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摘   要：为了获得预防牛病毒性腹泻病毒 1 型 (bovine viral diarrhea virus 1，BVDV-1) 感染的病

毒样颗粒，扩增 C-Erns-E1-E2 编码区段并克隆至 pFastBacDaul 载体，转化大肠杆菌 DH10Bac 感受

态细胞与 Bacmid 重组获得 Bacmid-BVDV-1，转染至 Sf9 细胞，获得重组杆状病毒 Baculo-BVDV-1。

利用免疫荧光试验、免疫印记、电镜观察确定目的蛋白表达和病毒样颗粒的组装。制备病毒样颗

粒灭活抗原并辅以 Montanide ISA-201 佐剂免疫豚鼠，分别用中和抗体滴度测定和淋巴细胞增殖试

验分析体液免疫和细胞免疫应答，然后用 106 TCID50 BVDV-1 型 AV69 株攻毒，评价病毒样颗粒的

免疫保护效果。结果表明，构建的重组杆状病毒 Baculo-BVDV-1 感染 Sf9 细胞可高效表达 BVDV

结构蛋白并形成病毒样颗粒。病毒样颗粒免疫诱导豚鼠产生较高滴度 (1︰144) 的中和抗体并激活

细胞免疫，降低了 BVDV 感染豚鼠血液中的病毒 RNA 水平。文中以昆虫细胞表达系统制备 BVDV

病毒样颗粒并评价其免疫原性，为进一步研制 BVD 病毒样颗粒疫苗奠定了基础。 

关键词：牛病毒性腹泻病毒；杆状病毒；病毒样颗粒；免疫原性 
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Abstract: In order to obtain virus-like particles (VLPs) for prevention of bovine viral diarrhea virus 1 

(BVDV-1), the C-Erns-E1-E2 region was cloned into a pFastBacDaul vector for generating the 

recombinant Bacmid-BVDV-1 in DH10Bac Escherichia coli. The recombinant baculovirus 

Baculo-BVDV-1 was produced by transfecting the Sf9 cells with Bacmid-BVDV-1. The expressed 

protein and the assembled VLPs were determined by immunofluorescence, Western blotting and 

electron microscopy. Guinea pigs were immunized with inactivated VLPs coupled with the Montanide 

ISA-201 adjuvant. The immunogenicity of VLPs was evaluated by monitoring the humoral immune 

response with neutralizing antibody titer determination, as well as by analyzing the cell-mediated 

immune response with lymphocyte proliferation assay. The protective efficacy of VLPs was evaluated 

by challenging with 106 TCID50 virulent BVDV-1 strain AV69. The results showed that the recombinant 

Baculo-BVDV-1 efficiently expressed BVDV structural protein and form VLPs in infected Sf9 cells. 

The immunization of guinea pigs with VLPs resulted in a high titer (1:144) of neutralizing antibody, 

indicating an activated cellular immunity. Significantly lower viral RNA in the blood of the 

post-challenged immunized guinea pigs was observed. The successful preparation of BVDV VLPs with 

insect cell expression system and the observation of the associated immunogenicity may facilitate 

further development of a VLPs-based vaccine against BVD. 

Keywords: bovine viral diarrhea virus; baculovirus; virus-like particles; immunogenicity 

 

牛病毒性腹泻 (bovine viral diarrhea, BVD)

是由牛病毒性腹泻病毒 (bovine viral diarrhea 

virus, BVDV) 引起的一种危害严重的牛传染性

疾病，主要表现为患病牛高热、腹泻、黏膜溃

疡、怀孕母牛流产或产出畸形胎等症状，目前

在世界各地养牛业发达国家均有报道[1]。除了感

染牛，BVDV 还可感染羊、猪、牦牛等家畜和

多种野生偶蹄动物，造成较大经济损失 [2]。

BVDV 属于黄病毒科瘟病毒属，病毒粒子由衣

壳蛋白 C、囊膜蛋白 Erns、E1 和 E2 以及基因组

RNA 组成[3]。根据毒株是否可引起细胞病变将

BVDV 分为非细胞病变型和细胞病变型，也可

根 据 分 离 株 抗 原 性 或 基 因 组 差 异 分 为

BVDV-1–BVDV-3 3个基因型以及BVDV-1a–1w、

BVDV-2a–2d 等基因亚型[4-5]。 

目前，只有挪威、瑞典等国家通过淘汰持
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续感染动物实现了 BVD 净化，而在 BVD 普遍

