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PCR is a rapid and sensitive method for detection of viruses from clinical samples and good primers are essential for 
successful PCR. However, high mutation rate of viral genomes often results in failure in detecting viruses, and there 
have been attempts to develop primers from multiple viral sequences. Thus, we developed a program called Universal 
Primers Score Ranking (UPSR) which generates primers from multiple sequences and ranks the quality of primers 
automatically. The feasibility of the UPSR program was tested using hepatitis B viruses (HBV) isolated from Korean 
patients. UPSR generated primer candidates with quality score ranks according to two Tm values. We found that Tm2 
values calculated based on the thermodynamics of nearest neighboring bases were better correlated with actual detection 
rate of HBV from patients’ sera. The primer with number 1 rank by Tm2 values detected more samples than any other 
primers designed by UPSR, commercial primer, or other reference primers suggested by previous literatures. Thus, UPSR 
proved to be easy and useful to design primers from multiples sequences in detecting viruses. 
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서  론 

 
수혈을 필요로 하는 사람들에게 혈액 및 혈액제재에서

의 병원성 미생물의 오염은 치명적인 결과를 유발한다. 
현재 우리나라에서는 헌혈 후 혈액에서 B형 간염바이러

스, C형 간염바이러스, AIDS의 병원체인 HIV, 그리고 매
독균의 오염여부를 검사하게 되어 있다. 이들 병원체는 
항원-항체 반응에 기초한 방법으로 검사하고 있으나, 민

감도가 떨어지고, 특히 감염 직후 항체가 생성되기 전 즉, 
잠복기 기간에는 바이러스 오염여부를 검출할 수 없는 
문제점을 가지고 있다. 이러한 문제점을 해결하기 위한 
기존의 항원-항체 반응보다 뛰어난 검사방법 중의 하나

인 유전자 증폭기술인 nucleic acid amplification technique 
(NAT)의 대표적인 polymerase chain reaction (PCR) 방법은 
민감성과 특이성이 높아 바이러스 입자내의 DNA 또는 
RNA를 검사하는 방법으로 제시되고 있다 (3,6,13,18,19). 

PCR 방법을 사용하여 혈액 및 혈액제재에서 바이러스

들을 검출하기 위해서는 좋은 품질의 프라이머 (primer)
의 설계가 필요하다. 하지만 수많은 분리주를 가지는 바
이러스를 검출할 수 있는 프라이머를 설계하기 위해서는 
분리주 핵산 염기서열들로부터 공통프라이머 (universal 
primer)의 설계가 필요하며 때때로 수많은 공통프라이머

가 설계되어진다. 현재 한 개의 바이러스 서열로부터 프
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라이머를 설계하는 프로그램으로는 Primer3나 이를 개선

한 여러 프로그램이 있어 많은 사람들이 사용하고 있지

만 (4,9,14,17), 수십 수백 개의 다중 바이러스 핵산 서열

로부터 공통적인 프라이머를 설계하는 프로그램은 일반

적으로 제공되지 않고 있다. 또한 인터넷상에서 제공하는 
프라이머 설계프로그램을 사용하는 데는 다음과 같은 문
제점이 있다. 1) 인터넷상의 프라이머 설계프로그램은 하
나의 핵산 염기서열에 대한 프라이머만 제공하며 프로

그램이 공개되지 않기 때문에 여러 개의 바이러스 서열

을 통한 공통프라이머 설계프로그램으로 사용할 수 없다. 
2) 인터넷상의 프라이머 설계프로그램에서 요구하는 초
기 입력조건 데이터를 모두 정확하게 이해하고 결정하기

가 어려워 PCR에 부적합한 프라이머가 다수 설계된다. 
3) 하나의 핵산 염기서열에 대해 설계된 수많은 프라이

머 (수십 개에서 수천 개)의 품질 값이 제공되지 않기 
때문에 프라이머들의 품질을 비교할 수 없어 가장 좋은 
품질의 프라이머를 찾기 위해서는 모든 프라이머들을 실
험해야 하는 어려움이 발생한다. 

