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(54)发明名称

一种发卡型接头及其在双端index建库中的

应用

(57)摘要

本申请属于核酸测序技术领域，具体公开了

一种发卡型接头，其包括index1引物结合区、脱

氧尿嘧啶核苷酸、index2引物结合区、反义接头

互补区和正义接头互补区，所述index1引物结合

区通过脱氧尿嘧啶核苷酸与index2引物结合区

连接；所述正义接头互补区与所述反义接头互补

区分别连接于所述index1引物结合区和index2

引物结合区，所述正义接头互补区与所述反义接

头互补区完全互补配对。本申请至少具有以下有

益效果之一：本申请提供的发卡型接头，将其应

用于双端index建库时，能够显著提高文库产量。
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1.一种发卡型接头，其特征在于，包括index1引物结合区、脱氧尿嘧啶核苷酸、index2

引物结合区、反义接头互补区和正义接头互补区，所述index1引物结合区通过脱氧尿嘧啶

核苷酸与index2引物结合区连接；所述正义接头互补区与所述反义接头互补区分别连接于

所述index1引物结合区和index2引物结合区，所述正义接头互补区与所述反义接头互补区

完全互补配对，所述发卡型接头还包括UMI序列，所述UMI序列如下表所示：

；

所述UMI序列分别通过补充碱基T连接于正义接头互补区的3’端和通过补充碱基A连接

于反义接头互补区的5’端。

2.根据权利要求1所述的发卡型接头，其特征在于，所述发卡型接头，由5’端到3’端依

次包括：反义接头互补区、index1引物结合区、脱氧尿嘧啶核苷酸、index2引物结合区和正

义接头互补区。

3.根据权利要求1所述的发卡型接头，其特征在于，还包括突出碱基T，所述突出碱基T

连接于所述发卡型接头的3’端。

4.根据权利要求1所述的发卡型接头，其特征在于，所述突出碱基T经过硫代修饰。

5.权利要求1‑4任一项所述的发卡型接头在双端index建库中的应用。
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一种发卡型接头及其在双端index建库中的应用

技术领域

[0001] 本申请属于核酸测序技术领域，更具体地说，它涉及一种用于核酸检测的发卡型

接头及其在双端index建库中的应用。

背景技术

[0002] 2001年首个人类基因组草图绘制完成，耗时13年，耗费资金超过30亿美元。在随后

的12年中，测序技术迎来了快速发展期，到2013年，Illumina推出的Novaseq6000测序仪，使

全基因组测序进入100美元时代。随着华大智造基于DNBSEQ技术的多款测序平台的相继发

布，NGS单Gb数据成本已降至5美金。测序成本大大幅降低，为NGS在临床诊断中的应用提供

了强大助力。但在DNBSEQ技术测序时，存在接头不稳定，文库产量低的问题。

发明内容

[0003] 基于此，为了提高文库产量，本申请提供一种发卡型接头，该接头用于双端index

建库时，能够显著提高文库的产量。

[0004] 本申请是通过以下方案实现的：

[0005] 本申请提供一种发卡型接头，其包括index1引物结合区、脱氧尿嘧啶核苷酸、

index2引物结合区、反义接头互补区和正义接头互补区，所述index1引物结合区通过脱氧

尿嘧啶核苷酸与index2引物结合区连接；所述正义接头互补区与所述反义接头互补区分别

连接于所述index1引物结合区和index2引物结合区，所述正义接头互补区与所述反义接头

互补区完全互补配对。

[0006] 本申请通过脱氧尿嘧啶核苷酸将index1引物结合区和index2引物结合区相连接

形成发卡型的接头，有助于接头寡核苷酸链在接头制备过程中形成正确的二级结构。将该

接头应用于双端index建库时，能够有效提高文库的产量。

[0007] 在本申请的一个具体实施方式中，所述脱氧尿嘧啶核苷酸的长度为1‑20bp。

[0008] 在本申请的一个具体实施方式中，所述发卡型接头，由5’端到3’端依次包括：反义

接头互补区、index1引物结合区、脱氧尿嘧啶核苷酸、index2引物结合区和正义接头互补

区。

[0009] 在本申请的一个具体实施方式中，所述发卡型接头还包括突出碱基T，所述突出碱

基T连接于所述发卡型接头的3’端。

[0010] 在本申请的一个具体实施方式中，所述突出碱基T经过硫代修饰。

[0011] 在本申请一个具体实施方式中，所述正义接头互补区和/或所述反义接头互补区

的1个或多个核苷酸经过LNA修饰。

[0012] 在本申请一个具体实施方式中，所述正义接头互补区和/或所述反义接头互补区

的1‑14核苷酸经过LNA修饰。例如，经LNA修饰的核苷酸为1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8

