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一种新型冠状病毒多表位重组抗原及其制

备方法

(57)摘要

本发明属于生物技术领域，公开了一种新型

冠状病毒多表位重组抗原及其制备方法。本发明

涉及一种重组抗原，该重组抗原包含新型冠状病

毒多个优势抗原表位，并采用CHO细胞偏爱密码

子将该重组抗原氨基酸序列转换为对应的核苷

酸序列，化学合成该核苷酸序列并构建重组表达

载体，从而提高该重组抗原在CHO细胞中的表达

量。另外，经验证该重组抗原可与新型冠状病毒

不同抗原免疫得到的鼠血清产生免疫学反应。
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1.一种新型冠状病毒多表位重组抗原，其特征在于该重组抗原如序列表SEQ  ID  No:1

所示的氨基酸序列。

2.一种新型冠状病毒多表位重组抗原，其特征在于该重组抗原如序列表SEQ  ID  No:2、

SEQ  ID  No:3和SEQ  ID  No:4所示的氨基酸序列。

3.一种核苷酸序列，其特征在于该核苷酸序列如序列表SEQ  ID  No:5所示，可编码权利

要求1或2所述的新型冠状病毒多表位重组抗原。

4.一种质粒载体，其特征在于该质粒载体含有权利要求3所述的核苷酸序列。

5.一种菌株，其特征在于该菌株包含采用权利要求4所述的质粒载体。

6.根据权利要求1或2所述的新型冠状病毒多表位重组抗原，其特征在于该重组抗原可

与新型冠状病毒不同抗原免疫得到的鼠血清产生免疫学反应。

7.一种新型冠状病毒多表位重组抗原的制备，其特征在于，包括：

(a)人工设计并辅以计算机模拟新型冠状病毒S、E、M抗原的优势表位，化学合成包含

BamHI和EcoRI酶切位点的核苷酸序列；

(b)将化学合成产物BamHI和EcoRI双酶切后连接至同样BamHI和EcoRI双酶切的pTT5载

体中，得重组质粒载体；

(c)重组质粒转染CHO‑K1细胞表达，细胞上清纯化透析即得SEQ  ID  No:1所示氨基酸序

列的新型冠状病毒重组抗原。
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一种新型冠状病毒多表位重组抗原及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，公开了一种新型冠状病毒多表位重组抗原及其制备方

