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GIỚI THIỆU
Bệnh cơ tim phì đại (Hypertrophic cardiomyopathy,
HCM) là bệnh cơ tim di truyền trội trên nhiễm sắc
thể thường đặc trưng bởi phì đại thất trái. Tỷ lệ mắc
bệnh cơ tim phì đại ở người trẻ tuổi được ước tính
vào khoảng 1:200 đến 1:500, tuy nhiên khi tính cả
các trường hợp HCM không triệu chứng trong cộng
đồng, gánh nặng thực sự của bệnh có thể còn cao hơn
nhiều 1–3. Do đó, việc phát hiện sớmHCM là rất quan
trọng.
Ít nhất 1800 đột biến ở hơn 50 gen hiện có liên quan
đến cơ chế bệnh sinh HCM, trong đó đột biến ở gen
mã hóa protein sarcomere chiếm đa số 4. Trong số
đó, gen Tropomyosin 1 (TPM1) - mã hóa cho pro-
tein α-tropomyosin, thành phần thiết yếu của cấu
trúc sarcomere - được ghi nhận mang gần 80 biến
thể gây bệnh khác nhau liên quan đến HCM tính đến
năm 20245. Đáng chú ý, hai biến thể mới nhất được
công bố gần đây gồm c.203A>G, p.Gln68Arg (Pra-
bodh Kumar và cộng sự năm 2024) 6 và c.761A>G,
p.Asp254Gly) (Amir Azimi và cộng sự năm 2024) 5

. Mặc dù các đột biến trên gen TPM1 chỉ chiếm
khoảng 2% tổng số trường hợp HCM có xác định
kiểu gen trên toàn cầu7 , tỷ lệ này ở bệnh nhân Việt
Nam được báo cáo vượt quá 20%, với hai biến thể
c.842T>C, p.Met281Thr và c.422T>A, p.Met141Lys
đã được công bố, cho thấy sự cần thiết phải tiếp tục
nghiên cứu sâu hơn về gen này8 .
Nhóm nghiên cứu của chúng tôi đã phát hiện biến
thể mới trên gen TPM1 - c.576G>C (p.Glu192Asp, dị
hợp) – ở bệnh nhi 3 tuổi mắc HCM và xác nhận đây
là biến thể di truyền, khi bệnh nhi, cha và ông nội đều
mắc HCM vàmang cùng biến thể này. Trước đó, biến
thể c.574G>A (p.Glu192Lys) nằm ở exon 6 của gen
TPM1 cũng đã được báo cáo trong cơ sở dữ liệu Clin-
Var là đột biến gây bệnh HCM9 . Bằng chứng trước
đó và nghiên cứu của chúng tôi cho thấy biến đổi tại
vị trí amino acid 192 của TPM1 là “điểm nóng” gây
bệnh HCM và việc phát hiện các biến thể tại vị trí này
có ý nghĩa khoa học và thực tiễn. Cho đến nay, đã
có nhiều phương pháp được sử dụng để xác định đa
hình gen như giải trình tự gen, realtime-PCR, ARMS
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TÓM TẮT
Mục tiêu: Bệnh cơ tim phì đại (Hypertrophic cardiomyopathy - HCM) là một trong những bệnh 
tim mạch di truyền phổ biến. Cho đến nay, đã có ít nhất 1800 đột biến ở hơn 50 gen khác nhau 
có liên quan đến bệnh, trong đó đột biến gen TPM1 đã được xác định gây ra bệnh cơ tim phì đại. 
Trước đó, chúng tôi đã xác định biến thể trên gen TPM1 (c.576G>C) trong một gia đình có người 
mắc bệnh cơ tim phì đại. Vì vậy, nghiên cứu này bước đầu xây dựng và tối ưu quy trình Tetra-primer 
ARMS PCR nhằm phát hiện biến thể c.576G>C trên gen TPM1 liên quan đến bệnh cơ tim phì đại. 
Phương pháp: Các cặp mồi đặc hiệu được thiết kế để phát hiện vị trí đột biến G>C trên gen TPM1 
thông qua tối ưu hóa nhiệt độ bắt cặp, nồng độ mồi và số chu kỳ phản ứng của Tetra-primer ARMS 
PCR. Quy trình được kiểm chứng trên mẫu DNA của 9 tình nguyện viên trong cùng một gia đình, 
bao gồm 3 bệnh nhân mắc bệnh cơ tim phì đại và 6 thành viên không mắc bệnh cơ tim phì đại đã 
được giải trình tự Sanger trước đó.
Kết quả: Quy trình Tetra-primer ARMS PCR cho thấy 3 bệnh nhân trong gia đình có mang biến thể 
trên gen TPM1, tương đồng với kết quả giải trình tự Sanger trước đó.
Kết luận: Nghiên cứu đã xây dựng và bước đầu tối ưu hóa quy trình Tetra-primer ARMS PCR phát 
hiện biến thể c.576G>C trên gen TPM1. Kết quả tương đồng với phương pháp giải trình tự Sanger, 
tuy nhiên cần mở rộng nghiên cứu trên cỡ mẫu lớn hơn để đánh giá đầy đủ và khẳng định giá trị 
ứng dụng lâm sàng của quy trình.

