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3. Liªn quan gi÷a c¸c chØ sè lipid m¸u víi t×nh 
tr¹ng tæn th­¬ng cña c¸c nh¸nh §MV. 

B¶ng 4 vµ b¶ng 5 cho thÊy tÇn suÊt TT cña c¸c 
nh¸nh §MV theo thø tù lµ LAD  (45,3%); RCA 
(29,4%); LCx (24,4%). T­¬ng øng víi Lª C«ng TÊn 
(2006): LAD (43,9%); RCA (29,8%); LCx (22,3%) vµ 
Ph¹m Hoµng TiÕn (2004): LAD (50,0%); RCA 
(28,6%); LCx (19,9%). Víi kÕt qu¶ còng t­¬ng tù nh­ 
vËy Bertrand M vµ VanBelle E (2001) cïng víi c¸c 
t¸c gi¶ kh¸c cho r»ng: TT §MV hay gÆp th­êng ë gÇn 
nh÷ng chç chia nh¸nh hay nh÷ng chç uèn cong cña 
§M, nhËn ®Þnh nµy còng nh­ mét minh häa cho 
thuyÕt” ®¸p øng víi chÊn th­¬ng” cña m¶ng x¬ v÷a 
mµ nhiÕu t¸c gi¶ ®· ®Ò cËp trªn y v¨n.  

TÝnh chÊt cña RLLPM cã liªn quan nh­ thÕ nµo 
®Õn vÞ trÝ gi¶i phÉu TT cña c¸c nh¸nh §MV? Y v¨n 
còng ch­a thÊy ®Ò cËp. ë nghiªn cøu nµy,  xuÊt ph¸t 
tõ nh÷ng tÝnh to¸n thèng kª cho thÊy cã mèi liªn quan 
nhÊt ®Þnh. Cã thÓ ®©y còng lµ nh÷ng gîi ý ®Ó cã thÓ 
thùc hiÖn nh÷ng c«ng tr×nh nghiªn cøu s©u h¬n vµ 
trªn diÖn réng h¬n. 

* Nh¸nh ®éng m¹ch liªn thÊt tr­íc-LAD. 
Cã sù kh¸c biÖt cã ý nghÜa vÒ nång ®éCT m¸u 

gi÷a 2 nhãm BN cã vµ kh«ng TT (209,55 ± 50,92 
mg/dL vµ 190,56 ± 37,99 mg/dL). Cßn l¹i c¸c chØ sè 
HDL-C, LDL-C, TG vµ tû lÖ CT/HDL-C kh¸c biÖt 
kh«ng cã ý nghÜa gi÷a hai nhãm. 

* Nh¸nh ®éng m¹ch mò-LCx. 
T­¬ng øng víi nhãm TT nh¸nh ®éng m¹ch mò lµ 

nång ®é CT vµ LDL-C cao h¬n cã ý nghÜa thèng kª so 
víi nhãm kh«ng TT. 

* Nhãm ®éng m¹ch vµnh ph¶i-RCA. 
ë nhãm BN cã TT nh¸nh ®éng m¹ch vµnh ph¶i, 

nång ®é cña CT, LDL-C vµ tû lÖ CT/HDL ®Òu cao h¬n 
cã ý nghÜa so víi nhãm kh«ng cã TT. 

TÊt nhiªn nh­ ®· nãi ë trªn ®©y chØ lµ nh÷ gîi ý 
theo kÕt qu¶ tÝnh to¸n cña nghiªn cøu nµy, cÇn cã 

nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo qui m« h¬n ®Ó cã thÓ rót 
ra nh÷ng kÕt luËn chÝnh x¸c. 

KÕt luËn 
Nghiªn cøu trªn 303 bÖnh nh©n ®­îc chôp ®éng 

m¹ch vµnh ch­a ®iÒu trÞ rèi lo¹n lipid m¸u, b­íc ®Çu 
cho phÐp rót ra mét sè nhËn xÐt nh­ sau:  

5.1. Nång ®é CT vµ LDL-C ë nhãm BN cã tæn 
th­¬ng nhiÒu nh¸nh §MV cao h¬n nhãm tæn th­¬ng Ýt 
nh¸nh cã ý nghÜa. 

5.2. Tû lÖ CT/HDL-C ë nhãm cã tæn th­¬ng §MV 
cao h¬n nhãm chøng cã ý nghÜa. Cã mèi liªn quan 
gi÷a tû lÖ CT/HDL-C víi sè nh¸nh §MV bÞ tæn th­¬ng. 

