
16 

27. Shukra Vertika, Upreti D.K. Heavy metal accumulation in Phaeophyscia hispidula en route to Badrinath, Uttaranchal, India // 
Environ. Monit. And Assess. — 2007. — 1–3. — С. 365–369. 

28. Di Toppi Luigi Sanita, Musetti Rita, Vattuone Zulema, Pawlik-Skowrońska Barbara, Fossati Fabrizia, Bertoli Lorenzo, Badiani 
Maurizio, Favali Maria Augusta. Cadmium distribution and effects on ultrastructure and chlorophyl status in photobionts and 
mycobionts of Xanthoria parientina // Microsc. Res. And Techn. — 2005. — № 5. — С. 229–238. 

29. Bjerke Jarle W., Tommervik Hans, Finne Tor E., Jensen Henning, Lukina Natalie, Barestuen Vegar. Epiphytic lichen distribu-
tion and plant leaf heavy metal concentrations in Russian-Norwegian boreal forests influenced by air pollution from nickel-
copper smelters // Boreal Environ Res., 2006. — 6. P. 441–450. 

 
 
 
 
 
УДК 618.19–006.6. -07.616.15–073.916:612.12 

С.З.Ескендирова 
РГП «Национальный центр биотехнологии» МОН РК, Астана 

ПАРАМЕТРЫ  АДСОРБЦИИ  И  ФИКСАЦИИ  КЛЕТОЧНОЙ  СУСПЕНЗИИ   
ОПУХОЛЕВЫХ  КЛЕТОК  ДЛЯ  ПРОВЕДЕНИЯ  ИММУНОФЕРМЕНТНОГО  АНАЛИЗА 

Иммунды-ферменттік талдауда микроталдаудың өту тиімділігі пластик беткейіне 
адсорбциялау жолымен иммобилизденген антигеннің қабат түзуіне тікелей тəуелді. Қатерлі 
ісіктің жасуша суспензиясын сенсибилизациялау үшін полистиролды планшеттердің 
сорбциялық қасиетін зерттеу бойынша жұмыстар жүргізілген, сонымен қатар беткейдің 
тиімді қанығу тығыздығын жəне ісік жасушаларын тіркеуге ерітінділер тиімділігі 
анықталған. 

In the ELISA, the efficiency of micro assay is directly dependent on making monolayer of immobilized 
antigen on plastic surface by adsorption. For sensibly the cancer cell suspension, the studies on ad-
sorbing features of polystyrene plates, determine the saturating density of surface and the validity of 
solution for cancer cell fixation are make possibility for fixing cancer cell suspension for indirect 
ELISA and optimize the continuous culture parameters. 

 
Анализ статистических данных за последние годы свидетельствует о нарастании заболеваемости 

населения различными формами онкопатологии. Среди причин смертности онкологические заболе-
вания вышли на второе место после сердечно-сосудистой патологии. Снижение заболеваемости и 
смертности от злокачественных новообразований онкологи связывают с широким внедрением про-
филактических мер и ранней диагностикой. 

Рак молочной железы (РМЖ) является одним из центральных вопросов современной клиниче-
ской онкологии. Из диагностических методов при РМЖ наиболее широкое применение, помимо кли-
нического обследования, нашли маммография, ультразвуковое исследование, цитологическое иссле-
дование пунктатов. Как показывает практика, применяемые на сегодня скрининговые программы 
(осмотр, самообследование, маммография и т.п.) не полностью отвечают поставленным задачам в 
связи с тем, что чувствительность этих методов не превышает 65 % [1–3]. 

