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(54)发明名称

一株中和新型冠状病毒感染的单抗

(57)摘要

本发明公开了一株中和新型冠状病毒感染

的单抗。本发明提供了一种抗体，其轻链可变区

的氨基酸序列为序列表中序列2第1‑110位；其重

链可变区的氨基酸序列为序列表中序列4第1‑

120位。本发明鉴定出单抗N5对新型冠状病毒的S

蛋白RBD(受体结合区)具有较强的结合特异性和

亲和力，体外中和实验表明N5可有效中和新型冠

状病毒SARS‑CoV‑2的感染活性。在此基础上，本

发明对N5抗体的基因序列进行了测定，进而进行

重组表达，表达出的重组抗体同样具有SARS‑

CoV‑2的中和活性。
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1.一种与新型冠状病毒SARS‑CoV‑2结合的抗体，其特征在于：

所述抗体的轻链可变区中LCDR1、LCDR2和LCDR3的氨基酸序列依次为序列2第27‑36位、

第54‑56位和第93‑101位所示；

所述抗体的重链可变区中HCDR1、HCDR2和HCDR3的氨基酸序列依次为序列4第25‑48位、

第50‑57位和第96‑109位所示。

2.根据权利要求1所述的抗体，其特征在于：

所述轻链可变区的氨基酸序列为序列表中序列2第1‑110位；

所述重链可变区的氨基酸序列为序列表中序列4第1‑120位。

3.根据权利要求1或2所述的抗体，其特征在于：

所述抗体的重链的类型为IgG1；

所述抗体的轻链的类型为Kappa链。

4.根据权利要求1或2所述的抗体，其特征在于：

所述抗体的轻链恒定区和所述抗体的重链恒定区为人源或鼠源。

5.根据权利要求4所述的抗体，其特征在于：

所述轻链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列2第111‑218位；

或，所述轻链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列6第111‑218位；

所述重链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列4第121‑444位；

或，所述重链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列8第121‑450位。

6.编码权利要求1‑5任一所述抗体的核酸分子。

7.含有权利要求6所述核酸分子的表达盒、重组载体或重组菌或重组病毒。

8.权利要求1‑5任一所述抗体、权利要求6所述核酸分子或权利要求7所述表达盒、重组

载体或重组菌或重组病毒在制备具有如下1）‑4）至少一种功能的产品中的应用：

1）治疗或抑制新型冠状病毒；

2）中和新型冠状病毒；

3）结合新型冠状病毒的S蛋白；

4）阻断新型冠状病毒S蛋白与被侵染宿主细胞表面ACE2的结合。

9.一种具有如下1）‑4）中至少一种功能的产品，其包括权利要求1‑5任一所述抗体、权

利要求6所述核酸分子或权利要求7所述表达盒、重组载体或重组菌或重组病毒；

1）治疗或抑制新型冠状病毒；

2）中和新型冠状病毒；

3）结合新型冠状病毒的S蛋白；

4）阻断新型冠状病毒S蛋白与被侵染宿主细胞表面ACE2的结合。
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一株中和新型冠状病毒感染的单抗

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，尤其涉及一株中和新型冠状病毒感染的单抗。

背景技术

[0002] 新型冠状病毒属于冠状病毒科,目前已被命名为SARS‑CoV‑2,人群普遍易感,目前

已在全球范围内造成了7000万余人的感染,死亡30万例。新冠病毒传播性强，严重危害人民

健康，并极易造成社会恐慌。在年老体弱、免疫力低下的人群中，更易出现重症及高致死率。

对于重症病例，目前仍没有特异性的治疗手段，新冠病人恢复期血清疗法是有效治疗的手

段之一。研制特异性的治疗抗体对感染的病人的应急治疗中具有明确的、立竿见影的治疗

效果，更具有临床应用价值。

发明内容

[0003] 本发明的一个目的是提供一种抗体。

[0004] 本发明提供的一种抗体，所述抗体的轻链可变区中LCDR1、LCDR2和LCDR3的氨基酸

序列依次如序列2或序列6的第27‑36位、第54‑56位和第93‑101位所示；

[0005] 所述抗体的重链可变区中HCDR1、HCDR2和HCDR3的氨基酸序列依次如序列4或序列

8的第25‑48位、第50‑57位和第96‑109位所示。

[0006] 上述抗体中，所述轻链可变区的氨基酸序列为序列表中序列2第1‑110位(或序列6

第1‑110位)，或与序列2第1‑110位(或序列6第1‑110位)具有99％以上、95％以上、90％以

上、85％以上、80％以上或者75％以上的一致性的序列；

[0007] 所述重链可变区的氨基酸序列为序列表中序列4第1‑120位(或序列8第1‑120位)，

或与序列4第1‑120位(或序列8第1‑120位)具有99％以上、95％以上、90％以上、85％以上、

80％以上或者75％以上的一致性的序列。

[0008] 上述抗体中，所述抗体的重链的类型为IgG1；所述抗体的轻链的类型为Kappa链。

[0009] 上述抗体中，所述抗体的轻链恒定区和所述抗体的重链恒定区为人源或鼠源。

[0010] 所述轻链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列2第111‑218位或与序列2第111‑

218位具有99％以上、95％以上、90％以上、85％以上、80％以上或者75％以上的一致性的序

列；

[0011] 或，所述轻链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列6第111‑218位或与序列6第

111‑218位具有99％以上、95％以上、90％以上、85％以上、80％以上或者75％以上的一致性

的序列；

[0012] 所述重链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列4第121‑444位或与序列4第121‑

444位具有99％以上、95％以上、90％以上、85％以上、80％以上或者75％以上的一致性的序

列；

[0013] 所述重链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列8第121‑450位或与序列8第121‑

450位具有99％以上、95％以上、90％以上、85％以上、80％以上或者75％以上的一致性的序
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列。

[0014] 所述抗体为鼠源单克隆抗体或人源化人鼠嵌合抗体。

[0015] 本发明所述抗体的重链可以是任何类别，如IgG、IgM、IgE、IgA或IgD。优选IgG1亚

型。本发明所述抗体的轻链类型可以是κ链，也可以是λ链，优选为Kappa链。

[0016] 在本发明的具体实施方式中，所述抗体具体为单克隆抗体N5和人源化人鼠嵌合抗

体ch‑N5。

[0017] 编码所述抗体的核酸分子也是本发明保护的范围。

[0018] 编码鼠源单克隆抗体N5轻链的核苷酸序列为序列表中序列1所示，其中，序列1第

1‑330位所示的核苷酸编码鼠源单克隆抗体N5轻链可变区，79‑108为LCDR1基因，160‑168为

LCDR2基因，277‑303为LCDR3基因，序列1第331‑654位所示的核苷酸编码鼠源单克隆抗体N5

轻链恒定区；

[0019] 编码鼠源单克隆抗体N5重链的核苷酸序列为序列表中序列3所示，其中，序列3第

1‑360位所示的核苷酸编码鼠源单克隆抗体N5重链可变区，其中73‑96为HCDR1区，148‑171

是HCDR2,286‑327是HCDR3,序列3第361‑1332位所示的核苷酸编码鼠源单克隆抗体N5重链

恒定区。

[0020] 编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5轻链的核苷酸序列为序列5，序列5第1‑330位为鼠

