
7 Huế, 3-20257

HUE JOURNAL OF MEDICINE AND PHARMACY

TẠP CHÍ Y DƯỢC HUẾ



2

Tạp chí Y Dược Huế - Trường Đại học Y - Dược, Đại học Huế - Số 1, tập 15/2025

HUE JOURNAL OF MEDICINE AND PHARMACY ISSN 3030-4318; eISSN: 3030-4326



3

Tạp chí Y Dược Huế - Trường Đại học Y - Dược, Đại học Huế - Số 1, tập 15/2025

HUE JOURNAL OF MEDICINE AND PHARMACY ISSN 3030-4318; eISSN: 3030-4326

THỂ LỆ ĐĂNG BÀI
Tạp chí Y Dược Huế, Trường Đại học Y - Dược, Đại học 

Huế xuất bản 3 tháng/kỳ đối với số tiếng Việt và 04 tháng/
kỳ đối với số tiếng Anh, phổ biến các kết quả nghiên cứu, 
cập nhật thông tin Y Dược học, những thông tin ở lĩnh 
vực Y - Dược học trong nước và quốc tế, thông tin về 
nghiên cứu và đào tạo của Trường Đại học Y - Dược, Đại 
học Huế. Tạp chí được phát hành rộng rãi trên toàn quốc. 

Công trình nghiên cứu khoa học gửi đăng phải chưa 
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Key words:
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kèm theo từ nguyên gốc. Các chữ viết tắt phải có chú 
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khảo được trình bài theo chuẩn Vancouver.

3. Đối với các bài tổng quan, thông tin, bài dịch: 
cần có đầy đủ các tài liệu tham khảo và nguồn số liệu đã 
được trích dẫn trong bài.  Bài tổng quan cũng được chế 
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Ứng dụng kỹ thuật Droplet Digital PCR để phát hiện đột biến gene KRAS 
của DNA khối u lưu hành trong máu ở bệnh nhân ung thư tuỵ

Hà Thị Minh Thi1*, Ngô Thị Diệu Hương1, Lê Phan Tưởng Quỳnh1, Trương Xuân Long1, Trần Văn Huy1, 
Nguyễn Thị Mai Ngân1, Nguyễn Thị Thanh Thoả1, Lê Tuấn Linh1, Phạm Anh Vũ1, Nguyễn Minh Thảo1, 

Vĩnh Khánh1, Đặng Công Thuận1, Nguyễn Văn Cầu1, Phạm Nguyên Cường2, Hồ Hữu Thiện2, Đặng Ngọc Hùng2 
(1) Trường Đại học Y - Dược, Đại học Huế

(2) Bệnh Viện Trung ương Huế

Tóm tắt:
Đặt vấn đề: Đề tài này nhằm hai mục tiêu: (1) Xác định đột biến gene KRAS của ctDNA (mutKRAS ctDNA) 

ở bệnh nhân ung thư tuỵ và các bệnh lý tuỵ lành tính bằng kỹ thuật ddPCR. (2) Khảo sát mối liên quan của 
mutKRAS ctDNA và giai đoạn lâm sàng ung thư tuỵ. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: 49 bệnh nhân ung 
thư tuỵ và 47 bệnh nhân bệnh tuỵ lành tính được xác định mutKRAS ctDNA bằng kỹ thuật ddPCR. Kết quả: Tỷ 
lệ bệnh nhân mutKRAS ctDNA (+) trong nhóm ung thư tuỵ là 69,4%, cao hơn nhóm u nang tuỵ lành tính (21,1%) 
và viêm tuỵ mạn (7,1%), p<0,0001. Tỷ lệ allele đột biến (MAF) của KRAS trong ctDNA có mối liên quan với giai 
đoạn lâm sàng ung thư tuỵ, MAF trung bình của nhóm giai đoạn IV là 8,4 ± 12,2%, cao hơn nhóm giai đoạn III 
(2,8 ± 2,4%) và giai đoạn I-II (1,1 ± 1,6%). MAF có giá trị tiên lượng ung thư tuỵ giai đoạn IV với ngưỡng trên 
5,55%, diện tích dưới đường cong ROC là 0,739, p = 0,019. Kết luận: ddPCR phát hiện tỷ lệ cao bệnh nhân ung 
thư tuỵ có mutKRAS ctDNA. KRAS MAF có giá trị tiên lượng tiến triển nặng của bệnh.

Từ khoá: ung thư tuỵ, ddPCR, KRAS, ctDNA.

