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Abstract: The national standard of recombinant Hepatitis B vaccine, lot MCQG.HBV.02, 
has been used since 2019 but there has been no stability studies published. This study was 
carried out to predict the shelf life of the above national standard vaccine lot by  accelerated 
stability testing method to determine  HBsAg antigen content of the national standard lot at 
different storage temperatures: 25oC, 37oC and 45oC. The results showed that, at 25oC after 
28, 56 and 84 days, the HBsAg contents of MCQG.HBV.02 lot were 28.8; 26.5 and 13.3 µg/
ml respectively; at 37oC after 28, 56 and 84 days, the HBsAg contents of vaccine lot were 
17.4; 12.1 and 8.7 µg/ml respectively; at 45oC after 7, 14, 28, 56 days, the HBsAg contents 
of vaccine lot were 15.4; 12.4; 5.8 and 3.3 µg/ml respectively. Using JMP Pro13 software 
based on the Arrhenius equation, the results are as follows: the shelf life of national standard 
vaccine lot was 1825 days (equivalent to 5.3 years); the HBsAg content is predicted to reach 
20.4 µg/ml after 5 years that meets the requirement (≥ 20 µg/ml). Conclusion: Predicted 
shelf life of the national standard of recombinant Hepatitis B vaccine,  lot MCQG.HBV.02, 
is 5.3 years at the storage temperature of 2-8oC.
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Tóm tắt: Loạt vắc xin mẫu chuẩn viêm gan B lần thứ hai MCQG.HBV.02 được đưa vào 
sử dụng từ năm 2019 nhưng chưa có nghiên cứu đánh giá tính ổn định nào được công bố. 
Nghiên cứu này được thực hiện với mục tiêu dự đoán hạn dùng loạt vắc xin mẫu chuẩn trên 
bằng phương pháp thúc đẩy nhiệt để xác định hàm lượng kháng nguyên HBsAg của mẫu 
chuẩn ở các nhiệt độ bảo quản khác nhau: 25oC, 37oC và 45oC. Kết quả nghiên cứu cho thấy, 
ở nhiệt độ 25oC sau 28, 56, và 84 ngày hàm lượng HBsAg của loạt MCQG.HBV.02 tương 
ứng là 28,8; 26,5 và 13,3 µg/ml; Ở 37oC sau 28, 56 và 84 ngày hàm lượng HBsAg của loạt 
mẫu chuẩn lần lượt là 17,4; 12,1 và 8,7 µg/ml. Ở điều kiện 45oC sau 7, 14, 28, 56 ngày hàm 
lượng HBsAg của MCQG.HBV.02 theo thứ tự là 15,4; 12,4; 5,8; 3,3 µg/ml. Sử dụng phần 
mềm JMP Pro13 dựa trên phương trình Arrhenius tính được: Hạn dùng loạt mẫu chuẩn 
là 1825 ngày (tương đương 5,3 năm); sau 5 năm, hàm lượng HBsAg dự đoán đạt 20.4 µg 
HBsAg/ml, đạt yêu cầu theo tiêu chuẩn ≥ 20 µg/ml. Kết luận: Hạn dùng dự kiến của loạt vắc 
xin mẫu chuẩn quốc gia viêm gan B tái tổ hợp MCQG.HBV.02 là 5,3 năm khi bảo quản ở 
nhiệt độ 2-8oC.
Từ khoá: Mẫu chuẩn viêm gan B, hạn sử dụng, MCQG.HBV.02

1. Đặt vấn đề

Hàng năm, nhiều lô vắc xin (VX) 
có thành phần viêm gan B, bao gồm cả 
VX đơn giá như: Engerix B (GSK, Bỉ), 
Euvax (Sanofi, Pháp) hoặc vắc xin viêm 
gan B phối hợp như: Twinrix (GSK, 
Bỉ), Infarix Hexa (GSK, Bỉ), Hexaxim 
(Sanofi, Pháp),…được kiểm định chất 
lượng tại Viện Kiểm định Quốc gia Vắc 
xin và Sinh phẩm y tế (NICVB). Khả 
năng bảo vệ của VX viêm gan B được 

xác định thông qua hàm lượng HBsAg 
và cần thực hiện song song với vắc xin 
mẫu chuẩn (VXMC).

