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摘要　目的：建立基于高分辨率熔解曲线鉴别人参属中药材的方法，并进行系统性方法学考察。方法：采

集不同产地的人参属中药材人参、西洋参、三七以及市场上常见混伪品竹节参、珠子参、羽叶三七。所有样

品提取总 DNA，筛选合适的引物，构建人参属正品中药材熔解曲线。同时对不同比例混合样品进行了鉴

别，对该方法的灵敏性与特异性、重复性、稳健性、检出限进行了系统性考察。结果：选择 psbA-F/trnH-R 引

物，在模板质量浓度 1.6~200 ng·μL-1，退火温度为 54~60 ℃，引物浓度为 0.1~0.3 μmol·L-1 范围内，对人

参属中药材共 75 份样品进行高分辨熔解曲线分析，人参、西洋参、三七、羽叶三七、竹节参、珠子参等均获得

正确稳定的分析结果。结论：高分辨熔解曲线依据分型分析可以区分人参属中药材，并对其混伪品进行检

测。在此基础上，本文提出了中药分子鉴定方法学研究标准程序，为进一步规范中药分子鉴定方法学研究

提供依据。
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Abstract　Objective：To establish a method for the identification of Panax species based on high 
resolution melting（HRM） ，and to carry out systematic methodological study．Methods：Panax species 
such as：Panax ginseng，Panax quinquefolium，Panax notoginseng，Panax japonicus，Panax japonicas 
var．major，Panax pseudoginseng var．bipinnatifidus were collected．The DNA of all the collected samples 
were extracted；the suitable primers were selected and the melting curve for Panax species was developed．
The fakes and adulterants of different mix were also tested．Molecular identification，including the 
sensitivity，specificity，repeatability，robustness，and the limit of detection was systematically investigated． 
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Results：A total of 75 samples of Panax ginseng were selected by using primer psbA-F/trnH-R．The template 
concentration was 1.6-200 ng·μL-1，primer concentration for the psbA-F/trnH-R primer was 0.1-0.3 μmol·L-1，

and annealing temperature was 54-60 ℃．The analysis of high-resolution melting curve on Panax species can obtain the 
correct stable identification．Conclusion：High resolution melting curve analysis can distinguish Panax species 
by genotyping，and its adulterants can be detected．On this basis，this paper presents a standard method for the 
molecular identification of traditional Chinese medicine，which provides a basis for further standardizing the 
molecular identification of traditional Chinese medicine．
Keywords：TCM；DNA analysis；Panax species；adulterant；molecular authentication；HRM；methodological investigation