Application of droplet digital PCR for detecting KRAS mutation in 
circulating tumor DNA in patients with pancreatic cancer
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Abstract
Background: This study aimed to: (1) Identifying KRAS mutation in ctDNA (mutKRAS ctDNA) in patients 

with pancreatic cancer (PC) and thoses with benign pancreatic diseases using ddPCR; (2) Investigating the 
association between mutKRAS ctDNA and the clinical stages of PC. Materials and methods: 49 patients with 
PC and 47 patients with benign pancreatic diseases were measured mutKRAS ctDNA using ddPCR. Results: The 
positive mutKRAS ctDNA accounted for 69.4% in the PC group, which was statistically significantly higher than 
that in the benign pancreatic tumor/cyst group (21.1%) and the chronic pancreatitis group (7.1%), p<0.0001. 
KRAS mutant allele fraction (KRAS MAF) in ctDNA associated with the clinical stages of PC categorized by 
the TNM staging system, the mean KRAS MAF in ctDNA of the stage IV group was 8.4 ± 12.2%, which was 
statistically significantly higher than that of stage III group (2.8 ± 2.4%) and stage I-II group (1.1 ± 1.6%). The 
KRAS MAF had predictive significance for metastatic PC, with a cut-off value > 5.55%, AUC=0.739, p=0.019. 
Conclusion: ddPCR identified a significant prevalence of patients with PC harboring mutKRAS ctDNA. The KRAS 
MAF in ctDNA had the prognostic value for severe progression in PC

Key words: pancreatic cancer, ddPCR, KRAS, ctDNA.
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Ung thư tụy là một trong những bệnh lý ác tính có 

tỷ lệ tử vong cao ở cả hai giới trên toàn cầu, với tiên 
lượng rất nặng, tỷ lệ sống thêm toàn bộ sau 5 năm 
dưới 5% [1]. Cơ hội cải thiện tiên lượng cho bệnh 

nhân tuỳ thuộc vào việc chẩn đoán sớm và theo dõi 
diễn tiến cũng như tái phát bệnh. Tuy nhiên, vị trí giải 
phẫu của tụy là một trở ngại lớn cho thủ thuật sinh 
thiết mẫu mô tụy có tổn thương để làm xét nghiệm 
mô bệnh học [2]. Do đó, hầu hết các bệnh nhân ung 
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thư tuỵ được chẩn đoán khá muộn, khoảng 85% 
được chẩn đoán ở các giai đoạn tiến triển hoặc di 
căn, điều này làm giảm hiệu quả điều trị và tăng tỷ 
lệ tử vong [3].

Nghiên cứu về sinh học phân tử đã chứng minh 
sự xuất hiện và phát triển của bệnh ung thư là kết 
quả của sự tích tụ các đột biến di truyền trong DNA. 
Các mảnh DNA mang đột biến từ tế bào khối u đã 
phóng thích và lưu hành trong máu, được gọi là 
ctDNA (circulating tumor DNA) [4]. Các ctDNA phản 
ánh toàn cảnh cấu trúc di truyền của khối u nên xét 
nghiệm phân tích ctDNA trong máu ngoại vi được 
xem là kỹ thuật sinh thiết lỏng. CtDNA là một thành 
phần của DNA ngoại bào (cell-free DNA: cfDNA) lưu 
hành trong máu, đó là những đoạn DNA nhỏ được 
phóng thích từ những tế bào chết theo chương trình 
(apoptosis) hoặc do quá trình hoại tử [5]. Đáng lưu 
ý, ctDNA có kích thước nhỏ (dưới 170 bp) và chỉ 
chiếm một tỷ lệ rất ít, có thể dưới 1%, trong toàn bộ 
cfDNA của máu ngoại vi [6]. Vì vậy, để phát hiện đột 
biến của ctDNA cần phải phân tích mẫu cfDNA trong 
huyết tương bằng các kỹ thuật sinh học phân tử 
tiên tiến có độ nhạy cao như PCR kỹ thuật số vi giọt 
(droplet digital PCR: ddPCR) hoặc giải trình tự thế hệ 
mới (next-generation sequencing: NGS). Trong đó, 
ddPCR cho phép phát hiện các đột biến đặc hiệu với 
tỷ lệ allele đột biến (mutant allele fraction: MAF) ở 
mức rất thấp, có thể từ 0,01% hoặc thậm chí thấp 
hơn [6]. 

