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ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ：用于人类基因编码区域突
变位点的引物设计程序
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摘　 要：位于基因编码区的 ＤＮＡ 突变与基因的功能密切相关。 在已知人类基因编码区的突变位点时，如何在基因组上设计引

物验证该突变是一个重要的问题。 本文利用 Ｐｙｔｈｏｎ 语言开发了引物设计程序 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ。 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 通过解析人

类基因组序列数据库以及基因注释信息，转换基因编码区坐标为基因组坐标，并调用 Ｐｒｉｍｅｒ３ 的 ｐｙｔｈｏｎ 程序包接口，可批量自

动化完成基因突变位点的引物及探针序列设计。 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 使用简便，可识别多种数据库的基因名称，并能够修改引物

常规参数，实现引物的快速调整。
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　 　 ＤＮＡ 突变不仅是导致生物多样性和生物进化

的重要原因之一，同时也与人类的健康和疾病发生

有着密切的关系。 比如引起肿瘤发生最重要的原癌

基因和抑癌基因，其大部分功能与细胞的生长、分
裂、错配修复和细胞凋亡等相关。 如果这两类基因

在蛋白编码区发生突变，则可能导致蛋白质功能的

改变或者丧失，造成细胞的非正常生长，从而导致肿

瘤的产生。 因此，检测基因突变并寻找可用于诊断

和治疗的突变位点已经成为肿瘤研究中的常规内

容，具有重要的临床和生物学意义［１］。
发生在基因编码区的 ＤＮＡ 突变，根据其对蛋白

产物的影响可以分为移码突变、非同义突变、同义突

变等。 其中前两种突变由于引起了蛋白质的序列变

化，并可能影响其正常功能的发挥，因此，对这两种

突变的检测和研究尤为重要。 近年来，以高通量测

序技术为主的检测技术得到了迅猛的发展，比如目



标区域捕获技术 （ Ｐａｎｅｌ）、全外显子组测序技术

（ＷＥＳ）、全基因组测序技术（ＷＧＳ）等［２］。 尤其是

Ｐａｎｅｌ 测序技术，通过特异性捕获探针对多个基因目

标区域 ＤＮＡ 片段进行捕获测序，具有成本低、测序

深度高的优势，能够准确给出重要基因的突变信息，
在临床上得到了广泛的应用［３－５］。

为了应用于疾病的诊断和治疗，通过测序平台获

取的或者文献中已发表的突变信息，需要进一步扩大

人群规模来验证该突变的可靠性。 利用 ｑＰＣＲ 及衍

生技术检测突变位点，在降低成本的同时又保证其准

确性，是一种简单而可行的方法［６－８］。 设计引物是

ｑＰＣＲ 的首要问题，目前已有许多成熟的引物设计软

件可以使用。 这其中除了 Ｐｒｉｍｅｒ３［９］、Ｏｌｉｇｏ［１０］等综合

性的引物设计软件包之外，还有一些专用的引物设计

软件，比如整合了 Ｐｒｉｍｅｒ３ 和 ＢＬＡＳＴ 的模板特异性引

物设计工具 Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ［１１］，突变引物设计工具

ＷＡＳＰ［１２］， ＰｒｉｍｅｒＸ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｏｒｇ ／
ｐｒｉｍｅｒｘ ／ ），ＭｕｔＳｃｒｅｅｎｅｒ［１３］，Ｅｄｅｓｉｇｎ［１４］ 以及适用于克

隆表达载体的 ＰｒｉｍｅｒＣＥ［１５］等。 但由于测序平台的突

变检测报告以及文献中给定的突变信息，大部分均是

以 ＨＧＮＣ（ＨＵＧＯ Ｇｅｎｅ Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ） ［１６］的

基因名称（Ｇｅｎｅ Ｓｙｍｂｏｌ）命名的基因编码区域的相关

坐标，因此在设计引物时，这些软件或多或少有些不

适用。 主要有两个问题：（１）人类基因普遍有多个转

录本，需要通过不同的数据库寻找对应的标准转录本

序列。 （２）由于内含子的影响，对于外显子编码区的坐

标，需要根据基因结构进行基因组坐标的手工转换。
另外，为了能够进一步直接从扩增子中检测序列是否

发生突变，针对突变位点可增加探针序列的设计。
利用 Ｐｙｔｈｏｎ 语言编写了 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ，通过

