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Tóm tắt:  ột biến G11778A n m tr n gen ND4  ủ  h  gen ty thể người  hiếm 50-70% trường 

hợp  ủ  hội  hứng LHON. Trong nghi n  ứu n y  húng t i đã thiết l p phương pháp phát hi n v  

định lượng đột biến G11778A b ng re l-time PCR sử dụng mẫu dò huỳnh qu ng  T qm n  ó 

nul otide d ng  ầu khó  (LNA). Phương pháp  ho thấy s  tương qu n tỷ l  nghị h giữ     bản 

 opy  ủ  gen đ  h v  giá trị  hu kỳ ngưỡng   o với h  s  hồi quy R
2
 = 0 999. Phương pháp  ho 

phép phát hi n đột biến ở tỷ l  0 1% trở l n. B ng vi   sử dụng kết hợp k  thu t PCR-RFLP v  k  

thu t re l-time PCR  húng t i đã phát hi n một b nh nhân nhi gái  7 5 tháng tu i m ng đột biến 

G11778A.  ột biến tồn t i ở d ng kh ng đồng nhất v   ó tỷ l  đột biến l  2 710.12%. Trong khi 

b  v  m  b nh nhân đ u kh ng m ng đột biến.  ây l  b nh nhân m ng đột biến G11778A đầu ti n 

đượ  phát hi n t i Vi t N m.  

T   h a:  ột biến G1178A  Hội  hứng LHON  PCR-RFLP  Re l-time PCR  Mẫu dò LNA. 

1. Mở đầu

 

Hội  hứng li t thần kinh thị giá  di truy n 

theo Leber (Leber hertedit ry opti  

neurop thy)  vi t t t l  LHON  tá  động  hủ 

yếu đến v ng m    gây teo dây thần kinh thị 

giá   l m mất khả năng nh n thấy ở  ả h i m t 

[1-4].  Khoảng 95% trường hợp bị hội  hứng 

LHON đượ  gây r  bởi  á  đột biến gen ty thể 

li n qu n đến  á  tiểu đơn vị  ủ  phứ  h  I  b o 

gồm đột biến G11778A tr n gen ND4 (50-70% 

_______ 

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trường hợp)  đột biến G3460A tr n gen ND1 

(15% trường hợp) v  đột biến T14484C tr n 

gen ND6 (10% trường hợp) [5-8]. 

Nhi u nghi n  ứu  ho r ng d ng kh ng 

đồng nhất  ủ  đột biến  ó thể ảnh hưởng một 

phần đến s  biểu hi n v  di truy n  ủ  b nh 

LHON [9-10]. V  v y vi   xá  định  á  nhân t  

góp phần l m th y đ i kiểu h nh  ủ  đột biến v  

những hiểu biết v   ơ  hế phát sinh b nh do đột 

biến G11778A l   ần thiết. Trong một nghi n 

 ứu trướ  đây   húng t i đã đi u tr  s   ó m t 

 ủ   ó đột biến G11778A ở 163 b nh nhân thần 

kinh   ơ người Vi t N m b ng k  thu t PCR-

RFLP  tuy v y   hư  một trường hợp n o m ng 

đột biến G11778A đượ  phát hi n [11 .  
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B i báo n y tr nh b y kết quả nghi n  ứu 

phát hi n v  định lượng đột biến G11778A ở 

một b nh nhân nhi nữ  7 5 tháng tu i b ng vi   

sử dụng kết hợp phương pháp PCR-RFLP và 

real-time PCR sử dụng mẫu dò T qM n mang 

nu leotide d ng  ầu khó  acid nucleic. 

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguyên liệu và h a chất 

Mẫu máu ngo i vi  ủ   á  b nh nhân nhi 

đượ   hẩn đoán lâm s ng l  bị b nh thần kinh  

 ơ   ó h m lượng   id l  ti  trong máu tăng v  

đượ  B nh vi n Nhi Trung ương  ung  ấp.  

Bộ kit tá h  hiết ADN máu đượ  mu  từ 

hãng Qi gen ( ứ ). Cá    p mồi v  mẫu dò đ   

hi u đượ  t ng hợp bởi hãng Integr ted DNA 

Te nology (IDT  M ). Bộ kit nhân dòng v  bộ 

kit t o đột biến định vị đượ  mu  từ hãng 

Thermos ientifi s (M ). Dung dị h g   phản 

ứng re l-time PCR đượ  mu   ủ  hãng 

Enzynomi s (H n Qu  ). Cá  hó   hất  òn l i 

đ u đ t độ tinh khiết dùng  ho nghi n  ứu sinh 

h   phân tử. 

