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本发明属于允许区分感染的个体和疫苗接

种的个体的依从性标记和标记疫苗的领域。具体

而言，其涉及确定个体是否已经接受包含在培养

的昆虫细胞中由杆状病毒表达系统产生的重组

蛋白的免疫原性组合物的方法。
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1.用于确定个体是否已经接受免疫原性组合物的试剂盒，其中所述试剂盒包括固体支

持物和固定至所述固体支持物的一种或多种捕获试剂，所述固定的一种或多种捕获试剂能

够结合从已经接受所述免疫原性组合物的个体的生物样品中获得的抗体，

其中所述一种或多种捕获试剂选自：

a.包含与选自SEQ  ID  NO:1至6的序列具有至少70％序列相同性的氨基酸序列或由其

组成的蛋白；

b.能够感染草地贪夜蛾细胞或来自衍生自草地贪夜蛾的细胞系的细胞的RNA病毒，其

中所述RNA病毒是属于弹状病毒科的病毒，且其中所述病毒可选地已被灭活。

2.如权利要求1的试剂盒，其中所述试剂盒进一步包括用感染SF+或Sf9细胞的弹状病

毒的G蛋白免疫的猪血清作为阳性对照。

3.如权利要求1的试剂盒，其中所述RNA病毒选自：

a.包含蛋白的能够感染昆虫细胞的RNA病毒，所述蛋白包含以下或由以下组成：

i.与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％序列相同性的氨基酸序列；和/或

ii.与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％序列相同性的氨基酸序列；和/或

b.能够感染昆虫细胞的RNA病毒，其基因组包含编码蛋白的核酸分子，所述蛋白包含以

下或由以下组成：

i.与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％序列相同性的序列；和/或

ii.与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％序列相同性的序列；和/或

c.能够感染昆虫细胞的RNA病毒，其基因组包含具有以下序列的RNA分子：

i.所述序列与核酸序列反向互补，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:9的序列具有至少70％

序列相同性；和/或

ii .所述序列与核酸序列反向互补，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:15的序列具有至少

70％序列相同性。

4.如权利要求1‑3中任一项的试剂盒，其中来自能够感染昆虫细胞的RNA病毒的所述一

种或多种抗原是包含以下或由以下组成的蛋白：

a.与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％序列相同性的序列。

5.如权利要求1‑3中任一项的试剂盒，其中所述草地贪夜蛾细胞或所述来自衍生自草

地贪夜蛾的细胞系的细胞选自：Sf9细胞和Sf+细胞。

6.如权利要求1‑3中任一项的试剂盒，

其中所述捕获试剂包含能够感染昆虫细胞的RNA病毒的病毒颗粒和/或病毒样颗粒或

由其组成，且其中所述捕获试剂通过包括以下步骤的方法获得：

i)从能够感染昆虫细胞的RNA病毒感染的昆虫细胞的培养物获得上清液，其中所述上

清液包含RNA病毒的病毒颗粒和/或病毒样颗粒，

ii)经由包括通过至少一个过滤器的微过滤的分离步骤从所述病毒颗粒和/或病毒样

颗粒分离细胞碎片，其中至少一个过滤器具有比所述病毒颗粒和/或病毒样颗粒更大的孔

径，和

iii)任选地，使含有所述病毒颗粒和/或病毒样颗粒的ii)的滤液进行大小排阻色谱

法，其中通过测量在260nm或280nm处的吸光度来测量洗脱液中的蛋白的存在。

7.如权利要求6的试剂盒，在步骤i)中，所述能够感染昆虫细胞的RNA病毒感染的昆虫
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细胞未感染杆状病毒，和/或未用质粒转染，

8.如权利要求6的试剂盒，在步骤ii)中，所述过滤器为两个。

9.如权利要求6的试剂盒，在步骤ii)中，所述至少一个过滤器具有0.1μm至4μm的孔径。

10.如权利要求6的试剂盒，在步骤ii)中，所述至少一个过滤器具有0.2μm至2μm的孔

径。

11.如权利要求6的试剂盒，在步骤iii)中，通过收集表现出第一260nm处的吸光度或

280nm处的吸光度的峰的洗脱液，通过测量在260nm或280nm处的吸光度，来测量洗脱液中的

蛋白的存在。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 113156135 A

3



标记系统，特别是用于杆状病毒表达的亚单位抗原的标记

系统

[0001] 本申请是申请日为2016年3月4日的第201680013955.8号发明名称为“标记系统，

特别是用于杆状病毒表达的亚单位抗原的标记系统”的中国专利申请的分案申请。

[0002] 序列表

[0003] 本申请根据37C.F.R.1.821–1.825含有序列表。伴随本申请的序列表以其整体通

过引用并入本文。

技术领域

[0004] 本发明属于允许区分感染的个体和疫苗接种的个体的依从性标记和标记疫苗的

领域。具体而言，本发明涉及用于包括亚单位抗原的疫苗的依从性标记，和使得可能区分用

病原体感染的动物和用衍生自所述病原体的亚单位抗原处理的动物的DIVA(区分感染的动

物与疫苗接种的动物)系统，其中所述亚单位抗原已经在培养的昆虫细胞中(优选通过遗传

工程改造的杆状病毒的方式)表达。

背景技术

[0005] 杆状病毒是感染无脊椎动物、特别是昆虫，但不在哺乳动物或其它脊椎动物细胞

中复制的大的棒状双链DNA病毒。在1940年代开始，它们首先用作作物领域中的生物杀虫

剂。另外，在出版描述人β干扰素在昆虫细胞中过表达的第一篇论文(Smith等人Mol  Cell 

Biol.3:2156–2165(1983))之后，遗传工程改造的杆状病毒已被广泛用于在昆虫细胞培养

物中生产复合重组蛋白，包括生产抗原用于许多批准的人和兽医亚单位疫苗(van  Oers等

人J  Gen  Virol.96:6‑23(2015))。

[0006] 疫苗接种是管理畜群健康的重要工具，特别是在其中饲养许多食用动物的高密度

限制环境中。当在据推测疫苗接种的动物中发生疾病爆发时，出现疫苗是否未能保护动物

或疫苗是否被正确递送的问题，其中后一种关于疫苗的适当递送的可能性被称为疫苗依从

性(vaccine  compliance)。

[0007] 因此，生产者高度期望使用依从性标记用于确定动物是否已经被适当地疫苗接

种。WO  2009/058835  A1描述了例如使用作为猪流感疫苗的依从性标记添加的纯化的木聚

糖酶。关于包含杆状病毒表达的亚单位抗原的疫苗，可能使用杆状病毒抗原作为依从性标

记，然而，目前使用的系统在测试阳性的动物中具有局限性，并且需要大量的抗原(Gerber

等人Res  Vet  Sci.95:775‑81(2013)；Lehnert.Top  Agrar  5:S11‑S14(2011))。

[0008] 用于控制病毒爆发和感染的程序中使用的疫苗必须具有有效的系统以监测群体

内病毒感染的持续存在。然而，疫苗接种使通过例如血清学方式针对感染的传播的大规模

监视变得复杂化，因为疫苗接种的个体和暴露的个体两者均产生对病毒特异性的抗体。病

毒的感染性强野毒株和病毒疫苗之间的抗原相似性经常妨碍感染的受试者和疫苗接种的

受试者之间的区别，因为疫苗接种导致在感染的个体和疫苗接种的个体之间出现并存留无

法区分的抗体。
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[0009] 在DIVA(区分感染的动物和疫苗接种的动物)疫苗接种策略中存在日益增加的全

