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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Bệnh Wilson được mô tả lần đầu tiên vào cuối thế kỷ 19 và cho đến nay 

bệnh đã được phát hiện khá rộng rãi ở hầu hết quốc gia và chủng tộc trên thế 

giới. Tần suất mắc bệnh vào khoảng ~ 1/350 trẻ sinh ra [1],[2]. Theo tỷ lệ 

này, ước lượng ở nước ta hiện nay có khoảng 3000 người mắc bệnh Wilson. 

Đây là một bệnh di truyền lặn trên nhiễm sắc thể số 13, gây nên bởi đột biến 

gen ATP7B. Gen này có vai trò quan trọng trong quá trình điều hòa sự hấp 

thu, phân phối và thải trừ đồng của cơ thể. Do đó khi đột biến gen, sẽ gây rối 

loạn quá trình chuyển hóa đồng, giảm bài xuất đồng qua đường mật, lượng 

đồng ứ đọng dần trong các tổ chức như: Gan, não, mắt, da, thận, xương, 

khớp... và gây ra các triệu chứng đa dạng trên lâm sàng, các triệu chứng này 

tiến triển nặng dần cùng với quá trình lắng đọng đồng theo thời gian [3]. Ở 

điều kiện sinh lý bình thường, lượng đồng được đưa vào cơ thể từ 2mg đến 

5mg/ngày. Sau khi được hấp thụ tại ruột non, đồng được đưa vào huyết tương 

và gắn với Albumin dưới dạng Cu
2+ 

trước khi kết hợp với các protein khác 

của gan để tổng hợp thành ceruloplasmin hoặc đào thải qua mật [4],[5]. Quá 

trình tạo thành ceruloplasmin hoặc bài tiết đồng qua đường mật bị suy giảm 

trong bệnh Wilson. Ban đầu đồng sẽ tích lũy tại gan gây tổn thương tế bào 

gan (do 80% lượng đồng được dự trữ trong gan). Sau đó lượng đồng dư thừa 

sẽ được vận chuyển theo hệ tuần hoàn đến cơ quan đích: Não, mắt, thận, da, 

xương, khớp... và tích tụ, gây tổn thương nghiêm trọng chức năng các cơ quan 

này. Bệnh nếu không được chẩn đoán và điều trị kịp thời sẽ tiến triển nhanh 
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sang giai đoạn toàn phát với nhiều biến chứng về thần kinh, tiêu hóa, tâm 

thần, rối loạn sắc tố và các rối loạn khác [6],[7],[8]. 

Ở Việt Nam, lần đầu tiên vào năm 1969, Bùi Quốc Hương và cộng sự đã 

báo cáo 8 trường hợp bệnh Wilson tại hội nghị Thần kinh học quốc tế lần thứ 

IX tại Mỹ [9]. Sau đó vào những năm 2002-2005 Thái Duy Thành và cộng sự 

đã có công trình nghiên cứu về đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của 29 

trường hợp bệnh nhân Wilson ở khoa Thần kinh - bệnh viện Bạch Mai [1]. 

Tiếp theo Quách Nguyễn Thu Thủy và cộng sự công bố nghiên cứu về đặc 

điểm lâm sàng bệnh Wilson ở trẻ em tại Bệnh viện Nhi Trung ương giai đoạn 

2001 - 2006 [2]. Tuy nhiên, cho đến nay ở Việt Nam gần như chưa có một 

công trình nghiên cứu toàn diện nào về phát hiện đột biến gen gây bệnh 

Wilson. Việc xác định chính xác các đột biến trên gen ATP7B ở bệnh nhân 

Wilson sẽ giúp xác định nguyên nhân gây bệnh, đồng thời tạo tiền đề quan 

trọng cho việc phát hiện người lành mang gen bệnh trong dòng họ có cùng 

quan hệ huyết thống với bệnh nhân và tư vấn trước hôn nhân, giúp ngăn ngừa 

và giảm tỷ lệ mắc bệnh. Từ thực tế trên, đề tài "Nghiên cứu phát hiện đột 

biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson" được thực hiện với mục tiêu: 

1. Phát hiện đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson. 

2. Thiết lập bản đồ đột biến gen ATP7B gây bệnh Wilson trên bệnh nhân 

Wilson Việt Nam. 
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Chƣơng 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 

1.1. Lịch sử nghiên cứu bệnh Wilson 

Bệnh Wilson đã được biết đến từ thế kỷ 19 và đầu thế kỷ 20, sự hiểu biết 

về bệnh còn hạn chế, các triệu chứng được phát hiện mang tính chất đơn lẻ. 

Bệnh được mô tả đầu tiên bởi Wesphal vào năm 1883 và Stryxmpell năm 

1889 với tên gọi là bệnh “xơ cứng giả hiệu” (Pseudosclerosis), biểu hiện triệu 

chứng chủ yếu là run rẩy [10]. 

Năm 1902, Kayser và Fleischer phát hiện vòng màu xanh ở rìa giác mạc 

trên những bệnh nhân được chẩn đoán bệnh “xơ cứng giả hiệu”, gọi là vòng 

Kayser - Fleischer. 

Năm 1912, lần đầu tiên Wilson mô tả bệnh thoái hóa gan - nhân đậu là 

bệnh thần kinh có tính chất gia đình và tiến triển, thoái hóa các nhân ở đáy 

não kết hợp với xơ gan, tiếp theo Strpell nhận thấy sự tích lũy sớm của đồng 

trong não và gan của các bệnh nhân này [10]. 

Năm 1948, Martins tìm thấy lượng đồng trong nước tiểu của bệnh nhân 

Wilson tăng rất cao so với người bình thường [11]. 

 Scheinberg và Gitlin phát hiện được enzym trong huyết thanh gắn với 

đồng, được gọi là ceruloplasmin. Hoạt tính của enzym này giảm trong huyết 

tương ở các bệnh nhân Wilson [12],[13],[14]. 
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1.2. Sinh lý bệnh Wilson 

Hàng ngày lượng đồng đưa vào cơ thể từ 2 đến 5 mg. Trong đó 1/10 

lượng này được hấp thu tại ruột non nhờ methallothionin là một protein có 

trọng lượng phân tử thấp. Sau đó đồng được vào huyết tương gắn với albumin 

dưới dạng Cu
2+

. Trong hai giờ tiếp theo đồng được gắn với protein của gan 

(hepatocuprein), rồi được tổng hợp thành ceruloplasmin [4], [7],[8]. 

* Một phần đồng gắn với protein, được bài tiết vào dịch mật đào thải ra 

ngoài qua phân. 

* Một phần đi vào huyết tương dưới dạng cation, thải ra ngoài qua 

nước tiểu, đồng ở dạng cation tự do trong huyết tương rất ít. 

* Phần lớn đồng gắn với protein của gan (hepatocuprein), rồi được tổng 

hợp thành ceruloplasmin, bản chất là alpha globulin có trọng lượng phân tử 

120 Da, gắn với 8 nguyên tử đồng. 
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Hình 1.1. Cơ chế vận chuyển đồng trong cơ thể [15]. 

Khoảng 95% đồng trong máu dưới dạng ceruloplasmin, gần 5% đồng 

gắn lỏng lẻo với albumin để vận chuyển, ngoài ra còn một lượng nhỏ đồng 

hấp thu qua da, thải trừ qua nước tiểu và mồ hôi [17]. 

Quá trình tạo thành ceruloplasmin hoặc quá trình bài tiết đồng qua 

đường mật bị tụt giảm trong bệnh Wilson. Lượng đồng bị ứ lại trong cơ thể 

không đào thải ra ngoài được, nó là một chất oxy hóa kích thích hình thành 

các gốc tự do và quá trình peroxy hóa lipid. Sự tích lũy của đồng trong tế bào 
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gan do đó gan là cơ quan đầu tiên bị tổn thương. Lượng đồng càng tăng sẽ 

theo máu di chuyển đến các cơ quan khác: Não, mắt, thận, da, xương khớp. 

[16]. Đồng ứ đọng ở các cơ quan và gây ra những tổn thương cho các cơ quan 

này. Lượng đồng bình thường trong cơ thể khoảng 80mg/dl trong nước tiểu 

<100mg/24h, trong 1gram gan khô có khoảng 15-55 mg đồng. Khi mắc bệnh 

Wilson lượng đồng này có sự thay đổi theo chiều hướng <80mg/dl trong 

huyết tương, đồng thời đồng trong nước tiểu tăng >100mg/24h, và trong 1 

gram gan khô có khoảng 250mg đồng. Lượng đồng tăng cao ứ đọng tại thận 

gây tổn thương thận, tổn thương màng lọc cầu thận, có thể dẫn đến tăng 

protein niệu, tế bào trụ niệu, nếu kéo dài sẽ dẫn đến suy thận. Ứ động đồng 

trong gan gây tổn thương gan ở nhiều mức độ, trên lâm sàng hay gặp viêm 

gan cấp và mạn tính, xơ gan, teo gan [7],[18]. 

Nồng độ ceruloplasmin trong huyết tương có giá trị bình thường trong 

khoảng 20-40mg/dl. Tuy nhiên có thể gặp tăng ceruloplasmin huyết tương ở 

phụ nữ có thai, cường giáp, nhiễm khuẩn cấp và mạn tính, người có nồng độ 

estrogen trong máu tăng cao. Ngược lại đối với trẻ em sơ sinh, suy dinh 

dưỡng, thiếu máu, hội chứng thận hư hàm lượng ceruloplasmin trong máu bị 

giảm nhưng giảm không dưới 15mg/dl. 

Ở bệnh nhân Wilson nồng độ ceruloplasmin huyết tương giảm quả nửa 

trị số bình thường <20mg/dl, có thể giảm chỉ còn ở dạng vết hoặc bằng 

0mg/dl, tuy nhiên có khoảng 5% bệnh nhân Wilson có nồng độ ceruloplasmin 

huyết tương trong giới hạn bình thường [2]. 



7 

1.3. Triệu chứng lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh Wilson 

Bệnh được biểu hiện rất đa dạng trên lâm sàng với tuổi khởi phát khác 

nhau và tổn thương nhiều cơ quan trong cơ thể. Bởi vậy, chẩn đoán bệnh trở 

nên khó khăn, bệnh nhân được nhập viện và điều trị ở nhiều chuyên khoa 

như: Thần kinh, tiêu hóa, mắt, da liễu, thận, xương khớp... 

Bệnh nhân Wilson có cuộc sống kéo dài từ năm đến năm mươi năm tính 

từ khi có biểu hiện triệu chứng lâm sàng. Các triệu chứng tiêu hóa thường 

xuất hiện sớm nhất, biểu hiện hay gặp nhất là tổn thương gan vì gan dự trữ 

khoảng 80% lượng đồng được đưa vào cơ thể. Khoảng 40% đến 70% bệnh 

nhi Wilson có triệu chứng ở gan với biểu hiện chủ yếu là viêm gan mạn tính 

tiến triển thành xơ gan hoặc viêm gan cấp. Biểu hiện triệu chứng thần kinh 

hoặc tâm thần thường gặp ở lứa tuổi lớn hơn, hiếm gặp trước 12 tuổi và sau 

40 tuổi [7],[19],[20],[21] Biểu hiện hay gặp nhất là run ngọn chi, loạn vận 

ngôn, loạn trương lực cơ, rối loạn sự điều phối, rối loạn giấc ngủ và hành vi. 

Do đó tất cả các bệnh nhân có hội chứng ngoại tháp xuất hiện trước 40 tuổi 

đều cần làm các xét nghiệm để loại trừ bệnh Wilson.  

1.3.1. Triệu chứng lâm sàng ở giai đoạn đầu 

Triệu chứng ở giai đoạn này rất đa dạng nhưng hay bị bỏ qua. Thường 

gặp nhất là chán ăn, mệt mỏi, ăn uống khó, vận động cơ thể và tứ chi chậm 

chạp. Ở trẻ em biểu hiện sớm là kém tập trung chú ý, viết chữ xấu, hay bị vấp 

ngã. Các triệu chứng tiến triển nặng dần. Gia đình thường phát hiện trẻ mắc 

bệnh khi trẻ có biểu hiện nói khó, nuốt khó, run ngọn chi, chảy nhiều dãi, đi 

đứng khó khăn, đôi khi trẻ có kèm theo đau bụng, chảy máu chân răng, viêm 

gan cấp...[2]. 



8 

1.3.2. Triệu chứng lâm sàng ở giai đoạn toàn phát 

- Triệu chứng thần kinh:  

Các triệu chứng thần kinh thường xuất hiện muộn hơn triệu chứng tiêu 

hóa và hiếm khi xuất hiện trước tuổi dậy thì [22]. Các triệu chứng nổi bật ở 

giai đoạn này là rối loạn trương lực cơ do hành tủy chi phối cho nên gây khó 

vận động cơ vùng cổ, thắt lưng, môi, miệng và lưỡi. Tăng trương lực cơ kiểu 

ngoại tháp, đặc biệt là khi tập trung chú ý, vận động gắng sức và sự tăng 

trương lực cơ giảm bớt khi ngủ. “Bộ mặt Wilson” là triệu chứng điển hình với 

biểu hiện bất động mặt - miệng - hầu. Bệnh nhân thường có loạn vận ngôn: 

Nói khó, nói chậm, âm thanh đơn điệu, loạn âm kèm theo vẻ mặt kém biểu 

cảm, kém linh hoạt. Các động tác bất thường hay gặp: Run ngọn chi, múa 

vờn, múa giật, co vặn hoặc các động tác tự động ở miệng. Rối loạn cơ tròn ở 

giai đoạn muộn (bí tiểu, táo bón). Giai đoạn cuối của bệnh, các triệu chứng 

lâm sàng rất nặng với biểu hiện tăng trương lực cơ toàn thân, bệnh nhân nằm 

liệt giường trong tư thế co quắp chân tay, miệng há, có khi không nói, không 

nuốt được kèm theo các cơn co giật [23]. Các triệu chứng biểu hiện nặng hơn 

nếu bệnh nhân có đột biến cả hai gen ATP7B và PRNP [24],[25],[26]. 

 

 

Hình 1.2. Vòng Kayser - Fleisher và bộ mặt Wilson điển hình 

(www.http://Wilson disease.com) 

http://www.http/wilson
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- Triệu chứng tiêu hóa: 

Các triệu chứng tiêu hóa của bệnh Wilson xuất hiện rất sớm và biểu hiện 

hay gặp nhất là tổn thương gan. Khoảng 50% bệnh nhân có biểu hiện của 

viêm gan mạn tính, suy giảm chức năng gan và xơ gan. Các triệu chứng tiêu 

hóa thoáng qua như tiêu chảy, sốt, nôn, chán ăn, đau bụng, chảy máu chân 

răng, vàng da... thường xuất hiện trước các triệu chứng thần kinh [7],[27]. 

Xơ gan trong bệnh Wilson không có sự khác biệt so với xơ gan trong các 

bệnh cảnh khác. Xơ gan tiến triển với gan to rồi teo gan, tăng áp lực tĩnh mạch 

cửa, tuần hoàn bàng hệ, lách to, phù cổ trướng và hôn mê gan ở giai đoạn cuối. 

Ở nhóm bệnh nhân dưới 35 tuổi, tỷ lệ viêm gan mạn tính là 35% [2]. 

- Triệu chứng tâm thần: 

Những biểu hiện về tâm thần thường khó chẩn đoán, trong đó có biểu 

hiện hành vi bất thường, thay đổi tính tình và tác phong. Những biểu hiện 

phức tạp hơn bao gồm rối loạn cảm xúc và khí sắc, cảm xúc bất thường và 

không ổn định, khóc cười vô cớ, không tự kiềm chế được bản thân. Nhiều 

trường hợp suy yếu trí tuệ có khuynh hướng tiến tới sa sút, giảm hiệu suất học 

tập và công tác. Đôi khi, có thể gặp cơn loạn thần mà các thuốc an thần kinh 

không có tác dụng trên bệnh nhân Wilson [1], [6]. Những bệnh nhân có đột 

biến ATP7B kết hợp với đột biến PRNP thường kèm theo triệu chứng suy 

giảm trí nhớ nặng [28]. 
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- Rối loạn sắc tố: 

Rối loạn sắc tố thường thấy rõ ở mắt và da. Ở mắt, có vòng Kayser – 

Fleischer với kích thước 1,2mm màu xanh nâu, được tạo nên do đồng lắng 

đọng ở vị trí mặt sau màng Descemet, quanh giác mạc. Ban đầu, vòng Kayser 

– Fleischer được hình thành ở đỉnh giác mạc sau đó lan xuống phía dưới và 

cuối cùng bao quanh phần còn lại của rìa giác mạc. Một số ít trường hợp khi 

lượng đồng xâm phạm vào củng mạc mắt và thủy tinh thể gây nên đục nhân 

hình hoa hướng dương của Siebmerling và Oloff. 

 Tình trạng lắng đọng đồng ở da thường xảy ra chậm, da có màu nâu nhạt 

hoặc xám nhạt như màu bảng đá [1]. 

- Các rối loạn khác  

+ Biến đổi xương khớp: Thường gặp mất chất vôi kiểu nhuyễn xương, rỗ 

xương làm cho xương dễ gẫy, lắng đọng vôi tại các khớp và dây chằng, đầu 

sụn có thể bị mòn.  

