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Ñaët vaán ñeà
Hoäi chöùng roái loaïn sinh saûn vaø hoâ haáp ôû lôïn 

(porcine reproductive and respiratory syndrome - 
PRRS) hay coøn ñöôïc goïi vôùi teân phoå bieán laø “Beänh 
lôïn tai xanh” laø moät beänh gaây thieät haïi nghieâm troïng 
cho ngaønh chaên nuoâi lôïn treân theá giôùi. ÔÛ Vieät Nam, 
töø thaùng 3.2007, beänh baét ñaàu gaây dòch taïi nhieàu 
ñòa phöông, laøm toån thaát lôùn veà kinh teá cho ngöôøi 
chaên nuoâi. Ñaëc bieät naêm 2010, dòch ñaõ xuaát hieän 
taïi 1.978 xaõ, phöôøng thuoäc 286 quaän, huyeän cuûa 49 
tænh, thaønh phoá. Toång soá lôïn maéc beänh laø 812.947 
con, soá lôïn cheát vaø buoäc phaûi tieâu huûy laø 442.699 
con (Ñaëng Vaên Kyø, 2012).

Beänh gaây ra bôûi porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus (PRRSV). Veà maët phaân 
loaïi, PRRSV thuoäc chi Arterivirus, hoï Arteriviridae, boä 
Nidovirales (Cavanagh D Nidovirales vaø cs, 1997). 
Coù hai nguyeân maãu bieán theå cuûa PRRSV: type I bieán 
theå chaâu AÂu laø lelystad virus (LV) vaø type II bieán theå 
Baéc Myõ laø VR-2332. Caùc chuûng Baéc Myõ vaø chaâu AÂu 
cuûa PRRSV gaây ra caùc hoäi chöùng laâm saøng töông 
töï nhau, nhöng chuùng coù hai kieåu gen rieâng bieät sai 
khaùc nhau xaáp xæ 40% (Thiel H.J vaø cs, 1993). Veà 

maët di truyeàn, heä gen virus gaây beänh tai xanh ôû lôïn 
laø loaïi virus nhoû coù heä gen laø ARN sôïi döông coù 
kích thöôùc khoaûng 15 Kbp. ARN virus coù voû boïc vaø 
chöùa ít nhaát 9 khung ñoïc môû (ppen reading frames 
- ORF). Naèm ngay ôû vuøng khoâng phieân maõ ôû ñaàu 5’ 
laø ORF1a vaø ORF1b maõ hoùa cho caùc protein phi caáu 
truùc tham gia vaøo quaù trình phieân maõ vaø sao cheùp 
cuûa virus, tieáp theo ORF2a, ORF2b vaø caùc khung 
ñoïc môû töø ORF3 ñeán ORF7 maõ hoùa cho caùc protein 
caáu truùc cuûa virus (Kim H.K vaø cs, 2009; Kim S.H 
vaø cs, 2010). 

Khung ñoïc môû ORF5 maõ hoùa cho moät phaân töû 
protein maøng khoâng bò ñöôøng hoùa coù troïng löôïng 
17 kD hoaëc moät phaân töû protein ñöôøng hoùa troïng 
löôïng 25 kD (Mardassi H vaø cs, 1995). Hôn theá nöõa, 
vuøng ORF5 cuûa PRRSV laø vuøng gaây ñaùp öùng mieãn 
dòch chuû ñaïo bôûi noù lieân quan tôùi vieäc hình thaønh 
nhöõng khaùng theå trung hoøa. Treân thöïc teá ôû PRRSV 
type II khung ñoïc ORF5 coù chöùa 3 vò trí epitope cuûa 
teá baøo B vaø 2 vò trí epitope cuûa teá baøo T. Noùi caùch 
khaùc, ñaây laø vuøng di truyeàn quyeát ñònh chuû yeáu ñeán 
ñoäc löïc cuûa virus khi xaâm nhaäp vaøo cô theå vaät chuû 
(Mardassi H vaø cs, 1995; Kim H.K vaø cs, 2009).

