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P                                       3243   

  u         ứ   MEL S  

P ù   Bả       1  N uyễ  M         1  P    Vâ     2,  

L  N       2      Vũ  ù  2  P    Tuấ  N  ĩ 1,* 

1
Phòng thí nghiệm trọng điểm Công nghệ Enzym và Protein, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, 

ĐHQGHN, 334 Nguyễn Trãi, Hà Nội, Việt Nam  
2
Bệnh viện Nhi Trung ương, 18/879 La Thành, Đống Đa, Hà Nội, Việt Nam 

N       y 16       8  ă  2017  

  ỉ   sử     y 20 tháng 9  ă  2017;   ấ        ă      y 10       10  ă  2017 

Tóm tắt: Gen MTTL1 ủ      e   y   ể     ã  ó        â   ử RN        uyể   x        leu   e 

(tRNA
-Leu(UUR)

).           3243   ằ        e  MTTL1 là   uy     â         ây       ứ    ã  

          ă        l        u      ả      u               l e  e   l     y  l           s s     

s    e-l  e e  s  es               l  MEL S   T             ứu   y   ằ                     u   

P R-R LP     e l-   e P R            ã                           â       8  u             

          3243         l  77 6        uả   â       s   ó           l            ủ                 

                â        ấy           â   ũ                  3243         l  9 7        

       ó   ểu            ứ   MEL S             ó        e       ủ         â                 

       y                 e            uả   y                      3243   ã        uy         

           â     s    ểu       ủ       l     u          l   ủ            

Từ khóa:           3243         ứ   MEL S  P R-RFLP, Real-time PCR. 

1. Mở đầu

 

          e   3243   ằ        e  

MTTL1           e   y   ể   ã  ó       RN -
Leu(UUR)

 l            e   y   ể  ồ      ở      

       ồ     ấ     l            s               

 e   y   ể  ó  ầ  suấ  xuấ             ấ  [1]. 

N       ứu      ứ   ă    ủ   RN     ng ty 

  ể ở in vitro   ứ       ằ             3243  

 ã l     ả    ả  ă          yl  ó          

leu   e      leu   e  RN -Leu           u      

in vitro     25 lầ  s       RN -Leu           

_______ 

T     ả l         T.: 84-903247424. 
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        e                 [2]. N            

      3243   ó   ể         ểu          u 

  ứ         ó     u     u   ứ     ứ   lâ  

s            u       ểu                        

 â    ầ    â  l                           ể    

       ó   ểu      lâ  s               ấ   ủ  

           y l   ã           ă        l        u 

     ả      u   mitochondrial encephalopathy, 

lactic acidosis and stroke-l  e e  s  es       

        l  MEL S  [3, 4]. 

Tầ  suấ  xuấ        ủ        ứ   MEL S 

l  1:15 000  l                       ầ          

  uy              ấ  [5]. Mứ       ểu       ủ  

            l     u          l      s   y   ể 

               V    y                      y 
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  ể         ó  ó           3243    ỉ  ó         

                              s   ó      ủ      

           ả       l             l            

      â                 e   y   ể        u   u  

       ểu                   sử       ể   â  

              [6]. Tuy       s             l      

             ây                       â   

        ể                                     

                y   ể  V    y        u   u 

         sử                                  

          e   y   ể         ó  ó          

A3243G [4, 7]. 

          3243   ã              ứu ở 

    u                                [5, 8-12]  

T                 ứu        ây    ó         

 ứu            ũ    ã             ấy     s  

                  â                 3243  

      s             â                 ầ       

   [7].              y              uả      

             l        l            3243  ở     

                  â                       

               ủ         â   

2. Nguyên liệu và phương pháp 

2.1. Nguyên liệu 

M u            ủ         â           u 

  u  ủ                   â    ó        

  uy                    ứu       lấy   e      

 uy   u    ủ  B         N   T u             

            N        u   ủ   ã   Q   e   

     ồ         u      u          u     

   e   e   N  Te    l   es    T           

M s e   x      e l-   e P R  u     

E zy     s      Qu     E zy e           u  

    ã   T e   s  e                      ó  

  ấ      l     u                    ầ              

s          â   ử  

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Phát hiện đột biến A3243G bằng 