法。本发明涉及一种重组抗原，该重组抗原包含新型冠状病毒多个优势抗原表位，并采用

CHO细胞偏爱密码子将该重组抗原氨基酸序列转换为对应的核苷酸序列，化学合成该核苷

酸序列并构建重组表达载体，从而提高该重组抗原在CHO细胞中的表达量。另外，经验证该

重组抗原可与新型冠状病毒不同抗原免疫得到的鼠血清产生免疫学反应。

背景技术

[0002] 2019新型冠状病毒，即“2019‑nCoV”，是以前从未在人体中发现的冠状病毒新毒

株。新型冠状病毒是以前从未在人体中发现的冠状病毒新毒株。冠状病毒是一个大型病毒

家族，在系统分类上属冠状病毒科(Coronaviridae)冠状病毒属(Coronavirus)。冠状病毒

属的病毒是具外套膜(envelope)的正链单股RNA病毒，直径约80～120nm，其遗传物质是所

有RNA病毒中最大的，只感染人、鼠、猪、猫、犬、禽类脊椎动物。冠状病毒粒子呈不规则形状，

病毒粒子外包着脂肪膜，膜表面有三种糖蛋白：刺突糖蛋白(S，Spike  Protein，是受体结合

位点、溶细胞作用和主要抗原位点)；小包膜糖蛋白(E，Envelope  Protein，较小，与包膜结

合的蛋白)；膜糖蛋白(M，Membrane  Protein)，负责营养物质的跨膜运输、新生病毒出芽释

放与病毒外包膜的形成)。其中刺突蛋白(spike  protein)是冠状病毒最重要的表面蛋白，

与病毒的传染能力相关。刺突蛋白含有两个亚基：S1和S2，其中S1主要包含受体结合区域

(RBD)，负责识别细胞受体，S2含有膜融合过程所需的基本元件。

[0003] 目前，新型冠状病毒检测以核酸分子检测为主，需要从痰液、咽拭子、肺泡灌洗液

等样本中提取核酸分子，然后再采用荧光PCR方法进行检测，总共需要3个小时左右。该方法

虽然准确度高，但是需要专门的操作场地、专业的操作人员，专业的设备，检测时间太长，要

求较为苛刻，无法在基层医疗机构大面积使用。而新型冠状病毒疫情爆发后，疑似患者大量

增加，急需一种检测产品能在短时间内快速鉴别筛查，而不仅仅是确诊。

发明内容

[0004] 设计目的：避免背景技术中的不足之处，设计一种新型冠状病毒多表位重组抗原

及其制备方法，使得重组抗原能够识别新型冠状病毒特异性抗体，从而实现新型冠状病毒

诊断，通过新型冠状病毒多表位重组抗原进行检测不仅能够增强检测灵敏度，而且不会导

致检测结果失真。

[0005] 设计方案：为了实现上述设计目的。本申请：(1)以新型冠状病毒S、E、M为靶抗原，

分析并选择三个特异性优势抗原表位，序列比较结果显示所选择的三个抗原表位与冠状病

毒抗原之外的其它抗原序列无明显同源性。(2)将所选择的三个优势抗原表位序列通过柔

性片段连接，并在序列碳端加His标签，得到重组抗原氨基酸序列。(3)采用中国仓鼠卵巢细

胞(CHO)偏爱密码子，将重组抗原氨基酸序列转换为对应的核苷酸序列。(4)化学合成上一

步骤得到的核苷酸序列，并通过酶切连接，将合成得到的核苷酸片段插入表达载体pTT5,构

说　明　书 1/5 页

3

CN 111196857 B

3



建重组抗原表达载体。(5)重组抗原表达载体转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，筛选鉴定得到

