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［摘 要］ 目的：建立一种有效、实际操作强的聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）防污染法并用于产前检测叶酸

利用能力。方法：在1条引物的5′端加入限制性内切酶FOK1的识别序列，将FOK1酶加入PCR扩增反应体系中，切断污染的

前PCR产物，考察体系中FOK1酶的用量、酶切扩增一体式反应体系成分的比例及污染量的可控程度，并应用于亚甲基四氢叶

酸还原酶（methylenetetrahydrofolate reductase，MTHFR）基因上C677T突变位点的分析。结果：FOK1酶最佳反应体系却抑制

PCR扩增；在TaKaRa反应体系中，0.5 U FOK1酶可完全切割≤0.1 μL含有酶切位点的前扩增产物，且成功扩增，而不加入FOK1
酶无法控制假阳性结果。FOK1酶切防污染法成功用于MTHFR C677T的测序检测。结论：本方法有效便捷，完全实现了闭管

防止PCR污染，不影响后续测序反应，不仅可适用于以PCR扩增为基础的产前诊断等测序分析，更可广泛应用于所有涉及核

酸扩增诊断的实验室防治PCR污染中。
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Controlling carryover PCR contamination based on FOK1 enzyme system and its
application in prenatal diagnosis
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［Abstract］ Objective：To establish an effective and practical method to solve the problem of polymerase chain reaction（PCR）
contamination and used it for prenatal diagnosis of folic acid utilization capability. Methods：By adding recognition sequence of a
restriction enzyme FOK1 at the 5′ end of one PCR primer，carryover PCR contamination was controlled by adding FOK1 enzyme in
PCR reaction mixture which contained the contamination from the last PCR products. Effects of the amount of FOK1 enzymatic on
amplification efficiency，components in PCR reaction mixture and the most amounts of contamination which can be controlled were
investigated. A mutation of C677T in MTHFR gene was analyzed. Results：A best reaction system provided by FOK1 enzyme
specification inhibited PCR amplification. In TaKaRa reaction system，0.5 U of FOK1 enzyme could completely control the
contamination of less than 0.1 μL of last amplification products and did not affect the amplification. Otherwise，false positive results
were obtained by adding the contamination without FOK1 enzyme. The developed method was successfully applied to the analysis of
MTHFR C677T by sequencing. Conclusion：This method is effective and convenient. The reactions of enzyme digestion and
amplification were completed in an unclosed tube. Subsequent sequencing reaction is not affected by the method. The method can not
only be used in prenatal diagnosis based on PCR amplification，but also widely applied to control PCR amplification in all the fields
involved in nucleic acid amplification.
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聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）
反应具有强大的扩增效率，导致其具有易污染的缺

