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哺乳动物细胞已成为生产复杂蛋

白质药物（尤其是抗体类药物）的首选

表达系统。与原核或低等真核表达系统

相比，哺乳动物细胞特有的翻译后修饰

能力可精准实现糖基化、正确折叠等关

键加工步骤，确保抗体药物的结构与功

能完整性。这对于药物的靶向性、稳定

性和安全性至关重要。随着单克隆抗体、

双特异性抗体等生物药在肿瘤、自身免

疫疾病等领域的广泛应用，全球已有超

过百种抗体药物获批上市，年市场规模

已超过千亿美元 [1]。为满足临床需求的

不断增长，行业正通过悬浮培养工艺优

化、无血清培养基开发、模块化生物反

应器创新等技术进步，推动哺乳动物细

胞培养规模从千升级向万升级跨越。这

不仅保证了产品质量的一致性，还显著

提升了生产效率，为抗体药物的可及性

提供了坚实保障。

通气搅拌式生物反应器（Stirred-Tank 

Bioreactor, STR）凭借其高效的混合效率

及氧传递速率（kLa 可达 10 ～ 30 h-1），

已成为哺乳动物细胞规模化培养的主流

装备。然而，在反应器体积从实验室

规模（＜ 10 L）向工业生产规模（＞

10000 L）放大过程中，流体力学环境的

非线性变化导致关键参数失衡，显著影

响细胞生长与产物质量：①剪切应力（与

叶端线速度和桨叶形式相关）的累积可

损伤细胞的膜结构，诱发凋亡并降低细

胞活性；②氧及二氧化碳的传递效率受

限于气液传质能力，容易造成大型反应

器内二氧化碳积累以及溶解氧缺失，进

而导致代谢副产物（如乳酸）积累及细

胞代谢途径改变；③混合时间（θm）随

规模增长，造成 pH、温度、营养物质浓

度等参数的时空异质性，形成高渗高营

养区和低渗低营养区，进而干扰蛋白糖

基化修饰的均一性 [2]。

在大型哺乳动物细胞生物反应器

中，搅拌桨构型与空气分布器的设计协

同优化是调控剪切应力、混合效率及氧

传质速率（kLa）的核心工程要素。前

者通过流体动力学特性（如湍流强度、

剪切速率分布）直接影响反应器的内部

剪切强弱和混合效果，而后者决定气

泡分散均匀性与气泡尺寸，进而主导

氧传质效能。针对上述参数的系统量

化，本研究采用冷模实验与计算流体力

学（CFD）模拟相结合的研究方法：①

基于 15 kL 反应器等尺寸冷模装置，利

用 pH 电极，通过示踪剂脉冲响应法测

定混合时间（θm）；利用溶氧电极，通

过动态溶氧响应法测定 kLa 值（涵盖

0.1 ～ 1.0 vvm 通气范围）；②建立包含

Eulerian 多相流模型及标准 k-ε湍流方

程的 CFD 框架，定量解析搅拌桨 - 分

布器组合下的速度场与气含率空间分

布。本研究通过跨尺度数据融合，明确

了关键结构参数（补料位置、搅拌转

速、分布器形式、开孔方向）对宏观性

能（混合时间、kLa）的定量影响规律，

为工业级生物反应器的“质量源于设计”

（QbD）放大策略提供了可迁移的理论

与实验依据。

1    材料与方法
1.1    冷模实验

以下将分别对实验设备和材料、实

验方法进行详细阐述。

1.1.1    实验设备和材料 

如图 1 所示，冷模实验在 15 kL 的
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有机玻璃搅拌罐中进行。该搅拌罐底部

采用不锈钢椭圆底设计，罐体侧边均匀

分布 80 组电极接口，用于实时过程检测。

反应器的直径为 2450 mm，装液高度为

3375 mm。反应器的器壁上均匀分布着

４块竖直挡板，每块挡板的宽度为罐体

直径的 0.1 倍。设置了两层搅拌桨，两

层搅拌桨的间距为 1153 mm，底层桨距

反应器底部为 644 mm。底层搅拌桨采

用四宽叶螺旋桨式设计，而顶层搅拌桨

则为三窄叶变截面螺旋桨式设计。在冷

模实验中，使用了与常规哺乳动物细胞

培养基具有相同离子强度的 NaCl 溶液。

1.1.2    实验方法 

以下是混合时间和 kLa 两种测定方

法的具体内容。

1.1.2.1    混合时间测定方法 [3]