流行地区利用疫苗免疫提高动物抵抗力、减少

持续感染牛排毒风险，是现实可行的措施[6]。

弱毒活疫苗在北美地区广泛应用但存在通过胎

盘屏障感染胎儿的风险，而灭活疫苗相对安全

但存在免疫活性较低和免疫持续期短的问题，

而且这两种疫苗都存在由于流行毒株与疫苗株

基因亚型的差异导致疫苗免疫失败的可能[7]。

在 BVD 新型疫苗方面，E2 亚单位疫苗[8-10]、

DNA 疫苗[11]、DNA 初免联合亚单位疫苗加强免     

疫 [12-13]、抗原递呈细胞靶向性多价亚单位疫  

苗[14]、树突状细胞靶向口服亚单位疫苗[15]和活

载体疫苗[16]也在研发中。 

病毒样颗粒 (virus-like particles, VLPs) 是

由病毒结构蛋白装配形成的不含病毒核酸的新

型亚单位疫苗，与天然病毒相似，体液免疫和

细胞免疫应答及安全性良好，成为新型疫苗研

究热点 [17]。本研究选择我国流行较为普遍的

BVDV-1b 基因亚型毒株结构蛋白编码基因，利

用杆状病毒和昆虫细胞系统表达制备 BVDV 

VLPs，并以豚鼠模型初步评价了其免疫原性。 

1  材料与方法 

1.1  主要试验材料 

表达载体 pFastBacDaul (pFBD)、感受态细

胞 DH10Bac、质粒中量提取试剂盒、Grace’s

昆虫培养基、Sf-900II 培养基和 Cellfectin Ⅱ，

均购自赛默飞世尔科技  (中国 ) 有限公司；

BVDV-1b 亚型株 GS4 结构蛋白编码质粒

TOPO-NE2 和 Sf9 细胞 (ATCC CRL-1711)，由

本实验室保存；牛病毒性腹泻/黏膜病灭活疫苗 

(1 型) (批号：201902005)，购自国内某生物科

技公司；BVDV-1 AV69 株购自中国兽医药品监

察所；兔抗 BVDV C 蛋白多克隆抗体、兔抗

BVDV E1 蛋白多克隆抗体和兔抗 BVDV Erns 多 

克隆抗体由本实验室制备[18-19]；FITC 标记的猪

抗 BVDV 多克隆抗体和抗 BVDV-1 E2 蛋白单

克隆抗体购自 VMRD 公司；辣根过氧化物酶标

记山羊抗鼠 IgG 购自西格玛奥德里奇 (上海) 

