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[摘要 ]　通过对番红花及其混淆品的 rDNA ITS区序列进行 PCR扩增、测序 ,并运用 Clustal X、Mega 310等软

件进行序列分析. 结果表明番红花 rDNA ITS区序列全长 650 bp, GC百分比为 6013% ,与其混淆品的 rDNA ITS

区序列存在着显著差异. 另外 ,还设计出了鉴别番红花的位点特异性 PCR引物 ,无需测序即可对番红花及其混

淆品进行准确的分子鉴别.
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Abstract: The PCR p roducts of rDNA ITS regions of C rocus sa tivus L. and its adulterants were sequenced

and analyzed using Clustal X、Mega 310 software. The results showed that the full length of rDNA ITS re2
gions of C. sativus was 650 bp, and the percentage of GC contents was 6013% , which disp layed the re2
markable distinction between rDNA ITS regions of C. sa tivus and its adulterants. In addition, a pair of al2
lele2specific PCR (AS - PCR) p rimers were designed to authenticate C. sa tivus and its adulterants accu2
rately without sequencing.
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0　引言

番红花 (C rocus sa tivus L. )为鸢尾科 ( Iridaceae)番红花属 (C rocus)多年生药用草本植物 ,又名藏红花、

西红花 [ 1 ]
. 番红花作为一种珍贵药用植物 ,以柱头入药 ,具有镇静、祛痰、刺激、解痉、活血、化瘀生新之功

效 ,用于治疗痢疾、麻疹、发热黄疸、肝脾肿大、泌尿道感染及糖尿病等多种疾病 [ 2 ]
.

番红花以柱头入药 ,产量极低 ,因而价格高达 2 000美元 / kg[ 3 ] . 近年来 ,一些不法商贩为牟取暴利 ,用

混淆品充斥市场 ,引起了番红花药材市场的混乱并影响了疗效. 经调查发现 ,一些廉价的混淆品 ,如睡莲科

植物莲 (N elum bo nucifera Gaertn. ) 的干燥雄蕊、菊科植物菊花 (Chrysan them um m orifolium Ramat. ) 的舌状

花冠、红花 (Cartham us tinctorius L. ) 的干燥花、百合科植物萱草 (Hem eroca llis fu lva L. )的花丝和禾本科植

物玉米 ( Zea m ays L. ) 的花柱等 [ 4, 5 ]
,被加工或染色成番红花的混淆品出售. 因此 ,为控制番红花药材的质

—98—

第 30卷第 2期
2007年 6月

　　　　
南京师大学报 (自然科学版 )

JOURNAL OF NANJ ING NORMAL UN IVERSITY(Natural Science Edition)
　　　　

Vol. 30 No. 2
Jun, 2007



量 ,确保番红花药效的安全性和有效性 ,迫切需要寻求一种高效准确的番红花鉴别方法.

随着分子生物学技术的发展 , DNA 分子指纹标记技术已广泛地应用于中药材的鉴定等相关方面的研

究 [ 6 ]
,近年来 ,由于 rDNA ITS区具有高度重复性、能反映种间差别和物种进化程度、不易受药材加工而完全

降解等特点 ,不仅被广泛用于亲缘关系较近的属间 [ 7 ]、种间 [ 8 ]的分子系统学研究 ,而且还被用于居群间的分

子鉴别 [ 9 ]
.关于番红花的研究 ,前人主要集中于对其混淆品的显微和理化鉴定 [ 4, 5 ]

,而根据 rDNA ITS序列鉴

别番红花药材则尚未见报道.本文拟对番红花及其混淆品的 rDNA ITS序列进行扩增、测序和序列分析 ,并建

立番红花及其混淆品的 rDNA ITS数据库 ,为药用植物番红花的鉴别提供可靠、便捷的分子标记.

