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MỞ ĐẦU 

I. LÝ DO CHỌN ĐỀ TÀI 

Ung thư phổi là một trong những loại ung thư hay gặp nhất và gây tử vong 

hàng đầu trong các loại ung thư ở cả 2 giới. Theo Globocan (2012) trên thế giới 

có 14,1 triệu ca ung thư mới mắc trong đó ưng thư phổi có tỷ lệ mới mắc cao 

nhất chiếm 12,9% và là nguyên nhân gây tử vong hàng đầu ở bệnh ung thư [35]. 

Ung thư phổi được chia làm hai loại: ung thư phổi tế bào nhỏ (chiếm 

khoảng 20%) và ung thư phổi không tế bào nhỏ (chiếm khỏang 80%), mỗi loại 

có tiên lượng bệnh và điều trị khác nhau. 

Ung thư phổi không tế bào nhỏ thường gặp ở giai đoạn muộn nên liệu pháp 

điều trị chưa thật hiệu quả. Gần đây những hiểu biết về gen và việc ứng dụng 

sinh học phân tử trong chuẩn đoán ung thư đã mở ra các liệu pháp điều trị trúng 

đích, mang lại một số kết quả nhất định và hứa hẹn một tương lai hơn trong tầm 

soát và phát hiện sớm ung thư, đồng thời cho phép tiên lượng hiệu quả và mức 

độ đáp ứng điều trị. Sự phát triển của công nghệ sinh học đã giúp phát hiện ra sự 

đột biến gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) là một thụ thể yếu tố 

tăng trưởng biểu bì. Trong UTPKTBN có thể có những bệnh nhân mang đột 

biến gen EGFR, nhưng cũng có những trường hợp âm tính với đột biến gen này. 

Đối với những bệnh nhân mang đột biến gen EGFR nếu được điều trị với các 

thuốc phân tử nhỏ ức chế hoạt tính tyrosine kinase hoặc kháng thể đơn dòng 

(thuốc điều trị đích) cho hiệu quả kiểm soát bệnh cao và kéo dài thời gian sống 

cho bệnh nhân một cách đáng kể. Tuy nhiên những bệnh nhân không đột biến 

gen EGFR hoặc mang các đột biến kháng thuốc nếu được điều trị đích sẽ không 

hiệu quả và kinh phí điều trị cao.Vì vậy, việc xác định chính xác đột biến gen 

EGFR là vô cùng quan trọng trong điều trị cho bệnh nhân UTPKTBN. Trong 

những năm gần đây tại bệnh viên Ung bướu Nghệ An đã triển khai kỹ thuật xét 

nghiệm phân tích đột biến gen EGFR và sử dụng thuốc điều trị trúng đích cho 
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các bệnh nhân UTPKTBN có mang đột biến gen EGFR. Tuy nhiên chưa có công 

trình nghiên cứu nào đề cập về đột biến gen EGFR trên bệnh nhân UTPKTBN. 

Chính vì những lý do trên chúng tôi đã chọn đề tài nghiên cứu “Đột biến gen 

EGFR trên bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ nhằm định hướng điều 

trị” để góp phần cung cấp dẫn liệu cho việc tìm hiểu, ngăn ngừa và định hướng 

điều trị cho bệnh UTPKTBN một cách có hiệu quả nhất. 

II. MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU 

Xác định đặc điểm bệnh nhân UTPKTBN và tỷ lệ đột biến gen EGFR trên 

các exon 18, 19, 20 và 21ở nhóm bệnh nhân này tại bệnh viện Ung bướu Nghệ 

An nhằm định hướng cho việc điều trị. 

III.  NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

- Đặc điểm dịch tễ học của bệnh nhân UTPKTBN đã và đang điều trị tại 

bệnh viện ung bướu Nghệ An. 

- Khảo sát tỷ lệ bệnh nhân đột biến gen EGFR trên bệnh nhân được chuẩn 

đoán UTPKTBN bằng giải phẫu bệnh. 

- Giải trình tự và phân tích trình tự gen EGFR của bệnh nhân UTPKTBN. 

- Xác định các điểm đột biến trên các exon của gen EGFR. 

- So sánh kết quả đột biến gen EGFR với kết quả phân type UTPTBN 

bằng hóa mô miễn dịch.  
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- CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. Lược sử nghiên cứu đề tài 

1.1.1. Tình hình nghiên cứu đề tài trên thế giới 

Hằng năm, trên thế giới cứ có khoảng 12,7 triệu bệnh nhân ung thư mới 

thì có 1,61 triệu người mắc UTP, chiếm tỷ lệ 12,7%.Trong đó có 1,38 triệu 

trường hợp tử vong [35]. Tại Mỹ, theo ước tính có khoảng 215.000 trường hợp 

bệnh mới và 161.000 bệnh nhân ung thư phổi chết trong năm 2008 [42]. Điều 

đáng chú ý là phần lớn các trường hợp ung thư phổi được phát hiện tại các nước 

đang phát triển, với sự gia tăng từ 31% vào năm 1980 cho đến nay đã lên đến 

55% [35]. Riêng khu vực Đông Nam Á, UTP chiếm hàng đầu trong các loại ung 

thư ở nam giới, với tỷ lệ mắc mới là 29,6/100.000 dân, xếp trên cả ung thư gan 

(21,4/100.000) và ung thư đại trực tràng (15,2/100.000). Trong khi đó, ở nữ giới 

ung thư phổi xếp hàng thứ tư (11,9/100.000 dân) sau ung thư vú, ung thư cổ tử 

cung và ung thư đại trực tràng. Tuy nhiên, UTP là loại ung thư có tiên lượng rất 

xấu, là nguyên nhân tử vong hàng đầu ở cả hai giới. 

Năm 2009, trong một nghiên cứu trên người châu Á, Mok và cộng sự công 

bố tỷ lệ đột biến gen EGFR ở bệnh nhân UTP lên đến 59,7% [55]. 

Năm 2014, nghiên cứu Pioneer trên 1482 bệnh nhân UTPKTBN từ 51 trung 

tâm thuộc 7 nước châu Á. Trong số 1450 mẫu có khả năng đánh giá có 746 mẫu 

dương tính với đột biến gen EGFR (chiếm 51,4%). Riêng ở Việt Nam tỷ lệ này 

64,2%, cao nhất trong các nước tham gia nghiên cứu. Trong khi đó ở Đài Loan 

là 62,1%, Thái Lan là 53,8%, Philippines là 52%, Trung Quốc là 50,2%, Hồng 

Kông là 47,2%, Ấn Độ là 22,2%. Trong đó, tỷ lệ đột biến xóa đoạn tại exon 19 

là 27,5%, đột biến L858R exon 21 là 12,5%, còn các đột biến kháng thuốc như 

T790M exon 20, S768I exon 20, đột biến thêm đoạn exon 20 chiếm 8,3% [63]. 

Nghiên cứu của Toyooka thì tỷ lệ đột biến Gen EGFR tại Nhật Bản là 

30,9%; Mỹ là 9,4% và Australia là 11,9% [70]. 
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1.1.2. Tình tình nghiên cứu đề tài tại Việt Nam 

Tại Việt Nam, UTP nguyên phát chiếm tỷ lệ cao, đặc biệt ở nam giới. Tại 

khu vực thành phố Hồ Chí Minh tỷ lệ bệnh nhân UTP là 24,6/100.000 dân, và 

khu vực Hà Nội tỷ lệ bệnh nhân UTP là 38,8/100.000 [23]. Trong giai đoạn 2 

năm từ 2005 - 2006, trong số 93.719 bệnh nhân tử vong do ung thư có tới 

22.209 do UTP [12]. Đã có nhiều nghiên cứu về dịch tễ học, lâm sàng và giải 

phẫu bệnh của ung thư phổi, nhưng thiếu các nghiên cứu đi sâu tìm hiểu cơ chế 

phân tử của căn bệnh phổ biến này. 

Năm 2011, bằng kỹ thuật giải trình tự gen, Hoàng Anh Vũ và cộng sự phát 

hiện được 2 bệnh nhân có đột biến ở exon 19 và 1 bệnh nhân có đột biến tại 

exon 21 gen EGFR trong 4 bệnh nhân UTPKTBN có đáp ứng với erlotinib tại 

bệnh viện lao và bệnh phổi Phạm Ngọc Thạch thành phố Hồ Chí Minh. Sau đó, 

khi giải trình tự 71 mẫu mô UTPKTBN, Hoàng Anh Vũ công bố tỷ lệ đột biến 

gen EGFR là 42% và đột biến gen KRAS là 46,5% [18]. 

Năm 2011, nhóm nghiên cứu thuộc Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein 

thuộc Trường Đại Học Y Hà Nội đã công bố những tỷ lệ ban đầu về tình trạng 

đột biến gen EGFR trong UTPKTBN tại Việt Nam là 11/42 (26,2%) mẫu mô 

UTPKTBN giai đoạn muộn được xác định có đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật 

giải trình tự gen [8]. 

Năm 2013, Nguyễn Tuyết Mai và cộng sự đã khảo sát kết quả điều trị bước 

2/3 của erlotinib trên 36 bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn thể biểu mô 

tuyến tại bệnh viện K Trung Ương, có 11/36 bệnh nhân được làm xét nghiệm 

gen EGFR, có tới 6 trường hợp bị đột biến. Kết quả cho thấy điều trị bước 

erlotinib 2/3 có thể giúp kéo dài sự sống ở những bệnh nhân ung thư phổi thể 

biểu mô tuyến với trung vị PFS và OS lần lượt là 8,15 tháng và 12,1 tháng [11]. 

Năm 2013, Lê Thượng Vũ, Trần Văn Ngọc đã đánh giá hiệu quả điều trị 

erlotinib trên 98 bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn muộn, ngay những tháng đầu 

tiên đã có 80% bệnh nhân có cải thiện các triệu chứng, trong đó có 8% thấy hiệu 
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quả ngay tuần đầu tiên điều trị bệnh. Tỷ lệ đáp ứng thuốc là 35,5%. Tần suất 

bệnh nhân sống thêm trên 1 năm là 50% [19]. 

Năm 2014, Hoàng Anh Vũ và cộng sự đã nghiên cứu đặc điểm đột biến 

gen EGFR trên 332 bệnh nhân UTPKTBN có bệnh phẩm lưu tại bộ môn Giải 

Phẫu Bệnh – Đại học y dược thành phố Hồ Chí Minh. Nghiên cứu đã phát hiện 

40,7% (135/332) bệnh nhân có mang đột biến của gen EGFR, tỷ lệ đột biến ở 

bệnh nhân nữ cao hơn bệnh nhân nam (48,9% ở nữ so với 35% ở nam, p = 

0,012) [18]. 

Phạm Văn Luận và cộng sự (2016), đã đánh giá tỉ lệ đột biến gen EGFR ở 

bệnh nhân UTPKTBN điều trị tại bệnh viện trung ương Quân đội 108, kết quả 

cho thấy tỷ lệ UTPKTBN nam/nữ là 3/1, tuổi trung bình là 61,66 ±10,57 tuổi, 

tuổi có đột biến cao nhất là > 60 tuổi (chiếm tỷ lệ 55,6%). Tuổi mắc bệnh cao 

nhất là 86 tuổi, thấp nhất là 34 tuổi. Đặc điểm mô bệnh học theo nghiên cứu 

này, nhóm mô bệnh học gặp cao nhất là ung thư biểu mô tuyến chiếm 71,9%. 

Đột biến gen EGFR được phát hiện với tỷ lệ 40,6%, trong đó đột biến chủ yếu 

xảy ra ở vị trí exon 19 và 21 với tỷ lệ 58,5% và 33,8 % [10]. 

Năm 2016, Mai Trọng Khoa và cộng sự đã tiến hành nghiên cứu xác định 

đột biến gen EGFR trên bệnh nhân UTPKTBN tại bệnh viện Bạch Mai. Kết quả 

phân tích đột biến gen EGFR trên 511 bệnh nhân UTPKTBN cho thấy tỷ lệ đột 

biến gen EGFR là 40,1%, trong đó dạng thường gặp nhất là exon 19 (56,4% 

tổng số đột biến) và đột biến L858R và L861Q trên exon 21 (37,4%). Đột biến 

T790M liên quan đến kháng thuốc TKI chỉ chiếm khoảng 1,9%. Tỷ lệ đột biến 

gen EGFR phụ thuộc vào giới tính, tiền sử hút thuốc, mô bệnh học, vị trí lấy 

bệnh phẩm; không phụ thuộc tuổi, giai đoạn bệnh, phương pháp thu mẫu bệnh 

phẩm [9]. 

Tại Việt Nam, đã có nhiều nghiên cứu về dịch tễ học, lâm sàng và giải phẫu 

bệnh của ung thư phổi, nhưng thiếu các nghiên cứu đi sâu tìm hiểu về đặc điểm 
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sinh học của tế bào ung thư và sự tương tác giữa chúng với nhau, về sự biểu hiện 

của protein EGFR và cơ chế phân tử của căn bệnh phổ biến này. 

Ung thư phổi chuẩn đoán muộn sẽ có tiên lượng xấu, thời gian sống ngắn. 

Tuy nhiên, với liệu pháp điều trị nhắm trúng đích bằng các thuốc phân tử nhỏ 

hoặc kháng thể đơn dòng sẽ giúp điều trị bệnh hiệu quả. Trong điều trị 

UTPKTBN, việc xác định đột biến gen EGFR sẽ giúp cho bác sĩ lựa chọn điều 

trị điều trị trúng đích phù hợp. 

1.2. Tổng quan về bệnh ungthư phổi không tế bào nhỏ 

1.2.1. Tổng quan về bệnh ung thư 

Ung thư là tên dùng chung để gọi một nhóm bệnh gồm khoảng 200 loại 

khác nhau về nguồn gốc tế bào phát sinh, khả năng di căn, cách thức điều trị, 

nhưng đều có chung một đặc điểm nổi bật là tăng sinh vô hạn khó kiểm soát, 

xâm lấn và phát triển khối u [1], [2], [37]. 

Ung thư là căn bệnh phổ biến, được nghiên cứu chủ yếu trên cơ thể người, có 

thể xuất phát từ một hay một số tế bào ban đầu của cơ thể. Ung thư là căn bệnh của 

tế bào và rất đa dạng về căn nguyên, cách phòng bệnh, chuẩn đoán và điều trị. 

Hippocrate, một nhà y học Hy Lạp thời cổ đại được xem là người đầu tiên 

nhận dạng căn bệnh ung thư, khi ông đặt tên cho căn bệnh này là “Karkinos” 

theo tiếng Hy Lạp có nghĩa là con cua. Bởi ông ví sự xâm lấn, phát triển của 

khối u ác tính giống như hình ảnh của con cua. Ngày nay, ung thư được cả thế 

giới biết với từ “Cancer” theo tiếng Anh và cũng có nghĩa là con cua [3], [7]. 

1.1.2. Các đặc tính của ung thư 

1.1.2.1. Ung thư là căn bệnh của tế bào 

 Ung thư thường bắt đầu từ một hoặc một số tế bào và phải mất một thời 

gian phát triển cho tới khi có một kích thích đủ lớn mới có thể có dấu hiệu nhận 

thấy được. Thông thường, các tế bào lành có một tuổi thọ nhất định và tuân thủ 

chặt chẽ theo một quy luật chung là “phát triển – già – chết”. Các tế bào chết lại 

được thay thế bằng các tế bào mới. Cơ thể có cơ chế kiểm soát quy luật này rất 
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nghiêm ngặt và duy trì số lượng tế bào của mỗi cơ quan, mỗi tổ chức ở mức ổn 

định. 

 Bệnh ung thư bắt đầu khi có một tế bào vượt qua cơ chế kiểm soát của cơ 

thể, phát triển, chúng sinh sôi không ngừng, hình thành một đám tế bào có 

chung một đặc điểm là phát triển vô tổ chức, xâm lấn và chèn ép vào các cơ 

quan, tổ chức xung quanh gây tử vong cho bệnh nhân [6], [30]. 

1.1.2.2. Các giai đoạn của ung thư 

Quá trình phát triển từ một tế bào ung thư ban đầu thành một khối u trải 

qua nhiều giai đoạn. Giai đoạn đầu là quá trình hình thành tế bào ung thư khởi 

phát do ảnh hưởng của các tác nhân nội bào hay ngoại bào nào đó. Diễn biến 

tiếp theo là quá trình phân chia liên tục không ngừng của tế bào ung thư này 

thành một khối u được gọi là quá trình phát triển bệnh. Các tế bào ung thư trong 

khối u sẽ tăng sinh, tự mất đi các thụ cảm nhận biết giới hạn với các tế bào lân 

cận, sản xuất ồ ạt các cytokine (tín hiệu tế bào) và các enzyme protease dẫn tới 

phá hủy màng đệm lót và môi trường ngoại bào bao quanh khiến chúng chỉ liên 

kết lỏng lẻo, dễ dàng bức ra khỏi khối u mẹ, theo mạch máu và mạch bạch huyết 

di chuyển tới các tổ chức và cơ quan mới, bám lại và tiếp tục tăng sinh vô tổ 

chức. Quá trình này gọi là sự di căn (metastatic process). Các tế bào ung thư 

chèn ép hay di căn vào các cơ quan giữ chức năng sống trong cơ thể như não, 

phổi, gan, thận... khiến bệnh nhân tử vong [5], [29], [37], [51]. 

Quá trình hình thành và phát triển căn bệnh ung thư có thể được tóm tắt 

theo sơ đồ sau (hình 1.1) 

 

 

 

 

 

Hình 1.1: Sơ đồ tóm tắt quá trình phát triển của bệnh ung thư 
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1.1.2.3. Sinh học phân tử và bệnh ung thư 

Ngày nay người ta đã biết rằng có ba nhóm gen liên quan đến quá trình 

phát sinh, phát triển của ung thư: 

- Nhóm gen gây ung thư Oncogen là tên gọi chung cho một nhóm các gen 

mà sự có mặt của chúng ở một dạng nào đó hoặc khi ở trạng thái tăng cường 

hoạt động sẽ dẫn tới sự hình thành và phát triển của bệnh ung thư [53], [59]. 

Nhóm Oncogen là dạng đột biến của một nhóm gen được gọi là Proto-oncogen 

chịu trách nhiệm mã hóa cho các yếu tố giám sát sự phát triển và sinh trưởng 

bình thường của tế bào [29]. Các yếu tố này có thể là yếu tố sinh trưởng, các thụ 

thể, enzyme truyền tín hiệu và các yếu tố điều hòa phiên mã. Yếu tố sinh trưởng 

gắn vào thụ thể trên bề mặt tế bào dẫn tới kích hoạt các enzyme truyền tín hiệu 

nội bào để rồi tác động tới một số protein đặc hiệu là các yếu tố điều hòa phiên 

mã trong nhân tế bào. Các yếu tố phiên mã bị kích thích sẽ tác động vào hệ gen 

trong nhân và kích hoạt các gen chịu trách nhiệm cho sự sinh sôi, phát triển của 

tế bào. Do vậy, nếu nhóm gen điều hòa sinh trưởng này đột biến thành các 

Oncogen sẽ dẫn tới sự sinh sản không kiểm soát được tế bào và bệnh ung thư 

được hình thành từ đây [5], [6]. Cho tới nay, một vài Oncogen đã được nhận biết 

là có mặt và ở dạng hoạt động trong một vài dạng ung thư như gen myc, ras hay 

họ gen bcl… [20]. 

- Nhóm gen áp chế Oncogen (Oncogen superssors) chịu trách nhiệm ức chế 

các gen thuộc nhóm Oncogen từ đó không cho các tế bào tham gia tùy tiện vào 

chu kỳ sinh trưởng. Nếu gen này bị mất, tổn thương hay đột biến, sẽ khiến các 

gen thuộc nhóm Oncogen bị mất kiểm soát, hoạt động bất thường, kết quả là các 

tế bào sinh sản vô tổ chức. Một trong những phương thức hoạt động của nhóm 

gen này là kích thích tế bào đi vào quá trình tự chết (Apoptosis) [1], [2], [29]. 

Thuộc nhóm gen này có một gen áp chế ung thư đặc biệt mã hóa cho một phân 

tử protein tên là p53 có khả năng khởi động quá trình tự chết của tế bào. Trong 

những tế bào mà các phân tử ADN có những hư hỏng nào đó hoặc bị đột biến do 



9 
 

 
 

một số tác nhân nhất định, protein p53 sẽ đóng vai trò như một chiếc phanh kìm 

hãm, chặn đứng sự phát triển và phân chia tế bào. Trong trường hợp các đột biến 

đó là không thể sửa chữa, protein p53 sẽ kích hoạt để tế bào đi vào quá trình tự 

chết, nhờ vậy sẽ ngăn chặn được sự di truyền các đột biến này cho thế hệ tế bào 

con cháu. 

