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小鼠急性髓系白血病模型的构建
惠心慧1,2  万晓玲2  於芳芳3  何巧梅3  张岩2*  张文举1*

(1上海大学生命科学学院, 上海 200444; 2中国科学院上海巴斯德研究所, 上海 200031; 
3上海交通大学附属第一人民医院, 上海 200080)

摘要      MLL基因的异常重排会引发急性淋巴系(ALL)和急性髓系白血病(AML)。该文详细阐

述了利用逆转录病毒载体MLL-AF9构建小鼠AML模型的方法。该研究比较了免疫磁珠法与5-氟
尿嘧啶(5-FU)方法富集骨髓细胞的效率, 以及不同时间点收获的病毒对骨髓Lin-细胞感染效率的影

响。通过流式检测发现, 5-氟尿嘧啶富集的骨髓Lin–细能够被48 h收获的病毒高效感染。受体鼠在

移植了MLL-AF9感染的骨髓Lin–细胞60天后, 外周血、骨髓、脾脏组织中均有大量的白血病细胞

浸润, RT-qPCR也验证了白血病靶基因的表达上调, 表明小鼠AML模型的成功构建。这项研究为从

事白血病研究的科研人员提供了一种有效的小鼠急性髓系白血病模型, 为研究白血病发病机理与

研发白血病治疗药物提供有用的工具。
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Abstract       Abnormal rearrangements of MLL gene cause acute lymphoid (ALL) and acute myeloid leu-
kemia (AML). Here, we describe a method of construction of a mouse AML model using a MLL-AF9 retroviral 
system. We compared the efficiencies of Lineage–(Lin–) bone marrow cells enrichent by using immunomagnetic 
beads and 5-fluorouracil (5-FU) treatment, and efficiencies of two different infection strategies. We found that 5-FU 
treatment of mice and 2-round of infection of Lin– bone marrow cells with viral supernatant 48 h post-transfection 
would lead to a highly efficient infection of MLL-AF9 retroviral vector. Moreover, sixty days after transplantation 
of MLL-AF9-infected Lin- bone marrow cells, leukemia cells were observed in the peripheral blood, and infiltration 
of leukemia cells were detected in the bone marrow and spleen of the recipients. In addition, RT-qPCR results veri-
fied a significant increase of transcription of MLL-AF9-targeted genes, further indicating an establishment of the 
AML mouse model. Our study provides a useful tool of studying the molecular mechanisms of leukemia pathogen-
esis and development of novel therapies. 
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MLL(mixed lineage leukemia)基因可以与多种基

因进行易位重组, 融合形成具有促癌功能的蛋白, 进
而引发白血病。在约7%的急性髓性白血病(acute my-
eloid leukemia, AML)和10%的急性淋巴性白血病(acute 
lymphoid leukemia, ALL)病例中发现MLL基因重排[1-2]。

AF9(ALL1-fused gene from chromosome 9)是与MLL基
因发生易位重组的常见基因之一, 主要在成人的急性

髓系白血病(AML)中发现[3-6]。通过全基因组测序发

现, MLL-AF9白血病病人样品和MLL-AF9感染的小鼠

造血干/祖细胞的基因表达谱存在很大的相似性。其

中, HOX基因家族和HOX辅助因子MEIS1的转录激活

最为显著[7-8]。此外, 白血病细胞依赖于MLL融合蛋白

的持续表达, 这表明, MLL基因融合本身或其调节的基

因是潜在的治疗靶标。对MLL型白血病进行动物建模, 
有助于了解疾病的发生发展和致病机理, 对优化治疗

方案, 研发更具疗效的新药提供了有利的工具[9-11]。由

于逆转录病毒载体可以携带目的基因稳定地整合到

靶细胞基因组中, 使得导入的基因在所有子细胞中表

达, 所以被应用于许多临床及科学实验中。

1996年, Rabbitts实验室构建了第一例MLL-
AF9融合蛋白小鼠白血病模型, 该模型运用同源重

组的方法获得表达MLL-AF9融合蛋白的阳性胚胎

干细胞, 再通过显微注射至囊胚获得嵌合鼠, 该基

因敲入的嵌合鼠患有急性髓系白血病[12-13]。2006年,  
Armstrong实验室[14]与Cleary实验室[15]通过逆转录病

毒方法, 介导MLL-AF9分别感染粒细胞/巨噬细胞

前体细胞(GMPs)与纯化的骨髓c-kit+细胞, 然后将这

些细胞尾静脉注射至亚致死剂量照射的小鼠体内, 
引发急性髓系白血病。 2008年, Kersey实验室[16]分

选了敲入MLL-AF9基因的白血病小鼠的骨髓LSK、

CMPs、GMPs和CLPs细胞, 进行移植, 研究发现, 
LSK细胞和CLPs诱发AML的能力较强, 而GMPs不
能诱发AML。该结论与Armstrong实验室的结果不

