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【小鼠大学问】PCR 污染了？不怕，我来给你支支招！

随着 PCR 酶的扩增效率越来越高，灵敏度日益精进，用微量甚至痕量的样本就可以扩增出高浓度的产物。
拍手鼓掌的同时，其实也增加了 PCR 过程中污染的风险，即我们经常说的假阳性的风险。最常见的情况就
是我们上周提到的 H2O 对照中也得出了阳性条带。

要解决 PCR 污染的问题，我们就要从污染的原因入手分析。根据污染发生的不同实验阶段，大致有以下几
个污染高发点：

鼠尾取样的时候

如果上一只小鼠的血液和体液残留在剪刀上，就会将它的 DNA 带到下一只小鼠的鼠尾上。这种情况如果用
鼠尾直接 PCR 试剂盒做基因型鉴定的时候，假阳性的情况会更明显。

解决方法

每一次剪鼠尾之前，都必须要用75%酒精擦拭清洁剪刀。或准备两把剪刀轮流使用，用完的剪刀浸泡在75%
酒精溶液中。

还是推荐用裂解液和蛋白酶K处理鼠尾后将DNA纯化之后做PCR鉴定，这样可以将污染的概率降低。

配置 PCR 反应体系的时候

PCR体系中的引物、水和 PCR 酶或 buffer 等试剂中任何一管中混入 DNA 样本都会造成污染。所以，每次
实验都要小心。

解决方法
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配置 PCR 反应体系的过程中枪头要及时更换。

用完的试剂管要及时盖上盖子。

很多童鞋说我都已经把 PCR 反应体系中的所有试剂都换成新的了，可还是污染？！其实，移液枪也是污染
源之一。

解决方法:

移液枪外表面要经常用75%酒精擦拭。

移液枪内部的清洁比较困难。如果在前一次取样的时候，操作不当导致有少量的模板进入移液枪，那么在下
一次实验的时候很容易产生污染；还会污染整个 PCR 反应体系。所以如果遇见这种情况，方法一：加样的
枪头全部换成带滤芯的枪头，方法二：用一些商品化的分解基因组DNA的试剂处理一下移液枪。

如果以上方法还是无法避免污染的问题，那么我们建议：

解决方法
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更换配制 PCR 反应体系的实验室房间，或者去超净台里操作。
配制 PCR 反应体系的实验台尽量和 PCR 仪以及电泳槽分开，因为 PCR 仪和电泳槽附近的区域往往是高浓度
DNA 弥散的区域。

跑电泳的时候

跑电泳过程中，上样的枪头是否更换呢？如果没有更换，那么每次上完一个样都要在电泳 buffer 中吹打清
洗干净。防止枪头上带有前一个样品的产物，造成点样的污染。

荧光定量 PCR

另外，在鉴定 Cre 和 Flp 这些转基因小鼠的时候，可以尝试通过荧光定量 PCR 做相对定量的方法来避免假
阳性的问题。具体是指在荧光定量PCR的时候，同时鉴定目的基因和内参基因，通过△Ct的方法来确定阳性
产物，可以有效避免少量因为污染造成的假阳性问题。
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相对定量结果

ct值图
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溶解曲线图

南模生物可提供小鼠基因型鉴定服务

https://www.modelorg.com/breeding/genotyping-services.html

