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ngêi phô n÷ kh«ng t×m ®îc nguån thøc ¨n thay thÕ 
nµo kh¸c cho ®øa trÎ. Tuy nhiªn, sù thay ®æi nhanh 
chãng vÒ kinh tÕ - x· héi ë ViÖt Nam ®· ®Æt ra sù ®e 
däa ®Õn viÖc NCBSM.  
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Tãm t¾t 
Môc ®Ých: X¸c ®Þnh tÇn suÊt ®ét biÕn BRCA1 vµ 

BRCA2 ë phô n÷ ung th vó ngêi ViÖt Nam. 
Ph¬ng ph¸p: 95 bÖnh nh©n ung th vó chän 

ngÉu nhiªn ®îc lÊy m¸u ®a vµo nghiªn cøu. C¸c 
mÉu m¸u ®îc ly t©m, lÊy phÇn b¹ch cÇu dïng t¸ch 
chiÕt DNA. C¸c s¶n phÈm DNA sau ®ã ®îc ®a vµo 
gi¶i tr×nh tù ®Ó x¸c ®Þnh ®ét biÕn trªn 3 vïng ®o¹n 
DNA lµ 185delAG, 6174delT vµ 5382insC. 

KÕt qu¶: Chóng t«i ®· t¸ch chiÕt thµnh c«ng DNA 
trªn 95 mÉu m¸u, ®· tiÕn hµnh khuyÕch ®¹i gen b»ng 
ph¶n øng PCR. C¸c s¶n phÈm gen sau ®ã ®îc gi¶i 
tr×nh tù. KÕt qu¶ cho thÊy kh«ng ph¸t hiÖn ®îc ®ét 
biÕn t¹i 3 vïng 185delAG, 6174delT vµ 5382insC 

KÕt luËn: §ét biÕn BRCA1 vµ BRCA2 cã thÓ rÊt 
hiÕm ë phô n÷ ViÖt Nam. 

Tõ khãa: ®ét biÕn BRCA1, BRCA2, ung th vó. 
Summary  
Purpose: To estimate the proportions of BRCA1 

and BRCA2 mutations among sporadic cases of 
breast cancer in Hospital-K. 

Methods: 95 cases of incident breast cancer were 
recruited from Hospital-K. DNA samples were 
obtained for mutation detection in the exons of 
BRCA1 and BRCA2. Gene sequencing was 
performed to detect 185delAG, 6174delT and 
5382insC mutations. 

Results: DNA was extracted from peripheral blood 
mononuclear cells. Three regions of BRCA1 and 
BRCA2 were amplified by polymerase chain reaction 
(PCR). Each PCR products were completely 
sequenced using a PCR sequencing kit but no 
BRCA1 and BRCA2 mutations were revealed. 

Conclusions: BRCA1 and BRCA2 mutations may 
be very rear in Vietnamese women with breast cancer. 

Keywords: BRCA1, BRCA2, breast cancer. 
§ÆT VÊN §Ò 
Ung th vó lµ mét trong nh÷ng nguyªn nh©n g©y 

tö vong cao ë phô n÷ c¸c quèc gia trªn thÕ giíi. Tuy 
nhiªn cã sù kh¸c biÖt vÒ tû lÖ m¾c bÖnh theo tuæi gi÷a 
c¸c quèc gia vµ gi÷a c¸c chñng téc. Nguyªn nh©n sù 
kh¸c biÖt nµy ®Õn nay cha râ mÆc dï cã yÕu tè vÒ 
gen ®ãng vai trß quan träng trong sinh bÖnh häc ung 
th vó. ViÖc t¨ng tû lÖ ung th vó ë c¸c níc ph¸t triÓn 
cã thÓ do t¸c ®éng cña c¸c yÕu tè m«i trêng lµm biÕn 
®æi mét sè gen, còng cã thÓ do thay ®æi chÕ ®é ¨n. 

ViÖt Nam cã tû lÖ d©n sè 87 triÖu ngêi, lµ mét 
trong nh÷ng Quèc gia cã tû lÖ ung th vó thÊp so víi 
Mü vµ T©y ¢u. Theo ghi nhËn cña Ph¹m ThÞ Hoµng 
Anh, tû lÖ ung th vó lµ 27/100.000 d©n [1] trong khi 
®ã Canada lµ 82/100.000 d©n [3]. Nh vËy mét c©u 
hái ®Æt ra liÖu c¸c yÕu tè nguy c¬ ung th vó ë ngêi 
ViÖt Nam cã kh¸c biÖt g× so víi c¸c níc ph¸t triÓn. 
Mét trong c¸c yÕu tè nguy c¬ quan träng g©y ung th 
vó hiÖn nay ®ang ®îc nhiÒu t¸c gi¶ nghiªn cøu lµ 
®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2. 

§ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2 liªn quan ®Õn 
ung th vó cã tiÒn sö gia ®×nh. Ung th vó cã tiÒn sö 
gia ®×nh chiÕm kho¶ng 15% c¸c trêng hîp. Nh÷ng 
nghiªn cøu gÇn ®©y cho thÊy ®ét biÕn gen BRCA1 vµ 
BRCA2 chiÕm kho¶ng 45% c¸c trêng hîp ung th 
vó gia ®×nh vµ 80-90% c¸c trêng hîp nÕu cã c¶ ung 
th vó vµ ung th buång trøng. Nh÷ng phô n÷ sèng 
trong gia ®×nh mµ cã quan hÖ huyÕt thèng mang gen 
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®ét biÕn BRCA1 vµ BRCA2 th× nguy c¬ m¾t ung th 
vó lµ 87% vµ ung th buång trøng lµ 44% [3]. Do vËy 
viÖc ph¸t hiÖn ®ét biÕn BRCA1 vµ BRCA2 hÕt søc 
quan träng trong phßng ngõa, ph¸t hiÖn sím vµ ®iÒu 
trÞ dù phßng ung th vó. 

T¹i ViÖt Nam cha cã nhiÒu nghiªn cøu kh¶o s¸t 
tû lÖ ®ét biÕn BRCA1 vµ BRCA2 trong ung th vó nãi 
chung còng nh ung th vó gia ®×nh. §Ò tµi nghiªn 
cøu cña §¸i Duy Ban kh¶o s¸t 15 mÉu m¸u bÖnh 
nh©n ung th vó vµ 36 mÉu m¸u chÞ em g¸i bÖnh 
nh©n ung th vó ®îc ®a vµo x¸c ®Þnh tû lÖ ®ét biÕn 
gen BRCA1 vµ BRCA2. KÕt qu¶ cho thÊy kh«ng ph¸t 
hiÖn ®îc ®ét biÕn 185delAG vµ 6174delT [2]. C¸c 
t¸c gi¶ nhËn xÐt, tû lÖ ®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2 
ë phô n÷ ViÖt Nam cã thÓ rÊt thÊp. Mét sè nghiªn cøu 
t¹i phô n÷ Ch©u ¸ bÞ ung th vó còng cho thÊy, tû lÖ 
®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2 lµ rÊt thÊp [4]. 

§Ó tiÕp theo mét sè nghiªn cøu vÒ ®ét biÕn gen 
BRCA1 vµ BRCA2 ë phô n÷ ViÖt Nam, chóng t«i tiÕn 
hµnh nghiªn cøu nµy víi môc tiªu: X¸c ®Þnh tÇn suÊt 
®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2 ë bÖnh nh©n ung th 
vó ngêi ViÖt Nam.  

§èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 
1. §èi tîng. 
§èi tîng nghiªn cøu gåm 95 bÖnh nh©n ung th 

vó ®îc ®iÒu trÞ t¹i BÖnh viÖn K. 
2. Ph¬ng ph¸p. 
Nghiªn cøu tiÕn cøu 
2.1. C¸ch lÊy m¸u vµ b¶o qu¶n 
- C¸c bÖnh nh©n trong nhãm nghiªn cøu ®îc lÊy 

m¸u tríc phÉu thuËt.  
M¸u ®îc lÊy tõ tÜnh m¹ch 3 ml ®îc ®a vµo èng 

chèng ®«ng. C¸c typ m¸u sÏ ®îc ly t©m ®Ó lÊy phÇn 
b¹ch cÇu cho viÖc t¸ch chiÕt ADN (Buffy coat).  

C¸c lÊy buffy coat: 
- èng m¸u ®îc ly t©m 10-15 phót víi tèc ®é 3000 

vßng/phót ë nhiÖt ®é phßng. Sau khi ly t©m, m¸u 
®îc chia lµm 3 líp: líp trªn cïng lµ huyÕt t¬ng; líp 
díi cïng lµ hång cÇu; líp buffer coat lµ líp rÊt máng 
n»m ë gi÷a. 

- Sö dông micropipet lÊy bá phÇn huyÕt t¬ng 
®¶m b¶o kh«ng lµm háng líp buffy coat. 

- Dïng micopipet nhÑ nhµng ®a mét vßng hót hÕt 
líp buffy coat vµo trong èng hót rßi chuyÓn vµo èng 
nhá (Eppendorf tube) b¶o qu¶n trong tñ l¹nh ©m s©u. 
PhÇn buffy coat sÏ ®îc lu tr÷ t¹i tñ l¹nh ©m s©u 
700C. C¸c mÉu nµy sÏ ®îc ®a vµo t¸ch chiÕt ADN 
theo ph¬ng ph¸p cña Ausubel sau ®ã ®îc ®a vµo 
thùc hiÖn kü thuËt PCR theo ph¬ng ph¸p Hujun. S¶n 
phÈm t¹o ra ®îc tinh chÕ sau ®ã ®îc ®a vµo gi¶i 
tr×nh tù ®o¹n ADN. ViÖc ph©n tÝch gen cña tÊt c¶ c¸c 
trêng hîp ung th vó ®îc thùc hiÖn b»ng ph¬ng 
ph¸p c¾t côt protein cña exon 11 ®èi víi BRCA1 vµ 
exon 10 ®èi víi BRCA2. Gi¶i tr×nh tù ®Çy ®ñ gen 
BRCA1 vµ BRCA2 sÏ ®îc tiÕn hµnh. 

