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쌀 수입개방에 대응하기 위한 우리 쌀의 차별화 전략으로

과거의 수량 위주에서 고품질 위주로 품종 육종이 전환되고

있다 쌀의 품질은 미질에 의해서 좌우되며 단백질 함량이. ,
낮을수록 미질이 좋은 고품질 쌀로 평가되고 있다 따라서 탑.
라이스의 고품질 쌀 기준을 단백질 함량이 이하로 설정6.5%
하고 이를 달성하기 위한 시비체계 개선에 많은 연구를 수행,
하고 있다1) 쌀의 저장단백질은 글루테린 프롤라. (70 80%),～
민 글로불린 및 알부민 등으로(10 15%), (5 10%) (2 5%)～ ～ ～
구성되어 있다2,3) 그러므로 질소 분석을 통한 총 단백질 함.
량만으로 쌀의 미질을 차별화 시키는데는 그 한계점을 가지

고 있어 이를 극복하기 위한 분석기법 도입이 필요할 것으로,
판단된다 환경변화에 따른 유전발현의 최종 산물인 단백질.
의 발현 후 변형 기능 및 조절작용 다른 단백질과의 상호작, ,
용 등을 세포 내 분자수준에서 해석하는데 기법Proteomics

이 널리 이용되고 있다4-8) 그리고 쌀 저장 단백질의 종류 및.
변성을 연구하는데도 널리 이용되고 있다 예를 들면 일본에. ,
서는 쌀의 차별화 전략으로 기법을 이용해서 글Proteomics
루테린 함량이 낮은 쌀을 개발하여 백화점에서 최고가로 판

매되고 있다9,10).
본 연구는 추청벼를 대상으로 출수 후 등숙 기간에 따른

글루테린 함량 변화를 기법으로 분석하여 고품Proteomics
질 쌀 생산을 위한 수확적기 결정에 이용하고자 한다.

재료 및 방법

재배방법 및 시료조제

벼 재배시험은 년 경기도 화성시 향남면 제암리에서2005
수행하였고 시험품종은 추청벼로서 보온절충 못자리에 월, 4
중순 파종하여 일정도 육묘하여 재식거리 로40 30x15 cm 5
월 일 손이앙 하였다 총 질소시비량은19 . 70 kg ha-1로 시비

하였고 비율로 분시하였다 인산 및 칼리는, 56-22-22% . 45,
57 kg ha-1로 시비하였다 시료채취 시기는 추청벼의 수확적.
기인 출수 후 경과일수 일 전후 일 간격으로 채취하였다60 5 .
수확한 벼를 탈곡하여 수분함량 정도로 건조하여14 15%～
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ABSTRACT: The change of glutelin contents in rice grain during the maturity period was investigated to
determine optimum rice harvesting time. The glutelin content was increased with increasing time after
heading. In this study, eight of glutelin subunits were found. Among the glutelin subunits, 7208-subunit
(MW, 35 kD) contents was significantly increased at 65 days after heading compared with 55 and 60 days
after heading. 7405-subunit (MW, 50 kD) contents was steadily increased with time after heading. The
results showed that at 55th day after heading would be optimum time for harvest to get the low glutelin
content of rice grain.
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실험실용현미기 로 벼의 껍질을 벗(TR200, Kett Co. Japan)
긴 후 실험실용백미기 로 백(PEARLEST, Kett Co. Japan.)
미를 추출하여 배유에 해당하는 부분만 반으로 잘라 시료분

쇄기 실험실용 밀 로 분쇄한 다음( (TQ-100), Kett Co. Japan)
표준용 채 (5 ㎛ 로 친 쌀가루를 시료로 사용하였다) .

단백질체 분석

쌀가루는 배부피의10 7 M urea , 2 M Thiourea, 4% (w/v)
CHAPS, 1% (w/v) dithiothreitol (DTT), 2% (v/v)

로 구성된 시료용액과 혼pharmalyte, 1 mM benzamidine
합되어 에homogenizer (PowerGen125, Fisher Scientific)
의해 분해되었다 그리고 단백질 추출을 위해서 시간 동안. , 1

하였으며 에서 으로 시간 동안vortexing , 15 15,000 rpm 1℃
원심분리하여 상층액을 이차원전기영동의 시료로 사용하였

다 단백질의 농도 측정은 법. Bradford 11)으로 수행하였다.
일차 는Isoelectric focusing (IEF) Amersham Biosciences 사

의 을이용하여 제조회사의 사용 메뉴얼Multiphore II system
을 준수하여 에서 를 수행하였다 이차적으로20oC IEF . SDS-

를수행하기위해PAGE Ettan DALT 2D system (Amersham
B 을이용하여이차원전기영동을하였다 완료된이차iosciences) .
원 젤의 단백질은 등Anderson 12)의 방법에 따라 Coomassie

으로 시각화하였다G250 .
염색된 이차원 젤은 사의 스캐너AGFA Duoscan T1200

로스캐닝하여 를PDQuest software (version 7.0, BioRad) 이

용하여 각 의 는 의spot quantity total valid spots intensity
로 평준화 되었으며 대조군에 비해 두 배 이상(normalization) ,
의 유의한 발현변화를 보여주는 단백질 을 선정하였다spots .

