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Theo thống kê của Cơ quan Nghiên cứu Ung thư toàn cầu 

(GCO), Ung Thư Vòm Họng (UTVH) thuộc nhóm là một trong 

15 bệnh ung phổ biến ở Việt Nam. ADAMTS9 đóng vai trò quan 

trọng trong quá trình apoptosis, sự hình thành mạch máu và ức 

chế sự tăng sinh tế bào ở UTVH. Sự biến đổi của gene 

ADAMTS9 sẽ có ảnh hưởng đến quá trình hình thành ung thư, vì 

vậy, khảo sát tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 trên bệnh 

nhân UTVH ở Việt Nam được thực hiện. Trong nghiên cứu, 30 

mẫu dịch phết UTVH và 30 mẫu dịch phết lành được sử dụng để 

khảo sát tính chất methyl hóa gene ADAMTS9 bằng phương pháp 

Nested-MSP. Kết quả ghi nhận tần số methyl hóa của gene 

ADAMTS9 ở mẫu UTVH và mẫu lành lần lượt là 50.00% và 

3.33%. Đồng thời, ghi nhận chỉ số OR là 29.00, độ nhạy và độ 

đặc hiệu lần lượt là 50.00% và 96.67%. Nghiên cứu bước đầu 

thành công xây dựng quy trình khảo sát tính chất methyl hóa của 

gene ADAMTS9 trên bệnh UTVH ở Việt Nam nhằm hướng tới 

xây dựng một dấu chứng sinh học tiềm năng phát hiện sớm 

UTVH cho người Việt Nam nói riêng và bệnh UTVH nói chung.  

ABSTRACT 

According to statistics from the Global Cancer 

Observatory (GCO), Nasopharyngeal Carcinoma (NPC) is among 

the 15 most common cancers in Vietnam. ADAMTS9 plays an 

important role in apoptosis, blood vessel formation, and the 

inhibition of cell proliferation in NPC. Changes in the ADAMTS9 

gene will affect the process of cancer formation; therefore, a 

survey of the methylation properties of the ADAMTS9 gene in 

Vietnamese NPC patients was conducted. In the study, 30 NPC 

swab samples and 30 healthy swab samples were used to 

investigate the methylation status of the ADAMTS9 gene using the 

Nested-MSP method. The results recorded the methylation 

frequency of the ADAMTS9 gene in NPC samples and healthy 

samples at 50.00% and 3.33%, respectively. Moreover, the OR 

index was recorded at 29.00, sensitivity and specificity at 50.00% 

and 96.67%, respectively. The study has initially succeeded in 

establishing a process to investigate the methylation properties of 
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1. Giới thiệu

Ung thư vòm họng (Nasopharyngeal Carcinoma: NPC) là khối u ác tính hình thành tại 

các tế bào biểu mô vòm mũi họng (Cho, 2007; da Costa & ctg., 2015).Theo thống kê của Cơ 

quan Nghiên cứu Ung thư toàn cầu GCO (Global Canner Observatory: https://gco.iarc.fr/) thuộc 

Tổ chức Y tế Thế Giới WHO, tỷ lệ mắc bệnh và tỷ lệ tử vong bởi UTVH trong năm 2022 cho 

thấy: trên thế giới, tỷ lệ mắc bệnh UTVH là 12,981 ca và tỷ lệ tử vong là 8,291 ca; ở Việt Nam, 

UTVH có tỷ lệ mắc bệnh và tỷ lệ tử vong lần lượt là 5,613 và 3,453 ca xếp thứ 11 và thứ 10 

trong các bệnh ung phổ biến. UTVH gây ra bởi ba nguyên nhân chính là: yếu tố môi trường, di 

truyền và sự xâm nhiễm của EBV (Epstein-Barr Virus) (Frappier, 2012). Những nghiên cứu gần 

đây đã chứng minh tính chất epigenetics đặc biệt là methyl hóa vượt mức các gene ức chế khối 

u là nguyên nhân gây nên ung thư (Chen & ctg., 2022; Dai & ctg., 2016; Geissler & ctg., 2024). 

