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动植物细胞或组织生物反应器悬浮培养过程中的通气方式 水 
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摘要：通气在动植物细胞或组织生物反应器培养过程中起着至关重要的作用，而同时通气过程所产生的机械损伤力亦可对细胞 

造成直接的伤害，因此，通气方式是动植物细胞或组织生物反应器培养过程设计与工程放大的关键技术之一。本文综述了动植物 

细胞或组织生物反应器悬浮培养过程中三种主要通气(异养培养时又称供氧)方式的结构特点，及其对气液传质、生物量、代谢产 

物量和细胞损伤的影响，以及改进的新型通气方式和几种通气方式的融合并用。 
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前言 

动植物细胞或组织培养是南局部(或针对性 )培养获得 目 

标产物，如生物量本身、重要次生代谢产物(如黄酮、类萜、甾体 

及其甙、生物碱等)或生物制品(如酶、干扰素、生长因子 、抗体 

等)的培养方式II-2】。生物反应器则可在人为可控条件下，为细胞 

生长提供适宜的环境，以达到增殖细胞和生成产物的目的 】。悬 

浮培养利于动植物细胞均匀地接受营养物质、气体、光照等。白 

1959年 Tulecke和Nickell首次使用生物反应器进行植物细胞 

悬浮培养以来，利用生物反应器进行动植物细胞或组织的大规 

模悬浮培养T作便逐步展开 。 

在动植物细胞或组织悬浮培养过程中需要不断通气，一方 

面，作为细胞生长及代谢的物质来源，同时移除代谢废气。另一 

方面，通气是细胞得以悬浮培养的重要动力来源。气泡破碎会 

产生剪切力，剪切力对细胞培养的积极作用表现为：增加通气， 

保持良好的混合状态和细胞分散性，在适合的条件下，甚至可 

以提高细胞产率，增加次生代谢产物产量 】。但若通气速率过 

大，剪切力的消极作用渐显，表现为：造成细胞损伤，影响细胞 

形态 、聚集状态、代谢及细胞存活率等I 5_，同时会造成培养基内 

易挥发气体的逃逸。气体作用的两面性以及剪切力损伤因细胞 

不同而异的特点，导致了动植物细胞培养和控制的复杂化，使 

得通气方式成为生物反应器设计、优化与放大的重点和难点嘲。 

目前 ，生物反应器悬浮培养动植物细胞的主要通气方式 

有：表面曝气 、气体喷射(鼓泡式和气升式 )、膜供氧，和几种方 

式的融合[71。对于某种特定的细胞或组织培养，确定采用何种通 

气方式的基本原则是在成本和能耗一定的情况下，最大程度的 

提高气体传质效果 ，同时将细胞损伤程度降到最低。 

本文综述了上述几种重要通气方式的结构特点 、气液传质 

能力 、对细胞的损伤及其改良发展，为该领域合理选择和改进 

生物反应器的通气模式提供一定的借鉴和启示。 

l表面曝气式(surface areation) 

在搅拌型反应器中，通过搅拌桨对液体的剧烈搅动，使液 

体上方的气体借助液体表面的湍动，由液相表面吸入至液相主 

体，这一类型的反应器按通气方式分类可称为表面曝气式反应 

器[8-9】。该通气方式具有结构简单 、气液传质效率高、适用范同广 
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等优点 q。Hu[“ 最早将表面曝气装置运用到动物细胞培养中， 

利用双层桨低速旋转进行表面曝气，不产生气泡和泡沫 ，在提 

高液体混合程度的同时，没有对细胞造成剪切力损伤。Jolicoeur[121 

曾利用表面曝气成功地培养了对剪切力敏感的长春花(Catha． 

ranthus roseus)细胞 ，数据表明：在 120rpm转速下，氧传质速率 

kLa可达 45h-l。 

1．1搅拌桨(impeller) 

