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本发明提供了编码一种或多种甲型流感病

毒神经氨酸酶(NA)抗原的载体和/或核酸构建

体。本发明还提供了包含这样的载体和/或核酸

构建体的针对甲型流感病毒的疫苗。本发明进一

步提供了单独或与其他保护剂组合制备和使用

所述疫苗的方法。
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1.一种免疫原性组合物，其包含各自分别编码一种或多种神经氨酸酶(NA)或其抗原性

片段的两种或更多种RNA复制子颗粒(RP)；

其中第一α病毒RNA复制子颗粒编码第一NA或其抗原性片段和第二α病毒RNA复制子颗

粒编码第二NA或其抗原性片段；或

其中α病毒RNA复制子颗粒编码两种或多种NA或其抗原性片段；

条件是所述免疫原性组合物既不包含猪甲型流感病毒(IAV‑S)血凝素(HA)或其抗原性

片段，也不包含编码所述IAV‑S血凝素(HA)或其抗原性片段的核苷酸序列；和其中所述第一

NA和所述第二NA包含具有98％或更低同一性的氨基酸序列。

2.根据权利要求1所述的免疫原性组合物，其中所述第一NA来源于来自第一系统发生

簇的IAV‑S和所述第二NA来源于来自第二系统发生簇的IAV‑S，其中所述第一系统发生簇和

所述第二系统发生簇是不同的；和其中所述第一系统发生簇和所述第二系统发生簇分别选

自下述：N1‑经典簇、N1‑大流行簇、N2‑1998簇、和N2‑2002簇。

3.根据权利要求2所述的免疫原性组合物，其中所述第一系统发生簇选自下述：所述

N1‑经典簇和所述N1‑大流行簇，和其中所述第二系统发生簇选自下述：所述N2‑1998簇和所

述N2‑2002簇。

4.根据权利要求3所述的免疫原性组合物，其中所述第一系统发生簇是所述N1‑经典簇

和所述第二系统发生簇是所述N2‑2002簇。

5.根据权利要求2至4中任一项所述的免疫原性组合物，其还包含编码第三NA或其抗原

性片段的第三α病毒RNA复制子颗粒；其中所述第三NA来源于来自第三系统发生簇的IAV‑S；

和其中所述第三系统发生簇与所述第一系统发生簇和所述第二系统发生簇是不同的。

6.根据权利要求5所述的免疫原性组合物，其还包含编码第四NA或其抗原性片段的第

四α病毒RNA复制子颗粒；其中所述第四NA来源于来自第四系统发生簇的IAV‑S；和其中所述

第四系统发生簇与所述第一系统发生簇、所述第二系统发生簇、和所述第三系统发生簇是

不同的。

7.根据权利要求6所述的免疫原性组合物，其中所述第一系统发生簇是N1‑经典簇，所

述第二系统发生簇是N2‑2002簇，所述第三系统发生簇是N1‑大流行簇，和所述第四系统发

生簇是N2‑1998簇。

8.根据权利要求1所述的免疫原性组合物，其中所述α病毒RNA复制子颗粒编码两种或

更多种NA或其抗原性片段；和

其中所述第一NA来源于来自第一谱系的IAV‑S和所述第二NA来源于来自第二谱系的

IAV‑S，其中所述第一谱系和所述第二谱系是不同的；和其中所述第一谱系和所述第二谱系

分别选自下述：N1‑大流行(EU)谱系、N1‑欧亚禽类谱系、N2‑根特/1984谱系、N2‑意大利/

4675/2003谱系、N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系、和N2‑苏格兰/1994(分支2)谱系。

9.根据权利要求8所述的免疫原性组合物，其中所述第一谱系选自下述：N1‑大流行

(EU)谱系和N1‑欧亚禽类谱系；和其中所述第二谱系选自下述：N2‑根特/1984谱系、N2‑意大

利/4675/2003谱系、N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系、和N2‑苏格兰/1994(分支2)谱系。

10.根据权利要求2所述的免疫原性组合物，其中所述α病毒RNA复制子颗粒编码两种或

更多种NA或其抗原性片段；和

其中所述第一系统发生簇是N1‑经典簇和所述第二系统发生簇是N1‑大流行簇。
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11.根据权利要求10所述的免疫原性组合物，其还包含编码第三NA或其抗原性片段和

第四NA或其抗原性片段的第二α病毒RNA复制子颗粒；其中所述第三NA来源于来自N2‑1998

簇的IAV‑S和所述第四NA来源于来自N2‑2002簇的IAV‑S。

12.根据权利要求1‑11中任一项所述的免疫原性组合物，其中每种α病毒RNA复制子颗

粒是委内瑞拉马脑炎病毒(VEEV)α病毒RNA复制子颗粒。

13.一种有助于预防由流感病毒引起的疾病的疫苗，其包含权利要求1‑12中任一项所

述的免疫原性组合物，和药学上可接受的载体；条件是所述疫苗既不包含IAV‑S血凝素(HA)

或其抗原性片段，也不包含编码IAV‑S血凝素(HA)或其抗原性片段的核苷酸序列。

14.根据权利要求13所述的疫苗组合物，其包含选自下述的佐剂：可生物降解的油、具

有2.5‑50％(v/v)矿物油的水包油乳剂、和可生物降解的油与具有2.5‑50％(v/v)矿物油的

水包油乳剂的混合物。

15.根据权利要求14所述的疫苗组合物，其中所述可生物降解的油是dl‑α‑生育酚乙酸

酯和所述矿物油是液体石蜡。

16.免疫有效量的权利要求13至15中任一项所述的疫苗在制备针对猪甲型流感病毒免

疫猪的药物中的用途。

17.权利要求1‑12中任一项所述的免疫原性组合物，其用于疫苗以有助于在猪中预防

由猪甲型流感病毒引起的疾病。
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猪甲型流感病毒疫苗

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请根据35U .S.C .§119(c)要求2017年12月18日提交的美国临时申请序列号

62/607,101的优先权。

技术领域

[0003] 本发明涉及编码一种或多种甲型流感病毒神经氨酸酶(NA)抗原的载体和/或核酸

构建体。本发明还涉及包含这些载体和/或核酸构建体的针对甲型流感病毒的疫苗。本发明

还涉及单独或与其他保护剂组合制备和使用所述疫苗的方法。

背景技术

[0004] 甲型流感病毒(IAV)给全世界的人类和动物健康带来了沉重负担。IAV是正粘病毒

(Orthomyyxoviridae)科成员，基于其病毒表面糖蛋白血凝素(HA)和神经氨酸酶(NA)将其

分为不同亚型。IAV感染家禽、猪、马、猫、犬、海洋哺乳动物(例如，鲸)、蝙蝠和人类。野生水

禽和岸禽(鸭、鹅、天鹅和海鸥)是天然储库，其可以被16种不同HA和9种不同NA亚型感染

[Webster等，Microbiol  Rev  56:152–179(1992)]。最近，在蝙蝠中鉴定出两种新亚型

H17N10和H18N11[Tong等，Proc .Natl .Acad .Sci .109(11):4269–4274(2012)和Mehle ,

Viruses  6(9):3438–3449(2014)]。病毒的种间传播最常见于野生和家养水禽之间以及猪

与人之间[Nelson和Vincent,23(3)Trends  in  Microbiol.142‑153(2015)]。感染IAV的哺

乳动物显示出急性呼吸道疾病，导致气溶胶病毒传播。在水禽和家禽中，病毒可以在呼吸道

和肠道中复制，并通过粪‑口途径传播。

[0005] 一种此类IAV猪甲型流感病毒(IAV‑S)是家猪的严重呼吸道病原体，已证明其在经

济上是昂贵的，特别是对全世界畜牧业而言[Holtkamp等，The  American  Association  of 

Swine  Veterinarians  Annual  Meeting(2007)]。此外，猪源性流感病毒向人类的传播已有

充分记录，并构成了重大公共卫生威胁，因此，其提供了更大诱因来控制猪群中的甲型流感

病毒[Krueger和Gray,Curr  Top  Microbiol  Immunol  370:201‑225(2013)]。

[0006] 针对这一问题，很多养猪户现在使用可商购的疫苗为猪接种IAV‑S疫苗。然而，使

用常规疫苗控制IAV‑S很困难，因为很多不同IAV‑S毒株在田野共同流行并且不断进化[Gao

等，J  Gen  Virol  98(8):2001‑2010(2017)]。IAV‑S的多样性和易变性是由病毒的遗传结构

引起的。与其他甲型流感病毒一样，IAV‑S具有在8个RNA区段上编码的基因和引入频繁突变

的基因组复制机制。这些遗传特征使IAV‑S能够快速适应，包括避免存在因暴露于此前的毒

株而诱发的中和抗体。因此，尽管包含多达5个不同IAV‑S毒株，但已证实在美国市场上可以

买到的灭活病毒IAV‑S疫苗是不足的，因为由于持续的抗原漂移导致产生了新出现的毒株。

[0007] 甲型流感病毒的分类从HA和NA的亚型开始，其是病毒表面上的两种主要糖蛋白。

HA蛋白介导病毒与宿主细胞的附着和融合。与HA结合的抗体可阻断：病毒附着、病毒复制并

减少或甚至预防疾病。神经氨酸酶是一种在流感病毒复制周期的最后阶段起作用的酶，其

通过从宿主细胞中裂解新形成的病毒颗粒，从而使新的子代病毒传播并感染其他细胞。与
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NA结合的抗体限制其酶活性，从而可以降低某些动物模型中病毒的传播水平和疾病的严重

程度。

[0008] 尽管人甲型流感病毒通常在给定的流感季节在全球范围内传播1或2个优势株，但

更多IAV‑S毒株同时共同传播，而这些毒株在地理区域之间也有所不同。IAV‑S毒株具有抗

原可变性，但主要包含HA的H1或H3亚型，和NA的N1或N2亚型。在IAV‑S的每个HA和NA亚型中，

都存 在进一步的 系统 发生 多样性。在美 国猪群中，有四个主要的 H 1系统 发生 簇

(phylogenetic  cluster)( γ 、δ1、δ2、大流行)、两个主要的H3簇(簇IV和人样)、两个主要的

N1簇(经典、大流行)和两个主要的N2簇(N2‑1998和N2‑2002)。[参见，Anderson等，

Influenza  and  other  Respiratory  Viruses  7(Suppl.4)；42‑51(2013)；和Anderson等，

mSphere  1(6)e00275‑16:1‑14(2016)]。在欧洲，有三个主要H1谱系(欧亚禽类样H1、苏格

兰/410440/1994‑样H1和大流行2009样H1)、一个主要H3谱系(根特/1/1984‑样H3)、两个主

要N1谱系(欧亚禽类样N1、大流行2009样N1)、两个主要N2谱系(根特/1/1984‑样N2、苏格兰/

410440/1994‑样N2)和两个次要N2谱系(意大利/4675/2003样N2、人季节样N2)[Watson等，

J.Virol.,89:9920–9931(2015)；doi:10.1128/JVI.00840‑15]。

[0009] 多年来，已在疫苗中使用多种基于载体的策略，以努力针对某些病原体产生保护

作用。一种这样的载体策略包括使用α病毒衍生的复制子RNA颗粒(RP)[Vander  Veen等，

Anim  Health  Res  Rev.13(1):1‑9.(2012)doi:10.1017/S1466252312000011；Kamrud等，J 

Gen  Virol.,91(Pt  7):1723‑1727(2010)]，其是由几种不同α病毒开发而成，包括委内瑞拉

马脑炎病毒(VEE)[Pushko等，Virology  239:389‑401(1997)]、辛德毕斯(SIN)[Bredenbeek

等，Journal  of  Virology  67:6439‑6446(1993)]和塞姆利基森林病毒(SFV)[Liljestrom

和Garoff,Biotechnology(NY)9:1356‑1361(1991)]。RP疫苗可将繁殖缺陷的α病毒RNA复制

子递送到宿主细胞中，并在体内表达一种或多种所需的抗原转基因[Pushko等，Virology 

239(2):389‑401(1997)]。当与一些传统疫苗制剂比较时，RP具有有吸引力的安全性和功效

性质[Vander  Veen等，Anim  Health  Res  Rev.13(1):1‑9.(2012)]。已将RP平台用于编码致

病性抗原，并且其是几种USDA许可的猪和家禽疫苗的基础。

[0010] 如上所述，可用于家猪的市销IAV‑S疫苗通常无法保护畜群，因为这些抗原与田野

传播的所有现代毒株均不匹配[Lee等，Can  J  Vet  Res  71(3):207‑12(2007)；Vincent等，

Vaccine  28(15):2782‑2787(2010)]。灭活病毒抗原的常规平台受到监管和生产因素的限

制，这些因素限制了针对不断发展的病毒抗原漂移而快速更新疫苗株的响应能力。对于常

规灭活病毒IAV‑S疫苗，病毒株的选择基于HA抗原性质。免疫应答的血清学评价类似地集中

在测量针对HA的抗体。对HA抗原的相同强调也适用于市售的针对人类以及其他流感易感动

物物种(例如，禽类、马、犬)的已上市灭活流感病毒疫苗。诱导HA抑制(HI)抗体效价的IAV‑S

疫苗可保护猪免受抗原相似毒株的实验性感染[Kyriakis等，Vet  Microbiol  144(1‑2):

67‑74(2010)]。然而，HA基因相对迅速的遗传漂移使得出现了新毒株，其不受由疫苗诱导的

HA抗体的功能性抑制。

[0011] 临床研究表明，NA特异性抗体效价与人类流感疾病发病率降低之间具有统计学上

显著的相关性[Memoli等，MBio  7(2):e00417‑16.(2016)；Monto等，J  Infect  Dis  212(8):

1191‑1199(2015)；Murphy等，N  Engl  J  Med  286(25):1329‑32(1972)]。在近交系小鼠中进

行的各种研究表明，NA特异性免疫可以防止攻击感染[Brett和Johansson ,Virology  339
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(2):273‑80(2005)；Johansson和Kilbourne,Proc  Natl  Acad  Sci  USA  91(6):2358‑2361

(1994)；Kilbourne等，J  Infect  Dis  189(3):459‑461(2004)]。Hessel等[PLoS  One  5(8) ,

e12217(2010)]发现，包含编码IAV‑S  NA的重组痘病毒载体的疫苗能够部分诱导小鼠免受

病毒攻击，但痘病毒载体NA的功效不及编码相应HA基因的等效疫苗。然而，重要的是，不能

将利用小鼠的流感动物模型作为疫苗功效的可靠预测指标，因为与猪、禽类和人不同，小鼠

不是甲型流感病毒的天然宿主[Bodewes等，Expert  Rev  Vaccines  9(1):59‑72(2010)；

Tripp和Tompkins,Curr  Top  Microbiol  Immunol  333:397‑412(2009)；Vander  Veen等，

Vaccine  30(11):1944‑1950(2012)]。事实上，必须首先使病毒株适应在小鼠中生长，因为

该物种对甲型流感病毒感染天然不敏感。相应地，发病机制和疾病由体重减轻和死亡率表

示，这与天然宿主的感染参数不同。

[0012] 在鸡(流感病毒的天然宿主物种)中使用利用病毒载体的NA疫苗抵抗攻击感染进

行了类似研究。鸡的NA免疫力仅能部分保护其免受感染，并且其显著不及由等效载体HA疫

苗诱导的免疫力稳健[Nayak等，J  Virol  84(5):2408‑2420(2010)；Pavlova等，Vaccine  27

(5):773‑785(2009)；Sylte等，Vaccine  25(19):3763‑72(2007)]。在另一种自然易感的流

感病毒宿主雪貂中报告了类似结果，向雪貂接种可溶性重组NA和/或HA蛋白，随后进行病毒

攻击[Bosch等，J  Virol  84(19):10366‑103674(2010)]。这些数据在一起表明，NA免疫力只

能对更关键的HA免疫力起补充和/或互补作用。的确，似乎在没有血凝素抗原的情况下，神

经氨酸酶甲型流感病毒疫苗的效力不足以保护免于甲型流感病毒感染或保护免于甲型流

感病毒引起的疾病。

[0013] 一项公开发表的研究检测了减毒伪狂犬病毒(PrV)载体NA疫苗在猪中对病毒攻击

感染的影响[Klingbeil等，Virus  Res  199:20‑30(2015)]。值得注意的是，PrV‑NA与PrV‑HA

的结合并未提供对由PrV‑HA本身诱导的保护作用的显著改善。研究数据确实表明，PrV‑NA

疫苗，无论是单独施用还是与PrV‑HA疫苗共同施用，均可诱导针对NA蛋白的血清抗体。然

而，尽管产生了抗体，但接种NA的猪只表现出非常轻微的病毒复制程度降低(仅在一个取样

日有统计学意义：感染后4天)。如所预期的那样，仅用PrV‑HA载体接种的猪可诱导HI抗体应

答，但这些应答与病毒脱落更显著的减少相关(从感染后2‑6天就开始具有统计学意义)。实

际上，到目前为止，确实没有已发表的研究表明，在不存在相应血凝素抗原的情况下，包含

和/或编码甲型流感病毒神经氨酸酶抗原的IAV‑S疫苗可以充分保护猪免受IAV‑S感染。

[0014] 不应将本文引用的任何参考文献解释为承认该参考文献可作为本申请的“现有技

术”。

发明内容

[0015] 因此，本发明提供了编码一种或多种甲型流感病毒神经氨酸酶(NA)抗原的载体

和/或核酸构建体。可以将这些载体和/或核酸构建体用于包含这些载体的免疫原性组合物

中。本发明的免疫原性组合物可以用于疫苗中，所述疫苗有助于保护接种的受试者(例如，

人、伴侣动物或家畜)免于遭受甲型流感病毒感染，例如有助于预防甲型流感病毒感染。在

特定实施方式中，本发明的免疫原性组合物和疫苗包含一种或多种NA，所述NA来源于甲型

流感病毒，其既不包含流感病毒血凝素(HA)或其抗原性片段，也不包含编码甲型流感病毒

HA或其抗原性片段的核苷酸序列。
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[0016] 在某些实施方式中，提供了编码一种或多种人甲型流感病毒NA抗原的载体和/或