Do kinh phí sản xuất, kinh phí nối 
chuẩn cho một loạt VXMC rất lớn, tốn kém 
thời gian…nên mỗi loạt VXMC được sản 
xuất với số lượng lớn, đủ dùng trong ít nhất 
5- 10 năm. Vì vậy, cần phải đánh giá tính 
ổn định của loạt mẫu chuẩn để xem loạt 
mẫu chuẩn này có thể sử dụng được trong 
thời gian dài như vậy hay không. 
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Theo WHO, tính ổn định của sinh 
phẩm được đánh giá qua tỉ lệ giảm hàm 
lượng kháng nguyên hoặc hoạt tính ở các 
nhiệt độ bảo quản khác nhau [1], [2].

Năm 2017, NICVB đã thiết lập lô VX 
mẫu chuẩn quốc gia viêm gan B tái tổ hợp 
với mã số MCQG.HBV.02. Lô VXMC này 
đã được đánh giá chất lượng và nối chuẩn với 
mẫu chuẩn quốc tế (MCQT) nhưng chưa đánh 
giá tính ổn định nhiệt để dự đoán hạn dùng. Vì 
vậy, trong nghiên cứu này chúng tôi thực hiện 
đề tài “Dự đoán hạn dùng của loạt vắc xin mẫu 
chuẩn quốc gia viêm gan B lần thứ hai, mã số 
MCQG.HBV.02” với mục tiêu đưa ra được 
hạn dùng dự kiến của loạt mẫu chuẩn.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1 Đối tượng nghiên cứu

Lô vắc xin mẫu chuẩn quốc gia MCQG.
HBV.02, lọ 1 ml có hàm lượng HBsAg sau 
sản xuất đạt 29,5 ± 4,32 mg/ml.

Hình 1: Lọ vắc xin mẫu chuẩn viêm gan B 
tái tổ hợp lần 2 

2.2. Tiêu chuẩn đánh giá

Tiêu chuẩn hàm lượng kháng nguyên 
HBsAg ≥ 20 µg/ml [1], [3].

2.3. Địa điểm và thời gian nghiên cứu

Địa điểm: Viện Kiểm định Quốc gia 
Vắc xin và Sinh phẩm y tế (NICVB);

Thời gian nghiên cứu: Năm 2017 đến 
Năm 2018.

2.4. Thiết kế nghiên cứu

Phương pháp nghiên cứu: Sử dụng 
phương pháp thúc đẩy nhiệt để đánh giá 
tính ổn định nhiệt, dự đoán hạn dùng của 
loạt mẫu chuẩn [1-5]. 

Thiết kế nghiên cứu: Xác định hàm 
lượng HBsAg của loạt mẫu chuẩn ở ít nhất 
3 nhiệt độ cao hơn nhiệt độ bảo quản dự 
kiến, mỗi nhiệt độ thực hiện tại ít nhất 3 
thời điểm, mỗi thời điểm lặp lại 3 lần [4,5].

Sử dụng VX mẫu chuẩn quốc tế để 
thực hiện song song trong quá trình xác 
định hàm lượng HBsAg của VX mẫu chuẩn 
quốc gia, xác định hàm lượng HBsAg của 
mẫu chuẩn thông qua hàm lượng mẫu 
chuẩn quốc tế.

Sử dụng phương pháp ELISA để xác 
định hàm lượng HBsAg của mẫu chuẩn [6].