2.2. T¸ch chiÕt DNA. 
Trong nghiªn cøu nµy, chóng t«i tiÕn hµnh t¸ch 

chiÕt DNA cña 95 mÉu m¸u bÖnh nh©n ung th vó. 

Ph¬ng ph¸p t¸ch chiÕt DNA hÖ gen ®îc tiÕn hµnh 
theo Gorossellar vµ CS (1972) cã c¶i tiÕn ®Ó phï hîp 
víi ®iÒu kiÖn phßng thÝ nghiÖm cña chóng t«i. Toµn 
bé qui tr×nh t¸ch chiÕt DNA tõ c¸c m« ung th ®îc 
tiÕn hµnh nh sau: 

- Röa s¹ch chµy cèi sø, ®Ó trong tñ l¹nh s©u -700C 
hoÆc röa b»ng cån råi ®Ó trong tñ sÊy 570C. C¾t mét 
mÈu m« kho¶ng 100 mg, thÊm kh« cån, nghiÒn nhá 
trong 600 l ng dÞch ®Öm ph¸ tÕ bµo cho ®Õn khi 
thµnh d¹ng bét mÞn. 

- Thªm 4 lProteaseK (2mg/ml), ñ ë 560C qua 
®ªm (kho¶ng 16 giê) ®Ó ph¸ mµng tÕ bµo vµ mµng 
nh©n, gi¶i phãng DNA. 

- Thªm 400 l Phenol Chlorofom Isoamy (tû lÖ 
25:24:1). Sau ®ã ly t©m l¹nh 8000 rmp ë 40C trong 10 
phót, thu lÊy dÞch trong.  

- Thªm 400 l Chlorofom Isoamy (tû lÖ 24:1). Ly 
t©m l¹nh 8000 rmp ë 40C trong 10 phót, thu lÊy dÞch 
trong.  

- Thªm 250 l Chlorofom Isoamy (tû lÖ 24:1). Ly 
t©m l¹nh 8000 rmp ë 40C trong 10 phót, thu lÊy dÞch 
trong.  

- Thªm 1 ml (1000 l) cån tuyÖt ®èi, ®Ó tñ l¹nh -
300C trong 3-4 giê, ®Ó tña DNA. 

- Ly t©m l¹nh 12000 rmp ë 30C trong vßng 20 
phót. §æ phÇn dÞch trong ®i, thu tña DNA. 

- Thªm 1ml (1000 l) cån 700 ®Ó lµm tña vµ röa 
s¹ch DNA.  

- Ly t©m l¹nh 12000 rmp ë 30C trong vßng 20 
phót. §æ phÇn dÞch trong ®i, thu tña DNA. 

- ThÊm kh« cån, ®Ó trong qu¹t giã cho ®Õn khi kh« 
cån. 

- Thªm 50l níc hoÆc TE ®Ó lµm tan DNA. B¶o 
qu¶n ë 40C ®Ó sö dông cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. 

 
2.3. §Þnh lîng DNA. 
Sau khi thu nhËn DNA ë d¹ng tinh s¹ch, tiÕn hµnh 

ph©n tÝch ®Þnh lîng, ®Þnh tÝnh b»ng quang phæ kÕ ë 
bíc sãng 260 vµ 280 nm, nã cho phÐp x¸c ®Þnh 
nång ®é DNA cã trong mÉu. 

Nguyªn t¾c cña ph¬ng ph¸p nµy lµ dùa vµo sù 
hÊp thu m¹nh ¸nh s¸ng tö ngo¹i ë bíc song 260nm 
cña c¸c base. Gi¸ trÞ mËt ®é quang ë bíc sãng 
260nm cña c¸c mÉu ®o tØ lÖ thuËn víi hµm lîng 
DNA trong mÉu vµ ®îc tÝnh theo c«ng thøc sau:  

CDNA (l/ml) = OD 260nm  x 50 x ®é pha lo·ng 
§Ó kiÓm tra ®é tinh s¹ch cña DNA trong dung 

dÞch, ®o thªm gi¸ trÞ OD ë 280nm, lµ bíc sãng mµ 
c¸c protein cã møc hÊp thô cao nhÊt, nhng c¸c 
protein còng hÊp thô ¸nh s¸ng ë bíc sãng 260nm 
nh c¸c DNA vµ do ®ã lµm sai lÖch gi¸ trÞ nång ®é 
thËt cña nång ®é DNA. Mét dung dÞch DNA ®îc xem 
lµ s¹ch, kh«ng t¹p nhiÔm protein khi tû sè OD260 
/OD280  n»m trong kho¶ng 1,8 – 2,0. Hót 2 l níc khö 
v« trïng vµo mét cuvette lµm ®èi chøng. Sau ®ã lÊy 2 
l DNA ®Ó ®o OD ë bíc sãng 260 vµ 280nm. Tõ c¸c 
gi¸ trÞ OD thu ®îc ë hai bíc sãng, cã thÓ tÝnh ®îc 
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nång ®é vµ ®é tinh s¹ch cña DNA theo c«ng thøc 
trªn. 

