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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Bệnh hemophilia hay còn gọi là bệnh rối loạn đông máu. Đây là một 

bệnh di truyền do thiếu hụt hay bất thƣờng chức năng của các yếu tố đông 

máu huyết tƣơng, nhƣ các yếu tố VIII, IX hay XI. Bệnh đặc trƣng bởi thời 

gian đông máu kéo dài và tăng nguy cơ chảy máu; biểu hiện lâm sàng chủ yếu 

là xuất huyết, xuất huyết có thể tự nhiên hoặc sau chấn thƣơng nhẹ. Đặc điểm 

xuất huyết là đám máu bầm dƣới da, tụ máu trong cơ, chảy máu ở các khớp. 

Tỷ lệ mắc ở các nƣớc có thể là khác nhau nhƣng tần suất chung khoảng 30-

100/1.000.000 dân [1]. Trên thế giới đã có nhiều nghiên cứu về bệnh 

hemophilia và dự kiến sẽ có khoảng 550.000 ngƣời bị bệnh hemophilia vào 

năm 2020, ở Việt Nam hiện nay có khoảng 6000 bệnh nhân trong đó chỉ có 

30% đƣợc phát hiện và điều trị [2]. 

Hemophilia là bệnh di truyền lặn liên quan đến giới tính, gen bệnh nằm 

trên nhiễm sắc thể X. Ngƣời mẹ mang gen bệnh có khả năng truyền bệnh cho 

50% con trai của họ, do vậy chủ yếu bệnh nhân là nam. Có 3 loại hemophilia, 

sự giảm yếu tố VIII gây ra bệnh hemophilia A, thiếu hụt yếu tố IX gây 

hemophilia B và bất thƣờng yếu tố XI sẽ gây bệnh hemophilia C. Trong đó 

hemophilia A chiếm 80-85%, hemophilia B chiếm 15-20%, hemophilia C 

chiếm tỉ lệ rất ít, phổ biến chủ yếu ở ngƣời Do Thái với tỉ lệ mắc đồng hợp tử 

khoảng 1-3‰ ngƣời Do Thái [3]. Ở bệnh nhân thể nặng, nồng độ protein yếu 

tố VIII trong máu rất thấp, chỉ ≤ 1% so với ngƣời bình thƣờng (nồng độ yếu 

tố VIII bình thƣờng là 200 ng/ml). 

 Việt Nam là một nƣớc có tỉ lệ mắc bệnh hemophillia A trong cộng đồng  

khá cao. Theo nghiên cứu của Đỗ Trung Phấn và cộng sự năm 1996 tỷ lệ mắc 

bệnh khoảng 25 – 60/1.000.000 ngƣời [4], trong khi đó phƣơng pháp điều trị 
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hiện nay ở nƣớc ta là sử dụng yếu tố VIII trong máu toàn phần (truyền trực 

tiếp hoặc tách chiết) rất tốn kém và hiệu quả không cao, đặc biệt có nguy cơ 

cao đối với các bệnh lây truyền qua đƣờng máu.  

        Trên thế giới, các nhà khoa học đã phân tích gen của bệnh nhân 

hemophilia A và rất nhiều dạng đột biến gen yếu tố VIII (F8) đƣợc công bố. 

Các nghiên cứu khẳng định dạng đột biến khác nhau sẽ gây những kiểu hình 

đặc trƣng khác nhau. Bệnh nhân hemohilia A thể nặng thƣờng gặp dạng đột 

biến đảo đoạn exon 22 (chiếm 45-50%), trong khi đó đột biến điểm chiếm đa 

số ở bệnh nhân hemophilia A thể bệnh vừa và nhẹ (chiếm 90-95%) [5].  

       Ở Việt Nam, đã có nhiều công trình nghiên cứu về bệnh hemophilia A, 

chủ yếu là các nghiên cứu về đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng, đánh giá tỷ lệ 

mắc bệnh hay các nghiên cứu đánh giá hiệu quả điều trị bệnh bằng các chế 

phẩm thay thế… Chƣa có công trình nào nghiên cứu toàn diện về đột biến gen 

mã hóa yếu tố VIII ở ngƣời Việt Nam, tạo cơ sở dữ liệu để làm tiền đề cho 

việc xây dựng bản đồ gen ở bệnh nhân hemophilia A Việt Nam. 

       Với sự tiến bộ của kỹ thuật sinh học phân tử, các nhà khoa học có thể 

phân tích DNA của ngƣời bệnh để xác định chính xác các tổn thƣơng gen gây 

bệnh hemophilia A, cũng nhƣ kiểm soát bệnh tốt hơn nhờ phát hiện ngƣời 

phụ nữ mang gen bệnh và tƣ vấn di truyền trƣớc hôn nhân, tăng hiệu quả 

trong việc phòng ngừa bệnh tật đồng thời nâng cao chất lƣợng chăm sóc 

sức khỏe trong cộng đồng. 

 Do vậy, đề tài này đƣợc thực hiện với hai mục tiêu: 

1. Phát hiện đột biến gen F8 của bệnh nhân hemophilia A ở Việt Nam. 

2. Bước đầu xây dựng bản đồ đột biến gen F8 đối với bệnh nhân 

hemophilia A tại Việt Nam. 
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Chƣơng 1 

TỔNG QUAN 

 

1.1. LỊCH SỬ NGHIÊN CỨU BỆNH HEMOPHILIA A  

    Từ thời kỳ cổ đại loài ngƣời đã biết đến bệnh máu khó đông, tuy nhiên 

không có tên gọi chính thức cho nó. Trong các văn tự cổ của ngƣời Do thái từ 

thế kỷ thứ II trƣớc công nguyên đã miêu tả những đứa trẻ chết do chảy máu 

không cầm đƣợc sau khi cắt bao quy đầu (theo tục lệ của ngƣời Do Thái: trẻ 

em trai sinh ra đƣợc cắt bao quy đầu). Bác sỹ ngƣời Ả rập- Albucasis cũng 

miêu tả những đứa trẻ bị chết do chảy máu vì những vết thƣơng nhỏ. Bệnh 

máu khó đông đƣợc nhận thấy là có tính di truyền hàng trăm năm qua các thế 

hệ trong một gia đình. Vào những năm 1880 ngƣời ta đã phát hiện bệnh máu 

khó đông di truyền liên kết với giới tính, các nhà khoa học nhận thấy chỉ có 

nam giới mắc bệnh và không có khả năng truyền bệnh cho con trai, ngƣời mẹ 

mang gen bệnh và truyền cho con trai mình. 

     Bệnh hemoliphia còn đƣợc biết đến nhƣ căn bệnh của hoàng gia vì nữ 

hoàng Anh Victoria (1838-1901) mang gen bệnh này và truyền bệnh cho 

nhiều Hoàng Gia khác [6]. 

Xu hƣớng chảy máu của bệnh ƣa chảy máu ban đầu đƣợc cho là do 

thành mạch yếu, dễ bị vỡ khi tổn thƣơng. Vào những năm 30 của thế kỉ XX, 

bất thƣờng của tiểu cầu đƣợc cho là nguyên nhân có khả năng nhất gây bệnh 

ƣa chảy máu. Năm 1937, Patek và Taylor phát hiện ra rằng họ có thể kiểm 

soát những khiếm khuyết của quá trình đông máu bằng cách thêm một chất 

chiết xuất từ huyết tƣơng, chất này đƣợc gọi là globulin chống chảy máu. 

Năm 1944, Pavlosky nghiên cứu ở Buenos Aires cho thấy máu của một bệnh 

nhân hemophilia có thể điều trị triệu chứng rối loạn đông máu của bệnh nhân 

hemophilia khác và ngƣợc lại, khi tình cờ ông gặp hai bệnh nhân bị thiếu hụt 
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hai protein khác nhau - yếu tố VIII và yếu tố IX [7]. Những phát hiện này cho 

phép chẩn đoán chính xác và xây dựng cơ sở khoa học cho việc điều trị bệnh 

rối loạn đông máu di truyền.  

1.2. BỆNH HỌC BỆNH HEMOPHILIA A 

1.2.1. Bệnh hemophilia A 

Bệnh hemophilia A là bệnh rối loạn đông máu di truyền do khiếm khuyết 

gen tổng hợp yếu tố VIII dẫn đến giảm nồng độ hoạt tính yếu tố VIII trong máu [8].    

1.2.1.1. Đại cương về đông máu         

Đông máu là một quá trình máu chuyển từ thể lỏng thành thể đặc, do sự 

chuyển fibrinogen thành fibrin không hòa tan. Các sợi fibrin sẽ trùng hợp với 

nhau tạo ra mạng lƣới fibrin giam giữ các thành phần của máu và máu sẽ 

đông lại. Cục máu đông hình thành sẽ có tác dụng bịt kín chỗ tổn thƣơng [9]. 

       Bình thƣờng trong máu và trong mô có chất gây đông và chất chống 

đông, những chất gây đông ở dạng tiền chất không hoạt động nên máu không 

đông đƣợc. Khi mạch máu bị tổn thƣơng sẽ hoạt hóa các yếu tố đông máu làm 

cho máu đông lại. 

1.2.1.2. Các yếu tố đông máu 

       Hội nghị quốc tế năm 1959 về đông máu, đã quy định tên gọi của các 

yếu tố đông máu bằng các chữ số La mã. Có 12 yếu tố đông máu: 

        - Yếu tố I: Fibrinogen 

        - Yếu tố II: Prothrombin 

        - Yếu tố III: Prothrombin của mô hoặc các yếu tố mô 

        - Yếu tố IV: Ion canxi 

        - Yếu tố V: Proaccelerin (yếu tố không ổn định) 

        - Yếu tố VII: Proconvectin (yếu tố ổn định) 

        - Yếu tố VIII: Yếu tố chống hemophilia  

        - Yếu tố IX: Yếu tố chống hemophilia B (yếu tố Christmas) 
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        - Yếu tố X: Yếu tố Stuart 

        - Yếu tố XI: Yếu tố tiền thromboplastin huyết tƣơng 

                                      (Yếu tố chống hemophilia C) 

         - Yếu tố XII: Yếu tố Hageman- yếu tố chống hemophilia D 

                                      (Yếu tố ổn định fibrin)   

         Gần đây, đã phát hiện hai protein của huyết tƣơng mới đƣợc xếp vào 

các nhóm yếu tố đông máu huyết tƣơng: 

-  Prekallikrein. 

       -  Kininogen trọng lƣợng phân tử cao. 

       Quá trình đông máu của huyết tƣơng là sự kết hợp giữa hai con đƣờng 

đông máu nội sinh và đông máu ngoại sinh. Các hoạt động kế tiếp nhau của 

các enzym trong chuỗi các phản ứng nối tiếp dẫn tới hình thành thrombin 

và chuyển fibrinogen thành fibrin, trong đó yếu tố VIII tham gia nhƣ một 

đồng yếu tố. 

 

Hình 1.1. Sơ đồ đông máu theo con đƣờng nội và ngoại sinh [10] 
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1.2.1.3. Chẩn đoán bệnh hemophilia A 

a/ Chẩn đoán xác định 

  - Tiền sử gia đình có ngƣời mắc bệnh. 

  - Triệu chứng lâm sàng: thể hiện khác nhau giữa các bệnh nhân, nhƣng 

triệu chứng chảy máu là đặc trƣng của bệnh. Hội chứng chảy máu ít khi xảy 

ra vào lúc mới đẻ, thƣờng xuất hiện khi trẻ tập đi, lúc đó trẻ xuất hiện các nốt 

hoặc các điểm tụ máu. Trong các thể xuất huyết nhẹ, xuất huyết xảy ra khi 

răng sữa rụng hoặc nhổ răng. Bệnh càng nặng thì triệu chứng xuất huyết xuất 

hiện càng sớm. Bệnh hemophilia A thể nặng đặc trƣng bởi bầm tím và chảy 

máu thƣờng xuyên tái phát vào khớp, đặc biệt là đầu gối, mắt cá chân, hông 

và khuỷu tay gây giới hạn chuyển động của các khớp. Bệnh nhân có thể chảy 

máu từ 20 – 30 lần/ năm; chảy máu có thể tự phát hoặc sau một chấn thƣơng 

nhỏ. Tuy nhiên, chảy máu từ vết cắt hoặc vết trầy xƣớc đƣợc cầm máu tƣơng 

đối nhanh chóng. Đây là nguyên nhân phổ biến bệnh nhân hemophilia A có 

thể chảy máu đến chết sau một chấn thƣơng nhỏ. Vấn đề khó khăn nhất ở các 

bệnh nhân này chính là chảy máu trong nội tạng. Chảy máu có thể xảy ra sau 

chấn thƣơng hoặc tiêm vacxin (Hình 3A). Tổn thƣơng nhẹ ở các thành mạch 

nhỏ có thể dẫn đến xuất huyết não hoặc mô mềm (Hình 3B, C) dẫn đến biến 

chứng nghiêm trọng. 

 

Hình 1.2. Hình ảnh tổn thƣơng ở những bệnh nhân hemophilia A [11] 

A: Tổn thương bầm tím (h) khi trẻ tập lẫy dẫn đến sự nghi ngờ bệnh rối 

loạn đông máu ở trẻ 4 tháng tuổi. 

B: Chảy máu vào các mô mềm xung quanh mắt trái ở bệnh nhân 1 tuổi. 

C: Xuất huyết nội tạng (khớp vai và khớp háng) ở bệnh nhân 4 tuổi. 
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 Điều trị nhanh chóng để chấm dứt chảy máu là quan trọng đối với việc 

bảo tồn các khớp, sự hiện diện của máu trong ổ khớp dễ dẫn đến viêm màng 

hoạt dịch cấp tính. Các trƣờng hợp chảy máu lặp đi lặp lại nhiều lần trong ổ 

khớp sẽ vƣợt quá khả năng loại bỏ các xâm nhập của đại thực bào và dẫn đến 

màng hoạt dịch bị phá hủy tiến tới hỏng khớp [11]. 

- Xét nghiệm cận lâm sàng: 

+ Thời gian đông máu kéo dài có thể hơn 1 giờ; chất lƣợng cục máu 

đông kém; thời gian Howel kéo dài… 

+ Định lƣợng yếu tố VIII (FVIII) giảm hoặc không có. 

+ Xét nghiệm DNA phát hiện đột biến gen F8. 

+ Yếu tố Von- Willebrand bình thƣờng. 

+ Số lƣợng tiểu cầu bình thƣờng. 

b/ Chẩn đoán thể bệnh hemophilia A theo mức độ yếu tố VIII 

        Bình thƣờng nồng độ FVIII ở ngƣời là 200 ng/ml. Trƣờng hợp bị bệnh, 

lƣợng yếu tố VIII giảm dƣới 30%. Hemophilia A đƣợc chia làm ba thể: nặng, 

trung bình và nhẹ. 

+  Thể nặng: hoạt tính FVIII dƣới 1%, những bệnh nhân này thƣờng bị 

chảy máu vài lần trong tháng. 

+  Thể trung bình: hoạt tính FVIII từ 1-5%, những bệnh nhân này chỉ bị 

chảy máu sau những chấn thƣơng nhẹ. 

+  Thể nhẹ: hoạt tính FVIII từ 5-30% so với mức bình thƣờng, những 

ngƣời này chỉ bị chảy máu sau phẫu thuật hoặc những chấn thƣơng 

nặng, sau những động tác mạnh khi chơi thể thao [12]. 

c/ Chẩn đoán phân biệt 

- Bệnh Von-Willebrand: 

 Bệnh di truyền nhiễm sắc thể thƣờng nên gặp ở cả nam và nữ. 

 Chủ yếu chảy máu ở niêm mạc. 
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 Thời gian máu chảy kéo dài. 

 Yếu tố VIII: C thấp hơn 30%. 

 Yếu tố vWF: Ag giảm. 

 Ngƣng tập tiểu cầu giảm. 

- Hemophilia mắc phải: 

 Cơ chế bệnh sinh: do cơ thể ngƣời trƣởng thành sinh ra tự kháng thể 

gây bất hoạt FVIII. 

 Bệnh gặp ở độ tuổi trung niên, gặp cả ở nam và nữ. 

 Biểu hiện chính là xuất huyết ở da và mô mềm; có thể đái ra máu, xuất 

huyết dạ dày-ruột, xuất huyết hậu sản kéo dài; ít gặp xuất huyết ở khớp. 

 Xét nghiệm: APTT kéo dài, FVIII thấp hơn 30%, có chất ức chế 

FVIII theo thời gian; số lƣợng tiểu cầu bình thƣờng. 

- Những rối loạn di truyền khác gây kéo dài APTT: bao gồm giảm yếu tố 

XI, XII, prekallikrein và kininogen trọng lƣợng phân tử cao, phân biệt 

dựa vào định lƣợng yếu tố VIII, IX. 

- Bệnh lý lƣu hành kháng yếu tố VIII và yếu tố IX: trong một số bệnh tự 

miễn (lupus) APTT kéo dài, nồng độ yếu tố VIII, IX giảm. Phân biệt 

bằng cách trộn huyết tƣơng bệnh nhân với huyết tƣơng ngƣời bình 

thƣờng, APTT không đƣợc cải thiện trong trƣờng hợp có kháng đông 

lƣu hành. 

- Rối loạn đông máu do tăng tiêu thụ yếu tố đông máu: gặp ở cả nam và 

nữ, thƣờng là biểu hiện rối loạn đông máu do một số bệnh khác nhƣ 

nhiễm trùng, chấn thƣơng nặng; ngoài giảm yếu tố VIII, các yếu tố 

khác cũng giảm do tăng tiêu thụ. 
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1.2.1.4. Điều trị thay thế FVIII 

a/ Huyết tương tươi đông lạnh  

Huyết tƣơng tƣơi đông lạnh đƣợc chiết tách từ máu tƣơi toàn phần trong 

thời gian < 6 tháng kể từ khi lấy ra khỏi cơ thể ngƣời cho, sau đó bảo quản ở 

nhiệt độ - 30
0 
C. Nồng độ FVIII trong huyết tƣơng tƣơi đông lạnh vào khoảng 

0,6 – 0,8 đơn vị/ml [6]. Vì vậy, để truyền cho bệnh nhân hemophilia A thì thể 

tích đƣa vào lớn, nguy cơ lây nhiễm các bệnh truyền qua đƣờng máu cao [13]. 

b/ Tủa lạnh yếu tố VIII (tủa VIII, cryoprecipitate) 

Tủa lạnh yếu tố VIII đƣợc điều chế bằng cách làm tan huyết tƣơng tƣơi 

đông lạnh ở 4
0
C, ly tâm lấy tủa và hòa tan trong 10- 15 ml huyết tƣơng. Tuy 

nhiên, tủa lạnh FVIII cũng chƣa tinh khiết, còn nguy cơ lây nhiễm các bệnh 

truyền qua đƣờng máu [14]. 

c/ Yếu tố VIII cô đặc 

Yếu tố VIII cô đặc đƣợc sản xuất từ huyết tƣơng sau đó cô đặc và bất 

hoạt virus, có thời gian bán hủy là 12-18 giờ. Các sản phẩm này đã hạn chế 

đƣợc việc lây lan các bệnh truyền máu qua đƣờng máu, tuy nhiên chƣa loại 

trừ đƣợc 100% các nguy cơ này. Sản phẩm FVIII cô đặc dễ bảo quản nhƣng 

quá trình sản xuất đòi hỏi phải có trang thiết bị, giá thành sản phẩm cao. 

d/ Yếu tố VIII tái tổ hợp 

 Yếu tố VIII tái tổ hợp đƣợc sản xuất từ kháng thể đơn dòng. Sản phẩm 

có hiệu quả cao trong điều trị do có hàm lƣợng FVIII cao. Điều trị an toàn, 

không có khả năng lây truyền các bệnh qua đƣờng máu. Tuy nhiên, sản phẩm 

có giá thành khá cao, bảo quản khó khăn (ở -20
0
C) nên chế phẩm này chỉ có 

sẵn ở những trung tâm hay bệnh viện lớn [15].  

e/ Liệu pháp điều trị gen 

Phƣơng pháp điều trị gen đã đƣợc nghiên cứu thông qua quá trình 

chuyển đoạn DNA mã hóa đoạn gen FVIII vào cơ thể ngƣời bệnh. Điều trị 
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bệnh ƣa chảy máu bằng liệu pháp gen hứa hẹn nhiều lợi ích vì bệnh đƣợc gây 

ra bởi khiếm khuyết gen, có thể điều trị để biến đổi một dạng bệnh từ thể 

nặng thành thể nhẹ của bệnh ƣa chảy máu. Sử dụng liệu pháp gen có thể kích 

hoạt lên đến 150% hoạt động của FVIII [16]. Với nguồn cung cấp liên tục của 

các sản phẩm gen, liệu pháp gen có thể chữa khỏi bệnh ƣa chảy máu. Hiện 

nay các nghiên cứu thực nghiệm trên chuột và chó đã chứng minh sự thành 

công khi sử dụng liệu pháp gen điều trị [17]. Các nghiên cứu thực nghiệm lâm 

sàng đang đƣợc tiến hành.  

1.2.2. Vị trí, cấu trúc, chức năng của gen F8 

1.2.2.1. Vị trí và cấu trúc của gen F8 

Gen quy định tổng hợp FVIII nằm ở vị trí Xq28 trên NST giới tính X.  

 

 Hình 1.3. Vị trí của gen tổng hợp FVIII [18]. 

1.2.2.2. Chức năng của gen F8 

 Gen F8 là một trong những gen lớn nhất cơ thể, có kích thƣớc 186 kb 

gồm 26 exon trong đó 24 exon có kích thƣớc từ 62 bp - 262 bp và 2 exon lớn 

nhất exon 14 (3106 bp) và exon 26 (1958 bp) [18], [19] (Hình 1.3). 
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Hình 1.4. Cấu trúc gen và protein FVIII [19] 

a) Gen F8 bao g m 25 intron và 26 exon trong đ  phần lớn exon 26 m  h a 

cho v ng 3  UT   v ng intron 22 chứa 2 gen     và   B. b)  hân t  m N  

được phi n  m  c  kích  thước   kb  và  các bước hoàn thiện phân  t  protein    

thành một FVIII hoàn ch nh được hoạt h a c),d). 

 

Protein FVIII là một glycoprotein lớn có chức năng nhƣ một đồng yếu 

tố cần thiết cho sự kích hoạt phân giải protein của yếu tố X kích hoạt bởi yếu 

tố IX trong con đƣờng đông máu nội sinh. Gen F8 mã hóa cho protein FVIII 

gồm 2332 acid amin và có trọng lƣợng phân tử khoảng 300 kD. Chuỗi nặng 

có kích thƣớc 200 kD trong một phức hợp ion kim loại, với chuỗi nhẹ có kích 

COOHNH2

Chuỗi nặng Chuỗi nhẹ

NH2

NH2

COOH

COOH

a. Gen F8

(186 kb, 26 exon)

b. mRNA F8 
(9 kb)

c. protein F8 
(2332 aa)

d. Protein dạng hoạt hóa
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thƣớc 80 kD [20]. FVIII đƣợc tổng hợp nhƣ một polypeptid chuỗi đơn với cấu 

trúc vùng A1- a1- A2-a2-B-a3-A3- C1-C2 với chữ in nghiêng biểu thị chuỗi 

nặng vùng có tính acid và peptid hoạt hóa chuỗi nhẹ. Cấu trúc này cũng tƣơng 

đồng với yếu tố V. Cấu trúc của phức hợp này đƣợc giữ ổn định nhờ sự tƣơng 

tác giữa các liên kết ƣa nƣớc và kị nƣớc với yếu tố von Willebrand (vWF - là 

một kháng nguyên liên quan đến yếu tố VIII) và Ca
2+

 [21], [22]. Chuỗi nặng 

có đầu cuối là N, gồm các vùng A1-A2-B, chuỗi nhẹ có đầu cuối là C, gồm 

các vùng A3-C1-C2 [23], [24] (Hình 1.4). Các vùng A chia sẻ 35% đến 40% 

tính acid và tƣơng đồng với ceruloplasmin và yếu tố V. Vùng C cũng hiển thị 

35-40% tính acid và tƣơng đồng với các protein có khả năng ràng buộc 

phospholipid mang điện tích âm, cho thấy một vai trò trong tƣơng tác 

phospholipid. 

 Vùng B đƣợc mã hóa bởi một exon lớn và không có sự tƣơng đồng với 

bất kỳ gen nào đã biết. Khi thủy phân hoàn toàn vùng B tạo thành Asparagin, 

Serin và Threonin [19]. Vùng B không cần cho chức năng của FVIII và sau 

quá trình dịch mã, vùng B bị cắt khỏi chuỗi nặng của FVIII [25]. FVIII đƣợc 

sản xuất chủ yếu từ tế bào gan, ngoài ra còn sản xuất tại thận, lách. Hàm 

lƣợng FVIII trong huyết tƣơng thấp (20-50 mg/ml). Đầu tiên, FVIII đƣợc tổng 

hợp nhƣ một chuỗi đơn gồm 2351 acid amin ở lƣới nội bào, sau đó đƣợc 

chuyển vào thể Golgi [26]. Tại đây đã xảy ra các phản ứng để hình thành 

phân tử của FVIII. Nó đƣợc lƣu thông dƣới dạng tiền “cofactor” không hoạt 

động. FVIII đƣợc hoạt hóa nhờ quá trình xúc tác phân giải bởi thrombin hoặc 

yếu tố Xa với nguyên lý hoạt động cắt yếu tố VIII ở vị trí Arg 372 (chỗ nối 

A1-A2), vị trí Arg 740 (chỗ nối A2-B) và vị trí Arg 1689 (chỗ nối B-A3) (Hình 

1.4 và 1.5). Khi vùng A2 tƣơng tác với phức hợp A1/A3-C1-C2 thì FVIII thực 

sự đƣợc hoạt hoá.  
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Hình 1.5. Mô hình cấu trúc phân tử 3-D của   u t  VIII hoàn ch nh [19]. 

