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Đặt vấn đề

Bệnh TCM là một bệnh truyền nhiễm phổ biến ở trẻ em, 
nhất là trẻ dưới 5 tuổi tại khu vực châu Á Thái Bình Dương. 
Ước tính mỗi năm có khoảng 1 triệu ca mắc bệnh TCM 
trong khu vực [1]. Dấu hiệu nhận biết thường là xuất hiện 
những nốt mụn nước trên da trong khoang miệng, lòng bàn 
tay và bàn chân, ở mông hoặc quanh hậu môn. Bệnh có thể 
diễn biến nặng và gây biến chứng nguy hiểm như viêm não, 
màng não, viêm cơ tim, phù phổi cấp dẫn đến tử vong [2]. 
Cho đến nay bệnh vẫn chưa có thuốc điều trị, vắc xin đang 
là cách thức tốt nhất để kiểm soát dịch bệnh. Vắc xin phòng 
bệnh TCM toàn phần bất hoạt được phát triển trên tế bào 
Vero đã được nghiên cứu tại một số nước như Singapore, 
Hàn Quốc và Trung Quốc, tuy nhiên chủng sử dụng được 
lựa chọn và đánh giá trên các chủng đang lưu hành tại từng 
quốc gia [3] và hiệu quả bảo vệ của chúng đối với các chủng 
lưu hành tại Việt Nam hầu như chưa được ghi nhận. Trong 
quy trình sản xuất vắc xin toàn phần bất hoạt, việc thiết lập 
hệ thống nuôi cấy tế bào và virus đạt năng suất cao phục vụ 
sản xuất kháng nguyên là một khâu quan trọng góp phần tiết 
kiệm thời gian, chi phí, tăng hiệu quả sản xuất. Việc sử dụng 
các hệ thống nuôi cấy huyền phù bioreator kết hợp các giá 
mang vi thể (microcarrier) là giải pháp tăng năng suất được 
áp dụng rộng rãi hiện nay trong các công nghệ sản suất vắc 
xin dựa trên nuôi cấy tế bào [4]. Với mong muốn phát triển 
vắc xin toàn phần bất hoạt phòng bệnh TCM do EV71 dựa 
trên chủng lưu hành tại Việt Nam, trong phạm vi nghiên 

cứu này, các tác giả thực hiện nghiên cứu thiết lập quy trình 
nuôi cấy virus EV71 trên tế bào Vero trong hệ thống Wave 
bioreactor kết hợp giá mang vi thể nhằm phục vụ việc sản 
xuất kháng nguyên EV71 cho vắc xin TCM do EV71 gây ra. 

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu 

Chủng virus EV71/B5 sử dụng trong nghiên cứu được 
phân lập từ mẫu bệnh phẩm được gửi đến Viện Pasteur TP 
Hồ Chí Minh, được phân lập, định danh và trải qua quá trình 
thích ứng và chọn lọc trên tế bào Vero cũng như đánh giá để 
chọn làm chủng ứng cử cho vắc xin TCM.

Tế bào: Dòng tế bào Vero (ECAAC No.88020401) được 
Tổ chức Y tế thế giới (WHO) cung cấp cho sản xuất vắc xin 
(ống tế bào mang tên W.H.O. VERO SEED LOT 10-87).

Nghiên cứu được thực hiện tại Phòng thí nghiệm Sinh 
học phân tử, Khoa Vi sinh Miễn dịch, Viện Pasteur TP Hồ 
Chí Minh trong thời gian từ năm 2014 đến năm 2018.

Phương pháp nghiên cứu

Nuôi cấy tế bào Vero trong bình khuấy (Spinner flask) 
kết hợp giá mang vi thể: Các giá mang vi thể Cytodex 1 và 
Cytodex 3 sau khi được xử lý theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất được sử dụng trong bình khuấy thể tích 1 l với nồng độ 
2 g/l trong 0,5 l môi trường. Tế bào Vero chuẩn bị trong các 
chai nuôi cấy chữ T được chuyển vào bình nuôi cấy ở mật 
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độ 1,5x104-2,0x104 tế bào/cm2 trong môi trường DMEM 
10% huyết thanh bào thai bê (FBS), ở nhiệt độ 37oC, 5% 
CO2, tốc độ khuấy 40 vòng/phút.  