본 연구에서는 이러한 문제점을 해결하기 위해 수십 
개의 분리주 또는 바이러스를 동시에 검출할 수 있는 
PCR용 공통프라이머를 설계하고 수많은 공통프라이머 
중에서 PCR 증폭효율이 가장 높은, 즉 품질 값이 가

장 높은 순서대로 품질 순위를 단시간 내에 제공하는 
Universal Primers Score Ranking (UPSR) 프로그램을 소개

하고, 이 프로그램에 의해 B형 간염바이러스 (hepatitis B 
virus; HBV)를 검출한 결과를 보고하고자 한다. 

 
재료 및 방법 

1. UPSR 프로그램 개발 

UPSR 프로그램은 프라이머의 1차 구조, 헤어핀 구조, 
다이머 형성, degeneracy 값 등을 감안하여 다중의 염기

서열로부터 가능한 모든 프라이머를 제시하도록 설계하

였다. 이 때 제시된 프라이머의 수는 매우 많기 때문에 
적절한 여과 장치가 필요한데, 이러한 여과 장치를 통하

여 프라이머의 품질 값을 계산하도록 하였고, 이에 따른 
상위 품질 값을 가지는 프라이머들을 실제 실험에 사용

하여 검증하도록 하였다. 
프라이머의 PCR에서의 DNA 결합 및 증폭능력을 나

타내기 위한 프라이머 품질 값은 다음 식에 의해 계산하

였다: 

R = 100 - dTm + dGforward(3'-5') + dGreverse(3'-5') + 
Hairpin score + Dimer score 

 
dTm 값은 정방향 프라이머와 역방향 프라이머의 Tm 값

의 차의 절댓값 [Tm(forward) - Tm(reverse)]으로 계산 방

식에는 여러 가지 변형이 있는데, 본 연구에서는 다음의 
두 가지 방법을 적용하여 비교해 보았다. 첫 번째 방식 
(Tm1) 방식은 염기 조성만을 감안한 것으로 Tm1 = 4(C+G) 
+ 2(A+T)로 계산된다. 이 때 C, G, A, T는 프라이머에서

의 각 염기의 개수이다. 두 번째 방식 (Tm2)은 Nearest 
Neighbor Method로 다음의 공식에 의해 계산된다. 
 

Tm2 = (1000*dH/A + dS + R*ln(C/4)) 
- 273.15 + 16.6 log[Na+] 

 

여기서 dH와 dS는 가장 가까운 이웃간의 엔탈피변화

와 엔트로피변화이며, 이 값들은 Sugimoto 등에 의해 제
시된 바 있다 (16). A는 helix initiation 상수 (-10.8)이고, R
은 가스 상수 (1.987 cal/℃ * mol)이며, C와 [Na+]는 각각 
oligonucleotide (pirmer)와 salt의 농도이다. 

dGforward(3'-5')와 dGreverse(3'-5')은 각각 정방향과 역방향 
프라이머의 3' 말단 (5개의 염기) 자유에너지와 5' 말단 
(5개 염기)의 자유에너지와의 차를 나타내며 다음과 같다. 
 

dGforward(3'-5') = delta Gforward(3') - delta Gforward(5') 
 

여기에서 dG = dH-298.15*dS (H, enthalpy: S, entropy) 
Hairpin score 및 dimer score는 헤어핀 또는 다이머가 

발생할 경우 자유에너지로 상보적인 3개 이상 염기의 자
유에너지를 계산하였다. 

이상의 방법으로 설계된 UPSR 프로그램의 단계별 프
로그래밍 내역과 그 결과 생성된 파일명은 Table 1에 정
리하였다. 

