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TÓM TẮT
Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm đánh giá đa hình gen heat shock protein 70 (HSP70) trên 

vùng trình tự mã hóa của nhóm vịt lai (Trông Star53 X Mái Biển) bằng kỹ thuật PCR-RFLP. ADN ly 
trích từ 60 mẫu máu cá thể vịt lai (30 mẫu trống và 30 mẫu mái) được sử dụng để thực hiện phản 
ứng PCR khuếch đại đoạn gen HSP70 với kích thước 572bp. Sản phẩm PCR sau đó được phân cắt 
bằng 2 enzyme cắt hạn chế là Mspỉ và Hhal. Kết quả cho thây phân cắt đơn hình ở locus HSP70/ 
Mspl và đa hình ở locus HSP70/H/iữI tại 2 vị trí 1696G>A và 1762T>C. Ở vị trí 1696G>A quan sát 
được 2 alen G và A với tần số kiểu gen GG và AG lần lượt là 0,68 và 0,32. Ở vị trí 1762T>C quan 
sát được 2 kiểu alen T và c với tần sô' kiểu gen TT và CT lần lượt là 0,65 và 0,35. Tổ hợp kiểu gen 
từ hai vị trí cho thâỳ có 3 kiểu gen được nhận diện (GG/TT, GG/CT và AG/CT). Phân tích thông sô' 
đa hình tại hai vị trí cắt cho thâỳ chi sô' PIC tương ứng là 0,233 và 0,252, tần sô' dị họp mong đợi 
tương ling là 0,269 và 0,289. Từ các kết quả thu được có thể chỉ ra rằng đa hình gen HSP70 tại locus 
HSP70/HW trên nhóm vịt lai (Star53 X Biển) thu được 3 tô hợp kiểu gen là GG/TT, GG/CT và AG/ 
CT trong đó alen G, alen T và tô’ hợp kiểu gen GG/TT là trội. Ảnh hưởng của kiểu gen đến khả năng 
chịu nhiệt và khả năng sản xuâ't của nhóm vịt lai cần được được làm sáng tỏ ở nghiên cứu tiếp theo.

Từ khóa: Vịt lai (Star53 X Biển), gen heat shock protein 70, đa hình gen, PCR-RFLP.

ABSTRACT
Evaluation of heat shock protein70 gene polymorphism on (Star53 X Bien) crossbred ducks
The aim of this study was to evaluate the polymorphism of heat shock protein70 (HSP70) 

gene in (Star53 x Bien) crossbred ducks by using PCR-RFLP. The extracted DNA from 60 individual 
blood samples was used to amplify a fragment of 572bp in coding sequence region of HSP70 gene. 
The PCR products were then genotyped by MspI and Hhaỉ restriction enzyme. The results indicated 
that the monomorphic was found at HSP70/MspI locus and the polymorphic was found at HSP70/ 
Hhal locus at two SNPs (1696G>A, 1762T>C) with three genotype combinations (GG/TT, GG/CT 
and AG/CT). The polymorphic site at 1696G>A with two alleles (A and G) and two genotypes (GG 
and AG) was found. Allele and genotype frequencies were 0.84, 0.16 and 0.68, 0.32, respectively. 
The polymorphic site at 1762T>C also detected two alleles (T and C) with two genotypes (TT and 
CT). Allele and genotype frequencies were 0.82, 0.18 and 0.65, 0.35, respectively. Additionally, the 
PIC and expected heterozygosity were 0.233, 0.252 and 0.269, 0.289, respectively. In conclusion, 
the polymorphic sites at HSP70/HhaI locus were detected with three genotype combinations (GG/ 
IT, GG/CT and AG/CT) in which the G allele, T allele, and GG/TT genotype combination were 
dominant. Understanding further insight regarding the association of HSP70/H/iaI with heat 
tolerance and productivity traits of (Star53 x Bien) crossbred ducks would require more in-depth 
studies.

