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Tãm t¾t 
Nghiªn cøu 54 bÖnh nh©n (BN) ung th− gan (UTG) vµ 54 ng−êi mang virut kh«ng triÖu chøng 

(NMVR). §Þnh l−îng HBV ADN b»ng RT-PCR theo nguyªn lý Taqman cßn x¸c ®Þnh HBV genotýp theo 
ph−¬ng ph¸p PCR dùa trªn tÝnh ®a h×nh cña mét ®o¹n giíi h¹n (RFLP-PCR) vµ gi¶i tr×nh tù gen. KÕt 
qu¶: 5 kiÓu gen ®¬n B, C, D, E, F vµ 5 kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm BC, BD, BE, CE, CE ®−îc t×m thÊy trªn 
2 nhãm nghiªn cøu; trong ®ã hay gÆp nhÊt lµ c¸c kiÓu gen C (64,8%), BC (12,9%) vµ CE (11,1%). KiÓu 
gen ®ång/béi nhiÔm gÆp nhiÒu h¬n ë nhãm BN UTG so víi nhãm NMVR. Nång ®é HBV ADN ë nhãm 
BN UTG mang kiÓu gen C cao h¬n cã ý nghÜa so víi nhãm cã kiÓu gen B vµ kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm; 
HBV ADN trªn nhãm BN UTG cã kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm cao h¬n nhãm cã kiÓu gen B. 

* Tõ kho¸: Ung th− gan; Viªm gan virut B; KiÓu gen; XÐt nghiÖm sinh ho¸, sinh häc ph©n tö. 
 

Hepatitis b virus genotype is Associated with biochemichal, 
molecular biological parameters in asymptomatic chronic 

hbv carriers and hepatocellular carcinoma PATIENTS 
 

SUMMARY 
54 HBV-infected patients with hepatocellular carcinoma (HCC) and 54 asymptomic chronic HBV 

carriers (ASYM) were enrolled in this study. HBV DNA was measured by RT-PCR using Taqman 
prob, HBV genotype was detected by restriction fragment length polymorphism (RFLP) PCR and 
sequencing. Results: 5 single genotype (B, C, D, E, F) and 5 HBV genotype mixtures (BC, BD, BE, 
CE, CE) have been found, among them, genotype C, BC and CE are predominant (64.8%,12.9% and 
11.1%, respectively). HBV genotype mixture in HCC group has been found more frequent in comparison 
to ASYM. HBV DNA level in HCC patients infected with HBV genotype C was significantly higher 
than those infected with genotype B and genotype mixtures; and HBV DNA level in HCC patient 
infected with genotype mixture was higher than those infected with genotype B (p < 0.05). 

* Key words: Hepatocellular carcinoma; Hepatitis B virus; Genotype; Biochemical, molecular, biological 
parameters. 
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§Æt vÊn ®Ò 
 

Theo thèng kª trªn thÕ giíi, kho¶ng 2 tû 
ng−êi nhiÔm HBV vµ trªn 350 triÖu ng−êi 
®ang nhiÔm HBV m¹n tÝnh. NhiÔm virut 

viªm gan B th× nguy c¬ tiÕn triÓn thµnh ung 
th− biÓu m« tÕ bµo gan cao h¬n 100 lÇn so 
víi ng−êi b×nh th−êng [1]. 

HiÖn nay, 8 kiÓu gen cña HBV ®−îc x¸c 
®Þnh dùa trªn sù kh¸c biÖt 8% nucleotid 



gi÷a c¸c kiÓu gen vµ ®−îc ký hiÖu tõ A ®Õn 
H [3]. Nh− vËy, khi BN ®−îc ph¸t hiÖn cã 
HBsAg (+), kh«ng cã nghÜa lµ hä ®Òu nhiÔm 
cïng mét chñng HBV, thùc chÊt, hä cã thÓ 
nhiÔm nhiÒu chñng HBV vµ cã thÓ lµ nhiÒu 
kiÓu gen kh¸c nhau.  
 

