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引言

Array Designer软件可用于为表达和SNP检测芯片设计探针和引物。该软件可在几分钟内处理数百条序列，因而节省了探针设计的时间。在设计探针时，该软件通过利用BLAST检查探针的交叉同源区和重复区，从而避免选用交叉同源区、重复区和低复杂区的序列，由此获得对靶序列高度特异性的探针。

搜索

特异性检查——通过利用批量BLAST功能自动避免交叉同源性，从而保证信号忠实性。

批量BLAST——几分钟内提交上百条序列。利用standalone BLAST可通过局域公众数据库工作，或直接与NCBI服务器相连获得公共数据库。

重复与低复杂性区域——在NCBI基因组数据库中进行搜索时，可通过优化BLAST搜索参数来检测重复和低复杂性区域。

排序——应用统计最优化技术，仅列出每一模板的最佳引物。

高级方案——引物除通过二级结构筛选外，也通过热力学参数筛选。

Tm计算——结合SantaLucia热力学数值应用高度正确的毗邻热力学理论。

杂交探针

多重探针——为提高检测的准确度，对每一序列设计一种或多种探针。

SNP检测——为杂交和引物延伸检测PCR引物设计SNP探针。

条件一致——在一轮反应中的所有引物均按相同的PCR反应条件进行优化。

SNP扩增——为扩增SNP位点设计引物。

数据管理

应用性数据库——为测序信息和BLAST结果维持一个局域数据库。

数据管理——通过创建彼此分离的方案，可很容易地管理多用户或多项目的数据。

输入/输出

在线序列获取——利用序列登记号，可以自动与Entrez连接并获取多条序列。

文件格式——支持GenBank和FASTA格式。GenBank和FASTA格式的文件能包含多条序列。

模板数量无限制——在同一轮反应中支持任意数目的模板。

在电子制表软件中查看输出的数据——结果可在Excel或Lotus 123等任一电子制表软件中查看和加工。

结果输出格式的灵活性——以表格格式输出的文件易于上传到自动化数据库及任何其它的数据库。

速度

每条数据——Array Designer处理一条10kb的序列仅需2~3秒。

10分钟——Array Designer可在10分钟内处理大约300条。10kb的序列。

运行环境

菜单和工具栏

Array Designer的工具栏位于主窗口顶端，菜单栏的下方。
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工具栏为下列菜单命令提供快捷按钮：

工具栏按钮：

	图标
	对应的菜单命令
	说明

	[image: image2.png]



	File| New Project
	创建一个新的空项目

	[image: image3.png]



	File| Open Project
	打开一个项目

	[image: image4.png]



	File| Open Sequence from File
	启动文件打开对话框，以浏览和选择序列文件

	[image: image5.png]



	File| Open Sequence from Entrez
	启动序列窗口打开，以输入/粘贴序列的登记号

	[image: image6.png]



	Edit| Delete sequence
	删除选中的序列

	[image: image7.png]



	Analyze| Primer search
	启动引物搜索参数设置窗口进行引物搜索

	[image: image8.png]



	Analyze| Prober search
	启动探针搜索参数设置窗口进行探针搜索

	[image: image9.png]



	Analyze| Multiplex Primers
	启动多重引物显示窗口

	[image: image10.png]



	Analyze| BLAST
	启动BLAST搜索参数设置窗口进行BLAST搜索

	[image: image11.png]



	Help| Contents
	进入在线帮助


菜单

主菜单栏位于主窗口顶端

	File  Edit  View  Analyze  Tools  Online  Help


下表列出了一些菜单命令的简要描述。

	菜单
	命令

	File菜单
	创建、打开、关闭项目，从文件或Entrez打开序列，退出程序

	Edit菜单
	对序列进行复制、全部选择和删除

	View菜单
	浏览序列和BLAST的详细信息，浏览交叉同源性、其它引物和探针及引物和探针的所有结构，显示/隐藏状态栏和工具栏

	Analyze菜单
	启动引物搜索、多重引物、探针搜索和BLAST搜索

	Tools菜单
	反应条件，添加和删除SNP，输出引物和探针搜索结果

	Online菜单
	启动Entrez主页的默认浏览器，对代理服务器进行因特网设置

	Help菜单
	显示在线帮助，PREMIER Biosoft公司主页，申请特殊表格和信箱


主窗口

 Array Designer的主窗口显示序列浏览表和搜索结果表。

序列浏览表

显示项目中打开的序列的登记号、解释和搜索状态。在该表格中，通过点击每一列的标题可以按照序列的登记号、解释或搜索质量进行排序。也可选定某一序列进行探针、引物、BLAST以及多重性搜索。

搜索质量状态

为使探针搜索直观方便，每次搜索结束时，在序列浏览表的Status列中给出了所设计的探针质量的全貌。在探针和引物搜索中，所设计的探针和引物的质量以Best（优）、Good（好）、Poor（差）、Not Found（未搜索到）表示。探针和引物的等级大于或等于75则为Best（优），75~50之间为Good（好），低于50的为Poor（差）。若没有找到符合条件的探针或引物，则在状态栏中显示Not Found（未搜索到）。通过点击该栏可按探针/引物的质量对序列排序。同样地，当BLAST搜索的交叉同源性解释成功完成后，BLAST搜索状态栏中显示Complete（完成）。若BLAST搜索出错或无显著交叉同源性，则显示Not Found（未搜索到）。

搜索结果浏览表

搜索结果在序列浏览表的下方列出。结果浏览表包括探针特征表、引物特征表和SNP信息表。

探针特征表

在该表中可浏览选定序列的探针的特征，包括探针的排序、序列、位置、长度、Tm、发夹结构自由能、自身二聚体自由能、重复和连缀碱基。点击表中的All Structures按钮或选择View＞All Structures＞Probe，可以观察探针地所有二级结构。点击Cross Homology按钮或选择View＞Cross Homology，可浏览与选定序列显著同源的所有序列的信息。

引物特征表

在该表中可浏览选定序列的引物的特征，包括正义和反义引物的排序、序列、位置、长度、解链温度、GC%、发夹结构最大自由能、自身二聚体最大自由能、重复和连缀碱基、最适退火温度、交叉二聚体最大自由能、产物长度和产物Tm。除此之外，通过点击表中的All Structures按钮或选择View＞All Structures＞Primers，可浏览引物的所有二级结构。

SNP信息表

在该表中可浏览选定序列的SNP信息，包括SNP碱基位点和突变核苷酸。

引物搜索参数

选择Analyze＞Primer search或点击工具栏中的[image: image12.png]


按钮，可以启动引物搜索参数设置窗口。

在该窗口中可对引物搜索设置参数，并启动引物搜索。

基本搜索参数

引物参数

引物长度：缺省值=18~22 bp。为所要求的引物长度的范围。

靶Tm（℃）：缺省值=55+/-5℃。为靶Tm和+/-公差。搜索引擎将查找与设定的靶Tm值最相近的所有序列的引物。例如：若设定范围为60℃~70℃，则靶Tm设为65℃，+/-公差设为5℃。Tm值是根据最相近区域热动力学公式利用SantaLucia值计算的。

靶TaOpt（℃）：缺省值=55+/-5℃。为靶TaOpt和+/-公差。搜索引擎将查找与设定的靶TaOpt值最相近的所有序列的引物。TaOpt值计算公式（原文如此——译者注）。

碱基对参数

指定产物长度和位置：缺省值=100~500。为靶产物长度范围（单位：bp）。“位置”是指产物的位置：近5’末端、近3’末端或序列的任何位置。由于程序将把引物设定在指定的位置之内，因此扩增子的位置将决定所需引物的位置。

从末端起最大bp长度：缺省值=100。当指定引物位置位于序列的5’端或3’端时，该参数确定引物与指定末端的距离。

每一序列的其它引物数：缺省值=2。为单一搜索中为每一序列设定的其它引物对数。

高级搜索参数

3’端发夹结构最大自由能（kcal/mol）：缺省值=2 -kcal/mol。为引物3’端可以接受的最稳定的发夹结构的自由能。计算自由能的公式。

内部发夹结构最大自由能（kcal/mol）：缺省值=3 -kcal/mol。为可以接受的最稳定的发夹结构的自由能。

3’端自身二级结构最大自由能（kcal/mol）：缺省值=5 -kcal/mol。为引物3’端可以接受的最稳定的自身二级结构的自由能。

扩增子中不确定碱基的最大数目：缺省值=0。为扩增子中可以容忍的不确定碱基的数目。

引物对Tm最大差异：缺省值=0。为两个引物的Tm之间可以接受的最大差异。

交叉二聚体最大自由能（kcal/mol）：缺省值=6 -kcal/mol。为可以接受的最稳定的交叉二聚体的自由能。

探针搜索参数

选择Analyze＞Probe search或点击工具栏中的[image: image13.png]


按钮，可以启动探针搜索参数设置窗口。

在该窗口中可对探针搜索设置参数，并启动探针搜索。

基本探针搜索参数

搜索参数

探针长度：缺省值=18~22 bp。为所要求的探针长度的范围。

靶Tm（℃）：缺省值=55+/-5℃。为靶Tm和+/-公差。搜索引擎将查找与设定的靶Tm值最相近的所有序列的探针。例如：若设定范围为60℃~70℃，则靶Tm设为65℃，+/-公差设为5℃。Tm值是根据最相近区域热动力学公式利用SantaLucia值计算的。