Xaùc ñònh vaø phaân nhoùm caùc chuûng virus gaây hoäi chöùng 
roái loaïn sinh saûn vaø hoâ haáp ôû lôïn phaân laäp taïi Vieät Nam 

Trong nghieân cöùu naøy, 24 maãu virus gaây hoäi chöùng roái loaïn sinh saûn vaø hoâ haáp ôû lôïn (PRRSV) phaân 
laäp töø 16 tænh ôû Vieät Nam naêm 2013 ñöôïc ñieàu tra vaø moái quan heä phaùt sinh loaøi cuûa nhöõng virus 
naøy ñöôïc xaây döïng döïa treân trình töï axit amin cuûa hai gen ORF5 vaø Nsp2. Keát quaû giaûi trình töï caùc 
gen treân cho thaáy coù söï bieán ñoåi lôùn khi so saùnh vôùi trình töï treân chuûng 07/QN (Genbank code: 
FJ394029.1) phaân laäp ôû tænh Quaûng Nam. Möùc ñoä töông ñoàng caùc trình töï axit amin ñöôïc maõ hoùa töø 
trình töï nucleotide neâu treân giöõa 24 maãu virus phaân laäp vôùi chuûng 07/QN cuõng ñöôïc phaân tích vaø ñaõ 
phaùt hieän 19 vò trí thay ñoåi treân gen ORF5 vaø 66 vò trí thay ñoåi treân gen Nsp2. Ñaëc bieät, 3 maãu phaân 
laäp VN/QT-2013, VN/NA-2013, VN/ND-2013 ñöôïc phaùt hieän maát ñi 3 axit amin lieân tieáp taïi caùc vò trí 
869, 870 vaø 871. Phaân tích moái quan heä phaùt sinh loaøi ñaõ chæ ra taát caû caùc maãu phaân laäp ñöôïc ñeàu 
thuoäc nhoùm II (bieán theå Baéc Myõ) vaø chuùng coù ñoä töông ñoàng raát cao vôùi caùc chuûng PRRSV phaân laäp 
taïi Trung Quoác.

Töø khoùa: gen ORF5 vaø Nsp2, giaûi trình töï, PRRSV, RT-PCR, virus.
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Gen Nsp2 laø gen maõ hoùa cho 1 protein phi caáu 
truùc (non structural protein 2) tham gia vaøo quaù trình 
phieân maõ vaø sao cheùp cuûa PRRSV. Gen Nsp2 naèm 
ôû vò trí khung ñoïc môû ORF1a. Tian K vaø cs (2007) 
ñaõ phaân tích trình töï gen Nsp2 cuûa chuûng virus gaây 
dòch ôû Trung Quoác naêm 2006 phaùt hieän söï thieáu huït 
30 axit amin so vôùi caùc chuûng phaùt hieän tröôùc ñoù vaø 
chuûng môùi phaùt hieän naøy coù ñoäc löïc cao hôn haún 
caùc chuûng coå ñieån.

Hieåu bieát veà söï ña daïng vaø tieán hoùa cuûa PRRSV 
seõ ñem laïi hieäu quaû cao trong quaù trình nghieân cöùu 
vaccine ñieàu trò beänh gaây ra bôûi virus naøy. Do vaäy, 
chuùng toâi ñaët muïc tieâu giaûi trình töï 2 vuøng gen quan 
troïng ORF5 vaø Nsp2 töø caùc maãu PRRSV phaân laäp 

taïi Vieät Nam naêm 2013 nhaèm ñaùnh giaù söï bieán ñoåi 
caùc nucleotide, töø ñoù phaân nhoùm caùc virus vaø ñaùnh 
giaù moái quan heä giöõa caùc maãu phaân laäp naøy.

Ñoái töôïng vaø phöông phaùp nghieân cöùu
Ñoái töôïng nghieân cöùu
Ñoái töôïng nghieân cöùu laø caùc maãu PRRSV ñöôïc 

phaân laäp töø caùc maãu beänh phaåm thu thaäp töø caùc oå 
dòch ôû caùc vuøng cuûa Vieät Nam.

Phöông phaùp nghieân cöùu
Phöông phaùp taùch chieát RNA virus töø caùc maãu 

beänh phaåm thu ñöôïc: maãu beänh phaåm laø moâ phoåi 
sau khi thu ñöôïc bao goùi caån thaän, ñöa vaøo dung 
dòch RNA-later vaø baûo quaûn maùt ôû 2÷8oC, sau ñoù 
ñöôïc chuyeån ngay veà phoøng thí nghieäm. Taïi ñaây, 
maãu ñöôïc baûo quaûn ôû nhieät ñoä -70oC tröôùc khi tieán 
haønh taùch chieát RNA toång soá.

