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两个不同籽粒硬度小麦的比较蛋白组学分析 
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小麦研究所, 山西临汾 041000 

摘  要: 小麦是全球种植面积最大粮食作物, 为全球 45 亿人提供日常蛋白和能量摄入的 20%。弄清小麦籽粒硬度遗传

基础, 对于改良小麦品质具有重大意义。为探讨不同硬度小麦种子的分子基础, 本实验选用西南麦区 2个硬度差异极显著

的小麦品种川麦 66和蜀麦 969, 从蛋白水平上分析其种子蛋白差异表达情况, 利用TMT定量蛋白质组学技术(tandem mass 

tags)结合生物信息学分析, 分析差异表达的蛋白及其功能和通路等富集情况。结果表明, 鉴定并定量了有效蛋白 6020 个, 

其中显著差异表达蛋白 113个, 在软质麦川麦 66中上调表达的 69个, 下调表达的 44个。差异蛋白 GO富集分析共富集到

65 个 GO 条目, 达到极显著富集水平的包括生物过程的 1 个条目、细胞组成的 1 个条目和分子功能的 6 个条目。推测营

养库活性类蛋白、酶抑制剂活性类蛋白和谷胱甘肽代谢途径类蛋白可能参与小麦籽粒硬度形成。籽粒硬度相关蛋白可能

主要分布于细胞胞外区, 具有防御作用。从系统发育分析推测, puroindolines蛋白及其同源蛋白, 可能既作为小麦籽粒贮藏

蛋白, 同时还能作为酶抑制剂调控籽粒发育。本研究为进一步探索小麦籽粒硬度遗传机制提供了参考。 
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Comparative proteomic analysis of two wheat genotypes with contrasting grain 
softness index 
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Abstract: Wheat is the crop most widely grown in the world and provides the daily protein and 20% food calories for 4.5 billion 
people. It is crucial to understand the genetic basis of grain hardness for improving wheat quality. In order to explore the molecu-
lar basis of the formation of wheat grain hardness, two wheat cultivars Chuanmai 66 and Shumai 969 with significant hardness 
difference in southwest wheat region were selected to analyze the proteins differential expression by TMT quantitative proteomics 
(tandem mass tags) and bioinformatic methods of function and pathway enrichment analysis. A total of 6020 effective proteins 
were identified and quantified, including 113 differentially expressed proteins (DEPs), of which 69 were up-regulated and 44 
were down-regulated in soft wheat Chuanmai 66. These DEPs were enriched into 65 GO terms, including a biological process 
term, a cellular component term and six molecular function terms at extremely significant level. Based on the enrichment analysis, 
we suggested that nutrient reservoir activity proteins, enzyme inhibitor proteins and glutathione metabolism proteins might par-
ticipate in the formation of wheat grain hardness, and grain hardness related proteins might mainly distribute in the extracellular 
region of cells and had defensive function. According to the phylogenetic analysis, it was inferred that puroindolines and its ho-
mologous proteins might be as not only wheat grain storage proteins, but also enzyme inhibitors regulating grain development. 
This study provides a basis for further exploring the genetic mechanism of wheat grain hardness. 
Keywords: Triticum aestivum L.; grain hardness; TMT; protemics 
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小麦硬度是评价小麦品质和影响小麦最终用途的重