Từ khoá: Cơ tim phì đại, TPM1, PCR, Tetra-primer ARMS PCR
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PCR, RFLP-PCR, … Trong đó, phương pháp Tetra-
primer ARMS PCR (T-ARMS PCR) là kỹ thuật tối ưu
hơn do tính chính xác, độ đặc hiệu cao, ít tốn kém,
không cần các trang thiết bị đắt tiền và thiết kế quy
trình cũng không quá phức tạp. Phương pháp này sử
dụng bốn mồi trong một lần PCR duy nhất và sau đó
là điện di gel10.
Vì vậy, chúng tôi tiến hành nghiên cứu này với mục
tiêu xây dựng quy trình T-ARMS PCR để phát hiện
biến thể c.576G>C của gen TPM1 liên quan đến
HCM.

ĐỐI TƯỢNG - PHƯƠNG PHÁP
NGHIÊN CỨU
Đối tượng nghiên cứu
Nghiên cứu bao gồm xây dựng và tối ưu quy trình
trên mẫu DNA được tách chiết từ mẫu nước bọt của
bệnh nhânmắcHCM. Sau đó áp dụng quy trình đã tối
ưu lên mẫu DNA của 9 tình nguyện viên trong cùng
một gia đình, bao gồm 3 bệnh nhân mắc HCM và 6
thành viên không mắc HCM, đã có kết quả giải trình
tự Sanger trước đó.
Địa điểm nghiên cứu: Trung tâm Nghiên cứu Di
truyền và Sức khỏe Sinh sản ĐHQG HCM, Trường
Đại học Khoa học Sức khỏe, Đại học Quốc giaThành
Phố Hồ Chí Minh.

Phương pháp nghiên cứu
Thu thập mẫu: Mẫu nước bọt của người tham gia
được thu vào buổi sáng, đảm bảo người được lấy
không đánh răng, ăn, uống, nhai kẹo cao su trước khi
lấy mẫu nước bọt ít nhất 30 phút. Tối thiểu 1mL nước
bọt của người tham gia được thu vào ống đựng mẫu.
Mẫu sau khi lấy được bảo quản lạnh và đưa về phòng
thí nghiệm để tiến hành tách chiết DNA.
Tách chiết DNA:DNA hệ gen được tách chiết từ mẫu
nước bọt bằng phương pháp amoni sulfat, cụ thể như
sau: Mẫu nước bọt được trộn với Proteinase K theo tỉ
lệ 1:500, sau đó ủ ở 50–56◦C trong 30 phút để phân
giải protein. Tiếp theo, dung dịch amoni sulfat (50
mM) được bổ sung vào mẫu và tiến hành ly tâm để
tách pha. Phần dịch nổi được thu lại, trộn với iso-
propanol lạnh và ly tâm nhằm kết tủa DNA. Kết tủa
DNA thu được được rửa hai lần bằng ethanol 70–80%,
sau đó làm khô tự nhiên và hòa tan lại trong nước.
CácmẫuDNA sau đó được định lượng và đánh giá độ
tinh sạch bằng máy Nanodrop và bảo quản ở -20oC
cho đến khi sử dụng cho phản ứng PCR.
Thiết kế mồi: Xác định vị trí c.576G>C trên TPM1
thuộc exon 6 trên nhiễm sắc thể số 15 của bộ gen
Homo sapiens. Sau khi đã có trình tự gen tham chiếu
(Gen TPM1: NG_007557.1), chương trình thiết kế

