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MỤC LỤC
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mạn tại Bệnh viện Đa khoa Trung ng Thái Nguyên.

Trản Tuấn Anh, Phạm Thị Hồng Vàn
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Le Văn Minh, Nguyễn Trấn Chính
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Phạm Ngọc Khái, Nguyền Nam Thăng
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2.Phưongphápnghilned
TÓM TẤTietké ngnincutheoph sphip

Đặt vấn để: Yểu tố gây vô tinh, dược biết dến với tên AZF (a/005permia factor), là những
vùng ở trên nhánh dài của nhiễm sắc thể Y chứa gen chịu trách nhiệm cho quá trinh sính
tinh. Khi có đột biến mất đoạn gen tại những vùng này sẽ dẫn đến các bất thường mật độ
tình trùng, từ thiểu tinh cho đến vô tinh. Tần suất đột biến mất đoạn gen tại cáe vùng này ở
đàn ông vô tinh khoảng I %-55%. Mục tiêu: xác định tỷ lệ đột biến và một số yếu tố iên
quan. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: chúng tôi tiến hành nghiên cứu rên 33
trường hợp bệnh nhân có tinh dịch đổ bất thường nhằm phân tích tim đột biến mất đoạn gen
tại AZF trên nhiễm sắc thể Y bằng kỹ thuật PCR da mổi (multiplex polymerase chain
reaction). Kết quả và kết luận: có 2 trường hợp đột biến mất đoạn gen chiếm 6,06%. Ci 2
trường hợp này đểu mất đoạn tại vị trí AZFc (100%) và có tinh dịch đổ thuộc nhóm vô tính,
chưa phát hiện trường hợp nào mất đoạn tại AZFA hoặc AZFb. Có I trường hợp đột biến
kèm theo bất thường sinh dục với biểu hiện giãn tĩnh mạch thừng tinh bên trái, trường hợp
mất đoạn gen còn lại không có hiểu hiện bất thường liên quan trên lâm sàng.

AZEY254
AZFA

Từ lâu, nhiễm sắc thể Y được biết
SY86

đến như là một biểu tượng và đóng vai trò ih
qui định giới tính cho nam giới. Năm 1976,
Tiepolo và Zuffardi lần đầu tiên tìm ra mối
liên quan giữa nhiễm sắc thể Y và tình
trạng vô sinh nam. Đột biến mất đoạn gen
lại các vị rí gây vô tinh (AZF: Az00sper-
mia factor) trên nhiễm sắc thể Y dẫn đến
rối loạn quá trình sinh tinh, với các bất
thường mật độ tinh trùng từ thiểu tinh cho
đến vô tinh |16]. [181. Tần suất đột biến
đưực báv cáo thay đổi từ 1% đến 55,5%
||1. (81.Ở một số trường hợp có suy giảm
mật độ tỉnh trùng tiến triển, nếu phát hiện
sóm có thể giúp cho người bệnh có khả năng
làm bố dưối sự hỗ trợ của một số biện pháp
hỗ trợ sinh sản như tiêm tinh trùng vào
trứng. Khi dó, các đột biển này sẽ đưcc di
truyền cho con trai ở thể hệ sau và tạo nên
tình trạng gọi là "vô sinh gia đình" |6).
Như vậy, việc phát hiện đột biển mất doạn
gen tại vị trí AZF đóng một vai trò quan

1. ĐẶT VẤN ĐỂ
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trọng trong công tác chẩn đoán, điểu trị
vô sinh và tư vấn di truyển.

ngán NS Từ năm 2003, Mang lưới Kiểm tra
Chất lượng Phân từ Châu Âu đã chuẩn hóa
kỹ thuật xét nghiệm phát hiện bất thưững
mất đoạn gen này và phổ biến nhằm áp
dụng một cách thường quy ở hầu hết các
trung tâm vô sinh - hiểm muộn trên khắp

