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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh ung thư ngày càng có xu hướng gia tăng trong những thập niên 

gần đây. Theo ước tính của Tổ chức Y tế thế giới, hàng năm trên toàn cầu có 

khoảng trên 17 triệu người mắc bệnh ung thư và khoảng trên 9 triệu người 

chết do căn bệnh này [1]. Ở nước ta, theo ghi nhận sơ bộ ở Hà Nội, thành phố 

Hồ Chí Minh và một số tỉnh thành khác, ước tính mỗi năm có khoảng 150.000 

trường hợp mắc mới và khoảng 75.000 người chết vì ung thư. Tuy nhiên, 

nhiều căn bệnh ung thư vẫn có thể chữa trị được nếu được phát hiện sớm và 

điều trị kịp thời. Người mắc bệnh ung thư có thể kéo dài thời gian sống, nâng 

cao chất lượng cuộc sống nếu có được phương pháp điều trị phù hợp và tận 

gốc [2]. 

Chính vì thế, việc nghiên cứu tìm hiểu cơ chế bệnh sinh ung thư, cũng 

như cơ chế ức chế tế bào ung thư phát triển để từ đó tìm ra phương pháp điều 

trị can thiệp là mối quan tâm hàng đầu của các nhà Y-Sinh học hiện nay. Trong 

khuynh hướng nghiên cứu về cơ chế bệnh sinh ung thư nói chung và ung thư 

da nói riêng, các nhà khoa học đi theo hướng tiếp cận chính là nghiên cứu về di 

truyền phân tử nhằm tìm ra các gen gây ung thư hay các tổn thương của hệ di 

truyền tế bào do các tác nhân tại chỗ hay các tác nhân bên ngoài. Các tác nhân 

này được truyền vào trong nhân tế bào thông qua các con đường tín hiệu, qua 

một loạt phản ứng dây chuyền để tác động lên quá trình sao chép DNA và qua 

đó tham gia điều hòa sự tăng sinh và biệt hóa tế bào. Một trong những con 

đường tín hiệu đó là MAPK (mitogen activated protein kinase), cũng trong con 

đường này các tác giả đã phát hiện được nhiều đột biến đặc biệt là đột biến gen 

BRAF. Đột biến gen BRAF đã được phát hiện ở hầu hết các mô ung thư da và 

có tỷ lệ cao trong ung thư tế bào hắc tố [3], [4], [5], đặc biệt là đột biến V600E. 

Nghiên cứu đột biến gen BRAF trong mô ung thư không những góp phần tìm 

cơ chế gây ung thư mà còn giúp tìm ra liệu pháp điều trị mới, liệu pháp can 
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thiệp vào con đường dẫn truyền tín hiệu giúp kiểm soát ung thư một cách triệt 

để hơn. 

Trong hàng loạt các tác nhân gây biến đổi làm rối loạn phân bào, tăng 

sinh không giới hạn và rối loạn biệt hóa tế bào thì cơ thể cũng có những cơ chế 

bảo vệ chống lại sự rối loạn đó. Một trong các yếu tố đó chính là protein p53 

do gen TP53 mã hóa có hoạt tính chống sự tăng sinh tế bào, sửa chữa các DNA 

tổn thương, ngăn cản sự đột biến tế bào chống biến chuyển ác tính và trong 

một số trường hợp gây chết tế bào theo chương trình. Khi có các đột biến xảy 

ra có thể làm mất chức năng của gen TP53 làm các tế bào ung thư dễ dàng xuất 

hiện và phát triển.  Nghiên cứu đột biến gen TP53 và sự biểu lộ protein p53 đột 

biến trong mô ung thư da sẽ góp phần tìm hiểu cơ chế gây ung thư và giúp các 

nhà lâm sàng tìm ra được phương pháp điều trị bổ trợ thích hợp. 

Ở Việt Nam đã có một số công trình nghiên cứu về ung thư da, nhưng 

chưa có công trình nào đi sâu về cơ chế phân tử trong ung thư da. Vì vậy đề tài 

“Nghiên cứu các đột biến TP53, BRAF trong mô ung thƣ da và mối liên 

quan của nó với các thể bệnh” được tiến hành với các mục tiêu sau: 

1. Xác định tỷ lệ đột biến gen TP53 và gen BRAF trong mô các thể ung thư 

da. 

2. Khảo sát sự biểu lộ protein p53, protein BRAF và mối liên quan với các 

gen đột biến tương ứng trong mô ung thư da. 
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Chƣơng 1  

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. CÁC THỂ LÂM SÀNG UNG THƢ DA 

1.1.1. Cấu trúc da 

Da chiếm diện tích trên cơ thể khoảng 2m
2
, với tổng trọng lượng 15-

20% trọng lượng cơ thể. Da là hàng rào bảo vệ cơ thể, giúp cơ thể ổn định 

thân nhiệt, chống mất nước, bảo vệ cơ thể khỏi các tác nhân độc hại của môi 

trường như vi khuẩn, bụi bẩn, ánh nắng…trong đó quan trọng nhất là bảo vệ 

cơ thể trước các tác nhân tác động của môi trường bên ngoài [6]. 

 

Hình 1.1. Cấu trúc mô học của da [6] 

Da bao gồm các lớp thượng bì, trung bì và hạ bì. Thượng bì là biểu mô 

lát tầng sừng hóa có nguồn gốc từ ngoại bì phôi thai, trong lớp này không có 

mạch máu nuôi dưỡng.  

1.1.1.1. Thượng bì 

Các tế bào tạo sừng (keratinocyte) là thành phần chủ yếu tạo nên 

thượng bì da. Căn cứ vào quá trình biến đổi của các tế bào tạo sừng từ trong 

ra ngoài, thượng bì da được chia thành 5 lớp: 
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* Lớp đáy: Được tạo bởi một hàng tế bào khối vuông hoặc trụ nằm trên 

màng đáy, chúng có khả năng sinh sản mạnh, các tế bào mới di chuyển lên 

các lớp phía trên làm biểu bì luôn được đổi mới.  

* Lớp vảy (lớp sợi hay lớp Malpighi): Lớp vảy có từ 5-20 hàng tế bào 

lớn hình đa diện. Giữa các tế bào này có các cầu nối bào tương, ở mức siêu 

hiển vi, các cầu nối thực chất là những chồi bào tương của các tế bào nằm 

cạnh nhau được liên kết với nhau bởi các thể liên kết làm cho tế bào có hình 

vảy hay có sợi nối với nhau. 

* Lớp hạt: Có từ 3-5 hàng tế bào đa diện dẹt, trong bào tương của các 

tế bào này chứa nhiều hạt bắt màu kiềm đậm, đó là những hạt keratohyalin. 

Những hạt này thuộc nhóm protein sợi có liên quan đến hiện tượng sừng hóa 

của biểu bì.  

* Lớp bóng: Thường khó quan sát, đó là một lớp mỏng như một đường 

đồng nhất, sáng. Các tế bào của lớp này dính chặt chẽ, rất mỏng, là những tế 

bào chết, tất cả các bào quan và nhân đều không còn.  

* Lớp sừng: Các tế bào biến thành các lá sừng mỏng, không nhân, 

trong bào tương có chứa nhiều keratin, tùy từng vùng có thể có chiều dày 

khác nhau. 

Lớp thượng bì có nhiệm vụ bảo vệ cơ thể trước những tác động của 

môi trường ngoài như các tia tử ngoại, các tác động cơ học, ngăn không cho 

dịch của cơ thể thoát ra ngoài và nước từ môi trường ngoài thấm vào cơ thể. 

Lớp này còn có khả năng tổng hợp và giải phóng một số cytokin như IL1, 

IL6, TNFα… 

1.1.1.2. Trung bì 

Là một mô liên kết xơ vững chắc có chiều dày thay đổi tùy từng vùng 

và được phân cách với biểu bì bởi màng đáy, trung bì được chia thành 2 lớp: 
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* Lớp nhú: Mặt ngoài của trung bì tiếp xúc với thượng bì có những chỗ 

lồi lõm, chỗ lõm về phía thượng bì tạo thành các nhú trung bì. Lớp nhú có 

nhiều ở những vùng phải chịu áp lực và cọ sát mạnh. 

* Lớp dưới: Phần chính của trung bì nằm ở phía dưới được tạo bởi mô 

liên kết đặc hơn, các sợi tạo keo tạo thành bó, đa số có hướng song song với 

mặt da. 

1.1.1.3. Hạ bì 

Là mô liên kết thưa, lỏng lẻo nối da với cơ quan bên dưới giúp da trượt 

được trên các cấu trúc nằm ở dưới. Tùy vùng cơ thể, tùy mức độ nuôi dưỡng 

mà có thể tạo thành những thùy mỡ hoặc lớp mỡ dày hay mỏng. Ngoài ra da 

còn có các thành phần phụ như: tuyến mồ hôi, tuyến bã, nang lông… 

1.1.2. Dịch tễ ung thư da 

Ung thư da là một trong những ung thư thường gặp nhất ở Mỹ. Nghiên 

cứu của Stern R. S. và cs năm 2007 ở Mỹ cho thấy tỷ lệ mắc ung thư da cao 

gấp 5 lần ung thư vú và ung thư tiền liệt tuyến [7]. Theo Miller D. L. và cs, số 

bệnh nhân mắc ung thư da ngày một tăng, năm 2002 ước tính có 1,3 triệu 

người Mỹ mắc ung thư da, trong đó có 53.000 người mắc ung thư tế bào hắc 

tố và hơn 7.000 người chết vì loại ung thư này [8]. Năm 2006 ước tính có 

khoảng trên 3,5 triệu bệnh nhân cao gấp gần 3 lần số bệnh nhân năm 2002 [7].  

Ở Úc, nghiên cứu của Marks và cs cho thấy ung thư da cao gấp 3 lần 

tổng số các ung thư khác cộng lại và khoảng 1% dân số bị ung thư da [9]. 

Trong thời gian 5 năm, ung thư tế bào vảy tăng 50% với tỷ lệ mới mắc từ 

166/100.000 dân lên 250/100.000 dân trong nghiên cứu của Gilison và cs 

[10].  

Ở Châu Âu, tỷ lệ ung thư da cũng rất cao, theo nghiên cứu của Bulliard 

J. L. và cs ở Thụy sỹ mỗi năm có 15.000 bệnh nhân mới mắc ung thư da [11]. 
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Ở Anh, theo nghiên cứu của Muller H. và cs, tỷ lệ mắc ung thư da năm 2010 

tăng 33% so với năm 2001 [12]. Do thói quen phơi nắng để có nước da rám 

nắng cũng như sự tăng cường du lịch đến các nước nhiệt đới về mùa hè của 

những người da trắng là các yếu tố quan trọng làm gia tăng ung thư da ở 

người châu Âu.  

Người châu Á có tỷ lệ ung thư da thấp hơn người châu Âu, theo nghiên 

cứu của Sung J. và cs ở Singapore năm 2006 tỷ lệ ung thư da là 7,4/100.000 

dân. Tỷ lệ ung thư biểu mô tế bào đáy ở người Trung Quốc là 18,9/100.000 

dân, Người Mã lai là 6/100.000 và người Ấn Độ là 4,1/100.000 dân [13]. 

Ở Việt Nam, ước tính hàng năm có khoảng 8.000 trường hợp mắc ung 

thư da, trong đó ung thư tế bào đáy là 80%, ung thư tế bào vảy là 15%, ung 

thư tế bào hắc tố là 4%, còn lại là các ung thư khác ở da [2]. 

1.1.3. Yếu tố nguy cơ của ung thư da 

1.1.3.1. Ánh sáng mặt trời 

Ánh sáng mặt trời là nguyên nhân chính gây ung thư da, tia cực tím 

trong ánh sáng mặt trời gây ung thư da theo 3 cơ chế [14]: 

- Tác động trực tiếp lên DNA. 

- Tạo ra các phân tử oxy hóa làm biến đổi DNA và cấu trúc các tế bào. 

- Ức chế miễn dịch bẩm sinh chống ung thư của cơ thể. 

Yếu tố địa dư cũng có mối liên quan chặt chẽ với tỷ lệ ung thư da, 

những vùng gần đường xích đạo có tỷ lệ ung thư da cao hơn nhiều so với 

những vùng khác. Theo nghiên cứu của Stone và CS cho thấy tỷ lệ ung thư tế 

bào đáy ở Hawai cao gấp 4 lần so với vùng đất liền ở Mỹ [15]. 

Các nghiên cứu về đặc điểm lâm sàng ung thư da cho thấy gần 80% 

ung thư da xuất hiện ở vùng đầu, mặt, cổ, cánh tay và mu tay [12],[16],[17], 

đây là những vùng da tiếp xúc trực tiếp với ánh sáng mặt trời. 
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1.1.3.2. Asen 

Vai trò của asen gây ung thư da ở người còn chưa rõ, tuy nhiên các 

nghiên cứu trên súc vật cho thấy asen có khả năng gây bệnh. Một số tác giả 

cho rằng asen là tác nhân điều biến các con đường tín hiệu tế bào, làm biến 

đổi các yếu tố tăng trưởng và biến đổi quá trình tăng sinh, oxy hóa, biệt hóa tế 

bào và chết tế bào theo chương trình. Hơn nữa asen có thể làm tăng nguy cơ 

ung thư bằng cách kích thích khối u phát triển, hoạt hóa các hormon [18]. Hậu 

quả của nhiễm asen dẫn đến rối loạn chức năng của gen TP53 và phối hợp với 

tia UV để tạo thành yếu tố gây ung thư. Theo các tác giả này khi có sự tương 

tác giữa ánh sáng mặt trời với nhiễm asen mãn tính sẽ làm cho ung thư da 

phát triển mạnh lên rất nhiều [19]. 

1.1.3.3. Bức xạ ion hóa  

Bức xạ ion hóa có khả năng gây ung thư đã được ghi nhận từ những 

năm đầu thể kỉ XX khi ung thư da thường xuất hiện ở tay các bác sĩ và kỹ 

thuật viên có tiếp xúc với tia X. Các nghiên cứu dịch tễ học đã xác định xạ trị 

cũng làm tăng nguy cơ phát triển ung thư da đặc biệt là ung thư tế bào đáy, xạ 

trị trứng cá làm tăng nguy cơ ung thư tế bào đáy gấp 3 lần và xạ trị nấm da 

đầu ở trẻ em cũng làm tăng nguy cơ ung thư tế bào đáy từ 4 - 6 lần [19]. 

1.1.3.4. Yếu tố cá thể 

- Chủng tộc:  

Các chủng tộc người khác nhau có sự lắng đọng melanin trong da khác 

nhau. Đối với người da trắng, melanin chủ yếu tập trung ở lớp đáy của biểu 

bì, ở các chủng tộc da màu ngoài tập trung ở lớp đáy melanin, có thể thấy ở cả 

các lớp trên của thượng bì. Ung thư da có thể gặp ở cả người da trắng và da 

đen, nhưng tỷ lệ cao hơn ở người da trắng [20],[21],[22]. Một nghiên cứu đa 

trung tâm ở miền nam châu Âu cho thấy những người có da dễ bị bỏng nắng 
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và không bao giờ bị rám hoặc những người có tiền sử bỏng nắng khi trẻ được 

cảnh báo nguy cơ cao mắc ung thư da [23], trong khi những người ở châu Phi, 

châu Á tỷ lệ ung thư da thấp hơn [24]. Điều này cho thấy, melanin, sắc tố làm 

cho da sẫm màu có thể bảo vệ da chống lại ung thư da. 

- Tuổi và giới:  

Nguy cơ ung thư da đều liên quan đến tuổi tác, người lớn tuổi thường 

dễ mắc ung thư da hơn người trẻ tuổi. 

- Yếu tố miễn dịch:  

Những ảnh hưởng của yếu tố miễn dịch đến ung thư da chưa rõ ràng, 

tuy nhiên một số nghiên cứu cho thấy có sự gia tăng ung thư da ở những bệnh 

nhân ghép tạng và trẻ em điều trị ung thư, bệnh nhân HIV/AIDS [25]. 

1.1.3.5. Các yếu tố khác 

Ngoài ánh sáng mặt trời, yếu tố gen và các yếu tố trên, nhiều nghiên 

cứu còn đề cập đến các nguyên nhân khác gây ung thư da như tiếp xúc với 

hóa chất, các chế phẩm nhựa, các vết loét mạn tính, hút thuốc… 

[24],[25],[26]. 

1.1.4. Phân loại ung thư da 

Ung thư da bao gồm nhiều loại u ác tính khác nhau xuất phát từ da hoặc 

các thành phần phụ của da. Hiện nay, ung thư da được phân loại như sau: 

- Ung thư da không phải ung thư tế bào hắc tố (Non - melanoma skin cancer - 

NMSC): 

+ Ung thư tế bào đáy (Basal cell carcinoma - BCC). 

+ Ung thư tế bào vảy  (Squamous cell carcinoma - SCC). 

+ Ung thư tế bào Merkel. 

- Ung thư tế bào hắc tố (Malignant melanoma - MM). 
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- U lympho ở da. 

+ U lympho tế bào T. 

+ U lympho tế bào B. 

Tuy nhiên, có ba loại ung thư da thường gặp nhất là ung thư biểu mô tế 

bào đáy, ung thư biểu mô tế bào vảy và ung thư tế bào hắc tố. 

1.1.4.1. Ung thư biểu mô tế bào đáy (Basal cell carcinoma -BCC)  

Là loại ung thư da hay gặp nhất, chiếm khoảng 75-80% các loại ung 

thư da. Thương tổn là khối u nhỏ, ở vùng da hở, thâm nhiễm cứng, màu da 

bình thường hay có hiện tượng tăng sắc tố, có thể loét, dễ chảy máu. Mặc dù 

tiến triển chậm, nhưng nếu không được chẩn đoán và điều trị sớm, tổ chức 

ung thư tiếp tục xâm lấn, phá hủy da và tổ chức xung quanh làm biến dạng và 

làm rối loạn chức năng của một số cơ quan bộ phận, đặc biệt là các hốc tự 

nhiên như mũi, miệng và mắt. Ung thư biểu mô tế bào đáy tiến triển lâu, gây 

xâm lấn tổ chức xung quanh. Nếu được phát hiện sớm và điều trị kịp thời cắt 

bỏ rộng thương tổn, tiên lượng của bệnh rất tốt. 

Nguồn gốc thực sự của ung thư tế bào đáy xuất phát từ loại tế bào nào 

vẫn còn là câu hỏi cần được trả lời. Người ta thấy rằng có sự giống nhau về tế 

bào học và miễn dịch học giữa các tế bào của ung thư biểu mô tế bào đáy và 

các tế bào lớp ngoài cùng của nang lông nên nhiều tác giả cho rằng ung thư 

biểu mô tế bào đáy xuất phát từ nang lông. 

1.1.4.2. Ung thư tế bào vảy (Squamous cell carcinoma - SCC) 

Là ung thư khởi phát từ tế bào sừng thượng bì của da và niêm mạc. 

Trong các ung thư da, SCC chiếm khoảng 20% và đứng hàng thứ hai sau ung 

thư tế bào đáy nhưng SCC xâm lấn và di căn nhiều hơn. SCC chủ yếu liên 

quan đến vùng da tiếp xúc ánh nắng mạn tính ở người da sáng màu, tuy nhiên 

có thể thứ phát sau các tổn thương hình thành sẹo (bỏng, loét mạn tính, ...) 
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hóa chất (arsen, hydro carbon…), nhiễm virus HPV (type 16, 18, 30, 33, 35) 

và tiếp xúc tia xạ (tia X, tia gamma, tia radium), người suy giảm miễn dịch do 

bệnh hoặc do thuốc cũng có nguy cơ cao mắc SCC. Đối với vùng sinh dục, 

ung thư tế bào vảy liên quan trực tiếp đến với chít hẹp bao quy đầu ở nam 

giới. 

1.1.4.3. Ung thư tế bào hắc tố 

Ung thư tế bào hắc tố là khối u ác tính của tế bào hắc tố (melanocyte) 

sản xuất ra sắc tố đen (melanin), tế bào này chủ yếu phân bố ở da, ngoài ra có 

thể thấy ở mắt, tai, cơ quan tiêu hóa, tế bào não, và niêm mạc miệng, sinh 

dục. 

Ung thư tế bào hắc tố chiếm khoảng 5% các ung thư da; tuy nhiên, đây 

là khối u gây tử vong cao nhất (75%) trong số các ung thư da trên thế giới. Do 

vậy, việc chẩn đoán và phát hiện sớm sẽ làm tăng thời gian sống và giảm tỷ lệ 

tử vong. 

1.2. SINH LÝ BỆNH HỌC QUÁ TRÌNH PHÁT TRIỂN UNG THƢ DA 

1.2.1. Kiểm soát sự phân chia, sinh trưởng của tế bào 

Sự phân chia, sinh trưởng của tế bào được kiểm soát bởi nhiều gen 

thông qua các sản phẩm protein của chúng. Thành phần đầu tiên tham gia 

kiểm soát là yếu tố sinh trưởng (GF: growth factor), yếu tố này kết hợp với 

receptor của nó có trên bề mặt tế bào. Phức hợp receptor - yếu tố sinh trưởng 

gửi những thông tin tới nhân tế bào bằng quá trình chuyển nạp tín hiệu với 

những protein kinase đặc hiệu. ở trong nhân, chúng tương tác với các yếu tố 

phiên mã để điều khiển sự hoạt động của các gen đặc hiệu chi phối sự phân 

chia và sinh trưởng của tế bào.  

Chu kỳ tế bào thực hiện qua các pha khác nhau được chi phối bởi các 

protein, đó là các cyclin, các loại kinase phụ thuộc cyclin (CDK: cyclin 
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dependent kinase) và các yếu tố ức chế của chúng.  

Các CDK có mặt liên tục trong mọi pha của chu kỳ tế bào, nhưng ở 

dạng không hoạt động. Chúng chỉ hoạt động khi được gắn vào một cyclin 

tương ứng. Các cyclin chỉ được tổng hợp trong các pha đặc hiệu của chu kỳ tế 

bào, cyclin có chức năng hoạt hoá CDK tương ứng. Các chất ức chế của 

chúng làm cho CDK không hoạt động. Các cyclin điều khiển chu kỳ tế bào 

bằng sự phosphoryl hoá protein đích. Do sự hoạt động của các yếu tố trên nên 

tế bào dừng lại hoặc chuyển từ giai đoạn này sang giai đoạn khác của chu kỳ 

tế bào. 

Có ít nhất 5 loại cyclin với các định danh là A, B, C, D, E và có ít nhất 

7 loại CKD [27],[28].  

- Phức hợp Cyclin D - CDK4 làm tế bào chuyển từ G1 sang pha S. 

 - Phức hợp Cyclin A- CDK2 làm tế bào chuyển từ pha S sang G2. 

 - Phức hợp Cyclin B - CDK1 làm tế bào chuyển từ G2 sang M (bao 

gồm các kỳ phân chia chu kỳ tế bào). 

Ngoài tính phụ thuộc vào Cyclin, các CDK còn phụ thuộc vào sự kiểm 

soát của chất ức chế nó là CDKi (cyclin dependent kinase inhibitor). Các 

CDKi là các protein có trọng lượng phân tử thấp như các protein của gen p21, 

p27, TP53 có tác dụng ức chế không đặc hiệu các CDK hoặc ức chế chọn lọc 

các phức hợp Cyclin D- CDK4 hoặc CDK6 như các protein p16, p15 và p18. 

Các CDKi là các protein được cảm ứng tổng hợp khi có tổn thương 

DNA (gẫy đơn hay gãy kép) có tác dụng ức chế chu kỳ tế bào ở nhiều điểm 

để sửa chữa các tổn thương DNA. Các CDKi còn được giải phóng khi có mặt 

các yếu tố ức chế tăng sinh như TGF-beta, trái lại bị ức chế khi có mặt IL2. 

1.2.2. Các cơ chế phát sinh ung thư da 

1.2.2.1. Mô hình chung của phát sinh ung thư da 
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Về chi tiết có nhiều cơ chế di truyền phân tử và di truyền tế bào gây 

phát sinh ung thư. Về nguyên tắc sự phát sinh ung thư trải qua một quá trình 

nhiều bước đột biến, chọn lọc, tích luỹ đột biến và phân hoá các dòng tế bào 

cho tới khi tạo tế bào ung thư khởi nguồn để tăng sinh tạo dòng tế bào ung 

thư.  

Bước đầu tiên là các tổn thương ở DNA do các yếu tố bên trong (các 

khiếm khuyết trong tự nhân đôi DNA hoặc trong sửa chữa DNA) hoặc do các 

tác nhân bên ngoài tác động (như các tia phóng xạ ion hoá, các tác nhân hoá 

học gây đột biến, một số loại virus...). Tổn thương DNA có thể gây chết tế 

bào hoặc được sửa chữa lại như bình thường, hoặc tạo thành đột biến nhiễm 

sắc thể (NST) hoặc đột biến gen. Đột biến này có thể gây chết dòng tế bào 

này trong chọn lọc (vì kém ưu thế trong cạnh tranh sinh trưởng so với các tế 

bào bình thường), hoặc tạo dòng tế bào mới có sức sinh trưởng như tế bào 

bình thường, tồn tại mang một gen hoặc NST “đánh dấu” do kết quả của đột 

biến. Khả năng thứ ba là tạo ra một tế bào mới với đặc điểm giảm ức chế tiếp 

xúc, có tính ưu việt chọn lọc, sinh trưởng ưu thế, tăng sinh nhanh hơn các tế 

bào bình thường. Các tế bào này tiếp tục tích luỹ các biến đổi ở DNA, NST 

gây biến đổi mạnh hình thái và chức năng tế bào, thoát khỏi các tác động bình 

thường về điều chỉnh kiểm soát tăng sinh. Một số tế bào qua chọn lọc bị đào 

thải (chết) hoặc ngẫu nhiên dẫn tới dòng tế bào có ưu thế chọn lọc cao hơn 

nữa, sinh trưởng tăng tiến tạo khối u và phát triển độc lập, không bị kiềm chế, 

chèn ép, xâm lấn các mô lân cận hoặc di căn. 

1.2.2.2. Các con đường tín hiệu trong ung thư da 

* Con đường tín hiệu từ EGFR trong ung thư da 

Thụ thể yếu tố phát triển biểu mô (EGFR - Epidermal growth factor 

receptor) có trên bề mặt tế bào có ái lực cao với yếu tố phát triển biểu mô 

(EGF - Epidermal growth factor). Khi EGF gắn với EGFR sẽ kích hoạt 
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tyrosine kinase nội bào của thụ thể. Tiếp theo, các tyrosine kinase sẽ khởi 

động một dòng thác tín hiệu để tác động lên nhiều quá trình hóa sinh trong tế 

bào như: tăng nồng độ Ca2+ nội bào, tăng cường quá trình đường phân và 

sinh tổng hợp protein, tăng quá trình biểu hiện một số gen kể cả gen mã hóa 

EGFR, thúc đẩy quá trình tái bản của DNA và quá trình phân chia tế bào [11]. 

EGFR đã được chứng minh có biểu hiện quá mức ở người bệnh ung thư đại 

trực tràng và cũng là đích nhắm đến của liệu pháp điều trị bằng kháng thể đơn 

dòng [27],[28]. 

