
                 Journal of Control Vaccines and Biologicals, Vol. 2, No. 1 (2022) 17 - 24 

17 
 

  Research Paper 

Identification of Vero 76 cell bank across generations by PCR 

sequencing the target genes psi beta and delta globin of 

Cercopithecus aethiops 

Pham Van Hung*1, Nguyen Thi Van Quynh1, Nguyen Thi Mai Huong1, Truong 

Quoc Phong2 
1 National Institute for Control of Vaccine and Biologcals, No 1 Nghiem Xuan Yem, Hoang Mai, Ha Noi 

2 Institute of Biotechnology and Food Technology, Bach Khoa University Hanoi, No 1, Dai Co Viet, 

Hai Ba Trung, Ha Noi 

 
Received 2/3/2022 

Accepted 3/3/2022 

 

Abstract 
Background/Purpose: Vero 76 Master Cell Bank and Vero 76 Working Cell bank are 

specifically identified by used the psi beta and delta globin target gene sequencing method 

of the vero 76 African green monkey kidney (Cercopithecus aethiops) cell line to identify 

and evaluate the genetic stability of the Vero 76 Master Cell Bank (MCB) and Working 

cell bank (WCB) were cultured several times on culture medium. 

Methods: Sequencing target psi beta and delta globin genes  

Results: The results of sequencing and comparison to determine the difference between 

the cell samples in the transfected generations compared with the original Vero cell line 

reference on the Genbank database (NCBI). The evaluation results showed that the cell 

lines in the transfected generations did not differ from each other and compared with the 

vero cell line reference on the Genbank database (NCBI), this confirmed the genetic 

stability of the cell lines during the process establish and transfer the Vero 76 bank of 

MCB and WCB. 

Conclusion: We have successfully engineered a primer specifically for the amplification and 

sequencing of the psi beta and delta globin genes of the African green monkey kidney 

(Cercopithecus aethiops) in the Vero 76 cell line banks of  (MCB and WCB) across generations. 

Results from sequence analysis between generations are identical, proving genetic stability of 

this cell line after multiple passages. Sequencing psi beta and delta globin genes specific to 

African green monkey are also suitable to identify Vero76 cell line.   

Keywords: Gene psi beta and delta globin, Identification, Sequencing, Vero76 

MCB&WCB. 
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Tóm tắt 
Đặt vấn đề/ Mục tiêu: Ngân hàng tế bào Vero 76 gốc giống (Master Cell Bank) và ngân 

hàng tế bào Vero 76 làm việc (Working Cell Bank) được nhận dạng đặc hiệu qua các đời 

cấy chuyền bằng phương pháp giải trình tự gen đích psi beta and delta globin của dòng tế 

bào vero 76 thận khỉ xanh Châu phi (Cercopithecus aethiops) để nhận dạng và đánh giá s  

ổn định về di truyền của ngân hàng tế bào Vero 76 gốc giống (MCB) và ngân hàng tế bào 

làm việc (WCB) được cấy chuyền nhiều lần trên môi trường nuôi cấy.  
Phương pháp: Ngân hàng tế bào Vero 76 (MCB, WCB) được thu nhận, tách chiết và tinh 

sạch DNA tổng số bằng bộ kit GeneJET gel extraction kit – Thermo Fisher Scientific, Mỹ. 

Sản phẩm DNA tổng số được kiểm tra độ tinh sạch bằng phương pháp điện di trên gel 

agarrose 0.8%. 
Kết quả: Kết quả giải trình tự và so sánh để xác định các điểm sai khác giữa các mẫu tế bào ở 

các thế hệ cấy chuyển so với dòng tế bào gốc ban đầu trên ngân hàng dữ liệu Gen bank 

