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Tóm tắt 
Đặt vấn đề: Đa hình -819T>C (rs1800871) trên gene IL10 có liên quan đến nhiều bệnh lý khác nhau, bao 

gồm sẩy thai, ung thư, đột quỵ, loãng xương... 
Mục tiêu: (1) Thiết lập quy trình kỹ thuật PCR đặc hiệu allele với cặp mồi tự thiết kế để xác định đa 

hình -819T>C của gene IL10 (rs1800871); (2) Khảo sát sự phân bố các kiểu gene và allele của đa hình IL10 
rs1800871 ở nhóm người tình nguyện khoẻ mạnh.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Dựa vào trình tự đoạn gene IL10 có chứa đa hình rs1800871, 
thiết kế mồi xuôi có nucleotide đầu 3’ là T và C lần lượt tương ứng cho hai allele của đa hình rs1800871. Kết 
hợp phần mềm trực tuyến PrimerDigital để thiết kế mồi ngược. Các mẫu chứng dương được xác định dựa 
vào giải trình tự Sanger. Thiết lập các điều kiện PCR và áp dụng cho 100 người tình nguyện, có sức khoẻ bình 
thường, gồm 33 nam và 67 nữ. 

Kết quả: Thiết lập thành công quy trình PCR đặc hiệu allele để xác định đa hình -819T>C (rs1800871) của 
gene IL10. Tỷ lệ kiểu gene -819TT, -819TC và -819CC lần lượt là 52%, 42% và 6%, tỷ lệ allele -819T và -819C 
lần lượt là 73% và 27%. 

Kết luận: Đã thiết lập thành công kỹ thuật PCR đặc hiệu allele để xác định đa hình -819T>C trên gene IL10. 
Bước đầu xác định được tỷ lệ các kiểu gene và allele tại vị trí đa hình -819T>C ở nhóm người tình nguyện 
khoẻ mạnh.

Từ khóa: rs1800871; gene IL10; đa hình -819T>C; allele-specific PCR; sẩy thai.
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Background: The IL10 gene -819T>C (rs1800871) polymorphism has been associated with various 
diseases, including miscarriage, cancer, stroke, and osteoporosis... 

Objectives: (1) To develop an allele-specific PCR assay using a self-designed primer pair to identify the 
IL10 gene -819T>C polymorphism (rs1800871), and (2) Investigate the genotype and allele distribution of 
IL10 gene rs1800871 polymorphism in healthy volunteers. 

Materials and Methods: Based on the IL10 gene sequence containing the rs1800871 polymorphism, two 
forward primers were designed with the 3’-terminal nucleotides corresponding to either the T or C allele of 
the polymorphism. The reverse primer was designed using PrimerDigital, an online software. Positive control 
samples were identified using Sanger sequencing. PCR settings were optimized and applied to identify the 
IL10 rs1800871 polymorphism in 100 healthy volunteers including 67 women and 33 men. 

Results: An allele-specific PCR procedure was successfully developed to identify the IL10 -819T>C 
(rs1800871) polymorphism. The genotype frequencies of -819TT, -819TC, and -819CC were 52%, 42%, and 
6%, respectively. The -819T and -819C alleles had frequencies of 73% and 27%, respectively. 

Conclusion: We developed successfully an allele-specific PCR approach for detecting the IL10 -819T>C 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Interleukin 10 (IL-10) là một cytokine kháng viêm, 

có tính điều hoà giúp bảo vệ cơ thể tránh những đáp 
ứng quá mức với tác nhân gây bệnh và vi sinh vật, 
đồng thời đóng vai trò quan trọng trong các trường 
hợp khác như chữa lành vết thương vô trùng, tự 
miễn, ung thư và cân bằng nội môi. IL-10 được tạo 
ra bởi các tế bào Th2, tế bào T CD4 và CD8 và các tế 
bào miễn dịch khác như đại thực bào, tế bào đơn 
nhân... [1]. IL-10 được mã hoá bởi gene IL10 nằm 
trên nhánh dài nhiễm sắc thể 1 (1q32.2). Các đa hình 
đơn nucleotide (Single nucleotide polymorphism: 
SNP) thuộc vùng khởi động của gene IL10, bao gồm 
-1082A/G, -819T>C, -592C>A, cũng được cho rằng có 
ảnh hưởng mức độ sản xuất cytokine và liên quan 
với cơ chế bệnh sinh của nhiều bệnh lý khác nhau 
[9]. Nhiều nghiên cứu cho thấy đa hình -819T>C 
(rs1800871) có liên quan đến một số bệnh lý, đặc 
biệt là ở người châu Á, như sẩy thai [2], ung thư đại 
trực tràng [3], đột quỵ [4], loãng xương [5]…

