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THI�T L�P QUY TRÌNH T�NG H�P IN VITRO 

PHÂN �O�N RNA C�A 5 LOÀI VIRUS EBOLA 

�INH TH� THU H�NG (1), BÙI TI�N S� (2), H� H�U TH� (1), 

NGUY�N THÁI S�N (3), HOÀNG XUÂN S� (1) 

1. ��T V�N �� 

S� vi�c virus Ebola (Ebola virus - EBOV) gây d�ch b�nh g�n �ây � Tây Phi �ã 
kh�ng ��nh t�m quan tr�ng c�a các công c� ch�n �oán nhanh, chính xác tác nhân 
này c�ng nh� nh�ng thách th�c trong phát tri�n các xét nghi�m ch�n �oán t�i �u [2]. 
EBOV thu�c h� Filoviridae (b� Mononegavirales), genome là RNA s�i ��n âm 
không phân m�nh, có v� ngoài, là m�t trong hai tác nhân (cùng v�i virus Marburg) 
gây ra các v� d�ch s�t xu�t huy�t nguy hi�m trên ng��i và ��ng v�t linh tr��ng [5]. 
H� gen c�a các Filovirus có kích th��c g�n 19 kb, ch�a 7 gen ���c s�p x�p theo th� 
t� sau: Gen nucleoprotein (NP) - viral protein 35 (VP) - VP40 (protein n�n) - 
glycoprotein (GP) - VP30 (protein phiên mã sao chép) - VP24 (protein n�n) - RNA 
polymerase (L - RNA polymerase ph� thu�c RNA) [6]. Trong �ó, glycoprotein 
xuyên màng trên b� m�t c�a virion giúp bám dính, hòa màng v�i màng t� bào và 
xâm nh�p vào trong t� bào ch�, có vai trò chính trong tính ��c c�a virus [7]. EBOV 
bao g�m 5 loài ��u có kh� n�ng gây b�nh g�m: Zaire Ebola virus (ZEBOV), Sudan 
Ebola virus (SEBOV), Bundibugyo Ebola virus (BEBOV) (��u xu�t phát t� Châu 
Phi), Cote d’Ivoire Ebola virus (CIEBOV hay Tai Forest, TEBOV) - là 4 loài gây 
b�nh � ng��i, loài th� 5 là Reston Ebola virus (REBOV) t� Philipine gây b�nh � các 
loài linh tr��ng. M�c dù hi�n nay ch�a có b�ng ch�ng v� REBOV gây b�nh � ng��i 
nh�ng trong quá trình ti�n hóa, có th� xu�t hi�n nhi�u ��t bi�n �� tr� thành ch�ng 
nguy hi�m. Do �ó, công tác d� phòng s�n sàng ch�n �oán xác ��nh chính xác 5 loài 
EBOV trên là c�n thi�t.  