Keywords: (Star53xBien) crossbred ducks, heat shock protein gene, gene polymorphism, PCR-RFLP.
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1. DẶT VẤN ĐỀ
Ở Việt Nam, vịt là loài thủy cầm được chăn 

nuôi phổ biến và mang lại nguồn lợi kinh tế 
lớn. Mang nét đặc trưng chung của loài thủy 
cầm nên vịt rất nhạy cảm với các yếu tố gây 
stress, đặc biệt là nhiệt độ cao và khi bị stress 
nhiệt vịt sẽ chậm tăng khối lượng (Bartlett và 
Smith, 2003; Filho và ctv, 2010), giảm chất lượng 
và sản lượng trứng (Mashaly và ctv, 2004; Ma 
và ctv, 2014), tăng nguy cơ bệnh tật và tử vong 
(Ajakaiye và ctv, 2010). Vì vậy, việc chọn lọc và 
lai tạo các giống vịt nhằm nâng cao khả năng 
chịu nhiệt đang là vâ'n đề được chú trọng quan 
tâm, đặc biệt trong bôì cảnh biến đổi khí hậu 
đang xảy ra. Gần đây, những nghiên cứu tập 
trung vào các giải pháp chọn lọc và lai tạo dựa 
trên kiểu gen và kiểu hình đã mang lại nhiều 
kết quả triển vọng, có giá trị thực tiên cao. Trong 
đó, HSP70, một thành viên của họ HSPs có khôi 
lượng 70kDa, là protein được cho là nhạy cảm 
nhất với stress nhiệt (Bukau và Horwich, 1998; 
Dangi và ctv, 2014). Đây là loại protein chuyên 
biệt được tạo ra bởi tế bào ngay khi sinh vật 
tiếp xúc với tác nhân gây stress (Ponomarenko 
và ctv, 2013), vì thế gen HSP70 được xem là 
chỉ thị tiềm năng để chọn lọc các giôhg/loài 
chịu nhiệt. Ở gà, nhiều nghiên cứu về đa hình 
gen HSP70 đã góp phần chọn lọc được những 
giông gà có khả năng chịu nhiệt tot và cho năng 
suâ't cao (Duangduen và ctv, 2007; John và ctv, 
2012; Tamzil và ctv, 2013; Abdolalizadeh và 
ctv, 2015; Gan và ctv, 2015). Ở vịt, gen HSP70 
nằm trên NST sô' 5 với khoảng 2.5kb, chỉ gồm 
1 vùng exon (vùng trình tự mã hóa - Coding 
sequence) duy nhâ't và mã hóa 634 axit amin, 
chứa 15 SNPs và đều là đột biến im lặng (Xia và 
ctv, 2013). Trình tự gen HSP70 trên vịt có mức 
độ bảo tổn cao, tương đồng ở mức 98% với gà, 
99% với cút Nhật (Gaviol và ctv, 2008) do đó 
mức độ chịu nhiệt khác nhau ở các giống vịt 
chủ yếu phụ thuộc vào kiểu gen của chúng (Xia 
và ctv, 2013; Subekti và ctv, 2019). Mục tiêu của 
nghiên cứu này nhằm khảo sát tính đa hình của 
gen HSP70 ở nhóm vịt lai (Star53 X Biển), tạo cơ 
sở dữ liệu ở mức phân tử cho định hướng chọn 
lọc và phát triển nhóm vịt lai này.

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CƯU

2.1. Vật liệu và hóa chất
Nguồn mẫu và thu nhận mẫu máu: Vịt lai 

Star53 (trống Star53 X mái Biển) được lai tạo 
và nuôi tại Trung tâm Nghiên cứu và Phát 
triển Chăn nuôi Gia cẩm VIGOVA-Phân viện 
Chăn nuôi Nam Bộ, mẫu máu được thu thập 
từ 60 cá thể vịt lai (Star53 X Biển), được giữ 
trong Ống chông đông chứa EDTA, bào quản ở 
4°c đưa về phòng thí nghiệm và sau đó được 
bảo quản ở -30°C cho đến khi sử dụng.