Về phương diện di truyền, tần suất allele tại các 
vị trí đa hình thay đổi rất lớn giữa các quần thể và 
chủng tộc khác nhau. Hiện nay, theo cơ sở dữ liệu 
về SNP (dbSNP) của Trung tâm quốc gia Hoa Kỳ về 
thông tin công nghệ sinh học (National Center for 
Biotechnology Information: NCBI), tần suất các allele 
chính của đa hình rs1800871 là A và G (tương ứng 
với T và C nếu sử dụng tên gọi -819T>C, do gene IL10 
là gene ngược chiều trên genome) ở người châu Âu 
lần lượt là 26,3% và 73,7%; trong khi đó tần suất này 
ở châu Phi là 40,6% và 59,4%; ở châu Mỹ là 37,5% và 
62,5%. Đáng lưu ý, tần suất các allele ở châu Á có sự 
đảo ngược, cụ thể là 68,2% và 31,8%, tần suất này 
tính riêng ở nhóm Đông Á là 70,6% và 29,4%. 

Cho đến nay, chưa có nghiên cứu nào ở Việt 
Nam về tần suất đa hình -819T>C của gene IL10 cũng 
như mối liên quan của đa hình này với các bệnh lý. 
Hiện nay, để xác định các đa hình đơn nucleotide 
có thể sử dụng các kỹ thuật PCR (polymerase chain 
reaction) như PCR đặc hiệu allele (allele-specific 
PCR), PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length 
polymorphism), real-time PCR, hoặc kỹ thuật giải 
trình tự Sanger. Trong đó, các kỹ thuật PCR đặc hiệu 
allele là tương đối đơn giản, giá thành thấp, dễ thực 
hiện thường quy cho các phòng xét nghiệm sinh học 
phân tử cơ bản. Để tạo cơ sở cho các nghiên cứu về 
mối liên quan của đa hình IL10 -819T>C (rs1800871) 
với một số bệnh lý, việc thiết lập một quy trình PCR 

đặc hiệu allele để xác định đa hình này là hết sức cần 
thiết. Đề tài này nhằm hai mục tiêu sau:

1. Thiết lập quy trình kỹ thuật PCR đặc hiệu allele 
với các mồi tự thiết kế để xác định đa hình -819T>C 
của gene IL10 (rs1800871).

2. Khảo sát sự phân bố các kiểu gene và allele của 
đa hình IL10 rs1800871 ở nhóm người  tình nguyện 
khoẻ mạnh.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Nghiên cứu được thực hiện trên 100 mẫu DNA 

được tách chiết từ 100 người tình nguyện được khám 
sức khoẻ tại Bệnh viện Trường Đại học Y - Dược Huế 
trong thời gian từ tháng 6/2024 đến tháng 3/2025. 

2.1.1. Tiêu chuẩn chọn mẫu
- Là những người Việt Nam, dân tộc Kinh, đến 

khám sức khoẻ hoặc khám thai định kỳ tại Bệnh viện 
Trường Đại học Y - Dược Huế.

- Đồng ý xét nghiệm xác định đa hình từ DNA 
được tách chiết từ máu ngoại vi.

2.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ
- Có bệnh lý kèm theo như tăng huyết áp, đái 

tháo đường, loãng xương, ung thư…
- Có tiền sử bản thân và/hoặc gia đình có bất 

thường di truyền. 
- Đối với phụ nữ: 
  + Có con dị tật bẩm sinh, hoặc chậm phát triển 

tâm thần, hoặc bệnh lý di truyền khác và/hoặc đang 
mang thai có kết quả siêu âm thai bất thường.

  + Có tiền sử sản khoa bất thường.
- DNA tách chiết từ mẫu máu không đảm bảo về 

nồng độ và độ tinh sạch để thực hiện các kỹ thuật 
sinh học phân tử.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Thiết kế nghiên cứu
Mục tiêu 1: Thực hiện thí nghiệm tại labo.
Mục tiêu 2: Nghiên cứu mô tả cắt ngang.
2.2.2. Các bước thực hiện
Bước 1: Chọn mẫu nghiên cứu
- Thu thập thông tin: Tuổi, giới
- Lấy mẫu bệnh phẩm: Lấy 2 ml máu tĩnh mạch 

ngoại vi cho vào ống chống đông EDTA và bảo quản 
ở 4 - 8oC.