5.3. Cã mèi liªn quan râ rÖt gi÷a sè nh¸nh §MV bÞ 
tæn th­¬ng víi sè thµnh phÇn lipid m¸u bÞ rèi lo¹n 

5.4. Tæn th­¬ng nh¸nh LAD cã thÓ cã liªn quan 
®Õn sù t¨ng cao cña CT m¸u. Víi nh¸nh LCx, cã liªn 
quan víi CT vµ LDL-C. Tæn th­¬ng nh¸nh RCA cã 
liªn quan ®Õn CT, LDL-C vµ CT/HDL-C. 
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Ph©n bè kiÓu gen cña HBV ë bÖnh nh©n nhiÔm virus viªm gan B   

 
NguyÔn LÜnh Toµn - Häc viÖn Qu©n y 

 
Tãm t¾t 
Virus viªm gan B (HBV) cã 8 kiÓu gen (A-H) kh¸c 

nhau ®· ®­îc ph¸t hiÖn víi sù ph©n bè râ rÖt theo 
khu vùc ®Þa lý. KiÓu gen cña HBV cã liªn quan ®Õn 
diÔn biÕn l©m sµng vµ hiÖu qu¶ ®iÒu trÞ kh¸ng virus. 
Nghiªn cøu nµy kiÓu gen HBV ph©n lËp tõ 95 bÖnh 
nh©n nhiÔm HBV ®­îc x¸c ®Þnh b»ng kü thuËt PCR-
RFLP vµ gi¶i tr×nh tù gen. KÕt qu¶ cho thÊy tån t¹i 3 
kiÓu gen cña HBV lµ B, C, D vµ mét kiÓu gen t¸i tæ 
hîp B víi C trªn nhãm bÖnh nh©n nµy. Trong ®ã, 
HBV kiÓu gen B chiÕm ­u thÕ 55/95 (57,9%), C chiÕm 
36/95 (37,9%) vµ D chiÕm 2/95 (2,1%), ngoµi ra mét 
kiÓu gen t¸i tæ hîp B vµ C còng ®­îc ph¸t hiÖn víi tû 
lÖ 2/95 (2,1%).  

Tõ khãa: PCR-RFLP; KiÓu gen HBV, viªm gan B 
 

summary 
There are eight known genotypes of hepatitis B 

virus (HBV), A–H, with rather well-defined geographic 
distributions. The clinical course and outcome of 
antiviral therapy depended on the genotype of the 
infecting HBV strain In this study, genotypes of 95 
HBV strains isolated from patients with HBV 
infection were analyzed by using PCR – RFLP and 
DNA-sequencing. Results showed that three 
genotypes B, C and D and one recombinant 
genotypes B and C of HBV have been observed in 
this patients. Of this, genotype B was found in 55/95 
(57,9%) and genotype C in 36/95 (37,9%) and 
genotype D in 2/95 (2,1%) and one recombinant 
genotypes B and C in 2/95 (2,1%). 

Keywords: PCR-RFLP; HBV genotypes, 
hepatitis B 
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§ÆT VÊN §Ò 
Virus viªm gan B (HBV) lµ mét trong nh÷ng nguyªn 

nh©n hµng ®Çu g©y bÖnh lý gan. MÆc dï ®· cã vac-xin 
®Æc hiÖu, nh­ng nhiÔm HBV vÉn ®ang lµ vÊn ®Ò mang 
tÝnh toµn cÇu. HBV lµ nguyªn nh©n g©y nªn c¸c thÓ 
l©m sµng bÖnh lý gan tõ ng­êi mang virus kh«ng triÖu 
chøng, viªm gan cÊp (VGC) tù håi phôc ®Õn viªm gan 
m¹n (VGM), x¬ gan (XG), ung th­ tÕ bµo gan (UTTBG) 
®Õn viªm gan tèi cÊp [1,2]. Theo ­íc tÝnh trªn thÕ giíi 
cã kho¶ng 2 tû ng­êi ®· nhiÔm HBV, trong ®ã gÇn 400 
triÖu ng­êi ®ang mang HBV m¹n tÝnh. Kho¶ng ba phÇn 
t­ sè ng­êi mang HBV m¹n tÝnh ®ang sèng ë Ch©u  ̧
vµ khu vùc Sub - Sahara Ch©u Phi víi tû lÖ cao sè 
ng­êi mang HBV trong céng ®ång. Tû lÖ l­u hµnh HBV 
ë møc trung b×nh t¹i vïng §Þa Trung H¶i, NhËt B¶n vµ 
mét phÇn §«ng ¢u. Trong khi ®ã tû lÖ nµy thÊp d­íi 
2% d©n sè t¹i phÇn lín c¸c n­íc T©y ¢u, Ch©u óc vµ 
B¾c Mü [2]. Sù kh¸c nhau vÒ tØ lÖ l­u hµnh toµn cÇu cã 
kh¶ n¨ng lµ do cã sù kh¸c biÖt vÒ c¸c ®­êng l©y truyÒn 
HBV chÝnh. ë c¸c vïng bÖnh l­u hµnh ®Þa ph­¬ng nh­ 
Ch©u ¸ vµ T©y Phi, l©y truyÒn HBV th­êng x¶y ra trong 
thêi kú chu sinh, víi tû lÖ l©y truyÒn cho trÎ s¬ sinh cao 
®Õn 90% tõ c¸c bµ mÑ cã HBsAg (+) vµ HBeAg (+). 
Ng­êi ta thÊy r»ng cã trªn 95% c¸c tr­êng hîp trÎ l©y 
nhiÔm HBV tõ mÑ trë thµnh ng­êi mang HBV m¹n tÝnh 
[2]. Mét sè yÕu tè virus t¸c ®éng m¹nh ®Õn diÔn biÕn 
l©m sµng bÖnh lý gan do nhiÔm HBV bao gåm kiÓu 
gene (genotype), d­íi kiÓu gen HBV, nång ®é HBV-
DNA vµ ®ét biÕn gene HBV còng nh­ ®¸p øng miÔn 
dÞch cña c¬ thÓ ®èi víi qu¸ tr×nh nhiÔm HBV [2,3]. 