Hóa chất: Tách chiết DNA tổng sô' bằng bộ 
kit TopPURE ® blood DNA exctraction (ABT- 
Việt Nam) theo hướng dẫn của nhà sản xuâ't. 
Phản ứng khuếch đại PCR được thực hiện 
bằng bộ kit MyTaqTM Mix 2X (Bioline-Anh). 
Phản ứng cắt được thực hiện bằng enzyme 
cắt Mspl và Hhaỉ (Thermo Scientihc-Mỹ). Hóa 
châ't điện di: Agarose 1,5% (Bioline), GelRed 
0,6X (TBR), ladder 100 bp (Thermo Scientific- 
Mỹ), dung dịch đệm TBE 0,5X (Việt Nam).

2.2. Thời gian và địa điểm
Thời gian: Từ tháng 5/2021 đến tháng 

11/2021.
Địa điểm: Phòng thí nghiệm Công nghệ 

Sinh học - Phân viện Chăn nuôi Nam Bộ.

2.3. Khuếch đại gen mục tiêu bang PCR
Tách chiết ADN hệ gen: ADN được tách 

chiết bằng bộ KIT theo hướng dẫn của nhà sản 
xuâ't. Sản phẩm ADN hệ gen được kiểm tra 
thông qua điện di gel agarose 1% và đo quang 
phổ hâ'p thụ bước sóng 260 và 280nm bằng 
máy Nanodrop.

Thiết kế mồi: Cặp mồi được thiết kê' dựa 
trên mạch khuôn chính có mã sô' truy cập 
EU678246.2 (Anas platyrhynchos, genbank: ht- 
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Trình tự (5'-3') 
môi xuôi CCGTATCCCCAAGATCCAGA va 
mồi ngược TGGCTTCATCCTCTGCTTTG, 
khuếch đại đoạn gen kích thước khoảng 572bp 
nằm trên vùng trình tự mã hóa (CDS: Coding 
sequence) của gen HSP70 từ vị trí 1.318 -1.889.

Khuếch đại đoạn gen bằng PCR: Khuếch đại 
gen mục tiêu với kích thước 572bp bằng máy 
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MasterCycler Pro s (Eppendorí, Đức). Phản 
ứng PCR (25pl) chứa các thành phần: 12,5pl 
MyTaqTM Mix 2X, 0,8pl mỗi primer, 2pl DNA 
khuôn mâu và 8,9pl H,o. Chu trình nhiệt 
được thực hiện theo các bước: (1) 95°c trong 
4 phút; (2) 95°c trong 30 giây; (3) 59°c trong 
30 giây; (4) 72°c trong 30 giây; (5) lặp lại 35 
chu kỳ từ bưóc 2 đêh 4; (6) 72°c trong 7 phút 
và (7) giữ nhiệt độ 4°c trong 10 phút. Các sản 
phẩm khuếch đại được điện di trên gel agaro
se 1,5% (30 phút, 100V), quan sát và chụp hình 
ảnh điện di bằng máy GelDoc It2 (UVP, USA) 
vói thang chuẩn 100 bp.
2.4. Phân tích đa hình bằng enzyme cắt giới 
hạn

