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Tóm tắt 

Mục tiêu: Xây dựng bộ sinh phẩm real-time PCR đa mồi định type virus dengue mang tính cập nhật 

từ dữ liệu gene virus dengue phân lập trên người bệnh Việt Nam. Đối tượng và phương pháp: Tổng số 

1.718 trình tự toàn bộ bộ gen của các chủng virus dengue từ ngân hàng dữ liệu trong giai đoạn từ 2001 

đến 2022, trong đó có 639 (37,2%) trình tự toàn bộ bộ gen của các chủng virus dengue thu thập tại Việt 

Nam được sử dụng. Bằng các công cụ sinh tin học, nhóm nghiên cứu thiết kế in silico các cặp mồi và đầu 

dò cho phản ứng real-time PCR chẩn đoán và định type virus dengue tại Việt Nam. Kết quả và kết luận: 

Thiết kế thành công bốn cặp mồi và đầu dò cho chẩn đoán và định type virus dengue với các kích thước 

gene đích lần lượt là 106bp, 98bp, 156bp, 103bp đặc hiệu cho 4 serotype 1, 2, 3, và 4 của virus dengue.  

Từ khóa: Sốt xuất huyết dengue, virus dengue, real-time PCR, chẩn đoán, định type. 

Summary 

Objective: To design in silico primer and probe sets for the development of a multiplex real-time PCR 

diagnostic and serotyping kit for the dengue virus, utilizing mostly genomic data isolated from 

Vietnamese patients. Subject and method: A total of 1,718 complete genome sequences of dengue virus 

strains from the database (covering the years 2001 to 2022) were used, including 639 (37.2%) complete 

genome sequences of dengue virus strains collected in Vietnam. Using bioinformatics tools, we 

designed in silico primers and probes sets for multiplex real-time PCR diagnosis and serotyping of the 

dengue virus in Vietnam. Result and conclusion: The results obtained include four pairs of primers and 

probes, with target gene sizes of 106bp, 98bp, 156bp, and 103bp, which are specific to dengue virus 

serotypes 1, 2, 3, and 4, respectively. 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Sốt xuất huyết (SXH) dengue là bệnh truyền 
nhiễm cấp tính, gây dịch, do virus dengue gây ra. 
Mặc dù virus dengue được phát hiện ở 128 quốc gia 
và vùng lãnh thổ nhưng thực tế bệnh này lưu hành 
chủ yếu ở châu Á, Mỹ La tinh1. Theo Tổ chức Y tế Thế 
giới trong năm 2019 hầu hết các quốc gia ở châu Á 
và Đông Nam Á đều có sự gia tăng về số lượng các 
trường hợp phát hiện mắc SXH. Việt Nam nằm trong 
vùng dịch tễ của nhiễm Flavivirus đặc biệt là virus 
dengue. Gánh nặng về kinh tế và sức khỏe cộng 
đồng của SXH Dengue ở Việt Nam ước tính khoảng 
95 triệu đô la Mỹ năm 2016 và dự đoán sẽ không 
ngừng gia tăng2. Tại Việt Nam, số ca nhiễm dengue 
năm 2019 khoảng 300.000 ca, tăng gần gấp 3 lần so 
với năm 20183. 

Virus dengue thuộc nhóm Flavivirus họ Flaviridae, 
loài Arborvirus. Virus dengue dạng hình cầu đường 
kính 35-50nm, đối xứng hình khối, chứa 1 sợi RNA. Hệ 
gen của của virus dengue được tạo thành bởi 11,000 
nucleotide mã hoá cho 3 loại phân tử protein khác 
nhau (gồm protein nhân - Core, protein màng - 
Membrane, và protein vỏ - Envelope) tạo nên bộ khung 
của phần tử virus và 7 loại phân tử protein khác bao 
gồm: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b và NS54. Bảy 
loại protein này chỉ được tìm thấy trên bề mặt tế bào 
vật chủ và là yếu tố cần thiết cho sự tồn tại của virus.  