要性状指标。硬质小麦适用于制作面包和面条等, 软质小

麦适用于制作饼干、糕点和酿酒等, 西南地区酿酒企业较

多, 酒曲以及酿酒过程对软质小麦的需求较大。弄清小麦

硬度遗传基础, 对于改良小麦品质, 培育满足不同需要的

小麦品种具有重大意义。 

小麦籽粒硬度与蛋白质含量高度相关 , 硬质小麦蛋

白质含量比软质小麦高 , 且在小麦籽粒中蛋白质和淀粉

以水溶性糖蛋白方式紧密结合。因此, 籽粒硬度与蛋白质

含量、湿面筋含量呈显著正相关[1]。硬质、高蛋白常被看

作是强筋小麦的标志, 而软质、低蛋白则被作为评价弱筋

小麦的依据[2]。小麦种子蛋白主要由麦谷蛋白、醇溶蛋白、

球蛋白和清蛋白组成 , 其中谷蛋白和醇溶蛋白共同构成

种子贮藏蛋白。李硕碧等利用扫描电镜观察了小麦籽粒的

断面, 发现软质品种的淀粉近似球形, 清晰可见; 硬麦品

种籽粒的断面则很少见到完整淀粉粒, 破碎淀粉粒较多, 

胚乳结构相对致密[3]。 

普通小麦籽粒硬度由主效基因 puroindoline 控制 [4], 

puroindoline分为 Pina和 Pinb两种类型, 位于 5D染色体

短臂上, 二者高度同源且紧密连锁。软质对硬质为显性, 

当 2个基因同时存在时, 小麦籽粒表现为软质, 当 Pina缺

失或 Pinb 发生变异时, 小麦籽粒表现为硬质, 能够解释

60%左右的变异[5]。Pina 和 Pinb 均编码 148 个氨基酸序

列, 其氨基酸同源性约 60%, 分子量约为 13 kD。研究发

现, 这种蛋白只存在于种子的胚乳细胞中, 而在其他组织

中没有[6]。随着对 puroindoline 认识的逐步加深, 发现其

除了调节籽粒硬度之外, 还具有一定的抗病性[7]。 

与硬度相关的 gsp-1 (grain softness protein-1)基因与

puroindoline基因共同存在于 5DS染色体上, 且高度同源, 

但研究表明其对籽粒硬度影响不显著[8]。Wilkinson 等[9]

在小麦 cDNA中发现一种与 puroindoline b核苷酸序列相

似性高达 70%的类 PIN基因, 称为 puroindoline b-2, 对籽

粒硬度存在一定影响, Chen 等[10]进一步发现该基因有多

种变异类型。随着基因组学的发展, 研究发现了一种新型

的贮藏蛋白基因 avenin like b, 其所表达的蛋白与燕麦蛋

白相似 , 为小麦品质的改良提供了参考 [11-12]。Furtadoet

等[13]在小麦种子中发现一类新的基因 wheat bread making 

(wbm), 对面筋质量、强度和延伸性有显著影响 [14]。对

puroindoline同源蛋白家族分析发现, gsp-l、puroindolineb- 

2、avenin like b蛋白与 puroindoline同属于 AAI_LTSS超

级家族, 推测除 puroindoline 外, 存在其他基因, 尤其是

其同源基因, 也对籽粒硬度起作用[15]。 

目前 , 对于小麦籽粒硬度的研究主要集中于

puroindoline 基因(Pina 和 Pinb), 但该基因尚不能完全解

释小麦籽粒硬度变异的机制 [16-17]。本研究利用 TMT 

(tandem mass tags)定量蛋白质组学技术, 结合小麦最新基

因组(iwgsc_refseqv1.0 2018)注释信息[18]和UniProt蛋白数

据库[19], 快速高通量地鉴定 2 个不同籽粒硬度小麦种子

中蛋白差异表达情况, 并通过生物信息学分析, 对差异表

达蛋白进行功能和通路等富集分析 , 以期挖掘影响籽粒

硬度的潜在的新基因, 为小麦品质改良提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验设计 

四川主推小麦品种川麦 66 (系谱: 川麦 42/98-226// 

01-3570)是西南地区筋力最弱、硬度最低的品种之一 [20], 

蜀麦 969 (SHW-L1/SW8188//川育 18/3/川麦 42)是四川主

推品种中筋力最强、硬度最高的品种之一[21], 两者都是川

麦 42的衍生品种, 其亲缘关系相对较近。2018年 10月至

2019 年 5 月将其种植于四川省农业科学院德阳试验基地

(31°14′N, 104°24′E), 3个重复, 随机区组设计, 每个小区

行长 1.5 m, 行距 0.3 m, 共 10行。播种时各施 75 kg hm 2‒

的磷肥(过磷酸钙)和钾肥(硫酸钾)作为基肥, 氮肥施尿素

150 kg hm 2‒ , 分 2次施用, 一半基施, 另一半作拔节肥。

收取成熟小麦籽粒(含水量 12%), 进行品质检测和蛋白表

达分析。使用单粒谷物测定仪 KSCS4100检测小麦籽粒硬

度指数, 使用近红外谷物品质分析仪 Infratec 1241检测粗

蛋白含量、湿面筋含量和淀粉含量。 

1.2  种子蛋白提取 

将冷冻的种子样品低温研磨成粉 , 加入蛋白裂解液

(100 mmol L 1‒ 碳酸氢铵、6 mol L 1‒ 尿素、0.2%SDS, pH 8.0)