Tieán haønh taùch chieát RNA: khoaûng 3 mg maãu 
phoåi, caét nhoû roài nghieàn trong coái chaøy söù voâ truøng 
trong dung dòch nitô loûng. Hoøa maãu vôùi 3 ml dung 
dòch PBS (pH = 7,4) thaønh huyeãn dòch 10% roài ly 
taâm 2000 g trong 15 phuùt. Huùt laáy dòch nöôùc trong 
ôû phía treân xöû lyù vôùi khaùng sinh penicillin (200 UI/
ml) vaø Streptomycin (200 µg/ml), hoaëc coù theå loïc voâ 
truøng qua maøng loïc coù kích thöôùc loã loïc 0,45 µm. 
Sau ñoù söû duïng boä kit Rneasy mini Kit cuûa Qiagen 
ñeå taùch chieát RNA.

Phöông phaùp chaïy RT-PCR:  theo kit superScript III 
first - strand synthesis system cuûa haõng Invitrogen.

Phöông phaùp PCR: chaïy theo protocol Hot Start 
Taq DNA Polymerase cuûa Fermentas: trình töï caëp 
moài nhaân leân ñoaïn gen Nsp2 nhö sau: Nsp2- F: 5’-
AAA GAC CAG ATG GAG GAG GA-3’, Nsp2-R: 
5’-GAG CTG AGT ATT TTG GGC GTG-3; trình töï 
caëp moài nhaân leân toaøn boä khung ñoïc gen ORF5 nhö 
sau: ORF5-F: 5’-ATG TTG GGG AAG TGC TTG 
ACC-3’, ORF5-R: 5’-CTA GAG ACG ACC CCA 
TTG TTC CGC-3’.

Phöông phaùp ñieän di: ñieän di treân gel agarose 
1,5%.

Phöông phaùp tinh saïch ADN töø gel: tinh saïch theo 
kit Free UV Gel Extraction cuûa haõng Invitrogen.

Giaûi trình töï gen: tieán haønh giaûi trình töï treân maùy 
ABI-3130, kit söû duïng cho phaûn öùng Terminator V 
3.1 Cycle Sequencung Kit cuûa haõng ABI, kit laøm saïch 
sau phaûn öùng BigDye® XTerminator™ ‑ Purification  
Kit cuûa haõng ABI.

Phöông phaùp xöû lyù soá lieäu: baèng phaàn meàm 
Bioedit version 7.0.5.3 vaø MEGA 5.1.

PHYLOGENETIC RELATIONSHIP OF 
THE PORCINE REPRODUCTIVE AND 
RESPIRATORY SYNDROME VIRUSES 

(PRRSV) ISOLATED IN VIETNAM
                                 

Summary

In this study, 24 porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus (PRRSV) samples 
isolated from 16 provinces in Vietnam in 
2013 were investigated, and the phylogenetic 
relationship of these viruses was constructed 
based on the amino acid sequences of ORF5 
and Nsp2 genes. The sequencing results 
of these genes indicated the high variation 
compared to the sequence of 07/QN strain 
(Genbank code: FJ394029.1) isolated in 
Quang Nam province. The identity of amino 
acid sequences deducted from the nucleotide 
sequences between the 24 isolates and 07/
QN strain was also analysed; 19 variations in 
ORF5 gene and 66 variations in Nsp2 gene 
were found. Especially, three isolates VN/
QT-2013, VN/NA-2013, and VN/ND-2013 were 
found to possess three-continuous amino 
acid deletions (869-871) within Nsp2 gene. 
Phylogenetic analyses based on the ORF5 
and Nsp2 amino acids indicated that all these 
isolates were grouped into PRRSV type II 
(North American genotype) and they were 
highly similar to PRRSV strains isolated in 
China.

Keywords: ORF5 and Nsp2 genes, PRRSV, RT-
PCR, sequencing, virus.