- Nhóm gen sửa chữa (ADN repair genes) chịu trách nhiệm điều chỉnh, sửa 

chữa những sai sót trong hoạt động của hai loại gen nói trên. Nếu đoạn gen này 

bị tổn thương thì những đột biến của hai loại gen trên sẽ không được khắc phục 

và sẽ dẫn đến sự sinh sản bất thường của tế bào [43]. 

1.2.2. Tổng quan về bệnh ung thư phổi không tế bào nhỏ 

Ung thư phổi là một trong những ung thư thường gặp nhất ở cả nam và nữ 

và là nguyên nhân gây tử vong hàng đầu trong các bệnh ung thư. Hiện nay tần 

suất UTP đang có khuynh hướng gia tăng tại các nước đang phát triển trong đó 

có Việt Nam. Theo báo cáo của ủy ban phòng chống ung thư quốc gia Việt Nam 

tỉ lệ UTP ở nam giới là 30,7 / 100.000 dân và 6,7 / 100.000 dân ở nữ giới. Hằng 

năm ở Việt Nam có khoảng 21.800 trường hợp ung UTP mới mắc và khoảng 

19.500 trường hợp tử vong [15]. 

Theo Globocan 2012, ước tính trên thế giới có khoảng 1.800.000 trường 

hợp UTP mới phát hiện và có khoảng 1.600.000 trường hợp tử vong [35] 

Về mặt chuẩn đoán, UTP nguyên phát được chia thành 2 nhóm: ung thư 

phổi không tế bào nhỏ (NSCLC: non-small cell lung cancer) (chiếm khoảng 

80% các trường hợp mắc UTP) và ung thư phổi tế bào nhỏ (SLC: Small cell 

Lung Cancer) (chiếm khoảng 20% các trường hợp mắc UTP). 

1.2.3. Nguyên nhân gây ung thư phổi 

Khoảng 90% trường hợp UTP đã được chứng minh là có liên quan đến thói 

quen hút thuốc lá. Nhiều yếu tố nguy cơ khác, độc lập hoặc kết hợp với khói 

thuốc lá, đóng vai trò là tác nhân sinh UTP. 
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Khói thuốc lá, chứa hơn 60 loại chất gây ung thư như notrosamine và 

benzopyrene, được xác định là nguyên nhân trực tiếp và quan trọng nhất gây nên 

ung thư phổi. Hút thuốc lá là nguyên nhân của 85 – 90% trong tổng số các 

trường hợp ung thư phổi trên toàn thế giới [19]. Nguy cơ này phụ thuộc vào số 

điếu thuốc hút mỗi ngày và hút trong khoảng thời gian bao lâu. Những người hít 

phải khói thuốc lá cũng làm tăng nguy cơ ung thư phổi. 

Ngoài khói thuốc lá, yếu tố nguy cơ do nghề nghiệp phổ biến nhất của UTP 

là phơi nhiễm a-mi-ăng. Bên cạnh đó, nhiễm phóng xạ radon có liên quan đến 10% 

các trường hợp UTP, trong khi ô nhiễm không khí đóng vai trò chính trong khoảng 

1- 2% trường hợp [49]. Khí radon không mùi vị, được tạo ra từ sự phân rã phóng 

xạ radium vốn xuất phát từ uranium có trong lớp vỏ trái đất. Các sản phẩm phân 

rã phóng xạ gây nên sự ion hóa các vật chất di truyền, từ đó xuất hiện các đột 

biến gen và ung thư. 

Gần đây có những bằng chứng gợi ý vai trò của virus trong việc gây ra ung 

thư phổi. Các virus như human papillomavirus, simian virus 40 hay 

cytomegalovirus hiện diện trong mô ung thư phổi, được cho là đã gây nên sự rối 

loạn chu kỳ tế bào và ức chế quá trình chết tế bào theo lập trình, mở đường cho 

hiện tượng ung thư phổi xuất hiện. Chi tiết về các cơ chế phân tử mà virus khởi 

phát trong tế bào ký chủ để tạo nên các dạng ung thư, trong đó có ung thư phổi, 

là một lĩnh vực đang thu hút được rất nhiều nghiên cứu y sinh học trong thời 

gian qua. Tỷ lệ HPV dương tính trong mẫu ung thư phổi trung bình là 24,5%, 

dao động từ 15% ở Châu Âu và Bắc Mỹ cho đến 35,7% ở Châu Á [46]. 

Thời gian gần đây, nguyên nhân di truyền trong ung thư phổi cả người hút 

thuốc và không hút thuốc lá đang được chú ý. Tính đa hình thái của các gen có 

vai trò điều hòa chuyển hóa các chất sinh ung, kiểm soát quá trình sửa sai ADN 

và chu kỳ tế bào có thể có ảnh hưởng quan trọng vào tính mẫn cảm với ung thư 

phổi. Ví dụ, các nghiên cứu đã tìm ra ít nhất 3 gen trên nhánh dài của nhiễm sắc 

thể 15 có liên quan với nguy cơ mắc ung thư phổi, đó là các gen CHRNA3, 
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CHRNA5 và CHRNB4, mã hóa cho các tiểu đơn vị cấu trúc của thụ thể nicotinic 

acetylcholine [20]. Một phân tích gộp của 23 nghiên cứu bao gồm 15.857 đối 

tượng cho thấy alen Proline tại codon 72 của P53 là một yếu tố nguy cơ ung thư 

phổi, đặc biệt trên người Châu Á, người da trắng và người hút thuốc lá [48]. 

Chế độ ăn uống có thể ảnh hưởng tới ung thư phổi. Ở chuột, thức ăn có 

nhiều gốc phosphate có thể hoạt hóa đường truyền tín hiệu AKT trong tế bào 

gây nên kích thích quá mức sự tăng sinh tế bào, thúc đẩy tiến triển của ung thư 

phổi. Một phân tích gộp của 22 nghiên cứu cho thấy trà xanh giúp giảm nguy cơ 

ung thư phổi [68]. 

1.2.4. Các giai đoạn bệnh và phân loại giải phẫu bệnh 

1.2.4.1. Các giai đoạn bệnh ung thư phổi không tế bào nhỏ 

Theo phân loại TNM lần thứ 7 của AJCC (American Joint Committee on 

Cancer : Ủy ban ung thư Hoa Kỳ) năm 2009 và UICC (Union for International 

Cancer Control: Hiệp hội kiểm soát Ung thư quốc tế) công nhận bắt đầu vào 

tháng 1 năm 2010 [58]. 

T (Tumor): U nguyên phát 

T0: Không xác định được u nguyên phát, chỉ có tế bào học dương tính 

Tx: Không xác định khối u nguyên phát, hoặc có tế bào UT trong dịch tiết hay 

dịch rửa phế quản nhưng không nhìn thấy u trên hình ảnh hoặc nội soi phế quản. 

Tis: Ung thư biểu mô tại chỗ. 

T1: Đường kính lớn nhất của khối u nhỏ hơn hoặc bằng 3 cm, xung quanh là 

tổ chức lành. Soi phế quản chưa phát hiện dấu hiệu xâm lấn phế quản phân thùy. 

T1a: Đường kính lớn nhất của khối u nhỏ hơn hoặc bằng 2 cm. 

T1b: Đường kính lớn nhất của khối u lớn hơn 2 cm nhưng nhỏ hơn hoặc 

bằng 3 cm. 

T2: Đường kính lớn nhất của khối u lớn hơn 3cm nhưng nhỏ hơn hoặc 

bằng 7 cm, gây tổn thương lá tạng màng phổi, xẹp phổi hoặc viêm phổi do bít 



12 
 

 
 

tắc phế quản vùng rốn phổi. Soi phế quản thấy tổn thương phế quản thùy hoặc 

phế quản gốc, cách carina lớn hơn 2 cm. 

T2a: Đường kính lớn nhất của khối u lớn hơn 3 cm nhưng nhỏ hơn hoặc 

bằng 5 cm. 

T2b: Đường kính lớn nhất của khối u lớn hơn 5 cm nhưng nhỏ hơn hoặc 

bằng 7 cm. 

T3: Kích thước u lớn hơn 7 cm hoặc có bất kỳ dấu hiệu xâm lấn (lá tạng 

màng phổi, thành ngực, cơ hoành, thần kinh hoành, màng phổi trung thất, màng 

tim); hoặc u ở phế quản chính; hoặc có dấu hiệu xẹp phổi hoặc viêm phổi tắc 

nghẽn phổi cùng bên có u; hoặc có nốt u khác ở cùng thùy phổi có u. Soi phế 

quản thấy tổn thương phế quản gốc cách carina lớn hơn 2 cm nhưng chưa xâm lấn 

carina. 

T4: Khối u không kể kích thước và có bất kỳ dấu hiệu xâm lấn sau: trung 

thất, tim, khí quản, thần kinh quặt ngược thanh quản, đốt sống, hoặc một khối u 

khác ở một thùy phổi khác cùng bên, tràn dịch màng phổi ác tính.  

N (lymph node): Hạch lympho tại chỗ 

N0: Không có dấu hiệu di căn hạch vùng. 

Nx: Không đánh giá được hạch vùng. 

N1: Có dấu hiệu di căn hạch quanh phế quản và rốn phổi cùng bên 

N2: Có dấu hiệu di căn hạch trung thất và/hoặc hạch dưới carina cùng bên 

N3:Có dấu hiệu di căn hạch trung thất, hạch rốn phổi đối bên; hạch dọc cơ 

thang, hạch thượng đòn cùng hoặc đối bên. 

M (metastatic): Di căn xa, không kể hạch 

M0: Không có dấu hiệu di căn 

M1: Có dấu hiệu di căn xa 

M1a: Di căn phổi đối bên 

M1b: Di căn xa các cơ quan khác (xương, tuyến thượng thận, não...) 

Dựa theo phân độ TNM như trên, UTPKTBN được chia làm 4 giai đoạn: 
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Giai đoạn 0:   TisN0M0 

Giai đoạn IA:   T1aN0M0; T1bN0M0 

Giai đoạn IB:   T2aN0M0 

Giai đoạn IIA : T2bN0M0; T1aN1M0; T1bN1M0; T1bN1M0; T2aN1M0 

Giai đoạn IIB : T2bN1M0; T3N1M0 

Giai đoạn IIIA: T1aN2M0; T1bN2M0; T2aN2M0; T3N1M0; T3N2M0; T4N1M0 

Giai đoạn IIIB: Bất kể T, N3M0; T4, bất kể N, M0 

Giai đoạn IV:   Bất kể T, bất kể N, M1a hoặc M1b 

1.2.4.2.  Phân loại giải phẫu bệnh 

Dựa theo kết quả giải phẫu bệnh, ung thư phổi được chia thành 2 nhóm lớn 

với tiên lượng và điều trị khác nhau. Ung thư phổi tế bào nhỏ chiếm khoảng 

20%, hầu hết các trường hợp đã có di căn xa vào thời điểm chẩn đoán và có tiên 

lượng rất xấu. Loại này thường xuất phát từ các khí đạo lớn và có diễn tiến rất 

nhanh. Ung thư phổi không tế bào nhỏ chiếm khoảng 80%. 

Theo bảng phân loại của WHO (Tổ chức Y tế thế giới) năm 2015, mô bệnh 

học của ung thư phổi không tế bào nhỏ gồm các nhóm sau: 

§ Ung thư biểu mô vảy (squamous cell carcinoma) 

§ Ung thư biểu mô tuyến (adenocacinoma) 

§ Ung thư biểu mô tế bào lớn (large cell carcinoma) 

§ Ung thư biểu mô tuyến – vảy (adenosquamous cell carcinoma) 

§ Ung thư biểu mô dạng sarcoma (sarcomatoid carcinoma) 

§ U carcinoid 

§ Ung thư biểu mô type tuyến nước bọt 

1.2.5. Các triệu chứng của ưng thư phổi không tế bào nhỏ 

Các triệu chứng lâm sàng của ung thư phổi không hoàn toàn đặc hiệu, có 

thể cũng gặp trong các bệnh lý lành tính của phổi. Cần lưu ý rằng khoảng 10% 

trường hợp ung thư phổi không hề có triệu chứng nào khi được chẩn đoán, chỉ 

được phát hiện tình cờ trên phim phổi khi khám sức khỏe tổng quát. 
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Trong giai đoạn đầu, UTPKTBN thường không gây ra bất kỳ triệu chứng 

nào. Ở giai đoạn tiến triển, các triệu chứng có thể xuất hiện bao gồm: 

- Ho dai dẳng 

- Mệt mỏi 

- Đau ngực 

- Giảm cân không rõ nguyên nhân 

- Khó thở 

- Đau xương 
- Cơ thể yếu ớt 
- Ho ra máu 
Các triệu chứng của ung thư phổi không tế bào nhỏ giai đoạn cuối: 
- Ðau xương hoặc đau vai, đau khớp 
- Rủ mí mắt 
- Khàn tiếng hoặc thay đổi giọng nói 
- Móng tay biến dạng 
- Nuốt khó khăn 
- Sưng mặt 
Những triệu chứng của ung thư phổi không tế bào nhỏ thường không đặc 

hiệu, nó có thể giống với các điều kiện ít nghiêm trọng khác. Do vậy, điều quan 
trọng là khi gặp các triệu chứng bất thường, người bệnh cần đi khám để tìm ra 
nguyên nhân. 
1.3. Cơ chế phân tử của bệnh ung thư phổi không tế bào nhỏ và vai trò của 

con đường truyền tín hiệu EGFR trong cơ chế bệnh 

1.3.1. Cơ chế phân tử của bệnh ung thư phổi không tế bào nhỏ 

Sự phát sinh, phát triển UTP diễn ra qua nhiều giai đoạn dưới tác động 

của các yếu tố nguy cơ, sự đáp ứng của gen và quá trình tích lũy đột biến xảy ra 

trên các gen gây ung thư và gen áp chế ung thư, hậu quả là làm mất cân bằng 

của hai hệ thống gen này [61]. 
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Những năm gần đây, các kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại đã giúp khám 

phá ra tình trạng khuếch đại các gen sinh khối u và bất hoạt của các gen kiềm 

hãm khối u trong cơ chế bệnh sinh của UTPKTBN. 

Phát hiện được xem là quan trọng nhất là những đột biến liên quan đến họ 
gen sinh khối u RAS. Các gen này mã hóa cho một loại protein nằm ở mặt trong 
của màng tế bào, có hoạt tính GTPase tham gia con đường dẫn truyền tín hiệu 
nội bào. Những nghiên cứu trên chuột cho thấy có mối liên quan giữa đột biến 
gen RAS và cơ chế phân tử bệnh UTPKTBN. Những nghiên cứu trên người cho 
thấy sự kích hoạt gen RAS sẽ thúc đẩy tiến triển của khối u phổi, đặc biệt ở phân 
nhóm ung thư biểu mô tuyến trên bệnh nhân hút thuốc lá [59]. 

Sau đột biến gen RAS, biến đổi di truyền quan trọng khác trong bệnh UTP 
là đột biến gen EGFR, gây rối loạn trong con đường dẫn truyền tín hiệu thông 
qua thụ thể yếu tố phát triển biểu bì EGFR. Trong các tế bào ung thư, hoạt tính 
tyrosine kinase của EGFR bị rối loạn bởi đột biến gen EGFR, tăng số lượng bản 
sao gen EGFR hoặc biểu hiện quá mức protein EGFR. 

Biến đổi di truyền tiếp theo là rối loạn hoạt hóa BRAF. Protein BRAF với 
hoạt tính serine/threonine kinase tiếp nối con đường tín hiệu của KRAS trong tế 
bào. Sự phosphoryl hóa BRAF hoạt hóa các gen MEK1 và MEK2 thúc đẩy phân 
bào và làm tăng khả năng sống sót của tế bào UT. 

Ngoài đột biến gen EGFR, KRAS và BRAF, các bất thường về di truyền 

khác có thể làm thay đổi liệu trình điều trị bệnh UTPKTBN còn có phức hợp 

chuyển vị liên quan đến hoạt tính tyrosine kinase của thụ thể ALK (vốn nhạy 

cảm với các tác nhân ức chế ALK), phức hợp chuyển vị ROS1, phức hợp 

chuyển vị RET, đột biến MEK và sự khuếch đại gen MET (mã hóa cho thụ thể 

yếu tố phát triển tế bào gan)....  

1.3.2. Thụ thể yếu tố phát triển biểu bì (EGFR) 

1.3.2.1. Gen EGFR  

Gen EGFR ở người, nằm trên cánh ngắn nhiễm sắc thể số 7, tại locus 

7p12, được xếp vào nhóm gen tiền sinh khối u (proto-oncogen), dài 110 kb, gồm 
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188307 nucleotit và được chia thành 28 exon, mã hóa cho protein có 1210 amino 

acid. 

1.3.2.2. Thụ thể yếu tố phát triển biểu bì (EGFR) 

Gen EGFR quy định protein EGFR, là một nhóm protein có chức năng 

thụ thể ở màng tế bào thuộc họ tác nhân tăng trưởng biểu bì (EGF – family) của 

các tín hiệu ngoại bào, được phát hiện lần đầu tiên bởi Carpenter và cộng sự 

năm 1978 [45], bao gồm 4 thành viên: EGFR (HER1/ErbB1), HER2 (ErbB2), 

HER3 (ErbB3) và HER4 (ErbB4). Các protein này có vai trò quan trọng trong 

việc điều hòa các quá trình sinh trưởng, phát triển, trao đổi chất và sinh lý của tế 

bào. 

Cấu trúc của thụ thể EGFR: 

 
Hình 1.2. Cấu trúc thụ thể phát triển biểu bì (EGFR)[76] 

Thụ thể của yếu tố tăng trưởng biểu bì nằm trên bề mặt tế bào, đây là một 

glycoprotein xuyên màng, phần nằm bên trong tế bào của thụ thể này gắn với 

một tyrosine kinase. Tyrosine kinase này được hoạt hóa khi EGF đến gắn với 

thụ thể này. Thụ thể này do một gen nằm trong tế bào quy định, đó là một tiền – 

gen sinh ung thư. Sự đột biến, thay đổi trong gen, hoặc sự khuếch đại gen này sẽ 

làm thay đổi thụ thể này và có thể gây gia tăng nguy cơ ung thư.  
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Protein EGFR mang hoạt tính tyrosine kinase, là khởi nguồn của con đường 

tín hiệu tyrosine kinase trong tế bào. Phân tử EGFR gồm một vùng gắn kết các 

phối tử nằm ngoài màng tế bào, một vùng xuyên màng đặc hiệu và một vùng nội 

bào. Phần ngoài màng của EGFR có trọng lượng khoảng 100 kDa có hai vùng 

giàu cystein là nơi để gắn kết các phối tử của EGFR. Vùng xuyên màng trọng 

lượng nhỏ 3 kDa, tập trung tại vùng phân cực phospholipid màng. Phần trong tế 

bào trọng lượng khoảng 60 kDa là protein kinase với đuôi tận cùng carboxyl là 

nơi xảy ra phản ứng tự phosphoryl hóa của EGFR. 

 
Hình 1.3.(a) Cấu trúc thụ thể yếu tố phát triển biểu mô (EGFR);(b) Sự hoạt hóa 

của EGFR [49] 

Chức năng của thụ thể EGFR: 

 Hoạt động của EGFR kích thích nhiều con đường tín hiệu nội bào phức tạp, 

vốn được điều hòa chặt chẽ bởi sự hiện diện của phối tử đặc hiệu. Hai con đường 

tín hiệu chính được kích hoạt bởi EGFR là RAS/RAF/MEK/ERK và PI3K/AKT, 

ngoài ra còn có Src tyrosine kinase, PLCγ, PKC và STAT [48], [49]. Ngay sau 

khi được hoạt hóa, vùng nội bào của EGFR sẽ tự phosphoryl hóa, khởi đầu một 

dòng thác tín hiệu lan tỏa khắp tế bào, gây kích hoạt sự tăng sinh mạch máu, di 
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căn và ức chế quá trình chết theo chương trình, kích thích phân bào, và các con 

đường dẫn truyền tín hiệu phiên mã [47], [49].  

Gen quy định EGFR và thụ thể EGFR đã được tìm thấy ở mô tuyến vú bình 

thường và nhiều loại mô khác. Trong tế bào bình thường, sự hoạt hóa của EGFR 

cần thiết cho nhiều chức năng quan trọng của tế bào như quá trình tăng sinh và 

biệt hóa tế bào.  