核酸构建体。在其他实施方式中，载体和/或核酸构建体编码一种或多种犬流感病毒NA抗

原。在另外其他实施方式中，载体和/或核酸构建体编码一种或多种马流感病毒NA抗原。在

又一些其他实施方式中，载体和/或核酸构建体编码一种或多种禽类流感病毒NA抗原。在另

外其他实施方式中，载体和/或核酸构建体编码一种或多种牛流感病毒NA抗原。在具体实施

方式中，载体和/或核酸构建体编码两种至四种流感病毒NA抗原。

[0017] 在具体实施方式中，载体是α病毒RNA复制子颗粒，其编码来源于甲型流感病毒的

一种或多种抗原。在特定实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种甲型流感病毒

NA。在相关实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种甲型流感病毒NA的一个或多

个抗原性片段。本发明还包括其他载体和/或核酸构建体，其编码来源于猪甲型流感病毒

(IAV‑S)的一种或多种抗原。在特定实施方式中，载体和/或核酸构建体还可以编码一种或

多种IAV‑S神经氨酸酶抗原(NA)。在相关实施方式中，载体和/或核酸构建体可以编码一种

或多种NA的一个或多个IAV‑S抗原性片段。

[0018] 在本发明的一个重要方面中，提供了载体和/或核酸构建体，其编码一种或多种猪

甲型流感病毒(IAV‑S)神经氨酸酶(NA)抗原。此类载体和/或核酸构建体可以用于包含这些

载体的免疫原性组合物中。本发明的免疫原性组合物可以用于疫苗中，所述疫苗有助于保

护接种的猪受试者(例如，母猪和/或仔猪)免于遭受IAV‑S感染，例如有助于预防猪流感病

毒感染。在特定实施方式中，免疫原性组合物和疫苗包含一种或多种NA，所述NA来源于本发

明的IAV‑S，其既不包含IAV‑S  HA或其抗原性片段，也不包含编码IAV‑S  HA或其抗原性片段

的核苷酸序列。本发明还提供了用于激发针对IAV‑S和其他疾病(例如，其他猪感染性疾病)

的保护性免疫的组合疫苗。还提供了制备和使用本发明的免疫原性组合物和疫苗的方法。

[0019] 在更具体的实施方式中，载体是α病毒RNA复制子颗粒，其编码来源于IAV‑S的一种

或多种抗原。在特定实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种IAV‑S  NA。在相关实

施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种IAV‑S  NA的一个或多个抗原性片段。在特

定实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种NA，所述NA来源于本发明的IAV‑S，其

既不包含IAV‑S  HA或其抗原性片段，也不包含编码IAV‑S  HA或其抗原性片段的核苷酸序

列。

[0020] 在某些实施方式中，IAV‑S  NA来源于N1‑经典系统发生簇。在其他实施方式中，α病
毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典系统发生簇的NA的抗原性片段。在另外其他实施方式

中，IAV‑S  NA来源于N2‑1998系统发生簇。在又一些其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒

编码来源于N2‑1998系统发生簇的NA的抗原性片段。在另外其他实施方式中，IAV‑S  NA来源

于N1‑大流行系统发生簇。在又一些其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑

大流行系统发生簇的NA的抗原性片段。在另外其他实施方式中，IAV‑S  NA来源于N2‑2002系

统发生簇。在又一些其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑2002系统发生簇

的NA的抗原性片段。

[0021] 在一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/或α病毒RNA复制子颗粒编码来自

N1‑大流行(EU)谱系的NA(或其抗原性片段)。在一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/

或α病毒RNA复制子颗粒编码来自N1‑欧亚禽类谱系的NA(或其抗原性片段)。

[0022] 在一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/或α病毒RNA复制子颗粒编码来自
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N2‑根特/1984谱系的NA(或其抗原性片段)。在另一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑

和/或α病毒RNA复制子颗粒编码来自N2‑意大利/2003谱系的NA(或其抗原性片段)。在又一

个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/或α病毒RNA复制子颗粒编码来自N2‑苏格兰/1994

谱系的NA(或其抗原性片段)。在这种类型的某些实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/或α病毒

RNA复制子颗粒编码来自N2‑苏格兰/1994谱系(分支1)的NA(或其抗原性片段)。在这种类型

的其他实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/或α病毒RNA复制子颗粒编码来自N2‑苏格兰/1994

谱系(分支2)的NA(或其抗原性片段)。在这种类型另外的其他实施方式中，IAV‑S  NA来源

于‑和/或α病毒RNA复制子颗粒编码来自A/猪/意大利/4675/2003样N2的NA(或其抗原性片

段)。在这种类型另外的其他实施方式中，IAV‑S  NA来源于‑和/或α病毒RNA复制子颗粒编码

来自人季节样N2的NA(或其抗原性片段)。

[0023] 在特定实施方式中，来源于N1‑经典系统发生簇的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:2所

示的氨基酸序列具有95％同一性、97％同一性、98％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在

这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:2所示的氨基酸序列。在这种类型甚至更

具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:1所示的核苷酸序列编码。在其他实施方式中，来源于

N1‑大流行系统发生簇的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列具有95％同一性、

97％同一性、98％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA

包含SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列。在这种类型甚至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID 

NO:3所示的核苷酸序列编码。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑1998系统发生簇的IAV‑

S  NA包含与SEQ  ID  NO:6所示的氨基酸序列具有92％同一性、94％同一性、97％同一性或更

高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:6所示的氨基

酸序列。在这种类型甚至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:5所示的核苷酸序列编码。

在又一些其他实施方式中，来源于N2‑2002系统发生簇的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:8所示

的氨基酸序列具有92％同一性、94％同一性、97％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这

种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:8所示的氨基酸序列。在这种类型甚至更具

体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:7所示的核苷酸序列编码。

[0024] 在特定实施方式中，来源于N1‑大流行(EU)谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:12

所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同一性的氨基酸序列。

在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:12所示的氨基酸序列。在这种类型甚

至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:12所示的核苷酸序列编码。在这种类型的相关实

施方式中，NA由SEQ  ID  NO:23所示的核苷酸序列编码。在其他实施方式中，来源于N1‑欧亚

禽类谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:14所示的氨基酸序列具有85％同一性、90％同一

性、95％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ 

ID  NO:14所示的氨基酸序列。在这种类型甚至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:13所

示的核苷酸序列编码。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑根特/1984谱系的IAV‑S  NA包

含与SEQ  ID  NO:16所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同

一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:16所示的氨基酸

序列。在这种类型甚至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:15所示的核苷酸序列编码。在

这种类型的相关实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:24所示的核苷酸序列编码。在又一些其他实

施方式中，来源于N2‑意大利/2003谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:18所示的氨基酸序列
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具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体

的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:18所示的氨基酸序列。在这种类型甚至更具体的实施方

式中，NA由SEQ  ID  NO:17所示的核苷酸序列编码。在这种类型的相关实施方式中，NA由SEQ 

ID  NO:25所示的核苷酸序列编码。在其他实施方式中，来源于N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系

的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:20所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同

一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:20

所示的氨基酸序列。在这种类型甚至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:19所示的核苷

酸序列编码。在这种类型的相关实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:26所示的核苷酸序列编码。在

又一些其他实施方式中，来源于N2‑苏格兰/1994(分支2)谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID 

NO:22所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同一性的氨基酸

序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:22所示的氨基酸序列。在这种类

型甚至更具体的实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:21所示的核苷酸序列编码。在这种类型的相

关实施方式中，NA由SEQ  ID  NO:27所示的核苷酸序列编码。

[0025] 在另外更特定的实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒是委内瑞拉马脑炎(VEE)α病毒

RNA复制子颗粒。在另外更具体的实施方式中，VEEα病毒RNA复制子颗粒是TC‑83VEEα病毒

RNA复制子颗粒。在其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒是辛德毕斯(SIN)α病毒RNA复制

子颗粒。在另外其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒是塞姆利基森林病毒(SFV)α病毒RNA

复制子颗粒。在一个替代实施方式中，裸DNA载体包含核酸构建体，其编码来源于猪病原体

的一种或多种抗原。在这种类型的特定实施方式中，裸DNA载体包含核酸构建体，其编码来

源于IAV‑S的NA或其抗原性片段。在另外其他实施方式中，裸RNA载体包含核酸构建体，其编

码来源于猪病原体的一种或多种抗原。在这种类型的特定实施方式中，裸RNA载体包含核酸

构建体，其编码来源于IAV‑S的NA或其抗原性片段。

[0026] 本发明提供了α病毒RNA复制子颗粒，其编码两种或更多种IAV‑S抗原或其抗原性

片段。在特定实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种NA，所述NA来源于本发明的

IAV‑S，其既不包含IAV‑S  HA或其抗原性片段，也不包含编码IAV‑S  HA或其抗原性片段的核

苷酸序列。

[0027] 在具体实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码两种至四种或更多种来源于IAV‑S

的NA抗原或其抗原性片段。在相关实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码两种至四种或更

多种来源于不同IAV‑S系统发生簇的NA抗原或其抗原性片段。在某些实施方式中，α病毒RNA

复制子颗粒编码来源于N1‑经典系统发生簇的NA或其抗原性片段和来源于N2‑2002系统发

生簇的NA或其抗原性片段。在其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典系

统发生簇的NA或其抗原性片段和来源于N2‑1998系统发生簇的NA或其抗原性片段。在另外

其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典系统发生簇的NA或其抗原性片

段和来源于N1‑大流行系统发生簇的NA或其抗原性片段。

[0028] 在某些实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑大流行(EU)谱系的NA或

其抗原性片段和来源于N1‑欧亚禽类谱系的NA或其抗原性片段。在其他实施方式中，α病毒

RNA复制子颗粒编码来源于N2‑根特/1984谱系的NA或其抗原性片段和来源于N2‑意大利/

2003谱系的NA或其抗原性片段。在另外其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于

N2‑根特/1984谱系的NA或其抗原性片段和来源于N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系的NA或其抗
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原性片段。在另外其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑根特/1984谱系的

NA或其抗原性片段和来源于N2‑苏格兰/1994(分支2)谱系的NA或其抗原性片段。在另外其

他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑意大利/2003谱系的NA或其抗原性片段

和来源于N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系的NA或其抗原性片段。在另外其他实施方式中，α病
毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑意大利/2003谱系的NA或其抗原性片段和来源于N2‑苏格

兰/1994(分支2)谱系的NA或其抗原性片段。在另外其他实施方式中，来源于欧洲N1谱系之

一的NA或其抗原性片段与来源于欧洲N2谱系之一的NA或其抗原性片段一起在α病毒RNA复

制子颗粒中编码。类似地，本发明包括编码三种、四种或更多种NA的α病毒RNA复制子颗粒，

每种NA来源于不同欧洲谱系。此外，本发明包括编码两种、三种、四种或更多种NA的α病毒

RNA复制子颗粒，每种NA来源于不同欧洲谱系和/或系统发生簇。

[0029] 因此，本发明还提供了α病毒RNA复制子颗粒，其编码三种或四种IAV‑S抗原或其抗

原性片段。在具体实施方式中，免疫原性组合物包含α病毒RNA复制子颗粒，其编码三种或四

种来源于IAV‑S的NA抗原或其抗原性片段。在相关实施方式中，免疫原性组合物包含α病毒

RNA复制子颗粒，其编码三种或四种来源于不同IAV‑S系统发生簇的NA抗原或其抗原性片

段。在某些实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典系统发生簇的NA或其抗原

性片段、来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段和来源于N2‑1998系统发生簇的NA

或其抗原性片段。在其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典系统发生簇

的NA或其抗原性片段、来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段和来源于N1‑大流行

系统发生簇的NA或其抗原性片段。在其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑

经典系统发生簇的NA或其抗原性片段、来源于N2‑1998系统发生簇的NA或其抗原性片段和

来源于N1‑大流行系统发生簇的NA或其抗原性片段。在其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗

粒编码来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段、来源于N2‑1998系统发生簇的NA或

其抗原性片段和来源于N1‑大流行系统发生簇的NA或其抗原性片段。

[0030] 在具体实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码四种或更多种IAV‑S  NA抗原或其抗

原性片段。在更具体的实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码四种或更多种来源于不同

IAV‑S系统发生簇的NA抗原或其抗原性片段。在甚至更具体的实施方式中，α病毒RNA复制子

颗粒编码来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段、来源于N2‑1998系统发生簇的NA

或其抗原性片段、来源于N1‑大流行系统发生簇的NA或其抗原性片段和来源于N1‑经典系统

发生簇的NA或其抗原性片段。

[0031] 在如上所述的类似实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码三种、四种或更多种

IAV‑S  NA抗原或其抗原性片段，其来源于IAV‑S  N1‑大流行(EU)谱系、N1‑欧亚禽类谱系、NA

谱系、N2‑根特/1984谱系、N2‑意大利/2003谱系、N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系和/或N2‑苏

格兰/1994(分支2)谱系。

[0032] 如上所述，本发明的所有α病毒RNA复制子颗粒可以是免疫原性组合物和/或疫苗

的组分。因此，本发明的免疫原性组合物和/或疫苗可以包含一种或多种本发明的α病毒RNA

复制子颗粒。在某些实施方式中，免疫原性组合物和/或疫苗仅包含一组相同的α病毒RNA复

制子颗粒，其可以编码一种或多种来源于一种或多种系统发生簇和/或一种或多种谱系的

NA，如上文所详述的。

[0033] 在这种类型一个更具体的实施方式中，免疫原性组合物和/或疫苗包含RNA复制子
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颗粒，其编码来源于N1‑系统发生簇的NA(或其抗原性片段)和来源于N2‑系统发生簇的NA

(或其抗原性片段)两者。特别地，免疫原性组合物和/或疫苗包含RNA复制子，其中第一NA是

属于选自N1‑经典和N1‑大流行系统发生簇的N1‑系统发生簇和第二NA是属于选自N2‑1998

和N2‑2002系统发生簇的N2‑系统发生簇。

[0034] 在这种类型更特定的实施方式中，免疫原性组合物和/或疫苗包含RNA复制子，其

中第一NA是属于选自N1‑大流行(EU)和N1‑欧亚禽类谱系的N1‑谱系和第二NA是属于选自

N2‑根特/1984、N2‑意大利/2003、N2‑苏格兰1994(分支1)谱系和N2‑苏格兰1994(分支2)谱

系的N2‑系统发生谱系。

[0035] 本发明还提供了免疫原性组合物和/或疫苗，其包含两组或更多组此类α病毒RNA

复制子颗粒。在这种类型的特定实施方式中，一组α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种来

源于一个系统发生簇和/或谱系的NA，而另一组α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种来源

于另一个系统发生簇和/或谱系的NA。

[0036] 在这种类型的具体实施方式中，第一组α病毒RNA复制子颗粒编码一种或多种来源

于N1‑系统发生簇和/或谱系的NA抗原或其抗原性片段，和第二组α病毒RNA复制子颗粒编码

一种或多种来源于N2‑系统发生簇和/或谱系的NA抗原或其抗原性片段。特别地，在第一组

中，NA抗原(或其片段)是属于选自N1‑经典和N1‑大流行系统发生簇的N1‑系统发生簇，在第

二组中，NA抗原(或其抗原性片段)是属于选自N2‑1998和N2‑2002系统发生簇的N2‑系统发

生簇。

[0037] 在类似、平行的实施方式中，在第一组中，NA抗原(或其片段)是属于选自N1‑大流

行(EU)和N1‑欧亚禽类谱系的N1‑系统发生谱系，在第二组中，NA抗原(或其抗原性片段)是

属于选自N2‑根特/1984、N2‑意大利/2003、N2‑苏格兰1994(分支1)谱系和N2‑苏格兰1994

(分支2)谱系的N2‑谱系。

[0038] 在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物和/或疫苗包含编码第一抗原的一组α
病毒RNA复制子颗粒，编码第二抗原的另一组α病毒RNA复制子颗粒和编码第三抗原的第三

组α病毒RNA复制子颗粒。更具体地，在免疫原性组合物和/或疫苗中，抗原是选自下组的系

统发生簇的NA抗原：N1‑经典、N1‑大流行、N2‑1998和N2‑2002系统发生簇，或者其是选自下

组的谱系的NA抗原：N1‑大流行(EU)、N1‑欧亚禽类、N2‑根特/1984、N2‑意大利/2003、N2‑苏

格兰1994(分支1)谱系和N2‑苏格兰1994(分支2)谱系。

[0039] 在这种类型的特定实施方式中，第一组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1经典系

统发生簇的NA或其抗原性片段；第二组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑2002系统发生

簇的NA或其抗原性片段；和第三组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑1998系统发生簇的

NA或其抗原性片段。

[0040] 在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物和/或疫苗包含编码第一抗原的一组α
病毒RNA复制子颗粒，编码第二抗原的另一组α病毒RNA复制子颗粒，编码第三抗原的第三组

α病毒RNA复制子颗粒和编码第四抗原的第四组α病毒RNA复制子颗粒。

[0041] 更具体地，在免疫原性组合物和/或疫苗中，抗原是选自下组的系统发生簇的NA抗

原：N1‑经典系统发生簇、N1‑大流行系统发生簇、N2‑1998系统发生簇和N2‑2002系统发生

簇，或者其是选自下组的谱系的NA抗原：N1‑大流行(EU)谱系、N1‑欧亚禽类谱系、N2‑根特/

1984谱系、N2‑意大利/2003谱系、N2‑苏格兰1994(分支1)谱系和N2‑苏格兰1994(分支2)谱
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系。

[0042] 在这种类型的特定实施方式中，第一组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典

系统发生簇的NA或其抗原性片段；第二组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑2002系统发

生簇的NA或其抗原性片段；第三组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑1998系统发生簇的

NA或其抗原性片段；和第四组α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑大流行系统发生簇的NA

或其抗原性片段。

[0043] 因此，在本发明的一个方面中，免疫原性组合物/疫苗包含多组(例如，2‑10组)α病
毒RNA复制子颗粒。在这种类型的特定实施方式中，一组或多组包含α病毒RNA复制子颗粒，