* Con đường tín hiệu Wnt (Wingless-integration) 

Có hơn 20 yếu tố thuộc vào họ gen của yếu tố phát triển Wnt ở người. 

Đó là các protein có trọng lượng phân tử khoảng 40 kDa. Điểm quyết định 

của con đường này chính là sự liên kết và hoạt hóa β-catenin. Trong khi chất 

này bị ức chế bởi hoạt động phối hợp của một số protein gồm APC, axin và 

GSK3β. Hoạt động liên tục của con đường này đặc biệt có ý nghĩa trong ung 

thư đại trực tràng.  

 

Hình 1.2. Các con đƣờng tín hiệu trong ung thƣ da [27]. 
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Sự mất điều hòa của con đường Wnt là do mất chức năng của các chất 

điều hòa âm tính như APC hoặc axin hoặc bởi sự đột biến sinh ung thư hoạt 

hóa β-catenin. Vì vậy, APC được xem như chất ức chế khối u và chất sinh ung 

thư [29],[30],[31]. 

* Con đường tín hiệu ERK/MAPK (Extracellunar regulated kinases/ Mitogen 

activated protein kinase) 

Con đường ERK/MAPK là một trong những con đường tín hiệu quan 

trọng nhất cho sự phát triển tế bào. Các con đường MAPK nằm ở hạ lưu của 

nhiều thụ thể yếu tố tăng trưởng, trong đó có các yếu tố tăng trưởng biểu bì 

EGFR. Hoạt động quá mức và sự kích hoạt các thụ thể này thường được phát 

hiện trong ung thư đại trực tràng và cũng đóng một vai trò quan trọng trong 

sự tiến triển của bệnh ung thư này. Con đường ERK/MAPK có thể được hoạt 

hóa thông qua protein Ras. Sự hoạt hóa con đường ERK/MAPK là yếu tố 

quyết định nhất đối với sự kích thích tăng sinh tế bào ung thư song song với 

sự biến đổi của Ras [27],[32],[33]. 

 

Hình 1.3. Con đƣờng tín hiệu RAS/MAPK từ EGFR [27]. 
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* Con đường tín hiệu phosphotidylinositol 3-kinase (PI3K) 

Enzyme PI3K xúc tác quá trình phosphoryl hóa phosphotidylinositol và 

các dẫn chất của chất này để tạo ra các chất dẫn truyền thông tin thứ cấp điều 

hòa các hoạt động của tế bào như quá trình sao chép và sinh tổng hợp protein, 

quá trình phân chia và chết tế bào... PI3K được hoạt hóa bởi protein Ras, 

nhưng chính enzyme này cũng có khả năng tác động vào điểm then chốt của 

các con đường tín hiệu của Ras. Con đường tín hiệu PI3K là con đường tín 

hiệu ung thư, các chất ức chế con đường này như PTEN chính là chất ức chế 

khối u [27]. 

* Con đường tín hiệu TGF-β (Transforming growth factor - beta) 

Con đường tín hiệu TGF-β kiểm soát sự phân chia, biệt hóa tế bào và 

thúc đẩy quá trình apoptosis của tế bào bình thường nên được gọi là con 

đường ức chế khối u. Khi TGF-β bị đột biến, các bộ phận của con đường tín 

hiệu TGF-β bị biến đổi và mất chức năng, hậu quả là các tế bào ung thư sinh 

sôi nảy nở. TGF-β còn thúc đẩy tế bào ung thư di căn và kích thích sự hình 

thành mạch máu của khối u [31],[32]. Đột biến TGF-β xảy ra ở khoảng một 

phần ba số người bệnh ung thư [34],[35],[36]. 

1.2.2.3.  Oncogen (gen sinh ung thư hay gen ung thư) 

Đa số oncogen bắt nguồn từ proto - oncogen. Các proto - oncogen là 

những gen bình thường có mặt trong tế bào mã hoá cho các protein điều chỉnh 

thuộc hệ thống kích thích sinh trưởng, phân chia và biệt hoá của tế bào. Các 

protein này có thể là các yếu tố sinh trưởng (growth factor), các receptor của 

các yếu tố sinh trưởng, các protein chuyển nạp thông tin từ màng vào nhân 

hoặc các yếu tố sao mã. Khi đột biến xảy ra ở  proto - oncogen nó có thể trở 

thành oncogen. Tác động chung của các oncogen là tạo protein bất thường tác 

động vào các khâu của quá trình điều chỉnh, để kích thích tăng sinh tế bào 
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mạnh mẽ. Các oncogen là trội ở mức tế bào, chỉ một bản copy của một 

oncogen đột biến góp phần vào dây truyền gồm nhiều bước để hình thành 

khối u. Trái ngược với các gen ức chế khối u, phát sinh ung thư bằng những 

đột biến mất chức năng, còn oncogen phát sinh ung thư bằng những đột biến 

làm thêm chức năng. Hầu hết oncogen tìm thấy ở các khối u không di truyền, 

nhưng cũng có những đột biến oncogen của tế bào tạo giao tử có di truyền, 

nhưng không phổ biến. 

Bảng 1.1. Một số oncogen thƣờng gặp [37] 

Oncogene Vị trí 

trên NST 

Loại ung thƣ liên quan 

Tác nhân  sinh trưởng 

HST 

SIS  

Receptor tác nhân sinh trưởng 

RET 

Erb.A 

Tín hiệu chuyển nạp 

H.RAS 

K.RAS,  

BRAF 

ABL 

Tác nhân phiên mã 

N - Myc 

MYB 

Fos 

 

11q13 

22q12 

 

10q 

17q11 

 

 

11q15 

12q12 

7q 

9q34 

 

2p24 

6q22 

14q24 

 

U dạ dày 

U não 

 

U nhiều tuyến nội tuyến 

Leukemia 

 

U đại tràng, phổi, tuỵ 

U da, u tuyến giáp, đại 

tràng 

U da, tuyến giáp, đại tràng 

Leukemia 

U thần kinh, phổi 

U da, leukemia 

U xương 

Xét về nguồn gốc có thể phân biệt hai nhóm oncogen: 

- Oncogen- virus (v - oncogen): Có trong virus mà chủ yếu là virus 

RNA. Do có enzyme phiên mã ngược nên khi xâm nhập vào tế bào virus tạo 

ra phân tử lai DNA - RNA từ đó hình thành DNA bổ sung (cDNA) và do vậy 
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protein được tổng hợp theo mã của virus kích thích phân bào mạnh mẽ, có thể 

dẫn đến ung thư. 

- Oncogen tế bào (c - oncogen). 

- Oncogen thường gặp trong các thể ung thư không di truyền. 

Do các proto - oncogen bình thường vốn có sẵn trong tế bào bị đột biến 

tạo thành c - oncogen. C - oncogen hoạt động gây ung thư có thể do những 

đột biến điểm ở những nucleotid nào đó, hoặc do sự sắp xếp lại của NST tạo 

“gen lai” hoặc bằng sự khuếch đại của gen. Chuỗi  DNA của c -oncogen có 

trình tự tương tự như oncogen virus tuy nhiên oncogen virus chỉ có exon còn 

proto - oncogen chứa cả exon và intron. C - oncogen gây tăng sinh tế bào 

mạnh mẽ bất thường dẫn đến ung thư. 

1.2.2.4. Gen sửa chữa DNA 

Đa số tế bào phân chia liên tục trong suốt quá trình sống. Sự tái bản 

DNA một cách chính xác là cần thiết để di truyền bộ gen giống hệt nhau cho 

mọi thế hệ tế bào trong cơ thể. Mỗi lần phân chia tế bào có khoảng 6 tỉ cặp 

bazơ nitơ được tổng hợp, kết nối trong một khoảng một thời gian rất ngắn, 

nên khả năng xẩy ra sai sót là rất lớn. Trong quá trình tái bản DNA, nếu có sai 

sót, thì các sai sót này thường được sửa chữa nhờ hoạt động bình thường của 

hệ thống gen sửa chữa DNA.  

Hoạt động sửa chữa DNA này bị giảm hoặc mất do di truyền hay do 

đột biến mắc phải của hệ thống gen sửa chữa DNA sẽ làm các sai sót trên 

DNA không được sửa chữa gây đột biến ở nhiều gen khác nhau, trong đó có 

các sai sót làm proto-oncogen thành oncogen hay làm gen ức chế khối u bị bất 

hoạt dẫn tới phát sinh ung thư.   

Một số ung thư có tính chất gia đình như ung thư vú, da khô nhiễm sắc 

tố (Xeroderma pigmentosum) liên quan với bất thường gen sửa chữa DNA. 
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Trong một số ung thư khác, bất thường DNA biểu hiện ở dạng rối loạn NST 

(NST bị đứt gẫy, lệch bội), ví dụ trong hội chứng Bloom, thiếu máu Fanconi, 

Atasia- telangiectasia, lơ xê mi, nhiều NST bị đứt gẫy. 

Bảng 1.2. Một số gen ức chế khối u [37] 

Tên gen 
Vị trí 

trên NST 

Bệnh do đột biến ở dòng  

tế bào sinh dục 

Rb-1 

(Retinoblastoma) 

APC 

(Adenomatous polyposis coli) 

NF1 

NF2 

(Neurofibromatosis) 

TP53 

P16 

BRCA1 

 

BRCA2 

13q14 

 

5q21 

 

17q11 

22q12 

 

17p13 

9q21 

17q21 

 

13q12 

Ung thư võng mạc 

Ung thư xương 

Polyp gia đình 

 

U xơ thần kinh I 

U xơ thần kinh II 

 

H/chứng Li- Fraumeni 

Ung thư da gia đình 

Ung thư vú, ung thư buồng 

trứng gia đình 

Ung thư vú gia đình 

1.2.2.5. Đột biến nhiễm sắc thể gây ung thư 

Ngày nay bằng kỹ thuật hiện đại, người ta thấy nhiều bất thường DNA 

đặc trưng trong lơ xê mi là do bất thường NST tạo gen lai như gen lai 

ABL/BCR trong lơ xê mi kinh là do chuyển đoạn NST 9 và NST 22. Gen lai 

AMLI/ETO trong lơ xê mi cấp là do chuyển đoạn NST 8 và NST 21. Các gen 

lai này tạo sản phẩm protein lai đột biến có tác động kích hoạt phân bào mạnh 

mẽ gây lơ xê mi. 

Một số bệnh có NST không bền vững như hội chứng Fanconi, hội 

chứng Bloom có tỷ lệ mắc bệnh lơ xê mi cao hơn người bình thường nhiều 

lần. Có những nghiên cứu còn cho thấy, ngoài lơ xê mi, những bệnh nhân bị 
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hội chứng Fanconi còn dễ mắc ung thư phổi. 

Các nghiên cứu khác cũng cho thấy tia xạ gây đứt gẫy NST, đồng thời 

nhiều thông báo cũng khẳng định tia xạ có vai trò gây lơ xê mi. Những người 

điều trị bằng tia xạ hay bị nhiễm xạ có tỷ lệ bị bệnh ác tính cao. 

Một số dạng đột biến NST nêu trên đã tạo điều kiện cho các proto-

oncogen trở thành dạng oncogen có tính chất gây ung thư. Các đột biến NST 

về số lượng thường gây mất cân bằng gen (tăng gen sinh u) còn các đột biến 

cấu trúc NST có thể làm biển đổi đến cấu trúc của các gen tiền sinh u hoặc 

gen ức chế khối u tạo gen đột biến hoặc gen lai gây tăng sinh hỗn loạn gây u. 

1.2.2.6. Ung thư phát sinh do sự tương tác của môi trường và di truyền 

Có nhiều dạng ung thư phát sinh có thể được giải thích bằng sự tương 

tác của di truyền và môi trường, bệnh ung thư vú là một ví dụ. Người ta thấy 

tỷ lệ mắc ung thư vú có mối liên quan với mọi người trong họ hàng, đồng thời 

liên quan với sự mãn kinh, với nội tiết tố sinh dục. 

1.3. GEN TP53 VÀ UNG THƢ DA 

1.3.1. Cấu trúc và sản phẩm của gen TP53 

   

Gen TP53 nằm trên nhánh ngắn của NST số 17 (17p13.1), gen TP53 có 

kích thước 22.000bp, gồm 11 exon [38]. 

Hình 1.4. Sơ đồ vị trí, cấu trúc gen TP53 và sơ đồ protein p53 
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Gen TP53 còn được gọi là gen ức chế khối u được phát hiện từ năm 

1979, nó nằm trên nhánh ngắn thuộc vùng 1, băng 3 băng phụ 1 của NST số 

17 (17p13.1). Gen TP53 có kích thước 22.000bp, gồm 11 exon mã hóa cho 

protein p53 có trọng lượng phân tử 53kDa. 

Bình thường gen TP53 ở trạng thái không hoạt động. Gen TP53 được 

hoạt động khi có sự sai lệch về vật chất di truyền nhằm [38],[39],[40]: 

- Chống tăng sinh tế bào, chống tế bào chuyển ác tính bằng kiểm soát chu kì 

tế bào, cảm ứng quá trình chết theo chương trình (apoptosis), có tác dụng sửa 

chữa các tổn thương DNA, ngăn cản sự xuất hiện đột biến của tế bào. 

- Kích thích hoạt tính các gen ức chế ung thư khác, được coi là gen đích của 

gen TP53. 

Sản phẩm protein p53 được chọn là phân tử của năm 1993, là chìa khóa 

di truyền của sự phát triển ung thư. Protein p53 có khả năng hạn chế các đột 

biến xảy ra ở tế bào thông qua tác dụng của nó trên chu kỳ tế bào. 

 Cơ chế tác dụng của protein p53 trên chu kỳ tế bào là ức chế chu kỳ tế 

bào và làm ngừng chu kỳ ở các giai đoạn chuẩn bị G1 chuyển sang S và ở giai 

đoạn G2 chuyển sang M. Sự kiểm soát chu kỳ tế bào do các protein - kinase 

đảm nhiệm, đó là các protein - kinase phụ thuộc cyclin, viết tắt là CDK. 

Cyclin là các protein chi phối hoạt tính của các CDK. Để tế bào đi từ một pha 

này sang một pha khác tiếp theo thì một CDK nhất thiết phải phối hợp với 

một cyclin. Muốn chuyển G1 sang S cần phải có phức hợp cyclin E - CDK2, 

muốn chuyển pha G2 sang M cần có phức hợp cyclin B - CDK1. Các phức 

hợp bị ức chế bởi các protein p21, sự tổng hợp protein p21 phụ thuộc vào 

protein p53 gắn vào promoter và khởi động gen đó. Do vậy protein p53 ức 

chế chu kỳ tế bào thông qua sản phẩm của gen p21 và một số sản phẩm của 

gen khác là gen đích của gen TP53 [29],[38],[39]. 



21 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.5. Vai trò của gen TP53 trong chu kỳ tế bào 

 Các thời gian dừng chu kỳ tế bào này là để sửa chữa các tổn thương 

DNA do các yếu tố vật lý, hóa học, sinh học... gây ra, làm cho tế bào không bị 

đột biến và được sống sót, không bị tiến triển thành ác tính. Khi tế bào dừng ở 

giai đoạn G1 sẽ tránh được sự nhân đôi DNA tổn thương, dừng ở G2 tránh 

được việc duy trì các tế bào có các DNA hư hại không được sửa chữa mà 

bước ngay vào quá trình phân bào. Gen TP53 tham gia vào quá trình sửa chữa 

này bằng cách tăng phiên mã để tổng hợp một số protein có chức năng sửa 

chữa DNA. Nếu DNA bị tổn thương sửa chữa được thì tế bào được phép thực 

hiện nốt chu trình của mình. Nhưng vì một số nguyên nhân nào đó mà cơ chế 

sửa chữa không thành công, thì gen TP53 sẽ dừng quá trình phân chia của các 

tế bào đột biến và khởi động quá trình chết theo chương trình (apoptosis). 

TP53 Mdm2 

p53 

p21 

CDK2 

Cyclin E 
G1 

S G2 

M 

X 

CDK1 

Cyclin B 

X 

p53 

 CBP      

TRAF 

 P300      PCAF 

 ASPP1 

p53 ho¹t ho¸ 
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Như vậy khi một tế bào bị tổn thương DNA nếu không sửa chữa được, thì 

protein p53 sẽ tác động trực tiếp để đưa tế bào vào giai đoạn chết theo chương 

trình. Với những chức năng này, gen TP53 được gọi là “người bảo vệ bộ gen” 

[29]. 

Protein p53 cảm ứng cho quá trình chết tế bào theo chương trình 

(apoptosis): quá trình chết tế bào theo chương trình là hiện tượng quan trọng 

trong các cơ quan, giữ gìn hằng định số lượng tế bào và giúp phá hủy các tế 

bào có khả năng gây phản ứng tự miễn. Như vậy, khi thiếu protein p53 hoặc 

protein p53 bị biến đổi thì hiện tượng chết theo chương trình sẽ giảm, lúc này 

tế bào có đột biến cũng không chết và hiện tượng tăng phân bào tiếp tục xảy 

ra đó là cơ chế duy trì các tế bào có đột biến, khi tích lũy thêm các đột biến ở 

mức độ nhất định sẽ hình thành các tế bào ung thư (có đột biến). Đặc biệt khi 

cả 2 alen từ bố và mẹ của gen TP53 bị tổn thương thì sự ức chế tế bào chết 

theo chương trình càng xảy ra dễ dàng hơn khi chỉ bị tổn thương 1 alen, lúc 

này tế bào không chết mà cứ tăng phân bào. 

 Đột biến gen TP53 là biến đổi di truyền hay gặp trong nhiều loại ung 

thư ở người, đặc biệt là các loại ung thư như ung thư da, phổi, vú và đại 

tràng... Các đột biến gen TP53 hầu hết là đột biến điểm hay gặp ở đoạn exon 

5 đến 9, kết quả làm cho protein sản phẩm mất chức năng nhưng nó lại trở 

nên bền vững hơn và gây tích tụ với một nồng độ cao trong nhân tế bào, tạo ra 

các sản phẩm gọi là protein p53 đột biến. Trong ung thư da, đột biến thường 

xảy ra ở exon 5,7 trên các vị trí sau: 175, 177, 248, 282 [40],[41]. Protein p53 

làm tăng tính nhạy cảm với xạ trị và có thể cả với hóa trị liệu. Khi thiếu 

protein p53 hoặc p53 bị đột biến mất chức năng, tế bào sẽ kém nhạy cảm với 

xạ trị . 

* Các loại tổn thương, đột biến hay mất chức năng của gen TP53 [42]: 

 Hoạt tính gen TP53 được thể hiện chức năng của phân tử protein p53 
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trong dịch sinh học và ở các mô. Các tổn thương gen TP53 có thể gặp: 

 + Đột biến điểm: do chuyển đổi vị trí pyrimidin này bằng pyrimidin 

khác, hoặc cặp pyrimidin này bằng cặp pyrimidin khác. 

 + Đột biến mất đoạn: do mất các vùng trên nhiễm sắc thể làm bất hoạt, 

mất gen TP53. Điển hình là mất tính dị hợp tử (LOH: loss of heterozygosity) 

do mất đoạn nhiễm sắc thể chứa gen TP53 ở một trong hai NST tương đồng 

gây ra mất một trong hai alen của tế bào. Tuy nhiên, trong ung thư tế bào đáy 

thì tần suất mất tính dị hợp tử thấp hơn so với các ung thư khác [43],[44]. 

1.3.2. Vai trò của gen TP53 trong cơ chế bệnh sinh ung thư da 

 Quá trình chết tế bào theo chương trình là tiến trình thầm lặng và còn 

chưa biết đầy đủ. Chết tế bào theo chương trình là một hiện tượng cơ bản của 

sự sống ở cơ thể đa bào. Nó liên quan đến quá trình phát triển của phôi và liên 

quan đến khả năng giữ hằng định nội môi của cơ thể trưởng thành (cân bằng 

giữa tái sinh, tăng sinh và chết) đặc biệt đối với các tổ chức thường xuyên đổi 

mới như hệ thống miễn dịch. Quá trình chết tế bào theo chương trình do nhiều 

gen điều khiển và kiểm soát. Một điều kiện trong xuất hiện và phát triển ung 

thư là tế bào mất cảm ứng với chết tế bào theo chương trình. Quá trình chết tế 

bào theo chương trình có thể xảy ra như sau [40],[41]: 

 - Các kích thích từ bên ngoài (exogenous) như các hormon, thuốc điều 

trị, tia cực tím,... sẽ làm các chemokine hoạt hóa một receptor trên tế bào 

thuộc tuýp receptor APO-1 và Fas (tên khác của Fas là CD95 hay receptor của 

TNF). Tín hiệu này sẽ truyền đến một loại protein có tương tác vật lý với 

receptor đó ở domain gây chết (death domain - DD hay dead effector domain 

- DED) làm hoạt hóa một dây chuyền nhiều protease gây phân rã cystein, có 

tên gọi là capcase. Các caspase đầu tiên của chuỗi capcase (ICE/caspase 1, 

CPP31/caspase 3) sẽ gây phân rã một loạt các protein cấu trúc tế bào hay các 
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protein kiểm soát chu kỳ tế bào (pRb) hay các enzyme sửa chữa thương tổn ở 

DNA, protein của RNA thông tin trưởng thành làm cho các tế bào chết.  

 

Hình 1.6. Vai trò của gen TP53 trong quá trình phân bào [37] 

- Yếu tố kích thích nội sinh (endogenous) là gen TP53. Protein p53 xuất hiện 

khi có tổn thương DNA ở dạng đứt sợi đơn (SSB: single strand break) hay đứt 

sợi kép (DSB: double strand break) hay khi sai lệch về cấu trúc DNA. Protein 

p53 hoạt hóa trực tiếp chết tế bào theo chương trình hay gián tiếp thông qua 

các sản phẩm của gen Bcl-2 và Bax. Ngoài gen TP53, các SSB và DSB còn 

giải phóng ra topoisomerase I và II. Các topoisomerase của DNA được xem 

như là: “trạm gác khu vực” của bộ gen có trong một tế bào dù là bình thường 

hay ác tính. Các topoisomerase tách đôi sợi xoắn kép của DNA để sao chép 
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DNA bị tổn 

thương 

Quá trình sửa  

chữa tổn thương 

Sửa chữa không thành 

công dẫn đến TB chết 

theo chương trình 

Sửa chữa thành 

công  tế bào nhân 

lên bình thường 
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Các tế bào tổn thương 
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Phát triển thành các tế 

bào ung thư 
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hay sửa chữa tổn thương DNA bằng cách làm gãy sợi DNA (topoisomerase 

tuýp I làm gãy một sợi, tuýp II làm gãy 2 sợi) nên rất cần cho sự phân bào. 

Khi thiếu các topoisomerase, đặc biệt là tuýp II thì các nhiễm sắc thể không 

phân ly được, tế bào không phân bào được, dễ bị chết nhất là khi có tác động 

của kháng sinh và các thuốc gây độc tế bào (thuốc chống ung thư). 

Sự hằng định nội môi là do sự cân bằng giữa số lượng tế bào mới tái 

sinh và số tế bào già chết đi. Có nhiều nguyên nhân và cơ chế gây chết tế bào. 

Có thể các tế bào chết do các telomere (6 nucleotid cuối cùng của nhiễm sắc 

thể làm cho các đầu mút nhiễm sắc thể không dính vào nhau được) nên không 

bảo vệ được tính toàn vẹn trong nhân đôi DNA. Một số chết tế bào do thiếu 

oxy, do tác dụng nhiệt độ không thuận lợi cho sự sống của tế bào, do oxy hóa, 

do tia cực tím gây các tổn thương DNA quá lớn vượt quá khả năng sửa chữa 

của tế bào. 

1.3.3. Các đột biến gen TP53 trong ung thư da 

 Ý nghĩa của gen TP53 trong ung thư nói chung và ung thư da nói riêng 

vẫn đang được các nhà khoa học trên thế giới tiếp tục nghiên cứu. Tuy nhiên, 

các nghiên cứu đã chứng minh rằng gen TP53 ức chế sự phát triển của ung 

thư, mã hóa cho protein p53 của nhân tế bào, điều hòa sự sinh sản và chết tế 

bào theo chương trình, ngăn ngừa đột biến DNA... Đột biến gen TP53 là biến 

đổi di truyền thường gặp nhất trong các ung thư ở người. Do gen TP53 điều 

hòa sự ổn định của bộ gen và ngăn cản tế bào bước vào chu trình phân bào khi 

có tổn thương DNA nên khi TP53 bị đột biến, mất chức năng sẽ liên quan đến 

khả năng ức chế sự phát triển tế bào, do đó sẽ tăng tỷ lệ tế bào sinh sản bất 

thường [45],[46],[47]. 
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Hình 1.7. Tỷ lệ đột biến gen TP53 trong một số loại ung thƣ [48] 

Đột biến gen TP53 là biến đổi di truyền hay gặp trong nhiều loại ung 

thư ở người, đặc biệt là các loại ung thư da, phổi, vú và đại tràng... Các đột 

biến hầu hết là đột biến điểm trong vùng từ exon 2 đến 9, kết quả làm cho sản 

phẩm protein p53 mất chức năng, và nó trở nên bền vững hơn, gây tích tụ với 

một nồng độ cao trong nhân tế bào, tạo ra các sản phẩm gọi là protein p53 đột 

biến. Ở ung thư da đột biến thường xảy ra ở exon 2 đến exon 9 trên các vị trí 

sau: 175, 177, 248, 282 [35]. Khi tổn thương cả hai alen của gen TP53 thì 

DNA trong tế bào bị tổn thương sẽ không được sửa chữa, các đột biến còn tồn 

tại nhiều hơn khi chỉ tổn thương một alen và dẫn tế bào đến trạng thái chuyển 

dạng ác tính dễ dàng hơn.  

P53 là một protein nội bào nên nó được tìm thấy nhiều nhất ở các mô, 

nhưng cũng có thể gặp trong huyết thanh với nồng độ thấp (do thời gian bán 

hủy của protein p53 bình thường chỉ trong 20- 40 phút). Dựa vào nguyên lý 

của sự kết hợp kháng nguyên - kháng thể, người ta có thể xác định được các 

protein p53 có trong huyết thanh bằng kỹ thuật miễn dịch đánh dấu enzyme 

TỶ LỆ CÁC LOẠI UNG THƢ VÀ ĐỘT B IẾN P53 
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và protein p53 trong mô bằng kỹ thuật nhuộm HMMD. Khi gen TP53 bị đột 

biến dẫn đến protein của gen TP53 bị biến đổi thì nồng độ protein này tại mô 

có thể tăng cao đồng thời protein biến đổi có thời gian bán hủy kéo dài hơn và 

protein biến đổi này cũng được phát hiện bằng kỹ thuật nhuộm HMMD. 

Bệnh nhân ung thư da có đột biến gen TP53 liên quan đến giảm tỷ lệ 

sống thêm không tái phát và tỷ lệ sống thêm chung. Gen TP53 được coi là yếu 

tố tiên lượng độc lập về tỷ lệ sống thêm trong ung thư da.  

