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bào gan 
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Tóm tắt 

Mục tiêu: Ung thư biẵu mô tẳ bào gan (UTBMTBG) là loại ung thư có tỎ lặ tỊ vong cao. Long non-
coding RNA (lncRNA) là RNA không mã hóa protein, đưễc xem như dấu ấn sinh hẺc tiẴm năng cho chẨn 

đoán sềm ung thư. Nghiên cỈu thỌc hiặn nhẬm tạo vector tái tẾ hễp mang gen mã hóa mỀt sẼ lncRNA, 

nhân dòng trong E. coli và thiẳt lẪp bỀ mẩu chuẨn phỆc vỆ đẹnh lưễng tuyặt đẼi. Đối tượng và phương 

pháp nghiên cứu: lncRNA lỌa chẺn gẽm LINC02560, LINC02487, HCG22, HNF4A-AS1, C5orf66-AS1. Các kỏ 

thuẪt chính gẽm PCR, tái tẾ hễp, nhân dòng và đẹnh lưễng tuyặt đẼi bẬng Real-time PCR. Kết quả: năm 

vector tái tẾ hễp mang gen lncRNA đưễc nhân dòng thành công trong E. coli và các bỀ mẩu chuẨn đẹnh 
lưễng tuyặt đẼi đã đưễc thiẳt lẪp. Các mẩu đạt hiặu suất khuẳch đại cao (95,45-109,14%), đắc hiặu và lắp 

lại tẼt (CV% < 10%), tuyẳn tính cao (R2 > 0,99). Kết luận: Kẳt quả này tạo cơ sể quan trẺng cho nghiên cỈu 

đẹnh lưễng lncRNA trong UTBMTBG, góp phần chẨn đoán sềm và tiên lưễng điẴu trẹ ung thư gan. 
Từ khóa: Long non-coding RNA (lncRNA); nhân dòng; bỀ mẩu chuẨn 

Summary 

 
Objective: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the cancers with the highest mortality rate. 

Long non-coding RNAs (lncRNAs), a class of non-protein-coding RNAs, have been recognized as 

potential biomarkers for early cancer diagnosis. This study aims to develop a lncRNA panel samples 
for absolute quantification of lncRNAs. Subjects and Methods: Five lncRNAs (LINC02560, LINC02487, 

HCG22, HNF4A-AS1, and C5orf66-AS1) were selected. Recombinant cloning was performed using PCR 

amplification, DNA recombination, and propagation in E. coli. Standard DNA templates were 
developed, and absolute quantification was conducted using real-time PCR. Results: Recombinant 

vectors harboring sequences of the five target lncRNAs were successfully cloned into E. coli. 

Standardized reference materials for absolute quantification were established, demonstrating high 
amplification efficiency (95.45 - 109.14%), strong specificity, good reproducibility (CV% < 10%), and 

high linearity (R2 > 0.99). Conclusion: The results provide standard panel samples that enable the 
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accurate identification of lncRNA biomarkers in HCC research, supporting early diagnosis and 

prognostic evaluation in liver cancer. 

