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%技术的长处#能够

分析经特异抗原活化后分泌细胞因子&如干扰素
(

/

$

)@DFIGFI=@(

N

H44H

#

0'3(

/

%)肿瘤坏死因子$

DC4=I@F2I=,),GH2D=I(HJ

P

EH

#

%3'(

"

%等'的单个效应细胞的频数#具有敏感)特异)易于重复

的优点&
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#是检测抗原反应性效应细胞的最可靠实验方法之
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#目前已成为抗原特异性
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细胞免疫学研究的主流技术*

本文就
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技术的基本原理
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培养板以二氟化树脂$
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%膜等为基质#包被上特异性单克隆抗体#在培养板孔内

加入细胞培养基)待检测的细胞及抗原刺激物进行培养*在特

异性抗原或非特异性有丝分裂原的刺激下#
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细胞分泌各种细

胞因子#细胞因子被膜上的单克隆抗体捕获*被捕获的细胞因

子可以与生物素标记的第二抗体结合#然后用酶标亲和素与生

物素进行化学酶联显色#在膜的局部形成一个个圆形斑点&
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技术的优点
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技术得到广泛应用#首先是由于其在检测抗原

特异性细胞低频数时的高敏感性#比以流式细胞术为基础的技

术$四聚体和细胞内细胞因子染色%的敏感性要高
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级(其次#
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技术可以利用冻存的外周血单个核细胞
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%样本来进行免疫

监测分析而不丧失细胞的重要活性&
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#同时计算机辅助图像分

析系统的使用也使大规模研究成为可能*
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技术的分析方法

由于
0'3(

/

分泌量较多#且与
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细胞的细胞毒功能密切

相关#使
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的
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技术分析得到了广泛应用&
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细胞的免疫功能#同时

检测多种细胞因子的需求使双色
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等分析方法相继出现&
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*但这些方法

还需进一步完善#虽然早已有双色
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技术应用的报

道#但一些原因却限制了其广泛使用*$
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板包

被时#
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种捕获抗体竞争结合到膜表面#抗体的疏水性决定它

们结合到膜上的亲活力#如果
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种抗体具有更强的亲水性#它

将丧失竞争力($
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%底物产生的
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种颜色必须各自独立形成#不

能相互干扰#且都不能处于优势地位#这样产生
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种细胞因子

的细胞才能被检测出来($
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%图像分析系统也必须建立起来#并

通过验证能准确客观地测量每个斑点的颜色和形态($
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%细胞

因子的产量还受反馈机制调节*因此#需要明确哪些细胞因子

结合可以在双色
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技术中进行检测*
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斑点的丢

失*荧光
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技术检测时由于荧光素直接偶联在抗体

或亲和素上#缺乏酶催化底物的放大作用#灵敏度无法与化学

显色的
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技术方法比较*此外硝酸纤维素膜和
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膜有自发荧光现象#导致背景升高#信噪比下降&
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技术的标准化与验证

由于超高的灵敏度#
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结果易受到诸多因素影响#

所以#需要进行
610.5\%

技术的标准化与验证&
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技术的标准化
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膜应用到
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技术#后来随着
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免疫沉淀反应$
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%等板材的应用#质量得到进一步的提高*塑料
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板

蛋白结合能力有限#所以不建议使用*建议在一项研究中使用

同一种板材#最好为同一批次#同时需要检查生产厂家的质量

控制程序#批次性能以及是否达到生物分子筛查协会$
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以降低膜的疏水性*但乙醇必须被充分洗掉#残留乙

醇能干扰斑点形成*成对抗体的选择根据实验要求而定#需要

考虑抗体敏感性因素*不同商品试剂盒检测相同细胞因子的

敏感性可相差
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倍#所以需要进行标准化#其中的一个重要参

数是包被抗体的总量#一般认为每孔约
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可以得到理想的斑点*
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%细胞分离!因为红细胞溶血和血小板分

泌的抑制因子能影响
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细胞功能#所以#必需进行
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的分
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%冻存)贮藏和运输!冻存在细胞处理过程中最为关键*

