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Establishment of Leukemia Mouse Model Using Mouse-Derived 
A20 Leukemic Cells, and Detection of Tumor Cells in Bone Marrow

Lan Ying Wen, Su-Mi Bae and Woong Shick Ahn*

Cancer Research Institute, Catholic Research Institute of Medical Science, The Catholic University of Korea, Seoul, Korea

Objectives of this study were to establish a leukemia mouse model in the Balb/c mouse based upon the
A20 cell line (murine B-lymphoma/leukemia cell line, H-2d). Here we demonstrate for the first time that
A20 cells were infiltrated into tissue and bone marrow, thereby evaluate the feasibility of using A20
leukemic cells as a leukemia model. In the study, changes of behavior, survival rate and histological
changes of major organs after intravenous injection of A20 cells (1×105, 1×106 or 1×107) into Balb/c mice
were observed. After inoculation of 1×106 cells, animals survived up to 38.3 days, although there were no
significant correlation between the number of injected cells and life-span. At 21 and 28 days post-
injection, both hematoxylin-eosin and CD45R immunohistochemical stains showed diffuse large B-cell
lymphoma in the liver. FACS analysis was performed after injection of fluorescent nanomaterial
(MNPs@SiO2 RITC)-labeled A20 cells. The labeled A20 cells were detected in bone marrow from 6 hours
post-inoculation, indicative of the cellular infiltration. This is the first study that demonstrated the
invasion of A20 cells into the bone marrow of Balb/c model using A20 cells. With the occurrence of
systemic lesions following metastasis of the cells into lymph nodes and neighboring tissues via bone
marrow infiltration, it is suggested that the A20 cell-inoculated Balb/c miouse could be an animal model
of acute lymphocytic leukemia.
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인체 암 발생과 유사한 환경을 제공할 수 있는 동물

모델의 개발은 암 발생과정을 밝히고, 새로운 치료법개발

에 있어서 필수적이다. 그러나 종양의 형성 및 전이에는

많은 인자들이 관여하므로 인체와 유사한 최적의 동물 모

델개발에 관한 다양한 연구가 진행중이다. 암 동물모델

형성은 인체의 종양조직을 이식하는 방법과 화학적 암 유

발 인자를 이용해서 암을 유도하는 방법이 있다(Hawkins

et al., 1994). 암 유발 인자를 이용한 동물모델은 발암과

정의 연구나 유전자치료요법에 적합한 모델이며, 새로운

치료 방법 개발이나 새로운 항암제의 선택에 관한 연구

에는 인체의 종양조직을 숙주에 이식하는 동물 모델이 유

용하게 사용되고 있다(Giovanella and Stehlin, 1973;

Giovanella et al., 1974).

종양 이식 동물모델은 인간 암세포를 종양의 기원이 동

일한 조직에 이식하는 동소위 모델(orthotopic model)과

피하 등 다른 조직에 이식하는 이소위 모델(atopic model)

로 나눌 수 있다. 대부분의 연구결과에 의하면 동소위 모

델은 종양 발생율이 높고, 주위조직으로의 자발적 전이와

침윤양상이 쉽게 관찰되는 등 임상적으로 유사한 상황을

재현한다는 점에서 새로운 항암제나 치료법의 분자 생물

학적 기전을 연구하는데 많이 이용되고 있다(Fu et al.,

1991; Killion et al., 1998; Umeda et al., 2002). 이소

위 동물 모델은 이식방법이 간단하고, 종양성장을 확인하

기 쉽고, 장기간의 관찰이 가능하다는 장점이 있으며 항

암제 효능 연구에 많이 이용되고 있다(Huang and Harari,

2000; Huang et al., 2002; Scheper et al., 2007)

한국에서 백혈병, 악성림프종, 골수이형증 등 혈액암의

발생 빈도는 폐암, 위암, 간암 등의 고형암에 비하여 낮

지만, 발생초기부터 전신확산의 특징이 있음으로 전신적

인 치료가 요구된다(Gahrton, 1983; Drexler et al.,

2000; Pieters and Carroll, 2010). 혈액암은 항암화학요법

에 비교적 잘 반응하며, 많은 새로운 화학요법이 개발되

고 있다. 그러나 혈액암의 재발방지와 완치를 위하여는

유지요법, 공고요법, 강화요법 등 관해 후 2차 치료를 필

요로 하며 화학요법에 따르는 부작용도 많이 보고되고 있
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다(Gahrton, 1983; Goldman, 1987; Marie, 2001). 혈액

