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Trong số các type HPV gây bệnh ở người, type 16 và 18 là hai type có tỷ lệ gây ung thư cổ tử cung rất 

cao. Các nghiên cứu cho thấy sự biến đổi trình tự nucleotide trong bộ gen của type 16, 18 có thể thúc đẩy tiến 

triển ung thư cổ tử cung và các triệu chứng khác ở người bệnh. Trong nghiên cứu này, chúng tôi phân tích 

sự biến đổi trình tự nucleotide trên các gen E6, E7 và L1 của hai type HPV 16 và 18 ở những người bệnh đã 

được xác định mắc ung thư cổ tử cung. Sàng lọc 104 bệnh nhân, có 63 bệnh nhân đủ tiêu chuẩn lựa chọn vào 

nghiên cứu, bao gồm 46 trường hợp nhiễm đơn HPV-16 và 17 trường hợp nhiễm đơn HPV-18. Kết quả phân 

tích trình tự nucleotide của các gen E6, E7, L1 của các type này cho thấy: Type HPV 16 có 13 biến đổi được 

tìm thấy ở gen E6; tỷ lệ đột biến cao nhất là T350G với 100%; thấp nhất là A378G 10,9%. Trên gen E7, vị trí 

có tỷ lệ đột biến cao nhất là C578T ở với 60,9% và thấp nhất là A739G với 13,0%. Trên gen L1 xác định được 

40 đột biến, trong đó đột biến G7060A chiếm tỷ lệ cao nhất là 80,4%. Type HPV 18, ở gen E6 xuất hiện 14 đột 

biến, tỷ lệ cao nhất là G532T với 41,2%; Trên gen E7 tìm thấy 6 đột biến, trong đó đột biến C894T và C898T 

chiếm tỷ lệ 47,1%; Có 24 đột biến tìm thấy ở gen L1, đột biến cao nhất xuất hiện ở vị trí G5612T với 17,6%.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Ung thư cổ tử cung là loại ung thư phổ biến 
nhất trong số các loại ung thư ác tính ở đường 
sinh sản nữ.1 Dữ liệu dịch tễ học cho thấy nhiễm 
trùng dai dẳng với Human Papillomavirus 
(HPV) có thể gây ung thư cổ tử cung, đặc biệt 
là nhiễm type HPV-16 và 18.2,3,4 Các nghiên 
cứu cho thấy ung thư cổ tử cung chủ yếu liên 
quan đến hai type HPV là 16 và 18.5,6 

Dự liệu nghiên cứu cho thấy HPV type 16 và 
18 có sự đa dạng di truyền (biến thể - variant), 
khác biệt ≤ 2% trình tự hệ gen so với chủng 
hoang dã và được phân loại thành các nhánh 

phát sinh loài (phylogenetic branches). Một 
số nghiên cứu ghi nhận có sự liên quan giữa 
các biến thể với sự nhiễm trùng dai dẳng của 
HPV và sự hình thành các tổn thương ác tính. 
Một số biến thể được tìm thấy có liên quan tới 
ung thư cổ tử cung, đặc biệt là một số biến thể 
mang các đột biến gây ung thư tiềm năng như 
L83V và D25E (type 16) trên gen E6.7,8 

Ngoài ra các báo cáo này cũng ghi nhận tỷ 
lệ và mức độ biến đổi trình tự nucleotide ở gen 
E6 và E7 có sự khác nhau tùy thuộc vào chủng 
tộc và vùng địa lý.9-12 

Tại Việt Nam, cho đến nay có rất ít nghiên 
cứu về đột biến của các type HPV nguy cơ gây 
ung thư cổ tử cung cao như HPV16, HPV18. 
Việc xác định mức độ biến đổi nucleotide ở các 
gen điều hòa như L1, E6, E7 của HPV sẽ làm 
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rõ mối liên quan giữa các đột biến xuất hiện 
ở HPV 16, 18 với bệnh lý ung thư cổ tử cung, 
giúp cho nâng cao hiểu biết và tiên lượng mức 
độ bệnh cũng như nguy cơ tiến triển ung thư cổ 
tử cung ở những người nhiễm HPV 16, 18 có 
mang đột biến để từ đó đưa ra những giải pháp 
sàng lọc, giám sát và điều trị hiệu quả hơn. Vì 
lý do đó chúng tôi tiến hành thực hiện nghiên 
cứu này với mục tiêu: xác định tỷ lệ đa hình đơn 
nucleotide trên gen E6, E7, L1 của các type 
HPV16 và 18 ở bệnh nhân ung thư cổ tử cung. 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP
1. Đối tượng

Nghiên cứu được thực hiện trên 63 bệnh 
nhân có bằng chứng mắc ung thư cổ tử cung 
đang điều trị tại Bệnh viện Phụ Sản Trung Ương.

