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Abstract
AIM: To determine the optimal cell density and 
agar concentration for separation of cell clones 
and thereby provide a reference for screening of 
tumor stem cells.

METHODS: HepG2 cells were mixed with 10 
g/L agarose and inoculated in 2 g/L (group A) 
and 3 g/L (group B) soft agar at different densi-
ties. After 14 days of culture, the number of cell 
clones was counted and the rate of colony for-
mation was calculated.

RESULTS: The number of clones formed in 
group A was significantly higher than that in 
group B (t = 4.36, P < 0.05). The rates of colony 
formation observed in both group A and group 

B increased with the increase in cell density that 
varied between 100 and 500 cells per well. In 
contrast, the rate of colony formation decreased 
with the increase in cell density that varied be-
tween 600 and 1000 cells per well.

CONCLUSION: The optimal concentration of 
agar in the upper layer for colony formation is 
3 g/L, with 10% agarose as a stock agar. The 
maximum rate of colony formation is achieved 
when cells are inoculated at a density of 500 cells 
per well.
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摘要
目的: 探讨分离细胞克隆的最佳细胞密度和
最适琼脂浓度, 为肿瘤干细胞的筛选提供更广
阔的思路. 

方法: 将HepG2单细胞悬液与10 g/L的琼脂糖
相混合, 在2 g/L(A组)和3 g/L(B组)琼脂中接种
不同密度的HepG2细胞, 14 d后观察克隆形成. 

结果: 100-1000个/孔的各个实验组中, A组细
胞的克隆数高于B组, 差异有统计学意义(t  = 
4.36, P <0.05); 在细胞密度为100-500个/孔时, 
A、B组细胞克隆形成率随着细胞密度的增加
逐渐增加; 600-1000个/孔, A、B组均随着细胞
密度的逐渐加大, 克隆形成率呈现下降趋势.

结论: 在进行软琼脂克隆形成实验时, 可以采
用2 g/L的上层琼脂浓度, 并采用10 g/L的琼脂
糖凝胶作为储备胶, HepG2细胞在500个/孔时
的克隆形成率最高.

关键词: 软琼脂克隆; HepG2细胞; 克隆形成率
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■背景资料
软琼脂克隆形成
实验是一种可用
于分离具有不同
增值能力的细胞
的方法. 通过将单
个细胞在软琼脂
中形成集落, 可以
筛选不同增殖能
力的细胞.

■同行评议者
梁力建, 教授, 中
山大学附属第一
医院肝胆外科
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0  引言

软琼脂克隆形成实验作为体外检测细胞增殖能

力和致瘤性的一种常规方法, 常用来分离和纯

化肿瘤细胞[1], 单克隆抗体杂交瘤细胞的克隆筛

选以及抗肿瘤药物体外抑瘤能力的评价[2-4], 随
着肿瘤干细胞学说的兴起, 也被用来筛选具有

干细胞性质的细胞[5], 为此, WHO及美国FDA等

机构认为可采用软琼脂克隆法等体外方法检测

细胞的致瘤性. 但以往报道中所采用的凝胶浓

度以及细胞密度不尽相同, 从而使克隆形成率

不一致[6-7]. 因此, 本课题对不同细胞密度和不同

琼脂糖浓度下HepG2细胞的克隆形成能力进行

了比较. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM高糖培养基购自美国Gibco公
司; 低熔点琼脂购自上海YITO Bio-instrument公
司; 胎牛血清购自杭州四季青生物技术有限公

司; HepG2细胞株由本校免疫学教研室梁淑娟博

士惠赠.
1.2 方法 
1.2.1 制备底层琼脂: (1)50 g/L储备胶的制备: 称
取琼脂糖粉末0.5 g, 溶于装有10 mL D-Hanks液
的青霉素小瓶中, 高压灭菌备用. (2)10 g/L储备