及熔解温度（melting temperature，Tm）的差异［23］。由

于 HRM 技术具有很高的灵敏性，已成功用于物种

鉴别［24］、SSR 检测［25］、甲基化分析［26］乃至 SNP 分 
型［27］。由于其操作简单，结果容易判读，并能同时检

测正伪品及其混杂品，在中药分子鉴定中具有很好的

应用前景。

2011 年前后，Jaakola 等［28］及 Ganopoulos 等［29］尝试

将 HRM 分析引入鉴定领域，已用于浆果［28］、果汁［30］、 
豆科植物［31］、植物油［32］等鉴定。该方法不但具有

HRM 分析的优点，且通用性好，可同时检测正伪品，

扩增与检测可在同一 PCR 管内进行，避免了开盖污

染。本研究把 HRM 分析引入人参属多来源药材物

种鉴别，为中国药典收载的人参属中药真实性鉴别提

供一种简单快捷的方法。在此基础上，对该分子鉴别

方法的灵敏性与特异性、重复性、稳定性、检出限进行

了系统考察，提出了中药分子鉴定方法学研究标准

程序，为进一步规范中药分子鉴定方法学研究提供 
依据。

1　材料与方法

1.1　仪器

LightCycler 480 型实时荧光定量 PCR 仪（Roche
公司），5810R 型低温冷冻离心机（Eppendorf 公司），

MM 400 型混合型球磨仪（Retsch 公司），ND-1000
型核酸定量仪（Gene 公司），微量移液器（Eppendorf 
公司）。

1.2　试剂

CTAB（Merck 公司）、SpeedStar HS Taq DNA 聚合

酶（Takara 公司）、LC Green Plus（Idaho 公司）。三氯

甲烷﹑无水乙醇﹑异丙醇等均为国产分析纯。

1.3　样品

15 份西洋参样品分别采自河北、吉林，经安徽中

医药大学周建理教授鉴定；20 份人参样品分别采自

人参属植物是我国传统名贵中药材，多具

补气、安神、益智、提高免疫力的作用，广泛用于

传 统 中 医 药 及 民 间 医 学。2015 年 版 中 国 药 典 
收载了人参（Panax ginseng）、西洋参（P. quinquefolium）、

三 七（P. notoginseng）、竹 节 参（P. japonicus）、珠 子 参

（P. japonicas var. major）以及羽叶三七（P. pseudoginseng  
var. bipinnatifidus）6种 人 参 属 植 物。 然 而，由 于

人参属植物亲缘关系很近，其形态学、化学成分均

很相似，难以进行区分，尤其是人参和西洋参［1-2］。 
DNA 分子鉴定因其不受环境、药材形态、取样部位

的影响，并且鉴别能力强、结果准确，在近年来快

速发展［3-4］。基于 DNA 扩增图谱多态性的 RAPD
（随机扩增多态 DNA）［5］、AFLP（扩增片段长度多

态 性）［6］、PCR-RFLP（PCR- 限 制 酶 切 长 度 多 态 
性）［7-8］、SCAR（序列特异性扩增区域）［9］、AS-PCR

（位点特异性 PCR）［7，10］、MARMS（多重位点特异性 
PCR）［2，11］以及基于分子杂交信号的芯片技术［12-13］等

分子鉴定技术均已应用于人参属药用植物鉴定，然而

这些方法往往稳定性差（如 RAPD），只能鉴定单个物

种（如 PCR-RFLP），要求严谨的实验条件（如 MARMS）
或操作复杂（如 DNA 芯片）。DNA 条形码技术（DNA 
barcoding）是利用标准的，具有足够变异的，易扩增且

相对较短的 DNA 片段，并基于种内特异性和种间多

样性创建的一种新的生物身份识别系统［14-21］，可用于

人参属中药材的鉴定［1，22］，但 DNA 条形码需要进行

PCR 产物纯化和 DNA 测序，其操作复杂，检测时间较

长，无法满足中药分子鉴定快速、简单、可视化方面的 
要求。

高分辨率熔解曲线（high resolution melting，HRM）

是一种基于双链 DNA 熔解温度不同而形成不同形态

熔解曲线的基因分型技术。DNA 序列长度不同，排

列差异均会造成熔解曲线峰形（melting curve shapes）
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辽宁、吉林，经中国农业科学院许世友研究员鉴定；

10 份三七样品分别采自云南文山州文山县，经文山

三七研究院崔秀明研究员鉴定；竹节参和珠子参样

品各 10 份采自湖北，均由湖北轻工大学陈平研究员

提供并鉴定；10 份羽叶三七样品采自云南，经湖北轻

工大学陈平研究员鉴定。取人参属样品的根部，硅胶

干燥。凭证标本均保存于中国中医科学院中药资源

中心。实验植物材料详见表 1。

表 1　植物材料

Tab. 1　Information of plant materials
编号（No.） 种（species） 数量（numbers） 来源（origin）

1 西洋参（P. quinquefolium） 10 河北石家庄（Shijiazhuang，Hebei）

2 西洋参（P. quinquefolium） 5 吉林白山（Baishan，Jilin）

3 人参（P. ginseng） 5 辽宁丹东（Dandong，Liaoning）

4 人参（P. ginseng） 10 吉林通化集安（Ji’an，Tonghua，Jilin）

5 人参（P. ginseng） 5 吉林延边珲春（Huichun，Yanbian，Jilin）

6 三七（P. notoginseng） 10 云南文山（Wenshan，Yunnan）

7 竹节参（Panax japonicas） 10 湖北恩施宣恩（Xuan’en，Enshi，Hubei）

8 珠子参（Panax japonicas var. major） 10 湖北恩施宣恩（Xuan’en，Enshi，Hubei）

9 羽叶三七（Panax pseudoginseng var. bipinnatifidus） 10 云南昭通鲁甸（Ludian，Zhaotong，Yunnan）