암의 새로운 치료법의 개발을 위해서 새로운 백혈병-림

프종 연구(leukemia-lymphoma research)를 위한 세포주와

동물 모델의 개발이 끊임없이 진행되어 왔으며, 1963년

림프종에서 유래한 세포주가 처음으로 개발된 이래 현재

까지 1,000여종의 세포가 보고되고 있다(Hans et al.,

2000). 백혈병 동물모델로는HL-60, K562 등 인간 골수성

백혈병 세포주를 면역 부전 마우스에 정맥 이식하거나 마

우스 유래의 B림프구인 A20 세포주를 동일계통 마우스

(syngenic mouse)에 정맥 이식방법이 많이 사용되고 있으

며, 이들은 간단한 동소위 종양이식이란 점에서 혈액암

동물모델로서의 가치가 높다(Ratajczak et al., 1992;

Benjamin et al., 2007). 백혈병 동물모델 형성을 위하여

HL-60, K562, KG-1, MO7E, TF-1 등 인간 백혈병 세포

주(human leukemia cell line)를 누드 마우스에 투여하여

급성골수성백혈병(acute myelogenous leukemia; AML) 동

물모델이 완성되었다(Nara and Miyamoto, 1982;

Machado et al., 1984; Janssen et al.,1987; Krishnaraju

et al., 1998; Kiser et al., 2001). 그러나 강한 방사선조

사, 면역 억제제, 항생제, 심지어 비장절제술 등 다양한

면역억제 방법이 동반되어야 하며, 이로 인하여 누드마우

스를 이용한 연구 결과는 연구자에 따라 다른 결과를 나

타내기도 한다(Watanabe et al., 1980; Nara and

Miyamoto, 1982; Fingert et al., 1987; Caretto et

al.,1989). 그 후 SCID 마우스에 HL-60 세포주를 복강투

여 혹은 정맥투여하여 급성골수성백혈병(acute myeloid

leukemia; AML) 모델로 사용하고, Molt-4, CCRF-CEM과

같은 세포주를 투여하여 급성림프구성백혈병(acute

lymphocytic leukemia; ALL) 모델로 사용한 경우에는 보

다 좋은 결과가 보고되고 있다(Uciun et al., 1996;

Perentesis et al., 1997; Tomkinson et al., 2003). 이외

에도 NOD/SCID 마우스를 사용할 경우 다른 면역부전마

우스에 비하여 종양이 쉽게 형성된다는 장점이 있으나

(Lumkul et al., 2002), 인간 사이토카인이나(Rombouts et

al., 2000), 성장인자를 과발현하는 세포주 혹은 보조세포

의 보충이 필요하고(Bonnet et al., 1999), NK 세포가 활

성화 되는 등의 문제가 보고되고 있다(Shultz et al.,

1995).

