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T      . Đa h nh rs    tr n g n Lipoprotein lipase (LPL)     ư c   o c o c  li n quan 

  n triglyc ri , chol st rol toàn phần, lipoprotein tỉ trọng cao, lipoprotein tỉ trọng thấp. Để 

phân tích  a h nh này ở quần thể người Việt Nam, nghiên cứu có mục tiêu tối ưu phương 

ph p khu ch  ại g n - Đa h nh chiều  ài  oạn cắt gi i hạn  Polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism - PCR - RFLP) v i các cặp mồi, chu trình nhiệt, 

enzyme gi i hạn  ư c lựa chọn, thử nghiệm  ể x c  ịnh  iều kiện tối ưu.   t qu , ch ng 

t i    tối ưu  ư c quy tr nh P R v i nhiệt     ắt cặp    
o
C, ph n ứng cắt của của enzyme 

gi i hạn cần ít nhất    ơn vị  nzym  HindIII.   t số m u  ại  iện cho   kiểu g n   , T , 

TT sau khi x c  ịnh   ng P R - R  P  ư c phân tích lại   ng phương ph p gi i tr nh tự 

cho k t qu  tương  ồng. Quy tr nh x c  ịnh kiểu g n của  a h nh rs      ng phương ph p 

PCR - RFLP c  thể  p  ụng tr n quy m  l n  ể x c  ịnh tỉ lệ kiểu g n và phân tích mối 

li n quan gi a  a h nh rs    v i rối loạn lipi  m u. 

Từ khóa: Gen LPL, rs320, PCR - RFLP. 

1.          

Rối loạn lipid máu là tình trạng bệnh lí khi có m t hoặc nhiều thông số lipid bị rối loạn: 

tăng chol st rol hoặc tăng triglyc ri   T ), hoặc tăng lipoprot in tỉ trọng thấp (LDL-C), hoặc 

gi m lipoprotein tỉ trọng cao (HDL-C) [1 .   u tố nguy cơ   n t i rối loạn lipi  m u gồm y u 

tố  i truyền, y u tố m i trường, ch     ăn, t p thể  ục,   o ph  hay c c  ệnh như tiểu  ường, 

 ệnh th n,  ệnh gan. Trong    y u tố  i truyền chi m t i    - 60% [2].  ho t i nay    ph t hiện 

 ư c hơn      a h nh  ơn nucl oi   S P) trong     loci tr n    g n người c  li n quan   n rối 

loạn lipi  m u  3 .   t số g n li n quan   n rối loạn lipi  m u     ư c x c  ịnh là   P , 

ABCA1 (ATP-binding cassette subfamily A member 1), LIPG (lipase G), PCSK9 (Proprotein 

convertase subtilisin/kexin type 9), LIPC (lipase C), CETP (Cholesteryl ester transfer protein), 

APOB (apoprotein B), APOE-C1-C4-C2 (apoprotein E-C1-C4-C2), APOA1-C3-A4-A5 

(apoprotein A1-C3-A4-A5) [4]. Gen LPL n m trên cánh ngắn của nhiễm sắc thể số  , vị trí   .  

 ao gồm     xon và   intron, chiều  ài 30 kb [5], mã hóa cho enzyme LPL (Lipoprotein lipase) 

c  vai tr  thủy phân T  của chylomicron và Lipoprotein tỉ trọng rất thấp    D  - Very Low 

Density Lipoproteins)  
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thành acid béo tự  o và glyc rol. Đây là  ư c quy t  ịnh tốc    của qu  tr nh chuyển h a 

lipoprotein [6]. Các nghiên cứu lâm sàng cũng    kiểm tra các   t bi n mất chức năng của 

LPL d n t i rối loạn lipi  m u như  ệnh tăng chylomicron m u c  tính chất gia   nh [7] hoặc 

 ệnh tăng lipoprot in   [8].  ho t i nay c  kho ng      i n thể     ư c x c  ịnh trên gen LPL. 

Trong     a h nh  ơn nucl oti  rs    là  a h nh phổ bi n trên gen LPL [5]     ư c báo cáo có 

li n quan   n triglyc ri  và nồng    HD -C [9-11], cholesterol toàn phần [12, 13], LDL-C [14] ở 

m t số dân t c. 

   nhiều phương ph p x c  ịnh S P như P R - RFLP (Polymerase chain reaction-

restriction fragment length polymorphism) [15], AS - PCR (Allele-Specific PCR), realtime- PCR [16], 

gi i tr nh tự. Trong    phương ph p P R - R  P là k  thu t chính x c, ít tốn k m và kh ng y u 

cầu c c thi t  ị  ắt tiền, thi t k  cho PCR-RFLP dễ dàng [15 . Phương ph p P R- R  P cũng 

    ư c sử dụng  ể phân tích  a h nh  ơn nucl oti  tr n m t số gen tại các phòng thí nghiệm ở 

Việt  am như APOA5 (Apolipoprotein A5) [17], CDKN2A (cyclin-dependent kinase Inhibitor 

2A) [18]. 