胶的制备: 称取琼脂糖粉末0.1 g, 溶于装有10 mL 
D-Hanks液的青霉素小瓶中, 高压灭菌备用. (3)6 
g/L底层琼脂的制备: 将10 g/L的琼脂糖凝胶置于

沸水浴中融化, 待冷却至50℃时取出6份与4份预

热至37℃的新鲜培养基充分混匀后迅速倒入24
孔培养板中, 每孔0.8 mL, 室温静置冷却备用. 
1.2.2 制备上层琼脂: (1)不同密度细胞悬液的制

备: 取对数生长期的HepG2细胞, 用2.5 g/L的胰

蛋白酶消化后, 用细胞计数板计数, 调整细胞密

度为1×107/L. (2)2 g/L上层琼脂的制备: 将10 
g/L的琼脂糖凝胶置于沸水浴中融化后, 待冷却

至50℃时, 用刻度吸管取出0.48 mL迅速分别与

预热至37℃的1.92 mL的不同密度的细胞悬液相

混合, 制备2 g/L上层琼脂, 同法制备3 g/L上层琼

脂, 分别为A组和B组. 然后分别将各组的上层琼

脂迅速倒入到24孔板中, 每孔0.8 mL, 每种细胞

密度重复接种3个孔, 调节6种细胞密度最终分

别为100、300、500、600、800、1000个/孔. 所
有的实验组重复3次. 

1.2.3 细胞培养及结果观察: 在各孔添加适当的

完全培养基覆盖琼脂表面, 防止表面干燥, 然后

放入37℃, 含50 mL/L CO2的培养箱中培养, 每隔

1-2 d补加适量培养基, 连续培养至14 d, 参考Li 
et al [8]的方法, 将≥50 μm或50个细胞的细胞团视

为一个克隆, 观察所形成的克隆数目, 并计算克

隆形成率. 克隆形成率 = 克隆数/接种细胞数×

100%.
统计学处理 统计数据用SAS 8.2软件进行

处理, 采用t检验, 检验水准α = 0.05.

2  结果

在培养的第1-2天, 细胞呈单个、散在的均匀分

布; 第3天时开始形成克隆, 此时的克隆呈桑葚

状, 由4-6个细胞组成, 随着克隆的增长, 克隆中

心细胞相互重叠, 克隆边缘有不规则的互相延

续的单个细胞存在(图1). 随着培养时间的延长, 
细胞在2 g/L的上层琼脂中的克隆增殖速度大于

其在3 g/L的上层琼脂中的克隆增殖速度.
在克隆培养14 d时, 100、300、500 个/孔的

3个实验组在2 g/L的上层琼脂中的克隆形成数

分别为35.04±2.11个、170.37±4.23个、294.00
±7.65个, 克隆形成率分别为35.04%±2.11%、

56.79%±1.53%、58.80%±1.41%; 其在3 g/L的
上层琼脂中的克隆形成数分别为28.56±2.31
个、149.19±4.74个、260.50±7.50个, 克隆形

成率分别为28.56%±2.31%、49.73%±1.58%、

52.10%±1.50%. 随着细胞密度的增加, HepG2
细胞在2种浓度的上层胶中克隆形成率逐渐增

加. 600、800、1000个/孔的3个实验组在2 g/L
的上层琼脂中的克隆形成数分别为326.22±
11.28个、427.92±18.88个、523.30±12.90个, 
克隆形成率分别为54.37%±1.88%、53.49%±

2.36%、52.33%±1.29%; 其在3 g/L的上层琼

脂中的克隆形成数分别为305.34±11.46个、

400.48±11.20个、489.6±13.30个, 克隆形成

率分别为50.89%±1.91%、50.06%±1.40%、

48.96%±1.33%. 随着细胞密度的逐渐加大, 在2
种不同浓度的上层胶中细胞克隆形成率均呈现

下降趋势. 从100个/孔到1000个/孔的各个实验

组中, HepG2细胞在2 g/L的上层琼脂中的克隆

形成率均高于其在3 g/L的上层琼脂中克隆形成

率, 经统计学处理, 差异显著(t  = 4.36, P <0.05).