KRAS là một trong những gene bị đột biến thường 
gặp nhất ở ung thư tụy, khoảng 75 - 95% bệnh nhân 
ung thư tuỵ có mang đột biến gene này trong khối u 
[4]. Nhiều tác giả trên thế giới đã phát hiện được đột 
biến gene KRAS của DNA khối u lưu hành trong máu 
(mutKRAS ctDNA) ở phần lớn bệnh nhân ung thư tuỵ 
[7]. Vì vậy, phát hiện mutKRAS ctDNA bằng kỹ thuật 
ddPCR được kỳ vọng là một chỉ điểm sinh học mới 
giúp chẩn đoán sớm, theo dõi và tiên lượng ung thư 
tụy. Từ thực tế đó, chúng tôi thực hiện đề tài này 
nhằm hai mục tiêu: (1) Xác định đột biến gene KRAS 
của ctDNA ở bệnh nhân ung thư tuỵ và các bệnh lý 
tuỵ lành tính bằng kỹ thuật ddPCR. (2) Khảo sát mối 
liên quan của đột biến gene KRAS của ctDNA và giai 
đoạn lâm sàng ung thư tuỵ.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu
 Bệnh nhân có bệnh lý tuỵ được khám và điều trị 

tại Bệnh viện Trường Đại học Y - Dược Huế và Bệnh 
viện Trung ương Huế trong thời gian từ tháng 07 
năm 2022 đến tháng 11 năm 2024, gồm có hai nhóm 
như sau:

- Nhóm ung thư tuỵ: 49 bệnh nhân. 
- Nhóm bệnh lý tuỵ lành tính: 47 bệnh nhân, 

trong đó có 28 bệnh nhân viêm tuỵ mạn và 19 bệnh 
nhân u nang tuỵ lành tính (u tuỵ, u đặc giả nhú, u 
nang thanh dịch, u nhú nhầy nội ống, nang tuỵ, nang 
giả tuỵ).

• Tiêu chuẩn chọn vào nhóm nghiên cứu: 
- Bệnh nhân được chẩn đoán bệnh lý tuỵ dựa vào 

các tiêu chuẩn chẩn đoán như sau:
+ Đối với nhóm ung thư tuỵ, có cả hai tiêu chuẩn:
* Có hình ảnh tổn thương tuỵ gợi ý ung thư 

qua siêu âm nội soi và/hoặc chụp cắt lớp vi tính 
(computerized tomography scan: CT scan) và/hoặc 
chụp cộng hưởng từ (magnetic resonance imaging: 
MRI).

* Kết quả mô bệnh học xác định ung thư biểu mô 
tuyến tuỵ.

+ Đối với nhóm bệnh lý u nang tuyến tuỵ, có cả 
hai tiêu chuẩn:

* Có hình ảnh tổn thương tuỵ qua siêu âm nội 
soi và/hoặc chụp cắt lớp vi tính (computerized 
tomography scan: CT scan) và/hoặc chụp cộng 
hưởng từ (magnetic resonance imaging: MRI).

* Kết quả mô bệnh học kết luận lành tính.
+ Đối với nhóm viêm tuỵ mạn: có hình ảnh tổn 

thương điển hình viêm tuỵ mạn tính trên siêu âm nội 
soi (theo tiêu chuẩn Rosemont) hoặc CT scan hoặc 
MRI (theo tiêu chuẩn M-ANNHEIM) [8–10]. 

- Bệnh nhân được lấy 10 ml mẫu máu ngoại vi 
trong ống chống đông chuyên dụng cho tách chiết 
cfDNA( Streck Cell-Free DNA BCT® CE) trước khi 
được điều trị bằng phẫu thuật và/hoặc hoá trị liệu 
và/hoặc xạ trị.

• Tiêu chuẩn loại trừ: 
+ Mẫu cfDNA tách từ huyết tương không đạt số 

lượng và chất lượng để thực hiện xét nghiệm tìm đột 
biến KRAS của ctDNA.  

+ Bệnh nhân không đồng ý tham gia nghiên cứu.
2.2.  Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Thiết kế nghiên cứu
Nghiên cứu mô tả cắt ngang.
2.2.2. Thu thập thông tin 
Bệnh nhân các nhóm ung thư tuỵ và bệnh tuỵ 

lành tính được thu thập thông tin chung (tuổi, giới), 
triệu chứng lâm sàng và cận lâm sàng.

Nhóm ung thư tuỵ được phân giai đoạn theo 
hệ thống TNM (tumor, node, metastasis) của Hiệp 
hội Ung thư Hoa kỳ (American Joint Commission on 
Cancer: AJCC), phiên bản lần thứ 8 [11].

