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페놀화합물 처리 Agrobacterium 및 세포벽 약화 
들깨새싹을 이용한 형질전환과 재조합 단백질 발현
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Abstract Perilla [Perilla frutescens (L.) Britt] seedlings are easy to grow and eaten as the health vegetable sprout. Two 
day old perilla seedlings since germination were given a mild wounding using cell wall lytic NaOH/SDS solution 
for infiltration with recombinant Agrobacterium cells treated with phenolic compounds. In the analysis of 
fluorometric GUS gene expression for the transformed perilla seedlings, GUS enzyme activity was the highest 
by the combined treatments of 50 mM acetosyringone and 0.5% NaOH solution containing 0.01% SDS 
implying a synergic effect. This result could be successfully applied for demonstrating hepatitis B virus antigen 
(HBsAg) protein expression.
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서  론1)   

  일년생 작물인 들깨 (Perilla frutescens L. Britt)는 잎과 
종실유를 목적으로 널리 재배되고 있는데 식용의 잎은 독특

한 향으로 특히 각광받고 있다. 한편, 들깨의 어린 싹의 경우 

건강 새싹채소로도 각광받고 있는데 간단한 실내 또는 온실

조건에서 10일 이내의 생육기간을 거쳐 그 이용이 가능하다. 
이미 보고된 바 있는 들깨 관련형질전환 기술 [1-3], 담배나 
상추 잎을 이용한 일시유전자발현 및 재조합단백질의 신속

한 생산 연구 [4,5] 들을 감안해 볼 때 들깨 새싹을 이용한 

간편하고 신속한 일시발현용 biofactory의 개발도 충분히 
제시할 수 있는 시점에 있다 [6]. 다만 형질전환 및 발현 효율

성이 전제되어야 할 것이다. 식물 형질전환은 Agrobacterium 
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이용법이 선호되고 있으며 그 편이성과 효율성이 우수하기 

때문인데 식물의 종류에 따라 그 효율성면에서 많은 차이

를 보이고 있다. Agrobacterium 감염 및 T-DNA 전이관련 
효율을 충분히 개선시키기 위한 초음파, 미세 견고입자, 
효소, 산화제 등의 다양한 물리적, 효소적, 화학적 상해방

법이 적용되고 있으며 이들은 세포벽의 구조적 변화를 초래

하여 Agrobacterium의 감염을 좀 더 용이하게 하는 것으로 
판단되고 있다 [7]. 이들의 처리에 의하여 식물체로부터의 

phenolic compound 분비를 기대할 수 있는데 이러한 화학

적 신호에 의하여 Agrobacterium vir genes의 효과적 발현 
및 T-DNA 이동과 식물유전체로의 T-DNA 삽입이 보다 용이

해 질 수 있다 [8,9]. 현재까지 vir genes 유도를 위한 다양

한 phenolic compound가 알려져 있으며 acetosyringone
이 대표적이다. 이 외에도 syringealdehyde, syringic acid, 
acetovanillone, vanillin 등 매우 다양한데 이들에 의한 vir 
genes 유도발현 수준은 Agrobacterium strain에 따라서 차이가 
나는 것으로 알려져 있다 [10]. 본 연구에서는 i) chemotactic 
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signal인 phenolic compound의 Agrobacterium 세포에 대한 

처리에 따른 T-DNA 전이 및 들깨 새싹에서의 GUS reporter 
gene의 발현 변화의 분석을 실시하였으며 ii) 세포벽 용해

가 가능한 NaOH/SDS 용액을 들깨 새싹에 처리함으로써 
Agrobacterium 감염 및 GUS reporter gene의 발현 변화를 
분석하였다. 또한 i)과 ii)의 복합 적용을 통한 발현율 변화

를 분석하였다. 이러한 실험 결과는 식용 또는 주사용 간염

백신 연구의 주요 연구 대상인 hepatitis B virus antigen 
(HBsAg) 단백질 발현에 적용시켜봄으로써 일시적 biofactory
로서의 들깨 새싹의 가능성을 시험하였다. 

