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申请人：西南民族大学

发明创造名称：一种绵羊肺炎支原体间接血凝检测方法的建立方法

驳   回   决   定

1.根据专利法第 38 条及其实施细则第 53 条的规定，决定驳回上述专利申请，驳回的依据是：

申请不符合专利法第 2 条第 2 款的规定。

申请属于专利法第 5 条或者第 25 条规定的不授予专利权的范围。

申请不符合专利法第 9 条第 1 款的规定。

申请不符合专利法第 19 条第 1 款的规定。

申请不符合专利法第 22 条的规定。

申请不符合专利法第 26 条第 3 款或者第 4 款的规定。

申请不符合专利法第 26 条第 5 款或者实施细则第 26 条的规定。

申请不符合专利法第 31 条第 1 款的规定。

申请的修改不符合专利法第 33 条的规定。

申请不符合专利法实施细则第 20 条第 2 款的规定。

分案申请不符合专利法实施细则第 43 条第 1 款的规定。

     

详细的驳回理由见驳回决定正文部分(共 5 页)。

2.本驳回决定是针对下列申请文件作出的:

原始申请文件。 分案申请递交日提交的文件。 下列申请文件：

申请日提交的摘要附图、说明书摘要、说明书第 1-97 段、说明书附图图 1-图 2； 

2023 年 12 月 02 日提交的权利要求第 1-2 项。 

3. 根据专利法第 41 条及实施细则第 60 条的规定，申请人对本驳回决定不服的，可以在收到本决定之日起 3

个月内向专利局复审和无效审理部请求复审。根据专利法实施细则第 96 条的规定，复审费应在上述期限内缴

纳，期满未缴纳或者未缴足的，视为未提出请求。

审 查 员：赵晓明

联系电话：020-28950824

审查部门：专利审查协作广东中心
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驳 回 决 定

申请号：2019103003220

本决定涉及的是申请号为 2019103003220 的名称为“一种绵羊肺炎支原体间接血凝检测方法

的建立方法”的发明专利申请（下称“本申请”），申请人为西南民族大学，申请日为 2019 年

04 月 15 日。

一、案由

本申请原申请文件权利要求书包括 2 项独立权利要求 1、9 以及 7 项从属权利要求 2-8。

应申请人于 2019 年 04 月 15 日提出的实质审查请求，审查员对本申请进行了实质审查，并

于 2023 年 01 月 11 日发出了第一次审查意见通知书，指出权利要求 1-9 不具备专利法第二十二

条第三款规定的创造性，权利要求 1-9 属于专利法第二十五条第三款规定的不授予专利权的范

围。 通知书中引用了如下对比文件：

对比文件 1：“应用间接血凝试验检测绵羊肺炎支原体血清抗体”，屈勇刚 等，中国畜牧

兽医学会家畜传染病学分会第六届全国会员代表大会暨第 11 次学术研讨会论文集，第 998-1001

页，公开日为 2005 年 09 月 30 日；

对比文件 2：“绵羊肺炎支原体 P113 蛋白Ｃ端重复区的表达及其免疫原性”，杨发龙 等，

中国兽医科学，第 43 卷第 07 期，第 733-737 页，公开日为 2013 年 12 月 31 日。

申请人于 2023 年 06 月 27 日针对第一次审查意见通知书提交了意见陈述书以及修改的权利

要求书。申请人将权利要求 2-4 中的附加技术特征加入到权利要求 1 中，并将权利要求 1 的主

题修改为“一种非疾病诊断目的的绵羊肺炎支原体抗体间接血凝检测方法的建立方法”，形成

新的权利要求 1；删除权利要求 2-4，并相应的修改其他权利要求的编号和引用关系。申请人在

意见陈述书中阐述了修改后权利要求具备创造性的理由。

审查员继续审查，并于 2023 年 09 月 16 日发出第二次审查意见通知书，指出权利要求 1-6
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不具备专利法第二十二条第三款规定的创造性。该次审查意见通知书答复意见部分中引入了第