최근 많은 연구자들이 마우스 유래의 세포주를 이용한

백혈병모델의 개발에 관심을 갖게 되었다. Wasserman 등

은 Balb/cJ 유래의 Eu-Ret fusion protein (RFP+) 형질전

환 마우스로부터 83, 289, t309, 420.2 마우스백혈병 세

포를 분리 배양하였으며(Wasserman et al.,1998; Zeng et

al., 1998), 이들 중 289 세포를 다시 동계마우스에 이식

하여 백혈병 동물 모델을 형성한 후 항암제 효능테스트

및 치료과정 중 단백질 발현 변화와 나아가서 T 세포가

매개하는 백혈병에 대한 면역반응까지 보고하였다(Seif et

al., 2009). 이외에 WEHI-3 (myelomonocytic), PU5-1R

(myeloid) 등의 마우스 유래의 세포들을 이식하여 백혈병

모델로서 활용하였으며 특히 Balb/c (H-2d) 유래의 A20

세포주를 동일계통마우스에 이식한 동물모델은 이식편대

백혈병(graft-versus-leukemia; GVL) 연구와 항백혈병 면역

반응연구에 많이 이용되고 있다(Glass et al., 1996; Zeis

et al., 2001). A20 세포주는 이식 후 3-4주 후에 간 조

직에서 diffuse Large B-cell lymphoma가 형성되고 간조

직 외에도 근육 등 연조직, 복강, 비장 및 척추를 따라

산재성 림프종이 형성된 것이 보고되고 있다(Passineau et

al., 2005). 그러나 A20 세포주는 마우스 유래의 세포주

로서 CD45R 등의 B cell marker를 이용하여 말초혈액과

골수내에서의 종양세포 확장을 정확하게 판단할 수 없었

다. 따라서 A20 세포주를 이용한 동물모델은 명확한 구

분이 없이 연구자에 따라 백혈병과 림프종 모델로 모두

사용되어 왔으며 림프종 모델로서 사용한 사례가 더 많

이 보고되고 있다(Glass et al., 1996; Zeis et al., 2001;

Xu et al., 1995; Passineau et al., 2005; Liu et al.,

2007). 따라서 본 연구에서는 경제적이며 정상적인 면역

력을 갖고 있고, 모델 형성이 용이한 Balb/c 마우스에

heplotype이 같은 A20 세포주를 정맥투여하여 종양의 형

성과정을 관찰하고 혈액 내 A20세포의 체류, 골수 내로

의 침투 과정을 연구 하여 백혈병 동물 모델로서의 특성

을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

세포배양

본 연구에서는 Balb/c 마우스에서 유래된 세망세포육종

(reticulum cell sarcoma)으로서 세포타입이 B림프구인 A20

(murine B-lymphoma/leukemia cell line, Balb/c origin,

H-2d) 세포주를 사용하였다. A20 세포주는 75T 세포배양

플라스크(culture 75T flask; SPL, Pochoen-city, Korea)에

서 RPMI (Hyclone, Logan, USA) 배양액에 fetal bovine

serum (FBS; Hyclone, Logan, USA)을 10%, Penicillin-

streptomycin solution (Hyclone, Logan, USA)를 1% 첨

가하여 사용하였고 37oC, 5% CO
2
 배양기(Thermo

Electron, Waltham, Massachusetts, USA)에서 배양하였다.

실험동물 및 사육조건

암컷 Balb/c (6주령)은 오리엔트바이오(Seongnam-city,

Korea)에서 구입하였으며, 가톨릭대학교 특정병원균 부재

(specific pathogen-free; SPF) 동물실에서 항온(23~24oC),

항습(40~60%) 상태에서 멸균수와 사료(Purina Korea,

Seongnam-city, Korea)로 사육하였다. 본 연구는 동물 보

호법(Animal welfare act)을 준수하였고, 가톨릭대학교 동

물실험윤리위원회[IACUC (Institutional Animal Care and
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Use Committee) in school of medicine, The Catholic

University of Korea]의 심의를 거쳐 허가를 받은 후 진행

되었다.

세포주의 동종이식

1×105, 1×106 및 1×107 cells/100 µL로 준비된 A20 세

포는 phosphate-buffered saline (PBS)에 부유시켜 26½

gauge 주사기로 Balb/cAnN의 미정맥으로 100 µL씩 주입

하였다. A20 세포주를 이식하기 각각 4일전, 2일전에 체

중 1 kg당 150 mg의 cyclophosphamide (Sigma, Saint

Louis, Missouri, USA)를 복강에 주사하였다. 세포주 투여

후 상태 관찰, 체중 측정, 생존그래프 기록, 사망한 실험

동물의 간, 비장 등의 장기 무게를 측정하였다.

Wright 염색

A20 세포를 배양액과 같이 모아 900 g로 3분 동안 원

심분리하였다. 상층액은 버리고 세포 덩어리에 PBS을 첨

가하여 Pasteur pipette로 희석시킨 후, micropipette을 사

용하여 A20 세포 부유액을 각각 20 µL씩 취하여 slide

glass 위에 떨어뜨려 micropipette tip을 사용하여 도말한

후, 자연건조시켰다. 이와 같이 준비한 표본에 Wright 염

색용액(영동제약, Yongin-city, Korea)을 도말표본이 충분이

덮이도록 500 µL/slide씩 첨가한 후 5분간 염색하고,

Wright 염색액이 있는 상태에서 동량의 완충액(Na
2
HPO

4

4.53 mg/mL, KH
2
PO

4
 5.94 mg/mL)을 첨가하여 5분 동안

반응시켰다. 물로 2-3회 세척하여 여분의 염색액을 완전

히 제거한 후, 수용성 polyvinyl pyrrolidone (PVP)로 마운

팅한 후 광학현미경(Olympus, Tokyo, Japan)으로 확인하

였다.

