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TÓM TẮT 

Đặt vấn đề: Bước đầu thử nghiệm phân biệt độ đục của thuốc thử trong xét nghiệm OF test 

bằng phương pháp quang phổ hấp phụ phân tử. Nghiên cứu hướng tới việc định lượng hóa xét 

nghiệm định tính từ đó có thể đưa ra các chỉ số đánh giá độ chính xác của xét nghiệm như độ nhạy 

độ đặc hiệu của phương pháp đo. Mục tiêu nghiên cứu: Đánh giá giá trị xét nghiệm sàng lọc người 

mang gen bệnh tan máu bẩm sinh sử dụng quang phổ hấp thụ phân tử. Đối tượng, phương pháp 

nghiên cứu: 80 mẫu máu tĩnh mạch người bình thường và người mang gen bệnh thalassemia, thực 

hiện tại labo Bộ môn Sinh hóa - và labo bộ môn Vật lý – Lý sinh trường Đại Học Y Dược. Kết quả: 

Tuổi trung bình đối tượng nghiên cứu là 30±4,5. Độ hấp thụ quang trung bình tại đỉnh có bước sóng 

416 nm của mẫu âm tính là 3,45 ± 0,31, của mẫu dương tính là 2,1±0,78, sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê. OF test cho độ nhạy và độ đặc hiệu lần lượt là 85,2% và 80,0%. Diện tích dưới đường 

cong ROC (AUC) của Abs416=0,9; AUC của OF test là 0,725 (p<0,05). Kết luận: Đỉnh hấp phụ ở 

bước sóng 416 nm cho giá trị tiên lượng tốt nhất với diện tích dưới đường cong ROC = 0,90 trong 

khi của OF test chỉ đạt 0,725 khi so sánh với đường chuẩn. Sự khác biệt là có ý nghĩa thống kê. 

Từ khóa: OF test, độ hấp thụ quang, thalassemia, phổ hấp thụ phân tử. 

ABSTRACT 

SCREENING FOR THALASSEMIA CARRIERS USING MOLECULAR 

ABSORPTION SPECTROSCOPY 

   Mai Anh Tuan, Ha Tuan Duy, Nguyen Minh Quan,  

Bui Thi Thu Huong*, Dang Van Thanh, Nguyen Tien Dung 

University of Medicine and Pharmacy - Thai Nguyen University 

Background: The first step is to test the turbidity of the reagents in the OF test by molecular 

adsorption spectroscopy. The research aims to quantify the qualitative test from which it is possible 

to provide the indicators to evaluate the accuracy of the test such as the sensitivity and specificity 

of the measurement method. Objective: To evaluate the value of screening test for carriers of 

congenital hemolytic disease using molecular absorption spectroscopy. Materials and methods: 80 

samples of venous blood from normal people and people carrying thalassemia gene, performed at 

the Department of Biochemistry - and the laboratory of Physics - Biophysics of the University of 

Medicine and Pharmacy. Results: The mean age of study subjects was 30±4.5. The average optical 

absorbance at the 416 nm peak of the negative sample is 3.45 ± 0.31, of the positive sample is 2.1 ± 

0.78, the difference is statistically significant. OF test showed sensitivity and specificity of 85.2% 

and 80.0%, respectively. Area under the ROC curve (AUC) of Abs416=0.9; The AUC of the OF test 

was 0.725 (p<0.05). Conclusion: The absorption peak at 416 nm gives the best prognostic value 

with the area under the curve ROC = 0.90 while that of the OF test is only 0.725 when compared 

with the standard curve. The difference is statistically significant. 

Keywords: OF test, optical absorbance, thalassemia, molecular absorption spectrum. 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Thalassemia là nhóm bệnh lý di truyền dòng hồng cầu do đột biến nhiễm sắc thể 

thường trên các gen tổng hợp phân tử hemoglobin gây ra và đây là bệnh có tỷ lệ mắc cao 

trên thế giới cũng như tại Việt Nam [1], [2]. Cơ chế gây bệnh là do các đột biến gen dẫn đến 

sự thiếu hoặc không tổng hợp các chuỗi globin tương ứng làm thiếu hụt phân tử hemoglobin 

trong hồng cầu. Mặt khác sự dư thừa các chuỗi globin tương ứng sẽ ảnh hưởng đến tính bền 

vững của màng hồng cầu dẫn đến hiện tượng tan máu. 

