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PCV-3免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测

试剂盒

(57)摘要

本发明涉及一种用于圆环病毒3型(PCV-3)

免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测试剂盒及

其制备方法。该试剂盒基于膜免疫层析的原理，

采用胶体金双抗原夹心法来制备，以链球菌G蛋

白(SPG)为捕获抗原，以PCV-3的衣壳蛋白(Cap)

和复制酶蛋白(Rep)为检测抗原。在检测一份血

清样品时，可同时诊断PCV-3野毒感染，并评价

PCV-3Cap基因工程亚单位疫苗或病毒样颗粒疫

苗的免疫效果。该试剂盒不使用仪器设备，操作

便捷，结果判读简单，能够满足基层农户以及动

物疫病防疫部门对于新出现的PCV-3的诊断与检

测需求，对新发PCV-3的防控具有重要意义。
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1.一种用于新发圆环病毒3型(PCV-3)疫苗免疫评价与野毒感染诊断的试剂盒，该试剂

盒包括免疫速测卡、血清稀释液、移液管和干燥剂；所述免疫速测卡包括扇形底板，在扇形

底板的相对两边表面上分别沿径向设有检测试纸I和检测试纸II，在扇形底板的圆心处设

有金标孔，邻近金标孔设置有加样孔，加样孔分别通过第I样品引流道和第II样品引流道与

检测试纸I和检测试纸II连接；

其中，检测试纸I设置有检测线和质控线，分别包被PCV-3  Cap蛋白和兔免疫球蛋白IgG

抗体；检测试纸II设置有检测线和质控线，分别包被PCV-3  Rep蛋白和兔免疫球蛋白IgG抗

体；金标孔中包被有链球菌G蛋白(SPG)胶体金颗粒标记偶联物。

2.一种如权利要求1所述的免疫速测试剂盒的制备方法，包括以下步骤：

(1)Cap和Rep蛋白制备

采用基因工程方法合成去除核定位信号区域的Cap蛋白和Rep蛋白基因序列，并进行密

码子优化，采用大肠杆菌表达载体pET-30a进行Cap和Rep蛋白的原核表达，采用柱亲和层析

法纯化蛋白，最终获得纯化的表达产物；

(2)免疫速测卡的制备

将Cap蛋白、Rep蛋白、兔免疫球蛋白IgG抗体分别用包被缓冲液稀释后形成喷涂液；用

喷膜仪在包被膜上分别喷涂划线相应喷涂液，形成检测线I、检测线II和质控线；

(3)金标孔的制备

取双蒸水置于磁力搅拌器上加热至沸腾，迅速加入浓度为1％的氯金酸溶液至终浓度

为0.02％；煮沸5分钟，之后加入浓度为1％的柠檬酸三钠溶液，加样体积为氯金酸溶液的2

倍；煮沸20分钟后，形成酒红色澄清溶液，停止加热冷却至室温，再用双蒸水调整浓度为

0.02％，形成胶体金溶液；

用0.1mol/L碳酸钾调节调节胶体金溶液PH至8.0，逐滴加入SPG蛋白，每mL胶体金溶液

加入60ug抗体，混匀后静置5分钟；再加入10％牛血清白蛋白溶液，至终浓度1％，混匀后静

置5分钟；10000rpm离心20分钟，弃去上清，用洗涤液洗涤1次；沉淀用十分之一初始胶体金

体积的金标蛋白保存液溶解，然后按照20uL/孔的量加入金标孔中；真空干燥3小时，置装有

干燥剂的密封袋中保存备用；

(4)免疫速测卡组装

将检测试纸I、II分别固定在扇形底板的相应卡槽内，将金标孔固定于扇形底板的圆心

处，形成免疫速测卡；

(5)血清稀释液制备

称取NaCl  8g，KCl  0.2g，Na2HPO4·12H2O  3.63g,KH2PO4  0.24g，溶于900mL双蒸水中，用

盐酸调pH值至7.4，加水定容至1L，常温保存备用；

(6)试剂盒制备

用铝箔袋将免疫速测卡和干燥剂封口包装，和移液管、血清稀释液一起组装成试剂盒，

用于评价新发PCV-3疫苗免疫效果和诊断野毒感染。
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PCV-3免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明总体涉及动物疫病快速诊断领域，具体涉及一种用于区分新发PCV-3Cap基