Keywords: Long non-coding RNAs (lncRNAs), cloning, standard templates. 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Ung thư là căn bặnh có xu hưềng gia tăng 
nhanh chóng cả vẴ tỎ lặ mẫc mềi lẩn tỎ lặ tỊ vong 
hàng năm trên toàn cầu 1. Tại Viặt Nam, ung thư gan 
đỈng thỈ hai vẴ sẼ ca mẫc mềi và đỈng đầu vẴ sẼ ca 
tỊ vong do ung thư 2. Trong đó, ung thư biẵu mô tẳ 
bào gan (UTBMTBG) chiẳm đẳn 90% các trưỂng hễp 
ung thư gan 3. MỀt trong nhịng yẳu tẼ nguy cơ 
chính dẩn đẳn UTBMTBG là tình trạng xơ gan, 
thưỂng do nhiẶm virus viêm gan B hoắc viêm gan C, 
chiẳm đẳn 80-90% tẾng sẼ trưỂng hễp 4. Gần đây, 
các RNA dài không mã hóa (long non-coding RNA - 
lncRNA) là nhịng phân tỊ RNA có chiẴu dài trên 200 
nucleotide không dẹch mã thành protein, đã đưễc 
xác đẹnh có vai trò điẴu hòa quan trẺng trong hoạt 
đỀng cệa hặ gen 5. NhiẴu công trình nghiên cỈu cho 
thấy lncRNA có sỌ biẵu hiặn bất thưỂng trong 
UTBMTBG, gễi mể tiẴm năng cệa chúng như các dấu 
ấn sinh hẺc mềi trong chẨn đoán, theo dõi tiẳn triẵn 
bặnh 5,6. Đa sẼ các công trình này chệ yẳu sỊ dỆng 
phương pháp đẹnh lưễng tương đẼi, do quy trình 
thỌc hiặn đơn giản, chi phí thấp và đáp Ỉng đưễc 
yêu cầu khảo sát ban đầu. Tuy nhiên, phương pháp 
này phỆ thuỀc nhiẴu vào gene nỀi chuẨn, vẼn có thẵ 
dao đỀng giịa các loại mô hoắc trong các điẴu kiặn 
sinh lý, bặnh lý khác nhau, tỉ đó ảnh hưểng đẳn đỀ 
tin cẪy khi so sánh giịa các nhóm mẩu hoắc giịa các 
nghiên cỈu đỀc lẪp 7. Đẵ tiẳn đẳn Ỉng dỆng thỌc 
tiẶn, đắc biặt trong bẼi cảnh lncRNA đưễc xem là 
dấu ấn sinh hẺc tiẴm năng thì viặc đẹnh lưễng chính 
xác sẼ lưễng bản sao tuyặt đẼi là yêu cầu cần thiẳt. 
ĐiẴu này không chẸ đánh giá chính xác biẵu hiặn cệa 
mỀt sẼ lncRNA cỆ thẵ mà còn xây dỌng mỀt nẴn 
tảng kỏ thuẪt đẹnh lưễng có tính Ỉng dỆng cao, có 
thẵ sỊ dỆng lâu dài và linh hoạt trong các nghiên 
cỈu khác. Viặc chuẨn hóa quy trình và tạo sẮn các 
mẩu chuẨn đẹnh lưễng tuyặt đẼi sẲ góp phần giảm 
sỌ phỆ thuỀc vào các gen nỀi chuẨn biẳn thiên, 
đẽng thỂi nâng cao đỀ chính xác trong đánh giá 
biẵu hiặn cệa lncRNA ể các mẩu bặnh. Chính vì vẪy, 

nghiên cỈu này đưễc tiẳn hành nhẬm: tạo vector tái 

tổ hợp mang gen mã hóa một số đoạn RNA dài không 

mã hóa và nhân dòng các vector này trong tế bào E. 

coli và thiết lập bộ mẫu chuẩn dùng để định lượng 

tuyệt đối một số RNA dài không mã hóa phục vụ 

nghiên cứu ung thư biểu mô tế bào gan. 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP  

2.1. Nhân dòng các đoạn gene mã hóa lncRNA 

DNA đưễc tách chiẳt tỉ máu ngưỂi khẻe mạnh 
đưễc sỊ dỆng làm khuôn đẵ khuẳch đại các đoạn 
gen mã hóa lncRNA (LINC02560, LINC02487, HCG22, 

HNF4A-AS1, C5orf66-AS1) bẬng phản Ỉng PCR vềi 
Master Mix 2X DreamTaq Green (Thermo Fisher 
Scientific, Mỏ) và các cắp mẽi đắc hiặu đưễc thiẳt kẳ 
dỌa trên vùng exon. Sản phẨm PCR đưễc tinh sạch 
bẬng bỀ GeneJET PCR Purification Kit (Thermo 
Scientific, Mỏ), sau đó gẫn vào vector pJET1.2/Blunt 
nhỂ enzyme T4 DNA Ligase thuỀc bỀ CloneJET PCR 
Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, Mỏ) đẵ tạo 
vector tái tẾ hễp. 

