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摘要：籽粒硬度是决定小麦（Triticum aestivum L.）品质的重要性状，水洗淀粉表面的 friabilin蛋白，分子量约 15
kDa，是这一性状的生化基础。用单粒谷物特性仪（SKCS）和改进的聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析了中优
9507穗系 34份和国内外冬小麦品种（系）104份的籽粒硬度和 friabilin表达水平。结果表明，friabilin谱带相对表达
量与籽粒硬度显著相关，即 friabilin谱带强，籽粒硬度数值低；friabilin谱带弱，籽粒硬度数值高。用 friabilin蛋白表达
量判断籽粒软硬的准确率分别为 85.3%和 86.5%，其相关系数分别为 - 0.68和 - 0.66，均达到 1%的显著水平。因
此，friabilin蛋白 SDS-PAGE改进的技术可用于小麦籽粒硬度生化标记的辅助选择。
关键词：普通小麦；籽粒硬度；Friabilin；SDS-聚丙稀酰胺凝胶电泳

Association Between FriabiIin Protein and Grain Hardness in
Common Wheat

GUO Shi-hua1，2，5，HE Zhong-hu1，3，WANG Hong-gang2，XIA Lan-qin1，
ZHANG Qing-zhu1，ZHANG Qi-jun1，YU Ya-xiong4

（1 Institute of Crop Breeding and Cultivation / National Wheat Improvement Center，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081；
2Agricultural College，Shandong Agricultural University，Taian 271018；3CIMMYT China Office，Beijing 100081；4Grain Crop Institute，

Yunnan Academy of Agricultural Sciences，Kunming 650205；5Agricultural College，Innermogolia Agriculture University，Huhhot 010019）

Abstract：Grain hardness determines the utilization and marketing of common wheat（ Triticum aestivum L.）. A
starch surface associated protein，friabilin（Mr15 kDa），is a putative marker for softness . Thirty four reselected lines
from Zhongyou 9507 and 104 varieties were used to measure kernel hardness by Single Kernel Characteristic System
（SKCS）and friabilin level by improved SDS-PAGE. The results show that high level of friabilin protein is presented in soft
wheat and relatively lower level in hard wheat . The accuracy rate is 85.3% and 86.5%，and the correlation coefficience
between friabilin protein and grain hardness is - 0.68 and - 0.66 for the two groups of tested materials，respectively.
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籽粒硬度是国际上通用的小麦（ Triticum aes-
tivum L.）分类指标之一，是决定磨粉和食品品质的
主要因素［1］。硬质小麦硬度高，蛋白质含量高，面筋

强度大，适宜制作面包；软质小麦硬度低，蛋白质含

量低，面筋强度弱，适宜做糕点和饼干。一般认为，

籽粒组织结构的软和硬由单个主基因（Ha）决定，并
定位于 5DS［2 ～ 4］。但 Sourdille等指出，籽粒硬度由多

基因控制，其中 1个主效基因（Ha）位于 5DS，4个微
效基因分别位于 2A、2D、5B、6D，另外 3个微效基因
分别位于 5A、6D、7A［5］。
籽粒硬度的分子基础研究与 friabilin蛋白的发

现有关［6］。它至少由 3 种肽组成，2 种主要肽
puroindoline a（pinA）和 puroindoline b（pinB）60%氨基
酸序列相同，都含 10个胱氨酸残基［7，8］，二者的等电
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点几乎相等［9 ～ 12］；第三种独立成分 GSP-1（Grain soft-
ness protien）与 puroindoline有 40%同源序列，3 种肽
都存在于软麦和硬麦中，但与淀粉结合的程度因基

因型而异［11，12］。编码这些蛋白的基因与硬度基因

（Ha）紧密连锁［5，13］，其中编码 pinA和 pinB的基因
位于染色体 5DS，编码 GSP-1的基因位于染色体 5A、
5B和 5D，其基因序列已克隆［10，12］。成熟小麦种子
puroindoline存在于淀粉胚乳的糊粉细胞中，软麦中
含量高，硬麦中含量低，硬粒小麦中没有［1，10，14，15］。