球兴趣。例如，关于禽流感毒株H5N1  HPAI的联合WHO/FAO/OIE会议已经推荐，使用DIVA实施

所有疫苗接种，所以可以监测感染的传播。然而，目前的DIVA方法难以按比例扩大，并且在

区分疫苗接种与用其它传播病毒毒株感染的方面经常具有问题。

[0010] 目前的监测方法包括疫苗接种的动物的物理标记、前哨动物的使用和病毒学测

试。然而，由于后勤和经济原因，目前这些方法具有许多限制。

[0011] 疫苗接种的动物的物理标记涉及通过物理方式(诸如耳标、腿带或耳旁标签)对疫

苗接种的个体进行耗时的个体鉴定。另外，未疫苗接种的前哨动物的使用在后勤和经济上

是困难的，而且还存在以下风险：如果前哨动物变得被病毒感染，例如，被H5N1病毒感染的

家禽，存在传播给人的增加风险。经由筛选和检测活病毒或RT‑PCR监测测试来对个体进行

病毒学检测是非常昂贵和基础繁重的过程，不适用于亚单位疫苗。并且仅提供关于个体的

当前状态的信息，并且不允许分析该个体的感染和/或疫苗接种历史。

[0012] 鉴于所述限制，使用允许疫苗接种的动物和感染的动物的血清学鉴定的标记疫苗

是高度优选的，其中此类标记疫苗可以制备为阴性或阳性标记疫苗。

[0013] 通过使用病原体的抗原部分或通过从病原体去除抗原(其在感染的动物中引发特

异性抗体)来制备阴性标记疫苗。阴性标记疫苗通常是亚单位疫苗或减毒活疫苗，其含有缺

乏免疫原性抗原的遗传工程改造的菌株。阴性标记疫苗的实例是例如使用杆状病毒表达的

经典猪瘟病毒(CSFV)E2蛋白作为用于针对经典猪瘟疫苗接种的亚单位抗原，其中在疫苗接

种的猪的血清中对CSFV的其它抗原(例如ERNS蛋白或NS3蛋白)特异性的抗体的检测显示

CSFV感染。

[0014] 阳性标记疫苗含有额外的抗原，其在疫苗接种的个体中、但不在感染的个体中诱

导特异性抗体。在WO  2007/053899  A1中描述了阳性标记疫苗方法的实例，其中两者分开产

生的灭活的H6N2禽流感(A1)病毒和破伤风毒素在用于对禽类疫苗接种的一次注射中组合，

随后对破伤风毒素特异性的抗体在获得自所述禽类的血清中检测为显示禽类被疫苗接种

的标记。

[0015] 然而，疫苗抗原和标记抗原两者的分开生产是相对昂贵的，并且此外，需要混合步

骤用于将两种组分组合在一种疫苗接种剂中，其中这额外还可以影响疫苗组分/抗原的稳

定性。

[0016] 因此，需要简单的标记系统用于廉价地产生阳性标记疫苗，特别是包含杆状病毒

表达的抗原的亚单位疫苗。

[0017] 此外，需要有效的依从性标记，其也使得能够灵敏地鉴定用少量的杆状病毒表达

的亚单位抗原的疫苗接种。

附图说明

[0018] 图1：在凝胶上运行扩增的产物以验证大小。

[0019] 图2：在凝胶上运行切割的插入物和载体以检查载体的线性化。

[0020] 图3：将来自孔2、5、7、10、11和12的阳性克隆测序，并将重叠群与构建体参考序列

比对以检查突变；所有克隆都是完美的匹配。

[0021] 图4：评估G基因构建体的表达的Western印迹。
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[0022] 图5：针对蛋白探测上清液、可溶性和不溶性细胞级分；此时蛋白存在于不溶性部

分中。

[0023] 图6：在AKTA上使用等度条件的大小排阻色谱运行的结果。在280nm处用UV吸收监

测来自柱的蛋白的洗脱。

[0024] 图7：实时PCR结果：列1表示孔数。列2显示使用的与特异性探针连接的荧光团6‑羧

基荧光素(FAM)。列3表示衍生自大小排阻色谱的SfRV抗原的级分(级分A11、A12、B1、B5、B12

和C6)或具有已知量的用于生成标准曲线的SfRV特异性核酸的标准品(孔7‑14)。孔15是阴

性对照(无模板)，且孔16是含有通过大小分级分离(SEC)前的浓缩的SfRV抗原的阳性对照。

[0025] 图8：ELISA；用四种不同的抗原(包括半纯化的SfRV(小图A)、大小排阻级分A11(小

图B)、A12(小图C)和B1(小图D))包被ELISA平板。用来自阴性对照动物的血清(倒三角形)或

来自施用含有SfRV的实验疫苗的动物的第28天血清(圆形)探测平板。

发明内容

[0026] 上述技术问题的解决方案通过说明书和权利要求中表征的实施方案来实现。

[0027] 因此，本发明在其不同方面根据权利要求来实施。

[0028] 本发明基于以下令人惊讶的发现：使用被弹状病毒(rhabdovirus)感染的SF+细胞

用于产生杆状病毒表达的抗原使得能够廉价且有效生产阳性标记疫苗和容易且生产固有

依从性标记，这允许显示亚单位疫苗的适当递送的敏感方法。

[0029] 在第一方面，本发明因此提供了确定个体是否已经接受免疫原性组合物、特别是

疫苗的方法，所述免疫原性组合物、特别是疫苗包含在培养的昆虫细胞中由表达系统、优选

杆状病毒表达系统产生的重组蛋白，其中所述方法包括以下步骤：从个体获得生物样品；和

在所述生物样品中确定存在或不存在显示所述个体已经接受来自病毒的一种或多种抗原

的一种或多种标记物，所述病毒是能够感染昆虫细胞的RNA病毒，其中所述生物样品中存在

所述一种或多种标记物表明所述个体已经接受所述免疫原性组合物，或其中所述生物样品

中不存在所述一种或多种标记物表明所述个体没有接受所述免疫原性组合物。

[0030] 如本文所用的术语“重组蛋白”特别是指由重组DNA分子表达的蛋白分子，诸如通

过重组DNA技术产生的多肽。此类技术的实例包括当编码表达的蛋白的DNA被插入合适的表

达载体、优选杆状病毒表达载体(其进而用于转染)的情况，或者在杆状病毒表达载体感染

宿主细胞以产生由DNA编码的蛋白或多肽的情况下。因此，如本文所用的术语“重组蛋白”特

别是指由重组DNA分子表达的蛋白分子。

[0031] 根据具体实例，通过具有以下步骤的方法产生重组蛋白：将编码蛋白的基因克隆

至杆状病毒转移载体中；转移载体用于通过昆虫细胞中的同源重组制备含有所述基因的重

组杆状病毒；和然后在重组杆状病毒感染期间在昆虫细胞中表达蛋白。

[0032] 根据替代实例，在昆虫细胞中从重组表达质粒表达重组蛋白。在该替代实例的情

况下，不需要杆状病毒。

[0033] 进一步理解，术语“由序列组成的重组蛋白”还特别涉及任何共翻译和/或翻译后

修饰或由其中表达多肽的细胞实现的序列的修饰。因此，如本文所述的术语“由序列组成的

重组蛋白”也涉及这样的序列，其具有由其中表达多肽的细胞实现的一种或多种修饰，特别

是在蛋白生物合成和/或蛋白加工中实现的氨基酸残基的修饰，优选地选自糖基化、磷酸化
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和乙酰化。

[0034] 优选地，本发明的重组蛋白通过杆状病毒表达系统产生或可获得，特别是在培养

的昆虫细胞中。

[0035] 如本文所用的术语“表达系统”特别包括用于在宿主细胞中表达基因的媒介物或

载体，以及导致基因稳定整合至宿主染色体中的媒介物或载体。

[0036] 如本文所用，“杆状病毒表达系统”特别意指用于使用设计用于表达所需蛋白的重

组杆状病毒载体在昆虫细胞中产生所述蛋白的系统。杆状病毒表达系统通常包含在昆虫细

胞中实现重组蛋白表达所必需的所有元件，并且通常涉及将杆状病毒载体工程改造以表达

所需蛋白，将工程改造的杆状病毒载体引入昆虫细胞，在合适的生长培养基中培养含有工

程改造的杆状病毒载体的昆虫细胞，使得表达所需蛋白，和回收蛋白。通常，工程改造杆状

病毒载体涉及构建和分离重组杆状病毒，其中将所选基因的编码序列插入非必需病毒基因

的启动子之后，其中大多数目前使用的杆状病毒表达系统基于苜蓿银纹夜蛾(Autographa 

californica)核型多角体病毒(AcMNPV)的序列((Virology  202(2) ,586‑605(1994) ,NCBI

登录号:NC_001623)。杆状病毒表达系统是本领域众所周知的，并且已经例如描述于

“Baculovirus  Expression  Vectors:A  Laboratory  Manual”,David  R .O 'Reilly ,Lois 

Miller,Verne  Luckow,由Oxford  Univ.Press出版(1994) ,“The  Baculovirus  Expression 

System:A  Laboratory  Guide”,Linda  A.King,R.D.Possee,由Chapman&Hall出版(1992)。

用于产生重组蛋白的杆状病毒系统的示例性非限制性实例例如描述于WO  2006/072065  A2

中。

[0037] 根据所述第一方面，本发明因此提供了确定个体是否已经接受包含在培养的昆虫

细胞中由表达系统产生的重组蛋白的免疫原性组合物的方法，所述方法在下文也被称为

“本发明的方法”，其中所述方法特别包括在获得自所述个体的生物样品中确定存在或不存

在显示所述个体已经接受来自病毒的一种或多种抗原的一种或多种标记物，所述病毒是能

够感染昆虫细胞的RNA病毒，且其中所述生物样品中存在所述一种或多种标记物表明所述

个体已经接受所述免疫原性组合物。

[0038] 如本文所用的“昆虫细胞”意指衍生自昆虫物种的细胞或细胞培养物。关于本发明

特别感兴趣的是衍生自物种草地贪夜蛾(Spodoptera  frugiperda)和粉纹夜蛾

(Trichoplusia  ni)的昆虫细胞。

[0039] 如本文所用，“能够感染昆虫细胞的病毒”特别被理解为在病毒表面上携带结构的

病毒，所述结构能够与昆虫细胞相互作用，其程度使得病毒或至少病毒基因组变得并入昆

虫细胞。

[0040] 所述昆虫细胞的感染更具体地包括病毒附着至宿主细胞，病毒进入细胞，病毒粒

子在细胞质中脱衣壳，病毒基因组的复制和转录，病毒蛋白的表达以及新的感染性病毒颗

粒的组装和释放。

[0041] 优选地，本发明的免疫原性组合物是标记疫苗，特别是阳性标记疫苗。

[0042] 如本文所述的术语“标记疫苗”特别指定导致免疫的生物体中的免疫的疫苗，其不

同于由真实病原体引起的生物体的免疫。

[0043] “阳性标记疫苗”特别涉及含有额外抗原的标记疫苗，其诱导产生在疫苗接种的个

体中、但非感染个体中存在的特异性抗体。
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[0044] 如本发明的上下文中使用的术语“标记物”优选等同于术语“生物标记物”，特别是