và thế giới |15]. Một số trung tâm điểu trị vô
sinh và hỗ trợ sinh sản lớn của nưic ta cũng
đã bắt đầu thực hiện tìm mất đoạn gen này,
nhưng hiện tại vẫn chưa thấy báo cáo tình
hình chung về đột biến mất đoạn trên
nhiễm sắc thể Y tại vị trí AZF & Việt Nam.
Ở mien Trung nói riêng, công tác chẩn
doán, diều trị vô sinh và hỗ trự sinh sản
vẫn còn không ít hạn chế nên việc tìm hiểu
vé các bệnh nguyên vô sinh nam chỉ mới
bước đẩu nghiên cứu. Các xét nghiệm sinh
học phân tử và di truyền là một mūi nhọn
dang dưỰc triển khai sẽ giúp tìm ra những
nguyên nhân khác nhau, dặc biệt trong lĩnh
vực vô sinh nam, góp phần mở rą các hưởng

YHCOTHỰCHÀNH -S385



nghiên cứu khoa học môi và giúp lựa chọn
phươngphápđiềutrithíchhơp. v iột

Xuất phát từ các vấn đề trên, chúng
tôi tiến hành để tài: "Đột biến mất đoạn
gen trên nhiễmsắc thể Yở bệnh nhân có
tinh dịch đồ bất thường ", với cácmục tiêu: nh

1. Xác dịnh tỷ lệ đột biển mất doạn
gen trên nhiềm sắc thể Y ở bệnh nhân có
tình dịchđồ bất thường.

2. Khảo sát một số yếu tố liên quan
với mất đoạn gen.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP
NGHIÊN. CỨU 6StocO051

2.1. Đổi tợng nghiên cứu
Chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu

trên 33 người chổng có kết quả tinh dịch
đồ bất thường của các cặp vợ chồng đã
được chẩn đoán là vô sinh theo tiêu chuẩn
của Tổ chức Y tế Thế giới (1999), đến
khám và điều trị tại Bệnh viện Trường

P.ƯMultiplex PCR
Phảnứng1 g hợpna

Mit
oan

Binh
.hog

Phản ứng 2

Phản ứng 3

Cặpmồi
ZFY
SY254
SY86

|SY127
ZFY

|SY84
SY255
SRY
SY134

Vùng

Đại học Y Dược Huế trong thời gfan từ
tháng 6/2006 dến tháng 6/2007. Tiêu
chuẩn loại trừ là những người không thể
lấy tinh trùng bằng cách thủ dám, thời
gian kiêng giao hop không đạt yêu cảu,
không lấy dược twàn bỘ mẫu khi xuất tinh,
mấc các bệnh toàn thân cấp tính, viêm
nhiễm dường tiết niệu sinh dục cấp, không
đổng ý tham gia nghiên cứu.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
Thiết kế nghiên cứu theo phứtng pháp

cảt ngang – mô tả
Sau khi đánh giá tinh dịch đổ có kết

quả bất thường, chúng tôi khai thác bệnh theo
bộ câu hỏi và lấy 2ml máu tĩnh mạch, chiết
tách AND, sau đó tìm đột biến mất đoạn gen
trên nhiễm sắc thể Y với kỹ thuật PCR đa
cặp mỗi (multiplex) theo qui trình chuẩn hóa
của Mạng lưới Kiểm định Chất lượng Phân
từ ChâuÂu(2003)|15].

Có 8 cặp mồi được sử dụng như sau:

bicnđêulà
Nhánh ngắn NST Y
AZFc
AZFA
AZFb
Nhánh ngắn NST Y
AZFA
'AZFe
Nhánh ngắn NST Y
AZFb

Kích thướcsảnphẩm PCR
495bp
400bp
320 bp
274 bp
495 bp

326bp
126 bp

472 bp
301 bp

Trong đó, cặp mổi tương ứng gen ZFY và SRY được sử dụng làm chứng nội.
Điểu kiện nhiệt độ: Ving

95°C- 15phút

94°C-30giây
os 57"C- 90giây

72°C-60giây
72"C-10phút

-G.đoan biến tính đầu tiên
- Chu kỳ (30 chu kỳ )

* Giai đoạn biến tính
* Giai đoąn gắn mổi
* Giai đoạn kéo dài
-Tổnghợpcuốicùng

Phát hiện sản phẩm: Sau khi thực hiện
phản ứng, sản phấm được điện di trên gel
agarose 2%, điện thế 80V trong 2 giğ, nhuộm
Ethidium Bromide. phân tích và lưu trữ hình
ånh bằng hệ thống GelDoc của Bio-Rad.