Trong quá trình sinh bệnh ở người:  

Bệnh ung thư : Các đột biến gen EGFR đã dẫn đến sự biểu hiện quá mức 

EGFR, được biết như quá trình điều hòa tăng hoặc sự hoạt hóa quá mức không 

phụ thuộc vào sự hiện diện của phối tử có thể dẫn đến sự tăng sinh bất thường 

cũng như sự chuyển dạng ác tính của tế bào. Có nhiều cơ chế dẫn đến sự hoạt 

động bất thường của EGFR như sự biểu hiện quá mức của thụ thể, sự khuếch đại 

của gen EGFR hoặc đột biến gen EGFR. Do giữ vị trí khởi nguồn của con đường 

tín hiệu tyrosine kinase trong các tế bào có nguồn gốc biểu mô nên EGFR đóng 

vai trò quan trọng trong sinh bệnh học của một số bệnh ung thư biểu mô của 

người, gồm có ung thư biểu mô tế bào vảy đầu cổ, u não nguyên phát, 

UTPKTBN, ung thư đại trực tràng, ung thư tụy và ung thư vú. 

Bệnh do viêm nhiễm: Tín hiệu EGFR bất thường có liên quan đến các bệnh 

như vẩy nến, bệnh eczema và xơ vữa động mạch. Tuy nhiên vai trò trong từng 

trường hợp rất khó xác định. 

Ngoài ra, cũng do vị trí quan trọng này nên EGFR còn trở thành đích nhắm 

tiềm năng cho các thế hệ thuốc mới điều trị ung thư. 

1.3.3. Đột biến gen EGFR  

Đột biến EGFR trong UTPKTBN được báo cáo lần đầu tiên năm 2004 trên 

những bệnh nhân có đáp ứng với gefitinib [50] [58]. Đột biến gen EGFR xảy ra 

ở giai đoạn rất sớm và có tỷ lệ cao trong UTPKTBN. Tất cả các đột biến gây 

hoạt hóa EGFR đều thuộc vùng bám adenosine triphosphate (ATP) của thụ thể 
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tyrosine kinase, cũng đồng thời là vị trí tương tác của các loại thuốc ức chế 

tyrosine kinase của EGFR (EGFR TKI). 

Trong UTPKTBN các đột biến xảy ra tại 4 exon 18-21 của gen EGFR, mã 

hóa vùng tyrosine kinase, khiến cho protein EGFR luôn trong trạng thái hoạt hóa 

không phụ thuộc vào phối tử, có tác dụng tăng sự nhạy cảm của khối u hoặc 

giúp kháng lại các EGFR TKI. Những đột biến này được chia làm ba nhóm, các 

đột biến làm tăng tính nhạy cảm của khối u với thuốc điều trị trúng đích EGFR 

TKI chủ yếu thuộc hai nhóm I và II. 

- Nhóm I: gồm các đột biến xóa đoạn ở exon – bảo tồn khung đọc 19, phổ 

biến nhất (khoảng 44%) là kiểu đột biến xóa từ vị trí acid amin vị trí 747-leucine 

tới acid amin vị trí 749-acid glutamic (đột biến LREA). 

- Nhóm II: gồm các đột biến thay thế một Nucleotit làm thay đổi acid 

amin ở exon 18 và 21. Đột biến điểm thường gặp nhất (khoảng 41%) là đột biến 

ở exon 21 thay arginine bằng leucine tại codon 858 (đột biến L858R). Một số 

đột biến khác như đột biến thay thế glycine ở codon 719 thành serine (G719X), 

thành alanine (G719A) hoặc thành cysteine (G719C) chiếm 4%; một số đột biến 

vô nghĩa khác chiếm 6%. 

- Nhóm III (5%) gồm các đột biến lặp đoạn, thêm đoạn và đột biến điểm 

tại exon 20 gen EGFR. Exon 20 chứa hầu hết là các đột biến làm cho tế bào 

UTP kháng lại với thuốc điều trị đích như đột biến điểm T790M, V769L, S768I 

và các đột biến thêm đoạn. Tuy nhiên, gần đây các nhà khoa học đã phát hiện ra 

một ngoại lệ, một đột biến thêm đoạn 12 Nucleotit (tương ứng thêm 4 acid 

amin) tại exon 20, đột biến A763_Y764insFQEA, lại làm tăng tính nhạy cảm 

của tế bào UTP với thuốc điều trị đích [73]. 
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Hình 1.4. Các dạng đột biến gen EGFR quyết định tính đáp ứng với EGFR TKI 

[63] 

Mỗi kiểu đột biến tạo ra bất thường trong dòng tín hiệu nội bào khác nhau, 

nhưng hầu hết các đột biến đều ảnh hưởng lên khe gắn ATP của thụ thể, là nơi mà 

các thuốc ức chế tyrosine kinase phát huy tác dụng bằng việc canh tranh với ATP. 

Các đột biến phổ biến nhất nằm ở exon 19 và 21. Có hơn 20 loại đột biến mất đoạn 

– bảo tồn khung đọc của exon 19, trong số đó thường thấy nhất là các đột biến 

delE746_A750, delL747_T751insS và delL747_P753insS. Tại exon 21 thì đột 

biến L858R là thường gặp nhất, bên cạnh đó cũng có các đột biến khác như 

L861Q hay L861R. Các đột biến trên exon 18 bao gồm G719C, G719X, G719A 

và S720F. Các đột biến trên exon 20 thường không có đáp ứng với thuốc ức chế 

EGFR, bao gồm đột biến chèn đoạn D770_N771insNPG, D770_N771insSVQ, 

D770_N771insG và các đột biến điểm như T790M, V769L và N771T. Đột biến 

quan trọng nhất của exon 20 chính là T790M, gặp trong một tỷ lệ nhỏ các trường 

hợp ung thư biểu mô tuyến đề kháng nguyên phát với thuốc ức chế EGFR và xuất 
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hiện trong hơn 50% các trường hợp đề kháng mắc phải trong quá trình điều trị với 

các thuốc này.  

1.4. Phương pháp phát hiện đột biến gen EGFR  

1.4.1. Kỹ thuật PCR - RFLP 

Nguyên tắc của phản ứng PCR dựa vào hoạt tính của các ADN polymerase 

khi hoạt động tổng hợp một mạch ADN mới từ mạch ADN khuôn, với nguyên 

liệu là bốn loại nucleotit. Phản ứng này đòi hỏi sự có mặt của những mồi xuôi và 

mồi ngược có trình tự bổ sung với hai đầu của trình tự ADN khuôn. Sau mỗi chu 

kỳ các chuỗi đôi ADN mới tạo thành sẽ tiếp tục được dùng để làm các phân tử 

ADN nền để tổng hợp các ADN mới trong chu kỳ tiếp theo. Sản phẩm cuối của 

phản ứng PCR là đoạn ADN chuỗi đôi có chiều dài là khoảng cách giữa hai đoạn 

gen mồi, và hai đầu tận cùng của sản phẩm được xác định bởi đầu tận cùng 5’ của 

hai đoạn gen mồi. 

 

 
Hình 1.5. Phát hiện đột biến exon 21 gen EGFR bằng kỹ thuật RFLP [24] 
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Sau khi kết thúc phản ứng, sản phẩm PCR đặc hiệu sẽ được tinh sạch và xử 

lý với enzym cắt hạn chế đã được lựa chọn nhằm tạo ra những phân đoạn ADN 

nhỏ hơn. Sau khi được điện di trên gel agarose, số lượng và chiều dài các đoạn 

ADN này sẽ giúp phát hiện các trường hợp đột biến. Phương pháp phát hiện đột 

biến gen EGFR bằng kỹ thuật PCR-RFLP dựa trên nguyên lý: exon 21 của gen 

EGFR kiểu dại có vùng trình tự đặc hiệu cho enzym MscI, đột biến tại exon 21 

gen EGFR làm mất vị trí cắt của enzym do đó sản phẩm PCR không bị cắt bởi 

enzym MscI [23]. Sau khi phân cắt, các sản phẩm sẽ được phân tích kết quả trên 

thạch agarose. Đây là phương pháp truyền thống, kinh tế nhưng rất hiệu quả và 

cho độ tin cậy cao. 

1.4.2. Kỹ thuật giải trình tự gen 

Đoạn ADN cần được giải trình tự được sử dụng như trình tự mẫu cho phản 

ứng giải trình tự bắt đầu từ vị trí gắn mồi. Hỗn hợp của deoxy- và 

dideoxynucleotit được sử dụng trong phản ứng với nồng độ sao cho các 

dideoxynucleotit sẽ gắn vào mỗi vị trí mà các deoxynucleotit thường gắn trên 

đoạn ADN đang được tổng hợp. Sự gắn của các dideoxynucleotit sẽ làm gián 

đoạn quá trình kéo dài các đoạn ADN được tổng hợp, kết quả sẽ tạo ra hỗn hợp 

các sợi ADN có kích thước khác nhau. Nucleotit tận cùng trên mỗi sợi ADN 

được xác định bằng cách chạy một phản ứng hỗn hợp nhưng từng loại 

dideoxynucleotit được đánh dấu bằng các chất phát huỳnh quang đặc hiệu khác 

nhau.  

Sản phẩm sau phản ứng giải trình tự sẽ được đọc trình tự bằng máy giải 

trình tự tự động sử dụng bảng gel polyacrylamide. Máy gồm 2 phần: phần dùng 

điện di gel, phần phát hiện các vạch điện di. Các vạch điện di được các con mắt 

cảm quang phát hiện khi đi qua chùm tia laser và phát sáng lên. Tín hiệu được 

mắt cảm quang truyền về máy tính để hiển thị thành các đỉnh cường độ sáng. 

Sau đó, trình tự gen của mẫu nghiên cứu sẽ được đối chiếu với trình tự gen tham 
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chiếu trên ngân hàng gen thế giới (GenBank) và được phân tích để xác định 

vùng hoặc điểm đột biến. 

1.4.3. Kỹ thuật Scorpion ARMS 

Kỹ thuật Scorpion ARMS là sự kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu 

alen đột biến (ARMS) và công nghệ Scorpions trong phản ứng Real-time PCR để 

phát hiện các đột biến. Nguyên lý của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột biến 

là dựa vào đặc tính của Taq ADN polymerase chỉ khuếch đại hoàn chỉnh một 

phân tử ADN một đầu 3’ của mồi và sợi khuôn bổ sung hoàn toàn với nhau. Khi 

đầu 3’ của mồi không bổ sung với sợi khuôn phản ứng PCR bị ức chế hoàn toàn. 

Dựa trên nguyên lý này, kỹ thuật cho phép khuếch đại đặc hiệu một trình tự đột 

biến ngay cả trong trường hợp alen đột biến đó chiếm một tỉ lệ rất nhỏ (1%) trong 

tổng số sợi ADN khuôn. 

 
Hình 1.6. Nguyên lý của kỹ thuật Scorpion ARMS [76] 

 

Scorpion là phân tử có cấu tạo một đầu mang trình tự của đoạn mồi đặc hiệu 

với alen đột biến cần khuếch đại, đầu trình tự này được nối với một đầu dò. Phần 

kích thích phát tín hiệu huỳnh quang (fluorophore) của đầu dò được gắn với phần 

ức chế (quencher) có nhiệm vụ dập tắt tín hiệu huỳnh quang của phần kích thích. 

Trong phản ứng PCR khi đầu dò bám với đoạn trình tự khuếch đại, phần kích 

thích phát tín hiệu huỳnh quang được giải phóng khỏi phần ức chế, phát tín hiệu 
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đến bộ phận cảm biến của máy real-time PCR. Kỹ thuật Scorpion ARMS cho 

phép phát hiện được gần như toàn bộ các đột biến có liên quan đến mức độ đáp 

ứng thuốc của gen EGFR: G719A, G719C và G719X (Exon 18); 19 dạng đột biến 

xóa đoạn thường gặp ở exon 19; T790M và S768I (Exon 20), 3 dạng đột biến 

thêm đoạn thường gặp ở exon 20; L858R và L861Q (Exon 21) 

 

 

Hình 1.7. Cơ chế của kỹ thuật Scorpion ARMS [73] 

 

ADN đích 

Alen kiểu dại 
 

Alen đột biến 

Đoạn dò Scorpion đặc hiệu alen 

Đặc hiệu alen kiểu dại 

đặc hiệu alen kiểu đột biến 

Đo mức phát huỳnh quang bằng real-time PCR 

Số chu kỳ Số chu kỳ Số chu kỳ 

Kiểu dại Đột biến Kiểu dại : Đột biến 
(1:1) 

Các đoạn mồi đặc hiệu alen bắt cặp và kéo dài 

Một số trường hợp các đoạn mồi tự bắt cặp với nhau  
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1.4.4. Kỹ thuật Smart Amplification Process (SMAP) 

Kỹ thuật SMAP là một công nghệ mới nhất được phát triển bởi các nhà khoa 

học tại viện công nghệ Riken-Nhật Bản nhằm phát hiện các đột biến trên gen 

EGFR. Nguyên lý cơ bản của kỹ thuật này là: Khuếch đại ADN = Phát hiện đột 

biến. Để thực hiện được nguyên lý này kỹ thuật SMAP sử dụng (I) các cặp mồi 

phát hiện đột biến được thiết kế bất đối xứng nhằm giảm thiểu các khả năng 

mồi ghép cặp sai với sợi khuôn (II) một loại protein mới với khả năng nhận biết 

và bám đặc hiệu tại vị trí có sự ghép cặp không tương đồng giữa mồi và khuôn 

(Taq MutS) ngăn không cho phức hợp mồi-khuôn được khuếch đại trong phản 

ứng kéo dài chuỗi. Chỉ những phức hợp mồi-khuôn ADN ghép cặp hoàn mới 

được khếch đại nhờ ADN polymerase, tín hiệu của sản phẩm khuếch đại đặc 

hiệu đột biến được phát hiện trong hệ thống máy real-time PCR [39]. 

Thực tế cho thấy một trong những khó khăn của việc áp dụng các kỹ thuật 

sinh học phân tử như giải trình tự gen, Scorpion ARMS trong thực tế lâm sàng 

thường đòi hỏi qua nhiều bước, đội ngũ kỹ thuật viên có kiến thức chuyên sâu về 

sinh học phân tử, giá thành cao, thời gian phân tích kết quả lâu. Các công trình 

nghiên cứu áp dụng kỹ thuật SMAP cho thấy kỹ thuật vận hành qua một bước duy 

nhất “Khuếch đại ADN = Phát hiện đột biến”, có độ chính xác cao, thời gian từ 

khâu tách mẫu đến cho kết quả phân tích đột biến gen rất ngắn: khoảng 30 phút. 

Đây là một ưu thế nổi bật của kỹ thuật SMAP so với các kỹ thuật khác như giải 

trình tự gen (1-2 ngày), PCR-RFLP (1-2 ngày), Scorpion ARMS (3-4 giờ). Một 

khi kỹ thuật SMAP được áp dụng thành công, kỹ thuật mới này sẽ là một công cụ 

đắc lực giúp các nhà nghiên cứu và lâm sàng Việt Nam hiện thực hóa mục tiêu y 

học cá thể - khám và chữa bệnh dựa trên tình trạng gen của bệnh nhân. 
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CHƯƠNG 2 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu là gen EGFR của bệnh nhân UTPKTBN tại bệnh 

viện ung bướu Nghệ An. 

- Tiêu chuẩn lựa chọn: 

+ Bệnh nhân được chẩn đoán giải phẩu bệnh là UTPKTBN. 

+ Giai đoạn bệnh muộn, không thể phẫu thuật triệt căn. 

+ Không có bệnh nội khoa phối hợp có chống chỉ định hóa chất. 

- Tiêu chuẩn loại trừ: 

+ Không còn mô trong khối nến. 

2.2. Khách thể nghiên cứu 

Bệnh nhân UTPKTBN điều trị tại bệnh viện Ung bướu Nghệ An. 

2.3. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

- Địa điểm: Bệnh viện Ung bướu Nghệ An – thành phố Vinh – Nghệ An. 

- Thời gian: tháng 10 năm 2016 đến tháng 6 năm 2017. 

2.4. Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu mô tả cắt ngang, hồi tiến cứu. 

2.5. Phương pháp nghiên cứu 

Có nhiều phương pháp làm xét nghiệm phân tích gen EGFR, với điều kiện 

nghiên cứu ở khoa Giải phẫu bệnh, bệnh viện Ung bướu Nghệ An, chúng tôi tiến 

hành 2 kỹ thuật phân tích đột biến gen EGFR đó là: kỹ thuật Scorpion ARMS 

thực hiên trên máy Real-time PCR và kỹ thuật giải trình tự gen thực hiện trên 

máy giải trình tự gen. 
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2.5.1. Thiết bị nghiên cứu 

Bảng 2.1: Các trang thiết bị phục vụ nghiên cứu 

Tên thiết bị Hãng sản xuất 

Máy vùi bệnh phẩm Thermo Scientificn Histostar – Anh 

Tủ an toàn sinh học cấp 2 ESCO - Singpore 

Tủ âm sâu (-30ºC, -80oC) ESCO - Singpore 

Máy đo nồng độ and Thermo Scientificn Histostar  Anh 

Máy căt tiêu bản (dao cắt thích hợp để cắt 

được khối paraffin phải cắt được những 

mảnh kích thước 5 ~ 10 µm) 

Thermo Scientificn Histostar  

Anh 

Máy ly tâm nhỏ - Microcentrifuge  Eppendorf – Đức 

Máy ly tâm lắng mẫu nhanh Eppendorf – Đức 

Máy ủ nhiệt (điều chỉnh được từ 37- 90ºC) Thermo Scientificn Histostar  Anh 

Máy vortex Stuart (Bibby) – Anh 

Buồng thao tác PCR ESCO - Singpore 

Máy Realtime-PCR 7500 fast ABI – Mỹ 

Máy giải trình tự ADN ABI 3130 ABI – Mỹ 

Pipett chuyên dụng cho sinh học phân tử Eppendorf – Đức 

Hệ thống điện di, máng đổ gel, lược tạo giếng Mupid - Nhật Bản 

Máy đo quang phổ (định nồng độ ADN, 

RNA) 

Thermo Electron Corporation 

(Biomate) – Anh 

Máy luân nhiệt Gene Amp PCR System 9700 – Mỹ 

Lò vi sóng Panasonic – Nhật Bản 

Máy soi và chụp ảnh tự động gel agarose 

đã điện di 

Dolphin Chemic Wealtec – Mỹ 
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2.5.2. Hóa chất phục vụ nghiên cứu 

- Hóa chất tách chiết ADN từ mô ung thư phổi: 

§ Dung dịch xylene, dung dịch SDS 10%, ethanol 100% 

§ Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1mM EDTA, 0,5% Tween20) 

§ Dung dịch proteinase K (nồng độ 1 mg/ ml) 

- Hóa chất tách chiết và tinh sạch ADN:  

§ Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1mM EDTA, 0,5% Tween20) 

§ Dung dịch SDS 10% 

§ Dung dịch proteinase K (nồng độ 1 mg/ ml) 

§ Dung dịch phenol: chloroform: isoamyl tỷ lệ 25:24:1 

§ Dung dịch chloroform: isoamyl tỷ lệ 24:1 

§ Ethanol 100%, ethanol 70%, sodium acetate 3M, pH 5,2 

- Hóa chất chạy PCR (Invitrogen): 

§ Dung dịch đệm 10X, hỗn hợp dNTP, Taq polymerase, Mg2+, nước cất. 

§ Các cặp mồi đặc hiệu (xuôi và ngược) 

- Hóa chất điện di sản phẩm PCR:  

§ Agarose, dung dịch TBE (boric acid EDTA), 

§ Ethidium bromide, loading dye, thước đo ADN. 

- Hóa chất tinh sạch sản phẩm PCR: Promega Wizard SV gel clean-up 

system (Promega Inc.) gồm dung dịch gắn kết màng, dung dịch rửa màng, nước 

cất không có nuclease. 

- Hóa chất giải trình tự gen: BigDye Terminator version 3.0 Ready 

Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) gồm: 

§ BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP và dUTP) 

§ BigDye buffer 

§ Cặp mồi đặc hiệu 

§ Dung dịch formamide. 
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Hóa chất chạy real-time PCR theo công nghệ Scopion ARMS: EGFR PCR kit 

của hãng Qiagen, gồm: 

§ Dung dịch đệm (có chứa hỗn hộp dNTP), Mg2+, nước cất 

§ Các hỗn hợp đoạn mồi Scorpions 

§ Taq ADN polymerase 

§ Dung dịch chứng 

2.6. Các bước tiến hành phân tích đột biến gen EGFR  

 
Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu xác định đột biến gen EGFR 

2.6.1. Phương pháp lấy mẫu mô tế bào ung thư 

Mẫu mô bệnh phẩm được sinh thiết hoặc phẫu thuật cắt từ khối u bệnh nhân, 

sau đó được chuyển vào khối nến. Có thế thay thế bằng mẫu mô sinh thiết lõi 

kim (corebiopsy) hoặc tế bào học hạch di căn, dịch màng phổi, dịch rửa phế 

quản và chải phế quản… Tuy nhiên, số lượng của mô hiện diện trong các mẫu 

này có thể làm giảm tỷ lệ thành công của xét nghiệm. 