指可测量的物质或化合物(其表明个体已经暴露于免疫原性组合物)，优选为阳性标记疫

苗，或者更具体地，涉及诱导产生在疫苗接种的受试者中、但非感染的受试者中发现的特异

性抗体的阳性标记疫苗的额外抗原。

[0045] 如本文所用，术语“免疫原性组合物”特别是指将在已经暴露于组合物的个体中引

发免疫应答的组合物。免疫应答可以包括抗体的诱导和/或T‑细胞应答的诱导。取决于组合

物的预期功能，可以包括一种或多种抗原。优选地，如本文所述的免疫原性组合物是疫苗。

[0046] 如本文所用的术语“疫苗”根据相关领域定义，并且涉及诱导或增强个体对特定疾

病的免疫力的组合物。为此，疫苗包含类似于病原体的化合物或引起所述疾病的所述病原

体的化合物。与该化合物接触后，触发个体的免疫系统以将化合物识别为外来物质并将其

破坏。免疫系统随后记忆与该化合物的接触，使得在随后与引起疾病的病原体的接触，确保

了病原体的容易且有效的识别和破坏。根据本发明，所述疫苗可以在本领域已知的疫苗的

任何制剂中，诸如例如用于肌内注射的疫苗，粘膜疫苗或用于皮下或皮内注射的疫苗，以及

用于吸入的疫苗，诸如例如作为气溶胶中。此类疫苗制剂是本领域众所周知的，并且已经例

如描述于Neutra  MR等人2006Mucosal  vaccines:the  promise  and  the  challenge  6(2):

148‑58或F.P.Nijkamp,Michael  J.Parnham  2011；Principles  of  Immunopharmacology 

ISBN‑13:978‑3034601351。

[0047] 因此，本发明的方法特别是确定个体是否已经接受包含在培养的昆虫细胞中由杆

状病毒表达系统产生的重组蛋白的免疫原性组合物的方法，其中所述方法包括在获得自所

述个体的生物样品中确定存在或不存在显示所述个体已经接受来自病毒的一种或多种抗

原的一种或多种标记物，所述病毒是能够感染昆虫细胞的RNA病毒，且其中所述生物样品中

存在所述一种或多种标记物表明所述个体已经接受所述免疫原性组合物。

[0048] 优选地，在个体已经疫苗接种或者分别已经据推测疫苗接种之日后至少14天且最

优选14至35天，从所述个体获得生物样品。

[0049] 优选地，如本文所提及的昆虫细胞是草地贪夜蛾(Sf)细胞或来自衍生自草地贪夜

蛾的细胞系的细胞，且更优选地选自Sf9细胞和Sf+细胞。分别地，如本文所提及的昆虫细胞

是草地贪夜蛾(Sf)细胞或来自衍生自草地贪夜蛾的细胞系的细胞，且更优选地选自Sf9细

胞和Sf+细胞。

[0050] 如本文所提及的显示个体已经接受来自能够感染昆虫细胞的RNA病毒的一种或多

种抗原的一种或多种标记物(其在下文也被称为“本发明的一种或多种标记物”)优选为一

种或多种选自以下的标记物：对于来自作为能够感染昆虫细胞的RNA病毒的病毒的一种或

多种抗原特异性的抗体；来自作为能够感染昆虫细胞的RNA病毒的病毒的一种或多种抗原；

和对于能够感染昆虫细胞的RNA病毒特异性的一种或多种核酸分子。

[0051] 最优选地，本发明的一种或多种标记物是对于来自作为能够感染昆虫细胞的RNA

病毒的病毒的抗原特异性的抗体。

[0052] 优选地，如本文所述的抗体是多克隆抗体。

[0053] 如本文所用，术语“对于特定抗原特异性的抗体”特别是指以例如大于或等于约

105M‑1、106M‑1、107M‑1、108M‑1、109M‑1、1010M‑1、1011M‑1、1012M‑1或1013M‑1的亲和力或Ka(即，单位

为1/M的特定结合相互作用的平衡缔合常数)结合抗原的抗体，优选多克隆抗体。或者，结合
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亲和力可以被定义为单位为M(例如，10‑5M至10‑13M)的特定结合相互作用的平衡解离常数

(Kd)。可以使用本领域技术人员众所周知的技术容易地测定抗体的结合亲和力(参见例如，

Scatchard等人.(1949)Ann .N .Y.Acad .Sci .51:660；美国专利号5,283,173；5,468,614；

分析；或等效物)。

[0054] 如本文所提及的来自能够感染昆虫细胞的RNA病毒的一种或多种抗原(其也称为

“本发明的一种或多种抗原”)，优选为包含与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优选至少

80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成的

蛋白，和/或包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还

更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成的蛋白。

[0055] 关于如本发明的上下文中所提及的术语“至少90％”，应当理解，所述术语优选地

涉及“至少91％”，更优选“至少92％”，还更优选“至少93％”，或者特别是“至少94％”。

[0056] 关于如本发明的上下文中所提及的术语“至少95％”，应当理解，所述术语优选地

涉及“至少96％”，更优选“至少97％”，还更优选“至少98％”，或者特别是“至少99％”。

[0057] 如本文所用的术语“具有100％序列相同性”应当被理解为等同于术语“相同”。

[0058] 如本文所用，术语“抗原”特别是指能够引发免疫应答的任何分子、部分或实体。这

包括细胞和/或体液免疫应答。

[0059] 百分比序列相同性具有本领域公认的含义，并且存在多种测量两个多肽或多核苷

酸序列之间的相同性的方法。参见例如，Lesk ,编,Computational  Molecular  Biology ,

Oxford  University  Press,New  York,(1988)；Smith,编,Biocomputing:Informatics  And 

Genome  Projects,Academic  Press,New  York,(1993)；Griffin&Griffin,Eds.,Computer 

Analysis  Of  Sequence  Data ,Part  I,Humana  Press,New  Jersey,(1994)；von  Heinje,

Sequence  Analysis  In  Molecular  Biology ,Academic  Press ,(1987)；和Gribskov&

Devereux,Eds.,Sequence  Analysis  Primer,M  Stockton  Press,New  York,(1991)。用于

比对多核苷酸或多肽的方法编码在计算机程序中，包括GCG程序包(Devereux等人 ,

Nuc.Acids  Res.12:387(1984))、BLASTP、BLASTN、FASTA(Atschul等人,J.Molec.Biol.215:

403(1990))和Bestfit程序(Wisconsin  Sequence  Analysis  Package ,Version  8for 

Unix ,Genetics  Computer  Group ,University  Research  Park ,575Science  Drive ,

Madison,Wis.53711)，其使用Smith和Waterman(Adv.App.Math.,2:482‑489(1981)的局部

同源性算法)。例如，可以使用采用FASTA算法的计算机程序ALIGN，其具有仿射空位搜索，空

位开放罚分为‑12且空位延伸罚分为‑2。为了本发明的目的，使用在DNASTAR  Inc的

MegAlign软件版本11.1.0(59) ,419中的Clustal  W方法、使用程序中的默认多重比对参数

集合(空位罚分＝15.0，空位长度罚分＝6.66，延迟发散序列(％)＝30％，DNA转移权重＝

0.50和DNA权重矩阵＝IUB)比对核苷酸序列，并且分别地，使用在DNASTAR  Inc的MegAlign

软件版本11.1.0(59) ,419中的Clustal  W方法、使用程序中的默认多重比对参数集合(具有

空位罚分＝10.0、空位长度罚分＝0.2和延迟发散序列(％)＝30％的Gonnet系列蛋白权重

矩阵)比对蛋白/氨基酸序列。

[0060] 如本文所用，特别理解的是，术语“与SEQ  ID  NO:X的序列的序列相同性”等同于术

语“与SEQ  ID  NO:X的序列在SEQ  ID  NO:X的长度上的序列相同性”或术语“与SEQ  ID  NO:X

的序列在SEQ  ID  NO:X的整个长度上的序列相同性”。在该上下文中，“X”是选自1至24的任
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何整数，使得“SEQ  ID  NO:X”代表本文提及的任何SEQ  ID  NO。

[0061] 如本文所提及的对于能够感染昆虫细胞的RNA病毒特异性的一种或多种核酸分子

(在下文也称为“根据本发明的一种或多种核酸分子”)优选为编码以下的核酸分子：包含与

SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或

特别是100％序列相同性的序列或由其组成的蛋白，和/或；包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有

至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性

的序列或由其组成的蛋白；和/或具有与核酸序列反向互补的序列的RNA，所述核酸序列与

SEQ  ID  NO:9的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或

特别是100％序列相同性；和/或，与核酸序列反向互补的序列，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:

15的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是

100％序列相同性。

[0062] 优选地，本发明的方法包括以下步骤：使生物样品与固定至固体支持物的捕获试

剂接触，其中固定的捕获试剂能够结合本发明的一种或多种标记物；和确定所述一种或多

种与捕获试剂结合的标记物的存在或不存在，其中所述一种或多种与捕获试剂结合的标记

物的存在指示所述生物样品中所述一种或多种标记物的存在。

[0063] 如本文所用的术语“捕获试剂”特别是指可结合标记物的分子或多分子复合物。所

述捕获试剂优选能够以基本上特异性的方式，优选以亲和力或Ka>105M‑1或优选>106M‑1结合

标记物。所述捕获试剂可以任选地是天然存在的、重组的或合成的生物分子。蛋白和核酸配

体(适体)非常适合作为捕获剂。整个病毒或病毒片段或合成肽也可充当优选的捕获试剂，

因为它们能够结合抗体。

[0064] 如本文所用，术语“固定的”特别意味着捕获试剂可以以任何方式或任何方法连接

至表面(例如，固体支持物)；包括例如可逆或不可逆结合、共价或非共价附接等。

[0065] 本文所提及的被固定至固体支持物且能够结合本发明的一种或多种标记物的捕

获试剂(其中所述捕获试剂在下文中也称为“根据本发明的捕获试剂”)优选地选自：包含与

SEQ  ID  NO:1至6中任一者的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选

至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；包含与SEQ  ID  NO:7

或SEQ  ID  NO:8的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％

或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；能够感染昆虫细胞的RNA病

毒，其中所述病毒任选地已被灭活；能够与SEQ  ID  NO:9的序列的特征性序列特异性杂交的

寡核苷酸；和能够与SEQ  ID  NO:15的序列的特征性序列特异性杂交的寡核苷酸。

[0066] 如本文所述的术语“特异性杂交”特别涉及在严格条件下的杂交。所述杂交条件可

以根据常规方案建立，所述常规方案例如描述于Sambrook ,“Molecular  Cloning ,A 

Laboratory  Handbook”,第2版(1989) ,CSH  Press,Cold  Spring  Harbor,N.Y.；Ausubel,

“Current  Protocols  in  Molecular  Biology”,Green  Publishing  Associates  and 

Wiley  Interscience ,N .Y .(1989)；或Higgins和Hames (编)“Nucleic  acid 

hybridization,a  practical  approach”IRL  Press  Oxford ,Washington  DC(1985)。特异

性杂交条件的实例是在65℃下在4×SSC和0.1％SDS中杂交，随后在65℃下在0.1×SSC、

0.1％SDS中洗涤。或者，严格杂交条件是例如在42℃下50％甲酰胺、4×SSC。

[0067] 如本文提及的术语“固体支持物”表示非流体物质，并且包括由材料诸如聚合物、
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金属(顺磁性、铁磁性颗粒)、玻璃和陶瓷制成的芯片、容器和颗粒(包括微粒和珠粒)；凝胶

