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采用计算流体力学技术研究搅拌对兽疫链球菌发酵生产

透明质酸的影响 

顾小华, 段须杰, 谭文松, 张旭 

华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室, 上海 200237 

摘  要: 搅拌是影响透明质酸(HA)发酵的一个重要因素, 然而有关搅拌对 HA 发酵影响的认识存在较大争议。本研究采

用计算流体力学(CFD)技术深入研究了搅拌对菌体生长和 HA 合成的影响。结果表明, 菌体量和 HA 产量受搅拌转速的

影响很小, 而 HA 分子量随着转速的增加呈现出先增加后降低的趋势。分阶段控制转速研究表明转速对 HA 分子量的影

响主要体现在 HA 合成阶段。CFD 计算结果表明随着搅拌转速的增加, 混合时间降低的同时反应器内部的剪切速率明

显增加。最终通过改变搅拌桨组合方式的手段有效地解决了上述矛盾, 并使得 HA 分子量提高 23.9%。 
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Abstract: Agitation plays an important role in the hyaluronic acid (HA) fermentation process. However, views about the effect of 

agitation on HA production remain controversial. We investigated the effect of agitation on cell growth and HA synthesis during HA 

fermentation process by using Computational Fluid Dynamics (CFD) technology. The results showed that the biomass and HA yield 

changed a little with the increase of impeller speed, but the HA molecular weight firstly increased and then decreased. The results of 

phase agitation control strategy demonstrated that the influence of agitation on the HA molecular weight mainly exhibited at the stage 

of HA synthesis. Moreover, the CFD simulation results indicated that when impeller speed increased, the mixing time reduced while 

the shear rate increased significantly. The removal of anchor could moderate the contradiction between the mixing time and shear rate, 

and finally the HA molecular weight increased by 23.9%. The results of this work could provide guidelines for optimizing the HA 

fermentation, as well as the bioreactor design and scaling up. 
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透明质酸(HA)作为一种高分子粘多糖, 由于其

独特的分子结构和理化性质 , 已被广泛应用于医

药、化妆品和食品行业中[1]。采用微生物发酵法生

产 HA 已经成为当前的主流工艺, 相关研究受到学
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术界和产业界的普遍关注, 其中 HA 的产量和分子

