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摘要!提出了一种方法考察桨叶在动物细胞培养上的适用性"应用计算流体力学软件 0J;综合比较在 !$ D搅拌槽中 " 种

不同桨叶的流场'剪切率'f+52+C+.+O尺度和混合时间"并进行:6\实验验证# 结果表明"在单层搅拌体系 Q$ .U23/ 转速下"象

耳桨和螺旋桨性能能满足细胞培养要求" 7̂81'+/桨在细胞培养罐放大时可以考虑""<}四折叶桨能够适用于细胞培养"但效果

不如象耳桨与螺旋桨":6\实验验证了模拟结果可行性#

关键词!动物细胞培养$搅拌桨$数值模拟$:6\
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==由于微生物中的原核细胞缺乏蛋白质转录后修

饰能力"目前基因工程技术采用动物细胞作为表达

系统应用于各种蛋白质药物研究(#)

"动物细胞大规

模培养技术推动了疫苗'单克隆抗体及组织工程领

域的迅速发展"成为生物产业关键技术之一() ?<)

#

动物细胞在很多方面是不同于原核细胞和真菌

的"例如较低的生长率'较高的剪切敏感性以及较低

的气泡耐受性"这些特性会对工业上动物细胞反应

器的设计产生一定的影响# 搅拌式反应器由于其应

用范围广'操作控制简单'规模放大容易等特点"常

用于动物细胞或微载体悬浮培养# 在动物细胞培养

工艺中加入非离子性表面活性剂 :57.+/3&J?@Q 可

减少通气后气泡破裂对细胞带来的损伤(@)

"搅拌桨

则应该尽量避免细胞受到损伤"同时将细胞及其培

养液快速混合均匀# 从国外各动物细胞反应器商品

化公司如美国PeI'德国 I4.'+.3788'-,32'瑞士比欧"

以及各专利(S)文献(Q ?#$)报导来看"目前常用于

培养动物细胞的搅拌器有三叶推进式桨%螺旋桨&'

B5-F14/'B4.桨%象耳桨&'六直叶涡轮桨% 7̂81'+/

桨&'"<}四折叶桨# 本文中不考虑通气状态对细胞

带来的剪切损伤"提出一种方法考察桨叶在动物细

胞培养中的适用性"采用计算机流体力学%0JZ&中

商业>PIiI 0J;软件对这 " 种桨叶进行单项模拟

研究"考察并比较不同桨叶在 !$ D反应器中速度场

分布'剪切率分布'f+52+C+.+O尺度分布和混合时

间"并对象耳桨的流场模拟结果进行:6\实验验证#

9:搅拌槽结构与实验方法

9D9:搅拌槽结构

图 # 给出了象耳桨搅拌槽结构图"其他桨叶也

参考此结构做实验"槽体容积约 !$ D"内径 M为

!$$ 22"有机玻璃材质"平底圆柱形"" 层档板"搅拌

槽内置于有机玻璃方形槽"这样在激光照射下减少

壁面对光线的折射作用# 装液高度=QMk#"桨叶直

,)@#,
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径 TQMk#U!"档板宽度 7QMk#U#$"档板距壁面长

