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Ung th− phæi cã thÓ ph©n 2 d¹ng: ung th− tÕ 
bµo nhá (small cell lung cancer, SCLC) vµ ung 
th− tÕ bµo kh«ng nhá (non-small cell lung 
cancer, NSCLC). C¸c kh¸ng nguyªn th−êng 
®−îc sö dông nh− nh÷ng chØ thÞ ®Ó chÈn ®o¸n 
ung th− phæi lµ: kh¸ng nguyªn xuÊt hiÖn trªn 
c¸c tÕ bµo thÇn kinh (neuron specific enolase, 
NSE), kh¸ng nguyªn xuÊt hiÖn trªn tÕ bµo mÇm 
(carcinoembryonic antigen, CEA), cytokeratin 
19, kh¸ng nguyªn xuÊt hiÖn ë c¸c tÕ bµo v¶y 
(squamous cell carcinoma antigen, SCC), kh¸ng 
nguyªn CA 125 vµ kh¸ng nguyªn polypeptide 
®Æc hiÖu m« (TPA) [1, 2]. 

NSE lµ mét izoenzyme cña enolaza ®−îc 
cÊu t¹o bëi 2 chuçi polypeptide gÇn nh− ®ång 
nhÊt, mçi chuçi cã khèi l−îng ph©n tö lµ 39kDa 
vµ ®−îc t¹o ra trong c¸c n¬ron thÇn kinh trung 
t©m vµ ngo¹i biªn, trong c¸c khèi u ¸c tÝnh cã 
nguån gèc thÇn kinh ngo¹i b×. Ngoµi ra, NSE 
cßn ®uîc t×m thÊy trong c¸c tÕ bµo hång cÇu, 
huyÕt t−¬ng vµ c¸c tiÓu cÇu. CEA lµ mét 
glucoprotein cã khèi l−îng ph©n tö kho¶ng  
180 kDa ®−îc t¹o ra trong qu¸ tr×nh ph¸t triÓn 
cña ph«i vµ bµo thai. CEA lµ mét trong c¸c chØ 
thÞ ®−îc ph¸t hiÖn cã liªn quan tíi c¸c khèi u 
trong ung th− ®¹i trµng, ung th− vó, ung th− d¹ 
dµy vµ ung th− phæi. SCC lµ mét protein cã 
khèi l−îng ph©n tö 48 kDa vµ cã sù t−¬ng ®ång 
rÊt cao víi c¸c chÊt øc chÕ protease thuéc hä 
serpin. Nång ®é cña SCC trong huyÕt thanh 
®−îc sö dông trong chÈn ®o¸n c¸c bÖnh ung th− 
cæ tö cung, ung th− thùc qu¶n, ung th− ®Çu, ung 
th− cæ vµ ®Æc biÖt lµ ung th− phæi. CA 125 lµ 
mét protein cã khèi l−îng ph©n tö kho¶ng 200 
kDa vµ th−êng ®−îc sö dông lµm chØ thÞ trong 
chÈn ®o¸n ung th− buång trøng, ung th− vó vµ 
ung th− phæi. TPA còng gièng nh− CEA lµ c¸c 
dÊu hiÖn ®· ®−îc biÕt ®Õn tõ l©u. X¸c ®Þnh hµm 

l−îng TPA th«ng qua x¸c ®Þnh hµm l−îng hçn 
hîp c¸c cytokeratins 8, 18 vµ 19 [3].  

CYFRA 21.1 lµ mét chØ thÞ míi, ®Æc hiÖu 
cho c¸c ung th− phæi d¹ng NSCC. Kh¸ng 
nguyªn CYFRA 21.1 lµ mét ph©n ®o¹n cña 
cytokeratins 19 (CK19), tån t¹i d−íi d¹ng hßa 
tan trong huyÕt thanh, nªn CYFRA21.1 ®−îc 
xem lµ mét kh¸ng nguyªn rÊt h÷u Ých trong 
chuÈn ®o¸n bÖnh ung th− phæi khi sö dông 
kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng l¹i CK19 [4, 5].  