对人类基因组序列数据库以及基因注释信息的解

析，可识别多种数据库的基因名称编号，转换基因编

码区坐标为基因组坐标。 同时，通过对 ｐｒｉｍｅｒ３⁃ｐｙ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ｌｉｂｎａｎｏ ／ ｐｒｉｍｅｒ３⁃ｐｙ） 程序包的

整合，可批量设计突变位点附近的引物及探针序列。
软件的下载地址为：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ⁃ｉｂｍｓ⁃
ｐｕｍｃ ／ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ。

１　 方　 法

　 　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 的流程软件主要分为三步，第
一步接收输入信息，并将基因名称转换为 ＨＧＮＣ 中

标准基因名称，同时获取标准转录本以及相对应的

ＲｅｆＳｅｑ［１７］ 编 号。 在 检 测 输 入 数 据 时，
ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 可以接收三种不同的基因命名，包

括基因名称、Ｅｎｓｅｍｂｌ 编号或者 ＨＧＮＣ 编号。 第二

步转换编码区坐标为基因组坐标，并提取突变位点

附近基因组序列。 在转换坐标前，通过对人类基因

组的注释文件进行解析，构建所有基因对应的基因

结构特征，并根据该结构，将输入的标准转录本的编

码区坐标，转换为对应基因组上的坐标，并进一步利

用 ｐｙｔｈｏｎ 的 ＢｉｏＳｅｑ 程序包对人类基因组序列进行

解析，提取相应的扩增子序列（Ａｍｐｌｉｃｏｎ）。 第三步

调用 ｐｙｔｈｏｎ 的 ｐｒｉｍｅｒ３⁃ｐｙ 程序包，进行引物设计，输
出报告。 为了方便在引物扩增序列的同时能够区分

野生型和突变型位点，软件中加入了探针序列的设

计，并默认设定探针序列的 Ｔｍ 值比引物序列的 Ｔｍ
值低 ５ 度。 具体流程（见图 １）。
１．１　 数据源下载及安装

　 　 通过 ｇｉｔ 命令可以克隆下载软件全部代码，命令

如下：
ｇｉｔ ｃｌｏｎｅ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ⁃ｉｂｍｓ⁃ｐｕｍｃ ／

ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｇｉｔ
下载后的目录中主要包括 ４ 个文件，分别为

ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ． ｐｙ， ｇｆｆＬｏａｄｅｒ． ｐｙ， ｆａｓｔａＬｏｃ． ｐｙ 和

ｎａｍｅｄｂ 文件。 主程序 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ 用于接收

基因突变信息并设计引物，ｇｆｆＬｏａｄｅｒ．ｐｙ 用于解析基

因注释文件， ｆａｓｔａＬｏｃ． ｐｙ 用于提取基因组序列，
ｎａｍｅｄｂ 文件为基因名称数据库。 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ
依赖 ＢｉｏＰｙｔｈｏｎ、 Ｐａｎｄａｓ、 Ｐｒｉｍｅｒ３⁃Ｐｙ 数据包，这些

ｐｙｔｈｏｎ 依赖包均可使用 ｐｉｐ 命令进行标准安装。 依

赖包的安装命令如下：
ｐｉｐ３ ｉｎｓｔａｌｌ ｂｉｏｐｙｔｈｏｎ ｐａｎｄａｓ ｐｒｉｍｅｒ３⁃ｐｙ
另外，由于 ＨＧＮＣ 中基因名称对应于 ＲｅｆＳｅｑ 的

标准序列，因此，为了确保序列坐标的准确性，
ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 目前只接收由 ＮＣＢＩ 网址提供的人

类基因组序列文件以及相对应版本的基因注释文

件。 人类 ＧＲＣｈ３８ 版本基因组及基因注释文件下载

及解压缩命令如下：
ｗｇｅｔ⁃ｃ ｆｔｐ：／ ／ ｆｔｐ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｏｍｅｓ ／ ａｌｌ ／

ＧＣＦ ／ ０００／ ００１／ ４０５／ ＧＣＦ ＿ ０００００１４０５． ３９ ＿ ＧＲＣｈ３８． ｐ１３／
ＧＣＦ＿０００００１４０５．３９＿ＧＲＣｈ３８．ｐ１３＿ｇｅｎｏｍｉｃ．ｆｎａ．ｇｚ

