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[摘 要] 目的：构建LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细胞的共培养模型，探讨新型全人源LAG3单克隆抗体（LAG3 mAb）的体外抗肿

瘤作用及其可能的机制。方法：使用PHA刺激 Jurkat细胞模拟TIL，通过ELISA法检测 Jurkat细胞的 IL-2分泌水平来评估细胞

活化程度，通过FCM、免疫荧光法和WB法检测活化后 Jurkat细胞的LAG3表达水平及肿瘤细胞（胃癌HGC-27、MGC-803细胞和

NSCLC A549细胞）中LAG3配体MHCⅡ类分子（MHC-Ⅱ）的表达水平。构建活化的LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细胞的共培养模

型，CCK-8法评估在不同效靶比时LAG3+Jurkat细胞杀伤肿瘤细胞的效率及抗LAG3 mAb对杀伤效率的影响，ELISA法检测共培

养体系上清液中细胞因子 IL-2、IL-10和TNF-α的分泌水平。结果：2 μg/mL PHA刺激48 h对 Jurkat 细胞无明显毒性（P>0.05），

且能够活化 Jurkat细胞使其分泌 IL-2（P<0.01）并诱导LAG3表达（P<0.01），获得活化的LAG3+Jurkat细胞。MGC-803 和 A549 细

胞显著表达 MHC-Ⅱ（P<0.01），但HGC-27细胞不表达（P>0.05）。选用效靶比10∶1构建LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细胞的共培养

模型，抗LAG3 mAb能够有效增强 Jurkat细胞对两种MHC-Ⅱ+肿瘤细胞的杀伤作用（均P<0.05），并且 MHC-Ⅱ+靶细胞组共培

养上清液中细胞因子 IL-2、IL-10和TNF-α水平均显著升高（均P<0.01）。结论：成功构建LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细胞体外共培

养模型，抗LAG3 mAb可能通过阻断LAG3/MHC-Ⅱ相互作用提高LAG3+Jurkat细胞对肿瘤细胞MGC-803和A549的杀伤作用，

并且该作用可能与共培养体系中细胞因子 IL-2、IL-10和TNF-α分泌水平升高有关。
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[Abstract] Objective: The co-culture model of LAG3+Jurkat cells and tumor cells was constructed to investigate the anti-tumor effect

and mechanism of a novel fully human anti-LAG3 monoclonal antibody in vitro. Methods: Jurkat cells were stimulated with PHA to

simulate TIL, and the secretion of IL-2 was detected by ELISA to evaluate the degree of Jurkat cell activation. Meanwhile, FCM,

Immunofluorescence and WB assays were employed to detect the expression of LAG3 in activated Jurkat cells and MHC classⅡ

molecule（MHC-Ⅱ）, a LAG3 ligand, in HGC-27, MGC-803 and A549 tumor cells. The co-culture model of activated LAG3+Jurkat

cells and tumor cells was constructed, and CCK-8 assays were employed to detect the killing efficiency of LAG3+Jurkat cells against

tumor cells at different effector-target ratios and the effect of the anti-LAG3 antibody . The secretion levels of cytokines IL-2, IL-10 and

TNF-α in supernatant of co-culture system were detected by ELISA. Results: After 48 h treatment, 2 μg/mL PHA exhibited no obvious

cytotoxicity to Jurkat cells (P>0.05), but could significantly induce IL-2 secretion (P<0.01) and LAG3 expression (P<0.01), indicating

activated LAG3+Jurkat cells were acquired. MGC-803 and A549 cells significantly expressed MHC-Ⅱ (P<0.01), but HGC-27 cells did

not express MHC-Ⅱ (P>0.05). The co-culture model of LAG3+Jurkat cells and tumor cells was constructed at a effector-target ratio of

10∶1. The anti-LAG3 antibody could effectively enhance the killing efficiency of Jurkat cells against MHC-Ⅱ+ tumor cells (P<0.05).