个、9个、10个、11个、12个、13个或14个。

[0013] 在本申请一个具体实施方式中，所述正义接头互补区的核苷酸经过LNA修饰。
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[0014] 在本申请的一个具体实施方式中，所述LNA修饰的核苷酸为A和/或T。

[0015] 在本申请的一个具体实施方式中，所述正义接头互补区的A和T均经过LNA修饰。

[0016] 在本申请的一个具体实施方式中，所述发卡型接头还包括UMI序列。

[0017] 在本申请的一个具体实施方式中，所述UMI序列分别通过补充碱基T连接于正义接

头互补区的3’端和通过补充碱基A连接于反义接头互补区的5’端。

[0018] 在本申请的一个具体实施方式中，所述UMI的长度为2‑6bp。例如，所述UMI的长度

为2bp，3bp，4bp，5bp或6bp，优选地，所述UMI的长度4bp。

[0019] 在本申请的一个具体实施方式中，所述UMI序列如下表所示。

[0020]

[0021] 在本申请的一个具体实施方式中，所述发卡型接头的5’端经过磷酸化修饰。

[0022] 在本申请的一个具体实施方式中，所述发卡型接头序列为：

[0023] /5phos/AGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACUGAACGACATGGCTACGATCCGACT*T，*T表

示碱基T经过硫代修饰。

[0024] 在本申请的一个具体实施方式中，经过LNA修饰的发卡型接头序列为：

[0025] /5phos/AGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACUGAACGACATGGCTACGA/iXNA_T/CCG/

iXNA_A/C/iXNA_T/*T，/iXNA_T/表示碱基T被LNA修饰；/iXNA_A/表示碱基A被LNA修饰，*T表

示碱基T经过硫代修饰。

[0026] 其中，/iXNA_T/表示碱基T被LNA修饰；/iXNA_A/表示碱基A被LNA修饰。

[0027] 在本申请的一个具体实施方式中，所述index1引物结合区的长度为20‑31bp。例如

所述index1引物结合区的长度为20bp、21bp、22bp、23bp、24bp、25bp、26bp、27bp、28bp、

29bp、30bp或31bp优选地，所述index1引物结合区的长度为24bp。

[0028] 在本申请的一个具体实施方式中，所述index2引物结合区的长度为20‑41bp。例

如，所述index2引物结合区的长度为20bp、21bp、22bp、23bp、24bp、25bp、26bp、27bp、28bp、

29bp、30bp、31bp、32bp、33bp、34bp、35bp、36bp、37bp、38bp、39bp、40bp或41bp优选地，所述

index2引物结合区的长度为22bp。

[0029] 本申请另一方面提供上述发卡型接头在双端index建库中的应用。

[0030] 本申请另一方面提供上述发卡型接头在MGISEQ测序平台或DNBSEQ测序平台中的

应用。

[0031] 本申请提供的发卡型接头至少具有以下有益效果之一：

[0032] 本申请提供的发卡型接头，将其应用于双端index建库时，能够显著提高文库产
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量。

