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(57)摘要

本发明公开了一种遗传性原发不孕的致病

突变及其检测试剂。一种导致遗传性原发不孕的

突变的NLRP5基因，所述的突变为纯合的移码突

变NLRP5  c.2945delT  p.Leu982fs。检测本发明

所述的突变的NLRP5基因或本发明所述的突变的

NLRP5蛋白的试剂在制备女性原发不孕的辅助诊

断试剂或检测设备中的应用。本发明提供了重要

母源致病基因NLRP5的新致病位点，为该疾病的

诊断提供了新的分子生物学基础。
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1.一种导致早期胚胎发育障碍的突变的NLRP5基因，其特征在于所述的突变为纯合的

移码突变NLRP5  c.2945delT  p.Leu982fs；野生型NLRP5基因在Ensemble数据库中的基因编

号为：ENSG00000171487，NLRP5基因的突变在物理位置在第11外显子，为56552446位 的碱

基T缺失，后续序列造成移码突变，其他部分与野生型相同。

2.权利要求1所述的突变的NLRP5基因编码的突变的NLRP5蛋白，其特征在于野生型

NLRP5蛋白在Ensemble数据库中的基因转录本编号为ENST00000390649.3，突变的NLRP5蛋

白在第982号氨基酸移码突变，在翻译2个新的氨基酸后遇到终止密码子，蛋白质终止翻译，

蛋白质序列截短，且突变后本来编码富含亮氨酸重复序列的外显子不再编码蛋白，其他部

分与野生型相同。

3.权利要求1所述的突变的NLRP5基因或权利要求2所述的突变的NLRP5蛋白作为检测

靶点在制备女性原发不孕的辅助诊断试剂或检测设备中的应用。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于所述的辅助诊断试剂选自引物或引物对、探