V ng   ( 1,  2,  3) là nơi bám của các ion Ca
2+

, Cu
2+ 
và các yếu tố IX, X 

trong quá tr nh đông máu. V ng C (C1, C2) là vị trí bám cho yếu tố vW , X 

và của các phân t  phospholipid một khi FVIII được hoạt h a. V ng B chứa 

vị trí cắt của thrombin đ  được loại b  trong phân t  FVIII trong quá tr nh 

hoạt h a FVIII. 

           Khi gen F8 bị đột biến, tế bào giảm hoặc mất khả năng tổng hợp 

protein FVIII gây nên bệnh hemophilia A [25]. 

1.2.2.3. Vai trò FVIII trong đông – cầm máu  

FVIII bình thƣờng có 3 hoạt tính: điều chỉnh thời gian đông huyết 

tƣơng đó là đặc trƣng của VIII: C; bị tủa bởi một kháng thể dị loại đặc biệt, 

hoạt tính này mang tên là VIII – R: Ag (Factor VIII Related Antigen: 

kháng nguyên liên quan yếu tố VIII); điều chỉnh thời gian chảy máu ở 

ngƣời bị Willerbrand gọi là hoạt tính VIII – R: WF (Factor VIII Related 

Willebrand). Càng ngày yếu tố VIII càng đƣợc coi nhƣ 1 chất trung gian 

quan trọng trong các phản ứng giữa tiểu cầu và thành mạch, do đó nó có vai 

trò gây ra xơ vữa động mạch. 

 A1 A2 

A3 

C1 

C2 

Màng tế bào 
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Hoạt tính VIII: C ứng với yếu tố đƣợc gọi là kháng hemophilia A là yếu 

tố đƣợc kiểm soát bởi gen nằm trên thể nhiễm sắc X. Đây là yếu tố thu hoạch 

đƣợc khi tủa lạnh, giúp vào việc hoạt hóa yếu tố X bởi yếu tố IXa trong 

đông máu nội sinh, yếu tố này bị trung hòa bởi một kháng thể lƣu hành có ở 

một số ngƣời bị hemophilia A [27]. 

Hoạt tính VIII – R : Ag khi tiêm FVIII tinh khiết vào ngƣời hemophilia A 

thì sẽ tạo đƣợc kháng thể chống VIII : C. Ở ngƣời bị bệnh hemophilia A kháng 

nguyên VIII – R : Ag vẫn bình thƣờng, nhƣ vậy là hoạt tính VIII : C, VIII – R : 

Ag không cùng có một cấu trúc protein nhƣ nhau. Ngƣời ta cho rằng sự tổng hợp 

VIII – R : Ag đƣợc kiểm soát bởi 1 gen nằm trên thể nhiễm sắc thƣờng [28]. 

Hoạt tính của Von – Willebrand hay yếu tố VIII – R: WF đó là 1 yếu tố 

huyết tƣơng mà thiếu nó đƣợc coi nhƣ do một sự thiếu hụt của tiểu cầu hoặc 

thành mạch [29]. 

Cả 3 yếu tố trên tạo thành một phức hệ đại phân tử, dùng enzym để phân 

lập có thể tách đƣợc thành những đơn vị có hoạt tính VIII – R : Ag, VIII – R : 

WF còn VIII : C thì lƣợng ít hơn. 

Đối với hemophilia A ngƣời ta biết rằng ở những ngƣời bệnh này vị trí 

kháng nguyên của yếu tố VIII vẫn bình thƣờng vì nó tuy phản ứng với kháng 

thể nhƣng vị trí hoạt tính thì tổng hợp không bình thƣờng, có thể là do một 

acid amin thiếu hoặc bị thay thế hoặc bị ức chế [30]. 

1.2.3. Bệnh học phân tử bệnh hemophilia A 

Cơ sở phân tử của hemophilia A đƣợc phân tích trong nhiều năm và rất 

nhiều dạng đột biến gen F8 gây bệnh đã đƣợc công bố. Các nghiên cứu khẳng 

định dạng đột biến khác nhau sẽ gây những kiểu hình đặc trƣng khác nhau 

[18]. Bệnh nhân hemohilia A thể nặng thƣờng gặp dạng đột biến đảo đoạn 

intron 22 (chiếm 45-50%), trong khi đó đột biến điểm chiếm đa số ở bệnh 

nhân hemophilia A thể bệnh vừa và nhẹ 90-95% [5]. 
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1.2.3.1. Bệnh học phân tử của hemophilia A thể nặng 

Nhiều mô hình đột biến khác nhau chịu trách nhiệm cho hemophilia A 

thể nặng, tuy nhiên dạng đột biến thƣờng gặp nhất là đảo đoạn intron 22 và 

intron 1 của gen F8. 

Đảo đoạn trên nhiễm sắc thể (NST): đảo đoạn intron 22 xảy ra do sự tái 

tổ hợp giữa bản sao của vùng int22h1 (vùng lặp lại gồm 9,5 kb) thuộc intron 

22 với một trong hai bản sao của vùng đồng nhất nằm ở telomere vùng 

int22h2, int22h3; vị trí 400 kb ở đầu 5’ ngoài gen F8 [31]. Hiện tƣợng đảo 

đoạn dẫn đến đứt gãy gen F8 và hậu quả gây thể bệnh nặng cho bệnh nhân. 

Đột biến này chiếm 45-50% bệnh nhân hemophilia A thể nặng. 

Đảo đoạn intron 1 xảy ra tƣơng tự, do sự tái tổ hợp vùng int1h1thuộc 

intron 1 (kích thƣớc 900 bp) nằm vị trí 140 kb ở đầu 5’ của gen F8 với bản 

sao int1h2 nằm ngoài gen F8 [32]. Đột biến này hiếm gặp hơn so với đảo 

đoạn intron 22, chiếm khoảng 1,5% bệnh nhân nặng [33],[34]. 

Đột biến mất đoạn và chèn đoạn lớn: đột biến mất đoạn lớn chiếm 2-

5% bệnh nhân hemophilia A thể nặng [35]. Có thể mất 1 exon hoặc mất 

toàn bộ gen [36]. Cơ chế phân tử của dạng đột biến này đã đƣợc kết luận là 

do quá trình tái tổ hợp do hiện tƣợng lặp lại Alu [37], [38], [39]. Đột biến 

chèn đoạn lớn và hiện tƣợng Alu làm đứt gãy gen F8 và gây hemophilia A 

thể nặng [40], [41]. 

Đột biến điểm: hầu hết bệnh nhân nặng là do đột biến thay thế một 

nucleotid. Đột biến vô nghĩa (nonsense) tạo mã kết thúc hoặc đột biến mất 

nucleotid gây lệch khung dịch mã dẫn đến không tổng hợp hoặc tổng hợp 

protein không có chức năng. Đột biến tại vị trí nối intron và exon đã đƣợc 

các tác giả công bố. Nhiều đột biến thay thế ảnh hƣởng đến dinucleotid CpG 

đƣợc phát hiện trên một số bệnh nhân, ví dụ đột biến c.6496C>T dẫn đến  

chuyển thành Arg2147X (Tại vị trí 6496 trên trình tự Genebank nucleotid C 
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thay bằng nucleotid T làm thay đổi protein Arginine ở vị trí 2147 tạo thành 

stop codon) [42]. Mất đoạn và chèn đoạn nhỏ cũng thƣờng thấy trong 

hemophilia A thể nặng, thay đổi từ 1-55 nucleotid. Phổ biến nhất là mất 

hoặc chèn nucleotid A vào exon 14 [43], thƣờng xảy ra trong vùng từ c.3637 

đến c.4379 [42].  

1.2.3.2. Bệnh học phân tử của hemophilia A thể vừa và nhẹ 

Đột biến điểm gây lệch khung dịch mã và đột biến thay thế nucleotid 

(missense) là cơ chế chính gây bệnh hemophilia A thể vừa và nhẹ, chiếm 90-

95% bệnh nhân. Đột biến tại vị trí nối và vùng promoter của gen đƣợc phát 

hiện ở một số bệnh nhân. Hiện tƣợng lặp đoạn exon 13 cũng đƣợc mô tả ở các 

bệnh nhân hemophilia A thể nhẹ [5]. 

1.2.4. M i liên quan giữa kiểu gen và kiểu hình 

Thông thƣờng, các trƣờng hợp nam giới bị đột biến gen F8 thể nặng gây 

bệnh hemophilia A trong cùng một gia đình có những biểu hiện lâm sàng 

nặng nề tƣơng tự nhau. Tuy nhiên, hiệu ứng di truyền và môi trƣờng khác 

nhau có thể thay đổi mức độ biểu hiện lâm sàng của bệnh [44]. 

Các nghiên cứu đã chỉ ra 10-15% bệnh nhân với “kiểu hình đặc trƣng”  

chảy máu mức độ nặng (khi nồng độ FVIII hoạt động <1%) có biểu hiện triệu 

chứng tƣơng đối nhẹ trên lâm sàng [45], [46], [47]. Không phải tất cả những 

bệnh nhân hemophilia A thể nặng thƣờng xuyên chảy máu tự phát, thậm chí 

trong số những ngƣời bị chảy máu, mức độ nặng của bệnh cũng khác biệt đáng 

kể. Cơ sở cho sự khác biệt này vẫn chƣa đƣợc hiểu rõ hoàn toàn [48], [49]. 

1.2.4.1. Mối liên quan giữa đột biến trên gen F8 và kiểu hình lâm sàng 

Đột biến gen F8 là yếu tố quyết định quan trọng nhất của kiểu hình trong 

bệnh hemophilia A [49], [48].  

Đột biến gặp thƣờng xuyên nhất trên bệnh nhân hemophilia A thể nặng là 

đột biến đảo đoạn intron 22 và intron 1 với biểu hiện kiểu hình chảy máu mức 
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độ nặng nề. Đột biến mất đoạn gen lớn quan sát thấy trong khoảng 5% số bệnh 

nhân hemophilia A thể nặng. Các trƣờng hợp hemophilia A thể nặng còn lại và 

tất cả các trƣờng hợp hemophilia A thể trung bình và thể nhẹ là kết quả của 

nhiều đột biến điểm, đột biến thêm/mất đoạn nhỏ chiếm một phần ba số trƣờng 

hợp [45], [50]. Đột biến vô nghĩa tạo stop codon chiếm số lƣợng lớn những 

bệnh nhân có biểu hiện lâm sàng nặng nề. Đột biến ở vị trí nối giữa exon và 

intron thƣờng biểu hiện triệu chứng nặng nề nhƣng có thể có những trƣờng hợp 

biểu hiện kiểu hình của một bệnh nhân thể nhẹ, tùy thuộc cụ thể vào từng vị trí 

nối exon-intron [51]. Các vị trí đột biến trong gen F8 đã đƣợc mô tả trong các 

quần thể khác nhau, ở các nhóm dân số cụ thể cho thấy: không có vùng chỉ 

điểm hay gặp các đột biến trong gen F8, ngoại trừ trƣờng hợp đột biến đảo 

đoạn intron 22 và intron 1 gặp trong hemophilia A thể nặng [52]. 

1.2.4.2. Mối liên quan giữa đồng thừa kế gen thrombophilia và kiểu hình lâm sàng  

Trong bệnh hemophilia A thể nặng, đột biến gen thrombophilia có thể 

đóng vai trò quan trọng trong biểu hiện lâm sàng nhẹ hơn [53]. Đột biến gen 

thrombophilia trong bệnh hemophilia A dẫn đến kiểu hình nhẹ hơn đƣợc mô 

tả bao gồm thiếu hụt protein C, protein S và kháng thể thrombin, yếu tố V 

Leiden, tethylenetetrahydrofolate... [53], [54], [55].  

Năm 2001, Ettingshausen và cộng sự [56] đã nghiên cứu 92 bệnh nhân 

hemophilia A thể nặng, trong đó báo cáo một số trƣờng hợp đột biến có các 

yếu tố liên quan đến gen thrombophilia (6 trƣờng hợp đột biến yếu tố V 

Leiden, 1trƣờng hợp thiếu protein C). Các trƣờng hợp này đã trì hoãn khởi 

phát triệu chứng chảy máu (1,6 năm so với 0,9 năm). Các nghiên cứu khác 

mô tả tác dụng bảo vệ của gen (đột biến yếu tố V Leiden [57] và protein S [57], 

protein S [58], [59]) làm giảm tần số chảy máu hàng năm và mức độ nghiêm 

trọng của bệnh khớp ở bệnh nhân hemophilia A. 
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Có ý kiến cho rằng các đột biến prothrombin có thể bù đắp cho mức độ 

yếu tố VIII thấp, dẫn đến hoạt hóa thrombin hiệu quả hơn và tiếp theo là sự 

suy giảm của triệu chứng lâm sàng của bệnh [53], [55].  

Tuy nhiên, mối liên quan giữa các gen prothrombin và bệnh hemophilia 

A thể nhẹ đã không đƣợc xác nhận bởi các nghiên cứu khác [47], [60]. Yếu tố 

nguy cơ prothrombin dƣờng nhƣ ảnh hƣởng đến kiểu hình nhƣng có thể chỉ 

một phần nhỏ. Nhiều nghiên cứu cho rằng nguồn gốc của tính không đồng 

nhất của các kiểu hình trong bệnh ƣa chảy máu thể nặng là do đa yếu tố [61].  

1.2.4.3. Khả năng biểu hiện kiểu hình khác của hemophilia A 

Một số nghiên cứu đã đƣợc chứng minh mối liên quan giữa nhóm máu, 

yếu tố von Willebrand và thời gian bán hủy của FVIII. Bệnh nhân có nhóm 

máu O và có nồng độ kháng nguyên von Willebrand thấp sẽ làm giảm đáng 

kể thời gian bán hủy của FVIII [62], [63]. 

Vai trò của con đƣờng tiêu sợi huyết không đồng nhất giữa lâm sàng và 

kiểu hình của bệnh hemophilia A đã đƣợc công bố bởi các tác giả Grunewald, 

Shetty [64], [65]. Tác giả Grunewald đƣa ra giả thuyết rằng quá trình cầm 

máu không hiệu quả của hệ thống tiêu sợi huyết giống nhƣ một vòng tròn luẩn 

quẩn, dƣờng nhƣ gây ra khuynh hƣớng chảy máu nhiều hơn tại nơi chảy máu.  

Theo nghiên cứu của Jayandharan, phản ứng viêm trong màng hoạt dịch 

có thể sẽ ảnh hƣởng đến mức độ nghiêm trọng của tổn thƣơng khớp ở bệnh 

nhân hemophilia A [49]. 
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1.2.5. Y u t  ức ch  FVIII 

Cơ chế hình thành kháng thể hiện nay còn nhiều bàn cãi, song một số 

nghiên cứu cho rằng có mối liên quan với kiểu đột biến gen, mức độ nặng của 

bệnh, tuổi bắt đầu điều trị, loại chế phẩm điều trị, yếu tố di truyền bao gồm 

tiền sử gia đình xuất hiện các chất ức chế, chủng tộc và dân tộc, cũng nhƣ các 

đột biến và đa hình trong các gen phản ứng miễn dịch, ví dụ nhƣ HLA alen 

[66]. Cơ chế hoạt động của những kháng thể này là gắn với các nhánh của yếu 

tố đông máu làm ảnh hƣởng tới sự gắn kết của các yếu tố này với các thành 

phần đông máu khác [67].  

Phƣơng pháp phát hiện kháng thể kháng VIII là Bethesda [68]. Một 

đơn vị Bethesda là lƣợng kháng thể có khả năng trung hòa 50% lƣợng yếu 

tố VIII có trong 1 ml huyết tƣơng bình thƣờng. Điều trị cho bệnh nhân có 

chất ức chế phụ thuộc vào nồng độ chất ức chế cao hay thấp. Một số trƣờng 

hợp chất ức chế chỉ xuất hiện thoáng qua và tự động mất đi không cần điều 

trị ức chế miễn dịch [69].  

Kháng thể kháng protein FVIII liên quan đến một loạt các tế bào miễn 

dịch: từ tế bào trình diện kháng nguyên (MHC) cho đến tế bào lympho T và tế 

bào lympho B (Hình 1.6) [70]. Sau khi phân hủy protein trong nội bào và tổng 

hợp với túi golgi, các mảnh vỡ peptid có thể liên kết tƣơng thích với lớp mô 

chính. Sau đó, phức hợp MHC-peptid trên bề mặt tế bào trình diện kháng 

nguyên đƣợc công nhận bởi các thụ thể tế bào lympho T trên bề mặt tế bào 

CD4. Tín hiệu đồng kích thích đƣợc thông qua bởi sự tƣơng tác của tế bào 

CD80/86 với CD28 kích hoạt đầy đủ các tế bào CD4 và giải phóng cytokin. 

Các thụ thể trên bề mặt tế bào lympho B và C bao gồm CD2, CD4, CD40L, 

CD28 tƣơng tác với các protein tƣơng ứng LFA3, CD30L, CD40, CD80/86 

gây ra sự tăng sinh tế bào lympho B, biệt hóa thành tế bào plasma và sản xuất 
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ra kháng thể kháng FVIII [71]. Các kháng thể kháng FVIII tồn tại trong tủy 

xƣơng, lách, hạch bạch huyết [72].  

 

 

 

Hình 1.6. Cơ ch  hình thành kháng thể kháng FVIII [70] 

Trong khi nhiều yếu tố nguy cơ tạo kháng thể kháng FVIII chƣa đƣợc 

xác định rõ, vai trò quan trọng của các dạng đột biến F8 làm tăng tỉ lệ nguy cơ 

đã đƣợc công bố (Hình 1.7) [67]. Dạng đột biến ở vị trí nối giữa exon và 

intron, đột biến sai nghĩa là nhóm có nguy cơ tƣơng đối thấp, trong khi 

khoảng 21 % bệnh nhân đột biến đảo đoạn intron 22 liên quan đến phát triển 

các kháng thể kháng FVIII. Tỷ lệ chất ức chế cao nhất ở bệnh hemophilia A là 

nhóm đột biến mất đoạn lớn, mất các exon mã hóa nhiều vùng trong gen F8 

chiếm 88% [73].  
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Hình 1.7. Ảnh hƣởng của các dạng đột bi n gen F8 đ n ngu  cơ  

phát triển chất ức ch  FVIII [67]  

1.2.6. Di tru ền học và tỷ lệ mắc bệnh hemophilia A 

Hemophilia A là bệnh di truyền lặn liên kết với giới tính X không có alen 

tƣơng ứng trên NST Y. Tỷ lệ mắc bệnh là 1/5000 nam giới trên thế giới, không 

bị ảnh hƣởng bởi yếu tố dân tộc hay địa lý [74]. Mặc dù tỷ lệ này không thay 

đổi nhiều giữa các quần thể, tuy nhiên khả năng phát hiện bệnh ở các nƣớc 

đang phát triển có nhiều hạn chế do đó bệnh nhân thực sự đƣợc điều trị còn 

thấp. Đa số các trƣờng hợp hemophilia A có tiền sử gia đình mắc bệnh. 

Khoảng 30% đột biến mới phát sinh trong quá trình tạo giao tử ở bố hoặc mẹ. 

Tỉ lệ đột biến gây bệnh hemophilia xảy ra là 3 x 10
6 
trên gen và trên một giao tử 

trong một thế hệ. Tỷ lệ đột biến mới xảy ra ở tế bào mầm sinh dục của nam cao 

hơn 3,6 lần so với tế bào mầm sinh dục của nữ. Gần đây ngƣời ta đã chứng minh 

đƣợc tần suất đột biến theo giới tùy thuộc vào loại đột biến. Tỷ lệ đảo đoạn 
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intron 22 ở tế bào mầm sinh dục nam nhiều hơn 15 lần ở tế bào mầm sinh dục 

nữ. Đối với đột biến điểm ở tế bào sinh dục nam cao hơn gấp 5 – 10 lần, còn đột 

biến mất đoạn cao hơn 5 lần so với tế bào mầm sinh dục nữ [73]. Hiện tƣợng 

này giải thích cho sự vắng mặt nhiễm sắc thể thứ hai tạo điều kiện thuận lợi cho 

hiện tƣợng đảo đoạn trong quá trình phân bào giảm nhiễm ở nam. 

Hemophilia là bệnh rối loạn đông máu di truyền hay gặp nhất. Theo 

thống kê của tổ chức hemophilia thế giới, hiện nay có khoảng 250.000 bệnh 

nhân mắc bệnh hemophilia và chỉ có khoảng 50.000 đƣợc điều trị đặc hiệu. 

Tại Việt Nam, hiện tại có khoảng 6000 bệnh nhân hemophilia trong đó chỉ có 

20-30% đƣợc phát hiện và điều trị. Ở Miền Bắc Việt Nam theo điều tra từ 

1994-1996 cho thấy tỷ lệ bệnh hemophilia là 25-60/1.000.000 dân [2]. Bệnh 

hemophilia A hay gặp nhất, chiếm tới 85%, hemophilia B chỉ chiếm 14%. Tại 

Viện Huyết học - Truyền máu Trung ƣơng, cùng với sự ra đời của Trung tâm 

điều trị hemophilia, số bệnh nhân đến khám và điều trị tăng lên đáng kể. Đến 

nay trung tâm đã quản lý khoảng 500 bệnh nhân hemophilia ở các địa phƣơng 

khác nhau, trong đó hemophilia A chiếm 85%; 13,16% là hemophilia B và 

còn lại là các bệnh nhân bị các bệnh rối loạn đông máu khác [7]. 

1.3. CÁC PHƢƠNG PHÁP SINH HỌC PHÂN TỬ XÁC ĐỊNH ĐỘT BIẾN 

TRÊN GEN F8 

Các phƣơng pháp phát hiện đột biến gen F8 gây bệnh hemophilia A 

nhƣ phƣơng pháp phát hiện đột biến trực tiếp, sàng lọc gián tiếp đƣợc ứng 

dụng rộng rãi trong chẩn đoán xác định bệnh, phát hiện ngƣời lành mang gen 

và chẩn đoán trƣớc sinh. Phƣơng pháp phát hiện đột biến trực tiếp là xét 

nghiệm cung cấp một cách chính xác nhất trong tầm soát bệnh hemophilia A. 

Tuy nhiên, tính chất không đồng nhất của đột biến và sự phức tạp của gen F8 
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làm cho việc phát hiện đột biến bằng phƣơng pháp trực tiếp khó khăn [74]. 

Phƣơng pháp phát hiện bằng sàng lọc gián tiếp có thể có ích hơn và bổ sung 

kết quả chẩn đoán trong những trƣờng hợp này. 

Kết quả đột biến DNA cần phải đƣợc giải thích một cách thận trọng, do 

những nguy cơ tiềm ẩn của thể khảm trong gia đình có tiền sử bệnh 

hemophilia A chiếm khoảng 10% có thể gây ra sự chẩn đoán không chắc chắn 

về tình trạng mang gen bệnh [75]. Do đó, chọc ối để xét nghiệm DNA thai nhi 

là quan trọng trong chẩn đoán trƣớc sinh, vì nó ảnh hƣởng đến quyết định sản 

khoa và việc lựa chọn phƣơng pháp điều trị, chăm sóc sớm khi gia đình quyết 

định không chấm dứt thai kỳ [76]. 

1.3.1. Phƣơng pháp phát hiện đột bi n đảo đoạn intron  

a/ Phƣơng pháp phát hiện đột biến đảo đoạn intron 22 

Dạng đột biến đảo đoạn phổ biến nhất là đảo đoạn intron 22, chiếm hơn 

45% các thể bệnh nặng [5]. Cách gen F8 một đoạn 500kb về phía đầu 

telomere, nhiễm sắc thể X tồn tại hai vùng int22h2 và int22h3 có trình tự 

tƣơng đồng đến 99,9% với một đoạn thuộc intron 22 gen F8 (vùng int22h1) 

có kích thƣớc 9,5kb. Quá trình tái tổ hợp tƣơng đồng giữa vùng int22h1 và 

một trong hai vùng int22h2 hoặc int22h3 chia cắt gen F8 thành 2 đoạn (exon 

1- 22 và exon 23- 26) cách nhau 400 kb gây bất hoạt hoàn toàn gen mã hóa 

yếu tố VIII (Hình 1.8). 

 



24 
 

 

Hình 1.8. Cơ ch  đột bi n đảo đoạn intron 22 [5] 

Do bệnh nhân hemophilia A thể nặng đột biến đảo đoạn intron 22 

chiếm tỉ lệ cao. Vì vậy, việc tìm ra một phƣơng pháp xác định đột biến đảo 

đoạn intron 22 có kết quả nhanh, chính xác và thuận tiện là rất quan trọng. 

Ba kĩ thuật chính đƣợc sử dụng để phát hiện đột biến đảo đoạn intron 22 gồm: 

+ Kỹ thuật Southern Blot  

     Phƣơng pháp Southern Blot là phƣơng pháp hữu hiệu trong chẩn đoán 

các bệnh lý di truyền chung và bệnh hemophilia A nói riêng. Phƣơng pháp 

này cho phép xác định những đoạn DNA có kích thƣớc lớn với một nồng độ 

nhỏ trong hỗn hợp mà khó có thể xác định đƣợc bằng các phƣơng pháp khác. 

 Phƣơng pháp Southern Blot ứng dụng trong chẩn đoán đột biến đảo 

đoạn intron 22 đƣợc miêu tả bởi Lakich và cộng sự năm 1993 [31]. Thủy 

phân DNA bằng enzym BclI, sử dụng mẫu dò đánh dấu phóng xạ P32 để xác 

định đột biến. Ở ngƣời bình thƣờng, enzym sẽ cắt DNA làm 3 đoạn có kích 

thƣớc 21,5kb; 16kb và 14kb. Nếu kết quả có kích thƣớc 20kb; 17,5kb; 14kb 

hay 20kb; 16kb; 15,5kb tƣơng ứng với đột biến đảo đoạn intron 22 typ 1 

(int22h2) và typ 2 (int22h3). 
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+ Kỹ thuật Long Distance  C   

Phƣơng pháp Long Distance PCR (LD-PCR ) đƣợc thiết kế bằng các phản 

ứng PCR đặc biệt để có thể khuếch đại một đoạn gen F8 rất dài ≥ 10 kb và đặt 

tên là phản ứng Long Distance PCR [77]. Sử dụng cặp mồi PQ đƣợc thiết kế 

bám đặc hiệu với vùng intron 22h1 và cặp mồi AB đƣợc thiết kế đặc hiệu cho 

2 vùng intron 22h2 và intron 22h3. Hình ảnh điện di trên gel Agarose 0,6% 

trong 6-8 giờ sản phẩm khuếch đại LD-PCR với mẫu DNA ngƣời bình thƣờng 

cho 2 băng có kích thƣớc 10 kb và 12 kb, với ngƣời bị đột biến đảo đoạn intron 

22 cho 2 băng kích thƣớc 10 và 11kb, với ngƣời lành mang gen cho 3 băng kích 

thƣớc 10, 11 và 12 kb. 