2.2.2. Tách chiết cfDNA
- Mỗi bệnh nhân được lấy 10 ml máu tĩnh mạch 

ngoại vi trong ống Streck Cell-Free DNA BCT® CE 
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(Streck, Hoa Kỳ). Chuyển ngay ống mẫu đến phòng thí 
nghiệm Di truyền phân tử (Bộ môn Di truyền Y học, 
Trường Đại học Y - Dược, Đại học Huế) để tách huyết 
tương. Nếu chưa tách chiết cfDNA ngay thì mẫu huyết 
tương được giữ âm sâu -80oC cho đến khi thực hiện.

- Tách chiết cfDNA từ 2 ml huyết tương mỗi mẫu 
bằng kít QIAamp ccfDNA/RNA (Qiagen, Đức) theo 
protocol của nhà sản xuất. 

- Mẫu DNA sau khi tách chiết được đo nồng độ 
bằng máy đo huỳnh quang Quantus Fluorometer 
(Promega, Hoa Kỳ) với bộ kit hoá chất QuantiFluor® 
ONE dsDNA System (Promega, Hoa Kỳ). Nồng độ 
DNA được đo theo đơn vị ng/ml.

2.2.3. Xác định đột biến gene KRAS của ctDNA 
(mutKRAS ctDNA) trong mẫu cfDNA tách từ huyết 
tương bằng kỹ thuật ddPCR

- Sử dụng kít KRAS G12/G13 Screening (Bio-Rad, 
Hoa Kỳ) gồm ống Supermix 2´ và ống Assay mix 20´ 
tương ứng. Bộ sinh phẩm này phát hiện được 7 loại 
đột biến trên hai codon 12 và 13 của gene KRAS, bao 
gồm G12A, G12C, G12D, G12R, G12S, G12V và G13D.

- Thành phần phản ứng: tổng thể tích 22 ml, bao 
gồm 11 ml Supermix 2´, 1,1 ml Assay mix, 9,9 ml cfDNA.

- Tạo vi giọt (droplet) bằng máy QX200 Droplet 
Generator, sau đó chuyển vào đĩa ddPCR và dán 
bằng máy PX1 PCR Plate Sealer (BioRad, Hoa Kỳ).

- Thực hiện phản ứng ddPCR trên máy luân nhiệt 
C1000 Touch (BioRad, Hoa Kỳ), điều kiện nhiệt độ 
như sau: hoạt hoá enzyme 95oC 10 phút; tiếp theo 
là 40 chu kỳ với mỗi chu kỳ gồm biến tính ở 94oC 
30 giây, gắn mồi và kéo dài ở 55oC 1 phút, bất hoạt 
enzyme ở 98oC 10 phút; cuối cùng giữ ở 4oC cho đến 
khi đọc kết quả.

- Đọc kết quả bằng phần mềm QuantaSoft trên 
máy vi tính được kết nối với máy đọc QX200 Droplet 
Reader (BioRad, Hoa Kỳ). 

+ Các giọt phản ứng được chia thành 4 nhóm, 
bao gồm giọt chỉ chứa sản phẩm đột biến, giọt chỉ 

chứa sản phẩm không đột biến, giọt chứa cả sản 
phẩm đột biến và không đột biến, giọt không có sản 
phẩm, được phát hiện dựa trên các giá trị ngưỡng 
của biên độ (amplitude) theo phân phối Poisson. 
Phải có ít nhất hai giọt dương có đột biến mới được 
xác định dương tính mutKRAS ctDNA [12].

+ Xác định số bản sao tương ứng allele đột biến 
(A) và không đột biến (B) trong mỗi 20 ml phản ứng.

+ Tỷ lệ allele đột biến MAF (mutant allele fraction) 
được tính theo công thức:

MAF (%) = A/(A + B) 
Các kỹ thuật tách chiết cfDNA từ huyết tương và 

phát hiện mutKRAS ctDNA bằng kỹ thuật ddPCR được 
thực hiện tại Bộ môn Di truyền Y học, Trường Đại học 
Y - Dược, Đại học Huế.