 Protein p53 làm tăng tính nhạy cảm với xạ trị. Thiếu protein p53 làm tế 

bào trơ với xạ vì tế bào không dừng ở G1. Tuy nhiên nhạy cảm với xạ trị và 

hoá trị còn phụ thuộc nhiều protein khác nữa như pRb, oncoprotein… 

 Trên thế giới nghiên cứu đột biến gen TP53 và sự biểu lộ protein p53 

trong mô ung thư da cũng đã được nhiều tác giả quan tâm. Venza M. và cs 

cho rằng sự biểu lộ protein p53 ở bệnh nhân ung thư biểu mô tế bào vảy là 

46,7% và không có sự khác biệt giữa ung thư da nguyên phát và ung thư da 

tái phát có di căn [49]. Bukhari M. H. và cs xác định đột biến gen TP53 và 

biểu lộ protein p53 đột biến ở 140 mẫu mô sinh thiết da cho thấy: cả hai dấu 

hiệu trên đều không phát hiện được trên da bình thường, nhưng trong ung thư 

tế bào đáy là 70% và trong ung thư tế bào vảy là 96,25% và đột biến gen 

TP53 có liên quan đến sự biểu lộ protein đột biến với [50]. Điều này cũng phù 

hợp với nghiên cứu của Mlmquist L. M. và cs cho thấy có mối liên quan giữa 

đột biến gen TP53 và sự biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư da 

[51]. Như vậy protein p53 là một yếu tố quan trọng trong theo dõi, tiên lượng 

ung thư da. Những trường hợp đột biến gen TP53
 
thường có đáp ứng kém với 

điều trị hoá chất, do đó xác định tình trạng biểu lộ protein này được dùng để 

đánh giá khả năng đáp ứng với hoá chất và tia xạ trong điều trị. 

Ở Việt Nam cũng có một số tác giả nghiên cứu sự biểu lộ protein p53 

đột biến trong mô ung thư như kết quả nghiên cứu của Tạ Văn Tờ cho thấy tỷ 

lệ protein p53 dương tính trong mô ung thư biểu mô tuyến vú là 42,1% 
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(n=95) và sự biểu lộ này tăng dần theo độ mô học [46]. Trong ung thư da, đã 

có một số nghiên cứu đi sâu vào cơ chế phân tử nói chung và đột biến gen 

TP53, nhưng chưa có nghiên cứu nào xác định sự biểu lộ của protein đột biến 

này ở mô ung thư. Việc tìm hiểu mối liên quan giữa đột biến gen TP53 và sự 

biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư là cần thiết, kết quả đó sẽ giúp 

các nhà lâm sàng có thể xác định đột biến gen TP53 phức tạp bằng kỹ thuật 

đơn giản hơn. Đó là kỹ thuật xác định sự biểu lộ protein p53 đột biến bằng 

phương pháp hóa mô miễn dịch, đây cũng là xét nghiệm dễ làm hơn và cho 

phép phát hiện sự tích luỹ bất thường của protein p53 trong tế bào ung thư. 

Kích thích hoạt tính các gen ức chế ung thư khác, được coi là gen đích của 

gen TP53. 

1.4. GEN BRAF VÀ UNG THƢ DA 

1.4.1. Cấu trúc gen BRAF 

Gen BRAF gồm 18 exon có 208.816 bp nằm trên nhánh dài nhiễm sắc 

thể số 7 vị trí 7q34 [52]. 

 

                     

 
Gen BRAF gồm 18 exon có 208.816 bp  

nằm trên nhánh dài nhiễm sắc thể số 7q34. 

Hình 1.8. Vị trí gen BRAF trên nhiễm sắc thể số 7 [52]. 
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Gen BRAF được xem như là một gen tiền ung thư, gen mã hóa thông 

tin cho protein BRAF có trọng lượng phân tử 94 kDa là chất có hoạt tính 

kinase với chức năng truyền tín hiệu nội bào xuôi dòng phía dưới protein 

KRAS của con đường tín hiệu RAS-MAPK [48]. Protein BRAF tương tác đặc 

hiệu với Serine/ Threonine điều hòa thông qua các tín hiệu dẫn truyền. Nó bao 

gồm 3 vùng bảo thủ đặc trưng của họ Raf-kinase: vùng tự điều hòa CR1- vị trí 

liên kết giữa Ras với GTP, vùng giàu Serine CR2, vùng (chức năng) xúc tác 

CR3-photphoryl trình tự đặc hiệu trên protein cơ chất. Khi hoạt động chức 

năng/ ở trạng thái hoạt hóa, BRAF tạo ra các dimer bằng liên kết hidro và 

tương tác tĩnh điện giữa các miền kinase của nó. 

1.4.2. Gen BRAF và con đường tín hiệu sinh ung thư 

Sự phát triển, biệt hóa và sống còn của tế bào bình thường được điều 

hòa bởi một số lượng giới hạn các con đường tín hiệu. Các con đường tín hiệu 

truyền và kết hợp các tín hiệu từ ngoại bào như: các yếu tố phát triển, hormon, 

các liên kết tế bào - tế bào, tế bào - khoảng gian bào thông qua các thụ thể 

trên màng tế bào đi vào bên trong tế bào, rồi tiếp tục qua các protein dẫn 

truyền trong bào tương để đi vào nhân tế bào. Ở trong tế bào các tín hiệu này 

sẽ hoạt hóa các gen sao chép dẫn đến sự tăng sinh và biệt hóa tế bào. Các loại 

protein tín hiệu, protein màng, protein bào tương và protein nhân liên quan 

đến tăng sinh, biệt hóa tế bào đều là sản phẩm của c-oncogen (proto-oncogen) 

trong điều kiện bình thường. Khi có sự mất điều hòa hoạt động của chúng, các 

c-oncogen đột biến trở thành oncogen có thể xuất hiện ung thư và trong tình 

huống này con đường tín hiệu sẽ trở thành “con đường tín hiệu sinh ung thư”. 

Sự mất cân bằng giữa oncogen và gen ức chế ung thư, sự hoạt động 

không phù hợp hoặc sự bất hoạt của các con đường tín hiệu là yếu tố quyết 

định đối với sự phát triển ung thư ở người. Nhiều gen sinh ung thư và nhiều 

gen ức chế ung thư cũng hoạt động trong khuôn khổ “con đường tín hiệu sinh 
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ung thư” này [53],[54]. 

Các con đường tín hiệu có thể được khái quát như sau: 

 - Các tín hiệu ngoại bào (GF, cytokine, hormon…). 

 - Các tín hiệu ở màng tế bào (thụ thể màng tế bào). 

 - Các tín hiệu ở bào tương (RAS, RAF, ERK, của con đường 

MAPK...). 

 - Các tín hiệu trong nhân tế bào (Jun, Myc...). 

Trong khuôn khổ của đề tài này chúng tôi chỉ đề cập đến yếu tố RAF 

do gen BRAF mã hóa tham gia vào con đường tín hiệu MAPK.  

1.4.2.1. Quá trình hoạt động của con đường tín hiệu MAPK 

Con đường dẫn truyền tín hiệu RAF-MEK-ERK là dòng thác protein 

kinase được hoạt hóa bởi RAS. Con đường này điều hòa sự phát triển, tăng 

sinh và biệt hóa tế bào đáp ứng với những kích thích từ các yếu tố phát triển, 

kháng thể, cytokine và hormone… [55]. Qua con đường này, RAS được cho 

là để thúc đẩy sự thay đổi về khung và hình dạng tế bào, sự kết dính và di 

chuyển tế bào. Điều đó được thể hiện phổ biến ở các tế bào với RAS sinh ung 

thư [56],[57],[58]. Sự biến đổi RAS trong ung thư là do chức năng điều hòa 

nút của nó ở một số con đường liên quan với các đặc tính thiết yếu của tế bào 

ung thư. Trong số các tác dụng khác nhau này sự hoạt hóa con đường ERK 

MPK là quyết định nhất đối với sự kích thích tăng sinh tế bào ung thư cùng 

với sự biến đổi về RAS. Một trong các lý luận của nguyên lý này chính là sự 

biến đổi loại trừ lẫn nhau của gen RAS và BRAF trong một số ung thư, nổi bật 

là trong u hắc tố [59].  

Trong hoạt tính chuyển dạng của gen ung thư nguồn gốc virus (v-

oncogen) thì RAS và RAF là các yếu tố được đề cập đến nhiều trong các 

nghiên cứu và chính RAF là yếu tố hiệu ứng đầu tiên được xác định của dòng 

tín hiệu được hoạt hóa từ RAS [60],[61],[62],[63]. 

Hoạt hóa RAF được khởi đầu bởi sự kết hợp RAS-GTP với vùng gắn 
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RAS (RBD: RAS binding domain) nằm trong khu vực điều hòa N tận của 

kinase. Sự thay đổi thích ứng và sự kết hợp lên màng tế bào làm khởi động 

quá trình phosphory1 hóa RAF, điều đó kết hợp với việc kích thích hoạt tính 

serine/threonine/kinase của RAF gây phosphoryl hóa liên tục và gây hoạt hóa 

MEK và ERK [62],[63]. Ba protein RAF có chức năng ở người là ARAF, 

BRAF và CRAF hoạt động phụ thuộc vào sự phosphory1 hóa của đoạn mang 

hoạt tính [64]. Mối thông tin liên lạc giữa RAF, MEK và ERK cần có protein 

kết nối, đó là một đồng dạng của RAF không có hoạt tính kinase [61]. 

MAPK tạo tín hiệu qua bào tương vào nhân và nhân kích thích các yếu 

tố điều khiển các tế bào ở trạng thái nghỉ trở thành tế bào ở trạng thái phân 

bào. Trong nhân tế bào, hai phân tử rất quan trọng để điều khiển sự phát triển 

tế bào qua các giai đoạn phân chia tế bào là các cyclin và các enzyme hoạt 

hóa phụ thuộc cyclin (CDKS: Cyclin Dependent Kinases). Nếu không có các 

cyclin thì các CDKS không hoạt động được. Tuy nhiên, cần phải có các 

CDKS thì các cyclin mới làm cho các tế bào từ trạng thái nghỉ trở nên hoạt 

động và vì thế hoạt hóa quá trình phân chia tế bào. Một trong những cyclin rất 

quan trọng này là cyclin D. Nó đóng vai trò quan trọng đặc biệt trong tiến 

trình phân chia tế bào [65]. Sự kết hợp của cyclin D hình thành bước cuối 

cùng trong con đường liên kết hoạt hóa thụ thể yếu tố phát triển biểu mô và 

phân chia tế bào. Khi MAPK đi vào trong nhân tế bào, nó gây kết hợp cyclin 

D và tác động lên “chất kìm hãm sinh học” và khi sự kìm hãm sinh học bị bất 

hoạt thì tế bào buộc phải vận chuyển sang trạng thái phân chia hoạt động [66]. 

1.4.2.2. Vai trò con đường tín hiệu MAPK trong ung thư 

 Sự hoạt hóa liên tục của con đường tín hiệu RAS-MEK-ERK là phổ 

biến với nhiều loại ung thư. Xấp xỉ 15% ung thư ở người có sự biến đổi hoạt 

động của RAS và biến đổi BRAF gần đây được xác định qua sàng lọc trên 

phạm vi rộng của gen đột biến trong ung thư ở người [67],[68],[69]. Đột biến 

của BRAF liên quan đến 60% các khối u hắc tố ác tính và xảy ra với tần suất 
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YÕu tè ph¸t triÓn 

Thô thÓ yÕu tè ph¸t triÓn 

PI3-K RAS JAK 

RAF 

PKD1 MEK 

ATK/PKB ERK STAT 

Mµng tÕ bµo 

từ vừa đến cao ở ung thư biểu mô đại trực tràng, ung thư biểu mô buồng trứng 

[70], ung thư phổi và ung thư biểu mô tuyến giáp thể nhú [71]. Điều đó có gợi 

ý rằng việc hoạt hóa biến đổi gen sinh ung thư BRAF như là yếu tố khởi động 

chủ chốt của khối u ác tính. Sự biến đổi BRAF và RAS được giới hạn một 

cách có ý nghĩa với các loại u tương tự và thông thường là theo cách loại trừ 

lẫn nhau. Điều này cho phép các tác giả nghĩ rằng các gen này cùng trên một 

con đường tín hiệu sinh ung thư với nhau; đồng thời cũng gợi ý rằng RAS tác 

động gây hoạt hóa BRAF ở các loại hình ung thư này [72]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.9. Con đƣờng tín hiệu MAPK [66] 

Sự hoạt hóa con đường JNK MAPK (JNK: Jun kinase N tận - một con 

đường thành viên khác trong con đường tín hiệu MAPK) bởi RAS là một khía 

cạnh khác trong chức năng đa chiều của protein này. Sự tăng cường hoạt hóa 

của protein RAS ở tế bào bình thường có thể gây ngừng phát triển, chết theo 

Gen sinh u nh JUN, FOS 

Sao chÐp gen 
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chương trình hoặc suy yếu sự sao chép tế bào. Ở một số loại tế bào, sự hoạt 

hóa RAS cũng có thể gây biệt hóa tế bào. Chính vì thế, ngoài tác dụng tăng 

sinh tế bào, các protein RAS ở trạng thái hoạt hóa còn kích thích các đáp ứng 

khác, thậm chí cả việc chấm dứt tác dụng của chúng. Trong một vài trường 

hợp, nó còn tạo ra phản ứng bảo đảm an toàn chống lại sự tăng sinh quá mức. 

Tùy theo tình huống mà con đường JNK MAPK có thể hoạt động theo cách 

thức này [66],[67]. 

 Như vậy khi các thụ thể yếu tố phát triển trên màng tế bào được hoạt 

hoá thì các protein RAS, RAF sẽ hoạt hóa hầu như liên tục, chúng làm trung 

gian cho nhiều hiệu ứng của hoạt động sinh lý hoặc là hoạt động sinh ung thư 

của các thụ thể tyrosin kinase (RTK), đặc biệt là hoạt động của con đường 

MAPK theo chiều của protein RAS, RAF. Thực vậy, protein RAS, RAF làm 

trung gian không những cho các tín hiệu qua thụ thể tyrosin kinase mà còn 

liên quan đến việc đáp ứng của tế bào với các  cytokin và hormon. Ngược lại 

thụ thể tyrosin kinase và các yếu tố khác điều chỉnh hoạt động của MAPK và 

các con đường ung thư khác nữa không chỉ thông qua RAS, RAF mà còn qua 

nhiều cơ chế khác nhau [72],[73]. 

1.4.2.3. Đột biến gen BRAF trong ung thư da  

Yếu tố tín hiệu RAF thuộc con đường tín hiệu MAPK có ba đồng dạng 

là ARAF, BRAF và CRAF. Đồng dạng CRAF biểu lộ khắp nơi trong khi 

BRAF biểu lộ ở mức cao hơn trong tế bào máu, thần kinh và tinh hoàn 

[74],[75], BRAF là đồng dạng nổi trội ở tế bào da. Mặc dù tất cả các đồng 

dạng RAF đều hoạt hoá MEK nhưng chúng được hoạt hoá một cách khác 

nhau bởi RAS [76],[77]. Theo Peyssonnaux C. và cs thì BRAF có ái tính cao 

hơn với MEK1 và MEK2 và có nhiều khả năng phosphoryl hóa MEK hơn các 

đồng dạng RAF khác [57]. Theo Paul T.C. và cs đã khám phá rằng biến đổi 

hoạt tính gen sinh ung thư BRAF xảy ra ở 2/3 các u hắc tố ác tính và ở tần 

suất cao trong các ung thư khác [36]. 



34 

 

Đột biến gen BRAF trong ung thư nói chung và ung thư da nói riêng 

thường xảy ra ở vị trí: A1023G (P341P); A1227G (S409S); T1799A 

(V600E); A1383G (Q461Q); A1797C (T599T); A1929G (G643G); G2272A 

(G758R). Trong đó vị trí 1799 TA làm thay thế Valine bằng Glutamate của 

chuỗi acid amin (V600E) chiếm khoảng 80 - 90%.  70% đột biến gen BRAF 

được tìm thấy ở những bệnh nhân ung thư da [72]. Sự thay đổi này dẫn đến con 

đường tín hiệu MAPK bị kích hoạt liên tục, và không đáp ứng với sự kiểm soát 

thông thường. Trong nghiên cứu này chúng tôi cũng tập trung nghiên cứu đột 

biến gen BRAF (V600E), là đột biến xảy ra với tần suất cao trong mô ung thư da. 

Sự biến đổi gen BRAF có thể minh chứng rằng BRAF là dấu ấn quan 

trọng của kiểu hình lâm sàng và mô bệnh học của ung thư da, đặc biệt là ung 

thư tế bào hắc tố, nó trở thành một dấu ấn chẩn đoán và tiên lượng có giá trị, 

dựa vào việc sử dụng các chất ức chế protein BRAF [72],[74]. Nghiên cứu 

này sẽ góp phần vào việc xác định đột biến của gen BRAF ở bệnh nhân ung 

thư da tại Việt Nam, từ đó giúp các bác sỹ lâm sàng lựa chon phương pháp 

điều trị bổ trợ thích hợp cho các bệnh nhân ưng thư da, nhằm cải thiện thời 

gian sống thêm của bệnh nhân. 

1.5. MỘT SỐ PHƢƠNG PHÁP PHÁT HIỆN ĐỘT BIẾN GEN TP53 VÀ 

GEN BRAF 

1.5.1. Phương pháp giải trình tự gen 

1.5.1.1. Phương pháp giải trình tự gen Sanger 

Giải trình tự của gen là xác định được thứ tự sắp xếp của 4 loại 

nucleotide trên phân tử DNA của đoạn gen đó. Hiện nay, trong lĩnh vực sinh 

học nói chung và sinh học phân tử nói riêng thì việc giải trình tự nucleotide 

của một đoạn gen được ứng dụng nhiều trong việc xác định các gen, các alen, 

các đột biến gen. Từ những năm 1977 một số phương pháp giải trình tự gen 

đã được phát minh như [78]: 

- Phương pháp giải trình tự gen theo phương pháp hóa học của Alan 
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thêm 

dNTP, 

DNApolym

erase, 

ddATP, 

ddTTP, 

ddGTP, 

ddCTP 

 

CATACGTGG CCTTACG 

GGAATGC 

Chiều điện di 

*CGTAAGGCCACGTA TdG 

*CGTAAGGCCACGTAdT 

*CGTAAGGCCACGTdA 

*CGTAAGGCCACGdT 

*CGTAAGGCCACdG 

*CGTAAGGCCAdC 

*CGTAAGGCCdA 

*CGTAAGGCdC 

*CGTAAGGdC 

CGTAAGGCCdA 

CGTAAGGCdC 

CGTAAGGCCACdG 

CGTAAGGCCACGTdA 

CGTAAGGdC 

CGTAAGGCCACGTA TdG 

CGTAAGGCCAdC 

CGTAAGGCCACGdT 

CGTAAGGCCACGTAdT 

Maxam và Walter Gilbert. 

- Phương pháp giải trình tự gen bằng enzyme hay phương pháp 

Dideoxy của Frederick Sanger. 

Cả hai phương pháp này đã đánh dấu bước ngoặt lớn trong lịch sử phát 

triển y sinh học hiện đại. Ngày nay, rất nhiều máy giải trình tự gen tự động 

đều dựa trên nguyên tắc chính là phương pháp giải trình tự gen của Sanger. 

Để thực hiện được giải trình tự bằng máy tự động thì các mạch DNA 

đơn được sinh trong ống phản ứng giải trình tự phải được đánh dấu huỳnh 

quang để các vạch điện di của các mạch đơn này phát sáng khi đi qua một 

chùm tia sáng laser. Cấu tạo của một máy tự động giải trình tự gồm hai phần 

chính yếu, đó là: phần điện di với gel polyacrylamide và phần phát hiện các 

vạch điện di. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Các ddNTP đánh dấu hùynh quang khác nhau, tương ứng với 

nuleotide tận là A, T, C và G. 

Hình 1.10. Nguyên lý giải trình tự gen trên máy giải trình tự gen tự động 
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Phần điện di polyacrylamide có thể là một bản gel hay là một ống mao 

quản chứa gel. Phần phát hiện vạch điện di là những mắt cảm quang và một 

chùm tia laser đi qua trước nó. Nguyên tắc hoạt động của máy là trong suốt 

quá trình điện di, mỗi khi có một vạch điện di đi qua chùm tia laser thì vạch 

điện di sẽ phát sáng lên và sự phát sáng này sẽ được mắt cảm quang ghi nhận 

và lưu lại thành một đỉnh cường độ sáng trong biểu đồ. Từ biểu đồ của các 

đỉnh cường độ sáng này, máy sẽ so dòng của các đỉnh tương ứng với các màu 

để cuối cùng phân tích thành trình tự của đoạn DNA. Sau khi đã xác định 

được trình tự của gen, so sánh trình tự thu được và trình tự gốc của gen đó 

trên genebank bằng phần mềm để phát hiện các đột biến ở các gen. 

Phương pháp giải trình tự gen này cho phép xác định trình tự các 

nucleotid chính xác tới 99%, tuy nhiên để ứng dụng xác định các đột biến các 

gen liên quan trong ung thư thì độ nhạy còn thấp vì phương pháp đòi hỏi lấy 

được vùng có từ 15-20% tế bào ung thư trở lên. Khi thực hiện phương pháp 

này để xác định các đột biến gen trong ung thư thông thường phải phối hợp 

với phương pháp nhuộm Hematoxylin để xác định và đánh dấu vùng có chứa 

nhiều tế bào ung thư. 

1.5.1.2. Phương pháp giải trình tự gen thế hệ mới NGS (Next Generation 

Sequencing) [79] 

 Công nghệ giải trình tự thế hệ mới NGS đã có mặt và phát triển trong 

những năm gần đây. Với ưu thế thời gian đọc nhanh, chính xác các công nghệ 

NGS được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực, từ nghiên cứu cơ bản cho đến các 

nghiên cứu về chẩn đoán lâm sàng, hệ gen học trong nông nghiệp và khoa học 

hình sự... Các phương pháp giải trình tự này có ưu điểm thực hiện được hàng 

ngàn cho tới hàng triệu phản ứng giải trình tự cùng lúc, kết quả giải trình tự 

được xác định trực tiếp không cần thông qua điện di. 
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* Phương pháp giải trình tự gen pyrosequencing 454[79] 

 Pyrosequencing 454 do 2 nhà khoa học Nyren và Ronaghi của Viện Kỹ 

thuật Stockholm, Thụy Điển phát minh, và được phát triển bởi Công ty 454 

Life Science, là một hệ thống giải trình tự DNA 2 bước có độ tương đồng cao 

với dung lượng lớn hơn rất nhiều so với hệ thống giải trình tự Sanger. Kỹ 

thuật này dựa trên nguyên lý “giải trình tự bằng tổng hợp” bao gồm khởi động 

một sợi DNA đã được giải trình tự và giải trình tự sợi bổ sung bằng phản ứng 

của enzyme. Đây là hệ thống có thể khuếch đại một số lượng lớn các đoạn 

DNA trong các giếng picotiter. Nguyên lý “giải trình tự bằng việc tổng hợp” 

cũng dựa trên việc nhận biết các pyrophosphate được giải phóng trong quá 

trình gắn nucleotide, tạo ra một tín hiệu ánh sáng, hiệu quả hơn kỹ thuật kết 

thúc chuỗi bằng dideoxynucleotide. 

 Công nghệ pyrosequencing có tính linh hoạt cao khi liên kết cặp 

primer, có khả năng phân tích được nhiều đột biến, dữ liệu và thông tin trình 

tự tập hợp được đầy đủ. Kỹ thuật này có tính nhạy cao hơn hẳn so với phương 

pháp truyền thống, độ chính xác lên tới 99,9% với các đoạn 200 base và 99% 

với các đoạn 400 base. Hệ thống giải trình tự được 400-600 triệu bp trong 

vòng 10 giờ, giúp giảm giá thành đáng kể so với khi sử dụng phương pháp 

Sanger để giải trình tự một số lượng lớn DNA. Công nghệ này cùng với các 

kỹ thuật giải trình tự thế hệ mới khác có nhiều ảnh hưởng đến hoạt động 

nghiên cứu có lượng dữ liệu đầu vào lớn, và yêu cầu xử lý trong thời gian 

ngắn, nhờ đó đã tạo ra nhiều đột phá trong các lĩnh vực: công nghệ sinh học, 

sinh học pháp y, hệ thống học và y học. 

* Phương pháp giải trình tự gen SBS (sequencing by synthesis)[79] 

  Công nghệ giải trình tự bằng tổng hợp SBS sử dụng 4 nucleotide đánh 

dấu huỳnh quang để giải trình tự hàng chục triệu cluster đồng thời trên bề mặt 

flow-cell. Trong mỗi chu trình giải trình tự, một deoxynucloside triphosphate 

đánh dấu (dNTP) được thêm vào chuỗi acid nucleic. Nhãn huỳnh quang của 
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nucleotide đóng vai trò như một khóa dừng phản ứng polymer hóa, do đó sau 

khi mỗi dNTP được tích hợp, dye huỳnh quang được ghi lại để xác định 

nucleotide và sau đó bị cắt bỏ để tổng hợp nucleotide tiếp theo. Vì cả 4 loại 

dNTP gắn khóa dừng tổng hợp thuận nghịch có mặt đồng thời dưới dạng đơn 

phân tử, sự cạnh tranh ngẫu nhiên giúp giảm thiểu việc tổng hợp mất cân đối. 

Việc xác định các base dựa vào cường độ tín hiệu đo được trong mỗi chu 

trình, giúp giảm thiểu các sai số thô so với công nghệ khác. Kết quả cuối cùng 

là trình tự được đọc từng base một với độ chính xác cao, loại bỏ được các lỗi 

do đặc thù trình tự, cho phép quá trình giải trình tự mạnh mẽ trên toàn bộ 

genome, bao gồm các trình tự lặp lại. 

 * Phương pháp giải trình tự gen SOLiD[79] 

 Công nghệ giải trình tự SOLiD được thiết kế dựa trên nguyên lý ghép 

nối, toàn bộ genome được cắt thành các đoạn DNA ngắn, sau đó từng đoạn 

được gắn với các adapter rồi cố định vào các hạt từ. Quá trình giải trình tự 

được thực hiện thông qua các oligonucleotide được đánh dấu huỳnh quang. 

Đầu tiên các primer được ghép cặp thông qua liên kết bổ sung với các đoạn 

adapter, quá trình tổng hợp được thực hiện như sau: 4 loại oligonucleotide có 

đánh dấu huỳnh quang được gắn vào các vị trí tiếp theo bắt đầu từ vị trí 5’P 

của mồi. Sau mỗi một lượt gắn của các đoạn oligonucleotide thì một tín hiệu 

huỳnh quang được ghi nhận, tiếp đến nhờ hoạt tính của enzyme, các 

nucleotide bắt đầu từ số 6 bị loại ra, kèm theo đó nhãn huỳnh quang được loại 

bỏ để lộ ra vị trí 5’P, quá trình gắn được tiếp tục thực hiện cho tới hết chiều 

dài của đoạn DNA. Kết thúc quá trình thứ nhất, một primer mới tiếp tục được 

gắn với sợi khuôn ở vị trí tịnh tiến 1 nucleotide về phía trước so với vị trí gắn 

của primer đầu tiên và tiếp tục quá trình thu nhận tín hiệu thông qua các phản 

ứng ghép nối. Quá trình được lặp lại 5 lần, mỗi lần sử dụng một mồi mới và 

tịnh tiến 1 nucleotide về phía trước so với vị trí gắn mồi trước đó. Dữ liệu 

xuất ra của hệ thống có thể lên tới 60 Gb với khoảng hơn 1 tỷ đoạn được đọc 
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sau mỗi lượt chạy.  