重组表达质粒。(6)重组表达质粒瞬转CHO细胞，7天后收集细胞上清。(7)上清通过镍琼脂糖

亲和层析纯化得到重组抗原。(8)将重组抗原应用于胶体金快速检测试剂及ELISA平台，可

识别新型冠状病毒不同抗原免疫得到的鼠血清。

[0006] 技术方案1：一种新型冠状病毒多表位重组抗原，该重组抗原具有如序列表SEQ  ID 

No:1所示的氨基酸序列。

[0007] 技术方案2：一种新型冠状病毒多表位重组抗原，该重组抗原包含如序列表SEQ  ID 

No:2、SEQ  ID  No:3和SEQ  ID  No:4所示的氨基酸序列。

[0008] 技术方案3：一种核苷酸序列，该核苷酸序列如序列表SEQ  ID  No:5所示，可编码权

利要求1‑2所述的新型冠状病毒多表位重组抗原。

[0009] 技术方案4：一种质粒载体，该质粒载体含有权利要求3所述的核苷酸序列。

[0010] 技术方案5：一种菌株，该菌株包含采用权利要求4所述的质粒载体。

[0011] 技术方案6：一种新型冠状病毒多表位重组抗原的制备，包括：(a)人工设计并辅以

计算机模拟新型冠状病毒S、E、M抗原的优势表位，化学合成包含BamHI和EcoRI酶切位点的

核苷酸序列；(b)将化学合成产物BamHI和EcoRI双酶切后连接至同样BamHI和EcoRI双酶切

的pTT5载体中，得重组质粒载体；(c)重组质粒转染CHO‑K1细胞表达，细胞上清纯化透析即

得SEQ  ID  No:1所示氨基酸序列的新型冠状病毒重组抗原。

[0012] 本发明与背景技术相比，一是通过分子生物学技术，实现了新型冠状病毒不同抗

原多个优势表位的串联表达，增强了抗原对冠状病毒抗体的识别能力，提高了灵敏度，同时

排除了无关序列可能带来的假阳性风险，提高了特异性；二是采用CHO细胞作为表达宿主，

并以CHO细胞偏爱密码子优化重组抗原对应的核苷酸序列，不仅使所表达抗原具有糖基化

特点，并且提高了表达量；三是将重组抗原应用于胶体金快速检测试剂及ELISA平台，可识

别新型冠状病毒不同抗原免疫得到的鼠血清。

附图说明

[0013] 图1是S抗原鼠血清的检测对照示意图。

[0014] 图2是E抗原鼠血清的检测对照示意图。

[0015] 图3是M抗原鼠血清的检测对照示意图。

具体实施方式

[0016] 以下实施例虽然对本发明的设计思路作了比较详细的文字描述，但是这些文字描

述，只是对本发明设计思路的简单文字描述，而不是对本发明设计思路的限制，任何不超出

本发明设计思路的组合、增加或修改，均落入到本发明的保护范围内。

[0017] 实施例1：新型冠状病毒优势抗原表位选择

[0018] 利用生物软件DNAstar分析新型冠状病毒S、E、M抗原表位序列的亲水性、疏水性及

抗原性，分别选择S抗原优势表位(SEQ  ID  No:2)、E抗原优势表位(SEQ  ID  No:3)和M抗原优

势表位(SEQ  ID  No:4)。同时，序列比较结果表明所选择优势抗原表位序列特异性高，与冠

状病毒抗原之外的其它抗原序列无明显同源性。

[0019] 实施例2：S、E、M抗原优势表位串联
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[0020] 为增强重组抗原对新型冠状病毒抗体的识别能力，将S、E、M抗原优势表位通过柔

