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Резюме 

За три десятилетия своего существования полимеразная цепная реакция (ПЦР) стала практически 
вездесущей. Приблизительно в каждой восьмой работе, где анализируется ДНК, применяется 
имеющий огромное множество вариаций метод ПЦР. Олигонуклеотидные праймеры являются 
крайне важной составляющей любой полимеразной цепной реакции, и существует целый ряд 
требований к их дизайну. В настоящее время для этой цели в основном используются 
базирующиеся на различных алгоритмах специализированные компьютерные программы, число 

которых уже превышает полторы сотни. Многие программы для дизайна праймеров существуют в 
виде бесплатных web-сервисов, также их дистрибутивы могут быть получены от разработчиков или 
скачаны с соответствующих сайтов, нередко авторы открывают для всех желающих доступ к 
исходным кодам своих разработок. Ряд программ доступен из коммерческих источников. С 
накоплением информации о нуклеотидных последовательностях отдельных генов и целых геномов 
обязательным этапом подбора стала проверка праймеров с помощью программы BLAST на 

вероятность их неспецифического связывания с матрицей, что позволяет в дальнейшем избежать 
появления нецелевых продуктов полимеразной цепной реакции. Существующие программы 
позволяют вести дизайн праймеров для различных модификаций  этого метода, среди которых 
мультиплексная, вырожденная, метабисульфитная ПЦР, ПЦР в реальном времени, ПЦР с 
последующим клонированием множественных фрагментов, в том числе безлигазным, ПЦР для 
проведения сайт-направленного мутагенеза, ПЦР, нацеленная на выявление мутаций, инделов, 

однонуклеотидного полиморфизма ДНК и др. Проводится многопараметрический анализ свойств 
олигонуклеотидов in silico (определение температуры плавления, выявление вторичных структур, 
димеров и т. п.). Разработаны программы, осуществляющие дизайн олигонуклеотидных праймеров 
с различными модификациями, например, содержащих рибонуклеотиды, LNA-нуклеотиды. В 
последнее время стали появляться программы дизайна праймеров, учитывающие уровень 
плоидности генома конкретного вида организма. В статье приведено большое число ссылок на web-

сервисы компьютерных программ для дизайна праймеров. Кратко охарактеризованы некоторые 
базы данных, в которых накапливается информация о последовательностях хорошо 
зарекомендовавших себя праймеров. Цитированная литература составила более 240 источников. В 
данной работе рассматриваются программные комплексы, и отчасти некоторые алгоритмы, которые 
применяются для подбора праймеров. Основой любого современного программного комплекса, 
эффективного алгоритма является математическое описание в виде систем алгебраических, 

дифференциальных уравнений, интегрально-дифференциальных уравнений.  
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Введение 

 За три прошедших десятилетия после своего 
появления в середине 80-х гг. прошлого столетия 

ПЦР (Полимеразная Цепная Реакция) [Saiki et al., 
1985] превратилась фактически в метод №1 для 
физико-химической биологии и смежных дисциплин. 
Проведенный нами анализ реферированных 
публикаций в базе данных PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), в том числе с 

помощью булевых операторов AND и NOT, 
позволил выявить, что практически в каждой 
восьмой статье, где анализируется ДНК, 
применяется метод ПЦР. Так, если задать поиск со 
словами «PCR» и «DNA» с булевым оператором 
AND, и ограничив временными интервалами с 

начала 1986 г. по настоящее время, то сервер выдаст 
информацию о 171858 таких статьях

1
, но из них 

необходимо вычесть статьи, где термин «PCR» не 
имеет отношения к полимеразной цепной реакции. 
Для получения более точных сведений необходимо 
принимать во внимание, что под аббревиатурой PCR 

могут скрываться и иные значения: Psychiatric Case 
Register (PCR), Phosphocreatine (PCr), Psychiatric 
Consultation Record (PCR), Platelet Count Ratio (PCR), 
Penicillin-resistant/ce (Pc

r
), predicting pathologic 

Complete Response (pCR) и некоторые другие. При 
этом в немалом числе публикаций (особенно в 

ранних), где с помощью ПЦР проводилась 
амплификация нуклеиновых кислот, сокращение 
PCR отсутствует, что также вносит свою лепту в 
дифференциацию статей. Тем не менее, можно 
считать, что из 1291283 статей, опубликованных 
после 1985 г., в которых встречается термин «DNA», 

около 170 тысяч содержат и аббревиатуру «PCR», 
относящуюся именно к полимеразной цепной 
реакции. И это в среднем за все эти годы, тогда как в 
последнее время вполне ожидаемо растет пропорция 
статей, в которых исследования ДНК без ПЦР уже не 
обходятся.  

В настоящее время то, что называется ПЦР, 
даже в чисто методическом плане со всеми своими 
вариациями представляет собой поистине что-то 
гигантское. При этом можно считать, что по 
способам детекции целевых продуктов существует 
три вида этой реакции. В «ПЦР по конечной точке» 

целевые ампликоны регистрируются тем или иным 
способом по завершению реакции. Для ставшего 
практически самостоятельным методом «ПЦР в 

                                                 
1
 Здесь и далее количественные показатели 

приводятся по состоянию на начало июля 2016 г.  

реальном времени» контроль за накоплением 
целевых продуктов ведется в ходе всего процесса 
амплификации. Наконец, есть «цифровая ПЦР», 

которую все же правильнее считать разновидностью 
ПЦР по конечной точке. Способы детекции до 
некоторой степени определяют выбор размера 
ампликонов и особенности дизайна праймеров, но 
принципиальных отличий по предъявляемым 
требованиям к подбору праймеров для всех видов 

ПЦР практически нет. 
Олигонуклеотидные праймеры являются 

крайне важной составляющей ПЦР, потому что 
именно от них зависит специфичность и 
эффективность реакции, да и сама возможность 
протекания реакции при наличии всех остальных 

ингредиентов. Существует целый ряд требований к 
подбору последовательностей нуклеотидов в 
праймерах и их протяженности, а также к 
образованию ими вторичных структур в зависимости 
от решаемых задач. Первоначально дизайн 
праймеров осуществлялся вручную, но уже со 

второй половины 80-х годов прошлого столетия 
стали появляться специальные компьютерные 
программы, облегчающие экспериментаторам задачу 
по составлению праймерных последовательностей. 
Нужно отметить, что и в настоящее время для ряда 
задач праймеры выбираются по месту без 

использования компьютерных алгоритмов поиска. В 
этих случаях требуется только анализ выбранных 
последовательностей на предмет установления их 
точных температур плавления, а также 
возможностей образования нежелательных 
вторичных структур и потенциального отжига на 

других местах генома. По мере увеличения общего 
количества секвенированных нуклеотидных 
последовательностей и их помещения в 
международные банки данных стало весьма 
актуальным и даже обязательным проверять 
вероятность неспецифического отжига подобранных 

праймеров, используя возможности программы 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) по 
поиску гомологичных последовательностей ДНК, о 
чем ниже будет говориться подробнее. 