贸易有限公司；Taq DNA 聚合酶、限制性核酸

内切酶、T4 DNA 连接酶为宝日医生物技术 (北

京) 有限公司 (TaKaRa 中国) 产品；SuperSignal 

West Pico 底物购自 Thermo Fisher Scientific 有

限公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG

和 CCK-8 试剂盒购自上海碧云天生物技术有限

公司；豚鼠外周血淋巴细胞分离液购自天津市

灏洋生物制品科技有限责任公司；2 月龄豚鼠

由本所实验动物中心提供。 

1.2  引物设计 
根据 GS4 株 BVDV 结构蛋白编码基因序

列，设计引物 BVDV-VLPF ： 5-GCCGGAT 

CCBamH IATGTCCGACACAAATACAGAAGG-3
和 BVDV-VLPR：5-CTCAAGCTTHind IIICTA 

ACCCGAGGTCATTTGTTCTG-3，用于扩增

BVDV 结构蛋白 C-Erns-E1-E2 编码区段，大小

为 2 718 bp。 

1.3  重组杆状病毒 Baculo-BVDV-1 的制备 
以TOPO-NE2质粒为模板，利用BVDV-VLPF

和 BVDV-VLPR 引物进行 PCR 扩增并回收目的

片段，经 BamHⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后与同样酶

切处理的 pFBD 载体连接，转化大肠杆菌 DH5α

感受态细胞，提取重组质粒 pFBD-BVDV-1，测

序鉴定后转化 DH10Bac 感受态细胞，在三抗高

盐固体培养基 (含 50 μg/mL 卡那霉素、7 μg/mL

庆大霉素、10 μg/mL 四环素、100 μg/mL Bluo-gal

和 40 μg/mL IPTG) 经蓝白斑筛选获得阳性克

隆，提取重组杆状病毒载体 Bacmid-BVDV-1，

利用 pUC/M13F (5-CCCAGTCACGACGTTGT 

AAAACG-3) 和 pUC/M13R (5-AGCGGATAAC 

AATTTCACACAGG-3) 引物进行 PCR 鉴定，之
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后中量提取 Bacmid-BVDV-1，利用 Cellfectin Ⅱ

转染 Sf9 细胞，28 ℃培养 72 h，收集重组杆状

病毒 Baculo-BVDV-1，继续扩大培养至第 3 代

测定毒价后保存于80 ℃。 

1.4  蛋白表达鉴定 

利用 Baculo-BVDV-1 种毒接种 6 孔板中培

养的 Sf9 细胞 (感染复数为 1)，28 ℃培养 48 h，

根据 FITC 标记的猪抗 BVDV 多克隆抗体操作

说明，进行免疫荧光检测。培养 72 h 收集病变

细胞和正常 Sf9 细胞，制样进行免疫印记 

(Western blotting) 检测目的蛋白的表达。检测

Erns、E1、C 蛋白时，一抗为 1︰500 倍稀释的兔

抗 Erns 多克隆抗体、1︰1 000 倍稀释的兔抗 E1

蛋白多克隆抗体和 1︰1 000 倍稀释的兔抗 C 蛋

白多克隆抗体，二抗为 1︰6 000 倍稀释的辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG；检测 E2 蛋白时，

