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纳米细菌纤维素的细胞生物相容性*★ 
李  扬1, 2，沈建成2，徐  枫2，张  华1，陈  磊3，杨惠林1，施  勤1 

 
 

文章亮点：证实了细菌纤维素具有良好的生物相容性，对细胞黏附和增殖无影响，具有作为组织工程支架材料的可

行性。 

关键词：细菌纤维素；CCK-8；生物相容性；组织工程；生物材料 
 
摘要 

背景：细菌纤维素是一种新型天然高分子材料，具有良好的三维网状结构和高持水性等独特性能。 

目的：观察天然高分子材料细菌纤维素与细胞共培养的生物相容性。 

方法：采用静置培养方案制备细菌纤维素支架，将处于对数生长期的 C2C12细胞和 L929细胞分别与细菌纤维素支架

材料在体外共培养，采用扫描电镜观察材料微结构，倒置相差显微镜观察细胞生长及增殖情况，CCK-8 比色法检测

细胞增殖率。 

结果与结论：细菌纤维素具有精细的三维结构，纤维直径为纳米级别。C2C12 细胞和 L929 细胞在细菌纤维素材料上

可以很好地生长、增殖，细胞状态为正常的梭型，形态无明显变化；两种细胞在细菌纤维素材料上的相对增殖率均

≥100%，细胞毒性为 0 级。说明细菌纤维素具有良好的生物相容性，对细胞黏附和增殖无影响。 
 
 
Cellular biocompatibility of nano-bacterial cellulose 
 

Li Yang1, 2, Shen Jian-cheng2, Xu Feng2, Zhang Hua1, Chen Lei3, Yang Hui-lin1, Shi Qin1 

 
Abstract 

BACKGROUND: Bacterial cellulose is a new type of biological polymer materials, characterized by the advantages 
such as three-dimensional structure and high hydrophilicity.  

OBJECTIVE: To investigate the biocompatibility of the natural polymer bacterial cellulose by co-cultured with cells in 
vitro. 

METHODS: Bacterial cellulose scaffold was prepared with static culture program. Then the C2C12 cells and L929 cells in 
exponential phase of growth were co-cultured with bacterial cellulose in vitro. The morphology of bacterial cellulose 
scaffold was observed with scanning electron microscope. The growth and the proliferation of the cells were observed 
by using phase contrast microscope and the cell proliferation rate was measured by Cell Counting Kit-8 colorimetry. 

RESULTS AND CONCLUSION: Bacterial cellulose had a fine three-dimensional structure and the fiber diameter was 
in the nano-level. The C2C12 cells and L929 cells could in vitro grew and proliferate on the bacterial cellulose scaffold and 
showed fusiform shape; and their morphology did not changed significantly. The relative proliferation rates of C2C12 
cells and L929 cells on the bacterial cellulose scaffold were ≥100%. The cytotoxicity grade of bacterial cellulose was 0. 
Bacterial cellulose has good biocompatibility which is benefit to cell adhesion and proliferation. 
 
Li Y, Shen JC, Xu F, Zhang H, Chen L, Yang HL, Shi Q. Cellular biocompatibility of nano-bacterial cellulose. Zhongguo 
Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(51): 9541-9545.     
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0  引言 

