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Abstract: Alterations in mitochondrial DNA (mtDNA) copy number and the level of large-scale 

deletions have been shown to affect the function of the oxidative phosphorylation system 

(OXPHOS) and are associated with carcinogenesis when they exceed a critical threshold. 

Most studies quantify either mtDNA copy number alteration or large-scale deletions individually, 

without assessing both parameters simultaneously. In this study, we aim to develop a real-time 

PCR-based method capable of simultaneously quantifying mtDNA copy number and the extent of 

large-scale deletions. The detection limit was established at as low as 20 copies per reaction, with 

high repeatability. Standard curves demonstrated high linearity (R2 > 0.993) and amplification 

efficiency (> 93.08%). Application of the method to 20 tissue and blood samples from patients 

with benign breast tumors revealed that mtDNA copy number was generally higher in tissue 

samples compared to blood. Conversely, the level of large-scale deletions was significantly lower 

in tissue than in blood samples (p < 0.05). These findings suggest the successful development of a 

quantitative method based on real-time PCR with high sensitivity and accuracy, which enables the 

simultaneous quantification of mtDNA copy number and large-scale deletions, providing a 

valuable tool for mitochondrial gene analysis in biomedical research. 

Keywords: Large-scale deletion, Mitochondrial DNA, mtDNA copy number, Real-time PCR. 

D* 

 

 

 

_______ 
* Corresponding author. 

  E-mail address: thaith@vnu.edu.vn 

  https://doi.org/10.25073/2588-1140/vnunst.5717 

mailto:thaith@vnu.edu.vn


N. T. T. Linh et al. / VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology, Vol. 41, No. 2 (2025) 59-70 

  

60 
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Tóm tắt: Biến đổi số bản sao và mất đoạn lớn của ADN ty thể đã được chứng minh có ảnh hưởng 

đến chức năng của phức hệ phosphoryl hóa oxi hóa (OXPHOS) và liên quan đến quá trình phát 

sinh ung thư khi vượt quá một ngưỡng nhất định. Hầu hết các nghiên cứu đều định lượng riêng lẻ 

sự thay đổi số bản sao hoặc mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể mà chưa định lượng đồng thời 

cả hai sự biến đổi này. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành xây dựng phương pháp định 

lượng đồng thời số bản sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể bằng real-time PCR. Giới hạn 

phát hiện của phương pháp được xác định là từ 20 bản sao trong một phản ứng và có độ lặp lại cao. 

Các đường chuẩn được xây dựng có hệ số R2 (> 0,993) và hiệu suất khuếch đại (> 93,08%) cao. 

Áp dụng phân tích thử nghiệm trên 20 mẫu mô và máu của các bệnh nhân mắc u tuyến vú lành tính 

cho thấy số bản sao ADN ty thể trong mẫu mô có xu hướng cao hơn so với trong máu của cùng 

bệnh nhân, tuy nhiên mức độ mất đoạn lớn ở mẫu mô lại thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với mẫu 

máu (p < 0,05). Điều này chứng tỏ chúng tôi đã xây dựng thành công phương pháp định lượng 

bằng real-time PCR có độ nhạy và độ chính xác cao, có thể áp dụng được trong định lượng đồng 

thời số bản sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể, cung cấp một công cụ có giá trị để phân 

tích gen ty thể trong nghiên cứu y sinh. 

Từ khóa: ADN ty thể, Mất đoạn lớn, Số bản sao, Real-time PCR. 

1. Mở đầu * 

Biến đổi của các gen mã hóa bởi ty thể từ 

lâu đã được cho là có liên quan với quá trình 

tạo u bởi vì các tế bào ung thư cần sử dụng 

nhiều năng lượng để sinh trưởng và tăng sinh 

dưới các điều kiện hạn chế [1]. Cho đến nay, 

ảnh hưởng của các đột biến ADN ty thể đến 

chức năng của con đường phosphoryl hóa oxi 

hóa (OXPHOS), quá trình phát sinh ung thư và 

tiến triển thành ác tính đã được chứng minh có 

liên quan đến một số thay đổi trong ADN ty thể 

mà trước tiên là thay đổi số bản sao ADN ty 

thể, sau đó là giảm biểu hiện của các gen ty thể 
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hoặc biến đổi hoạt tính các enzyme của ty thể 

[2, 3].  

Gần đây, nhiều bằng chứng cho thấy có sự 

tích lũy bất thường về số bản sao ADN ty thể 

trong các loại ung thư. Khi so sánh với mô 

không ung thư, tăng số bản sao ADN ty thể đã 

được báo cáo trong ung thư buồng trứng [4], 

ung thư tuyến tiền liệt [5], ung thư đại trực 

tràng [6],... Trong khi đó, giảm số bản sao ADN 

ty thể đã được tìm thấy trong ung thư biểu mô 

tế bào thận, ung thư biểu mô tế bào gan, ung 

thư phổi không tế bào nhỏ và một số dạng ung 

thư khác [7-9]. Nguyên nhân của hiện tượng 

này có thể là do sự thiếu hụt của OXPHOS ức 

chế biểu hiện/chức năng của p53, từ đó làm 

tăng các đột biến của ADN ty thể hoặc giảm số 

bản sao ADN ty thể. Các biến đổi này tác động 

ngược lại gây rối loạn chức năng của OXPHOS 

từ đó làm cho tỉ lệ mắc ung thư cao hơn [10]. 
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Bên cạnh sự thay đổi số bản sao của ADN 