1.4　总 DNA 提取

用 75% 乙醇擦拭药材表面后，刮去外表皮，取

内部的药材样品约 20 mg，依据 CTAB 法［33］提取总

DNA，使用 ND-1000 核酸定量仪测定 DNA 浓度及

A260/A280，并用双蒸水（ddH2O）调整终浓度约 50ng·
μL-1，用于 PCR 扩增。

1.5　PCR 扩增

以所提 DNA 为模板，在 LightCycler 480 型实时荧光

定量 PCR 仪上进行 HRM 分析。25 μL 反应体系：2.5 
μL 10×buffer，1 μL 10 mmol·L-1 dNTPs，0.25 μmol·L-1

上游及下游引物，0.25 U Speed Star HS Taq DNA 聚合

酶，1 μL（约 50 ng） DNA 模板，2 μL 100×LC Green 
Plus，加 ddH2O 补齐至 25 μL。PCR 反应条件见表 2。
PCR 扩增反应结束后，添加 HRM 分析程序：95 ℃ 变
性 1 min，40 ℃ 1 min 形成异源双链 DNA，而后升温

至 70 ℃，最后从 70 ℃至 97 ℃，期间每 1 ℃采集 15
个荧光值。实验结束后使用 Light Cycler 480 1.5.1 软

件进行 HRM 分析。因 DNA 模板或加入试剂过程中

可能会存在污染或抑制而影响 HRM 分析准确性［34］，

本研究在进行 HRM 分析之前，通过扩增曲线排除扩

增强度低于最大扩增 60% 的样品。 

表 2　引物序列和 PCR 程序

Tab. 2　Sequence of primers and PCR program
片段（region） 名称（name） 序列（sequence 5’  to 3’） PCR 程序（PCR program）

psbA-trnH psbA-F GTTATGCATGAACGTAATGCTC 95 ℃ 5 min；（95 ℃ 30 s；62 ℃ 30 s；72 ℃ 90 s） 35 cycles
trnH-R CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

rbcL 1F ATGTCACCACAAACAGAAAC 95 ℃ 5 min；（95 ℃ 30 s；56 ℃ 30 s；72 ℃ 90 s） 35 cycles
724R TCGCATGTACCTGCAGTAGC

ITS2 ITS2 ATGCGATACTTGGTGTGAAT 95 ℃ 5 min；（95 ℃ 30 s；56 ℃ 30 s；72 ℃ 90 s） 35 cycles
ITS3 GACGCTTCTCCAGACTACAAT

matK 3F CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 95 ℃ 5 min；（95 ℃ 30 s；56 ℃ 30 s；72 ℃ 90 s） 35 cycles
1R ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

trnL-trnF trnL CGAAATCGCTAGACGCTACG 95 ℃ 5 min；（95 ℃ 30 s；54 ℃ 30 s；72 ℃ 90 s） 35 cycles
trnF ATTTGAACTGGTGACACGAG

trnL（Intron） trnL-g GGGCAATCCTGAGCCAA 95 ℃ 5 min；（95 ℃ 30 s；54 ℃ 30 s；72 ℃ 90 s） 35 cycles
trnL-h CCATTGAGTCTCTGCACCTATC
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1.6　引物筛选

考察了引物 psbA-F/ trnH-R、rbcL 1F/724R、ITS2/
ITS3、matK 3F/1R、trnL/trnF、trnL（Intron）［1］对人参