 
组织工程是应用工程学和生命科学原理，

以支架材料为载体，结合有修复潜力的种子细

胞、生长因子，通过体内或体外继续培养，进

而构建出有生命活力的器官组织。在组织工程

中如何选择合适的支架材料一直是这一领域的

研究重点。 

目前在组织工程中应用较广泛的有聚乳

酸、聚羟基乙酸、胶原及壳多糖等材料[1-2]。但

某些生物材料如聚乳酸在降解后会产生酸性环

境，不利于细胞的生长和组织修复，并可引发

无菌炎症。细菌纤维素是一种天然的生物材料，

由生长在液态含糖基质中的细菌产生[3-4]。细菌

纤维素是葡萄糖以β-1,4糖苷键连接而成的高

分子聚合物，有很多其他材料所不具备的特点，

比如：良好的生物可降解性；高结晶度，高聚

合度和非常一致的分子取向；极强的持水性和

透水透气性，能吸收其干质量60-700倍的水分；

良好的理化性能[5]。此外，细菌纤维素的纳米纤

维结构与细胞外基质的结构类似，有利于组织

的传导和再生，这种优良的性能使得细菌纤维

素成为生物材料中的研究热点。但合适的支架

材料还需要有良好的生物相容性，组织工程材

料的一个前提就是不能有排斥反应。 

生物相容性是指生物材料和生物体组织接

触后，产生的各种生物、物理、化学等反应，

最终被生物体组织相容的程度。用生物材料的

浸提液或将材料直接与细胞接触共培养，观察

材料对组织细胞生长、代谢及增殖方面的影响

是对生物材料相容性的一种有效评价[6]。 

本实验选择了两种细胞毒性实验中常用的

C2C12细胞(小鼠成肌细胞)和L929细胞(小鼠成纤

维细胞)与细菌纤维素共培养，观察细胞的生长

状态和检测细胞的相对增殖率，评价细菌纤维

素的生物相容性。 

 

1  材料和方法 

 

设计：体外细胞学实验。 

时间及地点：于2011年8至12月在苏州大学

骨科实验室和中国药品生物制品检定所医疗器

械检测中心完成。 

材料： 

支架材料与细胞株：细菌纤维素，由中国科

学院遗传和发育生物学研究所提供。小鼠成肌

细胞(C2C12细胞株)与小鼠成纤维细胞(L929细胞

株)，由协和细胞库提供。 

试剂与仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

细菌纤维素支架材料的准备：将细菌纤维素切

成合适的5 mm×5 mm×2 mm大小，8 000 Gy的

γ60Co辐照射线灭菌，无菌存放于4 ℃，备用。 

C2C12细胞和L929细胞的体外传代培养：取

C2C12和L929细胞株于37 ℃水浴中解冻，迅速

将细胞吸入有高糖DMEM培养基(含体积分数

10%胎牛血清)的离心管中，离心半径13 cm， 

1 000 r/min离心5 min。弃上清，将细胞悬浮并

接种于培养基中(含体积分数10%FBS、青霉素

1.0×105 U/L、链霉素100 mg/L)，置入37 ℃、

体积分数5% CO2及饱和湿度的孵箱内培养，第

2天全量换液。待细胞长至瓶底80%-90%面积

时，按1∶4进行消化传代。两种细胞做相同处理。 

细胞和细菌纤维素的体外共培养：收集对数生

长期的两种细胞，调整细胞悬液浓度，分别以

6×107 L-1的种浓度接种于96孔板中，加高糖

DMEM培养基调整至每孔100 μL、每孔相应做5

个复孔，分组培养：实验组、空白对照组(加了

相应量培养液但未加入细胞)、阳性对照组(用含

5%二甲基亚砜的培养液培养细胞)、阴性对照

组(正常培养的细胞)。放入培养箱内培养，待细 

试剂及仪器 来源 

高糖 DMEM 培养基、 
胎牛血清 

0.25%胰酶、二甲基亚砜 
CCK-8 
CO2培养箱 
倒置相差显微镜 
 
离心机 
酶联免疫检测仪 
 
 
微量振荡仪 
 
单人双面超净台 

Gibco 公司 
 
Sigma 公司 
博士德生物工程有限公司 
REVCO 公司 
Ⅸ71 型，日本 OLYMPUS 
  公司 
TD5A-WS，湘仪公司 
SPECTRA MAX plus 

384，美国 Molecular 
Devices 公司 

MS-2 型，海门市其林贝尔

仪器制造有限公司 
SW-CJ-1F 型，中国苏州 

净化集团 
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胞单层铺满孔底后，实验组每孔加入一块无菌的细菌纤