2. UPSR 프로그램을 이용한 프라이머의 제작 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
GenBank에 등록되어 있는 국내에서 분리된 HBV의 전체 
게놈 서열 12개를 얻어 ClustalX를 사용하여 다중 서열 
정열을 시행하였다. 그런 다음 대상 서열에 대한 index를 
생성하여 프라이머의 제작 위치 확인과 검색이 용이하도

록 해 주었다. HBV의 PCR 생성물 크기의 범위는 모두 
100~900 bp 사이의 다양한 크기에서 검출이 가능하도록 
조건을 설정해 주었다. 제작된 프라이머의 크기는 최적 
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20 bases로 맞추어 주었다. Tm 값은 55℃가 최적 수치로 
설정하여 주었으며, 적정온도 범위 외에는 50~60℃사이

에서 조건이 확립되도록 설정하여 주었다. 50%의 GC%
를 최적 값으로 설정하여 주고 45~60%의 값으로 그 범
위를 설정하여 주었다 (1,16). 

3. HBV DNA 추출 

네덜란드 Viral Quality Control (VQC) 실험실의 국제 공
동연구 "HBV-DNA proficiency study" 결과 가장 높은 품질

을 보이고, 증폭검사의 품질 검증 프로그램을 통한 국제 
공동 연구 결과 가장 높은 민감도를 나타낸 QIAamp® 
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)을 이용하여 혈
청으로부터 HBV DNA를 추출하였다. 검체 200 μl에 
proteinase K 20 μl를 넣은 후 buffer AL을 첨가하여 15초 
동안 vortexing하였다. 56℃에서 10분 동안 incubation 시킨 
후 200 μl의 absolute ethanol을 넣고 15초 동안 vortexing 
후 QIAamp spin column에 옮겨 8,000 rpm에서 1분간 원
심분리하였다. 원심분리한 후 여과액을 버린 후 500 μl의 
AW1 buffer를 column에 넣고 8,000 rpm에서 1분간 원심분

리한 후 같은 방법으로 AW2 buffer 200 μl를 넣고 14,000 
rpm에서 1분간 원심분리하였다. 마지막으로 추출한 DNA 
검체를 보관할 1.5 ml 미세원심분리튜브에 QIAamp spin 
column을 옮긴 후 50 μl의 elution buffer를 넣어 2분 동안 
실온에서 방치하고 8,000 rpm에서 1분간 원심분리한 후 
실험에 사용할 때까지 -70℃에서 보관하였다. 

4. PCR 

환자의 혈청에서 추출한 DNA를 사용하여 UPSR 프

로그램으로 제작한 프라이머로 PCR을 실행하였다. 이들 
프라이머에 의한 PCR 반응액은 20 mM MgCl2가 들어간 
10 X buffer 5 μl, 25 mM dNTP 4 μl, DNA 3 μl, 10 pmol의 정
방향 및 역방향 프라이머 용액 각 2 μl, Taq polymerase 
(5 U/μl, Intron, Seongnam, Korea) 0.5 μl를 사용하고 최종 부
피가 50 μl가 되도록 증류수로 채워 제조하였다. PCR 반
응을 하기 위해 먼저 시료로부터 추출한 DNA를 94℃에

서 5분간 변성 (denaturation)시켰다. 이 후 94℃에서 30초
간의 변성, 프라이머 종류에 따른 온도 (54~60℃)에서의 
annealing, 72℃에서 30초간의 extension을 35회 반복하여 
DNA를 증폭시키고, 최종적으로 72℃에서 5분간 처리하

였다. 증폭된 DNA 절편은 전기영동시킨 뒤 EtBr (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)이나 GelStar (Cambrex, Rock- 
land, MA, USA)로 염색한 뒤 밴드를 확인하였다. 

