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요   약   문

Ⅰ. 제  목

      분자육종기술을 이용한 기능성 채소 개발 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   현재 농업은 생산성 및 부가가치의 증가가 한계에 이르고 있어 유용유전자를 

주요 채소작물에 직접 도입하여 신기능성 작물을 개발이 절실히 요구되고 있다. 

그러나 현재 채소작물은 주로 고전적인 방법에 의해서 육종이 이루어지고 있으며 

이는 시간이 많이 소요되기 때문에 분자육종기술을 구사하여 단기간에 새로운 특

성을 가진 품종을 육성할 수 있는 기술개발이 시급히 요구되는 실정이다. 최근에 

널리 이용되고 있는 형질전환방법은 어떤 종류의 유용유전자도 불화합성을 극복하

여 작물에 도입할 수 있을 뿐만 아니라 육종 년한을 단축시킬 수 있는 장점이 있

다.

   철은 인체 내에서도 꼭 필요한 영양소로 각 기관이 산소를 공급받기 위해서는 

절대적으로 필요하다. 우리 몸에 있는 철분은 두 가지로 분류할 수 있는데 하나는 

몸 안에 저장되어 있는 철분으로 이것은 단백질과 99%복합체로 존재하고 있으며 

이것은 그리 문제가 되지 않으나 몸 안에서 다른 것과 결합되지 않고 따로 돌아다

니는 철분은 독성 산소와 결합하여 그 파괴력을 촉진시켜서 위험에 빠뜨린다. 그

러므로 철분은 단백질과 결합된 식품의 형태로 인체 내에 공급되는 것이 인체에 

매우 유익하다고 할 수 있다. 철 저장단백질 ferritin은 지금까지 그 작용과 기능에 

대해서는 많은 연구가 진행되었지만 직접적인 철분제재로서의 이용성은 최근에 이

르러 연구 개발되기 시작하였다. 최근에 제약회사를 중심으로 천연철분제재로서 

ferritin을 말이나 소에서 직접 분리한 상태로 시판하고 있으나 이는 광우병과 

같은 질병의 감염에 주의해야 되며 사람으로부터 유래된 ferritin 유전자를 이용

함으로서 이 문제를 해결할 수 있다. 그런면에서 생식용 채소인 상추에 ferritin 

유전자를 이용해 철분을 강화시켜주면 철분이 부족한 빈혈환자나 임산부는 물론 

일반인들에게 안정적으로 철분을 공급할 수 있어 건강에 크게 이바지 할 것으로 

보인다.

   인구증가로 야기되는 문제점은 식량 소비량의 증가뿐 만 아니라 약용으로 이용
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되는 식물의 소비량도 함께 증가하게 함으로서 이들에 대한 소비량과 자연의 공급

이 균형을 이루는 한은 식물자원은 무제한 공급될 수 있지만 특종 식물자원의 소

비와 공급간의 균형이 깨질 경우 일부 약용식물의 멸종등의 심각한 문제를 초래하

게 된다. 이러한 문제를 방지하기 위한 해결책 중 하나로 ‘약용식물의 효율적 이용’

을 들 수 있는데, 실질적으로 약용식물내에서 그 식물만의 특이한 약효성분은 그 

식물전체를 섭취한다고 해도 아주 적은 양밖에 취할 수 없다. 한 예로 항말라리아

성 물질인 atemisinin 합성에 관여하는 terpene synthase 유전자에 관한 연구도 몇

몇 모델작물에만 국한되어 있다.

   또한 최근 들어 농산물 수입개방 등 국내ㆍ외의 농업사정이 급변함에 따라서 

국민 총생산액중 농업 부문의 비중이 점차 감소하는 추세이어서 신기능성을 가진 

고부가가치 품종을 개발하는 것이 중요하다. 상추는 세계적으로 중요한 위치를 차

지하고 있는 샐러리용 채소로 최근 소득증가로 육류 소비가 증가하면서 상추의 소

비량도 같이 증가하고 있는 추세이다. 이는 국민소득의 향상에 따라 실생활의 변

화로 인하여 곡류의 소비가 둔화되고 육류의 소비가 증가되고 있는 현 시점에서 

상추와 같이 신선하고 영향가치 높은 채소에 대하여 품질이 우수한 채소를 육종하

려는 연구를 요구하게 되었다. 또한 생식용 채소인 상추는 식물체내에 있는 영양

소를 그대로 우리가 섭취할 수 있다는 장점이 있어 식물의 안정성이 확인된다면 

기능성 원예작물이용에 유용하다. 더 나아가 WTO 체제하의 농산물 수입개방은 

채소작물분야에도 완전 경쟁체제가 도래함을 의미하며 UPOV 가입과 지적재산

권 보호의 강화 및 최근 개정된 품종등록제 등으로 채소 품종생산에도 품종권 

보호에 따른 로열티 문제가 제기될 것이므로 이에 대한 적극적 대처가 절실하

게 느끼고 있는 실정이다. 또한 국내 분자육종분야는 자체개발기술 및 유용한 유

전자가 미흡한 실정으로 작물의 유용유전자에 대한 지적소유권 보호대책이 전무한 

실정이며 WTO에 대한 대응은 기술의 선진화가 필수적이며 지적소유권 보호를 강

화하여 개발기술 및 유전자를 보호할 필요가 있다. 

   따라서 본 연구는 국민 건강증진을 위하여 사람으로부터 분리한 철저장 단백

질, ferritin 유전자와 항말라리아성 물질인 atemisinin 합성에 관여하는 terpene 

synthase 유전자를 대표적인 엽채류인 상추에 도입시킴으로서 작물의 기능성을 증

가시키기 위하여 수행되었으며 이와 더불어 분자육종기술에 의한 기능성 상추의 

개발은 이들 작물의 새로운 수요를 창출할 뿐만 아니라 국제적으로도 경쟁력이 강

화되어 농가 소득증대에 기여하게 될 것이다. 
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

  본 연구는 분자육종기술을 이용하여 국민 건강증진을 목적으로 사람으로부터 분

리한 철저장 단백질, ferritin 유전자와 항말라리아성 물질인 artemisinin 합성에 관

여하는 terpene synthase 유전자를 대표적인 엽채류인 상추에 도입시킴으로서 작

물의 기능성을 증가시켜 이들 작물의 새로운 수요를 창출할 뿐만 아니라 국제적으

로도 경쟁력을 강화시켜 농가 소득증대에 기여코자 하는데 있다.   

  Ferritin유전자와 개똥쑥에서 분리한 terpene synthase 유전자를 상추에 형질전환

시키고 이를 발현시킬 수 있다면 고부가가치를 가진 기능성 상추를 육성함으로써  

식물 천연의 철분을 안정적으로 공급하고 약용물질인 arteminisin을 공급함으로써 

국민 건강에 크게 기여할 수 있다. 또한 분자육종기술의 핵심기술인 유전자 

cloning과 형질전환시스템을 확립하고 형질전환 상추에 도입된 외래유전자의 후대

유전분석을 실시하고 우량 품종을 고정함으로써 새로운 품종을 개발하는데까지의 

체계적인 연구를 통하여 분자육종의 실용화를 기할 수 있다.

 

 표 1. 연구개발 내용 및 범위

연 구 개 발 내 용 연 구 범 위

사람 ferritin 유전자와 terpene

synthase 유전자의 식물발현용 

vector 개발 및 형질전환

- 사람 ferritin유전자와 terpene synthase 

  유전자를 운반하는 다양한 식물 발현용 

  벡터제작

- Terpene synthase 유전자 분리

- 상추의 형질전환 시스템 확립

- 사람 ferritin유전자와 terpene synthase 

  유전자로 상추의 형질전환 및 확인

 

사람 ferritin 유전자와 terpene

synthase 유전자의 상추내에서의 

발현양상 구명  

- 형질전환 상추의 순화체계 확립 및 증식

- Mannose를 이용한 상추 형질전환

- 형질전환 상추의 발현양상 분석

- 사람 ferritin유전자를 이용한 상추의

  double transformation

고기능성 상추의 육성기술확립 

및 보급

- 이중형질전환된 상추의 발현양상 분석

- 형질전환 상추의 후대 검정

- 유용물질 분석
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

  본 연구는 사람으로부터 유래된 ferritin유전자와 개똥쑥에서 분리한 terpene 

synthase 유전자를 엽채류인 상추에 도입하고자 수행하였다. 형질전환을 위하여 

kanamycin, hygromycin 등 selection marker를 달리하는 다양한 식물 발현용 

vector를 제작하고 최적의 형질전환체계를 확립한 후 이들 유전자를 상추에 도입

하였다. 또한 항생제저항성 유전자 보다 안전한 marker 유전자를 사용한 positive 

selection을 시도하기 위하여 phosphomannose-isomerase(PMI) 유전자를 이용하여 

상추 형질전환체를 선발하는 일련의 PMI system의 상추에 적용 가능성을 확인하

였다. 형질전환후 각각의 유전자가 도입된 상추 형질전환체내에서의 유전자 발현

양상을 분석하고 후대에서의 발현양상과 유전 분석을 수행하였다. 또한 H-chain과 

L-chain 두 종류의 ferritin 유전자를 이중 형질전환을 통하여 한 개체에 도입하고 

두 유전자의 발현이 한 개체내에서 정상적으로 되는가를 분석하여 그 효용성을 증

대하려고 하였다. 최종적으로 고농도의 ferritin과 artemisinin 함유 상추를 선발하

기 위하여 물질함량을 분석하였으며 그 결과를 요약하면 다음과 같다.

 제 1 절  Agrobacterium을 이용한 상추 형질전환을 위한 재분화체계 확립

  1. 품종선발을 위한 종자발아율 검정

    뚝섬적축면 (동부한농종묘 (주))과 청치마 (중앙종묘 주식회사) 및 적치마

(동원농산종묘(주)) 종자의 발아율은 청치마 품종이 가장 좋아 추후 형질전환에 

이용하였다. 

  2. 생장조절물질이 상추 자엽의 재분화에 미치는 영향

    Shoot 형성은 BA 1.0mg/L와 NAA 1.0mg/L 처리구에서 가장 높은 형성수

를 보였고 뿌리의 형성은 BA 0.5mg/L와 NAA 1.0mg/L 처리구에서 가장 좋았

다.

  3. 항생제 및 제초제가 shoot 형성에 미치는 영향

    상추의 형질전환 세포를 선발하기 위하여 항생제 kanamycin, hygromycin

과 제초제 phosphinotricin이 자엽 절편체로부터의 shoot발생에 미치는 영향을 

조사하였다. Kanamycin의 경우 30 mg/L처리부터는 shoot가 전혀 발생되지 않
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았으며 hygromycin은 5 mg/L처리부터 shoot형성이 억제되어 10 mg/L처리부터

는 shoot가 전혀 발생되지 않음을 알 수 있었다. Cephalosporin type의 항생제

인 carbenicillin과 cefotaxime은 shoot형성에 아무런 영향을 주지 않는 결과를 

보여주어 Agrobacterium과의 공동배양 후 이를 제거하는데 적당한 항생제라 

할 수 있었다. 제초제인 phosphinotricin의 경우 2 mg/L이상부터는 완전히 억제

되어 항생제와 더불어 형질전환 세포의 선발에 이용될 수 있음을 알 수 있었다. 

 제 2 절 Phosphomannose-isomerase (PMI) 유전자를 이용한 상추의      

            Agrobacterium 형질전환체계 확립  

  1. 형질전환 세포 선발을 위한 적정 mannose 농도 결정

    상추의 재분화에 mannose가 미치는 영향을 알아보기 위한 실험에서 

sucrose 20 g/L와 mannose 15 g/L 조합에서 2.67개로 높은 shoot발생률을 보였

으나 sucrose 20 g/L와 mannose 20 g/L 조합에서는 mannose에 의해 식물의 

shoot가 전혀 발생하지 않았다. 

   2. PMI 유전자를 운반하는 pNOV2819 vector를 이용한 상추형질전환

     PMI 유전자를 이용한 상추형질전환은 MS 배지에 NAA 1.0 mg/L, BA 1.0  

mg/L, sucrose 20 g/L, mannose 20 g/L를 첨가하여 실시하였다. 상추의 자엽

에 PMI 유전자를 운반하는 pNOV2819 vector를 포함하는 Agrobacterium의 접종

이 이루어진 뒤 약 2주 후에 callus가 관찰되기 시작했으며 6주 뒤에 shoots가 

관찰되기 시작했다. 재분화된 shoot는 다시 rooting 배지에 옮겨주었다. 형질전

환 상추는 PMI 유전자 확인용 primer PMI-1(5'-ACAGCCACTCTCCATTC 

A-3')과 PMI-2(5'-GTTTGCCATCAC TTCCAG-3')를 이용해 PCR 분석으로 

형질전환 여부를 확인하였다.

  3. PMI와 rice ferritin 유전자를 포함하는 pNFE vector 작성 및 상추 형질전  

    환

    형질전환체의 positive selection을 위한 PMI 유전자와 ferritin의 over 

expression을 위한 rice ferritin 유전자를 운반하는 binary vector를 제작하기 위

해 총 두 단계의 과정을 수행하였으며 작성된 binary vector는 pNFE로 명명하

였다. 작성된 vector를 이용하여 mannose 20g/L가 첨가된 배지에서 상추 형질

전환체를 선발하였다.
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 제 3 절 Ferritin 유전자를 이용한 기능성 상추 개발

 1. 철분 농도 측정을 통한 상추 품종 선발

   상추 12 품종의 철분 함량을 측정한 결과 최고 1.244㎎/g (Sinkichu)부터 

최하 0.152㎎/g (양상추)까지의 분포를 보였으며 평균 함량은 0.639 ㎎/g으로 

나타냈다. 

 2. 형질전환을 위한 human ferritin 유전자를 운반하는 binary vector 작성

   가. Human H-chain ferritin 유전자를 운반하는 FHV binary vector 작성

       상추 형질전환을 위해 pET-5b가 운반하는 human H-chain ferritin 유

전자를 pILTAB 357에 삽입하였다. 최종적으로 확인ㆍ작성된 FHV는 

Agrobacterium LBA4404에 형질전환 후 확인과정을 거쳐 상추 형질전환에 사

용하였다. 

   나. Human L-chain ferritin 유전자를 운반하는 FLV binary vector 작성

       상추 형질전환을 위해 pET-5b가 운반하는 human L-chain ferritin 유

전자를 pCAMBIA 1302에 삽입하였다. 최종적으로 확인ㆍ작성된 FLV는 

Agrobacterium LBA4404에 형질전환 후 확인과정을 거쳐 상추 형질전환에 사

용하였다. 

   다. Rice ferritin 유전자를 운반하는 RFV binary vector 작성

       pBI-101-Hm binary vector에 삽입되어 있는 rice ferritin 유전자는 충북

대학교 조용구 교수 연구팀으로부터 공여받았으며 본 실험을 위해  RFV로 명

명하고 Agrobacterium LBA4404에 형질전환 후 확인과정을 거쳐 상추 형질전

환에 사용하였다. 

  3. Ferritin 유전자로 상추의 형질전환

    상추에 ferritin 유전자를 도입시키기 위하여 발현 vector를 포함하고 있는 

A. tumefaciens LBA4404를 자엽 절편에 5분간 접종한 후 40 mg/L kanamycin 

혹은 20 mg/L hygromycin이 포함된 선발배지에서 배양한 결과 배양 15일경부

터 치상된 절편체의 상처난 부위로부터 kanamycin 혹은 hygromycin에 저항성

을 갖는 callus와 신초가 형성이 되기 시작하였다. 재분화된 신초를 callus와 절

편체를 제거하고 새 배지에 옮겨준 후 일정크기로 자라면 rooting배지에 옮겨 

뿌리가 분화되어 재분화 개체를 획득할 수 있었다.
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  4. 형질전환체의 유전자 도입 확인

  선발배지에서 유기된 상추 신초는 genomic DNA를 분리한 뒤, 형질전환체

임을 확인하기 위해 PCR을 수행하였다. PCR로 확인된 형질전환 개체는 순화시

켜 온실에서 재배하였다. 재배된 형질전환 상추는 Southern hybridization, 

RT-PCR, western blot analysis 등을 통하여 transgene의 전이 여부 및 전이된 

유전자의 발현 여부 등을 분석하였다.

    가. PCR 분석에 의한 유전자 도입 확인

       세 종류의 ferritin 유전자가 전이된 상추 single transformants의 

genomic DNA에 전이되었는지 확인하기 위해 선발배지에서 선발되어 온실에서 

재배된 재분화 개체의 본엽으로부터 genomic DNA를 추출하여 PCR 방법으로 

확인하였다. 이와 더불어 human H-chain과 L-chain ferritin 유전자로 형질전환

된 상추 double transformants도 PCR로 형질전환여부를 확인하였다. PCR방법

을 수행한 결과 600bp(human H-chain ferritin), 550bp(human L-chain ferritin) 

및 750bp(rice ferritin)의 PCR 산물을 확인하였다. 한편 상추 double 

transformants에서는 human H-chain ferritin 유전자의 600bp와 human 

L-chain ferritin 유전자의 500bp product를 한 개체로부터 확인할 수 있어 두 

개의 유전자가 한 개체에 존재하는 것을 확인하였다. 반면에 형질전환을 시키지 

않은 상추에서는 PCR product를 확인할 수 없었다.

    나. Southern hybridization에 위한 형질전환체의 분석

       Southern hybridization 분석은 PCR 분석에 의하여 일차적으로 유전자 

도입이 확인된 형질전환체 10개 line을 각 유전자별로 선발하여 실시하였다. 

EcoRI enzyme 처리 후 ferritin 혹은 hygromycin으로부터 작성된 probe를 이용

하여 확인을 한 결과 기대했던 size인 550bp (ferritin) 혹은 700bp 

(hygromycin)의 signal을 확인할 수 있었다. Southern hybridization 분석의 결

과로 PCR로 확인된 line들로의 ferritin 유전자의 도입이 확인되었고 이들의 

copy수는 1-3개인 것으로 확인되었다. 

    다. RT-PCR 분석에 위한 형질전환체의 발현 조사

     유전자의 발현여부를 확인하기 위하여 우선 형질전환 상추로부터 total 

RNA를 분리한 뒤 RT-PCR을 실시하였다. 그 결과 기대했던 550bp(human 

H-chain ferritin), 520bp(human L-chain ferritin) 그리고 750bp(rice ferritin 유

전자)의 RT-PCR 산물을 확인하였고 상추 double transformants로부터도 

550bp(human H-chain ferritin)와 520bp(human L-chain ferritin) 산물을 동일



- 8 -

한 개체로부터 확인하였다. 이로서 각각의 형질전환체로부터 ferritin 유전자의 

발현을 확인하였으며 특히 인간으로부터 분리한 유전자도 식물에서 발현됨을 

확인할 수 있었으며 두 개의 유전자가 동시에 형질전환된 상추 형질전환체에서

도 두 개의 유전자가 동시에 발현됨을 확인할 수 있었다.

    라. Western blot 분석에 의한 형질전환체의 단백질 발현

       상추 형질전환체에서의 ferritn 유전자의 발현 유무를 확인하기 위해 

SDS-PAGE를 수행하였다. 상추 형질전환체 6개와 negative control로 비형질전

환체인 상추 sample 1개, 그리고 positive control로 대장균에서 발현시킨 ferritn 

sample 1개를 SDS-PAGE로 각각 비교하였다. 실험결과 상추 형질전환체에서 

약 42kDa위치의 signal을 확인할 수 있었고, 대장균 ferritn sample에서는 약 

21kDa과 42kDa위치 두 곳에서 ferritn signal을 확인 할 수 있었다. 반면 

negative control 상추sample에서는 signal을 확인할 수 없었다. 

  5. 전이유전자의 후대 유전 분석 

    형질전환체의 종자는 homozygous 개체를 확보하고자 자가수분에 의해 얻

었다. T1 세대에서 전이유전자의 분리비를 확인하기 위한 본 실험은 수확 종자

수가 100개 이상인 6개의 형질전환체를 대상으로 kanamycin에 저항성을 보이

는 종자와 그렇지 않은 종자의 비율을 조사하였다. 그 결과 kanamycin에 저항

성을 보이는 종자의 발아를 기초로 전이유전자가 후대로 유전함을 확인할 수 

있었으며 kanamycin에 저항성을 보이는 종자와 그렇지 않은 종자의 비율로 전

이유전자의 copy수를 추정할 수 있었다. 그 결과 line 4는 3:1의 분리비를 보여 

Mendel의 유전법칙에 따라 1 copy가 존재할 것으로 예측되었으며 copy수를 예

측할 수 없는 line 2를 제외하고는 2 copy 이상이 도입됐음을 예측할 수 있었

다. 

  6. 형질전환 상추의 생육 조사

    순화과정을 거쳐 온실에서 재배된 상추는 초장을 일주일마다 측정하였으며 

6주 후에 최종 조사를 하였다. 6주후의 초장에서 순화할때의 초장의 차이를 비

교한 바 nontransformed 상추의 초장변이의 평균은 20 cm인 반면에 human 

H-chain ferritin 유전자를 이용한 형질전환 상추의 초장변이는 평균 23.1 cm, 

human L-chain ferritin 유전자는 23.75 cm, rice ferritin 유전자는 24.95 cm, 그

리고 H-chain과 L-chain ferritin 유전자를 동시에 형질전환한 이중형질전환체

는 29.2 cm이었다. 그러나 각각의 유전자를 이용한 형질전환에서 선발된 line들

의 변이가 다양하여 (H-chain; 13∼38.5 cm, L-chain: 10∼38 cm, rice ferritin: 
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12∼41 cm, 이중형질전환체: 17∼42 cm) 이들 중 육성목적에 적합한 line의 선

발이 필요하다고 판단되며 이를 위해 line을 선발 유지 중에 있다.

  7. 형질전환 상추의 Fe
++
 이온 함량 조사

    PCR, Southern hybridization 분석 및 RT-PCR등으로 확인된 single 

transformed 상추(세 종류의 ferritin 유전자)와 double transformed 상추의 철분

함량을 inductively coupled plasma (ICP) spectrometry로 측정한 결과는 Table 

3과 같다. 평균 Fe++ 이온 함량은 nontransformed 상추의 경우 0.420 mg/g인 

반면에 human H-chain ferritin 유전자로 형질전환된 상추가 0.834 mg/g으로 

약 2배정도 높았다. Human L-chain ferritin 유전자(0.536 mg/g), rice ferrtin 

유전자(0.553 mg/g), double transformed 상추(0.534 mg/g)등으로 형질전환된 

상추도 약간의 높은 경향은 보였으나 많은 차이를 보이지는 않았다. 그러나 각

각의 유전자별로 형질전환 line별 차이(H-chain ferritin: 0.260∼1.165 mg/g, 

L-chain ferritin: 0.241∼1.037 mg/g, rice ferritin: 0.260∼1.165 mg/g, double 

transformants: 0.249∼0.837 mg/g)가 크게 나타나 고함량을 보이는 line은 선발

하여 고정중에 있다. 

 제 4 절  Sesquiterpene 생합성 관련 유전자의 분리 및 Agrobacterium을  

           이용한 상추로의 도입

1. 상추로부터의 germacrene A synthase를 코딩하는 유전자의  분리

  청치마 상추로부터 germacrene A synthase를 코딩하는 유전자를 분리하기 

위해 우선 primer를 작성하였고 이를 이용하여 RT-PCR 과정을 거쳐 일부 단

편을 분리한 뒤 5’, 3-RACE 방법을 이용하여, 전체의 유전자를 분리하였다. 분

리된 1741bp의 full length germacrene A 합성유전자는 국화과 작물인 치커리

와 씀바귀의 것과 높은 상동성을 보이고 있다. 

  2. Agrobacterium을 이용한 청치마 상추 germacrene A synthase 유전자의 

    식물체내로의 도입

    분리된 full length의 germacrene A synthase 유전자 단편은 식물발현벡터

인 pILTAB 357에 삽입되었고 그 후 Agrobacterium을 이용해 상추내로 도입되

었다. 상추 자엽을 이용한 형질전환 후 kanamycin 선발배지에서 형질전환 신초

를 유기하고, 그리고 rooting배지에서 2차 선발을 실시하였다. Rooting 배지에서 

선발된 상추 형질전환체들은 vector 내 kanamycin 저항성 유전자를 증폭할 수 
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있는 primer인 NPTII F(5‘-GAG GCT ATT CGG GCT ATG AAC TG-3’) / 

R(5‘-TAC GGT TAT CGC CGC TCC CGA-3')로 T-DNA의 상추 genome내 

로의 삽입을 확인하였다.

 제 5 절 Agrobacterium tumefaciens를 이용한 상추로의 terpene synthase  

          유전자 도입

  1. 형질전환용 binary vector 작성

    먼저 pET5a vector로부터 분리한 amorpha-4,11-diene synthase(terpene 

cyclase gene) 유전자를 중간 vector인 pBluescript II KS(+/-)벡터의 EcoRI과 

BamHI자리에 삽입시켰다. 그 후 pILTAB 357 vector에 유전자가 sense 방향으

로 삽입될 수 있도록, 그 상태에서 바깥쪽 제한효소 site인 EcoRI과 XbaI으로 

처리하여 동일하게 처리된 pILTAB 357 vector와 연결시킴으로서 sense 방향으

로 유전자가 삽입된 식물발현용 binary vector를 작성할 수 있었다. 이 binary 

vector는 freeze-thaw방법을 이용해 Agrobacterium LBA4404로 도입되었다. 

Agrobacterium으로의 vector 도입은 PCR을 통해 1.64kb의 유전자가 삽입된 것

을 확인하였다.  

  2. 형질전환 상추의 확인

    선발배지에서 재분화된 신초로부터 genomic DNA를 분리한 뒤, 형질전환체

임을 확인하기 위해 amorpha-4,11-diene synthase 유전자 내부의 일부를 증폭

할 수 있는 primer(5'-AGA AGA AAA ACC TAT TCG CC-3', 5'-GTC 

TCC CAT ACG TGT GAA GT-3')로 PCR을 수행하였다. 그 결과, 9개체의 

재분화체로부터 1.6kb의 band를 확인하였다.

    또한 유전자의 후대유전 양상을 분석하기 위하여 확인된 9개체의 형질전환

체을 자가수분하고 총 126개체의 T1세대에 대하여 위 primer를 이용하여 PCR 

반응으로 조사하였다. 그 결과, 9개체의 형질전환체 모두에서 T-DNA의 후대 

전이를 확인하였고 그 비율은 1:1을 나타내었다.

  3. T1 종자의 항생제 저항성 분석

    9개체의 형질전환체로부터 채종된 종자를 종자 발아 배지에 kanamycin의 

농도를 각각 0, 50 그리고 100 mg/L의 세 수준으로 조절하고 발아율을 조사하

였다. Kanamycin 저항성을 나타내며 발아하는 종자의 비율을 조사한 바 항생
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제를 첨가하지 않은 배지에서는 형질전환체 2번 및 5번에서 채종한 T1 종자가 

75.0%, 77.8%의 발아율을 나타내었으며, 나머지 형질전환체들은 89% 이상의 높

은 발아율을 나타내었다. Kanamycin의 농도를 50 mg/L로 조절한 실험군의 경

우, 7번 형질전환체가 46.6%의 발아율을 보인 것과는 달리 다른 형질전환체는 

75% 이상의 발아율을 나타내었다. Kanamycin을 100 mg/L의 농도로 조절한 실

험군에 있어서는 모든 형질전환체에서 57% 이상의 발아율을 나타내었다.  특히 

형질전환체 7번은 종자 발아 배지에 첨가한 항생제의 농도가 2배 높음에도 불

구하고 67%의 발아율을 나타내었다.

