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Abstract: Some mutations of mt-DNA which encode tRNA (mt-tRNA) were previously reported 

to be associated with clinical manifestations of neuromuscular disorders syndrome. In addition, 

alterations of the mitochondrial genome have been suggested to contribute to mitochondrial 

dysfunction and tumorigenesis. Alterations in some mt-tRNA genes have also been identified in 

breast cancer, lung cancer and colorectal cancer. However, so far, there has not been any report on 

mt-tRNA gene alteration in the Vietnamese colorectal cancer patients. This study analyzes the 

alterations of some mt-tRNA genes in a group of Vietnamese colorectal cancer patients and 

predicts the influence of the alterations on the secondary structure of tRNA based on bioinformatic 

tools. PCR-RFLP and DNA sequencing methods were used to screen alterations; the secondary 

structure of tRNA was predicted in silico by using a tool of the Vienna RNA Websuite. The study 

results show that both A12309G and A12310G of tRNALeu were identified together in two out of 

98 patients, and both T12150G and C12154G of tRNAHis were identified in one out of 19 patients. 
1All these alterations are heteroplasmic and have not been reported in cancer patients so far. In 

particular, the C12154G alteration in the DHR loop led to changes in the secondary structure of 

tRNAHis and could affect the function of this tRNA molecule. 
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Tóm tắt: Một số đột biến gen trên ADN ty thể mã hóa cho phân tử tRNA (mitochondrial tRNA: 

mt-tRNA) đã được xác định có liên quan đến biểu hiện lâm sàng và thường gây ra các hội chứng 

liên quan đến các bệnh về cơ và thần kinh. Bên cạnh đó, những thay đổi trong hệ gen ty thể dẫn 

đến rối loạn chức năng ty thể từ lâu đã được giả thiết góp phần vào sự phát sinh khối u. Ở ung thư 

vú, ung thư phổi, ung thư đại trực tràng (UTĐTT), biến đổi của gen mt-tRNA cũng đã được xác 

định, tuy nhiên, chúng tôi chưa tìm thấy nghiên cứu nào trên đối tượng UTĐTT người Việt Nam. 

Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành sàng lọc biến đổi của một số gen mt-tRNA ở 

một nhóm bệnh nhân UTĐTT người Việt Nam và dự đoán ảnh hưởng của một số vị trí biến đổi 

tìm được đến cấu trúc bậc hai của tRNA. Sử dụng kỹ thuật PCR-RFLP, giải trình tự ADN để sàng 

lọc biến đổi và phương pháp mô hình hóa phân tử RNA để dự đoán sự thay đổi cấu trúc bậc hai 

của chúng. Kết quả chúng tôi đã xác định thấy 2 trên 98 bệnh nhân có đồng thời hai biến đổi 

A12309G và A12310G thuộc tRNALeu, 1 trên 19 bệnh nhân có đồng thời hai biến đổi T12150G và 

C12154G thuộc tRNAHis. Các biến đổi nêu trên đều ở dạng dị tế bào chất và đều chưa được công 

bố trên đối tượng bệnh nhân ung thư. Đặc biệt, biến đổi C12154G thuộc vùng DHU của tRNAHis được 

dự đoán làm thay đổi cấu trúc bậc hai của phân tử và có thể ảnh hưởng đến chức năng của phân tử 

tRNA.  

Từ khóa: Biến đổi của gen mt-tRNA, UTĐTT người Việt Nam, PCR-RFLP, giải trình tự ADN. 
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1. Mở đầu 

