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TÓM TẮT 

Trong xét nghiệm sinh học phân tử, đặc tính của mồi, bao gồm mức phù hợp với trình tự đích và xu hướng hình 

thành cấu trúc thứ cấp, ảnh hưởng trực tiếp đến hiệu quả PCR. Tuy nhiên, trong xét nghiệm waterfowl reovirus 

(WRV), những yếu tố này hiện ít được quan tâm. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm đánh giá chất lượng hai cặp 

mồi RT-PCR DRV.320F/320R và DRV.368F/368R thông qua công cụ tin sinh học và thực nghiệm. Kết quả cho thấy 

DRV.368 có mức độ phù hợp trình tự cao hơn tại vùng 3′ và xu hướng hình thành cấu trúc thứ cấp thấp hơn so với 

DRV.320, đặc biệt ở mồi ngược. Phù hợp với các đặc điểm này, DRV.368F/368R duy trì khả năng khuếch đại ổn 

định trên dải điều kiện khảo sát rộng hơn và cho tỷ lệ phát hiện mẫu dương tính cao hơn khi xét nghiệm với 56 mẫu 

bệnh phẩm. Tính đặc hiệu của cả hai cặp mồi được xác nhận ở mức thiết kế và giải trình tự sản phẩm. Tổng hợp 

các kết quả cho thấy DRV.368F/368R là cặp mồi phù hợp hơn cho phát hiện WRV bằng RT-PCR trong điều kiện 

nghiên cứu hiện tại.  

Từ khóa: Waterfowl reovirus, mồi, đánh giá, lựa chọn, RT-PCR.  

Evaluation and Selection of RT-PCR Primers for Detection of Waterfowl Reovirus (WRV)  

ABSTRACT 

In molecular assays, primer characteristics, including target sequence complementarity and the tendency to 

form secondary structures, directly affect PCR efficiency. However, in waterfowl reovirus (WRV) testing, these factors 

currently receive little attention. This study was conducted to evaluate the quality of two RT-PCR primer pairs, 

DRV.320F/320R and DRV.368F/368R, using bioinformatics tools and experimental assays. The results showed that 

DRV.368 had higher sequence complementarity at the 3′ region and a lower tendency to form secondary structures 

compared to DRV.320, especially in the reverse primer. Consistent with these characteristics, DRV.368F/368R 

maintained stable amplification across a wider range of tested conditions and yielded a higher positive detection rate 

when testing 56 clinical samples. The specificity of both primer pairs was confirmed at the in silico design level and 

through amplicon sequencing. Overall, the results indicate that DRV.368F/368R is a more suitable primer pair for 

detecting WRV by RT-PCR under the current study conditions. 

Keywords: Waterfowl reovirus, primer, evaluation, selection, RT-PCR. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Khoâng 10 nëm trć läi đåy, cùng vĆi să 

phát triển cûa mô hình chën nuôi vðt - ngan siêu 

thðt ć nþĆc ta, ngoài các virus gây bệnh phổ biến 

nhþ cúm gia cæm, dðch tâ vðt và viêm gan vðt, 

nhiều virus mĆi ć thûy cæm đã liên tiếp đþĉc phát 

hiện. Ví dý nhþ waterfowl parvovirus (Nguyễn 

Vën Giáp & cs., 2019), duck tembusu virus (Đặng 

HĂu Anh & cs., 2020), duck circovirus (Tran & cs., 

2022) và waterfowl reovirus (reovirus ć thûy cæm) 

(Nhan & cs., 2025; Vu & cs., 2025).  

Waterfowl reovirus (WRV) thuộc loài Avian 

orthoreovirus, giống Orthoreovirus, họ 

Spinareoviridae (Matthijnssens & cs., 2022). 

Các chûng WRV, bçt kể phát hiện ć loài thûy 

cæm nào, đều có thể đþĉc phân vào ba 

genogroup: cổ điển (classical), mĆi (novel) và 
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mĆi nổi (newly emerging, còn gọi là Avian 

orthoreovirus B) (Wang & cs., 2013; Cao & cs., 

2019; Varga-Kugler & cs., 2022). Tçt câ WRV có 

cçu trúc di truyền tþĄng tă nhau, vĆi bộ gen 

gồm 10 đoän RNA sĉi đôi, đþĉc phân theo kích 

thþĆc thành ba nhóm: lĆn (L1-L3), trung bình 

(M1-M3) và nhỏ (S1-S4) (Heffels-Redmann & 

cs., 1992; Day, 2009; Wang & cs., 2013; Yun & 

cs., 2014; Varga-Kugler & cs., 2022). Trong số 

này, đoän gen mã hóa protein sigma C là biến 

đổi nhçt (Liu & cs., 2003), dén tĆi să đa däng 

cao về mặt di truyền và kháng nguyên giĂa các 

loäi reovirus (Vasserman & cs., 2004).  

