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高转移鼠源性淋巴瘤细胞模型的建立及其

生物学特性的研究
陈利荣1#*  贾艳梅1#  李元宏1  郭松佳2

(1山西医科大学汾阳学院医学检验系, 汾阳 032200; 2山西省人民医院分子诊断与治疗实验室, 太原 030012)

摘要      该文建立了高转移性小鼠淋巴癌细胞模型, 并对其进行了生物学特性研究。LC1和
LC2两个细胞系来自同一个小鼠淋巴瘤。通过细胞形态学观察, 用常规的细胞生长曲线检测法、

染色体核型分析、体外成球实验、侵袭和转移实验及体内成瘤实验检测细胞系的生物学特性及体

内外致瘤能力。LC1细胞生长速度低于LC2细胞, LC1细胞的群体倍增时间为(24.33±2.12) h, LC2
细胞的群体倍增时间为(20.52±2.71) h, 差异显著。LC2与LC1比较, 淋巴细胞髓系分化抗原Gr1表
达量稍有增加, 干细胞标记物Sca1和CD44表达均上调。LC1和LC2两个细胞系均为非整倍体核型, 
LC1和LC2细胞系非整倍体的比例分别为5.24%和89.12%。在不同的培养介质中LC2细胞系的克

隆形成能力均比LC1强。LC2细胞系的迁移、侵袭能力及体内外致瘤能力明显比LC1强。该文发

现, LC1细胞系在肾脏中出现少量转移灶, 在肝脏中未发现转移灶, 而LC2细胞系在肾脏中转移率为

100%, 在肝脏中也有大量转移灶出现。该研究成功地建立了高转移性小鼠淋巴癌细胞模型, 为研

究淋巴癌的高转移机制提供了良好的实验材料。
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Establishment of a Highly Metastatic Murine Lymphoma Cell Model and 
Study on Their Biological Characteristics
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Abstract       This study established a highly metastatic murine lymphoma cell model. The malignant evo-
lutionary cell subsets of mouse lymphoma cells were screened and their biological characteristics were studied. 
The biological characteristics and tumorigenicity of cell lines were examined by cell growth curve assay, chro-
mosome karyotype analysis, spheroidization experiment in vitro, invasion and metastasis experiment and tumor 
formation experiment in vivo. The proliferative ability of LC2 was stronger than LC1, and the difference was 
significant. The population doubling time of LC1 cells was (24.33±2.12) h, and the population doubling time 
of LC2 cells was (20.52±2.71) h. Compared with LC1, the lymphocyte myeloid differentiation antigen marker 
Gr1 was slightly increased, and the expression levels of stem cell markers Sca1 and CD44 were up-regulated in 
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LC2. Both LC1 and LC2 were aneuploid karyotypes, and the aneuploid ratios of LC1 and LC2 were 5.24% and 
89.12%, respectively. The clone formation ability of LC2 was significantly stronger than that of LC1 in different 
culture media. The migration and invasion abilities of LC2 were also significantly stronger than those of LC1. 
The LC2 had stronger tumorigenic ability in vivo than the LC1. This study found that LC1 cell line had a small 
number of metastatic foci in the kidney, but had no metastasis foci in the liver, while LC2 cell line had a 100% 
metastasis rate in the kidney and a large number of metastatic foci in the liver. This study successfully estab-
lished a high metastatic mouse lymphoma cell model, which provided a good experimental material for studying 
the mechanism of lymphatic cancer high metastasis.

Keywords        malignant evolution; aneuploidy; invasion; metastasis; tumorigenicity

肿瘤的浸润和转移是恶性肿瘤的主要特征, 也
是直接影响其治疗效果及预后的主要原因。在当今

的肿瘤研究中, 由于条件所限, 我们大多采用的是小

鼠皮下移植瘤模型, 而非原位移植模型。移植部位

的局限性使得移植瘤大多表现出不转移或转移率极

低的现象, 极大地阻碍了我们对肿瘤转移的深入研

究。为此, 如果能真实模拟肿瘤患者体内的肿瘤细

胞的生长、侵袭和转移的全过程, 建立具有高转移

的动物模型及相应的细胞系, 将为临床抗转移药物

的筛选提供理想的实验工具。本研究成功建立了小

鼠淋巴癌细胞高转移模型, 从而为研究淋巴癌的转

移机制提供了良好的实验材料。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   主要试剂及耗材      细胞培养板和Tanswell
培养小室(USA, #3422)均购自Corning公司; RPMI-
1640培养液、100 μg/mL链霉素和100 U/mL青霉素、

