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摘要 

人们日益发现，一次性生物反应罐的塑料材料可能会在细胞

培养过程中析出有毒或抑制性化学物质。塑料析出物可能会

在工艺条件下迁移至工艺液体中，进而抑制细胞生长或影响

最终产品质量，因此尤为棘手。2016 年，Eppendorf 第 308

期应用文献已经证实，经电子束灭菌的 BioBLU®一次性生

物反应罐不会有对细胞培养参数产生不利影响的塑料析出

物。由于一次性生物反应罐的灭菌方法于近期改为 X 射线

辐照灭菌，因此有必要根据 DECHEMA®化工与生物技术协

会发布的标准细胞分析检测法开展新的析出物研究，以证明

该系列一次性罐体可以安全应用于哺乳动物细胞培养模型。

本次试验采用了一种经过基因改造的 CHO 细胞系模型，并

严格遵照“DECHEMA 析出物研究建议——用于早期识别

确定关键膜的标准细胞培养试验”，为比较不同塑料材料和

提出一般性建议奠定了基础。本应用文献证实，塑料材料经

X 射线辐照灭菌后不会有对试验所用 CHO 细胞系的生长、

活性和代谢水平产生负面影响的化合析出物。 

 

 
 
 
 
 

引言 

BioBLU 一次性生物反应罐广泛应用于生物制药研发和生物制

品生产。尽管一次性系统能够缩短生产时间并降低污染风险，

但其潜在问题是可能向与细胞悬液接触的细胞培养基中释放

化学物质。2016 年，我们根据 DECHEMA 工作组[1]开发的标

准细胞培养试验，利用经电子束灭菌的 BioBLU 一次性生物反

应罐进行了哺乳动物细胞培养并开展了相关析出物研究。目的

旨在检验析出化合物是否会影响细胞培养条件和性能。试验证

明，由 BioBLU 一次性生物反应罐原材料所析出的化合物不会

对试验中两种细胞系（CHO 与 Vero 细胞）的生长、活性和代

谢水平产生负面影响。试验结果详见 Eppendorf 第 308 期应用

文献[2]。 
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由于 BioBLU一次性生物反应罐的灭菌方法在近期由电子

束灭菌变更为 X 射线辐照灭菌，因此有必要遵照相同的

DECHEMA 指导建议，对经 X 射线辐照灭菌的 BioBLU 一次性

生物反应罐进行检测，并生成新的析出物数据。 

本应用文献评估了析出物分子对 CHO XM 111-10 细胞培

养的潜在影响。为完成试验，先将培养基在其中一款 BioBLU

一次性生物反应罐（共三款，分别是 BioBLU 0.3c、3c 或 5c）

中预热，或使用在 BioBLU 一次性生物反应罐中预热的注射用

水（WFI）制备培养基。试验结果表明，经 X 射线辐照灭菌后，

罐材析出物不会对 CHO XM 111-10 细胞系的生长、活性和代

谢活性产生负面影响。 

 

材料与方法 

 

CHO 细胞培养 

根据供应商建议，将解冻后的细胞转移至装有 FMX-8 培养基

（Cell Culture Technologies LLC）的 75 cm2方瓶中。在 T75

培养瓶中使用 FMX-8 培养基传代三次，温度 37°C，二氧化

碳浓度 5%。第四次传代时，将扩增后的培养物转移至无菌锥

形细胞培养瓶（Corning®）中，添加等体积的新鲜 ChoMaster® 

Hp-1 培养基（Cell Culture Technologies），并在 37°C 和

5%二氧化碳浓度下培养两至三小时。倾析后，去除上清培养

基，再加入 50 mL 新鲜的 ChoMaster Hp-1 培养基。 

 

提取 

根据 DECHEMA 指南，推荐采用以下两种程序来提取潜在析

出物：一种是用细胞培养基提取，另一种则用高纯注射用水

（WFI）提取，随后用该注射用水配制 ChoMaster HP-1 培养

基。根据指南，向 BioBLU 一次性生物反应罐中注入新鲜培养

基或 WFI。注入体积根据 DECHEMA 建议的表面体积比（S/V，

0.5 - 2 cm2/mL）计算得出。在聚碳酸酯摇瓶中加入细胞培养

基或 WFI，在相同条件下温育，作为阴性对照。将 BioBLU 一

次性生物反应罐和对照组摇瓶放入 S41i 恒温摇床中，在 37°

C、黑暗、无二氧化碳条件下无搅拌温育三天。每次提取均按

照一式三份进行。 

 