+ Kĩ thuật Inversion- PCR      

Phƣơng pháp Inversion - PCR (I-PCR) đƣợc miêu tả bởi Rosetti và cộng 

sự năm 2005 [78]. Quy trình gồm 3 bƣớc: (1) Cắt DNA bằng enzym BclI,(2) 

Nối bằng T4 ligate,(3) Khuếch đại bằng phản ứng Multiplex PCR. Phƣơng 

pháp I-PCR có ƣu điểm là dễ tiến hành. Enzym BclI tác dụng rất đặc hiệu nên 

sản phẩm cắt enzym có tính đặc hiệu cao. Sản phẩm PCR đƣợc khuếch đại dễ 

dàng trong thời gian khoảng 30 phút do các đoạn DNA có kích thƣớc ngắn 

(487 và 559 bp). Nhƣ vậy xét nghiệm phân tích gen đƣợc tiến hành nhanh 

chóng, kết quả thu đƣợc có độ tin cậy cao, dễ thực hiện. 

b/ Phƣơng pháp phát hiện đột biến đảo đoạn intron 1  

Hiện tƣợng tái tổ hợp cũng diễn ra tƣơng tự giữa int1h1 (nằm trong 

intron 1) có kích thƣớc 900 bp và vùng trình tự tƣơng đồng int1h2 cách gen 

F8 một đoạn 140 kb về phía đầu mút telomere gây nên dạng đột biến đảo 

đoạn intron 1 xuất hiện ở 5% các thể bệnh nặng [7], [8]. 
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Hình 1.9. Cơ ch  đột bi n đảo đoạn intron 1 [5] 

 Phƣơng pháp xác định đảo đoạn intron 1 đƣợc mô tả bởi Bagnal và 

cộng sự năm 2002 [32]: 

 Thiết kế hai phản ứng Multiplex PCR có thể phát hiện đƣợc các bệnh 

nhân bị đột biến. Phản ứng 1 có chứa các cặp mồi đặc hiệu cho int1h1 cộng 

với một mồi đặc hiệu cho chuỗi int1h2; phản ứng 2 chứa cặp mồi đặc hiệu 

cho int1h2 cộng với một mồi đặc hiệu cho int1h1. Dựa vào kích thƣớc khác 

nhau của các đoạn DNA sau khi điện di để phát hiện đột biến. Trƣờng hợp 

không có đột biến đảo đoạn intron 1, phản ứng 1 chỉ có mồi int1h1 bắt cặp 

cho kích thƣớc 1908 bp. Ở phản ứng 2 chỉ có mồi đặc hiệu cho int1h2 bắt cặp 

cho kích thƣớc 1191 bp. Nếu đột biến xảy ra, mồi int1h1 bắt cặp với int1h2 ở 

cả hai phản ứng sẽ cho các kích thƣớc 1323 bp và 1776 pb tƣơng ứng ở phản 

ứng 1 và phản ứng 2. 

1.3.2. Phƣơng pháp phát hiện các dạng đột bi n khác 

a/  hương pháp  C  phát hiện đột biến mất exon  

  PCR là phƣơng pháp kinh điển và đơn giản nhất để chẩn đoán các bệnh 

di truyền. Phản ứng PCR sử dụng cặp mồi đặc hiệu để khuếch đại đoạn gen 

đặc hiệu từ phân tử DNA của tế bào.  
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Ứng dụng trong chẩn đoán bệnh hemophilia A 

Các tác giả thiết kế và sử dụng những cặp mồi đặc hiệu để khuếch đại từng 

exon của gen F8 bằng phản ứng PCR, sau đó điện di trên gel agarose, mẫu bệnh 

nhân đƣợc tiến hành song song với mẫu đối chứng. Nếu mẫu đối chứng xuất 

hiện vạch DNA tƣơng ứng với kích thƣớc của exon đƣợc khuếch đại, trong khi 

mẫu bệnh nhân không xuất hiện vạch thì bệnh nhân bị đột biến mất đoạn exon 

đó. Nếu các mẫu đều lên đầy đủ các vạch DNA thì các sản phẩm PCR sẽ đƣợc 

tinh sạch để chuẩn bị cho bƣớc giải trình tự toàn bộ các exon này.  

b/  hân tích dị sợi kép (heteroduplex) 

Hai kỹ thuật sàng lọc đột biến thƣờng đƣợc sử dụng dựa trên phân tích dị 

sợi kép là phƣơng pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao biến tính (DHPLC: 

Denaturing high pressure liquid chromatography) và CSGE (Conformation 

Sensitive Gel Electrophoresis). DHPLC hiện là kỹ thuật đƣợc sử dụng rộng 

rãi nhất để phân tích gen F8. DNA dị sợi kép, tạo ra bằng cách trộn, biến tính 

và tái bắt cặp sản phẩm PCR của bệnh nhân nam và mẫu chứng nam (mẫu 

control) rồi đƣợc gắn vào cột. Dị sợi kép hình thành do sự bắt cặp tại vùng đột 

biến hoặc đa hình đơn nucleotid (SNP) sẽ gắn lên cột yếu hơn đồng sợi kép                     

(homoduplexes) và bị rửa đầu tiên khi dùng gradient dung môi chạy qua cột. 

Nhiệt độ nóng chảy khác nhau cần thiết cho mỗi phản ứng và cho hiệu quả 

phát hiện đột biến tối đa, một phản ứng có thể cần nhiều chu trình nhiệt khác 

nhau. DNA tách rửa và phát hiện bằng sự hấp thụ tia cực tím. Các thiết bị cần 

thiết để thực hiện phƣơng pháp này đắt tiền nhƣng khi duy trì tốt có thể phát 

hiện 98% đột biến F8 [79]. 

Phƣơng pháp CSGE là quá trình phân tích dị sợi kép đƣợc thực hiện 

trong một giếng lớn và đƣợc biến tính trong gel polyacrylamid [80]. Điện di 

sản phẩm qua đêm và nhuộm bằng ethidium bromid. Phƣơng pháp CSGE 

phát hiện sự thay đổi kích thƣớc DNA so với mẫu chứng. Hiệu quả phát hiện 
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từ 85 đến 90% đột biến gen FVIII [81]. Trong quá trình phân tích ở nhiệt độ 

cao, sợi DNA nhuộm huỳnh quang sẽ đƣợc khuếch đại và biến tính hoàn toàn. 

Sự thay đổi huỳnh quang sẽ cho thấy sự khác biệt giữa sợi đơn và sợi kép 

DNA. Mặc dù đòi hỏi tốn kém về thiết bị chuyên môn, tuy nhiên quá trình 

thực hiện nhanh chóng và rẻ tiền [82]. 

c/ Giải tr nh tự DN  

Đoạn DNA cần giải trình tự đƣợc sử dụng nhƣ trình tự mẫu cho phản 

ứng khuếch đại gen (PCR) bắt đầu từ vị trí gắn mồi. Hỗn hợp của cả deoxy- 

và dideoxynucleotid đƣợc sử dụng trong phản ứng với nồng độ sao cho các 

dideoxynucleotid sẽ gắn vào mỗi vị trí mà các deoxynucleotid thƣờng gắn 

trên đoạn DNA đang đƣợc tổng hợp. Sự gắn của các dideoxynucleotid sẽ làm 

gián đoạn quá trình kéo dài các đoạn DNA đƣợc tổng hợp, kết quả sẽ tạo ra 

hỗn hợp các sợi DNA có kích thƣớc khác nhau. Nucleotid tận cùng trên mỗi 

sợi DNA có thể đƣợc xác định bằng cách chạy đồng thời bốn phản ứng riêng 

biệt trong đó mỗi phản ứng chứa một loại dideoxynucleotid (ddATP, ddCTP, 

ddGTP, ddTTP) hoặc bởi một phản ứng hỗn hợp nhƣng từng loại 

dideoxynucleotide đƣợc đánh dấu bằng các chất phát huỳnh quang đặc hiệu 

khác nhau. Kết quả là hỗn hợp các sợi DNA tổng hợp từ sợi khuôn đƣợc phân 

tách bằng điện di trên gel acrylamid có độ phân giải cao, cho phép phân biệt 

đƣợc các sợi đơn DNA hơn kém nhau 1 nucleotid. Trình tự các nucleotid 

đƣợc xác định tƣơng ứng với trình tự của các vạch trên gel ứng với mỗi loại 

dideoxynucleotid [83]. 

Do phần lớn các đột biến gây bệnh là đột biến điểm vì vậy đến nay 

phƣơng pháp giải trình tự gen vẫn đƣợc coi là một tiêu chuẩn vàng trong việc 

phát hiện các đột biến gen F8 [84]. 
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d/  hương pháp dựa tr n  T-PCR 

           DNA genome đƣợc hầu hết các phòng thí nghiệm lựa chọn, nhƣng 

phiên mã ngƣợc (RT) mRNA gen F8 bất thƣờng thu đƣợc từ bạch cầu thành 

cDNA bằng nested PCR (RT-PCR) có lợi thế hơn so với phân tích gDNA. 

Đột biến vị trí nối (splicing) bị bỏ qua khi phân tích gDNA có thể đƣợc phát 

hiện khi phân tích mRNA. cDNA khuếch đại có thể đƣợc phân tích đột biến 

bằng nhiều phƣơng pháp: phân tích đa hình cấu trúc sợi đơn [83] và phân cắt 

hóa học) [84]. Phân tích đòi hỏi phải có chất lƣợng RNA tốt, điều này là rất 

khó khăn cho những bệnh nhân ở xa phòng thí nghiệm. Tuy nhiên, gần đây đã 

có ống PAXgene hoặc ống Trisone đƣợc thiết kế đặc biệt để duy trì RNA còn 

nguyên vẹn, tạo điều kiện phân tích cũng nhƣ vận chuyển mẫu [85]. 

e/  hương pháp MLPA 

Trong những năm gần đây, MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification) là phƣơng pháp đƣợc ƣu tiên chọn lựa trong chẩn đoán 

đột biến mất đoạn, lặp đoạn gen F8. Ngoài ra, MLPA còn giúp chẩn đoán dị 

hợp tử với độ chính xác cao, cho kết quả nhanh chóng [85]. 

Để chẩn đoán đột biến mất đoạn và lặp đoạn gen, ngƣời ta thiết kế các 

probe gắn đặc hiệu với 26 exon của gen. Trong mỗi phản ứng PCR, chúng ta 

có thể khuyếch đại đồng thời các probe đặc hiệu cho 26 exon của gen mà chỉ 

sử dụng duy nhất 1 cặp mồi. Nhƣ vậy chỉ cần tiến hành 2 phản ứng PCR, 

chúng ta có thể khảo sát đột biến ở các exon của gen F8. 

Nghiên cứu của Losrt và cộng sự năm 1996, khi phân tích mẫu DNA của 

80 bệnh nhân hemophilia A bằng phƣơng pháp MLPA (Kit P178, MRC Hà 

Lan, Amsterdam, Hà Lan) để phát hiện những trƣờng hợp đột biến lặp đoạn, 

mất đoạn [86]. Nghiên cứu của Losrt sử dụng 44 probe để khuếch đại toàn bộ 

26 exon trong gen F8. Với đột biến mất đoạn, các đỉnh tƣơng ứng với từng 

exon sẽ bị mất trong khi đó với đột biến lặp đoạn, kết quả đƣợc tính toán dựa 
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vào tỉ lệ RPA (Relative Peak Area) tƣơng ứng với từng exon so với mẫu 

chứng, RPA của mỗi exon đƣợc tính bằng cƣờng độ tín hiệu tƣơng ứng (A) 

chia cho tổng cƣờng độ tín hiệu của 44 đỉnh trong probemix (ΣA), exon lặp 

đoạn khi mà tỉ lệ RPA lớn hơn 1,6.   

Dựa vào tính chất định lƣợng để phát hiện các dạng đột biến của phƣơng 

pháp MLPA. Do đó, phƣơng pháp này đƣợc lựa chọn để phát hiện các trƣờng 

hợp phụ nữ mang gen có đột biến lặp đoạn hay mất đoạn trong gen F8.  

1.4. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU TRONG VÀ NGOÀI NƢỚC 

1.4.1. Nghiên cứu trên th  giới 

Ở các nƣớc phát triển, các nghiên cứu tập trung vào phát triển những 

hƣớng điều trị tích cực để cải thiện chất lƣợng cuộc sống của bệnh nhân. Sự 

phát triển của các chế phẩm hiện nay cho phép bệnh nhân hemophilia có cuộc 

sống nhƣ ngƣời bình thƣờng và tiến tới có thể chữa khỏi hoàn toàn. Vấn đề 

chính hiện nay ở bệnh ƣa chảy máu là sự khởi đầu của các kháng thể bất hoạt 

các yếu tố đông máu, mặc dù các chất ức chế miễn dịch cũng đƣợc tiêm cùng 

trong quá trình truyền bổ xung các yếu tố đông máu có thể loại trừ các chất ức 

chế trong khoảng hai phần ba số bệnh nhân. Các chất ức chế này làm cho liệu 

pháp điều trị thay thế kém hiệu quả, hạn chế đáp ứng điều trị trên bệnh nhân và 

làm tăng nguy cơ mắc bệnh và tử vong [87]. 

Trong thập kỷ qua mục tiêu cuối cùng của các nhà nghiên cứu là tìm 

kiếm phƣơng pháp có thể điều trị dứt điểm bệnh ƣa chảy máu. Phƣơng pháp 

điều trị gen đã đƣợc nghiên cứu thông qua quá trình chuyển đoạn DNA mã 

hóa đoạn gen FVIII vào cơ thể ngƣời bệnh. Ngoài ra, một thách thức lớn của 

các phác đồ điều trị hiện nay là thời gian bán hủy ngắn làm cho nhu cầu tiêm 

tĩnh mạch thƣờng xuyên. Do đó khuyến khích những nỗ lực hơn nữa trong việc 

sản xuất các yếu tố đông máu có sinh khả dụng kéo dài hơn. Các chế phẩm đang 
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nghiên cứu và thực nghiệm lâm sàng trƣớc khi đƣa vào sử dụng nhƣ: Gắn kết 

gốc PEG (polyethylene glycol) là một chế phẩm mới có khả năng kéo dài thời 

gian bán hủy của sản phẩm protein [88]. Hợp nhất Fc có chức năng bảo vệ IgG 

và albumin từ quá trình dị hóa, làm trung gian vận chuyển IgG trên tế bào 

biểu mô [89]. Các thụ thể này có khả năng kéo dài thời gian bán hủy của IgG 

và albumin đã định hƣớng cho các phƣơng pháp điều trị mới. Hợp nhất 

Albumin có chu kỳ bán rã khoảng 20 giờ, sử dụng albumin thƣờng không 

xuất hiện miễn dịch, do đó nó đƣợc sử dụng nhƣ một sản phẩm an toàn. Đây 

là sản phẩm đƣợc lựa chọn để kéo dài thời gian bán hủy bằng cách kết hợp 

các yếu tố đông máu với albumin ngƣời... [90]. 

Ở những nƣớc đang phát triển, để tiếp cận đƣợc các phƣơng pháp điều trị 

mới giúp điều trị cho bệnh nhân hemophilia A gặp nhiều khó khăn do kinh 

phí điều trị khá tốn kém. Sự ra đời và phát triển của sinh học phân tử giúp 

phát hiện ra các dạng, các vị trí đột biến trên gen F8 gây bệnh hemophilia A. 

Hiện nay, hàng năm có rất nhiều đột biến mới đƣợc công bố trên cơ sở dữ liệu 

HAMSTeRS (Hemophilia A Mutation, Search, Test and Resource Site) là 

trang quản lý thông tin về bệnh hemophilia A của nƣớc Anh: đến tháng 

1/2013 đã có 2158 đột biến ở các vị trí khác nhau trên gen F8 đƣợc công bố 

[42]; hay trên cơ sở dữ liệu của CDC (The Centers for Disease Control and 

Prevention) là trung tâm kiểm soát và phòng chống bệnh dịch của Hoa Kỳ 

công bố về bệnh hemophilia A có tổng số 2556 vị trí đột biến gây bệnh [91].  

Các nghiên cứu về đột biến trên gen F8 gần đây ngoài báo cáo các dạng 

đột biến mới chƣa đƣợc công bố còn phân tích đánh giá các nguy cơ phát triển 

chất ức chế FVIII. Theo nghiên cứu của tác giả Nair năm 2010, khi nghiên cứu 

phát hiện đột biến trên gen FVIII đã công bố 11 đột biến mới [92]. Còn theo 

nghiên cứu của Reiter cũng trong năm 2010, khi nghiên cứu trên 69 bệnh nhân 
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hemophilia A thể nặng ở Australia đã công bố 38 vị trí đột biến mới và đánh giá 

mối liên quan vị trí đột biến với sự phát triển yếu tố ức chế FVIII [93]. 

Trong nghiên cứu của Samatha và cộng sự năm 2012 trên 5.383 bệnh 

nhân hemophilia A thể nặng trong đó 1.209 bệnh nhân có chất ức chế FVIII 

trong máu. Nghiên cứu sử dụng các thuật toán thống kê tính toán tỉ lệ nguy cơ 

phát triển chất ức chế ở các dạng, các vị trí đột biến trên gen F8 [94]. 

Trong nghiên cứu của Schwaab năm 2013 trên 1.135 bệnh nhân 

hemophilia A đã phát hiện 195 đột biến mới chƣa đƣợc công bố trên cơ sở 

dữ liệu HAMSTeRS. Nghiên cứu này còn đánh giá nguy cơ phát triển chất 

ức chế, so sánh giữa nhóm đột biến ở vùng C1/C2 với các vùng còn lại [95]. 

Ngoài ra, từ các vị trí đột biến có thể phát hiện ngƣời lành mang gen 

bệnh trên các thành viên nữ trong gia đình ngƣời bệnh và các đối tƣợng liên 

quan. Với những thành viên nữ mang gen cần sớm đƣa ra lời khuyên di truyền 

trƣớc khi kết hôn để họ tăng cƣờng nhận thức, làm giảm tỷ lệ mang thai và tỷ 

lệ trẻ sinh ra bị mắc bệnh hemophilia A, tăng hiệu quả trong việc phòng ngừa 

bệnh tật đồng thời nâng cao chất lƣợng chăm sóc sức khỏe cho cộng đồng xã 

hội. Ngoài ra, việc phát hiện vị trí, dạng đột biến còn có ý nghĩa lớn trong 

việc lựa chọn phƣơng pháp điều trị phù hợp ngay từ khi bắt đầu đối với những 

bệnh nhân có nguy cơ cao có kháng thể kháng FVIII.   

1.4.2. Nghiên cứu tại Việt Nam 

 Các nghiên cứu tại Việt Nam chủ yếu tập trung vào các biểu hiện lâm sàng, 

cận lâm sàng và đánh giá hiệu quả điều trị của một số chế phẩm thay thế FVIII. 

 Năm 1991, Bạch Quốc Tuyên nghiên cứu đề tài “Nhân một trƣờng 

hợp hemophilia A có kháng thể kháng FVIII- Bàn về: vấn đề kháng thể 

kháng đông lƣu hành”. Đề tài mô tả một trƣờng hợp có kháng thể kháng 
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FVIII trong quá trình điều trị và bƣớc đầu nghiên cứu về sự hình thành 

kháng thể kháng FVIII [12]. 

 Năm 1993, Tác giả Trần Ngọc Trân nghiên cứu điều chế và sử dụng tủa 

lạnh giàu yếu tố VIII trong điều trị bệnh hemophilia A. Đây là giai đoạn phát 

triển của quá trình điều trị tại Việt Nam khi có thể tự điều chế chế phẩm điều 

trị thay thế có nồng độ FVIII cao hơn và an toàn hơn [96]. 

Nguyễn Thị Hƣơng Quế có đề cập tới những tác dụng không mong 

muốn ở bệnh nhân hemophilia ngƣời lớn đƣợc truyền các chế phẩm máu từ 

năm 2004 đến 2008 [7]. Có một số đề tài nghiên cứu các lĩnh vực khác của 

hemophilia nhƣ tổn thƣơng khớp, đánh giá hiểu biết của ngƣời nhà bệnh nhân 

về bệnh hemophilia.  

Năm 2008, trong những nghiên cứu tiên phong về bệnh hemophilia A ở 

mức độ phân tử nhóm nghiên cứu tại Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein, 

Trƣờng Đại học Y Hà Nội đã thành công trong việc tách dòng gen mã hóa 

yếu tố VIII của ngƣời bình thƣờng. Đồng thời, nhóm nghiên cứu cũng đã 

thành công trong việc tạo ra FVIII bị xóa vùng gen B và vẫn giữ nguyên hoạt 

tính. Nhóm nghiên cứu đã thiết kế vector, biểu hiện và tinh chế thành công 

FVIII ngƣời trên đối tƣợng E.coli, vector thuộc hệ retrovirus mang gen mã 

FVIII tái tổ hợp cũng đã đƣợc thiết kế thành công mở đƣờng cho các nghiên 

cứu ứng dụng liệu pháp điều trị gen sau này ở Việt Nam [97]. 

Hiện nay, nghiên cứu xác đột biến gây bệnh hemophilia A tại Việt Nam 

là rất ít. Viện Huyết học truyền máu, trong một đề tài cấp Bộ y tế đang nghiên 

cứu xác định đảo đoạn intron 22 và intron 1 trên bệnh nhân hemophilia A. 

Tuy nhiên, nghiên cứu này sử dụng phƣơng pháp LD-PCR để xác định đột 
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biến đảo đoạn intron 22, phƣơng pháp này khó thực hiện, thời gian điện di 

lâu. Nghiên cứu này cũng chỉ tập trung sàng lọc nhóm bệnh nhân thể nặng, 

khoảng 50% bệnh nhân không có đột biến đảo đoạn intron sẽ không phát hiện 

đƣợc đột biến. 

Trong nghiên cứu của Phạm Quang Vinh và cộng sự, bƣớc đầu đã ứng 

dụng phƣơng pháp PCR-RFLP với vị trí cắt của enzym BclI tại intron 18 để 

chẩn đoán ngƣời mang gen bệnh trong gia đình bệnh nhân hemophilia A. 

Phƣơng pháp này dựa trên cơ sở có nhiều đột biến DNA trên gen F8 không 

gây bệnh, những đột biến này là các chỉ điểm để phát hiện các trƣờng hợp 

mang gen bệnh. Tuy nhiên đây cũng chỉ là phƣơng pháp phát hiện gián tiếp, 

không phát hiện đƣợc vị trí đột biến thực sự gây bệnh hemophilia A [98]. 

1.5. NHỮNG VẤN ĐỀ CÕN TỒN TẠI 

Không có kỹ thuật sinh học phân tử nào có thể xác định đột biến ở 100% 

bệnh nhân hemophilia A. Một số đột biến nằm trong gen F8 không phân tích 

đƣợc bằng những kỹ thuật phân tích đột biến hiện nay. Phƣơng pháp giải trình 

tự DNA của toàn bộ gen F8, có thể đƣợc coi là "tiêu chuẩn vàng" để xác định 

các đột biến điểm vẫn không thể phát hiện đột biến trong mọi trƣờng hợp. 

Theo nghiên cứu của Goodeve năm 2008, tỉ lệ không phát hiện đƣợc đột biến 

chiếm 2-7% tổng số bệnh nhân hemophilia A [5].  

Tại Italy, khi Margaglione và cộng sự nghiên cứu trên 1.296 bệnh nhân 

hemophilia A, chỉ có 1.153 trƣờng hợp phát hiện đột biến chiếm tỉ lệ 89%. Tỷ 

lệ này có thể thay đổi tùy theo tính chính xác trong chẩn đoán lâm sàng và 

hiệu quả phát hiện đột biến [51]. 
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 Trong nghiên cứu này, do điều kiện thời gian, trang thiết bị máy móc và 

kinh phí hạn hẹp chƣa thể phối hợp hết các kĩ thuật sinh học phân tử hiện đại 

để chẩn đoán đột biến gen F8. Tuy nhiên, phƣơng pháp I-PCR phát hiện đột 

biến đảo đoạn intron 22, kết hợp với kĩ thuật giải trình tự toàn bộ 26 exon để 

phát hiện đột biến là phƣơng pháp mới nhất, thông dụng nhất để sàng lọc phát 

hiện đột biến ở bệnh nhân hemophilia A trong giai đoạn hiện nay. 
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Chƣơng 2 

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 
2.1. ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

- Nhóm đ i chứng: 20 ngƣời (10 nam, 10 nữ) khỏe mạnh, tiền sử gia đình 

không có ngƣời mắc bệnh di truyền. Nhóm chứng đƣợc dùng để chuẩn hóa kỹ 

thuật và làm mẫu đối chứng cùng với mẫu nghiên cứu khi thực hiện các kỹ thuật 

sinh học phân tử để phân tích gen. 

- Nhóm nghiên cứu: 103 bệnh nhân đƣợc chẩn đoán xác định hemophilia 

A tại viện Nhi Trung ƣơng và viện Huyết học truyền máu Trung ƣơng. 

Tiêu chuẩn chẩn đoán hemopphilia A: 

              + Lâm sàng:  

-  Chảy máu: Chảy máu khó cầm sau chấn thƣơng, va chạm hay 

chảy máu tự nhiên.  

-  Vị trí: Chảy máu trong khớp, cơ hoặc một số vị trí khác.  

-  Tính chất: Thƣờng chảy máu tái phát.  

-  Tiền sử: có tiền sử chảy máu kéo dài hoặc trong gia đình có 

ngƣời thân bị chảy máu khó cầm.  