0.02% EDTA+0.25%胰蛋白酶、胎牛血清胰酶均购

自Hyclone公司; Matrigel、秋水仙素购自上海雅吉

生物科技有限公司; 吉姆萨染料购自Sigma公司; 抗鼠

FITC-CD44、APC-Gr1、APC-Sca1抗体均购自Bioleg-
end公司。

1.1.2   实验动物和细胞系      SPF级C57BL/6小鼠4周
龄, 20 g左右, 雌雄各半, 购自山西医科大学实验动

物中心, 涉及的动物实验均符合我单位动物伦理的

相关条例。LC1和LC2细胞系由本实验室制备。

1.2   实验方法

1.2.1   LC1和LC2细胞的形态学观察      LC1和LC2
来自我们实验室自己制备的同一株小鼠淋巴瘤细胞

系的两个亚克隆。于37 °C、5% CO2孵箱中培养癌

细胞, RPMI-1640培养液中添加终浓度为10%灭活胎

牛血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素。

1.2.2   LC1和LC2细胞的表型检测      取一定量的处

于指数生长期的LC1和LC2细胞约1×106细胞/管, 在
每管中分别加入50 μL含1% FBS的PBS缓冲液, 并充

分混匀, 于室温中静置1 min以上, 再分别加入连接有

荧光素的直标抗体抗鼠FITC-CD44、APC-Gr1、APC-
Sca1, 振荡混匀。设空白对照。冰中孵育20~60 min后, 
用含1% FBS的PBS缓冲液(pH7.2~pH7.4)洗1~2次, 加
入50 μL 1%的多聚甲醛固定, 上机进行检测。

1.2.3   细胞生长曲线和群体倍增时间测定      分别

取500 μL密度为1×103个/mL的LC1和LC2细胞悬液

接种于24孔板常规培养。每隔24 h收集3孔细胞进

行细胞计数, 连续计数7天。以时间为横轴, 细胞数

目为纵轴绘制细胞生长曲线。按照Patterson公式计

算细胞在对数生长期的群体倍增时间(Td)=t×lg2/
(lgNt-lgN0), t代表培养时间, N0及Nt分别代表起始接

种时和培养到t时的细胞数。

1.2.4   细胞周期检测      收集培养的LC1和LC2细胞, 
用PBS洗2次, 以1×106个/mL混合于70%冷乙醇中, 
–20 °C下固定过夜。为除去黏连成团的细胞群, 细
胞悬液用300目细胞筛网过滤后于1 000 r/min条件下

离心5 min, 弃去上清。加1 mL碘化丙啶染液于管中, 
于4 °C下避光处理30 min, 上机进行检测。

1.2.5   细胞核型检测      向处于对数生长期的癌细

胞中加入秋水仙素(1 μg/mL), 培养4 h后用0.25%胰

蛋白酶消化, 1 000 r/min离心5 min、用37 °C预热的

0.075 mol/L KCl溶液低渗处理15~20 min，然后离心

收集癌细胞, 加0.5~1.0 mL新鲜固定液(甲醇:乙酸=3:1)
预固定, 以1 000 r/min离心8~10 min, 弃去上清液, 用固

定液(5~8 mL)反复操作3次, 每次20 min, 再以1 000 r/min
离心8~10 min, 将少量新鲜固定液溶合收集的癌细

胞制成悬液, 于预冷的干净载玻片上滴2~3滴细胞悬
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液, 冷风吹干, 用10% Giemsa染色液染色, 水洗, 干
燥, 镜检。

