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TÓM TẮT 

Đặt vấn đề: Đột biến JAK2 V617F là tiêu chuẩn quan trọng trong chẩn đoán và tiên lượng các bệnh 

tăng sinh dòng tủy, việc phát hiện đột biến ở tần suất alen thấp vẫn còn gặp nhiều khó khăn, đòi hỏi 

các kỹ thuật có độ nhạy và độ đặc hiệu cao. Mục tiêu nghiên cứu: Tối ưu hóa quy trình allele-specific 

real-time PCR (AS qPCR) nhằm định lượng chính xác đột biến JAK2 V617F. Đối tượng và phương 

pháp nghiên cứu: Phản ứng AS-qPCR sử dụng mồi và mẫu dò Taqman để phân biệt ba kiểu gen: 

hoang dại, đột biến, và hỗn hợp. Các điều kiện phản ứng: nhiệt độ lai, nồng độ mồi và nồng độ mẫu 

dò được tối ưu lần lượt. Kết quả: Điều kiện tối ưu với nhiệt độ lai 65°C, nồng độ mồi 400 nM và mẫu 

dò 150 nM, độ nhạy bị ảnh hưởng bởi sự hiện diện của allele hoang dại, cho thấy hiện tượng cạnh 

tranh khuếch đại. Kết luận: Quy trình AS qPCR sau tối ưu là kỹ thuật tin cậy và có thể ứng dụng 

trong định lượng đột biến JAK2 V617F. Cần tiếp tục đánh giá trên mẫu lâm sàng. 
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QUANTIFICATION OF JAK2V617F MUTATION 
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ABSTRACT 

Background: JAK2V617F mutation is a critical criterion for the diagnosis and prognosis of 

myeloproliferative neoplasms. Detecting this mutation at low variant allele frequencies remains 

challenging, necessitating techniques with high sensitivity and specificity. Objectives: To optimize an 

allele-specific real-time PCR (AS-qPCR) assay for the accurate quantification of the JAK2V617F 

mutation. Materials and Methods: The AS-qPCR assay utilized specific primers and TaqMan probes to 

differentiate between three genotypes: wild-type, mutant, and heterozygous/mixed. Reaction conditions, 

including annealing temperature, primer concentration, and probe concentration, were systematically 

optimized. Results: The optimal reaction conditions were established at an annealing temperature of 

65°C, with primer and probe concentrations of 400 nM and 150 nM, respectively. The analytical 

sensitivity was influenced by the presence of the wild-type allele, indicating a competitive amplification 

phenomenon between the two templates. Conclusion: The optimized AS-qPCR protocol is a reliable 

technique suitable for the quantification of the JAK2V617F mutation. Further validation using clinical 

samples is required to confirm its diagnostic utility. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Bệnh tăng sinh tủy (Myeloproliferative neoplasms - MPN) là nhóm rối loạn ác tính mạn tính phát 

sinh từ tế bào gốc tạo máu, đặc trưng bởi sự tăng sinh không kiểm soát của một hoặc nhiều dòng tế 

bào máu trong tủy xương. Các thể bệnh của MPN bao gồm đa hồng cầu (Polycythemia Vera - PV), 

tăng tiểu cầu nguyên phát (Essential Thrombocythemia - ET), và xơ tủy nguyên phát (Primary 

Myelofibrosis - PMF). Dù khác nhau về biểu hiện lâm sàng, cả ba thể đều có liên quan mật thiết đến 

các đột biến gen mắc phải, trong đó phổ biến nhất là đột biến JAK2 V617F. 

Đột biến JAK2 V617F xảy ra tại vị trí 1849G>T trên exon 14 của gene JAK2, dẫn đến thay thế valine 

bằng phenylalanine tại vị trí amino acid 617. Biến đổi này gây hoạt hóa liên tục con đường truyền tín 

hiệu JAK/STAT, từ đó thúc đẩy sự tăng sinh của các tế bào máu và mất kiểm soát quá trình biệt hóa 

[1]. Đột biến này được phát hiện với tần suất rất cao ở bệnh nhân PV khoảng 94.7 - 98%, khoảng 

