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Đặt vấn đề

HAdV (human adenovirus) là một nhóm các chủng virus 
thuộc chi Mastadenovirus, hiện được chia làm 7 loài, mỗi 
loài được đặt tên bằng 1 chữ cái từ A đến G bao gồm tổng 
cộng gần 90 chủng khác nhau. Các chủng từ 1-51 được phân 
loại dựa vào các phương pháp phân loại bằng huyết thanh 
cổ điển, trong khi các chủng từ 52 trở đi được xác định dựa 
trên các kỹ thuật phân tích trình tự genome và tin sinh học 
tiên tiến hơn [1, 2]. Các chủng HAdVs không có lớp màng 
bảo vệ mà chỉ có vỏ capsid chứa ADN mạch thẳng, sợi đôi 
và dài khoảng 34-36 kb. Chúng gây ra một loạt các bệnh 
tại những bộ phận khác nhau trên cơ thể, trong đó HAdV-3 
(loài B) là một trong những tác nhân gây ra các trận dịch 
đau mắt đỏ ở Việt Nam [3] cũng như trên thế giới [4-7]. Các 
loài HAdV-A, C, D, E, F đều sử dụng thụ thể Coxsackie and 
Adenovirus Receptor (CAR) để nhận biết tế bào vật chủ 
[8-10], tuy nhiên, HAdV-B nói chung và HAdV-3 nói riêng, 
xâm nhiễm vào tế bào nhờ sự tương tác giữa protein fiber 
với thụ thể CD46 của tế bào vật chủ [11-13]. Cấu trúc chung 
của protein fiber các loài HAdV gồm có 3 phần: đầu tương 
tác (fiber knob), trục (fiber shaft) và đuôi (fiber tail). Đầu 
tương tác chính là phần tiếp xúc với tế bào vật chủ để mở 
đầu cho việc xâm nhiễm, những nghiên cứu chuyên sâu về 
trình tự và cấu trúc đầu tương tác của  protein fiber HAdV-
3 là một yêu cầu rất quan trọng để giúp hiểu rõ cơ chế liên 
kết giữa protein này với thụ thể CD46, từ đó tìm ra những 
phương pháp hiệu quả trong phòng ngừa và điều trị bệnh 

đau mắt đỏ. Vì vậy, mục tiêu của nghiên cứu này là giải 
trình tự ADN mã hóa protein fiber của HAdV-3 ở Việt Nam, 
từ đó xác định được những sai khác ở trình tự axit amin của 
protein này so với protein fiber của chủng HAdV-3 ở các nơi 
khác trên thế giới; đồng thời đánh giá được ảnh hưởng của 
những biến đổi này tới khả năng tương tác của protein fiber 
với thụ thể CD46 của tế bào vật chủ và khả năng xâm nhập, 
gây bệnh của virus.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Thu mẫu bệnh phẩm chứa virus

Mẫu nước mắt của bệnh nhân đau mắt đỏ tình nguyện 
tham gia nghiên cứu được thu thập tại Bệnh viện Mắt Trung 
ương và bảo quản ở điều kiện -20oC cho đến khi được sử 
dụng để tách chiết ADN.

Tách chiết ADN virus

ADN của virus HAdV-3 được tách chiết bằng bộ kit 
Viral Gene-Spin Virus RNA/DNA Isolation của Công ty 
iNtRon, Hàn Quốc. Quy trình tách chiết được thực hiện 
theo hướng dẫn của Hãng iNtRON. ADN tách chiết được 
bảo quản ở điều kiện -20oC cho phản ứng PCR. 

Xác định sự có mặt của HAdV-3

Vùng siêu biến số 7 (HVR7) của gen hexon được giải 
trình tự để xác định sự có mặt của HAdV-3, phương pháp đã 
được thực hiện trong một nghiên cứu trước đây [3].
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Thiết kế mồi phản ứng PCR

Để thiết kế cặp mồi đặc hiệu nhân trình tự fiber HAdV-3, 
chúng tôi đã dùng phần mềm ClustalW để so sánh các trình 
tự hệ gen HAdV-3 đã được công bố và tìm ra hai vùng trình 
tự bảo thủ nằm gần kề 2 vùng biên trái và phải của trình 
tự mã hóa protein fiber. Cặp mồi thứ nhất (FF1-FR1) được 
thiết kế trên hai vùng bảo thủ này. Trình tự ADN giải được 
từ hai mồi FF1 và FR1 được sử dụng để thiết kế cặp mồi 
FF2-FR2 nhân đoạn ADN phía trong trình tự fiber để đảm 
bảo độ đặc hiệu cho HAdV-3 ở Việt Nam. Các mồi được 
tổng hợp tại Công ty PHUSA Biochem, Cần Thơ, Việt Nam.