源单克隆抗体N5的轻链可变区编码基因，79‑108为LCDR1基因，160‑168为LCDR2基因，277‑

303为LCDR3基因，序列5第331‑654位为人轻链恒定区编码基因(轻链类型为κ链)组成。

[0021] 编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5重链的核苷酸序列为序列7，序列7第1‑360位为鼠

源单克隆抗体N5的重链可变区编码基因，73‑96为HCDR1区，148‑171是HCDR2，286‑327是

HCDR3,序列7第361‑1350位为人重链恒定区编码基因(重链类型为IgG1)组成，且N5的重链

可变区编码基因最后一位核苷酸紧邻人重链恒定区基因第一位核苷酸。

[0022] 含有上述核酸分子的表达盒、重组载体或重组菌或重组病毒也是本发明保护的范

围。

[0023] 上述抗体、上述核酸分子或上述表达盒、重组载体或重组菌或重组病毒在具有如

下1)‑4)中至少一种功能或制备具有如下1)‑4)至少一种功能的产品中的应用也是本发明

保护的范围：

[0024] 1)治疗或抑制冠状病毒；

[0025] 2)中和冠状病毒；

[0026] 3)结合冠状病毒的S蛋白；

[0027] 4)阻断冠状病毒S蛋白与被侵染宿主细胞表面ACE2的结合。

[0028] 本发明还有一个目的是提供一种具有如下1)‑4)中至少一种功能产品。

[0029] 本发明提供的产品，其包括上述抗体、上述核酸分子或上述表达盒、重组载体或重

组菌或重组病毒；

[0030] 1)治疗或抑制冠状病毒；

[0031] 2)中和冠状病毒；

[0032] 3)结合冠状病毒的S蛋白；

[0033] 4)阻断冠状病毒S蛋白与被侵染宿主细胞表面ACE2的结合；具体是通过竞争结合S

蛋白阻断S蛋白与宿主细胞表面ACE2的结合。
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[0034] 上述中，所述冠状病毒为新冠病毒。在本发明的实施例中S蛋白以新型冠状病毒S‑

RBD蛋白为例。

[0035] 本发明制备出一种单克隆抗体N5，并将其人源化制备出人源化人鼠嵌合抗体ch‑

N5。经过鉴定单抗N5对新型冠状病毒的S蛋白RBD(受体结合区)具有较强的结合特异性和亲

和力，体外中和实验表明单抗N5可有效中和新型冠状病毒SARS‑CoV‑2的感染活性。在此基

础上，本发明对N5抗体的基因序列进行了测定，进而进行重组表达，表达出的重组抗体人源

化人鼠嵌合抗体ch‑N5同样具有SARS‑CoV‑2的中和活性。

附图说明

[0036] 图1为N5抗体与新冠病毒S蛋白RBD区的结合活性分析。

[0037] 图2为竞争ELISA检测N5抗体对新冠病毒S蛋白与ACE2受体结合的抑制活性。

[0038] 图3为细胞病变法检测N5抗体对新型冠状病毒体外感染的中和活性。

[0039] 图4为鼠源单抗N5的体外中和活性。

[0040] 图5为人源化人鼠嵌合抗体N5与S蛋白RBD区结合亲和力分析。

[0041] 图6为基因工程人源化人鼠嵌合抗体Ch‑N5的中和活性。

具体实施方式

[0042] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0043] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0044] 实施例1、单克隆抗体N5及人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5的制备

[0045] 一、单克隆抗体N5的制备

[0046] 1、单克隆抗体N5的发现

[0047] 将SARS‑CoV‑2病毒的S蛋白(100ug/ml)，用等体积弗氏完全佐剂乳化后作为免疫

原，采用背部皮下多点注射12周的雌性Balb/C健康小鼠(购自军事医学科学院实验动物中

心)，注射剂量为每只小鼠注射0.4mL免疫原。免疫雌性Balb‑c小鼠，共免疫3次，每次间隔2

周。从第2次加强免疫开始，每次免疫后第3天，从小鼠眼眶采血，测定抗体效价，选择血清效

价最佳的小鼠，解剖小鼠取脾脏制备脾细胞悬液，在37℃温箱中用DMEM完全培养液培养5

天。将小鼠骨髓瘤细胞SP2/0与脾细胞融合培养制备可分泌抗SARS‑CoV‑2病毒的S蛋白的杂

交瘤细胞。从中筛选出N5细胞株具有较高的结合活性，该细胞株表达单克隆抗体N5。

[0048] 经过测定，该鼠源单克隆抗体N5中轻链的氨基酸序列如序列表中序列2所示，重链

的氨基酸序列为序列表中序列4所示，鼠源单克隆抗体N5的重链类型为IgG1，轻链类型为κ

链。

[0049] 其中，序列2的第1‑110位为轻链可变区，其中第27‑36位为LCDR1,54‑56为LCDR2,

93‑101位为LCDR3,序列2的第111‑218位为轻链恒定区，

[0050] 序列4的第1‑120位为重链可变区，其中第25‑48为HCDR1区，50‑57是HCDR2,96‑109

是HCDR3，序列4的第121‑444位为重链恒定区。

[0051] 编码鼠源单克隆抗体N5轻链的核苷酸序列为序列表中序列1所示，其中，序列1第

1‑330位所示的核苷酸编码鼠源单克隆抗体N5轻链可变区，其中，第79‑108为LCDR1编码核

酸，160‑168为LCDR2编码核酸，277‑303为LCDR3编码核酸，序列1第331‑654位所示的核苷酸
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编码鼠源单克隆抗体N5轻链恒定区；