50% - 74% trong ET và PMF khoảng 50%. Sự hiện diện của JAK2V617F không chỉ đóng vai trò thiết 

yếu trong chẩn đoán mà còn có giá trị tiên lượng và định hướng điều trị. Hiện nay, xét nghiệm phát 

hiện JAK2 V617F đã trở thành một tiêu chuẩn cận lâm sàng quan trọng trong quy trình chẩn đoán 

MPN theo hướng dẫn của WHO 2022 và Phân loại đồng thuận Quốc tế 2022 (International Consensus 

Classification - ICC 2022) [2]. Tuy nhiên, xét nghiệm này chủ yếu được thực hiện dưới dạng định 

tính. Trong khi đó, ngày càng có nhiều bằng chứng cho thấy việc định lượng tải lượng đột biến JAK2 

V617F có thể cung cấp thông tin sâu hơn về đặc điểm sinh học của bệnh, mức độ hoạt hóa bệnh lý 

và tiên lượng. Nhiều nghiên cứu ghi nhận tải lượng đột biến cao có liên quan đến nguy cơ huyết khối, 

mức độ xơ hóa tủy và khả năng tiến triển thành bạch cầu cấp. Ngược lại, sự suy giảm tải lượng đột 

biến có thể phản ánh đáp ứng với điều trị, đặc biệt ở bệnh nhân được điều trị bằng interferon-α hoặc 

thuốc ức chế JAK [3].  

Kỹ thuật Real-time PCR đặc hiệu alen (Allele-Specific Real-time PCR - AS-qPCR) hiện là phương 

pháp phổ biến cho phép định lượng tải lượng đột biến JAK2 V617F trong mẫu bệnh phẩm, với độ 

nhạy cao, chi phí hợp lý và phù hợp triển khai trong điều kiện xét nghiệm tiêu chuẩn tại các cơ sở y 

tế tuyến trên. So với các kỹ thuật đắt đỏ như giải trình tự thế hệ mới (NGS) hoặc phương pháp PCR 

kỹ thuật số, mặc dù hai phương pháp này cho độ nhạy và độ chính xác cao hơn nhưng AS-qPCR có 

ưu thế về chi phí, thời gian thực hiện và tính ứng dụng cao hơn trong thực hành lâm sàng thường quy. 

Tại Việt Nam, việc định lượng JAK2 V617F chưa được triển khai rộng rãi, chủ yếu do thiếu chuẩn 

hóa quy trình và hạn chế về mặt kỹ thuật. Trong bối cảnh đó, việc xây dựng một quy trình AS-qPCR 

định lượng JAK2 V617F tối ưu, có độ nhạy và độ chính xác cao, là yêu cầu cấp thiết nhằm ứng dụng 

hiệu quả trong công tác chẩn đoán và theo dõi điều trị cho bệnh nhân MPN. 

Từ những lý do trên, chúng tôi thực hiện nghiên cứu “Tối ưu quy trình Allele-Specific Real-time PCR 

định lượng đột biến JAK2 V617F” nhằm tối ưu các điều kiện phản ứng làm tiền đề cho việc đánh giá 

và ứng dụng trong thực hành lâm sàng.  

 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Plasmid pUC-GW-Kan chứa đoạn gen vùng exon 14 của gen JAK2, bao gồm hai loại trình tự đại diện 

cho alen hoang dại (wild-type) và alen mang đột biến JAK2 V617F (mutant-type) có độ tinh sạch cao 

(≥ 95 %) với độ dài 160bp (6.55 x 1011 bản sao) được cloning và tổng hợp bởi công ty Azenta (Azenta 

Life Sciences, Hoa Kỳ) với clone ID lần lượt là HB18853-1/Q1236400 và HB18853-2/Q1236403. 

Số lượng bản sao của plasmid trong mẫu chuẩn được xác định theo hướng dẫn tại website 

scienceprimer.com 

Một cặp mồi đặc hiệu được thiết kế để khuếch đại đoạn gen chứa đột biến JAK2 V617F, kèm theo 

hai mẫu dò TaqMan mang chất phát huỳnh quang khác nhau: FAM cho allele hoang dại và VIC cho 

allele đột biến 1849G>T. Thiết kế dựa trên cơ sở dữ liệu trình tự chuẩn và khuyến nghị tối ưu phản 

ứng qPCR của Thermo Fisher Scientific, nhằm đảm bảo độ đặc hiệu và hiệu suất khuếch đại. Trình 
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tự mồi và mẫu dò được trình bày tại Bảng 1. 