2.6.2. Quy trình xử lý mẫu bệnh phẩm 

Xử lý mẫu bệnh phẩm bằng phương pháp mô học 

- Bước 1: Cố định bệnh phẩm (BP) 

Mẫu mô UTPKTBN 

Lựa chọn vùng tế bào UT 

Tách chiết và tinh sạch ADN 

Xét nghiệm xác định đột biến gen 
EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự 

gen 

Xét nghiệm xác định đột biến 
gen bằng kỹ thuật Scorpion 

ARMS trên máy Real-time PCR 
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 Mục đích giúp lưu giữ mẫu bền vững, lâu ngày. Mẫu không bị tiêu hủy bởi 

các men có sẵn bên trong tế bào hay bởi các vi khuẩn và bảo vệ cấu trúc nguyên 

vẹn ở mức độ phân tử.  

+ Mẫu được cho vào dung dịch có chất cố định là Formaldehyt 10%. 

+ Yêu cầu: BP cố định ngay sau khi lấy, không được làm dập nát, không 

được cắt bệnh phẩm quá dày, không để một mặt BP dính vào lọ đựng, đủ dung 

dịch cố định cần thiết, thời gian cố định thích hợp. 

- Bước 2: Xử lý bệnh phẩm 

Khử nước bằng dung dịch cồn; khử cồn bằn xylem và vùi trong paraffin để 

loại xylem bằng máy xử lý mô trong 3 giờ. 

- Bước 3: Cắt và dán 

Mẫu bệnh phẩm sau khi xử lý, được đúc vào khối parafin, làm lạnh và cắt 

bằng máy cắt Microtome (2-3 µm), cố định mẫu trên lam kính, dùng xyleme để 

tẩy parafin, qua các bể dung dịch ethanol (70%, 90% và 100%) để tẩy paraffin và 

rửa sạch bằng nước cất trong 5 phút. 

- Bước 4: Nhuộm Hematoxylin-Eosin 

Cố định mẫu trên lam kính, nhuộm nhân bằng dung dịch hematoxylin trong 

3-5 phút và rửa sạch dưới vòi nước chảy trong 5-10 phút. Kiểm tra màu sắc của 

nhân qua kính hiển vi (nếu đậm rửa bằng cồn axit). Làm xanh trong dung dịch 

Lithium cacbonat bão hòa trong 1 phút. Rửa lại duới vòi nước chảy (1 phút). Tiếp 

tục nhuộm bào tương bằng eosin 10% trong 1-2 phút, sau đó rửa lại duới vòi nước 

chảy (1 phút), cho qua hai bể dung dịch ethanol (90%, 100%) mỗi bể nhúng 15 

lần) để tẩy eosin. Cuối cùng làm trong tiêu bản bằng xylem 5-10 phút. Trước khi 

kiểm tra dưới kính hiển vi, mẫu được cố định bằng lamen và dán keo Boume 

Canada. 

Các mẫu mô sau khi được ký hiệu mã số của bệnh nhân sẽ được xác định mô 

bệnh học và được chọn lựa vùng tập trung tế bào ung thư theo các bước như sau: 

vùng mô ung thư được đánh dấu trên lam giải phẫu bệnh để phân biệt với vùng 
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mô lành xung quanh (từ 5 – 10 tiêu bản). Cạo bệnh phẩm có chứa các tế bào ung 

thư vào ống ly tâm 1,5 ml bằng các lưỡi dao phẫu thuật riêng biệt. Những trường 

hợp bệnh phẩm sinh thiết quá nhỏ không thể đánh dấu phân biệt vùng mô ung thư 

và mô lành nên thu toàn bộ vào tube ly tâm. Sử dụng vùng mô này để tách chiết, 

tinh sạch ADN bộ gen.  

2.6.3. Quy trình tách chiết và tinh sạch ADN 

2.6.3.1. Quy trình xử lý mẫu mô UTP trong paraffin:  

1. Sau khi xác định vùng tập trung tế bào ung thư của mẫu mô, cắt 10-20 lát 

mô (7 - 10 µm) cho vào ống eppendorf 1,5  ml. 

2. Thêm vào 1200 µl dung dịch xylene, ủ ở nhiệt độ phòng 15 phút rồi trộn 

đều bằng máy Vortex. 

3. Ly tâm hỗn hợp với tốc độ 15000 vòng/phút trong 5 phút, đổ bỏ phần 

dung dịch phía trên, giữ lại phần cặn lắng. 

4. Thêm vào ống 1200 µl ethanol 100%, trộn đều bằng máy vortex và ủ ở 

nhiệt độ phòng 10 phút. 

5. Ly tâm hỗn hợp với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 5 phút, bỏ phần dung 

dịch phía trên, giữ lại phần cặn lắng. 

6. Lặp lại bước 4 và 5. 

Mẫu sau khi được chuẩn bị, tiếp tục: 

7. Thêm 500 µl Lysis buffer vào ống chứa hỗn hợp ở trên. 

8. Thêm 25 µl dung dịch SDS 10%.  

9. Thêm 20 µl dung dịch proteinase K (nồng độ 1 mg/ ml). 

10.  Ủ ống hỗn hợp trên ở 56oC trong 15 phút. 

2.6.3.2. Quy trình tách chiết genomic ADN 

1. Bổ sung 1m80 µl đệm DTL và 20 µl dung dịch proteinase K, trộn bằng 

máy vortex. 
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2. Ủ ở 56oC trong 1 giờ để ly giải mẫu mô. Nếu mẫu mô không ly giải hoàn 

toàn, hoặc cần nồng độ ADN cao hơn, ủ với thời gian lâu hơn hoặc qua 

đêm. 

3. Thêm, 10 µl đệm DES. Chuyển ổng ly tâm sang máy ủ nhiệt orbital và ủ ở 

90oC trong vòng 1 giờ. 

4. Ly tâm nhanh trong 5 -10 giây. Nếu yêu cầu ADN không có RNA, đưa 

mẫu về nhiệt độ phòng và thêm 2 µl RNase A (100 mg/ ml) và ủ 5 phút ở 

nhiệt độ phòng. 

5. Thêm 200 µl đệm DTB và 200 µl ethanol (96~100%) trộn bằng máy 

vortex. 

6. Ly tâm nhanh 5-10 giây. 

7. Chuyển toàn bộ phần ly giải sang cột ADN Spin Column (trong ống thu 2 

ml). Không làm ướt viền, đóng nắp và ly tâm 10000 x g trong 1 phút. 

8. Bỏ phần dung dịch trong trong ống thu. 

9. Thêm 600 ml đệm DW1 và ADN spin Columm, ly tâm 10000 x g trong 1 

phút. 

10.  Bỏ phần dung dịch trong ống thu. 

11.  Thêm 600 ml đệm DW1 và ADN spin Columm, ly tâm 10000 x g trong 1 

phút. 

12.  Bỏ ống thu. 

13.  Đặt cột ADN Spin Column vào ống thứ 2 ml mới, ly tâm 13000 x g trong 

3 phút. 

14.  Bỏ ống hút. 

15.  Đặt cột ADN Spin Column vào ống thu 1,5 ml mới. 

16.  Thêm 30-100 µl đậm DTE vào tâm của màng. Không chạm vào màng. 

17.  Ủ ở nhiệt độ phòng (15-25oC) trong vòng 1-5 phút. 

18.  Ly tâm 13000 x g trong 1 phút. 

ADN tách chiết có thể sử dụng ngay hoặc bảo quản ở -20oC. 
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2.6.4. Phương pháp phân tích đột biến gen EGFR  

Nghiên cứu của chúng tôi sử dụng 2 phương pháp phân tích đột biến gen đó 

là: Scorpion ARMS thực hiện trên máy Realtime PCR 7500 Fast của hãng ABI và 

giải trình tự gen tự động thực hiện trên máy giải trình tự ABI 3130. 

2.6.4.1. Quy trình phân tích đột biến gen bằng kỹ thuật Scorpion ARMS trên 

máy Real-time PCR 

Bước 1:  

- Chuẩn bị các ống Eppendorf 0.2 ml tương ứng với số lượng mẫu 

- Rã đông EGFR mixed standard ở nhiệt độ phòng, trộn đều bằng cách đảo 

ống 10 lần (chú ý: không sử dụng máy vortex để trộn đều hỗn hợp này). Ly tâm 

nhẹ. 

- Rã đông EGFR taq ADN polymerase ở nhiệt độ phòng, trộn đều bằng 

pippet hoặc búng nhẹ (chú ý: không sử dụng máy vortex). Ly tâm nhẹ. 

Bước 2: Chuẩn bị các ống phản ứng như sau: 

+ Ống mẫu: Hút 42.3 µl ADN mẫu (đã tách chiết ở trên). 

+ Ống chứng (+): Hút 42.3 µl EGFR mixed standard 

+ Ống chứng (-): Hút 42.3 µl mẫu đối chứng âm 

Bước 3: Bổ sung 2 µl EGFR taq ADN polymerase vào 3 ống trên 

Bước 4: Lấy 3 strip (8 ống phản ứng/strip) master mix EGFR mutation có 

sẵn. Ký hiệu tên để phân biệt. 

Lần lượt hút 5µl từ ống chứng (-), chứng (+) và ống mẫu vào tương ứng 

với strip 1,2,3. 

Chú ý: Cho vào sát thành ống sát trên lớp hỗn hợp ở các ống trong strip. 

Bước 4: Ly tâm nhẹ 

Bước 5: Đặt các strip phản ứng vào khay để mẫu của máy real-time 7500 

fast và cài đặt chương trình trên phần mềm 7500 sorfware v3.2. 

Bước 6: Đọc kết quả trên phần mêmf 7500 sorfware v3.2. 
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Bảng 2.2: Các dạng đột biến exon 18-21 gen EGFR được phát hiện bằng kỹ 

thuật Scorpion ARMS trên máy Real-time PCR 

Đột biến Exon Biến đổi Nucleotit Cosmic ID [75] 

L858R 21 2537T>G 6224 

L861Q 21 2582T>A 6213 

S7681 20 2303G>T 6241 

T790M 18 2369C>T 6240 

G719A 18 2156G>C 6239 

G719X 18 2155G>A 6252 

G719C 18 2155G>T 6253 

Thêm đoạn 20 

2307_2308ins9 12376 

2319_2320insCAC 12377 

2310_2311insGGT 12378 

Xóa đoạn 19 

2235_2249del15 6223 

2235_2252>AAT 13551 

2236_2253del18 12728 

2237_2251del15 12678 

2237_2254del18 12367 

2237_2255>T 12384 

2236_2250del15 6225 

2238_2255del18 6220 

2238_2248>GC 12422 

2238_2252>GCA 12419 

2239_2247del9 6218 

2239_2253del15 6254 

2239_2256del18 6255 

2239_2248TTAAGAGAAG>C 12382 
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2239_2258>CA 12387 

2240_2251del12 6210 

2240_2257del18 12370 

2240_2254del15 12369 

2239_2251>C 12383 

 

2.6.4.2. Quy trình phân tích đột biến gen bằng kỹ thuật giải trình tự ADN 

Khuếch đại các exon 18 -21 của gen EGFR bằng PCR: 

ADN của bệnh nhân tách chiết từ mẫu mô UT được sử dụng để khuếch đại 

bằng phản ứng PCR với các cặp mồi đặc hiệu cho các exon 18 ÷ 21 của gen EGFR. 

Bảng 2.3: Các đoạn mồi dùng để khuếch đại exon 18 – 21 

TÊN MỒI TRÌNH TỰ 5' ---3' 

EXON 

KHUẾCH 

ĐẠI ĐƯỢC 

KÍCH 

THƯỚC 

(bp) 

EGFR-18F AGGGCTGAGGTGACCCTTGT 
18 245 

EGFR-18R CTTGCAAGGACTCTGGGCT 

EGFR-19F ACCATCTCACAATTGCCAGTTAAC 
19 208 

EGFR-19R GAGAAAAGGTGGGCCTGAGG 

EGFR-20F ACCTGGAAGGGGTCCATGTG 
20 318 

EGFR-20R CATGTGAGGATCCTGGCTCC 

EGFR-21F TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTT 
21 212 

EGFR-21R ATGCTGGCTGACCTAAAGCC 

 

Điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 

v Chuẩn bị gel agarose 1,5% 

- Cân 1,5g agarose hòa tan trong 10 ml boric acid EDTA (TBE) (sử dụng 

lò vi sóng). Sau khi agarose tan hết, để nguội 55- 60°C, đổ vào khuôn gel, tùy 
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thuộc vào số lượng giếng cần cho điện di mà cài lược làm giếng từ 4- 6- 8-12 

răng. 

- Pha dung dịch TBE 10X: Tris 0,89M; acid boric 0,89M; EDTA 0,02M 

v Tiến hành kỹ thuật điện di 

- Chuẩn bị dung dịch điện di 

Thành phần Ống chuẩn Ống bệnh nhân 

Dung dịch Marker 10 µl  

Sản phẩm PCR - 9 µl 

Dung dịch đệm 10X - 1 µl 

Tổng số 10 µl 10 µl 

 

- Đưa gel agarose vào máy điện di, cho TBE đến ngập gel 

- Dùng pipet và đầu côn nhỏ hút lần lượt dung dịch ở mỗi ống đưa vào 

giếng (10 µl/giếng) 

- Đưa gel vào máy điện di 80-100V (Mupid-Nhật Bản), khởi động cường 

độ 90V điện di trong 30 phút. 

- Sau điện di, gel được ngâm vào Ethidium bromide 20 phút, rửa qua nước cất 

và đưa vào soi dưới đèn UV, chụp ảnh, lưu ảnh vào máy vi tính hoặc in ra giấy. 

 Tinh sạch sản phẩm PCR trên gel agarose 

Sử dụng Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega, USA). 

1. Chuẩn bị dung dịch rửa màng (Membrane Wash Solution) (chỉ thực hiện 

khi bắt đầu sử dụng hộp sản phẩm mới): Thêm ethanol 95% vào lọ dung dịch 

rửa màng. Lượng ethanol cho thêm vào phụ thuộc vào thể tích của lọ dung 

dịch rửa màng (được quy định sẵn trong kit). 

2. Cắt phần gel agarose có chứa sản phẩm PCR mong muốn (hiển thị dưới 

đèn chiếu UV). Ước lượng trọng lượng miếng gel. 
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3.  Cho miếng gel vào ống có dung tích 1,5 ml, thêm vào 10 µl dung dịch 

bám màng (Membrane Binding Solution) cho mỗi 10 mg trọng lượng miếng 

gel. 

4. Nhẹ nhàng trộn đều hỗn hợp trong ống và ủ ống ở 50 – 65oC trong 10 phút 

hoặc cho đến khi quan sát thấy miếng gel tan hoàn toàn. Ly tâm ống để toàn 

bộ ADN tập trung xuống đáy ống. 

5. Đặt 1 cột lọc (SV Minicolumn) vào một ống thu thấp (Collection Tube). 

Chuyển toàn bộ hỗn hợp gel đã hòa tan vào cột lọc và ủ 1 phút ở nhiệt độ 

phòng.  

6. Ly tâm phức hợp cột lọc - ống thu thập ở tốc độ 14 000 vòng/ phút trong 1 phút. 

7. Gỡ cột lọc ra, đổ bỏ phần dung dịch trong ống thu thập. Sau đó đặt cột lọc 

lại trong ống thu thập.  

8. Thêm vào cột lọc 700 µl dung dịch rửa màng và ly tâm ở tốc độ 14 000 

vòng/ phút trong 1 phút. Lặp lại bước 7. 

9. Thêm vào cột lọc 500 µl dung dịch rửa màng và ly tâm ở tốc độ 14 000 

vòng/ phút trong 5 phút. 

10.  Chuyển cột lọc sang một ống 1,5 ml mới. Thêm vào cột 50 µl nước cất 

không chứa enzyme phân giải axit nucleic (Nuclease-Free Water). Ủ ở nhiệt độ 

phòng trong 1 phút, sau đó ly tâm ở tốc độ 14 000 vòng/ phút trong 1 phút. 

11.  Bỏ cột lọc, dung dịch trong ống chứa ADN đích đã được tinh sạch. Tiếp 

tục thực hiện các kỹ thuật hoặc trữ ống ở -20oC. 

Thực hiện giải trình tự chuỗi ADN: 

 Đoạn ADN sau khi tinh sạch sẽ được chạy phản ứng giải trình tự gen sử dụng 

BigDye Terminator V3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems), sau đó được điện di trên máy giải trình tự gen tự động ABI 3130. 

v Quy trình PCR khurình PCRgen EGFR sen EGFRPCRược điệnThực 

hiện tuần tự theo các bước sau: 

1. Cho vào ống dung tích 200 µl các thành phần sau : 
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Thành phần Thể tích (µl) 

Sản phẩm sau PCR đã được tinh sạch 0,5 

Big Dye Buffer 5X 1,5 

Big Dye 2,5X 1,0 

Nước siêu sạch 6,0 

Mồi đơn (5pmol/ µl) 1,0 

Tổng thể tích 10 

(Thực hiện 2 ống cho 1 mẫu: 1 ống cho mồi xuôi, 1 ống cho mồi ngược) 

2. Cài đặt chu trình nhiệt: 

96oC trong 1 phút 

96oC trong 10 giây 

50oC trong 4 giây  

60oC trong 4 phút  

3. Sau khi kết thúc phản ứng khuếch đại, giữ lạnh ống ở 4oC hoặc tiến hành 

ngay bước tinh sạch tiếp theo. 

v Quy trình tinh sạch sản phẩm sau PCR sử dụng BigDye kit 

Thực hiện tuần tự theo các bước sau: 

1. Thêm 5 µl EDTA 0,125M vào ống 200 µl có chứa sẵn sản phẩm PCR 

2. Thêm 60 µl cồn 100o, trộn đều, để 15 phút ở nhiệt độ phòng.  

1. Ly tâm ống với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 15 phút. 

2. Đổ bỏ phần dung dịch, giữ lại phần cặn lắng ở đáy ống. 

3. Thêm vào ống 250 µl ethanol 70%, trộn đều. 

4. Ly tâm ống với tốc độ 15 000 vòng/phút trong 10 phút. 

5. Đổ bỏ phần dung dịch, giữ lại phần cặn lắng ở đáy ống. 

6. Để mảnh sản phẩm PCR khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng. 

7. Lập tức sử dụng kết tủa của sản phẩm PCR này để thực hiện bước tiếp 

theo là đọc trình tự gen. 

 x 25 chu kỳ. 
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v Quy trình giải trình tự xác định đột biến gen EGFR  

Ngay sau khi lấy mảnh ADN khô vừa tinh sạch bằng cồn sau phản ứng PCR 

khuếch đại bằng BigDye kit, thực hiện tuần tự các bước sau: 

1. Cho vào mỗi giếng 20 µl dung dịch Hi-Di (formamide) hòa tan sản phẩm 

PCR.  

2. Ủ ở 95oC trong 3-5 phút (trong block nhiệt) để gắn Hi-Di vào các sợi đơn 

ADN. 

3. Lấy mẫu ra khỏi block nhiệt để ở -20oC trong 5 phút. 

4. Trộn đều hỗn hợp 

5. Đặt các giếng chứa mẫu vào máy đọc trình tự và khởi động chương trình chạy. 

6. Phân tích trình tự gen bằng hệ thống ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).  

7. So sách kết quả giải trình tự gen với trình tự gen chuẩn tương ứng của 

GenBank. 

Trình tự gen EGFR của bệnh nhân sẽ được đối chiếu và so sánh với trình tự 

GenBank (gen EGFR: NG_007726, National Center for Biotechnology 

Information) và phân tích theo phần mềm Seqscape (Applied Biosystems). 

2.7.  Phương pháp xử lý số liệu 

- Phân tích kết quả giải trình tự gen trên phần mềm SeqScape. 

- Phân tích kết quả xác định đột biến gen EGFR bằng Scopion ARMS trên 

phần mềm 7500 software v3.2. 

  - Xử lí số liệu theo phương pháp thống kê sinh học, sử dụng phần mềm  Excel 

2010 và phần mềm SPSS 16.0. 

2.8. Vấn đề đạo đức y sinh trong nghiên cứu 

- Nghiên cứu này được sự cho phép của Bệnh viện ung bướu Nghệ An. 

- Tất cả các bệnh nhân đều được tư vấn và tự nguyện tham gia nghiên cứu. 

- Các thông tin cá nhân của bệnh nhân được giữ bí mật. 