针、核酸芯片或抗体中的一种或多种。

5.根据权利要求3所述的应用，其特征在于所述的检测设备为含有检测突变的NLRP5基

因的基因芯片的检测平台。

6.检测权利要求1所述的突变的NLRP5基因或权利要求2所述的突变的NLRP5蛋白的试

剂在制备女性早期胚胎发育障碍的辅助诊断试剂或检测设备中的应用。

7.根据权利要求6所述的应用，其特征在于所述的试剂选自引物或引物对、探针、核酸

芯片或抗体中的一种或多种。

8.一种女性早期胚胎发育障碍辅助诊断试剂盒，所述的试剂盒包括:检测NLRP5基因物

理位置chr19  56552446位核苷酸位点的试剂;或检测NLRP5蛋白第982位氨基酸位点的试

剂。

9.根据权利要求8所述的试剂盒，其特征在于所述的试剂选自引物或引物对、探针、抗

体、或核酸芯片中的一种或多种。

10.根据权利要求8所述的试剂盒，其特征在于所述的试剂为基于深度测序为平台的基

因芯片杂交探针；检测chr19  56552446位核苷酸位点的杂交探针序列如SEQ  ID  N0.31所

示。
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一种遗传性原发不孕的致病突变及其检测试剂

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，涉及一种遗传性原发不孕的致病突变及其检测试剂。

背景技术

[0002] 不孕不育已成为现代社会常见病，WHO数据表明不孕不育现已成为仅次于肿瘤和

心脑血管疾病的第三大疾病。国家计生委发布的数据显示，中国育龄夫妇的不孕不育率近

年已攀升至12％‑15％，其中女性患者人数已超2500万，因此探究女性不孕症病因已显得尤

为迫切。辅助生殖技术是目前广泛采用的不孕症治疗手段,但是临床上仍然有部分不孕症

病例既没有找到病因也没有找到有效的医治方法，有相当部分的女性患者不断经历着反复

的ART周期失败，她们的共同特点为早期胚胎发育障碍。这一临床表型背后的遗传学因素及

机制一直未知。因此，发现、鉴定可能的遗传因素对临床诊治尤为重要。

[0003] 早期胚胎发育障碍以早期胚胎停滞在卵裂期不能发育至囊胚为特征的生殖障碍，

其致病机制研究多借助于动物模型，人类的致病基因及遗传模式鲜有报道。研究早期胚胎

发育障碍的一个重要目的是对其引起的女性原发性不孕症进行分子诊断。鉴于人类胚胎发

育障碍所致不孕相关研究尚有空缺，发现胚胎发育障碍全新的致病基因及位点的研究方法

显得尤为重要。高通量二代测序技术能够高效的针对大量基因的遗传信息进行捕获，是寻

找复杂遗传性疾病致病基因及其突变最有效的方法，具有传统技术所不可及的优势。

[0004] NLR  family  pyrin  domain  containing  5基因位于19号染色体长臂19q13.43位

置，该基因含有15个外显子，其编码的NLRP5蛋白是一种含有1200个氨基酸的卵母细胞特异

性表达蛋白。目前有研究报道NLRP5是重要的母源性蛋白，对于小鼠及人类早期胚胎发育、

生命个体起始至关重要，但其致病突变位点仍有待进一步确认。

[0005] 遗传所致的原发性不孕严重危害了国民的生殖健康。挖掘其新致病突变有利于进

一步探索遗传性原发性不孕的分子遗传学病因，是充分利用我国的生殖遗传病资源，造福

不孕不育患者的现实需要，是基因组时代最重要的研究方向之一。

[0006] 本专利旨在探索原发性不孕的遗传学病因，从而帮助了解发病机制、辅助临床诊

断、产前诊断和转基因治疗。

发明内容

[0007] 本发明的目的是针对上述障碍，提供一种遗传性原发不孕的致病突变。

[0008] 本发明的另一目的是提供该致病突变的应用。

[0009] 本发明的又一目的是提供该致病突变的检测试剂。

[0010] 本发明的目的可通过如下技术方案实现:

[0011] 一种导致遗传性原发不孕的突变的NLRP5基因，所述的突变为纯合的移码突变

NLRP5c .2945delT  p .Leu982fs；野生型NLRP5基因在Ensemble数据库中的基因编号为：

ENSG00000171487，NLRP5基因的突变在物理位置在第11外显子，为56552446的碱基T缺失，

后续序列造成移码突变，其他部分与野生型相同。
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[0012] 本发明所述的突变的NLRP5基因编码的突变的NLRP5蛋白，其特征在于野生型

