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THÀNH BẰNG PHƯƠNG PHÁP ALLELE - SPECIFIC PCR 
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TÓM TẮT 
Mục tiêu: Xây dựng quy trình phân tích kiểu gen của đa hình đơn nucleotide 

rs7498665 trên gen SH2B1 bằng phương pháp cặp mồi đặc hiệu alen (AS-PCR) trên 

các mẫu ADN tổng số của người trưởng thành. 

Phương pháp: Các cặp mồi đặc hiệu dùng cho phương pháp AS-PCR được thiết kế 

trên phần mềm tin sinh học Primer3 và điều kiện của phản ứng PCR được tối ưu hóa 

với các dải nhiệt độ bắt cặp khác nhau. Độ tin cậy của phương pháp AS-PCR được 

khẳng định lại bằng phương pháp giải trình tự Sanger. 

Kết quả: Đã xây dựng và tối ưu hóa được quy trình phân tích kiểu gen của rs7498665 

trên gen SH2B1 bằng phương pháp AS-PCR với kết quả chính xác. 

Kết luận: Quy trình AS-PCR để phân tích kiểu gen của SH2B1 rs7498665 có độ 

chính xác cao, đưa ra kết quả nhanh và có thể thực hiện với cỡ mẫu lớn hơn cũng như 

trên các quần thể khác nhau hướng tới nghiên cứu mối liên quan của đa hình này đối 

với bệnh thừa cân, béo phì ở người Việt Nam. 

Từ khóa: rs7478665, gen SH2B1, AS-PCR, Thừa cân, béo phì, xác định kiểu gen.  

DEVELOPMENT OF AN ALLEN-SPECIFIC PCR METHOD FOR 

GENOTYPING SH2B1 RS7498665 POLYMORPHISM 

ASSOCIATED WITH ADULT OVERWEIGHT AND OBESITY 
ABSTRACT 

Aims: To develop a genotyping protocol for single nucleotide polymorphism (SNP) 

rs7498665 on SH2B1 gene using allele-specific primer method (AS-PCR) on total 

DNA samples of adult people. 

Methods: Specific primers for the AS-PCR method were designed using Primer3 

bioinformatics software and PCR reaction conditions were optimized at different 

annealing temperatures. The reliability of the AS-PCR method was confirmed by 

Sanger sequencing. 

Results: A protocol for geneotyping the rs7498665 has been developed and 

optimized using the AS-PCR method with accurate results. 

Conclusion: The AS-PCR protocol for genotyping SH2B1 rs7498665 is highly 

accurate, provides rapid results and can be performed with larger sample sizes as well 

as on different populations to study the association of this polymorphism with 

overweight and obesity in Vietnamese populations. 

Keywords: rs7498665, SH2B1 gene, AS-PCR, overweight, obesity, genotyping.  
 Tác giả liên hệ: Trần Quang Bình 

Email: tranquangbinh@dinhduong.org.vn 

Doi: 10.56283/1859-0381/923 
 

Nhận bài: 17/6/2025       Chỉnh sửa: 22/6/2025 

Chấp nhận đăng: 24/6/2025 

Công bố online: 25/5/2025 

Phương pháp nghiên cứu 



Bùi Thị Thúy Nga và cs. Tạp chí Dinh dưỡng & Thực phẩm 21(3)−2025 

 

166 

 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Thừa cân và béo phì là tình trạng tích 