2.4. §iÖn di DNA trªn gel agarose 
§Ó ph©n tÝch c¸c kÕt qu¶ t¸ch chiÕt DNA vµ kiÓm 

tra sù cã mÆt cña chóng ë c¸c s¶n phÈm PCR ngêi 
ta sö dông ph¬ng ph¸p ®iÖn dÞ trªn gel agarose. 
Nguyªn t¾c cña ph¬ng ph¸p ®iÖn di nµy lµ dùa vµo 
®Æc tÝnh cña cÊu tróc axit nucleic mang ®iÖn tÝch. §©y 
lµ c¸c ®¹i ph©n tö tÝch ®iÖn ©m ®ång ®Òu trªn kh¾p bÒ 
mÆt nªn khi chÞu t¸c ®éng cña mét ®iÖn trêng cã 
®iÖn thÕ vµ cêng ®é thÝch hîp, chóng sÏ di chuyÓn 
vÒ cùc d¬ng cña ®iÖn trêng (DNA di chuyÓn tõ cùc 
©m sang cùc d¬ng). C¸c ph©n tö DNA kh¸c nhau vÒ 
kÝch thíc ®ång thêi kh¸c nhau vÒ ®iÖn tÝch nªn 
chóng di chuyÓn trªn gel agarose còng víi tèc ®é 
kh¸c nhau, do ®ã cã thÓ ph©n biÖt ®îc chóng. 

B¶ng 1: T¬ng quan gi÷a nång ®é agarose vµ 
kÝch thíc ®o¹n DNA cÇn ph©n tÝch 

Agarose (%) KÝch thíc DNA  (bp) 
0,6 – 0,8 1000 – 20000 bp 
0,9 – 1,2 500 – 700 bp 
1,2 – 1,5 200 – 500 bp 

ChuÈn bÞ gel agarose 1% hoÆc 2 % 
- CÇn 1,0 hoÆc 2,0 gr agarose cho vµo b×nh chøa 

100 ml dung dÞch ®Öm TBE 1x. 
- §a vµo lß vi sãng ®un cho tan hoµn toµn 

(kho¶ng 1-2 phót). H¹n chÕ bay h¬i níc b»ng c¸ch 
bÞt kÝn miÖng b×nh b»ng giÊy b¹c ®Ó tr¸nh t¨ng nång 
®é agarose. NÕu qu¸ tr×nh ®un mÊt qu¸ nhiÒu níc 
th× ph¶i bæ sung cho ®ñ 100ml. 

- LÊy ra, bæ sung kho¶ng 2,0l ethydium bromid, 
l¾c ®Òu, ®Ó nguéi kho¶ng 50-60 0C, ®æ dung dÞch 
vµo khay ®iÖn di ®· cµi lîc s½n ®Ó t¹o giÕng. §é 
dµy cña gel 5mm, sau 30 phót gel ®«ng cøng hoµn 
toµn, rót lîc ra. §a vµo bÓ ®iÖn di, ®Ó dung dÞch 
®Öm TBE ngËp c¸c giÕng trªn gel, tra mÉu DNA vµo 
giÕng ®iÖn di. 

- LÊy 5 l DNA tæng sè, trén ®Òu cïng víi 1l 
dung dÞch ®Öm tra mÉu (Loading Buffer - tØ lÖ v/v lµ 
1/5). Sau ®ã tra vµo mÉu vµo c¸c giÕng nhá trªn gel. 

- Ch¹y ®iÖn di cïng chØ thÞ DNA ®Ó íc lîng kÝch 
thíc ph©n tö.  

ChÕ ®é ch¹y ®iÖn di: U = 80  – 120V; I = 60 – 80 
mA. 

DNA di chuyÓn tõ cùc ©m (-) sang cùc d¬ng (+). 
Quan s¸t sù di chuyÓn b»ng mÇu bromophenol blue 
®Ó biÕt DNA di chuyÓn ®Õn vÞ trÝ nµo trªn gel vµ lóc 
nµo cÇn ngõng ®iÖn di. 

+ LÊy b¶n gel ra, ®a lªn m¸y soi, DNA b¾t mÇu 
quang phæ - ph¸t huúnh quang díi ¸nh s¸ng tö 
ngo¹i 254 nm. DNA sÏ hiÖn h×nh díi d¹ng nh÷ng 
v¹ch mÇu ®á cam, ta x¸c ®Þnh ®îc chóng. Sau ®ã 
chôp ¶nh b¶n gel. §èi víi c¸c s¶n phÈm c¾t, chóng 
t«i tiÕn hµnh kiÓm tra trªn gel agarose 3%. 

