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Đặt vấn đề

U nguyên bào võng mạc (UNBVM) hay ung thư võng 
mạc là một loại khối u nguyên bào thần kinh ác tính, nội 
nhãn, phổ biến ở trẻ em với tỷ lệ mắc là 1/16000 trẻ sơ sinh 
còn sống. Bệnh gây tử vong do di căn nếu không được điều 
trị kịp thời, vì vậy phát hiện sớm và áp dụng các phương 
pháp điều trị phù hợp là yếu tố quyết định sự sống còn của 
trẻ, giúp cứu vãn thị lực cho 1 hoặc cả 2 mắt. Tuy nhiên, 
việc nhận thức về những dấu hiệu ban đầu của bệnh còn hạn 
chế, đặc biệt là ở các nước đang phát triển trong đó có Việt 
Nam. Phần lớn các trường hợp UNBVM ở trẻ em được phát 
hiện muộn, khi khối u đã phát triển ra ngoài nhãn cầu hay 
di căn nên rất ít khả năng giữ lại mắt và duy trì thị lực [1].

Các nghiên cứu trên thế giới đã chỉ ra rằng UNBVM là 
do đột biến bất hoạt cả 2 bản sao của gen ức chế khối u RB1 
(Retinoblastoma Transcriptional Corepressor 1). Đây là gen 
nằm trên nhánh dài nhiễm sắc thể số 13 vị trí 13q14.2, có 
kích thước DNA là 183 kb gồm 27 exon mã hóa 928 acid 
amin, lần đầu tiên được được mô tả bởi Fung và cs vào 
năm 1987. Khoảng 45% các trường hợp UNBVM là do di 
truyền, kiểu di truyền trội trên nhiễm sắc thể thường, những 
người mang đột biến gen RB1 di truyền cũng làm tăng nguy 
cơ mắc các khối u không phải mắt trong suốt đời sống của 
họ; khoảng 55% các trường hợp còn lại chỉ phát hiện đột 

biến trên mẫu mô ung thư võng mạc, và không có khuynh 
hướng phát triển khối u ở các vị trí khác. Đến nay, hơn 1000 
đột biến gen RB1 đã được ghi nhận trong các mẫu UNBVM, 
bao gồm các đột biến tạo mã kết thúc sớm, đột biến sai 
nghĩa, đột biến vị trí cắt nối intron-exon, đột biến lệch 
khung, và một phần nhỏ là đột biến mất đoạn lớn nằm rải 
rác trên vùng promoter và toàn bộ 27 exon [1-3]. Tỷ lệ phát 
hiện các đột biến trên mẫu mô ung thư là 94,9%, trong khi 
tỷ lệ phát hiện đột biến trên mẫu máu chỉ là 42,4%; xác định 
đột biến soma trên mẫu mô ung thư là chỉ điểm để xác định 
đột biến tế bào mầm trên mẫu máu. Chẩn đoán phân tử để 
xác định đột biến gen RB1 cho những bệnh nhân UNBVM 
là rất cần thiết, không chỉ giúp bác sĩ lâm sàng lựa chọn liệu 
pháp điều trị thích hợp và có kế hoạch quản lý bệnh nhân 
hiệu quả, mà còn có ý nghĩa to lớn đối với việc tư vấn di 
truyền và dự đoán rủi ro cho các gia đình bị ảnh hưởng [4].

Ở Việt Nam, các nghiên cứu chủ yếu tập trung về tỷ lệ 
mắc bệnh, biểu hiện lâm sàng và các biến chứng của bệnh, 
một vài nghiên cứu xác định đột biến gen RB1 đã được tiến 
hành trên bệnh nhân ở miền Bắc và miền Nam Việt Nam. 
Tuy nhiên, nghiên cứu trên bệnh nhân miền Bắc mới chỉ 
phân tích phát hiện đột biến gen RB1 tế bào dòng mầm trong 
mẫu máu mà chưa tiến hành xác định đối chiếu trên cả mẫu 
mô sau phẫu thuật. Do đó, bức tranh về đột biến gen RB1 ở 
bệnh nhân UNBVM Việt Nam vẫn chưa được nghiên cứu 
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đầy đủ và còn nhiều khó khăn để tư vấn di truyền, quản lý 
hiệu quả người mang gen bệnh cũng như chăm sóc, theo dõi 
bệnh nhân UNBVM sống sót sau khối u đầu tiên. 

