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技术方法DNA解链温度( Tm) 不同预测方法的比较

张艳春#，屈武斌#，卢一鸣，周 扬，张成岗

［摘要］ 目的 寻找最优的 DNA解链温度( Tm) 预测方法。方法 使用 12 种 Tm值预测方法计算来自文献中 348
个实测数据的 Tm值，将每种方法预测值与实验标准值的差值进行四分位法作图，并计算各方法残差平方和的自然
对数，排序后比较 12 种预测方法的优劣。结果 使用最邻近法并结合 SantaLucia 1998 热力学参数表和 Schildkraut
1965 盐浓度校正公式所预测的 Tm值最接近实测数据。结论 最邻近法是最准确的 Tm值预测方法，而且当 PCR
引物的 GC含量越接近于 50%时，其预测准确率越高。
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［Abstract］ Objective To find the optimal method for predicting the melting temperature ( Tm) of DNA．Methods The
Tm value of 348 experiment-derived data from literature was calculated by the 12 Tm prediction methods． The interquartile
figure was drawn to show the difference between the predicted Tm values and the experimental benchmark data set，before
the natural logarithm of the sum of square ( SSQ) was compared between each prediction method and experiment-derived
data． Results Our data indicated that the SSQ value obtained by using the "Nearest Neighbor" ( NN) model in combina-
tion with the thermodynamics table of " SantaLucia 1998" and the salt correction formula of " Schildkraut 1965" was the
minimum one among the 12 Tm prediction methods． Conclusion The NN model is the most accurate and robust method for
Tm prediction，especially for the primers with a GC content close to 50% ．
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解链温度( melting temperature，Tm) 是指双链
DNA分子在变性过程中，有 50%的碱基对变为单链
时的温度。现代分子生物学中的许多技术都依赖于
解链温度的精确预测，如 Affymetrix 公司的短探针
芯片杂交平台［1］、定量 PCR 技术［2］以及多重 PCR
技术等。如果不能准确预测 Tm 值，将导致严重的
非特异扩增和较低的杂交效率［3］。因此，在以往半
个世纪中已报道了数十种 Tm 预测方法。然而，这

些方法预测的精确度各异，并且迄今为止，没有相关

的工作对 Tm 的计算方法进行系统比较，导致难以
选择最准确的 Tm 值计算方法用于研究。为此，本
文以文献报道的实验数据为基础，对 12 种不同的
Tm值计算方法进行精确性比较，结果显示最邻近法
( 同时使用 Breslauer 1986 和 SantaLucia 1998 的热力
学参数表和盐浓度校正公式) 是最精确的 Tm 值预
测方法; 同时发现 GC含量越接近于 50%，预测准确
率越高。

1 Tm值的影响因素

影响 Tm值的因素主要有:①寡核苷酸长度;②
寡核苷酸中 4 个碱基的排列顺序及各碱基的含量，
尤其是 GC 含量［4］; ③生化反应条件，如底物浓度、
pH值、盐离子浓度等［5］。
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2 Tm值计算方法

2． 1 基于序列组成的 Tm值计算公式
Wallace-Ikatura( 为了叙述方便，简写为 WI) 公

式［6］( 式 1 ) 是目前使用较为普遍的 Tm 值计算公
式，虽然其初衷是用来估计杂交探针的变性温度。

Tm = 2( A + T) + 4( G + C) ( 1)
Wu等［7］提出了另外一套完全基于序列组成的

公式( 式 2) 。
Tp = 22 + 1． 46Ln ( 2)

式中，Ln = 2( G + C) + ( A + T) 。
1962 年，Marmur和 Doty( MD) 提出了一个在给
定离子浓度下针对较长二聚体的 Tm 值计算公式，
并增加了 GC 含量校正系数，即公式 3。Chester 和
Marshak( CM) ［8］对公式 3 进行了修正，提出了公式
4，其中 n为碱基对的数目( 比序列长度少 1) 。

Tm = 64． 9 + 41． 0( G + C － 16． 4) /n ( 3)
Tm = 69． 3 + 0． 41( %GC) － 650 /n ( 4)

2． 2 基于盐浓度校正的 Tm值计算公式
Owen等［9］通过观察 log［Na +］与 Tm 的趋势曲

线，发现不仅 Na +对 Tm 值有影响，而且 GC 含量对
该曲线有显著影响，遂提出公式 5，增加了对盐浓度
的校正。其中，溶液 Na +浓度为 50 mmol /L，寡核苷
酸浓度为 50 nmol /L，pH接近 7． 0。

Tm = 87． 16 + 0． 345 ( % GC) + log［Na +］×
［20． 17 － 0． 066( %GC) ］ ( 5)