Hiện nay, việc chẩn đoán xác định sốt xuất 
huyết dengue thường dựa vào hai loại xét nghiệm: 
Phát hiện RNA của virus trong máu hoặc các dịch 
tiết bằng kỹ thuật sinh học phân tử (trong đó có 
Real-time PCR) và, phát hiện kháng nguyên hay 
kháng thể kháng virus trong huyết thanh của người5, 

6. Mỗi loại xét nghiệm nêu trên đều có ưu và nhược 
điểm, việc kết hợp cả hai phương pháp trên đã được 
chứng minh là sẽ đem lại tỷ lệ chẩn đoán chính xác 
cao hơn. Tuy nhiên, với việc phương pháp real-time 
PCR càng ngày càng được tinh chỉnh cho độ nhạy 
cao, giảm thời gian thực hiện và hạ giá thành thì giờ 
đây việc chẩn đoán bệnh SXH bằng real-time PCR từ 
mẫu bệnh phẩm bệnh nhân có các triệu chứng trên 
lâm sàng càng ngày càng phổ biến.  

Virus dengue có 4 serotypes: DENV-1, DENV-2, 
DENV-3 và DENV-4. Tại Việt Nam, trong những năm 
gần đây có cả 4 serotype của virus dengue lưu hành. 

Chính vì lý do đó, tỷ lệ gây bệnh, bệnh nặng phải 
vào viện và tỷ lệ tử vong do các serotype cũng thay 
đổi theo từng năm, từng vụ dịch. Nghiên cứu tổng 
hợp từ nhiều vụ dịch trong nhiều năm chỉ ra rằng, tỷ 
lệ tử vong có khác nhau giữa các serotype, theo thứ 
tự đứng đầu là DENV-2 với 2,0%, sau đó là DENV-3 
với 1,6%, DENV-4 (0,7%) và DENV-1 (0,3%)7. Thứ tự 
nhiễm các serotype ở lần nhiễm đầu và lần thứ phát 
cũng được chỉ ra là có làm tăng nguy cơ nhiễm bệnh 
sốt xuất huyết dengue nặng: DENV-1 sau đó DENV-
2, DENV-1 sau đó DENV-4, DENV-2 sau đó DENV-3, 
DENV-4 sau đó DENV-38. Do đó, các công cụ chẩn 
đoán phân tử phải thường xuyên xem xét sự biến 
đổi trình tự bộ gen giữa các chủng lưu hành của các 
kiểu gen hiện tại. Đối với một phản ứng PCR, nhất là 
phản ứng real-time PCR, việc thiết kế mồi và đầu dò 
đóng vai trò quan trọng, quyết định độ nhạy, độ đặc 
hiệu của phản ứng. Virus dengue cũng như các loài 
virus khác, thường xuyên có các biến đổi trình tự di 
truyền, do đó, việc phải thường xuyên cập nhật và 
thay đổi trình tự đầu dò và mồi sẽ giúp nâng cao giá 
trị chẩn đoán. Vì vậy, nghiên cứu này hướng tới việc 
thiết kế mồi và đầu dò với các cập nhật về trình tự 
bộ gen virus, chủ yếu đến từ các chủng virus dengue 
có nguồn gốc từ Việt Nam. 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Đối tượng  

Dữ liệu trình tự toàn bộ bộ gene của bốn kiểu 
serotype các chủng virus dengue được thu thập từ 
ngân hàng dữ liệu Virus Variation Resources9 trong 
giai đoạn từ 2001 đến 2022. Dữ liệu trình tự của virus 
được thu thập theo nguyên tắc vừa đảm bảo tính đa 
dạng về nguồn gốc địa lý của các chủng (đủ các 
châu lục) và vừa tập trung được nhiều các chủng có 
nguồn gốc thu thập tại Việt Nam. Trong đo, các tiêu 
chí tìm kiếm được trình bày ở Hình 1, bao gồm: Tất 
cả các serotype (type:any), tất cả các mức độ bệnh 
số xuất huyết dengue (Disease:any), vật chủ là người 
(Host: Human), tất cả các khu vực địa lý 
(Region/country: Any), toàn bộ các vùng của bộ 
gene (Genome region: All choice applied), mẫu phân 
lập virus là mẫu máu (Isolation source: Blood) được 
áp dụng trong quá trình tìm kiếm và lựa chọn các 
trình tự của cơ sở dữ liệu Virus Variation Resources9: 
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Hình 1. Các tiêu chí lựa chọn trình tự  

trên cơ sở dữ liệu Virus Variation Resources 9. 

