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摘要  介绍了酶联免疫斑点技术( ELISPOT) ,比较了该技术与其他免疫检测技术相比的优势 ,展望了ELISPOT 在动物免疫研究中的应用
前景。
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  酶 联免疫 斑点 技术( Enzyme-linked Immunospot Assay ,

ELISPOT) 是20 世纪80 年代中期Czerkisky 等以ELISA 技术基

本原理和方法为基础,建立起来的一种既可以在体外进行单

细胞水平的特异性抗体分泌细胞检测, 又可以对细胞因子

( Cytokine ,CK) 分泌量进行定量检测的一种简便、快捷的免疫

学检测方法 ,尤其在检测单个细胞分泌可溶性 CK 时更有意

义[ 1 - 2] 。

1  ELISPOT 简介

1 .1  ELISPOT 检测原理  在细胞受到刺激后局部产生

CK,该CK 被特异性的单克隆抗体捕获。洗去分泌细胞后 ,

被捕获的CK 与生物素( Biotin) 标记的二抗结合[ 3] , 然后再与

碱性磷酸酶( Alkaline phosphatase , AKP) 或辣根过氧化物酶

( Horseradish peroxidase , HRP) 标记的链亲和素结合。经底物 ,

如BCIP/ NBT 孵育后, 在PVDF 孔板出现有色的斑点即表明

细胞产生了 CK。通过显微镜或 ELISPOT 酶联斑点分析系

统[ 4] 对斑点进行分析即可获得结果。

1 .2  ELISPOT 技术原理  ELISPOT 的技术原理与ELISA 基

本相似, 即通过生物酶高催化效率放大反应效果, 进而达到

很高的敏感度,便于检测微量的抗原或抗体。其实验设计是

在96 微孔培养板的底部披覆 PVDF 薄膜, 包被经特殊挑选

的、无毒性( 不含Sodiumazide、内毒素 Endotoxin) 的单克隆抗

体。然后洗脱未结合的单克隆抗体, 封闭。随后将经适当分

离处理后的细胞( 如外周血单核细胞( Peripheral blood mononu-

clear cell ,PBMC) ) 分配到微孔上 ,用适当的抗原刺激, 并将96

孔板放置于温箱中过夜培养一段时间。一般情况下, 记忆型

T 细胞在受抗原刺激后数小时开始分泌CK, 此时局部( 紧靠

分泌细胞的周围) 分泌出的 CK 会被PVDF 薄膜上包被的特

异性抗体捕获。洗去微孔中的细胞和未结合的组分之后, 被

捕获的CK 进一步使用生物素标记的特异性检测抗体来标

志。然后将未结合的酶洗除, 再以 AKP 或 HRP 标记的链亲

和素与之作用, 并加入底物( 如 BCIP/ NBT) 使其呈色, 有反应

作用的细胞会留下大小染色的斑点。斑点多少 可以在

ELISPOT 读数系统上进行自动化计数或在立体显微镜上进行

人工计数。当然也可以在96 微孔培养板上包被特异性捕获

抗体来检测特异的CK 分泌细胞[ 5] 。

1 .3  ELISPOT 基本操作步骤 ELISPOT 的检测原理和技术

原理与双夹心法ELISA 较为相似, 具体操作步骤如下[ 6] 。

( 1) 将适量捕获性抗体预先包被于96 孔 ELISPOT 板上 ,
�
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用胶带封板并在4℃冰箱中孵育过夜。取出后将板用PBS 洗