Số liệu được xử lý bằng phần mềm 
JMP Pro 3 dựa trên phương trình phương 
trình Arrhenius.
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Hình 2: Thiết kế nghiên cứu tính ổn định nhiệt của MCQG.HBV.02 

Nhiệt độ và thời gian đánh giá tính ổn định 
nhiệt của VX MCQG viêm gan B

25 oC
28 ngày
56 ngày
84 ngày

37 oC
28 ngày
56 ngày
84 ngày

45 oC
7 ngày
14 ngày
28 ngày
56 ngày

2.5. Cỡ mẫu, chọn mẫu
Cách chọn mẫu: Chọn ngẫu nhiên 

các lọ thuộc loạt mẫu chuẩn để đưa vào 
nghiên cứu.

Cỡ mẫu được xác định theo hướng dẫn 
của WHO cho thử nghiệm xác định hàm 
lượng HBsAg trong vắc xin viêm gan B: Sử 
dụng 1 lọ VX mẫu chuẩn quốc gia và 1 lọ VX 
mẫu chuẩn quốc tế trong mỗi lần thực hiện 
thử nghiệm xác định hàm lượng HBsAg [6].

2.6. Vật liệu, hóa chất và thiết bị chính
Trang thiết bị, dụng cụ: Tủ ấm CO2, 

dàn ELISA, máy ly tâm, máy lắc tuýp, 
pipet, đầu côn, phiến pha loãng…

Vật liệu, hóa chất: Vắc xin mẫu chuẩn 
quốc tế viêm gan B tái tổ hợp, mã W-0808-
01, Công ty Công nghệ sinh học Berna đa 
quốc gia (Berna Biotech Korea Corp), Hàn 
Quốc; bộ kit HBsAg; các hóa chất thương 
mại dùng cho ELISA;…

2.7. Chỉ số đánh giá
Xác định hàm lượng HBsAg trong 

mẫu chuẩn khi bảo quản ở các nhiệt độ 
khác nhau, các thời điểm khác nhau [1], 
[2], [3], [4]. 

2.8. Thu thập số liệu
Thu thập số liệu bằng cách thực 

hiện các thử nghiệm xác định hàm lượng 
HBsAg của loạt mẫu chuẩn khi bảo quản ở 
các nhiệt độ khác nhau, các thời điểm khác 
nhau [1], [3], [6].

2.9. Xử lý và phân tích số liệu
Sử dụng phần mềm JMP Pro13, phần 

mềm chuyên dụng để dự đoán hạn dùng 
vắc xin, sinh phẩm dựa trên phương trình 
Arrhenius [1], [3].

2.10. Đạo đức nghiên cứu
Nghiên cứu được thực hiện trong 

phòng thí nghiệm, không thực hiện trên 
người hay động vật thí nghiệm.

3. Kết quả
VX mẫu chuẩn viêm gan B đã được 

đánh giá hàm lượng HBsAg ở 3 nhiệt độ 25 
oC, 37 oC và 45oC. Hàm lượng HBsAg của 
vắc xin mẫu chuẩn ở các thời điểm được 
thể hiện trên các bảng sau:
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Bảng 1: Hàm lượng HBsAg của MCGG.HBV.02 khi bảo quản ở 25 oC

Thời gian 28 ngày 56 ngày 84 ngàyKết quả
Lần 1 28,2 26,4 13,4

Lần 2 28,4 26,6 13,4

Lần 3 30 26,6 13,2

Trung bình 28,8 26,5 13,3

Đơn vị tính: µg/ml
Bảng 1 cho thấy có sự giảm hàm lượng 

HBsAg của vắc xin MCQG viêm gan B tái 
tổ hợp, cụ thể: Khi bảo quản ở 25oC đến 
ngày thứ 84, hàm lượng HBsAg giảm còn 

13,3 µg/ml. Tại thời điểm 28 và 56 ngày, 
hàm lượng HBsAg đạt 28,8 và 26,5 µg/ml, 
vẫn đạt tiêu chuẩn  ≥ 20 µg/ml.