Từ những thực tiễn trên, nghiên cứu này được tiến hành 
với mục tiêu: “Phát hiện các đột biến gen RB1 trên mẫu mô 
ung thư của một số bệnh nhân UNBVM tại miền Bắc Việt 
Nam năm 2020 bằng kỹ thuật giải trình tự gen Sanger”.

Đối tượng và phương pháp

Đối tượng 

- 3 mẫu DNA tách từ mẫu máu người khỏe mạnh để làm 
mẫu đối chứng và tối ưu quy trình kỹ thuật sinh học phân 
tử, phân tích gen.

- Nhóm bệnh: 10 mẫu dịch chọc hút khối UNBVM của 
bệnh nhân đã được chẩn đoán xác định ung thư võng mạc 

theo tiêu chuẩn nhãn khoa. 

- Các mẫu bệnh nhân được thu thập tại Bệnh viện Mắt 
Trung ương năm 2020, các kỹ thuật sinh học phân tử được 
thực hiện nghiên cứu tại Trung tâm Nghiên cứu Gen - 
Protein, Trường Đại học Y Hà Nội.

Phương pháp 

Thiết kế nghiên cứu mô tả cắt ngang:  

Các kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu:

- Tách chiết DNA: DNA được tách chiết từ khối 
UNBVM bằng bộ kit The  QIAamp DNA  Mini  Kit (hãng 
Qiagen - Đức), quy trình tiến hành theo hướng dẫn của nhà 
sản xuất; kiểm tra nồng độ, độ tinh sạch DNA sau tách chiết 
bằng phương pháp quang phổ. 

- Kỹ thuật PCR khuếch đại 27 exon của gen RB1 sử dụng 
các cặp mồi đã công bố của Abouzeid và cs (2007) [5] bằng 
bộ kit GoTaq® Hot Start Master Mixes - Promega, với chu 
trình nhiệt như sau: 95 độ 15 phút, (95 độ 30 giây, 58 độ 30 
giây, 72 độ 30 giây) x35 chu kỳ, 72 độ 10 phút.

- Kiểm tra sản phẩm PCR bằng điện di trên gel agarose 
1,5%.

- Phản ứng giải trình tự Sanger toàn bộ gen RB1 sử dụng 
bộ kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(ABI - Mỹ).

- Tinh sạch sản phẩm PCR sequencing bằng kit BigDye 
XTerminator™ Purification Kit (ABI - Mỹ).

- Điện di sản phẩm giải trình tự trên hệ thống phân tích 
di tryền ABI3500 (Applied Biosystem - Mỹ).

- So sánh kết quả gen RB1 của bệnh nhân với trình tự 
chuẩn trên GeneBank (NG_009009) bằng phần mềm CLC 
main workbench để phát hiện các đột biến.

Đạo đức nghiên cứu trong y học: mẫu nghiên cứu được 
lấy khi bố mẹ bệnh nhân hoàn toàn đồng ý tham gia nghiên 
cứu; gia đình có quyền rời khỏi nghiên cứu khi không muốn 
tiếp tục tham gia vì bất kỳ lý do nào. Kết quả xét nghiệm 
gen sẽ được thông báo cho bố mẹ bệnh nhân để giúp cho các 
bác sỹ tư vấn điều trị và tư vấn di truyền. Các thông tin cá 
nhân sẽ được đảm bảo bí mật.

