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(57)摘要

本发明提供了一种细胞水平蛋白高通量检

测方法。具体地，本发明的方法包括以下步骤：

(a)对外周血中的细胞进行富集得到富集的细

胞；(b)将富集的细胞、偶联有寡核苷酸的待检蛋

白抗体、细胞鉴定标志物进行孵育；(c)将孵育后

的细胞加载到微孔芯片上；(d)对细胞进行分选，

获得带有细胞鉴定标志物的目的细胞；(e)对抗

体上偶联的寡核苷酸进行扩增，从而得到扩增产

物；(f)对扩增产物进行测序；(g)对测序结果进

行分析，从而获得单细胞水平蛋白高通量的测序

结果。本发明的细胞单细胞水平蛋白检测方法灵

敏度高、特异性好、通量高，可以准确地检测到痕

量蛋白。
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1.一种细胞水平蛋白高通量检测方法，其特征在于，包括以下步骤：

(a)对外周血中的细胞进行富集，从而得到富集的细胞；

(b)将步骤(a)中富集的细胞、偶联有寡核苷酸的待检蛋白抗体、细胞鉴定标志物进行

孵育；

(c)将步骤(b)中孵育后的细胞加载到微孔芯片上，从而使得所述微孔芯片上每个孔中

有不多于一个细胞；

(d)对所述细胞进行分选，获得带有细胞鉴定标志物的目的细胞；

(e)对抗体上偶联的寡核苷酸进行扩增，从而得到扩增产物；

(f)对步骤(e)的扩增产物进行测序；

(g)对测序结果进行分析，从而获得单细胞水平蛋白高通量的测序结果。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述细胞选自下组：血液中循环肿瘤细胞、其

他液体样本如胸腔积液、脑脊液中的肿瘤细胞、血液与体液样本中的其他与疾病相关的细

胞。

3.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述寡核苷酸为barcode序列。

4.如权利要求3所述的方法，其特征在于，所述barcode序列为不同的序列。

5.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述细胞鉴定标志物包括循环肿瘤细胞鉴定

标志物，包括能够鉴定循环肿瘤细胞的荧光标记抗体或分子。

6.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述细胞鉴定标志物选自下组：荧光素APC标

记的CD45抗体(anti-CD45-APC)、荧光素PE标记的EpCAM抗体(anti-EpCAM-PE)、荧光葡萄糖

类似物2-NBDG。

7.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述寡核苷酸链中可变区为N个随意碱基，N

为4-100，较佳地为5-60，更佳地，6-20。

8.如权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤(f)中建库引物为人工合成单链核苷酸，

包含P5接头(illumina)、P7接头(illumina)、测序引物、N个碱基单细胞标签，其中N个随意

碱基，N为4-100，较佳地为5-60，更佳地，6-20。

9.如权利要求8所述的方法，其特征在于，所述单细胞标签与P5接头合成在同一条链

上。

10.如权利要求8所述的方法，其特征在于，所述单细胞标签与P7接头合成在同一条链

上。
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一种细胞水平蛋白高通量检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种细胞水平蛋白高通量检测方法。

