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活性分析

软琼脂克隆形成实验评价药物体外抑瘤性与成瘤性 *
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摘要　目的：分别采用肿瘤细胞系和转化细胞系摸索软琼脂克隆形成实验的适宜条件，并对冬凌草甲素

（oridonin，ORI）的抑瘤性和没食子酸乙酯（ethyl gallate，EG）促瘤性进行评价。方法：1）摸索实验条件：采

用 6 孔板固态培养法，按不同密度（每孔 500~20 000 个）将肿瘤细胞系（Hela，K562 和 HepG2）和转化细

胞系（Bhas 42）与软琼脂混合铺板，计数克隆形成率。2）HepG2 细胞分别与质量浓度为 0.016、0.08、0.4、2、
10、50 μg·mL-1 的 ORI 溶液混合后铺板；Bhas 42 细胞预先经质量浓度为 0.3、1、3 μg·mL-1 的 EG 溶液处

理后，镜下观察细胞达到转化状态后，与软琼脂混合铺板培养。经培养后观察给药处理对克隆形成率的影

响。3）利用流式细胞仪分析 ORI 和 EG 对细胞周期的影响。结果：细胞接种密度为每孔 1 000 个左右时，

利用肿瘤细胞和转化细胞开展软琼脂克隆形成实验效果较好。ORI 作为抑瘤药物在低浓度条件可显著降

低 HepG2 细胞的克隆形成率（P<0.01），且对细胞增殖有抑制作用。EG 随给药浓度增加可显著升高 Bhas 
42 的克隆形成率（P<0.01），但对细胞增殖影响不显著。结论：软琼脂克隆形成实验以克隆形成率为检测指

标，可较为简便而灵敏地检测药物引起的抑瘤性和促瘤性。该实验结果与细胞周期分析结果相互印证。两

者的有机结合，可用于药物对细胞增殖及成瘤性的影响的初步分析。
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Abstract　Objective：To zinvestigate the appropriate conditions for soft agar colony formation assay using tumor 
and transformed cell lines，and evaluate the tumor suppression effect of oridonin（ORI）and the tumorigenicity of 
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ethyl gallate（EG）respectively．Methods：1）Experimental conditions：tumor cell lines（Hela，K562 and HepG2）
and transformed cell line（Bhas 42）were mixed with soft agar on 6-well culturing plates at different density（500-
20 000 cells per well），and the colony formation rates were calculated．2）HepG2 cells were mixed with ORI at 
concentrations of 0.016，0.08，0.4，2，10，50 μg·mL-1；Bhas 42 cells were pretreated with EG at concentrations of 
0.3，1，3 μg·mL-1 and subsequently plated with soft agar while the transformation state was observed．The effects 
of ORI and EG on colony formation rates were examined．3）Effects of ORI and EG on cell cycles were analyzed 
by flow cytometry．Results：Both tumor cells and transformed cells achieved optimized effects when the cells were 
plated at the density of 1 000 cell per well．ORI as an antitumor drug significantly reduced the clone formation 
rate（P<0.01）and exhib ited inhibition effect on proliferation of HepG2 cells．EG was able to increase the clone 
formation rate in a concentration-dependent pattern，but had no effect on the cell proliferation．Conclusion：In the soft agar 
colony formation assay，clone formation rate is used to estimate the tumor suppression effect and the tumorigenicity 
induced by drugs in a simple and sensitive manner．Our colony formation assay results are consistent with the 
cell cycle analysis data．By combining both methods，drug-induced cell proliferation and tumor suppression/
tumorgenicity could be effectively predicted．
Keywords：soft agar colony formation assay；test conditions；tumor cell lines；transformed cell lines；tumorigenicity；
tumor suppression effect；oridonin；ethyl gallate

