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!"#甲基化 $%&引物的设计

张* 艳，陈* 彬，陈* 敏，李渝萍，陈* 健，娄桂予，周度金* * （第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室，
重庆 %"""(’）

* * +,- 甲基化是哺乳类动物一个重要的基因外遗传信号。
有研究表明，+,-甲基化与大多数肿瘤的发生相关，抑癌基因
启动子 ./0岛的高甲基化可引起抑癌基因表达沉默，细胞出
现无节制生长，导致肿瘤的发生［!］。目前，甲基化特异性 1.2
（34567895:;<#=/4>:?:> 1.2，@A#1.2）是研究 +,-甲基化最为常
用且准确度较高的方法之一，而理想的引物设计则是其成功的

关键因素之一。国外互联网上有 ! 个提供免费在线引物设计程
序“@4561B:34B”，它能够预测 ./0 岛，根据实验者要求设计硫
化测序 1.2（ C:=D8?954#=4ED4<>:<F 1.2，GA1）和甲基化特异性
1.2（34567895:;<#=/4>:?:> 1.2，@A1）引物。本研究旨在介绍甲
基化特异性 1.2 引物设计的原则及“@4561B:34B”设计程序的
使用方法和有关注意事项。

’( 材料与方法

!H !* 序列的转换
* * +,-经亚硫酸氢盐硫化处理后，+,-双链中的“.”转化为
“I”，通过随后的 1.2，将“I”转化为“J”，但亚硫酸氢盐不能
使已发生了甲基化的 +,-的“.”发生上述转化，因此，根据经
亚硫酸氢盐处理的 +,- 模板设计引物时，先输入感兴趣的
+,-序列，程序将会显示 & 种序列：一种是输入的源 +,- 序
列；另一种是硫化处理后的 +,-序列，除了 ./0岛上的 $ 甲基
胞嘧啶（$3.）之外，所有非甲基化的“.”都转换成了“J”，根据
转化后的序列设计引物，进行 GA1和 @A1 。

!H &* ./0岛的预测［&］

* * 哺乳类动物基因组中 $K L !"K是 ./0（二核苷酸），其中
M"K L’"K呈甲基化状态，称为甲基化的 ./0（3./0）。./0
的聚集称 ./0岛，已知在所有管家基因和一些组织特异基因的
$N端调控区均有 ./0岛呈高度甲基化，基因组中平均 !"" 个 C/
有 ! 个跨度为 "H $ L $ OC的 ./0岛。
* *“@4561B:34B”设计程序默认的 ./0岛跨度至少为 &"" C/，
0.含量 P $"K，./0出现频率 P "H )。因此，符合这些参数的
区域都默认为 ./0 岛，我们根据任意 ! 个 ./0 岛设计引物进
行扩增。

!H (* GA1的引物设计原则
* * 标准的 1.2 引物设计原则同样适用于硫化测序 1.2
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（C:=D8?:54 =4ED4<>:<F 1.2，GA1），除了标准 1.2的一些参数外，
“@4561B:34B”应用 (N端算法计算自身退火温度、末端退火温度、
碱基对互补率、0.含量、解链温度（J3），而且还提供了上游引物

和下游引物的 J3区别，以及引物中最大允许的单核苷酸重复率。

因为所有非甲基化的“.”都被转换成“J”，所以“@4561B:34B”中
默认的重复“J”为 ’个，而其他碱基重复数为 $个。
* * +,-的完全硫化是很重要的，因此应选择含尽可能多的非
甲基化 ./0的“.”区域作为源序列，设计引物。对于 GA1，引
物设计的原则［!］：!为了区别甲基化 +,-和非甲基化 +,-，引
物不应含有 ./0 位点；"引物扩增的产物应包含尽可能多的
./0位点。

!H %* @A1的引物设计原则［(，%］

* * 对于 @A1需要设计 & 对引物，一对是针对于经亚硫酸氢盐
处理的甲基化的 +,-；另一对是针对于经亚硫酸氢盐处理的非
甲基化的 +,-。根据甲基化的 +,- 为模板的 1.2 扩增甲基
化的 +,-；根据非甲基化的 +,-为模板的 1.2扩增非甲基化
的 +,-。@A1引物设计的原则：!为了最大限度的区分甲基化
与非甲基化，引物的 (N端至少包含 ! 个 ./0 位点，我们可以自
己设定 ./0的“.”距 (N末端的最远距离。“@4561B:34B”中默认
值为 (，即是在引物的最后 ( 个碱基中，至少有 ! 个是 ./0 的
“.”。"引物序列中应包含尽可能多的 ./0 位点。#甲基化
引物和非甲基化引物序列 (N端应处于相同的 ./0位点。如果，
&对引物不在相同的 ./0位点退火，1.2结果就不能准确反映
样本 +,-甲基化的情况。但是甲基化引物和非甲基化引物可
跨越不同的长度，在起始位点和长度上也可以不同。一般非甲