mồi cho phương pháp T-ARMS PCR được xây dựng
bởi Ye (2001) 11 (https://primer1.soton.ac.uk/primer1
.html) được sử dụng. Các mồi đặc hiệu cho alen G và
alen C được thiết kế theo nguyên tắc chỉ sai khác nhau
ở nucleotide cuối cùng đầu 3’. Để tăng tính đặc hiệu
củamồi, 1 trong 3 nucleotide ở đầu 3’ đã được thay đổi
để không bắt cặp với khuôn (tạo thêm 1 mismatch).
Trình tự của 4 mồi và kích thước sản phẩm khuếch
đại được trình bày trong Bảng 1. Sơ đồ vị trí các mồi
trongT-ARMSPCRđể phát hiện c.576G>CnhưHình
1. Các cặpmồi được kiểu tra độ đặc hiệu bằng Primer
Blast và kiểm tra cấu trúc thứ cấp và dimer bằng IDT
OligoAnalyzer.
Trong đó, nucleotide đặc hiệu cho alen ở tận cùng đầu
3’ của mồi được in đậm, gạch chân; nucleotide số 3 ở
đầu 3’ được thiết kế không bắt cặp được in đậm và in
nghiêng.
Tetra-primer ARMS PCR:Hai cặp mồi, gồmmột cặp
mồi bên ngoài (Outer primer) khuếch đại đoạn DNA
có chứa SNP cần xác định và được xem như tham
chiếu chuẩn trong PCR;một cặpmồi bên trong (Inner
primer) đặc trưng cho alen đột biến và alen thường,
theo hướng ngược nhau và kết hợp vớimồi bên ngoài,
được dùng để khuếch đại cả alen đột biến và alen
thường. Dựa vào sản phẩm khuếch đại của hai cặp
mồi sẽ cho phép xác định mẫu có mang alen đột biến
hay không.
Thành phần phản ứng gồm: 10µL 2X master mix;
1µL cặp mồi OF, OR (10µM); 1µL cặp mồi IF, IR
(10µM); 5µL H2O; 1µL mẫu DNA. Tổng thể tích
phản ứng là 20µL. Chu trình nhiệt của PCR gồm 3
giai đoạn: biến tính ban đầu 95oC trong 5 phút; 35 chu
kỳ: 95oC trong 20 giây, gradient (52-65oC) trong 20
giây, 72oC 20 giây; thời gian kéo dài cuối 72oC trong
5 phút.
Điện di DNA trên gel agarose: Sản phẩm khuếch đại
bằng PCR sẽ được điện di trên gel agarose 2%, sử dụng
thuốc nhuộm GelRed và đặt trong bể chứa dung dịch
đệm TAE 1X. Bể chứa được đặt vào dòng điện một
chiều với hiệu điện thế lần lượt là 70V trong 15 phút,
90V trong 5 phút và 100V trong 20 phút.

KẾT QUẢ
Kết quả tách chiết DNA
Các mẫu DNA tách chiết đều có nồng độ ≥20ng/µL
và giá trị A260/A280 nằm trong khoảng từ 1,7 đến 2,0
và A260/A230 từ 2,0 đến 2,2.
Kết quả tối ưu điều kiện nhiệt độ bắt cặp PCR cho
từng cặp mồi
Trước khi chuẩn hóa quy trình choT-ARMSPCR, cần
chuẩn hóa điều kiện PCR gồm nồng độ mồi, nhiệt độ
gắnmồi cho từng cặpmồi đồng thời kiểm tra mỗi cặp
mồi thiết kế có khuếch đại đặc hiệu không (băng sản
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Bảng 1: Các cặpmồi phát hiện SNP c.576G>C trong T-ARMS PCR

phẩm điện di có lên đúng kích thước như tính toán
hay không). Mẫu DNA người có mang đột biến được
dùng để chạy gradient nhiệt độ gắn mồi cho từng cặp
mồi với dải nhiệt độ từ 52-65oC.Thành phần và điều
kiện phản ứng được thể hiện trong Bảng 2. Sản phẩm
PCRđược điện di trên gel agarose 2%, nhuộmGelRed,
quan sát và chụp ảnh trên hệ thống chụp ảnh gel để
phân tích kết quả.
Ở cặp mồi “Outer Primer F (OF) – Outer Primer R
(OR)”, kết quả điện di trên gel cho thấy gradient nhiệt
độ từ 52oC đến 65oC đều xuất hiện một băng sáng
rõ duy nhất, tương ứng kích thước 353bp (Hình 2.a).
Với cặp mồi “Outer Primer F (OF) – Inner Primer R
(IR)”, kết quả điện di trên gel cho thấy băng sáng tương
ứng kích thước 232 bp mờ dần từ 52oC đến 59,5oC
(Hình 2.b). Tuy nhiên khi nhiệt độ tăng dần đến
65oC, không có xuất hiện băng sản phẩm. Với phản
ứng “Outer Primer R (OR) – Inner Primer F (IF)”, kết
quả điện di trên gel cho thấy các băng có kích thước