§èi t−îng vµ ph−¬ng ph¸p           
nghiªn cøu 

1. §èi t−îng nghiªn cøu. 

54 BN UTG ®−îc chÈn ®o¸n x¸c ®Þnh vµ 
®ang ®iÒu trÞ t¹i Khoa Tiªu ho¸, BÖnh viÖn 
TWQ§ 108. 54 NMVR ph¸t hiÖn qua kh¸m 
søc khoÎ ®Þnh kú vµ theo dâi ®Þnh kú theo 
h−íng dÉn cña Héi Gan mËt. 

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. 

* ThiÕt kÕ nghiªn cøu: 
- Nghiªn cøu tiÕn cøu, m« t¶, c¾t ngang. 

- BN nghiªn cøu ®−îc ®¨ng ký vµo mét 
phiÕu theo dâi riªng cã ®Çy ®ñ c¸c chØ tiªu 
vÒ dÞch tÔ, l©m sµng vµ xÐt nghiÖm. 

* C¸c ph−¬ng ph¸p xÐt nghiÖm: 

XÐt nghiÖm sinh ho¸, miÔn dÞch vµ gen 
t¹i BÖnh viÖn TWQ§ 108. 

- Ph−¬ng ph¸p xÐt nghiÖm ®Þnh l−îng 
nång ®é HBV ADN: ®−îc ®Þnh l−îng b»ng 
kü thuËt RT-PCR trªn hÖ thèng m¸y RT-
PCR ABI 7500 (Applied BioSystem, Mü). VÒ 
nguyªn lý: sö dông c¸c ®Çu dß theo ph−¬ng 
ph¸p Taqman. §©y lµ ph−¬ng ph¸p ®Æc hiÖu 
nhÊt hiÖn nay so víi c¸c ph−¬ng ph¸p sö 
dông trong RT-PCR kh¸c. Cïng víi cÆp måi 
cho PCR, sÏ thiÕt kÕ thªm 1 ®Çu dß lµ 1 
®o¹n oligo ®Æc hiÖu cã g¾n chÊt ph¸t quang 
(R) vµ chÊt øc chÕ (Q). B×nh th−êng, chÊt Q 
sÏ øc chÕ sù ph¸t s¸ng cña chÊt R. Khi cã 
®o¹n ADN ®Æc hiÖu víi ®Çu dß, ®Çu dß sÏ 
g¾n vµo vµ ®o¹n Q sÏ t¸ch ra, gi¶i phãng R, 
do ®ã R ph¸t s¸ng vµ m¸y sÏ ®o c−êng ®é 
¸nh s¸ng qua ®ã biÕt chÝnh x¸c sè copies 
cã trong mÉu theo thêi gian (h×nh 1). 

 

  

 
 

H×nh 1: M« pháng nguyªn lý Taqman ®Ó ®Þnh l−îng HBV ADN b»ng RT-PCR. 
§o¹n måi ®−îc sö dông lµ: HBs Porward Primer: 5-CAACCTCCAATCACTCACCAAC-  

3 HBs primer revers: 5-ATATGATAAAACGCCGCAGACACA-3 HBs-Taq:5-(FAM)-
TCCTCCAATTTGTCCTGGTTATCGCT-(TAMRA)-3. 

Ph−¬ng ph¸p nµy cho phÐp ®Þnh l−îng chÝnh x¸c nång ®é cña HBV-ADN (sè copies/ml), 
®ång thêi cho biÕt nång ®é cña ®o¹n gen ®Ých ngay trong tõng thêi ®iÓm quan t©m. 

 



  

H×nh 2: BiÓu diÔn kÕt qu¶ cña xÐt nghiÖm HBV ADN b»ng RT-PCR. 
 

H×nh trªn cho biÕt ®−êng biÓu diÔn tÝn hiÖu 

huúnh quang cña mÉu ®o vµ ®−êng chuÈn ®Ó 

tÝnh to¸n nång ®é HBV ADN. Mçi lÇn xÐt 

nghiÖm, ch¹y song song c¸c mÉu chuÈn ®· 

biÕt nång ®é nh»m x©y dùng ®−êng chuÈn. 