PCR-RFLP 

 N       s                    e       ủ  

Qiagen. P         s   ó      ủ           

 3243           e   y   ể                  e  

       u          ả               ứu        ây 

[7].      ể       e  198     3134-3310       

  â   ả   ằ     ả  ứ     u     ly e  se 

 P R           ồ         u M        

MAGRv  ó                  ở  ả   1  T      ó 

mồi xuôi (MAGFw) chứa 1 nucleotide không 

b t c p t   3149       c thay bằng T) và mồi 

    c (MAGRv) chứa 1 nucleotide không b t 

c p t   3318       c thay bằ       ể lo i b  

b   2   ểm c t của HaeIII thu n l        i n 

di.T       ầ  P R      ồ : 2 5 µl     T   

DNA polymerase 10X; 0,5 µl Taq DNA 

  ly e  se  5       /µl); 2,5 µl dNTPs 2 mM; 

1 µl  ồ  xu   10    l; 1 µl  ồ        10 

pmol; 1 µl DNA khuôn (40-50 ng/µl) và 16,5 µl 

dd H2O            ể      25 µl  P R           

      u  35   u        3           :           

 N  ở 95
o
        30   ây       ồ   ở 56

o
C 

      30   ây     é        u   ở 72
o
C trong 30 

  ây  M u       ứ   â                ứ  

 N             ù               ể   ể      

  ả  ă     â   ả               u. 

Sản ph   P R    c c t bằng enzyme gi i 

h n Hae     ằ        ủ ở 37
o
C trong 10-12 gi , 

sản ph m c           n di trên gel 

  ly  yl    e 12             T  s-  e   e     

8 0   ứ  1 E T  1  M  T E 1X        c 

nhu    ằ   e     u        e       p ảnh 

   i h  th ng soi gel của Biorad.          

 3243  l   xuấ         ể       ủ  Hae         

      e    â   ả       ó           N    â  

 ả                          ằ   Hae    s      

   2       ó            lầ  l    l  111       87 

               ó              e    â   ả  

                    s                ở  

Hae          y           uy                  

 ầu l  198           u   â             e  

              ở             ồ     ấ  

  e e   l s y        ă   P R-R LP s   ó 3 

 ă   198     111     87                  ủ  

 ă   198    s       ă   111    87    l     u   

       l  s   ả  s                          

               

2.2.2. Định lượng đột biến A3243G bằng 

real-time PCR 

V         l       t bi n A3243G bằ   

 e l-   e P R sử        u     u     u   
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      ó  u le    e  ầu   ó   LN             

       e               ủ  T u         p thể 

[13].      ể        N    ứ                  

 3243      90              3206-3295         

 e   y   ể        â   ả           ồ  xu   

mtMEL-F2/mtMEL-R2     u le    e          

                ằ     u     u     u        

   u      u le    e                    ó     

     W -MEL-HEX-1/Mt-MEL-FAM-1 có 

                   Bả   1  T       ầ   ủ    ả  

ứ    e l-   e P R  ồ   P R   s e    x  0 5 

µ  l/L     l     ồ   0 1 µ  l/L     l      u 

dò (Wt-MEL-HEX và Mt-MEL-FAM-1) và 20-

50     N    u              ể      20 l. 

Real-   e P R                                 

95°   10               40   u        95°   15 

  ây  ể              60°   30   ây  ể            

kéo       u    M u      l             y     

  u   u    M u   u        xây       ằ   

            e     l  1:1  l s          N   ó 

          ó           3243  ở      ồ         

5.10
6 

- 5.10
3 
 ả  s  /µl     s      l ã   10   

L                          u         3 lầ     

= 3          xử lý   e                        

                u  u     u                  

     â        ở            Q5  y le   B       

Bả   1  T         ủ   ồ       u     ù                         l               3243  

