
115

Tạp chí Y Dược Huế - Trường Đại học Y - Dược, Đại học Huế - Số 7, tập 13, tháng 12/2023

HUE JOURNAL OF MEDICINE AND PHARMACY ISSN 1859-3836
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Tóm tắt
Đặt vấn đề: Gene VEGFA mã hoá cho VEGF-A, là yếu tố quan trọng nhất trong sự hình thành mạch máu. 

Đa hình rs3025039 (+936C>T) của gene VEGFA có liên quan với nhiều bệnh lý. Đề tài nhằm mục tiêu: (1) Ứng 
dụng kỹ thuật PCR-RFLP xác định đa hình rs3025039 (+936C>T) của gene VEGFA; (2) Bước đầu khảo sát sự 
phân bố các kiểu gene và tần suất allele của đa hình rs3025039 ở nhóm người tình nguyện. Đối tượng và 
phương pháp: Tách chiết DNA từ mẫu máu ngoại vi của 60 tình nguyện viên. Xác định đa hình rs3025039 
(+936C>T) của gene VEGFA bằng kỹ thuật PCR-RFLP. Kiểm chứng ngẫu nhiên một số mẫu cho mỗi kiểu gene 
bằng giải trình tự Sanger. Kết quả: Tất cả các mẫu được kiểm chứng đều cho kết quả tương đồng. Sự phân 
bố các kiểu gene của đa hình rs3025039 gene VEGFA là CC, CT và TT lần lượt chiếm tỷ lệ 80%, 16,7% và 3,3%. 
Tần suất các allele C và T lần lượt là 88,3% và 11,7%. Kết luận: Áp dụng thành công kỹ thuật PCR-RFLP để xác 
định đa hình  rs3025039 (+936C>T) gene VEGFA, tạo tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo về mối liên quan 
giữa đa hình này và các bệnh lý khác nhau trên lâm sàng.  

Từ khoá: VEGFA, rs3025039, PCR-RFLP. 
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Abstract
Background: The VEGFA gene encodes vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), which plays a 

key role in vasculogenesis and angiogenesis. The VEGFA rs3025039 (+936C>T) polymorphism is associated 
with many diseases. This study aimed to: (1) Apply PCR-RFLP technique to identify the VEGFA rs3025039 
(+936C>T) polymorphism; (2) Primarily evaluate the distribution of genotypes and allele frequencies of 
the rs3025039 polymorphism in volunteers. Materials and methods: DNA extraction was isolated from 
peripheral blood of 60 volunteers. Determining the VEGFA rs3025039 (+936C>T) polymorphism by PCR-RFLP 
technique. Confirming the results of the genotypes randomly by Sanger sequencing. Results: All PCR-RFLP 
results of validated samples were in concordance with sequencing results. The distribution of CC, CT and TT 
genotypes by rs3025039 polymorphism accounted for 80%, 16.7% and 3.3%, respectively. The frequencies 
of C and T alleles were 88.3% and 11.7%, respectively. Conclusion: Successfully applying PCR-RFLP technique 
to determine the VEGFA rs3025039 (+936C>T) polymorphism, which establishes the groundwork for further 
research into the association between this polymorphism and various disorders.
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Yếu tố tăng trưởng nội mô mạch máu VEGF-A 

(Vascular endothelial growth factor A) là thành viên 
đầu tiên của họ protein bao gồm các yếu tố tăng 
trưởng khác như VEGF-B, VEGF-C và yếu tố tăng 
trưởng bánh nhau (placental growth factor: PlGF) 
[1]. Yếu tố VEGF-A được phát hiện lần đầu tiên vào 
năm 1983 [2], sau đó gene mã hoá nó là VEGFA được 

