá trình phiên mã của gen Bax được kích hoạt 

trực tiếp bởi vùng gắn kết DNA của protein p53 [12]. DR5/KILLER (death 

receptor, DRAL, Fas/CD95 (cell-death signaling receptor), PIG3 (p53-

inducible gene 3), Puma (p53-upregulated modulator of apoptosis), PIDD 

(p53-induced protein with death domain), PERP (p53 apoptosis  effector 

related to PMP-22), Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1, Scotin, 

p53AIP1 (p53-regulated apoptosis-inducing protein 1). Khi có biểu hiện quá 

mức các protein này thì đều gây chết tế bào. P53 có thể kích hoạt đặc tính 

chết theo chương trình của tế bào cả theo con đường bên trong tế bào hay con 

đường ty thể (Intrinsic pathway/mitochondrial pathway) và con đường bên 

ngoài tế bào hay con đường cái chết thụ thể. (Extrinsic pathway/death 

receptor pathway). Ngoài ra, p53 có thể trực tiếp kích hoạt Apaf-1 dẫn đến sự 

chết tế bào [120],[121] (Hình 1.8).  
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H nh 1.8. Các con đƣờng gây apoptosis của p53 

                                                             Nguồn: Nature reviews cancer, số 8, 2007.   

Sửa chữa gen bị thương tổn. 

Không phải tất cả các gen chỉ là mang lại sự sống hay cái chết cho tế 

bào mà còn có các gen sửa chữa các DNA hư hỏng, được gọi là các repair 

genes. Các gen này kiểm soát tỷ lệ đột biến của toàn bộ DNA, trong đó có cả 

các gen ung thư và gen ức chế ung thư. Protein p53 có liên quan đến các gen 

này nhưng cơ chế chưa thật rõ ràng. Một số nghiên cứu cho rằng p53 có vai 

trò giới thiệu các gen điều hoà quá trình cắt các nucleotid trên DNA cần sửa 

chữa, tách nhiễm sắc thể và phân li nhiễm sắc thể. Ngoài ra p53 còn liên quan 

đến sửa chữa DNA bằng cách trình diện một gen đặc biệt “ribonucleotide 

reductase” sau khi DNA bị thương tổn [12]. 

Ngăn ngừa sự tăng sinh mạch máu. 

Để phát triển thành các khối u đủ lớn để gây nguy hiểm, tổ chức ung 

thư cần rất nhiều chất dinh dưỡng. Muốn vậy phải có hiện tượng tăng sinh 

mạch máu trong tổ chức khối u và vùng lân cận. Trong điều kiện bình thường 
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p53 kích thích sự sao chép các gen ức chế quá trình tăng sinh mạch máu [12]. 

Vì thế những tế bào có đột biến gen p53 thì có sự xuất hiện tăng sinh mạch 

máu. Đây là yếu tố sau cùng để tổ chức ung thư phát triển. Điều này củng cố 

cho lý thuyết về các gen ức chế ung thư. Như vậy, ngăn trở hiện tượng tăng 

sinh mạch máu là một trong những cơ chế quan trọng của gen TP53 ức chế 

khối u. 

1.2.2. Gen sinh ung thư MDM2 (Murine Double Minute 2) 

MDM2 là một oncoprotein được phát hiện lần đầu tiên ở dòng nguyên 

bào sợi chuột nhắt bị biến đổi tự phát, mà khi bị khuếch đại hoặc biểu hiện 

quá mức sẽ làm tăng khả năng phát sinh khối u của tế bào. 

1.2.2.1. Cấu trúc MDM2 

Gen MDM2 còn được gọi là HDM2 (Human double minute 2) gồm 12 

exon và 11 intron, nằm trên nhánh dài của NST số 12 (12q14.3-12q15). Được 

xác định lần đầu tiên năm 1980 [122]. Phân tử protein MDM2 được tổng hợp 

có 491 acid amin, khối lượng phân tử 56 kDa, gồm 5 vùng cấu trúc chức năng 

[122],[123],[124]. 

- Vùng tương tác với p53 (p53 interacting domain): nằm ở đầu N-tận 

của phân tử MDM2, gắn kết các vùng hoạt hóa sao chép của protein p53. Sự 

gắn kết này làm mất đi chức năng hoạt hóa sao chép của p53 với các mục tiêu 

phiên mã, đồng thời cũng giúp MDM2 vận chuyển p53 ra khỏi nhân tế bào 

qua con đường phụ thuộc RING. 

- Vùng RING: nằm ở đầu C-tận của phân tử MDM2, có chức năng vận 

chuyển p53 ra khỏi nhân thông qua quá trình E3 ubiquitin hóa. 

- Chuỗi tín hiệu NLS (Nuclear localization signal) và NES (Nuclear 

export signal) giúp MDM2 có thể di chuyển qua lại giữa nhân và bào tương. 

- Vùng acid (Acidic domain): nằm ở vùng trung tâm, giúp MDM2 gắn 

kết với protein ribosom L5, và với p300/CBP (CREB-binding protein). 
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- Vùng Zn (Zn finger): chức năng chưa được biết rõ. 

 

Hình 1.9. Cấu trúc phân tử MDM2  

                                                           Nguồn: Mol Cancer Res, số 14, 2003. 

1.2.2.2. Chức năng MDM2 

Vai trò quan trọng nhất của MDM2 là điều hòa hoạt động của p53 

trong con đường tín hiệu p53. Trong điều kiện bình thường thì MDM2 ức chế 

sự biểu hiện của p53 bằng hai cơ chế. Một là bám trực tiếp vào vùng hoạt hoá 

N-tận của p53, tạo một phức hợp bền vững (cả p53 đột biến và p53 bình 

thường). Quá trình này làm che phủ vùng hoạt hoá trên p53. Thứ hai là, 

MDM2 tác động đến p53 thông qua hệ thống ubiquitinization (một thành tố 

trong con đường tín hiệu p53). Được xem như là một E3 ubiquitin ligase, 

MDM2 có vai trò trong tương tác giữa các ubiquitin và p53. Các mảnh 

ubiquitin gắn vào phân tử protein p53, đưa chúng đến các proteasome và bắt 

đầu quá trình giáng hoá p53. Trong điều kiện bình thường, nồng độ p53 được 

duy trì ở mức rất thấp do MDM2 liên tục khởi động quá trình giáng hoá  

[123],[125]. Khi p53 bị kích hoạt bởi các tín hiệu nguy hiểm đến bộ gen, hiện 
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tượng phosphryl hoá sẽ làm thay đổi cấu trúc bậc IV của p53, làm đứt gãy 

liên kết giữa MDM2 và p53. Phân tử p53 được giải phóng sẽ hoạt hoá sao 

chép hàng loạt gen đích trong nhân tế bào, để gây nên các tác dụng sinh học 

cần thiết. 

 

Hình 1.10. Vai trò điều hoà p53 của MDM2. 

                                                          Nguồn BioModels Database,2007. 

MDM2 tăng cường biểu hiện, sẽ đồng nghĩa với việc bộ gen tế bào sẽ 

có nguy cơ bất ổn, do lượng p53 giảm sút. Hậu quả là p53 không kiểm soát 

được sự ổn định di truyền của tế bào, tạo cơ hội cho các tế bào ác tính phát 

sinh phát triển. Chính điều này đã làm MDM2 được xem như một gen sinh 

ung thư (oncogene). Tuy nhiên, khi p53 hoạt hóa lại thúc đẩy quá trình sao 

chép MDM2. Thực chất đây là một quá trình điều hoà ngược âm tính giữa 

MDM2 và p53 (hình 1.10). Tế bào sẽ luôn giữ được trạng thái ổn định thông 

qua quá trình điều hòa ngược giữa MDM2 và p53 [122],[123],[124].  
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1.2.3. Biến đổi của gen TP53 và MDM2 trong ung thư 

Khiếm khuyết của con đường tín hiệu p53 là điểm nổi bật trong biến 

đổi phân tử ở hầu hết các loại hình ung thư [12]. Các đột biến gen TP53 ở tế 

bào sinh dưỡng gây suy giảm hoặc mất chức năng p53. Đây là nguyên nhân 

thường gặp nhất, đánh sập mạng lưới p53 trong tiến trình khởi phát ung thư. 

Sự không nguyên vẹn chức năng của p53 còn được xem như yếu tố tiên lượng 

trực tiếp của nhiều bệnh ung thư. Thực tế, những biến đổi tại locus TP53 

trong ung thư có ba loại: 1) đột biến tế bào sinh dưỡng (somatic mutations) 

liên quan ung thư, 2) đột biến di truyền qua dòng tế bào mầm (germline) liên 

quan hội chứng rối loạn di truyền cận ung thư (Li-Fraumeni), 3) đa hình kiểu 

gen (polymorphisms) được thừa hưởng từ thế hệ trước làm tăng nguy cơ mắc 

ung thư [11].  

Tỷ lệ đột biến somatic của TP53 trong ung thư dao động trong khoảng 

50-80%. Tỷ lệ này tuỳ thuộc vào loại hình, giai đoạn tiến triển, nguyên nhân 

của ung thư. Trong đó 87,2% là đột biến sai nghĩa (missense mutations) 

[126]. Việc thay thế nucleotid đơn làm thay đổi trình tự acid amin sẽ ảnh 

hưởng đến chức năng p53. Vùng gắn kết DNA của gen p53 là vùng có tần 

xuất đột biến cao nhất. Chiếm khoảng 93%. Số liệu này phù hợp với kết quả 

của nhiều nghiên cứu cho thấy, hầu hết các đột biến xuất hiện ở đoạn từ exon 

5 đến exon 8 [9],[126]. Đây là vùng trung tâm của gen TP53. Đột biến sai 

nghĩa xảy ra nhiều ở vùng gắn kết DNA trong các tế bào ung thư cho thấy, 

gắn kết DNA từ đó kích hoạt sao chép hay ức chế các gen đích là cơ chế quan 

trọng nhất để p53 kiểm soát sự ổn định bộ gen tế bào. Điều này được minh 

chứng bằng thực tế là có năm trong sáu codon xảy ra đột biến nhiều nhất của 

p53, mã hoá cho arginin tại vùng gắn kết DNA (175, 248, 249, 273, 282), 

chiếm 25% tổng số đột biến của p53 [127]. Các arginin này là các vị trí p53 

gắn trực tiếp hay gián tiếp vào các DNA. Các bộ ba mã hoá này khi đột biến 
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sẽ làm mất vị trí gắn với DNA, hoặc mất ổn định bề mặt tiếp xúc dẫn đến 

DNA không thể tiếp xúc được với p53. Còn hầu hết các đột biến khác thì lại 

làm thay đổi cấu trúc không gian khu vực gắn kết DNA của p53 làm che phủ 

vị trí gắn với các DNA [127]. Đột biến được ghi nhận nhiều nhất, liên quan 

đến ung thư, trong đó có UTTBGNP, là tại codon 249. Đây là đột biến thay 

thế 1 nucleotid (G thành T). Hậu quả của đột biến là sự thay thế acid amin 

trên phân tử protein p53 từ Arginine (AGG) thành Serine (AGT). Đột biến 

này thường được tìm thấy ở những bệnh nhân UTTBGNP có chế độ ăn uống 

phơi nhiễm với chất AFB1, tỷ lệ cao hơn khi phối hợp với tình trạng nhiễm 

virus HBV [128]. 

Đột biến TP53 di truyền (germline mutations), đã được phát hiện trong 

những gia đình có hội chứng rối loạn di truyền cận ung thư Li-Fraumeni 

[129]. Đây là một bệnh lý di truyền có nguy cơ cao, mắc sarcoma, ung thư vú, 

ung thư não và u tuyến thượng thận. Những cá nhân trong các gia đình này, 

thường mắc ung thư khi tuổi còn rất trẻ. Cũng giống như đột biến tế bào sinh 

dưỡng liên quan ung thư, các germline mutations liên quan hội chứng Li-

Fraumeni cũng gặp chủ yếu là đột biến thay thế nucleotid. Vùng thường xảy 

ra nhất cũng là vùng gắn kết DNA đích. Đột biến TP53 di truyền (germline 

mutations) góp phần trong chẩn đoán hội chứng Li-Fraumeni. 

Là một gen trong con đường tín hiệu p53, với vai trò là yếu tố điều hoà 

ngược âm tính của p53, MDM2 liên quan trực tiếp đến tất cả các chức năng 

của p53. Trong hầu hết các nghiên cứu, biến đổi của MDM2 trong ung thư 

luôn đi kèm với gen TP53. Chúng như một cặp gen nghiên cứu. MDM2 tự nó 

không trực tiếp gây những biến đổi ung thư, nhưng sự biểu hiện quá mức của 

MDM2 lại là một nguy cơ rất lớn. Những nghiên cứu ban đầu về MDM2 

trong ung thư cho thấy, có sự tăng cường biểu hiện của gen MDM2 trong hầu 

hết các loại bệnh ác tính [130]. 
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Một biến đổi nữa của TP53 và MDM2 liên quan đến ung thư,  là các đa 

hình kiểu gen (polymorphisms). Các biến thể (variants) sinh ra từ các đa hình 

sẽ tạo ra các kiểu gen khác nhau trong cộng đồng. Hơn 200 đa hình của TP53 

đã được tìm thấy, trong đó hầu hết là các thay thế nucleotid đơn (SNP). Chỉ 

một số trong các SNP đó, liên quan đến ung thư. Đối với gen TP53, SNP 

được nghiên cứu nhiều nhất là R72P. Đây là vị trí liên quan đến chức năng 

kích hoạt apoptosis của TP53. Kiểu gen P72P được ghi nhận làm tăng nguy 

cơ ung thư, và làm hội chứng Li-Fraumeni chuyển ác tính sớm hơn [18], 

[131],[132]. Nghiên cứu tính đa hình thái của MDM2 cho thấy SNP quan 

trọng nhất nằm ở bộ ba mã hóa 309 (SNP309 T/G). Kiểu gen đồng hợp tử 

G/G có sự gia tăng tổng hợp MDM2 cao gấp 2,5 lần so với kiểu gen nguyên 

thủy T/T. Khi kết hợp với những người mang đột biến trên gen TP53 thì kiểu 

gen G/G này có khả năng phát triển ung thư sớm hơn nhiều năm so với kiểu 

gen T/T. [17],[133],[134]. 

1.3. ĐA HÌNH KIỂU GEN TP53 VÀ MDM2 LIÊN QUAN UNG THƢ TẾ 

BÀO GAN NGUYÊN PHÁT       

1.3.1. Hiện tượng đa hình nucleotid đơn (SNP) 

Sự khác biệt cho mỗi cá thể được tạo bởi đa hình thái của các gen. Hiện 

tượng đa hình thái nucleotid đơn là sự khác nhau về trình tự DNA xảy ra khi 

một nucleotid đơn A, T, G, C ở trong bộ gen (hay trong các trình tự được 

phân lập khác) khác nhau giữa các cá thể của một loài hay giữa các cặp nhiễm 

sắc thể của một người. Bộ gen người với 23 cặp NST (22 NST thường và cặp 

NST giới tính) chứa khoảng 3,2 tỉ bp. Giống nhau giữa các cá thể đến trên 

90% và khoảng 1% sự khác biệt còn lại chủ yếu biểu hiện bởi các SNP [135]. 

Đa hình nucleotid đơn là một hiện tượng phổ biến, được coi là hậu quả 

của những đột biến điểm thay thế một cặp nucleotid. Để phân biệt đột biến và 

SNP thì người ta dựa vào tần số xuất hiện trong cộng đồng. Nếu những đột 
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biến xuất hiện > 1% trong quần thể dân cư thì được coi là SNP. Theo dữ 

liệu của NCBI tính đến tháng 6/2012 có khoảng gần 19 triệu SNPs trong bộ 

gen người. Các đa hình nucleotid đơn có tính chủng tộc. Cùng một SNP 

nhưng tỷ lệ các biến thể (variant) trong quần thể, khác nhau giữa các tộc 

người. Thậm chí có những SNP có và không có, trong bộ gen của những 

tộc người khác nhau. 

 

Hình 1.11. Mô phỏng hiện tƣợng đa h nh nucleotid đơn 

                          Nguồn từ  http://www.dnabaser.com/ 

Hiện tượng đa hình nucleotid đơn có thể xảy ra trên vùng mã hoá 

(exon) và không mã hoá (intron) của gen. Có những SNPs làm thay đổi acid 

amin, dẫn đến có thể ảnh hưởng đến cấu trúc và chức năng phân tử protein. 

Những SNPs này thường là do thay đổi nucleotid tại vị trí đầu tiên hoặc thứ 

hai của bộ ba mã hoá. Ví dụ CGC chuyển thành CCC, hay GCT chuyển thành 

CCT. Còn những thay thế nucleotid ở vị trí thứ 3 trong bộ ba mã hoá thường 

không làm thay đổi acid amin. Ví dụ CCT chuyển thành CCG. Những thay 

thế này được gọi là các Silent SNPs. Các Silent SNPs không làm thay đổi 

trình tự acid amin, nhưng nếu nằm trên các vùng chức năng quan trọng, cũng 

có thể gây ra các tác động đến chức năng sinh học của gen đó. 
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Sự khác biệt trong trình tự DNA ở người có thể ảnh hưởng đến sự phát 

triển bệnh tật; sự đáp ứng các tác nhân gây bệnh, hóa chất, thuốc, vacxin, 

stress…. Tuy nhiên, ứng dụng lớn nhất của SNP trong nghiên cứu y sinh học 

là so sánh các vùng gen giữa các nhóm người với nhau (chẳng hạn giữa nhóm 

người bị bệnh và không bị bệnh), từ đó xác định mối liên quan giữa SNP với 

sự hình thành và phát triển của bệnh. Tiến hành sàng lọc, tư vấn di truyền cho 

các cá nhân mang những biến thể có nguy cơ mắc bệnh cao [136]. 

1.3.2. Tính đa hình của gen TP53 

Theo kết quả của các nghiên cứu đã được công bố thì có khoảng hơn 

200 SNP được tìm thấy trên vùng mã hóa và không mã hóa của gen TP53. 

Một số SNP đã được chứng minh là có liên quan đến sự phát sinh phát triển 

của nhiều loại ung thư và được coi là những yếu tố nguy cơ cần được quan 

tâm. Các SNP này có thể làm thay đổi trình tự mã hoá hoặc không nhưng 

chúng đều nằm ở các vùng chức năng quan trọng của TP53. Những vùng trên 

lý thuyết có thể ảnh hưởng đến khả năng kiểm soát sự hình thành khối u. Đây 

cũng chính là các SNP được tiến hành phân tích trong nghiên cứu này. 

Đầu tiên phải kể đến là hiện tượng đa hình thái do sự thêm 16 base pair 

tại vùng không mã hóa thứ 3 (intron-3) của TP53. Những người mang kiểu 

gen này thì sự biểu hiện protein p53 trong tế bào ở mức thấp và có nguy cơ 

cao mắc một số loại ung thư bao gồm ung thư phổi, ung thư vú và ung thư đại 

trực tràng. Điều này chứng tỏ rằng SNP có khả năng thay đổi quá trình hoàn 

thiện mRNA [11], [137].   

Tiếp sau đó là các SNPs trên vùng mã hóa của TP53. Đầu tiên là tại các 

bộ ba mã hóa 21 (GAC → GAT), 34 (CCC → CCA) và 36 (CCG → CCT). 

Mặc dù không làm thay đổi trình tự acid amin nhưng cũng làm giảm sự biểu 

hiện của protein p53. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng các SNPs này nằm tại 
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vùng hoạt hoá N-tận của TP53 chứa vị trí tương tác của với MDM2 và làm 

giảm khả năng dịch mã của TP53 mRNA [11],[138].    

Đối với các SNPs trên vùng mã hóa làm thay đổi trình tự acid amin đều 

có thế dẫn đến sự thay đổi khả năng bám của p53 đối với đoạn trình tự đặc 

hiệu tại gen đích, thay đổi quá trình hoàn thiện, tính ổn định của protein cũng 

như thay đổi khả năng tương tác của p53 với các protein nội bào. Đây là 

những SNPs nằm tại các bộ ba mã hóa 47 (P47S), 72 (R72P), 217 (V217M) 

và 360 (G360A). Trong điều kiện bình thường, dưới tác động của protein p38 

và homeodomain-interacting protein kinase 2 (HIPK2) p53 được phosphoryl 

hóa tại vị trí S46 dẫn đến sự tăng cường sao chép các gen liên quan đến quá 

trình thực bào (apoptosis). Và khi alen p53-P47 được thay thế bởi alen p53-

S47, sự phosphoryl hóa tại vị trí S46 bị giảm sút, làm giảm khả năng hoạt hoá 

p53, dẫn đến suy giảm tác động lên các gen đích của quá trình thực bào thực 

bào và tăng khả năng mắc ung thư [11],[139].  

Tương tự như vậy, tính đa hình thái tại bộ ba mã hóa 72 (R72P) đã tạo 

ra 2 kiểu gen đối với vị trí này là p53-R72 và p53-P72. SNP R72P nằm trên 

vùng exon 4, ngay rìa vùng gắn kết DNA của p53. Đây là vùng giàu proline 

và được cho là liên quan đến chức năng kích hoạt apoptosis của p53. Biến thể 

p53-P72 làm thay đổi cấu trúc bậc 3 của p53, ảnh hưởng đến bề mặt tiếp xúc 

tại vùng gắn kết DNA. Kiểu gen R72/R được ghi nhận là có khả năng kích 

hoạt apoptosis rõ ràng hơn so với kiểu gen P72P. 
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Hình 1.12. Các SNPs trên các vùng mã hóa và không mã hóa của TP53 

Nguồn: Nature Reviews Cancer, số 9, 2009. 

- Các SNP đánh dấu màu đỏ làm thay đổi acid amin. 

- Các SNP không đánh dấu màu không làm thay đổi acid amin. 

- Các khoanh tròn màu vàng (P) là các vị trí xảy ra hiện tượng 

phosphoryl hoá. SNP P47S nằm ngay sau một điểm phosphoryl hoá (S46) nên 

có thể làm giảm hiện tượng phosphoryl hoá tại đây. Từ đó làm ảnh hưởng đến 

khả năng hoạt hoá của p53. 

- Các vạch màu hồng, tím trên phân tử DNA là các vị trí xảy ra hiện 

tượng methyl hoá và acetyl hoá. Các hiện tượng góp phần kích hoạt p53.  

Đối với 2 dạng SNPs còn lại, V217M nằm trên vùng bám vào DNA của 

p53 (DNA binding domain), SNPs này có khả năng làm giảm hoạt động của 

p53 và các gen bị ảnh hưởng trực tiếp gồm có CDKN1A, BAX và PMAIP1. 

Nghiên cứu chức năng cho thấy kiểu gen p53-M217 có sự biểu hiện của 
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những gen trên cao gấp nhiều lần kiểu gen p53-V217. Như vậy kiểu gen p53-

M217 có khả năng bảo vệ tế bào chống lại các tác nhân gây ung thư tốt hơn 

kiểu gen p53-V217. Tuy nhiên cơ chế phân tử của hiện tượng này vẫn chưa 

thực sự rõ ràng. SNPs G360A nằm tại vùng nối của p53. SNP này tác động 

lên sự biểu hiện của BAX và MDM2, đây là những gen quan trọng trong con 

đường tín hiệu p53 [11]. 

1.3.3. Tính đa hình thái của gen MDM2 

MDM2 là một gen đa hình thái. Nhiều SNP đã được phát hiện, phân bố 

trải dài trong cả 11 intron và 12 exon của MDM2 (Bảng 1.1). Những nghiên 

cứu tính đa hình thái của MDM2 thời gian gần đây cho thấy, SNPs quan trọng 

nhất nằm ở nucleotid 309, rs2279744. Sự thay đổi tại codon 309 khi nucleotid 

T chuyển thành G. Đây là vùng intron 1, liên quan đến sự kích hoạt phiên mã 

của MDM2. Đây cũng là vùng có vị trí gắn của p53. Kết quả của SNP này, 

biến thể đồng hợp tử G/G làm tăng sự gắn kết của yếu tố phiên mã Sp1 vào 

vùng promoter của MDM2. Dẫn đến MDM2 tăng cường phiên mã và giải mã. 

Nồng độ MDM2 protein tăng cao sẽ ức chế các chức năng sinh học của p53, 

tăng nguy cơ xuất hiện các biến đổi ung thư [140], [141].   

Khi nghiên cứu SNP 309 T>G trong các mô hình bệnh chứng giữa 

nhóm bị ung thư và không bị đối chứng cho thấy, biến thể G/G tăng nguy cơ 

mắc một số bệnh ung thư. Ngoài ra, kiểu gen đồng hợp tử G/G có sự gia tăng 

tổng hợp MDM2 cao gấp 2,5 lần so với kiểu gen nguyên thủy T/T. Đồng thời 

đối với những người mang đột biến di truyền trên gen TP53 khi kết hợp với 

kiểu gen G/G có khả năng phát triển ung thư sớm hơn nhiều năm so với kiểu 

gen T/T [17],[133],[134].   
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Bảng 1.1. Một số SNP trên gen MDM2 

Kiểu gen (Genotype) Vị trí SNPs Vùng 

rs3730485(−758 ) 67487073 −/  Promoter 

rs937282(C1797G) 67488064 C/G Promoter 

rs937283(A2164G) 67488431 A/G Exon1 

rs2870820(C2326T) 67488593 C/T Intron1 

rs2279744(SNP309) 67488847 T/G Intron1 

rs1470383 67493429 A/G Intron3 

rs1846402 67494845 A/C Intron4 

rs3730536 67498277 A/G Intron5 

rs1625525 67499098 T/C Intron5 

rs3730556 67502788 T/G Intron6 

rs2291857 67504305 G/T Intron6 

rs3730581 67505759 G/A Intron8 

rs3730590 67506903 C/T Intron8 

rs3730635 67515390 A/G Intron9 

rs3730646 67518247 G/A Intron11 

                                                 

                                                  (Nguồn: http://clincancerres.aacrjournals.org) 

1.3.4. Tính đa hình thái của gen TP53 và MDM2 trong ung thư tế bào gan 

nguyên phát. 