探针位置：

表达探针位置：缺省值=任何位置。“位置”是指探针在序列中的位置：近5’末端、近3’末端或序列的任何位置。

从末端起最大bp长度：缺省值=100。当指定引物位置位于序列的5’端或3’端时，该参数确定探针与指定末端的距离。

SNP探针位置：

探针中心的SNP：探针将根据探针中心的SNP来设计，用于为等位基因特异性的寡核苷酸实验或贴瓦实验设计探针。

SNP3’紧上游的1个碱基：设定正义和反义探针的SNP3’紧上游的那个碱基。该功能用于为引物延伸实验中等位基因选择差异设计探针。

结果输出选项

为每一序列设计单一探针：缺省值=1。为单一搜索中为每一序列设计的探针数。仅有1个最好的探针可以输出。

为每一序列设计多个探针：缺省值=2。为提高检测的准确度，为每一序列设计的互不重叠的多个探针，并输出。

探针间最小距离：缺省值=1 bp。当为每一序列设计多个探针时，对相邻探针的最小距离进行设定。

每一序列的其它探针数：缺省值=2。为单一搜索中为每一序列设定的其它探针数。可用选定的其它探针数目替代缺省值。

设置正义/反义探针：缺省值=正义。指定输出探针的正义形式。

高级搜索参数

发夹结构最大自由能（kcal/mol）：缺省值=3 -kcal/mol。为可以接受的最稳定的发夹结构的自由能。计算自由能的公式。

自身二级结构最大自由能（kcal/mol）：缺省值=6 -kcal/mol。为可以接受的最稳定的自身二级结构的自由能。

连缀/重复碱基的最大长度：缺省值=4 bp/dinuc。对于长于指定的单一连缀碱基（如AAAAA）或二核苷酸重复（如ATATATATAT）长度的探针将屏弃。

除此之外，当为引物延伸实验设计探针时，还需考虑以下参数：

3’端发夹结构最大自由能（kcal/mol）：缺省值=2 -kcal/mol。为引物3’端可以接受的最稳定的发夹结构的自由能。

3’端自身二聚体最大自由能（kcal/mol）：缺省值=5 -kcal/mol。为引物3’端可以接受的最稳定的自身二聚体的自由能。

BLAST搜索参数

在BLAST搜索参数设置窗口中设定特定序列BLAST搜索的参数。选择Analyze＞BLAST search或点击工具栏中的[image: image14.png]


按钮，启动BLAST搜索参数设置窗口。

Array Designer支持针对NCBI中所有基因组数据库的BLAST搜索。利用NCBI中的Standalone WWW BLAST服务器可以搜索局域公众数据库。

下列参数可用于BLAST搜索：

搜索类型

人类基因组BLAST：在人类基因组工作草图中或其在NCBI中的mRNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/page.cgi?F=HsBlast.html&&ORG=Hs

微生物基因组BLAST：在NCBI中的所有已完成的基因组DNA数据库中搜索需要查询的序列。各种微生物基因组数据库列于Search options＞Genomes中，有2个基本的类型：Archaeal genome（古细菌基因组）和Bacterial genome（细菌基因组）。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/genom_table_cgi

真核生物BLAST

脊椎动物

小鼠基因组BLAST：在NCBI中的小鼠RNA序列中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/MmBlast.html

大鼠基因组BLAST：在NCBI中的大鼠参照mRNA或基因组序列中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/RnBlast.html

河豚基因组BLAST：在NCBI中的河豚（Fugu rubripes）基因组序列中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/fugu.html

斑马鱼基因组BLAST：在NCBI中的斑马鱼mRNA或参照mRNA序列中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/DrBlast.html

植物

拟南芥BLAST：在NCBI中的拟南芥（Arabidopsis thaliana）mRNA数据库中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/ara.html

Oryza sativa BLAST: 在NCBI中的Oryza sativa重叠群中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/PlantBlast.html

酵母

Schizosaccharomyces pombe: 在NCBI中的Schizosaccharomyces pombe DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/YeastBlast.html

Saccharomyces cerevisiae: 在NCBI中的Saccharomyces cerevisiae DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/YeastBlast.html

S. pombe和S. cerevisiae: 在NCBI中的Schizosaccharomyces pombe和Saccharomyces cerevisiae DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PMGifs/Genomes/YeastBlast.html

其它真核生物

Encephalitozoon cuniculi: 在NCBI中的Encephalitozoon cuniculi DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez//genom_table_cgi?organism=euk

Caenorhabditis elegans: 在NCBI中的Caenorhabditis elegans DNA或mRNA序列中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/NematodeBlast.html

Caenorhabditis briggsae: 在NCBI中的Caenorhabditis briggsae DNA或mRNA序列中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/NematodeBlast.html

Drosophila melanogaster: 在NCBI中的Drosophila melanogaster DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/FlyBlast.html

Anopheles gambiae BLAST: 在NCBI中的Anopheles gambiae DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/FlyBlast.html

D. melanogaster & A. gambiae: 在NCBI中的Drosophila melanogaster和Anopheles gambiae DNA中搜索需要查询的序列。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Genome/FlyBlast.html

局域BLAST：利用Standalone WWW BLAST服务，在局域服务器上查询任一公众数据库。

服务器名/IP地址：安装Standalone WWW BLAST服务的服务器的主机名或计算机的IP地址。该地址用于将委托人（Array Designer）和服务器连接起来，以便进行局域BLAST搜索。

基因组：选择局域数据库种类，如人类基因组、微生物基因组或其它生物的基因组。

人类基因组：与人类有关的所有基因组数据库。

微生物基因组：与微生物有关的所有基因组数据库。

其它生物的基因组：与除人类和微生物以外的其它生物有关的所有基因组数据库。

搜索选项：

程序：缺省值=blastn。标准的核苷酸—核苷酸BLAST搜索。

数据库：显示可用于每种搜索类型的数据库列表。

这些数据库与上面搜索类型中所讲的数据库相同。

高级选项

过滤器：缺省值=未选中的
过滤器将隐藏查询序列中由SEG程序所决定的组成复杂性低的片段。过滤功能可以排除BLAST搜索结果中具有统计学显著性，但无生物学意义的报告（例如针对富含酸性氨基酸、碱性氨基酸或脯氨酸的区域的采样数），从而保留查询序列中与数据库序列明确匹配的具有生物学意义的区域。

过滤功能仅用于查询到的序列（及其翻译产物），而不用于数据库序列。过滤功能的缺省值由BLASTn的DUST和其它程序的SEG完成。当应用于SWISSPROT序列时，由SEG过滤的区域毫无特殊之处，因此，过滤功能并非总是有效的。而且，在许多情况下，序列的完整性受到过滤，说明与未过滤掉的查询到的序列相对的任何有统计学显著性的结论都应受到质疑。

该功能过滤掉了人类基因组重复序列（LINE和SINE重复序列），因而对于含有这些重复序列的人类基因组序列来说是特别有用的。重复序列过滤后可提高搜索速度，特别是查询极长的序列（>100 kb）和含有大量重复的数据库（htgs）时。

期望值：缺省值=10

期望值是指与数据库序列相匹配的、具有统计学显著性的结果阈值；缺省值为10，即根据Karlin和Altschul(1990)的随机模型，可期望随机搜索到10条匹配的结果。如果一条与数据库序列匹配的、具有统计学显著性的结果大于期望阈值，则该结果不被报告。期望阈值越低，则结果越严谨。期望阈值可为小数。通过设定期望值可以很方便地为报告的结果创造显著性阈值。E值描述两个序列之间相匹配的结果中存在的随机背景噪音。期望值（Expect value, E）随两个序列之间相匹配的结果的得分（Score，S）指数增长。若期望值设为10，则更多的得分低的采样数被列出。同样的，设定一个较低的期望值可以避免报告得分低的采样数。

程序高级选项

-G：打开一个缺口（gap）的成本（整数）。缺省值=5。

-E：扩充一个缺口（gap）的成本（整数）。缺省值=2。

-q：产生一个错误匹配的处罚（整数）。缺省值=-3。

-r：找出一个匹配的核苷酸的奖赏（整数）。缺省值=1。

-e：期望值（真实值）。缺省值=10。

-W：字号（整数）。缺省值=11。

-v：行号（整数）。缺省值=100。

-b：显示的列数（整数）。缺省值=100。

格式选项

NCBI-gi：缺省值=选中的

在输出中显示的NCBI gi标志符的结果，包括登陆名和/或地址名。

描述：缺省值=100

将匹配序列的简短描述数目限制在指定的数目之内；缺省限制为100条描述。

列数：缺省值=100

将数据库序列限制在高得分片段对（high-scoring segment pairs, HSPs）指定的数目内。缺省限制为100。如果符合统计学显著性阈值（见上面的期望值）的数据库序列的数目高于此值，则仅汇报统计学显著性最高的、符合条件的数据库序列。

查看二级结构

在“二级结构查看”窗口显示引物和探针的二级结构图。选择View＞All Structures＞Primers或点击引物特征标签中的[image: image15.png]Al Sichures.



按钮，可以查看引物的二级结构。同样的，选择View＞All Structures＞Probes或点击探针特征标签中的[image: image16.png]Al Sichures.



按钮，可以查看探针的二级结构。

二级结构窗口显示选定的引物或探针的二聚体、发夹结构、交联二聚体、重复和连缀序列的所有可能的结构。

正义引物/探针的二级结构图以蓝色显示，附有每一结构的自由能值及其位置（中部或3’端）。其反义结构以红色显示。

查看交叉同源性

Array Designer软件在设计探针时避免了交叉同源性、重复和低复杂度区域。它通过分析BLAST搜索结果来确定选定序列相应的交叉同源性。

可在“避免交叉同源性”窗口查看选定序列相应的交叉同源性。选择View＞Cross Homology或点击探针特征标签中的[image: image17.png]Coss Homoiogy.