 Hiện nay, tỷ lệ mắc mới và tử vong do 

UTĐTT vẫn đang ở mức cao trên thế giới và ở 

Việt Nam, điều đó cho thấy đây là căn bệnh 

nguy hiểm và vẫn đang là gánh nặng toàn cầu 

[1]. Trong các yếu tố liên quan đến ung thư thì 

rối loạn ADN ty thể được xem là một yếu tố 

nguy cơ [2]. Trong đó, mối liên quan giữa biến 

đổi của các gen tRNA với ung thư ngày càng 

được quan tâm. Ở ung thư gan, một số dạng 

biến đổi đã được xác định bao gồm biến đổi 

T1659C thuộc gen tRNAVal, G5650A thuộc gen 

tRNAAla, T10463C thuộc gen tRNAArg, 

A14679G thuộc gen tRNAGlu và C15975T 

thuộc gen tRNAPro [3]; biến đổi A12308G thuộc 

gen tRNALeu được tìm thấy ở UTĐTT [4] và 

bệnh ung thư miệng [5]. Ngoài ra, biến đổi 

A7460G thuộc gen tRNASer, G5563A thuộc gen 

tRNATrp và A12172G thuộc gen tRNAHis được 

xác định ở ung thư phổi [6]. Tuy nhiên, việc 

sàng lọc đột biến trên mt-tRAN vẫn chưa được 

thực hiện ở UTĐTT người Việt Nam. Vì vậy, 

nghiên cứu biến đổi của tRNA ở UTĐTT và 

ảnh hưởng của một số biến đổi tìm được đến 

cấu trúc hoặc chức năng của phân tử tRNA là 

cần thiết. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã sử dụng 

phương pháp PCR-RFLP, giải trình tự để sàng 

lọc biến đổi của các gen mt-tRNA và dùng 

phương pháp mô hình hóa phân tử RNA in 

silico [7] để mô hình hóa phân tử RNA và dự 

đoán sự thay đổi cấu trúc của RNA tại một số vị 

trí biến đổi xác định được.  

2. Nguyên liệu và phương pháp 

2.1. Nguyên liệu 

Mẫu nghiên cứu là mẫu mô của bệnh nhân 

UTĐTT được lấy tại vị trí khối u và vị trí lân 

cận khối u (cách khối u tối thiểu 5cm, diện cắt 

được xác định không còn tế bào ung thư). Mẫu 

nghiên cứu cùng với các thông tin của bệnh 

nhân như độ tuổi, giới tính, vị trí, kích thước u, 

độ biệt hóa và giai đoạn bệnh do Khoa Tế bào - 

Giải phẫu bệnh, bệnh viện K cung cấp. Trong 

nghiên cứu này, chúng tôi đã tập trung sàng lọc 

đột biến A3243G trên 30 cặp mẫu, đột biến 

G12300A trên 68 cặp mẫu, đột biến A12308G 

trên 98 cặp mẫu và giải trình tự ADN để sàng 

lọc các biến đổi khác của các gen mã hóa cho 

một số tRNA trên19 mẫu. 

2.2.  Phương pháp 

Tách chiết ADN tổng số: ADN tổng số từ 

mẫu mô của bệnh nhân UTĐTT được tách chiết 

bằng kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 

Đức). Kit tách chiết này đảm bảo việc tách 

được cả ADN ty thể. Các bước được tiến hành 

theo quy trình của nhà sản xuất. ADN sau khi 

tách chiết được xác định nồng độ và độ sạch 

bằng máy quang phổ Nano drop 2000c 

(Thermo, Mỹ) và bảo quản ở -200C. 

Phương pháp PCR-RFLP: Các đoạn gen 

mt-tRNA chứa các vị trí 3243, 12300, 12308 

được khuếch đại bằng phản ứng PCR với các 

cặp mồi đặc hiệu được thiết kế bằng phần mềm 

Primer-BLAST trong NCBI. Trình tự các cặp 

mồi sử dụng cho nghiên cứu được trình bày 

trong Bảng 1. 