一次审查意见通知书所附检索报告中文件“绵羊肺炎支原体间接血凝诊断方法的建立”以供申

请人参考。

针对上述审查意见通知书，申请人于 2023 年 12 月 02 日递交了意见陈述书以及修改的权利

要求书。申请人将权利要求 2-5 中的附加技术特征加入到权利要求 1 中；删除权利要求 2-5，

并相应的修改其他权利要求的编号和引用关系。申请人意见概述如下。

本发明通过克隆表达绵羊肺炎支原体黏附素基因 p113 的 C 端重组蛋白，并以该蛋白作为抗

原致敏健康绵羊红细胞，通过筛选抗原的最佳致敏浓度，以及最适的反应条件，建立特异性强，

敏感性好，符合率高的绵羊肺炎支原体间接血凝检测方法；该方法将操作简单不借助特殊设备，

可以实现基层工作的快速检测，为疫病防控提供有力工具。使用间接血凝与绵羊肺炎支原体全

菌蛋白包被间接 ELISA 方法检测结果做对比时，在对 8 份健康未感染血清进行检测时，间接血

凝检出 0 份阳性，ELISA 方法检出 0 份阳性；对 50 份感染阳性血清进行检测时，间接血凝方法

检出 49 份阳性，ELISA 方法检出 46 份阳性；对比两种方法其敏感性为 93.88%，诊断符合率为

91.66%，假阳性率为 18.18%，假阴性率为 6.12%。对比文件 1（“应用间接血凝试验检测绵羊肺

炎支原体血清抗体”，屈勇刚等，中国畜牧兽医学会家畜传染病学分会第六届全国会员代表大

会暨第 11 次学术研讨会论文集，第 998-1001 页，2005 年 09 月）没有公开上述区别技术特征，

也没有达到“敏感性为 93.88%，诊断符合率为 91.66%，假阳性率为 18.18%，假阴性率为 6.12%”

的技术效果。因此，修改后的权利要求 1 相较于对比文件 2 具有预料不到的技术效果。对比文

件 2(“绵羊肺炎支原体 P113 蛋白 C 端重复区的表达及其免疫原性”，杨发龙等，中国兽医科

学，第 43 卷第 07 期，第 733-737 页，2013 年）也没有公开上述区别技术特征，也没有达到“敏

感性为 93.88%，诊断符合率为 91.66%，假阳性率为 18.18%，假阴性率为 6.12%”的技术效果，

对比文件 2 仅表明 P113 的 C 端重组蛋白是良好的免疫原，但并没有表明其作为诊断抗原所具体

的特异性强的特性。因此，修改后的权利要求 1 相对于对比文件 2 具有预料不到的技术效果。
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审查员认为，本案事实已经清楚，因此，针对申请日提交的摘要附图、说明书摘要、说明

书第 1-97 段、说明书附图图 1-图 2，2023 年 12 月 02 日提交的权利要求第 1-2 项，作出本驳

回决定。

二、驳回理由

 权利要求 1 不具备专利法第二十二条第三款规定的创造性

权利要求 1 请求保护一种非疾病诊断目的的绵羊肺炎支原体间接血凝检测方法的建立方法。

然而，对比文件 1（“应用间接血凝试验检测绵羊肺炎支原体血清抗体”，屈勇刚 等，中国畜

牧兽医学会家畜传染病学分会第六届全国会员代表大会暨第 11 次学术研讨会论文集，第

998-1001 页，2005 年 09 月）公开了应用间接血凝试验检测绵羊肺炎支原体血清抗体，其中具

体公开了如下内容：

2.3支原体的浓缩及纯化 Mo生长期的培养物经镜检合格后取100m1，1000r/min离心20min，

取出上清液 10℃下 8000r/min 离心 30min，收集沉淀，用 PH7.2 的磷酸盐缓冲溶液充分洗涤,如

此离心、沉淀、洗涤 3 次后，制成 1/100 的浓缩抗原，经紫外分光光度法及计算所得菌体蛋白

浓度。

2.4 抗原的制备 将浓缩的菌体悬液与一定量的稀释液混匀后，用超声波细胞粉碎机处理

10min 即成所需抗原，冰冻保存。

2.5 绵羊红细胞的制备 无菌采取健康绵羊的颈静脉血液与等量的抗凝液充分混匀，置 4℃冰

箱中稳定 12h，以 3000r/min 离心 15min 弃去上清液，用 PH7.2 的磷酸盐缓冲溶液充分洗涤,如

此离心、沉淀、洗涤 3 次后，配成 5%的绵羊红细胞悬液 4℃冷藏备用。

2.6 红细胞的醛化 取制备的绵羊红细胞悬液与 4℃下保存的 2.5%戊二醛溶液，按 5:1 逐滴加

入，置磁力搅拌器上室温下搅拌醛化 2h，3000r/min 离心 15min 弃去上清液，用 PH7.2 的磷酸

盐缓冲溶液充分洗涤,如此离心、沉淀、洗涤 3 次后，将醛化的红细胞配成 5%的绵羊红细胞悬液，
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4℃冷藏备用。

