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PH¸T TRIÓN Kü THUËT MULTIPLEX - PCR X¸C §ÞNH KIÓU GEN  
CñA VIRóT VI£M GAN B  

 
Hoµng Xu©n Sö, NguyÔn LÜnh Toµn 

NguyÔn Ngäc TuÊn, NguyÔn Th¸i S¬n 
Häc viÖn qu©n y 

§ÆT VÊN §Ò 
NhiÔm vi rót viªm gan B (Hepatitis B virus, HBV) 

lµ mét trong nh÷ng nhiÔm trïng phæ biÕn nhÊt ë loµi 
ngêi vµ lµ mét vÊn ®Ò y tÕ lín cña nhiÒu quèc gia 
trªn thÕ giíi còng nh ViÖt Nam. ¦íc tÝnh hiÖn nay 
trªn thÕ giíi ®· cã kho¶ng 2 tû ngêi ®· nhiÔm HBV, 
trong ®ã ®ang cã gÇn 400 triÖu ngêi ®ang nhiÔm  
HBV m¹n tÝnh chiÕm 6% d©n sè thÕ giíi. NhiÔm HBV 
cã thÓ g©y nªn nhiÒu thÓ bÖnh kh¸c nhau tõ ngêi 
mang vi rót kh«ng triÖu chøng, viªm gan cÊp tÝnh tù 
håi phôc ®Õn viªm gan m¹n, x¬ gan vµ ung th biÓu 
m« tÕ bµo gan (UTBMTBG) [1]. KiÓu gen cña HBV 
®îc ph¸t hiÖn lÇn ®Çu tiªn n¨m 1988 bëi Okamoto 
vµ CS dùa vµo sù kh¸c biÖt trªn 8% tr×nh tù 
nucleotide trªn toµn bé bé gen cña HBV. Cho ®Õn 
nay 8 kiÓu gen cña HBV tõ A-H ®· ®îc x¸c ®Þnh. 
HiÖn nay cã nhiÒu ph¬ng ph¸p ®îc øng dông x¸c 
®Þnh c¸c kiÓu gen cña HBV nh ph©n tÝch tÝnh ®a h×nh 

cña c¸c ®o¹n giíi h¹n (restriction fragment length 
polymorphism: RFLP) (Mizokami vµ CS., 1999, Lindh 
vµ CS.,1998), ph¬ng ph¸p PCR ®a måi (multiplex - 
PCR) (Kirschberg vµ CS., 2004; Naito vµ CS., 2001), 
ph¬ng ph¸p line ®Çu dß (line probe assay: LiPA) 
(Osiowy vµ Giles, 2003), ph¬ng ph¸p real-time PCR 
(Yeh vµ CS., 2004), ph¬ng ph¸p oligonucleotide 
microarray (Song vµ CS., 2006) vµ ph¬ng ph¸p gi¶i 
tr×nh tù (sequencing) (Bartholomeusz and Schaefer, 
2004; Norder vµ CS., 1994). Tuy nhiªn c¸c ph¬ng 
ph¸p nµy ®ßi hái ph¶i cã c¸c trang thiÕt bÞ hiÖn ®¹i, 
chi phÝ cho mét xÐt nghiÖm cßn cao vµ mÊt nhiÒu thêi 
gian, kh«ng phï hîp khi thùc hiÖn mét c¸ch thêng 
qui ë c¸c phßng xÐt nghiÖm còng nh trong ®iÒu tra 
dÞch tÔ khi ph¶i thùc hiÖn víi mét sè lîng mÉu lín. 
ChÝnh v× vËy chóng t«i tiÕn hµnh nghiªn cøu nµy 
nh»m c¸c môc tiªu:  
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1. Hoµn thiÖn qui tr×nh cho cho ph¶n øng Multiplex 
- PCR x¸c ®Þnh kiÓu gen cña HBV.  

2. §¸nh gi¸ kh¶ n¨ng øng dông cña kü thuËt 
Multiplex - PCR x¸c ®Þnh kiÓu gen cña HBV trªn c¸c 
mÉu bÖnh phÈm l©m sµng. 

VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P 
VËt liÖu vµ ®èi tîng nghiªn cøu: 
Tr×nh tù bé gen (Genome) HBV chñng hoang d¹i 

®¹i diÖn cho 8 kiÓu gen HBV ®îc c«ng bè trªn 
Genbank (70 chñng). 

DNA plasmids cña 3 kiÓu gen lµ A, B, C ®îc 
cung cÊp bëi Kirschberg group (Kirschberg et al., 
2004). 