N¨m 1988, Okamoto vµ CS ph©n tÝch 18 tr×nh tù 
bé gen cña HBV ®· ph¸t hiÖn ra c¸c chñng HBV cã 
bé gen kh¸c nhau trªn c¸c bÖnh nh©n. KiÓu gene A 
®­îc qui ­íc lµ kiÓu gen cæ ®iÓn vµ c¸c kiÓu gen 
kh¸c cßn l¹i kh¸c nhau h¬n 8% nucleotid (nu.) trªn 
toµn bé bé gen cña HBV. Nh­ vËy, kiÓu gene B sÏ cã 
h¬n 8% nu. kh¸c biÖt so víi kiÓu gene A; kiÓu gene C 
cã h¬n 8% nu. kh¸c so víi kiÓu gene A vµ B vµ t­¬ng 
tù cho ®Õn nay ®· ph¸t hiÖn ®­îc 8 kiÓu gen HBV 
kh¸c nhau ký hiÖu tõ A ®Õn H [4]. Do ®ã, khi c¸c bÖnh 
nh©n ®­îc ph¸t hiÖn cã HBsAg(+) cã nghÜa lµ hä cã 
thÓ nhiÔm cïng mét kiÓu gen, nh­ng còng cã thÓ 
nhiÔm nhiÒu kiÓu gene HBV kh¸c nhau. Tõ ®ã ®· gîi 
më cho nh÷ng nhµ nghiªn cøu h­íng tíi mét trong 
nh÷ng c¸ch gi¶i thÝch cho sù kh¸c biÖt vÒ diÔn biÕn 
l©m sµng bÖnh lý gan, hiÖu qu¶ ®iÒu trÞ vµ ®¸p øng 
víi thuèc kh¸ng virus còng nh­ hËu qña t¸c ®éng 
m¹n tÝnh cña chóng trªn c¸c bÖnh nh©n kh¸c nhau 
[3,4]. Sù ph©n bè cña c¸c kiÓu gene HBV cã tÝnh chÊt 
khu vùc vµ chóng ®­îc t×m thÊy víi tÇn suÊt kh«ng 
gièng nhau trªn c¸c vïng ®Þa lý kh¸c nhau (Schaefer 
S., 2005). Trong mçi kiÓu gene l¹i ®­îc chia thµnh 
c¸c d­íi kiÓu gene kh¸c nhau, gi÷a chóng cã sù kh¸c 
nhau tõ 4-8% tæng sè nu. trªn toµn bé bé gen. D­íi 
kiÓu gene cña mét kiÓu gene ®­îc kÝ hiÖu b»ng sè 1, 
2, 3... KiÓu gene A chia thµnh d­íi kiÓu gen A1 hiÖn 
®­îc t×m thÊy ë khu vùc Sub-Sahara, Ch©u Phi, A2 ë 
B¾c ¢u vµ A3 ë vïng T©y Phi. D­íi kiÓu gene B ®­îc 
chia lµm hai nhãm B1 (cßn gäi lµ Bj hoÆc B Japan) vµ 
B6, d­íi kiÓu gene nµy ®­îc chøng minh lµ mét t¸i tæ 