附图说明

[0033] 图1为本申请实施例中提供的发卡型接头的结构示意图。

[0034] 图2为本申请实施例中提供的分别利用发卡型接头与标准接头建库的文库产量

图。

[0035] 图3为本申请实施例中提供的含有UMI标签的发卡型接头的结构示意图。

[0036] 图4为本申请实施例中提供的分别利用发卡型接头、修饰发卡型接头以及含有UMI

标签的发卡型接头建库的文库产量图。

具体实施方式

[0037] 除非另有定义，本申请中使用的所有技术和科学术语具有与本申请所述技术领域

的普通技术人员通常理解的相同含义。

[0038] 下面将结合本申请实施例，对本申请的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所

描述的实施例仅是本申请一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本申请中的实施例，本

领域普通技术人员在没有作出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本申请

保护的范围。实施例中未注明具体条件者，按照常规条件或制造商建议的条件进行。所用试

剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以通过市售购买获得的常规产品。

[0039] 本申请中的发卡型接头包括反义接头互补区，index1引物结合区，脱氧尿嘧啶核

苷酸（dUTP，简写U），index2引物结合区，正义接头互补区和一个突出的腺苷酸脱氧核苷酸

（dTTP，简写T），index1引物结合区和index2引物结合区通过U相连接，正义接头互补区和反

义接头互补区分别连接于index2引物结合区和index1引物结合区的两端，正义接头互补区

和反义接头互补区可以互补配对形成发卡型。

[0040] 实施例1 发卡型接头

[0041] 如图1所示，本实施例中发卡型接头从5’端到3’端依次为：反义接头互补区、

index1引物结合区、U、index2引物结合区和正义接头互补区。本实施例中正义接头互补区

与反义接头互补区完全互补配对，在3’端还连接有突出的碱基T。

[0042] 本实施例中突出的碱基T经过硫代修饰（以下序列中用“*T”表示）。

[0043] 本实施例中的发卡型接头的5’端磷酸化修饰（以下序列中用“/5phos/”表示）。

[0044] 本实施例中发卡型接头的具体序列如下：

[0045] /5phos/AGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACUGAACGACATGGCTACGATCCGACT*T，*T表

示碱基T经过硫代修饰。

[0046] 其中，

[0047] 反义接头互补区序列为AGTCGGA；

[0048] index1引物结合区序列为GGCCAAGCGGTCTTAGGAAGAC；

[0049] index2引物结合区序列为GAACGACATGGCTACGA；

[0050] 正义接头互补区序列为TCCGACT。

[0051] 本申请中，正义接头互补区部分核苷酸序列或者全部核苷酸序列也可以作为

index2引物结合区的一部分，其能够与index2引物特异性结合。
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[0052] 本申请中，反义接头互补区部分核苷酸序列或者全部核苷酸序列可以作为index1

引物结合区的一部分，其能够与index1引物特异性结合。

[0053] 本实施例中，正义接头互补区全部核苷酸序列作为index2引物结合区的一部分，

能够与index2引物特异性结合。

[0054] 发卡型接头的制备过程具体如下：

[0055] （1）按照发卡型接头的序列合成寡核苷酸链，取合成的寡核苷酸链10nmol，向其中

加入100μL的接头退火缓冲液（10mM  Tris ,  pH7.5‑8.0,  50mM  NaCl,  1mM  EDTA），充分混

匀，离心，室温静置溶解10min，制备成摩尔浓度为100μM的接头工作液；

[0056] （2）取接头工作液50μL至新的PCR管中，震荡混匀，离心，置于PCR仪中按照表1中的

程序进行梯度降温退火，得到发卡型接头母液，使用时使用接头退火缓冲液稀释至15μM。

[0057] 表1  接头退火PCR程序

[0058]

[0059] 注：NA表示不适用。

[0060] 实施例2  双端index建库

[0061] 建库时，发卡型接头建库PCR引物序列如下：

[0062] 发卡接头index  Primer_F：

[0063] TCTCAGTACGTCAGCAGTTNNNNNNNNNNCAACTCCTTGGCTCACAGAACGACATGGCTACGATCCG

AC*T，其中N为index序列，*T表示碱基T经过硫代修饰。

[0064] 发卡接头index  Primer_R：

[0065] GGCATGGCGACCTTATCAGNNNNNNNNNNTTGTCTTCCTAAGACCGCTTGGC*C，其中N为index序

列，*C表示碱基C经过硫代修饰。

[0066] 利用实施例1中的发卡型接头和NadPrep ®  快速DNA酶切文库构建试剂盒（for 

MGI）（纳昂达（南京）生物）进行双端index建库的具体方法如下：
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[0067] （1）DNA片段化

[0068] 以NA12878细胞系的DNA（购自Coriell  Institute）为样本，按照表2配制DNA片段

化反应体系，并按照表3中的程序进行PCR得到片段化DNA，置于冰盒上备用。

[0069] 表2  DNA片段化反应体系

[0070]

[0071] 表3  DNA片段化反应程序

[0072]

[0073] （2）末端修复及加“A”

[0074] 向步骤（1）反应体系中，加入3μL  End  Repair  &  A‑Tailing  Mix，混合均匀，按照

表4中的程序进行PCR反应，得到末端修复及加“A”产物，置于冰盒上备用。

[0075] 表4末端修复及加“A”反应程序

[0076]

[0077] （3）接头连接

[0078] 按照表5，在冰上配制接头连接反应mix。

[0079] 表5  接头连接反应mix

[0080]

