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[摘 要] 目的：探讨共表达淋巴细胞活化基因3（lymphocyte activation gene 3, LAG-3）抗体（LAG-3 antibody，aLAG）的溶瘤腺病

毒对成胶质细胞瘤的抗肿瘤活性。方法：在溶瘤腺病毒Ad3的骨架中插入aLAG序列，获得重组溶瘤腺病毒Ad3-aLAG。应用WB

法检测感染成胶质细胞瘤GL261细胞中aLAG的表达水平，MTT法检测重组溶瘤腺病毒对GL261细胞的杀伤能力，通过小鼠皮下

移植瘤模型评估重组溶瘤腺病毒对成胶质细胞瘤的体内肿瘤生长的抑制效果，免疫组化染色法检测肿瘤浸润T细胞，并通过流式细胞

术检测肿瘤浸润T细胞分泌细胞因子TNF-α及 IFN-γ的水平。结果：成功构建的重组溶瘤腺病毒可以有效表达aLAG（P<0.01），并

且可以在体外杀伤GL261细胞（P<0.01）。小鼠皮下移植瘤模型实验结果显示，重组溶瘤腺病毒Ad3-aLAG较Ad3溶瘤腺病毒而言

肿瘤抑制能力更强（P<0.01），并且可以有效增强移植瘤组织中 CD3+ T 细胞的浸润（P<0.01）、增强浸润 T 细胞分泌 IFN-γ的能

力（P<0.01）。结论：Ad3-aLAG重组溶瘤腺病毒在体内外均显著抑制成胶质细胞瘤细胞的生长，同时增强体内的抗肿瘤免疫反应，

有望为成胶质细胞瘤治疗提供一种新的方案。
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[Abstract] Objective: To explore the anti-tumor activity of oncolytic adenovirus co-expressing lymphocyte activation gene 3 (LAG-3)

antibody (aLAG) against glioblastoma. Methods: aLAG sequence was inserted into the skeleton of oncolytic adenovirus Ad3 to obtain

recombinant oncolytic adenovirus (Ad3-aLAG). The expression of aLAG in infected gliblastoma GL261 cells was detected by WB. The

cytotoxicity of recombinant oncolytic adenovirus against glioblastoma was detected by MTT method. The tumor inhibitory activity of

recombinant oncolytic adenovirus against glioblastoma in vivo was evaluated with mice subcutaneous xenograft model. Tumor

infiltrating T cells were detected by immunohistochemical staining, and the levels of cytokines TNF-α and IFN-γ secreted by tumor

infiltrating T cells were detected by Flow cytometry. Results: The recombinant oncolytic adenovirus was successfully constructed,

which could effectively express aLAG and kill GL261 cells in vitro (all P<0.01). Experimental results of mice subcutaneous xenograft

model showed that the tumor inhibition ability of recombinant oncolytic adenovirus Ad3-aLAG was stronger than that of Ad3 oncolytic

adenovirus (P<0.01), and Ad3-aLAG could effectively enhance the infiltration of CD3+ T cells in tumor tissue (P<0.01) and enhance the

IFN- γ secretion ability of infiltrating T cells (P<0.01). Conclusion: Ad3-aLAG recombinant oncolytic adenovirus can significantly

inhibit the growth of glioblastoma cells in vivo and in vitro, and enhance the anti-tumor immune response in vivo, which is promising to

provide a new scheme for the treatment of glioblastoma.
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成胶质细胞瘤（glioblastoma）是最常见和最具侵

袭性的脑部恶性肿瘤，目前仍缺乏有效的治疗方

案[1-2]。标准治疗程序为手术切除，之后采用化疗药

物替莫唑胺或放疗进行配合[3-4]。成胶质细胞瘤的预

后极差，患者中位生存期不到两年[5]。成胶质细胞瘤

对标准治疗的抵抗导致肿瘤复发率很高[6]。因此，急

需寻找针对成胶质细胞瘤的安全有效的治疗手段。
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病毒疗法正在成为一种针对肿瘤的新兴疗法[7]。此