  4. 형질전환 상추내의 artemisinin 함량 분석

    Artemisinin은 GC 분석에서 retention time이 10분 7초로 나타났으며 이 

peak가 artemisinin인지 확인하기 위하여 GC/MS를 측정한 결과 m/z 282가 정

확하게 나타나 artemisinin으로 확인되었다. 각 상추시료에 대하여 GC 

chromatogram를 이용하여 artemisinin을 분석한 결과 대조구 상추시료의 GC 

chromatogram에서 artemisinin의 retention time인 10분 7초 부근에서 여러 

peak가 겹쳐서 나타나 확실히 어떤 peak가 artemisinin의 것인지 구별이 어려웠

고 각 peak에 대하여 상추로부터 용매 추출 및 분획물의 수율을 확인하였다. 그

러나 상추를 GC/MS로 측정한 결과 m/z 282을 나타내는 peak가 관측되지 않아 

일반 상추에는 artemisinin이 함유되어 있지 않은 것으로 확인되었다. 또한 형질

전환 상추시료의 GC chromatogram에서도 artemisinin의 retention time인 10분 

7초 부근에서 여러 peak이 겹쳐서 나타나 각 peak에 대하여 GC/MS를 측정하

였으나 m/z 282을 나타내는 peak는 관측되지 않아 형질전환 상추에도 

artemisinin이 함유되어 있지 않은 것으로 확인되었다. 
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2. 기대효과 및 활용방안

 가. 기대효과

  1). 기술적 측면

     - 현재 채소작물은 주로 고전적인 방법에 의해서 육종이 이루어지고 있으  

       나 시간이 많이 소요되기 때문에 분자육종기술을 구사하여 단기간에 새  

       로운 특성을 가진 품종을 육성할 수 있는 기술개발이 시급히 요구되는  

       실정이며 본 연구에서 확립된 유전자 분리, vector  작성, 상추의 재분화  

       체계, 형질전환체계, double transformation, 순화 및 선발 등의 기술을   

       개발함으로써 국내 품종 육성의 기틀을 제공함.

     - 상추의 형질전환체계 확립으로 본 과제에서 이용된 유전자 뿐만 아니라  

       어떤 종류의 유용유전자도 불화합성을 극복하여 작물에 도입할 수 있어  

       육종 년한의 단축을 가능케 하여 신품종 육성에 기여함.

     - 현재 농업은 생산성 및 부가가치의 증가가 한계에 이르고 있어 유용유  

       전자를 주요 채소작물에 직접 도입하여 신기능성 작물을 개발할 필요   

       성이 있으며 본 연구에서 확립된 품종육성기술확립은 상추 뿐만 아니라  

       타 채소작물의 신품종 육성에 응용될 수 있어 채소산업전반에 크게 기  

       여함.

 2). 경제ㆍ산업적 측면

     - 사람 ferritin 유전자와 terpene synthase 유전자의 이용으로 국민 건강  

       증진을 위한 의약품의 대체 효과를 가져올 수 있음.

     - 육성기술의 개발로 및 고기능성 품종개발로 소비와 생산이 증가하여 새  

       로운 고소득 작물로 자리 잡을 수 있음.

     - 농산물 개방에 대응할 수 있는 국제적인 경쟁력을 갖춘 수출유망 품목  

       으로 기대됨.
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     - 상추는 세계적으로 중요한 위치를 차지하고 있는 샐러리용 채소로 최근  

       소득증가로 육류 소비가 증가하면서 상추의 소비량도 같이 증가하고 있  

       는 추세이다. 따라서 기능성 상추의 육성은 국민 건강 증진 뿐만 아니라  

       식생활이 비슷한 이웃 일본으로의 수출 가능성 등으로 농가의 고소득   

       대체작물로서 전망이 밝음.

     - 분자육종기술에 의한 기능성 상추의 개발은 이들 작물의 새로운 수요를  

       창출할 뿐만 아니라 국제적으로도 경쟁력이 강화되어 농가 소득증대에  

       기여할 수 있음.

     - 농산물 수입개방등 국내ㆍ외의 농업사정이 급변함에 따라서 국민 총 생  

       산액중 농업 부문의 비중이 점차 감소하는 추세이어서 신기능성을 가진  

       고부가가치의 품종을 개발 가능케함.

 3). 사회․문화적 측면

     - 농산물 수입개방 등 국내ㆍ외의 농업사정이 급변함에 따라서 농민들의  

       농업에 대한 의욕을 고취할 수 있음.

     - 고부가가치 기능성 작물을 생산하면 농가의 소득이 증가되어 이농을 막  

       고 농업에 대한 애착심과 긍지를 갖게 해 줄 것이다.

     - WTO 출범으로 막대한 자본과 기술을 앞세운 외국기업이 진출하여 국  

       내 농업 및 관련 업체에 큰 변화를 가져올 것이다.  이에 대처해 기능성  

       작물을 육성하는 기술을 자체적으로 개발하여 외국과 경쟁해야 함.

 나. 활용방안

     - 철 저장단백질 ferritin은 지금까지 그 작용과 기능에 대해서는 많은 연  

       구가 진행되었지만 직접적인 철분제재로서의 이용성은 최근에 이르러   

       연구 개발되기 시작하였으며 본 연구의 결과도 충분히 활용 가능함.

     - 최근에 제약회사를 중심으로 천연철분제재로서 ferritin을 말이나 소에서  

       직접 분리한 상태로 시판하고 있으나 이는 광우병과 같은 질병의 감염  
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       에 주의해야 되며 사람으로부터 유래된 ferritin 유전자를 이용함으로서  

       이 문제를 해결할 수 있음.

     - 항말라리아성 물질인 atemisinin 합성에 관여하는 terpene synthase 유  

       전자에 관한 연구는 몇몇 모델작물에만 국한되어 있으나 본 연구에서   

       그 이용 가능성을 제시함.

     - 따라서 국민 건강증진을 위하여 사람으로부터 분리한 철저장 단백질,    

        ferritin 유전자와 항말라리아성 물질인 atemisinin 합성에 관여하는     

        terpene synthase 유전자를 대표적인 엽채류인 상추에 도입시킴으로서  

        작물의 기능성을 증가시키기 위한 연구가 수행되어 추후 충분히 활용  

        가능한 결과를 제시하여 그 활용가치가 충분하다고 판단됨.
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SUMMARY

 Section 1. Establishment of regeneration system for Agrobacterium   

             -mediated  transformation system of lettuce 

  1. Seed germination ratio test to selecti lettuce variety for this study

     Seed germination ratio of Chungchima (ChoongAng Co.) was best 

among three lettuce varieties: Jeokchookmyeon (DongBu Co.), Chungchima 

(ChoongAng Co.) and Jeokchima(DongWon Seed Co.). Seeds of Chungchima 

were used for in vitro germination to transform cotyledon of lettuce. 

  2. Effect of plant growth regulators on regeneration from cotyledon        

     explants of lettuce

     For cotyledon, the best shoot induction medium contained 1.0 mg/L  

NAA, 1.0 mg/L BA. And the root induction medium with 0.5 mg/L BA and 

1.0 mg/L NAA was best for root induction.

  3. Effect of antibiotics and herbicide on regeneration from cotyledon        

     explants of lettuce

     To select transformed cells, effects of four antibiotics (kanamycin, 

hygromycin, carbenicillin, and cefotaxime) and herbicide (phosphinotricin) on 

shoot regeneration from cotyledon explants of lettuce were examined.  First 

of all no shoots were induced from any explants at 30 mg/L kanamycin or 

higher. Shoot induction of all explants was not affected by hygromycin at 1 

or 2 mg/L, but was significantly reduced in presence of 5 mg/L and 

completely inhibited by 10 mg/L or higher. Carbenicillin and cefotaxime, 

which showed no toxicity to shoot regeneration, were suitable for use in 

tissue culture to eliminate Agrobacterium in transformation experiments after 

co-cultivation. Shoot regeneration from cotyledon was significantly reduced 

in the presence of 1 mg/L phosphinotricin and completely inhibited by 2 

mg/L or higher. As a result, PPT at 2 mg/L may also be used to select 

transformed cells. 
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 Section 2. Establishment of Agrobacterium-mediated  transformation   

             system of lettuce using phosphomannose-isomerase        

             (PMI) gene

  1. Determination of best concentration to select transformed cell

     The effect of mannose on regeneration from cotyledon explant of 

lettuce was identified. As the results, shoot induction medium supplemented 

with 20 mg/L sucrose, 15 mg/L mannose showed 2,67 regenerants form 

cotyledon tissue. But shoot induction medium supplemented with 20 mg/L 

sucrose, 20 mg/L mannose did not show any shoot.

   2. Lettuce transformation using pNOV2819 vector with PMI gene

     Transformation of lettuce with PMI gene was conducted using MS 

medium with NAA 1.0mg/L, BA 1.0 mg/L, sucrose 20 g/L and mannose 

20g/L. Cotyledon explants were infected by immersing them in the A. 

tumefaciens LBA4404 inoculum containing pNOV2819 vector with PMI gene. 

After six weeks shoots were induced and regenerated shoots were 

transferred to rooting medium. To confirm the transfer of PMI gene to the 

genome of lettuce plants, PCR was conducted using specific primers; 

PMI-1(5'-ACAGCCACTCTCCATTCA-3') and PMI-2(5'-GTTTGCCATCAC 

TTCCAG-3'). PCR analysis revealed the presence of PMI gene in the 

transgenic lettuce plants. 

  3. Construction of pNEF vector with PMI and rice ferritin gene and       

     transformation of lettuce

     For positive selection of transgenic lettuce plants and overexpression of 

ferritin gene, new binary vector containing PMI and rice ferritin gene was 

constructed by two steps and designated to pNFE. transgenic lettuce plants 

were selected onto selection medium with 20g/L mannose using constructed 

pNFE vector. 
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Section 3. Development of functional lettuce using ferritin genes

 1. Iron concentration analysis to select lettuce variety for this study

     Iron concentration in the 12 lettuce varieties was ranged from 

maximum 1.244㎎/g (Sinkichu) to minimum 0.152㎎/g (Yagsanchu) and 

average concentration was 0.639 ㎎/g.

 2. Construction of binary vector with ferritin gene for transformation

  1) Construction of FHV binary vector with human H-chain ferritin 

     For lettuce transformation human H-chain ferritin gene in pET-5b was 

cut and inserted into the pILTAB 357. After confirmation of constructed 

FHV and transformation of Agrobacterium LBA4404, this binary vector was 

used to lettuce transformation.

  2) Construction of FLV binary vector with human L-chain ferritin

     For lettuce transformation human L-chain ferritin gene in pET-5b was 

cut and inserted into the pCAMBIA 1302. After confirmation of constructed 

FLV and transformation of Agrobacterium LBA4404, this binary vector was 

used to lettuce transformation.

  3) Construction of RFV binary vector with rice ferritin

     pBI-101-Hm binary vector with rice ferritin gene was distributed by 

Dr. Yong-Goo, Cho, ChoonBuk University. This vector was designated to 

RFV and transformed to Agrobacterium LBA4404. After confirmation by 

PCR and restriction enzyme mapping of transformed Agrobacterium 

LBA4404. RFV was used to lettuce transformation.

  3. Transformation of lettuce with ferritin gene

     To transform lettuce with ferritin gene, cotyledon explants were 

infected by immersing them in the A. tumefaciens LBA4404 inoculum 

containing expression vector for 5 min. After infection, they were embedded 

in cocultivation medium with MS salts, 1.0 mg/L BA, 1.0 mg/L NAA, 3% 

sucrose and 0.8% agar at pH 5.7. After 3 days co-cultivation in the dark, 

the inoculated cotyledon explants were transferred to selective regeneration 
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medium, containing MS salts, 200 mg/L cefotaxim, and 30 mg/L kanamycin 

or 10 mg/L hygromycin. After cultivation for 15 days, kanamycin or 

hygromycin resistant callus and shoots were induced. The regenerated 

shoots were transferred to rooting medium, and rooted shoots were 

transplanted to soil after roots were appeared.  

  4. Confirmation of gene transfer to transgenic plants

     Genomic DNA was isolated from each tissues of transformants selected 

onto selection medium and PCR was conducted to revealed the presence of 

ferritin gene. Transgenic lettuce plants confirmed by PCR were acclimated 

and grown in the green house. Transgenic lettuce plants grown in the green 

house were analyzed by Southern hybridization, RT-PCR, and western blot 

analysis to confirm transfer and expression of T-DNA.

   1) Confirmation of gene transfer by PCR analysis　

      To confirm the transfer of three types of ferritin genes to the genome 

of single transgenic lettuce plants, PCR was conducted using specific 

primers designed from the three type of ferritin genes. Genomic DNA was 

isolated from each tissues of three types of single transformants and PCR 

analysis revealed the presence of three types of ferritin genes. Double 

trnasformed lettuce plants with human H-chain ferritin and human L-chain 

ferritin were also analyzed by PCR. PCR analysis revealed the presence of 

the expected 600bp, 530bp and 750bp products for human H-type ferrtin, 

human L-type ferritin and rice ferrtin genes, respectively, but not from non 

trnasformed plant. In double transgenic lettuce plants, PCR products with 

600bp and 500bp were observed in the same plants. This is meant that two 

types of ferritin genes were present in the same plant.

   2) Analysis of transgenic plants by Southern hybridization

     Southern hybridization analysis was performed on the total genomic 

DNA of the ten transformants confirmed by PCR analysis. When the 

genomic DNA was digested with XhoI and hybridized ferritin or hygromycin 

probe, a band of the expected 550b and 700b length was observed from the 

transgenic plants for human H-chain ferritin and hygromycin resistance 

genes, respectively, whereas no hybridization signals were detected in the 
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DNA of non-transformed plants. As the results, Southern hybridization 

revealed that ferritin gene was integrated to transgenic lettuce plants and 

the copy number of integrated genes varied from one to three.

   3) Analysis of transgene expression by RT-PCR 

     Total RNA obtained from transgenic lettuce was analyzed by RT-PCR 

for expression of three types of ferritin genes. RT-PCR product was 

obtained from each transgenic plants, which is the predicted size but not 

from non transformed plant. RT-PCR analysis revealed the presence of the 

expected 550bp, 520bp and 750bp products for human H-type ferrtin, human 

L-type ferritin and rice ferrtin genes, respectively. These results showed 

that ferritin gene isolated from human could be expressed in plants. In 

double transgenic lettuce plants, PCR products with 600bp and 500bp were 

observed in the same plants. This is meant that two types of ferritin genes 

could be expressed in the same plant.

   4) Analysis of protein expression by western blot analysis

     SDS-PAGE was carried to identified protein expression in transgenic 

lettuce plants. Six transgenic lettuce plants, one nontransformed lettuce  

plant as negative control, and positive control ferritin expressed from E. coli 

were compared using western blot analysis. As a result, 42kDa signal from 

transgenic lettuce plants and two (21kDa and 42kDa) ferritin signals from E. 

coli were detected. But there was no signal from negative control lettuce.

  5. Inheritance analysis of transgene in T1 progenies

     To obtain homozygous T1 progeny, transformants with normal growth 

were selfed by self-pollination. In order to examine the segregation ratio of 

transgene in T1 generation, six transgenic plants with more than 100 seeds 

were tested for the kanamycin resistance. T1 seeds from selfed 

transformants were germinated on MS medium containing 100 mg/L 

kanamycin. And the number of seedling that were resistant and susceptible 

to kanamycin were counted. From this data we confirmed that transgene 

was inherited to the next generation and estimated the copy number of 

transgene. As the results, line 4 showed a progeny segregation ratio of 3:1 

for resistance, which is the expected Mendelian inheritance of one 
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independent locus. Rest lines except line 2, were expected to the transgenic 

plants with multiple copies. 

  6. Analysis of plant growth of transgenic lettuce plants

     In the T0 generation of transgenic lettuce plants, plant heights were 

measured every 1 week and finally measured 6 weeks after acclimation. 

Differences of plant height of transgenic lettuce plants were compared to 

those of nontransformed plants. As the results double transformants with 

human H- and L-chain ferritin genes showed most increased plant height. 

However, plant heights of each lines transformed with different types of 

ferritin genes were dramatically varied: H-chain, 13∼38.5 cm; L-chain, 10∼

38 cm; rice ferritin, 12∼41 cm, double transformants, 17∼42 cm. 

  7. Analysis of iron concentration in transgenic lettuce plants 

    To identify the difference of iron concentration between nontransformed 

plant and transgenic plants, the leaves from transgenic lettuce plants were 

analyzed by inductively coupled plasma (ICP) spectrometry.  

    Average Fe++ concentration of transgenic lettuce plants with human 

H-chain ferritin gene contained 0.834 mg/g showing two times higher than 

0.420 mg/g of nontransformed lettuce. Average Fe++ concentration of 

transgenic lettuce plants with human L-chain ferritin gene, rice ferrtin gene 

and double transformed were 0.536 mg/g, 0.553 mg/g, and 0.534 mg/g, 

respectively. However, iron concentration of lines transformed with different 

types of ferritin genes were dramatically varied: H-chain ferritin: 0.260∼

1.165 mg/g, L-chain ferritin: 0.241∼1.037 mg/g, rice ferritin: 0.260∼1.165 

mg/g, double transformants: 0.249∼0.837 mg/g. Valuable lines with high iron 

concentration were selected and grown for next generation. 

 Section 4. Isolation of gene related to sesquiterpene synthase and

            Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of

            lettuce

1. Isolation of full length of germacrene A synthase gene from lettuce   

   First of all, to isolate full length of germacrene A synthase gene from 
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Chungchima lettuce, degenerate primers were designed based on consensus 

sequence by BLAST homology search using reported nucleotide sequences of 

same genes isolated already from other plants. As a result, full length (1741 

bp) of germacrene A synthase gene of lettuce was isolated by RT-PCR 

using designed primers, and 5'-and 3'-RACE methods. Alignment of the 

nucleotide sequence (1741bp) of the germacrene A synthase gene with the 

known gene showed relatively high homologies with those of Cichorium 

intybus and Ixeris dentataL. 

  2. Transformation of Chungchima lettuce with Agrobacterium tumefaciens  

     containing germacrene A synthase gene

     Isolated full length of germacrene A synthase gene was inserted into 

plant expression binary vector, pILTAB 357. Transformed shoots were 

obtained by incubating cotyledon explants of Chungchima lettuce with A. 

tumefaciens containing pILTAB 357 binary vector with full length of 

germacrene A synthase gene. Selected shoots from kanamycin medium were 

transferred to rooting medium. After then, PCR analysis of genomic DNA 

from rooted shoots was performed to confirm that transgenic plants 

contained the expected T-DNA fragments. PCR analysis using NPTII 

primers (F:5'-GAG GCT ATT CGG GCT ATG AAC TG-3', R:5'-TAC 

GGT TAT CGC CGC TCC CGA-3') revealed the presence of the expected 

700bp products of nptII gene. 

 Section 5. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of 

            lettuce with terpene synthase gene 

  1. Construction of binary vector for plant transformation

     To introduce amorpha-4,11-diene synthase (terpene synthase gene) to 

plant, binary vector pILTAB 357 was used. First of all, amorpha-4,11-diene 

synthase (terpene synthase gene) gene isolated from pET5a vector was 

inserted to EcoRI and BamHI site of intermediate vector, pBluescript II 

KS(+/-). After then, pILTAB 357 binary vector in a sense orientation was 

constructed by ligation of insert cleaved by EcoR and XbaI from pBluescript 

II KS(+/-) to AscI and SwaI sites in pILTAB 357 binary vector. Constructed 
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binary vector was introduced into A. tumefaciens strain EHA105 by 

freeze-thaw method and confirmed 1.64kb product by PCR analysis. 

  2. Confirmation of transgenic lettuce plants

     PCR of genomic DNA was performed to confirm expected T-DNA 

fragments in the trnasgenic lettuce plants. Genomic DNA was isolated from 

regenerated shoots from selection medium and PCR was performed using 

primers designed from internal sequence of amorpha-4,11-diene synthase 

gene. PCR revealed the presence of the expected 1.6kb product from the 

nine regenerants. In order to examine the inheritance pattern in T1 

transformants, total 126 T1 progenies from nine selfed transformants were 

analyzed by PCR using above primers. As a result, transgene inheritance 

was identified from all nine selfed transformant and the segregation ratio 

was 1:1.

  3. Antibiotic resistance test of T1 seeds

     T1 seeds from nine selfed transformants were germinated on MS seed 

germination medium containing three levels (0, 50 and 100 mg/L) of 

kanamycin and investigated germination ratio. As the results, on the medium 

without kanamycin, germination ratio of T1 seed from transgenic lines 2 and 

5 were shown 75.0% and 77.8%, respectively. Rest of transgenic lines were 

shown higher germination ratio with over 89%. At the 50 mg/L kanamycin, 

all transgenic lines, except transgenic line 7 with 46.6%, had over 75% of 

germination ratio. All transgenic lines were shown 57% of germination ratio 

or higher at the 100 mg/L kanamycin. Especially, transgenic line 7 had  67% 

of germination ratio, even though germination medium contained 2 times 

more kanamycin concentration than 50 mg/L kanamycin.

  4.  Analysis of artemisinin concentration in transgenic lettuce plants

    Artemisinin in lettuce was identified by GC and GC/MS analysis. 

Standard artemisinin was found at 10 min. 7sec. (retention time) by GC 

analysis and confirmed m/z 282 by GC/MS. There were several peak points 

at retention time, however, both of nontransformed and transformed lettuce 

plants did not show peak point with m/z 282 in GC/MS analysis. This is 

meant that those lettuce plants do not have artemisinin. 
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 제 1 장   연구개발과제의 개요

  국내 채소의 육종에 대한 연구는 과거에는 종내 계통 및 품종간의 교잡과 변

이에 의존하여 잡종강세와 자가불화합성을 이용, 다수확 품종의 육종에 주력한 

것에 비하여 근래에는 양적인 개량보다 내서성, 내병성, 내한성 등의 질적 형질

에 대한 연구에 관심이 집중되고 있다. 그러나 채소의 육종은 고전적인 방법에 

의해서 이루어지고 있어 시간이 많이 소요되기 때문에 단기간에 새로운 특성을 

가진 품종을 육성할 수 있는 기술개발이 시급히 요구되어 이에 관한 연구가 여

러 각도로 진행되고 있으며 분자생물학적인 방법을 이용한 접근 방법 또한 활

발히 진행되고 있다. 또한 농업은 최근에 들어 생산성 및 부가가치의 증가가 한

계에 이르고 있어 유용유전자를 주요 채소작물에 직접 도입하여 고품질 작물을 

개발할 필요성이 있으며 최근에 널리 이용되고 있는 형질전환방법은 어떤 종류

의 유용유전자도 불화합성을 극복하여 작물에 도입할 수 있을 뿐만 아니라 육

종 년한을 단축시킬 수 있는 장점이 있다.   

  상추(Lactuca sativa L.)는 전세계적으로 셀러드용으로 가장 많이 이용되는 국

화과 채소로써 원산지는 아시아 내륙지방으로 알려져 있고 재배역사가 오래되

어 기원전 500년경부터 그 기록을 찾아볼 수 있을 정도로 세계인의 식용작물로 

알려져 왔다. 최근에는 소득증가로 육류 소비가 증가하면서 상추의 소비량도 같

이 증가하고 있는 추세이다. 

  철은 모든 생물체에 있어 매우 중요한 무기원소로써 동물 및 식물체 내에서 

여러 생리현상에 영향을 미치는 것으로 알려져 있고 식물체 중에서는 전자운반

과 호흡요소 및 단백질 구성 성분이 되며 질산과 황산의 환원작용, N2의 동화, 

NADP의 생성에 관여하며 엽록소 형성에 관여하고 효소의 구성성분 및 촉매역

할을 하며 단백질 합성이나 뿌리의 생장에 관여하고 동물체 내에서는 절반 이

상이 적혈구인 헤모글로빈의 성분으로 산소운반에 관여한다. 식물체 내에서 대

부분 철은 ferric phosphoprotein의 형태(Fe+3)이며, ferrous(Fe+2)이온의 형태는 

물질대사 과정에서 활성형태로 작용한다(Blackwell et al. 1969). 식물체 중 인산 

함량이 높아져 Fe의 흡수를 감소시키며 일반적으로 식물체내에서는 P : Fe의 

비가 29 : 1 정도로 나타나며, K는 Fe의 흡수와 이동을 촉진시키고 N은 생육촉

진과 함께 Fe의 결핍을 불러 일으키고 있는 것으로 알려지고 있다. 철은 식물

체에 있어서 feretoxin 등의 기능분자로서 이용되는 것 이외에 ferritin이라고 불

리며, 내부에는 철을 저장하고 있는 단백질로 알려져 있다. 

  Ferritin은 동물, 식물 그리고 박테리아에서 발견된 iron-storage protein으로 

분자량이 약 450kDa의 거대 단백질이며 두 개의 주요 subunit인 heavy-chain 
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ferritin(21kDa)과 light-chain ferritin(19kDa)으로 구성되어 있다. 최근 이러한 

ferritin 유전자의 발현을 통한 직접적인 철분 함량 증가로서의 이용 가능성이 

널리 연구되고 있다. 철은 인체 내에서도 꼭 필요한 영양소이다. 만약 철분이 

없다면 우리 몸에 산소를 운반하는 적혈구의 헤모글로빈이 만들어지지 않는다. 

따라서 각 기관이 산소를 공급받기 위해서는 철분이 절대적으로 필요하다. 우리 

몸에 있는 철분은 두 가지로 분류하고 있다. 하나는 몸 안에 저장되어 있는 철

분으로 이것은 단백질과 99%복합제로 되어 있다. 이것은 그리 문제가 되지 않

으나 몸 안에서 다른 것과 결합되지 않고 따로 돌아다니는 철분이 독성 산소와 

결합하여 그 파괴력을 촉진시켜서 위험에 빠뜨리는 경우가 있다. 그러므로 철분

은 단백질과 결합된 식품의 형태로 인체 내에 공급되는 것이 인체에 매우 유익

하다고 할 수 있다. 그런면에서 생식용 채소인 상추에 ferritin 유전자를 이용해 

철분을 강화시켜주면 철분이 부족한 빈혈환자나 임산부는 물론 일반인들에게 

안정적으로 철분을 공급할 수 있어 건강에 크게 이바지 할 것으로 보인다.

항말라리아 효과의 artemisinin은 개똥쑥(Artemisia annua L.)이라는 국화과 

작물에서 주로 생산되지만, 그 함유량은 건물중의 0.01%에서 0.5%밖에 지나지 

않는다(Wallaart et al. 2000). 따라서, artemisinin이 많은 약에 대해 저항성을 

갖는 Plasmodium falciparum 계통의 모기에 특히 효과가 있는 성분이라 할 

지라도(Steven et al. 2002) 주로 생산되는 야생 식물인 개똥쑥(Artemisia 

annua L.)에만 의지해서는 약품가격의 상승, 개똥쑥의 멸종으로까지 이어질 수 

있다. 

  최근에는 유전자 재조합 기법의 발달과 더불어 Agrobacterium tumefaciens가 

자연상태에서 식물체에 감염되어 형질을 전환시키는 현상이 분자 생물학적으로 

이해되면서 유전자도입에 의한 인위적인 식물의 형질전환이 가능하게 되었다. 

세포에 외래 유전자를 주입시키는 방법은, 생물적인 방법으로 자연상태에서 세

포에 잘 침입하는 병원성 박테리아인 A. tumefaciens나 A. rhizogenes를 매개

체로 이용하는데 A. tumefaciens는 토양 중에 서식하며 쌍자엽 식물이나 나자

식물의 상처를 통하여 숙주 식물체의 뿌리나 줄기에 감염이 되어 기주식물에 

근두암종병(Crown gall disease)을 유발시키는 토양 미생물이다. 이 미생물은 

약 200kb정도의 tumor inducing plasmid(Ti-plasmid)를 가지고 있으며 이 

plasmid 내의 transfer-DNA(T-DNA)가 식물체의 염색체로 삽입되어 형질전환

을 유도한다(Choi and Yang, 1988; Choi and Kim, 1992; Park et al., 1992). 이

러한 성질을 이용해서 wild type Ti-plasmid에서 식물의 재분화에 영향을 미치

지 않게 생장조절물질 유전자를 제거하고 그 자리에 우성이면서 선발 marker로 

사용할 수 있는 kanamycin, hygromycine 등의 항생제 저항성 유전자, GUS등

의 유전자를 삽입시켜 형질전환에 사용하고 있다. A. tumerfaciens을 이용한 형
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질전환에는 vector의 크기가 크다는 단점이 있는데 이 단점은 binary vector 

system으로 보완하였다(Brown, 1995; Bruno, 1996; Kim et al., 1990). 이러한 

식물형질전환 기술은 식물분자생물학 및 식물분자육종 분야 등 식물학 여러 분

야의 연구에 이용되어 이들 분야에 상당한 발전을 가져왔다. 식물형질전환은 학

문적인 측면에서 식물유전자의 구조, 기능 및 발현조사 연구에 주요 도구로 이

용되어 식물분화 및 발달 등에 관여하는 여러 생명현상을 구명하는데 큰 역할

을 해 왔을 뿐만 아니라 식물형질전환기술의 농업분야에 응용은 식물육종에 새

로운 혁신을 일으킨 계기가 되었다. 즉 재래적인 육종방법으로는 얻기 어려웠던 

고품질을 지닌 신품종 개발이 유용 유전자의 도입을 통하여 가능하게 되었다. 