tụ mỡ thừa quá mức hoặc không bình 

thường tại một vùng cơ thể hoặc toàn cơ 

thể, gây ảnh hưởng đến sức khỏe [1]. Đây 

là yếu tố nguy cơ quan trọng của nhiều 

bệnh mạn tính không lây như đái tháo 

đường týp 2, bệnh tim mạch, tăng huyết 

áp, rối loạn lipid máu, và một số loại ung 

thư như ung thư đại trực tràng và ung thư 

vú sau mãn kinh. Theo ước tính của Tổ 

chức Y tế Thế giới năm 2022, có khoảng 

1,9 tỷ người trưởng thành bị thừa cân, 

trong đó hơn 650 triệu người béo phì trên 

toàn cầu  [1]. Tại Việt Nam, tình trạng 

thừa cân, béo phì cũng đang gia tăng 

nhanh trong những năm gần đây, đặc biệt 

ở khu vực thành thị và trong nhóm người 

trung niên. Theo “Tổng điều tra Dinh 

dưỡng toàn quốc 2019–2020” do Viện 

Dinh dưỡng thực hiện, tỷ lệ thừa cân và 

béo phì ở người trưởng thành tăng từ 

10,5% năm 2005, 14,8% năm 2010 lên 

19,9% năm 2015, và đạt 21,3% vào năm 

2020. Trong nhóm người từ 40–59 tuổi, 

tỷ lệ thừa cân và béo phì dao động từ 26% 

đến 32% [2].  

Cùng với lối sống, yếu tố di truyền 

đóng vai trò quan trọng trong việc hình 

thành thừa cân và béo phì. Trên thế giới, 

đã có nhiều nghiên cứu báo cáo vai trò 

của một số đa hình đơn nucleotide (single 

nucleotide polymorphism-SNP) trên gene 

làm tăng tính nhạy cảm đối với béo phì, 

như đa hình gene FTO rs9939609 làm 

tăng cảm giác thèm ăn và tổng năng lượng 

tiêu thụ hàng ngày, từ đó làm tăng chỉ số 

khối cơ thể (BMI) và nguy cơ béo phì  [4]; 

đa hình gene MC4R rs17782313 cũng liên 

quan đến tích mỡ vùng bụng và tăng nguy 

cơ béo phì ở người lớn [5]. Gene SH2B1 

(Src homology 2B adaptor protein 1) 

thuộc họ gene SH2B (Src 2B) có vai trò 

quan trọng trong điều hòa cân bằng năng 

lượng và cảm giác no thông qua tín hiệu 

insulin và leptin - hai hormone quan trọng 

kiểm soát cảm giác đói và chuyển hóa 

năng lượng, có liên quan rõ rệt đến nguy 

cơ béo phì. Các nghiên cứu GWAS trên 

Thế giới đã xác định các SNP trong vùng 

gene SH2B1, như rs7498665, rs4788102 

và rs7359397, có liên quan đến tăng nguy 

cơ thừa cân và béo phì ở các quần thể 

khác nhau. Đa hình đơn nucleotide 

rs7498665 (Thr484Ala) nằm trong vùng 

mã hóa của gene SH2B1. Allele G của 

rs7498665 có liên quan đến chỉ số BMI 

cao hơn, tăng nguy cơ béo phì và tỉ lệ tích 

mỡ nội tạng. Người mang kiểu gene GG 

thường có xu hướng tăng cảm giác thèm 

ăn và giảm độ nhạy với leptin – góp phần 

hình thành tình trạng tích mỡ kéo dài. 

Nghiên cứu trên quần thể Châu Âu cho 

thấy người mang allele G có nguy cơ béo 

phì cao hơn khoảng 20–25% (với OR 

≈ 1,21) so với kiểu gene AA, và mức BMI 

trung bình tăng từ 0,3–0,8 đơn vị  [9, 10].  

Mặc dù, đa hình rs7498665 không trực 

tiếp làm thay đổi hoạt động enzyme hay 

cấu trúc protein một cách rõ rệt, nhưng 

biến thể này có thể ảnh hưởng đến biểu 

hiện của SH2B1 tại vùng dưới đồi, nơi 

điều hòa cảm giác đói – no [11]. Do đó, 

rs7498665 được xem là một dấu ấn di 

truyền có giá trị trong tiên lượng nguy cơ 

thừa cân, béo phì, đặc biệt khi kết hợp với 

yếu tố môi trường như chế độ ăn dư thừa 

và lối sống ít vận động.  

Hiện nay, nhiều kỹ thuật dựa trên 

phản ứng chuỗi polymerase (polymerase 

change reaction-PCR) đã được ứng dụng 

trong phân tích SNP, bao gồm RFLP-

PCR (Polymerase Chain Reaction-

Restriction Fragment Length 

Polymorphism), AS-PCR, ARMS-PCR 

(Amplification Refractory Mutation 

System PCR), T-ARMS PCR (Tetra-

primer Amplification Refractory 

Mutation System PCR), Realtime-PCR 
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và giải trình tự gen theo phương pháp 

Sanger. Trong số đó, kỹ thuật PCR đặc 

hiệu alen (Allele-Specific PCR: AS-PCR) 

được đánh giá là phương pháp có nhiều 

ưu điểm vượt trội nhờ độ đặc hiệu và độ 

chính xác cao, không yêu cầu trang thiết 

bị phức tạp và quy trình thiết kế phản ứng 

tương đối đơn giản.  

