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前言

淋巴瘤是发生于淋巴造血系统的恶性肿瘤，近年来，淋巴

瘤的发病呈上升及年轻化趋势，据统计，淋巴瘤发病率的年增

长率为 3-4%[1,2]。我国淋巴瘤的发病率为 0.02‰，每年新发病例
2.5万人，死亡 2万人[3]。因此，建立成熟稳定的能够模拟人淋巴
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摘要 目的：A20细胞是来源于同系 Balb/c小鼠大 B细胞淋巴瘤的细胞系，能通过尾静脉接种建立小鼠 B细胞播散型淋巴瘤的模
型，但由于该细胞系缺乏细胞表面特异性标志而难于监测。本研究使用增强型绿色荧光蛋白（EGFP）标记 A20细胞，试图建立易

于监测的小鼠 B细胞播散型淋巴瘤模型。方法：用含增强型绿色荧光蛋白（EGFP）的慢病毒载体将标记基因 EGFP转入 A20细

胞，通过流式分选出 EGFP+的 A20细胞，体外培养后通过尾静脉注射接种于同系 Balb/c小鼠体内，用流式细胞仪监测其外周血
EGFP+细胞的百分率。当小鼠出现消瘦、毛发竖立、嗜睡等体征时，将小鼠处以安乐死；取动物脏器行石蜡包埋、病理切片、HE染

色。结果：尾静脉注射 1× 106细胞于 6只 Balb/c小鼠体内，接种后 15天可在外周血中检测到 EGFP+细胞，平均生存时间为

29.6± 0.8天；在肝脏、脾脏、脊椎和淋巴结等多脏器成瘤，流式检测瘤细胞 EGFP表达阳性。结论：经尾静脉注射接种 A20细胞可

建立小鼠 B细胞播散型淋巴瘤模型，A20细胞经含 EGFP的慢病毒标记后易于通过流式进行监测，为通过动物体内试验评价靶

向治疗的疗效提供了保证。

关键词：淋巴瘤；模型；A20；流式细胞术；增强型绿色荧光蛋白

中图分类号：Q95-3；R733 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）25-4801-05

Establishment of a Disseminated Model of Mouse B-Cell Lymphoma with
A20 Cell Lines Expression Enhanced Green Fluorescent Protein*

The A20 cells are B lymphocytes from a syngeneic Balb/c mouse with a large B-cell lymphoma, and a

disseminated model of mouse B-cell lymphoma can be established by using A20 cell line via tail vein injection. The model was hard to

monitor because of no specific cell surface markers. Our study is to present a disseminated model of mouse B-cell lymphoma easy to be

monitored by using A20 cells labled with EGFP. A20 cells were transfected with a lentivirus vector containing a gene encoding

enhanced green fluorescent protein (EGFP), EGFP+A20 cells were sorted by FACS and intravenously injected into syngeneic Balb/c
mouse, and the percentage of EGFP+ cells were evaluated by flow cytometry. The mice were euthanized at the first indication of

morbidity (weight loss, rufled fur, lethargy). Organs were paragon-imbedded, sectioned and analyzed by microscopy. 1× 106

cells were inoculated into 6 Balb/c mouse via tail vein injection, EGFP+ cells in peripheral blood were detected 15 days post inoculation.

The average time of survival was 29.6 ± 0.8 days. Organs such as liver, spleen, spine and lymph nodes were involved, while flow

cytometry showed the tumor cells were positive for EGFP. A disseminated model of mouse B-cell lymphoma can be

established by using A20 cell line via tail vein injection, which was easy to be traced after transfection of A20 cells with a lentivirus

vector containing a gene encoding enhanced green fluorescent protein (EGFP), providing a useful experimental platform for further in
vivo target therapy researches.
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瘤发病的动物模型在淋巴瘤病变机理的研究及进行有效的临