属各物种熔解曲线峰形和熔解温度（Tm）值差异的影

响，筛选出合适的鉴别引物，扩增片段，引物序列及

PCR 反应条件如表 2 所示。

1.7　HRM 分析

HRM 分析分别采用 2 种方式：（1）熔解温度峰

值法，对熔解曲线进行求导，获得其解链温度和求导

曲线，建立标准模型，如图 1-A；（2）高分辨率熔解曲

线分型（HRM genotyping），直接对熔解曲线进行比

较，通过 Light Cycler 480 1.5.1 软件归一化后，加以对

比分析，并建立标准模型，如图 1-B。

图 1　人参属 HRM 分析模型的建立

Fig. 1　The establishment of standard model for HRM analysis of 
Panax species

1.8　方法学考察 
1.8.1　灵敏性与特异性　测试方法灵敏性，随机选取

人参、西洋参、三七、竹节参、珠子参、羽叶三七材料

各 3 份，提取 DNA 并用 ddH2O 调整适宜浓度，进行

HRM 分析，参考已建立的模型，计算比对阳性与实际

阳性结果之间的百分比；测试方法特异性，计算比对

阴性与实际阴性结果之间的百分比。

1.8.2　重复性　测试操作重复性，取 1 个人参属材

料 DNA，分成 7 份，使用 psbA-F/trnH-R 引物进行扩

增，同时进样，分析其高分辨率熔解曲线分型结果，计

算其 Tm 值标准差及 RSD。为测试仪器稳定性，取 1
个人参属材料 DNA，分成 7 份，使用 psbA-F/trnH-R
引物进行扩增，分 7 d 连续进样，计算其 Tm 值标准差 