            + Cận lâm sàng:  

- APTT kéo dài.  

- Định lƣợng FVIII giảm dƣới 30%.  

- Thời gian máu chảy bình thƣờng.  

- Số lƣợng tiểu cầu và độ tập trung tiểu cầu bình thƣờng.  

- Prothrombin bình thƣờng.  

- Yếu tố von Willebrand bình thƣờng.  

Tiêu chuẩn loại trừ : 

    + Bệnh nhân mắc bệnh Von-Willebrand. 

    + Các bệnh lý di truyền gây kéo dài APTT: giảm yếu tố XI, XII, 

prekallikrelin. 

    + Bệnh lý lƣu hành kháng FVIII: bệnh tự miễn (luput). 
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Tiêu chuẩn xác định có kháng thể kháng FVIII: 

- Xét nghiệm Mixtest (là xét nghiệm để xác định sự có mặt của chất ức 

chế): trộn huyết tƣơng bệnh nhân với huyết tƣơng của ngƣời bình thƣờng với 

tỷ lệ 1:1 và ủ trong 2 giờ ở 37°C. Đo thời gian APTT của ngƣời bình thƣờng 

và APTT của mẫu trộn sau 2 giờ. Nếu APTT ở mẫu máu trộn kéo dài hơn 

mẫu ngƣời bình thƣờng là có kháng thể trong máu bệnh nhân.  

- Xét nghiệm Bethesda (là xét nghiệm đo nồng độ chất ức chế): 1 đơn vị 

Bethesda là lƣợng kháng thể có thể trung hoà 50% của 1 đơn vị FVIII thêm 

vào ủ trong 2 giờ ở 37 độ C. 

Chẩn đoán c  kháng thể kháng VIII: xét nghiệm Mixtest dƣơng tính và định 

lƣợng có kháng thể kháng VIII bằng xét nghiệm Bethesda. 

2.2. DỤNG CỤ, TRANG THIẾT BỊ VÀ HÓA CHẤT NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Dụng cụ 

 -   Ống Eppendorf 1,5 mL; 0,5 mL; 0,2 mL 

- Ống lấy máu chống đông EDTA  

- Máy Gene Amp PCR System 9700 (USA) 

- Pipet, đầu côn các loại 

- Tủ lạnh sâu: -30°C; -80°C (SANYO) 

- Máy điện di: Mupid (Nhật Bản) 

- Máy soi gel và chụp ảnh tự động: Chemidoc EQ-Bio-Rad (USA) 

- Máy ly tâm lạnh Beckman (USA) và ly tâm để bàn Eppendorf (Đức) 

- Lò vi sóng  

- Máy đọc trình tự gen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Hoa Kỳ) 

2.2.2. Hoá chất 

* Hóa chất dùng để tách chi t DNA: 

- Dung dịch Lysis buffer 

- Dung dịch SDS 10% 

- Dung dịch K 
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- Proteinase K  

- Dung dịch phenol: chloroform: isoamyl (tỷ lệ 25 : 24 : 1) 

- Dung dịch chloroform: isoamyl ( tỷ lệ 24 : 1) 

- Sodium acetate 3M, pH=5,2 

- Ethanol 100%; ethanol 70% 

* Hoá chất để thực hiện kỹ thuật PCR  

+ Buffer 10x 

+ dNTP 10 mM 

+ Taq polymerase 

+ Các cặp mồi  

* Hoá chất để điện di sản phẩm PCR  

+ Agarose 

+ Dung dịch TBE 10X  

+ Loading buffer 10X 

+ Ethidium bromide 

* Hoá chất để đọc trình tự gen 

          BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems) gồm BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP và 

dUTP), BigDye buffer, cặp mồi đặc hiệu, dung dịch formamide. 

* Hóa chất để tinh sạch DNA 

- Dung dịch phenol: chloroform: isoamyl với tỷ lệ 25 : 24 : 1 

- Dung dịch chloroform: isoamyl với tỷ lệ 24 : 1 

- Ethanol 100%; ethanol 70% 

- Hòa tan bằng nƣớc tinh khiết 

* Hóa chất để cắt DNA: 

+ Enzym BclI 

+ Buffer BclI 
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* Hóa chất để n i DNA: 

+ T4 ligate 

+ Buffer T4  

2.2.3. Trình tự mồi cho các phản ứng PCR 

- Trình tự mồi của phản ứng Inversion – PCR xác định đột bi n đảo 

đoạn intron 22 của gen F8 [78] 

Tên mồi Trình tự 

ID (mồi xuôi trong gen F8)  ACATACGGTTTAGTCACAAGT 

IU (mồi ngƣợc trong gen F8)  CCTTTCAACTCCATCTCCAT 

ED (mồi xuôi ngoài gen F8)  TCCAGTCACTTAGGCTCAG 

 - Trình tự mồi của phản ứng PCR xác định đột bi n đảo đoạn 

intron 1 của gen F8 [99] 

Tên mồi  Trình tự 

9F  GTTGTTGGGAATGGTTACGG 

9cR  CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG 

Int1h-2F  GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA 

Int1h-2R  TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA 

 - Trình tự mồi của phản ứng PCR khu ch đại 26 exon của gen F8 

Thiết kế 38 cặp mồi riêng biệt để khuếch đại 26 exon David 1994 [100]. 

Trong đó exon 14 có kích thƣớc lớn nhất 3,1 kb nên cần 9 cặp mồi; exon 26 

kích thƣớc cần 5 cặp mồi để khuếch đại toàn bộ các exon này. 
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2.3. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Sơ đồ nghiên cứu  

        

 

  Hình 2.1. Qu  trình xác định đột bi n gen F8 ở bệnh nhân hemophilia A 



41 
 

           Các kiểu hình khác nhau trên lâm sàng đƣợc chứng minh là do các 

dạng đột biến khác nhau gây nên. Dựa vào đặc điểm này, chúng tôi thiết kế 

mô hình xác định đột biến của các thể hemophilia A nhƣ hình 2.1: 

   - Đối với bệnh nhân thể nặng, do đột biến đảo đoạn intron 22 chiếm đa 

số nên đầu tiên cần tiến hành xác định hiện tƣợng đảo đoạn intron 22 bằng 

phƣơng pháp inversion PCR. Không phát hiện đƣợc đột biến đảo đoạn intron 

22 ta tiến hành tiếp trên intron 1 bằng phƣơng pháp multiplexPCR xem có 

hiện tƣợng đột biến đảo đoạn intron 1 hay không. Nếu vẫn không xác định 

đƣợc thì ta khuếch đại toàn bộ 26 exon tìm đột biến mất exon. Nếu các exon 

đều lên vạch tƣơng ứng kích thƣớc DNA ngƣời bình thƣờng thì phân tích đột 

biến điểm trên 26 exon hoặc tại các vị trí nối bằng phƣơng pháp giải trình tự. 

Các vị trí đột biến xác định đƣợc sẽ xây dựng bản đồ gen F8.  

 - Đối với những bệnh nhân thể vừa và thể nhẹ do không bị đột biến đảo 

đoạn nên chỉ sử dụng phƣơng pháp PCR khuếch đại 26 exon tìm đột biến, nếu 

không có đột biến mất exon thì giải trình tự gen trực tiếp để phát hiện các dạng 

đột biến điểm. Các vị trí đột biến xác định đƣợc sẽ xây dựng bản đồ gen F8.  

2.3.1. Qu  trình lấ  mẫu  

Bệnh nhân đã chẩn đoán hemophilia A đƣợc lấy 5 mL máu tĩnh mạch, 

cho vào ống chống đông bằng EDTA với hàm lƣợng 1,5 mg/mL. Quy trình 

lấy máu đảm bảo vô trùng tuyệt đối. 

2.3.2. Quy trình tách chi t DNA từ máu ngoại vi 

- Máu tƣơi chống đông EDTA cần tách trong vòng 24 giờ. 

- Cho 0,5 mL máu tƣơi toàn phần chống đông bằng EDTA vào ống 

Eppendof 1,5 mL, thêm vào 0,5 mL dung dịch Lysis buffer rồi ủ trên đá 

trong 10 phút. 

- Ly tâm 8000 vòng/ phút trong 10 phút ở 4
o
C, loại bỏ dịch nổi và thu 

cặn. quá trình này đƣợc lặp lại 3 lần. 

- Cho vào 0,5 mL dung dịch K, ly tâm 10 phút tốc độ 8000 vòng/ phút ở       

4
 o
C, loại bỏ dịch nổi và thu cặn. 
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- Cho 0,5 mL Lysis buffer; 12,5 µL SDS 10%; 10 µL proteinase K, sau 

đó ủ 2h ở 56
 o
C. 

- Cho 0,5 mL phenol: chloroform: isoamyl, ly tâm 10000 vòng/phút 

trong 10 phút ở 4
 o

C, hồn hợp đƣợc chia làm 3 phần: lớp dung dịch phía trên 

có chứa DNA, lớp ở giữa là cặn tế bào, lớp dƣới cùng là dịch chiết. Hút lấy 

phần dịch chứa DNA trên cùng. 

- Cho 0,5 mL chloroform: isoamyl, ly tâm mẫu ở 10.000 vòng/phút trong 

10 phút ở 4
 o
C, hút lấy phần dịch trên cùng. 

- Tủa DNA bằng 1 mL cồn tuyệt đối, cho thêm 50 µL sodium acetat, để 

lạnh ở -20
 o
C trong 4 giờ. 

- Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 20 phút ở 4
 o
C, đổ dịch nổi phía trên, thu tủa. 

- Rửa tủa bằng cồn 70
 o
C. Tủa DNA đƣợc hoà tan bằng 30 mL nƣớc tinh khiết. 

Phân tử DNA thu đƣợc sẽ đƣợc kiểm tra độ tinh sạch bằng phƣơng 

pháp đo mật độ quang ở bƣớc sóng 260/280 nm và điện di trên gel 

agarose 0,8%. 

+ Nếu OD260nm/OD280nm = 1,8 – 2 thì DNA đƣợc coi là tinh sạch. 

+ Chất lƣợng của DNA tốt khi điện di cho vạch rõ nét, băng gọn. 

Ngƣợc lại, phân tử DNA bị đứt gãy, lẫn nhiều protein hoặc các tạp chất khác 

thì hình ảnh điện di là một vệt trải dài không tạo thành băng gọn. 

2.3.3. Qu  trình phát hiện đảo đoạn intron 

2.3.3.1. Kỹ thuật Inversion – PCR xác định đột biến đảo đoạn intron 22 của 

gen F8  

Phản ứng multiplex PCR với trình tự ba mồi đƣợc thiết kế dựa vào trình 

tự hệ gen ngƣời và vị trí của enzym cắt BclI đã đƣợc chứng minh bằng 

phƣơng pháp Southern Blot PCR. 

 

 

 

Hình 2.2. Vị trí của enz m cắt BclI và các mồi IU, ID, ED.  

int22h2/3 ED 
BclI BclI 

IU int 22h1 ID 
BclI 
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Các mồi IU, ID, ED đƣợc thiết kế có chứa trình tự enzym cắt giới hạn 

BclI nằm ở hai đầu của int22h1 và một đầu của int22h2/3 (hình 2.2).  

Sau khi cắt sản phẩm DNA bằng enzyme cắt giới hạn BclI, 2 đầu DNA 

đƣợc nối lại bằng enzyme T4 ligate sẽ cho 2 sản phẩm DNA vòng có kích 

thƣớc 21,5 và 20 kb.  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.3. Các đoạn DNA đóng vòng sau khi n i bằng T4 ligate 

Ở ngƣời bình thƣờng, mồi IU bắt cặp với mồi ED tạo ra DNA đóng 

vòng kích thƣớc là 21,5 kb; chứa đoạn int22h1 ở vùng BX842559 trên 

Genebank, có vị trí của enzyme cắt giới hạn BclI: base 36204 trên mồi IU và 

base 14595 trên mồi ID (hình 2.3.A). Khi khuếch đại bằng phản ứng 

multiplex PCR sẽ cho đoạn DNA có kích thƣớc 487 bp. 

      Khi hiện tƣợng đảo đoạn xảy ra, đoạn int22h1 nằm trong gen F8 đƣợc 

thay thế bằng đoạn int22h2 hoặc int22h3 nằm ngoài gen F8 cách đầu telomere 

500kb, do đó DNA vòng có kích thƣớc là 20 kb (hình 2.3.B). Lúc này mồi IU 

sẽ bắt cặp với mồi ED (mồi ED đƣợc thiết kế nằm cạnh int22h2 và intron 

22h3 có chứa trình tự enzym cắt giới hạn BclI). So sánh trình tự mồi ED trên 

Genbank ở vùng BX 276110 thấy vị trí BclI trên int22h3 là base 14703 và 

 

DNA ngƣời bình thƣờng 

đóng vòng 21,5kb 

 

DNA bệnh nhân đảo 

đoạn đóng vòng 20,0kb 

int22h1 int22h2/3 

IU             487 bp             ID 

460                  27 
BclI 

BclI 

IU             559 bp             ED 

460                  99 
BclI 

BclI 

B A 
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vùng BX 683327 có vị trí BclI trên int22h2 là base 15265. Đột biến đảo đoạn 

sẽ khuyếch đại đoạn DNA có kích thƣớc 559 bp.  

       Sản phẩm sau khi khuếch đại đƣợc điện di trên gel agarose 1,5% với 

marker 100bp và nhuộm bởi ethidium bromid để kiểm tra đột biến đảo đoạn. 

       Quy trình kỹ thuật gồm 3 bƣớc theo mô tả của Rosetti và cộng sự [78]: 

Bƣớc 1: Cắt DNA bằng enzym BclI: 

Thành phần phản ứng Thể tích (l) 

Enzym BclI 1,2 

Buffer BclI 10X 3,0 

DNA  4,0 

Nƣớc cất PCR                 21,8 

Tổng thể tích            30,0 

Ủ ở 50
0
 C trong 4h. 

Tinh sạch sản phẩm cắt: 

- Cho 0,2 mL Phenol: Chloroform: Isoamyl và 0,3 mL nƣớc tinh khiết 

vào 30L sản phẩm sau khi cắt. Trộn đều sau đó ly tâm 15000 vòng/phút 

trong 5 phút ở 4
 o
C. Hút lấy phần dịch chứa DNA trên cùng. 

- Cho 0,5 mL chloroform: isoamyl, ly tâm mẫu ở 10.000 vòng/phút trong 5 

phút ở 4
 o
C, hút lấy phần dịch trên cùng. 

- Tủa DNA bằng 1 mL cồn tuyệt đối, cho thêm 50 µL sodium acetat, ly 

tâm 15.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4
 o
C, đổ dịch nổi phía trên và thu tủa. 

- Rửa tủa bằng cồn 70
 o
C. Tủa DNA đƣợc hoà tan bằng 20 mL nƣớc tinh khiết. 

Phân tử DNA thu đƣợc sẽ đƣợc kiểm tra độ tinh sạch bằng phƣơng 

pháp đo mật độ quang ở bƣớc sóng 260/280 nm.  
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Bƣớc 2: Nối DNA bằng T4 ligate: 

Thành phần phản ứng Thể tích (l) 

T4 ligate 3,0 

Buffer T410X 4,0 

DNA  20,0 

Nƣớc cất PCR                 13,0 

Tổng thể tích           40,0 

Ủ ở 16
0
 C trong 8h. 

Tinh sạch sản phẩm sau nối: tƣơng tự nhƣ tinh sạch sản phẩm sau cắt. 

Bƣớc 3: Khuếch đại DNA bằng phản ứng multiplex PCR  

Thành phần phản ứng multiplex PCR  

Thành phần Thể tích (l) 

Nƣớc cất PCR                      11,3 

Buffer 10X 2,0 

dNTP (2,5 mM) 2,0 

Mồi IU (10 pM) 0,5 

Mồi ID (10 pM) 0,5 

Mồi ED (10 pM) 0,5 

Taq polymerase (5 u/l) 0,2 

DNA 3,0 

Tổng 20,0 

Chu tr nh nhiệt của phản ứng multiplex PCR : 

Chu trình Biến tính Bắt cặp Tổng hợp 

1 95
o
C - 10 phút   

2 – 34 95
o
C - 50 giây 58

o
C - 50 giây 72

o
C - 2 phút 

35   72
o
C - 10 phút 

     Bảo quản ở 10
o
C 

Sản phẩm PCR khuếch đại đƣợc điện di kiểm tra đột biến đảo đoạn trên 

gel agarose 1,5% với marker 100bp và nhuộm bởi ethidium bromid. 
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2.3.3.2. Kỹ thuật PCR xác định đột biến đảo đoạn intron 1 của gen F8 

Theo quy trình chuẩn của Tizzano và cộng sự [99]: DNA đƣợc khuếch 

đại bằng hai phản ứng multiplex-PCR cho 2 đoạn int1h1 và int1h2 với các 

mồi tƣơng ứng: 9F, 9cR, int1h-2F và int1h 2F, int1h-2R, 9F (Hình 2.4). 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.4. Hình ảnh vị trí thi t k  mồi đoạn intron1h1 và intron1h2 

Ở ngƣời không có đột biến đảo đoạn intron 1, trong phản ứng int1h1, 

mồi 9F và 9cR thiết kết đặc hiệu cho đoạn int1h1 nằm trong gen F8 bắt cặp 

với nhau khuếch đại 1 đoạn có kích thƣớc 1908 bp. Ở phản ứng int1h2, mồi 

int1h-2F, int1h-2R thiết kế đặc hiệu cho đoạn int1h2 là bản sao tƣơng đồng 

của intron 1 nằm ngoài gen F8 bắt cặp với nhau khuếch đại 1 đoạn kích thƣớc 

1191bp (Hình 2.4 A). Nếu đột biến đảo đoạn intron 1 xảy ra, int1h2 tái tổ hợp 

với int1h1 dẫn đến các mồi sẽ cạnh tranh nhau trong phản ứng multiplex-

PCR. Khi khuếch đại phản ứng int1h1 mồi int1h-2F bắt cặp với mồi 9cR cho 

đoạn DNA kích thƣớc 1323 bp và ở phản ứng khuếch đại đoạn int1h2 mồi 9F 

và int1h-2R bắt cặp với nhau cho đoạn DNA kích thƣớc 1776bp (Hình 2.4 B).

exon1 

 

 

 int1h2  exon2 

 

 exon1  exon2 

A. Mồi bắt cặp trong trường hợp không đột biến 

B. Mồi bắt cặp trong trường hợp đột biến 

  int1h-2R     int1h-2F 9F              9cR 
FVIII 

FVIII 
int1h-2R         9F int1h-2F       9cR 

A 
 

B 
 

  

1191bp 1908bp 

1776bp 
  

int1h1 

1323bp 
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Thành phần của phản ứng:  

Phản ứng 1: Khuếch đại đoạn int1h1 

Thành phần Thể tích (l) 

Nƣớc cất PCR                11,4 

Buffer 10X 2,0 

dNTP (2,5 mM) 2,0 

Mồi 9cR (10 pM) 0,5 

Mồi 9F (10 pM) 0,5 

Mồi int1h-2F (10 pM) 0,5 

Taq polymerase (5 u/l) 0,1 

DNA 3,0 

Tổng 20,0 

 

Phản ứng 2: Khuếch đại đoạn int1h2 

 

Thành phần Thể tích (l) 

Nƣớc cất PCR                11,4 

Buffer 10X 2,0 

dNTP (2,5 mM) 2,0 

Mồi int1h-2F (10 pM) 0,5 

Mồi 9F (10 pM) 0,5 

Mồi int1h-2R (10 pM) 0,5 

Taq polymerase (5 u/l) 0,1 

DNA 3,0 

Tổng 20,0 
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Chu tr nh nhiệt của phản ứng 

Chu trình Biến tính Bắt cặp Tổng hợp 

1 95
o
C - 10 phút   

2 – 34 95
o
C - 50 giây 55

o
C - 50 giây 72

o
C - 2 phút 

35   72
o
C - 10 phút 

     Bảo quản ở 10
o
C 

Sản phẩm PCR khuếch đại đƣợc điện di kiểm tra đột biến đảo đoạn trên 

gel agarose 1,5% với marker 1000bp và nhuộm bởi ethidium bromid. 

2.3.4. Kĩ thuật PCR khu ch đại các exon 

Thành phần phản ứng  C  

Thành phần Thể tích (l) 

Nƣớc cất PCR                11,9 

Buffer 10X 2,0 

dNTP (2,5 mM) 2,0 

Mồi xuôi 0,5 

Mồi ngƣợc 0,5 

Taq polymerase (5 u/l) 0,1 

DNA 3,0 

Tổng 20,0 

Chu tr nh nhiệt phản ứng  C  như sau: 

Chu trình Biến tính Bắt cặp Tổng hợp 

1 95
o
C - 10 phút   

2 – 34 95
o
C - 50 giây 55

o
C - 50 giây 72

o
C - 2 phút 

35   72
o
C - 10 phút 

     Bảo quản ở 10
o
C 

Kiểm tra đột biến trên gel agarose 1,5%. Nếu điện di trên gel agarose 

không lên vạch, nghi ngờ có đột biến. Khuếch đại lại đoạn DNA đó với PCR 

ống chứng âm và chứng dƣơng để khẳng định đột biến. Nếu tất cả các vạch 

DNA đều lên vạch thì tinh sạch các sản phẩm PCR để giải trình tự. 
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2.3.5. Kỹ thuật điện di trên gel agarose 

Cách chuẩn bị gel agarose 1,5% 

- Cân 1,5 g agarose hoà tan trong 10 mL boric acid EDTA (TBE). Sử 

dụng lò vi sóng để agarose tan, sau khi agarose tan hết để nguội 55-60
o
C, đổ 

vào khuôn gel. Để bản gel đông lại và ổn định hoàn toàn mới sử dụng. 

- Gỡ lƣợc, đặt bản gel vào bể điện di chứa sẵn đệm TBE 10X sao cho 

đệm ngập hoàn toàn bản gel. 

- Pha dung dịch TBE 10X (Tris; acid boric; EDTA) 

Tris 0,89 M; acid boric 0,89 M; EDTA 2,02 M 

Ti n hành kỹ thuật điện di 

- Đƣa gel agarose vào máy điện di, cho TBE ngập gel. 

- Dùng pipet và đầu côn nhỏ hút lần lƣợt dung dịch ở mỗi ống đƣa vào 

giếng (5 µL/giếng). 

- Sử dụng máy điện di 80-100V (Mupid- Nhật), điện di ở hiệu điện thế 

100V khoảng 30 phút. 

- Sau điện di, gel đƣợc ngâm vào ethidium bromide 10 phút, rửa qua 

nƣớc cất và đƣa vào soi dƣới đèn UV, chụp ảnh dƣới ánh sáng tử ngoại. 

2.3.6. Giải trình tự gen 

2.3.6.1. Tinh sạch DNA (sử dụng Kit QIAGEN) 

- Cho 500 µl dung dịch PB vào ống chứa 100 µl plasmid, lắc đều, để ở 

nhiệt độ phòng 30 phút. 

- Hút hết dịch cho qua cột tinh sạch (do hãng Qiagen cung cấp). 

- Quay ly tâm 10000 v/p trong 30 giây, đổ bỏ dịch ở đáy ống. 

- Cho tiếp 750 µl PE vào cột. 

- Ly tâm 10000 v/p trong 30 giây, đổ bỏ dịch phía đáy ống. 
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- Ly tâm tiếp thêm 60 giây để loại bỏ hết dịch trong cột. 

- Lấy cột ra, cho vào ống eppendorf 1,5 mL. 

- Cho 50 µl dung dịch EB (gồm 10 mM Tris-Cl, pH 8,5). 

- Để ở nhiệt độ phòng trong 5 phút, ly tâm 10000 v/p trong 60 giây. 

- Dịch thu đƣợc ở đáy ống là dịch chứa DNA đã đƣợc tinh sạch. 

2.3.6.2. Quy trình thực hiện giải trình tự gen:  

Thực hiện theo qui trình và sử dụng phƣơng pháp BigDye terminator 

sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA). 

+ Giai đoạn 1: Chuẩn bị master mix cho phản ứng giải trình tự gen 

- Chuẩn bị effendorf 0,2ml đã đánh dấu sẵn thứ tự các mẫu 

- Chuẩn bị hóa chất để thực hiện phản ứng  

- Làm tan hoàn toàn hóa chất, trộn đều sau đó ly tâm nhẹ để toàn bộ 

dịch trên nắp ống rơi xuống 

- Tiến hành pha master mix theo bảng sau: 

Thành phần Thể tích (l) 

Sản phẩm sau PCR đã đƣợc tinh sạch 1,0 

Big Dye Buffer 5X 3,0 

Big Dye  terminator V3.1 (2,5X) 2,0 

Nƣớc cất              13,0 

Mồi đơn (5pmol/µl) 1,0 

Tổng 20 

Chú ý:  

- Toàn bộ khâu chuẩn bị master mix phải đƣợc thực hiện trên khay đá 

- Các hóa chất phải đƣợc làm tan và trộn đều trƣớc khi sử dụng 
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- Big dye 2,5X phải đƣợc bảo quản tránh ánh sáng 

- Mỗi DNA thực hiện hai phản ứng với mồi xuôi và mồi ngƣợc  

+ Giai đoạn 2: Thực hiện phản ứng sequencing 

- Sau khi chuẩn bị master mix cho phản ứng xong, ly tâm nhanh các ống 

PCR để toàn bộ dịch dính trên thành và nắp ống xuống dƣới và làm tan bọt. 

- Xếp các ống master mix vào máy PCR 

- Chọn chƣơng trình nhiệt đã đƣợc cài đặt sẵn trong máy theo chu trình 

đã đƣợc tối ƣu hóa. 

- Kiểm tra lại toàn bộ chu trình nhiệt: 

Chu trình Biến tính Bắt cặp Tổng hợp 

1 96
o
C - 1 phút   

2 – 26 96
o
C - 10 giây 50

o
C - 5 giây 60

o
C - 4 phút 

     Bảo quản ở 10
o
C 

- Ấn nút “Start” cho máy bắt đầu chạy chƣơng trình. 