6 次, 再用含10 %胎牛血清( Fetal calf serum ,FCS , 体积比) 的

培养基封闭( 降低非特异性反应) , 室温下至少孵育1 h。如

果使用试剂盒已包被的96 孔板 ,该步操作可以省略。

( 2) 将阴性对照和细胞样品, 如经纯化的 CD8 + T 细胞 ,

用含10 %FCS 的培养基稀释至5×104～2×105 个/ 孔( 高的可

以达3 ×105 ～5 ×105 个/ 孔, 尤其 是分 泌细胞) , 分装 于

ELISPOT 板孔中, 然后加入特异的刺激物, 如多肽、基因表达

产物或提取的抗原等。阴性对照孔中只加入培养基( 尽量采

用无血清的培养基, 以避免血清的某些成分所引起的非特异

反应, 及血清批次不同所造成的试验误差) , 阳性对照孔加入

植物血凝素( PHA,2 μg/ ml) 或阳性多肽, 放置于含有5 %

CO2、37 ℃的生化培养箱中培养24～48 h。

( 3) 用含0 .01 % Tween-20( 体积比) 的PBS 洗96 孔板6 次,

以洗去分泌细胞,再加入生物素标记的抗CK 的特异性检测抗

体,孵育3 h。再用PBS- Tween-20 洗液洗6 次以除去没有结合

的二抗,加入AKP 或HRP 标记的链亲和素,室温孵育3 h。

( 4) 用PBS- Tween-20 对96 孔板再洗5 次, 加入底物室温

下显色, 待出现紫色( AKP 和底物的产物) 或红色( HRP 和底

物的产物) 斑点时 , 说明检测的细胞产生了CK。此时可用计

算机辅助成像分析系统或显微镜计算斑点数,并用斑点形成

单位记录结果。每一个有色斑点即代表一个特异性分泌 CK

的细胞。若预先包被抗原, 则可用于分泌细胞的测定, 此时

的每一个斑点就代表一个分泌特异抗体或CK 的细胞。

2  ELISPOT 与其他免疫检测技术的比较

用于动物免疫应答的检测技术很多,但均存在一些难以克

服的缺陷,如在精确定量检测的同时又需进行单细胞水平检测

等,相比之下ELISPOT 则显示出巨大的技术优势和应用潜力。

2 .1  ELISPOT 与 ELISA 相比较  ELISA 在以下情况下无

法检测到效应分子, 如分泌到上清或被稀释, 或被蛋白水解

酶降解 ,或被其高亲和力的受体吸收等。同时,ELISA 是通过

显色反应,在酶标仪上测定吸光度( OD 值) 后与标准曲线比

较,得出 可溶 性蛋白 总量, 而 不知道 效 应细 胞有 多少。

ELISPOT 也是通过显色反应 ,但它是在细胞分泌该种可溶性

蛋白的相应位置处显现清晰可辨的斑点,能够直接在显微镜

下人工计数斑点或通过计算机辅助分析系统对斑点进行计

数。1 个斑点代表1 个分泌细胞 ,从而能够计算出分泌该蛋

白的细胞的频率, 进行效应细胞计数, 得到单个细胞分泌效

应细胞的相对量及细胞活化后产生效应分子的变化等。在

单细胞水平检测时,ELISPOT 比 ELISA 更灵敏[ 7] , 它能从20

万～30 万个细胞中检出1 个分泌该蛋白的细胞[ 8] 。ELISPOT
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的捕获抗体是由具有高亲和力、高特异性、低内毒素的单克