及 RSD。

1.8.3　稳健性　测试 HRM 鉴定的 DNA 浓度稳健

性，以人参为例，取人参 DNA 各 1 个，用 ddH2O 调整

DNA 质量浓度至 200 ng·μL-1，用双蒸水进行梯度

稀释，形成质量浓度为 200、40、8、1.6、0.32 ng·μL-1

的 DNA 浓度梯度，使用 psbA-F/trnH-R 引物进行扩

增，每个反应重复 3 次，检测其分型结果准确性，以 3
个重复中至少有 2 个重复结果与实际结果一致判定

为结果准确。为测试 HRM 分析的退火温度稳健性，

取人参属材料 DNA 各 1 个，用 ddH2O 调整 DNA 质

量浓度至 50 ng·μL-1，使用 psbA-F/trnH-R 引物，依

次调整退火温度为 56、58、60、62、64、66 ℃进行扩

增温度，每个反应重复 3 次，以 3 个重复中至少有 2
个重复结果与实际结果一致判定为结果准确。为测

试 HRM 分析的引物浓度温度稳健性，取人参属材料

DNA 各 1 个，用 ddH2O 调整 DNA 质量浓度至 50 ng·
μL-1，使用 psbA-F/trnH-R 引物，依次用 ddH2O 调整

引物浓度为 0.1、0.2、0.3、0.4 μmol·L-1 进行扩增，每

个反应重复 3 次，以 3 个重复中至少有 2 个重复结果

与实际结果一致判定为结果准确。

1.8.4　线性关系与检出限　测试人参属 HRM 分

析方法的检出限，以人参为例，取人参 DNA 7 个，

用 ddH2O 调 整 DNA 质 量 浓 度 至 200 ng·μL-1，用

ddH2O 梯度稀释，形成质量浓度为 200、40、8、1.6、
0.32 ng·μL-1 的 DNA 浓度梯度，并以 ddH2O 为空白

对照，以 psbA-F/trnH-R 为引物扩增，分析其 HRM 分

析结果，记录人参属各物种对应 Tm 值时的荧光强度

值，将 DNA 浓度与对应荧光强度值进行线性回归，得

到线性关系，并以空白样品荧光强度值与所得标准曲

线斜率的比值的 3 倍作为该方法检出限。

1.9　混伪品的检出

针对人参和西洋参的混伪品，取两者 DNA 样品

进行不同比例混合，再以 psbA-F/trnH-R 为引物扩增

后进行 HRM 分析，分析其 HRM 结果。

2　结果

2.1　引物筛选

为了获得适用于人参属药材 HRM 鉴别的引物，

分别以 5 个人参、西洋参、三七、竹节参、珠子参、羽

叶三七 DNA 作为模板，选择 psbA-F/ trnH-R，rbcL 
1F/724R，ITS2/ ITS3，matK 3F/1R，trnL/trnF，trnL

（Intron）片段，分别在其适宜的退火温度及 35 个循

环的条件下进行熔解曲线分析，对其熔解曲线 Tm 值
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表 3　人参属不同片段熔解温度（Tm） 

Tab. 3　Melting temperature（Tm） of different fragments of Panax species

种（ species）

Tm/℃

matK 片段

（matK fragment）
trnL 片段

（trnL fragment）
trnL（Intron）片段

（trnL（Intron） fragment）
psbA-trnH 片段

（psbA-trnH fragment）

西洋参（P.quinquefolium） 83.57±0.06 84.61±0.01 83.97±0.02 81.01±0.04、84.10±0.04

人参（P.ginseng） 83.79±0.05 85.02±0.02 84.06±0.02 81.26±0.04、84.30±0.06

三七（P.notoginseng） 83.60±0.05 84.70±0.01 84.23±0.10 80.65±0.07、83.99±0.07

竹节参（P.japonicas） 83.54±0.04 84.47±0.03 83.71±0.01 80.13±0.12、84.01±0.04

珠子参（P.japonicas var.major） 83.74±0.02 84.62±0.03 83.86±0.01 80.66±0.02、84.15±0.02

羽叶三七（P.pseudoginseng var.bipinnatifidus） 83.75±0.05 84.63±0.03 83.81±0.03 80.55±0.06、84.14±0.06

　　注（note）：matK 3F/1R，trnL / trnF，trnL（Intron）熔解曲线形成单峰，产生单个 Tm 值；psbA-F/trnH-R 熔解曲线形成双峰，产生 2 个 Tm 值

（In matK 3F/1R，trnL / trnF and trnL（Intron）fragment，there is single peak in melting curve and a single corresponding Tm value.But in psbA-F/ trnH-R 

fragment，there are two formed peaks in melting curve and two corresponding Tm value）；rbcL 1F/724R，ITS2/ ITS3 两对引物，由于扩增效率低，未形成熔解

曲线（As rbcL 1F/724R，ITS2/ ITS3 fragment，the efficiency of amplification is low，which has not formed the melting curve）

图 2　人参属 HRM 分型结果

Fig. 2　The results of HRM genotyping for Panax species

及 HRM 分型结果进行比较，见表 3，筛选出差异最显

著的引物用于 HRM 鉴别。结果表明，引物 psbA-F/
trnH-R 与 trnL（Intron） 2 个片段均可以鉴别人参属

中人参、西洋参、三七、珠子参，羽叶三七、竹节参，其

中在 HRM 分型方法中，人参属在 psbA-F/trnH-R 片

段中差别最为明显，见图 2。
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2.2　 HRM 分析 
用 psbA-F/trnH-R 引物对所有人参属共 75 份

样品进行扩增，利用 LightCycler 480 1.5.1 软件分

别选择 2 种方法进行数据分析：（1）熔解温度峰值

法，人参属 6 个物种均为双峰，依其 Tm 值，人参、西

洋参、三七、竹节参均能相互鉴别，而羽叶三七与珠

子参由于两者的 Tm 值接近，Tm 熔解过程相近，无

法区分，见图 3-A；（2）HRM 分型，人参、西洋参、

三七、羽叶三七、竹节参、珠子参样品均获得准确

的 HRM 分型结果和 HRM 归一化图（the normalized 
graph of HRM），见图 3-B；同时也可以将珠子参熔

解曲线作为基线，得到衍生出来具有放大差异作用

的 HRM 差异化图（the difference graph of HRM），见 
图 3-C。

A．人参属熔解峰型图（the melting peaks for Panax species）　　B．人参属 HRM 归一化图（the normalized graph of HRM for Panax species）

