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Tãm t¾t  

Tõ 7 mÉu huyÕt thanh cña bÖnh nh©n (BN) ®­îc chÈn ®o¸n viªm gan, sö dông ph¶n øng RT-PCR ph¸t 

hiÖn hÖ gen HCV vµ x¸c ®Þnh 3 mÉu huyÕt thanh anti-HCV d­¬ng tÝnh cho kÕt qu¶ cã ARN-HCV. Trong 

7 mÉu huyÕt thanh BN viªm gan cÊp tÝnh, 3 mÉu x¸c ®Þnh cã virut viªm gan C thuéc nhãm Hepacivirus 

trong hä Flaviviridae vµ 4 mÉu cßn l¹i kh«ng chøa ARN-HCV. Qua ®ã cho thÊy, ARN-HCV tån t¹i trong 

huyÕt thanh cung cÊp nguån gen lµm khu«n cho ph­¬ng ph¸p RT-PCR, cã thÓ sö dông chÈn ®o¸n sím vµ 

ph¸t hiÖn t¸i nhiÔm. 

* Tõ kho¸: RT-PCT; Virut viªm gan C; ARN-HCV;  Anti-HCV; Viªm gan cÊp tÝnh. 

 

Detection of hepatitis C virus in patients with 

acute hepatitis by RT-PCR 
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Summary  

Of 7 plasma samples of patients with hepatitis, RNA- HVC were detected 3 positive anti-HCV plasma 

samples by RT-PCR and 4 samples were not. HCV in plasma samples belongs to Hepacivirus group of the 

family Flaviviridae. This finding showed that RNA-HCV exists in serum providing the RNA genomic source 

for RT-PCR to detect HCV for early diagnosis and re-infection of HCV.   

* Key words: RT-PCR;  Hepatitis C virus;  RNA-HCV;  Anti-HCV; Acute hepatitis.  
  

§Æt vÊn ®Ò 
 

NhiÔm virut viªm gan C (HCV) lµ mét 

trong nh÷ng nguyªn nh©n quan träng dÉn 

®Õn viªm gan m¹n tÝnh, x¬ gan vµ ung th­ 

tÕ bµo gan nguyªn ph¸t trªn thÕ giíi. Tû lÖ 

nhiÔm HCV ë ViÖt Nam cã xu h­íng 

ngµy cµng t¨ng, do hÖ thèng sµng läc m¸u 

cßn l¹c hËu vµ sè ng­êi tiªm chÝch ma tóy 

dïng chung b¬m kim tiªm ngµy cµng gia 

t¨ng [1, 2]. 
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HiÖn nay, nhiÒu ph­¬ng ph¸p kh¸c nhau ®· ®­îc sö dông ®Ó chÈn ®o¸n HCV 



nh­ng ®é ®Æc hiÖu ch­a cao vµ chØ ph¸t 

hiÖn ®­îc bÖnh ë giai ®o¹n muén. Ph¶n 

øng RT-PCR ®· gióp ph¸t hiÖn HCV ë 

giai ®o¹n sím, chÝnh x¸c vµ ®Æc hiÖu. Do 

hÖ gen HCV lµ ARN, nªn tr­íc ®ã cÇn cã 

ph¶n øng chuyÓn ®æi ARN thµnh ADN gäi 

lµ sao chÐp ng­îc (RT), sau ®ã míi nh©n 

vïng gen cÇn nghiªn cøu b»ng ph¶n øng 

PCR. §©y lµ mét kü thuËt xÐt nghiÖm sö 

dông sinh häc ph©n tö nh¹y vµ ®Æc hiÖu, 

hç trî ®¾c lùc cho viÖc tiªn l­îng vµ ®¸nh 

gi¸ qu¸ tr×nh ®iÒu trÞ viªm gan C [3]. 

Ph­¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö ®· ®­îc 

sö dông phæ biÕn ë nhiÒu n­íc trªn thÕ 

giíi ®Ó ph¸t hiÖn virut viªm gan nãi chung 

vµ viªm gan C nãi riªng [5, 6]. ë ViÖt Nam, 

viÖc ¸p dông sinh häc ph©n tö vµo chÈn 

®o¸n bÖnh viªm gan do virut cßn rÊt h¹n 

chÕ. Tõ nhu cÇu thùc tiÔn trªn, ®Æc biÖt ®èi 

víi HCV, chóng t«i ®Æt vÊn ®Ò nghiªn cøu 

sö dông ph¶n øng RT-PCR ph¸t hiÖn  HCV 

trªn BN viªm gan cÊp tÝnh. 