Клиническая цитология — иммуноцитохимия (ИЦХ) — изучает клеточный состав патологиче-
ских процессов. Объектом цитологического исследования служат пунктаты опухолевидных образо-
ваний, пунктаты регионарных лимфатических узлов, выделения из соска, соскобы с эрозированных и 
язвенных поверхностей соска и кожи, содержимое кистозных полостей, отпечатки и соскобы опухоли 
и лимфатических узлов при интраоперационной диагностике. Критерии цитологической диагностики 
злокачественных новообразований основываются прежде всего на морфологии клетки, особенно яд-
ра, изменениях клеточного состава в норме и при патологии, оценке не одной отдельно взятой клет-
ки, а совокупности клеток. Пункционная биопсия более простая, малотравматичная процедура, прак-
тически не сопровождающаяся осложнениями, позволяющая получить достаточное количество кле-
точного материала для цитологического исследования. Иммуноцитохимия не требует больших вре-
менных затрат, выполняется быстро, в течение 2–3-х ч. Замечено, что мембранные и цитоплазматиче-
ские маркеры чаще положительно окрашиваются в цитологических, чем в гистологических препара-
тах. Возможно, это связано с более щадящей обработкой цитопрепаратов, отсутствием потери и мас-
кировки антигенов при проводке и депарафинизации материала с использованием агрессивных хими-
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ческих реагентов, что негативно сказывается на мембранных и цитоплазматических рецепторах. Од-
нако возможности ИЦХ-метода ограничиваются плохим качеством мазков или малым количеством 
клеток в цитопрепаратах [3–5]. 

Существенный вклад в решение вышеупомянутых проблем может внести внедрение иммуноло-
гических методов исследования в лабораторную практику. Целью иммунологической онкодиагно-
стики является разработка надежных тестов ин витро, позволяющих обнаружить опухоль до развития 
клинических симптомов и определить ее локализацию. Такие тесты необходимы при ранней и диф-
ференциальной клинической диагностике. Именно с помощью стандартных унифицированных им-
мунологических методов можно проводить массовый скрининг и выявить группы повышенного рис-
ка. За последние годы в мире достигнут значительный прогресс в клиническом использовании раз-
личных биологических маркеров. В их числе онкогены, рецепторы эстрогенов (РЭ) и прогестерона 
(РП), маркеры апоптоза, рецепторы факторов роста и т.д. Все эти показатели позволяют более де-
тально изучить молекулярно-биологические особенности злокачественных опухолей, ассоциируются 
со степенью дифференцировки, способностью к инвазии и метастазированию, чувствительностью к 
химиотерапии, а следовательно, с особенностями течения и прогнозом заболевания в каждом кон-
кретном случае. В настоящее время описано много различных моно- и поликлональных антител, вы-
являющих экспрессию тех или иных белков, связанных со структурными компонентами клетки, про-
дуктами клеточного синтеза (гормонов, ферментов, иммуноглобулинов), рецепторами и т.д. [4–9]. 

В последнее десятилетие благодаря успехам иммунохимии в лабораторную практику медицин-
ских учреждений прочно вошли методы иммуноанализа, позволяющие определять специфические 
белки, синтезируемые опухолями различного типа, так называемые опухолевые маркёры. Согласно 
определению Я.В.Бохмана, «опухолевый маркёр» — это любая белковая субстанция, которая появля-
ется у онкологического больного и коррелирует с наличием опухоли, степенью ее распространенно-
сти и регрессией в результате лечения. Опухолевые маркёры применяются для раннего выявления 
рецидивов и метастазов злокачественных новообразований. Как правило, начало повышения концен-
трации опухолевого маркёра в крови на несколько месяцев опережает клиническое проявление реци-
дива и метастазов опухоли. Мониторинг опухолевых маркёров используется также для контроля за 
эффективностью радио- и химиотерапии опухолей. Злокачественная опухоль должна вырасти до 
определенного минимального размера (так называемой критической массы), чтобы «наработать» ко-
личество опухолевого маркёра, достаточное для определения современными методами анализа. Ус-
тановлено, что опухолевая клетка способна выделять 1 пикограмм (10-12 г) опухолевого маркёра в 
кровь. Таким образом, опухоль размером 1 см3 может выделить в кровь 1 мг антигена, что в пересче-
те на концентрацию составляет около 200 нг/мл. Даже допустив, что в силу разных причин реальная 
концентрация опухолевого маркёра будет в 10 раз ниже, чувствительность современных радиоим-
мунных и иммуноферментных тест-систем вполне достаточна для выявления превышения установ-
ленного порогового уровня маркёра [6–12]. 