维素材料。两种细胞做相同条件的处理。 

细胞状态观察：共培养48 h后，用倒置显微镜观察细

胞的形态和结构变化。 

细胞增殖检测：在培养12，24，48，72 h后分别取

一块96孔板，以CCK-8法测定细胞活力：将孔内的细菌

纤维素材料取出，同时小心吸弃培养液，用PBS洗1遍；

每孔加100 μL新鲜培养液和10 μL的CCK-8溶液，在细

胞培养箱内继续孵育1 h；酶联免疫检测仪在450 nm处

测定吸光值，参考波长为630 nm；绘制两种细胞各自的

生长曲线，计算细胞相对增殖率[7]，细胞毒性评级标准

参考ISO-10993-5细胞毒性试验[8]。 

 

 

 

细胞毒性评级标准：0级，细胞相对增殖率≥100%；

1级，细胞相对增殖率80%-99%；2级，细胞相对增殖

率50%-79%；3级，细胞相对增殖率30%-49%；4级，

细胞相对增殖率0-29%。 

主要观察指标：各组细胞生长及增殖情况。 

统计学分析：所得数据采用SPSS 17.0软件包进行

方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  细菌纤维素的扫描电镜观察结果  从仿生角度考

虑，具有三维有序纳米纤维结构的支架能更好地模仿天

然细胞外基质结构，具备生物功能，实现与周围组织的

整合。电镜照片显示细菌纤维素具有精细的三维结构，

纤维直径为纳米级别。细菌纤维素这种有序排列有利于

细胞的取向和表型表达；并且增强平滑肌细胞的黏附和

增殖，是骨组织工程的理想材料，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  C2C12和L929细胞与细菌纤维素共培养的生长状态观察    

刚接种的细胞成圆形，在接种48 h后倒置相差显微镜下

放大100倍观察细胞状态。由图2可以看到大部分L929细

胞呈典型的长梭形，生长良好；由于C2C12细胞生长较

快，细胞多呈梭形或多边形，都有正常的分裂增殖现象；

并且实验组与阴性对照组无明显差异，细胞形态良好；

随着培养时间的增长，实验组细胞开始增多并有部分细

胞会沿着支架材料表面生长，阳性对照组细胞都出现了

细胞状态变差、细胞膜通透性变大、细胞形态变圆甚至

细胞裂解、死亡等现象。与细菌纤维素共培养的两种细

胞生长良好。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  C2C12和L929细胞与细菌纤维素共培养的生长曲线  由

细胞的增殖实验测定可知，C2C12和L929两种细胞接种后

均能良好的生长、分裂、增殖，实验组和阴性对照组随

细胞相对增殖率(%)=(实验组平均吸光度值/ 
空白对照组平均吸光度值)×100% 

Figure 1  Image of bacterial cellulose under scanning electron 
microscope (×3 000) 

图 1  细菌纤维素的扫描电镜图片(×3 000) 

Figure 2  Morphology of C2C12 cells and L929 cells after 
co-cultured with bacterial cellulose for 48 h (×200)

图 2  C2C12 细胞和 L929 细胞分别与细菌纤维素共培养 48 h
后的形态变化 (×200) 
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注：实验组(C2C12或 L929细胞与细菌纤维素共培养)、空白对照组(加了

相应量培养液但未加入细胞)、阳性对照组(用含 5%二甲基亚砜的培养

液培养细胞)、阴性对照组(正常培养的细胞)。大部分 L929细胞呈典型的

长梭形，生长良好；由于 C2C12细胞生长较快，细胞多呈梭形或多边形，

都有正常的分裂增殖现象；并且实验组与阴性对照组无明显差异，细胞

形态良好；随着培养时间的增长，实验组细胞开始增多并有部分细胞会

沿着支架材料表面生长，阳性对照组细胞都出现了细胞状态变差、细胞

膜通透性变大、细胞形态变圆甚至细胞裂解、死亡等现象。与细菌纤维

素共培养的两种细胞生长良好 

C2C12                                    L929

P
os

iti
ve

 c
on

tro
l 



 
李扬，等. 纳米细菌纤维素的细胞生物相容性 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   www.CRTER.org 9544