度为MU#$$"搅拌桨叶安装高度8QMk#U!#

图 #=象耳桨搅拌槽实验装置示意图

9D;:实验方法

:6\实验主要验证 0JZ模拟模型选择及预测

结果可行性# 实验操作介质为自来水"装液高度

!$$ 22"并加入适量二氧化硅粉末作为示踪粒子使

其跟随性良好"安装桨叶为象耳桨"下吸式搅拌"转

速 Q$ .U23/# 实验采用的:6\系统是美国 AI6公司

第二代系统"以激光器作为光源"通过对撒播粒子的

流场连续 ) 次照明"用00Z相机%:6\0>*#"?#$&记

录 ) 次曝光粒子图像"综合多个瞬态粒子轨迹求平

均值得到相应粒子速度值"再经软件处理得到速度

场分布#

;:模拟方法

;D9:网格划分

参考:6\!$ D容器建模"其中 " 种桨叶依据标

准规格自行设计"桨叶形状如图 ) 所示# 用 60B*

软件对各个几何体进行网格划分"采用非结构化的

四面体网格# 经过网格无关性考察"不同网格量对

=======

%4& 7̂81'+/桨 %K&象耳桨

%&&螺旋桨 %,&"<}四折叶桨

图 )=" 种桨叶

各参数值变化不大"" 种桨叶模拟时网格数接近"其

中旋转区域网格均为 !Q 万左右"通用的静止区域网

格为 #<$ 万#

;D;:6*.2*3*"*L涡旋

多项研究表明"f+52+C+.+O涡旋与细胞间相互

作用是细胞损伤的主要原因"并且表征了反应器中

湍流扩散过程# 当 f+52+C+.+O涡旋尺寸大于细胞

直径时"这种涡旋能包容整个细胞"而且很快将细胞

加速到相同速度"所以它们对细胞只起输送作用$当

f+52+C+.+O涡旋尺寸小于或接近细胞直径时"这样

的涡旋无法将细胞或微载体加速到其同样的速度"

并将动能耗散在细胞上"它们之间的高速流体剪切

会使细胞破裂而导致细胞死亡# 如果采用微载体悬

浮培养细胞时"一般认为"f+52+C+.+O涡旋尺寸大于

微载体直径的 #U) [)U!"则可避免由于湍流所引起

的对细胞的损伤(## ?#))

# f+52+C+.+O涡旋尺寸见公

式%#&!

%

U%

+

!

Q

'
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X#$
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%#&

式中"

%

为 f+52+C+.+O长度"

/

2$

+

为运动黏度"

2

)

U8$

'

为单位质量流体能量耗散率"2

)

U8

!

#

;DA:模拟参数设置

常保安(#!)利用 ÛI流变仪对0X%细胞在不同

成长阶段培养液进行测定"通过与水相对比发现"在

培养初期"0X%细胞培养液流变性接近水的流变特

性"因为本次模拟实验采用水相"并参考细胞培养常

用温度进行水相 !S_模拟"定义的模型参数如表 ##

采用多重参考系%*̂ J&方法处理动静区域"湍流模

型采用标准F?

'

模型"边界条件近壁面采用标准壁

面函数处理"搅拌转速参考 !$ D0X%细胞培养罐

常用转速%Q$ .U23/

(#")

&"对螺旋桨'象耳桨' 7̂81'+/

桨'"<}四折叶桨进行单相模拟"先求解稳态计算"再

将稳态结果导入瞬态模拟计算混合时间#

表 9:A> [搅拌槽计算模型的参数

几何模型参数 参数值 物性参数 水

搅拌槽直径TU2 $V! 温度MU_ !S

装液高度=U2 $V! 动力黏度
/

U%:4,8&

$V@Q@ j#$

?!

桨叶安装高度8U2 $V# 密度
0

U%NC,2

?!

&

RR!V!

A:模拟结果与讨论

AD9:速度流场分布

各桨叶在 Q$ .U23/ 转速下液相流场竖直平面

分布如图 ! 所示"带斜叶式搅拌桨都采用下吸式排

液方式"有利于将罐底沉淀的微载体与细胞悬浮起

,!@#,
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来# 从速度流场分布比较"桨叶安装高度 8QM为

#U! 时"除了 7̂81'+/ 桨叶呈现径向混合外"另外 !

种桨叶都表现出明显的轴向混合性能"象耳桨与

"<}四折叶桨流形相似$从各区域速度大小比较"各

桨叶在旋涡处液相速度较小" 7̂81'+/ 桨表现最明

显"并且呈现 ) 个旋涡流体循环不利于各营养物混

合"单层桨体系不适用于动物细胞培养$螺旋桨在左

上角处液相速度小"循环效果差"缺少物质交换$"<}

四折叶桨与象耳桨相比在低速区域表现更明显"并

且象耳桨速度梯度小"桨叶下倾式转动时"向下输送

的速度较大"有利于及时将罐底的物料或微载体悬

浮起来# 从整体速度场分布比较"在单层桨搅拌体

系"各桨叶适用性结果为象耳桨r"<}四折叶桨r螺

旋桨 r̂ 781'+/桨#

图 !=" 种桨叶液相流场矢量图

AD;:剪切率分布

动物细胞没有细胞壁"对剪切非常敏感"所以在

动物细胞反应器中应该选择剪切力小并且剪切温和

的搅拌桨# e-C5&9提出"细胞生长的最佳状态时的

剪切应力数量级约为 $V# :4

(#<)