[0052] 编码鼠源单克隆抗体N5重链的核苷酸序列为序列表中序列3所示，其中，序列3第

1‑360位所示的核苷酸编码鼠源单克隆抗体N5重链可变区，其中，73‑96为HCDR1区编码核

酸，148‑171是HCDR2编码核酸,286‑327是HCDR3编码核酸,序列3第361‑1332位所示的核苷

酸编码鼠源单克隆抗体N5重链恒定区。

[0053] 2、单克隆抗体N5的制备

[0054] 将编码鼠源单克隆抗体N5的重链的核苷酸序列(序列3)插入pcDNA3 .1表达载体

(Invitrogen，V790‑20)HindIII和NheI双酶切位点间，构建鼠源单克隆抗体N5重链的表达

载体pcDNA3.1‑N5H‑鼠；

[0055] 将编码鼠源单克隆抗体N5的轻链的核苷酸序列(序列1)插入pcDNA3 .1表达载体

(Invitrogen，V790‑20)HindIII和NheI双酶切位点间，构建鼠源单克隆抗体N5轻链的表达

载体pcDNA3.1‑N5L‑鼠；

[0056] 将pcDNA3 .1‑N5H‑鼠和pcDNA3 .1‑N5L‑鼠等比例(等质量)混合后，转染HEK293

(ATCC,A093)细胞，得到重组细胞。

[0057] 然后将重组细胞放入37℃、5％CO2培养箱中培养。72h后培养上清。

[0058] 利用Protein  A亲和层析柱从培养上清中纯化抗体蛋白。具体操作是：先用PBS平

衡Protein  A柱(GE公司)，然后培养上清过柱，先采用A液(配方：溶剂为水，溶质及浓度为：

20mM磷酸钠、500mM  NaCl，pH5.0)预洗脱5个柱体积，再采用B液(配方：溶剂为水，溶质及浓

度为：20mM醋酸钠、150mM  NaCl，pH3.5)洗脱5个柱体积，收集洗脱峰，然后30KDa浓缩离心管

浓缩获得所述抗体即获得鼠源单克隆抗体N5。

[0059] 对鼠源单克隆抗体N5进行测序，结果显示，鼠源单克隆抗体N5为完整抗体，该抗体

轻链的氨基酸序列如序列表中序列2所示，重链的氨基酸序列为序列表中序列4所示，鼠源

单克隆抗体N5重链类型为IgG1，轻链类型为κ链。

[0060] 抗体N5的轻链可变区中LCDR1、LCDR2和LCDR3的氨基酸序列依次如序列2第27‑36

位、第54‑56位和第93‑101位所示；抗体的重链可变区中HCDR1、HCDR2和HCDR3的氨基酸序列

依次如序列4第25‑48位、第50‑57位和第96‑109位所示。抗体N5的轻链恒定区的氨基酸序列

为序列表中序列2第111‑218位，抗体N5的重链恒定区的氨基酸序列为序列表中序列4第

121‑444位。

[0061] 二、人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5的制备

[0062] 1、人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5的制备

[0063] 将编码鼠源单克隆抗体N5的可变区基因克隆至人抗体恒定区编码基因上游，构建

人源化人鼠嵌合抗体表达载体并利用HEK293细胞实现瞬时表达纯化，制备人源化人鼠嵌合

抗体ch‑N5。具体如下：

[0064] 将编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5轻链的核苷酸序列(序列5)插入pcDNA3.1表达

载体(Invitrogen，V790‑20)HindIII和NheI双酶切位点间，构建ch‑N5抗体轻链表达载体

pcDNA3.1‑N5L；

[0065] 序列5中，第1‑330位为鼠源单克隆抗体N5的轻链可变区编码基因，序列5第331‑

654位为人轻链恒定区编码基因(轻链类型为κ链)组成。

[0066] 将编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5重链的核苷酸序列(序列7)插入pcDNA3.1表达
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载体(Invitrogen，V790‑20)HindIII和NheI双酶切位点间，构建ch‑N5抗体重链表达载体

pcDNA3.1‑N5H；

[0067] 序列7中，第1‑360位为鼠源单克隆抗体N5的重链可变区编码基因，序列7第361‑

1350位为人重链恒定区编码基因(重链类型为IgG1)。

[0068] 将ch‑N5抗体轻链表达载体pcDNA3.1‑N5L和ch‑N5抗体重链表达载体pcDNA3.1‑

N5H等比例(等质量)混合后，转染HEK293(ATCC,A093)细胞，得到重组细胞。

[0069] 然后将重组细胞放入37℃、5％CO2细胞培养箱中培养，72h后收集细胞培养上清。

[0070] 利用Protein  A亲和层析柱从培养上清中纯化抗体蛋白。具体操作是：先用PBS平

衡Protein  A柱(GE公司)，然后培养上清过柱，先采用A液(配方：溶剂为水，溶质及浓度为：

20mM磷酸钠、500mM  NaCl，pH5.0)预洗脱5个柱体积，再采用B液(配方：溶剂为水，溶质及浓

度为：20mM醋酸钠、150mM  NaCl，pH3.5)洗脱5个柱体积，收集洗脱峰，然后30KDa浓缩离心管

浓缩获得所述抗体即获得人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5。

[0071] 对人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5进行测序，结果显示，所得人源化人鼠嵌合抗体ch‑

N5为完整抗体。

[0072] 该人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5由轻链和重链组成，轻链的氨基酸序列如序列表中

序列6所示，重链的氨基酸序列为序列表中序列8所示，人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5的重链类

型为IgG1，轻链类型为κ链。

[0073] 其中，序列6的第1‑110位为轻链可变区，序列6的第111‑218位为轻链恒定区，

[0074] 序列8的第1‑120位为重链可变区，序列8的第121‑450位为重链恒定区。

[0075] 人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5轻链可变区中LCDR1、LCDR2和LCDR3的氨基酸序列依次

如序列6第27‑36位、第54‑56位和第93‑101位所示；抗体的重链可变区中HCDR1、HCDR2和

HCDR3的氨基酸序列依次如序列8第25‑48位、第50‑57位和第96‑109位所示。

[0076] 编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5轻链的核苷酸序列为序列表中序列5所示，其中，

序列5第1‑330位所示的核苷酸编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5轻链可变区，79‑108为LCDR1

基因，160‑168为LCDR2基因，277‑303为LCDR3基因，序列5第331‑654位所示的核苷酸编码人

源化人鼠嵌合抗体ch‑N5轻链恒定区；

[0077] 编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5重链的核苷酸序列为序列表中序列7所示，其中，

序列7第1‑360位所示的核苷酸编码人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5重链可变区，73‑96为HCDR1

区，148‑171是HCDR2,286‑327是HCDR3,序列7第361‑1350位所示的核苷酸编码人源化人鼠

嵌合抗体ch‑N5重链恒定区。

[0078] 实施例2、单克隆抗体N5及人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5的应用

[0079] 一、单抗N5抗体特异结合2019‑n  CoV新型冠状病毒的S蛋白RBD区

[0080] ELISA方法检测单抗N5抗体与新型冠状病毒S蛋白的结合活性，操作步骤如下：

[0081] 1、包被：将重组表达的新型冠状病毒S‑RBD蛋白(北京博奥龙免疫技术有限公司产

品，BD‑VP1488)稀释为5μg/ml，100μl/孔包被ELISA微孔板，其中，包被液的配方为：pH9.6的

碳酸钠/碳酸氢钠缓冲液(0.1M)。4℃过夜。

[0082] 2、封闭：用洗涤液(配方：含体积百分含量为0.5‰的Tween‑20的磷酸盐缓冲液，简

称PBST洗液)洗涤一遍，然后用封闭液(配方：含3％(3g/100ml)牛血清白蛋白的磷酸盐缓冲

液)封闭，37℃封闭1h。
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[0083] 3、一抗：用含质量百分含量为0.1％BSA的PBS将实施例1制备的单克隆抗体N5进行