  따라서 본 연구는 분자육종기술을 이용하여 국민 건강증진을 목적으로 사람

으로부터 분리한 철저장 단백질, ferritin 유전자와 항말라리아성 물질인 

artemisinin 합성에 관여하는 terpene synthase 유전자를 대표적인 엽채류인 상

추에 도입시킴으로서 작물의 기능성을 증가시켜 이들 작물의 새로운 수요를 창

출할 뿐만 아니라 국제적으로도 경쟁력을 강화시켜 농가 소득증대에 기여코자 

수행하였다.
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제 1 절 연구의 필요성

 1. 기술적 측면

   현재 농업은 생산성 및 부가가치의 증가가 한계에 이르고 있어 유용유전자를 

주요 채소작물에 직접 도입하여 신기능성 작물의 개발이 절실히 요구되고 있는 실

정이다. 그러나 현재 채소작물은 주로 고전적인 방법에 의해서 육종이 이루어지고 

있으며 이는 시간이 많이 소요되기 때문에 분자육종기술을 구사하여 단기간에 새

로운 특성을 가진 품종을 육성할 수 있는 기술개발이 시급히 요구되는 실정이다. 

최근에 널리 이용되고 있는 형질전환방법은 어떤 종류의 유용유전자도 불화합성을 

극복하여 작물에 도입할 수 있을 뿐만 아니라 육종 년한을 단축시킬 수 있는 장점

이 있다.

  철은 인체 내에서도 꼭 필요한 영양소로 각 기관이 산소를 공급받기 위해서는 

절대적으로 필요하다. 우리 몸에 있는 철분은 두 가지로 분류할 수 있는데 하나는 

몸 안에 저장되어 있는 철분으로 이것은 단백질과 99%복합체로 존재하고 있으며 

이것은 그리 문제가 되지 않으나 몸 안에서 다른 것과 결합되지 않고 따로 돌아다

니는 철분은 독성 산소와 결합하여 그 파괴력을 촉진시켜서 위험에 빠뜨린다. 그

러므로 철분은 단백질과 결합된 식품의 형태로 인체 내에 공급되는 것이 인체에 

매우 유익하다고 할 수 있다. 철 저장단백질 ferritin은 지금까지 그 작용과 기능에 

대해서는 많은 연구가 진행되었지만 직접적인 철분제재로서의 이용성은 최근에 이

르러 연구 개발되기 시작하였다. 최근에 제약회사를 중심으로 천연철분제재로서 

ferritin을 말이나 소에서 직접 분리한 상태로 시판하고 있으나 이는 광우병과 

같은 질병의 감염에 주의해야 되며 사람으로부터 유래된 ferritin 유전자를 이용

함으로서 이 문제를 해결할 수 있다. 그런면에서 생식용 채소인 상추에 ferritin 

유전자를 이용해 철분을 강화시켜주면 철분이 부족한 빈혈환자나 임산부는 물론 

일반인들에게 안정적으로 철분을 공급할 수 있어 건강에 크게 이바지 할 것으로 

보인다.

  인구증가로 야기되는 문제점은 식량 소비량의 증가뿐 만 아니라 약용으로 이용

되는 식물의 소비량도 함께 증가하게 함으로서 이들에 대한 소비량과 자연의 공급

이 균형을 이루는 한은 식물자원은 무제한 공급될 수 있지만 특종 식물자원의 소

비와 공급간의 균형이 깨질 경우 일부 약용식물의 멸종등의 심각한 문제를 초래하

게 된다. 이러한 문제를 방지하기 위한 해결책 중 하나로 ‘약용식물의 효율적 이용’

을 들 수 있는데, 실질적으로 약용식물내에서 그 식물만의 특이한 약효성분은 그 

식물전체를 섭취한다고 해도 아주 적은 양 밖에 취할 수 없다. 항말라리아성 물질
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인 atemisinin 합성에 관여하는 terpene synthase 유전자에 관한 연구는 몇몇 모델

작물에만 국한되어 있다.

  따라서 국민 건강증진을 위하여 사람으로부터 분리한 철저장 단백질, ferritin 유  

전자와 항말라리아성 물질인 atemisinin 합성에 관여하는 terpene synthase 유전   

자를 대표적인 엽채류인 상추에 도입시킴으로서 작물의 기능성을 증가시키기 위   

한 연구가 국내에서 수행되어야만 한다.

2. 경제․산업적 측면

  농산물 수입개방 등 국내ㆍ외의 농업사정이 급변함에 따라서 국민 총생산액중  

농업 부문의 비중이 점차 감소하는 추세이어서 신기능성을 가진 고부가가치 품    

종을 개발하는 것이 중요하다. 상추는 세계적으로 중요한 위치를 차지하고 있는 

샐러리용 채소로 최근 소득증가로 육류 소비가 증가하면서 상추의 소비량도 같이 

증가하고 있는 추세이다. 이는 국민소득의 향상에 따라 실생활의 변화로 인하여 

곡류의 소비가 둔화되고 육류의 소비가 증가되고 있는 현 시점에서 상추와 같이 

신선하고 영향가치 높은 채소에 대하여 품질이 우수한 채소를 육종하려는 연구를 

요구하게 되었다. 또한 생식용 채소인 상추는 식물체내에 있는 영양소를 그대로 

우리가 섭취할 수 있다는 장점이 있어 식물의 안정성이 확인된다면 기능성 원예작

물이용에 유용하다. 

  WTO 체제하의 농산물 수입개방은 채소작물분야에도 완전 경쟁체제가 도래

함을 의미하며 UPOV 가입과 지적재산권 보호의 강화, 및 최근 개정된 품종등

록제 등으로 채소 품종생산에도 품종권 보호에 따른 로열티 문제가 제기될 것

이므로 이에 대한 적극적 대처가 절실하게 느끼고 있는 실정이다. 또한 기능성 

상추의 육성은 국민 건강 증진 뿐만 아니라 식생활이 비슷한 이웃 일본으로서의 

수출 가능성 등으로 농가의 고소득 대체작물로서 전망이 밝다. 

  따라서 분자육종기술에 의한 기능성 상추의 개발은 이들 작물의 새로운 수요를  

창출할 뿐만 아니라 국제적으로도 경쟁력이 강화되어 농가 소득증대에 기여하     

게 될 것이다.

3. 사회․문화적 측면

  WTO 출범으로 막대한 자본과 기술을 앞세운 외국기업이 진출하여 국내 농업  

및 관련 업체에 큰 변화를 가져올 것이다. 또한 농산물 수입개방 등 국내ㆍ외의 

농업사정이 급변함에 따라서 농민들의 농업에 대한 의욕이 점차 감소하고 있다. 

따라서 고부가가치 기능성 작물을 생산하면 농가의 소득이 증가되어 이농을 막고 
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농업에 대한 애착심과 긍지를 갖게 해 줄 것이다. 

  또한 우리나라는 분자육종분야에서 자체개발기술 및 유용한 유전자가 미흡한 

실정으로 작물의 유용유전자에 대한 지적소유권 보호대책이 전무한 실정이며 

WTO에 대한 대응은 기술의 선진화가 필수적이며 지적소유권 보호를 강화하여 

개발기술 및 유전자를 보호할 필요가 있다. 최근에 들어 이 분야의 연구수준이 

많이 향상되었다고는 하나 아직도 그 기술수준이 단편적이어서 유전자분리에서 

형질전환을 거쳐 새로운 품종으로 완전히 개발하는데까지 체계적이고 집중적인 

연구가 필요하고의 실용화 기술의 확보가 요구되고 있다. 

  따라서 ferritin과 terpene synthase 유전자를 도입하여 철분과 arteminisin의 

함량이 높은 기능성 상추 품종을 육성하는 기술을 자체적으로 개발하여 외국과 

경쟁해야 한다.
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 제 2 절 연구개발 내용 및 범위

  본 연구는 분자육종기술을 이용하여 국민 건강증진을 목적으로 사람으로부터 분

리한 철저장 단백질, ferritin 유전자와 항말라리아성 물질인 artemisinin 합성에 관

여하는 terpene synthase 유전자를 대표적인 엽채류인 상추에 도입시킴으로서 작

물의 기능성을 증가시켜 이들 작물의 새로운 수요를 창출할 뿐만 아니라 국제적으

로도 경쟁력을 강화시켜 농가 소득증대에 기여코자 하는데 있다.   

  Ferritin유전자와 개똥쑥에서 분리한 terpene synthase 유전자를 상추에 형질전환

시키고 이를 발현시킬 수 있다면 고부가가치를 가진 기능성 상추를 육성함으로써  

식물 천연의 철분을 안정적으로 공급하고 약용물질인 arteminisin을 공급함으로써 

국민 건강에 크게 기여할 수 있다. 또한 분자육종기술의 핵심기술인 유전자 

cloning과 형질전환시스템을 확립하고 형질전환 상추에 도입된 외래유전자의 후대

유전분석을 실시하고 우량 품종을 고정함으로써 새로운 품종을 개발하는데까지의 

체계적인 연구를 통하여 분자육종의 실용화를 기할 수 있다.

  따라서 본 과제는 표 1과 같이 연도별 주요 연구개발 내용 및 범위를 설정하여 

수행하였다. 기 확보된 사람으로부터 유래된 ferritin유전자와 개똥쑥에서 분리한 

terpene synthase 유전자를 엽채류인 상추에 도입하고자 하였다. 형질전환을 위하

여 kanamycin, hygromycin 등 selection marker를 달리하는 다양한 식물 발현용 

vector를 제작하고 최적의 형질전환체계를 확립한 후 이들 유전자를 상추에 도입

하였다. 또한 항생제저항성 유전자 보다 안전한 marker 유전자를 사용한 positive 

selection을 시도하기 위하여 phosphomannose-isomerase(PMI) gene을 이용하여 

상추 형질전환체를 선발하는 일련의 PMI system의 상추에 적용 가능성을 확인하

였다. 형질전환후에는 각각의 유전자가 도입된 상추 형질전환체내에서의 유전자 

발현양상을 분석하고 후대에서의 발현양상과 유전 분석을 수행하였다. 또한 

H-chain과 L-chain 두 종류의 ferritin 유전자를 이중 형질전환을 통하여 한 개체

에 도입하고 두 유전자의 발현이 한 개체 내에서 정상적으로 되는가를 분석하여 

그 효용성을 증대하려고 하였다. 최종적으로 고농도의 ferritin과 artemisinin 함유 

상추를 선발하기 위하여 물질함량을 분석하였다.  
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 표 1. 연도별 연구개발 내용 및 범위

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

(2001∼2002)

사람 ferritin 유전자와

terpene synthase 

유전자의 식물발현용 

vector 개발 및 

형질전환

- 사람 ferritin유전자와 terpene synthase 

  유전자의 cloning 

- 사람 ferritin유전자와 terpene synthase 

  유전자를 운반하는 다양한 식물 발현용 

  벡터제작

- 상추의 형질전환 시스템 확립

- 사람 ferritin유전자와 terpene synthase 

  유전자로 상추의 형질전환 및 형질전환

  체 확인 

2차 년도

(2002∼2003)

사람 ferritin 유전자와

terpene synthase 

유전자의 상추내에서

의 발현양상 구명  

- 형질전환 상추의 순화체계 확립 및 증식

- 형질전환 상추의 발현양상 분석

- 유용물질 분석

- 사람 ferritin유전자와 terpene synthase 

  유전자를 이용한 상추의 double 

  transformation

3차 년도

(2003∼2004)

고기능성 상추의 육성

기술확립 및 보급

- 이중 형질전환된 상추의 발현양상 분석

- 고기능성 상추의 선발 및 고정

- 형질전환 상추의 후대 검정
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

 철은 사람을 포함한 모든 생물체에 없어서는 안될 무기원소로 특히 동물 및 

식물체내에서 호흡, 광합성, 질소고정, 세포분열 등 여러 생리활성에 영향을 미

치며 이러한 철의 대사과정에 관여하는 효소, 단백질, 질병 등이 연구되고 있다. 

철은 70% 정도가 hemoglobin 및 myoglobin 등의 heme 구성분으로 체내에 분

포하고 있으며 약 30% 정도가 심장, 간 비장, 골수 등에 ferritin의 형태로 들어

있어 유사시 단백질의 생합성 및 효소의 활성에 이용된다. 이러한 철을 이용하

기 위해 체내에서 철의 섭취시 heme 철은 바로 소장으로 흡수되는 반면 

nonheme 철의 경우 여러 산화환원 과정을 거쳐 apoferritin과 결합하여 철 저장 

단백질인 ferritin의 형태로 존재하게 된다. Ferritin은 식물, 동물 그리고 박테리

아등 거의 모든 생물에 넓게 존재한다. Ferritin은 약 450KDa의 거대 단백질이

며 하나의 분자당 최고 4,500개의 Fe atoms를 저장할 수 있다. Ferritin은 432 

symmetry, 24 subunits로 구성되어 있으며 약 4500 Fe atom을 중심으로 구형

의 껍질모양으로 subunits가 둘러싸여 있고 8개의 hydrophilic channel과 6개의 

hydrophobic channel을 가지고 있다(Kim et al., 1998).

 Ferritin 유전자에 관한 연구는 대장균, 쥐등의 다양한 세포에서 시작되어      

(Theil, 1987) 주로 동물에서의 발현이 연구되었고 식물에서의 연구는 아주 최

근에서야 이루어졌다. 콩에서 분리된 ferritin 유전자를 밀에 도입하였으나 종자

에서는 발현되지 않고 vegetative 세포에서만 발현되어 철의 농도를 높혔다 

(Drakakaki, 2000). 또한 형질전환 벼의 경우 종자특이 프로모터에 의한 콩의 

ferritin 유전자가 대조구에 비해 3배 정도 높은 농도의 철을 축적하는 효과를 

보였다 (Goto et al., 1999). 모델 식물인 담배의 경우 콩으로부터 분리된 

ferritin 유전자를 CaMV35S 프로모터에 조작하여 형질전환한 식물체에서 대조

구보다 많은 량의 철이 축적되는 것으로 보고되었다(Goto et al., 1998; 

Wuytswinkel et al., 1999).

 Human ferritin은 Heavy(H-)-chain ferritin(21kDa)과 Light(L-)-chain ferritin 

(19kDa)의 2개의 주요 subunit으로 나뉜다. H-chain ferritin과 L-chain ferritin

은 각각 심장과 적혈구, 간과 비장에 많이 분포되어 있는 것으로 알려져 있다. 

두 subunit간에는 55%의 amino acid sequence의 일치를 보이고 기능적으로도 

차이를 보이는데 H-chain ferritin은 낮은 isoelectric points(pI)와 iron content를 

보이고 L-chain ferritin은 높은 pI와 iron content를 보이므로 H-chain ferritin

이 L-chain ferritin 보다 더 빠르게 철을 흡수하고 방출한다고 알려져 있다

(Ryu, 1999).  Ferritin의 기능은 앞서 말했듯이 철 저장기능이 있고 산화적 스
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트레스등의 생물학적 비생물학적 스트레스의 방어 기능, 중금속을 무독성화 시

키는 기능이 있다(Briat, 1996; Goto et al. 1998, 2000). 그러나 사람에서 유래된 

철 저장 단백질 ferritin 유전자가 대장균내에서 발현된 바는 있으나 (Lee et al., 

1998) 식물에 적용된 연구는 국내ㆍ외에서 아직 없으며 식물에서 분리한 

ferritin 유전자도 식량작물을 대상으로 했을 뿐 엽채류를 대상으로 한 연구는 

보고되지 않았다.

 항말라리아 효과를 가지고 있는 artemisinin은 개똥쑥(Artemisia annua L.)이

라는 국화과 작물에서 주로 생산되지만, 그 양은 건물중에 대해 0.01%에서 

0.5%밖에 지나지 않는다(Wallaart et al. 2000). 따라서, 아무리 artemisinin이 많

은 약에 대해 저항성을 갖는 Plasmodium falciparum 계통의 모기에 특히 효과

가 있는 성분이라　할 지라도(Steven et al. 2002) 주로 생산되는 야생 식물인 

개똥쑥(Artemisia annua L.)에만 의지해서는 약품가격의 상승, 개똥쑥의 멸종으

로 까지 이어질 수 있다. 개똥쑥으로부터 많은 양의 artemisinin을 얻기 위한 노

력은 여러 방면에서의 연구에 의해 시도되어졌다. 예를 들어, 기후에 따른 개똥

쑥 내의 artemisinin함량을 분석한다거나(Wallaart et al. 2000), 생육단계별로 생

합성량 분석(Laughlin 1994)을 통해 많이 생산하는 개체를 선발하여 약용성분생

산 및 이용에 활용한다거나 혹은 부위별 분석을 통해 artemisinin이 많이 생성

되는 부위인 뿌리털을 아그로박테리움(A. rhizogenes)을 이용, 대량 유도시켜 

그 성분을 다량 획득하고자 하였다(Cai et. al., 1995, Liu et. al., 1998). 그러나 

이러한 시도들은 결국 실패로 이어졌다. 그 결과, 최근엔 유전공학적 방법과 접

목한 또 다른 새로운 시도가 나타났는데, 새로운 방법은 artemisinin이 식물체내

에서 생합성되는 2차대사 경로에 대한 연구와 그 생합성에 결정적인 유전자 분

리 및 이용을 통해 생합성을 조절하고자 하는 연구이다. Artemisinin생합성에 

결정적으로 관여하는 유전자는 이미 2000년 초부터 국내외 연구진들에 의해 분

리되어 그 염기서열과 그 유전자에 의해 codon화된 효소의 분석도 이루어진 상

태에 있다(Chang et. al., 2000, Mercke et. al., 2000, Wallaart et. al., 2001). 하

지만, 이 유전자가 실질적으로 식물에 적용되어 artemisinin 대량 생성에 이용된 

경우는 드물다고 할 수 있다. 단지, 네덜랜드의 Wallaart 연구팀에 의해 분리된 

유전자는 담배에 도입되어 형질전환되지 않은 개체에서는 전혀 얻을 수 없었던 

artemisinin이 생체중 그램당 0.2에서 0.7나노그램을 얻었다는 보고가 있다

(2001). 

Artemisinin은 sesquiterpene의 일종으로 일반적으로 그 전구체는 일반 

sesquiterpene과 마찬가지로 farnesyl diphosphate(FDP)로부터 합성되며 

amorpha-4,11-diene synthase에 의해 일단 그것이 amorpha-4,11-diene형태로 

고리화 되면 그 후엔 산화·환원등의 효소가 없이 artemisinin은 생합성 된다고 
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알려져 있다(Wallaart et al. 2001). 그림 1은 artemisinin 생합성과정을 나타낸 

것이며, 결국, amorpha-4,11-diene synthase 유전자에 의한 고리화 단계는 

artemisinin생합성에 있어서 결정적인 단계라 할 수 있으며 이 과정에 terpene 

cyclase가 관여하고 있다. Atremisinin의 합성에 관여하는 terpene synthase 

유전자를 개똥쑥(Artemisia annua)에서 분리하여 대장균에서 발현을 유도한 

보고가 있으며 (Chang et al., 2000) 담배 (Facchini and Chappell,  1992)와 

감자 (Yoshioka, et al., 1999)등에서 terpene cyclase 유전자의 분리를 

보고하였으나 채소작물로의 적용과 발현에 관한 연구는 수행되지 않았다.

.

Fig. 1.  Biosynthetic pathway of artemisinin

 외래의 유전자를 다른 세포에 전이시켜서 이들이 그 곳에서 발현하도록 유도

하는 형질전환은 유해곤충, 질병, 한냉, 한발 등 환경 스트레스에 대해서 저항성

이 있는, 보다 영양가가 높은 작물을 수확함으로써 농업발전에 큰 가능성을 가

져왔다. 식물체는 형질전환을 받은 단일세포로부터 번식력이 있는 식물체가 될 

수 있으며 식물세포에 도입된 유전자는, 최종적으로 종자를 통해 몇 세대에 걸

쳐서 후손에 전해지게 된다. 
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  A. tumefaciens는 토양 중에 서식하며 쌍자엽식물이나 나자식물의 상처를 통

하여 숙주 식물체의 뿌리나 줄기에 감염이 되면 감염원인 Agrobacterium을 제

거하여도 탈분화된 세포가 계속 분열하여 종양이 형성되는 근두암종병(crown 

gall disease)이 유발된다(Zambryski et al., 1989). 이는 식물과 bacteria간의 어

떠한 유전물질의 전이로 형질전환이 일어났음을 말하며 이러한 현상을 이용하

여 Agrobacterium을 효과적으로 이용하여 식물체내에 외래 유전자를 전이하는 

방법에 관한 연구들이 진행되어 졌다(van Kavaveke et al., 1974). 

Agrobacterium의 Ti-plasmid(tumor-inducing plasmid)가 자연계에서 식물체에 

자신의 DNA 일부를 전이시키는 과정이 구명되고 Ti-plasmid의 개발이 이루어

져 원하는 외래의 유전자를 이 Ti-plasmid 내에 삽입하여 이용 가능하게 되었

다. 그러나 Ti-plasmid 자체는 암조직을 유발할 뿐만 아니라 그 크기가 너무 

커서 식물형질전환용 vecter로 직접 이용하는 것이 불가능하다. 따라서 도입하

고자 하는 유전자를 Escherichia coli의 복제 가능한 plasmid에 삽입하고 이 재

조합 plasmid를 Agrobacterium으로 옮겨 Agrobacterium의 vir 유전자의 전이 

능력을 이용하여 식물체로 삽입시키는 binary vector system이 개발되었다

(Bevan, 1984; Hoekema and Schilperot, 1983; Hoekema et al., 1984). Binary 

vector system은 외부유전자가 삽입된 T-DNA 부위를 지닌 plasmid와 vir 기

능을 부여하는 disarmed Ti-plasmid 두 가지 plasmid가 존재하여도 T-DNA 

부위가 식물체로 도입되는 결과를 보여 다양한 형질전환 식물체의 획득이 가능

하게 되었다. 이러한 vector의 개발로 형질전환 연구가 활성화되었으며 이를 이

용한 바이러스 저항성 식물의 획득 등 다양한 형질전환 식물체의 획득이 가능

하게 되었다(Abel et al., 1986; Chia et al., 1992; Cuozzo et al., 1988; Harrison 

et al., 1987; Tumer et al., 1987). 

 형질전환된 식물체를 배지 안에서 선발하기 위해서 널리 사용되는 selection 

marker로는 kanamycin 저항성을 갖는 neomycin phosphotransferase, typeⅡ

(NPTⅡ) 유전자와 hygromycin 저항성을 갖는 유전자가 있다. NPTⅡ gene은 

식물 transcriptional promoters(NOS or CaMV 35S)와 결합되어 수많은 식물종

에서 형질전환에 효과적으로 이용되었다(Beck et al., 1982). 또 다른 selectable 

marker인 hygromycin B는 원핵세포와 진핵세포안의 단백질 합성을 억제하는 

aminocyclitol antibiotic으로(Kaster et al., 1983) hygromycin phosphotransfera- 

se의 활성(aph IV)에 대해 저항력을 갖는 것으로 E. coil의 구조에서 처음 발견

되었다(Rao et al., 1983). Reporter 유전자로는 chloramphenical acetyl 

transferase(CAT) gene (Ward et al., 1988)과 β-glucuronidase(GUS) gene 등

이 있는데 이를 확인하는 다양한 분석방법들이 보고(Jefferson et al., 1987) 되

었다.   
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  최근에는 제초제 저항성 유전자인 bargene을 이용한 선발은 기존의 

selectable marker에 비해 그 선발법과 정확성이 상당히 높다고 보고되었다.  

제초제 저항성 유전자인 bar gene을 이용하여 제초제의 주성분인 

phophinothricin(PPT)을 직접 배지에 첨가하여 보다 확실한 선발을 하고자 하였

는데(de Block et al., 1995), bar gene은 phosphinothricin acethytransferase를 

생산하는 유전자로서 PPT의 free NH4 group을 acethylation하여 autotoxity를 

막아 줌으로써(Pigeaire et al., 1997) 기존의 selectable marker에 비해 그 선발

법과 정확성이 상당히 높다고 보고되었고 더 나아가 제초제 저항성 유전자를 

이용한 형질전환식물체를 금어초(Hoshino et al., 1998)와 고추(Park, 1999) 등으

로부터 획득하였다. 

  그러나 최근 GM 작물이 대량으로 상업화되면서 유전자 재조합에 사용하는 

selection marker들이 다른 식물이나 미생물로 전이될지도 모른다는 우려가 제기

되기 시작하였다(Kuvshinov et al., 2001; Ritala et al., 2002). 가능성이 매우 희박

하지만, 제초제 저항성을 주는 selection marker 유전자는 사람이나 동물이 섭취했

을 경우에 장내 미생물로 전이될 수도 있지 않을까 하는 의구심이 생겨났다(Nap 

et al., 1992). 이러한 우려들은 실제로 여러 유럽 국가들에서는 GM작물 개발은 물

론 재배도 금지시키는 법이 통과되는 등 세계 환경단체들의 GMO 반대 이유가 되

고 있다. 

  따라서 marker-free 형질전환 기술이 요구되기 시작했다. 현재까지 marker를 쓰

지 않는 방법, 마커를 쓰더라도 추후 형질전환체에서 제거하는 방법, 안전한 

marker를 사용하는 방법 등이 고안되었다(Hohn et al., 2001). 또한 marker만 포함

하는 벡터를 목적유전자 벡터와 섞어서 이식한 후 선발 확인하고 다음 세대에서 

교배에 의해 제거시키는 방법이 시도되고 있으나 이 경우 동시형질전환이 전제되

어야 하고 교배를 통한 선발이 매우 단순 반복적으로 지루하게 진행되어야 하는 

단점이 있으며 효율이 낮다(Hansen et al., 1997; Yoder and Goldsbrough, 1994). 

최근에는 Cre에 의한 재조합의 신호로 인식되는 loxP 부의에서 재조합을 일으키

게 하여 그 사이에 있던 항생제 저항성 선별유전자를 제거하는 방법 등이 담배와 

arabidopsis 등 모델 식물에서 시도되었다. 

 최근에는 항생제저항성 유전자 보다 안전한 marker 유전자를 사용한 positive 

selection이 시도되고 있다. 대표적인 예로서 phosphomannose-isomerase(PMI) 

gene을 이용한 식물 형질전환 방법(Positech)이 Sygenta에 의해 실용화 되고 

있다. 대부분의 식물세포는 배지에 mannose를 첨가했을 경우 glucokinase 등에 

의해 mannose 6-phosphate (M6P)를 생산하게 되는데 결국 이를 대사할 수 없

기 때문에 더 이상 분화하지 못하고 carbon 부족으로 고사하게 된다. 하지만 

PMI gene을 selection marker로 이용해 형질전환 하면 PMI 효소를 생산해 
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M6P를 F6P로 전환하여 대사할 수 있는 화합물로 바꾸어 준다. 따라서 이를 대

사하여 생장할 수 있는 형질전환체를 선발할 수 있다. 