软琼脂克隆形成实验采用肿瘤细胞系或转化细

胞系，通过观察细胞在软琼脂中的细胞集落形成能力，

对其可能发生转化并在动物体内的成瘤性潜能进行

评价。FDA 有关使用动物细胞生产的生物制品的相

关法规中指出，体外软琼脂克隆形成实验可为细胞致

瘤性评价提供更多的信息［1］。有研究比较软琼脂克

隆形成实验与裸鼠体内接种法的检测结果，发现两者

相关性较好，且前者更为灵敏［2］。对于肿瘤细胞系，

细胞传代次数与软琼脂克隆法的敏感性成正相关。

本研究分别利用肿瘤细胞系（Hela，K562 和 HepG2）
和转化细胞系（Bhas 42）建立了 6 孔板固态培养法体

外软琼脂克隆形成实验方法，并利用该方法对冬凌草

甲素（oridonin，ORI）的抑瘤性和没食子酸乙酯（ethyl 
gallate，EG）的促瘤性进行评价。此外本研究还通过

细胞周期分析，药物的抑瘤性 / 促瘤性与细胞增殖的

关系进行分析。其中 Bhas 42 细胞是在 Balb/c 3T3 细

胞基础上导入小鼠纤维性肉瘤病毒 v-Ha-vas 基因构

建而成，认为已处于启动状态［3］。该细胞系暴露于非

遗传毒性致癌物条件下，无需经过启动剂的预处理便

可引起细胞恶性转化。利用其开展软琼脂克隆形成

实验并用来评价药物成瘤性，尚未见文献报道。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试剂与培养基　ddH2O 使用 MilliQ-A10 超纯

水机生产的超纯水，121 ℃、15 min 高压灭菌，4 ℃冰

箱保存；豆蔻酰佛波醇乙酯（phorbol myristate acetate，
PMA，Sigma 公司）；冬凌草甲素对照品（oridonin，
ORI，中国食品药品检定研究院）；没食子酸乙酯（ethyl 
gallate，EG，Sigma 公司）；RPMI 1640 培养基（Hyclone
公司）；MEM 培养基（Gibco 公司）；DMEM/F12 培养

基（Gibco 公司）；胎牛血清（FBS，Ausvin 公司）；1%
青链霉素混合液（南京凯基生物技术发展有限公司）；

0.25% 胰蛋白酶 -EDTA 消化液（Gibco 公司）；琼脂糖

（Life 公 司）；PBS（Hyclone 公 司）；PI/RNase Staining 
Buffer（BD 公司）。

1.1.2　细胞系及培养条件　Hela、K562 及 HepG2
（传代次数大于 100 次）来自中国医学科学院细胞

库，采用 RPMI 1640（10% FBS）复苏，并于 37 ℃、5% 
CO2 条件下扩增培养。Bhas 42 细胞系（BALB/c 3T3 
细胞系经 v-Has-ras 基因转染后构建，传代次数 10
次以内）来自日本 JCRB 细胞库，用 MEM（含 15%  
FBS）培养基复苏并接种于 25 cm2 培养瓶中，于 
37 ℃、5% CO2 条件下培养，待细胞密度约为 70%~80%
时改用含 5% FBS 的 DMEM/F12 培养基传代扩增。

1.2　软琼脂克隆形成实验（6 孔板固态培养法）

1.2.1　0.5% 底层琼脂的制备　采用超纯水制备 1%
琼脂糖溶液，将其于 121 ℃，15 min 条件下高压灭菌，

置于 42 ℃水浴，加入含 20% FBS 的 2× 细胞培养
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液等体积混合，使琼脂糖终浓度为 0.5%，迅速倒入 6
孔细胞培养板中，每孔 4 mL。室温凝固后置 2~8 ℃
保存备用。使用前需在 37 ℃培养箱内平衡 30 min 
以上。

1.2.2　0.35% 上层琼脂的制备　将制备好的 0.7% 琼

脂糖溶液置于 42 ℃水浴。用培养基将细胞制成单

细胞悬液，计数，并稀释为 2.5×104 个·mL-1（以每孔 
5 000 个细胞为例）。取无菌试管，每管加细胞液 
0.2 mL、含 20% FBS 的 2×细胞培养液 2 mL 和 0.7%
琼脂糖 2 mL，混合均匀后铺在底层琼脂上，每孔 2 mL，
共 2 个复孔。室温凝固后，置 37 ℃孵箱培养 14~21 d。
1.2.3　镜下观察　细胞经连续培养约 16 d 后在显微