其编码一种或多种来源于一个或多个系统发生簇(或其抗原性片段)或谱系(或其抗原性片

段)的IAV‑S  NA。在这种类型的具体实施方式中，免疫原性组合物包含一组或多组α病毒RNA

复制子颗粒，其编码一种或多种来源于一个或多个系统发生簇(或其抗原性片段)或谱系

(或其抗原性片段)的IAV‑S  NA，联合一组或多组α病毒RNA复制子颗粒，其编码一种或多种

非‑IAV‑S抗原或其抗原性片段。在甚至更具体的实施方式中，一组或多组α病毒RNA复制子

颗粒编码一种或多种来源于一个或多个系统发生簇(或其抗原性片段)或谱系(或其抗原性

片段)的IAV‑S  NA和编码一种或多种非‑IAV‑S抗原或其抗原性片段。在这种类型的具体实

施方式中，α病毒RNA复制子颗粒编码来源于N1‑经典系统发生簇的NA或其抗原性片段和/或

来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段，以及一种至三种非‑IAV‑S抗原或其抗原

性片段。

[0044] 在特定实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRS)。在其

他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于猪圆环病毒(PCV)。在另外其他实施方式中，非‑IAV‑S

抗原来源于可传播的胃肠炎病毒(TGE)。在又一些其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于猪

伪狂犬病毒(PPRV)。在另外其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于猪细小病毒(PPV)。在又

一些其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于猪轮状病毒(PRV)。在另外其他实施方式中，非‑

IAV‑S抗原来源于猪流行性腹泻病毒(PED)。在又一些其他实施方式中，一种或多种非‑IAV‑

S抗原来源于多杀性巴氏杆菌(Pasteurella  multocida)的一个或多个血清型。在另外其他

实施方式中，一种或多种非‑IAV‑S抗原来源于沙门氏菌属种(Salmonella  ssp)的一个或多

个血清型。在又一些其他实施方式中，一种或多种非‑IAV‑S抗原来源于大肠杆菌的一个或

多个血清型。在另外其他实施方式中，一种或多种非‑IAV‑S抗原来源于副猪嗜血杆菌

(Haemophilus  parasuis)的一个或多个血清型。在又一些其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原

来源于胞内劳森菌(Lawsonia  intracellularis)。在另外其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原

来源于支原体属种(Mycoplasma  ssp)(例如，猪肺炎支原体(Mycoplasmahyopneumoniae))。

在又一些其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于支气管败血波氏杆菌(Bordetella 

bronchiseptica)。在另外其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于丹毒菌属种(Erysipelas 

ssp)。在又一些其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于弯曲杆菌属种(Campylobacter 

ssp)。在另外其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于胸膜肺炎放线杆菌(Actinobacillus 

pleuropneumoniae)。在又一些其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于产气荚膜梭菌

(Clostridium  perfringens)。在另外其他实施方式中，非‑IAV‑S抗原来源于艰难梭菌

(Clostridium  difficile)。

[0045] 在更特定的实施方式中，α病毒RNA复制子颗粒是委内瑞拉马脑炎(VEE)α病毒RNA
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复制子颗粒。在另外更具体的实施方式中，VEEα病毒RNA复制子颗粒是TC‑83VEEα病毒RNA复

制子颗粒。

[0046] 本发明还提供了联合免疫原性组合物和/或疫苗(多价疫苗)，其包含编码一种或

多种来源于IAV‑S的NA或其抗原性片段的α病毒RNA复制子颗粒，如上所述，以及还包含一种

或多种经修饰的活/减毒或灭活猪病原体。在特定实施方式中，免疫原性组合物还包含一种

或多种经修饰的活/减毒和/或灭活PRRS病毒。在其他实施方式中，免疫原性组合物还包含

一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活PCV。在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物还

包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活TGE。在另外其他实施方式中，免疫原性组合物

还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活PPRV。在又一些其他实施方式中，免疫原性

组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活PPV。在另外其他实施方式中，免疫原

性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活PRV。在又一些其他实施方式中，免

疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活PED。在另外其他实施方式中，

免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活多杀性巴氏杆菌的血清型。

在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活

沙门氏菌属种的血清型。在另外其他实施方式中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修

饰的活/减毒和/或灭活大肠杆菌的血清型。在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物还

包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活副猪嗜血杆菌。在另外其他实施方式中，免疫

原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活胞内劳森菌。在又一些其他实施

方式中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活支原体属种(例如，

猪肺炎支原体)。在另外其他实施方式中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/

减毒和/或灭活支气管败血波氏杆菌。在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物还包含一

种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活丹毒菌属种。在另外其他实施方式中，免疫原性组合

物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活弯曲杆菌属种。在又一些其他实施方式

中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活胸膜肺炎放线杆菌。在

另外其他实施方式中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒和/或灭活产气

荚膜梭菌。在又一些其他实施方式中，免疫原性组合物还包含一种或多种经修饰的活/减毒

和/或灭活艰难梭菌。

[0047] 在特定实施方式中，本发明的核酸构建体编码一种或多种来源于IAV‑S系统发生

簇的NA或其抗原性片段。因此，尽管下面具体示例了α病毒RNA复制子颗粒，但是应当理解的

是，本发明还包括其他载体和/或核酸构建体。

[0048] 因此，在某些实施方式中，核酸构建体编码来源于N1‑经典系统发生簇的IAV‑S 

NA。在其他实施方式中，核酸构建体编码来源于N1‑经典系统发生簇的NA的抗原性片段。在

另外其他实施方式中，IAV‑S  NA来源于N2‑1998系统发生簇。在又一些其他实施方式中，α病
毒RNA复制子颗粒编码来源于N2‑1998系统发生簇的NA的抗原性片段。在另外其他实施方式

中，IAV‑S  NA来源于N1‑大流行系统发生簇。在又一些其他实施方式中，α病毒RNA复制子颗

粒编码来源于N1‑大流行系统发生簇的NA的抗原性片段。在另外其他实施方式中，IAV‑S  NA

来源于N2‑2002系统发生簇。在又一些其他实施方式中，核酸构建体编码来源于N2‑2002系

统发生簇的NA的抗原性片段。

[0049] 在一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于来自N1‑大流行(EU)谱系的NA。在一个类

说　明　书 10/37 页

13

CN 111491663 B

13



似实施方式中，IAV‑S  NA来源于来自N1‑欧亚禽类谱系的NA。在一个类似实施方式中，IAV‑S 

NA来源于来自N2‑根特/1984谱系的NA。在另一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于N2‑意大

利/2003谱系。在又一个类似实施方式中，IAV‑S  NA来源于N2‑苏格兰/1994谱系。在这种类

型的某些实施方式中，IAV‑S  NA来源于N2‑苏格兰/1994谱系(分支1)。在这种类型的其他实

施方式中，IAV‑S  NA来源于N2‑苏格兰/1994谱系(分支2)。

[0050] 在特定实施方式中，来源于N1‑经典系统发生簇的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:2所

示的氨基酸序列具有95％同一性、97％同一性、98％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在

这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:2所示的氨基酸序列。在其他实施方式

中，来源于N1‑大流行系统发生簇的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列具有

95％同一性、97％同一性、98％同一性或更高同一性的氨基酸序列。这种类型更具体的实施

方式中，NA包含SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑1998

系统发生簇的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:6所示的氨基酸序列具有92％同一性、94％同一

性、97％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ 

ID  NO:6所示的氨基酸序列。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑2002系统发生簇的IAV‑S 

NA包含与SEQ  ID  NO:8所示的氨基酸序列具有92％同一性、94％同一性、97％同一性或更高

同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:8所示的氨基酸

序列。

[0051] 在特定实施方式中，来源于N1‑大流行(EU)谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:12

所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同一性的氨基酸序列。

在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:12所示的氨基酸序列。在其他实施方

式中，来源于N1‑欧亚禽类谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:14所示的氨基酸序列具有

85％同一性、90％同一性、95％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实

施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:14所示的氨基酸序列。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑

根特/1984谱系的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:16所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％

同一性、95％同一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含

SEQ  ID  NO:16所示的氨基酸序列。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑意大利/2003谱系

的IAV‑S  NA包含与SEQ  ID  NO:18所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同

一性或更高同一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:18

所示的氨基酸序列。在其他实施方式中，来源于N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系的IAV‑S  NA包

含与SEQ  ID  NO:20所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同

一性的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:20所示的氨基酸

序列。在又一些其他实施方式中，来源于N2‑苏格兰/1994(分支2)谱系的IAV‑S  NA包含与

SEQ  ID  NO:22所示的氨基酸序列具有90％同一性、92％同一性、95％同一性或更高同一性

的氨基酸序列。在这种类型更具体的实施方式中，NA包含SEQ  ID  NO:22所示的氨基酸序列。

[0052] 本发明提供了核酸构建体，其编码两种或更多种IAV‑S抗原或其抗原性片段。在具

体实施方式中，核酸构建体编码两种至四种或更多种来源于IAV‑S的NA抗原或其抗原性片

段。在相关实施方式中，核酸构建体编码两种至四种或更多种来源于不同IAV‑S系统发生簇

的NA抗原或其抗原性片段。在某些实施方式中，核酸构建体编码来源于N1‑经典系统发生簇

的NA或其抗原性片段和来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段。在甚至更具体的
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实施方式中，核酸构建体编码来源于N2‑2002系统发生簇的NA或其抗原性片段，来源于N2‑

1998系统发生簇的NA或其抗原性片段，来源于N1‑大流行系统发生簇的NA或其抗原性片段

和来源于N1‑经典系统发生簇的NA或其抗原性片段。

[0053] 在某些实施方式中，核酸构建体编码来源于N1‑大流行(EU)谱系的NA或其抗原性

片段和来源于N1‑欧亚禽类谱系的NA或其抗原性片段。在其他实施方式中，核酸构建体编码

来源于N2‑根特/1984谱系的NA或其抗原性片段和来源于N2‑意大利/2003谱系的NA或其抗

原性片段。在另外其他实施方式中，核酸构建体编码来源于N2‑根特/1984谱系的NA或其抗

原性片段和来源于N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系的NA或其抗原性片段。在另外其他实施方

式中，核酸构建体编码来源于N2‑根特/1984谱系的NA或其抗原性片段和来源于N2‑苏格兰/

1994(分支2)谱系的NA或其抗原性片段。在另外其他实施方式中，核酸构建体编码来源于

N2‑意大利/2003谱系的NA或其抗原性片段和来源于N2‑苏格兰/1994(分支1)谱系的NA或其

抗原性片段。在另外其他实施方式中，核酸构建体编码来源于N2‑意大利/2003谱系的NA或

其抗原性片段和来源于N2‑苏格兰/1994(分支2)谱系的NA或其抗原性片段。在另外其他实

施方式中，来源于欧洲N1谱系之一的NA或其抗原性片段与来源于欧洲N2谱系之一的NA或其

抗原性片段一起在同一核酸构建体中编码。类似地，本发明包括编码三种、四种或更多种NA

的核酸构建体，每种NA来源于不同欧洲谱系。此外，本发明包括编码两种、三种、四种或更多

种NA的核酸构建体，每种NA来源于不同欧洲谱系和/或系统发生簇。

[0054] 因此，本发明还包括本发明的所有α病毒RNA复制子颗粒，包含本发明的核酸构建

体的裸DNA载体，包含本发明的核酸构建体的裸RNA载体，包含合成信使RNA和RNA复制子的

本发明的核酸构建体，以及所有免疫原性组合物和/或疫苗，其包含本发明的核酸构建体

(例如，合成信使RNA、RNA复制子)、α病毒RNA复制子颗粒、裸RNA载体和/或裸DNA载体。

[0055] 本发明还包含疫苗(多价疫苗)，其包含本发明的免疫原性组合物。在特定实施方

式中，疫苗是无佐剂疫苗。在其他实施方式中，疫苗包含佐剂。在特定实施方式中，佐剂是可

生物降解的油。在这种类型的具体实施方式中，可生物降解的油是dl‑α‑生育酚乙酸酯(维

生素E乙酸酯)。在其他实施方式中，佐剂包含具有2.5％‑50％(v/v)矿物油的水包油乳剂。

在具体实施方式种，佐剂包含具有2.5％(v/v)矿物油的水包油乳剂。在相关实施方式中，佐

剂包含具有5％(v/v)矿物油的水包油乳剂。在其他实施方式中，佐剂包含具有12.5％(v/v)

矿物油的水包油乳剂。在另外其他实施方式中，佐剂包含具有25％(v/v)矿物油的水包油乳

剂。在又一些其他实施方式中，佐剂包含具有50％(v/v)矿物油的水包油乳剂。在更具体的

实施方式中，佐剂包含可降解的油与矿物油佐剂的混合物。具体实施方式中，可降解的油是

dl‑α‑生育酚乙酸酯和矿物油是液体石蜡。在更具体的实施方式中，可降解的油是dl‑α‑生
育酚乙酸酯和矿物油是轻质液体石蜡。

[0056] 在某些实施方式中，疫苗有助于预防IAV‑S引起的疾病。在相关实施方式中，当使

用疫苗免疫猪时，在猪受试者种诱导抗体。在某些实施方式中，猪受试者是母猪。在相关实

施方式中，疫苗向接种母猪的后代提供保护性母源抗体。在其他实施方式中，猪受试者是仔

猪。在这种类型的特定实施方式中，向最小3日龄的仔猪施用疫苗。在具体实施方式中，作为

加强疫苗施用疫苗。在某些实施方式中，作为单剂疫苗施用疫苗。在这种类型的具体实施方

式中，作为加强疫苗施用疫苗。在又一些其他实施方式中，作为多剂疫苗施用疫苗。在这种

类型的具体实施方式中，作为两剂疫苗施用疫苗。
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[0057] 本发明还提供了针对猪病原体免疫猪(例如，母猪或仔猪)的方法，其包括向猪施

用免疫有效量的本发明的疫苗或多价疫苗。在特定实施方式中，通过肌内注射施用疫苗。在

替代实施方式中，通过皮下注射施用疫苗。在其他实施方式中，通过静脉内注射施用疫苗。

在另外其他实施方式中，通过皮内注射施用疫苗。在又一些其他实施方式中，通过口服施用

施用疫苗。在另外其他实施方式中，通过鼻内施用施用疫苗。

[0058] 因此，本发明的疫苗和多价疫苗可以作为初免疫苗和/或加强疫苗施用。在具体实

施方式中，本发明的疫苗是作为一次注射疫苗(一个剂量)施用的，不需要后续施用。在某些

实施方式中，在施用初免疫苗和加强疫苗两者的情况下，可以以相同途径施用初免疫苗和

加强疫苗。这种类型的某些实施方式中，初免疫苗和加强疫苗均通过皮内注射施用。在这种

类型的其他实施方式中，初免疫苗和加强疫苗均通过肌内注射施用。在替代实施方式中，在

施用初免疫苗和加强疫苗两者的情况下，初免疫苗的施用可以通过一种途径进行和加强疫

苗可以通过另一种途径施用。在这种类型的某些实施方式中，初免疫苗可以通过皮内注射

施用和加强疫苗可以口服施用。在这种类型的相关实施方式种，初免疫苗可以通过肌内注

射施用和加强疫苗可以口服施用。在这种类型的其他实施方式中，初免疫苗可以通过肌内

注射施用和加强疫苗可以通过皮内注射施用。在这种类型另外的其他实施方式中，初免疫

苗可以通过皮内注射施用和加强疫苗可以通过肌内注射施用。

[0059] 本发明还提供了针对IAV‑S免疫猪(例如，母猪或仔猪)的方法，其包括向猪施用免

疫有效量的上文所述的本发明疫苗。在特定实施方式中，疫苗可以包含约1x  104
至约1x 

1010个RP或更多RP，例如。在更特定的实施方式中，疫苗可以包含约1x  105至约1x  109个RP。

在甚至更特定的实施方式中，疫苗可以包含约1x  106至约x108个RP。

[0060] 在特定实施方式中，本发明的疫苗以0.05mL至3mL剂量施用。在更特定的实施方式

中，所施用的剂量是0 .1mL至2mL。在另外更特定的实施方式中，所施用的剂量是0 .2mL至

1.5mL。在甚至更特定的实施方式中，所施用的剂量是0.3mL至1.0mL。在另外更特定的实施

方式中，所施用的剂量是0.4mL至0.8mL。

[0061] 通过参考下述附图和具体实施方式，将更好地理解本发明的这些和其他方面。

附图说明

[0062] 图1A‑1D显示了对下文实施例1中描述的疫苗组合物的所有四个NA毒株具有特异

性的血清神经氨酸酶抑制(NI)抗体应答。在第一次接种前(3周龄)、第二次接种前(6周龄)

和攻击前(9周龄)收集血清样品。

[0063] 图2A和2B描述了施用下文实施例1中描述的疫苗组合物，以及使用(A)H1‑ γ ‑N1‑
经典或(B)H1‑δ1‑N2‑2002A病毒攻击感染后的猪肺病变评分。

[0064] 图3A和3B描述了施用下文实施例1中描述的疫苗组合物，以及使用(A)H1‑ γ ‑N1‑
经典或(B)H1‑δ1‑N2‑2002A病毒攻击感染后的猪鼻拭子样品中的病毒滴度。

[0065] 图4A和4B描述了施用下文实施例1中描述的疫苗组合物，以及使用(A)H1‑ γ ‑N1‑
经典或(B)H1‑δ1‑N2‑2002A病毒攻击感染后的猪支气管肺泡灌洗液标本中的病毒滴度。

[0066] 图5描述了对实施例2中描述的疫苗组合物的N1‑经典毒株具有特异性的血清神经

氨酸酶抑制(NI)抗体应答。在第一次接种前(3周龄)、第二次接种前(7周龄)和攻击前(10周

龄)收集血清样品。
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[0067] 图6显示了施用实施例2中描述的疫苗组合物，以及使用H1‑ γ ‑N1‑经典病毒攻击