 상추의 형질전환에 대한 국내 보고는 있으나 그 효율이 높지 않은 편이고     

(Chung et al., 1998a,b; Jeong et al., 2000) 효율적인 형질전환체계확립을 위    

한 연구는 보고되지 않았고 주로 형질전환체를 얻는 것에 그쳐 이에 대한 연구  

를 실시하여 좀 더 빠른 기간 내에 형질전환체를 유도할 수 있는 방법을 제시  

하면 상추를 이용한 유용유전자의 도입이 더욱 활성화되리라고 판단된다. 
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

 제 1 절  Agrobacterium을 이용한 상추 형질전환을  

           위한 재분화체계 확립

1 항  서 론

  Agrobacterium의 Ti-plasmid(tumor-inducing plasmid)가 자연계에서 식물체

에 자신의 DNA 일부를 전이시키는 과정이 규명되고 이를 이용해 한 작물로 새

로운 형질을 직접 도입하고자 하는 시도가 이루어져 왔다. Agrobacterium 

tumefaciens는 토양중에 서식하며 쌍자엽식물이나 나자식물의 상처를 통하여 

숙주 식물체의 뿌리나 줄기에 감염이 되면 감염원인 Agrobacterium을 제거하

여도 탈분화된 세포가 계속 분열하여 세포로 구성된 종양이 형성되는 근두암종

병(crown gall disease)이 유발된다(Zambryski et al., 1989). 이는 식물과 

bacteria간의 어떠한 유전물질의 전이로 형질전환이 일어났음을 말하며 이러한 

현상을 이용하여 Agrobacterium을 효과적으로 이용하여 식물체내에 외래 유전

자를 전이하는 방법에 관한 연구들이 진행되어 졌다(van Kavaveke et al., 

1974). 

  형질전환된 식물체를 배지 안에서 선발하기 위해서 널리 사용되는 selectable 

marker로는 전이된 callus나 shoot의 선발이 가능한 kanamycin 저항성을 갖는 

neomycin phosphotransferase, typeⅡ(NPTⅡ) 유전자와 hygromycin 저항성을 

갖는 유전자가 있다. NPTⅡ 유전자는 식물 transcriptional promoters(NOS or 

CaMV 35S)와 결합되어 수많은 식물종에서 형질전환에 효과적으로 이용되었다

(Beck et al., 1982). 또 다른 selectable marker인 hygromycin B는 원핵세포와 

진핵세포안의 단백질 합성을 억제하는 aminocyclitol antibiotic으로(Kaster et 

al., 1983) hygromycin phosphotransferase의 활성(aph IV)에 대해 저항력을 갖

는 것으로 E. coil의 구조에서 처음 발견되었다(Rao et al., 1983). Reporter 유전

자로는 chloramphenical acetyl transferase(CAT) gene(Ward et al., 1988)과 β

-glucuronidase(GUS) gene 등이 있는데 이를 확인하는 다양한 분석방법들이 

보고(Jefferson et al., 1987) 되었다.   

  최근 제초제 저항성 유전자인 bar gene을 이용하여 제초제의 주성분인 

phophinothricin(PPT)을 직접 배지에 첨가하여 보다 확실한 선발을 하고자 하였

는데(de Block et al., 1995), bar gene은 phosphinothricin acethytransferase를 
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생산하는 유전자로서 PPT의 free NH4 group을 acethylation하여 autotoxity를 

막아 줌으로써(Pigeaire et al., 1997) 기존의 selectable marker에 비해 그 선발

법과 정확성이 상당히 높다고 보고되었고 더 나아가 제초제 저항성 유전자를 

이용한 형질전환식물체를 금어초(Hoshino et al., 1998)와 고추(Park, 1999) 등으

로부터 획득하였다. 

  본 연구는 A. tumefaciens를 이용한 상추의 형질전환체 획득을 최종 목적으

로 상추의 자엽을 이용한 재분화 체계와 항생제 감음성을 조사하고자 수행되

었다. 

2 항  재료 및 방법

  가. 품종선발을 위한 종자발아율 검정

    상추종자는 시중에서 구입한 뚝섬적축면 [동부한농종묘 (주)]과 청치마 (중

앙종묘 주식회사) 및 적치마 [동원농산종묘(주)] 종자를 MS (Murashige & 

Skoog) 기본배지 (2.2g/L MS medium, 15g/L sucrose, 8g/L agar)에 치상하여 

20℃, 16시간 광 조건, 8시간 암조건으로 처리, 4일간 발아시켜 발아율을 조사하

였다. 종자소독은 70% 에탄올에 10-20초 정도 전 처리한 후 25% clorox에 15

분 처리하고 멸균수로 3-4회 세척하였다.   

  나. 생장조절물질이 상추의 재분화에 미치는 영향

  

    공시재료로는 청치마상추(중앙종묘)를 이용하였으며, 생장조절물질로는 BA

와 NAA를 이용하였다. 종자의 발아는 MS(Murashige & Skoog) 배지에 30 

g/L의 sucrose와 8 g/L의 agar가 첨가된 발아배지에서 실시하였다. 1-2주후 발

아된 자엽을 30 g/L sucrose와 8 g/L agar가 첨가된 MS배지에 5수준의 BA (0 

mg/L, 0.1 mg/L, 0.5 mg/L, 1.0 mg/L, 1.5 mg/L, 2.0 mg/L)와 5수준의 NAA 

(0 mg/L, 0.1 mg/L, 0.5 mg/L, 1.0 mg/L, 1.5 mg/L, 2.0 mg/L)를 이용한 25 조

합을 각각 첨가한 재분화배지에 plate당 7-8개씩 치상하고 각 처리당 3반복을 

실시하였다. 조사는 매 1주마다 callus, shoots, roots의 형성수를 기록하고 최종

조사는 치상후 6주후 실시하였으며 재분화된 shoot는 길이가 5 mm 이상의 것

을 조사하였다   

  다. 항생제 및 제초제가 shoot 형성에 미치는 영향
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  본 실험은 상추의 재분화에 최소한의 영향을 주며 형질전환체를 선발할 수 

있는 최소의 항생제와 제초제 농도를 구명하기 위하여 실시하였다. 항생제 및 

제초제 감응성 실험에서는 기 확인된 최적의 생장조절물질 조합, NAA 1.0 

mg/L + BA 1.0 mg/L를 MS 기본배지에 첨가한 shoot 유기 배지에 kanamycin

은 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 및 200 mg/L를, hygromycin은 

0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 및 200 mg/L를, carbenicillin은 0, 

500, 및 1000mg/L를, cefatoxime은 0, 200 및 400 mg/L를, 그리고 phosphino- 

thricin 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50 및 100 mg/L를 각각 0.45 

㎛ filter로 소독한 후 autoclave된 배지에 첨가하여 사용하였다. 자엽은 petri 

dish당 5개를 3반복으로 시기가 다르게 3회를 실시하였으며 치상 6주 후 shoot

의 길이가 5 mm 이상의 것을 조사하였다. 

3 항  결과 및 고찰

  가. 품종선발을 위한 종자발아율 검정

    뚝섬적축면 [동부한농종묘 (주)]과 청치마 (중앙종묘 주식회사) 및 적치마

[동원농산종묘(주)] 종자를 MS 기본배지 (2.2 g/L MS medium, 15 g/L 

sucrose, 8 g/L agar)에 치상하여 각각에 대한 발아율을 조사한 결과 청치마는 

종자 발아 및 생장이 모두 양호하였으나 뚝섬척축면과 적치마의 경우는 종자발

아율은 양호하나 생장이 청치마에 비해 저조한 결과를 보여 청치마 품종이 추

후 형질전환에 이용하였다. 

  나. 생장조절물질이 상추 자엽의 재분화에 미치는 영향

    상추 자엽을 BA와 NAA의 여러 가지 농도별 조합이 첨가된 MS배지에 치

상한 6일후부터 BA와 NAA처리구에서는 callus와 roots가 형성되었으나 무처리

구에서는 roots와 callus 형성이 관찰되지 않았다. BA 무처리시 NAA처리는 미

미하긴 하지만 callus 형성에 영향을 미쳤다. 반대로 NAA의 무처리시 BA처리

는 농도 증가에 따라 callus 형성도 증가되어 callus 형성에는 BA의 영향이 더 

큰 것으로 보인다. 이는 BA의 농도가 2.0 mg/L 일 때 대체적으로 높은 callus 

형성을 보이는 것으로도 알 수 있다. 그러나 BA 1.5 mg/L와 NAA 2.0 mg/L 

처리구에서 오히려 callus 형성이 감소추세를 나타내는 것으로 보아 고농도의 

식물호르몬의 혼용처리는 callus 형성에 있어 효율이 떨어짐을 알 수 있었다. 가
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Fig. 1. Germination ratio of lettuce seeds

    * 떡잎 적정 발아율: 떡잎의 길이가 Agrobacterium을 infection 시키기에 

적당한 수준의 것으로 본 실험에서는 약 0.5 ∼ 0.7 cm 길이의 떡잎을 사용하였

으며 전체 종자 발아량 중 앞의 기준에 해당하는 것의 比로 나타낸 것.

    * 배축 적정 발아율 : 배축의 길이가 Agrobacterium을 infection 시키기에 

적당한  수준의 것으로 본 실험에서는 약 0.7 ∼ 1.0 cm 길이의 배축을 사용하

였으며 전체 종자 발아량 중 앞의 기준에 해당하는 것의 比로 나타낸 것.
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장 높은 callus 형성을 보인 처리구는 BA 1.0 mg/L와 NAA 0.5 mg/L 였으며 

BA 2.0 mg/L와 NAA 1.0 mg/L에서도 높은 결과를 나타내었다(자료 미제시). 

또한 BA 0.5 mg/L와 NAA 0.5 mg/L 처리구에서는 낮은 농도 혼용에도 불구하

고 다른 높은 농도조합에서와 비슷한 결과가 나왔으므로 경제성 측면을 생각했

을 때 의미가 있다 하겠다.  

  Shoot의 형성에 있어 BA와 NAA의 영향을 살펴보면 무처리구보다 처리구에

서 shoots 형성이 더 높았다(Table 1). Shoot 형성에 있어서 NAA 무처리시 

BA의 농도 증가함에 따른 shoot 형성이 관찰되지 않아 BA 단독처리로는 

shoot의 형성이 어려운 것이므로 나타난다. 반면에 혼용처리시 즉 BA 1.0 

mg/L와 NAA 1.0 mg/L 처리구에서 가장 높은 형성수를 보여 본 연구의 형질

전환에는 BA 1.0 mg/L와 NAA 1.0 mg/L의 생장조절물질을 혼용처리하여 실시

하였다.  

  뿌리의 형성에 있어 BA와 NAA의 효과가 제일 적게 나타났다 (자료 미제

시). 무처리시구에서는 뿌리가 전혀 형성되지 않았으며 BA 0.5 mg/L와 NAA 

0.5 mg/L 단용처리구에서도 역시 뿌리가 형성되지 않았는데 이는 callus와 

shoot의 형성에서와 마찬가지로 혼용처리가 오히려 좋지 않은 영향을 미치는 

것을 알 수 있다. 가장 좋은 처리구는 NAA 1.0 mg/L 였다. 

  식물의 기관 분화는 식물 조직의 절편을 배양하는 배지내 생장조절물질의 조

성비에 좌우되며 생장조절물질의 비율이 높은 경우 shoot, callus, 뿌리가 형성

된다(Skoog and Miller, 1957; Cho and Soh, 1981; Cho, 1985).  이와 같이 조직

배양에서 기관분화에 대한 초기 연구 이후 외래 생장조절물질은 물론 조직절편

의 내재 식물호르몬이 callus, shoot, 뿌리의 발생에 미치는 연구는 많은 성과를 

거두고 있다(Doerschug and Miller, 1967; Cho, 1985; Cho and Soh, 1989; 

Nigra et al., 1989; Thorpe, 1993).

  본 실험에서는 auxin류인 NAA와 cytokinin류인 BA가 callus와 shoot 발생의 

전 과정을 통하여 볼 때 촉진적이었으며 결과적으로 추후 형질전환 실험에는 

재분화를 위해 BA 1.0 mg/L와 NAA 1.0 mg/L의 생장조절물질을 혼용처리하여 

실시하기로 하였다.

  다. 항생제 및 제초제가 shoot 형성에 미치는 영향

  상추의 형질전환 세포를 선발하기 위하여 항생제 kanamycin, hygromycin과 

제초제 phosphinotricin이 자엽 절편체로부터의 shoot발생에 미치는 영향을 조사

하였다. 자엽의 경우 kanamycin은 10 mg/L처리까지 shoot발생에 아무 영향을 

받지 않았으나 20 mg/L처리부터 발생수가 감소하여 30 mg/L처리부터는 shoot
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Table 1.  Effect of BA and NAA on number of shoots induced from     

          cotyledon explants of 'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa   

          L.).

Number of shoots regenerated per explantz

 NAA (㎎/L)

BA (㎎/L) 0 0.5 1.0 1.5 2.0

0    0.000 cy   0.000 c   0.310 bc   0.322 bc   0.939 ab

0.5    0.000 c   1.211 ab   0.694 bc   0.905 ab   1.017 ab

1.0    0.000 c   1.305 ab   1.697 a   0.330 bc   0.946 ab

1.5    0.000 c   1.590 ab   1.263 ab   0.618 bc   0.613 bc

2.0    0.000 c   0.955 ab   1.213 ab   0.902 ab   1.249 ab

z
Total number of regenerated shoots / total number of explants.
yMean separation within column and row by Duncan's multiple range test at  

 5% level.

 

Fig. 2.  Callus and shoots regeneration from cotyledon explants of   

          'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).
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가 전혀 발생되지 않았다(Table 2). Hygromycin은 5 mg/L처리부터 shoot형성

이 억제되어 10 mg/L처리부터는 shoot가 전혀 발생되지 않아 상추 형질전환을 

위해서는 10 mg/L 이상의 농도를 사용할 수 있음을 알 수 있었다(Table 2). 

Hygromycin은 kanamycin보다도 낮은 농도에서 선발이 가능하다고 생각되며 

선발이 가능한 농도 이상에서 배양된 절편체 조직은 모두 흰색으로 변한 후 생

장이 완전히 멈췄다.  Callus의 형성은 shoot유기를 억제하는 농도인 10mg/L에

서도 약간씩 유기되었으나 시간이 지남에 따라 결국 흰색으로 변한 후 생장이 

멈췄다. 본 실험에서 선발 가능 농도로 결정된 kanamycin 30 mg/L와 

hygromycin 20 mg/L는 타 작물의 형질전환시 사용되는 kanamycin 50 mg/L 

또는 100 mg/L와 hygromycin 20 mg/L 또는 30 mg/L와 비슷하거나 약간 낮

은 농도이다. Cephalosporin type의 항생제인 carbenicillin과 cefotaxime은 shoot

형성에 아무런 영향을 주지 않는 결과를 보여주어(Table 2) Agrobacterium과의 

공동배양 후 이를 제거하는데 적당한 항생제라 할 수 있었다. Agrobacterim 제

거에는 일반적으로 carbenicillin 500 mg/L 혹은 cefatoxime 200 mg/L를 사용하

는데 본 실험의 결과를 볼 때 이 농도는 shoot형성에 아무런 영향을 주지 않으

면서 효과적으로 제거할 수 있으리라 판단된다. 

  제초제인 phosphinotricin의 경우 1 mg/L처리부터 shoot형성이 감소하기 시작

하여 2 mg/L이상부터는 완전히 억제되어 항생제와 더불어 형질전환 세포의 선

발에 이용될 수 있음을 알 수 있었다(Table 3). 최근에 들어 사용되고 있는 

phosphinotricin은 아주 낮은 농도에서 선발이 가능한 새로운 선발 marker로 형

질전환 vector의 bar gene을 이용하여 선발이 가능하다. 상추에서도 역시 이 선

발 marker의 이용이 가능하다고 생각되나 너무 낮은 농도에 의한 선발이라 

escape률이 증가할 수 있다는 단점이 있다고 생각된다.
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Table 2. Effect of kananycin, hygromycin, carbenicillin, and cefatoxime  

         on shoot regeneration from cotyledon explants of Chungchima’  

         lettuce (Lactuca sativa L.).

Antibiotics
Number of shoots regenerated per explantz

(mg/L)

Kanamycin
y

0 1.84 ax

5 1.55 a

10 1.66 a

20 0.93 b

30 0.00 c

40 0.00 c

Hygromycin

0 1.78 a

5 0.81 b

10 0.00 c

20 0.00 c

30 0.00 c

40 0.00 c

Carbenicillin

0 1.67 a

500 1.85 a

1000 1.54 a

Cefatoxime

0 1.55 a

200 1.49 a

400 1.57 a

z
Total number of regenerated shoots / total number of explants.
yData on kanamycin and hygromycin concentrations of 50, 60, 70, 80, 90, 100, 

and 200 mg/L were not shown, where no single shoot regeneration in all 

media with cotyledon explants.
yMean separation within column by Duncan's multiple range test at 5%

 level.



- 49 -

Table 3. Effect of phosphinotricin (PPT) on shoot regeneration from    

         cotyledon explants of ‘Chungchima’ lettuce (Lactuca sativa     

         L.).

Phosphinotriciny
Number of shoots regenerated per explantz

(mg/L)

0 1.49 a
x

1 0.87 b

2 0.00 c

3 0.00 c

4 0.00 c

5 0.00 c

z
Total number of regenerated shoots / total number of explants.
yData on phosphinotricin concentrations of 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50 and   

 100 mg/L were not shown, where no single shoot regeneration in all media  

 with cotyledon explants.
xMean separation within column by Duncan's multiple range test at 5%      

 level.
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제 2 절 Phosphomannose-isomerase (PMI) 유전자

        를 이용한 상추의 Agrobacterium 형질전환

        체계 확립  

1 항  서 론

   식물형질전환에 쓰이는 selection system은 통상적으로 hygromycin이나 

kanamycin과 같은 항생물질을 이용한 방법이 대부분이었다. 하지만 항생제저항성

유전자를 selection marker로 이용해 형질전환 되지 않은 세포는 죽이고 항생제저

항성유전자를 가진 세포는 살리는 방법에 대해 여러 가지 문제가 제기되고 있다. 

형질전환의 궁극적인 목표는 유용 유전자를 가진 우수한 식물체를 육성하여 인간

이 이용하는데 있다. 하지만 이 우수한 식물체에 들어있는 항생제저항성유전자로 

인해 오히려 인간과 환경에 해를 끼칠 수 있다는 우려가 높아지고 있다.  

   또한 최근 GM 작물이 대량으로 상업화되면서 유전자 재조합에 사용하는 

selection marker들이 다른 식물이나 미생물로 전이될지도 모른다는 우려도 제기되

기 시작하였다(Kuvshinov et al., 2001; Ritala et al., 2002). 가능성이 매우 희박하

지만, 제초제 저항성을 주는 selection marker 유전자는 사람이나 동물이 섭취했을 

경우에 장내 미생물로 전이될 수도 있지 않을까 하는 의구심도 생겨났다(Nap et 

al., 1992). 이러한 우려들은 실제로 여러 유럽 국가들에서는 GM작물 개발은 물론 

재배도 금지시키는 법이 통과되는 등 세계 환경단체들의 GMO 반대 이유가 되고 

있다. 따라서 marker-free 형질전환 기술이 요구되기 시작했다. 현재까지 marker를 

쓰지 않는 방법, 마커를 쓰더라도 추후 형질전환체에서 제거하는 방법, 안전한 

marker를 사용하는 방법 등이 고안되었다(Hohn et al. 2001). 또한 marker만 포함

하는 벡터를 목적유전자 벡터와 섞어서 이식한 후 선발 확인하고 다음 세대에서 

교배에 의해 제거시키는 방법이 시도되고 있으나 이 경우 동시형질전환이 전제되

어야 하고 교배를 통한 선발이 매우 단순 반복적으로 지루하게 진행되어야 하는 

단점이 있으며 그 효율이 낮다(Hansen et al. 1997; Yoder와 Goldsbrough, 1994).  

또 다른 방법의 하나로 Cre에 의한 재조합의 신호로 인식되는 loxP 부의에서 재

조합을 일으키게 하여 그 사이에 있던 항생제 저항성 선별유전자를 제거하는 방법 

등이 담배와 arabidopsis 등 모델 식물에서 시도되었다. 

  최근에는 항생제저항성 유전자 보다 안전한 marker 유전자를 사용한 positive 

selection이 시도되고 있다. 대표적인 예로서 phosphomannose-isomerase(PMI) 

유전자를 이용한 식물 형질전환 방법(Positech)이 Sygenta에 의해 실용화 되고 
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있다. 대부분의 식물세포는 배지에 mannose를 첨가했을 경우 glucokinase 등에 

의해 mannose 6-phosphate (M6P)를 생산하게 되는데 결국 이를 대사할 수 없

기 때문에 더 이상 분화하지 못하고 carbon 부족으로 고사하게 된다. 하지만 

PMI 유전자를 selection marker로 이용해 형질전환 하면 PMI 효소를 생산해 

mannose-6-phosphate를 fructose-6-phosphate로 전환하여 대사할 수 있는 화

합물로 바꾸어 준다(Fig. 1). 이런 성질을 이용해 PMI유전자로 형질전환하고 배

지에 mannose를 넣어주면 형질전환 된 세포는 배지로부터 carborn을 공급받아 

살아남고 형질전환 되지 않은 세포는 죽게 된다. PMI를 이용한 선발은 

corn(Zea mays), rice(Oryza sativa), wheat(Triticum aestivum), 

soybean(Glycine max), tomato(Lycospersicon esculentum) 등의 작물에서 성공

적으로 이루어졌으나 상추에 mannose를 이용한 형질전환방법에 관한 연구는 

아직 미흡하다. 

  본 연구는 Agrobacterium tumefaciens를 이용한 상추의 형질전환체 획득을 

최종 목적으로 phosphomannose-isomerase (PMI) 유전자를 이용한 positive 

selection 방법 상추로의 적용 가능성을 확인하기 위하여 수행하였다.
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Fig. 1. Step in the interconversion of glucose and mannose
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2 항  재료 및 방법

  가. 형질전환 세포 선발을 위한 적정 mannose 농도 결정

    

    상추 청치마(Lactuca sativa L. cv. Green Skirt.) 종자를 70% ethanol에 1

분간 소독한 뒤 멸균수로 2∼3회 씻어준 뒤 30% clorox로 10분간 소독을 실시

한 다음 멸균수로 3∼4회 세척하였다. 소독이 끝난 종자를 호르몬이 포함되지 

않은 0.8% ager의 MS 고체배지에 치상하였다. 치상 후 22℃의 배양실에서 16

시간 광조건하에서 발아시켰다. 발아 후 6∼7일 된 자엽을 호르몬 NAA 1.0 

mg/L 와 BA 1.0 mg/L가 첨가된 재분화 배지에 4 수준 (0, 10, 20, 30 mg/L)의 

sucrose와 5수준(0, 5, 10, 15, 20 mg/L)의 mannose가 포함된 총 20 조합의 배

지에 생장점이 포함되지 않도록 잘라서 치상하였다. 사용된 자엽절편들은 petri 

dish 당 4개씩 치상하여 4반복으로 수행하였으며 오차를 줄이기 위하여 시기가 

다르게 총 5회를 실시하였고 조사는 치상 6주후 shoot의 길이가 5mm 이상의 

것을 조사하였다. 

  나. PMI 유전자를 운반하는 pNOV2819 vector를 이용한 상추형질전환

    PMI(phosphomannose-isomerase) 유전자를 포함하는 pNOV2819 vector를 

Sygenta로부터 공여 받은 후 형질전환에 사용하였다. pNOV2819 vector를 운반

하는 Agrobacterium tumefaciens LBA4404의 single colony를 spectinomycin 

50 mg/L가 첨가된 5 mL의 액체 Luria-Broth(bacto agar 1.5%, bacto yeast 

extract 1%, NaCL 1%, trypton 0.5%)배지에 접종하여 28℃에서 225rpm의 속도

로 48시간 진탕배양하여 OD600=0.8∼1.0 될 때까지 배양하였다. 공동배양은 대수

증식기까지 증식시킨 Agrobacterium을 원심분리후 pellet을 항생제가 없는 액

체 LB배지로 2회 세척한 후 접종에 사용하였다. 상추의 자엽을 Agrobacterium

에 5분간 침지 시킨 후 멸균된 filter paper에서 건조시키고 NAA 1.0 mg/L, 

BA 1.0 mg/L가 첨가된 MS 배지에 치상하여 3일동안 암상태로 공동배양 하였

다. A. tumefaciens와의 공동배양을 마친 자엽을 cefatoxime 200 mg/L가 첨가

된 액체배지에서 표면에 묻어있는 Agrobacterium이 제거될 수 있도록 2번의 

세척 과정을 거치고 멸균된 filter paper에서 건조한 후 mannose 20 mg/L, 

sucrose 20 mg/L, NAA 1.0 mg/L, BA 1.0 mg/L, cefatoxime 200 mg/L를 첨가 

한 선발배지에 치상하여 25±2℃, 16시간 명상태에서 배양하였다. 일정 기간이 

지난 뒤 유기된 신초는 MS기본 배지에 cefatoxime 200 mg/L가 첨가된 발근배

지에 옮겨 뿌리를 유도하였다.
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  다. PMI와 rice ferritin 유전자를 포함하는 binary vector 작성

     PMI 유전자와 rice ferritin 유전자를 운반하는 binary vector를 제작하기 

위해 총 두 단계의 과정을 수행하였다. 자세한 vector 작성 방법과 결과는 결과 

및 고찰 부분에서 설명코자 한다. 

  라. pNFE binary vector를 이용한 상추 형질전환

    PMI와 rice ferritin 유전자를 포함하는 pNFE vector를 이용한 형질전환은 

상기 2번의 pNOV2819 vector를 이용한 형질전환 방법과 같이 수행하였다.

3 항 결과 및 고찰

  가. 형질전환 세포 선발을 위한 적정 mannose 농도 결정

    상추의 재분화에 mannose가 미치는 영향을 알아보기 위한 실험에서 배양 

2주 후부터 callus가 형성되기 시작하여 4주 이후에는 shoots가 발생하기 시작

하였고 배양 후 6주 이후에 순화가 가능할 정도로 shoots가 발생하였다. 

Sucrose 0 g/L 처리구에서는 mannose의 양과 상관없이 shoot가 전혀 발생하지 

않았다. Mannose 15 g/L 처리까지는 sucrose 10 g/L , 20 g/L, 30 g/L 공통적

으로 어느 정도 shoot 발생율을 보이지만 mannose 20 g/L 이상에서는 shoot 

발생율이 현저히 저하되었다. 특히 sucrose 20 g/L 와 mannose 15 g/L 조합에

서 2.67개로 높은 shoot발생률을 보이나 sucrose 20 g/L 와 mannose 20g/L 조

합에서 mannose에 의해 식물의 shoot가 전혀 발생하지 않았다(Table 1과 Fig. 

2). 이 결과를 바탕으로 sucrose 20 g/L와 mannose 20 g/L 조합을 pNOV2819 

vector를 이용한 상추 형질전환 실험에서 형질전환체 선발 농도로 결정하였다. 

또한 sucrose 20 g/L와 mannose 15 g/L 조합과 sucrose 30 g/L 와 mannose 

10 g/L 농도에서 control 조합인 sucrose 30 g/L와 mannose 0 g/L에서 보다 

오히려 다소 높은 shoots 발생률을 보였다. 이것은 이 조합에 속한 일부 

explant가 특이하게 높은 재분화능을 보여서 나타난 결과로 실험 목적에 크게 

영향을 미치지 않을 것으로 생각된다.
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  나. PMI 유전자를 운반하는 pNOV2819 vector를 이용한 상추형질전환

   PMI 유전자를 이용한 상추형질전환은 본 연구에서 결정된(제1절 참고) 최적

의 재분화 조건과 본 실험에서 결정된 mannose의 농도를 이용하여 수행하였다. 

최적의 재분화 조건은 자엽을 이용해 MS 배지에 NAA 1.0 mg/L, BA 1.0 

mg/L, sucrose 20 g/L를 첨가하는 것으로 결정되었으며 형질전환 세포를 선발

할 수 있는 mannose의 농도는 20 g/L로 결정되었다. Mannose가 상추 재분화

에 미치는 영향에 관한 실험에서 sucrose 20 g/L와 mannose 20 g/L 처리구에

서는 재분화가 일어나지 않는 것을 알 수 있었고 이 농도에서 형질전환체의 선

발이 가능할 것으로 판단되어 사용을 결정하게 되었다. 이들 조건을 이용하여 

형질전환을 실시한바 결과는 다음과 같다. 