조직병리 및 면역조직화학염색

이식 후 21일과 28일에 골수, 비장, 간 등의 장기를 적

출하여 조직검사를 시행하였다. 모든 조직은 4% formalin

으로 고정하여 파라핀 포매한 후 hematoxylin-eosin (H&E,

Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)와 B세포 면역조직화학

염색을 함께 시행한 후 현미경으로 조직을 관찰하여 A20

세포의 침윤을 확인하였다. 파라핀으로 포매된 조직을 4

µm 두께로 절편하여 silane coating slide (Muto Pure

Chemicals, Ltd., Tokyo, Japan)에 부착하여 실험에 이용하

였다. 조직절편을 Xylene 용액에 3분간씩 2회 담가서 파

라핀을 제거한 후 무수알콜에서 조직을 완전히 탈수시켰

다. Rat anti-mouse CD45R/B220 단일클론 항체(BD

PharmingenTM, Sparks, Maryland, USA)를 4oC에서 8시간

반응시키고 PBS완충액으로 3회 세척한 후 Vectorstain

ABC kit (VECTASTAIN®, Burlingame, California, USA)으

로 반응시킨 후 세척하였다. 면역반응결과를 확인하기 위

하여 strepavidin conjugated phosphatase (Abcam®,

Cambridge, England)로 상온에서 15분간 biotin과 결합하

게 한 후 HRP chromogen-DAB liquid kit (Abcam®,

Cambridge, England)으로 발색하게 한 후 hematoxylin

(Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)으로 대조염색을 실시

하였다.

말초혈액단핵세포(peripheral blood mononuclear

cell; PBMC)의 분리

마우스는 소동물흡입마취기(Harvard Apparatus, Holliston,

Massachusetts, USA)를 이용하여 가볍게 마취시킨 후 안

와정맥을 통해 채혈하였으며 약 500~700 µL의 전혈을

EDTA가 들어있는 microtube 에 모았다. RBC lysis buffer

(150 mM NH
4
Cl, 1 mM KHCO

3
, 0.1 mM Na

2
-EDTA)를

넣고 실온에서 2분간 가볍게 흔들어주면서 반응시킨 후

PBS를 충분히 첨가한 후 원심분리(900 g, 5분)하여 상층

액을 제거하였다.

골수세포의 분리

무균 조건에서 마우스의 양측 대퇴골을 채취하여 골단

부를 자르고 주사기에 26½ gauge의 바늘을 장착한 후

골단부의 한 쪽으로부터 10% FBS가 첨가된 RPMI 배지

10 µL로 골수강이 붉은 색에서 흰색으로 변할 때까지 완

전히 세척하였다. 세척액 중 뼈조각 및 기타 불순물을 제

거 한 후, 900 g에서 3분간 원심분리하고 상층액을 제거

하였다. 채취한 세포들을 배양접시에 넣어 배양기에서 2

시간 배양한 후, 부착되지 않은 세포만 따로 모아 골수

세포로 사용하였다.

비장세포의 분리

마우스의 비장을 적출하고 PBS로 2회 세척한 후 해부

용 수술칼로 잘라서 일부는 4% 포르말린 용액에 고정시

키고 나머지는 면역표지자 검색을 하기 위하여 비장세포

를 분리하는데 사용하였다. 비장세포를 분리하기 위하여

10% FBS가 들어있는 RPMI 1 µL를 세포배양접시에 넣은

후, 비장조직을 주사기 피스톤 부분으로 으깨어 Cell

strainer (BD Falcon, Bedford, Massachusetts, USA)에 통

과시켜 불순물을 제거하였다. 4oC에서 900 g로 5분간 원

심분리 후 상층액을 제거하고 비장세포를 PBS로 두번 세

척하였다. 비장세포중의 적혈구를 제거하기 위해 RBC lysis

buffer를 첨가 한 후 실온에서 2분간 반응시키고 PBS를

충분히 첨가하여 원심분리를 한 후 상층액을 제거하였다.