感染后的猪肺病变评分。

[0068] 图7描述了感染H1N2病毒后5天时的宏观肺病变百分比。

[0069] 图8描述了使用H1N2病毒感染后的鼻脱落情况。

[0070] 图9显示了接种后针对N22002疫苗级分的神经氨酸酶抑制(NI)效价。注：DPV＝接种

后天数

具体实施方式

[0071] 本发明提供了包含免疫有效量的一种或多种α病毒RNA复制子颗粒的疫苗和免疫

原性组合物，所述α病毒RNA复制子颗粒编码来自一个或多个甲型流感病毒血清型的一种或

多种神经氨酸酶(NA)。在本发明的一个方面中，疫苗和免疫原性组合物既不包含血凝素

(HA)或其抗原性片段，也不包含编码HA或其抗原性片段的核苷酸序列。基于多种NA且不含

HA的甲型流感病毒疫苗的一个优势是，与HA相比，NA受到抗原漂移的影响较小，这使相应的

疫苗能够包含来自较少流感分离株的抗原。这样既节省了生产成本，又延长了更新特定流

感疫苗所需的时间。此外，因为当前市售的甲型流感病毒疫苗基于灭活的流感病毒，在动物

受试者中产生的HA抗体效价比NA抗体高得多，所以针对基于NA的疫苗应显著减少母源抗体

对动物受试者后代免疫的负面作用。

[0072] 在本发明的一个重要方面中，提供了疫苗和免疫原性组合物，其包含免疫有效量

的一种或多种α病毒RNA复制子颗粒，所述α病毒RNA复制子颗粒编码来自一个或多个猪甲型

流感病毒(IAV‑S)系统发生簇和/或谱系的一种或多种神经氨酸酶(NA)。在本发明的一个方

面中，疫苗和免疫原性组合物既不包含IAV‑S血凝素(HA)或其抗原性片段，也不包含编码

IAV‑S  HA或其抗原性片段的核苷酸序列。

[0073] 如上所述，基于多种NA和不含HA的IAV‑S能够使相应的疫苗包含来自更少IAV‑S分

离株的抗原。这节省了生产成本，以及延长了更新给定IAV‑S疫苗所需的时间。此外，因为当

前市售的IAV‑S疫苗基于灭活的流感病毒，在动物受试者中产生的HA抗体效价比NA抗体高

得多，所以针对基于神经氨酸酶的疫苗应显著减少母源抗体对仔猪免疫的负面作用。

[0074] 为了更充分地理解本发明，提供了以下定义。

[0075] 为了便于描述所使用的单数形式的术语并非旨在是限制性的。因此，例如，提及组

合物包含“一种多肽”时包括提及一种或多种此类多肽。另外，除非另有说明，提及“α病毒

RNA复制子颗粒”包括提及多种此类α病毒RNA复制子颗粒。

[0076] 如在本文中所使用的，术语“大约(approximately)”与“约(about)”可以互换使

用，表示在所示值百分之五十以内的值，即每毫升含有“约”1x  108个α病毒RNA复制子颗粒

的组合物含有每毫升5x  107至1.5x  108个α病毒RNA复制子颗粒。

[0077] 如在本文中所使用的，除非另有明示，术语“猪(pig)”或“猪(swine)”或“猪

(porcine)”可以互换使用，并且包括所有驯化的猪种。

[0078] 如在本文中所使用的，“系统发生簇”是一组流感病毒神经氨酸酶，它们已在植根

于相似(同源)祖先的系统发生树或进化树中分组在一起(在同一分支上)(参见，实施例5)。

对于在美国发现的IAV‑S神经氨酸酶(NA)，有两个主要的N1系统发生簇N1‑经典和N1‑大流

行，以及两个主要的N2系统发生簇N2‑1998和N2‑2002。N1经典系统发生簇包含与H1N1经典
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猪流感病毒的NA组合在一起的NA。N1大流行系统发生簇包含与来自H1N1大流行流感病毒的

NA组合在一起的NA。N2‑1998系统发生簇包含与人H3N2流感病毒的NA(其在1998年跳入猪

中)组合在一起的NA，而N2‑2002系统发生簇包含与人H3N2流感病毒的NA(其在2002年跳入

猪中)组合在一起的NA。[参见，Anderson等，Influenza  and  other  Respiratory  Viruses 

7(Suppl.4):42‑51(2013)]。实施例5提供了用于进行系统发生簇确定的方法学。对于N1‑经

典、N1‑大流行、N2‑1998、N2‑2002的美国IAV‑S  NA系统发生簇，对应的代表性神经氨酸酶分

别具有下述氨基酸序列SEQ  ID  NO:2、SEQ  ID  NO:4、SEQ  ID  NO:6和SEQ  ID  NO:8。

[0079] 如在本文中所使用的，“谱系”是一组流感病毒神经氨酸酶，它们已在植根于相似

(同源)祖先的进化树中分组在一起(在同一分支上)(参见，下文实施例6)。已对欧洲神经氨

酸酶进行了这些分组，其类似于美国的系统发生簇，但不是相同的。如下文实施例6中所描

述的，可以使用易于获得的软件(即，MEGA  X)获得谱系的确定结果。对于N1‑大流行(EU)、

N1‑欧亚禽类、N2‑根特/1984、N2‑意大利/4675/2003、N2‑苏格兰/1994分支1或N2‑苏格兰/

1994分支2的EU  IAV‑S  NA谱系，对应的代表性神经氨酸酶分别具有下述氨基酸序列SEQ  ID 

NO:12、SEQ  ID  NO:14、SEQ  ID  NO:16、SEQ  ID  NO:18、SEQ  ID  NO:20和22。

[0080] 如在本文中所使用的，术语“复制子”指缺少一个或多个元件(例如，结构蛋白的编

码序列)的经修饰的RNA病毒基因组，如果这些元件存在，其将能够使亲本病毒在细胞培养

物或动物宿主中成功繁殖。在适宜细胞环境中，复制子将自身扩增并可以产生一种或多种

亚基因组RNA种类(species)。

[0081] 如在本文中所使用的，术语“α病毒RNA复制子颗粒”(简称为“RP”)是一种包装在病

毒结构蛋白(例如，衣壳和糖蛋白)中的α病毒衍生的复制子，所述病毒结构蛋白也来源于α
病毒，例如如在Pushko等[Virology  239(2):389‑401(1997)]中所描述的。RP无法在细胞培

养物或动物宿主中繁殖(无辅助质粒或类似组分的情况下)，因为复制子不编码α病毒结构

组分(例如，衣壳和病毒糖蛋白)。

[0082] 术语“非‑IAV‑S”用于修饰术语如病原体和/或抗原(或免疫原)，以表示分别的病

原体和/或抗原(或免疫原)既不是IAV‑S病原体，也不是IAV‑S病原体(或免疫原)，并且非‑

IAV‑S蛋白抗原(或免疫原)不来源于IAV‑S。

[0083] 针对给定蛋白抗原和天然编码其的病原体或该病原体的毒株，术语“来源于

(originate  from；originates  from；originating  from)”、可以互换使用，如在本文中所

使用的，表示由该病原体或该病原体的毒株编码的给定蛋白抗原的未经修饰和/或截短的

氨基酸序列。针对来源于病原体的蛋白抗原的本发明核酸构建体中的编码序列可能已经过

遗传操纵，以导致相对于其所来源的病原体或病原体株(包括天然减毒株)中蛋白抗原的相

应编码序列，所表达的蛋白抗原具有氨基酸序列修饰和/或截短。

[0084] 如在本文中所使用的，术语“保护”、或“提供对……的保护”、或“激发对……的保

护性免疫”、和“有助于保护”不需要对感染的任何迹象提供全面的保护。例如，“有助于保

护”可以指保护作用是足够的，使得在受到攻击后，至少可以减轻潜在感染的症状，和/或减

轻和/或消除引起症状的一种或多种潜在细胞、生理或生化原因或机制。应当理解的是，如

在本文中所使用的，“减轻”指相对于感染的状态，包括感染的分子状态，而不仅仅是感染的

生理状态。

[0085] 如在本文中所使用的，“疫苗”是适于向动物应用的组合物，例如猪(在某些实施方
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式中，包括人，而在其他实施方式中，特异性不是用于人的)，所述组合物包含通常与药学上

可接受的载体(如含有水的液体)组合的一种或多种抗原，在向动物施用后能够诱导足够强

的免疫应答，使其至少能够帮助保护动物免受野生型微生物感染引起的疾病的侵害，即强

度足以帮助预防疾病和/或预防、改善或治愈疾病。

[0086] 如在本文中所使用的，多价疫苗是包含两种或多种不同抗原的疫苗。在这种类型

的一个特定实施方式中，多价疫苗针对两种或多种不同病原体刺激受体的免疫系统。

[0087] 术语“佐剂”和“免疫刺激剂”在本文中可以互换使用，并将其定义为引起免疫系统

刺激的一种或多种物质。在这一背景下，将佐剂用于增强对一种或多种疫苗抗原/分离物的

免疫应答。因此，“佐剂”是非特异性增加对特定抗原的免疫应答，从而减少任何给定疫苗中

必需的抗原量和/或为了产生对感兴趣抗原的充分免疫应答所必需的注射频率的药剂。在

这一背景下，将佐剂用于增强对一种或多种疫苗抗原/分离物的免疫应答。

[0088] 如在本文中所使用的，“无佐剂疫苗”是不含佐剂的疫苗或多价疫苗。

[0089] 如在本文中所使用的，术语“药学上可接受的”作为形容词用于表示所修饰的名词

是适用于药品的。例如，当将其用于描述药物疫苗中的赋形剂时，其表征了该赋形剂是与组

合物中的其他成分具有相容性，并且对目标受体动物(例如，猪)无不利的有害作用。

[0090] “胃肠外施用”包括皮下注射、粘膜下注射、静脉内注射、肌内注射、皮内注射和输

注。

[0091] 如在本文中所使用的，针对特定蛋白(例如，蛋白抗原)的术语“抗原性片段”指该

蛋白具有抗原性的片段，即能够与免疫系统的抗原识别分子(如免疫球蛋白(抗体)或T细胞

抗原受体)发生特异性的相互作用。例如，IAV‑S神经氨酸酶(NA)的抗原性片段是具有抗原

性的NA蛋白的片段。优选地，本发明的抗原性片段对抗体和/或T细胞受体识别具有免疫优

势。在特定实施方式中，针对给定蛋白抗原的抗原性片段是保留全长蛋白抗原性的至少

25％的该蛋白的片段。在优选的实施方式中，抗原性片段保留了全长蛋白抗原性的至少

50％。在更优选的实施方式中，抗原性片段保留了全长蛋白抗原性的至少75％。抗原性片段

可以小至20个氨基酸，或者在另一个极端，其是全长蛋白中仅缺失一个氨基酸的大片段。在

特定实施方式中，抗原性片段包含25至150个氨基酸残基。在其他实施方式中，抗原性片段

包含50至250个氨基酸残基。

[0092] 如在本文中所使用的，当两条序列的氨基酸残基相同时，一条氨基酸序列与另一

条氨基酸序列是100％“相同的”或具有100％“同一性”。因此，当两条氨基酸序列50％的氨

基酸残基相同时，一条氨基酸序列与另一条氨基酸序列是50％“相同的”。序列比较是在给

定蛋白(例如，所比较的蛋白或多肽的一部分)包含的氨基酸残基的连续嵌段上进行的。在

一个特定的实施方式中，考虑了可能改变两条氨基酸序列之间对应性的选定的缺失或插

入。

[0093] 如在本文中所使用的，可以使用C,MacVector(MacVector,Inc.Cary,NC  27519)、

Vector  NTI(Informax,Inc.MD)、Oxford  Molecular  Group  PLC(1996)和Clustal  W算法，

利用默认比对参数和针对同一性的默认参数确定核苷酸和氨基酸序列的同一性百分比。还

可以使用相同或相似的默认参数，将这些可购买获得的程序用于确定序列相似性。或者，可

以使用默认过滤条件下的高级Blast检索，例如使用默认参数的GCG(Genetics  Computer 

Group，GCG软件包程序手册，第7版，Madison,Wisconsin)累积程序。
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[0094] 如在本文中所使用的，术语“灭活的”微生物可以与“杀死的”微生物互换使用。出

于本发明的目的，“灭活的”微生物是能够在动物中激发免疫应答，但不能感染动物的生物

体。可以采用选自下述的药剂将本发明的抗原(例如，灭活的猪肺炎支原体)灭活：二乙烯亚

胺、福尔马林、β‑丙内酯、硫柳汞或加热。在一个特定的实施方式中，使用二乙烯亚胺将灭活

的猪肺炎支原体与本发明RP的组合灭活。

[0095] 本发明还提供了针对多种猪病原体的疫苗。例如，可以将用于猪疫苗的蛋白抗原

或其抗原性片段的编码序列，或此类蛋白抗原编码序列的组合加入到α病毒RNA复制子颗粒

(RP)中和/或在与编码疫苗中来源于IAV‑S的NA的RP相同的RP中组合。可以作为一种或多种

蛋白抗原或其抗原性片段来源的病原体的实例包括猪繁殖与呼吸综合征病毒(PRRS)、猪圆

环病毒(PCV)、可传播的胃肠炎病毒(TGE)、猪伪狂犬病病毒(PPRV)、猪细小病毒(PPV)、猪轮

状病毒(PRV)、猪流行性腹泻病毒(PED)、多杀性巴氏杆菌的多个血清型、沙门氏菌属种、大

肠杆菌，例如(血清型K99、K88、987P或F41)、副猪嗜血杆菌、胞内劳森氏菌、支原体属种(例

如，猪肺炎支原体)、支气管败血波氏杆菌、丹毒菌属种、弯曲杆菌属种、胸膜肺炎放线杆菌、

产气荚膜梭菌和艰难梭菌。

[0096] 此外，本发明提供了包含本发明的一种或多种RP与编码一种或多种这些猪抗原的

一种或多种其他载体(例如，编码来自猪圆环病毒‑2(PCV‑2)和/或猪圆环病毒‑3(PCV‑3)的

ORF‑2蛋白的杆状病毒载体)和/或来源于一种或多种这些猪病原体的灭活类毒素组合的疫

苗。此外，此类疫苗可以包括编码本发明疫苗中来源于IAV‑S的NA的任何α病毒RNA复制子颗

粒，以及一种或多种杀死和/或修饰的(减毒的)活猪病毒分离株和/或猪细菌。所有此类多

价疫苗均包括在本发明中。

[0097] 因此，可以将编码来源于IAV‑S的一种或多种NA的一种或多种α病毒RNA复制子颗

粒(RP)与编码下述的一种或多种其他载体一起添加：一种或多种猪抗原和/或一种或多种

杀死和/或经修饰(减毒)的活病毒分离株，如一种或多种杀死或修饰的活IAS‑V毒株、一种

或多种杀死和/或修饰的活PRRS病毒、一种或多种杀死和/或修饰的活PCV、一种或多种杀死

和/或修饰的活TGE、一种或多种杀死和/或修饰的活PPRV、一种或多种杀死和/或修饰的活

PPV、一种或多种杀死和/或修饰的活PRV和一种或多种杀死和/或修饰的活PED。此外，可以

将编码来源于IAV‑S的一种或多种NA的一种或多种α病毒RNA复制子颗粒(RP)与编码一种或

多种猪抗原的一种或多种其他载体一起添加和/或与也能够感染猪的一种或多种杀死和/

或修饰(减毒)的活细菌一起添加，包括一种或多种杀死和/或修饰的活多杀性巴氏杆菌(多

个血清型的一个或多个)、沙门氏菌属种、大肠杆菌(多个血清型的一个或多个)、副猪嗜血

杆菌、胞内劳森氏菌、支原体属种(例如，猪肺炎支原体)、支气管败血波氏杆菌、丹毒菌属

种、弯曲杆菌属种、胸膜肺炎放线杆菌、产气荚膜梭菌和艰难梭菌。

[0098] 可以将本发明的α病毒RNA复制子颗粒冻干，并用无菌水稀释剂重新水化。另一方

面，当将α病毒RNA复制子颗粒单独储存，但意欲在施用前与其他疫苗组分混合时，可以将α
病毒RNA复制子颗粒储存在那些组分的稳定溶液(例如，高蔗糖溶液)中。

[0099] 在一个方面中，本发明的疫苗可以包含佐剂。在某些实施方式中，佐剂是可生物降

解的油。在特定制剂中，可生物降解的油是dl‑α‑生育酚乙酸酯(维生素E乙酸酯)。在其他制

剂中，佐剂包含含2.5％至50％(v/v)矿物油的水包油乳剂。在更特定的制剂中，佐剂包含水

包油乳剂，其含有5％至25％矿物油。在相关制剂中，佐剂是两种组分的混合物。第一组分由
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平均尺寸(以体积计)约1μm的矿物油滴组成，使用聚山梨醇酯80(聚氧乙烯(20)山梨糖醇单

油酸酯)水溶液对其进行稳定。第一组分可以包含25重量％矿物油和1重量％聚山梨醇酯

80，余量为水。第二组分可以由大约平均尺寸(以体积计)约400nm的可生物降解的dl‑α‑生
育酚乙酸酯液滴组成，也使用聚山梨醇酯80对其进行稳定。特定制剂包含15重量％dl‑α‑生
育酚乙酸酯和6重量％聚山梨醇酯80，余量为水。在特定实施方式中，佐剂是X‑SOLVETM(其是

两个组分佐剂的组合：基于dl‑α‑生育酚乙酸酯的DILUVAC  FORTETM和基于轻质液体石蜡的

MICROSOLTM，[参见例如，US  8,597,662])。在相关制剂中，佐剂含有亚微米尺寸的油滴和可

生物降解的油滴，其中可生物降解油滴的平均尺寸不同于矿物油滴的平均尺寸[参见例如，

US  9,084,768]。

[0100] 本发明的疫苗可以通过任何标准途径容易地施用，包括静脉内、肌内、皮下、口服、

鼻内、皮内和/或腹腔内接种。本领域技术人员将意识到，疫苗组合物优选地针对每种类型

的受体动物和施用途径适当地配制。

[0101] 因此，本发明还提供了针对IAV‑S和/或其他猪病原体免疫猪的方法。一种这样的

方法包括向猪注射免疫学有效量的本发明的疫苗，以使得猪产生适当的IAV‑S抗体。

[0102] 还应理解的是，本发明不限于本文公开的特定构造、工艺步骤和材料，因为此类构

造、工艺步骤和材料可以有所变化。还应理解的是，本文所采用的术语仅用于描述特定实施

方式的目的，而并非旨在限制本发明，因为本发明的范围将仅由所附权利要求及其等同方

案限制。

[0103] 序列表
1
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[0104]

[0105] 1
核苷酸序列仅作为DNA序列提供，但应当理解的是，当序列包含在RNA构建体中

时，应使用相应的RNA序列(用尿嘧啶“u”代替胸腺嘧啶“t”)。

[0106] 序列

[0107] N1‑经典(SEQ  ID  NO:1)