一抗为 1︰2 000 倍稀释的抗 BVDV-1 E2 单克

隆抗体，二抗为 1︰1 500 倍稀释的辣根过氧化

物酶标记山羊抗小鼠 IgG。用一抗、二抗分别

孵育 1 h，用 TBST 洗膜 3 次，然后加入

SuperSignal West Pico 底物，室温避光作用 5 min

并拍照保存。 

1.5  BVDV VLPs 电镜观察 

将 Baculo-BVDV-1 种毒接种 75 cm2细胞培

养瓶中的单层 Sf9 细胞，72 h 时收集上清和细

胞超声裂解，4 ℃、4 000g 离心 30 min 除去细

胞碎片，利用 10%–50%蔗糖密度梯度离心纯

化，稀释后吸附于铜网，磷钨酸染色并利用 FEI 

Tecnai G2 F20 透射电子显微镜观察。 

1.6  动物免疫 

利用饱和硫酸铵沉淀方法制备病毒样颗粒

并利用 Triton X-100 和 TBP-磷酸三丁酯灭活[20]，

与 Montanide ISA-201 佐剂充分乳化后皮下注

射免疫豚鼠，每只豚鼠蛋白免疫剂量为 50 μg。

将 15 只 2 月龄豚鼠随机分为 3 组，每组 5 只，

设野生型杆状病毒感染 Sf9 蛋白提取物对照组、

商品化疫苗对照组和病毒样颗粒免疫组。各组

豚鼠在首免 21 d 后进行二免，每次免疫前以及

二免后 20 d 通过心脏采集血液并制备血清或淋

巴细胞备用。在二免后 20 d 利用 AV69 标准毒，

以 106 TCID50/只剂量皮下注射，采集感染后 3、

4、5、6 和 9 d 的抗凝全血 1 mL，提取总 RNA，

利用荧光定量 RT-PCR 检测病毒核酸，同时以

GAPDH 基团为内参，合成 GAPDHF (5-AACA 

TCATCCCCGCATC-3) 和 GAPDHR (5-CCTC 

GGTGTAGCCCAAG-3) 进行荧光定量 RT-PCR

测定样品 GAPDH mRNA 丰度，以 2–ΔCt 方法进

行数据分析[21]，利用 GraphPad Prism 6.0 软件

中的方差分析判断组间数据差异。 

1.7  中和抗体及淋巴细胞增殖试验 

利用微量中和试验测定免疫豚鼠抗体滴

度。将豚鼠血清 56 ℃灭活 30 min，从 1︰2 开

始倍比稀释至 1︰512，取 50 µL 与等体积的含

100 TCID50的 AV69 标准毒混匀，37 ℃作用 1 h，

之后接种至 96 孔板中的 MDBK 单层细胞，每

份待检血清设 2 个重复。培养 3 d 并观察细胞病

变，统计未出现细胞病变孔并以 Reed-Muench 法

计算免疫豚鼠抗 BVDV 中和抗体滴度几何平局

值。利用豚鼠外周血淋巴细胞分离液从第 41 天

采集的抗凝全血分离淋巴细胞，利用 1 640 完全

培养基稀释，加入 96 孔细胞培养板中，每孔  

100 μL (约含 100 000 个细胞)，以 5 μg/mL 刀豆

凝集素 A (Con A) 为阳性对照，PBS (phosphate 

buffer saline) 为阴性对照，利用 104 TCID50 AV69

株 BVDV 灭活抗原刺激淋巴细胞 72 h，利用

CCK-8 试剂盒检测，以刺激指数 SI=(刺激孔

OD450值−空白孔 OD450值)/(PBS 对照 OD450值−空

白孔 OD450 值) 判定淋巴细胞增殖情况。 
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2  结果与分析 

2.1  重组杆状病毒 Baculo-BVDV-1 的制备 

以 TOPO-NE2 质粒为模板，利用特异引物

扩增获得含 C-Erns-E1-E2 编码区的 2 718 bp 的

DNA片段 (图 1)，酶切处理后插入 pFBD载体中，

测序表明重组载体 pFBD-BVDV-1 读码框正确。

转化 DH10Bac 感受态细胞获得重组杆状病毒载

体 Bacmid-BVDV-1，利用载体引物 pUC/M13F 和

pUC/M13R 鉴定获得约 5.2 kb 的条带，与预期大

小一致 (图 1)，表明 Bacmid-BVDV-1 构建成功。

将 Bacmid-BVDV-1 转染 Sf9 细胞，培养 72 h 可

见明显的细胞病变 (图 2)；收集重组杆状病毒

Baculo-BVDV-1，培养至第 3 代，送中国典型培

养物保藏中心保藏 (CCTCC No. V201803)。 

2.2  蛋白表达鉴定 

重组杆状病毒 Baculo-BVDV-1 感染 Sf9 细

胞以免疫荧光鉴定可观察到特异的绿色荧光，

而 Sf9 对照细胞和野生型杆状病毒感染细胞无

特异荧光出现 (图 3)。Western blotting 检测结

果显示，Baculo-BVDV-1 感染 Sf9 细胞裂解液

和 E2 单克隆抗体作用，分别出现约 15 kDa、   

24 kDa、35kDa 以及 60 kDa 的目的条带，主要

与兔抗 C 蛋白、E1 蛋白、Erns 蛋白多克隆抗体 

 
 

图 1  C-Erns-E1-E2 编码区扩增及 Bacmid-BVDV-1

鉴定 
Figure 1  Amplification of C-Erns-E1-E2 coding 
region and identification of Bacmid-BVDV-1. M: 
DL-5000 marker; 1: PCR product of C-Erns-E1-E2; 2: 
PCR product of Bacmid-BVDV-1; 3: negative control. 
 