Bảng 1. Trình tự mồi và mẫu dò sử dụng trong nghiên cứu 

Ký hiệu Trình tự 

Mồi xuôi 5’ - AGCTTTCTCACAAGCATTTGGTT - 3’ 

Mồi ngược 5’ - CAAAAACAGATGCTCTGAGAAAGG - 3’ 

Mẫu dò hoang dại 5’-FAM-TAAATTATGGAGTATGTGTCTGT-MGB-3’ 

Mẫu dò đột biến 5’-VIC-AATTATGGAGTATGTTTCTGTGGA-MGB-3’ 

 

Enzym TaqPath™ qPCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, Hoa Kỳ) và các nguyên vật liệu, 

hoá chất, thiết bị phù hợp.  

 

2.2. Thiết kế nghiên cứu 

Đây là nghiên cứu thực nghiệm cơ bản nhằm phát triển kỹ thuật mới. 

 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

Tối ưu phản ứng allele-specific real-time PCR: Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng bộ sinh 

phẩm TaqPath™ qPCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, Hoa Kỳ), trong đó các thành phần cơ 

bản của phản ứng real-time PCR như enzyme Taq polymerase, Mg²⁺, đệm và dNTP đã được nhà sản 

xuất tối ưu sẵn theo hướng dẫn sử dụng. Trên cơ sở đó, quá trình tối ưu hóa tập trung vào các thông 

số không được cố định trong bộ kit thương mại, gồm: nhiệt độ lai, nồng độ mồi và nồng độ mẫu dò. 

Việc tối ưu được tiến hành tuần tự theo từng yếu tố, với nguyên tắc thay đổi một thông số trong khi 

giữ nguyên các yếu tố khác, nhằm đạt được độ đặc hiệu cao cùng hiệu suất khuếch đại tối ưu. Các 

điều kiện phản ứng và chu trình nhiệt được điều chỉnh phù hợp để xác định tổ hợp thông số tối ưu 

nhất cho phản ứng real-time PCR định lượng đột biến JAK2 V617F. Toàn bộ kết quả tối ưu về thành 

phần và chương trình nhiệt được trình bày tại Bảng 2 và Bảng 3. 

 

Bảng 2. Thành phần phản ứng real-time PCR và các thông số được chọn để tối ưu 

Thành phần phản ứng 

STT Thành phần Nồng độ Đơn vị 

1 Mồi xuôi 200/300/400 nM 

2 Mồi ngược  200/300/400 nM 

3 Mẫu dò hoang dại 50/100/150 nM 

4 Mẫu dò đột biến 50/100/150 nM 

5 Ezym TaqPath 5 μL 

6 Nuclease free water Vừa đủ cho 15μL 

 DNA amplicon 5 μL 

 

Bảng 3. Chu trình luân nhiệt real time PCR được khảo sát 

Chu trình luân nhiệt 

STT Nhiệt độ Thời gian Số chu kỳ 

1 95°C 15:00 1 

2 95°C 00:10 
40 

3 63°C/65°C/66°C 00:10 

 

Đánh giá tần suất allele đột biến tối thiểu có thể phát hiện được của quy trình: Sử dụng các tổ hợp 

amplicon hoang dại và đột biến nồng độ khác nhau. Amplicon đột biến được pha loãng bậc 10 thành 

các nồng độ nhỏ hơn bao gồm 10-1, 10-2, 10-3, 10-4. Tương tự, amplicon hoang dại cũng được pha 

loãng bậc 10 thành các nồng độ 10-10, 10-9, 10-8, 10-7, 10-6, 10-5. Tiến hành kết hợp từng nồng độ của 

amplicon đột biến và hoang dại theo tỷ lệ 1:1. Các mẫu hỗn hợp sau đó được đưa vào phản ứng real-
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time PCR sử dụng điều kiện tối ưu đã được thiết lập trong các thí nghiệm trước đó. Mỗi phản ứng 

được lặp lại hai lần để kiểm soát sai số ngẫu nhiên và đánh giá độ lặp lại của quy trình. Tần suất alen 

đột biến tối thiểu có thể phát hiện được xác định là mức tần suất thấp nhất tại đó đầu dò đặc hiệu cho 

alen đột biến cho tín hiệu phát hiện được ở tất cả các mức nồng độ DNA đầu vào. Đây là ngưỡng 

nhạy phân biệt có ý nghĩa để ứng dụng trong phát hiện các dạng đột biến ở trạng thái dị hợp hoặc tỉ 

lệ thấp trong mẫu lâm sàng. 