Howley等［10］同时考虑了盐浓度以及碱基对数
目对 Tm值预测的影响，提出公式 6。

Tm =100． 5 +41． 0( G + C － 16． 4) /n － 820． 0 /n +
16． 6 × log［Na +］ ( 6)

2． 3 基于最邻近法的 Tm值计算公式
近年来使用最多的预测公式是最邻近法( Nea-

rest-Neighbor，NN) ，见公式 7。最邻近法最早是由
Crothers等［11］首先用于核酸热力学研究的，该模型
指出一个给定的碱基对的稳定性依赖于其邻近碱基

对的稳定性，其主要思想是将 DNA分子杂交反应过
程的标准焓变和熵变计算转化为由组成 DNA 分子
的 4 个碱基 A、C、G、T 所形成的 10 个二聚体( Du-
plex) 的标准焓变和熵变的累加和，再加上 DNA 分
子的起始或结束碱基对为 GC、AT 及序列对称性等
因素的影响［12］。其中，标准焓变△H°和标准熵变
△S°都可直接在热力学参数表中查得。目前较广泛
使用的热力学参数表有两种，分别是由 Breslauer［4］

于 1986 年和 SantaLucia［13］于 1998 年提出，见表 1
和表 2。

表 1 Breslauer提出的寡核苷酸最邻近法热力学参数
( 1 mol /L NaCl，37℃ )

Sequence
△H°

( kcal /mol)
△S°

( cal /mol)
△G°

( kcal /mol)

AA /TT － 9． 1 － 24． 0 － 1． 9

AT /TA － 8． 6 － 23． 9 － 1． 5

TA /AT － 6． 0 － 16． 9 － 0． 9

CA /GT － 5． 8 － 12． 9 － 1． 9

GT /CA － 6． 5 － 17． 3 － 1． 3

CT /GA － 7． 8 － 20． 8 － 1． 6

GA /CT － 5． 6 － 13． 5 － 1． 6

CG /GC － 11． 9 － 27． 8 － 3． 6

GC /CG － 11． 1 － 26． 7 － 3． 1

GG /CC － 11． 1 － 26． 6 － 3． 1

Init． w / term． GC 0． 0 － 16． 77 0． 98

Init． w / term． AT 0． 0 20． 13 1． 03

Symmetry correction 0． 0 － 1． 34 0． 4

注: Init． w: initial weight; term: terminal

表 2 SantLucia提出的寡核苷酸最邻近法热力学参数
( 1 mol /L NaCl，37℃ )

Sequence
△H°

( kcal /mol)
△S°

( cal /mol)
△G°

( kcal /mol)

AA /TT － 7． 9 － 22． 2 － 1． 00
AT /TA － 7． 2 － 20． 4 － 0． 88
TA /AT － 7． 2 － 21． 3 － 0． 58
CA /GT － 8． 5 － 22． 7 － 1． 45
GT /CA － 8． 4 － 22． 4 － 1． 44
CT /GA － 7． 8 － 21． 0 － 1． 28
GA /CT － 8． 2 － 22． 2 － 1． 30
CG /GC － 10． 6 － 27． 2 － 2． 17
GC /CG － 9． 8 － 24． 4 － 2． 24
GG /CC － 8． 0 － 19． 9 － 1． 84

Init． w / term． GC 0． 1 － 2． 8 0． 98
Init． w / term． AT 2． 3 4． 1 1． 03
Symmetry correction 0． 0 － 1． 4 0． 00

Tm =△H° / ( △S° + RlnCT ) ( 7)
式中，△H°和△S°分别为杂交反应的标准焓变和熵
变，R 为气体常数，值为 1． 987 cal /kmol，CT为 DNA
分子的摩尔浓度( 当 DNA 分子为非对称序列时，其
摩尔浓度取 CT /4 ) 。该公式的假定是: 杂交反应中
的两条核酸单链起始浓度相同; 核酸杂交反应满足

二态模型，即解链和形成双链始终处于动态平衡; 杂

交后的核酸双链为单一的双螺旋结构。
在热力学中，有“system”和“surroundings”的概

念，“system”指反应管中的核酸、缓冲液、离子等一
系列化学试剂;“surroundings”指整个反应管中剩余
的试剂。热力学反应最终要达到平衡状态，达到平
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衡状态的过程就促使“system”向“surroundings”释放
热量，这种热量的改变就定义为焓变“△H”［14］，
“△H°”指标准焓变，即标准状态下的能量值。试剂
中的分子、抗平衡离子结合到寡核苷酸链上，衡量这
种效应的指标定义为熵变“△S°”［14］。通过△H°和
△S°可得出形成 DNA双链的自由能△G°。
以寡核苷酸序列 CGTTGA /TCAACG 为例，在