物质诸如二氧化硅、氧化铝和聚合物凝胶；毛细管，其可以由聚合物、金属、玻璃和/或陶瓷

制成；沸石和其它多孔物质；电极；微量滴定板；固体条；和比色皿、管或其它光谱仪样品容

器。测定的固体支持组分与测定可以与之接触的惰性固体表面的不同在于“固体支持物”在

其表面上含有至少一个部分，其旨在与捕获试剂直接或间接相互作用。固体支持物可以是

固定组分，诸如管、条、比色皿或微量滴定板，或者可以是非固定组分，诸如珠粒和微粒。微

粒也可以用作固体支持物用于均相测定形式。可以使用允许蛋白和其它物质的非共价或共

价附着的各种微粒。此类颗粒包括聚合物颗粒诸如聚苯乙烯和聚(甲基丙烯酸甲酯)；金颗

粒诸如金纳米颗粒和金胶体；和陶瓷颗粒诸如二氧化硅、玻璃和金属氧化物颗粒。参见例

如，Martin,C.R.,等人,Analytical  Chemistry‑News&Features70(1998)322A‑327A，其通

过引用并入本文。

[0068] “芯片”是固体、无孔材料，诸如金属、玻璃或塑料。所述材料可以任选地整个或在

某些区域中涂覆。在材料的表面上，存在任何点阵列，可见或在坐标中。在每个点上，可以将

具有或不具有接头或间隔物的限定多肽固定至材料的表面。本文上下文中提及的所有文件

都在此通过引用并入本文。

[0069] 如本文所提及的能够感染昆虫细胞的RNA病毒(下文中也称为“本发明的RNA病

毒”)优选为：(‑)ssRNA病毒，且任选为属于弹状病毒科(Rhabdoviridiae)的病毒；和/或包

含蛋白的病毒，所述蛋白包含与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选

至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成，和/或；

所述蛋白包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更

优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成；和/或，其基因组包含

核酸分子的病毒，所述核酸分子编码包含与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优选至少

80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成的

蛋白，和/或；包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还

更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成的蛋白；和/或，其基因组包

含RNA分子的病毒，所述RNA分子具有与核酸序列反向互补的序列，所述核酸序列与SEQ  ID 

NO:9的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是

100％序列相同性；和/或，与核酸序列反向互补的序列，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:15的序

列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列

相同性。

[0070] 序列表的所有核苷酸序列都以5’‑‘3方向输入。SEQ  ID  NO:9和15的序列编码具有

正极性(+链)的cDNA。术语“反向互补”意味着序列与参考序列反向平行。

[0071] 根据本发明的RNA病毒优选能够在昆虫细胞系中复制至少两周或更优选至少三

周。

[0072] 优选地，本发明的方法包括在生物样品中确定本发明的一种或多种标记物的存在

或不存在，其中所述标记物是对于包含与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优选至少

80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成的

蛋白特异性的抗体或；对于包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％、优选至少80％、更优

选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成的蛋白特异
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性的抗体；且其中所述方法包括以下步骤：

[0073] a.使生物样品与固定至固体支持物的捕获试剂接触，其中所述捕获试剂选自包含

与SEQ  ID  NO:1至6中任一者的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优

选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或与SEQ  ID  NO:7或SEQ  ID  NO:8的序列具有

至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性

的序列，任选地灭活的病毒，其含有包含与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优选至少

80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其

组成的蛋白，和/或，包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少

90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；其基

因组包含核酸分子的病毒，所述核酸分子编码包含与SEQ  ID  NO:1的序列具有至少70％、优

选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列

或由其组成的蛋白，和/或，包含与SEQ  ID  NO:7的序列具有至少70％、优选至少80％、更优

选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋

白，其中所述病毒任选地已被灭活；其基因组包含RNA分子的病毒，所述RNA分子包含与核酸

序列反向互补的序列，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:9的序列具有至少70％、优选至少80％、

更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性，和/或，所述RNA分子包含

与核酸序列反向互补的序列，所述核酸序列与SEQ  ID  NO:15的序列具有至少70％、优选至

少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性，其中所述病毒任

选地已被灭活；

[0074] b.将生物样品与固定的捕获试剂分离；

[0075] c.使固定的捕获试剂‑抗体复合物与结合试剂‑抗体复合物的抗体的可检测试剂

接触；和

[0076] d.使用可检测试剂的检测方式测量与捕获试剂结合的抗体的水平，且其中测量步

骤(d)优选进一步包括与标准曲线比较，以测定与捕获试剂结合的抗体的水平。

[0077] 优选地，结合试剂‑抗体复合物的抗体的所述可检测试剂是可检测的抗体，更优选

标记的二抗。

[0078] 如本文所述的捕获试剂优选为杆状病毒表达的蛋白，且所述杆状病毒表达的蛋白

优选由本文下文所述的本发明的杆状病毒表达。

[0079] 根据本发明的另一个优选方面，本发明的一种或多种标记物还可以是对于根据本

发明的RNA病毒特异性的一种或多种T细胞和/或对于根据本发明的RNA病毒特异性的一种

或多种B细胞和/或呈递根据本发明的一种或多种抗原的一种或多种抗原呈递细胞。所述一

种或多种B细胞和/或所述一种或多种T细胞和/或所述一种或多种抗原呈递细胞的存在或

不存在优选通过流式细胞术分析的方式来确定，且其中特别地，根据本发明的一种或多种

荧光标记的抗原用于标记所述一种或多种B细胞和/或所述一种或多种T细胞和/或其中对

于根据本发明的RNA病毒特异性的一种或多种荧光标记的抗体用于标记所述一种或多种抗

原呈递细胞。

[0080] 如本文所提及的由培养的昆虫细胞中的表达系统产生的重组蛋白(在下文中也称

为“本发明的重组蛋白”)优选为PCV2  ORF2蛋白，且所述PCV2ORF2蛋白特别是与SEQ  ID  NO:

23的序列具有至少90％、优选至少91％、更优选至少92％、还更优选至少93％、特别是至少
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94％或至少95％序列相同性的蛋白。

[0081] 根据另一个优选方面，本发明的重组蛋白是流感血凝素，特别是禽流感血凝素，其

中所述禽流感血凝素优选为H5N1病毒的H5蛋白，且其中所述H5N1病毒的H5蛋白更优选为包

含与SEQ  ID  NO:24的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少

95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白。

[0082] 本发明的方法优选还包括在生物样品中确定一种或多种选自以下的分析物的存

在的步骤：对于本发明的重组蛋白特异性的抗体，对于本发明的重组蛋白特异性的多肽，对

于编码本发明的重组蛋白的DNA序列特异性的多肽。

[0083] 在本发明的方法的上下文中，免疫原性组合物优选为如下所述的免疫原性组合

物。

[0084] 如本文所用的术语“生物样品”是指取自个体(例如取自猪或鸟)的任何样品，并且

包括但不限于含细胞的体液、外周血液、血浆或血清、唾液、组织匀浆、肺和其它器官抽吸

物，以及灌洗和灌肠溶液以及可获得自人或动物受试者的任何其它来源。对于动物，“生物

样品”的实例包括血液、细胞、粪便、腹泻物、乳、粘液、痰、脓液、唾液、精液、汗液、泪液、尿

液、眼泪、眼液、阴道分泌物和呕吐物，如果存在于该动物中。

[0085] 如本文所提及的生物样品优选分离自哺乳动物或鸟类，优选猪或鸡(家养原鸡

(Gallus  gallus  domesticus))，和/或特别选自全血、血浆、血清、尿液和口腔液。本文中，

术语“血清”意在等同于“血液血清”。

[0086] 如本文所用的术语“口腔液”特别是指单独或组合地在口腔中发现的一种或多种

流体。这些包括但不限于唾液和粘膜渗出物。特别理解的是，口腔液可以包含来自多个来源

(例如腮腺、下颌下、舌下、附属腺、牙龈粘膜和颊粘膜)的流体的组合，且术语“口腔液”包括

单独或组合地来自这些来源中每一种的流体。术语“唾液”是指诸如通常在口中(特别是在

咀嚼之后)发现的口腔液的组合。如本文所用的术语“粘膜渗出液”是指由血清组分从口腔

粘膜间质被动扩散至口腔中而产生的流体。粘膜渗出液通常形成唾液的一种组分。

[0087] 如本文所述的固定的捕获试剂优选包被在微量滴定板上，特别是能够通过ELISA

读数器读出的微量滴定板。

[0088] 根据另一个方面，本发明提供重组杆状病毒，其中所述杆状病毒包含DNA序列，所

述DNA序列编码包含与SEQ  ID  NO:1至6中任一者的序列具有至少70％、优选至少80％、更优

选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋

白，和/或，包含与SEQ  ID  NO:7或SEQ  ID  NO:8的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选