Mồ /M u                                T        V            N   y   ể 

MAGFw 5’          T     TT  TT  3’    3134-3155 

MAGRv 5’    T      TT      T    3’    3310-3331 

mtMEL-F2 5’-CCA CAC CCACCC AAG AAC AG-3’     3206 - 3225 

mtMEL-R2 5’-AGG AATTGAACCTCTGACTGTAAAGTT TT-3’     3267 - 3295 

W -MEL- EX-1   u    

                         
HEX- CCG GGC+T+CT GCC AT-IBFQ     3237 - 3250 

M -MEL-  M-1   u    

                   
6FAM-CCG GGC+CCT GCC AT-IBFQ      3237 - 3250 

Ghi chú: dấu + chỉ nucleotide LNA ngay trước đó. 

 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Phát hiện đột biến A3243G bằng PCR-RFLP 

T             ứu   y        e  198    

  ứ            3243     3134-3331       â  

 ả   ằ   P R          ồ         u         ằ   

Hae     ể             ă   P R-R LP      ã 

    ả        ây [7].      uả         sả       

P R-R LP  ủ         â                   

                           â        1        ấy 

       â   ó 3  ă   198     111       87    

          y s  4     ứ             â   ó 

               3243   T     s            

               ồ            e       ủ       

  â     ỉ  ó           â   ó      ă         

          â      3  ă   l  198     111       

87              y s  6             e       ủ  

       â    ỉ  ó      ă    N  198         

 uả   y   ứ                â   ó          

      3243             e                 

           y  P    ă   P R-R LP  ủ       

  â                              ũ           

  ấy   ă   111       87     ấ      é  ở   u 

       â              ó 2  ă     y ở   u    

       â    ỉ ở  ứ   ủ              ứ         l  

         ở     ấ    ấ        uả   â         ứ      

          3243            uy         s        

       â        l           ở        â  l      

    s         l    y ở           â   

3.2. Định lượng đột biến A3243G bằng real-

time PCR sử dụng mẫu dò Taqman LNA 

N ằ       l           x      l           ở 

                                     â   

             e l-   e P R       u    LN  

     sử            uả   â             ấy ở 

  ểu  ồ              u              u    Mt-

MEL-FAM-1    u                    ỉ xuấ  

            u           ủ         â        

       â             ấy        u           ủ  
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          â     e             â        2    

         u   y   ỉ   ấy s  xuấ             

       uy             u    W -MEL- EX-1 

   u                                    s  

       u    uy         R
2
       l       s   ả  

s        ầu      u       ỡ     t   ủ     ng 

  u               u                  u   

                  u x    l     ằ        

   ả   0 995- 0 997       2B             s  

       u                 l       s   ả  s       

 ầu      u       ỡ     t   T       sở         

  u       ỡ    ủ    u         ứu     ồ     

  u         l            l            3243   ủ  

       â               â       x        

      ứ   l  77 4     9 7        uả   â       

 ằ    e l-   e P R  ũ         ấy        ó     

      3243   ở           â     e           

  â        uả   â       real-time PCR này là 

            ù              ă   P R-RFLP 

       ó  S                  ể       l           

 3243  ở        â               â      

  é    ả           s          â    ó    l      

      3243  l  77 4     ểu          u   ứ   

MELAS, trong khi           â    ở     l      

     9 7          ó   ểu       ủ        ứ   

  y  Bả   2   B     e       ủ         â  

                     3243      ũ     ù     

        l  u lâ  s    l               

  

                 

Hình 1. N â   ả        e   y   ể                3243   ằ   P R        P    ă   P R-RFLP  

 ủ        u            ủ                  â                    3243   B . 1 T       u    N   2  Pl s    

           e          ứ            3243   3  Pl s               e    ứ            3243   4  B      â   

5  E             â   6  M         â   7  B         â . 

 

                                                 A                                                          B 

     2               u             ểu  ồ   ể      s         u        l       s   ả  s   

      ầu              u       ỡ   (Ct). 
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B ểu  ồ              u              e   y 

  ể                      3243          ua 

       u  EX                    3243  

        u         u   M   

B ểu  ồ   ể      s         u        l       

s   ả  s        ầu              u       ỡ   (Ct) 

 ủ         â                                   

 ồ            e           u            có 

màu vàng và                có màu xanh lam. 