一致, 可能的原因是MLL-AF9在不同细胞中的表达

量以及内源MLL-AF9和外源MLL-AF9在生物学上

的表达差异均会影响最终的实验结果[17-18]。

本文利用Eric So实验室构建的MLL-AF9逆转

录病毒载体, 感染小鼠骨髓Lin–细胞, 获得了小鼠

AML白血病模型。我们通过比较不同的骨髓细胞

分离方法, 不同的病毒感染条件, 优化了构建MLL-
AF9急性髓系白血病小鼠模型的方法, 期冀为广大

从事白血病研究的科研工作者提供参考。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验材料      逆转录病毒包装质粒pKat、
VSV-G、HEK293T细胞系由实验室保存, 目的质粒

MSCV-GFP-MLL-AF9来源于Eric So实验室。本实

验所用小鼠为C57BL/6J背景, 饲养于中国科学院上

海巴斯德研究所SPF动物房。所有的动物操作均遵

循被中国科学院上海巴斯德研究所动物伦理委员会

批准的实验方案(A2018010)。
1.1.2   试 剂      5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)购
自Sigma公司。Lipo2000(11668-019)购自Invitrogen公
司。OPTI-MEMTM(31985062)、IMDM(12440-053)、
DMEM(12440-053)购自GIBCO公司。Murine IL-3(213-
13-10)、Murine IL-6(213-13-10)、Murine SCF(250-03-50)
购自Peprotech公司。Retronectin(T100A)购自TaKaRa
公司。EasySepTM Mouse Hematopoietic Progenitor Cell 
Isolation Kit(19856)购自STEMCELL Technologies公司、

Fetal Bovine Serum购自ExCell公司。Polybrene(09735)
购自Sigma公司。EDTA、Na2EDTA、氯化钠、KCl、
Na2HPO4、KH2PO4、KHCO3、NH4Cl购自生工生物工

程上海有限公司。

1.2   方法

1.2.1   小鼠骨髓细胞的获取      小鼠经断颈处死后, 
取其双侧的股骨与胫骨于FACS buffer中, 用剪刀移除

骨头边缘, 通过1 mL注射器, 用FACS buffer, 将骨髓细

胞冲出到15 mL离心管中; 300 ×g, 4 °C离心5 min, 弃
上清, 加入1 mL的红细胞裂解液吹打混匀, 室温裂解

5 min; 加入5 mL FACS buffer, 300 ×g, 4 °C离心5 min
后弃上清, 再用FACS buffer洗1遍, 随后将细胞重悬

在1 mL FACS buffer中; 用40 μm的滤膜过滤获取单

细胞悬液, 用于后续实验。以上实验均在超净台中

进行, 所使用的剪刀镊子镊子需高压灭菌。

FACS buffer: PBS+2% FBS。10×PBS缓冲液

(pH7.2~7.4): 80 g NaCl、2 g KCl、14.4 g Na2HPO4、

2.4 g KH2PO4, 定容至1 L。10×红细胞裂解液(pH
值 7.2~7.4): 82.9 g NH4Cl、10 g KHCO3、0.37 g 
Na2EDTA, 定容至1 L。
1.2.2   小鼠骨髓Lin-细胞富集      5-FU处理法: 按照

200 mg/kg的剂量腹腔注射处理小鼠, 仅处理一次, 
处理后第5天收集小鼠的骨髓细胞, 进行后续实验。

免疫磁珠富集法(Kit法): 参考STEMCELL公司

的造血干细胞富集试剂盒(19856), 原理: 通过对需
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要被去除的细胞进行生物素化抗体和磁珠标记, 然
后通过磁铁吸附去除不需要的骨髓Lin+细胞, 分离

