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Abstract 

Statistical models for Colorectal Cancer (CRC) identification were built by metabolomics, based on the 
1
H NMR 

data of urine and used statistical multivariate analysis (MVA) tools, named principle component analysis (PCA)  and 

partial least square (PLS). Demonstration of PCA and PLS application on urine NMR data of 17 cases and 41 controls 

collected at MEDIC centre (HoChiMinh city) showed remarkable differences between CRC cases and controls; 

Tryptophan and Glutamate  were profiled as metabolic CRC markers.   

Keywords. Metabolomics, CRC, 1H NMR, statistics, MVA, PCA, PLS. 

 

 

1. MỞ ĐẦU  

 

Phương pháp sàng lọc chuyển hóa chất 

(metabolomics) phát triển mạnh từ những năm đầu 

thế kỷ này và đã ứng dụng thành công trong nhiều 

lĩnh vực, trong đó có y dược [1]. Các nghiên cứu 

sàng lọc chuyển hoá chất trên động vật và con người 

được thực hiện theo nguyên tắc so sánh vân tay bằng 

cách phân tích dịch sinh học nhờ các công cụ phổ có 

độ phân giải cao, sau đó dữ liệu phổ được xử lý bằng 

các công cụ phân tích đa biến (Multivariate Analysis 

- MVA) thích hợp [2]. 

Các dạng bệnh ung thư có liên quan rất chặt chẽ 

và nhạy cảm với chuyển hóa chất, do vậy phát triển 

ứng dụng sàng lọc chuyển hóa chất trong nghiên cứu 

ung thư là cách tiếp cận tự nhiên và hợp lý [3]. Ung 

thư đại trực tràng (Colorectal Cancer - CRC) là căn 

bệnh ung thư rất phổ biến trên thế giới với tỷ lệ tử 

vong cao. Hiện tại các bệnh viện thường phát hiện 

CRC bằng nội soi trực tràng, sinh thiết tổn thương 

ruột, kiểm tra máu trong phân hoặc kiểm tra các 

kháng nguyên ác tính đặc thù cho CRC.  

Tổng hợp thông tin từ các công bố gần đây 

nghiên cứu CRC dựa trên sàng lọc chuyển hóa chất 

được cho trên bảng 1. Thống kê cho thấy gần như 

toàn bộ các nghiên cứu CRC bằng sàng lọc chuyển 

hóa chất đều được thực hiện trên người, rất ít trên 

động vật; Bốn dạng dịch sinh học được lấy phân tích 

là tế bào, máu, nước tiểu và phân; Các công cụ phổ 

được sử dụng là NMR, GC-MS, LC-MS, CE-MS và 

FT ICR-MS; Dữ liệu phổ được xử lý bằng các công 

cụ thống kê phân loại biến, phân tích thành phần 

chính (Principal Component Analysis -  PCA), bình 

phương tối thiểu riêng phần (Partial Least Squares - 

PLS) hay thống kê R; Cách thức tiến hành nghiên 

cứu là so sánh dữ liệu phổ dịch sinh học của bệnh 

nhân CRC và đối chứng khoẻ mạnh, so sánh trước 

và sau khi phẫu thuật hay hóa trị, xạ trị, so sánh các 

giai đoạn phát triển CRC, so sánh ảnh hưởng của các 

tác nhân nghi ngờ liên quan tới CRC, đặc biệt là 

khói thuốc lá. 

CRC cũng được đánh giá là căn bệnh ung thư 

phổ biến và có tỷ lệ tử vong cao ở Việt Nam, đứng 

hàng  thứ 3 về tỷ lệ tử vong. Việc chẩn đoán CRC tại 

các bệnh viện ở Việt Nam vẫn chủ yếu dựa trên nội 

soi trực tràng và sinh thiết tổn thương trực tràng. 

Việc ứng dụng phương pháp sàng lọc chuyển hóa 

chất trong lĩnh vực y học tại Việt Nam thực tế mới 

bắt đầu với các nội dung và kết quả mang tính thăm 

dò trên đối tượng bệnh nhân nhi [10]. 