 
결  과 

1. UPSR 프로그램 

UPSR 프로그램은 자바 (Java) 언어를 사용하여 개인용 
컴퓨터에서 사용할 수 있도록 하였다. 프로그램 편집기

는 MS Windows에서 구현되는 EditPlus를 사용하였다. 본 
프로그램과 기존 프로그램들과의 차별되는 장점은 다음

Table 1. Programming steps to develop UPSR program 

Steps Programming Name of files generated 

 1 Generation of consensus sequences in forward and reverse directions 1_Common_forward 
2_Common_reverse 

 2 Selection of sequences with longer than 20 bases 3_base20_forward 
4_base20_reverse 

 3 Examination of degeneracy, Tm, GC%, 3' Clamp, 5' GC content, and 3' GC content 5_shift_forward 
6_shift_reverse 

 4 Selection of the primer candidates 7_Universal 

 5 Calculation of the Tm values 8_Tm 

 6 Examination of the hairpin generation 9_hairpin 

 7 Examination of the dimer generation 10_dimer 

 8 Calculation the quality measures and rank the scores according to Tm1, Tm2 11_ranking 

 9 Sorting the primer quality scores based on Tm1 12_sort_1 

10 Sorting the primer quality scores based on Tm2 13_sort_2 
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과 같다. 1) UPSR은 정렬된 여러 분리주들로부터 컨센서

스 서열 (consensus sequence)을 계산하여 이 서열로부터 
프라이머를 설계함으로서 여러 분리주 전체에 공통으로 
적용될 수 있는 프라이머를 설계한다. 2) 대부분의 프

로그램은 프라이머의 1차구조 해석 (Tm 값, GC%비율, 
degeneracy 값 등)만으로 프라이머를 설계한 후 2차구조 
해석 (헤어핀, 다이머 형성)을 위해 별도의 프로그램을 
사용해야 하는 어려움이 있는 반면에, UPSR은 1차구조 
해석 후 2차구조 해석을 동시에 실현함으로서 프라이머 
설계 시간을 대폭 단축시켜준다. 3) 일반적으로 설계되는 
프라이머쌍은 수십에서 수백 개가 설계된다. 이 경우 대
부분의 프로그램은 프라이머쌍의 품질 값을 나타내지 않
아 가장 좋은 프라이머를 선택하기 위해서는 설계된 프
라이머쌍을 모두 사용하여 실험에 의해 품질을 확인해야 
하는 어려움이 발생한다. UPSR은 프라이머쌍의 품질 값
을 자동으로 계산하여 품질 값이 높은 순서대로 프라이

머쌍을 나타내어줌으로서 품질 값을 정확하게 수치에 의
해 비교 확인할 수 있으며, 실험을 하지 않아도 가장 좋

은 품질을 가진 프라이머를 즉시 선택할 수 있는 장점이 
있다 (Fig. 1). UPSR 프로그램과 그 사용법은 독자들의 요
청에 의해 제공할 수 있다. 

2. 설계된 프라이머의 품질 값 

UPSR 프로그램은 Tm 값 계산 방식에 따라 두 가지 
방식에 의해 프라이머의 품질 값을 계산하는데, 각 방식

에 따라 상위 품질 값을 가지는 프라이머의 종류가 일치

하지 않았다 (Table 2). 특이하게도 상위 품질 값을 가지

는 프라이머들은 거의 비슷한 위치에 결합하는 것을 알 
수 있었다. 역방향 프라이머의 경우 두 가지 Tm 값 계산 
방식에 의한 상위 20개 프라이머의 서열의 위치는 모두 
458~477 또는 459~478로 단 한 개의 염기만 차이가 있
을 뿐이었으며, 정방향 프라이머 역시 상위 순위 20개 
프라이머 중 일치하는 것을 여러 개 볼 수 있다. Tm1에 
의한 품질 값 순위 1위와 10위의 프라이머는 정방향에

서 단 1개의 염기 차이임에도 불구하고 (역방향 프라이

머는 같음) 품질 값에 큰 차이를 보이고 있다. Tm2의 경

Figure 1. Screen capture of the UPSR program. The captured UPSR screen shot shows the quality ranks and scores for primers designed
by UPSR. 
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우에는 순위 1위와 4위가 역방향 프라이머 서열 하나만

이 다르다. 이와 같이 서열 몇 개의 차이에 따라 품질 
값에 큰 차이가 발생하는 경우가 다수 관찰되었다. 