性片段(GlyGlyGlyGlySer)连接,并在序列碳端加His标签，得到重组抗原氨基酸序列，其具

体序列如序列表SEQ  ID  No:1所示。

[0021] 实施例3：优化编码重组抗原的核苷酸序列

[0022] 为了提高重组抗原表达量，在重组抗原氨基酸序列不变的前提下,根据CHO细胞偏

爱密码子将编码重组抗原氨基酸序列转化为对应的核苷酸序列，具体序列如序列表SEQ  ID 

No:5所示，并在其上下游分别添加酶切位点EcoRI和BamHI对应的核苷酸序列后，由杭州贤

至生物科技有限公司合成。合成后的目的基因克隆于pMD19‑T载体(宝生物工程大连有限公

司)中。

[0023] 实施例4：构建重组抗原表达载体

[0024] 用限制性内切酶EcoRI和BamHI(宝生物工程大连有限公司)于37℃分别双酶切含

目的基因的pMD19‑T载体和pTT5载体12小时，酶切产物分别行1％琼脂糖凝胶电泳，并分别

切胶回收目的基因和pTT5载体(本发明所使用的胶回收试剂盒均来自宁波中鼎生物技术有

限公司)。使用T4连接酶(宝生物工程大连有限公司)将回收的目的基因和pTT5载体按一定

的比例于4℃连接12小时后，连接产物转化DH5α感受态细胞(杭州贤至生物科技有限公司)，

并涂布于含氨苄青霉素抗性(50μg/mL)的LB平板，于37℃恒温培养12小时之后，于平板上挑

取单克隆菌株至含氨苄青霉素抗性(50μg/mL)的LB液体培养基，37℃恒温摇床培养12小时

后，采用质粒纯化试剂盒(本发明所使用的质粒纯化试剂盒均来自于宁波中鼎生物技术有

限公司)提取质粒，经EcoRI和BamHI双酶切鉴定后得到正确的重组表达载体。

[0025] 实施例5：重组表达载体转染真核动物细胞及纯化

[0026] 将构建好的重组表达载体转染CHO‑K1细胞。转染前一天将CHO‑K1细胞按照1×

106/ml的密度传代以保证转染时细胞活力，转染当天将细胞密度调整为2×106/ml进行转

染。根据转染体系每毫升中加入3.2ug重组表达载体，再根据转染体系每毫升中加入4.8ug

转染试剂PEI(Polyscience) ,边加边摇匀。37℃，6％二氧化碳摇床转速120rpm培养4小时

后，加入1％500mM  VPA(sigma)以及1％30g/L  L‑盐酸半胱氨酸(索莱宝生物科技有限公

司)，32℃，6％二氧化碳摇床转速120rpm培养6天后离心收集上清通过镍琼脂糖亲和层析柱

(常州天地人和生物科技有限公司),20mM咪唑溶液去除杂蛋白，300mM咪唑溶液洗脱目的蛋

白，收液后，4℃静置30分钟，转至截留分子量为10kD‑12kD的透析袋中，于PBS(10mmol/L ,

pH7.4)中过夜透析。透析后立即取出并分装，于‑20℃保存备用。

[0027] 20mM咪唑配制：咪唑1.36g，加10mmol/L,pH7.4  PBS溶液溶解定容至1000mL。

[0028] 300mM咪唑配制：咪唑10.2g，加10mmol/L,pH7.4  PBS溶液溶解定容至500mL。

[0029] 实施例6：鼠多抗制备

[0030] 取新型冠状病毒重组抗原及另外表达的新型冠状病毒S、E、M全长抗原，总共四种

抗原分别免疫Balb/c小鼠，用弗氏完全佐剂进行乳化(共0.5ml，100ug抗原)，皮下多点注

射。15天后进行第二次免疫(加强免疫)，即取抗原80ug，用弗氏不完全佐剂进行乳化(共

0.5ml)，皮下多点注射，再次间隔7天后，眼眶取血。

[0031] 实施例7：新型冠状病毒重组抗原鼠多抗纯化

[0032] 琼脂糖亲和介质Protein  G层析柱(南京金斯瑞生物科技有限公司)平衡至室温，

电脑核酸蛋白检测仪(上海沪西分析仪器厂有限公司)预热20分钟，用10mmol/L，pH＝7.4的
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PBS溶液过柱洗涤至电脑核酸蛋白检测仪吸光度A显示为0。新型冠状病毒重组抗原鼠血清

12000rpm离心5分钟后，取上清过0.45um滤膜后上样，随后加10mmol/L，pH＝7.4的PBS溶液

过柱洗涤至电脑核酸蛋白检测仪吸光度A显示为0。用0.1mol/L，pH＝3.0的甘氨酸溶液洗

脱。收集洗脱液后，加入0.5mol/L，pH＝8.5的Tris‑HCl缓冲液中和至pH＝7.0，即为新型冠

状病毒重组抗原多克隆抗体。

[0033] 甘氨酸溶液配制：甘氨酸7.5g，加超纯水溶解，定容至800ml，加HCl调pH＝3.0

[0034] Tris‑HCl缓冲液配制：Tris  75.4g，加超纯水搅拌溶解，定容至1000ml，加HCl约

10ml，调pH＝8.5。

[0035] 实施例8：制备胶体金垫

[0036] 取5ml  0.01％胶体金溶液加入0.2mol/L碳酸钾溶液10uL，充分混匀后加入50ug新

型冠状病毒重组抗原，混匀，室温静置2小时后，加入500ul  10％BSA(牛血清白蛋白)溶液进

行封闭，室温静置1小时，离心(6500rpm、20min)，弃上清后，沉淀用500ul复溶液充分溶解。

溶解后的金溶液采用喷金划膜仪(上海金标生物科技有限公司)将按照10ul/cm均匀喷涂于

6mm宽的玻纤上，后置于电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限公司)中37℃鼓风干燥1小

时。

[0037] 相关溶液配方如下:

[0038] 0.01％胶体金溶液：1％氯金酸溶液1ml，1％柠檬酸溶液1.4ml，加超纯水加热溶解

反应并定容至100ml。

[0039] 1％氯金酸溶液：AuCL3.HCl.4H2O粉末1g加超纯水溶解并定容至100ml。

[0040] 1％柠檬酸溶液：柠檬酸晶体1g加超纯水溶解并定容至100ml。

[0041] 0.2mol/L碳酸钾溶液：碳酸钾27.64克，加超纯水溶解并定容至1000ml。

[0042] 复溶液：Tris碱6.057g溶解于800ml超纯水中，用适量HCL调节pH至8.0，加超纯水

定容到1000ml。

[0043] 实施例9：检测试纸条制备

[0044] 将新型冠状病毒重组抗原用包被液稀释至终浓度为1mg/ml，通过喷金划膜仪(上

海金标生物科技有限公司)按照1ul/cm将其均匀包被于硝酸纤维素膜(Sartorius，CN140)