Vector tái tẾ hễp đưễc biẳn nạp vào tẳ bào khả 
biẳn E. coli DH5α bẬng phương pháp sẼc nhiặt, nuôi 
cấy trên môi trưỂng thạch LBA và tăng sinh trong 
môi trưỂng LBA lẻng ể 37oC, 150 rpm qua đêm. Sinh 
khẼi tẳ bào đưễc thu hẽi và tách chiẳt plasmid tái tẾ 
hễp bẬng GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Scientific, Mỏ). 

Các plasmid tái tẾ hễp đưễc kiẵm tra bẬng PCR 
khuẨn lạc, cẫt enzyme giềi hạn BglII và giải trình tỌ 
Sanger sỊ dỆng cắp mẽi pJET1.2F/R nhẬm xác nhẪn 
trình tỌ chèn. Nẽng đỀ plasmid đưễc xác đẹnh bẬng 
máy SpectraMax QuickDrop (Molecular Devices, Mỏ), 
sau đó quy đẾi sang sẼ bản sao (copies/µL) theo 
công thỈc: 

  
Trong đó, N là nẽng đỀ DNA (ng/µL), L là chiẴu 

dài plasmid (bp). 
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2.2. Xây dựng bộ mẫu chuẩn 

Các dung dẹch plasmid đưễc pha loãng hặ sẼ 
thẪp phân (log10) tỉ 108 đẳn 101 copies/µL đẵ xây 
dỌng đưỂng chuẨn cho phản Ỉng đẹnh lưễng real-
time PCR sỊ dỆng SYBR Green 2X Master Mix. Mếi 
nẽng đỀ đưễc đẹnh lưễng ba lần đẵ đánh giá đỀ lắp 
lại. Phản Ỉng đạt yêu cầu khi có CV < 15%, SD < 0,5 
Ct, hiặu suất 90-110%, đỀ dẼc -3,6 ≤ Slope ≤ -3,3, hặ 
sẼ tương quan R² ≥ 0,98 và đẽ thẹ melting cho thấy 
mỀt đẸnh duy nhất, không xuất hiặn dimer 8,9. ĐưỂng 
chuẨn đưễc thiẳt lẪp dỌa trên giá trẹ Ct trung bình 
theo phương trình tuyẳn tính:  

Ct = Slope  log10 (Sq) + intercept 

Công thỈc rút gẺn:  

Y = Slope.x + intercept  

Trong đó: Slope là đỀ dẼc, Intercept là hặ sẼ cẫt 
trỆc Ct.  

Phân tích thẼng kê: Dị liặu đưễc thu thẪp, quản 
lý và phân tích xỊ lý bẬng phần mẴm Excel 2020. 

ĐưỂng hẽi quy tuyẳn tính đưễc biẵu diẶn thông qua 
giá trẹ Ct trung bình cệa nẽng đỀ lncRNA đưễc pha 
loãng hặ sẼ thẪp phân. 

Nghiên cỈu đưễc thỌc hiặn trong thỂi gian 
nghiên cỈu: 6/2024 – 6/2025, tại Phòng Xét nghiặm 
An toàn Sinh hẺc, Viặn nghiên cỈu Y Dưễc hẺc Quân 
sỌ, HẺc viặn Quân y. 

III. KẾT QUẢ  

3.1. Kết quả tạo vector tái tổ hợp mang gen mã 

hóa các đoạn RNA dài không mã hóa và nhân dòng 

các vector này trong tế bào E. coli 

Năm cắp mẽi đắc hiặu cho các lncRNA mỆc tiêu 
đưễc thiẳt kẳ dỌa trên trình tỌ exon cệa các gen gẼc, 
phỆc vỆ cho quá trình nhân dòng (Bảng 1). DNA toàn 
phần tách tỉ máu ngưỂi khẻe mạnh đạt đỀ tinh sạch 
tiêu chuẨn ( A260/A280 nẬm trong khoảng 1,8–2,0) và 
đưễc sỊ dỆng làm khuôn trong phản Ỉng PCR.  