Bảng 2: Hàm lượng HBsAg của MCGG.HBV.02 khi bảo quản ở 37 oC

Thời gian 28 ngày 56 ngày 84 ngàyKết quả
Lần 1 17,6 12,2 8,6

Lần 2 17,2 12,2 8,8

Lần 3 17,6 12 8,8

Trung bình 17,4 12,1 8,7

Đơn vị tính: µg/ml
Bảng 3: Hàm lượng HBsAg của MCGG.HBV.02 khi bảo quản ở 45 oC

Thời gian 7 ngày 14 ngày 28 ngày 56 ngàyKết quả
Lần 1 15,2 12,4 5,8 3,4

Lần 2 15,6 12,4 5,8 3,2

Lần 3 15,4 12,6 5,8 3,4

Trung bình 15,4 12,4 5,8 3,3

Đơn vị tính: µg/ml

Bảng 2 và bảng 3 cho thấy hàm lượng 
HBsAg giảm rõ rệt theo thời gian khi bảo 
quản ở nhiệt độ 37 oC và 45 oC. Ở 37 oC, sau 

28 ngày hàm lượng đã giảm xuống dưới 20 
µg/ml. Khi bảo quản ở 45 oC, chỉ sau 7 ngày 
hàm lượng HBsAg đã nhỏ hơn 20 µg/ml.
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Các số liệu hàm lượng HBsAg khi bảo 
quản ở các nhiệt độ khác nhau, các thời 
điểm khác nhau ở trên được sử dụng để dự 

đoán hạn dùng của loạt mẫu chuẩn. Sử dụng 
phần mềm JMP Pro13 để xử lý số liệu.

Hình 3: Hàm lượng HBsAg dự kiến của VXMC viêm gan B sau 1825 ngày (5 năm)
Theo số liệu thu được, sau 5 năm bảo 

quản ở nhiệt độ 2-8 oC MCQG viêm gan B 
vẫn đảm bảo hàm lượng HBsAg ≥ 20 µg/
ml với hàm lượng dự đoán là 20,4 µg/ml; 

Tiến hành xử lý số liệu để xác định thời 

điểm khi hàm lượng HBsAg ở ranh giới 20 
µg/ml, thu được kết quả: Thời điểm hàm 
lượng HBsAg còn 20 µg/ml là 1957 ngày (5,3 
năm) khi bảo quản ở 2 – 8 oC. Như vậy hạn 
dùng của loạt MCGG.HBV.02 là 5,3 năm. 

Hình 4: Dự đoán thời điểm hàm lượng HBsAg ở mức 20 µg/ml
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4. Bàn luận

4.1. Tính ổn định nhiệt của vắc xin mẫu 
chuẩn viêm gan B

Nhiệt độ bảo quản VX mẫu chuẩn 
đóng vai trò quan trọng để duy trì được 
hàm lượng kháng nguyên trong thời gian 
dài. Nhiệt độ bảo quản càng thấp, hạn sử 
dụng càng dài. Tuy nhiên, vắc xin MCQG 
viêm gan B được bảo quản ở nhiệt độ 2 
- 8oC và cần tránh đông băng do có chứa 
hydroxyd nhôm.

Về phương pháp nghiên cứu, đánh giá 
tính ổn định nhiệt gồm hai loại: Nghiên cứu 
sự ổn định dài hạn (long term stability, real 
time – real condition stability) và nghiên 
cứu thúc đẩy nhiệt (accelerated stability 
testing). Trong nghiên cứu này, chúng tôi 
dùng phương pháp thúc đẩy nhiệt để đánh 
giá tính ổn định nhiệt của vắc xin mẫu 
chuẩn quốc gia viêm gan B. Phương pháp 
này không đưa ra hạn dùng chính xác như 
phương pháp nghiên cứu tính ổn định theo 
thời gian thực. Tuy nhiên, nó đưa ra được 
hạn sử dụng dự kiến ngay từ giai đoạn đầu 
khi mới sản xuất mẫu chuẩn mà phương 
pháp nghiên cứu tính ổn định theo thời gian 
thực không có được. 