镜下观察，计数大于 10 个细胞的集落数，并计算细胞

克隆形成率（细胞克隆形成率 = 平均每孔细胞克隆

数 / 每孔中加入的细胞数 ×100%）。

1.2.4　细胞接种密度的选择　分别按每孔 500、
1 000、2 000、5 000、10 000、20 000 个 的 密 度 接 种

Hela、K562、HepG2 及 Bhas 42 细胞，其中 Bhas 42 细

胞分无处理组和 PMA（50 ng·mL-1）处理组，PMA 采

用 0.1%DMSO 现用现配，每组平行 2 孔。Bhas 42 细

胞为可转化细胞，PMA 处理组和下述的 EG 给药组

细胞铺板前使用的 Bhas 42 细胞均预先经 PMA 给药

10 d，此时镜下可观察到转化灶的形成（图 1）。持续

观察克隆形成情况，铺板、观察、计数方法同上。

A. 未转化（untransformed）　B. 转化（transformed）

图 1　Bhas 42 细胞形态图

Fig. 1　Representative images of Bhas 42 cells（10×10）

1.2.5　药物抑瘤性与成瘤性　根据预实验结果确

定 HepG2 及 Bhas 42 细 胞 接 种 密 度 为 每 孔 1 000
个。HepG2 细胞设空白对照组（ddH2O）、溶媒对照

组（0.1% 和 1%DMSO）、ORI（0.016、0.08、0.4、2、10、 
50 μg·mL-1）组；Bhas 42 细 胞 设 空 白 对 照 组

（ddH2O）、溶媒对照组（0.1% DMSO）、阳性对照组

（PMA 50、100 ng·mL-1）、和 EG（0.3、1、3 μg·mL-1）

组。ORI、PMA、EG 溶液均采用 0.1%DMSO 配制，现

用现配。制备上层琼脂时将相应浓度的药物、浓度为

0.5×104 个·mL-1 的细胞液 0.2 mL、含 20% FBS 的

2× 细胞培养液 2 mL 和 0.7% 琼脂糖 2 mL 混合均匀

后铺在底层琼脂上，每孔 2 mL，每组平行 2 孔。持续

观察克隆形成情况，铺板、观察、计数方法同上。数据

采用 χ2 检验对组间百分率进行统计学分析；如果 1
个或多个浓度组出现浓度依赖性和 / 或可重复性的

集落克隆率增加，则判定为存在抑瘤性或成瘤性；反

之则为阴性。

1.3　细胞周期分析

HepG2 和 Bhas 42 分别复苏于 25 cm2 培养瓶中，

接种于 6 孔板。HepG2 细胞设空白对照组（ddH2O）、

溶媒对照组（0.1% DMSO）和 ORI（0.016、0.08、0.4、
2、10 μg·mL-1）组；Bhas42 细胞设溶媒对照组（0.1% 
DMSO）和 EG（0.3、1、3 μg·mL-1）组，连续给药处

理 5 d。给药培养结束后，经 0.25% 胰蛋白酶 -EDTA
消化液消化，转入离心管内，1 000 r·min-1 离心 
5 min。再使用 3 mL PBS 洗涤 2 次，1 000 r·min-1 离

心 5 min，细胞以移液器吹打均匀。将上述 PBS 细

胞悬液加入 5 mL 4 ℃预冷的 70% 乙醇中，封口， 
4 ℃过夜。1 200 r·min-1 离心 5 min 收集细胞，使用

PBS 洗 涤 2 次。 每 管 加 入 PI/RNase Staining Buffer  
0.5 mL，染色 15 min，移液器吹打均匀，过 300 目

尼龙筛。轻弹试管后，使用流式细胞仪（BD FACS 
CaliburTM Flow Cytometer）进行检测。分析用软件为

Modfit LT（Verity Software House）。各组数据采用单

因素方差分析，当 P<0.05 时差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　软琼脂克隆形成实验条件