前美国食品药品监督管理局（FDA）批准溶瘤疱疹病

毒 T-VEC（Talimogene Laherparepvec）用于治疗转移

性黑色素瘤，使得使用其他溶瘤病毒作为肿瘤的

标准治疗成为可能 [8]。先前的研究[9]发现，共表达

PD-L1抑制剂的溶瘤病毒能够通过激活抗原特异性

T细胞反应来发挥协同抗肿瘤功效，提供了一种新的

溶瘤免疫治疗方法。由于单纯的溶瘤病毒疗法并不

足以达到完全的肿瘤消除，为了解决溶瘤病毒的这

一缺陷，同时增强免疫检查点抑制剂在肿瘤部位的

富集能力，本研究基于溶瘤腺病毒Ad3的病毒骨架构

建了一种工程化的溶瘤腺病毒Ad3-aLAG，其共表达针对

免疫检查点淋巴细胞活化基因3（lymphocyte activation

gene 3, LAG-3）抗体（LAG-3 antibody，aLAG），以期实

现更强的抗肿瘤免疫反应，为成胶质细胞瘤的治疗

提供新的策略。

1 材料与方法

1.1 细胞系、实验动物及主要试剂

人脑胶质瘤细胞系U87和U373购自美国模式菌

种保藏库（ATCC），鼠脑胶质瘤细胞株GL261和人肾

上皮细胞HEK293A购自中科院上海细胞库。所有

细胞均采用添加 10% 胎牛血清（fetal calf serum，

FBS）的DMEM培养基，置于37 ℃、5% CO2的培养箱

中进行培养。

6~8 周龄的雌性 C57 小鼠（No.201932776）购自

海南医学院实验动物中心，在该中心标准无菌室中

饲养，所有方案均征得海南医学院实验动物中心护

理和使用委员会批准。

MTT试剂以及DMSO购自上海翌圣生物科技有

限公司，抗 His 抗体购自 Abcam 公司，抗 IFN- γ -

BV421及抗TNF-α-PE流式抗体购自美国BD公司，

抗 CD3 免疫组化抗体购自美国 Abclonal 公司，

GAPDH 内参抗体购自碧云天生物科技有限公司，

Fix/Perm固定破膜溶液及 Perm/Wash清洗溶液购自

美国Biolegend公司，小鼠IL-2、IFN-γ及TNF-α ELISA

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，HRP标记

的山羊抗兔二抗（70-GAR007）购自杭州联科生物

科技有限公司。

1.2 重组病毒构建

LAG-3 抗体的 scFv 序列来源于相关专利（US

9908936），将轻链可变区与重链可变区通过 G4S

Linker进行连接，同时在N端添加哺乳动物免疫球蛋

白信号肽序列，并且在 C 端添加 5×His 标签用于检

测。将 aLAG片段直接插入 pEnAd2.4质粒中用于生

产重组溶瘤腺病毒Ad3-aLAG。此外还将绿色荧光

蛋白（green fluorescent protein，GFP）通过T2A序列与

aLAG进行连接，用于示踪重组溶瘤腺病毒的感染情

况。重组质粒DNA用AscⅠ酶切实现线性化，之后转

染 HEK293A 细胞，在添加 2% FBS 的 DMEM 中培

养、生产病毒。在较多的斑块形成后，收获细胞，并通过

3个冻融周期裂解细胞，释放病毒。将裂解的上清液

添加到 40%蔗糖溶液上层，在 4 ℃的温度下 20 000×g

离心120 min，病毒颗粒用PBS重悬，-80 ℃保存。病

毒的滴定：将HEK293A细胞按105/孔进行接种，之后

加入10倍梯度稀释的病毒液，共孵育60 min后，添加

2 ml培养基，继续孵育48 h，洗涤细胞，并将其固定于

含有 0.1%结晶紫的乙醇溶液中，显微镜下计数阳性

空斑数得到病毒滴度。

1.3 WB法检测胶质瘤细胞中aLAG蛋白的表达

用感染复数（multiplicity of infection，MOI）为 5

的 Ad3 或 Ad3-aLAG 对 GL261 细胞进行感染，孵育

48 h后收集细胞，1 000×g 离心 2 min 后，加入含有

1×RIPA缓冲液和 1×蛋白酶抑制剂的工作液，冰

