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用于高效高密度细胞库的 
一次性含氟聚合物袋
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简介
—
对快速开发疫苗和其他疗法及对其扩展生产规模的需求
从未像目前这么迫切。但是，传统分级渐进的基于细胞培
养液扩增细胞的培养制程效率低下且存在风险。它们从
相对少量的细胞开始，需要数周的培养处理和多次转换
容器的步骤。培养液中的细胞通常储存在 1 至 5 毫升 
(mL) 规格的小瓶中。细胞必须在冷链保存、解冻、扩增和
加入生物反应器的整个制程中保持健康。

传统的培养液细胞储存使用可容纳 12 至 18 个小瓶的圆
柱形细胞冻存容器。冻存盒中装满异丙醇以控制冷冻速
度。在单个小瓶中冷冻细胞可以达到在长期冷冻后保持
细胞活性的目的，但也有一些缺点。典型的细胞递增培养
涉及一个由多个手动步骤组成的开放式系统，要将细胞
从小瓶转移到依次增大的摇瓶，再到生物反应器（图 1）。
每次将细胞转移到更大的摇瓶中时，都有污染的风险。每
个批次均需要新的种子培养基细胞，从而会带来不同批
次之间细胞质量不一致的风险。

这种多步骤制程成本高昂且耗时，需要数周时间才能将
细胞培养扩增到足够高的数量，达到可以转入生物反应
器量产的水平。因此，需要一种更有效、更精简的生产程
序，以加快细胞培养扩增制程并降低成本，同时保持高细
胞质量。提高效率需要增加细胞培养物中的培养基体积
和/或细胞密度，并减少制程步骤的数量。

对高密度细胞库的研究表明，将细胞培养的细胞密度从
每毫升 1,000 万个细胞上至到每毫升 1 亿个细胞是可以
实现的。1 这种方法可减少递增容量细胞培养中的步骤
数，从而将处理时间从数周缩短到数天。2 高密度细胞库
通过省去手动转移步骤，可将污染风险降至最低。高密度
细胞库不是将冷冻细胞培养物储存在单个小瓶中，而是
依赖于更大的容器。

图 1. 与传统的递增扩容培养制程相比，强化的制程方法可
将处理时间缩短数周。

当用另一种储存方法替换细胞冻存盒时，必须在整个冷
冻、储存、解冻和转移过程中对细胞进行保护。除了通过
减少递增扩容培养步骤来节省时间外，所选方法还应满
足以下要求：

• 将冷冻速度控制在每分钟递减 1°C，保持到至少降至 
-40°C

• 可满足各种标准的可渗透和不渗透防冻剂要求

• 实现高细胞密度

• 可耐受冷冻至 -150°C  的长期冷冻储藏

• 达到等于或超过行业标准的解冻速度

• 在制程结束时实现至少 90% 的细胞存活率

• 可充分按比例扩增细胞以便对大型（20 至 100 升） 
生物反应器提供有效的起始细胞密度

• 经济实惠且可复制生产
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由含氟聚合物制成的一次性 2D 储存袋组件提供的解决
方案可同时增加细胞培养量和每毫升的细胞密度，同时
保持细胞活力。本白皮书阐述了这些袋子在冷冻、储存和
解冻步骤中的性能表现，以及为什么它们在各种上游细
胞库应用中是小瓶容器的有效替代品。

反思细胞冷冻策略
—
冷冻和解冻对所有细胞来说都有压力，但通过使用最佳行
业操作方法，可以优化细胞活力。冷冻速度是决定解冻后细
胞生理机能和存活率的关键变量。重要的是在初始冷冻制
程中将冷冻速度控制在每分钟接近 -1°C，直至至少降到 
-40°C。3 如果冷冻速度太慢，细胞周围过度生成冰晶会导
致机械应力，细胞形态就会受到负面影响。冷却速度过快会
导致细胞内形成冰晶。当进一步冷却以进行培养液玻璃化
和长期低温储存时，温度下降的速度并不重要。

传统的细胞冻存盒通过隔热小瓶来被动地控制细胞的冷
冻速度。用异丙醇 (IPA) 或其他醇基溶剂注入冻存盒，只
需将冻存盒放入固定温度的冷冻柜中，即可使小瓶内的
细胞以可接受的速度冷却。