Các biến thể (variants) sinh ra từ các SNP sẽ tạo ra các kiểu gen khác 

nhau trong cộng đồng. Các nghiên cứu bệnh-chứng so sánh tỷ lệ các kiểu gen 

ở hai nhóm ung thư và không ung thư, sẽ cho biết sự liên quan của SNPs với 

nguy cơ mắc bệnh. Từ đó sẽ tư vấn di truyền cho các cá nhân mang những 
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biến thể có nguy cơ. Trong hơn một thập kỷ trở lại đây, các SNPs của hai gen  

TP53 và MDM2 đã được nghiên cứu trên nhiều loại hình ung thư, trong đó có 

ung thư tế bào gan nguyên phát.  

1.3.4.1. Đa hình kiểu gen TP53 liên quan UTTBGNP 

Năm 2009, Catherine Whibley đã hệ thống lại tất cả các SNPs quan 

trọng của TP53 trong một review đăng trên tạp chí Nature [11]. Nhiều nghiên 

cứu sau đó đã đi tìm sự liên quan của các SNPs này với tỷ lệ mắc ung thư, 

trong đó có UTTBGNP. Kết quả thu được, chỉ duy nhất SNP tại bộ ba mã hoá 

72, rs1042522 (R72P) là có liên quan UTTBGNP. SNP R72P nằm trên vùng 

exon 4, ngay rìa vùng gắn kết DNA của p53. Đây là vùng giàu proline và 

được cho là liên quan đến chức năng kích hoạt apoptosis của p53. Tại codon 

72, cytosine (C) thay thế cho guanin (G), kết quả là acid amin arginin chuyển 

thành proline. Biến thể prolin, làm thay đổi cấu trúc bậc 3 của p53, ảnh hưởng 

đến bề mặt tiếp xúc tại vùng gắn kết DNA. Kiểu gen R72/R được ghi nhận là 

có khả năng kích hoạt apoptosis rõ ràng hơn so với kiểu gen P72P. 

Từ năm 1999, tại Đài Loan, vùng lãnh thổ có tỷ lệ mắc ung thư gan cao 

liên quan HBV, người ta đã tìm kiếm sự liên quan giữa R72P và ung thư tế 

bào gan, trong 80 bệnh nhân [142]. Kết quả thu được không như mong đợi, 

biến thể P72 không làm tăng nguy cơ mắc UTTBGNP. Tuy nhiên khi kết hợp 

với các yếu tố nguy cơ khác, thì allen P72 và viêm gan mạn tính đã làm tăng 

nguy cơ mắc bệnh. OR = 7,60 (95% CI = 2.28-25.31). Cũng như vậy khi kết 

hợp với tiền sử gia đình có người mắc UTTBGNP và allen P72 đã làm tăng 

có ý nghĩa nguy cơ mắc bệnh. OR = 3,29 (95% CI = 1.10-9.85). 

Tại Trung Quốc, quốc gia có số ca mắc mới UTTBGNP chiếm 50% 

toàn cầu. Trong nhiều nỗ lực nhằm giảm tỷ lệ mắc, cũng đã nghiên cứu các 

SNPs của TP53. Một nghiên cứu năm 2005, ở 507 bệnh nhân mắc UTTBGNP 

và 541 đối chứng, kết quả đã có nhiều khác biệt so với nghiên cứu trước đó 
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tại Đài Loan. Số liệu ghi nhận từ nghiên cứu cho thấy, SNP R72P liên quan 

đến UTTBGNP. Cụ thể, allen P72 làm tăng nguy cơ mắc bệnh hơn so với 

allen R72, OR = 1.19 (95% CI 1.00-1.41). Kiểu gen đồng hợp tử P72P tăng 

nguy cơ gấp 1,79 lần so với kiểu gen nguyên thuỷ R72R. OR = 1.7 (P = 0.03). 

Khi kết hợp các kiểu gen lại cho thấy, mô hình P72P   R72P tăng nguy cơ 

mắc bệnh hơn kiểu gen đồng hợp chỉ mang mỗi Arginin [16]. Sự khác biệt 

còn cần phải kiểm chứng bằng những nghiên cứu được thiết kế bài bản, 

nhưng một điều dễ nhận thấy là cỡ mẫu của nghiên cứu tại Trung Quốc đã lớn 

hơn rất nhiều so với nghiên cứu trước đó tại Đài Loan. Đây là điều kiện để 

các nghiên cứu bệnh chứng về SNP đưa ra các số liệu thuyết phục. 

Châu Phi cũng là vùng dịch tễ có tỷ lệ mắc UTTBGNP cao, người gốc 

Phi cũng được ghi nhận là có tỷ lệ mắc cao hơn các chủng tộc khác tại Mỹ. 

Các nghiên cứu SNPs của TP53 trong UTTBGNP cũng đã được tiến hành tại 

một số quốc gia châu Phi. Nghiên cứu của Ezzikouri năm 2007 tại vùng Bắc 

Phi cho thấy, SNP R72P liên quan UTTBGNP. Khi phân tích kiểu gen đã chỉ 

ra rằng, kiểu gen P72P làm tăng nguy cơ lên 2,3 lần. OR = 2.304 (95% CI 

1.014-5.234). Một điều đáng chú ý là khi so sánh giữa các giới cho thấy, kiểu 

gen P72P làm tăng nguy cơ cao hơn ở nữ so với nam giới. OR = 4.4; 95% CI, 

1.18-16.42 so với OR = 1,57 ở nam [143]. Ngược lại với nghiên cứu này, một 

sự tìm kiếm ở người Thổ Nhĩ Kỳ lại cho một kết quả rất khác. Nguy cơ kiểu 

gen P72P mang lại cho nam giới nguy cơ mắc UTTBGNP cao hơn và có ý 

nghĩa hơn nữ. OR = 3.01, (95% CI: 1.14–7.97, P = 0.03) [144].   

Cho đến hiện tại R72P vẫn là SNP duy nhất của gen TP53 liên quan 

ung thư tế bào gan nguyên phát. Tuy nhiên các kết quả nghiên cứu còn khác 

biệt. Một số nghiên cứu lại ghi nhận sự liên quan yếu hoặc không liên quan 

[145] [146]. Điều này cũng dễ hiểu khi mà nền tảng di truyền của mỗi dân tộc 

là khác nhau và cơ chế phân tử của UTTBGNP liên quan đến rất nhiều gen, 
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trong nhiều con đường tín hiệu khác nhau. Một trong số đó là MDM2 trong 

con đường tín hiệu p53.      

1.3.4.2. Đa hình kiểu gen MDM2 liên quan UTTBGNP 

So với TP53 gen MDM2 có ít hơn các đa hình nuceotid đơn. Nhiều 

nghiên cứu chỉ ra rằng, cũng giống gen TP53, MDM2 chỉ có duy nhất SNP là 

309 T>G liên quan UTTBGNP. Đầu tiên người ta phát hiện tần suất kiểu gen 

G/G tăng cao một cách có ý nghĩa trên bệnh nhân UTTBGNP so với những 

người khoẻ mạnh. Một nghiên cứu ở Trung Đông cho thấy, tỷ lệ G/G ở bệnh 

nhân UTTBGNP là 26%, trong khi ở người bình thường là 14% (p=0,01). Khi 

so sánh các allele G và T cũng ghi nhận sự khác biệt có ý nghĩa. Nhóm bệnh có 

sự phân bố allele (T, 0.48; G, 0.52). Nhóm chứng (T, 0.65; G, 0.35) với (p = 

0.003). Đánh giá nguy cơ mắc ung thư tế bào gan, kết quả thấy, kiểu gen GG 

làm tăng có ý nghĩa nguy cơ mắc bệnh OR = 3.63 ( 95% CI, 1.65–8.00) [147]. 

Vị trí của SNP 309 T>G là tại vùng hoạt hoá sao chép của MDM2. 

Biến thể G làm tăng sự gắn kết của yếu tố phiên mã Sp1 vào vùng promoter 

của MDM2. Hậu quả là tăng tổng hợp MDM2 protein, sau đó là tăng ức chế 

hoạt động chức năng của p53. Cơ chế này phù hợp với nhiều nghiên cứu bệnh 

chứng về SNP 309 T>G. Một nghiên cứu ở châu Âu đã ghi nhận sự tăng có ý 

nghĩa nguy cơ mắc UTTBGNP khi mang kiểu gen G/G và G/T, OR = 3.56,  

(95% CI = 1.3-9.7) và OR = 2.82, (95% CI = 1.3-6.4). Hai tỷ xuất chênh đều 

khá cao, gần ba lần, khoảng tin cậy đều cách xa 1.0 cho thấy một sự liên quan 

khá chặt của SNP 309 với UTTBGNP cũng như nguy cơ mắc bệnh rõ rệt ở 

những người mang hai kiểu gen này [148]. 

Cũng giống như R72P của TP53, SNP 309 T>G cũng có những khác 

biệt giữa các nghiên cứu trước sau và giữa các dân tộc. Có những kết quả ghi 

nhận sự liên quan yếu hoặc không liên quan [149]. Tuy nhiên vấn đề cỡ mẫu 

vẫn là một hạn chế của nhiều nghiên cứu. Hơn nữa sự khác nhau về nền tảng 
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di truyền cũng như các mô hình yếu tố nguy cơ ở mỗi quốc gia cần phải được 

tính đến. Gần đây có một xu hướng mới trong nghiên cứu các SNP. Đó là 

đánh giá nguy cơ mắc bệnh khi tổ hợp ngẫu nhiên các kiểu gen của các SNP 

khác nhau lại. 

1.3.4.3. Kết hợp các SNP của TP53, MDM2 

Sự tổ hợp một cách ngẫu nhiên của chọn lọc tự nhiên sẽ tạo ra nhiều tổ 

hợp gen khác nhau từ các SNP, dành cho mỗi cá thể. Trung bình mỗi SNP có 

3 kiểu gen, khi tổ hợp giữa n SNP sẽ tạo ra 3
n
 kiểu gen tổ hợp. Những nghiên 

cứu SNP của TP53 và MDM2 trên UTTBGNP gần đây cũng có những ghi 

nhận theo hướng này. Các nghiên cứu chỉ chọn hai SNPs liên quan nhiều nhất 

đến UTTBGNP để tổ hợp. Kết quả là khi tổ hợp lại đã làm tăng một cách rất ý 

nghĩa nguy cơ mắc bệnh. Kiểu gen P72P khi kết hợp với 309G/G làm nguy cơ 

mắc ung thư gan lên đến 10 lần so với kiểu gen R72R kết hợp với 309T/T 

[20],[150]. Kiểu gen kết hợp này, cũng làm tăng rất cao nguy cơ mắc ung thư 

tế bào gan và khởi phát sớm hơn trong những bệnh nhân viêm gan B mạn tính 

[151],[152]. 

1.3.4.4. Tương tác giữa các SNP của TP53, MDM2 với các yếu tố nguy cơ từ 

môi trường  

Sự tương tác giữa các kiểu gen và các môi trường sẽ quyết định kiểu 

hình. Một thực tế là gan của chúng ta đang hàng ngày chịu vô vàn những tác 

động bất lợi từ các yếu tố nguy cơ của môi trường. Rất khó khăn để một kiểu 

gen, mình nó đủ để giải thích cho cơ chế phân tử của UTTBGNP. Những 

nghiên cứu SNP trong UTTBGNP gần đây đã có những cách tiếp cận mới, đó 

là nghiên cứu các SNPs trong các nguy cơ UTTBGNP khác như HCV, HBV, 

nghiện rượu, NASH, hút thuốc lá... Cách tiếp cận mới này trả lời cho câu hỏi 

tại sao, rất nhiều người phơi nhiễm với yếu tố nguy cơ nhưng không mắc 

UTTBGNP. Đánh giá sự tương tác giữa các kiểu gen và yếu tố nguy cơ từ 



50 

môi trường sẽ mang lại các thông tin giá trị, giúp tư vấn phòng tránh mắc ung 

thư gan cho những đối tượng có nguy cơ cao trong cộng đồng. 

Các nghiên cứu SNP của TP53 và MDM2 và các yếu tố nguy cơ của 

UTTBGNP chỉ tập trung vào R72P và 309T>G. Yếu tố nguy cơ được nghiên 

cứu nhiều nhất là nhiễm HBV mạn tính, HCV mạn tính. Đây là hai nguy cơ 

lớn của UTTBGNP trên toàn cầu. Ngoài ra hai yếu tố nguy cơ này cũng dễ 

kiểm soát, dễ lượng giá khi chọn đối tượng nghiên cứu. Không có nhiều 

nghiên cứu ở người nghiện rượu vì khó khăn khi chọn nhóm chứng. Đặc biệt 

chưa có nghiên cứu nào liên quan đến phơi nhiễm Aflatoxin. Thực tế có 

những khó khăn khi xác định có hay không tình trạng phơi nhiễm Aflatoxin. 

Ngoài ra Aflatoxin là chất gây đột biến mạnh, trong đó có gen TP53. Ở đây, 

sự tương tác gen-môi trường là mạnh mẽ và gây hậu quả tổn thương không 

hồi phục cho bộ gen. Hay có thể nói đây là tương tác một phía, và phải có 

cách tiếp cận nghiên cứu hoàn toàn khác.  

Kết quả các nghiên cứu cho thấy, các biến thể của SNP R72P và 

309T>G làm tăng nguy cơ mắc UTTBGNP một cách có ý nghĩa, cho những 

đối tượng nhiễm HBV, HCV mạn tính. Ngoài ra, kiểu gen P72P và 309 G/G   

làm thời gian khởi phát UTTBGNP sớm hơn nhiều năm cho những bệnh nhân 

nhiễm HBV, HCV. Có thể xem các kiểu gen biến thể P72P và 309G/G là các 

nguy cơ cần sàng lọc sớm để ngăn ngừa mắc UTTBGNP cho những đối tượng 

nhiễm HBV, HCV mạn tính trong cộng đồng [19],[153],[154], [155],[156]. 
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Chƣơng 2 

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Nhóm bệnh 

280 bệnh nhân ung thư tế bào gan nguyên phát, đã được chẩn đoán xác 

định và đang điều trị tại Khoa Nội Tiêu Hoá, Bệnh viện Bạch Mai và Trung 

tâm Ung Bướu Thanh Hoá từ tháng 11 năm 2013 đến tháng 3 năm 2015.  

2.1.1.1. Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân      

Bệnh nhân được chẩn đoán xác định UTTBGNP khi có một trong những 

tiêu chuẩn sau:  

- Có bằng chứng về mô bệnh học hoặc tế bào học. 

- Hình ảnh điển hình trên phim chụp cắt lớp vi tính (CT scan) ổ bụng có 

tiêm thuốc cản quang, hoặc cộng hưởng từ (MRI) ổ bụng có cản từ   AFP > 

400ng/ml. 

- Hình ảnh điển hình trên CT scan ổ bụng cản quang hoặc cộng hưởng từ 

(MRI) ổ bụng có cản từ   AFP tăng cao hơn bình thường (nhưng chưa đến 

400 ng/ml)   có nhiễm virus viêm gan B hoặc C. 

2.1.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ  

- Ung thư gan di căn từ cơ quan khác tới. 

- Bệnh nhân có ung thư cả những cơ quan khác ngoài gan. 

- Bệnh nhân không đồng ý hợp tác nghiên cứu. 

2.1.2. Nhóm chứng 

267 đối chứng được lựa chọn từ những người đến khám sức khoẻ tại 

Khoa khám bệnh, Bệnh viện Đa Khoa tỉnh Thanh Hoá năm 2014. Những 

bệnh nhân này được khám, kiểm tra cận lâm sàng và kết luận là không mắc 

UTTBGNP hay bất kỳ một loại hình ung thư nào khác. Nhóm chứng được 
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chọn lựa kỹ, để có độ tuổi và tỷ lệ giới tính gần giống với nhóm bệnh, theo 

nguyên tắc của một nghiên cứu bệnh chứng. 

2.1.3. Các đa hình kiểu gen được phân tích 

2.1.3.1. Gen TP53   

Tiến hành phân tích kiểu gen TP53 tại 08 SNP. Đây là những đa hình 

nằm trên các vùng chức năng quan trọng của gen TP53, như hoạt hoá sao 

chép, vùng apoptosis, vùng gắn kết với các gen đích… Các SNP này đã được 

chứng minh là có liên quan đến một số loại hình ung thư trên thế giới [11].  

- Thêm đoạn 16 cặp base pair tại intron 3 (dup 16).  

- SNP D21D, tại codon 21, exon 2, (GAC→GAT), mã hoá Aspartate. 

- SNP P34P, tại codon 34, exon 4 (CCC →CCA), mã hoá Prolin. 

- SNP P36P, tại codon 36, exon 4 (CCG →CCA), mã hoá Prolin. 

- SNP P47S, tại codon 47, exon 4, (CCG hoặc TCG), tương ứng với 

Prolin hoặc Serin.  

- SNP R72P tại codon 72, exon 4, (CGC hoặc CCC), tương ứng với 

Arginin hoặc Prolin.  

- SNP V217M, tại codon 217, exon 6, (GTG hoặc ATG), tương ứng với 

Valin hoặc Methionine. 

- SNP G360A tại codon 360, exon 10, (GGG hoặc GCG), tương ứng với 

Glycin hoặc Alanin.  

2.1.3.2. Gen MDM2  

Tiến hành phân tích kiểu gen MDM2 tại một đa hình nucleotid đơn của 

vùng promoter. Không những là vùng khởi động của gen MDM2, đây còn là 

vùng có vị trí gắn của TP53. Vị trí tại nucleotid 309, intron 3 (309 T>G). Đây 

cũng là SNP duy nhất cho tới hiện tại của gen MDM2 được ghi nhận là có 

liên quan đến ung thư, trong đó có ung thư tế bào gan nguyên phát 

[64],[65],[70]. 
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2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Thiết kế nghiên cứu 

Mô hình nghiên cứu mô tả cắt ngang có đối chứng.  

2.2.2. Cỡ mẫu 

Cỡ mẫu nghiên cứu được tính theo công thức tính cỡ mẫu trong nghiên 

cứu mô tả cắt ngang có đối chứng của Tổ chức Y Tế Thế Giới:  

 

n: cỡ mẫu,  

lấy α=0.05 thì z2α=1.96, β=0.2 thì z2β=1.04. 

p1: tỷ lệ mang biến thể liên quan đến ung thư của nhóm chứng, q1=1- p1 

lấy p1=0.20 là tỷ lệ lưu hành được lấy từ một số nghiên cứu ban đầu tại 

Việt Nam [80],[81]. 

p2: tỷ lệ mang biến thể có liên quan đến ung thư của nhóm bệnh, q2=1- p2 

p = (p1+p2)/2, q=1-p 

 

Ước lượng OR=2.5 ta tính được p2=0.38 

Thay vào công thức ta có: 

 
 

175
38.02.0

62.0*38.08.0*2.0*04.171.0*29.0*2*96.1
2

2





n  

Cỡ mẫu của nghiên cứu tối thiểu phải được 175 bệnh nhân và 175 đối 

chứng. 
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2.2.3. D ng c   trang thiết bị 

- Máy Gene Amp PCR System 9700 (USA). 

- Máy Realtime PCR của hãng Eppendorf. 

- Tủ lạnh sâu: -30
o
C; -80

o
C (SANYO). 

- Máy điện di: Mupid (Nhật Bản). 

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

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

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

- Máy đo nồng độ acid nucleic Nano Drop 1000 (Mỹ). 

- Lò vi sóng (Samsung). 

- Tủ ấm. 

- Pippet, đầu côn các loại, găng tay, giấy thấm 

-  ng Eppendorf, ống Falcon 

- Máy đọc trình tự gen 3100-Avant Genetic Analyzer của hãng ABI-PRISM. 

2.2.4. Hóa chất dùng trong nghiên cứu. 

- Hóa chất tách chiết DNA: (Kit Promega) 

+ Dung dịch Cell Lysis 

+ Dung dịch Nuclei Lysis 

+ Dung dịch Rnase 

+ Dung dịch Protein precipitation 

+ Dung dịch Isopropanol 

+ Dung dịch cồn 70% 

+ Dung dịch rehydration 

- Hóa chất cho phản ứng PCR 

+ Nước cất 2 lần vô trùng 

+ Gold Taq chứa: 4 loại dNTP, Taq polymerase, MgCl2, buffer, loading dye 

+ Mồi xuôi và mồi ngược 
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- Hóa chất chạy điện di. 

+ Dung dịch đệm TBE 1X gồm: Tris base, boric acid và EDTA (pH 8,0) 

+ Agarose 

+ Thang DNA chuẩn 100 bp (marker 100bp) 

+ Dung dịch ethidium bromide 10 mg/mL. 

- Hoá chất tinh sạch sản phẩm PCR:  

Sử dụng bộ sản phẩm Promega Wizard SV gel clean-up (Promega Inc) 

Gồm dung dịch gắn kết màng, dung dịch giửa màng, nước cất không có 

nuclease. 

- Enzym cắt giới hạn:  

+ Enzym MspAI nhận biết điểm cắt (CCG↓CTG) có vị trí nucleotid 309 

của gen MDM2. Sản xuất bởi Promega-USA. 

+ Enzym BstUI (CG↓CG) tại vị trí codon 72 của gen TP53. Đây là một 

sản phẩm của ThermoFisher scientific-Phần Lan. 

2.2.5. Cách thức tiến hành nghiên cứu 

Cách thức tiến hành nghiên cứu được xây dựng theo các bước sau: 

Bước 1. Lựa chọn đối tượng nghiên cứu  tiến hành lấy mẫu. 

- Các đối tượng phù hợp và đồng ý tham gia nghiên cứu sẽ được lựa 

chọn và lấy thông tin theo phiếu (phụ lục 7).  

- Mẫu máu của 280 bệnh nhân ung thư gan và 267 người đối chứng được 

lấy từ tĩnh mạch ngoại vi, và được chống đông bằng EDTA. 

- Mẫu máu được bảo quản trong tủ lạnh âm sâu (-80
o
C) cho đến khi phân 

tích mẫu.  

Bước 2: Tách chiết DNA từ máu ngoại vi  

- Tách chiết DNA từ máu toàn phần theo kit Promega (phụ lục 1). 

- Đo nồng độ và kiểm tra độ tinh sạch của DNA bằng phương pháp đo 

độ hấp thụ quang (OD: Optical Density) bước sóng A260/A280 trên máy 



56 

Nanodrop 1000. Kết quả OD của mẫu DNA được coi là đạt khi nồng độ từ 20 

ng/µl trở lên. Với những mẫu có nồng độ quá cao >300 ng/µl sẽ được pha 

loãng để đưa nồng độ <100ng/µl. Độ tinh sạch DNA được đo bằng tỷ số 

A260/A280, và mẫu DNA tinh sạch khi tỷ số này từ 1,8-2,0. 

- Điện di DNA trên gel Agarose để kiểm tra sự toàn vẹn của DNA. 

Bước 3: Phân tích các đa hình kiểu gen TP53 

- Thêm đoạn 16 base (dup16) 

Sử dụng kỹ thuật PCR xác định hiện tượng thêm 16 bp tại vùng intron 3 

của gen TP53: DNA sau khi tách chiết sẽ được khuếch đại đoạn gen vùng 

intron 1, nhờ phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu. Sản phẩm PCR sẽ được điện 

di trên gel agarose 1,5% cùng với thang chuẩn 100→1000. (Quy trình tại phụ 

lục 2, phụ lục 3). Mồi được cung cấp bởi Intergrated DNA Technologies-US.  

          F 5′-TGGGACTGACTTTCTGCTCTT-3′  

          R 5′–TCAAATCATCCATTGCTTGG–3′  

Hình ảnh điện di nếu có thêm đoạn 16 sẽ có kích thước 135 bp so với 

đoạn gen nguyên thuỷ với kích thước chỉ 119 bp. Kiểu gen đồng hợp A1A1 sẽ 

chỉ có 1 băng 119bp, kiểu gen A1A2 sẽ có hai băng 119 và 135 bp, còn kiểu 

gen A2A2 sẽ chỉ có một băng với kích thước 135bp. 

       

H nh 2.1. Mô h nh phân tích h nh ảnh điện di dup 16 của gen TP53 
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-  SNP D21D, P34P, P36P, P47S, V217M, G360A. 

Sử dụng kỹ thuật giải trình tự để phân tích kiểu gen của các đa hình 

nucleotid trên. Danh sách các cặp mồi đặc hiệu thực hiện phản ứng khuếch 

đại các đoạn gen chứa các SNP D21D, P34P, P36P, P47S, V217M, G360A 

được giới thiệu trong bảng 2.1 

Bảng 2.1. Trình tự mồi cho phản ứng PCR khuếch đại các SNP 

STT Đa h nh thái 
Tr nh tự m i 

(5’-3’) 

Sản phẩm 

PCR (bp) 

1 SNP tại codon 34; 

36; 47 gen TP53 

F: CAACGTTCTGGTAAGGACAA   

R: GCCAGGCATTGAAGTCTCAT 
511 

2 21(GAC→GAT) 

gen TP53 

F: CTGTCTCAGAACCTGGCATG 

R: GAGCAGTCAGAGGACCAGG 
420 

3 V217M gen TP53 F: GTTGCAGGAGGTGCTTACG 

R: CATGGGGTTATAGGGAGGTC 
606 

4 SNP G360A gen 

TP53 

F: GCTGTATAGGTACTTGAAGTGC 

R: CTGTCGATACACTGAGGCAAG 
433 

 

Sản phẩm PCR giải trình tự sau khi tinh sạch được giải trình tự bằng 

máy ABI-3100 và được phân tích bằng phần mềm CLC Main Workbench. 

(Quy trình chi tiết tại phụ lục 5, 6). Kết quả giải trình tự được so sánh với 

trình tự chuẩn của gen TP53 trên GeneBank. 

-  R72P của gen TP53.  

Sử dụng kỹ thuật enzym cắt giới hạn PCR-RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism) xác định SNP R72P của gen TP53 (phụ lục 4). DNA 

sau khi tách chiết, được khuếch đại nhờ phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu 

được cung cấp bởi Intergrated DNA Technologies-US. 

                                       F  5’-C TG GTA AGG ACA AGG GTT GG-3’ 

                                       R  5’-ACT GAC CGT GCA AGT CAC AG-3’ 
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Thành phần phản ứng PCR (thể tích 10l) gồm: 1X đệm PCR; 2,5mM 

dNTP, 0,2mồi xuôi và ngược,  0,5U Taq polymerase, 20-50ng DNA và 

H2O. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR: 94
o
C - 5 phút, 35 chu kỳ [94

o
C - 30 

giây, 55
o
C - 30 giây, 72

o
C - 30 giây], 72

o
C - 5 phút. Bảo quản mẫu ở 15

o
C. 

