


 

1. 前述部分 

• 摘要 

在医药和生化制药工业中,通过有效控制污染，进而保证产品的纯结度是至关重要的，而清洁

验证是产品批次间防止交叉污染的基本方法之一。由于这是基本方法，因而要求清洁验证过程

必须是可靠并可重现的。为达到此目标，几个重要参数，如温度、时间、清洁剂浓度、及施加

的机械（搅拌）能量，每次、每个周期都必须有效控制和重复再现。更进一步，每个过程所及

设备的配置必须在设计阶段就将可清洁因素等加以考虑，因为整个系统的清洁度依赖于每个分

阶段与产品相接触设备的清洁状态。真是因为此原因，用户在选用医药、生化生产设备时必须

慎之又慎。 

 

为推动这方面工作，ASEPCO 进行了清洁验证研究，以证明新型的、底部安装的 PolymixerTM搅

拌器相当或超越当前使用中的搅拌器。为了证实 Polymixer TM的清洁性能，ASEPCO 外包独立第

三方设计一个原位清洁系统（Clean in place system, 以后缩写为 CIP），此可重现的 CIP 过

程与目前医药工业广泛使用的（技术）相似，并用流行的自动清洁方法设计出测试流程。在同

样的生产和测试条件下，证明采用 Polymixer TM搅拌器，总体残留要著显低于其它品牌的搅拌

器。 

 

• 评价清洁度的方法 

a. 研究方法 

为测试此可重现、可靠的新型搅拌器的清洁性能，选用了一个与实际生产相一致的环

境和地理位置。 

 

每个参与测试的搅拌器都被安装在相同的 1000 升的反应器上，然后经过相同的处理过

程。 

 

用于检验搅拌器清洁性能的 CIP 是一个可重现的、能有效控制每个清洁环节及参数的

单一反应器。在 CIP 后跟着一个清洁环节，容器喷雾经过测试可覆盖此 1000 升反应

器。 

 

在研究搅拌器的检验过程中，模拟生产 BSA（牛血蛋白），然后用所设的 CIP 进行清洁

和干燥。 

 

在清洁环节中的最后冲洗前、后，抽取样品进行检验清洁效果。而这个检验是通过全

自动的、在线 TOC 及电导分析仪来取样和测量；同时，也人工采集水样，再实验室检

测，以确证自动测定的数据。最后，采用表面刮擦法（Swab Samples）采集各点的样

品，以验证各清洁过程中去除残留的能力。本文随后也有较详细的、有关采样的描

述。 

 

b. 分析方法 

作为一种灵敏的、总量分析方法，总有机碳（TOC）分析方法被选用来评估清洁度，测

试的样品既有冲洗水，表面刮擦法所采集的样品，也用于在线直接测试冲洗水的 TOC

和电导率。由于 TOC 分析伴演如此重要的角色，其分析方法必须合适制定和存档保

留。 

 

c. 方法制定 

为确保所采用的 TOC 分析方法是可靠，特制定一个测试方法。用于离线分析的仪器是

GE 分析仪器公司的 900TOC 分析仪。选用此 900TOC 分析仪是基于分析性能（量程）、

便携性和使用的方便性。900TOC 分析仪采用专利技术，在 ppb 数量级的 TOC 测量上提



供了优异的灵敏度，在高含量 TOC 样品测量表现出精确的准确度；单点校正即可确保

整个工作曲线范围的准确度和精度。同时，900TOC 分析仪还采用专利的取样装置――

内置在线取样器（IOS），用一个 40mL 的玻璃采样瓶可实现分析仪在线连续测量和离

线测量间快速切换。所用型号是 900 系列中的便携式 TOC 分析仪，完全内置 － 无需

外加试剂，也无载气，在检测点间非常方便移动和使用。表面刮擦法（的测试）也同

样适合。 

 

考虑环境变化因素，TOC 表面刮擦法取样方法应包括这些因素，如污染残留量，水质

量，取样的材质，溶解溶剂，因人而异的取样技术等。 

 

针对用于模拟污染反应器和搅拌器的 BSA，制备一系列稀释液并用离线 TOC 分析仪分

析。BSA 测定显示可准确制备污染液，并可应用于生产搅拌器的材料上。316 升电抛光

不锈钢相当于搅拌器刀片（面积）；然后清洁，再用相应的 BSA 模拟生产过程污染容

器，并与对照品对比测试回收率。 

 