结果显示（表 1）不同肿瘤细胞系的克隆形成率
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在细胞接种密度为每孔 500~2 000 个时较高，当细

胞接种密度超过每孔 5 000 个时，克隆形成率呈下降

趋势。实验中观察到大克隆的周围往往会形成多个

小克隆，接种密度大于每孔 5 000 个容易出现克隆融

合，影响计数结果；而接种密度为每孔 500 个时多形

成小克隆，亦不便于观察区分。克隆形成率与细胞密

度有关，细胞接种太密集（每孔大于 5 000 个）时，可

因缺乏营养而影响细胞生长。铺板 2 周左右可观察

到因细胞接种密度不同引起的培养基颜色深浅差异。

因此采用 Hela、HepG2 或 K562 考察药物对克隆形

成是否存在抑制作用时，6 孔细胞培养板的接种密度

选用每孔 1 000 个较为适宜。以上结论也符合文献

报道［2，4］。考虑到 3 周后克隆密度较大，可在铺板后

14~16 d 左右进行观察（图 2）。因肿瘤细胞的代数与

成瘤性密切相关，研究前应大量扩增相同代数细胞用

于试验。

表 1　肿瘤细胞系细胞接种密度与克隆形成率比较（n=2）

Tab. 1　Comparison of cell seeding densities and  

clone formation rates in tumor cell lines

细胞系

（cell 
line）

接种密度（seeding density）/
个·孔 -1

（cell·well-1）

平均克隆数

（averaged clone  
count）/·cm-2

克隆形成率

（clone formation 
rate）/%

Hela 500 26 12.6 

1 000 36 8.6 

2 000 84 10.1 

5 000 125 6.0 

10 000 169 4.1 

20 000 299 3.6 

K562 500 18 8.4 

1 000 28 6.7 

2 000 34 4.0 

5 000 38 1.8 

10 000 64 1.5 

20 000 117 1.4 

HepG2 500 21 10.1 

1 000 48 11.5 

2 000 73 8.8 

5 000 111 5.3 

10 000 163 3.9 

20 000 245 2.9 

Bhas 42 细胞是在 Balb/c 3T3 细胞基础上导入了

小鼠纤维性肉瘤病毒 v-Ha-vas 基因构建的一种为

转化细胞系［5-6］。PMA 作为促癌剂用作 Bhas 42 细

胞转化实验的阳性对照［6］。文献报道 PMA 可通过

激活蛋白激酶 C 发挥致癌活性［7］。未经促癌剂 PMA
处理的细胞的克隆形成率在各个密度下条件下均低

于 PMA（50 ng·mL-1）处理组。提示以 Bhas 42 细胞

系研究药物是否有促瘤作用，并以 PMA 作为阳性对

照是适宜的。在细胞接种密度为每孔 1 000~2 000
个时，阴性组与阳性组的克隆数差异最为明显。

表 2　转化细胞系（Bhas 42）细胞接种密度与 

克隆形成率比较（n=2）

Tab. 2　Comparison of cell seeding densities and clone 

formation rates in transformed bhas 42 cell line 
处理

条件

（treatment）

接种密度（个·孔 -1）

seeding density
（cell·well-1）

平均克隆数

（averaged clone 
count）/·cm-2

克隆形成率

（clone formation 