Để xác định số lượng tế bào nhân lên trên các giá mang 
vi thể, phương pháp đếm nhân tế bào thường được sử dụng. 
Tế bào được xử lý bằng môi trường nhược trương có chất 
nhuộm để giải phóng nhân. Mẫu huyền phù từ bình nuôi 
cấy được ly tâm, huyền phù cặn giá mang vi thể trong dung 
dịch nhuộm nhân gồm acid citric 0,1 M có chứa tím tinh thể 
0,1%, ủ ở 37oC trong 1 giờ. Sau đó, thực hiện đếm nhân tế 
bào trên buồng đếm hồng cầu. 

Nuôi cấy tế bào Vero trong hệ thống Wave bioreactor kết 
hợp Cytodex 1: Hạt Cytodex được sử dụng trong hệ thống 
Wave bioreactor 20/50 EHT với mật độ là 5 g/l. Giá mang 
vi thể được ổn định trong DMEM 10% FBS ở điều kiện lắc 
11 vòng/phút, góc lắc 5o, 37oC từ 1 đến 2 giờ trước khi thêm 
tế bào dùng nuôi cấy tế bào Vero trong các chai nuôi cấy 
chữ T chuẩn bị trước cấy vào bioreactor với mật độ 2,0x104 
tế bào/cm2. Tiến hành nuôi cấy trong điều kiện lắc không 
liên tục: giai đoạn tế bào bám trên giá mang (tốc độ lắc 16 
vòng/phút, góc lắc 5o, thời gian 2 phút; sau đó dừng trong 
18 phút, các bước này lặp lại trong vòng 6 giờ); giai đoạn 
bắt đầu tăng sinh trong 24 giờ tiếp theo hệ thống được duy 
trì trong điều kiện tốc độ lắc 11 vòng/phút, góc lắc 4o; cuối 
cùng là giai đoạn tăng sinh ổn định với tốc độ lắc 12 vòng/
phút, góc lắc 6o [5].

Gây nhiễm virus EV71: Trong thí nghiệm khảo sát liều 
gây nhiễm, virus EV71 được gây nhiễm trên chai nuôi cấy 
chữ T khi tế bào một lớp phủ 90% bề mặt nuôi cấy. Dung 
dịch virus được pha loãng theo các liều gây nhiễm đã khảo 
sát và cho hấp phụ trên bề mặt tế bào trong vòng 30 phút, 
sau đó bổ sung môi trường DMEM 2% FBS, ủ ở 37oC và 
5% CO2. Thu hoạch virus khi tế bào bị hủy hoại hoàn toàn 
và cất giữ ở -80oC.

Với hệ thống Wave bioreactor, khi tế bào phủ 90% bề 
mặt hạt Cytodex, virus EV71 được bổ sung vào dịch huyền 
phù tế bào đang nuôi cấy với liều gây nhiễm phù hợp trong 
điều kiện lắc liên tục. Điều kiện nuôi cấy trong môi trường 
DMEM 2% FBS, ở 37oC và 5% CO2.

Xác định hiệu giá virus: Hiệu giá virus được xác định 
bằng TCID50. Tế bào Vero được nuôi cấy trên phiến 96 
giếng với mật độ 2x104 tế bào/giếng trong 24 giờ, sau đó 
được gây nhiễm với một dãy nồng độ virus 10-1-10-10 EV71 
pha loãng trong môi trường DMEM có bổ sung 5% FBS, ủ 
ở điều kiện 37oC và 5% CO2. Kết quả được ghi nhận sau 5 
ngày gây nhiễm. Giá trị TCID50 được xác định theo phương 
pháp Reed - Muench.