Sản phẩm PCR sau đó được điện di trên agarose 1.5% để kiểm tra chất lượng. 

Kết quả khuếch đại DNA tốt, cho một băng duy nhất có trọng lượng phân tử 

396 bp, phù hợp với tính toán lý thuyết. 

Sản phẩm PCR được ủ với enzym cắt giới hạn BstUI. Cắt 8 µl sản 

phẩm PCR bằng 8U enzym giới hạn BstUI ở điều kiện 37
o
C trong khoảng 

thời gian 18-22 giờ. Sản phẩm cắt được điện di cùng với thang chuẩn 100-

1000 bp trên gel agarose 2%. Các băng DNA được nhuộm ethidium bromide 

và chụp ảnh bằng hệ thống máy EC3 Imaging system.  

Đoạn gen được nghiên cứu chứa trình tự nhận biết của enzyme BstUI 

(CGCG). Đó chính là vị trí codon 72 của gen TP53. Khi BstUI cắt đoạn gen 

sẽ tạo ra các đoạn DNA có kích thước 165 bp và 231 bp, tương ứng với allen 

72R (GG). Khi base G bị thay thế bởi base C sẽ làm mất trình tự nhận biết của 

enzyme BstUI, do đó đoạn gen sẽ không bị cắt, tương ứng với kiểu allen 72P 

(CC) (Hình 2.2). Kiểu gen đồng hợp R72R có hai băng 165bp và 231bp. Kiểu 

gen dị hợp R72P có 3 băng 165bp, 231bp và 396 bp. Kiểu gen P72P chỉ có 

một băng 396 bp.  

Kết quả được kiểm tra lại bằng giải trình tự trực tiếp. 
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H nh 2.2. Mô tả h nh ảnh điện di sản phẩm cắt giới hạn của R72P 

   

Bước 4. Phân tích kiểu gen MDM2. 

      Sử dụng kỹ thuật enzym cắt giới hạn (PCR-RELP) để xác định kiểu gen 

SNP 309 T>G của gen MDM2. Dùng phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen có 

chứa SNP 309 T>G của gen MDM2 bằng cặp mồi đặc hiệu của Intergrated 

DNA Technologies-US. Đoạn gen thu được có kích thước 157 bp. 

            F: 5’-CGCGGGAGTTCAGGGTAAAG-3’ 

                           R: 5’-CTGAGTCAACCTGCCCACTG-3’ 

Phân tích RFLP: Sản phẩm PCR được ủ với enzym cắt giới hạn MspAI 

ở điều kiện 37
o
C từ 18 đến 22 giờ. Sản phẩm cắt được điện di trên gel agarose 



60 

2% cùng với thang chuẩn 100bp. Các băng DNA được nhuộm ethidium 

bromide và chụp ảnh bằng hệ thống máy EC3 Imaging system. Đoạn gen 

được nghiên cứu chứa trình tự nhận biết của enzym MspAI (CCG↓CTG) tại 

vị trí nucleotid 309. Khi MspAI cắt đoạn gen sẽ tạo ra các đoạn DNA có kích 

thước 109 bp và  48 bp, tương ứng với allen G. Khi G bị thay thế bởi T sẽ làm 

mất trình tự nhận biết của enzym MspAI, do đó đoạn gen sẽ không bị cắt, 

tương ứng với allen T có kích thước 157 bp.  

Kiểu gen đồng hợp TT có một băng duy nhất 157 bp. Nếu hình ảnh 

điện di có 3 băng 157, 109 và 48 bp, tương ứng với kiểu gen dị hợp GT. Nếu 

kết quả có 2 băng 109 bp và 48 bp thì tương ứng với kiểu gen đồng hợp GG 

(hình 2.3). 

Kết quả được kiểm tra lại bằng kỹ thuật giải trình tự trực tiếp. 

 

 H nh 2.3. Mô tả h nh ảnh điện di sản phẩm cắt giới hạn MDM2 309 T>G 
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Bước 5. Xử lý số liệu tìm ra sự khác biệt của tỷ lệ phân bố các kiểu gen 

giữa nhóm bệnh và nhóm chứng, sự liên quan đến UTTBGNP của các kiểu 

gen TP53 và MDM2. 

Sử dụng phần mềm thống kê SPSS 16,0 để phân tích số liệu. Dùng 

kiểm định χ
2  
để so sánh tỷ lệ kiểu gen TP53 của hai nhóm UTTBGNP và 

không bị UTTBGNP. Để ước tính mối liên quan giữa các kiểu gen và khả 

năng mắc UTTBGNP dùng tỷ xuất OR với khoảng tin cậy 95%. Dùng mô 

hình hồi quy logistic đa biến để loại trừ ảnh hưởng của các biến là yếu tố 

nguy cơ từ môi trường. Sử dụng kiểm định T test để so sánh trung vị của tuổi 

mắc bệnh. Các kiểm định có ý nghĩa khi p < 0,05.  

Bước 6.  Đánh giá mối tương quan giữa các kiểu gen TP53  MDM2 và một 

số các yếu tố nguy cơ gây UTTBGNP.  

- Sử dụng phiếu thông tin bệnh nhân (phụ lục 7) và hồi cứu bệnh án 

điều trị, để ghi nhận, thu thập các thông tin về các yếu tố nguy cơ. 

- Tiến hành so sánh tìm sự khác biệt tỷ lệ kiểu gen trong nhóm bệnh 

nhân có liên quan và không liên quan đến các yếu tố nguy cơ. Các yếu tố 

nguy cơ được chọn để đánh giá gồm: nhiễm HBV, HCV, tình trạng lạm dụng 

bia rượu, xơ gan, tuổi, giới, nồng độ AFP. Các yếu tố nhiễm HBV, HCV, xơ 

gan, lạm dụng bia rượu đánh giá dựa trên có hoặc không có. Tuổi, được đánh 

giá theo mức chia trên và dưới 40 tuổi và khác biệt độ tuổi trung bình mắc 

bệnh của các kiểu gen. Giới tính, được đánh giá theo nam so với nữ. Nồng độ 

AFP, được đánh giá ở trên và dưới 400 ng/ml và khác biệt nồng độ trung bình 

giữa các kiểu gen. 

- Xác định xơ gan khi bệnh nhân có triệu chứng của hội chứng suy tế 

bào gan và hội chứng tăng áp lực tĩnh mạch của   hình ảnh điển hình trên siêu 

âm hoặc phim chụp cắt lớp vi tính. 
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- Xác định nhiễm HBV, HCV bằng test nhanh của Abbott. 

- Tiêu chuẩn xác định đối tượng có lạm dụng rượu bia. Nam > 61g/24 

giờ. Nữ > 41g/24 giờ. Quy đổi thực tế, hàm lượng rượu nguyên chất 20g rượu 

(50ml rượu Vodka), 15g rượu (330ml bia), 12.5g rượu (100ml rượu vang). 

Đối tượng uống rượu hằng ngày trong hơn 10 năm liên tục. 

- Nồng độ AFP được xác định bằng máy xét nghiệm miễn dịch điện 

hoá phát quang, Elecsys 601 của Roche. 
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H nh 2.4. Sơ đ  thiết kế nghiên cứu    

Bệnh nhân 

(n=280) 

Chứng 

(n=267) 

Kết quả kiểu gen 

Đánh giá khả năng 

mắc ung thư của 

các kiểu gen 

Kết luận 

Xác định tỷ lệ 

phân bố giữa 

bệnh và chứng 

Tương quan với 

một số yếu tố nguy 

cơ khác. 

Tách chiết DNA 

t  máu toàn phần 

Phân tích các SNPs 

của TP53, MDM2 

Kỹ thuật PCR 

(thêm 16bp 

của TP53)  

 PCR-RFLP 

(P53-R72P và 

MDM2-SNP309)  

 Giải tr nh tự  gen  

(SNP:21,34,36,47, 

217, 360 của TP53) 

Quy tr nh nghiên cứu 
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2.3. THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

Thời gian thực hiện đề tài từ 11/2013 đến 11/2016.  

Địa điểm nghiên cứu: Bộ môn Hóa Sinh trường Đại học Y Hà Nội. 

Trung tâm nghiên cứu Gen và Protein, trường Đại Học Y Hà Nội.   

2.4. ĐẠO ĐỨC TRONG NGHIÊN CỨU CỦA ĐỀ TÀI 

 Việc thực hiện nghiên cứu này đã được thông qua bởi Hội Đồng Đạo 

Đức theo Quyết định số 188/HĐĐĐĐHYHN, ngày 31/1/2013 của Hội 

đồng Đạo đức Y học, Trường Đại học Y Hà Nội. 

 Các đối tượng tham gia nghiên cứu là hoàn toàn tự nguyện và có quyền 

rút lui khỏi nghiên cứu khi không muốn tham gia nghiên cứu. 

 Các thông tin liên quan đến bệnh nhân được đảm bảo bí mật. 

 Các kỹ thuật, thao tác liên quan đến bệnh nhân được bảo đảm đúng 

chuyên môn. 

 Đề tài nghiên cứu này được thực hiện hoàn toàn vì mục đích khoa học 

chứ không vì mục đích nào khác. 

2.5. KINH PHÍ THỰC HIỆN ĐỀ TÀI 

        Đề tài được thực hiện với sự hỗ trợ kinh phí của đề tài nhánh cấp nhà 

nước “Đánh giá sự phân bố kiểu gen của một số gen liên quan đến ung thư 

phổi và ung thư gan” thuộc đề tài nhiệm vụ Quỹ gen “Đánh giá đặc điểm di 

truyền người Việt Nam”. 
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Chƣơng 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. ĐẶC ĐIỂM NHÓM ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

Nhóm bệnh nhân UTTBGNP được thu thập ngẫu nhiên, theo các tiêu 

chuẩn lựa chọn và loại trừ của nghiên cứu. Nhóm chứng được lựa chọn có độ 

tuổi và tỷ lệ giới gần tương đồng với nhóm bệnh, phù hợp với một nghiên cứu 

bệnh chứng. 

Bảng 3.1. Đặc điểm tuổi của nhóm đối tƣợng nghiên cứu  

Đặc điểm 
Bệnh  

(n = 280) 
Chứng 

(n = 267) 
p-value 

Độ tuổi trung bình      

(năm) 
57 ± 11,6 56 ± 15,5 0,2 

<40 23 (8,2%) 45 (16,9%)  

>40 257 (91,8%) 222 (83,1%)  

Khoảng tuổi  23 – 82 19 – 96  

Tuổi gặp nhiều 

nhất (mode) 
60 64  

 

Nhận xét:  

Trong 547 đối tượng nghiên cứu có 280 bệnh nhân UTTBGNP và 267 

người đối chứng. Kết quả cho thấy độ tuổi độ tuổi trung bình của nhóm bệnh 

cao hơn nhóm chứng, tuy nhiên không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 

Ngoài ra, tỷ lệ đối tượng có độ tuổi trên 40 của nhóm bệnh nhân ung thư tế 

bào gan nguyên phát cao hơn nhóm chứng. Biến độ tuổi của nhóm đối tượng 

nghiên cứu tuân theo quy luật chuẩn Gauss, với độ tuổi thường gặp là 60. 

Bệnh nhân nhỏ tuổi nhất mắc bệnh được ghi nhận là 23 tuổi, cao tuổi nhất là 82. 
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Bảng 3.2. Đặc điểm giới tính nhóm đối tƣợng nghiên cứu 

Đặc điểm giới 
Bệnh  

(n = 280) 
Chứng  

(n = 267) 
p-value 

Nam 239 (85,4%) 214 (80,1%) 

0,06 

Nữ 41 (14,6%) 53 (19,9%) 

Tỷ lệ Nam/Nữ 5,8/1 4,0/1  

        

 

 

Hình 3.1. Biểu đ  tỷ lệ giới tính của nhóm nghiên cứu 

Nhận xét:   

Kết quả cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, tỷ lệ giới 

tính của nhóm bệnh và nhóm chứng (p = 0,06). Tuy nhiên hai tỷ lệ cũng khá 

xa nhau. Thể hiện là giá trị p tiệm cận mức ý nghĩa 95%. Kết quả cũng cho 

thấy, trong nhóm ung thư tế bào gan nguyên phát, số bệnh nhân nam giới cao 

hơn nhiều so với nữ giới. Tỷ lệ nam/nữ là 5,8/1. 
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Bảng 3.3. Một số yếu tố nguy cơ ghi nhận ở bệnh nhân UTTBGNP 

Yếu tố nguy cơ 

Bệnh nhân  

(n = 280) 

Chứng 

 (n = 267) 

n % n % 

Lạm dụng bia rượu 23 8,2        9 3,3 

Nhiễm HBV  171 61,1       36 13,5 

Nhiễm HCV 12 4,3 4 1,5 

Có xơ gan 194 69,3 0 0 

Nồng độ AFP > 

400ng/ml 
143 51,1 0 0 

 

   Nhận xét:   

Từ những thông tin thu thập được trong bệnh án điều trị và qua phỏng 

vấn bệnh nhân cho thấy, bệnh nhân UTTBGNP có HBV dương tính khá cao, 

171/280 bệnh nhân, chiếm tỷ lệ 61,1%, cao nhất trong số các yếu tố nguy cơ 

ung thư tế bào gan nguyên phát được phân tích. Tỷ lệ nhiễm HCV và nghiện 

rượu thấp, lần lượt là 4,3% và 8,2%. Tỷ lệ bệnh nhân UTTBGNP có tình 

trạng xơ gan là 69,3%. Kết quả xét nghiệm AFP > 400ng/ml được ghi nhận ở 

143 bệnh nhân, chiếm tỷ lệ 51,1%. 

3.2. KẾT QUẢ PHÂN TÍCH ĐA HÌNH KIỂU GEN TP53 

3.2.1. Thêm đoạn 16 base pairs tại intron 3 (dup16) 

DNA sau khi tách chiết được khuếch đại đoạn gen vùng gen không mã 

hoá thứ 3 của gen TP53 bằng kỹ thuật PCR. Đa hình kiểu gen có thêm đoạn 

hay không có, được xác định bằng hình ảnh điện di sản phẩm PCR trên gel 

agarose 3%. Tiến hành trên tổng số 547 mẫu DNA của nhóm chứng và nhóm 

bệnh, kết quả được minh hoạ trong hình 3.2 và tổng hợp trong bảng 3.4. 
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Hình 3.2. H nh ảnh điện di sản phẩm PCR của đoạn gen intron 3  

có chứa đa h nh dup 16 của gen TP53 

MK: Marker 100-1000bp; (-) nước cất làm chứng âm. 

Nhận xét:  

Mẫu bệnh nhân mã số KG15 có một vạch kích thước 135bp tương ứng 

với kiểu gen đồng hợp A2A2. Mẫu bệnh nhân mã số KG18 và mẫu chứng 

B16 có hai vạch 135bp và 119bp tương ứng với kiểu gen dị hợp A2A1. Các 

mẫu còn lại là kiểu gen A1A1 do chỉ có một vạch kích thước 119bp. 

Bảng 3.4. Tỷ lệ phân bố các kiểu gen của đa h nh dup16 gen TP53 

Kiểu gen 

Nhóm bệnh 

(n = 280) 

Nhóm chứng 

(n = 267) 

Tổng số nhóm 

nghiên cứu 

(n = 547) 

N % n % n % 

Alen A2 17 3,0 5 0,9 22 2,0 

Alen A1 543 97,0 529 99,1 1072 97,8 

A2A2 1 0,3 0 0 1 0,2 

A2A1 15 5,0 5 1,9 20 3,6 

A1A1 264 94,7 262 98,1 526 96,2 

  

135bp

119bp

MK     KG15 KG16  KG17  KG18  KG19   B13   B14   B15    B16   B17    (-)  

Nhóm bệnh Nhóm chứng
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     Nhận xét:  

         Tỷ lệ kiểu gen có thêm đoạn 16bp tại vùng không mã hoá thứ ba của 

gen TP53, gặp rất thấp trong nhóm đối tượng nghiên cứu. Đặc biệt kiểu gen 

đồng hợp có thêm đoạn A2A2 chỉ gặp duy nhất một trường hợp ở nhóm bệnh 

nhân ung thư gan. Kiểu gen dị hợp A1A2 cũng chỉ có 20 trường hợp, chiếm 

3,6% tổng số đối tượng tham gia nghiên cứu. Khi tách riêng các alen, thì alen 

có thêm đoạn 16bp (A2) cũng chỉ có tần xuất 2,0%. Kiểu gen và alen nguyên 

thuỷ vẫn chiếm đa số trong nhóm đối tượng nghiên cứu.           

Bảng 3.5. Đa h nh kiểu gen dup16 liên quan đến UTTBGNP 

Kiểu 

gen 

Nhóm bệnh 

( 280) 

Nhóm chứng 

(267) 

 

OR 

CI (95%) 

 

OR* 

CI (95%) n % n % 

A2A1 15 5,0 5 1,9 
2,97  

(1.07-8,3)  

2,1 

(0,8-6,4) 

A1A1 264 94,7 262 98,1 1,00 1,00 

 OR* được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

    

Nhận xét:  

         Kiểu gen đồng hợp có thêm đoạn A2A2, chỉ gặp một trường hợp tại 

nhóm bệnh, nên không thể tính được tỷ xuất chênh OR cũng như kiểm định χ
2
 

không có giá trị. Tuy nhiên khi so sánh hai kiểu gen còn lại thì phát hiện, kiểu 

gen dị hợp A1A2 gặp nhiều hơn ở nhóm bệnh (p = 0,02). Phân tích khả năng 

mắc UTTBGNP thấy, có khả năng mắc ung thư cao hơn kiểu gen đồng hợp 

không có đột biến A1A1. OR = 2,97; 95%; CI (1,03-6,4). Tuy nhiên khi đưa 

vào mô hình hồi quy logistic đa biến thấy không có ý nghĩa thống kê. Ngoài 

ra, ý nghĩa của số liệu bị hạn chế bởi tần xuất quá thấp của kiểu gen có thêm 

đoạn 16bp tại vùng không mã hoá thứ ba, gen TP53.   
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3.2.2. Đa hình kiểu gen tại SNP D21D  

         Sử dụng kỹ thuật giải trình tự trực tiếp để phân tích kiểu gen tại SNP 21 

(GAC>GAT) của gen TP53. Trước tiên, sản phẩm khuếch đại gen được kiểm 

tra bằng điện di trên gel agarose 1,5%, kết quả như sau: 

 

Hình 3.3. Hình ảnh PCR khuếch đại exon 2 có chứa vùng SNP D21D  

của gen TP53 

MK: Marker 100-1000bp; (-) nước cất làm chứng âm. 

Nhận xét:  

Hình ảnh điện di cho thấy, đã khuếch đại được đoạn gen đặc hiệu kích 

thước 344 bp. Sản phẩm PCR sau đó được tinh sạch, giải trình tự bằng máy 

ABI-3100 và được phân tích bằng phần mềm CLC Main W orkbench. Kết 

quả giải trình tự được so sánh với trình tự chuẩn của gen TP53 trên GeneBank 

(hình 3.4). 

 

Hình 3.4. H nh ảnh giải tr nh tự các kiểu gen của SNP D21D gen TP53  

a) Mẫu đại diện bệnh nhân ung thư gan mã số KG85; b) mẫu đại diện cho 

nhóm chứng mã số B17 

344bp

MK     KG85 KG86  KG87  KG88 KG90  B17   B18   B19  B21   B22   (-)  

Nhóm bệnh Nhóm chứng
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Nhận xét:   

         Hình ảnh giải trình tự cho thấy mẫu bệnh nhân ung thư gan và mẫu 

chứng đều có kiểu gen D21D (CC), khi so với trình tự gốc. Không có sự thay 

đổi trình tự nucleotid C thành A tại vị trí số 3 của codon 21. Kết quả tương tự 

khi phân tích ở các đối tượng nghiên cứu khác trong nhóm chứng và nhóm 

bệnh nhân.  

3.2.3. Đa hình kiểu gen của SNP P34P, P36P và P47S  

       Cả ba SNP, P34P (CCC>CCA), P36P (CCG>CCA) và P47S 

(CCG>CTG) cùng nằm trên exon 4 của TP53 nên được xác định bằng 1 phản 

ứng giải trình tự gen. Phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen exon 4 có kích 

thước 511bp với cặp mồi đặc hiệu được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 

1,5% như sau: 

 

Hình 3.5. H nh ảnh PCR khuếch đại exon 4 của gen TP53 

MK: Marker 100-1000bp; (-) nước cất làm chứng âm. 

Nhận xét:  

         Hình ảnh điện di cho thấy, đã khuếch đại được đoạn gen đặc hiệu kích 

thước 511 bp. Sản phẩm PCR giải trình tự sau khi tinh sạch được giải trình tự 

bằng máy ABI-3100 và được phân tích bằng phần mềm CLC Main 

Workbench. Kết quả giải trình tự được so sánh với trình tự chuẩn của gen 

TP53 trên GeneBank. 

511bp

MK     KG9  KG10  KG11 KG12 KG14    B7     B8    B9      B10    B11   (-)  

Nhóm bệnh Nhóm chứng
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Hình 3.6. H nh ảnh giải tr nh tự đại diện các kiểu gen của SNP P34P    

gen TP53  

a) Mẫu đại diện bệnh nhân ung thư gan mã số KG9; b) mẫu đại diện cho 

nhóm chứng mã số B7 

Nhận xét:   

         Hình ảnh giải trình tự cho thấy mẫu bệnh nhân ung thư gan và mẫu 

chứng đều có kiểu gen P34P (CC), khi so với trình tự gốc. Không có sự thay 

đổi trình tự nucleotid C thành A tại vị trí số 3 của codon 34. Kết quả tương tự 

khi phân tích ở các đối tượng nghiên cứu khác trong nhóm chứng và nhóm 

bệnh nhân.  

 

        Hình 3.7. H nh ảnh giải tr nh tự đại diện các kiểu gen của SNP P36P 

gen TP53  

 a) Mẫu đại diện bệnh nhân ung thư gan mã số KG9; b) mẫu đại diện cho 

nhóm chứng mã số B7 

Nhận xét:   

         Hình ảnh giải trình tự cho thấy mẫu bệnh nhân ung thư gan và mẫu 

chứng đều có kiểu gen P36P (GG), khi so với trình tự gốc. Không có sự thay 
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đổi trình tự nucleotid G thành A tại vị trí số 3 của codon 36. Kết quả tương tự 

khi phân tích ở các đối tượng nghiên cứu khác trong nhóm chứng và nhóm 

bệnh nhân.  

 

Hình 3.8. H nh ảnh giải tr nh tự đại diện các kiểu gen của SNP P47S    

gen TP53   

a) Mẫu đại diện bệnh nhân ung thư gan mã số KG9; b) mẫu đại diện cho 

nhóm chứng mã số B7    

Nhận xét:    

Hình ảnh giải trình tự cho thấy mẫu bệnh nhân ung thư gan và mẫu 

chứng đều có kiểu gen P47P (CC), khi so với trình tự gốc. Không có sự thay 

đổi trình tự nucleotid C thành T tại vị trí số 2 của codon 47. Kết quả tương tự khi 

phân tích ở các đối tượng nghiên cứu khác trong nhóm chứng và nhóm bệnh 

nhân. Kết quả phân tích kiểu gen của nhóm đối tượng nghiên cứu cho thấy, cả ba 

SNP này đều không xuất hiện trên quần thể nghiên cứu (bảng 3.6).  

 

3.2.4. Kết quả phân tích kiểu gen của SNP V217M 

       SNP V217M (GTG>ATG) tại exon 6, được phân tích bằng kỹ thuật giải 

trình tự trực tiếp. Phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen exon 6 có kích thước 

181 bp với cặp mồi đặc hiệu và kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1,5%. 
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Hình 3.9. H nh ảnh PCR khuếch đại exon 6 chứa vùng SNP V217M  

của gen TP53.  

MK: Marker 100-1000bp; (-) nước cất làm chứng âm. 

Nhận xét:  

         Hình ảnh điện di cho thấy, đã khuếch đại được đoạn gen đặc hiệu kích 

thước 181bp. Sản phẩm PCR giải trình tự sau khi tinh sạch được giải trình tự 

bằng máy ABI-3100 và được phân tích bằng phần mềm CLC Main 

Workbench. Kết quả giải trình tự được so sánh với trình tự chuẩn của gen 

TP53 trên GeneBank. 

 

Hình 3.10. Hình ảnh giải tr nh tự đại diện các kiểu gen  

của SNP V217M gen TP53 

a) Mẫu đại diện bệnh nhân ung thư gan mã số KG64;  

b) mẫu đại diện cho nhóm chứng mã số B32    

M     KG64 KG66 KG68 KG69 KG73 (-)     B32 B34 B35 B37 B37

181bp

Nhóm chứngNhóm bệnh
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Nhận xét:  

Hình ảnh giải trình tự cho thấy mẫu bệnh nhân ung thư gan và mẫu 

chứng đều có kiểu gen V217V (GG), khi so với trình tự gốc. Không có sự 

thay đổi trình tự nucleotid G thành A tại vị trí số 1 của codon 217. Kết quả 

tương tự khi phân tích ở các đối tượng nghiên cứu khác trong nhóm chứng và 

nhóm bệnh nhân.  

3.2.5. Kết quả phân tích kiểu gen của SNP G360A (GGG>GCG) 

           Thực hiện phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen exon 10 của TP53, có 

chứa codon 360 để phân tích. Sản phẩm khuếch đại tương ứng có kích thước 

433bp, được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1,5%. 

 
 

      H nh 3.11. H nh ảnh PCR khuếch đại exon 10 chứa vùng SNP G360A 

của gen TP53.  

MK: Marker 100-1000bp; (-) nước cất làm chứng âm. 

 

Nhận xét:  

           Hình ảnh điện di cho thấy, đã khuếch đại được đoạn gen đặc hiệu kích 

thước 433bp. Sản phẩm PCR sau đó được tinh sạch, giải trình tự bằng máy 

ABI-3100 và được phân tích bằng phần mềm CLC Main Workbench. Kết quả 

giải trình tự được so sánh với trình tự chuẩn của gen TP53 trên GeneBank. 