Cá  pl smid tái t  hợp m ng đo n ADN ty 

thể 318 bp (11.683-12.000) có và không mang 

đột biến G11778A đượ  t o r  trong nghi n  ứu 

trướ  đây [11  v  l  sản phẩm  ủ  đ  t i KC.04-

10/11-15  đượ  sử dụng l m mẫu đ i  hứng 

dương v  âm.  

2.2. Xác định đột biến G11778A bằng phương 

pháp PCR-RFLP 

 ột biến G11778A đượ  xá  định b ng 

PCR-RFLP như đã đượ  m  tả trong nghi n 

 ứu trướ  đây [9 . Cụ thể  đo n gen 318 bp từ 

h  gen ty (11.683-12.000)  hứ  đột biến 

G11778A  đượ  khuế h đ i bởi PCR sử dụng 

  p mồi 11778-Fw: 5’ 

CTTCACCGGCGCAGTCATTC 3’ v  11778-Rv: 

5’ GTTGTGGTA AATA TGTAGAG 3’. Sản 

phẩm PCR s u đó đượ    t nh nh bởi enzyme giới 

h n SfaNI ở 37
o
C khoảng 15 phút. Sản phẩm   t 

đượ  kiểm tr  b ng đi n di tr n gel 

poly  ryl mide 12%. Mẫu kh ng đột biến  ó 2 

băng DNA l  213 bp v  105 bp  mẫu đột biến 

d ng đồng nhất  hỉ  ó một băng 318 bp (do 

tr nh t  nh n biết v  phân   t  ủ  SfaNI bị biến 

đ i khi  ó đột biến). Mẫu đột biến d ng kh ng 

đồng nhất  ngo i băng 318 bp   òn  ó  á  băng 213 

bp v  105 bp (do  ó  hứ  một tỷ l  ty thể kh ng 

bị đột biến).  

2.3. Định lượng đột biến G11778A bằng  ỹ 

thu t real-time PCR sử dụng mẫu dò TaqMan 

dạng cầu  h a acid nucleic (loc ed nucleic 

acid-LNA) 

 ột biến G11778A đượ  định lượng b ng 

k  thu t re l-time PCR sử dụng mẫu dò 

T qM n d ng  ầu khó    id nu lei  (LNA) 

tương t  như với đột biến A3243G trong nghi n 

 ứu trướ  đây  ủ  Truong v  t p thể [12 . Cụ 

thể  đo n ADN d i 80 bp (11.740-11.819) đượ  

nhân bản với   p mồi RT11778Fw: 5'-

CTGCCTAGCAAACTCAAACTAC-3' và 

RT11778Rv: 5'-

GTGGGAGTAGAGTTTGAAGTC-3'    p mẫu 

dò đ   hi u Wt-11778G: 5'HEX-

ATGATG+C+GA+C+TGTG-IBFQ-3' và Mt-

11778A: 5'-6-FAM-AT+G+AT+G+T+GA+C 

TG-IBFQ-3' đượ  sử dụng để phát hi n đột biến 

(dấu +  hỉ nu leotide LNA ng y trướ  đó). 

Th nh phần phản ứng re l-time PCR gồm 10 µl 

M ster mix (2x)  0 5 µl mỗi lo i mồi (10 µM)  

0 2 µl mỗi lo i mẫu dò (5 µM) v  10 ng ADN 

khuôn và H2O cho t ng thể t  h 20 µl. Re l-

time PCR đượ  th   hi n với  hế độ nhi t 

95
o
C: 10 phút; 40  hu kỳ 95

o
C: 15 giây, 

60
o
C:30 giây. Tỷ l  đột biến đượ  t nh d   tr n 

giá trị  hu kỳ ngưỡng (Ct)  ủ  mẫu v   ăn  ứ 

v o đường  huẩn thể hi n tương qu n tỷ l  

nghị h giữ  log rit s  bản  opy  ủ  khu n 

( hứ  đo n gen đ  h) v  giá trị  hu kỳ ngưỡng  

sử dụng  á  pl smid  hứ  đo n gen ty thể m ng 

v  kh ng m ng đột biến G11778A l m  huẩn.  

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Phát hiện bệnh nhân mang đột biến 

G11778A bằng PCR-RFLP 

Sử dụng phương pháp PCR-RFLP đã đượ  

m  tả trướ  đây [11  để s ng l   s   ó m t  ủ  
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đột biến G11778A  ủ  149 mẫu ADN b nh 

nhân nhi nghi b nh ty thể (thần kinh   ơ) đi u 

trị t i B nh vi n Nhi Trung ương   húng t i 

phát hi n 01 b nh nhân  ký hi u BN235 (H nh 

1A  giếng 4)  ó m ng đột biến G11778A ở 

d ng kh ng đồng nhất   ụ thể ph  băng PCR-

RFLP  ó 3 băng 318 bp  213 bp v  105 bp  

trong khi đó ph  băng PCR-RFLP  ủ   á  b nh 

nhân  òn l i  hỉ  ó 2 băng l  213 bp v  105 bp  

 hứng tỏ  á  mẫu n y kh ng m ng đột biến 

G11778A.  