* Phương pháp giải trình tự gen SMRT (Single Molecular Real-Time)[79] 

 SMRT là công nghệ giải trình tự tiên tiến nhất hiện nay. Nếu tất cả các 

công nghệ giải trình tự nêu trên đều dựa trên phương pháp cơ bản do Sanger 

phát minh ra năm 1977, gọi là “phương pháp gián đoạn chuỗi” (chain-

termination method), thì SMRT xác định trình tự DNA theo một cách hơi 

khác: nó “quan sát” quá trình tổng hợp một chuỗi DNA tự nhiên bằng DNA 

polymerase đơn lẻ, các tín hiệu từ nucleotide được đánh dấu phosphate sẽ 

được phát hiện theo thời gian thực giúp xác định chính xác nucleotide nào 

trong 4 loại nucleotide đang được gắn vào mạch, do đó khi đoạn DNA được 

sao chép xong thì máy cũng xác định xong trình tự đoạn DNA đó. Công nghệ 

này vô cùng hữu ích cho các ứng dụng giải trình tự toàn bộ hệ gen của các 

sinh vật chưa có thông tin về hệ gen (de novo genome sequencing). 

1.5.2. Phương pháp realtime PCR Taqman Probe [80] 

 Các phản ứng Real-time PCR Taqman Probe sử dụng những mồi hoặc 

mẫu dò đặc hiệu cho từng đột biến hoặc kiểu gen muốn phát hiện. Nếu sử 

dụng các chất phát huỳnh quang gắn DNA như SYBR Green thì mỗi phản 

ứng chỉ dành riêng cho một đột biến, tức là singleplex. Nếu sử dụng mẫu dò 

TaqMan đánh dấu màu huỳnh quang khác nhau, chúng ta có thể phát hiện lên 

đến 4-5 đột biến trong cùng 1 phản ứng, sẽ tiết kiệm hóa chất và thời gian. Độ 

nhạy kỹ thuật khá cao, có thể phát hiện được đột biến khi tế bào ác tính mang 

đột biến ở mức trên 1%. Vì thế phương pháp này không chỉ ít phụ thuộc vào 

các nhà giải phẫu bệnh mà còn có thể khoanh vùng các khu vực có tế bào ác 

tính và thậm chí có thể áp dụng phát hiện đột biến lưu hành tự do trong máu 

ngoại vi, thay vì phải sinh thiết khối u, làm mô bệnh học. 

1.5.3. Phương pháp lai phân tử Southern blot 

 Phương pháp Southern blot được E. Southern phát minh vào năm 1975, 



40 

 

cho phép nghiên cứu DNA của bộ gen, kiểm tra kết quả chuyển gen hoặc 

kiểm tra sự có mặt của một gen nào đó trong bộ gen của tế bào. Để thực hiện 

được quá trình lai, đầu tiên, người ta phải tách DNA bộ gen của tế bào.  Sử 

dụng enzyme cắt giới hạn để cắt phân tử DNA thành những đoạn nhỏ, điện di 

trên gel agarose để tách những đoạn có kích thước khác nhau. Gây biến tính 

DNA trên gel bằng dung dịch NaOH-0,5M, sau đó, chuyển DNA từ gel sang 

màng lai (nitrocellulose). Trong quá trình chuyển, vị trí của DNA phải được 

giữ nguyên. DNA cố định trên màng được lai với mẫu dò có đánh dấu phóng 

xạ. Sau quá trình lai người ta rửa màng lai để loại bỏ những mẫu dò không bắt 

cặp chuyên biệt với DNA cố định trên màng lai. 

 Kỹ thuật chuyển DNA từ gel agarose lên màng lai cuối cùng, người ta 

dùng kỹ thuật phóng xạ tự ghi để định vị các phân tử lai. Trong kỹ thuật này, 

người ta đặt một phim nhạy cảm với tia xạ áp sát vào màng lai. Các phân tử 

lai có đánh dấu phóng xạ sẽ tác động lên phim và kết quả được thể hiện qua 

các chấm đen trên phim. Ứng dụng quan trọng của Sourthern blot phát hiện 

các đột biến mất đoạn, đột biến điểm hay tái tổ hợp trên một gen. 

1.5.4. Phương pháp hóa mô miễn dịch (HMMD) 

1.5.2.1. Nguyên lý kỹ thuật 

HMMD là một kỹ thuật nhuộm đặc biệt, sử dụng kháng thể (KT) đặc 

hiệu để xác định sự hiện diện của các kháng nguyên (KN) tương ứng trên các 

lát cắt mô học hoặc trên các loại tế bào có trong mô [69]. Nguyên tắc: cho KT 

đặc hiệu lên mô, nếu trong mô có KN sẽ có phản ứng kết hợp KN - KT. Có 2 

cách quan sát phức hợp này: 

+ Miễn dịch huỳnh quang: KT được gắn với một chất phát huỳnh 

quang (quan sát kết quả dưới kính hiển vi huỳnh quang). 

+ Miễn dịch enzyme: KT được gắn với một vài loại enzyme, enzyme 

này xúc tác cho một phản ứng hóa học để chuyển một chất không màu thành 
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một chất có màu (quan sát được dưới kính hiển vi quang học). 

Kháng nguyên: các KN thường là các protein, một số khác là 

carbohydrate, có thể từ ngoài cơ thể vào (vi khuẩn, độc tố, virus…) hoặc từ 

trong cơ thể (các thụ thể hormon, các protein là sản phẩm của đột biến gen…, 

có thể hiện diện ở bào tương, màng tế bào hoặc nhân) [81]. 

Kháng thể: là các globulin miễn dịch nhận biết và kết hợp đặc hiệu với 

KN, KT kết hợp trực tiếp với KN gọi là KT thứ nhất. 

Hệ thống nhận biết: vì các phức hợp KN - KT không quan sát thấy 

được dưới kính hiển vi quang học nên cần một hệ thống để hiển thị vị trí có 

phản ứng KN-KT. Hệ thống này gồm 2 phần: KT thứ 2 (KT bắc cầu) và hệ 

thống phóng đại dấu hiệu nhận biết (gồm enzyme, các phân tử phát hiện, chất 

kết nối và chất màu). 

+ Kháng thể thứ hai (KT bắc cầu, KT kết nối): là KT phản ứng đặc hiệu 

với KT thứ nhất sau khi KT này đã gắn với KN. KT thứ hai thường được gắn 

biotin và được coi như kít phát hiện chung. 

+ Các enzyme: enzyme là một protein gây ra sự thay đổi hoá học của 

các chất khác nhưng bản thân nó không thay đổi, enzyme đóng vai trò như 

chất chỉ điểm. Trong kỹ thuật HMMD, enzyme cần phải đảm bảo được các 

điều kiện sau: 

- Phải tạo ra một sản phẩm phản ứng mà không thể hoà tan, màu rõ 

ràng, kết tủa trực tiếp tại sản phẩm đó. 

- Phải được bền vững ở nhiệt độ phòng, có thể sản xuất được nhiều và 

có thể duy trì hầu hết các hoạt động của nó sau khi đã kết nối. 

Chỉ có một vài loại enzyme đáp ứng được những nhu cầu trên, hai loại 

enzyme được sử dụng rộng rãi do sản xuất dễ và giá thành thấp là peroxydase, 

được chiết xuất từ rễ cây cải ngựa và phosphatase kiềm (Alkaline 
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phosphatase), chiết xuất từ E. Coli. 

+ Các phân tử phát hiện: protein A, biotin và avidin là những phân tử 

phát hiện. Sự kết nối hoá học gây nên bởi cầu nối này phải không bị thay đổi 

và không bị phá huỷ bởi các hoạt động của enzyme và của kháng thể. Càng 

giữ cho hoạt động sinh học của các thành phần này tốt thì quá trình kết nối 

càng được thực hiện tốt. 

+ Chất tạo hợp chất màu: dùng để tạo ra một sản màu tại vị trí kết hợp 

KN-KT mà có thể quan sát được trên kính hiển vi quang học. Phản ứng này 

cũng để chứng minh sự có mặt của enzyme. Hiện nay, các phòng xét nghiệm 

HMMD thường sử dụng diaminobenzidine (DAB), loại này tạo ra một sản 

phẩm màu nâu, bền vững trong nhiều năm [81]. 

1.5.1.2. Các kỹ thuật nhuộm miễn dịch enzyme [81] 

 

Hình 1.11. Sơ đồ phƣơng pháp hóa mô miễn dịch  

với phức hợp Avidin - Biotin 

+ Miễn dịch enzyme trực tiếp: KN mô kết hợp với KT thứ nhất có gắn 

enzyme, phương pháp này đơn giản, nhanh, có tính đặc hiệu nhưng ít nhạy do 
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thiếu hệ thống phóng đại dấu hiệu nhận biết. 

  + Miễn dịch enzyme gián tiếp (phương pháp cầu nối): gồm KN mô + 

KT thứ nhất + KT thứ hai (kháng Ig loài của KT thứ nhất) gắn với hệ thống 

phóng đại dấu hiệu nhận biết. 

Hiện nay có nhiều phương pháp nhuộm hóa mô miễn dịch, các phương 

pháp thường dùng là: 

+ Phương pháp enzyme chống enzyme (Peroxydase-antiperoxydase): 

KN mô + KT thứ nhất + KT thứ hai gắn phức hợp enzyme chống enzyme 

(peroxydase- antiperoxydase). 

+ Phương pháp cầu nối Avidin - Biotin (Avidin - Biotin conjugate), 

(phương pháp ABC): KN mô + KT thứ nhất + KT thứ hai gắn phức hợp 

Avidin, Biotin và peroxydase. 

+ Phương pháp cầu nối Biotin - streptavidin: KN mô + KT thứ nhất + 

KT thứ hai gắn phức hợp Biotin, Streptavidin và peroxydase. 

+ Phương pháp phosphatase kiềm - kháng phosphatase kiềm (Alkaline 

phosphatase - antialkaline phosphatase) (phương pháp APAAP). 

Thực tế cho thấy rằng với những u đặc thì nhuộm bằng phương pháp ABC có 

độ nhạy cao hơn, ít gây nhuộm nền hơn so với các phương pháp khác [81].  
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Chƣơng 2  

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

Đối tượng nghiên cứu là những bệnh nhân vào viện, đã được chẩn đoán 

xác định là ung thư da bằng mô bệnh học tại Bệnh viện da liễu Trung ương. 

2.1.1.  Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân 

- Bệnh nhân được chẩn đoán xác định là ung thư da các thể tế bào đáy, tế bào 

vảy và tế bào hắc tố bằng xét nghiệm mô bệnh học. 

- Có đầy đủ các khối nến chứa bệnh phẩm đủ để làm xét nghiệm giải trình tự 

gen và xét nghiệm hoá mô miễn dịch. 

- Có đầy đủ hồ sơ lưu trữ. 

2.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ 

- Bệnh nhân bị ung thư khác ở da hoặc ung thư từ các cơ quan khác di căn đến 

da. 

- Các ung thư da tái phát, đã được điều trị hoá chất và tia xạ tiền phẫu. 

- Những bệnh nhân mắc 2 ung thư trở lên. 

- Những bệnh nhân không có đầy đủ hồ sơ bệnh án lưu trữ. 

2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Thiết kế nghiên cứu 

 Nghiên cứu mô tả cắt ngang 

 Tính cỡ mẫu theo công thức cỡ mẫu cho nghiên cứu mô tả  

2

2

)2/1(

)1(

d

ppx
zn




  

Trong đó: 
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 - z(1-/2) = 1,96 với  = 0,05     

- d = 0,15 Sai số về tỷ lệ của quần thể nghiên cứu                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

- p = 0,392 lấy theo kết quả nghiên cứu trước đây về tỷ lệ đột biến gen 

BRAF trong ung thư da [35]: n = 40,7 

- p = 0,244 lấy theo nghiên cứu về tỷ lệ đột biến gen TP53 trong ung 

thư da [16]: n = 31,5 

Nghiên cứu của chúng tôi, n = 63 mẫu ung thư da gồm 03 thể chính: 

+ 21 mẫu ung thư tế bào đáy 

+ 21 mẫu ung thư tế bào vảy 

+ 21 mẫu ung thư tế bào hắc tố 

2.2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.2.1. Xác định các đột biến của gen P53 và BRAF ở mô ung thư da, các kỹ 

thuật sau được sử dụng: 

 - Kỹ thuật tách chiết DNA tổng số. 

 - Kỹ thuật PCR. 

 - Kỹ thuật tinh sạch sản phẩm PCR. 

 - Kỹ thuật sequencing. 

2.2.2.2. Xác định biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư da, sử dụng 

kỹ thuật: Hóa mô miễn dịch 

2.2.2.3. Xác định mối tương quan giữa đột biến gen TP53 và biểu lộ protein 

p53 đột biến ở mô ung thư da. 

2.2.3. Các qui trình và kỹ thuật nghiên cứu 

2.2.3.1. Qui trình kỹ thuật tách chiết DNA tổng số từ mô ung thư 

- Mô ung thư được nghiền trong 1ml isogen bằng cối nghiền đồng thể, sau đó 

chuyển sang ống Eppendorf 1.5 ml. 
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- Thêm 0,2 ml chloroform vào dung dịch. Giữ ở nhiệt độ phòng 2-3 phút. 

- Ly tâm với tốc độ 15.000 vòng/ phút trong 15 phút ở 4
o
C.           

-  Hút lớp dịch trên cùng có chứa DNA. 

- Thêm 0,5 ml dịch ethanol lạnh và giữ ở nhiệt độ phòng 10-15 phút.  

- Ly tâm với tốc độ 15000 vòng/ phút trong 5 phút ở 4
o
C. 

- Loại bỏ dịch nổi, thu lấy cặn màu trắng đục. Đây chính là cặn DNA thu 

được. 

- Thêm ít nhất 1 ml ethanol 70% ống Eppendorf có chứa cặn, dùng tay lộn 

ngược ống Eppendorf vài lần để rửa cặn. 

- Ly tâm với tốc độ 15000 vòng/ phút trong 5 phút ở 4
o
C. 

- Loại bỏ dịch nổi, thu lấy cặn DNA. 

- Giữ khoảng 1 phút để thu cặn DNA. Lưu ý là không để cặn khô quá để tránh 

làm giảm chất lượng DNA và cặn sẽ khó được hòa tan. 

- Hòa tan cặn trong nước khử ion 

- Bảo quản dịch DNA ở -70
o
C. 

2.2.3.2. Xác định nồng độ, độ sạch DNA bằng phương pháp quang phổ kế 

 Nguyên lý của phương pháp dựa vào sự hấp thụ mạnh ánh sáng tử 

ngoại ở bước sóng 260nm của các base. Giá trị mật độ quang ở bước sóng 

260nm (OD260nm: Optical Dencity260nm) của các mẫu đo cho phép xác định nồng 

độ nucleic dựa vào tương quan sau: 

 Một đơn vị OD260nm tương ứng với nồng độ là: 

  - 50µg/ml cho một dung dịch DNA sợi đôi. 

  - 40µg/ml cho một dung dịch RNA hay DNA sợi đơn. 

Để kiểm tra độ sạch của dung dịch, người ta cho thêm giá trị OD ở 

280nm (OD280nm). Các protein có mức hấp thụ cao nhất ở bước sóng 280nm, 
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nhưng cũng hấp thụ ánh sáng ở bước sóng 260nm như các acid nucleic. Do đó 

làm sai lệch giá trị thật của nồng độ acid nucleic. Một dung dịch acid nucleic 

đạt tiêu chuẩn về độ sạch (không nhiễm protein) khi tỷ số OD260nm/OD280nm nằm 

trong khoảng 1,8 - 2,0. 

Dựa vào nguyên lý trên, tất cả các mẫu DNA tách chiết đều được đo 

bằng phương pháp quang phổ để xác định nồng độ và độ tinh sạch, chỉ những 

mẫu nào đạt nồng độ tối ưu và độ tinh sạch dao động từ 1,8-2,0 mới được sử 

dụng vào phản ứng PCR. 

Sử dụng máy quang phổ Nanodrop 2000 để đo nồng độ và tính toán độ 

tinh sạch của DNA tách được (hình 2.1). 

+ Chọn bước sóng 260nm, là bước sóng hấp thụ cực đại của acid nucleic. 

+ Nhỏ 2µl dung dịch TE hoặc nước cất lên đầu đo cảm ứng (chứng 

blank). 

 + Lau khô bề mặt đầu đo cảm ứng bằng giấy thấm. 

 + Lấy 2µl dung dịch DNA/1 mẫu để đo. 

+ Kết quả: kết quả đo được kết nối với hệ thống máy vi tính thể hiện 

bằng đồ thị độ hấp thụ và các thông số ở các bước sóng 260nm, 280nm. 

       

Hình 2.1. Máy đo quang phổ Nanodrop 2000 
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2.2.3.3. Phương pháp điện di kiểm tra DNA  

Nguyên lý:  

DNA là đại phân tử tích điện âm, trong điện trường có điện thế và 

cường độ thích hợp DNA sẽ di chuyển từ cực âm sang cực dương. 

Để kiểm tra và xác định tính chất của DNA, cần điện di DNA trên gel. 

Phân tử DNA càng nhỏ di chuyển càng nhanh. 

Để quan sát hình ảnh điện di, nhuộm DNA bằng Ethidium bromide, 

dưới ánh sáng tử ngoại DNA gắn với Ethidium bromide sẽ phát sáng. 

Tiến hành: 

- Chuẩn bị gel nồng độ 0,8%: lấy 0,6g Agarose hòa tan trong 48ml TBE.  

+ Đun sôi 2 - 3 phút bằng lò vi sóng 

+ Để thạch nguội khoảng 70
0
C rồi tạo giếng. 

- Đặt thạch vào khay điện di.  

- Viết sơ đồ các mẫu DNA điện di. 

- Lấy 5µl DNA trộn với 2µl chỉ thị bromphenol blue, nhỏ dung dịch đã trộn 

vào giếng theo thứ tự như ở sơ đồ. 

- Điện di ở hiệu điện thế 100mV trong 30 phút. 

- Nhuộm Ethidium bromide. 

- Dùng hệ thống UVP chụp ảnh gel và phân tích kết quả. 

2.2.3.4. Kỹ thuật PCR khuếch đại gen BRAF và TP53 

Các phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen BRAF và TP53 được sử dụng cặp 

mồi và Taq polymerase của hãng Sigma Aldrich (Mỹ) sản xuất. 

a. Qui trình PCR khuếch đại gen BRAF 

Phản ứng PCR khuếch đại đoạn gen BRAF với cặp mồi đặc hiệu phát hiện đột 

biến V600E: 
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Hình 2.2. Chuẩn bị thạch, điện di DNA và hệ thống UVP  

chụp ảnh gel sau khi điện di 

BRAF-F:5′-CTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGA-3  

BRAF-R:5′-ATCCAGACAACTGTTCAAACTGAT- 3  

       Chu trình nhiệt: 94
o
C-2 phút [94

o
C-30 giây, 58

o
C-30 giây, 72

o
C-30 

giây] 35 chu kì  72
o
C-5 phút. 

b. Qui trình PCR khuếch đại các đoạn gen TP53 
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Mỗi mẫu đều được giải trình tự ở các exon 2 - 4, 5 - 6, 7 - 9 là các exon 

thường xảy ra đột biến trong ung thư da với các cặp mồi:  

Mồi Trình tự 5’ - 3’ Sản phẩm (bp) 

Exon 2 - 4 
F -TCCTGGATCCCCACTTTTCC  

611 
R -TCCTGGATCCCCACTTTTCC  

Exon 5 - 6 
F - CACTTTCAACTCTGTCTCCTTCC  

378 
R - CCCCCCCTACTGCTCACCCGG 

Exon 7 - 9 
F - TCTTCGGCCTGTGTTATCTCC  

755 
R -CAGGTCCCAAGACTTAGTACC 

Chu kỳ luân nhiệt cho việc khuyếch đại đoạn gen như sau: 

Chu kỳ luân nhiệt: 40 chu kỳ luân nhiệt: 

95
o
C-5 phút  [95

o
C-30 giây, 55

o
C-30 giây, 72

o
C-60 giây]x40 chu kì 

72
o
C-5 phút.  

c. Qui trình tinh sạch sản phẩm PCR-Sequencing 

- Thêm vào mỗi giếng 32l Isopropyl alcohol (3Iso : 1 H20). 

- Lắc 500 rpm/1phút ở nhiệt độ phòng 30 phút. 

- Ly tâm 3600 rpm/30 phút/10
 o
C. 

- Ly tâm ngược plate 96rpm/30giây. 

- Thêm vào mỗi giếng 80l Isopropyl alcohol 75%. 

- Để ở nhiệt độ phòng 3 phút. 

- Ly tâm 3600rpm/10 phút/ 10
 o
C. 

- Ly tâm ngược plate.  

- Đặt plate vào tủ ấm 56
 o
C/20 phút. 

- Thêm vào mỗi giếng 10l nước cất khử ion. 
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2.2.3.5. Kỹ thuật giải trình tự và xác định các biến đổi gen TP53 và gen 

BRAF 

Xác định trình tự gen TP53 và gen BRAF được thực hiện trên máy ABI 

PRISM 3130 Genetic Analyzer. Các thông số và chất lượng đỉnh được thu 

thập, kiểm định bằng các phần mềm ABI Data Collection v2.0 và Sequencing 

Analysis Sotwave v5.3. Trình tự các đoạn gen TP53 và BRAF của mẫu ung 

thư da người Việt Nam được so sánh với trình tự tham chiếu công bố trên 

GenBank thông qua sử dụng phần mềm phân tích BioEdit để xác định các đột 

biến. 

 

Hình 2.3. Máy xác định trình tự gen ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer 

2.2.3.6. Kỹ thuật hóa mô miễn dịch 

 Kỹ thuật hóa mô miễn dịch là phương pháp áp dụng các nguyên lý và 

kỹ thuật miễn dịch để nghiên cứu tế bào và mô. Dựa trên sự biểu lộ đặc hiệu 

của các kháng nguyên bề mặt tế bào hay tại khu vực gian bào, các kháng thể 

đặc hiệu sẽ giúp cho việc nhận ra và phân loại các tế bào hay mô trên lát cắt 
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tổ chức. 

Trong các kỹ thuật sử dụng rộng rãi ngày nay, phương pháp sử dụng 

phức hợp avidin - biotin được hầu hết các phòng xét nghiệm mô bệnh học và 

miễn dịch sử dụng trong các nghiên cứu tế bào và mô. Với kỹ thuật này, ái 

lực cao của avidin đối với biotin được sử dụng để gắn chất đánh dấu theo 

peroxidase với kháng thể đặc hiệu kháng nguyên. 

Nhuộm hoá mô miễn dịch theo phương pháp miễn dịch theo phương 

pháp ABC, Avidin Biotin Peroxidase trên các tiêu bản chuyển đúc paraffin, 

các kít được sử dụng của hãng Dako Cytomation (Đan Mạch). 

 Quy trình nhuộm tiêu bản hoá mô miễn dịch theo các bước sau: 

- Bệnh phẩm đúc paraffin được cắt ở độ dày 4µm và dán lên các lam kính 

sạch trước đó đã được nhúng vào dung dịch silane để tăng độ kết dính. 

- Các tiêu bản được tẩy paraffin theo phương pháp thường qui. 

- Sau đó được thực hiện qua các bước sau: 

+ Khử hoạt động của peroxidase nội sinh bằng dung dịch H2O2 0,6% trong 

cồn methylic, để ở nhiệt độ phòng 30 phút. 

+ Rửa tiêu bản bằng nước cất 2 lần trong 5 phút. 

+ Nhỏ dung dịch PBS (Phosphate Buffer Saline) trong 15 phút ở nhiệt độ 

phòng với pH = 7,4 có chứa 5% huyết thanh bê không miễn dịch và 0,05% 

tween 20. 

+ Ủ với kháng thể đơn dòng đã được pha loãng 3% ở nhiệt độ 37
0
C trong 

15 phút. 

+ Rửa tiêu bản bằng dung dịch PBS, sau đó ủ tiêu bản với kháng thể kháng 

IgG chuột đã được biotine hóa (pha loãng với tỷ lệ 1:200) ở nhiệt độ 37
0
C 

trong 10 phút. 

+ Rửa tiêu bản bằng dung dịch PBS 2 lần. 
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+ Ủ với phức hợp gắn Peroxydase - Avidin - Biotin (pha loãng với tỷ lệ 

1:100) ở nhiệt độ 37
0
C trong 10 phút. 

+ Phủ dung dịch diaminobenzidine. 

+ Rửa tiêu bản dưới vòi nước chảy nhẹ. 

+ Nhuộm Hematoxyline. 

+ Khử nước, làm sạch tiêu bản, gắn lá kính rồi đọc kết quả trên kính hiển 

vi quang học. 

* Đối với p53: 

 - Kháng thể 1: kháng thể đơn dòng chuột chống p53 đột biến. 

 -  Kháng thể 2: Kháng thể ngựa chống Ig chuột. 

* Đối với BRAF(V600E): 

-  Kháng thể 1: kháng thể đơn dòng chuột chống BRAF(V600E) đột 

biến.   

-  Kháng thể 2: Kháng thể ngựa chống Ig chuột. 

 - Cách đánh giá kết quả [69]. 

  + Tế bào âm tính: tế bào bắt màu xanh tím. 

  + Tế bào dương tính: nhân các tế bào bắt màu nâu. 

  + Dựa vào tỷ lệ % các tế bào dương tính chia các mức sau:  

 < 5% tế bào bắt mầu: âm tính 

 5 - 25% tế bào bắt mầu: dương tính (+)   

26 - 50% tế bào bắt mầu: dương tính (++)  

51 - 75% tế bào bắt mầu: dương tính (+++) 

76 - 100% tế bào bắt mầu: dương tính (++++)  
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2.3. THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

2.3.1. Thời gian nghiên cứu 

- Nghiên cứu được tiến hành từ tháng 9 năm 2011 đến tháng 9/2016. 

2.3.2. Địa điểm nghiên cứu 

- Bệnh viện Da liễu Trung ương, là nơi cung cấp bệnh nhân ung thư da. 

- Bộ môn Miễn dịch - Sinh lý bệnh, bộ môn Giải phẫu bệnh và bộ môn 

Y sinh học - Di truyền trường Đại học Y Hà Nội là cơ sở tiến hành xét 

nghiệm chiết tách DNA, khuyếch đại gen, giải trình tự gen xác định đột biến 

gen TP53, BRAF và hóa mô miễn dịch xác định sự biểu lộ protein đột biến 

của gen TP53, BRAF trong mô ung thư da. 