§Ó t¹o kh¸ng thÓ t¸i tæ hîp kh¸ng l¹i kh¸ng 
nguyªn CYFRA21.1 sö dông trong chÈn ®o¸n 
sím bÖnh ung th− phæi, chóng t«i ®· nh©n b¶n 
gen m· hãa kh¸ng nguyªn CYFRA21.1 tõ bÖnh 
phÈm bÖnh nh©n m¾c bÖnh ung th− phæi. Trong 
c«ng tr×nh nµy chóng t«i th«ng b¸o kÕt qu¶ t¸ch 
dßng vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù gen m· hãa kh¸ng 
nguyªn CYFRA21.1 tõ m¸u bÖnh nh©n m¾c 
bÖnh ung th− phæi d¹ng NSCLC. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

T¸ch chiÕt ARN tõ m¸u theo Kit S.N.A.P 
cña h·ng Invitrogen. Quy tr×nh nh©n ®o¹n gen 
CK19 tõ RNA tæng sè ®−îc tiÕn hµnh theo kit 
“one-step RT-PCR” cña h·ng Invitrogen víi cÆp 
måi CYFRAF: 5'-aagctaaccatgcagaacctcaacgac 
cgc-3' vµ CYFRAR: 5'-ttattggcaggtcaggagaaga 
gcc. 

Ph−¬ng ph¸p g¾n s¶n phÈm PCR vµo vector 
Topo-TA-PCRTM2.1 tiÕn hµnh theo kit cña h·ng 
Invitrogen. 

X¸c ®Þnh tr×nh tù gen ®−îc tiÕn hµnh theo 
ph−¬ng ph¸p cña Sanger vµ cs 1981, trªn m¸y 
x¸c ®Þnh tr×nh tù gen tù ®éng ABI PRISM 
3100-Avant t¹i ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc. 
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II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. T¸ch ARN tæng sè tõ m¸u bÖnh nh©n ung 
th− phæi 

Trong ®Ò tµi nµy, mÉu m¸u (sau ®©y gäi lµ 
bÖnh phÈm) cña bÖnh nh©n ®· chÈn ®o¸n m¾c 
bÖnh ung th− phæi b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p miÔn 
dÞch ®−îc sö dông lµm nguyªn liÖu t¸ch chiÕt 
ARN tæng sè. ARN tæng sè sau khi t¸ch chiÕt 
®−îc kiÓm tra b»ng ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel 
agarose 1% (h×nh 1). 

 
H×nh 1. ¶nh ®iÖn di ARN tæng sè trªn  

gel agarose 1% 
GiÕng 1, 2, 3. ARN tæng sè t¸ch chiÕt tõ m¸u 

bÖnh nh©n m¾c bÖnh ung th− phæi 
               

Theo lý thuyÕt, qu¸ tr×nh sao m· 
(transcription) ë sinh vËt nh©n chuÈn x¶y ra 
trong nh©n vµ t¹o ra c¸c ARN vËn chuyÓn 
(tARN), ARN ribosome (rARN) vµ ARN th«ng 
tin (mARN). Trong ba lo¹i ARN nµy th× rARN 
th−êng ®−îc tæng hîp nhiÒu h¬n c¶ vµ cã c¸c 
thµnh phÇn lµ rARN 28S, rARN 18S, rARN 
5,8S. Do ®ã, khi ®iÖn di ARN tæng sè cã thÓ 
xuÊt hiÖn ba b¨ng s¸ng h¬n trªn c¸c ®−êng ch¹y 
®iÖn di, t−¬ng øng víi c¸c rARN 28S, 18S vµ 
5,8S. Tuy nhiªn, ®Ó ®¸nh gi¸ chÊt l−îng mÉu 
ARN t¸ch chiÕt ng−êi ta quan t©m tíi hai b¨ng 
rARN 28S vµ rARN 18S v× sù xuÊt hiÖn c¸c 
b¨ng nµy thÓ hiÖn mÉu ARN t¸ch ®−îc kh¸ 
nguyªn vÑn. Nh− vËy, cã thÓ kh¼ng ®Þnh r»ng 
chóng t«i ®· t¸ch chiÕt ®−îc ARN tæng sè tõ 
bÖnh phÈm kh¸ nguyªn vÑn b¶o ®¶m cho c¸c 
nghiªn cøu tiÕp theo. Theo tÝnh to¸n lý thuyÕt 
mARN chØ chiÕm tØ lÖ nhá (2-8%) trong mÉu 
ARN tæng sè nh−ng còng ®ñ ®Ó nh©n b¶n gen 
quan t©m khi sö dông ph¶n øng RT-PCR víi 
khu«n (template) lµ mÉu ARN tæng sè.  