www.CRTER.org 

时间延长细胞活性显著增加，且两组之间差异无显著性

意义，见图3，它们各自的细胞相对增率≥100%，细胞

毒性为0级；而阳性对照组的细胞毒性为4级。在24 h这

个时间点上，实验组L929的细胞活性增长速率明显高于

阴性对照组。对比a，b两图可以看到C2C12比L929的细胞

活性和增殖速度更高。以上结果说明纳米细菌纤维素对

细胞生长没有抑制作用，属于合格无细胞毒性生物材

料。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

纤维素是自然界中已知的最丰富的生物聚合物。

它是植物的重要组成成分，因此可以通过提取植物资

源来获取纤维素，此外一些细菌也可以产生纤维素。

细菌纤维素是葡萄糖以β-(1,4)-糖苷键连接而成的高

分子聚合物，不含木质素和半纤维素，有很多植物纤

维素所不具备的特点，比如良好的生物可降解性；高

结晶度，高聚合度和非常一致的分子取向；极强的持

水性和透水透气性，能吸收60-700倍其干质量的水

分；更精细的纤维和网络结构，是目前最细的天然纤

维
[9-10]。 

生物材料是组织工程发展的重点之一，由于材料多

数直接与人体接触或进入体内与组织和细胞接触[11-12]，

甚至会通过体液等循环进入体内器官[13]，因此必须具备

良好的生物相容性而不引起毒性反应。L929细胞目前细

胞毒性试验中最常用的一种，但随着生物材料的发展越

来越复杂，单独采用L929细胞已不能满足检测的需要。

根据不同的目的和要求方法与准则要不断改进，如加入

另一来源细胞做检测、改进活性检测方法，这样可使结

果更客观和准确。 

本实验采取了L929和C2C12两种细胞作为检测标准

和CCK-8法[WST-8，2-(2-甲氧基-4-硝基苯基)-3-(4-

硝基苯基)-5-(2,4-二磺酸苯)-2H-四唑单钠盐]对材料

细胞毒性进行评价。CCK-8是已被广泛应用于细胞增殖

和细胞毒性的快速高灵敏度检测法，它在电子载体的作

用下被细胞线粒体中的一些脱氢酶还原生成橙黄色的

甲臜水溶性结晶，细胞增殖越多越快，则颜色越深；细

胞毒性越大，则细胞线粒体内的琥珀酸脱氢酶活性越

低，反应颜色越浅。对于同种细胞，颜色的深浅和细胞

数目呈线性关系[14]。与传统的MTT相比，WST-8具有

更高的灵敏性和更宽的线性范围，且培养基里的酚红和

血清对测定无明显影响。此实验结果显示，细菌纤维素对

L929细胞和C2C12细胞的黏附增殖、分化和分泌功能无明

显影响，说明该材料无或低细胞毒性及良好的体外细胞亲

和性。 

与此同时，在细胞的生长状态观察实验中两种细

胞种植于材料后，随着培养时间的延长，两种细胞数

量都不断增加，生长状态良好，为长梭形或多边形；

与正常培养条件下的细胞一样可以进行正常增殖。这

表明细菌纤维素对细胞的形态结构和增殖没有明显

影响。 

以上结果表明，细菌纤维素具有良好的网状空间结

构和体外生物相容性。良好的生物相容性是细菌纤维素

作为组织工程材料的前提，但是长期植入体内的生物相

容性如何尚需进一步研究[15]。 

致谢：感谢中国药品生物制品检定所医疗器械检测

中心徐建霞和王淑琴在实验上给予的帮助和支持。 

 

4  参考文献 

 
[1] Chen YM,Xi TW,Zheng YD.Beijing Shengwu Yixue 

Gongcheng. 2008;27(5):541-546． 
陈艳梅,奚廷斐,郑裕东.骨组织工程支架材料及其相关的研究进

展[J].北京生物医学工程,2008,27(5):541-546． 

Figure 3  Growth curves of L929 cells and C2C12 cells after 
co-cultured with bacterial cellulose 
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