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МЕТОД ELISPOT д.lЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕдЕ~lЕНИЯ 
АНТИТЕ~lО-СЕКРЕТИРУЮЩИХ КЛЕТОК В ОРГАНАХ И 

ТКАНЯХ ЖИВОТНЫХ 

АИ.Жаданов 

Всероссийский НИИЭВ юt. Я.Р.Коваленко, г. Москва 

Описанный в 1982 году J.D Sedgwick и P.G. Holt метод ELISPOT (en­
zyme-linked immнnospot assay) для определения специфических антитело­

секретирующих клеток (АСК), пришёл на смену более трудоёмкому и ме­

нее чувствительному методу гемолитических бляшек Jeme ( 1974). 
Метод ELISPOT, и.1и точечный иммуноферментный анализ (ИФА) 

обладает высокой чувствительностью и специфичностью. Эти свойства 

связаны с nрименением специфических антител и системы авидин­

биотина. 

Принцип ELISPOT-\1eтoдa подобен широко распространённому в 

настоящее время 1сыссическому ИФА Разница заключается в использова­

нии микроnанелей: для ИФА - 96-луночные пластиковые «MaxiSorp» «F» 
или им подобные. а для ELISPOT - 96-луночные микропане.1и с плоским 

нитроцеллюлозны:1.t дно:--1 «Mil!ipore, Bedford» «НА». Кроме того исполь­
зуются разные хромогенные субстраты, отличающиеся по растворимости: 

орто-фенилендиа\.~ин для ИФА и амино-этил карбазол (АЭК) - для EL!S­
POT 

Этот метод позволяет оuенивать состояние системного и ~естного 

и:-.1мунитета. Он широко используется иммунологами, баюериологами и 

вирусологами (JL VanCott et al., 1993: L.J Salt' et а!., 1994: S.C. Kyriakis et 
al, 1994: Р Scl1ieleп et а!., 1995: В. Cнkro"vska et al., 1995). Кроме АСК этим 
:-.1етодом :-.южно выявлять клетки, секретирующие цитокины, или другие 

nродукты, при на.1ичии специфических антител к исследуемому антигену. 

Мы nрименили лот wетод для изучения динамики изменений АСК в 

.1имфоидных органах :wышей при введении им ассоциированной вакцины, 

содержащей вирус транс\lиссивного гастроэнтерита свиней и ротавирус 

свиней. 
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На riepвo\t пat1i:.· как 11 при 1\.1<н:с11чесКlJ.\1 ИФА. 11ршю;н1т1 се11016и­

!1И заuию микропанеп61 :~нп1гено~1. Опп1.~1а.1ьную се1101онmп11руюш~ ю .:.\O­
J\ антигена подбира:111 в предварите.1ьных опытах с нсrю:1ьюва11ие.\1 ИФЛ. 

Пос.1е внесения антигена .\нtкропане;1и в rеч.:н111.: часа ннкуоиµова.:111 в rep­
щJcтi.Jтe при 37°С н зате\1 ещё час пр11 кочнатной те\mс;:ратуре Пс:реJ вне­

сен11ем клеточной суспен·зии, несвязавш11е антиген у •1асткн Jна .1у нок. 

ОЛОКИрОВаЛИ 2° о раСТВОрОМ ОЫЧЬеГО СЫВОрОТОЧНОГО 3ЛЬ0)'\<\ИН<1 
Второй ·пап заключапся в выделении \Юнонуклеарных клеток fl3 се­

.1езёнки. паховых и подколенных .1и~1фатических узлов. тимуса. костного 

\!Озrа и .1имфоидной ткани, ассоциированной с кишечником. Органы гомо­

генизировали в стеклянном гомогенизаторе в присутствии ку.1ьтуральной 

среды DMEM или RPMl 1640 с последующим центрифугированием при 

1500 об/:v~ин. Затем, суспензию ценtрифугировали в одноступенчатом гра­
.:щенте плотности гистопака 1.077 г/мл .. при ..+OOg в течение 30 мин. Выде­
.1енные клетки подсчитывали в камере Горяева с определением их жизне­

способности. 

На заключительном этапе клеточную суспензию, содержащую не 

менее 1000 жизнеспособных клеток в :-.~л., вносили по 100 мкл. в лунки 

нитроцеллюлозной микропанели. Для кажJого органа и изотиnа АСК 

(G,M,A) отводили не менее трёх лунок. Для более точного учёта количест­
ва внесённых клеток, суспензию, в том же разведении и объёме, дополни­

тельно вносили в лунки пластиковой микропанели с прозрачным дном. 

После оседания клеток на дно, их количество подсчитывали под инверти­

рованным микроскопом. Таким образом, контролировали количество мо­

нонуклеарных клеток в лунке. Далее проводили инкубацию клеток в тер­

\Юстате при 37°С в течение 3 час. 
После инкубации в лунки вноси.1и антитела к IgG, IgM, IgA мыщи 

(Sigma) в разведениях, рекомендуемых фир,юй. Инкубацию с коньюгата­
'>!И проводили в термостате при температуре 37°С в течение 1.5 час., при 

постоянном всЧJяхивании на ,\шкрошейкере. После отмывания вносили 

авидин, коньюгированный с пероксидазой и инкубирова.1и при тех же ус­

.1овиях, что и с антите.1ами, но в течение часа. 

Для проявления реакции испольювали набор JЛЯ ок-рашивания АЭК 
(Sigшa). После внесения субстрата, под щ1.;1ым увеличением микроскопа 

определяли степень проявления точек и при наилучшей их видимости ре­

акцию останавливали удалением из .1унок субстратного раствора и запол­

нением их дистиллированной водой д.пя по.1ной остановки реакции. 

Учёт реакции проводили под ма1ым уве;1ичением :\-Шкроскопа (объ­

е1пив х4, окуляр -<!О, уве.1ичение 40). Подсчитывались все точки, имею­

шие правильную круr.1ую форму. Количество окрашенных точек сравни­

ва..1и с чис:ю:-.~ к..1еток, внесённых в .1унку. Таким образо:-.1, определяли чис­

.10 АСК относительно общего количества .\1ононуклеарных клеток и по его 
НЗ.\rенению оценивали динамику формирования иммунного ответа. 
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