表面曝气生物反应器，主要依靠搅拌桨旋转来完成整个曝 

气过程，搅拌桨的作用主要体现在，吸人气体并将大气泡剪切 

成细小气泡，以及产生液体的整体循环，使气泡均匀分散。搅拌 

桨是影响该类反应器气泡分散状态和气体传质速率的主要因 

素之一，同时也是造成细胞剪切损伤的重要因素。 

1．1．1常用搅拌桨 用于动植物细胞培养的生物反应器常用 

Rushton桨(图 1．1)和平桨(图 l-2)。培养对剪切力敏感的细胞 

时，搅拌桨的特点是桨叶较大，能引起层流流动 ，是产生的剪切 

力较小且混合效果较好。按桨叶与水平面的倾斜角度 ，搅拌桨 

又可分为直叶(图 l-l(a)、l-2(a))和斜叶(冈 l-l(b)、l-2(b))。 

直叶桨具有较好的粉碎气泡 ，增大气含率(gas holdup)的能力 ， 

但同时产生较高的剪切力。斜叶桨产生的流场存在一定的轴向 

分速度，有利于整体循环，同时产生的剪切力较小 。 

图 1-la直叶Rushton桨 

Figure 1-l a Straight Rushton 

disk turbine 

图 1-1b斜叶Rushton桨 

Figu re 1-lb Pitched Rushton 

disk turbine 

图 1．2a直叶透平桨 图 1-2b斜叶透平桨 

Figu re 1-2a Straight blade turbine Figure 1。2b Pitched blade turbine 

1．1．2搅拌桨的位置 在单位液相体积功耗一定的情况下，kLa 

随搅拌桨浸没深度减小而增大 。但减小浸没深度，会降低反 

应器内气泡的整体循环和分散效果，在反应器底部产生气泡无 

法到达的 “死区”【l3】。因此当液面较高时，往往采用多层桨 

(multiple impellers)(即在同一轴上相隔一定距离的两个或多 

个搅拌桨)搅拌。Wu[14】的研究表明，双层桨可以促进气相在边 

壁区的分散，保证反应器内良好的混合，但装置的气液传质性能 

有所下降。 

1．2新型表面曝气式 

对于表面曝气式，搅拌桨附近周期性转动引起的涡流力的 

变化和反应器主体内随时间变化的层切力是造成细胞损伤 的 

主要因素，分别由漩涡长度和搅拌速度决定【】 。为了减小细胞 

损伤程度，同时提高气液传质速率，研究者们设计m新型装置 

用于表面曝气式生物反应器。其中，应用最广的是挡板(baffle) 