ty thể, giảm biểu hiện của các gen ty thể hoặc 

biến đổi hoạt tính enzyme của ty thể có thể liên 

quan đến các mất đoạn lớn của ADN ty thể. Hệ 

gen ty thể được đặc trưng bởi một số ít các trình 

tự lặp và hầu hết các mất đoạn lớn của ADN ty 

thể đều nằm giữa hai trình tự lặp trực tiếp [11]. 

Vùng mất đoạn chính của ADN ty thể nằm từ 

gen CYTB đến COI và có kích thước khoảng từ 

1,3 đến 8 kb. Ngược lại, vùng ngược chiều kim 

đồng hồ từ vị trí 547 thuộc D-loop đến vị trí 

5443 của gen ND2 có ít trình tự lặp hơn và do 

đó ít bị mất hơn [12]. Đột biến này tạo ra phân 

tử ADN ty thể nhỏ hơn bình thường và vẫn có 

thể sao chép được nên có thể được tích lũy theo 

thời gian ở các mô sau nguyên phân với tỉ lệ 

khác nhau [13]. Các mất đoạn này thường ở 

dạng dị tế bào chất và mức độ mất đoạn được 

cho là khoảng 60% mới ảnh hưởng đến chức 

năng của chuỗi hô hấp ty thể [14]. So với các 

đột biến điểm, mất đoạn lớn của ADN ty thể 

xảy ra ít thường xuyên hơn nhưng lại đóng vai 

trò quan trọng hơn trong các bệnh liên quan đến 

ty thể và ung thư. 

Trong những năm gần đây, có nhiều 

phương pháp đã được sử dụng để xác định số 

bản sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty 

thể như PCR, long-range PCR, PCR bán định 

lượng, Southern blotting... tuy nhiên không phải 

phương pháp nào cũng có độ nhạy cao, đặc hiệu 

và có thể lặp lại được [15, 16]. Ngược lại, 

phương pháp real-time PCR được cho là thích 

hợp cho việc xác định số bản sao và mức độ 

mất đoạn lớn của ADN ty thể do có độ nhạy và 

độ chính xác cao, có thể xác định được từ một 

lượng nhỏ khuôn ADN, không tốn thời gian và 

nhân lực,... Tuy nhiên, trong phần lớn các nghiên 

cứu, phương pháp real-time PCR được phát triển 

để định lượng riêng lẻ sự thay đổi số bản sao hoặc 

mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể dựa trên sự 

có mặt của một gen nằm trong vùng ít xảy ra mất 

đoạn với một gen nằm trong vùng hay xảy ra mất 

đoạn và so sánh với số bản sao của một gen giữ 

nhà trong nhân mà chưa có phương pháp nào có 

thể định lượng được đồng thời cả hai sự biến đổi 

này của ADN ty thể [17 18]. 

Do đó, trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến 

hành xây dựng phương pháp xác định đồng thời 

số bản sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty 

thể bằng phương pháp real-time PCR sử dụng 

SYBR Green làm chất phát huỳnh quang, sau 

đó tiến hành ứng dụng xác định các biến đổi 

này trên các mẫu mô và máu của bệnh nhân 

mắc u tuyến vú lành tính.  

2. Thực nghiệm 

2.1. Nguyên liệu 

Mẫu nghiên cứu bao gồm mẫu máu của 

người bình thường do Khoa Sàng lọc máu, Viện 

Huyết học và Truyền máu Trung ương cung 

cấp, dùng để xây dựng các plasmid chuẩn và 

đánh giá phương pháp. Các mẫu mô và mẫu 

máu của 20 bệnh nhân được chẩn đoán mắc u 

tuyến vú lành tính do Khoa Giải phẫu bệnh - Tế 

bào, Bệnh viện K cung cấp được sử dụng để 

đánh giá phương pháp. Mẫu máu được đựng 

trong ống đựng máu chuyên dụng có chất chống 

đông và được bảo quản trong tủ lạnh -20 °C cho 

đến khi sử dụng. Các mẫu mô đựng trong ống 

eppendorf được vận chuyển trong Nitơ lỏng và 

bảo quản trong tủ lạnh sâu -80 °C cho đến khi 

thực hiện nghiên cứu tiếp theo. 

Bệnh nhân tham gia lấy mẫu đã được biết 

về mục đích nghiên cứu và đồng ý chấp thuận 

cho mẫu. Nghiên cứu được thực hiện đúng theo 

các quy định hiện hành về đạo đức trong nghiên 

cứu y học trong việc thu thập các mẫu máu và 

mô của bệnh nhân và đã được Hội đồng Đại 

học Quốc gia Hà Nội thông qua và phê duyệt 

(2422/QĐ-KHCN).  