Xét nghiệm OF (Osmotic fragility) là một phương pháp sàng lọc nhanh bệnh tan 

máu bẩm sinh được Bộ Y tế khuyến cáo sử dụng tại cộng đồng với giá thành rẻ và kỹ thuật 

xét nghiệm đơn giản [3]. Đây là xét nghiệm dựa trên việc đo sức bền thẩm thấu màng hồng 

cầu bằng nước muối 1 nồng độ để nhận diện hồng cầu của người bệnh. Trong khi hồng cầu 

của người bình thường tan hoàn toàn ở một nồng độ muối phù hợp (0,34%-0,36%) thì hồng 

cầu của người bệnh thalassemia sẽ không tan hoàn toàn ở cùng nồng độ. Tuy nhiên, việc 

nhận định vẩn đục dựa vào mắt thường không tránh khỏi các sai số do điều kiện ánh sáng, 

kinh nghiệm và chủ quan của người đọc kết quả. Do đó, nghiên cứu này tiến hành thử 

nghiệm phân biệt độ đục tạo ra bởi hồng cầu trong xét nghiệm OF test bằng phương pháp 

đo phổ hấp thụ phân tử. Dựa vào cấu tạo phân tử hemoglobin của hồng cầu có chứa các liên 

kết hoá trị có tính hấp thụ ánh sáng cực đại ở các mức bước sóng nhất định khi đo bằng 

quan phổ UV-VIS [4]. Lượng ánh sáng hấp thụ cho thấy sự hiện diện của hồng cầu về số 

lượng và được máy quang phổ ghi lại dưới dạng số liên tục thay vì định tính bằng mắt 

thường như xét nghiệm OF. Nghiên cứu hướng tới việc định lượng hóa xét nghiệm định 

tính từ đó có thể đưa ra các chỉ số đánh giá độ chính xác cũng như độ nhạy, độ đặc hiệu của 

phương pháp đo phổ hấp thụ phân tử trong việc sàng lọc người mang gen thalassemia. 

Nghiên cứu nhằm mục tiêu: Đánh giá giá trị xét nghiệm sàng lọc người mang gen bệnh tan 

máu bẩm sinh sử dụng quang phổ hấp thụ phân tử. 

2. ĐỐI TƯỢNG, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu:  

80 mẫu máu tĩnh mạch người bình thường và người mang gen bệnh thalassemia. 

2.2. Phương pháp thực hiện nghiên cứu 

Phương pháp nghiên cứu mô tả cắt ngang. 

Phương pháp chọn mẫu chủ đích với cỡ mẫu là 80 mẫu máu tĩnh mạch trong đó bao 

gồm 40 mẫu máu của người bình thường (âm tính với thalassemia) và 40 mẫu máu của 

người bệnh thalassemia. 

Việc xác định mẫu âm tính và dương tính được thực hiện bằng xét nghiệm điện di 

huyết sắc tố theo quy trình chuẩn [5]. 

Tiêu chuẩn chẩn đoán thalassemia: Dựa trên xét nghiệm điện di huyết sắc tố. Các 

mẫu âm tính với thalassemia nếu tỷ lệ HbA2<3,5% và không có sự hiện diện của các huyết 

sắc tố bất thường. Các mẫu dương tính được xác định nếu tỷ lệ HbA2>3,5% và/hoặc xuất 

hiện các huyết sắc tố bất thường (HbH, HbE, HbD, HbS, HbCS, Hb Bart’s …) [6],[7].  

Toàn bộ mẫu nghiên cứu được thực hiện xét nghiệm OF (NaCl 0,36%) và sau đó xét 

nghiệm đo quang phổ hấp phụ phân tử. Đánh giá giá trị chẩn đoán của phương pháp đo 

quang phổ hấp phụ bằng tính toán độ nhạy, đặc hiệu, diện tích dưới đường ROC của phương 

pháp và so sánh với độ nhạy, đặc hiệu của xét nghiệm OF đơn thuần. 
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Xét nghiệm đo phổ hấp thụ: 30 ul máu toàn phần được pha loãng trong 3ml nước 

muối nồng độ 0,36% (OF test) chứa sẵn trong ống nghiệm. Sau đó, phổ của các mẫu được 