- Sau khi chạy xong chƣơng trình đƣa máy về chế độ nghỉ và tắt máy 

- Lấy mẫu ra khỏi máy PCR 

- Các sản phẩm sau khi đƣợc khuếch đại bằng Big dye kit sẽ đƣợc tinh 

sạch bằng big Dye temination để loại bỏ toàn bộ big dye thừa và đem đọc trên 

máy giải trình tự gen ABI (Applied Biosystem) 

- Các nucleotid trên gen sẽ đƣợc biểu hiện bằng các đỉnh (peak) với 4 

mầu tƣơng đƣơng với 4 loại nucleotid A,T,G,C 
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2.3.7. Phƣơng pháp phân tích k t quả 

So sánh trình tự gen của bệnh nhân với trình tự gen chuẩn của Gen Bank 

(National center for biotechnology information, NCBI) NC_000023.11 bằng 

phần mềm CLC. 

So sánh trình tự các acid amin của bệnh nhân với trình tự acid amin 

chuẩn của Genebank NP_000123.1 bằng phần mềm Blast của NCBI. Trong 

đó alanine là acid amin đầu tiên của protein F8 trƣởng thành đƣợc đánh số 01. 

19 acid amin trƣớc đó bắt đầu từ methionin bị loại bỏ trong quá trình hoàn 

thiện protein F8 không đƣợc đánh số. 

Khi phát hiện vị trí nghi ngờ đột biến, tìm các vị trí đột biến tƣơng ứng 

trên cơ sở dữ liệu HAMSTeR và CDC. Nếu đột biến đã công bố thì khẳng 

định bệnh nhân có đột biến gây bệnh. Trƣờng hợp đột biến ở bệnh nhân chƣa 

thấy công bố thì phân tích tiếp khả năng gây bệnh dựa trên phần mềm cấu trúc 

không gian 3D DNASTAR. 

2.4. VẤN ĐỀ ĐẠO ĐỨC TRONG NGHIÊN CỨU 

- Bệnh nhân sẽ đƣợc thông báo kết quả xác định vị trí đột biến gen thông 

qua bác sĩ điều trị. 

- Bệnh nhân có trách nhiệm cung cấp đầy đủ các thông tin liên quan đến 

tình hình bệnh tật của mình. 

- Các xét nghiệm phân tích gen chỉ thực hiện khi có sự đồng ý của bệnh nhân. 

- Các thông tin về bệnh nhân, kết quả chẩn đoán đƣợc hoàn toàn giữ bí 

mật. Nghiên cứu đƣợc tiến hành hoàn toàn vì mục đích khoa học, không vì 

bất kỳ mục đích nào khác. 
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Chƣơng 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. ĐẶC ĐIỂM CHUNG CỦA CÁC ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

3.1.1. Đặc điểm về tuổi 

          Trong nghiên cứu này, do bệnh nhân chủ yếu là nam giới bị bệnh nên 

có 101/103 bệnh nhân nam giới chiếm tỷ lệ 98,1%. Tuy nhiên trong quá trình 

thu thập mẫu, hai nữ giới có đầy đủ các triệu chứng chảy máu, có nồng độ yếu 

tố VIII thấp đƣợc chẩn đoán hemophilia A tại viện Nhi và viện Huyết học – 

Truyền máu trung ƣơng đảm bảo tiêu chuẩn lựa chọn mẫu. Nhƣ vậy, nữ giới 

chiếm tỷ lệ 1,9%. 

Bảng 3.1. Đặc điểm về tuổi của các đ i tƣợng nghiên cứu 

Đặc điểm n  Tỷ lệ % 

Tuổi phát hiện 

bệnh 

Dƣới 1 tháng 3 2,9 

1-6 tháng 36 34,9 

> 6 tháng-12 tháng 32 31,1 

> 12 tháng -24 tháng 19 18,4 

> 24 tháng 13 12,6 

Chẩn đoán trƣớc sinh 0 0 

trung bình ( X ± SD)(tháng) 32 ± 10,6 

Tuổi trung bình 

bệnh nhân 

( X ± SD) (Năm) 

8,2 ± 5,1 

 

Nhận xét: 

Có 36/103 bệnh nhân hemophilia A đƣợc phát hiện bệnh ở lứa tuổi 1 – 6 

tháng chiếm tỷ lệ cao nhất (34,9%); 32/103 bệnh nhân đƣợc phát hiện bệnh ở 
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lứa tuổi 7 - 12 tháng chiếm tỷ lệ 31,1%; 19/103 bệnh nhân đƣợc phát hiện 

bệnh ở lứa tuổi 12 - 24 tháng chiếm tỷ lệ 18,4%; 13/103 bệnh nhân đƣợc phát 

hiện bệnh ở lứa tuổi 12 - 24 tháng chiếm tỷ lệ 12,6%; 3/103 bệnh nhân đƣợc 

phát hiện bệnh ở lứa tuổi dƣới 1 tháng chiếm tỷ lệ 2,9% và không có bệnh 

nhân nào đƣợc phát hiện bệnh nhờ chẩn đoán trƣớc sinh. 

3.1.2. Tỷ lệ bệnh nhân chia theo thể bệnh 

                   

Biểu đồ 3.1. Phân b  tỷ lệ bệnh nhân theo thể bệnh 

Nhận xét: 

          81/103 bệnh nhân đƣợc chẩn đoán lâm sàng thể nặng chiếm tỷ lệ 

78,6%; 15/103 bệnh nhân thể trung bình chiếm tỷ lệ 14,6%; 7/103 bệnh nhân 

thể nhẹ chiếm tỷ lệ 6,8%. 

3.2. KẾT QUẢ PHÁT HIỆN ĐỘT BIẾN GEN F8  

3.2.1. Tỷ lệ phát hiện đƣợc đột bi n 

3.2.1.1. Tỷ lệ bệnh nhân theo kết quả phát hiện đột biến 

Nghiên cứu phát hiện đƣợc 92/103 trƣờng hợp bệnh nhân có đột biến gen 

F8 gây bệnh hemophilia A, chiếm tỷ lệ 89,3%. Số bệnh nhân chƣa phát hiện 

đƣợc 11/103 trƣờng hợp, chiếm tỷ lệ 10,7%, bao gồm: HA14, HA27, HA32, 

HA35, HA43, HA48, HA52, HA58, HA60, HA66, HA69. 
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3.2.1.2. Tỷ lệ đột biến theo thể bệnh ở nhóm phát hiện và không phát hiện 

được đột biến 

 

Biểu đồ 3.2. Phân b  tỷ lệ phát hiện đột bi n theo thể bệnh 

Nhận xét:  

- 73/81 bệnh nhân thể nặng phát hiện đƣợc đột biến chiếm tỷ lệ 90,1%; 

8/81 bệnh nhân thể nặng không phát hiện đƣợc đột biến chiếm tỷ lệ 9,9%. 

- 13/15 bệnh nhân thể trung bình phát hiện đƣợc đột biến chiếm tỷ lệ 86,7%; 

2/15 bệnh nhân thể trung bình không phát hiện đƣợc đột biến chiếm tỷ lệ 13,3%. 

- 6/7 bệnh nhân thể nhẹ phát hiện đƣợc đột biến chiếm tỷ lệ 85,7 %; 1/7 

bệnh nhân thể nhẹ không phát hiện đƣợc đột biến chiếm tỷ lệ 14,3%. 

3.2.2. K t quả phát hiện các dạng đột bi n gen F8 ở bệnh nhân hemophilia A 

3.2.2.1. Kết quả xác định đột biến đảo đoạn  

a/  Xác định đột biến đảo đoạn intron 22 bằng kỹ thuật  Inversion –PCR  

81 bệnh nhân hemophilia A chẩn đoán lâm sàng thể nặng đƣợc xét 

nghiệm đột biến đảo đoạn intron 22 bằng phƣơng pháp Inversion –PCR. 

Kết quả có 35/81 bệnh nhân có đột biến đảo đoạn chiếm tỉ lệ 43,2% bệnh 

nhân thể nặng. 
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Hình 3.1. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR xác định đột bi n đảo  

đoạn intron 22 

Nhận xét: 

DNA ngƣời bình thƣờng ở mẫu đối chứng dƣơng (+) khi đƣợc khuếch đại 

bằng phản ứng multiplex PCR có 1 băng kích thƣớc tƣơng ứng 487 bp. Nếu đột 

biến xảy ra, khi khuếch đại sẽ cho 1 đoạn kích thƣớc 559 bp. Nhƣ vậy, ở vị trí các 

giếng tƣơng ứng với các bệnh nhân mã số HA33, HA38 không có đảo đoạn intron 

22 do cùng có vạch DNA kích thƣớc 487 bp. Ở giếng mã số HA02, HA07, HA12, 

HA20, HA73 là bệnh nhân hemophilia A có đột biến đảo đoạn intron 22 (hình 

3.1) do điện di đều có vạch DNA kích thƣớc 559 bp. 

Để đảm bảo chính xác các vạch DNA trên đúng là đoạn DNA cần tìm, gel 

có chứa đoạn DNA kích thƣớc 559 bp, kích thƣớc 487 bp ở mẫu bệnh nhân trình 

tự nucleotid HA02 và HA33 đƣợc cắt để tinh sạch rồi giải trình tự sau đó kiểm tra 

sosánh với trình tự Genebank (hình 3.2). Kết quả các đoạn gen kiểm tra có đầy đủ 

trình tự vị trí bám của mồi, trình tự của enzym BclI và các vị trí này tƣơng ứng với 

các vị trí đã đƣợc Rossetti và cộng sự công bố [78]. 
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Hình 3.2. Hình ảnh giải trình tự 2 đoạn DNA kích thƣớc 487bp (mồi IU-ID) 

và đoạn 559bp (mồi IU-ED) 

b/ Xác định đột biến đảo đoạn intron 1 bằng phương pháp Multiplex  C  

 Có 35/81 bệnh nhân hemophilia A thể nặng bị đột biến đảo đoạn intron 

22, 46/81 bệnh nhân hemophilia A thể nặng còn lại tiếp tục đƣợc sàng lọc đột 

biến đảo đoạn intron 1 theo phƣơng pháp đƣợc mô tả bởi Tizzano và cộng sự 

[99]. Kết quả 46 bệnh nhân này không bị đột biến đảo đoạn intron 1. 

 

Hình 3.3. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR xác định đảo đoạn intron 1 

Nhận xét:   

 Trong kết quả ở hình 3.3, các phản ứng multiplex PCR khuếch đại đoạn 

int1h1(P1) chỉ cho các đoạn DNA kích thƣớc 1908bp chứng tỏ cặp mồi 9F và 

9cR thiết kế cho đoạn int1h1 bắt cặp với nhau. Các phản ứng khuếch đại đoạn 

int1h2 (P2) đều cho kích thƣớc 1191bp chứng tỏ chỉ có cặp mồi int1h-2R và 

int1h-2F đặc hiệu cho đoạn int1h2 bắt cặp với nhau. Nhƣ vậy, không có đột 

biến intron 1 ở các bệnh nhân mã số HA15, HA46, HA45 và HA24. 
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3.2.2.2. Kết quả phát hiện đột biến mất exon bằng phản ứng PCR: 

 Nghiên cứu này có 4 bệnh nhân đột biến mất exon bao gồm HA38, 

HA51, HA55, HA64.  

- Đột biến mất exon 8 và exon 9 ở bệnh nhân HA64:  

 

 

Hình 3.4. K t quả PCR xác định đột bi n mất exon ở bệnh nhân HA64 

Nhận xét: 

 Bệnh nhân mã số HA64 sau khi đƣợc khuếch đại toàn bộ 38 cặp mồi 

cùng với các mẫu đối chứng âm và đối chứng dƣơng phát hiện ở vị trí exon 8, 

exon 9 của bệnh nhân không có vạch DNA trong khi tất cả các exon còn lại 

đều lên vạch DNA tƣơng ứng với mẫu đối chứng dƣơng. Điều này chứng tỏ 

bệnh nhân bị đột biến mất đoạn exon 8 và exon 9. 

- Đột biến mất exon 16 ở bệnh nhân HA55: 

 

 

Hình 3.5. K t quả PCR xác định đột bi n mất exon ở bệnh nhân HA55 
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Nhận xét:  

Kết quả hình 3.5 cho thấy ở bệnh nhân HA55 các mẫu chứng dƣơng 

đều lên vạch DNA, mẫu đối chứng âm không có vạch DNA, ở exon 15 và 

exon 17 của bệnh nhân đều có vạch DNA kích thƣớc tƣơng ứng với mẫu 

chứng dƣơng trong khi ở exon 16 không có vạch DNA chứng tỏ rằng bệnh 

nhân HA55 đột biến mất exon 16 gây bệnh hemophilia A. 

3.2.2.3. Kết quả phát hiện đột biến bằng phương pháp giải trình tự 

a/ Đột biến mất đoạn nucleotid   

- Đột biến mất 15 nucleotid  

 

Hình 3.6. Hình ảnh đột bi n mất đoạn 15 nucleotid ở bệnh nhân HA46 

Nhận xét 

Bệnh nhân mã số HA46 thể nặng, không phát hiện thấy đảo đoạn 

intron 22, intron 1. Khuếch đại 38 cặp mồi đều lên vạch căng, rõ nét. 

Tinh sạch DNA của các phản ứng khuếch đại này và giải trình tự, sau đó 

so sánh với trình tự ngƣời bình thƣờng. Kết quả tại exon 4 phát hiện thấy  

đột biến mất 15 nucleotid tại vị trí c.435-450. Khi kiểm tra sự thay đổi 

acid amin do đột biến gây ra, thấy tại vị trí protein từ 135 đến 139 bị mất  

5 acid amin Tyrosin, Aspartic, Threonin, Valin, Valin (p.135-139delTyr-

Val).  
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- Đột biến mất 3 nucleotid: 

 

Hình 3.7. Hình ảnh đột bi n mất 3 nucleotid ở bệnh nhân HA91 

Nhận xét:  

 Bệnh nhân HA91 khi giải trình tự ở exon 14 phát hiện mất 3 nucleotid 

TCT. Khi kiểm tra trình tự acid amin thấy cả ba nucleotid này mã hóa trong 

một acid amin Phenylalanin. Do đó, đột biến chỉ làm mất acid amin này ở vị 

trí p.1672, các acid amin còn lại vẫn mã hóa bình thƣờng (p.Phe1672del). 

b/ Đột biến sai nghĩa: 

 

Hình 3.8. Hình ảnh đột bi n ở bệnh nhân mã s  HA90 

c.6545G>A 

p.R2182H( Arg 2182 His ) c.6545 

 

Người bình thường Bệnh nhân HA90 

2182 
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Nhận xét:  

Hình ảnh giải trình tự ở bệnh nhân mã số HA90 cho thấy: có đột biến 

thay thế nucleotid G thành nucleotid A (G>A) trên exon 23 của gen F8. So 

sánh với trình tự Genebank thấy trên exon 23 vị trí c.6545 G>A, dẫn đến thay 

đổi acid amin vị trí p.2182 của protein gen F8 từ Arginin thành Histidin 

(p.Arg2182His).  

- Đột biến sai nghĩa: thay thế nucleotid T thành nucleotid C 

 

Hình 3.9. Hình ảnh đột bi n của bệnh nhân HA76 

Nhận xét:  

 Ở bệnh nhân HA76, tại exon 14 khi kiểm tra có đột biến tại vị trí 

c.5093 nucleotid T đƣợc thay thế bằng nucleotid C gây ra đột biến thay thế 

acid amin Isoleucin bằng acid amin Threonin. Nhƣ vậy bệnh nhân có đột biến 

exon 14 của gen F8 tại vị trí c. 5093T>C (p.Ile927Thr). 
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c/ Đột biến th m một nucleotid 

- Đột biến thêm nucleotid C: 

 

Hình 3.10. Hình ảnh đột bi n thêm nucleotid C của bệnh nhân HA03 

Nhận xét: 

Hình ảnh giải trình tự cho thấy bệnh nhân mã số HA03 có đột biến 

thêm một nucleotid C trên exon 14 của gen F8. Kiểm tra trên trình tự  

Genebank xác định thay đổi này trên exon 14 là c.2777 insC, đột biến gây 

lệch khung dịch mã toàn bộ acid amin còn lại từ vị trí p.927(p.Lys927ins).  
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- Thêm nucleotid A:  

 

Hình 3.11. Hình ảnh đột bi n thêm nucleotid A của bệnh nhân HA06 

Nhận xét: 

 Bệnh nhân mã số HA06 đƣợc giải trình tự thấy có đột biến thêm nucleotid 

A ở vị trí c.4379. Đột biến này gây dịch khung dịch mã toàn bộ acid amin còn lại 

từ vị trí p.1460 (p.Lys1460ins). 

d/ Đột biến mất 1 nucleotid 

- Đột biến mất nucleotid  A   

 

Hình 3.12. Hình ảnh đột bi n mất nucleotid của bệnh nhân HA01 
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Nhận xét: 

 Hình ảnh giải trình tự cho thấy bệnh nhân HA01 có đột biến mất một 

nucleotid A trên exon 14 của gen F8. So sánh với trình tự Genebank thấy mất một 

nucleotid A tại vị c.3388, dẫn đến protein yếu tố VIII bị lệch khung dịch mã toàn 

bộ acid amin từ vị trí p.1130 (p.Arg1130del).  

- Đột biến mất nucleotid G: 

 

Hình 3.13. Hình ảnh đột bi n mất nucleotid của bệnh nhân HA39 

Nhận xét: 

 Ở bệnh nhân HA39, khi giải trình tự toàn bộ 26 exon thấy tại vị trí exon 

14 có đột biến mất nucleotid G tại vị trí c.2185. Đột biến mất nucleotid G gây 

lệch khung dịch mã làm thay đổi toàn bộ các acid amin từ vị trí p.729 

(p.Ser729del). 
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e/ Đột biến vô nghĩa 

 

Hình 3.14. Hình ảnh đột bi n tạo stop codon của bệnh nhân HA33 

Nhận xét:  

Bệnh nhân mã số HA33 sau khi đƣợc giải trình tự kiểm tra vị trí đột 

biến cho thấy: đột biến thay thế nucleotid T bằng nucleotid A tại vị trí 6425. So 

sánh với trình tự Genebank cho thấy: đột biến này làm thay đổi acid amin Leucin 

tạo thành stop codon gây dừng đột ngột quá trình phiên mã protein 

(p.Leu2142Stop). 

f/ Đột biến tại vị trí nối 

 

Hình 3.15. Hình ảnh đột bi n tại vị trí n i exon/intron của bệnh nhân HA45 
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Nhận xét:  

Với những thay đổi bất thƣờng ở gần hoặc tại vị trí đầu hoặc cuối exon 

là vị trí nối giữa exon và intron, chúng tôi sử dụng chƣơng trình dự đoán vị trí 

nối (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) để dự đoán những thay đổi 

ở RNA và kiểm tra xem đột biến đó đã đƣợc công bố chƣa. Do đột biến thay 

đổi nucleotid ở vị trí cuối exon nên không sử dụng đƣợc phần mềm Blast của  

NCBI kiểm tra thay đổi acid amin trên protein. Khi Blast bằng phần mềm 

CLC kiểm tra vị trí nối thấy bệnh nhân HA45 thay đổi nucleotid G của GT 

đầu tiên của intron nên đƣợc kí hiệu là c.2113+1. 

 

Hình 3.16. Hình ảnh Blast bằng phần mềm CLC kiểm tra đột bi n ở vị trí n i 

exon/intron của bệnh nhân HA45

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
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g/ Đa h nh nucleotid đơn (SNP -Single nucleotide polymorphisms) 

 

Hình 3.17. Hình ảnh đột bi n tha  th  nucleotid tạo SNP của bệnh nhân HA26 

Nhận xét: 

Trong quá trình giải trình tự exon 14 của bệnh nhân HA 26, HA53 

khi so sánh với trình tự Genebank NG_ 011403 phát hiện đột biến thay thế 

nucleotid A thành nucleotid C tại vị trí 3780. Đột biến này làm thay đổi 

acid amin Aspartic thành Glutamic. Tuy nhiên khi kiểm tra trên cơ sở dữ 

liệu Hamster và CDC phát hiện đây không phải là đột biến gây bệnh mà là 

một SNP (đã đƣợc công bố mã số 1800292).  

 

Hình 3.18. Hình ảnh SNP đã đƣợc công b  (sử dụng phần mềm DNASTAR) 
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e/ Đột biến mới chưa được công bố 

 

Hình 3.19. Hình ảnh đột bi n mới chƣa đƣợc công b  của bệnh nhân HA96 

Nhận xét: 

 Bệnh nhân HA96 đƣợc kiểm tra vị trí đột biến cho thấy ở exon 8 thêm một 

nucleotid G tại vị trí c.1268 làm thay đổi acid amin Aspartic thành acid amin 

Glycin sau đó tạo stop codon ở vị trí acid amin tiếp theo. Khi kiểm tra trên cơ sở 

dữ liệu Hamster và CDC chƣa thấy công bố đột biến này. Sử dụng phần mềm  

DNASTAR (http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-

structural- biology.aspx) để kiểm tra hình ảnh cấu trúc 3D dự đoán thay đổi 

cấu trúc của protein F8. 

 

 

 

 

 

 

http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
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Hình ảnh đột biến ở bệnh nhân HA96 sử dụng phần mềm DNASTAR 

 
 

Hình 3.20. Hình ảnh cấu trúc 3D của protein F8 phân tích ở bệnh nhân HA96 

(Vị trí đột biến v ng mũi t n đ ) 

Nhận xét: 

Cấu trúc đầy đủ của protein F8 theo thứ tự gồm A1-A2-A3-C1-C2 trong 

đó 3 vùng A có chức năng gắn Ca
2+

, còn 2 vùng C sẽ liên kết với phospholipid 

và yếu tố vWF, vùng B không có chức năng sẽ bị phân giải. 

Đột biến tạo stop codon tại exon 8 ở vị trí p.Gly366insStop làm dừng đột 

ngột quá trình phiên mã protein FVIII (vị trí mũi tên đỏ hình 3.20). Protein này 

chỉ còn phần cấu trúc vùng A1, mất hoàn toàn các vùng A2, A3, C1, C2 dẫn đến 

biểu hiện của bệnh hemophilia A trên lâm sàng. 
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3.2.3. Đánh giá ngu  cơ phát triển chất ức ch    u t  VIII 

Bảng 3.2. Phân b  tỷ lệ bệnh nhân có chất ức ch    u t  VIII  

theo các dạng đột bi n 

Dạng đột bi n 

Chất ức ch  

Tổng 
Có chất ức ch  

Không có chất 

ức ch  

n Tỷ lệ % n Tỷ lệ % n Tỷ lệ % 

Đảo đoạn int22 10 28,6 25 71,4% 35 100% 

Sai nghĩa 2 9,1 20 91,9 22 100% 

Vị trí nối 0 0 4 100 4 100% 

Mất 1 nucleotid 1 11,1 8 88,9 9 100% 

Thêm 1 nucleotid 1 11,1 8 88,9 9 100% 

Vô nghĩa 2 22,2 7 77,8 9 100% 

Xóa đoạn lớn 1 25 3 75 4 100% 

Không phát hiện đột biến 1 9,1 10 90,9 11 100% 

Tổng 18 17,5 85 82,5 103 100% 

 

Nhận xét: 

Có 18/103 bệnh nhân có chất ức chế yếu tố VIII chiếm tỷ lệ 17,5%. 

Trong đó ở các bệnh nhân có đột biến đảo đoạn intron 22 có 12 bệnh 

nhân có chất ức chế yếu tố VIII chiếm tỷ lệ cao nhất 28,6%. 

Sau đó là bệnh nhân đột biến xóa đoạn lớn (25%) và đột biến vô nghĩa 

(22%). 
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Bảng 3.3. Phân b  tỷ lệ bệnh nhân có chất ức ch    u t  VIII theo các 

vùng đột bi n trên gen F8 

Dạng đột bi n 

Chất ức ch  

Tổng 
Có chất ức ch  

Không có chất  

ức ch  

n Tỷ lệ % n Tỷ lệ % n Tỷ lệ % 

Chuỗi nặng 

(Vùng A1, A2, B) 
5 10 45 90 50 100 

Chuỗi nhẹ 

(Vùng A3,C1,C2) 
12 28,6 30 71,4 42 100 

Không phát hiện đột 

biến 
1 9,1 10 90,9 11 100 

Tổng 18 17,5 85 82,5 103 100 

Nhận xét: 

12/42 bệnh nhân có đột biến trên chuỗi nhẹ gen F8 (vùng A3, C1, C2) có 

chất ức chế yếu tố VIII (chiếm tỷ lệ 28,6%). 

5/50 bệnh nhân có đột biến trên chuỗi nặng gen F8 (vùng A1, A2, B) có 

chất ức chế yếu tố VIII (chiếm tỷ lệ 10%). 
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Bảng 3.4. Liên quan giữa các dạng đột bi n và   u t  ức ch  

 

 

Chất ức ch  

OR, 

95%CI, p 
Có chất 

ức ch  

Không có 

chất ức 

ch  

Dạng đột 

biến 

Đảo đoạn 

intron 22 

Có 10 25 3,0 (1 – 9,6), 

<0,05 Không 8 60 

Nonsence 
Có 2 7 

>0,05 
Không 16 78 

Xóa đoạn 

lớn 

Có 1 3 
>0,05 

Không 17 82 

Vùng đột 

biến 

Chuỗi nhẹ 12 30 3,6  

(1 – 13,2), 

<0,05 
Chuỗi nặng 5 45 

 

Nhận xét:  

Ở bệnh nhân có đột biến đảo đoạn intron 22, nguy cơ xuất hiện chất ức 

chế VIII cao hơn so với nhóm không có đảo đoạn intron 22 là 3,0 lần 

(OR=3,0; 95%CI (1 – 9,6), p<0,05).  