[0081] 向步骤（2）反应体系中加入实施例1中制备的发卡型接头（15μM）2μL，震荡混匀；再

加入20μL接头连接反应mix，震荡混匀，按照表6中的程序进行PCR，得到接头连接产物，置于

冰盒上备用。

[0082] 表  6  接头连接反应程序
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[0083]

[0084] （4）USER酶消化及磁珠纯化

[0085] 向接头连接产物中，加3μL  USER酶，振荡混匀并离心后置于PCR仪中37℃孵育

15min（热盖≥47℃）。反应结束后，向每个反应中补加37μL  Nuclease  Free  Water，然后加

入55μL  NadPrep ®  SP  Beads磁珠进行纯化，利用80%乙醇溶液漂洗，晾干至磁珠表面哑光，

其后加入22μL  TE缓冲液（pH  8.0），室温下孵育5min得到消化后的产物，备用。

[0086] （5）Index  PCR

[0087] 按照表7，依次向PCR管中添加对应反应组分并混匀离心。将样本置于PCR仪中，按

照表8程序进行PCR扩增，利用磁珠进行纯化得到双端index文库。

[0088] 表7  Index  PCR  Mix配制表

[0089]

[0090] 表8  Index  PCR反应程序

[0091]

[0092] 利用Qubit dsDNA HS Assay Kit试剂盒进行文库定量，计算文库产量，比较不同

接头的建库性能。

[0093] 以利用常用的标准接头序列建库为对照，标准接头的序列如下：

[0094] 标准接头： MGI‑dual Barcode‑Ad‑B：

[0095] /5Phos/AGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACAATCA*G，*G表示碱基G经过硫代修饰。
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[0096] MGI‑dual Barcode‑Ad‑T：

[0097] TTGTCTTCCTAAGCAACTCCTTGGCTCACAGAACGACATGGCTACGATCCGACT*T，*T表示碱基T

经过硫代修饰。

[0098] 标准接头建库PCR引物：

[0099] Primer_F：

[0100] /5Phos/CTCTCAGTACGTCAGCAGTTNNNNNNNNNNCAACTCCTTGGCTCACAGAA*C，其中N为

index序列，*C表示碱基C经过硫代修饰。

[0101] Primer_R：

[0102] GCATGGCGACCTTATCAGNNNNNNNNNNTTGTCTTCCTAAGACCGCTTG*G，其中N为index序

列，*G表示碱基G经过硫代修饰。

[0103] 发卡型接头与标准接头的实验结果见表9和图2所示。

[0104] 表9 发卡型接头和标准接头构建的文库产量
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[0105]

[0106] 从表9和图2中可以看出，利用实施例1中提供的发卡型接头构建的文库产量的平

均值（2486）、中位数（2472）均高于利用标准接头构建的文库产量的平均值（2044）、中位数

（2034），且P值小于0.01，具有显著性差异。而且发卡型接头文库产量的cv值低于标准接头，

可见，利用发卡型接头构建文库时，文库产量更高，更稳定，扩增效率更均一。

[0107] 实施例2  LNA修饰的发卡型接头

[0108] 本申请的发明人实验了将发卡型接头进行LNA修饰，并实验了在发卡型接头插入

UMI序列后建库的效果。发卡型接头插入UMI序列的结构示意图见图3所示。具体的序列如
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下：

[0109] 发卡型接头序列：

[0110] /5phos/AGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACUGAACGACATGGCTACGATCCGACT*T，*T表

示碱基T经过硫代修饰。

[0111] LNA修饰的发卡型接头序列：

[0112] /5phos/AGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACUGAACGACATGGCTACGA/iXNA_T/CCG/

iXNA_A/C/iXNA_T/*T，/iXNA_T/表示碱基T被LNA修饰；/iXNA_A/表示碱基A被LNA修饰，*T表

示碱基T经过硫代修饰。

[0113] 插入UMI的发卡型接头序列：

[0114] /5phos/NNNNAAGTCGGAGGCCAAGCGGTCTTAGGAAGACUGAACGACATGGCTACGATCCGACTTN

NNN*T，其中NNNN为UMI序列，*T表示碱基T经过硫代修饰，具体参见表10。表10中的UMI序列

为5’端的序列，3’端的序列为与5’端的序列完全互补的序列。

[0115] 表10  UMI序列

[0116]