细胞的冻存有多种方法#自动控制降温器可以提供逐步智能降

温#这在细胞最佳冻存及其标准化程序中是必需的(经济实用

的方法是使用装有异丙醇的冻存盒*血液样本处理#分离及冻

存的最佳时间范围应该在
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内或在采集当天完成#样本放置

时间过长或在不合适的温度下过久#会影响
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的功能#甚

至可造成
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斑点形成细胞减少
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倍以上*运输
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的

最佳方式是专用的冷冻液氮装置#液氮缓慢挥发使气态氮充满

运输容器#使样本可在接近
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的恒定温度下保持
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*不断变化的温度会对细胞功能造成致命影响#不推荐用干

冰运输盒运送标本*$
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%细胞复苏!细胞复苏时应用
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能提高细胞的产量并降低细胞团块形成&
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技术分

析前最好将
5U-+

放置过夜#使有凋亡倾向的细胞死亡#这样

在分析前就可以估计出活力细胞的确切计数&

!/

'

*

C:@:C

!
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的反应#对
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细胞介导的反应有限*对重组蛋白的反应

依赖于抗原呈递细胞$
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细

胞在冻存后数量减少#同时重组蛋白在不同贮藏温度下会出现

溶解性和稳定性的问题*活的重组病毒载体或病毒感染细胞

株也有相似的优缺点*重叠多肽池能用来鉴定
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细胞识别的最佳表位*肽段越短#重叠越多#鉴别组织相容

性复合体$
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表位时

越精确#而不需要考虑可能的
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#

类反应#因为
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表位的氨基酸序列长度相对较长*所以检测
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细胞反应%时在考

虑合成肽价格的同时需要找到一个理想的平衡点*另外使用

多肽时需要注意多肽的纯度#以降低非特异细胞因子的产生*
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细胞计数
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技术在细胞数量上需要很高的

准确性#同时最小化死细胞数量也很重要#死细胞可影响分析

的正确性*常用台盼蓝排斥试验和对丝裂原的反应来判断复

苏后
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的质量*但
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'试验表明检测细胞的凋亡

在判断细胞活力方面更有效#当凋亡小于
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时可以得到理

想结果*目前已有自动化设备用来进行细胞计数以及细胞活

力检测*
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洗涤程序可以采用手工#也可以使

用自动洗板机*大批量洗涤时#手工需要很长时间#从而造成

孵育时间不一致*另外#手工洗涤时#如果缓冲液过少或压力

过低就不能完全移除细胞和试剂#从而造成膜上的假相斑点增

多以及孔的周边颜料聚集*因此#建议使用自动洗板机#它至

少可以使用
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种不同的洗涤缓冲液#且能调整清洗探针的高度

和缓冲液的流量*斑点的形成与
610.7

相似#正确的成对抗

体及其浓度必须通过实验验证后加以选择#最佳的抗体量需要

参考生产厂家的要求*对于亲和素酶复合物也必须给予重视#

不同批次间的酶变异性要小#以保证实验的可比性*底物的选

择能够影响斑点的检测数量#针对同一种酶的不同底物以及不

同厂家生产的同一底物可能在敏感性上不同#从而造成斑点计

数产生相当大的差别&
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板判读
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使用显微镜计数斑点的方法费时)

费力#结果依赖个人经验#产生偏差和较大变异的问题不可避

免*使用自动读板机可明显降低计数时的变异性&
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肽池的控制方法时预设读板

参数能获得变异性更小的结果*
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技术的验证
!
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技术的验证必须在开

始临床试验前进行#验证时应首先确定分析中可能出现问题的

变量$如!孵育时间)试剂纯度及试剂浓度等%#并随后在国际协
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0+8(cB7

和
0+8(cBU

的指导下对整个操作规程进行验证*

针对一个标准作业程序$
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验证过程应该包括!准确性)精确性)特异性)检出限界)定量限

界)线性及检测范围*
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技术的应用展望

610.5\%

技术目前得到了广泛的应用#其涉及范围包括!

70*.

)癌症)自身免疫性疾病)过敏性疾病以及移植方面的研

究(感染性疾病的免疫监测(疫苗的研发与检测(免疫显性表位

的鉴定等&

B#(B;
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技术在医学研究方面所受的限制不

在于技术本身#而在于人们的想象力与创新思维#客观地说#在

一切免疫学研究的前沿领域#

610.5\%

技术都是最有力的研

究工具之一*
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