因工程亚单位疫苗或病毒样颗粒疫苗与野毒感染的免疫速测试剂盒。

背景技术

[0002] 猪圆环病毒(Porcine  circoviruses,PCV)是一种无囊膜的单链环状DNA病毒，猪

圆环病毒(PCV)粒子直径17-22nm，是目前兽医学上发现的最小的动物病毒。2016年以前，在

猪群中仅发现PCV-1和PCV-2两个基因型。其中，PCV-1对猪无致病性，而PCV-2在猪场能引起

呼吸、繁殖、消化等多系统症状，对养猪业造成重大的经济损失。2016年，美国堪萨斯州立大

学研究人员Palinski等利用宏基因组测序技术从皮炎肾病综合征(PDNS)和繁殖障碍母猪

及其流产胎儿体内鉴定出一种新的圆环病毒，并命名为PCV-3，美国多个洲猪群中随即被证

实存在PCV-3感染。波兰、韩国、泰国等也报道了猪群中存在PCV-3的感染。随后，我国科研人

员也相继检测到PCV-3，已有至少13个省猪场存在PCV-3感染，且主要分布于中东部地区。

[0003] 市场上流行的PCV-2疫苗主要是Cap基因工程亚单位疫苗和全病毒灭活疫苗，其中

Cap亚单位疫苗的出现对于PCV-2的防控起到关键作用，使用该疫苗能够区分疫苗免疫与野

毒感染。鉴于此，PCV-3的Cap蛋白也将成为开发PCV-3新型诊断技术的一个重要抗原。当前，

有关PCV-3报道的文献主要集中在流行病学、分子诊断和序列分析等相关的研究，没有关于

免疫诊断技术开发的报道，也没有免疫诊断产品投入市场。

[0004] PCV基因组含有四个编码阅读框(ORFs)，其中ORF1编码病毒的复制酶相关蛋白

(Rep)，Rep是圆环病毒复制必须的非结构蛋白，ORF2编码病毒唯一的衣壳结构蛋白(Cap)。

应用Cap亚单位疫苗或病毒样颗粒疫苗防控PCV疫情时，被免疫动物不会产生Rep蛋白抗体。

因此，Cap和Rep蛋白是开发PCV-3免疫诊断技术及产品的重要靶标，特别是开发能够评价

PCV-3疫苗免疫效果，同时能够区分Cap亚单位疫苗或病毒样颗粒疫苗与野毒感染的新型免

疫诊断技术及产品具有重大的临床应用价值。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于：提供一种用于PCV-3型免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测

试剂盒及其制备方法，该试剂盒可同时评价PCV-3疫苗免疫效果，并区分PCV-3的Cap亚单位

疫苗或病毒样颗粒疫苗与野毒感染。

[0006] 本发明通过以下技术方案实现：该试剂盒包括免疫速测卡、血清稀释液、移液管和

干燥剂；所述免疫速测卡包括扇形底板，在扇形底板的相对两边表面上分别沿径向设有检

测试纸I和检测试纸II，在扇形底板的圆心处设有金标孔，邻近金标孔设置有加样孔，加样

孔分别通过第I样品引流道和第II样品引流道与检测试纸I和检测试纸II连接。

[0007] 其中，检测试纸I设置有检测线和质控线，分别包被PCV-3Cap蛋白和兔免疫球蛋白

IgG抗体；检测试纸II设置有检测线和质控线，分别包被PCV-3Rep蛋白和兔免疫球蛋白IgG

抗体；金标孔中包被有链球菌G蛋白(SPG)胶体金颗粒标记偶联物。
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[0008] 本发明试剂盒应用双抗原夹心法，当被检样品中含有Cap或Rep抗体时，则在金标