一次性储存袋是冷冻培养细胞的另一种方法。尽管许多
此类袋子已经上市数十年，但将它们用于细胞库应用已
被证明颇具挑战性。冷冻速度是取得成功的关键，但往往
没有得到很好的控制。在整个制程中保持袋子的完整性
至关重要，一些商用袋子出现问题，导致微生物污染。并
非所有产品均与许多应用所需的超低储存温度相容。袋
子和管子材料的选择在确定上游生物工艺的适用性方面
起着非常重要的作用。

Entegris 一直在与 CPE Lyon 和 IUT Lyon 的大学实验室
合作，评估一次性含氟聚合物袋组件用于高密度细胞库应
用的可行性。这些袋子由可在极低温度下保持柔韧性的单
层含氟聚合物制成，通常可在低至 -196°C 的温度下进行
测试。4 这些袋子有多种大小规格可供选择，可以容纳比
包含 18 个小瓶的细胞冻存盒的体积更高的细胞溶液。

实验将 50 毫升和 500 毫升袋子与传统细胞冻存盒的性
能进行了对比。将袋组件插入金属低温壳中，既可以保护
袋组件，又可以确保与金属的最大接触面积，以保证袋中
物的持续均匀冷却。 按照使用细胞冻存盒时的标准做法，
低温壳可以在冷冻柜中从实验室环境室温空冷至 -40°C 
以下。

然而，对于相对较小的袋子，当直接放在冷冻柜架上时，
低温壳往往会过快地冷却培养细胞液。为了缓解这一问
题，可以将低温壳封装在一个隔热的低温箱中，该低温箱
具有与细胞冻存盒相似的热传导功能。低温箱（图 2）内衬
有聚乙烯 (PE) 泡沫，而不是注入异丙醇 (IPA)。

IPA

图 2. 用于冷冻 50 毫升袋的低温箱/低温壳组合。



4

测试表明，在 50 毫升袋中冷冻细胞时需要低温箱。使用
低温箱时，冷冻速度保持在可接受的范围内，与采用小瓶
实现的冷冻速度相似（图 3）。如数据所示，注入量会影响
冷却速度。体积在 15 至 35 毫升之间可达到最佳效果。

图 3. 带低温箱和不带低温箱的小瓶和 50 毫升袋中细胞的
冷冻速度对比。袋子中的冷冻速度会因注入量不同而异。

当移至 500 毫升袋时，袋中的一小部分内装物与低温壳
的金属表面接触，从而降低了冷冻速度。通过将低温壳直
接放置在冷冻柜架上，而不使用低温箱，可以达到接近最
佳的冷冻速度。较大袋子内不同位置的冷却曲线确实不
同，通过在多个位置放置热电偶进行测试可以证明这一
点。但是，放置在冷冻柜不同位置的不同细胞冻存盒之间
的冷却曲线也会有所不同。与较小的袋子一样，500 毫
升袋的冷却曲线取决于注入量。

一次性袋子的最佳操作方式是注入到袋子容量的 50% 到 
70% 之间。这样做可以避免发生与过度注入相关的问
题，例如增加泄漏或破裂的风险，但不能满足冷冻细胞的
冷却速度严格要求。细胞库应用的最佳注入率要低得
多，必须根据细胞系的敏感性、防冻剂成分和细胞密度来
确定。在选择最佳袋子规格时，一定要考虑选择的注入
量。虽然注入至 70% 的容量对于确保袋子的完整性来说
是合适的，但在每分钟 -1°C 或接近 -1°C 的温度下可能
太高，无法实现细胞的均匀冷冻。

对于最长达一年的短期冷冻，注入培养细胞液的含氟聚
合物袋可以保存在设定为 -80°C 的冷冻柜中。长期储存
需要较低的温度，该低温可以通过将低温壳悬挂在液氮
罐的气相中来实现。-150°C 的气相温度低于 -120°C 的
典型细胞培养液的玻璃化温度，有利于实现硬冻结。