Bước 2: Tách chiết DNA
- Tách chiết DNA từ mẫu máu ngoại vi theo 

protocol của bộ kit GeneJET Genomic DNA 
Purification (Thermo scientific, Lithuania).

polymorphism. We determined the genotype and allele frequencies of the -819T>C polymorphism in healthy 
volunteers.

Keywords: rs1800871; IL10 gene; -819T>C polymorphism; allele-specific PCR; Sanger sequencing.
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- Đo nồng độ DNA và kiểm tra chất lượng tinh 
sạch bằng máy quang phổ kế DS-11 (DeNovix Inc, 
Hoa Kỳ). Mẫu DNA đạt yêu cầu khi có độ tinh 
sạch cao (tỷ số A260/280 đạt 1,8 - 2,0). Pha loãng 
DNA đến nồng độ 50 ng/μl. Bảo quản mẫu DNA 
ở -20oC.

Bước 3: Tạo các mẫu chứng dương có kiểu gene 
-819TT, -819TC và -819CC 

- Một số mẫu được chọn ngẫu nhiên để khuếch đại 
với cặp mồi của Wang (2012) có trình tự như sau [6]:

DT20-F: 5’-CTCGCCGCAACCCAACTGGC-3’
DT20-R: 5’-TGGGGGAAGTGGGTAAGAGT-3’
- Thành phần phản ứng 50 µl, gồm 25 µl Go Taq 

Green Master Mix (2X), 2 µl mỗi mồi (10 pmol/ µl), 2 
µl DNA khuôn mẫu (50 ng/µl), 19 µl nước cất.

- Điều kiện nhiệt độ: 
+ Biến tính ban đầu ở 95oC trong 5 phút;
+ Sau đó thực hiện 30 chu kỳ, mỗi chu kỳ gồm: 

biến tính ở 95oC trong 30 giây, gắn mồi 60oC trong 30 
giây, kéo dài ở 72oC trong 1 phút. 

+ Kéo dài cuối cùng ở 72oC trong 5 phút.
- Điện di 10 µl sản phẩm để kiểm tra sản phẩm, 

sau đó gửi giải trình tự Sanger ở Công ty Apical 
Scientific (Malaysia).

- Dựa vào kết quả giải trình tự, chọn các mẫu có 
kiểu gene -819TT, -819TC và -819CC để làm mẫu chứng 
cho quá trình chuẩn hoá quy trình PCR đặc hiệu allele.

Bước 4: Thiết kế mồi cho phản ứng PCR đặc hiệu 
allele

- Xác định vị trí đa hình -819T>C (rs1800871) trên 
gene IL10: Truy cập vào cơ sở dữ liệu dbSNP của NCBI, 
xác định được đa hình rs1800871 là nucleotide ở vị 
trí 206773289 trên genome theo phiên bản GRCh38.
p14 (NC_000001.11). Vị trí đa hình là nucleotide A 
trên mạch dương, tương ứng nucleotide T trên mạch 
âm (Hình 1). 

Hình 1. Trình tự gene IL10 chứa đa hình rs1800871 (-819T>C) theo cơ sở dữ liệu dbSNP

- Mồi xuôi 1 (đặc hiệu allele T): được thiết kế là 
trình tự 22 nucleotide trên mạch âm với đầu 3’ là vị 
trí đa hình (T), đảm bảo tỷ lệ % của (G + C) nằm trong 
giới hạn 40 - 60%, các nucleotide lặp lại liên tiếp 
không quá 4. Ngoài ra, chúng tôi đổi nucleotide A ở 
vị trí thứ ba tính từ đầu 3’ -> 5’ thành G để tăng khả 
năng phân biệt hai allele T và C của đa hình -819T>C 
trong quá trình khuếch đại, theo khuyến cáo của Liu 
[7]. Trình tự mồi xuôi 1 là:

F-819T: 5’-ACCCTTGTACAGGTGATGTGAT-3’
- Mồi xuôi 2 (đặc hiệu allele C): được thiết kế từ 

mồi xuôi 1, trong đó thay T ở đầu 3’ thành C. Trình 
tự mồi xuôi 2 là:

F-819C: 5’-ACCCTTGTACAGGTGATGTGAC-3’
- Mồi ngược: được thiết kế bằng cách sử dụng 

công cụ thiết kế mồi trực tuyến PrimerDigital 
(https://primerdigital.com/tools/pcr.html). 