oc0CTHƯC HANL- S6606-07386

ng (n

Phân tích kết quả: Nếu có đủ các sản
phẩm PCR tương tứng vởi các cặp mổi sử
dụng thì chứng tỏ không có mất doạn gen.
Nếu không có đủ sản phẩm PCR, tiến hành
lại phản ứng Multiplex PCR I lần nữa, nếu

Y HỌC THỰC HÀNH - Số606-607
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kết quả vẫn không dổi, thực hiện thêm một
lần nữa phản ứng PCR nhưng chỉ với một
cặp mồi tưing ứng voi marker bị mất (dơn

Thiểuih nng
3. KẾT QUẢ

mổi). Nếu kết quả vẫn không xuất hiện
sản phẩm đó, kết luận mất đoạn thuộc vùng
tưdng ứng.

Va inh
Bảng 1. Đột biến mất đoạn nhỏ tại AZE trên nhiễm sắc thểY

matoanĐộtbiểnmất đoạnvà ce
Có on hop

CvdibiCuhiên Khöng nach thi unh
Tổng

Sốlượng(n)c

31

Tỷ lệ(%)
61Sp6,06

e 93,94

33 hien unay,100ot xác
Có 2 trường hợp mang đột biến mất đoạn nhỏ trên NSTY dược phát hiện trong mẫu

cu trên60 ring nopvonghiên cứu, chiếm 6,05% (p<0,05).
dich dhthuộcnhómvo inh Bảng2. Vị trí đột biến tại AZF dich đé bất thutng d
Cu1 ahe cin Mất đoạn gen

2en. Ty l8 mit doAZFa
hlh11, nhómnieuAZEb

AZFC

Số lượng (n)
0

Nha,t 0 độtbie

2 ung

Tỷ lệ (%)

cink 0

siAZE L0

100

BANVỀ vị trí đột biến, cả 2 trưỡng hợp đột biển đều là mất đoạn tại vùng AZFC (100%),
khôngcótrườnghợpnàomấtđoạn tại AZFavàAZFD. iện đượe2 irường hup nốt

dogn gen thi dểuở vi tr AZFe(100%2
Mất
đoạn

Bình
thường

Bình
thường

12 3 4 5 6 7 89

chua piát hiệnđưyc tnờng hợp mit doqn
nkotoi-AZFavà AZFb Theo thng ke
củn y ván thé gidi, y ie đột bien nt
đogn tei vùng AZFa < 5h v AZFD
khoang 30% thấp lda nhiễu so ot

Fe>636 181V)viy kh
Hình 1. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR
1, 4, 7: phản ứng 1: 2. 5. 8: phản ứng 2: 3. 6.9
phản ứng 3; 10: thang chuẩn 100 bp
1, 2, 3: bệnh nhân mất đoạn vùng AZFc (không
có sản phẩm tương ứng sY254 và sY255) 4, 5, 6
và 7, 8,9: hai bệnh nhân không có mất đoạn.

Bảng 3. Liên quan giữa các yếu tố nguy cơ và mất đoạn gen

Mất đoạn Có (n) Không (n)

0

) 2

10

Và thicu

Bất thường

Bất thường sinh dục
Tinh hoàn ẩn
Tinh hoàn teo

Giãn (ĩnh mụch thừng tinh

Bình thường

Y HỌC THỰC HÀNH– Số606-607

28

UCHANE-ss 387



Bất thườngmật độ tinh trùng
biThiểu tinhnhe
Thiểu tinh nặng

Vô tinh

Cảc anh (em) trai của 2 bệnh nhân
bị mất doạn gen dều đã có gia đinh và cũng
dều cỏ eon (100%). Chỉ có I trường hợp
đột biển mất doạn gen có bất thường sinh
dục với biểu hiện giãn tĩnh mạch thững tinh
(GTMTT). Trườnghợop mất doạn gen còn
lại không có biểu hiện bấtthường liên quan
trền lâm sàng. Cả 2 trường hợp đột biến
mất doạn gen tại vị trí AZFe dểu có tinh
dịch đồ thuộc nhóm vô tỉnh. Trong nhóm
thiểu tỉnh nhẹ cũng như trong nhóm thiễu
tinh nặng, không có trường hợp nào mất
đoạn gen. Tỷ lệ mất đoạn gen ở nhóm vô
tinh là 11%, nhóm thiểu tinh nặng và thiểu
tinh là 0% (p > 0,05). atogn gen