Иммуноферментный анализ является одним из современных иммунологических методов, широ-
ко применяемых в иммунодиагностике вирусных и бактериальных инфекций в медицине и ветерина-
рии. В отличие от классических методов диагностики иммуноферментный анализ — это эффектив-
ный подход, совмещающий в себе специфичность иммунологической реакции и чувствительность 
химической реакции, высокую стабильность применяемых реагентов и простоту детекции фермент-
ной метки. В патентной и научной литературе появляется все больше сведений о рекордных пределах 
обнаружения веществ данным методом (вплоть до 10-21 молей в образце). Широкое применение твер-
дофазного ИФА, основанного на использовании планшетов из непористых полимерных материалов 
— полистирола, поливинилхлорида и т.д., обусловлено его простотой и возможностью автоматиза-
ции за счет того, что каждая лунка планшета является отдельным реактором, в котором происходят 
все стадии анализа, начиная с иммобилизации и заканчивая измерением физико-химического пара-
метра ферментативной реакции [13,14]. 

При разработке иммуноферментных тест-систем актуальным является правильный подбор пара-
метров применения компонентов набора, от которых в большей степени зависит качество получае-
мых результатов. Все варианты ИФА являются многокомпонентными системами и несоответствие 
одного параметра может приводить к неадекватным результатам. Целью исследований являлось 
определение оптимальных параметров адсорбции и фиксации клеточной суспензии опухолевых кле-
ток для проведения иммуноферментного анализа. 
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Материалы и методы 

Культивируемые линии аденокарциномы молочной железы MCF-7 и карциномы молочной же-
лезы ZR-75 получены из Российской коллекции клеточных культур (Институт Цитологии, г.Санкт-
Петербург). Клетки культивировали при температуре 37 °С в атмосфере 5 % СО2 на питательной сре-
де ДМЕМ («HiMedia», Индия) с добавлением 50 мкг/мл гентамицина и 10 % фетальной сыворотки 
крупного рогатого скота. Для снятия монослоя клеток использовали 0,25 %-й раствор трипсина и 
0,02 %-й раствор версена («HiMedia», Индия). Подсчет клеток и морфологический анализ культур 
проводили при помощи инвертированного микроскопа. Концентрацию клеток в суспензии, а также 
число жизнеспособных клеток подсчитывали в камере Горяева с применением 0,4 %-го раствора три-
пановой сини. 

Для постановки иммуноферментного анализа иммунологические полистироловые планшеты 
иммобилизовывали интактными клетками опухолевых клеток в испытуемых концентрациях в пита-
тельной среде DMEM (HiMedia, Индия) при продолжительности инкубации 24 часа в СО2-
инкубаторе при температуре 37 °С.После инкубации планшеты отмывали три раза ЗФР рН 7,2 с 
0,05 %-м твин-20 и три раза — ЗФР без твина. Блокировку свободной поверхности лунок проводили 
0,5 %-м раствором бычьего сывороточного альбумина при 37°С в течение 1 часа. После отмывки 
вносили испытуемые сыворотки иммунных мышей, начиная с разведения 1:100, в объеме 0,1 мл и 
инкубировали при 37 0С в течение 60 минут. Отрицательным контролем в данном случае служили 
образцы сыворотки крови здоровых мышей (негативная сыворотка). После инкубирования планшет 
отмывали для удаления неспецифически связавшихся антител. Затем в лунки планшет вносили кро-
личьи антитела к иммуноглобулинам мыши, меченые пероксидазой хрена (антивидовой конъюгат — 
Sigma, Германия) в объеме 0,1 мл и инкубировали в течение 1 часа. Для проявления реакции в лунки 
вносили по 0,1 мл раствора субстрата фермента, который готовили путем растворения 0,01 г ортофе-
нилендиамина (Sigma, США) в 10 мл 1 %-го раствора лимонной кислоты с рН 4,5 и добавления 0,005 
мл 30 %-й перекиси водорода. Реакцию останавливали добавлением в лунки планшет раствора 2М 
серной кислоты. Результаты ИФА учитывали с помощью спектрофотометра с вертикальным потоком 
света при длине волны 492 нм. 