(NCBI). Kết quả đánh giá cho thấy các dòng tế bào ở các thế hệ cấy chuyền không có sự khác 

biệt nhau và so với dòng tế bào gốc, điều này khẳng định có s  ổn định về mặt di truyền của 

các dòng tế bào trong quá trình cấy chuyển thiết lập ngân hàng. 
Kết luận: Chúng tôi đã thành công trong việc thiết kế mồi đặc hiệu (Primer) để khuếch đại và 

giải trình tự vùng gen psi beta và delta globin của loài trên các dòng tế bào Vero76 được cấy  

chuyển nhiều lần. Kết quả phân tích trình tự cho thấy trình tự của các dòng tế bào ở ế ế tcế cệ 

không có sự thay đổi chứng tỏ các dòng tế bào là hoàn toàn ổn định về di truyền sau nhiều lần 

cấy truyền. Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy có thể sử dụng phương pháp giải trình tự vùng gen 

psi beta và delta globin đặc hiệu của loài thận khỉ xanh châu phi (Cercopithecus aethiops) trong 

việc nhận dạng đặc hiệu các dòng tế bào Vero76. 
Từ khóa: Gen psi beta and delta globin, Nhận dạng tế bào, Giải trình tự gen, Vero76. 
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1. Đặt vấn đề* 

  Dòng tế bào thận Khỉ xanh châu Phi 

Cercopithecus aethiops (dòng tế bào 

Vero76) được chứng minh phù hợp trong 

nghiên cứu sinh học như khuếch đại virus, 

phát triển vắc-xin và các xét nghiệm gây 

độc tế bào. Tuy nhiên, việc nuôi cấy dòng tế 

bào qua nhiều thế hệ có thể dẫn đến sự biến 

đổi của các dòng tế bào sau nhiều lần cấy 

chuyền so với tế bào gốc ban đầu. Việc này 

sẽ dẫn đến những sai lệch trong kết quả 

nghiên cứu có sử dụng các dòng tế bào đã 

biến đổi. Vì vậy, cần định kỳ nhận dạng và 

đánh giá sự ổn định về mặt di truyền của các 

dòng tế bào nuôi cấy sau những lần cấy 

chuyền để đảm bảo vật liệu tế bào sử dụng 

là ổn định về di truyền. Trong các nghiên 

cứu gần đây, việc nhận dạng các dòng tế 

bào sử dụng phương pháp khuếch đại và 

giải trình tự các vùng gen đặc hiệu 

(Sequencing) đang trở thành một phương 

pháp đơn giản, nhanh, đặc hiệu và hiệu quả 

được dùng phổ biến [4,5]. 

 Một số khảo sát gần đây về chất lượng 

dòng tế bào cho thấy dòng tế bào bị thoái 

hóa, đột biến và dẫn đến sai khác là phổ 

biến và rất đáng quan tâm trong quá trình 

cấy chuyển qua các thế hệ [5-7;9;11]. Các 

nguyên nhân phổ biến nhất của việc tế bào 

bị sai khác bao gồm dán nhãn sai, nhiễm 

bẩn các dòng tế bào trong quá trình nuôi và 

cấy chuyển. Nguy cơ gặp một dòng tế bào 

sai khác với nguồn gốc ban đầu được ước 

tính là 1:6 [1;2]. Để phát hiện sự biến đổi và 

sai khác của dòng tế bào được phát hiện 

thông qua phương pháp nuôi cấy và quan 

sát hình thái, hay nhận dạng bằng các 

phương pháp khác nhau. Nhận dạng tế bào 

được định nghĩa ở đây là các thử nghiệm 

được thực hiện để xác nhận danh tính của 
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một dòng tế bào, chứng minh rằng nó có 

nguồn gốc chính xác từ dòng tế bào gốc ban 

đầu [17]. Các công cụ để nhận dạng các 

dòng tế bào rất quan trọng để kiểm soát chất 

lượng trong các nghiên cứu sử dụng thiết 

lập ngân hàng tế bào, cấy chuyển để lưu trữ, 

sử dụng tế bào trong nghiên cứu y sinh học 

[3;4;8] . Hiện tại phương pháp để nhận dạng 

đặc hiệu các dòng tế bào bằng phương pháp 

giải trình tự các đoạn gen (nucleotide) hoặc 

protein, amino acide… đã được sử dụng 

thành công [10].  

 Các tế bào Vero phân lập từ thận của 

Khỉ xanh châu Phi (Cercopithecus aethiops) 

năm 1962 thường được sử dụng cho nuôi 

cấy vi rút để nghiên cứu và phát triển 

thuốc/vắc xin/sinh phẩm và xét nghiệm gây 

độc tế bào [12;15]). Kết quả nghiên cứu cho 

thấy con người và Khỉ xanh châu Phi có sự 

tương đồng cao tại các vùng gen điều này 

cho phép sử dụng các chỉ thị ở con người để 

nhận dạng đối với Khỉ xanh châu Phi 

[16;17]. Gần đây, việc sử dụng các vùng 

gen đặc hiệu như psi beta and delta globin 

để nhận dạng dòng tế bào người [10].  

