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直接消化法分离单克隆贴壁细胞

赵迪诚，龙志高，郑 多，戴和平，夏 昆

（中南大学医学遗传学国家重点实验室，长沙 !"##$%）

［摘要］ 目的：建立一种高效的贴壁细胞单克隆分离法。方法：将细胞悬液稀释成 ! 个密度梯度后接种于分隔开

的血纤维蛋白膜层的皿上生长，克隆形成后吸 #&’()的胰酶消化，用移液器头直接挑取。结果：永生细胞系和正常二

倍体细胞在 "#·*+, ’，(·*+, ’两种接种密度时可分离到较多的单克隆，分离的单克隆永生细胞培养 " 个月左右，细胞

总数可达 "#- 个；但分离的正常二倍体细胞需培养 " 个半月左右，细胞总数才达 "#- 个 。结论：细胞接种于被分隔成

不同区域的血纤维蛋白膜层的皿上，采用直接消化法可有效获得单细胞克隆，接种密度以 "#·*+,’，(·*+,’两种为最佳。
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各种生物体细胞都可进行体外克隆培养，但细

胞在体外培养时生长繁殖、生命力等均不如体内环

境，能够进行克隆培养的一般是一些永生化细胞。

常规使用稀释铺板法筛选单克隆细胞存在以下问

题：费时较长，筛选的单个细胞不能很好的分裂增

生，密度太小，细胞容易死亡，特别是对于不能无限

增殖的细胞单克隆的筛选较困难［"，’］。本实验接种

一定细胞密度于分隔成不同小块的血纤维蛋白膜层

的皿上，形成单克隆后经 # & ’()的胰酶消化，用 E7L
直接挑取来分离单克隆，建立了一种有效的贴壁细

胞单克隆分离方法。

! 材料和方法

" &" 材料 凝血酶、牛血纤维蛋白原、柠檬酸钠为

V7;+? 公司产品；人脐静脉内皮细胞（8B+?: B+F7G7*?G

O97: 9:J@E89G7?G *9GG，4UWAM）、中国仓鼠卵巢细胞（*872

:9D9 8?+DE9K @O?KH *9GG，M452X"）由本室提供；Y"’，Z[2

T\"-!# 和胰酶为 >7F*@ 产品；未灭活小牛血清为杭

州四季青公司产品；/( ++ 皿、’( *+’ 培养瓶及六孔

板为 M@K:7:; 公司产品。

" &’ 方法

" &’ &" 4UWAM 和 M452X" 细胞生长曲线测定 取

生长状况良好处于对数生长期的细胞制成单细胞悬

液，分 % 组接种，每组 / 瓶，4UWAM 每瓶接种 ( ] "#!
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个细胞，!"#$%& 每瓶接种 ’ ( &)* 个细胞，以后每天

取一 组 细 胞 检 测 计 数，取 平 均 值，绘 制 生 长 曲

线［+ , -］。

& .’ .’ 血纤维蛋白膜层制备 !取 ) . ’"/ 凝血酶

溶于 &)) 01 克隆培养液中（2&’ 或者 3456&-*)），制

成 7 液。#取 ’8) 0/ 牛血纤维蛋白原，9)) 0/ :;$
!1，’8 0/ 柠檬酸钠溶于 & ))) 01 去离子二蒸水中，

制成 < 液。$取 < 液 &01 和 7 液 * 01 放入培养皿内

尽快混合，几分钟后即形成透明胶层［’］，在其上用无

菌玻璃针分隔透明胶层成不同小块。

& .’ . + 接种细胞 将细胞悬液稀释成 * 种密度梯

度接种到经 & .’ .’ 方法处理的 +8 00 培养皿中。细

胞接种密度分别为 & ( &)+·=0> ’，& ( &)’·=0> ’，& (
&)·=0> ’，8·=0> ’。每种密度分 &) 组，每一组来自

同一瓶细胞，置同一培养条件培养。

& .’ .* 消化挑取 培养不到一个生长周期观察细

胞贴壁情况，记录分散较开的单个细胞，继续培养 &8
, ’) 个周期，记录单个细胞克隆形成情况，在显微

镜下挑选分散和生长好的克隆，用移液器吸 ) . ’8?
胰酶将细胞消化，转入到 +8 00 皿中或 ’8 =0’ 培养

瓶中继续培养，扩增细胞量，冻存。

& .+ 统计学处理 使用 @4@@ 统计分析软件包 &) . )
版对不同接种密度下的克隆形成率进行卡方检验，

在 ! A ).)& 水平比较差异是否具有显著性。

! 结 果

’ .& "BCD! 和 !"#$%& 细胞生长曲线 !"#$%& 的

生长周期为 &’ , &9 E，"BCD! 的生长周期为 ’* , +)
E［F］（图 &）。

图 " !"# 和 "BCD! 生长曲线
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图 ! !"#$%& 及 "BCD! 单克隆细胞 ;：分离前 !"#$%& 克隆；R：分离后 !"#$%& 克隆；=：分离前 "BCD! 克隆；Q：分离后 "BCD! 克隆
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附表 不同细胞密度克隆形成率的比较

接种密度

（个·=0> ’）

!"#$%&!