孔中与SPG蛋白结合，形成“SPG蛋白-抗体复合物”溶液；将复合物溶液滴加到加样孔，溶液

分别向检测试纸I和检测试纸II渗透泳动。当复合物到达检测试纸I的检测线时，SPG蛋白-

Cap抗体复合物中的Cap抗体与PCV-3的Cap蛋白发生特异性结合，形成“SPG蛋白-Cap抗体-

Cap抗原复合物”，出现肉眼可见的色带。当复合物到达检测试纸II的检测线时，SPG蛋白-

Rep抗体复合物中的Rep抗体与PCV-3的Rep蛋白发生特异性结合，形成“SPG蛋白-Rep抗体-

Rep抗原复合物”，出现肉眼可见的色带。

[0009] 当被检样品中不含Cap或Rep抗体时，胶体金标记的SPG蛋白泳动至检测试纸I和检

测试纸II的质控线，与兔免疫球蛋白IgG抗体结合，出现肉眼可见的色带。

[0010] 检测时，垂直滴加9滴血清稀释液滴到金标孔中，再加入1滴待检血清样品，将金标

孔底部包被物质与待检血清充分混匀，之后将混匀后的样品溶液全部滴加到加样孔中，观

察检测试纸I、II的检测线和质控线是否出现红色色带，从而判定动物免疫PCV-3疫苗之后

抗体效价是否合格，并能同时鉴别区分PCV-3的Cap基因工程亚单位疫苗或病毒样颗粒疫苗

和PCV-3野毒感染。

[0011] 本发明的积极效果是：

[0012] 1、本发明首次针对圆环病毒新基因型病毒PCV-3开发了快速免疫诊断产品，对PCV

新型突发疫情的防控具有重大临床价值。

[0013] 2、本发明试剂盒用途广泛，既可用于评价PCV-3灭活疫苗和Cap亚单位疫苗以及病

毒样颗粒疫苗的免疫效果，也可用于鉴别区分PCV-3的Cap亚单位疫苗或病毒样颗粒疫苗与

野毒感染，一检多效，检测效率高。

[0014] 3、本发明试剂盒采用链球菌G蛋白(SPG)作为捕获抗原，相对于葡萄球菌A蛋白

(SPA)具有更广泛的抗体结合能力，同时采用金标孔-液相反应模式，与传统玻璃纤维膜胶

体金标记技术相比，本发明试剂盒胶体金标记抗原与待检血清抗体反应更加完全，检测灵

敏度更高。

[0015] 4、本发明提供了一种PCV-3Cap和Rep蛋白高效表达方式。将PCV-3的Cap和Re蛋白

针对表达系统pET30a/BL21进行密码子优化，结果表明密码子优化后的重组菌株表达效率

更高，蛋白产量更高。

[0016] 5、本发明提供了一种新型多联检测卡模型。扇形多联检测卡相对于传统平行多联

卡，一次加样，可以同时检测多个指标，检测效率高；相对于在单个试纸条设置多个检测线，

本发明去除了抗原间干扰，准确率高。

[0017] 6、本发明试剂盒操作便捷，不需要仪器设备，结果判读简单，能够满足基层组织、

农户对于重大疫病诊断的需求。

附图说明

[0018] 图1为重组菌株pET30a-Cap/BL21的PCR鉴定结果。图中M：DNA  Marker；1：重组菌株

pET30a-Cap/BL21的PCR扩增；2：pET30a/BL21大肠杆菌空载体PCR扩增。

[0019] 图2为重组菌株pET30a-Rep/BL21的PCR鉴定结果。图中M：DNA  Marker；1：重组菌株

pET30a-Rep/BL21的PCR扩增；2：pET30a/BL21大肠杆菌空载体PCR扩增。

[0020] 图3为重组菌pET30a-Cap/BL21诱导表达产物的SDS-PAGE鉴定结果。图中1：大肠杆
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菌空载体未诱导表达；2：大肠杆菌空载体诱导表达；3：密码子未优化重组菌株pET30a/

