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Summary
The HLA-A gene belongs to the superfamily of HLA (Human Leukocyte Antigen) genes, coding the Major 

histocompatibility complex which plays an important role in human immune system. There have been various reports 
on the associations of HLA-A polymorphic alleles and the danger of severe adverse drug reactions (ADRs). Genetic 
testing of HLA genes has been used as pharmacogenetic markers for ADR minimization.  This study aimed to establish 
a simple sequencing protocol for genotyping the HLA-A locus. The protocol with a PCR reaction using 2 primers and a 
sequencing reaction using 2 primers could identify effectively the genotypes of control samples. This newly established 
sequencing protocol required less primers, less template DNA than those published previously. The protocol can be 
applied in Vietnam for genotyping HLA-A gene in personalized medicines.    

Key words: HLA-A, sequencing, Sanger.

Đặt vấn đề
HLA (Human Leukocyte Antigen) là một siêu họ 

gen nằm trên nhiễm sắc thể số 6 của người, mã hóa 
cho phức hợp hòa hợp tổ chức, đóng vai trò quan 
trọng trong hoạt động của hệ miễn dịch. Gen HLA 
được chia thành 3 lớp, trong đó, HLA lớp I (gồm 3 
type A, B, C) liên quan nhiều nhất đến các phản ứng 
thuốc trong cơ thể. Nhiều alen biến thể khác nhau 
của gen HLA lớp I đã được phát hiện có liên quan 

tới phản ứng có hại (ADR) của nhiều thuốc khác 
nhau. Trong số đó, alen HLA-A*3303 được báo cáo 
có liên quan tới ADR của nhiều thuốc, thể hiện ở chỉ 
số odd ratios (OR) rất cao, cho thấy những cá thể 
mang alen này có nguy cơ gặp phản ứng có hại với 
một vài thuốc cụ thể cao gấp nhiều lần so với những 
cá thể không mang alen này. Ví dụ như phản ứng có 
hại nghiêm trọng trên da (SCAR) khi dùng allopurinol 
điều trị tăng acid uric máu ở người Hàn Quốc, 
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(OR = 20,5, p = 3,31×10-6) [8], người Đài Loan 
(OR = 7,3, p = 4,7×10-2) [6] và người Trung Quốc 
(OR = 12,0, p < 0,001) [13]; SCAR khi dùng strontium 
ranelat để điều trị loãng xương ở người Hàn Quốc 
(OR = 19,4, p = 0,006) [10]. 

Một phân tích meta cũng cho thấy mối liên quan 
giữa alen HLA-A*3303 với nguy cơ các phản ứng đặc 
biệt nghiêm trọng như hội chứng Steven Johnson 
(SJS), hội chứng hoại tử biểu bì nhiễm độc (TEN) khi 
dùng các thuốc cảm cúm thông thường như những 
thuốc chống viêm phi steroid (NSAIDs) và những thuốc 
phối hợp nhiều thành phần để điều trị triệu chứng cảm 
cúm (OR = 2,28; 95% CI = 1,31–3,97) [12]. Ngoài ra, đã 
có báo cáo về mối liên quan giữa alen HLA-A*3303 
với độc tính trên gan mật khi dùng ticlopidine chống 
kết tập tiểu cầu (OR = 36,50, p = 7,32×10-7) [5]. Bên 
cạnh đó, một số alen HLA-A khác cũng đã được báo 
cáo là mối nguy cơ gây SCAR khi dùng thuốc. Ví dụ 
như HLA-A*3101, liên quan đến nguy cơ SCAR khi 
dùng carbamazepin.