Để phát hiện reovirus ć thûy cæm, hiện nay, 

các phþĄng pháp dăa trên sinh học phân tā 

đþĉc sā dýng phổ biến và chiếm þu thế so vĆi 

phân lêp virus và huyết thanh học (Huang & 

cs., 2026). Các xét nghiệm này đã đþĉc phát 

triển dþĆi nhiều đðnh däng nhþ RT-PCR 

thþąng, real-time RT-PCR (SYBR Green hoặc 

TaqMan probe), RT- LAMP, digital PCR và 

CRISPR/Cas-based assay (Huang & cs., 2026). 

Trong đó, đích phát hiện chû yếu là các đoän 

gen S mã hóa protein sigma A (Zhang & cs., 

2006), sigma B và sigma C (Huang & cs., 2026). 

Một số nghiên cĀu cho thçy gen sigma C có tính 

lþĈng dýng khi đþĉc sā dýng làm đích phát 

hiện, do vÿa giúp tëng độ đặc hiệu (Jiang & cs., 

2025), vÿa có thể phýc vý phân tích dðch tễ học 

phân tā (Qiu & cs., 2025).  

Trong các xét nghiệm sinh học phân tā, đặc 

tính cûa mồi, bao gồm mĀc độ bổ sung vĆi trình 

tă đích và xu hþĆng hình thành cçu trúc thĀ 

cçp, có ânh hþćng trăc tiếp đến hiệu quâ 

khuếch đäi (Stadhouders & cs., 2010; Meagher 

& cs., 2018; Huang & cs., 2024). Sai khác trình 

tă giĂa mồi và gen đích, đặc biệt täi đæu 3′, cüng 

nhþ să hình thành dimer cûa mồi, có thể dén 

đến khuếch đäi không đặc hiệu và làm giâm độ 

nhäy phân Āng. Tuy nhiên, trong phát hiện 

WRV, các công bố hiện nay chû yếu têp trung 

vào độ đặc hiệu và giĆi hän phát hiện cûa phân 

Āng, trong khi đánh giá về đặc tính cûa cặp mồi 

sā dýng rçt hiếm đþĉc đề cêp (Zhang & cs., 

2006; Qiu & cs., 2025). Do đó, nghiên cĀu này 

đþĉc thăc hiện nhìm (i) đánh giá chçt lþĉng nội 

täi các cặp mồi RT-PCR nhím vào gen sigma C, 

bao gồm phân tích să phù hĉp trình tă và cçu 

trúc thĀ cçp; (ii) xác đðnh một số điều kiện tối 

þu cûa phân Āng (nồng độ mồi và nhiệt độ bít 

cặp). Các kết quâ thu đþĉc là cĄ sć lăa chọn bộ 

mồi phù hĉp nhçt cho phát hiện WRV. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Méu bệnh phèm: 56 méu gộp phû täng cûa 

vðt bệnh thu thêp ć trang träi/hộ chën nuôi täi 

một số tînh miền Bíc trong nëm 2024. 

Kit tách chiết ADN/ARN (WizPrep viral 

DNA/RNA mini kit, Wizbiosolution, W73052). 

Kit tổng hĉp cDNA (Maxime RT premix kit, 

iNtRON, 25082). 

Kit PCR (GoTaq green master mix, 

Promega, M7122). 

Hóa chçt, sinh phèm dùng phân tích kết quâ 

cûa phân Āng PCR: đệm TAE buffer 50X (Công ty 

TNHH giâi pháp y sinh ABT, DD-035); UltraPure 

agarose (Invitrogen, 16500500); 100bp DNA 

ladder (Invitrogen, 15628019); RedSafe nucleic 

acid staining solution (iNtRON, 21141). 

Cặp mồi đặc hiệu phát hiện gen sigma C 

cûa WRV (Bâng 1). 

Bâng 1. Trình tự mồi phát hiện WRV dùng trong nghiên cứu 

Gen đích Tên mồi* Trình tự mồi (5
’
-3’) Kích thước (bp) Nguồn gốc 

Sigma C DRV.320F ATGGATCGCAACGAGGTGATAC 320 Huang & cs. (2023) 

DRV.320R GAGGATAGCTCGGACCGGACAT 

Sigma C DRV.368F TGAGACGCCTGACTACGATT 368** Niu & cs. (2017) 

DRV.368R ATGCTTGGAGTGAGACGACT 

Ghi chú: *: Tên mồi được đặt lại trong nghiên cứu này; **: Kích thước được tính lại theo trình tự tham 

chiếu KF154116 là 368bp, không phâi là 380bp như công bố. 
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân tích sự phù hợp vị trí gắn mồi 

Thu thêp trình tă gen mã hóa protein 

sigma C cûa WRV tÿ GenBank (truy cêp 

02/2026). Các trình tă nucleotide đþĉc cën chînh 

riêng rẽ vĆi trình tă mồi xuôi và mồi ngþĉc cûa 

tÿng cặp mồi (Bâng 1) bìng MAFFT (Katoh & 

cs., 2019). Do dĂ liệu gen sigma C trên 

GenBank bao gồm câ trình tă đæy đû và trình tă 

khuyết thiếu ć đæu 5′ hoặc 3′, chî các trình tă 

chĀa đæy đû vùng gín cûa câ mồi xuôi và mồi 

ngþĉc mĆi đþĉc giĂ läi cho các phân tích tiếp 

theo. Theo đó, số trình tă đû điều kiện là 145 

đối vĆi cặp mồi DRV.320F/320R và 157 đối vĆi 

cặp mồi DRV.368F/368R. 