存在于细胞裂解上清中 (图 4)，说明重组杆状

病毒 Baculo-BVDV-1 可在 sf9 细胞中实现

BVDV 4 种结构蛋白的表达。 

2.3  BVDV VLPs 电镜观察 
Baculo-BVDV-1 种毒接种 Sf9 细胞制样浓

缩后，以磷钨酸负染，电镜观察可见直径约 

30–50 nm 的球形颗粒 (图 5)，形态较为均一，

说明 BVDV 病毒样颗粒组装成功。 
 

 
 

图 2  Bacmid-BVDV-1 转染导致 Sf9 细胞病变 
Figure 2  The cytopathic effect in Bacmid-BVDV-1 transfected Sf9 cells. (A) Control Sf9 cells. (B) Sf9 
cells transfected with Bacmid-BVDV-1. 
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图 3  Baculo-BVDV-1 表达蛋白的免疫荧光鉴定 
Figure 3  Identification of the protein expression of the Baculo-BVDV-1by immunofluorescence assay. (A) 
Normal Sf9 cells. (B) Sf9 cells infected with wild-type baculovirus. (C) Sf9 cells infected with Baculo-BVDV-1. 

 

 
 
图 4  Baculo-BVDV-1 感染 Sf9 细胞表达蛋白的免疫印迹分析 
Figure 4  Western blotting analysis of protein expression of cells infected by Baculo-BVDV-1. M: 
prestained protein ladder; 1, 2: the supernatant and pellet of control Sf9 cells probed by antibodies against C, 
Erns and E1; 3, 4: the supernatant and pellet of Baculo-BVDV-1 infected Sf9 cells probed by antibodies 
against C, Erns and E1; 5, 6: the supernatant and pellet of control Sf9 cells probed by antibody against E2; 7, 8: 
the supernatant and pellet of Baculo-BVDV-1 infected Sf9 cells probed by antibody against E2. 
 

2.4  BVDV VLPs 免疫原性评价 

利用杆状病毒 Sf9 蛋白提取物、制备的病

毒样颗粒抗原以及商品化疫苗接种豚鼠，未见

豚鼠精神、食欲和排便等指标异常。微量中和

试验测定免疫豚鼠抗体滴度，结果显示，VLPs

组豚鼠首免后平均中和抗体滴度为 1︰56，与

对照组豚鼠中和抗体滴度 (<1︰4) 差异显著，

在二免后平均抗体中和滴度为 1︰144，与对照

组豚鼠以及 VLPs 组首免中和抗体滴度差异显

著 (P<0.05)。商品疫苗免疫组豚鼠首免后平均

中和抗体滴度为 45，二免后平均中和抗体滴度

为 1︰143，均与对照组豚鼠抗体中和滴度差异显

著。VLPs 免疫组和商品疫苗免疫组豚鼠首免、

二免抗体中和滴度未见组间显著差异 (图 6)。

淋巴细胞增殖试验表明，Con A 可较高水平刺

激 3 组豚鼠淋巴细胞增殖，经灭活 BVDV 刺激

时，VLPs 免疫组豚鼠的淋巴细胞增殖水平高于

商品疫苗免疫组豚鼠 (图 7)。攻毒后，AV69 株

BVDV 可较低水平在豚鼠体内复制，第 6 天血

液病毒核酸达到峰值，但血液病毒核酸经荧光 
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图 5  BVDV VLPs 透射电镜图像 
Figure 5  The TEM image of BVDV VLPs. 

 

 
 
图 6  BVDV VLPs 免疫豚鼠产生的中和抗体滴度 
Figure 6  Neutralizing antibody titer in guinea pigs 
immunized with BVDV VLPs. *: differences were 
significant (P<0.05); ns: non-significant; dpv: days 
post vaccination.  
 
定量 RT-PCR 检测循环数 (Ct 值) 约为 32，表现

为较低的核酸水平。VLPs 免疫组和商品疫苗免

疫组豚鼠虽检出病毒核酸，但与对照组相比病

毒核酸降低趋势明显，尤其 VLPs 免疫组在攻

毒第 6 天血液 BVDV 核酸水平显著低于对照

组，但与商品疫苗免疫组豚鼠未见显著差异。

在攻毒后 9 d，对照组、VLPs 免疫组、商品疫

苗组豚鼠大部分血液中 BVDV 核酸未能检出，

但 VLPs 免疫组、商品疫苗组豚鼠核酸仍表现

为低于对照组的趋势 (图 8)。 

 
 
图 7  免疫豚鼠淋巴细胞增殖 
Figure 7  Lymphocytes proliferation in immunized 
guinea pigs.  