 + Biến đổi về nội tiết: Có thể gặp thiểu năng sinh dục, vô kinh, kèm theo 

rối loạn thực vật vùng gian não như ngủ nhiều, hạ thân nhiệt hoặc tăng thân 

nhiệt, cũng có thể gặp tiểu đường.  

+ Số ít trường hợp có biểu hiện thiếu máu tan máu, giảm bạch cầu, giảm 

tiểu cầu dẫn đến cường lách. Về tim mạch, có thể tổn thương dẫn đến loạn nhịp 

tim. Khi lượng đồng đào thải qua thận tăng sẽ dẫn đến tổn thương màng lọc cầu 

thận và xét nghiệm nước tiểu có thể có protein, tế bào, trụ niệu. Tuy nhiên nồng 

độ urê và creatinin trong máu vẫn trong giới hạn bình thường [7]. 
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1.3.3. Các thể lâm sàng 

- Các thể lâm sàng theo triệu chứng 

Thể lâm sàng được phân chia theo triệu chứng chiếm ưu thế, bao gồm: 

 Thể thần kinh đơn thuần  

 Thể gan - thần kinh  

 Thể thận - thần kinh 

 Thể gan - tâm thần 

 Thể huyết học 

- Các thể lâm sàng theo giai đoạn tiến triển của bệnh 

 Thể không rõ triệu chứng: Ở giai đoạn trước khi có biểu hiện lâm sàng, 

chỉ phát hiện nồng độ ceruloplasmin huyết tương bị giảm và lượng đồng trong 

nước tiểu tăng.  

 Thể trước khi có biểu hiện thần kinh: Bệnh nhân vốn bị rối loạn tiêu 

hóa từ nhỏ, có nhiều đợt sốt, trẻ chậm lớn, dễ gãy xương, vàng da tan huyết, 

gan lách to và xơ gan. 

 Thể thần kinh với hai bệnh cảnh Wilson và Westphal– Stryxmpell. 

1.3.4. Các chỉ số cận lâm sàng 

- Nồng độ đồng huyết tương thường hạ thấp dưới 80mg/dl [29]. 

- Lượng đồng trong nước tiểu có thể tăng gấp 30 lần so với mức bình th-

ường (tăng trên 100mg/ 24giờ hoặc trên 1mmol/24 giờ) [11]. 
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- Lượng đồng trong 100 gram gan khô thường tăng trên 250mg [30].  

- Định lượng nồng độ ceruloplasmin huyết tương luôn luôn giảm dưới 

20mg/dl, có thể tới mức 0mg/dl hoặc chỉ còn dạng vết [1]. Tuy nhiên có 

khoảng 5% số bệnh nhân bị bệnh Wilson có nồng độ ceruloplasmin huyết 

tương trong giới hạn bình thường (từ 20mg/dl đến 40 mg/dl). Có khoảng 10% 

đến 20% trường hợp có nồng độ ceruloplasmin huyết tương giảm đơn độc mà 

không phải bệnh Wilson. Vì vậy, không nên chỉ dựa vào xét nghiệm này để 

chẩn đoán và điều trị bệnh.  

- Xét nghiệm hóa sinh máu: Tăng ALT và AST khi có tổn thương tế 

bào gan. 

- Protein nước tiểu có thể tăng khi lượng đồng nước tiểu tăng cao vì có 

tổn thương màng lọc cầu thận. 

- Các xét nghiệm công thức máu, định lượng huyết sắc tố, số lượng tiểu 

cầu có thể trong giới hạn bình thường hoặc giảm, đôi khi kèm theo rối loạn 

đông máu.  

- Xét nghiệm vi thể về gan góp phần quan trọng trong chẩn đoán. Có thể 

thấy các biến đổi tế bào gan ở nhiều mức độ khác nhau: Viêm gan cấp, viêm 

gan mạn, xơ gan, hoại tử gan từng đám [31]. 

- Chụp cắt lớp vi tính sọ não: Phần lớn các bệnh nhân khi đã có các triệu 

chứng về tâm thần và thần kinh, chụp cắt lớp vi tính sọ não có thể thấy các 

tổn thương vùng đồi thị, nhân bèo, teo vỏ não, giãn não thất [32]. 
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- Chụp cộng hưởng từ sọ não: Bệnh nhân Wilsontrên có thể có tổn thương 

giảm tín hiệu trên thì T1W, tăng tín hiệu trên thì T2W và Flair ở các vùng đồi 

thị, nhân bèo, các nhân ở cầu não, hình ảnh giãn não thất, teo vỏ não [33]. 

1.4. Chẩn đoán bệnh 

1.4.1. Chẩn đoán xác định 

 Dựa theo các tiêu chuẩn của Sternlieb (1978) [23]. Bao gồm: Các triệu 

chứng thần kinh, nồng độ ceruloplasmin huyết tương  20mg/dl, xuất hiện 

vòng Kayser - Fleischer, tiền sử gia đình và dấu hiệu tổn thương gan: Hình 

ảnh vi thể gan khi nhuộm bằng phương pháp Mallory có sự lắng đọng đồng 

bắt màu nâu, bào tương bắt màu xanh. Ngoài ra, chụp cắt lớp vi tính sọ não 

cho thấy giảm tỷ trọng vùng nhân xám trung ương, teo vỏ não, giãn não thất 

[32] và chụp cộng hưởng từ sọ não thấy hình ảnh tăng tín hiệu trên thì T2W, 

giảm tín hiệu trên thì T1W ở vùng đồi thị, nhân bèo và các nhân ở cầu não, 

teo vỏ não, giãn não thất [33]. 

Đột biến gen chưa đưa vào tiêu chuẩn chẩn đoán thường quy. Tuy nhiên, 

ngày nay trên thế giới đã phát hiện đột biến gen ở hầu hết các phòng thí 

nghiệm nghiên cứu bệnh Wilson. Trong tương lai, đột biến gen sẽ được đưa 

vào tiêu chuẩn chẩn đoán ở nước ta. 

1.4.2. Chẩn đoán phân biệt 

- Các bệnh di truyền có triệu chứng ngoại tháp. 

- Các bệnh tâm thần đã và đang được điều trị bằng các thuốc có thể gây 

hội chứng ngoại tháp. 
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- Các bệnh viêm gan do virus hoặc các bệnh lý thoái hóa gan - não mắc 

phải khác. 

1.5. Di truyền học bệnh Wilson 

Bệnh Wilson là di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường. Nghĩa là để có 

thể biểu hiện ra bệnh, phải được thừa hưởng hai gen ATP7B bất thường, một 

gen từ bố và một gen từ mẹ. Nếu chỉ mang duy nhất một gen bất thường được 

gọi là người mang gen bệnh. Người mang gen bệnh không phải là người mắc 

bệnh di truyền vì họ còn có một gen bình thường để kiểm soát hoạt động chức 

năng của đồng trong cơ thể. Nhưng người mang gen bệnh có thể truyền lại 

gen bất thường này cho con cháu. Khi hai người cùng mang một gen bất 

thường, các trường hợp mà con họ sinh ra có thể gặp là: 

* 25% trẻ bị bệnh Wilson vì nhận cả hai gen bất thường từ bố và mẹ 

* 50% trẻ không bị bệnh Wilson nhưng sẽ là người mang gen bệnh vì 

nhận một gen bất thường từ bố hoặc mẹ và một gen bình thường từ người 

còn lại. 

* 25% trẻ không bị bệnh Wilson và sẽ không phải là người mang gen 

bệnh vì nhận cả hai gen bình thường từ bố và mẹ. 
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Hình 1.3. Kiểu gen của bố mẹ và tỷ lệ bị bệnh ở thế hệ con 

(http://ditruyen.com) 

1.6. Điều trị bệnh Wilson 

Đây là bệnh di truyền bẩm sinh, đã xác định được do nhiều dạng đột biến 

gen gây nên. Tuy nhiên cho đến nay vẫn chưa có biện pháp can thiệp vào gen 

đột biến mà chủ yếu là điều trị nhằm lập lại cân bằng lượng đồng trong các 

mô của cơ thể, bao gồm biện pháp làm giảm lượng đồng hấp thu ở ruột và 

tăng bài tiết đồng qua nước tiểu cùng với một số biện pháp hỗ trợ khác như 

ghép gan, lọc huyết tương... 
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1.6.1. Chế độ ăn uống 

- Hạn chế tối đa lượng đồng đưa vào cơ thể. Không nên ăn một số loại 

thức ăn có hàm lượng đồng cao như đồ hải sản có vỏ, các loại hạt, gan, 

sôcôla, sản phẩm từ đậu nành, gelatin, quả khô và nấm. 

- Nước uống cần được xét nghiệm phân tích lượng đồng, nếu lượng đồng 

trong nước cao thì nên dùng nước tinh khiết thay thế [34]. 

- Không nên uống bia, rượu và các chất kích thích khác vì có thể gây 

tăng các triệu chứng thần kinh cũng như ảnh hưởng tới chức năng gan. 

1.6.2. Thuốc điều trị bệnh Wilson 

- Có nhiều loại thuốc được sử dụng trong điều trị bệnh Wilson như D-

penicillamine, dicaptol, trientine. 

- Kẽm acetat hoặc kẽm sulphat, tetrathiomolybdate, thuốc chống oxy hóa,... 

- Có thể lựa chọn các loại thuốc sau đây [35],[36],[37],[38]. 

+ D-penicillamine (Trolovol) 600-3000mg ngày chia uống nhiều lần 

trong và ngoài bữa ăn.do thuốc dung nạp kém nên hiện nay trên thế giới đã 

cho sử dụng một số thuốc khác. 

+ Amonium tetrathiomolybdat. 60-300mg/ ngày chia uống sáu lần 

+ Triethylen tetramin dihydrochlorid (Trientine) 25mg x 4 viên/ ngày 

uống 1h trước ăn hoặc 2h sau ăn. 

+ Acetat kẽm (hoặc sulphat kẽm) 50mg x 3 lần/ ngày. Có thể kết hợp 

kẽm với D-penicillamin liều thấp. Điều trị duy trì có thể sử dụng Acetat kẽm 

là một lựa chọn tối ưu.  
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- Ghép gan: Ghép gan có thể làm giảm nồng độ đồng trong huyết tương, 

dẫn tới sự ổn định nồng độ ceruloplasmin trong máu và làm tăng lượng đồng 

được đào thải qua nước tiểu. Phương pháp này được thực hiện trong những 

trường hợp điều trị nội khoa thất bại và xơ gan giai đoạn cuối. Tuy nhiên, việc 

ghép gan rất khó khăn vì phải có người cho gan phù hợp, tai biến chảy máu 

trong phẫu thuật do chức năng gan giảm kèm theo rối loạn đông máu và phải 

điều trị chống thải ghép sau phẫu thuật 4. Ở Việt Nam, ghép gan đã được 

thực hiện ở một số bệnh viện trên toàn quốc nhưng ghép gan cho bệnh nhân 

Wilson vẫn còn trong giai đoạn nghiên cứu. 

1.7. Phòng bệnh và tiên lƣợng bệnh Wilson 

- Phát hiện sớm và dự phòng các trường hợp có nguy cơ cao trong gia đình 

của bệnh nhân Wilson và cả ở những bệnh nhân có tiền sử viêm gan. Ngoài ra 

các bệnh nhân ở vào giai đoạn sớm rất cần được điều trị dự phòng [13]. 

- Nếu phát hiện sớm ở giai đoạn chưa biểu hiện hoặc mới xuất hiện triệu 

chứng lâm sàng, điều trị tích cực, kiên trì, đúng phương pháp có thể ngăn 

chặn được các biến chứng xảy ra và tiên lượng bệnh sẽ tốt hơn [7]. 

- Xác định gen đột biến có ý nghĩa đặc biệt quan trọng trong việc chẩn 

đoán sớm cũng như tư vấn trước hôn nhân. Những người trong dòng họ có quan 

hệ cùng huyết thống và những người trong gia đình có bệnh nhân bị bệnh 

Wilson khuyến cáo không nên kết hôn nếu chưa được làm xét nghiệm gen. Các 

thành viên trong các gia đình nói trên nên được khám sớm, kiểm tra định kỳ, 

theo dõi và điều trị ngay từ giai đoạn chưa có triệu chứng trên lâm sàng [39]. 
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- Tuổi khởi phát sớm, chẩn đoán muộn, không được điều trị hoặc điều trị 

khi đã có biến chứng trên lâm sàng tiên lượng thường nặng, điều trị ít hiệu quả.  

Bênh Wilson có tiên lượng rất đáng ngại nếu không được chẩn đoán 

đúng. Một số trường hợp tuy được điều trị nhưng vẫn có thể tiến triển nặng 

lên, thậm chí có nguy cơ tử vong [7]. 

1.8. Cơ chế bệnh sinh và các dạng đột biến gen ATP7B gây bệnh Wilson 

1.8.1. Vị trí, cấu trúc của gen ATP7B 

Năm 1985, Frydman và cộng sự đã phát hiện ra gen đột biến của bệnh 

Wilson nằm trên nhiễm sắc thể 13 [3]. Gen mang bệnh này được khẳng định 

là ATP7B vào năm 1993 bởi hai nhóm tác giả Bull [40] và Tanzi [29] nghiên 

cứu độc lập với nhau. Năm 1994, Thomas và cộng sự xác định gen mang 

bệnh ở vị trí 13q14.3 [41]. 

Bệnh nhân Wilson có thể mang một gen bệnh của người bố hoặc một 

gen bệnh của người mẹ hoặc cả hai gen bệnh của người bố và người mẹ. Bố, 

mẹ của bệnh nhân có thể mang gen đồng hợp lặn hoặc gen dị hợp. Các anh 

chị em của bệnh nhân có thể mang gen bệnh hoặc không. Những người mang 

gen bệnh đều có khả năng di truyền cho con cháu [42],[43],[44].  Có một 

điểm khác biệt so với nhiều bệnh di truyền khác là người mang gen dị hợp 

cũng biểu hiện bệnh và thường kèm theo dạng đột biến khác.  

Cho đến nay cấu trúc gen, cơ chế bệnh học phân tử đã được nghiên 

cứu đầy đủ và rõ ràng. Gen ATP7B gồm 21 exon, mã hóa 1465 acid amin 

cấu thành một protein có chức năng vận chuyển đồng trong tế bào và sử 
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dụng ATP làm năng lượng [45]. Protein ATP7B mang đầy đủ các đặc điểm 

đặc trưng cho một protein thuộc họ protein P - typ APTase với các vùng 

chức năng như sau: Vùng xuyên màng, vùng N- đóng vai trò là vị trí bám 

nucleotid, vùng P- có chức năng phosphoryl hóa, vùng A - có chức năng 

khử phosphoryl hóa, vùng MBSs với chức năng là vị trí bám cho các 

nguyên tử đồng - đặc điểm đặc thù của protein thuộc nhóm vận chuyển kim 

loại trong tế bào [46], [47]. 

 

Vùng MBSs 

Vùng A 

Vùng N 

Vùng xuyên màng 

Nội bào 

Màng tế bào 

Ngoại bào 

 

Hình 2.  Cấu trúc protein ATP7B. Protein ATP7B gồm 4 vùng chính: vùng 

xuyên màng có chức năng vận chuyển đồng ra vào tế bà o; Vùng MBSs có chức 

năng làm vị trí bám cho 6 nguyên tử đồng; Vùng P đóng vai trò phosphoryl hóa các 

phức hợp protein tham gia việc vận chuyển đồng; Vùng N đóng vai trò là vị trí bám 

cho ATP;  Vùng A có chức năng khử phosphoryl hóa vùng P. 

Vùng P 

 

Hình 1.4. Cấu trúc protein ATP7B [46] 

Protein ATP7B gồm 4 vùng chính: Vùng xuyên màng có chức năng vận 

chuyển đồng ra vào tế bào; vùng MBSs có chức năng làm vị trí bám cho 6 

nguyên tử đồng; vùng P đóng vai trò phosphoryl hóa các phức hợp protein 

tham gia việc vận chuyển đồng; vùng N đóng vai trò là vị trí bám cho ATP; 

vùng A có chức năng khử phosphoryl hóa vùng P. 
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1.8.2. Một số đột biến gen ATP7B hay gặp gây bệnh Wilson   

Thống kê từ các nghiên cứu của Trung Quốc, Hàn Quốc, Brazil, Tây Ban 

Nha, Ý trên thế giới cho thấy có ít nhất 300 loại đột biến gây nên bệnh 

Wilson, bao gồm các đột biến vô nghĩa, sai nghĩa, thêm hoặc bớt nucleotid 

gây lệch khung dịch mã protein [26],[48],[49],[50],[51]. Trong đó, đột biến 

thay thế nucleotid chiếm phần lớn các dạng đột biến gây bệnh (>60%) và 

được phân bố tập trung ở 2 vùng, vùng N và vùng xuyên màng [52]. Một số 

giả thuyết cho rằng các đột biến nằm trong vùng N làm bất hoạt khả năng bám 

của protein với ATP thông qua việc giảm ái lực đột ngột với các nucleotid 

như các đột biến E1064A, H1069Q [53] [54]. Nghiên cứu khác lại chỉ ra rằng 

đột biến tại vùng N không làm giảm nhiều ái lực với ATP mà thông qua sự 

thay đổi quá trình cuộn gấp cấu trúc bậc IV của protein ATP7 [55]. Đột biến 

R1151H, C1104F hoặc thậm chí không làm ảnh hưởng đến cấu trúc và chức 

năng của vùng N - đột biến C1104A. Điều này cho thấy cơ chế tác động của 

các đột biến thuộc vùng N lên chức năng của protein ATP7B là rất đa dạng 

[56]. Các đột biến tại vùng xuyên màng gây ảnh hưởng đến quá trình hoàn 

thiện cấu trúc không gian protein, làm mất đi khả năng vận chuyển đồng qua 

màng tế bào như các đột biến M645R, T974M, Q1004P, A1328T [15], 

[57],[58]. Dạng đột biến phổ biến nhất ở nhóm bệnh nhân Wilson khu vực 

châu Âu là đột biến H1069Q (C3270A) gây ra sự thay thế Histidin thành 

Glutamin thuộc vùng N của protein ATP7B [51],[53],[59]. Dạng đột biến hay 

gặp ở nhóm bệnh nhân khu vực châu Á là đột biến R788L trên exon 8, acid 

amin Arginin chuyển thành Leucin (CGG  CTG) [60],[61],[62],[63]. 
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Nhiều nghiên cứu của Ấn Độ cho thấy đột biến gen ATP7B  trên người 

Ấn ở khu vực, tây bắc Ấn và miền nam Ấn, nghiên cứu thực hiện trên gia 

đình bệnh nhân mắc bệnh, và trên bệnh nhân Wilson cho thấy đột biến tìm 

được nhiều nhất  thuộc exon 8, ngoài ra cũng tìm thấy một số các đột biến 

khác [44],[64],[65],[66],[67]. 