背景技术

[0002] 在常规癌症诊断中，组织活检有一定局限性，并且会给患者带来一定的创伤和痛

苦。液态活检领域的循环肿瘤细胞CTC检测技术为癌症诊断提供了新思路。CTC是从肿瘤原

位灶脱落并进入并进入外周循环血中的肿瘤细胞，对循环血中CTC进行富集、鉴定、分离，可

提前优于影像学发现肿瘤。对CTC表型研究和功能信息研究可为肿瘤细胞的鉴定、分类、追

踪用药和实时疗效监测提供手段。

[0003] 目前对CTC蛋白质组研究的较少，主要是缺乏稀有细胞蛋白质高通量检测手段。流

式细胞术是目前常用的单细胞多种蛋白同步检测方法，但是由于存在光谱重叠现象，检测

蛋白种类有限。质谱检测法可一次检测超过30种蛋白，但是无法对稀有的少量细胞进行检

测。与荧光标记或质谱信息相比，用寡核苷酸做标记信号，可更灵敏、更高通量的检测蛋白。

[0004] 寡核苷酸做信号标记抗体，其优点在于，与目的细胞孵育并收集目的细胞单细胞

后，加入引物进行PCR，可对微量的信号放大，更有利于检测到痕量蛋白，并且可通过设计不

同的序列或不同长度的寡核苷酸链以区分不同的抗体，8个碱基即可形成65536(48)种信

号，可以实现真正意义上的高通量检测。

[0005] 然而，CTC在外周血中含量极少，处理操作过程中易造成丢失，增加CTC富集捕获的

难度。

[0006] 因此，本领域迫切需要开发一种高效快速捕获CTC单细胞，并且对大量单细胞蛋白

质组进行同步高通量检测的方法。

发明内容

[0007] 本发明公开了一种能最大限度防止CTC丢失的，微控芯片辅助的基于寡核苷酸条

形码和下一代测序技术的循环肿瘤细胞单细胞水平蛋白高通量检测方法。

[0008] 在本发明的第一方面，提供了一种细胞水平蛋白高通量检测方法，其特征在于，包

括以下步骤：

[0009] (a)对外周血中的细胞进行富集，从而得到富集的细胞；

[0010] (b)将步骤(a)中富集的细胞、偶联有寡核苷酸的待检蛋白抗体、细胞鉴定标志物

进行孵育；

[0011] (c)将步骤(b)中孵育后的细胞加载到微孔芯片上，从而使得所述微孔芯片上每个

孔中有不多于一个细胞；

[0012] (d)对所述细胞进行分选，获得带有细胞鉴定标志物的目的细胞；

[0013] (e)对抗体上偶联的寡核苷酸进行扩增，从而得到扩增产物；

[0014] (f)对步骤(e)的扩增产物进行测序；

[0015] (g)对测序结果进行分析，从而获得单细胞水平蛋白高通量的测序结果。
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[0016] 在另一优选例中，所述细胞选自下组：血液中循环肿瘤细胞、其他液体样本如胸腔