至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；

和/或，其中所述杆状病毒包含DNA序列，所述DNA序列包含与SEQ  ID  NO:9至14中任一者的

序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序

列相同性的序列，和/或，与SEQ  ID  NO:15或SEQ  ID  NO:16的序列具有至少70％、优选至少

80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的序列或由其组成。

[0089] 本发明还提供载体，特别是转移载体，其含有DNA序列，所述DNA序列编码包含与

SEQ  ID  NO:1至6中任一者的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选

至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白，和/或，包含与SEQ 

ID  NO:7或SEQ  ID  NO:8的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至
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少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；和/或，其含有与SEQ 

ID  NO:9至14中任一者的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至

少95％或特别是100％序列相同性的DNA序列，和/或，与SEQ  ID  NO:15或SEQ  ID  NO:16的序

列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列

相同性的的DNA序列。

[0090] 本发明的上下文中的转移载体优选为“杆状病毒转移载体”。

[0091] 术语“转移载体”是本领域公认的，并且是指已连接第二核酸的第一核酸分子，并

且包括例如质粒、粘粒或噬菌体。

[0092] 在某些实施方案中，转移载体可以是“表达载体”，其是指用于表达编码所需蛋白

的DNA的可复制DNA构建体，且其包括转录单位，其包含以下的组装体：(i)在基因表达中具

有调节作用的遗传元件，例如启动子、操纵子或增强子，可操作连接至(ii)转录成mRNA并翻

译成蛋白的编码所需蛋白的DNA序列，和(iii)适当的转录和翻译起始和终止序列。启动子

和其它调控元件的选择通常根据预期的宿主细胞而变化。通常，用于重组DNA技术中的表达

载体通常是“质粒”的形式，其是指环状双链DNA环，其以其载体形式不与染色体结合。本发

明旨在包括此类其它形式的表达载体，其发挥等效的功能，并且在本领域中随后变得已知。

[0093] 某些转移载体可以含有用于控制转录或翻译的调节元件，其通常可衍生自哺乳动

物、微生物、病毒或昆虫基因。也可以额外并入通常由复制起点赋予的宿主中复制的能力以

及促进转化体识别的选择基因。

[0094] 可以在本发明的某些实施方案中采用衍生自病毒的转移载体，其可以称为“病毒

载体”。一些实例包括杆状病毒、逆转录病毒、腺病毒等。病毒载体，特别是杆状病毒载体，例

如杆状病毒转移载体，是根据本发明特别优选的。对于表达载体，病毒载体可以包括调节元

件。

[0095] 任何转移载体的设计可以取决于诸如待转化的宿主细胞的选择和/或期望表达的

蛋白的类型等因素。此外，还可以考虑载体的拷贝数、控制该拷贝数的能力以及由载体编码

的任何其它蛋白、诸如抗生素标记物(例如氨苄青霉素)的表达。

[0096] 在另一个方面，本发明提供了免疫原性组合物，其在下文也称为“本发明的免疫原

性组合物”，其中所述组合物包含由培养的昆虫细胞中的杆状病毒表达系统产生的重组蛋

白；和来自根据本发明的RNA病毒的一种或多种抗原，其中所述病毒优选地已被灭活；且其

中所述重组蛋白优选地选自PCV2  ORF2蛋白，其优选地包含与SEQ  ID  NO:23的序列具有至

少90％、优选至少91％、更优选至少92％、还更优选至少93％或特别是至少94％或至少95％

序列相同性的序列或由其组成；和流感血凝素，特别是禽流感血凝素，优选H5N1病毒的H5蛋

白，更优选包含与SEQ  ID  NO:24的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还

更优选至少95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；和包含与SEQ 

ID  NO:1至8中任一者的序列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少

95％或特别是100％序列相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白。

[0097] 如本文所用的术语“灭活”意味着抗原当施用于哺乳动物宿主时不引起疾病或不

在宿主细胞中复制。

[0098] 灭活的各种物理和化学方法是本领域已知的。术语“灭活”是指先前有毒或无毒的

病毒已经被照射(紫外线(UV)、X‑射线、电子束或γ辐射)、加热或化学处理以灭活、杀死，同
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时保留其免疫原性。在一个实施方案中，本文公开的灭活病毒通过用灭活剂处理而灭活。合

适的灭活剂包括β‑丙内酯、二元或β‑或乙酰乙亚胺、戊二醛、臭氧和福尔马林(甲醛)。

[0099] 对于用福尔马林或甲醛灭活，甲醛通常与水和甲醇混合以产生福尔马林。添加甲

醇防止活化过程期间的降解或交叉反应。

[0100] 更具体地，术语“灭活”意味着病毒在体内或体外不能复制。例如，术语“灭活”可以

是指体外已经繁殖的病毒，例如，然后使用化学或物理方式灭活，使得其不再能够复制的病

毒。

[0101] 优选地，已经灭活的根据本发明的病毒是用二元乙亚胺(BEI)灭活的病毒。

[0102] 本发明还提供了产生本发明的免疫原性组合物的方法，其包括以下步骤：将编码

所述重组蛋白的重组杆状病毒引入昆虫细胞中，其中所述昆虫细胞用能够感染昆虫细胞的

所述RNA病毒感染，培养携带所述重组杆状病毒和所述RNA病毒的所述昆虫细胞；且回收所

述重组蛋白和所述病毒，优选在上清液中回收；且优选还包括将编码所述重组蛋白的DNA序

列插入能够将所述序列引入杆状病毒基因组的转移载体中、从而产生重组杆状病毒的初始

步骤。

[0103] 根据另一个方面，本发明提供了用于确定个体是否已经接受包含在培养的昆虫细

胞中由杆状病毒表达系统产生的重组蛋白的免疫原性组合物的试剂盒，特别是测试试剂

盒，其中所述试剂盒含有固定至固体支持物的一种或多种捕获试剂，其中所述一种或多种

固定的捕获试剂能够结合一种或多种标记物，其选自对于根据本发明的一种或多种抗原特

异性的抗体；来自根据本发明的RNA病毒的一种或多种抗原；和根据本发明的一种或多种核

酸分子；且其中所述一种或多种捕获试剂优选地选自包含与SEQ  ID  NO:1至6中任一者的序

列具有至少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列

相同性的氨基酸序列或由其组成的蛋白；包含与SEQ  ID  NO:7或SEQ  ID  NO:8的序列具有至

少70％、优选至少80％、更优选至少90％、还更优选至少95％或特别是100％序列相同性的

氨基酸序列或由其组成的蛋白；能够感染昆虫细胞的RNA病毒，其中所述病毒已任选地被灭

活，能够与SEQ  ID  NO:9的序列的特征性序列特异性杂交的寡核苷酸；和能够与SEQ  ID  NO:

15的序列的特征性序列特异性杂交的寡核苷酸。

[0104] 此外，本发明提供了引物或引物对，其分别选自与SEQ  ID  NO:17至22中任一者的

序列具有至少90％或优选至少95％序列相同性的序列。

[0105] 根据另一个方面，本发明的捕获试剂包含能够感染昆虫细胞的RNA病毒的病毒颗

粒和/或病毒样颗粒或由其组成，其中所述能够感染昆虫细胞的RNA病毒优选为根据本发明

的RNA病毒，其中所述捕获试剂可通过包括以下步骤的方法获得：

[0106] i)从用RNA病毒、优选用本发明的RNA病毒感染的昆虫细胞的培养物获得上清液，

其中所述上清液包含RNA病毒的病毒颗粒和/或病毒样颗粒，且其中所述昆虫细胞优选未感

染杆状病毒和/或优选未用质粒转染，

[0107] ii)经由包括通过至少一个过滤器、优选两个过滤器的微过滤的分离步骤从所述

病毒颗粒和/或病毒样颗粒分离细胞碎片，其中至少一个过滤器优选具有比所述病毒颗粒

和/或病毒样颗粒更大的孔径，特别是具有约0.1μm至约4μm、优选约0.2μm至约2μm的孔径，

和收集滤液，

[0108] iii)和任选地使含有所述病毒颗粒和/或病毒样颗粒的ii)的滤液进行大小排阻
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色谱法，其中优选地通过测量洗脱液在260nm或280nm处的吸光度(A260或A280)来测量洗脱