ｗｇｅｔ⁃ｃ ｆｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｏｍｅｓ ／ ａｌｌ ／
ＧＣＦ ／ ０００ ／ ００１ ／ ４０５ ／ ＧＣＦ ＿ ０００００１４０５． ３９ ＿ ＧＲＣｈ３８．
ｐ１３ ／ ＧＣＦ＿０００００１４０５．３９＿ＧＲＣｈ３８．ｐ１３＿ｇｅｎｏｍｉｃ．ｇｆｆ．ｇｚ

ｇｕｎｚｉｐ⁃ｃ ＧＣＦ ＿ ０００００１４０５． ３９ ＿ ＧＲＣｈ３８． ｐ１３ ＿
ｇｅｎｏｍｉｃ．ｆｎａ．ｇｚ ＞ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ

ｇｕｎｚｉｐ⁃ｃ ＧＣＦ ＿ ０００００１４０５． ３９ ＿ ＧＲＣｈ３８． ｐ１３ ＿
ｇｅｎｏｍｉｃ．ｇｆｆ．ｇｚ ＞ ｇｅｎｅ．ｇｆｆ

０７１ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １８ 卷



图 １　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 引物设计流程图及原理

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

注：（ａ）主要包括对输入数据的基因名称进行解析，转换为 ＨＧＮＣ 中给定的标准基因对应关系，通过加载基因组序列数据库及对应基因注释文

件，提取该基因突变位点附近序列，并进行引物及探针序列的设计。 （ｂ）在提取突变位点附近基因组序列时，由于内含子的存在，需要通过基

因注释信息将编码区的坐标转换成基因组上的坐标，并以突变位点为中心进行扩增子序列的提取，进一步调用 ｐｒｉｍｅｒ３⁃ｐｙ 进行引物设计。
Ｎｏｔｅｓ： （ａ） ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｐａｒｓｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｐｕｔ ｄａｔａ， ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｉｔ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎ ＨＧＮＣ，
ｌｏａｄｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｅ， ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｅａｒ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ， ａｎｄ
ｐｅｒｆｏｒｍｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｅｓｉｇｎ． （ｂ） Ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｒｏｎｓ， ｗｈｅｎ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｅａｒ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ， ｉｔ ｉｓ
ｎｅｃｅｓｓａｒｙ ｔｏ ｃｏｎｖｅｒｔ ｔｈｅ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅｂｙ ｕｓｉｎｇ ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ．ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ ｕｓｅｓ ｔｈｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｓ ｔｈｅ ｃｅｎｔｅｒ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ｆｕｒｔｈｅｒ ｃａｌｌｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ３－ｐｙ ｆｏｒ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ．

１．２　 命令行说明

　 　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 主要由两部分命令组成，一部

分为程序主要参数，包括输入输出以及各种依赖数

据库的定义；另一部分为引物参数，主要包括引物的

Ｔｍ 值，长度，ＧＣ 含量等（见图 ２）。

图 ２　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 的命令行说明截图

Ｆｉｇ．２　 Ｓｃｒｅｅｎ ｓｈｏｔ ｆｏｒ ｃｏｍｍａｎｄｓ ｏｆ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ
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　 　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 接收的输入参数有两种类型。
第一种，是“ －ｉ”命令，直接接收基因突变信息。 每

个基因突变的信息分为三个部分，以冒号分开，内容

依次分别为基因名称、突变在该基因的 ＣＤＳ 区域坐

标、突变长度。 不同突变信息以逗号隔开，比如

“ＫＲＡＳ：２４：２，ＭＥＴ：１１２４：１，ＥＧＦＲ：２５７３：１”。 另一

种是“－ｆ”命令，直接接收文本文件。 文件中每一行

为一个基因突变信息，内容与－ｉ 中突变信息格式

一致。
ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 除了输入的基因信息外，还需

要三 个 输 入 文 件， 分 别 为 基 因 名 称 转 换 文 件

ｎａｍｅｄｂ，基因组序列文件 ｇｅｎｏｍｅ． ｆａ 以及相对应版

本的 基 因 注 释 文 件 ｇｅｎｅ． ｇｆｆ。 其 中 ｎａｍｅｄｂ 为

ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 预处理后的文件，另外两个文件可

从 ＮＣＢＩ 网站上下载解压后得到。
ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 的输出分为三个文本文件，通