2. Nh©n b¶n gen m· ho¸ kh¸ng nguyªn 
CYFRA21.1   

Theo nguyªn t¾c, mét gen m· ho¸ cho mét 
protein ph¶i ®−îc phiªn m· thµnh mARN tr−íc 
khi ®−îc dÞch m·. ë sinh vËt nh©n chuÈn, cÊu 
tróc cña ®a sè c¸c gen th−êng bao gåm c¸c ®o¹n 
intron kh«ng m· ho¸ xen kÏ víi c¸c ®o¹n exon 
m· hãa. Gen CK19 gåm 6 exon xen kÏ 5 vïng 
intron [6]. Do ®ã, qu¸ tr×nh phiªn m· th−êng t¹o 
ra c¸c ph©n tö mARN cã kÝch th−íc lín gäi lµ 
c¸c tiÒn mARN. C¸c tiÒn mARN nµy ®−îc hiÖu 
chØnh sau dÞch m·: lo¹i bá c¸c ®o¹n tr×nh tù 
intron, t¹o mò ®Çu 5’ vµ g¾n ®u«i poly A ë ®Çu 
3’, cuèi cïng lµ t¹o ra ph©n tö mARN hoµn 
chØnh. TiÕp theo, ph©n tö mARN sÏ ®−îc 
chuyÓn ra ngoµi tÕ bµo chÊt ®Ó tham gia vµo qu¸ 
tr×nh dÞch m· t¹o ra c¸c ph©n tö protein. V× thÕ, 
khi chóng ta muèn t¹o ra mét protein t¸i tæ hîp 
mµ nguån gen tõ c¸c sinh vËt nh©n chuÈn th× 
ph¶i nh©n b¶n gen m· ho¸ cho protein ®ã tõ 
mARN hoµn chØnh. Mét c¸ch kh¸c, chóng ta cã 
thÓ t¹o th− viÖn cDNA sau ®ã nh©n b¶n gen 
mong muèn tõ th− viÖn nµy.  

Trong nghiªn cøu cña m×nh, chóng t«i tiÕn 
hµnh nh©n cDNA m· ho¸ cho CYFRA21.1 tõ 
mARN cã trong ARN tæng sè thu ®−îc ë trªn 
th«ng qua ph¶n øng RT-PCR.  

Ph¶n øng RT-PCR, trªn c¬ së cña ph¶n øng 
PCR, gåm hai giai ®o¹n chÝnh. §ã lµ giai ®o¹n 
tæng hîp cDNA (complementary DNA) nhê sù 
xóc t¸c cña enzIm phiªn m· ng−îc vµ måi 
(th−êng th× c¸c oligo T ®−îc sö dông nh− lµ c¸c 
måi nh©n gen, hoÆc còng cã thÓ sö dông måi 
ngÉu nhiªn - ADN random primer) vµ giai ®o¹n 
thø hai lµ giai ®o¹n tæng hîp ADN trªn sîi 
khu«n lµ cDNA. ë giai ®o¹n thø nhÊt, hÇu hÕt 
c¸c lo¹i mARN ®Òu t¹o nªn cDNA cña chóng. 
Trong giai ®o¹n thø hai, c¸c cDNA mang tr×nh 
tù m· ho¸ cho protein mong muèn ®−îc khuÕch 
®¹i nhiÒu lÇn d−íi t¸c dông cña Taq-ADN 
polymerase vµ cÆp måi ®Æc hiÖu. 