Mục đích công trình này là thử nghiệm xây dựng 

mô hình thống kê chẩn đoán CRC bằng phương 

pháp sàng lọc chuyển hóa chất dựa trên số liệu phổ 
1
H NMR các mẫu nước tiểu người Việt Nam, định 

hướng tới ứng dụng phân loại, nhận biết, chẩn đoán 

sớm CRC, đánh giá hiệu quả các giải pháp điều trị 

http://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/18760-partial-least-squares-and-discriminant-analysis/content/html/learningpcapls.html
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CRC, nghiên cứu ảnh hưởng các yếu tố môi trường, 

dinh dưỡng tới sự hình thành và phát triển CRC. 

Bảng 1: Tổng hợp thông tin về một số công bố sàng 

lọc CRC dựa trên nghiên cứu chuyển hóa chất 

Tài 

liệu 

Mẫu phân tích Công cụ 

Loại 

mẫu 

Số 

mẫu 

bệnh 

Số 

mẫu 

đối 

chứng 

Phổ 
Thống 

kê 

[4] 

(2010) 

Nước 

tiểu 

6 6 HSQC 

NMR 

PCA 

[5] 

(2011) 

Tế 

bào 

31 32 GC TOF PLS, 

PCA 22 25 NMR 

[6] 

(2012) 

Huyết 

thanh 

153 139 
1
H NMR PLS 

[7] 

(2014) 

Huyết 

thanh 

832 295 MALDY 

TOF 

PCA 

[8] 

(2014) 

Phân 255 254 UHPLC-

MS/MS 

Phân 

loại 

biến 

[9] 

(2014) 

Huyết 

thanh 

48 102 HPLC, 

MS-MS 

Thống 

kê R 

 

2. THỰC NGHIỆM   

2.1. Lấy và xử lý mẫu nước tiểu 
 

Mẫu nước tiểu kèm theo các thông tin liên quan 

tới đối tượng lấy mẫu khám nghiệm, như tên, tuổi, 

giới tính, nơi cư ngụ, tiền căn cá nhân và gia đình 

được lấy tại Trung tâm Chẩn đoán Y khoa MEDIC 

thành phố Hồ Chí Minh trong thời gian từ tháng 2 

đến tháng 7 năm 2014 theo quy trình lấy mẫu nước 

tiểu sạch giữa dòng vào buổi sáng sớm. Việc phân 

loại người mắc bệnh CRC dựa trên kết quả nội soi 

đại trực tràng kết hợp sinh thiết tổn thương trực 

tràng. Số lượng mẫu nước tiểu: 58 mẫu, bao gồm 17 

mẫu của bệnh nhân CRC và 41 mẫu đối chứng. Các 

mẫu nước tiểu được đánh số kèm theo chữ cái C 

phía trước đối với các mẫu bệnh nhân CRC. 

Các mẫu nước tiểu được lưu giữ trong điều kiện 

đông lạnh ( 80
o
C) trước khi xử lý theo đợt. Quy 

trình chuẩn bị mẫu nước tiểu cũng như đo phổ NMR 

cho xử lý thống kê đa biến có một số điểm khác biệt 

so với phân tích phổ nước tiểu thông thường [10]: 

Chỉ cần lọc sơ bộ mẫu nước tiểu để loại bỏ cặn rắn, 

không cần tách chất và làm sạch nhưng việc chuẩn 

bị, xử lý mẫu cũng như chế độ đo phổ NMR phải cố 

gắng để đạt được sự tương đương tối đa về nồng độ 

mẫu và chất lượng phổ giữa toàn bộ các mẫu và phổ. 

Quy trình xử lý gồm các bước: Rã đông mẫu nước 

tiểu đến nhiệt độ phòng trong 20÷30 phút; Ly tâm 

6.000 vòng/phút trong 5÷10 phút để tách cặn rắn. 