阳性对比样品是简单地用相当于进入样品瓶的、用于刮擦测试取样的同等量（来模

拟）。不锈钢器皿用酸、碱清洁，然后在无有机物环境中干燥，以免增加 TOC 读数。 

为可靠使用 TOC 表面刮擦法取样以评估搅拌器的清洁度，对于取样和环境变量等可能

影响清洁研究的标准操作规范必须建立，如采样人员的操作手法，用于清洁过程中的

水质量（臂如 TOC 背景值）。 

 

在本研究中，另一个计量是定量下限（LOQ）。LOQ 被定义为测量的响应水平，且清楚

地与噪声相区别和被定量测定。 

 

在制定完成表面刮擦法 TOC 测量方法后，采样方法的标准工作程序以及分析人员资格

要求的标准工作程序应记载实验室记录本内，确保方法的一致性和重现性。 

 

d. 取样技术： 

为评估搅拌器的清洁度，直接和简接的两种方法都使用。简接的采样方法是从最后循

环的冲洗水中取样。直接取样方法是用聚脂刮擦材料，用清洁水湿润，从反应器上擦

下残留物并转移至装有刮擦法湿润溶剂的样品瓶中。转移的残留物在允许的时间内、

在相应的溶剂中萃取，并最后分析。进一步，在清洁的每一过程中，目视检查设备，

确保没有明显的污点，无异常或明显的残留。 

 

而选择刮擦点位置的原则是选最容易洗的点和最不容易洗的点，以验证 ASEPCO 

Polymixer TM的主设计特性是满足合理设计的 CIP 环节，尽可能减少污染的（要求）。

下图示例为刮擦法的取样点。 

图１：刮擦法取样点示例 

 



  
 

一个最易清洗的代表点是叶轮刀片的上平面，因为从容器清洁喷雾器喷出的清洁剂直

接接触此点；相反，搅拌器的轴和安装轴轩相交的环纹处不会接触到直接喷出的清洁

剂，如果不能被循环清洁溶剂洗到，较易累积残留物，因而这两处成为最不易洗清点

的。  

 

500RL 图  

图２：ASEPCO CIP 系统 PFD 



 

e. 试运转和环节设计 

为保证清洁参数是可重现的，化费了大量时间设计出针对 1000L，装备有 Polymixer TM

搅拌器的反应器、主要的、可重现的 CIP 过程。这要求匹配进水和出水流速的水压，

以保证设备内表面上形成清洁剂水膜的水量。搅拌速率设计成足够保证清洁溶剂有良

好的溶出能力，以带走残留；其清洁效率是传统方法的 1000 倍[i]。 

 

进水流速可依据有关反应器中以保证产生涡流液膜的文献[ii]中经验关系来确定. 出

水速率可依据与进水速率相匹配和从反应器带出残留的情况而定。必须要避免在反应

器底部形成静水的状态，因为它将妨碍清洁效果。 

 

在确定进水和出水速率后，测试核黄素喷雾覆盖率，这是为保证喷雾器覆盖方式能足

够分布清洁溶剂至设备所有表面，无论是通过直接喷射，还是简接通过涡流。 

 

清洁剂浓度，清洗水温，循环时间段也通过实验来确定。本研究所选定的（这些参

数）值与医药工业中常用 CIP 的值相一致，并与 Polymixer TM在医药和生化领域实际

使用值相吻合。 

 

f. 清洁环节 

本研究设计了五个独立的、可重现的阶段：（１）第一次冲洗和排放，（２）循环碱

洗和排放，（３）中间冲洗和排放，（４）循环酸洗和排放，（３b）中间冲洗和排

放，（５）最后循环冲洗。 

 

第一次冲洗阶段去除水溶残留和从设备表面冲洗掉颗粒。这个阶段及中间冲洗阶段一

旦完成就直接排放或至脱污车间。清洁管线和设备接着应尽可能地排除可溶残留和过

程产物，然后进入碱洗。 

 

碱洗又名溶胶，碱洗可水解粘附在设备上的大颗粒，不溶或变性蛋白，变成小、可溶

的蛋白片段，又名胶体。碱洗液在 CIP 环路中循环并保持预设定的温度和清洁剂浓度

一段时间。碱洗液主要含有氢氧化钾或钠，外加表面活性剂以帮助湿润设备表面，进

而帮助洗去污染物。此阶段完成后，先放出碱液，然后排空溶液，再用纯化水冲洗 CIP

管线。 

 