tạo dòng vào năm 1989 [3]. Gene VEGFA nằm trên 
nhánh ngắn nhiễm sắc thể 6 (6p21.1) và bao gồm 
8 exon. VEGF-A là yếu tố điều hoà quan trọng nhất 
trong sự hình thành mạch máu. Vì vậy, VEGF-A cần 
thiết cho các quá trình hình thành mạch máu và 
sinh mạch máu của phôi, nó cũng được xem là yếu 
tố trung gian quan trọng của sự tân tạo mạch máu 
trong ung thư và các bệnh lý khác [4]. Sự biểu hiện 
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mạnh của VEGF-A được quan sát thấy trong nhiều 
mô khác nhau, như hệ sinh sản nữ, mô thiếu máu 
cục bộ, khối u và các dòng tế bào chuyển dạng. Có sự 
biến thiên khá lớn về nồng độ VEGF-A huyết tương 
và sự biểu hiện gene VEGFA giữa người này và người 
khác. Năm 2000, lần đầu tiên Renner và cộng sự phát 
hiện một đa hình mới thuộc vùng 3’ không dịch mã 
của gene VEGFA có liên quan đến mức độ biểu hiện 
của gene [5]. Đó là đa hình đơn nucleotide, với sự 
thay thế C thành T ở nucleotide thứ 936, nên được 
gọi là đa hình +936C>T, hay đa hình rs3025039 theo 
danh pháp mới. 

Nhiều nghiên cứu đã cho thấy đa hình rs3025039 
có mối liên quan với nhiều bệnh lý khác nhau như 
tiền sản giật [6], sẩy thai liên tiếp [7], bệnh mạch 
vành [8], tâm thần phân liệt [9], bệnh thần kinh 
ngoại biên ở bệnh nhân đái tháo đường type 2 
[10], và nhiều bệnh lý ung thư khác nhau [11]… Vì 
vậy, việc xây dựng một quy trình kỹ thuật sinh học 
phân tử đơn giản và chính xác để xác định đa hình 
rs3025039 (+936C>T) của gene VEGFA là cần thiết, 
nhằm tạo tiền đề cho việc khảo sát các mối liên quan 
của đa hình này với nhiều bệnh lý khác nhau. Ngoài 
ra, tần suất các allele cũng như sự phân bố kiểu gene 
của các đa hình thường thay đổi tuỳ theo các chủng 
tộc. Trong khi đó, ở Việt Nam chưa có dữ liệu nào về 
đa hình rs3025039. Vì vậy, chúng tôi tiến hành đề tài 
này nhằm các mục tiêu như sau:

1. Ứng dụng kỹ thuật PCR-RFLP xác định đa hình 
rs3025039 (+936C>T) của gene VEGFA.

2. Bước đầu khảo sát sự phân bố các kiểu gene 
và tần suất allele của đa hình rs3025039 ở nhóm 
người tình nguyện.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Nghiên cứu được thực hiện trên 60 người tình 

nguyện, bao gồm 30 nam và 30 nữ trưởng thành, 
sức khoẻ bình thường. Thời gian thực hiện từ tháng 
4 đến tháng 10 năm 2021, tại Bộ môn Di truyền Y 
học, Trường Đại học Y - Dược, Đại học Huế. Đề tài 
nghiên cứu được thông qua Hội đồng Y đức, mã số 
H2021/229. 

Mỗi người được lấy 2 ml máu tĩnh mạch ngoại 
biên, trong ống chống đông bằng EDTA.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
+ Tách chiết DNA
- Tách chiết DNA từ mẫu máu ngoại vi bằng kit 

Wizard genomic DNA purification kit (Promega 

Corp., Madison, WI) theo protocol chuẩn.
- Nồng độ DNA được đo bằng máy quang 

phổ kế NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific, 
Wilmington, USA), sau đó pha loãng ở nồng độ 100 
ng/µl trong đệm TE rồi giữ ở nhiệt độ -20 0C.  Độ tinh 
sạch của DNA tách chiết được đánh giá bằng tỷ số 
A260/A280, chỉ những mẫu có tỷ số này trong khoảng 
1,8 - 2,0 được sử dụng cho nghiên cứu.

+ Xác định đa hình bằng kỹ thuật PCR-RFLP
Bước 1: Thực hiện phản ứng PCR khuếch đại 

đoạn gene VEGFA chứa đa hình rs3025039
Trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng cặp mồi 

được thiết kế bởi Amin-Beidokhti nhưng có tối ưu 
hoá các điều kiện phản ứng [12]. 