khảo sát được ghi lại bằng máy quang phổ model JASCOW UV/VIS /NIR V-570 tại Labo 

Vật lý Lý sinh, trường Đại học Y dược Thái Nguyên (TUMP). Dải phổ nằm trong khoảng 

từ 200 đến 700 nm (dải hấp thụ của Hb) với mẫu nước muối 0,36% làm đối chứng. Các giá 

trị độ hấp thụ được xác định bằng phương pháp đường cơ sở. Trong phương pháp này, người 

ta thả một đường thẳng đứng từ cực đại hấp thụ xuống đường tiếp tuyến tùy ý vẽ giữa hai 

cánh của dải. Chiều cao của vạch này thể hiện giá trị độ hấp thụ thực tế của dải hấp thụ. 

- Chỉ số nghiên cứu: 

+ Chỉ số xét nghiệm điện di huyết sắc tố xác định thalassemia:  

Âm tính: HbA2<=3,5%, không có HST bất thường 

Dương tính: HbA2>3,5% và hoặc có HST bất thường 

+ Chỉ số đo hấp thụ phân tử (Abs) ở các đỉnh tương ứng với các bước sóng 266, 344, 

416, 542, 577 là các bước sóng đặc trưng cho hemoglobin [4]. 

+ Chỉ số xét nghiệm OF: 

Âm tính: Quan sát bằng mắt thường thấy dung dịch thuốc thử trong suốt, có thể đọc 

được chữ sau ống nghiệm 

Dương tính: Quan sát bằng mắt thường dung dịch thuốc thử OF vẩn đục, không thể 

đọc được chữ sau ống nghiệm. Các trường hợp đọc được chữ sau ống nghiệm nhưng chữ bị 

mờ vẫn được đánh giá như mẫu dương tính. 

Giá trị của xét nghiệm sàng lọc: Độ nhạy (%), độ đặc hiệu (%), Diện tích dưới đường 

cong ROC (AUC). 

- Phương pháp phân tích số liệu: 

Số liệu được phân tích bằng phần mềm SPSS phiên bản 25. 

Tỷ lệ % được sử dụng mô tả biến số định tính. Giá trị trung bình, độ lệch chuẩn dùng 

cho biến số định lượng. T – test độc lập được dùng để so sánh trung bình độ hấp thụ phân 

tử của các mẫu xét nghiệm bình thường với mẫu xét nghiệm của người mang gen bệnh 

thalassemia.  

- Thời gian và địa điểm nghiên cứu: Nghiên cứu được thực hiện tại labo Bộ môn 

Sinh hóa - và labo bộ môn Vật lý – Lý sinh Trường Đại Học Y Dược Thái Nguyên. 

- Đạo đức trong nghiên cứu: Nghiên cứu được sự chấp thuận của Hội đồng Y đức 

của trường Đại học Y Dược Thái Nguyên. Số liệu nghiên cứu được mã hoá và chỉ dùng cho 

mục đích nghiên cứu.  

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

Bảng 1. Đặc điểm chung của đối tượng nghiên cứu  

Biến số n % 

Tuổi trung bình, SD 35±4,5  

Giới 
Nam 42 52,5 

Nữ 38 47,5 

Dân tộc 
Kinh 29 36,2 

Thiểu số 51 63,8 

Nhận xét: Tuổi trung bình đối tượng nghiên cứu là 30±4,5. 
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Bảng 2. Đặc điểm đo quang phổ hấp phụ phân tử của mẫu nghiên cứu 

Bước sóng 

Âm tính 

(n=40) 

Dương tính 

(n=40) 
p t test 

Trung bình Độ lệch chuẩn Trung bình Độ lệch chuẩn  

Abs 266nm 0,96 0,25 0.88 0.12 >0,05 

Abs 314nm 1,30 0,23 0,93 0,25 >0,05 

Abs 416nm 3,45 0,31 2,1 0,78 <0,05 

Abs 542nm 0,53 0,28 0,368 0,017 >0,05 

Abs 577nm 0,547 0,28 0,349 0,018 >0,05 

Nhận xét: Độ hấp thụ quang trung bình tại đỉnh có bước sóng 416 nm của mẫu âm 

tính là 3,45 ± 0,31, của mẫu dương tính là 2,1±0,78, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê.  