Sự methyl hóa DNA là hiện tượng gắn nhóm –CH3 từ AdoMet (S-adenosyl-L- methionine) vào 

vị trí 5’ của nucleotide Cytosine bằng liên kết cộng hóa trị nhờ xúc tác của enzyme thuộc họ 

DNA methyltransferase (DNMTs) bao gồm: DNMT1, DNMT3A và DNMT3B (Chen & ctg, 

2022; Davalos & Esteller, 2023). Kết quả của sự methyl hóa DNA là dẫn đến thay đổi biểu hiện 

gene và đồng thời liên quan đến sự phát triển khối u (Davalos & Esteller, 2023). 

ADAMTS9 (A Disintegrin-like and Metalloprotease (reprolysin type) with 

Thrombospondin type 1 motif 9) là gene ức chế khối u định vị tại vị trí 3p14.2 (Hình 1), một 

thành viên thuộc họ ADAMTS bao gồm 19 proteases có cấu trúc xác định. Các enzyme này 

chứa một domain prometalloproteinase và một domain có đặc tính phụ thuộc bao gồm một hoặc 

nhiều motif thrombospondinn type I (Lo & ctg., 2010). Ba protease ADAMTS1, ADMATS8 và 

ADAMTS9 có khả năng hoạt hóa kháng sinh. ADAMTS9 có khả năng tham gia vào sự hình 

thành các tế bào màng trong mạch máu nhỏ ở chuột à có khả năng hoạt động như một chất ức 

chế sự hình thành mạch tự sinh (Lo & ctg., 2010), đồng thời, có liên quan đến sự tái tạo chất 

nền ngoài bào, và sự trưởng thành của các protein tiền thân (Lung & ctg., 2012). ADAMTS9 còn 

có chức năng trong quá trình apoptosis, sự hình thành mạch máu và ức chế sự tăng sinh tế bào ở 

UTVH, dạ dày, đại trực tràng, tuyến tụy và cổ tử cung (Shao & ctg., 2017). Ngoài ra, sự methyl 

hóa vượt mức promoter sẽ điều chỉnh hoặc làm mất sự biểu hiện của ADAMTS9 trong tất cả các 

ung thư đó. Hơn nữa, sự biểu hiện của ADAMTS9 antisense RNA-2 (ADAMTS9-AS2) càng 

nhiều thì sự biểu hiện của DNMT1 càng giảm (Shao & ctg., 2017). 

Cho đến nay, các công trình nghiên cứu về tần số methyl hóa của gene ADAMTS9 trên 

thế giới còn rất hạn chế chỉ tìm thấy 02 công trình nghiên cứu của Lung và cộng sự (2008); Lao 

và Le (2024). Tuy nhiên, ở Việt Nam chưa tìm thấy công trình công bố nào liên quan đến tần số 

methyl hóa của gene ADAMTS9 trên UTVH. Vì vậy, Nghiên cứu “Khảo sát tính chất methyl 

hóa của gene ADAMTS9 trên bệnh Ung thư vòm họng ở Việt Nam” được thực hiện hướng tới 

xây dựng một dấu chứng sinh học chẩn đoán sớm bệnh UTVH cho người Việt Nam. 