上孵育 30 min，10 000×g离心 5 min后获得蛋白。取

50 μg蛋白进行 12% SDS-PAGE、转膜，用 5%脱脂牛

奶溶液在室温下封闭 2 h，用抗 His 抗体（1︰1 000）

4 ℃孵育过夜。次日，TBST液清洗后，加入HRP标

记的山羊抗兔二抗（1︰10 000），室温孵育1 h后，加入

ECL进行曝光。GAPDH作为内参，用Image Pro Plus 6.0

进行蛋白灰度分析。

1.4 MTT法检测Ad3-aLAG对胶质瘤细胞增殖的影响

在病毒感染前 24 h将各组的胶质瘤细胞分别接

种于 96孔板中（8×103个/孔），并以不同MOI值（0.1、

0.5、1.0、5.0）的 Ad3 或 Ad3-aLAG 感染胶质瘤 U87、

U373和GL261细胞，培养18 h后，在每孔内加入 20 μl

MTT溶液，继续培养4 h后，弃上清，加入150 μl DMSO

溶液，在酶标仪上检测波长570 nm和620 nm处的光密度

（D）值，计算细胞增殖率。细胞增殖率=（1-实验组

D570-D620/对照组D570-D620)×100%。实验重复3次。

1.5 GL261细胞小鼠移植瘤模型的建立及观察

将密度为 3×106的GL261细胞注射到小鼠右侧

腋下，以建立小鼠皮下GL261细胞移植瘤模型。分

别在接种后第 7、第 10 和第 15 天通过尾静脉注射

PBS、Ad3、Ad3-aLAG（5×107pfu/只[10]）进行治疗，并观

察移植瘤的生长状况。每 2~3 d测量一次瘤体积和

小鼠质量。对表现出垂死状态的小鼠实施安乐死。

至30 d时，处死小鼠、剥离移植瘤，拍照并称瘤质量，

切取移植瘤组织进行后续研究。

1.6 免疫组化染色法检测小鼠移植瘤组织中T细胞

浸润程度

使用小鼠抗CD3单克隆抗体（1︰150）对4%多聚
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甲醛溶液固定的石蜡组织切片进行免疫染色，

4 ℃孵育过夜。次日，PBST 清洗后，用 HRP 偶联

二抗（1︰1 000）室温孵育 1 h，用 PBST洗涤 3次。将

载玻片用 3,3'-二氨基联苯胺（DAB）染色并用苏木精

复染。拍摄照片，通过计数CD3阳性细胞数目实现

数据量化。采用 Image Pro Plus 6.0的 count size功能

对阳性染色T细胞个数进行统计。

1.7 流式细胞术检测小鼠移植瘤组织中肿瘤浸润T

细胞分泌 IFN-γ和TNF-α的能力

用胶原酶Ⅰ消化小鼠移植瘤组织，以70 µm滤膜

过滤获得单细胞悬液，加入抗CD3抗体（1︰50）室温

避光孵育 20 min，用 PBS 洗涤 3次，用 Fix/Perm固

定破膜溶液孵育细胞 20 min，之后用 Perm/Wash

缓冲液洗涤细胞，用 IFN-γ（1︰100）和TNF-α的抗体

（1︰100）避光孵育 30 min，再用 Perm/Wash缓冲液洗

涤3次后，在LSRⅡ细胞仪（BD公司）上进行操作，并

用 FACS DIVA软件 v8.0（BD公司）分析分泌 TNF-α

和 IFN-γ的T细胞占比情况。实验重复3次。

1.8 ELISA法检测小鼠移植瘤组织中 IL-2、IFN-γ及

TNF-α水平

将小鼠移植瘤组织打碎形成组织匀浆后，以

12 000×g离心5 min，取上清，按照ELISA试剂盒说明

书的方法进行实验，检测上清中 IL-2、IFN-γ及TNF-α

的含量。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用SPSS 19.0软件对所有实验数据进行统计学

处理。正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较

采用 t检验。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 成功建立表达aLAG的Ad3-aLAG细胞株