2.2.2. Phân tích cấu trúc thứ cấp của mồi 

Cçu trúc thĀ cçp cûa mồi, bao gồm tă bít cặp 

(homodimer) và bít cặp giĂa hai mồi 

(heterodimer), đþĉc phân tích bìng công cý 

OligoAnalyzer (https://sg.idtdna.com/calc/ 

analyzer). Độ ổn đðnh nhiệt động (thermodynamic 

stability) cûa các cçu trúc đþĉc đánh giá thông 

qua nëng lþĉng tă do Gibbs (G), trong đó G 

càng âm biểu thð cçu trúc càng ổn đðnh. Các cçu 

trúc dimer có G ≥ −6 kcal/mol đþĉc xem là chçp 

nhên đþĉc, trong khi G âm hĄn ngþĈng này 

đþĉc coi là bçt lĉi cho phân Āng PCR 

(https://www.premierbiosoft.com/tech_notes/PC

R_Primer_Design.html). 

2.2.3. Phân tích tính đặc hiệu của mồi 

Trình tă mồi (Bâng 1) đþĉc đánh giá tính 

đặc hiệu đối vĆi WRV bìng công cý Primer-

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ 

primer-blast/index.cgi) trên cĄ sć dĂ liệu core 

nucleotide database. Phân tích nhìm xác đðnh 

khâ nëng bít cặp cûa mồi vĆi trình tă WRV và 

phát hiện các sân phèm khuếch đäi dă đoán 

trên các khuôn ngoài đích tiềm tàng (products 

on potentially unintended templates). Chî các 

cặp mồi không täo sân phèm khuếch đäi dă 

đoán ngoài WRV mĆi đþĉc coi là đặc hiệu. 

2.2.4. Phân tích tính đặc hiệu của sân 

phẩm khuếch đại 

Để xác nhên tính đặc hiệu cûa sân phèm 

RT-PCR khuếch đäi bći các cặp mồi ć bâng 1, 

các sân phèm thu đþĉc vĆi mồi DRV.320F/320R 

và DRV.368F/368R đþĉc giâi trình tă hai chiều 

bìng phþĄng pháp Sanger (1st BASE, 

Malaysia). Líp ráp trình tă thu đþĉc bìng phæn 

mềm BioEdit (Hall, 1999), sau đó so sánh vĆi cĄ 

sć dĂ liệu nucleotide bìng BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

2.2.5. Tối ưu nồng độ mồi của phân ứng  

RT-PCR 

Nồng độ mồi xuôi và mồi ngþĉc đþĉc tối þu 

theo ma trên kết hĉp 4 × 4 (10; 5; 2,5; 1,25 

pmol/µl) nhþ trình bày ć bâng 2. Các phân Āng 

RT-PCR đþĉc thăc hiện trong cùng điều kiện 

thành phæn và chu trình nhiệt, chî khác nồng độ 

mồi. Sân phèm đþĉc phân tích bìng điện di 

agarose. Tổ hĉp nồng độ cho bëng đặc hiệu rõ 

nét đþĉc chọn là tối þu. 

2.2.6. Tối ưu nhiệt độ gắn mồi  

Nhiệt độ gín mồi tối þu cho mỗi cặp mồi 

(Bâng 1) đþĉc xác đðnh bìng PCR gradient. 

Nhiệt độ các bþĆc biến tính và kéo dài đþĉc giĂ 

cố đðnh, trong khi nhiệt độ bþĆc gín mồi đþĉc 

thiết lêp dao động trong khoâng 50-60°C trên 

máy Agilent SureCycler 8800. Nhiệt độ gín mồi 

tối þu đþĉc xác đðnh là nhiệt độ täi đó sân phèm 

PCR thu đþĉc có bëng đặc hiệu rõ nét, không 

hoặc ít xuçt hiện sân phèm phý. 

Bâng 2. Ma trận tối ưu nồng độ mồi (pmol/µl) 

 Nồng độ mồi ngược 

10 5 2,5 1,25 

Nồng độ mồi xuôi 10 10 : 10 10 : 5 10 : 2,5 10 : 1,25 

5 5 : 10 5 : 5 5 : 2,5 5 : 1,25 

2,5 2,5 : 10 2,5 : 5 2,5 : 2,5 2,5 : 1,25 

1,25 1,25 : 10 1,25 : 5 1,25 : 2,5 1,25 : 1,25 
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2.2.7. Xác định độ nhạy của phân ứng  