1.2.6   悬浮培养和Matrigel成球实验      消化离心生

长状态良好的细胞, 弃上清, PBS清洗2次。用干细胞

培养基(DMEM/F12+1× B27+20 ng/mL bFGF+20 ng/mL 
EGF)重悬细胞, 计数。铺板: 取超低吸附6孔细胞培

养板, 1 000个/孔, 补加4 mL培养基; 7天左右完成培

养, 观察成球状态。

取指数生长期细胞制成单细胞悬液, 调整细胞

悬液密度为1×104个/mL。取50 μL细胞悬液与50 μL
基质胶Matrigel(提前化冻)混合, 然后绕24孔板的边

缘均匀接种一圈, 并扫摇晃。使细胞与基质胶混合

液均匀铺于孔板周缘, 随后将孔板放入37 °C细胞培

养箱中培养30 min, 待Matrigel凝固后于每孔上层覆

盖1 mL完全培养基, 重新放入细胞培养箱, 定期换液

和观察细胞成球情况。一般7~12天后统计成球结果, 
只统计直径>50 μm的克隆。

1.2.7   细胞体外迁移能力测定      将Transwell培养

小室置于24孔板中, 浸泡1 h后消化细胞, 无血清

培养基溶合细胞, 制成细胞悬液, 调整细胞浓度为

1×104个/mL, 每孔加入100 μL; 下腔室中加入全培养

基, 血清含量为20%, 培养箱中37 °C孵育20~24 h; 用
PBS清洗Transwell 2次, 用5%戊二醛于4 °C固定; 用
PBS反复清洗2次, 0.1%结晶紫室温染色0.5 h, 然后

再用PBS反复清洗2次, 用棉球把上表面细胞擦去, 
于显微镜下观察并计数。

1.2.8   细胞体外侵袭能力测定      预先化冻Matrigel, 
预冷枪头和无血清培养基, 吸取100 μL的Matrigel
与300 μL无血清培养基充分混合均匀后取25 μL置于

Transwell板上室, 覆盖整个聚碳酯膜, 37 °C孵育30 min
后Matrigel聚合成胶。无血清培养基溶合各组细胞, 
制备成浓度为5×105个/mL单细胞悬液。将100 μL细
胞悬液(5×104个/mL)滴加入Transwell培养板上室, 再
添加200 μL无血清培养基。加入含20% FBS的全培

养基于Transwell培养板下室, 在37 °C、5% CO2培养

箱中培养24 h。用湿棉签把Matrigel和聚碳酯膜上

表面的细胞轻轻擦去, 小心取出上室, 用冰预冷的甲

醇固定30 min, 并用结晶紫染色10 min。在高倍镜下

随机取6个视野观察附着于聚碳酯膜下表面的细胞, 
计数并取平均值, 反复操作2次。

1.2.9   体内致瘤性检测      将处于对数生长期的LC1
和LC2细胞, 用胰酶消化后收集, PBS溶液溶合细胞

制成5×106个/mL细胞悬液。将8只C57BL/6小鼠分

为实验组和对照组, 每组4只, 分别于左侧腹股沟皮

下注射0.1 mL不同的细胞悬液, 每隔2天测量并记录

小鼠肿瘤的生长情况, 最大瘤体直径达2.0 cm时处

死全部瘤鼠, 观察记录小鼠皮下肿瘤数目、大小及

腹水形成情况。肉眼和切片检查肺、肝、脾、肾等

脏器, 判断是否有肿瘤转移。

1.2.10   统计学分析      重复各实验3次, 统计学分析

使用SPSS 17.0软件, 以均数±标准差(x
_
±s)表示数据。

各组之间的统计学差异用单因素方差分析(One-Way 
ANOVA)。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   LC1和LC2细胞系的形态和表型

我们建立的淋巴瘤克隆LC最初均为形态均一

的悬浮细胞, 在体外培养一段时间后会陆续出现少

量细胞形态改变、胞体增大、黏附力增强等现象, 
且从悬浮状态转化为贴壁状态。我们用有限稀释法

从LC细胞中克隆出两株单克隆细胞, 将非黏附细胞

克隆命名为LC1, 黏附细胞克隆命名为LC2。LC1细
胞大小一致, 形态均一, 与母细胞LC克隆相似均为

圆形悬浮细胞, 异质性较低; LC2细胞大小不一, 形
态各异, 异质性较高, 大部分为梭形贴壁细胞, 少量

圆形悬浮细胞。LC2与LC1细胞株相比, LC2比LC1
细胞生长速度快, 细胞形态由圆形向不规则形转变,
细胞由小变大, 核由小变大, 且向巨核、不规则核改

变, 病理性核分裂增多(图1A)。细胞表面标记物检

测结果表明, 与LC1比较, LC2淋巴细胞髓系分化抗

原Gr1(anti-granulocyte receptor-1)表达量稍有增加 , 
干细胞标记物Sca1和CD44表达均上调, 表明LC2细
胞系中干细胞含量较高, 恶性较强(图1B)。
2.2   LC1和LC2细胞系的增殖能力