나노형광물질을 이용한 A20 세포주의 표기

A20 세포주는 실리카나노 분자(MNPs@SiO2)로서 RITC

형광을 띠는 CELL-STALKERTMII-CSR (Biterials, Seoul,

Korea)를 사용하여 표지하였다(Kim, 2006a, 2006b; Park,

2010). 실리카나노 분자를 사용하기 전 bath sonicator
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(Daihan scientific, Seoul, Korea)를 이용하여 40 kHz-

300W 이상으로 초음파 분쇄한 후 최종농도가 0.2 mg/

mL이 되도록 배지에 섞어 A20 세포와 함께 24시간동안

배양하였다. 배양 후 PBS로 3번 씻어준 후, 1×106/100 µL

의 농도가 되게 완충액에 부유시켜 실험동물에 정맥투여

하였다. 형광 표지여부는 형광현미경(Olympus, Tokyo,

Japan)과 FACS Caliber (Beckton Dickinson, Franklin

Lakes, New Jersey, USA)로 확인하였다.

유세포분석기를 이용한 A20 세포의 확인

형광나노물질로 표지한 A20 세포주를 주사 후 1분, 10

분, 30분, 1시간, 3시간, 6시간, 1일, 2일, 3일 및 7일에

말초혈액, 골수 및 비장 세포를 각각 분리하였다. 분리된

단핵 세포를 FACS 완충액으로 2회 씻어준 후, FACS

Caliber로 분석하였다.

통계처리

ANOVA와 Student t-test를 실시하였다. 통계학적 유의

수준은 각각 P<0.05과 P<0.01로 하였다.

결 과

A20 세포의 특성

A20 세포는 림프구성 백혈병(lymphoblastic leukemia)에

서 기원한 암세포주로서 림프모세포의 형태로 자랐다.

A20 세포는 크기가 비교적 일정하고, 모양은 둥글고 표

면이 부드러우며 중심부는 검고 가장자리는 선명하게 보

이는 halo 현상이 관찰되었다(Figure 1A). A20 세포의

doubling time은 18시간이었으며, 배양시간이 지속됨에 따

라 여러 개의 세포들이 덩어리를 형성하였다(Figure 1B).

또한 Wright 염색 후, 핵 내의 염색질이 보라색으로 염

색되었으며, 세포의 대부분을 차지하는 세포질은 옅은 푸

른색으로 나타났으며, 핵과 세포질이 겹쳐져 뚜렷하게 구

별되지 않는 림프구의 특성을 나타내었다(Figure 1C). 또

한 B-cell lymphoblast 특이 표면 항체인 CD45R이 높게

발현하고 있음을 확인하였다(Figure 1D).

A20 세포를 이용한 동물모델

1×107개의 A20 세포주를 투여한 군에서 주사 후 29일

에 처음으로 실험동물의 사망이 관찰되었으며 평균 생존

율은 36.3±5.3일이었다. 1×105 및 1×106개의 세포를 주

입한 군에서 평균 생존율은 각각 42.5±6.2일과 38.3±5.4

일이었다. 주입한 세포수의 증가에 따라 마우스의 생존기

간이 짧아짐을 확인할 수 있었으나 통계적 유의성은 관

찰되지 않았다(Figure 2). 또한 주입한 세포수에 따른 체

중 및 간장과 비장의 크기변화를 관찰한 결과 통계적으

로 유의한 체중변화는 관찰되지 않았으나, 1×106과 1×107

개의 세포를 주입한 그룹에서 4주째 간장의 무게가 뚜렷

Figure 1. Morphology and CD45R expression of A20 cell line, showing features immediately (A) and 48 hours after seeding (B)
(scale bar: 50 µm), Wright’s staining (C) (scale bar: 100 µm), and CD45R expression on the cell surface (D).
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하게 증가하였으며 1×107개의 세포를 주입한 그룹에서 4

주째 비장의 무게도 현저히 증가하였다(Table 1, P<0.01).