hîp gene cña phÇn lâi (core) cña kiÓu gene C vµo 
trong vïng lâi cña kiÓu gene B bao gåm B2, B3, B4 
vµ B5 (tr­íc gäi lµ Ba hoÆc B asia). KiÓu gen B1 ®­îc 
t×m thÊy ë NhËt B¶n, B2-5 phæ biÕn ë vïng §«ng ¸ vµ 
B6 lµ kiÓu gen B míi nhÊt ®­îc t×m thÊy ë d©n b¶n xø 
sèng ë vïng B¾c Cùc. KiÓu gene C ®­îc chia thµnh 
d­íi kiÓu gen C1, C2 vµ C3 cho thÊy phæ biÕn ë 
Trung Quèc, Hµn Quèc, §«ng Nam ¸ vµ mét sè n­íc 
thuéc quÇn ®¶o Nam Th¸i B×nh D­¬ng [6]. KiÓu gene 
D tr¶i réng vßng kh¾p §«ng ¢u, khu vùc §Þa Trung 
H¶i, bao gåm B¾c Phi, Nga, Trung §«ng, d­íi lôc ®Þa 
Ên §é vµ vßng qua B¾c Cùc. KiÓu gene E ®­îc t×m 
thÊy ë khu vùc B¾c Phi. KiÓu gene G cña HBV ®­îc 
ph¸t hiÖn khu tró ë trong nh÷ng khu vùc nhá cña ThÕ 
giíi, nh­ ë Mü, ViÖt Nam, Nam ¢u vµ nã xuÊt hiÖn 
nguyªn ñy nh­ lµ ®ång nhiÔm víi kiÓu gene kh¸c cña 
HBV, mµ phæ biÕn lµ víi kiÓu gene A. KiÓu gene F 
®­îc chia thµnh 4 d­íi kiÓu gene: F1-F4. KiÓu gene 
H cã quan hÖ rÊt gÇn víi kiÓu gene F vµ cã nguån 
gèc ban ®Çu lµ mét nh¸nh cña kiÓu gene F. Trong 48 
bang gi¸p nhau t¹i Mü, kiÓu gene A2, B, C vµ D lµ 
phæ biÕn ®­îc t×m thÊy ë nh÷ng ng­êi nhËp c­ sinh ra 
®Õn tõ nh÷ng vïng cã kiÓu gene ®Æc tr­ng cña ®Êt 
n­íc tr­íc khi nhËp c­ [6,7]. ë ViÖt Nam, nh÷ng 
nghiªn cøu vÒ dÞch tÔ häc gÇn ®©y cho thÊy r»ng, 
n­íc ta lµ mét trong nh÷ng n­íc cã tû lÖ nhiÔm HBV 
cao nhÊt thÕ giíi víi tØ lÖ tõ 15 - 26% quÇn thÓ ng­êi 
kháe m¹nh cã HBsAg(+) [8]. Tû lÖ cã dÊu Ên HBV 
trong huyÕt thanh t¨ng dÇn trªn bÖnh nh©n viªm gan 
cÊp, m¹n tÝnh vµ cã thÓ tíi 80 - 90% trªn nhãm bÖnh 
nh©n x¬ gan vµ ung th­ gan. Cã nhiÒu nghiªn cøu vÒ 
kiÓu gen HBV tuy nhiªn kÕt qu¶ kh«ng thèng nhÊt vµ 
phô thuéc vµo ph­¬ng ph¸p vµ vïng ®Þa lÝ còng nh­ 
quÇn thÓ bÖnh nh©n nghiªn cøu. Trong nghiªn cøu 
nµy, chóng t«i x¸c ®Þnh ph©n bè kiÓu gen HBV trªn 
nhãm bÖnh nh©n mang HBV.     

§èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 
1. §èi t­îng nghiªn cøu.  
- BÖnh nh©n: gåm 95 mÉu huyÕt thanh cña bÖnh 

nh©n nhiÔm HBV m¹n tÝnh cã HBsAg(+) vµ HBV-
DNA(+). Kh«ng cã dÊu hiÖu mang virus viªm gan C 
vµ HIV cã anti-HCV(-) vµ anti-HIV(-). C¸c bÖnh nh©n 
®Õn xÐt nghiÖm HBV t¹i Trung t©m y d­îc häc Qu©n 
sù, Häc viÖn Qu©n y.  

-HBV t¸i tæ hîp: Bé gen HBV chñng hoang d¹i 
(wt) ®­îc t¸i tæ hîp trong vector mang toµn bé bé gen 
HBV kÝ hiÖu pHBV1.28 vµ pHBV1.5 (kiÓu gen A), 
pHBV1.2 (kiÓu gen D) vµ HBVpd4aI (kiÓu gen C) theo 
thø tù chøa 1.2mer, 1.28mer, 1.5mer HBV ®· ®­îc 
m« t¶ chi tiÕt trong c¸c nghiªn cøu gÇn ®©y vµ t¸i tæ 
hîp HBV kiÓu gen B [3,10] .  

-Tr×nh tù 70 bé gen HBV chñng wt ®¹i diÖn cho 8 
kiÓu gen HBV trªn ng©n hµng gen (Genbank) ®­îc sö 
dông lµm tham chiÕu ph©n tÝch kiÓu gen HBV [3].  

