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TÓM TẮT: Virus thối đen mũ chúa (Black Queen cell virus-BQCV) là virus gây bệnh và giết chết 
ấu trùng ong chúa cũng như các ấu trùng ong thợ, làm giảm số lượng và chất lượng đàn ong, gây 
tổn thất lớn cho ngành nuôi ong. Trong nghiên cứu này, nhằm xác định nguồn gốc của BQCV hiện 
đang tồn tại và gây bệnh cho các đàn ong mật ở Việt Nam, chúng tôi sử dụng phương pháp RT-
PCR với cặp mồi đặc hiệu gen mã hóa helicase. Nghiên cứu được tiến hành với virus gây bệnh trên 
3 đàn ong nội (Apis cerana) được thu thập ở Hưng Yên, Bắc Giang và Tiền Giang; và ba đàn ong 
ngoại (Apis mellifera) thu thập ở Điện Biên, Đồng Nai và Bình Phước. Sản phẩm PCR gen mã hóa 
helicase được tách dòng, giải trình tự và phân tích bằng phần mềm MEGA 6.1. Kết quả phân tích 
cho thấy, trình tự nucleotide gen helicase giữa các chủng BQCV phân lập ở Việt Nam có độ tương 
đồng rất cao (97-100%). Điều này gợi ý rằng các chủng BQCV hiện nay ở Việt Nam có cùng 
nguồn gốc. Tuy nhiên, chúng có độ tương đồng thấp, dao động từ 88-93%, so với trình tự gen 
helicase của BQCV phân lập từ Ba Lan, Hungary, Áo và Hàn Quốc. Phân tích tiếp bằng cây phát 
sinh chủng loại chúng tôi nhận thấy, các chủng BQCV của Việt Nam nằm cùng nhánh với các 
chủng BQCV từ Ba Lan, Hungary và Áo, trong khi đó, các chủng BQCV từ Hàn Quốc lập thành 
một nhánh riêng biệt. Nghiên cứu của chúng tôi chỉ ra rằng, các chủng BQCV hiện nay ở Việt Nam 
có thể có nguồn gốc từ các nước châu Âu. 
Từ khóa: Bệnh virus gây thối đen mũ chúa, gen helicase, ong mật, RT-PCR. 

 
MỞ ĐẦU 

Ong mật (honey bees) đóng một vai trò 
quan trọng trong nền nông nghiệp trên toàn thế 
giới. Không chỉ là nguồn cung cấp mật ong cho 
con người, ong mật còn là các loài thụ phấn hữu 
hiệu cho cây trồng. Theo số liệu ước tính của 
Gallai et al. (2009) [ 10], giá trị kinh tế mà côn 
trùng thụ phấn cho cây trồng tạo ra đạt tới 153 
tỷ euro trong tổng giá trị cây trồng trên thế giới, 
trong đó hoạt động thụ phấn của côn trùng cho 
hoa màu đã mang lại 14,6 tỷ USD/năm cho Hoa 
Kỳ và 440 triệu bảng/năm cho Vương quốc 
Anh. Hơn 2/3 cây trồng trên thế giới, bao gồm 
các cây có hạt, lấy quả phụ thuộc vào các loài 
động vật thụ phấn trong đó ong thực hiện phần 
lớn công việc này.  

Sức khỏe của các đàn ong mật thường bị 
ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố khác nhau, cụ thể 
như nguồn thức ăn, thuốc trừ sâu, ký sinh trùng, 
vi khuẩn, virus [ 7,  8,  18]. Trong đó, các nhà 
khoa học chú ý đến các bệnh do các loại virus 
gây ra với tỷ lệ tăng lên một cách đáng kể trong 
những năm gần đây. Ong mật là vật chủ của hơn 
20 virus RNA khác nhau, chủ yếu thuộc họ 
Dicistroviridae và Iflaviridae [ 21]. Virus trên 

ong gây ảnh hưởng đến hình thái, sinh lý và 
hành vi của ong và có liên quan đến việc giảm 
sức khỏe và chết dần của các đàn ong [ 11,  24]. 