过“－ｏ”参数来控制。 主要包括扩增子序列文件，
另外还有一个以“ ．ｐｒｉｍｅｒ”后缀结尾的引物序列文

件，以及一个以 “ ． ｄｅｔａｉｌ” 后缀结尾的详细报告

文件。

２　 结　 果

２．１　 不同数据库来源的引物设计举例

　 　 经统计，５０％的黑色素瘤中原癌基因 ＢＲＡＦ 均

发生了突变，其中 ９０％的突变发生在第 ６００ 位缬氨

酸的位置上［１８］。 该位点是一个非常重要的免疫检

查点，位点的突变会影响肿瘤用药效果。 对此，分别

使用 ＢＲＡＦ 基因的基因名称、Ｅｎｓｅｍｂｌ ＩＤ 号、ＨＧＮＣ
ＩＤ 号作为输入，对其 Ｖ６００ 突变位点进行引物设计，
运行命令如下所示：

（１）ｐｙｔｈｏｎ３ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ －ｇ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ －
Ｇ ｇｅｎｅ． ｇｆｆ － ｋ ｎａｍｅｄｂ － ｏ ｒｅｓｕｌｔ． ｆａ － ｉ “ ＢＲＡＦ：
１７９９：１”

（２）ｐｙｔｈｏｎ３ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ －ｇ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ －
Ｇ ｇｅｎｅ． ｇｆｆ － ｋ ｎａｍｅｄｂ － ｏ ｒｅｓｕｌｔ． ｆａ － ｉ
“ＥＮＳＧ０００００１５７７６４：１７９９：１” －ｓ ｅｎｓｅｍｂｌ＿ｉｄ

（３）ｐｙｔｈｏｎ３ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ －ｇ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ －
Ｇ ｇｅｎｅ．ｇｆｆ －ｋ ｎａｍｅｄｂ －ｏ ｒｅｓｕｌｔ．ｆａ －ｉ “１０９７：１７９９：１”
－ｓ ｈｇｎｃ＿ｉｄ

ＢＲＡＦ 基因编码区第 １ ７９９ 位引物设计的部分

结果输出截图（见图 ３）。 输出内容中，每一个扩增

子信息以 Ａｍｐｌｉｃｏｎ 开始，后接设计顺序及引物编

号，第一行为扩增子编号，第二行包括基因突变位点

信息，依次为输入突变信息、基因、Ｒｅｆｓｅｑ 编号、染色

体编号、扩增子在基因组上坐标区间、突变位点在基

因组上坐标、突变位点在编码区坐标、参考碱基及长

度和引物编号。 第三行为扩增子长度。 第四行到第

七行为 ｐｒｉｍｅｒ３⁃ｐｙ 设计的引物及探针序列信息。 其

中，第四行为根据热力学方法计算引物对整体形成

二级结构的可能性以及 ３’末端形成二级结构的可

能性。 第五行为 ５’端引物，主要信息包括：引物序

列，引物位置，Ｔｍ 值，ＧＣ 含量，引物自身形成二级

结构的可能性，３’末端形成二级结构的可能性，形
成发夹结构的可能性，３’末端的稳定性（ ｄｅｌｔａ Ｇ，
ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）。 同样，第六行和第七行分别为 ３’端引

物和探针序列信息。 第八行为扩增子序列，第九

行为引物、探针、突变位点在扩增子中的位置。 由

图 ３ 中可以看出，无论是采用基因名称，Ｅｎｓｅｍｂｌ
编号或者 ＨＧＮＣ 编号，软件均可以完成相同的引

物设计。
２．２　 批量引物设计举例

　 　 Ｍａｋｉ⁃Ｎｅｖａｌａ Ｓ 等通过对４２５例非小细胞型肺癌

病人样本进行测序，找到了 ９ 个复发突变热点［１９］。
利用 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 的命令行输入“ －ｉ”和文件输

入“－ｆ”两种方式进行引物设计，引物及探针设计结

果（见表 １）。 运行命令如下所示：
　 　 （１）ｐｙｔｈｏｎ３ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ －ｇ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ －
Ｇ ｇｅｎｅ．ｇｆｆ ⁃ｋ ｎａｍｅｄｂ －ｏ ｌｕｎｇ． ｆａ － ｉ ＂ ＫＲＡＳ：３４：２，
ＭＥＴ：１１２４：１，ＭＥＴ：３０２９：１，ＥＧＦＲ：２５７３：１， ＴＰ５３：
８２０： １， ＰＩＫ３ＣＡ： １６２４： １， ＥＧＦＲ： ２２３５： １， ＴＰ５３：
４６９：１＂