37℃时使用最邻近法计算其 Tm 值，利用表 2 的热
力学参数，具体计算过程为:

△H° =△H° ( CG /GC) +△H° ( GT /CA) +△H°
( TT /AA ) + △H° ( TG /AC ) + △H° ( GA /
CT) +△H° ( init) +△H° ( sym) = － 10． 6
－ 8． 4 － 7． 9 － 8． 5 － 8． 2 + 0． 1 + 2． 3 + 0 =
－ 41． 2 kcal /mol

△S° = △S° ( CG /GC ) + △S° ( GT /CA) + △S°
( TT /AA) +△S°( TG /AC) +△S° ( GA /CT)
+△S°( init) +△S°( sym) = － 27． 2 － 22． 4
－ 22． 2 － 22． 7 － 22． 2 － 2． 8 + 4． 1 － 1． 4 =
－ 116． 8 kcal /mol

假设寡核苷酸浓度为 0． 1 mmol /L，则 Tm值为:
Tm =△H°/ (△S° +RlnCT ) = －41200 / ( －116． 8 +

1． 987ln( 10 －4 ) ) = 330． 27K = 57． 12℃
在使用最邻近法计算 Tm 值时，盐离子浓度对

△S的影响较大，进而会影响 Tm 值的计算，当 Na +

浓度不是 1 mol /L 时，就需要对其校正。目前广泛
使用的针对 NN 的盐浓度校正公式有 3 种，分别来
自于 Schildkraut［12］( 1965 ) 、SantaLucia［13］( 1998 ) 和
Owczaray等［15］( 2004) 。

Schildkraut于 1965 年提出的盐浓度校正( cor-
rection) 见公式 8，对应的 Tm值计算见公式 9。

correction = － 273． 5 + 16． 6 × log［Na +］ ( 8)
Tm =△H /［△S + 1． 987 × log( CT /4) ］+ correction

( 9)
SantaLucia于 1998 年提出的盐浓度校正见公式

10，当寡核苷酸为对称序列时，Tm 值计算采用公式
11; 当寡核苷酸为非对称序列时，Tm 值计算采用公
式 12。
△S =△S + 0． 368 × ( n － 1) × log［Na +］ ( 10)
Tm =△H / ( △S + 1． 987 × logCT ) － 273． 15 ( 11)
Tm =△H/［△S +1．987 × log( CT /4) ］－273．15 ( 12)

Owczaray等于 2004 年提出盐浓度校正公式 13，
当寡核苷酸为对称序列时，Tm 值计算采用公式 14;
当寡核苷酸为非对称序列时，Tm 值计算采用公式
15。
correction = ( 4．29 ×GC% －3． 95) ×10 －5 × log［Na +］+

9．40 ×10 －6 × ( log［Na +］) 2 ( 13)
Tm = 1 / { 1 /［△H / ( △S + 1． 987 × logCT) ］+

correction} － 273． 15 ( 14)
Tm = 1 / { 1 / ( △H /［△S + 1． 987 × log( CT /4 ) ］) +

correction} － 273． 15 ( 15)
对于最邻近法计算 Tm 值，本文主要研究两种

标准焓变、标准熵变热力学参数表( Breslauer，1986
和 SantaLucia，1998 ) 与 3 种盐浓度校正公式
( Schildkraut，1965，SantaLucia，1998 和 Owczaray
等，2004) 所组成的 6 种最邻近法 Tm 值计算方法。
为便于比较，分别称为 NN-Bre-Sch、NN-Bre-San、NN-
Bre-Owc、NN-San-Sch、NN-San-San、NN-San-Owc。

3 不同 Tm值计算方法的比较

3． 1 不同计算方法精确性比较
为了寻找最优的 Tm 值计算方法，我们对以上

提到的 12 种不同方法进行了比较，所用的标准数据
主要来源于 Owczarzy等 3 篇文献［15 ～ 17］，共包括 348
个通过实验获得的 Tm 值记录，序列长度范围为
16 ～ 30 bp，GC 含量范围为 8． 3% ～ 80%。前述 12
种计算方法用 Python 脚本实现，分别针对全部 348
个数据计算 Tm值，然后与实验数据逐个进行比较，
计算其差值，并取其绝对值，采用四分位作图法( 图

1) ，以便直观看出不同计算方法的优劣。为了更为
准确地分析，对 12 种预测方法的结果与实验数据参
考曲线拟合的评价方式计算其残差平方和( sum of
square，SSQ) 的对数( 表 3 ) ，可见在 3 类方法中，准
确度最差的是基于盐浓度校正的两个公式( CM，
Howley) ，其 ln( SSQ) 分别为 12． 48 和 12． 61; 而总体
上最邻近法比基于序列组成的方法表现较优，但在