BL21-Cap诱导表达；4：密码子优化重组菌株pET30a/BL21-Cap诱导表达。

[0021] 图4为重组菌pET30a-Rep/BL21诱导表达产物的SDS-PAGE鉴定结果。图中1：大肠杆

菌空载体未诱导表达；2：大肠杆菌空载体诱导表达；3：密码子优化重组菌株pET30a/BL21-

Rep诱导表达；4：密码子未优化重组菌株pET30a/BL21-Rep诱导表达。

[0022] 图5为Cap和Rep蛋白的纯化鉴定效果图。重组菌pET30a-Rep/BL21诱导表达产物的

SDS-PAGE鉴定结果。图中1：Cap蛋白纯化；M：蛋白Marker；2：Rep蛋白纯化。

[0023] 图6为本发明的免疫速测卡正面结构示意图。图中1：检测试纸I质控线；2：检测试

纸I检测线；3：检测试纸II质控线；4：检测试纸II检测线；5：检测试纸I样品引流道；6：检测

试纸II样品引流道；7：加样孔；8：金标孔。

[0024] 图7为检测结果示意图。图中检测试纸I、II的检测线和质控线均出现红色色带，提

示全病毒疫苗免疫猪群的保护性抗体效价合格，或者Cap亚单位疫苗和病毒样颗粒疫苗免

疫猪群存在PCV-3野毒感染风险。

[0025] 图8为检测结果示意图。图中检测试纸I、II的质控线均出现红色色带，检测试纸I

的检测线2出现红色色带，检测试纸II的检测线4不出现红色色带，提示Cap亚单位疫苗和病

毒样颗粒疫苗免疫猪群保护性抗体效价合格。

[0026] 图9为检测结果示意图。图中检测试纸I、II的质控线均出现红色色带，检测试纸II

的检测线4出现红色色带，检测试纸I的检测线2不出现红色色带，提示猪群存在PCV-3野毒

感染风险。

[0027] 图10为检测结果示意图。图中检测试纸I、II的质控线均出现红色色带，检测试纸

I、II的检测线均不出现红色色带，提示疫苗免疫猪场免疫失败。

[0028] 图11为检测结果无效示意图。检测试纸I上的质控线1不出现红色色带，不管检测

试纸I的检测线2和检测试纸II的质控线3和检测线4是否出现红色色带，提示检测结果无

效。

[0029] 图12为检测结果无效示意图。检测试纸II上的质控线3不出现红色色带，不管检测

试纸I的检测线4和检测试纸II的质控线1和检测线2是否出现红色色带，提示检测结果无

效。

具体实施方式

[0030] 下面结合附图具体介绍本发明的PCV-3免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测试剂

盒及其制备方法。本领域技术人员应该理解，下面描述的实施例只是为了更好地理解本发

明，并不用来限制本发明。

[0031] 本发明的PCV-3免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测试剂盒包括免疫速测卡、血

清稀释液、移液管和干燥剂。

[0032] 如图6所示，免疫速测卡包括扇形底板10，在扇形底板10的相对两边表面上分别沿

径向设有检测试纸I和检测试纸II，在扇形底板10的圆心处设有金标孔8，邻近金标孔8设置

有加样孔7，加样孔7分别通过第I样品引流道5和第II样品引流道6与检测试纸I和检测试纸

II连接。金标孔8具体可为微型试管或微型槽。

[0033] 检测试纸I和检测试纸II共用加样孔7和金标孔8。其中，检测试纸I设置有检测线2
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和质控线1，分别包被PCV-3Cap蛋白和兔免疫球蛋白IgG抗体；检测试纸II设置有检测线4和