Kết quả

Bằng kỹ thuật giải trình tự gen toàn bộ 27 exon của gen 
RB1 trên mẫu DNA tách từ khối UNBVM, nghiên cứu đã 
phát hiện được 9/10 (90%) bệnh nhân có đột biến trên gen 
RB1, trong đó có 6/9 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp 
tử, 3/9 bệnh nhân mang 2 đột biến dị hợp tử kết hợp. 11 đột 
biến khác nhau đã được tìm thấy như bảng 1 dưới đây:
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Bảng 1. Kết quả xác định đột biến gen RB1 trên các bệnh nhân nghiên 
cứu.

STT Đột biến Biến đổi acid amin Vị trí Bệnh nhân 
mang đột biến

Đột biến tạo mã kết thúc sớm (nonsense)
1 c.179T>A p.Leu60Ter Exon 2 RB7
2 c.1333C>T p.Arg445Ter Exon 14 RB5, RB10
3 c.1363C>T p.Arg455Ter Exon 14 RB4
4 c.1399C>T p.Arg467Ter Exon 15 RB6
5 c.1654C>T p.Arg552Ter Exon 17 RB10
6 c.2415T>A p.Tyr805Ter Exon 23  RB3

Đột biến sai nghĩa (missense)
7 c.1981C>T p.Arg661Trp Exon 20 RB9

Đột biến vị trí cắt nối (splice)

8 c.2520+5G>A Mất vị trí cắt nối các 
exon/intron Intron 24 RB2

Đột biến lệch khung (frameshift)
9 c.32_63del p.Ala11Glyfs*9 Exon 1 RB1
10 c.1044delA p.Ile348Metfs*19 Exon 10 RB2
11 c.2330delC p.Pro777Leufs*33 Exon 23 RB3

11 đột biến khác nhau bao gồm: 6 đột biến tạo mã kết 
thúc sớm hay còn gọi là đột biến vô nghĩa (nonsense), 1 đột 
biến thay đổi acid amin (missense), 1 đột biến vị trí cắt nối 
exon-intron (splice) và 3 đột biến lệch khung (frameshift).

Đột biến thay thế nucleotide

Nghiên cứu đã xác định được 8 đột biến thay thế nucleotide 
bao gồm 6 đột biến tạo mã kết thúc sớm hay còn gọi là 
đột biến vô nghĩa (nonsense), 1 đột biến thay đổi acid amin 
(missense) và 1 đột biến vị trí cắt nối exon-intron (splice).

Đột biến thay thế đồng hợp tử:

Hình 1. Đột biến thay thế nucleotide đồng hợp tử.

Hình 1 cho thấy, vị trí 1981 trên cDNA gen RB1 tương 
ứng với trình tự nucleotide C ở người bình thường đã bị 
thay thế bằng nucleotide T ở bệnh nhân RB9 trên cả 2 alen, 
điều này làm thay đổi bộ 3 CGG mã hóa acid amin Arginin 
ở vị trí codon 661 thành bộ 3 TGG mã hóa Tryptophan, đây 
là đột biến đồng hợp tử hay đột biến sai nghĩa (missense).

Đột biến thay thế dị hợp tử:

Hình 2. Đột biến thay thế nucleotide dị hợp tử.

Hình 2 cho thấy, tại vị trí c.2415 của gen RB1 có trình tự 
là nucleotide T ở người bình thường đã được thay thế bằng 
nucleotide A ở bệnh nhân RB3, sự thay thế chỉ xảy ra trên 1 
alen nên kết quả giải trình tự tại điểm này có 2 đỉnh chồng 
lên nhau. Đột biến thay thế dị hợp tử T bằng A dẫn đến sự 
thay thế bộ 3 TAT mã hoá tyrosine (Y) ở vị trí codon 805 
bằng bộ 3 kết thúc TAA.

Đột biến làm lệch khung dịch mã (frameshift)

Có 3 đột biến xoá nucleotide đã được tìm thấy trong 
nghiên cứu, bao gồm đột biến đồng hợp c.32_63del 
(p.Ala11Glyfs*9) ở bệnh nhân RB1, đột biến dị hợp 
c.1044delA (p.Ile348Metfs*19) ở bệnh nhân RB2 và đột 
biến dị hợp c.2330delC(p.Pro777Leufs*33) ở bệnh nhân 
RB3.