Nghiên cứu này được thực hiện với 

mục tiêu tối ưu quy trình AS-PCR để 

phân tích SNP SH2B1 rs7498665 trên đối 

tượng người trưởng thành thừa cân và béo 

phì. Kết quả thu được sẽ đóng vai trò làm 

cơ sở cho việc áp dụng phương pháp này 

trong các nghiên cứu dịch tễ học di truyền 

quy mô lớn nhằm đánh giá mối liên quan 

giữa đa hình gene SH2B1 và nguy cơ thừa 

cân, béo phì ở người trưởng thành Việt 

Nam.

II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện trên 63 

mẫu ADN đã tách chiết và lưu -80° tại 

Phòng thí nghiệm Gen-Dinh dưỡng, 

Khoa Dinh dưỡng và Bệnh không lây 

nhiễm, Viện Dinh dưỡng Quốc Gia. Các 

mẫu ADN này có nồng độ 20 ng/μl trở lên 

và độ tính sạch đảm bảo với tỉ số 

A260/A280 là 1,8-2,0. Các mẫu ADN 

thuộc các đối tượng của đề tài “Nghiên 

cứu thuần tập 5 năm về bệnh đái tháo 

đường týp 2 và hội chứng chuyển hóa ở 

người Việt Nam: Vai trò yếu tố di truyền 

và lối sống’’ mã số 106-YS.01-2015.10. 

Nghiên cứu được thông qua bởi Hội đồng 

Đạo đức của Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung 

ương.  

2.2. Thiết kế mồi đặc hiệu cho phản ứng AS-PCR  

Nguyên lý AS-PCR: Đa hình đơn 

nucleotide rs7498665 nằm trên nhiễm sắc 

thể số 16 (chr16:28871920, theo bản đồ 

hệ gene GRCh38.p13) và được xác định 

thuộc trình tự gene SH2B1, theo dữ liệu 

từ ngân hàng gene NCBI 

(NC_000016.10, vị trí 28871920). Trong 

nghiên cứu này, hai phản ứng PCR độc 

lập được tiến hành song song nhằm phân 

biệt và phát hiện sự hiện diện của hai 

allele đặc hiệu là allele G và allele A. Các 

cặp mồi được thiết kế sao cho đầu 3’ của 

mồi xuôi (forward primer) hoặc mồi 

ngược (reverse primer) trùng khớp chính 

xác với nucleotide tại vị trí SNP, đảm bảo 

tính đặc hiệu cho từng allele  [12].  

Quy trình thiết kế mồi: Các cặp mồi 

được thực hiện theo nguyên tắc do 

Wangkumhang và cộng sự (2007) đề xuất  

[12], bao gồm các bước: (i) thu thập trình 

tự 200 nucleotide bao quanh SNP mục 

tiêu từ cơ sở dữ liệu NCBI SNP 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/

SNP/); (ii) xác định nucleotide tại vị trí 

gây không tương hợp (mismatch); (iii) 

thiết kế các cặp mồi đặc hiệu allele được 

thiết kế sao cho đầu 3’ trùng khớp tuyệt 

đối với nucleotide đặc hiệu tại vị trí SNP, 

nhằm đảm bảo chỉ khuếch đại trình tự 

chứa allele tương ứng. Để tăng cường tính 

đặc hiệu, tại vị trí kế cận đầu 3’ cần chèn 

thêm một nucleotide không tương thích 

với khuôn mẫu (mismatch), giúp phân 

biệt rõ hơn giữa các allele tương tự nhau. 