 Thông qua việc đánh giá sự tương đồng 

về trình tự nucleotide của vùng gen psi beta 

and delta globin để chứng minh sự ổn định 

di truyền và không có sự đột biến/thay đổi 

trình tự nucleotide giữa các lần cấy chuyền 

trong việc bảo quản, thiết lập ra các ngân 

hàng tế bào Vero 76 gốc giống (MCB) và 

ngân hàng tế bào Vero 76 làm việc (WCB). 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu: Ngân hàng tế bào Vero 76  

gốc giống  (MCB ) và ngân hàng tế bào 

Vero 76 làm việc (WCB) được thiết lập từ 

chuẩn tế bào Vero 76 ATCC CRL-1587TM 

được nuôi cấy và sản xuất tại Viện Kiểm 

định Quốc gia Vắc xin và Sinh phẩm y tế. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu:  

Ngân hàng tế bào Vero 76 (MCB, WCB) 

được thu nhận, tách chiết và tinh sạch DNA 

tổng số bằng bộ kit GeneJET gel extraction 

kit – Thermo Fisher Scientific, Mỹ. Sản 
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phẩm DNA tổng số được kiểm tra độ tinh 

sạch bằng phương pháp điện di trên gel 

agarrose 0.8%. 

Trình tự primer sử dụng cho PCR được 

thiết kế gen đích psi beta and delta globin 

của loài khỉ xanh châu phi (Cercopithecus 

aethiops) được công bố trên ngân hàng dữ 

liệu Genbank (NCBI) mẫu số: AF 057392.1 

[1] cho phép khuếch đại đoạn DNA kích 

thước 307 bp với trình tự mồi (F: 5’-

CAGCACTTTAGGAGGCCAAG-3’và R: 

5’-GGCTTGCATTGAGAGTGTTTG-3’) 

với thành phần phản ứng PCR và chu trình 

nhiệt như sau:  

Thành phần phản ứng: 

1. Đệm phản ứng, 10X : 2,5 l  

2. dNTP, 5mM  : 2,0 l  

3. MgCl2, 25 mM  : 1,6 l  

4. Mồi xuôi/ngược, 5 M : 2,0 l  

5. DNA khuôn  : 1 l 

6. DNA Taq polymerase : 0,3 l  

7. H2O   : 15,6 l 

Tổng  : 25 l  

Chu trình nhiệt: 

1. 95oC – 5 phút 

2. 95oC – 45 giây 

3. 61oC – 45 giây 

4. 72oC – 60 giây 

5. Lặp lại bước 2-4, 30 chu kỳ 

6. 72oC – 5 phút 

Sản phẩm PCR khuếch đại của các mẫu 

Vero 76 MCB và WCB được giải trình tự 

bằng phương pháp giải trình tự trực tiếp trên 

máy giải trình tự tự động ABI 3500 Bio 

System (Mỹ) theo phương pháp của Sanger 

và đồng tác giả (1977).  

Kết quả giải trình tự sản phẩm PCR 

khuếch đại gen psi beta and delta globin từ 

các mẫu Vero 76 MCB và WCB được so 

sánh với trình tự nucleotide của   mẫu chuẩn 

trên ngân hàng dữ liệu Genbank bằng công 

cụ MultAlin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) 

sau đó kiểm tra tính tương đồng về trình tự 

nucleotide (Blast) với trình tự gen của dòng 

tế bào Vero 76 MCB và WCB trên ngân 

hàng dữ liệu genbank (NCBI)  để xác định 

các biến đổi gen qua các mẫu tế bào vero 76 

MCB và WCB khác nhau 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PA

GE_TYPE=BlastSearch. 

3. Kết quả  

3.1. Kết quả tách chiết DNA tổng số 

Kết quả tách chiết DNA tổng số và kiểm tra độ tính sạch của DNA của hai mẫu tế bào vero 

76 MCB và WCB được nồng độ lần lượt là 450,7 ng/l và 400,9 ng/l. Độ tinh sạch DNA 

tổng số của hai mẫu tế vào vero 76 MCB và WCB được kiểm tra thông qua tỷ lệ 

OD260/OD280 và OD260/OD230 thu được kết quả là khoảng 1,87-1,98  (bảng 1) và hình 1. 