2.2. Phương pháp  

Thiết kế mồi và đầu dò 

Để thực hiện việc thiết kế bộ mồi và đầu dò cho 

chẩn đoán và định type virus dengue, nhóm nghiên 

cứu sử dụng các công cụ và phần mềm phân tích 
trình tự và thiết kế tin sinh trình bày trong Bảng 1. 

Bảng 1. Các công cụ/phần mềm sinh tin học  
sử dụng cho nghiên cứu 

Công cụ/ 
phần mềm 

Mục đích sử dụng 

Mafft10 
Thuật toán chuyên trách sắp xếp 
thẳng hàng trình tự gen để tìm 
vùng gene bảo toàn 

Blast11 
Công cụ so sánh các chuỗi trình tự 
gen với ngân hàng dữ liệu trình tự 
tham chiếu 

Jalview12 
Phần mềm quản lý file và hiển thị 
trình tự gen 

Primer313 
Công cụ thiết kế mồi và đầu dò 
cho phản ứng PCR 

Primer Blast14 
Công cụ thiết kế mồi cho phản 
ứng PCR 

OligoAnalyzer 15 
Công cụ kiểm tra thông số vật lý 
và sự hình thành các cấu trúc thứ 
cấp của mồi và đầu dò,  

Thứ tự các bước thiết kề mồi được trình bày ở Hình 
1. Toàn bộ mồi và đầu dó thiết kế được sản xuất bởi IDT 

(Integrated DNA Technologies, Iowa, USA). 

 

Hình 2. Sơ đồ các bước thực hiện thiết kế mồi và đầu dò 
III. KẾT QUẢ 

3.1. Kết quả thu thập trình tự bộ gene các 

serotype virus dengue 

Nhóm nghiên cứu đã thu thập tổng số 1718 
trình tự toàn bộ bộ gene của cả 4 serotype dengue 

công bố trên cơ sở dữ liệu Virus Variation Resource. 

Trong đó số lượng trình tự lần lượt của serotype 

DENV-1, DENV-2, DENV-3 và DENV-4 là 865, 578, 194 

và 81 trình tự (Bảng 2). Số trình tự này được thu thập 

từ 44 quốc gia và vùng lãnh thổ, tập trung chủ yếu 
vào các trình tự virus ở Việt Nam cũng như các nước 

lân cận thuộc châu Á và Đông Nam Á như Trung 

Quốc, Singapore, Indonesia (Hình 3). Số lượng trình 

tự đến từ Việt Nam cho serotype DENV-1 là 499 trình 

tự, serotype DENV-2 là 118, serotype DENV-3 là 22 và 

không có trình tự DENV-4 nào (Bảng 2).  

Bảng 2. Số lượng trình tự chi tiết  
theo từng serotype và số lượng các trình tự  

tương ứng thu thập ở Việt Nam 

Serotype 
Số lượng 
trình tự 

Số lượng trình tự 
đến từ Việt Nam 

Dengue 1 865 499 

Dengue 2 578 118 

Dengue 3 194 22 

Dengue 4 81 0 

Tổng số 1718 639 
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Hình 3. Phân bố số lượng trình tự thu thập theo vị trí địa lý.  

(Nước khác: Bao gồm các nước có số lượng trình tự thu thập được dưới 10 trình tự). 

Các trình tự này được chia sẻ lên cơ sở dữ liệu trong giai đoạn từ 2001 đến 2022 trong đó, 48,25% trình 
tự được thu thập nằm trong giai đoạn 2006-2008 (Hình 4). Nhóm nghiên cứu tìm kiếm số liệu trình tự từ 

2001 đến 2022 nhưng số liệu thực tế chỉ có đến 2019. Số liệu đầy đủ của các trình tự thu thập được bao gồm: 

Mã truy cập, serotype, nơi thu thập, thời điểm thu thập và tên trình tự được cung cấp ở Phụ lục. 