6 le do comảuchúagiah
4. BÀN LUÂN nEkéthugndợcsựkihác,
bie 4.1. Mất đoạngen

Trên thế giới, tần suất của loại đột
biến này thay đổi từ 1% |1], 3% [18|, 8b,
13% |12] cho đến 55% (5] tùy nghiền cứu.
Có rất nhiều yếu tố tác động đến tần suất
này, nhưng yếu tố quan trọng nhất là thành
phần của quẩn thể nghiên cứu. Những
nghiên cứu tiến hành trên bệnh nhân nam
vô sinh nói chung thì tần suất mắ đoạn sẽ
thấp hơn những nghiên cứu với mẫu dược
chọn là vÔ sinh nam có tỉnh dịch đồ vô tinh
hoe asethieuinh irthàah
chan duán1001dột biến thl
r nhho sinhsãnn80
thé áp unE 70
nhânxấu

Hai
8en ieo
mát do
hopdeuc
chng d di o
nun nn khi nẤnĐộ

60
50
40
30

trước khi tnh

50
bie

ie chún
25

100 k9 thuật
ISC
ngb

nat do

76.5

25

Nhật Bản Úc
ce biệnphiph trgsinlhsan ct thp.

2 16

và thiểu tinh năng. Ngoài ra, các yéu tố khác
cũng góp phẩn chi phối tẫn suất là chúng
tộc, chất lưộng phòng xét nghiệm, kỹ thuật
tiến hành, số lượng và loại đoạn mổi được
sử dụng, các yếu tố môi trường..

Trong nghiên cứu này, chúng tối xác
định dược tẩn suất đột biến mất đoạn nhỏ
trên NST Y là 6,06 %, Theo SãoPedro và
cộng sự nghiên cứu trên 60trưởớnghợp vô
sinh nam có tinh dịch đổ bất thưỡng ở
Brazin, tẩn suất đột biến ghi nhận được là
6,7% [13]. Theo Martinez nghiên cứu với
mẫu 128 trường hợp vô sinh nam ở Tây
Ban Nha, tỷ lệ đột biến tại AZFIà 7% [10].
Tần suất tương ứng tại Thái Lan là 3,8%
[19, tại Trung Quốc là 12,9% |71.

về vị trí xuất hiện đột biến, chúng
tôi phát hiện được 2 trường hợp mất
đoạn gen thì đểu ở vị trí AZFC (100%).
chưa phát hiện được trường hợp mất đoạn
nào tại AZF1 và AZFb. Theo thống kê
của y văn thế giới, tỷ lệ đột biến mất
đoạn tại vùng AZFa < 5% và AZFb
khoảng 30% thấp hơn nhiều so với tại
vùng AZFc > 65% [81. Vì vậy, khi nghiên
cứu trong một mẫu không lởn, ngãu
nhiên không có trường hợp nào mất doạn
tại,AZa và AZF5.gyen nhan ILNh

y. ketquinàycũng iog tu vi củachong
1o.Tuyni o0 on k 1o0ncósulienuua
ts ấtdonhvênSTY GTMIT
haykhông hnphi
cu khácvới

thêm phieu iphien

dchd6, ki qu
ochst ong cac
qua sinhduc

nthhokn
00 Nhlochung.