Further analysis revealed that the secretion levels of cytokines IL-2, IL-10 and TNF-α were increased in the co-culture supernatant of

MHC- Ⅱ+ target cell group (all P<0.01). Conclusion: A co-culture model of LAG3+Jurkat cells and tumor cells was successfully
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constructed in vitro. The anti-LAG3 antibody might increase the killing effect of Jurkat cells against MGC-803 and A549 tumor cells

through blocking LAG3/MHC-Ⅱ interaction, which may be related to the increased secretion levels of cytokines IL-2, IL-10 and TNF-α

in the supernatant of co-culture system.

[Key words] tumor; T cell; Jurkat cell; lymphocyte-activation gene 3 (LAG3); fully human monoclonal antibody; MHC class Ⅱ

molecule; cytokine
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免疫检查点抑制剂能够阻断肿瘤微环境中肿瘤细

胞与TIL相互作用中的抑制性信号，恢复TIL对肿瘤细

胞的免疫监视功能，促进抗肿瘤的作用，成为抗肿瘤药

物研发热点[1]。淋巴细胞活化基因 3（lymphocyte-

activation gene 3，LAG3）主要表达于TIL细胞表面，通

过与肿瘤细胞上MHC-Ⅱ类分子（MHC-Ⅱ）结合，使肿瘤

细胞发生免疫逃逸，成为继PD-1及CTLA-4后免疫检查

点抑制剂的新兴靶点[2-3]。至今已有30余种LAG3抑制

剂进入临床试验阶段，在黑色素瘤、乳腺癌、NSCLC和

胃癌等疾病中取得良好的疗效[4-8]。前期，本课题组通

过噬菌体抗体库技术筛选及工程化改造获得了一株靶

向LAG3的具有高亲和力、高特异性的新型全人源IgG4

单克隆抗体（mAb），能够有效阻断LAG3与其配体MHC-

Ⅱ的结合；在转入LAG3基因的MC38结肠癌细胞转基

因小鼠模型中，该mAb单独使用及联合抗PD-1单抗均

能有效抑制肿瘤生长[9]；在15例晚期实体瘤患者疗效评

估中，发现该mAb的疾病控制率（disease control rate，

DCR）为66.7%[10]。为探讨其抗肿瘤作用机制，本课题

组尝试构建LAG3+Jurkat细胞与MHC-Ⅱ阳性表达的肿

瘤细胞体外共培养模型，模拟体内肿瘤微环境中TIL和

肿瘤细胞的相互作用，评价抗LAG3 mAb功能并对其

机制进行初步探索，为其将来临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞及主要试剂

人白血病T细胞 Jurkat购自北京协和细胞库，人

胃癌细胞MGC-803、HGC-27和NSCLC细胞A549均

由本实验室保存。抗LAG3 mAb由南京维立志博生

物公司馈赠，兔抗人MHC-Ⅱ、LAG3、β-actin一抗和