Do vậy, việc làm xét nghiệm các gen HLA nói 
chung và xét nghiệm gen HLA-A nói riêng, nhằm 
giúp phát hiện những người có nguy cơ có phản 
ứng không mong muốn khi dùng thuốc để có những 
điều chỉnh phù hợp trong phác đồ điều trị đã và đang 
trở thành một mối quan tâm của không chỉ các nhà 
nghiên cứu mà cả các cán bộ y tế. Tiêu chuẩn vàng 
trong xét nghiệm gen hiện nay vẫn là các phương 
pháp giải trình tự gen, bao gồm giải trình tự gen 
thế hệ mới (NGS) với nhiều ưu điểm về hiệu suất, 
độ chính xác nhưng chi phí rất cao và khó sử dụng 
trong các dự án nghiên cứu lớn. Cho đến nay, trên 
thế giới có rất ít công bố về quy trình giải trình tự 
gen HLA-A do gen này có tính đa hình cao, với 2803 
đa hình đơn nucleotid (SNP) đã được phát hiện theo 
số liệu cập nhật đến tháng 8 năm 2020 của cơ sở 
dữ liệu Genecards (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=HLA-A#snp). Một số quy trình 
giải trình tự gen HLA-A theo phương pháp Sanger 
đã công bố đều sử dụng nhiều mồi, đi kèm với quy 
trình thao tác phức tạp, đòi hỏi nhiều thời gian và chi 
phí vật tư, hóa chất. Nghiên cứu này của chúng tôi 
nhằm mục tiêu xây dựng một quy trình giải trình tự 
gen HLA-A đơn giản, chỉ sử dụng 2 mồi PCR và 2 mồi 
cho phản ứng giải trình tự. 

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
Mẫu nghiên cứu
Các mẫu sử dụng trong nghiên cứu là máu toàn 

phần của người Việt Nam khỏe mạnh trong cộng 
đồng được thu thập tại 3 miền Bắc, Trung, Nam. 

Các đối tượng nghiên cứu được lựa chọn dựa trên 
tiêu chuẩn lựa chọn và tiêu chuẩn loại trừ trong đề 
tài KHCN cấp Bộ của Bộ Y tế số 4694/QĐ-BYT [1]. 
Thu 03 ml máu toàn phần tĩnh mạch vào ống nghiệm 
tráng EDTA. Mẫu máu được bảo quản ở -20oC.

Nghiên cứu được phê duyệt bởi Hội đồng Đạo 
đức Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương (QĐ số IRB-
VN01057-6/2018).

Phương pháp nghiên cứu
Phương pháp tách chiết ADN
ADN tổng số được tách từ máu toàn phần bằng bộ 

kít E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega Bio-tek, Atlanta, 
USA) theo quy trình của nhà sản xuất. Số lượng và 
chất lượng ADN được kiểm tra bằng phương pháp 
đo quang phổ với thiết bị Nanodrop 2000 (Thermo 
Fisher, Waltham, USA). 

Phương pháp giải trình tự gen HLA-A
Bước 1: PCR vùng exon 2 – exon 3 của gen 

HLA-A [11] 
Từ cặp mồi APCRF và APCRR đã được Peterson 

và CS. công bố [11], chúng tôi kiểm tra độ đặc hiệu 
của cặp mồi bằng phần mềm Blast primer (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kết hợp với 
kết quả so sánh trình tự của 21 alen HLA-A đã được 
phát hiện trong cộng đồng người Kinh Việt Nam [4]. 
Kết quả Blast primer cho thấy cặp mồi APCRF/
APCRR không đặc hiệu với gen HLA-A, và có thể 
khuếch đại cả gen HLA-C, HLA-G. Vì vậy, chúng tôi 
biến đổi mồi xuôi APCRF và thiết kế mồi ngược mới 
nhằm tăng tính đặc hiệu của cặp mồi khuếch đại 
vùng exon 2 -3.  Cặp mồi mới thiết kế được ký hiệu là 
HLAAB1F/ HLAAB1R. Kết quả Blast primer của cặp 
mồi HLAAB1F/ HLAAB1R đặc hiệu với gen HLA-A. 
Sau đó, chúng tôi tiến hành khảo sát các thông số 
chu trình nhiệt cho cặp mồi HLAAB1F/ HLAAB1R và 
thu được chu trình nhiệt như sau: 1 chu kỳ 95oC trong 
3 phút; tiếp theo là 40 chu kỳ 95oC trong 30 giây, 63oC 
trong 30 giây, 72oC trong 1 phút; 1 chu kỳ 72oC trong 
5 phút. Thành phần phản ứng PCR gồm có: Nước 
không nuclease 7,5 µl, PCR Master mix (2x) (10,0 
µl), mồi HLAAB1F (0,75 µl), mồi HLAAB1R (0,75 µl), 
ADN khuôn nồng độ 20 ng/ µl (1,0 µl).