NLRP5蛋白在Ensemble数据库中的基因转录本编号为ENST00000390649.3，突变的NLRP5蛋

白在第982号氨基酸移码突变，在翻译2个新的氨基酸后遇到终止密码子，蛋白质终止翻译，

蛋白质序列截短，且突变后本来编码富含亮氨酸重复序列LRR的外显子不再编码蛋白，其他

部分与野生型相同。

[0013] 本发明所述的突变的NLRP5基因或本发明所述的突变的NLRP5蛋白作为检测靶点

在制备女性原发不孕的辅助诊断试剂或检测设备中的应用。

[0014] 作为本发明的一种优选，所述的辅助诊断试剂选自引物或引物对、探针、核酸芯片

或抗体中的一种或多种。

[0015] 作为本发明的一种优选，所述的检测设备为含有检测突变的NLRP5基因的基因芯

片的检测平台。

[0016] 检测本发明所述的突变的NLRP5基因或本发明所述的突变的NLRP5蛋白的试剂在

制备女性原发不孕的辅助诊断试剂或检测设备中的应用。

[0017] 作为本发明的一种优选，所述的试剂选自引物或引物对、探针、核酸芯片或抗体中

的一种或多种。

[0018] 一种女性原发性不孕辅助诊断试剂盒，所述的试剂盒包括:检测NLRP5基因物理位

置chr1956552446位核苷酸位点的试剂；或检测NLRP5蛋白第982位氨基酸位点的试剂。

[0019] 作为本发明的一种优选，所述的试剂优选引物或引物对、探针、抗体、或核酸芯片

中的一种或多种。

[0020] 作为本发明的一种优选，所述的试剂为基于深度测序为平台的基因芯片杂交探

针；检测chr19  56552446位核苷酸位点的杂交探针序列如SEQ  ID  N0.31所示。

[0021] 有益效果：

[0022] 目前已有动物实验表明NLRP5母源蛋白对早期胚胎起着至关重要的作用。因此，针

对NLRP5基因与女性原发性不孕及早期胚胎障碍的相关研究显得尤为必要。本专利选择

NLRP5的c.2945delT  p.Leu982fs突变作为原发性不孕的候选位点，是由申请人在多年从事

临床医疗、遗传学研究的基础上所筛选出的。

[0023] 一个基因可以对应多个不同的转录本，且不同转录本所编码的RNA及蛋白有所不

同。本专利中申请人根据长期从事遗传学研究的经验，筛选出NLRP5基因的最优转录本，并

根据不同的转录本设计相应的探针，从而使筛查效益达到最高，最终获得导致早期胚胎发

育障碍的致病突变NLRP5  c.2945delT  p.Leu982fs。

[0024] 原发性不孕的临床表现具有一定的异质性，目前已知一些致病基因如PADI6，

TLE6，但仍存在许多未知的致病基因。本发明提供了重要母源致病基因NLRP5的新致病位

点，为该疾病的诊断提供了新的分子生物学基础。

附图说明

[0025] 图1：家系图

[0026] 图2：早期胚胎发育障碍患者与正常对照的胚胎照片

[0027] 图3：NLRP5突变测序图

[0028] 图4：物种间保守性分析

说　明　书 2/6 页

4

CN 112226440 B

4



[0029] 图5：野生型及携带有突变的NLRP5蛋白三维结构

[0030] 图6：小鼠胚胎发育图

[0031] 图7：小鼠胚胎免疫荧光染色

[0032] 图8：细胞实验免疫共沉淀结果

具体实施方式

[0033] 实施例1

[0034] 对一个原发性女性不孕家系的NLRP5基因突变进行检测。

[0035] 实验方法:

[0036] 1.该家系临床资源的采集及遗传资源库的建立:

[0037] 该家系中先证者为患者(Ⅳ‑2)，女性，两年前就诊于南京市妇幼保健院，诊断为原

发性不孕症；其妹妹及弟弟生育能力正常；其父母近亲婚配，但母亲已过世。(家系图见图

1)。临床资料主要包括个人病史、家族史、生育史等。收集该家系中患者(Ⅳ‑2)的临床资料

及父亲与两位可生育妹妹的血液样本。并用血液基因组DNA提取试剂盒(Qiagen ,Hilden ,

Germany)对患者(Ⅳ‑4)及其父亲(Ⅲ‑1)、妹妹(Ⅳ‑4、Ⅳ‑6)的血液基因组DNA进行提取。

[0038] 2.借助于高通量二代测序挖掘该家系的致病突变:

[0039] 2.1设计并订制捕获芯片:

[0040] 2.1.1NLRP5基因及转录本序列信息:

[0041] 该基因捕获芯片为全外显子组捕获芯片，可对目前所有已知基因进行检测，其中

包括全部目前已知的已有研究的早期胚胎阻滞相关的致病基因。我们所参照的NLRP5基因

在Ensemble数据库中的基因编号为:ENSG00000171487(注:该编号来自Ensemble数据库，

www.ensembl.org，可输入基因编码检索基因详细信息及基因序列)。

[0042] 2.1.2转录本的选择:

[0043] 针对不同基因选择特定的转录本，每个基因均含有多个转录本，在选择转录本时，

我们的原则是:首先考虑拥有NLRP5编码蛋白的转录本，若一个基因有多个转录本均编码蛋

白，则首选含氨基酸数最多的蛋白相对应的转录本，若多个转录本氨基酸含量相同，则进一

步选择含碱基数最多的转录本。据以上原则，我们所筛选出的NLRP5基因转录本编号为:

ENST00000390649.3(注:该编号来自Ensemble数据库，www.ensembl.org，可输入转录本编

码检索转录本详细信息及转录本序列)。

[0044] 2.1.2杂交探针的设计:

[0045] 杂交探针的设计标准为:(1)探针覆盖所有候选基因的目标区域，即外显子区域以

及外显子和内含子拼接处(外显子上下游各100个bp)；(2)去除重复序列:对于在基因组出

现的高度重复序列以及在人类基因组中出现2‑5倍的较低频率的重复片段，我们予以去除，

避免捕获其他同源基因，增加假阳性，从而降低检测效率。申请人将所有候选基因的目标区

域与人类基因组DNA序列进行比对，共移除了2.5％的重复序列；(3)在探针设计过程中，我

们对临近的外显子进行了特定的整合，其相邻探针整合标准为:当相邻外显子的综合目标

区域(即前个外显子的上游100bp起至后一个外显子的下游100bp止)总和小于600bp，即将

其整合为一个探针，以求通过一对探针完成多对外显子区域的捕获；(4)当所设计探针序列

小于250bp时，在其两端各包含上下游100bp的内含子的基础上，各继续增加相同bp数的内

说　明　书 3/6 页

5

CN 112226440 B

5



含子，使探针大小达到250bp。根据以上设计原则，我们针对NLRP5基因所设计的探针序列如

SEQ  ID  N0.1—SEQ  ID  NO.31所示。

[0046] 2.2目标区域捕获及深度测序:

[0047] 首先将基因组DNA片段化，并在DNA末端标记“A”，与Illumina  PE接头一寡核苷酸

混合物相连接，连接产物经PCR富集，获得DNA文库。然后将DNA文库与已知致病基因捕获芯

片杂交、洗脱、纯化，获得编码序列。最后创建配对末端，在HiSeqTM  2000(Illumina，Inc.,

San  Diego,CA,USA)平台上对目标序列进行测序。

[0048] 2.3对测序数据进行生物信息学分析，筛选出候选致病基因:

[0049] 2.3.1采用Mosaik软件(http://bioinformatics.bc.edu/marthlab/Mosaik)处理

工llumina原始测序数据(配对末端数据)，产生.bam类型文件。将.bam文件输入GATK，利用

GATK检测单核普酸变异体(single  nucleotide  variant)和小的插入或缺失(insertion/

deletions)，同时进行质量评估，便于下游的生物信息学分析，最后产生.vcf类型文件。

[0050] 2.3.2将患者的测序结果在包括

[0051] dbSNP144(http://hgdownload .cse .ucsc .edu/goldenPath/hgl9/database/

snpl44 .txt .gz .) ,HapMa计划(ftp://ftp .ncbi .nlm .nih .gov/hapmap)，1000Genome 

Project(ftp://ftp .l000genomes .ebi .ac .uk/voll/ftp)，炎黄数据库((http://

yh.genomics .org .cnj)以及Exome  Variant  Server(http://evs .gs .washington.edu/

EVS/)在内的五个单核普酸多态性(SNP)数据库中筛查，滤过所有已知的SNP位点；

[0052] 2.3.3将患者的测序结果所对应的基因序列进行比较和分析，优先分析插入/缺失

突变、无义突变和错义突变，结果可分为三类，包括已知突变、已知基因的新突变和新基因

的突变。

[0053] 2.4经Sanger测序验证，鉴定致病基因:

[0054] PCR法分别针对筛选出的突变位点及邻近DNA序列在相应家系中进行扩增，所用引

物序列采用Primer  3(http://frodo.wi.mit.edu/)引物设计软件设计。所用PCR的反应体

系(20μL体系)为:5*buffer  4μL，25mM  MgCl22μL，DNA  lμL，正向引物F1μL，反向引物R1μL，

10mM  dNTP0.4μL，Taq酶0.1μL，ddH2O  10.5μL。PCR反应程序:98℃5min,35个循环(98℃10s，

60℃15s，72℃1min)，72℃7min，4℃5min。2％琼脂糖凝胶电泳检测，与紫外线切胶仪下切取

PCR产物凝胶并纯化。对所有的PCR产物分别以正、反向引物测序，并对测序结果进行进一步

分析，使用NCBI在线对比工具BLAST(http://blast.ncbi.nlm .nih.gov/)，排除假阳性结

果，并筛选出在家族中共分离的突变位点。其中检测chr19  56552373‑56552493位核苷酸位

点的引物序列为SEQ  ID  N0.31。

[0055] 实验结果:

[0056] 1.家系临床资料:

[0057] 生殖医学临床专家对该家系中的先证者(Ⅳ‑2)进行了详细全面的临床检查后，对

该患者做出原发性不孕的临床诊断，并建议进行IVF治疗，具体获卵情况及胚胎培养情况如

表1及图2。

[0058] 表1早期胚胎发育障碍患者(患者Ⅳ‑2)内分泌检查结果及获卵情况
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[0059]

[0060] 2.该家系遗传检测结果:

[0061] 通过对家族成员进行了全外显子组测序及生物信息学分析后，我们发现该患者携

带可疑的纯合缺失突变NLRP5  c.2945delT  p.L982fs。测序结果见图3。患者存在的纯合缺

失突变NLRP5c.2945delT  p.L982fs位于19号染色体，物理位置为chr19‑56552446位缺失1

个碱基T；RNA水平:NLRP5基因编码RNA第2945位碱基缺失；蛋白水平：NLRP5基因编码蛋白第

982位氨基酸移码突变并使终止密码子提前，该基因相关的缺失突变从未在原发性不孕患

者中发现。

[0062] 根据我们所设计的筛选流程，借助我们所设计的基因芯片及深度测序技术，我们

成功证实所检测到的，NLRP5  c.2945delT  p.L982fs为该疾病的新致病位点。

[0063] 实施例2:

[0064] 针对实施例1中所检测出的致病突变NLRP5  c.2945delT  p.L982fs进行生物学分

析。

[0065] 实验结果:

[0066] 1.保守性分析:

[0067] 采用NCBI  HomoloGene数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene)对所

筛选到的NLRP5  p.L982fs突变在人、小鼠、猩猩、羊、狗、马多个物种中进行保守性评估及预

测，发现该位点在进化过程中保守，侧面印证了改位点的突变可能会引起较为严重的病理

疾病，结果见图3。

[0068] 2.蛋白晶体结构改变研究:

[0069] 采用SWISS  MODEL(http://swissmodel.expasy.org/)预测软件对NLRP5野生型蛋

白及携带有c.2945delT  p.Leu982fs突变的突变蛋白结构分别进行预测，评估突变所引起

的蛋白结构改变。蛋白晶体结构预测结果显示，c.2945delT  p.L982fs突变使982所在的LRR

单元的疏水区暴露，影响蛋白的折叠或引起聚集，且LRR具有识别ligand功能,leu982提前

终止突变可能破坏与配体ligand的识别，结果见图4。

[0070] 3.小鼠实验结果：

[0071] 我们从以下几个方面：比较NLRP5WT和NLRP5MUmRNA注射的组小鼠胚胎的异同：

[0072] 1)小鼠胚胎发育率：我们对小鼠合子进行NLRP5WT和NLRP5MUmRNA注射后体外培养

比较胚胎发育率，发现NLRP5WT和NLRP5MUmRNA注射组的小鼠胚胎发育至2细胞阶段并未出现

明显差异，但是后续4细胞、桑葚胚及囊胚阶段NLRP5MUmRNA注射组均明显出现了发育率降

低，许多胚胎阻滞在2细胞阶段不在继续发育，这一结果与患者的胚胎发育结果相似见图5。

[0073] 2)小鼠胚胎中NLRP5蛋白定位的改变：我们比较了NLRP5WT和NLRP5MUmRNA注射后，

小鼠2细胞胚胎中的定位，发现NLRP5MUmRNA注射后，突变的NLRP5蛋白不再特异定位于皮质

下，而是呈现胞质散在分布，这一结果也与结构预测部分内容相吻合，见图6。
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[0074] 4.细胞实验结果：

[0075] 突变对NLRP5与其他SCMC成员结合的影响：

[0076] 我们分别分别使用MYC‑NLRP5WT或MYC‑NLRP5MU与V5‑KHDC3L、FLAG‑TLE6、和HA‑

OOEP高表达质粒转染293T细胞系，通过免疫共沉淀实验发现该突变使NLRP5与SCMC组分

TLE6、OOEP、KHDC3L相互作用减弱(图8)。该结果提示NLRP5突变可能导致SCMC形成障碍。

[0077] 综上，我们通过遗传学及动物实验学的实验结论从多方面证实了NLR P5 

c.2945delT  p.L982fs突变对于胚胎发育的特异性损坏，阐明了其与原发性不孕的关联。本

发明所述的NLRP5突变位点或突变的NLRP5蛋白，可在制备原发性不孕检测试剂或检测设备

中应用。
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[0001]                           序列表

[0002] <110>  南京医科大学

[0003] <120>  一种遗传性原发不孕的致病突变及其检测试剂

[0004] <160>   39

[0005] <170>   SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>   1

[0007] <211>   120

[0008] <212>   DNA

[0009] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0010] <400>   1

[0011] gttcagttac  tttccatggc  gatgttatca  tgaaggttgc  aggaggactt  gaacttggag   60

[0012] ctgctgctct  gctctcagca  tcaccacgtg  cgtcgacagc  ctcttagagt  tacctatgag  120

[0013] <210>   2

[0014] <211>   120

[0015] <212>   DNA

[0016] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0017] <400>   2

[0018] tgatgttagt  tgtatctact  tgagaatttg  ctgcaagatc  ctcttttaag  tcttgtcact   60

[0019] ctttccacag  gtcctacttg  ctctatatta  ccaaagaatc  cacttttccc  ccaaaacctg  120

[0020] <210>   3

[0021] <211>   120

[0022] <212>   DNA

[0023] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0024] <400>   3

[0025] agctctcagc  cttgtatcaa  gatggaagga  gacaaatcgc  tcaccttttc  cagctacggg   60

[0026] ctgcaatggt  gtctctatga  gctagacaag  gaagaatttc  agacattcaa  ggaattacta  120

[0027] <210>   4

[0028] <211>   120

[0029] <212>   DNA

[0030] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0031] <400>   4

[0032] aagaagaaat  cttcagaatc  gaccacatgc  tctattccac  agtttgaaat  cgagaatgcc   60

[0033] aacgtggaat  gtctggcact  cctcttgcat  gagtattatg  gagcatcgct  ggcctgggct  120

[0034] <210>   5

[0035] <211>   120

[0036] <212>   DNA

[0037] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0038] <400>   5
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[0039] acgtccatta  gcatctttga  aaacatgaac  ctgcgaaccc  tctcggagaa  ggcacgggat   60

[0040] gacatgaaaa  gtaagcgaga  cttgggacaa  gtctagggca  gggaggggag  gtgatttcag  120