Bảng 1. Nồng độ và độ sạch của DNA tổng số mẫu tế bào Vero 76 MCB và WCB 

STT Mẫu Nồng độ (ng/l) OD260/OD280 OD260/OD230 

1 Vero 76 MCB 450,7 1,96 1,87 

2 Vero 76 WCB 400,9 1,90 1,98 

 

 

 

 

 

 

          Vero 76 MCB         Vero 76 WCB                       

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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Hình 1. Phổ điện di DNA tổng số của hai mẫu Vero 76 MCB và WCB 

Kết quả bảng 1 và hình 1 cho thấy kết quả nồng độ DNA tổng số thu được của hai mẫu 

Vero 76 MCB và WCB đảm bảo chất lượng để đưa vào chạy PCR khuếch đại gen đích psi 

beta and delta globin và giải trình tự để so sánh tính tương đồng trình tự nucleotide của Vero 

76 MCB và WCB với mẫu chuẩn đã công bố trên ngân hàng dữ liệu Genbank. 

3.2. Kết quả khuếch đại gen đích psi beta and delta globin bằng phương pháp PCR 

Kết quả khuếch đại vùng gen đích psi beta and delta globin với cặp mồi đã thiết kế với kích 

thước 307bp cho kết quả điện di sản phẩm PCR cho thấy xuất hiện 1 băng DNA đặc hiệu 

khoảng 300bp đối với hai mẫu Vero 76 MCB và WCB, không thấy có sự xuất hiện băng DNA 

đối với mẫu chứng âm (hình 2). 

 

 
Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm PCR mẫu tế bào Vero 76 

M: Marker 100bp 

Vero 76 MCB: Mẫu vero 76 ngân hàng tế bào gốc giống 

Vero 76 WCB: mẫu ngân hàng tế bào làm việc 

NC: Mẫu chứng âm H2O 

Với kết quả hình 2 cho thấy kích thước băng DNA của hai mẫu Vero 76 MCB và WCB thu 

được là phù hợp với thiết kế lý thuyết của cặp mồi đã thiết kế để khuếch vùng gen psi beta and 
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delta globin. Kết quả này đã chứng minh khuếch đại thành công đoạn gen đích và thu được sản 

phẩm DNA của hai mẫu tế bào Vero 76 MCB và WCB để phục vụ cho việc tinh sạch dùng cho 

giải trình tự gen. 

3.3. Kết quả giải trình tự gen đích  

Giải trình tự gen đích psi beta and delta globin trực tiếp trên máy giải trình tự tự động ABI 

3500 theo phương pháp Sanger của Hãng Firrstbase, Malaysia. Kết quả giải trình tự của các 

đoạn gen được so sánh bằng công cụ MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) 

(Hình 3). 

 
Hình 3. Kết quả so sánh trình tự đoạn gen psi beta and delta globin của hai mẫu 

tế bào Vero76 MCB và Vero 76 WCM. 

Từ kết quả hình 3 cho thấy trình tự nucleotide thu được sau khi giải trình tự được so sánh 

với đoạn gen chuẩn trên ngân hàng dữ liệu Genbank mã số AF: 057392.1 (NCBI) có sự tương 

đồng. Sau đó tiếp tục được nhận diện tính đồng nhất trình tự nucleotide được Blast lên ngân 

hàng dữ liệu Genbank, NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) cho thấy trình tự 

nucleotide gen đích psi beta và delta globin của hai mẫu ngân hàng tế bào Vero76 MCB và 

Vero 76 WCM chính xác là loài thận khỉ xanh Châu Phi (Cercopithecus aethiops) phù hợp với 

thiết kế lý thuyết nghiên cứu cần đặt ra (hình 4). 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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Hình 4. Kết quả Blast trình tự gen psi beta và delta globin hai mẫu ngân hàng tế 

bào Vero76 MCB và Vero 76 WCM trên dữ liệu ngân hàng Genbank, NCBI. 