Các xét nghi�m phân t� phát hi�n RNA là có giá tr� trong ch�n �oán EBOV, 
trong �ó k� thu�t RT-PCR phát tri�n b�i Trung tâm Ki�m soát và Phòng ng�a d�ch 
b�nh Hoa K� (Centers for Disease Control and Prevent, USA - CDC) ���c �ánh giá 
l�n ��u tiên trên m�u huy�t thanh ���c thu th�p t� nh�ng b�nh nhân c�p tính trong 
v� d�ch � Kikwit 1995. K� thu�t realtime RT-PCR cho phép rút ng�n th�i gian ch�n 
�oán EBOV �ã ���c phát tri�n và th� nghi�m trên m�u huy�t thanh b�nh nhân t� 
n�m 2000 [5]. Nh�ng �u �i�m n�i b�t là th�c hi�n nhanh và trên nhi�u lo�i m�u b�nh 
ph�m khác nhau c�ng nh� d� dàng phát tri�n cho phù h�p v�i s� bi�n ��i nhanh 
chóng v�t li�u di truy�n c�a virus (các bi�n ch�ng virus) [4]. Trong quá trình ch�n 
�oán, vi�c có th� b�t ho�t virus b�ng hóa ch�t tr��c khi tách chi�t RNA cho phép 
th�c hi�n các b��c ti�p theo nh� v�i các tác nhân truy�n nhi�m thông th��ng khác 
mà không �òi h�i �i�u ki�n phòng thí nghi�m an toàn sinh h�c c�p 4 (Biosafety level 
4, BSL-4) nh� ph��ng pháp nuôi c�y hay ch�n �oán huy�t thanh [2, 9]. �� �áp �ng 
yêu c�u v� an ninh qu�c phòng, phòng ch�ng d�ch b�nh, vi�c phát tri�n kit ch�n �oán 
phân t� �� phát hi�n nhanh, chính xác các loài EBOV trên c� s� các m�u chu�n 
d��ng là c�n thi�t. Tuy nhiên, 5 loài EBOV ��u r�t nguy hi�m và không có s�n m�u 
chu�n, vi�c ti�p c�n theo h��ng các m�u plasmid t�ng h�p �ã ���c khuy�n cáo trên 
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th� gi�i. H��ng nghiên c�u này cho phép ch� ��ng v� ngu�n m�u chu�n ch�ng 
d��ng - c� s� trong thi�t k�, �ánh giá k� thu�t c�ng nh� kh�c ph�c ���c nh�ng �òi 
h�i kh�t khe v� an toàn sinh h�c khi thao tác tr�c ti�p v�i m�u b�nh ph�m [3]. Do �ó, 
nhóm nghiên c�u �ã th�c hi�n công trình này �� thi�t l�p quy trình t�ng h�p in vitro 
các m�u chu�n d��ng RNA c�a 5 loài EBOV gây b�nh trên c� s� các m�u plasmid 
t�ng h�p, �ng d�ng cho thi�t k� và �ánh giá k� thu�t RT-PCR xác ��nh EBOV. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. V�t li�u nghiên c�u 

T� bào và vector: T� bào kh� bi�n E. coli DH5α-T1 (one shot max efficiency 
DH5α-T1)[end A1 rec A1 hsd R17 sup E44 gyp A96 thi-1 relA1Δ lac U169 (φ80 
lacZM15)] c�a hãng Invitrogen ���c s� d�ng �� nhân dòng các plasmid t�ng h�p. 05 
plasmid tái t� h�p ch�a trình t� chèn là gen nucleoprotein (NP) và m�t ph�n vùng 
3’UTR c�a 5 loài EBOV là ZEBOV, SEBOV, BEBOV, TEBOV và REBOV t��ng 
�ng là pIDTBlue-ZE (4257 bp ch�a trình t� chèn 1306 bp), pIDTBlue-SE (3841 bp 
ch�a trình t� chèn 890 bp), pIDTBlue-BE (3841 bp ch�a trình t� chèn 890 bp), 
pIDTBlue-TE (3847 bp ch�a trình t� chèn 896 bp) và pIDTBlue-RE (3867 bp ch�a 
trình t� chèn 916 bp), ���c nhóm nghiên c�u thi�t k� và ��t t�ng h�p t� hãng Integrated 
DNA Technologies (IDT- M�). S� �� plasmid thi�t k� ���c minh h�a � hình 1. 

 

 

 

Hình 1. C�u trúc plasmid pIDTBlue-ZE ch�a trình t� NP và 3’UTR c�a ZEBOV 

Trình t� chèn 1306 bp 
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C�p m�i trong ph�n �ng one-step RT-PCR: Thi�t k� cho xác ��nh c� 5 loài 
EBOV �ã ���c nhóm nghiên c�u công b� [1]. 

B�ng 1. Trình t� m�i s� d�ng trong nghiên c�u  

Tên m�i Trình t� (5’-3’) 
Kích th��c s�n 

ph�m (bp) 

Ebo-pan-Fwd GTGTGCGARTAACTAYGAGGAAG 
830 

Ebo-pan-Rev3 GGCATGGCAGCMARTGTTCTC 

Nghiên c�u ���c thi�t k� theo ph��ng pháp th�c nghi�m mô t� và phân tích 

trong phòng thí nghi�m s� d�ng các k� thu�t sinh h�c phân t�, v�i các thi�t b� thu�c 

Phòng Vi sinh và các m�m b�nh sinh h�c, Trung tâm Nghiên c�uY D��c h�c Quân 

s�, H�c vi�n Quân y. 