（２）ｐｙｔｈｏｎ３ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ －ｇ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ －
Ｇ ｇｅｎｅ．ｇｆｆ －ｋ ｎａｍｅｄｂ ⁃ｏ ｌｕｎｇ．ｆａ －ｆ ｓａｍｐｌｅｓ．ｆｉｌｅ
２．３　 引物重新设计举例

　 　 对于已经完成引物设计的基因位点，并且扩增

子序列已经保存在 ｒｅｓｕｌｔ． ｆａ 文件中时，如果需要修

改引物参数进行重新设计，则可以使用－ｐ 参数忽略

序列提取过程，仅进行引物重新设计，运行命令如下

所示：
（１）ｐｙｔｈｏｎ３ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ．ｐｙ －ｇ ｇｅｎｏｍｅ．ｆａ －

Ｇ ｇｅｎｅ．ｇｆｆ －ｋ ｎａｍｅｄｂ －ｏ ｒｅｓｕｌｔ．ｆａ －ｐ －－ｐｒｉｍｅｒＮｕｍ ３
－－ｐｒｉｍｅｒ＿ｏｐｔ＿ｔｍ ６１ －－ｐｒｉｍｅｒ＿ｍａｘ＿ｔｍ ６４ －－ｐｒｉｍｅｒ＿
ｏｐｔ＿ｓｉｚｅ ２３
２．４　 软件运行效率测试

　 　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 在设计引物时消耗内存及计

算资源较小，普通的台式机或者笔记本环境下均可

以运行。 为了测试软件的运行性能和稳定性，以
Ｌｉｎｕｘ 操作系统为例 （系统版本： Ｌｉｎｕｘ Ｍｉｎｔ １９． ３
Ｃｉｎｎａｍｏｎ；ＣＰＵ：Ｉｎｔｅｌ Ｃｏｒｅ ｉ７－９７００；内存：２４ ＧＢ；存
储：１Ｔ 机械硬盘），采用 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 软件默认

参数进行了性能测试：系统开机后，首次完成 ８ 个突
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变位点的引物设计耗时为 １ ｍ ３３ ｓ。 而后当系统自

动加载了基因组信息缓存后，无论是多基因还是单

基因的 １００ 个突变位点，设计引物只需要 ３０ ｓ 即可

完成。

图 ３　 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 对 ＢＲＡＦ 基因的引物设计详细输出结果

Ｆｉｇ．３　 Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＢＲＡＦ ｇｅｎｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ

表 １　 对 Ｍａｋｉ⁃Ｎｅｖａｌａ 等文章中的 ９ 个复发突变热点进行引物设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ９ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｈｏｔ ｓｐｏｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｗｏｒｋｓ ｏｆ Ｍａｋｉ⁃Ｎｅｖａｌａ ｅｔ ａｌ．

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ＩＤ Ｌｅｆｔ Ｐｒｉｍｅｒ Ｒｉｇｈｔ Ｐｒｉｍｅｒ Ｉｎｔｅｒｎａｌ Ｏｌｉｇｏ

ＥＧＦＲ：２２３５：１＿０ ＡＴＡＴＣＡＧＣＣＴＴＡＧＧＴＧＣＧＧＣ ＧＧＡＴＧＴＧＧＡＧＡＴＧＡＧＣＡＧＧＧ ＴＴＣＣＣＧＴＣＧＣＴＡＴＣＡＡＧＧＡＡ

ＥＧＦＲ：２５７３：１＿０ ＣＣＴＧＧＣＡＴＧＡＡＣＡＴＧＡＣＣＣＴ ＣＡＴＣＣＴＣＣＣＣＴＧＣＡＴＧＴＧＴＴ ＴＣＡＣＡＧＡＴＴＴＴＧＧＧＣＴＧＧＣＣ

ＫＲＡＳ：３４：２＿０ ＡＡＡＧＧＴＡＣＴＧＧＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴＧＡ ＧＧＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＧＴＡＡＴＡＴＧＣ ＴＡＧＴＴＧＧＡＧＣＴＧＧＴＧＧＣＧＴＡ

ＭＥＴ：１１２４：１＿０ ＧＧＡＧＣＣＡＧＣＣＴＧＡＡＴＧＡＴＧＡ ＡＧＣＡＣＡＡＡＡＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧａ ＡＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣＡＡＣＡＡＧＡＴＣＧＴＣＡ