生物反应器的混合特性通过混合时

间 tmix 表征，该时间定义为生物反应器

内流体混合均匀性达 95% 所需的时间。

本实验采用酸碱示踪剂脉冲响应法来测

定混合时间（见图 2），在 15 kL 冷模反

应器上选取了 10 个点位，分别安装 pH

电极。考虑到大型生物反应器一般采用

黑白分区的布置方式，即罐顶部位和取

样口位置布置在洁净区，以方便人员操

作。因此，实验中选取了两个物料加入

点，一个位于 30% 液位处，另一个位

于 100% 液位处。分别模拟取样口位置

附近的补料及罐顶补料口的补料。

根据设定的转速和通气量，启动

搅拌和通气系统。待流动稳定后，开始

进行实验。通过设定的位置，快速注入

V0 体积的示踪剂（1 mol/L NaOH，V0 ＜ 

0.1% V）。通过 10 组 pH 电极，分别记

录设定点位的 pH 值变化，直至所有点

位的 pH 值均达到平衡。在测定完成后，

加入等量的 1 mol 硝酸，将测试条件调

整至初始状态。重复实验，测定不同点

位和不同转速下的混合时间。

原始 pH 动态数据经公式（1）进

行归一化处理，以消除初始条件波动对

混合动力学分析的影响：

式（1）中：T(t) 为归一化 pH 值（无

量纲），表征混合进程的实时完成度；

pH(t) 为 t 时刻电极实测 pH 值；pHi 为

示踪剂注入前系统的初始pH值（基线）；

pHf 为完全混合稳态下的终值 pH。

当反应器内流体达到充分混合状

态时，H(t) 趋近于理论极限值 1.0，其

收敛速率直接反映系统的宏观混合效

率。该归一化方法通过线性变换将 pH

信号映射至 [0,1] 区间，便于跨实验条

件（如不同示踪剂浓度、体积）的混合

时间可比性分析。

1.1.2.2    kLa 测定方法

本实验采用动态溶氧响应法测定

kLa，通过快速改变气相氧浓度，监

测液相溶解氧（DO）的动态响应曲

线，基于非稳态传质模型计算 kLa。在

15 kL 冷模反应器上选取 6 个点位分别

安装溶氧电极，启动搅拌和通气系统，

待流动稳定标定溶氧电极为 100%。调

整搅拌和通气系统至设定值，待流动稳

定后开始测定实验。通过反应器底层空

气分布器通入氮气，直至液相空气饱和

度小于 20%。稳定后将氮气通气切换

为压缩空气通气，直至液相空气饱和度

大于 80%。记录过程中液相溶解氧的

变化。利用公式（2）对 DO 曲线进行

非线性回归，求解 kLa ：

式（2） 中：C 为 液 相 DO 浓 度，

C* 为氧饱和浓度。

1.2    CFD 数值模拟 

计 算 流 体 力 学（Computational 

fluid dynamics，CFD） 数值模拟方法通

过对反应器建模，设立边界条件求解

图 1    展示了 15 kL 冷模测试装置，其中包括 (A) 有机玻璃搅拌罐、(B) 三窄叶变截面

螺旋桨式搅拌桨以及 (C) 四宽叶螺旋桨式搅拌桨

图 2    pH 电极分布点

A B

C

（1）

（2）
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Navier-Stokes（NS）方程等数值分析

