
 

 

國 立 交 通 大 學 
 

 

 

生物資訊及系統生物研究所 
 

 

 

 

  

碩士論文 

MicroOrganism Identifier:微生物有效識別法 

之網頁流程系統 

 

Microorganism Identifier: A web service to 

identify microorganism 

 

 

研究生：王煒驊 

指導教授：林勇欣 博士 

 

中華民國一百零一年八月 



 

MicroOrganism Identifier:微生物有效識別法 

之網頁流程系統 

 

Microorganism Identifier: A web service to 

identify microorganism 

 

 

研 究 生：王煒驊          Student：Wei-Hua Wang 

指導教授：林勇欣 博士    Advisor：Yeong-Shin Lin 

 

 

國 立 交 通 大 學 

生 物 資 訊 及 系 統 生 物 研 究 所 

碩 士 論 文 

 

A Thesis Submitted to Institute of Bioinformatics and Systems Biology 

National Chia Tung University in partial Fulfillment of the Requirements 

For the Degree of Master in 

Bioinformatics and Systems Biology 

August 2012 

 

 

 

Hsinchu, Taiwan, Republic of China 

中華民國一百零一年八月



 

I 
 

 

MicroOranism Identifier:微生物有效識別法之網頁流程系統 

學生：王煒驊                指導教授：林勇欣 

國立交通大學生物資訊及系統生物碩士班 

摘要 

微生物在環境中扮演著重要的角色，不論是疾病、醫藥到工業都與微生物息

息相關。因此要如何有效的鑑定微生物，成為一個很重要的課題。但是一般的鑑

定方法需要花費大量的時間與昂貴的設備，為了快速且有效地鑑定維生物，在本

研究中，我們開發了一個網頁流程系統，利用 structural RNA gene 間的距離作為一

項 genomic feature，將這些 structural RNA 的 conserved region 設計成引子，憑藉著在

不同基因體上引子的 binding site 間距不同來做鑑定的標準，最後利用演算法得到

最佳解。 
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Microorganism Identifier: A web service to identify microorganism  

Student: Wei-Hua Wang                                  Advisor: Yeong-Shin Lin 

Institute of Bioinformatics and Systems Biology 

National Chiao Tung University 

Abstract 

Microorganisms play an important role in the environment, and is closely related to 

disease ,drug and industry. In recent years, how to identify microorganisms effectively has 

become a very important issue. However the general identification methods often take a lot of 

time and resource. In order to identify microorganism quickly and cost-efficiently, we have 

developed a web service base on a genomic feature .We found that intergenic length between 

two neighboring structural RNAs are different between genome. Base on this feature ,we will 

design primer pairs by the conserved region of structural RNAs. And the primers will identify 

microorganism by PCR amplified fragment lengths. Finally, we will use the computational 

method to obtain the optimal solution. 
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一、前言 

 

1.1 研究動機 

 在最近這半個世紀開始，由於生物科技的進步，人們漸漸發現微生物與我們

的生活環境息息相關，除了一般所知的微生物在自然界有著的角色與行為外，也

會直接或間接地影響動物與植物的疾病[1, 2]，另外微生物也是藥品[3]、工業品

與食品的生產來源，因此，近代中有許多對微生物的研究與應用，例如，乳酸菌

產產品(優格、優酪乳)[4]、酵母菌食品(麵包、酒類)[5]、工業酵素應用(清潔劑、

動物飼料、紡織業)、能源與環保等等，都在探討微生物在自然界與人類環境中

所扮演的角色。 

 由於微生物的多樣性與重要性，如何有效地鑑定成為了一個重要的課題，但

是大部分的微生物鑑定都需要花費大量的資源與冗長的時間，因此，本研究的目

的在於建立一個低成本且快速的微生物鑑定工具。 
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1.2 鑑定方法 