最邻近法中如果使用 Breslauer ( 1986 ) 参数表的方
法，其准确度较差。综合而言，Tm 预测方法中准确
度最高的是利用 SantaLucia( 1998 ) 热力学参数表并
同时使用 Schildkraut ( 1965 ) 提供的盐浓度校正公
式，即 NN-San-Sch方法，其 ln( SSQ) 为 7． 61，在所有
12 种预测方法中为最小( 表 3) 。
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图 1 不同 Tm值计算方法比较

表 3 12 种 Tm预测方法的综合比较

预测方法 SSQ ln( SSQ)

WI 43 975 10． 69

Wu 34 805 10． 46

MD 62 335 11． 04

CM 263 107 12． 48

Owen 45 380 10． 72

Howley 300 217 12． 61

NN-Bre-Sch 100 762 11． 52

NN-Bre-San 114 809 11． 65

NN-Bre-Owc 137 452 11． 83

NN-San-Sch 2023 7． 61

NN-San-San 4647 8． 44

NN-San-Owc 9434 9． 15

由于数据来源于 3 篇文献，为了进一步验证以
上结论，我们对每篇文献中的数据均使用相同的方

法对这 12 种 Tm 值预测方法进行了综合比较，同
时，还对数据按照长度和 GC含量分类，分别对这 12
种方法进行比较。结果均显示最邻近法是最可靠的
Tm值预测方法，且其中的 NN-San-Sch 又是相对更
准确的方法。
3． 2 GC含量对预测精度的影响
由于 GC含量对 Tm值计算影响较大，尤其在基

因芯片探针和引物的设计及评估中，GC含量是一个
非常重要的指标［18］，因此进一步分析了 GC 含量对
Tm值预测精度的影响。使用预测精度最准确的
NN-San-Sch方法所计算获得 Tm 数据的三维图( 图
2) ，可见 GC含量对 Tm 值计算影响显著，当 GC 含
量越接近 50%，预测精度越高，反之越差。

图 2 GC含量对 Tm值预测精度的影响
GC含量在 40% ～60%之间的蓝色部分表示误差很小、预测精度高; 而
GC含量在 10% ～40%和 60% ～80%之间的绿色和红色部分表示误差

很大、预测精度低

4 结果

通过以上分析，可见在这 3 类共 12 种 Tm 值计
算方法中，最邻近法是最可靠的，其中以 NN-San-
Sch为最佳，该方法中的熵、焓数据表是由 SantaLu-
cia在 1998 年提出的，盐浓度校正公式由 Schildkraut
在 1965 年提出。同时，热力学参数表对预测精度影
响显著，而针对最邻近法的盐浓度校正公式对预测

精度虽有影响但相对较小。因此，根据上述分析，应
配合使用 SantaLucia ( 1998 ) 提出的热力学公式及
Schildkraut( 1965) 提出的盐浓度校正公式计算 Tm
值。并且，在引物和芯片探针设计时，应尽量保证其
GC含量在 40% ～60%之间。
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5 讨论

本文利用实验所获得的 348 个数据记录为参考
标准，对不同的 Tm值计算方法的精确度进行比较，
结果显示无论是单纯基于序列组成的方法还是基于

盐浓度校正的方法，其预测精度都较差，差值甚至可

达 10℃以上。而在相对预测精度较高的最邻近法
中，热力学参数表对预测精度影响显著，使用 Bres-
lauer( 1986) 等［4］参数表的方法表现较差。盐浓度
校正公式对预测精度虽有影响但相对较小。因此，
在杂交探针、PCR 引物特别是多重 PCR 引物设计
时，需要预测精度较高的最邻近法，同时选用由 San-
taLucia［13］在 1998 年提出的热力学参数表和由
Schildkraut［12］在 1965 年提出盐浓度校正公式。另
外，尽量选择 GC 含量在 40% ～ 60%之间的引物或
者探针，因为在这个范围之外的引物或者探针，Tm
预测精度将显著降低，进而影响实验效率。
随着分子生物学技术的不断发展，PCR 技术也

在不断向前推进，如多重 PCR、实时 PCR、定量 PCR
等，这就对 PCR 反应中的退火温度要求更为严格。
而退火温度一般由 Tm值推测而来，通常情况下，退
火温度比 Tm值低 3℃ ～ 5℃，因此 Tm 值的预测对
PCR技术、尤其是对多重 PCR 技术的成功极为关
键。我们实验室自行设计的 PCR 引物评估软件
( MFEprimer ) ［19，20］ 和多重 PCR 引物设计软件
( MPprimer) ［21］中均使用了最邻近法来预测引物 Tm
值，已为业界广泛使用。
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