液中的蛋白的存在，且其中收集表现出第一A260或A280峰的洗脱液。

[0109] 此外，本发明提供了包含所述捕获试剂的组合物，其中所述组合物可通过所述方

法获得。

[0110] 在本文所述的大小排阻色谱(SEC)步骤中，在填充有惰性多孔介质、特别是惰性凝

胶介质(其优选为球形珠粒形式的交联的多糖(例如，交联的琼脂糖和葡聚糖)的复合物)的

床中根据大小分离分子。膨胀凝胶珠粒中大于最大孔的分子不进入凝胶珠粒，因此最快速

地通过色谱床移动。根据其大小和形状在不同程度上进入凝胶珠粒的较小分子在其通过床

中被延迟。因此，分子通常以分子大小渐降的顺序洗脱。包含适用于本文所述的大小排阻色

谱的介质的SEC柱优选在HiPrep  26/60Sephacryl  S300HR柱(GE  Healthcare  Bio‑

Sciences)中。

[0111] 特别理解的是，表现出第一A260或A280峰的洗脱物是包含ii)的滤液中包括的最

大蛋白结构的ii)的滤液的级分。因此，表现出第一A260或A280峰的洗脱物是洗脱物或其部

分，其含有ii)的滤液中包括的大部分病毒颗粒和/或病毒样颗粒。

实施例

[0112] 以下实施例仅意欲说明本发明。它们不应以任何方式限制权利要求的范围。

[0113] 实施例1：

[0114] 用弹状病毒感染Sf细胞、产生半纯化的弹状病毒以及克隆和表达弹状病毒抗原

[0115] 为了确认用弹状病毒(下文也称为SfRV或SFRV(Sf细胞弹状病毒))感染SF+和Sf9

细胞，设计引物以扩增SFRV  G和N基因，其目的是插入独特的5'和3'限制性位点。此外，设计

3'末端引物以添加烟草蚀纹病毒(TEV)蛋白酶切割位点，随后为6X组氨酸标签。这样做以使

得能够使用His标签在镍柱上纯化表达的蛋白，然后使用TEV蛋白酶切割掉His标签以生成

天然的G或N蛋白。

[0116] 用于G基因构建体(包含SEQ  ID  NO:1的序列)的引物的序列是SEQ  ID  NO:17和18

中所示的序列，G基因构建体的核酸序列提供于SEQ  ID  NO:12中，且G基因构建体的氨基酸

序列是SEQ  ID  NO:4的序列。

[0117] 用于N基因构建体(包含SEQ  ID  NO:7的序列)的引物的序列是SEQ  ID  NO:21和22

中所示的序列，N基因构建体的核酸序列提供于SEQ  ID  NO:16中，且N基因构建体的氨基酸

序列是SEQ  ID  NO:8的序列。

[0118] 此外，使用K.Hofmann&W .Stoffel(1993)TMbase‑A  database  of  membrane 

spanning  proteins  segments ,Biol .Chem .Hoppe‑Seyler  374 ,166中描述的TMpred

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form .html)、使用 S1,Croning 

MD,Apweiler  R.,Evaluation  of  methods  for  the  prediction  of  membrane  spanning 

regions ,Bioinformatics(2001)17(7):646‑653中描述的隐马尔可夫模型的TMHMM

(http://www .cbs .dtu .dk/services/TMHMM/)和SOSUI(http://harrier .nagahama‑i‑

bio.ac.jp/sosui/)预测SFRV  G糖蛋白的跨膜和细胞内结构域。基于TMpred和TMHMM的结

果，SFRV  G序列在氨基酸550处终止，并添加TEV切割位点、6X  His标签和Pst  I位点。可用于

此类G基因构建体(包含SEQ  ID  NO:2的序列)的引物的序列是SEQ  ID  NO:17和19中所示的
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序列，G基因构建体的核酸序列提供于SEQ  ID  NO:13中，且G基因构建体的氨基酸序列是SEQ 

ID  NO:5的序列。

[0119] 此外，将蜜蜂蜂毒肽分泌信号的序列与截短的SFR V  G序列的序列融合

(Chouljenko等人.J  Virol,84:8596–8606(2010)；Tessier等人.Gene.98:177‑83(1991))，

其中将蜂毒肽序列通过替换其N端而添加至具有TEV切割和6X  his的全长SFRV  G。可用于此

类G基因构建体(包含SEQ  ID  NO:3的序列)的引物的序列是SEQ  ID  NO:20和18中所示的序

列，G基因构建体的核酸序列提供于SEQ  ID  NO:14中，且G基因构建体的氨基酸序列是SEQ 

ID  NO:6的序列。

[0120] 使用GenBank(登录号KF947078)中储存的根据MA等人(J  Virol .88:6576‑6585

(2014))的SFRV的全基因组序列作为引物设计的基础。类似地，对于TEV切割位点，基于可得

的公开信息使用序列ENLYFQG。

[0121] 从Sf9(贴壁细胞)和Sf+(悬浮细胞)的生长中使用的已用的培养基纯化SFRV：从

SFRV感染和常规繁殖的Sf9和Sf+细胞收集消耗培养基，并将其过滤通过0.2微米过滤器以

消除细胞碎片。然后将滤液装载至NaCl‑Tris  HCl‑EDTA(NTE)缓冲液(pH  7.4)中的30％蔗

糖垫上，并在4℃下以32,000rpm超速离心3小时。小心吸出上清液，并将沉淀物在NTE缓冲液

中再水合和重悬浮。在nanodrop机器上测量总蛋白含量，并将等分试样分配批号，并在≤‑

70℃下冷冻，直至进一步使用。该抗原制备物含有用于包被ELISA平板的半纯化病毒，如下

所述。

[0122] 将消耗的SF9培养基用作SFRV病毒RNA提取的来源。根据制造商的说明使用QIAamp

病毒RNA提取试剂盒(Qiagen)。

[0123] 为了扩增G和N基因，根据制造商的说明使用One‑Step  Superscript  III试剂盒。

用以下条件使用梯度RT‑PCR：1个循环的在60℃下30分钟(RT步骤)，随后1个循环的在94℃

下2分钟。其随后为40个循环的在94℃下15秒，退火梯度75℃‑50℃60秒，随后在68℃下延伸

2分钟。最后，反应经受在68℃下5分钟的单个周期，并且在4℃下一直保持。

[0124] 在凝胶上运行扩增的产物以验证大小。将预期大小的凝胶条带从凝胶切出，并使

用Qiaquick凝胶提取试剂盒使用制造商的说明纯化(图1)。

[0125] 在下文中，仅描述使用G基因(包含SEQ  ID  NO:1的序列)的进一步工作。

[0126] 如前所述切出具有～1.6Kb的预期大小的扩增的G基因(图1中的上部条带)并将其

凝胶提取。这然后用Eco  RI和Pst  I限制性酶切割。切割的产物是插入物。类似地，用Eco  RI

和Pst  I限制性酶切割杆状病毒转移载体质粒pVL1393(Pharmingen)以生成载体。在凝胶上

运行切割的插入物和载体(参见图2)以检查载体的线性化。将条带切出并凝胶提取，并将载

体去磷酸化。将插入物(Eco  RI‑PstI切割的SFRV‑G构建体)克隆入载体(Eco  RI‑PstI切割

的pVL1393，去磷酸化的)并使用标准程序连接。

[0127] 使用连接的产物转化大肠杆菌细胞(来自Invitrogen的One  Shot  Max效力DH5α化

学感受态细胞)，并将细胞铺板在具有氨苄青霉素的LB琼脂上。第二天挑取菌落，并使用菌

落PCR筛选质粒的摄取并分配克隆数。

[0128] 菌落PCR的反应条件如下：一个循环的在98℃下3分钟，随后34个循环的在98℃下

变性30秒，在58℃下退火30秒，和在72℃下延伸2分钟。该步骤随后为在72℃下10分钟的最

终延伸步骤，且最终保持在4℃。
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[0129] 在琼脂糖凝胶上运行PCR产物以鉴定含有质粒的克隆(参见图3)。

[0130] 然后使阳性克隆在LB‑氨苄青霉素液体培养基上生长，并使用Qiaprep  miniprep

质粒纯化试剂盒(Qiagen)使用制造商的说明从培养物纯化质粒。因此生成的转移载体含有

SFRV  G基因构建体，并且等分，分配批号。

[0131] 为了生成表达SFRV  G基因构建体的重组杆状病毒，使用ESCORT转染试剂(SAFC)将

转移质粒与线性化的flashBAC  ULTRAbaculovirus骨架DNA(Genway  biotech)一起共转染

至Sf9细胞中。一周后，将来自转染(p0)的上清液接种至新鲜的Sf9细胞上，以扩增可能已生

成的任何重组杆状病毒。

[0132] 收集来自转染的细胞沉淀物，并在SDS凝胶上运行，并转移至硝酸纤维素膜上用于

Western印迹。用抗His抗体(Invitrogen)探测蛋白。预测的蛋白大小为～71.5KDa。凝胶显

示(图4)对于测试的所有五个克隆(2、5、7、10和11)的等于和高于62KDa标记物的两个接近

条带，但在细胞对照泳道(cc)中没有条带。

[0133] 将重组病毒的克隆2和5进一步传代并在旋转烧瓶中生长以在Sf+悬浮培养物中大

规模产生蛋白。针对该蛋白探测上清液、可溶性和不溶性细胞级分。此时，蛋白仅存在于不

溶性部分中(图5)。作为结果，生成SFRV  G糖蛋白的C‑端截短，作为用于ELISA测定中的下一

步骤。

[0134] 实施例2：

[0135] ELISA开发

[0136] 开发ELISA以评估在用SFVV感染的Sf细胞中表达的PCV2或其它亚单位疫苗杆状病

毒疫苗接种的动物中存在针对SFRV的抗体应答。简言之，ELISA平板用250ng/孔的来自Sf9

或Sf+细胞上清液的半纯化的SFRV抗原(如上所述)包被。

[0137] ·通过将抗原在碳酸盐‑碳酸氢盐缓冲液pH  9.0中稀释以得到250ng/孔的最终浓

度来进行包被。包被在4℃下进行过夜。

[0138] ·第二天用PBS‑Tween(PBST)洗涤平板，并在室温下用10％乳封闭1小时。

[0139] ·然后用1:100稀释的来自动物的血清(在封闭缓冲液中)探测平板，所述动物用

PCV2亚单位抗原、SFRV感染的Sf细胞中表达的杆状病毒或未疫苗接种的对照接种(参见数

据部分)。

[0140] ·将平板在37℃下孵育1小时，然后用PBST洗涤5次，以去除未结合的抗体。

[0141] ·然后将平板用1:10 ,000稀释的二抗(山羊抗猪IgG  H+L‑HRP缀合物‑Bethyl 

laboratories)探测，在37℃下孵育1小时，然后用PBST洗涤5次以去除未结合的抗体。

[0142] ·最终，添加SureBlue  TMB底物(KPL)，并将平板在室温下孵育5分钟，然后用TMB

终止溶液(KPL)终止。

[0143] ·然后在450nm读取平板。

[0144] ELISA平板设置为：

[0145] ·行a、孔1‑10用Sf9衍生的SFRV包被

[0146] ·行b、孔1‑10用Sf+衍生的SFRV包被

[0147] ·一式两份评估猪血清，并且用PCV2(A,B)亚单位抗原疫苗接种的动物以粗体显

示。如果动物已经通过接种遇到SFRV且生成针对SFRV的抗体，则这些应当显示阳性读出值。

[0148] ·阴性对照以斜体显示(C和D)
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[0149] ·列9和10是缓冲液对照(无一抗)

