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PCR 防污染技术的研究进展 *
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摘要：聚合酶链式反应（PCR）是一种高灵敏核酸扩增技术，广泛应用于核酸检测中。但在实际应用过程中，扩增产物及其他核酸片

段的污染会导致假阳性的结果，制约了 PCR 在临床检测中的应用。为了解决这一问题，建立了许多 PCR 防污染的方法，除了早期

建立的并已得到广泛应用的物理隔绝法、光照法及水解法外，近年来还发展了酶消化法、化学修饰法及 DEAE 纤维素法。本文对

PCR 防污染技术的原理、应用及进展进行了综述。
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ABSTRACT: Polymerase chain reaction (PCR) is a highly sensitive nucleic acid amplification technique, which has been widely
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前言

聚合聚合酶链式反应 （Polymerase chain reaction，PCR）是

一种高灵敏的核酸扩增技术，能够将目标核酸片段在数小时内

扩增 106 倍以上，因其快速简便，重复性好，特异性高，扩增效

率强，而在分子生物学的基础研究，疾病的早期诊断，法医学鉴

定认证，动植物学的溯源分型等方面都有着广泛应用。
但是，PCR 技术过高的灵敏度导致其极易污染，产生假阳

性结果，严重干扰 PCR 检测的准确性。PCR 扩增时最主要的污

染源是与目标序列相同的扩增产物，高浓度的 PCR 产物在实

验操作过程中极易飞溅或形成气溶胶，对空气，试剂，移液器，

以及操作人员的手套衣物造成污染[1,2]。为了解决这一难题，国

内外的研究者提出了许多种 PCR 防污染技术，其中物理隔绝

法，紫外照射法，水解法等在目前的 PCR 实验中普遍应用，已

经成为 PCR 实验操作的规范流程。物理隔绝法[1]是将 PCR 实

验室分为四个区域，实验严格单向进行（试剂准备区 -> 样本准

备区 -> 扩增区 -> 产物检测区），防止产物对试剂、样本的污

染。紫外照射法操作简便且成本低廉[4,5]，能够消除 108 拷贝的

污染分子[6,7]，现已作为 PCR 实验室日常净化流程之一[8]，与其

类似的伽马照射法[9]因伽马射线不易得而较为少用。酸水解法

中稀酸可以对核酸造成氧化损伤，一般用于实验室设备与工作

台面等的常规消毒。引物水解法利用引物引入核糖残基，扩增

产物碱性条件下水解来消除污染[10,11]，处理后的污染可以降至

十万分之一以下。虽然这些技术已被实践证明能有效控制扩增

产物的扩散和污染[3]，但仍然无法完全排除污染。为此，近年来

又发展了酶消化法，化学修饰法，DEAE 纤维素法等防污染技

术。本文主要对这几种防污染技术的原理，应用以及最新进展

进行了述评。

1 酶消化法

1.1 脱氧核糖核酸酶Ⅰ（DNaseⅠ）法

DNaseⅠ是一种脱氧核糖核酸酶，能降解双链 DNA，可以

用于消除 PCR 反应试剂中的污染产物。Furrur 等[12]在 PCR 反

应前，不加模板与 Taq 酶，用 0.5 U 的 DNase Ⅰ消化其中可能

含有的污染模板。消除污染模板的效率可以通过增加酶量和延

长消化时间来提高，消除效率能达到 1000 倍，对引物损伤不明

显。
有文献将 DNaseⅠ应用于 RT-PCR，消除 cDNA 模板中基
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因组 DNA 的干扰[13]，该方法的缺点是耗时较长（约 2 小时），且