Hình 1 

Vị Trí Định Vị của Gene ADAMTS9 Trên NST (Nhiễm Sắc Thể) Số 3 

Ghi chú: Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

the ADAMTS9 gene in NPC disease in Vietnam, aiming to develop 

a potential biomarker for early detection of NPC for Vietnamese 

people in particular and NPC disease in general. 

https://gco.iarc.fr/
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2. Vật liệu và phương pháp  

2.1. Vật liệu 

30 mẫu dịch phết người mắc bệnh UTVH và 30 mẫu dịch phết người lành được thu 

nhận tại khoa Tai mũi họng Bệnh viện Chợ Rẫy, TP. Hồ Chí Minh. Việc lấy mẫu dịch phết 

UTVH và mẫu dịch phết lành được thông qua và cho phép của Hội Đồng Y Đức của bệnh 

viện Chợ Rẫy TP.HCM: 516/BVCR-HDDD. Mẫu sau khi thu nhận sẽ được bảo quản trong 

dung dịch PBS (Phosphate-Buffered Saline) và được giữ ở -21
o
C tại phòng thí nghiệm Công 

nghệ Sinh học Ứng dụng, Trường Đại học Mở Thành phố Hồ Chí Minh. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Tách chiết DNA, biến đổi bisulfite 

Mẫu sẽ được ủ trong 700µl dung dịch lysis buffer (Tris-HCl 1M; EDTA 0.5M; SDS 

10%; NaCl 5M) và bổ sung 10µl proteinase K. Ủ ở 56
o
C qua đêm. DNA sẽ được tiến hành 

tách chiết bằng phương pháp Phenol/Chloroform (pH = 8) và được tủa bằng Isopropanol. 

DNA sau khi được thu nhận sẽ tiến hành đánh giá độ tinh sạch bằng phương pháp đo mật độ 

quan (OD: Optical Density) thông qua bước song A260 và A280. 

DNA tiếp tục được tiến hành biến đổi bisulfite bằng bộ kit EpiJET Bisulfite 

Conversion Kit (#K1461). Cuối cùng, thu nhận được 20µl DNA đã được biến đổi và bảo quản 

ở -20oC. 

2.2.2. Khảo sát tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 

Quá trình khảo sát tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 sẽ được thực hiện bằng 

máy luân nhiệt PCR Benchmark (Model: TC 9639) thông qua phương pháp Nested-MSP sử 

dụng 03 cặp mồi ở Bảng 1. 

Bảng 1 

Trình Tự Mồi Sử Dụng trong Nghiên Cứu 

Bước Mồi Trình tự (5’ - 3’) TLTK 
Ta 

(X
o
C) 

t  

(Y giây) 

1 
ADAM-S1_F GTATTTGAGAGGTTGTGGATT 

Lo và 

ctg., 

2007 

50 20 
ADAM-S1_R CCTCCTACCCTCCTTAACTA 

2 

ADAM-MF TTGGGTATTATGCGGTTAAGTAGTC 
55 10 

ADAM-MR CCAACTTTTAACTTTAAAAATCGCT 

ADAM-UF TGGGTATTATGTGGTTAAGTAGTTGA 
55 10 

ADAM-UR CCAACTTTTAACTTTAAAAATCACT 

Ghi chú: S1: Mồi ngoài; M: Mồi methyl hóa; U: Mồi unmethyl hóa; F: Mồi xuôi; R: Mồi ngược; Ta: Nhiệt độ 

bắt cặp của mồi; t: Thời gian bắt cặp của mồi; X, Y: Nhiệt độ; Vị trí bôi đen thể hiện các vị trí CG của mồi. Dữ 

liệu từ “Identification of a tumor suppressive critical region mapping to 3p14. 2 in esophageal squamous cell 

carcinoma and studies of a candidate tumor suppressor gene, ADAMTS9” bởi P. H. Y. Lo, A. C. C. Leung, C. 

Y. C. Kwok, W. S. Y. Cheung, J. M. Y. Ko, L. C. Yang, S. Law, L. D. Wang, J. Li, E. J. Stanbridge, J. C. O. 

Tang, S. W. Tsao, và M. L. Lung, 2007, Oncogene, 26(1), pp. 148-157 

Phương pháp MSP sẽ được thực hiện với tổng thể tích là 15µl bao gồm các thành 

phần: 7.5µl MyTaq TM Mix (Bioline Reagents Ltd., London, UK), 1µl mồi xuôi và mồi 

ngược, 1µl DNA đã được biến đổi và 5.5µl nước cất. 
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Phản ứng MSP sẽ được thực hiện với quy trình luân nhiệt: 95
o
C - 05 phút; 95

o
C - 

30 giây, X
o
C - 30 giây, 72

o
C - Y giây trong 30 chu kỳ; 72

o
C - 05 phút, 04

o
C - ∞ (X và Y 

được thể hiện ở Bảng 1). 