按钮，可启动“避免交叉同源性”窗口。

该窗口有5列：

1） 选择框（Check box）：选择或不选择某些序列以避免探针设计时产生交叉同源性。缺省值为全部选中，这样可保证避免产生该序列相应的交叉同源性。

2） 登记号（Accession number）：具有交叉同源性的序列的登记号。这一独特的标志符可用于从数据库中查询该序列及相关信息。点击某序列的登记号可在缺省的浏览器中打开相应序列的数据库记录。

3） 说明（Description）：对显示交叉同源性的序列进行描述。

4） E-值（E-value）：具有相同或更高得分的采样数的期望数目。描述匹配的显著性。E-值=0表示完全同源性。

5） 从—到（From - To）：查询到的与数据库序列同源的序列区域的起始和终止碱基数。

微生物BLAST中启动的交叉同源性窗口显示以下项目：

1. 说明（Description）：对显示交叉同源性的序列进行描述。

2. 同源区域（Alignment）：与目的序列有同源性的序列区域。

“说明”表有4列：

a） 选择框（Check box）：选择一个说明将允许你选择或不选“同源”表中的同源区域（from-to），以避免交叉同源性。若不选某个说明，则在设计探针时不会避免对相关交叉同源性区域的描述。不选“说明”表中的序列，则自动不选“同源”表中的所有区域（from-to）。

b） 参考序列（Reference）：显示具有交叉同源性的序列的登记号。这一独特的标志符可用于从数据库中查询该序列及相关信息。点击某序列的登记号可在缺省的浏览器中打开相应序列的数据库记录。

c） 说明（Description）：对显示交叉同源性的序列进行描述。

d） E-值（E-value）：具有相同或更高得分的采样数的期望数目。描述匹配的显著性。

“同源”表有3列：

a） 选择框（Check box）：选择一个同源区域（from-to）可避免设计探针时仅将选定的同源区域作为相应的交叉同源性。缺省条件下，数据库中的序列拷贝是不选中的，此时，其它选择框是选中的，以保证避免产生序列相应的交叉同源性。

b） 从—到（From - To）：查询到的与数据库序列同源的序列区域以其起始和终止碱基数来表示。

c） E-值（E-value）：描述报告中一组序列成员的统计学显著性。

多重结果

在Array Designer软件中，可以为选定的序列设计多个引物。多重结果在“多重结果”窗口（Multiplex Results window）显示。

该窗口有3列：

1） 登记号：显示具有多重引物的序列的登记号。

2） 图形浏览：显示多重引物之间形成的最稳定的交叉二聚体的图形。正义引物序列以蓝色显示，反义引物以红色显示。

3） 最稳定交叉二聚体的自由能（kcal/mol）：两个引物之间形成的最稳定的交叉二聚体的自由能。

使用指南

项目的创建与管理
Array Designer软件允许你通过创建独立的项目来管理自己的工作。

利用Array Designer软件可创建任意数目的项目，但一次只能打开1个项目。你可在窗口浏览器中通过删除已有的某项目的文件夹及其.adp文件来删除该项目。

创建新项目

使用Array Designer软件需创建一个新的项目。方法：

1） 选择File＞New Project或点击工具栏中的[image: image18.bmp]按钮。输入项目名称。

2） 在AD项目文件夹中可创建一个缺省的项目。可在保存文件（Save File）对话框中浏览或在你的硬盘中任何位置创建一个项目。

打开项目

方法：

1） 选择File＞Open Project或点击工具栏中的[image: image19.bmp]按钮。浏览并选择你想打开的项目的.adp文件，然后点击打开（Open）。

2） 也可在文件菜单底部的历史列表中选择显示的一个项目来打开它。Array Designer软件的历史列表可显示四个最近浏览过的项目。

3） 当打开另一个项目时，原先打开的项目自动关闭。

注意：若要将一个已经创建的项目从其原来位置转移到一个新文件夹或另一个驱动器，甚至另一台计算机，需将该项目的两个.adp文件和文件夹全部拷贝并粘贴到新位置。

关闭项目

方法：

1） 选择File＞Close Project。

2） 选择File＞Exit。这将关闭项目并退出程序。

打开序列

可从Entrez数据库或保存在硬盘中的文件来打开序列。

从Entrez打开序列

Array Designer软件提供在线进入Entrez。利用该网络的兼容性可从Entrez中直接获得序列。

1） 选择File＞Open Sequence＞From Entrez或点击工具栏中的[image: image20.bmp]按钮。输入登记号。

2） 可同时打开多条序列。若打开多条序列，可输入或粘贴上登记号/Gl号，以逗点、制表符或新行分隔。

例如，在打开的序列窗口中可以输入以下登记号：L22214, AJ276048, AF363956, AF130116，然后点击OK。登记号/Gl号可以逗点、制表符或新行分隔。序列下载后将在序列浏览表中显示。

从File打开序列

从保存在硬盘中的文件打开序列的方法：

1） 选择File＞Open Sequence＞From File或点击工具栏中的[image: image21.bmp]按钮。在文件打开对话框中，浏览并选择你想要打开的序列文件，然后点击Open。若要打开多个序列，利用Shift/Ctrl键选择多个文件，然后点击Open。
打开一个不同格式的序列：

Array Designer支持GenBank和FASTA格式的序列。若需打开其它格式的序列，可首先将其转化为FASTA格式。方法如下：在一个文本文件中复制该序列，第一个碱基前一行输入一个“大于”号（﹥）引导的简短说明。例如：

[image: image22.png]>40001,Sanpls sequence 1n FASTA Tormar

WTCCTAGCACGALGTOTTTACGTGEACCEGTTTC ACCGATEGOCRCACEGTTTARGETAE
ACGAGTGGGACTEGAGE TCRACTGACGGTTTTEGACTAGC G4 LA TCRACCTEGACTIG
TCCCAGGTCGAGEC ATEGEGACGGmATRCTTTAAATCGATC A TACEATCRAGETEAG
CT8GCAATCGACEATCEAGGE ATTATCGCGATTATCOAGC A TCOATGAGACTAGAAGEA
TTACTGOGECGATATARCTATATTEGAGAGTTCGACCTTTAC AALTCGE ATCRGACTCAC





当一个序列在程序中打开时，它将自动保存在应用数据库中，并且一直保留在该程序中，直到被删除。程序中的序列在主窗口的“序列查看表”中显示。通过选择View＞Sequence Details，可在缺省浏览器中查看完整序列。

注意：在演示模式中是不能从你的硬盘或Entrez中打开序列的。

上传SNP

在Array Designer软件中，可上传数百条SNPs用于SNP确认或遗传分型时设计探针。SNP’s可定义为GenBank文件格式的变差特征。

可以下列格式从Entrez中打开含SNP信息的多条序列：

Variation   1256

          /replace=〝t〞

其中，Variation代表SNP信息，1256为SNP位点（以碱基号码表示），〝t〞代表变异的碱基。

Array Designer软件将自动把该格式中的变差特征识别为SNP信息，并将其显示在SNP信息表中。

可通过添加或修改GenBank序列的变差特征来使其符合支持的格式。

编辑序列：

1. 从Entrez下载该序列。选择Online＞Entrez Home，在缺省浏览器中打开Entrez主页。

2. 将搜索到的序列保存在硬盘中。

3. 在文本编辑器（如记事本）中打开该序列，按上面所介绍的格式以变差特征的方式添加SNP信息。

4. 保存修改后的文件，然后在项目中将其打开（选择File＞Open Sequence）。若要打开多个序列，利用Shift/Ctrl键选择多个文件，然后点击Open；或选择含多条序列的序列文件。

上传未发表的SNP信息

可从局域SNP数据库中为未发表的SNP设计探针。通过将非GenBank的SNP位点的序列信息以变差特征的形式变换为类GenBank格式。转换格式时，在文本文件中复制该序列，然后如下例模板所示进行修改。

简单的SNP信息文件
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请参考该模板修改非GenBank序列。

上传SNP的类GenBank序列格式
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所有蓝色字体都是人为强制添加的。

1. 在记事本中复制、粘贴该模板。

2. 位置和登记号通常都是相同的，你可根据自己的判断指定任何数值，或仅仅输入××××。

3. bp号为序列的碱基号。

4. 序列格式必须为SNP。

5. 所有SNP位点均按要求的格式添加变差特征。

6. 将序列粘贴下来。序列必须另起一行，并以//符号结尾。

添加SNP

利用Add SNP选项，可在项目中已经存在的序列中添加SNP信息。

1） 在序列查看表中选择序列。

2） 选择Tools＞SNP＞Add。

3） 需添加SNP的序列的登记号在正文显示。

4） 在SNP位置以碱基号的形式添加SNP位置，在突变碱基位置添加突变碱基信息，然后点击Add SNP按钮。

例如：

1. 在序列查看表中选择序列AF363956和AF031166。

2. 选择Tools＞SNP＞Add。

3. 所有被选序列的登记号在添加SNP（Add SNP）窗口列出。

4. 在正文中选择AF363956的登记号。

5. 在150号碱基处添加SNP：突变碱基“T”。

6. 点击Add SNP按钮。

7. 现在，添加的SNP信息显示在表格中。

8. 同样地，在序列AF031166的50位处添加SNP：突变碱基“A”。

9. 点击OK，关闭窗口。

10. 添加的SNP将在主窗口的SNP信息表中显示。

删除SNP

利用删除SNP选项可删除序列的SNP信息。

1. 在序列查看表中选择序列。

2. 选择Tools＞SNP＞Delete。

3. 被选序列的所有SNPs已被删除。

避免交叉同源性

Array designer软件通过解释BLAST搜索结果来避免在交叉同源区设计探针。序列也可为利用Standalone WWW BLAST服务器在局域数据库中进行的BLAST搜索。

为BLAST搜索设定参数

BLAST搜索序列的方法：

1. 在序列查看表中选择序列。

2. 选择菜单Analyze＞BLAST，或点击工具栏中的[image: image25.bmp]按钮。

3. 在BLAST搜索窗口设置BLAST搜索参数，并启动搜索。

4. 当搜索完毕，BLAST结果解析以确定具有交叉同源性的序列。

5. 可点击引物特性表的Cross Homology按钮查看交叉同源性结果。

6. 选择View＞BLAST Details，可在你的缺省浏览器中查看详细的BLAST结果。

例如：

避免交叉同源性的BLAST搜索方法：

1. 在序列查看表中选择序列L22214和AF130116。可使用标准Windows键击选择多条序列：使用Shift键选择相连的文件组，或使用Control键选择多个文件。

2. 在菜单中选择Analyze＞BLAST，或点击工具栏中的[image: image26.bmp]按钮。

3. 在BLAST参数窗口，所有参数均按缺省设置，即搜索类型：Human genome，数据库：mRNA，期望值：10，过滤器：未选中的。

4. 点击Search按钮启动搜索。

5. 当搜索完毕，BLAST搜索结果解析以确定具有交叉同源性的序列。

6. 可点击引物特性表的Cross Homology按钮查看交叉同源性结果。

对于序列NW_026658，选择搜索类型：Mouse genome BLAST，数据库：参考mRNA，期望值：10，过滤器：未选中的。

对于序列S0219，选择搜索类型：Microbial genome BLAST，Genomes：Bacterial Genome：Escherichia coli O157:H7，期望值：10，过滤器：未选中的。