Ph¶n øng RT-PCR ®−îc tiÕn hµnh trªn m¸y 
PCR víi chu tr×nh nhiÖt nh− sau: b−íc 1: 50°C, 
30 phót; b−íc 2: 94°C, 2 phót; b−íc 3: 94°C, 
15gi©y; b−íc 4: 57°, 30 gi©y; b−íc 5: 72°C, 1 
phót 30 gi©y; b−íc 6: lÆp l¹i 30 chu k× tõ b−íc 3; 
b−íc 7: 72°C, 8 phót; sau ®ã s¶n phÈm gi÷ ë 
4°C.  S¶n phÈm ph¶n øng RT-PCR ®−îc kiÓm 
tra b»ng ®iÖn di trªn gel agarose 1% (h×nh 2). 

   1           2          3 



 167 

                  

 
H×nh 2. ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm RT-PCR trªn gel 

agarose 1% 
GiÕng 1. S¶n phÈm RT-PCR; 2. Thang ADN 

chuÈn 1 kb. 
 

KÕt qu¶ ®iÖn di trªn gel agarose cho thÊy 
trªn ®−êng ch¹y thø nhÊt xuÊt hiÖn mét b¨ng 
s¸ng ®Ëm, so víi thang ADN chuÈn th× b¨ng nµy 
cã kÝch th−íc kho¶ng trªn 1000 bp. KÕt qu¶ nµy 
kh«ng m©u thuÉn víi tÝnh to¸n lý thuyÕt vÒ ®é 
dµi cña gen CYFRA21.1. Nh− vËy, chóng t«i 
cho r»ng gen m· ho¸ cho CYFRA21.1 ®· ®−îc 
nh©n b¶n. Tuy nhiªn ®Ó kh¼ng ®Þnh ch¾c ch¾n 
cÇn ph¶i t¸ch dßng vµ x¸c ®Þnh ®−îc tr×nh tù gen 
®· nh©n b¶n vµ so s¸nh víi tr×nh tù gen 
CYFRA21.1 ®· c«ng bè trong Ng©n hµng gen 
quèc tÕ. 

KÕt qu¶ t¸ch dßng gen CYFRA21.1  vµ c¾t 
kiÓm tra b»ng enzym giíi h¹n EcoRI ®−îc thÓ 
hiÖn trªn h×nh 3. 

 

H×nh 3. KiÓm tra kÕt qu¶ t¸ch dßng gen 
CYFRA21.1 trªn gel agarose 1% 

Ghi chó: giÕng 1. Thang ADN chuÈn 1kb; 2, 3. 
ADN plasmid chøa gen CYFRA21.1; 4. ADN 
plasmid c¾t enzym EcoRI; GiÕng 6: S¶n phÈm 

RT-PCR. 
 

Trªn ¶nh ®iÖn di (h×nh 3) ta thÊy ADN 
plasmit t¸ch tõ khuÈn l¹c tr¾ng ®−îc chän ra ®Ó 
xö lý b»ng enzIm EcoRI ®· xuÊt hiÖn mét ®o¹n 
ADN cã kÝch th−íc t−¬ng ®−¬ng kÝch th−íc cña 
s¶n phÈm ph¶n øng RT-PCR vµ cã kÝch th−íc 
vµo kho¶ng h¬n 1000 bp khi so víi ADN chØ thÞ 
(Marker ADN λ c¾t víi  enzym HindIII vµ 
EcoRI). 