Classification number 4.3
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Keát quaû vaø thaûo luaän
Keát quaû nhaân PCR hai ñoaïn gen Nsp2 vaø ORF5
Ñaõ taùch ñöôïc 24 maãu mRNA töø 24 maãu beänh 

phaåm vaø toång hôïp thaønh coâng 24 maãu cDNA treân 
maùy realtime PCR. Tieán haønh phaûn öùng PCR töø 24 
maãu cDNA nhaân leân 2 gen Nsp2 vaø ORF5 (söû duïng 
2 caëp moài nghieân cöùu). Keát quaû kieåm tra treân ñieän 
di ñoà cho thaáy hai gen Nsp2 vaø ORF5 ñaõ ñöôïc nhaân 
leân thaønh coâng coù kích thöôùc töông öùng laø 666 bp 
vaø 603 bp, phuø hôïp vôùi kích thöôùc lyù thuyeát (hình 1). 
Marker söû duïng laø 1 kb DNA ladder.

Saûn phaåm PCR sau ñoù ñöôïc tieán haønh tinh saïch 
baèng kit Purelink™ PCR Purification Kit cuûa haõng 
Invitrogen. Keát quaû cho thaáy, saûn phaåm PCR ñöôïc 
thu hoài sau tinh saïch coù haøm löôïng ñuû cho caùc 
nghieân cöùu tieáp theo.

Phaân tích trình töï vaø so saùnh söï sai khaùc trình 
töï gen ORF5

Saûn phaåm PCR gen ORF5 sau khi tinh saïch 
ñöôïc giaûi trình töï 2 chieàu, söû duïng maùy giaûi trình töï 
ABI 3130, sau ñoù chuùng toâi ñaõ tieán haønh so saùnh 
(blast) treân ngaân haøng gen (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) vaø keát quaû xaùc ñònh trình töï thu ñöôïc 
töông ñoàng vôùi trình töï ORF5 coâng boá. Baèng phaàn 
meàm Bioedit, chuùng toâi ñaõ so saùnh vaø chæ ra moät soá 
maãu coù ñoä töông ñoàng hoaøn toaøn vôùi nhau veà trình 
töï gen, cuï theå laø: caùc maãu VN/HB1-2013, VN/HN-
2013, VN/HB2-2013, VN/ND-2013 vaø VN/PT2-2013 
töông ñoàng; caùc maãu VN/YB2-2013, VN/YB3-2013, 
VN/YB4-2013 töông ñoàng; caùc maãu VN/DB1-2013, 
VN/DB2-2013 vaø VN/BN-2013 töông ñoàng.

Trình töï gen ORF5 cuûa caùc maãu sau ñoù ñöôïc so 
saùnh vôùi trình töï cuûa chuûng 07/QN (Genbank code: 
FJ394029.1) laø chuûng PRRSV thu ñöôïc ôû Quaûng 
Nam, Vieät Nam naêm 2007 (Youjun Feng vaø cs, 

2008). Töø keát quaû ta thaáy, coù toång soá 167 vò trí sai 
khaùc treân chuoãi trình töï 603 nucleotide gen ORF5 
(tyû leä 27,7%). Ñieàu naøy cho thaáy gen ORF5 coù khaû 
naêng ñoät bieán cao.

Khi so saùnh trình töï axit amin gen ORF5 cuûa caùc 
maãu thu ñöôïc vaø chuûng 07/QN, ta thaáy coù 19 vò trí  
axit amin bò bieán ñoåi treân toaøn boä chuoãi polypeptide 
201 axit amin cuûa gen ORF5 (hình 2). Nhö vaäy, so 
vôùi 167 vò trí sai khaùc nucleotide thì coù raát nhieàu vò 
trí ñoät bieán caâm, khoâng aûnh höôûng ñeán trình töï chuoãi 
polypeptide gen ORF5. Beân caïnh ñoù, trong caùc maãu 
thu ñöôïc ta thaáy maãu VN/YB1-2013 laø maãu coù nhieàu 
vò trí axit amin sai khaùc nhaát (13 vò trí) vaø maãu VN/
HD-2013 laø maãu coù ít sai khaùc nhaát (2 vò trí).