Nghiên cứu này có mục tiêu tối ưu phương ph p P R-RFLP có tham kh o cặp mồi trong 

nghiên cứu của Ranjit       ể phân tích  a h nh  ơn nucl oti  rs    thu c gen LPL ở người 

Việt Nam. K t qu  của nghiên cứu này sẽ giúp cho việc phân tích  a h nh g n  P  rs    tr n 

quy mô l n trong nghiên cứu ti p theo. 

2.   N                   

2    Đ                                             

*                     :  ồm    người  ân t c Kinh từ 40 - 64 tuổi tại tỉnh Hà  am tham 

gia nghi n cứu. Đề tài là m t phần của   ghi n cứu thuần t p   năm về  ệnh   i th o  ường 

Typ   và h i chứng chuyển h a ở người  iệt  am   ai tr  y u tố  i truyền và lối sống      ư c 

H i  ồng y  ức của Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương th o quy t  ịnh số IRB-VN01057- 

34/2016. 

*           Kit Wizard® Genomic ADN Purification (Promega, USA), GoTaq Green 

 ast r mix  x  Prom ga), nư c tinh sạch GIBCO® UltraPure Distilled Water (Invitrogen), 

enzyme Hin        B,  nh Quốc), thạch  garos   Prom ga,   ),  ệm UltraPureTM 10X TBE 

Buffer (Invitrogen,   ), R  sa     ntron Biot chnology, Hàn Quốc), thang chu n  D    ntron 

Biot chnology, Hàn Quốc) 

* P  ơ   p áp  á      ết ADN từ máu toàn phần: Phương ph p t ch  D  từ t  bào bạch 

cầu trong máu toàn phần sử dụng b  Kit Wizard® Genomic ADN Purification (Promega, USA).  

* Xá  định kiểu gen bằ   p  ơ   p áp RFLP-PCR  

 ư c  . D ng phản  ng  C  đ   hu ch đại đoạn g n ch a     rs    

 ặp mồi sử  ụng gồm mồi xu i LPL rs       ’- GATGCTACCTGGATAATCAAAG - ’ 

và mồi ngư c  P  rs   R  ’-  TT    T     TT  T  T T - ’   DT,   ) th o nghi n 

cứu của Ranjit [19]. 

  iểm tra mồi tr n trang mạng Blast prim r  20  và Prim r w    21  x c  ịnh tính  ặc hiệu 

của mồi, chiều  ài của s n ph m. Ti n hành thử nghiệm v i c c nhiệt     ắt cặp kh c nhau  ể 

lựa chọn nhiệt     ắt cặp tối ưu cho quy tr nh. 

 ư c  . Điện  i đ   i   tra sản ph    C  

 S n ph m P R  ư c  iện  i tr n thạch agaros   ,   ở 100V trong 40 phút, nhu m v i 

R  sa  , thang chu n  D  và  ư c chụp h nh  nh  iện  i tr n m y   l oc. 

 ư c      sản ph    C  v i  n     gi i hạn đ c hiệu v i     rs    

 nzym  gi i hạn Hin     tham kh o  19  c  tr nh tự và vị trí cắt  
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 ’ … ↓   TT… ’ 

 ’…TT   ↑ …  

 iểm tra s n ph m cắt tr n trang mạng [22  v i  nzym  Hin      ể x c  ịnh s n ph m sau 

khi ủ  nzym .  

 ấy s n ph m PCR ủ v i enzyme HindIII trong    ph t ở    
o
C.  

 ư c  . Điện  i  i   tra sản ph   sau  hi    n     

Điện di kiểm tra s n ph m sau ủ v i  nzym  tr n thạch  ,  ,  ùng  ệm TBE 0,5X, nhu m 

R  Sa  , sử  ụng thang chu n D  .  iểm tra s n ph m sau khi  iện  i tr n m y   l oc. Đ nh 

gi  k t qu  kiểu g n   ng kích thư c của c c  ăng  iện  i thu  ư c tr n h nh  nh  iện  i. 