为局域BLAST搜索设置参数

1. 选择菜单Analyze＞BLAST，或点击工具栏中的[image: image27.bmp]按钮。

2. 在BLAST搜索窗口选择Local Database BLAST搜索。

3. 输入Server Name/IP Address。

4. 点击Genomes。

5. 选择局域数据库分类，如Human Genome, Microbes Genome或Others’ Genome，点击OK。

6. 在下拉菜单中选择BLAST搜索的数据库。

7. 点击Search。当搜索完毕，BLAST结果解析以确定具有交叉同源性的序列。

8. 可点击Probe Property表的Cross Homology按钮查看交叉同源性结果。

9. 选择菜单View＞BLAST Details，可在你的缺省浏览器中查看详细的BLAST结果。

注意：

BLAST搜索的缺省参数均最适化，可汇报查询序列所有相关的交叉同源性。我们建议不要改动这些缺省值。

BLAST搜索参数的缺省值如下：

过滤器：未选中的。

本程序在设计探针时自动避免低复杂度和重复序列。如果过滤器的“缺省值”改为选中的，则被查询的序列被隐藏，该区域的交叉同源性不被汇报，从而导致设计的探针复杂度低或为重复区域。

期望值=10。此值为报告与数据库序列相匹配的结果的统计学显著性阈值。若某一匹配的统计学显著性高于期望阈值，则该匹配不被汇报。期望阈值越低，则结果越严谨，导致被汇报的匹配减少。增大该阈值则严谨性降低。为避免交叉同源，有必要选择低严谨度的期望阈值，以使所有相关的匹配均被报导。

交叉同源性结果解析

与查询序列有交叉同源性的数据库序列在Avoid Cross Homology窗口显示。该窗口中，所有相关的交叉同源均被选中。本程序认为选中这些序列可避免交叉同源。如果存在不相关的交叉同源，你可不选中它。

1. 在序列查看表中选择序列NW_026658。

2. 选择菜单View＞Cross Homology，或点击探针特性表的Cross-Homology按钮。

3. 在序列NW_026658的交叉同源性结果中，第一条序列与被查询序列有完全同源性。该命中率的E-值（期望值）为0.0。编码鼠肌RIKEN cDNA 2310039H01基因（2310039H01Rik），mRNA。

4. 缺省条件下，该序列未被选中。由于该序列是被查询序列的数据库拷贝，因此程序不将其作为相应的交叉同源。

5. 例如：对于序列NW_026658，显示100%同源性的第一条序列为NW_026658.1。

6. 如果你选择了该序列以避免交叉同源性，则程序将不能设计任何探针，因为整条序列将被看作交叉同源。

7. 具有相应交叉同源性的序列为NW_019665.1， NW_023258.1， NW_013915.1，分别为鼠肌类ADP核糖基化6 (Ari6), mRNA; 含CARD的鼠肌细胞调亡相关-类斑点蛋白（Asc-pending）, mRNA; 鼠肌锌指蛋白238（Zfp238）, mRNA。

8. 根据缺省不选中这些序列，则程序将不在这些与被查询序列具有同源性的区域设计探针。

9. 点击OK保存选择，继续进行探针设计。

人类BLAST结果解析

可在NCBI中进行人类mRNA数据库的BLAST搜索，此处含有ref序列记录，因此，提交入BLAST搜索的被查询序列将与该mRNA序列的数据库拷贝或其模拟转录物或二者（取决于两条序列的差异）具有完全同源性。

与被查询序列具有交叉同源性的数据库序列在“避免交叉同源性”窗口中显示。在该窗口中，所有相应的交叉同源性均被选中。程序将这些被选中的序列视为交叉同源。如果你认为某条序列不具相应的交叉同源，你可不选中它。

1. 在序列查看表中选择序列L22214。在人类mRNA数据库中进行BLAST搜索。

2. 选择菜单View＞Cross Homology，或点击探针特性表的Cross-Homology按钮。

3. 在序列L22214的交叉同源性结果中，前三条序列与被查询序列有完全同源性。这些命中率的E-值（期望值）为0.0。

4. 缺省条件下，这些E-值为0.0的序列未被选中。由于这些序列是被查询序列自身的剪接突变体或mRNA，因此程序不将其作为相应的交叉同源。

5. 例如：对于序列L22214，前三条E-值为0.0的序列为NM_000674.1, XM_001687.5和XM_086477。

6. 序列NM_000674.1和XM_001687.5为现代人腺苷受体（ADORA1）mRNA，与被查询序列相同。序列XM_086477为同一个腺苷受体（H. sapiens）mRNA的模拟转录物。

7. 如果你选中这三条序列以避免交叉同源性，则没有探针被设计出来，因为整条序列都被视作交叉同源了。

8. 具有相应交叉同源性的序列为NM_000675.3, XM_052155.1和NM_000677.2，分别为现代人腺苷A2a受体（ADORA2A）和腺苷A3受体（ADORA3）的mRNA或模拟转录物。

9. 缺省条件下，这些序列是选中的，程序不会在这些与被查询序列具有交叉同源性的区域设计探针。

10. 序列L22214与NM_000675.3的1134~1192和945~969位碱基具有交叉同源性，与NM_000677.2的689~740和820~852位碱基具有交叉同源性，程序将不在这些区域设计探针。

11. 点击OK保存选择，继续进行探针设计。

微生物BLAST结果解析

当一种生物的完整基因组仅有一个登记号时，对这样的数据库进行BLAST搜索将产生一种描述。该数据库中查询序列的拷贝及其它相关的交叉同源序列也将在这以一描述中汇报。为避免交叉同源（在另列显示），微生物的BLAST搜索结果将以不同的形式解析。

与被查询序列具有交叉同源性的数据库序列在“避免交叉同源性”窗口显示。该窗口中，所有相关的交叉同源序列均被选中。程序也将这些被选中的序列视为交叉同源序列。如果你认为某条序列无交叉同源，你可不选中它。

1. 在序列查看表中选择序列ECs0219。

2. 选择菜单View＞Cross Homology，或点击探针特性表的Cross-Homology按钮。

3. 在序列ECs0219的交叉同源性结果中，与被查询序列有100%同源性的序列未被选中（缺省状态）。程序将这些序列视为被查询序列的数据库拷贝。例如：对于序列ECs0219，1~189位碱基显示交叉同源。

4. 如果你选中这一序列以避免交叉同源，则没有探针被设计出来，因为整条序列都被视作交叉同源了。

5. 其它序列：88~102、142~155、83~96、119~132、151~164、176~189，与被查询序列具有交叉同源性。

6. 缺省条件下，这些序列是选中的，程序不会在这些与被查询序列具有交叉同源性的区域设计探针。

7. 点击OK保存选择，继续进行探针设计。

探针设计

用于表达分析的杂交探针和SNP遗传分型探针均可设计。

表达分析探针的设计

Array Designer软件设计探针时避免了交叉同源区域、重复区域和低复杂性区域。

设计表达探针方法：

1） 在序列查看表中选择序列。可同时选择多条序列设计探针。

2） 选择Analyze＞Probe search，或点击工具栏中的[image: image28.bmp]按钮。

3） 必要时根据自己的实验目的设定探针搜索参数。

4） 点击Search按钮启动搜索。

注意：为了给包含SNP信息的序列设计表达探针，需在SNP信息表中点击Unselect SNP按钮，或利用删除SNP功能删除已有的SNP，从而忽略SNP信息。

例如：

1） 在序列查看表中选择序列L22214。

2） 选择Analyze＞Probe search，或点击工具栏中的[image: image29.bmp]按钮。

3） 探针搜索参数按缺省设置。在输出选项中，选择Design single Probe，并将Alternate Probes per Sequence改为3。

4） 缺省条件下，避免交叉同源是被选中的，即程序将解析被选序列的BLAST搜索结果。如前所述，Array Designer将不会搜索在避免交叉同源性窗口中选中的区域。

注意：仅能获得所选序列的表达探针位点，因为其不含SNP信息。

所设计的探针的靶熔解温度为55℃，公差为+/-5℃。Array Designer将搜索尽量接近指定的靶Tm的探针，与靶Tm值相等的探针将优先选择，而超出该Tm范围的探针不被搜索。

高级搜索参数包括二级结构的相关数值，如自身二聚体、发夹结构、重复和连缀序列，这些值在指定的搜索类型中是缺省的。自身二聚体、发夹结构、重复和连缀序列等值高于指定值的探针将被丢弃。大多数参数的缺省值的设定是宽松的，以保证搜索成功。这些值并不影响搜索到的探针的质量，它们只提供可以接受的最大限和最小限。搜索法则运用靶值或参数范围的中间值来使探针最适化。如果参数的指定范围较窄，将搜索不到符合条件的探针。我们建议使用探针搜索的缺省设置。参考：等级法则。

5） 点击Search按钮启动探针搜索。

6） 现在，选择序列查看表中的序列AJ276048。

7） 在探针搜索参数窗口，所有参数均按缺省设置。在Output Option中，选择Design Multiple Probe，并将Alternate Probes per Sequence改为5。

8） 点击Search按钮启动探针搜索。

9） 序列查看表中将会立即显示搜索质量状态。详细的表达探针搜索结果（包括探针排序）将在探针特性表中显示。

表达探针搜索结果

探针搜索一完毕，探针质量既在序列查看表的状态栏中显示，详细结果在探针特性表中显示。

1） 根据所选的搜索选项，将显示所选序列的正义探针或者反义探针。

2） 显示的探针特性包括探针排序、探针的序列、位置、长度、Tm、发夹结构的自由能、自身二聚体的自由能、重复和连缀序列的长度。在二级结构查看窗口可浏览所有可能的探针的二级结构。

3） 在Alternate Probes窗口可查看替代探针。

4） 你可以很方便地将探针序列拷贝至剪贴板：选择Edit＞Copy＞Probe sequence或在探针序列上方点击右键，选择快捷菜单中的Copy probe sequence选项。