床治疗药理研究中十分重要。目前常用的淋巴瘤模型多为裸鼠

动物模型，由于缺乏免疫力，因而无法完全模拟淋巴瘤发病时

的体内环境[4]。本研究采用有免疫功能的 Balb/c小鼠，使用含增
强型绿色荧光蛋白（EGFP）的慢病毒载体标记 Balb/c小鼠 B细

胞淋巴瘤 A20细胞株，通过尾静脉注射方式构建小鼠 B细胞

播散型淋巴瘤动物模型，该模型可模拟淋巴瘤起病的自然方

式，且使用 EGFP可作为监测标记，为通过动物体内试验评价

靶向治疗提供了保证。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 细胞 小鼠 B 细胞淋巴瘤细胞系 A20 细胞株购自
ATCC(American Typical Culture Center)。
1.1.2 实验动物 6-8周龄 Balb/c雌鼠，购自北京维通利华实
验动物技术有限公司，动物合格证号：0178963。严格饲养于恒

温 (20～ 26 ℃ )、恒湿 (50％～ 56％ )、无特定病原体 (specific
pathogen free，SPF)、空气洁净的动物房内。
1.1.3 主要试剂及仪器 RPMI 1640培养基、胎牛血清及 2-

巯基乙醇为 Gibco BRL公司产品；含 EGFP的慢病毒载体试剂

盒购自上海吉凯基因化学技术有限公司。1 mL注射器，乙醇，

动物手术器械，包埋盒，10％中性福尔马林，HE制片所需试剂

等。流式细胞仪为美国 BD公司产品，型号为 FACS caliburTM及

FACS AriaTM。荧光显微镜为奥林帕斯产品，型号为 BX51。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 A20 细胞培养于含 10%胎牛血清的 RPMI

1640培养基中，常规加入 0.05 mM的 2-巯基乙醇。细胞置于
37 ℃，5% CO2，相对湿度 90%的培养箱中培养，A20细胞呈悬

浮生长。

1.2.2 绿色荧光标记的 A20细胞株的构建 将生长良好的 2

mL A20细胞以 1× 105/ml接种至 6孔板中，转染方法参照吉凯
慢病毒转染操作手册，所用慢病毒量为 MOI=100，polybrene为
5 滋g/ml，孵育 8 h后终止转染。
1.2.3 流式分选 按流式分选仪分选要求，将转染后的 A20

细胞制备成 1× 107/ml的细胞悬液，在 FACS AriaTM上进行分

选，获取 EGFP+A20细胞，培养方法同上。
1.2.4 尾静脉注射 收集生长状态良好的 A20 及 EGFP+A20

细胞悬液，PBS液清洗 3次，显微镜下计数，制备好的细胞悬液

放置在冰盒内，30 min内完成尾静脉注射。使用酒精棉球擦拭
小鼠尾巴以扩张血管并消毒，1 mL注射器吸取细胞悬液，距尾

尖 1/3-1/2处进针，以 1× 106个细胞 /0.2 ml/只经尾静脉注入
Balb/c小鼠体内。
1.2.5 实验动物的监测与处理 日观察 Balb/c 小鼠，见有消
瘦、毛发竖立、嗜睡等体征时施行安乐死。取该动物进行解剖，