Sử dụng phần mềm NEBcutter V2.0 
(https://nc2.neb.com/NEBcutter2) để xác định 
các loại enzyme cắt có thê’ dự kiến phân cắt 
được trên đoạn trình tự gen mục tiêu. Kết quả 
xác định được 2 loại enzyme cắt có khả năng 
phù hợp đê’ khảo sát tính đa hình trên đoạn 
gen mục tiêu (Bảng 1).
Bảng 1. Kích thước sản phẩm dự kiến sau khi 
phân cat gen HSP70 bang enzyme và quy ước 

kiểu gen

Enzyme Nhiệt độ 
ủ èo Vị trí cắt Kích thước đoạn Kiểu 

DNA (bp) gen

Mspl 37 1512OT
195/377 

195/377/572 
572

cc
CT

Hhal

37 1696OA
193/379 

193/379/572 
572

GG
AG
AA

37 1762T>C
126/446 

126/446/572 
572

cc 
CT 
TT

2.5. Xử lý số liệu
Xác định tần số alen, kiểu gen và trắc 

nghiệm Chi bình phương (x2) bằng phần mềm 
POPGENE 1.31.
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Khuếch đại gen mục tiêu với kích thước 
572bp

Sau khi thực hiện tôi ưu nhiệt độ phản 
ứng gắn mồi, sử dụng nhiệt độ 59°c cho phản 

ứng PCR khuếch đại vùng gen có kích thước 
572bp trên vùng mã hóa của gen HSP70 cho 
tất cả các mâu vịt lai đã thu nhận. Kết quả 
khuếch đại gen mục tiêu được trình bày ở 
Hình 1 cho thây đoạn gen mục tiêu từ các mẫu 
cá thê được khuếch đại có kích thước 572bp, 
phù hợp với kích thước mong đợi.

600bp .
MObp-•

M 3 4 7 11 16 18 28 31 38 38 46 (•)

s
— — — — — — — — — 4 572bp

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm PCR 
khuếch đại gen HSP70 muc tiêu với kích 

thước 572bp

Bên cạnh đó, kết quả giải trình tự mẫu 
đại diện cho sản phẩm 572bp sau đó được 
BLAST để kiểm trình tự với mạch khuôn dùng 
đê thiết kế mồi. Kết quả cho thây tính tương 
đồng của trình tự và vị trí chọn làm primer 
trên khuôn khớp với trình tự mẫu phân tích 
như kết quả trình bày ở Hình 2. Bên cạnh đó, 
kết quả Hình 2 cũng cho thây có hai đột biến 
điểm cũng được nhận diện và đột biến này có 
liên quan đêh enzyme cắt Hhaỉ.

••c *o*s***t AV.AAftM.A!aAfi<r*T«AA«C£A

Hình 2. Kết quả giải trình tự đối với đoạn gen 
HSP70 được khuếch đại bởi cặp primer được 

thiết kê
* Trình tự gạch chân là vị trí primer, vị trí 

màu đỏ là vị trí đa hình
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3.2. Phân tích đa hình bằng enzyme cắt giới 
hạn
3.2.1. Nhận diện đa hình bằng enzyme Mspl

Tiến hành phân cắt sản phẩm PCR (572bp) 
với enzyme Mspl, kết quả cho thấy vị trí cắt tại 
locus HSP70/MspI là đổng hình (195/377) ở tất 
cả các mẫu và kết quả trình bày ở Hình 3.

M 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 (4 

a

«■■■ *• — _■» <•>_» «-—• < 377bp

Hình 3. Kết quả phản ứng phân cắt bằng 
enzyme Mspỉ

* Đổng hình một kiểu gen cc (195/377bp)
Theo kết quả phân tích đê dò tìm enzyme 

phân cắt bởi Nebcutter (V2.0) cho thâỷ 
enzyme này có phân cắt sản phẩm khuếch đại 
của gen HSP70 và dự kiến có ba kiểu gen. Tuy 
nhiên trong nghiên cứu này cho thây kết quả 
cắt đổng hình và sự khác biệt này cẩn được 
nghiên cứu sâu hơn để làm sáng tò.