在第二步化学品冲洗阶段中，磷酸用于去除不溶无机氢氧化物沉淀，这些沉淀是缓冲

液和碱洗中的产物。酸同时也担当了中和未排除净的碱洗液。如同碱洗，酸洗液同样

在 CIP 环路中循环并保持预设定的温度和清洁剂浓度一段时间。此阶段完成后，放出

酸液，然后排空溶液，再用纯化水冲洗 CIP 管线。 

 

为方便在线 TOC 分析仪分析，我们在清洗环路中将最后冲洗液送至在线 TOC 仪进行 TOC

和电导测量。最后，手工取冲洗液样品（进行测量 TOC 和电导）。 

 

g. 性能验证测试 

一旦清洁过程和所需的用于评估清洁过程的分析方法设定，多次重复清洁并测试以确

保再现性。 

 

反应器和搅拌器用浓缩 BSA 溶液直接让设备和搅拌叶片污染。为模拟经常发生在生产

环境中的各个时段，在清洁开始之前，BSA 先被干燥。当清洁开始后，如同真实工厂生

产一样，先是重复三次清洗，然后用前述的取样方法和技术测量（各）环节。 

 



在最后冲洗循环中，取样分析 TOC 和电导。完成清洗环节后，目视检查以确保无明显

的污点，然后刮擦法采样测量 TOC。 

 

2. 结果部分 

a. 回收率和采样人员验证 

作为方法制定的第一个步骤，用于污染实验的 BSA 的碳原子含量先被测定。先制备１

０％重量体积比的 BSA 储备液（g BSA 对 mL 水），然后多步稀释。表１为测定结

果。 

表１ － 测定 BSA 的碳原子含量 

 

 

基于第一个样的分析，我们测定出 BSA 储备液约含 5995 ppm TOC. 所有从此储备液制

备的稀释液都以此数值为据。分析仪和制备液的精度和线性度是可接受的，其线性回

归系数和标准偏差见表１。 

 

不锈钢器皿然后被已知浓度（按表２样品编号相应对应下的）的 BSA 喷洒。为验证不

同个体操作变异性带来的变化，我们共用三位技术人员来做刮擦采样。验证方法为检

测不同技术人员刮擦取样的回收值，并与对比样品的 TOC 值相对照。对比样品采用如

下方法制备：喷洒相当量于样品瓶中，此量相当于喷洒在相应器皿的表面上（的

量）。 

 

表２ － 第一次刮擦（取样）验证分析 



 

针对每个技术员的刮擦回收值和回归值等见表２。直线的斜率表征各技术员在所有各

点的回收，精确度用各点的相对偏差来表征。当评估技术员的采样可靠性时，其数据

平行性是第一要点。而基于斜率作为指标来定量回收，个体间的差异表明需要一个综

合性的模型来考虑这些不一致性。回收率被归于一组进行分析而不是针对每个技术员

单独进行装判断，作为整体数据组并线性回归分析的结果见表３。 

 



图３整体表面刮擦回收数据 

 

根据每个技术员的离散相对标准偏差数字和 R2值，对于清洁验证测试而言，表明表面

刮擦法采样具有足够的一致性。因此，对于清洁后设备表面残留有机物的测定，采用

这个方法被认为是合适、可靠的。 

 

通过计算测量回收 TOC 值与预计的每个对照器的值间的差，可以确定检测限（LOQ）。

计算公式如下： 

                 3.3s              10s  

  LOD = ----- ,  和 LOQ= ---- 

                  m                 m  

在上述公式中，s代表方差，m代表线性回归的斜

率[iii]. 

 

从第一个等式得出表面刮擦方法的 LOD 是 78ppb 

TOC。但从用于研究的不锈钢器皿上所测的背景

TOC 经验估算，这并不是作为表面刮擦方法的最

佳值。 

 

如同表３所示，从(10)个业已清洁的 316 升不锈

钢器皿上所测 TOC 平均值约为 161ppb，标准偏差

是 9.3%。因为一般而言，测得的背景值要高于计

算所得的 LOD，故我们认为 161ppb 是最合适的

LOD。 

 

从第二个等式得出的 LOQ 是 238ppbTOC。尽管保

守，238ppbTOC 值还被用作清洁验证的可接受标

准值（通过刮擦法所测 TOC 低于 238ppb，被认为

器皿业已清洁干净）。更进一步，这些极限值是一个指标，可用于评估每步清洁的程

度，表面经过清洁，业已低于这种清洁方法的测量下限。对于那些结果超过上述的限

值，将被用于评估清洁过程是失败还是有效。 

 



b. 搅拌器清洁效果研究 

在清洁过程中的酸洗环节，通过测定电导来验证清洁液中的洗洁净的浓度。电导率是

手持式电导计。在酸洗和碱洗过程中，电导率显示为 12-13mS/cm. 对于碱洗液，采用

TOC 转换法[iv]，电导率为 12-13mS/cm 的（碱洗液）相当于 261ppm TOC. 