2.4. ĐẠO ĐỨC TRONG NGHIÊN CỨU 

- Nghiên cứu này là một phần của đề tài cấp nhà nước, đã được thông 

qua hội đồng đạo đức của Bệnh viện Da liễu Trung ương và hội đồng bảo vệ 

đề cương nghiên cứu sinh, đảm bảo được các nội dung sau: 

- Nghiên cứu mang tính nhân văn vì hầu hết bệnh nhân bị ung thư da là 

do hậu quả của nhiều năm lao động phơi nắng, đặc biệt những người nông 

dân, những người vốn đã phải chịu nhiều thiệt thòi trong xã hội lại có tỷ lệ 

mắc ung thư da cao nhất. Do thiếu hiểu biết về bệnh kết hợp với nghèo khó 

nên nhiều bệnh nhân đến khám và điều trị rất muộn khi bệnh đã lan rộng, xâm 

lấn tại chỗ hay di căn xa. Đề tài nghiên cứu giúp nâng cao nhận thức, sự hiểu 

biết  và chủ động phát hiện bệnh. Từ đó được điều trị sớm và triệt để, hạn chế 

tỷ lệ tái phát, nâng cao chất lượng cuộc sống cho người bệnh. 

- Bệnh nhân sẽ được tư vấn đầy đủ, kỹ lưỡng khi tham gia nghiên cứu.   

- Các thông tin của bệnh nhân trong quá trình nghiên cứu được giữ bí 

mật và mã hóa trên máy vi tính trong quá trình xử lý số liệu, đảm bảo không 

lộ thông tin. 
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2.5. QUẢN LÝ THÔNG TIN 

- Các trường hợp nghiên cứu đều được ghi nhận đầy đủ thông tin và mã 

hóa các dữ liệu. 

- Lưu giữ số liệu bằng chương trình Excel 2010. 

2.6. PHÂN TÍCH XỬ LÝ SỐ LIỆU 

Các số liệu thu được xử lý bằng: 

- Chương trình Epi Info và phần mềm SPSS. 

- So sánh hai hay nhiều tỷ lệ % được thực hiện bằng test thống kê 
2
. 



56 

 

Chƣơng 3   

KẾT QUẢ 

3.1. KẾT QUẢ VỀ THÔNG TIN CHUNG CỦA ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN 

CỨU 

Nghiên cứu được thực hiện trên 63 bệnh nhân ung thư da, gồm 3 

nhóm ung thư da chính: ung thư tế bào đáy 21 bệnh nhân, ung thư tế bào vảy 

21 bệnh nhân và ung thư tế bào hắc tố 21 bệnh nhân.  

Bảng 3.1. Phân bố tỷ lệ ung thƣ da theo tuổi 

Loại UT 

da 

UT TB đáy 

(n=21) 

UT TB vảy 

(n=21) 

UT TB hắc tố 

(n=21) 

Tỷ lệ UT da 

(n = 63) 

Nhóm 

tuổi 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

<40 1 4,8 0 0 2 9,5 3 4,8 

40 - 49 3 14,3 1 4,8 5 23,8 9 19,0 

50 - 59 7 33,3 7 33,3 7 33,3 21 33,3 

60 - 69 1 4,8 6 28,6 3 14,3 10 15,9 

>=70 9 42,9 7 33,3 4 19,0 20 31,7 

Tổng 21 100 21 100 21 100 63 100 

 

Về tỷ lệ nhóm tuổi trong ung thư da, hai nhóm tuổi 50 - 59 và trên 70 

tuổi chiếm tỷ lệ cao ở cả 3 loại ung thư tế bào đáy, tế bào vảy và tế bào hắc 

tố, tỷ lệ của các nhóm tuổi này lần lượt là 33,3% và 31,7%; còn nhóm tuổi 

dưới 40 chiếm tỷ lệ thấp nhất 4,8%. 
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Bảng 3.2. Phân bố tỷ lệ ung thƣ da theo giới 

Loại 

UT da 

UT TB đáy 

(n=21) 

UT TB vảy 

(n=21) 

UT TB hắc 

tố (n=21) 

Tỷ lệ UT da 

(n = 63) 

Giới Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lượng 

Tỷ lệ 

% 

Nam 11 52,4 13 61,9 9 42,9 33 52,4 

Nữ 10 47,6 8 38,1 12 57,1 30 47,6 

Tổng 21 100 21 100 21 100 63 100 

 

Về tỷ lệ giới tính trong nghiên cứu thu được tỷ lệ nam, nữ gần tương 

đương đương nhau, tỷ lệ giới nam/nữ là 1,1. 

3.2. KẾT QUẢ XÁC ĐỊNH CÁC ĐỘT BIẾN GEN TP53 

3.2.1. Kết quả đột biến gen TP53 bằng phương pháp giải trình tự gen 

3.2.1.1. Kết quả khuếch đại gen TP53 bằng kỹ thuật PCR 

Khi khuếch đại các đoạn gen TP53 bằng phương pháp PCR, chúng tôi 

thu được đúng các sản phẩm theo phân đoạn, exon 2 - 4 là 611bp; exon 5 - 6 

là 378bp; exon 7 - 9 là 755bp so sánh với thang chuẩn DNA (M). 

          

Hình 3.1. Sản phẩm PCR đƣợc khuếch đại từ exon 2  4 (611bp) 

0,611kb 
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Hình 3.2. Sản phẩm PCR đƣợc khuếch đại từ exon 5  6 (378bp) 

     

Hình 3.3. Sản phẩm PCR đƣợc khuếch đại từ exon 7  9 (755bp) 

3.2.1.2. Các vị trí đột biến trên các exon gen TP53 

Các đoạn mồi được thiết kế để nhân các đoạn nhỏ của gen TP53 từ 

exon 2 đến exon 9. Quá trình khuếch đại gen TP53 từ exon 2 đến exon 9 

được chia thành 3 đoạn gen: exon 2 - 4, exon 5 - 6 và exon 7 - 9. Sản phẩm 

giải trình tự gen TP53 của các mẫu ung thư da thu được bao gồm trình tự từ 

exon 2 cho đến exon 9 (trong đó có cả trình tự của intron 1 - IVS1, exon 2, 

IVS2, exon 3, IVS3, exon 4, IVS4, exon 5, IVS5, exon 6, IVS6, exon 7, 

IVS7, exon 8, IVS8, exon 9). 

0,378kb 

0,755kb 
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Bảng 3.3. Các loại đột biến gen TP53 trên các đoạn exon  

ở các mẫu ung thƣ  da (n=63) 

STT 
Đoạn 

exon 

Vị trí biến 

đổi trên gen 

Vị trí biến 

đổi trên 

cDNA 

Codon thay 

đổi 

Vị trí biến 

đổi  acid 

amin 

1 Exon 3 

g.12112G>T c.187G>T GCT  TCT p.A63S(*) 

g.12139C>A c.215C>A CCC  CAC p.P72H 

g.12143T>A c.218T>A GTG GAG p.V73E(*) 

g.12145G>T c.220G>T GCC  TCC p.A74S(*) 

g.12239G>A c.314G>A GGC  GAC p.G105D(*) 

2 Exon 4 
g.13150C>T  c.471C>T GTC  GTT p.V157V 

g.13151C>T c.472C>T CGC  TGC p.R158C 

3 Exon 6 

g.14049C>T c.722C>T TCC  TTC p.S241F 

g.14060G>T c.733G>T GGC TGC p.G245C 

g.14062C>A c.735C>A GGC GGA p.G245G 

Khi phân tích gen TP53 các đoạn từ exon 2 đến exon 9 ở các mẫu ung 

thư da, phát hiện được 10 đột biến, các đột biến này đều nằm ở exon 3, exon 

4 và exon 6, không phát hiện được các đột biến ở exon 2, exon 5, exon 7 và 

exon 8. Có hai đột biến đồng thời xảy ra tại exon 6 là đột biến c.733G>T và 

c.735C>A, đột biến này xảy ra tại 1 codon, GGC mã hóa cho acid amin 

Glycine (G) bị biến đổi thành TGA là mã kết thúc (X). 

Có 2 đột biến không gây thay đổi acid amin: 1 xảy ra ở exon 4, vị trí 

biến đổi trên bộ gen là g.13150C>T, vị trí tương ứng trên cDNA là 

c.471C>T,  mã qui định là GTC bị biến đổi thành GTT, nhưng acid amin 

không thay đổi do cả hai bộ ba này đều mã hóa cho acid amin valine, một 

loại biến đổi nữa là ở exon 6, vị trí biến đổi trên bộ gen là g.14062C>A, vị trí 

tương ứng trên cDNA là c.735C>A, có sự thay thế Adenine thành Cytosine, 

mã quy định là GGC nay bị đổi thành GGA nhưng acid amin không thay đổi 
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vẫn qui định Glycine. Trong 10 đột biến ở vùng exon này có 6 đột biến đã 

được các tác giả khác công bố, còn 4 đột biến chưa thấy tác giả nào công bố 

được đánh dấu (*) đều là các đột biến trên exon 3. 

3.2.1.3. Các vị trí đột biến trên các intron gen TP53 

Bảng 3.4. Các loại biến đổi gen TP53 trên các đoạn intron  

ở các mẫu ung thƣ da (n=63) 

STT 
Đoạn  

intron 
Vị trí biến đổi trên gen 

1 

IVS1 

(6 biến 

đổi) 

g.11827C>G, g.11849G>A, g.11903T>A,  

g.11818-11819insC, g.11827-11828insC,  

g.11874-11875insC 

2 

IVS5 

(1 biến 

đổi) 

 

g.13451G>C 

3 

IVS6  

(35 biến 

đổi) 

g.14129C>A, g.14181C>T, g.14133C>A, g.14170T>G, 

g.14177G>T, g.14187T>G, g.14183T>C, g.14185T>C, 

g.14189T>C, g.14201T>G, g.14203G>T, g.14236T>C, 

g.14237T>C, g.14238C>T, g.14239C>T, g.14242T>C, 

g.14243T>C, g.14245-14246insG, g.14247-14248insG, 

g.14251-14252insG, g.14274T>C, g.14276T>C, 

g.14280C>T, g.14319A>C, g.14320C>A, g.14321A>C, 

g.14322C>A, g.14322C>T, g.14323T>A, g.14324T>C, 

g.14325C>A, g.14325A>T, g.14326C>A, g.14328T>C, 

g.14329A>T 

Phân tích trình tự các nucleotid trên các đoạn intron, phát hiện được 

tổng số có 42 biến đổi trên vùng intron của các mẫu ung thư da, trong đó chỉ 

phát hiện biến đổi ở đoạn IVS1, IVS5, IVS6, không thấy các biến đổi trên 

các đoạn IVS2, IVS3, IVS4, IVS7 và IVS8. Ở đoạn IVS1, có 6 biến đổi, 

http://vi.wikipedia.org/wiki/Glycine
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đoạn IVS5 chỉ có 1 biến đổi, đoạn IVS6 xảy ra nhiều biến đổi nhất, 

 tổng cộng đoạn này xảy ra 35 biến đổi. Các biến đổi hầu hết là thay 

thế và chèn thêm nucleotid. 

3.2.1.4. Một số hình ảnh biến đổi gen TP53 qua phân tích gen bằng phương 

pháp xác định trình tự gen 

A  

B  

A. Wild type; B. Biến đổi g.11827G>C 

Hình 3.4. Biến đổi g.11827G>C ở IVS1 

120                                                                                                  130 

 

A 

B  

A. Wild type; B. Biến đổi g.11818-11819insC 

Hình 3.5. Biến đổi g.11818-11819insC ở IVS1 
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A  

                   180                                                                                                                   190 

 

B 

A. Wild type; B. Biến đổi g.11874-11875insC 

Hình 3.6. Biến đổi g.11874-11875insC ở IVS1 

A  

 B  

     

p.P72H (CCC: Proline  CAC: Histidine ) 

A. Wild type; B. đột biến g.12139C>A 

Hình 3.7. Đột biến g.12319C>A (c.215C>A) ở exon 3 



63 

 

A  

B  

p.G245X (GGC: Glycine  TGA: X - mã kết thúc) 

A. Wild type; B. Đột biến kép g.14060G>T và g.14062C>A 

Hình 3.8. Đột biến kép g.14060G>T và g.14062C>A  

(c.733G>T + c.735C>A) ở exon 6 

A  

B  

Biến đổi hai nucleotid liên tiếp thuộc 2 codon khác nhau 

p.V157V (GTC: Valine  GTT: Valine);                                                        

p.R158C (CGC: Arginine  TGC: Cysteine) 

A. Wild type; B. Đột biến g.13150CC>TT (dị hợp tử) 

Hình 3.9. Đột biến g.13150C>T và g.13151C>T (g.13150C>T) ở exon 4 



64 

 

A  

160                                                                                                 170 

 

B     

A. Wild type; B. Biến đổi g.14177G>T 

Hình 3.10. Biến đổi g.14177G>T ở IVS6 

A    

230                                                                                               240 

 

B                                

A. Wild type; B. Biến đổi g.14242TT>CC 

Hình 3.11. Biến đổi g.14242T>C và 14243T>C (g.14242TT>CC) ở IVS6 
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A  

240                                                                                               250 

 

 B 

A. Wild type; B. Biến đổi g.14251-14252insG 

Hình 3.12. Biến đổi g.14251-14252insG ở IVS6 

3.2.1.4. Tỷ lệ biến đổi đoạn gen TP53 ở các mẫu ung thư da 

* Tỷ lệ biến đổi các đoạn gen TP53 ở từng loại ung thư da 

Bảng 3.5. Tỷ lệ biến đổi gen TP53 của các thể ung thƣ da 

Loại 

biến 

đổi gen 

TP53 

UT TB đáy 

(n=21) 

UT TB vảy  

(n=21) 

UT TB hắc tố 

 (n=21) 

Tổng số 

(n=63) 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lƣợng 
Tỷ lệ % 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

Có biến 

đổi gen 

TP53 

21 100 21 100 21 100 63 100 

Exon 14 66,7 3 14,3 0 0 17 27,0 

Intron 18 85,7 21 100 21 100 60 95,2 

Cả 

exon và 

intron 

11 52,4 3 14,3 0 0 14 22,2 
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Bảng 3.5 cho thấy 100% các mẫu ung thư da có biến đổi gen TP53 

trong đó tỷ lệ đột biến ở các đoạn exon trong ung thư da chiếm 27,0 % trong 

tổng số 63 bệnh nhân nghiên cứu, trong đó loại ung thư tế bào đáy là cao 

nhất chiếm 66,7%, ung thư tế bào vảy là 14,3%, không phát hiện thấy đột 

biến exon trong loại ung thư tế bào hắc tố. Biến đổi trong các đoạn intron 

của ung thư da có tỷ lệ khá cao chiếm 95,2% trong tổng số ung thư da nói 

chung. Biến đổi phối hợp các đoạn exon và intron chiếm tỷ lệ 22,2%. 

Bảng 3.6. Tỷ lệ biến đổi các đoạn gen TP53 của từng loại ung thƣ da  

Đoạn 

gen 

TP53 

UT TB đáy 

(n=21) 

UT TB vảy 

(n=21) 

UT TB hắc tố 

(n=21) 

Tổng số 

(n=63) 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

Số 

lƣợng 

Tỷ lệ 

% 

IVS1 12 57,1 21 100 21 100 54 85,7 

Exon 3 13 61,9 3 14,3 0 0 16 25,4 

Exon 4 1 4,8 0 0 0 0 1 1,6 

IVS5 1 4,8 0 0 0 0 1 1,6 

Exon 6 8 38,1 0 0 0 0 8 12,7 

IVS6 12 57,1 16 76,2 21 100 49 77,8 

 

Ở mẫu ung thư tế bào đáy, các biến đổi tập trung ở các đoạn IVS1, 

exon 3 và IVS6 (57,1%, 61,9% và 57,1%), có 38,1% đột biến xảy ra ở exon 

6. Đối với mẫu ung thư tế bào vảy, biến đổi xảy ra ở đoạn là IVS1 (100%), 

IVS6 (76,2%) và exon 3 (14,3%). Đối với ung thư tế bào hắc tố, biến đổi xảy 

ra ở 2 đoạn intron là IVS1 và IVS6, đều chiếm 100%. 
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Kết quả ở bảng 3.6 cho thấy, biến đổi gặp nhiều nhất ở IVS1 và IVS6. 

Các đột biến ở các exon chỉ gặp ở exon 3, exon 4 và exon 6, và gặp chủ yếu 

trong ung thư tế bào đáy với tỷ lệ tương ứng là 61,9%, 4,8% và 38,1%. Ung 

thư tế bào vảy cũng gặp các đột biến ở exon 3 với tỷ lệ 14,3%. Ở ung thư tế 

bào hắc tố thì không gặp các đột biến ở các vùng exon. Trong các biến đổi ở 

các đoạn gen TP53, một loại biến đổi có thể xảy ra ở nhiều mẫu và một mẫu 

có thể gặp nhiều biến đổi. 

* Biến đổi ở đoạn IVS1 

Bảng 3.7. Biến đổi ở đoạn IVS1 trong các loại ung thƣ da 

STT 
Vị trí biến 

đổi 

UT  

TB đáy 

(n=21) 

UT  

TB vảy 

(n=21) 

UT  

TB hắc tố 

(n=21) 

Tổng (n=63) 

n % 

1 
g.11818-

11819insC 
1 18 0 19 30,2 

2 g.11827C>G 1 0 0 1 1,6 

3 
g.11827-

11828insC 
0 4 0 4 6,3 

4 g.11849G>A 1 0 0 1 1,6 

5 
g.11874-

11875insC 
12 13 21 46 73,0 

6 g.11903T>A 1 0 0 1 1,6 

 

Trong các vùng IVS1 phát hiện có 6 vị trí biến đổi trong đó có 3 vị trí 

biến đổi chèn thên nucleotid, 3 vị trí thay thế nucleotid. Các biến đổi chèn 
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thêm nuleotid và xảy ra chủ yếu ở vị trí g.11818-11819insC và g.11874-

11875insC với tỷ lệ tương ứng là 30,2% và 73,0%, đặc biệt biến đổi chèn 

g.11874-11875insC xảy ra 100% ở các tế bào ung thư tế bào hắc tố. Biến đổi 

thay thế nucleotid xảy ra ở các vị trí g.11827C>G, g11849G>A, g11903T>A, 

các biến đổi này có tỷ lệ thấp chiếm 1,6%. 

- Trong tất cả các mẫu nghiên cứu của chúng tôi không phát hiện thấy 

biến đổi nào trên vùng IVS2. 

* Đột biến ở đoạn Exon 3 

Bảng 3.8. Đột biến ở đoạn exon 3 

STT 
Vị trí đột 

biến  

UT  

TB đáy 

(n=21) 

UT  

TB vảy 

(n=21) 

UT  

TB hắc tố  

(n=21) 

Tổng (n=63) 

n % 

1 g.12112G>T 3 0 0 3 4,8 

2 g.12139C>A 10 3 0 13 20,6 

3 g.12143T>A 1 0 0 1 1,6 

4 g.12145G>T 1 0 0 1 1,6 

5 g.12239G>A 1 0 0 1 1,6 

 

Kết quả ở bảng trên cho thấy: trong các đột biến ở vùng exon 3 của 

gen TP53, loại đột biến g.12139C>A (c.215C>A) là cao nhất, có 10/21 mẫu 

ung thư tế bào đáy bị đột biến dạng này, nếu tính chung trong 63 bệnh nhân 

thì loại này chiếm tỷ lệ 20,6 %. 
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* Đột biến ở đoạn Exon 4 

Bảng 3.9. Đột biến ở đoạn exon 4 

STT 
Vị trí đột 

biến  

UT  

TB đáy 

(n=21) 

UT  

TB vảy 

(n=21) 

UT  

TB hắc tố  

(n=21) 

Tổng (n=63) 

n % 

1 g.13150C>T  1 0 0 1 1,6 

2 g.13151C>T 1 0 0 1 1,6 

 

Ở exon 4 gặp 2 vị trí đột biến cả hai vị trí này đều xảy ra ở 1 mẫu bệnh nhân 

ung thư da tế bào đáy, hai vị trí đột biến này nằm sát nhau trên vị trí của gen, 

nhưng thuộc hai bộ ba mã hóa hai acid amin khác nhau. 

* Biến đổi ở đoạn IVS5 

- Trong nghiên cứu này chúng tôi không thấy biến đổi ở vùng IVS4 ở 

tất cả các mẫu ung thư da.  

- Ở vùng IVS5 chỉ gặp 1 biến đổi ở vị trí g.13451G>C của loại ung 

thư tế bào đáy chiếm 4,8%, biến đổi này ở trạng thái dị hợp tử. 

*  Đột biến ở đoạn Exon 6 

Bảng 3.10. Tỷ lệ đột biến ở đoạn Exon 6 

STT 
Vị trí đột 

biến  

UT  

TB đáy 

(n=21) 

UT  

TB vảy 

(n=21) 

UT  

TB hắc tố  

(n=21) 

Tổng (n=63) 

n % 

1 g.14049C>T 1 0 0 1 1,6 

2 g.14060G>T 7 0 0 7 11,1 

3 g.14062C>A 7 0 0 7 11,1 
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Kết quả ở bảng trên cho thấy: đột biến ở exon 6 chỉ xuất hiện ở các 

mẫu ung thư tế bào đáy. Không thấy đột biến exon 6 xảy ra với các mẫu ung 

thư tế bào vảy và ung thư tế bào hắc tố. Các đột biến exon 6 của các mẫu ung 

thư tế bào đáy đều là đột biến đồng hợp tử, các đột biến này gây thay đổi 

trình tự mã hóa các acid amin. Có 7 mẫu bị đột biến đồng thời ở cả hai vị trí 

g.14060G>T và g.14062C>A, hai vị trí này trên exon 6 liên quan đến 1 bộ ba 

mã hóa (GGC, mã hóa acid amin là Glycine), khi đồng thời hai đột biến xảy 

ra, bộ ba mã này bị đổi thành TGA, chuyển thành mã kết thúc (hình 3.10). 

* Biến đổi ở đoạn IVS6 

 Kết quả biến đổi xảy ra ở IVS6 gặp với tần suất cao, trong đó ung thư 

tế bào đáy cũng chiếm chủ yếu các biến đổi ở IVS6, tiếp đó là ung thư tế bào 

vảy và cuối cùng là ung thư tế bào hắc tố. Mặc dù các biến đổi IVS ở ung thư 

tế bào hắc tố ít, nhưng là toàn bộ các mẫu xảy ra cùng một biến đổi. Các biến 

đổi ở dạng thay thế nucleotid tại vùng intron là vùng không mã hóa nên về 

mặt lý thuyết sẽ không ảnh hưởng tới sự phiên mã và hậu phiên mã. Tuy 

nhiên trong số 35 biến đổi IVS6, có 3 biến đổi chèn thêm nucleotid trên đoạn 

gen là g.14245-14246insG, g.14247-14248insG và g.14251-14252insG (bảng 

3.4).   

* Tỷ lệ các biến đổi phối hợp của gen TP53 

Chúng tôi thống kê tỷ lệ các mẫu ung thư da có các biến đổi phối hợp 

của từng đoạn gen và trên toàn bộ gen TP53 đã phân tích. Hầu hết các mẫu 

ung thư da các loại đều có từ 2 biến đổi trở lên. 
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Bảng 3.11. Biến đổi phối hợp các điểm trên gen TP53 ở các loại  

ung thƣ da 

Số biến 

đổi phối 

hợp 

UT TB 

đáy 

(n=21) 

UT TB 

vảy 

(n=21) 

UT TB 

hắc tố 

(n=21) 

Tổng (n=63) 

n % 

1 4 0 0 4 6,3 

2 7 5 0 12 19,0 

3 1 3 0 4 6,3 

4 1 4 0 5 7,9 

5 1 4 0 5 7,9 

6 6 0 0 6 9,5 

9 0 1 0 1 1,6 

10 0 0 21 21 33,3 

13 1 0 0 1 1,6 

14 0 1 0 1 1,6 

15 0 1 0 1 1,6 

19 0 2 0 2 3,2 

Tổng 21 21 21 63 100 

  

Kết quả ở bảng trên cho thấy có tới 93,7% các mẫu ung thư da có từ 2 

biến đổi trở lên trên gen TP53, trong đó có 41,3% có từ 10 biến đổi trở lên và 

có 2 mẫu ung thư da tế bào vảy có tới 19 biến đổi trên gen TP53. 

 



72 

 

3.2.2. Kết quả xác định biểu lộ protein p53 đột biến bằng phương pháp 

hóa mô miễn dịch 

3.2.2.1. Một số hình ảnh đột biến protein p53 trong mô ung thư da. 

 

Hình 3.13. Hình ảnh biểu lộ protein p53 âm tính  

(độ phóng đại 200 lần) 

 

Hình 3.14. Hình ảnh biểu lộ protein p53 dƣơng tính (+)  

(độ phóng đại 200 lần) 

Tế bào 

dương 

tính 

Tế bào 

âm tính 
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Hình 3.15. Hình ảnh biểu lộ protein p53 dƣơng tính (++)  

(độ phóng đại 200 lần) 

 

Hình 3.16. Hình ảnh biểu lộ protein p53 dƣơng tính (+++)  

(độ phóng đại 200 lần) 

Tế bào 

dương 

tính 

Tế bào 

dương 

tính 
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3.2.2.2.  Kết quả xác định protein p53 đột biến trong mô ung thư da 

Bảng 3.12. Tỷ lệ biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thƣ da 

Các loại UT da Số lƣợng 
Đột biến 

gen TP53 

Biểu lộ p53 

đột biến 

Tỷ lệ % 

UT TB đáy 21 14 14 66,7 

UT TB vảy 21 3 3 14,3 

UT TB hắc tố 21 0 0 0 

Tổng số 63 17 17 27,0 

 

Bảng trên cho thấy, tỷ lệ biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư 

da là 27,0%. Trong đó tỷ lệ đột biến cao nhất là ở loại ung thư tế bào đáy 

14/21 mẫu, sau đó là ung thư tế bào vảy 3/21 mẫu, không phát hiện được 

biểu lộ protein p53 đột biến ở các mẫu ung thư tế bào hắc tố. Ở các mẫu có 

đột biến gen TP53 ở các vùng exon thì ở đều có biểu lộ protein p53 trong mô 

ung thư da. Các mẫu chỉ có biến đổi ở các vùng intron thì không phát hiện 

được biểu lộ protein p53 đột biến ở trong mô. 

3.3. KẾT QUẢ PHÂN TÍCH ĐỘT BIẾN GEN BRAF (V600E) Ở CÁC 

MẪU UNG THƢ DA 

3.3.1. Phân tích đột biến gen BRAF (V600E) bằng phương pháp giải trình 

tự gen 

3.3.1.1. Kết quả khuếch đại gen BRAF 

Với các mẫu DNA được tách chiết từ mô ung thư da, chúng tôi tiến 

hành đồng thời khuếch đại các đoạn gen TP53 và gen BRAF, kết quả thu 

được đoạn gen BRAF có kích thước tương đồng với đoạn gen thiết kế là 

171bp (hình 3.17). 