Chuyển 540 µl lớp dung dịch trong ở phía trên cho 

vào ống nghiệm 1.500 µl. Bổ sung 60 µl dung dịch 

đệm 1,5 M KH2PO4 trong D2O (pH 7,4) có chứa 

chất chuẩn TSP 0,1 % 3-(trimetylsilyl)-1-

(propanesulfonate). Bổ sung 0,1 mM Sodium azide 

(NaN3) để diệt khuẩn. Dung dịch sau xử lý được lắc 

đều rồi rút cho vào ống đo NMR 5mm sạch, đậy 

nắp, dán kín bằng băng paraphin có đánh số, chờ 

chạy phổ NMR. 

2.2. Đo và xử lý thống kê phổ 1H-NMR 

 

Phổ 
1
H NMR được ghi trên máy Bruker 

AVANCE III 500 (500 MHz) tại Phòng Thí nghiệm 

phân tích trung tâm, Trường Đại học Khoa học Tự 

nhiên thành phố Hồ Chí Minh, sử dụng đầu dò dải 

rộng 5 mm thu gián tiếp (BBI), chương trình xung: 

NOESY-1D có xung khử tín hiệu nước, số lần quét 

tích phổ NS = 8, độ rộng xung proton 8,5 μs, đo ở 

nhiệt độ phòng.  

Dữ liệu phổ 
1
H NMR mẫu nước tiểu được thử 

nghiệm bằng 2 công cụ thống kê đa biến là PCA và 

PLS. Trong các phân tích sàng lọc thống kê với mục 

tiêu trợ giúp chẩn đoán y học, PCA là phương pháp 

phân tích thống kê không định hướng (untargeted, 

unsupevised), cho phép phân loại các kết quả quân 

tích theo mức độ giống nhau hay khác nhau về đặc 

trưng phổ một cách khách quan, không áp đặt, trong 

khi đó PLS là phương pháp phân tích thống kê có 

định hướng (targeted, supevised), nhằm đánh giá 

xem dữ liệu phổ của một hay vài mẫu phân tích nào 

đó có thuộc một mô hình thống kê đã được xây dựng 

trước hay không. PCA hay PLS được sử dụng tuỳ 

thuộc mục đích phân tích, nhưng cũng thường được 

sử dụng đồng thời để bổ sung, hỗ trợ thông tin cho 

nhau. 

Để xử lý thống kê PCA và PLS, trước tiên phổ 
1
H NMR được chia thành các biến (variation) hay 

còn gọi là các bucket, là các khoảng phổ được chia 

nhỏ theo thang độ dịch chuyển hóa học (ppm). 

Trong nghiên cứu này, việc chia biến được thực hiện 

theo các thông số và thuật toán sau: Vùng phổ 

9,50÷0,5 ppm được chia đều thành 180 bucket rộng 

0,05 ppm, trong đó loại bỏ 28 bucket vùng tín hiệu 

nước và Urea (6,00÷4,55 ppm). Giá trị của các biến 

được xác định theo quy tắc tích phân chữ nhật đơn 

giản (Simple rectangular).  

PCA được tiến hành theo chế độ “Không chuẩn 

hóa các biến” (No scaling of bucket variables) để thể 

hiện được nguyên trạng nồng độ tự nhiên các chất 

chuyển hóa trong từng mẫu. Thông số phân tích 

PLS: 58 phổ 
1
H-NMR được gán nhãn (labeled) 0 và 

1, tương ứng với phổ của mẫu nước tiểu bệnh nhân 

và mẫu khỏe mạnh đối chứng. Việc xác định các 
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chất chuyển hóa tương ứng với các đỉnh phổ NMR 

được thực hiện dựa theo công bố [11],  kết hợp với 

phần mềm Chenomx NMR Suite 7.0.  

