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(57)摘要

本发明公开了一种PCR阳性对照品的制备方

法，可以明显区分阳性对照品对核酸扩增体系的

污染，提高PCR检测的准确性，降低假阳性。将PCR

阳性片段的核酸序列从两个引物之间剔除一段

序列，然后将其转化克隆工程菌，提取阳性质粒

作为对照品，经改造的对照品不影响PCR引物的

结合，也不影响PCR产物的扩增效率，而且由于片

段长度小于正常阳性样本产物，所以在进行琼脂

糖电泳的时候可以显著的区分开来，从而起到区

别污染的作用。
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1.一种可区分污染的PCR阳性对照品，其特征在于，阳性对照品是通过将PCR阳性片段

的核酸序列从两个引物之间剔除一段序列后获得。

2.如权利要求1所述的PCR阳性对照品，其特征在于，所剔除的核酸序列的位置可以是

两个引物之间的任何位置，但剔除重组后不能形成错配，产生非特异性扩增片段。

3.如权利要求1所述的PCR阳性对照品，其特征在于，所剔除的核酸序列的长度可以是

两个引物之间的任意长度，但重组序列长度要符合PCR扩增的要求，同时满足电泳时可以与

原片段区分大小。

4.根据权利要求1-3任一所述的PCR阳性对照品在所有普通PCR扩增反应中的应用。

5.根据权利要求1-3任一所述的PCR阳性对照品在所有普通PCR检测试剂盒中的应用。
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一种可区分污染的PCR阳性对照品的制备方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体地说，提供一种核酸扩增体系的阳性对照品的制

备方法，用该方法制备的对照品与正常样本同时进行PCR扩增，目的条带可以有效区分。

背景技术

[0002] PCR是一种极灵敏的核酸扩增技术，易受污染的影响。阳性对照品是主要污染源之

一。由于拷贝数量极大，在PCR扩增时的开盖、摇动、吸样过程中与空气接触形成气溶胶体，

散步在实验区域环境中，造成严重的污染现象，产生假阳性结果，严重干扰PCR检测的准确

性。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，水解法以及加强对操作人员的标准化操作培训等方法在目前的PCR实验中普遍

应用。虽然这些技术已被实践证明能有效控制污染，但是这些方法都是只是起到预防的作

用，对于已经产生了污染，则无法准确的区分。

[0003] 阳性对照品多采用经过纯化和规定浓度的阳性质粒、核酸扩增产物或者人工合成

核酸片段，浓度高达108拷贝/ul，因此在诊断试剂的研发和使用过程中阳性对照品对于正

常样本的污染很难避免。

[0004] 因此研究出一种可以区分污染的PCR阳性对照品，对于检测的可靠性具有重要的

意义。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明公开了一种PCR阳性对照品的制备方法，可以明显区分阳性对照

品对核酸扩增体系的污染，提高PCR检测的准确性，降低假阳性。

[0006] 为了解决上述技术问题，本发明公开了一种可区分污染的PCR阳性对照品，阳性对

照品是通过将PCR阳性片段的核酸序列从两个引物之间剔除一段序列后获得，然后将序列

克隆到T载体上，提取阳性质粒制备而成。

[0007] 可选地，所述的PCR阳性对照品所剔除的核酸序列的位置可以是两个引物之间的

任何位置，但剔除重组后不能形成错配，产生非特异性扩增片段。

[0008] 可选地，所述的PCR阳性对照品所剔除的核酸序列的长度可以是两个引物之间的

任意长度，但重组序列长度要符合PCR扩增的要求，同时满足电泳时可以与原片段区分大

小。

[0009] 本发明还公开了一种上述的PCR阳性对照品在所有普通PCR扩增反应中的应用。

[0010] 本发明还公开了一种上述的PCR阳性对照品在所有普通PCR检测试剂盒中的应用。

[0011] 与现有技术相比，本发明可以获得包括以下技术效果：

1）本发明在普通PCR中的应用，电泳后可以一目了然的观察到是否有阳性质粒的污染

存在，保证PCR检测的客观准确。

[0012] 2）本发明阳性对照品的制备简单，核酸的合成、克隆以及质粒的提取都是阳性质

粒的常规制备方法，不增加步骤，不增加成本。
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[0013] 3）本发明的适用面广泛，所有普通PCR方法都可以采用。