* P  ơ   p áp                   

Phương ph p gi i tr nh tự g n  ùng  ể kiểm tra k t qu  x c  ịnh kiểu gen b ng phương 

ph p P R-R  P. S n ph m P R  ư c tinh sạch.  ấy m t số m u tương ứng v i   kiểu g n TT, 

T ,    gửi c ng ti  arog n, Hàn Quốc làm gi i tr nh tự g n.   t qu  gi i tr nh tự  ư c so 

s nh v i k t qu  phân tích kiểu g n của phương ph p P R-RFLP. 

2.2.  Kết quả và bàn luận  

2 2      ả                                 

 iểm tra mồi tr n trang mạng Blast prim r  20  và Prim r w    21  cho s n ph m c  kích 

thư c      p. Sau     ư c ti n hành ph n ứng P R  ể x c  ịnh nhiệt     ắt cặp tối ưu. 

Thành phần của ph n ứng P R   ,  µ  nư c tinh sạch; 6,0 µL master mix GoTaq Green 

PCR; 0,75 pmol mồi mỗi loại  nồng       pmol µl)    µ  D    nồng       ng µl) trong tổng 

thể tích là 12 µL. 

 hu tr nh ph n ứng  giai  oạn  i n tính ở nhiệt    94 
o
C trong 3 phút; ti p theo 32 chu kì ở 

94 
o
  trong    giây  giai  oạn  ắt cặp trong    giây  ư c thực hiện ở 4 nhiệt    khác nhau: 56 

o
C  ̧

57 
o
C, 58 

o
C, 59 

o
   giai  oạn kéo dài ở 72 

o
  trong    giây, giai  oạn ủ ở nhiệt    72 

o
C trong 

8 phút. 

 
Hình 1. Hình     đ ện di s n phẩm PCR của một s  mẫu nghiên c u 
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Hình     Hình ảnh điện di sản ph m PCR c a 3 mẫu nghiên c uở 4 nhiệt độ bắt c p 

56 
o
C, 57 

o
C, 58 

o
C, 59 

o
C; gi ng 1, 2, 3: nhiệt độ bắt c p l     

o
C; gi ng 4, 5, 6: nhiệt độ bắt 

c p l      
o
C; gi ng 8, 9, 10: nhiệt độ bắt c p l     

o
C; gi ng 11, 12, 13: nhiệt độ bắt c p l     

o
C; 

gi ng 14: là mẫu ch ng â  (nư c); gi ng 7: thang chu n  D   

Hình     Hình ảnh điện  i sản ph   sau  hi    n    c a    ẫu  C  ở nhiệt độ    
o
C; 

 i ng             ẫu sản ph    C  sau  hi    n      gi ng    thang chu n  D   

  t qu   iện di s n ph m PCR của 3 m u nghiên cứu ở 4 nhiệt    bắt cặp    
o
C, 57 

o
C, 58 

o
C, 

59 
o
   ư c thể hiện ở H nh    cho thấy ở c  4 nhiệt    bắt cặp  ều c  c c  ăng  iện di s n 

ph m P R, trong    ở nhiệt       
o
   ăng   m và r  n t nhất.  

 ấy s n ph m ở nhiệt     ắt cặp 57 
o
C ủ  nzym  HindIII trong    ph t ở    

o
C. Mỗi ph n 

ứng cắt enzyme chứa   ,   µ  nư c tinh sạch; 2,0 µL 10x NEBuffer; 0,15 µL Hin         ơn vị) 

và 5,0 µL s n ph m PCR. S n ph m PCR sau ủ  nzym   ư c  iện  i thể hiện ở H nh  B cho 

thấy m u  ,   c     ăng      p và      p, m u   c     ăng      p và      p,      p. 

 hư v y nhiệt       
o
  là nhiệt     ắt cặp tối ưu của quy tr nh x c  ịnh g n của  a h nh 

rs320.  ư ng  nzym  Hin     ủ là    ơn vị ph n ứng. 

2.2.2. Kết quả x    ịnh kiểu gen 

Sau khi kh o s t nhiệt     ắt cặp và  nzym  HindIII, chúng tôi ti n hành x c  ịnh kiểu gen 

của m t số m u nghiên cứu.  

K t qu   iện di s n ph m P R  H nh   ) và sau khi cắt b ng enzyme gi i hạn HindIII 

 H nh  B) của m t số m u nghiên cứu cho thấy tỉ lệ x c  ịnh kiểu gen của các m u nghiên cứu 

là     .  ăn cứ vào c c  ăng s n ph m sau khi ủ v i enzyme gi i hạn  ể x c  ịnh kiểu gen. 