Bảng 1. Các cặp mồi được dùng trong phản ứng PCR-RFLP 

Tên 

mồi 
Trình tự mồi 

Kích thước sản 

phẩm PCR (bp) 
Mục đích 

3243 
F 5’-CTGTACGAAAGGACAAGAGA-3’  

218 

Nhân đoạn ADN 

chứa vị trí 3243 R 5’-ACAATGAGGAGTAGGAGGTT-3’ 

12300 

 

F 5’-CTGACAACAGAGGCTTACGA-3’  

346 

Nhân đoạn ADN 

chứa vị trí 12300 và 

12308 

 

R 5’-AACTTCTTGGTCTAGGCACAT-3’ 

7375 
F 5’-ATGAGGAATAGTGTAAGGAGTA-3’  

1059 

Nhân đoạn ADN 

dùng cho giải trình 

tự trực tiếp  

 

R 5’-ACCTGGAGTGACTATATGGAT-3’ 

11718 
F 5’-AACTTCTTGGTCTAGGCACAT-3’  

801 R 5’-GGCTTACATCCTCATTACTATTCT-3’ 
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Phản ứng PCR gồm các thành phần: 6,25 µl 

OneTaq Hot Start 2x Master Mix (Neb, Mỹ); 

0,2 µM mồi gồm mồi xuôi và mồi ngược, 12,5-

31 ng ADN khuôn, sau đó bổ sung H2O đến 

12,5 µl. Chu trình nhiệt của phản ứng PCR gồm 

biến tính ở 940C trong 30 giây, gắn mồi ở 540C 

trong 30 giây và kéo dài mạch ở 680C trong 30 

giây, thực hiện phản ứng PCR với 35 chu kỳ. 

Dựa trên trình tự của sản phẩm PCR được nhân 

bản theo các cặp mồi thiết kế, chúng tôi đã lựa 

chọn được các enzyme giới hạn phù hợp để 

phát hiện biến đổi bằng RFLP, trình tự nhận 

biết của các enzyme dùng trong nghiên cứu 

được trình bày ở Bảng 2: 

Bảng 2. Các enzyme được sử dụng trong nghiên cứu  

Loại  đột biến 
Loại 

enzyme Trình tự nhận biết 
Kích thước sản phẩm cắt (bp) 

ADN không bị đột biến ADN đột biến 

A3243G HaeIII 

 
5'...GG↓C C ...3' 

22, 27, 169 22, 27, 72 và 97 

G12300A 128 và 218 346 

A12308G/A12309G ApoI 
5’ ...  R↓AATTY...3’ 

(R: A/G)   (Y: C/T) 
346 135 và 211 

 

Sản phẩm PCR và sản phẩm cắt bằng 

enzyme được điện di kiểm tra trên gel agarose 

2%, nhuộm ethidium bromide hoặc gen 

polyacrylamide nhuộm bạc. Quan sát và chụp 

ảnh bản gel bằng hệ thống máy Gel Doc TM 

XR (Biorad).  

Giải trình tự ADN: Bên cạnh sử dụng 

phương pháp PCR-RFLP để xác định các đột 

biến quan tâm, chúng tôi còn sử dụng phương 

pháp giải trình tự ADN để sàng lọc các đột biến 

khác của các gen mt-tRNA. Hai cặp mồi ký 

hiệu là 7375 và 11718 (trình tự ở Bảng 1) nhân 

lên các đoạn ADN có kích thước lần lượt là 

1059 bp và 801 bp chứa các gen mã hóa cho 

tRNASer có vị trí: 7446-7514, tRNAAsp: 7518-

7585, tRNALys: 8295-8364 và tRNAHis: 12138-

12206, tRNASer: 12207-12265, tRNALeu: 

12266- 12336. Đoạn ADN được giải trình tự 

thông qua công ty thương mại (công ty the 1st 

BASE). Phần mềm Bioedit được dùng để phân 

tích kết quả giải trình tự. Kết quả giải trình tự 

được so sánh với trình tự ADN ty thể tham 

chiếu trên NCBI mã số NC_012920.1 bằng 

chương trình BLAST nucleotide trên NCBI [8] 

để xác định biến đổi. 

Mô hình hóa phân tử RNA: Sử dụng 

chương trình RNAfold Server trong The Vienna 

RNA Websuite để dự đoán cấu trúc của RNA [7].  

