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T¸ch dßng vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù vïng pres 
gien kh¸ng nguyªn bÒ mÆt cña virót viªm gan b 

®æng v¨n quyÒn, ®inh duy kh¸ng 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Yu Yeon Gyu 

ViÖn Khoa häc vµ C«ng nghÖ Hµn Quèc 

Viªm gan do virót viªm gan B (HBV) hiÖn 
®ang lµ vÊn ®Ò søc kháe y tÕ céng ®ång toµn 
cÇu, lµ mét trong nh÷ng nguyªn nh©n hµng ®Çu 
g©y nªn bÖnh viªm gan m7n tÝnh vµ x¬ gan [1, 
11]. Theo −íc tÝnh cña Tæ chøc Y tÕ thÕ giíi 
(WHO), hiÖn cã trªn 2 tû ng−êi cã tiÒn sö nhiÔm 
HBV vµ kho¶ng 400 triÖu ng−êi nhiÔm HBV 
m7n tÝnh, sè ng−êi chÕt liªn quan trùc tiÕp ®Õn 
nhiÔm HBV hµng n¨m lªn tíi 2 triÖu ng−êi [4, 
7]. Tuy nhiªn, cho ®Õn nay vÉn ch−a cã mét hãa 
trÞ liÖu nµo ®Æc hiÖu ®Ó ®iÒu trÞ bÖnh viªm gan 
B. Ph−¬ng ph¸p duy nhÊt ®Ó tr¸nh bÞ viªm gan B 
lµ dù phßng b»ng v¾c xin, ®©y còng ®−îc coi lµ 
ph−¬ng ph¸p h÷u hiÖu ®Ó dù phßng ung th− gan 
nguyªn ph¸t [5, 9]. 

Riªng ë ViÖt Nam, theo c¸c b¸o c¸o cña c¸c 
t¸c gi¶ kh¸c nhau, tû lÖ nhiÔm HBV dao ®éng tõ 
10-15% [2, 10]. Trong ®ã kho¶ng 20% tr−êng 
hîp viªm gan B m¹n tÝnh chuyÓn thµnh x¬ gan 
víi nh÷ng triÖu chøng nÆng, cã thÓ dÉn ®Õn tö 
vong. ViÖt Nam hiÖn ®−îc xÕp vµo mét trong sè 
c¸c quèc gia cã tû lÖ ng−êi nhiÔm HBV cao nhÊt 
thÕ giíi. 

ViÖc thanh to¸n ®−îc c¨n bÖnh hiÓm nghÌo 
nµy phô thuéc vµo tÝnh hiÖu lùc, ®é an toµn cña 
c¸c lo¹i v¾c xin viªm gan B ®ang l−u hµnh. C¸c 
h−íng nghiªn cøu hiÖn nay ®Òu nh»m t×m ra mét 
lo¹i v¾c xin cã hiÖu lùc vµ ®é an toµn cao, hay 

nãi c¸ch kh¸c lµ cã kh¶ n¨ng t¹o ®¸p øng miÔn 
dÞch m¹nh cña c¬ thÓ ®èi víi HBV vµ kh«ng g©y 
c¸c ph¶n øng phô. Mét trong c¸c h−íng nghiªn 
cøu ®ã lµ t¹o ra v¾c xin viªm gan B t¸i tæ hîp 
(recombinant vaccine) trªn c¬ së t¸ch dßng vµ 
biÓu hiÖn gien kh¸ng nguyªn bÒ mÆt cña virót 
viªm gan B, bao gåm c¶ vïng preS vµ S. Ngoµi 
ra, viÖc ph¸t hiÖn sím sù l©y nhiÔm HBV, tõ ®ã 
cã nh÷ng liÖu ph¸p ®iÒu trÞ kÞp thêi lµ v« cïng 
quan träng vµ cÇn thiÕt, ®©y còng lµ vÊn ®Ò ®−îc 
nhiÒu phßng thÝ nghiÖm trªn thÕ giíi quan t©m 
nghiªn cøu. 

Trong bµi nµy, chóng t«i th«ng b¸o kÕt qu¶ 
ph©n lËp vïng preS gien kh¸ng nguyªn bÒ mÆt 
cña virót viªm gan B, b−íc ®Çu tiªn trong viÖc 
hoµn thiÖn bé Kit chÈn ®o¸n sù l©y nhiÔm virót 
viªm gan B.  

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

ADN tæng sè t¸ch chiÕt tõ khèi u cña bÖnh 
nh©n ung th− gan cã mang ADN cña virót viªm 
gan B ®7 ®−îc t¸ch chiÕt vµ b¶o qu¶n ë -750C. 