Программы подбора праймеров можно 
подразделить на рассчитанные на дизайн праймеров 

de novo для любых последовательностей 
нуклеиновых кислот и на анализ уже предварительно 
выбранных праймеров с целью оценки определения 
их температур плавления/отжига и пригодности для 
успешной амплификации. Помимо них существует 
довольно внушительный ряд специализированных 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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программ, преследующих в дизайне праймеров 

конкретные специфические цели. Большинство 
программ для дизайна праймеров доступны как web-
сервисы, их дистрибутивы могут быть получены 
непосредственно от разработчиков или скачаны с 
соответствующих сайтов, а также авторы нередко 
открывают для всех желающих доступ к исходным 

кодам своих разработок, о чем сообщается в 
соответствующих публикациях. Приведенные в 
данной статье интернет-адреса программ проверены 
нами лично и оказались действующими на момент ее 
написания летом 2016 г. 

На просторах интернета можно найти 

немало ресурсов, где содержится свод информации о 
компьютерных программах для дизайна различных 
праймеров. Одним из таковых является ресурс Omic 
tools (https://omictools.com/primer-design-category), 
где содержатся ссылки на программы подбора: 
обычных праймеров – 47 программ, вырожденных – 

8, мультиплексных – 4, мутагенезирующих 
праймеров – 1 и 2 программы для подбора праймеров 
для полиплоидных организмов. На этом ресурсе 
также приводится техническая информация об 
операционных системах, языках программирования, 
условиях использования, требованиях к владению 

компьютером, а также литературные ссылки, если 
таковые по конкретным программам имеются. В 
данной статье нами будет рассмотрено или 
упомянуто большинство программ с этого ресурса, 
также внимание будет уделено еще более чем сотне 
других программ компьютерного дизайна 

праймеров. 
 

Компьютерные программы для дизайна 

праймеров для ПЦР общего назначения  
Выше упоминалось о подборе праймеров 

фактически по месту, вручную. Для таких пар нужно 

точно вычислить оптимальную температуру отжига, 
поскольку от этого параметра во многом зависит 
специфичность и эффективность ПЦР. Имеется 
немало программ, оценивающих температуру 
плавления/отжига праймеров, в том числе 
работающих в качестве web-сервисов и 

применяющих для этого различные алгоритмы 
[Chen, Zhu, 1997; Leber et al., 2005; Markham, Zuker, 
2005; Panjkovich et al., 2005; Croce et al., 2008, Cheng, 
2015]. В основном применяются эвристические 
алгоритмы, которые достаточно хорошо 
зарекомендовали себя при решении задач с высокой 

вычислительной сложностью. На сайтах некоторых 
фирм имеются специальные страницы, где в режиме 
on-line можно провести анализ нуклеотидных 
последовательностей, выбранных в качестве праймеров. 
Например, один из таких сайтов фирмы Promega 
http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html?cal

c=tm позволяет определить температуру плавления 

праймера в зависимости от концентраций катионов 
(Na

+
/K

+
 или Mg

2+
). На сайте фирмы Integrated DNA 

Technologies, Inc. http://eu.idtdna.com/calc/analyzer 
можно проводить анализ не только обычных, но и 
модифицированных олигонуклеотидных праймеров, 
несущих в своем составе рибонуклеотиды, LNA-

нуклеотиды и пр. Определение температур 
плавления/отжига праймеров с LNA-нуклеотидами 
может быть также проведено на сайте фирмы Exiqon 
https://www.exiqon.com/ls/Pages/ExiqonTMPredictionT
ool.aspx.  

В общем случае для решения задач по 

дизайну праймеров необходима следующая 
информация, которая вводится в качестве начальных 
данных при работе с программой: исходная 
последовательность нуклеотидов, длина праймера, 
размер конечного продукта, температура плавления, 
GC-состав, состав 3'-конца и 5'-конца 

олигонуклеотидов. В результате работы программы 
определяется оптимальное множество праймеров, 
которые удовлетворяют заданным условиям 
(начальным данным). Также определяется 
оптимальное значение температуры плавления. Для 
решения более специфических задач, набор 

начальных данных и полученных выходных 
параметров может меняться. 
 Для выбора участков для отжига праймеров 
также применяют графы точечных матриц, 
позволяющие выявлять совпадающие 
последовательности у разных организмов [Kariko, 

1995], или так называемый «жадный» алгоритм [Doi, 
Imai, 1999]. Показано также, что использование 
метода референсной точки в ряде случаев 
оказывается более удобным при дизайне праймеров 
для некоторых вариаций ПЦР [Kampke et al., 2001, 
Kampke, 2007]. Другими авторами при дизайне 

праймеров использовался метод Монте-Карло и цепи 
Маркова [Kitchen et al., 2012]. Алгоритм, 
заключающийся в логарифмической аппроксимации, 
также применялся для подбора праймеров [Konwar et 
al., 2008]. Рекомендовалось для дизайна праймеров 
использование эвристического [Pearson et al., 1995], 

иерархического подходов [Wei et al., 2003], 
статистического моделирования [Yuryev, 2007]. 
Целая серия статей посвящена использованию для 
дизайна праймеров алгоритмов самообучения 
[Cheng, 2014; 2016]. Во многих статьях для дизайна 
праймеров предлагалось использовать генетический 

или меметический алгоритмы [Chen et al., 2003; Wu 
et al., 2004; Png et al., 2006; Yang et al., 2009; 2009a; 
Chuang et al., 2012, Chuang et al., 2015]. В общем 
случае, меметический алгоритм является частным 
примером генетического алгоритма, который 
позволяет более точно определить праймеры, 

https://omictools.com/primer-design-category
http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html?calc=tm
http://www.promega.com/a/apps/biomath/index.html?calc=tm
http://eu.idtdna.com/calc/analyzer
https://www.exiqon.com/ls/Pages/ExiqonTMPredictionTool.aspx
https://www.exiqon.com/ls/Pages/ExiqonTMPredictionTool.aspx
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удовлетворяющие условиям поиска. Недавно для 

дизайна праймеров предложено использовать 
алгоритм роя частиц [Garcia et al., 2015]. Имеются 
данные по качественному анализу применения 
генетического алгоритма, меметического алгоритма 
и алгоритма роя частиц для дизайна праймеров, 
проведено сравнение в быстродействии и точности 

работы каждого алгоритма. Даже представлены 
рекомендации по применению того или иного метода 
в решении конкретной задачи [Yang et al., 2009]. При 
разработке программ в последнее время 
применяются алгоритмы, которые в некотором роде 
являются комбинациями, усовершенствованными 

версиями вышеуказанных алгоритмов. Например, 
алгоритм FAPSO является усовершенствованной 
версией алгоритма роя частиц, который позволяет 
сократить время поиска [Chuang et al., 2013].  