 

Hình 1. Kết quả đo quang phổ hấp phụ 

Hình 1 là quang phổ UV/VIS của hemoglobin đo trên 5 mẫu bình thường và 5 mẫu 

thalassemia. Sự hiện diện rõ ràng của 3 đỉnh hấp thụ cực đại ở bước sóng 416nm, 542 

nm và 577 nm. Dải Soret (mầu xanh tím) xuất hiện ở bước sóng 416 nm là do sự chuyển 

đổi từ Π → Π * của vòng porphyrin. Hai dải ở khoảng 577 và 542 nm cho thấy sự hiện 

diện của oxy-hemoglobin (HbO2) [4],[5],[8],[9]. Các bước sóng khác ở 266nm và 314 

nm (đặc chưng cho vòng thơm) khó quan sát trên biểu đồ khi chạy với nhiều mẫu. Trên 

hình 1, các mẫu dương tính thalasemia có bước sóng 416mm đều trên 3.0Abs trong khi 

các mẫu âm tính đều có bước sóng 416mm từ 1,5 ~ 2,5 Abs. 

Bảng 3. Độ nhạy, đặc hiệu của xét nghiệm OF đơn thuần 

Điện di HST 

OF test 
Độ nhậy (%) Độ đặc hiệu (%) AUC 

OF test 85,2 80,0 0,826 

Quang phổ hấp thụ ở 416nm 94,3 98,7 0,900 

Nhận xét: OF test cho độ nhạy, độ đặc hiệu và AUC lần lượt là 85,2%, 80,0% và 

0,826. Quang phổ hấp thụ ở 416nm cho độ nhạy, độ đặc hiệu và AUC lần lượt là 94,3%, 

98,7% và 0,900.  
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Hình 2. So sánh giá trị chẩn đoán của xét nghiệm đo quang phổ hấp phụ ở bước sóng 

416nm với xét nghiệm OF đơn thuần 

Nhận xét: Diện tích dưới đường cong ROC (AUC) của Abs416= 0,9; AUC của 

OF test là 0,725 (p<0,05). 

IV. BÀN LUẬN  

Nghiên cứu này đã thực hiện phân tích quang phổ của hemoglobin ở hai nhóm là mẫu 

máu của người bình thường (không mang gen thalassemia) và người bệnh tan máu bẩm sinh 

(mang gen thalassemia) nhằm mục đích cải cải thiện chính xác của xét nghiệm đo sức bền thẩm 

thấu màng hồng cầu bằng nước muối 1 nồng độ (OF test). OF là 1 xét nghiệm định tính, nhận 

định kết quả bằng mắt thường. Thuốc thử OF test làm cho tế bào hồng cầu của người bình 

thường vỡ hoàn toàn sau 1 khoảng thời gian nhất định và giải phóng hemoglobin vào dung môi 

và được lượng hoá bằng đo hấp phụ quang phổ ở bước sóng 200-700nm, được biết đến là dải 

hấp thụ đặc trưng của hemoglobin. Với người bệnh thalassemia, hồng cầu có đặc điểm là nhỏ 

nhược sắc và màng hồng cầu xơ cứng làm cho hồng cầu khó vỡ trong thuốc thử OF, hồng cầu 

không vỡ này lắng xuống đáy cuvet (dụng cụ đựng mẫu đo quang phổ) mang theo một lượng 

lớn Hb dẫn đến nồng độ Hb tan trong dung dịch thuốc thử OF của người mang gen thalassemia 

thấp hơn người lành thể hiện qua độ hấp phụ Hb ở các đỉnh tương ứng. Sự khác biệt đó được 

lượng hoá bằng con số cụ thể sẽ giúp cho việc xác định các ngưỡng chẩn đoán chính xác và 

khoa học hơn là bằng mắt thường [4].  

Qua nghiên cứu 80 mẫu bệnh phẩm, chúng tôi thu được các kết quả được lý giải như 

sau. Kết quả bảng 1 cho thấy tuổi trung bình của đối tượng nghiên cứu là 35±4,5 tuổi, tỷ lệ 

nam nữ tương đương nhau và dân tộc thiểu số nhiều hơn dân tộc kinh. Nghiên cứu này tập 

trung vào phân biệt mẫu bình thường và mẫu bệnh nên chúng tôi chủ động chọn nhóm bệnh 

và nhóm chứng theo tỷ lệ 1:1. Do vậy các kết quả về tuổi, giới, dân tộc trong nhiên cứu 

không dùng ngoại suy cho quần thể và có thể không tương đồng với các nghiên cứu chọn 