C¸c cÆp måi ®Æc hiÖu ®Ó t¸ch dßng vïng 
preS, ®−îc thiÕt kÕ b»ng ch−¬ng tr×nh phÇn 
mÒm PC/Gene vµ ®−îc tæng hîp t¹i Trung t©m 
Nghiªn cøu sinh häc cÊu tróc, ViÖn Khoa häc vµ 
C«ng nghÖ Hµn Quèc, cã tr×nh tù nh− sau: 

CÆp måi 1: 

HBVBN1: 5'- ATC GCG CCA TGG GGA CGA ATC TTT CTG TTC CC-3' 

HBVVN2: 5' - GCT ACC GGA TCC TAA CGC CGC AGA CAC ATCCAG CGA TGA-3' 

CÆp måi 2: 

Q-BamHI: 5'-GGCATCGGATCCATGGGGACGAATCTTTCTGTTCCC-3' 
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Q-SalI : 5'-GTCACCGTCGACTGAGGTTGGGGACTGCGAATTTTG-3'  

 
 

PCR ®−îc tiÕn hµnh theo ch−¬ng tr×nh: 

B−íc 1: 94oC - 3 phót  B−íc 2: 94oC - 1 phót 

B−íc 3: 55oC - 50 gi©y  B−íc 4: 72oC - 1 phót 

LËp l¹i 30 chu kú tõ b−íc 2 ®Õn b−íc 4 

B−íc 5: 72oC - 8 phót. 

T¸ch dßng gien ®−îc tiÕn hµnh b»ng g¾n 
trùc tiÕp s¶n phÈm PCR vµo vect¬ pCRTM2.1, 
sau ®ã ®−îc biÕn n¹p vµo E. coli chñng DH5α. 

X¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien 
t¸ch dßng ®−îc thùc hiÖn theo ph−¬ng ph¸p cña 
Sanger vµ cs. [6]. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

§Ó t¸ch dßng vµ biÓu hiÖn vïng preS, tr−íc 
hÕt chóng t«i ph¶i t¸ch ADN chøa bé gien cña 
HBV, c«ng viÖc nµy ®7 ®−îc phßng thÝ nghiÖm 
cña chóng t«i tiÕn hµnh tr−íc ®©y [3]. Sau khi ®7 
t¸ch chiÕt ®−îc ADN chøa hÖ gien cña HBV 
chóng t«i tiÕn hµnh ph©n lËp vïng preS b»ng kü 
thuËt PCR lång (nested PCR). Dùa vµo tr×nh tù 
vïng preS ®7 ®−îc c«ng bè trong Ng©n hµng D÷ 
liÖu gien Quèc tÕ, chóng t«i thiÕt kÕ c¸c cÆp måi 
®Æc hiÖu ®Ó nh©n b¶n vïng preS. Víi kü thuËt 
PCR lång, chóng t«i sö dông 2 cÆp måi. CÆp 
måi thø nhÊt sÏ t¹o ra s¶n phÈm PCR cã kÝch 
th−íc kho¶ng 1400 cÆp baz¬ chøa toµn bé gien 
kh¸ng nguyªn bÒ mÆt cña virót viªm gan B 
(hbs+preS). 

Sau khi khuÕch ®¹i b»ng kü thuËt PCR, s¶n 
phÈm PCR vßng mét ®−îc ®iÖn di kiÓm tra trªn 
gel agaroza 1%. KÕt qu¶ ®iÖn di ®−îc ph¶n ¸nh 
ë h×nh (1). Do l−îng ADN cña HBV so víi 
l−îng ADN tæng sè ®−îc t¸ch tõ khèi u cña 
bÖnh nh©n ung th− gan rÊt nhá, v× vËy trong 
nhiÒu tr−êng hîp nÕu chØ sö dông PCR mét lÇn, 
hay nãi c¸ch kh¸c lµ chØ dïng mét cÆp måi th× 
sÏ kh«ng t¹o ra ®−îc s¶n phÈm PCR mong 
muèn (h×nh 1) v× l−îng ADN khu«n qu¸ thÊp. 
H¬n n÷a, chóng t«i kh«ng thÓ t¨ng qu¸ nhiÒu 
l−îng ADN tæng sè lµm khu«n ban ®Çu v× ®iÒu 
nµy lµm cho PCR x¶y ra kh«ng ®Æc hiÖu vµ cã 
thÓ cho ra nhiÒu s¶n phÈm phô. Víi kü thuËt 
PCR lång, chóng t«i sÏ kh¾c phôc ®−îc nh−îc 