- Trình tự cặp mồi được thiết kế bởi Amin-
Beidokhti [12]: 

Mồi xuôi 5′- CCTCAGATGTGACAAGCCGA -3′ 
Mồi ngược 5’- TTCCGGGCTCGGTGATTTAG -3’
- Thành phần phản ứng: 12,5 μl GoTaq Green 

Master Mix 2X (Promega), 10 pmol mỗi mồi xuôi và 
mồi ngược, 100 ng DNA khuôn mẫu và nước cất vô 
trùng đã khử nuclease cho đủ 25 μl.

- Phản ứng PCR được thực hiện trên máy Agilent 
SureCycler 8800 (Agilent Technologies, Malaysia), 
với điều kiện nhiệt độ: 

+ Biến tính ban đầu ở 950C trong 5 phút
+ Sau đó thực hiện 35 chu kỳ mỗi chu kỳ gồm:
   . Biến tính ở 950C trong 30 giây
   . Gắn mồi: 520C, trong 30 giây
   . Kéo dài ở 720C trong 1 phút
+ Cuối cùng, kéo dài ở 720C trong 8 phút nữa. 
- Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng cách điện 

di trên gel agarose 1%, có bổ sung thuốc nhuộm 
DNA RedView. Kích thước sản phẩm dự kiến là 
328 bp.

Bước 2: Thực hiện cắt sản phẩm PCR bằng 
enzyme cắt hạn chế 

- Sử dụng enzyme FastDigest Hin1II (NlaIII) 
(Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania).

Trình tự nhận biết: 5’-  CATG↓-3’
                                   3’-↑GTAC  -5’
- Thành phần phản ứng cắt:  8 μl sản phẩm PCR, 

1  μl enzyme cắt hạn chế Hin1II (NlaIII) (10 U/μl), 
1,5 μl đệm Green (10X), 4,5 μl nước cất vô trùng đã 
khử nuclease.

- Ủ nhiệt độ 370C, thời gian 45 phút trong bể ổn 
nhiệt.

- Sản phẩm cắt được điện di trên gel agarose 
2,5% có bổ sung thuốc nhuộm DNA RedView, hiệu 
điện thế 80 V, thời gian 80 phút. 

- Kiểu gene tương ứng vị trí đột biến được xác 
định như sau:
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Bảng 1. Xác định kiểu gene của đa hình rs3025039 bằng kỹ thuật PCR-RFLP
Kiểu gene Sản phẩm phản ứng cắt

Số băng Kích thước (bp)
CC 1 328
CT 3 63, 265, 328
TT 2 63, 265

+ Kiểm chứng kết quả kiểu gene bằng giải trình tự Sanger
Lấy ngẫu nhiên mỗi kiểu gene 3 mẫu để kiểm chứng kết quả bằng Sanger, các bước thực hiện như sau:
- Thực hiện PCR khuếch đại đoạn gene chứa đa hình rs3025039 (+936C>T) bằng cặp mồi và điều kiện phản 

ứng như mô tả ở bước 1 ở trên.
- Gửi sản phẩm PCR và mồi đến phòng thí nghiệm chuyên giải trình tự Sanger, 1st BASE (Malaysia).
- Nhận kết quả dưới dạng file .seq và .ab1
- Sử dụng phần mềm tin sinh học BioEdit để đọc các đỉnh tín hiệu của trình tự.
- Sử dụng công cụ BLAST để đối chiếu với trình tự gene tham chiếu của cơ sở dữ liệu GenBank.
- So sánh kết quả xác định kiểu gene của hai phương pháp PCR-RFLP và giải trình tự Sanger.
+ Xác định kiểu gene của nhóm người tình nguyện 
Xác định kiểu gene cho 60 người tình nguyện bằng phương pháp PCR-RFLP.
2.3. Phương pháp xử lý thống kê
- Xác định sự phân bố các kiểu gene ở 60 người tình nguyện theo tỷ lệ phần trăm.
- Kiểm định cân bằng Hardy-Weinberg bằng công cụ online:
https://www.had2know.org/academics/hardy-weinberg-equilibrium-calculator-2-alleles.html
- So sánh sự phân bố kiểu gene tại vị trí đa hình rs3025039 với các nghiên cứu khác.
- Sử dụng phần mềm thống kê y học MedCalc.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Kết quả ứng dụng kỹ thuật PCR-RFLP xác định đa hình rs3025039

Hình 1. Hình ảnh điện di sản phẩm của quy trình PCR-RFLP xác định đa hình rs3025039
1A. Sản phẩm PCR khuếch đại đoạn gene VEGFA chứa đa hình rs3025039

1B. Sản phẩm phản ứng cắt bằng enzyme Hin1II
Nhận xét: Sản phẩm PCR được thể hiện qua các băng điện di đậm, rõ nét, tương ứng kích thước 328 bp. 