系列稀释(20ug/ml，4ug/ml，0.8ug/ml，0.16ug/ml，0.032ug/ml，0.0064ug/ml)后，100μl/

孔，加入检测孔中。37℃震荡孵育1h，使抗体与抗原充分结合后，PBST洗涤3次，同时设不加

单克隆抗体N5的空白孔(blank)和加入阴性抗体A108(5种呼吸道病毒Array‑ELISA检测方

法的建立,生物技术通讯,2015,25,403)的阴性对照孔。

[0084] 4、二抗：加入HRP标记的羊抗鼠IgG(效价1：2000，康为世纪公司产品)，100μl/孔，

37℃震荡孵育30min，然后用PBST洗液洗涤3次，洗去未结合的抗体。

[0085] 5、显色：加入TMB底物显色液(天根公司产品，其产品目录号为PA107‑01)，100μl/

孔，室温下避光放置5‑20min，然后加入终止液(浓度为2M的H2SO4溶液)，利用酶联检测仪测

450nm处的吸光值，根据OD450值进行结果判断。

[0086] 以阴性对照孔的平均值加上3倍的标准差作为cutoff值，高于cutoff值的结果视

为ELISA检测阳性，低于等于cutoff值的样本视为ELISA检测阴性。

[0087] ELISA检测结果如图1所示，可以看出，单克隆抗体抗体N5(N5抗体)与S蛋白RBD区

特异结合，在0.16ug/ml以上即可表明出明显的结合活性。

[0088] 上述结果表明，N5抗体可与新型冠状病毒S‑RBD蛋白结合。

[0089] 二、竞争ELISA结果表明N5可抑制S蛋白RBD区与ACE2的结合

[0090] 在冠状病毒感染过程中，病毒主要通过S蛋白RBD区与宿主细胞表面ACE2受体结合

而侵入细胞，从而达到感染宿主的目的。抑制病毒S蛋白与受体ACE2结合将会有效达到中和

效果。因此，竞争ELISA也是早期初步筛选中和性抗体的方法之一。为了检测N5抗体是否可

通过阻断S蛋白与ACE2受体的结合来发挥中和活性，采用竞争ELISA方法进行检测。

[0091] 竞争ELISA实验步骤如下：

[0092] 1、包被：将重组表达的新型冠状病毒S‑RBD蛋白稀释为5μg/ml，100μl/孔包被

ELISA微孔板，其中，包被液的配方为：PH9.6的碳酸钠/碳酸氢钠缓冲液(0.1M)。4℃过夜。

[0093] 2、封闭：用洗涤液(配方：含体积百分含量为0.5‰的Tween‑20的磷酸盐缓冲液，简

称PBST洗液)洗涤一遍，然后用封闭液(配方：含3％(3g/100ml)牛血清白蛋白的磷酸盐缓冲

液)封闭，37℃封闭1h。

[0094] 3、一抗：用含0.1％BSA的PBS将实施例1制备的单克隆抗体N5稀释为1.5ug/ml和

3ug/ml，得到稀释后N5抗体；用含0.1％BSA的PBS将ACE2‑hFc融合蛋白(北京博奥龙免疫技

术有限公司产品，BD‑PD256437)稀释为1.5ug/ml，得到稀释后ACE2‑hFc蛋白；将2个浓度稀

释后N5抗体分别与稀释后的ACE2‑hFc蛋白等体积混合后，按照100μl/孔加入检测孔中，37

℃震荡孵育1h，使抗体与抗原充分结合后，PBST洗涤3次，同时设不加抗体N5的ACE2‑hFc融

合蛋白对照孔(NC对照)。

[0095] 4、二抗：加入HRP标记的羊抗人抗体(效价1：2000，康为世纪公司产品)与ACE2‑hFc

蛋白结合，100μl/孔，37℃震荡孵育30min，然后用PBST洗液洗涤3次，洗去未结合的抗体。

[0096] 5、显色：加入TMB底物显色液(天根公司产品，其产品目录号为PA107‑01)，100μl/

孔，室温下避光放置5‑20min，然后加入终止液(2M  H2SO4)，利用酶联检测仪测450nm处的吸

光值，根据OD450值进行结果判断。

[0097] 以ACE2‑hFc阴性对照孔的平均值加上3倍的标准差作为cutoff值，低于cutoff值

的20％以上结果视为竞争ELISA检测阳性，即N5抗体可竞争抑制S蛋白与ACE2受体的结合。
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[0098] 实验结果如图2所示，可以看出，以未加N5抗体只加入ACE2‑hFc的孔作为对照组

(NC对照)，加入N5和ACE2‑hFc混合液的孔作为实验组(3ug/ml、1.5ug/ml)，比较实验组和对

照组OD450的差异，结果显示实验组的OD450显著降低，达80％以上，表明与S蛋白与受体

ACE2的结合受到N5抗体的抑制，N5可阻断S蛋白与ACE2的结合。

[0099] 上述表明，N5抗体通过竞争结合S蛋白阻断S蛋白与宿主细胞表面ACE2的结合。

[0100] 三、N5抗体中和2019‑n  CoV新型冠状病毒

[0101] 采用病毒致细胞病变观察法测定N5抗体是否能够抑制新型冠状病毒感染宿主细

胞，进而采用空斑减少中和实验的方法定量测定N5抗体对新型冠状病毒SARS‑CoV‑2的体外

中和活性，确定其IC50的浓度。

[0102] 1、病毒致细胞病变观察法

[0103] 实验组：用细胞培养维持液(含2％胎牛血清的DMEM培养液)将SARS‑CoV‑2病毒株

V34(Development  of  an  automatic  integrated  gene  detection  system  for  novel 

Severe  acute  respiratory  syndrome‑related  coronavirus(SARSCoV  2)，Emerging 

Microbes&Infections，2020(9)，1489‑1495)稀释为103pfu/ml，将实施例1制备的单克隆抗

体N5系列稀释后(100ug/ml‑0.16ug/ml，5倍系列稀释，共5个浓度)与等体积病毒混合并孵

育1小时，得到抗体病毒混合液，然后将抗体病毒混合液加入已长满vero细胞(ATCC ,CCL‑

81)的96孔细胞培养板中，每孔100微升，每个浓度4个复孔。

[0104] 病毒对照组：50ul浓度为103pfu/ml  SARS‑CoV‑2病毒株V34和50ul  DMEM培养液的

混合液，加入已长满vero细胞(ATCC,CCL‑81)的96孔细胞培养板中，每孔100微升。

[0105] 细胞对照组：100ul  DMEM培养液，加入已长满vero细胞(ATCC,CCL‑81)的96孔细胞

培养板的孔中。

[0106] 上述三组置37℃、5％CO2培养箱中孵育1h；弃去上层培养液，加入细胞培养维持

液，每孔100微升，置37℃、5％CO2培养箱中进行培养，每日在光学显微镜下观察细胞病变情

况。

[0107] 病毒和抗体共同作用组感染48小时后，显微镜下进行观察，结果如图3所示，与细

胞对照组相比，病毒对照组可观察到明显的细胞病变情况；实验组(N5抗体的浓度20μg/

mL)，可完全抑制病毒的致细胞病变效应，实验组中细胞生长状况良好，未出现明显的细胞

病变，表明N5抗体可抑制新型冠状病毒感染宿主细胞。

[0108] 2、空斑减少中和实验

[0109] 实验组：用细胞培养维持液(含2％胎牛血清的DMEM培养液)将SARS‑CoV‑2病毒株

V34稀释为103pfu/ml，将实施例1制备的单克隆抗体N5系列稀释为(0.0008mg/mL‑0.2mg/

mL，5倍系列稀释，共6个浓度)与等体积病毒混合并孵育1小时，然后将抗体病毒混合液加入

已长满vero细胞的12孔细胞培养板中，每孔200微升，每个浓度2个复孔。

[0110] 病毒对照组：100ul浓度为103pfu/ml的SARS‑CoV‑2病毒和100ul  DMEM培养液的混

合液，加入已长满vero细胞(ATCC,CCL‑81)的96孔细胞培养板中，每孔200微升。

[0111] 细胞对照组：200ul  DMEM培养液，加入已长满vero细胞(ATCC,CCL‑81)的12孔细胞

培养板的孔中。

[0112] 上述三组置37℃、5％CO2培养箱中孵育1h；然后将低熔点琼脂糖加热至融化，与含

4％FBS(V/V)的2×DMEM等体积混合后置37℃水浴锅中备用；弃12孔板中的液体，向12孔板
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中加DMEM和琼脂糖混合液，每孔1mL，室温静置至其冷却凝固；将12孔板倒置，在37℃、5％