3. 프라이머를 사용한 HBV 검출 

이에 따라 이 두 가지 방식 중 어떤 방식이 실제 실험

에서 가장 효율적인 프라이머 품질 값을 제시하는지 알
아보기 위해 두 가지 Tm 값 계산 방식에 따라 제시된 프
라이머 중 품질 값 순위가 각각 1, 4, 10, 14, 20인 것들을 
선정하여 환자의 혈청시료로부터 HBV를 검출하는데 적

용하기로 하였다. 이들 프라이머 중 일부는 두 Tm 값 계
산 방식에서 모두 상위 순위에 들었는데, 예를 들어 프라

이머 CB-1은 Tm1 계산 방식에서는 순위 1, Tm2 계산 방식

에서는 순위 4에 해당되었다. 그 이유는 Tm 값 계산 방식

이 서로 달라서 품질 값이 서로 다르게 나오기 때문인 
것으로 생각된다 (Table 2). 

이들 프라이머를 이용하여 국내 HBV sAg(+) 환자 14
명으로부터 얻은 혈청시료로부터 DNA를 추출한 뒤 PCR 
법으로 HBV 검출을 시도하여 보았다. 실험 오차를 줄이

기 위해 동일한 시료를 두 명의 실험자가 독립적으로 실
험을 수행하였으며, 각각 EtBr과 GelStar의 두 가지 방법

으로 전기영동 결과를 확인하도록 하였다. 모든 경우에 
PCR 결과를 EtBr 염색으로 확인하는 것 보다는 GelStar
로 염색하여 확인하는 방법이 더 높은 검출률을 보였으

나 (p<0.01), 일반적인 염색법은 EtBr이므로 본 연구에서

는 EtBr 염색 결과만 나타내었다. 프라이머별로는 Tm2 값 
방식으로 선정된 품질 순위 1번 프라이머 CB-6을 사용하

였을 때 가장 높은 검출률을 보였다 (Table 3). 앞서 언급

한 바와 같이 동일한 프라이머가 두 Tm 값 계산 방식에

서 다른 품질 순위를 보이는 경우가 있는데, 이 때 동일

한 프라이머이지만 PCR 방식이 달라짐에 따라 검출률에 
차이가 나는 것을 볼 수 있다. 예를 들어 CB-1 프라이머

Table 2. Primers designed and tested in this study 

Tm Rank Quality Score Prime sequencea (F/R, 5'-3') Locationb Size Primer name

CCCAACCTCCAATCACTCAC 319 
 1 104.66 

GGACAAACGGGCAACATACC 477 
159 CB-1 

ACTCGTGGTGGACTTCTCTC 252 
 4 102.87 

GGACAAACGGGCAACATACC 477 
226 CB-2 

CCAACCTCCAATCACTCACC 320 
10 101.46 

GGACAAACGGGCAACATACC 477 
158 CB-3 

GACTCGTGGTGGACTTCTCT 251 
14 100.83 

GGACAAACGGGCAACATACC 477 
227 CB-4 

ACCTCCAATCACTCACCAAC 323 

Tm1 

20  98.36 
GGACAAACGGGCAACATACC 477 

155 CB-5 

CCCAACCTCCAATCACTCAC 319 
 1 105.30 

AGGACAAACGGGCAACATAC 478 
160 CB-6 

CCCAACCTCCAATCACTCAC 319 
 4 102.16 

GGACAAACGGGCAACATACC 477 
159 CB-1 

CTCCAATCACTCACCAACCT 325 
10  99.36 

AGGACAAACGGGCAACATAC 478 
154 CB-7 

ACCTCCAATCACTCACCAAC 323 
14  98.16 

AGGACAAACGGGCAACATAC 478 
156 CB-8 

GACTCGTGGTGGACTTCTCT 251 

Tm2 

20  94.63 
GGACAAACGGGCAACATACC 477 

227 CB-4 

a Primer sequences are presented in 5' to 3' direction. F, forward primer; R, reverse primer 
b Location of the primer according to the full genomic sequence of HBV reference strain NC_003977 
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는 Tm1 방식 (순위 1)보다는 Tm2 방식 (순위 4)에서의 순
위가 더 낮게 나타나지만 PCR에 의한 바이러스 검출률

은 오히려 높게 나타났다. 