Friabilin按硬度等位基因剂量呈加性遗传，即软麦
（HaHaHa）富含 friabilin，硬麦（ hahaha）含少量 fri-
abilin，杂合胚乳（HaHaha，Hahaha）呈中间型的 fri-
abilin和硬度［16］。研究 friabilin的作用机理表明，色
氨酸区α-螺旋间形成的膜固着环与淀粉表面双分子
极性脂紧密结合，软麦淀粉表面束缚态极性脂（糖脂

和磷脂）含量明显高于硬麦中的［17］。

鉴于小麦硬度对加工品质的重要性，笔者拟对

中国小麦的硬度进行系统深入的研究，先前已对我

国主要小麦品种的硬度分布进行了调查［18］，并分离

克隆了京 411软质小麦的 Pina和 Pinb基因［19］。本

研究以中优 9507 穗系 34 份和国内外品种（系）104
份为材料，提取单籽粒淀粉 friabilin蛋白，用改进的
SDS-PAGE分析 friabilin谱带表达量的差异及其与籽
粒硬度的关系，目的是为小麦品质生化和分子标记

辅助育种提供理论和方法。

1 材料与方法

1 .1 试验材料
试验Ⅰ所用材料为 1998年从北京收获的中优

9507穗系 34 份，编号见表 1。中优 9507 于 1995 ～
1996年度首次参加鉴定试验，为了进一步改良该品
种，笔者在田间选择了 80 个穗。经第 2 年田间淘
汰，在 1998 年收获的 34 份穗系之间其农艺性状和
部分品质性状十分相似（曾在北京和安阳种植，并测

定蛋白质含量、沉降值等品质性状详细数据略），但

硬度差异较大，即出现了硬度的分离现象，比例接近

1:1。试验Ⅱ所用材料包括国内品种品系 96 份，国
外品种 8份，来源于 2002年从北京收获的种子，品
种名称见表 2。

表 1 中优 9507穗系硬度与 friabiIin蛋白相对表达量的关系
Table 1 Relationship between friabilin and SK

═
════ ═
════

HD in selected lines from Zhongyou9507

来源号
Code

硬度值
SKHD

表达量
Expression level
（%）

来源号
Code

硬度值
SKHD

表达量
Expression level
（%）

来源号
Code

硬度值
SKHD

表达量
Expression level
（%══ ══

）

══ ══1 27 65.0 13 80 19.3 24 23 28 .5

══ ══2 65 2.83 14 22 72.8 25 25 16 .4

══ ══3 27 43.4 15 19 76.8 26 21 83 .9

══ ══4 76 7.6 16 21 68.6 27 24 42 .3

══ ══5 24 116.8 17 22 50.8 28 78 29 .8

══ ══6 60 50.3 18 17 71.3 29 22 51 .8

══ ══7 19 105.3 19 76 17.6 30 27 127 .7

══ ══8 21 94.6 20 72 88.3 31 74 32 .8

══ ══9 26 68.7 21 81 35.2 32 73 35 .6

══ ══10 27 68.6 22 20 61.8 33 76 29 .6
11 24 168.4 23 26 76.9 中优══ ══ 9507 28 159 .8
12 74 26.0 Zhongyou 9507

1 .2 籽粒硬度测定
利用单粒谷物特性仪（SKCS 4100）测定。

1 .3 FriabiIin蛋白的提取、灌胶、电泳和银染
Friabilin 蛋白的提取参照 Bettge 等方法进

行［16］。使用双垂直板 Bio-Rad电泳槽，玻璃板尺寸
10 .1 cm × 8.3 cm（宽 ×高），垫片厚度 0 . 75 mm。分
离胶（T = 13. 5%，C = 2. 6%），浓缩胶（T = 4%，C =
2.6%）。每孔点样 5µl，电泳 1 . 5 h。银染参照潘志
芬的方法进行［20］。