В последнее время стало уделяться 
значительное внимание не просто дизайну 

праймеров, а графическому отображению 
выдаваемых результатов, делая интерфейс таких 
программ как, например, PerlPrimer, VizPrimer, 
PrimerView, PrimerMapper значительно удобнее для 
экспериментатора [Marshall, 2007; Zhou, 2011; 
O’Halloran, 2015; 2016]. Графический интерфейс 

позволяет редактировать данные вручную, вести 
анализ полученных данных, наглядно отображает 
ошибки. 
 Распространявшаяся с 1986 г. бесплатно 
программа подбора праймеров в 1989 г. стала первой 
коммерчески реализуемой программой Oligo 

[Rychlik, Rhoades, 1989]. Это одна из первых 
универсальных программ, позволяющая решать 
целый класс задач в области биологии и 
молекулярной биохимии. Преимуществом данной 
разработки стало и наличие удобного 
пользовательского интерфейса, помимо режима 

командной строки. После ее появления вопросам 
компьютерного дизайна праймеров стало уделяться 
повышенное внимание [Lowe et al., 1990; Rozas, 
1991; Rychlik, 1993; 1995]. Одна из ранних программ 
для дизайна праймеров OLGA, написанная еще для 
компьютера Atari ST, при подборе 

последовательностей учитывала наличие 
повторяющихся участков ДНК, вторичную 
структуру и возможные праймерные димеры 
[Bridges, 1990]. Программа OSP (Oligonucleotide 
Selection Program) также оказалась среди первых, где 
при подборе праймеров учитывались многие 

параметры [Hillier, Green, 1991]. Были написаны 
программы дизайна праймеров, рассчитанные на 
использование микрокомпьютеров и среды Mac 
[Lucas et al., 1991; Osborne, 1992]. Обычно праймеры 
подбираются исходя из полной гомологии матрице, 
но в некоторых случаях праймеры должны иметь в 

своем составе неспаривающиеся нуклеотиды. С 

целью подбора таких праймеров была написана 
программа MISMATCH, сразу предлагающая дизайн 
праймеров с неспаренными нуклеотидами в 3’-
области [Davidow, 1992]. В те же годы была 
написана программа OLIGSCAN, позволяющая при 
дизайне праймеров сканировать до 200 

нуклеотидных последовательностей [Montpetit et al., 
1992]. Ранние программы для подбора 
олигонуклеотидных праймеров с целью исключить 
образование ими шпилечных структур, типичных 
для молекул РНК, использовали алгоритмы для 
предсказания вторичных структур у РНК наподобие 

известной программы FOLD [Eberhardt, 1992]. 
Программа PrimerGen осуществляла дизайн 
праймеров по известным аминокислотным 
последовательностям [Nash, 1993].  

Уже упоминавшаяся программа Oligo в 
настоящее время доступна из коммерческого 

источника – фирмы Molecular Biology Insights, Inc. 
(http://www.oligo.net) в виде версии 7.0, написанной 
еще в 2007 г. [Rychlik, 2007]. Другой популярной 
коммерческой программой для дизайна праймеров 
является PrimerSelect, входящая в пакет программ 
всестороннего анализа нуклеиновых кислот и белков 

LaserGene фирмы DNAStar, Inc. 
(http://www.dnastar.com) [Plasterer, 1997; Graham, 
Holland, 2005]. В сходный пакет программ Vector NTI 
(https://www.thermofisher.com/ru/ru/home/products-
and-services/product-types/primers-oligos-
nucleotides/invitrogen-custom-dna-oligos/primer-design-

tools.html) фирмы ThermoFisher Scientific входит 
модуль для подбора праймеров [Gorelenkov et al., 
2001]. Бесплатный пакет прикладных программ 
Unipro UGENE (http://ugene.net) помимо прочих 
программ анализа нуклеотидных 
последовательностей предоставляет возможность 

дизайна праймеров для проведения ПЦР 
[Okonechnikov et al., 2012].  
 Дизайну праймеров, осуществляемому с 
помощью популярной программы Primer3, 
предшествует заложенный в нее 
многопараметрический анализ олигонуклеотидов 

(определение температуры плавления, выявление 
вторичных структур и др.) [Rozen, Skaletsky, 2000]. 
Данная программа доступна в сети интернет на 
множестве сайтов (http://bioinfo.ut.ee/primer3/; 
http://simgene.com/Primer3; 
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). 

Она неоднократно дорабатывалась и ей придавались 
новые возможности [van Baren, Heutink, 2003; 
Koressaar, Remm, 2007; von Ahsen et al., 2011; 
Untergasser et al., 2012]. Усовершенствованная web-
версия Primer3Plus [Untergasser et al., 2007] 
находится по адресам http://primer3plus.com и 

http://www.oligo.net/
http://www.dnastar.com/
https://www.thermofisher.com/ru/ru/home/products-and-services/product-types/primers-oligos-nucleotides/invitrogen-custom-dna-oligos/primer-design-tools.html
https://www.thermofisher.com/ru/ru/home/products-and-services/product-types/primers-oligos-nucleotides/invitrogen-custom-dna-oligos/primer-design-tools.html
https://www.thermofisher.com/ru/ru/home/products-and-services/product-types/primers-oligos-nucleotides/invitrogen-custom-dna-oligos/primer-design-tools.html
https://www.thermofisher.com/ru/ru/home/products-and-services/product-types/primers-oligos-nucleotides/invitrogen-custom-dna-oligos/primer-design-tools.html
http://ugene.net/
http://bioinfo.ut.ee/primer3/
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http://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.h

tm. Программа PCRTiler 
(http://pcrtiler.alaingervais.org:8080/PCRTiler) [Gervais 
et al., 2010] представляет собой web-сервер, 
дробящий анализируемую последовательность ДНК 
на относительно мелкие фрагменты, для каждой из 
которых ведется автоматический подбор праймеров 

с помощью именно программы Primer3. В одной из 
работ было проведен анализ успешности подбора 
праймеров рядом компьютерных программ как для 
AT- или GC-обогащенных участков, так и для 
фрагментов с их приблизительным равенством, в 
результате чего был сделан вывод, что испытанные 

ими одиннадцать программ (Primer3, Primer Design 
Assistant, PrimerQuest, GeneFisher и др.) несколько 
различаются по эффективности дизайна праймеров 
для ДНК с разными составами нуклеотидов [Chavali 
et al., 2005]. 
 Программа FastPCR позволяет осуществлять 

дизайн праймеров не только для стандартной ПЦР, 
но и для мультиплексной, метабисульфитной ПЦР, 
вырожденной ПЦР, включая использование LNA-
аналогов нуклеотидов, ПЦР в реальном времени, 
ПЦР с последующим безлигазным клонированием 
множественных фрагментов и др. [Kalendar et al., 

2011; 2014]. FastPCR доступна с сайта 
http://primerdigital.com/fastpcr.html, при этом работа с 
ней возможна в сети по адресу 
http://primerdigital.com/tools/pcr.html.  