Bảng 2: Thành phần và điều kiện PCR đơnmồi

Thành
phần

Thể tích (µL) Nồng độ cuối (µM)

10 1X

1 0,5

Mồi ngược
(10µM)

1 0,5

H2O 7

DNA
(10ng/µL)

1

Tổng 20

Chu trình: 95oC trong 5 phút; 35 chu kỳ: 95oC trong
20 giây, gradient (52-65oC) trong 20 giây, 72oC 20 giây;
72oC trong 5 phút

  Primer Trình tự Primer 5’-3’ Kích thước 

Outer primer Outer primer F (OF) CCTTCTGCTGTTGCGAGGTTG 353 bp

  Outer primer R (OR) ACTGTAAGTGTTGCTTTCTGGCAG

Inner primer Inner primer_F (IF) AAAACATTAGCAAATGTGCCTAG 232 bp

Inner primer_R (IR) TCACAGTTTTCAATTCTTCTTCATGG 169 bp

Mồi xuôi 
(10µM)

2X master 
mix

Hình 1: Sơ đồ vị trí các mồi trong T-ARMS PCR 
Dấu “X” minh họa vị trí xảy ra đột biến; dấu“*” minh họa mismatch  ở nucleotide số 3 tính từ đầu 3’ của primer.
[Nguồn: Nhóm tác giả]
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169bp, sáng rõ ở dải nhiệt độ từ 52oC đến 62,8oC, và
mờ dần ở nhiệt độ 64,5oC đến 65oC. Cường độ các
băng sáng cũng được định lượng bằng phầnmềm Im-
ageJ (Phụ lục 1) để hỗ trợ cho quyết định lựa chọn
điều kiện tối ưu. Từ kết quả này, chúng tôi đã xác
định được nhiệt độ gắn mồi ở 54oC là phù hợp để cả
3 băng sản phẩm đều được khuếch đại đặc hiệu trong
T-ARMS PCR.
Kết quả tối ưunồngđộmồi choTetra-primerARMS
PCR
T-ARMS PCR sử dụng cả 4 mồi chạy trong cùng một
phản ứng cho phép xác định nhanh kiểu genmột cách
thuận tiện và chính xác. Tuy nhiên, khi sử dụng nhiều
mồi trong một phản ứng, các mồi khác nhau có khả
năng bám vào DNA khác nhau, dẫn đến tình trạng
cạnh tranhmồi. Chính vì vậy, việc xác định tỷ lệ nồng
độ cácmồi, điều chỉnh các thông số trong PCR là điều
vô cùng quan trọng.
Chúng tôi tiến hành tối ưu nồng độ mồi trong T-
ARMS PCR với nhiệt độ gắnmồi là 54oC trênmẫu có
đột biến để đánh giá kết quả phân tích đa hình gen khi
chạy 4 mồi trong cùng một phản ứng. Với thông số
ban đầu, 4mồi đều được pha cùng thể tích và nồng độ.
Kết quả ở Hình 3 cho thấy các cặp mồi Outer primer

F - Outer primer R (OF-OR), Outer F– Inner R (OF-
IR), Outer primer R - Inner F (IF-OR) xuất hiện băng
sáng, rõ và đúng với kích thước sản phẩmmongmuốn
tương ứng là 353bp, 232bp và 169bp. Tuy nhiên khi
cho hỗn hợp mồi để chạy T-ARMS PCR, độ sáng của
băng đột biến giảm và mờ so với 2 băng còn lại. Điều
này có thể do nồng độ mồi IR không đủ để phản ứng
dẫn đến tình trạng băng đột biến mờ đi.

Hình 3: Sản phẩm PCR ở mẫu bệnh nhân có đột
biến [Nguồn: Nhóm tác giả] Trong đó: Lane 1: mẫu
PCR của cặp mồi OF– OR; Lane 2: mẫu PCR của cặp
mồimồi OR– IF; Lane 3:mẫu PCR của cặpmồi OF– IR;
Lane 4: mẫu PCR của 4 mồi.