基化引物比甲基化引物长，因为受 J3值限制，由于非甲基化引

物中的“.”转化成“J”，导致 0. 含量降低，从而引起 J3降低。

$ & 套引物应有相近的 J3值，“@4561B:34B”中默认 & 套引物
J3值相差不超过 $ W，这种限制可使 & 个 1.2反应在同一 1.2
仪中进行。

)( 结果

&H !* @4561B:34B设计的 GA1引物
* * 我们运用人雌激素受体 %（T2%）启动子序列（-R!S!$%%）
来设计硫化测序 1.2（C:=D8?:54 =4ED4<>:<F 1.2，GA1）引物。首
先进入免费在线引物设计程序“@4561B:34B”（655/：X X YYYH DB;#
F4<4H ;BF X 3456/B:34B X），点 击“ 0; 5; @4561B:34B”，进 入
“@4561B:34B#+4=:F< 1B:34B= ?;B @4567895:;< 1.2=”网页（655/：X X
YYYH DB;F4<4H ;BF X 3456/B:34B X :<Q4Z!H 6538），在网页的方框内
输入 T2%启动子序列，选择“1:>O /B:34B= ?;B C:=D8?:54 =4ED4<>:<F
1.2 ;B B4=5B:>5:;< 1.2”，其他参数选择程序默认值，也可根据实
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验需要加以限制，然后点击“*+,-./”键，“01/2’3.-13”软件即可
显示预测的 4)!启动子序列的 (56 岛及引物的相应位置，同
时也显示设计的 7*’ 引物有 8 组，我们可选择 9 组引物进行
’()（表 9），通常情况下选择第 9 组引物，进行 ’()。如果所选
择的引物 ’()效果不佳，可选择其他几组引物，也可优化 ’()
反应条件，或者是更改 7*’引物设计参数，重新设计引物。

表 !" #$%&’()*$(软件设计的 +,!启动子的 -.’引物

" " 引物" " 起始" " " 大小" :-（;）" " 6(含量" " " " " 引物序列（8<!!<）
" " " " " " （,5）" " "（,5）" " " " " " "（=）

9" 上游引物" 9 9>!" " " ?8" " 8@# AB" " 8># CC" " &:&::::&::&&6::66666&&::6

" 下游引物" 9 !@C" " " ?8" " 8D# ?>" " >B# CC" " &(((:(&&&&&&:(&(:&&&&&&&(

?" 上游引物" 9 9>!" " " ?8" " 8@# AB" " 8># CC" " &:&::::&::&&6::66666&&::6

" 下游引物" 9 !@@" " " ?8" " 8A# B@" " 8># CC" " &::(:(&&(((:(&&&&&&:(&(:&

!" 上游引物" 9 9>!" " " ?8" " 8@# AB" " 8># CC" " &:&::::&::&&6::66666&&::6

" 下游引物" 9 !>8" " " ?8" " 8># A?" " 8># CC" " (&&&&&&:(&(:&&&&&&&((:::(

B" 上游引物" 9 98?" " " ?8" " 8A# C>" " >C# CC" " 666:6&6666&&:&::::&::&&6:

" 下游引物" 9 !@@" " " ?8" " 8A# B@" " 8># CC" " &::(:(&&(((:(&&&&&&:(&(:&

8" 上游引物" 9 9>9" " " ?>" " 8D# !?" " 8!# D8" " 6&&:&::::&::&&6::66666&&::

" 下游引物" 9 !@C" " " ?8" " 8D# ?>" " >B# CC" " &(((:(&&&&&&:(&(:&&&&&&&(

?# ?" 01/2’3.-13设计的 0*’引物
" " 输入 4)!启动子序列，选择“’.EF 0*’ 53.-13G”，其他参数
选择程序默认值，点击“*+,-./”，“01/2’3.-13”软件即可显示预
测的 4)!启动子序列的 (56岛，及引物的相应位置，同时也显
示设计的 0*’引物，有 8 组引物，每组分别有甲基化引物、非甲
基化引物，我们可选择 9 组引物进行 ’()（表 ?），通常情况下
选择第 9 组引物，进行 ’()，如果所选择的引物 ’()效果不佳，
可选择其他几组引物，也可优化 ’() 反应条件，或者是更改
0*’引物设计参数，重新设计引物。

表 /" #$%&’()*$(软件设计的 +,!启动子的#.’引物

" " " 引物" " " " " 起始" 大小" " :-（;）" 6(含量" " " " " " 引物序列（8<!!<）
" " " " " " " " " " （,5）"（,5）" " " " " "（=）

9" 上游甲基化引物" " 9 BC>" ?8" " 8D# AA" " >B# CC" ::6::&::::&666::(6&66::&(

" 下游甲基化引物" " 9 8@9" ?!" " 8A# B>" " >8# ??" &((&&:(:&&&&&((&(&(::(6

" 上游非甲基化引物" 9 BCA" ?B" " 88# BC" " >># >@" ::&::::&666:::6&66::&:6:

" 下游非甲基化引物" 9 8@?" ?B" " 8A# C9" " >?# 8C" &&((&&:(:&&&&&((&(&(::(&

?" 上游甲基化引物" " 9 BC>" ?8" " 8D# AA" " >B# CC" ::6::&::::&666::(6&66::&(

" 下游甲基化引物" " 9 8@C" ??" " 8D# >@" " >!# >B" ((&&:(:&&&&&((&(&(::(6

" 上游非甲基化引物" 9 BCA" ?B" " 88# BC" " >># >@" ::&::::&666:::6&66::&:6:

" 下游非甲基化引物" 9 8@?" ?B" " 8A# C9" " >?# 8C" &&((&&:(:&&&&&((&(&(::(&

!" 上游甲基化引物" " 9 BC>" ?8" " 8D# AA" " >B# CC" ::6::&::::&666::(6&66::&(

" 下游甲基化引物" " 9 8>A" ?!" " 8D# !>" " >C# D@" (&&:(:&&&&&((&(&(::(6&&

" 上游非甲基化引物" 9 BCA" ?B" " 88# BC" " >># >@" ::&::::&666:::6&66::&:6:

" 下游非甲基化引物" 9 8@?" ?B" " 8A# C9" " >?# 8C" &&((&&:(:&&&&&((&(&(::(&

B" 上游甲基化引物" " 9 BC>" ?8" " 8D# AA" " >B# CC" ::6::&::::&666::(6&66::&(

" 下游甲基化引物" " 9 8@9" ?!" " 8A# B>" " >8# ??" &((&&:(:&&&&&((&(&(::(6

" 上游非甲基化引物" 9 BCD" ?8" " 8># ??" " >D# CC" 6::&::::&666:::6&66::&:6:

" 下游非甲基化引物" 9 8@?" ?B" " 8A# C9" " >?# 8C" &&((&&:(:&&&&&((&(&(::(&

8" 上游甲基化引物" " 9 BC>" ?8" " 8D# AA" " >B# CC" ::6::&::::&666::(6&66::&(

" 下游甲基化引物" " 9 8@9" ?!" " 8A# B>" " >8# ??" &((&&:(:&&&&&((&(&(::(6

" 上游非甲基化引物" 9 BC@" ?>" " 8D# 89" " >8# !D" :6::&::::&666:::6&66::&:6:

" 下游非甲基化引物" 9 8@?" ?B" " 8A# C9" " >?# 8C" &&((&&:(:&&&&&((&(&(::(&

0" 讨论

" " 引物的成功设计对于 ’() 是至关重要的，硫化反应促使
$%&链中的“(”转化为“H”，导致 6( 含量降低，使 ’() 反应

后在序列中出现长的连续“:”，容易引起 $%& 链的断裂［8，>］。
此外，纯化过程中的 $%& 的丢失，也是要考虑的另一个因素，
这些因素又会影响下面的 ’() 的进行，这些都是设计 ’() 引
物时需要考虑的。

" " 一般情况下，’()产物的长度大于 !CC ,5 时，就很难以硫
化 $%&为模板进行扩增。因此，“01/2’3.-13”程序设计 ’()
产物的长度在 9CC I !CC ,5，?CC ,5 的长度比较合适。与标准
’()不同的是甲基化 ’() 引物的长度，甲基化 ’() 一般需要
更长的引物，引物长度在 !C ,5 左右，原因是硫化降低了模板
$%&的 6(含量，使序列中出现长的连续“:”，导致很难选择具
有合适的 :-值及稳定的引物；另一方面，为了区别硫化处理和

没有硫化处理以及未完全处理的 $%&，需要引物有足够数量的
“(”，这些都增加了选择稳定引物的困难。因此，为了获得更
稳定的双链，选择更长的引物是有必要的，因为 $%&的 :-值取

决于引物的长度［@］。一般情况下，甲基化 ’() 引物的长度在
?C I !C ,5。“01/2’3.-13”默认的引物长度在 ?C I !C ,5，?8 ,5
为最适长度。

" "“01/2’3.-13”在设计引物时，不考虑输入序列中的重复元
件和载体序列。因为，对于 $%&甲基化的研究，我们一般注重
有特点的序列或者序列中确定的区域，大部分这些序列或区域

是启动子序列，因此载体序列不考虑；另一方面，输入的序列由

程序模拟硫化处理发生了转化，这样重复的元件不再重复了，

即使是引物位置所在的序列在转化前是重复序列，也不会影响

引物的质量。

" " 总之，“01/2’3.-13”是一个特异性的针对硫化 ’()G（7*’
和 0*’）设计引物的程序，其操作简便、快速、准确，对于研究
$%&甲基化是一个至关重要的工具。目前，“01/2’3.-13”正在
进一步地发展和完善，使它可以设计出更多其他的硫化 ’()G
的引物。

" " 关键词：甲基化；’()
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