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　　恶性肿瘤逐渐成为影响人类健康的主要因素，在传统治疗

手段的基础上，人们开始关注免疫功能在疾病发生过程中的变

化情况，而肿瘤细胞在人体中的免疫反应主要以细胞免疫为

主，如何高效、准确地检测特异性细胞免疫功能的变化成为研

究的热点［１］。在诸多的免疫检测方法中，酶联免疫斑点法

（ＥＬＩＳＰＯＴ）由于其灵敏度高、特异性强、操作简便而受到重

视。该方法可以有效检测特异性抗体分泌细胞的数量和功能，

可以在单细胞水平测定分泌特定细胞因子的功能和细胞数量，

广泛应用于人类免疫缺陷病毒疫苗、病毒感染相关疾病及肿瘤

等方面的研究中［２５］。目前本实验室应用ＥＬＩＳＰＯＴ技术检测

ＥＢ病毒（ＥＢＶ）感染的鼻咽癌患者放射治疗前后特异性Ｔ细

胞免疫功能的变化情况，筛选特定的多肽，并致力于为生物治

疗提供临床依据，已经取得初步的结果［６７］。由于 ＥＬＩＳＰＯＴ

技术的高敏感性，实验的结果容易受到诸多因素的影响，为了

得到真实、准确的结果，严格规范实验流程，加强实验室的质量

控制是确保实验结果的关键。经过近年来对ＥＬＩＳＰＯＴ技术

的应用及总结，现将ＥＬＩＳＰＯＴ技术的质控要点总结如下。

１　实验前准备

１．１　标准化实验流程　实验前的准备工作是检测成功与否的

前提，就ＥＬＩＳＰＯＴ检测技术，在进行正式标本检测之前，必须

对实验的每一个步骤进行规范化。

１．１．１　标本采集分离时间　ＥＬＩＳＰＯＴ技术用以检测循环中

特异性Ｔ细胞的功能，因此所分离出Ｔ细胞的质量就尤其重

要。为保证实验的顺利进行，要求晨起空腹采血，采集的血液

标本用肝素钠抗凝，常温保存，经统一编号后立即送往实验室，

４ｈ内分离外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）。血液存放时间过长可

能导致淋巴细胞数目和质量下降，检测的结果受到影响。

１．１．２　试剂的检测　在开始正式检测标本之前，需要对所有

实验过程中可能使用的试剂进行检测。通过预实验，确定试剂

能够正常工作后，按照同一规格、同一厂家、同一批号预订实验

过程中所需要的试剂，并按要求保存且注明试剂开启的日期，

防止因试剂过期以及保存不当导致的检测结果异常。

１．１．３　实验步骤的细化　通过预实验，确定每一个步骤的具

体操作，包括细胞分离过程中离心的时间，转速，９６孔板中每

孔加入的多肽量、细胞量，包被９６孔板的时间，反应体系孵育

的时间、二抗反应的时间，显色的时间。标准化流程后，确立相

应的实验记录表格，严格记录每一步操作开始的时间、加入标

本或试剂的剂量。

经过长期实验发现，在提取ＰＢＭＣ的环节中，离心机的转

速以及淋巴细胞分离液的质量对所提取细胞的质量和数量有

很大的影响。为了进一步确定更为有效的提取ＰＢＭＣ的过

程，通过预实验认为Ｓｉｇｍａ公司的淋巴细胞分离液明显优于其

他品牌。在离心速度及时间方面，根据文献［８１１］选定了４种

较为常用的方法。为进一步选出更加有效的方法，将每份８

ｍＬ的血液标本分为４个组（每组２ｍＬ），共１０份，进行比较；

分别采用１８００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ（Ａ组），２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０

ｍｉｎ（Ｂ组），２２００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ（Ｃ组），２５００ｒ／ｍｉｎ离心

２５ｍｉｎ（Ｄ组）４种方法分离ＰＢＭＣ，并对分离出的细胞活度及

数目取均数进行比较。实验结果提示，４组在细胞活度方面没

有明显差异，且以方差分析法比较４组提取的ＰＢＭＣ数差异

亦无统计学意义（犘＝０．１９９）。见表１。但考虑到样本数目较

少，取４组ＰＢＭＣ数的均数分别为：Ａ组３．２３０×１０６ 个、Ｂ组

３．３３９×１０６ 个、Ｃ组４．６２８×１０６ 个、Ｄ组３．６７３×１０６ 个，可以

看出Ｃ组的均数明显高于其他３组。根据预实验结果，为保证

实验质量，推荐使用Ｓｉｇｍａ公司的淋巴细胞分离液，２２００ｒ／

ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，离心机采用缓慢升降速度模式。

表１　１０例标本在４组不同离心速度中提取的ＰＢＭＣ数比较（１０６ 个）

组别 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

Ａ １．４６ １．６９ ３．７７ ２．５７ ６．０２ １．９２ ２．６ ５．１ ３．１９ ３．９８

Ｂ １．５２ ２．０１ ２．８９ ２．６６ ６．９１ １．７８ ３．０６ ４．９９ ４．０１ ３．５６

Ｃ ２．２４ ３．１９ ５．０３ ４．５４ ７．２６ ４．３２ ２．４９ ６．２２ ４．９２ ６．０７

Ｄ １．２７ ２．５８ ２．７９ ４．０８ ３．９７ ２．２９ ４．０７ ６．０６ ３．７８ ５．８４

１．２　实验人员培训　实验应由专业人员进行操作，操作人员

必须经过严格的培训、考核，熟悉本专业的技术知识及相关知

识，如工作原理、实验意义、仪器的性能及维护、检测技巧、数据

处理等，并且具有一定的分析能力。整个实验操作自始至终由
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专门人员操作，以减少人员误差。