Alexa Fluor® 488、HRP 标记的山羊抗兔二抗均购自

美国Abcam公司，RPMI 1640液体培养基、FBS购自

美国Corning公司，CCK-8细胞增殖试剂盒购自日本

同仁公司，植物血凝素（phytohemagglutinin，PHA）购

自美国 Sigma 公司，ECL 化学发光试剂盒购自美国

Millipore公司，BCA试剂盒购自北京阳光英锐生物

科技有限公司，人 IL-2、IL-10、TNF-α、IFN-γ、IL-4和

IL-6的ELISA检测试剂盒均购自北京达科为生物技

术有限公司。

1.2 细胞培养

将 Jurkat、HGC-27、MGC-803 和 A549 细胞置于

含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基中，在 37 ℃、5%

CO2细胞培养箱内培养，当细胞生长至 70%~80%汇

合时，收集细胞传代或用于后续实验。

1.3 CCK-8法检测PHA对 Jurkat细胞的毒性作用

取Jurkat细胞重悬于含PHA（终质量浓度分别为1、

2、3、4和5 μg/mL）的培养基中，按5×104个/孔接种于96

孔板中，分别培养48和72 h，以加入PBS（PHA溶剂）的

细胞及单独培养基为对照组（Control组）和空白组。然

后在各个时间点，每孔加入10 μL CCK-8试剂，37 ℃处

理2 h，通过酶标仪（Bio-Rad公司）在450 nm处测定各

孔光密度（D）值，计算PHA 的细胞毒性。细胞毒性=

[1–（D 实验组–D 空白组）/（D 对照组–D 空白组）]×100%。

1.4 FCM检测 LAG3和MHC-Ⅱ蛋白在 Jurkat细胞

和肿瘤细胞表面的表达水平

收集 Jurkat细胞和肿瘤细胞，用 PBS 洗涤 2 次，

分别向细胞悬液加入抗LAG3（1∶100）或 MHC-Ⅱ

（1∶100）、同型 IgG 对照（1∶1 000）抗体室温下处

理0.5 h 后，再加入 Alexa Fluor® 488 标记的二抗

（1∶2 000）室温下处理25 min，重悬于300 μL PBS中，

FCM检测该两蛋白的表达水平。

1.5 免疫荧光法观察LAG3和MHC-Ⅱ蛋白在 Jurkat

细胞和肿瘤细胞表面的表达

Jurkat 细胞和肿瘤细胞经爬片、固定后，加入抗

LAG3或MHC-Ⅱ一抗（1∶100）室温处理1 h后，再加入

Alexa Fluor® 488 标记的二抗（1∶2 000）室温避光处

理30 min，用封片剂密封，通过激光共聚焦显微镜观察。

1.6 WB法检测LAG3和MHC-Ⅱ蛋白在 Jurkat细胞

和肿瘤细胞中的表达水平

采用RIPA裂解液裂解 Jurkat细胞和肿瘤细胞，

通过 BCA 试剂盒 检 测 蛋 白 浓 度 ，经 10% SDS-

PAGE、转膜、封闭后 ，加入抗 LAG3（1∶1 000）、

MHC-Ⅱ（1∶8 000）或 β-actin（1∶5 000）一抗 4 ℃过夜

孵育，加入HRP标记的二抗（1∶6 000）室温处理 1 h，

加入ECL化学发光剂曝光显影，以β-actin作为内参照。

1.7 CCK-8法检测LAG3+Jurkat细胞对肿瘤细胞的

杀伤率

分别将 HGC-27、MGC-803 和 A549 肿瘤细胞制

备成悬液，以5×103 个 /孔接种于 96 孔板，作为靶细

胞，待其贴壁后，以不同效靶比（2.5∶1、5∶1、10∶1、

20∶1或40∶1）加入效应细胞LAG3+Jurkat 或同时加入
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不同剂量（0.25、0.5、1、2或4 μg/mL）抗LAG3 mAb共