量直接决定了产品的经济价值和使用范围[2]。 

目前, HA发酵研究主要集中在培养方式, 培养

基组成以及培养条件等方面。Liu等研究发现, 分批

培养有利于 HA 的合成, 而补料-分批培养则有利于

菌体的生长[3]。Fong Chong 等和 Armstrong 等考察

了不同碳源和氨基酸对 HA 产量和分子量的影    

响[4-5]。而关于 HA 发酵过程中温度和 pH 的控制学

者们也进行了大量的研究[6-8]。 

搅拌是保证菌体正常生长的必要条件, 同时也

是影响 HA 产量和分子量的重要因素, 然而有关搅

拌对 HA发酵影响的认识存在较大争议[8-13]。高海军

等认为, 在一定范围内, 菌体量和HA产量随着搅拌

转速的提高而增加, 当搅拌转速过高时, HA 产量会

出现下降, HA 分子量则随搅拌转速的升高显著降 

低[9]。Kim等研究发现, 搅拌转速的提高导致菌体量

和HA产量降低, 反而HA的分子量提高了近一倍[10]。

而 Huang 等认为, 搅拌转速对菌体量和 HA 产量没

有显著影响[11]。Armstrong和 Johns也发现搅拌转速

的改变(从 300 r/min到 1000 r/min)对HA分子量没有

影响[12]。 

计算流体力学(CFD)是通过计算机数值计算和

图像显示, 对包含有流体流动和热传导等相关物理

现象的系统所做的分析。近年来, CFD在搅拌反应器

领域的研究越来越广泛, 而 CFD在生物反应器方面

的研究却很少。 

本研究考察了搅拌转速和搅拌桨组合方式对菌

体生长和 HA 合成的影响, 并结合 CFD 技术分析了

搅拌桨对反应器内部的混合效果和剪切力分布的影

响, 提出了搅拌转速影响透明质酸分子量的可能作

用机制及其解决办法, 为设计和优化 HA 工业发酵

过程提供科学指导。 

1  材料与方法 

1.1  菌种与培养基 

实验菌种为 C 族兽疫链球菌 (Streptococcus 

zooepidemicus)ATCC G1(实验室保藏号)。 

种子培养基(g/L): 葡萄糖  2, 牛肉膏 10, 聚蛋

白胨  20, 酵母粉  5, NaCl 2, Na2HPO4·12H2O 1, 

KH2PO4 0.12, pH 7.0~7.2。 

发酵培养基(g/L): 葡萄糖 40, 聚蛋白胨 20, 酵母

粉 10, MgSO4·7H2O 1, K2HPO4 2.5, NaCl 2, pH 7.0~7.2。 

1.2  培养方法 

种子培养: 从斜面上接种到装有 30 mL培养基

的锥形瓶中, 作为一级种子, 在 37°C 下静置培养

8 h。一级种子接二级种子, 接种量为 5%, 在 37°C

下静置培养 8 h。 

发酵培养: 5 L 全自动发酵罐(华东理工大学), 

装液量 3 L, 接种量为 5%, 采用 5 mol/L的 NaOH溶

液自动控制 pH 值为 7.0±0.1, 培养温度为 37°C。初

始葡萄糖浓度为 40 g/L, 并通过流加葡萄糖维持其

浓度为 10 g/L。发酵周期为 14 h。实验室传统控制

溶氧的方法是通过逐步提升搅拌转速 (每次增加  

50 r/min)以保证 DO 水平不低于 30%。考察转速对

HA 发酵影响时 DO 水平保持一致(50%), 通过调节

空气、氧气和氮气三种气体在进气中的比例实现。 

1.3  测定方法 

菌体量测定: 采用干重法与比浊法对照。干重

法将发酵液离心后取沉淀, 去离子水洗涤, 80°C 干燥

24 h后, 称取细胞量。比浊法通过测定发酵液在 660 nm

的吸光值, 与标准曲线对照, 计算细胞浓度。 

透明质酸含量测定: 采用 Bitter-Muir咔唑法[14]。 

透明质酸分子量测定: 采用 Laurent 极限粘度

法[15]。 

所有样品均进行 3次平行测定, 结果以平均值±

方差的形式表示。 

1.4  CFD 模拟方法 

发酵罐直径为 150 mm, 装液高度为 355 mm, 

配有 2个六斜叶 45°涡轮桨, 一个锚式桨, 其中锚式

桨位于反应器底部, 如图 1所示。六斜叶 45°涡轮桨

和锚式桨的具体尺寸如表 1 所示。通过 ICEM CFD 

10.0 对反应器内部的计算区域统一采用四面体网格

进行网格划分。 

利用 CFX 10.0软件进行单相模拟。模拟方法采

用多重参考坐标系法, 湍流模型采用标准 k-湍流模

型, 离散格式采用一阶迎风格式[16]。混合时间是指

物料达到完全均匀的 95%所需要的时间。模拟时采

用非耦合求解方法, 示踪剂注入流场是通过 Fortran  
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图 1  5 L 发酵罐桨叶组合结构示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of 5 L stirred reactor with impellers. 

表 1  六斜叶 45°涡轮桨和锚式桨尺寸 

Table 1  Geometrical parameters of 6-bladed turbine with 

45°pitched blades and anchor 

Impeller Geometrya (mm) 

6-bladed turbine with 45°pitched blades D=80; H=20; =2 

Anchor D=122; H=80; W=12; =3

a D: diameter; H: height; : thickness; W: width. 

 

用户子程序完成。剪切速率的模拟通过 CFX软件自

带的函数进行计算。 

2  结果与讨论 

2.1  HA 发酵动力学 

图 2所示是 HA发酵过程中菌体量、HA含量以

及分子量的变化[17]。菌体的生长大体可以分为 4 个

阶段: 延迟期(0~3 h)、对数生长期(3~6 h)、减速期

(6~10 h)和稳定期(10~14 h)。当菌体进入对数生长期

以后, HA开始大量合成。当发酵进行至 10 h左右, 

菌体就基本进入稳定期, 此时菌体量和 HA 产量就

不再发生变化, 直至发酵结束。HA分子量在发酵过

程中也呈现出逐渐增加的趋势。在对数生长期时  

(6 h), HA分子量仅有 1.3×106 D, 而到了减速期, 分

子量已经增加到 2.0×106 D。同样, 当菌体进入稳定

期以后, HA的分子量也不再发生变化。 

 
图 2  HA 发酵过程中菌体量、HA 产量和分子量的变化 
Fig. 2  Fed-batch culture of S. zooepidemicus G1 under 
standard conditions during HA fermentation. □: biomass; ●: HA 
concentration; ▲: HA molecular weight. 
 