Программа MFEprimer ориентирована на 
проверку специфичности праймеров, уделяя 

внимание их 3’-концам [Qu et al., 2012; 2015]. Эта 
программа доступна в сети интернет - 
http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/. 
Недавно написанная программа MRPrimer благодаря 
возможностям компьютерного подбора и анализа 
выбранных праймеров за счет выполняемого 

ранжирования рекомендует лучшую пару для 
конкретных таргетных последовательностей [Kim et 
al., 2015]. 
 Несмотря на то что выше нами говорилось 
об отсутствии принципиальных различий при 
подборе праймеров для разных видов ПЦР, тем не 

менее написано несколько программ, рассчитанных 
именно на дизайн праймеров для проведения 
количественной ПЦР в режиме реального времени. К 
таковым можно отнести программы QuantPrime 
(http://www.quantprime.de) [Arvidsson et al., 2008], 
MultiPriDe [Ziesel et al., 2008], PRaTo [Nonis et al., 

2011], Edesign (http://www.dnaform.com/edesign2) 
[Kimura et al., 2016]. Также довольно широко для 
этих целей используется программа Primer Express 
(http://primer-express.software.informer.com), 
являющаяся коммерческим продуктом фирмы Life 
Technologies, Inc.  

Следует отметить, что для современных 

разработок программного обеспечения применяются 
языки программирования высокого уровня. Важной 
особенностью большей доли программ является 
возможность согласованной работы с базами 
данных. Основные применяемые в разработке языки 
программирования: C++, C#, FORTRAN, Java Script, 

Python, Perl. Например, программа PrimerMapper 
разработана на языке Perl с поддержкой модуля Tkx 
для создания графического интерфейса программы с 
применением специализированного набора модулей 
BioPERL. 

В основном выходные файлы формируются 

в специализированном формате, что весьма удобно 
при работе с разными программами. Формат FASTA 
один из наиболее популярных форматов для 
предоставления последовательностей нуклеотидов и 
аминокислот. Данный формат может содержать 
названия последовательностей и сопутствующие 

комментарии. Сформированные файлы можно 
конвертировать в табличный формат CSV, что 
позволит работать с результирующими данными в 
большем количестве программ. Простота FASTA-
формата позволяет легко производить различные 
действия с последовательностями при помощи 

инструментов редактирования текста и скриптовых 
языков программирования, таких как Python, Ruby, 
Perl. Более подробная информация хранится в 
файлах формата GenBank. Файл формата GenBank 
представляет собой текстовый документ, который 
формируется через поименованные записи. По 

соглашению, файлы формата GenBank имеют 
расширение GBK.  

Прежде чем перейти к рассмотрению 
компьютерных программ для дизайна праймеров, 
используемых в вариантах ПЦР для решения 
специфических задач, коротко коснемся еще одного 

важного аспекта, а именно так называемой 
валидации праймеров. Под этим понимается 
получение дополнительной информации о том, на 
каких еще последовательностях могут отжигаться 
подобранные праймеры, что может привести к 
амплификации заключенного между ними 

нецелевого участка в геометрической прогрессии. 
Для этого предлагается проводить соответствующий 
поиск гомологичных участков с помощью программы 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) по уже 
известным нуклеотидным последовательностям, 
выбор которых для такого анализа может задавать 

сам экспериментатор. Ряд компьютерных программ 
подбора праймеров таких как OligoFactory, Primique, 
QuantPrime, De-MetaST-BLAST, Primer-BLAST 
помимо собственно подбора праймеров для 
внесенных в них последовательностей нуклеотидов 
позволяют проводить валидацию 

http://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm
http://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm
http://pcrtiler.alaingervais.org:8080/PCRTiler
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http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/
http://www.quantprime.de/
http://www.dnaform.com/edesign2
http://primer-express.software.informer.com/
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сконструированных праймеров по базе данных NCBI 

для исключения возможного фальш-праймирования, 
но все они имеют разные и весьма ощутимые 
ограничения [Schretter, Milinkovitch, 2006; Fredslund, 
Lange, 2007; Arvidsson et al., 2008; Gulvik et al., 2012; 
Ye et al., 2012]. Недавно написана программа для 
дизайна праймеров MRPrimerW 

(http://mrprimerw.com), по уверению авторов 
снимающая некоторые проблемы при обращении к 
BLAST-серверу и по целому ряду параметров 
превосходящая сходные программы, среди которых 
ими были испытаны, в том числе Primer3Plus, 
BatchPrimer3, Primique, QuantPrimer, Primer-BLAST 

[Kim et al., 2016].  
 

Компьютерные программы подбора праймеров 

для специализированных задач 
 Многие из рассмотренных в предыдущем 
разделе компьютерных программ для дизайна 

праймеров широкого профиля позволяют 
осуществлять подбор праймеров и для 
специализированных ПЦР-приложений. Но также 
написано и немало программ дизайна праймеров, 
решающих относительно узкопрофильные задачи, 
внимание которым будет уделено в данном разделе.  

 Одна из возможностей резкого увеличения 
общей производительности ПЦР заключается в 
проведении данной реакции одновременно с 
несколькими парами праймеров, что получило 
название мультиплексной ПЦР. При этом ввиду 
присутствия в реакционной смеси большого числа 

разных олигонуклеотидов резко увеличивается 
вероятность димеризации, и соответственно 
возрастают требования к дизайну праймеров. Целый 
ряд программ подбора праймеров написан 
специально для мультиплексной ПЦР. К таковым 
можно отнести, например, программы MuPlex 

[Rachlin et al., 2005], MultiPLX [Kaplinski et al., 2005; 
Kaplinski, Remm, 2007], MPCRPs designer [Chen et al., 
2009], программу Multiplex manager 1.0 
(http://multiplexmanager.com) [Holleley, Geerts, 2009], 
программу Matchup [Jang et al., 2010]. 
Специализированная программа PrimerStation 

(http://ps.cb.k.u-tokyo.ac.jp/index.html) позволяет 
избегать наличия в праймерах для мультиплексной 
ПЦР с ДНК человека однонуклеотидных замен, 
участков poly-A и СА-повторов [Yamada et al., 2006]. 

Существует немало компьютерных 
программ, предназначенных для подбора праймеров 

с целью выявления мутаций, инделов, а также 
однонуклеотидного полиморфизма ДНК [Vieux et al., 
2002; Niu, Hu, 2004; Alexander et al., 2005; Ringquist 
et al., 2005; Weckx et al., 2005; 2007; Zhang et al., 
2005; Wangkumhang et al., 2007; Yao et al., 2008; Yang 
et al., 2009a; Chang et al., 2009; You et al., 2009; Yang 

et al., 2010a; 2012; Paneto, De Paula Careta, 2015]. 