RT-PCR đối với từng cặp mồi  

Sân phèm RT-PCR khuếch đäi toàn bộ 

đoän gen sigma C (1.001bp) đþĉc điện di và cít 

khỏi gel, sau đó đþĉc thu hồi bìng GeneJET gel 

extraction kit (Thermo Fisher Scientific, 

K0691). Nồng độ ADN đþĉc đo bìng NanoDrop 

One Spectrophotometer, vĆi lþĉng xác đðnh đþĉc 

là 0,44 ng/µl; tþĄng Āng vĆi 4,07 × 108 bân sao/µl 

(https://www.technologynetworks.com/tn/tools/c

opynumbercalculator). ADN sĉi khuôn đþĉc pha 

loãng theo cĄ số 10 trong đệm TE (pH 8,0) để 

täo dãy pha loãng tÿ 10−1 đến 10−10. Phân Āng 

PCR đþĉc thăc hiện vĆi tÿng cặp mồi ć nhiệt độ 

gín mồi và nồng độ tối þu, giĂ cố đðnh các thành 

phæn và điều kiện phân Āng, ngoäi trÿ nồng độ 

ADN khuôn. Độ nhäy cûa phân Āng vĆi mỗi cặp 

mồi đþĉc xác đðnh là độ pha loãng cao nhçt cûa 

ADN khuôn vén cho bëng PCR đặc hiệu. 

2.2.8. Phương pháp RT-PCR phát hiện WRV 

ở mẫu bệnh phẩm 

ADN/ARN tổng số cûa méu bệnh phèm 

đþĉc tách chiết bìng kit WizPrep viral 

DNA/RNA mini kit theo hþĆng dén cûa nhà sân 

xuçt. Chuyển ARN thành cDNA bìng kit 

Maxime RT premix vĆi thành phæn và chþĄng 

trình nhiệt theo hþĆng dén. Phân Āng PCR đþĉc 

thăc hiện bìng kit GoTaq green master mix, sā 

dýng cặp mồi ć bâng 1 ć nồng độ tối þu. Các 

thành phæn khác và thể tích cûa phân Āng đþĉc 

thăc hiện theo khuyến cáo cûa nhà sân xuçt. 

Chu trình nhiệt cûa phân Āng đþĉc thiết lêp 

nhþ sau: 95C/2 phút, 40 chu kĊ (95C/ 30 giây, 

nhiệt độ gín mồi tối þu/ 30 giåy, 72C/ 60 giây). 

Sân phèm PCR đþĉc điện di bìng gel agarose 

2% trong dung dðch 0,5X TAE ć 100V trong 20 

phút. Đọc kết quâ điện di bìng thiết bð 

Amersham ImageQuant 800. 

2.2.9. Đánh giá mức độ phù hợp chẩn đoán 

giữa hai cặp mồi  

MĀc độ phù hĉp chèn đoán giĂa hai cặp mồi 

DRV.320F/320R và DRV.368F/368R đþĉc đánh 

giá bìng bâng 2 × 2. TČ lệ phù hĉp chung và tČ 

lệ đồng thuên dþĄng/åm (positive/negative 

agreement) đþĉc tính nhþ sau: 

TČ lệ phù hĉp chung = 
a + d 

N 
 

TČ lệ đồng thuên dþĄng = 
a 

a + b 
 

TČ lệ đồng thuên âm = 
d 

c + d 

Trong đó, a là số méu dþĄng tính vĆi câ hai 

cặp mồi, b là số méu dþĄng vĆi mồi 

DRV.320F/320R nhþng åm vĆi mồi 

DRV.368F/368R, c là số méu âm vĆi mồi 

DRV.320F/320R nhþng dþĄng vĆi mồi 

DRV.368F/368R, d là số méu âm tính vĆi câ hai 

mồi và N = a + b + c + d là tổng số méu  

xét nghiệm. 

Hệ số Kappa () đþĉc sā dýng để đðnh lþĉng 

mĀc độ phù hĉp chèn đoán giĂa hai cặp mồi sau 

khi hiệu chînh ânh hþćng cûa să trùng hĉp do 

ngéu nhiên, tính theo công thĀc: 

0 1

e

P P

1 P


 


 

VĆi: 
0

a d
P

N


 ; 

     
e 2

a b a c c d b d
P

N

    
 . 

Giá trð  đþĉc diễn giâi theo thang Landis-

Koch: < 0,00 (không phù hĉp), 0,00-0,20 (phù 

hĉp kém), 0,21-0,40 (phù hĉp thçp), 0,41-0,60 

(phù hĉp trung bình), 0,61-0,80 (phù hĉp  

cao) và 0,81-1,00 (phù hĉp rçt cao) (Landis & 

Koch, 1977). 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quâ phân tích tin sinh học  

3.1.1. Sự phù hợp trình tự mồi và gen đích 

Kết quâ so sánh să phù hĉp vĆi gen đích 

sigma C læn lþĉt đþĉc trình bày cho các cặp 

mồi DRV.320F/320R và DRV.368F/368R (Hình 

1). Mồi DRV.320F phù hĉp hoàn toàn vĆi 94,5% 

(137/145) trình tă gen sigma C. Ngþĉc läi, mồi 

DRV.320R chî phù hĉp hoàn toàn vĆi 59,3% 
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(86/145) trình tă. Đáng chú ċ, các biến thể nìm 

trong phäm vi 5 nucleotide ć đæu 3′ (vùng 

quyết đðnh hiệu quâ khuếch đäi) xuçt hiện ć 

4,1% (6/145) trình tă đối vĆi DRV.320F và 

13,1% (19/145) trình tă đối vĆi DRV.320R. 