防冻剂相容性
—
需要防冻剂来消除培养细胞液中的冰晶形成，从而提高
冷冻期间的细胞存活率。必须根据细胞类型和所需的细
胞密度来选择理想的化学试剂和浓度。

防冻剂可以是渗透性的（即反应物可渗透细胞膜），也可以
是非渗透性的。二甲基亚砜 (DMSO) 等渗透性试剂比非渗
透性试剂更有效，但如果防冻剂浓度过高，则在室温下对
细胞有毒。在解冻后和将细胞引入到生物反应器之前，通
常包括一个洗涤步骤，以降低防冻剂浓度。使用非渗透性
试剂时不需要洗涤，因为这些糖或淀粉是无毒的，但这种
防冻剂可能不能充分保护细胞免受冷冻损伤。

我们评估了含二甲基亚砜商用防冻剂与不含二甲基亚砜
商用防冻剂与含氟聚合物存储存袋的兼容性。结果表明，
此类袋子与这两种类型的防冻剂均相容，从而使实验室能
够灵活选择最适合其细胞的防冻剂化学品和浓度。根据解
冻后细胞群体倍增率定义的细胞活性测量表明，无论有无
清洗步骤，在袋中冷冻均等于或优于小瓶中冷冻。

在冷冻前增加初始细胞密度有两个好处。首先，对于给 
定的袋子规格和注入水平，会有更多的细胞可用。其次，
如果二甲基亚砜的量保持不变，则二甲基亚砜的有效浓
度会降低。这意味着应该可以在解冻后省去防冻剂清洗
步骤，同时保持足够高的细胞活性。在将细胞培养基从  
500 毫升规格的袋子直接转移到大型生物反应器时， 
防冻剂会进一步稀释并消除潜在的毒性。活性数据表
明，稀释有助于确保细胞免受防冻剂相关损伤。省去清洗
步骤可进一步简化制程并降低污染风险，从而节省时间
和费用。
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快速解冻
—
解冻步骤也必须正确完成，以确保细胞活性。在解冻过程
中，最好尽快将冷冻培养基升至环境温度，以尽量减少对
细胞的损害。在设定为 37°C 的水浴器中培养要比其他方
法（例如在空气中或冰箱中解冻）快得多。因此，这是最常
见的方法。含氟聚合物一次性袋子适用于水浴器解冻。在
水浴器中手动搅动可进一步提高解冻速度，对袋子特别
有效。50 毫升的袋子可在不到两分钟的时间内从 
-60°C 解冻（图 4），这比在小瓶中要快得多。

图 4. 50 毫升袋子的解冻数据。

解冻后的细胞生长测量表明，袋装冷冻细胞的存活率高
于小瓶装冷冻细胞的存活率（图 5）。在袋子中冷冻可提高
冷冻过程中培养细胞液的同质性，并有利于加快解冻， 
这两点均有利于细胞存活。

图 5. 冷冻在小瓶、50 毫升袋子和 500 毫升袋子中的细胞在
冷冻前后的细胞活性。

按比扩展为到更高的容量
—
含氟聚合物一次性袋子进行储存的高密度细胞库易于按
比扩展。使用分批馈料扩增制程，每毫升细胞密度为 
2,000 万或 3,000 万个细胞的 500 毫升袋子可以直接接
种 20 升生物反应器，其细胞活性高于使用小瓶和摇瓶的
传统方法所达到的细胞活性。通过将多个 500 毫升袋子
转移到生物反应器中，进一步增加细胞密度，并将每个袋
子注入到有利于实现理想细胞冷冻速度的最大水平，可
以实现大型生产生物反应器的进一步扩展。

实验证明，一次性含氟聚合物袋是一种有效的冷冻方法，
非常适合短期或长期储存重组蛋白和单克隆抗体 (mAb) 
等经典生物制剂。该制程可成功扩增细胞，节省时间和费
用，同时降低传统细胞递增培养中固有的污染风险。这种
方法的未来扩展应用包括细胞和基因疗法应用。

关于 ENTEGRIS
—
Entegris 是为微电子行业和其他高科技行业提供特殊化
学品和先进材料解决方案的领导企业。Entegris 通过了 
ISO 9001 认证，在美国、中国、法国、德国、以色列、日本、
马来西亚、新加坡、韩国和中国台湾都设有制造、客户服
务和/或研究机构。更多信息可访问 www.entegris.com 
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