Дизайн праймеров для амплификации промоторных 
участков, экзонов и выявления снипов в человеческих 
геномах осуществляется с помощью программы 
PrimerZ (http://genepipe.ncgm.sinica.edu.tw) [Tsai et al., 
2007]. Аналогичные функции по недопущению на 3’-
концах праймеров замен и исключения в 

амплифицируемых последовательностях структурных 
вариаций типа инделов и им подобным выполняет 
программа RExPrimer, доступная на сервере 
http://www4a.biotec.or.th/rexprimer [Piriyapongsa et al., 
2009]. 

Во многих программах предварительно 

проводится множественное выравнивание 
нуклеотидных последовательностей гомологичных 
генов с дальнейшим подбором праймеров к 
консервативным участкам – PRIMEGEN [O’Hara, 
Venezia, 1991]; PCRPROF [Dopazo et al., 1993]; 
GPRIME [Gibbs et al., 1998]; Amplicon [Jarman, 2004]; 

Primaclade (http://primaclade.org) [Gadberry et al., 
2005]; PriFi (http://cgi-www.daimi.au.dk/cgi-
chili/PriFi/main) [Fredslund et al., 2005]; QPRIMER 
[Kim, Lee, 2007]; AlignMiner (http:// 
http://www.scbi.uma.es/bio/soft/alignminer) [Guerrero et 
al., 2010]; PrimerIdent (http://primerident.up.pt) 

[Pessoa et al., 2010]; maxAlike 
(http://rth.dk/resources/maxAlike/) [Menzel et al., 2011]; 
Gemi (http://sourceforge.net/projects/gemi) [Sobhy, 
Colson, 2012]; PrimerDesign [Brodin et al., 2013]; SP-
Designer [Villard, Malausa, 2013]. Программа 
GenoFrag помогает подобрать праймеры для сравнения 

близкородственных штаммов микроорганизмов 
путем амплификации всего генома в виде протяженных 
(около 10 т.п.н.) ампликонов [Ben Zakour et al., 2004; 
Ben Zakour, Le Loir, 2007]. Программа PrimerDesign-
M [Yoon, Leitner, 2015] предназначена для 
множественного выравнивания небольших геномов и 

подбора праймеров для геномной «прогулки» и как 
web-сервис доступна на сайте 
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/PRIMER_DE
SIGN/primer_design.html. MEDUSA [Podowski, 
Sonnhammer, 2001], UniPrime [Bekaert, Teeling, 2008] 
и UniPrime2 [Boutros et al., 2009] фактически 

являются оболочками к ряду программ 
множественного выравнивания нуклеотидных 
последовательностей и подбора праймеров, облегчая 
работу дизайнерам праймеров. Однако есть и иные 
взгляды на подбор праймеров, пригодных для 
амплификации сходных последовательностей у 

разных организмов. Так, авторы программы PriMux 
напротив подчеркивают, что при подборе праймеров 
для таких задач обходятся без множественного 
выравнивания, используя другой подход [Hysom et 
al., 2012].  
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Принимая во внимание важность 

использования в ПЦР вырожденных праймеров и 
сложность их дизайна, целый ряд теоретических 
работ посвящен этому вопросу [Kwok et al., 1994; 
Linhart, Shamir, 2002; 2005; Balla, Rajasekaran, 2007]. 
Написано немало компьютерных программ, 
облегчающих подбор вырожденных праймеров 

[Singh et al., 1998; Wei et al., 2003; Jabado et al., 2006; 
Linhart, Shamir, 2007; Souvenir et al. 2007; Najafabadi 
et al., 2008; 2008a; Contreras-Moreira et al., 2009; 
Gulvik et al., 2012; Kitchen et al., 2012; Gahoi et al., 
2013; Gardner, Slezak, 2014; Lane et al., 2015]. 
Довольно популярная программа GeneFisher 

рассчитана на подбор вырожденных праймеров для 
амплификации фрагментов ДНК, исходя из анализа 
аналогичных известных участков у родственных 
организмов [Giegerich et al., 1996]. Он-лайн версия 
GeneFisher2 находится по адресу 
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2. Еще 

одной вариацией данной программы является 
GeneFisher-P [Lamprecht et al., 2008]. Отдельное 
внимание стоит уделить довольно широко 
используемым программам семейства CODEHOP 
(COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide 
Primer) [Rose et al., 1998; 2003; Stacheli et al., 2009] и 

ее интерактивного (i) варианта iCODEHOP [Boyce et 
al., 2009; Stacheli et al., 2011], находящегося по 
адресу http://icodehop.cphi.washington.edu/i-codehop-
context/Welcome. Особенностями 
сконструированных с помощью данных программ 
праймеров являются короткие участки вырожденных 

последовательностей на 3’-конце, и более 
консервативный 5’-конец большей протяженностью, 
фланкирующий таргетный мотив. Считается что 
достаточно 3-4 высококонсервативных 
аминокислотных остатка для создания хорошо 
работающих вырожденных праймеров. Таким 

образом, любой праймер, дизайн которого, 
произведен с помощью программ CODEHOP, 
представляет собой фактически пул праймеров с 
гетерогенными 3’-концами и одинаковыми 5’-
участками.  

В последние годы важное значение приобретает 

установление метилированного статуса цитозиновых 
остатков, ответственных за различное функциональное 
состояние содержащих их генов, а также регуляторных 
участков. Одним из подходов выявления 
метилированных цитозинов является проведение 
бисульфитного секвенирования ДНК с помощью 

ПЦР со специальным образом подобранными 
праймерами, для чего написан ряд программ, 
например MethPrimer [Li, Dahiya, 2002; Li, 2007], 
PerlPrimer [Marshall, 2004]; BiSearch [Tusnady et al., 
2005; Aranyi et al., 2006; Aranyi, Tusnady, 2007], 
MSPrimer [Brandes et al., 2007], Bisprimer [Kovacova, 

Janousek, 2012]. Для выявления так называемых 

CpG-островков можно подбирать праймеры с 
помощью программы PRIMEGENS-v2 [Srivastava et 
al., 2008]. Программа MSRE-HTPrimer, основанная 
на Primer3, позволяет осуществлять дизайн 
праймеров для проведения метилчувствительной 
ПЦР [Pandey et al., 2016]. Подбор праймеров для 

этих целей ведется также с помощью программы 
Methyl Primer Express Software v1.0 
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/
ab?cmd=catNavigate2&catID=602121&tab=DetailInfo), 
являющейся коммерческим продуктом фирмы Life 
Technologies, Inc.  