rate）/%

— 500 1 0.6 

1 000 2 0.4 

2 000 3 0.3 

5 000 4 0.2 

10 000 9 0.2 

20 000 13 0.2 

PMA
50 ng·mL-1

500 2 1.0 

1 000 7 1.6 

2 000 8 1.0 

5 000 10 0.5 

10 000 28 0.7 

20 000 41 0.5 

2.2　软琼脂克隆形成实验对药物抑瘤性的评价

如表 3 所示，与空白对照比较，以 0.1%DMSO
为溶媒 HepG2 细胞的克隆形成率与对照组无显著

差异，1%DMSO 可增加克隆形成率但与对照组比较

未见统计学意义上的显著差异（P>0.05）。ORI 作
为抑瘤药物在低浓度条件下即显示了显著抑瘤性

（P<0.01）且呈现给药浓度相关趋势。

为验证克隆数形成的减少是否与细胞增殖能力

有关，进一步对 ORI 是否对 HepG2 细胞的细胞周期

进行分析。结果发现随着 ORI 处理浓度的升高，停

留在 G1 期的细胞比率逐渐增加，S 期细胞比率相应

减少（P<0.01），即存在一定的 G1 期阻滞，提示 ORI
通过抑制遗传物质复制抑制细胞增殖。
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图 2　软琼脂克隆形成实验细胞成瘤图例

Fig. 2　Representative image of soft agar colony formation assay 

表 3　冬凌草甲素对 HepG2 细胞克隆形成的作用（n=2）

Tab. 3　Effects of oridonin to the clony formation of HepG2 cells
处理条件

（treatment）
平均克隆数（averaged 

clone count）/·cm-2

克隆形成率

（clone formation rate）/%
ddH2O 85 82

0.1%DMSO 74 71
1% DMSO 109 104

ORI 0.016 μg·mL-1 44 42**

ORI 0.08 μg·mL-1 34 33**

ORI 0.4 μg·mL-1 32 31**

ORI 2 μg·mL-1 12 11**

ORI 10 μg·mL-1 10 9**

ORI 50 μg·mL-1 4 4**

　与 0.1%DMSO 比较（compared with 0.1% DMSO），**P<0.01

表 4　冬凌草甲素对 HepG2 细胞周期的影响（n=3）

Tab. 4　Effects of oridonin to the cell cycle of HepG2 cells
处理条件

（treatment）
G1 期

（phase G1）/%
S 期

（phase S）/%

ddH2O 70.99±1.07 27.20±1.96 

0.1% DMSO 72.82±3.18 26.37±2.82

ORI 0.016 μg·mL-1 72.85±2.10 24.21±1.94

ORI 0.08 μg·mL-1 86.94±0.04 13.06±0.04** 

ORI 0.4 μg·mL-1 86.78±2.19 13.22±2.19**

ORI 2 μg·mL-1 83.68±2.27 16.32±2.28**

ORI 10 μg·mL-1 90.04±2.34 9.30±2.77**

　与 0.1%DMSO 比较（compared with 0.1% DMSO），**P<0.01
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2.3　软琼脂克隆形成实验对药物成瘤性的评价