재료 및 방법

  들깨 새싹은 아시아종묘로부터 구입한 들깨 종자의 살균 
(70% ethanol, 1 min; 0.8% sodium hypochlorite, 10 min)
을 실시하였다. 종자 oil 성분으로 인하여 침지가 어려움으

로써 강한 교반 작업을 동시에 실시하였다. 멸균수 세척 및 
멸균수 침지 (> 4 h)를 거친 후 25℃ 암 조건의 배양기에서 
발아를 유도하였으며 radicle이 출몰한 발아 시점으로부터 

2일의 생육기간이 경과한 새싹을 형질전환에 이용하였다. 
GUS reporter gene을 지니는 pBI121 (Clontech, USA)을 포함

한 Agrobacterium tumefaciens LBA4404는 28℃, 220 rpm의 
조건에서 배양하였으며 OD600=0.5 상태에서 acetosyringone 
(10, 50 및 200 μM 최종농도), syringealdehyde (5, 10 및 

40 μM 최종농도) 그리고 ethyl vanillin (10, 50 및 100 μM 
최종농도)를 처리하였다. 2 h 경과 시 bacterial cell을 수확

하고 1/2 x MS배지 (0.005% Tween 20 포함) [11]에 재현탁

시켜 발아 후 2일이 경과한 들깨 새싹의 agroinfiltration 
(20 min) [12]에 이용하였다. 형질전환 새싹은 암 조건 (22℃)
에서 3일간의 생육기간을 거친 후 fluorometric GUS assay에 
의하여 형질전환율을 비교하였다 [13]. 이를 위하여 extraction 
buffer (50 mM NaPO4 [pH 7.0], 10 mM EDTA, 0.1% 
sarkosyl, 0.1% Triton X-100, and 10 mM DTT)를 이용한 

형질전환 새싹의 homogenate를 원심분리 (14,000 rpm, 5 min, 
4℃) 후 얻은 상등액 10 μL를 90 μL assay buffer (1 mM 
4-methylumbelliferyl β-D-glucuronide를 포함한 extraction 
buffer)에 첨가해 반응 (37℃, 3 h)시키고 반응 종료 (200 μL 
0.2 M Na2CO3 첨가) 시킨 후 PerkinElmer VIVTOR 
3 microtiterplate reader를 이용하여 fluorescence를 측정하였

다. Total protein 정량은 Bio-Rad protein assay에 의하였다. 

결과 및 고찰

  Fig. 1(a)에 GUS활성도 변화를 보여주고 있다. 무처리 
Agrobacterium 이용을 이용한 형질전환체와 비형질전환체

의 상대적 비교 시 차이가 별로 나타나지 않고 있으며 들깨 
새싹의 Agrobacterium 이용 형질전환 효율이 매우 낮은 것

으로 판단되었다. 한편, phenolic compound 처리의 경우 

상대적으로 background 수치에 비해 7-8% 증가까지 측정

되었으며 50 및 200 μM의 acetosyringone 처리 효과가 상

대적으로 높게 측정되었다.   
  식품산업에서의 NaOH는 채소 또는 과일의 박피 또는 
세척에 이용되고 있는데 [14] cellulose, hemicellulose, pectin, 
wax, cutin, suberin, lignin 등의 세포벽 용해 능력을 지니고 
있기 때문이다. 먼저 들깨 새싹에 대한 NaOH 처리농도의 

결정을 위하여 MTT assay [15]를 수행하였다. 들깨 새싹을 
농도별 NaOH로 처리 (3 min) 후 증류수로 충분히 세척하

고 이를 MTT용액 (1 mg/mL)에 담군 후 16℃에서의 발색

변화를 관찰하였다. Fig. 1(b)에서와 같이 0.9% NaOH 처리 
(3 min)를 실시하는 경우 그 발색정도가 가장 약하게 관찰

되었으며 세포독성 작용이 큰 것으로 판단되었다. 따라서 

보다 저 농도 처리가 제시되었는데 처리 후 5일 생육 후 

0.9% 처리뿐 아니라 0.7% NaOH 처리에도 육안으로 구분

할 수 있는 생육억제 또는 저해현상이 나타났다. 0.001-0.1% 
SDS 처리의 경우 세포 독성 및 생육저해는 나타나지 않
았다. SDS의 경우 detergent의 특성 상 Agrobacterium 
infiltration을 보다 용이하게 할 것으로 기대할 수 있다. 
들깨 새싹에 대하여 0.01% SDS가 포함 또는 미포함의 
0.1-0.7% NaOH를 처리하고 in planta 형질전환을 실시 후 
co-cultivation 5일이 경과되었을 때 fluorometric GUS assay
를 실시하였다. 그 결과는 Fig. 1(c)에서 보여주고 있다. 
모든 결과는 3회 반복실험을 통한 평균값이다. 비형질전환