分别用Ad3及Ad3-aLAG慢病毒感染GL261细

胞后，荧光显微镜下见Ad3组和Ad3-aLAG组细胞中

均有GFP的表达，而 PBS组细胞中未见GFP的表达

（图 1A）。WB 法检测结果（图 1B）显示，Ad3-aLAG

组胶质瘤细胞中 aLAG的表达水平显著高于Ad3组

（均P<0.01）。

**P<0.01 vs PBS or Ad3 group

A: Fluorescence microscopic photos of GL261 cells infected with recombinant oncolytic adenovirus (×200);

B: The expression of aLAG in infected GL261 cells was detected by WB

图1 重组溶瘤腺病毒感染能力的鉴定

Fig.1 Identification of infection ability of recombinant oncolytic adenovirus

2.2 Ad3-aLAG显著降低胶质瘤细胞的增殖能力

MTT法检测结果（图2）显示，随着感染胶质瘤细

胞MOI值的增大，Ad3及Ad3-aLAG对肿瘤细胞的细

胞毒性作用逐渐增强，当MOI=5时，靶细胞的增殖率

显著低于PBS组（P<0.01），而Ad3组与Ad3-aLAG组

细胞增殖率比较差异无统计学意义（P>0.05）。结果

表明，Ad3及Ad3-aLAG均可以有效抑制胶质瘤细胞

的增殖，但二者的抑制能力无显著性差异。

2.3 Ad3-aLAG显著抑制小鼠移植瘤的体内生长

通过皮下荷瘤小鼠模型来验证Ad3-aLAG的体

内抑瘤活性。监测治疗后小鼠胶质瘤体积的结果

（图 3A）发现，Ad3和Ad3-aLAG组小鼠移植瘤的生
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长速度明显低于PBS组（均P<0.01），Ad3-aLAG组的

抑瘤作用显著强于Ad3治疗组（P<0.01）。在第30天

时处死小鼠、剥离肿瘤组织，测量移植瘤质量结果

（图 3B，C）显示，Ad3和Ad3-aLAG组移植瘤的质量

显著低于PBS组（均P<0.01），Ad3-aLAG组移植瘤的

质量显著低于 Ad3 治疗组（P<0.01）。结果表明，

Ad3-aLAG较Ad3具有更强的胶质瘤生长抑制能力。

2.4 Ad3-aLAG治疗显著增加浸润T细胞的数量

免疫组化染色结果（图4）显示，Ad3及Ad3-aLAG组

移植瘤组织中CD3+ T细胞的浸润数量显著多于PBS

组（均P<0.01），Ad3-aLAG组较Ad3组的CD3+ T细胞

数目进一步增多（P<0.01）。结果表明，Ad3-aLAG治

疗可以引起更多的肿瘤浸润T细胞的增殖。

**P<0.01 vs PBS group

图2 重组溶瘤腺病毒在不同MOI下对胶质瘤细胞的细胞毒性

Fig.2 Cytotoxicity of recombinant oncolytic adenovirus to glioma cells under different MOI

**P<0.01vs PBS group; △△P<0.01vs Ad3 group

A: Tumor volume; B: Mouse xenograft specimen: C: Tumor mass

图3 重组溶瘤腺病毒对小鼠胶质瘤的体内抗肿瘤效果

Fig.3 Anti-tumor effect of recombinant oncolytic adenovirus on mouse glioma in vivo

**P<0.01 vs PBS group; △△P<0.01 vs Ad3 group

图4 移植瘤组织中CD3+ T细胞的浸润情况（免疫组化染色，×100））

Fig.4 Infiltration of CD3+ T cells in xenograft tissue (immunohistochemical staining, ×100)

2.5 Ad3-aLAG增强浸润T细胞的抗肿瘤活性

流式细胞术检测结果（图 5A，B）显示，Ad3组移

植瘤中肿瘤浸润T细胞分泌 IFN-γ的水平显著高于

PBS组（P<0.01）；Ad3-aLAG组移植瘤中浸润T细胞

分泌 IFN-γ的能力显著高于Ad3组（P<0.01）。然而，

反常的是，Ad3-aLAG 组移植瘤中浸润 T 细胞分泌

TNF-α 的能力较 Ad3 治疗组有所降低（P<0.05）。

ELISA实验结果（图5C）显示，Ad3-aLAG组移植瘤组

织中 IL-2、IFN-γ及TNF-α的水平显著高于Ad3治疗

组（均P<0.01）。结果表明，Ad3-aLAG治疗可以增强

肿瘤浸润T细胞分泌细胞因子 IFN-γ的能力，增强其

抗肿瘤活性。
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**P<0.01 vs PBS group; △P<0.05，△△P<0.01 vs Ad3 group