+ Nhập trình tự đoạn gene IL10 từ vùng mồi xuôi 
về phía 3’ (trên mạch âm) dài 700 bp vào ô trình tự 
đích (Target sequence) trên giao diện của phần mềm. 

+ Đánh dấu vùng mồi xuôi đã thiết kế bằng các 
dấu ngoặc vuông [].

+ Thiết lập các thông số cơ bản, bao gồm: 
 . Kích thước mồi: 20 - 25 bp
 . Nhiệt độ nóng chảy (Tm) của mồi: 58 - 62oC.
 . Kích thước sản phẩm PCR: 300 - 500 bp.
+ Sau khi chạy chương trình, chúng tôi chọn được 

mồi ngược là:

R-819: 5’-GGGATGAATACCCAAGACTTC-3’
+ BLAST các trình tự mồi bằng công cụ Primer-

BLAST để kiểm tra tính đặc hiệu và sản phẩm PCR dự 
kiến. Kết quả cho thấy các cặp mồi cho sản phẩm đặc 
hiệu và kích thước dự kiến của sản phẩm là 406 bp.

- Các trình tự mồi này được gửi đến công ty Phù Sa 
Genomics (Cần Thơ, Việt Nam) để đặt hàng tổng hợp. 

Bước 5: Thiết lập quy trình PCR đặc hiệu allele xác 
định đa hình -819T>C gene IL10

- Chọn nhiệt độ gắn mồi: Nhiệt độ nóng chảy của 
các mồi F-819T, F-819C và R-819 được đơn vị tổng 
hợp cung cấp lần lượt là 60,3oC, 62,1oC và 59,4oC. Vì 
vậy, chúng tôi chọn nhiệt độ gắn mồi trong điều kiện 
nhiệt độ của phản ứng PCR là 60oC. 

- Chọn chứng nội: Sử dụng cặp mồi chứng nội đã 
được ứng dụng thường quy tại Bộ môn Di truyền Y 
học với trình tự như sau:

+ Mồi xuôi chứng nội: ZFXY-F: 
5’-ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC-3’

+ Mồi ngược chứng nội: ZFXY-R: 
5’-GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT-3’

Cặp mồi này được chọn vì có nhiệt độ gắn mồi 
60oC, ngoài ra kích thước sản phẩm là 495 bp, có 
thể phân tách với sản phẩm đa hình (406 bp) khi 
điện di.

- Mỗi mẫu nghiệm phẩm được thực hiện hai phản 
ứng PCR có chứng nội (chỉ khác nhau mồi xuôi đặc 
hiệu allele T hay C) thành phần mỗi phản ứng gồm:
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+ Go Taq Green Master Mix 2X (Promega, Hoa 
Kỳ): 12,5µl

+ Mồi xuôi đặc hiệu allele (10 pmol/µl) : 1µl (mồi 
F-819T cho phản ứng 1 hoặc 1µl mồi F-819C cho 
phản ứng 2)

+ Mồi ngược R-819 (10 pmol/µl): 1µl 
+ Mồi xuôi chứng nội ZFXY-F (10 pmol/µl): 1µl
+ Mồi ngược chứng nội ZFXY-R (10 pmol/µl): 1µl
+ DNA khuôn mẫu (50 ng/µl): 1µl
+ Nước cất: 7,5µl
- Điều kiện nhiệt độ: 
+ Biến tính ban đầu ở 95oC trong 5 phút;
+ Sau đó thực hiện 30 chu kỳ, mỗi chu kỳ gồm: 

biến tính ở 95oC trong 30 giây, gắn mồi 60oC trong 30 
giây, kéo dài ở 72oC trong 1 phút. 

+ Kéo dài cuối cùng ở 72oC trong 5 phút.
Bước 6: Điện di kiểm tra sản phẩm PCR đặc hiệu 

allele
- Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di trên 

gel agarose 1,5%, có bổ sung thuốc nhuộm DNA 
SafeViewTM Classic (abm, Canada). 