2.2.4. Xử lý số liệu
Kết quả xét nghiệm mutKRAS ctDNA được ghi nhận 

dương tính hoặc âm tính, nếu dương tính thì kết 
quả được biểu diễn bằng MAF theo tỷ lệ %. Tỷ lệ 
phát hiện được xác định cho mỗi nhóm ung thư tuỵ, 
u/nang tuỵ lành tính, viêm tuỵ mạn. So sánh các tỷ 
lệ phát hiện bằng kiểm định Chi bình phương hoặc 
Fisher’s exact (nếu có hơn 20% các tần số < 5). Xác 
định giá trị chẩn đoán ung thư tuỵ của xét nghiệm 
mutKRAS ctDNA thông qua tính độ nhạy, độ đặc hiệu, 
giá trị tiên đoán dương, giá trị tiên đoán âm và độ 
chính xác. Đối với nhóm ung thư tuỵ, tính trung bình 
MAF của gene KRAS trong ctDNA (KRAS MAF) cho 
mỗi phân nhóm theo hệ thống TNM bao gồm giai 
đoạn I-II, III và IV. Trị trung bình MAF được so sánh 
giữa mỗi hai phân nhóm bằng t-test one-tailed để 
kiểm định giả thuyết giá trị trung bình MAF càng 
cao ở nhóm giai đoạn càng tăng. Các kiểm định 
được thực hiện trên phần mềm thống kê trực 
tuyến VassarStats. Vẽ đường cong ROC theo KRAS 
MAF để xác định giá trị tiên đoán giai đoạn muộn 
(giai đoạn IV) của ung thư tuỵ  bằng phần mềm SPSS 
version 26.0.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Đặc điểm chung của các nhóm nghiên cứu

Bảng 1. Phân bố tuổi và giới

Đặc điểm Ung thư tuỵ 
(n = 49)

U nang tuỵ lành 
tính (n = 19)

Viêm tuỵ mạn 
(n = 28)

p

Giới 
   Nam (%)
   Nữ (%)

22 (44,9)
27 (55,1)

9 (47,4)
10 (52,6)

23 (82,1)
5 (17,9)

0,005

Tuổi (X ± SD) 64,7 ± 10,8 45,1 ± 17,4 51,5 ± 16,4 <0,0001
Có sự khác biệt về phân bố giới tính và tuổi trung bình ở ba nhóm bệnh lý tuỵ được nghiên cứu. Đáng lưu 

ý nam giới chiếm đa số ở nhóm viêm tuỵ mạn, tuổi trung bình ở nhóm ung thư tuỵ cao hơn có ý nghĩa thống 
kê so với các nhóm u nang tuỵ lành tính và viêm tuỵ mạn.
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3.2. Phát hiện mutKRAS ctDNA bằng kỹ thuật ddPCR

Hình 1. Kết quả xét nghiệm mutKRAS ctDNA bằng kỹ thuật ddPCR (A. Âm tính, B. Dương tính)
Bảng 2. Phân bố mut KRAS ctDNA ở các nhóm bệnh lý tuỵ

mutKRAS ctDNA Ung thư tuỵ (%) U nang tuỵ 
lành tính (%)

Viêm tuỵ mạn (%) p

Dương tính 34 (69,4) 4 (21,1) 2 (7,1) < 0,0001
Âm tính 15 (30,6) 15 (78,9) 26 (92,9)

Tổng 49 19 28
Tỷ lệ có đột biến KRAS trong ctDNA huyết tương ở nhóm bệnh nhân ung thư tuỵ cao hơn có ý nghĩa thống 

kê so với hai nhóm lành tính (u nang tuỵ lành tính và viêm tuỵ mạn). 
Giá trị chẩn đoán được xác định dựa trên nhóm 49 bệnh nhân ung thư tuỵ và 47 bệnh nhân bệnh tuỵ lành 

tính (bao gồm u nang tuỵ lành tính và viêm tuỵ mạn) như sau:
- Độ nhạy: 69,4%                                     - Giá trị tiên đoán âm: 73,2%
- Độ đặc hiệu: 87,2%                               - Độ chính xác: 78,1%
- Giá trị tiên đoán dương: 85,0%
3.3. Mối liên quan của mutKRAS ctDNA với giai đoạn ung thư tuỵ 

Bảng 3. Tỷ lệ có mutKRAS ctDNA ở các nhóm giai đoạn ung thư tuỵ theo hệ thống TNM
mutKRAS ctDNA Giai đoạn I-II (%) Giai đoạn III (%) Giai đoạn IV (%) p

Dương tính 6 (46,2) 14 (77,8) 14 (77,8) 0,144

Âm tính 7 (53,8) 4 (22,2) 4 (22,2)

Tổng 13 18 18
Sự khác biệt về tỷ lệ dương tính với mutKRAS ctDNA trong các nhóm giai đoạn ung thư tuỵ không có ý nghĩa 

thống kê.