1 .4 凝胶扫描
利用凝胶成像系统 Gene Tools 软件，以低分子

量标准蛋白 Marker确定 friabilin蛋白的位置，以图 1
（左）Marker 的第 6 谱带（14 . 4 kDa）为准，标定 fri-
abilin蛋白相对表达量。

2 结果与分析
将中优 9507穗系的编号、籽粒硬度值和 friabilin

蛋白相对表达量列于表1，部分穗系的 friabilin蛋白
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表 2 冬小麦品种（系）硬度与 friabiIin蛋白相对表达量的关系
Table 2 Relationship between friabilin and SK

═
═══ ═
═══ ═
═══

HD in winter wheat varieties

品种（系）
Variety

硬度值
SKHD
表达量
（%）

品种（系）
Variety

硬度值
SKHD
表达量
（%）

品种（系）
Variety

硬度值
SKHD
表达量
（%）

品种（系）
Variety

硬度值
SKHD
表达量
（%══ ══ ══

）

北京 837 Beijing 837 69 17.5 冀 5066 Ji 5066 85 106.7 济麦 19 Jimai 19 104 9.0 陕══ ══ ══ 623 Shan 623 76 44.3
CA 8686 75 21.7 冀 5219 Ji 5219 70 14.3 山东 955159 Shandong 955159 91 65.6 小偃 6号══ ══ ══ Xiaoyan 6 60 26.5
CA 9532 69 21.6 冀 95-6023 Ji 95-6023 28 38.1 鲁 95（6）161 Lu 95（6）161 43 160.2 扬麦 5号══ ══ ══ Yangmai 5 36 21.7
CA 9550 62 51.1 冀 Z76 Ji Z76 78 39.6 鲁麦 21 Lumai 21 43 20.1 扬麦══ ══ ══ 158 Yangmai 158 74 18.2
CA 9553 71 31.9 冀麦 24 Jimai 24 32 48.5 鲁麦 22 Lumai 22 63 54.6 安农══ ══ ══ 98005 Annong 98005 45 92.2
CA 9632 70 25.3 冀麦 38 Jimai 38 72 33.8 白玉 149 Baiyu 149 73 21.2 皖麦══ ══ ══ 18 Wanmai 18 79 80.5
CA9641 22 110.1 藁城 8901 Gaocheng 8901 84 23.9 PH85-1-1 34 201.4 皖麦══ ══ ══ 19 Wanmai 19 31 130.6
CA 9648 70 28.7 高优 503 Gaoyou 503 100 16.0 山农 1355 Shannong 1355 34 144.9 鄂══ ══ ══ 66378 E 66378 37 141.1
CA 9722 34 44.7 沧核 030 Canhe 030 79 18.9 山农 413863 Shannong 413863 33 149.4 鄂══ ══ ══ 81027 E 81027 27 140.2
农大 152 Nongda 152 61 19.2 中育 5号 Zhongyu 5 68 81.9 山农 617 Shannong 617 85 49.8 鄂══ ══ ══ 86642 E 86642 65 43.4
农大 3213 Nongda 3213 73 35.1 中育 415 Zhongyu 415 27 103.7 山农 664 Shannong 664 35 77.3 川══ ══ ══ 89-114 Chuan 89-114 33 40.3
京农 8318 Jingnong 8318 60 63 豫麦 18 Yumai 18 22 79.7 烟辐 188 Yanfu 188 33 51.1 绵阳══ ══ ══ 26 Mianyang 26 26 39.1
京农 97-86 Jingnong 97-86 59 31 豫麦 2号 Yumai 2 21 41.6 烟农 18 Yannong 18 80 57.0 绵阳══ ══ ══ 98-17 Mianyang 98-17 29 91
京农 98-100 Jingnong 98-100 64 13.5 豫麦 21 Yumai 21 66 30.4 烟优 361 Yanyou 361 80 20.1 绵阳══ ══ ══ 960107 Mianyang 960107 28 67.7
京冬 10号 Jingdong 10 67 11.8 豫麦 25 Yumai 25 38 93.0 济麦 1号 Jimai 1 65 56.4 绵阳══ ══ ══ 980127 Mianyang 980127 29 56.9
京 411 Jing 411 28 11.5 豫麦 34 Yumai 34 75 25.0 运 97169 Yun 97169 18 53.3 硬粒小麦══ ══ ══ Drum wheat 89 3.2
京 9428 Jing 9428 18 82.2 豫麦 35 Yumai 35 21 116.4 运丰早 898 Yunfengzao 898 78 171.3 风麦══ ══ ══ 24 Fengmai 24 27 87.3
晋麦 45 Jinmai 45 74 29.1 豫麦 47 Yumai 47 83 11.4 运丰早 101 Yunfengzao 101 87 45.6 德麦 4号══ ══ ══ Demai 4 19 76.0
晋麦 50 Jinmai 50 67 72.7 豫麦 49 Yumai 49 38 51.0 临汾══ ══ ══127 Linfen 127 63 106.4 Y10-8 27 56.9
晋麦 60 Jinmai 60 41 85.8 豫麦 50 Yumai 50 19 109.4 临汾══ ══ ══137 Linfen 137 78 117.5 Agseco 7853 59 86.2
晋麦 61 Jinmai 60 81 60.4 豫麦 54 Yumai 54 68 52.2 临汾══ ══ ══138 Linfen 138 76 52.0 Karl 92 70 23.5
晋农 207 Jinnong 207 62 39.8 豫麦 57 Yumai 57 28 135.3 临汾══ ══ ══139 Linfen 139 75 53.0 Dollarbird 86 16.9
晋农 215 Jinnong 215 34 73.9 豫麦 62 Yumai 62 80 31.5 临汾 98-6269 Linfen 98-6269 74 107.2 Sunstate 76 32══ ══ ══ .1
河农 2552 Henong 2552 25 82.3 豫麦 69 Yumai 69 45 60.1 临旱══ ══ ══205 Linhan 205 46 30.3 Hartog 85 20.5
河北农大 341 Hebeinongda 341 71 53.2 周麦 13 Zhoumai 13 87 45.4 陕══ ══ ══354 Shan 354 75 9.8 Eradu 54 41.0
冀 3475 Ji 3475 61 72.0 济南 17 Jinan 17 88 27.8 陕 229 Shan 229 88 10.3 Gamenya 28 31.2