得到的Lin–细胞用于后续实验。

1.2.3   逆转录病毒包装      按每皿1×107/mL接种

HEK 293T细胞, 20 h后, 细胞汇合度达到90%; 将培

养皿中的培养液换成4 mL新鲜DMEM(10% FBS); 
配制体系30 μL Lipo2000+500 μL OPTI-MEMTM和

15 μg质粒(8 μg MSCV-GFP-MLL-AF9+4μg pKat +3 μg 
VSVG )+500 μL OPTI-MEMTM; 将两个体系轻轻混

合, 室温静置10 min后逐滴加入皿中, 1 mL/皿, 轻轻

混匀, 37 °C、5% CO2温箱培养; 培养6~8 h后换新鲜

的DMEM(10% FBS), 37 °C、5% CO2温箱培养; 转染

48 h后, 收集上清作为48 h收获的病毒, 之后更换新

鲜DMEM(10% FBS)培养基, 继续培养24 h后再收集

一次上清, 作为72 h收获的病毒; 病毒用0.45 μm滤器

过滤, 用于后续的感染实验。病毒可分装后于–80 °C
长期保存, 避免反复冻融。

1.2.4   逆转录病毒感染骨髓Lin–细胞      提前用 Ret-
ronectin(10 μg/孔) 4 °C过夜处理24孔板, 第2天用500 
μL PBS洗1遍, 4 °C可保存1周; 接种富集的小鼠骨髓

Lin–细胞于IMDM培养基中(含细胞因子: 50 ng/mL 
mSCF、10 ng/mL mIL-3、10 ng/mL mIL-6), 进行预刺

激培养。

第一个感染周期: 骨髓Lin–细胞经细胞因子预

刺激过夜培养后, 收集细胞, 计数, 1 800 r/min、4 °C
离心5 min, 用80%的48 h MLL-AF9病毒上清+20%
新鲜IMDM培养基(含15% FBS、50 ng/mL mSCF、
10 ng/mL mIL-3、10 ng/mL mIL-6、6 μg/mL poly-
brene)重悬细胞; 随后将细胞按照每孔5×105、1×106、

2×106的数量均匀的铺于Retronectin处理的24孔板

中, 每孔2 mL感染体系, 1 800 r/min、33 °C离心感

染90 min后, 置于33 °C、5% CO2培养8 h; 更换新鲜 
IMDM培养基1 mL/孔; 细胞在37 °C、5% CO2继续

培养8~10 h。
第二个感染周期: 轻轻吸出培养孔中的培养基, 

并加入80%的48 h MLL-AF9病毒上清或72 h的病毒

上清+20%新鲜 IMDM培养基 (含15%FBS、50 ng/mL 
mSCF、10 ng/mL mIL-3、10 ng/mL mIL-6、6 μg/mL 
polybrene), 每孔2 mL, 1 800 r/min 33 °C离心感染90 min
后, 置于33 °C、5% CO2培养24~48 h, 收集细胞, 流式