- Phản ứng PCR đạt yêu cầu khi sản phẩm 495 bp 
tương ứng chứng nội đều xuất hiện trong cả hai phản 
ứng của mỗi mẫu, không có sản phẩm không đặc hiệu. 
Các sản phẩm tương ứng cặp mồi đặc hiệu allele xuất 
hiện trong từng phản ứng hoặc không tuỳ kiểu gene. 

Bảng 1. Kích thước sản phẩm xuất hiện trong phản ứng PCR đặc hiệu allele có chứng nội

Kiểu gene Kích thước sản phẩm phản ứng 1
(mồi F-819T)

Kích thước sản phẩm phản ứng 2
(mồi F-819C)

-819TT 406 bp và 495 bp 495 bp

-819TC 406 bp và 495 bp 406 bp và 495 bp

-819CC 495 bp 406 bp và 495 bp

Bước 7: Áp dụng quy trình cho các mẫu nghiên cứu
- Mỗi mẫu DNA được thực hiện với hai phản ứng 

PCR đa mồi như đã mô tả trên.
- Xác định sự phân bố kiểu gene và tần suất allele.
- Xác định cân bằng Hardy - Weinberg.
- So sánh sự phân bố kiểu gene và allele với các 

quần thể khác.
2.2.3. Xử lý số liệu
Thông tin thu thập được sẽ nhập vào Excel 2019 

sau đó mã hóa và xử lý theo các thuật toán thống kê 
y học trong phần mền SPSS 20.

Tính tỷ lệ % các kiểu gene -819TT, -819TC và 
-819CC; tỷ lệ % các allele T và C.

Sử dụng công cụ trực tuyến https://www.

had2know.org được thiết kế bởi E. Emerson để phân 
tích cân bằng Hardy - Weinberg nhằm đánh giá sự 
phân bố ngẫu nhiên của các kiểu gene trong nhóm 
nghiên cứu. Nếu p > 0,05 thì sự phân bố được đánh 
giá là phù hợp với cân bằng Hardy - Weinberg.

So sánh các tỷ lệ dùng phép kiểm định Chi bình 
phương, nếu có trên 20% tần số nhỏ hơn 5, kiểm 
định bằng Fisher’s exact. Sự khác biệt có ý nghĩa 
thống kê khi p < 0,05.

2.2.4. Đạo đức nghiên cứu 
Đề tài này được thực hiện với sự chấp thuận của 

Hội đồng đạo đức nghiên cứu y sinh học của Trường 
Đại học Y - Dược, Đại học Huế, mã số H2024/060, cấp 
ngày 03/06/2024.

3. KẾT QUẢ
3.1. Kết quả hoàn thiện kỹ thuật PCR đặc hiệu allele

Hình 2. Kết quả giải trình tự các mẫu chứng với các kiểu gene -819TT, CC và TC
Kết quả giải trình tự cho thấy các tín hiệu đỉnh huỳnh quang rõ, cho phép nhận diện đa hình rs1800871 

với các kiểu gene -819TT (xuất hiện một đỉnh T tại ví trí -819), -819CC (xuất hiện một đỉnh C tại ví trí -819) và 
-819TC (xuất hiện đồng thời một đỉnh T và một đỉnh C tại vị trí -819).
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Hình 3. Hình ảnh điện di sản phẩm phản ứng PCR đặc hiệu allele
Chú thích: Sản phẩm chứng nội có kích thước 495 bp, sản phẩm đặc hiệu allele có kích thước 406 bp. Mỗi 

mẫu chứng và mẫu xét nghiệm đều được thực hiện hai phản ứng PCR, sản phẩm hai phản ứng của cùng một 
mẫu được chạy điện di ở hai làn liên tiếp nhau.

Làn M: thang chuẩn 100 bp. 
Các làn 1, 3, 5, 7, 9, 11 là phản ứng với mồi đặc 

hiệu allele -819T (phản ứng 1)
Các làn 2, 4, 6, 8, 10, 12 là phản ứng với mồi đặc 

hiệu allele -819C (phản ứng 2)
Các làn 1 và 2: mẫu chứng có kiểu gene -819TT, 

làn 1 có sản phẩm đặc hiệu allele T, làn 2 không có 
sản phẩm đặc hiệu allele C (chứng âm của allele C).

Các làn 3 và 4: mẫu chứng có kiểu gene -819TC, 
làn 3 có sản phẩm đặc hiệu allele T và làn 4 có sản 
phẩm đặc hiệu allele C.