체와 형질전환체 각각의 GUS 활성은 2451 및 2256 pmoles 
4-methylumbelliferone (MU)/min/mg protein으로 측정되었

는데 이에 비해서 0.3-0.7% NaOH 처리를 거친 형질전환

체는 매우 높은 GUS활성이 측정되었다. 0.3, 0.5 및 0.7% 
NaOH 처리의 경우 각각 4,355, 15,223 및 14,428 pmoles 
MU/min/mg protein GUS활성이 측정되었으며 0.1% NaOH
의 경우 무처리와 별 차이를 보이지 않았다. 0.5% 및 0.7% 
NaOH의 경우 무처리에 비해 상대적으로 6배 높은 GUS 
활성이 계산되었다. 0.7% NaOH의 경우 생육저해현상에 

따라 0.5% NaOH 처리보다 GUS활성이 낮은 것으로 판단

할 수 있었다. SDS (0.01%)를 포함하여 처리하는 경우 
NaOH 단독 처리에 비해 일부 증가된 GUS활성이 측정되

었다. Cocultivation 기간이 5일 이상 경과할 경우에는 GUS
활성이 전반적으로 감소하는 경향이 나타났는데 GUS 유전

자발현이 일시적이라는 것을 시사하고 있다. 이어진 실험에

서는 Agrobacterium cell 및 들깨 새싹에 대한 acetosyringone 
및 NaOH/SDS 각각의 처리가 GUS 활성을 복합적으로 
증대시킬 수 있는지에 대하여 실험하였으며 Fig. 1(d)에서 
결과를 보여주고 있다. 결과적으로 NaOH 단독처리에 비하

여서는 전반적으로 GUS활성이 증가하였으며 증가율은 50 
및 200 μM acetosyringone 처리 Agrobacterium 및 0.5% 
NaOH 처리 들깨 새싹의 경우 17,338 및 17,723 pmoles 
MU/min/mg protein으로 측정되었다. 이러한 결과를 통하

여 각 생물체에 대한 처리가 최종적으로 GUS발현을 위한 
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공동 상승효과를 나타낸 것으로 판단되었다. 다만 phenolic 
compound의 Agrobacterium에 대한 단독처리는 들깨 새싹

에 대한 NaOH 단독처리 효과에 비해 상대적으로 낮은 증대 
효과를 나타냄으로써 들깨 새싹을 이용한 일시발현에서 
식물체 세포벽구조 약화가 보다 효과적임을 제시하고 있다. 
이상의 실험을 통하여 0.5% NaOH 및 0.01% SDS를 처리

한 발아 후 2일째의 들깨 새싹에 대한 in planta 형질전환

을 위하여 50 μM acetosyringone 처리 Agrobacterium의 

이용이 일시발현을 통한 재조합단백질의 최적발현을 위하

여 제시되었다. 

(a)

(b)

(c)

(d)

Fig. 1. Effects of phenolic compounds and chemical injury on 
perilla seedling transformation and GUS expression. 
(a) GUS activities in perilla seedlings transformed using 
Agrobacterium treated with various concentration of phenolic 
compounds (AS, acetosyringone; SA, syringaldehyde; 
EV, ethyl vanillin). Con, nontransformed. Tcon, transformed 
control. (b) Cytotoxic effects by NaOH on perilla seedling 
hypocotyls. Con, no treatment. Hcon, boiled control. (c) GUS 
activities in perilla seedlings treated with NaOH (N.1-N.9; 
0.1-0.9%) in the absence or presence of 0.01% SDS(S). 
(d) GUS activities in perilla seedlings with 0.5% NaOH(N) 
treatments with or without treatment of acetosyringone 
(A; 50, 200 μM).