[0108] atgaatactaatcaaaggatcattaccattgggacagtctgcatgattgtcggtatcatctctctttt

gcttcagattggaaacattgtctcactttggattagccattcaattcagaccggatgggagaatcacactgagatg

tgcaatcaaagtgtcattacttatgtcaataacacttgggtgaaccggacttatgtgaacattagcaatatcaaga

ttgcaactattcaagatgtgactagtatcattttggccggaaattctagtctttgcccggtgtcagggtgggctgt

ctacagcaaagacaatagcattaggattggatcaaaaggggacattttcgtcattagagagcctttcatctcatgc

tcacaattggagtgccggaccttctttctgacccaaggggcattgctgaatgacaaacattcaaatggtaccgtca

aggacaggagtccttatagaaccctgatgagctgccctatcggtgaggccccttcgccatacaactcacggttcga

atctgtcgcatggtcagcatctgcttgtcatgatggaatgggatggcttacaatcgggatcagtggaccggataat

ggtgctgtcgcagtcttgaaatacaacggaatcattacagatacaatcaaatcttggaggaacaagattcttagaa

ctcaagaatcagagtgtgtctgtatgaacggatcatgttttacagtcttgacagatggcccaagcaatggacaagc

ctcttacaaaatctttaaggtggaaaaaggaaagattatcaagtcgattgagctggatgcccccaattaccactat
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gaagaatgctcttgttatccagatactggcaaagtcatgtgtgtctgccgggacaattggcacgcctcaaaccggc

catgggtgtcgttcaatcagaatcttgactatcaaattggatacatttgctctggagtctttggtgataaccctag

atccaatgatgggaagggcaattgtggcccggtcctttctaatggagcaaatggagtgaaaggtttctcatatcgg

tatggaaatggtgtgtggattggtcggaccaagtcaatcaactctcggtcgggttttgagatgatttgggatccga

atggatggactgagacagattcatcattctcgatgaagcaggacattatcgctcttaatgattggtctggatactc

gggatcttttgtccaacatccggagcttactggtatgaattgcattaggccttgtttctgggtggaattgatcaga

gggcaacccaaggaaagcactatctgggctagcggttccagcatctcattctgtggcgtcaattcggaaaccgctt

cctggtcttggccagacggagctgatctgccattcaccattgacaag

[0109] N1‑经典(SEQ  ID  NO:2)

[0110] MNTNQRIITIGTVCMIVGIISLLLQIGNIVSLWISHSIQTGWENHTEMCNQSVITYVNNTWVNRTYVNI

SNIKIATIQDVTSIILAGNSSLCPVSGWAVYSKDNSIRIGSKGDIFVIREPFISCSQLECRTFFLTQGALLNDKHSN

GTVKDRSPYRTLMSCPIGEAPSPYNSRFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLKYNGIITDTIKSWRNKI

LRTQESECVCMNGSCFTVLTDGPSNGQASYKIFKVEKGKIIKSIELDAPNYHYEECSCYPDTGKVMCVCRDNWHASN

RPWVSFNQNLDYQIGYICSGVFGDNPRSNDGKGNCGPVLSNGANGVKGFSYRYGNGVWIGRTKSINSRSGFEMIWDP

NGWTETDSSFSMKQDIIALNDWSGYSGSFVQHPELTGMNCIRPCFWVELIRGQPKESTIWASGSSISFCGVNSETAS

WSWPDGADLPFTIDK

[0111] N1‑大流行(SEQ  ID  NO:3)

[0112] atgaatcctaaccaaaagatcattaccattggttcggtctgtatgacaattggaatggctaacctgat

ccttcaaattggaaacattatctcaatctgggtcagccactcaattcaaattggaaatcaatcgcagattgaaaca

tgcaaccaaagcgtcattacttacgaaaacaacacttgggtgaaccagacctacgtgaacatcagcaacaccaact

tcgctgctggacagtccgtggtttccgtgaaactggcgggcaactcctctctctgccctgtgagcggatgggctat

ctactccaaagacaactcagtcagaatcggttccaagggggatgtgtttgtcataagggaaccattcatctcatgc

tctccccttgaatgcagaaccttcttcttgactcaaggggccttgctaaatgacaaacattccaacggaaccatta

aagacaggagcccatatcggaccctgatgagctgtcctatcggtgaagtcccctcgccatacaactcaagatttga

gtcagtcgcttggtcagcatccgcttgtcatgatggcatcaattggctcaccattggaatttctggcccagacagt

ggggcagtggctgtgctgaagtacaatggcattataacagacactatcaagtcgtggaggaacaacatattgagaa

ctcaagagtctgaatgtgcatgtgtgaatggttcttgctttaccatcatgaccgatggaccatccgatggacaggc

ctcctacaagatcttcagaatcgaaaagggaaagatcgtcaaatcagtcgaaatgaatgcccctaactaccactat

gaggaatgctcctgttatcctgattcctccgaaatcacgtgcgtgtgcagggataactggcatggctccaatcggc

cgtgggtgtctttcaaccagaatctggaatatcagatcggatacatttgctccggggtgttcggagacaatccgcg

ccctaatgataagacaggctcgtgtggtccagtctcgtctaacggagccaacggagtcaaaggattttcattcaaa

tacggcaatggagtgtggatagggagaactaagagcatttcctcaagaaaaggtttcgagatgatttgggatccga

atggatggactgggactgacaacaagttctcaatcaagcaagacatcgtgggaatcagcgagtggtcaggatatag

cgggtcctttgtgcagcaccccgaactgaccgggctggattgtattagaccttgcttctgggtcgaactcatcaga

gggcgacccgaagagaacacaatctggactagcgggagcagcatctccttttgtggtgtgaactcggacactgtgg

gttggtcttggccagacggtgctgagttgccttttaccattgacaag

[0113] N1‑大流行(SEQ  ID  NO:4)

[0114] MNPNQKIITIGSVCMTIGMANLILQIGNIISIWVSHSIQIGNQSQIETCNQSVITYENNTWVNQTYVNI

SNTNFAAGQSVVSVKLAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDKHSN
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GTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPYNSRFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLKYNGIITDTIKSWRNNI

LRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSN

RPWVSFNQNLEYQIGYICSGVFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSISSRKGFEMIWDP

NGWTGTDNKFSIKQDIVGISEWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVG

WSWPDGAELPFTIDK

[0115] N2‑1998A(SEQ  ID  NO:5)

[0116] atgaatccaaaccaaaagataatcacaattggctctgtttctctcactattgccacaatgtgcctcct

tatgcaaattgccatcctgattactaatgtcacattgcactccaatcagtacgaatgcaactaccccccaaacaac

caagtgatactgtgtgaaccaactatcatcaaaagaaacattactgagattgtgtatctggccaacaccaccatag

agaaggaaatctgccccaagctggcagaatacagaaactggtcgaagccgcaatgtaaaattacagggtttgcacc

tttttccaaggacaattcgattaggctttctgcgggtggcgacatttgggtaacgagagaaccttatgtgtcatgc

gatcctgataagtgttaccagtttgcccttggacaaggaacaacgctcaacaacagacattcaaacgacaccgtgc

atgataggaccccttatcgaaccctattgatgaatgagttgggtattccattccatttggggaccaaacaagtgtg

catcgcatggtccagctcatcctgccatgatggacgggcttggcttcatgtctgtattactgggcatgacaacaat

gcaactgccagcatcatttacaatggacgccttgtcgatagtattggttcatggtccaaaagaatcctcaggaccc

aggagtcggaatgcgtgtgcatcaatggaacttgtaccgtggtcatgactgatgggtccgcttcaggaatagctga

cactaaaatcctgttcattgaagaggggaaaatcgtgcacattagcccactgctggggtccgctcagcacgtggag

gagtgctcctgctatccccgatacccaggtgtcagatgcatctgtagagacaactggaaaggctccaacagacctg

tcgtggatattaatgtgaaggattatagcattgtgtcctcctacgtgtgctccggactggtgggagacacccccag

aaaagacgacagatccagctccagcaattgtctgaatcctaacaacgagaaaggggagcatggagtgaaaggctgg

gcctttgatgatggaaatgacgtgtggatggggaggacaatcaacgagacattacgctcaggttatgaaaccttca

aagtcattgaaggctggtccaaacctaattccaaattgcagataaatcgccaagtcattgttgaaagagatgatag

gtccggttattctggaattttctctgtcgaaggaaagagctgtatcaatcggtgtttttacgtggagctgatcaga

ggaaggaaacaggaaactgcagtgtggtggacgtcaaattccattgtggtgttttgtggcacctcaggtacctatg

gaaccggctcatggcctgatggggcggacatcaatctcatgcctgtg

[0117] N2‑1998A(SEQ  ID  NO:6)

[0118] MNPNQKIITIGSVSLTIATMCLLMQIAILITNVTLHSNQYECNYPPNNQVILCEPTIIKRNITEIVYLA

NTTIEKEICPKLAEYRNWSKPQCKITGFAPFSKDNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCDPDKCYQFALGQGTTLNNRHSN

DTVHDRTPYRTLLMNELGIPFHLGTKQVCIAWSSSSCHDGRAWLHVCITGHDNNATASIIYNGRLVDSIGSWSKRIL

RTQESECVCINGTCTVVMTDGSASGIADTKILFIEEGKIVHISPLLGSAQHVEECSCYPRYPGVRCICRDNWKGSNR

PVVDINVKDYSIVSSYVCSGLVGDTPRKDDRSSSSNCLNPNNEKGEHGVKGWAFDDGNDVWMGRTINETLRSGYETF

KVIEGWSKPNSKLQINRQVIVERDDRSGYSGIFSVEGKSCINRCFYVELIRGRKQETAVWWTSNSIVVFCGTSGTYG

TGSWPDGADINLMPV

[0119] N2‑2002A(SEQ  ID  NO:7)

[0120] atgaatccaaatcaaaagatcattactattggatcagtctcactcatcattgccacaatttgtttcct

tatgcaaattgcaatccttgtcactactgtcacattgcatttcaagcagcatgactacaactcccccccaaacaac

caagctactctgtgtgaaccaacaatcattgaacggaaaacaactgaaattgtgtatcttactaacaccaccattg

agaaagaagtctgccccaaacttgcagagtaccggaactggtcaaagcctcaatgtaacattactggatttgcacc

attttcgaaagacaattctattcggttgtctgctggtggggacatctgggtgactagggaaccttatgtgtcatgc
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gatcctgacaagtgttaccaatttgcccttggacagggtacaactcttaacaacggacattcgaataacacagtcc

atgataggaccccgtatcggacccttcttatgaatgagcttggtgtcccttttcatcttggaaccagacaagtgtg

catggcttggtctagctcatcttgtcacgatgggaaagcatggctgcatgtctgtgtcactggaaatgataacaat

gctactgctagcttcatctacaatggtaggcttgtggattctattggttcgtggtcgaaaaacattctccggaccc

aagagtcagaatgcgtctgtatcaatggaacatgtactgtcgtcatgactgatggatccgctagtggaaaagcaga

taccaaaatcttgttcgtcgaagaggggaagatcgtccatatcagcactctgttgggatctgcacagcacgtcgag

gaatgctcctgttatcctaggtttccgggagtccggtgtgtctgccgggacaactggaaaggatctaatagaccca

tcgtcgacatcaatgtcaagaattacagcattgtctcttcgtatgtctgcagtggacttgtcggtgatactcccag

agagagcgactcagtctcctcatcttattgcttggatccgaacaatgagaagggtggtcatggggtgaaagggtgg

gcctttgatgatggtaatgacgtgtggatgggaagaacaatcaacgagactttgcgcttgggatatgaaaccttca

aagtcattgaaggctggtccacagctaactccaagtcacagacaaatagacaagtgattgtcgaaaaaggagacag

gtcaggatattctgggattttctcagtcgagggaaagaactgcatcaataggtgcttctatgtggagttgattaga

ggacggaaagaggagacaaaagtctggtggaccagtaactcaattgtcgtgttttgtggcacctcagggacttatg

gtactggctcttggccggatggtgctgacatcaatctcatgccaatt

[0121] N2‑2002A(SEQ  ID  NO:8)

[0122] MNPNQKIITIGSVSLIIATICFLMQIAILVTTVTLHFKQHDYNSPPNNQATLCEPTIIERKTTEIVYLT

NTTIEKEVCPKLAEYRNWSKPQCNITGFAPFSKDNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCDPDKCYQFALGQGTTLNNGHSN

NTVHDRTPYRTLLMNELGVPFHLGTRQVCMAWSSSSCHDGKAWLHVCVTGNDNNATASFIYNGRLVDSIGSWSKNIL

RTQESECVCINGTCTVVMTDGSASGKADTKILFVEEGKIVHISTLLGSAQHVEECSCYPRFPGVRCVCRDNWKGSNR

PIVDINVKNYSIVSSYVCSGLVGDTPRESDSVSSSYCLDPNNEKGGHGVKGWAFDDGNDVWMGRTINETLRLGYETF

KVIEGWSTANSKSQTNRQVIVEKGDRSGYSGIFSVEGKNCINRCFYVELIRGRKEETKVWWTSNSIVVFCGTSGTYG

TGSWPDGADINLMPI

[0123] N1‑大流行EU(SEQ  ID  NO:11)

[0124] atgaatccaaaccaaaagataataaccattggttcggtctgtatgacaattggaatggctaacttaat

attacaaattggaaacataatctcaatatggattagccactcaattcaacttgggaatcaaagtcagattgaaaca

tgcaatcaaagcgtcattacttatgaaaacaacacttgggtaaatcagacatatgttaacatcagcaacaccaact

ttgctgctggacagtcagtggtttccgcgaaattagcgggcaattcctccctctgccctgttagtggatgggctat

atacagtaaagacaacagtgtaagaatcggttccaagggggatgtgtttgtcataagggaaccattcatatcatgc

tcccccttagaatgcagaaccttcttcttgactcaaggggccttgctaaatgacaaacattccaatggaaccatta

aagataggagcccatatcgaaccctgatgagctgtcctattggtgaagttccctctccatacaactcaagatttga

gtcggtcgcttggtcagcaagtgcttgtcacgatggcatcaattggctaacaatcggaatttctggcccagacagt

ggggcagtggctgtattaaagtacaatggcataataacagacactatcaagagttggaaaaacaatatattgagaa

cacaagagtctgaatgtgcatgtgtaaatggttcttgctttaccataatgaccgatggaccaagtgatggacaggc

ctcatacaagatcttcagaatagaaaagggaaagatagtcaaatcagtcgaaatgaatgcccctaattatcactat

gaggaatgctcctgttatcctgattctagtgaaatcacatgtgtgtgcagggataactggcatggctcgaatcgac

cgtgggtgtctttcaaccagaatctggaatatcagataggatacatatgcagtgggattttcggagacaatccacg

ccctaatgataagacaggcagttgtggtccagtatcgtctaatggagcaaatggagtaaaaggattttcattcaaa

tatggcaatggtgtttggatagggagaactaaaagcattagttcaagaaaaggttttgagatgatttgggatccaa

atggatggactgggacagacaaaaacttctcaataaagcaagatatcataggaataaatgagtggtcaggatacag
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cgggagttttgttcagcatccagaactaacagggctgaattgtataagaccttgcttctgggttgaactaatcaga

gggcgacccaaagagaacacaatctggactagcgggagcagcatatccttttgtggtgtaaacagtgacactgtgg

gttggtcttggccagacggtgctgagttgccatttaccattgacaagtaa

[0125] N1‑大流行EU(SEQ  ID  NO:12)

[0126] MNPNQKIITIGSVCMTIGMANLILQIGNIISIWISHSIQLGNQSQIETCNQSVITYENNTWVNQTYVNI

SNTNFAAGQSVVSAKLAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDKHSN

GTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPYNSRFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLKYNGIITDTIKSWKNNI

LRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSN

RPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKTGSCGPVSSNGANGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSISSRKGFEMIWDP

NGWTGTDKNFSIKQDIIGINEWSGYSGSFVQHPELTGLNCIRPCFWVELIRGRPKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVG

WSWPDGAELPFTIDK

[0127] N1‑欧亚禽类(SEQ  ID  NO:13)

[0128] atgaacccaaatcagaagataataatcattagttcaatctgtatgacaaatggaattgctagcttgat

attacaaattgggaacataatatcaatatggattagccattcaattcaaattgagaacccaaaccagaccgaccat

gcaatcaaagcgttattatttacgaaaacaacacatgggtaaatcaaacgtatgttaacatcagcaacaataattt

tgttgttgaacagacagtggtttcaatgaaattagcgggcagttcttctctctgccctgttagtggatgggctata

tacagtaaagataacagtgtaagaatcggttccaaaggggatgtgtttgtcataagagagccattcatctcatgct

cccatttggaatgtagaaccttcttcttaactcaaggggccctactgaatgataaacattctaatggaaccgttaa

agacagaagcccctatcgaaccctgatgagctgtcctattggtgaagtcccctctccatacaactcaaaatttgag

tcagttgcttggtcagcaagtgcttgccatgatggcaccagttggttgacaattgggatttctggtccagacaatg

gagcagtggctgtgttgaaatacaatgacataataacagacactatcaagagttggaaaaacaacatattgagaac

acaagaatctgaatgtgcatgtttgaatggttcttgctttactgtaatgaccgatggaccaagtaatgggcaggcc

tcatacaagatcttcaaaatagaaaaggggaaagtagtcaaatcagtcgagttgaatgctcctaattatcactatg

aggaatgttcctgttatcctgattctggtgaaatcatatgtgtatgcagggacaattggcatggctcgaatcgacc

atgggtgtctttcaatcagaatctggagtatcagataggatacatatgcagtggggttctcggagacaatccgcgc

cctaatgatagaacaggcagttgtggtccagtatcatctcatggagcaaatggggtaaaagggttttcgtttaaat

acggcaatggaatttggatagggagaactaaaagcactattacaaggagtggttttgagatgatttgggacccaaa

cggatggactggaacagacaataatttctcagtgaagcaagatatcgtaggaataactaactggtcaggatacgcg

ggagttttgtccaacatccagaattaaccggattggattgtattagaccttgcttctgggttgaactaatcagagg

gagacccaaagagaacacaatctggactagcggaagcagcatatccttttgtggtgtaaatagtgacactgtgggt

tggtcttggccagacggtgctgagttgccatttaccattgacaagtaa

[0129] N1‑欧亚禽类(SEQ  ID  NO:14)