Không xuất hiện băng của sản phẩm không đặc hiệu và sản phẩm bắt cặp giữa hai mồi (primer dimer). Băng 
sản phẩm cắt 328 bp và 265 bp rõ ràng, đủ tín hiệu để xác định các kiểu gene tương ứng. Các băng 63 bp 
có kích thước nhỏ nên thường chỉ thấy ở kiểu gene đồng hợp tử TT do số lượng nhiều, còn ở kiểu gene CT 
thường không thấy rõ.

1B
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Hình 2. Hình ảnh tín hiệu giải trình tự tương ứng các kiểu gene tại vị trí đa hình rs3025039

Hình 2. Hình ảnh tín hiệu giải trình tự tương ứng các kiểu gene tại vị trí đa hình rs3025039 
Nhận xét: Các đỉnh tín hiệu giải trình tự rõ ràng, tại vị trí đa hình rs3025039 kiểu gene đồng hợp tử CC cho 

thấy một đỉnh tương ứng nucleotide C, kiểu gene đồng hợp tử TT cho thấy một đỉnh tương ứng nucleotide 
T, trong khi đó kiểu gene dị hợp tử cho thấy hai đỉnh tương ứng nucleotide C và T.

3.2. Đặc điểm của nhóm nghiên cứu
Bảng 2. Đặc điểm tuổi, giới và nhóm nghiên cứu

Đặc điểm chung Số lượng Tỷ lệ %
Giới
   Nam 30 50
   Nữ 30 50
Tuổi
   < 40 tuổi 42 70
   ≥ 40 tuổi 18 30

Tổng 60 100
    Nhận xét: Nhóm nghiên cứu có tỷ lệ nam nữa tương đương nhau, 70% dưới 40 tuổi.

3.3. Phân bố các kiểu gene và cân bằng Hardy-Weinberg
Bảng 3. Phân bố kiểu gene theo đa hình rs3025039 (+936C>T) và cân bằng Hardy-Weinberg

Kiểu gene Tần số quan sát (%) Tần số kỳ vọng theo cân bằng 
Hardy-Weinberg p

CC 48 (80) 46,8
0,138CT 10 (16,7) 12,4

TT 2 (3,3) 0,8
Tổng 60 (100) 60

     Nhận xét: Kiểu gene CC chiếm đa số (80%). Kiểu gene TT rất ít, chỉ 3,3%. Sự phân bố các kiểu gene đạt cân 
bằng Hardy-Weinberg (p > 0,05).

Hình 3. Biểu đồ tỷ lệ các allele C và T của đa hình rs3025039
Nhận xét: Allele C chiếm đa số với tỷ lệ 88,3%, trong khi đó allele T là alelle hiếm với tỷ lệ chỉ 11,7%. 

Kiểu gene CTKiểu gene TT

Kiểu gene CC Kiểu gene CT Kiểu gene TT
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4. BÀN LUẬN
Đây là nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam thực hiện 