2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu.  
2.1. C¸c måi (primer). C¸c måi ®­îc dïng nh©n 

®o¹n gen tiÒn nh©n preCore HBV sö dông ph­¬ng 
ph¸p PCR lång (nested-PCR) ®­îc m« t¶ trong nghiªn 
cøu gÇn ®©y [3,5]. Ph¶n øng PCR thø nhÊt bé måi 
®­îc thiÕt kÕ môc ®Ých lµm t¨ng kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn 
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HBV-DNA: HBVpre16: 5’-CACCTCTGCCAATCATCT 
CT-3’ vµ HBV-509as 5’-CTGCGAGGCGAGGGAGTT-
3’. Ph©n biÖt kiÓu gen HBV sö dông bé måi cña 
Hannoun vµ CS (2002) HBV-F: 5’-CAAGCCTCCAAG 
CTGTGCCTTGGGTGGCCTT-3’; HBV-AR: 5’-TTCTT 
CTTCTAGGGGACCTGCCTCGGTCCCG-3’ (521bp) 
vµ HBV-nonAR: 5’-TT CTTCTTCTAGGGGACCTGC 
CTCGTCGTCT-3’(516bp) [3,5].   

2.2. T¸ch vµ tinh s¹ch HBV-DNA. HBV-DNA 
®­îc t¸ch vµ tinh s¹ch tõ 200l huyÕt thanh bÖnh 
nh©n sö dông bé kÝt th­¬ng m¹i cña h·ng QIAgen. 
Qui tr×nh t¸ch DNA vµ tinh s¹ch theo h­íng dÉn cña 
nhµ s¶n xuÊt (www1.qiagen.com). Nång ®é DNA toµn 
phÇn ®­îc ®o kiÓm tra trªn hÖ thèng Nano Drop ®¶m 
b¶o ®é tinh s¹ch vµ nång ®é DNA ®­îc sö dông cho 
ph¶n øng PCR. 

2.3. Ph¶n øng PCR-RFLP. Thùc hiÖn ph¶n øng 
PCR lång nh©n ®o¹n gene precore HBV ®­îc thùc 
hiÖn qua 2 ph¶n øng PCR. Ph¶n øng PCR thø nhÊt 
sö dông cÆp måi HBVpre16 vµ HBV-509as [3]. Ph¶n 
øng PCR thø 2 thùc hiÖn theo qui tr×nh ®· m« t¶ cña 
Hannoun vµ CS (2002) víi 3 primer HBV-F, HBV-AR 
vµ HBV-nonAR [3]. Nång ®é vµ thµnh phÇn ph¶n øng 
PCR nh­ sau: ®Öm 1x (10 mmol/l Tris–HCl pH 8.3, 50 
mmol/l KCl vµ 1.5 mmol/l MgCl2), d-NTP x 0,2mM, taq 
DNA polymerase x 2 unit (NEB), DNA tæng sè x 20ng 
vµ n­íc khö ion võa ®ñ cho 50#l. Chu kú nhiÖt nh­ 
sau: 94 °C cho 4 phót, tiÕp theo lµ 35 chu kú bao 
gåm: 94 °C trong 30 gi©y, 58 °C trong 40 gi©y, kÐo 
dµi ë 72 °C trong 45 gi©y vµ cuèi cïng duy tr× 72 °C 
trong 7 phót. S¶n phÈm PCR sau khi ®· x¸c ®Þnh 
®­îc ñ víi enzyme FastDigest SspI vµ Tsp509I (TasI) 
®Ó x¸c ®Þnh c¸c kiÓu gen cña HBV. Qui tr×nh chÈn 
®o¸n kiÓu gen HBV b»ng ph¶n øng PCR-RFLP dïng 
enzyme SspI vµ TasI dùa trªn kÝch th­íc s¶n phÈm 
PCR m« t¶ chi tiÕt trong nghiªn cøu gÇn ®©y. Thµnh 
phÇn ph¶n øng RFLP gåm ®Öm 1x, enzyme x 2 unit, 
s¶n phÈm PCR x 10×l vµ n­íc khö ion võa ®ñ 20×l. ñ 
víi nhiÖt ®é theo thø tù enzym SspI vµ TasI lµ 370C x 
15 phót vµ 650C trong 2 giê [10]. S¶n phÈm PCR-
RFLP ®­îc nhuém Ethidium bromide, ®iÖn di trªn gel 
agarose 1,5%  vµ  ®äc trªn m¸y ®äc Gel – Doc. 