55 mÉu huyÕt thanh cña c¸c bÖnh nh©n cã HbsAg 
(+). HuyÕt thanh ®îc b¶o qu¶n ë -200C cho ®Õn khi 
®îc sö dông t¸ch DNA. 

Ho¸ chÊt vµ c¸c trang thiÕt bÞ ®îc sö dông t¹i 
Phßng Vi sinh vËt vµ c¸c mÇm bÖnh sinh häc - Trung 
t©m nghiªn cøu Sinh Y Dîc häc - Häc viÖn Qu©n y. 

+ C¸c primer dïng cho nghiªn cøu chóng t«i dùa 
theo Kirschberg vµ CS (2004) [9]. 

Genotype A:  
HBV-A-s (nt 2331–2360) 5’-CGG AAA CTA CTG 

TTG TTA GAC GAC GGG AC-3’ 
HBV-A-as (nt 2701–2665) 5’-AAT TCC TTT GTC 

TAA GGG CAA ATA TTT AGT GTG GG-3’ 
Genotype B:  
HBV-B-s (nt 1470–1491) 5’-CCG CTT GGG GCT 

CTA CCG CCC G-3’ 
HBV-B-as (nt1660–1633) 5’-CTC TTA TGC AAG 

ACC TTG GGC 
AGG TTC C-3’ 
Genotype C:  
HBV-C-s (nt 2706–2741) 5’-CCT GAA CAT GCA 

GTT AAT CAT TAC TTC AAA ACT AGG-3’ 
HBV-C-as (nt 192–165) 5’-AGC AGG GGT CCT 

AGG AAT CCT GAT GTT G-3’ 
C¸c cÆp måi ®îc ®Æt tæng hîp t¹i h·ng 

Invitrogen.  
Ph¬ng ph¸p nghiªn cøu: 
T¸ch DNA: DNA ®îc t¸ch theo bé kit t¸ch chiÕt 

vµ tinh s¹ch DNA tæng sè theo qui tr×nh híng dÉn 
cña nhµ s¶n xuÊt, chóng t«i sö dông bé kÝt QIA amp 
DNA Mini Kit, (QIAGEN, §øc). Qui tr×nh nh sau: cho 
200l huyÕt thanh vµo tube ly t©m cã chøa 20l 
QIAGEN Protease vµ thªm 200l dung dÞch ®Öm AL, 
vortex trong 15 gi©y, sau ®ã ñ ë 560C trong 10 phót. 
Ly t©m thu cÆn röa b»ng cån vµ c¸c dung dÞch ®Öm 
AW1, AW2. Cuèi cïng thªm 200l dung dÞch ®Öm 
AE, ly t©m thu DNA, b¶o qu¶n ë -200C cho ®Õn khi 
ch¹y PCR. 

Ph¬ng ph¸p nh©n c¸c gen ®Ých b»ng kü thuËt 
PCR vµ Multiplex - PCR. 

Ph¶n øng PCR ®îc thùc hiÖn trªn m¸y 
GeneAmp PCR System 9700 vµ iCycler. Thùc hiÖn 
nh©n gen ®Ých theo chu tr×nh nhiÖt vµ tèi u hãa b»ng 
c¸ch ch¹y gradient nhiÖt ®é g¾n måi vµ thêi gian g¾n 
måi, nång ®é Mg++

, thêi gian biÕn tÝnh, thêi gian kÐo 
dµi chuçi theo chu tr×nh nhiÖt c¬ b¶n cña ph¶n øng 
PCR. Víi Multiplex - PCR thµnh phÇn ph¶n øng còng 

t¬ng tù nhng chØ kh¸c lµ tÊt c¶ c¸c cÆp måi ®Òu 
®îc cho vµo mét ph¶n øng kh«ng nh PCR ®¬n chØ 
cã mét cÆp måi cho mçi kiÓu gen. 

Kü thuËt gi¶i tr×nh tù gen: Gi¶i tr×nh tù gen (ADN 
sequencing) lµ ph¬ng ph¸p x¸c ®Þnh vÞ trÝ s¾p xÕp 
c¸c nucleotid trong ph©n tö ADN. Nguyªn lý cña 
ph¬ng ph¸p nµy lµ: tæng hîp c¸c m¹ch ®¬n ADN 
míi cã ®é dµi ng¾n h¬n m¹ch khu«n; nhê kü thuËt 
®¸nh dÊu vµ ng¾t ®o¹n trong qu¸ tr×nh tæng hîp m¹ch 
ADN, thu ®îc c¸c m¹ch ®¬n h¬n kÐm nhau mét 
base; tõ ®ã cã ®îc s¬ ®å trËt tù ADN khu«n mÉu. 