Culture of EV71 virus in 
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Abstract:

The study was carried out to establish an EV71 virus 
culture system on Vero cells in a shake culture system 
(Wave bioreactor) incorporating microcarriers for 
the production of hand, foot and mouth (HFM) 
vaccine caused by the EV71 virus. The results of the 
investigation of 2 types of microcarriers (Cytodex 1 and 
Cytodex 3), showed that Cytodex 1 gave better efficiency 
when culturing Vero cells in suspension conditions. The 
combination with Cytodex 1 on the Wave bioreactor 
system gave Vero cell culture efficiency of over 3x106 
cells/ml. The optimal infectious dose of EV71 virus on 
Vero cells was determined to be 0.0001 TCID50/ml. The 
optimisation of EV71 virus culture conditions on the 
Wave bioreactor system has obtained suitable results 
for the production of vaccine with virus titres 108 
TCID50/ml on the fifth day after infection. The procedure 
of production of EV71 virus on Vero cell in Wave 
bioreactor system was applicable in vaccine production 
with virus titres 108 TCID50/ml on the fifth day after 
infection.  
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Wave bioreactor.
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Kết quả và bàn luận

So sánh hiệu quả nuôi cấy tế bào Vero trên 2 loại giá 
mang vi thể Cytodex 1 và Cytodex 3

Nhằm lựa chọn một loại giá mang vi thể cho hiệu suất 
nuôi cấy tế bào cao nhất, nhóm tác giả chọn đánh giá 2 loại 
hạt là Cytodex 1 và Cytodex 3 nuôi cấy trong bình khuấy 
spiner nuôi cấy. Cytodex 1 được tạo thành bằng việc thay 
thế một mạng lưới dextran liên kết chéo bởi một nhóm N,N-
diethylaminoethyl mang điện tích dương. Trong khi đó, 
Cytodex 3 được phủ một lớp mỏng collagen biến tính lên 
mạng lưới dextran liên kết chéo hỗ trợ rất tốt cho sự bám 
dính và phát triển các dòng tế bào trong điều kiện nuôi cấy 
không bổ sung protein [6]. 

Đường cong tăng trưởng cho thấy, thời gian pha ở 2 loại 
hạt tương tự nhau, kéo dài khoảng 24 giờ. Sự phát triển trên 
Cytodex 3 đạt cực đại ở mức 8,7x105 tế bào/ml và sớm đi 
vào pha ổn định hơn so với hạt Cytodex 1 (hình 1). Nồng độ 
tế bào cao nhất trên Cytodex 1 đạt 1,65x106 tế bào/ml sau 5 
ngày nuôi cấy. Sự khác nhau về hiệu quả nuôi cấy đạt được 
trên 2 loại hạt được lý giải bởi diện tích bề mặt nuôi cấy của 
2 loại hạt này khác nhau với cùng một khối lượng hạt (4400 
cm2/g với Cytodex 1 và 2700 cm2/g với Cytodex 3) trong 
cùng một thể tích môi trường và mật độ tế bào ban đầu. Như 
vậy, với tổng diện tích nuôi cấy nhỏ hơn ở Cytodex 3, mật 
độ tế bào sẽ sớm đi vào pha ổn định và suy tàn do đạt đến 
mật độ phủ hoàn toàn. 

Hình 1. Sự phát triển của tế bào Vero trên 2 loại giá mang vi thể 
Cytodex 1 và Cytodex 3.

Trong các hệ thống bình khuấy spinner nuôi cấy, hạt 
Cytodex 1 thường được cấy với mật độ tối đa 5 g/l môi 
trường và đạt được năng suất tế bào xấp xỉ 2x106 tế bào/ml 
trong 4 hoặc 5 ngày nuôi cấy [7], tương đương với năng suất 
của chúng tôi đạt được trong khi nghiên cứu này sử dụng 
mật độ hạt thấp hơn là 2 g/l.

Nuôi cấy tế bào Vero trên hệ thống wave bioreactor với 
giá thể Cytodex 1

Với những ưu thế của nuôi cấy tế bào trên giá mang vi 
thể trong hệ thống huyền phù, khảo sát việc sử dụng 2 loại 
giá mang vi thể là Cytodex 1 và Cytodex 3 trên hệ thống 

bình khuấy cho thấy hạt Cytodex 1 có hiệu quả nuôi cấy 
cao hơn với mật độ tế bào cao hơn trong một đơn vị thể 
tích. Dựa vào đó, nhóm nghiên cứu tiếp tục khảo sát việc 
nuôi cấy tế bào Vero trên hệ thống nuôi cấy lắc nhằm tăng 
thể tích nuôi cấy và chủ động trong khâu kiểm soát các điều 
kiện nuối cấy.