xác định kiểu gene tại đa hình rs3025039 của gene 
VEGFA. Chúng tôi thực hiện kỹ thuật PCR-RFLP là kỹ 
thuật sinh học phân tử đơn giản, có thể triển khai ở 
các phòng xét nghiệm có thiết bị sinh học phân tử cơ 
bản, đồng thời kỹ thuật này có độ chính xác cao nếu 
chuẩn hoá tốt. Kỹ thuật PCR-RFLP chỉ áp dụng để xác 
định kiểu gene đối với các biến thể (đột biến hoặc 
đa hình) có liên quan đến trình tự nhận biết của một 
enzyme cắt hạn chế (restriction endonuclease) nào 
đó. Cụ thể, tại vị trí đa hình rs3025039, có trình tự 
5’-CACG-3’, trong đó nucleotide C thứ hai (in đậm, 
gạch chân) tương ứng vị trí +936 trên gene VEGFA 
có thể bị thay thế thành T. Những allele T này sẽ 
mang trình tự 5’-CATG-3’ có tính lặp lại đảo ngược 
và là trình tự nhận biết của enzyme cắt hạn chế type 
II, Hin1II (NlaIII). Vì vậy, enzyme Hin1II đã được sử 
dụng để cắt sản phẩm khuếch đại đoạn gene chứa 
đa hình rs3025039 nhằm xác định kiểu gene. Sản 
phẩm PCR của kiểu gene đồng hợp tử CC không bị 
cắt, kiểu gene đồng hợp tử TT bị cắt hoàn toàn, trong 
khi đó kiểu gene dị hợp tử CT sẽ có sản phẩm của 
allele C không bị cắt và sản phẩm của allele T bị cắt. 
Vì vậy, kiểu gene sẽ dễ dàng được xác định dựa vào 
số băng và kích thước sản phẩm cắt như mô tả ở 
Bảng 1. Trên thực tế, do băng 63 bp kích thước nhỏ 
nên thường xuất hiện không rõ ràng, nên nếu thấy 
xuất hiện băng 265 bp là chứng tỏ đã có sản phẩm bị 
cắt (đoạn DNA kích thước 328 bp bị cắt thành hai sản 
phẩm 265 bp và 63 bp)

Chúng tôi đã áp dụng quy trình PCR-RFLP được 
công bố bởi Amin-Beidokhti [12]. Kết quả điện di ở 
Hình 1A cho thấy băng sản phẩm PCR đậm, rõ nét, 
không có sản phẩm không đặc hiệu, không có hình 
ảnh của sự bắt cặp giữa hai mồi (primer dimer). Vì 
vậy, sản phẩm PCR đủ điều kiện để thực hiện bước 
tiếp theo là cắt bằng enzyme cắt hạn chế. Hình 1B 
cho thấy các sản phẩm phản ứng cắt xuất hiện rõ, các 
kích thước phù hợp với kích thước dự kiến của từng 
kiểu gene. Trong đó, kiểu gene CC không có allele 
nào bị cắt nên sản phẩm vẫn còn nguyên kích thước 
328 bp, kiểu gene TT có cả allele bị cắt nên chỉ tạo ra 
những sản phẩm 265 bp và 63 bp. Trong khi đó, kiểu 
gene dị hợp tử CT có một allele bị cắt và một allele 
không bị cắt nên vừa có sản phẩm nguyên vẹn 328 
bp, và các sản phẩm bị cắt là 265 bp và 63 bp. Trên 
thực tế, do băng 63 bp kích thước nhỏ lại chỉ được 
tạo ra từ một allele trong kiểu gene dị hợp tử CT nên 
thường có số lượng ít và khá khó thấy trên gel điện 
di. Tuy nhiên, việc xuất hiện băng 265 bp là chứng tỏ 
đã có sản phẩm bị cắt (đoạn DNA kích thước 328 bp 

bị cắt thành hai sản phẩm 265 bp và 63 bp).
Chúng tôi đã giải trình tự Sanger một số mẫu của 

cả ba kiểu gene, kết quả hoàn toàn tương ứng với 
PCR-RFLP. Như vậy, chúng tôi đã áp dụng thành công 
quy trình PCR-RFLP để xác định đa hình rs3025039 
với kết quả chính xác.