图 1 中优 9507穗系 friabiIin蛋白 SDS-PAGE图谱，M为低分子量标准蛋白 marker，依次为 97 .4、66 .2、43 .0、31 .0、20 .1和 14 .4
kDa

Fig. 1 Friabilin SDS-PAGE profiles of Zhongyou 9507 selected lines，M presents lower molecular weight protein marker，indicate 97. 4，
66.2，43.0，31.0，20.1 and 14.4 kDa，respectively

电泳结果见图 1。可以看出，根据籽粒硬度大小，中
优 9507穗系明显地分为软质（硬度小于 28）和硬质
（硬度大于 60），22 个软质系按硬度值由小到大的
序号，其编号依次为 18、7、15、22、8、16、26、14、17、
29、24、11、5、27、25、9、23、1、10、3、30和中优 9507，其

中 20份穗系的 friabilin蛋白谱带（约 15 kDa）表达量
较多，而 24、25号表达量较少；按 SKHD由小到大 12
个硬质系的编号依次为 6、2、20、32、12、31、4、33、19、
28、13和 21，其中 9份穗系的 friabilin蛋白谱带表达
量较少，但 6、13和 20号谱带表达量较多；四倍体硬
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粒小麦 DR226的硬度值为 89，在 15 kDa处未出现带
（图 1右第 5泳道）。用 friabilin蛋白谱带表达量判
断软硬准确率为 85 .3%，二者的相关系数为 - 0.68，
达 1%显著水平。