A20 세포주를 이용한 동물모델은 사망하기 48시간 전부

터 털이 거칠어지고, 움직임이 적었으며, 안구주위가 꺼

지는 등의 현상이 나타났고, 83.3%의 개체에서 하반신

마비증세가 나타났다.

A20 동물모델에서 조직의 변화

A20 세포 주사 후 4주째에 간장 조직절편을 제작하여

H&E 염색을 실시한 결과 핵이 크고 세포질이 적으며

hematoxylin에 의해 짙게 염색된 세포들을 쉽게 관찰할

수 있었고(Figures 3B-D), 또한 면역조직화학염색을 통해

A20 세포로부터 전환된 diffuse Large B-cell lymphoma로

판단되는 CD45R/B220 양성 세포들이 산재성 또는 결절

성으로 간장조직에서 성장하고, 대량으로 분포하고 있음

을 확인할 수 있었다(Figures 3F-H). 이러한 병변은 간장

조직에만 국한되어 있은 것이 아니라, 골반강, 복강 등에

산재성으로 분포되어 있었으며 특히 척수를 따라 경추주

위, 요추주위에 크고 작은 고형의 종양덩어리를 형성하고

있음이 확인되었다.

골수에서 A20 세포의 검출

형광물질로 A20 세포를 표지한 후 형광현미경과 유세

포분석기기를 이용하여 확인한 결과 형광물질 표지율이

89.84%로 나타났다(Figures 4A & 4B). 형광 표지된 A20

세포를 정맥으로 주사한 후 1분, 10분, 30분, 1시간, 3시

간, 6시간, 24시간, 48시간, 72시간에 혈액에서 표지된

A20 세포의 검출율은 각각 40.16, 36.49, 27.95, 20.98,

17.51, 10.99, 4.27, 4.83, 2.84%였고, 골수에서 표지된

A20 세포의 검출율은 1.23, 1.07, 1.16, 1.20, 1.64,

3.28, 9.64, 5.61, 3.36%로 나타났다(Figures 4C & 4D).

고 찰

성공적인 암 치료를 위해서는 현재 주요하게 수술요법,

방사선요법, 화학요법, 그리고 면역요법이 사용되고 있다.

또한 새로운 치료방법과 효능이 좋은 항암제개발이 지속

적으로 이루어지고 있으며 이런 연구를 위해서는 적당한

생체 종양 모델의 개발이 필요하다. 그 중에서도 마우스

를 이용한 동물 모델은 암 연구에서 대체하기 어려울 만

큼 광범위하게 사용되고 있다.

백혈병 동물모델은 크게 바이럴 모델(viral models), 이

식 모델(transplantable models), 이종이식 모델(xenograft

models), 형질전환 모델(genetically engineered models)이

있다(McCormack, 2005). 이 중 백혈병세포를 투여하는

이종이식 모델이 많이 연구되고 있으나 연구자에 따라 마

우스 생존율에 차이를 보이기도 한다. Balb/c 마우스에

A20 세포주를 정맥으로 투여하여 형성한 모델은 현재 이

식편대 백혈병(graft-versus-leukemia; GVL)연구와 항백혈병

면역반응 연구에 많이 사용되고 있으며(Glass, 1996; Zeis,

Figure 2. Survival rate of A20 cell-transplanted Balb/c mice. Three different numbers (1×105, 1×106 or 1×107 cells) of A20 leukemia
cells were intravenously injected into Balb/c mice. Each group consisted of 6-13 mice.

Table 1. Body and tissue weights of A20 cell-transplanted Balb/c mice

Treatment
(cells)

Survival
(days)

Body weight (g) Liver weight (g) Spleen weight (g)

0 week 3 week 4 week 4 week 4 week

PBS ∞ 100.0±4.5 108.5±7.1 111.0±5.4 1.351±0.051 0.074±0.006

1x105 42.5±6.2 100.0±5.4 107.5±6.3 110.9±7.6 1.374±0.021 0.078±0.005

1x106 38.3±5.4 100.0±3.7 104.1±6.4 110.1±4.1 *1.590±0.082* 0.087±0.010

1x107 36.3±5.3 100.0±1.6 107.6±3.1 103.4±4.7 *1.985±0.167* *0.134±0.121*

*P<0.01.
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2001), 또한 이는 조직학적, 세포형태학적으로 선천성 B