ＭＥＴ：３０２９：１＿０ ＴＣＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＴＡＡＴＧＡＡＡＴＧＣＴＴＧＴ ＧＧＧＣＣＣＡＡＴＣＡＣＴＡＣＡＴＧＣＴ ＴＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＡＣＡＧＡＴＣＡＧＴＴＴＣＣＴ

ＰＩＫ３ＣＡ：１６２４：１＿０ ＴＣＡＴＣＴＧＴＧＡＡＴＣＣＡＧＡＧＧＧｇ ＡＧＧＴＡＴＧＧＴＡＡＡＡＡＣＡＴＧＣＴＧＡＧＡ ＴＣＴＣＴＧＡＡＡＴＣＡＣＴＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡ

ＴＰ５３：４６９：１＿０ ｔｃｃｔａｃａＧＴＡＣＴＣＣＣＣＴＧＣＣ ＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＣＧＣＴＡＴＣＴ ＣＣＧＣＧＣＣＡＴＧＧＣＣＡＴＣＴＡ

ＴＰ５３：８２０：１＿０ ＡＡＡＧＧＡＣＡＡＧＧＧＴＧＧＴＴＧＧＧ ＴＡＣＣＴＣＧＣＴＴＡＧＴＧＣＴＣＣＣＴ ＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＣＧＴＧＴＴ
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３　 结　 论

　 　 通过 Ｐｙｔｈｏｎ，开发了 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 引物设计

软件，可专门用于人类基因编码区的突变位点引物

设计。 通过对基因名称进行解析，ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ
将自动选择 ＨＧＮＣ 给定的标准转录本信息，完成基

因编码区坐标到基因组坐标的转换以及基因组序列

的提取，从而能够批量、自动化地完成基因编码区突

变位点的引物及探针序列的设计。 目前软件的不足

之处是输出格式较为简单，输出结果可以更加丰富

全面。

４　 讨　 论

　 　 以 Ｐｒｉｍｅｒ３， Ｏｌｉｇｏ 为首的引物设计软件的出现，
使得引物设计相关工作变得越来越简单。 但是，伴
随着生物技术的不断发展，生物学问题越来越多，引
物设计的需求也越来越细化。 比如高通量测序平台

的不断发展，突变位点检测等相关的下游应用将会

变得越来越多，对此，ＷＡＳＰ，ＭｕｔＳｃｒｅｅｎｅｒ 等特定的

引物设计软件一定程度下缓解了这些需求。 但针对

突变位点设计引物时，用户输入基因的名称可能来

自不同数据库，如何自动地转换基因名称，对含有多

个转录本的基因进行标准转录本的选择，以及如何

根据基因的编码区位置自动定位到基因组上相应的

位置，这些看似简单的问题却没有完善及考虑。
ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 通过对不同数据库的整合以及基因

结构的解析解决了这些特定的问题。 另外，引物设

计开发的一个重要指标是如何能够更合理地减少用

户的工作量，辅助用户完成批量、自动化的引物设

计。 ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 试图通过最简洁的输入来完成

多种情况下突变位点的引物设计，也是对该指标的

一次尝试。 在将来，ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 将会考虑整合

ＨＧＶＳ（Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｏｍｅ Ｖａｒｉａｔｉｏｎ Ｓｏｃｉｅｔｙ） ［２０］ 的突变

标准规则，进一步直接对接测序平台的突变检测报

告，丰富并完善突变序列与参考序列的对比信息，更
加方便、合理地完成突变位点检测的引物设计工作。
另外，ＭｕｔＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ 将会考虑应用到更多的物种，
实现多物种的突变引物设计。
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ｌｕｎｇｃａｎ．２０１６．０６．０２４．

［２０］ＴＡＳＣＨＮＥＲ Ｐ Ｅ， ＤＥＮ ＤＵＮＮＥＮ Ｊ Ｔ． Ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ｂｙ ｅｘｔｅｎｄｉｎｇ ＨＧＶＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｎｏｍｅｎｃｌａ⁃
ｔｕｒｅ［Ｊ］． Ｈｕｍａｎ Ｍｕｔａｔｉｏｎ，２０１１，３２（５）：５０７－ ５１１． ＤＯＩ：
１０．１００２ ／ ｈｕｍｕ．２１４２７．
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