2.4. §Þnh l­îng nång ®é HBV-DNA. HBV DNA 
®­îc ®Þnh l­îng b»ng kü thuËt Real time PCR trªn hÖ 
thèng Realtime PCR LightCycler 2.0 (Roch, Thñy Sü), 
¸p dông nguyªn lý Hydrolysis Probe (TaqMan Probe) 
®Ó ph¸t hiÖn s¶n phÈn PCR. Nguyªn lý nµy nh­ sau: 
h¶n øng Real time sö dông TaqMan Probe ®­îc thiÕt 
kÕ gåm: Mét bé måi ®Æc hiÖu vµ mét chuçi 
oligonucleotide (Probe) cã tr×nh tù bæ sung víi ®o¹n 
tr×nh tù khu«n n»m gi÷a hai måi. MÉu dß 
oligonucleotide ®­îc thiÕt kÕ víi ®Çu 5’ g¾n chÊt ph¸t 
tÝn hiÖu huúnh quang (Reporter) vµ ®Çu 3’ g¾n mét 
chÊt k×m h·m sù ph¸t tÝn hiÖu huúnh quang ph¸t ra tõ 
Reporter ®­îc gäi chung lµ Quencher. MÉu dß nµy ë 
tr¹ng th¸i nguyªn vÑn (kh«ng bÞ ph©n hñy), ë tr¹ng 
th¸i b×nh th­êng (kh«ng bÞ kÝch ho¹t) th× toµn bé n¨ng 
l­îng ph¸t ra tõ Reporter ®­îc truyÒn sang Quencher 
khiÕn cho Reporter kh«ng ph¸t ®­îc tÝn hiÖu huúnh 
quang mµ chØ cã Quencher ph¸t ®­îc, nh­ng m¸y 

chñ sÏ kh«ng nhËn ®­îc tÝn hiÖu v× hÖ thèng kÝnh läc 
kh«ng phï hîp víi b­íc sßng ph¸t ra tõ Quencher. 
Khi ph¶n øng PCR diÔn ra, mÉu dß sÏ b¾t cÆp bæ 
sung vµo DNA khu«n sau ®ã bÞ ph©n c¾t bëi ho¹t tÝnh 
5’exonucleaza cña TaqDNA polymerase trong qu¸ 
tr×nh tæng hîp chuçi. ChÝnh nhê sù ph©n c¾t nµy lµm 
cho Reporter ®­îc gi¶i phãng khái Quencher ®Ó ph¸t 
tÝn hiÖu huúnh quang, ®ång thêi lo¹i bá mÉu dß khái 
khu«n DNA cho phÐp kÐo dµi tiÕp s¶n phÈm PCR. 
Reporter bÞ ph©n c¾t khái khu«n DNA sau mçi chu kú 
cña ph¶n øng PCR cã nghÜa lµ tÝn hiÖu huúnh quang 
thu ®­îc sÏ tû lÖ víi sù nh©n lªn cña s¶n ph©n PCR. 
Dùa vµo nguyªn lý trªn mét cÆp måi trong vïng b¶o 
tån cña gen S cña HBV vµ mÉu dß oligonucleotide cã 
®Çu 5’(Reporter) mang hîp chÊt ph¸t mÇu FAM vµ 
®Çu 3’(Quencher) mang hîp chÊt TAMRA ®­îc thiÕt 
kÕ ®Ó ®Þnh l­îng nång ®é HBV DNA [3] HBs-F 5´-
CAACCTCCAATCACTCACCAAC-3´, HBs R 5´-
ATATGATAAAACGCCGCAGACACA-3´, HBs-Taq 
5´-(FAM)TCCTCCAATTTGTCCTG-
GTTATCGCT(TAMRA)-3´.  

Nång ®é DNA cña virus HBV sÏ ®­îc ®Þnh l­îng 
dùa trªn c­êng ®é cña c¸c tÝn hiÖu huúnh quang vµ 
mét bé chuÈn ®èi chøng. Ph­¬ng ph¸p nµy cho phÐp 
®Þnh l­îng chÝnh x¸c nång ®é cña HBV – DNA (sè 
copies/ml). §ång thêi cho biÕt nång ®é cña ®o¹n 
gene ®Ých ngay trong tõng thêi ®iÓm quan t©m. 

2.5. Ph­¬ng ph¸p gi¶i tr×nh tù gen trùc tiÕp 
(direct DNA-Sequencing). Gi¶i tr×nh tù gen x¸c ®Þnh 
vÞ trÝ s¾p xÕp c¸c nucleotid trong ph©n tö AND tiÕn 
hµnh theo ph­¬ng ph¸p cña Sanger trªn m¸y ®äc tr×nh 
tù ABI 3130 XL, ph©n tÝch kÕt qu¶ b»ng c¸c phÇn mÒm 
sinh tin häc chuyªn dông BioEdit 7.01. Gi¶i tr×nh tù gen 
ngÉu nhiªn 30 mÉu trªn c¶ hai vïng tiÒn nh©n 
(precore) vµ vïng S cña bé gen HBV. Thµnh phÇn 
ph¶n øng PCR-sequencing: 5X BigDye Buffer x 2 ×l, 
BigDye terminator x 4 ×l, måi HBV-AR hoÆc HBV-
nonAR x 1 ×l, DNA template x 0,8 ×g vµ n­íc cÊt khö 
ion võa ®ñ 20 ×l. Chu tr×nh nhiÖt 960C x 1 phót tiÕp ®Õn 
25 chu k× (960C x 10 gi©y,  500C x 5 gi©y vµ 600C x 4 
phót) gi÷ ë 40C. S¶n phÈm PCR sau khi g¾n BigDye 
®­îc tinh s¹ch vµ biÕn tÝnh HiDi sau ®ã ph©n tÝch tr×nh 
tù trªn hÖ thèng gi¶i tr×nh tù tù ®éng ABI 3130 XL t¹i 
Trung t©m y d­îc häc Qu©n sù, Häc viÖn Qu©n y. 