 Такие программы подбора праймеров как 
PrimeArray, GenomePRIDE, FindGPDs, G-PRIMER, 
DualPrime и ряд других предназначены для 
генерации большого числа пар праймеров при 
выполнении крупномасштабных проектов анализа 
кодирующих областей геномов эукариотических 

организмов путем микроэррейной амплификации 
[Raddatz et al., 2001; Fernandes, Skiena, 2002; 
Rouillard et al., 2002; 2003; Haas et al., 2003; Blick et 
al., 2003; Gordon, Sensen, 2004; Wang et al., 2004; 
Andersson et al., 2005; Penkett et al., 2006; Lee et al., 
2008]. Программа GST-PRIME (Gene Sequence Tags) 

ориентирована на дизайн праймеров для 
амплификации кодирующих участков ДНК или 
кДНК арабидопсиса и дрозофилы [Varotto et al., 
2001; Leister, Varotto, 2007]. Программа PRIMEGENS 
отчасти также ориентирована на подбор праймеров 
для конструирования микроэррейных чипов 

[Srivastava, Xu, 2007]. Авторы упомянутой выше 
программы GenomePRIDE гарантировали дизайн 
праймеров со скоростью до 1000 праймерных пар за 
один час, 99% которых оказывались успешными при 
выполнении ПЦР. Гораздо большей 
производительностью характеризуется программа 

для дизайна праймеров JCSC Primer Selection Tool, 
генерирующая до 1000 праймерных пар за одну 
минуту [Canaves et al., 2004]. Программа hybseek 
позволяет подбирать праймеры для твердофазной 
микроэррейной амплификации, акцентируя 
внимание на патогенных микроорганизмах [Frech et 

al., 2009].  
Для секвенирования ПЦР-продуктов, в том числе 

при выполнении крупномасштабных проектов, 
написано несколько компьютерных программ подбора 
праймеров – PRIMO [Li et al., 1997]; PRIDE [Haas et 
al., 1998]; MutScreener [Yao et al., 2006]; BatchPrimer3 

(http://wheat.pw.usda.gov/demos/BatchPrimer3) [You 
et al., 2008]; Optimus Primer (http://op.pgx.ca) 
[Brown et al., 2010]; PriSM 
(http://www.broadinstitute.org/scientific-
community/science/projects/viral-genomics/prism) [Yu 
et al., 2011]. В случае мультиплексного 

http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2
http://icodehop.cphi.washington.edu/i-codehop-context/Welcome
http://icodehop.cphi.washington.edu/i-codehop-context/Welcome
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=602121&tab=DetailInfo
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=602121&tab=DetailInfo
http://wheat.pw.usda.gov/demos/BatchPrimer3
http://op.pgx.ca/
http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/viral-genomics/prism
http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/viral-genomics/prism


Чемерис Д.А. и др… «Дизайн праймеров для ПЦР» 

 

 222 

полногеномного секвенирования одновременно 

нескольких образцов необходимо использование 
баркодов, представляющих собой уникальные 
последовательности, по которым можно отличать 
одни риды от других, но поскольку они могут 
вносить нежелательную избирательность на стадии 
амплификации для исключения таких перекосов 

предлагается использовать программу подбора 
праймеров BARCRAWL, при дизайне сразу 
учитывающую последовательности баркодов [Frank, 
2009]. Аналогичную задачу решает программа 
PrimerProspector (http://pprospector.sourceforge.net) 
[Walters et al., 2011]. Внимания также заслуживает 

недавно написанная программа STITCHER, 
доступная как web-ресурс по адресу 
http://ohalloranlab.net/STITCHER.html [O’Halloran, 
2015]. Данная программа ориентирована на подбор 
праймеров, «сшитых» с различными 
перекрывающимися участками, расположенными на 

их 5’-конце. При этом такие дополнительные 
последовательности могут быть добавлены самим 
экспериментатором или выбраны из небольшой 
встроенной базы данных, где содержится 
информация о последовательностях адапторов для 
полногеномного секвенирования на платформе 

Illumina, а также генов маркерных белков GFP, YFP. 
Программа QDD [Meglécz et al., 2010] позволяет 
подбирать праймеры для амплификации 
микросателлитных последовательностей по данным 
секвенирования из крупномасштабных проектов.  
 Для одного из способов клонирования ПЦР-

продуктов путем безлигазного объединения 
множественных фрагментов ДНК написана 
специализированная программа подбора праймеров 
PHUSER (Primer Help for USER), где особое 
внимание должно уделяться выступающим на 5’-
концах праймеров последовательностям ДНК [Olsen 

et al., 2011; Salomonsen et al., 2014]. Данная 
программа доступна на сайте 
http://cbs.dtu.dk/services/phuser. Программа для 
подбора праймеров для последующего клонирования 
продуктов ПЦР за счет включенных в состав 
праймеров сайтов рестрикции CloneAssistant 1.0 

доступна на сайте http://bis.zju.edu.cn/clone/ [Shao et 
al., 2010]. Ранее аналогичные задачи была призвана 
решать программа PCRCLNG, генерирующая 
праймеры с наличием на 5’-конце 
экстрапоследовательностей, несущих сайты 
рестрикции [Hou, 2002]. Для клонирования и 

последующей экспрессии генов в прокариотических 
системах можно подбирать праймеры с помощью 
программы Express Primer Tool [Yoon et al., 2002] 
или программы PrimerCE, включающей информацию 
о 30 наиболее часто используемых векторах [Cao et 
al., 2010]. 

 Программа EC_oligos осуществляет 

автоматический подбор консервативных праймеров к 
консервативным участкам экзонов двух различных 
аннотированных последовательностей какого-либо 
организма, в том числе и в полногеномном масштабе 
[Liu et al., 2004]. Сходные задачи была призвана 
решать программа ELXR (Exon Locator and Extractor 

for Resequencing) [Schageman et al., 2004]. Программа 
EXPrimer для дизайна праймеров для обратно-
транскрипционной ПЦР выбирает участки с экзон-
экзонными границами [Sandhu, Acharya, 2005]. 
Программа PrimerSeq рассчитана на дизайн 
праймеров для обратно-транскрипционной ПЦР с 

учетом возможного альтернативного сплайсинга 
[Tokheim et al., 2014]. Еще целый ряд программ 
AutoPrime, PUNS, Expeditor, Pythia, EasyExonPrimer, 
BatchPD [Wrobel et al., 2004; Boutros, Okey, 2004; Hu 
et al., 2005; Wu, Munroe, 2006; Mann et al., 2009; Lai, 
Love, 2012] также ориентирован на подбор 

праймеров к кодирующим участкам геномов. 
Недавно написана программа Scrimer 
(http://scrimer.readthedocs.io/en/latest/), нацеленная на 
дизайн праймеров из транскриптомных данных 
[Morkovsky et al., 2015].  
 Проведение сайт-направленного мутагенеза 

требует специально подобранных праймеров, что 
предлагается осуществлять с помощью программ 
Primer Generator [Turchin, Lawler, Jr., 1999] или 
insilico. mutagenesis [Krauss, Eggert, 2005]. 
Программа SDM-Assist позволяет создавать 
праймеры для сайт-направленного мутагенеза, при 

этом помечая праймеры особой меткой, что затем 
способствует нахождению мутагенизированных 
последовательностей [Karnik et al., 2013]. Праймеры 
для перетасовки генных последовательностей или 
ДНК-шаффлинга рекомендуется подбирать с 
помощью программы PrecisePrimer [Pauthenier, 

