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Abstract :Objective　 To study effect of one amino acid mutation in an anti2cd20 antibody f ragment Fab′

on ROS ,Caspase23 in B lymphoma Raji cells. Methods　M TT was used to observe the effect of anti2CD20

Fab′on Raji cell growth ;morphologic change through microscope were used to assay apoptosiss induced

by anti2CD20 Fab′,ROS labeled with DCF H2DA in cells was processed on FACS ,Caspase23 gene expres2
sion local change in Raji cells FACS using Western2blottong. Results　The result of M TT indicated that

the growth of Raji cell was inhibited by chimeric anti2CD20 antibody f ragment Fab′,the apoptotic bodies

were observed ,ROS and Casepase23 level in Raji cell was increased by anti2CD20 Fab′. Conclusion　The

increasing of ROS ,Caspase23 level is important in the apoptosis of Raji cell induced by anti2CD20 Fab′.
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摘　要 :目的 　研究抗 CD20 嵌合抗体突变型 Fab′片断诱导 Raji 细胞凋亡过程中活性氧 ( ROS) ,

Caspase23的变化。方法　利用 M TT法测定突变型 Fab′片断抑制细胞生长 ,形态学方法观察凋亡细胞

的变化 ,用流式细胞仪检测 DCF H2DA荧光探针标记细胞内 ROS的变化 ,以及用酶标仪和 Western blot

检测细胞内 Caspase23的变化。结果　M TT法测定突变型 Fab′片断对 Raji细胞的生长具有抑制作用 ,

其抑制作用呈明显的剂量依赖性 ,荧光显微镜下观察细胞出现凋亡 ,流式细胞仪 ,酶标仪以及 Western

blot 检测细胞内 ROS ,Caspase23的表达增高 ,并与作用时间 ,剂量呈依赖关系。结论　ROS , Caspase23

表达的增高 ,在抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片断诱导 Raji细胞凋亡的过程中起到重要作用。
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0　引言

CD20是一个比较成熟的 B 细胞表面标记 ,分

子质量是 33～37ku ,属于非糖基化 III型 ,4 次跨膜

的磷酸蛋白。CD20特异性地表达在正常前 B 细胞

以后的 B细胞分化全过程 (浆细胞时消失) ,以及相

应的恶性 B 细胞肿瘤细胞上 ;在其他组织中均无

CD20的表达 ,在人血清中也几乎无游离 CD20 的存

在 ,因此 CD20 可作为 B 淋巴细胞瘤治疗的一个很

好的选择性治疗靶点[ 1 ]。1997 年美国 FDA 批准人

鼠嵌合抗体 Rit uximab用于治疗非何杰金氏B细胞

淋巴瘤[ 2 ] ,2001 年和 2003 年又相继批准90 Y和131 I

标记的抗 CD20 抗体 ZevalinTM和 Bexxar TM用于临

床 ,均获得较为理想的治疗效果。HI47 是我所于

1990年研制成功的抗 CD20 鼠源性单克隆抗体 ,第

四届国际人类白细胞分化抗原会议将 HI47 命名为

CD20 + X[ 3 ]。先前我们成功的将 HI47 的可变区与

人的恒定区连接起来 ,构建并在大肠杆菌中表达了

嵌合的抗 CD20抗体的 Fab′片断[ 4 ] ,在此基础上 ,利

用随机突变获得了一个产量和活性均有所提高的突

变基因。体外实验亦证实其具有抑制 B 淋巴瘤细

胞的生长作用[ 5 ] ,并能诱导细胞凋亡 ,以及在凋亡过

程中涉及到的 bcl22/ bax ,细胞色素 C和 Ca2 + 的变

化 ,本文发现该凋亡过程与活性氧的产生和

Caspase23的变化有一定的关系 ,在探讨抗 CD20 嵌

合抗体突变型 Fab′片断诱导凋亡的机制中起到关

键的作用。
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1　材料与方法

1 . 1　材料

M T T ,2′,7′2二氯双氢荧光素二乙酸酯 (DCF H2
DA)均购自 Sigma公司 ,AO 购自 Fluka 公司 ,兔抗

人 Caspase23单克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔 Ig G为北京中山生物技术有限公司产品 ,