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh kiÓu gen HBV: 

x¸c ®Þnh kiÓu gen cña virut viªm gan B 

(VRVGB) b»ng kü thuËt c¾t gen sau khi 

nh©n ®o¹n. Ph−¬ng ph¸p nµy cã phÇn thay 

®æi nhá so víi ph−¬ng ph¸p cña Hannoun 

vµ CS. Cô thÓ, thay v× chØ sö dông PCR mét 

b−íc, chóng t«i ®· n©ng sè copies cña virut  

lªn b»ng c¸ch dïng PCR 2 b−íc (nested-
PCR). §o¹n måi cho PCR thø nhÊt lµ (HB 
pre 16) 5-CACCTCTGCCTAATCATCTCT-3 
vµ primer (HBV 590as) 5-CTGCGAGGCGA- 
GGGAGTT-3. Thùc hiÖn PCR sau mét b−íc 
t¸ch ®«i chuçi ADN (940C cho 4 phót) 35 
vßng víi ®iÒu kiÖn sau: 940C cho 30 gi©y, 
550C cho 30 gi©y vµ 720C cho 30 gi©y. Cuèi 
cïng, kÐo dµi s¶n phÈm b»ng mét b−íc 10 
phót ë 720C. B−íc thø 2 tiÕn hµnh nh− 
Hannoun vµ CS [4]: ñ s¶n phÈm PCR vµ c¾t 
b»ng enzym Tsp509I, sau ®ã soi d−íi ®Ìn 
cùc tÝm, so s¸nh víi c¸c ®o¹n gen chuÈn. 

 

B¶ng 1: Dù kiÕn c¸c ®iÓm c¾t vµ kÝch th−íc cña s¶n phÈm PCR sau khi c¾t b»ng enzym Tsp509I. 

Genotýp 
 

KÝch th−íc s¶n phÈm 
PCR ch−a c¾t 

VÞ trÝ c¾t cña enzym 
Tsp509I 

KÝch th−íc cña ®o¹n s¶n phÈm 
sau khi c¾t enzyme 

A 520 2091, 2159 168, 226 

B 514 2091, 2159, 2196 168, 183 

C 514 2148 200, 231 

D 514 2074 151, 256 

E 514 2196 183, 200 

F 514 2188 191, 200 



 
 

H×nh 3: Tr×nh tù gen ®o¹n nh©n (Core) 

HBV sö dông ®Ó ph©n biÖt c¸c kiÓu gen kh¸c nhau. 

 
- Ph−¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù gen cña HBV: 

trong mét sè tr−êng hîp kh«ng x¸c ®Þnh 

®−îc kiÓu gen cña HBV b»ng ph−¬ng ph¸p 

nh©n gen kÕt hîp tÝnh ®a h×nh cña mét ®o¹n 

giíi h¹n. Qu¸ tr×nh gi¶i tr×nh tù gen cña HBV 

tiÕn hµnh trªn hÖ thèng CEQ 8800, Beckman 

Coulter (Mü), t¹i Khoa Sinh häc Ph©n tö, 

BÖnh viÖn TWQ§ 108. 

Sau khi gi¶i tr×nh tù gen, so s¸nh kÕt qu¶ 

víi tr×nh tù chuÈn trªn ng©n hµng d÷ liÖu. 

* Ph−¬ng ph¸p thèng kª: sè liÖu thu thËp 

ph©n tÝch trªn phÇn mÒm Staview 4.5 vµ 

Stata 7.0, kh¸c biÖt cã ý nghÜa thèng kª   

(p < 0,05). 

 

KÕt qu¶ nghiªn cøu 
 

1. Ph©n bè kiÓu gen HBV trªn 108 BN 

nghiªn cøu. 