2.5. KhuÕch ®¹i ®o¹n DNA-6174delT b»ng 
ph¶n øng PCR 

B¶ng 2 : Thµnh phÇn ph¶n øng PCR víi cÆp måi 
6174delT  

Thµnh phÇn Sè lîng (l) 
H2O 14,1 

Buffer 10x 2 
dNTP 10 mM 0,5 
Måi xu«i (F) 1 

Måi ngîc (R) 1 
Taq – polymerase 0,4 

DNA khu«n 1 
 Chó ý : Thµnh phÇn ph¶n øng ®îc trén ®Òu 

b»ng m¸y votex vµ ®îc ly t©m nhÑ cho mÉu kh«ng 
b¸m lªn thµnh èng nghiÖm, ®Æt ngay vµo m¸y PCR 
®Ó tr¸nh sù biÕn tÝnh cña DNA. 

B¶ng 3: Chu tr×nh nhiÖt cña ph¶n øng PCR víi 
måi 6174delT  

C¸c bíc NhiÖt ®é (oC) Thêi gian 
BiÕn tÝnh 94 5 phót 

94 
55 Tæng hîp 
72 

30 gi©y 
30 gi©y 
30 gi©y 

LÆp l¹i 40 
chu kú 

KÕt thóc 72 10 phót 
Sau khi ph¶n øng kÕt thóc, chóng t«i tiÕn hµnh 

kiÓm tra s¶n phÈm PCR trªn gel agarose 1,5%. C¸c 
b¨ng thu ®îc, ®îc ®äc tr×nh tù DNA vµ ®èi chiÕu víi 
gen bank do ncbi (National Center Biotechnology 
Information) cung cÊp. 

- ChÈn hãa ph¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ®ét biÕn 
185delAG vµ 5382insC trªn gen BRCA1 vµ 6174deT 
trªn gen BRCA2 b»ng sö dông måi oligonucleotide 
®Æc hiÖu allele (allele-specific oligonucleotide primer).  

- Sö dông PCR víi c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu allele ®Ó 
khuÕch ®¹i c¸c ®o¹n gen chøa ®ét biÕn trªn gen 
BRCA1 vµ BRCA2 víi kÝch cì kh¸c nhau.  

- Ph¬ng ph¸p t¸ch chiÕt DNA hÖ gen tõ tÕ bµo 
m¸u qua c¸c bíc ph¸ hñy tÕ bµo b»ng proteinase K 
vµ chÊt xóc t¸c c¬ häc, lo¹i protein b»ng phenol: 
chloroform, tña DNA b»ng cån nång ®é cao. 

- §¸nh gi¸ s¶n phÈm DNA hÖ gen t¸ch ®îc b»ng 
ph¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel agarose vµ quang phæ. 

- Ph¬ng ph¸p PCR sö dông c¸c cÆp måi ®Æc 
hiÖu allele ®Ó khuÕch ®¹i c¸c ®o¹n gen chøa vµ 
kh«ng chøa ®ét biÕn. C¸c måi ngîc thêng vµ ®ét 
biÕn cã ®é dµi kh¸c nhau kho¶ng 20 bp cho phÐp dÔ 
dµng ph¸t hiÖn s¶n phÈm PCR trªn ®iÖn di thêng.  

Tr×nh tù c¸c måi ®Æc hiÖu allele 

Måi Tr×nh tù måi (5’-3’) KÝch cì 
(bp) 

BRCA1 185delT 
Måi xu«i-P1 ggttggcagcaatatgtgaa  

Måi ngîc-P2 gctgacttaccagatgggactctc 335 
Måi ngîc ®ét 

biÕn-P3 
cccaaattaatacactcttgtcgtgacttaccag

atgggacagta 
354 

BRCA1 5382insC 
Måi xu«i – P4 gacgggaatccaaattacacag  

Måi ngîc – P5 aaagcgagcaagagaatcgca 271 
Måi ngîc ®ét 

biÕn-P6 
aatcgaagaaaccaccaaagtccttagcgag

caagagatcacc 
295 

BRCA26174delT 
Måi xu«i – P7 agctggtctgaatgttcgttact  

Måi ngîc – P8 gtgggatttttagcacagctagt 151 



 y häc thùc hµnh (723) - sè 6/2010 
  
  
 

94 

Måi ngîc ®ét 
biÕn-P9 

cagtctcatctgcaaatacttcagggatttttagc
acagcatgg 

171 

X¸c ®Þnh ®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2: 
Ph©n tÝch ®ét biÕn 5382insC b»ng ph¬ng ph¸p 

x¸c ®Þnh tr×nh tù gen. 
Ph©n tÝch ®ét biÕn 185delAG vµ 6174delT b»ng 

ph¬ng ph¸p Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP)  sö dông enzym giíi h¹n t¬ng 
øng lµ Hinf I vµ Bbr PI ë ®iÒu  kiÖn  37oC, qua ®ªm. 

