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摘  要: 核酸检测因具有良好的灵敏度和特异性而被广泛应用于体外诊断、动植物商品检疫、法医鉴定等领域。

然而操作过程中易受到核酸污染导致的假阳性结果，严重影响了检测准确性。因此寻找一种有效的防止和清除核

酸污染的方案对于实验室正常运转及保障检测结果的可靠性具有重要意义。文中比较了几种不同清除核酸污染的

方法，确认了 84 消毒液和 PCRguard 试剂可有效清除液体中及不同材质表面的核酸污染。另外，84 消毒液和

PCRguard 试剂配合使用，可很好地解决核酸气溶胶污染。研究结果对于分子诊断实验室日常预防核酸污染及清

除已发生的气溶胶污染提出了解决方案。 
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Methodological study on eliminating nucleic acid 
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Abstract:  Nucleic acid detection technique has good sensitivity and specificity and is widely used in in vitro diagnosis, 

animal and plant commodity quarantine, forensic identification, and other fields. However, it is susceptible to carryover 

contamination during the operation and leads to false-positive results, which seriously affects the detection accuracy. 

Therefore, finding an effective solution to prevent and eliminate nucleic acid carryover contamination has become particularly 

urgent. This study compared several different methods for removing nucleic acid contamination and confirmed that sodium 

hypochlorite solution and PCRguard reagent could effectively eliminate nucleic acid carryover in the liquid and on surfaces of 

different materials. Besides, the combination of sodium hypochlorite solution and PCRguard can solve the nucleic acid aerosol 

contamination. This study proposes solutions for the routine prevention of carryover contamination and removal of aerosol that 

has occurred in molecular diagnostic laboratories. 

Keywords:  nucleic acid detection, PCR, aerosol, nucleic acid contamination 

 

自 20 世纪 90 年代诞生了荧光 PCR 技术，核

酸扩增开始被应用于动植物及微生物的检测。相

比于传统的免疫学和分离培养技术，核酸检测可

以在短时间实现模板百万倍的扩增，从而具有更

好的灵敏度和特异性[1-2]。PCR 是目前应用最广泛

的核酸检测技术，近些年还出现了一些基于等温

扩增的新型核酸检测技术，相比 PCR 技术检测时

间更短且更适合现场化检测，从而丰富了核酸检

测的应用场景[3-5]。由于研发周期短且准确性高，

获得目标序列后仅需几天时间即可建立检测方

法，因此核酸检测往往在新发突发传染病时被首

先应用。2018 年出现非洲猪瘟疫情后，我国生猪

屠宰、加工企业普遍建立了核酸检测实验室。

2019 年底暴发的新冠疫情，国家卫健委要求所有

县区级以上疾控机构、二级以上综合医院形成核

酸检测能力，因此核酸检测实验室数量在我国呈

现快速增长势头。 

尽管核酸检测技术有诸多优点，但由于其超

高的灵敏度，一旦实验室出现核酸污染，很容易

导致假阳性结果，从而影响检测的准确性[6]。样

本处理环节抽提核酸和检测环节扩增产物泄露均

会导致核酸污染，飞溅的扩增产物会形成气溶胶

漂浮在空气中，粘附到物体表面及检测人员身体

上，随着人员及物料流动而污染整个实验室。实

验室一旦发生核酸污染极难清除，会造成实验室

短期内无法开展工作，因此防范和清除核酸污染

是分子检测实验室的工作重点。目前主要通过严

格分区物理隔绝的方法防止核酸污染，但这样做

仅能减缓污染而不能清除已发生的污染，而且实

际操作过程中核酸污染往往防不胜防，因此我们

需要建立一种行之有效的防止和清除核酸污染的

策略。 

本研究比较了不同方案对于溶液中、固体表

面以及气溶胶核酸污染的清除效果，证明了 84 消
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毒液和商品化核酸去除剂 PCRguard 能够很好地