Vùng đột biến: có 92/103 bệnh nhân phát hiện đƣợc đột biến nên chỉ 

phân tích đƣợc vùng đột biến của 92 bệnh nhân. Trong đó bệnh nhân có đột 

biến trên chuỗi nhẹ gen F8 (vùng A3,C1,C2) có nguy cơ xuất hiện chất ức chế 

yếu tố VIII cao hơn so với nhóm bệnh nhân có đột biến trên chuỗi nặng gen 

F8 (vùng A1,A2,B ) là 3,6 lần (OR=3,6; 95%CI (1 - 13,2), p <0,05). 
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3.3. LẬP BẢN ĐỒ ĐỘT BIẾN GEN F8 GÂY BỆNH HEMOPHILIA A Ở 

VIỆT NAM  

3.3.1. K t quả các vị trí đột bi n gen F8 ở bệnh nhân hemophilia A Việt Nam 

a/ Đột biến đảo đoạn intron 22 

Có 35 bệnh nhân hemophilia A thể nặng xác định có đột biến đảo đoạn 

intron 22: HA02, HA05, HA07, HA08, HA12, HA13, HA17, HA20, HA22, 

HA25, HA40, HA42, HA44, HA50, HA70, HA71, HA72, HA73, HA74, 

HA75, HA77, HA78, HA79, HA80, HA81, HA82, HA83, HA84, HA86, 

HA87, HA88, HA89, HA97, HA101, HA103. 

b/ Vị trí đột biến tr n exon và các vị trí nối exon-intron 

Bảng 3.5. K t quả các vị trí đột bi n trên gen F8 gâ  bệnh hemophilia A 

STT 
Mã s  

BN 
Thể bệnh Exon 

Domain/ 

chuỗi 

Tha  đổi 

Nucleotid 

Tha  đổi acid 

amin 
Bài báo công b  

1.  HA16 Nặng 1 A1/ chuỗi nặng c.65G>T p.Arg22Ile HAMSTeR 

2.  HA18 Nặng 1 A1/chuỗi nặng c.143G>A p.Arg48Lys Becker J 1996 

3.  HA67 Trung bình 2 A1/ chuỗi nặng c.223G>T p.Asp75Tyr Goodeve AC 2000 

4.  HA21 Nặng 3 A1/chuỗi nặng c.301G>C p.Asn101His Leuer M 2001 

5.  HA10 Nhẹ 3 A1/chuỗi nặng c.386A>T p.Glu129Val Maugard (1998) 

6.  HA15 Nặng 4 A1/chuỗi nặng c.446C>T p.Pro149Leu Margagline (2008) 

7.  HA46 Nặng 4 A1/chuỗi nặng c.435-50 del 

15nucleotid 

p.135-139Tyr-Val Vinciguerra C (2006) 

8.  HA61 Trung bình 8 A1/ chuỗi nặng c.1063G>A p.Arg336Cys Arai (1989) 

9.  HA96 Nặng 8 A1/ chuỗi nặng c.1268insG p.Gly366insStop Chƣa công bố 

10.  HA64 Nặng 8,9 A1,A2 Del exon  HAMSTeR 

11.  HA47 Trung bình 12 A2/chuỗi nặng c.1801A>C p.Asn601His Miller CH (2011) 

12.  HA09 Nhẹ 12 A2/ chuỗi nặng c.1832-

34delCT 

p.Gln611del Miller CH (2011) 

13.  HA56 Trung bình 13 A2/chuỗi nặng c.1963T>C p.Tyr655His Ahmed R (2005) 

14.  HA45 Nặng IVS13 A2/chuỗi nặng c.2113+1G>T Splicing Ravanbod S (2011) 

15.  HA51 Nặng 14 chuỗi nặng Del exon  HAMSTeR 

16.  HA39 Trung bình 14 A2/chuỗi nặng c.2185delG p.Ser729del  Hua B (2010) 

17.  HA11 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.2777-78isnC p.Lys927ins HAMSTeR, 

Margagline (2008) 



74 
 

18.  HA03 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.2777-78insC p. Lys927ins HAMSTeR,  

Margagline (2008) 

19.  HA01  Trung bình 14 B/chuỗi nặng c.3388delA p.Arg1130del Ma GC (2008) 

20.  HA57 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.3169G>A p.Glu1057Lys Ogata K (2011) 

21.  HA54 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.3263C>T p.Thr1088Ile Miller CH (2011) 

22.  HA24 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.3637insA pAsn1213ins HAMSTeR,  

Pieneman Wc (1995) 

23.  HA31 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.3637insA pAsn1213ins HAMSTeR,  

Pieneman Wc (1995) 

24.  HA100 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.3637insA pAsn1213ins HAMSTeR,  

Pieneman Wc (1995) 

25.  HA92 Trung bình 14 B/ chuỗi nặng c.3870insA p.Arg1272ins Frusconi (2002) 

26.  HA65 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.4114A>G p.Thr1372Ala Margagline (2008) 

27.  HA23 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.4156C>T p.Gln1386Stop Margagline (2008) 

28.  HA59 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.4232delA p.Lys1411del Gouw C (2011) 

29.  HA62 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.4288-92del p.Asp1430del David D (2006) 

30.  HA06 Nặng 14 B/ chuỗi nặng c.4379insA p..Lys1460ins Higuch (1991) 

31.  HA93 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.4409-18del p.Glu1470del HAMSTeR. 

 Hiu M (2005) 

32.  HA04 Nặng 14 B/ chuỗi nặng c.4550insA p.Lys1555del Higuchi (1991) 

33.  HA76 Nhẹ 14 B/ chuỗi nặng c.5093T>C p.Ile1698Thr Liu M (1998) 

34.  HA91 Nặng 14 B/chuỗi nặng c.5144-

46delCTC 

p.Phe1672del David D (2006) 

35.  HA41 Nặng 14 A3/ chuỗi nhẹ c.5177G>A p.Trp1726Stop HAMSTeR 

36.  HA102 Trung bình IVS14  c.5220-1G>C Splicing Elmadmoudi H (2012) 

37.  HA55 Nặng 16 A3/chuỗi nhẹ Del exon  HAMSTeR 

38.  HA19 Nhẹ 16 A3/chuỗi nhẹ c.5543A>T p.Glu1848Val Green PM ( 2008) 

39.  HA37 Nặng 17 A3/ chuỗi nhẹ c.5665C>T p.Gln1889Stop Liu ML (2002) 

40.  HA95 Nặng 17 A3/chuỗi nhẹ c.5691-2insC p.Leu1898ins Ravanbod S (2011) 

41.  HA29 Nhẹ 17 A3/chuỗi nhẹ c.5738A>G p.Asn1913Ser HAMSTeR 

42.  HA98 Nặng 18 A3/chuỗi nhẹ c.5953C>T p.Arg1985Stop Tud GD (1991) 

Dia C (1992) 

43.  HA49 Nặng IVS18  c.5998+1G>A Splicing HAMSTeR, 

 Freson K (1998) 

44.  HA34 Nặng 19 A3/ chuỗi nhẹ c.6016G>T p.Gln2006Stop Schwaab R (1993) 

45.  HA68 Nặng IVS20  c.6188-1G>T Splicing Margagline (2008) 

46.  HA36 Nhẹ 22 C1/chuỗi nhẹ c.6403C>G p.Arg2135Gly Miller CH (2011) 

47.  HA53 Nặng 22 C1/ chuỗi nhẹ c.6374G>C pSer2125Thr Margagline (2008) 

48.  HA33 Nặng 22 C1/chuỗi nhẹ c.6425T>A p.Leu2142Stop HAMSTeR 

49.  HA26 Nặng   23 C1/chuỗi nhẹ c.6497C>T p.Arg2166Leu  David D (2006) 

50.  HA38 Nặng 23 C1/chuỗi nhẹ Del exon 23  HAMSTeR 
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51.  HA94 Trung bình 23 C1/chuỗi nhẹ c.6537C>G p.Ser2179Arg Ahmed R (2005) 

52.  HA63 Trung bình  23 C1/ chuỗi nhẹ c.6544C>T p.Arg2182Cys Rainer AP (1992) 

53.  HA90 Trung bình 23 C1/chuỗi nhẹ c.6545G>A p.Arg2182His Tuddenham (1994) 

54.  HA30 Nặng 24 C2/chuỗi nhẹ c.6666G>A p.Trp2222Stop Miller CH (2011) 

55.  HA99 Trung bình 24 C2/chuỗi nhẹ c.6694C>T p.Gln2232Stop  Ahmed R (2005) 

56.  HA85 Trung bình 25 C2/chuỗi nhẹ c.6825delT p.Tyr2275del Green PM (2008) 

57.  HA28 Nặng 26 C2/ chuỗi nặng c.7015A>T p.Arg2339Trp Green PM (2008) 

 

Nhận xét: 

- Các đột biến nằm rải rác trên toàn bộ gen F8. 

- Đột biến tập trung nhiều ở exon 14. 

- Mỗi bệnh nhân chỉ có một vị trí đột biến gây bệnh. 

3.3.2. Tỷ lệ các dạng đột bi n khác nhau trên bệnh nhân hemophilia A ở 

Việt Nam 

 

Biểu đồ 3.3. Các dạng đột bi n phát hiện đƣợc trên bệnh nhân hemophilia A 

Nhận xét: 

Trong 92 bệnh nhân phát hiện đƣợc đột biến có: đột biến đảo đoạn 

chiếm tỷ lệ cao nhất 38,1% (35/103 bệnh nhân). Tiếp theo là đột biến sai 

nghĩa chiếm tỷ lệ 23,9% (22/103 bệnh nhân). Chiếm tỉ lệ cao thứ ba là các 
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dạng đột biến mất nucleotid, đột biến vô nghĩa, đột biến thêm nucleotid với tỉ 

lệ 9,8% (9/103 bệnh nhân). Tỉ lệ thấp nhất là dạng đột biến ở vị trí nối exon-

intron và đột biến mất đoạn lớn chiếm tỷ lệ 4,4% (4/103 bệnh nhân).  

3.3.3. Tỷ lệ các dạng đột bi n trên các vùng của gen F8 

 

Biểu đồ 3.4. Phân b  tỷ lệ các dạng đột bi n trên các vùng của gen F8 

Nhận xét: 

Trên các vùng gen F8: đột biến đảo đoạn intron 22 chiếm tỷ lệ cao nhất 

(38%); đột biến vùng B chiếm tỷ lệ 19,6%; đột biến vùng A1 và A3 chiếm tỷ 

lệ 10,9%; đột biến vùng C1 chiếm tỷ lệ 9,8%; đột biến vùng A2 chiếm tỷ lệ 

6,5%; đột biến trên vùng C2 chiếm tỷ lệ thấp nhất (4,3%). 

3.3.4. Bản đồ đột bi n gen F8 gâ  bệnh hemophilia A ở Việt Nam 
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Hình 3.21. Bản đồ vị trí đột bi n gen F8 gâ  bệnh hemophilia A ở Việt Nam 
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Chƣơng 4 

BÀN LUẬN 

 

Bệnh hemophilia A là một bệnh di truyền do thiếu hụt hoặc bất thƣờng 

chức năng của yếu tố đông máu huyết tƣơng - yếu tố VIII. Từ năm 1984, nghiên 

cứu của Gitschier đã cho thấy những hiểu biết đầy đủ về cấu trúc phân tử gen F8 

tổng hợp protein yếu tố VIII, mở đƣờng cho các nghiên cứu về cơ chế bệnh học 

phân tử hemophilia A và các dạng đột biến gen F8 gây bệnh [101].  

Xác định vị trí các đột biến gen F8 ở bệnh nhân hemophilia A cung cấp 

nhiều lợi ích cho khoa học cơ bản và ứng dụng lâm sàng. Đối với những bệnh 

nhân bị bệnh hemophilia A, xác định đƣợc vị trí đột biến là một tiêu chuẩn 

vàng để khẳng định chính xác chẩn đoán bệnh [51], ngoài ra nó cũng hỗ trợ 

trong việc tiên lƣợng mức độ nghiêm trọng của bệnh và diễn biến lâm sàng, 

trong dự báo nguy cơ phát triển các kháng thể kháng FVIII để từ đó lựa chọn 

phƣơng pháp điều trị tối ƣu. Hơn nữa, xác định đƣợc vị trí đột biến của bệnh 

nhân là điều kiện tiên quyết cho việc chẩn đoán trƣớc sinh những phụ nữ 

mang gen bệnh. Thiết lập bản đồ đột biến gen F8 còn là tiền đề hết sức quan 

trọng cho việc áp dụng liệu pháp điều trị gen trong tƣơng lai để giải quyết 

triệt để căn bệnh này. 

4.1. ĐẶC ĐIỂM CHUNG VỀ ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU 

- Đặc điểm về giới 

Nghiên cứu tiến hành trên 103 bệnh nhân hemophilia A đã đƣợc chẩn 

đoán trên lâm sàng. Trong đó bệnh nhân chủ yếu là nam (98,1%), chỉ có 2 
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trƣờng hợp bệnh nhân là nữ (chiếm tỷ lệ 1,9%). Kết quả này của chúng tôi 

đƣợc giải thích dựa vào đặc điểm di truyền của bệnh. Hemophilia A là bệnh di 

truyền lặn liên kết với nhiễm sắc thể giới tính X và không có alen tƣơng ứng 

trên nhiễm sắc thể Y. Nam giới có cặp nhiễm sắc thể giới tính XY, vì vậy 

nam giới bị bệnh tức là mang trong mình nhiễm sắc thể X bị thƣơng tổn, có 

thể đó là do hậu quả của một quá trình di truyền phả hệ hoặc do đột biến. 

Ngƣợc lại ở nữ giới, do nhiễm sắc thể X tƣơng đồng (cặp thể nhiễm sắc giới 

tính của nữ là XX) nên phụ nữ mang một thể nhiễm sắc X thƣơng tổn vẫn 

không biểu hiện bệnh vì đã đƣợc bù trừ. Thƣờng là những phụ nữ không thể 

hiện một kiểu hình hemophilia A do có sự hiện diện của nhiễm sắc thể X thứ 

hai bình thƣờng. Tuy nhiên, trong trƣờng hợp rất hiếm, bệnh đƣợc biểu hiện 

lâm sàng ở phụ nữ. Các biểu hiện kiểu hình của bệnh ở phụ nữ có thể là kết 

quả của các cơ chế khác nhau. Sai lệch của nhiễm sắc thể X dẫn đến biểu hiện 

chủ yếu của alen đột biến là kết quả của một bất hoạt gen F8 thể hoang dại 

liên kết với nhiễm sắc thể X [102]. Ở nữ cũng có thể biểu hiện kiểu hình bệnh 

hemophilia A trong trƣờng hợp có một cấu trúc nhiễm sắc thể X bất thƣờng  

trong hội chứng Turner [103] hoặc trong hội chứng Swyer kết hợp với đột 

biến ở gen F8 [98].  

Trƣờng hợp đồng hợp tử đột biến gen F8 (hiếm gặp) hoặc đột biến dị 

hợp tử nhƣng ảnh hƣởng đến cả hai alen gen F8 cũng là các cơ chế di truyền 

của biểu hiện lâm sàng bệnh hemophilia A có thể xảy ra ở nữ.  
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- Về tuổi phát hiện bệnh 

Có 36/103 bệnh nhân hemophilia A đƣợc phát hiện bệnh ở lứa tuổi 1 - 6 

tháng chiếm tỷ lệ cao nhất (34,9%); sau đó là bệnh nhân đƣợc phát hiện bệnh 

ở lứa tuổi 7 - 12 tháng chiếm tỷ lệ 31,1%; 19/103 bệnh nhân đƣợc phát hiện 

bệnh ở lứa tuổi 12 - 24 tháng chiếm tỷ lệ 18,4%. Kết quả nghiên cứu cho thấy 

nhóm tuổi 1- 6 tháng tỷ lệ phát hiện bệnh cao nhất, đặc biệt đối với thể bệnh 

nặng. Điều này cũng là hợp lý bởi đây là lứa tuổi trẻ bắt đầu tập lẫy, tập bò 

tạo nhiều hoạt động gây chấn thƣơng, tụ máu hoặc chảy máu không cầm. Lúc 

đó gia đình mới biết có những bất thƣờng ở trẻ và đƣa đi khám bệnh. Tỷ lệ 

bệnh nhân đƣợc phát hiện dƣới 1 tháng tuổi rất thấp, chỉ có 3 bệnh nhân 

chiếm tỉ lệ 2,9%; các trƣờng hợp này đều là bệnh nhân hemophilia A thể nặng 

khi đƣợc tiêm vắcxin đã xuất hiện triệu chứng bầm tím, lâu cầm máu tại vị trí 

tiêm nên gia đình cho đi khám do đó phát hiện bệnh sớm. Đặc biệt không có 

trƣờng hợp nào đƣợc chẩn đoán trƣớc sinh. Hơn nữa lại có đến 12,6% bệnh 

nhân đƣợc phát hiện bệnh ở lứa tuổi 12-24 tháng, thậm chí còn cao hơn nữa 

nhƣ đối với bệnh nhân hemophilia A thể nhẹ. Kết quả này là do trình độ học 

vấn, kiến thức và hiểu biết của ngƣời dân về các bệnh lý di truyền không có, 

các cơ sở y tế thiếu phƣơng tiện để chẩn đoán phát hiện bệnh.  

Tại Hoa Kỳ bệnh hemophilia đƣợc chẩn đoán ở độ tuổi rất trẻ, có đến 

69,7% trẻ bị hemophilia A đƣợc phát hiện từ lúc dƣới 1 tháng tuổi, 2,8% đƣợc 

phát hiện nhờ chẩn đoán trƣớc sinh trong đó tuổi trung bình lúc chẩn đoán là 36 

tháng đối với những trẻ bị hemophilia A thể nhẹ, 8 tháng cho những trẻ có 

bệnh hemophilia A thể trung bình và 1 tháng cho những ngƣời bị bệnh 
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hemophilia thể nặng. Với một số bệnh bẩm sinh, chẩn đoán sớm để có các biện 

pháp điều trị sớm sẽ giúp trẻ có cuộc sống bình thƣờng [91]. Tuy nhiên không 

phải quốc gia nào cũng có điều kiện để thực hiện đƣợc công việc đó đặc biệt là 

các nƣớc nghèo và đang phát triển trong đó có Việt Nam. 

- Thời gian xuất hiện bệnh 

 Trong một số trƣờng hợp, thời gian xuất hiện bệnh có liên quan đến 

mức độ nặng của bệnh. Đặc biệt với nhiều bệnh nhân có đột biến đảo đoạn 

intron 22, lâm sàng biểu hiện mức độ nặng và thƣờng xuất hiện sớm. Tuy 

nhiên trong nghiên cứu của chúng tôi có những trƣờng hợp bệnh nhân 

hemophilia A thể nặng có đột biến đảo đoạn intron 22 nhƣng vẫn sống 

khỏe mạnh, xây dựng gia đình và sinh hoạt bình thƣờng, ít khi phải vào 

viện. Ngoài ra, mức độ nặng và thời gian xuất hiện bệnh còn phụ thuộc vào 

ý thức phòng bệnh của gia đình và bản thân ngƣời bệnh cũng nhƣ điều kiện 

chăm sóc y tế tại nơi bệnh nhân điều trị. Chính vì vậy, có những trƣờng 

hợp bệnh nhân thể trung bình hoặc thể nhẹ, các vị trí đột biến chỉ là thay 

thế nucleotid tƣơng ứng với thể bệnh nhƣng bệnh nhân không đƣợc chẩn 

đoán sớm và điều trị hợp lý cũng có thể dẫn đến nguy hiểm đến tính mạng. 

 Chẩn đoán, phát hiện sớm bệnh hemophilia A, xác định chính xác 

dạng đột biến gen F8 gây bệnh ở bệnh nhân là những thông tin rất quan 

trọng giúp cho ngƣời thầy thuốc lâm sàng đƣa ra phác đồ điều trị cũng nhƣ 

dự phòng chảy máu thích hợp nhất đối với mỗi bệnh nhân hemophilia A. 

Chẩn đoán sớm, điều trị kịp thời, dự phòng đúng cách là những yếu tố góp 



82 
 

phần cải thiện chất lƣợng cuộc sống, hạn chế đƣợc tối đa các di chứng ở 

cơ, ở khớp có thể do chảy máu ở những bệnh này. 

4.2. PHÁT HIỆN ĐỘT BIẾN GEN F8 Ở BỆNH NHÂN HEMOPHILIA A 

CỦA VIỆT NAM  

4.2.1. Tỷ lệ phát hiện đột bi n gen F8 ở bệnh nhân hemophilia A 

Tỉ lệ không phát hiện đƣợc đột biến ít nhất chiếm 2-7% tổng số bệnh 

nhân hemophilia A [80], mặc dù đã đƣợc phân tích đột biến đảo đoạn intron, 

tất cả các exon và vị trí nối giữa intron/exon, giải trình tự vùng promoter để 

kiểm tra đột biến. Tỷ lệ này có thể thay đổi tùy theo tính chính xác của chẩn 

đoán bệnh hemophilia A và hiệu quả phát hiện đột biến của các phƣơng pháp 

sử dụng. Các đột biến không phát hiện đƣợc có thể nằm trong intron, một 

phƣơng pháp xác định đột biến nằm sâu ở trong vùng intron là phân tích 

mRNA [44]. Tuy nhiên, phân tích mRNA vẫn thất bại trong việc xác định đột 

biến trong một nhóm gồm 11 bệnh nhân không tìm thấy đột biến ở mức độ 

DNA mặc dù bệnh nhân có nồng độ FVIII thấp và có biểu hiện triệu chứng 

chảy máu trên lâm sàng [104]. 

Một trong những bệnh khó chẩn đoán phân biệt là bệnh von Willebrand 

(vWD) type 2N với hemophilia A thể nhẹ. Do đó, một tỉ lệ đột biến không 

phát hiện đƣợc có thể do chẩn đoán nhầm hai bệnh này [105]. Xét nghiệm 

ELISA dựa trên nồng độ vWF-FVIII (vWF: FVIIIB) có thể phân biệt hai 

bệnh này nhƣng xét nghiệm này không phổ biến rộng rãi. Yếu tố vWF liên kết 

với FVIII có tác dụng bảo vệ FVIII khỏi quá trình phân giải protein sớm. Có 

hai vị trí đột biến hay gặp: đột biến thứ nhất có thể do một sự thay thế 
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nucleotid làm mất sự liên kết vWF-FVIII. Hầu hết các đột biến này nằm từ 

exon 17-27 của vWF. Đột biến thứ hai cũng có thể ảnh hƣởng đến sự gắn kết 

của FVIII dẫn đến chỉ có VWF đƣợc sản xuất mà không có khả năng gắn kết 

FVIII, đột biến có thể xuất hiện ở bất cứ vị trí nào trong gen VWF. Có một số 

trƣờng hợp, thiếu cả FV và thiếu FVIII (F5F8D) cũng biểu hiện nhƣ bệnh 

nhân hemophilia A thể nhẹ có nồng độ FVIII: 5-30 IU/dL do đột biến di 

truyền lặn trên nhiễm sắc thể thƣờng các gen LMAN1 hoặc MCFD2. Gen 

LMAN1 và MCFD2 kết hợp với nhau để vận chuyển FV và FVIII. Với những 

trƣờng hợp này cần xác định nồng độ FV có thể loại trừ bệnh lý này [106]. 

Các phƣơng pháp phối hợp với giải trình tự trực tiếp để xác định đột biến 

nhƣ phƣơng pháp phân tích dị sợi kép: Hai kỹ thuật thƣờng đƣợc sử dụng dựa 

trên phân tích dị sợi kép là phƣơng pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao biến tính 

(DHPLC: Denaturing high pressure liquid chromatography) và CSGE 

(Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) làm tăng khả năng phát hiện 

đột biến, hầu hết các phòng thí nghiệm có tỷ lệ thành công từ 80 đến 95%. 

Các kĩ thuật này đƣợc sử dụng để sàng lọc phát hiện những vị trí đột biến, với 

bệnh nhân không phát hiện đƣợc đột biến khi sử dụng phƣơng pháp trên thì sử 

dụng tiếp giải trình tự gen trực tiếp. Tuy nhiên, những phƣơng pháp này rất 

nhạy cảm với điều kiện phòng thí nghiệm. Do đó, tối ƣu hóa các điều kiện là 

một quá trình khó khăn và tốn thời gian, kinh phí nên không phải phòng thí 

nghiệm nào cũng triển khai thực hiện đƣợc. 

Trong nghiên cứu này, xác định đột biến trên gen F8 đƣợc thực hiện trên 

103 bệnh nhân đã đƣợc chẩn đoán hemophilia A không có quan hệ huyết 
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thống cho thấy tỷ lệ phát hiện đột biến là 89,3%, có 11 trƣờng hợp không phát 

hiện đƣợc đột biến chiếm tỉ lệ 10,7%. Tỉ lệ không phát hiện đƣợc đột biến của 

chúng tôi cao hơn các tác giả khác công bố là 2-7%. Nguyên nhân có thể do 

chúng tôi chƣa thực hiện đƣợc phối hợp nhiều phƣơng pháp khác để chẩn 

đoán các vị trí đột biến ở trong vùng intron, chƣa xác định đƣợc các đột biến 

lặp đoạn DNA bằng phƣơng pháp MLPA ... Tuy nhiên, so với các tác giả chỉ 

sử dụng phƣơng pháp giải trình tự để chẩn đoán thì tỉ lệ phát hiện bệnh của 

chúng tôi cũng hoàn toàn phù hợp. Số bệnh nhân phát hiện đƣợc đột biến 

trong nghiên cứu này ở từng thể bệnh tƣơng ứng là: thể nặng 90,1%, thể trung 

bình 86,7% và thể nhẹ là 85,7%. Tỉ lệ xác định đƣợc đột biến ở từng thể bệnh 

đƣợc tác giả Santacroce và cộng sự thực hiện trên 1296 bệnh nhân hemophilia 

A thực hiện ở Italia là 874 (89%), 146 (84%), và 133 (94%) tƣơng ứng với 

bệnh nhân thể nặng, trung bình và thể nhẹ [51]. Theo tác giả Bogdanova cũng 

chỉ sử dụng phƣơng pháp giải trình tự phát hiện đột biến cho kết quả xác định 

đƣợc đột biến ở từng thể là 100% thể nặng, 96% thể trung bình và 88% thể 

nhẹ [35]. Tỉ lệ các dạng đột biến khác nhau trong nghiên cứu của chúng tôi 

cho thấy hay gặp nhất là đảo đoạn intron 22 (38,1%), tiếp đến là dạng đột biến 

sai nghĩa 23,9%, đột biến mất /thêm nucleotid và đột biến vô nghĩa có cùng tỉ 

lệ 9,85%; đột biến vị trí nối và đột biến mất đoạn lớn có tỉ lệ là 4,4%.  