433bp

MK     (-)       K1      K2    K3     K4     K5      B1     B2      B3      B4     B5                    

Nhóm bệnh Nhóm chứng
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Hình 3.12. Hình ảnh giải trình tự đại diện các kiểu gen của SNP G360A  

gen TP53 

a) Mẫu đại diện bệnh nhân ung thư gan mã số K4; b) mẫu đại diện  

cho nhóm chứng mã số B4   

Nhận xét:  

Hình ảnh giải trình tự cho thấy mẫu bệnh nhân ung thư gan và mẫu 

chứng đều có kiểu gen G360G (GG), khi so với trình tự gốc. Không có sự 

thay đổi trình tự nucleotid G thành C tại vị trí số 2 của codon 360. Kết quả 

tương tự khi phân tích ở các đối tượng nghiên cứu khác trong nhóm chứng và 

nhóm bệnh nhân.  
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Bảng 3.6. Bảng tổng hợp kiểu gen của các SNP tại codon 21, 34, 36, 47, 

72, 217, 360 gen TP53 

Thay thế 

nucleotid của 

các SNP 

Kiểu gen đ ng hợp 

nguyên thuỷ 

Kiểu gen dị 

hợp 

Kiểu gen đ ng 

hợp đột biến 

n % n % n % 

D21D(C>T) 
C/C C/T T/T 

547 100 0 0 0 0 

P34P(C>A) 
C/C C/A A/A 

547 100 0 0 0 0 

P36P(G>A) 
G/G G/A A/A 

547 100 0 0 0 0 

P47S(C>T) 
C/C (P47P)

*
  C/T (P47S)

*
 T/T (S47S)

*
 

547 100 0 0 0 0 

V217M(G>A)  
G/G (V217V)

*
 G/A (V217M)

*
 A/A (M217M)

*
 

547 100 0 0 0 0 

G360A(G>C) 
G/G (G360G)

*
 G/C (G360A)

*
 C/C (A360A)

*
 

547 100 0 0 0 0 

( )
* 

Kiểu gen theo acid amin được mã hoá ở những SNP có thay đổi trình tự 

acid amin. 

Nhận xét:   
 

         Kết quả bảng 3.6 cho thấy, tất cả các SNP này đều không xuất hiện trên 

nhóm đối tượng nghiên cứu và không có liên quan với ung thư tế bào gan 

nguyên phát. 

3.2.6. Kết quả phân tích kiểu gen của SNP R72P 

       Sử dụng kỹ thuật enzym cắt giới hạn (PCR-RFLP) để xác định đa hình 

nucleotid đơn R72P. Thực hiện phản ứng PCR để khuếch đại đoạn gen có 

chứa R72P. Sản phẩm khuếch đại được điện di trên gel agarose 1,5% để 

kiểm tra. 
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Hình 3.13. H nh ảnh PCR khuếch đại đoạn gen mang SNP R72P  

của gen TP53. 

MK: Marker 100-1000bp; (-) nước cất làm chứng âm 

Nhận xét:  

            Hình ảnh điện di cho thấy, đã khuếch đại được đoạn gen đặc hiệu với 

kích thước 396bp. Sử dụng enzym cắt giới hạn để cắt đoạn gen vừa khuếch 

đại, tại vị trí nucleotid đặc hiệu (CG↓CG). Sản phẩm cắt được điện di trên gel 

agarose 3% (hình 3.14). 

                                                                    

  Hình 3.14. Sản phẩm cắt đoạn gen mang SNP R72P bằng enzym BstUI.  

         MK: Thang chuẩn 100-1000bp; (+) mẫu đã biết trước kiểu gen dị hợp 

R72P (GC) làm chứng dương. Kiểu gen đồng hợp tử P72P (CC) có một vạch, 

xuất hiện ở mẫu chứng B85 và mẫu bệnh KG75, KG76.  Kiểu gen dị hợp tử 

R72P (GC) có ba vạch, xuất hiện tại mẫu chứng B31, B33, B36 và mẫu bệnh 

KG85, KG87. Kiểu gen đồng hợp tử R72R (GG) có hai vạch xuất hiện tại 

mẫu chứng B35 và mẫu bệnh KG86. 

396bp

(-)     B85 B31 B33 B36 B35 KG85 KG86 KG75 KG87 KG76 MK  

Nhóm chứng Nhóm bệnh

396bp

231bp
165bp

(+)     B85     B31    B33    B36    B35  KG85  KG86  KG75  KG87  KG76  MK  

Nhóm chứng Nhóm bệnh
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Nhận xét:   

         Các băng điện di rõ nét và phù hợp với tính toán lý thuyết. Kết quả thu 

được cả ba kiểu gen với ba kiểu băng tương ứng, ở cả nhóm bệnh nhân ung 

thư gan và nhóm chứng. Kết quả cắt bằng enzym giới hạn được kiểm tra lại 

bằng kỹ thuật giải trình tự với các mẫu đại diện cho mỗi kiểu gen. 

 

 

Hình 3.15. H nh ảnh giải tr nh tự đại diện các kiểu gen SNP R72P 

Kiểu gen P72P (CC) có một đỉnh nucleotid C duy nhất tại vị trí nucleotid thứ 

hai của condon 72 (bệnh nhân KG76); Kiểu gen R72P (GC) có hai đỉnh 

nucleotid G và nucleotid C (bệnh nhân KG87); Kiểu gen R72R (GG) có một 

đỉnh nucleotid G duy nhất (bệnh nhân KG86). 

Nhận xét:  

Các mẫu được kiểm tra lại bằng kỹ giải trình tự trực tiếp cho kết quả 

tương đồng với kết quả phân tích kiểu gen bằng PCR-RFLP. Các bằng chứng 

thẩm tra này khẳng định sự tin cậy của phương pháp PCR-RFLP.  

Tiến hành trên tất cả 547 mẫu DNA của cả nhóm bệnh nhân ung thư gan 

và nhóm chứng chúng tôi thu được kết quả trình bày ở bảng 3.7. 

 

 

  

CC GC GG

Bệnh nhân KG76 Bệnh nhân KG87 Bệnh nhân KG86
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Bảng 3.7. Tỷ lệ các kiểu gen của SNP R72P ở nhóm đối tƣợng nghiên cứu 

Kiểu gen 

Tổng số nhóm nghiên cứu 

(n = 547) 

n % 

Alen P 508 46,4 

  Alen R 586 53,6 

P72P 119 21,7 

P72R 270 49,3 

R72R 158 29,0 

Nhận xét:   

         Trong tất cả các đa hình nucleotid đơn của gen TP53, SNP R72P có tỷ lệ 

các biến thể khá cân bằng. Tuy nhiên allen R xuất hiện trong nhóm nghiên cứu 

cao hơn allen P (53,6% và 46,4%). Kiểu gen đồng hợp P/P cũng có tần xuất thấp 

hơn kiểu gen đồng hợp R/R. Kiểu gen dị hợp R/P là gặp nhiều nhất (49,3%).  

Bảng 3.8. Tỷ lệ phân bố các kiểu gen của SNP TP53-R72P  

giữa nhóm bệnh và chứng 

Kiểu gen 

Nhóm bệnh 

(280) 

Nhóm chứng 

(267) 

 

p 

n % n % 

Alen P     278 49,6 230 43,0  

0,08   Alen R 282 50,4 304 57,0 

P72P 74 26,4 45 16,9  

0,02 P72R 130 46,4 140 52,4 

R72R 76 27,1 82 30,7 
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Hình 3.16. Biểu đ  phân bố tỷ lệ kiểu gen của SNP R72P ở nhóm  

bệnh nhân ung thƣ gan và nhóm chứng 

Nhận xét:   

         Có sự khác biệt có ý nghĩa tỷ lệ kiểu gen giữa nhóm bệnh và nhóm 

chứng (p = 0,02). Kiểu gen P/P có tần xuất cao hơn ở nhóm bệnh so với nhóm 

chứng. 26,4% so với 16,9%. Trong khi kiểu gen R/R lại xuất hiện với tần xuất 

cao hơn ở nhóm chứng, 30,7% so với 27,1% ở nhóm bệnh. Kiểu gen dị hợp 

R/P chiếm tỷ lệ lớn nhất trong cả nhóm bệnh và nhóm chứng 46,4% và 

52,4%. Allen P gặp nhiều hơn trong nhóm bệnh nhưng ở mức tiệm cận ý 

nghĩa 95%. Kết quả cho thấy, có một mối liên quan giữa đa hình nucleotid 

đơn TP53 R72P với khả năng mắc ung thư tế bào gan nguyên phát. 
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Bảng 3.9. Các kiểu gen của SNP TP53-R72P với khả năng mắc ung thƣ  

tế bào gan nguyên phát 

Kiểu gen OR OR*, CI (95%) 

Allen 
R 1,00 1,00 

P 1,30 1,24 (0,78-3,45) 

Kiểu gen 

R72R 1,00 1,00 

R72P 1,02 1,66 (0,99-2,79) 

P72P 1,77 1,77 (1,03-3,14) 

Tổ hợp 

các kiểu gen 

R72R + R72P 1,00 1,00 

P72P 1,77 1,76 (1,08-2,86) 

R72R 1,00 1,00 

R72P + P72P 1,19 1,24 (0,80-1,92) 

OR* được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô hình 

hồi quy logistic đa biến. 

Nhận xét:  

Bảng 3.9 cho thấy, kiểu gen P72P có khả năng mắc UTTBGNP cao hơn 

1,77 lần, CI (1,03 – 3,14) so với kiểu gen R72R. Phân tích riêng rẽ allen cho 

thấy: allen P có khả năng mắc bệnh cao hơn allen R. Nhưng không có ý nghĩa 

thống kê, OR = 1,24; CI (0,78 - 3,45). Tổ hợp các kiểu gen theo mô hình lặn 

(R72R + R72P) cho thấy người mang kiểu gen đồng hợp trội P72P có khả 

năng mắc bệnh cao hơn 1,77 lần, CI (1,08 - 2,86) so với người mang hai kiểu 

gen còn lại. Tuy nhiên khi kết hợp mô hình trội (P72P   P72R) so với kiểu 

gen lặn R72R, không thấy có ý nghĩa thống kê.  

Để phân tích sâu hơn về liên quan giữa kiểu gen và khả năng mắc bệnh, 

chúng tôi tìm kiếm sự khác biệt độ tuổi trung bình của các kiểu gen. Độ tuổi 
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là một biến liên tục, tuân theo quy luật chuẩn Gausss nên chúng tôi dùng kiểm 

định T test để so sánh độ tuổi trung bình của các kiểu gen TP53-R72P trong 

nhóm bệnh nhân ung thư tế bào gan nguyên phát.        

Bảng 3.10. Độ tuổi trung b nh của bệnh nhân UTTBGNP  

mang các kiểu gen TP53-R72P  

 Độ tuổi trung b nh  

(Mean ± SD) 

 

p 

  

Kiểu gen 

TP53-R72P 

P72P 53,1 ± 14,3  

0,01 R72P             57,6 ± 9,9 

R72R 60,8 ± 10,2 

  

  Nhận xét:  

         Khi so sánh tuổi trung bình của các nhóm bệnh nhân mang ba kiểu gen 

của TP53-R72P thấy, bệnh nhân mang kiểu gen P72P có độ tuổi trung bình là 

thấp nhất (53,1). Bệnh nhân mang kiểu gen nguyên thuỷ R72R có độ tuổi 

trung bình cao nhất (60,8) và nhiều hơn kiểu gen P72P là 7,7 năm (p = 0,01).  

3.3. KẾT QUẢ PHÂN TÍCH ĐA HÌNH KIỂU GEN MDM2 

SNP 309T>G nằm ở vùng khởi động (promoter) và là vùng có vị trí 

liên kết với p53 của MDM2. SNP 309T>G của gen MDM2 được phân tích 

bằng kỹ thuật enzym cắt giới hạn (PCR-RFLP). Sử dụng phản ứng PCR 

khuếch đại đoạn gen intron 1 của MDM2 với với cặp mồi đặc hiệu. Sản phẩm 

khuếch đại gen được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1,5%. 
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Hình 3.17. Hình ảnh điện di sản phẩm khuếch đại đoạn gen chứa SNP 

309T>G của gen MDM2. 

(MK) Thang chuẩn 100-1000bp; (1) Nước cất làm chứng âm. 

Nhận xét:   

        Hình ảnh điện di sản phẩm PCR cho một băng đặc hiệu và có kích thước 

đúng như tính toán lý thuyết. Sản phẩm khuếch đại gen, sau đó được cắt bằng 

enzym giới hạn MspAI và điện di trên gel agarose 3% cùng với thang chuẩn 

100bp. Các băng DNA được nhuộm ethidium bromide và chụp ảnh bằng hệ 

thống máy EC3 Imaging system. 

 

Hình 3.18. Hình ảnh điện di sản phẩm cắt enzym của SNP 309T>G  

gen MDM2 

(MK) thang chuẩn 100-1000bp; (+) mẫu biết trước kiểu gen đồng hợp GG 

làm chứng dương. Kiểu gen đồng hợp GG có hai vạch xuất hiện ở mẫu nhóm 

chứng B89 và mẫu nhóm bệnh KG78, KG81. Kiểu gen dị hợp GT có ba vạch, 

xuất hiện ở mẫu nhóm chứng B71, B73 và nhóm bệnh KG89, KG91. Kiểu gen 

đồng hợp TT chỉ có một vạch, xuất hiện ở mẫu nhóm chứng B76, B77 và 

nhóm bệnh KG92. 

157bp

(-)       B71 B76 B73 B89 B77 KG78 KG89 KG81 KG91 KG92 MK                  

Nhóm chứng Nhóm bệnh

157bp
109bp

48bp

(+)      B71 B76 B73 B89 B77 KG78 KG89 KG81 KG91 KG92 MK                  

Nhóm chứng Nhóm bệnh
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Nhận xét:   

         Hình ảnh điện di sản phẩm cắt enzym đoạn gen có chứa SNP 309T>G 

của gen MDM2 phù hợp với tính toán lý thuyết. Kết quả thu được cả ba kiểu 

gen với ba kiểu băng tương ứng trong cả nhóm bệnh nhân ung thư gan và 

nhóm chứng.  

Kết quả cắt enzym đoạn gen chứa SNP 309T>G của gen MDM2 được 

kiểm tra lại bằng kỹ thuật giải trình tự. Các mẫu đại diện cho mỗi loại kiểu 

gen. Sản phẩm khuếch đại đoạn gen chứa SNP 309T>G, sau khi tinh sạch 

được giải trình tự bằng máy ABI-3100 và được phân tích bằng phần mềm 

CLC Main Workbench Kết quả giải trình tự được so sánh với trình tự chuẩn 

của gen MDM2 trên GeneBank.  

 

Hình 3.19. Hình ảnh giải trình tự đại diện các kiểu gen SNP 309T>G  

của gen MDM2 

Kiểu gen TT có một đỉnh nucleotid T duy nhất (bệnh nhân KG92); Kiểu gen 

GT có hai đỉnh nucleotid G và nucleotid T (bệnh nhân KG89); Kiểu gen GG 

có một đỉnh nucleotid G duy nhất (bệnh nhân KG78) 

Nhận xét:  

         Kết quả giải trình tự tương đồng với kết quả cắt bằng enzym MspAI. 

Các bằng chứng thẩm tra này khẳng định sự tin cậy của phương pháp PCR-

RFLP, khi dùng để phân tích kiểu gen của SNP 309T>G gen MDM2.  

TT GT GG

Bệnh nhân KG92 Bệnh nhân KG89 Bệnh nhân KG78
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       Thực hiện trên toàn bộ 547 mẫu DNA của nhóm đối tượng nghiên cứu, 

chúng tôi thu được kết quả tỷ lệ các kiểu gen (bảng 3.11). 

Bảng 3.11. Tỷ lệ các kiểu gen MDM2 309T>G trong nhóm  

đối tƣợng nghiên cứu 

Kiểu gen 

Tổng số nhóm nghiên cứu 

(n = 547) 

n % 

Alen G 542 49,5 

Alen T 552 50,5 

GG 133 24,3 

GT 276 50,4 

TT 138 25,3 

Nhận xét:   

         Kết quả phân tích kiểu gen của nhóm đối tượng nghiên cứu cho thấy tỷ 

lệ hai biến thể T và G là khá cân bằng, lần lượt là 50,5 và 49,5%. Điều này 

phù hợp với trình tự gốc cũng như các nghiên cứu trên thế giới khi biến thể T 

chiếm hơn 50%. Đây được cho là kiểu gen nguyên thuỷ của SNP309T>G 

MDM2 309T>G. Kiểu gen đồng hợp GG cũng có tần xuất thấp hơn kiểu gen 

đồng hợp TT, lần lượt là là 24,3% và 25,3%. 
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Bảng 3.12. Tỷ lệ phân bố các kiểu gen của SNP MDM2-309T>G  

giữa nhóm bệnh và chứng 

Kiểu gen 

Nhóm bệnh 

(280) 

Nhóm chứng 

(267) p 

n % n % 

Alen G 300 53,6 242 45,3 
0,02 

Alen T 260 46,4 292 54,7 

GG 82 29,3 51 19,1 

0,015 GT 136 44,6 140 52,4 

TT 62 22,1 76 28,5 

 

Hình 3.20. Biểu đ  phân bố kiểu gen của MDM2  309T>G  

Nhận xét:  

         Có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, tỷ lệ phân bố kiểu gen giữa nhóm 

bệnh và chứng (p = 0,015). Kiểu gen GG có tần xuất cao hơn ở nhóm bệnh 

(29,3%) so với nhóm chứng (19,1%). Đây cũng là kiểu gen cần quan tâm vì 

có liên quan đến một số loại hình ung thư trên thế giới. Kết quả tại bảng 3.12 
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cũng cho thấy, tỷ lệ phân bố allen G và T có sự khác biệt có ý nghĩa, allen G 

gặp nhiều hơn trong nhóm bệnh nhân ung thư tế bào gan. Có một mối liên 

quan giữa đa hình nucleotid đơn MDM2 309T>G với khả năng mắc ung thư 

tế bào gan nguyên phát. 

Bảng 3.13. Đa h nh kiểu gen MDM2-SNP309 và nguy cơ mắc UTTBGNP 

Kiểu gen 
OR 

(95%) 
OR* 

Allen 
T 1,00 1,00 

G 1,39 1,27 (0.87-2,91) 

 

Kiểu gen 

TT 1,00 1,00 

TG 1,03 1,12 (0,69-1,84) 

GG 1,95 2,77 (1,56-4,94) 

 

Tổ hợp các 

kiểu gen 

TT + TG 1,00 1,00 

GG 1,75 2,56 (1,59-4,11) 

TT 1,00 1,00 

TG + GG 1,40 1,50 (0,95-2,38) 

* OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

Nhận xét:   

         Tỷ suất chênh (OR) để xác định khả năng mắc ung thư tế bào gan 

nguyên phát của các kiểu gen. Tỷ xuất OR được điều chỉnh loại bỏ sự ảnh 

hưởng nhiễu của các biến, tuổi, giới, nhiễm HBV, HCV, tình trạng nghiện 

rượu, thông qua mô hình hồi quy logistic đa biến. Kết quả cho thấy, người 

mang kiểu gen GG có khả năng mắc UTTBGNP cao hơn người mang kiểu 

gen TT, một cách có ý nghĩa, OR = 2,77, 95%, CI (1,56-4,94). Trong khi kiểu 
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gen dị hợp tử TG có nguy cơ mắc ung thư cao hơn kiểu gen TT chỉ có 1.12 

lần và không có ý nghĩa thống kê. Phân tích kết hợp các kiểu gen cho thấy 

kiểu gen GG có khả năng mắc UTTBGNP cao hơn kết hợp kiểu gen TG + 

TT, OR= 2,56, 95%, CI (1,59-4,11). Kết hợp kiểu gen GT và GG so với TT 

cũng làm tăng nguy cơ mắc bệnh hơn, nhưng không có ý nghĩa thống kê. So 

sánh khả năng mắc bệnh của các allen cho kết quả; allen G có khả năng mắc 

bệnh cao hơn allen T, nhưng không có ý nghĩa thống kê.  

         Để phân tích sâu hơn về liên quan giữa kiểu gen và độ tuổi mắc bệnh, 

chúng tôi tìm kiếm sự khác biệt độ tuổi trung bình của các kiểu gen. Độ tuổi 

là một biến liên tục, tuân theo quy luật chuẩn Gausss, nên chúng tôi dùng 

kiểm định T test để so sánh độ trung bình của các kiểu gen MDM2-309T>G 

trong nhóm bệnh nhân ung thư tế bào gan. 

Bảng 3.14. Độ tuổi trung bình của bệnh nhân UTTBGNP mang kiểu  

các kiểu gen của SNP 309T>G  

Kiểu gen MDM2 309T>G 
Độ tuổi trung bình 

(Mean ± SD) 

 

p 

 

TT 60,6 ± 9,9 

0,02 GT 57,9 ± 10,5 

GG 53,9 ± 13,7 

        

         Theo kết quả ở bảng trên ta thấy độ tuổi trung bình ở kiểu gen nguyên 

thủy TT là cao nhất (60,6). Trong khi, độ tuổi trung bình của những bệnh 

nhân mang kiểu gen GG là trẻ nhất (53,9). Sự chênh lệch về độ tuổi mắc bệnh 

giữa hai kiểu gen là 6,7 năm (p = 0,02). Độ tuổi trung bình tăng dần tỷ lệ 

nghịch với khả năng mắc bệnh của các kiểu gen của SNP 309T>G.      
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3.4. TƢƠNG QUAN GIỮA ĐA HÌNH KIỂU GEN TP53, MDM2 VÀ 

MỘT SỐ YẾU TỐ NGUY CƠ UTTBGNP 

3.4.1. Sự kết hợp các kiểu gen của TP53 với MDM2        

Kết quả thu được từ phân tích đa hình kiểu gen của TP53 và MDM2 

chỉ ra 3 SNP: dup16 và R72P của gen TP53, 309T>G của MDM2 liên quan 

đến UTTBGNP. Nếu xem các kiểu gen TP53 và MDM2 là một yếu tố nguy 

cơ của UTTBGNP thì sự kết hợp hai yếu tố nguy cơ có làm tăng khả năng 

mắc bệnh. Tuy nhiên đa hình kiểu gen dup16 của TP53 không đánh giá được 

kiểu gen đồng hợp có thêm đoạn, A2A2 do chỉ có một trường hợp. Vì vậy sự 

kết hợp hai SNP: R72P của TP53 và MDM2 309T>G được phân tích để xác 

định sự tương tác giữa hai gen, đối với nguy cơ ung thư tế bào gan.  

Bảng 3.15. Kết hợp kiểu gen TP53 R72P + MDM2 309T>G  

và nguy cơ mắc UTTBGNP 

TT 
Kiểu gen 

TP53 R72P 

Kiểu gen 

MDM2 309T>G 

OR* 

95% CI 

1 R/R TT 1,00 

2 R/R GT 1,45  (0,59 - 3,59) 

3 R/R GG 2,26  (0,77 - 6,62) 

4 R/P TT 1,10  (0,43 - 2,16) 

5 R/P GT 1,33  (0,56 - 3,12) 

6 R/P GG 3,24  (1,25 - 8,39) 

7 P/P TT 2,62  (0,76 - 9,06) 

8 P/P GT 1,51  (0,57 - 3,98) 

9 P/P GG 6,01  (1,96 - 18,42) 

* OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 
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Nhận xét:   

         Bảng 3.15, tổ hợp các kiểu gen của hai đa hình nucleotid đơn TP53 

R72P và MDM2 309T>G, được sắp xếp theo trình tự tăng dần khả năng mắc 

bệnh theo lý thuyết. Kết hợp kiểu gen R/R của TP53-R72P và TT của 

MDM2-309T>G được coi là không có nguy cơ (OR = 1). Các kiểu gen kết 

hợp còn lại, lần lượt so sánh với kiểu gen không nguy cơ trên. Kết quả cho 

thấy, khả năng mắc bệnh tăng cao một cách có ý nghĩa khi kết hợp hai kiểu 

gen nguy cơ cao nhất của SNP TP53 R72P và MDM2 309T>G, (P/P + GG). 

Tỷ xuất OR = 6,01, 95%, CI (1,96 - 18,42). Sự kết hợp hai kiểu gen này, đã 

làm tăng khả năng mắc bệnh hơn rất nhiều so với khi chúng đứng riêng rẽ (so 

với bảng 3.9 và 3.13). Ngoài ra, kết quả tại bảng 3.15 còn cho thấy, sự kết 

hợp hai kiểu gen R/P của TP53 R72P và GG của SNP MDM2 309T>G cũng 

tăng có ý nghĩa khả năng mắc bệnh, OR = 3,24, 95%, CI (1,25 - 8,39). 

3.4.2. Kiểu gen TP53-R72P và MDM2-309T>G với nhiễm HBV 

Trong nghiên cứu này, sự kết hợp giữa các kiểu gen TP53 R72P và 

MDM2 309T>G và tình trạng nhiễm HBV với nguy cơ ung thư tế bào gan 

được phân tích và đánh giá cho kết quả như sau:  

Bảng 3.16. So sánh nguy cơ mắc UTTBGNP của các kiểu gen và HBV 

Yếu tố nguy cơ OR* CI (95%) 

TP53-P72P 1,77 (1,03 - 3,14) 

MDM2-309GG 2,77 (1,56 - 4,94) 

HBV (+) 11,67 (7,48 - 18,23) 

 * OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 
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Nhận xét:  

         Qua bảng 3.15 cho thấy, khả năng mắc UTTBGNP của người nhiễm 

HBV so với người không nhiễm HBV cao hơn rất nhiều so với khả năng mắc 

bệnh của các kiểu gen TP53 R72P và MDM2 309T>G. 