75 

 

                1       2        3       4       5      M      6      7      8       9     10 

 

Hình 3.17. Sản phẩm PCR đƣợc khuếch đại từ gen BRAF (171bp) 

Kết quả phân tích biến đổi V600E của gen BRAF trong mô ung thư da, tất cả 

các mẫu ung thư tế bào đáy và ung thư tế bào vảy đều ở dạng wild type 

(không có đột biến), vị trí codon 600 vẫn là mã GTG, mã hóa cho acid amin 

Valine (V). Nếu đột biến thì vị trí mã 600, bộ 3 GTG biến đổi nucleotid ở vị 

trí giữa Thymine  Adenine, tạo thành GAG, mã hóa cho acid amin 

Glutamate (V600E). Chỉ có 1 mẫu ung thư tế bào hắc tố phát hiện thấy có đột 

biến V600E. Kết quả phân tích đột biến V600E ở 63 mẫu ung thư da, được 

trình bày trong bảng sau: 

Bảng 3.13. Tỷ lệ đột biến gen BRAF ở các mẫu ung thƣ da 

Các loại UT da Số lƣợng Biến đổi BRAF Tỷ lệ % 

UT TB đáy 21 0 0 

UT TB vảy 21 0 0 

UT TB hắc tố 21 1 4,8 

Tổng số 63 1 1,6 

 

171bp 
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Kết quả ở bảng trên cho thấy, 63 mẫu ung thư da, trong đó gồm ung 

thư tế bào đáy, ung thư tế bào vảy và ung thư tế bào hắc tố chỉ phát hiện thấy 

có 1 đột biến V600E của gen BRAF ở trạng thái dị hợp tử ở 1 mẫu ung thư tế 

bào hắc tố. 

3.3.1.2. Một số hình ảnh phân tích gen BRAF 

 

Chiều ngược (reverse): CAC 

Hình 3.18. Trình tự ngƣợc chiều (reverse) gen phân tích  

của các mẫu ung thƣ da 

 

Hình 3.19. Hình sắp xếp nucleotid của gen BRAF ở các mẫu ung thƣ da 
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A     B 

A: Wild type (GTG: V600); B: Đột biến  T  A (GAG: E600) 

Hình 3.20. Đột biến gen BRAF (V600E) ở bệnh nhân ung thƣ  

tế bào hắc tố 

3.3.2. Kết quả xác định protein BRAF (V600E) trong mô ung thư da 

3.3.2.1. Hình ảnh nhuộm hóa mô miễn dịch đột biến BRAF(V600E). 

 

Hình 3.21. Hình ảnh nhuộm HMMD có kết quả  

đột biến BRAF(V600E) âm tính (độ phóng đại 200 lần). 

Tế bào 

âm tính 
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Hình 3.22. Hình ảnh nhuộm HMMD có kết quả  

đột biến BRAF(V600E) dƣơng tính (độ phóng đại 400 lần) 

3.3.2.2. Kết quả biểu lộ protein BRAF đột biến (V600E) trong mô UT da 

Bảng 3.14. Tỷ lệ biểu lộ protein BRAF(V600E) đột biến ở các mẫu UT da 

Các loại 

 UT da 

Số 

lƣợng 

Đột biến gen 

BRAF(V600E) 

Biểu lộ protein 

BRAF(V600E)  

Tỷ lệ 

% 

UT TB đáy 21 0 0 0 

UT TB vảy 21 0 0 0 

UT TB hắc tố 21 1 1 4,8 

Tổng số 63 1 1 1,6 

 

Kết quả ở bảng trên cho thấy, 63 mẫu ung thư da, trong đó gồm ung 

thư tế bào đáy, ung thư tế bào vảy và ung thư tế bào hắc tố, chỉ phát hiện 

thấy có 1 trường hợp có biểu lộ protein BRAF đột biến V600E ở bệnh nhân 

Tế bào 

dương 

tính 
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ung thư tế bào hắc tố. Đây cũng là bệnh nhân có đột biến gen BRAF 

(V600E), còn các trường hợp không có đột biến gen BRAF (V600E) thì cũng 

không thấy biểu lộ protein BRAF (V600E) đột biến.  
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Chƣơng 4  

BÀN LUẬN 

4.1. THÔNG TIN CHUNG VỀ BỆNH NHÂN NGHIÊN CỨU 

Cũng như một số bệnh ung thư khác, ung thư da có liên quan đến một 

số các đặc trưng cá nhân như tuổi, giới, chủng tộc, nơi sinh sống... của bệnh 

nhân. Các nghiên cứu ở trong nước và ngoài nước đều cho thấy nguy cơ ung 

thư da đều liên quan đến tuổi tác, người lớn tuổi thường có nguy cơ dễ mắc 

ung thư da hơn người trẻ tuổi và có khoảng trên 90% bệnh nhân ung thư da 

xuất hiện ở lưá tuổi 50 và cao hơn nữa [83],[84],[85]. Nghiên cứu của chúng 

tôi độ tuổi hay mắc ung thư da nhất cũng từ 40 tuổi trở lên, trong đó cao nhất 

ở lứa tuổi 50 – 59 và trên 70 tuổi có tỷ lệ tương ứng là 33,3% và 31,7%, ở lứa 

tuổi dưới 40 tỷ lệ ung thư da là thấp nhất 4,8%. Kết quả này cũng phù hợp với 

một số nghiên cứu khác ở một số nước trên thế giới [84],[86],[87],[88]. Điều 

này cho thấy tuổi đóng vai trò quan trọng trong việc hình thành và phát triển 

ung thư da. Các nghiên cứu đều cho thấy ung thư da nói chung và đặc biệt là 

ung thư tế bào đáy thường có liên quan đến tiếp xúc với ánh sáng mặt trời kéo 

dài và thường xuyên, giống các yếu tố phơi nhiễm khác, tiếp xúc với ánh sáng 

mặt trời phụ thuộc vào 2 yếu tố, đó là cường độ tiếp xúc và thời gian tiếp xúc. 

Độ tuổi trung bình của các bệnh nhân trong nghiên cứu của chúng tôi cũng 

tương đương với các nghiên cứu khác ở châu Á [84],[89],[90] nhưng cao hơn 

so với người da trắng [91],[92]. Điều này hoàn toàn hợp lý, người da trắng 

thường sống ở các nước phát triển có trình độ hiểu biết về bệnh hơn, do đó có 

điều kiện và khả năng dự phòng chống nắng tốt hơn. Mặt khác người da trắng 

thường sống ở các nước phát triển do đó họ có điều kiện bảo vệ và tiếp cận 

với các cơ sở y tế tốt hơn vì thế tỷ lệ mắc ung thư da của họ cũng thấp hơn. 

Các nghiên cứu về ung thư da ở châu Âu, Mỹ và châu Úc đều cho thấy 

tỷ lệ ung thư ở nam giới cao hơn so với nữ giới [83],[86],[93]. Trong khi đó, 
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các nghiên cứu ở châu Á đều cho thấy có sự chênh lệch không nhiều giữa 

nam và nữ [84],[88]. Nghiên cứu của chúng tôi, tỷ lệ bệnh ở nam và nữ là gần 

tương đương nhau, tỷ lệ giới nam/nữ trong số bệnh nhân ung thư da là 1,1. Sự 

khác biệt về tỷ lệ giới tính nam/nữ trong ung thư da có thể do sự khác nhau về 

màu da cũng như lối sống, khí hậu và thời gian làm việc ngoài trời. Theo các 

tác giả ở châu Âu nam giới mắc ung thư da nhiều hơn nữ là do nam giới phải 

làm những công việc ở ngoài trời nắng (công nhân, trồng trọt). Trong khi đó, 

nữ giới thường làm các công việc ở trong nhà. Còn ở châu Á, có lẽ tỷ lệ phụ 

nữ làm các công việc ở ngoài trời nắng nhiều nên tỷ lệ mắc bệnh ở nữ có cao 

hơn ở nam giới. Ở Việt Nam, kết quả nghiên cứu của Hoàng Anh Tuấn, về 

ung thư da loại tế bào đáy vùng mi mắt cũng cho tỷ lệ nữ/nam là 1,1 [94].   

4.2. ĐỘT BIẾN GEN TP53 TRONG UNG THƢ DA 

 Trong các nghiên cứu về cơ chế bệnh sinh ung thư nói chung và ung thư 

da nói riêng thì hướng tiếp cận chính là nghiên cứu về di truyền phân tử nhằm 

tìm ra các gen gây ung thư hay các tổn thương của hệ di truyền tế bào do các 

tác nhân tại chỗ hay các tác nhân bên ngoài. Các tác nhân này được truyền vào 

trong nhân tế bào thông qua các con đường tín hiệu, qua một loạt phản ứng dây 

chuyền để tác động lên quá trình sao chép DNA và qua đó tham gia sự điều 

hòa sự tăng sinh và biệt hóa tế bào.  

Trong hàng loạt các tác nhân gây biến đổi làm rối loạn phân bào, tăng 

sinh không giới hạn và rối loạn biệt hóa tế bào thì cơ thể cũng có những cơ 

chế bảo vệ chống lại sự rối loạn đó. Một trong các yếu tố đó là protein p53 do 

gen TP53 mã hóa có hoạt tính chống sự tăng sinh tế bào, sửa chữa các DNA 

tổn thương ngăn cản sự đột biến tế bào chống biến chuyển ác tính và trong 

một số trường hợp gây chết tế bào theo chương trình.  

Gen TP53 còn được gọi là gen ức chế khối u, nó nằm trên nhánh ngắn 

thuộc vùng 1, băng 3 băng phụ 1 của NST số 17 (17p13.1). Gen TP53 có kích 
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thước 22.000bp, gồm 11 exon mã hóa cho protein p53 có trọng lượng phân tử 

53kDa. Bình thường gen TP53 ở trạng thái không hoạt động. Gen TP53 được 

hoạt động khi có sự sai lệch về vật chất di truyền nhằm [37],[38],[39]: 

- Chống tăng sinh tế bào, chống tế bào chuyển ác tính bằng kiểm soát 

chu kì tế bào, cảm ứng quá trình chết theo chương trình (apoptosis). 

- Sửa chữa các tổn thương DNA, ngăn cản sự xuất hiện đột biến của tế 

bào.  

- Kích thích hoạt tính các gen ức chế ung thư khác, được coi là gen đích 

của gen TP53. 

Khi có các đột biến gen TP53 sẽ làm mất chức năng của phân tử 

protein p53 dẫn đến các tế bào ung thư dễ dàng xuất hiện và phát triển thành 

mô ung thư. Đột biến gen TP53 là biến đổi di truyền thường gặp nhất trong 

các loại ung thư ở người. Do gen TP53 điều hòa sự ổn định của bộ gen và 

ngăn cản tế bào bước vào chu trình phân bào khi có tổn thương DNA nên khi 

gen TP53 bị đột biến, protein p53 mất chức năng sẽ liên quan đến khả năng 

ức chế sự phát triển tế bào, do đó sẽ tăng tỷ lệ tế bào sinh sản.  

Đột biến gen TP53 là biến đổi di truyền hay gặp trong nhiều loại ung 

thư ở người, đặc biệt là các loại ung thư da, phổi, vú và đại tràng... Các đột 

biến hầu hết là đột biến điểm trong vùng exon 2 đến 9, kết quả làm cho sản 

phẩm protein của gen bị mất chức năng nhưng nó lại trở nên bền vững hơn và 

gây tích tụ với một nồng độ cao trong nhân tế bào, tạo ra các sản phẩm gọi là 

protein p53 đột biến.  

Sản phẩm protein p53 được chọn là phân tử của năm 1993, là chìa khóa 

di truyền của sự phát triển ung thư. Protein p53 có khả năng hạn chế các đột 

biến xảy ra ở tế bào thông qua tác dụng của nó trên chu kỳ tế bào.  

Nghiên cứu này chúng tôi tiến hành song song cả hai kỹ thuật giải trình 

tự gen TP53 và kỹ thuật hóa mô miễn dịch trên cùng một mẫu mô để xác định 
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đột biến. Kỹ thuật giải trình tự gen xác định trình tự các nucleotid trên các 

đoạn gen TP53, từ đó xác định các đột biến và biến đổi trên gen. Kỹ thuật hóa 

mô miễn dịch để xác định biểu lộ phân tử protein p53 đột biến trong mô của 

các thể ung thư da hay gặp là ung thư tế bào đáy, ung thư tế bào vảy và ung 

thư tế bào hắc tố. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi lựa chọn 63 bệnh nhân ung thư da đã 

được chẩn đoán mô bệnh học, gồm 3 thể ung thư da là ung thư tế bào đáy (21 

bệnh nhân), ung thư tế bào vảy (21 bệnh nhân) và ung thư tế bào hắc tố (21 

bệnh nhân). Các mẫu mô của bệnh nhân được chiết tách DNA và kiểm tra độ 

tinh sạch và đứt gãy của phân tử DNA đảm bảo cho phản ứng PCR.  

Gen TP53 được giải trình tự ở 3 đoạn, đoạn 1 từ exon 2 - 4, đoạn 2 từ 

exon 5 - 6, đoạn 3 từ exon 7 - 9. Khi khuếch đại các đoạn gen TP53 bằng kỹ 

thuật PCR, chúng tôi thu được các sản phẩm theo phân đoạn, exon 2 - 4 là 

611 bp, exon 5 - 6 là 378 bp và exon 7 - 9 là 755 bp. Các sản phẩm của phản 

ứng PCR được kiểm tra bằng thang chuẩn DNA và cho kết quả phù hợp với 

kích thước của đoạn gen đã thiết kế. Với kết quả khuếch đại gen này việc giải 

trình tự các đoạn gen sau này sẽ đảm bảo đúng đoạn gen cần phân tích. 

Sản phẩm của khuếch đại gen TP53 của các mẫu ung thư da thu được 

bao gồm trình tự từ exon 2 đến exon 9, trong đó bao gồm cả các đoạn exon và 

intron (intron1 - IVS1, exon 2, IVS2, exon 3, IVS3, exon 4, IVS4, exon 5, 

IVS5, exon 6, IVS6, exon 7, IVS 7, exon 8, IVS8, exon 9, IVS9). Đây cũng là 

các đoạn gen được các tác giả nước ngoài nghiên cứu và cho thấy thường có 

biến đổi khi bệnh nhân bị ung thư da [95],[96],[97],[98]. 

4.2.1. Phân loại các biến đổi ở các đoạn gen TP53  

Khi phân tích gen TP53 ở các mẫu ung thư da các loại, chúng tôi đều 

phát hiện được sự biến đổi gen TP53 ở 100% các mẫu nghiên cứu. Các biến 
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đổi này phát hiện thấy có cả ở vùng intron (IVS) là vùng không mã hóa và 

vùng exon là vùng mã hóa chi phối tổng hợp phân tử protein. Đồng thời gặp 

rất nhiều loại biến đổi nucleotid trên các đoạn gen TP53 khác nhau, tổng số 

loại biến đổi chúng tôi gặp là 52 loại. Trong đó, vị trí biến đổi nucleotid xuất 

hiện trên các đoạn exon là 10 loại, ở vùng intron có đến 42 loại. Các biến đổi 

phần lớn ở trạng thái đồng hợp tử, một số ít ở trạng thái dị hợp tử, như các 

biến đổi: g.11827-11828insC (IVS1); g.12139C>G (exon 3); g.13150C>T và 

g.13151C>T (exon 4); g.13248G>A; g.13451G>C (IVS5); g.14133C>A, 

g.14183T>C, g.14189T>C và g.14203G>T (IVS6). Biến đổi g.12139C>A ở 

exon 3 gặp với tỷ lệ khá cao, biến đổi ở exon 4 chỉ có 2 loại thì cả 2 loại này 

đều gặp dị hợp tử. Tuy nhiên, các biến đổi xảy ra hầu hết là biến đổi phối hợp, 

nên trong 1 mẫu nếu có biến đổi dị hợp với một exon nào đó thì cũng lại còn 

một biến đổi ở exon khác. 

Với biến đổi trên gen TP53, người ta chia 2 loại là: 

- Đa hình di truyền là trường hợp biến đổi ở vùng intron và không ảnh 

hưởng đến các exon tiếp theo hoặc có thay thế hoặc đảo nucleotid nhưng mã 

di truyền vẫn quy định acid amin như gen hoang dã. Trường hợp này protein 

do gen quy định không có thay đổi acid amin. 

- Đột biến là trường hợp thay đổi trình tự các nucleotid ở trên gen dẫn 

đến thay đổi các mã di truyền gây ra thay đổi acid amin trong phân tử protein 

do gen đó quy định. Khi cấu trúc của phân tử protein bị thay đổi, chức năng 

của phân tử cũng biến đổi, có thể làm hoạt tính của phân tử protein bị giảm 

hoặc mất đi. 

* Biến đổi ở các đoạn intron 

Các biến đổi trên vùng intron là các biến đổi đa hình di truyền, các biến 

đổi này không làm thay đổi cấu trúc và chức năng của phân tử protein. Một số 
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biến đổi trên vùng intron cũng tác động tới quá trình tổng hợp phân tử protein. 

Trong các biến đổi xảy ra ở vùng intron, thì chủ yếu gặp ở vùng IVS1, IVS5 

và IVS6, các vùng intron còn lại là IVS2, IVS3, IVS4, IVS7, IVS8 đều không 

phát hiện thấy có biến đổi. 

Kết quả ở bảng 3.7 cho thấy, các biến đổi trên vùng IVS1 có 6 biến đổi, 

trong đó chủ yếu là biến đổi thay thế và chèn thêm nuleotid xảy ra ở các vị trí 

g.11818-11819insC, 11874-11875C chiếm tỷ lệ lần lần lượt là 30,2% và 

73,0%, biến đổi chèn thêm nucleeotid ở vị trí g11827-11828C có tỷ lệ thấp 

hơn 6,3% trong các mẫu ung da, biến đổi thay thế nucleotid g.11827C>G, 

11849G>A và 11903T>A đều chiếm tỷ lệ khá thấp (1,6%). Đặc biệt biến đổi 

chèn nucleotid ở vị trí g.11874-11875insC xảy ra 100% ở các các mẫu ung thư 

tế bào hắc tố.  

Các biến đổi nucleoid ở vùng intron hầu hết không ảnh hưởng gì đến biểu 

hiện gen, nhất là các thay thế, đảo vị trí của nucleotide không gây ra hậu quả gì, 

loại biến đổi này lại là biến đổi nhiều nhất. Tuy nhiên với các đột biến chèn 

nucleotide hoặc mất nucleotide thì đôi khi có thể ảnh hưởng đến exon tiếp theo 

của intron này. Việc cả một vùng của exon 2 trình tự nucleotid không thể so sánh 

được với trình tự gen gốc cần được nghiên cứu tiếp vì khi tham khảo các nghiên 

cứu của các tác giả khác thì họ cũng chỉ đưa ra nhận xét là có nhiều biến đổi ở 

vùng intron chứ không bình luận, liệu có loại nào trong số này có thể gây ảnh 

hưởng đến exon tiếp theo. Các tác giả cũng chủ yếu phân tích các biến đổi 

nucleotid ở các vùng exon.  

Ở vùng IVS2, IVS3, IVS4 không phát hiện thấy có biến đổi trình tự 

nucleotid ở tất cả các mẫu ung thư da.  

Vùng IVS5, chỉ phát hiện được 1 biến đổi nucleotid vị trí g.13451 thay 

thế nucleotid Guanine thành Cytosine (g.13451G>C). Biến đổi này cũng chỉ 

quan sát thấy ở 1 mẫu ung thư tế bào đáy, còn ung thư tế bào vảy và ung thư 
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tế bào hắc tố đều không phát hiện được. 

Các biến đổi xảy ra ở IVS6 gặp với tần suất cao, trong đó ung thư tế bào đáy 

cũng chiếm chủ yếu các biến đổi ở IVS6, tiếp đó là ung thư tế bào vảy và cuối 

cùng là ung thư tế bào hắc tố. Mặc dù số lượng các biến đổi IVS6 ở ung thư tế 

bào hắc tố ít, nhưng là toàn bộ mẫu xảy ra cùng một biến đổi. Trong số 35 

biến đổi của vùng IVS6, có 3 biến đổi chèn thêm nucleotid trên đoạn IVS6 

của gen là g.14245-14246insG, g.14247-14248insG và g.14251-14252insG, 32 

biến đổi là thay thế nucleotid ở các vị trí g.14129C>A, g.14181C>T, 

g.14133C>A, g.14170T>G, g.14177G>T, g.14187T>G, g.14183T>C, 

g.14185T>C, g.14189T>C, g.14201T>G, g.14203G>T, g.14236T>C, 

g.14237T>C, g.14238C>T, g.14239C>T, g.14242T>C, g.14274T>C, 

g.14276T>C, g.14280C>T, g.14319A>C, g.14320C>A, g.14321A>C, 

g.14322C>A, g.14322C>T, g.14323T>A, g.14324T>C, g.14325C>A, 

g.14325A>T, g.14326C>A, g.14328T>C, g.14329A>T g.14243T>C.  Những 

biến đổi thay thế và chèn thêm nucleotid xảy ra ở IVS là vùng không mã hóa 

vì vậy về lý thuyết sẽ không làm biến đổi các acid amin của phân tử protein.  

Các vùng intron  IVS7, IVS8 cũng  không phát hiện thấy có biến đổi 

trình tự nucleotid ở tất cả các mẫu ung thư da. Các biến đổi phần lớn là thay 

thế nucleotid này bằng nucleotid khác, hiện tượng này xảy ra ở hầu hết các 

đoạn gen được phân tích và tìm thấy biến đổi. Với loại biến đổi chèn nucleotid 

thì cả 6 loại mà chúng tôi gặp đều ở các vùng intron, 3 loại gặp ở IVS1, 3 loại còn 

lại gặp ở IVS6. Kết quả này cũng tương tự kết quả của các tác giả khác [97], 

[99], [100],[101],[102],[103],[104],[105]. Ảnh hưởng của các biến đổi này như 

thế nào, liệu có gây thay đổi mã di truyền ở exon tiếp theo hay không cần có đánh 

giá ở các nghiên cứu tiếp theo vì trong nghiên cứu này chúng tôi gặp chủ yếu là 

các biến đổi phối hợp. Trên 1 bệnh nhân có thể gặp nhiều biến đổi nucleotide ở 

các vị trí khác nhau, cả trên intron đồng thời lại có cả ở exon nên chưa đưa ra 
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được nhận xét gì về các thay đổi chèn thêm nucleotid ở các vùng intron. Có lẽ các 

tác giả nghiên cứu trước đây cũng gặp tình trạng tương tự nên nhìn chung họ đều 

chỉ tập trung bàn và phân tích các biến đổi nucleotid ở các vùng exon.  

* Biến đổi ở các đoạn exon 

Khi giải trình tự gen TP53 các đoạn từ exon 2 đến exon 9 ở các mẫu 

mô bệnh nhân ung da, đây là vùng thường xảy ra đột biến của gen TP53 

[101],[103],[104],[105],[106]. Kết quả chúng tôi phát hiện 10 vị trí biến đổi 

nucleotid nằm rải rác trên các đoạn exon. Các biến đổi là các đột biến điểm 

xảy ra ở exon 3, exon 4 và exon 6, không thấy các biến đổi ở exon 2, exon 5 

và exon 7 đến exon 9.  

Trong các biến đổi ở exon, khi so sánh với genebank, ở 10 loại biến đổi 

phát hiện được, chúng tôi thấy có 8 biến đổi nucleotid có sự thay đổi acid 

amin trong phân tử protein, đây chính là các đột biến của gen TP53. Có 2 loại 

biến đổi thay thế nucleotid tại vị trí g.13150C>T ở exon 4 và g14062C>A, cả 

2 biến đổi này đều không gây ra sự thay đổi acid amin của phân tử protein. 

Ở đoạn exon 3, có 5 vị trí đột biến, tất cả các đột biến này đều là đột 

biến thay thế các nucleotid, sự thay thế này đều làm thay đổi acid amin trên 

phân tử protein. Ở vị trí g.12072 của gen TP53 Adenine được thay thế bằng 

Guanine (g.12112A>G) dẫn đến acid amin ở vị trí 63 biến đổi từ Alanin thành 

Serine (p.A63S). Tương tự như vậy ở vị trí g.12139 biến đổi Cytosine được 

thay thế bằng Adenine (g12139C>A), làm cho acid amin ở vị trí 72 bị biến 

đổi từ Proline hoặc Histamine (p.P72H). Vị trí g12143T>A trên gen TP53 bị 

thay thế Thymine bằng Adenine làm phân tử protein bị đột biến ở acid amin 

73 chuyển Valine thành Glutamate (p.V73E). Vị trí g.12145 của gen Guanine 

thay thế bằng Thymine (g12145G>T), sự thay thế này làm thay đổi acid amin 

ở vị trí 74 Alanine thành Serine (p.A74S). Tại vị trí g12239, thay thế 

nucleotid Guanine bằng Adenine (g.12239G>A), làm biến đổi acid amin ở vị 
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trí 105 Glycine thành Apartate (p.G105D). 

Trong đoạn exon 4, xảy ra 2 vị trí đột biến, trong đó chỉ 1 vị trí đột biến 

làm thay đổi acid amin đó là vị trí g.13151 Cytosine bị thay thế bằng 

Thymine, làm cho phân tử protein ở vị trí 158 bị biến đổi acid amin từ 

Arginin thành Cysteine (p.A158C). Vị trí g.13150 cũng bị thay thế nucleotid 

Cytosine thành Thymine làm thay đổi bộ ba GTC thành GTT, nhưng không 

làm thay đổi acid amin vì cả hai bộ ba này đều mã hóa cho Valine. 

Đoạn exon 6 của gen TP53, có 3 vị trí đột biến, là vị trí g.14049 được 

thay thế ncleotid Cytosine bằng Thymine, làm cho acid amin biến đổi Senine 

thành phenylalanine (p.S241F),  còn vị trí g.14060 nucleotid Guanine  được 

thay thế bằng Thymine làm biến đổi acid amin ở vị trí 245 thay thế acid amin 

Glycine thành Cysteine (p.G245C). Tại vị trí g.14062, Cytosine được thay thế 

bằng Adenine, bộ ba mã hóa GGC chuyển thành GGA, nhưng không làm thay 

đổi acid amin của phân tử protein vì cả hai bộ ba này đều mã hóa cho acid 

amin Glycine (p.G245G). Cũng tại exon này, có mẫu đồng thời xảy ra hai đột 

biến ở vị trí g.14060 và g.14062 của gen dẫn đến thay đổi trên cDNA là 

c.733G>T và c.735C>A, đột biến này xảy ra tại 1 codon, GGC mã hóa cho 

acid amin Glycine (G) bị biến đổi thành TGA là mã kết thúc (X). Trường hợp 

này, sự biến đổi trong phân tử protein là nhiều vì gen sẽ ngắn lại, kết thúc 

ngay khi xuất hiện đột biến. 

Nghiên cứu của Forbes S. và cs [107] cũng ở các bệnh nhân ung thư tế 

bào vảy vùng đầu, cổ thấy các đột biến hay gặp ở gen TP53 dẫn đến thay đổi 

các acid amin là Arg175His, Glu180Fs, Ser183Stop, Gln52InF, His179Arg, 

His193Leu, Gly266Arg, và một số đột biến ít gặp khác. 