4. 품질 순위와 검출률과의 관계 

다음으로 프라이머 품질 순위와 검출률과의 상관관계

를 알아보고자 하였다. Tm1 방식에 의해 선정된 프라이머

들은 품질 순위와 검출률 간에 큰 상관관계가 없는 것으

로 보인다. 품질 순위 10인 CB-3 프라이머가 품질 순위 
1인 CB-1 프라이머보다 더 높은 검출률을 보였다. 반면 
Tm2 방식에 의해 선정된 프라이머들은 품질 순위가 높을

수록 검출률이 높고, 품질 순위가 낮아짐에 따라 점점 검
출률도 따라서 낮아지는 것을 볼 수 있었다 (Table 3). 이
를 회귀분석을 통해 검증해 보았다. Tm2 방식에 의해 선
정된 프라이머들의 품질 순위와 검출률 간의 관계의 회
귀상수 (regression coefficient: R2)는 0.929로 매우 높은 반
면, Tm1 방식에 의해 선정된 프라이머를 사용하였을 때에

는 R2가 0.067로 매우 낮았다 (Fig. 1). 
마지막으로 본 연구에서 HBV 검출에 가장 효율적이라

고 제안하는 CB-6 프라이머가 얼마나 좋은지 알아보기 

위해 상업용 키트와 기존의 논문에서 HBV 검출용으로 
제안된 프라이머들과 비교해 보았다. 총 38개의 HBV 
sAg(+) 시료를 대상으로 PCR을 수행해본 결과 CB-6 프

라이머가 29개 시료에서 HBV를 검출하여 76%의 검출

률을 보였다 (Table 4). 반면 상용 및 참고 문헌에서 제시

된 프라이머들은 16~18개의 시료에서 HBV를 검출하여 
검출률이 42~50%에 그쳐 CB-6 프라이머가 월등히 높은 
효율로 HBV를 검출할 수 있다는 것을 알 수 있었다. 

 
고  찰 

 
프라이머 디자인을 위한 소프트웨어로 대중에게 공개

된 것으로는, PRIDE (4), Primer Master (11), PRIMO (9), 
PrimeArray (12), Primer3 (8,14) 등이 있다. 이들 대부분의 
프라이머 디자인 소프트웨어 프로그램은 단일 서열로부

터 프라이머를 제시한다. 다중의 서열로부터 프라이머를 
디자인할 필요가 있을 시에는 일단 컨센서스 서열을 만
들어 사용하게 된다. 다중의 서열로부터 프라이머를 디자

인하는 프로그램으로 Amplicon (7)이 있는데, 이 프로그

램은 다중의 서열을 타깃 집단과 기타 집단으로 나누어 
타깃 집단만을 특이하게 선택하는 프라이머를 디자인하

는 것을 목적으로 하고 있다. 각 집단의 여러 서열은 다
중 정렬을 거친 뒤 컨센서스 서열을 만들어 프라이머를 
디자인하는데 사용한다. 본 연구진이 설계한 UPSR 프로

그램 역시 다중 서열로부터 컨센서스 서열을 만들어 프
라이머를 디자인하지만, 다중 정렬된 .aln 파일을 이용하

Table 4. Detection of HBV from 38 Korean HBV sAg(+) serum
samples by PCR using CB-6 and reference primers 

Primer Detection rate Source 

CB-6 29 (76%) This study 

Commercial 19 (50%) Company "B"

409.703A 18 (45%) Reference 10 

686.457 17 (45%) Reference 10 

Hamasaki 16 (42%) Reference 5 

Table 3. Detection of HBV by PCR using primers with different
quality ranks designed by UPSR program 