上，为T线。

[0045] 将新型冠状病毒重组抗原鼠多抗(杭州贤至生物科技有限公司)用包被液稀释至

终浓度为1mg/ml，通过喷金划膜仪(上海金标生物科技有限公司)按照1ul/cm将其均匀包被

于硝酸纤维素膜(Sartorius，CN140)上，为C线。

[0046] 划膜包被结束后，将硝酸纤维素膜置于电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限

公司)中37℃鼓风干燥30分钟。

[0047] 依次将硝酸纤维素膜、胶体金垫、样品垫、吸水纸在PVC垫板上组装后切成宽4mm长

条，装入卡壳后压紧。

[0048] 包被液：Na2HPO4.12H2O  17.9g，加双蒸水定容至1000mL(pH8.0)。

[0049] 实施例10：检测试纸条操作

[0050] 将实施例6制备得到的新型冠状病毒S、E、M全长抗原鼠血清及正常鼠血清，分别用

生理盐水5倍、20倍、100倍稀释后，取100uL上样，室温放置15min后判读结果，具体结果如图

1‑图3所示。从结果可以看出，用新型冠状病毒重组抗原研发得到的检测试纸条可以检测新
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型冠状病毒S、E、M全长抗原鼠血清。

[0051] 实施例11：ELISA检测

[0052] 将新型冠状病毒重组抗原经包被液稀释后(终浓度为1μg/mL)，以100μL/孔加入酶

标板(深圳金灿华实业有限公司) ,4℃包被12小时后用洗涤液洗涤五次并拍干；加入封闭

液，150μL/孔，37℃封闭2小时，弃孔内液体，拍干；将实施例6制备得到的新型冠状病毒S、E、

M全长抗原鼠血清及正常鼠血清，分别用生理盐水5倍、20倍、100倍稀释后,100μL/孔上样，

37℃孵育1小时后，洗涤液洗涤五次并拍干；加入羊抗鼠HRP标记单抗(杭州贤至生物科技有

限公司)，100μL/孔，37℃孵育30分钟后，洗涤液洗涤五次并拍干；每孔加显色液A和显色液B

各50μL，37℃避光显色10分钟后，加终止液终止反应，50μL/孔，双孔复测，酶标仪450nm波长

空白孔校零后读取OD值，具体数值见表1。

[0053] 相关溶液配方如下：

[0054] 包被液：Na2CO3  1.5g，NaHCO3  2.9g,加双蒸水定容至1000mL(pH9.6)。

[0055] 封闭液：Na2HPO4.12H2O  2.68g ,NaH2PO4.2H2O  0.39g ,NaCl  8.5g，20g牛血清白蛋

白，加双蒸水定容至1000mL(pH7.4)。

[0056] 洗涤液：Na2HPO4.12H2O  2.68g,NaH2PO4.2H2O  0.39g,NaCl  8.5g，Tween‑20  0.5mL，

加双蒸水定容至1000mL(pH7.4)。

[0057] 显色液A:200mg  TMB溶于100mL无水乙醇，加双蒸水定容至1000mL。

[0058] 显色液B:柠檬酸2.1g,Na2HPO4.12H2O  71g,加双蒸水定容至1000mL。

[0059] 使用时：1mL显色液A+1mL显色液B+0.4μL  30％H2O2
[0060] 终止液：2M  H2SO4,21.7mL浓H2SO4加双蒸水定容至1000mL。

[0061] 表1间接ELISA检测鼠血清

[0062]

[0063] SEQ  ID  NO1：重组抗原的氨基酸序列；

[0064] SEQ  ID  NO2：S抗原优势表位的氨基酸序列；

[0065] SEQ  ID  NO3：E抗原优势表位的氨基酸序列；

[0066] SEQ  ID  NO4：M抗原优势表位的氨基酸序列；

[0067] SEQ  ID  NO5：编码重组抗原的核苷酸序列。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110>  杭州贤至生物科技有限公司

[0003] <120> 一种新型冠状病毒多表位重组抗原及其制备方法

[0004] <130>  20200203

[0005] <160>  5

[0006] <170>  PatentIn  version  3.3

[0007] <210>  1

[0008] <211>  260

[0009] <212>  PRT

[0010] <213> 人工序列（Artificial）

[0011] <400>  1

[0012] Leu  Tyr  Glu  Asn  Gln  Lys  Leu  Ile  Ala  Asn  Gln  Phe  Asn  Ser  Ala  Ile