Khi phân t  h ph  băng PCR-RFLP  ủ  b  

v  m  b nh nhân  kết quả thu đượ  (H nh 1B) 

  ng  ho thấy  á  trường hợp n y đ u  hỉ  ó 2 

băng 213 bp v  105 bp   hứng tỏ b  v  m  b nh 

nhân BN235 kh ng m ng đột biến G11778A.

 

   

A                                                                       B 

Hình 1. Ph  đi n di sản phẩm PCR-RFLP  á  mẫu b nh nhân (A) v  gi  đ nh b nh nhân BN235 (B). 1(A B): 

Th ng  huẩn ADN; 2(A B):   i  hứng âm; 3(A B):   i  hứng dương nhân t o; 4A-8A: Mẫu b nh nhân; 6A 4B: 

Mẫu b nh nhân BN235; 5B: M  b nh nhân BN235; 6B: B  b nh nhân BN235. 

3.2. Định lượng đột biến G11778A bằng real-

time PCR sử dụng mẫu dò TaqMan LNA 

 ể thiết l p đi u ki n  ho phản ứng PCR 

định lượng sử dụng mẫu dò T qm n LNA   á  

mẫu đ i  hứng hỗn hợp ADN pl smid mang 

đo n gen ty thể (từ vị tr  11.683 đến12.000)  ó 

 hứ  đột biến v  kh ng đột biến G11778A với 

nồng độ 5.10
6 
bản s o/µl. Nồng độ mỗi mẫu dò 

t i ưu  ho phản ứng re l-time PCR là 40 nM.

 

 

A                                                                   B 

H nh 2. T n hi u  ủ  FAM v  HEX trong định lượng mẫu m ng đột biến G11778A v  mẫu b nh thường. Biểu đồ 

khuế h đ i t n hi u FAM ở mẫu m ng đột biến (A) v  mẫu kh ng m ng đột biến (B). 
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Kết quả  h y re l-time PCR (H nh 2) với 

mẫu dò Mt-11778A (5'-6-FAM-

AT+G+AT+G+T+GA+C TG-IBFQ-3') để định 

lượng d ng đột biến v  mẫu dò Wt-11778G 

(5'HEX-ATGATG+C+GA+C+TGTG-IBFQ-3') 

để định lượng d ng kh ng đột biến  ho thấy  hỉ 

 ó t n hi u nhân bản FAM đ i với mẫu m ng 

đột biến G11778A (H nh 2A) v   hỉ  ó t n hi u 

nhân bản HEX ở mẫu kh ng m ng đột biến 

(H nh 2B). Kết quả n y  hứng tỏ mẫu dò m  

 húng t i thiết kế ho n to n đ   hi u để phân 

bi t s  s i khá  ở một nu leotide (ho   l  G 

ho   A) v  đáp ứng đượ  đi u ki n kh t khe 

 ủ  phản ứng re l-time PCR. 

Kết quả xây d ng đường  huẩn  ủ  re l-

time PCR thể hi n tương qu n giữ  giá trị  hu 

kỳ ngưỡng v  log rit s  bản s o gen (sử dụng 

pl smid  hứ  đo n gen ty thể m ng đột biến 

G11778A v  kh ng m ng đột biến ở  á  tỷ l  

nồng độ khá  nh u)  ho thấy độ tuyến t nh   o  

giá trị  ủ  h  s  tương qu n R
2
 đ t 0 999 (H nh 

3)  s  li u tr n máy ghi nh n hi u suất PCR 

tương ứng với d ng đột biến l  98 3% v  

98 8%. Kết quả n y   ng phù hợp với  á  th ng 

s  phân t  h real-time PCR sử dụng mẫu dò 

LNA để định lượng đột biến A3243G trong 

nghi n  ứu  ứu  ủ  Truong v  t p thể [12    ng 

như tương đương với kết quả phân t  h đột biến 

G11778A b ng re l-time PCR sử dụng mẫu 

dò g n protein li n kết khe nhỏ  ủ   huỗi 

DNA g i t t l  MGB  ủ  nhóm tá  giả W ng 

v  t p thể [10 . 

 

       

A                                                                            B 

H nh 3. Ph  re l-time PCR với mẫu gi  đ nh BN235  (A) v  đường  huẩn re l-time PCR (B) với khu n m ng 

đột biến G11778A (đường dưới) v  khu n kh ng đột biến (đường tr n). 