KÕT QU¶ Vµ BµN LUËN 
KÕt qu¶ tèi u quy tr×nh ph¶n øng Multiplex - 

PCR. 
§èi víi nhiÖt ®é g¾n måi chóng t«i sö dông 

ch¬ng tr×nh Gradient nhiÖt trªn m¸y iCycler. NhiÖt ®é 
g¾n måi ®îc chia trong kho¶ng nhiÖt ®é nãng ch¶y 
cña måi lµ 50 - 620C. Sau khi ®a th«ng sè m¸y cho 
d¶i nhiÖt ®é cô thÓ lµ: 50; 50,9; 52,4; 54,6; 57,7; 59,9; 
61,3 vµ 62. Chóng t«i sö dông mÉu d¬ng tÝnh lµ c¸c 
kiÓu gen HBV DNA plasmid cña 3 kiÓu gen A, B, C 
hay gÆp ë ViÖt Nam nh mét sè b¸o c¸o gÇn ®©y [2], 
[3] chuÈn bÞ 24 ph¶n øng PCR gièng nhau vÒ thµnh 
phÇn (8 ph¶n øng cho 1 kiÓu gen) t¬ng øng víi c¸c 
mèc nhiÖt ®é ë trªn, ch¹y ®ång thêi trong cïng mét 
®iÒu kiÖn nhng chØ kh¸c nhau vÒ nhiÖt ®é g¾n måi. 
S¶n phÈm PCR ®îc ®iÖn di trªn gel Agarose 1,5% 
vµ h×nh ¶nh ®iÖn di ®îc chôp b»ng m¸y Dolphin - 
DOC. KÕt qña cho thÊy b¨ng ADN râ nhÊt cña c¶ ba 
kiÓu gen ë vÞ trÝ thø 6 t¬ng øng víi nhiÖt ®é 600C. 

      
H×nh 1: H×nh ¶nh ®iÖn di kÕt qu¶ Gradient nhiÖt ®é g¾n måi cña 

3 kiÓu gen A, B, C. 
M: Thang DNA chuÈn, cét sè 2- 9, theo thø tù ®iÓm ®Æt nhiÖt lµ 

50; 50,9; 52,4; 54,6; 57,7; 59,9; 61,3 vµ 62 0C. 
TiÕp theo chóng t«i tiÕn hµnh tèi u thêi gian g¾n 

måi, nång ®é måi, nång ®é dNTP, nång ®é Mg++ 
t¬ng tù nh trªn vµ t×m ra qui tr×nh tèi u cho ph¶n 
øng Multiplex - PCR lµ: 

Thµnh phÇn ph¶n øng Multiplex - PCR. 
Multiplex - PCR 

Thµnh phÇn Mix PCR ThÓ tÝch (l) 
Nång ®é cuèi 

cïng 
Níc khö ion 12.3  

PCR bufer (10X) 2.5 1x 
dNTP mix (10 mM) 2 0.2 mM 

Primer HB-As (10pmol/l) 0.5 0.5 mM 
Primer HB-Aas (10pmol/l) 0.5 0.5 mM 
Primer HB-Bs (10pmol/l) 0.5 0.5mM 
Primer HB-Bas (10pmol/l) 0.5 0.5 mM 
Primer HB-Cs (10pmol/l) 0.5 0.5 mM 
Primer HB-Cas (10pmol/l) 0.5 0.5 mM 
Taq Polymerase (5U/l) 0.2 1 unit 

DNA template 5  
Tæng sè 25  
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Chu tr×nh lu©n nhiÖt lµ: 950C/1 min; 600C/1 min; 
720C/2 min; 720C/7 min; 40C/#; 

KÕt qu¶ ch¹y  kiÓm tra quy tr×nh tèi u trªn c¸c 
HBV DNA plasmid cña 3 kiÓu gen A, B, C. 

 

 

H×nh 2: H×nh ¶nh ®iÖn di 
s¶n phÈm Multiplex - 
PCR. M: Thang DNA 

chuÈn; 
A: KiÓu gen A; B: KiÓu 
gen B; C: KiÓu gen C 

 
H×nh ¶nh ®iÖn di cho thÊy tÊt c¶ c¸c giÕng ®Òu 

xuÊt hiÖn b¨ng ADN cã kÝch thíc t¬ng øng víi tõng 
kiÓu gen. Kh«ng cã vÞ trÝ nµo cã b¨ng phô. 

KÕt qu¶ multiplex - PCR x¸c ®Þnh kiÓu gen cña 
HBV trªn c¸c mÉu bÖnh phÈm l©m sµng. 