Bên cạnh đó, các cặp mồi được thiết kế 

với chiều dài từ 18–22 nucleotide, hàm 

lượng G/C trong khoảng 40–60% và nhiệt 

độ nóng chảy (Tm) nằm trong khoảng 50–

65°C được tính toán dựa trên website: 

https://sg.idtdna.com/pages/tools/oligoan

alyzer (Bảng 1).  
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Bảng 1. Primer SNP rs7498665 gen SH2B1 và các thông số 

Primer Trình tự primer 5’- 3’ Primer 

(bp) 

GC 

(%) 

Mồi xuôi F (chung) TTGGGTTCTCAGCTTTGCC 19 52,6 

Mồi ngược phát hiện allele A(RA) AGGGGATGAACTGTCCCTAT 20 50 

Mồi ngược phát hiện allele G(RG) AGGGGATGAACTGTCCCTAC 20 55 

Các hóa chất, máy móc được sử dụng 

trong quy trình phân tích gen gồm bộ kit 

tách chiết DNA Winzard® Genomic 

DNA Purification Kit (Promega 

Corporation, Mỹ), nước khử ion 

(Fermentas, Mỹ), Dream Taq Green PCR 

Master Mix (2X) (Fermentas, Mỹ), mồi 

(IDT, Mỹ), agarose (Promega, Mỹ), đệm 

TBE (Fermentas, Mỹ), Redsafe (Ion, Hàn 

Quốc), máy NanoDrop 2000 (Nhật Bản), 

máy votex (Eppendorf, Đức), máy PCR 

mastercycler epgradient (Eppendorf), 

máy điện di Mulpid Exu (Nhật Bản) và 

máy chụp Geldoc (BioRad, Mỹ). 

2.3. Tối ưu quy trình AS-PCR 

Nhằm đảm bảo độ nhạy và độ đặc 

hiệu cao trong việc phát hiện các biến thể 

đơn nucleotide. Quá trình tối ưu hóa quy 

trình cần được thực hiện để chuẩn hóa các 

thông số phản ứng như nhiệt độ gắn mồi 

(annealing temperature, Ta), nồng độ 

MgCl₂, nồng độ mồi và số chu kì PCR. 

Nhiệt độ gắn mồi được tối ưu trong 

khoảng 55–65°C để giảm bắt cặp không 

đặc hiệu, trong khi nồng độ MgCl₂ được 

điều chỉnh (thường từ 1,5–2,5 mM) để đạt 

được hiệu quả khuếch đại tối ưu. Ngoài 

ra, nồng độ mồi từ 0,2–0,5 µM và enzyme 

ADN polymerase với độ chính xác cao 

cũng được sử dụng để tăng hiệu quả phản 

ứng. Một phương pháp PCR gradient 

được tiến hành để xác định nhiệt độ gắn 

mồi với dãy nhiệt độ gắn mồi thử nghiệm 

là 56°C, 58°C và 60°C. Chu trình nhiệt 

cho phản ứng PCR gồm 3 giai đoạn: Biến 

tính ban đầu 94oC trong 3 phút, 32-35 chu 

kì (vòng tùy theo nồng độ ADN ban đầu): 

biến tính ở 94oC trong 30 giây, gắn mồi ở 

dải nhiệt 56°C/58°C/60°C trong 30 giây, 

kéo dài ở 72oC trong 30 giây, thời gian 

kéo dài cuối cùng là 72oC trong 8 phút, 

bảo quản ở 4oC (Hình 1). Sản phẩm PCR 

được đánh giá trên thạch agarose 1,5% có 

nhuộm Redsafe và quan sát với hệ thống 

chụp ảnh điện di Geldoc-ItTM (BioRad, 

Mỹ).  

 

Hình 1. Chu trình nhiệt của phản ứng tối ưu hóa quy trình PCR gradient. 
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2.4. Xác định kiểu gen chuẩn làm đối chứng bằng phương pháp giải trình tự 

Để xác minh độ chính xác của kiểu 

gen từ phương pháp AS-PCR, phương 

pháp giải trình tự Sanger đã được sử dụng 

như một tiêu chuẩn đối chứng. ADN tổng 

số được khuếch đại bằng phản ứng PCR 

với cặp mồi đặc hiệu: 5’-

TTGGGTTCTCAGCTTTGCC-3’ và 5’-

CTTGCCTTCCCCTCAAGG-3’. Ba mẫu 

đại diện mang các kiểu gen khác nhau từ 

quy trình AS-PCR được lựa chọn, và mỗi 

mẫu sử dụng 30 µl sản phẩm PCR để thực 

hiện giải trình tự nucleotide tại công ty 

Integrated ADN Technologies (IDT), 

Malaysia. Dữ liệu trình tự được xử lý và 

phân tích bằng phần mềm BioEdit phiên 

bản 7.2.6 nhằm xác định chính xác kiểu 

gen và đánh giá độ phù hợp giữa kết quả 

AS-PCR và trình tự nucleotide. 