Bảng 1. Kết quả thiết kế mồi được sử dụng trong nghiên cứu 

LncRNA 
Loại 
mồi 

Tên 
mồi 

Trình tự (chiều 5’-3’) 
Chiều 

dài 
(bp) 

Chiều 
dài sản 
phẩm 
(bp) 

LINC02560 

Nhân 

dòng 
L60x.F TTTGAGCTCCTTTTGTGGCTTCTGCACTCTA 31 

234 
L60x.R TTTGCATGCAGAGAAAGAGGAGATTGGCTGA 31 

Phát 

hiặn 
L60.F TCTTGCAGTAAAATGAGGCTGA 22 

116 
L60.R CTCTTTGTTTGAAAGCAGTGGA 22 

LINC02487 

Nhân 
dòng 

L87x.F CCAGCCTCTGAAAAACAACTCT 22 
557 

L87x.R CTAGCATTGGATGGACACAGAA 22 
Phát 

hiặn 
L87.F CTTGACAACTGAGAGTCCACCA 22 

90 
L87.R CAGTGCTGGTTTTCCTAAGTCC 22 

HCG22 10 

Nhân 

dòng 
H22x.F TTTGAGCTCCCTGGGGAGAGGTGTCATTT 29 

148 
H22x.R TTTGCATGCTGGTCTCTGGGTGCTTAGTG 29 

Phát 
hiặn  

H22.F CCTGGGGAGAGGTGTCATTT 20 
148 

H22.R TGGTCTCTGGGTGCTTAGTG 20 

HNF4A-AS1 

Nhân 

dòng 
H4.F GAAATGATGGGCTTAAAACAGC 22 

120 
H4.R GGCAAATACAAGGACCAAAGAC 22 

Phát 

hiặn 
H4.F GAAATGATGGGCTTAAAACAGC 22 

120 
H4.R GGCAAATACAAGGACCAAAGAC 22 

C5orf66-AS1 
Nhân 
dòng 

C5x.F GCGGGAATGTCTTTATTGGAC 21 
450 

C5x.R GAAGGGCACAACCTGAGAAG 20 
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LncRNA 
Loại 
mồi 

Tên 
mồi 

Trình tự (chiều 5’-3’) 
Chiều 

dài 
(bp) 

Chiều 
dài sản 
phẩm 
(bp) 

Phát 

hiặn 
C5.F AAGGGAATTGGGGTTTCTCTC 21 

232 
C5.R GCGTCAAGAGGGTATTTTTCCT 22 

 

Kẳt quả điặn di cho thấy tất cả các cắp mẽi đẴu 
khuẳch đại thành công sản phẨm đúng kích thưềc 
thiẳt kẳ, không xuất hiặn băng phỆ hay nhiẶu nẴn, 
khậng đẹnh tính đắc hiặu cao và điẴu kiặn khuẳch 
đại Ến đẹnh (Hình 1). Các sản phẨm gẽm: LINC02560 
(234 bp), HCG22 (148 bp), LINC02487 (557 bp), 
HNF4A-AS1 (120 bp) và C5orf66-AS1 (450 bp). Sau 

khuẳch đại, sản phẨm đưễc tinh sạch hiặu quả đẵ 
loại bẻ tạp chất và mẽi thỉa, thu đưễc DNA có nẽng 
đỀ tỉ 13-35 ng/µL. Hiặu quả tinh sạch đưễc xác 
nhẪn lại bẬng điặn di nhẬm so sánh sản phẨm PCR 
trưềc và sau tinh sạch, đảm bảo chất lưễng cho các 
bưềc nghiên cỈu tiẳp theo. 

A  B  

C  D  

Hình 1. Kẳt quả điặn di agarose sản phẨm PCR sau tinh sạch cệa các lncRNA nghiên cỈu. 

(A) L60x 1,2: sản phẨm PCR cệa LINC02560; L60x puri 1–4: sản phẨm PCR sau tinh sạch cệa LINC02560, cho 

băng DNA kích thưềc 234 bp. 

(B) H22x: sản phẨm PCR cệa HCG22; H22x puri 1–4: sản phẨm PCR sau tinh sạch cệa HCG22, cho băng DNA 

kích thưềc 148 bp. 