Các làn 5 và 6: mẫu chứng có kiểu gene -819CC, 
làn 5 không có sản phẩm đặc hiệu allele T (chứng âm 
của allele T), làn 6 có sản phẩm đặc hiệu allele C.

Các làn 7 và 8: mẫu xét nghiệm, kiểu gene -819TC
Các làn 9 và 10: mẫu xét nghiệm, kiểu gene -819CC
Các làn 11 và 12: mẫu xét nghiệm, kiểu gene 

-819TT
Nhận xét: Các mẫu đều có sản phẩm chứng nội, 

các băng DNA chứng nội và sản phẩm với cặp mồi 
đặc hiệu allele đều rõ, kích thước phù hợp dự kiến, 
không có băng không đặc hiệu. 

3.2. Kiểu gene và allele của đa hình -819T>C (rs1800871) trên gene IL10 ở nhóm nghiên cứu
Bảng 2. Phân bố kiểu gene tại vị trí đa hình -819T>C (rs1800871) trên gene IL10 ở người bình thường

Kiểu gene Chung 
n = 100, (%) 

Nam 
n = 33, (%)

Nữ 
n = 67, (%) p

-819TT 52 (52) 15 (45,45) 37 (55,22)
0,335-819TC 42 (42) 17 (51,52) 25 (37,31)

-819CC 6 (6) 1 (3,03) 5 (7,47)
p-HWE 0,513 0,141 0,786

Tỷ lệ của các kiểu gene -819TT, -819TC và -819CC lần lượt là 52%, 42% và 6%. Không có sự khác biệt về sự 
phân bố kiểu gene theo giới. Sự phân bố kiểu gene đạt cân bằng Hardy - Weinberg (HWE), p-HWE trong các 
nhóm nam, nữ và chung đều lớn hơn 0,05.

Bảng 3. Phân bố các allele T và C tại vị trí đa hình -819T>C (rs1800871) 
trên gene IL10 ở người bình thường

Allele Chung (%) Nam (%) Nữ (%) p
-819T 146 (73) 47 (71,21) 99 (73,88)

0,689
-819C 54 (27) 19 (28,79) 35 (26,12)
Tổng 200 66 134

Tỷ lệ các allele T và C lần lượt là 73% và 27%. Không có sự khác biệt về sự phân bố allele theo giới.
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4. BÀN LUẬN
4.1. Hoàn thiện quy trình PCR đặc hiệu allele 

với các mồi tự thiết kế để xác định đa hình -819T>C 
(rs1800871) của gene IL10

Đa hình đơn nucleotide (SNP) là đa hình phổ biến 
nhất trong genome người. Trong đó, nhiều SNP trên 
gene được xem là yếu tố nguy cơ của nhiều bệnh 
lý khác nhau [8]. Vì vậy, các nghiên cứu về mối liên 
quan của một SNP với một bệnh lý cụ thể nào đó 
đóng vai trò quan trọng trong y học, góp phần hiểu 
thêm về cơ chế bệnh sinh cũng như có kế hoạch dự 
phòng bệnh tật. Để xác định các SNP này, có thể thực 
hiện các kỹ thuật PCR như PCR đặc hiệu allele, PCR-
RFLP, Real-time PCR…, trong đó kỹ thuật PCR đặc 
hiệu allele tương đối dễ thực hiện tại các phòng thí 
nghiệm sinh học phân tử cơ bản và chi phí phù hợp. 
Hơn nữa, kỹ thuật này đã được nhiều nghiên cứu xác 
nhận tính chính xác. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 
tự thiết kế các mồi và chuẩn hoá quy trình PCR đặc 
hiệu allele để xác định đa hình -819T>C (rs1800871) 
gene IL10. Để có các mẫu chứng tương ứng các kiểu 
gene -819TT, -819TC và -819CC, chúng tôi đã giải 
trình tự một số mẫu theo phương pháp Sanger, kết 
quả giải trình tự này được minh hoạ ở Hình 2. Hiện 
nay, giải trình tự Sanger vẫn là tiêu chuẩn vàng trong 
việc xác định các đa hình đơn nucleotide [9].