[0130] MNPNQKIIIISSICMTNGIASLILQIGNIISIWISHSIQIENPNQTEPCNQSVIIYENNTWVNQTYVNI

SNNNFVVEQTVVSMKLAGSSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVFVIREPFISCSHLECRTFFLTQGALLNDKHSN

GTVKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPYNSKFESVAWSASACHDGTSWLTIGISGPDNGAVAVLKYNDIITDTIKSWKNNI

LRTQESECACLNGSCFTVMTDGPSNGQASYKIFKIEKGKVVKSVELNAPNYHYEECSCYPDSGEIICVCRDNWHGSN

RPWVSFNQNLEYQIGYICSGVLGDNPRPNDRTGSCGPVSSHGANGVKGFSFKYGNGIWIGRTKSTITRSGFEMIWDP

NGWTGTDNNFSVKQDIVGITNWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGRPKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVG

WSWPDGAELPFTIDK
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[0131] N2‑根特/1984(SEQ  ID  NO:15)

[0132] atgaatccaaatcaaaagataataacaattggttctgtttctctcactattacaacaatgtgcctctt

cttgcagattgccatcctagtaactactataacattgcatttcaagcaatatgaatgcgattcccctgcaaacaac

caagtaataccgtgtgaaccaataataatagaaaaaaacataacaaaaatagtgtatttgaccaataccaccatag

agaaagaggtatgcccaaaattaggggaatacaggaattggtcaaaaccacaatgcaagatcacaggatttgcacc

tttttctaaggacaattcaattcggctctctgcgggtggggccatttgggtcacgagagaaccttatgtgtcatgc

gaccctaacaagtgttatcaatttgcattaggacagggaaccacattagataacagacattcaaatgacacaatac

atgatagaaccccttttagaaccctgttgatgagtgaattaggtgttccatttcatttgggaaccagacaagtatg

catagcatggtccagttcaagttgtcacgatgggaaagcttggttgcatgtttgtgtcactgggcatgataaaaat

gcaactgctagtttcatttatgacggaaagcttgtagacagcatcagttcatggtccaaaaacatactccggactc

aggaatcagaatgtgtttgtatcgatggaatctgtacagtggtgatgactgatggaagtgcttcagggaaagctga

tactaagatactatttattgaaaaagggaagatcattcatattagtccattgttgggaagtgctcagcatgtagaa

gaatgttcctgttaccctagataccctgatgtcaggtgtatttgcagggataactggaaaggttcaaataggccca

tcgtagacataagaatgaaaaattatagcattggttccagttatatgtgctcaggacttgttggcgacacacccag

gaacaatgatgggtctagtaatagcaattgtcggaatcccaataatgaaagaggaaatcatggagtgaaaggttgg

gcctttgatgatggaaatgacacatggatgggaagaactatcagcaaggactcacgcttaggttacgaaaccttca

aagttgttggtggttggtcccaacccaattccaaatcccagataaatagacaagttattgttgacagcgataatag

atcaggttactctggtattttctctgttgaggggaaagattgcattaataggtgtttttatgtggaactaataaga

ggaaggagacaggaaactagagtgtggtggacttcgaacagtattgttgtgttctgtggcacttctggcacctatg

ggtcaggctcatggcccgatggagcaaacatcaatttcatgcctgtataa

[0133] N2‑根特/1984(SEQ  ID  NO:16)

[0134] MNPNQKIITIGSVSLTITTMCLFLQIAILVTTITLHFKQYECDSPANNQVIPCEPIIIEKNITKIVYLT

NTTIEKEVCPKLGEYRNWSKPQCKITGFAPFSKDNSIRLSAGGAIWVTREPYVSCDPNKCYQFALGQGTTLDNRHSN

DTIHDRTPFRTLLMSELGVPFHLGTRQVCIAWSSSSCHDGKAWLHVCVTGHDKNATASFIYDGKLVDSISSWSKNIL

RTQESECVCIDGICTVVMTDGSASGKADTKILFIEKGKIIHISPLLGSAQHVEECSCYPRYPDVRCICRDNWKGSNR

PIVDIRMKNYSIGSSYMCSGLVGDTPRNNDGSSNSNCRNPNNERGNHGVKGWAFDDGNDTWMGRTISKDSRLGYETF

KVVGGWSQPNSKSQINRQVIVDSDNRSGYSGIFSVEGKDCINRCFYVELIRGRRQETRVWWTSNSIVVFCGTSGTYG

SGSWPDGANINFMPV

[0135] N2‑意大利/4675/2003(SEQ  ID  NO:17)atgaattcaaatcaaaagataataacaattggctc

tgtttctctcactattgccacactatgcctccttatgcaaattgctatcatggtaactactgtaacatttcatttc

aagcagtatgaatacaactcccccccgaacaaccaagtaatgttgtgtgaaccaacgataattgaaagaaacataa

cagagacagtgtacatgaccaacaccaccatagtgaaagaaatatgccccaaactagcggaatacagaaattggtc

aaaaccgcaatgcaaaattacaggatttgcacctttttcaaaggacaactcaattcggctttccgctggtggggac

atctgggtgacaagagaaccttatgtgtcatgcgatcctaacaagtgttatcaatttgcccttgggcagggaacaa

cgttaaacaacaggcattcaaatgacacagtacatgatagaaccccttaccgaaccctgttgatgaatgaattggg

tgttccatttcatttaggaaccaagcaggtttgcatagcttggtccagttcaagttgtcatgatggaaaagcatgg

ttgcatgtttgtgtaactgggcatgatgaaaatgcaactgccagtttcatttacaacgagagacttgtagatagta

ttggttcatggtccaagaaaatcctcagaacccaggagtcggaatgcgtttgcataaatgggacttgtacagtggt

gatgacagatgggagtgcttcaggtagagctgatactaaaatactattcattgaggaggggaaaatcgttcatgtt
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agccaactgacaggaagtgctcagcatgtagaggagtgctcctgttatccccggtatcctggtgtcagatgtgttt

gcagagataattggaaaggctccaataggcccattgtagatataaatgtaaaggatcatagcattgtttccagtta

tgtgtgctcaggacttgtcggagacacacccagaaaaaacgacagctctagcagtagtaactgcctgaatcctaac

aatgaagaagggggtcatggggtgaaaggctgggcctttgatgatgaaaatgacttgtggatgggaagaacgatca

gcgaaaagttacgattaggttatgaaaccttcaaggtcattgaaggctggtccaagcctaattccaaattgcagat

aaataggcaagtaatagttgacaaagataatagatccggttattctggtattttctctgttgaaagtaaaagttgc

atcaatcggtgcttttatgtggagttgataagaggaaggaaacaggaaaatgaagtatggtggacctcaaacagca

ttgttgtattttgtggcacctcaggtacatatggaacaggctcatggcctgatggggcagacatcaatctcatgcc

tatatga

[0136] N2‑意大利/4675/2003(SEQ  ID  NO:18)

[0137] MNSNQKIITIGSVSLTIATLCLLMQIAIMVTTVTFHFKQYEYNSPPNNQVMLCEPTIIERNITETVYMT

NTTIVKEICPKLAEYRNWSKPQCKITGFAPFSKDNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCDPNKCYQFALGQGTTLNNRHSN

DTVHDRTPYRTLLMNELGVPFHLGTKQVCIAWSSSSCHDGKAWLHVCVTGHDENATASFIYNERLVDSIGSWSKKIL

RTQESECVCINGTCTVVMTDGSASGRADTKILFIEEGKIVHVSQLTGSAQHVEECSCYPRYPGVRCVCRDNWKGSNR

PIVDINVKDHSIVSSYVCSGLVGDTPRKNDSSSSSNCLNPNNEEGGHGVKGWAFDDENDLWMGRTISEKLRLGYETF

KVIEGWSKPNSKLQINRQVIVDKDNRSGYSGIFSVESKSCINRCFYVELIRGRKQENEVWWTSNSIVVFCGTSGTYG

TGSWPDGADINLMPI

[0138] N2‑苏格兰/1994(分支1)(SEQ  ID  NO:19)

[0139] atgaatccaaatcagaagataataacaattggctctgtttctctcgtcattgcaacattatgcttctt

aatgcagatggccatcctaataactactgtaaaattacatttcaaacaatatgagtgcggcttccctgcgaacaac

caagtaataacatgtgagccaacagtaatagaaaggaacacaacagagatagtgtacttaactaacaccaccatag

agaaagaaacatgccacaaaacagtggaatacaggaattggtcaaagcctcaatgcaaaataacaggctttgcacc

tttttccaaggacaattcaattcgactttctgctggtggggacatatgggtgacgagggaaccttacgtgtcatgc

gagcctggcaaatgttatcagtttgcactcgggcaagggaccacactagacaataaacattcaaacgatacaatac

atgacagaaccccctatcgaactctattgatgaatgaattgggtgtcccatttcatttagggacaagacaagtgtg

tattgcatggtccagctcaagttgttatgatgggaaagcatggttgcatgtctgtatcactggacatgataaaaat

gcaactgccagtttcatttacgatggtagacttgtagatagcattggttcatggtctaaaaatatacttagaaccc

aggaatcagaatgcgtttgcatcaatggggtctgtacagtagtaatgactgatggaagtgcttcgggaagagctga

tactaaaatactattcattgaagaagggaaaattgttcatattagcccattagcggggagtgcacagcatgtggag

gagtgctcctgttatccccgatatcctggcgtaaggtgtatctgcagagacaactggaaaggctctaacagacccg

ttgtggatataaatatagaagattatagcattgattccagttatgtgtgttcagggcttgttggcgacacacccag

aatcaatgacggatccagtagtagctactgccgtgatcctaacaacgaaaaaggaaatcacggagtgaagggctgg

gcttttgacgatggaaatgatgtgtggatgggaagaacgatcaacgaagattcacgctcaggttatgaaacattca

aagtcattggtggttggtccactcctaattccaaattgcagataaataggcaagtaatagttgatagcaacaatag

gtcaggttattctggtgttttctccgttgaaggcaaaagctgcatcaatagatgtttctacgtggagttgataaga

ggaagaaggtcagaagcgcgagtatggtggacctcaaacagtattgttgtattttgtggcacttcaggtacctatg

gaacaggctcatggcctgatggagcagacatcaacctcatgcctatatga

[0140] N2‑苏格兰/1994(分支1)(SEQ  ID  NO:20)

[0141] MNPNQKIITIGSVSLVIATLCFLMQMAILITTVKLHFKQYECGFPANNQVITCEPTVIERNTTEIVYLT
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NTTIEKETCHKTVEYRNWSKPQCKITGFAPFSKDNSIRLSAGGDIWVTREPYVSCEPGKCYQFALGQGTTLDNKHSN

DTIHDRTPYRTLLMNELGVPFHLGTRQVCIAWSSSSCYDGKAWLHVCITGHDKNATASFIYDGRLVDSIGSWSKNIL

RTQESECVCINGVCTVVMTDGSASGRADTKILFIEEGKIVHISPLAGSAQHVEECSCYPRYPGVRCICRDNWKGSNR

PVVDINIEDYSIDSSYVCSGLVGDTPRINDGSSSSYCRDPNNEKGNHGVKGWAFDDGNDVWMGRTINEDSRSGYETF

KVIGGWSTPNSKLQINRQVIVDSNNRSGYSGVFSVEGKSCINRCFYVELIRGRRSEARVWWTSNSIVVFCGTSGTYG

TGSWPDGADINLMPI

[0142] N2‑苏格兰/1994(分支2)(SEQ  ID  NO:21)

[0143] atgaatccaaaccagaaaataataacgatcggttctgtctccttgatcattgcaacaatgtgcttttt

catgcaagttgccattctggtaactactgtaacattgcatttcaggcagtgcgaatgcaactcctccgcaaccaac

caaataatgccatgtaaaccaacaaaaatagagagaaacataactgaaattgtgtacttaaccaataccaccataa

aaacagaggtatgccccaaactagtgaaatacagggattgggcaaaaccacaatgtagaatcacagggtttgcacc

tttttccaaggacaattcgattcggctttctgccggtggggccatttgggtaacgagagaaccctatgtatcatgc

gatcttagcaagtgttaccagtttgcgctcggacaggggactacactagacaacagacattcaaatgacacaatac

atgatagaactccttatcggaccctattgatgaatgaattgggtgttccatttcatttaggaaccaggcaagtgtg

tatagcttggtccagttcaagttgtcacgatggaaaagcatggctgcatgtttgtgtcactgggtatgataaaaat

gctactgctagcctcatttatgacggaaggcttgtggacagcatcggttcatggtcccaaaacatcctccggaccc

aggaatcggaatgtgtttgtataaatggtacttgcacagtggtaatgactgatgggagtgcttcaggaaaagctga

taccagaatactatttattgaagaagggaagattattcacattagtccattgacaggaagtgcacagcatgttgaa

gagtgttcttgttatcctcgataccccggtgtaagatgtgtttgtagagacaactggaagggctctaacagacccg

tcgtggatataaatgtaaaagattataaaattaactccagttatgtatgctcaggccttgttggcgatacacccag

aaacaacgatagatctagcaatagcaactgccaaaatcctaacaaccagagagggaatcatggagtgaagggctgg

gcctttgacgatggaaatgacatatggatgggaagaaccatcagcaatgattcacgtttaggttatgaaactttca

aagttattggtggttggtccaaacccaactccaaagttcagacaaataggcaagtcatagttgacagcgataatag

atcaggttattctggcgttttctctgttgaaggcaaaagctgcatcaataggtgcttttatgtagagctaataaga

ggaaggagacaggaagctagagtatggtggacttcgaacagtattgttgtgttttgtggtacttcgggtacatatg

gttcaggctcatggcctgatggggctgacatcaatcttatgcctatataa

[0144] N2‑苏格兰/1994(分支2)(SEQ  ID  NO:22)

[0145] MNPNQKIITIGSVSLIIATMCFFMQVAILVTTVTLHFRQCECNSSATNQIMPCKPTKIERNITEIVYLT

NTTIKTEVCPKLVKYRDWAKPQCRITGFAPFSKDNSIRLSAGGAIWVTREPYVSCDLSKCYQFALGQGTTLDNRHSN

DTIHDRTPYRTLLMNELGVPFHLGTRQVCIAWSSSSCHDGKAWLHVCVTGYDKNATASLIYDGRLVDSIGSWSQNIL

RTQESECVCINGTCTVVMTDGSASGKADTRILFIEEGKIIHISPLTGSAQHVEECSCYPRYPGVRCVCRDNWKGSNR

PVVDINVKDYKINSSYVCSGLVGDTPRNNDRSSNSNCQNPNNQRGNHGVKGWAFDDGNDIWMGRTISNDSRLGYETF

KVIGGWSKPNSKVQTNRQVIVDSDNRSGYSGVFSVEGKSCINRCFYVELIRGRRQEARVWWTSNSIVVFCGTSGTYG

SGSWPDGADINLMPI

[0146] 下列实施例用于提供对本发明的进一步理解，但绝不意味着以任何方式限制本发

明的有效范围。

[0147] 实施例

[0148] 实施例1

[0149] 包含四个个体NA‑RP构建体的无佐剂多价NA‑RP疫苗在断奶仔猪中的功效
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[0150] 简介

[0151] 已将RNA病毒用作引入疫苗抗原的载体‑载剂，其已被基因工程化至它们的基因

组。然而，迄今为止，其用途主要限于将病毒抗原整合入RNA病毒，然后将病毒引入受体宿

主。结果是诱导针对整合入的病毒抗原的保护性抗体。已将α病毒RNA复制子颗粒用于编码

病原性抗原。已经从几种不同α病毒开发成这样的α病毒复制子平台，包括委内瑞拉马脑炎

病毒(VEE)[Pushko等，Virology  239:389‑401(1997)]、辛德毕斯(SIN)[Bredenbeek等，

Journal  of  Virology  67:6439‑6446(1993)，其全部内容通过引用并入本文]和塞姆利基

森林病毒(SFV)[Liljestrom和Garoff ,Biotechnology(NY)9:1356‑1361(1991)，其全部内

容通过引用并入本文]。此外，α病毒RNA复制子颗粒是几种USDA许可的猪和禽类疫苗的基

础。这些包括：猪流行性腹泻疫苗，RNA颗粒(产品代码19U5.P1)、猪流感疫苗，RNA(产品代码

19A5.D0)、禽流感疫苗，RNA(产品代码19O5.D0)和处方产品，RNA颗粒(产品代码9PP0.00)。

[0152] 进行了一项研究，以确定两个剂量水平的四联无佐剂NA‑RP疫苗的功效和免疫原

性。该无佐剂疫苗包含四个RP构建体，每个构建体分别编码一个单独、不同的当代U.S.IAV‑

S分离株的NA蛋白。这些NA基因一起代表了美国猪群体中主要的两个N1系统发生簇和两个

N2簇。向疫苗组分和攻击毒株血清反应均呈阴性的断奶仔猪两次肌内(IM)接种(每剂1mL)