Thµnh phÇn ph¶n øng c¾t: 10 l s¶n phÈm PCR 
®îc c¾t víi 10 U enzyme giíi h¹n. 

§iÖn di s¶n phÈm PCR vµ  s¶n phÈm c¾t trªn gel 
polyacrylamide 8%. 

§äc kÕt qu¶ ph©n tÝch RFLP ®Ó x¸c ®Þnh ®ét biÕn 
185delAG vµ 6174delT. 

§äc kÕt qu¶ gi¶i tr×nh tù ®Ó x¸c ®Þnh ®ét biÕn 
5382insC. 

C¸c s¶n phÈm PCR ®îc ch¹y trªn gel agarose 
3% nhuém ethydiumbromid vµ sÏ ph¸t huúnh quang 
díi tia UV. 

Trêng hîp dÞ hîp tö 185delAG ®· ph¸t hiÖn ra 2 
b¨ng 168bp vµ 150bp; trêng hîp dÞ hîp tö 6174delT 
ph¸t hiÖn ra 2 b¨ng 147bp vµ 127bp, vµ nh÷ng b¨ng 
cña 2 ®ét biÕn nµy (168bp ë 185delAG vµ 147bp ë 
6174delT) th× nÆng h¬n c¸c b¨ng b×nh thêng. §èi 
chiÕu víi marker DNA 100bp ta sÏ dÔ dµng ph¸t hiÖn 
c¸c ®ét biÕn trªn.  

2.6. Ph¬ng ph¸p sö dông enzyme c¾t giíi 
h¹n. 

S¶n phÈm PCR cña alen b×nh thêng thu ®îc cã 
mét vÞ trÝ ®Æc hiÖu cho enzyme c¾t mµ alen ®ét biÕn 
kh«ng cã. Trong nghiªn cøu nµy chóng t«i sö dông 
enzyme c¾t giíi h¹n lµ BbrPI. VÞ trÝ giíi h¹n nµy cho 
phÐp ta x¸c nhËn sù cã mÆt cña c¸c alen ®ét biÕn. 
Tr×nh tù måi cña ®ét biÕn 6174delT lµ: (F) …5’- tgg 
gat ttt tag cac agc ac*g – 3’ vµ (R) …5' – ctg gtc tga 
atg ttc gtt ac – 3’. KÝch cì cña s¶n phÈm PCR lµ 148 
bp cho alen hoang d¹i vµ 147 bp cho alen ®ét biÕn. 
§iÓm c¾t cña enzyme BbrPI thuéc alen hoang d¹i. 

Trêng hîp dÞ hîp tö ë alen chøa ®o¹n DNA-
6174delT ph¸t hiÖn ra 2 b¨ng 147bp vµ 127bp, vµ 
nh÷ng b¨ng cña ®ét biÕn nµy (147bp ë 6174delT) th× 
nÆng h¬n c¸c b¨ng b×nh thêng. §èi chiÕu víi marker 
DNA 100bp ta sÏ dÔ dµng ph¸t hiÖn c¸c ®ét biÕn trªn.  

+ Thµnh phÇn cña ph¶n øng c¾t: 2 l H2O; 2 l 
Buffer (10x); 1l BbrPI (10U/Ml); 15l s¶n phÈm PCR. 
Trén ®Òu vµ ®Ó ë 37oC qua ®ªm.  

+ KiÓm tra s¶n phÈm c¾t trªn gel agarose 3%. 
Chóng ta dÔ dµng ph¸t hiÖn ®îc kÝch cì cña c¸c 
®o¹n gen cÇn quan t©m.  

KÕT QU¶ NGHI£N CøU   
1. KÕt qu¶ t¸ch chiÕt vµ tinh s¹ch DNA. 
Chóng t«i tiÕn hµnh t¸ch chiÕt DNA cña 150 mÉu 

bÖnh nh©n ung th vó. Sau khi t¸ch xong, tiÕn hµnh 
kiÓm tra ®é tinh s¹ch DNA trªn gel agarose 1,5%.  

 
H×nh 1: Phæ ®iÖn di DNA tæng sè  
NhËn xÐt: Qua ®iÖn di ®å chóng t«i nh©n thÊy: trªn 

b¶n gel chØ xuÊt hiÖn mét b¨ng DNA, vïng s¸ng ë 
cuèi giÕng gel kh«ng cßn n÷a. §iÒu nµy chøng tá 
ARN vµ t¹p chÊt ®· bÞ lo¹i bá hoµn toµn. 

2. KÕt qu¶ nh©n ®o¹n DNA-6174delT b»ng 
ph¶n øng PCR. 

S¶n phÈm PCR nh©n ®o¹n DNA-6174delT ®îc 
kiÓm tra trªn gel agarose 1,5%.  