3. Kết quả và thảo luận 

Sử dụng ADN tổng số được tách từ mẫu mô 

UTĐTT làm khuôn, các đoạn ADN chứa vị trí 

3243, 12300, 12308 thuộc gen mt-tRNA ty thể 

đã được nhân lên bằng kỹ thuật PCR. Sau đó 

sản phẩm PCR được cắt bằng enzyme. Kết quả 

PCR được minh họa trong Hình 1A và 1B. 

Hình 1A và 1B cho thấy, sản phẩm PCR từ các 

cặp mồi 3243 và 12300 đều cho một băng sáng, 

rõ nét, không có băng phụ với kích thước tương 

ứng theo tính toán lý thuyết khi thiết kế mồi, 

giếng đối chứng âm không có băng ADN chứng 

tỏ các cặp mồi được thiết kế là đặc hiệu, điều 

kiện phản ứng PCR là phù hợp. Ở các giếng số 

2, 4, 6 trong các hình 1C, 1D, 1E là sản phẩm 

PCR được cắt bằng enzyme HaeIII, ApoI và 

HaeIII tương ứng.  

Chúng tôi đã tiến hành sàng lọc đột biến 

A3243G trên gen mã hóa cho tRNALeu ở 30 cặp 

mẫu mô UTĐTT và đã không xác định thấy đột 

biến này ở các mẫu nghiên cứu (Hình1C). 
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Hình 1. Ảnh điện di sản phẩm PCR và sản phẩm 

cắt bằng enzyme (gel agarose 2,0%, nhuộm ethidium 

bromide, gel polyacylamid 8% nhuộm bạc). 

Giếng M: Thang chuẩn ADN 50 bp. Hình A, B: 

sản phẩm PCR chứa vị trí 3243 và 12300, tương 

ứng. Hình C, D và E: giếng 1, 3, 5: sản phẩm PCR; 

giếng 2, 4, 6: sản phẩm cắt bằng enzyme của một số 

mẫu nghiên cứu. Hình C: sản phẩm PCR chứa vị trí 

3243 và sản phẩm cắt bằng enzyme HaeIII. Hình D, 

E: sản phẩm PCR chứa vị trí 12300, 12308 và sản 

phẩm cắt bằng enzyme HaeIII, Apo I, tương ứng. 

Hình F: trình tự đoạn ADN và vị trí biến đổi 

A12309G và A12310G. 

Đột biến A3243G trên gen tRNALeu đã được 

phát hiện như là nguyên nhân của bệnh MELAS 

[9]. Cho đến nay, các nghiên cứu về đột biến 

A3243G cũng thường tập trung vào một số 

bệnh cơ thần kinh, bệnh tiểu đường [10]. Đối 

với ung thư, đột biến A3243G mới chỉ được 

báo cáo trên bệnh nhân UTĐTT với tần suất 

thấp và tồn tại ở dạng đồng tế bào chất [11]. 

Tuy nhiên, ở nhóm bệnh nhân UTĐTT người 

Việt Nam, chúng tôi lại không xác định thấy 

đột biến này 
 

 

Hình 2. Trình tự đoạn ADN được nhân lên từ các 

cặp mồi 7375 (A) và cặp mồi 11718 (B). 

 
 

Hình 3. Mô hình dự đoán cấu trúc bậc hai của phân 

tử tRNAHis khi không có biến đổi (A) và khi có các 

dạng biến đổi T12150G (B),  C12154G  (C) và khi 

có đồng thời cả hai biến đổi T12150G và C12154G 

(D) (mũi tên chỉ vị trí biến đổi). 
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Như vậy, chúng tôi đã tiến hành sàng lọc 

biến đổi ở một số vị trí 3243, 12300, 12308 và 

12309 thuộc gen ty thể mã hóa cho tRNALeu 

trên mẫu mô của một nhóm bệnh nhân UTĐTT. 

Tuy nhiên, tần suất của các biến đổi rất thấp. Vì 

vậy, chúng tôi đã thiết kế hai cặp mồi 7375 và 

11718 để nhân các đoạn ADN dài 1059 bp và 

801 bp tương ứng chứa các gen mã hóa cho 

tRNASer vị trí: 7446-7514, tRNAAsp: 7518-7585, 

tRNALys: 8295-8364 và tRNAHis: 12138-12206, 

tRNASer: 12207-12265, tRNALeu: 12266-12336, 

tinh sạch sản phẩm PCR và giải trình tự ADN 

để xác định các biến đổi. 