毒性研究 

将之前制备的各种提取物（包括样品和阴性对照）转移至摇瓶

图 1：本次析出物研究共采用了三种不同型号的 BioBLU 一次性生物反应罐，分别是(A) 0.3c、(B) 3c 与(C) 5c。细胞提取则利用(D) S41i

二氧化碳恒温摇床进行。 

进一步了解 BioBLU 一次性生物反应罐请访问：https://www.eppendorf.com/bioblu/ 

进一步了解 S41i 二氧化碳恒温摇床请访问： https://www.eppendorf.com 
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中。摇瓶中接种 CHO XM 111-10 细胞，接种密度 0.25 x 106 

cells/mL，再向培养基中加入 0.2% PLURONIC® F-68（Thermo 

Fisher Scientific®）和 2.5 mg/L 四环素（Merck®）。然后，让

细胞在 37°C、125 rpm 和 7.5 %二氧化碳条件下培养五天。

每 24 小时从每份培养物中取样一次，并使用 Vi-CELL® XR 细

胞存活率分析仪（Beckman Coulter®）测定细胞数量和存活率。

同时，使用 2900 生化分析仪（YSI®）测量葡萄糖、谷氨酰胺

和乳酸（Ankersmid）浓度，并采用紫外酶促法（340 nm）测

定铵（NH3）浓度，以确定细胞的新陈代谢情况。 

 

结果与讨论 

BioBLU 一次性生物反应罐经 X 射线辐照灭菌后的毒性研究 

为验证BioBLU一次性生物反应罐经X射线辐照灭菌后析出的

分子是否引起细胞毒性，本次析出物研究共采用以下三种不同

型号的一次性生物反应罐（BioBLU 0.3c、3c 和 5c）进行析出

物研究。为评估潜在析出物的细胞毒性，我们在细胞培养过程

中定期测量细胞存活率、细胞数量和细胞代谢三大指标。结果

如图 2 所示，证实无论使用何种培养基（从经 X 射线辐照灭菌

的 BioBLU 一次性生物反应罐中提取的培养基，或平行孵育的

对照培养基），CHO XM 111-10 细胞在整个培养过程中的存

活率均保持相当。在使用 WFI 提取液开展的试验中，仅在培

养最后一日（第 4 天）观察到对照组与三个型号生物反应罐出

现细微偏差。 

如图 3 所示，细胞数量测量结果与细胞存活率结果具有相

关性。在培养基提取组中，对照组与所测三个型号生物反应罐

中的细胞数量在整个培养过程中大致相当。 

  

培养基提取液 WIFI 提取液 

BioBLU 0.3c 

n=3 n=3 

BioBLU 3c BioBLU 5c 对照 BioBLU 0.3c BioBLU 3c BioBLU 5c 对照 

存
活

率
（

%
）

 

存
活

率
（

%
）

 

第 0 天 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 0 天 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 

图 2：细胞存活率——CHO XM 111-10 细胞在来自经 X 射线辐照灭菌的 BioBLU 一次性生物反应罐的提取液中或来自聚碳酸酯摇瓶的对

照培养基中培养（n = 3）。 
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然而，在 WFI 提取液组中，试验组与对照组的细胞生长结果

仅在第 4 天出现了略微不同。 

在为期 5 天的细胞培养过程中，通过监测底物和代谢物浓

度可以比较不同培养基中细胞的代谢活性。如图 4和图 5所示，

不同提取液中的葡萄糖、谷氨酰胺、乳酸和 NH3浓度相似，表

明在所有经 X 射线辐照灭菌的生物反应罐和对照组中，CHO 

XM 111-10 细胞的代谢活性大致相同。 

 

  

培养基提取液 WIFI 提取液 

BioBLU 0.3c BioBLU 3c BioBLU 5c 对照 BioBLU 0.3c BioBLU 3c BioBLU 5c 对照 

活
细
胞

/m
L
（
×

 1
0

6
）

 

活
细
胞

/m
L
（
×

 1
0

6
）

 

n=3 n=3 

图 3：活细胞密度（cells/mL）——CHO XM 111-10 细胞在来自经 X 射线辐照灭菌的 BioBLU 一次性生物反应罐的提取液中或来自

聚碳酸酯摇瓶的对照培养基中培养（n = 3）。 
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图 4：培养基提取液组的细胞代谢活性——CHO XM 111-10 细胞在来自经 X 射线辐照灭菌的 BioBLU 一次性生物反应罐的培