B¶ng 1: KÕt qu¶ multiplex - PCR x¸c ®Þnh kiÓu 
gen cña HBV trªn c¸c mÉu bÖnh phÈm l©m sµng. 

KÕt qña Sè lîng Tû lÖ(%) 
HBV kiÓu gen B 32 58,18 
HBV kiÓu gen C 22 40 
Kh«ng x¸c ®Þnh 1 1,82 

Tæng sè 55 100 
 
B¶ng 1 cho thÊy cã 32/55 (58,18%) bÖnh nh©n 

nhiÔm kiÓu gen B vµ 22/55 (40%) bÖnh nh©n nhiÔm 
kiÓu gen C ®îc ph¸t hiÖn b»ng ph¬ng ph¸p 
Multiplex - PCR. 

 

H×nh 3: H×nh ¶nh ®iÖn 
di kÕt qña ch¹y 

Multiplex - PCR. M: 
Thang DNA chuÈn 
B: KiÓu gen B; C: 

KiÓu gen C 
 

KÕt qu¶ so s¸nh ph¬ng ph¸p Multiplex - PCR 
x¸c ®Þnh kiÓu gen cña HBV víi ph¬ng ph¸p gi¶i 
tr×nh tù gen. 

§Ó x¸c ®Þnh chÝnh x¸c kiÓu gen cña HBV b»ng 
ph¬ng ph¸p Multiplex - PCR chóng t«i tiÕn hµnh gi¶i 
tr×nh tù 25/55 (45,5%) mÉu trªn vïng S sau khi cã kÕt 
qu¶ ph©n tÝch b»ng ph¬ng ph¸p Multiplex - PCR. 
Bªn c¹nh ®ã chóng t«i còng sö dông c¶ ph¬ng ph¸p 
ph©n tÝch loµi dïng ch¬ng tr×nh phÇn mÒm BioEdit 
7.01 vµ TreeView còng nh so s¸nh trªn ng©n hµng 
gen (Genbank) sö dông c«ng cô viral genotyping tool 
vµ ph¬ng ph¸p BLAST ®Ó so s¸nh.    

 B¶ng 2: So s¸nh sù phï hîp gi÷a ph¬ng ph¸p 
x¸c ®Þnh kiÓu gen cña HBVb»ng Multiplex – PCR víi 
gi¶i tr×nh tù vïng S. 

Sequencing N = 25 
+ - 

Tæng 

+ 24 0 24 Multiplex - PCR 
- 1 0 1 

Tæng 25 0 25 

K = 
OA - EA
100 - EA = 

24/25 x 100 - 1/25 x 100
100 - 1/25 x 100  = 0,95 

Nh vËy kÕt qu¶ x¸c ®Þnh kiÓu gen b»ng gi¶i tr×nh 
tù vïng vïng S vµ ph¬ng ph¸p Multiplex - PCR cho 
kÕt qu¶ ®é phï hîp cao víi K = 0,95. 

 
4a 

 
4b 

H×nh 4: H×nh ¶nh gi¶i tr×nh tù gen HBV kiÓu gen C (4a)  
vµ HBV kiÓu gen C (4b) 

 
5a 

 
5b 

H×nh 5: H×nh ¶nh ®èi chiÕu trªn Genbank HBV kiÓu gen C (5a) 
vµ HBV kiÓu gen B (5b) 

KÕT LUËN 
Qui tr×nh Multiplex - PCR x¸c ®Þnh kiÓu gen cña 

HBV víi chu tr×nh lu©n nhiÖt nh sau 950C/1 phót; 
600C/1 phót; 720C/2 phót; 720C/7 phót; 40C/#. 

KiÓu gen cña HBV trªn 100 bÖnh nh©n cã HBV (+) 
ë khu vùc Hµ Néi cho thÊy: kiÓu gen B lµ 33/55 (60%) 
vµ kiÓu gen C lµ 22/55 (40%), kÕt qu¶ nµy t¬ng 
®¬ng víi ph¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù gen. 
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summary 
Eight genotypes (A-H) of hepatitis B virus (HBV) 

are known with variations in nucleotide sequences 
greater than 8%. Several recent publications found 
that the clinical course and outcome of antiviral 
therapy depended on the genotype of the infecting 
HBV strain. Large epidemiological studies will require 
the availability of a system which is rapid, reliable and 
can be performed on a large number of samples.  

We have developed Multiplex-PCR assay which 
uses genotype-specific primer pairs for genotyping of 
hepatitis B virus (HBV), these primer pairs specifically 
amplified HBV DNA of respective genotype, either in 
single or in Multiplex PCR.  

 Keywords: Multiplex - PCR; HBV; Genotypes. 
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