本研究的目的在於建立一個低成本且快速的微生物鑑定工具。目前來說，微

生物的鑑定方法主要分為表現型鑑定法與基因型鑑定法。表現型主要是利用生物

表徵與生化反應等特徵[6, 7]，初期通常需要培養大量的菌株，在培養的過程易受

環境變數的影響，因此培養不易且花費許多品質管理成本，另外還需要專業具有

一定經驗的研究人員才能達到較準確的鑑定結果。 

而相較於表現型鑑定法，基因型鑑定法結果較為簡易。基因型鑑定法分為兩

種類型，第一種類型是根據大部分的微生物的序列都具有高度不變的特性(highly 

conserved)[8, 9]，例如 16S ribosomal RNA (rRNA)，常用來當作用來鑑定的研究目標

[10-13]，而與其相關的基因型鑑定法有多位基因座序列分析法(Multilocus sequence 

typing，MLST)[14-17]。 

另一種則為利用 genomic feature 來做鑑定，一般 DNA 中本身存在許多重複單

位的序列，但會因為重複次數的不同，最後造成 DNA 長度的不同，利用這個特

點，找出一些能切這些特殊重複片段的酵素，就可以依照切出來的片段長度不同

作為鑑定的基準，或再去利用聚合酶連鎖反應與電泳進行分析。例如：限制切割

片段長度多型性(Restriction Fragment Length Polymorphism，RFLP)[18-20]與增殖片段

長度多型性(Amplified Fragment Length Polymorphism，AFLP)[21-23] 、DNA 探針與核

醣體基因分型分析(Analytical ribotyping)[24, 25]。 
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但這些基因型鑑定法大部份的鑑定研究都需要花費昂貴的資源與大量的時

間，且為特定物種所設計[26, 27]，幾乎沒有辦法適用於其他微生物物種的鑑定，

有鑑於此，我們希望開發一個快速又有效地微生物鑑定工具提供使用者使用。 

 

1.3 概念簡述 

在本研究中，我們提出一個新的基因型鑑定法，利用 genomic feature 的方式，

與現階段已知被解碼的微生物序列，依靠它們之間的關係，去研究分析各個微生

物物種之間的關聯。 

首先，我們要事先得到要鑑定物種基因體序列，接著去找到它的 structural 

RNAs(ribosomal RNA 與 transfer RNA)在基因體上的位置，下一步利用這些 structural 

RNAs 在基因體上的相互之間的距離來判斷是否有鑑別力。換句話說，我們將

structural RNA pair 間的距離當作一個 genomic feature，利用同樣的 structural RNA pair

在不同基因體上有不同的距離，以此來鑑別物種。 

我們利用這個概念開發了一個網頁服務工具來利用幫使用者做微生物的鑑

定工作，讓使用者可以上傳自己感興趣目標基因體，利用這些基因體的 structural 

RNA pair 間距離的關係去設計聚合酶連鎖反應引子，下一步執行凝膠電泳去驗證

這些引子在目標基因體執行聚合酶連鎖反應的結果，並模擬其實際結果產物圖，

讓使用者參考。最後利用上一版本的“Combination analyzer”演算法，找出能有效

鑑定目標基因體的最佳的引子對組合，並將結果利用電子郵件傳送給使用者。 
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1.4 研究成果 

 前一版的 MOI 系統是利用 Lactobacillus 屬為例[28]，設計出一個能鑑別乳酸菌

的網頁工具，其中共有 17 株 Lactobacillus 菌株供使用者選擇。 

本系統服務為前一版本 MOI 的衍生，除依舊保存 Lactobacillus 的範例供使用

者參考外，另外提供了使用者上傳基因體的服務，還幫這些目標基因體做 structural 

RNA 註解的服務，改進上一版本需要準備目標基因體外，還需要其 structural RNA

註解的不便外，其中演算法與介面也經過改進，例如:利用 Electronic PCR(E-PCR)[29, 

30]將原本運算時間冗長的方法置換，將其執行時間減省數倍；最後的電泳結果，

利用圖表的呈現，讓使用者更能了解最後的模擬結果。 

 在本研究的最後，以 Bacillus 屬的菌株為例，驗證整個系統流程的執行程序

與最後電泳的結果。 
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二、方法 

 

2.1 資料庫 

  圖 2 所示為本網頁服務的系統流程，在網頁介面中，使用者可以使用基因體

上傳的服務，依照使用者的個人需求，對其所需要鑑別的微生物基因體，在網頁

服務中上傳至本系統的資料庫。而系統會為了後續的系統需求及分析，將使用者

上傳的目標基因體，經由後端程式的處理後，建立 MySQL 的關聯式資料庫的相

關欄位及表格，以供後續的程式運算及分析使用。 

 