Bước 2: Sản phẩm PCR được tinh sạch và sử 
dụng cho phản ứng giải trình tự 

Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng kit Wizard® 
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, 
Madison, Wisconsin, USA) trước khi tiến hành 
giải trình tự bằng phương pháp Sanger. Sử dụng 
2 mồi ngược HLAAB1R/ HLAAIn2R để giải trình 
tự vùng exon 2 – 3 của gen HLA-A. Trong đó mồi 
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HLAAB1R là mồi ngược đã sử dụng để PCR ở bước 
1; mồi HLAAIn2R được biến đổi từ mồi ASEQ3R 
do Peterson đã công bố [11]. Sử dụng BigDyeTM 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, USA) với máy giải trình tự ABITM 
3500 (Applied Biosystems, Massachusetts, USA).

Phân tích dữ liệu
Dữ liệu giải trình tự thu được xử lý bằng phần mềm 

Bioedit 7.0.5.3. Cơ sở dữ liệu tải từ cơ sở dữ liệu 
IMTG/HLA Database (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/).  

Sử dụng công cụ Clustal W Multialign của phần 
mềm Bioedit để so sánh trình tự thu được với trình tự 
của các alen HLA-A chuẩn từ cơ sở dữ liệu https://
www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/

Kết quả và bàn luận
Thiết kế mồi và xây dựng quy trình khuếch đại 

vùng exon 2 – exon 3 của gen HLA-A
Cho đến nay, trên thế giới mới chỉ có 3 công bố 

về quy trình giải trình tự gen HLA-A. Ở bước 1, các 
tác giả đều sử dụng 2 mồi để khuếch đại vùng exon 
2 – exon 3 của gen HLA-A [3, 7, 11]. Peterson và CS. 

đã sử dụng 2 mồi để khuếch đại gen HLA-A bao gồm 
mồi APCRF  thuộc vùng intron 1, mồi APCRR thuộc 
vùng intron 3 [11]. Tuy nhiên, sau khi kiểm tra độ đặc 
hiệu của cặp mồi bằng phần mềm Blast primer cho 
thấy, các mồi này đều có Tm cao và có khả năng 
khuếch đại không đặc hiệu với các gen HLA-C, 
HLA-G. Do vậy, chúng tôi đã tiến hành chỉnh sửa và 
thiết kế mồi như sau:

- Mồi HLAAB1F được biến đổi từ mồi APCRF 
bằng cách bỏ 4 nucleotid ở đầu 5’ (GAAA) và bỏ 1 
nucleotid A đầu 3’ để giảm nhiệt độ Tm của mồi, đồng 
thời tăng độ đặc hiệu với gen HLA-A bằng cách thêm 
1 mismatch tại vị trí nucleotid thứ 3 từ dưới lên kể 
từ đầu 3’ (sử dụng phần mềm Batch primer3 v1.0 
https://wheat.pw.usda.gov/demos/BatchPrimer3/) 

- Mồi HLAAB1R được thiết kế mới với đầu 3’ gắn 
bổ sung với 2 SNP liên tiếp tại vị trí nucleotid 1377-
1378 (AC) trên ADN của gen HLA-A để tăng tính đặc 
hiệu, phân biệt với các gen HLA-C, HLA-G.

Sự khác biệt giữa các mồi và hiệu quả gắn mồi 
vào trình tự gen mục tiêu được thể hiện ở bảng 1 và 
hình 1.

Bảng 1. So sánh trình tự các mồi biến đổi và mồi do Peterson đã công bố

STT Ký hiệu mồi Trình tự mồi (chiều 5’-3’) Kích thước sản phẩm PCR Vị trí mồi Tm
Cặp mồi Peterson và cộng sự đã công bố

1 APCRF GAAACGGCCTCTGTGGGGAGAAGCAA
984bp

Intron 1 82
2 APCRR TGTTGGTCCCAATTGTCTCCCCTC Intron 3 74
3 ASEQ3R ATCTCGGACCCGGAGACTGTG Intron 2 68
4 ASEQ3F GGTTTCATTTTCAGTTTAGGCCA Intron 2 64

Cặp mồi biến đổi để tăng độ đặc hiệu với các alen HLA-A
5 HLAAB1F CCGCCTCTGCGGGGAGAATCA

992 bp
Intron 1 70

6 HLAAB1R GATATTCTAGTGTTGGTCCCAATTGT Intron 3 72
7 HLAAIn2R ATCTCGGACCCGGAGACTGT Intron 2 64

(Phần trình tự giống nhau giữa các mồi được thay bằng chữ in đậm)