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Tách chiết ADN tổng số 

ADN tổng số được tách chiết từ mẫu mô và 

mẫu máu sử dụng QIAamp DNA Mini Kit và 

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Đức) 

theo quy trình của nhà sản xuất. Nồng độ ADN 

tổng số được xác định bằng máy quang phổ 

NanoDrop 2000c (Thermoscientific, Mỹ). 
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2.2.2. Tạo plasmid tái tổ hợp 

Để định lượng số bản sao và mất đoạn lớn 

của ADN ty thể bằng phương pháp real-time 

PCR, đoạn ADN của gen HBB (hemoglobin 

subunit beta - nằm trên vai ngắn của nhiễm sắc 

thể 11) được chọn đại diện cho ADN nhân. Gen 

ND1 nằm trong vùng ít xảy ra mất đoạn và gen 

ND4 nằm trong vùng hay xảy ra mất đoạn được 

chọn đại diện cho ADN ty thể [19]. Các cặp 

mồi đặc hiệu cho gen HBB, ND1 và ND4 được 

thiết kế bằng chương trình Primer-BLAST dựa 

vào trình tự chuẩn của ADN ty thể (mã số 

NC_012920.1) và gen HBB (mã số 

NG_000007.3) trên NCBI (Bảng 1). 

Thành phần PCR bao gồm: 6,25 µl Maxima 

Hot Start PCR Mastermix (2X); 0,25 µl mồi xuôi 

(0,2 µM); 0,25 µl mồi ngược (0,2 µM); khuôn 

ADN (2 ng/µl) và H2O cho tổng thể tích 12,5 µl. 

Hỗn hợp phản ứng được trộn đều và chạy trên 

máy GenAmp PCR System 9700 với chu trình 

nhiệt như sau: 95 °C: 4 phút, 35 chu kỳ (95 °C: 30 

giây; 54 °C: 30 giây; 72 °C:30 giây); 72 °C: 5 

phút, sau đó giữ ở 4 °C. 

Bảng 1. Trình tự các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Gene 

đích 

Tên 

mồi 

Kích thước sản 

phẩm PCR 

(vị trí) 

Trình tự mồi xuôi 

(5’ – 3’) 

Trình tự mồi ngược 

(5’ – 3’) 
Mục đích 

HBB HBB-1 
272 bp 

(70535 - 70806) 
gtcagaagcaaatgtaagcaaaga gaaaatagaccaataggcagagaga 

Tách dòng 

tạo plasmid 

tái tổ hợp 

ND1 ND1-1 
293 bp 

(3741 - 4033) 
cctagccatcattctactatcaaca ggaagattgtagtggtgagggt 

ND4 ND4-1 
547 bp 

(10565 - 11111) 
cctagaaggaataatactatcgctgt atatgattagttctgtggctgtga 

HBB HBB-2 
104 bp 

(70615 - 70718) 
ggagaagtctgccgttactg ccttaaacctgtcttgtaacct 

Real-time 

PCR 
ND1 ND1-2 

115 bp 

(3775 - 3889) 
agtggctcctttaacctctc ggttggtctctgctagtgtg 

ND4 ND4-2 
128 bp 

(10903 - 11030) 
cctatttagctgttccccaa gtgatagtggttcactggataagt 

y 

Các sản phẩm PCR sau khi đã kiểm tra 

bằng điện di trên gel agarose được tạo đầu bằng 

và gắn trực tiếp vào vector nhân dòng 

pJET1.2/blunt Cloning Vector và biến nạp vào 

vi khuẩn E. coli chủng DH5α. Các bước của 

phản ứng tạo đầu bằng, nối và biến nạp được 

thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất 

(Fermentas). Plasmid tái tổ hợp mang đoạn 

ADN của gen HBB, ND1 và ND4 được tách 

chiết và tinh sạch bằng QIAprep Spin Miniprep 

Kit (Qiagen, Đức), sau đó được giải trình tự và 

so sánh với trình tự tham chiếu của ADN ty thể 

(NC_012920.1) và gen HBB (NG_000007.3) đã 

được công bố trên NCBI. Nồng độ plasmid được 

định lượng bằng cách đo mật độ hấp thụ ánh sáng 

ở bước sóng 260 nm (A260) trên máy NanoDrop 

2000c. 

2.2.3. Xây dựng đường chuẩn định lượng số 

bản sao và mức độ mất đoạn lớn 

Để xây dựng đường chuẩn, số bản sao ADN 

plasmid ban đầu được tính toán dựa trên kích 

thước, trọng lượng phân tử và nồng độ của 

ADN plasmid theo công thức sau [20]: 

Số bản sao 

ADN plasmid 
= 

C x 6,02 x 1023 

L x 660 x 109 

Trong đó: C là nồng độ plasmid (ng/µl). 

L là kích thước plasmid cộng đoạn chèn (bp). 