Phaân tích trình töï vaø so saùnh söï sai khaùc trình 
töï gen Nsp2

Sau khi giaûi trình töï gen Nsp2 vaø so saùnh (blast) 
caùc maãu giaûi trình töï treân ngaân haøng gen (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), chuùng toâi thaáy keát 
quaû xaùc ñònh trình töï coù ñoä töông ñoàng cao vôùi trình 
töï gen Nsp2 cuûa PRRSV coâng boá. Khi phaân tích 
möùc ñoä töông ñoàng giöõa caùc maãu thu ñöôïc, söû duïng 
phaàn meàm Bioedit, chuùng toâi thu ñöôïc keát quaû moät 
soá maãu coù trình töï töông ñoàng hoaøn toaøn: maãu VN/
HB1-2013, VN/HN-2013, VN/HB2-2013 töông ñoàng; 
maãu VN/YB2-2013, VN/YB4-2013 töông ñoàng.

ORF5 Nsp2 

 

 
Hình 1: keát quaû ñieän di saûn phaåm PCR hai gen Nsp2 vaø ORF5 

treân gel agarose

Hình 2: so saùnh söï sai khaùc trình töï axit amin gen ORF5 
cuûa caùc maãu thu ñöôïc vôùi chuûng 07/QN (phaàn meàm Bioedit)
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So saùnh trình töï caùc maãu vôùi chuûng so saùnh laø 
07/QN (Genbank code: FJ394029.1), keát quaû thu 
ñöôïc cho thaáy coù 127 vò trí sai khaùc nucleotide ôû 
caùc maãu thu ñöôïc vaø chuûng 07/QN. Ñaëc bieät, trong 
3 maãu VN/QT-2013, VN/NA-2013 vaø VN/ND-2013 
coù söï thieáu huït 9 nucleotide ôû vò trí 296-305 so vôùi 
caùc maãu khaùc vaø chuûng 07/QN ñoái chöùng.

Tieán haønh so saùnh trình töï axit amin gen Nsp2 
cuûa caùc maãu thu ñöôïc vaø chuûng 07/QN ta thaáy xuaát 
hieän 66 vò trí axit amin bò bieán ñoåi (hình 3). Nhö vaäy, 
so vôùi 127 vò trí sai khaùc nucleotide thì coù nhieàu 
vò trí ñoät bieán caâm, khoâng aûnh höôûng ñeán trình töï 
chuoãi polypeptide gen Nsp2. Trong caùc maãu thì 
maãu VN/BD2-2013 laø maãu coù nhieàu vò trí axit amin 
sai khaùc nhaát (20 vò trí) vaø maãu VN/HD-2013 laø maãu 
coù ít vi trí sai khaùc nhaát (2 vò trí). ÔÛ moät soá vò trí axit 
amin haàu heát caùc maãu ñeàu coù sai khaùc vôùi chuûng 
07QN nhö R793W, A811T, S814P, D833G, L877P, 
V887M, F892R, P896L, V928A, K935E, L942S, 
A955V, M974V. Ñaëc bieät, 3 maãu VN/QT-2013, VN/
NA-2013, VN/ND-2013 bò maát 3 axit amin ôû vò trí 
869, 870 vaø 871.

Xaùc ñònh quan heä di truyeàn vaø phaân nhoùm caùc 
maãu virus nghieân cöùu

Tieán haønh döïng caây quan heä phaùt sinh (neighbor 
- joining) cuûa caùc chuûng ñaõ phaân laäp vôùi döõ lieäu trình 
töï axit amin hai gen ORF5 vaø Nsp2 cuûa PRRSV 
treân NCBI baèng phaàn meàm MEGA 5.1, chuùng toâi 
phaùt hieän thaáy caùc chuûng virus phaân laäp ôû Vieät Nam 

naêm 2013 ñeàu thuoäc type II vaø coù khoaûng caùch di 
truyeàn gaàn vôùi caùc chuûng thu ñöôïc ôû Trung Quoác 
nhö JX 2012, JXwn06 (hình 4). Döïa vaøo quan heä 
di truyeàn cuûa caùc maãu thu ñöôïc, ta coù theå chia caùc 
maãu thaønh caùc nhoùm, keát quaû ñöôïc trình baøy trong 
baûng 1.