Hình 1. So sánh cặp mồi APCRF/APCRR và HLAAB1F/HLAAB1R
A. So sánh mồi xuôi APCRF và HLAAB1F. So với mồi APCRF, mồi HLAAB1F lược bỏ 4 nucleotid đầu 5’, 1 nucleotid cuối cùng đầu 3’ và bổ sung 

thêm 1 mismatch (thay G bằng T - tô đậm màu xám); B. So sánh mồi ngược APCRR và HLAAB1R. So với mồi APCRR, mồi HLAAB1R được thiết 
kế mới, có hai nucleotid liên tiếp tại đầu 3’ (GT - tô đậm màu xám) không bắt cặp bổ sung với trình tự ADN của gen HLA-C và HLA-G.
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Hình 2. Kết quả điện di của 16 mẫu với cặp mồi HLAAB1F và HLAAB1R

Hình 3. So sánh trình tự và vị trí gắn vào trình tự mục tiêu của 2 mồi HLAAIn2R và ASEQ3R
Mồi HLAAIn2R biến đổi từ mồi ASEQ3R bằng cách bỏ 1 nucleotid G cuối cùng đầu 3’ để giảm Tm và tăng tính đặc hiệu với các alen HLA-A

992 bp

Kết quả Blast primer cặp mồi HLAAB1F/HLAAB1R 
do chúng tôi thiết kế đặc hiệu với gen HLA-A và được 
kiểm chứng trên thực nghiệm là kết quả điện di sản 
phẩm PCR kích thước 992 bp như dự đoán khi thiết 
kế mồi (hình 2). Sản phẩm PCR kích thước 992 bp 
có thể được dùng cho phản ứng giải trình tự sau khi 
tinh sạch.

Thiết kế mồi và xây dựng quy trình cho phản 
ứng giải trình tự

Để giải trình tự vùng exon 3, mồi ngược HLAAB1R 

đặt tại vùng intron 3 tiếp tục được sử dụng cho bước 
giải trình tự động bằng hệ thống ABITM 3500 (Applied 
Biosystems, Massachusetts, USA). Mặt khác, để giải 
trình tự của vùng exon 2, chúng tôi sử dụng thêm mồi 
ngược HLAAIn2R đặt tại vùng intron 2. Mồi ngược 
HLAAIn2R được thiết kế trên cơ sở chỉnh sửa mồi 
ASEQ3R do Peterson và cs. đã công bố bằng cách 
bỏ 1 nucleotid G đầu 3’. Sự khác biệt giữa hai mồi và 
hiệu quả gắn mồi vào trình tự gen mục tiêu được thể 
hiện ở bảng 1 và hình 3.

Chúng tôi đã áp dụng quy trình giải trình tự mới 
chỉ gồm 2 mồi HLAB1R và HLAAIn2R để giải trình tự 
4 mẫu ngẫu nhiên được thu theo phương pháp mô 

tả ở phần Mẫu nghiên cứu (N01, N02, N03, N04).  
Kết quả thể hiện ở hình 4.

A
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Dấu chấm thể hiện các nucleotid trùng khớp trình 
tự gốc. Các chữ cái thể hiện các SNP. Các trường 
hợp dị hợp tử được ký hiệu SNP tương ứng theo danh 
pháp IUPAC (G/C→S, A/T→W, G/A→R, T/C→Y, G/
T→K, A/C→M)

Kết quả so sánh trình tự thu được với trình tự của 
các alen HLA-A chuẩn từ cơ sở dữ liệu https://www.
ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/ cho thấy trình tự đoạn exon 2 
và đoạn exon 3 của các mẫu thử có độ tương đồng 
100% với trình tự đoạn exon 2, exon 3 của một số 
alen HLA-A cụ thể trong cơ sở dữ liệu gen HLA, từ 
đó xác định được kiểu gen của 04 mẫu thử nghiệm 
lần lượt là: A*1101/*1101 (N01), A*3303/*0203 (N02), 
A*3303/*2901 (N03), A*2901/*2901 (N04). Như vậy, 
trên các mẫu thử nghiệm, quy trình mới này cho phép 
phân tích hiệu quả trình tự nucleotid của gen HLA-A.