Kết quả phân tích trình tự đoạn ADN được 

nhân lên bằng cặp mồi 7375 từ 19 mẫu mô ung 

thư, không có mẫu nào xuất hiện biến đổi ở 

vùng mã cho tRNA được nghiên cứu (Hình 

2A). Trong khi đó, với đoạn ADN được nhân 

lên từ cặp mồi 11718 xác định thấy hai biến đổi 

đáng quan tâm là tại vị trí 12150 biến đổi T 

thành G và vị trí 12154 biến đổi C thành G. Đặc 

biệt, biến đổi ở hai vị này đều ở dạng dị tế bào 

chất, cùng xuất hiện ở trong một mẫu nghiên 

cứu và đều thuộc gen tRNAHis (Hình 2B). Tra 

cứu trên cơ sở dữ liệu ngân hàng gen ty thể 

Mitomap chúng tôi chưa thấy có công bố nào 

liên quan đến hai biến đổi T12150G và C12154G. 

Vì vậy, đây là những biến đổi mới được phát 

hiện ở bệnh nhân UTĐTT người Việt Nam.  

Sử dụng chương trình RNAfold Server 

trong The Vienna RNA Websuite [7] để dự 

đoán cấu trúc bậc hai của phân tử tRNAHis, kết 

quả dự đoán cho thấy biến đổi T12150G không 

dẫn đến thay đổi cấu trúc bậc 2 của phân tử 

tRNAHis (Hình 3B). Trong khi đó, biến đổi 

C12154G làm thay đổi cấu trúc bậc hai của 

phân tử (Hình 3C), đặc biệt khi xảy ra đồng thời 

cả hai biến đổi T12150G và C12154G (Hình 

3D). Phần mềm đã cho phép xác định sự thay 

đổi năng lượng tự do tối thiểu (minimum free 

energy - MFE) của phân tử tRNA khi có biến 

đổi. Cụ thể, biến đổi của tRNAHis dẫn đến làm 

tăng năng lượng tự do tối thiểu từ -10,4 

kcal/mol (dạng không biến đổi) lên -8,9 

kcal/mol (khi có biến đổi C12154G) và -9,3 

kcal/mol (khi có đồng thời hai biến đổi 

T12150G và C12154G). Sự thay đổi về cấu trúc 

và sự tăng năng lượng tự do tối thiểu của tRNA 

có thể dẫn đến giảm độ bền của phân tử nên có 

thể ảnh hưởng đến chức năng của phân tử 

tRNA. 