Hình 3: so saùnh söï sai khaùc trình töï axit amin gen Nsp2 
giöõa caùc maãu thu ñöôïc vaø chuûng 07/QN (phaàn meàm Bioedit)

Baûng 1: phaân nhoùm caùc maãu virus phaân laäp ñöôïc döïa vaøo 
moái quan heä di truyeàn

Hình 4: caây quan heä phaùt sinh caùc maãu PRRSV döïa treân trình töï 
axit amin 2 gen ORF5 vaø Nsp2 (phaàn meàm MEGA 5.1, 

phöông phaùp neighbor - joining, Bootstrap 1000, maximum 
composite likelihood)

STT Nhoùm Maãu

1 Like - JX2012 VN/HT-2013

2 VN - Group 1

VN/PT2-2013, VN/HB1-2013, VN/
HN-2013, VN/HB2-2013, VN/ND-
2013, VN/HP-2013, VN/TQ-2013, 
VN/NA-2013, VN/QT-2013

3 VN - Group 2
VN/PT1-2013, VN/QN-2013, VN/BN-
2013, VN/BD1-2013, VN/DB1-2013, 
VN/DB2-2013

4 VN - Group 3 VN/BD2-2013, VN/YB2-2013, VN/
YB3-2013, VN/YB4-2013

5 Like - JXw2006 VN/HY-2013, VN/NB-20013, VN/
YB1-2013, VN/HD-2013
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 VN/YB4-2013
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 CH-1a
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 Ingelvac ATP

 NVSL 97-7895

 P129

 SP 2000

 PA8 2000

 PL97-1 LP1 2004

 01NP1.2 2004

 pMLV 2008

 VN/HY-2013
 VN/NB-2013
 JXwn06
 VN/YB1-2013
 VN/HD-2013

Like JXwn06

 07QN 2007

TYPE II

 SD01-08

 HKEU16

 01CB1

 EuroPRRSV

 LV4.2.1

TYPE I

99

86

71

60

56

62

54

53

50
80

49

49

47
95

82

45

99

99

93

41

41

79

57

3 3

41

100

27

43

52

21
21

72

47

76

64

53

18

21

14
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Keát luaän vaø kieán nghò
Keát luaän

Hai ñoaïn gen ORF5 vaø Nsp2 phaân tích coù tính 
ña hình cao. So vôùi chuûng 07/QN (Genbank code: 
FJ394029.1) phaân laäp taïi tænh Quaûng Nam naêm 
2007, trình töï axit amin caùc gen ORF5 vaø Nsp2 cuûa 
caùc maãu phaân tích coù nhieàu bieán ñoåi, cuï theå laø trong 
trình töï axit amin gen ORF5 vaø Nsp2 xuaát hieän töông 
öùng 19 vaø 66 vò trí sai khaùc. Ñaëc bieät, 3 maãu VN/QT-
2013, VN/NA-2013, VN/ND-2013 bò maát 3 axit amin 
ôû vò trí 869, 870 vaø 871 treân gen Nsp2. Keát quaû naøy 
laø cô sôû cho nhöõng ñaùnh giaù veà söï bieán chuûng cuûa 
PRRSV ôû Vieät Nam sau naøy.

Taát caû caùc chuûng PRRSV phaân tích ñeàu thuoäc 
type II (chuûng Baéc Myõ) vaø coù quan heä di truyeàn gaàn 
vôùi caùc chuûng PRRSV töø Trung Quoác vaø chuûng 07/
QN phaân laäp ôû Quaûng Nam/Vieät Nam naêm 2007.

Kieán nghò 

- PRRSV coù khaû naêng bieán ñoåi cao, vì vaäy caàn 
theo doõi lieân tuïc nhaèm ñaùnh giaù kòp thôøi caùc bieán ñoåi 
cuûa virus ñeå coù caùc bieän phaùp ñoái phoù kòp thôøi vaø 
hieäu quaû.

- Döïa vaøo keát quaû nghieân cöùu thaáy raèng, chuûng 
virus gaây beänh ôû Vieät Nam coù quan heä di truyeàn 
gaàn guõi vôùi caùc chuûng cuûa Trung Quoác, do ñoù söû 
duïng vacxin saûn xuaát töø Trung Quoác seõ coù hieäu 
quaû toát hôn.
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