2.6. Ph©n tÝch tr×nh tù gen. Tr×nh tù gen HBV 
®­îc so s¸nh dïng c«ng cô CLUSTAL_W (Thompson 
vµ CS., 1994) vµ BLAST (National Center for 
Biotechnology Information; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast. Nh÷ng tr×nh tù 
gen cña HBV sau khi ®· ®­îc so s¸nh sÏ ®­îc kiÓm 
tra ph©n tÝch dïng ch­¬ng tr×nh BioEdit 7.01 
(Department of Microbiology, North Carolina State 
University, Raleigh, NC, USA; 
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Kh¸c 
biÖt vÒ gen ®­îc tÝnh to¸n sö dông ph­¬ng ph¸p 
Kimura two-parameter (Kimura, 1980) vµ ph©n tÝch 
loµi (phylogenetic trees) ®­îc dùng bëi ch­¬ng tr×nh 
neighbour-joining (Saitou vµ Nei, 1987). KÕt qu¶ ph©n 
tÝch loµi HBV ®­îc quan s¸t sö dông phÇn mÒm 
TreeView v.1.6.6.  
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KÕT QU¶ Vµ BµN LUËN 
1. KÕt qu¶ t¸ch DNA tæng sè trong huyÕt thanh 

bÖnh nh©n. 
T¸ch vµ tinh s¹ch DNA tæng sè tõ c¸c mÉu huyÕt 

thanh cña 95 bÖnh nh©n mang HBV cã HBsAg (+) sö 
dông bé kit cña QIAgen. Qui tr×nh t¸ch DNA theo 
h­íng dÉn cña nhµ s¶n xuÊt. Sau t¸ch nång ®é vµ ®é 
tinh s¹ch cña DNA ®­îc kiÓm tra b»ng hÖ thèng 
Nanodrop (b¶ng 1). 

B¶ng 1. Nång ®é vµ ®é tinh s¹ch cña DNA tæng sè 
t¸ch tõ c¸c mÉu nghiªn cøu 

Sè mÉu (n) Nång ®é (ng/×l) §é tinh s¹ch (OD) 
(260/280) 

30 Tõ 50 - 100 Tõ 1,6 - 1,8 
55 Tõ 100 -  150 Tõ 1,8 - 2,0 
10 Tõ 150 - 200 Tõ 2,0 - 2,2 

Tæng sè mÉu 95 95 
Nång ®é DNA huyÕt thanh cña c¸c mÉu chñ yÕu 

lµ tõ 100 - 150 ng/×l, ®é tinh s¹ch chñ yÕu ®o ®­îc lµ 
OD (260/280) = 1,8 - 2,0. Víi ®é tinh s¹ch vµ nång ®é 
DNA nµy ®¶m b¶o chÊt l­îng DNA cho phÐp thùc 
hiÖn ph¶n øng PCR nh©n gen cña HBV trong mÉu 
bÖnh nh©n. 

2. Nång ®é HBV - DNA ®Þnh b»ng realtime – 
PCR.   

B¶ng 2. Nång ®é HBV-DNA trong huyÕt thanh 
bÖnh nh©n nghiªn cøu. 

Nång ®é Sè mÉu (n=95) Tû lÖ (%) 
< 5 x 102 1 1,07 
102 - 103 2 2,10 
103 – 104 13 13,68 
104 – 105 23 24,21 

> 105 56 58,94 
Nång ®é HBV - DNA mÉu nghiªn cøu chñ yÕu trªn 

105 copies chiÕm 56/95 (58,94%), tõ 104 - 105 chiÕm 
23/95 (24,21%).  