详细观察各部位成瘤情况。

1.2.6 流式细胞仪检测 肿瘤接种后每 5 天经 Balb/c小鼠眼

内眦采血，按 100 滋L加入流式细胞仪专用管，加入红细胞裂解

液 0.5 mL，4 ℃裂解 10 min，充分洗涤后加入 200 滋L PBS重悬
待上机检测。结束实验时，取小鼠股骨骨髓，使用预冷的 PBS

反复冲洗骨髓腔，制备成单细胞悬液，瘤结节则使用 200目筛

网进行研磨制备成单细胞悬液，调整细胞密度为 1× 106/ml，待

上机检测。以 A20组小鼠相应组织作为空白对照，使用 FACS

caliburTM式细胞仪和 CellQuest软件获取结果并分析 10000个

细胞，记录 EGFP+细胞百分率。

1.2.7 病理学检查 各脏器按常规病理取材，10％中性福尔马

林固定后制作石蜡切片，HE染色观察。逐级乙醇脱水、二甲苯

透明、中性树胶封片。

1.3 统计学处理

采用统计软件 SPSS 13.0对实验结果进行统计学处理和分

析，计量资料以 x± s表示。

2 结果

2.1 构建绿色荧光标记的 A20细胞

含 EGFP编码基因的慢病毒载体以 MOI=100转染 A20细

胞，5天后使用流式检测转染效率为 5%（见图 1A），使用 FACS

AriaTM分选 EGFP+的细胞于体外培养，2月后使用荧光显微镜

检测该细胞 EGFP仍稳定表达（见图 1B）。

图 1 构建绿色荧光标记的 A20细胞

A.以含 EGFP编码基因的慢病毒载体转染 A20细胞，5天后使用流式检测慢病毒转染效率为 5%(P2代表 EGFP+的 A20细胞)，使用 FACS AriaTM

分选该群细胞并于于体外培养；B. EGFP+A20细胞在体外培养 2月后，使用荧光显微镜检测该细胞 EGFP仍稳定表达。

Fig.1 Establishment of EGFP+ A20 Cells

A. A20 cells were transfected with a lentivirus vector containing a gene encoding enhanced green fluorescent protein (EGFP), 5% cells were EGFP+ when

evaluated by 覲ow cytometry 5 days later (P2 presented EGFP+ A20 Cells). EGFP+A20 cells were sorted by FACS and cultured in vitro. B. When EGFP+

A20 cells were cultured 2 months in vitro, the expression of EGFP was still stable.
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2.3 流式检测