Virus thối đen mũ chúa (BQCV) lần đầu tiên 
được phân lập từ nhộng và ấu trùng ong chúa chết 
trong lỗ tổ. Tên của virus này được đặt dựa vào 
vùng tối trên thành của lỗ tổ chứa ấu trùng bị 
bệnh, đặc biệt vào mùa xuân và đầu mùa hè [ 4, 
 16]. BQCV là virus phổ biến ở ong và chủ yếu 
gây chết ở ấu trùng ong chúa ở Ôxtrâylia và Ba 
Lan [4, 22]. Theo các nghiên cứu ở Pháp và Áo, tỷ 
lệ nhiễm virus này trên ong thợ là 86 và 30% [ 7, 
 22]. Ong thợ bị nhiễm virus này tuy không có biểu 
hiện của bệnh nhưng được cho là nguyên nhân 
truyền virus cho ấu trùng ong, đặc biệt là ấu trùng 
ong chúa, trong khi tiết thức ăn [ 2]. Trong nghiên 
cứu trước, chúng tôi tiến hành điều tra sự nhiễm 
của BQCV trên các đàn ong mật tại 10 tỉnh trong 
cả nước, kết quả cho thấy, tỷ lệ nhiễm BQCV 
trung bình ở 10 tỉnh là 11% [ 4]. Hạt BQCV có 
kích thước 30 nm chứa một sợi RNA genome đơn 
dài 8550 nucleotide. Trình tự hệ gen chứa hai 
vùng đọc mở lớn (ORF): ORF đầu 5’ (ORF1) mã 
hóa cho polyprotein sao chép giả định và ORF 
đầu 3’ (ORF2) mã hóa cho một polyprotein capsid 
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[ 17]. ORF1 nằm trong vùng từ nucleotide 658 đến 
5625, mã hóa cho helicase, protease 3C giống 
cysteine và một RNA polyme phụ thuộc RNA. 
ORF2 nằm giữa vị trí nucleotide 5834 và 8395, 
mã hóa cho bốn protein capsid với khối lượng 
phân tử lần lượt là 34, 32, 29 và 6 kDa [ 17]. 

Helicase đóng vai trò quan trọng cho sự sao 
chép hệ gen của virus cũng như sự phiên mã và 
dịch mã [ 4,  11]. Việc so sánh trình tự gen mã 
hóa enzyme này cho phép các nhà khoa học trên 
thế giới có thể xác định được mối quan hệ di 
truyền giữa các loài và các chủng khác nhau 
trong một loài [ 1,  4,  9,  14,  24]. Trong một số 
nghiên cứu gần đây, các nhà nghiên cứu của 
Hàn Quốc và Áo cũng sử dụng các trình tự mã 
hóa helicase của BQCV và virus DWV gây 
bệnh xoăn cánh trên ong nhằm xác định mối 
quan hệ di truyền giữa các chủng virus này trên 
thế giới [ 19,  19 21]. Nghiên cứu này được thực 
hiện nhằm phân tích mối quan hệ phát sinh loài 
của các chủng BQCV đang gây bệnh cho các 
đàn ong mật ở Việt Nam. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Ong nhiễm BQCV được thu thập từ 3 đàn 
ong nội (Apis cerana- AC) tại 3 tỉnh Bắc Giang, 
Hưng Yên và Tiền Giang và từ 3 đàn ong ngoại 
(Apis mellifera-AM) tại 3 tỉnh Điện Biên, Bình 
Phước và Đồng Nai. Mỗi đàn lấy nhẫu nhiên 50 
ong trưởng thành, khoảng cách giữa các đàn ít 
nhất 10 m. Các mẫu ong được ký hiệu theo tên 
viết tắt của các tỉnh như sau: BG.T1 (Bắc 
Giang), BP.T2 (Bình Phước), ĐB.T3 (Điện 
Biên), ĐN.T4 (Đồng Nai), HY.T5 (Hưng Yên), 
TG.T6 (Tiền Giang). Các mẫu được bảo quản 
trong ethanol 100% và giữ ở -20oC cho đến khi 
sử dụng. 