培养 48 h，以不加处理的肿瘤细胞为对照组（Control

组），以等容积培养基为空白组。使用PBS洗去悬浮

的 LAG3+Jurkat 细胞，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，

37 ℃处理 2 h后，通过酶标仪测定各孔的D值，杀伤

率=[1–（D 实验组–D 空白组）/（D 对照组–D 空白组）]×100%。

1.8 ELISA 法检测抗 LAG3 mAb 对 LAG3+Jurkat 细

胞与肿瘤细胞共培养体系中相关细胞因子分泌水平

的影响

在效靶比为 10∶1 的共培养模型中，加入抗

LAG3 mAb（终质量浓度为 1 μg/mL）后培养 48 h，收

集上清液，以加入 IgG的共培养体系上清为对照组、

单独培养基为空白组。按ELISA试剂盒说明方法，

检测上清液中 IL-2、IL-10、TNF-α、IFN-γ、IL-4和 IL-6

的分泌水平。

1.9 统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。用SPSS26.0统

计软件分析，符合正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差

分析，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建活化的LAG3+Jurkat细胞

Jurkat细胞经PHA刺激后，CCK-8法检测结果（图

1A）显示，在用2 μg/mL以上PHA处理48 h以上时，PHA

对Jurkat细胞产生细胞毒性作用（P<0.01），因此选取对

Jurkat细胞无明显细胞毒性作用的2 μg/mL刺激48 h进

行诱导。ELISA法检测结果（图1B）显示，PHA组中Jurkat

细胞分泌 IL-2的水平显著高于Control组（P<0.01），表

明PHA成功活化Jurkat细胞。FCM检测结果（图1C）显

示，与Control组相比，PHA诱导组 Jurkat细胞LAG3表

达显著升高（P<0.01）。免疫荧光法和WB法检测也获

得类似的结果（图 1D、E）。结果表明，成功构建

LAG3+Jurkat细胞，可用于后续实验。

与Control组（48 h）比较，**P<0.01；与Control组（72 h）比较，△△P<0.01

A：CCK-8法检测PHA对 Jurkat细胞的毒性作用；B：ELISA法检测PHA对 Jurkat细胞 IL-2分泌水平的影响；C：FCM检测PHA对

Jurkat细胞LAG3蛋白表达的影响；D：免疫荧光法观察PHA对 Jurkat细胞LAG3蛋白表达的影响（×200）；

E：WB法检测PHA对 Jurkat细胞LAG3蛋白表达的影响

图1 活化的LAG3+Jurkat细胞的构建
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2.2 MGC-803和A549细胞中MHC-Ⅱ呈阳性表达

FCM 法检测结果（图 2A）显示，在 MGC-803 和

A549 细胞表面 MHC-Ⅱ蛋白阳性表达率分别为

（52.09±3.52）%和（37.21±2.52）%，均显著高于 IgG组

（均P<0.01）；而在HGC-27细胞表面MHC-Ⅱ蛋白表

达率仅为（2.41±0.45）%，与IgG组无显著差异（P>0.05）。

免疫荧光法和WB法检测也获得类似的结果（图2B、

C）。说明MHC-Ⅱ在MGC-803和A549细胞中阳性

呈表达，在HGC-27中几乎不表达。

与 IgG组比较，**P<0.01

A：FCM检测MHC-Ⅱ蛋白表达；B：免疫荧光法观察MHC-Ⅱ蛋白表达（×200）；C：WB法检测MHC-Ⅱ蛋白表达

图2 MHC-Ⅱ蛋白在HGC-27、MGC-803和A549细胞中的表达

2.3 不同效靶比的共培养模型中LAG3+Jurkat对肿瘤

细胞的杀伤

CCK-8法检测结果（图3）显示，随着共培养模型中

效靶比的增加，LAG3+Jurkat细胞对肿瘤细胞杀伤作用

逐渐增强；在效靶比10∶1时，LAG3+Jurkat细胞对HGC-

27、MGC-803和A549细胞杀伤率分别为（43.56±5.09）%、

（28.18±1.70）%和（15.78±3.68）%。选择效靶比10∶1建

立LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细胞共培养模型，用于后续

对抗LAG3 mAb功能及机制探讨。

2.4 抗LAG3 mAb增强LAG3+Jurkat细胞对肿瘤细

胞的杀伤作用

CCK-8法检测共培养模型中mAb 对肿瘤细胞的

杀伤作用，结果（图4）显示，与Control组和IgG组比较，

抗 LAG3 mAb 剂量达到 1 μg/mL 后即可显著增强

LAG3+Jurkat细胞对MHC-Ⅱ阳性表达的MGC-803和

图3 LAG3+Jurkat细胞杀伤肿瘤细胞的效率
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A549细胞的杀伤作用（均P<0.05），但对不表达MHC-