Для получения позитивных сывороток 2 группы мышей (по 3 мыши в каждой) были иммунизи-
рованы интактными клетками аденокарциномы молочной железы MCF-7 и карциномы молочной же-
лезы ZR-75 по следующей схеме: в первый день иммунизации вводили внутрибрюшинно 10 млн. 
клеток в 0,1 мл полного адъюванта Фрейнда (ПАФ). На 7,11,12,13 дни иммунизации мышам повтор-
но вводили внутрибрюшинно аналогичное количество опухолевых клеток в забуференном физиоло-
гическом растворе (ЗФР). 

Результаты исследований 

Эффективность проведения микроанализа методом ИФА существенно зависит от формирования 
слоя иммобилизованного антигена путем адсорбции на поверхности пластика. Многие макромолеку-
лярные антигены — белки, ферменты, липополисахариды, целые вирусные частицы, компоненты 
клеток и целые клетки — могут быть связаны с поверхностью полимерных носителей путем адсорб-
ции. Длительность процесса адсорбции и максимальное количество связанного с поверхностью анти-
гена являются характеристиками, индивидуальными для каждого процесса и зависящими от гидро-
фобности, заряда и молекулярной массы молекулы антигена. Степень адсорбции также зависит от 
физико-химических свойств молекул, от концентрации молекул в растворе, от отношения площади 
связывания к объему внесенного образца, а также от температуры и времени инкубации [13,14]. 

На начальном этапе исследований нами предусматривалась отработка оптимальных условий 
рассева клеточной суспензии опухолевых клеток для постановки непрямого варианта иммунофер-
ментного анализа (ИФА). Для сенсибилизации твердой фазы использовали опухолевые клетки куль-
тивируемых линии аденокарциномы молочной железы MCF-7 и карциномы молочной железы ZR-75. 
Культура клеток аденокарциномы молочной железы MCF-7 представлена эпителиоподобными клет-
ками полигональной формы с четкими, хорошо выраженными границами и округлыми ядрами, кото-
рые растут колониями, равномерно распределяясь по всей культуральной поверхности матрасов. В 
последующих пассажах пролиферативная активность опухолевых клеток возрастает, культура стано-
вится морфологически однородной. Пересев культур проводили по мере формирования монослоя. 
Монослой при пассажах формировался на 3–5-е сутки. Из матрасов с выросшим монослоем (90–95 % 
поверхности) удаляли питательную среду, вносили в них подогретую до 37 °С смесь раствора версе-
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на (0,02 %) и трипсина (0,25 %) в соотношении 1:1 в количестве, необходимом чтобы покрыть весь 
клеточный монослой. Матрасы помещали в термостат на 3–5 минут для отделения клеток от поверх-
ности. Клеточную взвесь тщательно пипетировали до образования однородной массы и добавляли 
свежую ростовую среду. Коэффициент пересева составлял 1:2 – 1:3, т.е. клетки, снятые с одного 
матраса, рассеивали на 2–3 аналогичных матраса. Оптимальная плотность пересева составляла 
2,0–4,0х104 клеток/см2. 

В качестве позитивных сывороток использовали сыворотки мышей, иммунизированных интакт-
ными клетками линии MCF-7 и ZR-75–1 по 15-дневной схеме иммунизации (в дозе 10 млн. клеток на 
одну инъекцию). Отрицательным контролем (негативная сыворотка) служили сыворотки здоровых 
мышей. 

Выбор оптимальной плотности насыщения поверхности носителя клеточной суспензией опухо-
левых клеток проводили в диапазоне от 10 до 100 тыс. клеток/мл при продолжительности инкубации 
24 часа в СО2-инкубаторе при температуре 37 °С (табл.1). 