Xử lý số liệu: Số liệu thu thập từ các kết quả nghiên cứu được phân tích thống kê mô tả trên phần 

mềm Excel 2013, với các giá trị được biểu thị dưới dạng trung bình ± SD. Phân tích độ nhạy, độ đặc 

hiệu và độ ổn định của quy trình được thực hiện bằng các phần mềm tích hợp sẵn của hệ thống 

QUANTGENE 9600 Real-Time PCR Detection System sử dụng trong nghiên cứu.  

 

3. Kết quả nghiên cứu 

3.1. Kết quả tối ưu phản ứng allele specific realtime PCR 

3.1.1. Kết quả xác định nhiệt độ lai tối ưu 

Sau khi đánh giá kết quả khảo sát nhiệt độ lai của phản ứng AS-qPCR cho thấy khoảng nhiệt độ từ 

63°C đến 66°C đều tạo ra tín hiệu khuếch đại phù hợp với kiểu gen. Trong khoảng này, các đường 

cong khuếch đại thể hiện hình dạng đặc trưng, giá trị Ct ổn định và sự phân tách tín hiệu giữa kiểu 

gen hoang dại và đột biến được duy trì rõ rệt ở hình 1. Đặc biệt, ở nhiệt độ lai 65°C, tín hiệu khuếch 

đại đạt giá trị Ct thấp nhất đối với cả allele đột biến và allele hoang dại, đồng thời đảm bảo độ đặc 

hiệu và độ lặp lại cao giữa các lần thử nghiệm. Trên cơ sở này, 65°C được lựa chọn làm nhiệt độ lai 

tối ưu cho các phản ứng real-time PCR trong nghiên cứu, nhằm tối đa hóa hiệu suất khuếch đại và 

khả năng phân biệt chính xác các kiểu gen. 

 

 
Hình 1. Hình ảnh tín hiệu hoang dại và đột biến thu được ở Ta 65C 

TT: Kiểu gene đồng hợp đột biến, GT: Kiểu gene dị hợp, GG kiểu gene đồng hợp hoang dại 

 

Bảng 4. Kết quả Ct tối ưu nhiệt độ 

Kiểu gen 
63C 65C 66C 

FAM VIC FAM VIC FAM VIC 

TT - 16.2 - 15.6 - 18 

GT 22.7 21.7 21.1 19.9 28.6 26.3 

GG 25.3 - 24.5 - 26.8 - 

TT: Kiểu gene đồng hợp đột biến, GT: Kiểu gene dị hợp, GG kiểu gene đồng hợp hoang dại 

 

3.1.2. Kết quả xác định nồng độ mồi tối ưu 

Kết quả khảo sát nồng độ mồi cho thấy, ở cả 3 nồng độ 200 nM, 300 nM và 400 nM đều ghi nhận tín 

hiệu huỳnh quang vượt ngưỡng nền và xác định kiểu gene chính xác cho tất cả các mẫu. Trong đó, 

nồng độ 400 nM cho giá trị Ct trung bình thấp nhất ở cả hai kênh VIC và FAM, đồng thời duy trì độ 

ổn định Ct cao hơn so với các nồng độ còn lại trong cả 3 lần thử nghiệm. Do đó, nồng độ 400 nM 
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được lựa chọn là điều kiện tối ưu cho phản ứng. 