 

 
 
图 8  BVDV 接种后豚鼠血液病毒核酸水平 
Figure 8  Viral nucleic acid level in blood samples 
of guinea pigs challenged with BVDV-1. dpi: days 
post infection. 
 

3  讨论 

本研究利用杆状病毒和昆虫细胞表达系统

制备 BVDV 病毒样颗粒，利用豚鼠模型评价了

其免疫原性。流行病学表明，BVDV-1 株在世

界各地普遍流行，在我国存在有 BVDV-1a–1d、

BVDV-1m–1q、BVDV-1u–BVDV-1w 等亚型[4-5]，

其中 BVDV-1b 基因亚型是在我国西北区牛流

行的主导亚型之一 [22]。因此，本研究选用    

1b 亚型流行株 GS4 抗原编码基因，以期能够
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较好地与田间流行病毒亚型匹配。由于 BVDV

基因组编码多聚蛋白的结构蛋白成分由细胞蛋

白酶切割加工，而且研究表明，糖基化在维持

BVDV 抗原蛋白免疫原性中具有重要作用[23]，

因此，本研究选用可模拟哺乳动物细胞进行重组

蛋白翻译后修饰的昆虫细胞表达系统，以多聚蛋

白形式表达 BVDV 结构蛋白，在细胞内实现多

聚蛋白切割形成 4 种结构蛋白并自动组装，避免

病毒结构蛋白纯化和细胞外组装的繁琐过程。 

研究表明，免疫豚鼠中和抗体测定可作为

BVD 商品灭活疫苗效力的评价方法 [14]。现有

BVD 灭活疫苗含有较高水平的病毒抗原含量，

免疫动物可产生较高水平的中和抗体，但对不同

基因亚型 BVDV 株的抗体水平可表现出一定差

异[24-25]。本研究中选用 BVDV-1b 亚型流行株的

抗原基因表达制备 VLPs，由于与中和试验所用

参考毒株亚型一致，测定 VLPs 免疫组豚鼠中和

抗体水平可达到商品灭活疫苗水平或略高于灭

活疫苗，滴度已达到牛体完全保护的水平[26]。

淋巴细胞刺激增殖试验结果表明，VLPs 是一种

特殊的亚单位疫苗，本研究发现其细胞免疫激活

效果优于前期报道的亚单位疫苗[14]，但低于可

发生内源性抗原递呈的 DNA 疫苗[11]、活载体疫

苗[27]以及弱毒活疫苗[28]。此外，由于本研究中

BVDV VLPs 不表达 BVDV 非结构蛋白，与现有

NS3 蛋白抗体检测试剂盒兼容，在鉴别自然感染

与疫苗免疫 (DIVA) 存在优势，但在 NS3 蛋白存

在 T 细胞表位且已用于 BVD 疫苗研究[10,25]，因

此后续还需通过分子设计，在保留 DIVA 优势的

同时增加 T 细胞表位展示以提升细胞免疫效力。 

目前 BVD 疫苗免疫保护大多通过测定

攻毒动物淋巴细胞、分离病毒或外周血病毒

核酸检测来进行评价 [11,13,24,29]。目前无 BVDV

感染豚鼠的文献可供参考，我们曾对豚鼠进行

BVDV 接种，但发现非细胞病变型 BVDV 株 

cell-con-1 (GenBank 登录号：KC695816) 和

camel-6 (GenBank 登录号：KC695810) 接种豚鼠

血液只能检出微量核酸，且持续时间不足 3 d，

而细胞病变型毒株 AV69 在接种后病毒核酸存

在时间较长，但水平较低同样不利于分离病毒。

因此，本研究利用豚鼠 GAPDH 基因为内参来

消除样品核酸提取误差以增加 BVDV-1 RNA 相

对定量的精度，发现 VLPs 接种降低豚鼠病毒

血症趋势明显，与灭活疫苗效果类似。 

综上所述，本研究首次制备了 BVD 病毒样

颗粒，接种豚鼠诱导产生较强的体液免疫和细

胞免疫反应，可有效抵抗 BVDV 强毒株的攻击，

从而为 BVD 病毒样颗粒疫苗研制奠定了基础。 
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