Trong bµi b¸o nµy, chóng t«i giíi thiÖu 

kÕt qu¶ thùc hiÖn RT-PCR sö dông vïng 

gen 5’UTR (untranscribed region), ph¸t 

hiÖn HCV tõ ARN-HCV tån t¹i trong mÉu 

huyÕt thanh vµ kh¼ng ®Þnh ®©y lµ mét kü 

thuËt xÐt nghiÖm ph©n tö chÝnh x¸c, cã thÓ 

øng dông trong sµng läc HCV ë c¸c mÉu 

m¸u/huyÕt thanh. 

®èi t­îng vµ ph­¬ng ph¸p 

nghiªn cøu 
 

1. §èi t­îng nghiªn cøu. 

ARN-HCV ®­îc t¸ch tõ 7 mÉu huyÕt 

thanh cña 7 BN viªm gan cÊp tÝnh. 

2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu. 

* Ph­¬ng ph¸p t¸ch ARN tæng sè: 

T¸ch chiÕt ARN tæng sè c¸c mÉu bÖnh 

phÈm virut viªm gan C cã sö dông bé 

QiaAmp Viral Kit cña h·ng QIAGEN (Mü). 

T¸ch chiÕt ARN tæng sè b»ng bé kit nµy  

ë nhiÖt ®é phßng 15 - 250C. 

* Ph­¬ng ph¸p tiÕn hµnh ph¶n øng 

RT-PCR: 

Ph¶n øng RT-PCR ®­îc sö dông lµ ph¶n 

øng mét b­íc (one-step RT-PCR) cña h·ng 

QIAGEN [4], víi måi xu«i ký hiÖu CC1F, 

lµ 5’-CAGAAAGCGTCTAGCCATGG-3’, 

bao gåm 20 nucleotid, vÞ trÝ 69-88 ë phÇn 

®Çu cña hÖ gen HCV; vµ måi ng­îc CC2R 

lµ..5’-GAGGTTTAGGATTCGTGCTC-3’, 

bao gåm 20 nucleotid, vÞ trÝ 363-344 ë 

phÇn ®Çu cña hÖ gen HCV. S¶n phÈm ®o¹n 

ADN cña vïng giao gen 5’ UTR vµ gen C 

cña HCV cã ®é dµi 295 bp. 

Nguyªn liÖu ph¶n øng RT-PCR. 

Dung m«i ph¶n øng (2x reaction             

mix): 12,5l; enzym sao chÐp ng­îc (RT-

platinum): 1l; måi xu«i (10pmol/l): 1,5l; 

måi ng­îc (10pmol/l): 1,5l; n­íc: 6,5l; 

khu«n (ARN tæng sè): 2l 

Chu tr×nh nhiÖt cña ph¶n øng RT-PCR, 

bao gåm:  

B­íc 1: 500C trong 45 phót: 1 chu kú. 

B­íc 2: 940C trong 15 phót: 1 chu kú. 

C¸c b­íc 3, 4, 5 thùc hiÖn lÆp ®i lÆp l¹i 



trong 45 chu kú:  

B­íc 3: 940C trong 1 phót. 

B­íc 4: 540C trong 45 gi©y. 

B­íc 5: 720C trong 1 phót. 

B­íc 6: 720C trong 7 phót: 1 chu kú. 

Sau ®ã b¶o qu¶n s¶n phÈm ë nhiÖt ®é 

l¹nh 40C.  

S¶n phÈm cña ph¶n øng RT-PCR ®­îc 

ph¸t hiÖn khi cho ®iÖn di trªn th¹ch 

agarose 0,8%. 

 

kÕt qu¶ vµ bµn luËn 

1. KÕt qu¶ thu thËp mÉu. 

Thu thËp 7 mÉu m¸u t¸ch huyÕt thanh 

cña BN viªm gan virut cÊp t¹i Khoa 

TruyÒn nhiÔm, BÖnh viÖn 103 vµ Khoa Vi 

sinh vËt, ViÖn VÖ sinh Phßng dÞch Qu©n 

®éi. TÊt c¶ c¸c BN nµy ®Òu nhËp viÖn víi 

chÈn ®o¸n lµ viªm gan cÊp tÝnh. C¸c mÉu 

huyÕt thanh ®­îc ký hiÖu HC1, HC2, 

HC3, HC4, HC5, HC6, HC7.  

B¶ng 1: KÕt qu¶ x¸c ®Þnh c¸c marker 

virut. 

 HC1 HC2 HC3 HC4 HC5 HC6 HC7 

Anti-HAV - - - - - - - 

HBsAg - - - - - - - 

Anti-HCV + + + - - - - 

 

* ChØ cã 3 mÉu cho kÕt qu¶ d­¬ng tÝnh. 