Percent detected* (± SEM) Primer 
quality rank Tm1 Tm2 

 1 71±6 88±4 

 4 61±9 70±4 

10 86±0 64±6 

14 46±4 54±4 

20 64±0 23±4 
*Data are averages of four independent experiments with standard
errors of the mean (SEM) 

Figure 2. Relation between the primer quality ranks and HBV 
detection rate. Primers with high quality scores according to Tm1
(circle) or Tm2 (triangle) were selected and applied to HBV detection
by PCR from 14 HBV sAg(+) serum samples. 
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기 때문에 degeneracy 값을 계산할 수 있다는 장점이 있
다. 이는 다수의 서열로부터 얻은 컨센서스 서열이라 할
지라도 degeneracy 값이 다를 수 있기 때문에 가급적 서
열간의 변이가 적은 부위를 프라이머로 선택하여 검출 
효율을 높일 수 있는 장점을 주게 된다. 

UPSR 프로그램이 기존의 다른 프라이머 디자인 프로

그램과 차별되는 것은 제시되는 여러 프라이머들의 품질 
값을 나타내는 것이다. Primer3와 같은 대표적인 프로그

램은 많게는 수천 쌍의 프라이머를 제시한다. 이들 프라

이머 중 어떤 것이 좋은지 알 수 없기 때문에 다이머 형
성 등을 조사하는 NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/ 
netprimer/index.html)와 같은 프로그램의 여과 장치를 거

쳐 몇 개의 프라이머를 선정하게 된다. 그러나 이 과정은 
Primer3로 제시된 모든 프라이머를 일일이 NetPrimer 프

로그램으로 조사하여야 하기 때문에 매우 많은 시간과 
노력이 필요하게 된다. 더욱이 NetPrimer를 통과한 프라

이머라 할지라도 어떤 프라이머가 더 좋을지에 대한 정
보는 제공되지 않는다. 본 논문에서 제시하는 UPSR 프
로그램은 프라이머들의 품질 값을 제시하는데, 이 때 활
용되는 것이 hairpin loop나 프라이머들 간의 다이머 같은 
이차구조 형성이다 (15,16). 따라서 UPSR 프로그램이 제
시하는 상위 품질 값의 프라이머 몇 가지만 테스트하면 
좋은 프라이머를 얻을 수 있으며, 실제로 본 연구에서 
시도한 HBV 검출에서도 예상대로의 결과를 얻을 수 있
었다. 

성공적인 PCR을 위해 가장 중요한 조건의 하나는 정

확한 Tm 값을 계산하는 것이다. 대부분의 프로그램에서 
Tm 값은 염기 조성 특히 GC 함량만을 감안하고 있으나, 
프라이머의 길이 (2) 또는 인근 염기들 간의 열역학적 
관계 (2,15,16) 등도 Tm 값에 영향을 준다고 알려져 있다. 
본 연구에서는 염기 조성만을 감안한 방법 (Tm1)과 인근 
염기들 간의 열역학적 관계에 의한 엔탈피 및 엔트로피

를 감안한 방법 (Tm2) 등 두 가지 방법으로 Tm 값을 계

산하여 어떤 방식이 더 좋은지 살펴보았다. 제한된 시료

이기는 하지만 Tm2 계산 방식이 품질 값 순위가 높을수

록 바이러스 검출률도 높아 열역학적 관계에 의한 엔탈

피 및 엔트로피를 감안한 Tm 값 계산 방법 (Tm2)이 더 
현실적임을 알 수 있었다. 

결론적으로, 본 연구에서 개발된 UPSR 프로그램은 다
중 서열로부터 프라이머를 디자인하며, 나아가 프라이머

들의 품질 값을 나타내 주어 실제 PCR에 의한 바이러스 

검출에 편리하게 응용될 수 있다. 앞으로 본 UPSR 프로

그램이 더 많은 사용자에게 도움을 주며, 이들로부터 피
드백을 받아 더 좋은 프로그램일 될 수 있도록 보완하도

록 할 예정이다. 
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