2.2. Ph��ng pháp nghiên c�u 

2.2.1. Nghiên c�u t�o dòng gen 

Các plasmid ��t t�ng h�p ���c bi�n n�p vào t� bào kh� bi�n E. coli DH5α 

b�ng ph��ng pháp s�c nhi�t (42oC trong 45 giây). Các plasmid t�o dòng thành công 

���c ti�n hành ki�m tra b�ng các enzyme c�t gi�i h�n nh� BglII, XmnI, AvaI, 

EcoRI, thành ph�n, �i�u ki�n ph�n �ng th�c hi�n theo h��ng d�n c�a nhà s�n xu�t 

(Thermo Scientific) và gi�i trình t�, so sánh v�i các trình t� tham chi�u c�a EBOV 

trên th� gi�i s� d�ng ch��ng trình Blast. 

2.2.2. T�ng h�p RNA in vitro 

N�m dòng plasmid ���c tinh s�ch theo quy trình c�a nhà s�n xu�t. N�ng �� 

các m�u plasmid ���c �o b�ng h� th�ng NanoDrop 1000. Plasmid ���c c�t m� 

vòng � m�t v� trí duy nh�t, s� d�ng enzyme c�t gi�i h�n PciI. Ð�u phiên mã c�a s�n 

ph�m �ích là trình t� ch�c n�ng phiên mã T7, ��u còn l�i t� do là trình t� nh�n bi�t 

c�a enzyme c�t gi�i h�n PciI. S�n ph�m plasmid m�ch th�ng ���c tinh s�ch, �� 

n�ng �� ���c s� d�ng làm nguyên li�u cho quá trình t�ng h�p RNA in vitro b�ng 

TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit. Thành ph�n c�a ph�n �ng phiên mã 

g�m: 5X TranscriptAid Reaction Buffer; 10 mM dNTPs mix; ~ 0,8÷1 �g DNA 

plasmid; 2 �l TranscriptAid Enzyme Mix; DEPC-treated water v�a �� th� tích 20 �l, 

� h�n h�p ph�n �ng � �i�u ki�n 37oC trong 2 gi�. Lo�i m�u DNA plasmid th�a b�ng 

cách b� sung 2 �l DNaseI, sau �ó � ti�p trong 15 phút � 37oC. Các m�u s�n ph�m 

RNA t�ng h�p in vitro ���c tinh s�ch, �i�n di ki�m tra trên gel agarose 1% có ch�a 

thu�c nhu�m Redsafe (Introbio) trong ��m TBE 0,5%, hi�u �i�n th� 75V/60 phút, 

ch�p �nh và l�u k�t qu� trên máy UVP (Eppendorf). Toàn b� trang thi�t b�, �� tiêu 

hao, hóa ch�t s� d�ng ph�i ��m b�o không có RNAse. 
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2.2.3. �ánh giá s�n ph�m RNA in vitro b�ng k� thu�t one-step RT-PCR 

S�n ph�m t�ng h�p RNA in vitro ���c ki�m tra, �o n�ng ��, �� tinh s�ch, �ánh 
giá b�ng k� thu�t one-step RT-PCR xác ��nh c� 5 loài EBOV. Thành ph�n ph�n �ng 
one-step RT-PCR: 1X Buffer; 1 �lRT enzyme; 0,4 mM dNTPs; 0,5 �M Ebo-pan-
Fwd/Rev3; 5 �l RNA; H2O v�a �� th� tích 25 �l (QIAGEN One-step RT-PCR kit). 
Chu trình nhi�t: (50oC x 30 phút) (95oC x 15 phút) (94oC x 30 giây; 50oC x 30 giây; 
72oC x 45 giây) x 35 chu k�; 72oC x 10 phút; duy trì � 25oC, �i�n di ki�m tra s�n 
ph�m trên gel agarose 1,2%, nhu�m ethidium bromide. Các thí nghi�m ��u ���c 
ti�n hành ��ng th�i ph�n �ng có RT enzyme (RT(+)) và không có RT enzyme (RT(-)) 
�� ki�m tra �� tinh s�ch c�a s�n ph�m RNA t�ng h�p. ��ng th�i RNA t�ng h�p in 
vitro ���c �ánh giá �� �n ��nh hàng tháng � �i�u ki�n b�o qu�n -80oC.  