Hình 3. Đột biến dị hợp tử xoá nucleotide A ở bệnh nhân RB2.

Tại vị trí nucleotide c.1044 gen RB1 ở người bình thường 
là A, còn ở bệnh nhân RB2 vị trí này bị mất nucleotide A dị 
hợp tử nên kết quả giải trình tự sau đó các đỉnh bị chồng lên 
nhau (hình 3). Việc mất nucleotide A sẽ gây nên lệch khung 
dịch mã và tạo mã kết thúc sớm ở vị trí acid amin thứ 19 bắt 
đầu từ vị trí đột biến mất nucleotide.

Bàn luận

Ung thư võng mạc xảy ra khi đột biến bất hoạt cả 2 
alen của gen áp chế khối u RB1 [6]. Các đột biến trong gen 
RB1 mang tính chất không đồng nhất, phân bố trên cả vùng 
promoter cũng như 27 exon. Hơn 2/3 các đột biến trong gen 
RB1 được dự đoán là tạo nên mã kết thúc sớm (nonsense) 
dẫn tới hình thành protein RB1 không hoàn chỉnh. Cho đến 
nay, trên 1000 đột biến gen RB1 đã được đưa vào ngân hàng 
dữ liệu ClinVar [3]. 16 điểm nóng đột biến của gen RB1 bao 
gồm các đột biến vô nghĩa, đột biến ảnh hưởng tới phân cắt 
mRNA và đột biến sai nghĩa đã được thống kê thường xảy 
ra tại các exon 9, 10, 14, 17, 18, 20 và 23 trong nghiên cứu 
tổng hợp (meta-analysis) của Valverde và cs (2005) cũng 
như nghiên cứu của Tomar và cs trên bệnh nhân Singapore 
năm 2017 [4, 7]. 

Các đột biến tạo mã kết thúc sớm là dạng đột biến gen 
RB1 thường gặp nhất, đột biến làm thay thế nucleotide tạo 
nên bộ 3 kết thúc sớm hay tín hiệu dừng dịch mã sớm dẫn 
đến hậu quả không tạo được sản phẩm protein RB1 hoặc tạo 
ra protein RB1 không có chức năng gây nên bệnh UNBVM 
[4]. Có 6/11 đột biến tạo mã kết thúc sớm đã phát hiện được 
trong nghiên cứu, các đột biến này đã được báo cáo trong các 
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nghiên cứu trên thế giới. Đột biến c.179T>A(p.Leu60Ter) 
được công bố lần đầu tiên bởi He và cs (2014) [8] trên các 
bệnh nhân Trung Quốc, sự thay thế T bằng A làm thay đổi bộ 
3 TTA mã hoá Leucin ở vị trí codon 60 trên exon 2 thành bộ 
3 kết thúc TAA. Một đột biến thay thế nucleotide dạng đột 
biến sai nghĩa đã được tìm thấy là c.1981C>T(p.Arg661Trp) 
ở exon 20, đột biến này cũng đã được báo cáo ở nhiều bệnh 
nhân UNBVM trên toàn thế giới, Whitaker và cs (1988) đã 
chứng minh đột biến c.1981C>T(p.Arg661Trp) làm giảm 
hoạt động của protein RB1 gây nên bệnh lý UNBVM [9]. 
Một đột biến thay thế nucleotide ở vị trí cắt nối cũng được 
tìm thấy trong nghiên cứu là c.2520+5G>A ở intron 24, tuy 
không trực tiếp làm thay đổi trình tự mã hoá acid amin của 
protein RB1 nhưng ảnh hưởng đến vị trí cắt bỏ intron 24 
để nối exon 24 và 25 vào nhau tạo nên mRNA hoàn chỉnh. 
Đột biến này đã được công bố gây bệnh và được mô tả trên 
ngân hàng dữ liệu biến thể gen RB1 (variant ID: 428703) [3].

