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設計 primer 流程 

使⽤用時機： 
1. qPCR 時使⽤用（片段較短，<250 bp）


2. ⽤用於⼀一般 PCR 驗證

3. ⽤用於質體建構時的 target gene 製備 (需恰好使⽤用整段完整的基因)


步驟 ： 

1. （如果有確定好的片段則可跳過本步驟）進入 NCBI nucleotide 網站⾴頁⾯面 https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/，並輸入感興趣的基因。


2. 選擇 “ mRNA” 的數據，並點 “FASTA” 取得⽂文字形式序列列。
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3. 複製序列列部分，並於 NCBI Primer-Blast 網站⾴頁⾯面 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/ 中貼上


4. 修改 Primer Parameters 之 PCR product size (僅 qPCR ⽤用途時需要）。設定值為120 - 250。
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5. 選擇 Database 種類。⼀一般 RNA 選⽤用 “Refseq mRNA” ， 如果需要 non-coding RNA 則選⽤用 
“Refseq RNA” 。


6. 記得勾選下⽅方兩兩格⽅方框，主要⽤用意在於避免搜尋到資料庫中未被驗證的序列列。然後就可以送出
了了!


7. 圖⽰示的 primer 位置。


8. 選擇 primer 的原則。

(1) 兩兩 primer 間 Tm 值盡量量 <1

(2) Self complementarity <5

(3) Self 3' complementarity <2