积液、脑脊液中的肿瘤细胞、血液与体液样本中的其他与疾病相关的细胞。

[0017] 在另一优选例中，所述寡核苷酸为barcode序列。

[0018] 在另一优选例中，所述barcode序列为不同的序列。

[0019] 在另一优选例中，所述细胞鉴定标志物包括循环肿瘤细胞鉴定标志物，包括能够

鉴定循环肿瘤细胞的荧光标记抗体或分子。

[0020] 在另一优选例中，所述细胞鉴定标志物选自下组：荧光素APC标记的CD45抗体

(anti-CD45-APC)、荧光素PE标记的EpCAM抗体(anti-EpCAM-PE)、荧光葡萄糖类似物2-

NBDG。

[0021] 在另一优选例中，步骤(a)所述的富集的方法包括：去除外周血中非CTC的负选方

法、密度梯度离心方法。

[0022] 在另一优选例中，所述寡核苷酸链中可变区为N个随意碱基，N为4-100，较佳地为

5-60，更佳地，6-20，最佳地，6-8。

[0023] 在另一优选例中，步骤(c)所述的微孔芯片，每个芯片含800-10000个微孔，较佳

地，1000-8000个微孔，更佳地，3000-7000个微孔，最佳地，6400个微孔。

[0024] 在另一优选例中，步骤(c)所述的微孔芯片，微孔直径为10-200μm，较佳地，20-90μ

m，更佳地，30-80μm，最佳地，70μm。

[0025] 在另一优选例中，步骤(c)所述的微孔芯片，孔深50-500μm，较佳地，80-450μm，更

佳地，100-400μm，最佳地，360μm。

[0026] 在另一优选例中，步骤(c)所述的微孔芯片，底部有0.5-30μm小孔，较佳地，1-20μm

小孔，更佳地，2-10μm小孔，最佳地，5μm小孔。

[0027] 在另一优选例中，步骤(c)中，所述循环肿瘤细胞加载到微孔芯片上后，施加5-

30mbar压力，较佳地，8-25mbar，最佳地，20mbar。

[0028] 在另一优选例中，步骤(f)中建库引物为人工合成单链核苷酸，包含P5接头

(illumina)、P7接头(illumina)、测序引物、N个碱基单细胞标签，其中N个随意碱基，N为4-

100，较佳地为5-60，更佳地，6-20，最佳地，6-8。

[0029] 在另一优选例中，单细胞标签与P5接头合成在同一条链上。

[0030] 在另一优选例中，单细胞标签与P7接头合成在同一条链上。

[0031] 在另一优选例中，步骤(g)中，所述测序使用的测序平台为illumina  MiSeq测序平

台。

[0032] 应理解，在本发明范围内中，本发明的上述各技术特征和在下文(如实施例)中具

体描述的各技术特征之间都可以互相组合，从而构成新的或优选的技术方案。限于篇幅，在

此不再一一累述。

附图说明

[0033] 图1显示了本发明所述微孔芯片辅助CTC单细胞分离示意图。图1A为本发明中使用

的微孔芯片；图1B为细胞明场和各荧光通道图片，anti-CD45-APC阴性，anti-EpCAM-PE阳

性，2-NBDG高摄取的为CTC；图1C为穿刺针穿透微孔底膜，使目的细胞落入384孔板管中，而

不损坏单细胞的完整性。
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[0034] 图2显示了细胞系单细胞表面蛋白高通量检测。图2A为十种蛋白在H1650细胞和

H1975细胞表面表达情况；图2B为CK8、CK18、CK19在H1975细胞表面表达的荧光图。

[0035] 图3显示了外周血中循环肿瘤细胞CTC单细胞表面蛋白高通量检测和基因组突变

图谱。图3A为微孔中细胞明场及各通道荧光图；图3B为15种蛋白在90个单细胞表面表达情

况；图3C为CD59表达量与HER2表达量相关关系；图3D为基因组突变图谱。

具体实施方式

[0036] 本发明人经过广泛而深入的研究，首次开发了一种灵敏度高、特异性好、通量高的

循环肿瘤细胞单细胞水平蛋白检测方法。基于该方法，不仅可以同步检测不同单细胞中几

十种至上百种蛋白，而且可以准确地检测到痕量蛋白。微孔芯片辅助循环肿瘤细胞CTC单细

胞定位和挑选，CTC丢失率极少。在此基础上完成了本发明。

[0037] 本发明的主要优点包括：

[0038] 1)本发明所述的方法灵敏度高、特异性好、通量高；

[0039] 2)本发明所述的方法不仅可以同步检测不同单细胞中几十种至上百种蛋白，而且

可以准确地检测到痕量蛋白；

[0040] 3)本发明所述的方法CTC丢失率极少。

[0041] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件，例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。除非另外说明，否

则百分比和份数是重量百分比和重量份数。

[0042] 实施例1.

[0043] 肿瘤细胞系单细胞水平蛋白高通量检测

[0044] 方法：

[0045] (1)取预染anti-CD45-APC，anti-EpCAM-PE的肿瘤细胞系H1650和H1975各30个，分

别混于5mL健康人(自愿者)外周血中，用RosetteSepT MCTC富集试剂盒(Stemcell 

Technologies)通过密度梯度离心对肿瘤细胞进行富集。

[0046] (2)富集后的细胞用0.1％-3％BSA和Fc受体阻抗剂封闭细胞非特异性位点，室温

孵育1小时。

[0047] (3)加入适当浓度的偶联了核苷酸条形码(见表2)的待检蛋白抗体(mcAb)，anti-

PDGFβ-mcAb,anti-EGFR-mcAb,anti-cytokeratin(CK)19-mcAb,anti-CK8-mcAb,anti-

CK18-mcAb,anti-PD-L1-mcAb,anti-MET-mcAb,anti-EpCAM-mcAb,anti-CD45-mcAb  and 

anti-CD44-mcAb，各抗体终浓度均为1μg/mL，室温孵育1小时。

[0048] (4)上述细胞悬液用无糖的培养基DMEM洗3-5次。用无糖的培养基DMEM孵育细胞10

分钟，对细胞进行饥饿处理。

[0049] (5)然后加入含0.4mM  2-NBDG的无糖的培养基DMEM于37度含5％二氧化碳的培养

箱中培养15分钟。

[0050] (6)洗掉未被摄取的多余的2-NBDG，适当稀释制成细胞悬液，加载到微孔芯片上，

施加20mbar压力，使肿瘤细胞进入微孔中，使每个微孔中最多有一个细胞。
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[0051] (7)荧光成像系统扫描芯片，anti-CD45-APC阴性、anti-EpCAM-PE阳性，2-NBDG高