方法对反应器内的流场特性进行研究。

在 CFD 数值模拟过程中，各种模型的

选择和参数的设定对结果的影响至关重

要，因此需要通过实验来验证模拟的准

确性。本次研究首先通过冷模装置的

测试结果对 CFD 模型进行验证和优化，

然后应用优化后的 CFD 模型对 15 kL

规模的反应器内流场特性进行分析 [4]。

在冷模实验中，对罐体和搅拌进行

了详细的物理建模，并模拟了不同转速

下的混合时间和速度场。流场模拟软件

ANSYS CFX 14.5 被用于此模拟，特别

是对于搅拌桨和周边流体的相互作用，

采用多重参考系法（MRF）。如图 3 所

示，采用多面体网格，并对挡板、搅拌器、

分布器等关键区域进行网格加密处理。

以轴上扭矩作为评价指标，采用渐进网

格细化法进行网格无关性分析，以确保

获得最终的网格模型。对于气液两相流

的模拟，选用 Euler-Euler 模型，湍流

模型选用标准 k-ε 湍流模型，曳力模

型则选用 grace 模型。各项残差收敛标

准设置为小于 10-4，并确保扭矩和气含

率均达到稳定状态 [5,6]。

2    实验结果与讨论
2.1    冷模实验结果

冷模实验是评估设备混合性能和

溶氧效率的关键步骤。以下是冷模实验

的具体结果。

2.1.1    混合时间数据

如图 4 和表 1 所示，对比同一转

速和示踪剂加入位置的数据可以发现，

不同点位的混合时间存在显著差异，这

表明传统的单点测定法计算的混合时间

无法准确反映设备的整体混合效果。对

比不同的示踪剂加入位置，可以发现

30% 工作体积位置可以获得更好的混

合效果，推测是因为在相同的转速下，

底层四宽叶螺旋桨式搅拌桨有更好的功

率输入以及全局混合性能。而顶层的三

窄叶变截面螺旋桨式搅拌桨，对于液面

部分的更新效果要弱于底层搅拌桨，这

点在 CFD 模拟的速度场中可以得到验

证。随着搅拌转速的增加，混合时间也

随之降低。

2.1.2    kLa 测定数据

图 5 展示了在 30 rpm 的转速和

100 LPM 的通气量条件下，不同位置的

溶氧电极测试数据的对比。观察图示数

据可知，采用动态溶氧响应法测定 kLa，

不同电极位置的 kLa 测定值没有显著差

异。因此，后续研究以 6 组电极测定的

kLa 平均值为研究依据。

如表 2 所示，气体分布器的构造形

式对 kLa 有影响，弯管相较于直管表现

更优。而分布器开孔向上和开孔向下两

种设计模式对 kLa 的影响则相对较小。

如图 6 所示，在一定转速下，kLa

随着通气量的增加而增大。

2.2    模拟数据

如图 7 所示，模拟转速为 50 rpm，

通气量为 600 LPM 工况下，在 30% 工

作容积位置加入示踪剂，模拟得到的混

合时间数据与冷模测试数据的偏差在可

接受范围内，表明 CFD 模型的选用和

参数设置是合理的。

如图 8 所示，两层搅拌桨的桨叶

流场相互作用，与传统的象耳桨叶相比，

可以显著增强反应器内部的整体混合效

果。局部流速最高区域位于底层桨叶的

流体排出区，而流速最低的位置则位于

顶部，这进一步解释了不同加料位置对

混合时间的影响。

如图 9 所示，高气含率区位于气

图 3    15 kL 反应器网格划分

图 4    不同条件下的混合时间测定数据：（A）转速为 50 rpm, 液位为 30% ；（B）转速为

50 rpm, 液位为 100% ；（C）转速为 30 rpm, 液位为 30% ；（D）转速为 30 rpm, 液位为 100%

表 1    不同工况下的混合时间对比

工况
最长混合

时间 (s)
最短混合

时间 (s)
平均混合

时间 (s)

50 rpm, 30% 47 31 41.6

50 rpm, 100% 54 32 41

30 rpm, 30% 65 36 49.6

30 rpm, 100% 83 34 55.6

（A）

（C）

（B）
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体分布器出口以及底层桨叶的排出区，

说明四宽叶螺旋桨式搅拌桨可以有效

阻碍脱离气体分布器的气泡垂直上升，

通过下压式的流体流向，增强局部传

质效果。

图 5    在 30 rpm 转速和 100 LPM 通气量条

件下，不同位置的溶氧电极测试数据对比

表 2    不同构造形式气体分布器的 kLa

对比

构造 kLa

弯管向上开孔 5.42

直管向上开孔 4.97

弯管向下开孔 5.46
* 测定条件：30 rpm，300 L/min, 1.5'' 管径，2 组 ×100× 
φ2 mm 孔 不同通气量下的

( ,1.5,,管径,弯管, 组
× ×Φ 孔)

图 6    不同通气量下的 kLa

图 7    CFD 模拟示踪剂加入位置

3    结束语
对于大型不锈钢反应器，搅拌系

统和空气分布器的设计对反应器的混

合、传质、剪切等性能有显著影响。本

研究构建了等尺寸的 15 kL 生物反应器

冷模测试装置，并对冷模实验装置进行

了建模。通过冷模实验装置和 CFD 模

拟，初步探究了四宽叶螺旋桨式搅拌桨

和三窄叶变截面螺旋桨式搅拌桨组合形

式下 15 kL 反应器的混合时间和传质系

数 kLa。对比了不同加入点位和不同转

速下的反应器混合时间；同时对比了不

同分布器设计形式对反应器传质系数

kLa 的影响。通过 CFD 模拟得到的速度

场数据，进一步确认了造成不同混时间

的原因。未来，可以借助冷模平台进一

步探究不同的搅拌形式对反应器性能的

影响。
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图 8     速度场云图

图 9    含率分布图

 
 

转速 50 rpm，气体流速 600 L/min 
X plane 速度云图

1 ～ 1.7 m/s 分布

0 ～ 0.2 m/s 分布0.2 ～ 0.4 m/s 分布
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