2.2  Structural RNA 的註解 

 在本系統當中，引子設計是利用 structural RNA 來做引子分析的參考，然而，

由於 structural RNA 在不同基因體上註解的不同，會影響到後續程式設計引子的結

果。因此，當使用者上傳基因體後，我們會先將這些基因體序列做註解，標出

structural RNA 的相關資訊。這階段會根據使用者上傳的基因體序列分別做兩種註

解: 

(1)使用 NCBI Blastn 來為使用者上傳的基因體序列找出其 16S rRNA，Blastn 比對的

資料庫為NCBI 16SMicrobial核酸序列資料，相似度門檻設為 e-Value小於等於 10-5，
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得到的比對結果依照 score由高到低做排列，取分數最高但不重複的基因體序列，

範圍為 16S RNA 註解範圍，如圖 3 所示。 

(2)使用 tRNAscan-SE[31, 32]工具來為使用者上傳的基因體序列設計 tRNA的註解，

它的功能是能根據輸入的基因體序列進行處理，找出輸入基因體的 tRNA。 

 

2.3 挑選 conserved region 

根據上一步得到的註解資訊，分析使用者感興趣的基因體序列群組，找出這

些基因體中 structural RNA 所在的位置，並且依據這些 structural RNA pair 在基因體

上的間距(聚合酶連鎖反應的產物長度大約都在 100 bp 到 3000bp)，來做篩選的標

準之一，如圖 4 所示。另外根據這些 structural RNA pair 在不同基因體上間距的差

異，當作 genomic feature，若其差異未超過 100bp 以上或超過 3000bp 以上，則被

視為不具鑑別力而排除，以圖 5 為例。 

之後，在所有的目標基因體序列群組中，挑選出有間距差異相同的 structural 

RNA pair 的片段(具有鑑別力的 structural RAN pair)，並使用多重序列比對(multiple 

alignment)來找出所有 structural RAN pair 的 conserved region[33]，將這些結果做為設

計引子的參考，流程如圖 6 所示。 
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2.4 引子設計 

在得到 conserved region 後，由於需要 structural RNA pair 做為區別不同目標基

因體，因此若是同類型的 structural RNA 得到的引子可以在其它不同的基因體上適

用，我們則為它設計引子，稱之 common primer，若不能適用在大多數的基因體，

則會再為其餘的 structural RNA 設計引子，此時稱為 specific primer，如圖 7 所示。 

我們利用設計引子的工具為 Primer Hunter。Primer Hunter除了能設計引子之外，

還能預測是否黏合與預測黏合溫度等功能，但在本研究中僅利用 Primer Hunter 來

設計引子。[34] 

其相關設定如下: 

(1)保守序列的最小長度不得低於 16 bp。 

(2)保守序列中最多只能容許 3 個 mismatches。 

(3)一個 structural RNA 可能有 1 個至多個引子可以使用。 

(4) PrimerHunter 的參數設定: 

Melting temperature (Tm): 60˚-63˚ 

Product length: 100-2000 bp 
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2.5 組合分析 

 在完成引子設計之後，我們得到許多針對目標基因體群具有鑑別能力的引子

對，為了找出所有引子對目標基因體可能有非專一性的 binding site，在此我們使

用 E-PCR 中的 Reverse-PCR 功能。此工具目的是利用雜湊(Hash)的方法，在目標

基因體中，快速找出與引子相似的區域，將所有可能的 binding site 存入資料庫中。 

E-PCR 的參數設定: 

Mismatch (N): 5 

Gap(G): 3 

 下一步，將所有的可能的 binding site 與引子進行 Tm 值的運算，其利用公式

為 Melting Temperature Tm = 81.5+ 0.41(%GC) -675/Length[35]，得出的 Tm 值可用來

判斷是否能與 binding site 黏合，如圖 8 所示。在 E-PCR 的過程中，我們略過目標

引子對可能接合的片段中有過多 Insert 與 Delete 的搜尋，因為大量片段的 Insert

或 Delete 片段會使 Tm 值大量的降低，使得引子無法與其 binding site 黏合。 

 將引子在所有可能的 binding site 資訊存入資料庫，並建立索引表，已供後續

搜尋與分析，重複以下兩個步驟: 