- Đề tài chỉ nhằm phục vụ cho mục đích nghiên cứu, không phục vụ cho bất 

kì lợi ích nào của người nghiên cứu. 
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CHƯƠNG 3 

 KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 
3.1. Đặc điểm chung của bệnh nhân UTPKTBN 

3.1.1. Tỷ lệ đột biến theo giới tính 

Bảng 3.1. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo giới tính 

Đặc điểm bệnh 

nhân 

UTPKTBN 
Phát hiện 

đột biến 

Không phát 

hiện đột 

biến 

P 

N % n % n % 

0,0027 Giới 
Tính 

Nam 61 55.96 17 27.87 44 72.13 

Nữ 48 44.04 27 56.25 21 43.75 

 

 
Hình 3.1. Biểu đồ tỷ lệ đột biến gen EGFR theo giới tính  

 

 Trong nghiên cứu này, 109 bệnh nhân UTPKTBN có 61 bệnh nhân nam 

(chiếm 55,69%), có 48 bệnh nhân nữ (chiếm 44,04%). Tỷ lệ nam/nữ mắc 

UPTKTBN của chúng tôi là 1,26 thấp hơn các nghiên cứu trước đây của 

Hoàng Anh Vũ (2014), Phạm Văn Luận (2016) [18], [10]. Nhìn chung, các kết 

quả trong và ngoài nước đều cho thấy rằng nam giới có tỷ lệ hút thuốc là gấp 

nhiều lần nữ giới nên tỷ lệ mắc ung thư phổi cũng cao hơn. Tuy nhiên từ những 
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năm cuối thập niên 1990 thì tỷ lệ hút thuốc lá ở nam giới có chiều hướng giảm, 

trong khi đó nền công nghiệp phát triển kéo theo ô nhiễm môi trường, hóa chất 

độc hại… Vì vậy các yếu tố này góp phần làm thay đổi tỷ lệ nam/nữ trong ung 

thư phổi. 

Xét sự tương quan giữa đột biến gen EGFR và giới tính, có sự khác biệt 

rõ rệt giữa nam và nữ, tỷ lệ dương tính ở nữ (27/48; 56,25%) cao gấp 2,01 lần ở 

nam (17/44; 27,87%), sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với P < 0,05. Kết 

quả nghiên cứu của chúng tôi tương tự kết quả nghiên cứu trước đây của Mai 

Trọng Khoa và cộng sự tại bệnh viện Bạch Mai, có tỷ lệ đột biến gen ở nữ là 

55,2% và cao gấp 1,7 lần ở nam [9]. Trong nghiên cứu của tác giả Phạm Văn 

Luận cũng cho tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nữ là 55,2% cao hơn ở nam 35,8% 

[10]. Hơn nữa, các nghiên cứu trên thế giới cũng cho thấy đột biến gen EGFR 

thường gặp ở bệnh nhân nữ nhiều hơn bệnh nhân nam [63]. 

3.1.2. Đột biến gen EGFR theo nhóm tuổi 

Bảng 3.2. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo độ tuổi 

Đặc điểm bệnh nhân 

 Bệnh 

UTPKTBN 

Phát hiện 

đột biến 

Không 

phát hiện 

đột biến 

 

 

p 

 

 

r 
n % n % n  % 

Tuổi 

<50 9 8,26 7 77,78 2 22,22 
 

0,19 

 

0,99 
50-64 43 39,45 17 39,53 26 60,47 

≥65 57 52,29 20 35,09 37 64,91 

Trung bình 63,8 ± 10,6 
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Hình 3.2. Biểu đồ tương quan giữa đột biến gen EGFR và độ tuổi 

 - Trong nghiên cứu này, bệnh nhân có độ tuổi phân bố từ 33 tuổi đến 83 
tuổi, tuổi trung bình của bệnh nhân UTPKTBN là 63,8 ± 10,6 tuổi. Kết quả này 
tương tự với kết quả nghiên cứu của Phạm Văn Luận và cộng sự, độ tuổi trung 
bình mắc UTPKTBN là 61,66 ± 10,57 và nghiên cứu của Nguyễn Minh Hải và 
cộng sự năm 2013 nhóm bệnh nhân UTPKTBN có độ tuổi trung bình là 64,4 
tuổi [10], [5]. Kết quả này thấp hơn một số nghiên cứu khác đã công bố như của 
Nguyễn Ngọc Quang có độ tuổi trung bình là 57,8 tuổi, Hoàng Anh Vũ (2011) 
là 59 tuổi. [18], [14].  

- Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy ở độ tuổi ≥ 65 tỷ lệ bệnh nhân mắc 
bệnh chiếm tỷ lệ cao nhất, 52,29%, độ tuổi 50-64 chiếm 39,45%, thấp nhất là độ 
tuổi dưới 50 chiếm 8,26%. Như vậy tỷ lệ mắc bệnh UTPKTBN liên quan thuận 
chặt với độ tuổi, với r = 0,99. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trong và 
ngoài nước, tuổi càng cao nguy cơ mắc ung thư phổi càng lớn. 

- Xét sự tương quan giữa đột biến gen EGFR với tuổi mắc bệnh, cho thấy 
tỷ lệ bệnh nhân UTPKTBN mang đột biến gen chiếm tỷ lệ cao nhất ở nhóm tuổi 
dưới 50 (chiếm 77,78%), thấp nhất là độ tuổi ≥ 65 (chiếm 35,1%).  

Như vậy, diễn biến đột biến gen EGFR trên bệnh nhân UTPKTBN ở người 
trẻ tuổi thường là do lỗi trong cấu trúc ADN. Trong khi đó ở những bệnh nhân 
lớn tuổi ung thư cao song nguyên nhân do đột biến thấp. Kết quả này cũng hoàn 
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toàn phù hợp cơ chế sinh bệnh, bởi UTPKTBN phụ thuốc rất nhiều vào sự thay đổi 
trong cấu trúc di truyền và độ ổn định trong quá trình phân bào. Ở những bệnh 
nhân trẻ, sự kế thừa các yếu tố nguy cơ (mang gen đột biến) từ bố mẹ, khi gặp các 
yếu tố kích hoạt, các gen này sẽ đươc hoạt hóa và biểu hiện. Ở đối tượng này các 
gen dễ bị tác động bởi các yếu tố môi trường, do sự tích lũy trong quá trình sống, 
dẫn đến các prooncogen sẽ chuyển sang trang thái oncogen, các gen sẽ khuếch đại, 
tạo nên sự sinh sản bất thường của các tế bào, hình thành khối u. Trong khi đó 
những bệnh nhân lớn tuổi các yếu tố nguy cơ là sự già hóa của tế bào, kèm theo sự 
suy giảm hệ miễn dịch tạo kẽ hở cho các tế bào ung thư phát triển. 

3.1.3. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo thói quen hút thuốc lá 

Bảng 3.3. Tỷ lệ đột biến theo đặc điểm bệnh nhân có/không hút thuốc 
 

Đặc điểm bệnh nhân 
UTPKTBN Phát hiện 

đột biến 

Không 
phát hiện 
đột biến p 

n % n % n % 

Hút 
Thuốc 

Có hút thuốc 54 49,54 14 25,93 40 74,07 
0,24 Không hút 

thuốc 
Nam 7 6,42 3 42,86 4 57,14 
Nữ 48 44,04 27 56,25 21 43,75 

 

 
Hình 3.3. Biểu đồ tỷ lệ đột biến theo đặc điểm bệnh nhân có/không hút thuốc 
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Nhận xét:  

- Tỷ lệ bệnh nhân UTP có hút thuốc lá là 49,54%, tất cả là đối tượng nam. Trong 

đó mang gen đột biến chiếm 25,29%. 

- Tỷ lệ bệnh nhân nam không hút thuốc mắc ung thư phổi không liên quan đến 

hút thuốc lá chỉ chiếm 6,42%, mang gen đột biến chếm 42,86%. Nữ UTP chiếm 

44,04% nhưng tỷ lệ mang gen đột biến chiếm 56,25%. 

 Đối chiếu kết quả nghiên cứu này với các công trình nghiên cứu khác cho 

thấy tỷ lệ bệnh nhân có hút thuốc mắc UTP trong nghiên cứu này thấp hơn nghiên 

cứu của Phạm Văn Luận và cộng sự (2016) là 61,9 % và nghiên cứu Mai Trọng 

Khoa và cộng sự là 57,1% [9][10]. Như vậy, các nghiên cứu đều cho dữ liệu nhóm 

hút thuốc lá có tỷ lệ UTPKTBN cao hơn nhóm không hút thuốc. Các nghiên cứu 

dịch tễ học nhận thấy trong khói thuốc lá có trên 50 hợp chất gây ưng thư. Nên sau 

20 năm hút thuốc lá sẽ xuất hiện nguy cơ tăng tỷ lệ ung thư lên theo thời gian hút 

thuốc. Theo thống kê của WHO tỷ lệ nam giới hút thuốc ở nước ta là 56,4%, do 

đó, ở nam giới có tỷ lệ ung thư phổi cao hơn nữ. 

 Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu cũng chỉ ra rằng tỷ lệ bệnh nhân có đột biến 

gen EGFR ở nhóm không hút thuốc lá lại rất cao nam chiếm 42,86%, nữ chiếm 

56,25% trong nhóm không hút thuốc lá. Kết quả nghiên cứu này cũng đã được đề 

cập trong các công trình nghiên cứu của PIONEER, của Mai Trọng Khoa và cộng 

sự (2014) [9], [64]. Điều này gợi ra rằng, những bệnh nhân UTPKTBN không có 

tiền sử hút thuốc lá, khi phát hiện ra ung thư phổi cần phải có chỉ định làm xét 

nghiệm gen EGFR để định hướng cho điều trị. 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 
 

3.1.4. Đặc điểm nghề nghiệp, địa bàn cư trú của bệnh nhân UTPKTBN 

Bảng 3.4. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo nghề nghiệp 

Nghề nghiệp 
UTPKTBN 

Có phát hiện 
đột biến 

 

Không phát 
hiện đột biến 

 
n % n % n % 

Nông nghiệp 35 32.1 20 57,14 15 42,86 

Tự do 33 30.3 10 30,3 23 69,7 

Công chức 8 7,3 3 37,5 5 37,5 

Hưu trí 33 30.3 11 33,33 22 66,67 
 

 
Hình 3.4. Biểu đồ tỷ lệ nghề nghiệp của bệnh nhân UTPKTBN 

Nhận xét:  

- Tỷ lệ mắc UTPKTBN cao nhất ở những bệnh nhân làm nông nghiệp 

(32,1%) và kế đến là lao động tự do và hưu trí (đều chiếm tỷ lệ 30,3%), nhóm 

công chức mắc UTPKTBN thấp nhất (chiếm 7,3%). 

- Nhóm có tỷ lệ bệnh nhân dương tính với đột biến gen EGFR cao là nhóm 

làm nông nghiệp chiếm tỷ lệ 57,14 (20/35 bệnh nhân) và tỷ lệ này thấp nhất ở 

nhóm nghề lao động tự do có tỷ lệ 30,3% (10/33 bệnh nhân). 

Điều này có thể suy luận đến tính chất nghề nghiệp có ảnh hưởng đến bệnh 

ưng thư. Kết quả này cũng đã được khẳng định trong các công trình nghiên cứu 
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khác. Trong nghiên cứu này, có thể do những bệnh nhân làm nông nghiệp nhận 

thức thấp, ý thức bảo vệ sức khỏe bản thân kém và thường xuyên tiếp xúc trực 

tiếp với các yếu tố gây ung thư như thuốc trừ sâu, thuốc diệt cỏ, diệt chuột… 

nên ở nhóm này có nguy cơ mắc UTP và đột biến gen cao hơn. 

3.1.5. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo giai đoạn bệnh 

Bảng 3.5. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo giai đoạn bệnh 

Đặc điểm bệnh nhân 
UTPKTBN Phát hiện 

đột biến 

Không 
phát hiện 
đột biến P 

n % n % n % 

Giai đoạn 

IIIa 2 1,83 1 50 1 50 

0,166 IIIb 19 17,43 4 21,05 15 78,95 

IV 88 80,73 39 44,32 49 55,68 
 

 

Hình 3.5. Biểu độ tỷ lệ giai đoạn bệnh của UTPKTBN 

 Nhận xét: 

 -  Bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn IV chiếm tỷ lệ cao nhất 80%, trong đó 

mang gen đột biến 44,32%. 
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 - Bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn IIIa chiếm tỷ lệ thấp nhất 1,83% trong 

đó mang gen đột biến chiếm 50%. 

 Giai đoạn bệnh trong ung thư phổi là để đánh giá khối u đang ở tại chố, tại 

vùng hay đã xâm lấn, di căn. Ở Việt Nam, sự phát hiện ung thư nói chung và 

UTPKTBN nói riêng thường được phát hiện ở giai đoạn muộn (giai đoạn IV). Ở 

giai đoạn này các tế bào ung thư đã bung ra khỏi các khối u, chúng sẽ theo mạch 

máu hoặc tĩnh mạch bạch huyết di căn sang các vị trí khác. 

 Kết quả này phù hợp với các với các nghiên cứu trước đây tại Việt Nam 

[9], [10], [18]. Giai đoạn bệnh là yếu tố rất qua trọng trong chỉ định điều trị và là 

yếu tố độc lập trong tiên lượng bệnh. Tiên lượng UTP phụ thuộc vào nhiều yếu 

tố như giai đoạn phát hiện, kích thước, mức độ khu trú khối u, loại ung thư và 

thể trạng của bệnh nhân. UTPKTBN có tiên lượng tốt nếu được phát hiện sớm 

khi còn khả năng phẫu thuật để loại bỏ hoàn toàn khối u và kết hợp với các liệu 

pháp điều trị khác. Tỷ lệ bệnh nhân sống trên 5 năm có thể lên tới 50%. Đối với 

các trường hợp phát hiện muộn, ung thư đã tiến triển, tiên lượng thường không 

tốt, chỉ khoảng 3-5% bệnh nhân sống trên 5 năm kể từ khi phát bệnh. 

3.1.6. Dấu hiệu biểu hiện của bệnh nhân UTPKTBN 

Bảng 3.6. Dấu hiệu biểu hiện của bệnh UTPKTBN 

Đặc điểm n Tỷ lệ (%) 

Dấu hiệu biểu 
hiện 

Ho khan, đau tức ngực 90 82,57 

Ho máu 5 4,59 

Gầy da xanh, ăn ngủ kém 10 9,17 

Đau ngực, nổi hạch 2 1.83 

Khó thở 2 1,83 
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Hình 3.6. Biểu đồ các dấu hiệu biểu hiện của bệnh UTPKTBN 

Nhận xét:  

Dấu hiệu thường gặp nhất ở bệnh nhân UTPKTBN là ho khan, đau tức ngực 

chiếm tới 82,57% (90/109 bệnh nhân). Dấu hiệu biểu hiện cận ung thư như đau 

ngực kèm nổi hạch, khó thở ít gặp đều chiếm tỷ lệ 1,83% (2/109 bệnh nhân), ho 

máu (5/109; 4,59%). Nghiên cứu của tác giả Phạm Văn Luận cũng cho kết quả 

tương tự triệu chứng ho khan đau ngực chiếm chủ yếu với tỉ lệ tương ứng là 

58,8% và 66,2% [10]. Các nghiên cứu khác cũng cho thấy bệnh nhân đến viện vì 

lý do ho khan và đau ngực. 

Ung thư phổi có diễn tiến âm thầm, thường không biểu hiện triệu chứng ở 

giai đoạn đầu của bệnh vì phổi có ít thần kinh cảm giác đau và nhờ khả năng dự 

trữ hô hấp khá lớn của cả hai phổi. Các triệu chứng lâm sàng của ung thư phổi 

không hoàn toàn đặc hiệu, có thể cũng gặp trong các bệnh lý lành tính của phổi. 

Cần lưu ý rằng khoảng 10% trường hợp ung thư phổi không hề có triệu chứng 

nào khi được chẩn đoán, chỉ được phát hiện tình cờ trên phim phổi khi khám sức 

khỏe tổng quát. Khối u có thể phát triển bên trong khí đạo, gây khó thở do tắc 

nghẽn. Sự tắc nghẽn cũng làm ứ đọng các chất tiết, tạo điều kiện cho viêm phổi 

xuất hiện. Các khối u thường có hệ thống mạch máu cung cấp rất phong phú 
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nhưng lại dễ vỡ, gây nên triệu chứng ho ra máu. Qua nghiên cứu cho thấy phần lớn 

là những triệu chứng không đặc trưng cho UTPKTBN mà có thể nhầm lẫn các 

bệnh lành tính. Vì vậy cần lưu ý đến việc thăm khám phát hiện và tầm soát UTP. 

3.1.7. Tỷ lệ đột biến theo phân loại giải phẫu bệnh 

Bảng 3.7. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo đặc điểm giải phẫu bệnh 

Đặc điểm bệnh nhân 
UTPKTBN Phát hiện 

đột biến 
Không phát 
hiện đột biến p 

n % n % n % 

Phân 
loại 
giải 

phẫu 
bệnh 

Biểu mô tuyến 105 96,33 61 55,96 44 40,37 

0,42 
Biểu mô vảy 3 2,75 0 0,00 3 100 

Biểu mô tuyến - vảy 1 0,92 1 100 0 0 

Biểu mô tế bào lớn 1 0,92 0 0 1 100 
 

Nhận xét:  

- UTPKTBN chủ yếu ở thể ung thư biểu mô tuyến chiếm 96,33%, tỷ lệ đột 

biến gen EGFR chiếm 55,96%. 

- Tỷ lệ UTPKTBN thể ung thư biểu mô tế bào tuyến – vảy, ung thư biểu 

mô tế bào lớn chiếm 0,92% mỗi loại và còn lại 2,75% là ung thư biểu mô vảy. 

Đặc điểm mô bệnh học là yếu tố quan trọng trong chỉ định điều trị và tiên 

lượng của bệnh ung thư phổi. Các nghiên cứu trước đây cũng ghi nhận ung thư 

biểu mô tuyến chiếm tỷ lệ cao nhất [9],[10], [18]. Điều đáng chú ý trong nghiên 

cứu này, chúng tôi đã bắt gặp 03 mẫu ung thư biểu mô vảy đều dương tính với đột 

biến gen EGFR. Trong các nghiên cứu trước đây đã cho rằng ung thư biểu mô vảy 

không mang đột biến gen. Vấn đề này cần có các nghiên cứu sâu hơn và với số 

lượng mẫu lớn hơn. 

3.1.8. Tỷ lệ đột biến gen EGFR theo vị trí và phương pháp lấy bệnh phẩm 

Có nhiều vị trí có thể lấy bệnh phẩm và làm xét nghiệm đột biến EGFR như 

vị trí u nguyên phát hoặc tổ chức di căn (hạch, dịch màng phổi, màng tim…). 
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Bảng 3.8. Tỷ lệ đột biến theo vị trí lấy bệnh phẩm và phương phápl ấy bệnh phẩm 

Đặc điểm bệnh nhân 
UTPKTBN 

Phát hiện 

đột biến 

Không phát 

hiện đột biến 

n % n % n % 

Vị trí lấy 

mẫu 

U phổi 79 72,48 27 34,18 52 65,82 

Tổ chức di căn 14 12,84 7 50 7 50 

Dịch màng phổi 16 14,68 10 62,5 6 37,5 

Phương 

pháp 

lấy mẫu 

Phẫu thuật lấy khối U 10 9,17 60 5,50 40 3,67 

Sinh thiết tế bào 83 76,15 28 33,73 66,27 50,46 

Chọc dịch màng phổi 16 14,68 10 62,5 6 37,5 
 

 

 

Hình 3.7. Biểu đồ tỷ lệ đột biến gen EGFR trong UTPKTBN theo vị trí lấy mẫu 
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Hình 3.8. Biểu đồ tỷ lệ UTPKTBN theo phương pháp lấy mẫu 

Nhận xét: 

- Đa số bệnh phẩm được lấy tịa vị trí u nguyên phát, chiếm 72,48% (70/109 

bệnh phẩm), ngoài ra còn lấy bệnh phẩm ở các tổ chức di căn và dịch màng phổi. 

- Tỷ lệ đột biến gen EGFR cao hơn khi lấy mẫu bệnh phẩm ở các tổ chức 

(50%) và dịch màng phổi (62,5%) so với lấy mẫu ở vị trí u phổi (34,1%). 

- Phương pháp lấy mẫu thích hợp trong UTPKTBN là sinh thiết tế bào chiếm 

76,15% (83/109 mẫu). 