Nh− vËy, cã thÓ kh¼ng ®Þnh r»ng s¶n phÈm 
RT-PCR ®· g¾n ®−îc vµo vect¬ t¸ch dßng pCR 
2.1, nãi c¸ch kh¸c kÕt qu¶ t¸ch dßng gen m· 
ho¸ CYFRA21.1 ®· ®−îc thùc hiÖn thµnh c«ng, 
tuy nhiªn ®Ó kh¼ng ®Þnh cÇn x¸c ®Þnh tr×nh tù 
nucleotit cña s¶n phÈm RT-PCR.  

Tr×nh tù nucleotide s¶n phÈm nh©n b¶n RT-
PCR ®· ®−îc x¸c ®Þnh cô thÓ nh− sau: 

 
AAGCTAACCA TGCAGAACCT CAACGACCGC CTGGCCTCCT ACCTGGACAA GGTGCACGCC CTGGAGGCAG 
CCAACAGCAA GCTGGAGGTG AAGCTCCGTG ACTAGTACCA GAAGCAGGGG CACAGGCCCT CCCACAACTA 
CAGCCACTAC TACAGGACCA TCGAGGACCT GCGGGACAAG ATTCTTGGTG CCACCATTGA GAACGCCAGG 
ATTGTCCTGC AGATCAACAA TGCTCAACTG GCTGCACATG ACTTCTGAAC CAAGTTTGGT TTGAGTGTTT 
GGGTGCTGGA TGAGGTGACC CTGGCCAGGA CTGATCTGGA GGCACAGATC AAAGGCCTGA AGGAAGAGCT 
GGCCTACCTG AAGAAGAAGC ATGAGGAGGA AATCAATGCC CTGAGGGGCC AAGTGGGAGA CCAGGTCCAT 
GTGAGGGTGG ATTCAGCTCG GACCTGCCAA GATCCTGAGT GACAGGCAAA GCCAATATGA GATCATGGCC 
AAGCAGAACT GGAAGGATGC TGAAGCCTGG TTCACCAGCT GGACTGAGGA ACTGAACCAG GAGGTCACTG 
GCCACATAGA GCAGCTCCAG ATAAGCAGGT CCGAGGTCAC TGACCTGCAG TGCACCCTCC AGGGTCTTGA 
GATTGAGCTG CACTCGCAGC TCAGCGTGAA AGCTCCCTTA GAAGGCACAC TGGCAGAAAC AGAGGCATGC 
TTTGGAGCCC AGCTGGTGCA GATCCAGGCA CTGATCAGCA GTATTGAAGC CCAGCTGGGC GATGTGCGAG 
CTGATGGTGA GTGGCAGAAT CAGGAGTACC AGCGGCTCCT GGAGCAGGAG ATCGCCACCT ATCGCAGCCT 
GCTTGAGGGC CAGGAAGATC ATTACAACAA CCTGTCCACC TCCAAGGTCC TCTGAGGCTG CAGGCTCTGG 
GGCCTCTGCT CTCCTCAAAG CACGTCTCCT GGGTAGGAGG ATGGGAAGGA AGAGACCCTT  ACCCCTGGCT  
CTTCTCCTGA CCTGCCAATA  A 

S¶n phÈm RT-PCR~ 1000bp 

   1            2      1      2      3     4      5     6 
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Tr×nh tù nucleotide cña s¶n phÈm thu ®−îc cã 
®é t−¬ng ®ång lµ 99,82% khi so s¸nh víi tr×nh tù 
nucleotide cña gen CYFRA21.1 cã sè ®¨ng ký 
AB041270 ®· ®−îc c«ng bè trong Ng©n hµng gen 
quèc tÕ. Sù sai kh¸c ®−îc x¸c ®Þnh t¹i mét vÞ trÝ 
nucleotide G766C (G ®−îc thay thÕ bëi C).  

Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn cã thÓ kh¼ng ®Þnh r»ng 
chóng t«i ®· nh©n b¶n ®−îc gen CYFRA21.1 
m· hãa cho kh¸ng nguyªn cytokeratin 
CYFRA21.1 tõ bÖnh phÈm cña bÖnh nh©n ung 
th− phæi.  

Nh− chóng ta ®· biÕt cytokeratin lµ hä c¸c 
polypeptit ®a gen. Ng−êi ta ®· x¸c ®Þnh ®−îc trªn 
20 lo¹i cytokeratin biÓu hiÖn trong c¸c tÕ bµo 
biÓu m« b×nh th−êng, tÕ bµo khèi u vµ c¸c tÕ bµo 
nu«i cÊy [8]. CK19 víi khèi l−îng ph©n tö 
kho¶ng 40 kDa ®−îc sö dông nh− mét chØ thÞ vÒ 
sù di chuyÓn cña c¸c tÕ bµo biÓu m« ®Ó chÈn 
®o¸n sù di c¨n cña c¸c ung th−. CYFRA21.1 lµ 
mét ph©n ®o¹n cña CK19 tån t¹i d−íi d¹ng hßa 
tan trong huyÕt thanh, nªn CYFRA21.1 ®−îc 
xem lµ mét kh¸ng nguyªn rÊt h÷u Ých trong chÈn 
®o¸n ung th− phæi vµ ®· ®−îc chøng minh lµ rÊt 
thÝch hîp trong chÈn ®o¸n ung th− tÕ bµo h×nh 
v¶y cña phæi [8, 9]. Nh− vËy, víi kÕt qu¶ nh©n 
b¶n ®−îc gen CYFRA21.1 tõ bÖnh phÈm ®· ñng 
hé kÕt luËn bÖnh nh©n ®· m¾c bÖnh ung th− phæi.   

III. KÕt luËn 

1. RNA tæng sè ®−îc t¸ch tõ bÖnh phÈm ung

th− phæi cã ®é tinh s¹ch cÇn thiÕt cho c¸c thÝ 
nghiÖm tiÕp theo. §· nh©n b¶n thµnh c«ng gen 
m· ho¸ cho kh¸ng nguyªn CYFRA21.1 b»ng kü 
thuËt RT-PCR víi cÆp måi CYFRAF/CYFRAR.  

2. §· t¸ch dßng vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù 
nucleotide gen m· ho¸ cho kh¸ng nguyªn 
CK19. KÝch th−íc ®o¹n gen ®· t¸ch dßng lµ 
1001 bp vµ cã ®é t−¬ng ®ång lµ 99,82% so víi 
tr×nh tù gen m· ho¸ cho kh¸ng nguyªn 
CYFRA21.1 ®· c«ng bè trong Ng©n hµng gen 
quèc tÕ víi sè ®ang ký AB041270. 
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CLONING AND SEQUENCING OF GENE CODING  

ANTIGEN OF LUNG CANCER, CYFRA 21-1 

Le Dinh Chac, La Thi Huyen, Le Quang Huan 
 

Summary 
Cytokeratin 19 (CK19), with a molecular weight of 40 kDa, is the specific cytoskeletal structure of 

simple epithelia. CK19 has been used as a marker of circulating epithelial cells to diagnose cancer metastasis 
since it is probably one of the most suitable markers for cancer. One of the fragments of CK19, CYFRA 21-1, 
has been introduced as a tumor marker for primary lung cancer and proven suitable for the diagnosis of 
squamous cell carcinoma of the lung. 

We have amplified the gene encoding for CYFRA 21-1 from the lung cancer samples by RT-PCR 
technology with the specific primers. The gene sequence has a length of 1001 bp and its homology with the 
gene sequence CYFRA 21.1 (accession number AB041270) from the GenBank data is 99.82%. This sequence 
has one point mutation G766C when compared with CYFRA 21-1 gene sequence from the GeneBank. 
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