Trong những năm thập kỷ đầu tiên của thế kỷ 21 nhiều nghiên cứu về 

đột biến gen gây bệnh Wilson được công bố tại Mỹ, Ý, Pháp, Anh, tương 

quan giữa kiểu gen - kiểu hình của bệnh nhân, các đột biến mới được tìm thấy 

[68],[69],[70],[71]. Số lượng đột biến tìm thấy trên chủng tộc thuộc các quốc 

gia khác nhau, trong đó có nhiều đột biến mới được tìm thấy, một số đột biến 

được phát hiện ở trên exon 2 và vùng 5’UTR của gen c.314C>A, C778insC, 

c.1285+2T>A [19],[72],[73]. Những nghiên cứu của Trung Quốc và Hàn 

Quốc cho thấy tiếp tục có những đột biến trên bệnh nhân của các nước này 

công bố của Fan Y cho biết có ba trường hợp đột biến thêm nucleotid và mất 

nucleotid Q1351stop, L1305P [74]. 

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

phương pháp giải trình tự gen vẫn được coi là một tiêu chuẩn, chuẩn mực 

trong việc chẩn đoán phát hiện các đột biến gen ATP7B.  
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R788L

Vùng MBSs Vùng xuyên màng 1-6 Vùng N Vùng xuyên màng 7-8

Kênh vận chuyểnVị trí bám cho các

nguyên tử đồng
Vị trí bám ATP

Đột biến
H1069Q

  

Hình 1.5. Cấu trúc gen ATP7B và một số dạng đột biến hay gặp[46]  

Bằng việc sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen ATP7B, các nhóm nghiên 

cứu của Tanzi, Caca, Ferenci đã phát hiện ra dạng đột biến H1069Q (exon 

14) phổ biến nhất trên bệnh nhân Wilson ở các nước Trung, bắc và Đông Âu. 

Khoảng 50-80% bệnh nhân Wilson ở các nước này có ít nhất một alen mang 

đột biến H1069Q.  Một số các đột biến khác như 2299insC, G710S (exon 8); 

3400 delC (exon 15) và R969Q (exon 13) chiếm tỷ lệ khoảng 10% [41]. 

Nghiên cứu của Loudianos và cộng sự [59],[75]  cho thấy đột biến mất 15 bp 

(-441/-427 del) nằm trong vùng promoter gen ATP7B là dạng đột biến đặc 

trưng cho nhóm bệnh nhân Wilson ở quốc đảo Sardinia thuộc vùng Địa Trung 

Hải. Một nghiên cứu khác của Oru S và cộng sự cho thấy đột biến mất 24 bp 
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và Ala1278Val trong gia đình bệnh nhân Wilson cũng là một đột biến của 

quốc đảo này [76]. 

Bằng việc sử dụng kỹ thuật PCR kết hợp với dHPLC trước khi giải 

trình tự gen, Curtist và cộng sự năm 1999 đã cho thấy các đột biến ở exon 8, 

14 và 18 chiếm đến 60% tỷ lệ các alen đột biến ở bệnh nhân Wilson nước 

Anh [51]. Ở các quốc gia có sự đa dạng sắc tộc như Hoa Kỳ, Canada (khu vực 

Bắc Mỹ) việc thiết lập các dữ liệu về đột biến gen đặc trưng gặp nhiều khó 

khăn, Shah và cộng sự năm 1997 đã tiến hành nghiên cứu trên nhóm 118 bệnh 

nhân Wilson Hoa Kỳ có gốc là người Cáp-ca (Bắc Âu) cũng cho thấy đột biến 

phổ biến nhất là đột biến H1069Q, tỷ lệ alen mang đột biến là 35,2% [28], 

[31]. Tại Brazil và Chi Lê đột biến chiếm tỷ lệ cao nhất là đột biến 3400delC 

[50]. Cho đến nay dữ liệu về tỷ lệ đột biến gen ATP7B ở các nước châu Á hầu 

hết mới chỉ có ở 3 quốc gia là Trung Quốc, Nhật Bản và Hàn Quốc 

[77],[78],[79],[80].  Năm 1995, Kim và cộng sự tìm thấy 3 dạng đột biến gen 

ATP7B ở bệnh nhân Wilson người Hàn Quốc, trong đó đột biến hay gặp nhất 

là R778L trên exon 8, acid amin Arginine chuyển thành Leucin (CGG  

CTG), ở vị trí codon 2333 [81]. Đột biến này chiếm tỷ lệ cao nhất ở Nhật Bản 

(35%) và Đài Loan (43,1%) [82]. Trong số 29 bệnh nhân Đài Loan được Lee 

Wan và cộng sự nghiên cứu bằng phương pháp PCR, sau đó xử lý sản phẩm 

PCR với enzym cắt giới hạn, giải trình tự gen đã phát hiện thấy 21 bệnh nhân 

mang đột biến R778L dạng dị hợp và 2 bệnh nhân mang đột biến dạng đồng 

hợp. Khi nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson người Trung Quốc, Liu và cộng sự 

đã phát hiện 49 trường hợp đột biến R778L, trong đó có 16 đồng hợp lặn và 

33 trường hợp dị hợp [42],[48]. 
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Ở Việt Nam, các nghiên cứu phát hiện đột biến gen trên một số bệnh lý 

di truyền cũng đã bắt đầu được triển khai và thu được một số kết quả khá tốt 

như bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne, thoái hóa cơ tủy [83],[84],[85]. Tuy nhiên 

các nghiên cứu về gen gây bệnh và phát hiện đột biến gen gây bệnh Wilson 

vẫn chưa có nghiên cứu nào toàn diện, những nghiên cứu trước đây tập trung 

chủ yếu về đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng [6], [7],[9],[18]. Năm 2011 Tạ 

Thành Văn và cộng sự đã xây dựng thành công qui trình phát hiện đột biến 

gen ATP7B gây bệnh Wilson ở Việt Nam [86]  

1.8.3. Cơ chế bệnh sinh bệnh Wilson.  

 Về mặt bệnh học phân tử, nguyên nhân gây bệnh Wilson là do thiếu hụt 

enzyme ATPase typ P (P-ATPase), được mã hóa bởi gen ATP7B trên NST 

13q14.3. Enzym P-ATPase đóng vai trò vận chuyển đồng qua màng tế bào. 

Sự thiếu hụt hoặc giảm chức năng của enzym dẫn đến giảm sự bài tiết đồng từ 

tế bào gan vào mật và gây ứ đọng đồng tại gan. Khi lượng đồng trong gan 

tăng quá mức, đồng sẽ theo hệ thống tuần hoàn tới các cơ quan như: Não, 

mắt, thận...và gây ra các tổn thương cho các cơ quan này [3],[29],[40],[41]. 

1.9. Các kỹ thuật phát hiện đột biến gen ATP7B  

1.9.1. Kỹ thuật PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Nguyên tắc chung   

Dựa vào hoạt tính của các DNA polymerase xúc tác sự tổng hợp một 

mạch DNA mới từ mạch DNA khuôn, với nguyên liệu là bốn loại nucleotid. 

Phản ứng này đòi hỏi sự có mặt của những mồi xuôi và mồi ngược có trình tự 

bổ sung với hai đầu của trình tự DNA khuôn. 
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Phản ứng PCR là một chuỗi nhiều chu kỳ nối tiếp nhau, mỗi chu kỳ gồm 

ba bước: Biến tính, bắt cặp, kéo dài chuỗi. 

- Bước 1: Là giai đoạn biến tính (denaturation). Trong một dung dịch phản 

ứng bao gồm các thành phần cần thiết cho sự sao chép, phân tử DNA được 

biến tính ở nhiệt độ cao hơn Tm (nhiệt độ nóng chảy) của phân tử, thường là 

94
o
C - 95

o
C trong vòng 30 giây - 1 phút.  

- Bước 2: Là giai đoạn bắt cặp (annealing). Nhiệt độ được hạ thấp cho phép 

các mồi bắt cặp với khuôn, dao động trong khoảng 40
o
C - 70

o
C, tuỳ thuộc Tm 

của các mồi sử dụng và kéo dài từ 30 giây - 1 phút. 

- Bước 3: Là giai đoạn tổng hợp hay kéo dài (extension). Nhiệt độ được tăng 

lên 72
o
C để cho DNA polymerase là các polymerase chịu nhiệt (Taq 

polymerase, Tth polymerase, Pfu polymerase,…) hoạt động tổng hợp tốt nhất. 

Thời gian phụ thuộc vào độ dài của trình tự DNA cần khuếch đại, thường kéo 

dài từ 30 giây đến nhiều phút. 

Sau mỗi chu kỳ các chuỗi đôi DNA mới tạo thành sẽ tiếp tục được dùng 

để làm các DNA nền để tổng hợp các DNA mới trong chu kỳ tiếp theo. Sản 

phẩm cuối của phản ứng PCR là những đoạn DNA chuỗi đôi có chiều dài là 

khoảng cách giữa hai đoạn gen mồi, và hai đầu tận cùng của sản phẩm được 

xác định bởi đầu tận cùng 5’ của hai đoạn gen mồi. 

Số lượng chu kỳ trong PCR thường không vượt quá 40. Sau mỗi chu kỳ, 

số sợi DNA tăng gấp đôi. Như vậy, sau n chu kỳ số lượng sợi DNA là 2
n
. Nhờ 

vậy, số lượng DNA sẽ có đủ để có thể tách ra khi điện di và phát hiện được 

sau khi nhuộm, có thể tách dòng hoặc giải trình tự gen. 
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Hình 1.6. Các bước cơ bản của kỹ thuật PCR 

(nguồn: Andy Vierstraete, 1999) 

1.9.2. Kỹ thuật sắc ký lỏng cao áp biến tính 

Sắc ký lỏng cao áp biến tính một phần (partially denaturing high-

performance liquid chromatography - pDHPLC). Sắc ký lỏng cao áp biến tính 

một phần (pDHPLC) được xem là một phương pháp tối ưu để phát hiện các 

biến thể đa dạng của bộ gen. Kỹ thuật này phân biệt được alen kiểu dại và 
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alen đột biến nhờ vào đặc tính sắc ký tại nhiệt độ gây biến tính một phần và 

pH của chúng. Các nghiên cứu so sánh trước đây cho thấy pDHPLC là một 

trong những kỹ thuật tầm soát trên DNA nhạy nhất, có thể phát hiện ra những 

alen đột biến trong hỗn hợp với alen kiểu dại ở tỷ lệ 1:100. Nếu thực hiện trên 

một số lượng mẫu lớn, pDHPLC giúp tiết kiệm chi phí và thời gian hơn nhiều 

so với kỹ thuật giải trình tự. Không những vậy, các thiết bị pDHPLC hiện tại 

còn giúp điều chỉnh chính xác quá trình kiểm soát nhiệt độ, bơm mẫu, tiến 

hành sắc ký và phân tích kết quả tự động. 

Nguyên lý phát hiện đột biến gen của kỹ thuật pDHPLC như sau:  

(a) Trước khi tiến hành sắc ký, đoạn gen đích (200-1000 bp) sẽ được 

khuếch đại nhờ PCR. Sau đó, sản phẩm khuếch đại sẽ được cho biến tính ở 

95
o
C trong 3 phút, rồi chúng sẽ tái bắt cặp khi nhiệt độ được hạ dần, từ 95

o
C 

xuống 60
o
C trong vòng 30 phút. Nếu mẫu bệnh phẩm chứa một số tế bào mang 

đột biến gen, DNA bộ gen ban đầu sẽ chứa 2 cặp alen khác nhau ở vị trí đột 

biến. Do đó, khi tái bắt cặp, ngoài hai loại chuỗi kép đồng hợp ban đầu sẽ xuất 

hiện thêm hai loại chuỗi kép dị hợp do sự tái tổ hợp của các alen khác nhau. 
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Hình 1.7. Nguyên tắc kỹ thuật pDHPLC 

 (b) Phụ thuộc vào nồng độ GC trong đoạn DNA sợi đôi đích ban đầu mà 

một chương trình phù hợp sẽ được cài đặt để nâng nhiệt độ lên từ từ (thường 

từ 50-70
o
C) để làm tăng hiệu suất biến tính một phần. Những chuỗi kép dị 

hợp mới hình thành kém bền với nhiệt sẽ biến tính với tỷ lệ tăng dần (nhưng 

vẫn chỉ biến tính một phần), sau đó sẽ giảm thời gian lưu giữ trong pha tĩnh 

(của chất nền phân ly sắc ký). (c) Phụ thuộc vào một vài yếu tố như kích 

thước của đoạn gen đích ban đầu, cột nhiệt độ cài đặt, ảnh hưởng của các base 

lân cận đến những cặp base bắt cặp đúng hoặc bắt cặp sai mà cả bốn alen 

khác nhau sẽ tách ra hoàn toàn hoặc một phần. Từ đó, sẽ xuất hiện những 

đỉnh tín hiệu khác nhau tương ứng trên sắc ký đồ. 
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Nhờ khả năng của pDHPLC giúp phát hiện một khoảng rộng các trình tự 

đột biến với độ nhạy cao và ngưỡng phát hiện alen đột biến thấp trong một 

quy trình đã chuẩn hóa và ít tốn kém, các nhà nghiên cứu đã sử dụng kỹ thuật 

này để tầm soát các đột biến gen. 

Kỹ thuật này áp dụng phát hiện các đột biến trên các exon của gen. Sau 

khi được điện di trên gel agarose để khẳng định chính xác kích thước đoạn 

DNA mong muốn, sản phẩm PCR mỗi exon sẽ được cho biến tính ở 95
o
C 

trong 4 phút rối làm lạnh xuống 25
o
C với tốc độ 1,2

o
C/phút để tạo thành các 

chuỗi kép dị hợp. Sau đó, các sản phẩm này sẽ lần lượt được đưa vào máy sắc 

ký để thực hiện phân tích pDHPLC. Các mẫu đột biến được trình bày cùng 

với alen kiểu dại và mẫu nước (chứng âm) để đối chứng. 

1.9.3. Phân tích cấu trúc đa hình thái chuỗi đơn: (Single - Strand Conformation 

Polymorphism analysis - SSCP) 

* Nguyên tắc chung: Kỹ thuật SSCP gồm 2 giai đoạn 

- Giai đoạn 1: Đoạn DNA đích được khuyếch đại nhờ phản ứng PCR 

- Giai đoạn 2: Sản phẩm PCR được biến tính và phân đoạn nhờ điện dỉ 

trên gel Polyacrylamid ở điều kiên không biến tính. Sau khi bị biến tính bởi 

nhiệt độ khả năng di chuyển của các phân đoạn DNA khi điện di trên gel 

polyacrylamid phụ thuộc vào cấu trúc bậc 2 nội phân tử của chuỗi đơn (tạo ra 

do sự cặp đôi của các base). Như vậy, so với sợi đôi DNA đối chứng khi điện 

dỉtên gel polyacrylamid, sẽ có hai vạch tương ứng với mỗi sợi đơn của phân 

tử DNA ban đầu. Nếu các sợi DNA đích chỉ khác với DNA đối chứng 1 đôi 

base thì các sợi đơn DNA này sẽ có cấu trúc khác nên có thể phân biệt nhờ 

gel polyacrylamid ở trạng thái không biến tính.Sự khác biệt này được xác 

định trên cơ sở khác biệt về tốc độ di chuyển giữa sợi DNA đích (có đột biến 

điểm) với sợi DNA đối chứng. Thông thường người ta kết hợp sử dụng 
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nucleotide được gắn α
32

P trong phản ứng PCR ở giai đoạn đầu để đánh dấu 

các đoạn gen đích đã được khuyếch đại này. Gel polyacrylamid sau đó được 

chụp hình phóng xạ hoặc máy xạ hình phosphor. Phương pháp kết hợp này 

được gọi là PCR-SSCP. Ưu điểm của phương pháp này là chỉ cần một một 

lượng nhỏ DNA khuôn (5-10ng) so với kỹ thuật SSCP truyền thống (5-10 

µg). Một phương pháp khác sử dụng các chất nhuộm như SYBR green II. 