Т а б л и ц а  1  

Выбор оптимальной плотности насыщения опухолевыми клетками поверхности твердого носителя 

Титры антител в сыворотке крови Плотность насыщения 
опухолевых клеток Позитивная сыворотка Негативная сыворотка 

10 тыс. клеток 1:1600 — 1:3200 - 

25 тыс. клеток 1:6400 — 1:12800 1:100 

50 тыс. клеток 1:3200 — 1:6400 1:200 

75 тыс. клеток 1:800 — 1:1600 1:800 

100 тыс. клеток 1:400 — 1:800 1:800 

 
Анализ полученных результатов свидетельствует, что при всех использованных концентрациях 

опухолевые клетки по-разному сорбируются на носителях. Установлено, что оптимальной концен-
трацией клеточной суспензии опухолевых клеток, обеспечивающих достаточную чувствительность 
непрямого ИФА является 20–25 тыс.клеток/мл, при которой максимальные титры специфических ан-
тител в позитивных сыворотках достигали значении 1:6400 — 1:12800. При использовании растворов 
с более высоким содержанием интактных клеток на единицу поверхности носителя эффективность 
адсорбции снижается, что выражается в ослаблении титров позитивных сывороток и превышении 
«фонового сигнала» негативной сывороткой, обусловленного артефактным обнаружением иммуно-
глобулинов, не обладающих специфичностью к данному антигену. Наблюдаемое при этом ослабле-
ние прочности связывания, объясняется, вероятно, своего рода «наслаиванием» избыточного количе-
ства интактных клеток на поверхность носителя, при котором в дальнейшем происходит существен-
ное вымывание антигена [10, 12–14]. 

Таким образом, при оптимальной концентрации 20–25 тыс.клеток/мл происходит равномерное 
распределение антигена по поверхности и почти полное предотвращение его вымывания с поверхно-
сти носителя. 

Одним из существенных факторов, оказывающих влияние на адсорбцию клеточной суспензии 
опухолевых клеток к поверхности твердой фазы, является эффективность растворов для фиксации 
клеток, в качестве которых нами были использованы 1 %-й формалин, 70 %-й этанол и 100 %-й аце-
тон (табл. 2). 

Сенсибилизацию твердой фазы цельными бактериальными клетками осуществляют обычной ад-
сорбцией, однако эукариотическим клеткам с целью укрепления ковалентной связи с носителем не-
обходима дополнительная фиксация. Выбор метода фиксации определяется спецификой конкретной 
реакции антиген-антитело и предполагаемой локализацией антигена, но при этом антигенные детер-
минанты их молекул должны более или менее сохранять свою пространственную структуру и быть 
доступными антителам. При использовании клеточного слоя как нерастворимого антигена целью 
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фиксации является сохранение клетки, прекращение активности внутриклеточных ферментов, пре-
дотвращение распада клеточных компонентов. Формалин хорошо связывается с белками, сшивая их с 
помощью метильных мостиков и тем самым вызывая денатурацию. Ацетон обезвоживает коллоиды 
цитоплазмы и приводит к осаждению белков, что не дает глубоких изменений в структуре белка. Од-
нако ацетон, так же как и формалин, приводит к необратимой потере активности мембранных и ци-
топлазматических рецепторов клеток. Фиксирующее действие спиртов связано с осаждением белков. 
Спирты могут нарушать сольватные оболочки входящих в белки групп, «уплотнять молекулы» и вы-
зывать появление новых конфигураций функциональных групп в белковой молекуле. Фиксация бел-
ков спиртами в ряде случаев обратима [3–5, 13, 14]. 