Kết quả chính nhận được từ PCA được thể hiện 

trên giản đồ Score với sự phân bố thành nhóm của 

các điểm phổ có đặc trưng phổ gần giống nhau. Các 

butket đặc thù tương hỗ với các nhóm điểm phổ trên 

giản đồ Score được chỉ ra trên giản đồ Loading 

tương ứng. Kết hợp giản đồ Score và Loading cho 

phép chúng ta phân loại các phổ thực nghiệm một 

cách khách quan thành các nhóm gần nhau về đặc 

trưng phổ và xác định được đặc trưng phổ của mỗi 

nhóm phổ. 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN   

 

Phổ 
1
H NMR của 02 mẫu nước tiểu bệnh nhân 

CRC và 02 mẫu nước tiểu đối chứng được nêu trên 

hình 1. Dạng phổ trên hình rất đặc trưng cho phổ 
1
H 

NMR của mẫu nước tiểu nguyên khai, với các pic 

cộng hưởng điển hình ứng với các chất chuyển hoá  

như Creatinine (4,08 và 3,08 ppm), Urea (5,78 ppm), 

Trimethylamine–N–oxide (3,25 ppm), Alanine 

(1,47-3,77 ppm), Hippurate (7,54-7,67-7,83 ppm)  

[11]. Cũng có thể nhận ra sự khác biệt giữa phổ của 

mẫu nước tiểu bệnh nhân CRC và đối chứng khi trực 

tiếp so sánh dữ liệu phổ trên hình 1, nhưng sẽ rất 

khó để rút ra kết luận định tính hay định lượng có 

tính hệ thống và quy luật đối với lượng rất lớn chất 

chuyển hoá từ hàng chục tới hàng trăm phổ NMR. 

 

NV-THO
011_1_1

10.00 7.50 5.00 2.50 0.00

H-HOI
018_1_1
DT-NGA
C101_1_1
NM-HUNG
C185_1_1

 

Hình 1: Phổ 
1
H NMR của 02 mẫu nước tiểu đối 

chứng (011, 018) và 02 mẫu nước tiểu bệnh nhân 

CRC (C101, C185) 

3.1. Sử dụng công cụ thống kê  PLS sàng lọc dữ 

liệu phổ 
1
HNMR bệnh nhân CRC  

 

Kết quả PCA dữ liệu phổ 
1
H NMR của 58 mẫu 

nước tiểu bệnh nhân CRC và đối chứng cho thấy, số 

thành phần chính tối thiểu để đạt độ tin cậy 95% là 4 

PC (PC1 đến PC4), trong đó trọng số giải thích của 

2 thành phần chính PC1 và PC2 tương ứng là 

59,30 % và 9,94 %. 

Trên giản đồ Score (hình 2A), 41 điểm phổ của 

các mẫu đối chứng (ký hiệu hình tròn) phân bố về 

phía trái của trục PC1 (từ 5,08 tới 0,08) và tương 

đối chụm theo PC2 (từ 0,13 tới 0,10) trong khi các 

điểm phổ của 17 mẫu CRC (ký hiệu tam giác) phân 

bố ở phía phải của trục PC1 (từ 0,15 tới 0,57) và 

phân tán tương đối rộng theo PC2 (từ 0,48 tới 

0,25), tạo thành 2 nhóm điểm phổ tách biệt nhau rõ 

rệt. 

Kết hợp kết quả phân tích giản đồ Score PC1-

PC2 với kết quả phân tích giản đồ Loading (hình 

2B) cho phép chúng ta xác định một số chất chuyển 

hoá đặc thù cho nhóm CRC và nhóm đối chứng. Cụ 

thể, các bucket tương ứng tới các pic cộng hưởng 

của Creatinine (4,08 và 3,08 ppm) là đặc trưng cho 

nhóm phổ đối chứng trong khi các bucket tương ứng 

với các chất chuyển hóa Tryptophan và Glutamate là 

đặc trưng cho nhóm phổ CRC. Kết quả sơ bộ này 

hoàn toàn phù hợp với kết luận từ các công bố [12, 

13]. Cũng cần lưu ý rằng: Khi xem xét, đánh giá các 

điểm phổ lệch xa khỏi phân bố chung và các bucket 

liên quan tương ứng cần phải chú ý tới thông tin về 

chế độ dinh dưỡng (ăn theo chế độ kiêng, nghiện) 

hay chế độ hoá trị, là các yếu tố có thể ảnh hưởng 

mạnh tức thời tới thành phần chất trao đổi trong cơ 

thể nói chung, trong nước tiểu nói riêng [8].   

