
16

Khoa học Y - Dược

63(2) 2.2021

Đặt vấn đề

Hội chứng Gilbert là một rối loạn chuyển hóa bilirubin di 
truyền phổ biến nhất, không gây hại, được đặc trưng bởi tăng 
bilirubin máu không liên hợp nhẹ khoảng 1-5 mg/dl, mạn tính 
trong trường hợp không có bất thường về chức năng gan hoặc 
tan huyết và được tìm thấy trong khoảng 3-12% dân số [1, 2]. 
Các biến thể di truyền của gen UDP-glucuronosyltransferase 
1A1 (UGT1A1) có thể làm giảm hoạt động phiên mã của gen 
và nồng độ enzyme UGT1A1, ảnh hưởng đến khả năng liên 
hợp (glucuronide hóa gan), cuối cùng dẫn đến hội chứng 
Gilbert [2]. Liên quan đến tình trạng bilirubin không liên hợp 
trong máu cao do di truyền còn có hội chứng Crigler-Najjar 
type II (CN-2) với tỷ lệ mắc là khoảng 0,6-1 phần triệu dân 
số [3]. Thông thường, đường giới hạn giữa Gilbert và CN-2 
là 6,0 mg/dl (102,6 μM), điều này có thể gây khó khăn trong 
chẩn đoán phân biệt Gilbert và CN-2 ngay cả sau giai đoạn 
sơ sinh, bởi vì một số lượng đáng kể bệnh nhân có nồng độ 
bilirubin huyết thanh trung gian giữa hai hội chứng. Do đó, 
các tiêu chuẩn chẩn đoán cho chứng tăng bilirubin không liên 
hợp nên được xem xét lại dựa trên các biểu hiện lâm sàng và 
phân tích kiểu gen của UGT1A1 [4].

Gen UGT1A1 nằm tại vị trí 2q37.1 của nhiễm sắc thể số 
2 với chiều dài 13052 bp gồm 5 exon mã hóa cho phân tử 

protein chứa 533 acid amin. Cho đến nay, có hơn 130 đột biến 
đã được xác định trên gen UGT1A1, trong đó có khoảng 8 
đột biến (6,1%) nằm trên vùng không mã hóa như promoter, 
enhancer và các intron [5]. Phổ biến nhất là 2 đột biến chèn 
TA trong hộp TATA [A(TA)7TAA] (UGT1A1*28) và thay đổi 
nucleotide c.211G>A (p.G71R) trong exon 1 (UGT1A1*6) 
[6]. Các đột biến gây hội chứng Gilbert làm giảm 30% hoạt 
động của enzyme UGT1A1 so với bình thường. Mức độ 
chuyển hóa bilirubin thấp của enzym cũng có thể làm tăng 
tác dụng phụ của một số loại thuốc vì nó tham gia đào thải 
các loại thuốc này khỏi cơ thể. Những loại thuốc này gồm 
có irinotecan (Camptosar) dùng phổ biến trong liệu pháp hóa 
trị ung thư và một số chất ức chế protease được sử dụng để 
điều trị HIV…[7]. Phân tích kiểu gen UGT1A1 nhằm xác định 
nguyên nhân gây vàng da do hội chứng Gilbert, nhờ đó hạn 
chế các xét nghiệm/thủ tục không cần thiết khác như sinh thiết 
gan, đồng thời là yếu tố quan trọng cho dự đoán và phòng 
ngừa tác dụng phụ bất lợi ở những người này [8]. Các kỹ 
thuật đã được sử dụng để xác định đột biến gen gây hội chứng 
Gilbert bao gồm: giải trình tự gen trực tiếp, biến tính sắc ký 
lỏng hiệu suất cao, phản ứng chuỗi polymerase (PCR) kết 
hợp điện di gel polyacrylamide, phân tích đường cong nóng 
chảy có độ phân giải cao (HRM) và Realtime PCR [2, 9-12]. 
Nghiên cứu này sử dụng kỹ thuật giải trình tự gen trực tiếp 
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Tóm tắt:

Hội chứng Gilbert (GS) là một rối loạn chuyển hóa bilirubin di truyền phổ biến nhất, không gây hại, được tìm thấy 
trong khoảng 3-12% dân số. Các biến thể di truyền của gen mã hóa UDP-glucuronosyltransferase1A1 (UGT1A1) có 
thể làm giảm hoạt động phiên mã của gen và mức độ biểu hiện của enzyme này, từ đó ảnh hưởng đến khả năng liên 
hợp glucuronide hóa ở gan. Nghiên cứu này nhằm phát hiện biến thể gen UGT1A1 ở hai nam bệnh nhân là anh em 
ruột, nhập viện với các biểu hiện vàng da nghi do rối loạn chuyển hóa bilirubin. Mẫu máu ngoại vi của bệnh nhân 
(GS1) và anh trai (GS2) được sử dụng để tách chiết ADN tổng số, giải trình tự toàn bộ vùng enhancer, promoter và 
toàn bộ 5 exon của gen UGT1A1. Hai biến thể c.-3279T>G trong mô đun tăng cường đáp ứng phenobarbital của 
enhancer và A(TA)7TAA tại hộp TATA trong vùng promoter của gen đã được phát hiện. Đây là các biến thể gen gây 
bệnh thường gặp trên đối tượng có nồng độ bilirubin máu cao đã công bố trước đây. Kết quả thu được hỗ trợ cho 
việc chẩn đoán chính xác nguyên nhân gây bệnh, đồng thời đưa ra cảnh báo cho bệnh nhân cần thận trọng với việc 
sử dụng dược phẩm trong tương lai.

Từ khóa: gen UGT1A1, hội chứng Gilbert, vàng da.
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để xác định đột biến tại gen UGT1A1 trên hai nam thanh niên 
Việt Nam có đặc điểm lâm sàng của hội chứng Gilbert. 

Đối tượng và phương pháp 

Đối tượng nghiên cứu

Hai nam thanh niên là anh em ruột quê ở Thái Bình, khám 
tại Khoa Nội tổng hợp, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội, chẩn 
đoán trên lâm sàng và cận lâm sàng hướng tới mắc hội chứng 
Gilbert. Bệnh nhân được tư vấn xét nghiệm di truyền liên quan 
đến rối loạn chuyển hóa bilirubin bẩm sinh. Sau khi được giải 
thích và tư vấn, bệnh nhân đã đồng ý cung cấp mẫu máu để 
xét nghiệm gen và tình nguyện tham gia nghiên cứu này.

Phân tích gen được tiến hành tại Viện Nghiên cứu hệ gen, 
thuộc Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam trong 
năm 2018. Kết quả xét nghiệm gen và đánh giá tương quan 
với kiểu hình được thực hiện bởi các thành viên tham gia 
nghiên cứu này.

Tách chiết ADN tổng số

Mẫu máu ngoại vi của các bệnh nhân sau khi lấy vô trùng 
được đưa vào ống chứa mẫu tiêu chuẩn có EDTA và bảo quản 
ở -20℃ cho đến khi sử dụng. Bộ sinh phẩm EZNA blood 
DNA mini (Promega, Hoa Kỳ) được sử dụng để tách chiết 
ADN tổng số từ máu ngoại vi theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất. ADN sau khi tách chiết đã được điện di kiểm tra trên 
gel agarose và đo nồng độ để kiểm tra chất lượng trước khi 
giữ ở -20℃.

Phản ứng khuếch đại gen (PCR)

Các cặp mồi sử dụng được thiết kế dựa trên trình tự chuẩn 
của gen UGT1A1 mang accession number NG_033238.1 
trong ngân hàng GenBank. Mồi được tổng hợp tại Công ty 
Sinh hóa Phù Sa (Cần Thơ, Việt Nam). Trình tự mồi và kích 
thước sản phẩm PCR theo tính toán tương ứng được trình bày 
ở bảng 1.
Bảng 1. Thông tin về các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu.

Tên mồi Trình tự Kích thước 
sản phẩm (bp)

gtPBREM_F CTGGGGATAAACATGGGATG
606

gtPBREM_R CACCACCACTTCTGGAACCT

E1F TCCCTGCTACCTTTGTGGAC
1096

E1R GCTTGCTCAGCATATATCTGGG

E2F ACACGCATGCCTTTAATCA
363

E2R GCAGGGAAAAGCCAAATCTA

E3F CAAACAAGATGCCGGAAGT
450

E3R TTACTCACATGCCCTTGCAG

E4F TGGGGTATCTCAACCCACAT
469

E4R GAAACAACGCTATTAAATGCTACG

E5F TTCTTAAGCAGCCATGAGCA
643

E5R CTGTCTGCACGTCCTCTGAA
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Abstract:

Gilbert’s syndrome (GS) is the most common inherited 
disorder of bilirubin metabolism, non-lethal, affecting 
3-12% of the population. The genetic variants of the 
UDP- glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1) gene 
might reduce the gene transcription activity and its 
enzyme expression, which affects the ability to conjugate 
glucuronidation in the liver. This study aimed to identify 
genetic variants of UGT1A1 in two Vietnamese sibling 
brothers with jaundice manifestations suspected GS. The 
peripheral blood samples of patients were used to extract 
genome DNA and sequence the enhancer, promoter, and 
coding all five exons of UGT1A1. Two pathogenic variants 
c.-3279T>G located in the phenobarbital responsive 
enhancer module (gtPBREM) and A(TA)7TAA of the 
TATA box in the promoter region were identified. 
They are twice common pathogenic variants that were 
reported in almost hyperbilirubinemia individuals from 
different populations. The obtained results improved the 
accuracy of medical diagnosis and warned the patients 
to be cautious in case they have to use medical drugs in 
the future.
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Mỗi phản ứng khuyếch đại gen (20 ul) bao gồm các thành 
phần: 10 μl taq 2X master Mix của New England Biology 
(Anh); 0,5 μl mỗi loại mồi (10 pM/μl); 1 ul ADN (20 ng/μl) 
và 8 μl nước. Kỹ thuật PCR được tiến hành trên máy luân 
nhiệt với chu trình nhiệt như sau: 95℃ 2 phút; 38 chu kỳ 
(95℃ 30 giây, 58℃ hoặc 60℃ 30 giây, 68℃ 30-60 giây), 
68℃ 5 phút; giữ ở 4℃. Sản phẩm PCR được phát hiện 
bằng điện di trên thạch agarose 1,2% có nhuộm ethidium 
bromide và quan sát dưới ánh sáng UV. Sản phẩm PCR 
sau đó được tinh sạch bằng kit JETTM PCR purification 
(Thermo Scientific) theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

Thực hiện giải trình tự chuỗi ADN

Sản phẩm PCR sau khi tinh sạch sẽ được thực hiện 
phản ứng cycle sequencing với Bigdye Terminator V3.1 từ 
Applied Biosystems (Hoa Kỳ), theo chiều xuôi và ngược 
cho mỗi đoạn cần đọc. Sản phẩm sau đó được kết tủa bằng 
ethanol, biến tính trong Hi-Di formamide ở 95℃ trong 2 
phút trước khi làm lạnh đột ngột. Trình tự ADN được đọc 
bằng máy ABI PRISM 3100 Genetics Analyzer (Applied 
Biosystems, Hoa Kỳ). Kết quả được phân tích bằng phần 
mềm sinh học Bioedit.

Kết quả và bàn luận

Đặc điểm lâm sàng của hai bệnh nhân

Bệnh nhân thứ nhất là người em trai (GS1), sinh năm 
1996, nhập viện với dấu hiệu mệt mỏi, biểu hiện vàng da 
và mắt nặng hơn thấy rõ. Nồng độ bibrullin toàn phần trong 
máu đo được là 91,8 μmol/l, biliburin gián tiếp là 54,7 
μmol/l. Trước đó, tại cơ sở y tế tuyến tỉnh, bệnh nhân đã 
được khám và xét nghiệm loại trừ các viêm gan virus bao 
gồm HBV, HCV, HAV, HEV và một số loại virus gây tổn 
thương gan hiếm gặp như HSV, EBV cũng như viêm gan 
tự miễn, viêm gan ứ mật tiên phát…, thậm chí đã được tiến 
hành sinh thiết gan. Tiếp cận với trường hợp tăng bilirubin, 
bệnh nhân được tiến hành làm xét nghiệm men gan (GOT/
GPT) và photphatase kiềm (ALP). Với trường hợp men gan 
và ALP bình thường, các nguyên nhân tổn thương gan và 
đường mật được loại trừ. Mặt khác, bệnh nhân tăng chủ 
yếu bilirubin gián tiếp, gợi ý các nguyên nhân bao gồm: tan 
máu, các rối loạn chuyển hóa bilirubin bẩm sinh, và trường 
hợp ít gặp hơn là bệnh Wilson. Xét nghiệm sâu hơn cho thấy 
bệnh nhân không có thiếu máu, thậm chí xét nghiệm Coomb 
trực tiếp và gián tiếp tìm bằng chứng tan máu đều âm tính, 
xét nghiệm thăm dò bệnh lý Wilson hoàn toàn bình thường. 
Bước tiếp cận tiếp theo chúng tôi đặt ra là thăm dò các đột 
biến gen hiếm gặp, gây ra các rối loạn chuyển hóa bilirubin 
bẩm sinh.