Thuốc nhuộm này có độ nhạy cao hơn ethidium bromide, được sử dụng phổ 

biến tron kỹ thuật phân tích SSCP không sử dung chất phóng xạ. 

 

Hình 1.8. Quy trình kỹ thuật SSCP. 
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Sản phẩm PCR sau khi biến tính sẽ ở dạng chuỗi đơn,được điện di trên 

gel polyacrylamid trong điều kiện không biến tính. Kết quả sẽ có 2 vạch 

tương ứng với mỗi sợi đơn của phân tử DNA ban đầu. 

Tác giả Marchetti và các cộng sự đã thiết kế một kỹ thuật SSCP. Trong 

đó các exon 18, 19 và 21 của gen EGFR được khuếch đại nhờ PCR. Sản phẩm 

PCR của mỗi exon sẽ được pha loãng 1:5 trong dung dịch đệm (95% 

formamid, 2 mmoL/L EDTA, pH 8.3). Sau đó, các mẫu này sẽ được cho biến 

tính trong 5 phút ở 90
o
C, ngay lập tức làm lạnh trên đá và chuyển vào hệ 

thống gel polyarylamid không biến tính. Nồng độ acrylamid là 10% khi sử 

dụng để phát hiện đột biến trên exon 19 và 12% cho exon 18 và 21. Trên gel, 

các mẫu DNA mô ung thư được đặt cạnh bên mẫu DNA mô phổi lành của 

cùng bệnh nhân. Điện di ở 20
o
C, cường độ dòng điện 3W trong 14 giờ. Khi 

kết thúc điện di, gel sẽ được đem nhuộm bạc (silver staining) để phát hiện các 

vạch sản phẩm [85]. Trong nghiên cứu trên, Các tác giả đã kết luận kỹ thuật 

SSCP thiết kế có độ nhạy tốt hơn kỹ thuật giải trình tự DNA trực tiếp: SSCP 

phát hiệnđược 39 trường hợp đột biến trong khi kỹ thuật giải trình tự chỉ phát 

hiện 31. Kỹ thuật PCR - SSCP Có khả năng phát hiện ra đột biến trong mẫu 

bệnh phẩm chỉ có 10% DNA đột biến, trong khi kỹ thuật giải trình tự cần đến 

khoảng 30% DNA đột biến trong mẫu bệnh phẩm thì mới phát hiện ra đột 

biến. Mặt khác không có kết quả dương tính giả hoặc âm tính giả nào khi thực 

hiện bằng SSCP (các tác giả đã xác định bằng cách mỗi mẫu đều làm SSCP 2 

lần và giải trình tự để đối chứng). Những ưu điểm trên cùng với thuận lợi có 

thể tiến hành bằng mẫu mô cố định trong formalin, mô đúc paraffin hoặc mô 

sinh thiết khối lượng ít (< 1µg DNA), đã giúp các tác giả tự tin khẳng định kỹ 

thuật PCR-SSCP là một kỹ thuật tin cậy và cho kết quả nhanh chóng, giúp 

tầm soát các đột biến gen. 
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1.9.4. Sử dụng enzym cắt giới hạn 

Phân tích sản phẩm PCR bằng cách sử dụng enzym cắt giới hạn là kỹ 

thuật không phổ biến. Tuy nhiên, kỹ thuật này có thể đem lại ưu điểm như: 

Hiệu quả cao, cho kết quả rõ ràng, nhanh và đơn giản. Quy trình kỹ thuật 

bao gồm: Dung dịch sản phẩm PCR, dung dịch đệm cho enzym giới hạn 

10x; enzym cắt giới hạn, thiết bị ủ và dụng cụ kèm hóa chất để điện di và 

chụp ảnh. Song điều quan trọng là phải có vị trí cắt của enzym trong đoạn 

DNA đích. 

Một điều nữa là không phải tất cả các enzym giới hạn đều hoạt động tốt 

ở điều kiện của sản phẩm PCR với nhiều thành phần khác nhau như: Đệm, 

ion, nucleotid, mồi, DNA khuôn... Do vậy thường phải có bước tinh sạch sản 

phẩm trước khi tiến hành phản ứng enzym cắt. Kỹ thuật phân tích bằng 

enzym cắt là công cụ hữu hiệu trong trường hợp cần xác định sự có mặt của 

đột biến tạo ra trong phản ứng PCR, mà đột biến này cấu thành vị trí cắt của 

enzym là sợi DNA khuôn ban đầu không có. Kỹ thuật này có thể được phối 

hợp với các kỹ thuật khác như lai Southern blot hay PCR lồng. 

1.9.5. Kỹ thuật giải trình tự gen (DNA sequencing) 

 Giải trình tự gen là phương pháp xác định vị trí sắp xếp của các 

nucleotid trong phân tử DNA. Đoạn DNA cần giải trình tự được sử dụng như 

trình tự mẫu cho phản ứng khuếch đại gen (PCR) bắt đầu từ vị trí gắn mồi. 

Hỗn hợp của deoxy - và dideoxynucleotid được sử dụng trong phản ứng với 

nồng độ sao cho các dideoxynucleotid sẽ gắn vào mỗi vị trí mà các 

deoxynucleotid thường gắn trên đoạn DNA đang được tổng hợp. Sự gắn của 

các dideoxynucleotid sẽ làm gián đoạn quá trình kéo dài các đoạn DNA được 
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tổng hợp, kết quả sẽ tạo ra hỗn hợp các sợi DNA có kích thước khác nhau. 

Nucleotid tận cùng trên mỗi sợi DNA có thể được 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 nhưng từng loại dideoxynucleotid được đánh dấu bằng các chất phát 

huỳnh quang đặc hiệu khác nhau.  

 

Hình 1.9: Quy trình giải trình tự gen theo phương pháp ddNTP [51]. 
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Kết quả là hỗn hợp các sợi DNA tổng hợp từ sợi khuôn được phân tách 

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

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

được xác định tương ứng với trình tự của các vạch trên gel ứng với mỗi loại 

dideoxynucleotid.  

Máy giải trình tự gen tự động hoàn toàn dùng 4 màu huỳnh quang khác 

nhau để đánh dấu 4 loại ddNTP, hệ thống điện di thường là điện di mao quản. 

Mỗi khi có một vạch điện di đi qua, phân tử ddNTP cuối cùng ở đầu 3
’
 của 

đoạn DNA sẽ phát ra một màu huỳnh quang tương ứng, máy sẽ ghi nhận màu 

sắc này và chuyển về máy tính phân tích. Dựa vào màu huỳnh quang mà máy 

nhận biết được từng loại nucleotid và trình tự của DNA đích.  

Trình tự gen được đối chiếu và so sánh với trình tự gen trên Genebank 

(National Center for Biotechnology Information - NCBI).  

Kỹ thuật giải trình tự của DNA đích đã được ứng dụng trong nhiều 

nghiên cứu để xác định các đột biến mất nucleotid, thay thế nucleotid, thêm 

nucleotid trên gen. Do phần lớn các đột biến gen ATP7B gây bệnh Wilson là 

đột biến điểm nên phương pháp giải trình tự gen ATP7B vẫn được coi là một 

tiêu chuẩn vàng để phát hiện các đột biến của gen gây bệnh. 
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Hình 1.10: Hình ảnh giải trình tự gen trên máy giải trình tự gen tự động 

(Nguồn Trung tâm Gen - Protein, Trường Đại học Y Hà Nội). 
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Chƣơng 2 

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

Lựa chọn 61 bệnh nhân được chẩn đoán xác định mắc bệnh Wilson tại 

Bệnh viện Bạch Mai và Bệnh viện Nhi Trung ương. 

- Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân Wilson: Dựa theo tiêu chuẩn của 

Sternlieb (1978), bao gồm: 

+ Có các dấu hiệu của tổn thương gan 

+ Có các triệu chứng thần kinh 

+ Định lượng ceruloplasmin huyết thanh giảm dưới 20mg/dl 

+ Có vòng Kayser - Fleischer 

+ Tiền sử gia đình 

- Tiêu chuẩn loại trừ: 

+ Bệnh nhân không tự nguyện tham gia, bệnh nhân mắc các bệnh di 

truyền khác. 

2.2. Dụng cụ, trang thiết bị và hóa chất nghiên cứu 

2.2.1. Hóa chất 

* Hóa chất dùng để tách chiết DNA: 

- Dung dịch Lysis buffer 

- Dung dịch SDS 10% 
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- Dung dịch K 

- 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. 
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* 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 nước tinh khiết 

2.2.2. Trang thiết bị máy móc 

- Pipet và đầu côn các loại 1000µl, 200µl, 100µl, 20µl, 10µl 

- Ống Eppendoff 

- Ống nghiệm pha hóa chất 

- Cốc thủy tinh 

- Ống đong, bình nón 

- Khay đổ gel 

- Cân điện tử 

- Tủ sấy 

- Lò vi sóng 

- Máy Voltex 

- Máy ly tâm lạnh, máy ly tâm thường 

- Máy lắc nhiệt 
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- Máy điện di 

- Máy chụp ảnh gel 

- Máy đọc huỳnh quang 

- Máy đo OD 

- Máy PCR 

- Máy giải trình tự gen tự động 

2.3. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.3.1. Kỹ thuật tách chiết DNA từ máu ngoại vi 

Các mẫu DNA được tách chiết từ máu ngoại vi theo phương pháp 

Phenol/chloroform 

Nguyên tắc cơ bản bao gồm các bước: Loại hồng cầu và phá vỡ màng tế 

bào  Phá vỡ màng nhân  Loại protein  Tủa DNA  Rửa tủa  Hòa 

tan DNA 

Quy trình cụ thể: 

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

- Cho 0,5 mL máu tươi 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. 
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- Ly tâm 8000 vòng/ phút trong 10 phút ở 4
o
C, loại bỏ dịch nổi và thu 

cặn. quá trình này được 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. 

- 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 được chia làm 3 phần: lớp dung dịch phía trên 

có chứa DNA, lớp ở giữa là cặn tế bào, lớp dưới 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. 

Phương pháp quang phổ 

 Nguyên lý đo mật độ quang học 

- Acid nucleic có phổ hấp phụ cực đại ở bước sóng 260 nm là do sự có 

mặt của base purin và base pyrimidin. Giá trị mật độ quang ở bước sóng 

260nm (OD260nm) của các mẫu cho phép xác định nồng độ acid nucleic có 

trong mẫu nghiên cứu. 
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- Protein hấp thụ ánh sáng tử ngoại ở bước sóng 280nm do sự hấp thụ 

của các acid amin nhân thơm và dị vòng, bao gồm: tyrosin, tryptophan và 

phenylalanin. 

- Dựa vào tỷ lệ OD260nm/OD280nm để kiểm tra độ tinh sạch của DNA. Nếu 

OD260nm/OD280nm = 1,8  2 thì DNA được coi là tinh sạch. 

2.3.2. Kỹ thuật PCR khuếch đại 21 exon của gen ATP7B 

   Sử dụng kỹ thuật PCR để khuếch đại toàn bộ 21 exon của gen ATP7B. Các 

cặp mồi được trình bày ở bảng 2.1 

Bảng 2.1. Các trình tự mồi dùng để khuếch đại 21 exon của gen ATP7B 

STT Trình tự mồi Exon 
Kích thƣớc SP 

PCR (bp) 

1 
F CCC AAC  TTT  GAA   TCA   TCC GT 

Exon 1 240  
R R. AAC GCG  GGG  ACG  AAA ATC  CT 

2 
F AGA ACC TCG GAT GTT GTA GAA 

Exon 2 385 
R AAT GGA GCT GAC ACA GGA CTG 

3 
F GCC CTG AA CCT CCT GTT CTG 

Exon 3 258 
R CTA CTG ATA AAC ACA GTT GCT 

4 
F CTT TGT TCG GTT ATA TTG ACT G 

Exon 4 164 
R CCG TAA CGC ACC CAC AGT A 

5 
F AGA CTC CCT GGA CTG GCT TT 

Exon 5 400 
R TTC CAT GGG AAA AGT TGA AGA 

6 
F GCT TTC TGC CAA TGC ATA TTTT 

Exon 6 178 
R AGA GTT GGG CCC AGG TAG AG 

7 
F AGG GGA GTG GCT TGT AAT CC 

Exon 7 176 
R CTT AGC GGG CAG AAT ATC TGA 

8 
F CGC TCA TTC AAC TCT CCT CC 

Exon 8 520 
R AAC ATG GTG TTC AGA GGA AGT 
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9 
F CAG CTG TCT CTA ACA CCA CGC 

Exon 9 193 
R ATA CAA CAT GGG CAT CTG AT 

10 
F CTA TTG TAA CAG CTG GCC TAG 

Exon 10 229 
R CTG TCA CTT GCT CAG CCCC 

11 
F GCT GTC AGG TCA CAT GAG TGC 

Exon 11 156 
R CTG ATT TCC CAG AAC TCT TCA 

12 
F TTC TTC ATA GGT TGT AAT TTCC 

Exon 12 236 
R GGA TCA ATG TCA GTA GAT TAT 

13 
F CCC TGA AAT GTC CTT ATG TGA 

Exon 13 196 
R CTC TCA GGC TTT TCT CTC AAT 

14 
F CAG CTA GGA GAG AAG GAC ATG 

Exon 14 184 
R AGT TCT  GCC TCA GGA GTG TGA 

15 
F TCT TGG CTT ACA GTT TCC TCTT 

Exon 15 170 
R TCT GTG GTT TGA CCC ACC TC 

16 
F GAC TCT TTT GCC TGA TAT CTG 

Exon 16 245 
R TGC TGT TAA AAG GAT TGC ATG 

17 
F CAT TGC AAG TGT GGT ATC TTG 

Exon 17 244 
R TAC AGC TCA GTG CTG GGCC 

18 
F CAA GGG TAA CTT GAG GTT TCT 

Exon 18 205 
R TCA TTC TGA TGG AGA GGA GCA 

19 
F TGG GCA GAC CCC TTC CTC AC 

Exon 19 219 
R AAG CCT TTC TGG GCG CAG CT 

20 
F CTA GGT GTG AGT GCG AGTT 

Exon 20 204 
R CAG CAT TTG TCC CAG GT 

21 
F AAT GGC TCA GAT GCT GTT 

Exon 21 221 
R GCT TGT GGT GAG 
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Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Thể tích (l) 

Nước cất PCR                11,9 

Buffer 10X 2,0 

dNTP (2,5 mM) 2,0 

Mồi xuôi 0,5 

Mồi ngược 0,5 

Taq polymerase (5 u/l) 0,1 

DNA 3,0 

Tổng 20,0 

 

Chu trình nhiệt phản ứng PCR như sau 

Chu trình Biến tính Bắt cặp Tổng hợp 

1 94
o
C - 5 phút   

2 – 34 94
o
C - 30 giây 55

o
C - 30 giây 72

o
C - 30 giây 

35   72
o
C - 5 phút 

     Bảo quản ở 10
o
C 
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Kiểm tra đột biến trên gel agarose 1,5%. Khuếch đại lại đoạn DNA 

đó với PCR ống chứng âm để loại trừ khả năng nhiễm và chứng dương để 

so sánh.  

2.3.3. Giải trình tự gen 

        Sản phẩm PCR sẽ được tinh sạch và giải trình tự gen trực tiếp để xác 

định đột biến trên gen ATP7B. 

2.3.3.1. 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. 

- 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 được ở đáy ống là dịch chứa DNA đã được tinh sạch. 

2.3.3.2. Quy trình thực hiện giải trình tự gen:  

Thực hiện theo qui trình và sử dụng phương pháp BigDye terminator 

sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA). 
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+ Giai đoạn 1: Chuẩn bị master mix cho phản ứng PCR 

- 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 được tinh sạch 1,0 

Big Dye Buffer 5X 3,0 

Big Dye  terminator V3.1 (2,5X) 2,0 

Nước cất PCR             13,0 

Mồi đơn (5pmol/µl) 1,0 

Tổng 20 

 

Chú ý:  

- Toàn bộ khâu chuẩn bị master mix phải được thực hiện trên khay đá 

- Các hóa chất phải được làm tan và trộn đều trước khi sử dụng 

- Big dye 2,5X phải được bảo quản tránh ánh sáng 

- Mỗi DNA thực hiện hai phản ứng với mồi xuôi và mồi ngược  
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+ Giai đoạn 2: 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 dưới và làm tan bọt. 

- Xếp các ống master mix vào máy PCR 

- Chọn chương trình nhiệt đã được cài đặt sẵn trong máy theo chu trình 

đã được tối ưu 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 

 

- Các sản phẩm sau khi được khuếch đại bằng Big dye kit sẽ được 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) 

2.3.4. Phƣơng pháp phân tích kết quả 

So sánh kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân với trình tự GeneBank 

của gen ATP7B (National Center for Biotechnology Information, NCBI)  

NG_011403 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.  
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2.4. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu 

- Bệnh nhân sẽ được 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 được hoàn toàn giữ bí 

mật. Nghiên cứu được tiến hành hoàn toàn vì mục đích khoa học, không vì 

bất kỳ mục đích nào khác. 
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2.5. Quy trình nghiên cứu 

 

 

                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Quy trình xác định đột biến gen ATP7B 

Bệnh nhân Wilson 

Thu thập mẫu máu 

(3ml máu tĩnh mạch +EDTA) 

Tách chiết DNA 

từ bạch cầu máu ngoại vi 

Phản ứng PCR khuếch đại 

21 exon của gen ATP7B 

Tinh sạch sản phẩm PCR 

Giải trình tự gen 

So sánh với GeneBank 

Xác định đột biến gen ATP7B 

Bản đồ đột biến gen ATP7B 
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Chƣơng 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Phát hiện đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson  

3.1.1. Kết quả tách chiết DNA 

 DNA của bệnh nhân được tách chiết theo quy trình phenol/chloroform. 