隆抗体组成,在试验过程中以刺激性抗原激活细胞时不会影

响活化细胞分泌CK。

2 .2 ELISPOT 与流式细胞技术( Flowcytometry, FCM) 相比

较 ELISPOT 和FCM都是在单细胞水平检测CK 的产生, 不

同的是FCM是检测细胞产生的所有因子, 它既可以检测细

胞的表面标志又可以检测胞内因子, 是一项多参数的检测技

术[ 9] 。而ELISPOT 则是检测分泌到胞外的 CK, 多用于抗原

多肽库的筛选,可以直接在体外检测抗原特异性T 细胞的活

性, 技术更简单 ,易于掌握[ 10] 。

2 .3  ELISPOT 与胞内 CK 染色法( Intra-cellular CK stain-

ing ,I CS) 相比较 ICS 主要用于细胞内累积CK 的染色和多

色参数的FACS 法,在检测循环淋巴细胞中抗原特异性T 淋

巴细胞时应用较多。

2 .4  ELISPOT 与有限稀释 法( Li miting dilution analysis ,

LDA) 相比较 LDA 能够对特异性细胞毒性T 细胞( Cytotoxic

T cell ,CTL) 进行定量。但该方法需要高强度抗原刺激, 这会

加快效应CTL( eCTL) 凋亡[ 11] , 且不能定量测定eCTL 细胞数

量或测定值偏低。同时, 该方法较繁琐, 很容易造成T 细胞

数量损失。

2 .5  ELISPOT 与四聚体法( Tetramer ) 相比较  Tetramer 具

有迅速、直接、灵敏且特异性强的优势。当体内记忆毒性T

淋巴细胞( memorial CTL ,mCTL) 水平低于1 % 时, 用该法仍可

以直接测到准确的值[ 12] , 比LDA 敏感度高5～10 倍[ 13] 。Te-

tramer 每次反应只能分析单一的抗原表位, 而 MHC - I 类分

子结合的各种抗原表位,能否形成CTL 反应是随着基因背景

及时间的变化而变化 ,因此需要正确地选择抗原表位。研究

结果表明,Tetramer 阳性的细胞数是用 ELISPOT 分析能分泌

INF - γ细胞数的数倍[ 14] ,说明并非所有经过Tetramer 鉴定的

阳性细胞都有确切的功能,其中很多可能是不表现功能的惰

性细胞, 它们代表了记忆型 CTL 前体细胞[ 15] ,Tetramer 分析

只增加了分析的灵敏度。

2 .6  ELISPOT 与 Cr51 释放法相比较  Cr51释放法在检测

CTL 识别的抗原多样性方面非常有效, 且能精确阐明被 CTL

识别的最佳表位。但是该检测方法至多为半定量检测 ,而且

Cr51标记的细胞自发释放率较高, 不适于较长时间培养 ;标记

时所需的细胞浓度较高,给试验带来诸多不便;Cr51释放法所

测定的是一个细胞群体的特性,而不是单个细胞[ 16] 。与 Cr51

释放法相比 ,ELISPOT 有相当多的优越性, 如更高灵敏度, 所

需细胞量更少, 通量更高; 没有放射性污染, 一致性、准确性

更好, 更省时、省力等。

因此,ELISPOT 与其他免疫检测技术相比有不少独特的

优势: ①ELISPOT 具有灵敏度高、特异性好的特点。精确检测

最低至1∶100 万体外CK 的分泌频率。该分辨率远远超过使

用ELISA 法和四聚物染色法测量的精度。因为体内产生抗

原特异性T 细胞的频率是非常低,所以这种高灵敏度在细胞

分泌检测方面是非常关键的; ②ELISPOT 可用于确定抗原特

异性T 细胞的功能性亲和力; ③ELISPOT 分析不影响淋巴细

胞的活性。这使得分析之后继续进行淋巴细胞增值, 用于更

进一步的分析、克隆或者低温储藏成为可能[ 17] ; ④ELISPOT

可用于定义 CD4 或 CD8 细胞的抗原决定簇。ELISPOT 实验

灵敏, 只需少数细胞 , 分析就可以在高产量模式下进行。

ELISPOT 分析在筛选肽库, 绘制免疫因子方面是一个理想的

工具; ⑤ELISPOT 使大批量细胞分析成为可行。经过训练的

数个相关实验室人员组成1 个小组可以测试成百个样本中

几十种抗原的反应; ⑥研究未经药物处理过的T 细胞的实际

分泌过程[ 18] 。如果观察到T 细胞分泌物净产量减少 , 以此

方法可以确定这种原因是来自于分泌细胞的减少 ,还是每个

细胞分泌产量的减少 ;⑦低温储藏后的淋巴细胞可以继续保

持其生物学活性[ 19] 。治疗前和治疗后的样本可以同时进行

测试,进行对比, 以鉴定治疗结果, 能够重复实验步骤; ⑧所

需细胞浓度低。和其他细胞学分析方法比较,ELISPOT 法对

细胞浓度没有太高的要求。如45 ml 的血液就足以用于测试

600 种不同抗原或肽类物质的反应。

3  ELISPOT 在动物免疫研究中的应用

随着ELISPOT 技术的逐渐成熟和ELISPOT 酶联斑点分析

系统的日渐完善,ELISPOT 在动物免疫学中的应用越来越多。

Li W等用脂质体结合的肠炎沙门氏菌眼内接种鸡后,用

ELISPOT可以测出免疫鸡哈德氏腺中的抗体分泌细胞[ 20] 。

Kamm C 等应用体外方法分析针对产单核细胞增生性李斯特菌

的CD8+ T 细胞应答, 并用ELISPOT 法分析了不同自然途径加

工的抗原肽[ 21] 。Bastos R G 等用ELISPOT 法检测到表达猪繁殖

障碍与呼吸道综合症病毒( PRRSV) GP5 及 M蛋白的重组卡介

苗(rBCG) 免疫猪67 d 后的BCG 抗原产生的IFN 应答[ 22] 。许晓

光等应用ELISPOT 与ELISA 方法同时检测ImmunEasyTM 及弗

氏佐剂免疫小鼠的脾脏中分泌不同类和亚类抗APRIL 抗体的

B细胞频率。ELISPOT 方法能反映出短时间( 6 h) 内分泌特异

性抗体的脾细胞频率,而ELISA 所测免疫血清中抗体效价则反

映在体内一段时期内脾细胞分泌的抗体量[ 23] 。焦新安等应用

ELISPOT方法检测到表达大肠杆菌 MalE 蛋白的重组卡介苗

(rBCG.MalE) 诱导的T 细胞应答是 CD4 + T 细胞依赖的,rBCG.

