
的发展#为进一步深入研究白藜芦醇抗白血病作用的分子机制

提供了条件,因此应很好的利用这一条件#进一步加强对白藜

芦醇抗肿瘤分子机制的研究#为白藜芦醇的临床应用提供更可

靠的依据,
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酶联免疫斑点检测技术研究进展
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酶联免疫吸附测定#

!

免疫印迹法#

!

实验室技术和方法
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酶联免疫斑点检测技术$

R3+-S.7

&结合了细胞培养技术

与酶联免疫吸附试验$

R3+-:

&的长处#能够分析经特异抗原活

化后分泌细胞因子*如
4

干扰素$

+,9/

4

&)肿瘤坏死因子
'

$

79,/

'

&等+的单个效应细胞的频数#具有敏感)特异)易于重

复的优点,

R3+-S.7

是检测抗原反应性效应细胞的最可靠实

验方法之一*

!

+

#目前已成为抗原特异性
7

细胞免疫学研究的

主流技术,本文对
R3+-S.7

技术作如下综述,

$

!

R3+-S.7

的基本原理

R3+-S.7

的培养板以聚偏二氟乙烯$

SUQ,

&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#

7

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*

"

+

,

/

!

R3+-S.7

的优点

R3+-S.7

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&的敏感性要高出
!

!

"

个数量级,

其次#

R3+-S.7

可以利用冻存的外周血单$个&核细胞$

SY/

*6

&样本来进行免疫监测分析而不丧失细胞的重要活性*

#

+

#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,

-

")

-

检验医学与临床
"'!!

年
!

月第
)

卷第
!

期
!

3EL*BN62@A

!

TEAIEJ

K

"'!!

!

U12%)

!

91%!



'

!

各种
R3+-S.7

分析方法

由于
+,9/

4

分泌量较多#且与
7

细胞的细胞毒功能密切

相关#一直以来
+,9/

4

R3+-S.7

分析得到了广泛应用,但是

单纯检测
+,9/

4

不足以充分反映
7

细胞的免疫功能#从而检

测多种细胞因子成为需求#相应出现了双色
R3+-S.7

)荧光

R3+-S.7

)

WJEÂ

K

0BYR3+-S.7

等分析方法,但这些方法还

需进一步完善#虽然早已出现了双色
R3+-S.7

应用的报道#

但一些原因却限制了其广泛使用,首先#当
R3+-S.7

板包被

时#两种捕获抗体竞争结合到膜表面#因为抗体的疏水性决定

了它们结合到膜上的亲活力#如果一种抗体更加亲水性#它将

丧失竞争力%其次#底物产生的两种颜色必须各自独立形成#它

们之间不能相互干扰#两种颜色任何一种都不能处于优势地

位#这样产生两种细胞因子的细胞才能被检测出来%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,此外#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
R3+-S.7

中进行

检测#

cIE?C

等*

$

+发现
+3/"

可导致
+,9/

4

和
+3/&

斑点的丢失,

荧光
R3+-S.7

检测时由于荧光素直接耦联在抗体或者亲和

素上#缺乏酶催化底物的放大作用#灵敏度无法和化学显色的

R3+-S.7

方法比较,此外#硝酸纤维素膜和
SUQ,

膜有自发

荧光现象#能引起背景升高#信噪比下降*

&

+

,

1

!

R3+-S.7

标准化与验证

由于超高的灵敏度#

R3+-S.7

结果易受到诸多因素影响#

所以需要进行
R3+-S.7

的标准化和验证*

(

+

,

1%$

!

R3+-S.7

的标准化

1%$%$

!

R3+-S.7

板
!

-FEO

等首先将
SUQ,

膜应用到
R3+-/

S.7

#后来随着
R3+-S.7+S

)

]S

以及
]7-

板材的应用#质量

得到进一步的提高*

=

+

,塑料
R3+-:

板蛋白结合能力有限#所

以不建议使用,建议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制定的标准,

1%$%/

!

包被规程
!