充分裂解, 然后在 4℃下 12,000  g离心 15 min, 取上清

液, 加入终浓度 10 mmol L 1‒  DTTred于 56℃反应 1 h, 再

加入足量 IAM, 于室温避光反应 1 h。加入 4倍体积的 20‒ ℃

预冷丙酮 , 于 20‒ ℃条件下沉淀 2 h, 最后在 4℃下

12,000g离心 15 min, 收集沉淀。经重悬清洗后, 加入适

量蛋白溶解液(6 mol L 1‒ 尿素、100 mmol L 1‒  TEAB, pH 8.5)

溶解蛋白沉淀。使用 Bradford蛋白质定量试剂盒, 绘制标

准曲线, 计算待测样品的蛋白浓度。 

1.3  TMT标记和液质检测 

2个品种, 3次重复, 共 6个蛋白样品经酶切与除盐[22]

后, 分别加入 0.1 mol L 1‒  TEAB缓冲液和乙腈溶解的含不

同同位素标签的 TMT (Tandem Mass Tags)标记[23]试剂, 

室温下颠倒混匀反应 2 h。加入终浓度 8%氨水终止反应, 

取等体积标记后的样品混合 , 除盐后冻干。使用

L-3000HPLC 系统进行馏分分离, 每分钟收集 1 管, 合并

为 10 个馏分 , 冻干后各加入 0.1%甲酸溶解。使用

EASY-nLCTM1200纳升级 UHPLC系统, 进行液相色谱检

测。使用 QExactiveTMHF-X质谱仪, NanosprayFlex ESI)

离子源, 数据依赖型采集模式进行质谱检测, 设一级质谱

分辨率为 60,000 (200 m z 1‒ )。选取全扫描中离子强度

TOP40的母离子使用高能碰撞裂解(HCD)方法碎裂, 进行

二级质谱检测, 设二级质谱分辨率为 15,000 (200 m z 1‒ ), 

最终生成质谱检测原始数据(.raw)。 

1.4  蛋白鉴定 

合并 UniProt 数据库[19]和最新小麦基因组[18]注释文
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件 IWGSC RefSeq v1.0 annotation (154,254 sequences)作为