Sau khi phản ứng MSP kết thúc, kết quả sẽ được tiến hành điện di trên gel agrose 

1.5% và sử dụng thuốc nhuộm gelred 6X và ghi nhận kết quả bằng Geldoc. 

Đồng thời, DNA khuếch đại thành công gene mục tiêu sẽ được gửi giải trình tự bằng 

phương pháp Sanger tại Công ty Nam Khoa Biotech Thành phố Hồ Chí Minh. 

2.2.3. Phân tích kết quả  

Tần số gene ADAMTS9 được tính toán và sử dụng Chi-square test để so sánh tần số 

methyl hóa giữa nhóm bệnh và nhóm lành. Ngoài ra, phân tích dữ liệu còn được xác định độ 

nhạy (sentitive), độ đặc hiệu (specificity), chỉ số  (kappa). Sự khác biệt giữa 02 nhóm được 

xem là có ý nghĩa với p < 0.05. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Lâm sàn 

Đặc điểm lâm sàn của bộ mẫu được thể hiện ở Bảng 2. 

Bảng 2 

Thông Tin Lâm Sàn của Bộ Mẫu Nghiên Cứu 

Đặc điểm lâm sàn Phân loại Số lượng (%) 

Giới tính 
Nam 23 (76.67) 

Nữ 7 (23.33) 

Tuổi 

≤ 20 1 (3.33) 

20 đến ≤ 40 6 (20.00) 

40 đến ≤ 60 12 (40.00) 

60 đến ≤ 80 11 (36.67) 

Giai đoạn bệnh 

I 0 (0.00) 

II 10 (33.33) 

III 5 (16.67) 

IV 15 (50.00) 

Ghi chú: Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

Theo kết quả thống kê của bộ mẫu: tỷ lệ mắc bệnh ung thư vòm họng ở nam và nữ lần 

lượt là là 76.67% và 23.33%. Tỷ lệ nam:tỷ lệ nữ là 2.7:1. Điều này phù hợp với các công trình 

nghiên cứu trên thế giới đã chứng minh tỷ lệ mắc ung thư vòm họng ở nam giới cao gấp 02 

đến 03 lần so với nữ giới Salehiniya và cộng sự (2018); Tian và cộng sự (2013). Điều này có 

thể giải thích qua nghiên cứu của Ji và cộng sự (2011); Xu và cộng sự (2012), là do các thói 

quen sinh hoạt hằng ngày của nam giới như hút thuốc lá hay uống rượu bia cũng là một phần 

nguyên nhân gây ra tỷ lệ mắc bệnh cao hơn so với phụ nữ (Ji & ctg., 2011; Xu & ctg., 2012). 
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Về độ tuổi tỷ lệ mắc bệnh cao nhất ở nhóm trung niên từ 40 đến 60 tuổi (40.00%) và 

thấp nhất là dưới 20 tuổi (3.33%). Kết quả này cũng tương đồng với công bố trước đó của 

Wang và cộng sự (2009). 

Tỷ lệ mắc bệnh UTVH được phát hiện cao nhất ở giai đoạn IV (50.00%) trong khi 

không phát hiện được ca nào ở giai đoạn I. Kết quả này cũng tương đồng với nghiên cứu 

trước đây của Tian và cộng sự (2013). Điều này có thể giải thích là do các triệu chứng của 

UTVH không rõ ràng như: đau cổ, sốt, khó thở, … 

3.2. Kết quả khảo sát tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 

Sau khi tách chiết và kiểm tra chất lượng của DNA kết quả đo OD ghi nhận mẫu tinh 

sạch có tỷ lệ 1.8 < A260/A280 < 2.0.  