(C) H4: sản phẨm PCR cệa HNF4A-AS1; H4 puri 1,2: sản phẨm PCR sau tinh sạch cệa HNF4A-AS1, cho băng 
DNA kích thưềc 120 bp. L87x: sản phẨm PCR cệa LINC02487; L87x puri 1,2: sản phẨm PCR sau tinh sạch cệa 

LINC02487, cho băng DNA kích thưềc 557 bp. 

(D) C5x 1,2: sản phẨm PCR cệa C5orf66-AS1; C5x puri: sản phẨm PCR sau tinh sạch cệa C5orf66-AS1, cho 

băng DNA kích thưềc 450 bp. 
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Đoạn gen mỆc tiêu đưễc gẫn vào vector pJET1.2/Blunt bẬng enzyme T4 ligase, sau đó đưễc biẳn nạp 
vào tẳ bào E. coli DH5α và nuôi cấy trên môi trưỂng LB có bẾ sung ampicillin. SỌ xuất hiặn cệa các khuẨn lạc 
trẫng riêng lằ trên bẴ mắt đĩa thạch cho thấy quá trình biẳn nạp đã thành công (Hình 2). 

   
PC  pJET.LINC02560 pJET.LINC02487 

   
pJET.HCG22 pJET.HNF4A-AS1 pJET.C5orf66-AS1 

Hình 2. Các khuẨn lạc trẫng xuất hiặn trên môi trưỂng thạch rẫn 

A  B  C  

D  E  

Hình 3. Kẳt quả điặn di agarose các 
sản phẨm PCR khuẨn lạc cệa các 

plasmid tái tẾ hễp mang lncRNA 

nghiên cỈu. 

(A) LINC02560 (354 bp); (B) 
LINC02487 (677 bp); (C) HCG22 (268 

bp); (D) HNF4A-AS1 (240 bp); (E) 

C5orf66-AS1 (570 bp). 

KL: khuẨn lạc; PC: chỈng dương do 
bỀ kit CloneJET PCR Cloning Kit 

(Thermo Scientific) cung cấp. 
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NhẬm kiẵm tra bưềc đầu, nghiên cỈu thỌc hiặn 
PCR trỌc tiẳp tỉ khuẨn lạc trẫng bẬng cắp mẽi đắc 
hiặu pJET1.2F/pJET1.2R. Kẳt quả điặn di (Hình 3) cho 
thấy kích thưềc băng khuẳch đại tương Ỉng vềi lý 
thuyẳt, xác nhẪn sỌ hiặn diặn cệa các plasmid tái tẾ 
hễp: pJET.LINC02560, pJET.LINC02487, pJET.HCG22, 
pJET.HNF4A-AS1 và pJET.C5orf66-AS1. 

Tỉ các khuẨn lạc lỌa chẺn, nghiên cỈu tiẳn hành 
nhân dòng, tách chiẳt và tinh sạch plasmid. Phân 
tích cho thấy DNA thu đưễc có nẽng đỀ cao và đỀ 
tinh sạch đạt chuẨn (A260/A280: 1,8-2,0; A260/A230: 
2,0-2,2), đảm bảo chất lưễng cho các bưềc phân tích 
tiẳp theo. Sản phẨm cẫt plasmid bẬng enzyme BglII 
(Hình 4) cho hai băng rõ ràng: mỀt băng khoảng 
3000 bp tương Ỉng vềi vector pJET1.2 và mỀt băng 
kích thưềc nhẻ hơn tương Ỉng vềi đoạn lncRNA 
chèn, khềp vềi kích thưềc lý thuyẳt. 

Đẵ xác nhẪn chính xác, các plasmid tái tẾ hễp 
tiẳp tỆc đưễc giải trình tỌ Sanger hai chiẴu bẬng cắp 
mẽi nhân dòng. Phân tích kẳt quả bẬng công cỆ tin 
sinh UseGalaxy và BLAST (NCBI) cho thấy trình tỌ 
chèn phù hễp vềi đoạn gen mỆc tiêu mã hóa 
lncRNA, không phát hiặn đỀt biẳn lền, có đỀ tương 
đẽng 92-100% so vềi trình tỌ tham chiẳu. Nhịng sai 
khác nhẻ xuất hiặn ể đuôi đẺc, không làm thay đẾi 
thông tin di truyẴn. 