最终的搜索数据库。利用 Proteome Discoverer 2.2软件对

检索结果进一步过滤: 可信度在 99%以上的谱肽为可信

PSMs (peptide spectrum matches), 至少包含一个 unique肽

段(特有肽段)的蛋白为可信蛋白, 只保留可信的谱肽和蛋

白, 通过 FDR验证, 去除掉 FDR大于 1%的肽段和蛋白。

对鉴定到的蛋白进行蛋白注释, 包括 GO注释[24]、KEGG

注释[25]、COG注释[26]和结构域注释(IPR)[27]。 

1.5  蛋白定量分析和差异表达蛋白功能分析 

根据原始下机的谱图峰面积可以得到各个样品中每

个 PSM的相对定量值, 后再根据鉴定出的 Unique肽段中

所包含所有 PSM的定量信息校正得到 Unique肽段的相对

定量值, 最后根据每个蛋白质包含的所有 Unique 肽段的

定量信息校正得到每个蛋白的相对定量值。将每个蛋白在

比较样品对中的所有生物重复定量值的均值的比值作为

差异倍数(Fold Change, FC)。将每个蛋白在样品中的相对

定量值进行 T-test检验, P值作为显著性指标。当 FC≥1.5, 

且 P≤0.05 时, 蛋白表现为表达量上调, 当 FC≤0.67, 同

时 P≤0.05时, 蛋白表现为表达量下调。针对筛选出来的

差异蛋白进行 GO、KEGG 功能富集分析, 与所有鉴定到

的蛋白背景相比, 应用超几何检验计算 P 值, 以 P≤0.05

为阈值, 满足此条件的条目(或路径)定义为在差异蛋白质

中显著富集的条目(或路径)。 

1.6  差异表达蛋白与 puroindolines蛋白系统发育分析 

前人对于小麦籽粒硬度的研究主要集中于 puroindoline

基因(Pina和 Pinb), 该蛋白主要在软质麦中存在和表达。从

UniProt数据库下载小麦 Pina和 Pinb蛋白。将本研究中鉴定

出的在软质麦川麦 66中较硬质麦蜀麦 969中显著上调表达

的蛋白与 puroindolines蛋白一起, 利用 Clustal X 2.0进行序

列比对, 利用 MEGA 7.0软件邻接法构建系统发育树, 分析

差异表达蛋白与 puroindolines蛋白的同源关系[28]。 

2  结果与分析 

2.1  2个小麦籽粒样品质分析 

经检测，川麦 66 的平均籽粒硬度指数为 25.2，蜀麦

969的平均籽粒硬度指数为 40.2。籽粒粗蛋白含量、湿面

筋含量和淀粉含量检测主要结果见图 1，川麦 66 的籽粒

硬度指数、粗蛋白含量和湿面筋含量均低于蜀麦 969, 淀

粉含量则高于蜀麦 969, 经 t检验, 差异均达到显著水平。 

2.2  蛋白鉴定 

通过数据库搜索, 鉴定到二级谱图(total spectra)数量

为 85,497 个 , 肽段 (Peptide)数为 32,552 个 , 蛋白数

(protein)为 6061个。利用 GO、KEGG 和 COG数据库对

鉴定到的蛋白质进行功能注释 , 利用 Pfam、ProDom、

SMART等结构域的数据库进行结构域注释(IPR), 利用模

式结构或特征进行功能未知蛋白的结构域注释 , 共注释

到 6020 个蛋白, 注释结果统计见图 2, 有 2819 个蛋白可

同时被４种数据库注释。 

 

图 1  川麦 66 和蜀麦 969 籽粒主要品质指标比较 
Fig. 1  Comparison of the grain quality between Chuanmai 66 
and Shumai 969 

 

图 2  蛋白质功能注释结果 
Fig. 2  Result of protein functional annotations 

 
2.3  差异表达蛋白 

根据限制条件筛选的差异表达蛋白(DEP), 在注释到

的 6020 个蛋白中, 对每个蛋白质差异倍数以 2 为底取对

数, 将 P值以 10为底取对数的绝对值, 做出火山图, 观察

不同蛋白在不同样品间比较时的上调、下调情况, 结果见

图 3。2 个样品差异表达蛋白(DEP)总数为 113, 其中软质

麦川麦 66 中较硬质麦蜀麦 969 中显著上调的蛋白为 69

个, 显著下调的蛋白为 44个。 

2.4  差异蛋白 GO富集分析 

GO显著性富集分析能分析差异蛋白行使的主要生物

学功能。2 个小麦样品中, 表达差异显著的 113 个蛋白经

GO富集分析, 富集到 65个 GO条目中, 去除仅包含 1个

差异蛋白的条目, 剩余 33个可靠 GO条目。其中, 达到显

著富集(P<0.05)水平的 GO条目为 10个, 属于生物过程 1

个, 细胞组分 1个, 分子功能的 8个(图 4)。达到极显著富

集(P<0.01)水平的条目为 8 个, 生物过程条目有 1 个, 为

防御反应过程(defense response); 细胞组分条目有 1 个, 

为胞外区(extracellular region); 分子功能条目有 6 个, 包

括营养库活性(nutrient reservoir activity)、酶抑制剂活性

(enzyme inhibitor activity)、酶调节活性(enzyme regulator  
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图 3  差异表达蛋白火山图 
Fig. 3  Differential protein volcano map 
 

 

图 4  GO 富集柱状图 
Fig. 4  Differential protein GO enrichment results 
A属于生物过程(BP), B属于细胞组分(CC), C、D、E、F、G、H、

I、J属于分子功能(MF)。A: 防御反应; B: 胞外区; C: 营养库活

性; D: 酶抑制剂活性; E: 酶调节活性; F: 丝氨酸型内肽酶抑制

剂活性; G: 肽链内切酶抑制剂活性; H: 天冬氨酸型内肽酶活性; 

I: 电子载体活性; J: 几丁质结合。 

A belongs to BP (biological process), B belongs to CC (cellular 
component), C, D, E, F, G, H, I, J belong to MF (molecular func-
tion). A: defense response; B: extracellular region; C: nutrient res-
ervoir activity; D: enzyme inhibitor activity; E: enzyme regulator activity; 
F: serine-type endopeptidase inhibitor activity; G: endopeptidase inhibitor 
activity; H: aspartic-type endopeptidase activity; I: electron carrier   
activity; J: chitin binding. 