3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1. Nghiên c�u t�o dòng gen 

EBOV là m�m b�nh nguy hi�m ���c CDC x�p vào nhóm A các tác nhân có 
nguy c� kh�ng b� sinh h�c. Tuy nhiên, hi�n nay ch�a có tr��ng h�p lâm sàng nhi�m 
EBOV ���c báo cáo t�i Vi�t Nam, do �ó ch�a có ch�ng EBOV �� thi�t l�p ch�ng 
d��ng cho xét nghi�m ch�n �oán phân t�. Vì v�y, �� ch� ��ng ngu�n nguyên li�u 
ph�c v� cho nghiên c�u, ��ng th�i b�o ��m an toàn sinh h�c, nhóm tác gi� �ã l�a 
ch�n cách ti�p c�n nghiên c�u là l�a ch�n vùng gen NP và m�t ph�n vùng 3’UTR có 
tính b�o t�n cao c�a ZEBOV ch�ng tham chi�u Makona-J0107 (mã s�: KP759768) 
t� v� trí nucleotide1- nucleotide1306 c�a trình t� RNA ��n (+), thi�t k� trong vector 
t�o dòng thích h�p, ��m b�o ch�a trình t� kh�i ��u phiên mã T7 promoter. Plasmid 
này ���c ��t t�ng h�p có tên pIDTBlue-ZE, cung c�p d��i d�ng �ông khô v�i kh�i 
l��ng 4 �g. T��ng t� cho plasmid thi�t k� t�ng h�p c�a 4 loài EBOV còn l�i, ��ng 
th�i, do có s� khác bi�t �áng k� v� m�t di truy�n gi�a 5 loài EBOV d�n ��n các 
trình t� chèn t��ng �ng c�ng có s� khác bi�t (m�c 2.1). 

 

Hình 2. Ki�m tra s�n ph�m c�t c�a plasmid tái t� h�p ch�a gen NP và m�t ph�n 
vùng 3’UTR c�a ZEBOV và BEBOV  

a) Z1-Z3: S�n ph�m c�t b�ng enzyme gi�i h�n BglII và XmnI trên các dòng khu�n l�c �ánh 
s� 1-3 c�a ZEBOV; b) B1-B3: S�n ph�m c�t b�ng enzyme gi�i h�n EcoRI và XmnI trên các 
dòng khu�n l�c �ánh s� 1-3 c�a BEBOV; M: Thang chu�n DNA 1kb (Thermo Scientific).  



 

Nghiên c�u khoa h�c công ngh� 

T�p chí Khoa h�c và Công ngh� nhi�t ��i, S� 13, 11 - 2017 102

�� ch� ��ng v� ngu�n nguyên li�u, m�u plasmid cung c�p ���c t�o dòng 

trong t� bào E. coli. M�u plasmid thu ���c t� quá trình t�o dòng ��u ���c tinh s�ch 

và ki�m tra b�ng enzyme c�t gi�i h�n. K�t qu�, 5 m�u plasmid t��ng �ng cho 5 loài 

EBOV ��u ���c t�o dòng thành công, cho s�n ph�m có kích th��c �úng nh� thi�t 

k� (hình 2). ��ng th�i, k�t qu� gi�i trình t� nucleotide 5 dòng plasmid tái t� h�p �ã 

kh�ng ��nh chính xác k�t qu� t�o dòng thành công (d� li�u không trình bày).  