CO2培养箱中培养，逐日观察细胞病变情况；培养48h后向12孔板中加入4％(V/V)多聚甲醛，

每孔1mL，室温静置30min；弃多聚甲醛和琼脂盖，向12孔板中加入1％结晶紫溶液，每孔1mL，

室温静置30min；弃结晶紫溶液，清水冲洗数次，观察噬斑并计数。通过公式计算抗体的中和

浓度。

[0113] 抗体抑制率计算公式：抑制率＝(病毒组空斑数‑实验组空斑数)/病毒组空斑数×

100％

[0114] 空斑减少中和实验的结果表1和图4所示所示，图4中，V:病毒对照组；C:细胞对照

组；其他标浓度的细胞孔是标示浓度的抗体和病毒共同作用的实验组；可以看出，将纯化抗

体系列稀释后，用分离培养的新冠病毒株采用病毒感染空斑试验检测抗体的体外抗病毒活

性，结果表明，N5抗体可显著抑制病毒的增殖，实验组中的抗体浓度在1.65ug/ml以上，即可

抑制50％以上病毒活性，50ug/ml以上抗体浓度可抑制90％以上的病毒活性。经过统计分

析，IC50为0.9ug/ml。

[0115] 表1为空斑减少中和实验检测鼠源单抗N5的中和活性

[0116] 实验组别 平均斑数 抑制率(％)

病毒组 109  

N5(0.0008mg/mL) 78 44.6％

N5(0.00165mg/mL) 54 50.5％

N5(0.0031mg/mL) 41 62.4％

N5(0.00625mg/mL) 43 60.6％

N5(0.0125mg/mL) 41 62.4％

N5(0.025mg/mL) 28 74.3％

N5(0.05mg/mL) 7 93.6％

N5(0.1mg/mL) 0 100％

N5(0.2mg/mL) 0 100％

[0117] 经过统计分析，鼠源单抗N5的IC50为0.9ug/ml。

[0118] 四、人源化人鼠嵌合抗体的亲和力检测

[0119] 1、Fortebio亲和力分析

[0120] 将实施例1制备的人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5和单克隆抗体N5调整到统一的浓度

60nM(浓度为0.01M  pH值为7.2的PBS稀释)，将这2种抗体分别通过Loading上样步骤固定化

到抗人Fc/抗鼠Fc的芯片(Gator公司产品，货号PL168‑160003)上，用PBS将S‑RBD抗原(益翘

神州公司产品)稀释为100nM，然后用亲和力分析仪Fortebio进行亲和力分析。即抗原流过

(Association)固定化抗人Fc/抗鼠Fc的芯片能够产生0.1‑1RU可接受的检测信号，然后用

PBS解离结合的抗原，分析抗原抗体结合的结合常数ka与解离常数kd值，计算出亲和力常数

Kd作为比较不同抗体结合差异的基础。

[0121] 结果如图5及表2所示，可以看出，人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5与新冠病毒S‑RBD蛋

白的亲和力与鼠源抗体N5相似，亲和力常数分别为2.19×10‑10M和4.44E‑10×10‑10M,表明

人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5具有鼠源抗体N5的功能，能结合新冠病毒S蛋白。

[0122] 表2为N5抗体和ch‑N5重组表达抗体与新冠病毒S蛋白的亲和力分析结果
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[0123]

[0124]

[0125] 2、人源化人鼠嵌合抗体Ch‑N5中和活性分析

[0126] 采用空斑减少中和实验，对基因工程人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5的抗病毒活性进

行评估，方法与上述三的2类似，不同仅为是实验组中将单克隆抗体N5替换为人源化人鼠嵌

合抗体ch‑N5。

[0127] 实验组：用细胞培养维持液(含2％胎牛血清的DMEM培养液)将SARS‑CoV‑2病毒株

V34稀释为103pfu/ml，用PBS将实施例1制备的人源化人鼠嵌合抗体ch‑N5系列稀释后

(0.00165mg/mL‑0.1mg/mL，5倍系列稀释，共6个浓度)与等体积病毒混合并孵育1小时，然后

将抗体病毒混合液加入已长满vero细胞的12孔细胞培养板中，每孔200微升，每个浓度2个

复孔。

[0128] 病毒对照组：100ul浓度为103pfu/ml的SARS‑CoV‑2病毒和100ul  DMEM培养液的混

合液，加入已长满vero细胞(ATCC,CCL‑81)的96孔细胞培养板中，每孔200微升。

[0129] 细胞对照组：200ul  DMEM培养液，加入已长满vero细胞(ATCC,CCL‑81)的12孔细胞

培养板的孔中。

[0130] 结果如图6和表3所示，图6中，V:病毒对照组；C:细胞对照组；其他标浓度的细胞孔

是标示浓度的抗体和病毒共同作用的实验组；确认其抗病毒活性与原鼠抗体相比无明显变

化，结果表明人源化改造后的抗体保持与原抗体相似的中和活性，用Graphpad软件进行统

计分析人源化人鼠嵌合抗体ChN5的IC50为2.1ug/ml。

[0131] 表3为人源化人鼠嵌合抗体Ch‑N5空斑减少中和实验

[0132] 样本 平均斑数 抑制率(％)

细胞组 0  

病毒组 112  

ChN5(0.00165mg/mL) 78 44.7％

ChN5(0.0031mg/mL) 50 55.3％

ChN5(0.00625mg/mL) 39 65.2％

ChN5(0.0125mg/mL) 42 62.5％

ChN5(0.025mg/mL) 26 76.8％

ChN5(0.05mg/mL) 21 81.3％

ChN5(0.1mg/mL) 5.5 95.1％

[0133] 上述结果表明，人源化人鼠嵌合抗体ChN5可以抑制新冠病毒SARS‑CoV‑2，可以中

和新冠病毒SARS‑CoV‑2，具体是人源化人鼠嵌合抗体ChN5通过竞争结合新冠病毒的S蛋白

阻断新冠病毒S蛋白与被侵染宿主细胞表面ACE2的结合实现。
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[0001]     SEQUENCE  LISTING

[0002] <110>中国人民解放军军事科学院军事医学研究院

[0003] <120>一株中和新型冠状病毒感染的单抗

[0004] <160>   8

[0005] <170>   PatentIn  version  3.5

[0006] <210>   1

[0007] <211>   654

[0008] <212>   DNA

[0009] <213>   Artificial  sequence

[0010] <400>   1

[0011] aacattgtgc  tgacccaatc  tccagtttct  ttggctgtgt  ctctagggca  gagggccacc   60

[0012] atatcctgca  gagccagtga  aagtgttgat  agttatggca  atagttttat  gcactggtac  120

[0013] cagcagaaac  caggacagcc  acccaaactc  ctcatctata  ttgcatccaa  cctagaatct  180

[0014] ggggtccctg  ccaggttcag  tggcggtggg  tctaggacag  acttcaccct  caccattgat  240

[0015] cctgtggagg  ctgatgatgc  tgcaacctat  tactgtcagc  aaaattatga  ggatccgtgg  300

[0016] acgttcggtg  gaggcaccaa  gctggaaatc  aaacgggctg  atgctgcacc  aactgtatcc  360

[0017] atcttcccac  catccagtga  gcagttaaca  tctggaggtg  cctcagtcgt  gtgcttcttg  420

[0018] aacaacttct  accccaaaga  catcaatgtc  aagtggaaga  ttgatggcag  tgaacgacaa  480

[0019] aatggcgtcc  tgaacagttg  gactgatcag  gacagcaaag  acagcaccta  cagcatgagc  540