  상추의 자엽에 PMI 유전자를 운반하는 pNOV2819 vector(Fig. 3과 4)를 포함하는 

Agrobacterium의 접종이 이루어진 뒤 약 2주 후에 callus가 관찰되기 시작했으

며 6주 뒤에 shoots가 관찰되기 시작했다. 상추는 치상 후 5주까지는 계대배양

이 필요 없었으며 한번의 계대배양 후 바로 rooting 배지에 옮겨주었다(Fig. 5). 

뿌리의 분화는 다른 작물에 비해 굉장히 빠른 편으로 rooting 배지에 옮긴 후 

이틀 후부터 뿌리의 분화가 관찰되었다. Rooting된 형질전환 상추의 어린잎에서 

DNA를 분리하여 cloning 과정에서 제작해 놓은 PMI 유전자 확인용 primer 

PMI-1(5'-ACAGCCACTCTCCATTCA-3')과 PMI-2(5'-GTTTGCCATCAC 

TTCCAG-3')를 이용해 PCR 분석으로 형질전환 여부를 확인하였다 (Fig. 6).
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Table 1.  Effect of mannose on shoot induction from cotyledon explants  

          of 'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).

Sucrose

(g/L)

Mannose 

(g/L)

0 5 10 15 20

0  0.00
z

0.00 0.00 0.00 0.00

10 0.17 1.50 1.50 1.50 0.00

20 0.50 1.00 1.40 2.67 0.00

30 2.50 1.33 2.67 0.87 1.17

z
Total number of regenerated shoots / total number of explants.

Fig. 2.  Effect of mannose on shoot induction from cotyledon explants  

        of  'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).
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Fig. 3.  Plasmid map of pNOV2819 vector with phosphomannose-       

         isomerase(PMI) gene 

Fig. 4. Detection of phosphomannose-isomerase(PMI) gene with        

          digestion of SalI and KpnI (left), and PCR (right) in          

          pNOV2819. For PCR analysis, PMI-1 (5'-ACAGCCACTCTC  

          CATTCA-3') and PMI-2(5'-GTTTGCCATCACTTCCAG -3')  

          primers were used to identified PMI gene.
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Fig. 5. Transformation of lettuce with A. tumefaciens  LBA4404         

          containing pNOV2819. 

          a: Infected cotyledon explants on selection medium with 

             mannose; 

          b: Transegnic shoots were induced onto selection medium; 

          c: Transgenic shoot was grown onto selection medium; 

          d:  Roots from transgenic shoot were induced in rooting

             medium.
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Fig. 6.  PCR analysis of transgenic lettuce plants with pNOV2819. For  

        PCR analysis, PMI-1(5'-ACAGCCACTCTCCATTCA-3') and

        PMI-2 (5'-GTTTGCCATCACTTCCAG-3') primers were used  

        to identified PMI gene.

        NC: Non transformed lettuce plant

        M: Size marker (Lambda DNA/HindIII)

        PC: pNOV2819 (positive control)

        Lane 2, 3,  5, 6 :  Transgenic lettuce plants confirmed by PCR

        Lane 1, 4:  Selected shoots onto selection medium, but without  

        PCR products.
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  다. PMI와 rice ferritin 유전자를 포함하는 binary vector 작성

   형질전환체의 positive selection을 위한 PMI 유전자와 ferritin의 over 

expression을 위한 rice ferritin 유전자를 운반하는 binary vector를 제작하기 위

해 총 두 단계의 과정을 수행하였다 (Fig. 7). 우선 PMI 유전자를 운반하는 

pNOV2819 vector에 pBIN35S vector에서 분리한 35S promoter와 NOS 

terminator를 삽입하였다. pNOV2819 vector에 삽입시 enzyme site의 불일치로 

인해 pBluescript(pBS)를 중간 vector로 하여 enzyme site를 일치시킨 후 삽입

하였다. 이를 위해 pBin35S에서 HindⅢ와 EcoRⅠ을 이용하여 promoter와 

terminator 분리하고 분리된 단편을 HindⅢ와 EcoRI을 처리한 pBSKS(+)에 삽

입하였다. 정확한 ligation의 확인을 위해 35S promoter와 NOS terminator의 

sequence를 확인하였고 35S promoter와 NOS terminator 확인용 primer를 제작

하고 PCR을 수행하였다(Fig. 8). 확인 후 pBSKS(+)로부터 SalⅠ과 SpeⅠ을 처

리해 promoter와 terminator를 분리하여 pNOV2819에 삽입하고(Fig. 7) 

promoter와 terminator 사이의 multiple cloning sites에 pBI101-Hm 에 삽입되어 

있는 rice ferritin 유전자(Fig. 9, 10)의 PCR product를 XbaI과 SacI을 이용해 

삽입하였다(Fig. 7). 그 결과 PMI 유전자와 rice ferritin 유전자를 동시에 운반

하는 recombinant vector를 작성하고(Fig. 11) PCR로 확인한 후(Fig. 12) pNFE

로 명명하였다(Fig. 13). 

  라. pNFE binary vector를 이용한 상추 형질전환

   PMI와 rice ferritin 유전자를 포함하는 pNFE vector를 이용한 형질전환은 

상기 2번의 pNOV2819 vector를 이용한 형질전환 방법과 같이 수행하였다. 현재 

mannose가 포함된 선발배지에서 callus와 shoots가 유기되고 있으며 선발된 

shoots는 PCR과 Southern blot 분석으로 형질전환을 확인 후 PMI 유전자를 이

용한 형질전환체의 선발가능성을 확인코자 한다.
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Fig. 7. Construction strategy of the binary vector, pNFE, used for      

         transformation of lettuce plants using mannose selection. The  

         PMI was placed under Nos promoter and ferritin gene under   

         CaMV35S promoter. 
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Fig. 8.   Detection of inserted fragment in pBSKS(+) with digestion of  

         HindⅢand EcoRI .

NOS 35S 35SNPTll    NOS FRT     NOS HPT     NOS

BR LR

pBI101-Hm

(14.6kb)

P Sp                       P                                    Sc       S                   E  P             B

NOS 35S 35SNPTll    NOS FRT     NOS HPT     NOS

BR LR

pBI101-Hm

(14.6kb)

P Sp                       P                                    Sc       S                   E  P             B

Fig. 9. Plasmid map of pBI101-Hm vector with rice ferritin gene



- 63 -

Fig. 10. Detection of rice ferritin gene in pBI101-Hm by PCR. For     

          PCR analysis, PMI-1 (5'-ACAGCCACTCTCCATTCA-3')     

          and PMI-2 (5'-GTTTGCCATCACTTCCAG-3') primers were  

          used to identify rice ferritin gene.

Fig. 11. Detection of inserted fragment and enzyme site in pMNOV.    

         The 1∼4 samples were digested with SacI and XbaI.  The 5∼  

         8  samples were digested with SacI only. The 9∼12 samples   

         were digested with XbaI only.
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Fig. 12. Detection of rice ferritin gene in pNFE binary vector by      

          PCR. For PCR analysis, PMI-1 (5'-ACAGCCACTCTCCAT   

          TCA-3') and PMI-2 (5'-GTTTGCCATCACTTCCAG-3')     

          primers were used to identify rice ferritin gene.

 

Fig. 13. Plasmid map of pNFE vector with rice ferritin and PMI genes.

CMPSNOS    FRT     PMI           NOS

BR LR

pNFE

(10.7kb)

35S

S K  SfSal

CMPSNOS    FRT     PMI           NOS

BR LR

pNFE

(10.7kb)

35S CMPSNOS    FRT     PMI           NOS

BR LR

pNFE

(10.7kb)

35S

S K  SfSal
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제 3 절 Ferritin 유전자를 이용한 기능성 상추 개발

1 항 서 론

  철은 모든 생물체에 있어 매우 중요한 무기원소로써 동물 및 식물체 내에서 

여러 생리현상에 영향을 미치는 것으로 알려져 있고 식물체 중에서는 전자운반

과 호흡요소 및 단백질 구성 성분이 되며 질산과 황산의 환원작용, N2의 동화, 

NADP의 생성에 관여하며 엽록소 형성에 관여하고 효소의 구성성분 및 촉매역

할을 하며 단백질 합성이나 뿌리의 생장에 관여하고 동물체 내에서는 절반 이

상이 적혈구인 헤모글로빈의 성분으로 산소운반에 관여한다. 식물체 내에서 대

부분 철은 ferric phosphoprotein의 형태(Fe+3)이며, ferrous(Fe+2)이온의 형태는 

물질대사 과정에서 활성형태로 작용한다(Blackwell et al. 1969). 식물체 중 인산 

함량이 높아지면 Fe의 흡수를 감소시키며 보통 식물에서는 P : Fe의 비가 29 : 

1 정도로 나타나며, K는 Fe의 흡수와 이동을 촉진시키고 N은 생육촉진과 함께 

Fe의 결핍을 불러일으킨다. 사람의 경우 철은 70% 정도가 hemoglobin 및 

myoglobin 등의 heme 구성분으로 체내에 분포하고 있으며 약 30% 정도가 심

장, 간 비장, 골수 등에 ferritin의 형태로 들어있어 유사시 단백질의 생합성 및 

효소의 활성에 이용된다. 이러한 철을 이용하기 위해 체내에서 철을 섭취시 

heme 철은 바로 소장으로 흡수되는 반면 nonheme 철의 경우 여러 산화환원 

과정을 거쳐 apoferritin과 결합하여 철 저장 단백질인 ferritin의 형태로 존재하

게된다. Ferritin은 약 450KDa의 거대 단백질이며 하나의 분자당 최고 4,500개

의 Fe atoms를 저장할 수 있다. Ferritin은 432 symmetry, 24 subunits로 구성

되어 있으며 약 4500 Fe atom을 중심으로 구형의 껍질모양으로 subunits가 둘

러싸여 있고 8개의 hydrophilic channel과 6개의 hydrophobic channel을 가지고 

있다(Kim et al., 1998).

  Ferritin은 동물, 식물 그리고 박테리아에서 발견된 iron-storage protein으로 

분자량이 약 450kDa의 거대 단백질이며 두 개의 주요 subunit인 heavy-chain 

ferritin(21kDa)과 light-chain ferritin(19kDa)으로 구성되어 있다. H-chain 

ferritin과 L-chain ferritin은 각각 심장과 적혈구, 간과 비장에 많이 분포되어 

있는 것으로 알려져 있다. 두 subunit간에는 55%의 amino acid sequence의 일

치를 보이고 기능적으로도 차이를 보이는데 H-chain ferritin은 낮은 isoelectric 

points(pI)와 iron content를 보이고 L-chain ferritin은 높은 pI와 iron content를 

보이므로 H-chain ferritin이 L-chain ferritin 보다 더 빠르게 철을 흡수하고 방

출한다고 알려져 있다(Ryu, 1999). Ferritin의 기능은 앞서 말했듯이 철 저장기
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능이 있고 산화적 스트레스등의 생물학적 비생물학적 스트레스의 방어 기능, 중

금속을 무독성화 시키는 기능이 있다(Briat, 1996; Goto et al., 1998, 2000). 최근 

이러한 ferritin 유전자의 발현을 통한 직접적인 철분 함량 증가로서의 이용 가

능성이 널리 연구되고 있다. 그런면에서 생식용 채소인 상추에 ferritin 유전자

를 이용해 철분을 강화시켜주면 철분이 부족한 빈혈환자나 임산부는 물론 일반

인들에게 안정적으로 철분을 공급할 수 있어 건강에 크게 이바지 할 것으로 보

인다.

 본 연구는 사람에서 유래된 철 저장 단백질 ferritin 유전자를 엽채류인 상추에 

도입하기 위하여 형질전환용 binary vector를 작성하고 형질전환을 통하여 기능

성이 증가된 상추를 개발코자 수행하였다. 

2 항 재료 및 방법

 가. 철분 농도 측정을 통한 상추 품종 선발

   본 실험의 재료를 결정하기 위하여 시중에서 구입한 상추 12 품종의 철분 

함량을 측정하였고 측정 후 선발된 세 품종의 종자 발아율도 조사하였다.     

 철분 함량측정을 위하여 상추 잎을 수집하여 70℃에서 1주일 동안 건조시킨

후 분쇄하였다. 분쇄 후 105℃에서 1일 동안 다시 건조시킨 후 건물중 1g의 

철분 함량을 Atomic absorption spectrophotometer (Z-8230, HITACHI)로 측

정하였다.

 나. 형질전환을 위한 ferritin 유전자를 운반하는 binary vector 작성

   기 확보된 사람으로부터 유래된 ferritin유전자 H-chain과 L-chain을 각각  

selection marker를 kanamycin 저항성 유전자와 hygromycin 저항성 유전자

로 달리하여 cloning하였으며 rice ferritin 유전자는 충북대 조용구 교수 연구

팀으로부터 제공받았다. 자세한 vector 작성 방법과 결과는 결과 및 고찰에서 

설명코자 한다.

 다. Binary vector의 Agrobacterium으로의 형질전환

    재조합된 binary vector (FHV, FLV)와 rice ferritin vector는 freeze-thaw

방법 (An, 1987)으로 A. tumefaciens LBA4404에 직접 형질전환하였다. 자세한 

vector 작성 및 확인 방법과 결과는 결과 및 고찰에서 설명코자 한다.
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  라. Ferritin 유전자로 상추의 형질전환

    제3장 1절에서 확립된 재분화체계와 결정된 selection marker의 농도를 이

용하여 Agrobacterium tumefaciens LBA4404를 통한 형질전환을 실시하였다. 형

질전환을 위한 배지 조성과 selection marker의 농도는 table 1과 같다.

  형질전환은 완성된 vector와 유전자를 포함한 Agrobacterium을 우선, 50 

mg/L의 kanamycin과 10 mg/L의 streptomycin이 함유된 고체 YEP배지에서 48

시간동안 28°C 암조건하에서 배양하였다. 그 배양된 colony들중 한 colony를 취

한 뒤 동일한 종류와 동일한 농도의 항생제가 포함된 5 ml의 액체 YEP배지에

서 역시 48시간동안 28°C 암조건하에서 진탕배양하였다. 그 후 그 박테리아 배

양액에서 1ml을 취한 뒤 50ml의 마찬가지의 항생제가 포함된 액체배지에서 24

시간 동안 OD600값이 1.0이 될 때까지 배양하였다. 이 배양액은 식물형질전환에 

이용되기에 앞서, 우선 4°C, 5000rpm에서 원심분리하여 상층액을 제거한 뒤, 다

시 새 배지로 한번 더 세척한 뒤 다시 원심분리하여 상등액을 제거하고 30 ml

의 새 배지를 첨가하여 식물형질전환 실험에 사용하였다.

  형질전환에 사용된 식물절편은 상추의 자엽을 엽병부분을 제거하고 생장점 

부위를 포함시키지 않은 상태에서 그 가운데에는 멸균칼로 상처를 주어 사용하

였다. 이 절편을 앞에서 만든 최종 박테리아 배양액에 5분정도 담가 핀셋으로 

흔들어 준 뒤 멸균된 필터페이퍼로 여분의 용액을 제거하고 항생제가 포함되지 

않은 1.0 mg/L NAA, 1.0 mg/L BA가 포함된 재분화용 배지에서 이틀 동안 암

조건하에서 공동배양하였다. 그리고 3일째, 그 접종된 잎 절편들은 cefotaxime 

200 mg/L, 그리고 각가 vector에 적당한 농도의 selection marker가 포함된 액

체 MS배지에서 3번 정도 세척한 뒤, 공동배양배지에 포함된 호르몬 농도에 세

척배지와 동일한 종류와 양의 항생제가 포함된 MS 고체선발배지에서 배양하였

다. 선발배지로 옮긴 후엔 매 4주마다 새 선발배지로 옮겨줌으로서 항생제효력

을 유지시켰다. 최종적으로 선발배지에서 유기된 신초는 cefotaxime 200 mg/L

이 포함된 1/2 MS배지에서 뿌리를 유기시켰다. 그리고 어느 정도 성장한 식물

체는 화분으로 이식하였다.

 마. 식물체 genomic DNA 추출

    각각의 형질전환체로부터 1g의 잎을 채취하여 genomic DNA를 추출하였

다. 채취한 1g의 잎을 막자사발에 넣고 액체질소(LN2)를 부어 분쇄하였다. 분쇄 

된 잎 절편을 추출 완충액 [0.5M NaCl, 0.1M Tris-Cl (pH8.0), 0.05M EDTA, 

2% SDS, β-mercapto ethanol 1%] 9 mL에 첨가 한 후 55℃의 항온 수조에서 
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Table 1.  Composition of selection medium

 

Type of vector

FHVz FLVy RFVx

Media 

composition 

   MS salt

   3% sucrose

   NAA 1,0㎎/L

   BA 1.0㎎/L 

   Cefotaxime

        2 0 0 ㎎ / L    

  0.8% agar

   MS salt

   3% sucrose

   NAA 1.0㎎/L

   BA 1.0㎎/L 

   Cefotaxime

        200㎎/L 

   0.8% agar

   MS salt

   3% sucrose

   NAA 1.0㎎/L

   BA 1.0㎎/L 

   Cefotaxime

        200㎎/L 

   0.8% agar

Antibiotic 

concentration

Kanmycin 

50㎎/L 

Hygromycin

5㎎/L

Hygromycin

5㎎/L

pH 5.7

 zFHV : Vector with human-H chain ferritin gene
 y
FLV : Vector with human-L chain ferritin gene

 xRFV : Vector whith rice ferritin gene

30분간 반응하였다. 반응액에 phenol:chloroform (25:24, V:V)의 용액을 20 mL 

첨가하여 혼합하였다. 혼합 후 8000rpm에서 10분간 원심분리하여 8 mL의 상층

액을 새로운 tube로 옮긴 후 두 배 부피의 abs. ethanol을 첨가하였다. 첨가 후 

-20℃에서 18 시간을 반응시킨 후 8000rpm으로 10분간 원심분리하여 상층액을 

버리고 70% ethanol을 이용하여 일회 세척하고 건조시켰다. 건조 후 1 mL의 

TE 완충액 또는 멸균수를 첨가하여 genomic DNA를 용해하고 DNA 분석에 

이용하였다.

 

  바. 형질전환체의 확인

    형질전환 선발배지에서 선발된 shoot는 다음과 같은 방법으로 형질전환체

임을 확인하였으며 순화 후 온실에서 재배하였다. 재배된 형질전환 상추는 

Southern hybridization, RT-PCR, SDS-PAGE 등을 통하여 transgene의 전이 

여부, 전이된 유전자의 발현 여부등을 분석하였다.
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 1) PCR 분석

   선발배지에서 유기된 상추 shoot는 우선, genomic DNA를 분리한 뒤, 형

질전환체임을 확인하기 위해 H-chain ferritin 유전자 혹은 hygromycin 저항성 

유전자를 증폭할 수 있는 primer로 각각을 PCR하였다. PCR조건은 95°C에서 2

분간 변성시킨 후 95°C에서 1분, 55°C에서 1분 그리고 72°C에서 1분 30초를 30

회 처리한 뒤 72°C에서 10분간 최종 확장하는 조건에서 수행하였다. 그 후 그 

산물들은 1.5% agarose gel에서 전기영동하여 UV광 하에서 그 산물의 존재유

무와 크기를 확인하였다. PCR로 확인된 형질전환 개체는 순화시켜 온실에서 재

배하였다. 

 

   2) Southern hybridization 분석

     형질전환 상추 식물체와 non-transformed 식물체로부터 0.5 g의 본엽을 

취하여 막자사발에 액체질소를 넣고 분쇄한 후 McCouch 등(1988)의 방법을 이

용하여 genomic DNA를 분리하였다. 분쇄된 sample은 extraction buffer (0.5 M 

NaCl, 0.1M Tris-HCl / pH 8.0, 50mM EDTA / pH 8.0, 1.25% SDS)와 섞은 

후 65℃에 20분 처리하였다. 처리 후 phenol과 chloroform, 그리고 isopropanol

로 응축시켰다. 응축된 DNA는 70% EtOH로 세척한 후 건조시켰으며 건조된 

DNA TE buffer에 녹여 농도를 측정한 후 분석에 사용하였다. 10㎍ DNA를 

XbaI과 EcoRI 등의 제한효소로 절단한 후 0.8% agarose gel에서 전기영동하였

다. 전기영동 후 Sambrook과 Russell(2000)의 방법에 따라 nylon membrane에 

transfer하였다. Probe DNA는 Ladderman labelling kit (Takara)를 이용하여 (α

-32P)dCTP로 labelling하였다. Hybridization은 Church와 Gilbert(1984)의 방법에 

의하여 수행하였으며 hybridization을 마친 membrane은 2X SSC / 0.1% SDS 

용액으로 상온에서 2번 세척한 후, 0.1X SSC / 0.1% SDS 용액으로 상온에서 

한번, 68℃  에서 한번 세척하였다. 세척된 membarne은 X-ray film에 노출시키

고 현상을 통해 signal을 확인하였다.

   3) RT-PCR 분석

   

   유전자의 발현여부를 확인하기 위하여 우선 형질전환 상추로부터 

GibcoBRL사의 Trizol시약을 사용하여 전체 RNA를 제시된 방법에 따라 분리한 

뒤 oligo dT primer와 reverse transcriptase을 이용, cDNA를 합성하였다. 

cDNA 합성 프로그램 조건은 1μg의 RNA를 oligo dT primer를 첨가한 후 70°C
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에서 RNA 이차구조를 제거한 뒤 42°C에서 30분간 역전사 시키고 사용된 역전

사효소를 불활성화시키기 위해 75°C에서 10분간 두었다. 그 후 합성된 cDNA 1

μg을 사용, 각 유전자의 발현 확인을 위하여 제작된 primer와 taq polymerase로 

PCR하였는데 그 프로그램은 96°C에서 2분간 초기 변성 시간을 둔 뒤 96°C에서 

30초, 55°C에서 30초, 72°C에서 1분으로 40 cycle을 실행하고 마지막으로 72°C

에서 10분간 최종 연장시킨 후 4°C를 유지하여 전체 반응을 종료하였다. 각각의 

primer 들로 증폭된 단편들은 1.5% agarose gel에서 전기영동하여 UV광 하에

서 그 산물의 존재유무와 크기를 확인하였다. RT-PCR 분석을 위해 세 종류의 

primer 조합; human H-chain ferritin (FH-f1: 5'-atg acg acc gcg tcc acc 

tc-3', FH-r1: 5'-tta gct ttc att atc act gtc tcc-3'), human L-chain ferritin 

유전자 (FL-f1: 5'-atg agc tcc cag att cgt ca-3', FL-r1: 5'-tag tcg tgc ttg 

aga gtg ag-3') and rice ferritin (CRF-f1: 5'-atg gct ctt gct cca tcc aaa 

g-3', CRF-r1: 5'-cta ttc aag att aag cag cat-3')을 이용하였다. 

   4) Western blot 분석

     Ferritin의 발현정도를 확인하기 위해 발현후의 추출한 각각의 단백질을 

1ml씩 취하여 원심분리 시킨 후 침전물은 제거하였다. 단백질 sample에 동량의 

2X-sample buffer를 첨가하여 단백질을 변성시킨 뒤 sample을 loading하고 표

준물질로 molecular weight high (Gibco BRL, USA)를 사용하였다. 전기영동을 

수행하기 위해 Mini-protein Ⅱ cell kit (Bio-Rad, USA)를 이용하였다. SDS- 

PAGE는 13%를 이용하였고 gel running후 단백질은 coomassie blue brilliant 

R- 250(GIBCO BRL, USA)로 염색시킨 뒤, 탈색시켰다. 

  사. 형질전환체의 T1 종자 획득 

    선발된 재분화 개체는 순화과정을 거쳐 온실에서 재배하였다. 온실에서의 

재배는 개화하여 종자 결실이 될 때까지 계속되었으며 종자는 homozygous 개

체를 확보하고자 자가수분에 의해 얻었다. 자가수분은 개화가 시작된 후 암술과 

수술이 노출되기 전에 봉투를 씌워 타가수분이 이루어지지 않게 하였다. 

  아. 전이유전자의 후대 유전 분석

 

    HFV로 형질전환된 상추를 자가수분하여 획득한 종자를 100mg/L 

kanamycin이 첨가된 MS배지에 파종하고 발아수를 확인하여 kanamycin에 저
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항성을 보이는 종자와 그렇지 않은 종자의 비율을 조사하였다. 

  자. Double transformation

    H-chain ferritin 유전자와 L-chain ferritin 유전자를 상추 한 개체에 같이 

전이시키기 위하여 double transformation을 시도하였다. 먼저 FHV vector로 

형질전환시키고 형질전환이 확인된 개체로부터 본엽을 1㎠ 크기로 채취하여 농

도가 OD600=1.0인 A. tumefaciens 용액에 30초간 접종시킨 후 멸균된 여과지에

서 건조시키고 1.0 ㎎/L BA와 1.0 ㎎/L BA가 첨가된 MS기본배지에 절편체의 

윗면이 아래로 가도록 치상하여 3일간 암상태에서 co-cultivation하였다. A. 

tumefaciens는 상처부위를 통하여 감염이 이루어지므로 절단면의 면적을 넓히

기 위하여 상추 절편체 내부에 상처를 주었다. A. tumefaciens과의 co- 

cultivation을 마친 상추 절편체는 1.0 ㎎/L BA, 1.0 ㎎/L NAA와 200 ㎎/L 

cefotaxim이 첨가된 세척용 MS기본배지로 절편체 표면의 A. tumefaciens를 완

전히 제거한 후 멸균된 여과지에서 건조시켰다. 이를 1.0 ㎎/L BA, 1.0 ㎎/L 

NAA, 30 ㎎/L hygromycin 및 200 ㎎/L cefotaxim 이 첨가된 1차 선발배지에 

치상하여 25±1℃, 16시간 일장의 조건으로 배양실에서 배양하였다. 1차 선발배

지에서 재분화된 신초는 일정기간 생장시킨 후 식물생장조절물질을 첨가하지 

않은 1/2 MS배지에 20 ㎎/L hygromycin 과 200 ㎎/L
 
cefotaxim이 첨가된 2차 

선발배지에서 rooting을 유도하였다. 

  차. 형질전환 상추의 생육 조사

    순화과정을 거쳐 온실에서 재배된 상추는 초장을 일주일마다 측정하였으며 

6주 후에 최종 조사를 하였다. 최종 조사후 6주후의 초장과 순화초기의 초장의

차이를 비교하여 생장률을 조사하였다.

  카. 형질전환 상추의 철분 함량 조사

  

    10g의 잎 조직을 취하여 70℃에서 1주일동안 건조한 후 분쇄하였다. 분쇄후 

105℃에서 1일 다시 건조시키고 0.5g의 잎 조직에 5 ml의 황산을 첨가하고 혼

합 후 상온에 24시간 방치하였다. 분쇄를 촉진하기 위하여 과산화수소수를 조금

씩 첨가하여 시료가 맑고 투명하게 될 때까지 분해하였다. 분해가 완료된 후 분

해액을 Whatman No.2 여과지를 이용하여 여과시킨 후 철분을 측정하였다. 측

정시 분석 용액을 0.45㎛ membrane filter를 통과시켜 inductively coupled 
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plasma (ICP) spectrometry (Direct Reading Echelle ICP, LEEMAN ABS. 

INC., USA)로 측정하였다.

3 항 결과 및 고찰

 가. 철분 농도 측정을 통한 상추 품종 선발

   상추 12 품종의 철분 함량을 측정한 결과 최고 1.244㎎/g (Sinkichu)부터 

최하 0.152㎎/g (양상추)까지의 분포를 보였으며 평균 함량은 0.639 ㎎/g을 나

타냈다 (Fig. 1). 철분 함량 측정 후 선발된 세 품종 (적치마 상추, 청치마 상

추, 적축면 상추)의 종자 발아율도 조사하였다. 종자발아율의 결과는 제3장 1

절에서 설명하였으며 그 결과 평균 철분함량에 가까우며 발아율이 가장 좋은 

청치마 상추(Lactuca sativa L. cv Green leaf)를 형질전환의 재료로 사용하였

다.

