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1 Background

(1) PCR (Polymerase Chain Reaction)



1 Background

 反转录PCR (RT-PCR)

 荧光定量PCR (RTFQ PCR)

 反向PCR (Inverse PCR)

 不对称PCR (Asymmetric PCR)

 多重PCR (multiplex PCR)

 巢式PCR (queshipcr)

 递减PCR (touchdown PCR)

(2) PCR Varieties



1 Background

先将mRNA反转录成cDNA，然后再以cDNA为模板，对

mRNA进行扩增。

(2.1)  

mRNA的引物选择：

1. 随机六聚体引物——不特异

2. Oligo (dT)——对mRNA特异

3. 特异性引物——最特异的引发方法

反转录PCR (RT-PCR)
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通过荧光染料或荧光标记的特异性的探针，利用荧光信号积累实

时监测整个PCR进程，通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。

(2.2) 

荧光定量PCR引物设计需注意：

1. 扩增的片段不能太大，最好在100bp-250bp之间；

2. 引物的特异性强。

荧光定量PCR (RTFQ PCR)
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(2.2) 

技术 引物 探针

Taqman 技术

相同

直线型的寡核苷酸

Beacon 技术 环状的寡核苷酸

FRET 技术 两条直线型寡核苷酸

荧光定量PCR (RTFQ PCR)
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(3) Influencing Factor

Influencing 

Factor
Optimization

长度 常用的是18-27 bp，但不应大于38bp

碱基组成 GC含量一般为40-60%，上下游引物的GC含量
不能相差太大，四种碱基要均匀分布

解链温度
Tm值

引物的Tm值为55~65℃，尽量保证上下游引物
Tm值一致，二者差异最好不要超过5℃

3’ 端 与模板严格配对，尽量为G或C,但不能为3个以
上连续碱基

5’ 端 可以引进修饰位点或标记物

自由能
G

3’端ΔG值较低（绝对值不超过9），而5’端和中
间ΔG值相对较高的引物



1 Background

(4) 引物设计相关软件或网站

software or 

website
characteristic

Primer-BLAST 在线设计引物,验证设计好的引物

BioWeb 讲解详细，适合初学者

Primer Premier 5.0 引物设计的专业软件，功能全面

ProbeBase 在线的寡聚核苷酸探针和引物检索
的数据库



1 Background

Primer-BLAST

1.在线设计引物——整合了Primer3软件
2.验证设计好的引物——NCBI的Blast进行引物特异性验证

(4.1) 引物设计网站Primer-BLAST



 讲解详细，适合初学者学习

 基本的定义

 基本的原理和图示解释

 相关的例子和练习

 相关软件的链接Biology WorkBench

 除了引物设计之外其它的功能

1. What is a primer?

2. Analysis of primer sequences 

3. Some thoughts on designing primers

4. Designing degenerate oligo- nucleotides

1 Background

(4.2) 引物设计网站BioWeb



1

Primer 5

Background

Primer 5 四大主要功能：

引物设计

限制性内切酶位点分析

DNA基元查找

同源性分析

(4.3) 引物设计软件Primer Premier 5
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(4.4)  探针、引物检索网站ProbeBase

ProbeBase数据库是一个以rRNA为靶标，进行在线的寡聚核苷酸探针

和引物检索的数据库。

由维也纳大学微生物与生态科学学院维护（Department of Microbiology 

and Ecosystem Science at the University of Vienna）。
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 Primer-BLAST

 BioWeb and Biology WorkBench

 primer premier 5.0

 ProbeBase



2 Design & Search Primer-BLAST

Primer-BLAST
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2 Design & Search Primer-BLAST



2 Design & Search BioWeb and Biology WorkBench

BioWeb

ABC Tools Primer design Bioweb



2 Design & Search Biology WorkBench

(1) Nucleic tools

 选择Ndjinn，输入基因名，进行检索



2 Design & Search Biology WorkBench

(1) Nucleic tools



2 Design & Search Biology WorkBench

(1) Nucleic tools



2 Design & Search Biology WorkBench

(2) Primer design



2 Design & Search Biology WorkBench

(2) Primer design



6、probebase中的links

2 Design & Search primer primer 5.0 
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2 Design & Search primer primer 5.0 



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(1)Search

A. 根据organism搜索



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

 对比NCBI-probe数据库中的检索结果，各有交叉

ProbeBase NCBI-probe



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(1)Search

B. 根据primer/probe names搜索

选取E.coli的一个探针

探针名: S-*-EBAC-1790-a-A-18



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

 对比NCBI-probe数据库中的检索结果

序列信息一致，但所引用的参考文献不同，且probebase的注释信息更丰富



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(1)Search

C. 根据sequence搜索

 检索探针

按照5’→3’的顺序输入序列 (无其他符号或空格）



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(1)Search

D. 根据target sites搜索

 根据靶标位点的碱基号进行检索

已知上述探针的靶标位点是1390-1407



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(2) Match
 Match中的功能主要是寻找与已知rRNA序列相配对的探针

 要求rRNA序列的FASTA格式，以E.coli 16S ribosomal RNA为例。



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

 导入序列，点击配对



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

 弹出配对结果



2 Design & Search ProbeBase

(3) Proxy
 Match功能的补充，proxy是对部分的序列，通过SILVA数据库进行检索

 可以选择小亚基核糖体还是大亚基核糖体，可以选择是找探针还是引物



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(4) Lists

 分为两部分，一部分是下拉框（Select a category），一部分是list probes 

by category。



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(4) Lists

A. Select a category



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(4) Lists

A. list probes by category

1

2

3

4

5



(5) Submission

Contact information:

First name, Last name, Email, Institute, University, City, Postal code, Country, 

Website

Probe information:

Short name, Probe name, Specificity, Taxonomy, Category, Target molecule, 

Position, Sequence, Competitor, Formamide, Remarks

Pubmed information:

PubmedID, Journal, Title, Authors, Year, Abstract 

2 Design & Search ProbeBase



6、probebase中的links

2 Design & Search ProbeBase

(6) Links



2 Design & Search

Oligo
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3 Verification www.basic.northwestern.edu

输入已设计好的引物

Oligonucleotide Properties Calculator



 检验序列的Tm 值和GC 比是否符合要求

 检验序列是否具有发卡结构，3’ 端互补重叠 (None可用)

3 Verification www.basic.northwestern.edu

Oligonucleotide Properties Calculator



3 Verification Primer-BLAST

Primer-BLAST

输入已设计好的引物

设置Tm值



选择目标数据库

选择物种

添加物种

3 Verification Primer-BLAST

Primer-BLAST

根据相关参数，self complementarity和self 3‘ complementarity对应的数值

越小越好，非特异性扩增和引物二聚体就越少。另外，检测出的模板越单一越
好。
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