Trình tă WRV Việt Nam mang sai khác ć đæu 

3’ (đánh dçu müi tên, Hình 1A-1C) ghi nhên có 

3/145 trþąng hĉp vĆi mỗi mồi DRV.320F  

và DRV.320R.  

Đối vĆi cặp DRV.368, mồi DRV.368F cho 

mĀc độ bâo tồn cao, phù hĉp hoàn toàn vĆi 

96,2% (151/157) trình tă gen sigma C. Không có 

biến thể trong phäm vi 5 nucleotide đæu 3′ cûa 

mồi này. Mồi DRV.368R phù hĉp hoàn toàn vĆi 

75,8% (119/157) trình tă, và chî có 2,5% (4/157) 

trình tă mang biến thể trong vùng 3′-terminal. 

Riêng các trình tă Việt Nam (đánh dçu *, Hình 

1B-1D) không ghi nhên trþąng hĉp nào có sai 

khác trong khoâng 5 nucleotide cûa đæu 3′. 

 

Ghi chú: So sánh với cặp mồi DRV.320F/320R (A-C) và DRV.368F/368R (B-D). Ký hiệu ‚var‛ biểu thị biến thể so 

với trình tự mồi. ‚n‛ là số lượng trình tự mang biến thể tương ứng. Các biến thể bao gồm trình tự WRV của Việt 

Nam được đánh dấu *, có sai khác ở đầu 3’ được đánh dấu bằng mũi tên. 5 nucleotide ở đầu 3’ của mồi được đóng 

khung. Dấu ‚.‛ biểu thị nucleotide giống với trình tự tham chiếu. 

Hình 1. Sự phù hợp trình tự giữa mồi với vùng gắn trên gen đích 
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Ghi chú: Các cặp base bổ sung được biểu thị bằng ‘|’ (đoạn bổ sung liên tục dài nhất) và ‘:’ (bổ sung phụ). Chỉ các 

cặp ‘|’ được dùng tính G. Mũi tên chỉ các trường hợp có khâ năng kéo dài bởi DNA polymerase từ đầu 3′. 

Hình 2. Cấu trúc thứ cấp do tự bắt cặp giữa mồi xuôi hoặc ngược của cặp mồi 

Tổng thể, ć câ hai cặp mồi, mồi xuôi bâo 

tồn tốt hĄn mồi ngþĉc, vĆi mĀc độ chênh lệch 

đặc biệt rõ ć cặp DRV.320. Cặp DRV.368 có þu 

thế về độ phù hĉp trình tă ć câ mồi xuôi và 

ngþĉc. Phù hĉp vĆi nhên đðnh này, 17,2% 

(25/145) trình tă đþĉc dă đoán có thể bð  

ânh hþćng hiệu quâ khuếch đäi PCR khi sā 

dýng cặp DRV.320F/320R, trong khi tČ lệ 

tþĄng Āng đối vĆi cặp DRV.368F/368R chî là 

2,5% (4/157). 
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3.1.2. Sự hình thành cấu trúc thứ cấp  

của mồi 

Hình 2 trình bày kết quâ hình thành cçu 

trúc thĀ cçp do tă bít cặp giĂa mồi xuôi hoặc 

giĂa mồi ngþĉc (homo-dimer). Kết quâ phân 

tích homo-dimer cho thçy să khác biệt rõ giĂa 

các mồi DRV.320 và DRV.368. DRV.320F chî 

täo các dimer yếu (G -0,96 đến -5,19 kcal/mol). 

Ngþĉc läi, DRV.320R xuçt hiện 3 cçu hình ổn 

đðnh hĄn, vþĉt ngþĈng bçt lĉi (G < -6 kcal/mol; 

hit 1-3). Về nguy cĄ kéo dài bći DNA 

polymerase täi đæu 3′, ghi nhên một cçu hình có 

bổ sung 3′ ć DRV.320F (hit 13) và hai cçu hình ć 

DRV.320R (hit 11-12). Ở nhóm DRV.368,  

câ DRV.368F và DRV.368R đều chî täo  

homo-dimer yếu (G ≥ -3,61 kcal/mol) và không 

ghi nhên bổ sung täi đæu 3′.  

Cçu trúc thĀ cçp däng hetero-dimer giĂa 

mồi xuôi và mồi ngþĉc đþĉc trình bày ć hình 3. 

Kết quâ phân tích cho thçy đa số các tþĄng tác 

bổ sung đều yếu và ngín. Các cçu hình  

hetero-dimer chû yếu gồm các đoän bổ sung liên 

týc rçt ngín (2-4bp; ký hiệu |), kèm theo một số 

bổ sung phý râi rác (ký hiệu :), vĆi giá trð G 

dao động tÿ −1,34 đến −6,78 kcal/mol (vĆi cặp 

mồi DRV.320F/320R), và tÿ −1,34 đến  

−3,61 kcal/mol (vĆi cặp mồi DRV.368F/368R). 