Variety Lolla rosa Lollo Caesar red Sengchae Minissam
Jeokchook

myeon

Iron 

con.
0.933㎎ 0.952㎎ 0.718㎎ 0.344㎎ 0.158㎎ 0.356㎎

Variety Sinkichu Oak leaf
Caesar 

green
Jeokcose

Yangsang

chu

Chung

chima

Iron 

con.
1.244㎎ 0.479㎎ 0.786㎎ 1.107㎎ 0.152㎎ 0.433㎎

Fig. 1.  Iron concentrations of 12 different lettuce varieties
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 나. 형질전환을 위한 ferritin 유전자를 운반하는 binary vector 작성

  1) Human H-chain ferritin 유전자를 운반하는 FHV binary vector 작성

      상추 형질전환을 위해 pET-5b가 운반하는 550bp의 human H-chain 

ferritin 유전자(Fig. 2)를 pILTAB 357에 삽입하였다(Fig. 3). pET-5b- Human 

H-chain ferritin 단편은 XbaI과 EcoRI site가 5’과 3’ 양끝에 부착되게 디자인

한 primer(CFH-f1, CFH-r1)을 이용하여 PCR을 실시하였다. 증폭된 PCR 

product은 electrophoresis로 size를 확인 후 insert로 사용할 단편을 포함하는 

gel을 분리하여 gel extraction kit(QIAgen)로 DNA를 분리 정제후 XbaI과 

EcoRI으로 절단하여 insert를 확보하였다(Fig. 4). 한편 pILTAB 357 역시 XbaI

과 EcoRI으로 절단하여 전기영동하여 정제하였다. 이렇게 확보된 vector와 

insert를 적정농도로 혼합하고 T4 DNA ligase를 사용하여 4℃에서 16시간 두어 

ligation 시킨 후 E. coli DH5α에 형질전환시켰다. 형질전환된 E. coli는 

kanamycin(50㎎․L-1)이 첨가된 고체 LB배지에서 배양하여 저항성을 보이는 

colony를 선발하였다. Ligation 시킨 후 선발된 colony는 restriction 

enzyme(Fig. 5)과 PCR(Fig. 6)로 정확한 삽입이 이루어졌는지 확인하고 

recombinant plasmid vector를 완성한 후 sequencing(Fig. 7)을 통해 정확한 

site에 삽입되었는지를 확인하고 FHV로 명명하였다(Fig. 8). 최종적으로 확인 

작성된 FHV는 Agrobacterium인 LBA4404에 형질전환 후 확인작업을 거쳐 상

추 형질전환에 사용하였다. 
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<Human H-chain ferritin nucleotide sequence>

    1 atgacgaccg cgtccacctc gcaggtgcgc cagaactacc accaggactc agaggccgcc

   61 atcaaccgcc agatcaacct ggagctctac gcctcctacg tttacctgtc catgtcttac

  121 tactttgacc gcgatgatgt ggctttgaag aactttgcca aatactttct tcaccaatct

  181 catgaggaga gggaacatgc tgagaaactg atgaagctgc agaaccaacg aggtggccga

  241 atcttccttc aggatatcaa gaaaccagac tgtgatgact gggagagcgg gctgaatgca

  301 atggagtgtg cattacattt ggaaaaaaat gtgaatcagt cactactgga actgcacaaa

  361 ctggccactg acaaaaatga cccccatttg tgtgacttca ttgagacaca ttacctgaat

  421 gagcaggtga aagccatcaa agaattgggt gaccacgtga ccaacttgcg caagatggga

  481 gcgcccgaat ctggcttggc ggaatatctc tttgacaagc acaccctggg agacagtgat 

  541 aatgaaagct aa

<Human H-chain ferritin amino acid sequence>

  

    1 mttastsqvr qnyhqdseaa inrqinlely asyvylsmsy yfdrddvalk nfakyflhqs

   61 heerehaekl mklqnqrggr iflqdikkpd cddwesglna mecalhlekn vnqsllelhk

  121 latdkndphl cdfiethyln eqvkaikelg dhvtnlrkmg apesglaeyl fdkhtlgdsd

  181 nes

Fig. 2. Nucleotide and amino acid sequences of human H-chain ferritin  

        gene
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RB NOS NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV Ferritin H NOS 3’ LB

X            E

RB NOS NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV NOS 3’ LB

X  E

Ferritin H

X            E

RB NOS NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV Ferritin H NOS 3’ LB

X            E
RB NOS NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV Ferritin H NOS 3’ LB

X            E

RB NOS NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV NOS 3’ LB

X  E
RB NOS NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV NOS 3’ LB

X  E

Ferritin H

X            E

Ferritin H

X            E

Fig. 3. Construction strategy of the binary vector, FHV, used for       

         transformation of lettuce plant. The human H-chain ferritin   

         gene was placed under CsVMV promoter. Plasmid map is      

         abbreviated as follows: X: XbaⅠ; E: EcoRⅠ. NOS: Nos       

         promoter; NOS 3': Nos terminator; CsVMV: CsVMV           

         promoter; NPTⅡ: kanamycin resistant gene; RB: right         

         border;  LB: left border
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                       M    1     2     M'

    

                

pILTAB357

12.6kb

H-type ferritin gene
550bp

pILTAB357

12.6kb

H-type ferritin gene
550bp

Fig. 4. Preparation of pILTAB 357 and insert (Human H-chain               

           ferritin gene) for construction of FHV binary vector.              

           H-chain ferritin gene was amplified by PCR using CFH-f1   

          (5'-agt tct aga atg acg acc acg tcc acc t-3') and CFH-r1    

          (5'-agt gaa ttc tta gct ttc att atc act gtc tc-3') primers.     

          pILTAB 357 was also double digested with the XbaⅠand     

          EcoRⅠ.

           M: λDNA/HindⅢmarker

           Lane 1: pILTAB 357 (XbaⅠ/EcoRⅠ) 

           Lane 2: Human H-chain ferritin (XbaⅠ/EcoRⅠ) 

           M': 100bp-1kb ladder
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               M 1  2  3  4 5  6  7 8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M'

Fig. 5. Confirmation of FHV binary vector with digestion of XbaⅠ   
        /EcoRⅠ 
         M: λDNA/HindⅢmarker
         lane 1: pILTAB (XbaⅠ)
         lane 2: pILTAB (EcoRⅠ)
         lane 3: pILTAB (XbaⅠ/ EcoRⅠ)
         lane 4 -18: CH1~5 (XbaⅠ, EcoRⅠ, XbaⅠ/ EcoRⅠ)
         M'  100bp-1kb ladder

               M 1  2  3  4  5 6  7  8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18  M'         

Fig. 6. Confirmation of FHV binary vector with PCR analysis. For   
         PCR analysis a pair of primers CV-f1 (5'-tga agt act gag     
         gat aca act tca-3') and CV-r1 (5'-gca aga ccg gca aca gga   
         ttc-3') were designed from the part of vector.
         M: KB Ladder marker
         lane 1: pILTAB (CVMV primer)
         lane 2: pILTAB (FH primer)
         lane 3: pET-5b-Human H-chain ferritin (CVMV primer)
         lane 4: pET-5b-Human H-chain ferritin (FH primer)
         lane 5-18: CH1~6 (CVMV primer, FH primer)
         M'  100bp-1kb ladder
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Fig. 7. Confirmation of ligation of pILTAB with H-chain ferritin gene.    

         Restriction enzyme site was underlined. Start and stop codon        

         were marked with rectangles.

Fig. 8. Plasmid map of HFV binary vector used for transformation of  

        lettuce. The human H-chain ferritin gene was placed under the  

        control of CsMV promoter. Plasmid map is abbreviated as      

        follows: X, XbaI;  E, EcoRI; NOS, Nos promoter; NOS 3', Nos  

        terminator; NPTⅡ: kanamycin resistant gene; CsVMV, CsVMV  

        promoter; RB: right border; LB: left border       

RB   NOS    NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV      Ferritin H NOS 3’ LB

X           E

RB   NOS    NPT Ⅱ NOS 3’ CsVMV      Ferritin H NOS 3’ LB

X           E
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  2) Human L-chain ferritin 유전자를 운반하는 FLV binary vector 작성

      Cloning을 위해 pET-5b가 운반하는 528bp의 Human L-chain ferritin 유

전자(Fig. 9)을 pCAMBIA 1302에 삽입하였다(Fig. 10). pET-5b-Human 

L-chain ferritin 단편은 BglⅡ와 BbrPⅠ site가 5’과 3’ 양끝에 부착되게 디자인

한 primer(CFH-f2:5'-agt aga tct atg agc tcc cag att cgt cag-3', CFH-r2: 

5'-agt cac gtg tta gtc gtg ctt gag agt gag-3')을 이용하여 PCR을 실시하였

다. 증폭된 PCR product은 electrophoresis로 size를 확인 후 insert로 사용할 단

편을 포함하는 gel을 분리하여 gel extraction kit(QIAgen)로 DNA를 분리 정제

후 BglⅡ와 BbrP으로 절단하여 insert를 확보하였다(Fig. 11). 한편 pCAMBIA 

1302 역시 BglⅡ와 BbrP으로 절단하여 전기영동하여 정제하였다. 이렇게 확보

된 vector와 insert를 적정농도로 혼합하고 T4 DNA ligase를 사용하여 4℃에서 

16시간 두어 ligation 시킨 후 E. coli DH5α에 형질전환시켰다. 형질전환된 E. 

coli는 kanamycin(50㎎․L-1)이 첨가된 고체 LB배지에서 배양하여 저항성을 보

이는 colony를 선발하였다. Ligation시킨 후 선발된 colony는 restriction 

enzyme(Fig. 12)과 vector로부터 작성된 primer (SFL-f1: 5'-ttt gga gag aac 

acg ggg ga-3', SFL-r1: 5'-gga aat tcg agc tgg tca cc-3')로 PCR(Fig. 11)을 

실시하여 정확한 삽입이 이루어졌는지 확인하고 recombinant plasmid vector를 

완성한 후 sequencing(Fig. 13)을 통해 정확한 site에 삽입되었는지를 확인한 후

FLV로 명명하였다(Fig. 14). 최종적으로 확인 작성된 FLV는 Agrobacterium인 

LBA4404에 형질전환 후 확인작업을 거쳐 상추 형질전환에 사용하였다. 
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<Human L-chain ferritin nucleotide sequence>

  1 atgagctccc agattcgtca gaattattcc accgacgtgg aggcagccgtc aacagcctg

 61 gtcaatttgt acctgcaggc ctcctacacc tacctctctc tgggcttcta tttcgaccgc 

121 gatgatgtgg ctctggaagg cgtgagccac ttcttccgcg aactggccga ggagaagcgc 

181 gagggctacg agcgtctcct gaagatgcaa aaccagcgtg gcggccgcgc tctcttccag 

241 gacatcaaga agccagctga agatgagtgg ggtaaaaccc cagacgccat gaaagctgcc

301 atggccctgg agaaaaagct gaaccaggcc cttttggatc ttcatgccct gggttctgcc 

361 cgcacggacc cccatctctg tgacttcctg gagactcact tcctagatga ggaagtgaag

421 cttatcaaga agatgggtga ccacctgacc aacctccaca ggctgggtgg cccggaggct

481 gggctgggcg agtatctctt cgaaaggctc actctcaagc acgactaa

<Human L-chain ferritin amino acid sequence>

   1 mssqirqnys tdveaavnsl vnlylqasyt ylslgfyfdr ddvalegvsh ffrelaeekr

  61 egyerllkmq nqrggralfq dikkpaedew gktpdamkaa mtlekklnqa lldlhalgsa

 121 rtdphlcdfl ethfldeevk likkmgdhlt nlhrlggpea glgeylferl tlkhd

Fig. 9. Nucleotide and amino acid sequences of human L-chain ferritin  

        gene
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Ferritin L

B                Bb

LB 35S’ HPT LacZ mgfP5 NOS 3’ RB

B Bb

35S 35S

LB 35S’ HPT LacZ Ferritin L NOS 3’ RB

B Bb

35S 35S

mgfP5

B Bb

Ferritin L

B                Bb

Ferritin L

B                Bb

LB 35S’ HPT LacZ mgfP5 NOS 3’ RB

B Bb

35S 35SLB 35S’ HPT LacZ mgfP5 NOS 3’ RB

B Bb

35S 35S

LB 35S’ HPT LacZ Ferritin L NOS 3’ RB

B Bb

35S 35SLB 35S’ HPT LacZ Ferritin L NOS 3’ RB

B Bb

35S 35S

mgfP5

B Bb

mgfP5

B Bb

Fig. 10. Construction strategy of the binary vector, FHV, used for     

          transformation of lettuce plant. The human L-chain ferritin   

          gene was placed under CaMV 35S promoter. Plasmid map is  

          abbreviated as follows: B, BglⅡ; Bb, BbrP  ;  NOS, Nos       

          promoter; NOS 3', Nos terminator; 35S, CaMV 35S promoter;  

          HPT, hygromycin resistant gene; RB, right border; LB, left   

          border
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           M    1   M'                 2  M''       

          

pCambia1302

10Kb

pCambia1302

10Kb

L-type ferritin gene
520bp

L-type ferritin gene
520bp

  

                    

Fig. 11. Preparation of pCAMBIA 1302 and insert (Human L-chain      

         ferritin gene) for construction of FLV binary vector.           

         L-chain ferritin gene was amplified by PCR using CFH-f2    

         (5'-agt aga tct atg agc tcc cag att cgt cag-3') and CFH-r2   

         (5'-agt cac gtg tta gtc gtg ctt gag agt gag-3') primers.       

         pCAMBIA 1302 was also double digested with the BglⅡ      

         /PmlⅠ.

          M: λDNA/HindⅢmarker

          Lane 1: pCAMBIA1302(BglⅡ/ BbrPI) 

          Lane 2: Human L-chain ferritin(BglⅡ/ BbrPI) 

          M': 100bp-1kb ladder

          M'': 100bp-1kb ladder
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      M 1  2  3 4  5  6 7  8  9 10 1112 M''   M''' 13  14  15  16   17  18  19  20  

Fig. 12. Confirmation of binary vector FHV by enzyme mapping        

           analysis (left) and by PCR (right). For enzyme mapping     

           analysis vector was digested with BglⅡ and NcoI. For PCR  

           analysis a pair of primers SFL-f1 (5'-ttt gga gag aac acg  

           ggg ga-3') and SFL-r1 (5'-gga aat tcg agc tgg tca cc-3')  

           were designed from the internal part of vector.

           M: λDNA/HindⅢmarker       

   Lane 1: pCAMBIA1302 (BglⅡ)

   Lane 2: pCAMBIA1302 (NcoⅠ)

   Lane 3-6: CL1∼2 (NcoI)

   1ane 7: CL3 (NcoⅠ)

   Lane 8: CL3 (BglⅡ)

   Lane 9: CL4 (BglⅡ)

   Lane 10: CL4 (NcoⅠ)

   Lane 11-12: 100bp-1kb ladder

           M'': 100bp-1kb ladder

           M''': KB Ladder marker

   Lane 13: pET-5b-Human L-chain ferritin (FL primer)

   Lane 14: pCAMBIA1302 (FL primer)

   Lane 15-20: CL1∼6 (FL primer)
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Fig. 13. Confirmation of ligation of pCAMBIA 1390 with L-chain ferritin  

          gene. Restriction enzyme site was underlined. Start and stop codon  

          were marked with rectangles.

  

Fig. 14. Plasmid map of HLV binary vector used for transformation of  

        lettuce. The human L-chain ferritin gene was placed under the  

        control of CaMV35S promoter. Plasmid map is abbreviated as  

        HPT, hygromycin resistance gene. 35S, CaMV 35S promoter;   

        RB, right border; LB, left border       

RB  35S poly A HPT 35S   Lac Z     35s      FerritinL   NOS 3’ LB

BglⅡ PmlⅠ

RB  35S poly A HPT 35S   Lac Z     35s      FerritinL   NOS 3’ LB

BglⅡ PmlⅠ
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  3) Rice ferritin 유전자를 운반하는 RFV binary vector 작성

     pBI-101-Hm binary vector에 삽입되어 있는 773bp의 rice ferritin 유전자

(Fig. 15)는 충북대학교 조용구 교수 연구팀으로부터 공여받았으며 본 실험을 

위해  RFV(Fig. 16)로 명명하였다. 공여 받은 RFV plasmid는 freeze-thaw 방

법(An et al., 1988)으로 Agobactrium tumerfaciens에 형질전환하고 RFV 

plasmid에 포함되어 있는 selection marker 및 ferritin 유전자를 확인하기 위하

여 PCR을 실시하였다. PCR 분석을 위하여 세 종류의 primer 조합을 이용하였

고 각각의 primer sequence는 다음과 같다.

    Rice ferritin 유전자: CRF-f1: 5'-atg gct ctt gct cca tcc aaa g-3',   

  CRF-r1 5'-cta ttc aag att aag cag cat-3' 

    NPT Ⅱ 유전자:   NPT1 5'-caa gat gga ttg cac gca ggt tct-3' 

  NPT2 5'-tcc aga tca tcc tga tcg aca aga-3'

    HPT 유전자:   HPT1 5'-agc ctg acc tat tgc atc tcc-3' 

  HPT2 5'-tgt ccg tca gga cat tgt tgg-3'

     PCR 결과 예상했던 750bp(rice ferritin 유전자), 550 bp(NPTII), 350bp 

(HPT)의 PCR product를 확인하였으며(Fig. 17) 확인된 vector는 상추 형질전환

에 이용하였다.



- 86 -

atggctcttg ctccatccaa agtttccacc ttttctggtt tttctcccaa acccagtgtt

gggggtgctc agaaaaaccc aacttgctct gtttctctga gctttgcgaa tgtgaaactt

ggaagcagaa accttagggt ttgtgcctca actgtgcctc tctcaggggt gatattcgaa

cccttcgagg aggttaagaa gggtgaactt gctgttccaa cggtccccca agtctcgctt

gccgtaagaa ctacgctgat gagtgtgaat ctgccattaa cgagcagata aatgtggaat

acaatgcttc ctatgcgtac cactccttgt ttgcgtacat tgacagggac aacgtggctc

tcaagggatt tgccaagttc ttcaagaaat ctagtgagga agaaagagag cacgctgaaa

agctcatgaa atatcagaat actcgcggtg gaagggttgt tcttcacgcc atcaagaatg

tcccctcaga atttgagcat gtggaaaagg gggatgcatt gtatgcattg gaattagctt

tgtctttgga gaagttagtg aatgagaaac ttctgaatgt gcacagtgtg gcagatcgca

acaatgaccc tcaaatggcc gacttcattg aaagcgagtt tttgtctgaa caggttgaat

gaattaagaa aatttcagag tatgtggctc agttgagaag ggttgaggtc acggtgtttg

    gcactttgat caaagacttc ttgattagga agatgctgct taatcttgaa tag

Fig. 15. Nucleotide and amino acid sequences of human L-chain        

          ferritin gene

RB NOS HPTRice ferritin NOS 3’ LB

B                    S

35S35SNPTⅡ NOS 3’ NOS 3’RB NOS HPTRice ferritin NOS 3’ LB

B                    S

35S35SNPTⅡ NOS 3’ NOS 3’

Fig. 16. Vector map of RFV with rice ferritin gene.

         Plasmid is abbreviated as follows: B, BamHⅠ; S, SstⅠ. NOS,  

         Nos promoter; NOS 3', Nos terminator; 35S, CaMV 35S       

         promoter; NPTⅡ, kanamycin resistant gene; HPT,             

         hygromycin resistant gene; RB, right border; LB, left border 
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Fig. 17. Confirmation of binary vector RFV with rice ferritin gene. 

         PCR analysis revealed the presence of the expected 750bp,     

         550bp and 350bp products for rice ferritin (left),  NPT Ⅱ       

         (center) and hpt (right) genes, respectively. For PCR analysis,  

         three different pairs of primers; rice ferritin gene (CRF-f1     

         5'-atg gct ctt gct cca tcc aaa g-3', CRF-r1 5'-cta ttc aag    

         att aag cag cat-3'), NPTII (NPT1 5'-caa gat gga ttg cac gca  

         ggt tct-3', NPT2 5'-tcc aga tca tcc tga tcg aca aga-3') and  

         hygomycin registance gene (HPT1 5'-agc ctg acc tat tgc atc  

         tcc-3', HPT2 5'-tgt ccg tca gga cat tgt tgg-3') were used to  

         amplify each gene in the vector. 
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  다. Ferritin 유전자로 상추의 형질전환

    상추에 ferritin 유전자를 도입시키기 위하여 발현 vector를 포함하고 있는 

A. tumefaciens LBA4404를 자엽 절편에 5분간 접종한 후 50 mg/L kanamycin 

혹은 20 mg/L hygromycin이 포함된 선발배지에서 배양한 결과 배양 15일경부

터 치상된 절편체의 상처난 부위로부터 kanamycin 혹은 hygromycin에 저항성

을 갖는 callus와 신초가 형성이 되기 시작하였다(Fig. 18). 상추 형질전환의 경

우 callus를 거친 후의 재분화되는 간접 재분화보다는 직접 신초가 형성되는 직

접 재분화의 양상을 보여 주었다. 발달한 신초를 callus와 절편체를 제거하고 새 

배지에 옮겨준 후 일정크기로 자라면 rooting배지에 옮겨 뿌리가 분화되어 재분

화 개체를 획득할 수 있었다.

  라. 형질전환체의 유전자 도입 확인

   선발배지에서 유기된 상추 신초는 genomic DNA를 분리한 뒤, 형질전환

체임을 확인하기 위해 PCR을 수행하였다. PCR로 확인된 형질전환 개체는 순화

시켜 온실에서 재배하였다. 재배된 형질전환 상추는 Southern hybridization, 

RT-PCR, western blotting 등을 통하여 transgene의 전이 여부 및 전이된 유전

자의 발현 여부 등을 분석하였다.

   1) PCR 분석에 의한 유전자 도입 확인

    세 종류의 ferritin 유전자가 전이된 상추 single transformants의 genomic 

DNA에 전이되었는지 확인하기 위해 선발배지에서 선발되어 온실에서 재배된 

재분화 개체의 본엽으로부터 genomic DNA를 추출하여 PCR 방법으로 확인하

였다. 이와 더불어 human H-chain 과 L-chain ferritin 유전자로 형질전환된 상

추 double transformants도 PCR로 형질전환여부를 확인하였다. 각각 유전자에 

specific한 primer; human H-chain ferritin 유전자(CV-f1 5'-tga agt act gag 

gat aca act tca-3', CV-r1 5'-gca aga ccg gca aca gga ttc-3'), human 

L-chain ferritin 유전자 (SFL-f1 5'-t tt g ga gag aac acg ggg ga-3', 

SFL-r1 5'-gga aat tcg agc tgg tca cc-3') 및 rice ferritin 유전자(CRF-f1 

5'-atg gct ctt gct cca tcc aaa g-3', DRF-r1 5'-att gcc aaa tgt ttg aac gat 

c-3')를 이용하여 PCR방법을 수행한 결과 600bp(human H-chain ferritin), 

550bp(human L-chain ferritin) 및 750bp(rice ferritin)의 PCR product를 확인하

였다. 한편 H-chain ferritin 유전자와 L-chain ferritin 유전자를 상추 한 개체에 
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같이 전이시키기 위하여 double transformation을 시도하고 kanamycin과 

hygromycin 배지에서 선발한 상추 double transformants에서는 human 

H-chain ferritin 유전자의 600bp와 human L-chain ferritin 유전자의 500bp 

product를 한 개체로부터 확인할 수 있어 두 개의 유전자가 한 개체에 존재하

는 것을 확인하였다. 반면에 형질전환을 시키지 않은 상추에서는 PCR product

를 확인할 수 없었다(Fig. 19).

   2) Southern hybridization에 위한 형질전환체의 분석

     Southern hybridization 분석은 PCR 분석에 의하여 일차적으로 유전자 도

입이 확인된 형질전환체 10개 line을 각 유전자별로 선발하여 실시하였다. 

EcoRI enzyme 처리 후 human H-chain ferritin 혹은 hpt gene으로부터 작성된 

probe를 이용하여 확인을 한 결과 기대했던 size인 550bp (ferritin) 혹은 700bp 

(hygromycin)의 signal을 확인할 수 있었다. Southern hybridization 분석의 결

과로 PCR로 확인된 line들로의 ferritin 유전자의 도입이 확인되었고 이들의 

copy수는 1-3개인 것으로 확인되었다. 
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Fig. 18. Transformation of lettuce with A. tumefaciens  LBA4404        

          containing FHV, FLV or RFV. A: infected cotyledon explants  

          on selection medium; B: transegnic shoots were induced onto  

          selection medium; C: transgenic shoot was grown onto       

          selection medium; D: roots from transgenic shoot were       

          induced in rooting medium.
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Fig. 19. Confirmation of transgenic lettuce plants by PCR analysis. 

         PCR analysis revealed the presence of the expected 600bp     

         (human H-chain ferritin, A), 550bp (human L-chain ferritin,   

         B), 750bp (rice ferritin, C), and 600 & 500bp (human H + L   

         ferritin gene double transformation, D) products. For PCR     

         analysis, three different pairs of primers were used; human    

         H-chain ferritin gene (CV-f1 5'-tga agt act gag gat aca act  

         tca-3', CV-r1 5'-gca aga ccg gca aca gga ttc-3'), human     

         L-chain ferritin gene (SFL-f1 5'-t tt g ga gag aac acg ggg   

         ga-3', SFL-r1 5'-gga aat tcg agc tgg tca cc-3'), and rice     

         ferritin (CRF-f1 5'-atg gct ctt gct cca tcc aaa g-3', DRF-r1  

         5'-att gcc aaa tgt ttg aac gat c-3'). 

         P:  positive control; N: negative control
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Fig. 20. Southern hybridization of DNA from transgenic lettuce plants  

         with human H-chain (top) and L-chain (bottom) ferritin       

         genes. Genomic DNA of each transgenic lines were digested   

         with BamHI (odd number) and XhoI (even number),           

         respectively. Digested genomic DNA was probed with          

         [32P]-labeled 550b and 700bp fragment for H-chain ferritin     

         gene(top) and hpt gene (bottom), respectively. (M: Size        

         marker, Lamda DNA digested with HindIII; P: positive        

         control, lane 1-20: transgenic lettuce line)

1  2  3   4   5   6 7 8   9  10  11 12  13 14 15 16  17 18  19 201  2  3   4   5   6 7 8   9  10  11 12  13 14 15 16  17 18  19 20

 

hpt

P     M       1  2   3  4 5  6 7  8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

hpt

P     M       1  2   3  4 5  6 7  8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Fig. 21. Southern hybridization of DNA from transgenic lettuce plants  

         with rice (top) and double transformants with human H- and  

         L-chain ferritin genes (bottom). Genomic DNA of each        

         transgenic lines were digested with BamHI (odd number) and  

         XhoI (even number), respectively. Digested genomic DNA was  

         probed with [32P]-labeled 700bp fragment. (M: Size marker,    

         Lamda DNA digested with HindIII; P: positive control,  hpt    

         fragment from each plasmid; lane 1-20: transgenic lettuce     

         line)

hpt

P     M       1  2   3  4 5  6 7  8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

hpt

P     M       1  2   3  4 5  6 7  8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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   3) RT-PCR 분석에 위한 형질전환체의 발현 조사

   

    유전자의 발현여부를 확인하기 위하여 우선 형질전환 상추로부터 total 

RNA를 분리한 뒤 oligo dT primer와 reverse transcriptase을 이용, cDNA를 

합성하였다. 그 후 합성된 cDNA 1μg을 사용, 각 유전자의 발현 확인을 위하여 

제작된 primer와 taq polymerase로 PCR을 시도하였으며 그 결과 기대했던 

550bp(human H-chain ferritin), 520bp(human L-chain ferritin) 그리고 

750bp(rice ferritin 유전자)의 RT-PCR 산물을 확인하였고 상추 double 

transformants로부터도 550bp(human H-chain ferritin)와 520bp(human L-chain 

ferritin) 산물을 한 개체로부터 확인하였다. 이로서 각각의 형질전환체로부터 

ferritin 유전자의 발현을 확인하였으며 특히 인간으로부터 분리한 유전자도 식

물에서 발현됨을 확인할 수 있었으며 두 개의 유전자가 동시에 형질전환된 상

추 형질전환체에서도 두 개의 유전자가 동시에 발현됨을 확인할 수 있었다 

(Fig. 22).