Sau khi tách chiết, các mẫu DNA được kiểm tra nồng độ, độ tinh sạch bằng 

phương pháp đo mật độ quang trên máy Nanodrop.  

Bảng 3.1. Kết quả đo nồng độ và độ tinh sạch của các mẫu DNA  

MS 
DNA 

(ng/µl) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

MS 
DNA 

(ng/µl) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

MS 
DNA 

(ng/µl) 

Độ tinh 

sạch 

(A260/280) 

W1 139 1,7 W17 146 1,7 W33 148 2,0 

W2 131 1,8 W18 122 1,9 W34 127 1,9 

W3 169 1,7 W19 127 1,9 W35 116 2,0 

W4 158 1,7 W20 197 1,9 W36 115 1,9 

W5 159 1,7 W21 1113 1,8 W37 119 2,0 

W6 325 1,7 W22 1511 1,8 W38 113 2,0 

W7 412 1,9 W23 134 1,8 W39 115 1,9 

W8 812 1,9 W24 139 1,8 W40 110 1,9 

W9 146 1,9 W25 132 1,8 W41 82 2,0 

W10 153 1,8 W26 174 1,7 W42 383 2,0 

W11 173 1,8 W27 131 1,7 W43 127 1,9 

W12 142 1,8 W28 182 1,7 W44 133 2,0 

W13 144 1,9 W29 138 1,8 W45 125 1,9 

W14 132 1,9 W30 194 1,7 W46 124 2,0 

W15 148 1,8 W30 196 1,8 W47 134 2,0 

W16 193 1,7 W32 164 1,7 W48 121 2,0 

W49 78 1,8 W50 29 1,7 W51 58 1,7 

W52 59 1,7 W53 130 1,7 W54 97 1,8 

W55 190 1,8 W56 172 1,8 W57 104 1,8 

W58 157 1,9 W59 160 1,9 W60 98 2,0 

W61 125 1,9       
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Nhận xét:  

Tất cả mẫu DNA được tách chiết có nồng độ và độ tinh sạch cao với tỷ 

số mật độ quang ở bước sóng 260/280nm nằm trong khoảng 1,72,0. 

3.1.2. Kết quả chạy PCR khuếch đại các exon của gen ATP7B 

Sử dụng 21 cặp mồi đặc hiệu để khuyếch đại toàn bộ 21 exon của gen 

ATP7B. Kích thước của các sản phẩm PCR trong khoảng 164520 bp. Sản 

phẩm khuyếch đại được điện di trên gel agarose 1,5%.  Hình 3.1 là hình ảnh 

Minh họa kết quả PCR khuếch đại exon 5 và exon 8 của gen ATP7B.  

A) 

 

B) 

        

Hình 3.1. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR exon 3 (A) và exon 8 (B) của 

gen ATP7B.  (+) mẫu đối chứng dương; (-) mẫu chứng âm; (1-9) mẫu bệnh 

nhân; (MK) Marker Ф174. 
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Nhận xét: 

Sản phẩm PCR thu được chỉ có 1 băng đặc hiệu, rõ nét, không có sản 

phẩm phụ. Sản phẩm khuếch đại PCR đảm bảo cho phản ứng giải trình tự tiếp 

theo để phát hiện đột biến điểm. 

3.1.3. Kết quả xác định đột biến điểm bằng kỹ thuật giải trình tự gen 

Sản phẩm PCR tiếp tục được giải trình tự gen để phát hiện đột biến. 

Kết quả cho thấy có nhiều kiểu gen khác nhau được phát hiện trên bệnh 

nhân Wilson bao gồm: đột biến sai nghĩa, đột biến vùng 5’UTR, đột biến 

thêm nucleotid, đột biến tạo mã kết thúc và đột biến ở vùng intron. Bệnh 

nhân có thể có kiểu gen đột biến dị hợp tử, kiểu gen đột biến đồng hợp tử 

tại 1 vị trí trên gen và các kiểu gen khác do sự kết hợp của 2 dạng đột biến 

dị hợp tử, đồng hợp tử  hoặc kết hợp với các SNP (bảng 3.2).  

3.1.3.1.Bệnh nhân Wilson với các dạng đột biến khác nhau trên gen 

ATP7B 

Bệnh nhân có đột biến sai nghĩa (missense mutation) 

 

Hình 3.2. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W51 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

nucleotid và acid amin thay đổi. 
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Nhận xét: 

 Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W51 có đột biến 

sai nghĩa dị hợp tử, thay thế nucleotid 2490G>T dẫn đến bộ ba thứ 778 CGG 

mã hóa Arginine chuyển thành CTG mã hóa Leucine (R778L). 

Bệnh nhân có đột biến ở vùng 5’ UTR 

 

Hình 3.3. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W25 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

nucleotid thay đổi. 

Nhận xét: 

 Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W25 có đột biến 

đồng hợp tử C thay thế thành A ở vùng 5’UTR cách vị trí mã khởi đầu 75 bp. 
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Bệnh nhân có đột biến tạo mã kết thúc sớm (stop codon) 

 

Hình 3.4. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W20 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

nucleotid và acid amin thay đổi. 

Nhận xét: 

Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W20 có đột biến 

đồng hợp tử thay thế nucleotid 471C>A dẫn đến bộ ba thứ 105 TCG mã hóa 

Serine chuyển thành mã kết thúc sớm TAG (S105*). 

Bệnh nhân có đột biến thêm nucleotid (insertion mutation) 

 
Hình 3.5. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W45 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

thêm nucleotid. 
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Nhận xét: 

 Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W45 có đột biến 

đồng hợp tử thêm 5 nucleotid CGCCG ở vị trí giữa -117/-118 trên vùng 

5’UTR (cách vị trí mã khởi đầu 117 bp). 

3.1.3.2. Bệnh nhân với những đột biến kết hợp trên gen ATP7B 

Bệnh nhân có 2 đột biến dị hợp tử  

 

Hình 3.6. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W6 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

nucleotid và acid amin thay đổi. 

Nhận xét: 

 Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W6 có đột biến dị 

hợp tử tại 2 vị trí: (1) thay thế nucleotid 2706C>T dẫn đến bộ ba thứ 805 mã 

hóa ACC Theonine chuyển thành ATC mã hóa Isoleusin (T805I); (2) thay thế 
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nucleotid 4112T>C dẫn đến bộ ba thứ 1371 CTG mã hóa Leucine chuyển 

thành CCG mã hóa Proline (L1371P). 

Bệnh nhân có 2 đột biến đồng hợp tử 

 

Hình 3.7. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W18 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

nucleotid và acid amin thay đổi. 

Nhận xét: 

 Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W18 có 2 đột 

biến đồng hợp tử: (1) thêm 5 nucleotid CGCCG ở vị trí giữa -117/-118 trên 

vùng 5’UTR (cách vị trí mã khởi đầu 117 bp), (2) thay thế nucleotid 
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2652A>G dẫn đến bộ ba thứ 832 AAG mã hóa Lysine chuyển thành AGG 

mã hóa Arginine (K832R). 

Bệnh nhân có nhiều đột biến kết hợp 

 

Hình 3.8. Kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân mã số W30 

Mũi tên thẳng đứng chỉ vị trí đột biến, các chữ số trên mũi tên chỉ vị trí 

nucleotid và acid amin thay đổi. 
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Nhận xét: 

Giải trình tự gen ATP7B phát hiện bệnh nhân mã số W30 có 3 đột biến: 

(1) đột biến đồng hợp tử C thay thế thành A ở vùng 5’UTR cách vị trí mã 

khởi đầu 75 bp; (2) đột biến dị hợp tử A thay thế thành C ở vùng 5’UTR cách 

vị trí mã khởi đầu 128 bp; (3) đột biến dị hợp tử ở vùng intron 18 

c.4060+6C>T. 

3.1.3.4. Kết quả phát hiện đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân 

Bảng 3.2. Các kiểu đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson 

STT Mã số Exon Đột biến/SNP 
Thể đột 

biến 
n 

Chú 

thích 
Tài liệu công bố 

1 W9 14 pD1027H(c.3079G>C) Dị hợp 1 DV Wan L (2006) 

2 W10 5 pA604P(c.1810G>C) Dị hợp 1 DV GuYH (2003) 

3 W28 13 p.C985T (c.2954G>A) Dị hợp 1 DV Mak CM (2008) 

4 W38, W39 3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp 2 SNP GuYH (2003) 

5 W51,W55 8 p.R778L (c. 2490 G>T) Dị hợp 2 DV Nanji MS (1997) 

6 W52 11 p.L902P (c.2862T>C) Dị hợp 1 NEW  

7 W20,W60 2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp 2 DV Mak CM (2008) 

8 W23 14 p.G943D (c.2982G>A) Đồng hợp 2 DV Wan L (2006) 

9 W25 5’UTR c.-75C>A Đồng hợp 1 DV Yamaguchi A (1998) 

10 W26 5'UTR c.-118/117 ins CGCCG Đồng hợp 1 DV GuYH (2003) 

11 W6 

10 p.T850I (c.2706 C>T) Dị hợp 1 NEW  

20 p.L1371P (c.4112T>C) Dị hợp 1 DV Gupta A (2005) 
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12 W7 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 1 NEW  

3 p.V456L (c.1523 G>C) Dị hợp 1 SNP GuYH (2003) 

13 
W11, W13, 

W21,W22 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 

4 

NEW  

3 p.V456L (c.1523G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

14 W27 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp 

1 

SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

15 W29 

8 p.T715A ( c.2147T>G) Dị hợp 

1 

DV Gupta A (2005) 

8 p.R778L (c. 2490 G>T) Dị hợp DV Nanji MS (1997) 

16 W32 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 

1 

NEW  

10 p.T850 I (c.2706 C>T) Dị hợp NEW  

17 W35 

5’UTR c.-75C>A Dị hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

IVS18 c.4060 + 6 C > T Dị hợp DV Liu XQ (2004) 

18 W43 

5’UTR c.-75C>A Đồng hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

5’UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp DV GuYH (2003) 

19 W54 

8 p.R778L (c. 2490 G>T) Dị hợp 

1 

DV Nanji MS (1997) 

16 p.I1148L (c.3600T>C) Dị hợp SNP Todorov T (2005) 

20 W56 

5’UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp 

1 

DV GuYH (2003) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

21 W18 

5'UTR c.-118/117 ins CGCCG Đồng hợp 

1 

DV GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Đồng hợp DV Okada T (2000) 
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22 W44, W45 

5’UTR c.-75C>A Đồng hợp 

2 

DV Yamaguchi A (1998) 

5’UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp DV GuYH (2003) 

23 W1 

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp 

1 

DV Mak CM (2008) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP Okada T (2000) 

24 W61 

5’UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp 

1 

DV GuYH (2003) 

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp DV Mak CM (2008) 

25 W31 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 

1 

NEW  

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp DV Mak CM (2008) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

26 W58 

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp 

1 

DV Mak CM (2008) 

8 p.R778L (c. 2490 G>T) Dị hợp DV Nanji MS (1997) 

16 p.V1140A (c.3577T>C) Dị hợp NEW  

27 W5, W34 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 

2 

NEW  

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.T850I (c.2706 C>T) Dị hợp NEW  

28 W8 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 

1 

NEW  

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

16 p.V1140A (c.3577T>C) Dị hợp NEW  

29 W33 

5’UTR c.-75C>A Dị hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP Okada T (2000) 
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30 W36 

5’UTR c.-75C>A Dị hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

5’UTR c.-128A>C Đồng hợp NEW  

IVS18 c.4060+6 C>T Dị hợp DV Liu XQ (2004) 

31 W40 

5’UTR c.-75C>A Dị hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

5’UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp DV GuYH (2003) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

32 W59 

5’UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp 

1 

DV GuYH (2003) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

5 pA604P(c.1810G>C) Dị hợp DV GuYH (2003) 

33 W4 

5'UTR c.-118/117ins CGCCG Dị hợp 

1 

DV GuYH (2003) 

3 p.V456L (c.1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP Okada T (2000) 

16 p.V1140A (c.3577T >C) Dị hợp NEW  

34 W17 

5'UTR c.-75C>A Đồng hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

5'UTR c.-118/117 ins CGCCG Đồng hợp DV GuYH (2003) 

3 p.V456L (c.1523G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp DV Okada T, (2000) 

35 W57 

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp 

1 

DV Mak CM (2008) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP Okada T (2000) 

16 p.V1140A (c.3577T>C) Dị hợp NEW  
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36 W16 

5'UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp 

1 

DV GuYH (2003)  

1 ins 47/48 CGGCG Đồng hợp NEW  

3 p.V456L (c.1523G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP Okada T (2000) 

12 p.R952K (c.3012G>A) Đồng hợp NEW  

37 W24 

5’UTR c.-75C>A Đồng hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp NEW  

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

18 p.F1240I (c.3966C>A) Dị hợp NEW  

18 p.N1270I (c.3976A>T) Dị hợp NEW  

38 W53 

5’UTR c.-75C>A Dị hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

2 p.G50S (c.305G>A) Dị hợp NEW  

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp DV Mak CM (2008) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP Okada T (2000) 

16 p.V1140A (c.3577T>C) Đồng hợp NEW  

39 W30 

5'UTR c.-75C>A Đồng hợp 

1 

DV Yamaguchi A (1998) 

5'UTR c.-118/117 ins CGCCG Dị hợp DV GuYH (2003) 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp NEW  

2 p.S105Stop (c.471C>A) Đồng hợp DV Mak CM (2008) 

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP GuYH (2003) 



62 

40 W19 

1 ins 47/48 CGGCG Dị hợp 

1 

NEW  

3 p.V456L (c. 1523 G>C) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

10 p.K832R (c.2652A>G) Dị hợp SNP GuYH (2003) 

12 p.W939C (c.2974G>C) Dị hợp DV Folhffer A (2007) 

13 

p.C980S (c.3106G>C;  Dị hợp NEW  

c.3106-3107 GC>CA)  NEW  

p.C980Stop 

(c.3107C>A) 

Dị hợp NEW  

16 p.F1144I (c.3587T>A) Dị hợp NEW  

Tổng                         13 exon                 48   

New: Đột biến mới; DV: Disease Variant (đột biến gây bệnh); SNP: Single Nucleotide 

Polymorphism (tính đa hình đơn nucleotid)   

Nhận xét: 

 48/61 bệnh nhân được phát hiện có đột biến trên gen ATP7B gồm các 

đột biến dị hợp tử, đột biến đồng hợp tử tại 1 vị trí trên gen; các dạng 

đột biến khác do sự kết hợp của 2 đến 5 dạng đột biến dị hợp tử,  đồng 

hợp tử hoặc kết hợp với các SNP.  

 3/61 bệnh nhân phát hiện có sự thay thế nucleotid (SNP) trên gen 

ATP7B.  

 10/61 bệnh nhân không phát hiện thấy đột biến trên gen ATP7B.  