"但是目前能够通过

实验直接测量不同桨叶剪切应力很难"只能通过数

值模拟软件进行预测与估计# 本文中采用 !S_时

的水相为参考"做单相模拟忽略气泡对细胞带来的

剪切损伤"水为牛顿流体"剪切应力计算见公式

%)&"动力黏度是个定值"所以可以由剪切率大小来

评估不同桨叶的剪切力数值# 如表 ) 给出了 " 种桨

叶在不同剪切率范围的对比情况"在 Q$ .U23/ 时模

拟结果最大剪切率没有超过 Q$ 8

?#

"本文中定义

!S_水相的动力黏度为 $V@Q@ j#$

?!

"即 " 种桨叶剪

切力都没超过 $V$<< :4"这 " 种桨叶在转速

Q$ .U23/时都可适用$另外从表 ) 看出" 7̂81'+/ 桨

高剪切率占比重大"低剪切率占比重小"象耳桨尽管

在低剪切率占比重与 7̂81'+/ 桨接近"但是在剪切

率范围 < [)$ 8

?#所占比重多些"其他 ) 种桨叶比较

来看螺旋桨在低剪切率范围最多"在剪切率 )$ [

"$ 8

?#内更小# 从总体剪切率分布来看"" 种桨叶的

剪切力评估优良性为螺旋桨 r"<}四折叶桨 r象耳

桨 r̂ 781'+/桨#

1

U

/&

%)&

式中"

1

为剪切应力":4$

/

为动力黏度":4,8$

&

为剪

切率"8

?#

#

表 ;:B 种桨叶在不同剪切率范围的百分比

剪切率U8

?#

7̂81'+/桨UW 象耳桨UW 螺旋桨UW "<}四折叶桨UW

$V# [< <)VQR)@$ <!V@S#<$ @<V"@!<$ @"V@!#!$

< [#$ )QV#!<$$ !$V<QQ)$ )!V$"Q!$ )"V<#<Q$

#$ [)$ ##VQ#R<$ #)VQ<)#$ #$V)"@<$ RV#$S"@

)$ ["$ <V")QQQ )VS<#!) #V)$!R@ #V@S#"Q

"$ [Q$ #VS)!RS $V#!@R# $V$!S@) $V$S!R"

ADA:6*.2*3*"*L尺寸分布

f+52+C+.+O涡旋是由搅拌桨叶湍动所产生"大

旋涡产小旋涡"小旋涡进一步产生更小的旋涡"能量

逐步耗散下去"f+52+C+.+O尺寸定义为最小的旋涡

大小"参见公式%#&"它与细胞生长状况密切相关"

当f+52+C+.+O尺寸比细胞直径小"或者 f+52+C+.+O

尺寸比微载体直径的 #U) [)U! 小时"细胞将会受到

损害# 细胞的直径一般为 #$ [#<

/

2

(##)

"微载体的

直径一般为 @$ [)<$

/

2

(@)

"本文中以最大微载体直

径 )<$

/

2为参考"相应微载体直径 #U) 与 )U! 尺寸

分别为 #)<

/

2和 #@S

/

2# 如图 " 所示"搅拌转速

Q$ .U23/"在桨叶安装高度为 #$$ 22相对应的横截

=======

====%4& %K&

%&& %,&

图 "=" 种桨叶f+52+C+.+O尺寸分布云图

,"@#,
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面上的 f+52+C+.+O尺寸分布云图"定义最大 f+5c