[0150] ELISA的结果显示于表1中。

[0151] 表1：

[0152]

[0153] 表1显示评估衍生自Sf9细胞(行A)和Sf+细胞(行B)的SfRV抗原的数据。一式两份

评估四份血清样品。列A和B含有来自用实验疫苗疫苗接种的动物的第28天血清，而列C和D

含有来自阴性对照动物的血清。结果表明，Sf9和Sf+细胞两者均含有SfRV，并且可用作病毒

抗原。此外，疫苗接种的动物、但非对照动物中的抗原的特异性识别指出SfRV作为固有依从

性标记物的有用性。

[0154] 数据解释：

[0155] ·基于ELISA读出值，用PCV2亚单位抗原(组A和B)疫苗接种的动物显示针对半纯

化的SFRV的良好反应。

[0156] ·阴性对照动物(组C和D)没有显示对半纯化的SFRV的反应。

[0157] ·结果表明SFRV用于固有依从性标记和DIVA方法的有用性。

[0158] 实施例3：

[0159] 使用上述SFRV抗原(其中抗原是包含SEQ  ID  NO:1至6中任一者的序列的蛋白，或

其中抗原是根据本发明的纯化或半纯化病毒)的ELISA：

[0160] SCOPE：对于针对SFRV抗原的抗体的存在的测试血清(或口腔液)样品

[0161] 材料和方法

[0162] A.设备

[0163] ·ELISA洗板机

[0164] ·ELISA阅读器

[0165] ·用于细胞培养的WFI，USP(Gibco，目录号A12873‑02)

[0166] ·碳酸盐‑碳酸氢盐缓冲液(pH9.6)片剂(Sigma，目录号C3041‑100CAP)

[0167] ·96孔免疫平板(圆底或平底平板，Nunc  Maxisorb)

[0168] ·12通道移液器，范围为1μL至1mL的各种移液器

[0169] ·移液尖端

[0170] ·37℃孵育箱

[0171] ·4℃冰箱

[0172] ·旋涡仪

[0173] ·平板盖(Thermo，目录号AB‑0752)

[0174] ·S型块2mL稀释块(Phenix目录号M‑1810S，或等效物)

[0175] ·试剂储库

[0176] ·计时器

[0177] B.试剂

[0178] 1.包被缓冲液：碳酸盐‑碳酸氢盐缓冲液
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[0179] ■100mL  WFI

[0180] ■1个胶囊的碳酸盐‑碳酸氢盐缓冲液

[0181] ■打开胶囊，将粉末分配至WFI中，混合直至溶解

[0182] ■使用0.2μm过滤器过滤灭菌溶液

[0183] ■储存在4℃

[0184] ■到期时间：1周

[0185] ■每个测定需要(4个平板)：50mL

[0186] 2.10X  PBS：

[0187] ■包PBS浓缩物，Fisher  BP665‑1

[0188] ■用GenPur  H2O(或等效物)调整至1L

[0189] ■在室温下储存

[0190] ■到期时间：1年

[0191] 3.洗涤缓冲溶液：0.05％Tween  20/Dulbeccos  PBS。

[0192] ■0.5mL的Tween  20，Fisher  BP337或等效物

[0193] ■100mL  10X  D‑PBS,pH  7.2‑7.4

[0194] ■用GenPur  H2O(或等效物)调整至1L

[0195] ■pH至7.2±0.1

[0196] ■在室温下储存

[0197] ■到期时间：6个月

[0198] ■每个测定需要(4个平板)：2升

[0199] 4.PBST:

[0200] ■500mL  1X  PBS  pH  7.4(Gibco，目录号10010‑023)

[0201] ■0.3mL  tween  20，Fisher  BP337，或等效物

[0202] ■在室温下储存

[0203] ■到期时间：6个月

[0204] ■每个测定需要(4个平板)：100mL

[0205] 5.封闭溶液：10％脱脂奶粉/PBST溶液。

[0206] ■20g印迹级封闭物，Bio‑Rad  170‑6404，或等效物

[0207] ■200mL  PBST

[0208] ■储存在4℃

[0209] ■到期时间：0天

[0210] ■每个测定需要(4个平板)：200mL

[0211] 6.SFRV抗原：

[0212] ■将未感染的SF或SF+细胞培养上清液过滤通过0.2微米过滤器

[0213] (Thermo  cat  456‑0020)。在本上下文中，“未感染的SF或SF+细胞培养上清液”意

指培养物中SF或SF+细胞的上清液，其中所述细胞未被杆状病毒感染，但被SFRV感染。

[0214] 此外，在本公开中描述的细胞的上下文中，分别地，术语“SF”等同于术语“Sf”，术

语“SF+”等同于术语“Sf+”，且术语“SF9”等同于术语“Sf9”。

[0215] ■将滤液装载在30％蔗糖垫上，并以28,000‑34,000rpm在4℃下离心2‑4小时
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[0216] ■离心后，小心吸出上清液，并将沉淀物悬浮于NaCl‑Tris‑EDTA缓冲液pH  7.4中

[0217] ■这是半纯化的抗原

[0218] ■通过分光光度法估计蛋白浓度，并将蛋白等分并冷冻在‑70℃，直至使用。

[0219] 7.2°抗体：山羊抗猪IgG  h+l  HRP缀合的。Bethyl  Labs目录号A100‑105P，储存在4

℃±3.0℃。

[0220] 8.底物：SureBlue  TMB  1‑组分微孔过氧化物酶底物。

[0221] Kirkgaard  and  Perry  Laboratories目录号52‑00‑01或等效物。将底物储存在4

℃±3.0℃，在25℃±2.0℃预孵育，并在25℃±3.0℃下使用。

[0222] 9.终止溶液：TMB终止溶液。Kirkgaard  and  Perry  Laboratories目录号50‑85‑04

或等效物。储存在室温下。

[0223] C.程序

[0224] 1.使用上述B1中列出的配方制备包被缓冲液。

[0225] 2.将SFRV抗原在包被缓冲液中稀释至250ng/孔。通过将抗原倒置10次来混合。用

250ng/100μl(即2.5μg/ml＝250ng/孔)包被。

[0226] 3.将100μL稀释的SFRV抗原添加至所有孔，

[0227] 4.用平板盖密封测试板，并在4℃下孵育过夜，置于冰箱的底部上，以使干扰最小

化。

[0228] 第二天

[0229] 5 .制备足够的封闭溶液仅用于当前测定。为4个平板推荐200mL块。储存在4℃温

度，直至需要。

[0230] 6.用洗涤缓冲液使用ultrawash加微量滴定板洗板机或等效物将测试板洗涤5次。

[0231] 7.向测试板的所有孔中添加100μL封闭溶液。覆盖测试板，并在37℃±2.0℃下孵

育1.0小时。

[0232] 8.在封闭孵育期间，将s型块中的块中1:100稀释测试血清样品。对于口腔液，在块

中1:2稀释样品。单独测试每个样品。以同样的方式稀释阳性和阴性对照。

[0233] 9.将测试板洗涤1次。最后一次洗涤后，将平板轻拍至纸巾上。

[0234] 10.将每孔100μL预稀释的测试样品添加至相应的平板。避免与移液管的尖端的充

分接触。在每个测试样品之间改变尖端。

[0235] 对于血清样品，覆盖测试板，并在37℃±2.0℃下孵育1.0小时。对于口腔液，将样

品在4℃±2.0℃下孵育16.0小时。

[0236] 11 .临洗涤测试板之前，从冰箱取出二抗小瓶，并在块中稀释至1:10,000。推荐进

行连续稀释以达到1:10,000稀释度(4次稀释)。通过倒置10次来混合稀释的抗体。

[0237] 12.将测试板洗涤5次。

[0238] 13.将100μL稀释的检测抗体添加至测试板的所有孔中。覆盖测试板，并在37℃±

2.0℃下孵育1.0小时。

[0239] 14.立即从冰箱(4℃±3℃)移取SureBlue  TMB  1‑组分微孔过氧化物酶底物，并将

适当体积转移至棕色或不透明的高密度聚乙烯(HDPE)容器，并在25℃±2.0℃下孵育1小时

±15分钟(台式)。

[0240] 15.将测试板洗涤5次。最后一次洗涤后，将平板轻拍至纸巾上。推荐在洗板的同时
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打开读板器。

[0241] 16.将100μL底物添加至测试板的所有孔中。

[0242] 17.在25℃±3℃下孵育5分钟。

[0243] 18.通过向所有孔中添加100μL终止溶液来终止反应

[0244] 19.测量450nm处的吸光度。

[0245] D.接受标准/结果

[0246] ■阳性对照：来自用SFRV/SRFV  G糖蛋白超免疫的猪的血清(或分别为口腔液)

[0247] ■来自显示可忽略至没有对SFRV抗原的反应的未疫苗接种的猪的未处理猪血清

(或分别为口腔液)或血清(或分别为口腔液)