Tỉ các kẳt quả trên, có thẵ khậng đẹnh các 
plasmid tái tẾ hễp pJET.LINC02560, pJET.LINC02487, 
pJET.HCG22, pJET.HNF4A-AS1 và pJET.C5orf66-AS1 
đã đưễc chèn đúng đoạn gen mỆc tiêu, nhân dòng 
thành công và đệ điẴu kiặn sỊ dỆng cho các Ỉng 
dỆng tiẳp theo như đẹnh lưễng tuyặt đẼi bẬng real-
time PCR.  

A B C 

D E 

Hình 4. Kẳt quả điặn di agarose 
plasmid tái tẾ hễp cệa các lncRNA 

nghiên cỈu sau khi cẫt bẬng 

enzyme giềi hạn BglII. 

(A) LINC02560; (B) LINC02487; (C) 

HCG22;  

(D) HNF4A-AS1; (E) C5orf66-AS1. 

(KL: plasmid tái tẾ hễp tham gia 

phản Ỉng cẫt; pJ: plasmid tái tẾ hễp) 

 

3.2. Thiết lập bộ mẫu chuẩn dùng để định 

lượng tuyệt đối các RNA dài không mã hóa 

Nghiên cỈu đã thiẳt lẪp và đánh giá bỀ mẩu 
chuẨn dỌa trên phản Ỉng real-time PCR. Tất cả 
plasmid tái tẾ hễp đẴu đưễc pha loãng tỉ nẽng đỀ 
ban đầu 1010 copies/µL, xây dỌng dải đưỂng chuẨn 

tỉ 108 đẳn 101 copies/µL. Kẳt quả cho thấy các phản 
Ỉng PCR nhìn chung có đỀ lắp lại tẼt, vềi hặ sẼ biẳn 
thiên CV% chệ yẳu dưềi 10% và đỀ lặch chuẨn SD 
thưỂng ≤ 1,5 Ct, phản ánh sỌ Ến đẹnh và đỀ tin cẪy 
cao. MỀt sẼ trưỂng hễp tại nẽng đỀ cao hoắc trung 
gian có CV hoắc SD vưễt nhẰ ngưỄng khuyẳn nghẹ, 
nhưng vẩn nẬm trong giềi hạn chấp nhẪn. 
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Bảng 2. Độ lệch chuẩn SD và hệ số biến thiên CV% của các lncRNA ở dải nồng độ 108 - 101 copies/µL 

Nồng độ 

(copies/µL) 

LINC02560 LINC02487 HCG22 HNF4A-AS1 C5orf66-AS1 

SD CV SD CV SD CV SD CV SD CV 

108 1,17 11,69 0,50 5,10 0,05 0,45 1,01 9,53 0,33 3,74 

107 0,94 7,42 0,90 7,19 0,19 1,34 1,28 9,43 0,31 2,81 

106 0,72 4,54 0,70 4,48 0,84 4,69 1,59 9,39 0,43 2,97 

105 1,11 5,81 0,81 4,24 1,26 5,91 1,50 7,41 0,43 2,44 

104 1,26 5,50 1,59 6,86 0,40 1,64 1,15 4,80 0,81 3,88 

103 0,95 3,57 0,73 2,80 0,31 1,12 0,87 3,21 0,78 3,13 

102 0,73 2,42 0,75 2,55 1,02 3,32 1,89 6,16 0,56 2,00 

101 1,01 3 0,69 2,17 1,20 3,73 1,08 3,14 0,40 1,26 

 

 

Hình 5. Biẵu hiặn cệa các lncRNA trên dải nẽng đỀ 108-101 copies/µL 

A: Tín hiặu huỳnh quang khuẳch đại, B: ĐưỂng cong nóng chảy melting curve 
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Phân tích đưỂng cong nóng chảy melting curve cệa tỉng lncRNA đẴu cho kẳt quả đắc hiặu, chẸ xuất 
hiặn mỀt đẸnh duy nhất, không phát hiặn đẸnh phỆ hoắc tín hiặu primer-dimer. ĐiẴu này chỈng minh phản 
Ỉng real-time PCR có tính đắc hiặu cao, sản phẨm khuẳch đại duy nhất và phản Ỉng đưễc tái lẪp Ến đẹnh 
giịa các lần lắp lại. 