Cçu hình ổn đðnh nhçt quan sát đþĉc ć hit 1 cûa 

mồi DRV.320: có đoän bổ sung liên týc 4bp và  

G = −6,78 kcal/mol. Các cçu hình còn läi đều có 

G ≥ −4,41 kcal/mol, cho thçy xu hþĆng bít cặp 

giĂa hai mồi là yếu. 

Về nguy cĄ hình thành primer-dimer có khâ 

nëng đþĉc DNA polymerase kéo dài täi đæu 3′, 

chî một số ít cçu hình (hit 14-16 cûa cặp mồi 

DRV.320F/320R) täo đþĉc síp xếp đæu 3′. Tuy 

nhiên, ngay câ trong các trþąng hĉp này, đoän 

bổ sung liên týc täi vùng 3′ chî gồm 2bp vĆi G 

khoâng −1,34 đến −1,47 kcal/mol, cho thçy khâ 

nëng hình thành primer-dimer có thể kéo dài là 

rçt thçp. VĆi cặp mồi DRV.368F/368R, không 

ghi nhên cçu hình nào vÿa có đoän bổ sung liên 

týc dài vÿa neo täi đæu 3′, và tçt câ các G đều  

≥ −3,61 kcal/mol, cûng cố nhên đðnh rìng nguy 

cĄ primer-dimer chĀc nëng là không đáng kể.  

So sánh giĂa hai cặp mồi cho thçy 

DRV.320F/320R có xu hþĆng hình thành dimer 

ổn đðnh hĄn và xuçt hiện các cçu hình bçt lĉi 

tiềm nëng nhiều hĄn so vĆi DRV.368F/368R. Cý 

thể, chî ć DRV.320F/320R mĆi ghi nhên cçu 

hình có G < −6 kcal/mol và các síp xếp bổ sung 

täi đæu 3′, trong khi DRV.368F/368R không có 

cçu hình nào vÿa có G âm sâu vÿa neo 3′. 

3.1.3. Tính đặc hiệu của mồi và sân phẩm 

khuếch đại 

Tính đặc hiệu cûa các cặp mồi và sân phèm 

RT-PCR tþĄng Āng đþĉc đánh giá ć câ mĀc thiết 

kế và thăc nghiệm (Hình 4). Phân tích BLASTn 

cûa trình tă mồi cho thçy tçt câ mồi xuôi và 

ngþĉc cûa hai mồi DRV.320 và DRV.368 đều 

khĆp đặc hiệu vĆi các trình tă sigma C cûa WRV 

trong cĄ sć dĂ liệu GenBank, vĆi độ bao  

phû truy vçn 100% và độ tþĄng đồng 100% 

(Hình 4A-4B). Điều này phù hĉp vĆi kết quâ 

Primer-BLAST, không ghi nhên sân phèm 

khuếch đäi dă đoán trên các khuôn ngoài WRV. 

Về kết quâ phân tích vĆi các sân phèm 

khuếch đäi, giân đồ giâi trình tă thu đþĉc thể 

hiện tín hiệu đînh đĄn rõ và không có chồng lçp 

(Hình 4C-4D). Trình tă líp ráp sau đó cho kết 

quâ BLASTn khĆp đặc hiệu vĆi các trình tă 

WRV sigma C trong GenBank, không ghi nhên 

tþĄng đồng vĆi các vi sinh vêt khác. NhĂng kết 

quâ này xác nhên rìng câ hai cặp mồi 

DRV.320F/320R và DRV.368F/368R đều khuếch 

đäi đặc hiệu vùng gen sigma C cûa WRV. 

3.2. Kết quâ đánh giá thực nghiệm  

3.2.1. Điều kiện tối ưu và độ nhạy của  

phân ứng 

Kết quâ khâo sát điều kiện làm hoät động 

cûa phân Āng RT-PCR vĆi hai bộ mồi đþĉc trình 

bày ć hình 5. Trong khâo sát ma trên nồng độ 

mồi 10-1,25 pmol/µl (Hình 5A-5B), cặp 

DRV.368F/368R duy trì tín hiệu khuếch đäi ổn 

đðnh ć hæu hết các tổ hĉp, đặc biệt khi mồi 

ngþĉc ć mĀc 5-10 pmol/µl. Ngþĉc läi, cặp 

DRV.320F/320R cho tín hiệu giâm rõ khi nồng 

độ mồi xuôi đät 10 pmol/µl, và chî cho khuếch 

đäi rõ khi mồi xuôi trong khoâng 1,25-5 pmol/µl. 

Trong khâo sát nhiệt độ gín mồi (Ta) 50-60°C 

(Hình 5C-5D), DRV.320F/320R biểu hiện să 

phý thuộc vào Ta, vĆi cþąng độ väch tëng dæn 
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khi nhiệt độ tëng và mänh nhçt ć khoâng 60°C. 

Trong khi đó, cặp mồi DRV.368F/ 368R cho tín 

hiệu khuếch đäi rõ và ổn đðnh trên toàn bộ dâi 

nhiệt độ. Nhþ vêy, điều kiện tối þu chung đþĉc 

xác đðnh cho câ hai cặp mồi là: Ta 60°C và nồng 

độ mồi 5 pmol/µl (xuôi và ngþĉc). 