Từ kết qủa thể hiện ở hình 4 đã chứng minh tính ổn định và đồng nhất của ngân hàng tế 

bào Vero76 MCB và Vero 76 WCM ổn định và tương đồng qua các thế hệ cấy chuyển nhiều 

lần trong quá trình nuôi cấy và sản xuất ngân hàng tế bào Vero76 MCB và Vero 76 WCM và 

chất lượng của các dòng tế bào là hoàn toàn ổn định. Các kết quả thu được cũng tương đồng 

với các kết quả của các nghiên cứu trước [11;16] cũng gợi ý rằng có thể sử dụng phương pháp 

khuếch đại và giải trình tự vùng gen psi beta và delta globin trong việc đánh giá nhận dạng đặc 

hiệu các đời nuôi cấy và cấy chuyển dòng tế bào Vero 76 nói chung và các dòng tế bào Vero 

khác phục vụ nghiên cứu và sản xuất thuốc sinh phẩm [15].  

4. Bàn luận 

Đảm bảo tính đồng nhất của dòng tế 

bào và khả năng phát hiện ô nhiễm tế bào là 

một trong những bước thiết yếu nhất của 

nghiên cứu dựa trên tế bào. Các vấn đề với 

nguồn gốc của một dòng tế bào thường liên 

quan đến số lần cấy chuyền của nó và chất 

lượng của các mẫu tế bào (MacLeod et al., 

2013). Một số phương pháp nhận dạng đã 

được sử dụng bao gồm phân tích 

isoenzyme, phân tích tế bào học, phân tích 

HLA, phân tích kiểu gen dựa trên chỉ thị 

STR và kiểu gen dựa trên các đa hình 

nucleotide đơn [2]. Phương pháp giải trình 

tự gen đích psi beta and delta globin pháp 

hiệu quả đối với việc nhận dạng các dòng tế 

bào khác nhau và được sử dụng để phân biệt 

giữa các mẫu khác nhau [1]. Với chi phí 

thấp, hiệu quả phân biệt cao và độ tin cậy 

cao, phân tích dựa trên chỉ thị STR đã được 

chứng minh như một phương pháp được lựa 

chọn để xác thực và giám sát nguồn gốc của 

các dòng tế bào người bảo đảm không bị lây 

nhiễm chéo trong nhiều nghiên cứu [7]. 

Nhận dạng tế bào dựa trên trình tự các 

nucleotide trên gene đặc hiệu được sử dụng 

để phát hiện sự sai khác của các dòng tế bào 

là một phương pháp đang được sử dụng 

hiện nay (12]. Trong nghiên cứu này, chúng 

tôi đã sử dụng phương pháp khuếch đại 

gene gen đích psi beta and delta globin của 

loài thận khỉ xanh Châu Phi (Cercopithecus 

aethiops) và giải trình tự gen để nhận dạng các 

dòng tế bào của người để nhận dạng các 

dòng tế bào Vero76. Kết quả cho thấy khả 

năng nhận dạng thông qua việc khuếch đại 

thành công và so sánh trình tự của các gene 
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psi beta and delta globin từ các dòng tế bào 

Vero76 từ thận khỉ xanh châu Phi là đáng 

tin cậy và đạt hiệu quả rất tốt. Với các kết 

quả thu được này cũng gợi ý rằng có thể sử 

dụng phương pháp giải trình tự gen psi beta 

and delta globintrên trong việc đánh giá 

nhận dạng các dòng tế bào Vero76 nuôi cấy. 

5. Kết luận 

Chúng tôi đã thành công trong việc thiết 

kế mồi đặc hiệu (Primer) để khuếch đại và 

giải trình tự vùng gen psi beta và delta 

globin của loài thạn khỉ xanh châu phi sử 

dụng để nhận dạng đặc hiệu   trên các dòng 

tế bào Vero76 được cấy chuyển nhiều lần. 

Kết quả phân tích trình tự cho thấy trình tự 

của các dòng tế bào ở các thế hệ không có 

sự thay đổi chứng tỏ các dòng tế bào là hoàn 

toàn ổn định về di truyền sau nhiều lần cấy 

truyền. Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy 

có thể sử dụng phương pháp giải trình tự 

vùng gen psi beta và delta globin đặc hiệu 

của loài thận khỉ xanh Châu Phi 

(Cercopithecus aethiops) trong việc nhận 

dạng đặc hiệu các dòng tế bào Vero76. 
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