Nồng độ Inner primer R (IR) trong quy trình PCR
ban đầu là 0,5µM.Chúng tôi tiến hành thực hiện PCR
tăng dần nồng độ mồi từ 0,5µM lên 2µM (thực hiện
4 phản ứng tương ứng với nồng độ mồi IR là 0,5µM;
1µM; 1,5µM; 2µM). Kết quả thể hiện trong Hình 4
cho thấy ở nồng độ IR 1,5µM, các băng sản phẩm
sáng, rõ nét và đồng đều nhau, cho thấy nồng độ mồi
này là tối ưu cho T-ARMS PCR. Tuy nhiên, ở tất cả
các nồng độ bắt đầu có xuất hiện các băng không đặc
hiệu (có kích thước lớn hơn 353bp), vì vậy chúng tôi
tiến hành tối ưu số chu kỳ phản ứng để giảm nguy cơ
tạo băng sản phẩm không đặc hiệu.
Kết quả tối ưu số chu kỳ phản ứng
Kết quả thể hiện ở hình 5 cho thấy, ở phản ứng 30
chu kì, băng sản phẩm xuất hiện rõ ràng, giảm sản
phẩm không đặc hiệu hơn so với mẫu phản ứng 35
chu kỳ. Vì vậy, 30 chu kỳ là đủ để khuếch đại DNA
mục tiêu mà không tạo ra nhiều sản phẩm phụ. Ở
mẫu đối chứng âm (mẫu không mang đột biến), các
băng sản phẩm sáng và rõ, không có dải đặc hiệu cho
đột biến, cho thấy rằngmẫu này khôngmang đột biến
G>C.
Qua nhiều lần thí nghiệm và tối ưu các thông số về
nhiệt độ bắt cặp, nồng độ mồi và số chu kỳ của T-
ARMS PCR, chúng tôi đã bước đầu xây dựng được

Hình 2: Sản phẩm tối ưu nhiệt độ gắn mồi cho từng 
cặp primer 
(a) OF-OR: PCR sử dụng cặp mồi Outer primer F và 
Outer primer R;
(b) OF-IR: PCR sử dụng cặp mồi Outer primer F và 
Inner primer R;
(c) OR-IF: PCR sử dụng cặp mồi Outer primer R và 
Inner primer F.
Trong đó: M: thang100bp (Servicebio), Từ lane 1 –
10: dãy nhiệt độ gắn mồi giảm dần 65oC; 64,5oC;
62,8oC; 61,1oC; 59,5oC; 58,3oC; 56,7oC; 55,3oC;
53,8oC; 52oC.
[Nguồn: Nhóm tác giả]
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Bảng 3: Thành phần và điều kiện T-ARMS PCR

Thành phần

2X master mix 10 1X

Outer Primer F (10µM) 1 0,5

Outer Primer R (10µM) 1 0,5

Inner Primer F (10µM) 1 0,5

Inner Primer R (10µM) 3 1,5

H2O 3

DNA (10ng/µL) 1

Tổng 20

quy trình phân tích biến thể G>C như trình bày ở
Bảng 3.
Kết quả kiểm chứng trên mẫu DNA của 9 tình
nguyện viên trong cùng một gia đình
Sau khi đã bước đầu tối ưu thành công quy trình T-
ARMS PCR xác định SNP G>C, chúng tôi tiến hành
kiểm tra trên mẫu DNA của 9 tình nguyện viên trong
cùng một gia đình đã có kết quả giải trình tự Sanger
trước đó. Kết quả cụ thể được thể hiện trong hình 6,
cho thấy 3 bệnh nhân trong gia đình cómang biến thể
trên TPM1 (bao gồm ông nội, ba và bệnh nhân), các
thành viên còn lại trong gia đình khôngmang biến thể
này.

Kết quả đối chiếu với giải trình tự Sanger
Để kiểm tra kết quả của T-ARMS PCR, chúng tôi tiến
hành đối chiếu kết quả điện di với kết quả giải trình tự
Sanger trước đó. Kết quả cho thấy hai phương pháp
có độ tương đồng 100% khi kết quả điện di cho thấy
có 3mẫu cómang biến thể, tương tự kết quả giải trình
tự Sanger, tương ứng với mẫuDNA của ông nội, ba và
bệnh nhân trong cùng một gia đình. Trong đó, kiểu
gen đồng hợp tử GG có một đỉnh G duy nhất (ở các
mẫu khôngmang đột biến), trong khi kiểu gen dị hợp
tử GC có hai đỉnh nucleotide G và nucleotide C lồng
vào nhau (ở các mẫu có mang đột biến) (Hình 7).
Như vậy, chúng tôi đã xây dựng và tối ưu được quy
trình phát hiện biến thể G>C trên gen TPM1; kết quả
cho thấy tính khả thi và độ chính xác bước đầu của
quy trình.