 

Ghi chú: Các cặp base bổ sung được biểu thị bằng ‘|’ (đoạn bổ sung liên tục dài nhất) và ‘:’ (bổ sung phụ). Chỉ các 

cặp ‘|’ được dùng tính G. Mũi tên chỉ các trường hợp có khâ năng kéo dài bởi DNA polymerase từ đầu 3′. 

Hình 3. Cấu trúc thứ cấp do bắt cặp giữa mồi xuôi với ngược của cặp mồi 
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Ghi chú: Kết quâ BLASTn trình tự mồi được trình bày minh họa với mồi DRV.320F (A) và DRV.368F (B). Giân 

đồ giâi trình tự Sanger và kết quâ BLASTn của trình tự sân phẩm RT-PCR khuếch đại bằng các cặp mồi 

DRV.320F/320R (C) và DRV.368F/368R (D) 

Hình 4. Kết quâ xác nhận tính đặc hiệu của mồi và sân phẩm RT-PCR 

 

Ghi chú: (A, B) nồng độ mồi; (C, D) nhiệt độ gắn mồi; (E, F) độ nhạy; panel trái: cặp mồi DRV.320F/320R, panel 

phâi: cặp mồi DRV.368F/368R. 

Hình 5. Tối ưu điều kiện và xác định độ nhạy của phân ứng RT-PCR 
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Bâng 3. So sánh kết quâ chẩn đoán giữa hai cặp mồi RT-PCR 

 Mồi DRV.368F/368R 
Tổng 

Dương tính Âm tính 

Mồi DRV.320F/320R Dương tính 15 6 21 

Âm tính 16 19 35 

Tổng 31 25 56 

 

VĆi các điều kiện này, kết quâ đánh giá độ 

nhäy (Hình 5E-5F) cho thçy să khác biệt về giĆi 

hän phát hiện giĂa hai cặp mồi. Cặp 

DRV.368F/DRV.368R phát hiện WRV đến độ 

pha loãng 10⁻7 (≈ 4,07 × 101 bân sao/µl). Trong 

khi cặp DRV.320F/DRV.320R chî phát hiện đến 

10⁻6 (≈ 4,07 × 102 bân sao/µl). Nhþ vêy, 

DRV.368F/368R phát hiện đþĉc WRV ć nồng độ 

thçp hĄn một bêc log10 so vĆi DRV.320F/320R. 

3.2.2. Mức độ phù hợp chẩn đoán giữa hai 

cặp mồi  

MĀc độ phù hĉp giĂa hai cặp mồi 

DRV.320F/320R và DRV.368F/368R đþĉc đánh 

giá trên 56 méu và đþĉc tóm tít ć bâng 3. 

TČ lệ phù hĉp chung đät 60,7% (34/56). 

Trong số các méu khâo sát, 31/56 (55,4%) dþĄng 

tính vĆi mồi DRV.368F/368R, trong khi 21/56 

(37,5%) dþĄng tính vĆi mồi DRV.320F/320R. 

Khi so sánh tþĄng đối vĆi mồi DRV.368F/368R, 

mồi DRV.320F/320R có tČ lệ đồng thuên dþĄng 

71,4% (15/21) và đồng thuên âm 54,3% (19/35). 

Tổng cộng có 22/56 (39,3%) trþąng hĉp không 

phù hĉp giĂa hai xét nghiệm, chû yếu theo 

hþĆng xét nghiệm bìng DRV.320F/320R âm 

tính trong khi xét nghiệm bìng DRV.368F/368R 

dþĄng tính. Hệ số Kappa giĂa hai cặp mồi là 

0,23, tþĄng Āng mĀc phù hĉp thçp. 

4. THẢO LUẬN 

Nghiên cĀu này nhìm đánh giá toàn diện 

hai cặp mồi RT-PCR phát hiện gen sigma C cûa 

WRV. Các kết quâ thu đþĉc cho thçy să khác 

biệt nhçt quán giĂa hai cặp mồi DRV.320 và 

DRV.368 ć câ phân tích tin sinh học và thăc 

nghiệm. Ở mĀc trình tă, cặp DRV.368 thể hiện 

mĀc độ bâo tồn cao hĄn so vĆi DRV.320, đặc biệt 

täi vùng đæu 3′ cûa mồi (vð trí quyết đðnh hiệu 

quâ kéo dài cûa DNA polymerase). Mồi 

DRV.320R ghi nhên tČ lệ sai khác täi  

3′-terminal cao hĄn so vĆi DRV.368R, trong khi 

DRV.368F không ghi nhên sai khác täi vùng 3′. 