Biểu đồ 1. Trung bình tỷ lệ allele đột biến KRAS MAF trong ctDNA của các nhóm giai đoạn ung thư tuỵ 
theo hệ thống TNM 

Có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về giá trị trung bình KRAS MAF trong ctDNA giữa các nhóm ung thư 
tuỵ. Trung bình KRAS MAF tăng dần theo các giai đoạn ung thư tuỵ.
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4. BÀN LUẬN
Ung thư tuỵ là bệnh lý ác tính đường tiêu hoá 

được dự báo sẽ có tỷ lệ tử vong tăng cao, đứng hàng 
thứ hai trên toàn cầu trong 10 năm sắp đến do khó 
chẩn đoán sớm, điều trị kém hiệu quả, sự gia tăng tỷ 
lệ mới mắc ở mọi lứa tuổi và hai giới [3]. Chúng tôi đã 
khảo sát các bệnh nhân bệnh lý tuỵ bao gồm nhóm 
ung thư tuỵ và hai nhóm bệnh tuỵ lành tính là u/
nang tuỵ lành tính và viêm tuỵ mạn. Kết quả ở Bảng 
1 cho thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về tuổi 
trung bình và phân bố giới tính ở các nhóm bệnh lý 
tuỵ. Đáng chú ý là nam giới chiếm đa số ở nhóm viêm 
tuỵ mạn, đến 82,1%. Điều này phù hợp với nguyên 
nhân hàng đầu của viêm tuỵ mạn là do sử dụng thức 
uống có cồn và hút thuốc [10]. Nam giới cũng được 
xem là một trong những yếu tố nguy cơ của ung thư 
tuỵ và tần suất mắc bệnh này ở nam thường được 
ghi nhận cao hơn nữ, chẳng hạn một khảo sát của 
Hoa Kỳ trong giai đoạn 2009-2018 cho thấy tần suất 
ung thư tuỵ ở nam là 14,8/100.000, trong khi ở nữ là 
11,6/100.000 [13]. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này 
chúng tôi nhận thấy tỷ lệ nữ trong nhóm ung thư 
tuỵ cao hơn nam giới, 55,1% so với 44,9%. Kết quả 
này phù hợp với điều tra của Gehrel trên 6855 bệnh 
nhân ung thư tuỵ đã ghi nhận nữ chiếm 51,2% [14]. 
Một nghiên cứu gần đây của Samaan cho thấy tỷ lệ 
ung thư tuỵ đang tăng nhanh hơn ở phụ nữ trẻ tuổi 
so với nam giới [15], nhận định này lý giải cho sự 
tăng nhẹ tỷ lệ nữ trong nhóm ung thư tuỵ so với nam 
trong nghiên cứu chúng tôi.

Phần lớn bệnh nhân ung thư tuỵ có mang đột 
biến gene KRAS trong tế bào khối u, trong đó chiếm 

đa số là đột biến tại codon 12 [7]. Trong nghiên cứu 
này, chúng tôi ứng dụng kỹ thuật ddPCR với đa mồi 
đặc hiệu với 7 đột biến tại các codon 12 và 13 gene 
KRAS để phát hiện mutKRAS ctDNA ở các mẫu cfDNA 
được tách từ huyết tương của bệnh nhân ung thư 
tuỵ hoặc bệnh tuỵ lành tính (Hình 1). Qua đó bước 
đầu đánh giá giá trị chẩn đoán và tiên lượng ung thư 
tuỵ của xét nghiệm này ở bệnh nhân Việt Nam. Kết 
quả nghiên cứu ở Bảng 2 cho thấy tỷ lệ phát hiện 
mutKRAS ctDNA là 69,4% ở nhóm ung thư tuỵ, cao 
hơn có ý nghĩa thống kê so với hai nhóm lành tính 
là u/nang tuỵ lành tính (21,1%) và viêm tuỵ mạn 
(7,1%), p<0,0001. Tỷ lệ phát hiện trong nghiên cứu 
của chúng tôi nằm trong khoảng biến thiên về tỷ lệ 
phát hiện của các nghiên cứu trên thế giới thực hiện 
trên các nhóm mẫu bao gồm cả 4 giai đoạn theo hệ 
thống TNM của ung thư tuỵ [16]. Trong đó, nghiên 
cứu của tác giả Kim (Hàn Quốc, 2018) có tỷ lệ bệnh 
nhân ung thư tuỵ được phát hiện có mutKRAS ctDNA 
dương tính là cao nhất, đến 77,9% [7], các tác giả 
Hadano (Nhật Bản, 2016) và Earl (Tây Ban Nha, 2015) 
có tỷ lệ phát hiện thấp nhất, chỉ 31% và 26% [17,18]. 
Một trong những nguyên nhân quan trọng dẫn đến 
sự khác biệt này là các nghiên cứu của Kim và của 
chúng tôi đều sử dụng bộ sinh phẩm phát hiện đến 
7 loại đột biến khác nhau tại codon 12 và 13 của 
gene KRAS, trong khi các tác giả Hadano và Earl chỉ 
sử dụng bộ sinh phẩm cho phép phát hiện 3 loại đột 
biến tại codon 12. Việc sử dụng bộ sinh phẩm có khả 
năng phát hiện nhiều đột biến bằng kỹ thuật ddPCR 
đã giúp chúng tôi phát hiện 69,4% bệnh nhân ung 
thư tuỵ có mutKRAS ctDNA trong huyết tương, kết 