 

在最后循环冲洗过程中，GE 分析仪器公司的 500RL 在线 TOC 分析仪被用于分析冲洗

水，在该仪器上，对每个清洁环节中的冲洗水测出 TOC 和电导率读数。同步获取的这

两个数据表征 CIP 循环中业已清除了无机物和有机物，而且在人工采样而后测试之前

即可获知。 

 

通过测量最后冲洗水中的电导和 TOC，任何可探测到的 TOC 肯定是来自于过程中的污染

模拟物或洗洁精中的表面活性剂。超出背景电导率期望值的（冲洗水电导率）部分必

定来自于酸洗过程中的磷酸，或清洁剂中的无机物。 

 

c. 结果评述 

对于参予测试的所有搅拌器，从整体看，TOC 下降了约三个数量级（2.1*103），电导

下降了二个数量级,其总体效果在医药和生化工业中都是可接受的。 

 

对比刮擦验证结果和先前测定的 LOQ 238ppbTOC，ASEPCO 的 PolymixerTM搅拌器的设计

更稳定、有利于去除清洁过程残留，而其它 A,B 两种搅拌器都至少有一次，其清洁后

的 TOC 超出 LOQ。见如下图４－刮擦法平均 TOC 结果。 

 
搅拌器 A 和 B 在第

三次测量结果平均起

来都高出第一、二次

的（如果）。图 5 为

电导率，图 6 为

TOC 结果。 
 

检查搅拌器 B 的其

余结果，第三次运行

显示出高供水 TOC
和从出水手工取样测

得的高冲洗水

TOC。事实上，平均

起来，搅拌器 B 的



大部分基线要高于

PolymixerTM搅拌器

或搅拌器 A。为进一

步从理论上明白为什

么这些结果要高，我

们对比了冲洗水在线

结果和离线结果，并

研究实施过程中的事

件，和任何与时间相

关而会影响结果的

（事件），最终搅拌

器间的设计差异会导

致每个清洁运行过程

中残留累积。 

 

回顾实施记录，在第

１０次运行时，偏离

原来设计的 CIP 循环

导致相对高的结果。

在图 6 的竖轴约 72:45:00 处发生一错误。 

 

针对搅拌器 A第 3 次运行, 在线 TOC 和电导率数据，及人工采样均未显示尖峰，因此

必须进一步研究造成 TOC 变高的根本原因。 
 
表４显示了三个搅拌器测试的顺序，以及每个运行所收集的 TOC 冲洗液和刮擦法样品

的结果。在最后一次运行中，当水位超出了水槽的高限[1], 搅拌器 B 的进水在不注意间

被污染了。 
 
尽管表面看起来是一个小小的失误，但它导致了第 10 次测试（搅拌器 B 测试 3）和第

１１次测试（搅拌器 B 空白）的高 TOC 和电导率。因此，为比较这三个搅拌器的清洁

效率，第 10 次的测试将不予考虑在内。图 7 为清洁循环中采集样品所得的 TOC 值与

每个测试所对应时间的趋势图，在这趋势图右边的红线表明污染发生的时间点。 

 

1, 污染物是从用于密封供水水槽的聚合物盖子中引入



表４：运行测试顺序和清洁验证样品结果汇总 
 

表４中人工收集的电导率样品都大于在线仪表上的值，这是非常典型的（结果），因

为较好设置的在线分析仪直接从过程水流中测量，避免人工采样可能带入的污染。但

对 TOC 并不一定正确，因为 TOC 测量更灵敏，它与在线仪采样管线设置，采样位

点，死角等都有关，一定要确保管线在进行清洁验证取样前进行良好冲洗。 
 
检查冲洗水 TOC 结果时，一看就知其明显而又基本的事实是 CIP 循环的效率与用于冲

洗的水质紧相关连。第二，当出水样品测试结果低于 CIP 供水 TOC，则可减少 CIP 环

节。一个重要的概念是用相对于冲洗水的可接受标准的尺度来解释这些结果（比值

法）。图 8 显示相对应于 500ppbTOC（可接受标准）时冲洗水的 TOC 比值（去除第

10 次测试）。通过跟踪供水 TOC 增加或减少这个相同趋势，可减少分析试验中结果的

变异。 
 
图 8:冲洗液样品结果 

 
 