Đáng chú ý, các sai khác cûa DRV.320R bao 

gồm câ các trình tă WRV phân lêp täi Việt 

Nam, trong khi các sai khác cûa DRV.368R trên 

các trình tă Việt Nam chû yếu nìm ngoài vùng 

3′. Điều này gĉi ý cặp DRV.368 có khâ nëng duy 

trì hiệu quâ khuếch đäi trên các biến chûng 

WRV lþu hành täi Việt Nam tốt hĄn so vĆi 

DRV.320. Nhên đðnh này phù hĉp vĆi các 

nghiên cĀu cho thçy sai khác täi đæu 3′ cûa mồi 

có thể làm giâm hiệu quâ khuếch đäi PCR 

(Stadhouders & cs., 2010). Do tæn suçt sai khác 

täi đæu 3′ đþĉc ghi nhên cao ć mồi DRV.320R, 

bao gồm câ trên các trình tă WRV phân lêp täi 

Việt Nam, việc sā dýng các primer suy biến 

(degenerate primer) täi các vð trí quan trọng có 

thể đþĉc xem xét nhìm câi thiện khâ nëng bít 

cặp giĂa mồi và sĉi khuôn.  

Phân tích cçu trúc thĀ cçp cung cçp cĄ sć 

giâi thích ć mĀc tþĄng tác mồi. Ở mĀc  

homo-dimer, DRV.320R xuçt hiện các cçu hình 

ổn đðnh và có bổ sung täi đæu 3′, trong khi các 

mồi DRV.368 không ghi nhên đặc điểm này. Ở 

mĀc hetero-dimer, cặp DRV.320F/320R cüng 

ghi nhên một cçu hình có G < −6 kcal/mol và 

một số síp xếp bổ sung täi đæu 3′, trong khi 

DRV.368F/368R không xuçt hiện các cçu hình 

đồng thąi có độ ổn đðnh cao và neo täi 3′. Các 

đặc điểm này cho thçy DRV.320, đặc biệt là 

mồi ngþĉc, có xu hþĆng tham gia các tþĄng tác 

mồi - mồi bçt lĉi hĄn so vĆi DRV.368. Các đặc 

điểm trình tă và cçu trúc mồi nêu trên phù hĉp 

vĆi kết quâ thăc nghiệm cûa phân Āng  

RT-PCR. Cặp DRV.368F/368R duy trì tín hiệu 
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khuếch đäi rõ và ổn đðnh trên dâi nhiệt độ gín 

mồi và nồng độ mồi rộng hĄn, trong khi 

DRV.320F/320R phý thuộc rõ vào điều kiện 

phân Āng, đặc biệt là nồng độ mồi xuôi. Să 

giâm tín hiệu khi nồng độ mồi xuôi cûa 

DRV.320F/320R đät 10 pmol/µl và chî khuếch 

đäi tốt trong khoâng 1,25-5 pmol/µl cho thçy 

hiệu quâ phân Āng dùng mồi DRV.320 nhäy 

vĆi cân bìng nồng độ giĂa hai mồi. Do 

DRV.320R có xu hþĆng täo cçu trúc thĀ cçp 

bçt lĉi, tëng nồng độ mồi xuôi có thể làm lệch 

cân bìng tối þu F:R cûa phân Āng, dén đến 

giâm hiệu quâ khuếch đäi. Để khíc phýc đþĉc.  

Să khác biệt về khâ nëng phát hiện giĂa 

hai cặp mồi phân ánh rõ trong khâo sát méu 

thăc đða, khi DRV.368F/368R phát hiện tČ lệ 

méu dþĄng tính cao hĄn và phæn lĆn trþąng hĉp 

không phù hĉp theo hþĆng xét nghiệm bìng mồi 

DRV.368 dþĄng tính trong khi DRV.320 åm 

tính. Trong bối cânh không có xét nghiệm tham 

chiếu độc lêp, să bçt đồng này nhiều khâ nëng 

phân ánh khác biệt về mĀc độ phù hĉp trình tă 

vĆi các biến chûng WRV lþu hành, phù hĉp vĆi 

phân tích cho thçy DRV.320R có tČ lệ sai khác 

3′ cao hĄn và bao gồm các trình tă Việt Nam, 

trong khi sai khác cûa DRV.368R chû yếu nìm 

ngoài vùng 3′. Bên cänh đó, các đặc điểm cçu 

trúc thĀ cçp bçt lĉi hĄn cûa DRV.320, đặc biệt ć 

mồi ngþĉc, có thể làm giâm hiệu quâ khuếch đäi 

trong điều kiện phân Āng khâo sát. Do tính đặc 

hiệu cûa câ hai cặp mồi đã đþĉc xác nhên ć mĀc 

thiết kế và kết quâ giâi trình tă, khâ nëng 

dþĄng tính giâ là ít khâ dï để giâi thích să khác 

biệt quan sát đþĉc. Tổng hĉp các bìng chĀng 

này cho thçy DRV.368F/368R phù hĉp hĄn so 

vĆi DRV.320F/320R trong phát hiện WRV ć điều 

kiện nghiên cĀu hiện täi. 

5. KẾT LUẬN  

Các kết quâ cûa nghiên cĀu này cho thçy 

khác biệt về trình tă và cçu trúc giĂa hai cặp 

mồi liên quan trăc tiếp đến khâ nëng phát hiện 

WRV thăc đða, nhçn mänh să cæn thiết cûa 

phân tích mồi trong xét nghiệm PCR. Các kết 

quâ cho thçy DRV.368F/368R là cặp mồi phù 

hĉp hĄn cho phát hiện WRV bìng RT-PCR. 
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