 

Hình 4. Phân bố số lượng trình tự thu thập theo từng năm, từ 2001 đến 2022 
3.2. Kết quả thiết kế mồi và đầu dò cho phản ứng real-time PCR đa mồi chẩn đoán và định type virus 

dengue 

Toàn bộ trình tự sau khi được alignment bằng công cụ MAFFT10, nhóm nghiên cứu chọn các vùng có sự 

đa dạng giữa các type nhưng vẫn đảm bảo tính tương đồng cao trong cùng 1 type để thiết kế bộ mồi và đầu 

dò cho phản ứng real-time PCR đa mồi chẩn đoán và định type virus dengue. Nhóm nghiên cứu lựa chọn 
được 4 vùng gene đích nằm trên các gene NS4 cho serotype dengue 1, Protein E cho serotype dengue 2, 

NS5 cho serotype dengue 3 và NS3 cho serotype dengue 4 (Hình 5). Sử dụng công cụ Primer3 và các đoạn 

trình tự gen đích thu thập được, nhóm nghiên cứu thiết kế được 4 bộ mồi và đầu dò với các thông số kỹ 

thuật ở Bảng 3. 
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Hình 5. Vị trí các cặp mồi và đầu dò thiết kế cho từng serotype,  

mũi tên chỉ vị trí của đoạn gene đích, số là vị trí chính xác của đoạn gene đích. 

Bảng 3. Các bộ mồi cho phản ứng real-time PCR đa mồi chẩn đoán và định type  

Serotype 
dengue Tên mồi/đầu dò Trình tự (5’ - 3’)  Tm°C GC % 

Kích thước 
sản phẩm 

1 

Mồi xuôi TCAAGCGTACTGCTATGGATG 62 48 

106 Mồi ngược GTCTGTCTGGCTCTGGAATAAG 62 50 

Đầu dò ACTGGAGTTCTTCCTGATGGTGCTG 68 52 

2 

Mồi xuôi GTCTTAGGTCGCCTGATTACAG 62 50 

98 Mồi ngược ATGATGTAGCTGTCTCCGAATG 62 50 

Đầu dò AGGTTCTGCTTCTATGTTGACTGGGC 68 50 

3 

Mồi xuôi TGTGGACAGAGAACGTGAAC 58 50 

156 Mồi ngược AACTCAAGGTACCTGGCTCC 59 55 

Đầu dò GCAAGTGTGGAAGCTGTGTT 60 50 

4 

Mồi xuôi CCAGAGCAACAGCCCAATAG 58 55 

103 Mồi ngược CCACACAGTTTTCCCTTGGT 58 50 

Đầu dò AACACAGGGTTCGACTGGAT 60 50 

3.3. Kết quả khảo sát mồi và đầu dò cho phản ứng real-time PCR đa mồi chẩn đoán và định type virus dengue 

Các cặp mồi và đầu dò được khảo sát các thông số vật lý bằng công cụ OligoAnalyzer bao gồm: Năng 

lượng cấu trúc kẹp tóc, năng lượng cấu trúc tự bắt cặp và năng lượng cấu trúc dị bắt cặp. 

Bảng 4. Các thông số vật lý của các cặp mồi và đầu dò thiết kế 

Serotype Mồi a (kcal/mol) c (kcal/mol) c (kcal/mol) 

Dengue 1 
Mồi xuôi -2.320 -2.232 -1.784 
Mồi ngược 0.820 -1.679 -4.157 
Đầu dò -2.060 -2.973 -2.473 

Dengue 2 
Mồi xuôi -1.235 -1.138 -2.258 
Mồi ngược 0.460 -2.003 -1.990 
Đầu dò 0.360 -1.852 -2.683 

Dengue 3 
Mồi xuôi 0.170 -2.503 -2.416 
Mồi ngược -0.150 -3.594 -2.120 
Đầu dò -0.070 -2.173 -3.159 

Dengue 4 
Mồi xuôi -0.020 -2.370 -2.850 
Mồi ngược 0.180 -2.201 -2.772 
Đầu dò -1.500 -2.659 -2.570 

a: Năng lượng cấu trúc kẹp tóc (�G mồi g -5kcal/mol và �G đầu dò g -6kcal/mol); b: Năng lượng cấu trúc tự 

bắt cặp (�G mồi g -6kcal/mol và �G đầu dò g -10kcal/mol); c: Năng lượng cấu trúc dị bắt cặp (�G mồi g -