 

activity)、丝氨酸型 内肽酶抑制剂活性 (serine-type 

endopeptidase inhibitor activity)、肽链内切酶抑制剂活性

(endopeptidase inhibitor activity)和天冬氨酸型内肽酶活性

类(aspartic-type endopeptidase activity)。 

达到极显著富集水平的分子功能类的 6 个 GO 条目, 

有 1 个为营养库活性, 其余 5 个条目均涉及酶抑制剂活

性。营养库活性条目中包含 16个差异表达蛋白(表 1), 其

中在川麦 66中显著上调表达的有 7个, 下调表达的 9个。

该类别中包含的蛋白主要有低分子谷蛋白亚基、燕麦相似

蛋白、α 和 γ-醇溶蛋白及萌发素类蛋白。5个涉及酶抑制

剂活性的条目中, 多个蛋白均同时属于不同的 GO条目。

经整理, 属于酶抑制剂活性类的差异表达蛋白共 15 个, 

包括 α-淀粉酶、胰蛋白酶、转化酶、糜蛋白酶等(表 2)。

其中, 10个蛋白在川麦 66中显著上调表达, 5个下调表达, 

puroindoline b蛋白富集于该类别中, 在川麦 66中较蜀麦

969差异表达倍数达到 2.8倍。 

2.5  差异蛋白 KEGG富集分析  

通过 KEGG Pathway显著性富集分析, 可了解差异蛋

白参与的最主要生化代谢途径和信号转导途径。通过

KEGG富集, 113个差异蛋白中有 48个差异蛋白富集到 26

个生化代谢途径 , 达到显著富集的有谷胱甘肽代谢

(Glutathione metabolism)、光合作用-天线蛋白(phtosynthesis- 

antenna proteins)和类胡萝卜素代谢(carotenoid biosynthesis)。

但光合作用-天线蛋白代谢和类胡萝卜素代谢分别仅有 1

个差异蛋白, 可靠性较差。谷胱甘肽代谢条目达到极显著

富集水平, 包含 6个差异表达蛋白, 其中 4个上调表达, 2

个下调表达(表 3)。 

2.6  上调表达蛋白与 puroindolines蛋白同源关系分析 

将提取出的 69个在软质麦川麦 66中显著上调表达的

蛋白与从 UniProt 数据库下载的小麦 puroindolines 蛋白

(puroindoline a 和 puroindoline b)共同构建系统发育树

(图 5)。对属于营养库活性类别、酶抑制剂活性类别和谷

胱甘肽代谢途径的蛋白分别用空心正方形、三角形和圆形

标记。可见 , 7 个营养库活性类蛋白在进化树中 , 与

puroindolines蛋白聚到一起; 10个酶抑制剂活性类蛋白中

有 4个与 puroindolines蛋白聚到一起; 谷胱甘肽代谢类蛋

白则没有与 puroindolines蛋白聚到一起。 

3  讨论 

本研究中所用 2个硬度差异较大的品种, 都是来自西

南麦区, 并且是同一个亲本的衍生品种, 其亲缘关系较近, 

一定程度上可以排除不同麦区品种之间对习性、抗性的差

异以及部分遗传背景的差异。通过定量蛋白质组学 TMT

标记结合液相色谱质谱联用技术和生物信息学分析 , 共

鉴定出 6020 个蛋白, 在 2 个不同籽粒硬度小麦种子中表

达差异显著的蛋白 113个, 69个蛋白在川麦 66中高表达, 

44 个蛋白在蜀麦 969 中高表达。鉴定的蛋白数量和差异

表达蛋白数量均较高, 证明 TMT 技术是一种高通量高分

辨率的蛋白定量检测技术[29]。 
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表 1  营养库活性类相关差异表达蛋白(川麦 66 vs. 蜀麦 969) 
Table 1  DEPs with nutrient reservoir activity (Chuanmai 66 vs. Shumai 969) 