 Các kiểu gen phát hiện trên bệnh nhân là những đột biến công bố gây 

bệnh Wilson, hoặc các SNP kết hợp với đột biến gây bệnh, một số đột 

biến mới chưa được công bố là gây bệnh Wilson. 
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3.2. Thiết lập bản đồ đột biến gen ATP7B gây bệnh Wilson ở Việt nam 

Bảng 3.3. Các loại đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson 

STT 

Đột biến 

Vùng /exon Số lƣợng 

Thay đổi nucleotid 
Thay đổi 

acid amin 

1.  

c.-75C>A  

5'UTR 

12 

c.-117/118CGCCG  13 

c.-128A>C  1 

2.  Ins 47/48 CGGCG  Exon 1 14 

3.  

c.471C>A p.S105* 

Exon 2 

9 

c.305G>A p.G50S 1 

4.  c.1523G>C p.V456L Exon 3 23 

5.  c.1810G>C p.A604P Exon 5 2 

6.  

c.2490G>T p.R778L 

Exon 8 

5 

c.2147T>G p.T715A 1 

7.  

c.2652 A>G p.K832R 

Exon 10 

13 

c.2706C>T p.T850I 3 

8.  c.2862T>C p.L902P Exon 11 1 

9.  c.2974G>C p.W939C Exon 12 1 
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c.2982 G>A p.G943D 1 

c.3012G>A p.R952K 1 

10.  

c.3106 G>C p.C980S 

Exon 13 

1 

c.3107C>A p.C980S 1 

c.2954G>A p.C985T 1 

11.  

c.2892G>A p.G943D 

Exon 14 

1 

c.3079G>C p.D1027H 1 

12.  

c.3577T>C p.V1140A 

Exon 16 

5 

c.3587T>A p.F1144I 1 

c.3600T>C p.P1148L 1 

13.  

c.3966C>A p.F1240I 

Exon 18 

1 

c.3976A>T p.N1270I 1 

14.  c.4060+6C>T  IVS18 2 

15.  c.4112T>C p.L1371P Exon 20 1 

Tổng   28 28 15 118 

 

Nhận xét: 

28 loại đột biến và SNP khác nhau đã được phát hiện trên 13 exon, 1 

vùng intron và vùng 5’UTR của gen ATP7B ở bệnh nhân Wilson Việt Nam. 
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Biểu đồ 3.1. Phân bố  đột biến trên các exon của gen ATP7B 

Nhận xét: 

Đột biến ở vùng 5’UTR chiếm tỉ lệ cao nhất, đột biến ở vùng exon 3, 

exon 10 chiếm tỉ lệ cao thứ 2, tiếp theo là ở vùng exon 1, exon 2, exon 16 và 

exon 8, đột biến chiếm tỉ lệ thấp nhất nằm ở các exon còn lại (biểu đồ 3.1).  
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 Biểu đồ 3.2. Các dạng đột biến phát hiện được trên bệnh nhân Wilson  

(ĐB: đột biến) 

Nhận xét: 

Trong 5 dạng đột biến đã được phát hiện trên gen ATP7B ở 48 bệnh 

nhân Wilson Việt Nam, đột biến sai nghĩa (missense mutation) chiếm tỉ lệ cao 

nhất với 56,7%, tiếp theo là đột biến ở vùng 5’UTR chiếm tỉ lệ 22%, đột biến 

thêm nucleotid chiếm tỉ lệ 11,8%, đột biến tạo mã kết thúc sớm và đột biến ở 

vùng intron chiếm tỉ lệ thấp với 7,7% và 1,8%.  
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Biểu đồ 3.3. Phân bố các đột biến gen ATP7B tương ứng với các vùng gen 

(ĐB: đột biến) 

Nhận xét:  

Đột biến ở vùng exon chiếm tỉ lệ cao nhất  (76%), tiếp theo là đột 

biến ở vùng 5’UTR chiếm tỉ lệ cao thứ  2 (22%), đột biến ở vùng intron 

chiếm tỉ lệ thấp nhất (2%) 
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Hình 3.9. Bản đồ đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson Việt Nam  

* Nhận xét: Đột biến xảy ra trên tất cảc các vùng chức năng của gen, 

trên 1 exon xuất hiện nhiều đột biến. Vùng 5’UTR có 3 dạng đột biến, 

trong đó có 1 dạng là đột biến mới phát hiện (c.-128A>C). Vùng exon 1 
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có 1 dạng đột biến, trong đó có 1 đột biến mới, hai vùng này có tổng số 

đột biến lớn nhất tìm thấy trong nghiên cứu. 

 Vùng MBSs kéo dài từ exon 2 đến một phần của exon 6, (vùng bám 

cho các nguyên tử đồng) có 4 dạng đột biến nằm trên các exon 2, exon 3, 

và exon 5, trong đó tại exon 2 có hai đột biến tạo thành mã kết thúc, một 

trong số đó là đột biến mới.  

Vùng xuyên màng 1-6 (Vùng A-kênh vận chuyển) kéo dài từ một 

phần của exon 6 đến exon 13 có 11 dạng đột biến nằm trên các exon 8, 

10, 11, 12, 13, trong đó có 5  là đột biến mới. Vùng N (vị trí bám cho 

ATP) kéo dài từ exon 14 đến một phần của exon 18 vùng này có 7 đột 

biến nằm trên exon 14, 16, 18 trong đó có 3 là đột biến mới, một đột biến 

missense nằm ở vùng cắt nối exon (vùng intron) trước exon 18 IVS18 

c.4060+6 C>T.  

Vùng P-vùng xuyên màng 7-8 (vùng phosphoryl hóa), chiếm một 

phần của exon 18, kéo dài đến exon 21 có 1 đột biến trên exon 20. Trên 

các exon 4, 6, 7, 9, 15, 17, 19, 21 của gen ATP7B  không phát hiện thấy 

đột biến trên bệnh nhân Wilson Việt Nam. 
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Chƣơng 4 

BÀN LUẬN 

Bệnh Wilson và những bệnh lý di truyền trên gen lặn khác có biểu hiện 

lâm sàng phức tạp, bệnh cảnh đa dạng, phong phú, chẩn đoán trên lâm sàng 

có nhiều khó khăn như bệnh Wilson. Chẩn đoán bệnh bằng kỹ thuật sinh học 

phân tử, giúp cho chẩn đoán sớm và chính xác bệnh. Bệnh Wilson là một 

bệnh di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường. Giai đoạn đầu đồng sẽ tích lũy 

trong gan (khoảng 80% lượng đồng được dự trữ trong gan) gây xơ gan, viêm 

gan cấp tính...Khi nồng độ đồng tăng cao sẽ qua tĩnh mạch cửa theo hệ thống 

tuần hoàn đến các cơ quan đích như não, mắt, xương... gây ra các biến chứng 

về mắt, thần kinh, tâm thần, rối loạn sắc tố và các rối loạn khác. Bệnh được 

biểu hiện rất đa dạng trên lâm sàng với tuổi khởi phát khác nhau và tổn 

thương nhiều cơ quan trong cơ thể. Bởi vậy, chẩn đoán bệnh trở nên khó 

khăn, đặc biệt trong các trường hợp không có các triệu chứng lâm sàng điển 

hình. Các nghiên cứu về các dạng đột biến gen ATP7B của các quốc gia khác 

nhau trên thế giới cũng đã và đang được triển khai rộng rãi. Xác định vị trí 

các đột biến gen dATP7B ở bệnh nhân Wilson cung cấp nhiều lợi ích cho 

khoa học cơ bản và ứng dụng lâm sàng. Đối với những bệnh nhân bị bệnh 

Wilson, xác định được vị trí đột biến là một tiêu chuẩn vàng để khẳng định 

chính xác chẩn đoán bệnh, ngoài ra nó cũng hỗ trợ trong việc tiên lượng mức 

độ nghiêm trọng của bệnh và diễn biến lâm sàng để từ đó có phương pháp 

điều trị thích hợp phòng tránh các biến chứng. Hơn nữa, xác định được vị trí 
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đột biến của bệnh nhân sẽ giúp phát hiện người lành mang gen bệnh, tư vấn di 

truyền và chẩn đoán trước sinh cho những bà mẹ có nguy cơ cao giúp ngăn 

ngừa và làm giảm tỉ lệ mắc bệnh. 

KẾT QUẢ PHÁT HIỆN ĐỘT BIẾN GEN ATP7B 

Để tiến hành xác định đột biến trên gen ATP7B, tách chiết DNA là bước 

đầu tiên quan trọng của quy trình thực hiện các kỹ thuật sinh học phân tử.  

DNA tách chiết được phải đảm bảo không bị đứt gãy, không nhiễm tạp chất  

để đảm bảo độ chính xác cho kết quả PCR và giải trình tự gen. Trong nghiên 

cứu này, tất cả mẫu DNA của bệnh nhân sau tách chiết được đo trên máy 

quang phổ kế Nano-drop ở bước sóng 260/280nm đều có nồng độ cao và độ 

tinh sạch nằm trong khoảng 1,82.0. 

Trong nghiên cứu này, kỹ thuật PCR và giải trình tự gen trực tiếp đã 

được áp dụng để xác định đột biến. Kết quả cho thấy đã phát hiện được 

48/61 (78,6%) bệnh nhân được phát hiện có đột biến trên gen ATP7B gồm 

các đột biến sai nghĩa, đột biến thêm nucleotid, đột biến ở vùng 5’ tận và 

đột biến ở vùng intron. Đột biến xảy ra ở hầu hết các vùng trên gen 

ATP7B, tuy nhiên một số vùng như exon 4, exon 6, exon 7, exon 9, exon 

15, exon 17, exon 19, exon 21 chưa phát hiện được đột biến. Kết quả phát 

hiện đột biến sẽ giúp cho chúng tôi bước đầu hoàn thiện bản đồ đột biến 

gen trên bệnh nhân Wilson.  21,4% bệnh nhân không phát hiện thấy đột 

biến, theo các nghiên cứu trước của thế giới, tỷ lệ bệnh nhân Wilson không 

phát hiện được đột biến trên gen ATP7B cũng chiếm khoảng trên 20%, các 
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tác giả đã đưa ra lý giải là có thể có một số đột biến gen nằm trên vùng intron 

chưa được phát hiện và cơ chế cụ thể chưa được rõ ràng [26-30]. 

Năm 1993 Petrukhin K, Tanzi RE và cộng sự xây dựng bản đồ gen và 

các vùng gen có đột biến gây bệnh Wilson [87]. Đột biến trên các vùng 

chức năng của gen ATP7B trong nghiên cứu cho thấy có sự khác nhau, có 

vùng chức năng phát hiện thấy nhiều đột biến trên nhiều exon, đột biến có 

thể xảy ra trên bất kỳ exon nào, tuy nhiên một số exon không tìm thấy đột 

biến. Một bệnh nhân có thể xuất hiện nhiều đột biến khác nhau. 

Protein enzym ATP7B với các vùng chức năng đặc thù mang đầy đủ đặc 

điểm của một protein vận chuyển kim loại thuộc họ protein typP-ATPase, 

đóng vai trò quan trọng trong việc đào thải đồng ra khỏi cơ thể. Sự bất thường 

của enzym ATP7B là nguyên nhân trực tiếp gây bệnh Wilson. 

Theo thống kê tại ngân hàng dữ liệu về bệnh Wilson  

(Wilsondiseas.med.ualberta.ca) cho đến thời điểm hiện nay, có 8 dạng đột 

biến trên gen ATP7B: Đột biến xóa đoạn, đột biến chuyển đoạn, đột biến 

đảo đoạn, đột biến thay thế, đột biến thêm nucleotid, đột biến tạo mã kết 

thúc sớm, đột biến sai nghĩa, đột biến tại vùng intron. Trong nghiên cứu 

này, 61 bệnh nhân Wilson đã được tiến hành xác định đột biến gen ATP7B, 

và 5dạng đột biến được phát hiện là: Đột biến sai nghĩa, Đột biến tạo mã 

kết thúc sớm, đột biến thêm nucleotid, đột biến ở vùng 5’UTR, đột biến tại 

vùng intron.  

http://www.wilsondiseas.med.ualberta.ca/
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 Kết quả nghiên cứu cho thấy, sự thay thế nucleotid dị hợp tử SNP được 

công bố không gây bệnh, nhưng có thể có đột biến trên vùng intron kết hợp, 

mà nhóm nghiên cứu chưa phát hiện được, nên bệnh nhân vẫn biểu hiện các 

triệu chứng bệnh lý trên lâm sàng, có 2 bệnh nhân (W38, W39) chỉ mang duy 

nhất 1 SNP dạng dị hợp tử SNP. Sự thay thế nucleotid tại vị trí c.1523 G>C 

(p.V456L) dẫn đến thay thế acid amin Valine thành Leucine. Acid amin 

Valine có kích thước nhỏ, kỵ nước, có 4 bộ ba nucleotid cùng mã hóa. 

Leucine là acid amin có kích thước lớn, cũng kỵ nước và có tới 6 bộ ba 

nucleotid cùng mã hóa. SNP  này nhiều lần được công bố không gây bệnh 

Wilson tại Trung Quốc, Hàn Quốc, Nhật Bản, Đài Loan,và một số nước châu 

Âu, nhưng sự kết hợp của SNP này với các đột biến khác có thể gây bệnh 

Wilson. Theo nghiên cứu của Nakayama (Nhật Bản) cho thấy p.V456L và 

p.K832R thuộc dạng SNP, những SNP này giảm đáng kể khả năng vận 

chuyển đồng khi thực nghiệm in vitro trên các tế bào gan của chuột. Tài liệu 

tham khảo cho thấy nhiều đột biến dị hợp tử trên các exon khác nhau  được 

công bố gây bệnh trên Genebank [89]. Đột biến đồng hợp tử được công bố 

gây bệnh trong nhiều tài liệu [17],[94], điều này cho thấy đột biến đồng hợp 

tử gây bệnh, tuân theo đúng qui luật di truyền của Menden, bệnh Wilson di 

truyền gen lặn trên nhiễm sắc thể thường. 
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Hình 4.1: Đột biến  giảm p.V456L và p.K832R đáng kể khả năng vận chuyển 

đồng khi thực nghiệm in vitro trên các tế bào gan của chuột. 

(www.http://Wilson disease.com) 

(Theo nghiên cứu của Kenji nakayama và cộng sự năm 2012. Trên tế bào 

gan in vitro cho thấy đột biến p.V456L và p.K832R đều làm giảm đáng kể 

khả năng vận chuyển và đào thải đồng ra khỏi tế bào). 

 Trong số 48 bệnh nhân phát hiện có đột biến gen ATP7B, 36 bệnh nhân 

mang từ 2 đột biến trở lên, sự kết hợp giữa nhiều loại đột biến trên một bệnh 

nhân bao gồm đột biến, đồng hợp tử kết hợp đột biến dị hợp tử, đột biến dị 

hợp tử, với đột biến dị hợp tử, hoặc đột biến đồng hợp tử kết hợp với đột biến 

đồng hợp tử, đã khẳng định chính xác những loại đột biến này là nguyên nhân 

gây bệnh Wilson.  

http://www.http/wilson
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Bệnh nhân có đột biến sai nghĩa (missense mutation) 

Bệnh nhân có đột biến sai nghĩa dị  hợp tử  

Đột biến sai nghĩa dị hợp tử trên exon 8 thay thế nucleotid tại vị trí 2490 

G>T, làm cho bộ ba mã hóa arginine chuyển thành leucine. Đây là đột biến 

được công bố gây bệnh. Hai kiểu đột biến trên exon 8, p.T715A và p.R788L 

được tìm thấy trên 6 bệnh nhân. Đột biến p.T715A, là một đột biến mới. Tại 

cùng vị trí này, đã có một nghiên cứu của Hungary công bố đột biến p.T715H 

gây bệnh Wilson [100] và một nghiên cứu của Ấn độ công bố đột biến tạo mã 

kết thúc p.T715Stop [65], [66], [67]. Ở bệnh nhân mang đột biến p.T715A xuất 

hiện thêm một đột biến dị hợp tử trên cùng exon 8, đó là đột biến p.N765G 

(c.2295C>G). Đột biến này cũng đã được công bố gây bệnh trong một nghiên 

cứu của Trung Quốc [93]. Đột biến c.2490G >T (p.R778L) xuất hiện trên 3 

bệnh nhân. Đây là đột biến đã được công bố gây bệnh Wilson 25 lần trong các 

nghiên cứu của Trung Quốc, Đài Loan, Nhật Bản, Hàn Quốc. Ngoài ra, ở 

cùng một vị trí 778 có thể xuất hiện đột biến p. R778Q, hoặc p.R778W cũng 

gây bệnh Wilson. 2 đột biến này được công bố tại Đài Loan, Trung Quốc, 

Hàn Quốc và cả Italia [71], [76] [80], [82]. Một đột biến cùng vị trí nhưng chỉ 

xuất hiện ở Châu Âu, đó là p.R778G. Đột biến này được công bố gây bệnh 

Wilson ở Đan Mạch, Tây Ban Nha, Bungary và Anh [26],[54], [68],[99].  Có 

thể thấy đột biến tại vị trí 778 là một đột biến quan trọng ảnh hưởng đến sự 

vận chuyển đồng qua màng tế bào. Arginin (R) là một acid amin phân cực 

mang tính kiềm giữ vai trò quan trọng cho quá trình cân bằng điện tích của 

màng tế bào, cho nên sự thay đổi tính chất acid amin tại vị trí này có thể ảnh 
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hưởng lớn đến quá trình chuyển hoá cation và anion, trong đó Cu
2+

 là một 

thành phần quan trọng.  Trong nghiên cứu này, nhóm nghiên cứu đã tìm thấy 

3 bệnh nhân W54 W55,W51 mang đột biến c.2490G>T (p.R778L). 