  Hepatitis B virus (HBV)는 전 세계적으로 위협하고 있는 
치명적 병원체로서 재조합 HBV surface antigen (HBsAg) 
단백질을 이용한 백신예방접종이 필수적으로 요구되고 있

다 [16]. 본 실험에서는 이미 제시된 GUS 발현을 위한 최

적 조건을 HBsAg DNA도입 식물발현vector를 지니는 A. 
tumefaciens LBA 4404 세포 [17]를 들깨 새싹에서의 형질

전환에 이용하였다. 이를 위하여 GUS gene 최적발현을 위한 

50 μM acetosyringone 및 0.4% NaOH (0.01% SDS 포함) 
처리조건을 적용하였다. 들깨 새싹은 extraction buffer [20 mM 
sodium phosphate, pH 7.0, 0.15 M NaCl, 20 mM sodium 
ascorbate, 0.1% Triton X-100, 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, and 1x protein inhibitor (Roche, Germany)]를 이용

하여 균질액을 준비 후 원심분리 (12,000 x g, 15 min)를 

통한 상등액에 대하여 3배의 ethanol을 첨가하고 이어서 원심

분리 (12,000 rpm, 10 min)를 통하여 protein pellet을 준비

하였다. 이를 extraction buffer에 현탁시킨 후 SDS-PAGE 
및 western blotting에 이용하였다. 결과는 Fig. 2(A)에서 

보여주고 있다. 비형질전환체 및 무처리 형질전환체의 경우 
monoclonal anti-HBsAg IgG 반응 antigen 단백질이 보이지 

않고 있으나 phenolic compound/NaOH 처리를 통한 형질

전환체에서는 비교적 잘 나타나고 있다. Fig. 2(B)의 경우

에서는 채-cultivation 기간이 경과할수록 발현 감소현상이 

나타나는 것을 보여주고 있다.

(a) 

(b)    

Fig. 2. Detection of HBsAg protein expression by immuno blotting.
(a) 10% SDS-PAGE (left) and the corresponding western 
blot (right). M, size marker; HBsAg control protein, C, 
nontransformed; Tc, transformed control; Tt, transformed 
with treatments of acetosyringone and NaOH/SDS. (b) 
HBsAg expression during the time course (3-9 days) of 
co-cultivation. 

  현재까지 Agrobacterium을 이용한 형질전환율을 높이기 

위한 다양한 방법 가령 vacuum infiltration, sonication, 
desiccation, osmosis (glucose, sucrose 등), anti-necrotic 
compound (cystine, ascorbic acid, dithiothreitol 등), phenolic 
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compound (acetosyringone, vanillin, syringealdehyde 등), 
Agrobacterium cell density, co-cultivation기간 등의 적용 등

이 지속적으로 보고되어 왔으나 본 연구에서는 특히 phenolic 
compound 처리에 의하여 예상되는 T-DNA 전이 활성화와 
MTT assay 및 생장억제 정도를 근거로 한 NaOH/SDS에 

의한 세포벽 약화를 들깨 새싹의 일시발현 증대효과 면에

서 실험하였다. 그 결과 GUS 활성과 HBsAg 단백질 발현 

결과에서 볼 때 형질전환효율 증대 가능성이 충분히 제시

되고 있다. 이는 또한 경제성, 신속성, 용이성 면에서 들깨 

새싹의 일시발현용 biofactory로서의 가능성을 보여주고 

있다. 재조합단백질의 발현을 양적으로 판단할 경우 western 
blot에서의 control HBsAg antigen과의 상대적 비교 시 total 
soluble protein의 0.02% 정도로 측정되었으며 이는 단백질

의 정제 및 생산 목적보다 현재로서는 edible vaccine 생산과 

관련된 연구에 우선적 적용이 유리할 것으로 판단되고 있다.  

요  약

  들깨묘는 재배가 용이하며 건강채소로 애용되고 있다. 
본 연구에서는 발아 후 2일째의 들깨묘에 대하여 세포 상해

를 일으킬 수 있는 NaOH/SDS 용액을 처리하고 페놀 화합

물을 처리한 재조합 Agrobacterium 세포를 이용하여 형질

전환을 수행하였다. 형광분석에 의한 GUS 유전자발현 분석

에서 50 mM acetosyringone 처리 및 0.5% NaOH /0.01% 
SDS 처리의 복합처리에 의하여 가장 높은 GUS활성이 나

타났으며 상승효과를 제시할 수 있었다. 이러한 결과는 
hepatitis B virus antigen (HBsAg) 단백질 발현으로 성공적

으로 확인할 수 있었다.
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