®iÓm nµy. S¶n phÈm PCR vßng mét sau ®ã sÏ 
®−îc sö dông lµm sîi khu«n cho PCR lÇn 2 ®Ó 
nh©n b¶n vïng preS. ë lÇn ch¹y PCR thø hai, 
chóng t«i sö dông 1µl vµ 2µl s¶n phÈm PCR lÇn 
mét lµm khu«n víi môc ®Ých t×m ®−îc nång ®é 
khu«n thÝch hîp cho ph¶n øng nh©n b¶n gien. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

H×nh 1. KÕt qu¶ kiÓm tra s¶n phÈm PCR vßng 
mét vµ vßng hai trªn gel agaroza 1% 

 
Ghi chó:   §−êng ch¹y M : ADN Fx c¾t b»ng Hae III 

§−êng ch¹y 1: s¶n phÈm PCR vßng 2 (1µl 
PCR vßng 1 lµm khu«n)  
§−êng ch¹y 2: s¶n phÈm PCR vßng 1 
§−êng ch¹y 3: s¶n phÈm PCR vßng 2 (1µl 
PCR vßng 1 lµm khu«n) 

 
Víi cÆp måi nµy, s¶n phÈm PCR sÏ mang 

®o¹n gien víi kÝch th−íc 660 bp gåm toµn bé 
vïng preS dµi 490 bp vµ 170 bp cña vïng S. 
Mong muèn ban ®Çu cña chóng t«i lµ t¸ch dßng 
vµ biÓu hiÖn ®−îc toµn bé gien kh¸ng nguyªn bÒ 
mÆt lín (gien hbsL) cña HBV, bao gåm vïng 
preS + vïng S. Tuy nhiªn, ®iÒu nµy ®7 kh«ng 
thùc hiÖn ®−îc bëi trªn gien m7 hãa protein bÒ 
mÆt lo¹i nhá (gien hbs) cã bèn vïng tr×nh tù 
xuyªn mµng (transmembrane sequence), c¸c 
vïng nµy sÏ øc chÕ sù biÓu hiÖn cña gien trong 
E. coli. V× vËy, ®Ó cã thÓ biÓu hiÖn ®−îc, chóng 
t«i ®7 c¾t bá vïng tr×nh tù xuyªn mµng, chØ gi÷ 
l¹i 170 nucleotit cña gien hbs víi hy väng trªn 
®o¹n cßn l¹i cña gien nµy cã mang nh÷ng quyÕt 
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®Þnh kh¸ng nguyªn quan träng. S¶n phÈm PCR 
vßng hai ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn di trªn gel 
agaroza 1%. KÕt qu¶ (h×nh 1) cho thÊy vïng 
preS ®7 ®−îc nh©n lªn ®Æc hiÖu, thÓ hiÖn mét 
b¨ng s¸ng râ nÐt, cã kÝch th−íc kho¶ng 0.7kb 
®óng nh− mong muèn. §iÒu ®ã chøng tá ch−¬ng 
tr×nh PCR mµ chóng t«i sö dông lµ phï hîp. 

S¶n phÈm PCR lÇn 2 ®−îc t¸ch dßng b»ng 
c¸ch g¾n trùc tiÕp vµo vect¬ t¸ch dßng 
pCRTM2.1 víi sù tham gia cña enzym T4 ADN 
ligaza, sau ®ã biÕn n¹p vµo chñng vi khuÈn E. 

coli DH5α. C¸c thÓ biÕn n¹p sau ®ã ®−îc cÊy 
tr¶i trªn ®Üa petri cã chøa m«i tr−êng LB chäc 
läc cã thµnh phÇn: 1% trypton; 1% yeast 
extract; 1% NaCl; 2% Bacto agar; pH = 7,4; cã 
bæ sung IPTG 1 mM; X-gal 40 µg/ml vµ 
ampixilin 100 µg/ml. 

§Ó chän läc c¸c dßng tÕ bµo chøa plasmit cã 
mang ®o¹n ADN ngo¹i lai, chóng t«i nhÆt ngÉu 
nhiªn 16 khuÈn l¹c riªng rÏ mµu tr¾ng vµ 1 
khuÈn l¹c mµu xanh lµm ®èi chøng, nu«i cÊy vµ 
t¸ch chiÕt plasmit. C¸c plasmit cã kÝch th−íc lín 
h¬n plasmit pCRTM2.1 gèc sÏ ®−îc chän, ®Ó 
ph©n tÝch tiÕp. Chóng t«i chän 8 plasmit cã kÝch 
th−íc lín h¬n plasmit gèc ®Ó ph©n tÝch tiÕp b»ng 

enzym c¾t giíi h¹n. 
 