3  讨论

对于储备胶的制备, 以往文献报道不一, 有研究

■创新盘点
本研究通过软琼
脂克隆形成实验
分离出克隆形成
细胞, 并探索了分
离细胞克隆的最
佳细胞密度和最
佳琼脂浓度.
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者[9]使用50 g/L的琼脂糖凝胶作为储备胶, 亦有

人[10-11]使用10 g/L的琼脂糖凝胶作为储备胶, 本
课题组通过实验发现50 g/L的凝胶融化速度较

慢, 而且由于胶的浓度较大, 在与培养基混合时

容易形成小的凝块, 不利于使细胞分布均匀, 从
而影响克隆的生长和分离. 10 g/L的琼脂糖凝胶

由于浓度低, 不易形成凝块, 细胞分布也较均匀, 
因此在进行软琼脂克隆形成实验时, 可以采用10 
g/L的琼脂糖凝胶作为储备胶. 

祝葆华 et al [12]采用上层琼脂糖浓度为3 g/L
的琼脂, HepG2细胞密度为400个/孔, 其结果显

示细胞的克隆形成率为50.40%±3.21%. 张鸽

文 et al [13]发现, 在相同的上层琼脂糖浓度下, 细
胞密度为500个/孔, HepG2细胞的克隆形成率为

33.24%±1.91%, 二者的结果提示在上层琼脂糖

浓度不变的情况下, 同一细胞的克隆形成率随

着细胞密度的改变而发生变化. 
本研究结果显示, 在2 g/L的上层琼脂中细

胞的克隆数明显多于其在上层琼脂为3 g/L中的

克隆数, 提示上层胶浓度増大不利于细胞克隆

的形成. 另外, 我们在预实验中发现, 由于1 g/L
上层琼脂的硬度较小, 在移动培养板时, 克隆容

易移位, 从而与其周围的克隆或细胞混合. 因此

在进行软琼脂克隆形成实验时, 可以采用2 g/L
的上层琼脂浓度. 本实验还发现, 在细胞密度为

100-500个/孔时, HepG2细胞的克隆形成数和克

隆形成率随着细胞浓度的增加而逐渐增加; 在
细胞密度在500-1000个/孔时, 细胞克隆形成数和

克隆形成率均随细胞浓度的升高呈现下降趋势, 
表明细胞的克隆形成率并非是随着细胞数量的

增加而增加, 而是存在着一个最佳的细胞浓度, 
HepG2细胞在500个/孔时的克隆形成率最高.

细胞克隆可采用眼科镊挑取[14]或是加样器

吸取的方法分离, 然后将取出的单克隆放在96
孔板中培养, 而后放入12孔板、6孔板直至培养

瓶中扩大培养. 本实验发现, 在上层胶浓度比较

稀时, 可以用微量加样器吸取的方法分离克隆, 

但用吸取时要注意吸引的力度, 以避免克隆群

落边缘细胞向克隆方向的扩散; 在上层胶的浓

度较大时, 琼脂具有一定的硬度, 可用眼科镊挑

取克隆的方法进行分离.
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     	                                           			                   总被引频次 		                  影响因子                   

                                                    				      数值      学科排名       离均差率	 数值       学科排名     离均差率

1170	 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY		      19	 44	 -0.98 	 0.059 	 44            -0.89 

G275	 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY	 4431	   1	   3.46 	 0.745 	 10              0.38 