 

 
Hình 2. Hình ảnh tín hiệu hoang dại và đột biến thu được ở nồng độ mồi 400nM 

TT: Kiểu gene đồng hợp đột biến, GT: Kiểu gene dị hợp, GG kiểu gene đồng hợp hoang dại 

 

Bảng 5. Kết quả Ct tối ưu nồng độ mồi 

Kiểu gen 
200 nM 300 nM 400 nM 

FAM VIC FAM VIC FAM VIC 

TT - 18.0 - 17.7 - 18.1 

GT 32.5  1.5 25.2  0.2 32.4  1 25.6  0.1 30.5  0.6  25.1  0.1 

GG 26.4  0.3 - 26.7  0.1  - 26.1  0.1 - 

 

3.1.3. Kết quả xác định nồng độ probe tối ưu 

Kết quả khảo sát nồng độ mẫu dò cho thấy, ở cả hai mức 150 nM và 200 nM, phản ứng real-time 

PCR đều tạo ra tín hiệu huỳnh quang vượt rõ rệt đường nền và phân biệt chính xác kiểu gen của tất 

cả các mẫu phân tích. Đường cong khuếch đại thu được ở cả hai nồng độ đều có hình dạng đặc trưng, 

với giá trị Ct trung bình ổn định giữa các lần lặp lại. So sánh chi tiết cho thấy sự khác biệt về giá trị 

Ct giữa hai mức nồng độ này không đáng kể, trong khi mức 150 nM vẫn đảm bảo duy trì hiệu suất 

khuếch đại tương đương với 200 nM. Do vậy, nồng độ 150 nM được lựa chọn làm điều kiện tối ưu, 

vừa đáp ứng yêu cầu về độ ổn định và đặc hiệu của phản ứng, vừa giúp giảm chi phí tiêu hao sinh 

phẩm trong quá trình thực hiện xét nghiệm. 

 
Hình 3. Hình ảnh tín hiệu hoang dại và đột biến thu được ở nồng độ mẫu dò 150nM 

TT: Kiểu gene đồng hợp đột biến, GT: Kiểu gene dị hợp, GG kiểu gene đồng hợp hoang dại 

 

Bảng 6. Kết quả Ct tối ưu nồng độ mẫu dò 

Kiểu gen 
100 nM 150 nM 200 nM 

FAM VIC FAM VIC FAM VIC 

TT -  17.7 - 17.62 - 16.8 

GT 29.4 0.3 26.5  0.2 27.10.3 25.5 0.3 26.5 0.5 25.6 0.1 

GG 26.2 0.4  - 25.20.1  - 29.1 6.2  - 
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3.2. Kết quả đánh giá tần suất allele tối thiểu có thể phát hiện của phản ứng 

Kết quả Bảng 7 cho thấy tín hiệu FAM (hoang dại) và VIC (đột biến) được ghi nhận rõ ràng và biến 

thiên Ct phù hợp theo mức độ pha loãng, chứng tỏ phản ứng allele-specific real-time PCR có độ nhạy 

và độ lặp lại tốt. Ở các nồng độ cao, cả hai tín hiệu đều được phát hiện ổn định với Ct thấp; trong khi 

ở các mức pha loãng cao, tín hiệu giảm dần hoặc mất, phản ánh giới hạn phát hiện của phương pháp. 

Đáng chú ý, xuất hiện hiện tượng cạnh tranh giữa hai loại amplicon: khi nồng độ hoang dại cao, tín 

hiệu đột biến (VIC) có xu hướng tăng Ct hoặc bị ức chế; ngược lại, tín hiệu hoang dại (FAM) ít bị 

ảnh hưởng hơn khi đột biến chiếm ưu thế. Điều này cho thấy sự hiện diện của allele hoang dại có thể 

làm giảm độ nhạy phát hiện đột biến, đặc biệt trong các mẫu có tỷ lệ đột biến thấp. 