Tóm lại, quy trình mới xây dựng của chúng tôi 
có một số ưu điểm so với quy trình đã công bố của 
Peterson và CS. Các mồi sử dụng ở bước PCR và 
bước giải trình tự được thay đổi giúp tăng tính đặc 
hiệu với các alen HLA-A mục tiêu. Bên cạnh đó, ở 
bước giải trình tự, quy trình mới chỉ sử dụng 2 mồi 
thay vì 3 mồi hoặc 4 mồi như các quy trình đã công 
bố trước đây [5, 13]. Do quy trình mới có mồi bắt cặp tại 
các vị trí giúp cho kết quả giải trình tự đọc rõ được 
500 nucleotid mà không bị nhiễu ngay cả các vị trí 
đầu và cuối của exon 2 và exon 3.

Ngoài ra, trong giai đoạn PCR đoạn exon 2 – exon 
3, quy trình mới chỉ sử dụng 20 ng ADN khuôn trong 
khi lượng ADN khuôn của các quy trình đã công bố 
là 50- 200 ng. Việc tiết kiệm lượng ADN khuôn giúp 

làm giảm lượng máu phải lấy của bệnh nhân, có ý 
nghĩa quan trọng về y đức. Quy trình giải trình tự gen 
HLA-A trong nghiên cứu đơn giản, tiết kiệm chi phí, 
có thể thực hiện ở Việt Nam, có khả năng phát hiện 
những người mang alen đa hình của gen HLA-A, một 
yếu tố làm tăng nguy cơ gặp phản ứng không mong 
muốn nghiêm trọng khi dùng thuốc. Việc áp dụng xét 
nghiệm gen HLA trong cá thể hóa điều trị đã được 
ứng dụng ở nhiều nước trên thế giới nhằm giảm thiểu 
biến cố do dùng thuốc [2].

Kết luận
Đã xây dựng được quy trình giải trình tự gen 

HLA-A sử dụng lượng ADN khuôn ít hơn và chỉ cần 2 
mồi để giải trình tự thay vì 3 – 4 mồi như các công bố 
trước đây. Quy trình giải trình tự này có thể áp dụng 
để phân tích đa hình gen HLA-A nhằm ngăn ngừa 
các phản ứng có hại nghiêm trọng liên quan tới sử 
dụng thuốc hoặc thẩm định các quy trình PCR phân 
tích đa hình gen HLA-A áp dụng trên lâm sàng.  

Các tác giả trân trọng cảm ơn Bộ Y tế đã tài trợ kinh phí 
cho nghiên cứu này (Quyết định phê duyệt đề tài số 4694/
QĐ-BYT)
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Summary
A high specificity, sensitivity and reliable reversed-phase LC-MS-MS method was successfully developed for 

simultaneous determination of cyhalothrin (CYHA), cypermethrin (CYPER), permethrin (PER), deltamethrin (DELTA), 
cyfluthrin (CYFLU) in real vegetable samples with the following optimized conditions: column Agilent Poroshell 120 
Phenyl - Hexyl (150 mm x 4.6 mm x 2.7 µm), the isocratic mode of mobile phases including MeOH - CH3COONH4 
5 mM in water (99 : 1); the flow rate 0.7 ml/min; sample injection volume 10 μl; Electrospray ionization source was 
operated in positive mode and multi reaction monitoring (MRM) mode using the transition of m/z 523.02 → 281,  m/z 
467.3 → 225, m/z 435.2 →193, m/z 416 →191, m/z 393.3 → 281 were used to quantify CYHA, CYPER, PER, DELTA 
and CYFLU, respectively. This method was validated basing on EC-657/2002 guideline to meet all the requirements 
of wide linearity range of 0.5-150 ppb, high correlation coefficients  (R2 > 0.997), very good accuracy (recovery rate 
85-105.1%) and intermediate precision (RSD% < 8 %), typical LOD, LOQ values of 0.005-0.5 ppb and 0.015- 0.15 ppb 
for five pyrethroid pesticides. The validated method was used in a 54 real samples survey. The results revealed that 36 
vegetable samples (66.67%) contain target pesticide residues below MRLs. Particularly, M.07, M.14 and M.23 samples 
found permethrin in high levels 1.97, 2.76, 3.6 ppm, respectively, higher the Vietnam Ministry of Health s MRLs.

Keywords: Cyhalothrin, cypermethrin, deltamethrin, QuEChERS, recovery.