Bộ sinh phẩm tách chiết RNA (RNeasy 
Mini Kit 250) mua từ QIAgen (Hoa Kỳ), bộ 
sinh phẩm tổng hợp cDNA (SuperSciptTMFirst - 
StrDNA synthesis system for RT-PCR) và bộ 
sinh phẩm để chạy PCR được mua từ Invitrogen 
(Hoa Kỳ). 
Phương pháp tách chiết RNA từ ấu trùng và 
ong trưởng thành 

Ong nhiễm BQCV được rửa bằng nước khử 
ion bổ sung chất ức chế enzyme phân giải RNA, 
diethylpyrocarbonate (DEPC). Nghiền mẫu trong 

nitơ lỏng cho tới khi mẫu tan thành dạng bột mịn. 
Sau đó, sử dụng bộ RNeasy Mini Kit 250 của 
hãng Invitrogen để tách RNA theo hướng dẫn 
của nhà cung cấp. RNA tổng số sau khi tách 
chiết được bảo quản ở -80oC. Chỉ chọn các RNA 
có nồng độ trên 50 µg/µl với độ hấp phụ ở bước 
sóng 260 nm/280 nm nằm trong khoảng từ 1,8 
đến 2,0 để dùng cho việc tạo cDNA.  
Tổng hợp cDNA và khuếch đại gen helicase 
bằng RT-PCR 

RNA tổng số sau khi tách chiết được dùng 
làm khuôn để tổng hợp cDNA sử dụng hệ thống 
phiên mã ngược theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất (Invitrogen, Hoa Kỳ). Chuẩn bị ống số 1 
với 30-50 ng RNA tổng số sau đó thêm vào 1 µl 
primer (mồi) ngẫu nhiên (50 ng/µl), hỗn hợp 
được trộn đều bằng pipet, ủ ở 65oC trong 5 phút 
và đặt trên đá 1 phút. Ống 2 chứa 4 µl dung dịch 
đệm 5X Reverse Transcriptase, 2 µl hỗn hợp 
dNTP 10 mM, 1 µl RNase inhibitor, 1 µl 
reverse transcriptase, 2 µl DTT 0,1 mM. Bổ 
sung 10 µl hỗn hợp ở ống 2 vào ống 1. Phản 
ứng RT- PCR được tiến hành với chu trình nhiệt 
như sau: (1) 25oC trong 5 phút, (2) 42oC trong 
60 phút, (3) 70oC trong 5 phút, và (4) mẫu được 
giữ ở 4oC sau khi phản ứng hoàn thành. cDNA 
được sử dụng làm khuôn để tổng hợp đoạn 
DNA gen helicase của BQCV bằng cặp mồi: 
mồi xuôi (BQCV-helF) 5’-GGTGTTAGCTA 
TATGCGACACC-3’; mồi ngược (BCQV-
helR) 5’-TCCTTCCTGGAAGTACATGGC-3’. 
Chu trình nhiệt của phản ứng được thực hiện như 
sau: 94C trong 3 phút, sau đó là 35 chu kỳ: 
94C trong 40 giây, 55C trong 40 giây, 72C 
trong 50 giây, tiếp theo 1 chu kỳ 72C trong 8 
phút. Cuối cùng mẫu được giữ ở 4oC sau khi 
phản ứng hoàn thành. 
Điện di kiểm tra sản phẩm PCR trên gel 
agarose  

7 µl sản phẩm RT-PCR được điện di trên 
gel agarose 1% dưới điện trường có hiệu điện 
thế 110V trong 30 phút. Gel được nhuộm bằng 
ethidium bromide sau đó quan sát dưới đèn tử 
ngoại tại bước sóng 254 nm. 
Đọc trình tự và xử lý chuỗi nucleotide sản 
phẩm PCR 

Sản phẩm PCR được gửi đến công ty 
Macrogen (Hàn Quốc) để đọc trình tự. Các trình



Nguồn gốc tiến hóa của virus black queen cell  

 98 

tự thu được được xử lý bằng phần mềm BioEdit 
Version theo mô tả trong nghiên cứu trước đó 
[15]. 
Xây dựng cây phát sinh loài 