5） 根据探针搜索参数窗口中所选的探针设计选项，你可将每条序列的一条或多条探针进行输出（如下例所示）。

例如：

在探针特性表中，序列L22214的探针搜索结果显示最佳探针（等级最高的探针）。点击表格中的Alternate Probes按钮可查看该序列的替代探针。

探针等级是根据设定的参数对探针进行评价的。等级100表示该探针恰好完全符合指定的搜索参数。通常，缺省条件下显示的是最佳探针，因此替代探针是没必要看的。我们建议仅当你的实验需要时才选用替代探针。参考：等级法则。

1） 缺省的正义探针位于序列的2119位置。

2） 点击All Structures按钮打开所有可能的探针的二级结构图。

所设计的探针不会在交叉同源区域。

若不相信，就让我们一起验证一下。在探针搜索参数设置中，不选Avoid Cross Homology选项，其它参数的设置相同，这样交叉同源区域不被丢弃。所设计的探针位于序列的714位。该序列的交叉同源结果显示所设计的探针与现代人腺苷A3受体mRNA同源（与序列L22214紧密相关）。

设计多条无重叠的探针：

可以为每条序列设计多条无重叠的探针，以增强检测的准确度。这对于贴瓦实验检测ORF优为有用。可以设定探针之间的最小距离。

1） 序列AF130116的探针搜索结果显示多条无重叠的正义探针（位于1267和868位）及其二级结构的自由能值。

2） 所设计的探针避开了交叉同源区域。最小化二级结构等。

3） 如果“避免交叉同源性”选项未选中，程序在设计探针时不会避开交叉同源区域。

4） 探针位于序列的1434位。由于落在Alu重复区域，因此与许多相关和不相关的序列同源。

选择替代探针输出

探针设计完毕，可以从Alternate Probes窗口选择替代探针替代缺省的探针。

1） 点击Alternate Probes按钮查看替代探针。这些探针按其等级排列。

2） 选择该窗口中的任一探针。该探针将突出显示。

3） 点击Replace按钮。

4） 在探针特性表中，所选的替代探针取代了缺省的探针。

利用Export result选项可以将探针序列及其特性打印或脱离程序保存。

为SNP遗传分型设计探针

Array Designer支持大多数广为应用的SNP遗传分型技术。可为杂交和引物延伸实验设计SNP探针。

SNP探针设计的方法：

1） 在序列查看表中选择序列。可同时选择多条序列设计探针。

2） 选择Analyze＞Probe search，或点击工具栏中的[image: image30.bmp]按钮。

3） 必要时根据自己的实验要求设定探针搜索参数。

4） 点击Search按钮启动搜索。

注意：仅当所选序列含有SNP信息时才能应用SNP探针搜索选项。

例如：

设计SNP杂交探针：

1） 在序列查看表中选择序列AF363956。

2） 选择Analyze＞Probe search，或点击工具栏中的[image: image31.bmp]按钮。

必要时，探针搜索参数按缺省设置。注意：SNP探针位置的缺省设置是SNP at the center of probe。Array Designer将搜索尽量接近指定的靶值的探针，超出靶值范围的探针不被搜索。

3） 点击Search按钮启动探针搜索。

4） 当探针搜索完毕后，搜索结果（包括主窗口中的探针排序）将在探针特性表中显示。

为引物延伸实验设计探针：

1） 在序列查看表中选择序列AF031166。

2） 在探针搜索参数窗口，将缺省的SNP探针位置改为3’ End One Base Upstream of SNP Location。

3） 点击Search按钮启动探针搜索。

4） 当探针搜索完毕后，搜索结果（包括主探针排序）将在探针特性表中显示。

SNP探针搜索结果

探针搜索一完毕，探针质量既在序列查看表的状态栏中显示，详细结果在探针特性表中显示。

1） 根据探针搜索参数中所选的SNP探针位置选项的选择，将显示所选序列的野生型和突变型探针或正义和反义探针。

2） 显示的探针特性包括探针排序、探针的序列、位置、长度、Tm、发夹结构的自由能、自身二聚体的自由能、重复和连缀序列的长度。在二级结构查看窗口可浏览所有可能的探针的二级结构。

3） 你可以很方便地将探针序列拷贝至剪贴板：选择Edit＞Copy＞Probe sequence或在探针序列上方点击右键，选择快捷菜单中的Copy probe sequence选项。

例如：

SNP杂交探针搜索结果：

1） 序列AF363956的探针搜索结果显示野生型和突变型探针及其二级结构的自由能值。

2） 两个探针位于同一位置，其SNP均位于中心部位。突变探针中，SNP位置的碱基被突变碱基取代。

3） 点击探针特性表中的Second Structures按钮可以进入二级结构窗口查看探针的二级结构。

引物延伸实验探针搜索结果：

1） 序列AF031166的探针搜索结果显示正义探针（位于31位碱基处）和反义探针（位于68位碱基处）及其二级结构的自由能值。

2） 点击探针特性表中的Second Structures按钮可以进入二级结构窗口查看探针的二级结构。

引物设计

为引物设计设置参数

Array Designer可在当前项目中一次为多条序列设计引物。

1） 在当前项目打开序列。

2） 选择序列，然后选择Analyze＞Primer search，或点击工具栏中的[image: image32.bmp]按钮。

3） 根据实验要求设置引物搜索参数。点击缺省按钮，可将参数设为缺省值。大多数参数的缺省值范围设置宽松，以保证搜索成功并找到最合适的引物对。这些值并不影响结果质量，它们只是作为可以接受的引物参数的上界和下界。搜索法则使用靶值或设定范围的中央值（产物长度和引物长度除外）来优化引物。若参数范围过窄，将有可能找不到指定的引物。我们建议使用引物搜索的缺省值。

4） 若序列含有SNP信息，则设计的引物会扩增SNP。

5） 点击Search按钮启动搜索。

6） 保存引物搜索参数以备后用。

例如：

1） 在序列查看表中选择序列L22214，AF363956，AF130116，AF031166，选择Analyze＞Primer search。

2） 设置引物搜索参数为缺省值。

3） 点击Search按钮启动搜索。

4） 现在选择序列AJ276048，在引物参数窗口将每序列替代碱基数改为5，然后点击Search按钮。

5） 当引物搜索完毕，所设计的引物的特性及每个引物和引物对的等级在引物特性表中显示。引物等级是参照搜索参数按引物质量而排列的。引物等级为100表示引物恰好符合指定的搜索参数。

引物搜索结果

当引物搜索完毕，搜索质量状态在序列查看表中显示，详细结果在引物特性表中显示。

1） 显示的结果包括正义和反义引物的等级、引物的序列、位置、长度、熔解温度、GC%、发夹结构最大自由能值、自身二聚体最大自由能值、重复和连缀序列的长度、最适退火温度、交叉引物的最大自由能值、产物长度和产物Tm。

2） 可在二级结构查看窗口查看所有可能的引物的二级结构。

3） 引物序列可拷贝至剪贴板。选择Edit＞Copy＞Primer sequence或在探针序列上方点击右键，选择快捷菜单中的Copy Primer sequence选项。

例如：

1） 序列AJ276048的引物搜索结果显示正义引物（位于第43位碱基处）和反义引物（位于第515位碱基处）以及二级结构的自由能值和产物特性。

2） 在引物特性表中点击Secondary Structures按钮可进入二级结构窗口查看引物的二级结构图。

可用替代引物对取代缺省引物对。

1） 替代引物特性在Alternate Primers窗口显示，选择任一引物对。

2） 点击Replace按钮。

3） 在引物特性表中，所选的引物对将取代缺省的引物对。

同样地，浏览序列AF031166的引物搜索结果。

该序列在第50位碱基处含有SNP。所设计的引物将会扩增该SNP位点，而不管在引物搜索参数窗口中指定的扩增子位点。

复杂引物

你可以为复杂反应设计引物，这样就可以利用复杂引物功能检测交叉同源性。

复杂引物设计的方法：

1） 在序列查看表中选择第2~20序列。

2） 选择Analyze＞Multiplex Primers或点击工具栏中的[image: image33.bmp]。

3） Array Designer将分析所选引物，并在复杂结果窗口显示它们之间所形成的最稳定的交叉二聚体。

例如：

1） 在序列查看表中选择序列L22214、AJ276048、AF363956、AF130116、AF031166。

2） 选择Analyze＞Multiplex Primers。

3） 在复杂结果窗口显示任意两种引物之间所形成的最稳定的交叉二聚体。这些交叉二聚体以图显示，附有它们的自由能。

结果输出

在Array Designer软件中，选择Export Results选项可在程序之外保存引物和探针搜索结果。

结果以表格文件输出，可加载到Excel和Lotus123等电子制表软件中以便打印或进一步处理。

输出引物搜索结果的方法：

1） 在序列查看表中选择一条或多条序列。

2） 选择Tools＞Export Primer Results。Array Designer将输出的文件以.xls扩展名（Microsoft Excel注册）和.csv扩展名（可在任何其它电子表格中打开）。

3） 缺省条件下，Array Designer将输出的文件创建在Array Designer安装文件夹中。你可以在结果输出窗口选择输出文件的名字和位置。

该窗口允许使用者为每一序列选择一个最好的引物对进行输出，或选择所有被设计出来的引物。

4） 缺省条件下，引物搜索结果包括引物对的质量、等级、产物长度、Tm、TaOpt和引物位置、引物序列和正义及反义引物的最稳定的二级结构的自由能。

结果输出窗口允许使用者利用合适的选择框选择任意或全部数据。

探针搜索结果输出

1） 在序列查看表中选择一条或多条序列。

2） 选择Tools＞Export Probe Results。Array Designer将输出的文件以.xls扩展名（Microsoft Excel注册）和.csv扩展名（可在任何其它电子表格中打开）。

3） 你可在结果输出窗口选择输出文件的名字和位置。缺省条件下，Array Designer将输出的文件创建在Array Designer安装文件夹中。

4） 缺省条件下，探针搜索结果包括探针的位置、序列和最稳定的二级结构的自由能值。

结果输出窗口允许使用者利用合适的选择框选择任意或全部数据。

优先考虑因素

反应条件

Array Designer是根据标准反应条件来设计最适引物的。通过选择Tools＞Reaction Conditions可以查看和更改反应条件。

缺省的反应条件如下：

核酸浓度：缺省值=0.25 nM。这一公式的计算既不是根据模板浓度，也不是根据引物浓度，而是根据PCR产物的波动浓度。原始论文的作者Rychlik等也遇到了同样的困难：“知道如何在PCR反应中使用何种浓度的c会带来许多问题：在PCR过程中，模板的浓度会发生很大的变化。”原文中使用了c=0.250 nM。我们通过实验验证了这一浓度使用于较广的引物范围（未发表结果）。本程序按该缺省浓度设置。