质控线3，分别包被PCV-3Rep蛋白和兔免疫球蛋白IgG抗体；检测试纸I上设置样品引流道5，

检测试纸II上设置样品引流道6；金标孔8中包被有SPG胶体金颗粒标记偶联物。

[0034] 如图6所示，依据检测试纸I、II上的质控线1、3和检测线2、4是否出现红色色带来

进行结果判定。

[0035] 在优选实施例中，检测试纸I和检测试纸II在扇形底板10上的隔开角度为30-45°，

从而既能保证相互不会干扰，同时也能使检测卡保持较小尺寸。

[0036] 下述实施例中的主要原材料来源为：PCV-3衣壳蛋白Cap和复制酶蛋白Rep由安阳

工学院(河南省动物疫病防控与营养免疫院士站实验室)制备。其它试剂和材料均可来源于

商业途径。所述的实验方法，若无特别说明，均为常规实验方法。

[0037] 本发明所述试剂盒采用胶体金免疫层析法制备，显示条带为红色色带，具体制备

方法如下：

[0038] 1.1Cap和Rep蛋白制备

[0039] 本发明试剂盒所使用的抗原原料包括PCV-3的衣壳蛋白Cap(NCBI序列号：

KY075988.1)和复制酶蛋白Rep(NCBI序列号：KY075988.1)。去除Cap蛋白核定位信号区域，

然后对Cap和Rep蛋白的编码核苷酸序列进行密码子优化，优化参考宿主为大肠杆菌原核表

达系统。

[0040] 运用化学方法合成密码子优化后的Cap和Rep序列，然后构建重组原核表达载体

pET30a-Cap和pET30a-Rep进行Cap和Rep蛋白表达，如图1-2所示，Cap蛋白编码基因长度为

528bp，Rep蛋白编码基因长度为654bp。

[0041] 采用大肠杆菌BL21作为原核表达载体pET30a-Cap和pET30a–Rep的宿主菌，进行

Cap和Rep蛋白诱导表达。如图3所示，Cap蛋白分子量为27.5kDa；如图4所示，Rep蛋白分子量

为32kDa。采用亲和层析柱对Cap和Rep蛋白进行纯化，结果如图5所示。

[0042] 构建重组原核表达载体所使用的引物序列如下：

[0043] Cap-BamH1-F(SEQ  ID  No.1)：

[0044] 5’-CGCGGATCCATGAACGTCATATCCGTTG-3’

[0045] Cap-HindIII-R(SEQ  ID  No.2)：

[0046] 5’-TCCCAAGCTTGAGAACGGACTTGTAAC-3’

[0047] Rep-BamHI-F(SEQ  ID  No.3)：

[0048] 5’-CGCGGATCCATGGCCAGCGAGTATT-3’

[0049] Rep-XhoI-R(SEQ  ID  No.4)：

[0050] 5’-CCGCTCGAGTTAATAATTAATCGGAT-3’

[0051] Cap基因优化前序列如SEQ  ID  No .5所示，Cap基因优化后序列如SEQ  ID  No .6所

示。

[0052] Rep基因优化前序列如SEQ  ID  No .7所示，Rep基因优化后序列如SEQ  ID  No .8所

示。

[0053] 1.2免疫速测卡的制备

[0054] (1)检测试纸I、II制备：在硝酸纤维素膜上分别喷PCV-3圆环病毒Cap蛋白、Rep蛋

白和兔免疫球蛋白IgG抗体，分组组成质控线1、检测线2、质控线3和检测线4。37℃烘干处理
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2小时，置装有干燥剂的密封袋中保存备用。具体如下：