Qua ®iÖn di ®å chóng t«i nhËn thÊy: NÕu so s¸nh 
víi chØ thÞ DNA 100bp, s¶n phÈm PCR xuÊt hiÖn mét 
b¨ng DNA t¬ng øng víi vÞ trÝ íc ®o¸n lµ 148 bp, 
kh«ng xuÊt hiÖn b¨ng phô nµo kh¸c. §iÒu ®ã chøng 
tá ®o¹n DNA-6174delT ®· ®îc nh©n lªn thµnh c«ng. 
Chóng t«i nhËn thÊy s¶n phÈm PCR cã chÊt lîng 
tèt, ®ñ tiªu chuÈn ®Ó thùc hiÖn c¸c ph¶n øng tiÕp 
theo.    

3. KÕt qu¶ ®äc tr×nh tù DNA-6174delT.  
§Ó kh¼ng ®Þnh ch¾c ch¾n h¬n ®o¹n DNA võa 

nh©n lªn cã ®óng lµ ®o¹n DNA chøa vÞ trÝ 6174delT 
hay kh«ng. Chóng t«i tiÕn hµnh ®äc tr×nh tù ®o¹n 
DNA-6174delT trªn m¸y ABI 3100-Avant Genetic 
Analyzer cña Trung t©m Labo trêng §¹i häc Y Hµ 
Néi. M¸y ®äc tr×nh tù trªn c¶ 2 m¹ch ®¬n, do ®ã gi¶m 
bít sù nhÇm lÉn trong lçi kü thuËt. KÕt qu¶ nµy chóng 
t«i ®èi chiÕu víi tr×nh tù DNA trong gen bank do ncbi 
cung cÊp vµ ®· thÊy sù trïng khíp gi÷a 2 kÕt qu¶ 
trªn. §iÒu nµy chøng tá ®o¹n DNA-6174delT ®· ®îc 
nh©n lªn mét c¸ch chÝnh x¸c. 

4. KÕt qu¶ s¶n phÈm c¾t b»ng enzyme giíi h¹n 
víi måi 6174delT ®Ó x¸c ®Þnh ®ét biÕn 6174delT 
trªn gen BRCA2. 

S¶n phÈm c¾t ®îc kiÓm tra trªn gel agarose 3%, 
Qua ®iÖn di ®å chóng t«i nhËn thÊy: MÉu ®èi chøng 
xuÊt hiÖn mét b¨ng cao h¬n (148bp) so víi c¸c mÉu 
thÝ nghiÖm tõ 1-8 vµ c¸c mÉu ®Òu ë d¹ng ®ång hîp 
tö, v× chØ  xuÊt hiÖn mét b¨ng t¬ng øng víi kÝch thíc 
127bp. §iÒu nµy chøng tá kh«ng cã b¨ng ®ét biÕn 
nµo xuÊt hiÖn trong c¸c mÉu chóng t«i nghiªn cøu. 

Bµn luËn 
Trong sè 110 bÖnh nh©n ung th vó, chóng t«i ®· 

kh«ng t×m ®îc ®ét biÕn ë vÞ trÝ DNA-6174delT. KÕt 
qu¶ nghiªn cøu cña §¸i Duy Ban trªn 35 mÉu m¸u 
chÞ em g¸i bÖnh nh©n ung th vó còng kh«ng t×m 
®îc ®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2 [2]. Mét sè     1    2     3     4    5     6    7    8     9   10  



y häc thùc hµnh (723) - sè 6/2010  
  
  
 

95

nghiªn cøu trªn thÕ giíi cho thÊy tû lÖ ®ét biÕn gen 
BRCA1 vµ BRCA2 trong ung th vó nãi chung giao 
®éng tõ 1-10% vµ cã sù kh¸c biÖt gi÷a c¸c quèc gia 
vµ c¸c chñng téc. GÇm ®©y còng ®· cã mét sè nghiªn 
cøu x¸c ®Þnh tû lÖ ®ét biÕn 2 gen nµy ë phô n÷ ch©u 
¸. Tuy nhiªn hÇu hÕt c¸c nghiªn cøu ®Òu tËp trung 
vµo c¸c trêng hîp cã tiÒn sö gia ®×nh bÞ ung th vó 
hoÆc nhãm nguy c¬ cao vÝ dô tuæi < 35 hoÆc 45. 
Trong nghiªn cøu cña chóng t«i, c¸c trêng hîp ung 
th vó ®îc lùa chän mét c¸ch ngÉu nhiªn. 