Bệnh nhân thứ 2 (GS2) là anh trai của bệnh nhân GS1, 

đến khám với biểu hiện vàng da nhẹ hơn GS1. Chỉ số 
bilirubin toàn phần và gián tiếp của bệnh nhân là 97,6 và 
48,5 μmol/l. Chỉ số này cũng cao tương đương chỉ số của 
bệnh nhân GS1. Ngoài ra, các chỉ số sinh hóa và huyết học 
khác của bệnh nhân đều bình thường. Bệnh nhân âm tính 
với virus viêm gan B và C. Các xét nghiệm cho 2 bệnh nhân 
được trình bày ở bảng 2.
Bảng 2. Kết quả xét nghiệm cận lâm sàng của bệnh nhân.

Xét nghiệm GS1 GS2 Giá trị tham chiếu

GOT (U/l) 17 17 <40

GPT (U/l) 20 19 <41

ALP (U/l) 79 - 25-100

GGT (U/l) 42 32 8-61

Bilirubin toàn phần (μmol/l) 91,8 97,6 <24

Bilirubin gián tiếp (μmol/l) 54,7 48,5 <12,7

Hồng cầu (T/l) 5,07 5,38 4-5,9

Hemoglobin (g/l) 157 159 125-175

Ceruloplasmin (μmol/l) 15 - 5-40

Đồng niệu (ug/l) 9,79 - 10-60

Số in đậm trong bảng chỉ các chỉ số tăng bất thường.

Thiết kế các cặp mồi và khuếch đại gen UGT1A1

Một cặp mồi được thiết kế để khuếch đại đặc hiệu vùng 
ADN chứa yếu tố tăng cường của gen UGT1A1 nằm cách 
vị trí của gen hơn 3000 bp. Năm cặp mồi khác cho phép 
khuếch đại đặc hiệu 5 exon của gen, trong đó đoạn chứa 
exon 1 bao gồm cả vùng điều khiển chính của gen.

ADN tổng số được tách từ máu ngoại vi của hai bệnh 
nhân GS1 và GS2 có nồng độ tương ứng là 35 µg/μl và 
37,5 ng/µl được sử dụng làm khuôn để nhân gen. Điều kiện 
PCR đã được xác lập để khuếch đại đặc hiệu vùng enhancer, 
promoter và toàn bộ 5 exon của gen UGT1A1 với các cặp 
mồi đặc hiệu. Các phản ứng PCR cho băng đặc hiệu tương 
ứng với các sản phẩm có kích thước từ 363 đến 1096 bp 
(hình 1). Các sản phẩm PCR này sẽ được tinh sạch cho các 
phản ứng giải trình tự tiếp theo. 

Hình 1. Hình ảnh khuếch đại các đoạn gen UGT1A1 bằng PCR.
M: thang marker chuẩn (1 kb plus); Gt: vùng enhancer chứa mô đun tăng 
cường đáp ứng phenobarbital; E1: vùng promoter và exon 1; E2-E5: các exon 
từ 2 đến 5. 
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Xác định đột biến gen UGT1A1 bằng giải trình tự trực 
tiếp

Toàn bộ vùng enhancer, promoter và 5 exon của gen 
UGT1A1 đã được giải trình tự thành công. Trình tự gen 
thu được của 2 bệnh nhân nghi ngờ mắc GS được so sánh 
với trình tự chuẩn của gen UGT1A1 lưu trong ngân hàng 
gen với mã số NG_033238.1 và trình tự gen người chuẩn 
(GRCh37/hg19).

Kết quả phân tích cho thấy, cả 2 bệnh nhân GS1 và 
GS2 đều mang 1 biến thể gen ở dạng đồng hợp tử, tại vị trí 
c.-3279A>G, nằm trong yếu tố tăng cường enhancer tham 
gia điều khiển mức độ biểu hiện gen. Biến thể này được 
định danh là UGT1A1*60. Ngoài ra, mẫu GS1 còn mang cả 
biến thể gen A(TA)7TAA dạng đồng hợp tử tại hộp TATA 
trong vùng promoter của gen. Biến thể này được định danh 
là UGT1A1*28. Ở người mang gen kiểu dại, trình tự hộp 
TATA thường có 6 cặp nucleotide TA lặp lại liên tiếp, ký 
hiệu A(TA)6TAA. Vị trí các biến thể này trên sơ đồ gen và 
hình ảnh sắc ký đồ giải trình tự gen được thể hiện trên hình 2.  