cDNA 经酶消化处理后还需经过纯化步骤，操作较复杂。也有

报道在定量 PCR 中先采用 DNaseⅠ消除污染，后加入二硫苏

糖醇使酶完全失活，以免 DNaseⅠ干扰后续的 PCR 反应。该法

可以将污染模板降解到 100 拷贝左右，而不会抑制 PCR 的扩

增[14]。进一步的研究表明，以硫酸锰作为缓冲液来消除 RT-PCR
中基因组 DNA 对 RNA 模板的污染更为有效[15]。虽然 DNaseⅠ

成本低廉，无需知道污染产物的序列，但是若扩增模板是双链

DNA，酶消化污染物后仍需开管加入其它试剂进行后续的

PCR 反应，因此有再次引入污染的可能，限制了此法的应用。
1.2 核酸内切酶法

限制性核酸内切酶可以识别双链 DNA 中某段特异序列，

并在识别位点或其周围切割双链 DNA。一般有三种类型的内

切酶，最常用的是 II 型内切酶，能识别专一的回文序列，并在该

顺序内的固定位置上切割双链。若 PCR 产物内含有识别位点，

则采用核酸内切酶处理扩增试剂后，就能去除产物污染。
Furrur 等[12]曾采用内切酶 MspⅠ来消除 PCR 反应试剂中

的污染产物，但只能将污染程度降低一个数量级以内，且污染

模板的序列中需含识别位点，其去除产物污染的效果明显不如

DNaseⅠ。Robert 等[16]将内切酶 SmaⅠ应用于 RT-PCR 中，由于

RT-PCR 的产物是双链的 DNA，模板是单链的 RNA 或单链

cDNA，因此采用能够专一消化双链 DNA 的内切酶就能够消

除产物对模板的污染。此方法在 RT-PCR 前，将模板和所有试

剂混合，加入 1 U 的 SmaⅠ温育 60 min，在 96℃灭活 5 min 后

进行 PCR，可以将污染降低 107 倍，而不影响 RT-PCR 的灵敏

度。虽然应用范围有局限性，但此方法可以在一管内完成消除

污染和 PCR 反应，不会再次引入污染。
John Ashkenas 等 [17] 在 RT-PCR 中选用 AluⅠ，NlaⅢ，

Sau96Ⅰ，StyD4Ⅰ四种常用的工具酶混合消除基因组 DNA 污

染方法，在考察消除污染能力时，发现污染较严重（污染模板与

目标模板比例为 100:1）时，此方法不能完全消除双链 DNA，但

是能够增强 RNA 模板的扩增。而对于基因组 DNA 对 RNA 模

板的污染，此方法既能保护好 RNA 模板也可消除 100 pg 的基

因组 DNA，消除污染的效果随酶量升高而增强，仅在使用高浓

度的酶（20 U/20 μL）时出现对 RNA 模板的抑制作用；作者也

尝试用一种随机切割的限制性内切酶 CviJⅠ防污染，该酶可以

平均每隔 64 bp 切割双链 DNA，但效果不明显，只在很窄的酶

浓度范围内有效。
酶 切 位 点 引 物 法（amplicon primer site restriction，APSR

法）是上述方法的一种改良[17]。该法是基于ⅡS 型内切酶特异性

地降解双链 DNA 的原理消除产物污染，与一般Ⅱ型内切酶不

同，该类酶能在距识别位点下游处切割双链 DNA。此方法在引

物中靠近 5' 端设计内切酶 HgaⅠ的识别位点，扩增产物可被酶

消化，消化后的产物片段缺少与引物结合的部分，不能再次扩

增。此方法不仅适用于 RT-PCR，对于双链 DNA 为模板的普通

PCR 也适用。但是模板上不能含有内切酶的酶切位点，引物设

计需要复杂的优化步骤，且不同的内切酶要求不同的缓冲液，

应用范围有一定的局限性。
1.3 核酸外切酶Ⅲ法

核酸外切酶Ⅲ能够从 DNA 双链的 3' 端顺次水解磷酸二

酯键而生成 5'- 单核苷酸，Yu Sheng Zhu 等人利用这一特性，消

除扩增产物对基因组模板的污染[18]。
由于污染的产物片段和基因组的大小不同，较小的产物片

段更易被核酸外切酶Ⅲ完全消化。温育一段时间后高温灭活外

切酶Ⅲ再扩增。污染产物被消化，而基因组 DNA 大部分保持完

整，可以正常扩增。此方法是一管消除污染并扩增，不会再次引

入污染，可以消除 105 拷贝的污染，还能消除引物二聚体，但反

应条件较难控制，且扩增片段位置不能靠近基因组 DNA 末端。
1.4 尿嘧啶糖基化酶（UNG/UDG）法

尿嘧啶糖基化酶（UNG/UDG），是一种 DNA 修复酶，能识

别并去除 DNA 中的尿嘧啶，将试剂中 dNTP 替换成 dUTP。扩

增产物中含有大量尿嘧啶，被 UNG 消化后，在高温条件下发生