Ⅱ的HGC-27细胞的杀伤作用无明显增强（P>0.05）。

结果表明，抗LAG3 mAb通过阻断LAG3与MHC-Ⅱ相

互作用增强LAG3+Jurkat细胞对肿瘤细胞的杀伤作用。

2.5 抗LAG3 mAb促进LAG3+Jurkat细胞与MHC-Ⅱ+

肿瘤细胞共培养体系分泌 IL-2、IL-10和TNF-α

ELISA法检测共培养体系上清液中细胞因子水

平，结果（图 5）显示，当靶细胞是 MGC-803 或 A549

时，与Control组和IgG组比较，抗LAG3 mAb使 IL-2、

IL-10 和 TNF-α的分泌量显著升高（P<0.01），但对

IFN-γ、IL-4和IL-6的分泌水平无明显影响（均P>0.05）；

而当靶细胞是HGC-27时，LAG3组与Control或 IgG

组的细胞因子的分泌水平均无统计学差异（均 P>

0.05）。结果表明，抗 LAG3 mAb能够阻断 LAG3与

MHC-Ⅱ相互作用，促进共培养体系向上清液分泌

IL-2、IL-10和TNF-α。

与Control组比较，*P<0.05；与 IgG组比较，△P<0.05

图4 不同剂量抗LAG3 mAb对Jurkat细胞

杀伤肿瘤细胞的影响

与Control组比较，**P<0.01；与 IgG组比较，△△P<0.01

A：ELISA法检测 IL-2分泌水平；B：ELISA法检测 IL-10分泌水平；C：ELISA法检测TNF-α分泌水平；

D：ELISA法检测 IFN-γ分泌水平；E：ELISA法检测 IL-4分泌水平；F：ELISA法检测 IL-6分泌水平

图5 抗LAG3 mAb对共培养体系上清液中细胞因子水平的影响

3 讨 论

T细胞与肿瘤细胞共培养是体外探讨免疫检查

点抑制剂功能及机制的主要方法，体外共培养能够

排除肿瘤微环境中其他细胞及炎性因子干扰，模拟

肿瘤微环境中肿瘤细胞与TIL作用后产生的免疫逃

逸过程[11]。目前，外周血T细胞与肿瘤细胞共培养是

常用模型之一，但由于血液样本需要量大、获取效率

低、体外扩增相对困难，并且可能涉及医学伦理问

题，故难以获取足够量的外周血T细胞。另一方面，

血液样本无法长期保存，每次进行实验都需要采集

新鲜血液样本；而且由于获取的血液样本中外周血T

细胞存在个体差异，也可能导致实验结果重复性不

够理想。Jurkat细胞是一种永生化的人T淋巴细胞

系，具有人外周血T细胞生物特性，不仅有效避免医

学伦理问题，而且实验结果也相对稳定。目前，通过

体外病毒感染或药物刺激等方式构建表达 PD-1或

LAG3等免疫检查点分子的 Jurkat细胞，已被广泛用

于PD-1或LAG3等抑制剂功能及机制的研究中[12-16]。

LI等[17]采用PD-1+Jurkat细胞与PD-L1+HepG2肝癌细

胞共培养模型探讨鼠源性抗 PD-1 mAb的功能及机

制，发现抗 PD-1 mAb B1C4 通过恢复 Jurkat 细胞功

能、促进 IL-2和 IFN-γ的分泌从而抑制HepG2细胞的

增殖。BHAGWAT 等[12]通过慢病毒感染方法获得

LAG3+Jurkat与高表达MHC-Ⅱ的Raji淋巴瘤细胞共

培养，加入抗LAG3 mAb MK-4280阻断后能够有效

恢复共培养体系中 IL-2及TNF-α的分泌。目前逆转

录病毒或慢病毒感染方法是使 Jurkat细胞稳定表达
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LAG3蛋白的主要方法。该方法通过病毒携带LAG3