Phản ứng PCR

Chúng tôi sử dụng enzyme Phusion Hot Start II DNA 
Polymerase - Thermo Scientific để thực hiện phản ứng 
khuếch đại ADN. Thành phần phản ứng và chu trình nhiệt 
được thực hiện với các thông tin như trong bảng 1 và 2.

Bảng 1. Thành phần phản ứng PCR.

Hóa chất Nồng độ cuối cùng Thể tích (µl)

Nước de-ion Đủ 50

Buffer GC 1X 10

Mồi mỗi loại 0,3 µM 1,5

dNTPs 200 µM mỗi loại 1

DMSO 3% 1,5

Khuôn 1

Polymerase 0,02 U/µl 0,5

Bảng 2. Chu trình nhiệt phản ứng PCR.

Bước Nhiệt độ (oC) Thời gian (giây) Chu kỳ (lần lặp)

Khởi đầu 98 30 1

Biến tính 98 20 40

Gắn mồi * 10

Kéo dài 72 **

Kết thúc 72 300 1

Bảo quản 20 ∞

Chú thích: *: nhiệt độ gắn mồi cho từng cặp mồi được xác định bằng 
công cụ online của nhà sản xuất; **: thời gian kéo dài được xác định với 
tốc độ tổng hợp của enzyme là 30 giây/kb.

Điện di kết quả PCR

Sau khi PCR, 3 µl mỗi phản ứng được điện di trên gel 
agarose 1% rồi nhuộm bằng ethidium bromide. Các băng sản 
phẩm được quan sát và chụp ảnh bằng hệ thống Alphaimager 
MINI.

Giải trình tự ADN của protein fiber

Sản phẩm PCR đạt tiêu chuẩn về độ sáng và đặc hiệu được 
gửi đi giải trình tự tại Công ty 1stBASE Malaysia bằng hệ thống 
BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit. 

Phân tích trình tự ADN và protein fiber

Trình tự ADN được xử lý bằng phần mềm Bioedit [14] 
để loại bỏ những đoạn trình tự không thuộc phần mã hóa 
protein fiber. Tiếp theo, trình tự ADN được so sánh với trình 
tự tham chiếu HAdV-3 trên cơ sở dữ liệu NCBI (mã trình tự 
NC_011203.1), từ đó tìm ra những sai khác ở mức độ ADN dẫn 
đến biến đổi axit amin. Trình tự ADN được dịch mã thành trình 
tự axit amin sử dụng công cụ Snapgene. 

Phân tích cấu trúc ba chiều của protein fiber

Cấu trúc ba chiều của protein fiber được mô phỏng sử dụng 
phần mềm SWISS-MODEL [15] kết hợp với cơ sở dữ liệu 
protein PDB và trình tự axit amin fiber của HAdV-3 ở Việt 
Nam. Cấu trúc ba chiều sẽ được sử dụng để phân tích những vị 
trí biến đổi có khả năng làm thay đổi tương tác giữa fiber và thụ 
thể CD46 của tế bào vật chủ bằng phần mềm PyMOL.
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Abstract: 

Protein fiber is important for the infection of HAdVs. 
However, in Vietnam, there are no thorough researches 
on mutations on genes or protein structures of either 
HAdVs or HAdV-3 causing conjunctivitis. In this 
research, the authors sequenced the coding sequence of 
fiber protein of HAdV-3 isolated in Vietnam and used 
bioinformatics software to analyse amino acid changes. 
The results exhibited fifteen substitutions in DNA 
sequence, ten of which led to amino acid substitutions. 
Four of ten substitutions in protein fiber sequence 
(Q150E, S207L, H246D, M272T) potentially affected the 
interaction between this protein and CD46 receptor of 
human cells.
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Kết quả và thảo luận

Kết quả thiết kế mồi

Kích thước của đoạn ADN mã hóa cho protein fiber là 960 bp, 
tuy nhiên khoảng cách 2 vùng biên bảo thủ bên trái và bên phải 
đoạn gen này được chúng tôi xác định là khoảng 2818 bp. Dựa vào 
2 vùng bảo thủ này, chúng tôi đã thiết kế được cặp mồi FF1-FR1 
nhân đặc hiệu vùng ADN có kích thước 2818 bp này. Tuy nhiên, 
để giải trình tự toàn bộ vùng gen, chúng tôi thiết kế thêm cặp mồi 
FF2-FR2 nằm ở giữa đoạn 2818 bp với kích thước là 1531 bp. 
Trình tự các cặp mồi được trình bày trong bảng 3.