１．３　确定质量控制办法　在整个实验过程中必须建立完善的

质量控制办法，每个多肽均设２个反应孔，每份标本均采用聚

羟基脂肪酸酯（ＰＨＡ）作为阳性对照，同时设立阴性对照。全

部实验开始前，通过筛选一个健康志愿者的血液标本作为质控

标本，要求对８０％以上的多肽均有反应，排除其他病毒感染可

能。一次性采集ＰＢＭＣ冻存，每周按需解冻一定数目的细胞

进行质控。

２　实验过程中质控

ＥＬＩＳＰＯＴ实验的每个步骤都很重要，每一个操作的细节

都将影响实验结果，导致研究失败。所以建立一套严格的实验

操作规范，按照规范进行实验是保证实验质量的关键。

２．１　上样　由于所有标本的剂量都较小，上样的过程中要观

察枪头内是否有气泡，排枪枪头内液面是否平齐；尽可能做到

慢吸快放，加入反应多肽时应将枪头接触到细胞悬液液面缓慢

抽吸混匀，避免产生气泡及由于细胞分布不均匀导致的结果统

计困难。注意不能将液体溅出或产生气，并要及时更换枪头，

做到每孔一枪头，避免出现交叉污染。

２．２　包被、孵育　ＥＬＩＳＰＯＴ实验中，包被一抗是十分重要的

步骤，通过比较和观察，一抗包被后最好用保鲜膜封闭后，放入

４℃冰箱内过夜（至少１２ｈ）后再使用，保证抗体能够均匀的与

底部的膜结合，在加入反应体系前一定要检查每个孔中包被液

是否已干燥，干燥的孔需要进行标记并放弃使用。反应体系需

要在３７℃５％ ＣＯ２ 培养箱内孵育，每次实验前一定要检查孵

育箱的温度、湿度，确保酶标板加盖密封，并检查孵育箱门关闭

正常。孵育时间不少于１４ｈ。

２．３　洗板、显色　孵育结束后，需要弃去反应体系，终止反应

过程，洗板的过程关系到显色后背景的清晰程度以及结果的分

析。本实验室采用手洗的方法，将反应体系从孵育箱中取出

后，快速地甩去反应体系，然后用０．０１ｍｏｌ磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗板６次；每次均要进行拍板，尽可能将孔板中的液体

去除干净；加入下一步抗体前再弃去最后一次洗涤液，防止孔

板放置在空气中时间过长导致膜干燥而影响结果。在常温下

进行显色，标本的显色时间为１５ｍｉｎ；显色液的配置需要用去

离子水及专用的缓冲液，配置过程中需减少显色试剂在常温中

放置的时间；使用完毕后迅速放入－２０℃内保存。配置好的

显色液不宜放置时间过长，原则上要求现配现用。显色结束后

弃去显色液，用清水冲洗９６孔板６次后甩干，室温下晾干后用

于读板，若不能马上进行读数的，将板避光保存。

３　结果判读

为防止人工读数引起的误差，需要使用专业的读板机进行

读板分析，在机器读数的基础上要逐一对每孔的斑点进行分

析，去除背景上的斑点，计入表格用于结论分析。每月从所有

结果中抽查５份，进行复核，结果误差小于５％可以认为合格，

否则需要更换人员对结果进行再次分析，确认无误后方可以计

入实验结果进行分析。

综上所述，ＥＬＩＳＰＯＴ技术实验操作的步骤多，反应经历的

时间较长，任何一个步骤的差错均可能影响实验结果，所以建

立规范的操作流程和完善的实验室质控制度至关重要。在整

个研究进行的过程中，为确保实验的可信度，一经预实验明确

后，实验的试剂、抗体、重要耗材均不要轻易更换，若需要更换

必须重新进行预实验，确保无误后再继续实验。实验过程中定

期进行质量控制也是不可或缺的环节，设备运行情况也要有专

门的检测记录。只有保证实验每个环节的准确性，才能保证结

果的可信度。
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［９］ ＲａｓｍｕｓｓｅｎＳＢ，ＨａｒｎｄａｈｌＭＮ，ＳｔｒｙｈｎＡ，ｅｔａｌ．Ｐｅｐｔｉｄｅ

ｐｏｏｌｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎａｎｄＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｉｍｍｕ

ｎｏｌＬｅｔｔ，２０１３，１５１（１／２）：４８５３．

［１０］ＳｉｎｇｈＳＫ，ＭｅｙｅｒｉｎｇＭ，ＲａｍｗａｄｈｄｏｅｂｅＴＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｅｘｖｉｖｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｌｏｗｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｔｉｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃＣＤ４＋ａｎｄＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｓｉｎｇｏｖｅｒ

ｌａｐｐｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｐｏｏｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｍｍｕｎｏｌＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，

２０１２，６１（１１）：１９５３１９６３．

［１１］ＳａｌｅｔｔｉＧ，ＣｕｂｕｒｕＮ，ＹａｎｇＪＳ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｐｏｔａｓｓａｙｓｆｏｒｄｉｒｅｃｔｅｘｖｉｖｏｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｖａｃｃｉｎｅ

ｉｎｄｕｃｅｄｈｕｍａｎｈｕｍｏｒａｌｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｂｌｏｏｄ［Ｊ］．

ＮａｔＰｒｏｔｏｃ，２０１３，８（６）：１０７３１０８７．

（收稿日期：２０１４０４３０　　修回日期：２０１４０７３０）

·５８３３·检验医学与临床２０１４年１２月第１１卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２３