Bảng 3.17. Kiểu gen TP53, MDM2 và nhiễm HBV trong khả năng  

mắc UTTBGNP 

Đa h nh kiểu gen 
Có HBV Không HBV 

OR* CI (95%) OR* CI (95%) 

TP53 

R72P 

R72R 1,00  1,00  

R72P 1,43 (0,51 – 4,01) 1,07 (0,95 – 3,31) 

P72P 3,23 (1,12 – 9,45) 1,39 (0,99 – 2,71) 

MDM2 

309T>G 

TT 1,00  1,00  

TG 1,63 (0,72 – 3,69) 1,04 (0,50 – 1,64) 

GG 4,38 (1,26 – 15,30) 2,28 (1,18 – 4,41) 

* OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

Nhận xét:  

         Kết quả tại bảng 3.17 cho thấy, kiểu gen của hai SNP TP53 R72P và 

MDM2-309T>G có liên quan với nguy cơ mắc UTTBGNP của người nhiễm 

virus HBV. Đặc biệt là kiểu gen GG của SNP MDM2 309T>G làm tăng khả 

năng mắc bệnh của những người nhiễm HBV lên một cách rất có ý nghĩa, OR 

= 4,38, 95%, CI (1,26 – 15,30). Các kiểu gen của SNP TP53 R72P cũng tăng 

khả năng mắc bệnh cho người nhiễm HBV, tuy nhiên không rõ rệt như SNP 

MDM2 309T>G. 
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       Khi so sánh giữa nhóm nhiễm HBV với nhóm không nhiễm HBV, thấy 

có sự khác biệt tỷ xuất OR của các kiểu gen TP53 và MDM2 309T>G. Nhiễm 

HBV làm tăng khả năng mắc UTTBGNP của các kiểu gen.  

3.4.3. Tương quan giữa các kiểu gen TP53 R72P và MDM2 309T>G với 

một số yếu tố nguy cơ UTTBGNP khác 

3.4.3.1. Tuổi  

        Nhiều nghiên cứu đã khẳng định, tuổi cao làm tăng nguy cơ của ung thư 

tế bào gan nguyên phát. Nếu lấy > 40 tuổi là một nguy cơ mắc ung thư tế bào 

gan nguyên phát, vậy nguy cơ mắc bệnh của người trên 40 so với các kiểu gen 

có nguy cơ cao nhất của gen TP53 và MDM2. 

Bảng 3.18. So sánh nguy cơ mắc UTTBGNP của các kiểu gen  

và độ tuổi >40 

Yếu tố nguy cơ OR* CI (95%) 

TP53-P72P 1,77 (1,03 - 3,14) 

MDM2-309GG 2,77 (1,56 - 4,94) 

> 40 tuổi 2,26 (1,33 - 2,86) 

   * OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

Nhận xét: Khả năng mắc UTTBGNP của người trên 40 tuổi cao hơn so với 

người dưới 40 tuổi là 2,26 lần CI (1,33 – 2,86). Nguy cơ mắc bệnh từ độ tuổi 

hơn 40, cao hơn nguy cơ từ các kiểu gen P/P cau SNP TP53 P72P, nhưng lại 

thấp hơn kiểu gen GG của SNP MDM2 309GG.  
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3.4.3.2. Phân bố kiểu gen theo giới  

Trong nghiên cứu này tỷ lệ nam/nữ trong nhóm bệnh nhân UTTBGNP 

là 5,8/1. Liên quan giữa kiểu gen, giới và nguy cơ UTTBGNP như sau: 

Bảng 3.19. Tỷ lệ phân bố kiểu gen SNP R72P gen TP53 và 309T>G gen 

MDM2 theo giới trong nhóm bệnh nhân UTTBGNP 

 

Kiểu gen   

Nam Nữ  

p 

n % n % 

SNP 

R72P 

gen TP53 

P72P 64 26,8 10 24,4 
 

 

0,8 R72P 109 45,6 21 51,2 

R72R 66 27,6 10 24,4 

SNP 

309 T>G 

gen 

MDM2 

TT 53 22,2 9 22,0 
 

 

0,1 TG 121 50,6 15 36,6 

GG 65 27,2 17 41,5 

 

Nhận xét: Không thấy có sự khác biệt tỷ lệ phân bố kiểu gen TP53 R72P và 

MDM2 309T>G giữa hai giới trong nhóm bệnh nhân ung thư bào gan. Các 

kiểu gen TP53 và MDM2 không ảnh hưởng đến việc nam mắc UTTBGNP 

nhiều hơn nữ trong nhóm đối tượng nghiên cứu. 

3.4.3.3. Kiểu gen TP53 R72P, MDM2 309T>G với tình trạng xơ gan. 

  Mối liên quan giữa kiểu gen TP53 R72P và MDM2 309T>G và xơ gan 

với nguy cơ UTTBGNP được phân tích, kết quả thể hiện trong bảng sau:  
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Bảng 3.20. Tỷ lệ phân bố kiểu gen SNP R72P và MDM2 309T>G  

giữa bệnh nhân UTTBGNP có và không có xơ gan 

 

Kiểu gen 

Có xơ gan Không xơ gan 
 

p 
n % n % 

TP53 

R72P 

R72R 53 27,3 23 26,7 

0,4 R72P 94 48,5 36 41,9 

P72P 47 24,2 27 31,4 

MDM2 

309T>G 

TT 38 19,6 24 27,9 

0,03 TG  104 53,6 32 37,2 

GG 52 26,8 30 34,9 

 

 

Nhận xét: Không có sự khác biệt có ý nghĩa, tỷ lệ kiểu gen của SNP TP53-

R72P và MDM2 309T>G, giữa nhóm bệnh nhân UTTBGNP có xơ gan và 

không có xơ gan. Các kiểu gen TP53-R72P và MDM2-309T>G không liên 

quan đến với tình trạng xơ gan ở nhóm đối tượng nghiên cứu. 
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3.4.3.4 Kiểu gen TP53 R72P, MDM2 309T>G với nồng độ AFP 

Bảng 3.21. Kiểu gen TP53 R72P và MDM2 309T>G và n ng độ AFP 

AFP 
Kiểu gen TP53-R72P Kiểu gen MDM2-309T>G 

p 

R72R R72P P72P TT TG GG 

Median 109 538 656 346 236 617 
0,2* 

0,07** 

< 400ng/ml 39 61 33 29 74 34 
0,3* 

0,1** 
> 400ng/ml 25 64 39 29 55 44 

 * So sánh giữa các kiểu gen TP53 
 
** So sánh giữa các kiểu gen MDM2 

Nhận xét:  

Không có sự các biệt có ý nghĩa, tỷ lệ kiểu gen của hai SNP TP53 R72P 

và MDM2 309T>G, giữa hai nhóm bệnh nhân ung thư tế bào gan có AFP> 

400 và nhỏ hơn 400ng/ml. Khi so sánh trung vị của nồng độ AFP của các kiểu 

gen TP53-R72P và MDM2-309T>G cũng không thấy có sự khác biệt có ý 

nghĩa. Các kiểu gen TP53 và MDM2 không có liên quan đến nồng độ AFP 

của bệnh nhân UTTBGNP trong nhóm đối tượng nghiên cứu. 

3.4.3.5. Kiểu gen TP53 R72P và MDM2 309T>G với nhiễm HCV 

  So sánh tương quan nguy cơ UTTBGNP của HCV với các kiểu gen 

TP53 R72P và MDM2 309T>G được thể hiện qua bảng sau: 
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Bảng 3.22. So sánh các kiểu gen và nhiễm HCV 

Yếu tố nguy cơ OR* CI (95%) 

TP53-P72P 1,77 (1,03 - 3,14) 

MDM2-309GG 2,77 (1,56 - 4,94) 

HCV 7,15 (2,10 - 24,3) 

* OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

3.4.3.6. Kiểu gen TP53 R72P, MDM2 309T>G với nghiện rượu 

Liên quan giữa kiểu gen TP53 R72P, MDM2 309T>G và tình trạng lạm 

dụng rượu bia với nguy cơ mắc UTTBGNP được thể hiện trong bảng sau: 

Bảng 3.23. So sánh nguy cơ mắc UTTBGNP của các kiểu gen   

và nghiện rƣợu 

Yếu tố nguy cơ OR* CI (95%) 

TP53-P72P 1,77 (1,03 - 3,14) 

MDM2-309GG 2,77 (1,56 - 4,94) 

Nghiên rượu 3,72 (1,50 – 9,21) 

* OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

         Qua kết quả bảng 3.23, người nghiện rượu có khả năng mắc UTTBGNP 

cao hơn người không nghiện rượu 3,72 lần. Tỷ xuất OR của nghiện rượu cao 

hơn cả hai kiểu gen nguy cơ cao là TP53-P72P và MDM2-309GG. 
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Bảng 3.24. Tỷ lệ phân bố kiểu gen SNP R72P và MDM2 309T>G giữa 

bệnh nhân UTTBGNP có và không có nghiện rƣợu 

 

Kiểu gen Nghiện rƣợu Không nghiện rƣợu 

 

p 

n % n % 

TP53 

R72P 

R72R 9 39,1 65 25,3 

0,07 R72P 10 43,5 120 46,7 

P72P 4 17,4 72 28,0 

MDM2 

309T>G 

TT 6 26,1 56 21,8 

0,2 TG  14 60,9 122 47,5 

GG 3 13,0 79 30,7 

Nhận xét:  

Không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa, tỷ lệ kiểu gen giữa hai nhóm 

bệnh nhân UTTBGNP có nghiện rượu và không có nghiện rượu. Hay các kiểu 

gen của SNP TP53 R72P và MDM2 309T>G không liên quan đến khả năng 

mắc UTTBGNP của những người nghiện rượu trong nhóm đối tượng 

nghiên cứu. 
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Bảng 3.25. So sánh nguy cơ mắc UTTBGNP của các kiểu gen TP53, 

MDM2 và các yếu tố nguy cơ  

Yếu tố nguy cơ OR* CI (95%) 

Nam giới 1,35 (0,78 – 2,30) 

> 40 tuổi 2,26 (1,33 - 2,86) 

HBV (+) 11,67 (7,48 - 18,23) 

HCV (+) 7,15 (2,10 - 24,3) 

Nghiện rượu 3,72 (1,50 – 9,21) 

TP53-72P/P 1,77 (1,03 - 3,14) 

MDM2-309GG 2,77 (1,56 - 4,94) 

* OR được điều chỉnh từ các biến: tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu, theo mô 

hình hồi quy logistic đa biến. 

Nhận xét:  

Tình trạng xơ gan và nồng độ AFP không xác định trên nhóm chứng nên 

không đánh giá được tỷ xuất OR. Giới tính nam so với nữ cho kết quả không 

có ý nghĩa vì sự tương đồng tỷ lệ giới của nhóm chứng và nhóm bệnh. HBV 

là nguy cơ mắc UTTBGNP cao nhất. 
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Chƣơng 4 

BÀN LUẬN 

 

Bệnh ung thư nói chung và ung thư tế bào gan nguyên phát, đang là một 

vấn đề thời sự trong nghiên cứu y học. Những số liệu gia tăng tỷ lệ mắc, tỷ lệ 

tử vong do căn bệnh quái ác này, đang được liên tục công bố, tạo nên sự bức 

thiết phải tìm ra những công cụ chẩn đoán sớm hiệu quả, hay tầm soát được các 

yếu tố nguy cơ gây bệnh. Việc phát hiện sớm và phòng ngừa, vẫn là một 

hướng đi đúng đắn, nhằm ngăn ngừa sự hình thành và phát triển ung thư cũng 

như giảm thiểu tối đa những mất mát về người và thiệt hại về kinh tế trong 

điều trị bệnh. Trong chiến lược tầm soát các yếu tố nguy cơ gây bệnh, di 

truyền học ngày càng chiếm một vị trí quan trọng. Gần đây, một trong những 

hướng nghiên cứu rất đáng chú ý, đó là nghiên cứu về nhóm gen ức chế ung 

thư (tumor suppressor gene). Nhóm gen này, thông qua các con đường tín 

hiệu nội bào kiểm soát sự phát sinh, phát triển ung thư. Sự khác biệt trong 

trình tự nucleotid (SNP) của những gen này, có thể ảnh hưởng đến sự đáp ứng 

của tế bào với các tác nhân gây bệnh, hóa chất, thuốc, vacxin, stress….. So 

sánh các vùng gen giữa các nhóm người với nhau (chẳng hạn giữa nhóm 

người bị bệnh và không bị bệnh), sẽ xác định được mối liên quan giữa SNP 

với sự hình thành và phát triển của ung thư. Từ đó có thể ứng dụng các SNP 

này như là một marker tầm soát nguy cơ mắc ung thư. Đây cũng là mục đích 

cao nhất của đề tài nghiên cứu này.  

4.1. Đặc điểm nhóm đối tƣợng nghiên cứu 

Tuổi của nhóm nghiên cứu: Nhóm nghiên cứu bao gồm 280 bệnh nhân 

UTTBGNP có độ tuổi trung bình là 57 ± 11,6 năm. Người trẻ nhất là 23 tuổi. 

Người cao tuổi nhất là 82 tuổi. Độ tuổi hay gặp nhất là 60. Tỷ lệ gặp cao nhất 
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là độ tuổi từ 40 đến 60. Tỷ lệ mắc bệnh tăng dần theo tuổi và giảm dần từ lứa 

tuổi 60. Ngoài ra, trong nghiên cứu của chúng tôi còn thấy, độ tuổi 40 trở đi 

bắt đầu ghi nhận, sự tăng lên nhanh chóng tỷ lệ mắc bệnh. Ghi nhận của 

chúng tôi cũng khá giống với một số nghiên cứu trong nước và nước ngoài. 

Tác giả Lê Minh Huy năm 2012, khi tổng kết 313 bệnh nhân ung thư tế bào 

gan nguyên phát cho thấy, độ tuổi trung bình mắc bệnh là 54.8±12.9, khoảng 

tuổi mắc bệnh là từ 11-84 [157]. Tại Trung Quốc, nghiên cứu của Zhang JY 

và cộng sự ghi nhận độ tuổi trung bình của bệnh nhân là 51.9±12.5, khoảng 

tuổi mắc bệnh là 17-86 tuổi [158]. Tuổi mắc bệnh thay đổi theo từng vùng địa 

lý khác nhau. Tuổi trung bình mắc bệnh của Mỹ, châu Âu khoảng 60 tuổi, ở 

châu Á tuổi mắc bệnh trẻ hơn, khoảng 50 tuổi. Điều này có thể lý giải bằng sự 

khác nhau của cơ cấu bệnh tật cũng như tình trạng nhiễm HBV, HCV. Những 

vùng có tỷ lệ mắc virus viêm gan cao thì tuổi mắc bệnh thường giảm hơn. Ở 

Việt Nam UTTBGNP thường gặp ở lứa tuổi 50-60 tuổi [4],[23],[157]. Tuy sự 

khác biệt không nhiều, nhưng độ tuổi trung bình của nhóm bệnh nhân ung thư 

chúng tôi thu được, cao hơn các nghiên cứu của các tác giả trước đó. Điều này 

có thể lý giải, do chúng tôi lựa chọn các bệnh nhân một cách ngẫu nhiên, mà 

không chú ý đến kiểm soát tuổi bắt đầu khởi phát bệnh.       

Giới tính của nhóm nghiên cứu: Trong 280 bệnh nhân ung thư tế bào 

gan có 239 bệnh nhân nam (85,4%) và 41 bệnh nhân nữ (14,6%). Tỷ lệ nam/ 

nữ  là 5,8/1. Kết quả cho thấy tỷ lệ mắc ung thư tế bào gan nguyên phát ở nam 

giới cao hơn nữ giới. Mặc dù đã cố gắng lựa chọn một nhóm chứng có tỷ lệ 

giới tính tương đồng, để phù hợp với thiết kế nghiên cứu, nhưng sự khác biệt 

tỷ lệ nam nữ giữa hai nhóm bệnh nhân ung thư gan và nhóm chứng vẫn tiệm 

cận mức có ý nghĩa (p = 0,06). Số liệu này, một lần nữa chứng minh nam giới 

mắc bệnh UTTBGNP nhiều hơn nữ. Kết quả của chúng tôi cũng không nhiều 

khác biệt so với số liệu của Lê Minh Huy (3,4/1) [157]. Tuy nhiên một nghiên 
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cứu của Lauwers GY và cộng sự ở người châu Âu thì tỷ lệ nam nữ lại thấp 

hơn nhiều so với ghi nhận của chúng tôi (2,3/1) [159]. Sự khác biệt cũng là dễ 

hiểu khi cơ cấu bệnh tật khác nhau, các yếu tố nguy cơ chính gây bệnh cũng 

khác nhau. 

Nghiện rượu là một yếu tố nguy cơ được hàng đầu tại Việt Nam. Trong 

thiết kế bệnh án nghiên cứu của mình, chúng tôi ghi nhận là có hay không 

tình trạng lạm dụng bia rượu kéo dài. Nếu chẩn đoán nghiện rượu phải có các 

tiêu chuẩn chẩn đoán xác định (theo bộ tiêu chuẩn chẩn đoán ICD 10). Thực 

tế, thông tin mà nghiên cứu quan tâm chỉ là việc cơ thể bệnh nhân đã phải tiếp 

xúc với lượng bia rượu lớn, liên tục và kéo dài trong nhiều năm. Kết quả 

trong số 280 bệnh nhân UTTBGNP có 23 trường hợp (8,2%) sử dụng rượu 

bia số lượng >80g/ngày, trong nhiều năm liên tục. Tất cả đối tượng được ghi 

nhận là có lạm dụng rượu bia đều là nam giới, điều này là một trong những 

nguyên nhân làm cho tỷ lệ mắc ung thư gan ở nam cao hơn nữ. Sử dụng phân 

tích hồi quy đa biến, chúng tôi thấy khả năng mắc UTTBGNP của người 

nghiện rượu cao hơn khoảng 3,72 lần (bảng 3.24). Kết quả này thấp hơn một 

số nghiên cứu khác. Pagltaro và cộng sự thông báo nguy cơ UTTBGNP cao 

gấp 13 lần ở những bệnh nhân xơ gan uống rượu nhiều so với những bệnh 

nhân xơ gan không uống rượu [26]. Nghiên cứu của Nguyễn Thị Kim Hoa và 

cộng sự năm 2010 ở miền trung Việt Nam cho thấy, bệnh nhân có tiền sử 

uống rượu có nguy cơ bị UTTBGNP cao gấp 7 lần so với người không [5]. 

Nhiễm virus viêm gan B là một yếu tố nguy cơ gây ung thư tế bào gan 

nguyên phát hàng đầu trên thế giới. Việt Nam nằm trong vùng dịch tễ có tỷ lệ 

nhiễm virus viêm gan B khá cao. Chính vì vậy, HBV là yếu nguy cơ đầu tiên 

cần phải tính đến trong tìm hiểu nguyên nhân gây bệnh. Trong 280 bệnh nhân 

UTTBGNP nghiên cứu, thì có 171 bệnh nhân nhiễm HBV, chiếm tỷ lệ 

(61,0%). Đây là một tỷ lệ khá cao. Tuy nhiên, kết quả của chúng tôi còn thấp 
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hơn với một số nghiên cứu trong và ngoài nước. Tác giả Lê Minh Huy đưa ra 

tỷ lệ 66,1% nhiễm HBV trong số những bệnh nhân ung thư tế bào gan nguyên 

phát [157]. Theo các số liệu của Cougot và cộng sự, trong các yếu tố nguy cơ 

chính gây UTTBGNP, thì tình trạng viêm gan virút B là yếu tố quan trọng 

nhất, chiếm khoảng 70% các trường hợp ung thư tế bào gan [30]. Phân tích 

hồi quy đa biến chúng tôi thấy, khả năng mắc ung thư của những người nhiễm 

HBV cao gấp 11,67 lần người không mắc (bảng 3.16). Tỷ xuất chênh nghiên 

cứu thu được, một lần nữa khẳng định HBV là một nguy cơ của UTTBGNP 

tại Việt Nam. Nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Kim Hoa và cộng sự năm 

2010 chỉ ra, những bệnh nhân có tiền sử viêm gan virus B có nguy cơ bị 

UTTBGNP cao gấp 6,64 lần so với nhóm chứng [5]. Một số nghiên cứu thống 

kê cộng dồn (meta-analysis) dựa trên nhiều nghiên cứu đơn lẻ, tại nhiều quốc 

gia, nhiều chủng tộc khác nhau, với một cỡ mẫu lên đến hàng chục nghìn cho 

thấy, nguy cơ mắc UTTBGNP của người nhiễm HBV là khá cao, khoảng 15,6 

đến 20,4 lần so với người bình thường [31],[32].  

Nhiễm virus viêm gan C là một nguy cơ rất lớn gây ung thư tế bào gan. 

Tuy có tỷ lệ mắc thấp hơn HBV nhưng virus viêm gan C nguy hiểm hơn vì tỷ 

lệ chuyển mạn tính rất cao, khoảng hơn 80%. Chuyển mạn tính lại đồng hành 

cùng với những biến đổi ung thư hoá tại tế bào gan. Ngoài ra, HCV còn nguy 

hiểm vì bệnh hầu như không có biểu hiện gì rõ rệt, không bao giờ có thể tối 

cấp. Nhiều người chỉ biết mình nhiễm virus khi đã bị xơ gan, ung thư gan. 

Trong nhóm bệnh nhân UTTBGNP chúng tôi ghi nhận 12 (4,6%) trường hợp 

nhiễm HCV. Đây là một tỷ lệ thấp hơn so với các nghiên cứu khác trên thế 

giới. Các nghiên cứu lớn tại châu Âu, tìm thấy 40-44% số bệnh nhân bị 

UTTBGNP có nhiễm HCV [37],[38]. Một nghiên cứu khác tại Nhật Bản, cho 

kết quả là 80-90% số ca UTTBGNP có viêm gan C mạn tính [39]. Ngoài các 

nguyên nhân về vùng dịch tễ khác nhau của HCV thì hạn chế của phương pháp 
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thu thập số liệu chỉ dựa vào hồi cứu bệnh án và phỏng vấn bệnh nhân cũng 

được tính đến. Phân tích nguy cơ UTTBGNP thông qua tỷ xuất OR, chúng tôi 

thấy một nguy cơ mắc bệnh cao hơn 7,15 lần của tình trạng nhiễm HCV ở 

nhóm nghiên cứu. Kết quả này cũng thấp hơn các nghiên cứu trên thế giới. Một 

nghiên cứu tại Nhật Bản, Donato và cộng sự đã thực hiện một phân tích cộng 

dồn, dựa trên số liệu thu được từ 21 nghiên cứu bệnh chứng đã thực hiện. Kết 

quả cho thấy, nguy cơ ung thư tế bào gan nguyên phát cao gấp 17 lần ở những 

người nhiễm HCV so với người bình thường làm chứng [40]. Virus viêm gan C 

đang mang lại nguy cơ UTTBGNP nghiêm trọng hơn ở các nước phát triển. 

Xơ gan được xem như tình trạng tiền ung thư gan. Phần lớn UTTBGNP 

phát triển trên nền gan xơ. Xơ gan càng nặng thì khả năng UTTBGNP càng 

cao. Đã có nhiều nghiên cứu tiến hành trên thế giới cũng như tại Việt Nam 

đều kết luận, có một tỷ lệ lớn UTTBGNP phát triển trên nền gan xơ. Nghiên 

cứu của Okuda (2007) và Nordenstedt (2010) cho thấy tỷ lệ này là khoảng 

70%-90% [21],[22]. Ở Việt Nam, tỷ lệ này là khoảng 80%-90% [23]. Kết quả 

của chúng tôi có 194 bệnh nhân UTTBGNP có xơ gan, chiếm 69,3%. Đây là 

một tỷ lệ thấp hơn không đáng kể so với các nghiên cứu đã công bố. Tình 

trạng xơ gan không phải là một yếu tố nguy cơ gây ung thư tế bào gan, nhưng 

khả mắc bệnh là rất cao khi có xơ gan. 

AFP, là protein của huyết tương bào thai do gan, túi noãn hoàng sản 

xuất, có cấu trúc chuỗi giống với albumin. Mức bình thường của AFP là dưới 

10 ng/ml. AFP tăng cao trong máu là một nguy cơ rõ rệt mắc ung thư tế bào 

gan nguyên phát. Trên thực tế, chưa có một bằng chứng nào về mối liên hệ 

giữa AFP và các gen TP53 và MDM2. Trong nghiên cứu này, chúng tôi chỉ 

muốn đưa AFP vào cùng với các yếu tố nguy cơ khác để tạo nên một bức 

tranh tổng thể, nhiều góc nhìn về các nguy cơ UTTBGNP. Đây không hoàn 

toàn là một yếu tố nguy cơ của UTTBGNP, nhưng AFP cao hơn 400 ng/ml dự 
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đoán cho ung thư tế bào gan nguyên phát gan với độ đặc hiệu > 95%. Kết quả 

nghiên cứu của chúng tôi thu được có 143 trường hợp bệnh nhân UTTBGNP 

có AFP > 400 ng/ml chiếm 51,1%. Kết quả cho thấy, tỷ lệ AFP dưới 400ng/ml 

cũng rất nhiều. Điều này đồng nghĩa với có một số lượng đáng kế các trường hợp 

có AFP thấp hoặc bình thường nhưng vẫn được xác định là UTTBGNP.  

Nhóm chứng, được chúng tôi lựa chọn một cách cẩn thận để có các đặc 

điểm tương đối gần với nhóm bệnh. 267 mẫu chứng được chọn từ các bệnh 

nhân đến khám bệnh tại khoa khám bệnh bệnh viên Đa Khoa tỉnh Thanh Hoá. 

Độ tuổi trung bình là 56 ± 15,5. Tỷ lệ giới nam/nữ là 4,0/1. Do cơ cấu bệnh 

tật nên độ tuổi trung bình, tỷ lệ giới của nhóm chứng có thấp hơn nhóm 

UTTBGNP, nhưng khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Điều này 

đảm bảo điều kiện cần cho một nghiên cứu bệnh chứng. Tỷ lệ các yếu tố nguy 

cơ UTTBGNP được ghi nhận trong nhóm chứng ít hơn so với nhóm bệnh. 

Điều này cũng dễ hiểu, mặc dù chúng tôi đã phải lựa chọn tương đối cẩn thận 

Về bản chất, nghiên cứu này tìm sự khác biệt tỷ lệ kiểu gen TP53 và MDM2 

của nhóm người mắc UTTBGNP và không mắc UTTBGNP, trong điều kiện 

hai nhóm người này cùng có độ tuổi như nhau, tỷ lệ giới như nhau, có tỷ lệ 

phơi nhiễm với một số yếu tố nguy cơ như nhau. Tuy nhiên rất khó để tìm 

được một nhóm chứng có đầy đủ các đặc điểm như mong muốn. Trên thực tế 

nhóm chứng được lựa chọn một cách ngẫu nhiên trong các bệnh nhân đi khám 

bệnh định kỳ, khá phù hợp về độ tuổi và tỷ lệ giới với nhóm bệnh nhân ung 

thư gan. Còn các yếu tố nguy cơ sau đó được xác định là có hay không qua 

phỏng vấn. Ảnh hưởng từ sự khác biệt của các yếu tố nguy cơ giữa hai nhóm 

bệnh và chứng, đã được hạn chế bởi mô hình hồi quy logistic đa biến mà 

chúng tôi sử dụng để phân tích số liệu. 