6kcal/mol và �G đầu dò g -9kcal/mol) 



TẠP CHÍ Y DƯỢC LÂM SÀNG 108 Tập 19 - Số 7/2024 DOI: https://doi.org/10.52389/ydls.v19i7.2466 

 113

Nhóm nghiên cứu tiến hành kiểm tra độ đặc hiệu của mồi bằng công cụ Primer blast. Hình , kết quả các 

mồi thiết kế bắt cặp 100% với các trình tự serotype virus dengue tương ứng, với kích thước sản phẩm lần 

lượt là 106bp, 98bp, 156bp và 103bp.  

A. 

 
B. 

 
C. 

 
D. 

 

Hình 6. Kết quả Primer blast các cặp mồi thiết kế đặc hiệu bắt cặp 100% với trình tự gen tương ứng với (A) 

serotype 1, (B) serotype 2, (C) serotype 3, (D) serotype 4. 

Công cụ Primer blast cũng cho phép kiểm tra các trình tự mồi với ngân hàng dữ liệu gen của Người, 
Nấm (Fungi (taxid:4751)) và vi khuẩn (Bacteria (taxid:2)). Kết quả cho thấy các cặp mồi thiết kết cho serotype 

dengue 2, 3, 4 không bắt cặp với bất cứ trình tự nào trong các ngân hàng dữ liệu trên (Bảng 5). Riêng cặp 

mồi thiết kế cho serotype dengue 1 có bắt cặp với một trình tự của loài nấm Alternaria brassicae (Bảng 5). Kết 

quả blast chi tiết được trình bày ở Phụ lục 2. 
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Bảng 5. Kết quả bắt cặp của các trình tự mồi thiết kế cho từng type  
với các ngân hàng dữ liệu gene người, nấm và vi khuẩn 

 Ngân hàng dữ liệu gene 

Serotype Người Nấm (taxid:4751) Vi khuẩn (taxid:2) 

Dengue 1 Không bắt cặp Alternaria brassicae Không bắt cặp 

Dengue 2 Không bắt cặp Không bắt cặp Không bắt cặp 

Dengue 3 Không bắt cặp Không bắt cặp Không bắt cặp 

Dengue 4 Không bắt cặp Không bắt cặp Không bắt cặp 

 

IV. BÀN LUẬN 

Các bộ mồi và đầu dò được thiết kế dựa trên 

1718 trình tự toàn bộ bộ gen của cả 4 serotype 
dengue công bố trên cơ sở dữ liệu Virus Variation 

Resource. Trong đó, ưu tiên các trình tự toàn bộ bộ 

gen virus dengue thu thập tại Việt Nam với mong 

muốn có một thiết kế đặc hiệu hơn cho nhóm bệnh 

nhân người Việt Nam. Cho mỗi serotype dengue, 

nhóm nghiên cứu chủ động thiết kế vào các vùng có 
sự đa dạng nhất giữa các type nhưng vẫn phải đảm 

bảo tính tương đồng cao nhất trong cùng 1 type, và 

tránh trùng lặp với các vùng gene đích đã được lựa 

chọn trong các thiết kế mồi và đầu dò trước đó như 

của bộ kit của CDC Hoa Kỳ6.  

Đối với một phản ứng PCR, nhất là Real-time 

PCR, thiết kế mồi và đầu dò đóng vai trò quan trọng, 

quyết định độ nhạy, độ đặc hiệu của phản ứng. 

Thiết kế tốt là điều kiện cần thiết cho các phản ứng 

thành công. Kết quả khảo sát cho thấy các cặp mồi 
và đầu dò thiết kết đều thỏa mãn các điều kiện cơ 

bản. Chiều dài mồi và đầu dò thông thường từ 18 - 

2bp, đây là chiều dài được coi là tối ưu và đảm bảo 

điều kiện đủ dài để đạt độ đặc hiệu và giúp mồi dễ 

dàng gắn vào khuôn DNA sợi đơn tại nhiệt độ gắn 

mồi. Trong thiết kế của nhóm nghiên cứu, các mồi 
và đầu dò đều có chiều dài trong ngưỡng từ 20 đến 

22bp, đảm bảo tối ưu chiều dài của mồi và đầu dò. 