[0014] 4）  本发明与其它PCR防污染的方法相对，操作简单，可以有效区分PCR扩增体系中

是否存在阳性质粒的污染。

[0015] 当然，实施本发明的任一产品并不一定需要同时达到以上所述的所有技术效果。

[0016]

附图说明

[0017] 此处所说明的附图用来提供对本发明的进一步理解，构成本发明的一部分，本发

明的示意性实施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的不当限定。在附图中：

图1是非洲猪瘟普通PCR扩增序列以及剔除序列标记位置；

图2是非洲猪瘟重组序列的测序结果；

图3是制备的非洲猪瘟重组阳性质粒与未经过改造的原始质粒PCR扩增条带的比较；其

中，M:  DNA  marker Ⅰ；1：本发明制备的重组阳性质粒；2-3：未经过改造的阳性质粒。

具体实施方式

[0018] 以下将配合实施例来详细说明本发明的实施方式，藉此对本发明如何应用技术手

段来解决技术问题并达成技术功效的实现过程能充分理解并据以实施。

[0019] 实施例1 一种检测非洲猪瘟普通PCR方法的阳性对照品的制备

该阳性对照品的制备包括以下步骤：

（1）剔除序列的选取及序列的合成

非洲猪瘟的普通PCR扩增片段大小是250bp（如图1所示），经对序列分析，选择从第43个

碱基开始剔除，长度为70个碱基（如图1中标记下划线），剔除后序列长度为180bp，剔除后序

列与引物不产生错配，没有非特异性扩增，长度相差70bp，在进行电泳的时候可以明显分

开，符合剔除原则，将序列送到上海生工生物工程有限公司合成，备用。

[0020] （2）重组序列的克隆测序

将合成的重组片段与PMD19-T载体连接过夜，构建重组质粒，然后将重组质粒转化大肠

杆菌  JM109  感受态细胞，挑取白色阳性克隆菌进行扩繁，然后提取重组质粒。对重组质粒

进行双酶切鉴定，双酶切反应采用20μL反应体系：其中含质粒16μL，酶SelⅠ  0 .5μL，XBaⅠ 

0.5μL，1.5×T  Buffer  3μL，37  ºC反应2  h，观察结果。阳性样本送上海生工生物工程有限

公司对重组质粒中的插入片段进行序列测定，测定结果如图2所示，测序结果与合成序列一

致。然后按文献方法计算重组质粒的拷贝数，重组质粒即为本研究的阳性对照品。

[0021] （3）重组序列和原始序列的PCR扩增比较

将重组序列和原始序列的质粒浓度调整一致，然后进行PCR扩增，反应采用25μL反应体

系；其中含质粒模板1μL，上下游引物各1μL  (10μmol/L)，dNTP  2μL  (2.5mM)，TaqDNA聚合酶

(5U/μL)  0.2μL，250mM  MgCl2  2.0μL，5×PCR  buffer  2.5μL，用超纯水补足至25μL。扩增条

件：95ºC预变性10min，95ºC  15s，62  ºC  30  s，72  ºC  30  s，40个循环，72  ºC  延伸10min，扩

增产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测。电泳结果如图3所示，重组序列和原始序列都有目的条带

扩增，亮度接近，重组序列的扩增片段大小在DNA  marker 的200bp位置以下，原始序列的扩

增片段大小在DNA  marker 的200bp和300bp中间的位置。可以明显区分出两个条带，从而达
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到区分污染的目的。

[0022] 上述说明示出并描述了发明的优选实施例，但如前所述，应当理解发明并非局限

于本文所披露的形式，不应看作是对其他实施例的排除，而可用于各种其他组合、修改和环

境，并能够在本文所述发明构想范围内，通过上述教导或相关领域的技术或知识进行改动。

而本领域人员所进行的改动和变化不脱离发明的精神和范围，则都应在发明所附权利要求

的保护范围内。
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图1

图2
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图3
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