   4) Western blot 분석에 의한 형질전환체의 단백질 발현

     상추 형질전환체에서의 ferritn 유전자의 발현 유무를 확인하기 위해 

SDS-PAGE를 수행하였다. 상추 형질전환체 6개와 Negative control로 비형질

전환체인 상추 sample 1개, 그리고 positive control로 대장균에서 발현시킨 

ferritn sample 1개를 western blotting으로 각각 비교하였다. 실험결과 Fig. 23

에서와 같이 Lane 1-6까지 상추 형질전환체에서 약 42kDa 위치의 signal을 확

인할 수 있었고, Lane 8의 대장균 ferritn  sample에서는 약 21kDa과 42kDa 위

치 두 곳에서 ferritn signal을 확인 할 수 있었다. 반면 negative control 상추

sample에서는 signal을 확인할 수 없었다. 이상과 같은 결과로 상추 ferritn 형

질전환체에서는 ferritn이 dimer 크기의 분자량에서 발현이 되는 것으로 추측된

다. 하지만 E. coli의 결과에서처럼 monomer위치의 signal이 없어서 식물에서의 

단백질은 좀더 복잡한 post-translational modification pathway를 거칠 것으로 

추측되며 이에 대한 명확한 연구가 좀더 심화되어야 한다고 판단된다.  
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Fig. 22. Confirmation of transgene expression of transgenic lettuce     

          plants by RT-PCR. 

          RT-PCR analysis revealed the presence of the expected      

          550bp, 520bp, 750bp, and 550 & 520bp products for human    

          H-chain ferritin gene(A), human L-chain ferritin gene(B),    

          rice ferritin gene(C), double transformation (human H- and   

          L-chain ferritin genes)(D). For RT-PCR analysis, three       

          different pairs of primers were used, human H-chain ferritin  

          gene (FH-f1: 5'-atg acg acc gcg tcc acc tc-3', FH-r1:       

          5'-tta gct ttc att atc act gtc tcc-3'), human L-chain ferritin  

          gene (FL-f1: 5'-atg agc tcc cag att cgt ca-3', FL-r1: 5'-tag  

          tcg tgc ttg aga gtg ag-3'), and rice ferritin gene (CRF-f1:   

          5'-atg gct ctt gct cca tcc aaa g-3', CRF-r1: 5'-cta ttc aag  

          att aag cag cat-3'). N: negative control.
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Fig. 23. Analysis of protein expression by western blot analysis. 

            Lane 1∼6: Transgenic lettuce plants

            Lane 7: Non transformed lettuce plants

            Lane 8: E-coli.
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  마. 전이유전자의 후대 유전 분석 

     온실에서 재배된 형질전환체의 종자는 homozygous 개체를 확보하고자 자

가수분에 의해 얻었다. 자가수분은 개화가 시작된 후 암술과 수술이 노출되기 

전에 봉투를 씌워 타가수분이 이루어지지 않게 하였다. 

     Human H-chain ferritin 유전자로 형질전환된 상추를 자가수분하여 획득

한 종자를 100mg/L kanamycin이 첨가된 MS배지에 파종하고 발아수를 확인하

였다. T1 세대에서 전이유전자의 분리비를 확인하기 위한 본 실험은 수확 종자

수가 100개 이상인 6개의 형질전환체를 대상으로 kanamycin에 저항성을 보이

는 종자와 그렇지 않은 종자의 비율을 조사하였다. 그 결과 kanamycin에 저항

성을 보이는 종자의 발아를 기초로 전이유전자가 후대로 유전함을 확인할 수 

있었으며 kanamycin에 저항성을 보이는 종자와 그렇지 않은 종자의 비율로 전

이유전자의 copy수를 추정할 수 있었다 (Table 2). 그 결과 line 4는 3:1의 분리

비를 보여 Mendel의 유전법칙에 따라 1 copy가 존재할 것으로 예측되었으며 

copy수를 예측할 수 없는 line 2를 제외하고는 2 copy 이상이 도입됐음을 예측

할 수 있었다. 보다 정확한 전이유전자의 copy수는 Southern blot 분석으로 정

확하게 분석할 수 있었다. 한편 kanamycin 배지에서 저항성을 보인 종자는 선

발하여 T1세대를 온실에서 재배하고 형질전환시키지 않은 모식물체와 타가수분

시키고 그 종자의 발아 검정을 통하여 homozygous 개체를 확보하고자 하였으

며 이들  homozygous 개체들의 ferritin 유전자 발현 정도도 확인할 예정이다.
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Table 2. Segregation of kanamycin resistance in progenies from 

         selfing transformants with human H-chain ferritin gene.

Transgenic plant Copy number
z Germination no.

Km
y
 / Km

x

Segregation 

ratio

Km
y
 : Km

x

1 ≥2 132/18 7.33:1

2 NDw 89/61 1.45:1

3 ≥2 86/14 6.14:1

4 1 70/30 2.33:1

5 ≥2 127/23 5.52:1

6 ≥2 87/13 6.69:1

  zCopy number of H-chain ferritin gene was expected by segregation ratio  

   of KmR.
  y
Km

R
: No. of kanamycin resistance seeds.

  xKmS: No. of kanamycin sensitive seeds.
  wNot determined.
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  바. 형질전환 상추의 생육 조사

     순화과정을 거쳐 온실에서 재배된 상추는 초장을 일주일마다 측정하였으

며 6주 후에 최종 조사를 하였다. 6주후의 초장에서 순화할때의 초장의 차이를 

비교한 바 nontransformed 상추의 초장변이의 평균은 20 cm인 반면에 human 

H-chain ferritin 유전자를 이용한 형질전환 상추의 초장변이는 평균 23.1 cm, 

human L-chain ferritin 유전자는 23.75 cm, rice ferritin 유전자는 24.95 cm, 그

리고 H-chain과 L-chain ferritin 유전자를 동시에 형질전환한 이중형질전환체

는 29.2 cm이었다(Fig. 26). 본 결과는 ferritin 유전자가 상추의 생육 즉 초장에 

영향을 주는 것으로 보여지며 그 효과는 이중형질전환 상추가 가장 좋았으며 

그 다음으로 rice ferritin, human L-chain ferritin, human H-chain ferritin 순

으로 나타났다. H-chain과 L-chain ferritin 유전자를 이용한 형질전환체의 평균

초장의 차이는 없었으나 이중형질전환체에서 월등히 초장의 증가를 보여 아마

도 상승효과가 있었으리라 판단되나 이를 위한 보완 실험이 필요하다고 생각된

다. 그러나 각각의 유전자를 이용한 형질전환에서 선발된 line들의 변이가 다양

하여 (H-chain; 13∼38.5 cm, L-chain: 10∼38 cm, rice ferritin: 12∼41 cm, 이

중형질전환체: 17∼42 cm) 이들 중 육성목적에 적합한 line의 선발이 필요하다

고 판단되며 이를 위해 line을 선발 유지 중에 있다(Fig. 24, 25). 
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Fig. 24. Differences of plant height of transgenic lettuce plants with   

          human H-chain ferritin gene (top) and with human L-chain  

          ferritin gene (bottom). 

          Differences of plant height = plant height after 6 weeks from  

          being transplanted to the pot - plant height at first day      

          from being transplanted to the pot

          Con :  Non-transgenic plant
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Fig. 25. Differences of plant height of transgenic lettuce plants with   

          rice ferritin gene (top) and double transformants with human  

          H- and L-chain ferritin genes (bottom). 

          Differences of plant height = plant height after 6 weeks from  

          being transplanted to the pot - plant height at first day      

          from being transplanted to the pot

          Con: Non-transgenic plant
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Fig. 26. Average plant heights of 4 types of transgenic lettuce plants.

         Average of plant height = Sum of plant height differences of  

         transgenic plants  /  total numbar of transgenic plants

         Con :  Non-transgenic plant

         H: Transgenic lettuce plants with human H-chain ferritin 

            gene; 

         L: Transgenic lettuce plants with human L-chain ferritin      

             gene; 

         R: Transgenic lettuce plants with rice ferritin; 

         D(HL): Transgenic lettuce plants with human H and L-chain  

                   ferritin gene.
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  사. 형질전환 상추의 Fe
++
 이온 함량 조사

    PCR, Southern hybridization 분석 및 RT-PCR등으로 확인된 single 

transformed 상추(세 종류의 ferritin 유전자)와 double transformed 상추의 철분

함량을 inductively coupled plasma (ICP) spectrometry로 측정한 결과는 Table 

3과 같다. 평균 Fe
++
 이온 함량은 nontransformed 상추의 경우 0.420 mg/g인 

반면에 human H-chain ferritin 유전자로 형질전환된 상추가 0.834 mg/g으로 

약 2배정도 높았다. Human L-chain ferritin 유전자(0.536 mg/g), rice ferrtin 

유전자(0.553 mg/g), double transformed 상추(0.534 mg/g)등으로 형질전환된 

상추도 약간의 높은 경향은 보였으나 많은 차이를 보이지는 않았다. 그러나 각

각의 유전자별로 형질전환 line별 차이(H-chain ferritin: 0.260∼1.165, L-chain 

ferritin: 0.241∼1.037, rice ferritin: 0.260∼1.165, double transformants: 0.249∼

0.837)가 크게 나타나 고함량을 보이는 line은 선발하여 고정중에 있다. 
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 Table 3.  Iron concentrations of transgenic lettuce plants

Iron concentrations (mg/g)

H L R D C

Line 

no.

Iron 

conc.

Line 

no.

Iron 

conc.

Line 

no.

Iron 

conc.

Line 

no.

Iron 

conc.

Line 

no.

Iron 

conc.

H1 0.260 L1 0.681 R2 0.656 HL2 0.808 C1 0.485

H2 1.165 L2 0.427 R5 0.363 HL4 0.577 C2 0.393

H3 0.641 L4 0.702 R9 0.382 HL5 0.249 C3 0.381

H4 1.041 L5 0.428 R10 0.906 HL6 0.707

H5 1.207 L6 0.478 R11 0.526 HL7 0.403

H6 0.887 L7 0.462 R12 0.670 HL8 0.837

H7 0.829 L9 0.241 R13 0.756 HL9 0.752

H8 1.165 L11 1.037 R14 0.158 HL10 0.529

H9 0.415 L12 0.365 R15 0.624 HL12 0.309

H10 0.732 L13 0.541 R16 0.488 HL23 0.168

Average 0.834 Average 0.536 Average 0.553 Average 0.534 Average 0.420

  

 zH: Transgenic lettuce plants with human H-chain ferritin gene

  L: Transgenic lettuce plants with human L-chain ferritin gene

  R: Transgenic lettuce plants with rice ferritin gene

  D: Transgenic lettuce plants with human H & L-chain ferritin gene
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제 4 절 Sesquiterpene 합성유전자의 분리 및

        Agrobacterium을 이용한 상추로의 도입

1 항  서 언

  식물체내에서 일어나는 대사활동은 크게 일차대사와 이차대사로 분리된다. 일

차대사란 식물이 기본적으로 살아가기 위해 일어나는 대사활동으로 빛을 이용

해 당을 합성해 내는 광합성작용과 그것을 에너지원으로 사용하는 호흡작용이 

이에 포함되며 모든 식물체내에서 공통적으로 일어나는 대사 활동이라 할 수 

있다. 반면, 이차대사란 일차대사를 통해 만들어지고 사용되어진 후 남아 있는 

영양소를 기본으로 식물종 별로 기관 특이적으로 물질을 생합성 및 활용하는 

과정이라 할 수 있는데  이렇게 이차대사를 통해 생합성되는 물질은 크게 

terpenoids, alkaloids, phenylpropanoid flavonoids 화합물 등으로 나뉘며 이중에

서도 특히 terpenoid 화합물은 식물내에서 생성되는 2차 대사산물 중 가장 구조

적으로 다양한 류를 포함하는 것으로 알려져 있다(Buchanan et al. 2000). 

Terpeonoid 화합물은 다시 탄소 다섯개로 구성된 isoprene을 한 단위로 그 단

위가 모여진 개수에 따라 한 개의 경우 hemiterpene, 두 개가 모인 

monoterpene, 세 개가 모여 총 15개의 탄소로 이루어진 sesquiterpene 그리고 4

개의 diterpene, sesquiterpene 두개로 구성된 triterpene,  8개의 isoprene 단위로 

구성된 tetraterpene, 8개 이상의 isoprene으로 구성된 polyterpene으로 분류된

다. Terpenoid 화합물 가운데 isoprene 3개가 모여 이루어진 sesquiterpene은  

특히 최근 들어 다양한 약효를 보이는 것으로 알려져  많은 관심을 끌고 있는

데, 그 대표적 예로서 국화과 식물인 개똥쑥(Artemisia annua L.)에서 생합성되

는 artemisia라는 물질은 항말라리아를 위한 특효성분으로 알려져 있다. 

상추는 국화과의 1년초 작물로  비타민류와 mineral을 다량 함유하며 샐러드, 

쌈 채소등으로 이용되는 주 원예채소작물이라 할 수 있다. 이 상추내에는 특유

의 쌉쌀한 맛을 내는 성분이자 위궤양, 발열, 최면, 진통효과가 있어 불면증에 

좋다고 알려진 성분들 즉, lactucin(C15H16O5, MW : 276.3), 

8-doxylactucin(C15H16O4, MW : 260.3) 및 lactucopicrin(C23H22O7, MW : 410)이 

함유되어 있는데 이들은 terpenoid계통의 sesquiterpene lactone으로 알려져 있

다. 이와 유사하게 쓴맛을 내는sesquiterpene lactone 성분은 상추외에도 같은 

국화과 식물인 chicory(Chichorium intybus), radicchio(Cichorium intybus), 

endive(Cichorium endive), artichoke (Cynara scolymus) 등에도 함유되어있으
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며 이들은 곤충에 대한 기피물질, 항 곰팡이, 항 박테리아 성분으로 작용하기도 

한다고 보고되어져 있다. 이들 물질은 기본적으로 sesquitepene의 공통 전구체

인 farnesyl pyrophosphate(FPP)를 기본 전구체로 하는 동시에 guanine, 

germacran, eudusmane등의 국화과 특유의 물질을 기반으로 생합성 되는데 이

들 역시 동일한 전구체인 FPP로부터 germacrene A 합성효소에 의해 형성된 

(+)-germacrene A를 전구체로 한 acetate-mevalonate-FPP-germa cradiene 경

로를 거쳐 생합성된다고 알려져 있다(de Kraker et al. 1998). Fig. 1은 FPP가 

germacrene A 합성효소에 의해 germacrene A로 전환된 후 상추를 포함한 국

화과 작물 특유의 sesquiterpene lactone으로 생합성되는 과정을 나타내고 있다. 

상추 및 국화과 작물내에서는 특이하고 인간에게 유용한 sesquiterpene 

lactone이 생합성된다고는 알려져 있으나, 그 생합성량은 같은 식물체내일지라

도 기관 부위별로 재배방식에 따라 다르다고 알려져 있다. 따라서 함량에 대한 

연구는 여러방면으로 이루어져, 부위별에 있어서는 치커리의 경우 뿌리에 가장 

높은 함량이 존재하며 줄기의 경우, 위에서 아래순으로 그 함량이 낮았다고 보

고 되어있다(Rees와 Harborne, 1985). 또한 그 양은 식물의 재배지역과 질소수

준에 의해 영향을 받으며(Peters와 Amerongen, 1997) 그 식물체의 이용방식, 즉 

조리에 의해서도 주  sesquiterpene lactone 함량이 감소하는 등 영향을 받는다

고 알려져 있다(Peters와 Amerongen, 1998).

하지만 특효 성분만을 대량으로 얻기 위해 재배방식의 조절, 특정 식물체의 

기관만의 의존만으로는 한계에 놓일 수밖에 없다. 이 한계를 극복하기 위한 가

장 효율적인 방법으로 생명공학적 방법을 들 수 있으며 그것의 기본전략의 하

나로 그 물질이 생합성되는데 있어 중요한 전구물질을 대량 생합성시킴으로서 

그로부터 생성되는 최종물질의 생합성량을 증가시키는 방식을 들 수 있다. 이를 

위해 전구 물질의 생합성에 관련한 유전자를 분리하고 이 유전자가 작용하도록 

식물체에 도입하는 것은 식물 2차대사관련 연구에 있어 가장 기본적인 방식이

라 할 수 있다.  본 연구에서는 우선, 국내 상추 품종인 청치마상추를 이용, 청

치마 특유의 유용 sesquiter- pene lactone 생합성의 중요 전구체인 germacrene 

A 생합성에 관련한 유전자를 분리하였고, 이 유전자의 직접적인 생산물질인 

germacrene A와  그것으로부터 파생된 sesquiterpene lactone을 식물체내에서 

대량 생합성하기 위해 실질적으로 germacrene A 생합성 유전자를 

Agrobacterium을 이용하여 상추내로 도입하였다.
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Fig. 1.  Proposed biochemical route for the germacrene-derived          

          sesquiterpene lactones in plants by  Bennett et al.  (2002)
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 2  항  재료 및 방법

  가. 식물재료 및 배양 조건

    유전자 분리 시 사용된 상추는 기내의 무균상태에서 종자를 파종하고 발아 

후  식물체의 본엽을 재료로 사용하였으며, 형질전환은 종자 파종 후 1주 후의 

자엽을 이용하여 이루어졌다. 파종은 종자를 우선 70% 에탄올에 1분동안 진탕

한 후, 30% clorox와 0.1%의 Tween-20이 포함된 액체에 넣고 15분 동안 다시 

흔들어 주고 그것을 멸균수로 여러 번 세척하여 멸균 처리한 뒤 3%의 sucrose 

와  8g/L의 agar가 포함된 pH5.8의 MS (Murashige and Skoog) 배지가 들어있

는 마요네즈병에 병당 20립씩 파종하였다. 모든 식물체는 25°C, 16시간 광조건

하에서 배양되었으며 형질전환용 자엽을 제외한 식물체는 생장함에 따라 한달

간격으로 새 배양배지로 계대되었다.  

  나. 유전자 분리를 위한 primer 작성

    Sesquiterpene 유전자의 공통된 부분을 찾기 위하여 기존에 발표되어 있는 

작물별 sesquiterpene synthase 유전자를 ‘National Center for Biotechnology 

Information(NCBI) Genbank’에서 검색하였고 유전자의 전체 염기서열을 수집하

기 위해 ‘Entrez program’을 사용하였다. 

    수집된 sesquiterpene synthase 유전자 가운데, 채소작물 중 가지

(Lycopersicon hirsutum), 토마토(Lycopersicon esculentum), 감자(Solanum 

tuberosum), 고추(Capsicum annum), 치커리(Chichorium intybus)들의 염기서열

을 선발하였고 이들은 각각 같은 작물 내에서도 2종류 이상의 sesquiterpene 

synthase 염기서열을 갖고 있어서 그들 중 대표 염기서열로서 1번의 염기서열

을 선택하고 그것들 중 homology를 많이 보이는 부분을 BLAST program으로 

찾은 뒤 그 부분을 중심으로 primer를 제작하였다. 

다. Reverse transcriptase (RT)-PCR

  유전자 분리를 위해 우선 상추로부터 GibcoBRL사의 Trizol시약을 사용하

여 전체 RNA를 제시된 방법에 따라 분리한 뒤 oligo dT primer와 reverse 

transcriptase을 이용, cDNA를 합성하였다. cDNA 합성 조건은 1μg의 RNA를 

oligo dT primer를 첨가한 후 70°C에서 RNA 이차구조를 제거한 뒤 42°C에서 

30분간 역전사 시키고 사용된 역전사효소를 불활성화시키기 위해 75°C에서 10
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분간 두었다. 그 후 합성된 cDNA 1μg을 사용, 유전자 분리를 위해 작성한 

primer와 taq polymerase로 PCR하였으며 그 프로그램은 96°C에서 2분간 초기 

변성 시간을 둔 뒤 96°C에서 30초, 55°C에서 30초, 72°C에서 1분으로 40 cycle

을 실행하고 마지막으로 72°C에서 10분간 최종 연장시킨 후 4°C를 유지하여 전

체 반응을 종료하였다. 각각의 primer들로 증폭된 단편들은 그 각각의 염기서열

을 분석하기 위해 PCR산물을 pGEM-T easy vector에 삽입하고 T7와 SP6 

primer를 이용하여 염기서열을 분석하였다.

라. RACE 방법

  작성한 primer로 확보한 유전자의 일부 단편을 기본으로 full length 유전

자를 확보하기 위해 RACE 방법을 이용하였다. 3’쪽의 경우 T가 18개 포함된 

GeneRacer
TM
 oligo dT primer로 청치마 상추 RNA를 우선 역전사 시킨 뒤 유

전자 단편의 상류 primer(ses 11)와 GeneRacerTM oligo dT primer내의 일부 서

열을 바탕으로 만들어 진 GeneRacerTM 3’ primer로 PCR을 수행하여 확보하였

으며 5’쪽의 경우 이미 그 sequence를 알고 있는 GeneRacer
TM
 RNA Oligo를 

T4 RNA ligase로 상추 RNA 5’쪽에 부착한 뒤 그 부분으로부터 유래된 

GeneRacerTM 5’ primer와 이미 확보된 부분의 하류 primer(ses 12)로 RT-PCR

을 수행하여 확보하였다. 사용된GeneRacer
TM
 Oligo dT, 3’, 5’ 그리고 RNA 

oligo primer sequence는 Invitrogen에 의해 제공되었으며 그 염기서열은 다음

과 같다.

     GeneRacer
TM
 oligo dT primer; 

5’gct gtc aac gat acg cta cgt aac ggc atg aca gtg(t)183'

     GeneRacerTM RNA primer; 

5'cga cug gag cac gag gac acu gac aug gac uga agg agu aga aa3'

     GeneRacerTM 5' primer; 

5'cga ctg gag cac gag gac act ga3'

     GeneRacer
TM
 3' primer;

5'gct gtc aac gat acg cta cgt aac g3'

   마. 식물형질전환을 위한 binary vector 작성 및 agrobacterium으로 형질전환

  상추로부터 분리된 germacrene A synthase 유전자를 상추 식물체내로 도

입하기 위한 발현 재조합 binary vector를 작성하였다. 자세한 vector 작성 방법



- 110 -

과 결과는 결과 및 고찰에서 설명코자 한다.  

바. Agrobacterium을 이용한 상추의 형질전환 

  위에서 완성된 vector와 유전자를 포함한 Agrobacterium은 우선, 50 mg/L

의 kanamycin과 10 mg/L의 streptomycin이 함유된 고체 YEP 배지에서 48시간

동안 28°C 암조건하에서 배양하였다. 그 배양된 colony들중 한 colony를 취한 

뒤 동일한 종류와 동일한 농도의 항생제가 포함된 5 ml의 액체 YEP배지에서 

역시 48시간동안 28°C 암조건하에서 진탕배양하였다. 그 후 그 박테리아 배양액

에서 1 ml을 취한 뒤 50 ml의 동일한 항생제가 포함된 액체배지에서 24시간 동

안 OD600값이 1.0이 될 때까지 배양하였다. 이 배양액은 식물형질전환에 이용되

기에 앞서, 우선 4°C, 5000rpm에서 원심분리하여 상층액을 제거한 뒤, 다시 새 

배지로 한번 더 세척한 뒤 다시 원심분리하여 상등액을 제거하고 30 ml의 새 

배지를 첨가하여 식물형질전환 실험에 사용하였다.

  형질전환에 사용된 식물절편은 상추의 자엽을 엽병부분을 제거하고 생장점 

부위를 포함시키지 않은 상태에서 그 가운데에는 멸균칼로 상처를 주어 사용하

였다. 이 절편을 앞에서 만든 최종 박테리아 배양액에 5분정도 담가 핀셋으로 

흔들어 준 뒤 멸균된 필터페이퍼로 여분의 용액을 제거하고 항생제가 포함되지 

않은 1.0 mg/L NAA, 1.0 mg/L BA가 포함된 재분화용 배지에서 이틀 동안 암

조건하에서 공동배양하였다. 그리고 3일째, 그 접종된 자엽 절편들은 

cefotaxime 200 mg/L, kanamycin 30 mg/L이 포함된 액체 MS배지에서 3번 정

도 세척한 뒤, 공동배양배지에 포함된 호르몬 농도에 세척배지와 동일한 종류와 

양의 항생제가 포함된 MS고체선발배지에서 배양하였다. 선발배지로 옮긴 후엔 

매 4주마다 새 선발배지로 옮겨줌으로서 항생제효력을 유지시켰다. 최종적으로 

선발배지에서 유기된 신초는 cefotaxime 200 mg/L이 포함된 1/2 MS배지에서 

뿌리를 유기시켰다. 그리고 어느 정도 성장한 식물체는 화분으로 이식하였다.

  사. 식물체 genomic DNA 추출

    

    각각의 형질전환체로부터 1g의 잎을 채취하여 genomic DNA를 추출하였

다. 채취한 1g의 잎을 막자사발에 넣고 액체질소(LN2)를 부어 분쇄하였다. 분쇄 

된 잎 절편을 추출 완충액 [0.5M NaCl, 0.1M Tris-Cl (pH8.0), 0.05M EDTA, 

2% SDS, β-mercapto ethanol 1%] 9 mL에 첨가 한 후 55℃의 항온 수조에서 

30분간 반응하였다. 반응액에 phenol:chloroform (25:24, V:V)의 용액을 20 mL 

첨가하여 혼합하였다. 혼합 후 8000rpm에서 10분간 원심분리하여 8 mL의 상층
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액을 새로운 tube로 옮긴 후 두 배 부피의 abs. ethanol을 첨가하였다. 첨가 후 

-20℃에서 18시간을 반응시킨 후 8000rpm으로 10분간 원심분리하여 상층액을 

버리고 70% ethanol을 이용하여 일회 세척하고 건조시켰다. 건조 후 1 mL의 

TE 완충액 또는 멸균수를 첨가하여 genomic DNA를 용해하고 DNA 분석에 

이용하였다.

 

  아. 형질전환체의 확인

선발배지에서 유기된 상추 신초는 우선, genomic DNA를 분리한 뒤, 형질전

환체임을 확인하기 위해 kanamycin 저항성 유전자를 증폭할 수 있는 primer로 

각각을 PCR하였다. PCR조건은 95°C에서 2분간 변성시킨 후 95°C에서 1분, 

55°C에서 1분 그리고 72°C에서 1분 30초를 30회 처리한 뒤 72°C에서 10분간 최

종 확장하는 조건에서 수행하였다. 그 후 그 산물들은 1.5% agarose gel에서 전

기영동하여 UV광 하에서 그 산물의 존재유무와 크기를 확인하였다.

2 항  결과 및 고찰

본 연구는 우리나라에서 주요 쌈 채소로 이용되는 청치마 상추(Lactuca 

sativa L.)로부터 sesquiterpene 합성 효소의 일종인 germacrene A synthase를 

코딩하는 유전자를 분리하고 이를 식물발현 벡터에 cloning 한 후, 식물체내에

서 과다발현시킴으로서 기능채소 작물의 육성을 주 목적으로 하였다. 

가. 상추의 total RNA로부터 germacrene A synthase를 코딩하는 유전자의   

      단편 분리와 RACE방법을 이용한 유전자 전체의 확보

 

  청치마 상추로부터 germacrene A synthase를 코딩하는 유전자를 분리하기 

위해 우선 primer를 작성하였고 이를 이용하여 RT-PCR 과정을 거쳐 일부 단

편을 분리한 뒤 5’, 3‘-RACE 방법을 이용하여, 전체의 유전자를 분리하였다. 본 

연구에 사용된 청치마상추는 기내의 무균상태에서 배양하고 sample을 채취하여 

RNA분리에 사용하였다. 유전자 단편 분리시 사용된 primer는 기존에 이미 보

고되어 있는 작물별 sesquiterpene synthase 유전자 염기서열들 중 채소작물, 

그 중에서도 가지(Lycopersicon hirsutum), 토마토(Lycopersicon esculentum), 

감자(Solanum tuberosum), 고추(Capsicum annum), 치커리(Chichorium 

intybus)들의 염기서열을 수집하였고 이들은 각각 같은 작물 내에서도 2종류 이
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상의 sesquiterpene synthase 염기서열을 갖고 있어 그들 중 대표 염기서열로서 

1번의 염기서열을 선택하고 그것들 중 homology를 많이 보이는 부분을 

BLAST program으로 찾은 뒤 그 부분을 중심으로 primer를 제작하였다(표 1). 