(1) 從搜尋索引表中找出只能由少數的引子對才能鑑別的組合，並記錄其搜尋路

徑，如圖 9 所示。 

(2) 確認搜尋索引表的鑑別資訊，將(1)找到的可鑑別引子對從索引表中移除。並

重複(1)，如圖 10 所示。 
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直至找到可以鑑別所有目標基因體的最佳引子對搜尋路徑(可能不是唯一，會

有多組解)，並且也提供其他替補的最佳引子對搜尋路徑，供使用者參考選

擇。 
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三、 網頁實作 

 

3.1 網頁工具概述 

本網頁系統分為兩部分，圖 11 為首頁。 

(1) 通過乳酸菌範例讓使用者從乳酸菌資料庫中選取菌株，並設定參數得到引子

組合結果(圖 12)。 

(2) 讓使用者上傳微生物基因體序列，設計具有鑑別力的聚合酶連鎖反應引子。 

 

3.2 系統的操作方式 

本系統的操作畫面如圖 13 所示，使用者可以自行上傳想要鑑定的微生物基

因體序列，在設定完相關參數後，填入使用者聯絡信箱與專案名稱，當系統分析

完成後，系統會寄信通知使用者。其詳細參數預設值分別為 Tm Threshold: 5˚及

distance threshold: 50 bp。 

 

3.3 系統的輸出格式 

當系統完成鑑定工作之後，使用者會收到通知信函，可利用內嵌的網頁超連

結，得到最佳引子組合(圖 14)與引子的相關資訊: 聚合酶連鎖反應產物的長度與
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Tm 值、電泳的預測圖，如圖 15。 

 

3.4 實作環境 

MOI 是使用 PHP 所開發，伺服器作業系統:CentOS 5.4，CPU: AMD Phenom II X4 945，

記憶體: 6G。 
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四、結果 

 

 在這個研究中，我們到 NCBI 下載 Bacillus 與 Lactobacillus 的基因體來做系統的

微生物物種鑑定測試，分別是: (1) Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168。[36](2) 

Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10。[37](3) Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23。

[38](4) Bacillus anthracis str. Ames[39]。(5) Bacillus atrophaeus 1942。(6) Bacillus 

cellulosilyticus DSM 2522。(7) Bacillus clausii KSM-K16[40]。(8) Lactobacillus reuteri JCM 

1112。[41](9) Lactobacillus fermentum IFO 3956[42]。將這些目標基因體上傳至系統

做鑑定後，我們希望能通過系統設計出來的引子，利用最少的引子對組合，將這

些基因體快速地鑑別出來。 

 此次運算時間大概處理 50 分鐘，最終得到的結果(圖 14)。這邊可以發現，

本系統提供了許多引子對解提供使用者選擇，此範例用 3 組引子就可以鑑定出這

九株(圖 15 至圖 20)，可從連結進入觀看詳細的結果，這邊可以看出由於

Lactobacillus reuteri JCM 1112與 Lactobacillus fermentum IFO 3956同為是 Lactobacillus，

因此相較於其他 Bacillus 的基因體而言，它們之間能鑑定的聚合酶引子對較少(表

1)。換句話說，在兩個物種比較相近的基因體中，若要將其有效的鑑別，需要使

用 specific primer 去鑑別，才能有效地將相近的物種作出區別。 

 在每一組引子對的聚合酶連鎖反應產物結果，我們分別會呈現出 TM = 40、

45、50、55、60、65 六張不同 TM 的電泳預測圖，提供給使用者參考。這次實
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驗的另一組引子對解中，其中有一組引子對隨著 TM 的變化，它能預測出的產物

會隨著 TM 變化而有所不同，如圖 21 所示，在每一組引子對的聚合酶連鎖反應

產物結果，黃色的線條代表預測會出現的產物，綠色則代表不是預期在這組 TM

會出現的產物，但有可能是雜訊或其他實驗原因所造產生 ，隨著溫度的上升，

其產物越來越少，當 TM 超過 55 以後，就幾乎不會有產物的產生。這些數據圖

像化的呈現，我們希望提供給使用者實際實驗的參考。 
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五、討論 

 