Tiêu chuẩn lựa chọn

Bệnh nhân có kết quả mô bệnh học ung thư 
cổ tử cung, có kết quả xét nghiệm HPV DNA (+) 
với các type:

+ Đơn nhiễm HPV 16

+ Đơn nhiễm HPV 18.

- Tiêu chuẩn loại trừ: Không đồng ý tự 
nguyện tham gia nghiên cứu, đã mổ cắt tử cung 
hoàn toàn, không có xét nghiệm PCR HPV 
hoặc có xét nghiệm PCR HPV (-), đồng nhiễm 
HPV nguy cơ cao.

Thời gian và địa điểm nghiên cứu

Thời gian nghiên cứu từ tháng 01/2019 đến 
tháng 03/2020.

Địa điểm: Bệnh viện Phụ sản Trung ương: 
thu tuyển bệnh nhân ung thư cổ tử cung có kết 

quả xét nghiệm định type HPV. 

Bệnh viện Bệnh Nhiệt đới Trung ương: làm 
xét nghiệm giải trình tự gen.

2. Phương pháp

Sàng lọc 104 bệnh nhân thì xác định được 
63 bệnh nhân nhân có nhiễm đơn HPV 16 và 
HPV 18, chúng tôi đã tiến hành khảo sát trình 
tự gen HPV của 63 bệnh nhân này.

Quy trình:

Bước 1: Bệnh nhân đến khám sàng lọc ung 
thư cổ tử cung tại Bệnh viện Phụ sản Trung 
ương được xét nghiệm tế bào nhúng dịch 
(ThinPrep Pap Test) và HPV DNA.

Bước 2: Chọn những bệnh nhân ung thư cổ 
tử cung có kết quả HPV (+) đưa vào nghiên 
cứu. Xét nghiệm DNA - HPV bằng hệ thống 
Cobas 4800 của hãng Roche nhằm phát hiện 
HPV type nguy cơ cao: type 16, 18 và 12 type 
nguy cơ cao khác (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59, 66, 68). 

Bước 3: Mẫu bệnh phẩm làm xét nghiệm 
HPV của các bệnh nhân có HPV DNA type 
16(+), 18(+) được làm xét nghiệm giải trình gen 
để xác định sự biến đổi nucleotide các gen E6, 
E7, L1. 

Các bước tiến hành giải trình tự gen

Tách ADN của HPV: sử dụng bộ kit QiaAMP 
DNA Mini Kit, thực hiện theo hướng dẫn của 
nhà sản xuất.

Qui trình PCR nhân dòng, giải trình tự 
gen tìm đột biến gen L1, E6 và E7

+ Primers (mồi)

Gen đích Tên mồi Trình tự

16 - L1, E6, E7
16 L1-E7 F 5’-TAATATAACTGACCAAGCTCCTTCATTAATTC-3’

16 L1-E7 R 5’-TACATAAAACCATCCATTACATCCCGTACC-3
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Gen đích Tên mồi Trình tự

18 – E6, E7
18E6/7 F 5’- GGAGTRACCRAAAACGGTYG - 3’ 

18E6/7 R 5’ – CCTTCTGRATCAGCCATTGTT - 3’ 

18 – L1

18L1 F1 5’ – GTMTCTGCYACGGRGGACAA - 3’ 

18L1 R1 5’ – CACAGCTGCCAGGTGAAGC - 3’ 

18L1 F2 5’ – CTGGATATGGTGCCAYGGRC - 3’ 

18L1 R2 5’ – CTCACYAGGGCGCAACCACAT - 3’ 

+ Thiết bị: Máy PCR ProLex (Applied 
Biosystem, Mỹ), Máy điện di MuPis (Nhật), 
máy giải trình tự nucleotide 3130 sequencer 
(Applied Biosystem, Mỹ).