 

 

  1    2    3    4   5    6   7    8   K   9   10  11 12  13  14 15  16 

 
 

H×nh 2. KÕt qu¶ ®iÖn di ADN plasmit trªn gel 
agaroza 1% ®Ó chän läc c¸c plasmit pCRTM2.1 

t¸i tæ hîp cã kh¶ n¨ng chøa vïng preS ngo¹i lai. 

 
Ghi chó:   §−êng ch¹y K: plasmit pCRTM2.1 gèc, 

§−êng ch¹y 1-16: c¸c plasmit tõ 1-16 

 
V× cÊu tróc cña vect¬ pCRTM2.1 cã 2 vÞ trÝ 

c¾t cña EcoR I n»m ë hai ®Çu cña vïng nèi ghÐp 
®a vÞ, do vËy nÕu vect¬ pCRTM2.1 mang vïng 
preS th× khi c¾t b»ng enzym EcoR I sÏ t¹o ra 
®o¹n ADN cã kÝch th−íc kho¶ng 0,7 kb. KÕt 
qu¶ c¾t ®−îc ph¶n ¸nh ë h×nh 3. 

 
 
 
 

H×nh 3. KÕt qu¶ ®iÖn di trªn gel agaroza 1% kiÓm tra c¸c plasmit pCRTM2.1 
 mang ®o¹n ADN ngo¹i lai sau khi c¾t b»ng EcoR I. 

 
Ghi chó:   §−êng ch¹y 1-8: c¸c plasmit tõ 1-8. 

§−êng ch¹y 9: s¶n phÈm PCR vßng 2 (dïng lµm ®èi chøng) 
 

  1     2     3    4    5     6     7     8    9 

~700 → 
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KÕt qu¶ ë h×nh 3 cho thÊy c¸c plasmit 1, 2, 6 
khi c¾t kiÓm tra b»ng EcoRI ®7 t¸ch ra ®o¹n 
ADN cã kÝch th−íc b»ng kÝch th−íc s¶n phÈm 
PCR vßng 2 (®−êng ch¹y 9) ®−îc sö dông lµm 
®èi chøng. Ph©n tÝch b»ng enzym giíi h¹n cã 
thÓ xem nh− chóng t«i ®7 t¸ch dßng thµnh c«ng 
vïng preS. Tuy nhiªn, ®Ó kh¶ng ®Þnh mét c¸ch 
ch¾c ch¾n, chóng t«i tiÕn hµnh x¸c ®Þnh ®−îc  
tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien võa t¸ch dßng. 

§Ó x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit cña vïng 
preS, chóng t«i sö dông bé kÝt x¸c ®Þnh tr×nh tù 
ADN cña h7ng Amersham-Pharmacia Biotech 
víi m¸y ®äc tr×nh tù ADN ALF-Express cña 
h7ng Pharmacia, sö dông måi T7 promot¬ vµ 
M13 teminator, vÞ trÝ b¾t cÆp cña måi ®7 ®−îc 
thiÕt kÕ s½n trong vect¬ pCRTM2.1 dïng cho viÖc 
x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit cña gien t¸ch dßng. 
KÕt qu¶ x¸c ®Þnh tr×nh tù nucleotit ®−îc ph¶n 
¸nh ë h×nh 4. 

 
ID      preS PRELIMINARY;   DNA;  660 BP. 
SQ   SEQUENCE   660 BP;   151 A;   206 C;   157 G;   146 T; 
ATGGGGACGA ATCTTTCTGT TCCCAATCCT CTGGGATTCT TTCCCGATCA CCAGTTGGAC   60 
CCTGCGTTCG GAGCCAACTC AAACAATCCA GATTGGGACT TCAACCCCAA CAAGGATCAC  120 
TGGCCAGAGG CGAATCAGGT AGGAGCGGGA GCATTCGGGC CAGGGTTCAC CCCACCACAC  180 
GGCGGTCTTT TGGGGTGGAG CCCTCAGGCT CAGGGCATAT TGACAGCAGT GCCAGCAGCG  240 
CCTCCTCCTG CCTCCACCAA TCGGCAGTCA GGAAGACAGC CTACTCCCAT CTCTCCACCT  300 
CTAAGAGACA GTCATCCTCA GGCCATGCAG TGGAATTCCA CAACATTCCA CCAAGCTCTG  360 
CTAGATCCCA GAGTGAGGGG CCTATATTTT CCTGCTGGTG GCTCCAGTTC CGGAACAGTA  420 
AACCCTGTTC CGACTACTGC CTCTCCCATA TCGTCAATCT TCTCGAGGAC TGGGGACCCT  480 
GCACCGAACA TGGAGAACAC AACATCAGGA TTCCTAGGAC CCCTGCTCGT GTTACAGGCG  540 
GGGTTTTTCT TGTTGACAAG AATCCTCACA ATACCGCAGA GTCTAGACTC GTGGTGGACT  600 
TCTCTCAATT TTCTAGGGGG AGCACCCACG TGTCCTGGCC AAAATTCGCA GTCCCCAACC  660 

H×nh 4. Tr×nh tù nucleotit cña vïng preS ®−îc x¸c ®Þnh b»ng m¸y ®äc 
 tr×nh tù ADN ALF-Express cña h7ng Pharmacia. 