[0117] 建库PCR引物：

[0118] 发卡型接头index  Primer_F：

[0119] TCTCAGTACGTCAGCAGTTNNNNNNNNNNCAACTCCTTGGCTCACAGAACGACATGGCTACGATCCG

AC*T，其中N为index序列，*T表示碱基T经过硫代修饰，同表9中的index序列。

[0120] 发卡型接头index  Primer_R：

[0121] GGCATGGCGACCTTATCAGNNNNNNNNNNTTGTCTTCCTAAGACCGCTTGGC*C，其中N为index序

列，*C表示碱基C经过硫代修饰，同表9中的index序列。

[0122] 具体实验方法同实施例1，其实验结果如表11和图4。

[0123] 表11 三种类型接头构建的文库产量
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[0124]

[0125] 从表11和图4可知，LNA修饰的发卡型接头与UMI发卡型接头构建的文库产量基本

一致（无显著性差异），均高于普通的发卡型接头构建的文库产量，且P＜0.01，具有显著性

差异，而且扩增效率更均一。

[0126] 综上，本申请提供的发卡型接头应用于双端index建库时，所构建的文库产量明显

高于标准接头，而且经过LNA修饰后的发卡型接头构建的文库产量更高。在LNA修饰的发卡

型接头中插入UMI序列，对文库的产量无影响，但cv值明显降低，说明文库的扩增效率更均
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一。

[0127] 本具体实施例仅仅是对本申请的解释，其并不是对本申请的限制，本领域技术人

员在阅读完本说明书后可以根据需要对本实施例做出没有创造性贡献的修改，但只要在本

申请的权利要求范围内都受到专利法的保护。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 北京橡鑫生物科技有限公司

[0003] 天津橡鑫生物科技有限公司

[0004] 天津橡鑫医疗器械有限公司

[0005] <120> 一种发卡型接头及其在双端index建库中的应用

[0006] <160>  7

[0007] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0008] <210>  1

[0009] <211>  55

[0010] <212>  DNA

[0011] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0012] <220>

[0013] <221>  N_region

[0014] <222>  (30) ..(30)

[0015] <223> 发卡型接头

[0016] <220>

[0017] <221>  misc_feature

[0018] <222>  (30) ..(30)

[0019] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0020] <400>  1

[0021] agtcggaggc  caagcggtct  taggaagacn  gaacgacatg  gctacgatcc  gactt  55

[0022] <210>  2

[0023] <211>  70

[0024] <212>  DNA

[0025] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0026] <220>

[0027] <221>  N_region

[0028] <222>  (20) ..(29)

[0029] <223>  index  Primer_F

[0030] <220>

[0031] <221>  misc_feature

[0032] <222>  (20) ..(20)

[0033] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0034] <220>

[0035] <221>  misc_feature

[0036] <222>  (21) ..(21)

[0037] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0038] <220>
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[0039] <221>  misc_feature

[0040] <222>  (22) ..(22)

[0041] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0042] <220>

[0043] <221>  misc_feature

[0044] <222>  (23) ..(23)

[0045] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0046] <220>

[0047] <221>  misc_feature

[0048] <222>  (24) ..(24)

[0049] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0050] <220>

[0051] <221>  misc_feature

[0052] <222>  (25) ..(25)

[0053] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0054] <220>

[0055] <221>  misc_feature

[0056] <222>  (26) ..(26)

[0057] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0058] <220>

[0059] <221>  misc_feature

[0060] <222>  (27) ..(27)

[0061] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0062] <220>

[0063] <221>  misc_feature

[0064] <222>  (28) ..(28)

[0065] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0066] <220>

[0067] <221>  misc_feature

[0068] <222>  (29) ..(29)

[0069] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0070] <400>  2

[0071] tctcagtacg  tcagcagttn  nnnnnnnnnc  aactccttgg  ctcacagaac  gacatggcta  60

[0072] cgatccgact  70

[0073] <210>  3

[0074] <211>  53

[0075] <212>  DNA

[0076] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0077] <220>
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[0078] <221>  N_region

[0079] <222>  (20) ..(29)

[0080] <223>  index  Primer_R

[0081] <220>

[0082] <221>  misc_feature

[0083] <222>  (20) ..(20)

[0084] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0085] <220>

[0086] <221>  misc_feature

[0087] <222>  (21) ..(21)

[0088] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0089] <220>

[0090] <221>  misc_feature

[0091] <222>  (22) ..(22)

[0092] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0093] <220>

[0094] <221>  misc_feature

[0095] <222>  (23) ..(23)