Dung dịch ADN plasmid chứa các đoạn 

ADN của gen HBB, ND1 và ND4 được pha 

loãng với hệ số 10 (từ 109 đến 101 bản sao/µl) 

để xây dựng đường chuẩn và xác định giới hạn 

phát hiện của phản ứng cho phương pháp định 
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lượng real-time PCR. Thí nghiệm được lặp lại 

trong 3 ngày, mỗi ngày 3 lần, mỗi lần 3 phản 

ứng. Hiệu suất khuếch đại của phản ứng real-

time PCR được xác định dựa vào đường chuẩn 

theo công thức: Hiệu suất phản ứng (%) = (10-

1/a - 1) x 100. Trong đó: a là hệ số góc của 

đường chuẩn định lượng [21]. 

2.2.4. Phân tích đường cong nóng chảy 

Phân tích đường cong nóng chảy sau các 

chu kỳ của phản ứng real-time PCR bằng cách 

biến tính sản phẩm PCR ở các điểm nhiệt khác 

nhau, nâng lên dần từ 55 °C đến 95 °C theo 

từng 0,5 °C/lần để xác định được nhiệt độ nóng 

chảy Tm. Bên cạnh đó, sản phẩm sau khi chạy 

real-time PCR được điện di trên gel agarose 2% 

để kiểm tra độ đặc hiệu của sản phẩm. 

2.2.5. Xác định số bản sao và mức độ mất 

đoạn của ADN ty thể 

Số bản sao và mức độ mất đoạn của ADN 

ty thể được xác định bằng phương pháp 

real-time PCR sử dụng SYBR Green làm chất 

phát huỳnh quang. Thành phần phản ứng gồm: 

5 µl qPCR BIO SyGreen Mix Lo-ROX 

(Bioline, Meridian Bioscience); 1 µl mồi xuôi 

(0,04 µM); 1 µl mồi ngược (0,04 µM); 15 ng 

ADN tổng số và H2O trong tổng thể tích 10 µl 

phản ứng. Trình tự các cặp mồi dùng cho phản 

ứng real-time PCR được trình bày trong Bảng 

1. Hỗn hợp phản ứng được trộn đều và chạy 

trên máy MyGo Pro Real-time PCR (IT-IS Life 

Science Ltd) với chu trình: hoạt hóa enzyme ở 

95 °C trong 120 giây, 40 chu kỳ gồm biến tính 

ADN ở 95 °C trong 10 giây; gắn mồi và kéo dài 

chuỗi ở 60 °C trong 30 giây. Cường độ tín hiệu 

huỳnh quang được ghi nhận trong 1 giây sau 

khi kết thúc một chu kỳ và được phân tích bởi 

phần mềm của máy MyGo Pro Real-time PCR. 

Dựa trên các giá trị Ct của mẫu nghiên cứu, 

số bản sao tương đối của ADN ty thể được tính 

toán dựa trên công thức 2∆Ct, trong đó ∆Ct = Ct 

HBB - Ct ND1 [22]. 

Mức độ mất đoạn (%) của ADN ty thể được 

tính toán sử dụng công thức (1 - RND4/ND1) x 

100. Trong đó, RND4/ND1 là tỉ số bản sao của gen 

ND4 và ND1, được xác định bằng 2∆Ct và ∆Ct = 

Ct ND1 - Ct ND4 [23]. 

2.2.6. Các phần mềm tin sinh học và phân 

tích thống kê 

Các mồi đặc hiệu cho phản ứng PCR được 

thiết kế bằng chương trình Primer-BLAST 

(NCBI). Trình tự các gen ty thể được so sánh, 

phân tích với trình tự tham chiếu của ADN ty 

thể công bố trên cơ sở dữ liệu NCBI bằng các 

phần mềm tin sinh học chuyên dụng như 

BioEdit v7.0, BLAST và ClustalX. Sử dụng 

phần mềm GraphPad Prism 8.4.2 để phân tích 

số liệu thu được theo các kiểm định thống kê 

thường dùng. So sánh thống kê bằng kiểm định 

T Wilcoxon đối với các biến định lượng theo 

cặp không tuân theo phân phối chuẩn. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Tạo các plasmid mang đoạn gen HBB, 

ND1 và ND4 làm mẫu chuẩn 

Các plasmid tái tổ hợp mang đoạn gen 

HBB, ND1 và ND4 được giải trình tự nucleotide 

và so sánh với trình tự tham chiếu của ADN ty 

thể và trình tự của gen HBB trên NCBI. Kết quả 

phân tích trình tự ADN cho thấy đã thành công 

trong nhân dòng, giải trình tự và xác định được 

chính xác đoạn ADN của gen HBB, ND1 và 

ND4 được chèn vào các plasmid thu được 

(Hình 1). 

Các plasmid chứa gen HBB, ND1 và ND4 

được đo nồng độ trên máy quang phổ và được 

xác định tương ứng bằng 6,6 ng/µl, 6,7 ng/µl và 

7,3 ng/µl. Số bản sao ADN plasmid được tính 

toán dựa trên kích thước của plasmid sau khi 

gắn gen HBB, ND1 và ND4 (tương ứng là 3246 bp, 

3267 bp và 3521 bp) với giả định rằng 

660 g/mol cho mỗi bp của ADN. Kết quả thu 

được dung dịch plasmid đã gắn đoạn gen HBB, 

ND1 và ND4 có nồng độ tương ứng là 1,86 x 

109 bản sao/µl, 1,87 x 109 bản sao/µl và 1,89 x 

109 bản sao/µl. 