点，极微量的污染便可导致假阳性结果。PCR反

应中，主要存在以下污染源：来自其他测试样品的

DNA，来自实验材料如重组克隆的DNA等。因为

PCR产物拷贝量大（一般为 1×1010拷贝/μL），远远

高于PCR检测数个拷贝的极限，所以极微量的PCR
产物污染，就可造成假阳性结果。同一靶序列前一

次PCR的扩增产物，对后面PCR的污染是分子诊断

使用 PCR进行高灵敏度测试过程中最易出现的问

题［1］，使得检测结果出现假阳性，而且一旦出现污

染，消除污染源极其困难，往往需对整个实验室及

实验器材进行彻底清洗处理。已报道了一些方法

用于防止 PCR 污染［2- 4］。在这些方法中，尿嘧啶

DNA糖基化酶（Uracil⁃DNA glycosylase，UNG）方法

被广泛使用，这种方法使用dUTP扩增，在扩增前使

用UNG处理可降解交叉污染的PCR产物，而不降解

基因组DNA模板（不含dUTP），然后热灭活此酶，再

进行扩增反应。但是由于在扩增中，用dUTP取代了

dTTP，这种方法不适用于下游检测手段为测序的检

测，如高通量测序或者一代测序反应。

因此发展了一种基于FOK1酶的新PCR防污染

体系，FOK1是一种ⅡS型限制性内切酶［5］。在第1次
PCR一条引物上加入ⅡS型内切酶的特异性识别位

点，因此扩增的PCR产物将都带有ⅡS酶的识别位

点。当第1次PCR产物带入下一次PCR反应体系中

时，运用特异的ⅡS内切酶在反应前处理反应体系，使

得滞后污染被特异性切割，从而无法与引物结合进行

扩增。同时，反应体系中的DNA模板并不受影响，因

此达到防止PCR污染的目的。

叶酸摄入缺乏与新生儿出生缺陷相关，亚甲基

四氢叶酸还原酶（methylenetetrahydrofolate reduc⁃
tate，MTHFR）是叶酸代谢中的关键性酶，一旦该酶

的关键基因MTHFR基因上关键位点发生变异，会

显著影响机体的叶酸利用能力，因此有必要对叶酸

代谢能力进行遗传检测，补充合适剂量的叶酸。本

研究将建立新的PCR防污染法，应用于产前诊断叶

酸利用能力的遗传测序检测中。

1 材料和方法

1.1 材料

FOK1核酸内切酶和Taq DNA 聚合酶（大连Ta⁃
KaRa 公司）；血液基因组DNA提取系统（南京Tian⁃
gen公司）；AxyProTM PCR Cleanup Kit（杭州爱思进生

物技术有限公司）；dNTP混合物（大连TaKaRa公司

公司）；琼脂糖（Biowest公司，美国，上海Y1TO公司

分装）；溴化乙锭（Promega公司，美国）；试剂配制均

使用灭菌去离子水，所有试剂均为分析纯。

台式高速冷冻离心机（21R型，Beckman公司，

美国）；高压电源（Power PAC1000，BIO⁃RAD公司，

美国）；凝胶电泳成像仪（GeneGenius，Syngene公司，

英国）；PCR扩增仪（PTC⁃225 型，MJ Research 公司，

美国）；微量基因光谱测定仪（Gene SpeⅢ，NaKa In⁃
strument公司，日本）。

引物由上海 Invitrogen公司合成，并经PAGE纯

化，纯度大于 99%。引物设计用Primer Premier 5软
件，叶酸代谢过程中MTHFR基因在NCBI上的参考

序列编号为 NG_013351.1，扩增正向引物 5′ ⁃AG⁃
GATGTGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA ⁃ 3′，扩增

反向引物5′⁃AGGACGGTGCGGTGAGAGTG⁃3′，下划

线标记处为人工加入的 FOK1内切酶的识别序列

（GGATG），扩增片段长度为204 bp。
1.2 方法

1.2.1 孕妇血浆的采集与DNA提取

抽取孕妇外周血 2 mL入Na2·EDTA抗凝管中，

置于 4 ℃待用，对收集的全血标本，每份取 0.3 mL，
用血液基因组DNA提取系统提取DNA，再以TE缓

冲液溶解而得。实验用DNA模板均用One⁃drop分

光光度仪测定其浓度及纯度，以TE缓冲液调整终浓

度为 20~100 ng/μL。本研究经医院伦理委员会批

准，受试者均知情同意。

1.2.2 含FOK1酶切位点目标片段的制备

合成的扩增引物为干粉，使用前需离心。用双

蒸水将引物稀释到10 μmol/L。扩增用试剂使用前先

混匀再离心，加完酶后尽可能不要剧烈振荡。50 μL
PCR体系成分：上述提取的DNA模板，dNTP 混合物

（0.2 mmol/L），正向引物和反向引物（各0.4 μmol/L），
TaKaRa Taq DNA 聚合酶（1.25 U），1×PCR Buffer，
MgCl2（1.5 mmol/L）。循环反应条件为：94 ℃变性