Bảng 3. Trình tự 2 cặp mồi nhân đoạn ADN mã hóa fiber của 
HAdV-3.

Trình tự (5’-3’)

Mồi FF1 GGGTGGAATTCTCCCAATG

Mồi FR1 TGAAACCCGAGCTTCTATGA

Mồi FF2 CTTCGAGACCTCCTACCCAT

Mồi FR2 TTCGGATTATGATTCCCATCG

Kết quả PCR và điện di

Hình ảnh điện di cho thấy, băng sản phẩm PCR sáng rõ và đặc 
hiệu, không có sản phẩm phụ và đủ điều kiện để thực hiện giải 
trình tự (hình 1).
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Hình ảnh điện di cho thấy, băng sản phẩm PCR sáng rõ và đặc hiệu, không có 
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Chú thích: M: Marker 1 kb, FF1-FR1 và FF2-FR2 là ký hiệu của hai cặp mồi. 

Kết quả giải trình tự gen 

HHình 1. Kết quả PCR hai cặp mồi. 

FF1-FR1 M 

2818bp 3000 bp 
2000 bp 

1531bp 

FF2-FR2 M 

1500 bp 

Hình 1. Kết quả PCR hai cặp mồi.
Chú thích: M: Marker 1 kb, FF1-FR1 và FF2-FR2 là ký hiệu của hai cặp 
mồi.

Kết quả giải trình tự gen

Toàn bộ đoạn ADN mã hóa cho protein fiber của HAdV-3 đã 
được giải trình tự thành công với hình ảnh tín hiệu đạt chất lượng 
tốt (hình 2).
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So sánh và phân tích kết quả trình tự ADN  

Khi so sánh trình tự thu được với trình tự NC_011203.1, kết quả có 15 
nucleotide bị biến đổi, trong đó có 10 biến đổi có nghĩa dẫn đến sự thay thế axit amin. 
Không phát hiện được đột biến thêm/mất nucleotide gây dịch khung (bảng 4). 

Bảng 4. Sự biến đổi ADN dẫn đến sự biến đổi axit amin.

STT Vị trí Nucleotide Axit amin biến đổi NC_011203.1 Việt Nam 
1 31432 G A S22N 
2 31435 C T S23L 
3 31706 A G - 
4 31751 G C - 
5 31815 C G Q150E 
6 31904 C T - 
7 31947 C T - 
8 31987 C T S207L 
9 32010 G C E215Q 
10 32031 G A A222T 
11 32034 G C D223H 
12 32103 C G H246D 
13 32153 T C M272T 
14 32182 T C - 
15 32314 G C R316T 

Chú thích: Ký hiệu “-” thể hiện axit amin không bị biến đổi. 

Phân tích cấu trúc protein 

Sử dụng phần mềm SWISS-MODEL, chúng tôi đã mô phỏng cấu trúc ba chiều 
của đầu tương tác fiber HAdV-3 ở Việt Nam với thụ thể của tế bào vật chủ, dựa trên 
mã truy cập trong cơ sở dữ liệu PDB là 1H7Z [16]. Sự tương đồng của trình tự cấu 
trúc protein 1H7Z với trình tự đầu tương tác của protein fiber HAdV-3 ở Việt Nam 
(191 axit amin) là 95,36%. Cấu trúc 3D của 1H7Z được thể hiện bằng phần mềm 
PyMOL cho thấy đầu tương tác của fiber HAdV-3 tồn tại ở dạng trimer gồm 3 tiểu 
phần giống nhau; cấu trúc này gần như trùng khớp với đầu tương tác của protein fiber 
HAdV-11 (2O39) [17] và HAdV-21 (3L89) [18] cho dù trình tự axit amin của chúng 
rất khác nhau (hình 3). Do đó, cấu trúc mô phỏng ba chiều của đầu tương tác fiber 