Như vậy, kết quả phân tích đã cho thấy các 

plasmid đủ điều kiện để sử dụng làm mẫu 

chuẩn xây dựng đường chuẩn định lượng số bản 

sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể. 
u 
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Hình 1. Kết quả giải trình tự các plasmid mang đoạn chèn của gen HBB, ND1 và ND4. 

Vùng đóng khung chỉ vị trí bắt cặp của các mồi vào trình tự gen đích.

3.2. Xây dựng đường chuẩn xác định số bản sao 

và mức độ mất đoạn của ADN ty thể 

ADN plasmid được pha loãng với hệ số 10 

(từ 109 đến 101 bản sao/µl) để xây dựng đường 

chuẩn bằng real-time PCR. Kết quả cho thấy 

nồng độ ADN plasmid thấp nhất cho tín hiệu 

dương tính là ~ 2 x 101 bản sao/µl (giá trị Ct > 25). 

Điều này chứng tỏ giới hạn phát hiện của 

phương pháp là khoảng 20 bản sao trong một 

phản ứng. Tuy nhiên, với các nồng độ quá cao 

(2 x 109) hoặc quá thấp (2 x 101) thì giá trị Ct 

thu được nằm ngoài khoảng tuyến tính, do đó 

giới hạn định lượng của phương pháp được xác 

định là từ 108 đến 102 bản sao/µl. Bên cạnh đó, 

phương pháp có độ lặp lại cao với hệ số biến 

thiên (CV) từ 0,89 đến 2,95 đối với gen HBB, 

từ 0,21 đến 0,94 đối với gen ND1 và từ 0,003 

đến 0,86 đối với gen ND4 (Bảng 2). 

Bảng 2. Độ nhạy và độ biến thiên kết quả định lượng plasmid chuẩn bằng real-time PCR 

Nồng độ plasmid 

(số bản sao/µl) 

HBB ND1 ND4 

TB 

(Ct) 
SD 

CV 

(%) 

TB 

(Ct) 
SD 

CV 

(%) 

TB 

(Ct) 
SD 

CV 

(%) 

2 x 108 7,63 0,14 1,84 4,92 0,04 0,77 9,12 0,02 0,23 

2 x 107 10,17 0,28 2,74 8,38 0,03 0,33 12,01 0,34 2,80 

2 x 106 12,66 0,14 1,10 12,11 0,04 0,33 15,39 0,07 0,43 

2 x 105 17,59 0,16 0,89 15,55 0,07 0,44 19,17 0,09 0,46 

2 x 104 21,23 0,35 1,66 18,98 0,05 0,24 22,77 0,12 0,52 

2 x 103 24,50 0,72 2,95 22,21 0,05 0,21 26,53 0,00 0,00 

2 x 102 27,88 0,40 1,42 25,19 0,24 0,94 29,01 0,25 0,86 

Ghi chú: TB: giá trị trung bình. SD: độ lệch chuẩn. CV: hệ số biến thiên. 
 

Độ nhạy và kết quả định lượng chính xác 

còn được khẳng định thông qua đường chuẩn - 

đường thẳng tuyến tính biểu diễn mối tương 

quan giữa chu kỳ ngưỡng Ct với lượng bản sao 

đích ban đầu trong từng nồng độ plasmid pha 

loãng. Theo Hình 2, đường chuẩn định lượng 

của gen HBB thu được có hệ số R2 = 0,9934 và 

hệ số góc của đường chuẩn là 3,4998, do đó có 

hiệu suất khuếch đại tính toán được là 96,69%. 

Tương tự, đường chuẩn định lượng của gen 
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ND1 thu được có các giá trị tương ứng là 0,999; 

3,4038 và 93,08%. Đường chuẩn định lượng 

của gen ND4 thu được có các giá trị tương ứng 

là 0,9977; 3,4311 và 95,64%. Điều này chứng tỏ 

phản ứng có hiệu suất khuếch đại tốt và ổn định. 

Bên cạnh đó, phân tích đường cong đỉnh 

chảy cho thấy nhiệt độ nóng chảy của đoạn gen 

HBB, ND1 và ND4 tương ứng là 85,38 °C; 

81,66 °C và 84,04 °C (Hình 3A, B, C). Kết quả 

điện di các sản phẩm PCR trên gel agarose 2% 

cũng cho thấy các băng thu được sáng rõ nét, 

đặc hiệu, không có sản phẩm phụ. Điều này 

chứng tỏ các cặp mồi đã nhân bản đặc hiệu các 

đoạn gen quan tâm và có thể sử dụng được 

trong PCR định lượng với SYBR Green 

(Hình 3D, E). 
f 

 

Hình 2. Biểu đồ khuếch đại real-time PCR sử dụng SYBR Green của các plasmid mang đoạn gen HBB (A), 

ND1 (B), ND4 (C) ở các nồng độ từ 108 – 102 bản sao/µl và các đường chuẩn định lượng tương ứng 

của gen HBB (D), ND1 (E) và ND4 (F).