摄取的细胞被鉴定为目的细胞，由穿测针穿透微孔底膜落入384孔板管中。

[0052] (8)每个孔中分别加入带有细胞标签的建库引物(见表1)和DNA聚合酶预混物，进

行16个PCR循环。

[0053] (9)将每个孔的PCR产物混合在一起，用MiSeq平台(Illumina)进行下一代测序。

[0054] (10)统计测序得到的数据，单细胞标签序列超过2个碱基突变的，视为无效数据；

寡核苷酸条形码序列超过2个碱基突变的，视为无效数据。单细胞标签序列代表某一具体的

细胞，寡核苷酸条形码对应某一具体的抗体，根据单细胞标签序列，对寡核苷酸条形码进行

分类，得到某个单细胞的蛋白表达数据。

[0055] 结果

[0056] H1650细胞系实验中，检测到23个anti-CD45-APC阴性、anti-EpCAM-PE阳性，2-

NBDG高摄取的细胞；H1975细胞系实验中，检测到28个anti-CD45-APC阴性、anti-EpCAM-PE

阳性，2-NBDG高摄取的细胞。其中每个细胞系分别选出15个细胞进行蛋白检测。

[0057] 结果如图2A所示，H1650细胞和H1975细胞中均未检测到CD45；与H1650细胞相比，

H1975细胞EpCAM，EGFR和PD-L1呈现高表达，而CD44表达相对较低。结果与已报道过的文献

结果一致。

[0058] 两种细胞系细胞中，CK8，CK18，CK19在细胞膜上均有一定程度的表达，图2B为CK8，

CK18，CK19在H1975细胞表面表达的荧光图片。细胞膜表面的细胞角蛋白(如CK8，CK18，

CK19)可以作为肿瘤细胞的潜在标志物。

[0059] 实施例2.

[0060] 外周血中循环肿瘤细胞CTC单细胞水平蛋白高通量检测

[0061] 方法：

[0062] (1)5mL肺癌患者(自愿者)外周血全血样本，用RosetteSepTMCTC富集试剂盒

(Stemcell  Technologies)通过密度梯度离心对CTC进行富集。

[0063] (2)富集后的细胞用0.1％-3％BSA和Fc受体阻抗剂封闭细胞非特异性位点，室温

孵育1小时。

[0064] (3)加入适当浓度的anti-CD45-APC，anti-EpCAM-PE和偶联了核苷酸条形码(见表

2)的待检蛋白抗体(mcAb)，anti-EGFR-mcAb,anti-CK19-mcAb,anti-CK8-mcAb,anti-CK18-

mcAb,anti-MUC1-mcAb,anti-HER2-mcAb,anti-TROP2-mcAb,anti-MET-mcAb,anti-PD-L1-

mcAb,anti-CD44-mcAb,anti-CD46-mcAb,anti-CD59-mcAb,anti-CD133-mcAb,anti-CD56-

mcAb  and  anti-PDGFβ-mcAb，各抗体终浓度均为1μg/mL，室温孵育1小时。

[0065] (4)上述细胞悬液用无糖的培养基DMEM洗3-5次。用无糖的培养基DMEM孵育细胞10

分钟，对细胞进行饥饿处理。

[0066] (5)然后加入含0.4mM  2-NBDG的无糖的培养基DMEM于37度含5％二氧化碳的培养

箱中培养15分钟。

[0067] (6)洗掉未被摄取的多余的2-NBDG，适当稀释制成细胞悬液，加载到微孔芯片上，

施加20mbar压力，使肿瘤细胞进入微孔中，使每个微孔中最多有一个细胞。

[0068] (7)荧光成像系统扫描芯片，anti-CD45-APC阴性、anti-EpCAM-PE阳性，2-NBDG高

摄取的细胞被鉴定为CTC，由穿测针穿透微孔底膜落入384孔板管中。
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[0069] (8)anti-CD45-APC阳性的单细胞为白细胞，选取50个作为对照，由穿测针穿透微