Để xác định nguồn gốc tiến hóa của BQCV 
trên ong mật ở Việt Nam, chúng tôi tiến hành 
xây dựng cây phát sinh loài dựa trên trình tự 
gen mã hóa helicase của BQCV (Hel-BQC). 
Cây phát sinh loài được xây dựng trên cơ sở 
trình tự gen Hel-BQC trong nghiên cứu này 
cùng với các trình tự gen Hel-BQC của BQCV 
đã được công bố trên Ngân hàng gen, bao gồm: 
2 trình tự từ BQCV gây bệnh trên ong mật ở Ba 
Lan, 2 trình tự từ Hungary, 2 trình tự từ Áo và 5 
trình tự từ Hàn Quốc. Các phần mềm xây dựng 
cây phát sinh loài mà chúng tôi sử dụng ở đây là 
Bioedit (version 7.2) và MEGA (version 6.1) 
với hệ số boostrap lặp lại 1.000 lần. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Kết quả nhân gen Hel-BQC bằng kỹ thuật 
RT-PCR 

Do BQCV có hệ gen là RNA, sau khi tách 
chiết RNA tổng số, chúng tôi tiến hành phản 
ứng RT-PCR nhân gen Hel-BQC. Trên cơ sở 
tham khảo các công trình đã công bố và trình tự 
hệ gen của BQCV trên Ngân hàng gen quốc tế 
(Genbank), chúng tôi thiết kế cặp mồi đặc hiệu 
cho gen mã hóa helicase của virus này. Theo 
thiết kế, sản phẩm phản ứng RT-PCR thu được 
có kích thước là 729 bp. Quá trình được thực 
hiện như mô tả ở phần phương pháp nghiên 
cứu. Sản phẩm của phản ứng RT-PCR sau đó 
được điện di kiểm tra trên gel agarose 1%. 
Trong tổng số 150 mẫu ong nội và 150 mẫu ong 
ngoại, chúng tôi phát hiện được 24 mẫu ong nội 
và 37 mẫu ong ngoại cho kết quả dương tính với 
BQCV. Kết quả điện di phân tích của một số 
mẫu đại diện được trình bày ở hình 1. Các mẫu 
cho kết quả dương tính là mẫu xuất hiện băng 
DNA có kích thước ~730 bp, phù hợp với kích 
thước đoạn gen helicase của BQCV theo thiết 
kế, mẫu âm tính với BQCV không xuất hiện 
băng này. 

Từ kết quả này có thể kết luận cặp mồi Hel-
BQC do chúng tôi thiết kế đã khuếch đại thành 
công đoạn gen helicase của BQCV gây bệnh 
trên ong mật ở Việt Nam. Để khẳng định chắc 

chắn sản phẩm RT-PCR chính là đoạn gen mã 
hóa helicase của BQCV, chúng tách dòng gen 
sản phẩm RT-PCR vào vector pCR2.1, giải 
trình tự DNA và so sánh với trình tự DNA của 
BQCV đã được công bố trên Genbank bằng 
chương trình BLAST. 

 
Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm PCR gen 

helicase của BQCV gây bệnh trên các đàn ong 
mật của Việt Nam 

M: Marker DNA 1kb, 1: đối chứng âm, ong âm tính 
với BQCV, ĐC 2-7: các mẫu ong dương tính với 

BQCV theo thứ tự lần lượt là BG.T1, BP.T2, ĐB.T3, 
ĐN.T4, HY.T5, TG.T6. 

 
Kết quả giải trình tự đoạn DNA đặc hiệu 
BQCV 

Phản ứng giải trình tự DNA được tiến hành 
trên máy xác định trình tự DNA tự động ABI 
prism 3100 Sequencer (Applied Biosystems) 
với bộ kit xác định trình tự BigDye® Terminater 
v3.1 Cycle Sequencing Kit của hãng Applied 
Biosystems. Trình tự DNA thu được được phân 
tích bằng các phần mềm tin sinh Bioedit và 
BLAST (hình 2). 

Tổng số base: 729; Adenine (A): 233; 
Thymine (T): 218; Guanine (G): 140; Cytosine: 
138; tỷ lệ G~C: 31,8%. 