Một nghiên cứu khác là của Telmer C. A. và cs [108] cũng tiến hành ở 

các bệnh nhân ung thư tế bào vảy vùng đầu, cổ thấy các đột biến hay gặp ở 

gen TP53 làm biến đổi các acid amin ở các vị trí: Arg306Stop, Thr155Pro, 
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His179Tyr, Arg248Gln, Arg175His, Arg273His, Pro151His, Glu224Stop, 

Arg282Trp, Thr155Pro, Glu294Stop, Arg2880Thr, Ile195Phe, Arg248Gln, 

His179Asn, Pro177Arg. 

Cùng nghiên cứu ở một loại bệnh nhân ung thư tế bào vảy vùng đầu, 

cổ, tuy nhiên các biến đổi mà theo Viros A. và cs, Forbes S. và cs và của 

Telmer C. A. và cs cho thấy các đột biến trên gen TP53 ở các nghiên cứu của 

tác giả hầu hết là khác nhau. Trong nhiều đột biến mà các tác giả này đề cập 

chỉ có đột biến Arg175His là cả 3 tác giả đều cùng phát hiện thấy, đột biến 

Pro151His thì cả Viros A. và Telmer C. A. cùng phát hiện thấy, các đột biến 

còn lại chỉ có 1 tác giả đề cập [107],[108],[109]. 

Năm 2007, Thierry Soussi [110] khi thống kê nhiều báo cáo nghiên cứu 

về biến đổi gen TP53 ở các bệnh nhân ung thư tế bào vảy vùng đầu, cổ của 

các tác giả khác nhau, tiến hành nghiên cứu ở các địa điểm khác nhau và thấy 

64 loại biến đổi ở gen TP53 đã được phát hiện, tuy nhiên chỉ có 20 biến đổi là 

có từ 2 nghiên cứu trở lên cùng phát hiện thấy, có tới 44 biến đổi chỉ gặp 

trong 1 nghiên cứu. Như vậy, biến đổi của gen TP53 rất đa dạng, rất có thể nó 

những biến đổi phụ thuộc vào chủng tộc người khác nhau và địa dư khác nhau 

thì có các biến đổi khác nhau.  

Có lẽ với các lý do trên mà các biến đổi ở gen TP53 trong nghiên cứu 

của chúng tôi vẫn có một số biến đổi không giống với các tác giả khác. Trong 

10 đột biến mà chúng tôi phát hiện thấy ở vùng exon thì có 8 đột biến, 2 đột 

biến còn lại mặc dù có thay đổi nucleotide nhưng không thay đổi acid amin 

nên không gây biến đổi ở protein, đây là các đột biến câm lặng. Trong 10 đột 

biến mà chúng tôi phát hiện thấy ở bệnh nhân ung thư da thì có 6 đột biến là 

đã được nhiều nghiên cứu trước đó đề cập đến đó là: 

Đột biến Ser241Phe (p.S241F) và Gly245Cys (p.G245C) ở exon 6. Đột 

biến p.S241F đã được nhiều tác giả nghiên cứu ở những bệnh nhân ung thư 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viros%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24919155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viros%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24919155
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da, ung thư đại trực tràng và một số ung thư khác phát hiện thấy như: 

Rodrigues N. R.và cs (1990) [111], Weiss J.và cs [112], Kastrinakis W. V.và 

cs (1995) [113], Rieger K. M.và cs (1995) [114], Van Gele M.và cs (2000) 

[115].  Đột biến p.G245C đã được các tác giả: Mitsudomi T.và cs (1992) 

[116], Forbes S. và cs (2006) [107] nghiên cứu ở bệnh nhân ung thư da và các 

ung thư khác phát hiện thấy. Nghiên cứu của Guiseppina Giglia Mari và 

Alanin Sarasin (2003) [117] cũng phát hiện thấy đột biến p.G245C của gen 

TP53 ở những bệnh nhân ung thư da. 

Đột biến c.472C>T (p.R158C) ở exon 4 cũng đã được đề cập trong 

bảng danh mục về đột biến trong ung thư [44] của Anh với code Cosm 87549. 

Đồng thời cũng trong bảng danh mục này biến đổi câm lặng c.471C>T 

(p.V157V) ở exon 4 do thay thế nucleotid Thymine bằng Cytosine, mã hoang 

dã là GTC nay đổi thành GTT nhưng acid amin vẫn là Valine, trong nghiên 

cứu của chúng tôi phát hiện thấy thì trong catalogue cũng đề cập đến là biến 

đổi có thể có ở bệnh nhân ung thư da với mã số là Cosm44526 [118]. 

Hai đột biến c.733G>T và c.735C>A, 2 thay đổi nucleotid ở 2 vị trí 

khác nhau nhưng đều ở một mã khi cùng xuất hiện dẫn đến tạo thành mã kết 

thúc, đột biến trên phân tử protein là p.G245X, kết quả làm cho gen bị ngắn 

lại, kết thúc ngay ở nơi xảy ra đột biến. Loại đột biến này xuất hiện ở exon 6 

của gen TP53 cũng đã được Guiseppina Giglia Mari và Alanin Sarasin (2003) 

đề cập trong nghiên cứu ở các bệnh nhân bị ung thư da [117].  

Các đột biến gen TP53, làm thay đổi cấu trúc phân tử protein p53, tùy 

từng điểm đột biến khác nhau, có thể ảnh hưởng đến cấu hình không gian 

khác nhau của phân tử protein, từ đó ảnh hưởng đến chức năng của phân tử 

protein [119]. Các nghiên cứu hầu hết chưa chỉ rõ được biến đổi chức năng cụ 

thể của phân tử protein với các điểm đột biến. Một số nghiên cứu đã tập trung 

vào từng vị trí đột biến của gen TP53 nhằm tìm hiểu ảnh hưởng của các đột 

http://vi.wikipedia.org/wiki/Valin
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biến đến chức năng của phân tử protein p53 và mối liên quan của các điểm 

đột biến với các loại ung thư [120], [121]. Nghiên cứu của Dong Z. và đã chỉ 

ra đột biến gen TP53 ở vị trí codon 72 có liên quan đến đến ung thư đại trực 

tràng, ung thư biểu mô tế bào vảy [120]. Nghiên cứu của Zampiga V. cho 

thấy có mối liên quan đột biến gen TP53 ở codon 175 có liên quan đến hội 

chứng Li – Fraumeni [122]. Mastellaro M.J cũng có kết luận có mối liên quan 

giữa đột biến gen TP53 tại codon 337 có mối liên quan đến khối u vỏ thượng 

thận ở trẻ em [121]. Đột biến ở exon 3 c.215C>A dẫn đến thay đổi acid amin 

ở phân tử protein của p53 là p.P72H mà chúng tôi thấy trong nghiên cứu này 

cũng đã được nhiều tác giả đề cập như Zafeirious D. I. và cs (2001)... [119] 

phát hiện khi nghiên cứu ở những bệnh nhi bị ung thư da. Khi tìm ra được 

mối liên quan của các loại ung thư với từng điểm đột biến, các nhà khoa học 

có thể tìm được các chất gắn với điểm đột biến nhằm khôi phục chức năng 

gen TP53, từ đó góp phần vào điều trị bổ trợ ung thư.  

Như vậy trong 10 đột biến của protein p53 mà chúng tôi phát hiện thấy 

ở bệnh nhân ung thư da, có 6 đột biến đã được một số tác giả khác đề cập là p. 

P72H, p.V157V, p.R158C, p.S241F, p.G245C, p.G245G, 4 đột biến còn lại 

chỉ thấy ở trong nghiên cứu của chúng tôi là p.A63S, p.V73E, p.A74S, 

p.G105D. Trong 2 đột biến thay thế nucleotid mà không gây biến đổi acid 

amin của phân tử protein, một đột biến ở exon 4 (c.471C>T: biểu hiện trên 

protein là p.V157V) và một ở exon 6 c.735C>A (ở protein là p.G245G) thì 

đột biến ở exon 4 đã được đề cập trong bảng danh mục về đột biến ở bệnh 

nhân ung thư [118], đột biến ở exon 6 là c.735C>A (biểu hiện trên protein là 

p.G245G) cũng đã được Guiseppina Giglia Mari và Alanin Sarasin (2003) đề 

cập trong nghiên cứu ở các bệnh nhân bị ung thư da [117]. 

Các đột biến p.A63S, p.V73E, p.A74S và p.G105D tuy chưa được các 

tác giả khác đề cập nhưng khi các đột biến có gây thay đổi acid amin trong 
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phân tử protein thì đều có ảnh hưởng đến kiểu hình phân tử protein của cá thể 

mang đột biến đó. 

Tóm lại kết quả nghiên cứu này, chúng tôi phát hiện được 100% bệnh 

nhân ung thư da có biến đổi gen TP53. Trong đó đột biến ở vùng exon chiếm 

27%, biến đổi ở vùng intron chiếm 95,2%, xảy ra cả đột biến vùng exon và 

biến đổi ở vùng intron là 22,2%. Xác định được 52 loại biến đổi nucleotide 

trên gen TP53, trong đó có 10 đột biến ở vùng exon và 42 biến đổi ở vùng 

intron. Trong 10 đột biến ở vùng exon có 5 đột biến ở exon 3, 2 đột biến ở 

exon 4 và 3 đột biến ở exon 6, các vùng exon 2, exon 5, exon 7, exon 8 và 

exon 9 không phát hiện có đột biến. 10 đột biến ở vùng exon thì có 6 đột biến 

đã được nhiều tác giả khác công bố ở các mẫu ung thư da các loại, 4 đột biến 

chỉ gặp trong nghiên cứu của chúng tôi. Trong các đột biến ở vùng exon, thì 

có 8 đột biến là thay đổi acid amin của phân tử protein còn 2 đột biến không 

làm thay đổi acid amin của phân tử protein p53, đây là những đột biến câm 

lặng. Trong 42 biến đổi ở vùng intron thì ở IVS1 có 6 biến đổi, IVS5 có 1 

biến đổi, IVS6 có tới 35 biến đổi, các vùng IVS2, IVS3, IVS4, IVS7 và IVS8 

không phát hiện có biến đổi gen TP53. 

4.2.2. Về tỷ lệ biến đổi gen TP53 ở trong ung thư da 

 Trong các đoạn gen TP53 đã phân tích ở các mẫu ung thư da, tỷ lệ các 

mẫu ung thư da có đột biến gen TP53 là 100%, trong đó ở các đoạn exon tỷ lệ 

đột biến là 27,0%, chủ yếu là các đột biến xảy ra ở exon 3, exon 4 và exon 6. 

Trong các đột biến này, đoạn hay xảy ra đột biến là exon 3 và exon 6 với tỷ lệ 

gặp ở các mẫu lần lượt là 25,4% và 12,7%, đoạn exon 4 chỉ gặp 1 mẫu có đột 

biến ở bệnh nhân ung thư tế bào đáy chiếm 1,6%. Các đoạn exon 2, exon 5 và 

exon 7 đến 9 không phát hiện thấy đột biến. Biến đổi ở các đoạn intron xảy ra 

ở hầu hết các mẫu ung thư da chiếm 95,2%, các đoạn có nhiều mẫu biến đổi 

chủ yếu là IVS1, và IVS6, tỷ lệ biến đổi chung cho các loại ung thư da tương 
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ứng là 85,7%, và 82,5%, đoạn IVS5 có tỷ lệ biến đổi tỷ lệ biến đổi thấp nhất 

là 1,6%. Các đoạn IVS2, IVS3, IVS4 và IVS7, IVS8 không thấy có biến đổi. 

Biến đổi phối hợp các đoạn exon và intron của gen TP53 chiếm tỷ lệ 22,2%. 

Theo Viros A. [109], các đột biến gen TP53 gặp ở bệnh nhân ung thư 

da có (His39Tyr, Ser124Phe, Arg245Cis, Arg270Cis, Cis272Gly) với tần số 

40%. Burns J. E. và cs [121] nghiên cứu ở các bệnh nhân ung thư tế bào vảy 

vùng đầu, cổ thấy các đột biến hay gặp là Trp146X, Ile332InF, Leu308Fs, 

Arg282Pro, Val173InF, Tyr126InF, Gln192Stop, Pro151His, Val216Gly, 

Glu258Lys, Glu224Fs, Arg209Fs, Arg175His, Pro151Ser, và nhiều đột biến 

khác nữa ít gặp hơn. 

4.2.3. Biến đổi gen TP53 ở trong từng loại ung thư da 

 Ở các mẫu ung thư tế bào đáy, các biến đổi gen TP53 gặp ở 6 đoạn 

IVS1, Exon3, exon4, IVS5, exon6 và IVS6, các biến đổi tập trung ở các đoạn 

IVS1, exon 3, IVS6 và exon 6 với tỷ lệ lần lượt là 57,1%, 61,9%, 71,4%, và 

38,1% . Biến đổi xảy ra ở vùng IVS5 và exon 6 chỉ gặp ở 1 mẫu và đều chiếm 

tỷ lệ 1,6%. Đối với mẫu ung thư tế bào vảy, biến đổi gen TP53 xảy ra ở 3 

đoạn IVS1, exon3 và IVS6, trong đó đoạn IVS1 có biến đổi xảy ra ở tất cả các 

mẫu ung thư tế bào vảy, đoạn IVS6 cũng có tỷ lệ biến đổi cao là 76,2% và 

biến đổi ở đoạn exon 3 có tỷ lệ 14,3%, các đoạn còn lại không phát hiện thấy 

có biến đổi. Đối với ung thư tế bào hắc tố, biến đổi chỉ xảy ra ở 2 đoạn là 

IVS1, IVS6 và xảy ra ở tất cả các mẫu, chiếm tỷ lệ 100%. 

 Nếu chỉ đề cập đến các biến đổi là các đột biến ở exon thì với ung thư 

tế bào đáy, tỷ lệ mẫu có đột biến ở exon 3 đã là 61,9%, ở exon 6 là 38,1%, ở 

exon 4 là 4,8%. Trong khi đó ung thư tế bào vảy chỉ có 14,3% mẫu có đột 

biến ở exon 3, không phát hiện thấy mẫu nào có đột biến ở exon 4 và exon 6. 

Với ung thư tế bào hắc tố thì chỉ thấy những biến đổi ở intron, không thấy 

những đột biến ở exon. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viros%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24919155
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 Biến đổi gen TP53 gặp chủ yếu ở ung thư tế bào đáy, cũng đã được 

nhiều tác giả đề cập [96],[98],[101],[102],[103]. Với các nghiên cứu của các 

tác giả này cho thấy đột biến ở vùng exon 3 trên gen TP53 gặp với tỷ lệ 

71,1% số mẫu, trong đó loại đột biến g.12139C>G (c.215C>G) chiếm tỷ lệ 

chủ yếu, có tới 51,3% các mẫu ung thư tế bào đáy bị đột biến ở dạng này. 

 Với exon 4 chúng tôi phát hiện có 1 mẫu có đột biến ở exon 4, ở mẫu 

này đột biến ở cả 2 vị trí, tuy nhiên ở trạng thái dị hợp tử. Hai vị trí đột biến 

sát nhau trên gen là g.13150C>T và g.13151C>T, nhưng thuộc hai bộ ba mã 

hóa hai acid amin khác nhau. Tuy nhiên, loại đột biến ở vị trí g.13150C>T thì 

không gây thay đổi acid amin trên phân tử protein, đây là các đột biến câm 

lặng. 

 Đột biến ở exon 6 chỉ xuất hiện ở các mẫu ung thư tế bào đáy. Không 

thấy đột biến exon 6 đối với các mẫu ung thư tế bào vảy và ung thư tế bào hắc 

tố. Các đột biến exon 6 của các mẫu ung thư tế bào đáy đều là đột biến hoàn 

toàn, các đột biến này gây thay đổi trình tự mã hóa các acid amin. Có 7 mẫu 

bị đột biến đồng thời ở cả hai vị trí g.14060G>T và g.14062C>A, hai vị trí 

này trên exon 6 liên quan đến 1 bộ ba mã hóa 1 acid amin là Glycine (GGC), 

khi đồng thời hai đột biến xảy ra, bộ ba mã này bị đổi thành TGA, chuyển 

thành mã kết thúc. 

Trong các biến đổi ở các đoạn gen TP53, có một biến đổi xảy ra ở 

nhiều mẫu và có nhiều mẫu cùng bị một biến đổi. Bên cạnh các biến đổi ở 

trên các vùng có sao mã exon, chúng tôi cũng gặp nhiều biến đổi ở các vùng 

intron. Các biến đổi ở vùng intron hầu hết là không gây hậu quả gì. Tuy nhiên 

có rất ít các trường hợp biến đổi ở vùng intron nhưng lại làm cho vùng không 

mã hóa này có thể mã hóa và biến đổi này cũng gây nên các biểu hiện khác 

thường. 

Một bệnh nhân có thể có nhiều biến đổi xảy ra, loại biến đổi kết hợp 
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hay gặp nhất là biến đổi IVS1 và IVS6, đây cũng là 2 đoạn của gen có tỷ lệ 

biến đổi cao, loại biến đổi phối hợp này gặp ở cả ung thư tế bào đáy, tế bào 

vảy và ung thư tế bào hắc tố. Biến đổi phối hợp ở IVS1 và IVS6 là biến đổi 

hay gặp cũng được một số tác giả khác đề cập [96],[102],[103]. Loại biến đổi 

hay gặp tiếp theo là biến đổi IVS1 và IVS6 và exon 3. Các loại biến đổi phối 

hợp khác gặp với tỷ lệ ít. 

Tuy nhiên, hầu hết các mẫu ung thư da các loại đều có từ 2 biến đổi trở 

lên, thậm chí có mẫu biến đổi tới 19 vị trí trên gen TP53. Các biến đổi phối 

hợp có thể ở 1 vùng nào đó trên gen TP53, nhưng cũng có thể đồng thời xuất 

hiện ở nhiều vùng khác nhau. Nhiều nghiên cứu đã đề cập đến sự phối hợp 

của các biến đổi gen TP53 trong ung thư như Ye X. H. và cs (2014) cho thấy 

sự tích lũy các biến đổi gen TP53 ở codon 72, phối hợp với biến đổi ở các 

đoạn intron 3 và intron 6, làm tăng nguy cơ ung thư [124]. 

4.2.4. Phân tích biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư da  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng đồng thời hai phương pháp là 

giải trình tự gen để xác định đột biến gen TP53 và nhuộm hóa mô miễn dịch 

để phát hiện protein p53 đột biến trong mô ung thư da. Bình thường, protein 

p53 có đời sống bán hủy ngắn và không phát hiện được bằng phương pháp 

hóa mô miễn dịch, nhưng khi gen này bị đột biến sẽ có đời sống bán hủy kéo 

dài hơn và có thể phát hiện được bằng hóa mô miễn dịch. Chính vì vậy, các 

nhà sản suất đã cho ra hai loại chế phẩm là xác định biểu lộ protein p53 và 

protein p53 đột biến trong mô ung thư. Chúng tôi đã chọn phương pháp xác 

định protein p53 đột biến trong mô ung thư da để có kết quả so sánh với kết 

quả đột biến gen TP53. Từ đó có thể rút ra được sự tương đồng và khác biệt 

cũng như kết quả của hai phương pháp giúp đưa ra gợi ý cho các nhà lâm 

sàng về việc sử dụng kỹ thuật nào để xác định đột biến gen TP53 trong mô 

ung thư.   
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  Nghiên cứu này chúng tôi tiến hành nhuộm hóa mô miễn dịch với 63 

mẫu ung thư da gồm 3 loại là ung thư tế bào đáy, ung thư tế bào vảy và ung 

thư tế bào hắc tố (mỗi loại 21 mẫu) để phát hiện sự biểu lộ protein p53 đột 

biến. Kết quả thu được có 17 mẫu có kết quả dương tính chiếm 27,0% tổng số 

mẫu ung thư da. Trong đó tỷ lệ biểu lộ protein p53 đột biến ở loại ung thư tế 

bào đáy là cao nhất (chiếm 66,7% trong số bệnh nhân ung thư da loại tế bào 

đáy) và chiếm 14,3% trong ung thư tế bào vảy. Ở ung thư tế bào hắc tố không 

thấy có biểu lộ protein p53 đột biến.  

Một điều thú vị là những mẫu có đột biến gen TP53 ở các đoạn exon thì 

chúng tôi đều thấy có biểu lộ protein p53 đột biến ở mô ung thư da. Những 

mẫu không có đột biến ở các exon, mà có biến đổi ở các đoạn intron thì đều 

không thấy biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư da. Trong số các 

đột biến ở đoạn exon, có 2 biến đổi không làm thay đổi acid amin, nhưng các 

biến đổi này lại kết hợp với các biến đổi ở vị trí khác nên kết quả mẫu đó vẫn 

dương tính với protein p53 đột biến. Điều này cho thấy có sự phù hợp về mặt 

chức năng của các đoạn gen khi tham gia vào quá trình tổng hợp protein, chỉ 

những đoạn exon mới tham gia làm khuôn mẫu để tổng hợp phân tử protein, 

những đoạn intron không tham gia làm khuôn mẫu để tổng hợp protein nên 

khi có biến đổi ở đoạn intron sẽ không gây nên sự thay đổi trình tự acid amin 

trên phân tử protein. Chính vì vậy những biến đổi intron được xác định bằng 

phương pháp giải trình tự gen mà không có biến đổi ở đoạn exon thì cũng 

không có biểu lộ protein đột biến trong mô ung thư da. 

Kết quả của chúng tôi cũng tương tự như kết quả của Lê Đức Minh 

[16] nghiên cứu biểu lộ protein p53 đột biến trong mô 131 bệnh nhân ung thư 

da loại tế bào đáy cho thấy tỷ lệ dương tính là 24,4%. Một số tác giả nghiên 

cứu sự biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư khác như kết quả nghiên 

cứu của Tạ Văn Tờ cho thấy tỷ lệ protein p53 đột biến dương tính trong mô 
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ung thư biểu mô tuyến vú là 42,1% (n=95) và sự biểu lộ này tăng dần theo độ 

mô học. Việc tìm hiểu mối liên quan giữa đột biến gen TP53 và sự biểu lộ 

protein p53 đột biến trong mô ung thư là cần thiết, kết quả này sẽ giúp các 

nhà lâm sàng có thể lựa chọn kỹ thuật giải trình tự gen để xác định đột biến 

gen TP53 hay bằng kỹ thuật đơn giản hơn. Đó là kỹ thuật xác định sự biểu lộ 

protein p53 đột biến bằng phương pháp hóa mô miễn dịch, đây cũng là xét 

nghiệm dễ làm hơn, giá thành thấp hơn và cho phép phát hiện sự tích luỹ bất 

thường của protein p53 trong tế bào ung thư.  

Trên thế giới nghiên cứu đột biến gen TP53 và sự biểu lộ protein p53 

trong mô ung thư da cũng đã được nhiều tác giả thực hiện trên nhiều đối 

tượng khác nhau. Venza M. và cs cho rằng sự biểu lộ protein p53 ở bệnh nhân 

ung thư biểu mô tế bào vảy là 46,7% và không có sự khác biệt giữa ung thư 

da nguyên phát và ung thư da tái phát có di căn [125]. Bukhari M. H. và cs 

xác định đột biến gen TP53 và biểu lộ protein p53 đột biến ở 140 mẫu mô 

sinh thiết da cho thấy cả hai dấu hiệu trên đều không phát hiện được trên da 

bình thường, nhưng trong ung thư tế bào đáy là 70% và trong ung thư tế bào 

vảy là 96,25% và đột biến gen TP53 có liên quan đến sự biểu lộ protein đột 

biến [126]. Điều này cũng phù hợp với nghiên cứu của Mlmquist L. M. và cs 

cho thấy có mối liên quan giữa đột biến gen TP53 và sự biểu lộ protein p53 

đột biến trong mô ung thư da [127]. Như vậy protein p53 là một yếu tố quan 

trọng trong theo dõi, tiên lượng ung thư da. Những trường hợp đột biến gen 

TP53
 
thường có đáp ứng kém với điều trị hoá chất, do đó xác định tình trạng 

biểu lộ protein này được dùng để lựa chọn phương pháp điều trị bổ trợ thích 

hợp trong ung thư da. 

Đột biến gen TP53 là biến đổi di truyền hay gặp trong nhiều loại ung 

thư ở người, đặc biệt là các loại ung thư như: ung thư da, phổi, vú và đại 

tràng... Các đột biến hầu hết là đột biến điểm trong đoạn exon 2 đến 9, kết quả 
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làm cho sản phẩm protein mất chức năng nhưng nó lại trở nên bền vững hơn 

và gây tích tụ với một nồng độ cao trong nhân tế bào, tạo ra các sản phẩm gọi 

là protein p53 đột biến.  

Kết quả đột biến gen TP53 hoặc biểu lộ protein p53 đột biến có thể 

giúp các nhà lâm sàng can thiệp điều trị khôi phục lại chức năng của protein 

p53 đột biến cũng như cảm ứng quá trình tế bào chết theo chương trình là một 

cách đầy hứa hẹn để điều trị bệnh ung thư. Trong thực tế, một số phương 

pháp điều trị ung thư đã tác động theo cơ chế chết tế bào theo chương trình 

cũng đang được nghiên cứu và ứng dụng. 

Theo nghiên cứu của Aggarwal và CS có thể kích hoạt lại chức năng 

của protein p53 bị đột biến bằng PEITC (phenethyl isothiocyanate), đặc biệt 

trong các trường hợp có đột biến ở vùng R175. Nghiên cứu cơ chế cho thấy 

PEITC gắn vào vị trí đột biến đặc biệt vị trí R175 từ đó khôi phục chức năng 

của phân tử protein p53 bị đột biến, cảm ứng quá trình chết theo chương trình 

của tế bào [128]. 

Nghiên cứu của Zhang M. và CS đã sử dụng các chất ức chế quá trình 

gắn protein p53 bị đột biến với Mdm2 gây phá vỡ các liên kết này hoặc ức 

chế các proteasom có thể làm tăng cường hoạt động của các phân tử protein 

p53 [129].  

Nghiên cứu của Fujjta Y. và CS cho thấy khôi phục chức năng của 

protein p53 đột biến bằng các chất có trọng lượng phân tử nhỏ gắn vào vùng 

đột biến có thể ngăn chặn sự hình thành và phát triển ung thư [130],[131]. 

Nghiên cứu của Tang X. và CS cũng cho thấy phân tử CP-31398 phục 

hồi chức năng ức chế khối u của protein p53 và ức chế sự hình thành ung thư 

da do UVB gây ra ở chuột [132].  

Vì vậy, nghiên cứu này của chúng tôi bước đầu góp phần vào việc tìm 
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ra các điểm đột biến trên gen TP53, từ đó có thể có những gợi ý cho các nhà 

lâm sàng trong việc lựa chọn phương pháp điều trị bổ trợ mới thay thế hoặc 

phối hợp với các phương pháp điều trị bổ trợ hiện nay. 