孔底膜落入384孔板管中。

[0070] (9)365nm紫外光照射384孔板25分钟，使抗体上的寡核苷酸条形码释放。

[0071] (10)释放到孔中的寡核苷酸条形码可进行测序建库，分别加入带有细胞标签的建

库引物(见表1)和DNA聚合酶预混物，进行16个PCR循环。

[0072] (11)将每个单细胞的PCR产物混合在一起，用MiSeq平台(Illumina)进行下一代测

序。

[0073] (12)获取的CTC单细胞进行全基因组放大后，检测驱动基因突变，基因组驱动基因

突变检测引物见表3。

[0074] (13)统计测序得到的数据，单细胞标签序列超过2个碱基突变的，视为无效数据；

寡核苷酸条形码序列超过2个碱基突变的，视为无效数据。单细胞标签序列代表某一具体的

细胞，寡核苷酸条形码对应某一具体的抗体，根据单细胞标签序列，对寡核苷酸条形码进行

分类，得到某个单细胞的蛋白表达数据。

[0075] 结果：在5个IV期肺腺癌患者外周血样本中，共找到61个anti-CD45-APC阴性、

anti-EpCAM-PE阳性，2-NBDG高摄取的细胞，去除有白细胞干扰的微孔，共获得40个CTC单细

胞。获取50个白细胞单细胞作为对照。建库过程中分别对每个单细胞引入了细胞标签，所以

90个单细胞的建库产物可以混合在一起测序。

[0076] 结果如图3B所示，CK19在细胞表面呈现高表达，说明CK19可以作为肿瘤细胞鉴定

的潜在标志物；PD-L1不同细胞间表达水平不一致，揭示CTC的异质性；图3C显示，CD59的表

达与HER2表达高度相关，对单细胞蛋白质组表达情况进行研究，有利阐明蛋白之间的关系。

[0077] 取1号样本中2个CTC单细胞，检测驱动基因突变。如图3D所示，在2个CTC中均检测

到EGFR的19外显子缺失，和患者原位肿瘤信息一致。

[0078] 表1

[0079]

[0080] 表2
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[0081]
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[0082]

[0083] 表3
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[0084]

[0085]

[0086] 在本发明提及的所有文献都在本申请中引用作为参考，就如同每一篇文献被单独

引用作为参考那样。此外应理解，在阅读了本发明的上述讲授内容之后，本领域技术人员可

以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限定的范

围。
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<110>  上海交通大学

<120>  一种细胞水平蛋白高通量检测方法

<130>   P2018-1696

<160>   31

<170>   PatentIn  version  3.5

<210>   1

<211>   91

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<220>

<221>   misc_feature

<222>   (59) ..(66)

<223>   n  is  a,  c,  g,  or  t

<400>   1

aatgatacgg  cgaccaccga  gatctacact  ctttccctac  acgacgctct  tccgatctnn       60

nnnnnnaatg  ctcgggaagg  ctactcagtt  t                                      91

<210>   2

<211>   88

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   2

caagcagaag  acggcatacg  agattggtca  gtgactggag  ttcagacgtg  tgctcttccg       60

atctggtctg  tggtgctgta  ttgagcgg                                          88

<210>   3

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   3

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  tcacgaccca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   4

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   4

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  cagtggtcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64
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<210>   5

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   5

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgc  agatccacca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   6

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   6

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  caaacggcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   7

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   7

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  cccagcacca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   8

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   8

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  gggtcaacca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   9

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   9

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgc  ccaacctcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   10

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)
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<400>   10

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgc  accacaccca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   11

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   11

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgg  aaacccacca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   12

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   12

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgt  gtgaccacca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   13

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   13

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  gactcgtcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   14

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   14

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgc  atgagtgcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   15

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   15

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  ggatcaccca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   16
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<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   16

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgt  cctagaccca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   17

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   17

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgg  tacagatcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   18

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   18

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcga  cagtgcgcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   19

<211>   64

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   19

tggtctgtgg  tgctgtattg  agcggtgcgc  tagtggtcca  aactgagtag  ccttcccgag       60

catt                                                                    64

<210>   20

<211>   24

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   20

ctcatcctaa  cacatttcaa  gccc                                              24

<210>   21

<211>   17

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   21

cagcatctca  gggccaa                                                      17
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<210>   22

<211>   18

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   22

tgagagcctt  tagccgcc                                                     18

<210>   23

<211>   20

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   23

taccctctca  cgaaactctg                                                   20

<210>   24

<211>   19

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   24

tggagaagct  cccaaccaa                                                    19

<210>   25

<211>   22

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   25

ttcccaaaca  ctcagtgaaa  ca                                                22

<210>   26

<211>   19

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   26

gtggcaccat  ctcacaatt                                                    19

<210>   27

<211>   19

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   27

atgctccagg  ctcaccaag                                                    19

<210>   28

<211>   20

<212>   DNA
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<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   28

ctttatccaa  tgtgctcctc                                                   20

<210>   29

<211>   20

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   29

tctcccttcc  ctgattacct                                                   20

<210>   30

<211>   19

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   30

ttcgccagcc  ataagtcct                                                    19

<210>   31

<211>   20

<212>   DNA

<213>  人工序列(Artificial  Sequence)

<400>   31

tcattcactg  tcccagcaag                                                   20
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