[0020] agcaccctca  cgttgaccaa  ggacgagtat  gaacgacata  acagctatac  ctgtgaggcc  600

[0021] actcacaaga  catcaacttc  acccattgtc  aagagcttca  acaggaatga  gtgt        654

[0022] <210>   2

[0023] <211>   218

[0024] <212>   PRT

[0025] <213>   Artificial  sequence

[0026] <400>   2

[0027] Asn  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Val  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

[0028] 1                5                    10                   15

[0029] Gln  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Asp  Ser  Tyr

[0030]              20                   25                   30

[0031] Gly  Asn  Ser  Phe  Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

[0032]          35                   40                   45

[0033] Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ile  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Val  Pro  Ala

[0034]      50                   55                   60

[0035] Arg  Phe  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Arg  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asp

[0036] 65                   70                   75                   80

[0037] Pro  Val  Glu  Ala  Asp  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asn  Tyr

[0038]                  85                   90                   95

[0039] Glu  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg

[0040]              100                  105                  110

[0041] Ala  Asp  Ala  Ala  Pro  Thr  Val  Ser  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Ser  Glu  Gln
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[0042]          115                  120                  125

[0043] Leu  Thr  Ser  Gly  Gly  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Phe  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

[0044]      130                  135                  140

[0045] Pro  Lys  Asp  Ile  Asn  Val  Lys  Trp  Lys  Ile  Asp  Gly  Ser  Glu  Arg  Gln

[0046] 145                  150                  155                  160

[0047] Asn  Gly  Val  Leu  Asn  Ser  Trp  Thr  Asp  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr

[0048]                  165                  170                  175

[0049] Tyr  Ser  Met  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Thr  Lys  Asp  Glu  Tyr  Glu  Arg

[0050]              180                  185                  190

[0051] His  Asn  Ser  Tyr  Thr  Cys  Glu  Ala  Thr  His  Lys  Thr  Ser  Thr  Ser  Pro

[0052]          195                  200                  205

[0053] Ile  Val  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Asn  Glu  Cys

[0054]      210                  215

[0055] <210>   3

[0056] <211>   1332

[0057] <212>   DNA

[0058] <213>   Artificial  sequence

[0059] <400>   3

[0060] gttcagctgc  agcagtctgg  agctgaggtg  atgaagcctg  gggcctcggt  gaagatatcc   60

[0061] tgcaaggctt  ctggctacat  attcagttcc  tactggatag  agtggataaa  gcagaggcct  120

[0062] ggacatggcc  ttgagtggat  tggacagatt  tttcctggaa  gtggtagtag  taactataat  180

[0063] gagaagttca  agggcaaggc  cacattcact  gcagatacat  cgtccaacac  agcctacatg  240

[0064] cagctcagca  gcctgacatc  tgaggactct  gccgtctatc  actgtgcaag  atgggatggt  300

[0065] aacctctttt  actatgctat  ggactactgg  ggtctaggaa  cctcagtcac  cgtctcctca  360

[0066] gccaaaacga  cacccccatc  tgtctatcca  ctggcccctg  gatctgctgc  ccaaactaac  420

[0067] tccatggtga  ccctgggatg  cctggtcaag  ggctatttcc  ctgagccagt  gacagtgacc  480

[0068] tggaactctg  gatccctgtc  cagcggtgtg  cacaccttcc  cagctgtcct  gcagtctgac  540

[0069] ctctacactc  tgagcagctc  agtgactgtc  ccctccagca  cctggcccag  cgagaccgtc  600

[0070] acctgcaacg  ttgcccaccc  ggccagcagc  accaaggtgg  acaagaaaat  tgtgcccagg  660

[0071] gattgtggtt  gtaagccttg  catatgtaca  gtcccagaag  tatcatctgt  cttcatcttc  720

[0072] cccccaaagc  ccaaggatgt  gctcaccatt  actctgactc  ctaaggtcac  gtgtgttgtg  780

[0073] gtagacatca  gcaaggatga  tcccgaggtc  cagttcagct  ggtttgtaga  tgatgtggag  840

[0074] gtgcacacag  ctcagacgca  accccgggag  gagcagttca  acagcacttt  ccgctcagtc  900

[0075] agtgaacttc  ccatcatgca  ccaggactgg  ctcaatggca  aggagttcaa  atgcagggtc  960

[0076] aacagtgcag  ctttccctgc  ccccatcgag  aaaaccatct  ccaaaaccaa  aggcagaccg  1020

[0077] aaggctccac  aggtgtacac  cattccacct  cccaaggagc  agatggccaa  ggataaagtc  1080

[0078] agtctgacct  gcatgataac  agacttcttc  cctgaagaca  ttactgtgga  gtggcagtgg  1140

[0079] aatgggcagc  cagcggagaa  ctacaagaac  actcagccca  tcatggacac  agatggctct  1200

[0080] tacttcgtct  acagcaagct  caatgtgcag  aagagcaact  gggaggcagg  aaatactttc  1260

[0081] acctgctctg  tgttacatga  gggcctgcac  aaccaccata  ctgagaagag  cctctcccac  1320

[0082] tctcctggta  aa                                                      1332

[0083] <210>   4
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[0084] <211>   444

[0085] <212>   PRT

[0086] <213>   Artificial  sequence

[0087] <400>   4

[0088] Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Met  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser

[0089] 1                5                    10                   15

[0090] Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ile  Phe  Ser  Ser  Tyr  Trp

[0091]              20                   25                   30

[0092] Ile  Glu  Trp  Ile  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  His  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly

[0093]          35                   40                   45

[0094] Gln  Ile  Phe  Pro  Gly  Ser  Gly  Ser  Ser  Asn  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe  Lys

[0095]      50                   55                   60

[0096] Gly  Lys  Ala  Thr  Phe  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr  Met

[0097] 65                   70                   75                   80

[0098] Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  His  Cys  Ala

[0099]                  85                   90                   95

[0100] Arg  Trp  Asp  Gly  Asn  Leu  Phe  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Leu

[0101]              100                  105                  110

[0102] Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Ser  Val

[0103]          115                  120                  125

[0104] Tyr  Pro  Leu  Ala  Pro  Gly  Ser  Ala  Ala  Gln  Thr  Asn  Ser  Met  Val  Thr

[0105]      130                  135                  140

[0106] Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Thr

[0107] 145                  150                  155                  160

[0108] Trp  Asn  Ser  Gly  Ser  Leu  Ser  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val

[0109]                  165                  170                  175

[0110] Leu  Gln  Ser  Asp  Leu  Tyr  Thr  Leu  Ser  Ser  Ser  Val  Thr  Val  Pro  Ser

[0111]              180                  185                  190

[0112] Ser  Thr  Trp  Pro  Ser  Glu  Thr  Val  Thr  Cys  Asn  Val  Ala  His  Pro  Ala

[0113]          195                  200                  205

[0114] Ser  Ser  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Ile  Val  Pro  Arg  Asp  Cys  Gly  Cys

[0115]      210                  215                  220

[0116] Lys  Pro  Cys  Ile  Cys  Thr  Val  Pro  Glu  Val  Ser  Ser  Val  Phe  Ile  Phe

[0117] 225                  230                  235                  240

[0118] Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Val  Leu  Thr  Ile  Thr  Leu  Thr  Pro  Lys  Val