2.2  搅拌转速对 HA 发酵的影响 

随着发酵的进行, HA的大量合成使得发酵液的

粘度急剧增加, 搅拌转速的提高可以促进体系的混

合和传质效果, 然而, 高转速引起的剪切力也有可

能对 HA的合成产生不利影响[9]。段须杰等在研究中

发现, 搅拌转速的增加对菌体量和 HA 产量的影响

很小, 而对 HA 分子量的影响十分显著, 如表 2 所 

示 [17]。当转速为 150 r/min 时 , HA 分子量只有

(1.69±0.03)×106 D, 可能是由于低转速已经远远不

能够满足发酵体系的混合和传质要求。随着搅拌转

速升至 450 r/min, 混合和传质环境得到改善, HA分

子量达到最大值。然而, 转速的进一步提高却导致

了HA分子量的下降, 可能是由高剪切引起的HA非

正常合成, 使得处于链延长阶段的 HA 分子提前脱

落造成的[9]。 

2.3  分阶段控制转速对 HA 发酵的影响 

为了进一步认识并调控搅拌对 HA 发酵过程的

影响 , 本研究采用了分阶段控制搅拌转速的策略 , 

着重考察了搅拌在不同发酵阶段的作用情况。分阶 

表 2  搅拌转速对 HA 分子量的影响 

Table 2  Effect of impeller speed on HA molecular weight 

Impeller Speed
(r/min) 

Biomass
(g DW/L)

HA 
(g/L) 

HA molecular 
weight (×106 D)

150 2.55±0.01 3.87±0.01 1.69±0.03 

450 2.53±0.02 3.84±0.01 2.11±0.05 

700 2.58±0.02 3.86±0.03 1.84±0.03 

1000 2.73±0.01 3.84±0.02 1.54±0.06 
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段控制转速的具体实施程序如下: (a) 0~6 h 控制搅

拌转速为 450 r/min, 6~14 h 控制搅拌转速为    

1000 r/min; (b) 0~6 h 控制搅拌转速为 1000 r/min, 

6~14 h控制搅拌转速为 450 r/min; (c) 0~10 h控制搅

拌转速为 450 r/min, 10~14 h 控制搅拌转速为   

1000 r/min。 

从图 3 中可以看出, 分阶段控制搅拌转速对菌

体量和最终的 HA 产量都没有产生明显影响。表 3

所示是分阶段控制转速对 HA 分子量的影响。无论

是程序(a)还是程序(b)控制都会造成 HA分子量的下

降, 只有程序(c)控制对 HA分子量的影响不大。Van 

de Rijn、Cater等研究发现, 当菌体进入稳定期以后

就丧失了 HA的合成能力[18-19]。由此可见, 在 HA合

成阶段, 高剪切力对HA分子量的影响显著, 而在稳

定期, 由于HA合成的终止, 剪切力对分子量的影响

较小。Armstrong 和 Johns曾在研究中发现, 搅拌转

速在 300 r/min和 1000 r/min之间变化对 HA分子量

影响不大, 但是他们实验中转速的增加是在菌体进

入稳定期以后, 所以搅拌转速不会对 HA 分子量产

生明显影响[12]。 

根据转速对 HA 发酵过程的影响可以发现, 转

速对菌体生长的影响很小, 而对 HA 分子量的影响

十分显著, 并且影响主要体现在 HA的合成阶段。 

2.4  混合时间的 CFD 模拟 

根据前面分析可知, 低转速(150 r/min)难以满足

发酵体系的混合和传质要求, 但是缺乏直接的量化证

据来说明低转速下的混合状况, 因此本研究通过 CFD

技术模拟不同搅拌转速下反应器内部的混合状况。 

鉴于不同检测点位置的混合时间差异可能会很

大, 因此需要定义一个平均混合时间来描述反应器 

表 3  分阶段控制转速对 HA 分子量的影响 
Table 3  Effect of phase impeller speed control strategy on 
HA molecular weight 

Procedure HA molecular weight (×106 D) 

450 (r/min) 2.11±0.05 

a 1.73±0.05 

b 1.80±0.03 

c 2.09±0.04 

1000 (r/min) 1.54±0.06 

 
图 3  分阶段控制转速对菌体生长和 HA 产量的影响 
Fig. 3  Effect of phase impeller speed control strategy on cell 
growth and HA production. ■: 450 r/min; □: procedure (a); ●: 

procedure (b);▲: procedure (c); : 1000 r/min.  
 