使用
SUQ,

膜板#建议预湿时每孔加入
!&

"

3

的
='X

乙醇来降低膜的疏水性,但乙醇必须被充分洗掉#

残留乙醇能干扰斑点形成,抗体对的选择根据实验要求而定#

需要考虑抗体敏感性等因素,不同商品试剂盒检测相同细胞

因子的敏感性可相差
!'

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
'%&

!

!%'

"

D

包

被抗体可以得到理想的斑点,

1%$%'

!

细胞准备
!

$

!

&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
7

细胞功能#所以必须进行外周血单个

核细胞的分离,$

"

&冻存)贮藏和运输!冻存在细胞处理过程中

最关键,细胞的冻存有几种方法#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
)F

内或者在采集当天完

成#样本放置时间过长或在不合适的温度下过久#会影响
SY/

*6

的功能#甚至可造成
+,9/

4

斑点形成细胞减少
&

倍以上,

运输
SY*6

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#从而使样本可在接近
\!$'m

的恒定

温度下保持
!'

!

!)N

,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,$

#

&细胞复苏!细胞复

苏时应用
Q9:

酶能提高细胞的产量并降低细胞团块形成*

)

+

,

R3+-S.7

分析前最好将
SY*6

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,

1%$%1

!

刺激抗原
!

重组蛋白可以用来检测
6Q$

h

7

细胞介导

的反应#对
6Q)

h

7

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$

:S6?

&#

:S6?

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
6Q$

h和
6Q)

h

7

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物$

*]6

&

/

)

表位

时越精确#而不需要考虑可能的
*]6/

%

类反应#因为
*]6/

%

表位的氨基酸序列长度相对要长,所以检测
*]6/

)

表位

$

6Q)

h

7

细胞反应&)

*]6/

%

表位$

6Q$

h

7

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,

1%$%2

!

细胞计数
!

R3+-S.7

在细胞数量上需要很高的准确

性#同时#减少死亡细胞的影响也很重要#死亡细胞可影响分析

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
SY*6?

的质量,但
-0@CF

等*

<

+的实验表明#检测细胞凋

亡在判断细胞活力方面更有效#当凋亡小于
!)X

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和活力

检测,

1%$%)

!

洗涤及斑点形成
!

洗涤程序可以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#手工清洗时如果缓冲液过少或压力过低均不能

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#一般要求至少可

以使用两种不同的清洗缓冲液#同时能调整清洗探针的高度和

缓冲液的流量,斑点的形成规程与
R3+-:

规程相似#正确的

抗体及其浓度必须通过实验验证后加以选择#最佳抗体量需要

参考生产厂商的要求,对于亲和素酶复合物也必须给予重视#

批间的酶变异性要很小#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#同一种酶的不同底物以及不同厂商生

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

当大的区别*

!'

+

,

1%$%.

!

R3+-S.7

板判读
!

使用显微镜计数斑点的方法费时)

费力#结果依赖个人经验#产生偏差和变异性大的问题不可避

免,使用自动读板机可以很明显地降低计数时的变异性,

6IJJ@BJ

等使用自动读板机时通过
"#

个
)

!

!!

肽组成的肽池

$

6R,

肽池&来确定斑点的参数设置标准#它们可以被
6Q)

h

7

细胞识别并被
)

类人类白细胞抗原$

]3:

&

/:

和
]3:/Y

等位

基因呈递#形成的斑点代表记忆性
6Q)

h

7

细胞反应,

TEABĈ_@

等*

!!

+的实验表明#使用
6R,

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,

1%/

!

分析的验证
!

R3+-S.7

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)试剂浓度等&#并随后在国际协调会议$

+6]

&

文件
+6]/c":

和
+6]/c"Y

的指导下对整个操作规程进行验

证,针对一个标准操作规程的验证过程应该包括
=

点!准确

性)精确性)特异性)检出限界)定量限界)线性)检测范围,

2

!

R3+-S.7

的应用领域

R3+-S.7

目前得到了广泛的应用#包括艾滋病*

!"

+

)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,

R3+-S.7

在医学研究方面所受的限制不在于技术本身#

而在于研究者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#

R3+-S.7

都是最有力的研究工具之一,
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TEABĈ_@-

#

61PT]

#

.NBA9

#

BCE2%-CEANEJN@̂EC@1AEAN

4E2@NEC@1A@??IB?1GCFBR3+-S.7E??E

K

*

T

+

%*BCF1N?*12

Y@12

#

"''&

#

#'"

!