[0055] 检测线2：用包被缓冲液稀释Cap蛋白，浓度为2.5mg/mL，将喷膜仪设置为喷液量

1uL/cm，用喷膜仪喷涂划线。

[0056] 检测线4：用包被缓冲液稀释Rep蛋白，浓度为3mg/mL，将喷膜仪设置为喷液量1uL/

cm，用喷膜仪喷涂划线。

[0057] 质控线1、3：用包被缓冲液稀释兔免疫球蛋白IgG抗体，浓度为1mg/mL,将喷膜仪设

置为喷液量1uL/cm，用喷膜仪喷涂划线。

[0058] 所述包被缓冲液成分：0.01mol/L的PH＝7.2的PBS，BSA  0 .2％，PVP  0 .1％，PEG 

0 .1％，dry  milk  0 .2％，casein  0 .04％，sodium  azid0 .02％，Tween-20  0 .3％，sugar 

2.5％。

[0059] (2)金标孔的制备

[0060] 取双蒸水置于磁力搅拌器上加热至沸腾，迅速加入浓度为1％的氯金酸溶液至终

浓度为0.02％。煮沸5分钟，之后加入浓度为1％的柠檬酸三钠溶液，加样体积为氯金酸溶液

的2倍。煮沸20分钟后，形成酒红色澄清溶液，停止加热冷却至室温，再用双蒸水调整浓度为

0.02％，4℃避光保存备用。

[0061] 用0.1mol/L碳酸钾调节调节胶体金溶液PH至8.0，逐滴加入SPG蛋白，每mL胶体金

溶液加入60ug抗体，混匀后静置5分钟。再加入10％牛血清白蛋白溶液，至终浓度1％，混匀

后静置5分钟。10000rpm离心20分钟，弃去上清，用洗涤液洗涤1次。沉淀用十分之一初始胶

体金体积的金标蛋白保存液溶解，然后按照20uL/孔的量加入金标孔中。真空干燥3小时，置

装有干燥剂的密封袋中保存备用。

[0062] 所述10％牛血清白蛋白溶液：取牛血清白蛋白100g，用双蒸水定容至1000mL。

[0063] 所述洗涤液：取牛血清白蛋白4g，聚乙二醇8000  2g，聚乙烯吡咯烷酮2g，蔗糖2g，

Tris  1.211g，用双蒸水定容至1000mL，并调节PH至8.1。

[0064] 所述金标蛋白保存液：取牛血清白蛋白25g，聚乙二醇8000  5g，Tris  10.2g，氢氧

化钠2.5g，吐温20  7.5mL，用双蒸水定容至1000mL，并调节PH至8.5。

[0065] (3)免疫速测卡组装

[0066] 将检测试纸I、II分别固定在扇形底板10的相应卡槽内，将金标孔8固定于扇形底

板10的圆心处，形成免疫速测卡。

[0067] 1.3血清稀释液制备

[0068] 称取NaCl  8g，KCl  0.2g，Na2HPO4·12H2O  3.63g,KH2PO4  0.24g，溶于900mL双蒸水

中，用盐酸调pH值至7.4，加水定容至1L，常温保存备用。

[0069] 1.4试剂盒制备

[0070] 用铝箔袋将免疫速测卡和干燥剂封口包装，和移液管、血清稀释液一起组装成试

剂盒，用于评价新发PCV-3疫苗免疫效果和诊断野毒感染。

[0071] 1.5试剂盒性能研究

[0072] 采用传统玻璃纤维膜胶体金标记技术制备试纸条，与本发明的金标孔-液相反应

模式的速测卡同时检测Cap蛋白和Rep蛋白免疫兔血清。将免疫血清按2倍梯度倍比稀释，本

发明的速测卡能够检测Cap和Rep血清效价分别为64和32，而传统玻璃纤维膜胶体金标记技

术制备试纸条能够检测Cap和Rep血清效价分别为8和4。因此，与传统玻璃纤维膜胶体金标
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记技术相比，本发明试剂盒胶体金标记抗原与待检血清抗体反应更加完全，检测灵敏度更