[0248] 实施例4：

[0249] 半纯化的弹状病毒的生产、大小排阻色谱(SEC)、实时PCR、SEC级分的电子显微镜

和ELISA

[0250] 半纯化的弹状病毒的生产：

[0251] 在装载至柱上前，产生半纯化的弹状病毒，其中将使用中空纤维过滤从5升浓缩至

800mL的SfRV感染的Sf+昆虫细胞的细胞培养上清液(40mL)过滤通过1.2μm注射器过滤器。

所得滤液是根据本实施例的“半纯化的弹状病毒”。

[0252] 大小排阻色谱法(SEC)：

[0253] 在具有HiPrep  26/60Sephacryl  S300HR柱(GE  Healthcare  Bio‑Sciences)的

AKTA  Explorer上使用等度条件以1mL/min的流速运行大小排阻色谱法。将柱用1.5个柱体

积的缓冲液(1X磷酸盐缓冲盐水,pH  7.4,Gibco)平衡，随后注射根据(i)产生的半纯化的弹

状病毒的澄清样品(约5％柱体积)。经1.5个柱体积的缓冲液以1.0mL/min的流速进行分离，

并且通过整个分离步骤依注射时间收集级分(8mL)。在280nm处用UV吸收监测来自柱的蛋白

的洗脱(图6)。

[0254] 使用TCA/丙酮沉淀浓缩峰级分后，通过4‑12％SDS‑PAGE(Thermo  Fisher)分析级

分。简言之，将1mL各级分用TCA(200μL)在冰上沉淀1小时。将样品以20,000xg离心2分钟，并

移取上清液。将级分用500μL冰冷的丙酮洗涤，并通过涡旋混合，随后以20,000xg离心2分

钟。重复离心和丙酮步骤，总共三次丙酮洗涤。将沉淀物干燥20分钟，悬浮于20μL凝胶装载

缓冲液中，并装载至凝胶上。将凝胶用Imperial蛋白染料(Thermo  Fisher)染色1小时，并用

去离子水脱色至少3小时。凝胶分析后，使用牛血清白蛋白作为标准品，通过BCA测定

(Thermo  Fisher)测定级分的蛋白浓度。

[0255] 实时PCR

[0256] (i)的半纯化的弹状病毒(滤液)和(ii)的SEC收集的级分中的SfRV  RNA的存在通

过使用以下实时PCR的方法和序列进行检测/定量：

[0257] 引物/探针/G‑块对照：

[0258]
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[0259]

[0260] *基于GenBank参照菌株的基因组位置：KF947078。所有序列都靶向编码SfRV糖蛋

白的区域

[0261] 循环条件：

[0262] 1个循环，在50℃下10分钟

[0263] 1个循环，在95℃下3分钟

[0264] 40个循环，在95℃下15秒

[0265] 57℃下15秒，**Data  collection(FAM)

[0266] 进行的步骤的简述：

[0267] 使用BioRad  iTaq  Universal  Probes  One‑Step试剂盒(目录号172‑5141)根据建

议的制造商建议的方案进行扩增。在25μl反应中添加引物至0.4μM的最终浓度，同时添加探

针至0.16μM的最终浓度。在每次运行中，标准曲线组成对应于预期扩增子的合成双链g‑块

(IDT)序列。反应使用CFX96实时PCR检测系统(BioRad)在以下条件下进行：在50℃下初始逆

转录10分钟，随后在95℃下初始变性3分钟，随后40个循环的在95℃下变性15秒和在57℃下

退火和延伸15秒，其中在FAM通道中收集数据。使用CFX  Manager软件(版本2.1，BioRad)分

析光学数据。运行基于以下被视为有效：标准曲线的一致性，r平方值超过0.99，且计算的效

率在80‑120％之间。对于每次确定，使用循环阈值(Ct)确定模式的回归设置自动计算阈值

线。使用基线减去模式自动进行基线减去。

[0268] 实时PCR的结果显示于图7中。

[0269] 在图7中：

[0270] 列1表示孔数。列2显示该实时PCR中使用的与特异性探针连接的荧光团6‑羧基荧

光素(FAM)。列3表示衍生自大小排阻色谱的SfRV抗原的级分(级分A11、A12、B1、B5、B12和

C6)或具有已知量的用于生成标准曲线的SfRV特异性核酸的标准品(孔7‑14)。孔15充当阴

性对照(无模板)，且孔16充当含有通过大小分级分离(SEC)前的浓缩的SfRV抗原的阳性对

照。

[0271] 定量循环(Cq)是检测荧光的循环。较低的Cq值表示样品中特定靶标的较高拷贝

数。该数据显示于列4中。外推的基因组拷贝数作为序列定量(SQ)显示于列5中，并显示每mL

的基因组拷贝数。

[0272] 数据显示起始材料具有6个对数的SfRV特异性基因组拷贝/mL(孔16)，类似地，级

分A11和A12具有6个对数的基因组拷贝/mL。这两个级分连同尾端级分B1应当含有大多数

SfRV病毒颗粒/病毒粒子和病毒样颗粒(VLP)。其它级分B5、B12和C6应当含有SEC中的亚病

毒颗粒，因此含有较少量的病毒RNA(如果有的话)。

[0273] 电子显微镜：

[0274] (ii)的SEC收集的级分用2.5％磷钨酸(PTA)染色3分钟(阴性染色)用于电子显微

镜。在级分A11和A12(参考图6)中，观察到～30‑35nm的颗粒，其被认为是SfRV的病毒颗粒。

[0275] ELISA：
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[0276] 如实施例2中所述进行ELISA，其中使用实施例3下所述的材料和方法，差异在于，

代替“SFRV抗原”(在实施例3的点B.6下)，使用(i)的半纯化的弹状病毒(滤液)和(ii)的SEC

收集的级分A11、A12和B1，各自在包被缓冲液中稀释至100μl中的250ng的浓度，然后将100μ

l的所述抗原各自包被在孔上。

[0277] 作为测试血清样品，使用来自用实验疫苗免疫的动物的血清，所述疫苗包含由培

养的SfRV感染的昆虫细胞中的杆状病毒表达系统产生的重组蛋白。血清获得自血液，所述

血液在施用实验疫苗后28天取自动物。

[0278] 作为阴性对照，分别使用相应的未免疫动物的血液血清。

[0279] ELISA的结果显示于图8中。

[0280] 用四种不同的抗原(包括半纯化的SfRV(小图A)、大小排阻级分A11(小图B)、A12

(小图C)和B1(小图D))包被ELISA平板。用来自阴性对照动物的血清(倒三角形)或来自施用

含有SfRV的实验疫苗的动物的第28天血清(圆形)探测平板。

[0281] 结果显示来自疫苗接种的动物的血清与包被的抗原反应，而阴性对照血清具有最

小反应。此外，疫苗接种的动物与包被有级分A11、A12和B1的孔强烈反应(小图B、C和D)，如

通过增加的OD值所证明，并且与半纯化的SfRV相比，反应与这些级分更紧密地成簇(小图

A)。这表明对包被的抗原(级分A11、A12和B1)的更强烈的识别和更特异性的响应。

[0282] 在序列表中：

[0283] SEQ  ID  NO:1对应于SFRV  G蛋白的序列，

[0284] SEQ  ID  NO:2对应于截短的SFRV  G蛋白的序列，

[0285] SEQ  ID  NO:3对应于具有N‑端蜂毒肽序列的截短的SFRV  G蛋白的序列，

[0286] SEQ  ID  NO:4对应于具有修饰(包括6x  His标签)的SEQ  ID  NO:1，

[0287] SEQ  ID  NO:5对应于具有修饰(包括6x  His标签)的SEQ  ID  NO:2，

[0288] SEQ  ID  NO:6对应于具有修饰(包括6x  His标签)的SEQ  ID  NO:3，

[0289] SEQ  ID  NO:7对应于SFRV  N蛋白的序列，

[0290] SEQ  ID  NO:8对应于具有修饰(包括6x  His标签)的SEQ  ID  NO:7，

[0291] SEQ  ID  NO:9对应于编码SEQ  ID  NO:1的序列，

[0292] SEQ  ID  NO:10对应于编码SEQ  ID  NO:2的序列，

[0293] SEQ  ID  NO:11对应于编码SEQ  ID  NO:3的序列，

[0294] SEQ  ID  NO:12对应于编码SEQ  ID  NO:4的序列，

[0295] SEQ  ID  NO:13对应于编码SEQ  ID  NO:5的序列，

[0296] SEQ  ID  NO:14对应于编码SEQ  ID  NO:6的序列，

[0297] SEQ  ID  NO:15对应于编码SEQ  ID  NO:7的序列，

[0298] SEQ  ID  NO:16对应于编码SEQ  ID  NO:8的序列，

[0299] SEQ  ID  NO:17对应于构建体SEQ  ID  NO:12或SEQ  ID  NO:13的正向引物，

[0300] SEQ  ID  NO:18对应于构建体SEQ  ID  NO:12或SEQ  ID  NO:14的反向引物，

[0301] SEQ  ID  NO:19对应于构建体SEQ  ID  NO:13的反向引物，

[0302] SEQ  ID  NO:20对应于构建体SEQ  ID  NO:14的正向引物，

[0303] SEQ  ID  NO:21对应于构建体SEQ  ID  NO:16的正向引物，

[0304] SEQ  ID  NO:22对应于构建体SEQ  ID  NO:16的反向引物，
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[0305] SEQ  ID  NO:23对应于PCV2  ORF2蛋白的序列，

[0306] SEQ  ID  NO:24对应于血凝素H5蛋白(流感病毒)的序列。
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