4.2.2. Các dạng đột bi n gâ  bệnh hemophilia A ở Việt Nam 

Để áp dụng các kỹ thuật sinh học phân tử ứng dụng trong chẩn đoán 

các bệnh lý di truyền thì tách chiết DNA là khâu quan trọng nhất. Nếu các 

phân tử DNA đƣợc tách tốt, không đứt gãy, không bị tạp nhiễm thì các phản 
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ứng tiếp theo mới có độ chính xác cao. Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử 

dụng phƣơng pháp tách chiết DNA theo quy trình phenol/chloroform. Theo 

Adelli K, quy trình phenol/chloroform mất nhiều thời gian và công sức, tuy 

nhiên các phân tử DNA thu đƣợc có độ tinh sạch và nồng độ DNA rất cao 

[107]. Để kiểm tra độ tinh sạch của 103 mẫu DNA bệnh nhân, chúng tôi tiến 

hành đo mật độ quang trên máy phổ kế Nano-drop của Nhật Bản. Tỷ lệ mật 

độ quang của các mẫu DNA đo ở bƣớc sóng 260/280 nm luôn nằm trong 

khoảng 1,8-1,95 (Phụ lục 3) chứng tỏ các mẫu DNA tách chiết có độ tinh sạch 

cao đảm bảo chất lƣợng tốt cho các kĩ thuật PCR tiếp theo. Nồng độ DNA thu 

đƣợc từ 480-1300 ng/ml đảm bảo thỏa mãn yêu cầu cần nồng độ DNA cao 

chuẩn bị cho kĩ thuật phát hiện đảo đoạn intron 22. 

Dạng đột biến đảo đoạn intron 22 và intron 1 chỉ gặp ở các trƣờng hợp 

hemophilia A chẩn đoán thể nặng trên lâm sàng: những bệnh nhân này có 

biểu hiện khởi phát quá trình chảy máu tự nhiên, tái phát nhiều lần. Vị trí 

chảy máu thƣờng là ở cơ, khớp. Xét nghiệm thấy hoạt tính FVIII < 1% [7]. 

a/ Xác định đột biến đảo đoạn intron 22 

Gen quy định F8 đƣợc phát hiện và mô tả từ những năm 1982 và 1984. 

Vào thời điểm đó đây là gen lớn nhất đƣợc mô tả. Gen F8 chứa 26 exon, có 

chiều dài thay đổi từ 69 đến 3.106 bp. Trình tự intron có kích thƣớc là 177,9 

kb. Intron đƣợc loại bỏ trong quá trình phiên mã để tạo thành mRNA trƣởng 

thành có chiều dài khoảng 9 kb và tổng hợp protein gồm 2332 acid amin. Có 

nhiều intron kích thƣớc lớn hơn 14kb nhƣ intron 1, 6,13, 14, 22, 25 trong đó 

intron 22 lớn nhất với kích thƣớc là 32,8 kb [101]. 
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Năm 1990, Levinson và cộng sự khi nghiên cứu gen liên quan đến một số 

bệnh rối loạn thần kinh trong khu vực q28 của NST X, các tác giả xác định một 

đảo CpG trong intron lớn nhất của gen F8. Đảo CpG này nằm cách đoạn đầu gen 

F8 khoảng 1.8 kb phân chia gen F8 thành gen A (F8A). Trong đó, gen F8A có 

hƣớng phiên mã ngƣợc chiều của gen F8 [107]. Sau đó, đến năm 1992 tác giả 

Freije đã chứng minh rằng nhiễm sắc thể X có hai bản sao của gen F8A nằm 

ngoài gen F8, cách khoảng 500 kb gần đầu tận telomer [108].  

Năm 1992, Levinson và cộng sự mô tả một đoạn có kích thƣớc 2,5 kb 

gọi tên là F8B, có điểm xuất phát tại vị trí đảo CpG nhƣ F8A. Tuy nhiên có 

hƣớng phiên mã ngƣợc chiều với F8A, cùng một hƣớng nhƣ gen F8. Vị trí bắt 

đầu của gen F8A và gen F8B nằm cách nhau 122 pb. Tại vị trí đầu 5 'exon 

gen F8B của intron 22 có khả năng mã hóa cho tám acid amin và đƣợc nối với 

exon 23 đến exon 26 của gen F8. 

Từ kết quả của các nhà nghiên cứu trƣớc, năm 1993 tác giả Lakich và 

cộng sự chỉ ra rằng intron 22 là intron lớn nhất trong gen F8. Intron 22 cũng 

chứa một đảo CpG, nằm ở khoảng 10 kb phía đoạn dƣới của exon 22. Đảo 

CpG này xuất hiện nhƣ là một promoter hai chiều đối với các gen F8A và F8B, 

cả hai đoạn gen này biểu hiện trong các mô khác nhau [31]. Năm 2001, gen 

F8A đƣợc biểu hiện mã hóa cho protein huntingtin có kích thƣớc 40 kD, gọi là 

HAP40 [109] và đƣợc cho là liên quan đến protein huntingtin trong bệnh 

Huntington. Chức năng của F8B không đƣợc biết. Vì không có F8B tƣơng 

đƣơng trong hệ gen của chuột, những con chuột biến đổi gen biểu hiện gen 

F8B ngƣời bình thƣờng dƣới sự kiểm soát của một promoter cytomegalovirus 
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đã đƣợc sử dụng để hiểu chức năng của nó. Điều đáng ngạc nhiên là những con 

chuột biến đổi gen F8B cho thấy: chậm phát triển, đầu nhỏ và khuyết tật ở mắt 

nghiêm trọng, do đó cần nhiều nghiên cứu sâu hơn về protein này. 

Năm 1993, hai nhóm nghiên cứu trong đó một nhóm đƣợc dẫn đầu bởi 

Jane Gitschier tại Hoa Kỳ và một nhóm khác do Francesco Giannelli thực 

hiện tại Anh thực hiện quan sát một cách độc lập nhận thấy rằng: một nửa số 

bệnh nhân Hemophilia A thể nặng không phát hiện thấy đột biến trong các 

promoter, trình tự gen mã hóa gen F8 hay ở các vị trí nối giữa các intron và 

exon [96], [109]. Tuy nhiên, họ nhận thấy duy nhất một khiếm khuyết trên 

mRNA ngăn cản sự khuếch đại nằm ở vùng ranh giới giữa exon 22 và 23. Sự 

bất thƣờng này nằm trong khu vực nội bộ của intron 22 và một mô hình xác 

định nguyên nhân đã đƣợc đề xuất dựa trên sự tái tổ hợp giữa chuỗi F8A nằm ở 

intron 22 và hai bản sao tƣơng đồng nằm ngoài gen F8. Sự tái tổ hợp giữa các 

bản sao tƣơng đồng đã dẫn đến hiện tƣợng đảo ngƣợc của DNA và tạo ra sự 

gián đoạn của gen F8.  

Năm 1993, Lakich và cộng sự mô tả phƣơng pháp Southern blot dựa vào 

enzym cắt giới hạn BclI và sử dụng đầu dò F8A để phát hiện sự thay đổi kích 

thƣớc của hai trong ba đoạn DNA ở những bệnh nhân bị đột biến đảo đoạn 

intron 22. Tác giả xác định tỉ lệ bệnh nhân đột biến đảo đoạn intron 22 chiếm 

khoảng 45% bệnh nhân HA thể nặng [31]. Cả hai nhóm Hoa Kỳ và Anh phát 

hiện ra rằng đột biến này xảy ra với tỉ lệ khoảng 4 × 10
-6

 trên mỗi gen, mỗi 

giao tử, mỗi thế hệ. 
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Phƣơng pháp Southern Blot đƣợc coi là tiêu chuẩn vàng và là phƣơng 

pháp đầu tiên có thể phát hiện đƣợc đảo đoạn intron 22. Đây là kỹ thuật cho 

kết quả chính xác, ngoài ra còn cho phép phát hiện tình trạng mang gen bệnh 

nhƣ trong trƣờng hợp đƣợc mô tả bởi Oldenburg [109]. Tuy nhiên, kỹ thuật 

này đòi hỏi thực hiện từ 8-10 ngày mới có kết quả. Ngoài ra, phƣơng pháp 

này đòi hỏi sử dụng chất phóng xạ để đánh dấu ảnh hƣởng đến sức khỏe. 

Từ sự bất cập của phƣơng pháp Southern Blot, nhu cầu phát triển 

phƣơng pháp khác đơn giản, nhanh chóng và ít tốn kém hơn để phát hiện 

đảo đoạn intron 22 là điều cần thiết. Liu và cộng sự đã thiết kế một xét 

nghiệm PCR đơn ống với các đoạn DNA có kích thƣớc lớn (Long distance 

- PCR) để xác định đột biến đảo đoạn intron 22 ở bệnh nhân hemophilia A 

thể nặng. Phƣơng pháp mới đơn giản, nhanh chóng và tƣơng đối rẻ tiền và 

do đó trở thành phƣơng pháp đƣợc lựa chọn trong nhiều phòng thí nghiệm 

trên toàn thế giới [77]. 

Tuy nhiên phƣơng pháp LD-PCR thực hiện khó khăn do khuếch đại các 

đoạn DNA có kích thƣớc > 10 kb trong đó bao gồm một đoạn 3,3 kb với 79% 

là nucleotid C và G. Do đó phƣơng pháp này phụ thuộc rất nhiều vào chất 

lƣợng DNA tách chiết, nhiệt độ gắn mồi và điều kiện thuốc thử . Với mục tiêu 

nâng cao hiệu quả xác định đột biến đảo đoạn intron 22, Bowen và cộng sự sử 

dụng phƣơng pháp LD-PCR cải tiến gồm bốn phản ứng LD-PCR riêng biệt 

cho từng cặp mồi [110]. Sự tách biệt này cho phép khuếch đại dễ dàng hơn 

cho mỗi cặp mồi. 
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Để khắc phục những vấn đề liên quan đến khuếch đại trực tiếp của các 

đoạn DNA có kích thƣớc rất dài, Rossetti đã thiết kế một phƣơng pháp tiếp 

cận thay thế để xác định đảo đoạn intron 22 dựa trên một biến thể xác định 

đột biến đảo đoạn cổ điển đƣợc thiết kế bởi Ochman công bố năm 1988. 

Phƣơng pháp này có ƣu điểm tiến hành nhanh chóng, kết quả thu đƣợc có độ 

tin cậy cao, dễ thực hiện do sản phẩm PCR đƣợc khuếch đại các đoạn DNA 

có kích thƣớc ngắn (487 và 559 bp) [78].   

Trong nghiên cứu này, chúng tôi thực hiện xác định đảo đoạn intron 22 

bằng phƣơng pháp Inversion - PCR. Có 35 bệnh nhân hemophilia A thể nặng 

đƣợc chẩn đoán đột biến đảo đoạn intron 22 trong tổng số 81 bệnh nhân 

Hemophilia A thể nặng đƣợc sàng lọc chiếm tỉ lệ 43,7%. Tỉ lệ này tƣơng tự 

với tỉ lệ đột biến đảo đoạn intron 22 đƣợc các tác giả công bố là 42-50% ở 

nhóm bệnh nhân hemophilia A thể nặng [31], ở Đài Loan tỉ lệ này là 45,1% 

[111], 42,5 - 44,25% dân số ở Ấn Độ [112] và 40-50% ở châu Âu [110] 

Đột biến đảo đoạn intron 22 vẫn là đột biến phổ biến trong bệnh 

hemophilia A thể nặng. Do đó, đây vẫn là đột biến quan trọng cần kiểm tra 

đầu tiên trong phân tích xác định đột biến ở bệnh nhân hemophilia A. 

b/ Xác định đột biến đảo đoạn intron 1 

Các nghiên cứu trên thế giới chứng minh tỉ lệ đột biến đảo đoạn intron 1 

là1-5% [99], [113], [114]. Theo tác giả Naylor, tỉ lệ đột biến đảo đoạn intron 

1 thấp hơn một phần mƣời đột biến đảo đoạn intron 22 phần lớn là do kích 

thƣớc của bản sao int1h1 nhỏ hơn gần 10 lần so với int22h1 (1041 bp so với 
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9503 bp). Ngoài ra int1h1 chỉ có một bản sao tái tổ hợp, trong khi int22h1 có 

hai bản sao tái tổ hợp làm cho khả năng đột biến của int22h1 cao hơn int1h1. 

Sự giống nhau giữa các bản sao của int1h1 là rất cao (99,9%) cũng là một lý 

do làm cho khả năng đột biến đảo đoạn ít gặp hơn so với đột biến đảo đoạn 

int22h1 [115]. Trong nghiên cứu này, 46 bệnh nhân hemophilia A không bị 

đột biến đảo đoạn intron 22 trong tổng số 81 bệnh nhân hemophilia A thể 

nặng đƣợc kiểm tra xác định đột biến đảo đoạn intron 1 bằng phƣơng pháp 

multiplex PCR của tác giả Bagnal theo mô tả ở mục 2.3.3.2 cho thấy không 

có trƣờng hợp nào bị đột biến đảo đoạn intron 1. Chúng tôi cho rằng kết quả 

âm tính này rất có thể do mẫu nghiên cứu của chúng tôi chƣa đủ lớn để phát 

hiện dạng đột biến này. Trong nghiên cứu của Andrikovics cũng cho thấy sự 

vắng mặt của đảo đoạn intron 1 khi nghiên cứu 104 trƣờng hợp hemophilia A 

ở Hungary [116]. Ngoài ra, một nghiên cứu gần đây cho thấy tỷ lệ tổng thể 

của đảo đoạn intron 1 là thấp hơn 1% [28]. Đặc biệt, tỉ lệ này là khác nhau 

giữa các chủng tộc. Nghiên cứu trên bệnh nhân hemophilia A của Ấn Độ thấy 

tỉ lệ đột biến intron 1 là 2,7% [117], tƣơng tự nhƣ của nghiên cứu ở Nam Phi 

[117]. Các đột biến này chỉ xác định đƣợc ở những bệnh nhân da đen mà 

không tìm thấy đột biến đảo đoạn intron 1 trong số bệnh nhân da trắng. Tuy 

nhiên, đảo đoạn intron 1 là một đột biến quan trọng cần sàng lọc, mặc dù tỉ lệ 

xác định trong quần thể ngƣời da trắng thấp.  

c/ Đột biến mất đoạn lớn 

Sau khi thu đƣợc DNA có chất lƣợng tốt, nghiên cứu đã sử dụng kỹ thuật 

PCR với 38 cặp mồi đặc hiệu cho 26 exon của gen F8. Với kích thƣớc lớn của 
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exon 14 cần 9 cặp mồi và exon 26 cần 5 cặp mồi để giải trình tự toàn bộ những 

exon này. Trong nghiên cứu này, có 4 bệnh nhân đột biến mất exon đã đƣợc 

phát hiện bằng phƣơng pháp khuếch đại PCR đơn thuần: HA38, HA51, HA55, 

HA64; trong đó bệnh nhân HA64 đột biến mất 2 exon liên tiếp (Hình 3.4).   

d/ Đột biến thêm/ mất / thay thế nucleotid, vị trí nối exon-intron 

 Giải trình tự trực tiếp DNA từ các sản phẩm PCR sau khi tinh sạch đƣợc 

áp dụng cho những bệnh nhân không có đột biến đề cập ở trên. Dạng đột biến 

này gặp nhiều trong các bệnh nhân hemophilia A thể trung bình và thể nhẹ. 

Bệnh nhân đƣợc chẩn đoán thể bệnh trung bình khi hoạt tính FVIII từ 1-5%, 

chảy máu đôi khi xuất hiện tự nhiên nhƣng thƣờng xuất hiện sau chấn thƣơng 

hoặc phẫu thuật. Với bệnh nhân chẩn đoán thể bệnh nhẹ khi hoạt tính FVIII từ 

5-30%, bệnh nhân thƣờng không có triệu chứng lâm sàng trừ khi bị chấn 

thƣơng nặng hoặc phẫu thuật [7]. Trong nhiều nghiên cứu đã báo cáo, không 

có điểm nóng (hotspot) về sự phân bố của các đột biến trong gen F8 [35], 

[36]. Do đó, tất cả 26 exon và các vị trí nối giữa exon- intron đƣợc phân tích 

bao phủ bởi phƣơng pháp giải trình tự. Một trong những trình tự mồi hữu ích 

đã đƣợc David và cộng sự thiết kế năm 1994 [100]. Những mồi này chứa 

khoảng 10-15 nucleotide của intron phía đầu và cuối các exon. Để phát hiện 

các đột biến tại các điểm nối giữa exon và intron cần phân tích trình tự 

mRNA của F8 vì đột biến này không phát hiện đƣợc nếu chỉ sử dụng vật liệu 

DNA [115], [44]. Chúng tôi chỉ áp dụng phân tích giải trình tự trực tiếp DNA 

cho từng sản phẩm PCR sử dụng tham chiếu trình tự gen F8 ở Genebank 



92 
 

(NG_011403), trình tự mRNA (NM_000132.3). Kết quả giải trình tự đƣợc 

phân tích với các chƣơng trình đa dạng nhƣ DNASTAR, phần mềm CLC, 

phân tích trên NCBI và kiểm tra đột biến trên trên cơ sở dữ liệu HAMSTeRS 

(Hemophilia A Mutation, Search, Test and Resource Site) là trang quản lý 

thông tin về bệnh hemophilia A của nƣớc Anh và cơ sở dữ liệu của CDC (The 

Centers for Disease Control and Prevention) là trang quản lý thông tin của 

Hoa Kỳ về bệnh hemophilia A.  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi phát hiện đƣợc các đột biến mất từ 1 

nucleotid nhƣ bệnh nhân HA01, HA39 đến mất 15 nucleotid HA46, đột biến 

thêm nucleotid A, nucleotid C gặp ở các bệnh nhân HA11, HA24... Đột biến sai 

nghĩa là đa dạng và hay gặp nhất ở bệnh nhân hemophilia A thể nhẹ và trung 

bình: HA76, HA90, HA29...  

Để xác định đột biến ở vị trí nối giữa intron và exon đòi hỏi phải có trình tự 

nucleotid tại đầu 3'- 5' vùng exon-intron cũng nhƣ trình tự các điểm dễ bị đột 

biến nằm cách 18-40 bp đầu 3' [44]. Hầu hết các đột biến vị trí nối đều gây bệnh, 

trong đó 10% đến 15% đột biến gây bệnh là các đột biến điểm ở vị trí nối [116]. 

Để khẳng định chắc chắn các đột biến ở vị trí ranh giới giữa intron và exon là đột 

biến vị trí nối cần sử dụng phƣơng pháp RT-PCR giải trình tự trên mRNA. Tuy 

nhiên trong nghiên cứu này của chúng tôi, 4 đột biến ở vị trí nối trên các bệnh 

nhân mã số HA45, HA49, HA68, HA102 đều đã đƣợc công bố nên có thể hoàn 

toàn khẳng định chắc chắn mà không cần kiểm tra lại trên mRNA. 
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e/ Đa hình nucleotid đơn 

Single nucleotide polymorphism (SNP) chỉ sai khác một nucleotid của 

trình tự DNA, xuất hiện với tần suất cao khi sàng lọc SNP của đa số các hệ 

gen. Nghiên cứu của Liu và cộng sự năm 2007 cho thấy cứ khoảng 225 bp là 

tìm thấy 1 SNP trên bộ gen gà và khoảng 1.250 bp là sàng lọc đƣợc 1 SNP 

cho bộ gen ngƣời [117]. Trong nghiên cứu này, một SNP đƣợc xác định trong 

vùng B tại vị trí c.3780 trên exon 14, đột biến làm thay đổi acid amin Aspartic 

thành Glutamic (p.Asp1241Glu). Trong nghiên cứu của Casana và cộng sự ở 

chủng tộc ngƣời da trắng đƣa ra giả thuyết rằng có khoảng 5% bệnh nhân đột 

biến Asp1241Glu có nguy cơ chảy máu do giảm nồng độ FVIII [118]. 

Scanavini cũng đã tiến hành một nghiên cứu bệnh chứng và chứng minh rằng 

đa hình nucleotid đơn Asp1241Glu có liên quan với giảm hoạt động FVIII 

[119]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, hai bệnh nhân HA26 và HA53 đều có 

đột biến ở vị trí này, tuy nhiên đều phát hiện vị trí đột biến gây bệnh đã đƣợc 

công bố. 

f/ Đột biến chưa được công bố 

Gen F8 là một trong những gen có kích thƣớc lớn nhất với đặc thù các 

đột biến nằm rải rác trên toàn bộ chiều dài của gen. Hiện nay, hàng năm có 

rất nhiều đột biến mới đƣợc công bố trên cơ sở dữ liệu HAMSTeRS hay trên 

cơ sở dữ liệu của CDC [42], [91]. Theo nghiên cứu của tác giả Hua Baolai 

năm 2010, khi nghiên cứu trên 18 bệnh nhân hemophilia A thể nặng ở Trung 

Quốc đã công bố 7 vị trí đột biến mới [120]. Hay theo tác giả Elmahmoudi 
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công bố năm 2012, khi nghiên cứu ở Tunisian phát hiện 8 đột biến mới trên 

gen F8 [121].  

Ở Việt Nam, chƣa có công bố nào về các vị trí đột biến trên gen F8 gây 

bệnh hemophilia A. Trong nghiên cứu này, bệnh nhân HA96 khi xác định 

đƣợc vị trí nghi ngờ đột biến ở vị trí c.1268 làm thay đổi acid amin 

Aspartic thành acid amin Glycin (Hình 3.19), khi kiểm tra các đột biến đã 

đƣợc công bố trên thế giới chƣa thấy công bố vị trí đột biến này. Sử dụng 

phần mềm DNASTAR (http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-

structural-biology.aspx) để kiểm tra sự thay đổi cấu trúc protein FVIII cho thấy: 

bình thƣờng FVIII sẽ liên kết với yếu tố vWF, khi hoạt động nó sẽ tách ra 

khỏi yếu tố vWF và sẽ nhanh chóng bị phân giải trong máu. So với cấu trúc 

đầy đủ của FVIII thì protein đột biến này chỉ còn vùng A1. Trong khi đó yếu 

tố VIII cấu trúc đầy đủ gồm 3 vùng A, 1 vùng B và 2 vùng C. Do stop codon  

xuất hiện rất sớm ngay ở exon 8 nên không tạo đƣợc 3 vùng A2, C1, C2 để 

liên kết với yếu tố vWF. Do đó, FVIII của bệnh nhân này sẽ không bền vững 

và nhanh chóng bị phân hủy cho dù protein này có đƣợc tổng hợp. Kết hợp 

với nồng độ FVIII của bệnh nhân <1% với các biểu hiện lâm sàng của 

hemophilia A thể nặng thì kết quả dạng đột biến này rất phù hợp.  

4.2.3. Đánh giá ngu  cơ hình thành chất ức ch   

Có 18/103 bệnh nhân có chất ức chế yếu tố VIII chiếm tỷ lệ 17,5%. Tỉ lệ 

này thấp hơn so với số liệu của Liên đoàn hemophilia Thế giới là 20-30% có 

thể do bệnh nhân của chúng tôi do chƣa đƣợc tiếp cận nhiều với điều trị so 

với các nƣớc khác trên thế giới [73]. 

http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
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Trong đó các bệnh nhân đột biến đảo đoạn intron 22 có 12 bệnh nhân 

xuất hiện chất ức chế yếu tố VIII chiếm tỷ lệ cao nhất 28,6%, sau đó là bệnh 

nhân đột biến xóa đoạn lớn (25%) và đột biến vô nghĩa (22%).  

Nghiên cứu của Keuz W và Scharrer I từ thập kỷ 90 đã nhận thấy ở 

khoảng 30% bệnh nhân hemophilia A xuất hiện chất ức chế yếu tố VIII trong 

quá trình điều trị [122], [123].   

Trong khi nhiều yếu tố nguy cơ tạo kháng thể kháng FVIII chƣa đƣợc 

xác định rõ, vai trò quan trọng của các dạng đột biến F8 làm tăng tỉ lệ nguy cơ 

đã đƣợc nhiều tác giả công bố. Cần nghi ngờ có chất ức chế trong máu khi 

lâm sàng không đáp ứng với điều trị thông thƣờng. Xét nghiệm xác định sự có 

mặt của chất ức chế là mixtest. Đo nồng độ chất ức chế bằng thử nghiệm 

Bethesda. Nguyên lý của kĩ thuật này: cho FVIII vào huyết tƣơng bệnh nhân, 

nếu có kháng thể thì FVIII sẽ bị trung hoà và có phản ứng ngƣng kết.  

Cơ chế hoạt động của những kháng thể này là gắn với các nhánh của yếu 

tố đông máu làm ảnh hƣởng tới sự gắn kết của các yếu tố này với các thành 

phần đông máu khác. Trong khi nhiều yếu tố nguy cơ tạo kháng thể kháng 

FVIII chƣa đƣợc xác định rõ, vai trò quan trọng của các dạng đột biến F8 làm 

tăng tỉ lệ nguy cơ đã đƣợc công bố [81].  

Tại sao chỉ có 1/3 số bệnh nhân có tổn thƣơng nặng gen F8 xuất hiện 

chất ức chế yếu tố VIII trong huyết thanh, trong khi có đến 2/3 bệnh nhân 

không phát hiện đƣợc? Điều gì giúp cho nhóm này có thể chống lại sự hình 

thành của chất ức chế? Cơ chế hoạt động của vị trí gắn kháng nguyên trên bề 
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mặt protein yếu tố VIII và cái gì làm cho chất ức chế xuất hiện với nồng độ 

cao thấp khác nhau hoặc đôi khi chỉ là thoáng qua? Nghiên cứu của 

J.Oldenburg và cộng sự (2002) đã lý giải những câu hỏi này bằng kết quả 

nghiên cứu trên cơ sở phân tích vai trò của các dạng đột biến gen F8, vai trò 

của các gen tổng hợp protein tham gia vào quá trình đáp ứng miễn dịch và vai 

trò của các vị trí gắn kháng thể protein yếu tố VIII [67]. 