Riêng tình trạng xơ gan và nồng độ AFP, nghiên cứu không tiến hành 

thu thập ở nhóm chứng. Bản chất đây không phải là các yếu tố nguy cơ gây 
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bệnh từ môi trường. Hơn nữa, phân biệt rạch ròi giữa xơ gan đơn thuần và xơ 

gan đã có ung thư hoá không phải là lúc nào cũng dễ dàng trên thực hành lâm 

sàng. Chính vì thế, chúng tôi không chọn những bệnh nhân có xơ gan vào 

nhóm chứng, để đảm bảo mục tiêu chính của nghiên cứu là so sánh tỷ lệ phân 

bố kiểu gen TP53 và MDM2 giữa người bị UTTBGNP và người bình thường 

đối chứng. 

4.2. Đa h nh kiểu gen TP53 

Con đường tín hiệu p53 được biết đến là một hệ thống các tín hiệu chi 

phối hàng loạt các hoạt động chức năng của tế bào. Các tín hiệu từ ngoại bào 

tác động lên các thụ thể làm hoạt hóa p53. Khi được hoạt hóa p53 điều hòa 

hoạt động của một loạt các gen và kiểm soát hoạt động chức năng của tế bào. 

P53 đóng vai trò quan trọng trong việc duy trì tính ổn định của bộ gen dưới 

tác động của các yếu tố có hại như sự thương tổn DNA, giảm ôxy huyết, rối 

loạn chuyển hóa hay tăng cường hoạt động của các gen sinh ung thư [10],[12] 

Nên bất kỳ sự biến đổi nào của TP53 đều tạo nên nguy cơ hình thành các 

dòng tế bào ung thư. Kể từ năm 1979 khi Crawford phát hiện ra cấu trúc 

TP53 thì đã có rất nhiều nghiên cứu hoàn chỉnh hiểu biết về TP53.  

Gần đây một trong các mảng nghiên cứu đáng chú ý là các đa hình thái 

đơn (SNPs) của TP53 liên quan đến nguy cơ mắc ung thư. Sau nghiên cứu 

của Catherine Whibley, công bố trên tạp chí Nature năm 2009, thì những 

SNPs quan trọng của TP53 đã được chỉ ra [11]. Hàng loạt nghiên cứu sau đó 

đã được công bố. Người ta tiến hành nghiên cứu trên nhiều loại hình ung thư 

và ở nhiều chủng tộc khác nhau. Tuy nhiên kết quả không nhất quán, có nhiều 

nghiên cứu khẳng định là có  liên quan, nhưng cũng có nghiên cứu đưa ra kết 

luận không có liên quan giữa các đa hình kiểu gen của TP53 và nguy cơ mắc 

ung thư. Trong nghiên cứu này, chúng tôi lần đầu đánh giá các SNP của TP53 
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ở người Việt Nam bị mắc ung thư tế bào gan nguyên phát so với người bình 

thường đối chứng.  

Nghiên cứu sử dung các kỹ thuật sinh học phân tử kinh điển, như phản 

ứng PCR, kỹ thuật enzym cắt giới hạn RFLP, kỹ thuật giải trình tự trực tiếp… 

Quy trình của các kỹ thuật này đã được chuẩn hoá và thực hiện thường quy tại 

Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein, Trường Đại học Y Hà Nội. Ngoài ra 

nhóm nghiên cứu cũng may mắn được tiếp cận với các máy móc trang thiết bị 

hiện đại, hoá chất của các hãng danh tiếng trên thế giới trong lĩnh vực sinh 

học phân tử. Chúng tôi đã tiến hành phân tích kiểu gen của hầu hết các SNP 

quan trong của gen TP53. 

Dup16 là đa hình kiểu gen đầu tiên của TP53 mà chúng tôi tiến hành 

phân tích. Đây là một đa hình được tạo bởi sự thêm đoạn 16bp vào phần 

không mã hoá thứ ba của gen TP53. Năm 2002, Gohrke S
 
W cùng cộng sự 

công bố 16 bp duplication có liên quan đến ung thư vú ở phụ nữ Đức [160]. 

Đây gần như là đa hình quan trọng đầu tiên được biết đến của gen TP53. Kết 

quả nghiên cứu cho thấy kiểu gen nguyên thuỷ A1A1 ít có khả năng mắc ung 

thư vú hơn kiểu gen A1A2 (OR = 1.3, 95% ,CI = 1.0-1.7) và kiểu gen A2A2 

OR=1.7 (95% CI 0.8-3.4). Về lý thuyết những người mang kiểu gen có thêm 

đoạn 16 base pair (alen A2) thì sự biểu hiện protein p53 trong tế bào ở mức 

thấp và có nguy cơ cao mắc ung thư. Điều này chứng tỏ rằng đa hình kiểu gen 

có khả năng thay đổi quá trình hoàn thiện các phân tử mRNA [11], [137].  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi lại cho thấy, tỷ lệ kiểu gen có thêm 

đoạn 16 bp (A2A2 và A1A2) gặp rất ít ở người Việt Nam. Đặc biệt kiểu gen 

đồng hợp A2A2 chỉ gặp một trường hợp trong tổng số 547 đối tượng nghiên 

cứu (0,2%). Đây là một bệnh nhân UTTBGNP, nam giới, 24 tuổi, có nhiễm 

HBV. Kiểu gen dị hợp A1A2 có 19 trường hợp chiếm 3,5% nhóm đối tượng 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang-Gohrke%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11927843
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nghiên cứu. Do tần xuất kiểu gen đột biến thấp nên chúng tôi không đánh giá 

sự khác biệt giữa nhóm bệnh và nhóm chứng, mà chỉ đáng giá được khả năng 

mắc bệnh của kiểu gen A1A2 so với kiểu gen A1A1. Kết quả cho thấy kiểu 

gen A1A2 có khả năng mắc bệnh cao hơn A1A1 OR =2,76, 95% CI (1,17-

2,37). Tuy nhiên, khi sử dụng mô hình phân tíc hồi quy đa biến, để loại trừ 

ảnh hưởng của các biến, tuổi, giới, HBV, HCV, nghiện rượu thì kết quả 

không có ý nghĩa, OR = 1,23 , 95%, CI (0,33-4,97). 

Gần đây nhất, C. Sagne và cộng sư năm 2013, đã tiến hành một nghiên 

cứu cộng dồn 25 nghiên cứu đã công bố thì kết quả cho thấy kiểu gen A2A2 

tăng nguy cơ mắc ung thư so với kiểu gen A1A1 (OR = 1.45, 95% ,CI = 

1.22–1.74) [161]. Tuy nhiên, nghiên cứu của C. Sagne cũng chỉ ra là có sự 

khác nhau giữa các chủng tộc. Ông phát hiện không liên quan đến ung thư ở 

người Ấn Độ, vùng Địa trung Hải và bắc Âu nhưng lại có  ý nghĩa ở người Mỹ 

gốc Caucasian. Những số liệu cũng cho thấy, đột biến thêm 16 bp không 

giống nhau giữa các loại hình ung thư. Kiểu gen A2A2 là yếu tố nguy cơ cho 

ung thư vú, ung thư đại tràng nhưng không có ý nghĩa trong ung thư phổi 

[161]. Kết quả của chúng tôi lại một lần nữa chứng minh yếu tố chủng tộc và 

loại hình ung thư phải được tính đến trong nghiên cứu các đa hình thái đơn 

của gen ức chế khối u TP53.  

D21D, P34P và P36P là các đa hình ở vùng hoạt hoá sao chép của gen 

TP53. Trong nghiên cứu của mình, Catherine Whibley có đề cập đến một khái 

niệm là silent TP53 polymorphisms [11]. Đây là khái niệm cho tập hợp các 

SNP nằm trên vùng mã hoá của TP53 nhưng không làm thay đổi trình tự acid 

amin. Sự thay thế nucleotid của các SNP này thường xảy ra ở vị trí thứ ba của 

bộ ba mã hoá. Trong nghiên cứu này, chúng tôi phân tích các silent SNP trên 

exon2 và exon4 của TP53. Đây là ba SNP không làm thay đổi trình tự acid 

amin, có các bộ ba mã hóa 21 (GAC→GAT), 34 (CCC → CCA) và 36 (CCG 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sagne%20C%5Bauth%5D
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→ CCT). Kết quả giải trình tự đoạn gen tương ứng, chúng tôi thấy một tỷ lệ 

lưu hành các kiểu gen hiếm là rất thấp trong quần thể nghiên cứu và phân bố 

tương đương cho cả nhóm bệnh và nhóm chứng. Cụ thể tại codon 21, 34, 36 

không gặp các biến thể có thay thế nucleotid. Về lý thuyết khi tần xuất nhỏ 

hơn 1, không được xếp là đa hình kiểu gen, mà chỉ là các đột biến thay thế 

nucleotid. Vậy với tần xuất thu được từ nghiên cứu, các SNP trên, có tồn tại ở 

người Việt Nam. Thực tế với cỡ mẫu nghiên cứu 547 đối tượng, bao gồm cả 

bị bệnh và không, chưa đủ để đại diện cho cộng đồng. Phải là một mô hình 

nghiên cứu dịch tễ gen cộng đồng, với cỡ mẫu lên đến hàng chục nghìn đối 

tượng, và có phân tầng dân số, có đại diện vùng miền, mới có thể khẳng định 

chắc chắn các SNP này có tồn tại ở người Việt hay không. Tuy nhiên, nếu 

những nghiên cứu tiếp theo đây khẳng định, các SNP này không tồn tại trong 

nền tảng di truyền của người Việt thì cũng hoàn toàn có thể hiểu được. Vì các 

đa hình nucleotid đơn có tính chủng tộc rất cao, trong khi chưa có một nghiên 

cứu nào ở người Việt Nam. 

Các silent SNP mặc dù không làm thay đổi trình tự acid amin nhưng 

cũng làm giảm sự biểu hiện của protein p53. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

các SNP này nằm tại vùng N-tận của p53 chứa vị trí tương tác của với MDM2 

và làm giảm khả năng dịch mã của TP53 mRNA [11] [138]. Điều này nói lên 

các silent SNP hoàn toàn có ảnh hưởng đến các đặc tính và chức năng sinh 

học của gen ức chế ung thư TP53. Tuy nhiên trên thực tế cũng chưa có nghiên 

cứu nào đánh giá sự liên quan giữa các SNP tại codon 21, 34, 36 của gen 

TP53 với nguy cơ ung thư trong đó có ung thư tế bào gan nguyên phát. 

Những số liệu mà chúng tôi thu được, với tỷ lệ các kiểu gen đột biến gặp rất 

thấp nên không thấy sự liên quan giữa codon 21, 34 và 36 với ung thư tế bào 

gan nguyên phát. Đây là một dữ liệu cần được tham khảo trước khi tiến hành 
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thiết kế các nghiên cứu tiếp theo về các đa hình nucleotid đơn của gen ức chế 

ung thư TP53. 

P47S là một SNP ít gặp, nằm ở vùng mã hoá thứ tư, phía đầu N-tận của 

gen TP53. Khi trình tự nucleotid thay đổi C >T ở vị trí đầu tiên của bộ ba mã 

hoá thứ 47, sẽ làm Prolin chuyển thành Serin, dẫn đến có thể thay đổi khả 

năng bám của p53 đối với đoạn trình tự đặc hiệu tại gen đích, thay đổi quá 

trình hoàn thiện, tính ổn định của protein cũng như thay đổi khả năng tương 

tác của p53 với các protein nội bào. Ngoài ra, khi allen p53-P47 được thay thế 

bởi alen p53-S47, sự phosphoryl hóa tại vị trí S46 bị giảm sút, làm giảm khả 

năng hoạt hoá p53, dẫn đến suy giảm tác động lên các gen đích của quá trình 

thực bào thực bào và tăng khả năng mắc ung thư [11],[139].  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, không gặp kiểu gen đột 

biến trong quần thể nhóm nghiên cứu. Thực tế các nghiên cứu về P47S trên 

thế giới là không nhiều. Đáng chú ý nhất là của Felley Bosco và cộng sự. 

Trong một nghiên cứu tại Mỹ ông đã công bố: tỷ lệ gặp kiểu gen đột biến thay 

thế nucleotid của SNP P47S TP53 là 4,7%. trên người Mỹ gốc Phi và 0% trên 

người gốc Caucasian [139]. Như vậy cũng giống như người Mỹ da trắng 

trong nghiên cứu của Felley Bosco, chúng tôi không gặp kiểu gen đột biến, 

mang allen TP53-S47 trong nhóm đối tượng nghiên cứu của mình. Kết quả 

này là một minh chứng nữa, cho thấy các đa hình nucleotid đơn không giống 

nhau giữa các chủng tộc. Để khẳng định chắc chắn SNP P47S có thực sư tồn 

tại ở người Việt không những cần những nghiên cứu cộng đồng quy mô lớn 

hơn rất nhiều. Đối tượng nghiên cứu của chúng tôi đều lấy từ môi trường 

bệnh viện. Với kết quả này, chúng tôi cũng không thấy sự liên quan của đa 

hình nucleotid đơn P47S của gen TP53 với nguy cơ ung thư tế bào gan 

nguyên phát. 
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V217M là một đa hình nucleotid đơn thuộc exon 6, vùng trung tâm của 

gen TP53. Đây là một vùng chức năng quan trọng của gen TP53. Vùng gắn 

kết với các DNA đích để thực hiện các chức năng sinh học của TP53. Protein 

p53 thực hiện được chức năng sinh học của mình bằng việc gắn kết vào một 

loạt các gen đích trong tế bào, từ đó kích thích hay ức chế quá trình sao chép 

của chúng. Khi có những thay đổi ở vùng này có thể làm giảm khả năng gắn 

kết DNA, và giảm chức năng ức chế ung thư của p53. Sự thay đổi trình tự này 

có thể ảnh hưởng đến một số các gen hạ nguồn quan trọng trong con đường 

tín hiệu p53. Các gen bị ảnh hưởng trực tiếp gồm có CDKN1A, BAX và 

PMAIP1. Đây là các gen liên quan đến chức năng kích hoạt apoptosis của 

TP53. Nghiên cứu trên mô hình chuột cho thấy biến thể p53-M217 làm tăng 

sự biểu hiện của những gen trên cao gấp nhiều lần biến thể p53-V217. Như 

vậy, kiểu gen p53-M217 có khả năng bảo vệ tế bào chống lại các tác nhân gây 

ung thư tốt hơn kiểu gen p53-V217. Tuy nhiên trên thực tế, SNP V217M của 

gen TP53 chưa được nghiên cứu nhiều ngoài phòng thí nghiệm. Kết quả của 

chúng tôi cho thấy, V217M là một SNP hiếm gặp ở người Việt. Cần có các 

nghiên cứu dịch tễ gen cộng đồng để khẳng định SNP này có tồn tại trong nền 

tảng di truyền người Việt hay chỉ là đột biến thay thế nucleotid. Với kết quả 

này chúng tôi cũng không thấy có liên quan giữa SNP V217M với ung thư tế 

bào gan nguyên phát. 

G360A là một đa hình nucleotid đơn ở khu vực tiếp giáp với các mối 

liên kết vùng C tận của p53. Đây là vùng có chức năng tạo cấu trúc bậc 4 của 

p53, vì vậy những đa hình gen tại codon này có thể ảnh hưởng tới chức năng 

tạo cấu trúc bậc 4 của protein p53. Biến thể 360 Alanin làm giảm sự biểu hiện 

của một số gen đích trong con đường tín hiệu p53, như yếu tố BAX, yếu tố 

điều hoà âm tính MDM2 và P53AIP, một protein có vai trò kích hoạt con 

đường apoptosis ty thể. Kết quả giải trình tự exon 10 của gen TP53, chúng tôi 



112 

không phát hiện sự khác biệt giữa hai nhóm bệnh và chứng, về đa hình kiểu 

gen G360A. Đây cũng là một SNP hiếm gặp nữa ở người Việt Nam.  

R72P là một đa hình nucleotid đơn, được biết đến nhiều nhất của gen 

TP53. Đây cũng là SNP của TP53, được nghiên cứu nhiều nhất trong ung thư. 

Codon 72 nằm giữa vùng hoạt hoá N tận và vùng gắn kết DNA (DBD) của 

TP53. Tuy không ảnh hưởng trực tiếp đến sự gắn kết DNA đích nhưng R72P 

có thể ảnh hưởng đến cấu trúc bậc 3 của phân tử protein p53, làm che phủ vị 

trí gắn của các gen đích trên vùng DBD. Ngoài ra, codon 72 cũng nằm trên 

vùng giàu prolin thuộc exon 4, vùng được cho là có liên quan đến chức năng 

apotosis của protein p53. Tại codon 72 tồn tại hai biến thể, bộ ba CGC mã 

hóa cho Arginin hoặc bộ ba CCC mã hóa cho Prolin. Biến thể Prolin (72P) 

làm giảm khả năng kích hoạt chết tế bào theo chương trình so với Arginin 

(72R). Hậu quả là biến thể 72R có khả năng bảo vệ tế bào tốt hơn biến thể 

72P trước các tác nhân gây ung thư [11].  

Chúng tôi đã sử dụng kỹ thuật enzym cắt giới hạn (RFLP) để phân tích 

đa hình kiểu gen này. Đây là một kỹ thuật đã được thực hiện thường quy tại 

trung tâm gen-protein trường đại học Y Hà Nội. Với các máy phân tích hiện 

đại và quy trình đã được chuẩn hoá, các kết quả còn được đối chiếu bằng giải 

trình tự trực tiếp exon 4 nên các số liệu đưa ra là đáng tin cậy. PCR-RFLP là 

một kỹ thuật sinh học phân tử thông dụng nhưng hiệu quả, tương đối dễ thực 

hiện và giá thành hợp lý.  

Trong tất cả các đa hình nucleotid đơn của gen TP53 mà chúng tôi phân 

tích, R72P có tỷ lệ các biến thể cân bằng nhất. Trong nhóm 547 đối tượng 

nghiên cứu, allen 72P chiếm 46,4% trong khi allen 72R chiếm 53,6%. Tỷ lệ 

các kiểu gen cũng cho thấy sự cân bằng P/P 26,4%; R/P 46,4%; R/R 27,1%. 

Kiểu gen đồng hợp P/P có tần xuất thấp hơn kiểu gen đồng hợp P/P. Kiểu gen 
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dị hợp R/P là gặp nhiều nhất. Với tỷ lệ các kiểu gen này, khó để phân định 

đâu là kiểu gen nguyên thuỷ đâu là kiểu gen hậu quả của đột biến thay thế 

nucleotid. Theo trình tự chuẩn trên gen bank hay theo tổng kết của Catherine 

Whebley, 72P mới là allen nguyên thuỷ [11]. Nhưng kết quả của chúng tôi lại 

cho thấy biến thể 72R mới vượt quá 50%. Vậy nên R72R có thể là kiểu gen 

nguyên thuỷ ở người Việt. Điều này cần phải kiểm chứng bằng các nghiên 

cứu khác nữa. Tuy nhiên, kết quả này cũng giống với các nghiên cứu khác tại 

đông Á như Nhật Bản, Đài Loan, Hàn quốc. Đây lại là một minh chứng nữa 

về tính chủng tộc của các đa hình nucleotid đơn. 

Đánh giá SNP R72P liên quan UTTBGNP, chúng tôi so sánh tỷ lệ các 

kiểu gen giữa nhóm bệnh nhân ung thư gan và nhóm chứng. Kết quả cho thấy, 

nhóm bệnh nhân UTTBGNP có tỷ lệ các kiểu gen P72P, R72P, R72R lần lượt 

là 26,4%; 46,4%; 27,1%. So với nhóm chứng có tỷ lệ 16,9%; 52,45; 30,7%. 

Tỷ lệ kiểu gen của hai nhóm có một sự khác biệt có ý nghĩa (p = 0,02). Kiểu 

gen P/P gặp nhiều hơn ở nhóm bệnh, trong khi kiểu gen R/R gặp nhiều hơn ở 

nhóm chứng. Kết quả này cho thấy một mối liên quan giữa các kiểu gen của 

SNP R72P với khả năng mắc UTTBGNP.  

Để đánh giá khả năng mắc ung thư tế bào gan nguyên phát của các kiểu 

gen TP53-R72P, nghiên cứu sử dụng tỷ xuất chênh OR với khoảng tin cậy ở 

mức ý nghĩa 95%. Tỷ xuất OR được điều chỉnh bởi các biến tuổi, giới, HBV, 

HCV, nghiện rượu. Kết quả tại bảng 3.9 cho thấy, kiểu gen P/P có khả năng 

mắc UTTBGNP cao hơn kiểu gen R/R một cách có ý nghĩa. OR = 1,77; 95%; 

CI (1,03 – 3,14). Phân tích riêng rẽ allen cho thấy: allen 72P có khả năng mắc 

bệnh cao hơn allen 72R. Nhưng không có ý nghĩa thống kê. OR = 1,24; CI 

(0,78 - 3,45). Nếu xác định kiểu hình có liên quan đến UTTBGNP và tăng 

khả năng mắc bệnh mang tính trội, thì P là allen trội và R là lặn. Khi tổ hợp 

các kiểu gen theo mô hình lặn (R72R   R72P) thấy, người mang kiểu gen 
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đồng hợp trội P72P có khả năng mắc bệnh cao hơn 1,77 lần, CI (1,08 - 2,86) 

so với người mang hai kiểu gen còn lại. Tuy nhiên khi kết hợp mô hình trội 

(P/P   P/R) so với kiểu gen lặn R/R, không thấy có ý nghĩa thống kê.  

So sánh với một số nghiên cứu khác, như của Yoon.Y.J và cộng sự tại 

Hàn Quốc thì kiểu gen P72P có nguy cơ mắc ung thư tế bào gan cao hơn 

R72R. OR = 2.1, 95% CI (1.25-3.24) [151]. Valeria Di Vuolo nghiên cứu ở 

người Italia, kết quả ghi nhận thì kiểu gen P/P có nguy cơ mắc ung thư tế bào 

gan cao hơn R/R. OR=3.56, 95% CI (1.3-9.7) [147]. Tại Châu Phi, vùng dịch 

tễ nhiễm virus viêm gan B và có tỷ lệ mắc UTTBGNP cao, cũng có các 

nghiên cứu SNP R72P trong UTTBGNP. Nghiên cứu của Ezzikouri năm 

2007 tại vùng Bắc Phi cho thấy, kiểu gen P72P làm tăng nguy cơ mắc bệnh 

lên 2,3 lần. OR = 2.304 (95% CI 1.014-5.234). Điều quan trọng là khi ông so 

sánh giữa các giới cho thấy, kiểu gen P72P làm tăng nguy cơ cao hơn ở nữ so 

với nam giới. OR = 4.4; 95% CI, 1.18-16.42 so với OR = 1,57 ở nam [143]. 

Ngược lại với nghiên cứu này, một sự tìm kiếm ở người Thổ Nhĩ Kỳ lại cho 

một kết quả rất khác. Nguy cơ kiểu gen P72P mang lại cho nam giới nguy cơ 

mắc UTTBGNP cao hơn và có ý nghĩa hơn nữ. OR = 3.01, (95% CI: 1.14–

7.97, P = 0.03) [144]. Tại Việt Nam đã có nghiên cứu của Nguyễn thu Thuý 

và cộng sự công bố trên Tạp chí nghiên cứu y học. Khi nghiên cứu TP53 

R72P ở 100 bệnh nhân ung thư phổi và 100 người đối chứng thì tác giả đưa 

kết luận là chưa thấy liên quan giữa tỷ lệ mắc ung thư phổi và SNP R72P 

[162]. Tuy nhiên, chúng tôi thấy ngoài khác nhau do ở hai loại hình ung thư, 

thì việc chúng tôi làm trên một lượng mẫu lớn hơn nhiều so với Nguyễn thu 

Thuý cũng mang lại các thông tin khác biệt hơn. Hơn nữa, chúng tôi cũng cho 

rằng việc chọn lựa nhóm chứng một cách cẩn thận cũng hết sức quan trọng. Ít 

nhất cũng phải tương đương về độ tuổi và tỷ lệ giới với nhóm bệnh, vì các 
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loại hình ung thư như ung thư Gan, Phổi có tỷ lệ mắc rất khác biệt ở độ tuổi 

và giữa hai giới.  

Sự không đồng nhất về kết quả nghiên cứu SNP R72P liên quan đến 

ung thư, đã được đưa ra bàn luận thời gian gần đây. Trong nghiên cứu tại Đài 

Loan, vùng lãnh thổ có tỷ lệ mắc ung thư gan cao liên quan HBV, người ta đã 

tìm kiếm sự liên quan giữa R72P và ung thư tế bào gan, trong 80 bệnh nhân 

[142]. Kết quả thu được không như mong đợi, biến thể 72P không làm tăng 

nguy cơ mắc UTTBGNP. Tuy nhiên, tại Trung Quốc, quốc gia có cùng nguồn 

gen di truyền dân tộc Hán như Đài Loan, và cũng thuộc vào số các nước có tỷ 

lệ nhiễm HBV lớn nhất thế giới, khi nghiên cứu ở 507 bệnh nhân mắc 

UTTBGNP và 541 đối chứng, kết quả đã có nhiều khác biệt so với nghiên 

cứu trước đó tại Đài Loan. Số liệu ghi nhận từ nghiên cứu cho thấy, SNP 

R72P liên quan đến UTTBGNP. Cụ thể, allen 72P làm tăng nguy cơ mắc 

bệnh hơn so với allen 72R, OR = 1.19 (95% CI 1.00-1.41). Kiểu gen đồng 

hợp tử P72P tăng nguy cơ gấp 1,79 lần so với kiểu gen nguyên thuỷ R72R. 