单价阳离子浓度：缺省值=50 mM。此值使用于所有反应混合物中的单价阳离子的浓度。

注意：Whitehead/MIT中心在进行基因组研究时所用的核酸浓度为50 nM，盐浓度为50 mM，由此得到的Tm值极为相似。

游离Mg++浓度：缺省值=1.5 mM。为Mg++浓度，在反应混合物中用作粘合剂(binders)。

程序能计算并显示总Na[+]平衡浓度。此值的缺省设置为204.9 mM。

计算自由能时的温度：缺省值=25℃。是计算dG值时所用的温度。dG计算公式为：dG=dH-T*Ds。

因特网设置

Array Designer具有很强的网络兼容性，程序与NCBI Entrez和dbSNP相连，以在线获取序列。该程序的BLAST通过与NCBI BLAST服务器相连来有所所选的序列。

Array Designer支持网络直接连接和代理连接。如果你的部门安装有防火墙，则Array Designer需要通过代理服务器才能将你和网络连接。代理服务器起着你的内部网和网络之间的媒介的作用，可从悠远的网络服务器获取文件。

使用代理因特网连接的Array Designer设置如下：

1. 从Online菜单选择Internet Settings。

2. 在Proxy Server选项中选择“Use a Proxy Server”选项。

3. 在“Address”栏输入代理服务器的用户名或IP地址。

4. 在“Port”栏输入代理服务器的端口号码。

注意：因特网设置与Internet Exporer中的代理服务设置相似。

产品自动升级

我们会不断地出版该软件的新版本，包含对已发现问题的修正和对以前版本的改进。这些对我们的用户是免费的，也可从我们的网站上下载。

Array Designer的智能自动升级系统会检测软件的免费更新，并安装在您的计算机上。

如果我们的网站上有免费的更新，当你启动该软件时，将会弹出一个升级信息，包含对该升级的简要描述、与详细介绍的联接和大小（MB）。

你可以在方便的时候进行升级更新。点击Now开始对当前安装版本的升级，或点击Later在以后升级。点击Do not remind me again将终止对自动升级的检测。

一旦你的程序获得更新，请重新启动程序。如果你终止了自动升级检测系统，可以选择Help＞Check Upgrades检测最近可用的升级。

选择Help＞About Array Designer可查看当前安装程序的序列号。

Standalone WWW BLAST

Standalone WWW BLAST服务器的安装：Standalone WWW BLAST服务器仅使用于UNIX网络服务器。需遵循的安装步骤如下：

安装RedHat Linux服务器

设置防火墙

安装Apache网络服务器

下载BLAST二进制

安装Standalone WWW BLAST服务器

设置Standalone WWW BLAST服务器

格式化数据库

升级Standalone WWW BLAST服务器配置文件

问题解答

安装RedHat Linux服务器

如果你已经安装了RedHat Linux服务器，则可跳过该步。

经测试，Array Designer和Standalone WWW BLAST服务器在RedHat Linux网络服务器中运行正常。

Array Designer和Standalone WWW BLAST服务器也可在其它UNIX Apache网络服务器中运行。

RedHat Linux服务器可从RedHat Linux主页下载。

RedHat Linux7.1可从ftp://ftp.reshat.com/pub/redhat/linux/7.1/en/ 下载。RedHat Linux7.1的防火墙设置参照“防火墙设置”一节。

RedHat Linux7.2可从ftp://ftp.reshat.com/pub/redhat/linux/7.2/en/ 下载。RedHat Linux7.1的防火墙设置请咨询你的系统管理员。

其它问题请参见http://www.redhat.com/software/linux/
防火墙设置

RedHat Linux6.2、7.0、7.1版本的防火墙设置如下：

1. 检查防火墙的设置

运行下列命令（在命令提示符下）

ipchains –L

If you find

input Polixy REJECT

output Polixy REJECT

forward Polixy REJECT

结果显示防火墙正在运行，并且你的服务器将不接受任何委托。你需要对防火墙规则进行设置，使其对有关委托作出反应。

2. 暂停防火墙运行

如果你想安装Linux服务器，且无任何安全风险，你可运行如下命令（在命令提示符下）终止ipchains服务：

ntsysv

检查ipchains服务的滚动块，击空格键取消其“*”。

3. 设置受限的防火墙

如果你想有限制地运行Linux服务，可咨询你的系统管理员更新ipchains文件。

ipchains文件位于“/etc/sysconfig/ipchains”。

防火墙设置完毕后，可安装Apache服务器。Apache是一种网络服务器，如同Standalone WWW BLAST一样，是登录任何网页所需要的。

安装Apache网络服务器

Apache是UNIX、OS/2、Windows和其他系统平台的HTTP服务的开放源，是RedHat Linux服务器所有版本的服务器模块。作为有名的因特网服务器，Apache接收并向服务器传递委托要求。例如，Apache可使代理应用软件（如Array Designer）在服务器上执行局域BLAST。RedHat Linux7.1的内嵌Apache的版本为1.3.19。Apache网络服务器的设置需要对httpd.conf文件进行改动，该文件的缺省位置为“/etc/httpd/conf/httpd.conf”。

httpd.conf文件中需要改动的地方如下：

1. 服务器名

2. 端口信息

3. 接收端口

4. DocumentRoot

5. Apache的启动与终止命令

#为注释行，用于命令行的简单定位。

1. 服务器名

#服务器名：当你的服务器代理返回的用户名与程序得到的用户名不同时（即，使用“www”而不是用户的真实姓名），服务器名可使你设置用户名。可从其地址（如http://192.168.30.3）登录。

ServerName<你的计算机IP地址>

例如：

ServerName 192.168.30.3

服务器/代理计算机IP地址问题解答：

在命令提示符下输入“ipconfig”可查看你的计算机IP地址。详细信息参见“问题解答”一节。

2. 端口信息

#端口：为standalone服务器接收的端口。若端口<1023，则需首先运行httpd。若该端口已被他人使用，则需更改之。

Port 80

3. 接收端口

#接收：除缺省设置外，允许将Apache与特定IP地址和/或端口结合。也可参见<VirtualHost>所述。若你改动了步骤2中的端口，则也需改动本步端口。

Listen <IP地址:端口>

例如：

Listen 192.168.30.3:80

4. DocumentRoot

#DocumentRoot为管理文件的目录。缺省条件下，所有请求均取自该目录，但象征性连结和化名可指向其它地址。

DocumentRoot <“你的DocumentRoot的路径”>

例如：

DocumentRoot “/home/administrator/document”
关于DocumentRoot可参见目录所示。起始如下：

#需改为你的DocumentRoot设置的地方。

<Directory “你的根目录路径，以/结束”>

例如：<Directory “/home/administrator/document/”>

5. Apache的启动与终止命令

保存以上所作的所有httpd.conf文件的改动。

使用下述命令来启动、终止和重起Apache网络服务器。

启动Apache网络服务器：/etc/rc.d/init.d/httpd start

终止Apache网络服务器：/etc/rc.d/init.d/httpd stop

重起Apache网络服务器：/etc/rc.d/init.d/httpd restart

注意：若httpd.conf被改动，则只须使用重起命令，而不要用启动命令。

检测Apache网络服务器设置

若需检测Apache网络服务器设置需在你的DocumentRoot目录（如“/home/administrator/document/”）中建立一个testapache.html文件，并将下列html输入或粘贴上：

<html>

<title>Apache setup testing </title>

<body>

Hello from Apache Webserver

</body>

</html>

现在，在你的缺省网络浏览器的地址栏输入下述地址以进入该文件：

http://你的Linux计算机服务器IP地址/testapache.html

例如：

http:/192.168.30.3/testapache.html

该网页应显示“Hello from Apache Webserver”。如果你设置Apache网络服务器时遇到困难，请参见Apache网络服务器设置问题解答。

下载BLAST二进制

通过ftp连结以匿名用户登陆NCBI服务器（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/server/current_release/），从 “current release”下载wwwblast.你的系统平台.tar.gz。例如，对于Linux平台，下载“wwwblast. Linux.tar.gz”文件。

安装Standalone WWW BLAST服务器

下载完“wwwblast.你的系统平台.tar.gz”文件后，将其置于HTTPD服务器的文件夹中，并按下述命令解压缩：

gzip –d wwwblast. 你的系统平台.tar.gz

tar –xvpf wwwblast. 你的系统平台.tar

注意：tar选项中的“p”参数十分重要，它将保护该区域的文件登陆选项。

对于Linux平台，该命令为：

gzip –d wwwblast. Linux.tar.gz

tar –xvpf wwwblast. Linux.tar

若该分配文件未能成功解压缩，则会在DocumentRoot目录（例如“/home/administrator/document”）中创建一个“blast”目录。

设置Standalone WWW BLAST服务器
若需设置Standalone WWW BLAST服务器，需对httpd.conf文件作进一步的修改。httpd.conf文件的缺省地址为“/etc/httpd/conf/httpd.conf”。
httpd.conf文件中需设置的项目有：

1. ScriptAlias

2. Add Handler

1. ScriptAlias

# ScriptAlias：控制含有服务器原本的文件夹，与Alias在本质上是相同的，只是在真名目录下的文件是作为应用软件对待的，需要时通过服务器来运行，而不是发送给代理的文件。ScriptAlias指令以“/”结尾的规则同Alias。

ScriptAlias /cgi-bin/”你的DocumentRoot目录/blast/”
例如：

ScriptAlias /cgi-bin/” /home/administrator/document /blast/”
#”/home/httpd/cgi-bin”需改为你的ScriptAliased CGI目录（若已配置）。