단백질 은 등spots Shevchenko 13)의 방법에 따라 modified
을 이용하여 작은 단편으로 효소적으로 분해하porcine trypsin

여 로 각각의 단Ettan MALDI-TOF(Amersham Biosciences)
백질 에 대한 을 구하였다 분석이 완료된spot mass spectrum .

으로부터 단백질 서열 분석 후 동정을 위하여mass spectrum
대학에서 개발한Rockefeller PepFrag 검색엔진을 이용하였다.

결과 및 고찰

출수 후 경과일수별 글루테린 패턴 변화

출수 후 경과일수별 저장단백질의 변화를 분석하기 위해

추청벼를 이용하여 이차원 전기영동을 과 같이 젤Fig. 1 2-D
에서 개의 단백질 를 분리하였다 이 중에서 저장단122 spots .
백질 변동을 보여주는 개의 단백질을26 MALDI-TOF/MS
로 Tab 과 같이 동정하였다 동정된 개 단백질 중에서le 1 . 26
글루테린 단백질을 영상분석한 결과 와 같이 개의Table 2 8
글루테린 소단위체가 동정되었다 전체 글루테린 함량은 출수.
후 경과일수가 증가할 수록 증가 되었다 이는. Yamagata14)

및 등Li 2)이 발표한 종자가 발달되면서 글루테린 함량이 일

정하게 증가한다는 내용과 일치한다 현재 추청벼의 수확적.
기는 출수 후 일로 권장하고 있으나 수확을 일 정도 빨60 , 5
리 하므로써 글루테린 함량이 낮은 쌀을 생산할 수 있을 것

으로 예측된다.
출수 후 경과 일수에 따른 글루테린 소단위체의 함량변화는

상이하게 나타났다 특히 분자량 인. , 35.1 kD(Spot ID, 7208)
글루테린 단위체의 함량은 출수 후 일과 일 사이에는 큰55 60
차이가 없었지만 일에 급격히 증가하는 특징을 보였다 그, 65 .
리고 분자량 인 글루테린 단위체의 함50 kD(Spot ID,7405)
량은 출수 후 일에서 각각 으로 출55, 60, 65 196, 839, 1680
수 후 경과일수에 따라 일정한 증가율을 보였다 따라서 분자.
량 인 글루테린 단위체는 출수 후 수50 kD(Spot ID,7405)
확시기를 판별할 수 있는 지표로 활용가능이 있는 것으로 생

각된다.
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Fig. 1. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of seed storage proteins in the developing rice endosperm.
A: 55 days after heading, B: 60 days after heading, C: 65 days after heading.
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Table 1. Proteins identified in rice endosperm by MALDI-TOF/ MS

Spot ID MW
(kD) pI Protein identification Accession No.

5108 21.59 5.41 Alpha-globulin AAT93857
5309 48.78 5.59 Retrotransposable element AAN11185
5402 56.36 5.43 Poly(A) polymerase XP_464757
5415 50.79 5.48 Hypothetical protein AAQ56312
5416 47.82 5.44 Glucosyltransferase-3 XP_478348
5523 57.40 5.42 OSJNBa0079C19.27 CAE54568
6311 39.68 5.64 GTP-binding protein AAP37780
6411 49.97 6.37 Sorbitol dehydrogenase XP_483619
6412 49.97 6.17 Unknown protein XP_479212
6413 48.18 5.68 Glutelin precursor 1210248A
6414 53.78 5.65 Glutelin type I precursor XP_463450
7113 21.71 7.42 Glutelin 1311273A
7114 18.00 7.51 Glutelin 2 precursor B34332
7115 17.31 7.50 Glutelin AAA50317
7208 35.01 7.20 Glutelin XP_465431
7212 34.18 7.81 OSJNBa0033G16.8 CAD40926
7302 48.90 6.67 Glutelin 1404367A
7308 37.26 7.36 Sorbitol dehydrogenase XP_483619
7402 50.45 6.61 Formate dehydrogenase Q9SXP2
7404 50.54 7.30 Sorbitol dehydrogenase XP_483619
7405 50.16 6.71 Glutelin CAA38211
7408 51.31 7.17 Glutelin AAA50317
7409 50.72 6.89 Sorbitol dehydrogenase XP_483619
7410 50.06 6.49 Sorbitol dehydrogenase XP_483619
8302 37.54 7.99 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase XP_466582
8403 47.90 7.93 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase XP_466582

Table 2. Glutelin subunits quantities in the developing rice endosperm

Spot ID MW
(kD) pI Identification name

Protein spots quantity

55 DAH* 60 DAH 65 DAH

6413 48.18 5.68 Glutelin precursor - 119 -

6414 53.78 5.65 Glutelin type I precursor - - 248

7113 21,71 7.42 Glutelin 645 915 255

7114 18.00 7.51 Glutelin 2 precursor 163 232 75

7208 35.01 7.20 Glutelin 936 983 3550

7302 48.90 6.67 Glutelin 353 557 265

7405 50.16 6.71 Glutelin 196 839 1680

7408 51.31 7.17 Glutelin - 243 94

Total 2320 3888 6167

* DAH, days after heading
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