和导流装置(flow guide system)。 

挡板可以阻碍凹液面的形成 ，加快吸气速率(gas uptake)， 

破坏原本的流体流型而产生湍流漩涡，增加液相的混合程度㈣。 

Kamen r1 研究表明，挡板的加入的表面曝气式更适合培养对剪 

切力敏感的植物或昆虫细胞。禹耕之㈣利用新型自旋浮挡板 

(self-rotating and folating baffle，SRFB)(图 l-3)辅助 Rushton单 

层桨进行表面曝气 ，将 kLa提高了 30％-68％。同固定挡板相 

比，自旋浮挡板更有效地提高了吸气速率和气泡破碎能力。王 

爱华r】4]~lJ进一步研究了挡板的倾角和直径对气液传质速率的 

影响。 

导流装置能改变反应器内的流场，使吸人的气泡更均匀的 

分散于整个反应器内 【l3】。毛在砂 [13,19]设计了新型 自旋导流 

(self-rotating flow guide，SRFG)装置 ，将其运用到多层桨表面 

曝气系统中(图 l-4)，从而消除了槽底及四周气泡无法到达的 

“死区”，同时可缩短混合时间、减小搅拌功率，气液传质速率也 

得以提高。 

各种新型表面曝气生物反应器的设计，在一定程度上提高 

了kLa、降低了能耗 ，同时增强了混合循环效果和固相的悬浮 

能力；在 kLa相同的情况下，可降低搅拌速率和剪切力，这对动 

植物细胞或组织很有意义。但挡板和导流装置的加入会带来贴 

壁生长 、分化等新问题120]，在一定程度上限制了其在悬浮培养 

方面的应用，因此表面曝气通气方式一般与其它类型通气方式 

联合使用。 

1一自旋 淳挡板 2．限位环 j．Ru I伽 莱 

1-S~lf-rotatbag aald floating baffle 

2·sp。埘 Img 3-RndRon d／sk autm~ 

图 1．3自旋浮挡板搅拌装置 

Figure 1-3 Configu ration ofthe 

SRFB surface aeration s3，stem 

1．支承轴套 2．支承臂 

j．限位件 |．弧形导流片 
1·sl PoI g shaft sleeve 2-Sl~porl／ug II~1IIS 

3-Stopper 4-Self-rotating flow lidc blade 

图 1．4自旋导流搅拌装置 

Figu re 1．3 Configuration ofthe 

SRFG surface aeration system 

2气体喷射式(gas sparging) 

气体喷射是借助位于生物反应器底部的气体喷射器将气 

体喷射人体系的一种常用的通气方式 【2l】，在气泡上升的过程 

中，同时实现反应体系的搅动和培养气体的供给。其优点主要 

表现为：气液界面大，传质阻力小，传质速率大；结构简单，易于 

放大 ；无动态部件，易于操作和维修；与表面曝气相比，剪切力 

小，动能消耗／]x[221。气体喷射可作为2L至 l00L生物反应器的 

通气系统 。 

气体喷射生物反应器内，影响气体传质效果的通气参数主 

要有f21]：气泡大小(bubble size)、气含率(gas holdup)、有效气体 

组分(gas composition)等。气泡越小，气含率越大，气体传质速 
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率越大四。另外，可通过提高有效气体组成来提高气体传质速率， 

Zi~2。 在波士顿蕨类植物(Nephrolepsis exaltata Bostoniensis)组 

织生物反应器培养中测得通气组分中 O2浓度 由21％上升为 

80％的过程中比生长速率由0．6l升至0．92。 

2．1气体喷射器(sparger) 