[0013] 1               5                   10                  15

[0014] Gly  Lys  Ile  Gln  Asp  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Ala  Ser  Ala  Leu  Gly  Lys

[0015]             20                  25                  30

[0016] Leu  Gln  Asp  Val  Val  Asn  Gln  Asn  Ala  Gln  Ala  Leu  Asn  Thr  Leu  Val

[0017]         35                  40                  45

[0018] Lys  Gln  Leu  Ser  Ser  Asn  Phe  Gly  Ala  Ile  Ser  Ser  Val  Leu  Asn  Asp

[0019]     50                  55                  60

[0020] Ile  Leu  Ser  Arg  Leu  Asp  Lys  Val  Glu  Ala  Glu  Val  Gln  Ile  Asp  Arg

[0021] 65                  70                  75                  80

[0022] Leu  Ile  Thr  Gly  Arg  Leu  Gln  Ser  Leu  Gln  Thr  Tyr  Val  Thr  Gln  Gln

[0023]                 85                  90                  95

[0024] Leu  Ile  Arg  Ala  Ala  Glu  Ile  Arg  Ala  Ser  Ala  Asn  Leu  Ala  Ala  Thr

[0025]             100                 105                 110

[0026] Lys  Met  Ser  Glu  Cys  Val  Leu  Gly  Gln  Ser  Lys  Arg  Val  Asp  Phe  Cys

[0027]         115                 120                 125

[0028] Gly  Lys  Gly  Tyr  His  Leu  Met  Ser  Phe  Pro  Gln  Ser  Ala  Pro  His  Gly

[0029]     130                 135                 140

[0030] Val  Val  Phe  Leu  His  Val  Thr  Tyr  Val  Pro  Ala  Gln  Glu  Lys  Asn  Phe

[0031] 145                 150                 155                 160

[0032] Thr  Thr  Ala  Pro  Ala  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly

[0033]                 165                 170                 175

[0034] Gly  Gly  Gly  Ser  Leu  Val  Thr  Leu  Ala  Ile  Leu  Thr  Ala  Leu  Arg  Leu

[0035]             180                 185                 190

[0036] Cys  Ala  Tyr  Cys  Cys  Asn  Ile  Val  Asn  Val  Ser  Leu  Val  Lys  Gly  Gly

[0037]         195                 200                 205

[0038] Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  His  His

序　列　表 1/3 页

8

CN 111196857 B

8



[0039]     210                 215                 220

[0040] Leu  Gly  Arg  Cys  Asp  Ile  Lys  Asp  Leu  Pro  Lys  Glu  Ile  Thr  Val  Ala

[0041] 225                 230                 235                 240

[0042] Thr  Ser  Arg  Thr  Leu  Ser  Tyr  Tyr  Lys  Leu  Gly  Ala  Ser  Gln  His  His

[0043]                 245                 250                 255

[0044] His  His  His  His

[0045]             260

[0046] <210>  2

[0047] <211>  165

[0048] <212>  PRT

[0049] <213> 新型冠状病毒（2019‑nCoV）

[0050] <400>  2

[0051] Leu  Tyr  Glu  Asn  Gln  Lys  Leu  Ile  Ala  Asn  Gln  Phe  Asn  Ser  Ala  Ile

[0052] 1               5                   10                  15

[0053] Gly  Lys  Ile  Gln  Asp  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Ala  Ser  Ala  Leu  Gly  Lys

[0054]             20                  25                  30

[0055] Leu  Gln  Asp  Val  Val  Asn  Gln  Asn  Ala  Gln  Ala  Leu  Asn  Thr  Leu  Val

[0056]         35                  40                  45

[0057] Lys  Gln  Leu  Ser  Ser  Asn  Phe  Gly  Ala  Ile  Ser  Ser  Val  Leu  Asn  Asp

[0058]     50                  55                  60

[0059] Ile  Leu  Ser  Arg  Leu  Asp  Lys  Val  Glu  Ala  Glu  Val  Gln  Ile  Asp  Arg