+ Kỹ thuật

Sử dụng bộ kit Platinum SuperFi II Green 
PCR Master mix; Với HPV16 theo phương 
pháp của Qinglong Shang và cộng sự; với 
HPV18 theo phương pháp của Hui-Hui Xu và 
cộng sự, thành phần phản ứng của PCR nhân 
dòng các đoạn ADN của gen E6, E7 và L1 
bao gồm 0.5 µl mồi, 1 X Platinum SuperFi II 
Green PCR Master Mix Kit và 5 µl ADN khuôn. 
Chu trình nhiệt bắt đầu bằng bước kích hoạt 
HotStarTaq DNA Polymerase ở nhiệt độ 95oC 
trong 15 phút, lặp lại 35 chu kỳ ở nhiệt độ 94 oC 
trong 30 giây, 60 oC (HPV16) và 58 oC (HPV18) 
trong 45 giây và 72 oC trong 1 phút. Sản phẩm 
PCR sau đó được điện di kiểm tra trên gel 
agarose 1,5%, tinh sạch sản phẩm PCR bằng 
Qiagen PCR purification kit và tiến hành giải 

trình tự nucleotide sử dụng các cặp mồi thiết 
kế. Trình tự nucleotide của các gen E6, E7, L1 
sau đó được so sánh với các trình tự gốc trên 
ngân hàng dữ liệu gen GenBank – NCBI. Với 
HPV 16 mã Genbank: NC 001526.4 và HPV 18 
mã GenBank: GQ18180792. Trình tự đoạn gen 
L1, E6, E7 của các mẫu được so sánh với các 
gen tương ứng của gen gốc bằng phần mềm 
ATGC 7.2 (Nhật) để tìm sự khác biệt về trình 
tự nucleotide.

3. Xử lý số liệu

Số liệu được thu thập, nhập và phân tích 
bằng phần mềm SPSS 22.0. 

4. Đạo đức nghiên cứu

Đề tài đã được Hội đồng Đạo đức của 
trường Đại học Y Hà Nội chấp thuận theo quyết 
định số 109/HĐĐĐĐHYHN ngày 30/5/2017. 
Bệnh nhân hoàn toàn tự nguyện tham gia vào 
nghiên cứu, các thông tin cá nhân được bảo 
mật theo quy định.

III. KẾT QUẢ 
1. Đặc điểm chung của các đối tượng tham gia nghiên cứu

Bảng 1. Đặc điểm của các đối tượng nghiên cứu và tỷ lệ nhiễm HPV

Đặc điểm
Ung thư cổ tử cung

n = 63 100%

Nhóm tuổi ≤ 34 07 11,1

35 - 44 28 44,4
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Đặc điểm
Ung thư cổ tử cung

n = 63 100%

45 - 54 16 25,4

≥ 55  12 19,1

Tuổi trung bình 44,0 ± 9,38; Lớn tuổi nhất là 68; nhỏ nhất là 26 tuổi

Nơi sống Thành thị 43 68,3

Nông thôn 20 31,7

Số lần có thai 0 - 2 13 20,6

≥ 3 50 79,4

Nhiễm HPV Type 16 46 73,0

Type 18 17 27,0

Nghiên cứu 63 bệnh nhân cho thấy, tỷ lệ 
nhiễm HPV nguy cơ cao được mô tả ở bảng 1. 
Tuổi trung bình là 40,0 ± 9,38, người nhỏ tuổi 
nhất là 26 tuổi, lớn tuổi nhất là 68 tuổi. Phân bố 
theo địa dư, bệnh nhân sống ở thành thị chiếm 

68,3%; số còn lại sống ở nông thôn chiếm 
31,7%. Tỷ lệ bệnh nhân có số lần mang thai ≤ 
2 lần là 20,6%. Số nhiễm đơn loại HPV 16 là 
73,0%; nhiễm đơn HPV 18 là 27,0%. 

2. Tỷ lệ đột biến gen E6, E7 và L1 của HPV 16

Bảng 2. Vị trí đột biến của HPV 16 

Vị trí (E6)
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Gốc G A T C G A A A T C

Biến thể A G G/A A T G C G C T

n 11 11 34 11 46 5 21 14 16 16

% 23,9 23,9 73,8 23,9 100,0 10,9 45,7 28,3 38,8 34,8
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Gốc C G T A C G G G A T

Biến thể T A C G A T/A A G/T C C

n 28 17 18 6 16 8 13 13 16 17

% 60,8 37,0 39,1 13,0 34,8 17,3 28,3 28,3 34,8 37,0
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Vị trí (L1)
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Gốc T A A A G T A G G G

Biến thể C G G G A/T/R C G T T/C A/T

n 15 23 25 5 17 29 25 27 11 37

% 32,6 50,0 54,3 10,8 36,9 63,0 54,3 58,7 23,9 80,4

Có 13 đột biến nucleotide trên gen E6 được 
tìm thấy; trong đó đột biến T350G xuất hiện ở 
cả 46 chủng HPV. Đột biến T178A có tỷ lệ 14/46 
và T178G xuất hiên ở 20/46; Đột biến A378G 
chỉ có mặt ở 5 chủng HPV. Ở gen E7, vị trí có tỷ 

lệ đột biến cao nhất là C578T với 28/46 (60,9%) 
và thấp nhất là đột biến A739G (6/46; 13,0%). 
Trên gen L1 có 40 vị trí đột biến được tìm thấy, 
trong đó đột biến tại vị trí G7060A có tỷ lệ cao 
nhất, xuất hiện ở 37/46 chủng HPV (80,4%). 