细胞仪检测 GFP信号, 计算出骨髓Lin–细胞感染率。

1.2.5   骨髓移植      受体鼠移植前24 h经致死剂量

X-射线辐照(9.5Gy, RS2000 X-射线辐照仪), 然后将

1×104个GFP+细胞重悬在200 μL FACS buffer中, 通
过尾静脉注射到受体小鼠内; 在移植后20天、40天、

60天, 采集受体小鼠外周血, 用流式细胞仪检测中白

血病细胞的比例。 
1.2.6   组织石蜡切片与染色      小鼠新鲜脾脏切成

0.5 cm左右大小, 浸泡在4%的多聚甲醛中固定过夜。

将固定后的组织转移到包埋盒中, 自来水流水冲洗

1 h, 然后进行乙醇逐步脱水、二甲苯透明、浸蜡包

埋; 包埋块用石蜡切片机切片, 厚度为6 μm, 然后进行

苏木精伊红(H&E)染色。小鼠股骨与胫骨在固定前

需进行脱钙处理, 大腿骨浸泡于pH7.0~pH7.4的10% 
EDTA溶液中, 2~3天换液一次, 直至大腿骨能弯曲呈

松软状。然后再经固定、冲洗、脱水、透明和包埋

处理后切片染色。

2   结果
2.1   不同方法富集的Lin–细胞对感染效率的影响

我们准备了6只小鼠, 分为两组: 一组腹腔注射

5-FU, 注射一次, 5天后取双侧胫骨与股骨的骨髓细胞

并计数; 另外一组取双侧股骨胫骨的骨髓细胞, 用Kit
富集Lin–细胞并计数; 计数结果如表1所示。我们用

MLL-AF9逆转录病毒感染相同数量的骨髓Lin–细胞, 
发现5-FU处理后富集的骨髓Lin–细胞感染效率显著高

于Kit富集的Lin-细胞。上述结果显示, 5-FU处理过的骨

髓Lin–细胞更容易被MLL-AF9逆转录病毒感染(图1)。
2.2   不同时间收获的病毒对感染效率的影响

然后, 我们对不同时间收获的MLL-AF9病毒的

表1   不同方法富集的Lin–细胞数

Table 1   Number of Lin– cells enriched by different methods

小鼠编号

Mouse number
5-FU富集

5-FU enrichment
小鼠编号

Mouse number
Kit富集

Kit enrichment

1 2.0×106 4 2.6×106

2 2.2×106 5 3.0×106

3 1.8×106 6 2.3×106
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感染效率进行测试。我们分了两组实验: 第一组实

验: 分别利用48 h与72 h收获的病毒上清间隔24 h对
Lin–细胞进行两次感染; 第二组实验: 分别使用48 h
收获的病毒间隔24 h对骨髓Lin–细胞进行两次感染。

如图2所示, 我们发现使用48 h收获的病毒间隔24 h
对Lin–细胞进行两次感染, 其感染效率更高。上述结

果显示, 48 h收获的上清中, 病毒的滴度更高, 对骨

髓Lin–细胞的感染效率更高。

2.3   白血病建模观察 
然后, 我们对移植入MLL-AF9感染的骨髓细胞

的受体小鼠的白血病发病情况, 进行观察与检测。

如图3所示, 第一组小鼠在7日内全部因贫血死亡, 说
明致死剂量辐照条件合格; 第二组小鼠在实验周期

内正常存活; 第三组小鼠移植后45天开始陆续死亡, 
在移植后75天全部死亡。

我们抽取移植后20天、40天、60天的实验组小

11.10% 13.70% 15.70%

1.55% 1.72%

GFP

2.22%

5-FU

Kit

5×105 1×106 2×106

48
 h

+7
2 

h
48

 h
+7

2 
h

用48 h和72 h收获的病毒感染不同方式富集的Lin–细胞, 其红色线为未感染的阴性对照。 

Use virus harvested at 48 h and 72 h infection of Lin– cells, the red line is an uninfected negative control.

图1   骨髓Lin–细胞的不同富集方式对感染效率的影响

Fig.1   Effect of different enrich methods of BM Lin– cells on infection efficiency

48 h+72 h 48 h+48 h

GFP

13.7% 17.6%

红色线为未感染的阴性对照。

The red line is an uninfected negative control.
图2   不同时间收获的病毒对感染效率的影响

Fig.2   Effect of virus harvested at different times on infection efficiency
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鼠外周血(peripheral blood, PB)进行流式检测。实验

结果显示: 在移植后60天, 受体小鼠外周血中白血病

细胞比例已达到80%(图5)。在移植后70天, 与正常

小鼠相比, 移植过感染了MLL-AF9骨髓Lin–细胞的

受体小鼠的股骨与胫骨显著发白, 脾脏明显肿大(图
4), 外周血中未成熟的中性粒细胞(CD11b+Gr-1–)的
比例明显增加(图6)。这些结果表明, 移植过感染了

MLL-AF9骨髓Lin–细胞的受体小鼠骨髓红系造血受

抑制, 脾脏中细胞数量增加, 外周血中白血病细胞数

量增加, 呈现出明显的白血病病症, 白血病模型构建

成功。

2.4   组织病理检测

为了进一步确认白血病小鼠的发病情况, 我们

获取移植后70天的白血病小鼠的外周血(PB)、脾脏

(spleen)以及骨髓(bone marrow)进行H&E染色。与

正常小鼠相比, 白血病小鼠的外周血与脾脏中可以

观察到大量的未成熟的白血病细胞(图7), 这与之前

外周血的流式细胞分析结果, 以及脾脏肿大的结果

相一致。同时, 白血病小鼠外周血的红细胞数量显

著减少, 表明白血病小鼠的红细胞生成受到抑制。

综上所述, 组织病理的检测结果进一步验证了受体

小鼠的白血病特征。

2.5   RT-qPCR检测MLL-AF9相关靶基因的表达

情况

最后, 我们利用RT-qPCR验证骨髓白血病细胞

中, 与白血病发生相关基因的表达。如图8所示, 在

A: 正常小鼠与白血病小鼠的脾脏; B: 正常小鼠与白血病小鼠的股骨与胫骨。

A: spleen of normal mice and leukemia mice; B: femur and tibia of normal mice and leukemia mice.
图4   正常小鼠与白血病小鼠的股骨胫骨和脾脏