MalE 诱导的特异CD4 + T 细胞应答存在 Th1/ Th2 平衡转换现

象,并逐步形成Th1/ Th2 混合应答[ 24] 。

4  ELISPOT 展望

ELISPOT 方法的建立最初用于检测抗体分泌细胞, 随着

技术的发展 ,它渐渐成为检查各种抗体形成细胞及 CK 分泌

细胞的主要检测技术。尤其是自动图像分析系统的使用, 大

大提高了实验准确性及实验效率, 将促使ELISPOT 技术发展

成为基础实验室及临床诊断实验室的标准技术之一。

目前ELISPOT 技术主要还是应用于人类医学研究的领

域,在动物免疫学研究领域应用还较少。我国药品生物制品

检定所在《预防用 DNA 疫苗临床前研究技术指导原则》和

《预防用以病毒为载体的活疫苗制剂的技术指标原则》中均

指出,ELISPOT 是检测和评价疫苗的细胞免疫的有效方法。

由ELISPOT 所具有的独特优势,可以预见该检测方法在动物

免疫研究领域将会得到广泛的应用,发挥重要作用。
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境奠定基础。

2 .3 建立大生态概念, 提高综合效益  为了从根本上解决

环城水系中水回用系列问题, 更加优化水质, 就要采取水质

管养经常化生态系统修复技术, 要通过人的努力, 连接水系

中的生物链, 积极地进行人为干预, 促使其达到生态平衡。

改善原有的生态环境,尽可能地构建水生植物和动物多样性

的环境, 增加它们的生活空间, 让水生植物和动物参与“清

扫”水体,以达到净化的目的。

具体措施包括:栽植沉水植物: 水下种水草实践证明, 水

草是健康的生态系统不可缺的部分, 水草茂盛的水体, 往往

水质很好, 而且与众不同的是清澈见底, 还可为鱼类和其他

水生动物提供食料及栖息、繁殖场所; 水边栽植植物是水生

态系统里一个非常重要的组成部分,可以是美人蕉、荷花、迎

春、黄馨等 ,既改善水质又美化环境; 水生动物的放养以贝壳

类为主, 适当放养食藻性鱼类。强化微生态系统也是一个重

要环节, 能够激发水体深层微生物的活性, 以达到自觉净化

水体的目的。考虑植物栽植和动物栖息的环境需要, 让市民

能与水亲密接触, 满足人们对亲水性的要求, 吸取杭州市、绍

兴市等城市生态护坡的经验, 尽可能还原环城河原生态, 去

掉堆砌式驳岸,做成斜坡式的生态堤岸 ,岸坡采用卵石堆设 ,

栽上水生植物, 采用天然湖石、卵石、大理石等, 建造亲水平

台,既满足了生态需求, 又实现了现代人近水、临水、亲水的

渴求。

2 .4 长效管理, 杜绝新的污染源  结合合肥市目前正在进

行的拆违整治工作, 将周边影响公园环境、污染公园水体的

建筑物全面拆除, 恢复绿地,通过生态驳岸、生态护坡等方式

“以绿养水 , 以水促绿”。同时, 全面建立规范化水体保洁制

度, 及时清除水体内垃圾, 保持水体卫生,防止污染。

3  结语

2006 年 , 联合国确定“世界水日”的主题是“21 世纪的

水”,我国纪念“世界水日”和“中国水周”的主题是“建设节水

型社会, 实现可持续发展”, 充分说明21 世纪水的问题已受

到全球关注 ,水是自然界中唯一不可替代, 而又唯一可以再

生的资源。我们已经有了充分的可利用再生水的条件 ,通过

不断改善相关技术和措施, 有效解决所面临的问题, 中水回

用于公园景观用水就一定会得到可持续发展。
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