C．人参属 HRM 差异化图（the difference graph of HRM for Panax species）

图 3　人参属 HRM 高分辨率熔解曲线分析结果（psbA-trnH 片段上）

Fig. 3　The results of HRM analysis for Panax species in psbA-trnH region

2.3　方法学考察

2.3.1　灵敏性与特异性　人参、西洋参、三七、竹节

参、珠子参、羽叶三七人参属 HRM 分型结果均与实

际结果一致，故其灵敏性与特异性均为 100%。

2.3.2　重复性　为测试操作重复性，取 1 个人参属

材料 DNA，分成 7 份，使用 psbA-F/trnH-R 引物同时

进行扩增，分析其 HRM 分型结果，计算其峰 Tm 值±

标准差为（81.28±0.06）℃、（84.30±0.08）℃，RSD 为

0.08% 和 0.09%。为测试仪器稳定性，取 1 个人参属

材料 DNA，分成 7 份，使用 psbA-F/trnH-R 引物进行

扩增，分 7 次连续进样，计算其峰 Tm 值 ± 标准差为

（81.30±0.06） ℃、（84.33±0.09） ℃，RSD 为 0.06% 和

0.09%。结果表明该方法重复性较高。

2.3.3　稳健性　为测试 HRM 鉴定的 DNA 浓度稳

健性，以人参为例，取 1 个人参 DNA，以 ddH2O 调整

DNA 质量浓度至 200 ng·μL-1，以 ddH2O 梯度稀释，

形 成 质 量 浓 度 为 200、40、8、1.6、0.32 ng·μL-1 的

DNA 浓度梯度，使用 psbA-F/trnH-R 引物进行扩增，

每个反应重复 3 次，检测其分型结果准确性，以 3 个

重复中至少有 2 个重复结果与实际结果一致判定为

结果准确。结果表明，其 DNA 质量浓度稳健范围为

1.6~200 ng·μL-1，如图 4。测试 HRM 分析方法，结

果表明其退火温度稳健范围为 54~60 ℃，其引物浓

度稳健范围为 0.1~0.3 μmol·L-1。
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图 4　不同模板浓度下的 HRM 分型

Fig. 4　HRM genotyping for different concentrations of Panax species

2.3.4　线性关系与检出限　DNA 浓度与对应的熔解

峰荧光强度值进行线性回归，得到回归方程：

Y=12.893ln X+26.354　 R2= 0.914 6
线性范围为 200~1.6 ng·μL-1。参考检出限定义

（即空白样品荧光强度值与所得标准曲线斜率的比值

的 3 倍），人参属 HRM 方法检出限为 0.39 ng·μL-1。

2.4　混伪品的检出

以人参和三七的混伪品为例，取人参和三七 DNA
样品各 1 份，以 ddH2O 调整质量浓度至 50 ng·μL-1， 
将两者混合，使三七中人参 DNA 所占比例，形成 100%、

