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	1. 简介
	1.1 本检测方法阐述如何利用实时定性聚合酶链式反应(PCR)测定法，从川贝母(Bulbus Fritillariae Cirrhosae)中鉴别出平贝母(Bulbus Fritillariae Ussuriensis)。平贝母是川贝母中常见的掺杂品。据《中华人民共和国药典》(2020年版)所载，平贝母源自植物平贝母(Fritillaria ussuriensis Maxim.)的干燥鳞茎，而川贝母的来源则是6种贝母属植物的干燥鳞茎，分别是川贝母(Fritillaria cirrhosa D. D...
	2. 试剂及材料
	3. 设备
	4. 一般程序
	4.1 样品制备
	4.2 DNA提取
	4.3 利用实时PCR进行扩增
	4.4 数据分析
	4.4.1 使用下列设定分析数据：
	4.4.1.1 手动设定阈值(manual threshold)：进行SA分析时把阈值设定为0.05，进行IPAC分析时则设定为0.04。
	4.4.1.2 手动设定基线(manual baseline)：把基线设定为第3至第15个循环。
	注：
	a) 数据评估须根据实时PCR仪器生产商建议的一般分析程序进行。此设定适用于经政府中药检测中心内部验证的规程及指定的实时系统。
	b) 使用此检测规程分析带有SA和IPAC的单拷贝序列的双目标质体，在进行实时PCR分析时加入拷贝数为450,000的质体DNA，SA和IPAC测定法得出的平均循环数阈值(Ct值)结果分别为20.4 ± 0.18和19.0 ± 0.27。阈值须设定在扩增曲线的线性期。有关质体图谱和实时PCR检测的结果载于附件C。
	4.4.2 将数据(包括但不限于Ct值)输出至试算表程式，以作进一步分析。
	4.5 结果分析
	4.5.1 判定检测结果的基准是循环数阈值，亦即是Ct值。Ct值是指反应萤光强度与指定阈值的交叉点上所对应的循环数；阈值则是可与背景区分开的讯号水平。SA和IPAC测定法的结果判定如下：
	如检测得出Ct值高的阳性结果，即代表反应中的目标物质含量低，而且有关分析数值或与检测限差距不大。检测人员须重复进行整个分析过程，以确认检测得出的是阳性结果。
	4.5.2 下列是各项系统对照预计应得出的结果。每项对照均须得出有效值，倘若任何一项对照的观测结果与相应的有效值之间存在差距，则须重新进行分析。
	* 建议进行目标DNA阴性对照。此项对照可证明核酸扩增程序有效进行，并排除在没有代表目标物种的核酸情况下仍得出假阳性扩增的可能。川贝母的DNA可用作进行目标DNA阴性对照。
	* 建议进行目标DNA阴性对照。此项对照可证明核酸扩增程序有效进行，并排除在没有代表目标物种的核酸情况下仍得出假阳性扩增的可能。川贝母的DNA可用作进行目标DNA阴性对照。
	5. 质量控制参数
	5.1 使用系统对照
	5.2 系统对照是以实时PCR评估的，所须达到的参数要求如下：
	附件A
	离心柱式DNA提取规程
	附件 B
	实时PCR测定法
	表B1. 引物／探针组
	表B2. 扩增目标扩增子所须的PCR条件
	表B3. SA和IPAC的实时PCR循环条件

	附件 C
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