<Directory “你的DocumentRoot目录/blast/”
AllowOverride None

Options ExecCGI

Order allow, deny

Allow from all

</Directory

例如：

<Directory “/home/administrator/document /blast/”
AllowOverride None

Options ExecCGI

Order allow, deny

Allow from all

</Directory

2. Add Handler

# Add Handler：可将特定的文件扩展名设置为“handler”（与文件类型无关），这样就可嵌入其它服务器，或用运行命令添加（如下）。

#如果你想使用包含的server side，或CGI外部ScriptAliased目录，则不要评价下列行（去掉其前面的“#”）。

AddHandler cgi-script.cgi

检测Standalone WWW BLAST服务器

现在，在你的缺省网络浏览器中登陆BLAST主页（http://你的Linux计算机IP地址/blast/blast.html）

例如：

http://192.168.30.3/blast/blast.html
该地址将启动BLAST搜索主页。

若不能登陆，请参见BLAST主页问题解答。

输入感兴趣的序列，然后在test_na_db中进行BLAST搜索。若显示搜索结果，则意味着局域BLAST设置正确。若不能获得BLAST搜索结果，请参见BLAST搜索问题解答。

下载数据库

1. 通过ftp连结（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/）以匿名用户登陆NCBI服务器。可从任何标准源下载数据库。

2. 下载数据库。

3. 将数据库提取至/blast/db目录。

4. 格式化数据库。

格式化数据库

数据库格式化工具

1. 对于2002年1月之前发布的BLAST服务器，用formatdb程序格式化（位于/blast/db目录）。

2. 对于2002年1月发布的BLAST服务器，formatdb、makemat和copymat binaries已从档案文件中移除，可从ftp站点下载（ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables）。该站点以匿名用户与NCBI服务器连接。对于Linux，请下载档案文件blast.linux.tar.Z，将该文件拷贝到blast/db目录中，运行如下命令将其解压缩：

tar –zxvpf blast.linux.tar.Z

这样将把formatdb文件提取出来。

格式化数据库

利用blastall、blastpgp或MegaBLAST等搜索核苷酸源数据库之前，必须使用formatdb将核苷酸源数据库格式化。

要求：

源数据库可以是FASTA格式。将db文件拷贝至安装blast的db目录；如果该目录中没有formatdb文件，则也将该文件放在db目录中。

解压缩数据库。

缺省命令行为：

formatdb –i文件名-p F –o T

例如：将alu.n置于db文件目录

formatdb –i alu.n-p F –o T

这将产生一些报告文件，在BLAST搜索时，是BLAST运算法则所需要的。

Formatdb的其它命令行选项：

-t数据库文件的题目[String] 可选

-i需进行格式化的输入文件（该参数必须设置）[File In]

-l日志文件名：[File Out] 可选 缺省=formatdb.log

-p文件类型

T –蛋白质

F –核苷酸[T/F] 可选 缺省=T

-o分列选项

T –真实：解析Seqid，创建索引

F –非真实：不要解析Seqid，不要创建索引

[T/F] 可选 缺省=F

若“-o”选项为TRUE（源数据库为FASTA格式），则FASTA定义行中的数据库标志符必须遵循FASTA定义行格式化的转换。

-a输入文件为ASN.1格式的数据库（否则为FASTA格式）

 T –真实

 F –非真实

 [T/F] 可选 缺省=F

-b ASN.1数据库为二进位模式

 T -二进位模式

 F –文本模式

[T/F] 可选 缺省=F

ASN.1源数据库有两种格式：ascii文本和二进位。若“-b”选项为TRUE，则表示输入的ASN.1数据库为二进位格式。对于FASTA输入的数据库，该选项被忽略。

-e输入为Seq-entry [T/F] 可选 缺省=F

-n BLAST文件的碱基名称[String] 可选

-v需创建的序列碱基数目[Integer] 可选 缺省=0

-s仅限于添加创建索引 –稀有[T/F] 可选 缺省=F

-A创建ASN.1结构的deflines [T/F] 可选 缺省=F

-L使用gifile arg（如下）用该名创建一个化名文件，用于设定计算db大小（使用指定为-i（见上）的BLAST db）[File Out] 可选

-F Gifile (含有gi列的文件)[File In] 可选

-B从上面指定的Gifile产生的二进位Gifile [File Out] 可选

在Array Designer中测试加入的数据库

1. 启动BLAST搜索对话框。

2. 选择Local BLAST搜索选项。

3. 在数据库下拉菜单中选择“added database”。

4. 若数据库下拉菜单中没有“added database”，请参见服务器配置文件法则。

配置文件

服务器配置文件和日志文件

缺省的配置文件为“blast.rc”，日志文件为“wwwblast.log”，位于安装blast的目录中。

将WWW_BLAST_TYPE设定为特定的值会改变这些名称。下面为配置文件示例：

#用于单一请求的CPU数目

NumCpuToUse 4

#下面是BLAST服务允许使用的联合程序db1 db2 db3……，格式：……

blastn test_na_db

blastp test_na_db

blastx test_na_db

tblastn test_na_db

tblastx test_na_db

若向局域BLAST服务器添加你最新格式化的db，请在其相应的程序末尾扩展你的db输入文件名（以空格隔开）。

例如：若格式化文件alu.n，则在行blastn test_na_db末尾扩展“alu.n”。此时，数据库alu.n就与blastn程序关联起来了。更改的程序/数据库结合体的形式如下：

blastn test_na_db alu.n

blastp test_na_db

blastx test_na_db

tblastn test_na_db

tblastx test_na_db

系统要求

RedHat Linux7.2服务器的要求：

	RedHat Linux7.2所需设备
	最低配置
	建议配置

	CPU
	486DX处理器
	奔腾系列

	RAM
	32 MB
	64 MB

	硬盘驱动器空间
	1.0 GB
	2.0 GB

	局域BLAST服务器空间
	50 MB
	50 MB

	局域数据库空间
	-
	取决于局域BLAST的数据库数目


注意：若输入的FASTA文件大约为500 MB，则额外需要约170-200 MB的硬盘空间用于放置转化后的BLAST数据库。真正的BLAST程序至少需额外的100-200 MB的内存消耗。

问题解答

1. 网络连接

确信用户与服务器的计算机通过网络连接。

在命令提示符下使用ping命令

ping IP地址/服务器名

若二者网络未连接，则会产生如下信息：

Request timed out（Windows系统）

Destimation Host Unreachable（UNIX系统）

请咨询你的系统管理员。

2. Apache网络服务器

a） 检查Apache网络服务器是否运行

运行下列命令：

ps –A | grep “httpd”
若输出行含有“httpd”串，则Apache网络服务器正在运行。否则，请重起Apache网络服务器。

b） 检查“testapache.html”是否位于DocumentRoot目录。 

c） 检查DocumentRoot相应的目录指令（由此进入DocumentRoot目录）。请参见DocumentRoot。

若服务器不能接受你的系统的请求，则会拒绝进入testapache.html文件。这可能是由于RedHat Linux服务器所执行的防火墙的缘故。请咨询你的系统管理员。

3. 提取BLAST服务

在untar过程中，若出现“UnExpected End of file”信息，则表示下载的文件被损坏或未完全下载。请重新下载。

4. BLAST主页

检查所用的URL：

a） 正确的服务器IP地址。

b） 确信“DocumentRoot”目录为blast目录的父目录，或BLAST服务器由用作DocumentRoot的目录提取。

c） 地址须有三部分组成（“http://服务器名/blast/blast.html”）。

http协议

服务器名或服务器IP地址

blast目录中的主页位置

5. BLAST搜索

若BLAST搜索过程中出现信息“Request method POST is not allowed for the URL blast.blast.cgi”出现，则请求方法POST不应用于URL。

a） “AddHandler cgi-script没有uncommented。在httpd.conf文件中找到该命令并uncomment之。请参见AddHandler。

b） BLAST服务器的CGI可提取原本未含可提取许可。请参见ScriptAlias。

6. 服务器/用户计算机IP地址

在命令提示符下执行下列命令以获取你的服务器/用户计算机的IP地址：

1. ipconfig (Windows 98/ME/2000/XP系统)

2. ifconfig (RedHat Linux服务)

1. Windows系统计算机的IP地址

在Windows系统中执行ipconfig [击回车键]，则出现下列信息：

IP Address………………………: 192.168.30.18

Subnet Mask……………………: 255.255.255.0

Default Gateway……………..…:192.168.30.1

其中，192.168.30.18为用户计算机的IP地址。

2. RedHat Linux计算机的IP地址

在RedHat Linux系统中执行ifconfig [击回车键]，则出现下列信息：

 [image: image34.png]eth0  Link encap:Ethemet HWaddr 00-10.85.F8.DC.0A
inet adcr 192.168.30.4 Bcast 162.168.30.255 Mask 255.256.256.0
UP BROADCAST RUNNING MULTICAST MTU-1500 Metric:1
RX packets 692240 errors.0 dropped 0 overruns:0 frame:0
TX packets. 1464662 errors.0 dropped.0 overruns.0 carmier.0
collisions:0 txqueuelen. 100
Interrupt:11 Base address:0xc000
o Link encapLocal Loopback
inetadar-127.0.0.1 Mask256.0.0.0
UP LOOPBACK RUNNING MTU.3824 Metric: 1
RX packets 130 errors-0 dropped 0 overuns 0 frame:0
TX packets. 130 erfors. dropped.0 overmuns.0 carrier0
collisions-0 txqueuelen:0