3.2. T�ng h�p RNA in vitro 

Sau khi c�t b�ng enzyme gi�i h�n t�o DNA m�ch th�ng, ��u phiên mã c�a s�n 

ph�m �ích là trình t� ch�c n�ng phiên mã promoter T7 RNA Polymerase, cách trình 
t� �ích m�t kho�ng t�i �u, ��u còn l�i là v� trí c�t enzyme gi�i h�n. S�n ph�m RNA 

in vitro c�a c� 5 loài EBOV gây b�nh ��t n�ng �� 900÷1400 ng/�l (t��ng ���ng 

1012 copies/�l), �� tinh s�ch A260/280 t� 1,8÷2,1. So sánh v�i s�n ph�m t�ng h�p 

RNA trong nghiên c�u c�a Pang Z. khi th�c hi�n phiên mã RNA tr�c ti�p gen NP 

c�a các virus gây s�t xu�t huy�t thu ���c RNA n�ng �� t� 200÷1185 ng/�l, n�ng �� 

các m�u RNA t�ng h�p in vitro trong công trình này cao h�n [8]. �i�u này có th� 

���c lý gi�i b�i quá trình phiên mã thông qua t�o dòng �ã t�o ngu�n nguyên li�u 

ch�t l��ng cho phiên mã t�ng h�p in vitro (hình 3). 

 

Hình 3. Ki�m tra s�n ph�m t�ng h�p RNA c�a 5 loài EBOV  
M: RiboRuler RNA Ladder (Thermo Scientific); �C(+): M�u ch�ng d��ng;  

Z-RNA, R-RNA, T-RNA, S-RNA, B-RNA. S�n ph�m RNA in vitro c�a 
ZEBOV, REBOV, TEBOV, SEBOV và BEBOV  

K�t qu� �i�n di c�a m�u ZEBOV cho th�y, s�n ph�m RNA t�ng h�p in vitro 
có chi�u dài kho�ng 1,8 kb (lý thuy�t là 1806 bases), 4 loài còn l�i có chi�u dài 
kho�ng 1,4 kb �úng theo lý thuy�t, còn m�u ��i ch�ng d��ng có kích th��c 2,2 kb. 
Nh� v�y, b��c ��u quá trình t�ng h�p RNA in vitro c�a EBOV �ã thành công. 

3.3. �ánh giá s�n ph�m RNA in vitro b�ng k� thu�t one-step RT-PCR 

S�n ph�m RNA m�i ���c t�ng h�p ���c pha loãng trong n��c kh� ion �ã x� 
lý diethylpyrocarbonate (DEPC), không có nuclease thành các dung d�ch ch�ng 
d��ng RNA có n�ng �� xác ��nh, ���c �ánh giá b�ng RT-PCR có b��c RT (RT 
(+)) và không có b��c RT (RT(-)).  
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K�t qu� cho th�y m�u ch�ng d��ng RNA t�ng h�p in vitro c�a EBOV pha 
loãng có n�ng �� là 106 copies/�l khi ���c ki�m tra b�ng k� thu�t RT-PCR ��u cho 
b�ng ��c hi�u 830 bp, trong khi �ó các m�u ch�ng âm không cho b�ng �ích. Các 
m�u khi th�c hi�n ph�n �ng RT-PCR không b� sung enzyme RT ��u không cho s�n 
ph�m (hình 4). ��ng th�i, các m�u RNA t�ng h�p in vitro có �� �n ��nh trên 12 
tháng khi b�o qu�n � �i�u ki�n -80oC (d� li�u không trình bày). Nh� v�y, ch�ng 
d��ng RNA c�a EBOV �ã t�ng h�p thành công ph�c v� cho các b��c thi�t l�p quy 
trình ch� t�o kit ch�n �oán EBOV. 

 

 Hình 4. �ánh giá RNA in vitro ZEBOV b�ng k� thu�t one-step RT-PCR  
M. Marker 100 bp (Thermo Scientific); �C(-): M�u ch�ng âm; �C(+): M�u ch�ng d��ng; 