Tỷ lệ GC của mồi và đầu dò thiết kế dao động trong 

khoảng từ 48% đến 55%, với giá trị trung bình GC 

50,83% nằm trong khoảng tối ưu lý thuyết 40-60%. 

Kết quả khảo sát cũng cho thấy nhiệt độ nóng chảy 
của mồi nằm trong khoảng 58-62°C, với giá trị trung 

bình là 60,12°C. Theo lý thuyết, nhiệt độ nóng chảy 

của đầu dò thường cao hơn nhiệt độ nóng chảy của 

mồi từ 6 đến 10°C để đảm bảo rằng đầu dò vẫn bám 

dính vào DNA khuôn trong quá trình kéo dài chuỗi. 

Tuy nhiên, trong quá trình sàng lọc các bộ mồi thiết 

kế được, để đảm bảo độ đặc hiệu với gene đích, hai 

bộ mồi và đầu dò thiết kế cho serotype Dengue 3 và 
4 có nhiệt độ đầu dò không thể cao hơn quá nhiều 

so với nhiệt độ mồi. Các thông số vật lý của các cặp 

mồi và đầu dò thiết kế, bao gồm năng lượng cấu 

trúc kẹp tóc (�G primer g -5kcal/mol và �G Đầu dò g 

-6kcal/mol); năng lượng cấu trúc tự bắt cặp (�G 

primer g -6kcal/mol và �G  Đầu dò g -10kcal/mol); 
năng lượng cấu trúc dị bắt cặp (�G primer g -

6kcal/mol và �G Đầu dò g -9kcal/mol) đều nằm 

trong ngưỡng cho phép, hạn chế tối đa việc hình 

thành các cấu trúc kẹp tóc, tự ghép cặp (primer-

dimer) hay dị bắt cặp (hetero-dimer), qua đó tối ưu 

hiệu suất của phản ứng. 

Khi tiến hành kiểm tra độ đặc hiệu của mồi 

bằng công cụ Primer blast thì mồi cặp mồi và đầu dò 

đều bắt cặp 100% với các gen đích của serotype 

tương ứng, trong đó độ dài sản phẩm khuếch đại 
đúng với độ dài thiết kế. Các cặp mồi và đầu dò khi 

được test với các ngân hàng dữ liệu của vi khuẩn, 

nấm, gene người không cho kết quả bắt cặp nào. 

Trừ cặp mồi thiết kế cho serotype dengue 1 có bắt 

cặp với một đoạn gen của loài nấm Alternaria 

brassicae. Tuy nhiên, loài nấm này là một loài nấm kí 
sinh ở cây và việc có vật chất di truyền của loài nấm 

này trong mẫu máu ở người là không khả thi. Điều 

này cho thấy độ đặc hiệu trên thiết kế in silico của 

mồi đảm bảo không khuếch đại nhầm các vùng 

gene khác hoặc gen của các loài khác trong một hỗn 

hợp nhiều các tác nhân trong mẫu bệnh phẩm ở 
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bệnh nhân. Đây thường là một thách thức trong 

thiết lập và tối ưu mồi và đầu dò để phát hiện các 

mầm bệnh trong mẫu bệnh phẩm, vốn thường là 

các là các mẫu có thể chứa đồng thời nhiều mầm 

bệnh và đặc biệt là bao gồm cả gen người. 

V. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã thiết kế thành công in silico các 

cặp mồi và đầu dò cho phản ứng real-time PCR đa 

mồi chẩn đoán và định type virus dengue, cụ thể là 

4 cặp mồi và đầu dò đặc hiệu cho lần lượt 4 type 

virus dengue 1, 2, 3, và 4. Kết quả của thiết kế này sẽ 

được đưa vào tối ưu trên thực nghiệm và qua đó 
phục vụ cho việc xây dựng bộ kít real-time PCR đa 

mồi chẩn đoán và định type virus dengue. 
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