内部的混合情况。反应器内共建立 6 个监测点, 从

上至下依次记为 M1、M2、M3、M4、M5和 M6(图

4)。定义从反应器底部加入示踪剂时, 6个监测点混

合时间的平均值为反应器的平均混合时间average, 

结果列于表 4。 

当搅拌转速为 150 r/min时, 由于 HA的大量合

成致使发酵液的粘度急剧增加, 使得平均混合时间

达到 29.0 s, 而且不同监测点处的混合时间最大相

差超过 50%, 由此可见在该转速条件下反应器内部

的混合效果较差, 与本研究 kLa 测定结果也相吻合, 

发酵罐在该操作条件下的传质混合可能无法满足菌

体生长和 HA合成的需要。 
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图 4  加料点和监测点的位置示意图 
Fig. 4  Schematic diagram of feeding positions and monitors. 
■: feeding position; +: monitor. 

随着搅拌转速的增加, 平均混合时间average 逐

渐减少。与 150 r/min相比, 450 r/min下的平均混合

时间average已由原来的 29.0 s减少至 2.8 s。随着转

速进一步提高, average减少的幅度逐渐降低, 当搅拌

转速增至 1000 r/min时, average只有 1.1 s。实验结果

表明搅拌转速控制在 450 r/min以上可使反应器的混

合状况得到明显改善。 

2.5  剪切速率的 CFD 模拟 

高转速引起的高剪切力导致了 HA 分子量的下

降, 然而对于反应器内部复杂的流场分布而言, 仅

通过转速的高低来衡量剪切力的大小, 存在一定的

局限性, 为此本研究采用 CFD技术对不同转速下反

应器内部的剪切速率分布进行模拟。由于对数生长

期大部分时间发酵液性质与水接近, 为了简化起见, 

选用水作为模拟介质。由于水的粘度不随剪切速率

改变, 因此模拟时使用剪切速率来代替剪切力。 

图 5所示是搅拌转速为 450 r/min时反应器内部

的剪切速率分布。由图可见, 较高的剪切速率主要

集中在锚式桨的桨区周围, 而 2个六斜叶 45°涡轮桨

桨区的剪切速率与主体流域的剪切速率均显著低于

锚式桨区域。因此, 锚式桨区域的剪切速率分布应

予以重点考察, 该区域剪切速率的分布随搅拌转速

的变化如图 6所示(图例同图 5)。 

从图中可以看出 , 锚式桨桨区的剪切速率随

着搅拌转速的提高而不断增大 , 当搅拌转速为

450 r/min 时 , 桨区剪切速率最大只有 300 s-1左右 , 

当搅拌转速增加至 700 r/min 时 , 最大剪切速率增

加到 600 s-1 左右。而当转速进一步提高至

1000 r/min 时 , 剪切速率最高可以达到 1500 s-1。

由此可见 , 锚式桨是产生高剪切速率的主要来源 , 

随着搅拌转速的增加 , 其桨区周围的剪切速率急

剧增加 , 而产生的高剪切速率将对 HA 分子量产

生不利影响。  

2.6  搅拌桨组合方式对 HA 发酵的影响 

由上述讨论可知, 搅拌转速的改变同时影响了

反应器内部的混合和剪切环境, 过低的搅拌转速会

导致发酵体系的混合和传质效果较差, 不利于 HA

分子量的增加 , 而高转速又会产生较高的剪切力 , 

造成 HA 分子量的降低。为了解决混合传质与剪切

之间的矛盾, 本研究采用不同的搅拌桨组合方式来

实现对 HA发酵过程的优化。 

相对于六斜叶 45°涡轮桨而言, 锚式桨会产生

较高的剪切力, 因此可以通过去除锚式桨的方法来

降低反应器内部的剪切力, 进而提高 HA的分子量。

原有的搅拌桨组合方式包括 2 个六斜叶 45°涡轮桨

和 1 个锚式桨, 改进的组合方式桨仅包括 2 个六斜 

表 4  搅拌转速对不同监测点混合时间的影响 

Table 4  Effect of impeller speed on mixing time at various monitors 

Mixing time at different monitor 
Impeller speed (r/min) 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Average mixing time (s) 

150 36.9 34.4 16.6 25.1 29.5 31.7 29.0±7.3 

450 3.1 2.7 1.8 2.8 2.9 3.7 2.8±0.6 

700 1.7 1.4 1.2 1.6 1.6 2.1 1.6±0.3 

1000 1.1 1.0 0.9 1.0 1.0 1.3 1.1±0.1 
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图 5  反应器内部剪切速率的分布情况 
Fig. 5  Distribution of shear rate in stirred reactor (450 r/min). 