THẢO LUẬN
Bệnh cơ tim phì đại là một bệnh tim di truyền, và việc
tầm soát các đột biến di truyền liên quan đến bệnh
có vai trò trong việc theo dõi lâm sàng, tư vấn cho gia
đình và điều trị phòng ngừa nhằm giảm thiểu tỷ lệ tử
vong do bệnh. Tại Việt Nam, nghiên cứu của Tran Vu
MTvà các cộng sự (2019) trên 104 bệnh nhân đã phân
tích 23 gen liên quan đến bệnh HCM cho thấy tỉ lệ
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Hình 6: Sản phẩm T-ARMS PCR của 9 thành viên 
trong gia đình [Nguồn: Nhóm tác giả] Trong đó: M:
Thang 100bp; (-): Đối chứng âm không chứa mẫu; 
(1): Ông nội; (2): Bà nội; (3): Bệnh nhân ; (4): Ba; (5):
Mẹ; (6): Chú; (7): Thím; (8): Em họ 1; (9): Em họ 2;

Hình 5: Sản phẩm tối ưu chu kì T-ARMS PCR [Nguồn:
Nhóm tác giả] Trong đó: M: thang 100bp (Service- 
bio), Lane 1: 35 chu kỳ; Lane 2: 30 Chu kỳ
Mẫu (+): mẫu mang đột biến; Mẫu (-): mẫu không 
mang đột biến

Thể tích 
(µL)

Nồng độ
cuối (µM)

Hình 4: Sản phẩm PCR khi tăng dần nồng độ mồi In 
ner primer R [Nguồn: Nhóm tác giả] Trong đó: M:
Thang 100bp (Servicebio); Lane 1: Nồng độ mồi IR 
0,5 µM; Lane 2: Nồng độ mồi IR 1µM;
Lane 3: Nồng độ mồi IR 1,5 µM; Lane 4: Nồng độ
mồi IR 2µM; Mẫu (+): mẫu mang đột biến; Mẫu (-):
mẫu không mang đột biến.

Chu trình: 95oC trong 5 phút; 30 chu kỳ: 95oC trong 20 
giây, 54oC trong 20 giây, 72oC 20 giây; 72oC trong 5 phút
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Hình 7: Kết quả giải trình tự Sanger khẳng định tính chính xác của T-ARMS PCR [CLC Main Workbench 5]

biến thể trên genMYBPC3 chiếm đa số (38,6%), tiếp
theo là TPM1 (20,5%) vàMYH7 (18,2%), đặc biệt các
đột biến gen trên MYH7, TPM1 và TNNT2 được ghi
nhận có liên quan đến tiên lượng xấu. Nghiên cứu này
cũng công bố hai biến thể là c.842T>C (p.Met281Thr)
và c.422T>A (p.Met141Lys) trên gen TPM1 liên quan
đến bệnh HCM ở bệnh nhân Việt Nam 8 . Trong
nghiên cứu của chúng tôi, một biến thểmới c.576G>C
(p.Glu192Asp) trên gen TPM1 cũng đã được phát
hiện ở bệnh nhân Việt Nam mắc bệnh HCM. Vị trí
codon 192 của TPM1 trước đây đã được ghi nhận là
vị trí có ý nghĩa bệnh lý, với đột biến p.Glu192Lys đã
từng được báo cáo ở bệnh nhân HCM9 . Việc phát
hiện thêm biến thể p.Glu192Asp (c.576G>C) ở một
gia đình có người mắc HCM gợi ý rằng cùng một vị
trí amino acid có thể xuất hiện nhiều dạng biến đổi
khác nhau với ý nghĩa bệnh lý. Tuy nhiên, sự thay đổi
từ glutamic acid (Glu) sang aspartic acid (Asp) vẫn
thuộc cùng nhóm acid, mức độ tác động có thể yếu
hơn so với sự thay đổi từ glutamic acid (Glu) sang ly-
sine (Lys). Do đó, để đánh giá chính xác ý nghĩa bệnh
lý tiềm năng của biến thể này, cần thực hiện thêm
các phân tích in silico (như SIFT, PolyPhen, REVEL)
cũng như các thử nghiệm chức năng nhằm xác định
tác động của biến đổi lên cấu trúc và hoạt động của
protein. Ngoài ra, nghiên cứu hiện tại chỉ mới đánh
giá biến thể trong phạm vi một gia đình, cần mở rộng
khảo sát trên cỡmẫu lớn hơn để ước tính tần xuất xuất
hiện của biến thể, và xem xét khả năng tích hợp vào
panel xét nghiệm (cho các gen thường gặp) phục vụ
cho việc tầm soát bệnh cơ tim phì đại trong tương lai.
Phân tích các đa hình đơn nucleotide (SNP) ngày
càng được ứng dụng rộng rãi trong nghiên cứu di
truyền, đặc biệt trong các bệnh phức tạp, được thực
hiện bởi các kỹ thuật PCR nhanh chóng, đơn giản,