Chúng tôi lựa chọn các nhiệt độ 25 oC, 
37 oC và 45oC tương ứng với các điều kiện 
bảo quản ở nhiệt độ phòng thí nghiệm, điều 
kiện ngoài trời và điều kiện nắng nóng gay 
gắt. Các nhiệt độ và thời điểm được lựa 
chọn cũng tham khảo báo cáo của WHO 
trong việc đánh giá tính ổn định nhiệt của 
VX viêm gan B ở các dải nhiệt độ khác 
nhau [4], [5].

Số liệu nghiên cứu về tính ổn định 
nhiệt của vắc xin MCQG viêm gan B tái 
tổ hợp trong nghiên cứu này cho thấy, tốc 

độ giảm hàm lượng HBsAg của vắc xin 
MCQG viêm gan B tái tổ hợp chậm hơn 
khi bảo quản ở 25oC. Khi bảo quản vắc xin 
mẫu chuẩn viêm gan B ở 25oC, sau 56 ngày 
hàm lượng HBsAg vẫn đạt yêu cầu ≥ 20 
µg/ml. Kết quả này cũng tương tự số liệu 
của WHO về tính ổn định nhiệt của VX 
viêm gan B [3].

Việc dự đoán được hạn dùng giúp 
NICVB có kế hoạch sản xuất loạt mẫu chuẩn 
tiếp theo do việc sản xuất 1 loạt mẫu chuẩn 
mất rất nhiều thời gian, công sức, tài chính.

Kết quả nghiên cứu tính ổn định nhiệt 
được xử lý bằng phần mềm JMP Pro13 dựa 
trên phương trình Arrhenius, phần mềm 
chuyên dụng để dự doán hạn dùng bằng 
phương pháp thúc đẩy nhiệt.  Tiến hành xử lý 
số liệu trên phần mềm JMP Pro13 cho thấy: 
Hàm lượng HBsAg của vắc xin MCQG viêm 
gan B bảo quản ở 2 - 8oC sau 5 năm đạt 20,4 
µg/ml; sau 5,3 năm (1957 ngày) hàm lượng 
HBsAg vẫn đạt tiêu chuẩn ≥ 20 µg/ml. 

So với các vắc xin mẫu chuẩn quốc 
gia khác như vắc xin mẫu chuẩn quốc gia 
Haemophilus influenzae typ b [7], bại liệt 
uống [8], rota [9], viêm não Nhật bản sản 
xuất trên tế bào VERO [10], hạn sử dụng 
của MCGG.HBV.02 ngắn hơn vì hai lý do: 
Thứ nhất, loạt vắc xin mẫu chuẩn này chỉ 
được bảo quản ở 2-8oC do có chứa nhôm 
hydroxyd, trong khi bốn mẫu chuẩn trên 
được bảo quản ở - 2oC hoặc - 80oC. Thứ hai: 
Vắc xin mẫu chuẩn viêm gan B này ở dạng 
lỏng còn các mẫu chuẩn như Haemophilus 
influenzae typ b, viêm não Nhật bản sản 
xuất trên tế bào VERO ở dạng động khô, có 
tính ổn định cao hơn.

Ngoài việc dự đoán hạn dùng ở thời 
điểm ngay sau khi sản xuất mẫu chuẩn như 
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trong nghiên cứu này, chúng tôi sẽ thực hiện 
giám sát, phân tích và đánh giá kết quả hàm 
lượng HBsAg của vắc xin MCQG viêm gan 
B theo thời gian thực, ở nhiệt độ bảo quản 
thực để có được hạn sử dụng chính xác của 
loạt MCQG.HBV.02. 

5. Kết luận
Hạn sử dụng dự kiến của loạt vắc xin 

mẫu chuẩn quốc gia viêm gan B tái tổ hợp 
lần 2, mã số MCQG.HBV.02 là 5,3 năm.
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