Biểu đồ 2. Đường cong ROC của giá trị KRAS MAF trong ctDNA trong tiên đoán giai đoạn IV 
ở bệnh nhân ung thư tuỵ

Chú thích: Khảo sát trên 34 bệnh nhân có đột biến KRAS trên ctDNA huyết tương.
Giá trị diện tích dưới đường cong AUC = 0,739 và p < 0,05 cho thấy KRAS MAF có giá trị mức độ trung bình 

trong tiên đoán bệnh nhân ung thư tuỵ ở giai đoạn IV, với giá trị ngưỡng là MAF > 5,55%.
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quả này cho thấy chúng tôi có tỷ lệ phát hiện tương 
đối cao so với hầu hết các nghiên cứu khác [3,16]. 
Đáng chú ý, trong nhóm bệnh tuỵ lành tính, chúng 
tôi phát hiện có 6 trường hợp dương tính với mutKRAS 
ctDNA (Bảng 2). Theo Yang, đột biến gene KRAS và 
tình trạng viêm có thể cùng xuất hiện trong giai đoạn 
khởi đầu rất sớm của ung thư tuỵ và có vai trò thúc 
đẩy sự tác động lẫn nhau, gây mất ổn định genome 
của tế bào tuỵ, từ đó hình thành ung thư tuỵ [19]. Vì 
vậy, đây là những trường hợp cần theo dõi sát trong 
thời gian tiếp theo để có thể phát hiện sớm sự xuất 
hiện của ung thư tuỵ. 

Dựa trên kết quả nghiên cứu từ 49 bệnh ung thư 
tuỵ và 47 bệnh nhân nhóm bệnh tuỵ lành tính, chúng 
tôi ghi nhận giá trị chẩn đoán của xét nghiệm mutKRAS 
ctDNA bằng kỹ thuật ddPCR bao gồm độ nhạy, độ 
đặc hiệu, giá trị tiên đoán dương, giá trị tiên đoán 
âm, độ chính xác lần lượt là 69,4%, 87,2%, 85,0%, 
73,2%, 78,1%. Theo Buscail, độ nhaỵ của ddPCR 
trong phát hiện mutKRAS ctDNA là 43 - 78%, cao hơn 
nhiều so với các kỹ thuật PCR truyền thống chỉ 27 - 
47% [3]. Mặc dù, ddPCR là kỹ thuật sinh học phân 
tử nhạy nhất trong việc phát hiện đột biến đích trên 
ctDNA, tuy nhiên qua kết quả nghiên cứu của chúng 
tôi và tất cả các nghiên cứu khác trên thế giới, có thể 
thấy xét nghiệm mutKRAS ctDNA trong huyết tương 
có giá trị chẩn đoán chưa cao. Điều này được giải 
thích do lượng ctDNA trong huyết tương phụ thuộc 
vào sự phóng thích DNA từ tế bào ung thư tuỵ mang 
đột biến [3]. Sự tương đồng giữa phát hiện đột biến 
tại khối u và phát hiện đột biến ctDNA trong huyết 
tương chỉ đạt khoảng 25 - 75% tuỳ theo từng nghiên 
cứu [3], do có những trường hợp ctDNA xuất hiện 
trong huyết tương nhưng ở mức dưới ngưỡng phát 
hiện, nhất là những trường hợp ung thư giai đoạn 
sớm, chưa di căn. 