[0096] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0097] <220>

[0098] <221>  misc_feature

[0099] <222>  (24) ..(24)

[0100] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0101] <220>

[0102] <221>  misc_feature

[0103] <222>  (25) ..(25)

[0104] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0105] <220>

[0106] <221>  misc_feature

[0107] <222>  (26) ..(26)

[0108] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0109] <220>

[0110] <221>  misc_feature

[0111] <222>  (27) ..(27)

[0112] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0113] <220>

[0114] <221>  misc_feature

[0115] <222>  (28) ..(28)

[0116] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u
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[0117] <220>

[0118] <221>  misc_feature

[0119] <222>  (29) ..(29)

[0120] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0121] <400>  3

[0122] ggcatggcga  ccttatcagn  nnnnnnnnnt  tgtcttccta  agaccgcttg  gcc  53

[0123] <210>  4

[0124] <211>  35

[0125] <212>  DNA

[0126] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0127] <220>

[0128] <223>  MGI‑dual  Barcode‑Ad‑B

[0129] <400>  4

[0130] agtcggaggc  caagcggtct  taggaagaca  atcag  35

[0131] <210>  5

[0132] <211>  55

[0133] <212>  DNA

[0134] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0135] <220>

[0136] <223>  MGI‑dual  Barcode‑Ad‑T

[0137] <400>  5

[0138] ttgtcttcct  aagcaactcc  ttggctcaca  gaacgacatg  gctacgatcc  gactt  55

[0139] <210>  6

[0140] <211>  51

[0141] <212>  DNA

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

[0143] <220>

[0144] <221>  N_region

[0145] <222>  (21) ..(30)

[0146] <223>  Primer_F

[0147] <220>

[0148] <221>  misc_feature

[0149] <222>  (21) ..(21)

[0150] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0151] <220>

[0152] <221>  misc_feature

[0153] <222>  (22) ..(22)

[0154] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0155] <220>
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[0156] <221>  misc_feature

[0157] <222>  (23) ..(23)

[0158] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0159] <220>

[0160] <221>  misc_feature

[0161] <222>  (24) ..(24)

[0162] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0163] <220>

[0164] <221>  misc_feature

[0165] <222>  (25) ..(25)

[0166] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0167] <220>

[0168] <221>  misc_feature

[0169] <222>  (26) ..(26)

[0170] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0171] <220>

[0172] <221>  misc_feature

[0173] <222>  (27) ..(27)

[0174] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0175] <220>

[0176] <221>  misc_feature

[0177] <222>  (28) ..(28)

[0178] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0179] <220>

[0180] <221>  misc_feature

[0181] <222>  (29) ..(29)

[0182] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0183] <220>

[0184] <221>  misc_feature

[0185] <222>  (30) ..(30)

[0186] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0187] <400>  6

[0188] ctctcagtac  gtcagcagtt  nnnnnnnnnn  caactccttg  gctcacagaa  c  51

[0189] <210>  7

[0190] <211>  50

[0191] <212>  DNA

[0192] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0193] <220>

[0194] <221>  N_region
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[0195] <222>  (19) ..(28)

[0196] <223>  Primer_R

[0197] <220>

[0198] <221>  misc_feature

[0199] <222>  (19) ..(19)

[0200] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0201] <220>

[0202] <221>  misc_feature

[0203] <222>  (20) ..(20)

[0204] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0205] <220>

[0206] <221>  misc_feature

[0207] <222>  (21) ..(21)

[0208] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0209] <220>

[0210] <221>  misc_feature

[0211] <222>  (22) ..(22)

[0212] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0213] <220>

[0214] <221>  misc_feature

[0215] <222>  (23) ..(23)

[0216] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0217] <220>

[0218] <221>  misc_feature

[0219] <222>  (24) ..(24)

[0220] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0221] <220>

[0222] <221>  misc_feature

[0223] <222>  (25) ..(25)

[0224] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0225] <220>

[0226] <221>  misc_feature

[0227] <222>  (26) ..(26)

[0228] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0229] <220>

[0230] <221>  misc_feature

[0231] <222>  (27) ..(27)

[0232] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0233] <220>
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[0234] <221>  misc_feature

[0235] <222>  (28) ..(28)

[0236] <223>  n  is  a,  c,  g,  t  or  u

[0237] <400>  7

[0238] gcatggcgac  cttatcagnn  nnnnnnnntt  gtcttcctaa  gaccgcttgg  50
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图1

图2
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图3

图4
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