气体喷射器是气体喷射式生物反应器的重要部件，可由多 

种材料制成，主要包括不锈钢(stainless stel1) 、玻璃(glass)㈣、 

陶瓷(ceramic)~、纱纺(spinning)、橡胶膜(rubber membrane)P]、 

中空纤维膜(hollow-fiber membrane)[271等。不同材料可制成不 

同类型的喷射器 ，如单孔 (single．orifice)、多孔(multiple—ori． 

rice)、球形(balloon-type)、环形(ring sparger)、臂形 (ann sparg． 

er)。 

气体喷射器的孔径和出气速度(vent velocity)决定气体传 

质速率和对细胞损伤的大小。一般情况下，孔径越小，出气速度 

越快，产生的气泡越小，kLa越大 。Nehring[~和 Son[冽的研究表 

明，采用微孔气体喷射器，获得的 kLa是一般孔径的3倍。大多 

数研究表明173o1，孔径越小，产生的气泡直径分布(bubble size dis． 

tribution)越集中，对动物细胞损伤越小_7】。但也有研究表明 1。 

小气泡会增加细胞一气泡碰撞次数，对细胞造成损伤更大。孔 

的位置分布fill和数量【3 】也会影响细胞生长。 

2．2典型气体喷射式 

2．2．i鼓泡柱式(bubble column)鼓泡柱(罔 2一1)是典型的气体 

喷射式反应器，其最大特点为高径比大，因此具有许多优点，比 

如气体滞留时间(dwell time)长，气液传质性能好【 ；结构简单 

紧凑，占地面积小，适合平行试验的进行 。目前已广泛用于动 

植物细胞或组织培养pq。 

利用鼓泡柱式生物反应器高径比大、光径短的优点，人们 

设计了增加外置照明系统的鼓泡柱式光生物反应器}351，多用于 

微藻及大型海藻等自养型光合植物细胞或组织的培养，可使反 

应器内部光强和温度相对均匀。 

2．2．2气升式(airlift)在鼓泡柱式的基础上改进得到的气升式， 

能在通气的同时，利用其独特的回路循环装置使液相达到循环 。 

其主体是由气含率较高的上升区(flow．upward zone)和气含率 

较低的下降区(flow-downward zone)两部分组成，两区域之间 

的压力差造成液相的循环【38】。与鼓泡柱式相比。气升式能达到 

更好的混合和循环效果。Gouvela[ 和 Gavrilescut 研究了气 

升式生物反应器内，液面高度(1iquid high)、上升管 ／下降管径 

(riser／downcomer diameter)、顶 ／底隙(top／bottom clearance)对 

于气含率、kLa、液体循环等方面的影响。 

气升式生物反应器有外循环(extemal-loop)(罔2-2)和内 

循环(intemal-loop)(图2-3、2-4)和两种结构。内循环气升式反 

应器 ，结构较 紧凑 ，最常见的为管道 (draft．tube)或板柱 

(split-cylinder)内循环气升式生物反应器(图2-3、2-4)。外循环 

气升式反应器，将下降管置于反应器外部，可用于高细胞浓度 

灌注培养。Su H 用外循环气升式反应器灌注培养牛舌草药 

(Anchusa officinalis)细胞，利用挡板防止细胞流失 ，获得干细 

胞浓度27．2 gl‘。。胞外蛋白质浓度 1．1lgl‘。。 

根据 Merchukf44]的研究，气升式相比鼓泡柱式 ，能获得更具 

规则的流体流动，而且气泡和剪切力的分布更为均匀。Zhang~43] 

用两种典型气体喷射式生物反应器培养裙带菜 (Undaria pin— 

natifida) 子体，结果表明，气升式可以获得更高的最大生长速 

率(maximal growth rates)rmax和生物量浓度。 

图2-1鼓泡柱式生物反应器 

Figure 2-l Bubble column 

bioreactor 

图 2—2外循环气升式生物反应器 

Figure 2-2 External—loop airlift 

bioreactor 

图 2．4板柱内循环气升式 图2-3管道内循环气升式 

生物反应器 生物反应器 

Figu re 2-4 Split—cylinder Figure 2-3 Draft-tube 

internal·-loop airlift bioreactor intemal-·loop airlift bioreactor 

2．3新型气体喷射式生物反应器 

气泡破裂产生的剪切力会对细胞造成一定程度的损伤 

Jtibses]4~认为 ，气泡在液体表面的破碎是造成该损伤的最主要 

原因。通过改进气体喷射式结构，可减小气泡对细胞的损伤。 

胡显文㈣利用新型气液双升生物反应器(图2-5)培养动物 

细胞，将通气与供氧环节分开，使细胞能在一个低剪切力、无气 

泡 、富氧的环境中生长。 

泡沫的形成会降低 kLa，同时将营养物质挤推到表面，造 

成细胞供养不足。人们用不锈钢、尼龙网、丝带等多孔物质填充 

于上升管内，设计出新型填充床气升式生物反应器(图2-6)，可 

达到有效供养和提高kLa的目的。Masahik4~用聚硅醚消泡网 

填充的气体喷射式生物反应器培养鼠肝细胞瘤细胞(rat ascites 

hepatoma cell JTC-1)27天后，即使在后期营养不足的情况下， 

存活率仍可维持在 90％。Hossein[4n用少量尼龙网填充外循环气 

升式反应器上升管，将kLa提高了3．73倍。Mengtz~进一步研究 

了填充床的孔隙率和高度对 Kla和动能消耗的影响。 

3膜供氧式(Membrane Aeration) 

膜供氧 l以无泡供氧方式居多，被称为膜式无泡供氧 

(membrane bubbleless aeration，MBR)【鹌1，是相对传统气体喷射 

式而言的，气体在膜管内透过膜扩散到外侧的液相中，并不产 

生肉眼可见气泡。该方式不产生气泡或泡沫，气体以扩散方式 
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气升式反应器内营养物质和氧气供给的轴向梯度和高搅拌速 