高。

[0073] 下面再详细描述本发明的试剂盒的检测原理和结果判定方法。

[0074] 2.1速测卡检测原理

[0075] 本发明试剂盒中的免疫速测卡应用双抗原夹心法，用SPG蛋白作为捕获抗原，用圆

环病毒PCV-3Cap和Rep蛋白作为检测抗原。其原理是当被检样品中含有Cap或Rep抗体时，首

先在金标孔内与胶体金标记的SPG蛋白结合，形成“SPG蛋白-Cap/Rep抗体复合物”溶液；将

溶液转移到加样孔，并同时向检测试纸I、II渗透泳动。当复合物溶液到达检测试纸I的检测

线时，复合物中Cap抗体与PCV-3Cap蛋白发生特异性结合，形成“SPG蛋白-Cap抗体-Cap抗原

复合物”，在检测线出现肉眼可见的色带。当复合物到达检测试纸II的检测线时，复合物中

Rep抗体与PCV-3Rep蛋白发生特异性结合，形成“SPG蛋白-Rep抗体-Rep抗原复合物”，在检

测线出现肉眼可见的色带。当复合物溶液泳动至检测试纸I、II的质控线时，与兔免疫球蛋

白IgG抗体结合，在质控线上出现肉眼可见的色带。检测时，在金标孔中加入血清稀释液，吸

取待检血清样品滴加到金标孔中，将孔底部包被抗原与待检血清充分混匀，之后将样品滴

加到加样孔，观察检测试纸I、II检测线和质控线是否出现红色色带，从而判定动物PCV-3免

疫抗体效价及野毒感染情况。

[0076] 2.2速测卡结果判定

[0077] 下面结合附图，具体介绍本发明中速测卡的结果判定标准。

[0078] 如图7所示，检测试纸I、II的检测线2、4和质控线1、3均出现红色色带，提示全病毒

疫苗免疫猪群的保护性抗体效价合格，或者Cap亚单位疫苗和病毒样颗粒疫苗免疫猪群存

在PCV-3野毒感染风险。

[0079] 如图8所示，检测试纸I、II的质控线1、3均出现红色色带，检测试纸I的检测线2出

现红色色带，检测试纸II的检测线4不出现红色色带，提示Cap亚单位疫苗和病毒样颗粒疫

苗免疫猪群保护性抗体效价合格。

[0080] 如图9所示，检测试纸I、II的质控线1、3均出现红色色带，检测试纸II的检测线4出

现红色色带，检测试纸I的检测线2不出现红色色带，提示猪群存在PCV-3野毒感染风险。

[0081] 如图10所示，检测试纸I、II的质控线1、3均出现红色色带，检测试纸I、II的检测线

2、4均不出现红色色带，提示疫苗免疫猪场免疫失败。

[0082] 当出现以下几种情况时，检测结果无效：如图11所示，检测试纸I上的质控线1不出

现红色色带，不管检测试纸I的检测线2和检测试纸II的质控线3和检测线4是否出现红色色

带，提示检测结果无效；如图12所示，检测试纸II上的质控线3不出现红色色带，不管检测试

纸II的检测线4和检测试纸I的质控线1和检测线2是否出现红色色带，提示检测结果无效。
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SEQUENCE  LISTING

<110> 安阳工学院

<120>  PCV-3免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测试剂盒

<160>  8

<210>  1

<211>  28

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  Cap-Fwd引物序列

<400>  1

cgcggatcca  tgaacgtcat  atccgttg  28

<210>  2

<211>  27

<212>  DNA

<213>人工序列

<220>

<223>  Cap-Rev引物

<400>  2

tcccaagctt  gagaacggac  ttgtaac  27

<210>  3

<211>  25

<212>  DNA

<213>人工序列

<220>

<223>  Rep-Fwd引物序列

<400>  3

cgcggatcca  tggccagcga  gtatt  25

<210>  4

<211>  26

<212>  DNA

<213>人工序列

<220>

<223>  Rep-Rev引物序列

<400>  4

ccgctcgagt  taataattaa  tcggat  26

<210>  5

<211>  510

序　列　表 1/3 页

13

CN 109001461 A

13



<212>  DNA

<213>  Porcine  circoviruses

<220>

<223>  F  CDC  DNA

<400>  5

atgaacgtca  tatccgttgg  aacccctcag  aataacaagc  cctggcacgc  caaccacttc  60

attacccgcc  taaacgaatg  ggagactgca  attacctttg  aatattataa  gatactaaag  120

atgaaagtta  cactcagccc  tgtaatttct  ccggctcagc  aaacaaaaac  tatgttcggg  180

cacacagcca  tagatctaga  cggcgcctgg  accacaaaca  cttggctcca  agacgaccct  240

tatgcggaaa  gttccactcg  taaagttatg  acttctaaaa  aaaaacacag  ccgttacttc  300

acccccaaac  cacttctggc  gggaactacc  agcgctcacc  caggacaaag  cctcttcttt  360

ttctccagac  ccaccccatg  gctcaacaca  tatgacccca  ccgttcaatg  gggagcactg  420

ctttggagca  tttatgtccc  ggaaaaaact  ggaatgacag  acttctacgg  caccaaagaa  480

gtttggattc  gttacaagtc  cgttctctaa  510

<210>  6

<211>  510

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  待扩增片段

<400>  6

atgaacgtta  tctctgttgg  taccccgcag  aacaacaaac  cgtggcacgc  taaccacttc  60

atcacccgtc  tgaacgaatg  ggaaaccgct  atcaccttcg  aatactacaa  aatcctgaaa  120

atgaaagtta  ccctgtctcc  ggttatctct  ccggctcagc  agaccaaaac  catgttcggt  180

cacaccgcta  tcgacctgga  cggtgcttgg  accaccaaca  cctggctgca  ggacgacccg  240

tacgctgaat  cttctacccg  taaagttatg  acctctaaaa  aaaaacactc  tcgttacttc  300

accccgaaac  cgctgctggc  tggtaccacc  tctgctcacc  cgggtcagtc  tctgttcttc  360

ttctctcgtc  cgaccccgtg  gctgaacacc  tacgacccga  ccgttcagtg  gggtgctctg  420

ctgtggtcta  tctacgttcc  ggaaaaaacc  ggtatgaccg  acttctacgg  taccaaagaa  480

gtttggatcc  gttacaaatc  tgttctgtaa  510

<210>  7

<211>  636

<212>  DNA

<213>  Porcine  circoviruses

<220>

<223>  F  CDC  DNA

<400>  7

gccagcgagt  attgcaagaa  agagggggat  tacctcgaga  ttggcgaaga  ttcctcttcg  60

ggtaccagat  cggatcttca  agcagcagct  cggattctga  cggagacgtc  gggaaatctg  120
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actgaagttg  cggagaagat  gcctgcagta  tttatacgct  atgggcgggg  tttgcgtgat  180