OR = 1.7 (P = 0.03). Khi kết hợp các kiểu gen lại cho thấy, mô hình P72P + 

R/P tăng nguy cơ mắc bệnh hơn kiểu gen đồng hợp R72R [16]. Sự khác biệt 

còn cần phải kiểm chứng bằng những nghiên cứu được thiết kế bài bản, 

nhưng một điều dễ nhận thấy là cỡ mẫu của nghiên cứu tại Trung Quốc đã lớn 

hơn rất nhiều so với nghiên cứu trước đó tại Đài Loan. Đây là điều kiện để 

các nghiên cứu bệnh chứng về SNP đưa ra các số liệu thuyết phục. 

Trong nghiên cứu này, để phân tích sâu hơn về SNP R72P liên quan 

đến UTTBGNP, chúng tôi so sánh độ tuổi trung bình giữa các kiểu gen trong 

nhóm bệnh nhân ung thư gan. Kết quả thu được cũng rất đáng chú  ý. Khi so 

sánh tuổi trung bình các nhóm bệnh nhân mang ba kiểu gen của SNP R72P, 

thì phát hiện kiểu gen nguyên thuỷ R72R có độ tuổi trung bình cao nhất (60,8 

± 10,2), nhóm bệnh nhân mang kiểu gen P/P có độ tuổi trung bình thấp nhất 
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(53,1 ± 14,3). Kiểu gen đồng hợp P72P đã làm ung thư tế bào gan xuất hiện 

sớm hơn là 7.7 năm ( p = 0.01) so với kiểu gen nguyên thuỷ R/R. Kết quả này 

cũng cố thêm cho thực tế là R72P làm tăng nguy cơ ung thư tế bào gan 

nguyên phát. 

Từ tất cả các kết quả phân tích đa hình kiểu gen của TP53 đã thu được, 

chúng tôi thấy, các SNP dup16, D21D, P34P, P36P, P47S, V217M, G360A, 

có tỷ lệ gặp rất ít. Có thể gọi đây là các SNP hiếm gặp ở người Việt Nam. Để 

có số liệu đủ để phân tích nguy cơ mắc ung thư thì số lượng mẫu phải nhiều, 

như các nghiên cứu trong cộng đồng thì mới mang lại các thông tin có ý 

nghĩa. Riêng R72P, kết luận nghiên cứu của chúng tôi là có liên quan đến khả 

năng mắc ung thư gan nguyên phát. Tuy nhiên, các giá trị p đều ở mức tiệm 

cận ngưỡng ý nghĩa (0.02). Ước lượng khoảng tin cậy 95% đều không chứa 1 

nhưng rất sát 1. Như vậy, sự liên quan ở đây chưa thật vững chắc. Để có 

những kết luận mạnh hơn, quả quyết hơn về vai trò của TP53- SNP trong 

nguy cơ mắc ung thư gan cần có những hướng tiếp cận nghiên cứu mới. Ví dụ 

như nghiên cứu các SNPs của TP53 với các yếu tố nguy cơ khác như viêm 

gan virus, nghiện rượu, xơ gan..., hay đặt trong các môi trường sống khác 

nhau. Nghiên cứu phải tiến hành trên số lượng bệnh nhân đủ lớn để những 

SNPs hiếm gặp cũng có thể đủ số liệu để tính toán nguy cơ mắc ung thư. Tuy 

nhiên, những kết quả nghiên cứu này cũng phần nào làm sáng tỏ cơ chế phân 

tử của UTTBGNP. Và kết quả nghiên cứu thêm một minh chứng nữa, khẳng 

định gen TP53 bị suy giảm chức năng bởi một nguyên nhân nào đó (ở đây là 

các kiểu gen đột biến) là một nguy cơ ung thư. Ngoài ra, các kết quả này còn 

mang đến các thông tin ban đầu về các SNP của gen TP53 ở người Việt Nam 

để từ đó định hướng cho các thiết kế nghiên cứu tiếp theo. 
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4.3. Đa h nh kiểu gen MDM2 

MDM2 là một gen quan trọng trong con đường tín hiệu p53. Dòng tín 

hiệu này là một cơ chế ức chế khối u quan trọng nhất của con người. MDM2 

đóng vai trò điều hòa ngược âm tính của p53. Con đường chủ yếu, gen 

MDM2 kiểm soát p53 là kích hoạt giáng hoá protein p53 liên tục, làm suy 

giảm hàm lượng p53. Bất kỳ sự biểu hiện quá mức nào của MDM2 đều dẫn 

đến sự suy giảm chức năng p53 trong giữ ổn định di truyền cho tế bào trước 

các tác nhân gây tổn thương DNA. Tế bào sẽ mất kiểm soát các chu kỳ phân 

bào, mất khả năng tự sửa chữa DNA, và không còn khả năng kích hoạt chết tế 

bào theo chương trình. Hậu quả này, tạo điều kiện để hình hình thành nên các 

tế bào ung thư, trong đó có ung thư tế bào gan. Bất kỳ biến đổi nào trên phân 

tử DNA làm tăng cường biểu hiện của MDM2 đều có khả năng tác động đến 

quá trình biến đổi ung thư. 

Một đa hình nucleotid đơn, tại intron 1, vùng khởi động (promoter), 

làm tăng cường biểu hiện của MDM2. Sự thay thế T>G tại codon 309 trong 

khu vực này làm tăng sự gắn kết với Sp1, một yếu tố hoạt hoá phiên mã của 

gen MDM2. Kết quả của sự thay thế nucleotid này, là mức độ biểu hiện của 

MDM2 RNA và protein tăng cao. Không những là vùng khởi động của 

MDM2, đây còn là vùng có vị trí gắn của phân tử protein p53. Nghiên cứu 

của Bond và cộng sự năm 2004, đã đã chỉ ra MDM2 SNP 309 T>G có thể 

làm tăng cường tổng hợp protein MDM2 ở những kiểu gen đột biến [140]. Cụ 

thể kiểu gen GG tăng hơn 4 lần và TG tăng hơn 1.9 lần so với kiểu gen 

nguyên thuỷ TT. Những ghi nhận này, cùng với nhiều bằng chứng khác của 

sự biểu hiện MDM2 quá mức, trong một loạt các bệnh ung thư của con người, 

đã củng cố cho lý thuyết rằng MDM2 biểu hiện quá mức trong kiểu gen GG 

của SNP 309T>G, có thể mang lại những thuận lợi nhất định cho sự hình 

thành khối u. Không những thế, kết quả nghiên cứu của Bond còn củng cố 
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cho lý thuyết, SNP 309T>G tăng cường sự gắn kết giữa yếu tố kích hoạt 

phiên mã Sp1 và vùng khởi động của gen MDM2. Kết quả, làm tăng cường 

quá trình phiên mã của gen MDM2. Đây là một nguy cơ của sự xuất hiện các 

tế bào ung thư.  

Trong nghiên cứu này chúng tôi phân tích kiểu gen của SNP MDM2 

309T>G ở 280 bệnh nhân ung thư tế bào gan nguyên phát và 267 người bình 

thường đối chứng. Kết quả nghiên cứu cho thấy, có sự khác biệt có ý nghĩa tỷ, 

lệ kiểu gen của SNP 309T>G giữa nhóm bệnh nhân ung thư gan và nhóm 

chứng (p=0,015). Nhóm bệnh nhân UTTBGNP có tỷ lệ các kiểu gen GG, GT, 

TT lần lượt là 29,3%; 44,6%; 22,1% trong khi nhóm chứng là 19,1%; 52,4%; 

28,5%. Kiểu gen GG gặp nhiều hơn ở nhóm bệnh còn kiểu gen TT lại cao hơn 

ở nhóm chứng. Phân tích riêng rẽ các allen cũng thấy khác biệt có ý nghĩa, 

giữa hai nhóm đối tượng nghiên cứu (p = 0,02). Phân tích đa biến bằng mô 

hình hồi quy logistic cho thấy, kiểu gen GG của SNP 309T>G làm tăng một 

cách ý nghĩa, khả năng mắc UTTBGNP so với kiểu gen nguyên thuỷ TT (OR 

= 2,77; 95%; CI (1,56-4,94). Kiểu gen GG so với sự kết hợp hai kiểu gen GT 

  TT cũng thấy một sự tăng có ý nghĩa khả năng mắc bệnh. OR = 2,56; 95%; 

CI (1,59-4,11). 

Kết quả nhóm nghiên cứu thu được khá tương đồng với các nghiên cứu 

đã công bố trước đó. Đặc biệt là tại các nước trong khu vực Đông Á. Nghiên 

cứu của Y.J. Yoon và cộng sự ở người Hàn Quốc bị ung thư gan, cho kết quả 

(OR= 2.67, 95%, Cl= 1.68- 4.22) [151]. Tỷ xuất OR có một sự đồng nhất giữa 

nghiên cứu của Yoon và chúng tôi. Tại Nhật Bản nghiên cứu được biết đến 

nhiều nhất là của Dharel và cộng sự đã công bố, kiểu gen GG của SNP 

309T>G tăng khả năng mắc UTTBGNP một cách ý nghĩa. OR = 2,27; 95%; 

CI (1,11 – 4,70) [19]. Một nghiên cứu khác ở Đài Loan năm 2009, đã công bố 

kết quả, kiểu gen GG tăng khả năng mắc bệnh lên 2,31 lần so với kiểu gen 
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nguyên thuỷ TT (OR = 2.31; 95%; CI (1.66-3.20) [148]. Các kết quả cho thấy 

tỷ số OR không có khác biệt so với ghi nhận của chúng tôi. Nhóm nghiên cứu 

đặt vấn đề về sự tương đồng giữa các chủng tộc tại vùng Đông Á như Hàn 

Quốc, Nhật Bản, Trung Quốc, Việt Nam, Đài Loan.  

Một nghiên cứu ở Trung Đông đánh giá nguy cơ mắc ung thư tế bào 

gan của các kiểu gen SNP 309 T>G, kết quả thấy, kiểu gen GG làm tăng có ý 

nghĩa nguy cơ mắc bệnh. OR = 3.63 (95% CI, 1.65–8.00) [147]. Nghiên cứu 

khác ở châu Âu đã ghi nhận sự tăng có ý nghĩa nguy cơ mắc UTTBGNP cho 

những người mang kiểu gen G/G, OR = 3.56, (95% CI = 1.3-9.7) [148]. Hai 

tỷ xuất OR đều khá cao, gần ba lần, khoảng tin cậy đều cách xa 1.0 cho thấy 

một sự liên quan khá chặt của SNP 309 với UTTBGNP ở các nghiên cứu này. 

Kết quả có tăng hơn so với của chúng tôi và một số nghiên cứu tại Đông Á 

khác.  

Trong một số nghiên cứu về MDM2 SNP309 ở bệnh nhân ung thư, các 

tác giả đã chú ý dến khía cạnh tuổi mắc bệnh của các kiểu gen. Kết quả tại 

một số nghiên cứu cho thấy có sự khác biệt về độ tuổi mắc bệnh giữa các kiểu 

gen. Nghiên cứu của chúng tôi cũng cho thấy độ tuổi phát hiện bệnh ở kiểu 

gen nguyên thủy TT là cao nhất 60,6 ± 9,9. Trong khi độ tuổi trung bình phát 

hiện bệnh ở kiểu gen đột biến GG là sớm nhất 53,9 ± 13,7. Sự chênh lệch về 

độ tuổi phát hiện bệnh giữa hai kiểu gen là 6,7 năm (p = 0.02). So sánh với 

nghiên cứu của Y.J. Yoon và cộng sự, kiểu gen TT là 55.1 năm còn kiểu gen 

GG là 50.9 năm (p = 0.018) [151]. Độ tuổi trung bình mắc bệnh sớm hơn ở 

kiểu gen đột biến GG đã minh chứng thêm về liên quan của SNP 309 T>G 

đến khả năng mắc UTTBGNP. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi đã cho thấy một thực tế là kiểu gen 

đột biến GG của SNP 309T>G gen MDM2 có nguy cơ mắc ung thư tế bào 
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gan nguyên phát cao hơn kiểu gen nguyên thuỷ TT và tuổi mắc bệnh ở kiểu 

gen này cũng sớm hơn. Kết quả nghiên cứu cũng cho phép đặt giả định một 

mô hình trội dành cho allen G. Allen G liên quan đến nguy cơ ung thư tế bào 

gan nguyên phát và hai alen G trong kiểu gen đồng hợp trội làm tăng hơn 

nguy cơ đó. Những kết quả này mở ra một khả năng phát triển MDM2 

309T>G thành marker sàng lọc các đối tượng có nguy cơ cao mắc ung thư 

gan tại Việt Nam. Tuy nhiên để có được ứng dụng như vậy cần nhiều hơn các 

mô hình nghiên cứu khác, để khẳng định chắc chắn nguy cơ từ kiểu gen GG 

của đa hình nucleotid đơn này. Chẳng hạn như mô hình knock out gen trên 

chuột và quan sát những biến đổi ung thư xảy ra theo thời gian. Mô hình 

nghiên cứu này mất nhiều thời gian và đòi hỏi kỹ thuật cao, nhưng kết quả 

mang lại sẽ khẳng định chắc chắn cho những kết luận nghiên cứu mà chúng 

tôi vừa thu đươc. 

4.4. Tƣơng quan giữa đa h nh kiểu gen TP53, MDM2 và các yếu tố nguy 

cơ gây ung thƣ tế gan nguyên phát      

Một câu hỏi được đặt ra khi chúng tôi tiếp cận với hướng nghiên cứu 

này là trong nhóm bệnh nhân mắc ung thư tế bào gan nguyên phát, tại sao có 

người trẻ tuổi và người nhiều tuổi, nam giới mắc nhiều hơn nữ giới, nhiễm 

HBV, HCV, nghiện rượu có người tiến triển đến thành ung thư gan có người 

không, người phát bệnh sớm người phát bệnh muộn, ung thư gan người có xơ 

gan người không… Các kiểu gen của TP53 và MDM2 có vai trò gì ở đây 

không? Hay kiểu gen TP53 và MDM2 của những nhóm đối tượng này có 

khác nhau không? Vì con đường tín hiệu p53 vẫn được coi là cơ chế chống lại 

ung thư mạnh nhất của cơ thể con người. Từ những giải thích, trả lời thuyết 

phục cho những câu hỏi nghiên cứu trên, sẽ đưa ra những kết luận: sự tương 

tác giữa các kiểu gen và yếu tố nguy cơ từ môi trường có làm tăng hơn khả 
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năng mắc bệnh cho những đối tượng phơi nhiễm với các yếu tố nguy cơ đó 

không? Từ đó có thể sàng lọc di truyền, tư vấn cho các đối tượng có nguy cơ 

cao trong cộng đồng.  

Chúng ta phải chấp nhận một thực tế là, biến đổi ở một gen nào đó, 

mình nó khó có thể giải thích được cơ chế bệnh sinh cho sự hình thành ung 

thư. Các gen trong cơ thể thường tương tác, thúc đẩy, kìm hãm, điều hoà lẫn 

nhau trong các con đường tín hiệu nội bào. Ngoài ra, trong môi trường sống 

ngày nay, con người cùng lúc có thể bị phơi nhiễm với nhiều các yếu tố nguy 

cơ. Như khói thuốc, hoá chất, virus, rượu bia… Chính vì vậy, một nghiên cứu 

riêng lẻ từng yếu tố nguy cơ sẽ không cung cấp các số liệu sát thực. Nếu xem 

các kiểu gen đột biến là một nguy cơ, thì một mô hình phân tích đa biến bằng 

phương trình hồi quy logistic là phù hợp. Phương trình hồi quy logistic sẽ 

phản ánh chính xác sự ảnh hưởng cùng lúc của các yếu tố nguy cơ lên khả 

năng mắc bệnh. Nhóm nghiên cứu đã áp dung phương pháp phân tích này và 

thu được các kết quả đáng chú ý. 

4.4.1. Kết hợp kiểu gen của TP53 và MDM2  

TP53 và MDM2 là những gen trong con đường tín hiệu p53. Giữa 

chúng có một mối quan hệ chặt chẽ. MDM2 có chức năng điều hòa ngược âm 

tính hoạt động của p53. Sự biểu hiện quá mức của MDM2 làm ức chế khả 

năng kiểm soát tế bào của p53 dẫn đến mất kiểm soát các chu trình phân bào, 

khả năng tự sửa chữa DNA, và chương trình chết tế bào. Hậu quả này, tạo 

điều kiện để hình thành nên các tế bào ung thư, trong đó có ung thư tế bào 

gan. Bất kỳ biến đổi nào trên phân tử DNA làm tăng cường biểu hiện của 

MDM2 đều có khả năng tác động đến quá trình biến đổi ung thư. Nếu xem 

các kiểu gen TP53 và MDM2 là một yếu tố nguy cơ của UTTBGNP thì sự kết 

hợp hai yếu tố nguy cơ có làm tăng khả năng mắc bệnh. Trên thực tế, sự tổ 
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hợp một cách ngẫu nhiên của chọn lọc tự nhiên sẽ tạo ra nhiều tổ hợp gen 

khác nhau từ các SNP, dành cho mỗi cá thể. Trung bình mỗi SNP có 3 kiểu 

gen, khi tổ hợp giữa n SNP sẽ tạo ra 3n kiểu gen tổ hợp. 

Qua kết quả thu được từ phân tích đa hình kiểu gen của TP53 và 

MDM2, chúng tôi nhận thấy, chỉ có hai SNP: TP53 R72P, MDM2 SNP 309 là 

có sự khác biệt có ý nghĩa giữa nhóm bệnh và nhóm chứng và có liên quan 

đến khả năng mắc UTTBGNP. Chính vì vậy, chúng tôi đã kết hợp các kiểu 

gen của SNP TP53 R72P và MDM2 309T>G để đánh giá khả năng mắc 

UTTBGNP thông qua tỷ xuất OR (bảng 3.15). Kết quả phân tích cho thấy, 

khả năng mắc bệnh tăng cao một cách có ý nghĩa khi kết hợp hai kiểu gen 

nguy cơ cao nhất của SNP TP53 R72P và MDM2 309T>G, (P/P + GG). Tỷ 

xuất OR = 6,01, 95%, CI (1,96 - 18,42). Sự kết hợp hai kiểu gen này, đã làm 

tăng khả năng mắc bệnh hơn rất nhiều so với khi chúng đứng riêng rẽ (so với 

bảng 3.9 và 3.13). Ngoài ra, kết quả tại bảng 3.15 còn cho thấy, sự kết hợp hai 

kiểu gen R/P của TP53 R72P và GG của SNP MDM2 309T>G3,24 cũng làm 

tăng có ý nghĩa khả năng mắc bệnh. OR = 3,24; 95%; CI (1,25 - 8,39).  

Qua kết quả trên cho thấy, sự kết hợp kiểu gen TP53 và MDM2 làm 

tăng khả năng mắc bệnh so với các kiểu gen riêng rẽ. Điều này có thể hiểu 

được, bởi vì thường có sự phối hợp nhiều gen trong biểu hiện một kiểu hình 

hay một chức năng nào đó trong tế bào. Mà mối quan hệ giữa gen TP53 và 

MDM2 lại rất khăng khít trong cơ chế chống ung thư của cơ thể con người. 

Ngoài ra, SNP MDM2 309T>G nằm ở vùng có vị trí gắn kết với phân tử 

protein p53 của gen MDM2. Tuy nhiên, hạn chế của các kết quả trên là số 

mẫu của một số kiểu gen tổ hợp rất thấp, do xác xuất chia nhỏ của 9 kiểu gen 

kết hợp. Cần có số lượng mẫu lớn hơn rất nhiều, để có xác xuất các kiểu gen 

kết hợp đủ lớn, có tính đại diện cho cộng đồng hơn.  
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Đã có một số nghiên cứu trên thế giới, đã tiến hành kết hợp hai SNP 

TP53 R72P và MDM2 309T>G. Kết quả cũng làm tăng một cách rất ý nghĩa 

nguy cơ mắc bệnh của các kiểu gen đột biến. Kiểu gen P/P của TP53 R72P 

khi kết hợp với 309GG của MDM2 làm tăng nguy cơ mắc ung thư gan lên 

nhiều lần so với sự kết hợp giữa kiểu gen R/R của TP53 R72P với 309T/T của 

MDM2 [20],[150]. Kết hợp kiểu gen, cũng làm tăng rất cao nguy cơ mắc ung 

thư tế bào gan và khởi phát sớm hơn trong những bệnh nhân viêm gan B mạn 

tính [151],[152]. 

Các con đường tín hiệu nội bào mà điển hình là con đường p53, rất 

phức tạp, các gen đan xen nhau, phối hợp, điều hoà lẫn nhau tác dụng lên các 

hoạt động tế bào. Trong đó có gây ra ung thư hay ức chế sự hình thành khối u. 

Chính vì thế trong chiến lược nghiên cứu cần có sự phân tích đa gen trên cùng 

một bệnh nhân. Các nghiên cứu có thể chưa có điều kiện để tiến hành cùng 

lúc, nhưng các mẫu, thông tin mẫu và dữ liệu các gen đã nghiên cứu phải 

được lưu trữ, để phục vụ cho các nghiên cứu tiếp và tổng kết thống kê sau 

này. Lựa chọn các gen nghiên cứu có liên quan chặt chẽ với nhau về chức 

năng là đương nhiên. Ví dụ như trong cùng một con đường tín hiệu. Tuy 

nhiên, trên thực tế những hiểu biết của con người về sự tương tác giữa các 

gen với nhau, còn chưa đủ và rõ ràng. Gen TP53, có thể còn tương tác với 

nhiều gen khác nữa trong cơ thể, theo cách này hay cách khác, trong quá trình 

ức chế sự hình thành và phát triển khối u. Nhưng dù thế nào, một chân lý 

không thể phủ nhận là, bản thân một kiểu gen, mình nó chưa đủ mạnh để gây 

ra ung thư, nhưng sự tổ hợp ngẫu nhiên cùng lúc các kiểu gen không alen 

khác nhau có thể làm nên sự khác biệt. Đây cũng là điều tuyệt diệu của di 

truyền học và sự sống trên trái đất. 
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4.4.2. Đa hình kiểu gen TP53, MDM2 và HBV 

Virus viêm gan B làm một yếu tố nguy cơ lớn nhất của UTTBGNP trên 

phạm vi toàn thế giới. Việt Nam nằm trong vùng dịch tễ nhiễm HBV cao, nên 

số trường hợp UTTBGNP có tiền sử nhiễm HBV cũng rất nhiều. Tuy nhiên, 

trên thực tế có nhiều trường hợp có tiền sử viêm gan virus B nhưng không 

tiến triển thành ung thư tế bào gan. Hoặc cùng nhiễm HBV nhưng có người 

khởi phát ung thư gan rất trẻ nhưng cũng có những người khởi phát chậm 

hơn. Các kiểu gen của TP53 và MDM2 có vai trò gì trong hiện tượng này 

không. Nhóm nghiên cứu đã tiến hành phỏng vấn tiền sử nhiễm virus của các 

đối tượng nghiên cứu và kết hợp với hồi cứu bệnh án điều trị của bệnh nhân 

ung thư gan. Kết quả thu được một tỷ lệ nhiễm HBV rất cao trong nhóm bệnh 

(60,0%). Sử dụng phân tích đa biến để tìm mối tương quan giữa các kiểu gen 

của TP53 R72P và MDM2 309T>G với tình trạng nhiễm HBV trong nguy cơ 

mắc ung thư tế bào gan nguyên phát, chúng tôi đã thu được những kết quả rất 

đáng chú ý. 

Khi phân tích liên quan của các kiểu gen với khả năng mắc ung thư cho 

207 trường hợp nhiễm HBV. Trong đó có 171 trường hợp thuộc nhóm bệnh 

nhân UTTBGNP và 36 trường hợp thuộc nhóm chứng. Chúng tôi thấy kiểu 

gen P/P của SNP TP53 R72P và GG của MDM2 309T>G làm tăng khả năng 

mắc ung thư tế bào gan lên một cách có ý nghĩa. Tỷ xuất OR lần lượt là: OR 

= 3,23; 95%; CI (1,12 – 9,45) và OR = 4,38; 95%; CI (1,26 – 15,30). Chỉ số 

này cao hơn so với nhóm không nhiễm HBV và cao hơn so với khi phân tích 

cả nhóm 547 đối tượng nghiên cứu ở phần trên. Kết quả của nghiên cứu phù 

hợp với một số nghiên cứu đã công bố. Đặc biệt là các nghiên cứu tại khu vực 

Đông Á. Một nghiên cứu tại Trung Quốc năm 2012 cho kết quả, kiểu gen GG 

của SNP MDM2 309T>G làm tăng khả năng mắc UTTBGNP cho những 

người nhiễm HBV. OR = 1,35; 95%; CI (1,06 – 1,72) [155]. Nghiên cứu khác 
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ở Hàn Quốc có kết quả, người nhiễm HBV mang kiểu gen P72P của SNP 

R72P gen TP53 tăng khả năng mắc UTTBGNP cao hơn người mang kiểu gen 

nguyên thuỷ R/R. OR = 3,73 95% CI (1,73 – 8,02). Đối với kiểu gen GG của 

MDM2 309T>G, tỷ xuất OR = 5,61 95% CI (2,67 – 11,74). [151]. Đặc biệt, 

một nghiên cứu tại Đài Loan năm 2005 của Zhu và cộng sự cho thấy, allen 

72P của SNP TP53 R72P làm tăng nguy cơ mắc bệnh cho những người nhiễm 

HBV lên 11 lần [154].  