Kết quả nghiên cứu trên cho thầy rằng tỷ lệ bệnh nhân UTPKTBN và đột 

biến gen EGFR có thể bị liên quan đến vị trí và phương pháp lấy mẫu. Trong 

nghiên cứu này, đa số bệnh nhân được lấy mẫu bằng phương pháp sinh thiết 

(76,15%) tế bào tại vị trí khối U (72,48%). Tuy tế bào ung thư được phát hiện tại 

trong dịch màng phối thấp (14,68%), song tỷ lệ bệnh nhân mang đột biến gen 

EGFR trong nhóm nghiên cứu này lên đến (62,5%), cao hơn nhiều so với phân 

tích gen ở bệnh phẩm lấy từ vị trí khối U (34,18%). Kết quả nghiên cứu này có 

khác với nghiên cứu của Mai Trọng Khoa (2016) khi nghiên cứu đột biến ở vị trí 

khối U là 43,7%, trong khi đó vị trí màng phổi chỉ 35,5% [9]. Chứng tỏ rằng tỷ lệ 

bệnh nhân trong nhóm nghiên cứu của này, các tế bào ung thư đã di căn ra màng 

phổi chiếm tỷ lệ rất cao. 
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3.2. Kết quả xác định tỷ lệ đột biến gen 
3.2.1. Kết quả khuếch đại các exon 18 – 21 của gen EGFR  
 Để giải trình tự gen cần thông qua nhiều giai đoạn. Trước tiên cần khuếch 
đại các exon 18 – 21 của gen EGFR và điện di trên gel agarose để kiểm tra sản 
phẩm PCR. Kết quả thu được như hình 3.9. 
 

 
Hình 3.9. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR của các exon 18,19,20 và 21 gen EGFR 

Nhận xét:  
 Sản phẩm PCR của quá trình khuếch đại exon 18 đến exon 21 trên gen 

EGFR cho gồm một băng đặc hiệu (chiều dài sản phẩm khuếch đại của exon 18, 
19, 20 và 21 gen EGFR lần lượt là 349 bp, 397 bp, 408 bp và 374 bp). Các băng 
có độ sáng đồng nhất bờ đều, sắc gọn, không có sản phẩm phụ, đảm bảo đủ tiêu 
chuẩn cho kỹ thuật giải trình tự gen xác định đột biến. Các mẫu đối chứng âm là 
mẫu nước cất cho kết quả âm tính. 

Sau phản ứng khuếch đại, chất lượng AND quyết định thành công cho bước 
giải trình tự gen. Nêu chất lượng AND không tốt không tốt, bị đứt gãy hay tạp 
nhiễm thì băng điện di trên gel agarose sẽ xuất hiện các băng phụ [15], [16]. 
Trong nghiên cứu này, sau khi khuếch đại các exon 18 đến 21 của gen EGFR. Kết 
quả này được tiến hành quy trình giải trình tự xác định đột biến gen. Đồng thời, 
kết quả tốt của sản phẩm này sẽ góp phần tối ưu của giai đoạn tách chiết và tinh 
sạch ADN trước đó. 



53 
 

 
 

Sản phẩm PCR từ gel được tinh sạch để thu nhận sản phẩm PCR tinh khiết, 
đây là bước quan trọng trước khi tiến hành kỹ thuật giải trình tự gen. Chất lượng của 
sản phẩm PCR sau khi tinh sạch được thể hiện qua kết quả giải trình tự để tìm đột 
biến gen EGFR. Có nhiều phương pháp tinh sạch sản phẩm PCR từ gel hoặc trực 
tiếp từ dung dịch sau phản ứng PCR. Nghiên cứu này đã sử dụng phương pháp dùng 
cột lọc được thiết kế trên nguyên tắc ứng dụng khả năng bám màng silica của ADN 
trong môi trường muối, nhờ đó có thể tách chiết và tinh sạch những đoạn ADN có 
kích thước từ 100 bp đến 10 kb từ gel agarose hoặc trực tiếp từ sản phẩm sau phản 
ứng PCR. Phương pháp này cho ADN có độ tinh khiết cao, giữ được gần như toàn 
bộ ADN trong mảnh gel và thời gian thực hiện kỹ thuật nhanh chóng.  
3.2.2. Kết quả xác định đột biến gen EGFR bằng phương pháp giải trình tự gen 

Các sản phẩm PCR sau khi được tinh sạch và kiểm tra lại bằng điện di trên 
thạch agarose 1,5%. Việc giải trình tự gen được đọc theo 2 chiều xuôi và ngược 
cho mỗi exon. Sử dụng trình tự chuỗi ADN của gen EGFR được tìm kiếm trong 
GenBank và trình tự của mẫu mô lành tính để so sánh. Kết quả cho thấy đã phát 
hiện các dạng đột biến khác nhau trên exon 18,19, 20 và 21 của gen EGFR. 

 
Hình 3.10. Hình ảnh giải trình tự chuỗi ADN của exon 21 theo hai chiều xuôi 

(A) và ngược (B). Mũi tên chỉ vị trí đột biến. 



54 
 

 
 

 Bằng kỹ thuật giải trình tự gen, phân, tích trên phần mềm Seqscape nghiên 

cứu đã phát hiện, kết quả phát hiện thể hiện ở bảng 3.9. 

Bảng 3.9. Kết quả phân tích đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

Loại đột biến 
Kỹ thuật 

giải trình tự 

LREA, L747-P753 delinsS (exon 19) 18 

INS (exon 20) 3 

G719X (exon 18) và S768I (exon 20) 1 

L858R (exon 21) 10 

Del (Exon 19) và Ins (exon E20) 2 

T790M (exon 20) + L858R (exon 21) 1 

Tổng số đột biến 35 

Tỷ lệ  35/109 = 33,02% 
 

Hình ảnh một số đột biến được thể hiện trong các hình 3.11, 3.12, 3.13,3.14 

 
Hình 3.11: Hình ảnh giải trình tự gen (theo chiều xuôi) phát hiện đột biến xóa 

đoạn LREA trên exon 19 của gen EGFR (mã số mẫu E1235) 
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 Nhận xét: Hình 3.11 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến xóa đoạn 

LREA tại exon 19 của bệnh nhân UTPKTBN (có mã số mẫu E1235). So 

sánh với trình tự ADN lành tính, xuất hiện tượng xóa đoạn 15 Nucleotit 

trên exon 19 (mũi tên chỉ vị trí bắt đầu có đột biến xóa đoạn), làm cho các 

acid amin glutamic (E) – Leucine (L) – Ariginine (R) – acid glutamic (E) – 

Alanine (A) tại các codon từ 746 đến 750, do đó đột biến này có tên là đột 

biến delE746-A750 hay LREA. 

 
Hình 3.12: Hình ảnh giải trình tự gen theo chiều xuôi phát hiện  

đột biến L747-P753delinsS (mã số mẫu SM 0888) 

Nhận xét: Hình 3.12 là hình ảnh đột biến L747 - P753delinsS trên exon 19 của 

bệnh nhân ung thư phổi (có mã số mẫu là SM 0888). So sánh với trình tự ADN lành 

tính, xuất hiện hiện tượng xóa đoạn 21 Nucleotit (mũi tên chỉ vị trí bắt đầu đột biến) 

từ codon 747 (quy định acid amin Leucine) đến codon 753 (quy định acid amin 

Proline) bị mất, đồng thời chèn thêm 3 nucleotit TCG quy định acid amin Serine (S) 

vào giữa đoạn bị mất, do đó đột biến này có tên L747-P753delinsS. 
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Hình 3.13: Hình ảnh giải trình tự (theo chiều xuôi) phát hiện đột biến L858R 

trên exon 21 của gen EGFR (mã số mẫu B5390) 

Nhận xét: Hình 3.13 là hình ảnh đại diện cho kết quả đột biến L858R tại exon 21 

của bệnh nhân ung thư phổi (có mã số mẫu B5390) bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh với trình tự ADN lành tính, tại vị trí nucleotit 2537 trên exon 21, xuất hiện 

một đỉnh T bị biến đổi thành G, làm cho acid amin Leucine (L) tại codon 858 biến 

đổi thành Arginine (R), gây nên đột biến L858R. 

 
Hình 3.14: Hình ảnh giải trình tự gen (theo chiều xuôi) phát hiện đột biến 

T790M trên exon 20 và đột biến L585R trên exon 21 gen EGFR của cùng một 

bệnh nhân (mã số mẫu B3562) 
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 Nhận xét: Hình 3.14 là hình đại diện cho kết quả phát hiện đồng thời 2 đột 

biến trên cùng một bệnh nhân (có mã số mẫu B3562), đột biến T790M trên exon 

20 và đột biến L858R trên exon 21 gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự. So 

sánh với trình tự ADN lành tính, tại vị trí nucleotit 2369 trên exon 20, xuất hiện 

thêm một đỉnh C bị biến đổi thành T, làm cho acid amin Threonine (T) tại codon 

790 bị biến đổi thành acid amin Methionine (M), gây nên đột biến T790M. 

Đồng thời, tại vị trí Nucleotit 2537 trên exon 21, xuất hiện một đỉnh T bị biến 

đổi thành G, làm cho acid amin Leucine (L) tại codon 858 biến đổi thành 

Arginine (R), gây nên đột biến L858R. 

3.2.3. Kết quả xác định đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật Scorpion ARMS trên 

máy Real-time PCR 

 Bằng kỹ thuật Scorpion ARMS thực hiện máy Real-time PCR 7500 Fast, 

nghiên cứu đã xác định 43 đột biến gen EGFR, kết quả cụ thể được trình bày ở 

bảng 3.10. 

Bảng 3.10. Kết quả phân tích đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật Scorpion ARMS 

Loại đột biến 
Kỹ thuật Scorpion 

ARMS 

LREA, L747-P753 delinsS (exon 19) 22 

INS (exon 20) 3 

G719X (exon 18) và S768I (exon 20) 1 

L858R (exon 21) 13 

Del (Exon 19) và Ins (exon E20) 2 

T790M (exon 20) + L858R (exon 21) 1 

Tổng số đột biến 43 

Tỷ lệ đột biến 43/109 = 39,45% 
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Hình 3.15. Kết quả xác định đột biến L585R của gen EGFR bằng kỹ thuật 

Scorpion ARMStrên máy Real-time PCR (mã số mẫu C2013) 

 Nhận xét:  

Khi phân tích mẫu ADN (có mã số mấu C2013) này bằng kỹ thuật 

Scorpion ARMS, đường cong tín hiệu đột biến L858R của mẫu C2013 bên 

cạnh đường cong tín hiệu nội chuẩn của đột biến L858R (+). Như vậy, có thể 

khẳng định đây là mẫu ADN mang đột biến L858R trên exon 21 của gen 

EGFR. 

 
Hình 3.16. Kết quả xác định đột biến xóa đoạn LREA của gen EGFR bằng 

phương pháp Scorpion ARMS trên máy Real-time PCR (mã số mẫu C3228) 
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Nhận xét:  

Kết quả hình 3.16, khi phân tích mẫu ADN có mã số C3228 bằng kỹ thuật 

Scorpion ARMS trên máy Real-time PCR, xuất hiện đường cong tín hiệu của 

đột biến LREA của mẫu C3228 bên cạnh đường cong tín hiệu nội chuẩn đột 

biến LREA (+). Như vậy khẳng định đây là một mẫu ADN mang đột biến xóa 

đoạn LREA trên exon 19 gen EGFR. 

 
Hình 3.17: Hình ảnh xác định đột biến kép là đột biến xóa đoạn LREA trên exon 

19 và đột biến INS trên exon 20 của cùng một mẫu bệnh nhân (có mã số mẫu 

Cell48) bằng kỹ thuật Scorpion ARMS 

Nhận xét:  

Kết quả hình 3.17 cho thấy xuất hiện đường cong tín hiệu tương ứng với 

đột biến LREA exon 19 và đột biến INS exon 20 chứng tỏ mẫu ADN của bệnh 

nhân ung thư (có mã số mẫu Cell48) mang cả 2 loại đột biến trên. 
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Hình 3.18: Hình ảnh kết quả khẳng định đột biến LREA trên exon 19 của gen 

EGFR bằng kỹ thuật Scorpion ARMS (mã số mẫu E1810) 

Nhận xét:  

Ở mẫu ADN này (mã số E1810), khi xác định đột biến bằng kỹ thuật giải 

trình tự gen, trên exon 19 của gen EGFR, từ vị trí codon 746 bắt đầu xuất hiện 

hiện tượng các đỉnh tín hiệu bị nhiễu dạng chồng lắp, với chiều cao các đỉnh tín 

hiệu thấp, dẫn đến nghi ngờ xuất hiện đột biến xóa đoạn hoặc là hiện tượng 
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nhiễu của tín hiệu nền. Khi phân tích mẫu ADN này bằng kỹ thuật Scorpion 

ARMS, xuất hiện đường cong tín hiệu của đột biến LREA bên cạnh đường cong 

tín hiệu của mẫu nội chuẩn. Như vậy có thể khẳng định đây là một mẫu ADN 

mang đột biến xóa đoạn LREA exon 19 gen EGFR. 

3.2.4. Kết quả so sánh hai kỹ thuật phân tích trình tự gen EGFR  

Khi thực hiện hai kỹ thuật giải trình tự gen và kỹ thuật Real time PCR để 

xác định đột biến exon 18, 19, 20 và 21 gen EGFR trên 109 mẫu mô UTPKTBN, 

đã xác định được các dạng và tỷ lệ đột biến khác nhau. Các dạng đột biến phát 

hiện được cũng có sự khác biệt khi làm bằng các kỹ thuật khác nhau (Bảng 3.9). 

Hầu hết các bệnh nhân đều mang 1 loại đột biến, có 4 bệnh nhân mang đột biến 

kép. Trong nghiên cứu chúng tôi các đột biến phát hiện được đều là đột biến đã 

được công bố; có 4 loại đột biến kháng thuốc là INS exon20, S768I exon20, 

T790M exon20. 

Bảng 3.11. Tỷ lệ phân tích đột biến gen EGFR bằng 2 kỹ thuật giải trình tự và 

Scorpion ARMS 

Loại đột biến 
Kỹ thuật 

giải trình tự 

Kỹ thuật   

Scorpion 

ARMS 

Tổng hợp    

2 kỹ thuật 

LREA, L747-P753 delinsS (exon 19) 18 23 24 (54,55%) 

INS (exon 20) 3 3 3 (6,82%) 

G719X (exon 18) và S768I (exon 20) 1 1 1 (2,27%) 

L858R (exon 21) 10 13 13 (29,55%) 

Del (Exon 19) và Ins (exon E20) 2 2 2 (4,55%) 

T790M (exon 20) + L858R (exon 21) 1 1 1 (2,27%) 

Tổng số đột biến 35 43 44 (100%) 

Tỷ lệ đột biến 
35/109 = 

33,02% 

43/109 = 

39,45% 

44/109 = 

40,37% 
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Nhận xét:  

Sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen đã giúp phát hiện được 35/109 (39,45%) 

bệnh nhân mang đột biến, trong khi đó bằng kỹ thuật Scorpion trên máy Real – 

time PCR đã phát hiện được 43/109 (39,45%) bệnh nhân mang đột biến khi làm 

bằng kỹ thuật giải trình tự gen. Như vậy, sử dụng cả hai kỹ thuật này giúp phát 

hiện tổng cộng 44 bệnh nhân đột biến gen EGFR trên 109 bệnh nhân, chiếm tỷ 

lệ 40,37%. 

Vì kỹ thuật giải trình tự gen có độ nhạy kỹ thuật thấp hơn kỹ thuật Scorpion 

ARMS, khi xác định đột biến gen bằng kỹ thuật giải trình tự yêu cầu trong hỗn 

hợp phải có ít nhất 25% là tế bào ung thư. Tuy trong nghiên cứu này bệnh phẩm 

chủ yếu được lấy bằng phương pháp sinh thiết bằng kim nhỏ nên tỷ lệ tế bào ác 

tính có thể thấp dưới 25% nên dẫn đến hiện tượng âm tính giả trong xét nghiệm 

bằng kỹ thuật giải trình tự gen. 

So sánh hai kỹ thuật xác định đột biến gen 

v Giải trình tự xác định đột biến gen EGFR  

Kỹ thuật giải trình tự gen (sequencing) giúp xác định trình tự các nucleotit 

trên phân tử AND. Từ đó, có thể phát hiện những thay đổi có khả năng dẫn đến 

các bệnh lý. Kỹ thuật giải trình tự gen chỉ mới được hoàn thiện trong những năm 

gần đây, như phương pháp Sanger (1977), Maxam & Gilbert (1977), kỹ thuật này 

đã được cải tiến rất nhiều. Nhờ sự tiến bộ của kỹ thuật huỳnh quang, PCR, điện di 

cùng với sự trợ giúp của tin y sinh, kỹ thuật giải trình tự gen trở nên đơn giản hơn 

khi thao tác và trở thành công cụ rất có giá trị, làm nền tảng cho việc phân tích bộ 

gen người cũng như của nhiều loài vi sinh vật. 

Các exon gen EGFR được xác định bằng cách tinh sạch sản phẩm PCR, sau 

sử dụng BigDye kit là một công đoạn không thể thiếu để tạo ra sản phẩm thuần 

nhất trước khi tiến hành kỹ thuật đọc trình tự gen. Sản phẩm tinh sạch quyết định 

chủ yếu cho sản phẩm của trình tự gen. 

Trình tự gen của mẫu nghiên cứu sẽ được đối chiếu với trình tự GenBank 
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trên ngân hàng gen thế giới và được phân tích để xác định vùng hoặc điểm đột 

biến.  

Tuy kỹ thuật giải trình tự gen cho phép phát hiện tất cả các loại đột biến, 

nhưng đây là một kỹ thuật có độ nhạy không cao, đặc biệt trong việc tầm soát các 

đột biến dị hợp tử (như đột biến gen EGFR). Thông thường, kỹ thuật giải trình tự 

chỉ có thể phát hiện tương đối rõ ràng khi lượng tế bào mang đột biến chiếm ít 

nhất 60% trong hỗn hợp với tế bào lành, hoặc khi lượng alen đột biến hiện diện ít 

nhất 25% trong tổng số alen của quần thể tế bào, tương đương độ nhạy khoảng 

25% [26], [72]. Do đó, xét nghiệm tìm đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật này hạn 

chế đối với những bệnh nhân được lấy mẫu mô qua sinh thiết bằng kim nhỏ hoặc 

qua phẫu thuật nhưng chất lượng mô kém và có tỷ lệ tế bào ác tính thấp. Tỷ lệ tế 

bào ác tính thấp đồng nghĩa với tỷ lệ ADN đột biến còn thấp hơn vì không phải tế 

bào ung thư nào cũng mang gen đột biến. Điều này có nghĩa tỷ lệ alen đột 

biến/alen lành tính quá thấp, dẫn đến chiều cao các đỉnh tín hiệu trình tự nucleotit 

của hai quần thể alen này quá chênh lệch nhau, gây nhầm lẫn hoặc nghi ngờ 

không có đột biến mà chỉ là hiện tượng nhiễu của tín hiệu nền (nếu các giai đoạn 

kỹ thuật trước chưa được tối ưu hóa). Hạn chế này làm giảm độ nhạy của kỹ thuật 

và phát sinh nhiều trường hợp âm tính giả [5]. 

Kỹ thuật giải trình tự gen còn có một số hạn chế như:  

+ Kỹ thuật tiến hành giải trình tự gen phải qua nhiều bước (tách chiết ADN, 

phản ứng PCR, tinh sạch sản phẩm, giải trình tự và phân tích trình tự), do đó, sau 

3-4 ngày mới có kết quả (tính từ lúc có mẫu mô). 

+/ Hình ảnh của trình tự gen phụ thuộc rất nhiều vào sản phẩm PCR và sản 

phẩm tinh sạch PCR.  

+ Các đột biến điểm khó phát hiện, do đôi lúc có tín hiệu nhiễu, thường phải 

được khẳng định bằng kỹ thuật giải trình tự cả hai chiều. Các đột biến điểm và 

xoá đoạn được phát hiện dựa vào các đỉnh và đoạn nucleoit của các gen, do vậy 

nếu xuất hiện tín hiệu nhiễu sẽ khó phân biệt. Vì vậy, việc phân tích đột biến gen 
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EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự cần kinh nghiệm của người thực hiện xét 

nghiệm phải có máy giải trình tự. 

Tuy còn nhiều hạn chế nhưng do đặc điểm đột biến gen EGFR trên exon 18 -  

21 rất đa dạng nên kỹ thuật giải trình tự gen vẫn được xem là “tiêu chuẩn vàng”, 

đã và đang được sử dụng rộng rãi để khảo sát các loại đột biến này [24], [51], 

[40], [27]. 

v Kỹ thuật Real time PCR (Scorpion ARMS) xác định đột biến gen EGFR  

 Scorpion ARMS là sự kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột 

biến (ARMS) và công nghệ Scorpion trong phản ứng real-time PCR để phát hiện 

các đột biến. Dựa trên nguyên lý này, kỹ thuật cho phép khuếch đại đặc hiệu một 

trình tự đột biến ngay cả trong trường hợp alen đột biến đó chiếm một tỉ lệ rất nhỏ 

(1%) trong tổng số sợi khuôn ADN. 