50%、25%、12.5%、0% 的浓度比例，以 psbA-F/trnH-R
为引物扩增后进行 HRM 分型分析，记录对应各浓度

比例样品的 Tm 值，分析其 HRM 分型结果。结果表

明，混伪品与正品信号形成明显区别，从而可以对混

伪品进行检测，如图 5-A、C。针对人参和西洋参的

混伪品，采用相同扩增方法，分析其 HRM 分型结果，

如图 5-B、D。

3　讨论

3.1　HRM 分析方法的比较

通过对熔解温度峰值法和 HRM 分型 2 个方法

进行了分析和对比，可以看出熔解温度峰值法 Tm 值，

虽然在操作重复性与仪器重复性具有较为稳定的表

现，但是熔解曲线峰位置仍然是相对的，该位置在试

剂、染料或者是模板 DNA 浓度变化后，位置也会发

生相对变化，如图 6 所示，但是 HRM 分型分析却不

存在这样的问题，故而使用归一化分析进行 HRM 分

型时具有更好的稳健性。另一方面，目的片段越短，

HRM 分型结果越准确［35］，为提高 HRM 分析精确性，

寻找较短，合适的 DNA 条形码序列，采用精密度更高

的 HRM 分析仪器以及使用稳定性更好的饱和染料

是一种可行的途径。

3.2　分子鉴定方法学检验的确立

在分子鉴定领域内新方法的提出，往往需

要方法学的验证。方法学验证包括：（1）灵敏性

与特异性。灵敏性是指待测样品中测试阳性与

实际阳性结果之间的百分比，即阳性结果 /（阳 
性 + 假阴性），特异性是所测样品中测试阴性与实际

阴性结果之间的百分比，即阴性结果 /（阴性 + 假阳

性）。灵敏性的考察主要是避免假阴性结果的出现，

特异性的考察主要是避免假阳性结果的出现；（2）重

复性。如操作重复性，即同一的操作者在同一天内

操作的结果的稳定性，与仪器重复性，即同一操作者

在不同时期内的结果的稳定性；（3）稳健性，即条 
件发生微小改变时结果保持稳定的能力，包括分子
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图 5　不同人参属中药材不同比例混合的 HRM 分型

Fig. 5　Panax species detected by HRM genotyping

图 6　不同模板浓度对熔解峰的影响

Fig. 6　Effect of DNA concentration on melting peaks

鉴定关键条件的稳健性；（4）检出限，是方法和仪器

灵敏度体现的重要指标之一。1998 年，IUPAC 发表

的《分析术语纲要》（IUPAC Compendium of Analysis 
Nomenclature）中规定：检出限以浓度（或质量）表

示，是指由特定的分析步骤能够合理地检测出的最小

分析信号从而求得的最低浓度（或质量），并规定应

通过实验以足够多（测定次数 n ≥ 20）的测定次数

求出。参考分析方法验证的指导原则，检出限的测定

可分为仪器的检出限（instrument detection limit，IDL）
和方法检出限（method detection limit，MDL） 2 种。

IDL 是指分析仪器能够检测的被分析物的最低量或

浓度，这个浓度与特定的仪器能够从背景噪音中辨别

的最小响应信号相对，即是通过已知低浓度的被测物

的检测信号与基线噪音比较，确定可被检测出的最小

量或浓度（一般将信噪比为 3∶1 或 2∶1 的量或浓度

作为检出限）。该方法主要用于仪器检出限的测量和

判断。MDL 是指在通过某一种分析方法的全部处理

和测定过程后，被测定物质产生的信号能以 99% 置

信度区别于空白样品而被测定出来的最低浓度。方

法检出限与仪器检出限相似，但考虑了样品分析前所

有制备过程的影响。分析方法的检出限不仅与仪器

噪音有关，还取决于整个分析过程的误差总和，与样

品性质、基质及预处理过程等都有关系［36］；（5）混伪

品的检出，即在正品样品中混入不同比例伪品样品时

伪品的检出能力。对新建立的分子鉴定方法进行此

类方法学验证才能保证方法的准确与可靠性，本文建

立了人参属 HRM 分子鉴别方法，并对其灵敏性、特

异性、重复性、稳健性、检出限和混伪品检出限进行了
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考察［37-39］。

HRM 分析方法不受样品 DNA 双链突变碱基位

点与类型的局限，无需序列特异性探针，且闭管操作

避免污染，同时实验操作与后期数据分析简单、易懂。

本文以 HRM 分析方法建立人参属物种为例，引入了

方法学验证进入中药分子鉴定方法，为分子鉴定新方

法的建立，提供了一套可行性评价系统。
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