清除液体中和不同材质表面的核酸残留，两种试

剂配合使用还能够彻底清除封闭环境中的气溶胶

污染。本研究对于核酸实验室日常防止和清除核

酸污染提出了一个有效解决方案，为我国快速发

展的核酸检测行业奠定了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

One Step PrimeScript Ⅲ RT-qPCR Mix 购自

大连宝生物工程有限公司；TRIzol 总 RNA 提取

试剂、DNA AWAY 均购自 ThermoFisher 公司；84

消毒液、洗涤剂均购自蓝月亮公司；PCRguard 购

自国为生物科技泰州有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  对 RNA 溶液的影响 

参照 TRIzol 说明书提取大肠杆菌 Escherichia 

coli DH5α RNA，紫外分光光度计确认 RNA 浓度

和纯度。将 5 µL RNA 溶液分别与 15 µL 纯水、

50 倍稀释 84 消毒液 (约 1‰次氯酸)、100 倍稀释

洗涤剂、PCRguard 或 DNA AWAY 混合，分为两

组，其中一组 12 000×g 离心 2 min，另一组不做

离心处理。1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定不同试剂对

于溶液中 RNA 的影响。 

1.2.2  对 DNA 溶液的影响 

将 5 µL 扩增子为 300 bp 的 PCR 产物分别与

15 µL 纯水、50 倍稀释 84 消毒液、100 倍稀释洗

涤剂、PCRguard 或 DNA AWAY 混合，分为两组，

其中一组 12 000×g 离心 2 min，另一组不做离心

处理。1%琼脂糖凝胶电泳鉴定不同试剂对于溶液

中 DNA 的影响。 

1.2.3  对不同材质表面核酸残留的清除 

采用已报道的甲型流感病毒通用引物探针扩

增病毒核酸，获得阳性 PCR 产物[7]。取同一批次

PCR 产物，分别在塑料、玻璃或金属 3 种材质表

面滴加 20 µL，每种材质 6 组，室温晾干。然后

分别在 PCR 产物印迹上滴加 200 µL 纯水、50 倍

稀释 84 消毒液、75%乙醇、PCRguard 或 DNA 

AWAY，用洁净纸巾擦拭干净，每组均设一个不

做任何清洁处理的对照组。用棉拭子涂拭污染区，

浸泡入 0.5 mL 蒸馏水，以其为模板进行荧光

PCR，鉴定不同试剂对于固体表面核酸残留的清

除效果。 

1.2.4  对模拟核酸气溶胶的清除 

分别在 5 个封闭超净工作台内用雾化器将  

20 mL 100 倍稀释流感病毒阳性 PCR 产物溶液进

行雾化，模拟气溶胶污染。分别采用不同方式对

核酸污染的超净工作台进行处理，包括：50 倍稀

释 84 消毒液喷涂后擦拭处理；PCRguard 表面及

空气喷雾后静置 1 h 擦拭处理；75%乙醇表面及空

气喷雾后静置 1 h，50 倍稀释 84 消毒液喷涂后擦

拭处理；PCRguard 表面及空气喷雾后静置 1 h，

50 倍稀释 84 消毒液喷涂表面后擦拭处理，另设

立一组未做任何处理的对照组。处理完成后，分

别在不同工作台配制流感病毒 PCR 体系，不加入

阳性模板，荧光 PCR 鉴定不同处理方式对模拟气

溶胶的清除效果。 

2  结果与分析 

2.1  84 消毒液和 PCRguard 可有效清除溶液

中核酸 

为验证不同试剂对于溶液中核酸的清除效果，

将 5 种不同试剂分别与 RNA 或 DNA 溶液混合，

琼脂糖凝胶电泳鉴定核酸残留。结果显示，84 消

毒液和 PCRguard 能够将溶液中的 RNA (图 1A) 或

DNA (图 1B) 完全清除干净，DNA AWAY 只能部

分清除，洗涤剂对于核酸无影响。另外，PCRguard

处理的样本电泳时在点样孔中可见核酸条带，离

心处理后核酸条带消失。提示 PCRguard 与溶液

中的核酸形成了不溶物，与该产品的核酸清除原

理符合。84 消毒液处理的样本不管离心与否均未

见到核酸条带，提示溶液中核酸已降解。 
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图 1  琼脂糖电泳鉴定不同试剂对溶液中 RNA 和

DNA 的清除效果 
Fig. 1  Identification of the removal effect of different 
reagents on RNA and DNA in solution. Mix the RNA (A) 
or DNA (B) solution with pure water (lane 1), 1‰ 
sodium hypochlorite solution (lane 2, 6), 100-fold diluted 
detergent (lane 3, 7), PCRguard (lane 4, 8) or DNA 
AWAY (lane 5, 9), sodium hypochlorite solution and PCR 
guard can effectively remove RNA and DNA in the 
solution. 
 