chi phí thấp và thông lượng cao. Tuy nhiên, nhiều
phương pháp phân tích SNP truyền thống vẫn đòi hỏi
bước hậu PCR phức tạp. Chẳng hạn, RFLP-PCR cần
cắt sản phẩm PCR bằng enzyme cắt giới hạn; ASO-
PCR phụ thuộc vào lai phân tử đặc hiệu alen và thấm
màn; ARMS-PCR tiêu chuẩn tuy không yêu cầu xử
lý sau PCR nhưng phải thực hiện hai phản ứng riêng
biệt cho từng alen. Phương pháp Tetra-primer ARMS
PCR được thực hiện trong nghiên cứu này đã khắc
phục được những hạn chế trên. Nguyên lý của kỹ
thuật này dựa trên việc Taq DNA polymerase không
có hoạt tính exonuclease 3’–5’. Theo đó, khi một bazơ
đơn lẻ ở đầu 3’ không khớp, đoạn mồi không kéo dài,
trong khi nếu nó bổ sung cho nhau, PCR sẽ tiếp tục12

. Do đó, có thể thiết kế hai đoạn mồi bên trong có
hướng kéo dài ngược nhau và hai đoạnmồi bên ngoài
đối chứng dương tính cho bất kỳ vị trí SNP nà13,14.
Dựa trên sự có mặt hoặc không có mặt và kích thước
sản phẩm khuếch đại của bốn đoạn mồi, có thể phân
biệt các kiểu gen khác nhau. Tetra-primerARMSPCR
phù hợp để xác định hầu hết các vị trí đột biến một
bazơ và đã được khẳng định tính ưu việt so với các kỹ
thuật PCR truyền thống, với độ tương đồng cao khi so
sánh với kết quả giải trình tự gen. Trong nghiên cứu
của Honardoost MA và cộng sự (2014), phương pháp
T-ARMS PCR đạt độ đặc hiệu, độ nhạy và độ chính
xác đều ở mức 100%, trong khi kỹ thuật ARMS-PCR
thông thường chỉ đạt 47,1% 15 . Tương tự, nghiên cứu
của Linjawi, Sabah (2019) cũng ghi nhận rằng phương
pháp Tetra-primer ARMS-PCR có độ nhạy và độ đặc
hiệu cao hơn rõ rệt so với các phương pháp phân tích
SNP truyền thống như ARMS-PCR và RFLP-PCR16.
Bên cạnh đó, ước tính sơ bộ về hóa chất, vật tư và
chi phí vận hành thiết bị cho T-ARSM PCR cho thấy
phương pháp này sẽ thấp hơn đáng kể so với giải trình
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tự Sanger hay giải trình tự thế hệ mới. Vì vậy, T-
ARMS PCR là một phương pháp sàng lọc mục tiêu,
nhanh chóng và chi phí-hiệu quả, phù hợp để phát
hiện các biến thể ở giai đoạn đầu, đặc biệt trong bối
cảnh nguồn lực hạn chế tại Việt Nam và tại các cơ sở
không có khả năng thực hiện giải trình tự toàn bộ gen.
Trong giai đọan bước đầu phát triển quy trình, các
yếu tố đã được xem xét bao gồm: chất lượng DNA,
nhiệt độ gắn mồi, nồng độ các mồi và chu kỳ phản
ứng. Tuy nhiên, nghiên cứu gặp phải một vài hạn
chế trong việc khuếch đại sản phẩm của cặp mồi OF-
IR, kết quả cho thấy băng sáng của sản phẩm còn khá
mờ. Chúng tôi đề xuất tiếp tục tối ưu quy trình, bao
gồm (1) tăng nồng độ mồi IR; (2) điều chỉnh nồng độ
thuốc thử PCR (đặc biệt là MgCl2); (3) tinh chỉnh dải
nhiệt độ bắt cặp; thiết kế lại mồi IR (đổi vị trí hoặc
thay mismatch) hoặc sử dụng mồi LNA/modified nu-
cleotides để tăng khả năng bắt cặp allele-specific trong
các nghiên cứumở rộng tiếp theo với cỡmẫu lớn hơn.
Nhìn chung, đây chỉ là nghiên cứu sơ bộ ban đầu
nhằm phát triển và tối ưu quy trình T-ARMS PCR
cho việc phát hiện biến thể tại vị trí c.576G>C trên
gen TPM1 trong một gia đình gồm 9 thành viên. Kết
quả thu được tương đồng 100% với kết quả giải trình
tự Sanger trên các mẫu này, cho thấy tính khả thi và
độ chính xác bước đầu của quy trình. Tuy nhiên, để
đánh giá tính ứng dụng rộng rãi và độ tin cậy của quy
trình, cần tiến hành nghiên cứu trên cỡ mẫu lớn hơn
trong các nghiên cứu tiếp theo.