Khi nghiên cứu về mối liên quan giữa kiểu gen và nguy cơ xuất hiện 

chất ức chế yếu tố VIII, Schwaab R (1995) chia bệnh nhân thành 2 nhóm: một 

nhóm có tổn thƣơng gen F8 nặng dẫn đến không tổng hợp đƣợc yếu tố VIII 

gọi là đột biến “rỗng” (null-mutation), đó là những trƣờng hợp đột biến mất  

đoạn lớn, đột biến vô nghĩa và đột biến đảo đoạn intron 22 và ở bệnh nhân có 

những dạng đột biến này tỷ lệ xuất hiện chất ức chế trên 30%; nhóm thứ hai là 

nhóm bệnh nhân có đột biến mất đoạn nhỏ, đột biến thay thế nucleotid hoặc 

đột biến ở vị trí nối...những dạng đột biến mà chỉ làm giảm chức năng yếu tố 

VIII huyết thanh thì tỷ lệ xuất hiện chất ức chế dƣới 10% [124]. Nghiên cứu 

của chúng tôi gặp 1/4 bệnh nhân thể nặng có đột biến mất đoạn lớn, chiếm tỷ lệ 

25%. Đây là nhóm nguy cơ cao phát triển chất ức chế trong quá trình điều trị. 

Đặc biệt với trƣờng hợp bệnh nhân HA64, đột biến mất hai exon 8 và 9 nằm trên 

hai vùng A1, A2 khác nhau do đó nguy cơ rất cao sẽ phát triển chất ức chế. Do 

đó, bệnh nhân này cần kiểm tra định kỳ yếu tố đông máu khoảng 6-12 tháng 

một lần hoặc trƣớc phẫu thuật. 

Đột biến gây bệnh xảy ra trên chuỗi nhẹ của gen F8 (40%) làm tăng 

nguy cơ xuất hiện chất ức chế yếu tố VIII hơn so với đột biến xảy ra trên chuỗi 
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nặng (17%) mặc dù protein yếu tố VIII sẽ bị cắt ngắn đi nhiều hơn khi đột biến 

xảy ra trên chuỗi nặng mà cho đến nay ngƣời ta vẫn chƣa lý giải đƣợc hiện 

tƣợng này [94]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tƣơng tự nhƣ vậy, xác 

định đƣợc 12/42 bệnh nhân đột biến trên chuỗi nhẹ gen F8 có chất ức chế yếu 

tố VIII (chiếm tỷ lệ 28,6%) cao hơn tỷ lệ bệnh nhân đột biến trên chuỗi nặng 

gen F8 (5/50 bệnh nhân, chiếm tỷ lệ 10%). 

Đảo đoạn intron 22 là dạng đột biến có nguy cơ làm xuất hiện chất ức chế 

yếu tố VIII với tỷ lệ cao (21%) so với các dạng đột biến khác. Đây là dạng đột 

biến hay gặp nhất ở các bệnh nhân hemophilia A thể nặng, gen F8 bị cắt thành 

2 đoạn gây bất hoạt hoàn toàn gen F8, do vậy gây thiếu trầm trọng yếu tố VIII 

lƣu thông trong vòng tuần hoàn [67]. Do vậy tất cả những yếu tố VIII đƣa vào 

trong quá trình điều trị đều là mới đối với cơ thể và do đó nguy cơ kích thích hệ 

miễn dịch sinh ra kháng thể kháng yếu tố VIII cao hơn so với các đột biến 

khác. Với 35 bệnh nhân phát hiện đột biến đảo đoạn intron 22 trong nghiên cứu 

này cũng là những bệnh nhân có cần đƣợc theo dõi trong quá trình điều trị để 

phát hiện sớm tình trạng xuất hiện chất ức chế để có chế độ điều trị phù hợp. 

Trong khi đó, nghiên cứu của Schwaab R cho thấy dạng đột biến đáng 

chú ý của nhóm có nguy cơ thấp xuất hiện chất ức chế là dạng đột biến thêm 

hoặc mất đoạn nhỏ với tỷ lệ 7,4% [124]. Bản chất của dạng đột biến này là 

việc thêm hoặc mất một hay vài nucleotid làm lệch khung dịch mã hoặc tạo 

stop codon trên protein yếu tố VIII, do vậy dự kiến sẽ có nguy cơ xuất hiện 

chất ức chế tƣơng tự nhƣ với dạng đột biến vô nghĩa. Điều này đƣợc giải thích 

bởi nghiên cứu của Young M năm 2013, do có một loại enzym có thể sửa lỗi 
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trong quá trình phiên mã hoặc dịch mã ở bệnh nhân bị mất hoặc thêm 

nucleotid ở những vị trí có các nucleotid Adenin liên tiếp trên các exon gen 

F8. Kết quả là đã giúp cho nhiều bệnh nhân có dạng đột biến này không xuất 

hiện chất ức chế yếu tố VIII trong huyết thanh [125]. Với dạng đột biến sai 

nghĩa tỷ lệ xuất hiện chất ức chế ở nhóm bệnh nhân này là 4,3%. Điều này 

đƣợc giải thích là do đột biến sai nghĩa chủ yếu gây thể bệnh nhẹ trên lâm 

sàng (chiếm 80-90%), còn những trƣờng hợp gây bệnh thể nặng thì với những 

phân tử protein yếu tố VIII đã mất chức năng không còn đủ để gây ra đáp ứng 

miễn dịch làm xuất hiện chất ức chế yếu tố VIII. Đột biến vị trí nối là dạng 

đột biến ít nguy cơ làm xuất hiện chất ức chế (tỷ lệ 3%). Điều này có thể đƣợc 

giải thích là do có một số lƣợng rất nhỏ các phân tử protein yếu tố VIII đủ để 

gây ra đáp ứng miễn dịch [69]. Trong nghiên cứu này, những bệnh nhân đột 

biến sai nghĩa chủ yếu ở thể nhẹ và trung bình, có 4 trƣờng hợp đột biến ở vị 

trí nối đƣợc phát hiện, những bệnh nhân này có nguy cơ xuất hiện chất ức chế 

yếu tố VIII thấp. 

4.3. XÂY DỰNG BẢN ĐỒ ĐỘT BIẾN GEN F8 ĐỐI VỚI BỆNH NHÂN 

HEMOPHILIA A TẠI VIỆT NAM 

4.3.1. Vị trí đột bi n gâ  bệnh hemophilia A 

Trình tự acid amin của protein FVIII con ngƣời đã đƣợc phân tích từ 

chuỗi cDNA [101]. Những vùng chính của protein trƣởng thành gồm 3 loại: 

vùng A, vùng B và vùng C. Trong đó 3 vùng A (A1, A2, A3) có cấu trúc 

tƣơng đồng với những yếu tố đông máu khác nhƣ yếu tố V và ceruloplasmin, 

vùng B không tƣơng đồng đáng kể với các chuỗi khác, 20% amino acid ở 



99 
 

vùng C tƣơng đồng với các lectin discoidin. Ba vùng nhỏ hơn (a1, a2 và a3) 

nằm giữa các vùng chính tƣơng ứng với A1-A2, A2-B và B-A3. Ngoài ra, còn 

có các ion ràng buộc nhƣ: Cu
2+

, Ca
2+

, Mn
2+

 và các vị trí của glycosyl hóa 

đƣợc quan sát thấy trong cấu trúc protein FVIII (Hình 4.1). Ion Cu
2+

 đóng vai 

trò quan trọng trong quá trình liên kết, ràng buộc giữa vùng A1 và vùng A3, 

ion này có chức năng quan trọng trong nhận dạng và xác định đúng vị trí sắp 

xếp của các vùng sau khi vùng B bị loại bỏ trong quá trình hoàn thiện protein 

FVIII. Các ion Ca
2+

, Mn
2+

 đƣợc biết đến nhƣ yếu tố chuyển tiếp giữa các 

vùng có chức năng gắn kết với các đồng yếu tố khác trong quá trình đông 

máu, tăng khả năng linh động của phân tử protein [126]. 

 SP: peptide tín hiệu tại vị trí N tận             1,  2, B,  3, C1,C2: các v ng chính 

PL phospholipid                                          VWF: von Willebrand factor  

F9a: kích hoạt yếu tố đông máu IX            F10a: kích hoạt yếu tố đông máu X 

S-S cầu disulfua                                         C: Cys tự do 

Hình 4.1. Cấu trúc và các vị trí tƣơng tác của protein FVIII đông máu [19] 

 

 

 



100 
 

a/ Đột biến ở vị trí vùng A (A1, A2, A3) 

Theo các đột biến đƣợc công bố trên HAMSTeR, trong tổng số các đột 

biến nằm ở vùng A thì một nửa số các đột biến điểm ở gen F8 nằm chủ yếu ở 

vùng A1và A2, điều đó chứng tỏ tầm quan trọng của các vùng này trong hoạt 

động của protein FVIII và các khu vực này rất dễ bị đột biến. Hơn nữa, các 

đột biến ở khu vực này một phần nào đó mất đi sự năng động của quá trình 

FVIII tƣơng tác với các yếu tố khác, do đó dẫn đến sự mất ổn định của các 

yếu tố kích hoạt FVIII [126]. Một số đột biến ảnh hƣởng đến vị trí liên kết 

giữa các giao diện trong vùng A: Arg336Cys giao diện giữa vùng A1-A2 

(HA61), Ser729del tại giao diện vùng A2-B (HA39). Những đột biến này tạo 

thuận lợi cho phân ly của tiểu đơn vị A2, xảy ra một cách tự nhiên gây bất 

hoạt các protein F8 [127]. Ở giữa vùng A1 và A2, tại vị trí acid amin 351-365 

đƣợc chứng minh là vị trí nối của F8 với yếu tố đông máu FX [128]. Do đó, 

đột biến Arg336Cys làm mất khả năng kết nối FVIII với FIX gây biểu hiện 

bệnh hemophilia A. Nghiên cứu này cũng xác nhận rằng đột biến ở vùng này 

gặp nhiều là thể nhẹ và thể trung bình. Vị trí đột biến p.Asp75Tyr (HA67) hay 

gặp ở những bệnh nhân Hemophilia A thể trung bình. Asp75 nằm ở vị trí S5 

có chức năng gắn Cu
2+

 ở cầu nối giữa vùng A1 và A3[129], [130]. Đột biến 

thay thế Asp75 bằng Tyr có thể làm thay đổi cấu trúc bình thƣờng của vùng 

A. Việc thay thế Glu1848 bởi Val1848 (HA19) dẫn đến dẫn đến mở một 

khoang bên trong lõi kỵ nƣớc làm giảm sự tƣơng tác với các đồng yếu tố khác 

nhƣ FIXa. Điều này có thể giải thích sự giảm nồng độ của đồng yếu tố chức 

năng [131]. Đột biến p.Asn601His ở bệnh nhân mã số HA47 gây ra một dƣ 
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lƣợng cysteine có thể tạo ra một cầu nối disulfua mới làm sửa đổi lại cấu trúc 

vùng A2, gây bất thƣờng trong quá trình biểu hiện protein FVIII. Đây là vị trí 

acid amin tham gia mạnh mẽ vào sự ổn định của protein hình cầu. Việc thay 

thế các axit amin của các bệnh nhân khác nhau về đặc tính hóa học có thể làm 

thay đổi cấu tạo protein FVIII [132]. Đột biến thay thế p.Arg48Lys (HA18) 

thƣờng đƣợc gặp ở bệnh nhân hemophilia A thể nặng. Acid amin này nằm ở 

vị trí tiếp xúc với bề mặt S2 của vùng A3. Do đó, đột biến thay thế này làm 

thay đổi điện tích bề mặt của vùng A3. Acid amin Glutamat ở vị trí protein 

129 nằm trong khu vực gắn với các ion (Ca
2+

, Mn
2+

) cần thiết cho hoạt động 

đồng yếu tố FVIII. Vì vậy, đột biến p.Glu129Val (HA10) có thể làm giảm các 

ion Ca
2+

 / Mn
2+

 do các ion này bị mất vị trí gắn [130]. 

Trong nghiên cứu này, các đột biến của vùng A3 hay gặp dạng đột biến 

tạo stop codon (p.Trp1726Stop, p.Gln1889Stop, p. Arg1985stop) dẫn đến 

biểu hiện kiểu hình của hemophilia A thể nặng. 

b/ Đột biến ở vị trí vùng B 

Vùng B đƣợc mã hóa chủ yếu bởi một exon 14 có kích thƣớc lớn từ axit 

amin 741 đến 1648 và không có sự tƣơng đồng với bất kỳ gen nào đã biết [19]. 

Vùng B không cần cho chức năng của FVIII và sau quá trình dịch mã, vùng B 

bị cắt khỏi chuỗi nặng của FVIII. Trong nghiên cứu của Tạ Thành Văn và cộng 

sự trong quá trình thiết kế vector FVIII, toàn bộ vùng B bị cắt và chỉ có các 

vùng A1A2A3C1C2 nối với nhau. Một số nghiên cứu cho thấy rằng, sự mất bỏ 

vùng B sẽ tạo thành phân tử yếu tố VIII có chức năng, mà không ảnh hƣởng 
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đến hoạt tính hay tính kháng nguyên của protein yếu tố VIII và yếu tố VIII 

cũng đƣợc biểu hiện hiệu quả hơn so với yếu tố VIII thể hoang dại [133]. 

Mặc dù vùng B chỉ là vùng kết nối, không trực tiếp cần thiết cho hoạt 

động đông máu của FVIII, các nghiên cứu mới cho thấy vùng B rất quan 

trọng cho sự kết nối vùng A2 và vùng A3, ngoài ra vùng B tham gia vào 

tƣơng tác trong tế bào. Vùng B có chức năng điều tiết, kiểm soát chất lƣợng, 

có khả năng kích hoạt và liên kết với tiểu cầu. Các đột biến sai nghĩa trong 

vùng B gây bệnh hemophilia A chỉ khi chúng ảnh hƣởng đến các vị trí nối 

hoặc các vị trí chia tách thrombin ràng buộc với các vùng gần đó. Đột biến tạo 

stop codon trong domain B, dẫn đến việc chấm dứt sớm quá trình dịch mã 

protein, luôn luôn ảnh hƣởng đến toàn bộ protein F8 và gây bệnh hemophilia A 

[134]. Các Arg ở vị trí 372 thƣờng hay bị đột biến điểm từ đó dẫn đến thay thế 

bằng acid amin hoặc là Pro, His hay Cys; Vị trí acid amin 1689 có chức năng 

rất quan trọng nhƣ là một vị trí phân cắt thrombin có tỉ lệ đột biến rất cao. Đột 

biến thay thế các acid amin này gặp chủ yếu ở bệnh nhân hemophilia A thể 

nhẹ, trong khi thay thế Arg bằng Cys dẫn đến các thể bệnh trung bình và đôi 

khi gặp thể nặng, có thể là do sự hình thành không chính xác của các cầu nối 

disulfua. Trong nghiên cứu này, một đột biến ở bệnh nhân HA76 với thể bệnh 

nhẹ đƣợc xác định dạng đột biến p.Ile1689Thr hoàn toàn tƣơng tự về cả kiểu 

gen và kiểu hình nhƣ của tác giả Youssoufian công bố [135].  

c/ Đột biến ở vùng C(C1, C2) 

Vùng C1, C2 nằm trong chuỗi nhẹ của phân tử protein FVIII, trong đó 

vùng C2 có cấu trúc lỏng lẻo, có khả năng chuyển động linh hoạt đáng kể, còn 
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vùng C1 gắn kết với vùng A3 bằng một giao diện các liên kết ƣa nƣớc và kị 

nƣớc rộng lớn và hai vùng này gần nhƣ cố định với nhau bởi các liên kết này. 

Vùng giao diện A3-C1 đóng vai trò quan trọng, do đó có nhiều đột biến sai 

nghĩa ở vùng này gây bệnh hemophilia A thể trung bình và thể nhẹ nhƣ: đột 

biến thay thế acid amin Leucin ở vị trí protein 1752; thay thế acid amin 

Asparagin ở vị trí protein 2015; thay thế Tyroxin ở vị trí protein 2017 hay 

2105; thay thế Arginin ở vị trí 2116, thay thế Threonin ở vị trí 2122. Các đột 

biến này đƣợc công bố trong nhiều nghiên cứu của Nair, Reiter, Schwaab 

[92], [93], [95]. Tuy nhiên trong nghiên cứu này, không phát hiện đƣợc 

trƣờng hợp nào có đột biến ở các vị trí này, có thể sự khác biệt này do yếu tố 

chủng tộc. 

Với các đột biến p.Ser2179Arg (HA94), p.Arg2182His (HA90), 

p.Arg2182Cys (HA63) đã đƣợc tìm thấy ở bệnh nhân hemophilia A thể trung 

bình [136]. Cơ chế của đột biến này làm giảm lƣu thông FVIII trong huyết 

tƣơng do mất sự tƣơng tác của FVIII với yếu tố vWF hoặc phospholipid. Đột 

biến ở vị trí p.2339 là acid amin nằm ở vị trí S18 tƣơng ứng với miền C1 và 

C2. Các khu vực này đƣợc biết đến là nơi tham gia vào gắn kết với yếu tố 

vWF (yếu tố làm tăng tính bền vững của protein FVIII) và tƣơng tác với các 

phospholipid [137]. Đột biến thay thế acid amin p.Arg2166Leu (HA26) làm 

thay đổi mạnh mẽ tính kị nƣớc do Arg2166 nằm trong vùng trung tâm của 

miền C1 [126]. Với các đột biến thay thế nucleotid dẫn đến thay đổi acid amin 

tạo stop codon: p.Arg2222Stop (HA30), p.Gln2232stop (HA99) ở miền C2 dẫn 

đến thay đổi cấu trúc của protein F8. Tuy nhiên ở bệnh nhân HA99 kiểu hình 



104 
 

chỉ là bệnh nhân hemophilia A thể trung bình có thể do sự thay thế nucleotid ở 

miền C2 không ảnh hƣởng nhiều đến chức năng của F8. Đột biến ở vị trí 

p.Arg2339Trp (HA28) là acid amin ở vị trí đầu tận cùng vùng C, nơi tƣơng tác 

với cả yếu tố vWF và photpholipid [138]. Vai trò quan trọng của bề mặt 

phospholipid là tập trung các thành phần của phức hợp Xase. Đột biến ở vị trí 

này sẽ làm ảnh hƣởng đến khả năng gắn kết của các yếu tố đông máu. 

4.3.2. Tần suất ha  gặp ở một s  vị trí đột bi n 

Hay gặp nhất là đột biến đảo đoạn intron 22: 35/103 bệnh nhân chiếm tỉ lệ 

38,1%. Ngoài ra, có hai đột biến xuất hiện nhiều hơn 2 lần ở những bệnh nhân 

khác nhau: bệnh nhân HA03, HA11 đều cùng phát hiện đột biến ở vị trí 

p.Lys927ins; đột biến ở vị trí c.3637insA gây đột biến p.Asn1213ins đƣợc phát 

hiện trên 3 bệnh nhân khác nhau (HA24, HA31, HA100). Trong đó, đột biến ở 

vị trí c.3637insA là đột biến hay gặp đã đƣợc công bố bởi rất nhiều báo cáo 

trƣớc đây trong dữ liệu HAMSTeR với tần suất là 14%-16% ở những bệnh nhân 

da trắng [42]. Nghiên cứu của chúng tôi, đột biến này gặp ở 3/92 bệnh nhân phát 

hiện đƣợc đột biến nhƣng chỉ chiếm 3,2%. Sự khác biệt này có thể đƣợc lý giải 

là do yếu tố chủng tộc. 

4.3.3. T  lệ phát hiện đột bi n trên từng exon 

Tỉ lệ phát hiện đƣợc đột biến ở exon 14 trong nghiên cứu này là cao nhất 

chiếm tỉ lệ 20,7%. Đột biến ở exon 14 cao hơn các exon còn lại do kích thƣớc 

lớn hơn nhiều lần, với kích thƣớc khoảng 3,1 Kb (từ 3106 đến 7227pb) bản 

thân exon 14 chiếm khoảng 43% vùng mã hóa protein FVIII. Tỉ lệ này phù 
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hợp với các báo cáo trong nghiên cứu tại Đài Loan đột biến ở exon 14 là 

21,9% [111], nghiên cứu của Italia tỉ lệ này là 33% [51]. Điều này còn chứng 

tỏ đột biến ở vùng B rất quan trọng đến chức năng hoạt động của FVIII mặc 

dù không tham gia vào cấu trúc protein F8 hoàn thiện. Theo nhƣ một số 

nghiên cứu, với tỉ lệ đột biến cao hay gặp ở exon 14 nên khuyến cáo ngay 

sau khi xác định không có đột biến đảo đoạn intron 22 và intron 1 thì giải 

trình tự exon 14 để sàng lọc tìm vị trí có khả năng gây đột biến [86], [136]. 

Còn theo tác giả David tỉ lệ đột biến ở vị trí c.3637insA nằm trong exon 14 

chiếm tỉ lệ cao nên giải trình tự sớm, trƣớc khi đi tìm các vị trí đột biến ở 

trên exon khác [52].  

Trong nghiên cứu này các exon còn lại đều có tỉ lệ đột biến là tƣơng 

đƣơng nhau. Chƣa phát hiện đƣợc đột biến trên các exon 5, 6, 7,10,11,15, 21 

có thể do số lƣợng bệnh nhân còn hạn chế nên chƣa tìm thấy các vị trí đột 

biến trên các exon này. 

Nghiên cứu của chúng tôi xác nhận sự tƣơng quan về tỉ lệ các dạng đột 

biến ở bệnh nhân hemophilia A. Các loại đột biến đƣợc tìm thấy tỉ lệ phù hợp 

với các kết quả báo cáo đƣợc công bố bởi các tác giả Repesse, Jochen Graw, 

Adoracion Vencela, Rosetti. 
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Bảng 4.1. So sánh các dạng đột bi n với các nghiên cứu khác trên th  giới 

 

 
Pháp[139]   

120 BN 

Đức[19] 

845 BN 

Tây Ban Nha 

[140]  

267 BN 

Argentina 

[141] 

260 BN 

Nghiên cứu 

này 

 103 BN 

Inv22 46,0% 35,7% 43% 44% 38,1% 

Sai nghĩa 15,0% 38,2% 34% 12,2% 23,9% 

Vị trí nối 7,0% 2,6% 2,6% 3,7% 4,4% 

Vô nghĩa 13,0% 9,3% 3,7% 10,2% 9,8% 

Thêm nucleotid 7,0% 2,6% 2,0% 1,9% 9,8% 

Mất nucleotid 10,0% 7,5% 7,8% 15,9% 9,8% 

Xóa đoạn 2,0% 3,0% 1,0% 10,2% 4,4% 

 Về tỉ lệ các dạng đột biến trong từng thể bệnh: trong nghiên cứu của 

chúng tôi hay gặp nhất ở bệnh nhân hemophilia A thể nặng là đảo đoạn intron 

22 (38,1%). Đột biến sai nghĩa gặp nhiều ở bệnh nhân hemophilia A thể trung 

bình 46,7% và thể nhẹ 71,4%. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của tác 

giả Margaglione, Becker cũng khẳng định tỉ lệ đột biến sai nghĩa hay gặp 

nhất ở hemophilia A thể trung bình và thể nhẹ [51], [106] .  
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KẾT LUẬN 

Nghiên cứu phát hiện đột biến gen F8 trên 103 bệnh nhân bằng sử dụng 

kết hợp 4 phƣơng pháp khác nhau, chúng tôi rút ra đƣợc kết luận sau: 

1. Phát hiện đột bi n gen F8 ở bệnh nhân hemophilia A của Việt Nam. 

- Tỷ lệ phát hiện đƣợc đột biến là 89,3% (92/103 bệnh nhân), trong 

đó tỉ lệ phát hiện đột biến ở thể nặng 90,1%, ở thể trung bình 86,7% và ở 

thể nhẹ 85,7%. 

- Các dạng đột biến đƣợc phát hiện bao gồm: đảo đoạn intron 22 là 

38,1% (35/92 bệnh nhân), đột biến sai nghĩa là 23,9% (22/92 bệnh 

nhân), đột biến mất nucleotid là 9,8% (9/92 bệnh nhân), đột biến vô 

nghĩa là 9,8% (9/92 bệnh nhân), đột biến thêm nucleotid là 9,8% (9/92 

bệnh nhân), đột biến vị trí nối exon-intron là 4,4% (4/92 bệnh nhân), đột 

biến mất đoạn lớn là 4,4% (4/92 bệnh nhân).   

- Phát hiện đột biến mới chƣa công bố: p. Gly366insStop. 

2. Xâ  dựng đƣợc bản đồ đột bi n gen F8 đ i với 92 bệnh nhân 

hemophilia A tại Việt Nam. 

 - Tỉ lệ phát hiện đƣợc đột biến đảo đoạn intron 22 trong nghiên cứu này 

là cao nhất chiếm tỉ lệ 38,1%.  

- Tỉ lệ phát hiện đƣợc đột biến ở exon 14 trong nghiên cứu này hay gặp 

chiếm tỉ lệ 20,7%. 

- Các exon 1, 2, 3, 4, 8, 9, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26 

gặp với tỉ lệ thấp hơn từ 1,1% - 5,4%. 

- Chƣa phát hiện đƣợc đột biến trên intron 1 và các exon 5, 6, 

7,10,11,15, 21. 
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KIẾN NGHỊ 

 

1. Thiết lập và quản lý cơ sở dữ liệu về đột biến gen F8 ở ngƣời Việt Nam. 

2. Thiết lập và quản lý cơ sở dữ liệu về bệnh nhân và ngƣời mang gen 

bệnh hemophilia A. 

3. Tƣ vấn di truyền trƣớc hôn nhân và chẩn đoán trƣớc sinh cho những 

ngƣời mang gen bệnh trƣớc - trong quá trình mang thai. 
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