断裂，而模板不含尿嘧啶不受影响[19]。一般在 PCR 混合试剂中

加入 UNG，每次扩增前室温下温育消化可能存在的污染产物，

然后进行 PCR，整个过程也是无需开管，不会再次引入污染。
UNG 法是应用最广泛的一种防污染方法，消除污染稳定

高效，并被很多文献报道验证。Longo 等[19]验证该方法可以消除

1010 拷贝以上的 PCR 产物，且消化时间仅需 10 min。Kolk[20]和

Wang 等[21]也在用 PCR 检测麻风分歧杆菌，HIV，莱姆病，衣原

体中采用此方法防污染。Mélanie Pruvost 等[22]将 UNG 法应用

于古代化石 DNA 的实时 PCR 检测中，由于古代 DNA 样本破

损严重，扩增产物的片段很短（103 bp），UNG 法一般对 240 bp
以上的片段有效，所以作者将 UNG 法的温育时间从 5 min 延

长到 45 min，污染可以降低两个数量级。
Tetzner 等[28,29]将 UNG 法用于亚硫酸氢钠处理的 DNA 检

测，亚硫酸氢钠处理的 DNA 是研究甲基化常用的方法，亚硫酸

氢钠可以将胞嘧啶转化为尿嘧啶，处理后的 DNA 产物也可被

UNG 消化，此方法可以消除 104 拷贝的污染。
Taggart[25]等将不耐热的 UNG 法用于控制 RT-PCR 分析肠

道病毒时可能出现的污染。一般 UNG 在逆转录反应的温度下

有活性，会降解逆转录酶合成的 cDNA 链。而不耐热的 UNG
最适温度为 20℃，在 37℃失活，远低于逆转录酶最适反应温

度的 50℃。因此利用不耐热的 UNG 不会干扰 RT-PCR 的进

行，可以消除高于检测限三个数量级的污染，对于一般的临床

实验室检测 RNA 病毒已经足够。
UNG 主要消除的是替代胸腺嘧啶的尿嘧啶，所以对富含

胸腺嘧啶的 DNA 作用明显，对 GC 含量高的模板效果不好，引

入 dUTP 会降低 PCR 扩增效率，提高镁离子浓度能够改善这一

现象，因此需要对酶的用量和 dUTP 的浓度等条件进行优化[26,27]。
虽然该方法的去污染效果较好，但也存在一些缺点，主要是含

尿嘧啶的扩增产物对下游操作有一定影响，如无法用于克隆，

在 Southern blot 中可能不易与模板杂交[28]，一些限制性内切酶

对含尿嘧啶的扩增产物切割效率降低甚至不切割 [29]。此外，

UNG 对核酸与探针杂交的 Tm 值也有浓度依赖性的影响[30]。

2 化学修饰法

2.1 异补骨脂素法

呋喃并香豆素类化合物如补骨脂素和异补骨脂素，能够嵌

入核酸的碱基对中。当长波长的 UV（300 nm - 400 nm）照射时，

与嘧啶碱基生成环丁烷类加合物阻碍 Taq 酶延伸，使这种修饰
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后的扩增产物不能作为模板被扩增[31]。异补骨脂素与扩增产物

的加合物能够与探针杂交，所以比补骨脂素应用更广泛[32]。
Cimino 等[32]将异补骨脂素在 PCR 前加入反应体系，扩增

结束后，用 UV 光照射 15 min。结果发现异补骨脂素对于 500
bp 长度以上的片段能有效消除，可将污染降低 108 倍。高浓度

（>100 mg/ml）的异补骨脂素会阻碍 PCR 效率[33]，部分反应中可

以通过加入 10%甘油和 1%BSA 作为共溶剂来降低这种阻碍

效应。对于不同反应体系，加入异补骨脂素的量需要优化。
De la Viuda M 等[33]优化此法，在 PCR 中利用微粒蜡防止

气溶胶形成，PCR 反应后室温下几分钟使微粒蜡固化形成屏

障，开管加入异补骨脂素。加热几分钟使异补骨脂素与融化的

蜡及 PCR 产物混合，然后用 UV 照射 15 min 消除污染。这种方

法降低了一管反应中异补骨脂素对 PCR 的阻碍效应。异补骨

脂素法的缺点是它对于 GC 含量高的消除效果不好。这类物质

具有致癌性，需小心使用[31]。
2.2 羟胺法

盐酸羟胺能与核酸胞嘧啶中的氧原子反应产生加合物，阻

碍其与鸟嘌呤形成碱基对。这种修饰后的产物不能作为 PCR
的模板再次扩增[39,40]，避免产物成为污染源。Aslanzadeh[36]在 92
bp 的 HSV 和 156 bp 的疏螺旋体扩增产物中加入羟胺，250
mmol/L 浓度下温育 30 min，扩增后电泳检测结果证明羟胺法