5.1 限制 

 目前本系統提供了使用者上傳基因體序列的服務，但相較於基因體序列相比，

要如何使用在這些序列上作正確 structural RNA 的註解並不是那麼容易。在本研究

一開始我們將 23S rRNA 與 5S rRNA 列入影響設計引子的參數，但經過數次測試

發現，因為在目前的 NCBI 資料庫中，其 structural RNA 在不同的基因體上存在著

許多註解上的差異，尤其以 23S rRNA 最為嚴重，且因為 16S rRNA、5S rRNA、23S 

rRNA 在基因體上大部分都以 gene cluster 的方式聚集在相同的位置，不同 copy 間

兩兩的距離差異往往很小，因此，為了之後設計引子的準確度與速度，在最後決

定只對 16S rRNA 作註解的動作。另外，在 Tm 值的設定上，若使用者將聚合酶

連鎖反應的 Tm 值區間設定過低，可能會造成許多候選引子無法列入考慮，最後

造成能鑑定基因體的引子對組合過少，甚至最後可能會無法得出具有鑑別能力的

引子對組合之情況發生，因此，一般建議 Tm 值差定在 10 左右。 

 

5.2 與上一版本的改進 

在上一版本中，未開放讓使用者上傳基因體的服務，在此版本中，除了改進

讓使用者上傳基因體的客製服務外，也會對使用者所上傳的基因體序列作 tRNA
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與 16S rRNA 作註解的動作。另外在候選引子對基因體有可能黏合片段上，原本

是採取 sliding window search 的方法，由於此演算法的處理時間過於冗長，因此在

本版本使用 E-PCR 工具中的 Reverse-PCR 功能，能利用雜湊的方法找出較快速地

預測可能黏合片段，相較之前節省了數倍的時間。 

另外，在最後的引子對在聚合酶連鎖反應黏合的片段資訊中，除了提供詳細

的引子資訊與 Tm 值外，還另外呈現了聚合酶連鎖反應的結果預測圖，讓使用者

在實際使用引子作聚合酶連鎖反應與電泳實驗時可以做參考。 

 

5.3 未來工作 

目前 MOI 在鑑定物種大都是依據 16s RNA 與 tRNA 兩種 structural RNA，未來可

能會加入 housekeeping gene，以及提供使用者自行加入註解，希望能提供使用者

更多引子對的選擇。在最後模擬電泳圖的結果呈現上，希望能準確的預測出當

TM 變化時，模擬電泳圖也隨著 TM 變化而造成產物形狀、顏色也會隨之不同。 

。  
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六、結論 

 

在這個研究中，我們利用了在不同物種之間，它們的 structural RNA 間距離不

同作為一個 genomic feature，讓使用者可以利用的網頁介面，將想要鑑別的微生物群

組上傳到系統網頁，系統會依照使用者的需求設計最佳引子對組，進而利用這些詳

細的引子資訊去鑑別出使用者感興趣的微生物，而使用者可以得到詳細的引子資訊，

與聚合酶連鎖反應產物詳細資料，且會呈現模擬電泳圖供使用者參考。 
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Organism Sn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 1  X 7 10 4 7 7 5 9 6 

Bacillus anthracis str. Ames 2  X  X 7 5 7 8 8 6 9 

Bacillus clausii KSM-K16 3  X  X  X 5 7 9 9 7 9 

Lactobacillus reuteri JCM 1112 4  X  X  X  X 3 4 5 6 5 

Lactobacillus fermentum IFO 3956  5  X  X  X  X  X 7 8 7 8 

 Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23 6  X  X  X  X  X  X 3 9 3 

Bacillus atrophaeus 1942 7  X  X  X  X  X  X  X 8 4 

Bacillus cellulosilyticus DSM 2522 8  X  X  X  X  X  X  X  X 9 

Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10 9  X  X  X  X  X  X  X  X  X 

表 1 引子對索引表 
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圖 1  Genomic feature 

圖中三條 Genome 都具有 ValtRNA 與 CystRNA，故利用 ValtRNA 與 CystRNA 間

的距離當作一項 Genomic feature，當這段距離在 A、B、C 三條不同 Genome 時，

若彼此之間會有明顯的不同，就可以此來當作鑑別 Genome 的依據，這邊限制的

差距必須在 50bp 以上，才會列入考慮。  
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圖 2 系統流程圖 
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圖 3  structural RNA 的註解 

 Structural RNA的註解分為兩部分(1)16S rRNA部分利用 Blastn比對 NCBI的 16S 

Microbial Database (2)其餘 tRNA 利用 tRNAscan-SE 此工具作註解。 
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圖 4 篩選 structural RNA pair 