其中，192.168.30.4为服务器计算机的IP地址。

7. 解压缩被压缩的数据库

使用gunzip命令解压缩“blast.linux.tar.Z”。

例如：gunzip –d blast.linux.tar.Z
8. 指定合法的服务器名/IP地址

请指定合法的服务器名/IP地址。

1. 若通过浏览器不能登陆BLAST主页，请参见BLAST主页问题解答。

2. 若通过浏览器能登陆BLAST主页，但Array Designer出现错误，则可能有下列原因：

a） 指定IP地址时，请将其中的“http://”去除。

b） BLAST主页名存在于IP地址中，请参见BLAST服务器路径和IP地址问题解答。

c） 给定的IP地址/服务器名不存在。请参见服务器/用户计算机IP地址问题解答。

d） 给定的IP地址/服务器名是错误的。请参见服务器/用户计算机IP地址问题解答。

e） 用户和服务器未通过局域网连接。请参见网络连接问题解答。

f） 在服务器的DocumentRoot目录中可能不存在BLAST服务器。请参见BLAST服务器路径和IP地址问题解答。

9. BLAST服务器路径和IP地址

假定你的IP地址或用户名为“MyServer”。

1. 缺省的BLAST服务器路径

若BLAST服务器已安装在DocumentRoot目录中，则BLAST主页可通过下面的URL登陆：

http://MyServer/blast/blast.html

Aeeay Designe以“MyServer”为服务器IP地址。

2. 用户指定的服务器路径

若DocumentRoot目录中未安装BLAST服务器，则BLAST主页可通过下面的URL登陆：

http://MyServer/../blastparent/blast/blast.html

则Aeeay Designer以“MyServer/../blastparent”为服务器IP地址。

例如：

若BLAST主页可通过下面的URL登陆：

http://MyServer/blastparent/blast/blast.html

则Aeeay Designer以“MyServer/blastparent”为服务器IP地址。

运算法则和公式

确定Tm的公式(StantaLucia)

引物的Tm通过下列方法计算：

这些均为缺省值，可由使用者修改：

C –引物浓度：0.25 nM（可接受的范围0.1-10 nM）

Mg++：1.5 mM（可接受的范围0-10 mM）

单价阳离子浓度：50 mM（可接受的范围0-1000 mM）

[Na+]等价运算法则：[Na+]=单价阳离子浓度+4×[游离Mg2+]1/2（均为摩尔浓度）

dH的计算：

dH为下表中所有二核苷酸对的值的总和。若引物以G或C起始，则加入init G-C修正，否则加入init A-T修正。同样应用于引物末尾的碱基。

dS的计算：

方法同dH的计算。为盐修正之和。其中，N为引物中的核苷酸对的数目（引物长度-1）：

dS (salt corrected)= dS (1 M NaCl) + 0.368*N*ln([Na+])

Tm的计算：
引物的Tm由其H、S、R（气体常数=1.987 cal/kmol）和C（引物浓度）决定：

Tm=dH/(dS+R*lnC)

例如：

本例使用缺省值：等价盐浓度：204.92 mM。

引物序列：CAGAAGTCCACTCATTCTCG

[image: image35.png]CA AG GA AA AG GT TC CC CA AC
GH=-(85+78+82+70+78+84+82+80+85+8.4
CT TC CA AT TT TC CT TC CG

78+82+865+72+70+82+7.8+82+10.6)=-156.1 kealimol





现在加入[image: image36.png]init G-C+ init G-C = -156_1kcal/mol + 0.1 kcal/mol + .1 kcal/mol

-155.9 kcals/mol





[image: image37.png]CA AG GA AA AG GT TC CC CA AC

OS=-(22.7421.0+222+222+21.0+224+ 222+ 199+ 227+ 224

CT TC CA AT TT TC CT TC CG

210+222+227+204+222+222+21.0+ 222 + 27.2) = -419.4 call’Kemol





现在加入[image: image38.png]-411.6 calK-mol

119.4 cal/kmol + 41+ 4.1





现在计算盐修正总和：

[image: image39.png]NaEqiv=Na" + 4 x sqrt(Mg™) (all concentrations molar)

=005+ 4 x5q7 (0.0015) = 0.20492M
dS= 4116+ 368 x N xIn [Na]

4116 + 368X 19 xIn 20492

= 4116 + 368X 19 (-1.585)

42268 calfK.mol

T2 HIS + RInC)

155.9 kealimol / (-422.68 calf'K.mol + 1.887 callkmol *In(0.25¢-2)
= 1559 keallmol / (422,68 cali*K-mol + 1.987 callkmol * -22.109)
155.9 kealimol (-486 61 cal’k-mol)

34,11 %K

34,11 - 273.15 = 60.96°C





引物Tm值由Primer Premier预测，使用Breslaur值：60.7℃
二核苷酸值：

[image: image40.png]Dinucleotide Sequence H kealimol S callk mol

AAORTT 79 22
AT 72 204
T~ 72 213
CAORTG 85 27
GTORAC 84 24
CTORAG 78 210
GAORTC 82 22
c6 -108 272
o 98 244
GGORCC 80 109
Initw G-C 01 28

Initw /term 23 41




TaOpt计算公式

Array Designer利用Rychlik，W.(13)公式自动计算任何给定的引物对在特定模板上的预测的最适退火温度。在PCR循环的退火阶段使用该温度通常能获得最佳PCR产物量，而假阳性比率最低。

TaOpt=0.3*(引物的Tm)+0.7*（产物的Tm）-25

其中，引物的Tm为较不稳定的引物-模板对的熔解温度，产物的Tm为PCR产物的熔解温度，二者的计算公式如上。

自由能的计算公式

熵和焓的计算是根据SantaLucia等（1）确定的所有10个Watson-Crick DNA毗邻互作热力学库来计算的。利用该方法，一个寡聚核苷酸的自由能是由该寡聚核苷酸中的每个核苷酸的熵和焓及Preferences窗口所指定的温度来计算。Preferences窗口所指定的温度必须设定为室温。实验基于PCR反应中的1 M NaCl浓度。

dG=dH-T*dS

其中，dH为焓；T为温度；dS为熵。

二级结构的形状或者由3’端的键决定，或者由内部的键决定。与内部的键相比，3’端更能阻碍二级结构的形成，因而更能降低效率。因此，3’端二级结构的dG需减去1。

等级计算公式

Array Designer的搜索法则是查看整条序列的每一个位置，在指定的长度范围内搜索每一个可能的引物，然后将它们排序。Tm是根据SantaLucia值基于毗邻热力学理论计算的。由此，Array Designer计算每一引物的自身二聚体和发夹结构的稳定性。为评价每一引物的特性，基于与特定位点相比的每个引物的Tm、可能的二级结构的稳定性和位置以及所有个体公差，设定了一个等级值。等级计算公式为：

[image: image41.png]



其中，Xn为Tm、二级结构的稳定性和位置。

引物排序：

下面的正义和反义引物是基于缺省条件设计的：

正义引物：GGAGAGGTTCTAGCATGGAAG

反义引物：CCTCTTGCGGTTAGCCTTC

引物特性表如下：
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利用上述公式，参照个体特性进行计算，然后总和得到整个引物的等级。

计算：

[image: image43.png]Tom demerit = [(Primer T, - Primer Target)/ Tolerance]2

The T, demerit = [(54.6 - 55 0)/5] 2
T, demerit = 0.005166202

Run demerit = [Run weight * (Probe run)] 2.
Run weight = 0.999 / 4(Limi)

Run demert = (0.24975 * (3)] 2

Run demerit = 056137556

Hairpin dement = [ Hairpin weight * (Hairpin)] 2
Hairpin weight = 0.999 /3.0(Limit)
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Hairpin dement(3End) = 0.0

Self.cimer demert = [Self-dimer weight *(Selfdimer)] 2
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Self-cimer dement = [0.1662 * (0.1) 2
Self-dimer demerit = 0.00000969103





[image: image44.png]Self-dimer demerit(3'End)
GC Clamp demert
3 End dG demerit is zero as dG is less than 4
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整个引物的等级=100[1-sqr(1/8(0.008166202+0.56137556+0.0000387641+0.00000969103+0+0))]

引物等级=72.2

同样的方法计算反义引物的等级为73.5。

引物对等级：

引物对等级包含正义和反义引物的缺陷+Tm误配缺陷+模糊碱基缺陷+交叉二聚体缺陷。

[image: image45.png]Sense primer demerit = 0.61931
Antisense primer demerit = 0 5614232

T mismatch demerit = [T weight * (Sense Primer Tr - Anti- sense PrimerTn )] *
T/ mismatch weigh = 0.989 / 3 (Talerance)

T, mismatch demerit = (0.3 * (54 6- 55.0)] *

T/, mismatch demerit = 0.011726732

Cross-dimer demerit = [Cross -dimer weight * (Primer Cross -dimen))
Cross-cimer weight = 0.9996.0(Limit)

Cross-dimer demerit = 0.1662 * (1.0)] ©

Cross-dimer demert = 0025041828

Ambiguous bases demerit = 0 as there are no ambiguous bases.





整个引物对的等级=100[1-sqr(1/19(0.61931+0.5614232+0.011726732+0.025041828+0))]

引物对等级=74.7。

探针等级：

探针的搜索和排序同引物相似。为评价每一探针的性质，基于探针的Tm缺陷、发夹结构缺陷、二聚体缺陷、连缀序列来缺陷计算等级值。

下面的探针是在缺省条件下设计的：

探针序列：CGTGATGCTGATGCTACAGT

探针特性表如下：

[image: image46.png]Properties  Rating Position  Length  Tm GC  Haipin  Selfdimer  Run
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计算：

[image: image47.png]Probe T, demerit = [T, weight * (Probe Ty, - Probe ideal T )] 2
Probe T weight = 0.989 5 (Tolerance).
Probe T demerit = 0.1998 * (53.6- 55.0)) 2

Probe T,, demerit = 0.058138015
Run demerit = [Run weight * (Probe run)] 2
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探针等级=100[1-sqr(1/4(0.059138015+0.0+0.123034574+0.030758644))]=76.9

系统要求

	支持的操作系统：
	Windows 98, ME, NT4.0和2000，XP Professional

	系统要求：

	Windows操作系统
	最低配置
	建议配置

	CPU
	Pentium-Ⅱ400 MHz
	Pentium-Ⅲ 650 MHz

	RAM
	128 MB
	192 MB

	硬盘空间
	40 MB
	50 MB

	显示器分辨率
	800×600
	1024×768


术语

Array Designer通过下面的网址与BLAST服务器连接：

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
该服务器由美国政府管理。美国政府为BLAST服务器使用者设置了以下方针和政策，每位使用者都必须对此负责。

PREMIER Biosoft国际组织将不对未授权或非法使用者负责。

为了您的方便，我们敦促您严格执行下列NCBI提供的条款：

-每天提交的单个请求勿超过2000个。

-所有大量搜索限制在非高峰期：西部标准时间（美国）9 PM-5 AM。

对于大量的查询，请安装Standalone WWW BLAST。

若需获取更多的信息和要求，请访问：

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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