세포림프종과 아주 비슷했으므로 림프종 동물모델로 많

은 연구가 진행되고 있다(Xu, 1995; Passineau et al.,

2005; Liu et al., 2007). 특히 최근에는 비교적 짧은 시

간에 연조직, 복부의 림프절, 위, 비장 등 조직기관에 널

리 퍼지는 특징으로 인하여 전신적인 질환연구 및 화학,

면역, 유전요법의 효과를 검증하는 실험에 아주 좋은 모

델로 사용되고 있다(Xu, 1995; Passineau et al., 2005;

Liu et al., 2007). 이 동물모델은 가격이 비싸고 쉽게 기

타 병원체에 감염되어 사망할 확률이 높은 면역억제 마

우스를 사용하지 않아도 적은 수(1×105)의 세포주로 종양

형성이 되며 HL60 세포주를 면역억제 마우스에 50배

(5×106) 정도 투여했을 때보다도 종양모델이 쉽게 형성되

여 생존기간이 10여일 정도 단축시킬 수 있다는 점에서

장점을 가지고 있다(Glass, 1996; Zeis, 1997; Benjamin,

2007; Liu, et al., 2007).

본 연구에서는 Balb/c 마우스에서 자연 발생된 세망세

포육종(reticulum cell sarcoma), 세포타입이 B 림프구인

A20 (murine B-lymphoma/leukemia cell line, Balb/c

origin, H-2d)세포주를 Balb/c 마우스의 꼬리정맥으로 종양

세포를 주입하여 백혈병 동물 모델을 제작하였다. 종양세

포 투여 후 3주째부터 일부 개체들에서 복수 형성, 하지

마비 등의 현상이 관찰 되었으며, 종양세포 투여 후 4주

에 관찰한 결과, 모든 개체들에서 경추, 요추를 따라 형

성된 척추인접(paravertebral)조직에서 종양의 침투를 육안

으로 확인할 수 있었다. 하지 마비가 일어난 마우스는 약

83.3%에 달했으며, 관찰 결과 요추주위의 종양덩어리를

확인 할 수 있었다. 가장 뚜렷한 변화는 간조직에서 나

타났다. 종양세포이식 3주째부터 산재성 또는 군집성의

흰색 종양덩어리가 형성되는 것을 유관으로 관찰 할 수

있었다(Figures 3B-D). 종양세포 투여 후 4주째 실험동물

의 간 조직에서 세포핵이 크고 세포질이 희소하여

hematoxlin으로 짙게 염색이 되는 종양세포를 관찰할 수

있었고 조직학적으로는 전이된 diffuse Large B-cell

lymphoma로 확인되었다(Figures 3F-H). 이는 A20 세포주

를 주입한 동물모델에서 세포주입 후 5일 만에 간장의

연조직에서 림프계 세포로 의심되는 세포들의 침윤을 발

견하였으며, 세포의 침윤이 점점 가중화되어 10일째부터

는 전형적인 B세포림프종임이 H&E 조직염색을 통해 광

학현미경으로 관찰 되었으며 30일째 에는 육안으로도 분

별될 수 있는 큰 nodule을 형성하거나 산재성(spread)으

로 침습하는 것을 관찰 할 수 있었다고 보고한 Passineau

의 연구와 일치하는 것이다(Passineau et al., 2005). 이들

연구에 따르면 종양세포를 정맥투여한지 30 일째에 H&E

염색을 통하여 척수에 백혈병세포가 대량으로 침투되었

을 뿐 만 아니라 골조직을 침범하는 등 현상이 보고되었다.

Figure 3. Comparison of the livers of control and A20 cell-inoculated mice. Livers were removed at 28 days post-injection. The
surface of control liver is smooth and soft, while distinct nodules are visible on the A20 cell-transplanted mice (A-D). Histological
examination showed diffuse or nodular infiltration of lymphoma cells in the liver parenchyma of A20 cell-transplanted mice. The
infiltrated A20 cells were confirmed by H&E (E-G) and immunohistochemical staining on CD45R (H-K). Scale bar: 500 µm.
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Figure 4. Detection of fluorescent nanoparticle (MNPs@SiO2 RITC)-labeled A20 cells in vitro and in vivo. RITC signals in the
labeled cells were detected by fluorescence microscopy (A) and FACS (B). In vivo, the infiltrations of A20 cells in PBMC (C) and
bone marrow (D) were analysis by FACS. Data at every time point in each group consisted of 3 mice.
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특히 본 연구에서 주목할 만한 점은 A20 세포주를 정