养基提取液中或来自聚碳酸酯摇瓶的对照培养基中培养（n = 3）。 

BioBLU 0.3c BioBLU 3c BioBLU 5c 对照 对照 BioBLU 5c BioBLU 3c BioBLU 0.3c 

培养基提取液——乳酸 培养基提取液——NH3 
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第 0 天 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 第 0 天 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 
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为更好地评估实验结果，建议以 100%为参考对数据进行

归一化处理。因此，细胞密度、存活率以及底物和代谢物浓度

均表示为参考数据的百分比。 

 
表 1：三种不同型号 BioBLU 一次性生物反应罐（BioBLU 0.3c、3c 和 5c）析出分子潜在影响评估矩阵。如果三项参数中至少两项为“绿色”（符合标准），

则就析出物而言该材料可被视为“非关键”材料。%：与对照组呈负偏差 | +：与对照组偏差<10% | -：与对照组偏差≥10% 
      

 最大细胞密度 存活率 代谢活性 标准 结果 

 培养基提取液 WFI 提取液 培养基提取液 WFI 提取液 培养基提取液 WFI 提取液 
1 

 

2 

 

3 

 
 

BioBLU 0.3c + 10% + + + +    非关键 

BioBLU 3c + + + + + +    非关键 

BioBLU 5c + 10% + + + +    非关键 
           

■ 符合标准 ■ 不符合标准 

 
 

此外，必须综合考虑两种提取液的试验结果。如图 1 评估矩阵 所示，待评估材料的最终分类由三项标准的评估结果共同决定。 
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图 5：WFI 提取液组的细胞代谢活性——CHO XM 111-10 细胞在来自经 X 射线辐照灭菌的 BioBLU 一次性生物反应罐的 WFI

提取液中或来自聚碳酸酯摇瓶的对照培养基中培养（n = 3）。 

BioBLU 0.3c BioBLU 3c BioBLU 5c 对照 对照 BioBLU 5c BioBLU 3c BioBLU 0.3c 
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如果任何一组提取液的试验结果与对照组的偏差不超过

10%，则符合第一项标准。在本研究中，仅观察到使用 WFI

提取液的 BioBLU 0.3c 与 5c 一次性生物反应罐在第 4 天出现

偏差，偏差等于 10%。因此，三种待测型号的生物反应罐均符

合第一项标准。 

第二项标准为细胞毒性，若仅有 WFI 提取液组的细胞密

度与对照组的偏差≥ 10%，而其他提取液无此情况，则细胞毒

性可以忽略不计。在本研究中，从未观察到任何结果偏差达到

或超过 10%，因此所有待测型号的生物反应罐均符合第二项标

准。 

最后，第三项标准是，若在使用培养基提取液和 WFI 提取

液时，均未观察到两组或两组以上的试验结果与对照组相比偏

差达到或超过 10%，则视为符合标准。在本研究中，从未观察

到此类偏差，因此所有待测型号的生物反应罐均符合第三项标

准。 

根据指南，如果三项标准中有至少两项符合标准，则该材

料为“非关键”材料，因此在本研究中，所有经 X 射线辐照灭

菌的 BioBLU 一次性生物反应罐均可划分为“非关键”型。 

 

 

 

 

结论 

 

本应用文献中介绍的析出物研究严格遵照 DECHEMA 指南进

行。研究通过利用细胞培养基或在 BioBLU 一次性生物反应罐

预先温育的 WFI 中培养 CHO XM 111-10 细胞，并根据培养结

果评估经X射线辐照灭菌的BioBLU系列三种型号一次性生物

反应罐（BioBLU 0.3c、3c 和 5c）析出分子的潜在影响。结果

表明，经 X 射线辐照灭菌的罐材析出物不会对 CHO XM 

111-10 细胞系的生长、存活率和代谢活性产生负面影响，因

此三种型号的一次性生物反应罐均被划分为“非关键”型。 
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订购信息 

型号 订购号 

BioBLU® 0.3c 一次性生物反应罐，细胞培养，开管，1 个斜桨叶轮，无 pH 传感器，无菌，4 件装 1386 100 200 

BioBLU® 3c 一次性生物反应罐，细胞培养，微型气体分布器，2 个斜桨叶轮，光学 pH 传感器，无菌，1 件装 1386 120 000 

BioBLU® 5c 一次性生物反应罐，细胞培养，微型气体分布器，1 个斜桨叶轮，光学 pH 传感器，无菌，1 件装 M1363-0121 

New Brunswick S41i 恒温摇床 需询问* 

  

*需询问所在国家的零件编号 
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