2+C+.+O尺寸为 #)<

/

2"从 " 个云图可以看出"最小

的f+52+C+.+O尺寸都比细胞直径大"较小的涡旋都

分布在桨叶叶尖端附近"并随着转速方向呈现一定

梯度" 7̂81'+/桨为径向混合桨"在此云图显现出有

较大范围的f+52+C+.+O尺寸p#)<

/

2#

从表 ! 中分析"" 种桨叶在总体搅拌槽内的

f+52+C+.+O尺寸分布"以 " 种范围 f+52+C+.+O尺寸

为参考"" 种桨叶f+52+C+.+O尺寸在 $ [#<

/

2内不

占比重"这与图 " 结果一样"从其他范围比重结果来

看"以 #)<

/

2和 #@S

/

2为最大值作为参考"" 种桨

叶所反应的结果不一样# 实际在动物细胞培养工艺

中"一方面为了减小微载体相互碰撞时对细胞带来

的损伤"微载体直径不宜过大$另一方面增大微载体

覆盖面积有利于高密度培养"微载体控制的适宜直

径为 #$$ [)$$

/

2# 因此本文中采用 #)<

/

2为最

大值进行比较"在 $ [#)<

/

2范围内占比重最大的

是 7̂81'+/桨"最小的是螺旋桨"这个结果与图 " 中

一样# 综合上述分析来看"单就 f+52+C+.+O尺寸分

布来比较"" 种桨叶的适用性优良为螺旋桨 r"<}四

折叶桨r象耳桨 r̂ 781'+/桨#

表 A:B 种桨叶在不同范围6*.2*3*"*L尺寸的百分比

f+52+C+.+O

尺寸U

/

2

7̂81'+/

桨UW

象耳桨U

W

螺旋桨U

W

"<}四折叶桨U

W

$ [#< $ $ $ $

#< [#)< #QVS@#< #@VQ)Q" QV#$Q<@ RV##"$"

#)< [#@S )#V)!)< "$V$#)@ )<VQS@S$ !!V#)<#$

#@S [#$$$ @$V$$@$ "!V#<R$ @@V$#"S$ <SVS@$R$

ADB:混合时间

在动物细胞培养工艺中评估搅拌方法的标准是

混合时间"因为动物细胞无菌要求远远严格于微生

物培养"接种后搅拌桨能迅速将细胞种子液混合均

匀"补料后搅拌桨能尽快将营养物混合均匀"细胞及

时补充营养"细胞与氧的传递交换也和混合程度相

关# 本次模拟实验考察混合时间仅仅是对各桨叶评

估多一种方法"对于容积小且配单层搅拌体系反应

器意义不大"只是对细胞大规模培养反应器作为

参考#

影响混合时间的因素是混合程度和观察点"混

合度和搅拌槽结构搅拌桨操作因素相关"所评估各

桨叶桨径一样"在相同转速'相同搅拌材料下混合"

混合时间更取决于观察点# 本模拟实验研究混合时

间方法和电导法相似"混合时间被定义为加入混合

物料起的时间到测量点%即观察点&的指示剂浓度

达到 R<W或 #$<W的时间# 从搅拌槽竖直面看"本

模拟实验加入指示剂位置在右上角"则观察点相应

选择为与加料点距离较远的左下角"此观察点时的

混合时间指示剂浓度分布如图 < 所示"大概从 !< 8

后"各桨叶在此观察点的指示剂浓度开始稳定"通过

计算 R<W或 #$<W混合状态相对应的混合时间"并

优先选择更接近稳定期的时间"" 种桨叶混合时间

结果为 7̂81'+/桨%#"V# 8& p象耳桨%)$V! 8& p"<}

四折叶桨%)#V< 8& p螺旋桨%)"V" 8&#

#/"<}四折叶桨$)/象耳桨$!/ 7̂81'+/桨$"/螺旋桨

图 <=" 种桨叶的混合时间

AD?:!Pa实验验证

:6\实验用来验证 0JZ模拟的模型选择的可

行性以及预测结果的准确性"本文中 :6\实验选用

象耳桨进行验证# 如图 Q%4&中给出了 :6\实验流

场图"00Z相机所拍照的范围约为 R$ 22jS$ 22"