Caspase23 Colorimet ric Assay试剂盒购自 Gibco 公

司。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1　细胞培养　人 B淋巴瘤细胞株 Raji细胞为

我室所存 ,细胞生长于 RPMI21640 培养基中 ,含

15 %灭活小牛血清 ,37 ℃,5 %CO2孵箱中培养。

1 . 2 . 2 　M T T 法测定肿瘤细胞生长抑制作用 　将

处于对数生长期的 Raji 细胞稀释并按每孔 2 ×104

个细胞接种培养板中 ,然后加入不同浓度的突变型

Fab′片断溶液 ,每组 3个孔 ,置 37 ℃,5 %CO2环境中

培养 72h。实验终止前 4h 每孔加入新鲜配置的

M T T磷酸缓冲液 20μL ,继续培养 4h后 ,将 96孔板

离心 ,弃掉上清 ,每孔加入 DMSO200μL ,然后振荡

摇匀 ,于酶标仪测定各孔吸光度值。

1 . 2 . 3 　形态学观察　利用荧光显微镜观察细胞形

态 ,将经过突变型 Fab′片断处理的 Raji细胞用 PBS

洗 2遍 ,用甩片机将细胞固定在载玻片上 ,滴加 AO

染液 ,于室温风干后 ,荧光显微镜下观察细胞形态。

1 . 2 . 4 　测定细胞内活性氧水平　以 DCF H2DA 为

指示细胞胞浆内过氧化物 (主要为过氧化氢)含量的

荧光探针。利用流式细胞仪测定细胞胞浆内活性氧

的水平。细胞经不同浓度的突变型 Fab′片断溶液

作用后 ,收集细胞用含有0 . 2 %BSA的 PBS洗 2 遍 ,

加入 10μmol/ L DCF H2DA ,37 ℃温育 60min 后 ,离

心收集细胞 ,以 PBS漂洗细胞 1 次 ,立即在流式细

胞仪 FACS上检测 ROS水平。激发光为氩离子激

光 488nm ,每个样品测定 10 000个活细胞。

1 . 2 . 5 　测定细胞内 Caspase23 酶活性 　按照

Caspase23 Colorimet ric Assay 试剂盒说明书进行 ,

于酶标仪上测其 OD405值。

1 . 2 . 6 　Western blot s 测定细胞 Caspase23 蛋白的

表达 　Raji 细胞经细胞裂解液裂解后 ,经 Folin2酚
法测定蛋白浓度 ,调整蛋白浓度至等量上样 ,经

SDS2PA GE电泳后 ,转移到硝酸纤维素膜上 ,5 %脱

脂奶粉 4℃封闭过夜 ,室温下与兔抗人 Caspase23 单

克隆抗体反应 1 . 5h ,辣根过氧化物酶标记的二抗反

应 1 . 5h ,充分洗膜 ,用发光试剂盒显色并拍照。

2　结果

2 . 1　M T T法测定结果

为了检验抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片断对

Raji细胞的生长抑制作用 ,以 PBS为阴性对照 ,用

M T T法测定其对 Raji 细胞生长的影响 ,其结果显

示 ,突变型 Fab′片断对 Raji 细胞具有抑制作用 ,其

抑制作用具有明显的剂量依赖性 ,其半数抑制量约

为29 . 5μg/ mL。

2 . 2　细胞凋亡的形态特征　AO染色后 ,荧光显微

镜下观察 ,正常活细胞呈均匀荧光染色 ;凋亡细胞呈

致密浓染颗粒或者是块状荧光。

2 . 3　突变型 Fab′片断对细胞胞浆中活性氧水平的

影响

DCF H2DA具有亲脂性 ,能够自由扩散进入细

胞 ,进入细胞后被酯酶水解为亲水性的 DCF H ,从

而保留在胞浆中。DCF H 易被细胞胞浆中的过氧

化物 (主要是过氧化氢)氧化为具有荧光的 DCF (2′,

7′2二氯荧光素) ,DCF 的量与细胞内过氧化物的量

直接相关。FACS结果表明 ,随着突变型 Fab′片断

浓度的升高 , ROS的释放也随之增强 ,并呈剂量依

赖关系。因为它是部分细胞发生凋亡 ,所以用百分

比表示比较科学 ,见图 1。

2 . 4　突变型 Fab′片断对 Raji 细胞中 Caspase23 酶

活性的影响

　　于酶标仪上测定 OD值 ,实验结果显示 ,以非相

关抗体 H IT3a为对照 ,不同剂量的突变型 Fab′片断

图 1　抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片段对 Raji细胞中 ROS的影响

A.对照组 ; B.抗体浓度 25μg/ mL ; C. 抗体浓度 50μg/ mL ; D. 抗体浓度 100μg/ mL
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与 Raji 细胞作用后 ,细胞中 Caspase23 酶的活性可

明显增强。随浓度的增高而增强 ,并呈剂量依赖关

系 ,见图 2。

图 2　抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片段

对 Raji细胞中 Caspase23酶活性的影响

A.对照组 ; B.抗体浓度 25μg/ mL ;