 Bả   2  Tri u chứng lâm sàng và t  l    t bi n A3243G ở                                  nh nhân BN426 

Các thành viên 

               

Gi i 

tính 
Tu i 

T  l  

  t bi n 

trong máu 

      ểm lâm sàng 
B nh sử 

         

         

BN426 

B nh 

nhân 
N  8 tu i 77,6±0,6% 

Nh p vi n 9 lần, nôn s t, co gi    l  

                 ng kinh c c b , giảm 

khả  ă      e         ó   ở, s p mi, 

r m lông, men gan cao, toan máu, suy 

       ỡng, t          ở thùy thái 

         ùy                 ă       

hi u trên phim T2 và FLAR, lactate 

máu 8,8mmol/L 

Bình 

    ng 
B  Nam 35 tu i 

Không phát 

hi n     

     

Kh e m nh 

M   N  32 tu i 9,7± 1,77% Kh e m nh 

Em 

gái  
N  6 tu i 

Không phát 

hi     t 

bi n 

Kh e m nh 

 

N ằ    ả                          l      

bi    ủ                    u  ồ         ó s  

        u                                    

                       ứu   y e             â  

                         s          ứu  ã   ỉ 

    ằ    N   y   ể           uy     e         

“           ”     ĩ  l    ỉ     l          N  

 y   ể  ủ               uy        â          u 

      ở       ứ                 ứ    ó    l      

             u            ó   ứ              

 ả  s             T        M           ể [4]  khi 

        ứu           3243  ở              

       â  T u   Qu    ã                    s  

14       2      ó 7                         ả 

2       u                4                

            ỉ  ó 1                      1     

                     3                      

      ó 1                      1 con không 

              [4]  N       ứu  ủ             ã 

   su        ằ     ứ               â     

   u           e   y   ể   e    uy   “       

    ”       s                      ứ    

          3243  l            e   y   ể 

             ấ                         ứ   

MEL S          ồ      ở             ồ   

  ấ                V       u     s   ó           

l            3243                 â          

  ầ              ó     l     l        u     l  

 ầ           s   ó    ầ   u                  

                x     uy     â   ây          

 ó                    ồ    u            ù      

 ũ        ó         ấ       uy               

            e      . 
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4. Kết luận  

T             ứu   y   ằ        u   P R-

R LP     eal-ti e P R       u    T      

LN   ã       é                    l     

      x      l            3243  ở          

nhân nhi                                       ỉ 

   s         u           l                ểu 

     lâ  s     ủ        

Lời cảm ơn 

N       ứu                    s          

          ủ                               

 ấ          Qu          N        ã s  

KLEPT.16-03.  
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Abstract: Mitochondrial genome A3243G mutation in the tRNA
Leu(UUR)

  encoding gene (MTTL)
  
is 

the main cause of mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes (MELAS). 

This mutation exists in heteroplasmic form and severity of the disease is affected by many factors 

including heteroplasmy level.  

In this study, a pediatric proband (female, 8 years old) was found to carry A3243G mutation at 

77.6% of heteroplasmy by using PCR-RFLP in combination with real-time PCR. The results of  the 
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encephalopathy also carried the mutation at 7.9% of heteroplasmy whereas the mutation was not found 

     e        ’s  e l  y     e       e l  y s s e                     e          e e  e    e  3243  

mutation from her mother and the expression of MELAS syndromes depended on the level of 

heteroplasmy.  

Keywords: A3243G Mutation, MELAS Syndrome, PCR-RFLP, Real-time PCR. 