 

Bảng 7. Kết quả đánh giá tần suất allele đột biến V617F tối thiểu có thể phát hiện của phản ứng 

Tín hiệu Mẫu MT 10-1 MT 10-2 MT 10-3 MT 10-4 

FAM 

WT 10-5 13.7  0.2 14.1  0.2 14.5  0.3 13.6  0.2 

WT 10-6 15.7  0.3 17.4  0.1 16.9  0.1 16.0  0.2 

WT 10-7 20.37  0.2 21.2  0.2 20.8  0.2 20.4  0.3 

WT 10-8 - 24.2  0.2 24.1  0.1 24.7  0.5 

WT 10-9 - 28.7  0.4 27.6  0.5 27.5  0.3 

WT 10-10 - - - - 

VIC 

WT 10-5 - - - - 

WT 10-6 - - - - 

WT 10-7 22.2  0.3 - - - 

WT 10-8 21.2  0.1 - - - 

WT 10-9 21.1  0.2 27.1  0.2 - - 

WT 10-10 20.3  0.1 25.4  0.3 27.8  0.2 30.3 0.3 

 

4. BÀN LUẬN 

Trong nghiên cứu này, kỹ thuật allele-specific real-time PCR sử dụng mẫu dò TaqMan cho thấy khả 

năng phát hiện hiệu quả đột biến JAK2 V617F, với độ đặc hiệu cao và thời gian thực hiện ngắn, phù 

hợp với yêu cầu ứng dụng trong thực hành lâm sàng. 

Hiện nay, nhiều phương pháp đã được sử dụng để phát hiện đột biến JAK2V617F, bao gồm các kỹ 

thuật định tính như AS-PCR, ASO-PCR, PCR-ARMS và PCR-RFLP, với độ nhạy dao động từ 0,01% 

đến 5% và cần thực hiện thêm các bước sau PCR như điện di để phân tích kết quả [4]. Nghiên cứu 

của Nguyễn Thy Ngọc và cộng sự cho thấy PCR-RFLP có hiệu năng tốt hơn PCR-ARMS và tương 

đương với giải trình tự Sanger. Tuy nhiên, theo J. Poodt và cộng sự (2006), real-time PCR có độ nhạy 

vượt trội hơn PCR-RFLP, với khả năng phát hiện đột biến ở mức 0.8% [5]. Real-time PCR được xem 

là kỹ thuật đáng tin cậy trong phát hiện đột biến nhờ độ nhạy cao và không yêu cầu các bước xử lý 

sau PCR, từ đó giảm nguy cơ nhiễm chéo. Đặc biệt, các hệ thống real-time PCR sử dụng mẫu dò 

TaqMan đã được phát triển với độ nhạy phân tích đạt khoảng 0.01 - 0.05% [6, 7] và đã được Cục 

Quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) chấp thuận như một phương pháp chẩn đoán trong 

phòng xét nghiệm [8]. Tuy nhiên, tại Việt Nam, kỹ thuật này vẫn chưa được ứng dụng rộng rãi trong 

khảo sát và định lượng đột biến JAK2 V617F. 

Do đó, nghiên cứu này được thực hiện nhằm xây dựng và tối ưu hóa quy trình allele-specific real-

time PCR trên mẫu amplicon trước khi triển khai trên mẫu lâm sàng. Trong quá trình tối ưu hóa, 

chúng tôi nhận thấy phản ứng PCR chịu ảnh hưởng của nhiều yếu tố như nhiệt độ lai, nồng độ mồi 

và nồng độ mẫu dò. Về nhiệt độ lai, kết quả thực nghiệm cho thấy 65°C là điều kiện tối ưu cho phản 

ứng trong nghiên cứu này. Kết quả này có sự khác biệt so với một số nghiên cứu trước, có thể do sự 

khác nhau về hệ thống thiết bị, hóa chất và thiết kế mồi. Theo Phạm Hùng Vân, phản ứng real-time 

PCR sử dụng mẫu dò TaqMan thường gồm hai giai đoạn chính: Biến tính ở 94 - 95°C và kéo dài ở 

60°C [9]. Trong khi đó, E. C. Wolstencroft và cộng sự sử dụng chương trình gồm 50 chu kỳ với nhiệt 
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độ gắn mồi 60°C [10], còn Shixiang Zhao và cộng sự áp dụng nhiệt độ lai 55°C [11]. Nồng độ mồi 

là yếu tố quan trọng quyết định tính đặc hiệu của phản ứng PCR. Nồng độ quá cao có thể gây khuếch 

đại không đặc hiệu và hình thành primer-dimer, trong khi nồng độ quá thấp làm giảm hiệu suất phản 