Chúngtối the ro

th11.1 oo
Brazin

nhon vo inh.hunso licuhenhanng
Tây Ban
Nha

Biểu đổ 1. Phánbố đột biến mất doạn tại 3 vùng AZFu, AZFb, AZFe |H). 12]. 191.|101, |13|

42. BEtthườngcmAZFa%AZFb% AZFe% m%AZFkết hợp kếiugn m
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hioh lvề tươngquan với chất tinh dịch đổ,
cả 2 trường hợp đột biến mất doạn gen này
đều thuộc nhóm vô tinh, chiến tỷ lệ 11,1%
trong nhóm vò tỉnh. Tỷ lệ này nhìn chung
là phù hợp với các nghiên cứu của nhiều
tác giả khác. Theo M. Vereb (1997), tỷ lệ
đột biến mất đoạn ở bệnh nhân vô tỉnh là
11,6% |17). Theo Martinez (2000), tỷ lệ
này là )4% |101.

Theo một tổng kết của Foresta
(2001), tần suất đột biến mất đoạn gen Y
là 4% ở những bệnh nhân thiểu tinh, 14%
ở thiểu tỉnh nặng, 1 1% ở vÔ tinh nói chung
và 18% ở vô sinh không rõ nguyên nhânhA
[6]. Trong nghiên cứu chúng tôi, trong
nhỏm thiểu tinh nhẹ cũng như trong nhóm
thiểu tinh nặng, không có trường hợp nào
mất đoạn gen, tỷ lệ này dù thấp hơn nhưng
cũng không có sự khác biệt có ý nghĩa
thống kê so với tỷ lệ mất đoạn gen ở nhóm
vô tỉnh (I1,1%). Có lẽ do cô mẫu chúng
tôi nhỏ nên chưa thể kết luận được sự khác
biệt so vổi các tác giả này.

Mất đoạn vùng AZFa hoặc AZFb có
thể có kiểu hình ổn định suốt đời nếu không
xuất hiện các đột biến khác kèm theo làm
ảnh hưởng quá trình sinh tinh. Riêng trường
hợp mất đoạn vùng AZFc thì có hiện tượng
suy giảmsố lượng tinh trùng tiến triển |14|.
Nguyên nhân là do các gen có nhiều phiên
bản (nhưgen DAZ, gen RBMY) bị đột biến
mất đi theo thời gian. Kết quả là bệnh nhân
có thể dang bình tinh trở thành thiểu tinh
hoặc đang thiểu tinh trở thành vô tinh. Sóm
chẩn đoán được đột biến thì các kỹ thuật
trữ tỉnh hoặc hỗ trợ sinh sản như ISCI có
thể áp dụng ngay trước khi tình trạng bệnh
nhân xấu đi.

Hai trường hợp có đột biến mất đoạn
gen theo nghiên cứu của chúng tôi đều là
mất đoạn vùng AZFc; và cả hai trường
hợp đểu có kết quả tinh dịch đổ là vộ tỉnh
chứng tỏ đã đưoc chẩn đoán ở giai doạn
muộn nên khả năng áp dụng thành công
các biện pháp hỗ trự sinh sản là rấ thấp.

4.2. Bất thường cơ quan sinh dục
nam, tinh dịch đổ và mất đoạn gen

Trong mẩu nghiền cứu, các bất

Y HỌC THỰC HÀNH – Số 606-607

thường về cơ quan sinh dục nam xyất hiện
với 4 trường hợp chiếm 12,12%. Trong đó.
I trường hợp tinh hoàn ẩn. I trường hợp
giân tinh mạch thứng tinh và 2 trường hớp
tinh hoàn teo nhỏ.

Theo Tổ chức Y tế Thế Giới, GTMTT
là một bệnh lý rất thưing gãp với tẩn suất
mắc phải là 15%ở quẩn thể nam giói.
Trong đó, GTMTT Xäy ra ở |1.7% đan ông
có tinh dịch đỗ bình thưong và ở 25% đàn
Öng có tinh dịch đổ bất thương. Hón 80%
trưởng hợp GTMTT không bị hiếm muộn,.