3.2.2. Nhận diện đa hình bằng enzyme Hhaĩ
Tiến hành phân cắt sản phẩm PCR (572 

bp) với enzyme Hháí, kết quả cho thây vị trí 
cat tại locus HSP7O/H/1«I là đa hình và kết quả 
trình bày ờ Hình 4 cho thây phân cắt bởi enzy
me Hhal quan sát được 2 vị trí cắt là 1696G>A 
và 1762T>C, tương ứng với trị trí đánh dâù 
màu đỏ ở Hình 2. Ở vị trí 1696G>A, xuâ't hiện 
2 alen (G và A) với 2 kiểu gen (GG: 193/379 và 
AG: 193/379/572). Ở vị trí 1762T>C, xuất hiện 
2 alen (T và C) với 2 kiểu gen (CT: 126/446/572 
và TT: 572). Kết quả từ Hình 4 cũng cho thâỳ 

sự xuâ't hiện của 3 tô hợp gen là GG/TT (193 và 
379 bp), GG/CT (67/126/193 và 379 bp) và AG/ 
CT (67/126/193/379/446 và 572 bp). Ca 2 điểm 
đa hình cũng được nhận diện bởi kết quả giải 
trình tự ở Hình 2 (vị trí màu đỏ) và tương 
tự với kết quả của Xia và ctv (2013) trên vịt 
Shansui Trung Quốc cũng như Subekti và ctv 
(2019) trên bốn giôhg vịt bản địa Indonesia.

óOObp^ T 

5006P—> —‘ 
40CẻÓT>

30®p->

20®p-»

lOObp—>

M 3 14 28 30 33 35 38 40 47 52 57 (■)

—446ồp
— — — — — : —‘ 4-379DP

. . . , . __________

67bp

11696G>A I GG I GG I GG I AG Ị GG Ị GG I GG I GG [ AG I AG [ GG I
11762T>C |tt|tt|ct|ct|tt|tt|tt|tt|ct|ct|tt|

Hình 4. Kết quả điện di sản phâm sau phân 
cắt trên locus HSP70/H/íaI

* AG, GG, TTr CT: Kiểu gen
Tổng hợp dữ liệu phân tích PCR-RFLP 

cho 60 cá thể, kết quả tính toán tần số alen, 
kiểu gen, hệ sô' di hợp cho vị trí cắt 1696G>A 
được tổng hợp và trình bày ở Bảng 2 cho thấy, 
ở vị trí đa hình HSP70/H/ĩữI 1696G>A, tần sô' 
alen G, A tương ứng là 0,84 và 0,16. Hai kiểu 
gen là GG và AG quan sát được với tần sô' lần 
lượt là 0,68 và 0,32. Từ đây có thể nhận thâỳ 
alen G và kiểu gen GG là trội trong quần thê 
vịt nghiên cứu. Báo cáo của Subekti và ctv 
(2019) ở 4 giôhg vịt Tây Sumatra cũng cho 
kết quả tương tự, với tần sô' alen G dao động 
từ 0,76-0,90 tuỳ theo giống (Pitalah, Bayang, 
Kamang, Payakumbuh). Sự vắng mặt của 
kiểu gen AA tương tự với ba giông Bayang, 
Kamang, Payakumbuh; tuy nhiên ở vịt Pitalah 
lại phát hiện cả 3 kiểu gen.

Bảng 2. Tần số alen, kiêu gen, hệ số dị hợp mong đợi và hệ sô đa hình vị trí 1696G>A

Chitiêu
Kiểu gen A len Hệ sô dị họp 

mong đợi (Hp)
Hệ sô đa hình 

(PIC) T2GG AG AA G A
Số cá thể 41 19 0
Tần sô' quan sát 0,68 0,32 0,00 0,84 0,16 0,269 0,233 0,036
Tần sô' mong đợi 0,705 0,269 0,026