接种后 15 天在 EGFP+A20 组小鼠外周血中即可检测到
EGFP标记的 A20细胞，阳性百分率为 0.77± 0.06%，随疾病进

展外周血 GPF+百分率最高可达 20.76%。将小鼠处以安乐死

后，可在小鼠骨髓中检测到 EGFP标记的 A20细胞，其 EGFP+

百分率为 10.91± 4.08%（图 3），骨髓及外周血中肿瘤负荷具有
一致性。瘤结节的 EGFP表达率高达 90%以上（结果未显示）。
2.4 镜检切片

切片 HE染色后镜检见瘤细胞浸润涉及心脏、肝脏、脾脏、

肺、胃、肠、肾脏和子宫的淋巴结。镜下可见瘤细胞大小比较一

致，核大深染，呈圆形或泡状核：核染色质不均匀，嗜碱性，胞质

少，偶见核仁，可见病理核分裂像(图 2)。

3 讨论

淋巴瘤是一组异质性很强的疾病，发病率及病死率高，是

危害人类健康的重要疾病[5]。传统上淋巴瘤分为霍奇金淋巴瘤

及非霍奇金淋巴瘤两大类，WHO于 2000年提出了淋巴造血系

统肿瘤的新的病理分类方法，同时也将淋巴瘤国际预后指数

(international prognostic index. IPI)作为公认的淋巴瘤分层指标[6,7]。

根据淋巴瘤的分类及分期，目前临床上面给予不同强度的化疗

及适时选择自体移植，明显提高了淋巴瘤患者的治疗效果[8-11]。

近年来，随着利妥昔单抗(rituximab R)-抗 CD20单克隆性抗体

的应用，弥漫大 B细胞淋巴瘤的疗效取得了里程碑式的进步，

患者整体长期缓解率提高 30％以上[12]，因而个体化治疗的研究

以及新的靶向药物的研发也成为目前淋巴瘤治疗的热点。

肿瘤动物模型是探索肿瘤发病、侵袭转移机理及抗肿瘤药

物评价的重要工具[13-15]。皮下及原位移植是目前建立淋巴瘤动

物模型的常用方式，Raji及 Jurkat等常见细胞株均通过皮下接

种建立了淋巴瘤模型；杨波等则采用人恶性淋巴瘤新鲜标本，

通过原位移植法建立了人胃恶性淋巴瘤裸小鼠高转移模型[4]。

由于淋巴瘤为造血系统恶性肿瘤，皮下或原位接种方式难以再

现人淋巴瘤自然发生的历程及反映淋巴瘤的播散特点；且淋巴

瘤是淋巴结或结外部位淋巴组织的免疫细胞肿瘤，其发生与机

体免疫状况有着密切的关系，此类动物模型多使用免疫缺陷

鼠，难以用于揭示肿瘤发生及与机体免疫之间的相互作用。本

实验采用的 A20细胞株来源于老年 Balb/cAnN小鼠淋巴瘤[16]，

我们通过尾静脉注射接种的方式将 A20细胞接种于具有免疫
功能的同系 Balb/c小鼠体内，构建了小鼠播散型淋巴瘤模型，

2.2 成瘤情况
2.2.1 成瘤率 分别按 1× 106/只尾静脉接种 EGFP+A20细胞
及 A20细胞于两组 Balb/c小鼠体内，两组均全部成瘤，成瘤率

为 100%，肉眼均可见瘤组织。
2.2.2 生存时间 EGFP+A20组小鼠平均生存时间为 29.6± 0.8

天(n=6)；EGFP+A20接种后 2周小鼠开始出现自梳理减少；3周

时出现腹胀、乏力，有 4只老鼠同时伴随出现肢体瘫痪，瘫痪通

常由一侧下肢开始，随即双侧下肢瘫痪，其中 1只小鼠至疾病

终末期时出现上肢瘫痪；1只老鼠在肿瘤接种后 28天自发性
死亡，另外 5只老鼠在第 30天时施行安乐死。A20组小鼠的平

均生存时间为 28.3± 2.9 天（n=6），与 EGFP+A20组小鼠相比，

差异无统计学意义（P＞ 0.05）。
2.2.3 成瘤部位 大体观察时可见在动物腹部成瘤肿块；解剖

后可见所有的小鼠肝脏、脾脏存在瘤结节，瘤块成圆形或椭圆

形，从直径 1 mm到 1 cm大小不等，呈灰白色，边界清楚，部分

结节可融合成团(图 2)，质地柔韧；部分小鼠脊柱旁可见瘤块形

成，呈分叶状，与周围软组织严重粘连，分界不清；另外还有小

鼠在胃、肠、大网膜、子宫等多处存在瘤结节；12 只小鼠在肺

部、脑均未见明显肿瘤结节形成。两组之间成瘤部位未见明显

差异。

图 2 各脏器成瘤情况

A20细胞尾静脉接种至 Balb/c小鼠体内，当小鼠出现消瘦、毛发竖立、嗜睡等体征时，将小鼠安乐死处死。肉眼观可见肝脏（A）、脾脏（B）有瘤块

形成，瘤块呈圆形或椭圆形，直径 1 mm到 1 cm大小不等；HE染色镜检（400× ）见肾（C）、肝（D）、肺（E）、脾（F）有瘤细胞浸润。

Fig.2 Tumor formation in various organs

A20 cells were intravenously injected into syngeneic Balb/c mouse. The mice were euthanized at the 覱rst indication of morbidity (weight loss, rufled fur,

lethargy). At necroscopy, tumor mass were formed in liver (A) and spleen (B), round or oval, ranging in size from 1mm to 1cm in diameter; HE staining

(400×）the kidney（C）, liver（D）, lung（E）and spleen（F）were involved by tumor infiltration.
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与使用传统的接种方式及免疫缺陷小鼠所构建的模型相比，该