KẾT LUẬN
Nghiên cứu đã xây dựng và tối ưu hóa bước đầu quy
trình Tetra-primer ARMS PCR phát hiện biến thể
c.576G>C trên gen TPM1 ở một gia đình mắc HCM.
Kết quả tương đồng với phương pháp giải trình tự
Sanger, tuy nhiên cần mở rộng nghiên cứu trên cỡ
mẫu lớn hơn để đánh giá đầy đủ và khẳng định giá
trị ứng dụng lâm sàng của quy trình.

DANH SÁCH CÁC CHỮ VIẾT TẮT
ĐƯỢC SỬDỤNG
TPM1: Tropomyosin 1
T-ARMS PCR: Tetra-primer Amplification refrac-
tory mutation system polymerase chain reaction
SNP: Đa hình đơn nucleotide
RFLP: Restriction fragment length polymorphisms
HCM: Bệnh cơ tim phì đại

SỰ CHẤP THUẬN VỀMẶT ĐẠOĐỨC
Sự chấp thuận về mặt đạo đức đã được Hội đồng đạo
đức trong nghiên cứu y sinh học cấp cơ sở Khoa Y -
Đại họcQuốc gia TPHCM(TrườngĐại họcKhoa học
Sức khỏe-ĐHQGHCM)phê duyệt theo quyết định số
11/QĐ-IRB-VN01.017.
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ABSTRACT
Objective: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is one of the most common inherited cardiovas-
cular diseases. To date, at least 1,800 mutations in more than 50 different genes have been re-
ported to be associated with this condition, among which mutations in the TPM1 gene have been
identified as causing hypertrophic cardiomyopathy. Previously, we identified a variant in the TPM1
gene (c.576G>C) in a family with individuals affected by hypertrophic cardiomyopathy. Therefore,
this study initially aimed to develop and optimize a Tetra-primer ARMS PCR protocol to detect the
c.576G>C variant in the TPM1 gene associated with hypertrophic cardiomyopathy.
Methods: Specific primer pairsweredesigned todetect theG>Cmutation site in the TPM1geneby
optimizing the annealing temperature, primer concentration, and the number of PCR cycles in the
Tetra-primer ARMS PCR. The protocol was validated using DNA samples from 9 volunteers in the
same family, including 3 patients with hypertrophic cardiomyopathy and 6 unaffected members
who had been previously analyzed by Sanger sequencing.
Results: The Tetra-primer ARMS PCR protocol showed that 3 patients in the family carried the
variant in the TPM1 gene, consistent with the results obtained from previous Sanger sequencing.
Conclusion: This study developed and initially optimized a Tetra-primer ARMS PCR protocol for
detecting the c.576G>C variant in the TPM1 gene. The results were consistent with the Sanger
sequencing method; however, further studies with larger sample sizes are needed to fully evaluate
and confirm the clinical applicability of this protocol.
Key words: Hypertrophic cardiomyopathy, TPM1, PCR, Tetra-primer ARMS PCR
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