[0060] 65                  70                  75                  80

[0061] Leu  Ile  Thr  Gly  Arg  Leu  Gln  Ser  Leu  Gln  Thr  Tyr  Val  Thr  Gln  Gln

[0062]                 85                  90                  95

[0063] Leu  Ile  Arg  Ala  Ala  Glu  Ile  Arg  Ala  Ser  Ala  Asn  Leu  Ala  Ala  Thr

[0064]             100                 105                 110

[0065] Lys  Met  Ser  Glu  Cys  Val  Leu  Gly  Gln  Ser  Lys  Arg  Val  Asp  Phe  Cys

[0066]         115                 120                 125

[0067] Gly  Lys  Gly  Tyr  His  Leu  Met  Ser  Phe  Pro  Gln  Ser  Ala  Pro  His  Gly

[0068]     130                 135                 140

[0069] Val  Val  Phe  Leu  His  Val  Thr  Tyr  Val  Pro  Ala  Gln  Glu  Lys  Asn  Phe

[0070] 145                 150                 155                 160

[0071] Thr  Thr  Ala  Pro  Ala

[0072]                 165

[0073] <210>  3

[0074] <211>  26

[0075] <212>  PRT

[0076] <213> 新型冠状病毒（2019‑nCoV）

[0077] <400>  3
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[0078] Leu  Val  Thr  Leu  Ala  Ile  Leu  Thr  Ala  Leu  Arg  Leu  Cys  Ala  Tyr  Cys

[0079] 1               5                   10                  15

[0080] Cys  Asn  Ile  Val  Asn  Val  Ser  Leu  Val  Lys

[0081]             20                  25

[0082] <210>  4

[0083] <211>  33

[0084] <212>  PRT

[0085] <213> 新型冠状病毒（2019‑nCoV）

[0086] <400>  4

[0087] Gly  His  His  Leu  Gly  Arg  Cys  Asp  Ile  Lys  Asp  Leu  Pro  Lys  Glu  Ile

[0088] 1               5                   10                  15

[0089] Thr  Val  Ala  Thr  Ser  Arg  Thr  Leu  Ser  Tyr  Tyr  Lys  Leu  Gly  Ala  Ser

[0090]             20                  25                  30

[0091] Gln

[0092] <210>  5

[0093] <211>  780

[0094] <212>  DNA

[0095] <213> 人工序列（Artificial）

[0096] <400>  5

[0097] ctgtacgaga  accagaagct  gatcgccaac  cagttcaact  ccgctatcgg  caagatccag  60

[0098] gattctctga  gctctaccgc  ctctgctctc  ggcaagctgc  aggacgtggt  caatcagaac  120

[0099] gcccaggccc  tgaacaccct  ggtcaagcag  ctgtcttcca  acttcggcgc  catctcctcc  180

[0100] gtgctgaacg  acatcctgtc  ccggctggac  aaggtggaag  ccgaagtgca  gatcgaccgg  240

[0101] ctgatcaccg  gcagactgca  atctctgcag  acctacgtga  cccagcagct  gatccgggcc  300

[0102] gccgagatca  gagcctccgc  caacctggct  gctaccaaga  tgtccgagtg  cgtgctgggc  360

[0103] cagtccaaga  gagtggactt  ctgcggcaaa  ggctaccacc  tgatgtcctt  ccctcagtct  420

[0104] gcccctcacg  gcgtggtgtt  cctgcacgtg  acctacgtgc  ctgcccaaga  gaagaacttc  480

[0105] accacagctc  ctgctggcgg  cggaggctct  ggaggcggcg  gctccggcgg  aggcggcagc  540

[0106] ctggttacac  tggccatcct  gaccgctctg  agactgtgcg  cctactgctg  caacatcgtg  600

[0107] aacgtgtccc  tggtgaaggg  cggcggcggc  tctggcggag  ggggatctgg  cggcggcggc  660

[0108] tccggccacc  atctgggcag  atgcgacatc  aaggacctgc  ctaaagagat  caccgtggcc  720

[0109] acctccagaa  ccctgtccta  ctacaagctg  ggagcttctc  agcaccacca  ccaccatcac  780
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图1

图2
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图3
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