率造成的细胞损伤问题。 

图4．1混合型搅拌气升式生物反 

应器 

Figure4-l Airlift bioreactor 

equipped with a insert impeller 

1-环曩射暑 2-■曩射暑 

I-rmgs~ r 2-me bẗ e卵 ‘瑁|I 

图4．2混合型膜 一环喷射式生物 

反应器 

Figure4-·2 Mixed membrane-·ring 

sparing bioreactor 

Poulsen 设 计了一种混合型膜一环喷射式生物反应器，即 

在反应器底部安置膜喷射器，气体透过膜后产生5001a m的小 

气泡；在膜喷射器上方安装环喷射器 ，为一环形不锈钢管，管壁 

上有多个孔，使气体通过后产生4．4mm的气泡。大小气泡在上 

升过程中不会并聚，故可分别完成气体的传质和混合，达到更 

好的综合效果。该结构有利于平衡两部分能耗，将能耗和剪切 

力损伤降到最低，且／JqL径喷射器可作为危险或昂贵气体的专 

用供气渠道。 

Kanokwan[rq研究证明，膜供氧和鼓泡式联合使用，同单一 

鼓泡式相 比，生物量增加 32％一65％；在生物量浓度较高时，可 

带来更大的溶氧浓度。此外，可寻找最佳喷射速率与膜通气速 

率之比，提高气体传质效率。 

5结语和展望 

动植物细胞或组织生物反应器培养，可在人为控制条件 

下，获得高产的生物量、重要次生代谢产物和生物制品，其中悬 

浮培养是一种最常用和最普遍的培养模式。体系的悬浮主要由 

机械动力和气体动力实现。本文阐述的三种通气方式，其中表 

面曝气和膜供氧均属于机械力悬浮方式，而气体喷射式则由气 

体的动力来实现体系的悬浮。 

表面曝气和气体喷射式相比具有较好的气体传质性能，但 

剪切力较大的弊端限制了其应用，挡板和导流装置的加入在一 

定程度上降低了剪切力损伤。气体喷射式具有较好的气体传质 

效率和较低的机械损伤，填充床的设计解决了气泡破碎引起的 

细胞损伤和泡沫堆积的问题。膜供氧具有气液界面大和气体传 

质效率高的优势，但其升级放大仍具有一定局限性。笔者认为 

该领域未来的研究可从以下几方面着手： 

首先，由于需氧量和剪切力敏感程度因细胞或组织不同而 

异，故可对特定培养材料和最适通气方式作系统而全面的研 

究，当然最适通气方式并不仅以减小系统的剪切力为评估标 

准，因为高生物量的获取虽直接取决于低剪切状态 ，某些重要 

次生代谢产物的诱导和分离获取离不开高剪切环境的刺激。 

其次，进一步改进设备，发展和融合现有通气方式，设计出 

新型的更温和、更有效的结构和材料，能耗更小、更易放大的生 

物反应器。另外，可通过温度 、化学物质的添加来达到上述效 

果，加入表面活性剂PF一68或CMC，可提高气液传质速率。 

再次，在培养过程中，可实行动态通气方式，即按体系需氧 

量随细胞生长时期的变化 ，动态改变通气方案，具体可通过改 

变搅拌速率、通气速率以及各种气体比例的方式，来达到最佳 

气体利用率，避免气体传质速率过低引起的细胞缓慢生长或气 

速过高造成的细胞损伤。 

利用生物反应器悬浮培养动植物细胞或组织的主要 目的 

是为了获得高产的生物量和目标产物量，因此，对于通气方式 

的研究应更多地着眼于细胞或组织的生长与代谢状态，而非仅 

仅停留在气液传质、体系混合效果上，进一步系统地研究生物 

反应器内通气方式如何影响细胞或组织的生长代谢和细胞受 

损伤的程度，有利于发展更为有效的通气方式。 
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