Tế bào Vero được cấy vào với mật độ 5x105 tế bào/ml. 
Ngày thứ 1 và 2 sau nuôi cấy, mật độ tế bào có xu hướng 
giảm do tỷ lệ bám dính trên các giá mang vi thể không đạt 
100% và đây là giai đoạn tế bào chưa tăng sinh nhiều. Ngày 
thứ 3 đến 5 sau nuôi cấy là giai đoạn tăng trưởng pha log, 
sau 5 ngày nuôi cấy (hình 2), tế bào phủ đều giá mang vi 
thể và đạt mật độ trung bình đạt 3,2x106 tế bào/ml, sau đó 
sự phát triển của tế bào có xu hướng tăng trưởng chậm lại 
và giảm do đã đạt mức độ phủ kín bề mặt giá mang vi thể.

Hạt Cytodex thường được sử dụng với mật độ 0,5-5 g/l, 
nếu có sự bổ sung môi trường thích hợp, kiểm soát không 
khí và pH có thể sử dụng nhiều hơn 5 g/l [8]. Trong nghiên 
cứu này, với hệ thống Wave bioreactor, chúng tôi sử dụng 
mật độ hạt 5 g/l và đạt mật độ tế bào trung bình 3,2x106 tế 
bào/ml, tương đương với nghiên cứu sử dụng hệ thống lắc 
Wave bioreactor tương tự trước đây [9]. 
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mật độ tế bào trung bình 3,2x106 tb/ml, tương đương với nghiên cứu sử dụng hệ thống lắc 

Wave bioreactor tương tự trước đây [9].  

 

Khảo sát liều gây nhiễm tối ưu và thời gian thu hoạch vi rút 

Liều gây nhiễm của vi rút là số vi rút cần đưa vào trên tổng số tế bào, cần khảo sát 

để xác định liều gây nhiễm tối ưu nhằm đạt được hiệu quả lây cao nhất, hay nói cách khác 

là thu được lượng vi rút cao nhất phục vụ cho việc sản xuất kháng nguyên. Ở đây chúng 

tôi khảo sát các liều gây nhiễm 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 và 0,00001 TCID50/tế bào trên chai 

nuôi cấy chữ T. Kết quả khảo sát cho thấy, tại liều gây nhiễm 0,1 và 0,01 TCID50/tế bào, 

hiệu giá vi rút tăng rất nhanh vào ngày thứ 1 sau gây nhiễm và đạt cực đại vào ngày thứ 2-

3 sau gây nhiễm với hiệu giá trung bình đạt khoảng 7 TCID50/ml. Với liều gây nhiễm 0,001 

TCID50/tế bào, hiệu giá vi rút đạt tăng chậm hơn, sau ngày thứ 3 hiệu giá vi rút mới đạt cao 

nhất tại mức khoảng 7 TCID50/ml. Với các liều gây nhiễm 0,0001 và 0,00001 TCID50/tế 

bào, hiệu giá vi rút tăng chậm nhất, sau 5 ngày nuôi cấy hiệu giá đạt cao nhất với trung 

bình khoảng 108 TCID50/ml và giảm dần những ngày sau đó. Hiệu giá vi rút đạt được sau 

nuôi cấy liều gây nhiễm 0,00001 và 0,0001 TCID50/tế bào không có khác biệt về mặt thống 

kê. Tuy nhiên, đường cong tăng trưởng của vi rút sau gây nhiễm  ở liều gây nhiễm 0,00001 

nằm thấp hơn so với liều 0,0001 TCID50/tế bào (hình 3) thể hiện xu hướng giảm dần của 

Hình 2. Mật độ tế bào trên hệ thống Wave bioreactor. 
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Hình 2. Mật độ tế bào trên hệ thống Wave bioreactor.