Đột biến gen mt-RNA đang ngày càng được 

công nhận là nhân tố quan trọng liên quan đến 

sự phát sinh một số bệnh trong đó có ung thư 

[10, 11]. Các đột biến điểm trên tRNA có thể 

dẫn đến khiếm khuyết trong quá trình phiên mã, 

dịch mã, rối loạn chức năng chuỗi hô hấp ty thể 

và từ đó có thể liên quan đến đặc điểm lâm sàng 

của một số bệnh. Ở ung thư phổi, Wang và cs 

đã chỉ ra một số biến đổi trên gen tRNA có thể 

dẫn đến thay đổi cấu trúc của tRNA, do đó có 

thể làm giảm hiệu quả của sự nhận biết giữa 

codon - anticodon và quá trình mã hóa axit 

amin, điều đó có thể dẫn đến lượng ATP sản 

xuất dưới ngưỡng yêu cầu cho chức năng tế bào 

bình thường và góp phần phát sinh ung thư. Cụ 

thể, đột biến A12172G làm thay đổi cấu trúc và 

năng lượng tự do tối thiểu của tRNAHis và được 

xác định có vai trò quan trọng đối với ung thư 

phổi [6]. Trong nghiên cứu này chúng tôi đã 

sàng lọc thấy biến đổi C12154G và T12150G 

của tRNAHis ở bệnh nhân UTĐTT và bằng 

phương pháp mô hình hóa cấu trúc bậc hai của 

RNA cũng nhận thấy biến đổi C12154G làm 

thay đổi cấu trúc bậc hai và tăng năng lượng tự 

do tối thiểu của phân tử tRNAHis, đặc biệt nếu 

có sự tồn tại đồng thời của hai biến đổi 

C12154G và T12150G (Hình 3C và 3D). Trong 

cấu trúc của tRNA, đột biến gây bệnh thường 

xảy ra tại vùng gốc sau đến vùng DHU [12], vì 

vậy, biến đổi C12154G thuộc vòng DHU làm 

thay đổi cấu trúc của tRNAHis có thể ảnh hưởng 

đến chức năng của tRNAHis và từ đó có thể liên 

quan đến sự phát sinh UTĐTT.   

Hơn nữa, trong mỗi tế bào, số lượng bản 

sao ADN ty thể dao động từ hàng trăm đến 

hàng nghìn bản sao. Các bản sao có thể giống 

nhau (dạng đồng tế bào chất, homoplasmy) hay 

không giống nhau (dị tế bào chất, 

heteroplasmy). Đa số các đột biến ADN ty thể 

tồn tại ở dạng dị tế bào chất [6, 9, 13, 14]. 

Tương đồng với các kết quả nghiên cứu trên, 

trong nghiên này chúng tôi cũng đã xác định 

thấy các biến đổi A12309G, A12310G, T12150G 
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và C12154G ở bệnh nhân UTĐTT đều tồn tại ở 

trạng thái dị tế bào chất. Tuy nhiên, ảnh hưởng 

của biến đổi đến biểu hiện lâm sàng của bệnh 

còn phụ thuộc vào mức độ dị tế bào chất của 

biến đổi. Vì vậy, việc nghiên cứu định lượng 

được mức độ dị tế bào chất của các biến đổi kể 

trên là cần thiết trong các nghiên cứu tiếp theo. 

Đặc biệt, cả bốn biến đổi A12309G, 

A12310G, T12150G và C12154G được xác 

định trong nghiên cứu này đều là các biến đổi 

chưa từng được công bố trong các nghiên cứu 

trước đây trên đối tượng bệnh nhân ung thư. Vì 

vậy, đây có thể là những biến đổi mới của gen 

mt-tRNA ở đối tượng UTĐTT mà chúng tôi đã 

xác định được. 

4. Kết luận 

Bằng kỹ thuật PCR-RFLP và giải trình tự 

ADN, các biến đổi A12309G, A12310G thuộc 

gen tRNALeu, C12154G và T12150G thuộc gen 

tRNAHis đã được xác định ở mẫu mô UTĐTT 

với tần suất tương ứng là 2,04% (với biến đổi 

A12309G, A12310G) và 5,26% (với biến đổi 

C12154G và T12150G). Cả bốn biến đổi nêu 

trên đều ở trạng thái dị tế bào chất và là các 

biến đổi mới chưa từng được công bố trên đối 

tượng bệnh nhân ung thư. Đặc biệt, bằng 

phương pháp mô hình hóa phân tử RNA bước 

đầu nhận thấy biến đổi C12154G thuộc vùng 

DHU của tRNAHis làm thay đổi cấu trúc bậc hai 

của tRNAHis và làm tăng năng lượng tự do tối 

thiểu của phân tử, vì vậy biến đổi này có thể sẽ 

ảnh hưởng đến chức năng của tRNAHis và từ đó 

có thể góp phần vào sự phát sinh UTĐTT. Tuy 

nhiên, để đánh giá mối liên quan giữa các biến 

đổi nêu trên với các đặc điểm bệnh học của 

UTĐTT cũng như mối liên quan giữa mức độ 

đột biến với mức độ biểu hiện của bệnh thì việc 

tăng cỡ mẫu nghiên cứu và định lượng mức độ 

dị tế bào chất của các biến đổi là cần thiết. 
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