3. Tỷ lệ đột biến gen E6, E7 và L1 của HPV 18

Bảng 3. Vị trí đột biến của HPV 18 

Vị trí (E6)
1
2
3

2
2
0

2
4
4

2
6
2

2
7
6

2
8
4

4
2
0

4
3
4

4
3
9

4
5
6

Gốc C T T T G A C A T C

Biến thể G C/Y G G T G T G C A

n 1 2 2 2 2 2 4 2 2 3

% 5,9 11,8 11,8 11,8 11,8 11,8 23,.5 11,8 11,8 17,6

Vị trí (E7)
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Gốc C G A C C C A T C C

Biến thể T T G T A T G C T T

n 4 7 2 4 5 3 4 5 8 8

% 23,5 41,2 118 23,5 29,4 17,6 23,5 28 47,1 47,1
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Vị trí (L1)
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Gốc A A A C G G A G A A

Biến thể G G C A A T/C G/C G/C C G

n 3 1 1 2 2 2 2 1 1 1

% 17,6 5,9 5,9 11,8 11,8 11,8 11,8 5,9 5,9 5,9

Gen E6 có 14 đột biến nucleotide, tỷ lệ đột 
biến cao nhất ở vị trí G532T (7/17; 41,2%); còn 
lại các đột biến có tỷ lệ thấp như C123G, T244Y 
là 1/17 chiếm tỷ lệ 5,9%.Tìm thấy 6 đột biến 

trên gen E7, trong đó tỷ lệ đột biến cao nhất 
là C894T và C898T (đều là 8/17; 47,1%). Gen 
L1 có 24 đột biến, tỷ lệ đột biến cao nhất là 
G5612T (3/17; 17,6%).

IV. BÀN LUẬN
Trong nghiên cứu của chúng tôi, tuổi trung 

bình của bệnh nhân là 44,0 ± 9,38, nhỏ tuổi 
nhất là 26 tuổi và lớn tuổi nhất là 68. Kết quả 
này khá tương đồng với nghiên cứu của tác giả 
Đoàn Văn Khương và Lâm Đức Tâm, tuy nhiên 
lại thấp hơn so với nghiên cứu của Nguyễn 
Thị Phương Mai.8,13,14 Tỷ lệ bệnh nhân sống 
ở thành thị chiếm 68,3%, trong khi tỷ lệ sống 
ở nông thôn chỉ có 31,7%), số liệu này khác 
biệt với nghiên cứu của tác giả Aanchal Jain và 
cộng sự tại thực hiện tại Ấn Độ với tỷ lệ bệnh 
nhân sống ở nông thôn lên tới 78,3%.11 Tỷ lệ 
bệnh nhân có số lần mang thai ≥ 3 lần chiếm 
tới 79,4% (bảng 1), theo nghiên cứu của tác giả 
Trương Quang Vinh thì nhóm phụ nữ có trên 5 
con mang nguy cơ tổn thương tiền ung thư và 
ung thư cổ tử cung cao hơn so với phụ nữ có 
4 con trở xuống.15 Bệnh nhân nhiễm đơn HPV 
type 16 và HPV 18 trong đó chủ yếu là HPV 16 
với 73,0%, tỷ lệ này cũng tương đương hầu hết 
các nghiên cứu trước đây (Bảng 1).1, 2,11,14

Qua phân tích tỷ lệ đột biến gen E6, E7 và 
L1 của HPV 16 (Bảng 2), nghiên cứu của chúng 
tôi ghi nhận gen E6 HPV type 16 mang 13 đột 
biến nucleotide. Tác giả Xiangyi Zhe và cộng sự 

phát hiện có 14 đột biến trên gen E6 ở những 
bệnh nhân ung thư cổ tử cung tại Tân Cương, 
Trung Quốc; vị trí đột biến cao nhất là T350G 
với 100%, đây là vị trí được các tác giả đều 
nhắc đến với tỷ lệ khá cao; theo một số nghiên 
cứu, trong một số cộng đồng dân cư Châu Âu 
ghi nhận chủ yếu type HPV 16 thuộc dòng A 
với các biến thể HPV 16 ERU-350T (đột biến ở 
vị trí -350G) có khả năng tồn tại dai dẳng cao 
gấp hai lần so với các type khác. Tiếp đến là 
T178A/G với; 73,8%; thấp nhất là A378G (5/46; 
10,9%).6,14,16