2.7 醛化红细胞的致敏 取一份 5%的醛化红细胞悬液与一份超声波破碎的抗原，在 37℃水浴

锅中感作 30min，期间不断轻轻摇振充分感作。最后以 3000r/min 离心 10min 弃去上清液，用

PH7.2 的磷酸盐缓冲溶液充分洗涤,如此离心、沉淀、洗涤 3 次后，用 10ml/L 小牛血清 PBS 将

致敏的红细胞配成 1%的悬液，4℃冷藏备用。

2.8IHA 试验

2.8.1 抗体效价的测定 用微量移液器吸取 PH7.2 的 PBS 稀释剂 25μL.滴于 96 孔“V”型微

量反应板孔中，用微量稀释管取阴性血清 25μL 于反应板的第一孔，然后依次作对比稀释至第 11

孔，每孔加 25μL 的致敏红细胞悬液，第 12 孔为空白对照仅加 PBS 稀释剂；阳性血清方法同阴

性血清，在震荡器上微震使其充分混匀，在 37℃下孵育 40min 后观察结果。用“－”、“+”、

“++”、“+++”、“++++”表示红细胞的凝集强度，出现“++”的血清最高稀释倍数为该

血清的血凝效价。

2.8.2 抗原最佳浓度测定 将抗原稀释成 7.8125μg/ml、15.625μg/ml、62.5μg/ml 的三组，

分别致敏红细胞作 IHA 的对比试验，根据凝集程度来确定适宜的抗原浓度。

2.8.3 稀释剂对比试验 将 PH7.2 的 PBS 与含 1%小牛血清的 PH7.2 的 PBS 分别作为 IHA 试

验的稀释液进行对比，观察结果，挑选出稳定、凝集现象明显的稀释剂。……当稀释剂为 PBS、

抗原浓度为 15.625μg/ml 时出现最佳凝集，血凝效价随抗原浓度的升高而升高，但是当抗原浓

度超过 15.625μg/ml 时血凝效价不再明显升高，所以可以确定适宜的抗原浓度为 15.625μ

g/ml，用此浓度抗原制备的致敏红细胞血凝效价较高而且稳定。……上述试验可以看出当抗原

浓度为 15.625μg/ml，稀释剂为 1%小牛血清的 PH7.2 的 PBS 时，相对于 PH7.2 的 PBS 具有凝

集效果明显、无特异性的凝集反应、效价稳定等特点（参见第 998-1001 页）。

权利要求 1 所述技术方案与对比文件 1 的区别技术特征在于，权利要求 1 中具体细节参数、

步骤不同于对比文件 1。基于上述区别技术特征，本申请实际解决的技术问题是，如何更为简便
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且安全的对绵羊肺炎支原体进行检测。