III. KẾT QUẢ 

3.1. Tối ưu điều kiện phản ứng AS-PCR xác định SNP rs7498665 gen SH2B1  

 
Hình 2. Kết quả thử nghiệm dải nhiệt độ gắn mồi. 

Băng sản phẩm PCR gradient của giải nhiệt độ 56oC, 58oC và 60oC. Giếng số 8 và 8’ là mẫu 

nước (không có ADN khuôn mẫu), giếng đầu tiên là thang chỉ thị ADN 100 bp (Invitrogen), 

đến giếng từ 1, (1’) đến 8 (8’) giống nhau tương ứng có chứa ADN mẫu cần phân tích kiểu 

gen tương ứng. 
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Quy trình PCR được thực hiện với hai 

cặp mồi riêng biệt, mỗi cặp mồi nhận biết 

một nucleotide. Trình tự mồi nhân dòng 

trong phản ứng PCR để phát hiện allele A 

gồm: mồi xuôi F (chung): 5’ 

TTGGGTTCTCAGCTTTGCC 3’ và mồi 

ngược RA: 5’ 

AGGGGATGAACTGTCCCTAT 3’; và 

phản ứng PCR để phát hiện allele G  gồm: 

mồi xuôi F (chung): 5’ 

TTGGGTTCTCAGCTTTGCC 3’ và mồi 

ngược RG: 5’ 

AGGGGATGAACTGTCCCTAC 3’. 

Sản phẩm PCR khi kiểm tra trên cơ sở dữ 

liệu genome có kích thước 193bp.   

Để chọn được nhiệt độ gắn mồi tối ưu 

cho phản ứng PCR, sử dụng phương pháp 

PCR gradient với cặp mồi đã thiết kế. Kết 

quả điện di trên gel cho thấy gradient 

nhiệt độ từ 56oC đến 600C đều xuất hiện 

băng có kích thước khoảng 193 bp (Hình 

2). Với nhiệt độ bắt mồi 56°C và 60°C 

cho kết quả băng điện di trên gel agarose 

không rõ gây ảnh hưởng đến nhận định 

kết quả. Ở nhiệt độ bắt mồi 58
o
C cho băng 

điện di sản phẩm PCR lên rõ nét, không 

có sản phẩm phụ.  

Qua nhiều lần thí nghiệm và điều 

chỉnh nồng độ primer và nhiệt độ gắn 

mồi, nghiên cứu đã xác định được quy 

trình phân tích đa hình SNP rs7498665 

với trình tự mồi nhân dòng và thành phần 

trong phản ứng PCR (Bảng 2) và nhiệt độ 

gắn mồi là 58°C với 32-35 chu kì luân 

nhiệt [94
o
C trong 30 giây, 58oC trong 30 

giây, 72°C trong 40 giây], tiếp tục kéo dài 

72
o
C trong 8 phút và bảo quản sản phẩm 

ở 4
o
C (Hình 3).  

Bảng 2. Thành phần của một phản ứng PCR trong phương pháp AS-PCR 

PCR phát hiện alen A . PCR phát hiện alen G 

Thành phần Lượng (µL)  Thành phần Lượng (µL) 

Water, nuclease-free 1,3  Water, nuclease-free 1,3 

PCR Master mix 2,5  PCR Master mix 2,5 

Mồi xuôi F 0,35  Mồi xuôi F 0,35 

Mồi ngược RA 0,35  Mồi ngược RG 0,35 

ADN mẫu 1,0  ADN mẫu 1,0 

Tổng 5,5  Tổng 5,5 

 