无佐剂疫苗。然后，检测四联NA‑RP疫苗针对异源N1(H1N1病毒)和N2(H1N2病毒)攻击感染的

功效。

[0153] 材料和方法

[0154] NA‑RP抗原的构建：

[0155] 根据此前的描述[参见US  9,441,247B2；其内容通过引用并入本文]构建设计用于

表达神经氨酸酶(NA)基因的VEE复制子载体，具有下述修饰。使用限制性内切酶AscI和PacI

消化来源于TC‑83的复制子载体“pVEK”[在U.S.9,441,247B2中公开和描述]。使用限制性内

切酶 As cI和 Pa cI同样地消化 DN A质粒，所述 DN A质粒含有具有 5’侧翼序列 (5’‑

GGCGCGCCGCACC‑3’)[SEQ  ID  NO：9]和3’侧翼序列(5’‑TTAATTAA‑3’)[SEQ  ID  NO：10]的N1

或N2基因的密码子优化的开放阅读框序列(表1)。然后，将合成的基因表达盒连接至经消化

的pVEK载体，并将所得到的克隆重新命名为“pVHV‑N1‑大流行”、“pVHV‑N1‑经典”、“pVHV‑

N2‑2002”和“pVHV‑N2‑1998”。选择“pVHV”载体命名法指来源于pVEK的复制子载体，其含有

在pVEK的多个克隆位点中通过AscI和PacI位点克隆的转基因表达盒。

[0156] 根据此前描述的方法[U.S.9,441,247B2和U.S.8,460,913B2；其内容通过引用并

入本文]制备TC‑83RNA复制子颗粒。简言之，在使用MegaScript  T7  RNA聚合酶和帽类似物

(Promega ,Madison,WI)进行体外转录之前，用NotI限制性内切酶将pVHV复制子载体DNA和

辅助DNA质粒线性化。重要的是，如此前所述[Kamrud等，J  Gen  Virol.91(Pt  7):1723‑1727

(2010)]，在制备中使用的辅助RNA缺乏VEE亚基因组启动子序列。将复制子和辅助组分的纯

化RNA合并并与Vero细胞悬液混合，在4mm比色杯中电穿孔，然后再将其放入OptiPro  SFM细

胞培养基(Thermo  Fisher,Waltham,MA)中。孵育过夜后，纯化α病毒RNA复制子颗粒，使用含

5％蔗糖(w/v)和1％猪血清的磷酸盐缓冲液配制，通过0 .22微米膜滤器，并分装成小份保

存。在感染的Vero细胞单层上使用免疫荧光测定法确定功能性RP的滴度。根据由包装的复

制子编码的基因鉴定RP的批次。

[0157] 表1
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[0158] 在NA‑RP构建体中编码的N1和N2基因

[0159]

[0160] 病毒：攻击病毒是从USDA国家兽医服务实验室获得的。

[0161] ·A/猪/伊利诺伊/A01554351/2015(H1N1)具有H1‑ γ 簇的HA基因和N1‑经典簇的

NA基因。

[0162] ·A/猪/爱荷华/A02076654/2015(H1N2)具有H1‑δ1簇的HA基因和N2‑2002A簇的NA

基因。

[0163] 在MDCK细胞培养物中繁殖病毒。感染汇合细胞约48小时，直至在超过70％的细胞

单层中出现明显的细胞病变作用为止。收获时，从容器中除去上清液，并且在‑60℃或更低

温度下保存病毒之前通过离心澄清。

[0164] 动物：根据血清学筛查从高健康猪群中选择断奶仔猪以确认不存在针对疫苗和攻

击毒株的HI或NI抗体。这些动物是雄性和雌性混合的，并且在第一次接种时约3周龄。

[0165] 接种和攻击：下表2中概述了治疗组。以两个剂量水平配制四联NA‑RP疫苗：106个

拷贝每种RP/剂(低剂量)和107个拷贝每种RP/剂(高剂量)，根据基于免疫荧光的滴度测定

对功能性RP进行定量。在由1％猪血清和5％蔗糖组成的稳定剂中配制NA‑RP抗原。安慰剂疫

苗由不含抗原的相同稳定剂组成。在3周龄和7周龄时，以1mL剂量向猪IM施用无佐剂疫苗。

在接种后，通过IFA检测对剩余疫苗物质反滴定确定剂量水平。在第一次接种当天，第二次

接种当天和攻击感染当天收集血清样品。

[0166] 表2

[0167] 治疗组

[0168]

[0169] 在第二次免疫后3周时，向猪施用攻击感染。将攻击物质H1N1(H1‑ γ ‑N1‑经典)和

H1N2(H1‑δ1b‑N2‑2002A)病毒配制为目标剂量106.5TCID50/猪(体积为6mL)。通过气管内途

径施用攻击物质。通过对剩余攻击物质反滴定确认攻击病毒剂量。在攻击后‑1、1、3和5天对

所有猪取鼻拭子样品。
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[0170] 在攻击后(DPC)5天进行尸检。在有执照兽医的监督下，在5DPC以过量的巴比妥酸

盐将猪安乐死。收集并观察肺，以记录受宏观病变影响的每个肺叶的表面积，从而得出全面

的肺病变评分百分比。从所有猪中收集支气管肺泡灌洗液和鼻拭子样品以测量病毒滴度。

收集肺切片用于微观病变的分析。

[0171] 免疫应答分析：通过HI和NI检测确定在猪血清样品中的IAV‑S特异性抗体。将血清

在56℃下热灭活30‑60分钟。对于HI，还用受体破坏酶和/或高岭土处理血清，并使用火鸡红

细胞吸收，以除去非特异性凝集素。根据此前的描述[Kitikoon等，Methods  Mol  Biol 

1161:295‑301(2014)]，使用火鸡红细胞，进行HI检测。使用经过微小改进的此前描述的方

法[Sandbulte和Eichelberger,Methods  Mol  Biol  1161:337‑45(2014)]进行NI检测。简而

言之，将血清的2倍系列稀释液与表达的蛋白抗原在胎球蛋白包被的96孔板上等体积混合，

并在37℃下孵育过夜。在室温下添加花生凝集素辣根过氧化物酶缀合物(PNA‑HRP)2小时以

结合剥离唾液酸的胎球蛋白分子。通过TMB显色底物获得信号，并在650nm处读取结果。从所

有孔扣除不含NA抗原的阴性对照的平均光密度(OD)。然后将测试样品的OD值在0‑100％范

围内标准化，其中将阳性对照孔(含有NA抗原，但无血清)的平均OD定义为100％。将NI抗体

效价定义为抑制≥50％的神经氨酸酶活性的样品的最高稀释度。

[0172] 肺部病理学检查：在肺前叶和后叶的网格图上记录了在所有肺叶外部观察到的肉

眼可见病变(界限清楚的紫色至李子色实变(consolidation))。根据受病变影响的网格的

数量计算每头猪的综合评分(肺部病变百分比)。

[0173] 病毒脱落：使用感染培养基[Dulbeco最低限度基本培养基(DMEM)，补充了0.3％牛

血清白蛋白，组分V；2mM  L‑谷氨酰胺；25μg/mL庆大霉素；2μg/mL胰酶IX]将鼻拭子样品和

BAL液进行10倍系列稀释，并将100μL每种稀释液加入96孔板中的汇合MDCK细胞中(四复

孔)。将板在37℃、5％CO2条件下孵育，并在72小时后通过对每孔的上清液进行血凝素检测

观察是否存在感染性病毒。通过Spearman‑ 法计算IAV‑S滴度，并以Log10TCID50/

mL表示。

[0174] 结果

[0175] 接种多价NA‑RP的猪的免疫应答，见图1A‑1D。

[0176] ·高剂量和低剂量疫苗(分别为，107和106个RP拷贝/剂)四联NA‑RP疫苗诱导针对

所有四个NA组分的功能性NI抗体效价。

[0177] ·由高剂量疫苗诱导的NI效价要高约1‑2倍稀释。

[0178] ·安慰剂疫苗组中的猪仍保持血清阴性。

[0179] 四联NA‑RP疫苗针对攻击感染的功效：

[0180] 肺病变：见图2A‑2B。

[0181] ·在安慰剂对照猪的肺部H1N1攻击感染引起超过13％的病变。高剂量和低剂量免

疫的两个治疗组在H1N1攻击后5天的肺病变评分均显著低于未经免疫的安慰剂组(p<

0.05)。无论疫苗剂量如何，对肺病变的保护作用都是稳健的。

[0182] ·在安慰剂对照猪的肺部H1N2攻击感染仅引起3.2％的病变。两个治疗组在H1N2

攻击后5天的肺部病变评分均低于未经免疫的安慰剂组，平均肺部病变评分分别低于1.1％

和1.2％，但接种疫苗的组与安慰剂组之间的差异无统计学意义。

[0183] 鼻脱落：见图3A‑3B。
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[0184] 对于所有三个治疗组，H1N1攻击病毒脱落均在3DPC时最大。

[0185] ·在5DPC时，高剂量和低剂量四联RP治疗组与安慰剂对照相比病毒滴度均显著降

低(p<0.05)。

[0186] ·H1N2攻击病毒的鼻脱落更加延迟，安慰剂组的平均滴度直至5DPC时才超过测定

的检测下限。在5DPC时，两个剂量水平的接种组的H1N2病毒滴度均显著降低(p<0.05)。

[0187] 在肺中的病毒：见图4A‑4B。

[0188] ·安慰剂接种组5DPC时收集的支气管肺泡灌洗液(BALF)中H1N1的病毒滴度比接

种四联(4联)NA‑RP的两个组的任何一个均高2个对数，后者未检测到阳性滴度。这代表了两

个接种组的统计学显著差异(p<0.05)。

[0189] ·两个接种组与安慰接种组之间，H1N2攻击组的病毒滴度均显示出2‑3个对数的

降低，且具有统计学意义(p<0.05)。

[0190] 总结

[0191] H1N1感染是更加稳健的攻击模型，其具有较高肺病变评分以及鼻和肺病毒滴度。

对于肺病变严重程度、鼻脱落和BALF病毒滴度而言，四联NA‑RP接种组显示出对H1N1病毒具

有统计学显著意义的保护作用。出现的血清NI效价较弱(<80)的低剂量四联NA‑RP疫苗组的

个体动物也受到了保护。H1N2攻击感染是稳健性较差的模型，因为安慰剂组中的肺部病变

较少。然而，即使在该组中，对于鼻脱落和肺中的病毒滴度，接种组也产生了显著的保护作

用。无佐剂的多价NA‑RP制剂具有免疫原性，并显示出对抗原性相似攻击NA毒株的功效。

[0192] 实施例2

[0193] 在第一次接种时具有N1抗体的断奶仔猪中，佐剂四联NA‑RP疫苗对H1N1感染的功

效

[0194] 进行了一项研究，以确定四联佐剂NA‑RP疫苗的功效和免疫原性。佐剂疫苗包含四

种RP构建体，每个构建体分别编码一种单独、不同的当代U.S.IAV‑S分离株的NA基因。这些

NA基因一起代表了两个N1系统发生簇(N1‑经典和N1‑大流行)和两个N2簇(N2‑1998和N2‑

2002)。向第一次接种时针对N1‑经典抗原血清反应阳性的断奶仔猪两次肌内(IM)接种(每

剂1mL)佐剂疫苗。检测佐剂四联NA‑RP疫苗针对异源N1(H1N1病毒)攻击感染的功效。

[0195] 材料和方法

[0196] NA‑RP抗原的构建：如实施例1中所述制备含有表达神经氨酸酶(NA)基因的α病毒

复制子RNA的复制缺陷型RNA颗粒(RP)。

[0197] 表3

[0198] 在NA‑RP构建体中编码的N1和N2基因

[0199]

[0200] 病毒：攻击病毒是从USDA国家兽医服务实验室获得的。A/猪/伊利诺伊/

A01554351/2015(H1N1)具有H1‑ γ 簇的HA基因和N1‑经典簇的NA基因。在MDCK细胞培养物中

繁殖病毒。感染汇合细胞约48小时，直至在超过70％的细胞单层中出现明显的细胞病变作
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用为止。收获时，从容器中除去上清液，并且在‑0℃或更低温度下保存病毒之前通过离心澄

清。

[0201] 动物：根据血清学筛查从高健康猪群中选择断奶猪仔以确认不存在针对疫苗和攻

击毒株的HI或NI抗体。这些动物是雄性和雌性混合的，并且在第一次接种时约3周龄。

[0202] 接种和攻击：表4中概述了治疗组。以106个拷贝每种RP/剂配制4联NA‑RP疫苗，根

据基于免疫荧光的滴度测定对功能性RP进行定量。在由1％猪血清和5％蔗糖组成的稳定剂

中配制NA‑RP抗原。安慰剂疫苗由不含抗原的相同稳定剂组成。在3周龄和7周龄时，将疫苗

与XSolve佐剂混合(1:1v/v，1mL剂量)，然后立即通过IM途径向猪施用。在接种后，通过IFA

检测对剩余疫苗物质反滴定(back‑titrated)确定剂量水平。在第一次接种当天，第二次接

种当天和攻击感染当天收集血清样品。

[0203] 在第一次接种前1天对所有猪称重，向在N1‑经典抗体阳性组的猪皮下注射2mL/kg

剂量的N1‑经典超免疫血清(对N1‑经典抗原的NI效价为1:2560)。

[0204] 表4

[0205] 治疗组

[0206] (n＝每组10只猪)

[0207]

[0208] 在第二次免疫后3周时，向猪施用攻击感染。将攻击物质H1N1(H1‑ γ ‑N1‑经典)配

制为目标剂量106.5TCID50/猪(体积为6mL)。通过气管内途径施用攻击物质。通过对剩余攻

击物质反滴定确认攻击病毒剂量。在攻击后‑1、1、3和5天对所有猪取鼻拭子样品。

[0209] 在攻击后5天进行尸检。在有执照兽医的监督下，在5DPC时以过量的巴比妥酸盐将

猪安乐死。收集并观察肺，以记录受宏观病变影响的每个肺叶的表面积，从而得出全面的肺

病变评分百分比。从所有猪中收集支气管肺泡灌洗液和鼻拭子样品以测量病毒滴度。收集

肺切片用于微观病变的分析。

[0210] 免疫应答分析：通过NI检测确定在猪血清样品中的IAV‑S特异性抗体。将血清在56

℃下热灭活30‑60分钟。使用经过微小改进的此前所述的方法[Sandbulte和Eichelberger,

Methods  Mol  Biol  1161:337‑45(2014)]进行NI检测。简而言之，将血清的2倍系列稀释液

与表达的蛋白抗原在胎球蛋白包被的96孔板上等体积混合，并在37℃下孵育过夜。在室温

下添加花生凝集素辣根过氧化物酶缀合物(PNA‑HRP)2小时以结合剥离唾液酸的胎球蛋白

分子。通过TMB显色底物获得信号，并在650nm处读取结果。从所有孔扣除不含NA抗原的阴性

对照的平均光密度(OD)。然后将测试样品的OD值在0‑100％范围内标准化，其中将阳性对照

孔(含有NA抗原，但无血清)的平均OD定义为100％。将NI抗体效价定义为抑制≥50％的神经

氨酸酶活性的样品的最高稀释度。

[0211] 肺部病理学检查：在肺前叶和后叶的网格图上记录了在所有肺叶外部观察到的肉
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眼可见病变(界限清楚的紫色至李子色实变)。根据受病变影响的网格的数量计算每头猪的

综合评分(肺部病变百分比)。

[0212] 病毒脱落：使用感染培养基[Dulbeco最低限度基本培养基(DMEM)，补充了0.3％牛

血清白蛋白，组分V；2mM  L‑谷氨酰胺；25μg/mL庆大霉素；2μg/mL胰酶IX]将鼻拭子样品和

BAL液进行10倍系列稀释，并将100μL每种稀释液加入96孔板中的汇合MDCK细胞中(四复

孔)。将板在37℃、5％CO2条件下孵育，并在72小时后通过对每孔的上清液进行血凝素检测

观察是否存在感染性病毒。通过Spearman‑ 法计算IAV‑S滴度，并以Log10TCID50/

mL表示。

[0213] 结果

[0214] 接种多价NA‑RP的猪的免疫应答(参见，图5)

[0215] ·在接受其第一次接种前一天被动转移了N1‑经典超免疫血清的猪在接种时N1‑

经典抗体的效价为40‑80。

[0216] ·与其第一次接种时针对NI‑经典抗体阳性的猪相比，针对N1‑经典抗体阴性的猪

在使用含有Xsolve  50的四联NA‑RP疫苗两次接种后诱导出约高3倍的NI效价。

[0217] ·在N1‑经典阴性/安慰剂接种组中，猪的NI效价仍保持血清阴性。

[0218] 四联NA‑RP疫苗对攻击感染肺病变的功效(参见，图6)

[0219] ·当接种在第一次接种时无N1‑经典抗体的猪时，四联NA‑RP接种在减轻肺病变方

面非常有效。与两个安慰剂接种组相比，肺病变百分比显著更低。

[0220] ·与两个安慰剂接种组相比，在存在N1‑经典NI效价的情况下接种的猪也具有显

著减轻的肺病变。

[0221] 总结

[0222] 与安慰剂接种组相比，对于肺病变严重程度而言，在N1‑经典血清阳性和血清阴性

的猪中接种四联佐剂NA‑RP均显示出对H1N1病毒具有统计学显著性的保护作用。当在存在

被动转移的N1‑经典抗体的条件下接种猪时，N1‑经典效价水平降低，但仍呈阳性。此外，令

人吃惊的是，当在N1‑经典血清阴性的猪中接种时，与Xsolve佐剂一起使用的四联NA‑RP疫

苗对N1‑经典抗原具有非常高的免疫原性。

[0223] 实施例3

[0224] 具有双NA基因RP构建体的四联神经氨酸酶(NA)疫苗制剂的疫苗功效评价

[0225] 在这项研究中的疫苗由两种RNA颗粒构建体组成，每种构建体编码来自美国当代

IAV‑S分离株的两个NA基因。一种构建体具有两个N1系统发生簇(N1‑经典和N1‑大流行)和

另一种构建体具有两个N2簇(N2‑1998和N2‑2002)。不使用佐剂，将疫苗配制成不同剂量。研

究目的是在疫苗组分血清阴性的断奶仔猪中确定以不同剂量配制的四联NA‑RP疫苗对H1N2

(N2‑2002)病毒感染的功效和免疫原性。

[0226] 材料和方法

[0227] 双基因(DG)NA‑RP抗原的构建和疫苗制剂

[0228] 每种构建体均由α病毒非结构蛋白开放阅读框、后接一个NA糖蛋白基因序列的亚

基因组启动子、间隙序列、后接第二NA糖蛋白基因的第二亚基因组启动子序列和最后是α病
毒非翻译区组成。整合入单一RP构建体中的NA  DG来自美国目前流行的猪流感病毒(SIV)分

离株，并用于合成质粒载体pVHV中的NA基因(见表5)。质粒载体pVHV是委内瑞拉马脑炎病毒
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(TC‑83)无毒人疫苗株的衍生物。针对序列组成对完成的复制子颗粒进行验证并在体外转

录成RNA。将每种NA复制子RNA与编码VEE衣壳辅助蛋白和糖蛋白序列的辅助RNA一起电穿孔

进入Vero细胞中，从而将NA复制子RNA包装到RP中。将多价免疫荧光测定法用于定量功能性

N1和N2特异性RP并测定疫苗剂量。连续稀释待测物质，加入48孔板中的Vero细胞单层中，并

在37℃下孵育18‑24hr。固定细胞，并使用一抗N1或N2抗体，随后使用FITC偶联的二抗染色。

对单个抗原阳性细胞计数，并以RP/mL为单位计算滴度。

[0229] 表5

[0230] 在NA‑RP构建体中编码的N1和N2基因

[0231]