 

Hình 3. Đường biểu diễn nhiệt độ nóng chảy của sản phẩm khuếch đại bằng real-time PCR và kết quả điện di sản 

phẩm real-time PCR trên gel agarose 2%. (A) Đường cong đỉnh chảy của đoạn gen HBB. (B) Đường cong đỉnh 

chảy của đoạn gen ND1. (C) Đường cong đỉnh chảy của đoạn gen ND4. (D) Ảnh điện di sản phẩm real-time 

PCR nhân bản gen ND1 (băng kích thước 115 bp) và gen ND4 (băng kích thước 128 bp). (E) Ảnh điện di sản 

phẩm real-time PCR nhân bản gen ND1 (băng kích thước 115 bp) và gen HBB (băng kích thước 104 bp). Trong 

đó, M: thang chuẩn ADN 50 bp. Giếng 1-12: các mẫu phân tích. Giếng 13: Đối chứng âm (H2O). 
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3.3. Ứng dụng định lượng số bản sao và mức 
độ mất đoạn của ADN ty thể trên các mẫu 
bệnh phẩm 

Áp dụng phương pháp real-time PCR đã định 

lượng được số bản sao và mức độ mất đoạn lớn 

của ADN ty thể trên các mẫu mẫu mô và máu của 

bệnh nhân mắc u tuyến vú lành tính. Để xác định 

vùng tuyến tính và giới hạn phát hiện của mẫu, 

các mẫu ADN tổng số được chạy thử nghiệm với 

các nồng độ giảm dần từ 50 đến 0,5 ng/µl. Kết 

quả cho thấy nồng độ ADN tổng số tối ưu cho 

phản ứng real-time PCR là từ 1 - 1,5 ng/µl. Kết 

quả này cũng phù hợp với phương pháp định 

lượng số bản sao ADN ty thể được áp dụng trong 

các nghiên cứu trước đây [24, 25]. 

Kết quả phân tích cho thấy số bản sao ADN 

ty thể trong mô của bệnh nhân mắc u tuyến vú 

lành tính (trung vị = 400,5; khoảng tin cậy 

95%: 315,7 - 471,3) có xu hướng cao hơn so 

với số bản sao trong máu của cùng bệnh 

nhân (trung vị = 297,0; khoảng tin cậy 95%: 

192,6 - 456,8) (p = 0,0532). Đối với mức độ 

mất đoạn lớn của ADN ty thể, so sánh giữa mẫu 

mô và mẫu máu của cùng bệnh nhân mắc u 

tuyến vú lành tính thấy mức độ mất đoạn lớn ở 

mẫu mô (trung vị = 46,3; khoảng tin cậy 95%: 

39,7 - 50,6) thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với 

mẫu máu (trung vị = 52,6, khoảng tin cậy 95%: 

49,4 - 53,2) với p = 0,0037 (Hình 4). 
h 

 

Hình 4. Biểu đồ biểu diễn kết quả định lượng số bản sao (A) và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể (B) trên 

mẫu mô và mẫu máu của bệnh nhân mắc u tuyến vú lành tính. Hình tròn và tam giác biểu diễn cho các giá trị thu 

được của từng mẫu nghiên cứu. p nhận được từ kiểm định T Wilcoxon.

3.4. Thảo luận  

ADN ty thể có từ hàng trăm đến hàng ngàn 

bản sao trong một tế bào và các bản sao ADN 

ty thể có biến đổi có thể cùng tồn tại với các 

bản sao không bị biến đổi (hiện tượng dị tế bào 

chất) và chỉ ảnh hưởng đến chức năng của 

OXPHOS khi tỉ lệ phân tử bị biến đổi vượt qua 

một ngưỡng nhất định, đặc hiệu cho loại mô và 

loại đột biến. Ví dụ, đối với đột biến mất đoạn 

lớn của ADN ty thể, ngưỡng ảnh hưởng được 

xác định là từ khoảng 50 - 60%, trong khi đó 

đối với các đột biến điểm của gen tRNA có 

ngưỡng ảnh hưởng là trên 90% [15]. Do đó, 

việc định lượng được số bản sao của ADN ty 

thể, đặc biệt là số bản sao ADN bị biến đổi, có 

vai trò quan trọng và tiềm năng được sử dụng 

như một chỉ thị sinh học đặc hiệu trong chẩn 

đoán và tiên lượng bệnh. 