Faulon, 2014]. 
 Программа PRIMROSE нацелена на подбор 
праймеров в генах 16S рРНК с целью амплификации 
специфичных фрагментов для установления 
филогенетического родства анализируемых бактерий 
[Ashelford et al., 2002]. Сходные задачи выполняет 

программа SPYDER 
(http://people.uleth.ca/~selibl/Spyder/Spyder.html) 
[Thomas et al., 2011]. Дизайн праймеров для 
амплификации генов рРНК грибов, выявляемых в 
окружающей среде, производился с помощью 
программ PRISE (PRImer SElect) [Fu et al. 2008] и 

PRISE2 [Huang et al., 2014].  
 WEB-сервер Primerize, находящийся в 
свободном доступе (http://primerize.stanford.edu), 
предназначен для подбора праймеров для 
амплификации участков, несущих информацию о 
некодирующих РНК [Tian et al., 2015]. В последние 

http://pprospector.sourceforge.net/
http://ohalloranlab.net/STITCHER.html
http://cbs.dtu.dk/services/phuser
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http://scrimer.readthedocs.io/en/latest/
http://people.uleth.ca/~selibl/Spyder/Spyder.html
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годы растет число задач по выявлению и 

количественной оценке микроРНК, решить которые 
помогает специализированная программа подбора 
праймеров miPrimer [Busk, 2014]. Программа GeneUp 
была ориентирована на дизайн коротких (8-10 
звеньев) праймеров, используемых обычно при 
анализе молекул РНК [Pesole et al., 1998].  

 Узкую направленность имеет программа 
PrimerHunter, поскольку рассчитана на подбор 
праймеров для идентификации различных субтипов 
вируса гриппа [Duitama et al., 2009]. Программа 
PhiSiGns предназначена для дизайна праймеров для 
изучения биоразнообразия бактериофагов [Dwivedi 

et al., 2012]. Программа AcePrimer также написана 
исключительно для дизайна праймеров для поиска 
делеций в геноме нематоды Caenorhabditis elegans 
[McKay, Jones, 2001]. Программа Primers-4-Yeast 
ориентирована на поиск праймеров для 
амплификации участков ДНК из генома дрожжей 

Saccharomyces cerevisiae [Yofe, Schuldiner, 2014]. 
Программа Primer Prim’ər (http://www-
nmr.cabm.rutgers.edu/bioinformatics/Primer_Primer/) 
позволяет в автоматическом режиме подбирать 
праймеры для амплификации плазмидной ДНК. Она 
имеет небольшую библиотеку часто используемых 

плазмидных векторов, которая может дополняться 
самими экспериментаторами [Everett et al., 2004]. С 
помощью программы DNA-Fold осуществлялся 
дизайн праймеров для проведения SSCP-анализа 
одноцепочечных ампликонов [Nielsen et al., 1995]. 
При амплификации HLA-локусов для дизайна 

праймеров предлагалось использовать программу 
PCR-SSP (Sequence Specific Primers) Manager [Bunce 
et al., 1998]. Учитывая важность исключения 
гомо/гетеро праймерных димеров, была написана 
специальная компьютерная программа AutoDimer 
[Vallone, Butler, 2004]. Она предназначалась для 

подбора мультиплексных праймеров при ДНК-
идентификации личности с помощью STR-
локусов или SNP-маркеров. В виде web-версии 
она доступна на сайте - 
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/AutoDimerHom
epage/AutoDimerProgramHomepage.htm. Программа 

SeqState (http://bioinfweb.info/Software/SeqState) 
позволяет осуществлять дизайн праймеров для 
филогенетических исследований [Muller, 2005]. 
Особенностью программы PD5 является то, что она 
позволяет конструировать праймеры длиннее 32 
звеньев [Riley et al., 2013]. Программа Primer Master 

имеет два режима – «универсальный» и 
«специфичный», с помощью последнего допускается 
анализировать неограниченное число нуклеотидных 
последовательностей длиной до 32 т.п.н. [Proutski, 
Holmes, 1996]. 

Дополняющие друг друга программы 

UniFrag и GenomePrimer рассчитаны на 
автоматический подбор праймеров из уникальных 
регионов генома [van Hijum et al., 2003]. Программа 
GENOMEMASKER маскирует в геномах эукариот 
повторяющиеся последовательности для ведения 
подбора праймеров только по уникальным 

последовательностям [Andreson et al., 2006; 2007; 
2015]. Данную программу можно скачать здесь 
http://bioinfo.ut.ee/download, а ее web-версия доступна 
по этому адресу - http://bioinfo.ut.ee/genometester.  
 Еще одна программа RJPrimers 
(http://probes.pw.usda.gov/RJPrimers/index.html) 

призвана конструировать праймеры для разработки 
геномных маркеров и обнаружения мест внедрения 
транспозонов [You et al., 2010]. С ее помощью 
созданы маркеры для картирования генома эгилопса 
Aegilops tauschii, являющегося донором субгенома D 
мягкой пшеницы. Ранее этой же группой авторов 

написана программа ConservedPrimers 2.0 
(http://probes.pw.usda.gov/ConservedPrimers/index.html), 
позволяющая конструировать праймеры для 
выявления в геноме пшеницы однонуклеотидных 
замен [You et al., 2009].  
 В одной из недавних статей [Ramiez-

Gonzalez et al., 2015; 2015a] отмечается, что 
нынешние программы дизайна праймеров 
принимают во внимание все нуклеотидные 
последовательности генов и геномов как в 
действительности принадлежащие диплоидным 
организмам, тогда как для полиплоидных форм 

необходимо учитывать уровень плоидности генома у 
конкретного вида. Так, в этих цитированных статьях 
на примере гексаплоидной мягкой пшеницы, 
состоящей из трех субгеномов, показаны 
возможности программы PolyMarker 
(http://polymarker.tgac.ac.uk) по дизайну праймеров 

для выявления однонуклеотидных замен. Недавно 
была написана еще одна компьютерная программа 
GSP (Genome Specific Primer) для подбора праймеров 
для полиплоидных организмов, доступная как web-
ресурс (http://probes.pw.usda.gov/GSP), где в качестве 
встроенной базы данных содержится информация о 

полиплоидных организмах – гексаплоидной хлебной 
пшенице Triticum aestivum, просе прутьевидном 
Panicum virgatum и тетраплоидном хлопчатнике 
Gossypium hirsutum [Wang et al., 2016]. 
 

Праймерные базы данных 

 Учитывая определенные сложности в 
подборе праймеров, а также тот факт, что разные 
экспериментаторы могут быть заинтересованы в 
амплификации одинаковых участков геномов у 
различных видов организмов, ученое сообщество 
вполне логично рассудило, что необходимо делиться 
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сведениями об успешно работающих праймерах. 

Поэтому по мере широкого распространения метода 
ПЦР стали появляться соответствующие базы 
данных, в которых накапливалась информация о 
последовательностях праймеров, хорошо себя 
зарекомендовавших. Приведем здесь информацию о 
некоторых таких базах данных.  