&!/)(%

*

=

+

5B@??:T%*B0LJEAB?EAN0B0LJEAB

M

2ECB?I?BN@AR3+-/

S.7

*

T

+

%*BCF1N?*12Y@12

#

"''&

#

#'"

!

##/&'%

*

)

+

-0@CFTW

#

3@Ib

#

eEIGF12N8*

#

BCE2%QB4B21

M

0BACEAN

4E2@NEC@1A1GE

D

E00E@ACBJGBJ1A R3+-S.7 E??E

K

G1J

`

IEAC@CEC@1A1GHB22I2EJ@00IABJB?

M

1A?B?C14EJ@HB22E/

1̂?CBJ4@JI?

*

T

+

%62@AQ@E

D

A3EL+00IA12

#

"''!

#

)

!

)=!/

)=<%

*

<

+

-0@CFTW

#

T1?B

M

F]8

#

WJBBA7

#

BCE2%R?CEL2@?F@A

D

EHHB

M

C/

EAHBHJ@CBJ@EG1JHB22/0BN@ECBN/@00IA@C

K

E??E

K

?I?@A

D

GJ1/

B̂A

M

BJ@

M

FBJE2L211N01A1AIH2BEJHB22??C1JBNIANBJ1

M

C@/

0E2EAN?IL1

M

C@0E2H1AN@C@1A?

*

T

+

%62@AUEHH@AB+00IA12

#

"''=

#

!$

!

&"=/&#=%

*

!'

+

eE2

K
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激光光纤离视物镜距离应不小于
!%&H0

#以免损伤内镜#具体

碎石时#一定不要连续在结石的某一处碎石#而应在结石表面

多处碎石#即散在碎石#以免损伤膀胱壁或对光纤的损害$光纤

的折断或塑料保护层损坏&%再次#冲水速度要慢而平稳#当然#

电切镜本身具有出水通道#形成对流*

!

+

#其中就有减压作用#同

时#钬激光光纤直径比
.2

K

0

M

I?"(,J

操作器中的电切环直径

小#使膀胱减压的作用#也即使膀胱具有双通道减压作用#尽量

保证结石不移动#也可在膀胱充盈状态下$至少大于
"''03

液体&#不冲水碎石#当碎石粉末使膀胱内液体混浊不清时#要

减压放水冲洗后再进行#结石一般碎成
'%#

!

'%$H0

时#才易

被艾利氏器冲洗出结石,同期处理前列腺增生或$和&膀胱肿

瘤时#需先处理膀胱结石*

!

+

,如输尿管镜下处理上尿路结石或

输尿管其他病变#先上尿路)后膀胱结石#再膀胱肿瘤)前列腺

增生#以便术中定位#避免损伤输尿管口和膀胱三角#减少前列

腺电切后的创面暴露于冲洗液的时间#避免经尿道前列腺电切

综合征的发生*

"

+

#更重要的是可始终保持手术视野的清晰,

传统膀胱切开取石#不仅创伤大#而且患者恢复也较慢*

#

+

#

留有瘢痕#并很费时,

输尿管镜下行膀胱内碎石#不论是弹道或钬激光#均会使

膀胱内压力增加#不能连续操作#视野较小,电切镜外鞘下弹

道进行气压弹道治疗膀胱结石的成功率高*

$

+

#但操作较麻烦#

对人体损伤较大*

&

+

,其他诸如大力碎石钳相对优势更少,

总之#前列腺电切设备结合钬激光行膀胱内结石碎石是一

种安全)微创的碎石方法#因其碎石快#对膀胱损伤小#处理结

石彻底#本组
<(

例膀胱结石患者无一例发生膀胱穿孔#随访
#

个月至
#

年未见尿失禁)尿道狭窄等并发症#仅
!

例高血压患

者突发脑卒中死亡#

"

例截瘫患者膀胱结石复发,术后是否行

腹部平片或
Y

超复查膀胱内有无结石#有待商榷,
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