与空白对照组克隆形成率（4.6%）及溶媒对

照组克隆形成率（5.9%）比较，PMA 阳性对照组高

浓度条件下的克隆形成率（16.1%）具有显著性增

加（P<0.01）。EG 高浓度组（3 μg·mL-1，克隆形成

率为 16.0%）与溶媒对照组比较存在显著性增加

（P<0.01），且克隆形成率的增加呈浓度相关趋势。提

示 EG 促进了 Bhas 42 细胞恶性转化，细胞成瘤性增

加。在进一步的细胞周期分析结果（表 6）中观察

EG 对 Bhas 42 细胞的 G1 期和 S 期细胞百分率并未

产生显著改变（P>0.05）。提示药物并非通过影响细

胞周期来增强细胞成瘤性。

表 5　没食子酸乙酯对 Bhas42 细胞克隆形成的作用（n=2）

Tab. 5　Effects of ethyl gallate to the  

clony formation of Bhas42 cells

处理条件

（treatment）
平均克隆数（averaged 

clone count）/·cm-2

克隆形成率

（clone formation rate）/%

ddH2O 5 4.6

0.1% DMSO 6 5.9

PMA 50 ng·mL-1 13 12.8

PMA 100 ng·mL-1 17 16.1**

EG 0.3 μg·mL-1 6 5.9

EG 1 μg·mL-1 10 9.9

EG 3 μg·mL-1 17 16.0**

　与 0.1%DMSO 组比较（compared with 0.1% DMSO），**P<0.01

表 6　没食子酸乙酯对 Bhas42 细胞周期的影响（n=3）

Tab. 6　Effects of ethyl gallate to the cell cycle of Bhas42 cells

处理条件

（treatment）
G1 期

（phase G1）/%
S 期

（phase S）/%

0.1% DMSO 80.56±3.40 19.44±3.40

EG 0.1 μg·mL-1 76.62±2.48 23.38±2.48

EG 1 μg·mL-1 81.83±5.78 18.17±5.78

3　讨论

本研究结果提示 ORI 对肝癌细胞成瘤率有明

显抑制，文献报道 ORI 具有抗肝癌效应［8-10］。ORI
的抗肿瘤分子机制可能与端粒酶活性改变而诱导

细胞凋亡有关，而端粒酶的活性受到细胞周期的影 
响［11-13］。ORI 的具体作用机制可能与诱发肿瘤细胞

凋亡，影响细胞周期等有关。

EG 是一种酚类抗氧化剂食品添加剂。赵景春

等人［14］采用 BALB/c 3T3 细胞模型研究证明没食子

酰没食子儿茶素（EGCG）对 PMA 的促癌作用有抑

制作用。文献报道没食子酸丙酯（propyl gallate，PG）

可能具有致癌性。而 EG 与 PG 结构相似，课题组前

期通过 Bhas 42 细胞转化试验高通量检测方法发现

与空白对照组相比，EG 可以促进 Bhas 42 细胞发生

转化并具有显著性差异，推测 EG 可能具有非遗传毒

性致癌性［15］。将转化后的 Bhas 42 细胞进行体外软

琼脂克隆形成实验，验证 EG 对 Bhas 42 成瘤性的影

响，结果表明 EG 转化后的 Bhas 42 细胞成瘤性显著

增加，细胞发生恶性转化，佐证了 EG 可能具有非遗

传毒性致癌性风险。

软琼脂克隆形成实验采用肿瘤细胞系或转化细

胞系，通过观察细胞在软琼脂中的细胞集落形成能

力，对其可能发生转化并在动物体内的成瘤性潜能进

行早期预测和筛选，之后再针对获得阳性结果的供试

品有针对性地开展动物实验。本实验采用 HepG2 细

胞和 Bhas 42 细胞分别对药物抑瘤性以及成瘤性进

行评价，该方法简单、经济，并且不需要特殊仪器设

备，结果可靠，可以很好支撑体内致瘤性试验结果。

其中肿瘤细胞系和转化细胞系的状态是该方法成功

的关键。肿瘤细胞系的克隆形成能力随细胞代数增

多而提高，建议使用传代次数在 100 代以上的细胞

系，且评价不同药物时使用的细胞代数差异不大。而

转化细胞系的转化能力则随着细胞传代次数增加而

逐渐降低，因此应将使用时的细胞代数控制在 10 代

以内。转化细胞首先需要经药物处理，明确观察到转

化灶的发生以确定细胞转化能力优良之后，才能继续

用于软琼脂克隆形成实验。其次，克隆形成的大小与

培养基、培养条件及时间等因素有关，克隆的计数标

准也需进行一定规范化。各个实验室课通过积累相

关的背景数据，有助于对药物的作用做出合理评价。

在对药物的成瘤性和抑瘤性进行判断时，应与其他体

外或体内研究结果结合综合考虑。

肿瘤的发生发展与细胞周期机制调控息息相关。

细胞癌变后细胞周期抑制基因活性受到抑制，从而导

致细胞周期进程快速运转，例如 p53/p21 和 p16INK4a/pRB
基因［16-18］等。而传统的致癌实验耗费大量动物，

且实验周期在 2~3 年，费时费力。本研究首次利用

Bhas 42 转化细胞对药物的成瘤性进行评价，该结果

可与 Bhas 42 细胞转化试验有机结合，对评价药物或

新型化合物潜在致癌性具有重要的实际意义。将软

琼脂克隆形成实验与细胞周期分析或其他肿瘤相关
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因子表达研究相结合，有助于更好地对药物的潜在抑

癌性或致癌性进行早期筛选和预测。
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