2. KÕt qu¶ t¸ch ARN tæng sè tõ huyÕt 

thanh BN. 

LÊy 3 mÉu HC1, HC2, HC3 cã kÕt qu¶ 

anti-HCV (+), tiÕn hµnh t¸ch ARN tæng 

sè. ARN tæng sè lµ hçn hîp c¸c lo¹i ARN, 

trong ®ã cã thÓ cã c¶ ARN cña hÖ gen 

HCV vµ sau khi t¸ch ®­îc kiÓm tra trªn 

th¹ch agarose 0,8% (h×nh 1). KÕt qu¶ cho 

thÊy c¶ 3 mÉu huyÕt thanh nµy ®Òu chøa 

ARN tæng sè, cã thÓ sö dông lµm khu«n 

®Ó tiÕn hµnh ph¶n øng RT-PCR. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

H×nh 1: KÕt qu¶ ®iÖn di ARN tæng sè            

trªn th¹ch agarose 0,8%. 
 

M: ChØ thÞ ADN (sö dông hÖ gen cña thùc 

khuÈn thÓ Lambda () c¾t b»ng enzym giíi h¹n 

HindIII). §­êng ch¹y 1-3: 3 mÉu ARN tæng sè         

lÇn l­ît t¸ch tõ huyÕt thanh cña c¸c BN HC1,         

HC2, HC3. 

3. KÕt qu¶ thùc hiÖn RT-PCR. 

§Ó x¸c ®Þnh chuçi ARN cña HCV, 

chóng t«i sö dông cÆp måi ®Æc hiÖu lµ 

CC1F vµ CC2R. TÝnh ®Æc hiÖu vµ ®é nh¹y 

cña cÆp måi khi thùc hiÖn ph¶n øng      

RT-PCR ®­îc Caudai vµ CS (1998) chøng 

minh rÊt cao [4]. §iÖn di kiÓm tra s¶n 

phÈm RT-PCR cho thÊy, 3 b¨ng ADN cã 

®é dµi kho¶ng 300 bp hiÓn thÞ râ trªn 
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th¹ch (h×nh 2), ®é dµi s¶n phÈm ®óng nh­ 

dù ®o¸n. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 2: KÕt qu¶ ph¶n øng PCR cña               

®o¹n gen HCV. 
 

M: ChØ thÞ ADN (sö dông hÖ gen Lambda () 

c¾t b»ng enzym giíi h¹n HindIII); §­êng ch¹y 1-3: 

C¸c s¶n phÈm RT-PCR cã ®é dµi kho¶ng 300 bp. 
 

Víi kÕt qu¶ thu nhËn ®­îc sau khi thùc 

hiÖn ph¶n øng RT-PCR, chóng t«i cho 

r»ng toµn bé quy tr×nh kü thuËt cña ph¶n 

øng RT-PCR ®­îc thùc hiÖn víi ARN 

tæng sè lµm khu«n tõ 3 mÉu trªn (thµnh 

phÇn ph¶n øng, tr×nh tù nucleotid cña måi 

CC1F, CC2R vµ chu tr×nh nhiÖt) hoµn 

toµn ®Æc hiÖu víi HCV vµ cho kÕt qu¶ 

chÝnh x¸c. 

4. KÕt qu¶ gi¶i tr×nh tr×nh tù.  

Toµn bé chuçi nucleotid cña ®o¹n ADN 

thu nhËn tõ c¸c mÉu HC1, HC2, HC3 ®­îc 

gi¶i tr×nh tr×nh tù b»ng m¸y ®äc tr×nh tù 

ABI Avant 3100 Genetic Analyzer (Mü) 

t¹i ViÖn C«ng nghÖ Sinh häc. Víi kÕt qu¶ 

truy cËp Ng©n hµng gen, ARN cña virut 

g©y bÖnh viªm gan cã trong 3 mÉu huyÕt 

thanh thu t¹i Hµ Néi chÝnh thøc ®­îc x¸c 

®Þnh lµ HCV thuéc nhãm Hepacivirus trong 

hä Flaviviridae. 

5. øng dông RT-PCR ph¸t hiÖn HCV 

trªn mét sè mÉu huyÕt thanh BN viªm 

gan cÊp tÝnh. 

Sau khi x¸c ®Þnh ®­îc quy tr×nh kü 

thuËt ph¸t hiÖn virut HCV b»ng sinh häc 

ph©n tö trªn 3 mÉu ®¹i diÖn, thùc hiÖn 

ph¶n øng RT-PCR trªn 4 mÉu huyÕt thanh 

BN cßn l¹i cïng víi ®èi chøng ©m tÝnh (-) 

(khu«n ARN ®­îc thay b»ng n­íc tinh 

khiÕt) vµ ®èi chøng d­¬ng tÝnh (+) (3 mÉu 

®· x¸c ®Þnh cã chøa ARN-HCV). KÕt qu¶ 

®iÖn di trªn th¹ch agarose 0,8% cho thÊy 4 

mÉu cßn l¹i kh«ng cho s¶n phÈm RT-PCR. 