1　材料和方法

111　材料

　　莲、玉米、萱草、红花和菊花等混淆品的实验材料取其新鲜的可混淆部分 ,并用硅胶干燥保存 ,番红花

药材的实验材料取自花柱并用硅胶干燥保存 ,其来源及编号详见表 1.
表 1　番红花及其混淆品的采集地点及取材部位

Table 1　L oca lities and ma ter ia l position s of C rocus sa tivus and its adulteran ts

名称 采集地点 取材部位 个体数 编号

番红花 (C rocus sa tivus L. ) 四川成都 花 柱 8 F - 1

番红花 (C rocus sa tivus L. ) 江苏南京 花 柱 6 F - 2

莲 (N elum bo nucifera Gaertn. )

江苏南京

江苏苏州

花 丝

花 丝

3

2
F - 3

萱草 (Hem erocallis fu lva L. ) 江苏靖江

江苏南京

花 丝

花 丝

3

2
F - 4

玉米 ( Zea m ays L. ) 江苏南京 柱 头 6 F - 5

红花 (Cartham us tinctorius L. ) 浙江杭州 花 序 5 F - 6

菊花 (Chrysanthem um m orifolium R am at) 江苏南京 花 序 5 F - 7

112　方法

11211　总 DNA提取

　　植物总 DNA的提取采用 CTAB法 ,具体方法如下 :取用硅胶干燥保存的实验材料 ,置于液氮中研磨成

粉状 ,加入约 650μL的 CTAB 提取液 ( 2 % CTAB , 011 mmol/L Tris - HCl, 0102 mol/L EDTA , 114 mol/L

NaCl,使用前加入 012 %的 β - 巯基乙醇并充分混合 ) , 60 ℃水浴 45 m in. 接着加入与 CTAB 等体积的

24: 1氯仿异戊醇 ,颠倒混匀抽提 10 m in, 6 500 r/m in离心 15 m in,重复此步骤 ,直至两相间澄清为止. 再取

上清 ,加入 215倍体积的无水己醇 - 20 ℃沉淀 1～2 h (可过夜 ) , 10 000 r/m in离心 10 m in. 取沉淀 ,用

70%乙醇反复清洗 2次后放置在超净台上吹干 ,于双蒸水或 TE中溶解 (30～50μL ). 采用分光光度计法

定量检测植物总 DNA 浓度 ,并根据其浓度值将样品稀释至 50 ng/μL用于 PCR扩增.

11212　PCR扩增、产物纯化及序列测定

利用 rDNA ITS区的通用引物 P1和 P2进行该序列的扩增. 引物序列如下 : P1为 5′- CGTAACAAG2
GTTTCCGTAGGTGAAC - 3′,位于 18S上 , P2为 5′- TTATTGATATGCTTA AACTCAGCGGG - 3′,位于 26S

上. PCR扩增反应在 30μL的反应体系中进行 ,反应液含 10 mmol/L Tris - HCl、pH 813, 50 mmol/L KCl,

115 mmol/L MgCl2 , 011% Triton X - 100, Taq酶 1U, 4种 dNTP各 150 mmol/L, 2个引物各 10 pmol/L , DNA

模板约 100 ng. 反应在 PTC - 200型 PCR仪上进行 ,循环参数为 95℃预变性 5 m in,然后是 94℃变性 1 m in,

52℃退火 45 s, 72℃延伸 1 m in,共 30个循环后 , 72℃延伸 7 m in补齐 ,以 ddH2O代替模板作空白对照.

PCR产物用 V itagene试剂盒纯化 ,按试剂盒操作指南进行 ; PCR产物直接送上海生工生物公司进行

测序.

11213　DNA序列数据分析

所得 DNA序列输入计算机后 ,用 Clustal X软件对位排列 ,并辅以人工校对 ,并用 MEGA 310软件分

析各样品 DNA序列间的差异.

11214　位点特异性鉴别 PCR

根据番红花与其近缘种番紫花 (C rocus vernus)的 rDNA ITS区序列比对结果 ,在其序列保守处设计了
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一对位点特异性 PCR鉴别引物 ,序列如下 : FHH - JB01S为 5′- GACTCCGTT CCGTCCCGTCA - 3′,位于

ITS 1上 ; FHH - JB01X为 5′- TCTTCTTATTCGGAAGCCGG - 3′,位于 ITS 2上. PCR扩增反应的程序和体

系均等同于 11212中的扩增条件. 电泳后的 PCR产物用含有 015 mg/L EB的 115% 的琼脂糖凝胶电泳检

测. 电泳结果通过凝胶成像系统 (UVP GDS - 8000)观察并记录.

2　结果与分析

211　番红花及其混淆品的 rDNA ITS区序列特征的比较

　　番红花 rDNA ITS区序列的起始端和终点端参考了 GenBank中鸢尾科植物及其近缘种的 ITS序列.