3 min，然后热循环 35 次（94 ℃ 25 s，60 ℃ 25 s，
72 ℃ 15 s），最后于72 ℃置7 min。PCR产物点样于

2%的琼脂糖凝胶上电泳成像。

取 1.5 mL国产离心管，用AxyProTM PCR Clean⁃
up Kit对产物进行纯化，按PCR产物体积的3倍加入

试剂盒中的 Buffer PCR⁃A，将 PCR 产物掺入装有

Binding Buffer的柱吸附中，将混合液稍微震荡离心，

将混合液移入吸附柱内，放置 2 min，使混合液与膜

充分接触，12 000 g离心 1 min，并弃去接液管内液
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体。向吸附柱内加入700 μL Buffer W2，12 000 g离

心1 min，弃去接液管内液体。再加入400 μL Buffer
W2，12 000 g离心 1 min，弃去接液管内液体。然后

将吸附柱转移到无菌 1.5 mL离心管中，放置2 min，
向吸附柱内加40 μL去离子水，并于室温静置1 min。
12 000 r/min离心 1 min，1.5 mL离心管内溶液中含

有纯化的目的DNA片段，用One⁃drop分光光度仪测

定其浓度，备用。

1.2.3 酶切扩增一管式反应

两种50 μL PCR体系成分：①TaKaRa反应体系：

含 FOK1酶切位点的DNA纯化产物，dNTP 混合物

（0.2 mmol/L），正向引物和反向引物（0.4 μmol/L），Ta⁃
KaRa Taq DNA聚合酶（1.25 U），Tris⁃HCl（10 mmol/L，
pH 8.3），MgCl2（1.5 mmol/L），KCl（50 mmol/L），0.5 U
的FOK1内切酶和0.01% BSA；②FOK1酶反应体系：

含 FOK1酶切位点的DNA纯化产物，dNTP 混合物

（0.2 mmol/L），正向引物和反向引物（0.4 μmol/L），Ta⁃
KaRa Taq DNA聚合酶（1.25 U），Tris⁃HCl（10 mmol/L，
pH 7.5），MgCl2（1.0 mmol/L），DTT（10 mmol/L），NaCl
（50 mmol/L），适量的FOK 1内切酶和0.01% BSA。