Các m u 3, 4, 9, 11, 13, 14, 15 mang kiểu gen TT. Các m u 1, 5, 6, 7, 8,   ,    c  kiểu gen TG. 

M u 2 mang kiểu gen GG.  

 
Hình 2. Hình     đ ện di s n phẩm PCR (A) và sau khi cắt với enzyme giới hạn (B)  

của một s  mẫu nghiên c u 

A: K t quả điện di 15 sản ph m PCR 355bp, gi ng 1 - 8 và 10 - 16: các mẫu nghiên c u, gi ng 9: 

thang chu n  D   gi ng     Ch ng â ; B: K t quả điện di 15 sản ph m PCR sau khi   v i 

enzyme HindIII, gi ng 1 - 8 và 10 - 16: các mẫu nghiên c u, gi ng 9: thang chu n  D  
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2.2.3. Kiể   r     chính xác củ               

  t số m u tương ứng v i   kiểu g n   , T , TT sau khi x c  ịnh   ng P R- R  P 

 ư c   m gi i tr nh tự.   t qu  H nh   cho thấy tại vị trí S P rs     vị trí nucl oti     ) kiểu 

g n     ư c  iểu thị màu   n  H nh   ), kiểu g n T   ư c  iểu thị màu    và   n  H nh  B), 

kiểu g n TT  ư c  iểu thị màu     H nh   ).   t qu  cho thấy x c  ịnh kiểu g n   ng phương 

ph p P R-R  P hoàn toàn trùng kh p v i k t qu  gi i tr nh tự. 

 hư v y phương ph p x c  ịnh kiểu g n   ng phương ph p P R - RFLP ở nghiên cứu này 

    ư c kh o s t và triển khai là k  thu t chính x c, kh ng y u cầu c c thi t  ị  ắt tiền, kh ng 

y u cầu k  thu t cao, thi t k  dễ  àng và c  thể áp dụng ở nhiều phòng thí nghiệm tại Việt Nam 

 ể x c  ịnh kiểu gen LPL rs320 ở người Việt Nam. 

 

      .  ế                     ủ     ẫ       ể                    

Hình     i u g n     hình     i u g n T   hình C   i u g n TT 

3.   Kết luận 

Quy tr nh x c  ịnh kiểu gen LPL rs320 b ng phương ph p P R-RFLP ở quần thể người 

Việt  am     ư c tối ưu gồm    ư c sau:  

Bư c 1:  ùng ph n ứng P R  ể khu ch  ại  oạn g n chứa S P rs    v i nhiệt    bắt mồi 

là 57 
o
C; Bư c     iện  i  ể kiểm tra s n ph m P R  Bư c 3: s n ph m P R  ư c cắt b ng 
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enzyme gi i hạn HindIII v i    ơn vị/ph n ứng; Bư c     iện di s n ph m sau khi ủ  nzym  

tr n thạch agaros   ,   trong    ph t ở 100 V. 

 Quy tr nh này c  thể  p  ụng  ể x c  ịnh tỉ lệ kiểu g n và phân tích mối li n quan gi a  a 

h nh rs    v i rối loạn lipi . 

Lời c   ơ . Nghiên cứu này  ư c tài tr  bởi Qu  Phát triển khoa học và công nghệ Quốc gia 

    OST D) trong  ề tài mã số 106-YS.01-2015.10. 
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ABSTRACT 

 

The optimal protocol for analysis of single nucleotide polymorphism rs320 

on Lipoprotein Lipase gene of Vietnamese populations 
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The rs320 polymorphism of LPL gene has been reported to be associated with triglycerides, 

total cholesterol, HDL-C, and LDL-C. To analyze this polymorphism in Vienamese 

populations, the study aimed to optimize the polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) method with primers, thermal cycles, and restriction enzyme 

which were selected and tested to identify opimal condition of PCR-RFLP method. The GG, 

TG, and TT genotypes by PCR - RFLP methods were confirmed by the sequencing method. The 

experimental results determined the annealing temperature of 57 
o
C for PCR, the minimum 3 

units of HindIII for incubation with PCR product. In conclusion, this optimal PCR-RFLP 

method can be applied to genotype LPLrs320 in large populations to investigate the association 

between the rs320 polymorphism and dyslipidemia. 

Keywords: LPL gene, rs320, PCR - RFLP. 
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