 
Sö dông ch−¬ng tr×nh Aligment cña phÇn 

mÒm DNA Star ®Ó so s¸nh kÕt qu¶ tr×nh tù 
nucleotit cña vïng preS ®−îc t¸ch dßng nµy víi 
tr×nh tù nucleotit cña vïng preS ®−îc c«ng bè 
trªn Ng©n hµng D÷ liÖu gien Quèc tÕ, chóng t«i 
kh¼ng ®Þnh ®7 t¸ch dßng thµnh c«ng vïng preS 
vµ mét ®o¹n gåm 170 nucletotit cña vïng S gien 
kh¸ng nguyªn bÒ mÆt cña virót viªm gan B. KÕt 
qu¶ so s¸nh cßn cho thÊy møc ®é t−¬ng ®ång 
gi÷a tr×nh tù nucleotit cña vïng preS ph©n lËp t¹i 
ViÖt Nam víi c¸c tr×nh tù nucleotit cña vïng 
preS c«ng bè trong Ng©n hµng D÷ liÖu gien 
Quèc tÕ lµ rÊt cao tõ 90 - 97%. §Æc biÖt víi 
vïng preS do Sugauchi F. vµ céng sù ®7 c«ng bè 
[8], kÕt qu¶ cho thÊy sù t−¬ng ®ång ®¹t tíi 
98,94%. KÕt qu¶ nµy còng gîi ý cho chóng t«i 
r»ng chñng virót HBV ®ang g©y bÖnh ë ViÖt 
nam vµ chñng do Sugauchi F. vµ cs. c«ng bè cã 
thÓ cïng ph©n typ adr. 

III. KÕt luËn 

B»ng kü thuËt PCR lång (nested PCR) víi

viÖc sö dông 2 cÆp måi ®Æc hiÖu, chóng t«i ®7 
nh©n b¶n thµnh c«ng vïng preS vµ mét ®o¹n 
gåm 170 nucleotit thuéc vïng S gien kh¸ng 
nguyªn bÒ mÆt cña virót viªm gan B tõ ADN 
tæng sè t¸ch chiÕt tõ khèi u cña bÖnh nh©n ung 
th− gan cã mang ADN cña virót viªm gan B.  

Vïng preS sau ®ã ®−îc t¸ch dßng vµo vect¬ 
t¸ch dßng pCRTM2.1 vµ ®−îc x¸c ®Þnh tr×nh tù. 
So s¸nh tr×nh tù nucleotit vïng preS ph©n lËp t¹i 
ViÖt Nam nµy víi tr×nh tù nucleotit cña vïng 
preS c«ng bè trong Ng©n hµng D÷ liÖu gien 
Quèc tÕ chóng t«i nhËn thÊy møc ®é t−¬ng ®ång 
cao tõ 90-97%, ®Æc biÖt víi vïng preS do 
Sugauchi F. vµ cs. c«ng bè [8], kÕt qu¶ cho thÊy 
sù t−¬ng ®ång ®¹t tíi 98,94%.  

Vïng preS ph©n lËp nµy sÏ ®−îc thiÕt kÕ ®Ó 
biÓu hiÖn vµ tinh s¹ch ®Ó thu nhËn protein preS 
t¸i tæ hîp, tiÕn tíi t¹o ra bé Kit chÈn ®o¸n HBV. 
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MOLECULAR CLONING AND SEQUENCe OF the preS DOMAIN OF  
HUMAN HEPATITIS B SURFACE ANTIGEN 

Dong Van Quyen, Dinh Duy Khang, Yu Gyun Gyu 

SUMMARY 

By using nested PCR with specific primers, we have amplified and cloned the preS domain, including 
170 nucleotides of the S domain of the hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) from human liver tumor 
biopsies. The sequence of this isolated preS domain was compared with other preS domains from the 
International Gene Bank Database. The identity ranges from 90 to 97%. These results suggested that the HBV 
strain isolated from Vietnamese patient was an adr subtype. 
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