然而，对比文件 2（“绵羊肺炎支原体 P113 蛋白Ｃ端重复区的表达及其免疫原性”，杨发

龙 等，中国兽医科学，第 43 卷第 07 期，第 733-737 页，2013 年）公开了绵羊肺炎支原体 P113

蛋白Ｃ端重复区的表达及其免疫原性，其中具体公开了，本研究成功克隆了编码绵羊肺炎支原

体 P113 蛋白 C 端重复区的基因片段，并成功在大肠杆菌中以可溶的形式得到表达。利用兔抗绵

羊肺炎支原体全菌抗体进行免疫印迹分析，结果表明纯化得到的重组蛋白能与全菌抗体特异性

结合，表明用绵羊肺炎支原体免疫家兔后，家兔能产生针对 P113 蛋白的抗体。这同时也说明本

研究所表达的重组蛋白可以作为抗原，在 ELISA 等绵羊肺炎支原体血清抗体检测试剂盒的研制

和亚单位疫苗的开发等方面具有潜在的应用价值（参见第 733-737 页）。由此可见，对比文件 2

教导了 P113 的重组蛋白可用于血清抗体的检测，且本领域技术人员所公知的是，重组抗原较对

比文件 1 中支原体处理方法具有更为安全和便捷的优势，因而，当面对如何更为简便且安全的

对绵羊肺炎支原体进行检测的技术问题时，本领域技术人员有动机利用对比文件 2 中重组蛋白

替代对比文件 1 中支原体抗原，并依据具体实验条件、操作习惯等“使用不同重组蛋白稀释浓

度的绵羊肺炎支原体抗原致敏红细胞测定同一批血清的 IHA 血清效价，并确定最高血清效价所

对应的抗原稀释度”。而对于绵羊红细胞的制备、致敏方法中的具体参数，本领域技术人员可

以依据具体实验条件、操作习惯等进行调整，通过有限的实验确定较佳值，其并不需要付出创

造性劳动，也并不会带来预料不到的技术效果。

因此，在对比文件 1 的基础上结合对比文件 2 以及本领域的公知常识、常规技术手段，得

到权利要求 1 的技术方案对于本领域技术人员而言是显而易见的，权利要求 1 所述技术方案不

具有突出的实质性特点和显著的进步，不具备专利法第二十二条第三款规定的创造性。

权利要求 2 不具备专利法第二十二条第三款规定的创造性

权利要求 2 请求保护一种权利要求 1 所述的方法建立的绵羊肺炎支原体间接血凝检测方法
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在绵羊肺炎支原体检测中的应用。然而，参见本次审查意见通知书关于权利要求 1 的评述可知，

权利要求 1 并不具备创造性，而对比文件 1（“应用间接血凝试验检测绵羊肺炎支原体血清抗

体”）进一步公开了，用绵羊肺炎支原体（MoY-98）致敏经戊二醛醛化处理的绵羊红细胞，

制备成间接血凝试验（IHA）的诊断抗原，通过 IHA 来检测绵羊支原体性肺炎血清抗体。发现

致敏红细胞所用抗原的最佳浓度为 15.625～62.500μg/mL；对于感染绵羊血清阳性检出率达

100%（6/6），送检血清的阳性检出率为 69.97%（参见第 998-1001 页）。因此，在对比文件 1

的基础上结合对比文件 2 以及本领域的公知常识、常规技术手段，得到权利要求 2 的技术方案

对于本领域技术人员而言是显而易见的，权利要求 2 所述技术方案不具有突出的实质性特点和

显著的进步，不具备专利法第二十二条第三款规定的创造性。

针对于申请人意见，审查员答复如下。

第一、申请人指出，在对 8 份健康未感染血清进行检测时，间接血凝检出 0 份阳性，ELISA

方法检出 0 份阳性；对 50 份感染阳性血清进行检测时，间接血凝方法检出 49 份阳性，ELISA

方法检出 46 份阳性；对比两种方法其敏感性为 93.88%，诊断符合率为 91.66%，假阳性率为

18.18%，假阴性率为 6.12%。修改后的权利要求 1 相对于对比文件 1 具有预料不到的技术效果。

对此，审查员认为，对比文件 1 中明确的公开了，对于感染绵羊血清阳性检出率达 100%（6/6）

（参见摘要）。由此可见，作为现有技术的对比文件 1 已经能够获得较优的技术效果。本申请

相对于对比文件 1 主要区别采用 p113 的 C 端重组蛋白作为抗原致敏绵羊红细胞。而对比文件 2

中教导了，经纯化的重组蛋白与抗绵羊肺炎支原体全菌血清发生结合反应，表明 P113 的 C 端蛋

白是良好的免疫原。因而，本领域技术人员为了实验安全有动机采用 P113 的 C 端蛋白致敏绵羊

红细胞进而进行间接血凝检测。

第二、对比文件 1 以及第一次审查意见通知书所附检索报告中文件“绵羊肺炎支原体间接

血凝诊断方法的建立”、“检测鸡抗猪流行性腹泻抗体的微量间接血凝试验方法的建立”、
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CN104062439A 中均教导了如何对间接血凝检测方法中细节参数、步骤进行优化，在此基础上，

本领域技术人员得到本申请权利要求中细节参数，其并不需要克服技术困难。

三、决定

综上所述，本发明专利申请不符合二十二条第三款的规定，属于专利法实施细则第五十三条

第二项的情况，因此根据专利法第三十八条予以驳回。

根据专利法第四十一条第一款的规定，申请人如果对本驳回决定不服，可以在收到本驳回决

定之日起三个月内，向专利局复审和无效审理部请求复审。

审查员姓名:赵晓明

审查员代码:30101302