[0041] <210>   6

[0042] <211>   120

[0043] <212>   DNA

[0044] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0045] <400>   6

[0046] cagtctccct  ttttctttgt  cttccaggac  attcaccaga  agatcctgaa  gcaacgatga   60

[0047] ctgaccaagg  accaagcaag  gaaaaagtgc  caggttagag  gggtggagtt  gggggaaata  120

[0048] <210>   7

[0049] <211>   120

[0050] <212>   DNA

[0051] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0052] <400>   7

[0053] ttgtgtttat  tcttctccct  tctcttttgc  aggaatttca  caagctgtgc  aacaagatag   60

[0054] tgccacagct  gcagagacaa  aagaacaagg  tgaatgaaat  agatctattc  atttgttgcc  120

[0055] <210>   8

[0056] <211>   120

[0057] <212>   DNA

[0058] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0059] <400>   8

[0060] caagtatgtt  ggaattcatt  cttcttttgc  agaaatttca  caagctatgg  aacaagaagg   60

[0061] tgccacagca  gcagagacag  aagaacaagg  tgaggaaaat  agatgtattc  cttggttgcc  120

[0062] <210>   9

[0063] <211>   120

[0064] <212>   DNA

[0065] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0066] <400>   9

[0067] acacaagtat  gttggaattc  attcttttgc  agaaatttca  caagctatgg  aacaagaagg   60

[0068] tgccacagca  gcagagacag  aagaacaagg  tgaggaaaat  agatgtattc  cttggttgcc  120

[0069] <210>   10

[0070] <211>   120

[0071] <212>   DNA

[0072] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0073] <400>   10

[0074] tggtctgttt  cctgattttc  attctaccct  ctctgactcc  aggacatgga  ggtgacacat   60

[0075] gggactacaa  gagtcacgtg  atgaccaaat  tcgctgagga  ggaggatgta  cgtcgtagtt  120

[0076] <210>   11

[0077] <211>   120
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[0078] <212>   DNA

[0079] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0080] <400>   11

[0081] acagccactg  tgaggagtac  tacaccttct  tccacctcag  tctccaggac  ttctgtgccg   60

[0082] ccttgtacta  cgtgttagag  ggcctggaaa  tcgagccagc  tctctgccct  ctgtacgttg  120

[0083] <210>   12

[0084] <211>   120

[0085] <212>   DNA

[0086] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0087] <400>   12

[0088] agaagacaaa  gaggtccatg  gagcttaaac  aggcaggctt  ccatatccac  tcgctttgga   60

[0089] tgaagcgttt  cttgtttggc  ctcgtgagcg  aagacgtaag  gaggccactg  gaggtcctgc  120

[0090] <210>   13

[0091] <211>   120

[0092] <212>   DNA

[0093] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0094] <400>   13

[0095] tgggctgtcc  cgttcccctg  ggggtgaagc  agaagcttct  gcactgggtc  tctctgttgg   60

[0096] gtcagcagcc  taatgccacc  accccaggag  acaccctgga  cgccttccac  tgtcttttcg  120

[0097] <210>   14

[0098] <211>   120

[0099] <212>   DNA

[0100] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0101] <400>   14

[0102] agactcaaga  caaagagttt  gttcgcttgg  cattaaacag  cttccaagaa  gtgtggcttc   60

[0103] cgattaacca  gaacctggac  ttgatagcat  cttccttctg  cctccagcac  tgtccgtatt  120

[0104] <210>   15

[0105] <211>   120

[0106] <212>   DNA

[0107] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0108] <400>   15

[0109] tgcggaaaat  tcgggtggat  gtcaaaggga  tcttcccaag  agatgagtcc  gctgaggcat   60

[0110] gtcctgtggt  ccctctatgg  tgagtacccc  aggcagtttt  atcctatgcc  gtgtgctgag  120

[0111] <210>   16

[0112] <211>   120

[0113] <212>   DNA

[0114] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0115] <400>   16

[0116] ttgaaaacac  tgctgctgac  tggccggaaa  tgcaaacgtt  ggctggtgct  tttgattcag   60
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[0117] accggtgggg  cttccggcct  cgcacggtgg  ttctgcacgg  aaagtcagga  attgggaaat  120

[0118] <210>   17

[0119] <211>   120

[0120] <212>   DNA

[0121] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0122] <400>   17

[0123] cggctctagc  cagaaggatc  gtgctgtgct  gggcgcaagg  tggactctac  cagggaatgt   60

[0124] tctcctacgt  cttcttcctc  cccgttagag  agatgcagcg  gaagaaggag  agcagtgtca  120