Т а б л и ц а  2  

Эффективность растворов для фиксации опухолевых клеток 

Показатели оптической плотности 
Растворы для фиксации клеток 

Позитивная сыворотка Негативная сыворотка 

1 %-й формалин 0,756 — 0,841 0,042 — 0,048 

70 %-й этанол 1,346 — 1,380 0,042 — 0,048 
100 %-й ацетон 0,907 — 0,933 0,042 — 0,048 

 
Результаты опытов показали, что фиксация опухолевых клеток была минимальной при исполь-

зовании 1 %-го формалина и 100 %-го ацетона. Применение 70 %-го этанола приводило к существен-
ному увеличению адсорбции опухолевых клеток поверхностью твердой фазы. При этом значения 
экстинкции достигали соответственно 0,756–0,841, 0,907–0,933 и 1,346–1,387 о.е. Данный показатель 
при использовании негативной контрольной сыворотки был в пределах 0,042–0,048. 

Используемые в ИФА носители должны соответствовать ряду требований, обусловленных спе-
цификой метода: 1) быть нерастворимыми при условиях, в которых проводится анализ, 2) обладать 
достаточной для аналитических целей емкостью (т.е. количеством иммобилизованного белка на еди-
ницу массы или площади поверхности носителя), 3) обеспечивать прочное необратимое связывание 
белка с носителем и стабильность препарата при хранении, 4) обладать минимальной способностью к 
неспецифическому связыванию компонентов, находящихся в анализируемых биологических жидко-
стях, 5) быть удобным для анализа в методическом плане, т.е. легко и точно дозироваться, быстро 
осаждаться, без потерь подвергаться процедурам промывки и т.д. [3–6]. 

Т а б л и ц а  3  

Сравнительная оценка интенсивности связывания опухолевых клеток  
в лунках полистироловых планшетов разных фирм 

Полистироловые планшеты 

Nunc (Дания) Sarstedt (США) Медполимер 
(Россия) 

Опухолевые клетки 
 

Специфическая реакция ОП+ 
492 (М ±m) 

Клеточная линия аденокарциномы мо-
лочной железы MCF-7 

1,606 ± 0,57 
0,048±0,02 

1,455 ±0,54 
0,042±0,01 

0,887 ±0,33 
0,098±0,08 

Клеточная линия карциномы молочной 
железы ZR-75–1 

1,174 ± 0,42 
0,054±0,03 

1,119±0,49 
0,052±0,05 

0,604 ± 0,22 
0,101±0,09 

Примечание. В числителе — средние значения оптической плотности (492 нм) позитивной сыворотки 
при разведении 1:100; в знаменателе — средние значения оптической плотности (492 нм) негативной сыворот-
ки при разведении 1:100. 

При изучении сорбционных свойств твердой фазы для постановки непрямого ИФА были испы-
таны 96-луночные полистироловые планшеты для культивирования фирм «Nunc» (Дания),«Sarstedt» 
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(США) и «Медполимер» (Россия), которые отличаются составом и сорбционными свойствами поли-
мера. Средние значения оптической плотности (ОП+ 

492) реакционной жидкости лунок с адсорбиро-
ванными опухолевыми клетками, в которых вносились образцы позитивной и негативной сывороток, 
представлены в таблице 3. 

В результате установлено, что наиболее высокими сорбционными свойствами для сенсибилиза-
ции клеточной суспензией опухолевых клеток обладали полистироловые носители фирм «Nunc» (Да-
ния) и «Sarstedt» (США), что сопровождалось их высокой аналитической емкостью (2000–2500 опу-
холевых клеток на лунку) и минимальной способностью к неспецифическому связыванию (наиболь-
шая оптическая плотность была выше фоновой примерно в 10–15 раз). 

Таким образом, проведенные нами исследования по изучению сорбционных свойств полистиро-
ловых планшетов для сенсибилизации клеточной суспензией опухолевых клеток в ИФА, а также 
определение оптимальной плотности насыщения поверхности носителя и эффективности растворов 
для фиксации опухолевых клеток позволили оптимизировать условия рассева и фиксации клеточной 
суспензии опухолевых клеток для постановки непрямого варианта иммуноферментного анализа 
(ИФА). 
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