§· cã mét sè nghiªn cøu vÒ ®ét biÕn BRCA1 vµ 
BRCA2 ung th vó ë phô n÷ ch©u ¸. Nh×n chung c¸c 
nghiªn cøu nµy ®Òu b¸o c¸o tû lÖ ®ét biÕn gen BRCA 
thÊp h¬n phô n÷ Mü hoÆc ch©u ¢u. Tuy nhiªn tû lÖ 
nµy còng cã sù kh¸c biÖt gi÷a c¸c Quèc gia. Mét 
nghiªn cøu ë NhËt B¶n ®èi víi 1000 trêng hîp ung 
th vó ®îc chän ngÉu nhiªn, tû lÖ ®ét biÕn gen 
BRCA1 vµ BRCA2 chØ cã 0,8% [4]. Suter vµ CS ph¸t 
hiÖn ®ét biÕn BRCA1 vµ BRCA2 chiÕm 2,2% trong sè 
645 trêng hîp ung th vó ë Thîng H¶i, trung Quèc 
[5]. Mét nghiªn cøu t¹i Hµn Quèc trªn 97 trêng hîp 
ung th vó r¶i r¸c thÊy tû lÖ ®ét biÕn gen BRCA1 vµ 
BRCA2 lµ 3,1% [6]. Mét nghiªn cøu t¹i Philippin trªn 
294 bÖnh nh©n ung th vó ®îc chän ngÉu nhiªn 
thÊy tû lÖ ®ét biÕn gen BRCA1 vµ BRCA2 lµ 5,1% [7]. 
H¹n chÕ trong nghiªn cøu lµ ë chç do h¹n chÕ vÒ 
kinh phÝ, chóng t«i cha gi¶i tr×nh tù tÊt c¶ c¸c vÞ trÝ cã 
thÓ cã ®ét biÕn trªn ®o¹n DNA ë tÊt c¶ c¸c bÖnh 
nh©n. V× vËy cã thÓ chóng t«i cha t×m ®îc ®ét biÕn 
ë c¸c vÞ trÝ kh¸c. Chóng t«i cÇn ph¶i tiÕp tôc gi¶i tr×nh 
tù víi hy väng cã thÓ t×m ®îc mét sè ®ét biÕn vÝ dô 
nh vÞ trÝ 1081 delG, 3109CT, 185insA, 4706 delAAG 
vvv... 

KÕt luËn 
Qua nghiªn cøu 95 mÉu m¸u bÖnh nh©n ung th 

vó ®îc ®iÒu trÞ t¹i BÖnh viÖn K, lÊy phÇn b¹ch cÇu ®Ó 

t¸ch chiÕt DNA theo ph¬ng ph¸p Gorossellar cã c¶i 
tiÕn, chóng t«i rót ra mét sè kÕt luËn sau: §· khuyÕch 
®¹i t¹o dßng vµ gi¶i tr×nh tù ®o¹n gen mang vÞ trÝ x¶y 
ra ®ét biÕn 185delAG thuéc exon 2 vµ 6174 delT 
thuéc exon 11. §· x¸c ®Þnh vïng gen t¹o dßng kh«ng 
cã ®ét biÕn 5382insC, 185delAG vµ 6174delT khi so 
s¸nh víi c¸c tr×nh tù c«ng bè trong Ng©n hµng D÷ liÖu 
gen Quèc tÕ. Chóng t«i kh«ng ph¸t hiÖn ®ét biÕn 
trong c¸c mÉu DNA tõ 1 ®Õn 95. 
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Hµnh vi uèng níc cña häc sinh phæ th«ng t¹i tØnh Lµo Cai n¨m 2008 

 

Lu Ngäc Ho¹t, Lª thÞ Thanh Xu©n 
Khoa Y tế công cộng, Đại Học Y Hà Nội 

 
TÓM TẮT 
Nghiên cứu phối hợp định lượng và định tính được 

tiến hành tại 6 trường tiểu học và trung học phổ thông 
tại hai xã miền núi tỉnh Lào Cai trong năm 2008 với 
mục tiêu: Phân tích hành vi uống nước và các yếu tố 
thúc đẩy hành vi này của học sinh. Đối tượng và 
phương pháp: Nghiên cứu đã tiến hành phỏng vấn 
trực tiếp 317 học sinh lớp 1, lớp 4 và lớp 7 về hành vi 
uống nước và quan sát hành vi này của các em tại 
trường và tại nhà. Kết quả: Học sinh chủ yếu uống 
nước tại nhà, ít uống nước tại trường. Chỉ có 9,1% 
học sinh uống nước tại trường, cao nhất ở lớp 7 
(14,7%) và thấp nhất ở lớp 1 (3,2%). Có sự khác biệt 
về hành vi uống nước của học sinh theo dân tộc (dân 
tộc Xa Phó thực hành kém nhất) và lớp học (học sinh 

lớn thực hành tốt hơn). Không có sự khác biệt theo 
giới. Những hành vi uống nước không có lợi cho sức 
khỏe bao gồm uống nước lã, uống bằng tay sau khi 
chơi bẩn hoặc dụng cụ đựng nước không sạch. Các 
yếu tố thúc đẩy hành vi uống nước của học sinh bao 
gồm sự sẵn có, tiện lợi (dễ dàng tiếp cận), sự sẵn có 
và sở thích của các em (thích nghịch nước và thích 
làm theo các bạn). Kết luận: Cần có những can thiệp 
giúp trẻ em được tiếp cận và uống nước sạch nhằm 
giảm nguy cơ bệnh tật cho các em. 

Từ khóa: uống nước, học sinh, miền núi, Việt 
Nam 

SUMMARY 
Drinking water behaviour of school children in 