Trªn 108 BN ë 2 nhãm nghiªn cøu, ®· 

x¸c ®Þnh ®−îc 5 kiÓu gen ®¬n vµ 5 kiÓu gen 

®ång/béi nhiÔm cña HBV. C¸c kiÓu gen ®¬n 

ph¸t hiÖn lµ B, C, D, E vµ F. C¸c kiÓu gen 

®ång/béi nhiÔm ph¸t hiÖn lµ BC, BD, BE, 

CE vµ CF. Trong ®ã, c¸c kiÓu gen chiÕm ®a 

sè lµ C (64,8%), BC (12,9%) vµ CE (11,1%). 



 
H×nh 4: Ph©n bè kiÓu gen cña HBV trªn 108 BN nghiªn cøu. 

 

2. Ph©n bè kiÓu gen cña HBV trªn 2 
nhãm BN UTG vµ NMVR. 

Khi ph©n tÝch ph©n bè kiÓu gen HBV trªn 

2 nhãm BN UTG vµ NMVR, chóng t«i thÊy 

tÇn suÊt xuÊt hiÖn c¸c kiÓu gen kh«ng gièng 

nhau. Trong ®ã, kiÓu gen C gÆp nhiÒu h¬n ë 

nhãm NMVR, (43/54 BN = 79,6%), so víi 

nhãm UTG cã 27/54 BN (50%). Tuy nhiªn, 

khi tÝnh tÊt c¶ c¸c kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm 

cã C, kh«ng cã sù kh¸c biÖt gi÷a 2 nhãm.  
 

B¶ng 2: Ph©n bè kiÓu gen trªn 2 nhãm nghiªn cøu. 
 

KiÓu gen b c d e f bc bd be ce cf Tæng

UTG 4 27 1 1 1 10 1 1 7 1 54 

% 7,5 50 1,85 1,85 1,85 18,5 1,85 1,85 12,9 1,85 100 

NMVR 1 43 1 0 0 4 0 0 5 0 54 

% 1,85 79,6 1,85 0 0 7,4 0 0 9,3 0 100 

 
Khi tÊt c¶ c¸c kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm 

®−îc gäi chung lµ kiÓu gen hçn hîp, chóng 

t«i thÊy kiÓu gen hçn hîp ë nhãm UTG 

nhiÒu h¬n cã ý nghÜa so víi ë nhãm NMVR 

(OR = 2,94; 95% [1,1 - 8,23], p < 0,05; Chi 2 

(1) = 5,7). 

3. Mèi liªn quan gi÷a kiÓu gen cña HBV 

víi biÕn ®æi c¸c chØ sè sinh ho¸. 

Do NMVR kh«ng cã biÕn ®æi sinh ho¸, 

chóng t«i chØ ph©n tÝch trªn nhãm BN UTG. 

Ngoµi ra, do kiÓu gen kh¸c xuÊt hiÖn kh«ng 

nhiÒu nªn chóng t«i chØ ph©n tÝch trªn kiÓu 

gen phæ biÕn lµ kiÓu gen B, C vµ hçn hîp. 

Khi t×m hiÓu mèi liªn quan gi÷a biÕn ®æi 

enzym gan SGOT víi kiÓu gen HBV, nång 

®é SGOT t¨ng cao h¬n ë nhãm cã kiÓu gen 

hçn hîp so víi 2 kiÓu gen B vµ C (152 ± 52 

IU/l so víi 94 ± 12 IU/l vµ 67 ± 22 IU/l;         

p < 0,01 vµ p < 0,0001). Trong khi ®ã, ë BN 

mang kiÓu gen B, nång ®é men SGOT thÊp 

h¬n cã ý nghÜa so víi BN mang kiÓu gen C 

vµ hçn hîp (43 ± 6 IU/l so víi 125 ± 25 IU/l 

vµ 104 ± 23 IU/l; p < 0,01). 



H×nh 4.A  H×nh 4.B  

 

Nång ®é bilirubin toµn phÇn t¨ng cao h¬n 
ë nhãm cã kiÓu gen hçn hîp so víi kiÓu gen B 
vµ C (56 ± 22 µmol/l so víi 15,9 ± 1,7 µmol/l 
vµ 16,6 ± 4,6 µmol/l, p < 0,01 vµ p < 0,0001). 