&)+ &)’ &)& 8

"BCD!#

&)+ &)’ &)& 8

克隆形成率（?） ) .& & .) &) 8) ).& & .) +) 9)

!!"#$%& 四种接种密度之间比较，! A ). )&；#"BCD! 四种接

种密度之间比较，! A ).)&

’ .’ !"#$%& 单克隆细胞分离 细胞接种密度为 &
( &)+·=0> ’，& ( &)’·=0> ’，& ( &)·=0> ’，8·=0> ’时其

克隆形成率见表 &。在 & ( &)·=0> ’，8·=0> ’条件下

可分离到单克隆细胞，接种培养 &8 个生长周期用无

菌 UKS 吸 ) .’8?胰酶消化（图 ’），转入 ’8 =0’ 瓶中培

养，& 个月左右单克隆细胞消化计数达 &)- 个。
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! "# $%&’( 单克隆分离 细胞接种密度为 ) * )+#·
,-. !，) * )+!·,-. !，) * )+·,-. !，/·,-. !时，其克隆

形成率见表 )。在 ) * )+·,-. !，/·,-. !条件下可分

离到单克隆细胞，接种培养 !/ 个生长周期用无菌 012
吸 + "!/3胰酶消化（图 !），转入 !/ ,-! 瓶中培养，)
个半月左右单克隆细胞消化计数达 )+4 个。

! 讨 论

选取已建系的 ($567) 细胞和本室培养的 $%6
&’( 细胞作为实验用细胞，因为 ($567) 细胞为永

生化细胞其分裂增殖能力强，接种密度越稀，挑取到

的单克隆数越多；而 $%&’( 细胞为正常二倍体细

胞，其分裂增殖能力较差，接种合适的细胞密度，照

样可分离到单克隆，但相同单位面积上分离到的单

克隆数比 ($567) 要少，且克隆生长速度比 ($567)
要慢。本方法在制备单细胞悬液时一定要消化成单

个细胞，单细胞悬液接种贴壁后一个生长周期内准

确记录分散、细胞形态好、周围密度稀的单个细胞位

置，待克隆团块经过 )/ 8 !+ 个生长周期时，便可在

显微镜下用无菌 012 取 + " !/3胰酶消化细胞克隆团

块，在显微镜下直接观察消化过程，待细胞变成圆形

时，用 012 吸取，转入到 #/ -- 皿或 !/ ,-! 培养瓶中

培养。

理论上各种培养细胞都可用来进行克隆培养，

实际上，原代培养细胞和有限细胞系（二倍体细胞）

比较困难；无限细胞系、转化细胞系和肿瘤细胞虽比

较容易，但细胞的生长增殖除了取决于细胞特性、培

养体系和培养条件外还需要有一定的细胞密度，单

个细胞和密度极低的分散细胞很难存活和繁殖［!］。

常规使用稀释铺板法，每孔接种单个细胞，细胞

密度太低，不利于生长，对有限细胞来讲，更加困难；

饲养层克隆法，需制备饲养细胞，步骤繁琐，其作为

生长基质，用以培养某些难培养的细胞尚有应用价

值，此法也考虑到细胞密度问题；琼脂克隆法中的琼

脂是一种简单的生长基质，可帮助细胞贴附生长，但

琼脂中含有酸性硫酸多糖，对大多数细胞有一定的

抑制性；胶原膜板或血纤维蛋白膜层克隆法的胶原

膜或血纤维蛋白膜有利于原代培养细胞黏附，用其

代替饲养细胞，可帮助单个细胞和密度极低的分散

细胞黏附和贴壁、生长，但周围细胞容易向克隆团细

胞处生长［)］。本方法在吸取稀释铺板法、饲养层克

隆法及胶原膜板或血纤维蛋白膜层克隆法的优点

上，建立一种既考虑细胞密度，又能把同一培养体系

中不同克隆来源的细胞分隔开。在 #/ -- 皿上铺上

血纤维蛋白膜，并在其上划分隔线，接种一定细胞密

度于其中，这样细胞生长具有一定密度，较易存活和

繁殖，血纤维蛋白膜有利于原始细胞和密度极低的

分散细胞黏附和贴壁、生长，并且血纤维蛋白膜层上

的分隔线可阻止周围细胞越过分隔线生长，从而有

利于提高单克隆细胞分离的效率。
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