[0119]                  245                  250                  255

[0120] Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Ile  Ser  Lys  Asp  Asp  Pro  Glu  Val  Gln  Phe

[0121]              260                  265                  270

[0122] Ser  Trp  Phe  Val  Asp  Asp  Val  Glu  Val  His  Thr  Ala  Gln  Thr  Gln  Pro

[0123]          275                  280                  285

[0124] Arg  Glu  Glu  Gln  Phe  Asn  Ser  Thr  Phe  Arg  Ser  Val  Ser  Glu  Leu  Pro

[0125]      290                  295                  300
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[0126] Ile  Met  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys  Glu  Phe  Lys  Cys  Arg  Val

[0127] 305                  310                  315                  320

[0128] Asn  Ser  Ala  Ala  Phe  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu  Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Thr

[0129]                  325                  330                  335

[0130] Lys  Gly  Arg  Pro  Lys  Ala  Pro  Gln  Val  Tyr  Thr  Ile  Pro  Pro  Pro  Lys

[0131]              340                  345                  350

[0132] Glu  Gln  Met  Ala  Lys  Asp  Lys  Val  Ser  Leu  Thr  Cys  Met  Ile  Thr  Asp

[0133]          355                  360                  365

[0134] Phe  Phe  Pro  Glu  Asp  Ile  Thr  Val  Glu  Trp  Gln  Trp  Asn  Gly  Gln  Pro

[0135]      370                  375                  380

[0136] Ala  Glu  Asn  Tyr  Lys  Asn  Thr  Gln  Pro  Ile  Met  Asp  Thr  Asp  Gly  Ser

[0137] 385                  390                  395                  400

[0138] Tyr  Phe  Val  Tyr  Ser  Lys  Leu  Asn  Val  Gln  Lys  Ser  Asn  Trp  Glu  Ala

[0139]                  405                  410                  415

[0140] Gly  Asn  Thr  Phe  Thr  Cys  Ser  Val  Leu  His  Glu  Gly  Leu  His  Asn  His

[0141]              420                  425                  430

[0142] His  Thr  Glu  Lys  Ser  Leu  Ser  His  Ser  Pro  Gly  Lys

[0143]          435                  440

[0144] <210>   5

[0145] <211>   663

[0146] <212>   DNA

[0147] <213>   Artificial  sequence

[0148] <400>   5

[0149] aacattgtgc  tgacccaatc  tccagtttct  ttggctgtgt  ctctagggca  gagggccacc   60

[0150] atatcctgca  gagccagtga  aagtgttgat  agttatggca  atagttttat  gcactggtac  120

[0151] cagcagaaac  caggacagcc  acccaaactc  ctcatctata  ttgcatccaa  cctagaatct  180

[0152] ggggtccctg  ccaggttcag  tggcggtggg  tctaggacag  acttcaccct  caccattgat  240

[0153] cctgtggagg  ctgatgatgc  tgcaacctat  tactgtcagc  aaaattatga  ggatccgtgg  300

[0154] acgttcggtg  gaggcaccaa  gctggaaatc  aaacgggctg  atgcggcgcc  atctgtcttc  360

[0155] atcttcccgc  catctgatga  gcagttgaaa  tctggtaccg  ctagcgttgt  gtgcctgctg  420

[0156] aataacttct  atcccagaga  ggccaaagta  cagtggaagg  tggataacgc  cctccaatcg  480

[0157] ggtaactccc  aggagagtgt  cacagagcag  gacagcaagg  acagcaccta  cagcctcagc  540

[0158] agcaccctga  cgctgagcaa  agcagactac  gagaaacaca  aagtctacgc  ctgcgaagtc  600

[0159] acccatcagg  gcctgagctc  gcccgtcaca  aagagcttca  acaggggaga  gtgt        654

[0160] <210>   6

[0161] <211>   218

[0162] <212>   PRT

[0163] <213>   Artificial  sequence

[0164] <400>   6

[0165] Asn  Ile  Val  Leu  Thr  Gln  Ser  Pro  Val  Ser  Leu  Ala  Val  Ser  Leu  Gly

[0166] 1                5                    10                   15

[0167] Gln  Arg  Ala  Thr  Ile  Ser  Cys  Arg  Ala  Ser  Glu  Ser  Val  Asp  Ser  Tyr
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[0168]              20                   25                   30

[0169] Gly  Asn  Ser  Phe  Met  His  Trp  Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Pro  Pro

[0170]          35                   40                   45

[0171] Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ile  Ala  Ser  Asn  Leu  Glu  Ser  Gly  Val  Pro  Ala

[0172]      50                   55                   60

[0173] Arg  Phe  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Arg  Thr  Asp  Phe  Thr  Leu  Thr  Ile  Asp

[0174] 65                   70                   75                   80

[0175] Pro  Val  Glu  Ala  Asp  Asp  Ala  Ala  Thr  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Gln  Asn  Tyr

[0176]                  85                   90                   95

[0177] Glu  Asp  Pro  Trp  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Glu  Ile  Lys  Arg

[0178]              100                  105                  110

[0179] Ala  Asp  Ala  Ala  Pro  Ser  Val  Phe  Ile  Phe  Pro  Pro  Ser  Asp  Glu  Gln

[0180]          115                  120                  125

[0181] Leu  Lys  Ser  Gly  Thr  Ala  Ser  Val  Val  Cys  Leu  Leu  Asn  Asn  Phe  Tyr

[0182]      130                  135                  140

[0183] Pro  Arg  Glu  Ala  Lys  Val  Gln  Trp  Lys  Val  Asp  Asn  Ala  Leu  Gln  Ser

[0184] 145                  150                  155                  160

[0185] Gly  Asn  Ser  Gln  Glu  Ser  Val  Thr  Glu  Gln  Asp  Ser  Lys  Asp  Ser  Thr

[0186]                  165                  170                  175

[0187] Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Thr  Leu  Thr  Leu  Ser  Lys  Ala  Asp  Tyr  Glu  Lys

[0188]              180                  185                  190

[0189] His  Lys  Val  Tyr  Ala  Cys  Glu  Val  Thr  His  Gln  Gly  Leu  Ser  Ser  Pro

[0190]          195                  200                  205

[0191] Val  Thr  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Gly  Glu  Cys

[0192]      210                  215

[0193] Ile  Val  Lys  Ser  Phe  Asn  Arg  Asn  Glu  Cys

[0194] <210>   7

[0195] <211>   1350

[0196] <212>   DNA

[0197] <213>   Artificial  sequence

[0198] <400>   7

[0199] gttcagctgc  agcagtctgg  agctgaggtg  atgaagcctg  gggcctcggt  gaagatatcc   60

[0200] tgcaaggctt  ctggctacat  attcagttcc  tactggatag  agtggataaa  gcagaggcct  120

[0201] ggacatggcc  ttgagtggat  tggacagatt  tttcctggaa  gtggtagtag  taactataat  180

[0202] gagaagttca  agggcaaggc  cacattcact  gcagatacat  cgtccaacac  agcctacatg  240

[0203] cagctcagca  gcctgacatc  tgaggactct  gccgtctatc  actgtgcaag  atgggatggt  300

[0204] aacctctttt  actatgctat  ggactactgg  ggtctaggaa  cctcagtcac  cgtctcctca  360

[0205] gctagcacca  agggcccatc  ggtcttcccc  ctggcaccct  cctccaagag  cacctctggg  420