  

 

Hình 1: Kết quả PCA của 58 mẫu nước tiểu. A: Giản 

đồ Score PC1-PC2 (hình 2A); B: Giản đồ Loading 2 

chiều PC1-PC2 

3.2. Sử dụng công cụ thống kê  PLS sàng lọc dữ 

liệu phổ 
1
HNMR bệnh nhân CRC 

 

Đối với phương pháp PLS, một hay vài biến số 

bổ sung được đưa thêm vào, như nồng độ chất 

chuyển hóa, pH hoặc là thông tin về tình trạng của 

đối tượng mẫu (giới tính, bệnh tính, …). Trong 

nghiên cứu này, biến số bổ sung, ký hiệu Y là trạng 

thái bệnh, nhận 2 giá trị “0” và “1”, tương ứng là 

mẫu mắc CRC và mẫu đối chứng. 

Kết quả PLS dữ liệu phổ 
1
H NMR của 17 mẫu 

nước tiểu bệnh nhân CRC và 41 mẫu nước tiểu đối 
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chứng cho thấy, số thành phần chính tối thiểu để đạt 

độ tin cậy 90% là 4 PC, các điểm phổ tách thành 2 

nhóm rất rõ rệt, tương ứng với 2 trạng thái mắc CRC 

và khỏa mạnh (đối chứng).    

 

Hình 3: Kết quả PLS đối với dữ liệu phổ 1H NMR 

của 58 mẫu nước tiểu; A – Giản đồ Score PC1-PC2, 

B- Giản đồ Loading 2 chiều PC1-PC2 

 

Phương pháp PLS có nhiều điểm giống với 

PCA. Sự khác biệt quan trọng nhất là PLS xây dựng 

mô hình thống kê một cách áp đặt, có định hướng 

dựa trên dữ liệu phổ của bệnh nhân, vì vậy, khi mô 

hình đã được xây dựng với độ tin tưởng chấp nhận 

được, chúng ta sẽ có thể đánh giá phổ của một hay 

các đối tượng mới xem có thuộc mô hình không, 

cách bao xa so với tâm mô hình. Độ tin cậy của mô 

hình sẽ càng cao khi lượng mẫu thống kê càng 

nhiều. 

 

4. KẾT LUẬN  

 

1. Kết quả sơ bộ xây dựng và ứng dụng phương 

pháp sàng lọc chuyển hoá chất dựa trên xử lý thống 

kê đa biến dữ liệu phổ 
1
H NMR mẫu nước tiểu 

không tách chiết, để xây dựng mô hình thống kê 

nhận biết CRC cho thấy tính khả thi và triển vọng 

ứng dụng cao của phương pháp.  

2. Còn nhiều nội dung và khả năng cần thực hiện 

trong các bước tiếp theo để hoàn thiện và nâng cao 

hiệu quả của mô hình thử nghiệm chẩn đoán CRC 

như: Chuẩn hóa quy trình thu và xử lý mẫu nước 

tiểu, chuẩn hóa các thông số và điều kiện đo phổ 
1
H 

NMR, thử nghiệm các công cụ và phần mềm thống 

kê đa biến cập nhật khác, tăng số lượng mẫu thống 

kê.  

3. Những kết quả ban đầu này mới mang tính kỹ 

thuật, nhằm xác lập và chuẩn hóa quy trình sàng lọc 

chuyển hóa chất, chưa có ý nghĩa chẩn đoán y học 

cụ thể, nhưng mở ra triển vọng ứng dụng trên thực 

tế, mở rộng cho chẩn đoán các căn bệnh liên quan 

nhiều tới chuyển hóa chất. 
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