Tiếp theo chúng tôi sử dụng phần mềm 
BLAST để so sánh đoạn trình tự thu được với 
trình tự gen của BQCV đã được công bố trên 
Genbank. Kết quả phân tích cho thấy, sản phẩm 
RT-PCR chính là gen mã hóa helicase, có độ 
tương đồng cao với các trình tự gen Hel-BQC 
của BQCV đã được công bố trên Genbank (kết 
quả không nêu ở đây). 
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1 GGTGTTAGCT ATATGCGACA CCCACTATAT AAACCCCATC AGCGAATTAT CTCTGAAATA 
61 TTGAACCAGT TACTTAGATT TGCCGATAAA ATAAAGAAGA AGGTGGGTAC GGATGCCTCT 

121 GTCCGGAACC CACCAGTTAC TCTATACTTG TATGGAGAAA CAGGAGTTGG TAAGTCTACT 
181 CTCACATACC CACTGTGTGC TACCCTTCTT AAAGCCATCT TTACAAAAGA AGGAAATACA 
241 GTGATGCTTG ATTCCCTTAA ACAACATTAT AAGGAGATGA TATATGTGAG AGCTGCTGAA 
301 CAAGAATTTT GGGACGGTTA CACACAACAA CTAGTCACCG TATTTGATGA TTTCAATCAA 
361 CAAGTTGATT CTTCGGCTAA TCCAAGTTTG GAGTTGTTTG AGATTATCAG GAGTTCCAAT 
421 ATCTTTCCTT ACCCGTTACA CATGGCGTCA ATAGAAGAGA AGGCGAACAC TGTTTTCCAA 
481 TCTAAAGTAA TTTTGTGCTC ATCGAACAAC AAGACCCCAA AAACTGAATC ATTAAATTAT 
541 CCAAAAGCTT TATTGAGAAG GTTTGCGAAA TTTGTTGAGG TAAAGAGAGC TCCTTCTGAA 
601 AATGGTACGT TCTCTACTGA TTGTTACACT TTTGTGCAAT ATGATCCATT CGATCATTGT 
661 AACATTGTTA AGTCAATGTC TTTCAATGAA TTGATAGATG AAGTAGTTGC CATGTACTTC 
721 CAGGAAGGA 

Hình 2. Trình tự sản phẩm RT-PCR gen helicase gắn trong vector pCR2.1  
 
Xác định nguồn gốc của BQCV trên ong mật 
ở Việt Nam 

 
Hình 3. Cây phát sinh loài BQCV dựa trên trình 
tự gen mã hóa helicase. Các chủng BQCV của 
Việt Nam nằm cùng nhánh với các chủng 
BQCV của Balan, Hugary, Áo 

 
Bên cạnh việc phát hiện sự lây nhiễm và sự 

phân bố của BQCV trên các đàn ong mật ở Việt 
Nam, việc xác định được nguồn gốc tiến hóa, 
đặc điểm phân tử của virus này có ý nghĩa hết 
sức quan trọng, cung cấp các cơ sở khoa học 
trong công tác dự phòng và khoanh vùng dịch 
bệnh. Trong khuôn khổ của nghiên cứu này, 
chúng tôi tiến hành chọn mỗi đàn 1 mẫu dương 
tính với BQCV để giải trình tự đoạn gen 
helicase và tiến hành phân tích với các trình tự 
đã công bố trên Genbank. Khi so sánh các trình 
tự gen helicase từ BQCV phân lập từ ong mật ở 
Việt Nam, chúng tôi nhận thấy chúng có độ 
tương đồng rất cao (97-100%), trong đó 2 trình 
tự ĐB.T3 và HY.T5 có độ tương đồng 100%. 
Các virus này thu thập ở các đàn ong khác nhau 
và ở các tỉnh khác nhau, tuy nhiên đều có trình 
tự tương đồng rất cao. Điều này gợi ý rằng các 

chủng BQCV hiện nay trên ong mật ở Việt Nam 
có cùng nguồn gốc và 6 mẫu virus trên có thể là 
đại diện cho các chủng virus đang gây bệnh trên 
các đàn ong của Việt Nam. Tuy nhiên, khi so 
sánh các trình tự này với các trình tự gen Hel-
BQC công bố trên Genbank chúng tôi nhận thấy 
chúng có độ tương đồng thấp, dao động từ 88-
93% với trình tự gen helicase của BQCV từ Ba 
Lan, Hungary, Áo và Hàn Quốc. 