Kỹ thuật Scorpion ARMS dùng phát hiện đột biến gen EGFR trong nghiên 

cứu đã được tối ưu hóa có độ nhạy rất cao với ngưỡng phát hiện là 1% tế bào ung 

thư trong hỗn hợp với tế bào lành. Đồng thời, công nghệ sử dụng các loại mồi đặc 

hiệu alen bình thường và alen đột biến giúp làm tăng độ đặc hiệu nhiều lần và làm 

giảm tỷ lệ âm tính giả. Kỹ thuật Scorpion ARMS, là một trong những kỹ thuật 

thuộc nhóm phát hiện trúng đích (targeted methods), đã được một số tác giả sử 

dụng trong nghiên cứu về đột biến gen EGFR. Điển hình như Kimura và cộng sự 

đã sử dụng để tìm đột biến EGFR và đánh giá đáp ứng của bệnh nhân mang đột 

biến với gefitinib [45]. Nhờ có độ nhạy cao, kỹ thuật Scorpion ARMS đã giúp 

khẳng định lại số trường hợp nghi ngờ có đột biến khi thực hiện bằng kỹ thuật 

giải trình tự gen (hình 3.9). Nếu không được khảo sát lại bằng kỹ thuật Scorpion 

ARMS, nghiên cứu sẽ bỏ sót 5 đột biến xóa đoạn LREA (exon 19), 3 đột biến 

điểm L858R (exon 21) trên gen EGFR. Do thời gian thực hiện xét nghiệm ngắn 

và ít giai đoạn cần thao tác nên kỹ thuật này rất phù hợp với các phòng xét 

nghiệm dịch vụ. Điều này có ý nghĩa đặc biệt đối với bệnh nhân UTPKTBN giai 

đoạn muộn, tạo điều kiện cho bệnh nhân có thể nhanh chóng được áp dụng một 
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phác đồ điều trị hiệu quả [4].  

Với ưu điểm độ nhạy cao, kỹ thuật Scorpion ARMS đã trở thành kỹ thuật 

tìm đột biến EGFR [44]. Tuy nhiên, kỹ thuật này được thiết kế dạng mồi đặc hiệu 

bắt cặp với alen đột biến nên chỉ phát hiện được những đột biến đã được công bố, 

đồng thời những đột biến này phải có mồi đặc hiệu trong hỗn hợp phản ứng. Do 

đó, đối với những đột biến mới, chưa được công bố thì không thể có mồi đặc hiệu 

được thiết kế sẵn thì kỹ thuật Scorpion ARMS không thể phát hiện ra, sẽ cho kết 

quả âm tính giả.. 

Theo các nghiên cứu cho thấy, mỗi điểm đột biến trên gen EGFR lại có ý 

nghĩa cho việc định hướng điều trị riêng. Khi có đột biến xóa đoạn LREA (exon 

19), L858R và L861Q (exon 21) sẽ làm tăng tính nhạy cảm với thuốc điều trị 

đích. Ngược lại đột biến T790M và S786I (exon 20) là đột biến kháng thuốc điều 

trị đích. Hầu hết các đột biến còn lại khác đều được xác định dưới dạng nhóm. 

Đột biến điểm G719X, G719A và G719C ở exon 18 được xác định chung là đột 

biến G719X. Có thể nhận thấy, kỹ thuật Scorpion ARMS được thiết kế để xác 

định những đột biến exon 18-21 gen EGFR có tần suất lưu hành cao và có ý nghĩa 

trong điều trị. Đây cũng là một ưu điểm của kỹ thuật khi đặt giá trị lâm sàng của 

đột biến EGFR lên hàng đầu. Tuy nhiên, hạn chế trên của kỹ thuật Scorpion 

ARMS có thể khắc phục nếu không sử dụng bộ kit thương phẩm mà tự thiết kế 

thêm mồi đặc hiệu cho những đột biến quan tâm [4]. 

v Sự kết hợp các kỹ thuật xác định đột biến gen EGFR  

 Nhờ nỗ lực của các nhà khoa học trong việc phát hiện các đột biến có ý 

nghĩa trên lâm sàng, xét nghiệm tình trạng gen của tế bào khối u đã trở nên 

ngày càng thường quy. Trong thời gian ngắn trở lại đây, việc xét nghiệm tình 

trạng đột biến gen EGFR trong bệnh UTPKTBN đã giúp định hướng cho việc 

quyết định loại phác đồ điều trị, giúp lựa chọn bệnh nhân vào những nhánh đặc 

hiệu của các thử nghiệm lâm sàng.  
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Bảng 3.12. So sánh kỹ thuật giải trình tự gen và Scorpion ARMS [4] 

Đặc điểm 
Kỹ thuật giải trình tự 

gen 

Kỹ thuật Scorpion 

ARMS 

Loại đột biến EGFR có thể 

phát hiện 

Tất cả loại đột biến đã biết 

và đột biến mới 

29 loại đột biến 

thường gặp 

Độ nhạy (% tế bào đột biến) >25% <1% 

Loại mẫu xét nghiệm Mô tươi, mô đúc nến Tất cả 

Khả năng phát hiện đột biến 70-75% >95% 

Mức độ phức tạp 
Cao, nhiều giai đoạn, đòi 

hỏi kinh nghiệm 
Thấp 

Thiết bị yêu cầu Máy giải trình tự Máy real-time PCR 

Kít thương phẩm có sẵn Không Có 

Giá thành xét nghiệm Cạnh tranh hơn Cao 

Thời gian xét nghiệm (từ lúc 

có mẫu mô) 
2-3 ngày 1 ngày 

 

Nghiên cứu sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen và Scorpion ARMS mỗi kỹ 

thuật đều có những ưu và khuyết điểm riêng (bảng 3.12). Tỷ lệ phát hiện đột biến 

gen EGFR bằng hai kỹ thuật này lần lượt là 32,11% (35/109) và 39,45% (43/109). 

Như vậy, tỷ lệ phát hiện đột biến gen EGFR bằng kỹ thuật giải trình tự kém hơn 

kỹ thuật Scorpion ARMS. Bên cạnh những yếu tố kỹ thuật, kỹ thuật giải trình tự 

gen có giá thành thấp hơn nhưng quy trình, kỹ thuật phức tạp hơn và thời gian trả 

kết quả lâu hơn, trong khi đó kỹ thuật Scorpion ARMS có giá thành cao nên khó 

áp dụng trên số lượng lớn bệnh nhân. Do vậy, nghiên cứu đã kết hợp 2 kỹ thuật 

trên để bổ khuyết cho nhau. Ellison và cộng sự đã kết hợp hai kỹ thuật này để xác 

định đột biến gen EGFR ở mẫu mô ung thư phổi cũng cho nhận định tương tự 
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[32]. Do đó, lựa chọn sử dụng kỹ thuật nào để xác định đột biến gen EGFR phải 

phụ thuộc vào mục đích, bản chất mẫu xét nghiệm, trang thiết bị và tay nghề kỹ 

thuật viên. 

3.3.4. Kết quả xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR 

Khi thực hiện hai kỹ thuật giải trình tự gen và kỹ thuật Real time PCR để xác 

định đột biến exon 18, 19, 20 và 21 gen EGFR trên 109 mẫu mô UTPKTBN, đã xác 

định được các dạng và tỷ lệ đột biến khác nhau. Các dạng đột biến phát hiện được 

cũng có sự khác biệt khi làm bằng các kỹ thuật khác nhau (Bảng 3.9). Hầu hết các 

bệnh nhân đều mang 1 loại đột biến, có 4 bệnh nhân mang đột biến đôi. Phân bố các 

loại đột biến theo exon của gen EGFR được trình bày ở bảng 3.16. 

 

Bảng 3.13. Tỷ lệ phát hiện đột biến gen EGFR 

ĐẶC ĐIỂM n % 
Có đột biến 44 40.37 
Không đột biến 65 59.63 
Tổng số 109 100 

 

Nhận xét: Trong 109 bệnh nhân được làm xét nghiệm gen EGFR có 44 bệnh 

nhân dương tính với đột biến gen EGFR chiếm tỷ lệ 40,37%.  

Bảng 3.14. Vị trí đột biến gen EGFR 

Vị trí Dạng đột biến n Tỷ lệ (%) 

19 
LREA, L474-P753 delinsS 23 

54.55 
L477-P753 delinsS 1 

20 INS 3 6.82 
21 L585R 13 29.55 

18 + 20 G179X(exon18) + S768I (exon20) 1 2.27 
19 + 20 LREA (exon19) + INS (exon20) 2 4.55 
18 + 21 T790M (exon18) +L858R (exon21) 1 2.27 
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Tổng số 44 100 
 

 
Hình 3.19.  Biểu đồ tỷ lệ đột biến trên các exon 18 – 21 gen EGFR 

Nhận xét: 

+ Đột biến tại exon 19 và 21 chiếm đa số với tỷ lệ lần lượt là 54,55% (24/ 

44 trường hợp đột biến) và 29,55% (13/ 44 trường hợp đột biến). Có 3 trường 

hợp mang đột biến tại exon 20, chiếm tỷ lệ 6,82%. Trong đó loại đột biến xóa 

đoạn LREA ở exon 19 gặp nhiều nhất (23/44; 52,27%). 

+ Đặc biệt cùng trên gen EGFR đột biến tại nhiều exon khác nhau: 1 trường 

hợp đột biến kép G179S exon 18 + S768I exon 20, 1 trường hợp đột biến kép 

T790M exon 20 + L858R exon 21 chiếm tỷ lệ 2,27% mỗi loại; 2 trường hợp đột 

biến kép LREA exon 19 + và INS exon 20 chiếm tỷ lệ 4,55%. 

Bảng 3.15. Tỷ lệ bệnh nhân theo số lượng đột biến/bệnh nhân 

Bệnh nhân Số lượng (Tỷ lệ) 

Mang 1 đột biến gen EGFR  40 (90,91%) 

Mang 2 đột biến gen EGFR  4 (9,09%) 

Tổng số 44 (100%) 

  

 

 Nhận xét: Chiếm đa số trường hợp là các đột biến đơn độc (90,91%), chỉ 
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có 4 trường hợp mang đột biến đôi (9,09%). 

Bảng 3.16: Tỷ lệ đột biến theo tính kháng thuốc TKI 

Tính đáp ứng 

thuốc 
Loại đột biến Số lượng 

Tỷ lệ 

(%) 

Tăng tính nhạy 

cảm thuốc 

LREA 23 

37 84.1 L747-P753 delinsS 1 

L858R 13 

Kháng thuốc 

INS 3 

7 15.9 
G179S (exon18) + S768I (exon20) 1 

LREA (exon19) + INS (exon20) 2 

T790M (exon18) + L858R (exon21) 1 

 

Nhận xét: Trong 44 trường hợp phát hiện đột biến gen EGFR trong nghiên 

cứu, đột biến kháng thuốc chiếm 7 trường hợp (15,9%) gồm đột biến INS ở exon 

20, G179S (exon18) + S768I (exon20), LREA (exon19) + INS (exon20), T790M 

(exon18) + L858R (exon21), so với đột biến tăng tính nhạy cảm với thuốc là 84,1%. 

Đột biến gen EGFR được chia thành 2 nhóm: liên quan đến tính nhạy thuốc 

và kháng thuốc TKI. Thường gặp nhất gồm xóa đoạn trên exon 19 (54,55%) và 

L858R trên exon 21 (29,55%), đều liên quan đến sự đáp ứng tốt với TKI. Đột 

biến liên quan đến kháng thuốc thường gặp nhất là đột biến chèn đoạn ở exon 20 

(INS exon 20) chiếm 3/44 (6,82%) trường hơp có đột biến gen, đột biến T790M 

(exon 20) và S768I (exon20) đều có tỷ lệ 1/44 (2,27%). Trong nghiên cứu này tất 

cả các đột biến kháng thuốc đều nằm trên exon 20 của gen EGFR.Đột biến gen 

được phát hiện ở 44/109 bệnh nhân chiếm tỷ lệ 40,37%. Trong đó đột biến chủ 

yếu xảy ra ở vị trí exon 19 và 21 với tỷ lệ 54,55% (24/44 trường hợp bị đột biến) 

và 29.55% (13/44 trường hợp bị đột biến). Tỷ lệ này tương đương với nhiều 

nghiên cứu tại Việt Nam như nghiên cứu Mai trọng Khoa và cộng sự (2016), 
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nghiên cứu của Phạm Văn Luận và cộng sự năm (2016) [9][10]. Tỷ lệ trong 

nghiên cứu này thấp hơn tỷ lệ nghiên cứu của PIONEER cho kết quả tỷ lệ đột 

biến của chủng tộc Kinh người Việt Nam là 64,2%, và cũng thấp hơn tỷ lệ nghiên 

của Mok và cộng sự trên người châu Á là 59,7%, có thể vì lý do trong 2 nghiên 

cứu của PIONEER và Mok, toàn bộ bệnh nhận thuộc nhóm ung thư biểu mô 

tuyến và không có tiền căn hút thuốc lá, vốn là những yếu tố làm gia tăng cơ hội 

có đột biến gen EGFR trong mẫu nghiên cứu và nghiên cứu của PIONEER toàn 

bộ mẫu bệnh phẩm được đều được phân tích đột biến bằng kỹ thuật Scorpion 

ARMS có độ nhạy tốt nên tỷ lệ đột biến cao. Cùng khảo sát đột biến gen EGFR 

tại Việt Nam nhưng tỷ lệ đột biến của nghiên cứu này cao hơn nghiên cứu của 

Hoàng Anh Vũ năm 2011 vì lý do khác biệt về kỹ thuật xác định đột biến [17], 

[55], [64]. Kết quả so sánh tỷ lệ đột biến gen EGFR trong nghiên cứu của chúng 

tôi với các nghiên cứu trước đây ở trên thế giới và ở Việt Nam được trình bày cụ 

thể ở bảng 3.15. 

Các nghiên cứu trước đây đều cho thấy đột biến gen EGFR liên quan đến 

tính đáp ứng thuốc EGFR TKI trong UTPKTBN tập trung tại 4 exon 18 – 21, 

vùng mã hóa tyrosine kinase [53]. Khoảng 90% là các đột biến xóa đoạn nhỏ 

liên quan đến 5 acid amin từ codon 746-750 exon 19 (đột biến LREA hay 

delE746-A750) và các đột biến điểm gây thay đổi acid amin leucine (L) thành 

arginine (R) tại codon 858 exon 21 (đột biến L858R). Có hơn 20 loại biến thể 

của đột biến xóa đoạn exon 19 gồm xóa đoạn dài hơn, ngắn hơn, xóa đoạn kèm 

đột biến điểm và xóa đoạn kèm thêm đoạn. Khoảng 3% là đột biến điểm tại 

codon 719 exon 18, thay thế Glycine (G) thành Cysteine (C), Alanine (A) hoặc 

Serine (S) (đột biến G719X). Ngoài ra, khoảng 3% là các đột biến thêm đoạn 

không làm lệch khung dịch mã ở exon 20. Còn lại là các đột biến hiếm gặp khác 

[74], [53], [50]. 
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Bảng 3.17. Tỷ lệ đột biến gen EGFR trong bệnh UTPKTBN ở một số nghiên 

cứu trên thế giới và Việt Nam 

Tác giả Chủng tộc 
Cỡ 

mẫu 
Kỹ thuật 

Tỷ lệ đột 

biến 

chung 

Eberhard (2005) [31] Da trắng 228 Giải trình tự 12,7% 

Shigematsu (2005) [65] 
Da trắng 

Đông Á 

158 Giải trình tự 8% 

361 Giải trình tự 30% 

Boch (2013) [27] Da trắng 552 Pyrosequencing 4,9% 

Huang (2004) [40] Đài Loan 101 Giải trình tự 38,6% 

Sonobe (2005) [66] Nhật Bản 154 Giải trình tự 39% 

Sriuranpong (2006) [67] Thái Lan 61 Giải trình tự 57,4% 

Bae (2007) [25] Triều Tiên - Giải trình tự 36,4% 

Mok (2009) [55] 

Trung Quốc, 

Đài Loan, 

Triều Tiên 

437 Giải trình tự 59,7% 

Hoàng Anh Vũ 

(2011) [17] 
Việt Nam 71 Pyrosequencing 42% 

Phạm Văn Luận 

(2016) [10] 
Việt Nam 160 

Scorpion 

ARMS 
40,6% 

Mai Trọng Khoa 

(2016) [9] 
Việt Nam 511 

Lai đầu dò 

phân tử 
40,1% 

Nghiên cứu Nguyễn 

Thuỷ Lê 
Việt Nam 109 

Giải trình tự và 

Scorpion 

ARMS 

40,37% 
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 Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy đột biến gen EGFR rất đa dạng, 

phân bố cả 4 exon, gồm tất cả các dạng đột biến điểm, xóa đoạn và thêm đoạn 

(bảng 3.14). Trong 44 đột biến được xác định, chiếm ưu thế là đột biến mất đoạn 

ở exon 19 (54,55%) gấp 1,7 lần đột biến ở exon 21 (29,55%) gồm chủ yếu các đột 

biến điểm; exon 20 tập trung đột biến gồm đột biến điểm (T790M, S768I) và đột 

biến chèn đoạn. Kết quả này tương đồng với nghiên cứu của Mai Trọng Khoa và 

cộng sự, Nguyễn Ngọc Quang và cộng sự, Phạm Văn Luận và cộng sự 

[9][10][13]. Nhưng khác với một số nghiên cứu trên thế giới, tỷ lệ đột biến xóa 

đoạn exon 19 và L858R exon 21 khoảng 1,1 [64]. Nghiên cứu của Huang tại Đài 

Loan và Hoàng Anh Vũ tại Việt Nam, tuy là chủng tộc Đông Á nhưng có khác 

biệt lớn với đột biến exon 21 chiếm tỷ lệ cao hơn hẳn exon 19 có lẽ do số lượng 

đột biến nhỏ, các số liệu chưa có sức thuyết phục cao [17], [40]. 

Bảng 3.18. Phân bố đột biến gen EGFR trên exon 18-21 theo một số nghiên cứu 

Nghiên cứu 
Số đột 

biến 
Exon 19 Exon 20 Exon 21 

Huang (2004) [134] 46 28,3% 10,9% 50,0% 

Mitsudomi (2006) [154] 569 48,2% 3,7% 42,7% 

Ellison (2010) [139] 27 51,9% 0 40,7% 

Hoàng Anh Vũ (2011) [111] 28 25,0% 3,6% 57,1% 

Phạm Văn Luận (2016)[8] 160 58,5% 1,5% 33,8% 

Mai Trọng Khoa (2016)[7] 511 56,4% 1,9% 37,4% 

Nghiên cứu này 44 54,55% 6,82% 29,55% 
 

Trong những đột biến gen EGFR đơn độc đã phát hiện trong nghiên cứu, 

đột biến xóa đoạn LREA exon 19 chiếm tỷ lệ cao nhất (23/44 trường hợp, 

52,27%), kế đến là đột biến L858R exon 21 (13/44 trường hợp, 29,55%), đột biến 

INS exon 20 (3/109 trường hợp, 6,82%), đột biến L474-P753 delinsS exon 19 
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(1/44 trường hợp, 2,27%), không có đột biến đơn độc trên exon 18. Kết quả này 

tương đối phù hợp với đa số nghiên cứu trước đây với đột biến LREA chiếm tỷ lệ 

cao hơn đột biến L858R. Sự khác biệt, nếu có, có thể do chủng tộc và kỹ thuật xác 

định đột biến. Nghiên cứu của Hoàng Anh Vũ (2011) cũng trên người Kinh cho tỷ 

lệ đột biến LREA và biến thể xóa đoạn exon 19 thấp hơn đột biến L858R exon 21 

(lần lượt là 25% và 42,9%). Sự khác biệt này có thể do kỹ thuật xác định đột biến, 

tác giả sử dụng kỹ thuật pyrosequencing có độ nhạy kém hơn [17]. 

Chúng tôi gặp 4 trường hợp bệnh nhân đột biến kép (chiếm tỷ 9,09%) gồm: 

2 bệnh nhân đột biến kép xóa đoạn LREA exon 19 và INS exon 20, 1 bệnh nhân 

đột biến kép T790M exon20 và L858R exon 21, 1 bệnh nhân đột biến kép G179X 

exon 18 và S768I exon 20, đây là những trường hợp đột biến đôi phức tạp khi 

mang đồng thời đột biến gây kháng và tăng nhạy cảm với thuốc điều trị nhắm 

đích EGFR TKI. 