1.2.4 电泳和测序分析

2%琼脂糖电泳后凝胶成像仪检测：选取合适凝

胶，检查上样孔是否漏或者有气泡，将凝胶放入电

泳槽的架子上，用加样枪将上样孔中的气泡赶

出。将样品与上样缓冲液以 1∶1混合均匀，点入上

样孔。打开电泳仪电源，设置“150 V 5 min”。拍

照，保存实验结果。单一条带样本外送 Sanger测
序（南京锐真生物技术有限公司），判定位点是否

发生突变。

2 结 果

2.1 PCR污染产物的量对FOK1酶切效率的影响

为了评价FOK1酶防污染体系，在TaKaRa反应

体系中加入了污染片段，即由含有酶切位点的引物

扩增出的不同量（1、0.1、0.01、0.001 μL）的 PCR片

段，考察FOK1酶防污染体系的有效性（图1）。加入

1 μL含有酶切位点的扩增产物，FOK1酶无法实现

完全酶切，出现了假阳性信号（泳道 4），但当加入≤
0.1 μL含有酶切位点的扩增产物，FOK1酶可以实现

完全切割，假阳性消失（泳道1~3），不加入含酶切位

点的污染片段而加入原始不含酶切位点的模板

时，扩增可以正常进行，扩增产物出现（泳道 5）。

泳道 4和 5亮度差异不大，可以认为FOK1酶的加入

对整个PCR扩增体系影响不显著。另外，进行了在

1~5泳道相同条件下不加入 FOK1的对照实验（泳

道 11~15）。
2.2 不同反应体系对酶切扩增效率的影响

在 TaKaRa反应体系，FOK1酶可以完全去除≤
0.1 μL PCR扩增产物的污染，但是FOK1酶说明书

中提示该酶的最佳反应体系却与TaKaRa反应体系

成分不同，为了使FOK1酶达到最佳酶切活性，同时

考察了FOK1酶最佳反应体系（图 1），泳道 6~10无

扩增，说明了该体系虽然可以保证FOK1酶最佳的

酶切效率，但对PCR扩增有抑制，导致扩增失败，不

适合建立酶切防污染法。

2.3 FOK1加入量对酶切效果的影响

在FOK1加入量的考察中，人工加入了 0.01 μL
PCR产物作为污染（图2），当FOK1酶的加入量<0.5 U
（泳道 1和 2）时，假阳性信号出现，而≥0.5 U（泳道

3和4）时，无假阳性信号，说明0.5 U的FOK1酶足够

消除诊断实验室PCR分析中传统的PCR污染（一般

小于 0.01 μL）。FOK1酶防污染体系可用于各种以

PCR扩增为工具的分子诊断技术中。

2.4 FOK1酶切防污染法在产前诊断叶酸利用能力

中的应用

在孕期，由于特殊的生理需要，孕妇对叶酸的

需求量会迅速增加。世界范围内的健康机构都在

建议孕妇在均衡饮食的同时额外补充适量叶酸，特

别是在孕前和孕期前 3个月，但是补充叶酸的量多

和少都不适宜，因此可通过基因检测叶酸代谢通路

的关键酶——MTHFR酶的基因多态性情况来确定

叶酸补充的合适剂量。大量研究证实孕妇MTHFR
C677T是否突变对叶酸摄入量的需求不同，也是开

—204 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

TaKaRa反应体系中加入FOK1酶切 0.001 μL（泳道 1）、0.01 μL
（泳道2）、0.1 μL（泳道3）、1 μL（泳道4）含有酶切位点的扩增产物，

及不含酶切位点的模板（泳道5）；FOK1酶反应体系中加入FOK1酶
切 0.001 μL（泳道 6）、0.01 μL（泳道 7）、0.1 μL（泳道 8）、1 μL（泳道

9）含有酶切位点的扩增产物，及不含酶切位点的模板（泳道10）；Ta⁃
KaRa反应体系中不加FOK1酶扩增 0.001 μL（泳道 11）、0.01 μL（泳

道 12）、0.1 μL（泳道 13）、1 μL（泳道 14）含有酶切位点的扩增产物，

及不含酶切位点的模板（泳道15）。
图1 FOK1酶切效率考察

Figure 1 Investigation of FOK1 digestion efficiency
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放性神经管缺陷患儿的遗传风险因素［6］。因此本法