d. CIP 良好设计元素 

为控制批次间的交叉污染，大多无菌搅拌器设计为引入一个开口混合搅拌头结构而苦

思瞑想。一个开放结构可让清洁剂接触搅拌器的所有表面，包括轴承表面。另外，因

大部分搅拌器的轴承间表面是较小的，开放结构可让过程流体如润滑剂般进入缝隙。 

 

轴承表面也是磨擦的问题，当设计一个底端安装搅拌器时，而且往往是两个配置中的

一个。首选，也是最传统的设计是球轴或轴连杆，其次是套筒式设计。在第二种设计

中，轴承材料是有硬质陶瓷材质制成，如硅或碳合金材料。 

 

一种用于提高轴承表面以适合进程速率的方法是（采用）一种混合陶瓷球轴。这种设

计中，轴承是钢化陶瓷球绕着合金轴杆。因为轴杆是暴露于大批产品液体中，冲向轴

承的液体流速要远大于常规的套筒式轴承设计。 

 

PolymixerTM搅拌器的设计为开口结构，外有陶瓷套筒，可承受顶头加样装置的直接喷

射。另外，此设计还引入混合器的接口。在 CIP 过程中，开放式的混合器，结合较慢

的转速，可让清洁液到达轴承表面和去除中间过程的残留。在 CIP 中采用较慢的转速

可防止轴承表面承受过高应力，同时又能提供足够动力完成清洁。 

 

另一个增强点是 PolymixerTM搅拌器是一个简单，当起动搅拌时产生非水平的涡流；而

其它的搅拌器通常是多平面，需要特殊定位以能抽干叶片上的流体。PolymixerTM搅拌

器可以在较大角度或范围内变动，仍能保持高效的排空。 

 

传统设计的搅拌器由 A,B 搅拌器代表。这些特点包括：多平面刀片，开放设计，内有

混合和陶瓷套筒轴承。 

 

如同在取样技术一节所述，为评估每个搅拌器的所有设计特征（效果），刮擦样品分

别是从被认为易清洁点和难清洁点取样。从这些点获取的数据（表 5）显示，当分别评

估每个搅拌器时，并不能一致地看到某点一直较高或较低，这表明，较有上下波动的

TOC 结果代表了手工取样产生的随机误差。但时，对比不同搅拌器的同一取样位点时，

搅拌器 B有着最高的 TOC 值（排除第 10 次测试），而搅拌器 A次之，PolymixerTM搅拌

器的 TOC 值最低。 

表 5：清洁验证结果 
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2. 结论 

a. 总结 

 

采用合理的工具和技术，演示 ASEPCO 底部安装的 PolymixerTM搅拌器的无菌设计特征。一

个核心的、用于演示（这种设计）合理性的工具是设计出一个合理的分析方法。这个分析

方法使用了在线及离线 TOC 直接和简接分析，相应地，也获取了足够、必要的、评估各搅

拌器的相对效能。 

 

（本方法）未涉及产品加料（方式）或毒性，分析方法（只）探讨了 TOC 分析参数以确定

检测限，进而确认了清洁验证可接受限。当测定这些限值时，将环境变量因素一并考虑在

内，并相应调整限值参数也是相当重要的。需考虑的环境变量包括：污染残余，原位水质

量、取样点材质、溶解刮擦样品的溶剂、以及取样人和取样技术的不同。此法中的 LOQ 提

供了评估 PolymixerTM搅拌器清洁效率的一个不可或缺的测定参数，同样也可应用于底部安

装的其它搅拌器的厌菌过程应用。 

 

心管还不是真正的过程分析技术（PAT），（但）使用在线 TOC 分析仪还是提供了极具价值

的、实时的信息，快速及时评估各类搅拌器的清洁效率。进一步，比较在线 TOC 值和离线

TOC 值，对于分析评估数据中的突兀点非常有用，使得（不同搅拌器清洁验证效果）对比

更可信和可靠。这类应用技术是项目或运营评估的真正资产，关键所在，无论是从时间还

是费用上来考虑。 

 

 

 

 

 