综合拍摄 " 个截面并合成出相应结果"其中象耳桨

桨叶区域的:6\结果已切除"液面往下约 )$ 22为

:6\图截面最顶端":6\实验测出的速度大小为 %

与]方向的合成值# 图 Q%K&给出相应区域模拟结

果流场图"从整体流形来看") 个实验的速度流场相

似"都呈现轴向混合$从速度值分布来比较"0JZ实

验中旋涡区域较大"搅拌桨向下排液区域的速度更

大"这个误差可以接受"因为桨叶旋转区流体湍动剧

烈"流体力学理论复杂多变"其他大部分区域速度值

吻合度高# 总之"0JZ模拟结果与 :6\实验结果接

近":6\实验验证了0JZ模拟的可行性#

%4&:6\ %K&0JZ

图 @=:6\与0JZ速度流场矢量图

,<@#,
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B:结论

f+52+C+.+O理论证明桨叶和通气对细胞带来的

剪切损伤往往被高估(#$)

"并且单层桨应用在小型种

子细胞罐中"细胞对氧的需求量小"反应器通气量

小# 本文中考察在单层桨体系"不通气时对 " 种桨

叶的流场'剪切率分布'f+52+C+.+O涡旋尺度分布和

混合时间进行数值模拟分析"综合评估 " 种桨叶在

机械搅拌式动物细胞培养反应器上的适用性"给出

一种合理的对比方法# 总的来说"在动物细胞培养

工艺常用较低的转速 Q$ .U23/ 时"由 f+52+C+.+O涡

旋理论可知"这 " 种桨叶都可适用于动物细胞培养"

但当转速增加并且通气时需要再考察# 7̂81'+/ 桨

剪切力高"尽管给细胞带来相对较大的损伤"但混合

时间最短"由于其良好的传质性能广泛应用于微生

物培养反应器中"在动物细胞培养罐较大时"要实现

高密度培养"要求搅拌系统分散氧能力高" 7̂81'+/

桨完全能够应用于多层桨体系"并且选为底桨$"<}

四折叶桨剪切力低"混合效果一般"对细胞带来损伤

小"国外商品化动物细胞培养罐公司较少采用此桨"

在多层桨搅拌体系可以考虑$螺旋桨开发较早"与其

他桨叶相比剪切力最小"对细胞带来的湍动伤害小"

在小型单层桨动物细胞培养种子罐应用价值高"但

是其混合传质能力较差"应用于培养剪切较敏感并

且对溶氧要求不高的细胞$象耳桨在国外动物细胞

培养罐应用广泛"并且研究较多"适用性高"对细胞

带来的剪切力在可接受范围内"混合传质能力优于

螺旋桨"在单层桨或多层桨体系都应优先考虑#
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H4QP0与中科院签署战略合作协议

==)$#" 年 R 月 #) 日"沙特基础工业公司%I>e60&与公共
科研教育机构中国科学院签署了一项里程碑式的战略合作
协议"以进一步推动双方在科研'知识交流与人才培养方面
的合作# 根据该项为期 < 年的合作协议"I>e60将投资数
百万美元用以支持双方在化学品与化学工程领域的联合研
究"以此开发先进技术和解决方案"并由 I>e60将合作研
究的成果带向市场#

I>e60和中科院将明确双方合作科研努力的重点领
域"把创新与可持续发展原则应用于原料使用的拓展'纳米

技术潜力的发挥以及复合材料发展的探索"并把服务产业
及造福社会视为终极目标# 此外"合作协议还包含孕育驱
动经济增长的本地创新///设立年度沙特基础工业公司/

中科院奖学金# 该奖学金面向全中国的优秀科学家'工程
师与学生"旨在激励他们对学术成就的追求#

I>e60将创新和协作视为自己业务发展的核心驱动
力"它们同时也是解决如空气质量'清洁水源'食品安全'能
源利用效率及绿色产业增长等迫切社会问题的关键所在#

!张璐#
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