对LC1和LC2细胞生长曲线检测结果显示, LC1
细胞生长速度低于LC2细胞, LC1细胞的群体倍增

时间为 (24.33±2.12) h, LC2细胞的群体倍增时间为

(20.52±2.71) h。LC2细胞群体倍增时间缩短, 细胞

生长速度增快。LC1细胞的Td为LC2细胞的1.1~1.5
倍, 差异有统计学意义(P<0.05, 图2A)。LC1和LC2
细胞的S期细胞比例呈逐渐上升趋势, 而G1和G2期呈

现下降趋势, 差异显著(P<0.05, 图2B和图2C)。提示

与LC1细胞系比较, LC2细胞的分裂增殖能力明显增

强。
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2.3   LC1和LC2细胞系的核型分析

核型分析结果显示, 两种癌细胞系LC1和LC2
的核型均为端着丝粒染色体, 属于典型的小鼠核

型。细胞系LC1和LC2的细胞的染色体数目均呈非

整倍性变化, 在LC1细胞系中98%的细胞为二倍体, 
只发现少量非整倍体, 非整倍体以亚2倍体居多(图
3A)。在LC2细胞系中发现80%以上细胞为非整倍

体核型, 以超二倍体和亚四倍体居多。其中细胞系

LC1的众数范围是28~50, LC2的众数范围是38~78, 
LC1细胞系中亚二倍体、二倍体和超二倍体所占

比例分别为10.11%、89.07%、0.82%; LC2细胞系

中亚二倍体、二倍体和超二倍体所占比例分别为

19.21%、6.42%、74.37%(图3B)。LC1和LC2细胞

系的非整倍体细胞比例分别为10.93%和93.58%, 差
异均极显著。

2.4   LC1和LC2细胞系的克隆形成能力

Matrigel克隆形成检测结果表明, 非整倍体含量

和异质性较低的LC1细胞系成球率较低, 而非整倍

体含量和异质性较高的LC2细胞系在体外成球能力

较强(图4A), 差异极显著。F12悬浮培养成球检测结

果表明, LC1细胞悬浮培养无法成球, 而LC2细胞悬

浮培养成球能力较强(图4B)。
2.5   LC1和LC2细胞系的迁移和侵袭能力

细胞迁移实验结果表明, LC1细胞系的迁移能

力较弱, LC2细胞系的迁移能力较强, 差异极显著(图
5A)。细胞侵袭实验结果表明, LC1细胞系的侵袭能

力较弱, LC2细胞系的侵袭能力较强, 差异显著(图
5B)。
2.6   LC1和LC2细胞系的体内致瘤能力

体内致瘤实验结果表明, LC1和LC2细胞在免

A: 细胞形态; B: 细胞表型。图中黑色曲线为同种型抗体对照, 红色曲线为LC1/LC2细胞系中相应抗体的表达。

A: cell morphology; B: cell phenotype. The black curve is an isotype antibody control. The red curve shows the expression of corresponding antibodies 
in LC1/LC2 cell lines.

 图1   LC1和LC2细胞系的形态和表型

Fig.1   Morphology and phenotype of LC1 and LC2 cell lines
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疫功能正常的小鼠皮下均可生成肿瘤, 其中LC1细
胞系在细胞接种2周后开始陆续出现肿瘤结节, 成瘤