蛋白名称 
Protein ID 

描述 
Description 

差异倍数 
Fold change 

上调/下调 
Up/down 

B2Y2Q6 B2Y2Q6_WHEAT LMW-B2 1.5425 Up 

B2BZC7 B2BZC7_WHEAT LMW-m glutenin subunit 0154A5-M 1.8737 Up 

A0A173DQZ1 A0A173DQZ1_WHEAT type-b avenin-like protein 3.8163 Up 

Q8H0J5 Q8H0J5_WHEAT low molecular weight glutenin subunit (fragment) 5.0056 Up 

TraesCS7A01G035300.1 Gliadin-like avenin 2.9853 Up 

Q6WZC3 Q6WZC3_WHEAT low molecular weight glutenin subunit 2.1622 Up 

TraesCS4A01G453400.1 Gamma-gliadin 7.2606 Up 

A0A286QTK1 A0A286QTK1_WHEAT avenin-like protein A2 0.5984 Down 

F8SGL3 F8SGL3_WHEAT low-molecular-weight glutenin subunit 0.5493 Down 

Q0QBR3 Q0QBR3_WHEAT LMW-glutenin P3-5 0.3190 Down 

B2Y2R3 B2Y2R3_WHEAT low molecular weight glutenin subunit 0.5725 Down 

B6UKN9 B6UKN9_WHEAT gamma-gliadin 0.6340 Down 

TraesCS2A01G211800.1 Germin-like protein 1-1 0.5875 Down 

A0A2P1H6A2 A0A2P1H6A2_WHEAT alpha-gliadin 0.5908 Down 

A0A0K2QJY6 A0A0K2QJY6_WHEAT alpha/beta-gliadin 0.6081 Down 

I0IT65 I0IT65_WHEAT alpha-gliadin 0.6241 Down 

 
表 2  酶抑制剂类相关差异表达蛋白(川麦 66 vs. 蜀麦 969) 
Table 2  DEPs with enzyme inhibitor activity (Chuanmai 66 vs. Shumai 969) 

蛋白名称 
Protein ID 

描述 
Description 

差异倍数 
Fold change 

上调/下调 
Up/down 

Q5UHH6 Q5UHH6_WHEAT 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor (fragment) 1.6788 Up 

TraesCS5D01G004300.1 Puroindoline-b, protease inhibitor/seed storage/LTP family 2.8227 Up 

P81713 IBB3_WHEAT Bowman-Birk type trypsin inhibitor 1.5092 Up 

TraesCS4A01G460900.1 Invertase inhibitor, plant invertase/pectin methylesterase inhibitor 1.5169 Up 

TraesCS1D01G028500.1 Chymotrypsin inhibitor 2.3465 Up 

TraesCS5D01G561800.1 Invertase inhibitor, plant invertase/pectin methylesterase inhibitor 2.0582 Up 

A0A080YTU1 A0A080YTU1_WHEAT uncharacterized protein 1.5779 Up 

A0A2X0S1F0 A0A2X0S1F0_WHEAT peptidase A1 domain-containing protein 1.9149 Up 

TraesCS4D01G205800.1 ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 1.6650 Up 

TraesCS7A01G502500.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein 2.3542 Up 

TraesCS3D01G467500.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein 0.3700 Down 

TraesCS4D01G250000.1 Dimeric alpha-amylase inhibitor 0.3659 Down 

TraesCS1D01G265900.1 Wound-induced protease inhibitor 0.5474 Down 

TraesCS3D01G025700.1 Trypsin inhibitor 0.1974 Down 

TraesCS6B01G407700.1 Aspartic proteinase nepenthesin-1 0.6473 Down 
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表 3  谷胱甘肽代谢途径相关差异表达蛋白(川麦 66 vs. 蜀麦 969) 
Table 3  DEPs related to Glutathione metabolism (Chuanmai 66 vs. Shumai 969) 

蛋白名称 
Protein ID 

描述 
Description 

差异倍数 
Fold change 

上调/下调 
Up/down 

TraesCS3D01G491400.1 6-phosphogluconate dehydrogenase 2.5968 Up 

TraesCS2B01G096200.1 Ascorbate peroxidase 1.5695 Up 

TraesCS3A01G488200.1 Glutathione S-transferase 1.5215 Up 

TraesCS3B01G536100.1 Glutathione S-transferase 1.9499 Up 

TraesCS3D01G445400.1 Glutathione S-transferase 0.6058 Down 

W5D4D9 W5D4D9_WHEAT uncharacterized protein 0.5675 Down 

 