C.抗体浓度 50μg/ mL ;D. 抗体浓度 100μg/ mL

2 . 5　Western blot s 测定细胞中 Caspase23 蛋白的

表达

Western blot 分析突变型 Fab′片断对 Raji 细

胞中 Caspase23 蛋白表达的影响。结果显示 , Raji

细胞经过突变型 Fab′片断 24、48 和 72h 不同时间

的孵育后 ,Caspase23 蛋白的表达明显增高 ,并随作

用时间的延长 ,Caspase23 蛋白的表达也随之增强 ,

与作用时间呈相关性 ,见图 3。

图 3　抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片段

对 Raji细胞中 Caspase23表达的影响

3　讨论

B细胞淋巴瘤是常见的恶性肿瘤之一 ,传统的

治疗通常采用细胞毒药物 ,虽然能使大部分患者缓

解和生存期延长 ,但治愈率仍很低 ,其原因在于细胞

毒药物毒性大 ,选择性不强 ,在杀伤肿瘤细胞的同

时 ,对正常组织细胞也有毒害作用 ,尤其是骨髓造血

细胞与胃肠道黏膜上皮细胞 ,这些副作用限制了临

床采用足量的药物治疗 ,因此只杀伤肿瘤细胞而正

常细胞不受损害的靶向治疗一直受到关注[ 6 ]。单克

隆抗体因其特异性高 ,本身具有细胞毒作用 ,可携带

药物、毒物和放射性同位素而成为靶向治疗的主要

策略。作为单独的治疗剂 ,抗 CD20 抗体主要是通

过抗体依赖的细胞毒作用 ,补体依赖的细胞毒作用

和诱导肿瘤细胞凋亡等机制来杀伤肿瘤细胞 ,但其

确切的作用机理还有待阐明[ 7 ]。

本研究利用 M T T法检测抗 CD20 嵌合抗体突

变型 Fab′片断对 Raji 细胞的生长抑制作用 ,其结果

显示 ,突变型 Fab′片断对 Raji 细胞具有抑制作用 ,

其抑制作用呈明显的剂量依赖性。AO 染色后 ,荧

光显微镜下观察可见凋亡细胞呈致密浓染颗粒或块

状荧光。

最近 ,很多研究表明 ,细胞凋亡是一个可被激活

或抑制的可调节过程 ,其中活性氧是介导细胞凋亡

的物质。活性氧 ( reactive oxygen species , ROS)是

真核细胞有氧呼吸时的产物 ,在线粒体呼吸链上电

子传递过程中 ,一小部分氧不能被完全还原 ,生成了

单电子还原产物超氧阴离子 ,并可进一步演化生成

过氧化氢、羟自由基 ,这些产物具有较强的氧化能

力 ,统称为 ROS ,同时细胞内存在一套抗氧化酶类 ,

包括超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化

物酶等 ,能够清除代谢过程中不断产生的 ROS , 使

得细胞内 ROS水平处于一个相对稳定的水平。我

们的研究结果表明 ,Raji细胞经不同的突变型 Fab′

片段溶液作用 24h ,均可激发 Raji 细胞产生活性氧

来诱导凋亡 ,并且随着抗体浓度的增加 ,Raji细胞活

性氧产生增强 ,凋亡细胞百分比升高 ,呈剂量依赖关

系。细胞内自由基的增加 ,破坏了原有的平衡 ,因而

细胞也作出了相应反应。细胞内产生活性氧可通过

以下不同途径诱导 Raji细胞发生凋亡 : ①直接损伤

DNA ;②损伤蛋白质 ,导致许多具有酶活性的蛋白

质功能丧失。另外 ,蛋白质被活性氧氧化后还可能

影响该基因的转录 ,激活凋亡途径 ;③通过影响基因