Như đã trình bày chi tiết ở phần phương pháp 
nghiên cứu, chúng tôi đã sử dụng trình tự cập nhật 
mới nhất của gene IL10 theo phiên bản GRCh38.p14 
(NC_000001.11) với vị trí đa hình ở nucleotide thứ 
206.773.289. Dựa trên nguyên lý của kỹ thuật PCR 
đặc hiệu allele là sự kéo dài mồi chỉ xảy ra khi đầu 
3’của nó bổ sung hoàn hảo với khuôn mẫu, chúng 
tôi đã thiết kế hai mồi xuôi có đầu 3’ là T và C để 
lần lượt đặc hiệu với hai allele T và C. Theo Hayashi, 
một sự bắt cặp sai T-G hoặc C-A tại nucleotide thứ 
ba tính từ đầu 3’ của mồi có thể làm tăng tính đặc 
hiệu của mồi với allele [10]. Đáng lưu ý, Liu (2012) 
đã công bố phương pháp cải thiện mồi PCR đặc hiệu 
allele để xác định SNP sau khi khảo sát tính hiệu quả 
của 2.071 cặp mồi khác nhau [7]. Dựa trên khuyến 
cáo của Hayashi và Liu, chúng tôi thay thế nucleotide 
thứ ba tính từ đầu 3’à5’ của mồi từ A thành G để 
tạo khả năng phân biệt hai allele cao nhất. Đối với 
mồi ngược chúng tôi đã sử dụng công cụ trực tuyến 
PrimerDigital để thiết kế. Dựa vào các nhiệt độ nóng 
chảy của ba mồi F-819T, F-819C và R-819 lần lượt là 
60,3oC, 62,1oC và 59,4oC, chúng tôi đã chọn nhiệt độ 
gắn mồi cho quy trình kỹ thuật PCR đặc hiệu allele 
này là 60oC. Kết quả trình bày ở Hình 3 cho thấy các 
sản phẩm đặc hiệu allele đều xuất hiện rõ, không có 
sản phẩm không đặc hiệu.

Ngoài các chứng dương đã được xác nhận bằng 

giải trình tự Sanger, chúng tôi còn sử dụng một cặp 
mồi chứng nội đã được sử dụng thường quy tại Bộ 
môn Di truyền Y học, là ZFXY-F và ZFXY-R với nhiệt độ 
gắn mồi phù hợp 60oC. Như vậy, mỗi phản ứng PCR 
đặc hiệu allele gồm có hai cặp mồi, trong đó một cặp 
là mồi đặc hiệu allele (T hoặc C) và một cặp mồi chứng 
nội. Điều này làm tăng tính chính xác của kỹ thuật, 
giúp loại trừ những trường hợp âm tính giả. Đó là 
những ưu điểm trong quy trình kỹ thuật của chúng tôi. 
Các tác giả Silva (2015) và Stanford (2004) cũng thực 
hiện kỹ thuật PCR đặc hiệu allele để xác định đa hình 
-819T>C với mồi xuôi tương tự chúng tôi nhưng không 
có thay đổi nucleotide thứ ba từ đầu 3’, mồi ngược 
của các tác giả này khác chúng tôi [11,12]. Ngoài ra, 
chúng tôi có sử dụng chứng nội trong khi các tác giả 
này không sử dụng. Việc sử dụng thêm cặp mồi chứng 
nội hầu như không tăng thêm chi phí vì không tăng số 
lượng phản ứng, nhưng ưu điểm nổi bật là loại trừ âm 
tính giả. Như vậy, chúng tôi đã thiết lập thành công 
quy trình kỹ thuật PCR đặc hiệu allele có kèm chứng 
nội để xác định đa hình -819T>C gene IL10.