Bệnh nhân có đột biến sai nghĩa đồng hợp tử  

*  Đột biến c.-75C>A là đột biến sai nghĩa do thay thế nucleotid C 

thành A tại vị trí nằm cách mã khởi đầu 75 bp:  12 bệnh nhân mang đột 

biến kiểu này, bao gồm 7 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử và 5 bệnh 

nhân mang đột biến dị hợp tử. Tất cả bệnh nhân này đều có thêm những đột 

biến khác, trên các exon thuộc các vùng khác nhau của gen. Tuy nhiên 

nhóm nghiên cứu nhận thấy rằng đột biến thay thế nucleotid, cho dù là đột 

biến đồng hợp tử hay đột biến dị hợp tử thì sự kết hợp các loại đột biến 

kép, ở vị trí này đã tạo nên nhiều đột biến đa dạng. Đột biến đồng hợp tử 

kết hợp với các đột biến dị hợp tử hoặc giữa đột biến đồng hợp tử với đột 

biến đồng hợp tử khác, làm cho cấu trúc và chức năng của protein ATP7B 

thay đổi, dẫn đến giảm một phần khả năng vận chuyển đồng hoặc mất hoàn 

toàn khả năng vận chuyển đồng của protein ATP7B. 
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Bệnh nhân có đột biến ở vùng 5’ UTR 

 Một số bệnh nhân có đột biến ở vùng 5’UTR như sau: Đột biến thêm 5 

nucleotid CGCCG ở vị trí giữa - 117/-118 trên vùng 5’UTR (cách vị trí mã 

khởi đầu 117 bp). Đột biến -117/-118 ins CGCCG, đột biến có thể là dị hợp 

tử hoặc đồng hợp tử. Đột biến c.-75C>A là đột biến thay thế nucleotid C 

thành A tại vị trí nằm cách mã khởi đầu 75 bp:  12 bệnh nhân mang đột 

biến kiểu này, bao gồm 7 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử và 5 bệnh 

nhân mang đột biến dị hợp tử. Những bệnh nhân này đều mang thêm những 

đột biến khác, trên các exon thuộc các vùng khác nhau của gen. Đột biến dị 

hợp tử A thay thế thành C ở vùng 5’UTR cách vị trí mã khởi đầu 128 bp. Đột 

biến c.-128A>C, chỉ phát hiện được 1 bệnh nhân duy nhất mang đột biến 

này và là đột biến đồng hợp tử c.-128A>C  bệnh nhân mã số (W53). Đột 

biến này, khi đối chiếu và so sánh trên Genebank, nhóm nghiên cứu chưa 

thấy có tài liệu nào công bố, do đó có thể đây cũng là một đột biến mới 

xuất hiện trên bệnh nhân Wilson Việt Nam 

 Đột biến tại vùng 5’ UTR của gen thường tạo nên mã kết thúc sớm. Tuy 

nhiên nhóm nghiên cứu nhận thấy rằng kiểu đột biến thay thế nucleotid, 

cho dù là đột biến đồng hợp tử hay đột biến dị hợp tử thì sự kết hợp của các 

loại đột biến này tạo nên những đột biến kép, do đó hình thành nên nhiều 

đột biến đa dạng. Đột biến đồng hợp tử kết hợp với các đột biến dị hợp tử 

hoặc giữa đột biến đồng hợp tử với đột biến đồng hợp tử khác, làm cho cấu 

trúc và chức năng của protein ATP7B thay đổi, dẫn đến giảm một phần khả 
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năng vận chuyển đồng hoặc mất hoàn toàn khả năng vận chuyển đồng của 

protein ATP7B. 

Các đột biến ở vùng 5’UTR cũng đã được chứng minh là gây nên bệnh 

Wilson [88, 89]. 

Bệnh nhân có đột biến tạo mã kết thúc sớm (nonsense mutation) 

Bệnh nhân có đột biến đồng hợp tử thay thế nucleotid 471C>A dẫn đến 

bộ ba thứ 105 TCG mã hóa Serine chuyển thành mã kết thúc sớm TAG 

(S105*). Đột biến này phát hiện trên exon 2. Đây là vị trí bám cho các nguyên 

tử đồng gồm 6 MBSs, mỗi một MBSs gồm các trình tự MxCxxC, 1 MBSs sẽ 

gắn với một nguyên tử đồng. Việc phân tích cấu trúc riêng biệt của MBSs 

trong ATP7B đã cho thấy một cấu trúc nếp gấp βαββαβ được bảo tồn. Trình tự 

và cấu trúc của các MBSs này được bảo tồn cao trong quá tiến hóa, ngay cả 

trong các protein khác như ATOX1 liên kết đồng (Cu-chaperon ATOX1). Các 

MBSs trong ATP7B có các chức năng quan trọng như: Chuyển vị đồng, hợp 

nhất đồng trong phức hợp enzym, hoạt hóa ATPase, tương tác giữa  protein 

với protein. Tuy nhiên, ATP7B tương đồng trên vi khuẩn và nấm men cho 

thấy chỉ chứa một hoặc hai MBSs. Như vậy không phải tất cả 6 MBSs đều 

quan trọng [88],[89] 

* Đột biến trên exon 2 có hai kiểu p.G50S và p.S105stop phát hiện ở 

10 bệnh nhân, hai kiểu đột biến này đều thuộc dạng thay thế nucleotid A 

được thay thế G hoặc C. Đột biến tạo nên mã kết thúc sớm, sự tạo thành mã 

kết thúc sớm làm mất hoàn toàn chức năng và cấu trúc của protein ATP7B, 
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đột biến p.105Stop được công bố 3 lần, là đột biến gây bệnh ở các nước 

Đức, Trung Quốc [42], [63]. 

+ Đột biến p.G50S nằm trên exon 2, được tìm thấy 1 lần trong nghiên 

cứu. Đối chiếu và so sánh trên Genebank chúng tôi không tìm thấy dữ liệu 

nào công bố liên quan đến đột biến này, chúng tôi cho rằng đây là đột biến 

mới trên bệnh nhân Wilson Việt Nam. Glycin (G) là một acid amin không 

phân cực và trung tính, trong khi đó Serin (S) là acid amin phân cực, trung 

tính. Vì thế đột biến này làm thay đổi hoàn toàn tính chất hoá lý tại vị trí 

codon 50, có thế làm ảnh hưởng đến quá trình vận chuyển đồng của vùng 

xuyên màng. 

Bệnh nhân có đột biến thêm nucleotid (insertion mutation) 

Đột biến thêm 5 nucleotid CGCCG ở vị trí giữa - 117/-118 trên vùng 

5’UTR (cách vị trí mã khởi đầu 117 bp). 8 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp 

tử . trong đó 7 bệnh nhân đều mang đột biến và kết hợp với các dạng đột biến 

khác. Chỉ có 1 bệnh nhân (W26) mang 1 đột biến đồng hợp c.-118/117 ins 

CGCCG mà không có sự kết hợp với các đột biến nào khác. 

- 5 Bệnh nhân có đột biến dị hợp tử, không có bệnh nhân nào mang một 

đột biến dị hợp tử duy nhất, mà tất cả đều mang thêm các đột biến khác. 

- Đột biến thêm 5 nucleotid CGCCG đã làm thay đổi trình tự các acid 

amin phía sau của gen, do đó làm thay đổi chức năng của vùng này, hoặc 
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tạo nên mã kết thúc sớm, hoặc kết hợp với các đột biến khác của gen là 

nguyên nhân gây bệnh Wilson, đã được công bố trong nhiều nghiên cứu 

của Trung Quốc, Nhật Bản, Tây Ban nha, Ý [26], [42], [98]. 

Bệnh nhân với những đột biến kết hợp trên gen ATP7B  

Bệnh nhân có 2 đột biến dị hợp tử  

(1*) Thay thế nucleotid 2706C>T dẫn đến bộ ba thứ 850 mã hóa ACC 

Theonine chuyển thành ATC mã hóa Isoleusin (T850I). 

+ Đột biến p.T850I (c.2706C>T) thuộc exon 10 xuất hiện ở 4 bệnh nhân. 

Đây là đột biến mới, chưa có tài liệu nào công bố chính thức trên thế giới. 

Threonin (T) là một acid amin phân cực và trung tính, trong khi đó Isoleucin 

(I) là acid amin không phân cực. Vì thế đột biến này làm thay đổi hoàn toàn 

tính chất hoá lý tại vị trí codon 850, điều này có thế ảnh hưởng đến quá trình 

vận chuyển đồng của vùng xuyên màng. Trong 4 bệnh nhân kể trên chỉ có 1 

bệnh nhân (W6) mang đột biến dị hợp tử p.T850I (c.2706C>T) kết hợp với 

đột biến dị hợp c.4113T>C (p.L1371P) trên exon 20 của vùng xuyên màng 7-

8. 3 bệnh nhân còn lại (W5, W32, W34) đều mang đột biến kép gồm 3 đột 

biến với sự có mặt của đột biến c.ins 47/48 CGGCG của exon 1.  

(2*) Thay thế nucleotid 4112T>C dẫn đến bộ ba thứ 1371 CTG mã hóa 

Leucine chuyển thành CCG mã hóa Proline (L1371P). Đột biến này thuộc 

vùng P. Vùng P là vùng chức năng quan trọng nhất, liên quan đến vùng xuyên 

màng 7-8 có chức năng phosphoryl hóa. Việc phân tích mô hình thực nghiệm 
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phân tử  cho thấy rằng  ATP gắn vào vùng N của protein ATP7B  tạo ra thay 

đổi về mặt hình thái, làm cho vị trí gắn ATP trong vùng N gần với vùng P 

hơn. Điều này có thể thúc đẩy việc gắn ATP và phosphoryl hóa của vùng P. 

Việc gắn ATP trong vùng P của ATP7B xảy ra trong vùng lân cận của  acid 

amin aspartic tại vị trí 1027. Tại vị trí này có 3 vùng bảo tồn cao được kí hiệu: 

DKTG (D: acid aspartic, K: Lysin, T: Threonin, G: Glycine); GDGXDN (G: 

glycine, D:aspartic acid, X: any codon NNN, N: asparagine ); TGEA (T: 

threonine, G:glycine, E: glutamic acid, A: alanine) ở typ P- ATPase, và là vị 

trí phospho hóa bằng γ-phosphat của ATP [97]. 

Trong vùng này nhóm nghiên cứu tìm được duy nhất 1 đột biến dị hợp tử 

trên exon 20 là p. L1371P (c. 4112 T>C) ở  bệnh nhân (W6). Đây là đột biến 

đã được công bố là gây bệnh Wilson trên bệnh nhân Trung Quốc. Leucine (L) 

và  Proline (P) đều là hai acid amin không phân cực và trung tính. Tuy nhiên 

Leucine là một kỵ nước trong khi đo Proline lại đặc biệt ưu nước. Đặc điểm 

đặc biệt của Prolin và Hydroprolin, có khả năng dễ dàng tạo liên kết Hydro nhờ 

cấu trúc vòng 5 cạnh. Vì thế đột biến trên cũng có thể làm thay đổi hoàn toàn 

tính chất hoá lý tại vị trí codon 1371, có thế ảnh hưởng đến quá trình vận 

chuyển đồng của vùng xuyên màng. Bệnh nhân W6 còn mang thêm một đột 

biến dị hợp tử khác đó là p.T850I (c2706C>T) là đột biến mới.  

Bệnh nhân có đột biến dị hợp tử kết hợp với đồng hợp tử 

* Đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 471C>A dẫn đến bộ ba thứ 105 

TCG mã hóa Serine chuyển thành mã kết thúc sớm TAG (S105*). Bệnh nhân 
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mã số W1có hai kiểu đột biến p.K832R và p.S105stop, hai kiểu đột biến này 

đều thuộc dạng thay thế nucleotid. Đột biến tạo nên mã kết thúc sớm, làm mất 

hoàn toàn chức năng và cấu trúc của protein ATP7B, đột biến p.105Stop được 

công bố 3 lần, là đột biến gây bệnh ở các nước Đức, Trung Quốc [42], [63]. 

* Đột biến đồng hợp tử thay thế nucleotid 2652A>G dẫn đến bộ ba thứ 

832 AAG mã hóa Lysine chuyển thành AGG mã hóa Arginine (K832R). 

+ Đột biến p.K832R (c.2652A>G) thuộc exon 10 xuất hiện ở 12 bệnh 

nhân trong đó có 4 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử và 6 bệnh nhân 

mang đột biến dị hợp tử. Đột biến này cũng có tính chất giống đột biến 

c.1523G>C (p.V456L) [94], là đột biến không xuất hiện một mình mà thường 

đi kèm với các đột biến khác. Đã có 28 tài liệu nghiên cứu về bệnh Wilson 

công bố về sự xuất hiện của đột biến p.K832R (c.2652A>G) ở các bệnh nhân 

châu Á, châu Phi và châu Âu. Những nghiên cứu này đều cho thấy mối liên 

quan không trực tiếp của đột biến p.K832R (c.2652A>G) với sự suy yếu vận 

chuyển đồng. Trong nghiên cứu này, nhóm nghiên cứu nhận thấy, đột biến 

p.K832R (c.2652A>G) thường đi kèm với các đột biến của vùng 5’UTR và 

exon 1 (8/10 bệnh nhân), chỉ có 2 bệnh nhân mang đồng thời đột biến dị hợp 

p.K832R (c.2652A>G) và đột biến đồng hợp c.417C>A (p.S105Stop) ở exon 

2 (vùng MBSs). Kết quả nghiên cứu cho thấy, bệnh nhân mang đột biến 

p.K832R (c.2652A>G)  thường đi kèm với các đột biến của vùng 5’UTR c.-

75 C>A; c.-117/118 CGCCG; c.-128 A>C và exon 1 c.ins 47/48CGGCG 
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Bệnh nhân có 2 đột biến đồng hợp tử 

 Bệnh nhân có đột biến đồng hợp tử thứ nhất: Thêm 5 nucleotid 

CGCCG ở vị trí giữa -117/-118 trên vùng 5’UTR (cách vị trí mã khởi đầu 117 

bp). 8 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử, trong đó 7 bệnh nhân đều mang 

đột biến đồng hợp tử kết hợp với các đột biến khác. Chỉ có 1 bệnh nhân 

(W26) mang 1 đột biến đồng hợp c.-118/117 ins CGCCG mà không có sự kết 

hợp với các đột biến nào khác. Đột biến thêm 5 nucleotid CGCCG đã làm 

thay đổi trình tự các acid amin phía sau của gen, do đó làm thay đổi chức 

năng của vùng này, hoặc tạo nên mã kết thúc sớm, hoặc kết hợp với các đột 

biến khác của gen là nguyên nhân gây bệnh Wilson, đã được công bố trong 

nhiều nghiên cứu của nước ngoài. 

Bệnh nhân có đột biến đồng hợp tử thứ hai: thay thế nucleotid 2652 A>G 

dẫn đến bộ ba thứ 832 AAG mã hóa Lysine chuyển thành AGG mã hóa 

Arginine (K832R). Đột biến p.K832R (c.2652A>G). Kết quả nghiên cứu cho 

thấy sự kết hợp của 2 đột biến đồng hợp tử, thêm 5 nucleotid và thay thế 

nucleotid là nguyên nhân gây bệnh Wilson. 

Bệnh nhân có kết hợp nhiều đột biến trên gen ATP7B 

i) Bệnh nhân có 4 đột biến kết hợp  

(1) Đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 471C>A dẫn đến bộ ba thứ 105 

TCG mã hóa Serine chuyển thành mã kết thúc sớm TAG (S105*). p.S105stop 

phát hiện ở 10 bệnh nhân, kiểu đột biến này đều thuộc dạng thay thế nucleotid 
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A thay thế C. Đột biến tạo nên mã kết thúc sớm, sự tạo thành mã kết thúc sớm 

làm mất hoàn toàn chức năng và cấu trúc của protein ATP7B, đột biến 

p.105Stop được công bố 3 lần, là đột biến gây bệnh ở các nước Đức, Trung 

Quốc [42], [63].. 

(2) Đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 1523G>C dẫn đến bộ ba thứ 

456 GTG mã hóa Valine chuyển thành CTG mã hóa Leucine (V456L).  

* Đột biến c.1523G>C (p.V456L) trên exon số 3. Đột biến này được 

công bố 29 lần trên các tài liệu quốc tế, nằm rải rác trên cả 5 châu lục. Không 

phải là đột biến trực tiếp gây nên bất thường cho protein ATP7B nhưng nó 

xuất hiện thường xuyên với các đột biến thêm hoặc thay thế nucleotid. Trong 

nghiên cứu này, nhóm nghiên cứu nhận thấy rằng, 17/23 bệnh nhân có đột 

biến c.1523G>C (p.V456L) là dạng dị hợp tử, chỉ có 4 bệnh nhân mang đột 

biến c.1523G>C (p.V456L) đồng hợp tử.  

+ Điều đặc biệt,  đột biến này hầu như chỉ xuất hiện trong trường hợp có 

đột biến ở vùng 5’UTR và exon 1 (17/23 trường hợp), 1 trường hợp đột biến 

dị hợp tử c.1523G>C (p.V456L) xuất hiện cùng 1 đột biến đồng hợp 

c.417C>A (p.S105Stop) và 1 trường hợp đột biến dị hợp tử c.1523G>C 

(p.V456L) xuất hiện cùng 1 đột biến dị hợp c.2652A>G (p.K832R).  

+ Chỉ có 2 trường hợp, bệnh nhân mang duy nhất 1 đột biến đồng hợp 

c.1523G>C (p.V456L) (W38,W39). Như vậy, có thể thấy rằng, đột biến p. 

Val456Leu xuất hiện cùng với các đột biến khác, tuy không có ý nghĩa gây 
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bệnh nhưng có thể là yếu tố làm tăng thêm mức độ nặng của bệnh Wilson do 

ảnh hưởng cộng hưởng. Axit amin khi bị thay thế có thể ảnh hưởng đến tương 

tác cũng như sự định hướng của các axit amin bên cạnh dẫn đến sự thay đổi 

cấu trúc không gian và chức năng của protein. Đột biến này chỉ xuất hiện ở 

bệnh nhân Wilson chứ không có ở người thường. Nghiên cứu của Kenji cho 

thấy, các thử nghiệm invitro đột biến p.V456L trên tế bào gan đều cho thấy 

giảm đáng kể khả năng vận chuyển và đào thải đồng ra khỏi tế bào. 