[0125] <210>   18

[0126] <211>   120

[0127] <212>   DNA

[0128] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0129] <400>   18

[0130] cagagttcat  ctccagggag  tggccagact  cccaggctcc  ggtgacggag  atcatgtccc   60

[0131] gaccagaaag  gctgttgttc  atcattgacg  gtttcgatga  cctgggctct  gtcctcaaca  120

[0132] <210>   19

[0133] <211>   120

[0134] <212>   DNA

[0135] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0136] <400>   19

[0137] atgacacaaa  gctctgcaaa  gactgggctg  agaagcagcc  tccgttcacc  ctcatacgca   60

[0138] gtctgctgag  gaaggtcctg  ctccctgagt  ccttcctgat  cgtcaccgtc  agagacgtgg  120

[0139] <210>   20

[0140] <211>   120

[0141] <212>   DNA

[0142] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0143] <400>   20

[0144] gcacagagaa  gctcaagtca  gaggtcgtgt  ctccccgtta  cctgttagtt  agaggaatct   60

[0145] ccggggaaca  aagaatccac  ttgctccttg  agcgcgggat  tggtgagcat  cagaagacac  120

[0146] <210>   21

[0147] <211>   120

[0148] <212>   DNA

[0149] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0150] <400>   21

[0151] aagggttgcg  tgcgatcatg  aacaaccgtg  agctgctcga  ccagtgccag  gtgcccgccg   60

[0152] tgggctctct  catctgcgtg  gccctgcagc  tgcaggacgt  ggtgggggag  agcgtcgccc  120

[0153] <210>   22

[0154] <211>   120

[0155] <212>   DNA
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[0156] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0157] <400>   22

[0158] ccttcaacca  aacgctcaca  ggcctgcacg  ccgcttttgt  gtttcatcag  ctcacccctc   60

[0159] gaggcgtggt  ccggcgctgt  ctcaatctgg  aggaaagagt  tgtcctgaag  cgcttctgcc  120

[0160] <210>   23

[0161] <211>   120

[0162] <212>   DNA

[0163] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0164] <400>   23

[0165] gtatggctgt  ggagggagtg  tggaatagga  agtcagtgtt  tgacggtgac  gacctcatgg   60

[0166] ttcaaggact  cggggagtct  gagctccgtg  ctctgtttca  catgaacatc  cttctcccag  120

[0167] <210>   24

[0168] <211>   120

[0169] <212>   DNA

[0170] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0171] <400>   24

[0172] ccatgagccc  atgtttctat  cccccctgac  ataggatgcg  ggataagacc  ctcattgagg   60

[0173] agcagtggga  agatttctgc  tccatgcttg  gcacccaccc  acacctgcgg  cagctggacc  120

[0174] <210>   25

[0175] <211>   120

[0176] <212>   DNA

[0177] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0178] <400>   25

[0179] tgggcagcag  catcctgaca  gagcgggcca  tgaagaccct  gtgtgccaag  ctgaggcatc   60

[0180] ccacctgcaa  gatacagacc  ctgatgtaag  gctgcccgcc  ccctacgaga  gaatcccttc  120

[0181] <210>   26

[0182] <211>   120

[0183] <212>   DNA

[0184] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0185] <400>   26

[0186] accagtgtcg  aatgtgtctc  cccttcccca  ttgcaggttt  agaaatgcac  agattacccc   60

[0187] tggtgtgcag  cacctctgga  gaatcgtcat  ggccaaccgt  aacctaagat  ccctcaactt  120

[0188] <210>   27

[0189] <211>   120

[0190] <212>   DNA

[0191] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0192] <400>   27

[0193] gggaggcacc  cacctgaagg  aagaggatgt  aaggatggcg  tgtgaagcct  taaaacaccc   60

[0194] aaaatgtttg  ttggagtctt  tgaggtacgt  ctctggtaga  gcttttgcct  tgtttttctt  120
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[0195] <210>   28

[0196] <211>   120

[0197] <212>   DNA

[0198] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0199] <400>   28

[0200] gagctgggat  tgcttcatgc  tgcctgtctc  tgcaggctgg  attgctgtgg  attgacccat   60

[0201] gcctgttacc  tgaagatctc  ccaaatcctt  acgacctccc  ccagcctgaa  atctctgagc  120

[0202] <210>   29

[0203] <211>   120

[0204] <212>   DNA

[0205] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0206] <400>   29

[0207] ctggcaggaa  acaaggtgac  agaccaggga  gtaatgcctc  tcagtgatgc  cttgagagtc   60

[0208] tcccagtgcg  ccctgcagaa  gctgatgtga  gtgccacttc  ctttccacca  ggattatcgt  120