Tiếp tục sử dụng mẫu DNA cho quá trình biến đổi bisulfite và sau đó khuếch đại gene 

mục tiêu. Sau đó tiến hành đọc kết quả bằng phương pháp điện di trên gel agarose. Kết quả 

ghi nhận các băng sản phẩm khuếch đại được sáng, rõ ràng với kích thước sản phẩm của mồi 

methyl và unmethyl lần lượt là 172bp và 171bp (Hình 2). Ở mẫu 1 dịch phết UTVH và mẫu 4 

dịch phết lành kết quả ghi nhận xuất hiện cả 02 băng ở mồi methyl và unmethyl vì vậy, mẫu 

này là mẫu có trạng thái methyl hóa không hoàn toàn. Ở mẫu 2 dịch phết UTVH và mẫu 5 

dịch phết lành xuất hiện băng có kích thước sản phẩm là 171bp, mẫu này được ghi nhận là 

mẫu unmethyl. Ở mẫu số 3 xuất hiện băng có kích thước sản phẩm là 172bp, ghi nhận mẫu 

methyl hóa hoàn toàn. 

Hình 2 

Kết Quả Điện Di 

 

Ghi chú: M: Methyl; U: Unmethyl; L: thang; N: chứng âm; 1, 2, 3: mẫu dịch phết UTVH; 4, 5: mẫu dịch phết lành. 

Kết quả xử lý từ dữ liệu điều tra 

Để khẳng định băng sản phẩm khuếch đại thành công gene mục tiêu ADAMTS9, băng 

sản phẩm sẽ được gửi giải trình tự. Sau khi tiến hành đọc và phân tích kết quả bằng phần mềm 

Bioedit, kết quả được thể hiện ở Hình 3. Kết quả ghi nhận kích thước sản phẩm khuếch đại 

được của mồi methyl và unmethyl lần lượt là 172bp và 171bp tương ứng với gene ADAMTS9. 

Từ kết quả này, khẳng định lại quá trình biến đổi bisulfite đã thực hiện thành công thông qua 

những nucleotide C không bị methyl hóa sẽ chuyển thành nucleotide T và nucleotide C bị 

methyl hóa sẽ giữ nguyên nucleotide C được thể hiện qua ■: là vị trí methyl; ▲: là vị trí 

unmethyl (Hình 3). 
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Hình 3 

Kết Quả Giải Trình Tự 

 
Ghi chú: A: kết quả methyl; B: kết quả unmethyl; ■: nucleotide C không bị biến đổi bisulfite, ▲: nucleotide C 

biến đổi bisulfite. Trình tự 1: trình tự gốc chưa biến đổi; trình tự 2: trình tự đã được biến đổi bằng phần mềm 

Methprimer; trình tự 3: kết quả giải trình tự mạch xuôi (F); trình tự 4: kết quả giải trình tự mạch ngược (R). Kết 

quả xử lý từ dữ liệu điều tra 

3.3. Kết quả thống kê 

Sau khi khảo sát tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 kết quả ghi nhận được tần số 

methyl hóa ở mẫu dịch phết bệnh UTVH cao hơn so với ở mẫu dịch phết lành lần lượt là 

50.00% (15/30) và 3.33% (01/30). Kết quả này cho thấy mối tương quan chặt chẽ giữa sự 

methyl hóa của gene ADAMTS9 với UTVH (p < 0.05). So với công trình nghiên cứu ở thế giới, 

chỉ tìm thấy một công trình duy nhất thực hiện khảo sát tính chất methyl hóa gene ADAMTS9 

trên UTVH của Lung và cộng sự (2008), kết quả của nghiên cứu cũng tương đồng khi ghi nhận 

tỷ lệ methyl hóa của ADAMTS9 ở mẫu bệnh cao hơn ở mẫu lành. Tỷ lệ mắc bệnh UTVH ở 

nhóm có sự methyl hóa gene ADAMTS9 cao gấp 29 lần so với nhóm không có sự methyl hóa 

gene ADAMTS9 được thể hiện qua thông số OR = 29.00 (p < 0.05). Độ phù hợp κ ghi nhận là 