ứng. Theo các nghiên cứu trước, nồng độ mồi thường được khuyến cáo trong khoảng 100 - 500 nM 

hoặc 100 - 1,000 nM. Trong nghiên cứu này, nồng độ tối ưu được xác định là 400 nM cho mỗi mồi, 

phù hợp với các nghiên cứu của Wolstencroft (360 nM), Shixiang Zhao (150 nM) và Denys (300 

nM). Đối với mẫu dò, nồng độ tối ưu được lựa chọn là 150 nM, nằm trong khoảng khuyến cáo 80 - 

200 nM. Các nghiên cứu trước cũng ghi nhận nồng độ mẫu dò dao động từ 80 nM đến 150 nM. Về 

độ nhạy, kết quả cho thấy khả năng phát hiện đột biến phụ thuộc vào tỷ lệ giữa allele đột biến và 

allele hoang dại. Khi không có DNA hoang dại, phản ứng có thể phát hiện đột biến ở nồng độ thấp. 

Tuy nhiên, khi nồng độ DNA hoang dại tăng, độ nhạy giảm đáng kể, cho thấy sự cạnh tranh trong 

phản ứng khuếch đại. So với các nghiên cứu trước, độ nhạy của phương pháp trong nghiên cứu này 

chưa đạt mức tối ưu; Wolstencroft ghi nhận khả năng phát hiện ở mức 2.5%, trong khi Lippert báo 

cáo độ nhạy lên đến 0.2% với hệ thống TaqMan [12]. Từ góc độ ứng dụng, quy trình được tối ưu 

trong nghiên cứu này có ưu điểm về thời gian thực hiện ngắn (khoảng 2 giờ), quy trình đơn giản và 

khả năng triển khai trong điều kiện phòng xét nghiệm thường quy. Điều này có ý nghĩa quan trọng 

trong chẩn đoán và theo dõi các bệnh tăng sinh tủy liên quan đến đột biến JAK2 V617F. 

Tuy nhiên, nghiên cứu vẫn còn một số hạn chế. Thứ nhất, phương pháp chưa được so sánh trực tiếp 

với các kỹ thuật có độ nhạy cao hơn như digital PCR. Thứ hai, nghiên cứu mới thực hiện trên mẫu 

amplicon, do đó cần đánh giá thêm trên mẫu lâm sàng. Cuối cùng, việc định lượng allele burden chưa 

được thực hiện. 

 

5. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thiết lập và tối ưu hóa thành công kỹ thuật allele-specific real-

time PCR sử dụng mẫu dò TaqMan nhằm phát hiện đột biến JAK2 V617F trên mẫu amplicon nhân 

tạo. Quy trình cho thấy độ đặc hiệu cao, thời gian thực hiện ngắn (dưới 2 giờ) và có khả năng phát 

hiện đột biến ở tần suất alen thấp, cho thấy tiềm năng ứng dụng trong sàng lọc các trường hợp mang 

đột biến ở mức thấp. Các điều kiện phản ứng tối ưu bao gồm nhiệt độ lai 65°C, nồng độ mồi 400 nM 

và nồng độ mẫu dò 150 nM. 

Tuy nhiên, độ nhạy của phương pháp bị ảnh hưởng bởi tỷ lệ giữa allele đột biến và allele hoang dại, 

cho thấy sự cạnh tranh khuếch đại trong phản ứng. Ngoài ra, nghiên cứu mới được thực hiện trên mẫu 

amplicon nhân tạo và chưa đánh giá trên mẫu lâm sàng, cũng như chưa phân tích mối liên quan giữa 

tỷ lệ alen đột biến với đặc điểm bệnh học hoặc đáp ứng điều trị. 

Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần được triển khai trên mẫu bệnh phẩm lâm sàng, đồng thời so sánh 

với các kỹ thuật có độ nhạy cao hơn như digital PCR. Bên cạnh đó, việc tối ưu thêm các chiến lược 

nâng cao độ nhạy, bao gồm ứng dụng các chất ức chế allele hoang dại (PNA hoặc LNA), cũng như 

xây dựng quy trình định lượng allele burden là cần thiết nhằm nâng cao giá trị ứng dụng của phương 

pháp trong chẩn đoán và theo dõi bệnh 
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