Hình 2. Tín hiệu 60 nucleotide đầu tiên đoạn ADN mã hóa protein fiber. Hình 2. Tín hiệu 60 nucleotide đầu tiên đoạn ADN mã hóa 
protein fiber.
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Chú thích: Ký hiệu “-” thể hiện axit amin không bị biến đổi.
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PDB là 1H7Z [16]. Sự tương đồng của trình tự cấu trúc protein 
1H7Z với trình tự đầu tương tác của protein fiber HAdV-3 ở Việt 
Nam (191 axit amin) là 95,36%. Cấu trúc 3D của 1H7Z được thể 
hiện bằng phần mềm PyMOL cho thấy đầu tương tác của fiber 
HAdV-3 tồn tại ở dạng trimer gồm 3 tiểu phần giống nhau; cấu trúc 
này gần như trùng khớp với đầu tương tác của protein fiber HAdV-
11 (2O39) [17] và HAdV-21 (3L89) [18] cho dù trình tự axit amin 
của chúng rất khác nhau (hình 3). Do đó, cấu trúc mô phỏng ba 
chiều của đầu tương tác fiber HAdV-3 ở Việt Nam dựa trên 1H7Z 
được dùng để đại diện cho liên kết của protein fiber với thụ thể 
CD46 của người. Trong số 10 axit amin bị biến đổi có 4 axit amin 
nằm ở đầu tương tác của fiber, có khả năng tương tác với SCR1 
và SCR2 của CD46 là Q150E, S207L, H246D và M272T (hình 
4); bốn biến đổi E215Q, A222T, D223H, R316T cũng nằm ở đầu 
tương tác của fiber nhưng ở vị trí không tương tác trực tiếp với thụ 
thể CD46 và hai biến đổi S22N, S23L nằm ở trục của protein fiber. 
Những tính chất cơ bản của các biến đổi Q150E, S207L, H246D 
và M272T có thể ảnh hưởng tới sự tương tác giữa đầu tương tác 
fiber của HAdV-3 và hai vùng SCR1, SCR2 của thụ thể CD46 
được thể hiện ở bảng 5.
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Bảng 5. Chỉ số H và giá trị pK các axit amin bị biến đổi.

Vị trí 
biến đổi

Axit amin 
ban đầu

Chỉ số 
H*

Giá trị 
pK** Axit amin thay đổi Chỉ 

số H
Giá trị 
pK

Q150E Q (Glutamine) -3,5 7,0 E (Glutamic acid) -3,5 4,2

S207L S (Serine) -0,8 7,0 L (Leucine) 3,8 7,0

H246D H (Histidine) -3,2 6,0 D (Aspartic acid) -3,5 3,9

M272T M (Methionine) 1,9 7,0 T (Threonine) -0,7 7,0

Chú thích: * Chỉ số H xác định bởi J. Kyte [19], thể hiện mức độ ưa-kị 
nước của axit amin; ** Giá trị pK xác định bởi C. Pommie [20], thể hiện 
mức độ phân cực (axit-bazơ) của axit amin.

Đột biến Q150E sẽ làm thay đổi sự tích điện tại vị trí 150 vì Q 
và E đều là axit amin ưu nước như nhau nhưng E có tính axit và 
tích điện âm, còn Q là trung tính. Đột biến S207L sẽ làm tăng tính 
kỵ nước vì L kỵ nước hơn rất nhiều so với S. Đột biến H246D sẽ 
làm thay đổi sự tích điện và cấu trúc không gian do cấu hình của 
D khác biệt rất lớn so với H và D có tính axit mạnh hơn. Đột biến 
M272T sẽ làm cho vị trí này thay đổi tính kỵ nước do M kỵ nước, 
còn T ưa nước.

Dựa vào những khác biệt về tính chất axit amin, bốn biến đổi 
Q150E, S207L, H246D và M272T có khả năng cao đã làm thay 
đổi sự liên kết giữa đầu tương tác fiber của HAdV-3 ở Việt Nam 
với thụ thể CD46. Sáu biến đổi còn lại tuy không nằm ở vị trí 
tương tác nhưng cũng có nguy cơ làm thay đổi cấu trúc liên kết 
giữa ba tiểu phần của protein fiber. Kết quả này chỉ ra rằng, khả 
năng tương tác của HAdV-3 ở Việt Nam với tế bào vật chủ sẽ có 
những thay đổi so với các chủng HAdV-3 trên thế giới. Sự thay 
đổi về khả năng tương tác này sẽ dẫn tới sự biến đổi về khả năng 
lây nhiễm và lây lan của chủng HAdV-3 trong các bệnh nhân bị 
nhiễm virus. 