Hình 3. Chu trình nhiệt của phương pháp AS-PCR SNP rs7498665 gen SH2B1 

Sản phẩm sau phản ứng PCR được 

điện di trên thạch agarose 1,5 % đã được 

nhuộm Redsafe, đệm TBE 0,5x, ở 100v 

trong 40 phút, và chụp hình bằng máy 

GelDoc để xác định sự có mặt của các 

alen trong SNP dựa trên sự xuất hiện của 

sản phẩm PCR sau điện di. Băng thu được 

có kích thước 193bp với 3 trường hợp xảy 

ra: đồng hợp tử AA, dị hợp tử AG và đồng 

hợp tử GG (Bảng 4) 
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Bảng 4. Nhận định kết quả điện di kết quả SNP rs7498665 gen SH2B1 

Trường hợp PCR phát hiện alen A PCR phát hiện alen G Kết quả 

1 + - AA 

2 - + GG 

3 + + AG 

(+): xuất hiện băng; (-): không xuất hiện băng,  

3.2. Thực hiện quy trình trên các mẫu ADN   

 

 

Hình 4. Kết quả điện đi 64 sản phẩm PCR theo phương pháp AS-PCR. 

Các băng ADN tương ứng với số 1-63 là các mẫu PCR điện di trên thạch agarose 1,5%, 

TBE 0,5X. H20: chứng âm. 

Kết quả điện di sản phẩm PCR trên 

gel agarose cho băng sản phẩm được 

nhuộm RedSafe và chụp bằng máy 

GelDoc. Với kiểu gene đồng hợp tử allele 

AA chỉ xuất hiện băng sáng tại vị trí 

193bp với phản ứng PCR nhận diện allele 

A, với kiểu gene đồng hợp tử allele đột 

biến GG chỉ xuất hiện một băng sáng tại 

vị trí 193bp với phản ứng PCR nhận diện 

allele G, với kiểu gene dị hợp tử AG xuất 

hiện băng sáng tại vị trí 193 bp ở cả hai 

phản ứng nhận diện allele A và allele G 

(Hình 4). Như vậy, ADN của các mẫu đầu 

đảm bảo chất lượng để thực hiện phản 

ứng ; chứng âm không xuất hiện băng 

đảm bảo phản ứng PCR thực hiện đúng 
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kỹ thuật. Có thể thấy, đối với phản ứng 

mồi đặc hiệu cho allele đột biến G và 

allele thường A tại nhiệt độ gắn mồi 58°C 

là rất tốt, không xảy ra tình trạng mồi đột 

biến lại được khuếch đại ở mẫu đồng hợp 

allele thường GG  và ngược lại.  

3.3. Giải trình tự kiểu gen thu được của phản ứng AS-PCR 

Lựa chọn 3 mẫu đã biết kiểu gene, 3 

mẫu này tương ứng với 3 kiểu gene AA, 

AG và GG được xác định bằng phương 

pháp AS-PCR, để gửi đi giải trình tự. Kết 

quả cho thấy độ tương đồng là 100% giữa 

kiểu gene xác định bằng AS-PCR và giải 

trình tự DNA, trình tự nucleotide thu 

được trùng với trình tự nucleotide trên 

Genebank chuẩn chứa đa hình SH2B1 

rs7498665 (Hình 5). 

 

Hình 5. Kết quả giải trình tự gen của 3 kiểu gen của SNP rs7498665 gen SH2B1. 
(A) Mẫu đồng hợp allele AA có một đỉnh nucleotide A duy nhất;  

(B) Mẫu dị hợp allele AG có hai đỉnh nucleotide A và nucleotide G lồng vào nhau;  

(C) Mẫu đồng hợp allele GG có một đỉnh nucleotide G duy nhất. 

 

IV. BÀN LUẬN 

Để phân tích đa hình đơn gene SH2B1 

rs7498665, nghiên cứu đã lựa chọn 

phương pháp AS-PCR để xác định kiểu 

gene của SNP rs7498665 trên gene 

SH2B1. AS-PCR là một kĩ thuật PCR 

chuyên biệt, cho phép phân biệt các allele 

khác nhau của một locus gene dựa trên sự 

khác biệt chỉ tại một nucleotide duy nhất. 
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Kết quả nghiên cứu cho thấy, quy 