Khảo sát liều gây nhiễm tối ưu và thời gian thu hoạch 
virus

Liều gây nhiễm của virus là số virus cần đưa vào trên 
tổng số tế bào, cần khảo sát để xác định liều gây nhiễm 
tối ưu nhằm đạt được hiệu quả lây cao nhất, hay nói cách 
khác là thu được lượng virus cao nhất phục vụ cho việc sản 
xuất kháng nguyên. Ở đây chúng tôi khảo sát các liều gây 
nhiễm 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 và 0,00001 TCID50/tế bào 
trên chai nuôi cấy chữ T. Kết quả khảo sát cho thấy, tại liều 
gây nhiễm 0,1 và 0,01 TCID50/tế bào, hiệu giá virus tăng rất 
nhanh vào ngày thứ 1 sau gây nhiễm và đạt cực đại vào ngày 
thứ 2-3 sau gây nhiễm với hiệu giá trung bình đạt khoảng 
7 TCID50/ml. Với liều gây nhiễm 0,001 TCID50/tế bào, hiệu 
giá virus đạt tăng chậm hơn, sau ngày thứ 3 hiệu giá virus 
mới đạt cao nhất tại mức khoảng 7 TCID50/ml. Với các liều 
gây nhiễm 0,0001 và 0,00001 TCID50/tế bào, hiệu giá virus 
tăng chậm nhất, sau 5 ngày nuôi cấy hiệu giá đạt cao nhất 
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với trung bình khoảng 108 TCID50/ml và giảm dần những 
ngày sau đó. Hiệu giá virus đạt được sau nuôi cấy liều gây 
nhiễm 0,00001 và 0,0001 TCID50/tế bào không có khác biệt 
về mặt thống kê. Tuy nhiên, đường cong tăng trưởng của 
virus sau gây nhiễm  ở liều gây nhiễm 0,00001 nằm thấp 
hơn so với liều 0,0001 TCID50/tế bào (hình 3) thể hiện xu 
hướng giảm dần của sự tăng trưởng nên chúng tôi chọn liều 
gây nhiễm 0,0001 TCID50/ml để trên hệ thống nuôi cấy sản 
xuất kháng nguyên.

8 
 

sự tăng trưởng nên chúng tôi chọn liều gây nhiễm 0,0001 TCID50/ml để trên hệ thống nuôi 

cấy sản xuất kháng nguyên. 
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Thông thường trên các hệ thống nuôi cấy không huyền phù như chai chữ T hay chai 

xoay, vi rút sẽ được thu hoạch khi các tế bào đã bị xâm nhập và phá huỷ hoàn toàn. Tuy 

nhiên trên các hệ thống nuôi cấy huyền phù, việc quan sát tế bào không thuận tiện nên cần 

Hình 3. Sự nhân lên của vi rút với các liều gây nhiễm khác nhau. Hình 3. Sự nhân lên của virus với các liều gây nhiễm khác 
nhau.

Kết quả này cũng được ghi nhận bởi nhiều nghiên cứu 
trước đây, không chỉ với virus EV71 mà còn với những virus 
khác sau quá trình thích nghi trên dòng tế bào nuôi cấy như 
virus cúm [10, 11]. Nguyên nhân được lý giải là khi được 
gây nhiễm với liều gây nhiễm cao, ngay lập tức các virus 
được cấy vào sẽ xâm nhập toàn bộ các tế bào trong chai 
nuôi cấy dẫn đến hiệu giá tăng lên rất nhanh, tuy nhiên khi 
toàn bộ tế bào bị xâm nhập và phá huỷ nhanh chóng, chúng 
sẽ không thể tiếp tục nhân lên thêm trong bình nuôi cấy làm 
các virus vừa sinh ra không còn tế bào để xâm nhập dẫn đến 
việc mặc dù tăng sinh rất nhanh nhưng hiệu giá virus không 
cao. Với những liều gây nhiễm đủ nhỏ 10-5-10-6 TCID50/tế 
bào, khi mới bắt đầu được gây nhiễm, chỉ một lượng nhỏ 
các tế bào bị xâm nhập, các tế bào khoẻ mạnh còn lại sẽ tiếp 
tục tăng sinh lấp vào khoảng trống của các tế bào đã chết, 
nhờ đó mà các thế hệ virus về sau vẫn còn tế bào để xâm 

nhập nhiều vòng đời hơn dẫn đến hiệu suất tăng sinh cao 
hay virus sẽ đạt hiệu giá cao hơn.