率为75%; LC2细胞系在细胞接种1周后陆续出现肿

瘤结节, 成瘤率为100%。LC2细胞系致瘤能力较强, 
LC2细胞系的肿瘤生长速度明显比LC1迅速, 二者差

异显著(图6A)。LC2细胞系的迁移、侵袭能力及体

内外致瘤能力明显比LC1强。我们发现, LC1细胞系

在肾脏中出现少量转移灶, 在肝脏中未发现转移灶, 
而LC2细胞系在肾脏中转移率为100%, 在肝脏中也

有大量转移灶出现(图6B和表1)。综合以上结果表明, 
非整倍体含量和异质性较高的LC2细胞系在体内致

瘤能力较强, 细胞恶性较LC1细胞系高。

3   讨论
细胞增殖快就会导致细胞的生长周期缩短, 从

LC1和LC2细胞系的生长曲线可以得知, LC2细胞的

生长速度较快, 且差异具有显著性。目前研究结果

表明, 恶性程度高的肿瘤细胞生长速度快, 容易发生

转移, 说明肿瘤细胞的生长速度与肿瘤的迁移能力

有着必然的联系。

倍性是组织细胞的生物学特性之一, 细胞核

DNA含量可因细胞增殖周期的不同而有差异, 多数

恶性肿瘤的进展与细胞核DNA含量的变化程度有

关[1]。以往研究结果表明, 肿瘤细胞的倍性与胃癌淋

巴结转移及浸润程度有关, 可以成为独立的预后因

A:  生长曲线; B:  细胞周期; C:  细胞周期分布统计结果。***P<0.001。
A:  cell growth curve; B: cell cycle; C: the statistics of cell cycle distribution. ***P<0.001.

图2   LC1和LC2细胞系增殖能力检测

Fig.2   Proliferation of LC1 and LC2 cell lines
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素[2]。本研究结果显示, LC2细胞系的细胞核DNA含

量较LC1细胞系显著增高, 细胞增殖活跃。

非整倍性是恶性细胞的标志。体细胞非整倍

性是人类癌症最常见的特征[3-4]。大约90%的实体瘤

和75%的血液癌表现出非整倍性。癌细胞中超染色

体的异常倍性会导致基因组不稳定[5]。由于激活或

抑制几种细胞内信号转导途径响应染色体拷贝数变

异, 非整倍性会影响多个基因的转录[6], 导致各种各

样表型的产生, 进一步促成肿瘤异质性、耐药性和

治疗失败[7]。我们的研究结果也进一步证实了这一

观点, LC2细胞系的染色体数目较多, 以多倍体居多, 
而LC1细胞系的染色体数目以二倍体居多, LC2细胞

系的恶性程度明显高于LC1细胞系。

肿瘤的发生和发展是个多基因、多步骤、多阶

段的复杂过程。转移是恶性肿瘤的特性。近期研究

表明, 不同脏器恶性肿瘤转移发生率不同, 同种肿瘤

不同组织类型转移趋势也不同, 甚至同株肿瘤细胞

中也存在各种亚群[8]。由此可见, 单克隆肿瘤细胞

来源的群体是一个基因型和表现型均完全相同的群

体, 然而, 卵巢癌克隆株的转移灶组织中仍会存在转

移能力及途径均不相同的瘤细胞亚群[8]。我们的研

究结果也证实了这一点, LC2细胞系是来自于LC1细
胞系的亚群, 但是二者的致瘤性及转移侵袭能力截

然不同。

肿瘤转移的发生取决于肿瘤细胞特性、宿主

特性及二者的相互作用。肿瘤细胞独特的转移能力, 
是成功转移过程中最主要的决定因素之一。近年来

的研究显示, 肿瘤细胞的多种生物学特征可能与肿
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图3   两种癌细胞系LC1和LC2的核型分析

Fig.3   The karyotype analysis of LC1 and LC2 cell lines
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瘤细胞的恶性行为和转移能力密切相关[8-9]。本文细

胞迁移能力实验结果提示, LC2细胞的高转移特性

可能与其游走能力的增强有关。其迁移能力的增强

促进了细胞的转移。
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关于肿瘤是何时开始转移, 目前有两种观点, 
一种观点认为, 转移通常在直径超过2 cm的原发性

肿瘤中被诊断出来。因此, 转移能力被认为是肿瘤

进展过程中相对较晚的过程[10]。另一种观点认为, 

A:  Matrigel克隆; B: 悬浮培养无性系。**P<0.01。
A:  clones of Matrigel; B: clones of suspension culture. **P<0.01.