 

图 6  不同搅拌转速下锚式桨桨区的剪切速率分布图 
Fig. 6  Distribution of shear rate around anchor at various 
impeller speeds. 

 

叶 45°涡轮桨。表 5所示是转速为 1000 r/min条件下

搅拌桨组合方式对 HA发酵过程的影响。 

从表中可以看出, 两种桨组合方式对菌体量和

HA产量的影响并不明显, 但是对 HA分子量的影响

显著。当 有锚式桨 时 ,  H A 的分子量 仅有  

(1.59±0.09)×106 D; 而去除锚式桨后, HA 分子量却

增加了 23.9%。在 HA 发酵过程中, 微生物对氧气 

表 5  搅拌桨组合方式对菌体量、HA 产量以及分子量的

影响 

Table 5  Effect of impeller combination on biomass, HA 
yield and molecular weight 

Impeller 
combination 

Biomass 
(g DW/L) 

HA concentration 
(g/L) 

HA molecular 
weight (×106 D) 

With anchor 2.60±0.05 3.92±0.02 1.59±0.09 

Without 
anchor 

2.62±0.07 3.79±0.03 1.97±0.04 

 

的需求很大, 并且到了发酵后期发酵液的粘度往往

很高, 需要高转速才能够满足菌体生长和 HA 合成

对供氧混合的需要。锚式桨作为一种大直径桨型 , 

适合于低速运行, 而在高转速下就会产生较高的剪

切力, 进而对HA分子量产生不利影响, 去除锚式桨

一定程度上降低了反应器内部的剪切力, 使得 HA

分子量有了明显的提高。 

为了深入认识搅拌桨组合方式对反应器内部剪

切速率分布的影响, 本研究通过 CFD 手段对比分析

两种搅拌桨组合方式下反应器内部的剪切速率分布

差异。 

图 7所示为 1000 r/min条件下两种搅拌桨组合

方式产生的最大剪切速率在不同位置(2r/T=0.25、 

0.50 和 0.75)的轴向分布。从图中 7A 可以看出, 原

有的搅拌桨组合方式有 3 处剪切速率较为明显, 分

别对应的是锚式桨、下层六斜叶 45°涡轮桨和上层六

斜叶 45°涡轮桨的位置, 其中以锚式桨产生的剪切

速率最为突出 , 除去锚式桨后可使剪切速率由

800 s-1降至 40 s-1。同样, 在 2r/T=0.50和 0.75位置, 

锚式桨的除去使剪切速率分别降至 30 s-1和 50 s-1(图

7B和 7C)。 

图 8 所示为不同位置(z/H=0.25、0.40 和 0.75)

两种搅拌桨组合方式的最大剪切速率的径向分布。

从图 8A中可以发现, 锚式桨去除后使得 2r/T在 0.6

到 0.8 之间的最大剪切速率都降至 60 s1 以下 , 

z/H=0.40 位置的最大剪切速率也由 1400 s1降低到

1000 s1左右(图 8B)。而对于 z/H=0.75来说, 此处是

上层六斜叶 45°涡轮桨的位置(图 8C), 所以剪切速

率始终在 300 s-1以下。 

通过对两种搅拌桨组合方式的 CFD 模拟可以

发现 ,  去除锚式桨后 ,  可使反应器内部各个位置

的剪切速率都有不同程度的减小 ,  从 CFD 角度 
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图 7  两种搅拌桨组合方式下最大剪切速率的轴向分布 
Fig. 7  Axial profiles of maximum shear rate with two different impeller combinations. ■: with anchor; ▲: without anchor. 

 

图 8  两种搅拌桨组合方式下最大剪切速率的径向分布 
Fig. 8  Radical profiles of maximum shear rate with two different impeller combinations. ■: with anchor; ▲: without anchor. 

 

证明了本研究关于桨组合方式对 HA 分子量影响

所做出的推断。  

3  结论 

本研究结合 CFD技术研究搅拌对 HA发酵过程

的影响发现, HA分子量随着搅拌转速的增加呈现出

先增加后降低的变化趋势, 并且转速对 HA 分子量

的影响主要体现在 HA 合成阶段。搅拌转速的提高

使得混合时间明显降低, 同时反应器内部的剪切速

率显著提高。最终通过去除锚式桨的手段解决了混

合与剪切之间的矛盾 , 使得 HA 分子量提高了

23.9%。 
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