nguyên phát bị GTMTT, (ý lệ này mác phải
nhưng cớó khoảng 35% dàn ông vộ sinh

ở vô sinh thứ phát là 75 - 81%. Điểu này
chứng tỏ GTMTT làm giảm dẩn dẩn chức
năng sinh tinh của tinh hoàn |31.
102 Trường hợp GTMTT trong mẫu chúng
tôi cho kết quả tinh dịch là vô tinh và đặc biệt
là có mất đoạn gen tại vị trí AZFc trên NST Y
kèm theo.Theo một nghiêncứucủaRao(2004)
tại Hyderabad, An Độ trên251 irtng hợpnam
vô sinh thì phát hiện 22,7% bị GTMTT (n=57),
trong đó có 8,7% vô tinh và 26,31% thiểu tinh
nặng, 43,85% thiểu quái nhưc tinh. Sau đó,
cũng tiếp tục chọn ra 2 nhóm từ mẫu rên bao
gồm 14 trường hợp có GTMTT và 24 trường
hợp vô sinh không rõ nguyên nhân, tiến hành
phân tích NST Y thì phát hiện tỷ lệ mất đoạn
nhỏ lần lượt ở 2 nhóm là 5,26% và 3,6%o. Kết
luận rút ra là nhóm vô sinh với GTMTT Có tỷ
lệ mất đoạn nhỏ trên NST Y cao hơn so với
nhóm vô sinh không rõ nguyên nhân|||. Như
vấy, kết quả này cũng tư ng ự với của chúng
tôi. Tuy nhiên muốn kết luận có sự liên quan
giữa mất doạn nhỏ trên NST Y và GTMTT
hay không thì cần phải có thêm nhiều nghiên
cứu khác với cỡ mẫu lớn.

Liên quan với tinh dịch đồ, kế qui
vô tinh chiếm tỷ lệ cao nhất trong các
trường hợp bất thường cơ quan sinh dục,
trong đó. tinh hoàn ẩn (100%), tinh hoàn
teo (50%). GTMTT (100%). Nhìn chung,
các bất thường tinh hoàn chiếm ứu thế ro
trong nhóm vô tinh, nhưng số liệu ghi nhận
ở đáy vẫn chưa đủ dể kết luận mổi tưởng
quan. Hình ảnh vẻ các bất thường rên một
phẳn góp vào bức tranh toàn cảnh về tình
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hình bệnh lý tại tỉnh hoàn với đột biến mất
đoạn gen Y tại AZF nói riêng và với vộ
sinh nam nóichung Ar

S. KẾT LUẬN
Tỷ lệ mất đoạn gen trên nhiễm sắcthể

Yò bệnh nhân có tỉnh dịch đổ bầithuờng
Có 2 trường hợp mang đột biến mất

đoạn geh nhỏ trền nhiễm sắc thể Y trong
tổng số 33 bệnh nhân nam có tinh dịch dổ
bất thường, chiếm tỷ lệ 6,06%. Cả 2 trưing
hợpnày đềumấtđoạn tại ị trí AZFe

1WIEH ABNORMAL SP

(100%), chưa phát hiện trường hợp nào
mất doạn tại AZFa hoặc AZFb.

Một sốyếu tố liên quan vá mất đon gen
Không có trưng hợp nào có anh (em)

trai bị vô sinh. Cả 2 trướng hợp đột biến
mất đoạn gen tại vị trí AZFe đéu có tính
dịch dổ thuộc nhóm vô tinh. Chỉ có I trướng
hợp đột biến mất đoạn gen có bất thường
sinh dục với biểu hiện giân tinh mach thứng
tinh. Trường hợp mất đogn gen còn lạí
không có hiểu hiện bất thưiớng lién quan
trên lâm sàng.
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MICRODELETIONS OF THE Y CHROMOSOME OF THE MALE
WITH ABNORMAL SPERMATOZOA

Background: The Y chromosomal az0ospermia factor (AZF) is essential for human
spermatogenisis. Microdeletions of the chromosome within AZF region occur in between
1% - 55,5% of infertile men, and most deletions are found in the AZFc region. Objectives:
The goal of our study is to evaluate the frequency and some relative of the mutation. Mate-
rials and methods: In this study, 33 men with abnormal spermatoz0a were analysed for
deletions of AZF region in the long arm of Y chromosome by genomic polymerase chain
reaction (PCR), Results and conclusion: Genetic analysis identified 2/33 (6,06%)
microdeletions of the Y chromosome and they all occurred at AZFc loci 2/2 (100%). Nei-
ther AZFA nor AZFb deletions were detected. Both cases were azoospermic and one of
them was detected with varicocele on the left.
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