Ph©n tÝch s©u vÒ mèi liªn quan gi÷a kiÓu 
gen HBV víi møc ®é nh©n lªn cña virut, 
chóng t«i thÊy nång ®é HBV ADN cao nhÊt 

ë nhãm cã kiÓu gen C, tiÕp ®ã ®Õn kiÓu gen 
hçn hîp vµ cuèi cïng lµ kiÓu gen B (3,6 x 

107 ± 3,4 x 106 copies/ml so víi 2,9 x 107 ± 

6,1 x 106  vµ 2 x 107 ± 1,4 x 106 copies/ml;     

p < 0,01). Ngoµi ra, so víi kiÓu gen B, kiÓu 
gen hçn hîp còng cã nång ®é HBV ADN 
cao h¬n cã ý nghÜa víi p < 0,05). 

 

H×nh 5.A  H×nh 5.B  

 



Bµn luËn 
 

Do HBV kh«ng cã kh¶ n¨ng tù ®äc söa trong qu¸ tr×nh nh©n lªn, nªn xuÊt hiÖn c¸c ®ét 

biÕn víi tÇn suÊt cao, −íc tÝnh mçi n¨m tõ 1,5 x 10-5 ®Õn 5 x 10-5 nucleotid thay thÕ trªn mét 

vÞ trÝ ë nh÷ng ng−êi cã HbeAg (+) [5]. C¸c ®ét biÕn céng hîp t×m thÊy nhiÒu h¬n ë virut trªn 

BN cã HbeAg (-), ®iÒu nµy gîi ý, ®¸p øng miÔn dÞch cña vËt chñ cã   thÓ cã vai trß quan träng 

trong sù tiÕn hãa cña HBV [5]. Trong mét sè tr−êng hîp, qu¸ tr×nh nh©n lªn cña HBV kh«ng 

thùc hiÖn mét c¸ch ®óng tuÇn tù vµ chÝnh x¸c, dÉn ®Õn xuÊt hiÖn mét sè kiÓu gen kh¸c nhau 

vµ h¬n n÷a lµ xuÊt hiÖn ®ét biÕn gen cña HBV.  

ViÖt Nam cã > 15% d©n sè cã HBsAg (+). §ã lµ mét trong nh÷ng nguyªn nh©n lµm cho HBV 

cã c¬ héi ®Ó pha trén c¸c kiÓu gen. Thêi ®¹i héi nhËp quèc tÕ gãp phÇn t¨ng tÝnh giao l−u 

réng r·i gi÷a c¸c nguån virut g©y viªm gan. §iÒu nµy t¹o nªn sù ph©n bè phong phó c¸c kiÓu 

gen HBV ë ViÖt Nam. Nghiªn cøu tr−íc ®©y cho thÊy: nh÷ng kiÓu gen tæ hîp míi gi÷a kiÓu 

gen A vµ C ®· xuÊt hiÖn ë ViÖt Nam [6]. N¨m 2004, TuÊn Huy vµ CS còng ®· ph¸t hiÖn mét 

kiÓu gen míi vµ tù ®Æt tªn lµ kiÓu gen I [7].  

Nh− vËy, tÝnh ®a d¹ng phong phó vÒ kiÓu gen HBV ë ViÖt Nam ®· ®−îc ®Ò cËp ®Õn. MÆc 
dï tõ tr−íc tíi nay, c¸c t¸c gi¶ trong n−íc vÉn cho r»ng chñ yÕu ë ViÖt nam chØ cã 2 kiÓu gen 
lµ B vµ C [8]. 

KÕt qu¶ nghiªn cøu nµy cho thÊy: kiÓu gen C chiÕm tû lÖ cao nhÊt (64,8%), trong khi ®ã 
kiÓu gen B chØ cã 4,6%. Tuy nhiªn, nÕu tÝnh chung víi c¸c kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm víi kiÓu 
gen B vµ C, chóng t«i thÊy 21/108 BN cã kiÓu gen B (19,4%) vµ kiÓu gen C lµ 97/108 BN 
(89,8%). Ph¶i ch¨ng ®©y lµ mét lý gi¶i cho sù kh¸c biÖt vÒ sè liÖu gi÷a c¸c nghiªn cøu.  