3. Ph©n bè cña kiÓu gen cña HBV  
B¶ng 3. Tû lÖ ph©n bè kiÓu gen cña HBV ë bÖnh 

nh©n nghiªn cøu 
HBV Sè l­îng Tû lÖ (%) 

KiÓu gen B 55 57,9 
KiÓu gen C 36 37,9 
KiÓu gen D 2 2,1 

KiÓu gen t¸i tæ hîp B+C 2 2,1 
Tæng sè 95 100 

B»ng ph­¬ng ph¸p PCR-RFLP vµ gi¶i tr×nh tù 
gen, ph©n tÝch loµi x¸c ®Þnh tû lÖ kiÓu gen B lµ 55/95 
(57,9%), kiÓu gen C lµ 36/95 (37,9%), kiÓu gen D lµ 
2/95 (2,1%) vµ kiÓu gen t¸i tæ hîp B vµ C lµ 2/95 
(2,1%) (B¶ng 3). Chøng minh kiÓu gen t¸i tæ hîp HBV 
chóng t«i ph©n tÝch tr×nh tù gen cña 30 mÉu HBV cho 
kÕt qu¶ bao gåm 15 mÉu ®­îc x¸c ®Þnh lµ kiÓu gen B, 
11 mÉu ®­îc x¸c ®Þnh lµ kiÓu gen C, 2 mÉu ®­îc x¸c 
®Þnh lµ kiÓu gen D hoµn toµn phï hîp víi ph­¬ng 
ph¸p PCR-RFLP. Tuy nhiªn, trong toµn bé 95 mÉu 
nghiªn cøu cã 2 mÉu kh«ng x¸c ®Þnh ®­îc b»ng kü 
thuËt PCR – RFLP ®­îc ph©n tÝch b»ng gi¶i tr×nh tù 
gen trªn c¶ hai vïng S vµ preCore chøng minh lµ 
HBV t¸i tæ hîp kiÓu gen B vµ C. 

§Ó x¸c ®Þnh chÝnh x¸c HBV kiÓu gen t¸i tæ hîp 
B+C xuÊt hiÖn trong nhãm nghiªn cøu, chóng t«i tiÕp 
tôc ph©n tÝch so s¸nh trªn ng©n hµng gen (Genbank) 
sö dông ph­¬ng ph¸p BLAST-genotyping. KÕt qu¶ 
chøng minh hai chñng HBV xuÊt hiÖn trong nhãm 
nghiªn cøu lµ kiÓu gen t¸i tæ hîp kiÓu gen B vµ C  

Nghiªn cøu gÇn ®©y chøng minh HBV kiÓu gen B 
vµ C lµ hai kiÓu gen phæ biÕn ë n­íc ta [7,8,9 ]. KÕt 
qu¶ nghiªn cøu nµy phï hîp víi mét sè t¸c gi¶ c«ng 
bè gÇn ®©y ë ng­êi ViÖt Nam HBV chñ yÕu mang 
kiÓu gen B vµ C, ngoµi ra c¸c kiÓu gen A, D vµ t¸i tæ 
hîp hoÆc ®ång/béi nhiÔm c¸c kiÓu gen B vµ C víi c¸c 
kiÓu gen A, D, E vµ G [7]. GÇn ®©y, TrÇn T. TuÊn Huy 
vµ cs (2004) nghiªn cøu trªn 115 bÖnh nh©n gåm 39 
viªm gan cÊp vµ 76 viªm gan m¹n tÝnh. C¸c t¸c gi¶ 
thÊy r»ng, ë nhãm viªm gan cÊp chñ yÕu lµ kiÓu gen 
B chiÕm 74,3%. Trong khi ®ã nhãm viªm gan m¹n 
kiÓu gen C chiÕm 81% [8]. Nghiªn cøu cña TrÇn Xu©n 
Ch­¬ng trªn 80 bÖnh nh©n viªm gan virus B cÊp cho 
thÊy cã 56 tr­êng hîp mang kiÓu gen B, 22 tr­êng 
hîp mang kiÓu gan C, 1 tr­êng hîp mang kiÓu gen A 
vµ 1 tr­êng hîp mang kiÓu gen hçn hîp B vµ C. ë 
MiÒn B¾c, nghiªn cøu cña Bïi Xu©n Tr­êng trªn c¸c 
nhãm bÖnh nh©n kh¸c nhau còng cho kÕt qu¶ t­¬ng 
tù lµ kiÓu gen B chiÕm tû lÖ 71,9%, kiÓu gen C lµ 
29,1%, trong ®ã kiÓu gen B phæ biÕn h¬n h¼n kiÓu 
gen C ë nhãm ng­êi mang virus vµ viªm gan m¹n [9].  

KÕT LUËN 
KÕt qu¶ ph©n tÝch kiÓu gen HBV trªn 95 bÖnh 

nh©n nhiÔm HBV b»ng kü thuËt PCR-RFLP trªn vïng 
preCore HBV vµ gi¶i tr×nh tù gen chøng minh tån t¹i 3 
kiÓu gen cña HBV lµ B, C, D vµ t i̧ tæ hîp kiÓu gen B 
víi C trªn nhãm bÖnh nh©n nµy. Trong ®ã, HBV kiÓu 
gen B chiÕm ­u thÕ 57,9%, C chiÕm 37,9% vµ D 
chiÕm 2,1%, ngoµi ra kiÓu gen t¸i tæ hîp B vµ C còng 
®­îc ph¸t hiÖn víi tû lÖ 2,1%.  
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