Có nhiều phương pháp được sử dụng để 

phát hiện và định lượng mức độ dị tế bào chất 

của ADN ty thể. Trước đây, phương pháp lai 

Southern blot được sử dụng như một phương 

pháp tiêu chuẩn trong đánh giá mức độ biến đổi 

số bản sao của ADN ty thể trong các mẫu 

nghiên cứu. Mặc dù có độ tin cậy cao nhưng kỹ 

thuật này có nhược điểm là mất nhiều thời gian, 

chỉ bán định lượng và cần lượng ADN ban đầu 

tương đối lớn [15]. Đây được cho là nhược 
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điểm lớn trong nghiên cứu trên các mẫu ở 

người. Tương tự, phương pháp sắc ký lỏng hiệu 

năng cao biến tính DHPLC cũng có thể phân 

tách được các dạng biến đổi ADN ty thể với độ 

tin cậy cao. Tuy nhiên, nhược điểm của phương 

pháp này là cần các đoạn khuếch đại lớn kết 

hợp với sử dụng các enzyme giới hạn hoặc phân 

tích DHPLC các sản phẩm PCR đơn lẻ với độ 

phân giải không xác định, không phù hợp để 

định lượng mức độ dị tế bào chất của ADN ty 

thể [26, 27]. Phương pháp lai huỳnh quang tại 

chỗ cũng được sử dụng để phân tích số bản sao 

ADN ty thể trong một tế bào nhưng cũng có 

nhược điểm là tốn nhiều công sức, chỉ cung cấp 

được một phần thông tin do chỉ ước tính được tỉ 

lệ thay đổi của ADN ty thể [15]. Gần đây, 

phương pháp giải trình tự Sanger và giải trình 

tự thế hệ mới (NGS) cũng được sử dụng trong 

xác định mức độ dị tế bào chất của ADN ty thể, 

bao gồm phương pháp giải trình tự toàn bộ 

exome (WES) và giải trình tự toàn bộ genome 

(WGS). Các phương pháp này có độ chính xác 

cao, tuy nhiên giá thành đắt, do đó hạn chế 

trong phân tích thường quy và áp dụng rộng rãi 

trong lâm sàng. Bên cạnh đó, tỉ lệ biến đổi thấp 

của ADN ty thể cũng gây khó khăn trong việc 

phát hiện các biến đổi do chưa đạt được độ bao 

phủ cần thiết để loại bỏ các sai sót của giải trình 

tự và giá thành xét nghiệm cao [15, 16]. 

Khắc phục nhược điểm của các phương 

pháp trên, phương pháp real-time PCR được coi 

là chuẩn vàng trong xác định số bản sao và mức 

độ mất đoạn lớn của ADN ty thể do có độ nhạy 

và độ chính xác cao, có thể xác định được từ 

một lượng nhỏ khuôn ADN, không tốn thời 

gian và nhân lực,... Tuy nhiên, trong phần lớn 

các nghiên cứu, phương pháp real-time PCR 

được phát triển để định lượng riêng lẻ sự thay 

đổi số bản sao hoặc mức độ mất đoạn lớn của 

ADN ty thể mà chưa có phương pháp nào có 

thể định lượng được đồng thời cả hai sự biến 

đổi này [17, 18]. Do đó, trong nghiên cứu này 

chúng tôi xây dựng phương pháp xác định đồng 

thời số bản sao tương đối và mức độ mất đoạn 

lớn của ADN ty thể bằng real-time PCR, từ đó 

có thể mở rộng tiềm năng sử dụng các chỉ thị 

này trong trong chẩn đoán và tiên lượng bệnh 

được nhanh chóng và thuận tiện hơn. 

Trong nghiên cứu này, số bản sao của ADN 

ty thể được xác định dựa trên tỷ số giữa số bản 

sao của gen ND1 ty thể trên số bản sao của gen 

HBB. Gen HBB (hemoglobin subunit beta) nằm 

trên vai ngắn của nhiễm sắc thể 11 được lựa 

chọn đại diện cho sự có mặt của hệ gen nhân do 

luôn được biểu hiện ổn định và tính đa hình 

thấp. Đối với ty thể, gen ND1 nằm trong vùng 

hiếm khi xảy ra mất đoạn của ADN ty thể (có 

trong hệ gen của 94% trường hợp có các mất 

đoạn đơn và 100% trường hợp có nhiều mất 

đoạn của ADN ty thể) được lựa chọn đại diện 

cho số bản sao của ADN ty thể trong một tế bào 

[19, 23]. 

Để xác định mức độ mất đoạn lớn của ADN 

ty thể, tỷ số giữa số bản sao của gen ND4 và 

ND1 ty thể đã được sử dụng. Gen ND1 thuộc 

vùng ADN ty thể hiếm khi bị mất ở người 

(vùng ít xảy ra mất đoạn) được lựa chọn đại 

diện cho số bản sao của ADN ty thể trong một 

tế bào. Gen ND4 thuộc vùng thường bị mất ở đa 

số các bệnh nhân có các đột biến mất đoạn lớn 

(vùng mất đoạn chính) (chiếm 82% trường hợp 

có mất đoạn lớn và 96% trường hợp có nhiều 

mất đoạn của ADN ty thể) và được lựa chọn để 

đại diện cho sự có mặt của bản sao ADN ty thể 

không chứa mất đoạn [19, 23]. Như vậy, số bản 

sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty thể sẽ 

được xác định đồng thời nhờ sự có mặt của 3 

gen này. 