Bảng 3. Thông số đánh giá khác của đường chuẩn các lncRNA ở dải nồng độ 108 -101 copies/µL 

LncRNA Hặ sẼ tương quan R2 ĐỀ dẼc Slope 

LINC02560 0,9979 -3,436 

LINC02487 0,9973 -3,2579 

HCG22 0,9935 -3,1207 

HNF4A-AS1 0,9993 -3,4065 

C5orf66-AS1 0,9972 -3,3242 

 

 

Hình 6. ĐưỂng chuẨn các lncRNA xây dỌng tỉ dải nẽng đỀ 108-101 copies/µL 
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IV. BÀN LUẬN 

Nghiên cỈu này tẪp trung vào viặc xây dỌng hặ 
thẼng chuẨn đẹnh lưễng tuyặt đẼi cho các lncRNA 
tiẴm năng trong sinh ung thư gẽm LINC02560, 
LINC02487, HCG22, HNF4A-AS1 và C5orf66-AS1. Các 
đoạn exon đắc hiặu đưễc chẺn làm mỆc tiêu khuẳch 
đại, đảm bảo tính đắc hiặu và hiặu quả nhân dòng 
cao, tương tỌ như các nghiên cỈu trưềc 11,12.  

Nghiên cỈu đã sỊ dỆng vector pJET1.2 đẵ chèn 
và nhân dòng trong E. coli, kẳt quả cho thấy sỌ xuất 
hiặn khuẨn lạc trẫng và xác nhẪn thành công bẬng 
PCR khuẨn lạc, enzyme giềi hạn và giải trình tỌ 
Sanger. Mắc dù mỀt sẼ đoạn ngẫn như HCG22, 
HNF4A-AS1 chẸ đạt mỈc tương đẽng 92-97%, song 
các plasmid đẴu vưễt ngưỄng QC chuẨn ≥ 90%, phù 
hễp đẵ sỊ dỆng làm mẩu chuẨn 13.  

Tỉ đó, các đưỂng chuẨn real-time PCR đưễc 
thiẳt lẪp cho năm lncRNA, vềi hiặu suất khuẳch đại 
95,45-109,14% và R2 > 0,99, đảm bảo đỀ chính xác và 
lắp lại cao 14. Kẳt quả này nhất quán vềi các nghiên 
cỈu gần đây, đẽng thỂi cho thấy plasmid tái tẾ hễp 
là lỌa chẺn phù hễp cho đẹnh lưễng tuyặt đẼi 
lncRNA, đắc biặt ể dải nẽng đỀ thấp 15. Viặc phát 
triẵn hặ thẼng chuẨn này không chẸ giúp chuẨn hóa 
quy trình phân tích lncRNA mà còn mể ra tiẴm năng 
Ỉng dỆng lâm sàng trong chẨn đoán và tiên lưễng 
ung thư, đắc biặt là UTBMTBG. 

V. KẾT LUẬN 

Nghiên cỈu đã tạo thành công các plasmid tái 
tẾ hễp chỈa năm lncRNA (LINC02560, LINC02487, 

HCG22, HNF4A-AS1, C5orf66-AS1) và nhân dòng Ến 
đẹnh trong E. coli DH5α, thu đưễc DNA plasmid có 
nẽng đỀ cao và đỀ tinh sạch đạt chuẨn. Đẽng thỂi, 
đã xây dỌng bỀ mẩu chuẨn cho phản Ỉng real-time 
PCR vềi đỀ chính xác, hiặu suất và đỀ lắp lại cao, 
khậng đẹnh tính tin cẪy và khả năng sẮn sàng Ỉng 
dỆng trong đẹnh lưễng tuyặt đẼi phỆc vỆ nghiên 
cỈu ung thư nói chung và UTBMTBG nói riêng ể giai 
đoạn tiẳp theo. 
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