Fig.4   Femur and spleen of normal mice and leukemia mice       
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Group1为致死剂量辐照, 未移植MLL-AF9感染骨髓Lin–细胞的对照小鼠, 共3只; Group2为未辐照、未移植MLL-AF9感染骨髓Lin–细胞的对照小

鼠, 共2只; Group3为致死剂量辐照, 移植了MLL-AF9感染骨髓Lin–细胞的实验小鼠, 共6只。

Group1 were 3 mice irradiated at lethal dose, but not transplanted with MLL-AF9 infected bone marrow Lin– cells; Group2 were 2 control mice that not 
irradiated and  not transplanted with MLL-AF9 infected bone marrow Lin– cells; Group3 were 6 mice irradiated at lethal dose, and were transplanted 
with MLL-AF9 infected bone marrow Lin–  cells.

图3   移植后白血病小鼠的存活曲线图

Fig.3   Survival curve of leukemia mice after transplantation中
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图6   外周血中的髓系细胞比例流式图

Fig.6   Representative FACS profiles of myeloid cells in PB
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图7   H&E染色结果

Fig.7   H&E staining results
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图5   移植后不同天数的外周血中白血病细胞比例

Fig.5   Percentage of leukemia cells in PB of different days after transplantation
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移植后70天, 白血病小鼠的骨髓细胞中Meis1、Hox
基因的表达比正常小鼠骨髓细胞明显上调, 该结果

进一步在分子水平验证了白血病建模成功。

3   讨论
本篇文章阐述了MLL-AF9诱导的小鼠急性髓

系白血病的建模方法: 通过MLL-AF9逆转录病毒载

体感染小鼠的骨髓Lin–细胞, 并移植到致死剂量辐照

过的受体鼠内, 可成功构建AML模型。在本研究中, 
我们首先比较了不同方法分离的Lin-细胞对感染效

率的影响, 并发现与免疫磁珠富集的骨髓Lin–细胞相

比, 5-FU法富集的骨髓Lin–细胞更容易被MLL-AF9
病毒感染。5-FU可以特异性地杀伤处于分裂期的细

胞, 当小鼠腹腔注射5-FU后, 处于分裂期的造血干/
祖细胞会被杀伤, 从而激发骨髓中处于G0期的造血

干细胞进入细胞周期。逆转录病毒容易感染处于快

速分裂期的细胞, 因此5-FU法富集的骨髓Lin–细胞

更容易被MLL-AF9逆转录病毒感染。尽管两种分

离方法都可以成功地建立AML模型, 但相比试剂盒, 
5-FU富集法相对比较便宜, 所以可以节省实验成本。

其次, 我们比较了两种感染策略。(1)经典策略: 
使用转染后48 h与72 h收获的病毒上清, 间隔24 h两
次感染骨髓Lin-细胞; (2)改进策略: 使用转染后48 h
收获的病毒上清感染骨髓Lin-细胞, 剩余病毒储存于

4 °C, 间隔24 h后再次感染骨髓Lin-细胞。两者的差

别在于第二次感染的病毒上清。我们发现, 利用转

染后48 h的病毒上清连续感染骨髓Lin-细胞的效率

要更高。尽管72 h收获的病毒上清更加新鲜, 但其病

毒滴度比48 h时已经显著降低。因此建议利用48 h
收获的逆转录病毒, 间隔24 h连续感染骨髓Lin-细胞, 
以确保获得更高的感染效率。

此外, 领域内的MLL-AF9逆转录病毒载体有

许多个版本, 本研究使用的是英国伦敦国王学院

(King’s College of London) Eric So教授实验室的

MSCV-GFP-MLL-AF9质粒 , 只需要移植 1×104个

MLL-AF9感染的骨髓Lin–细胞, 就能够稳定快速地

诱发白血病。我们之前也使用过其他版本的MLL-
AF9逆转录病毒载体, 尽管其MLL-AF9的cDNA是从

临床病人中克隆获得, 但却无法成功地诱发白血病。

因此, 计划利用MLL-AF9逆转录病毒载体构建白血

病模型时, 要注意MLL-AF9载体的来源, 并对其是

否能够诱导白血病进行测试。

综上所述, 本文阐述了一种利用MLL-AF9逆转

录病毒构建白血病疾病模型的方法, 不仅为科研人

员研究白血病的治病机理提供了疾病动物模型工

具, 也为研发抗白血病药物与治疗方法提供了一个

有用的体内测试平台。
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