图 5  软质麦中上调表达蛋白与 puroindolines 蛋白共同构建的系统发育树 
Fig. 5  Phylogenetic tree constructed by differentially expressed proteins and the puroindolines 

带实心圆形的为 puroindolines蛋白; 带空心正方形的为营养库活性类别; 带空心三角形的为酶抑制剂活性类别; 带空心圆形的为谷胱

甘肽代谢途径蛋白。 

The proteins with solid circles are puroindolines, the proteins with squares belong to nutrient reservoir activity category, the proteins with 
triangles belong to enzyme inhibitor activity category, and the proteins with circles belong to glutathione metabolism category. 

 
通过 GO富集方法, 2个样品中表达差异显著的蛋白, 

极显著富集到生物过程、细胞组成和分子功能类别的数量

分别为 1、1和 6个。1个生物过程条目为防御反应类别, 1

个细胞组分条目为胞外区类别。推测小麦籽粒硬度相关蛋

白与小麦抗逆反应有关 , 可能主要分布于细胞胞外区。

Kim 等研究表明 , 影响小麦籽粒硬度最重要的蛋白

puroindolines具有抗菌作用[30-32], 与本研究推测硬度相关

蛋白参与抗逆作用可互为支撑。6个分子功能类 GO条目

中, P 值最小的条目为营养库活性类别, 另外 5 个均与酶

抑制剂活性相关。 

营养库活性类别 , 主要是低分子谷蛋白和醇溶蛋白

等贮藏蛋白, 是小麦种子的重要结构组成成分。贮藏蛋白
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的种类和表达量, 决定着小麦种子中蛋白的含量和组成, 

从而影响小麦硬度。酶抑制剂类蛋白对硬粒的影响目前未

见专门报道。以 puroindolines 蛋白为例, 该蛋白具有 α-

淀粉酶抑制剂功能, 假设 puroindolines高表达可有效抑制

α-淀粉酶, 从而防止种子中淀粉水解。由此, 可解释软质

小麦中淀粉粒较完整、近似球形, 而硬质小麦淀粉粒破坏

严重、胚乳结构致密[3]。硬质麦中, 蛋白质和淀粉以水溶

性糖蛋白方式紧密结合[1], 可能与缺少淀粉酶抑制剂, 造

成淀粉表面水解成糖有关。不管是营养库类别还是酶抑制

剂类别 , 均有部分蛋白相对表达量与籽粒柔软度呈正相

关, 另一部分则为负相关, 其作用机制有待进一步研究。 

通过 KEGG Pathway 显著性富集分析, 富集到 26 个

生化代谢途径, 其中只有 3 个途径达到显著富集水平, 其

中谷胱甘肽代谢途径达到极显著富集水平 , 推测相关蛋

白对籽粒硬度有一定的作用。TraesCS3A01G 488200.1、

TraesCS3B01G536100.1 和 TraesCS3D01G 445400.1 蛋白

描述均为谷胱甘肽转化酶, 且分别位于 3A、3B 和 3D 染

色体, 应该是分布于 3号染色体群的同源基因。但之前未

见相关报道, 其影响机制有待进一步研究。 

Puroindolines基因(Pina和 Pinb)目前被认为是影响小

麦籽粒硬度的最主要基因 , 但尚不能完全解释小麦籽粒

硬度变异机制[16,33]。经序列比对和查阅小麦基因组浏览器

(JBrowse)[34], TraesCS5D01G004100.1 和 TraesCS5D01G 

004300.1 分别就是 Pina 和 Pinb 蛋白 , 该实验中

puroindolines 蛋白在软质麦中显著高表达, 与前人研究结

果一致[35]。将 puroindolines蛋白与川麦 66中显著上调表

达的蛋白共同构建进化树, 7 个营养库活性类蛋白和 4 个

酶抑制剂蛋白与 puroindolines蛋白聚为一类。可见, 从蛋

白序列同源性角度 , 营养库活性类蛋白和部分酶抑制剂

类蛋白与 puroindolines蛋白有着高度同源性, 可视为同一

蛋白家族成员, 因此与 puroindolines蛋白具有相似的分子

功能。某些小麦籽粒贮藏蛋白, 可能兼具酶抑制剂功能。 
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