맥 투여 후 6시간 내에 골수에서 투여한 A20 세포의 침

투를 검출할 수 있었다는 점이다(Figure 4D). A20 세포는

Balb/cAnN 마우스와 같은 heplotype의 세포주이고, 특별

한 종양표지단백질이 없기 때문에 혈액이나 골수내에서

A20 세포를 검출할 수가 없었다. 본 연구에서는 A20 세

포의 정맥투여 후 생체내에서 A20 세포의 골수내 침투

를 확인하기 위하여 RITC 형광을 띠는 CELL-STALKERTMII-

CSR 실리카나노분자로 A20 세포주를 표지하였다. 형광표

지자는 세포성장 속도에 영향을 미치지 않았으며(data not

shown), 형광 물질의 세포 표지율은 전체 세포의 약

89.84%였으며(Figure 4B), 이는 기존에 보고된 결과의 동

일한 효율이다(Park, 2010). 형광 물질로 표지된 종양세포

를 실험동물에 주사한 후 1분, 10분, 30분, 60분, 3시간,

6시간, 24시간, 48시간에 각각 3수씩 희생하여 혈액과 골

수에서 FACS 분석을 실시하였다. 주사 1분 후에 혈액내

에서 RITC 양성세포가 40.2%로 검출되었으나, 시간이 지

남에 따라 점점 검출율이 줄어드는 것을 확인하였다. 골

수의 경우 주사 후 3시간까지도 대조군과 차이가 없었으

나, 6시간째부터는 골수내에서 유의성 있게 형광 표지 된

세포들이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다(Figure 4D). 혈

액내에서 형광 표지 종양세포의 검출율이 점점 줄어드는

것은 종양세포들이 각 기관과 장기에 확산, 침투되고, 일부

는 탐식세포(macrophage) 등에 의해 대식작용(phagocytosis)

이 일어나거나 체외로 배출된 것으로 분석할 수 있다. 정

맥투여로 주입된 백혈병세포는 골수내에 빠른 시간에 침

투되어 정착하는 것으로 나타났으나, 표지된 종양 세포의

양은 골수내에서 24시간째에 10% 정도의 검출율을 나타

났으며, 점점 검출율이 줄어드는 것을 확인할 수 있었다.

세포 성장에 따른 형광 표지 정도를 확인하기 위해 in

vitro에서 A20 세포를 형광 표지한 후 1일, 3일, 7일째에

수거하여 FACS analysis를 실시하였다. 형광 표지 후 1일

째와 3일째의 형광표지된 세포의 검출율은 각각 89.84%,

46.0%였으나, 7일째는 검출율이 1% 미만이었다. 이러한

결과는 A20 세포의 성장으로 인하여 형광 표지 세포 수

의 감소에 의한 결과로 사료된다(Park, 2010). 따라서 골

수내의 형광 표지 세포의 감소는 골수내 A20 세포의 분

열에 의한 것으로 추측된다.

A20 세포주와 정상적인 면역력을 갖고 있는 Balb/c 마

우스를 이용한 백혈병 동물모델은 주사 후 6시간 내에

골수 침투, 척추 주변조직으로의 신속한 침윤, 신경압박,

1×106 세포주를 주사하였을 때 평균생존기간 약 38.3일

로써 매우 공격적인 동물모델이다. 또한 간, 척수, 기타

연조직에 전이성 종양조직을 형성하는 동물모델이다. 특

히 주사 후 6시간 내에 골수 침투는 본 연구에 의해서

처음 증명 되었으며, 또한 A20 세포의 골수 침투를 통한

간조직 등 다른 조직으로의 전이를 증명하였다. 따라서

Balb/c 마우스에 A20 세포주를 정맥으로 투여하는 방법

은 림프종 동물모델로서뿐만 아니라 경제성, 실험의 용이

성, 모델의 공격성 등을 고려할 때 여러 가지 백혈병 연

구 생체모델로서의 우수한 가치를 가지는 것으로 사료된다.
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