(3) Đột biến đồng hợp tử nucleotid 2652A>G dẫn đến bộ ba thứ 832 

AAG mã hóa Lysine chuyển thành AGG mã hóa Arginine (K832R).  Đột biến 

p.K832R (c.2652A>G) thuộc exon 10 xuất hiện ở 12 bệnh nhân trong đó có 4 

bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử, đột biến này cũng có tính chất giống 

đột biến trên exon 3 c.1523G>C (p.V456L) [94], là đột biến không xuất hiện 

một mình mà thường đi kèm với các đột biến khác. Như vậy ở trường hợp này 

đột biến xuất hiện cùng với  3 kiểu đột biến khác, mặc dù có nhiều tài liệu 

công bố những đột biến này không phải là nguyên nhân gây bệnh, nhưng luôn 

luôn xuất hiện trên những bệnh nhân có nhiều đột biến. Trong nghiên cứu 

này, nhóm nghiên cứu nhận thấy, đột biến p.K832R (c.2652A>G) thường đi 

kèm với các đột biến của vùng 5’UTR và exon 1 (8/10 bệnh nhân), chỉ có 2 

bệnh nhân mang đồng thời đột biến dị hợp p.K832R và đột biến đồng hợp 

(p.S105Stop) ở exon 2 (vùng MBSs). Kết quả nghiên cứu cho thấy, bệnh nhân 

mang đột biến p.K832R   thường đi kèm với các đột biến của vùng 5’UTR và 

exon 1, điều này cho thấy đột biến  có ái lực với kiểu thay thế 5 nucleotid và 

thay thế nucleotid của vùng ngoài gen. 
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(4) Đột biến đồng hợp tử nucleotid 3577T>C dẫn đến bộ ba thứ 1140 

GTC mã hóa Valine chuyển thành GCC mã hóa Alanine (V1140A). Đột 

biến p.V1140A (c.3577C>T) dị hợp tử thuộc exon 16 xuất hiện ở 3 bệnh 

nhân (2 dị hợp W4 và W8,1 đồng hợp W53). Đã có 36 công bố chính thức 

về sự xuất hiện của đột biến này trên bệnh nhân Wilson ở châu Á, châu 

Âu và châu Phi. Tuy nhiên, cũng như trường hợp đột biến p.K952R 

(c.3012 A>C) và c.1523G>C (p.V456L), đây là đột biến không trực tiếp 

gây bệnh, nhưng vẫn có thể xuất hiện cùng một số đột biến quan trọng 

khác trên gen ATP7B để làm giảm rõ rệt hơn chức năng của protein 

ATP7B. Điều này cũng phù hợp với kết quả tìm được trên bệnh nhân mà 

nhóm nghiên cứu đang phân tích.  

       ii) Bệnh nhân có 5 đột biến kết hợp  

 (1) Đột biến đồng hợp tử C thay thế thành A ở vùng 5’UTR cách vị trí 

mã khởi đầu 75 bp. Trong 48 bệnh nhân phát hiện đột biến gen ATP7B, có 

26/48 bệnh nhân có đột biến tại vùng 5’UTR. 12 bệnh nhân có đột biến tại c.-

75 C>A, có 7 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử, 5 bệnh nhân mang đột 

biến dị hợp tử tại vị trí này. Kết quả nghiên cứu cho thấy, đột biến c.-75 C>A 

không xuất hiện đơn độc, mà đột biến này luôn luôn kết hợp với nhiều kiểu 

đột biến khác, sự kết hợp các đột biến của vùng 5’ UTR và các đột biến khác 

rất đa dạng, tất cả các bệnh nhân này đều mang thêm những đột biến khác 

trên các exon thuộc các vùng khác nhau của gen. 
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 Tuy nhiên nhóm nghiên cứu nhận thấy rằng đột biến thay thế nucleotid, 

tại vùng 5’ UTR, cho dù là đột biến đồng hợp tử hay đột biến dị hợp tử thì sự 

kết hợp các loại đột biến kép, ở vị trí này đã tạo nên nhiều đột biến đa dạng. 

Đột biến đồng hợp tử kết hợp với các đột biến dị hợp tử hoặc giữa đồng hợp 

tử với đồng hợp tử khác, đã làm cho cấu trúc và chức năng của protein 

ATP7B thay đổi, làm giảm một phần khả năng vận chuyển đồng hoặc làm 

mất hoàn toàn khả năng vận chuyển đồng của protein ATP7B 

(2) Đột biến dị hợp tử A thay thế thành C ở vùng 5’UTR cách vị trí mã 

khởi đầu 128 bp. Đột biến c.-128A>C, nhóm nghiên cứu chỉ phát hiện được 1 

bệnh nhân duy nhất mang đột biến này và là đột biến đồng hợp tử c.-

128A>C  bệnh nhân mã số (W53). Bệnh nhân này cũng mang đột biến 

kép. Đột biến này, khi đối chiếu và so sánh trên Genebank, nhóm nghiên 

cứu chưa thấy có tài liệu nào công bố, do đó có thể đây cũng là một đột 

biến mới xuất hiện trên bệnh nhân Wilson Việt Nam.  

(3) Đột biến đồng hợp tử thay thế nucleotid 471C>A dẫn đến bộ ba thứ 

105 TCG mã hóa Serine chuyển thành mã kết thúc sớm TAG (S105*). Đột 

biến trên exon 2, p.S105stop phát hiện ở 10 bệnh nhân, kiểu đột biến này đều 

thuộc dạng thay thế nucleotid A thay thế C. Đột biến tạo nên mã kết thúc 

sớm, sự tạo thành mã kết thúc sớm làm mất hoàn toàn chức năng và cấu trúc 

của protein ATP7B, đột biến p.105Stop được công bố 3 lần, là đột biến gây 

bệnh ở các nước Đức, Trung Quốc. 
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 (4) Đột biến đồng hợp tử thay thế nucleotid 2652A>G dẫn đến bộ ba thứ 

832 AAG mã hóa Lysine chuyển thành AGG mã hóa Arginine (K832R). Đột 

biến p.K832R (c.2652A>G). Có 4 bệnh nhân mang đột biến đồng hợp tử. Tuy 

nhiên đột biến này cũng có tính chất giống đột biến c.1523G>C (p.V456L) 

[94], là đột biến không xuất hiện một mình mà thường đi kèm với các đột 

biến khác. Đã có 28 tài liệu nghiên cứu về bệnh Wilson công bố về sự xuất 

hiện của đột biến p.K832R (c.2652A>G) ở các bệnh nhân châu Á, châu Phi 

và châu Âu. Những nghiên cứu này đều cho thấy mối liên quan không trực 

tiếp của đột biến p.K832R (c.2652A>G) với sự suy yếu vận chuyển đồng. K 

là kí hiệu của acid amin lysine, có kích thước lớn, kỵ nước, và mang điện tích 

dương, còn R là kí hiệu của acid amin arginine cũng mang điện tích dương, 

nhưng thuộc loại acid amin không kỵ nước. Sự thay đổi về tính chất lý hóa tại 

vị trí 832 và làm khả năng vận chuyển đồng.  Trong nghiên cứu này, nhóm 

nghiên cứu nhận thấy, đột biến p.K832R (c.2652A>G) thường đi kèm với các 

đột biến của vùng 5’UTR và exon 1 (8/10 bệnh nhân), chỉ có 2 bệnh nhân 

mang đồng thời đột biến dị hợp p.K832R và đột biến đồng hợp p.S105Stop, ở 

exon 2 (vùng MBSs). Kết quả nghiên cứu cho thấy, bệnh nhân mang đột biến 

p.K832R luôn luôn đi kèm với các đột biến của vùng 5’UTR và exon 1 c.ins 

47/48CGGCG. 

 (5) Đột biến đồng hợp tử nucleotid 3577 T>C dẫn đến bộ ba thứ 1140 

GTC mã hóa Valine chuyển thành GCC mã hóa Alanine (V1140A). Valine là 

acid amin có kích thước nhỏ, mạch thẳng, kỵ nước. Trong khi đó Alanine là 

acid amin có kích thước rất nhỏ, ưa nước. Sự thay đổi về cấu trúc của acid 
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amin và tính chất lý hóa và kết hợp nhiều đột biến khác, là nguyên nhân gây 

bệnh Wilson. Đột biến p.V1140A thuộc exon 16 xuất hiện ở 3 bệnh nhân (2 

dị hợp tử W4 và W8, 1bệnh nhân đồng hợp tử W53). Có 36 công bố chính 

thức về sự xuất hiện của đột biến này trên bệnh nhân Wilson ở châu Á, 

châu Âu và châu Phi. Tuy nhiên, cũng như trường hợp đột biến  p. K952R  

p.V456L, đây là đột biến không trực tiếp gây bệnh, nhưng vẫn thường xuất 

hiện cùng một số đột biến quan trọng khác trên gen ATP7B để làm giảm rõ 

rệt chức năng của protein ATP7B. Điều này cũng phù hợp với kết quả tìm 

được trên bệnh nhân mà nhóm nghiên cứu đang phân tích.  

  

Hình 4.2: Sơ đồ Venn về tính chất acid amin 

(www.http://Wilson disease.com) 
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KẾT QUẢ THIẾT LẬP BẢN ĐỒ GEN GÂY BỆNH WILSON  

Năm 1993 Petrukhin K, Tanzi RE và cộng sự xây dựng bản đồ gen gây 

bệnh Wilson dựa trên các đột biến xuất hiện trong nghiên cứu, các đột biến 

được công bố gây bệnh trực tiếp, hoặc các đột biến có tác động cộng hưởng 

gây bệnh. Đột biến xuất hiện trên toàn bộ exon và các vùng chức năng của 

gen ATP7B. Theo kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, 28 kiểu đột 

biến được tìm thấy trên 48 bệnh nhân nghiên cứu, đột biến phát hiện được ở 

vùng 5’ UTR, ở 13 exon của gen và vùng intron 18. Có những đột biến của 

bệnh nhân Wilson Việt Nam, khi đối chiếu trên ngân hàng Genebank được 

công bố là nguyên nhân gây bệnh Wilson, hoặc có những đột biến dạng SNP 

không gây bệnh, nay cũng tìm thấy. Như vậy có thể cho rằng đột biến gen gây 

bệnh rất đa dạng và phong phú. Mặc dù chúng tôi chỉ phát hiện được 5 dạng 

đột biến trên tổng số 8 dạng đột biến đã được công bố tìm thấy là: Đột biến 

thêm nucleotid, đột biến sai nghĩa, đột biến ở vùng 5’ tận, đột biến tạo thành 

mã kết thúc sớm và đột biến ở vùng intron.  

Trong nghiên cứu này, đột biến sai nghĩa (missense mutation)  ở vùng 

exon chiếm tỉ lệ cao nhất (56,7%), tiếp theo là đột biến ở vùng 5’UTR (22%), 

đột biến thêm nucleotid và đột biến tạo mã kết thúc sớm chiếm tỉ lệ 11,8% và 

7,8%, đột biến ở vùng intron chiếm tỉ lệ thấp nhất (2%). Trong số các đột biến 

xảy ra ở vùng exon, đột biến ở vùng exon 3, exon 10 chiếm tỉ lệ cao nhất, tiếp 

theo là ở vùng exon 1, exon 2, exon 16 và exon 8, chiếm tỉ lệ thấp nhất nằm ở 

các exon còn lại. Kết quả này cũng tương đồng với các nghiên cứu trước đây 

[42, 83, 88, 89]. 
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Đột biến xảy ra trên tất cảc các vùng chức năng của gen, điều này 

cho thấy vai trò quan trọng của từng vùng đối với quá trình trình điều hòa 

sự hấp thu, phân phối và thải trừ đồng của cơ thể. 

Trong nghiên cứu này, một số exon 4, exon 6, exon 7,  exon 9, exon 

15, exon 17,  exon 19, exon 21 của gen ATP7B  không phát hiện thấy đột 

biến trên bệnh nhân Wilson Việt Nam, tuy nhiên với 28 kiểu đột biến được 

phát hiện cũng phần nào cho thấy đột biến gây bệnh Wilson ở quần thể người 

Việt Nam đa dạng về kiểu gen. Có thể còn một số những kiểu đột biến khác 

mà trong giới hạn của nghiên cứu chưa tìm thấy, cần có một nghiên cứu với 

cỡ mẫu lớn hơn và trên nhiều vùng địa lý khác nhau mới có thể trả lời câu hỏi 

này. Kết quả cũng chỉ ra rằng 12 đột biến tìm thấy trên các bệnh nhân Wilson 

ở nhóm nghiên cứu khi đối chiếu với Genebank và các công bố trước đây thì 

chưa tìm thấy có công bố nào chính thức phát hiện ra các đột biến này. Các 

đột biến này đều ở những bệnh nhân có các đặc điểm lâm sàng của bệnh 

Wilson rất điển hình. Để kết luận chắc chắn liệu đây có phải thực sự là đột 

biến gây bệnh cho bệnh nhân Wilson chúng tôi cần so sánh với nhóm 

chứng ở một cỡ mẫu đủ lớn và nghiên cứu ở mức độ in vitro để đánh giá 

khả năng ảnh hưởng của các đột biến này với quá trình phiên mã gen. Tuy 

nhiên do thời gian và kinh phí nghiên cứu hạn hẹp nên nhóm nghiên cứu 

chưa triển khai được. Để kết luận chính xác liệu đây có phải thực sự là đột 

biến mới trên bệnh nhân Wilson Việt Nam chúng tôi cần có những nghiên 

cứu tiếp theo. 
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KẾT LUẬN 

1. Xác định đột biến gen trên bệnh nhân Wilson 

  48/61 (78,6%) bệnh nhân Wilson được phát hiện có đột biến gen 

ATP7B và 13/61 (21,4%) bệnh nhân không phát hiện thấy đột biến gen 

ATP7B.  

Đột biến sai nghĩa chiếm tỉ lệ cao nhất (56,7%), tiếp theo là đột biến ở 

vùng 5’UTR chiếm tỉ lệ 22%, đột biến thêm nucleotid và đột biến tạo mã kết 

thúc sớm chiếm tỉ lệ thấp hơn với 11,8% và 7%, đột biến ở vùng intron chiếm 

tỉ lệ thấp nhất (2%). 

2. Đã thiết lập thành công bản đồ đột biến gen ATP7B trên bệnh 

nhân Wilson Việt Nam  

   Bước đầu đã thiết lập thành công bản đồ đột biến gen ATP7B trên bệnh 

nhân Wilson Việt Nam với 28 dạng đột biến gen phân bố trên 13 exon của 

gen ATP7B, trong đó đột biến ở vùng exon 3, exon 10 chiếm tỉ lệ cao nhất, 

tiếp theo là ở vùng exon 1, exon 2, exon 16 và exon 8 chiếm tỉ lệ thấp hơn. 
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KIẾN NGHỊ 

 

Bệnh Wilson thường được phát hiện muộn. Rất nhiều triệu chứng của 

bệnh gây nên những chẩn đoán khác nhau. Chẩn đoán chính xác nguyên nhân 

gây bệnh, góp phần vào chẩn đoán sớm điều trị sớm, giảm kinh phí cho gia 

đình người bệnh cũng như gánh nặng của xã hội. Do đó chúng tôi xin có một 

số kiến nghị như sau: 

1. Thiết lập và quản lý cơ sở dữ liệu về đột biến gen ATP7B ở bệnh nhân 

Wilson. 

2. Thiết lập và quản lý cơ sở dữ liệu về người mang gen bệnh Wilson. 

3. Tư vấn di truyền trước hôn nhân và chẩn đoán trước sinh cho những 

bà mẹ có nguy cơ sinh con bị bệnh trong quá trình mang thai. 
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PHỤ LỤC 

Hình ảnh giải trình gen ATP7B của bệnh nhân Wilson so sánh trên 

Genebank và ngƣời bình thƣờng 

    5 UTR 75C>A                                                            người bình thường 

  

5 UTR118 117 ins Người bình thường 

  

5UTR 128 A>C người bình thường 
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E10 K832R A >G 
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E16 F1144I T> A 
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E16 V1140A T> C 

 

 



 

E18 F1240I C> A 
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c. 1523G >C 
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c. 2627C 
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DANH MỤC CÁC CHỮ VIẾT TẮT 

ATP7B : P-type ATPase 

CS  : Cộng sự 

dATP  : Deoxy adenosine triphosphate 

dCTP  : Deoxy cytidine triphosphat 

dGTP  : Deoxy guanosine triphosphat 

dNTP  : Deoxy nucleotide triphosphat 

dTTP  : Deoxy thymidine triphosphat 

DNA  : Deoxyribo nucleic acid 

ddNTP : Dideoxy nucleotide triphosphat 

DKTG D : acid aspartic, K: Lysin, T: Threonin, G: Glycine  

GDGXDN G: glycine, D:aspartic acid, X: any codon NNN, N: asparagine  

TGEA T  : threonine, G:glycine, E: glutamic acid, A: alanine  

Kb  : Kilobase 

kD  : Kilo daltol 

MBSs  : Metal binding sites 

pDHPLC     : Partially Denaturing High-Performance liquid chromatography  

PRNP  : Prion protein 

SNP  : Single nucleotid polymorphisms 

5’UTR : Untranslation Region (Vùng không dịch mã) 

SSCP          : Single -Strand Conformation Polymorphism analysis 

                (Phân tích cấu trúc đa hình thái chuỗi đơn) 

F                : Forward (mồi xuôi) 

R               : Reverse (mồi ngược) 

EDTA    : Ethylen diamine tetraacetic acid 
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