Khảo sát thời điểm thu hoạch virus trên hệ thống Wave 
bioreactor

Thông thường trên các hệ thống nuôi cấy không huyền 
phù như chai chữ T hay chai xoay, virus sẽ được thu hoạch 
khi các tế bào đã bị xâm nhập và phá huỷ hoàn toàn. Tuy 
nhiên trên các hệ thống nuôi cấy huyền phù, việc quan sát 
tế bào không thuận tiện nên cần xác định thời gian thu mẫu 
tối ưu để chủ động và chuẩn hoá các khâu của quy trình. 
Với liều gây nhiễm tối ưu đã được xác định ở trên là 0,0001 
TCID50/tế bào, chúng tôi tiến hành khảo sát thời gian thu 
mẫu cho sản lượng virus cao nhất trong nuôi cấy trên hệ 
thống lắc Wave bioreactor.

Kết quả khảo sát hiệu giá virus theo thời gian trên hệ 
thống Wave bioreactor cho thấy, sau 2 ngày nuôi cấy virus 
đạt hiệu giá 103-104 TCID50/ml và tiếp tục tăng cho đến ngày 
thứ 5 đạt hiệu giá cao nhất ~108 TCID50/ml, sau đó hiệu giá 
virus ổn định và có xu hướng giảm (hình 4).
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Hình 4. Thời gian nhân lên của virus trên hệ thống Wave 
bioreactor.

Như vậy, chúng tôi chọn mốc thời thời thu hoạch virus là 
vào ngày thứ 5 sau gây nhiễm, khi hầu hết các tế bào đã bị 
virus huỷ hoại (hình 5). Trong nghiên cứu của J.Y. Chang và 
cs (2012) [12], virus EV71 được nuôi cấy trên tế bào Vero 
trong hệ thống chai xoay với liều gây nhiễm 10-5 TCID50/tế 
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Hình 5. Sự huỷ hoại bào sau gây nhiễm vi rút. (A) Tế bào Vero trên các hạt microcarrier tại thời điểm 

gây nhiễm vi rút; (B) Tế bào Vero bị vi rút xâm nhập và huỷ hoại sau 5 ngày nuôi cấy; (C) Hình ảnh vi rút 

EV71 trong dịch nuôi cấy được chụp dưới kính hiển vi điện tử truyền suốt (vị trí mũi tên). 

Kết luận 

Từ việc khảo sát hiệu quả nuôi cấy trên các loại giá mang vi thể khác nhau, chúng 

tôi đã chọn được hạt Cytodex 1 và ứng dụng vào hệ thống nuôi cấy Wave bioreactor. Trên 

hệ thống này, năng suất tế bào Vero đạt được cao nhất là 3,2x106 tế bào/ml. Liều gây nhiễm 

tối ưu được xác định là 0,0001 TCID50/ml, hiệu giá vi rút EV71 trên hệ thống Wave 

bioreactor đạt ~108 TCID50/ml sau 5 ngày nuôi cấy. Hiệu quả này có thể ứng dụng trong 

việc sản xuất kháng nguyên cho vắc xin EV71. 
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truyền suốt (vị trí mũi tên).
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bào, hiệu giá virus cũng được ghi nhận tăng nhanh từ ngày 
ngày thứ 2 và đạt được cao nhất vào ngày thứ 5 sau gây 
nhiễm với khoảng 3-5x107 TCID50/ml.

Kết luận

Từ việc khảo sát hiệu quả nuôi cấy trên các loại giá 
mang vi thể khác nhau, chúng tôi đã chọn được hạt Cytodex 
1 và ứng dụng vào hệ thống nuôi cấy Wave bioreactor. Trên 
hệ thống này, năng suất tế bào Vero đạt được cao nhất là 
3,2x106 tế bào/ml. Liều gây nhiễm tối ưu được xác định là 
0,0001 TCID50/ml, hiệu giá virus EV71 trên hệ thống Wave 
bioreactor đạt ~108 TCID50/ml sau 5 ngày nuôi cấy. Hiệu 
quả này có thể ứng dụng trong việc sản xuất kháng nguyên 
cho vắc xin EV71.
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