Kết quả cho thấy phương pháp này có độ 

chính xác và độ nhạy cao, có thể phát hiện được 

tối thiểu 2 x 101 bản sao trong một phản ứng với 

hệ số khuếch đại > 93,08%. Phạm vi phát hiện 

rộng, có thể xác định được từ 102 đến 108 bản 

sao/µl. Hệ số biến thiên giữa các lần chạy thấp, 

dao động từ 0,003% đến 2,95% đối với các gen 

đích khác nhau. Bên cạnh đó, phân tích đường 

cong nóng chảy cũng giúp đánh giá tính đặc 

hiệu sản phẩm (không có sản phẩm phụ) khi 

dựa vào đỉnh của đường biểu diễn nhiệt độ 

nóng chảy với các giá trị Tm đều > 81,66 °C. 

Điều này cho thấy các thông số của đường 

chuẩn đều có độ tin cậy và quy trình định lượng 
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đạt hiệu quả cao, có thể áp dụng được trong 

phân tích số bản sao và mức độ mất đoạn lớn 

của ADN ty thể với ưu điểm nhanh, chính xác 

và không cần các bước phân tích sau khi PCR. 

Áp dụng thử nghiệm trên các mẫu của bệnh 

nhân mắc u tuyến vú lành tính, phản ứng 

real-time PCR xác định số bản sao và mức độ 

mất đoạn lớn ADN ty thể đều cho kết quả thành 

công 100%. Phân tích dữ liệu thu được cho thấy 

số bản sao ADN ty thể trong mẫu mô của bệnh 

nhân mắc u tuyến vú lành tính có xu hướng cao 

hơn so với số bản sao trong mẫu máu của cùng 

bệnh nhân. Ngược lại, mức độ mất đoạn lớn ở 

mẫu mô (46,3%) thấp hơn có ý nghĩa thống kê 

so với mẫu máu (52,6%) (p < 0,05). 

Cũng trên đối tượng bệnh nhân mắc u tuyến 

vú lành tính, sử dụng phương pháp real-time 

PCR định lượng tuyệt đối dựa vào đường 

chuẩn, Ye và cộng sự xác định được phần trăm 

đột biến mất đoạn 4977 bp là từ 0,000149% đến 

7% trong tất cả các mẫu nghiên cứu [28]. Các 

tác giả cho rằng tỉ lệ phát hiện đột biến mất 

đoạn lớn cao trong nghiên cứu này là kết quả 

của phương pháp định lượng có độ nhạy và độ 

đặc hiệu cao hơn so với các phương pháp được 

dùng trước đây như long-PCR hay PCR bán 

định lượng. Nghiên cứu của Nie và cộng sự xác 

định thấy cả số bản sao và mức độ mất đoạn lớn 

của ADN ty thể trong mẫu mô đều cao hơn so 

với trong mẫu máu của cùng bệnh nhân Trung 

Quốc bị u tuyến vú lành tính [18]. Bên cạnh đó, 

nhóm tác giả cũng không tìm thấy có mối liên 

quan giữa tăng số bản sao của ADN ty thể ở các 

mẫu mô và mẫu máu có mức độ mất đoạn tăng. 

Lý giải cho điều này, có giả thuyết cho rằng 

thay đổi số bản sao của ADN ty thể trong quá 

trình phát sinh ung thư có thể được điều hòa 

theo một cách thức đặc hiệu mô, tức là khác 

nhau ở các loại mô khác nhau [29]. Đối với 

biến đổi của số bản sao ADN ty thể, số bản sao 

ADN ty thể cao trong mô hoặc máu của bệnh 

nhân so với đối chứng được cho là làm tăng 

nguy cơ mắc ung thư vú [17]. 

Theo hiểu biết của chúng tôi, cho đến nay 

mới có một số ít nghiên cứu sử dụng phương 

pháp real-time PCR để xác định đồng thời sự 

thay đổi số bản sao và mức độ mất đoạn lớn của 

ADN ty thể, đặc biệt trên các mẫu mô và máu 

của bệnh nhân mắc u tuyến vú lành tính. Kết 

quả nghiên cứu của chúng tôi nếu kết hợp với 

dữ liệu phân tích trên đối tượng bệnh nhân mắc 

ung thư vú và nhóm đối chứng khỏe mạnh có 

thể có giá trị trong việc đánh giá nguy cơ cũng 

như tiên lượng của ung thư vú. 

4. Kết luận  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xây 

dựng thành công phương pháp định lượng số 

bản sao và mức độ mất đoạn lớn của ADN ty 

thể bằng real-time PCR có độ nhạy và độ chính 

xác cao, có thể áp dụng được trong định lượng 

đồng thời số bản sao và mức độ mất đoạn lớn 

của ADN ty thể trong các mẫu mô và mẫu máu. 

Kết quả phân tích ban đầu trên 20 bệnh nhân 

mắc u tuyến vú lành tính cho thấy số bản sao 

ADN ty thể trong mẫu mô có xu hướng cao hơn 

so với số bản sao trong máu của cùng bệnh 

nhân. Ngược lại, mức độ mất đoạn lớn ở mẫu 

mô lại thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với mẫu 

máu của cùng nhóm bệnh nhân này.  
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