Tuy các kết quả có khác nhau nhưng cũng số liệu của chúng tôi, đều 

khẳng định các kiểu gen đột biến của hai SNP R72P và MDM2 309T>G làm 

tăng khả năng mắc bệnh cho những người nhiễm HBV. Điều này, cho phép 

nhóm nghiên cứu đưa ra nhận định về một sự tương tác giữa các gen TP53, 

MDM2 và virus viêm gan B. Sự tương tác này sẽ đi theo chiều hướng mắc 

bệnh nếu đó là các kiểu gen đột biến. Con đường tín hiệu p53, dòng tín hiệu 

nội bào mà ở đó TP53 và MDM2 là các thành tố quan trọng, bị kích hoạt bởi 

các yếu tố nguy cơ tổn hại bộ gen trong đó có virus. Các virus khi xâm nhập 

tế bào sẽ kích hoạt dòng tín hiệu sinh trưởng bất thường hay chính là các 

oncogen. Hay gặp nhất là p14
ARF
. Đây là một protein nội bào có khả năng ức 

chế MDM2. Tín hiệu virus xâm nhập sẽ được p14
ARF 

cảnh báo đến p53 gián 

tiếp qua việc ức chế MDM2. Khi MDM2 bị ức chế sẽ giải phóng p53 để thực 

hiện các chức năng sinh học của mình [12]. Kết quả là tế bào giữ được ổn 

định bộ gen trước các tác động từ virus. Tuy nhiên nếu MDM2 bất thường, 

gắn kết MDM2-p53 bất thường, bản thân p53 bất thường, thì các tín hiệu 

virus xâm nhập sẽ không được truyền đi, hoặc truyền đến nhưng không được 

giải quyết. Hậu quả là virus vô tư làm tổn thương bộ gen của tế bào, để tạo ra 

các tế bào có đặc tính di truyền quái đản, hay các tế bào ung thư. Các kiểu gen 

đột biến của SNP R72P và MDM2 309T>G là một trong các bất thường đó. 
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Hình 4.1. Virus và gen TP53, MDM2 trong con đƣờng tín hiệu p53 

                                   Nguồn Nature Review số 408 năm 2000 

Các virus mã hoá cho một loại protein có khả năng ngăn cản sự liên 

kết giữa protein (Rb) với một trong những yếu tố phiên mã trong gia đình 

E2F, điển hình là E2F-1. Khi E2F-1 không được kết hợp với Rb sẽ kích hoạt 

sản xuất protein p14 ARF. Đây là yếu tố ức chế hoạt động của MDM2. Khi 

MDM2 bị ức chế đồng nghĩa với p53 được giải phóng hay kích hoạt. Sự kích 

hoạt p53 giúp các tế bào khoẻ mạnh kiểm soát các ảnh hưởng từ virus lên bộ 

gen tế bào. Tuy nhiên virus có thể chống trả lại hàng rào bảo vệ này bằng 

cách sản xuất những protein có khả năng ức chế p53. Điều này mở đường cho 

những tế bào nhiễm virus tiến triển thành tế bào ác tính. 

 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi chỉ sử dụng thuật ngữ khả năng mắc 

bệnh để phiên giải tỷ xuất OR chứ không phải nguy cơ mắc bệnh. Đặc tính 

của một nghiên cứu bệnh chứng chỉ dừng ở mô tả gián tiếp nguy cơ mắc bệnh 

qua tỷ xuất OR. Một thiết kế nghiên cứu khác có thể sử dụng để xác định 
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chính xác nguy cơ mắc ung thư tế bào gan của những kiểu gen, khi bị nhiễm 

HBV. Một nghiên cứu có thể đưa ra chỉ số nguy cơ RR (relative risk). Đó là 

các tiến cứu, được tiến hành trong nhiều năm, sau khi đã xác định chính xác 

nhiễm HBV mạn. Kết quả quan sát được trong thời gian dài sẽ ghi nhận số 

bệnh nhân tiến triển thành ung thư tế bào gan nguyên phát. Từ tỷ lệ phát bệnh 

thu được, sẽ tính toán chính xác chỉ số nguy cơ (RR) mắc ung thư tế bào gan 

cho từng kiểu gen. Hơn nữa, độ tuổi trung bình của các bệnh nhân ung thư 

còn cho biết tuổi khởi phát bệnh của các kiểu gen gây ra cho các đối tượng 

nhiễm HBV. Đây không những là hạn chế lớn nhất của đề tài nghiên cứu này 

mà cũng là hạn chế chung của các nghiên cứu bệnh chứng. Tuy nhiên mô 

hình tiến cứu, đòi hỏi phải tiến hành trên khoảng thời gian kéo dài trong nhiều 

năm và phải quản lý được các đối tượng tham gia nghiên cứu trong suốt quá 

trình điều trị. Tại Việt Nam, HBV vẫn là nguyên nhân lớn nhất của ung thư tế 

bào gan. Việc điều trị và quản lý bệnh nhân viêm gan virus B đang ngày được 

quan tâm. Một nghiên cứu tiến cứu trên những đối tượng này là có khả thi. 

4.4.3. Đa hình kiểu gen và một số yếu tố nguy cơ UTTBGNP khác 

Sự tương tác giữa các kiểu gen và môi trường sẽ quyết định kiểu hình. 

Nếu coi mắc ung thư té bào gan là một kiểu hình thì chắc chắn đó phải là kết 

quả của quá trình tương tác giữa bộ gen với các yếu tố nguy cơ từ môi trường. 

Thực tế là gan của chúng ta đang hàng ngày chịu vô vàn những tác động bất 

lợi từ các yếu tố nguy cơ ngoài môi trường. Rất khó khăn để một kiểu gen, 

mình nó đủ để giải thích cho cơ chế phân tử của UTTBGNP. Chính vì thế 

những nghiên cứu SNP trong UTTBGNP gần đây đã có những cách tiếp cận 

mới. Đó là nghiên cứu các SNP trong các nguy cơ UTTBGNP khác như 

HCV, HBV, nghiện rượu, NASH, hút thuốc lá... Các nghiên cứu SNP của gen 

TP53 và MDM2 và các yếu tố nguy cơ của UTTBGNP trên thế giới, chỉ tập 

trung vào R72P và 309T>G. Yếu tố nguy cơ được nghiên cứu nhiều nhất là 
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nhiễm HBV mạn tính, HCV mạn tính. Đây là hai nguy cơ lớn của UTTBGNP 

trên toàn cầu. Ngoài ra hai yếu tố nguy cơ này cũng dễ kiểm soát, dễ lượng 

giá khi chọn đối tượng nghiên cứu. Không có nhiều nghiên cứu ở người 

nghiện rượu vì khó khăn khi chọn nhóm chứng. Đặc biệt chưa có nghiên cứu 

nào liên quan đến phơi nhiễm Aflatoxin. Thực tế có những khó khăn khi xác 

đinh có hay không tình trạng phơi nhiễm Aflatoxin. Ngoài ra Aflatoxin là chất 

gây đột biến mạnh cho gen, trong đó có gen TP53. Ở đây, sự tương tác gen-

môi trường là mạnh mẽ, một phía và gây hậu quả tổn thương không hồi phục 

cho bộ gen. Trường hợp này, phải có cách tiếp cận nghiên cứu hoàn toàn 

khác. Đó là nghiên cứu các đột biến gen. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, tỷ lệ các kiểu gen của SNP R72P và 

309T>G không cón sư khác biệt giữa nhóm bệnh nhân ung thư có nghiện 

rượu và không nghiện rượu. Với viêm gan virus C, do số lượng mẫu xác định 

thấp nên khó khăn trong phân tích số liệu. Ngoài nguyên nhân là tỷ lệ nhiễm 

HCV ở nước ta không cao thì phương pháp thu thập số liệu dựa nhiều vào 

phỏng vấn cũng có thể bỏ sót đối tượng. Vì viêm gan C thường rất mờ nhạt về 

triệu chứng, chỉ phát hiện được bằng xét nghiệm. cần phải có các nghiên cứu 

bài bản hơn để xác định mối tương quan giữa gen TP53 và MDM2 với HCV. 

Các yếu tố tiên lượng mắc bệnh như tuổi > 40, giới nam, tình trạng xơ 

gan, nồng độ AFP, được nhóm nghiên cứu phân tích với mục đích đưa ra 

bức tranh tương đối đầy đủ về nguy cơ mắc UTTBGNP. Tuy nhiên kết quả 

cho thấy không có sự liên quan của các kiểu gen TP53 và MDM2 với các 

yếu tố này. 

Nghiên cứu các yếu tố này, trong nguy cơ phát sinh phát triển 

UTTBGNP cần phải có các hướng tiếp cận khác, phải làm các nghiên cứu tiến 

cứu, để có các tỷ lệ mắc từ đó tính ra được chỉ số nguy cơ (Relative Risk-RR) 
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cho mỗi yếu tố. Bởi vì tỷ lệ mắc của UTTBGNP thực tế tại Việt Nam là khá 

cao nên ước lượng chỉ số nguy cơ, gián tiếp qua tỷ xuất OR sẽ không sát với 

thực tế.  

Giới hạn của đề tài nghiên cứu này, chúng tôi chỉ ước lượng chỉ số 

nguy cơ qua tỷ xuất OR, bằng việc điều tra lại tiền sử phơi nhiễm với các yếu 

tố nguy cơ của đối tượng nghiên cứu. Câu hỏi đặt ra là, vậy tỷ lệ phơi nhiễm 

các yếu tố nguy cơ của nhóm chứng có sát với tỷ lệ thực không? Quá trình lựa 

chọn nhóm chứng của chúng tôi hoàn toàn ngẫu nhiên, những người đi khám 

sức khoẻ tại khoa Khám Bệnh, Bệnh viện Đa Khoa tỉnh Thanh Hoá. Nhưng 

không thể khẳng định nhóm chứng của nghiên cứu đã đại diện cho cộng đồng 

vì số lượng mẫu chỉ có 267 người và ở trong môi trường bệnh viện. Cần phải 

làm trên một số lượng chứng nhiều hơn rất nhiều thì mới có tỷ lệ phơi nhiễm 

các yếu tố nguy cơ sát với tỷ lệ hiện hành. Một hạn chế nữa là nghiên cứu chỉ 

dừng ở việc hồi cứu các yếu tố nguy cơ từ các bệnh án điều trị của bệnh nhân. 

Sau đó tìm kiếm có hay không sự khác biệt tỷ lệ kiểu gen giữa hai nhóm bệnh 

nhân UTTBGNP có và không có yếu tố nguy cơ. Và kiểu gen nào gặp nhiều 

hơn ở nhóm bệnh nhân có yếu tố nguy cơ. Chứ không thể khẳng định kiểu 

gen có làm tăng nguy cơ phát bệnh UTTBGNP cho những người có yếu tố 

nguy cơ. Các thông tin này, cần phải có các tỷ lệ mắc bệnh phát sinh của các 

yếu tố nguy cơ thì mới có thể tính toán được. 

Trong khuôn khổ kinh phí cũng như thời gian của đề tài chúng tôi chỉ 

có mong muốn đưa lại một bức tranh các yếu tố nguy cơ gây ung thư tế bào 

gan nguyên phát, mà trong đó có SNP TP53 R72P và MDM2 309. Thực tế 

đây chỉ là một số nhận định ban đầu về tương quan giữa gen với gen, giữa gen 

với môi trường. Cần nhiều hơn các nghiên cứu tiếp theo, với các thiết kế hiện 

đại để đánh giá sự tương tác gen-gen, gen-môi trường. Chẳng hạn nghiên cứu 

bệnh chứng trên cùng một đối tượng có phơi nhiễm với các yếu tố nguy cơ từ 
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môi trường, trong đó có nhóm bị ung thư và nhóm không. Kết quả sẽ trả lời rõ 

hơn câu hởi tại sao cùng tiếp xúc với yếu tố nguy cơ tại sao người bị ung thư 

người không, hay tại sao người phát bệnh sớm người muộn, người tiến triển 

nhiều năm qua xơ gan người chuyển thẳng đến ác tính. Các kiểu gen của hai 

gen này có vai trò gì trong các hiện tượng đó không? Từ đó có thể sàng lọc, tư 

vấn di truyền cho các nhóm đối tượng nguy cơ trong cộng đồng, góp phần 

làm giảm tỷ lệ mắc ung thư tế bào gan tại Việt Nam. 
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KẾT LUẬN  

1. Phân bố các kiểu gen TP53 ở bệnh nhân UTTBGNP và nhóm chứng  

- Không thấy sự khác biệt tỷ lệ kiểu gen của các SNPs: D21D, P34P, 

P36P, P47S, V217M, G360A giữa nhóm bệnh và nhóm chứng.  

- Kiểu gen A1A2 của đa hình kiểu gen dup16 gặp nhiều hơn ở nhóm 

bệnh (p=0,02). 

- Tỷ lệ phân bố kiểu gen của SNP R72P giữa nhóm bệnh và nhóm 

chứng khác biệt có ý nghĩa (p = 0,02). Kiểu gen P72P gặp nhiều hơn ở nhóm 

bệnh. 26,4% so với 16,9% ở nhóm chứng. 

- Khả năng mắc bệnh của người mang kiểu gen P72P cao hơn người 

mang kiểu gen R72R. OR=1,77; 95%; CI (1,03 - 3,14).   

- Người mang kiểu gen P72P có khả năng mắc bệnh cao hơn so với kết 

hợp cả hai kiểu gen R72P và R72R, OR =1,77; 95%, CI (1,08 - 2,86).  

- Nhóm bệnh nhân UTTBGNP mang kiểu gen P72P có độ tuổi trung bình 

thấp hơn những bệnh nhân mang kiểu gen R72R khoảng 7,7 năm, (p=0,01). 

2. Phân bố các kiểu gen MDM2 ở bệnh nhân UTTBGNP và nhóm chứng 

- Có sự khác biệt có ý nghĩa, tỷ lệ phân bố kiểu gen, giữa nhóm bệnh 

nhân ung thư tế bào gan và nhóm chứng (p=0,015). Tần suất gặp kiểu gen GG 

cao hơn ở nhóm bệnh 29,3% so với 19,1% ở nhóm chứng (p=0,015). 

- Kiểu gen GG của SNP MDM2 309 T>G khả năng mắc UTTBGNP cao 

hơn kiểu gen nguyên thủy TT.  OR = 2,77; 95%; CI (1,56-4,94).  

- Kiểu gen GG có khả năng mắc bệnh cao hơn kết hợp hai kiểu gen GT 

và TT. OR = 2,56; 95%; CI (1,59-4,11). 
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- Những bệnh nhân UTTBGNP mang kiểu gen GG có tuổi trung bình thấp 

hơn nhóm mang kiểu gen TT khoảng 6,7 năm (p = 0,02). 

3. Tƣơng quan giữa các kiểu gen TP53, MDM2 với một số yếu tố nguy cơ 

ung thƣ tế bào gan nguyên phát 

- Kết hợp kiểu gen của SNP R72P gen TP53 và SNP 309T>G gen MDM2 

làm tăng khả năng mắc bệnh.  

+ Kiểu gen P72P của TP53 kết hợp với kiểu gen GG của MDM2, OR = 

6,01; 95%; CI (1,96 - 18,42). 

+ Kiểu gen R72P của TP53 kết hợp với kiểu gen GG của MDM2, OR = 

3,24; 95%; CI (1,25 - 8,39). 

- Không tìm thấy liên quan giữa tình trạng nghiện rượu, HCV, tình 

trạng xơ gan, giới tính, độ tuổi trên dưới 40 với tỷ lệ phân bố các kiểu gen 

TP53 và MDM2 ở nhóm đối tượng nghiên cứu. 

- Các kiểu gen của SNP R72P gen TP53 và 309T>G của gen MDM2 

làm tăng khả năng mắc UTTBGNP cho những người nhiễm HBV. 

+ Kiểu gen P72P của TP53, OR = 3,23; 95%; CI (1,12 – 9,45). 

+ Kiểu gen GG của MDM2, OR = 4,38; 95%; CI (1,26 – 15,30). 

 

 

 

 

 

 



133 

KIẾN NGHỊ, ĐỀ XUẤT 

 

1. Cần phải có nghiên cứu với cỡ mẫu đủ lớn (tương đương các nghiên 

cứu dịch tễ gen cộng đồng) để đánh giá đầy đủ mối liên quan giữa các kiểu 

gen MDM2 và TP53 với UTTBGNP cũng như một số loại hình ung thư khác 

ở người Việt Nam. 

 2. Cần phải nghiên cứu kiểu gen TP53 và MDM2 trong sự tương tác 

với các yếu tố nguy cơ UTTBGNP bằng mô hình nghiên cứu xuôi (tiến cứu). 

Ví dụ, nghiên cứu kiểu gen TP53 và MDM2 trong sự phát sinh phát triển 

UTTBGNP trên những bệnh nhân nhiễm HBV, HCV mạn tính, hay trên 

những người lạm dụng bia rượu. Từ các kết quả nghiên cứu đó có thể tính 

toán chính xác nguy cơ mắc bệnh cho mỗi nhóm đối tượng phơi nhiễm mang 

các kiểu gen khác nhau thông qua chỉ số nguy cơ RR. 

3. Cần có sự phân tích đa gen trên cùng một bệnh nhân. Các nghiên cứu 

có thể chưa có điều kiện để tiến hành cùng lúc, nhưng các mẫu, thông tin mẫu 

và dữ liệu các gen đã nghiên cứu phải được lưu trữ, để phục vụ cho các 

nghiên cứu tiếp và các thống kê cộng dồn sau này.  
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Phụ lục 1. Quy tr nh tách DNA t  máu toàn phần theo Kit Promega 

 

 



 

Phụ lục 2. QUY TRÌNH KỸ THUẬT PCR 

 

Quy trình phản ứng PCR 

*  Thành phần của phản ứng: 

- 10 x buffer:    2μl 

- dNTP:  2μl 

- Taq polymerase:  0,2μl 

- Mồi xuôi/Mồi ngược:  1 μl 

- DNA:  150 ng  

- Nước cất:   12.8 μl 

* Tổng thể tích của phản ứng:   20μl. 

* Chu trình của phản ứng PCR như sau: 

  94°C trong 5 phút 

  94°C trong 30 giây 

  56°C trong 30 giây  25 chu kỳ 

  72°C trong 30 giây 

  72°C trong 5 phút 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 3  

QUY TRÌNH ĐIỆN DI SẢN PHẨM PCR 

 

* Cách làm gel agarose 1,5% (3%) 

 - Cân 1,5g (3g) 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 lượng giếng cần cho điện di mà cài lược làm giếng từ 4- 

6- 8- 12 răng. 

* Cách pha dung dịch TBE 10X (Tris; acid boric; EDTA): 

  Tris 0,89M; acid boric 0,89M; EDTA 0,02M 

* Tiến hành kỹ thuật điện di 

Thành phần Ống chuẩn Ống bệnh nhân 

Dung dịch TLPT chuẩn (Hae III) 10μl  

cDNA - 9μl 

Loading buffer 10X - 1μl 

Tổng số 10μl 10μl 

 

-  Đưa gel agarose vào máy điện di, cho TBE đến ngập gel. 

- Dùng pipet và đầu côn nhỏ hút lần lượt dung dịch ở mỗi ống đưa vào 

giếng (10μl/giếng). 

- Máy điện di 80- 100v (Mupid- Nhật Bản), điện di trong khoảng 30 phút. 

- Sau điện di, gel được ngâm vào Edithilium bromide 20 phút, rửa qua 

nước cất và đưa vào soi dưới đèn UV, chụp ảnh. 

 

 

 



 

Phụ lục 4 

 QUY TRÌNH KỸ THUẬT PCR-RELP 

 

- Khuếch đại gen với cặp mồi đặc hiệu (quy trình PCR) 

- Điện di kiểm tra. 

- Thực hiện cắt sản phẩm PCR với enzym đặc hiệu tương ứng. 

Thành phần phản ứng cắt enzym: 

STT Thành phần Thể tích 

1 Sản phẩm PCR 10µl 

2 Đệm 10x 1.5µl 

3 Nước 2.5µl 

4 Enzym 1µl 

5 Tổng thể tích 15µl 

 

Hỗn hợp được ủ ở 37
0
C trong 18-22 giờ. Sản phẩm cắt được điện di trên gel 

2-3%. Phản ứng cắt enzym đạt yêu cầu khi các băng điện di rõ nét, không có 

băng phụ. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 5 

QUY TRÌNH TINH SẠCH SẢN PHẨM PCR  

TRÊN GEL AGAROSE 

           Sử d ng Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega, USA) 

1. Chuẩn bị dung dịch rửa màng (membrance wash solution). Thêm 

ethanol 95% vào lọ dung dịch rửa màng. Lượng ethanol cho thêm vào 

phụ thuộc vào thể tích của lọ dung dịch rửa màng (được quy định sẵn 

trong mỗi kit). 

2. Cắt phần gel agarose có chứa sản phẩm PCR mong muốn (hiển thị 

dưới đèn chiếu UV). Ước lượng trọng lượng miếng gel. 

3. Cho miếng gel vào ống có dung tích 1,5 ml, thêm vào 10 µl dung dịch 

bám màng (membrance binding solution) cho mỗi 10 mg trọng lượng 

miếng gel. 

4. Nhẹ nhàng trộn đều hỗn hợp trong ống và ủ ống ở 50-60
0
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 cột lọc (SV Minicolum) vào một ống thu thập. 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. 

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 giửa màng và ly tâm ở tốc độ 

14000 vòng/phút trong 1 phút. Lặp lại bước 7. 

9. Thêm vào cột lọc 500 µl dung dịch rửa màng và ly tâm ở tốc độ 14000 

vòng/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 14000 vòng/phút, trong 1 phút. 

11. Bỏ cột lọc, dung dịch trong ống chứa DNA đích đã được tinh sạch. 

Tiếp tục thực hiện các kỹ thuật hoặc cất giữ ống ở -20
0
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Phụ lục 6 

QUY TRÌNH GIẢI TRÌNH TỰ GEN TRỰC TIẾP 

Giải trình tự gen: theo qui trình và sử dụng phương pháp BigDye terminator 

sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA). 

Quy tr nh thực hiện:  

       1. Cho vào ống dung tích 200 µl  các thành phần sau. 

Thành phần Thể tích (µl) 

DNA đích đã được tinh sạch 2 

BigDye Terminator v3.0 2 

Mồi xuôi (hoặc mồi ngược) 1 µM 3,2 

BigDye seq. buffer 5X 4 

Nước cất 8,8 

    

(Thực hiện 2 ống cho một mẫu: một ống cho mồi xuôi, một ống cho mồi ngược) 

      2.  Chu trình nhiệt: 5 phút đầu tiên ở 98
0
C, tiếp theo sau 15 giây ở 98

0
C, sau 

đó 10 giây ở 60
0
C, 2 phút ở 60

0
C trong 30 chu kỳ. 

      3.  Sau khi phản ứng kết thúc, tiến hành tinh sạch sản phẩm bằng Wizard 

PCR Clean-up System (promega). 

      4.  Tiến hành phân tích trình tự gen bằng hệ thống ABI Prism 310 (Applied 

Biosystems): Cho vào mỗi giếng 5 µl DNA và 15 µl formandehide. Đặt 

các giếng vào máy giải trình tự và chạy chương trình. 

 

 

 

 

 



 

Phụ lục 7 

PHIẾU THÔNG TIN BỆNH NHÂN 

Mã số………………….. 

1. Hành chính 

Họ và tên bệnh nhân:.................................................. Tuổi.........    

Giới tính:           1- Nam           2- Nữ 

Nghề nghiệp: ................................................................................ 

Dân tộc: ........................................................................................  

Địa chỉ:……………………………………….............................. 

Điện thoại liên hệ: ………………................................................. 

Lý do vào viện: ............................................................................. 

2. Các yếu tố nguy cơ 

a. Viêm gan B  1  Có   2  Không   

b. Viêm gan C  1  Có   2  Không 

c.  Lạm dụng bia rượu  1  Có   2  Không 

Nếu đánh dấu có ở mục (c) hỏi tiếp 

  - Anh (chị) có thường xuyên uống bia rượu?           1  Có   2  Không 

  - Anh (chị) uống rượu bao lâu rồi?                                   ......... năm 

  - Một năm trở lại đây anh (chị) có uống không?       1  Có   2  Không 

  - Loại rượu anh (chị) sử dụng? 

     + Vodka hoặc rượu chưng cất                   + Rượu vang     

     +  Bia                                                           Loại rượu khác    



 

  - Anh chị uống khoảng bao nhiêu ml trong một ngày? (quy đổi theo cốc, 

chai) 

                 Bảng hàm lƣợng rƣợu nguyên chất của một số loại rƣợu 

Loại rƣợu Lƣợng rƣợu Rƣợu nguyên chất Cốc tiêu chuẩn 

 (ml) Độ cồn Hàm 

lượng 

 

Vodka 50  40%/1 V 20g 2 

Rượu vang 100 12.5%/ 1 V 12.5g 1.3 

Bia 330 4-5%/ 1V 15g 1.3 

 

3. Lâm sàng cận lâm sàng 

          - Xơ gan  1  Có   2  Không 

          - Nồng độ AFP  ............ng/ml 

                                                                   

                                                                       Ngày........tháng.........năm......... 

                                                                               NGƯỜI LẬP PHIẾU 
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T  viết tắt T  gốc tiếng Anh Nghĩa tiếng Việt 

AFP  Alpha fetoprotein  Protein nguồn gốc bào thai 

Bp, Kbp  Base pair, kilo base pairs Cặp bazơ, 1000 cặp bazơ 

CI Confidence Interval  Độ tin cậy 

Codon Codon Bộ ba mã hoá 

DNA Deoxyribonucleic Acid Axít deoxyribonucleic 

Dup 16 16 base pairs duplication Thêm đoạn 16 cặp bazơ nitơ 

D21D Aspartate 21 Aspartate 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 21, mã 

hoá axít amin aspartate 

G360A Glycin 360 Alanin 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 360, mã 

hoá glycin hoặc alanin 

HBV, HCV  
Hepatitis B virus, Hepatitis C 

virus  

Virus viêm gan B, virus viêm gan C 

HCC  Hepatocellular carcinoma  Ung thư biểu mô tế bào gan  

KDa  Kilodalton Đơn vị đo trọng lượng phân tử 

MDM2  Murine double minute 2 
Gen số 2 từ các mảnh double 

minute trên chuột  

OR Odds Ratio  Tỷ suất chênh 

PCR Polymerase Chain Reaction Phản ứng chuỗi khuếch đại gen 

P34P Prolin 34 Prolin 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 34, mã 

hoá prolin 

P36P Prolin 36 Prolin 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 36, mã 

hoá prolin 

P47S Prolin 47 Serin 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 47, mã 

hoá prolin hoặc serin 

RFLP 
Restriction Fragment Length 

Polymorphism 

Đa hình các đoạn cắt giới hạn 

bằng enzym 

R72P Arginin 72 Prolin 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 72, mã 

hoá arginin hoặc prolin 



 

SNP  
Single Nucleotide 

Polymorphism 
Đa hình nucleotide đơn 

TP53 Tumor protein 53 
Protein khối u có trọng lượng 53 

kDa 

UTTBGNP  Ung thư tế bào gan nguyên phát 

V217M Valin 217 Methionin 
Đa hình tại bộ ba mã hoá 217, mã 

hoá valin hoặc methionin 
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