4.3. ĐỘT BIẾN GEN BRAF (V600E) Ở BỆNH NHÂN UNG THƢ DA 

Sự phát triển, biệt hóa và sống còn của tế bào bình thường được điều 

hòa bởi một số lượng giới hạn các con đường tín hiệu. Các con đường tín hiệu 

truyền và kết hợp các tín hiệu từ ngoại bào như các yếu tố phát triển, hormon, 

các liên kết tế bào-tế bào, tế bào-khoảng gian bào thông qua các thụ thể trên 

màng tế bào đi vào bên trong tế bào, rồi tiếp tục qua các protein dẫn truyền 

trong bào tương để đi vào nhân tế bào. Ở đây, chúng hoạt hóa các gen sao 

chép dẫn đến sự tăng sinh và biệt hóa tế bào. Các loại protein tín hiệu, protein 

màng, protein bào tương và protein nhân liên quan đến tăng sinh, biệt hóa tế 

bào đều là sản phẩm của c-oncogen (proto-oncogen) trong điều kiện bình 

thường. Khi có sự mất điều hòa hoạt động của chúng, các c-oncogen đột biến 

trở thành oncogen có thể xuất hiện ung thư và trong tình huống này con 

đường tín hiệu sẽ trở thành “con đường tín hiệu sinh ung thư”. 

Sự mất cân bằng giữa gen sinh ung thư và gen ức chế ung thư, sự hoạt 

động không phù hợp hoặc sự bất hoạt của các con đường tín hiệu là yếu tố 

quyết định đối với sự phát triển ung thư ở người. Nhiều gen sinh ung thư và 

nhiều gen ức chế ung thư cũng hoạt động trong khuôn khổ “con đường tín 

hiệu sinh ung thư” này [50],[51]. 

Yếu tố tín hiệu RAF thuộc con đường tín hiệu MAPK có ba đồng dạng 

là ARAF, BRAF và CRAF. Đồng dạng CRAF biểu lộ khắp nơi trong khi 

BRAF biểu lộ ở mức cao hơn trong tế bào máu, thần kinh và tinh hoàn [72], 

BRAF là đồng dạng nổi trội ở tế bào da. Mặc dù tất cả các đồng dạng RAF 

đều hoạt hoá MEK nhưng chúng được hoạt hoá một cách khác nhau bởi RAS. 

Theo Peyssonnaux C. và cs thì BRAF có ái tính cao hơn với MEK1 và MEK2 
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và có nhiều khả năng photphoryl hóa MEK hơn các đồng dạng RAF khác 

[70],[71],[72]. Sự thay đổi này dẫn đến con đường tín hiệu MAPK bị kích 

hoạt liên tục và không đáp ứng với sự kiểm soát thông thường. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi cũng tiến hành xác định đột biến 

BRAF trên bệnh nhân ung thư da các thể ung thư tế bào đáy, ung thư tế bào 

vảy và ung thư tế bào hắc tố bằng 2 phương pháp song song nhau, từ đó đánh 

giá ưu nhược điểm của từng phương pháp và độ tương đồng về kết quả của 

hai phương pháp. Để xác định đột biến gen BRAF (V600E) trong mô ung thư 

da chúng tôi sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen. Để xác định biểu lộ protein 

BRAF(V600E) đột biến trong mô ung thư da chúng tôi sử dụng kỹ thuật hóa 

mô miễn dịch. 

4.3.1. Phân tích đột gen BRAF (V600E) ở bệnh nhân ung thư da 

Các mẫu tách chiết DNA từ mô ung thư da của các bệnh nhân được sử 

dụng đồng thời xác định đột biến gen TP53 và đột biến gen BRAF. Các mẫu 

sau khi chiết tách DNA đều được tiến hành kiểm tra số lượng và độ tinh sạch 

của DNA đảm bảo cho phản ứng PCR. Với gen BRAF chúng tôi đã tiến hành 

giải trình tự nucleotid của gen sau đó dùng phần mềm biodit xác định đột biến 

ở vị trí V600E, việc giải trình tự được tiến hành cả theo 2 chiều xuôi và 

ngược, kỹ thuật giải trình tự và máy móc trang thiết bị cũng được tiến hành 

với cùng gen TP53. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR với gen BRAF lên rõ 

ràng đảm bảo cho chất lượng phân tích trình tự gen BRAF. Sau khi thu được 

sản phẩm khuếch đại đoạn gen BRAF, chúng tôi tiến hành tinh sạch sản phẩm 

PCR và giải trình tự gen BRAF. Với trình tự gen BRAF thu được, bằng phần 

mềm Biodit, chúng tôi so sánh với trình tự của gen BRAF trên genebank để 

xác định đột biến BRAF (V600E). 

Đột biến gen BRAF trong ung thư nói chung và ung thư da nói riêng 

thường xảy ra ở vị trí: A1023G (P341P); A1227G (S409S); T1799A 
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(V600E); A1383G (Q461Q); A1797C (T599T); A1929G (G643G); G2272A 

(G758R). Trong đó vị trí 1799 TA làm thay thế acid amin valine bằng 

glutamate của chuỗi polypeptid (V600E), đột biến này chiếm tỷ lệ khá cao 

khoảng 80-90% [73]. 

Đột biến V600E của gen BRAF là đột biến ở codon thứ 600, trong đó 

bộ ba GTG mã hóa cho Valine (V) bị thay thế bởi bộ ba GAG mã hóa cho 

Glutamate (E), nucleotid Thymine bị thay thế bởi nucleotid Adenine. Đây là 

đột biến hay gặp nhất trong ung thư da theo kết quả của các tác giả nghiên 

cứu ở các nước. Về kỹ thuật phân tích chúng tôi sử dụng kỹ thuật giải trình tự 

gen là một kỹ thuật đảm bảo chính xác nên việc không phát hiện thấy đột biến 

gen BRAF (V600E) của chúng tôi là tin cậy. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành giải trình tự gen BRAF 

(V600E) trên 63 bệnh nhân ung thư da gồm 3 thể hay gặp là ung thư tế bào 

đáy, ung thư tế bào vảy và ung thư tế bào hắc tố. Kết quả chúng tôi phát hiện 

thấy đột biến V600E của gen BRAF ở 1/63 bệnh nhân ung thư da chiếm tỷ lệ 

1,6%. Các thể ung thư tế bào đáy và ung thư tế bào vảy không phát hiện thấy 

có đột biến, 1 bệnh nhân có đột biến gen BRAF (V600E) là ở thể ung thư tế 

bào hắc tố. Các kết quả nghiên cứu về đột biến gen BRAF (V600E) cũng rất 

khác nhau. Các nghiên cứu ở người châu Âu tỷ lệ đột biến gen BRAF (V600E) 

khá cao như nghiên cứu của Paul T.C. và cs đã khám phá rằng biến đổi hoạt 

tính gen sinh ung thư BRAF xảy ra ở 2/3 các u hắc tố ác tính và ở tần suất cao 

trong các ung thư khác. 70% đột biến gen BRAF được tìm thấy ở những bệnh 

nhân ung thư da [45], trong khi đó nghiên cứu của Hugdah E. và CS cho thấy 

đột biến gen BRAF(V600E) là 35% [134], nghiên cứu của Mar V. J. và CS 

cho thấy tỷ lệ đột biến này là 39,2% [35]. Các nghiên cứu ở châu Á cho thấy 

tỷ đột biến gen BRAF(V600E) thấp hơn, trong nghiên cứu của Si L. và CS thì 

tỷ lệ đột biến gen BRAF của người Trung Quốc là 25,5%, trong đó đột biến 
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tại vị trí V600E chiếm 89,1% [136]. Một nghiên cứu khác trên người Đài 

Loan của Sheen Y. S. và CS, tỷ lệ đột biến gen BRAF là 14,3% trong trong đó 

đột biến tại vị trí V600E chiếm 88,2% [137]. Kết quả nghiên cứu của chúng 

tôi thấp hơn các tác giả khác đã nghiên cứu về đột biến gen BRAF(V600E). 

Đột biến gen BRAF(V600E) có tỷ lệ khác nhau có thể do vùng địa lý khác 

nhau, chủng tộc khác nhau, tập quán sinh hoạt khác nhau. Nghiên cứu của 

Thomas N. E. và CS cho thấy có mối liên quan giữa đột biến gen BRAF với 

tuổi và màu tóc, tuổi trẻ hơn, màu tóc nâu, vàng có tỷ lệ đột biến gen cao hơn 

[138]. Vì vậy có thể đây cũng là điểm khác biệt ở Việt Nam so với các nước 

khác, điều này góp phần giải thích tỷ lệ ung thư da ở Việt Nam không cao.  

4.3.2. Xác định biểu lộ protein BRAF đột biến ở mô ung thư da 

Trên các mẫu đúc parafin chúng tôi tiến hành kỹ thuật nhuộm hóa mô 

miễn dịch để xác định sự biểu lộ của protein BRAF đột biến V600E. Kết quả 

nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, với 63 bệnh nhân gồm 3 nhóm ung thư da 

chủ yếu là ung thư tế bào đáy, ung thư tế bào vảy và ung thư tế bào hắc tố, 

cũng chỉ có 1 trường hợp có biểu lộ protein BRAF(V600E) đột biến là mẫu 

ung thư tế bào hắc tố. Bệnh nhân dương tính này cũng chính là bệnh nhân có 

đột biến gen BRAF (V600E) ở phương pháp giải trình tự gen. Như vậy kết quả 

của hai phương pháp này tương đồng với nhau, với các mẫu phương pháp giải 

trình tự gen xác định là không có đột biến gen BRAF (V600E) thì ở phương 

pháp nhuộm hóa mô miễn dịch cũng cho kết quả âm tính. Vì vậy, để xác định 

đột biến protein BRAF (V600E) có thể dùng phương pháp nhuộm hóa mô 

miễn dịch thay thế cho phương pháp giải trình tự gen. Ưu điểm của phương 

pháp nhuộm hóa mô miễn dịch là thời gian thực hiện xét nghiệm ít hơn và 

kinh phí để thực hiện cũng tiết kiệm hơn. Hơn nữa, phương pháp giải trình tự 

gen là phương pháp phức tạp hơn, đòi hỏi trang thiết bị cao cấp hơn, không 

thể thực hiện ở các cơ sở xét nghiệm với qui mô nhỏ.   
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Các nghiên cứu đã khẳng định sự biến đổi gen BRAF là dấu ấn quan 

trọng của kiểu hình lâm sàng và mô bệnh học của ung thư da, đặc biệt là ung 

thư tế bào hắc tố, nó trở thành một dấu ấn chẩn đoán và tiên lượng có giá trị. 

Dựa vào việc sử dụng các chất ức chế protein BRAF [139], các nghiên cứu 

này sẽ góp phần vào việc chẩn đoán sớm cũng như triển vọng điều trị cho 

bệnh nhân ung thư da từ đó cải thiện thời gian sống thêm của bệnh nhân 

[140]. 

Các nghiên cứu cũng phát hiện ra rằng khoảng 50% khối u ác tính có 

gen BRAF đã đột biến hoặc kích hoạt đã tạo ra một hướng mới quan trọng 

trong điều trị u ác tính. Có 2 loại thuốc ức chế protein BRAF đột biến là 

Dabrafenib (Tafinlar) và vemurafenib (Zelboraf) đã được FDA chấp thuận 

cho những người có cả giai đoạn IV và giai đoạn III melanoma mà không thể 

được phẫu thuật cắt bỏ. Những loại thuốc này, được sử dụng đặc biệt khi trên 

các bệnh nhân ung thư tế bào hắc có đột biến V600E hoặc V600K trong gen 

BRAF. Những loại thuốc này không nên được sử dụng cho những bệnh nhân 

không có đột biến vì nó không thực sự có hiệu quả [141]. 

Trong các thử nghiệm lâm sàng cho những người có u ác tính di căn 

mang gen BRAF bị biến đổi, cả hai loại thuốc trên đều có tác dụng làm giảm 

kích thước khối u ở phần lớn những bệnh nhân này. Vemurafenib cho thấy sự 

kéo dài sự sống còn của bệnh nhân trung bình gần một năm. Tác dụng của 

Dabrafenib đối với thời gian sống thêm toàn bộ đã được kiểm chứng chính 

thức. Dựa trên những thử nghiệm lâm sàng này, cả hai loại thuốc trên đều 

được chấp thuận sử dụng cho những bệnh nhân có u ác tính giai đoạn III mà 

không thể loại bỏ được bằng phẫu thuật và cho bệnh nhân khối u ác tính giai 

đoạn IV, nếu u ác tính có gen BRAF bị biến đổi. 

Một nghiên cứu gần đây cũng cho thấy, sử dụng phối hợp các chất ức 

chế protein BRAF với các chất ức chế con đường tín hiệu MAPK, thụ thể 
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EGFR hay các con đường khác như PIK3 cho hiệu quả cao hơn có ý nghĩa so 

với chỉ dùng ức chế protein BRAF đơn thuần [142]. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy tỷ lệ đột biến gen BRAF 

(V600E) ở bệnh nhân ung thư da là khá thấp, kết quả này cũng góp phần định 

hướng cho các nhà lâm sàng cần hướng đến việc tìm các vị trí khác của gen 

hoặc các nguyên nhân khác, các gen khác góp phần vào cơ chế bệnh sinh 

trong ung thư da nói chung và ung thư tế bào hắc tố nói riêng. Từ đó tìm ra 

hướng điều trị bổ trợ nhằm ức chế các yếu tố gây phát sinh ung thư da. 

4.4. MỐI LIÊN QUAN GIỮA BIẾN ĐỔI DI TRUYỀN VÀ UNG THƢ 

DA 

Ngày nay, hầu hết các tác giả cho ung thư là bệnh di truyền. Các tế bào 

ung thư đều là những tế bào có đột biến (có thể là đột biến gen hoặc đột biến 

nhiễm sắc thể), các đột biến này tạo ra các protein bất thường, tác động gây 

tăng quá trình phân bào. Trong chu kỳ tế bào, trước khi phân bào, ở giai đoạn 

G1 có sự sửa chữa những sai sót trong di truyền trước khi DNA nhân đôi, sau 

khi nhân đôi DNA ở giai đoạn G2 cũng có sự sửa chữa các sai sót sau nhân 

đôi. Do tăng phân bào quá nhiều dẫn đến tế bào không còn khả năng sửa chữa 

các bất thường trước và sau mỗi quá trình phân bào nên gây ra các loại đột 

biến và gây hiện tượng quá sản. Do tăng quá nhanh quá trình phân bào, tế bào 

cũng sẽ không có đủ thời gian trưởng thành từ đó hình thành nên các tế bào 

bất thường đó chính là các tế bào ung thư. 

Có 2 nhóm gen liên quan đến ung thư là nhóm gen gây ung thư (các 

proto-oncogen) và các gen chống ung thư. Proto-oncogen có 2 loại C-proto 

oncogen là gen ở trong tế bào và V-oncogen (có nguồn gốc từ virus). Nếu các 

proto-oncogen chuyển thành oncogen nó sẽ gây ung thư. Nhóm thứ 2 là các 

gen chống ung thư. Nếu các gen chống ung thư bị đột biến thì nó không còn 

khả năng khống chế ung thư cũng sẽ gây ung thư. 
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Với ung thư da gen gây ung thư thường gặp là RAF với 3 biến thể 

(ARAF, BRAF và CRAF), trong đó gen BRAF và gen CRAF liên quan nhiều 

hơn, liên quan nhiều nhất là gen BRAF. Các gen chống ung thư liên quan 

nhiều với ung thư da là TP53, gen Hedgehog, gen Patched… Đây cũng chính 

là lý do chúng tôi lựa chọn 2 gen điển hình là gen BRAF và gen TP53 thuộc 

hai nhóm gen phát sinh ung thư và nhóm gen ức chế sinh ung thư vào nghiên 

cứu. Theo các tác giả, đột biến gen TP53 gặp cao nhất ở 70% bệnh nhân ung 

thư da. Trong nghiên cứu của chúng tôi, tỷ lệ đột biến gen TP53 phát hiện 

được là 27% ung thư da nói chung. Nếu chỉ tính ung thư da loại tế bào đáy thì 

tỷ lệ này là 66,7%, trong đó các đột biến xảy ra 25,4% ở exon 3, 1,6% ở exon 

4 và 12,7% ở exon 6, tỷ lệ này thấp hơn với các tác giả khác.  

Vai trò của Human Papilloma virus (HPV) trong ung thư da: nhiều 

nghiên cứu cho thấy sự tương quan giữa HPV và ung thư da (Karagas). Vai 

trò của HPV type 5 và 8 trong bệnh dị sản thượng bì dạng hạt cơm 

(Epidermodisplasia veruciforme) đã được làm rõ (Pastel). Protein E6 của 

HPV ức chế hoạt động của một số protein trong đó có protein p53, từ đó làm 

giảm khả năng ức chế sự phát triển của các tế bào ung thư.  

Ngoài ánh sáng mặt trời và HPV, nhiễm độc một số kim loại nặng như 

arsenic cũng là nguyên nhân của ung thư da nhất là ung thư biểu mô tế bào 

vảy. Nhiều nghiên cứu đã chứng minh tỷ lệ ung thư tế bào vảy cao ở những 

vùng có nước sinh hoạt bị nhiễm arsenic [143]. Ở những người có nồng độ 

arsenic cao trong móng có nguy cơ mắc ung thư tế bào vảy cao gấp gần hai 

lần so với người bình thường [144]. Ngoài ra, rất nhiều nghiên cứu đề cập đến 

tác dụng của thuốc lá, các chất diệt cỏ, thuốc trừ sâu hại, chất diệt nấm cũng 

là những nguyên nhân gây ung thư tế bào vảy [145]. 

Các đột biến mới phát sinh có thể tác động vào gen chống đột biến 

TP53 hoặc tác động vào các gen gây ung thư như BRAF. Các yếu tố môi 
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trường ở Việt Nam cũng cần được lưu tâm. Trong nghiên cứu của chúng tôi, 

tỷ lệ đột biến V600E ở gen BRAF rất thấp có thể có các khả năng sau:  

- Có thể ở Việt Nam đột biến V600E ở gen BRAF không phổ biến mà 

có thể lại có đột biến ở vị trí khác. Để khẳng định điều này cần có các nghiên 

cứu tiếp theo với cỡ mẫu lớn hơn và phân tích đầy đủ hơn ở các vùng khác 

của gen BRAF. 

- Có thể đột biến BRAF ở Việt Nam là thấp hơn các nước khác. Có lẽ 

đây là lý do chính làm cho tỷ lệ ung thư da ở Việt Nam thấp hơn các nước 

như Australia, Mỹ và một số nước châu Âu. Nói cách khác, tỷ lệ người mang 

gen gây ung thư da loại BRAF (V600E) ở Việt Nam thấp, nhưng tỷ lệ đột 

biến gen chống ung thư như gen TP53 thì lại tương tự như các nghiên cứu 

khác ở các nước khác. 

4.5. BÀN LUẬN VỀ ƢU NHƢỢC ĐIỂM CỦA QUY TRÌNH XÁC ĐỊNH 

ĐỘT BIẾN GEN TP53 VÀ BRAF TRONG UNG THƢ DA 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, kỹ thuật xác định đột biến 

gen TP53 và BRAF bằng giải trình tự gen và hóa mô miễn dịch đều cho kết 

quả tương đồng nhau. Đối với đột biến gen BRAF (V600E) các nhà lâm sàng 

có thể lựa chọn phương pháp hóa mô miễn dịch thay cho phương pháp giải 

trình tự gen. Vì cả hai phương pháp này đều xác định được đột biến xảy ra ở 

vị trí V600E, phương pháp giải trình tự gen cho phép phát hiện được 

nucleotid bị thay thế ở vị trí g.1799T>A làm biến đổi codon ở vị trí 600, bộ ba 

GTG mã hóa cho acid amin Valine được thay thế bằng bộ ba GAG mã hóa 

cho acid amin Glutamate. Phương pháp hóa mô miễn dịch, với việc sử dụng 

kháng thể đơn dòng của chuột (kháng thể 1) chống kháng nguyên là phân tử 

protein đột biến V600E cho phép phát hiện được các đột biến tại vị trí này. 

Với phương pháp giải trình tự gen thì ngoài việc xác định đột biến V600E, có 

thể xác định được đột biến khác như V600K hoặc các đột biến xảy ra ở các 
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acid amin khác nữa. Với kỹ thuật hóa mô miễn dịch xác định đột biến protein 

BRAF (V600E) thì chỉ xác định được đột biến V600E có hay không mà 

không xác định được các đột biến khác. Kỹ thuật Hóa mô miễn dịch sẽ thực 

hiện đơn giản hơn, thời gian thực hiện kỹ thuật nhanh hơn, thời gian trả kết 

quả cho bệnh nhân sẽ ngắn hơn và giá thành thực hiện sẽ thấp hơn kỹ thuật 

giải trình tự gen. 

Với gen TP53, kỹ thuật hóa mô miễn dịch chỉ xác định được biểu lộ 

protein p53 đột biến chung, không xác định được xem đột biến ở vị trí acid 

amin nào. Phương pháp giải trình tự gen sẽ khắc phục được hạn chế đó, 

phương pháp này xác định được đột biến ở vị trí nào của gen TP53 từ đó xác 

định được vị trí các acid amin bị biến đổi. Vì vậy khi bác sĩ lâm sàng cần xác 

định đột biến gen TP53 chung thì nên sử dụng phương pháp hóa mô miễn 

dịch, khi cần xác định chính xác vị trí đột biến của gen TP53 thì lựa chọn 

phương pháp giải trình tự gen. Từ đó lựa chọn phương pháp điều trị bổ trợ 

khôi phục lại chức năng của gen TP53 chung hay gắn các phân tử vào các vị 

trí đột biến để khôi phục chức năng của gen TP53. 
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KẾT LUẬN 

 Qua nghiên cứu giải trình tự gen TP53, BRAF(V600E) và khảo sát biểu 

lộ protein p53 và protein BRAF(V600E) ở 63 bệnh nhân ung thư da gồm 21 

bệnh nhân ung thư tế bào đáy, 21 bệnh nhân ung thư tế bào vảy và 21 bệnh 

nhân ung thư tế bào hắc tố chúng tôi thu được kết quả sau: 

1.  Xác định đột biến gen TP53 và BRAF ở các thể ung thƣ da. 

* Đột biến gen TP53: 

- Tỷ lệ biến đổi gen TP53: 

 + 100% các mẫu đều có biến đổi gen TP53. 

 + Đột biến ở các đoạn exon chiếm tỷ lệ 27,0%. 

 + Biến đổi ở các đoạn intron chiếm tỷ lệ 95,2% 

 + Đột biến ở các exon và biến đổi ở intron chiếm tỷ lệ 22,2% 

- Xác định được 52 vị trí biến đổi trên gen TP53 trong đó có 10 đột biến ở 

các đoạn exon và 42 biến đổi ở các đoạn intron. 

- 10 đột biến gặp ở các đoạn exon 3, exon 4 và exon 6 của gen TP53 gồm: 

 + Ở exon 3 có 5 đột biến c.187G>T (p.A63S), c.215C>A (p.P72H), 

c.218T>A (p.V73E), c.220G>T (p.A74S), c.314G>A (p.G105D). 

 + Ở exon 4 có 2 đột biến: c.471C>T (p.V157V), c.472C>T (p.R158C).  

 + Ở exon 6 có 3 đột biến: c.722C>T (p.S241F), c.733G>T (p.G245C), 

c.735C>A (p.G245G). 

- Có 4 đột biến mới trên gen TP53 chưa thấy công bố trong các nghiên cứu 

ở các bệnh nhân ưng thư da trên thế giới là: c.187G>T (p.A63S), c.218T>A 

(p.V73E), c.220G>T (p.A74S), c.314G>A (p.G105D). 

- 42 biến đổi ở các đoạn intron của gen TP53 gồm: Ở IVS 6 có 35 biến đổi, 

vùng IVS 1 có 6 biến đổi và vùng IVS 5 có 1 biến đổi. 
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- Các biến đổi phối hợp của gen TP53: có tới 93,7% các mẫu ung thư da có 

từ 2 đột biến và biến đổi trở lên trên gen TP53, có 41,3% có từ 10 biến đổi trở 

lên và có 2 mẫu ung thư da tế bào vảy có tới 19 biến đổi trên gen TP53. 

- Tỷ lệ đột biến gen TP53 trong các thể ung thư da: 

 + Tỷ lệ đột biến gen TP53 trong mô ung thư tế bào đáy là cao nhất 

chiếm 66,7%. 

 + Tỷ lệ đột biến gen TP53 trong mô ung thư tế bào vảy là 14,3%. 

 + Không phát hiện được đột biến gen TP53 trong ung thư tế bào hắc tố. 

* Đột biến gen BRAF(V600E): 

Chỉ có 1 trường hợp đột biến gen BRAF (V600E) ở bệnh nhân ung thư tế 

bào hắc tố chiếm tỷ lệ 1,6%, không thấy có đột biến này trong ung thư tế bào 

đáy và ung thư tế bào vảy. 

2. Xác định biểu lộ protein p53 và BRAF (V600E) đột biến trong mô ung 

thƣ da 

- Tỷ lệ biểu lộ protein p53 đột biến trong mô ung thư da là 27,0%. 

+ Tất cả các đột biến ở exon đều có biểu lộ protein p53 đột biến. 

+ Không gặp trường hợp nào có biểu lộ protein p53 đột biến ở bệnh nhân 

chỉ có biến đổi ở intron. 

- Chỉ có 1 trường hợp có biểu lộ protein đột biến BRAF (V600E) chiếm tỷ lệ 

1,6%. 

 + Chỉ gặp ở trường hợp có đột biến gen BRAF (V600E). 

 + Không gặp ở các bệnh nhân không có đột biến gen BRAF (V600E). 
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KIẾN NGHỊ 
 

1. Tiếp tục nghiên cứu thêm đột biến gen BRAF(V600E) ở bệnh nhân ung thư 

da, đặc biệt là ung thư tế bào hắc tố, để có số liệu đủ lớn có kết luận vai trò 

của đột biến gen BRAF(V600E) trong ung thư da ở người Việt Nam. 

 

2. Cần tiếp tục nghiên cứu ở các vùng khác ngoài vùng V600 của gen BRAF 

để tìm hiểu đặc điểm đột biến của gen này ở người Việt Nam bị ung thư da. 
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PHỤ LỤC 



 

 

PHỤ LỤC 1: DANH MỤC CHỮ VIẾT TẮT CÁC ACID AMIN 

STT Tên acid amin Tên viết tắt Ký hiệu 

1.  Alanine Ala A 

2.  Arginine Arg R 

3.  Asparagine Asn B 

4.  Aspartate Asp D 

5.  Cysteine Cys C 

6.  Glutaminte Glu E 

7.  Glutamine Gln Q 

8.  Glycine Gly G 

9.  Histidine His H 

10.  Isolcucine Ile I 

11.  Leucine Leu L 

12.  Lysine Lys K 

13.  Methionine Met M 

14.  Phenylalanin Phe F 

15.  Proline Pro P 

16.  Serine Ser S 

17.  Threonine Thr T 

18.  Tryptophan Trp W 

19.  Tyrosine Tyr Y 

20.  Valine Val V 

 

 