Trong nhóm 60 người tình nguyện trưởng thành 
bao gồm 30 nam và 30 nữ, tỷ lệ của các kiểu gene 
CC, CT và TT lần lượt là 80%; 16,7% và 3,3%. Phân 
tích cân bằng Hardy-Weinberg cho thấy p = 0,138, 
chứng tỏ sự phân bố các kiểu gene ổn định trong 
quần thể. Khi khảo sát tần suất allele, biểu đồ ở Hình 
3 cho thấy allele C chiếm đa số (88,3%), trong khi đó 
allele T chỉ chiếm 11,7%. Theo cơ sở dữ liệu về đa 
hình đơn nucleotide (dbSNP), tần suất allele T tính 
chung cho tất cả các chủng tộc là khoảng 14,1%, cụ 
thể ở châu Âu là 13,9%; châu Á là 15,9%; châu Mỹ là 
13,3 - 26,0% [13]. Kết quả về tần suất allele C và T 
trong khảo sát của chúng tôi không có sự khác biệt 
so với các công bố trên thế giới. Nhiều nghiên cứu đã 
cho thấy allele T của đa hình rs3025039 liên quan với 
nồng độ VEGF-A trong huyết thanh thấp [5,14,15]. 
Vị trí đa hình rs3025039 tương ứng với nucleotide 
936 của gene, nằm trong vùng 3’ không dịch mã 
(3’-UTR). Đây là vị trí gắn của yếu tố phiên mã AP-4, 
sự thay thế của nucleotide C bởi nucleotide T tại vị 
trí đa hình đã huỷ bỏ sự gắn kết này [5]. Ngoài ra, 
allele T còn có thể làm giảm thời gian bán huỷ của 
VEGFA mRNA do gây cản trở các protein bị cảm ứng 
bởi tình trạng thiếu oxy đến gắn vào vùng 3’ không 
dịch mã [16]. Ngoài ra, sự mất cân bằng liên kết 
(linkage disequilibrium) giữa đa hình rs3025039 và 
những đa hình khác của gene VEGFA cũng được cho 
là có ảnh hưởng đến sự biểu hiện của gene này [5]. 
Chẳng hạn sự mất cân bằng liên kết có ý nghĩa thống 
kê của đa hình rs3025039 với đa hình rs3025040 
được ghi nhận ở người Trung Quốc [16], với đa hình 
rs3025020 được ghi nhận ở người Bahraini [14]. Ở 
Việt Nam chưa có các dữ liệu về mất cân bằng liên 
kết này. Dựa trên vai trò của đa hình rs3025039, 
allele T đã được tiên đoán sẽ gây nên các hậu quả 
lâm sàng. Thực tế, những người mang kiểu gene TT 
hoặc CT được ghi nhận có nhiều nguy cơ mắc các 
bệnh lý khác nhau như tiền sản giật [6], sẩy thai liên 
tiếp [7], bệnh mạch vành [8], tâm thần phân liệt [9], 
bệnh thần kinh ngoại biên ở bệnh nhân đái tháo 
đường type 2 [10], và nhiều bệnh lý ung thư khác 
nhau [11]. 

Như vậy, chúng tôi đã áp dụng thành công kỹ 
thuật PCR-RFLP để xác định đa hình rs3025039 
(+936C>T) gene VEGFA ở nhóm người tình nguyện 
trưởng thành và khoẻ mạnh. Hy vọng đây là cơ sở 
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để triển khai những nghiên cứu tiếp theo về mối 
liên quan giữa đa hình này và các bệnh lý khác nhau 
trên lâm sàng. Từ đó, có cơ sở xây dựng kế hoạch dự 
phòng và theo dõi các bệnh lý liên quan.

5. KẾT LUẬN
Qua nghiên cứu áp dụng quy trình xác định đa 

hình rs3025039 (+936C>T) gene VEGFA trên 60 người 
tình nguyện trưởng thành và khoẻ mạnh, chúng tôi 
có một số kết luận như sau:

5.1. Quy trình PCR-RFLP xác định đa hình 
rs3025039 (+936C>T) gene VEGFA đã được áp dụng 
thành công tại Trường Đại học Y - Dược, Đại học 
Huế, đây là cơ sở để triển khai những nghiên cứu 
tiếp theo về mối liên quan giữa đa hình này và các 
bệnh lý khác nhau trên lâm sàng.

5.2. Bước đầu xác định được sự phân bố các kiểu 
gene của đa hình rs3025039 là CC, CT và TT lần lượt 
chiếm tỷ lệ 80%, 16,7% và 3,3%. Tần suất các allele C 
và T lần lượt là 88,3% và 11,7%. 
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