4.2. Kiểu gene và allele của đa hình -819T>C 
(rs1800871) trên gene IL10 ở người bình thường

Trong nghiên cứu này, bước đầu chúng tôi đã xác 
định được tần suất các kiểu gene IL10 tại vị trí đa 
hình -819T>C trong nhóm 100 người bình thường, 
bao gồm 33 nam và 67 nữ. Tỷ lệ các kiểu gene -819TT 
(rs1800871 AA), -819TC (rs1800871 AG) và -819CC 
(rs1800871 GG) lần lượt là 52%, 42% và 6%, sự khác 
biệt giữa hai nhóm nam và nữ bình thường không 
có ý nghĩa thống kê (Bảng 2). Sự phân bố các kiểu 
gene đạt cân bằng Hardy - Weinberg, cho thấy tính 
ổn định của kiểu gene trong quần thể. Kết quả của 
chúng tôi khá tương đồng với một số nghiên cứu ở 
các quốc gia châu Á, như nghiên cứu của Rong (2023) 
trên 719 người Hán (Trung Quốc) cũng có tỷ lệ các 
kiểu gene này lần lượt là 45,5%; 45,1% và 9,5% [5], 
nghiên cứu của Trần Thị Táo (2024) và cộng sự đã ghi 
nhận tỷ lệ kiểu gene -819TT (tương ứng rs1800871 
AA) trên 1.774 người Hàn Quốc khoẻ mạnh là 50,6% 
[3]. Tần suất các allele -819T và -819C trong nghiên 
cứu của chúng tôi lần lượt là 73% và 27% (Bảng 3). 
Sự phân bố này tương tự nghiên cứu của Rong, lần 
lượt là 68% và 32% [5]. Ngoài ra, theo theo cơ sở 
dữ liệu dbSNP, một tần suất được tính trong nhóm 
nhỏ người Việt Nam (n = 216) được tách ra từ quần 
thể toàn cầu cũng cho thấy tần suất các allele -819T 
và -819C  là 72,2% và 27,8% (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/snp/rs1800871). Như vậy, có thể thấy ở các 
nhóm người Việt Nam dù ở trên thế giới hay trong 
nước, đều có allele C là allele thiểu số (minor allele), 
tương tự với các quần thể người châu Á.

Đáng lưu ý, nghiên cứu ở các châu lục khác như 
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của Rybicka (2020, Ba Lan) trên 100 người da trắng 
khoẻ mạnh đến hiến máu, tỷ lệ các kiểu gene -819TT, 
-819TC và -819CC lần lượt là 5%, 41% và 54%, tỷ lệ các 
allele -819T và -819C lần lượt là 25,5% và 74,5% [13], 
nghiên cứu của Lopez (2020, Argentina) trên 80 người 
khoẻ mạnh có tỷ lệ các kiểu gene -819TT, -819TC và 
-819CC lần lượt là 7,5%; 27,5% và 65%; tỷ lệ các allele 
-819T và -819C lần lượt là 21,25% và 78,75% [14]. Có 
thể thấy, nghiên cứu của các tác giả Rybicka ở châu 
Âu và Lopez ở châu Mỹ có sự phân bố kiểu gene và 
allele đảo ngược so với nghiên cứu của chúng tôi và 
các tác giả ở châu Á. Cụ thể, kiểu gene -819CC và allele 
-819C là thiểu số trong nghiên cứu của chúng tôi và 
châu Á, nhưng lại chiếm đa số trong các châu lục khác. 
Như vậy, đa hình -819T>C gene IL10 có sự khác biệt 
rất lớn về phân bố kiểu gene và allele giữa các chủng 
tộc. Điều này, một lần nữa, càng khẳng định tầm quan 
trọng của việc khảo sát đa hình này trong các quần thể 
dân cư và chủng tộc khác nhau.

Đây là nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam thực hiện 
việc khảo sát đa hình -819T>C gene IL10. Với việc 
thiết lập thành công quy trình PCR đặc hiệu allele 

đơn giản, chi phí thấp, dễ triển khai với cỡ mẫu lớn, 
chúng tôi hy vọng trong tương lai sẽ có những nghiên 
cứu sâu rộng hơn để tìm hiểu mối liên quan giữa đa 
hình này và một số bệnh lý, góp phần làm sáng tỏ các 
cơ chế bệnh sinh và phát hiện những người có nguy 
cơ cao mắc bệnh liên quan.

5. KẾT LUẬN
Qua nghiên cứu đa hình -819T>C (rs1800871) 

gene IL10 trên 100 người tình nguyện, sức khoẻ bình 
thường, chúng tôi rút ra một số kết luận như sau:

Chúng tôi đã thiết kế mồi và thiết lập thành công 
quy trình kỹ thuật PCR đặc hiệu allele có kèm chứng 
nội để xác định đa hình -819T>C (rs1800871) gene 
IL10. Đây là cơ sở cho việc thực hiện các nghiên cứu 
liên quan.

Tỷ lệ các kiểu gene -819TT, -819TC và -819CC lần 
lượt là 52%, 42% và 6%, tỷ lệ allele -819T và -819C lần 
lượt là 73% và 27%. 

Lời cảm ơn: Đề tài này được hỗ trợ một phần 
kinh phí từ Quỹ nghiên cứu khoa học của Trường Đại 
học Y - Dược Huế, mã số đề tài 96/24.
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