 

 

 

Hình 2.  ế   uả giải trình tự trên các mẫu nghiên cứu. (A) Vị trí các biến thể gen phát hiện ở 2 bệnh 
nhân; PBREM: yếu tố phản ứng thuốc phenobarbital nằm trong vùng enhance; TATA box: vùng điều 
khiển lõi của gen (promoter); các hộp ký hiệu 1-5: các exon; mũi tên chỉ vị trí của hai biến thể gen 
phát hiện được. (B, C) Ảnh sắc ký đồ giải trình gen tự vị trí c.-3279 và vùng promoter của gen 
UGT1A1; đối chứng: mẫu của người khỏe mạnh mang gen kiểu dại. 
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bệnh của các đối tượng nghi mắc hội chứng Gilbert, nhờ 
đó hạn chế các xét nghiệm không cần thiết khác như sinh 
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Cho đến nay, chưa có công bố nào về việc đánh giá kiểu gen 
UGT1A1 cho những bệnh nhân được chẩn đoán trên lâm 
sàng hướng tới GS ở Việt Nam. Hai biến thể gen phát hiện 
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đối tượng có nồng độ bilirubin máu cao trên thế giới [14, 
15]. Đối với các nghiên cứu trên người châu Âu và châu Phi 
[16], hầu như tất cả các bệnh nhân GS đều mang kiểu gen 
đồng hợp tử của UGT1A1*28. Trong khi đó khu vực Đông 
Á, bao gồm Nhật Bản, Trung Quốc và Hàn Quốc thì kiểu 
gen UGT1A1*60 và UGT1A1*6 (p.G71R) đồng hợp tử và 
một số đột biến sai nghĩa khác ít gặp hơn như UGT1A1*7, 
UGT1A1*27 là nguyên nhân chủ yếu gây ra GS [17]. 

Đối với bệnh nhân GS1 mang kiểu gen UGT1A1*28 
cũng cần thận trọng hết sức khi sử dụng một số loại thuốc 
điều trị bệnh trong tương lai. Một ví dụ điển hình là thuốc 
điều trị ung thư phổ biến irinotecan. Enzyme UGT1A1 tham 
gia chuyển hóa irinotecan thành chất ký hiệu SN-38G tại 
gan, và cá nhân mang kiểu gen UGT1A1*28 có nguy cơ 
cao gặp phản ứng phụ khi sử dụng thuốc trên. Một nghiên 
cứu đã chỉ ra: khoảng 10% dân số Bắc Mỹ mang kiểu gen 
UGT1A1*28 đồng hợp tử và có nguy cơ cao mắc bệnh tiêu 
chảy và giảm bạch cầu sau khi tiêm irinotecan [18]. Tỷ lệ 
giảm bạch cầu nặng ở bệnh nhân có kiểu gen UGT1A1*28 
đồng hợp tử cao tới 36% và có liên quan chặt chẽ với tỷ lệ 
nhập viện cao hơn [19]. Mặt khác, bệnh nhân có kiểu gen 
đồng hợp tử UGT1A1*28 có khả năng bị giảm bạch cầu 
trung tính nghiêm trọng gấp 3,5 lần so với các người có 
kiểu gen kiểu dại [20]. Do đó, bệnh nhân GS1 cần thông 
báo tình trạng di truyền của mình với bác sỹ trong trường 
hợp phải sử dụng thuốc này. Nghiên cứu này chưa kiểm tra 
chính xác kiểu gen UTG1A1 của bố mẹ 2 bệnh nhân do việc 
thu mẫu không thể thực hiện được bởi yếu tố khách quan. 
Tuy vậy, nguồn gốc kiểu gen UGT1A1*28 và *60 xuất hiện 
ở 2 bệnh nhân có khả năng cao là do được truyền lại từ cha 
mẹ của họ.

Kết luận

Đây là báo cáo đầu tiên về chẩn đoán di truyền cho 
bệnh nhân nghi mắc hội chứng Gilbert tại Việt Nam. Cả 
hai bệnh nhận đều mang các biến thể gen gây hội chứng 
rối loạn chuyển hóa bilirubin thể di truyền. Đó là các biến 
thể c.-3279T>G trong enhancer và A(TA)7TAA trong vùng 
promoter của gen UGT1A1. Kết quả chẩn đoán gen này giúp 
bác sỹ khẳng định chính xác nguyên nhân gây hội chứng 
Gilbert vốn rất khó để phân biệt trên lâm sàng, đồng thời 
hạn chế các xét nghiệm/thăm dò không cần thiết khác. 
Ngoài ra, đối với bệnh nhân GS1, chúng tôi cũng đã đưa ra 
khuyến cáo với bệnh nhân cần thông báo với bác sỹ điều trị 
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về tình trạng di truyền của mình khi cần sử dụng các thuốc 
chuyển hóa qua gan trong tương lai.
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