基因并将其整合到 Jurkat细胞基因组中，然后经过筛

选获得稳定表达LAG3的 Jurkat细胞，但该方法操作

复杂、实验周期长，并且随着目的基因长度增加，病

毒滴度下降、感染效率降低，同时实验操作必须在生

物安全水平2级的实验室内进行，因而其应用受到限

制[16,18]。体外药物刺激的方法则较为简单、快速、安

全，可以使活化的 Jurkat细胞在一定时间内相对稳定

地表达天然LAG3蛋白，更适合用于抗LAG3 mAb的

功能及机制研究。通过体外药物刺激的方法也已经

成功应用于PD-1/PD-L1抑制剂的研究中[17,19]。因此，

本研究尝试采用体外药物刺激方法构建活化的

LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细胞共培养模型。因 IL-2是

Jurkat细胞活化的重要标志分子之一[16-17,20]，本研究使

用 T 细胞激活剂 PHA 刺激 Jurkat 细胞后首先通过

ELISA检测 Jurkat细胞分泌 IL-2水平，确定 Jurkat细

胞被成功活化，然后进一步采用FCM、免疫荧光法和

WB 法检测活化后细胞 LAG3 表达情况，结果发现

Jurkat细胞经PHA活化后能够高表达LAG3，与已知

文献报道一致[21]。

前期通过体外结合实验[9]发现，抗LAG3 mAb能够

有效阻断LAG3与其配体MHC-Ⅱ的结合，故本研究选

择了表达MHC-Ⅱ的肿瘤细胞MGC-803和A549及不

表达MHC-Ⅱ的肿瘤细胞HGC-27进行抗LAG3 mAb功

能评价。分别以MGC-803、A549及HGC-27细胞为靶

细胞，LAG3+Jurkat 细胞为效应细胞，按照效靶比

10∶1建立体外共培养模型，并通过CCK-8法测定不同

剂量抗LAG3 mAb 对杀伤靶细胞的影响，结果显示，

1 μg/mL抗LAG3 mAb即可显著增强LAG3+Jurkat细胞

对MHC-Ⅱ表达阳性的MGC-803和A549细胞的杀伤，

但对MHC-Ⅱ表达阴性的HGC-27细胞无明显影响。

MIMURA等[6]通过使用胃癌患者的PBMC建立T细胞

与表达MHC-Ⅱ的MKN7胃癌细胞共培养模型，发现抗

LAG3 mAb H7能够增强T细胞对MKN7细胞杀伤作用。

本研究结果同样显示，采用LAG3+Jurkat细胞建立共培

养模型，LAG3 mAb通过阻断LAG3/MHC-Ⅱ结合恢复

Jurkat细胞对肿瘤细胞的杀伤作用。

细胞因子是一类低分子量的可溶性蛋白质，能

够刺激肿瘤微环境中T细胞活化、增殖和分化，增强

T细胞对肿瘤细胞的杀伤作用[22]。在PD-1、LAG3等

免疫检查点抑制剂的研究中，分泌到共培养上清液

中细胞因子水平的增加是免疫检查点抑制剂抗肿瘤

作用的重要机制之一[16,23-25]。MATSUZAKI等[23]研究

发现，从上皮性卵巢癌组织和腹水中分离出的TIL特

异性表达LAG3，通过抗体阻断LAG3后能够明显恢

复TIL的功能、促进 IFN-γ、IL-6和 IL-10的分泌，从而

起到抑制卵巢癌的作用。OKOYE等[16]通过慢病毒感

染方法获得 LAG3+Jurkat细胞并建立与淋巴瘤细胞

的共培养模型，发现抗 LAG3 mAb 能够通过阻断

MHC-Ⅱ/LAG3 促进共培养体系中 IL-2 和 TNF-α的

分泌。为探讨新型抗 LAG3 mAb 的抗肿瘤作用机

制，本实验通过ELISA方法检测共培养体系上清液

中细胞因子水平，结果显示，在阳性表达MHC-Ⅱ的

MGC-803和A549共培养体系中，加入抗LAG3 mAb

阻断后，共培养上清液中 IL-2、IL-10和TNF-α水平显

著升高，而 IFN-γ、IL-4、IL-6则无明显变化，提示 IL-

2、IL-10和TNF-α在抗LAG3 mAb杀伤MGC-803和

A549肿瘤细胞中可能发挥着重要作用。IL-2主要由

活化T细胞分泌，能够促进T细胞增殖和活化，从而

增强杀伤肿瘤细胞作用[26]；IL-10与 IL-2共同刺激T

细胞时能够显著增强后者对肿瘤细胞的杀伤作用[27]；

TNF-α同样可通过增强 T 细胞功能而杀伤肿瘤细

胞[28]。关于细胞因子是由哪类细胞分泌和分泌增加

的机制，以及是否有其他分子共同参与发挥抗肿瘤

作用，还有待进一步探索。

综上，本研究构建了LAG3+Jurkat细胞与肿瘤细

胞HGC-27、MGC-803和A549共培养模型模拟肿瘤

微环境中TIL与肿瘤细胞相互作用，发现本课题组制

备全人源 IgG4抗LAG3 mAb通过阻断LAG3/MHC-

Ⅱ相互作用而恢复 LAG3+Jurkat 细胞对肿瘤细胞

MGC-803和A549的杀伤作用，并且该作用可能与共

培养上清液中的细胞因子 IL-2、IL-10和TNF-α的水

平升高有关，研究结果为抗LAG3 mAb应用于肿瘤

临床治疗提供重要实验基础。同时实验结果提示，活

化的Jurkat细胞与肿瘤细胞共培养模型可以有效地应

用于探讨LAG3免疫抑制剂功能及机制的研究中。
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