2.2  84消毒液和PCRguard可清除固体表面核酸 

为验证不同试剂对于塑料、玻璃和金属表面

核酸残留的清除效果，将阳性 PCR 产物滴在不同

材质上晾干模拟核酸残留，分别用 5 种不同试剂

对 3 种材质表面的核酸残留进行去除操作，然后

采集处理点的残留核酸进行荧光 PCR 鉴定。结果

显示，84 消毒液和 PCRguard 能够较好地清除掉

不同材质表面的核酸残留，DNA AWAY 也对核酸

残留具有一定清除效果，但稍逊于前两种试剂，

而水和乙醇结果相似，均不能明显去除核酸残留，

仅比对照组 Ct 值略高。另外，金属表面的核酸残

留最容易被清除干净，玻璃次之，塑料表面的核

酸残留最不易被清除干净 (图 2)。提示塑料材质

实验台表面的核酸残留要多次清理才能达到预

期，可考虑将两种试剂交替使用以达到最好的处 

 
 
图 2  荧光 PCR 鉴定不同材质表面核酸残留去除效果 
Fig. 2  Identification of the removal effect of nucleic 
acid carryover on surfaces of different materials. Five 
different solutions (2: water; 3: 75% ethanol solution; 4: 
DNA AWAY; 5: sodium hypochlorite solution; 6: 
PCRguard) were used to remove nucleic acids from 
plastic, glass, or metal surfaces, as well as an untreated 
control group (1). The amount of nucleic acid carryover 
after cleaning is detected by real-time PCR. 

 
理效果，另外建议在金属台面进行核酸检测相关

操作。 

2.3  PCRguard 配合 84 消毒液可清除模拟核酸

气溶胶污染 

实验室的核酸气溶胶极难清除干净，为了获

得一种有效的清除气溶胶污染的方案，本研究在
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密闭超净工作台内雾化阳性 PCR 产品，模拟了核

酸气溶胶污染。然后分别测试了单独使用 84 消毒

液或 PCRguard，以及 75%乙醇 /84 消毒液或

PCRguard/84 消毒液的复合处理方案。结果显示，

未处理组荧光 PCR Ct 值为 27.21，说明密闭工作

台内模拟气溶胶污染已经非常严重，超过了一般

实验室核酸污染的程度 (Ct 值≥33)。单独使用

84 消毒液处理一次，PCR Ct 值仅提高到 29.72，

提示其仅能部分去除气溶胶污染；单独使用

PCRguard 处理一次能明显去除气溶胶污染，PCR 

Ct 值提高至 34.78，但仍有微量残留；75%乙醇/84

消毒液复合方案也能明显地除气溶胶污染，PCR 

Ct 值提高至 32.86，还有少量残留，且去除效果

略逊于单独使用 PCRguard；PCRguard/84 消毒液

复合方案仅处理一次就完全将超净工作台内的高

浓度气溶胶污染清除干净，提示该方案可用于实

验室核酸气溶胶污染的清除 (图 3)。 

3  讨论 

近两年核酸检测在我国快速普及，新增核酸

检测实验室超 4 000 家，随着我国核酸检测能力 

 

 
 

图 3  荧光 PCR 鉴定不同策略去除气溶胶的效果 
Fig. 3  Identification of the effects of different aerosol 
removal strategies. Four different schemes were used to 
eliminate nucleic acid aerosol contamination, including 
sodium hypochlorite solution (2) or PCRguard treatment 
alone (4), 75% ethanol+sodium hypochlorite solution (3) 
or PCRguard+sodium hypochlorite solution (5) combined 
treatment, and an untreated control group (1). The 
amount of nucleic acid carryover after cleaning is 
detected by real-time PCR. 