HiÖn t−îng trªn mét BN nhiÔm h¬n 1 kiÓu gen HBV còng nh− HCV ®· ®−îc th«ng b¸o [4, 
9]. Nghiªn cøu cña Hannoun vµ CS khi sö dông ph−¬ng ph¸p ph¸t hiÖn kiÓu gen b»ng 
RFLP-PCR thÊy: 67% BN nhiÔm h¬n 1 kiÓu gen. Nh− vËy, ®ång/béi nhiÔm h¬n 1 kiÓu gen 
trªn mét BN t−¬ng ®èi phæ biÕn. Tuy nhiªn, viÖc ph¸t hiÖn sù ®ång/béi nhiÔm c¸c kiÓu gen 
HBV t−¬ng ®èi khã vµ ch−a cã ph−¬ng ph¸p chuÈn. Ng−êi ta thÊy r»ng, nÕu sö dông ph−¬ng 
ph¸p gi¶i tr×nh tù gen rÊt khã ph¸t hiÖn ®ång/béi nhiÔm c¸c kiÓu gen. ChØ cã ph−¬ng ph¸p sö 
dông tÝnh ®a h×nh cña mét ®o¹n giíi h¹n nh− chóng t«i ®ang ¸p dông míi cã thÓ ph¸t hiÖn 
®−îc ®ång/béi nhiÔm cña c¸c kiÓu gen [4]. 

GÇn ®©y, nhiÒu t¸c gi¶ quan t©m ®Õn vai trß cña c¸c kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm trong tiÕn 
triÓn UTG. N¨m 2008, nghiªn cøu cña Yin J vµ CS thÊy, kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm gÆp nhiÒu 
h¬n ë nhãm UTG vµ cã t¶i l−îng virut cao h¬n c¸c kiÓu gen kh¸c [10]. KÕt qu¶ nghiªn cøu 
cña chóng t«i còng thÊy kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm th−êng gÆp h¬n ë nhãm UTG vµ nguy c¬ 
UTG t¨ng 2,94 lÇn khi nhiÔm h¬n 1 kiÓu gen HBV. 

Khi ph©n tÝch mèi liªn quan gi÷a kiÓu gen HBV víi møc ®é tæn th−¬ng gan, Yin J vµ CS 

thÊy: khi nhiÔm kiÓu gen phèi hîp, tæn th−¬ng gan nÆng h¬n so víi c¸c kiÓu gen kh¸c. Trong 

®ã, enzym transaminase vµ bilirubin ®Òu t¨ng h¬n ë nhãm cã kiÓu gen phèi hîp so víi c¸c 

kiÓu gen kh¸c [10]. 



T−¬ng tù, khi t×m hiÓu mèi liªn quan gi÷a kiÓu gen HBV víi møc ®é nh©n lªn cña virut, Yin 

J vµ CS còng thÊy: khi nhiÔm kiÓu gen phèi hîp, t¶i l−îng virut t¨ng h¬n râ rÖt so víi khi 

nhiÔm c¸c kiÓu gen kh¸c. KÕt qu¶ nµy còng t×m thÊy trong nghiªn cøu cña chóng t«i. 

 

KÕt luËn 
 

Qua kÕt qu¶ nghiªn cøu trªn 54 BN UTG vµ 54 NMVR, chóng t«i thÊy: khi nhiÔm kiÓu gen 

phèi hîp, nguy c¬ tiÕn triÓn thµnh UTG cao h¬n. T¶i l−îng virut còng nh− tæn th−¬ng gan 

còng nhiÒu h¬n trªn BN mang kiÓu gen ®ång/béi nhiÔm nµy. Tuy nhiªn, ®Ó ®¸nh gi¸ chÝnh 

x¸c h¬n vai trß cña kiÓu gen HBV, chóng ta cÇn nghiªn cøu theo dâi däc víi sè l−îng nhiÒu 

h¬n.  
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