番红花完整的 ITS序列的长度范围为 650 bp,居群间无长度差异 , GC含量为 6013% ,其中 518S编码区的

序列长度为 164 bp, ITS1和 ITS2的序列长度分别为 252 bp和 234 bp,结果详见表 2.
表 2　番红花及其混淆品的 ITS区序列长度

Table 2　L ength of ITS reg ion s of C rocus sa tivus and its adulteran ts

名称 ITS1 bp ITS2 bp ITS ( including 518 S) bp, ( G + C) /%

番红花 (Crocus sa tivus L. ) 252 234 650 6013
番红花 (Crocus sativus L. ) 252 234 650 6013
莲 (N elum bo nucifera Gaertn. ) 254 219 637 5211
萱草 (Hem erocallis fulva L. ) 222 263 635 5915
玉米 ( Zea m ays L. ) 215 260 637 4618
红花 (Cartham us tinctorius L. ) 254 214 628 5512
菊花 (Chrysanthem um m orifolium Ramat. ) 252 220 638 5215

　　由于 rDNA ITS区的进化速率快 ,在科、属、种间的差异较大 ,但在种内具有一定的保守性 ,使得该序列

被广泛用于中药材与混淆品的种间鉴别. 本文通过对番红花常见混淆品莲、玉米、萱草、菊花和红花的 rD2
NA ITS区序列进行测定、比对和分析 ,发现番红花与其混淆品在 rDNA ITS区序列上存在着极为显著的差

异. 根据其序列差异 ,就能准确鉴别番红花的真伪.

212　番红花的位点特异性 PCR鉴别

本文通过对番红花与其近缘种的 rDNA ITS区序列比对 ,经 Clustal X排序 ,Mega 310分析 ,在番红花

的 rDNA ITS区序列中找到了多个鉴别番红花的特异性核苷酸位点 ,位点特异性 PCR 引物的设计参考了

番红花与其近缘种 rDNA ITS区的特异性核苷酸位点 ,上下游引物完全与番红花的 rDNA ITS区的碱基序

列互补. 我们所设计的鉴别番红花的引物能扩增出约 540 bp左右的 ITS区 DNA序列 ,包含了 518S保守区

(图 1) ,这样无须测序仅进行一次 PCR即可对番红花进行准确的分子鉴别. 鉴别结果详见图 2, 1 - 7泳道

的编号与表 1中样品的编号相一致.
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3　讨论

关于番红花分子标记方面的研究 ,Ma等利用 5 S间隔区序列成功鉴别了番红花的 3个混淆品 :红花、

萱草和黄花菜 [ 10 ]
. 黄丰等通过对印度红花、川红花及其混淆品莲须、玉米须、黄花菜的 RAPD 指纹图谱的

研究 ,得出指纹图谱的差异可准确鉴别番红花及其混淆品 [ 11 ]
. 到目前为止 ,有关 rDNA ITS区序列应用于

番红花及其混淆品的鉴别尚未见报道.

在被子植物中 , rDNA ITS区既具有核苷酸序列的高度变异性又有长度上的保守性 ,使得该序列能反

映出种间差别和物种进化程度 ,也可在较低的分类阶元上解决植物系统发育问题 [ 12 - 14 ]
;同时由于高等植

物中 rRNA 基因 ( rDNA )是高度重复的串联序列单位 , 18S - rDNA ITS - 26S rDNA 在植物中的拷贝数可达

500～40 000
[ 15 ]

,所以对于加工过的药材 ,尽管提取的总 DNA模板有部分降解 ,但一般不会影响对 rDNA

ITS区的扩增. 由于 DNA指纹图谱技术对模板的要求较高 ,因此不适合于加工后的中药材的鉴别 ,依靠

DNA序列进行中药材鉴别显得尤为重要.

本文通过对番红花及其混淆品 rDNA ITS区的序列测定 ,经比对排序后发现番红花 rDNA ITS区序列

与混淆品存在稳定而又明显差异. 因此 ,根据番红花 rDNA ITS区序列 ,可以准确鉴别中药番红花的真伪.

此外 ,本文还设计出了一对位点特异性 PCR鉴别引物 ,无需测序即可对番红花的新鲜和干燥药材进行准

确、快捷的分子鉴别. 由于鉴别性扩增片段仅为 540 bp 左右的小片段 ,同时 ITS区域又为多拷贝重复区

域 ,因此位点特异性 PCR鉴别在药材 DNA降解非常严重的情况下 ,仍能达到非常好的鉴别效果 ,能有效

地将番红花与其混淆品鉴别开来.
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