转录 ,改变细胞的表型特征 ,诱导细胞凋亡 ; ④作用

于细胞膜 ,诱导脂质过氧化 ,从而影响细胞的信号传

递系统 ,激发有关的调控基因 ,诱导凋亡[ 8 ]。提示抗

CD20嵌合抗体突变型 Fab′片断可能通过与活性氧

相关的途径诱导 Raji细胞凋亡 ,说明自由基的改变

是抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片断诱导凋亡的一

个因素。

天冬氨酸特异性半胱氨酸酶 ( Caspase)是凋亡

中最重要的酶 , ROS与它的相互作用表明了 ROS

在凋亡中的重要作用。某些信号作用于细胞 ,通过

提高 ROS水平激活 Caspase导致凋亡。另外 ,一些

信号则会诱导细胞产生更多的 ROS ,改变 Caspase

半胱氨酸残基的氧化还原状态 ,抑制 Caspase 的激

活和活性 ,造成损伤细胞凋亡向坏死的转变[ 9 ]。

进而用蛋白质印迹的方法检测了抗 CD20 嵌合

抗体突变型 Fab′片段对蛋白表达的影响。最初发

现多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶 ( PARP)和 Caspase2
3 被剪切 , PARP 是凋亡的标志性底物。它参与
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DNA的修复及基因的整合 ,另外也能抑制与细胞凋

亡晚期核小体间染色体的断裂有关的 Ca2 + / Mg2 +

依赖性核酸内切酶的活化。它的降解打破了细胞的

平衡状态 ,细胞因此不能进行正常的生理活动 ,核酸

内切酶的活化又促成了核内 DNA 的断裂 ,从而使

细胞走向凋亡。

Caspase23的剪切则说明经典凋亡的共同通

道—天冬氨酸特异性半胱氨酸酶级联反应启动了。

Caspase的激活是凋亡信号传导过程中最重要的环

节 ,它在细胞质中以单链的酶原形式存在 ,被上游蛋

白剪切激活后 ,能直接水解与 DNA 断裂等凋亡特

征性改变密切相关的蛋白 ,如 PA RP 等 ,从而启动

细胞凋亡 ,因此也被称为‘死亡蛋白’。

进一步研究显示 ,与 PA RP 和 Caspase23 剪切

相对应 ,胞质中细胞色素 C增加了 ,并呈剂量依赖

关系 (文章待发表) 。近年来的研究表明 ,线粒体在

凋亡的发生中起到了非常重要的作用 ,其中关键的

步骤就是细胞色素 C从线粒体中的释放[ 10 ] ,它作为

凋亡蛋白酶激活因子能够激活 Caspase 级联反应。

其结果显示抗 CD20嵌合抗体突变型 Fab′片段通过

不同作用时间、不同的剂量与 Raji 细胞孵育后 ,显

示 Raji细胞中 Caspase23酶活性和蛋白表达明显升

高 ,提示 Caspase23 激活在这一过程中起着重要作

用。

虽然膜蛋白 CD20确切的生物机制还不清楚 ,根

据 CD20与抗 CD20的抗体结合后 B 细胞产生的一系

列的生物学反应 ,推测 CD20可能参与 B 细胞的增

殖、分化以及信号转导。许多实验均已证明 CD20与

肿瘤的关系确实存在 ,是 B淋巴细胞肿瘤免疫治疗

的有效靶点。CD20作为靶点成功的靶向治疗已被许

多临床证实 ,研究 CD20的生理作用将有利于阐明抗

CD20抗体抗肿瘤的机制。
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