突飞猛进，一些问题同样也快速呈现。最为突出

的就是核酸污染导致的假阳性结果，严重影响了

核酸检测的可信度。尽管目前的核酸检测均采用

闭管检测以防止开盖形成气溶胶，同时采取严格

的物理隔绝法，检测依次分为试剂准备区-样本准

备区-扩增区-产物检测区，且逐级负压[8]，这些策

略都最大程度地防止了气溶胶污染，但核酸污染

事故依然时有发生。由于核酸检测步骤较多，且

多个环节样本直接暴露于空气中，任何一个环节

出现一点小纰漏就容易导致整个实验室的污染。

即使严格按照规程操作，核酸污染依然无法彻底

避免，美国疾控中心实验室由于在新冠疫情初期

出现核酸污染，直接导致了延期为本国提供核酸

检测试剂。可见防止和去除核酸污染已经是当前

核酸检测实验室需要着重考虑的问题。 

核酸污染主要体现在样本核酸或扩增产物在

台面、设备、检测人员表面的核酸残留，以及扩

增产物形成的气溶胶。气溶胶由于颗粒较小，若

不做处理可长期漂浮在空气中持续影响实验室的

检测。针对固体表面的核酸残留，很多实验室采

用 75%乙醇或 84 消毒液进行擦拭处理[9]。美国疾

控中心给出的指导意见是采用商品化去核酸试剂

(DNAZap 或 DNA AWAY) 或次氯酸溶液处理固

体表面[10]。针对空气中的气溶胶污染，很多实验

室选择乙醇喷雾使核酸沉降然后配合 84 消毒液

处理地面[11]。为了能够找到一种行之有效的去除

核酸污染的策略，本研究系统比较了不同试剂对

于液体中、固体表面和空气中核酸残留的去除效

果。研究发现 84 消毒液和商品化去核酸试剂

PCRguard 均能够有效地去除液体中的 DNA 和

RNA，但是两者去除核酸的原理不同。84 消毒液

主要成分为次氯酸，利用其强氧化性可直接将核

酸降解，但是 PCRguard 是与核酸形成不溶复合

物沉淀以消除核酸残留造成的影响。考虑到两者

清除核酸的原理不同，将两者配合使用有望更好

地发挥彼此优势。针对不同材质表面的核酸残留，
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84 消毒液和 PCRguard 也表现出了不错的清洁能

力，但是 75%乙醇的清洁能力未到达预期。而且，

不同材质表面的清洁效果差异较大，金属表面清

洁效果最好，塑料和玻璃表面效果较差。提示对

于实验台、墙面、地面的清洁最好要反复多次处

理，尽可能减少核酸残留，推荐在金属台面进行

核酸操作以便于清除操作过程中洒落的核酸污

染。由于 84 消毒液的有效成分为次氯酸溶液，采

用终浓度为 1‰的次氯酸溶液可以达到同样的效

果。考虑到 84 消毒液有一定腐蚀性，因此对于仪

器金属部件和一些精密设备的清洁可考虑选用无

腐蚀性的商品化核酸去除剂。本研究对美国疾控

中心推荐的商品化去核酸试剂 DNA AWAY 也做

了评测，但其清除核酸效果并不够彻底。另外，

还对其他多个国内外同类清除核酸产品进行了评

测，其有效成分包括次氯酸、强碱和生物大分子

几个种类，清除核酸的原理不尽相同，且效果参

差不齐，本文未做过多赘述。 

气溶胶是所有实验室核酸污染中最难清除

的，可长期漂浮在空气中并随空气流动污染整个

实验环境。不少专业实验室一旦出现严重气溶胶

污染，轻则数天，重则数月无法继续开展工作，

是所有核酸检测人员都无法回避的问题。为了解

决已出现的气溶胶污染，不少实验室选择臭氧熏

蒸、乙醇沉降/84 消毒、双氧水雾化[12]、紫外照

射法[13]或实验室通风。这些策略对于轻微气溶胶

污染能够起到一定的清除效果，但对于较为严重

的污染依然无法很好地解决，有些实验室甚至不

得不通过更换楼层以继续开展工作。为了探索一

种能够有效清除气溶胶污染的方法，我们首先在

密闭工作台内模拟形成了气溶胶污染，然后测试

了不同处理方法对气溶胶的清除效果。不同策略

均展现了一定的对气溶胶污染清除效果，较为常

用的乙醇沉降/84 消毒策略能够将绝大部分核酸

清除掉，但还有少量残留未能清除干净。令人惊

喜的是，采用 PCRguard 喷雾将空气中气溶胶捕

获沉降，然后用 84 消毒液擦拭的方法将工作台内

的气溶胶完全清除干净。提示 PCRguard 相对于

75%乙醇，能够更好地清除空气中漂浮的气溶胶

颗粒。由于 PCRguard 可主动吸附空气中的核酸

分子，而乙醇只能通过被动接触核酸使其沉淀，

因此前者表现出了更好的清除气溶胶的能力。同

时结果显示单纯靠 PCRguard 并没有将气溶胶污

染完全清除，提示其尽管对于空气中的气溶胶有

较好的沉降效果，但对于沉降后落于台面的核酸

复合物并不能实现完全降解，需配合 84 消毒液对

台面进行进一步消杀，以彻底清除核酸残留。 

综上，本研究对于液体中、固体表面和空气

中气溶胶的核酸污染清除进行了一个系统比较研

究，确认了不同方法对于核酸清除效力的差异，

对于核酸检测实验室防止和清除核酸污染提出了

建议。而且找到一种能够较好清除气溶胶污染的

方案，但考虑到实验室面积远大于本研究中模拟

气溶胶污染的密闭超净工作台，因此在实际操作

过程中建议雾化或喷淋 PCRguard 以捕获空气中

的气溶胶，对沉降到地面的核酸聚集物进行清除，

用 84 消毒液进行处理以彻底清除表面残留，并考

虑配合紫外照射进行物理清除，对于较为严重的

污染建议多次处理并监测清除效果。另外，对于

核酸检测实验室，核酸污染防大于治，一次污染

事故造成的损失远大于防治污染的投入，只有严

格规范操作，剔除潜在风险，杜绝污染隐患，才

能保证实验室的长期稳定运行。 
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