用于该突变位点的检测，扩增产物测序结果清晰显

示野生型 CC及杂合子突变型 CT的测序结果（图

3），说明该方法具有实用性，不影响测序的准确性。

3 讨 论

PCR 技术是一种用于放大扩增特定DNA片段

的分子生物学技术，其最大特点是能将微量DNA大

幅增加［7］。因此，在涉及核酸检测的各领域中都得到

了广泛应用，影响深远［8-11］。在PCR扩增中，其优势

是灵敏度高，对微量核酸进行扩增放大，但这样的

高灵敏度和放大能力，使得一旦放大的核酸即使污

染了很小量（如产生气溶胶等），也会使下一次的

PCR出现假阳性。因此，防止PCR污染一直是研究

人员致力解决的关键问题［12-13］。本研究提出了防止

PCR污染的新策略，即使用限制性内切酶FOK1和

含有酶切位点序列的 PCR引物。与其他Ⅱ型限制

性内切酶一样，FOK1具有相似的辅因子要求，但识

别位点是非对称也是非间断的，识别位点的长度为

5 bp（图 4），切割位点在识别位点一侧 9~13 bp范围

内。一般认为这些酶主要以单体形式结合到DNA
上，但与邻近酶结合成二聚体，协同切开DNA链。在

PCR中，真正的扩增模板不含有酶切位点，而含有

酶切位点的引物扩增出的PCR片段含有，因此在扩

增前加入FOK1酶可在闭合的PCR管中选择性地切

割污染片段。由于FOK1酶在PCR扩增前可以高温

灭活，因此它不影响正常扩增，也不会切割扩增出

的模板，无需经过开管处理。结果显示，PCR扩增

的污染能够通过FOK1酶体系被有效控制，而 FOK1
酶不会影响真正的PCR扩增。运用0.5 U的FOK1酶
即可对0.1 μL PCR扩增产物的污染进行有效防控。

即使无法完全去除1 μL PCR扩增产物的污染，也不

会影响该方法的应用，因为一般实验室的PCR污染

程度也不会达到该程度。

大量科学研究表明，叶酸摄入绝对或相对缺

乏，是引起高同型半胱氨酸血症的直接原因［14］。高

同型半胱氨酸血症对婴儿造成危害，如新生儿出生

缺陷，包括神经管缺陷、唐氏综合症、先天性心脏

病、唇腭裂等，对孕妇健康也有影响，如妊娠期高血

压、早产、自发性流产等。如果叶酸代谢通路中的

酶发生缺陷或缺失，将导致通路阻塞，使血液中的同

型半胱氨酸浓度增加，对血管壁产生损伤。MTHFR
酶作为叶酸代谢中的关键性酶，该酶可介导同型半

胱氨酸的清除，催化产生 5⁃甲基四氢叶酸，参与甲

基传递及核苷酸合成通路，一旦该酶的关键基因

MTHFR基因上关键位点发生变异，如C677T［6，15-16］，

MTHFR酶活性降低，将使不耐热型 5，10⁃亚甲基四

氢叶酸还原酶比例增加，会显著影响机体的叶酸利

用能力，同型半胱氨酸在体内积累，进而引起孕妇

发病风险和婴儿出生缺陷［17］。叶酸过少有危害，但

补充过多也有危害，摄入叶酸过多能导致出现老年

痴呆，孕妇过量服用叶酸增加患乳腺癌的概率，大

剂量服用叶酸可降低血清中维生素B12的含量［18］。

应个性化补充叶酸，即让补充叶酸更具有针对性。

根据自己的遗传体质，即进行遗传检测，在正确的

时间补充合适剂量的叶酸。本研究为该检测提供

了一种可以防控PCR污染的方法，在保证测序准确

1 2 3 4

204 bp—

FOK1的加入量分别为 0.125 U（泳道 1）、0.25 U（泳道 2）、0.5 U
（泳道3）、1 U（泳道4）。

图2 FOK1的加入量对酶切效果的影响

Figure 2 The effect of adding amounts of FOK1 on diges⁃
tion efficiency

T C T G C G G G A G C C G A T T T C20 30

20 30
T C T G C G G G A G T C G A T T T C

A

B

A：野生型；B：杂合子突变型。

图 3 FOK1 酶切防污染法用于 MTHFR C677T 检测的

Sanger测序结果

Figure 3 Sanger sequencing results of samples on site of
MTHFR C677T by using FOK1 digestion to pre⁃
vent PCR contamination

图4 FOK1酶的识别位点

Figure 4 Recognition sites of FOK1 enzyme

5′. . . GGATG（N）9▼. . . 3′
3′. . . CCTAC（N）13▲. . . 5′
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性的基础上，使得检测更便捷，实验的可控性更强。

基于FOK1酶体系的PCR防污染法克服了UNG
技术引入 dUTP取代 dTTP影响了测序准确性的缺

陷，是一种新的闭管防止 PCR污染的方法，可适用

于以PCR扩增为基础的诊断筛选分析和测序分析，

除了可用于产前诊断领域，更可广泛地应用于诊断

实验室的防治PCR污染中。
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