 聚合酶反應的產物通常都在 100bp 到 3000bp 之間，過長容易不穩定，過短

則不易觀察，因此在這步驟裡會逐步篩選 structural RNA pair，若在範圍內的才會

進入下一步篩選。  
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圖 5 挑選具有鑑別力的 structural RNA pair 

 我們設定兩個 structural RNA pair 間的距離至少需要超過 50bp 才有具有鑑別

力。  
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圖 6 引子設計流程(1) 

 當我們得到 structural RNA 的註解時，我們會將得到這些 rRNA sequence 去執

行 ClustalW，找到一或多組的 conserved region，而這些 conserved region 會先存入資

料庫，讓 PrimerHunter 做為設計引子的候選。  
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圖 7 引子設計流程(2) 

 若在不同的基因體上，某組 structural RNA 具 highly conserved 現象，在大多數

的基因體上都有重複，我們會將它設計為 common primer，若否，則另外設計 specific 

primer，如此可以避免設計重複的引子，節省大量的時間。  

 

 

  



 

25 
 

E-PCR

Structural RNA

Primer

Genome A

Genome A

?

Tm值計算

 

圖 8 判斷是否黏合 

 得到引子之後，雖然引子都是針對 structural RNA 量身定做的，但由於不確

定設計出的來引子會不會黏到基因體上其他位置，所以我們利用 E-PCR 預測出可

能接合的位置，再利用 Tm 值計算公式去判斷是否會接合。三角形代表實際可以

黏合位置。  
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Geonme A Geonme B Geonme C Geonme D Geonme E

Geonme A 6 2 6 5

Geonme B 7 5 3
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ValtRNA_CystRNA

ValtRNA_PhetRNA

? ? ?

Search table

 

圖 9 搜尋路徑(1) 

 當建立 Search Table 後，我們可以根據表格上的數據，瞭解到兩兩基因體之

間，有幾組引子對可以有效地鑑別。而搜尋起始點會從引子對數最少的開始，因

為在最佳解的搜尋路徑規劃中，此組引子對通常是不可或缺的 。  
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Geonme A Geonme B Geonme C Geonme D Geonme E

Geonme A ● ○ ● ○

Geonme B ○ ○ ○

Geonme C ○ ○

Geonme D

Geonme E

Search 
Root

AsptRNA_GlutRNA

ValtRNA_CystRNA

ValtRNA_PhetRNA

Geonme B

Geonme D ○

Geonme B

Geonme D ●

Geonme B

Geonme D ●

 

圖 10 搜尋路徑(2) 

選定初始引子對後，我們同時也可得到此組引子對還可以區分哪些的基因體，

剩下不能區分的基因體 ，在依照前一步的動作，去搜尋較少引子對可以區分的

節點 ，重複直到完成最佳引子組合為止。 
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 圖 11 系統首頁 

在此選擇要使用乳酸菌範例或者自訂上傳序列。
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圖 12 乳酸菌範例 

 選擇乳酸菌菌株與設定參數，可設定溫度差與產物長度差異的門檻限制。 
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圖 13  使用者上傳頁面 

 使用者可自行上傳欲鑑定的基因體序列，可設定溫度差與產物長度差異的門

檻限制，並需要填入信箱與專案名稱，當完成分析時會傳送信件通知使用者。 
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圖 14 結果圖 

Primer pair combination 28 代表第 28 組引子對解，此組結果用 6 個引子即可鑑定。

PCR reaction 為網頁超連結，點擊觀看引子對的詳細資料。 
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圖 15 引子對解(1) 

Ｖ代表可以鑑別，ｘ則代表否。 

 

圖 16 預測電泳圖(1) 

圖中黃線代表電泳的結果，右側則為 marker。 
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圖 17 引子對解(2) 

 

 

圖 18 預測電泳圖(2) 
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圖 19 引子對解(3) 

 

圖 20 預測電泳圖(3) 
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Temperature = 45

Temperature = 50 Temperature = 55

Result

 

圖 21 預測電泳圖(4) 

黃色的線條代表預測會出現的產物，綠色則代表不是預期在這組 TM 會出現的產

物。聚合酶連鎖反應的產物會隨著 TM 的上升而有所改變。
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