mẫu ngẫu nhiên. Đồng thời, các mẫu bệnh được chọn trong nghiên cứu đều ở thể người lành 

mang gen (di hợp tử đơn) nên tuổi trung bình sẽ cao hơn so với các nghiên cứu trên nhóm 

trẻ bệnh cần điều trị truyền máu thải sắt (thể đồng hợp tử hoặc dị hợp tử kép). 
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Bảng 3.2 cho và hình 3.1 cho thấy có 5 đỉnh hấp phụ phát hiện được, kết quả này phù 

hợp với y văn khi đo quang phổ của hemoglobin [10]. Phổ UV/VIS cho thấy năm đỉnh hấp 

thụ cực đại (Peak) ở các bước sóng 266 nm, 314 nm, 416 nm, 542 nm và 577 nm. Các đỉnh 

hấp thụ cho thấy sự hiện diện của các nhóm chức C = O trong các vòng thơm của nhân Hem, 

sự hấp thụ của nhóm chức C = O nằm trong dải bước sóng từ 200-700nm. Kết quả so sánh 

khi đo mẫu thường và mẫu bệnh được ghi nhận ở bảng 3.2, trong đó đỉnh có bước sóng 416 

nm (Soret band) có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê rõ ràng giữa nhóm người bệnh và không 

bệnh. Cụ thể, nhóm bệnh có độ hấp thụ (Abs416=2,1±0,78) thấp hơn có ý nghĩa thống kê so 

với nhóm người bình thường (Abs416=3,45±0,31). Chúng tôi sử dụng giá trị hấp phụ Hb tại 

các đỉnh trên làm marker cho sàng lọc người mang gen tan máu bẩm sinh bằng cách đối chiếu 

với kết quả điện di huyết sắc tố. Thiết lập đường cong ROC và tính diện tích dưới đường cong 

ROC sẽ cho biết giá trị của 1 xét nghiệm sàng lọc so với xét nghiệm chẩn đoán. Kết quả diện 

tích dưới đường cong ROC chạy từ 0-1 và càng gần giá trị 1, phương pháp xét nghiệm sàng 

lọc càng cho kết quả tối ưu nhất. Kết quả cho thấy đỉnh hấp phụ ở bước sóng 416 nm cho giá 

trị tiên lượng tốt nhất với diện tích dưới đường cong ROC = 0,90 trong khi của OF test chỉ 

đạt 0,826 khi so sánh với đường chuẩn. Sự khác biệt là có ý nghĩa thống kê. (Hình 2) 

Qua thực nghiệm và phân tích số liệu đối chiếu với test sàng lọc OF, chúng tôi nhận 

thấy sử dụng phương pháp đo quang phổ hấp thụ cho giá trị sàng lọc tốt hơn OF test trong 

việc phát hiện người mang gen thalassemia. Số liệu từ nghiên cứu khuyển cáo ngưỡng 

Abs416=2,1±0,78 được khuyến cáo sàng lọc dương tính với thalassemia.  

Nghiên cứu có hạn chế về cỡ mẫu thuận tiện (n=80) đồng thời tiêu chuẩn xác định 

bệnh mới dừng ở điện di huyết sắc tố vốn chỉ cho biết các thể beta thalassemia và alpha 

thalassemia thể trung gian hoặc nặng. Phần lớn các thể mang gen alpha thalassemia không 

thể phát hiện bằng điện di huyết sắc tố. Cần mở rộng nghiên cứu với cỡ mẫu lớn hơn và sử 

dụng xét nghiệm DNA làm đối chứng với các thể mang gen alpha thalassemia. 

V. KẾT LUẬN 

Tuổi trung bình đối tượng nghiên cứu là 30±4,5. Độ hấp thụ quang trung bình tại 

đỉnh có bước sóng 416 nm của mẫu âm tính là 3,45 ± 0,31, của mẫu dương tính là 2,1±0,78, 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. OF test cho độ nhạy và độ đặc hiệu lần lượt là 85,2% và 

80,0%. Đỉnh hấp phụ ở bước sóng 416 nm cho giá trị tiên lượng tốt nhất với diện tích dưới 

đường cong ROC = 0,90 trong khi của OF test chỉ đạt 0,725 khi so sánh với đường chuẩn. 

Sự khác biệt là có ý nghĩa thống kê. 
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