Những đột biến lệch khung được tìm thấy trong 
nghiên cứu là c.32_63del(p.Ala11Glyfs*9) ở exon 1, 
c.1044delA(p.Ile348Metfs*19) ở exon 10 và c.2330delC(p.
Pro777Leufs*33) ở exon 23. Những đột biến này sẽ gây 
lệch khung dịch mã ngay tại vị trí nucleotide bị mất và sẽ 
tạo nên một tín hiệu kết thúc sớm sau đó một hoặc một số 
acid amin vì vậy sẽ không tạo được protein RB1 hoặc tạo ra 
protein RB1 không có chức năng gây nên bệnh UNBVM. 
Đột biến c.32_63del(p.Ala11Glyfs*9) ở exon 1 đã được mô 
tả gây bệnh UNBVM trên các công bố khác nhau [3]. Đột 
biến c.2330delC(p.Pro777Leufs*33) ở exon 23 chưa được 
ghi nhận trên các ngân hàng dữ liệu đột biến gen RB1 trong 
bệnh UNBVM, tuy nhiên đã được George và cs (2015) [10] 
tìm thấy trong ung thư phổi không tế bào nhỏ c.1044delA(p.
Ile348Metfs*19) ở exon 10 là đột biến mới lần đầu tiên được 
tìm thấy trong nghiên cứu, vị trí c.1044 bị mất nucleotide A 
dị hợp tử làm cho một mạch của mRNA bị lệch khung dịch 
mã, các acid min từ vị trí codon 348 sẽ bị thay thế bằng các 
acid amin khác, sự thay thế này sẽ dừng lại sau đó 19 acid 
amin do tạo thành mã kết thúc. Đột biến này được tìm thấy 
ở bệnh nhân mã số RB2, ngoài đột biến dị hợp tử làm lệch 
khung dịch mã ở exon 10, bệnh nhân còn mang một đột biến 
dị hợp tử c.2520+5G>A làm mất vị trí cắt nối ở intron 24.

Nghiên cứu mới chỉ tiến hành được trên 10 mẫu dịch 
chọc hút khối UNBVM nhưng đã phát hiện được 11 đột biến 
khác nhau trên 9 bệnh nhân. Việc xác định đột biến tế bào 
soma trên mẫu mô ung thư là chỉ điểm cho việc xác định đột 
biến tế bào mầm trên mẫu máu ở các bệnh nhân UNBVM, 
làm cơ sở để xác định tình trạng mang gen trên các thành 
viên gia đình bệnh nhân. Việc này không chỉ giúp bác sĩ 
lâm sàng khẳng định chẩn đoán, lựa chọn phương pháp điều 
trị kịp thời, mà còn giúp tăng nhận thức về nguy cơ mắc để 
khám đáy mắt định kỳ ở những thành viên gia đình. Đồng 
thời, đây cũng là cơ sở để tư vấn di truyền, tư vấn trước hôn 
nhân, chẩn đoán trước sinh hay trước làm tổ đối với những 
người mang gen nhóm bệnh lý này.

Một bệnh nhân chưa tìm thấy đột biến bằng phương pháp 
giải trình tự gen trực tiếp có thể do bệnh nhân mang đột biến 
xoá đoạn lớn gen RB1 hoặc đột biến ở một gen khác, cần làm 
thêm phương pháp MLPA hoặc giải trình tự gen thế hệ mới 
(Next Generation Sequencing) để khẳng định thêm. Nghiên 
cứu cũng cần mở rộng trên nhiều bệnh nhân hơn để đưa ra 
bức tranh về các đột biến gen RB1 trên bệnh nhân UNBVM 
tại Việt Nam.

Kết luận

Nghiên cứu đã phát hiện được 9/10 (90%) bệnh nhân 
có đột biến trên gen RB1 ở mẫu UNBVM. 11 đột biến khác 
nhau đã được phát hiện, trong đó có 6 đột biến vô nghĩa 
(nonsense), 3 đột biến lệch khung (frameshift), 1 đột biến 
thay đổi acid amin (missense) và 1 đột biến vị trí cắt nối 
intron-exon (splice).
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