104份品种（系）的名称、硬度值及 friabilin蛋白
谱带相对表达量见表 2，其中 9份品种的 friabilin蛋
白电泳图谱见图 2。总体来说，软质籽粒 friabilin蛋
白表达量高，硬质籽粒 friabilin蛋白表达量低，例如
软质品种（系）CA9722、品种豫麦 18、冀麦 24和绵阳
98 - 17谱带强，硬度值分别为 34、22、32和 29；豫麦
54（硬质）谱带较强，硬度值为 68，硬质品种（系）农
大 3213、豫麦 34号、济麦 19和冀麦 38谱带较弱，硬
度值分别是 73、75、104和 72，用 friabilin蛋白表达量
判断籽粒软硬的准确率为 86 . 5%，相关系数为
- 0.66，达 1%的显著水平；但也有例外，如硬质麦
运丰早 898、晋麦 50、晋麦 61、临汾 127、临汾 137、鲁
麦 22、冀 3475、冀 5066和中育 5号 friabilin蛋白表达
量较高，软质麦京 411、临汾 98-6269、冀 95-6023、鲁
麦 21和扬麦 5号表达量较低。

1 .农大 3213，2 .豫麦 18，3.冀麦 38，4.冀麦 24，5.绵阳 98-17，6.济

麦 19，7 . CA9722，8 .豫麦 54，9 .豫麦 34

1 . Nongda 3213，2. Yumai 18，3. Jimai 38，4 . Jimai 24，5.Mianyang 98-17，

6 . Jimai 19，7 . CA 9722，8 . Yumai 54，9 . Yumai34

图 2 品种（系）friabiIin蛋白 SDS-PAGE图谱

Fig.2 Friabilin SDS-PAGE profiles of winter wheat varieties

3 讨论
检测籽粒硬度的方法包括粒度指数法、研磨时

间法和近红外仪测定法等［1］，由于样品用量大，育种

早代选择受到限制。美国谷物市场研究室和瑞典

Perten 仪器公司建立的单粒谷物特性系统（SKCS
4100）［3］，可快速测定单粒及 300粒以下种子的含水
量、粒重、籽粒宽度和硬度指数及其平均值，但由于

硬度亦受测试条件的影响及对籽粒的破坏性，也有

其局限性；与淀粉结合的 friabilin 蛋白，是分子量约
为 15 kDa 的蛋白复合体，可作为硬度的标记蛋
白［6］。

笔者的研究表明，就总体而言，在供试的两组共

138份品种品系中，friabilin 蛋白表达量与籽粒硬度
密切相关，但其中 19份材料例外，这可能与 friabilin
蛋白亚基含量和亚基变异等有关，其原因有待进一

步研究。Jolly 曾报道，软麦和硬麦 friabilin 含量接
近，并用 puroindoline蛋白两个高度保守的突变作了
解释［15，21］。

国外分离小麦籽粒与淀粉结合的 friabilin 蛋白
用氯化铯［14］、1%SDS和异丙醇 /氯化钠［16］。本试验
采用改良的单籽粒 friabilin蛋白 SDS-PAGE分离法，
对小麦 friabilin蛋白的提取和胶片的银染方法进行
了改良，将面粉提取改为单粒提取，将 Morris的乙酸
/甲醇固定和 Bettge等三氯乙酸 /甲醇固定系统改为
甲醇 /甲醛固定，采用快速银染法代替了常用的银染
法，染色效果好，省时，快速。在实际应用中，单籽粒

friabilin蛋白 SDS-PAGE分离法可用于分析籽粒硬度
类型，测定种子的均一性，研究大量混合籽粒的遗传

特性，鉴定软 ×硬或硬 ×软正反交 F1 杂种的基因型
差异［16］。在小麦杂交育种的早代（如 F2）用几粒种
子进行电泳分析，淘汰不符合育种目标（软或硬）的

单株或株行。
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