RT-PCR có enzyme RT, RT-PCR không có enzyme RT 

Hi�n nay, có nhi�u l�a ch�n lo�i ch�ng d��ng s� d�ng trong thi�t k� k� thu�t 
xét nghi�m d�a trên acid nucleic. Tuy nhiên, vi�c s� d�ng plasmid - lo�i ���c s� 
d�ng ph� bi�n nh�t, nh� m�t ch�ng d��ng cho RT-PCR và realtime RT-PCR là 
không t�i �u vì DNA không th� ki�m soát ch�t l��ng c�a b��c phiên mã ng��c và 
m�t b�n sao RNA không t��ng �ng v�i m�t b�n sao DNA do quá trình phiên mã 
ng��c ph� thu�c vào nhi�u y�u t� nh� enzyme, hi�u su�t c�a ph�n �ng phiên mã 
[10]. M�t s� tác gi� s� d�ng ch�ng d��ng RNA quy t� hi�u giá PFU (Plaque 
forming unit) c�ng ch�a phù h�p vì PFU ch� s� d�ng có nh�ng virus có ho�t tính t�o 
v�t tan (Plaque). Ngoài ra, trên th�c t� còn có th� có nh�ng ph�n t� không có tính 
gây nhi�m và hi�u giá RNA th��ng cao h�n ít nh�t 1000 l�n so v�i PFU nên không 
th� ki�m soát ���c hi�n t��ng âm tính gi� � nh�ng m�u có m�t l��ng khuôn m�u 
th�p [5, 10]. Chính vì v�y, t�ng h�p in vitro RNA c�a EBOV kh�c ph�c ���c nh�ng 
h�n ch� c�a vi�c s� d�ng RNA tách chi�t tr�c ti�p t� b�nh ph�m hay ch�ng virus, 
nh� không ph�i ti�p xúc th��ng xuyên v�i b�nh ph�m, ch�ng d��ng ��nh l��ng 
���c, hi�u giá cao có th� t�o ra ���c l��ng 150 �g RNA t� 1 �g m�u trong kho�ng 
th�i gian 2 gi�. M�t khác, v�i plasmid t�ng h�p cho phép ch� ��ng thi�t k� các trình 
t� nucleotide theo ��nh h��ng nghiên c�u mà không ph�i ph� thu�c vào m�t trình t� 
nh�t ��nh t� m�t ch�ng virus trên m�u lâm sàng. ��ng th�i, v�t li�u RNA t�ng h�p 
in vitro �ã ���c ch�ng minh có �� �n ��nh, ��ng nh�t, tinh khi�t, không b� nhi�m 
RNA/DNA t� v�t ch� và t� nh�ng tác nhân khác (nh� ��ng nhi�m virus hay vi 
khu�n) nên tránh ���c hi�n t��ng c�nh tranh gi�a các tác nhân.  

830 bp 1000 bp 

  500 bp 
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4. K�T LU�N 

�ã thi�t l�p thành công quy trình t�ng h�p RNA in vitro c�a 5 loài EBOV gây 
b�nh là ZEBOV, SEBOV, BEBOV, TEBOV, REBOV t� các m�u plasmid t�ng h�p 
v�i hi�u su�t cao g�m các b��c: (1) T�o dòng m�u plasmid t�ng h�p trong t� bào E. 
coli; (2) T�ng h�p RNA in vitro s� d�ng TranscriptAid T7 High Yield Transcription 
Kit; (3) �ánh giá s�n ph�m RNA in vitro b�ng �i�n di trên gel agarose 1% và k� 
thu�t one step RT-PCR. 
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SUMMARY  

DEVELOPMENT OF A NOVEL ASSAY FOR IN VITRO SYNTHESIS OF 

THE RNA FRAGMENTS SPECIFYING 5 EBOLA VIRUS SPECIES 

An in vitro transcribed RNA protocol of 5 pathogenic Ebola virus species 

ZEBOV, SEBOV, BEBOV, TEBOV, REBOV using synthesized plasmids was 

established with high efficient and following steps: (1) Cloning synthesized 

plasmids containing NP sequence and 3'UTR region of EBOV in E. coli; (2) 20 �l 

volume in vitro RNA transcription reaction: 5X TranscriptAid Reaction Buffer; 10 

mM dNTPs mix; 0.8 - 1 �g plasmid DNA; 2 �l TranscriptAid Enzyme Mix and 

DEPC-treated water, 37 °C /2 hours, 2 �l DNase I, 37 °C /15 minutes by 

TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit. (3) Evaluation of in vitro 

transcribed RNA by electrophoresis and one-step RT-PCR assay. The in vitro 

transcribed RNA of 5 Ebola virus species with 900-1400 ng/�l concentration and 

from 1.8-2.1 A260/A280 ratio. 

T� khóa: 5 species, Ebola virus, RNA in vitro, synthesized plasmid. 
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