[0232] 在由谷氨酸一钠、蔗糖、PVP、硫酸钠和HEPES组成的稳定剂中配制四个不同剂量水

平的疫苗(参见，表6)。安慰剂疫苗由不含任何RP构建体的磷酸盐缓冲液(PBS)组成。

[0233] 表6

[0234] 疫苗剂量

[0235]

[0236] 病毒

[0237] 攻击病毒A/猪/IL/A01475495/2014(H1N2)是从USDA国家兽医服务实验室获得的。

H1N2分离株具有H1‑δ1簇的HA基因和N2‑2002簇的NA基因。在MDCK细胞培养物中繁殖病毒。

感染汇合细胞约48小时，直至在超过70％的细胞单层中出现明显的细胞病变作用为止。收

获时，从容器中除去上清液，并且在‑60℃或更低温度下保存病毒之前通过离心澄清。

[0238] 动物

[0239] 根据血清学筛查从高健康猪群中选择断奶猪仔以确认不存在针对疫苗和攻击毒

株的神经氨酸酶抑制(NI)抗体。这些动物是雄性和雌性混合的，并且在第一次接种时约3周

龄。

[0240] 接种、攻击和样品收集；肺部病理学检查；病毒脱落和神经氨酸酶抑制(NI)检测

[0241] 如上文所述。

[0242] 结果

[0243] 四联NA‑DG‑RP疫苗针对攻击感染的功效

[0244] 宏观肺病变如图7中所示。在安慰剂对照猪的肺中，H1N2攻击感染导致平均16.7％

的病变。与剂量水平无关，接种的猪具有平均3.3％或更少的肺病变，并且显著低于安慰剂

组(p<0.0001)。
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[0245] 鼻脱落(参见，图8)

[0246] 在攻击前的时间点，所有猪的病毒脱落均为阴性。在1DPC时，接种的猪均无脱落病

毒，而在安慰剂组中有1头猪脱落102.5TCID50/m病毒。在3DPC时，与接种安慰剂的猪相比，

接种配制成前两个最高剂量的猪(疫苗1和2)鼻腔中的病毒显著减少。在5DPC时，与安慰剂

组相比，仅接种最高疫苗剂量(疫苗1)的猪的病毒脱落显著减少。

[0247] 针对接种的免疫应答

[0248] 神经氨酸酶抑制(NI)效价如图9中所示。在所有接种的猪中，以不同剂量水平配制

的疫苗均诱导血清转化(N2‑2002效价>40)，并且最高效价在第二次接种后14天时。在

14DPV2和‑1DPC时检测到的接种组之间的平均效价没有显著差异。然而，似乎检测到的NI效

价水平与疫苗剂量有关(剂量越高，NI效价越高)。在所有样品收集时间点，安慰剂组的猪都

保持血清阴性。

[0249] 总结

[0250] H1N2感染诱导较高的肺病变评分，并伴有较多鼻脱落。无论所检测的疫苗剂量水

平如何，对于肺病变而言，保护作用是稳健的(最低N2‑DG‑RP剂量为2.5x105  RP/mL)。N2‑

DG‑RP构建体至少需要2.5x107  RP/mL水平，以显著减少攻击后前5天的脱落。在第二次接种

后2周，所有猪均具有阳性N22002效价。在接受较高疫苗剂量的猪中观察到，检测到的抗体

水平似乎随着疫苗剂量的增加而趋向于升高。

[0251] 实施例4

[0252] 具有单一基因RP构建体的2联神经氨酸酶(NA)疫苗制剂的疫苗功效评价

[0253] 进行了一项研究，以确定五种不同二价佐剂NA‑RP疫苗的功效和免疫原性，每种疫

苗分别编码单独、不同的当代EU  IAV‑S分离株的NA基因。这些NA基因在一起代表两个NA系

统发生谱系和三个N2谱系(参见，下表7)。在5周龄和8周龄，通过两次肌内(IM)接种，向猪施

用佐剂疫苗(每剂1mL；5x  106个RP/剂)。如下表8所示，单独检测五种佐剂NA‑RP疫苗针对其

相应攻击感染的功效。

[0254] 材料和方法

[0255] NA‑RP抗原的构建：

[0256] 如实施例1中所述制备含有表达神经氨酸酶(NA)基因的α病毒复制子RNA的复制缺

陷型RNA颗粒(RP)。

[0257] 血清反应实验：

[0258] 下表8中概述了治疗组。使用佐剂(XSolve50)，在1mL体积中，以5x  106个RP/剂的

剂量水平配制NA‑RP疫苗。在5周龄和8周龄，以1‑mL剂量向猪IM施用疫苗。在最后一次接种

后2周时收集血清样品，以定量测定针对属于各自谱系和同源NA蛋白的异源流感病毒株的

NI抗体效价。

[0259] 接种和攻击：

[0260] 每组9只猪在5周龄和8周龄时分别通过肌内途径免疫两次，使用编码来自两个不

同谱系的NA抗原的RP疫苗以及X‑Solve50佐剂。安慰剂组由7只猪组成，每只均接种编码无

关抗原的RP以及X‑solve50。第二次接种后两周，从所有猪中采集血样，以定量测定针对属

于各自谱系的异源流感病毒株的神经氨酸酶抑制(NI)抗体效价，平均NI效价如表中所示。

采集血样后，用针对疫苗组分之一的谱系匹配的异源甲型流感病毒株对猪进行攻击。在攻
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击后3天处死猪，每只猪收集6个肺样品(每个肺叶一个)，并使用合并的肺匀浆测定病毒载

量。值为病毒滴度的几何平均值(log10TCID50/mL)。使用Mann‑Whitney  U检验对数据进行

分析。*与各自未接种组相比，值具有显著差异(P<0.05)。

[0261] 表7

[0262] 在欧洲NA‑RP构建体中编码的N1和N2基因

[0263]

[0264] 表8

[0265] 治疗组和接种攻击结果

[0266]

[0267] 结果

[0268] 本实验的结果如表8中所示。所有五种NA‑RP疫苗均在猪中诱导了针对属于各自谱

系和同源NA蛋白的异源流感病毒株的功能性NI抗体效价。

[0269] 收集每只猪的肺样品，并使用合并的肺匀浆测定病毒载量。提供的值是病毒滴度

的几何平均值(log  10TCID50/mL)。从表8中可以明显看出，接种猪的值与其各自未接种组相
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比具有显著性差异(P<0.05)，表明在使用异源病毒株感染后在病毒载量方面NA‑RP疫苗是

成功的。

[0270] 实施例5

[0271] 美国系统发生簇的确定

[0272] 美国神经氨酸酶(NA)簇的定义

[0273] 美国N1簇：

[0274] (1)在N1簇中的氨基酸同一性

[0275] a.N1
大流行

或N‑大流行是～97％‑100％(平均多样性％为3.12％)

[0276] b.N1
经典

或N1‑经典是～95％‑100％(平均多样性％为4.91％)

[0277] (2)N1簇之间的氨基酸同一性是～82％(平均多样性％为18.26％)

[0278] 美国N2簇：

[0279] (1)在N2簇中的氨基酸同一性

[0280] a.N21998或N2‑1998是～94％‑100％(平均多样性％为5.94％)

[0281] b.N22002或N2‑2002是～94％‑100％(平均多样性％为6.37％)

[0282] (2)N2簇之间的氨基酸同一性是～88％(平均多样性％为11.84％)

[0283] 方法：

[0284] 从流感研究数据库下载从2000年至今收录的来自H1N1和H3N1病毒的US  N1(共计

约1,550条序列)和来自H1N2和H3N2病毒的US  N2(共计约2,700条序列)的全长非冗余氨基

酸序列。使用MEGA7.0.7版分析了US  N1和N2数据的簇内和簇间氨基酸同一性百分百[参见，

Kumar等，Bioinformatics  28:2685‑2686(2012)]。使用MAFFT  7.294b版[Katoh等，Nucleic 

Acids  Res.30:3059‑3066(2002)；Katoh等，Molecular  Biology  and  Evolution  30:772‑

780(2013)]对两条序列进行比对，并在FastTree  2.1.8版中生成两个独立的N1和N2最大似

然性系统发生树[Price等，PLoS  ONE,5(3)2010:e9490]。基于N1和N2的系统发生，将N1和N2

序列分配至四个此前描述的NA抗原谱系(N1
经典

、N1
大流行

、N21998和N22002)之一[参见，Nelson等，

J  Virol .86(16):8872‑8878(2012)；Anderson等，Influenza  Other  Respir  Viruses 

Suppl  4:42‑51(2013)]。标记特定的簇，并使用MEGA命令行(默认设置)进一步计算多样性

指标，并且针对簇内和簇间多样性使用 γ 分布速率变化(α为0.5)且部分缺失设置为95％计

算p距离。

[0285] 实施例6

[0286] 欧洲谱系的确定

[0287] 对EU‑NA部分的简介：

[0288] 与北美类似，欧洲猪群中的猪之间同时传播了三个亚型的甲型流感病毒H1N1、

H3N2和H1N2。然而，在每个亚型中，HA和NA基因谱系差异很大[参见，Kuntz‑Simon和Madec 

Zoonoses  Public  Health.,56(6‑7):310‑325(2009)]。如Watson等，[J.Virol.,89:9920–

9931(2015)；doi:10.1128/JVI.00840‑15]等所述，欧洲猪流感分离株的NA基因属于四个主

要谱系和两个次要谱系。主要谱系包括：

[0289] 1.A(H1N1)大流行2009样N1，

[0290] 2.欧亚禽类‑样N1，

[0291] 3.A/猪/根特/1/1984‑样N2(根特/84)，和
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[0292] 4.A/猪/苏格兰/410440/1994‑样N2(Scot/94)。

[0293] 与其他欧洲主要谱系不同，苏格兰/94谱系的NA区段包括在欧洲猪群中传播的四

大主要病毒分支。次要欧洲流感NA谱系包括：

[0294] 1.A/猪/意大利/4675/2003样N2，和

[0295] 2.人季节样N2。

[0296] 对用于分析EU  NA‑N1和N2基因区段的方法的描述：

[0297] 从NCBI流感病毒资源中检索了2005至2018年之间收录的欧洲猪分离株全长NA基

因的氨基酸序列[参见，Watson等，J .Virol .,89:9920–9931(2015)；doi:10 .1128/

JVI.00840‑15的参考文献32]。使用Muscle(密码子)比对仪，利用MEGA  X中提供的默认设置

对N1和N2序列进行比对[Kumar等，Molecular  Biology  and  Evolution  35:1547‑1549

(2018)]。通过使用基于Whelan和Goldman模型的最大似然性法推断进化史[Molecular 

Biology  and  Evolution  18:691‑699(2001)]。使用250次重复的Bootstrap法进行系统发

生测试。将离散的 γ 分布用于模拟位点之间的进化速率差异[5个类别(+G，参数＝

0.7258)]。速率变化模型允许一些位点在进化上是不变的{[+I]，38.08％的位点}。分析涉

及244条氨基酸序列。剔除了位点覆盖率低于95％的所有位置。也就是说，在任何位置均允

许少于5％的比对空位、缺失数据和模糊的碱基。在最终的数据集中共计有469个位置。在

MEGA  X中进行进化分析[Kumar等，Molecular  Biology  and  Evolution  35:1547‑1549

(2018)]。将N1分离株指定为欧亚禽类‑N1样或大流行2009‑N1样谱系和N2分离株指定为苏

格兰/410440/1994‑N2样谱系(例如，分支1或分支2)、根特/1/1984‑N2样谱系、意大利/

4675/2003‑N2样谱系或人季节样N2谱系，如此前所述[Watson等，J.Virol.,89:9920–9931

(2015)]。使用MEGA  X计算谱系内和谱系之间的遗传同一性。随后，从上述每个谱系中选择

一个代表性毒株作为疫苗的候选对象。

[0298] 针对各个谱系和/或分支具有所得到的变异性范围的目标序列如下所示：

[0299] ·具有10％变异性的A/猪/意大利/179057/2015(H1N1)序列

[0300] ·具有15％变异性的A/猪/意大利/28762‑3/2013(H1N1)序列

[0301] ·具有10％变异性的A/猪/意大利/248147‑8/2015(H3N2)序列

[0302] ·具有10％变异性的A/猪/意大利/129452/2015(H1N2)序列

[0303] ·具有10％变异性的A/猪/英格兰/61470/2013(H1N2)序列

[0304] ·具有10％变异性的A/猪/意大利/246087/2014(H1N2)序列。

[0305] 本发明不限于本文所述具体实施方式的范围。实际上，除了本文描述的那些以外，

根据前面的描述，本发明的各种修改对于本领域技术人员而言将变得显而易见。此类修改

均旨在落入所附权利要求的范围内。

[0306] 还应理解的是，针对核酸或多肽给出的所有碱基大小或氨基酸大小以及所有分子

量或分子质量值均为近似值，并提供用于描述。

说　明　书 37/37 页

40

CN 111491663 B

40



[0001]

序　列　表 1/43 页

41

CN 111491663 B

41



[0002]

序　列　表 2/43 页

42

CN 111491663 B

42



[0003]

序　列　表 3/43 页

43

CN 111491663 B

43



[0004]

序　列　表 4/43 页

44

CN 111491663 B

44



[0005]

序　列　表 5/43 页

45

CN 111491663 B

45



[0006]

序　列　表 6/43 页

46

CN 111491663 B

46



[0007]

序　列　表 7/43 页

47

CN 111491663 B

47



[0008]

序　列　表 8/43 页

48

CN 111491663 B

48



[0009]

序　列　表 9/43 页

49

CN 111491663 B

49



[0010]

序　列　表 10/43 页

50

CN 111491663 B

50



[0011]

序　列　表 11/43 页

51

CN 111491663 B

51



[0012]

序　列　表 12/43 页

52

CN 111491663 B

52



[0013]

序　列　表 13/43 页

53

CN 111491663 B

53



[0014]

序　列　表 14/43 页

54

CN 111491663 B

54



[0015]

序　列　表 15/43 页

55

CN 111491663 B

55



[0016]

序　列　表 16/43 页

56

CN 111491663 B

56



[0017]

序　列　表 17/43 页

57

CN 111491663 B

57



[0018]

序　列　表 18/43 页

58

CN 111491663 B

58



[0019]

序　列　表 19/43 页

59

CN 111491663 B

59



[0020]

序　列　表 20/43 页

60

CN 111491663 B

60



[0021]

序　列　表 21/43 页

61

CN 111491663 B

61



[0022]

序　列　表 22/43 页

62

CN 111491663 B

62



[0023]

序　列　表 23/43 页

63

CN 111491663 B

63



[0024]

序　列　表 24/43 页

64

CN 111491663 B

64



[0025]

序　列　表 25/43 页

65

CN 111491663 B

65



[0026]

序　列　表 26/43 页

66

CN 111491663 B

66



[0027]

序　列　表 27/43 页

67

CN 111491663 B

67



[0028]

序　列　表 28/43 页

68

CN 111491663 B

68



[0029]

序　列　表 29/43 页

69

CN 111491663 B

69



[0030]

序　列　表 30/43 页

70

CN 111491663 B

70



[0031]

序　列　表 31/43 页

71

CN 111491663 B

71



[0032]

序　列　表 32/43 页

72

CN 111491663 B

72



[0033]

序　列　表 33/43 页

73

CN 111491663 B

73



[0034]

序　列　表 34/43 页

74

CN 111491663 B

74



[0035]

序　列　表 35/43 页

75

CN 111491663 B

75



[0036]

序　列　表 36/43 页

76

CN 111491663 B

76



[0037]

序　列　表 37/43 页

77

CN 111491663 B

77



[0038]

序　列　表 38/43 页

78

CN 111491663 B

78



[0039]

序　列　表 39/43 页

79

CN 111491663 B

79



[0040]

序　列　表 40/43 页

80

CN 111491663 B

80



[0041]

序　列　表 41/43 页

81

CN 111491663 B

81



[0042]

序　列　表 42/43 页

82

CN 111491663 B

82



[0043]

序　列　表 43/43 页

83

CN 111491663 B

83



图1A

图1B

说　明　书　附　图 1/10 页

84

CN 111491663 B

84



图1C

图1D

说　明　书　附　图 2/10 页

85

CN 111491663 B

85



图2A

图2B

说　明　书　附　图 3/10 页

86

CN 111491663 B

86



图3A

图3B

说　明　书　附　图 4/10 页

87

CN 111491663 B

87



图4A

说　明　书　附　图 5/10 页

88

CN 111491663 B

88



图4B

说　明　书　附　图 6/10 页

89

CN 111491663 B

89



图5

说　明　书　附　图 7/10 页

90

CN 111491663 B

90



图6

说　明　书　附　图 8/10 页

91

CN 111491663 B

91



图7

图8

说　明　书　附　图 9/10 页

92

CN 111491663 B

92



图9

说　明　书　附　图 10/10 页

93

CN 111491663 B

93


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003

	DES
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026
	DES00027
	DES00028
	DES00029
	DES00030
	DES00031
	DES00032
	DES00033
	DES00034
	DES00035
	DES00036
	DES00037
	DES00038
	DES00039
	DES00040

	BIS
	BIS00041
	BIS00042
	BIS00043
	BIS00044
	BIS00045
	BIS00046
	BIS00047
	BIS00048
	BIS00049
	BIS00050
	BIS00051
	BIS00052
	BIS00053
	BIS00054
	BIS00055
	BIS00056
	BIS00057
	BIS00058
	BIS00059
	BIS00060
	BIS00061
	BIS00062
	BIS00063
	BIS00064
	BIS00065
	BIS00066
	BIS00067
	BIS00068
	BIS00069
	BIS00070
	BIS00071
	BIS00072
	BIS00073
	BIS00074
	BIS00075
	BIS00076
	BIS00077
	BIS00078
	BIS00079
	BIS00080
	BIS00081
	BIS00082
	BIS00083

	DRA
	DRA00084
	DRA00085
	DRA00086
	DRA00087
	DRA00088
	DRA00089
	DRA00090
	DRA00091
	DRA00092
	DRA00093