Nh­ vËy, 4 mÉu huyÕt thanh cã ph¶n øng 

anti-HCV ©m tÝnh ®Òu kh«ng cã ARN cña 

virut HCV, do vËy kh«ng ph¸t hiÖn ®­îc 

b»ng ph¶n øng RT-PCR (h×nh 3). §iÒu ®ã 

cho thÊy cã sù tån t¹i cïng lóc cña ARN-

HCV vµ kh¸ng thÓ anti-HCV trong huyÕt 

thanh d­¬ng tÝnh. Ph¶n øng RT-PCR sö 

dông nguån khu«n ARN-HCV trong huyÕt 

thanh cã lîi ®Ó chÈn ®o¸n sím vµ ph¸t 

hiÖn t¸i nhiÔm HCV. 
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H×nh 3: KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm RT-PCR 

cña c¸c mÉu huyÕt thanh bÖnh phÈm. 
 

(-): §èi chøng ©m; M: chØ thÞ ph©n tö AND           

(sö dông hÖ gen Lamda () c¾t b»ng enzym giíi 

h¹n HindIII); §­êng ch¹y 1-3: §èi chøng d­¬ng; 

§­êng ch¹y 4-7: KiÓm tra s¶n phÈm RT-PCR ®èi 

víi HCV cña 4 mÉu HC4, HC5, HC6, HC7. 

 

kÕt luËn 
 

- Trong 7 mÉu huyÕt thanh cña BN viªm 

gan cÊp tÝnh ë khu vùc Hµ Néi cã 3 mÉu 

(HC1, HC2, HC3) chøa virut (thuéc nhãm 

Hepacivirus trong hä Flaviviridae).  

 

 

 

- Cã thÓ sö dông cÆp måi CC1F-CC2R, 

cho s¶n phÈm kho¶ng 300 bp, thµnh phÇn 

ph¶n øng vµ chu tr×nh nhiÖt cña ph¶n øng 

RT-PCR trong nghiªn cøu nµy ®Ó x©y 

dùng kit chÈn ®o¸n ph©n tö HCV tõ khu«n 

HCV-ARN cã trong huyÕt thanh BN mét 

c¸ch chÝnh x¸c vµ ®Æc hiÖu. 
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Quan s¸t siªu cÊu tróc qua kÝnh hiÓn vi 

®iÖn tö tinh trïng ng­êi, thÊy nhiÒu tinh 

trïng dÞ d¹ng. §Æc biÖt dÞ d¹ng ë ®Çu  

(¶nh 3, 4). §Çu tinh trïng cã hai nh©n, 

mµng tÕ bµo nh¨n nhóm (¶nh 3), cßn 

nhiÒu bµo t­¬ng (¶nh 4). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

¶nh 3, 4: Siªu cÊu tróc ®Çu tinh trïng ng­êi cã h×nh d¹ng bÊt th­êng. 

§Çu cã nh©n (1) chia thuú, bµo t­¬ng réng (2, 3) x 10.000. 

 

1 

2 

3 
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Nh­ vËy, bøc x¹ siªu cao tÇn cã thÓ lµm ¶nh h­ëng ®Õn sè l­îng vµ chÊt l­îng tinh trïng c¶ 

trªn ®éng vËt thùc nghiÖm vµ ng­êi. Bøc x¹ siªu cao tÇn t¸c ®éng ®Õn qu¸ tr×nh sinh tinh trïng 

b»ng c¬ chÕ trùc tiÕp qua t¸c dông nhiÖt hoÆc c¬ chÕ gi¸n tiÕp th«ng qua tuyÕn yªn, g©y rèi 

lo¹n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt hormon LH, FSH, c¸c hormon nµy t¸c dông lªn c¸c tÕ bµo dßng tinh 

[5]. 

4.3. Th¨m dß t¸c dông cña thuèc mediphylamin ®Õn sù håi phôc sè l­îng vµ chÊt l­îng 

tinh trïng ng­êi: 

Nh÷ng c«ng nh©n tiÕp xóc víi sãng siªu cao tÇn cã sè l­îng vµ chÊt l­îng kÐm, ®iÒu trÞ 

b»ng mediphylamin víi liÒu 0,25g x 2viªn/ngµy, uèng liªn tôc 30 ngµy, sau ®ã xÐt nghiÖm l¹i 

tinh dÞch ®å. 

 