Để tìm hiểu rõ hơn về sự sai khác giữa các 
chủng BQCV tồn tại ở Việt Nam với các chủng 
BQCV trên thế giới, chúng tôi tiến hành xây 
dựng cây phát sinh loài trên cơ sở so sánh các 
trình nucleotide gen Hel-BQC. Cây phát sinh 
loài được xây dựng bao gồm 6 trình tự gen Hel-
BQC ở Việt Nam mà chúng tôi phân lập được 
và 11 trình tự helicase từ BQCV ở các quốc gia 
khác (Ba Lan, Hungary, Áo và Hàn Quốc) bằng 
phần mềm MEGA (version 6.1). Thuật toán 
được chúng tôi sử dụng ở đây là neighbor 
joining với hệ số boostrap lặp lại 1000 lần. Kết 
quả được thể hiện ở hình 3. Kết quả cho thấy, 
cây phát sinh loài chia ra làm 2 nhánh chính. 
Trong đó các chủng BQCV của Việt Nam và 
các nước Ba Lan, Hungary, Áo lập thành nhánh 
thứ nhất còn các chủng BQCV từ Hàn Quốc lập 
thành một nhánh riêng biệt thứ 2. Qua đó thấy 
rằng, BQCV lưu hành ở Việt Nam có thể có 
nguồn gốc từ các nước châu Âu mà không phải 
có nguồn gốc từ châu Á (Hàn Quốc). Nguyên 
nhân của điều này có thể là do người nuôi ong 
nhập khẩu ong chúa từ các nước châu Âu dẫn 
đến mang theo mầm bệnh BQCV xâm nhập vào 
các loài ong bản địa. Theo tác giả Nguyễn Duy 
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Hoan và nnk. (2008) [2], từ những năm 1960, 
các đàn ong Ý bắt đầu được nhập vào Việt Nam 
để nuôi. Tuy nhiên, trong nhánh thứ nhất, các 
chủng BQCV của Việt Nam cũng tạo thành một 
phân nhánh riêng biệt. Điều đó chứng tỏ rằng 
BQCV ở Việt Nam đã có những biến đổi đáng 
kể so với các chủng có nguồn gốc từ châu Âu. 
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng cho thấy 
cần có thêm những nghiên cứu về độc lực như 
khả năng lây nhiễm của các chủng BQCV đang 
tồn tại ở Việt Nam so với các chủng BQCV gây 
bệnh cho ong mật trên thế giới để từ đó có biện 
pháp phòng trừ hiệu quả.  
Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ bởi 
Quỹ Phát triển khoa học và công nghệ Quốc gia 
(NAFOSTED) đề tài mã số: 106-NN.02-
2014.24. 
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SUMMARY 
 

Black queen cell virus (BQCV), a picorna-like honeybee virus, is one of the most common viral 
infections in honey bees. However, little is known about this virus infection in Vietnam. In this study, a 
partial helicase enzyme coding region (ORF1) was PCR amplified from three Apis cerana and three Apis 
mellifera BQCV strains collected from honeybee colonies in different provinces of Vietnam, viz. Hung Yen, 
Bac Giang, Tien Giang, Dien Bien, Dong Nai, and Binh Phuoc. The PCR products were cloned into pCR2.1 
vector and sequenced. The sequence analysis showed that the Vietnamese BQCV genomes were highly 
conserved and showed 97-100% identity. This suggests that the BQCV strains circulating in Vietnam are the 
same strains; however, they showed low (88-93%) similarity with BQCV strains in other countries. A 
phylogenetic tree based on the ORF1 region of 6 Vietnamese BQCVs was constructed, which were also 
compared with previously reported BQCV sequences derived from different countries. The result indicated 
that the Vietnamese BQCV strains and BQCV strains derived from Poland, Hungary, Austria formed one 
cluster, while and all Korean isolates formed a separate cluster, suggesting that BQCV strains in Vietnam may 
be originated from the European countries. 
Keywords: Black Queen cell virus (BQCV), helicase, honeybees, RT-PCR. 
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