0.467 cho thấy mức ý nghĩa trung bình giữa phương pháp xác định với UTVH. Ngoài ra, kết 

quả độ nhạy và độ đặc hiệu của gene ADAMTS9 cũng được ghi nhận lần lượt là 50.00 và 

96.67. Từ kết quả phân tích thống kê khẳng định tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 là 

một đặc điểm phân tử ở bệnh UTVH. 

Bảng 3 

Kết Quả Tần Số Methyl Hóa của Gene ADAMTS9 

Mẫu 
ADAMTS9 

M (%) U (%) 

Bệnh (n = 30) 15 (50.00) 15 (50.00) 

Lành (n = 30) 1 (3.33) 29 (96.67) 

p 0.0001 

OR 29.00 

95% CI 3.49 - 241.14 

p = 0.0018 

κ 0.467 

Se 50.00 

Sp 96.67 

Ghi chú: p: p value; OR: tỷ suất chênh; κ: độ phù hợp; Se: Độ nhạy; Sp: Độ đặc hiệu; 95% CI: Khoảng tin cậy 

95%. Kết quả xử lý từ dữ liệu điều tra 
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Đồng thời, nhóm tiến hành phân tích kết quả methyl hóa của gene ADAMTS9 với các 

đặc điểm lâm sàn: giới tính, độ tuổi và giai đoạn bệnh. Kết quả được thể hiện ở Bảng 4, ghi 

nhận sự methyl hóa của gene ADAMTS9 không có mối tương quan có ý nghĩa với các đặc 

điểm lâm sàn của bệnh UTVH (p > 0.05) 

Bảng 4 

Kết Quả Methyl Hóa Gene ADAMTS9 trên Đặc Điểm Lâm Sàn 

Đặc điểm lâm sàn Phân loại 
ADAMTS9 

P (%) N (%) 

Giới tính 

Nam 11 (36.67) 12 (40.00) 

Nữ 4 (13.33) 3 (10.00) 

p 1.00 

Tuổi 

≤ 20 1 (3.33) 0 (0,00) 

20 đến ≤ 40 2 (6.67) 4 (1333) 

40 đến ≤ 60 8 (26.67) 4 (13.33) 

60 đến ≤ 80 4 (13.33) 7 (23.33) 

p 0.28 

Giai đoạn bệnh 

I 0 (0.00) 0 (0.00) 

II 5 (16.67) 5 (16.67) 

III 3 (10.00) 2 (6.67) 

IV 7 (23.33) 8 (26.67) 

p 0.88 

Ghi chú: Kết quả xử lý từ dữ liệu điều tra 

4. Kết luận 

Kết quả khảo sát tính chất methyl hóa của gene ADAMTS9 ở bệnh nhân UTVH ở Việt 

Nam ghi nhận tần số methyl hóa ở mẫu dịch phết bệnh cao hơn ở mẫu dịch phết lành lần lượt 

là 50.00% và 3.33%. Đồng thời, kết quả nghiên cứu ghi nhận có mối tương quan chặt chẽ 

giữa tần số methyl hóa gene ADAMTS9 với UTVH và không ghi nhận mối tương quan giữa 

tần số methyl hóa gene ADAMTS9 với các đặc điểm lâm sàn của bộ mẫu. 

Kết quả này khẳng định việc xây dựng thành công quy trình khảo sát tính chất methyl 

hóa gene ADAMTS9 trên bệnh UTVH, góp phần cho những nghiên cứu sâu hơn và hướng tới 

xây dựng một dấu chứng sinh học tiềm năng cho việc phát hiện sớm UTVH ở Việt Nam. 
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