Kết quả phân t  h s   ó m t  ủ  đột biến 

G11778A ở  á  mẫu ADN  ủ  b nh nhân 

BN235 v  th nh vi n gi  đ nh b nh nhân b ng 

re l-time PCR với   p mồi RT11778Fw v  

RT11778Rv  ùng với mẫu dò đ   hi u Wt-

11778G v  Mt-11778A (H nh 3A)  ho thấy 

đường  ong nhân bản re l-time PCR  ủ  mẫu 

b nh nhân BN235 đ t giá trị ngưỡng ở 22 5  hu 

kỳ (Ct = 22 5) tương đương với 5x10
5
 bản s o. 

Tr n  ơ sở đồ thị  huẩn thiết l p đượ  (H nh 

3B)   húng t i đã xá  định đượ  phần trăm đột 

biến G11778A  ủ  b nh nhân l  2 710,12%. 

Cá  mẫu ADN  ủ  m  v  b  b nh nhân đ u 

kh ng m ng đột biến n y. Kết quả n y ho n 

to n tương đồng với kết quả RFLP-PCR n u ở 

trên.  

Cá  dẫn li u khám t i b nh vi n  ho thấy 

b nh nhân nhi 7 5 tháng tu i n y  ó những biểu 

hi n ph  biến  ủ  b nh ty thể như r i lo n 

trương l    ơ  bị t n thương não  h nh ảnh  ộng 

hưởng từ não kh ng b nh thường   h m phát 

triển tinh thần v n động  nồng độ  xit l  ti  

trong máu   o  trung b nh 4 6 mmol/l (mứ  

b nh thường ≤ 2 2 mmol/l). Tuy nhi n  b nh 

nhân  hư   ó biểu hi n  á  b nh lý v  thị giá . 

 ột biến G11778A l  một trong nhưng nguy n 

nhân gây n n hội  hứng LHON  tuy v y hội 

 hứng n y thường g p ở n m giới hơn l  nữ 
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giới [9  v  đ   bi t  với tỷ l  đột biến dưới 75% 

th  b nh nhân thường  hư   ó những tri u 

 hứng  ủ  b nh [13 .  i u n y  ho phép giải 

th  h v  s o b nh nhân nhi trong nghi n  ứu n y 

 hư   ó  á  tri u  hứng b nh LHON. Hơn nữ   

 á  r i lo n trương l    ơ  t n thương não  

 h m phát triển tinh thần v n động  nồng độ 

 xit l  ti  trong máu   o  ủ  b nh nhân  ó thể 

do các nguyên nhân khác, kh ng phải do đột 

biến G11778A. 

Dẫn li u thu đượ   ủ   húng t i   ng khẳng 

định  đột biến G11778A kh ng đượ  phát hi n 

thấy ở m  b nh nhân  v  v y  ó thể  ho r ng đột 

biến ty thể n y đã phát sinh trong quá tr nh phát 

triển  á thể. 

Tóm l i   húng t i đã thiết l p đượ   á h 

thứ  phát hi n v  định lượng đột biến G11778A 

 ủ  hội  hứng LHON b ng re l-time PCR sử 

dụng mồi T qm n LNA v  b ng vi   kết hợp 

k  thu t PCR-RFLP với re l-time PCR chúng 

t i đã phát hi n v  định lượng tỷ l  đột biến 

G11778A ở một b nh nhân nhi nữ 7 5 tháng 

tu i.  ây l  trường hợp b nh nhân m ng đột 

biến G11778A đượ  phát hi n lần đầu ti n ở 

Vi t N m. 

Lời cảm ơn 

Nghi n  ứu đượ  hỗ trợ kinh ph  bởi đ  t i 
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Abstract: G11778A mutation in the ND4 gene of human mitochondrial genome accounts for 50-

70% of LHON syndrome. In this study, we set up real-time PCR using fluorescent Taqman probe with 

locked nucleic acid nucleotide (LNA) for detection and quantitation of mitochondrial genome 

mutation G11778A. The real-time PCR showed a linear correlation between logarithm of target gene 

copy number and threshold value (Ct) with a high regression value R
2
 = 0.999. By using PCR-RFLP in 

combination of real-time PCR, we found a 7.5 month girl patient carrying G11778A mutation. The 

mutation was present  at 2.710.12% of heteroplasmy. whereas her parents did not carry this mutation. 

This is the first case with the mutation G11778A found in Vietnam. 

Keywords: G11778A mutation, LHON syndrome, PCR-RFLP, Real-time PCR, LNA probe.  
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