* Ghi chú: X2,, =3,841 bảng '
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Tương tự, kê't quả tính toán tần sô' alen, 
kiểu gen, hệ số di hợp cho vị trí cắt 1762T>C 
được tổng hợp và trình bày ở Bảng 3 cho thây, 
ở vị trí đa hình HSP70/H/ỉflI 1762T>C, tần sô' 
alen T, c tương láng là 0,82 và 0,18. Hai kiểu 
gen TT và CT quan sát được với tần sô' lần 
lượt là 0,65 và 0,35. Có thể nhận thâỳ alen T 
và kiểu gen TT là trội trong quần thể vịt khảo 
sát. Ngược lại, một so' nghiên cứu khác cho 
thâỳ có 3 kiểu gen được nhận diện trong đó 
alen c và kiểu gen CT là trội (Xia và ctv, 2013; 
Subekti và ctv, 2019). Sự khác biệt về tần sô' 

alen và kiêu gen trên cùng một locus có thê 
đến từ yếu tô' giông (Sevillano và ctv, 2016; 
Patel và Chauhan, 2017) hay do tác động của 
sự chọn lọc đến locus này (Andrews và ctv, 
2010). Nhiều báo cáo chứng minh rằng nêù 
alen T và G có tần sô' cao trong tổ hợp gen thì 
sẽ làm tăng mức độ biểu hiện gen HSP70 ở 
mức mRNA trong tê'bào gan, lách, cơ, buồng 
trứng giúp sinh vật chịu nhiệt tot hơn (Maak 
và ctv, 2003; Leandro và ctv, 2004; Basirico và 
ctv, 2011; Xia và ctv, 2013).

Bảng 3. Tần số alen, kiểu gen, hệ số dị hợp mong đợi và hệ số đa hình vị trí 1762T>C

Chỉ tiêu TT
Kiểu gen

CT cc
Alen

T c
Hệ số dị họp mong 

đợi (H)
Hệ số đa hình 

(PIC) X1

Sô' cá thê’ 39 21 0
Tần sô' quan sát 0,65 0,35 0,00 0,82 0,18 0,289 0,252 0,045
Tần sô' mong đợi 0,681 0,289 0,03

* Ghi chú: X2,, =3,841 /v báng ’

Hệ sô' đa hình ở vị trí 1696G>A và 1762T>C 
lần lượt là 0,233 và 0,252. Một quần thê được 
cho là đa hình cao nếu PIC>0,5 và đa hình 
thâ'p nêù PIC<0,25 (Marshall và ct<( 1998), dựa 
vào đây có thể nhận xét tính đa hình ở vị trí 
1696G>A trong nghiên cứu này ở mức thâ'p 
trong khi đa hình ở vị trí 1762T>C nằm ở cận 
thấp của mức trung bình.

Tần sô' dị hợp mong đợi (He) ở 2 điểm 
đa hình tương ứng là 0,269 và 0,289, giá trị 
Ho>He. Như vậy, có thể nhận thây quần thê’ 
vịt nghiên cứu là quẩn thể giao phối ngẫu 
nhiên. Bên cạnh đó, kết quả ở Bảng 2 và 3 
còn cho thâỳ tần sô' phân bô' alen tại 2 điểm 
đa hình tuân theo định luật Hardy-Weinberg. 
Có thể nhận định rằng quần thê vịt khảo 
sát có tính ổn định cao và áp lực chọn lọc ở 
mức bình thường (Falconer và Mackay, 1996; 
Namipashaki và ctv, 2015).

KẾT LUẬN
Nghiên cứu đầu tiên về tính đa hình trên 

vùng trình tự mã hóa của gen HSP70/H/MÍ ở 
vịt lai (Star53 X Biển), đã nhận diện được 2 vị 
trí đa hình cùng 3 kiểu gen. Trong đó, alen G, 
T và kiêu gen GG/TT là trội trong quần thể vịt 

lai (Star53 X Biển) đang nghiên cứu. Cần làm 
sáng tỏ ảnh hưởng của đa hình gen HSP/H/iữl 
đến khả năng chịu nhiệt và tính trạng sản xuâ't 
của vịt lai (Star53 X Biển) trong nghiên cứu 
tiếp theo.
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