[0206] ggcacagcgg  ccctgggctg  cctggtcaag  gactacttcc  ccgaaccggt  gacggtgtcg  480

[0207] tggaactcag  gcgccctgac  cagcggcgtg  cacaccttcc  cggctgtcct  acagtcctca  540

[0208] ggactctact  ccctcagcag  cgtggtgacc  gtgccctcca  gcagcttggg  cacccagacc  600

[0209] tacatctgca  acgtgaatca  caagcccagc  aacaccaagg  tggacaagaa  agttgagccc  660
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[0210] aaatcttgtg  acaaaactca  cacatgccca  ccgtgcccag  cacctgaact  cctgggggga  720

[0211] ccgtcagtct  tcctcttccc  cccaaaaccc  aaggacaccc  tcatgatctc  ccggacccct  780

[0212] gaggtcacat  gcgtggtggt  ggacgtgagc  cacgaagacc  ctgaggtcaa  gttcaactgg  840

[0213] tacgtggacg  gcgtggaggt  gcataatgcc  aagacaaagc  cgcgggagga  gcagtacaac  900

[0214] agcacgtacc  gtgtggtcag  cgtcctcacc  gtcctgcacc  aggactggct  gaatggcaag  960

[0215] gagtacaagt  gcaaggtctc  caacaaagcc  ctcccagccc  ccatcgagaa  aaccatctcc  1020

[0216] aaagccaaag  ggcagccccg  agaaccacag  gtgtacaccc  tgcctccatc  tcgggatgag  1080

[0217] ctgaccaaga  accaggtcag  cctgacctgc  ctggtcaaag  gcttctatcc  cagcgacatc  1140

[0218] gccgtggagt  gggagagcaa  tgggcagccg  gagaacaact  acaagaccac  gcctcccgtg  1200

[0219] ctggactccg  acggctcctt  cttcctctat  agcaagctca  ccgtggacaa  gagcaggtgg  1260

[0220] cagcagggga  acgtcttctc  atgctccgtg  atgcatgagg  ctctgcacaa  ccactacacg  1320

[0221] cagaagagcc  tctccctgtc  tccgggtaaa                                   1350

[0222] <210>   8

[0223] <211>   450

[0224] <212>   PRT

[0225] <213>   Artificial  sequence

[0226] <400>   8

[0227] Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly  Ala  Glu  Val  Met  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser

[0228] 1                5                    10                   15

[0229] Val  Lys  Ile  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ile  Phe  Ser  Ser  Tyr  Trp

[0230]              20                   25                   30

[0231] Ile  Glu  Trp  Ile  Lys  Gln  Arg  Pro  Gly  His  Gly  Leu  Glu  Trp  Ile  Gly

[0232]          35                   40                   45

[0233] Gln  Ile  Phe  Pro  Gly  Ser  Gly  Ser  Ser  Asn  Tyr  Asn  Glu  Lys  Phe  Lys

[0234]      50                   55                   60

[0235] Gly  Lys  Ala  Thr  Phe  Thr  Ala  Asp  Thr  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Tyr  Met

[0236] 65                   70                   75                   80

[0237] Gln  Leu  Ser  Ser  Leu  Thr  Ser  Glu  Asp  Ser  Ala  Val  Tyr  His  Cys  Ala

[0238]                  85                   90                   95

[0239] Arg  Trp  Asp  Gly  Asn  Leu  Phe  Tyr  Tyr  Ala  Met  Asp  Tyr  Trp  Gly  Leu

[0240]              100                  105                  110

[0241] Gly  Thr  Ser  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Ala  Ser  Thr  Lys  Gly  Pro  Ser  Val

[0242]          115                  120                  125

[0243] Phe  Pro  Leu  Ala  Pro  Ser  Ser  Lys  Ser  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Ala  Ala

[0244]      130                  135                  140

[0245] Leu  Gly  Cys  Leu  Val  Lys  Asp  Tyr  Phe  Pro  Glu  Pro  Val  Thr  Val  Ser

[0246] 145                  150                  155                  160

[0247] Trp  Asn  Ser  Gly  Ala  Leu  Thr  Ser  Gly  Val  His  Thr  Phe  Pro  Ala  Val

[0248]                  165                  170                  175

[0249] Leu  Gln  Ser  Ser  Gly  Leu  Tyr  Ser  Leu  Ser  Ser  Val  Val  Thr  Val  Pro

[0250]              180                  185                  190

[0251] Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Thr  Gln  Thr  Tyr  Ile  Cys  Asn  Val  Asn  His  Lys
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[0252]          195                  200                  205

[0253] Pro  Ser  Asn  Thr  Lys  Val  Asp  Lys  Lys  Val  Glu  Pro  Lys  Ser  Cys  Asp

[0254]      210                  215                  220

[0255] Lys  Thr  His  Thr  Cys  Pro  Pro  Cys  Pro  Ala  Pro  Glu  Leu  Leu  Gly  Gly

[0256] 225                  230                  235                  240

[0257] Pro  Ser  Val  Phe  Leu  Phe  Pro  Pro  Lys  Pro  Lys  Asp  Thr  Leu  Met  Ile

[0258]                  245                  250                  255

[0259] Ser  Arg  Thr  Pro  Glu  Val  Thr  Cys  Val  Val  Val  Asp  Val  Ser  His  Glu

[0260]              260                  265                  270

[0261] Asp  Pro  Glu  Val  Lys  Phe  Asn  Trp  Tyr  Val  Asp  Gly  Val  Glu  Val  His

[0262]          275                  280                  285

[0263] Asn  Ala  Lys  Thr  Lys  Pro  Arg  Glu  Glu  Gln  Tyr  Asn  Ser  Thr  Tyr  Arg

[0264]      290                  295                  300

[0265] Val  Val  Ser  Val  Leu  Thr  Val  Leu  His  Gln  Asp  Trp  Leu  Asn  Gly  Lys

[0266] 305                  310                  315                  320

[0267] Glu  Tyr  Lys  Cys  Lys  Val  Ser  Asn  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Pro  Ile  Glu

[0268]                  325                  330                  335

[0269] Lys  Thr  Ile  Ser  Lys  Ala  Lys  Gly  Gln  Pro  Arg  Glu  Pro  Gln  Val  Tyr

[0270]              340                  345                  350

[0271] Thr  Leu  Pro  Pro  Ser  Arg  Asp  Glu  Leu  Thr  Lys  Asn  Gln  Val  Ser  Leu

[0272]          355                  360                  365

[0273] Thr  Cys  Leu  Val  Lys  Gly  Phe  Tyr  Pro  Ser  Asp  Ile  Ala  Val  Glu  Trp

[0274]      370                  375                  380

[0275] Glu  Ser  Asn  Gly  Gln  Pro  Glu  Asn  Asn  Tyr  Lys  Thr  Thr  Pro  Pro  Val

[0276] 385                  390                  395                  400

[0277] Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Ser  Phe  Phe  Leu  Tyr  Ser  Lys  Leu  Thr  Val  Asp

[0278]                  405                  410                  415

[0279] Lys  Ser  Arg  Trp  Gln  Gln  Gly  Asn  Val  Phe  Ser  Cys  Ser  Val  Met  His

[0280]              420                  425                  430

[0281] Glu  Ala  Leu  His  Asn  His  Tyr  Thr  Gln  Lys  Ser  Leu  Ser  Leu  Ser  Pro

[0282]          435                  440                  445

[0283] Gly  Lys

[0284]      450
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