可以消除产物的污染。该方法突出的优点是对短片段（<100bp）
和 GC 含量较高的扩增产物效果较好，羟胺与核酸的结合随羟

胺浓度增加而增加。但该方法需要扩增后开管加入羟胺，可能

会产生气溶胶污染。
2.3 EMA 染料法

EMA（ethidium monoazide）是一种 DNA 染料，可以嵌入

DNA 双链中，是具有光敏性的溴化乙锭类似物，在长波长

（>400nm） 的光可以激活 EMA 上的叠氮基与核酸形成交联产

物，使其不能继续扩增。Andreas Rueckert[37]在扩增 16S rRNA
基因时应用此法，加入 EMA 后避光冰上放置 5 min 后再在

500 W 的卤素灯下照射 5 min，EMA 的最佳浓度范围为 14.9 到

19 μmol/L，浓度过低时消除污染的效果不佳，浓度过高时会降

低 PCR 的灵敏度。此方法对于模板扩增影响较小，消除污染后

灵敏度可以达到 100 fg，快速简便，而其缺陷类似羟胺法，也并

非一管内操作，开管加入 EMA 时容易再次引入污染源。

3 二乙氨基乙基（DEAE）纤维素法

DEAE- 纤维素是一种广泛应用于离子交换色谱的材料，

对核酸有结合作用，因此这一特性可被用来消除扩增产物对试

剂造成的污染。Glushkov[38]对一个 146 bp 的小片段产物污染进

行了实验，将试剂与 DEAE 纤维素混合，室温下温育几分钟，充

分结合污染的核酸片段，然后利用离心，将 DEAE 纤维素从试

剂中分离。试剂包括 PCR 的预混液，还有 Taq 酶和逆转录酶等

蛋白。最适条件下（pH 为 7.0，盐离子浓度为 200 mmol/L），能将

污染降低 106 倍。该方法对蛋白活性略有影响，但对 PCR 体系

整体的扩增效率不造成干扰，但分离 DEAE 纤维素的操作过程

比较繁琐，实际应用意义不大。

4 结论

上述防污染技术各有优势及缺陷，有很多文献对其中应用

较多的技术也进行了验证和比较：Espy 等[39]将 UNG 法与异补

骨脂素法应用于病毒检测并进行了比较，两种方法都能很好地

控制 240 bp 的扩增产物造成的污染，但是对于 92 bp 的短片段

和 GC 含量高的 HSV 扩增产物来说效果不佳。Rys 等[11]比较了

UNG 法、异补骨脂素法和引物水解法，这三种方法对于 156 bp
的产物都能够很好的消除污染，异补骨脂素和 UNG 可以消除

109 拷贝的扩增产物，而引物水解法消除污染的效率变化范围

较大。他们还提出联合 UNG 法、异补骨脂素法，首先应用异补

骨脂素法来控制污染产生，如果确证污染存在再辅以 UNG 法

消除污染。Niederhauser 等[40]验证了紫外照射法和 UNG 法对污

染的消除效果，发现两种方法均能将污染降低 108 倍以上，但

是 UNG 法对于 PCR 灵敏度降低了 1 个数量级，且引物二聚体

条带较明显。但是他们应用异补骨脂素法和羟胺法对污染的消

除不明显，并且有抑制 PCR 造成假阴性的现象。Sebastian
Philipp [41] 结合了限制性内切酶法和微孔过滤法，来消除细菌

DNA 对 Taq 酶的污染，但是效果均不理想。可以看出，不同的

防污染技术在应用于同一条件下的 PCR 时，存在着明显的差

异；而同一种防污染技术对于不同条件下的 PCR，效果也是不

同的。
消除 PCR 的污染会使 PCR 在临床分子诊断领域发挥更

重要的作用。虽然目前已经有很多关于 PCR 防污染技术的报

道，但是发展一种成本低、简便快速、效果稳定、不影响 PCR 扩

增效率及产物下游操作的方法仍然是研究者致力达到的目标，

相信随着分子生物学及生物化学的发展，面对 PCR 的假阳性

问题会有更好的设想与解决方案。
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