 Существует довольно крупный банк 
праймерных последовательностей PrimerBank 
(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) [Wang, Seed, 
2003; Spandidos et al., 2008; 2010; Wang et al., 2012] - 
по состоянию на ноябрь 2011 г. (о чем сообщается в 
последней из процитированных здесь статей и на 

самом сайте) содержал около полумиллиона 
праймеров для амплификации различных участков 
геномов мыши и человека. В этой же базе данных 
имеется информация о праймерах для 
количественной оценки транскриптов различных 
генов мыши и человека в ПЦР реального времени. 

Многочисленные праймеры для полных 
транскриптомов мыши и человека представлены в 
другой базе данных [Zeisel et al., 2013]. Информация 
о праймерах для проведения ПЦР в реальном времени 
содержится также в базе данных RTPrimerDB 
(http://rtprimerdb.org) [Pattyn et al., 2003; 2006; Lefever 

et al., 2009]. Аналогичные базы данных праймеров 
для количественной ПЦР расположены по адресам 
https://primerdepot.nci.nih.gov [Cui et al., 2006], 
http://bbcftools.epfl.ch/getprime [Gubelmann et al., 2011], 
http://hpclife.th-wildau.de:5984/rpc/_design/rpc/view.html 
[Silbermann et al., 2013]. 

Как уже говорилось выше, значительное 
внимание уделяется установлению статуса 
метилированности остатков цитозина в геномах 
эукариот. Поскольку применяемая для этого 
бисульфитная обработка ДНК превращает цитозины 
в урацилы, а метилированные цитозины остается 

неизменными, то использовать для проверки 
потенциальных мест отжига специально 
подобранных для этой цели праймеров, например, 
программу BLAST становится практически 
невозможно. Чтобы облегчить эту часть 
экспериментов были организованы 

специализированные базы данных methBLAST и 
methPrimerDB [Pattyn et al., 2006a]. База данных 
methPrimerDB (http://medgen.ugent.be/methprimerdb) 
содержит 259 праймерных пар для анализа 
отдельных генов человека, мыши и крысы.  

Для различных видов растений также были 

созданы базы данных праймерных 
последовательностей – AtRTPrimer, DATFAP, 
PIPEMicroDB [Han et al., 2006; Fredslund, 2008; Sarika 
et al., 2013]. Еще одна база данных в 2007 г. 
содержала свыше 700 последовательностей 
праймеров для амплификации с помощью ПЦР 

различных фрагментов хлоропластных геномов 13 

видов растений [Heinze, 2007]. 175 домен-
специфичных праймеров для амплификации генов 
рРНК бактерий (по состоянию на сентябрь 2015 г.) 
имеется в базе данных probeBase 
(http://www.probebase.net) [Greuter et al., 2016]. Для 
детекции с помощью ПЦР патогенных 

микроорганизмов, среди которых возбудители чумы, 
сибирской язвы и других инфекций на случай 
биотеррористической атаки существовала база 
данных праймеров Patho-Genes [Gardes et al., 2012] 
(на данный момент недоступна). Ранее была создана 
и база данных по праймерам для детекции с 

помощью ПЦР различных вирусов [Onodera, 
Melcher, 2002]. 
 Так как вышеописанную информацию 
удобнее и нагляднее представлять в виде таблиц, то 
для ее хранения используются реляционные базы 
данных. Во многих приложениях для разработки 

базы данных и грамотной организации запросов 
используются системы управления базами данных 
(СУБД) MySQL и Oracle. MySQL применяется для 
разработки малых и средних приложений. То есть 
данная СУБД применима к базам данных, хранящих 
специфическую информацию по дизайну праймеров. 

СУБД Oracle применима к крупномасштабным 
проектам. Например, RTPrimerDB реализована с 
помощью реляционной СУБД Oracle 8i. Веб-
приложение, управляющее и формирующее запросы 
к БД, основано на PHP-скриптах, использующих 
интерфейс OCI (Oracle Call Interface). Полноценное 

приложение запускается на веб-сервере Apache в 
окружении операционной системы Windows 2000 
[Pattyn et al., 2003; 2006; Lefever et al., 2009].  

Базы данных, которые находятся в открытом 
доступе сети Интернет могут пополняться 
непосредственно исследователями с помощью 

автоматизированной системы пополнения баз 
данных. 
 

Заключение 
 В данной статье нами предпринята попытка 
собрать информацию практически обо всех 

компьютерных программах для дизайна праймеров, 
число которых превысило полторы сотни

2
. Тем не 

менее, несмотря на очень большое количество 
компьютерных программ для подбора праймеров, 
еще не все задачи моделирования праймеров 
решены.  

Например, отсутствуют программы, 
позволяющие создавать некоторые сложные 

                                                 
2
 Будем признательны всем, кто пришлет нам 

указания на неизвестные нам компьютерные 

программы для дизайна праймеров. 

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
http://rtprimerdb.org/
https://primerdepot.nci.nih.gov/
http://bbcftools.epfl.ch/getprime
http://hpclife.th-wildau.de:5984/rpc/_design/rpc/view.html
http://medgen.ugent.be/methprimerdb
http://www.probebase.net/
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олигонуклеотидные структуры, используемые в 

различных вариациях метода ПЦР, применимые и в 
ряде изотермических реакций.  
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Resume 

In three decades of the existence the polymerase chain reaction (PCR) as a method of molecular biology 
got practically into all modern physicochemical biology and related subjects. PCR is applied 

approximately in every eighth work where DNA is analyzed. Oligonucleotide primers are extremely 
important component of any PCR, and there is a number of requirements to their design. Now for this 
purpose the specialized computer software based on various algorithms are used. Many programs for 
primers design exist as free web services, also their distribution kits can be received from developers, 
quite often authors provide access to source code of their products. A number of programs are 
accessible from commercial sources. The existing software allow to design primers for various 

modifications among which there is multiplex, degenerate, metabisulfite PCR, PCR in real time, PCR 
with the subsequent cloning of multiple fragments, including ligase-free, PCR site-directed 
mutagenesis, PCR aimed for indel and mutations identification, SNP, etc. The multiple parameter 
analysis of oligonucleotides properties in silico (melting point definition, detection of secondary 
structures, dimers, etc.) is carried out. The programs which are carrying out design the oligonucleotide 
primers with various modifications, for example, containing ribonucleotides, LNA nucleotides are 

developed. Recently the programs of primers design considering the ploidy level of the concrete type of 
an organism genome began to appear. The large number of references to web services of software for 
primers design is given. Some databases in which information on the sequences of well proved primers 
collects are briefly characterized. The list of a references consist of more than 240 sources. In this work 
software complexes, and partly some algorithms which are applied to selection of primers are 
considered. A basis of any modern software complex, an efficient algorithm is the mathematical 

description in the form of systems of algebraic, differential equations, integral differential equations. 
 
Keywords: PCR, primer, primer annealing temperature, melting temperature, oligonucleotide, primer design, 
software, algorithm, database, databank 
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