ttttgcgggg  tgatggggtt  gggtaaaccg  cgtgatttta  aaactgaagt  ttatgttttt  240

attggtcctc  caggatgcgg  gaaaacgcgg  gaagcttgtg  cggatgcggc  tgcgcgggaa  300

ttgcagttgt  atttcaagcc  acgggggcct  tggtgggatg  gttataatgg  ggagggtgct  360

gttatcctgg  atgattttta  tgggtgggtt  ccatttgatg  aattgctgag  aattggggac  420

aggtaccctc  tgagggttcc  tgttaagggt  gggtttgtta  attttgtggc  taaggtatta  480

tatattacta  gtaatgttgt  accggaggag  tggtattcat  cggagaatat  tcgtggaaag  540

ttggaggcct  tgtttaggag  gttcactaag  gttgtttgtt  ggggggaggg  gggggtaaag  600

aaagacatgg  agacagtgta  tccaataaac  tattaa  636

<210>  8

<211>  636

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  待扩增片段

<400>  8

gccagcgagt  attgcaagaa  agagggcgac  tatttagaaa  tcggcgaaga  tagcagcagt  60

ggtacccgta  gcgatctgca  agccgcagca  cgcattctga  ccgaaaccag  cggcaatctg  120

accgaagtgg  ccgaaaaaat  gccggccgtg  ttcattcgct  atggtcgtgg  tctgcgtgat  180

ttttgcggtg  tgatgggttt  aggtaaaccg  cgcgacttta  aaaccgaagt  gtatgtgttt  240

attggcccgc  cgggctgtgg  caaaacccgt  gaagcatgcg  cagatgccgc  agcccgtgag  300

ctgcaactgt  actttaaacc  gcgcggtccg  tggtgggatg  gttacaatgg  cgaaggcgcc  360

gtgattttag  atgacttcta  tggttgggtg  ccgttcgatg  aactgctgcg  tattggcgat  420

cgttacccgc  tgcgcgtgcc  ggttaaaggc  ggctttgtga  acttcgtggc  caaggtgctg  480

tacatcacca  gcaatgtggt  gccggaagag  tggtatagca  gcgagaatat  ccgcggtaag  540

ctggaagctt  tatttcgccg  ctttacaaag  gtggtgtgct  ggggcgaagg  cggcgtgaag  600

aaagatatgg  aaaccgtgta  tccgattaat  tattaa  636
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8

图9
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图10

图11

图12
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专利名称(译) PCV-3免疫评价与野毒感染诊断的免疫速测试剂盒

公开(公告)号 CN109001461A 公开(公告)日 2018-12-14

申请号 CN201810667690.4 申请日 2018-06-26

[标]申请(专利权)人(译) 安阳工学院

申请(专利权)人(译) 安阳工学院

当前申请(专利权)人(译) 安阳工学院

[标]发明人 连凯琪
周玲玲
张杰
苗银萍
张明亮
宋玉伟
关现军
王双山

发明人 连凯琪
周玲玲
张杰
苗银萍
张明亮
宋玉伟
关现军
王双山
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摘要(译)

本发明涉及一种用于圆环病毒3型(PCV‑3)免疫评价与野毒感染诊断的免
疫速测试剂盒及其制备方法。该试剂盒基于膜免疫层析的原理，采用胶
体金双抗原夹心法来制备，以链球菌G蛋白(SPG)为捕获抗原，以PCV‑3
的衣壳蛋白(Cap)和复制酶蛋白(Rep)为检测抗原。在检测一份血清样品
时，可同时诊断PCV‑3野毒感染，并评价PCV‑3Cap基因工程亚单位疫苗
或病毒样颗粒疫苗的免疫效果。该试剂盒不使用仪器设备，操作便捷，
结果判读简单，能够满足基层农户以及动物疫病防疫部门对于新出现的
PCV‑3的诊断与检测需求，对新发PCV‑3的防控具有重要意义。
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