Trong khi đó gen E7 có 16 vị trí đột biến, vị 
trí có tần số đột biến cao nhất là C578T (28/46; 
60,9%) và thấp nhất là đột biến A739G với 6/46 
chỉ 13,0%. So với một số tác giả thì số đột biến 
họ quan sát đều dưới 10 đột biến.16,17

Còn trên gen L1 tổng cộng có 40 vị trí đa 
hình được tìm thấy, trong đó G7060A (37/46; 
80,4%) là thường xuyên nhất. Hiện các nghiên 
cứu về gen L1 còn rất ít được quan tâm.

Với HPV 18, các đột biến gen có ở ít vị trí 
hơn và tần số thấp hơn rất nhiều so với HPV 
16. Hiện nay còn ít nghiên cứu về đột biến của 
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HPV 18. Như kết quả của Bảng 3, gen E6 có 
14 đột biến sai lệch, tần số đột biến cao nhất 
là G532T (7/17; 41,2%); còn lại các đột biến 
thấp nhất là C123G, T244Y là 1/17 chiếm tỷ lệ 
5,9%; vị trí T220CY có 2 sự thay thế. Trong khi 
gen E7 chỉ có 6 đột biến, tần số đột biến cao 
nhất là C894T và C898T (đều là 8/17; 47,1%). 
Còn ở gen L1 có 24 đột biến, tần số đột biến 
cao nhất với G5612T (3/17; 17,6%). Nghiên 
cứu của Sara L Arroyo tại Tây Ban trên 1085 
mẫu HPV18 ghi nhận có các đột biến C317C, 

T251C, A528G, G266A và G374A trên gen 
E6, C665T, C593T, C640T và T864G trên gen 
E7. Trên gen L1 có hai đột biến là C6842G và 
T7592C.6 Nghiên cứu của Hui-Hui Xu và cộng 
sự tại Trung Quốc trên các mẫu HPV 18 cũng 
ghi nhận 12 loại đột biến trên gen E6, 9 đột biến 
trên gen E7 và 49 đột biến trên gen L1.7 Như 
vậy thấy rằng các chủng HPV18 gây bệnh tại 
Việt Nam có sự khác biệt về số đột biến cũng 
như loại đột biến so với các chủng HPV18 gây 
bệnh ở một số khu vực trên thế giới.

Hình 1. Hình ảnh đột biến 350 G>T (E6), 647 A>G (E7), 7060 G>A (L1) của HPV16
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Summary
IDENTIFICATION OF NUCLEOTIDE VARIANTS IN E6, E7 AND 
L1 GENES OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 AND 18 IN 

CERVIRAL CANCER PATIENTS
Types 16 and 18 of human papillomavirus have a very high rate of causing cervical cancer. 

Studies show that mutations in the nucleotide sequence in the genome of types 16 and 18 can 
promote cervical cancer progression and other symptoms in patients. In this study, we analyzed 
changes in nucleotide sequences of genes E6, E7 and L1 of two HPV types 16 and 18 in patients 
with confirmed cervical cancer. 104 patients were screened to include 63 patients in the study of 
which 46 cases are HPV-16 single infection and 17 cases are HPV-18 single infection. The results 
of nucleotide sequence analysis of the E6, E7, L1 genes of these types showed that Type HPV 16 
has 13 mutations found in the E6 gene; the highest mutation rate was T350G at 100%, the lowest is 
A378G at 10.9%. C578T site of the E7 gene had the highest mutation rate at 60.9% and the lowest 
was A739G at 13.0%. 40 mutations were identified in the L1 gene, of which the G7060A mutation 
had the highest rate of 80.4%. In HPV Type 18, there are 14 mutations in the E6 gene, the highest 
rate was G532T at 41.2%; On the E7 gene, 6 mutations were found, of which mutations C894T and 
C898T accounted for 47.1%. There were 24 mutations found in the L1 gene, the highest mutation 
appeared at position G5612T at 17.6%.

Keywords: Cervical cancer, HPV, mutations, genes E6, E7, L1.