trình AS-PCR được tối ưu hóa có độ lặp 

lại tốt, mồi có độ đặc hiệu và độ chính xác 

cao trong việc phân tích đa hình SH2B1 

rs7498665. Phương pháp này đã được 

ứng dụng thành công trên 63 mẫu ADN, 

với khả năng khuếch đại ổn định khi nồng 

độ ADN đầu vào ≥ 20 ng/µl. Đặc biệt, khi 

so sánh kết quả kiểu gene thu được từ 

phương pháp AS-PCR với kết quả từ giải 

trình tự ADN, không ghi nhận sự khác 

biệt, cho thấy AS-PCR có độ chính xác 

tương đương với phương pháp giải trình 

tự. Tuy nhiên, một trong những hạn chế 

đáng lưu ý của kĩ thuật AS-PCR là tính 

phụ thuộc cao vào thiết kế mồi. Chỉ một 

sai lệch duy nhất tại nucleotide ở đầu 3’ 

của mồi cũng có thể dẫn đến thất bại của 

phản ứng PCR. Để khắc phục nhược điểm 

này, phương pháp AS-PCR thường sử 

dụng hai cặp mồi đặc hiệu thực hiện song 

song trong hai phản ứng PCR riêng biệt 

nhằm phân biệt allele dạng dại và allele 

đột biến. Trong đó, bước thiết kế mồi 

được xem là yếu tố then chốt quyết định 

độ tin cậy và tính đặc hiệu của toàn bộ 

quy trình. Nhằm nâng cao hiệu quả phân 

biệt giữa các allele, ngoài việc đặt 

nucleotide đặc hiệu tại vị trí 3’, các mồi 

còn được bổ sung thêm một nucleotide sai 

khác (mismatch) tại vị trí thứ hai tính từ 

đầu 3’. Thiết kế này giúp tăng cường khả 

năng phân biệt giữa các allele có trình tự 

gần giống nhau. Nhiều nghiên cứu đã xác 

nhận tính ưu việt của kĩ thuật AS-PCR so 

với các phương pháp PCR truyền thống, 

đặc biệt là ở khả năng tái lặp và độ tương 

đồng cao với kết quả thu được từ giải 

trình tự gene. Vì vậy, chúng tôi khuyến 

khích sử dụng phương pháp AS-PCR để 

xác định kiểu gene cho SNP rs7498665 

gene SH2B1. 

Kiểu gene của SNP rs7498665 được 

xác định bằng phương pháp AS-PCR với 

quy trình tối ưu hóa sử dụng mồi thiết kế 

đặc hiệu cho từng allele. Kết quả điện di 

cho thấy các sản phẩm khuếch đại rõ ràng, 

đặc hiệu, không xuất hiện băng phụ hay 

hiện tượng tạo primer dimer, chứng tỏ 

mồi hoạt động hiệu quả và phản ứng PCR 

đạt độ đặc hiệu cao. Các mẫu chứng âm 

không có sản phẩm khuếch đại, khẳng 

định phản ứng không bị nhiễm chéo và 

quy trình thí nghiệm được kiểm soát 

nghiêm ngặt. Kết quả AS-PCR hoàn toàn 

tương đồng với giải trình tự Sanger, cho 

thấy độ chính xác và độ tin cậy cao của 

phương pháp. Việc tối ưu này góp phần 

nâng cao độ đặc hiệu, độ tin cậy của kết 

quả, đồng thời rút ngắn thời gian thao tác 

và giảm chi phí xét nghiệm, tạo tiền đề 

cho việc ứng dụng rộng rãi trong sàng lọc 

và nghiên cứu dịch tễ học di truyền. 

V. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã xây dựng thành công 

quy trình phân tích kiển gene của đa hình 

đơn nucleotide rs7498665 gene SH2B1 

liên quan đến thừa cân, béo phì bằng 

phương pháp AS-PCR. Kết quả thử 

nghiệm phân tích gene trên 63 mẫu ADN 

quy trình có độ ổn định tốt và kiểu gene 

thu được trùng với kiểu gene khi giải trình 

tự nucleotide. Kết quả này là tiền đề quan 

trọng để tiếp tục thực hiện các nghiên cứu 

về vai trò của đa hình rs7498665 trên 

gene SH2B1 liên quan đến bệnh thừa cân, 

béo phì trên cỡ mẫu lớn ở nhiều quần thể 

người Việt Nam.  
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