模型更能够模拟人淋巴瘤发病时体内免疫微环境及发病方式。

临床上所见的弥漫大 B细胞淋巴瘤的肿瘤细胞形态上为大的

泡状核，嗜碱性胞质，肿瘤呈高侵袭性，容易压迫临近组织，易

侵犯肝、脾、骨等组织，这些特点在我们所构建的模型中均可见

到，这证实了该模型在组织病理学及细胞形态学上和人类弥漫

大 B细胞淋巴瘤相似[17]。

既往已有报道使用 A20细胞株通过皮下接种的方式构建

动物模型[18]，Micheal[19]及刘芳[20]等人也采用尾静脉接种的方式

构建了播散型淋巴瘤模型，但由于 A20细胞来源于 Balb/c小

鼠，接种至同系小鼠体内时无特异性标志以供监测，仅能够通

过生存状态及生存期了解疾病的进展，并通过解剖学及病理学

等检查了解肿瘤浸润情况，无法在生存期内实时定量地监测疾

病进展情况，为靶向治疗的评估带来了一定的局限性。慢病毒

载体介导的转基因技术具有较高效率，可使目的基因整合到真

核细胞基因组中，转入的基因不随细胞分裂而丢失。正是由于

这一特点，慢病毒载体广泛用于血液系统的细胞示踪、基因功

能研究和纠正异常基因等研究领域。EGFP作为一种生物源性
的荧光标记，具有高效、稳定、无毒、易于检测等特性，已广泛应

用于各种细胞、蛋白质、细胞器的标记和特定基因表达的研究，

尤其是 EGFP也不影响活细胞正常功能[21]。鉴于此，本研究用

含 EGFP的慢病毒载体将标记基因 EGFP转入 A20细胞，通过

流式细胞术可进行实时定量监测，且 EGFP+A20及 A20两组小

鼠的成瘤情况和生存时间无统计学差异。从我们的实验可以看

到外周血中肿瘤细胞百分率与动物生存状态相关，在检测到外

周血中有少量的 EGFP+细胞时小鼠出现自梳理减少；第三周小

鼠出现腹胀、乏力、下肢瘫痪时，外周血 EGFP+百分率为 7.51±
1.29 %；至实验结束时外周血 EGFP+百分率为 11.91± 5.40%，

且均发现骨髓有肿瘤细胞浸润，说明采用流式检测可以反映疾

病的进展。EGFP能够稳定表达，通过我们的研究也表明 A20

细胞经过转染后 2个月仍可见绿色荧光，表明 EGFP能够作为

稳定的监测标记。当 A20细胞直接通过尾静脉注入小鼠体内

时，因为无特异性的免疫表型较难通过流式细胞术实时检测其

浸润程度，使用 EGFP标记后的 A20细胞则解决了这个难题。

综合外周血中肿瘤细胞的浸润程度和疾病进展有一致性，及

EGFP标记的稳定性和易于检测性，我们的模型突破了原有模

型的局限所在。

我们经尾静脉注射接种 A20细胞可建立小鼠 B细胞播散

型淋巴瘤的模型，且 A20细胞经 EGFP标记后易于通过流式进

行监测，为淋巴瘤机理的研究及通过动物体内试验评价靶向治

疗的疗效提供了良好的实验平台。荧光成像技术发展极为迅

速，活体荧光成像系统采用数字化超高灵敏度的 CCD与软件

进行定量分析，为今后在动物活体上实行实时性监测也提供了

可能，期望利用该模型及新的荧光成像技术为淋巴瘤的研究提

供一个更为方便的实验手段。

图 3 流式细胞学检测 A.EGFP+A20细胞经尾静脉接种至 Balb/c小鼠，15天时可在外周血中检测到 EGFP+细胞，随病情发展 EGFP+细胞比率增

高；B .处死老鼠后，外周血中 A20细胞的浸润程度为 11.91± 5.40%，骨髓中 A20细胞的浸润程度为 10.91± 4.08%（n=6，1只老鼠在 28天时死

亡）；C .A20在外周血中浸润程度最高可达 20.76%；D.骨髓中 A20浸润程度最高可达 15.43%。

Fig.3 Flow Cytometry detection A. EGFP+A20 cells were inoculated into Balb/c mouse via tail vein injection. EGFP+ cells in peripheral blood were

detected 15 days post inoculation, and the percentage of EGFP+ cells increased with the progression of the disease. B. The percentage of EGFP+ A20 was

11.91± 5.40% in peripheral blood, 10.91± 4.08% in bone marrow after the mice were euthanized (n=6, one mouse died at day 28) .C. The infiltration of

A20 cells in peripheral blood was up to 20.76%. D. The infiltration of A20 cells in bone marrow was up to 15.43%.
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