Sự xuất hiện của ctDNA trên ngưỡng phát hiện 
cũng như tỷ lệ allele mang đột biến (MAF) được cho 
là có liên quan đến sự tiến triển bệnh và có giá trị tiên 
lượng. Thật vậy, nghiên cứu của chúng tôi ghi nhận 
tỷ lệ phát hiện mutKRAS ctDNA ở các nhóm ung thư 
tuỵ giai đoạn I-II chỉ 46,2%, trong khi ở các nhóm giai 
đoạn III và IV đều có tỷ lệ phát hiện khá cao, 77,8% 
(Bảng 3). Kết quả của chúng tôi cũng tương đồng với 
các tác giả như Cheng (2017) và Kim (2018) với tỷ lệ 
ở nhóm di căn đều cao, lần lượt là 72,3% và 86,1% 
[7,20]. Đáng lưu ý, khi so sánh giá trị trung bình của 
KRAS MAF giữa các nhóm giai đoạn ung thư tuỵ, kết 
quả ở Biểu đồ 1 cho thấy có sự khác biệt có ý nghĩa 
thống kê giữa nhóm giai đoạn IV so với nhóm giai 
đoạn III và nhóm giai đoạn I-II, 8,4 ± 12,2% so với 2,8 

± 2,4% và 1,1 ± 1,6%. Nghiên cứu của Wang (Trung 
Quốc, 2019) cũng cho thấy KRAS MAF có liên quan 
với các giai đoạn ung thư tuỵ, với MAF của nhóm giai 
đoạn IV cao hơn có ý nghĩa thống kê so với các nhóm 
khác, tác giả ghi nhận nhóm giai đoạn I-II có MAF 
nhỏ hơn 2%, tương tự nghiên cứu của chúng tôi [4]. 
Ngoài ra, Biểu đồ 2 cho thấy đường cong ROC có 
diện tích dưới đường cong 0,739, p<0,05 chứng tỏ 
KRAS MAF trong ctDNA được xác định bằng kỹ thuật 
ddPCR có giá trị tiên lượng ung thư tuỵ. Cụ thể, KRAS 
MAF lớn hơn 5,55% có giá trị tiên đoán giai đoạn di 
căn (giai đoạn IV). Kết quả của chúng tôi phù hợp 
với tác giả Kim (Hàn quốc, 2018), ghi nhận phần lớn 
bệnh nhân ung thư tuỵ di căn có MAF cao, với MAF 
từ 1-10% và trên 10% lần lượt chiếm tỷ lệ 33,3% và 
30,6%. Ngoài ra, tác giả Kim cũng nhận định KRAS 
MAF trong ctDNA có giá trị tiên lượng, liên quan đến 
thời gian sống thêm toàn bộ (OS) và thời gian sống 
thêm bệnh không tiến triển (PFS) [7].  

Tóm lại, lần đầu tiên ở Việt Nam, chúng tôi đã 
sử dụng kỹ thuật sinh học phân tử tiên tiến ddPCR 
để phát hiện đột biến KRAS của ctDNA trong huyết 
tương bệnh nhân bệnh lý tuỵ. Bước đầu, chúng tôi ghi 
nhận tỷ lệ cao bệnh nhân ung thư tuỵ được phát hiện 
mutKRAS ctDNA, góp phần hỗ trợ chẩn đoán. Đặc biệt, 
tỷ lệ KRAS MAF trong ctDNA có giá trị tiên lượng tiến 
triển nặng của bệnh. Tuy nhiên, nghiên cứu của chúng 
tôi vẫn còn một số hạn chế như chưa đủ thời gian 
theo dõi diễn tiến bệnh vì vậy chưa phân tích được 
các mối liên quan với thời gian sống thêm toàn bộ và 
thời gian sống thêm bệnh không tiến triển. 

5. KẾT LUẬN
Qua nghiên cứu trên 49 bệnh nhân ung thư tuỵ 

và 47 bệnh nhân bệnh tuỵ lành tính, chúng tôi có 
một số kết luận như sau:

5.1. Tỷ lệ bệnh nhân được phát hiện mutKRAS 
ctDNA bằng kỹ thuật ddPCR trong nhóm ung thư 
tuỵ là 69,4%, cao hơn so với các nhóm lành tính là u 
nang tuỵ lành tính (21,1%) và viêm tuỵ mạn (7,1%). 

5.2. Tỷ lệ allele KRAS đột biến (KRAS MAF) trong 
ctDNA có mối liên quan với giai đoạn ung thư tuỵ, 
với KRAS MAF trung bình của nhóm giai đoạn IV là 
8,4 ± 12,2%, cao hơn các nhóm giai đoạn III (2,8 ± 
2,4%) và giai đoạn I-II (1,1 ± 1,6%).
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