[0209] <210>   30

[0210] <211>   120

[0211] <212>   DNA

[0212] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0213] <400>   30

[0214] tcatcatgtc  ctctctgggg  ctctcttctt  gcagactgga  ggactgtggc  atcacagcca   60

[0215] cgggttgcca  gagtctggcc  tcagccctcg  tcagcaaccg  gagcttgaca  cacctgtgcc  120

[0216] <210>   31

[0217] <211>   120

[0218] <212>   DNA

[0219] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0220] <400>   31

[0221] tatccaacaa  cagcctgggg  aacgaaggtg  taaatctact  gtgtcgatcc  atgaggcttc   60

[0222] cccactgtag  tctgcagagg  ctgatgtgag  tctggcttgc  tcccctgcaa  ggacttccta  120

[0223] <210>   32

[0224] <211>   120

[0225] <212>   DNA

[0226] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0227] <400>   32

[0228] tcacgatctt  ctttcccatg  tgtgtgcccc  acaggctgaa  tcagtgccac  ctggacacgg   60

[0229] ctggctgtgg  ttttcttgca  cttgcgctta  tgggtaactc  atggctgacg  cacctgagcc  120

[0230] <210>   33

[0231] <211>   120

[0232] <212>   DNA

[0233] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)
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[0234] <400>   33

[0235] ttagcatgaa  ccctgtggaa  gacaatggcg  tgaagcttct  gtgcgaggtc  atgagagaac   60

[0236] catcttgtca  tctccaggac  ctggagtgag  tttcccatgg  gcgttgggtc  aactctatca  120

[0237] <210>   34

[0238] <211>   120

[0239] <212>   DNA

[0240] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0241] <400>   34

[0242] gaggcagact  ctctctattc  cccgcctctt  gcaggttggt  aaagtgtcat  ctcaccgccg   60

[0243] cgtgctgtga  gagtctgtcc  tgtgtgatct  cgaggagcag  acacctgaag  agcctggatc  120

[0244] <210>   35

[0245] <211>   120

[0246] <212>   DNA

[0247] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0248] <400>   35

[0249] tcacggacaa  tgccctgggt  gacggtgggg  ttgctgcgct  gtgcgaggga  ctgaagcaaa   60

[0250] agaacagtgt  tctggcgaga  ctcgggtaac  ttcctggggc  gcctctttgc  gggccgggct  120

[0251] <210>   36

[0252] <211>   120

[0253] <212>   DNA

[0254] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0255] <400>   36

[0256] ttggggttat  tttctgggtg  tcctgaccct  gcaggttgaa  ggcatgtgga  ctgacttctg   60

[0257] attgctgtga  ggcactctcc  ttggcccttt  cctgcaaccg  gcatctgacc  agtctaaacc  120

[0258] <210>   37

[0259] <211>   120

[0260] <212>   DNA

[0261] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0262] <400>   37

[0263] tggtgcagaa  taacttcagt  cccaaaggaa  tgatgaagct  gtgttcggcc  tttgcctgtc   60

[0264] ccacgtctaa  cttacagata  attgggtaag  tcgccagcaa  ttgtcttctg  agatacagac  120

[0265] <210>   38

[0266] <211>   120

[0267] <212>   DNA

[0268] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0269] <400>   38

[0270] ggagaagagt  cgaaagcaac  atctcagtaa  cgagtcctct  ctctgcctcc  ccaggctgtg   60

[0271] gaaatggcag  taccctgtgc  aaataaggaa  gctgctggag  gaagtgcagc  tactcaagcc  120

[0272] <210>   39
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[0273] <211>   120

[0274] <212>   DNA

[0275] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0276] <400>   39

[0277] ccgagtcgta  attgacggta  gttggcattc  ttttgatgaa  gatgaccggt  actggtggaa   60

[0278] aaactgaaga  tacggaaacc  tgccccactc  acacccatct  gatggaggaa  ctttaaacgc  120

序　列　表 8/8 页

16

CN 112226440 B

16



图1

图2

说　明　书　附　图 1/5 页

17

CN 112226440 B

17



图3

图4

说　明　书　附　图 2/5 页

18

CN 112226440 B

18



图5

说　明　书　附　图 3/5 页

19

CN 112226440 B

19



图6

图7

说　明　书　附　图 4/5 页

20

CN 112226440 B

20



图8

说　明　书　附　图 5/5 页

21

CN 112226440 B

21


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008

	BIS
	BIS00009
	BIS00010
	BIS00011
	BIS00012
	BIS00013
	BIS00014
	BIS00015
	BIS00016

	DRA
	DRA00017
	DRA00018
	DRA00019
	DRA00020
	DRA00021