Kết luận 

Chúng tôi đã phát hiện được 15 đột biến nucleotide trên trình 
tự mã hóa protein fiber HAdV-3 ở Việt Nam, trong đó có 10 đột 
biến dẫn đến biến đổi 10 axit amin của protein này. Dựa trên những 
tính chất bị thay đổi của các axit amin cho thấy, 4 axit amin bị thay 

thế có nguy cơ cao làm thay đổi liên kết của đầu tương tác của 
protein fiber với thụ thể CD46 của tế bào vật chủ. Sáu axit amin 
thay thế khác cũng có khả năng làm thay đổi cấu trúc trục và đầu 
fiber nhưng ở mức độ thấp hơn. 
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HAdV-3 ở Việt Nam dựa trên 1H7Z được dùng để đại diện cho liên kết của protein 
fiber với thụ thể CD46 của người. Trong số 10 axit amin bị biến đổi có 4 axit amin 
nằm ở đầu tương tác của fiber, có khả năng tương tác với SCR1 và SCR2 của CD46 là 
Q150E, S207L, H246D và M272T (hình 4); bốn biến đổi E215Q, A222T, D223H, 
R316T cũng nằm ở đầu tương tác của fiber nhưng ở vị trí không tương tác trực tiếp với 
thụ thể CD46 và hai biến đổi S22N, S23L nằm ở trục của protein fiber. Những tính 
chất cơ bản của các biến đổi Q150E, S207L, H246D và M272T có thể ảnh hưởng tới 
sự tương tác giữa đầu tương tác fiber của HAdV-3 và hai vùng SCR1, SCR2 của thụ 
thể CD46 được thể hiện ở bảng 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bảng 5. Chỉ số H và giá trị pK các axit amin bị biến đổi. 

Vị trí 
biến đổi Axit amin ban đầu Chỉ số 

H* 
Giá trị 
pK** Axit amin thay đổi Chỉ số 

H 
Giá trị 
pK 

Q150E Q (Glutamine) -3,5 7,0 E (Glutamic acid) -3,5 4,2 
S207L S (Serine) -0,8 7,0 L (Leucine) 3,8 7,0 
H246D H (Histidine) -3,2 6,0 D (Aspartic acid) -3,5 3,9 
M272T M (Methionine) 1,9 7,0 T (Threonine) -0,7 7,0 

Chú thích: * Chỉ số H xác định bởi J. Kyte [19], thể hiện mức độ ưa-kị nước của axit amin; ** Giá trị 
pK xác định bởi C. Pommie´ [20], thể hiện mức độ phân cực (axit-bazơ) của axit amin. 

Đột biến Q150E sẽ làm thay đổi sự tích điện tại vị trí 150 vì Q và E đều là axit 
amin ưu nước như nhau nhưng E có tính axit và tích điện âm, còn Q là trung tính. Đột 
biến S207L sẽ làm tăng tính kỵ nước vì L kỵ nước hơn rất nhiều so với S. Đột biến 
H246D sẽ làm thay đổi sự tích điện và cấu trúc không gian do cấu hình của D khác 

Hình 3. So sánh theo phương pháp xếp 
chồng cấu trúc ba chiều của đầu tương tác 
fiber HAdV-3 (1H7Z-màu đỏ), fiber 
HAdV-11 (2O39-màu xanh lục) và fiber 
HAdV-21 (3L89-màu xanh biển). 

Hình 4. Cấu trúc đầu tương tác của fiber 
HAdV-3 ở Việt Nam và một số axit amin bị 
biến đổi. Bốn axit amin bị biến đổi ở đầu tương 
tác được thể hiện ở dạng tinh thể (đỏ: Q150E, 
xanh lá: S207L, xanh lục: H246D, vàng: 
M272T). Những biến đổi còn lại không được thể 
hiện. 
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Hình 3. So sánh theo phương 
pháp xếp chồng cấu trúc ba 
chiều của đầu tương tác fiber 
HAdV-3 (1H7Z-màu đỏ), 
fiber HAdV-11 (2O39-màu 
xanh lục) và fiber HAdV-21 
(3L89-màu xanh biển).

Hình 4. Cấu trúc đầu tương tác 
của fiber HAdV-3 ở Việt Nam 
và một số axit amin bị biến đổi. 
Bốn axit amin bị biến đổi ở đầu 
tương tác được thể hiện ở dạng 
tinh thể (đỏ: Q150E, xanh 
lá: S207L, xanh lục: H246D, 
vàng: M272T). Những biến đổi 
còn lại không được thể hiện.