图4   LC1和LC2细胞系的克隆形成能力

Fig.4   Colony formation assay of LC1 and LC2 cell lines
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图5   细胞的迁移和侵袭实验

Fig.5   Cell migration and invasion assay
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A:  LC1和LC2细胞系的皮下移植肿瘤及肿瘤生长曲线; B:  LC1和LC2肿瘤细胞的侵袭转移灶。***P<0.001。红色箭头指转移灶。

A:  xenografts and tumor growth of LC1 and LC2 cell lines; B: invasion and metastase of LC1 and LC2  tumor cells. ***P<0.001. The red arrow indi-
cates the metastatic focus.

图6   LC1和LC2细胞的成瘤及转移情况

Fig.6   Tumorigenicity and metastasis of LC1 and LC2 cell lines
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表1   LC1和LC2细胞的成瘤及转移情况

Table 1   Tumorgenicity and metastasis of LC1 and LC2 cell lines
细胞系

Cell lines
肿瘤发生时间/d
Tumor occurrence time /d

成瘤率/%
Tumorgenicity rate /%

肝转移率/%
Liver metastasis rate /%

肾转移率/%
Renal metastasis rate /%

LC1 14   75   0   20

LC2   7 100 80 100

在肿瘤发生的早期阶段的一些肿瘤细胞就可能具有

转移性特性[11-12]。转移似乎是一个低效的过程。肿

瘤细胞的转移潜能进入循环系统不一定是均匀的, 
只有少数细胞具有迁移到远端器官、增殖并成为转

移性肿瘤的能力。

目前, 虽然能够形成高转移的转移细胞的起源

和真实身份仍然难以捉摸, 但近几年的研究表明, 具
有肿瘤起始能力的肿瘤细胞亚群即癌症干细胞, 它
们也表达正常组织干细胞标记, 癌症干细胞是在造

血系统恶性肿瘤[13]和实体瘤(包括乳腺癌)中发现的

肿瘤亚群[14-16]。WENG等[17]研究结果证明, 在乳腺

肿瘤发生早期的细胞中CD44+/Sca1+细胞群可以在

MMT小鼠的转移中起主要作用, 并且可能存在致瘤

和转移潜力。GONG等[18]研究显示, 在MMT肿瘤细

胞群体内的一小部分乳腺癌起始细胞(breast cancer-
initiating cell, BCIC)中干细胞标志物CD44和Sca1的

表达水平升高以致其快速转移。我们的研究结果发

现, LC2与LC1比较, 干细胞标记物Sca1和CD44的表

达均上调, 体内和体外功能检测结果均表明, LC2细
胞系恶性程度高于LC1细胞系。我们已经证明, LC2
小鼠淋巴癌模型于肾部产生一致进展的癌转移。我

们可以推定, 具有干细胞标志物CD44和Sca1高表达

的肿瘤细胞可以代表一群高转移细胞以及它在肿瘤

发生和转移中发挥的作用。

在临床病例中, 恶性淋巴癌晚期最容易受侵犯

的部位是肝脾, 其次是肾脏, 这是晚期淋巴癌常见的

转移现象。我们的实验结果基本与此吻合。癌细胞

转移是癌基因与抑癌基因参与的一个多步骤、多因

素调节的极其复杂的过程。恶性淋巴瘤肝转移机制

的研究, 需要建立相应的动物模型。以往的实验性

研究模型表明, 进入血液循环中的癌细胞真正能够

存活的不到0.10%, 形成转移灶者不到0.01%, 说明
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实验性模型转移率极低, 建立自发性转移模型更加

困难。因此, 建立良好的自发性转移模型仍然是人

癌转移模型研究领域的难题。

本研究建立了能反映临床肿瘤发生发展规律

的各演变阶段的肿瘤高转移模型。本文通过有限稀

释法进行单克隆化, 筛选出了具有高转移潜能的单

克隆细胞株。我们从已建立的淋巴瘤肿瘤细胞系

LC中克隆出了恶性更高的亚克隆细胞系LC2。本研

究采用转移能力较低的细胞株成功建立了淋巴癌肝

肾高转移细胞模型, 它可以模拟癌细胞的侵袭、转

移过程, 为淋巴癌转移的靶点研究提供了很有价值

的实验模型和理论基础。
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