A: IFN-γ+ T cells and TNF-α+ T cells were detected by flow cytometry; B: Numbers of IFN-γ+ T cells and TNF-α+ T cells;

C: Detection of IL-2, IFN-γ and TNF-α level in tumors by ELISA

图5 肿瘤浸润T细胞的细胞因子分泌水平

Fig.5 Cytokine secretion level of tumor infiltrating T cells

3 讨 论

溶瘤病毒在治疗脑肿瘤方面的潜力已被许多研

究[11]证明。已有几个临床试验[12-13]评估了不同类型的

溶瘤病毒在成胶质细胞瘤患者中的适用性，并展现

出不错的疗效。溶瘤病毒疗法触发免疫反应的特

性，以及开发分泌免疫调节因子的工程化溶瘤病毒

的可能性，为肿瘤的治疗开辟了新的领域。

溶瘤病毒具有肿瘤特异性复制、感染不同肿瘤

细胞的能力、体内稳定性好、人体安全性好等优点，

是一种很有吸引力的肿瘤免疫治疗手段[13]。在本研

究对共表达 aLAG的血清Ⅲ型腺病毒Ad3-aLAG进

行了研究，发现其具有以下重要特征：完全的血清

型Ⅲ型，可通过静脉途径给药增强肿瘤的转导；由于

端粒酶逆转录酶（telomerase reverse transcriptase,

TERT）启动子的存在，具有肿瘤选择性；所分泌的免

疫检查点抑制剂可以解除免疫抑制，增强局部抗肿

瘤免疫反应。

利用免疫检查点抑制剂有效地增强了内源性

T细胞的抗肿瘤反应，导致部分晚期恶性肿瘤患者的

持久反应，如黑色素瘤、转移性肺癌、肾癌和膀胱

癌[14]。然而，大多数肿瘤患者对免疫检查点抑制剂无

响应。治疗失败的一个原因是所谓的“冷”肿瘤，此

类肿瘤患者往往具有较低的突变负荷，较差的主要

组织相容性复合体提呈，以及较弱的吸引T细胞浸润

的能力[15]。溶瘤病毒则有潜力来克服“冷”肿瘤的这

种弊端。通过局部的免疫激活、免疫原性溶瘤作用、

释放和提呈突变的新抗原，以及改变免疫抑制的肿

瘤微环境来激活T细胞反应[16]。最近的临床试验[17]

证明，溶瘤病毒T-Vec可以促进瘤内T细胞浸润和增

强PD-1或CTLA-4抗体的疗效。而本研究在体内实

验中发现，Ad3-aLAG 治疗后肿瘤浸润的T细胞显

著增加，且肿瘤浸润T细胞分泌细胞因子 IFN-γ的能

力更强，表明其具有更好的抗肿瘤活性。

越来越多的研究[18-19]表明，LAG-3是一种十分重

要的免疫检查点。本研究通过体内外实验证明了构

建的溶瘤腺病毒Ad3-aLAG具有显著的肿瘤抑制能

力，同时其分泌的 aLAG可以解除肿瘤微环境中的免

疫抑制状态，增强T细胞的浸润及抗肿瘤活性。但本

研究也存在一些不足，如未能选择原位的肿瘤小鼠

模型进行Ad3-aLAG的活性评价，后续将继续在该种

模型中检测Ad3-aLAG的抗肿瘤能力，并初步评价其

不良反应水平。总之，这种经过改造的工程化溶瘤

腺病毒提供了一种针对成胶质细胞瘤特异性的、有

效的肿瘤免疫疗法，该疗法有望为成胶质细胞瘤患

者的治疗提供一种新的思路。
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