Đặc biệt trong nghiên cứu này, tỷ lệ bệnh nhân mắc đột biến kháng thuốc 

TKI là 15,9% cao hơn so với các nghiên cứu trước đây, theo nghiên cứu của 

Inukai và cộng sự tỷ lê kháng thuốc là 3,6%; theo nghiên cứu POINEER tỷ lệ đột 

biến gen kháng thuốc là 2,9%, có sự kết hợp giữa đột biến tăng nhạy và kháng 

thuốc là 2,3% [40], [63]. Nghiên cứu của Mai Trọng Khoa và công sự thì tỷ lệ này 

1,9%; nghiên cứu của Hoàng Anh Vũ (2014) tỷ lệ kháng thuốc là 1,3% [8], [17]. 

Và trong các nghiên cứu trước đột biến kháng thuốc thường gặp là đột biến thay 

T790M ở exon 20, tuy nhiên trong nghiên cứu của chúng tôi đột biến kháng thuốc 

điều trị đích thường gặp là đột biến thêm đoạn INS exon 20 (với 3/44 trường hợp 

đột biến đơn độc INS exon 20 và 2 trường hợp đột biến kép INS20 và LREA 

exon19), chúng tôi gặp 1 trường hợp đột kép T790M exon 20 + L858R exon 21 

(trong đó đột biến T790M là đột biến kháng thuốc), 1 trường hợp đột biến G719X 

exon18 + S768I exon 20 (trong đó có đột biến S768I là đột biến kháng thuốc). 

Tuy nhiên số trường hợp đột biến kháng thuốc TKI ít so với tổng số đột biến 

(7/44), nên chúng tôi chưa thể kết luận điều gì. 
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Các kết quả này gợi ý rằng trong thực hành lâm sàng, các trường hợp 

UTPKTBN có kế hoạch điều trị bằng thuốc ức chế EGFR như gefitinib và 

erlotinib đều nên được chẩn đoán đột biến gen EGFR, không xét tới các yếu tố 

lâm sàng và giải phẫu bệnh. Các kết quả nghiên cứu nhằm tìm ra những chỉ điểm 

sinh học cho đáp ứng với thuốc ức chế đặc hiệu EGFR cho thấy tình trạng đột 

biến gen EGFR chính là yếu tố tiên đoán chính xác nhất. Hiệp hội Ung thư Châu 

Âu hướng dẫn nên khảo sát đột biến gen EGFR để chọn lựa bệnh nhân 

UTPKTBN phù hợp với điều trị đích. 

Loại mẫu mô sử dụng để làm xét nghiệm sẽ ảnh hưởng đến số lượng tế bào 

ác tính thu thập được, từ đó gián tiếp ảnh hưởng đến nồng độ ADN tổng số và 

AND ung thư tách chiết được. Mẫu mô tươi được lấy từ khối u sau phẫu thuật là 

tốt nhất. Trong nghiên cứu này mẫu mô được lấy từ khối mô đúc nến do vậy trong 

quá trình xử lý khối nến, AND có thể bị biến tính, vì thế ảnh hưởng nhiều đến 

chất lượng của sản phẩm. Tuy nhiên, đây là loại mô chiếm phần lớn ở đối tượng 

bệnh nhân ung thư phổi giai đoạn cuối vì đã không còn khả năng phẫu thuật. Do 

đó, để đạt kết quả chỉnh xác, chúng tôi đã lựa chọn vùng tập trung tế bào ung thư 

của mẫu mô dưới kính hiển vi để thu được lượng tế bào tốt nhất cho việc xác định 

đột biến gen EGFR bằng sự kết hợp hai kỹ thuật giải trình tự và Scorpion ARMS. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

1. Qua nghiên cứu 109 bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ thực hiện 

xét nghiệm đột biến EGFR tại bệnh viện Ung bướu Nghệ An cho thấy:  Tỷ lệ có 

đột biến gen EGFR là 44/109 bệnh nhân chiếm 40,37%. Trong đó tỷ lệ bệnh 

nhân nam là 55,96% cao hơn tỷ lệ bệnh nhân nữ là 44,04%; chủ yếu gặp độ tuổi 

trên 65 tuổi chiếm 52,29%. Đa số bệnh nhân thuộc loại ung thư biểu mô tuyến 

chiếm 96,33%. Vị trí lấy bệnh phẩm chủ yếu là từ u nguyên phát, với phương 

pháp lấy mẫu phổ biến là sinh thiết tế bào. 

2. Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm không hút thuốc cao hơn nhóm không 

hút thuốc (bệnh nhân nam không hút thuốc chiếm 42,86%, bệnh nhân nữ không 

hút thuốc chiếm tỷ lệ 56,25%) 

3. Trong số 44 bệnh nhân được phát hiện, đột biến xóa đoạn LREA exon 19 

và đột biến L858R exon 21 chiếm đa số với tỷ lệ lần lượt là 52.27% và 29,55%. 

Có 4 trường hợp mang đột biến kép chiếm tỷ lệ 9,09%. Đột biến kháng thuốc 

điều trị trúng đích EGFR TKI chiếm 15,9%. 

KIẾN NGHỊ 

Nghiên cứu có các kiến nghị sau: 

1. Cần phải xét nghiệm tìm đột biến gen EGFR cho bệnh nhân trước khi bắt 

đầu liệu trình điều trị đích bước 1 nhằm đem lại lợi ích cao nhất cho người bệnh.  

2. Tiếp tục nghiên cứu sự đột biến gen EGFR với số lượng mẫu nhiều hơn 

theo từng nhóm bệnh và theo từng dạng đột biến khác nhau để có những kết luận 

mang tính khách quan hơn. 
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PHỤ LỤC 
 Phụ lục 1  

BỆNH ÁN NGHIÊN CỨU 

Mã số khám chữa bệnh:………………………….. 

1.THÔNG TIN CHUNG 

Họ và tên:……………………………………………………………………. 

Tuổi:……………………………………………………..Giới tính: Nam/ nữ 

Nghề nghiệp:……………………………………………................................... 

Địa chỉ:………………………………………………………………………….. 

Điện thoại liên lạc:……………………………………………………………… 

Ngày vào viện:………………………………………………………………….. 

Ngày ra viện:……………………………………………………………………. 

2. LÝ DO VÀO VIỆN 

………………………………………………………………………….…………

…..…….…………………………………………………………………………. 

3. TIỀN CĂN 

Hút thuốc lá:   � không hút thuốc 

   � có hút thuốc 

   � không rõ 

Bệnh lý đi kèm:…………………………………………………………….. 

………………………………………………………………………………. 



 
 

 
 

Tiền sử gia đình:………………………………………………………………. 

………………………………………………………………………………… 

3. ĐẶC ĐIỂM BỆNH UNG THƯ PHỔI 

Chẩn đoán lâm sàng:………………………………………………... ………. 

Giai đoạn bệnh: 

�  Giai đoạn 0 

�  Giai đoạn IA   �  Giai đoạn IB 

�  Giai đoạn IIA   �  Giai đoạn IIB  

�  Giai đoạn IIIA   �  Giai đoạn IIIB  

�  Giai đoạn IV  

Giải phẫu bệnh: 

Mã số giải phẫu bệnh:…………………………………………………………. 

� Carcinom tế bào vảy    � Carcinom tế bào tuyến vảy 

� Carcinom tế bào lớn         � Carcinom tế bào tuyến 

Tình trạng di căn:  T……..N….….M…….. 

Phương pháp đã điều trị:  �  Phẫu thuật   � Hóa trị   � Xạ trị 

Điều trị tại khoa:……………………………………………………………… 

4.XÉT NGHIỆM ĐỘT BIẾN GEN EGFR 

Ngày nhận mẫu:…………………………………………………………………… 

Ngày làm xét nghiệm:……………………………………………………………… 

Phương pháp lấy bệnh phẩm:  



 
 

 
 

� Sinh thiết kim khối u                                     � Phẫu thuật  

� Chọc dịch 

Vị trí lấy bệnh phẩm: 

� Khối u nguyên phát                                  � Màng phổi 

� Tổ chức di căn 

 

Kết quả xét nghiệm đột biến gen EGFR: 

� Không đột biến 

� Có đột biến: Exon…………… - Loại đột biến:……………………………. 



 
 

 
 

Phụ lục 2 

Danh sách bệnh nhân tham gia nghiên cứu 

(sắp xếp theo thời gia vào viện) 

STT Họ và tên Tuổi 
Giới 

tính 
Địa chỉ Mã số hồ sơ Ngày vào viện Ngày ra viện 

1 Đặng Thị T 60 Nữ TP Vinh 1500010450 15/01/2015 25/01/2015 

2 Trần Đình N 73 Nam TP Vinh 1500001986 19/01/2015 12/02/2015 

3 Đinh Văn Đ 70 Nam Quỳnh Lưu 1500002310 21/01/2015 20/02/2015 

4 Trần Thị M 54 Nữ TP Vinh 1500002470 21/01/2015 21/02/2015 

5 Thái Thị H 67 Nữ Đô Lương 1500094823 03/02/2015 20/02/2015 

6 Đường Xuân T 66 Nam TP Vinh 1500007469 10/02/2015 22/02/2015 

7 Cao Hồng K 70 Nam Diễn Châu 1500004592 10/02/2015 12/03/2015 

8 Nguyễn Thị Mai H 77 Nữ TP Vinh 1500020804 24/02/2015 12/03/2015 

9 Nguyễn Bá H 71 Nam Đô Lương 1500006340 02/03/2015 12/03/2015 

10 Phan Văn L 80 Nam Diễn Châu 1500003886 12/03/2015 16/04/2015 



 
 

 
 

11 Nguyễn Bá T 71 Nam TP Vinh 1500009592 18/03/2015 07/04/2015 

12 Đặng Bá L 82 Nam Anh Sơn 1500022696 19/03/2015 20/04/2015 

13 Lê Bá H 54 Nam TP Vinh 1500002031 23/03/2015 08/04/2015 

14 Cao Thị Bích H 43 Nữ Nghĩa Đàn 15000154289 24/03/2015 10/04/2015 

15 Phan Thị B 67 Nữ Quỳ Châu 1500010347 24/03/2015 23/05/2015 

16 Nguyễn Đức C 74 Nam TP Vinh 1500010643 25/03/2015 14/04/2015 

17 Thái Thị T 57 Nữ Đức Thọ- HT 1500011006 27/03/2015 21/04/2015 

18 Lê Thị T 58 Nữ Nam Đàn 1500011330 30/03/2015 02/06/2015 

19 Thái Văn V 74 Nam Đô Lương 1500011989 03/04/2015 21/04/2015 

20 Đặng Thị T 61 Nữ TP Vinh 1500009578 08/04/2015 30/04/2015 

21 Nguyễn Hữu T 73 Nam TP Vinh 1500013595 13/04/2015 25/04/2015 

22 Phan Văn C 75 Nam Hưng Nguyên 1500043564 13/04/2015 13/05/2015 

23 Trần Xuân H 59 Nam Diễn Châu 1500014811 20/04/2015 05/05/2015 

24 Lê Thanh T 72 Nam TP Vinh 1500006918 03/05/2015 18/05/2015 



 
 

 
 

25 Nguyễn Đình D 53 Nam Con Cuông 1500018100 11/05/2015 12/07/2015 

26 Nguyễn Thị H 76 Nữ Yên Thành 1500003283 12/05/2015 28/05/2015 

27 Võ Thị N 57 Nữ Con Cuông 1500018238 22/05/2015 16/06/2015 

28 Thái Xuân T 62 Nam Yên Thành 1500021208 02/06/2015 07/07/2017 

29 Nguyễn Trung N 62 Nam TP Vinh 1500021155 02/06/2015 25/06/2015 

30 Nguyễn Xuân G 47 Nam TP Vinh 1500022154 08/06/2015 19/06/2015 

31 Nguyễn Thị K 82 Nữ TP Vinh 1500024067 15/06/2015 04/07/2015 

32 Võ Văn P 56 Nam TP Vinh 1500025121 23/06/2015 21/07/2015 

33 Dương Văn K 64 Nam TP Vinh 1500025101 23/06/2015 31/07/2015 

34 Trần Thị C 82 Nữ Nam Đàn 1500026536 30/06/2015 31/07/2015 

35 Hoàng Thị N 42 Nữ Nam Đàn 1500026558 30/06/2015 30/07/2015 

36 Đậu Thị L 69 Nữ Cửa Lò 1500027825 07/07/2015 27/07/2015 

37 Trần Xuân M 70 Nam Quỳ Hợp 1500036934 08/07/2015 30/07/2015 

38 Phạm Văn B 74 Nam TP Vinh 1500028739 10/07/2015 04/08/2015 



 
 

 
 

39 Nguyễn Bá B 50 Nam Thanh Chương 1500041989 19/07/2015 20/09/2015 

40 Phan Thị T 67 Nữ Hưng Nguyên 1500034971 11/08/2015 10/09/2015 

41 Nguyễn Văn H 56 Nam Đô Lương 1500041065 12/08/2015 04/09/2015 

42 Hồ Nghĩa T 56 Nam Quỳ Châu 1500042780 01/09/2015 17/10/2015 

43 Nguyễn Thị T 44 Nữ Nam Đàn 1500041051 14/09/2015 20/11/2015 

44 Nguyễn Thị K 68 Nữ Diễn Châu 1500041434 19/09/2015 14/10/2015 

45 Nguyễn Thị V 60 Nữ Hưng Nguyên 1500042800 22/09/2015 20/10/2015 

46 Nguyễn Thị T 60 Nữ Nghĩa Đàn 1500012945 28/09/2015 20/10/2015 

47 Hồ Công X 50 Nam Quỳnh Lưu 1500058122 13/10/2015 14/11/2015 

48 Lê Đình T 58 Nam Đô Lương 1500086023 19/10/2015 20/11/2015 

49 Phan Thị C 70 Nữ Thanh Chương 1500052862 10/11/2015 30/11/2015 

50 Nguyễn Đình M 70 Nam Quỳ Hợp 1500053806 16/11/2015 30/12/2015 

51 Lê Thị Th 81 Nữ TP Vinh 1500028782 01/12/2015 14/12/2015 

52 Phạm Thị D 77 Nữ TP Vinh 1500050706 04/12/2015 20/12/2015 



 
 

 
 

53 Lê Thị L 79 Nữ Nghi Lộc 1500058389 07/12/2015 16/12/2015 

54 Ngô Xuân T 75 Nam Diễn Châu 1500059061 09/12/2015 25/12/2015 

55 Nguyễn Thị H 68 Nữ Nghĩa Đàn 1500058853 09/12/2015 29/12/2015 

56 Nguyễn Văn T 51 Nam Hưng Nguyên 1500061353 21/12/2015 15/01/2016 

57 Nguyễn Trọng N 68 Nam Quỳnh Lưu 1600000649 06/01/2016 12/08/2016 

58 Trần Văn K 62 Nam Quỳnh Lưu 1600000966 10/01/2016 23/02/2016 

59 Lê Thị L 52 Nữ Nam Đàn 1600007784 10/01/2016 12/03/2016 

60 Phạm Thị S 56 Nữ Thanh Chương 1600000907 13/01/2016 24/02/2016 

61 Trương Đ 65 Nam TP Vinh 1600002185 14/01/2016 30/01/2016 

62 Bùi Đình C 57 Nam Đô Lương 1600003015 19/01/2016 28/03/2016 

63 Nguyễn Hữu P 77 Nam Thanh Chương 1600003637 22/01/2016 15/02/2016 

64 Hoàng Trung M 75 Nam Quỳnh Lưu 1600003756 25/01/2016 29/04/2016 

65 Nguyễn Trọng T 67 Nam Nghi Lộc 1600000820 01/02/2016 15/02/2016 

66 Nguyễn Thị T 58 Nữ Hưng Nguyên 1600008347 13/02/2016 02/03/2016 

67 Cao Thị T 65 Nữ TP Vinh 1600005638 16/02/2016 02/03/2016 



 
 

 
 

68 Phan Văn L 59 Nam Thanh Chương 1600007462 24/02/2016 15/03/2016 

69 Hà Ngọc C 58 Nam Yên Thành 1600012787 21/03/2016 22/04/2016 

70 Phạm Thị T 54 Nữ Nghệ An 1600015385 30/03/2016 27/05/2016 

71 Mai Thị T 72 Nữ Nghi Xuân - Hà Tĩnh 1600081065 04/04/2016 22/04/2016 

72 Đặng Thị L 74 Nữ Đô Lương 1600084230 08/04/2016 10/06/2016 

73 Thái Thị B 68 Nữ Đô Lương 1600005389 19/04/2016 05/05/2016 

74 Nguyễn Văn X 68 Nam TP Vinh 1600067206 01/05/2016 18/05/2016 

75 Chu Khánh L 33 Nam Nghĩa Đàn 1600024758 10/05/2016 27/05/2016 

76 Bùi Thị Hoài T 39 Nữ Nghĩa Đàn 1600025615 12/05/2016 15/06/2016 

77 Đậu Thị Q 73 Nữ TP Vinh 1600026290 16/05/2016 02/07/2016 

78 Bùi Ngọc X 68 Nam Quỳnh Lưu 1600027073 19/05/2016 06/06/2016 

79 Nguyễn Thị H 52 Nữ Nam Đàn 1600027861 23/05/2016 29/06/2016 

80 Phạm Văn D 80 Nam Diễn Yên- Diễn Châu 1600028488 25/05/2016 27/06/2016 

81 Trần Công H 64 Nam Quỳ Hợp 1600031089 06/06/2016 03/07/2016 

82 Đặng Thị H 65 Nữ Nghi Lộc 1600035646 24/06/2016 12/07/2016 



 
 

 
 

83 Cao Văn T 70 Nam Hưng Nguyên 1600037401 30/06/2016 15/08/2016 

84 Trương Hoàng G 60 Nam Anh Sơn 1600005682 04/08/2016 27/08/2016 

85 Nguyễn Thị C 72 Nữ Nghĩa Đàn 1600002875 24/08/2016 30/09/2016 

86 Hồ Xuân N 57 Nam Yên Thành 1600039671 29/08/2016 15/09/2016 

87 Lê T 54 Nam Diễn Châu 1600060751 30/09/2016 21/09/2016 

88 Nguyễn Tiến C 57 Nam Anh Sơn 1600001563 09/10/2016 10/11/2016 

89 Nguyễn Thị L 68 Nữ Nam Đàn 1600059023 19/10/2016 05/11/2016 

90 Lê Xuân Đ 72 Nam Quỳ Hợp 1600067472 20/10/2016 17/11/2016 

91 Nguyễn Đình M 70 Nam Quỳ Hợp 1600065985 21/10/2016 07/11/2016 

92 Nguyễn Văn H 56 Nam Nam Đàn 1600034098 10/11/2016 12/12/2016 

93 Bạch Thị L 66 Nữ Thanh Chương 1600002946 27/11/2016 29/12/2016 

94 Đặng Thị H 55 Nữ Diễn Châu 1600087231 12/12/2016 30/01/2017 

95 Lê Đức T 45 Nam TP Vinh 1600072301 12/12/2016 03/02/2017 

96 Lê Thị Lương N 68 Nữ Thanh Chương 1700002985 07/01/2017 21/01/2017 



 
 

 
 

97 Nguyễn Văn M 69 Nam TP Vinh 1700048332 12/01/2017 15/02/2017 

98 Nguyễn Thị T 57 Nữ Nghi Lộc 1700003071 17/01/2017 13/02/2017 

99 Võ Thị T 59 Nữ TP Vinh 1700011458 17/01/2017   

100 Nguyễn Thượng B 69 Nam Diễn Phúc - Diễn Châu 1700006088 08/02/2017 24/02/2017 

101 Lê Đăng S 82 Nam Quỳnh Lưu 1700011312 27/02/2017 04/04/2017 

102 Võ Thị L 59 Nữ Nghệ An 1700014749 13/03/2017 11/04/2017 

103 Lê Viết T 67 Nam Hà Tĩnh 1700056209 03/05/2017 30/05/2017 

104 Phan Văn H 52 Nam Hà Tĩnh 1700012988 11/06/2017 19/07/2017 

105 Nguyễn Văn C 60 Nam Nam Đàn 1700030094 07/07/2017 27/07/2017 

106 Phạm Thị M 82 Nữ Yên Thành 1700029706 29/08/2017 26/09/2017 

107 Nguyễn Trọng S 64 Nam Hà Tĩnh 1700066027 13/09/2017 02/10/2017 

108 Hoàng Thị B 41 Nữ Quỳnh Lưu 1500035631 15/12/2015 30/12/2015 

109 Tạ Thị P 49 Nữ Thanh Chương 1500033432 25/02/2015 13/03/2015 

 

 