G803	 肝脏					       467	 28	 -0.53 	 0.537 	 17            -0.01 

G938	 国际呼吸杂志				      521	 25	 -0.48 	 0.386 	 32            -0.29 

G415	 国际内分泌代谢杂志				      654	 20	 -0.34 	 0.520 	 19            -0.04 

G939	 国际脑血管病杂志				      662	 19	 -0.33 	 0.480 	 22            -0.11 

G501	 临床肝胆病杂志				      497	 26	 -0.50 	 0.318 	 36            -0.41 

G291	 临床骨科杂志				      689	 18	 -0.31 	 0.455 	 25            -0.16 

G658	 临床荟萃					     1169	 13	   0.18 	 0.233 	 40            -0.57 

G257	 临床内科杂志				      651	 21	 -0.35 	 0.367 	 34            -0.32 

G855	 临床消化病杂志				      292	 36	 -0.71 	 0.394 	 30            -0.27 

G261	 临床心血管病杂志				      866	 17	 -0.13 	 0.474 	 24            -0.12 

G293	 临床血液学杂志				      341	 34	 -0.66 	 0.347 	 35            -0.36 

G491	 岭南心血管病杂志				      157	 41	 -0.84 	 0.110 	 43            -0.79 

G662	 内科急危重症杂志				      276	 37	 -0.72 	 0.318 	 36            -0.41 

G746	 实用肝脏病杂志				      297	 35	 -0.70 	 1.100 	   3              1.04 

G190	 世界华人消化杂志				    2353	   5	   1.37 	 0.568 	 15	 0.05 

G800	 胃肠病学					       376	 33	 -0.62 	 0.372 	 33            -0.31 

G326	 胃肠病学和肝病学杂志				     468	 27	 -0.53 	 0.399 	 29            -0.26 

G451	 现代消化及介入诊疗				        84	 43	 -0.92 	 0.230 	 41            -0.58 

G083	 心肺血管病杂志				      214	 40	 -0.78 	 0.206 	 42            -0.62 

G419	 心血管病学进展				      467	 28	 -0.53 	 0.419 	 27            -0.23 

G260	 心脏杂志					       523	 24	 -0.47 	 0.392 	 31            -0.28 

G610	 胰腺病学					       223	 38	 -0.78 	 0.282 	 38            -0.48 

G234	 中国动脉硬化杂志				      869	 16	 -0.13 	 0.521 	 18            -0.04 

G422	 中国脑血管病杂志				      223	 38	 -0.78 	 0.503 	 21            -0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2121	   7	   1.13 	 0.601 	 13	 0.11 

G211	 中国糖尿病杂志				    1284	 11	   0.29 	 0.931 	   7	 0.72 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     616	 23	 -0.38 	 0.599 	 14	 0.11 

G633	 中国血液净化				      449	 31	 -0.55 	 0.478 	 23            -0.12 

G119	 中国循环杂志				      643	 22	 -0.35 	 0.411 	 28            -0.24 

G231	 中华肝脏病杂志				    2746	   4	   1.76 	 1.056 	   4	 0.95 

G235	 中华高血压杂志				      982	 15	 -0.01 	 0.757 	   9	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     143	 42	 -0.86 	 0.235 	 39            -0.57 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     465	 30	 -0.53 	 0.431 	 26            -0.20 

G150	 中华老年医学杂志				    1010	 14	   0.02 	 0.510 	 20            -0.06 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1548	   9	   0.56 	 1.032 	   5	 0.91 

G156	 中华内科杂志				    3238	   3	   2.26 	 0.847 	   8	 0.57 

G161	 中华肾脏病杂志				    1477	 10	   0.49 	 1.018 	   6	 0.88 

G285	 中华消化内镜杂志				    1271	 12	   0.28 	 0.607 	 12	 0.12 

G168	 中华消化杂志				    2249	   6	   1.26 	 1.123 	   2	 1.08 

G892	 中华心率失常学杂志				      384	 32	 -0.61 	 0.568 	 15	 0.05 

G170	 中华心血管病杂志				    3705	   2	   2.73 	 1.217 	   1	 1.25 

G172	 中华血液学杂志				    1632	   8	   0.64 	 0.633 	 11	 0.17 

	 平均值					       994			   0.541 		

以上数据摘自《中国科技期刊引证报告》(2008年版). 科学技术文献出版社, 160-161.
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