兔血清中细胞因子抗体效价的检测
第五次免疫后约一周耳缘静脉取血，4 ℃放置过夜后离心取上层血清，采用ELISA的方法检测血清中抗体的效价，具体操作步骤如下：
⑴ 抗原包被。将纯化过的融合蛋白即抗原用包被液（0.05 mol/L碳酸盐缓冲液，pH 9.6）稀释至10 μg/mL，并向酶标板中加入100 μl/孔，4 ℃包被过夜；
⑵ 洗涤。倒出包被液，在滤纸上拍干，然后再向每孔中加入100 μl的洗涤液（PBS-Tween-20），放置于水平摇床上220转洗涤3次，3 min/次；
⑶ 封闭。每孔中加入100 μl的封闭液（10 %的脱脂奶粉），37 ℃孵育2 h；
⑷ 洗涤。按照步骤⑵进行操作，用洗涤液洗板3次；
⑸ 一抗孵育。用血清稀释液（2 %脱脂奶粉的PBS）经兔耳缘静脉取得的血清进行倍比稀释（稀释倍数：100, 1 000, 10 000, 30 000, 90 000, 270 000, 810 000, 2 430 000），然后按预先排好的加样次序加入100 μl的稀释血清，37 ℃孵育2 h；
⑹ 洗涤。按照步骤⑵进行操作，用洗涤液洗板3次；
⑺ 二抗孵育。将羊抗兔二抗（HRP-Goat-Anti-Rabbt IgG (H+L)）用抗体稀释液按1: 20 000稀释混匀后，每孔中加入100 μl，37 ℃孵育1 h；
⑻ 洗涤。按照步骤⑵进行操作，用洗涤液洗板3次；
⑼ 显色。每孔中加入100 μl显色液（TMB溶液），37 ℃孵育30 min；
⑽ 终止。加入终止液（2 M的H2SO4），50 μl/孔，在酶标仪中读取OD450nm吸光值，统计结果。