또한 이 primer조합들에 Artemisia annua L.로부터 amorpha-4,11-diene 

synthase gene 분리시 사용되었던 primer조합을 추가하여, 총 12 primer를 각각 

조합을 달리해나가면서 RT-PCR을 수행하고 있고 (Fig. 2), RT-PCR로 나온 

band들은 gel extraction을 통해 DNA을 elution한 뒤 T-vector에 ligation하고 

E.coli DH5α에 transformation시켰다. 이후 선발된 colony들은 PCR 및 제한효

소 mapping으로 확인을 거친 뒤 sequencing하였다.

    이들 primer를 각각 조합을 바꾸면서 RT-PCR을 수행한 결과, ses11/ses12 

primer에 의해 약122bp product의 단편을 확보할 수 있었으며 이를 pGEM-T 

vector에 삽입한 뒤 염기서열과 아미노산 서열을 분석한 결과 Cichorium 

intybus germacrene A synthase long form mRNA와 95%로 가장 높은 상동성

을 보였으며, short form mRNA와는 85%를, Lactuca sativa의 유전자와는 83%

의 상동성을 보임으로서 염기서열을 가진 청치마 상추 Germacrene A 합성유전

자 내부에 이 부분이 포함되어 있음을 확인할 수 있었다. 즉, RNA를 대상으로 

ses11/12를 이용해 RT-PCR을 수행한 결과 청치마 상추의 Germacrene A 합성 

유전자의 일부분이 증폭된다는 것을 확인할 수 있었다. Fig. 3는 ses11/ses12 

primer에 의해 확보된 RT-PCR산물을 전기영동한 사진을 나타낸 것이고, Fig. 

4는 그 염기서열을 NCBI의 blast 프로그램을 이용, 상동성 비교를 나타낸 것이

다.    

    이렇게 확보된 일부 단편을 기본으로 하여, full length 유전자를 확보하기 

위해 RACE 방법을 이용하였다. 즉, 유전자의 5’ 말단과 3’ 말단을 각각 race로 

따로 분리, 마찬가지로 염기서열 분석용 pGEM-T easy vector 내부에 각각 

cloning한 뒤 그 염기서열을 확인하고, 그 염기서열의 공통된 부분을 제외하고 

연결하여 상동성을 비교한 결과 Chichorium intybus germacrene A synthase 

long form mRNA와 가장 높은 상동성을 보임으로서 청치마 상추로부터 1741bp

의 full length germacrene A 합성유전자가 확보되었음을 확인하였다. 이 염기

서열을 바탕으로 우선 start codon과 stop codon을 결정하고 start codon쪽에는 

Xba1 절단서열을 stop codon쪽에는 EcoR1 절단서열을 부착한 primer를 새로 

작성,  유전자의 codon 부분을 cDNA로부터 한꺼번에 분리, cloning한 뒤 다시 

한번 염기서열을 확인으로서 상추로부터 germacrene A synthase를 coding하는 

full length 유전자 단편과 염기서열을 확보 및 재확인 할 수 있었다. Fig. 5은 

상추로부터 분리된 full length germacrene A synthase 유전자 염기서열을 나

타내고 Fig. 6은 분리된 full length germacrene A synthase 유전자를 NCBI 
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blast 프로그램을 이용, 상동성을 비교한 결과를 나타낸다. 

Table 1.  The sequences of degenerated primers used for isolation of 

germacrene A synthase gene.  

    

Primer Sequence

Ses1 5’-GTG GTG GAA AGA TTT GGA TTT-3’

Ses2 5’-GGC TCA AAA TAA ACT CCT AA-3’

Ses3 5’-CCA TAT GCA AGA GAT AGA GTT G-3’

Ses4 5’-TAT GTA TCA TCT ACA ATA GAT GCC-3'

Ses5 5'-TGC AAG AGA TAG AAT GGT TGA ATG-3'

Ses6 5'-TTC AGG TAT TCT GGA AGC ATA TCT-3'

Ses7 5'-ATT TGC CAA ATT GGA TTT CAA CTT G-3'

Ses8 5'-GGC TCA TAA TAG ACT CCT AAT GC-3'

Ses9 5'-CTG GTG GAA AAG TTT CGA TGT TG-3'

Ses10 5'-AGA ATA TTG AGG CTC GAA GT-3'

Ses11 5'-TGG AAA GAT TTG GAT TTT-3'

Ses12 5'-CATA AGC ATC GAA TGT GTC ATC TA-3'
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             M   1   2   3   4  5   6   7   8  9   10  M

     

Fig. 2. Detection of germacrene A synthase gene in 'Chungchima'     

         lettuce (Lactuca sativa L.) by RT-PCR using 12 different      

         primer combinations         

         1.  λDNA/HindⅢ Marker, 2. Ses1/Ses2    3.  Ses3/Ses4, 

         4.  Ses5/Ses6,             5.  Ses7/Ses8,   6.  Ses9/Ses10, 

         7.  Ses1/Ses4,             8.  Ses1/Ses6,   9.  Ses11/Ses12

         10. DNA 1 KB-Ladder,  11. 100bp-1kb DNA Ladder  
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  Fig. 3. Detection of germacrene A synthase gene in 'Chungchima'    

          lettuce (Lactuca sativa L.) by RT-PCR using ses 11 and ses  

          12 primers. The expected size, about 122bp of RT-PCR       

          products were separated.

          Primer ses11: 5'-TGG AAA GAT TTG GAT TTT-3'

          Primer ses12: 5-'CAT AAG CAT CGA ATG TGT CAT

                            CTA-3'
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A: AF497999 1752 bp mRNA Cichorium intybus germacrene A synthase    

    long form mRNA, complete

상추: 1 gtcccttacataagagatagagtaccggagatatacctatggattttggggttatatttc 60

        ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

 A: 874 gtcccttacataagagatagagtaccggagatatacctatggattttggggttatatttc 933

상추: 61 gagccgtattactctcgggcnacgtatcatagccactaaaatcacgttgttcttggtggt 120

         |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

  A: 934 gagccgtattactctcgggc-acgtatcatagccactaaaatcacgttgttcttggtggt 992

상추: 121 ttt 123

          |||

  A:  993 ttt 995

B: AY082672 1755 bp mRNA Ixeris dentata var. albiflora guaiadiene   

    synthase (ISC1) mRNA,complete cds.

상추:  4 ccttacataagagatagagtaccggagatatacctatggattttggggttatatttcgag 63

         ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||

  B: 877 ccttacataagagatagagtaccggagatatacctatggattttggggttatactttgag 936

상추: 64 ccgtattactctcgggcnacgtatcatagccactaaaatcacgttgttcttggtggtttt 123

         || |||||||||||||| |||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||

  B: 937 ccatattactctcgggc-acgtatcatagcaacaaaaatcacgttgttcttggtggtttt 995

Fig. 4.  Alignments of 122bp nucleotide sequences from RT-PCR        

        derived from 'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).
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C: AF489964 1680 bp mRNA Lactuca sativa germacrene A synthase LTC1  

    mRNA, complete cds.

상추: 10 ataagagatagagtaccggagatatacctatggattttggggttatatttcgagccgtat 69

         ||||| ||||||||||||||||| ||| ||||||||||||| || || || |||||  |

 C:  820 ataagggatagagtaccagagatttacttatggattttgggattgtactttgagcctcgt 879

상추: 70 tactctcgggcnacgtatcatagccactaaaatcacgttgtt 111

         || || | ||| ||| ||||| ||||| ||||| || ||||| 

  C: 880 tattccttggc-acgaatcatcgccacaaaaattacattgtt 920

Fig. 4.  Alignments of 122bp nucleotide sequences from RT-PCR        

        derived from 'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).

  이를 보면 알 수 있듯이 국내의 청치마 상추로부터 분리한 germacrene A 

synthase 유전자의 염기서열은 같은 국화과 작물인 치커리와 씀바귀의 것과 높

은 상동성을 보이고 있다. 반면, 이미 보고 되어있는 상추의 것과는 비교적 낮

은 상동성을 보이고 있다. 이를 볼 때 본 연구에서 분리된 청치마 상추의 

germacrene A synthase 유전자의 염기서열은 영국팀에 의해 재료로 사용된 상

추품종과 다른 국내 품종 특유의 염기서열을 지니고 있음을 짐작할 수 있다.
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   1 atggctctcg ttagaaacaa cagcagcaat ggtcgggagc cagttctcag ccccagaagt

  61 ctcacaagtc ctcgaggctt aaccagcccc cgaccgttgt ctgtccaacc gactccagag

   121 ccggttcgac ctttggccaa cttcccacct tcgatctggg ctgatcgctt catctcattc

   181 tctcttgata actctcaatt ggaagcttat gcaaatgcac ttgaagaacc aaaagaagca

   241 gtgaagagtt taataaccga cactaccatt gatgcaaaca caaaactgaa attgatttat

   301 tcagtgcacc gtcttggttt gtcgtatctt tatccagatg agattgatgc cgaactcaac

   361 aaactcttcg agaagattga cttacagtat tacgaacaag ttgatttgta cactattgca

   421 gtacaatttc aagttttcag acaccatggt tataaaattt cttctgatgt gtttaaaaag

   481 ttcaaggaca gtactacggg tacattcacg gatgatgtaa caaaagacgt gaagggtatg

   541 ctgagtttat acgaatcagc acacttaagg ctacacggtg aagatatctt agatgaagct

   601 ttagcattca ccgaagctca ccttaaaaaa atcctaacca cacttgaagg agatcttgca

   661 cgccaagtga accaagtctt aaaaagaccc ttccacactg gaatgccaat ggtagaggca

   721 cggctatatt ttatcacaca cgaagaagat ttttcaagcc atgagtcggt tgtaaagcta

   781 gctaaagtcc acttcaacta tttgcaacta caacaaaaag aagaactacg actcgtgtca

   841 cagtggtgga aagatatgca attccaacaa tccgtccctt acataagaga tagagtaccg

   901 gagatatacc tatggatttt ggggttatat ttcgagccgt attactctcg ggcacgtatc

   961 atagccacta aaatcacgtt gttcttggtg gttttggacg atacatatga cgcgtatgct

  1021 acaattgacg agatccgatc gatcacagat gcgattaata ggtgggaaat tagcgcgatc

  1081 gaccaacttc ctgaatatat caaaccgttc tacagaattc tcctcaacga atatgatgac

  1141 ctcgagaaag aatactcaaa ggacggaaga gcgttcagtg tccacgcttc aaaacaagcg

  1201 tttcaagaaa tcgcgagagg gtatcttgaa gaggcggagt ggttacacaa cggttatgtg

  1261 gcaacatttc ccgagtatat gaggaatggt ttgattactt cggcttataa tgtcatttca

  1321 aaatccgcat tggtgggaat gggtgcgatt gcagatgaag aggctcttgc ttggtatgaa

  1381 acacatccga aaattttgaa agcttcagag ttgatttcaa ggctccaaga cgatgttatg

  1441 actttccagt ttgagagaaa acgaggacaa tcagcaactg gtgtggatgc ttatatcaag

  1501 gaatacaatg tatccgaaga agtagcgatc aaagagctca tgaagatgat tgaaaacgca

  1561 tggaaagata taaatgaggg atgcttgaag cccactgagg tctcggtggc tctactaact

  1621 cctattttga atctcgcgag aatgatagat gtcgtataca aattcgatga tggattcacc

  1681 tttcccggga aaaccctaaa agactatatt acccttttgt tcgttagtcc tccaccgagt

  1741 ctcgaaaact ga

Fig. 5. Nucleotide sequences of full length germacrene A synthase     

         gene isolated from 'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).  
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Sequences producing significant alignments:                  (bits) Value

gi|20386401|gb|AF497999.1|  Cichorium intybus germacrene A s...3416 0.0   

gi|37543465|gb|AY082672.1| Ixeris dentata var. albiflora gu... 1804 0.0   

gi|20386403|gb|AF498000.1| Cichorium intybus germacrene A s...  149 2e-32 

gi|20136334|gb|AF489964.1| Lactuca sativa germacrene A synt...  101 5e-18 

gi|20136336|gb|AF489965.1| Lactuca sativa germacrene A synt...   82 4e-12 

gi|606417|gb|L32134.1|RCCCASSYNT Ricinus communis casbene        66 3e-07 

gi|25013342|gb|AC087416.18|  Mus musculus chromosome 2 clone...  52 0.004 

gi|23395461|emb|AL805918.5|  Mouse DNA sequence from clone R...  52 0.004 

gi|28828686|gb|AC116984.2|  Dictyostelium discoideum chromos...  46 0.24  

gi|20258410|gb|AC079015.8|  Homo sapiens chromosome 8, clone...  46 0.24  

gi|13811657|gb|AF356600.1|AF356600  Dictyostelium discoideum...  46 0.24  

gi|10440573|gb|AC024900.20|  Homo sapiens 12 BAC RP11-549E9 ...  44 0.96  

gi|42627420|emb|BX537121.4|  Zebrafish DNA sequence from clone   42 3.8   

gi|41529676|emb|BX469886.5|  Zebrafish DNA sequence from clone   42 3.8   

gi|22204292|emb|AL645470.20|  Mouse DNA sequence from clone      42 3.8  

 Fig. 6. Alignment search result of full length germacrene A synthase  

         gene isolated from 'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).  
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   나. 식물형질전환을 위한 binary vector 작성 및 Agrobacterium으로의 형질  

       전환

  형질전환용 binary vector를 작성하기 위해 insert가 될 청치마상추의 

germacrene A synthase를 코딩하는 full length 유전자를 포함하고 있는 

pGEM-T easy vector를 Xba1과 EcoR1으로 절단하고 전기영동을 통하여 유전

자 단편의 크기를 확인한 후 gel에서 추출하는 방법으로 insert를 준비하였다. 

같은 방법으로 벡터인 pILTAB 357도 Xba1과 EcoR1으로 절단하고 DNA단편

의 크기를 확인하고 gel에서 추출하는 방법으로 vector를 준비하였다. 준비한 

vector와 insert를 적정농도로 혼합한 후 T4 DNA ligase를 이용하여 ligation시

키고 DH5α에 형질전환시켰다. 작성 과정은 Fig. 7에 도식화하였다. 형질전환을 

통해 얻은 colony는 kanamycin 배지에서 배양하여 그것으로부터 재조합 DNA

를 추출한 뒤 그것을 Xba1과 EcoR1으로 절단, 전기영동을 통하여 vector와 

insert의 크기와 존재를 확인하고 PCR과 sequencing을 통해 제대로 결합했는지 

확인하였다(Fig. 8). 이 결과로서 vector와 insert의 결합이 확인된 binary 

vector를 A. tumefaciens LBA4404에 freeze-thaw법(An, 1987)에 의하여 형질전

환시켰다. 형질전환 후 Agrobacterium 역시 colony를 배양하여 재조합 vector

가 포함되었는지 PCR과 제한효소 mapping 방법으로 확인하였다(Fig. 8). 이때 

PCR은 plasmid를 template로 하는 대신 반응액에 colony를 접종한 후 Tag 

polymerase, 유전자전체를 분리할 수 있는 primer 즉, Blue Germ F: 5’-atggctc 

tcgttagaaacaacagcagcaat-3’, BlueGerm R:5’-tcagttttcgagactcggtgga-3'와 10X 

taq buffer, 그리고 MgCl2 용액을 혼합한 뒤 PCR 반응을 수행하여 원하는 유전

자가 삽입된 발현 vector의 도입이 확인된 A. tumefaciens LBA4404를 식물형질

전환에 사용하였다. PCR 반응조건은 94℃에서 3분 반응 후 30 cycle의 94℃ 30

초, 55℃ 30초, 72℃ 1분 처리 그리고 마지막으로 72℃에서 3분 반응시켰다.

  다. Agrobacterium을 이용한 germacrene A synthase 유전자의 식물체내로의  

     도입

  상추 자엽을 이용한 형질전환 후 kanamycin 선발배지에서 형질전환 신초

를 유기하고, 그리고 rooting배지에서 2차 선발을 실시하였다(Fig. 10). Rooting 

배지에서 선발된 상추 형질전환체들은 vector 내 kanamycin 저항성 유전자를 

증폭할 수 있는 primer인 NPTII F(5‘-GAG GCT ATT CGG GCT ATG AAC 

TG-3’) / R(5‘-TAC GGT TAT CGC CGC TCC CGA-3')로 T-DNA의 상추 

genome내로의 삽입을 확인하였다 (Fig. 11).
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Fig. 7. Construction Strategy of full length of germacrene A synthase  

        gene into pILTAB binary vector
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                        M     1     2     3      4

                    M   1    2    3

   Fig. 8. Confirmation of germacrene A synthase gene in pGEM-T    

            and pILTAB357 vector containing by enzyme digestion     

            with EcoRI and XbaI.

         M: 1-kb Ladder

           1: pGEM-T vector

           2: pGEM-T vector containing germacrene A synthase      

              gene.

           3: pILTAB vector

           4: pILTAB vector containing germacrene A synthase gene.
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Fig. 9. Shoots regeneration from cotyledon explants of 'Chungchima'   

      lettuce (Lactuca sativa L.) transformed with A. tumefaciens       

         and the process of the shoot growth and rooting.  
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     M  1   2    3   4   5    6   7   8    9   10  11 12  13 14  M  M

 Fig. 10. PCR confirmation of transformed lettuce plants by PCR       

           analysis.

           M: Size marker, 

           lane 1∼14: regenerated shoots onto selection medium with   

                        30 mg/L kanamycin.
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제 5 절  Agrobacterium tumefaciens를 이용한 

       상추으로의 terpene synthase 유전자 도입

  1 항  서 언

 

인구증가로 야기되는 문제점은 식량 소비량의 증가뿐 만 아니라 약용으로 이

용되는 식물의 소비량도 함께 증가하게 함으로서 이들에 대한 소비량과 자연의 

공급이 균형을 이루는 한은 식물자원은 무제한 공급될 수 있지만 특종 식물자

원의 소비와 공급간의 균형이 깨질 경우 일부 약용식물의 멸종 등의 심각한 문

제를 초래하게 된다. 이러한 문제를 방지하기 위한 해결책 중 하나로 '약용식물

의 효율적 이용'을 들 수 있는데, 실질적으로 약용식물내에서 그 식물만의 특이

한 약효성분은 그 식물전체를 섭취한다고 해도 아주 적은 양밖에 취할 수 없다. 

본 연구에서 주로 다루고자 하는 항말라리아 효과의 artemisinin 역시 개똥쑥

(Artemisia annua L.)이라는 국화과 작물에서 주로 생산되지만, 그 양은 건물중

에 대해 0.01%에서 0.5%밖에 지나지 않는다(Wallaart et al., 2000). 따라서, 아

무리 artemisinin이 많은 약에 대해 저항성을 갖는 Plasmodium falciparum 계

통의 모기에 특히 효과가 있는 성분이라　할 지라도(Steven et al., 2002) 주로 

생산되는 야생 식물인 개똥쑥(Artemisia annua L.)에만 의지해서는 약품가격의 

상승, 개똥쑥의 멸종으로까지 이어질 수 있다.

개똥쑥으로부터 가능한 많은 양의 artemisinin을 얻기 위한 노력은 여러 방면

에서의 연구에 의해 시도되어졌다. 예를 들어, 기후에 따른 개똥쑥 내의 

artemisinin함량을 분석한다거나(Wallaart et al., 2000), 생육단계별로 생합성량 

분석(Laughlin, 1994)을 통해 많이 생산되는 개체를 선발하여 약용성분 생산 및 

이용에 활용한다거나 혹은 부위별 분석을 통해 artemisinin이 많이 생성되는 부

위인 뿌리털을 Agrobacterium rhizogenes을 이용, 대량 유도시켜 그 성분을 다

량 획득하고자 하였다(Cai et al., 1995, Liu et al., 1998). 그러나 이러한 시도들

은 결국 실패로 이어졌다. 그 결과, 최근엔 유전공학적 방법과 접목한 또 다른 

새로운 시도가 나타났는데, 그것은 artemisinin이 식물체내에서 생합성되는 2차

대사 경로에 대한 연구와 그 생합성에 결정적인 유전자 분리 및 이용을 통해 

생합성을 조절하고자 하는 연구이다. Artemisinin 생합성에 결정적으로 관여하

는 유전자는 이미 2000년초 부터 국내외 연구진들에 의해 분리되어 그 염기서

열과 그 유전자에 의해 코돈화 된 효소의 분석도 이루어진 상태에 있다(Chang 
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et al., 2000, Mercke et al., 2000, Wallaart et al., 2001). 하지만, 이 유전자가 

실질적으로 식물에 적용되어 artemisinin대량 생성에 이용된 경우는 드물다고 

할 수 있다. 단지, 네덜랜드의 Wallaart 연구팀에 의해 분리된 유전자는 담배에 

도입되어 형질전환되지 않은 개체에서는 전혀 얻을 수 없었던artemisinin을 생

체중 g당 0.2에서 0.7ng까지 얻었다는 보고가 있다(2001). 이러한 결과를 볼 때, 

분리된 유전자를 식물체내에서 실제 발현하도록 하는 데 있어서 어떤 식물체를 

선택하는가가 중요한 요소로 작용하게 된다. 물론 artemisinin의 생합성이 이루

어지는 개똥쑥에 적용시켜 과다 발현시키면 되지 않을까 하지만 여기엔 문제점

이 있다. 그것은 동일 유전자를 인위적으로 도입할 경우 염기서열상 상동성에 

의해 야기될 수 있는 gene silencing 현상이다. 또한 주로 야생으로 생장하는 

개똥쑥을 기내에 도입, 일반적인 방식의 Agrobacterium을 이용하여 그것으로부

터 새로운 형질전환개체를 확보한다는 것에는 많은 시간과 어려움이 따른다. 결

국, 이러한 문제점들을 보완할 수 있는 식물을 선택하는 가운데, 담배 외 고려

해 본 결과 개똥쑥과 같은 계통의 국화과 식물이 더 높은 가능성이 있지 않을

까 기대되어, 종자로 번식하고, 본 연구과제에서 확립된 형질전환체계를 적용할 

수 있는 상추에 적용하게 되었다. 상추는 주로 쌈채소로 식용되는 채소작물이기 

때문에 "edible vaccin"으로서의 이용효과로도 그 기대가치는 높다고 할 수 있

다.

Terpene synthase 유전자 (또는 terpene cyclase)는 menthols 및 camphor과 

같은 향미료 및 방향, 식물 방어 화학물질인 capsidiol 및 lubimin 등의 환형 

terpenes의 합성을 조절하는 효소이다.  또한 steroids와 lipid-soluble 비타민의 

합성에도 관여하는 것으로 알려져 있다.  위와 같은 기능을 가진 terpene 

synthase는 미생물, 균류 및 식물에서 동정되었으며, 이 효소들간의  아미노산 

서열 유사성은 매우 낮은 것으로 알려져 있다. Terpene synthase는 soluble 

enzyme으로 분자량은 약 40,000에서 100,000 정도의 효소이다. 이 효소에 의하

여 비환형의 isoprenoid diphosphate (GPP, 10 carbon), farnesyl diphophate 

(FPP, 15 carbon) 및 geranylgeranyl diphosphate (GGPP, 20 carbon)가 환형의 

monoterpenes, sesquiterpenes과 diterpenes으로 변형 된다. 

  본 연구의 목적 물질인 artemisinin은 sesquiterpene의 일종으로 일반적으로 

그 전구체는 일반 sesquiterpene과 마찬가지로 farnesyl diphosphate(FDP)로부

터 합성되며 이 효소, 즉 amorpha-4,11-diene synthase 효소에 의해 일단 그것

이 amorpha-4,11-diene형태로 고리화 되면 그 후엔 산화 환원등의 효소가 없이 

artemisinin은 생합성 된다고 알려져 있다(Wallaart et al. 2001). Fig. 1은 그 생

합성과정을 나타낸 것이며, 결국, amorpha-4,11-diene synthase 유전자에 의한 

고리화 단계는 artemisinin 생합성에 있어서 결정적인 단계라 할 수 있다. 
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  따라서, 본 연구에서는 개똥쑥에서 분리한 terpene synthase 유전자

(Amorpha- 4,11-diene synthase 유전자)를 개똥쑥과 같은 국화과 식물인 상추

(Lactuca sativa L.)에 기능성 약용식물을 제작하는데 그 목적을 두고 있다.

Fig. 1. Biosynthetic pathway of arteminisin

  2 항  재료 및 방법 

  가. 식물재료 및 배양 조건

    본 실험에 사용된 상추는 청치마종자를 우선 70% 에탄올에 넣고 1분 동안 

진탕한 후, 30% clorox와 0.1%의 Tween-20이 첨가된 멸균수에 15분 동안 소독
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하고 소독 후 멸균수로 여러번 washing한 후 파종하여 발아시킨 후 자엽을 이

용하였다. 파종은 3%의 sucrose와 8g/L agar가 첨가된 pH5.8의 MS 

(Murashige and Skoog) 배지가 들어있는 마요네즈병에 병당 20립씩 파종하였

다. 모든 식물체는 25℃, 16시간 광조건하에서 배양되었으며 식물이 생장함에 

따라 한달에 한번씩 새 배양배지로 계대하였다.  

  나. 유전자와 형질전환용 binary vector 작성

    본 실험에 사용된 유전자는 개똥쑥(Artemisia annua L.)으로부터 분리된 

1.64kb의 amorpha-4,11-diene synthase 유전자로 E. coli 발현벡터인 pET5a에 

삽입되어 있는 상태로 서울대 김수언 교수 연구팀에 의해 제공되었다. 이것을 

식물에 도입하기 위한 binary vector로는 kanamycin 항생제 저항성과 CaMV프

로모터를 갖는 pILTAB 357 벡터를 선택하였다. 자세한 binary vector 작성과정

은 결과 및 고찰 부분에서 설명코자 한다. 작성된 binary vector(Fig. 1)는 식물

로의 도입을 위해 Agrobacterium LBA4404로 도입되었다. E. coli DH5α와 

Agrobacterium에 포함되어 있는 유전자를 포함한 vector는 E. coli DH5α의 경

우, 염기서열분석과, 제한효소 처리 및 PCR을 통해, Agrobacterium의 경우는 

PCR을 통해 제대로 삽입되었는지 여부를 확인하였다.

RB
NOS 3’
Ter.

Amorpha-4,11-diene

synthase gene
CsVMV

NOS 
Ter.

NPT IINOS Pro.LB

EcoR I BamHI

RB
NOS 3’
Ter.

Amorpha-4,11-diene

synthase gene
CsVMV

NOS 
Ter.

NPT IINOS Pro.LB

EcoR I BamHI

Fig. 1. T-DNA region with terpene synthase gene used to lettuce      

         transformation. 

         LB: left border,  RB: right border,   

         NPT II:  neomycin phosphotransferase II gene,

         Amorpha-4,11-diene synthase gene: terpene synthase gene
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  다. Agrobacterium을 이용한 상추의 형질전환 

    완성된 binary vector와 유전자를 포함한 Agrobacterium은 우선, 50 mg/L

의 kanamycin과 10 mg/L의 streptomycin이 함유된 고체 YEP 배지에서 48시간

동안  28℃, 암조건하에서 배양하였다. 배양된 colony들 중 한 개의 colony를 선

발한 뒤 10 mg/L의 kanamycin과 10 mg/L의 streptomycin이 포함된 5 ml의 

액체 YEP배지에서 역시 48시간동안 28℃, 암조건하에서 진탕배양하였다. 그 후 

그 박테리아 배양액에서 1 ml을 취한 뒤 50 ml의 동일한 항생제가 포함된 액체

배지에서 24시간 동안 OD600값이 1.0이 될 때까지 배양하였다. 이 배양액은 식

물형질전환에 이용되기에 앞서, 우선 4℃ 5000rpm에서 원심분리하여 상층액을 

제거한 뒤, 다시 새 배지로 한번 더 세척한 뒤 다시 원심분리하여 상등액을 제

거하고 거기에 30ml의 새 배지를 첨가한 뒤 식물형질전환 실험에 사용하였다.

    형질전환에 사용된 식물절편은 상추의 자엽을 엽병부분을 제거하고 생장점 

부위를 포함시키지 않은 상태에서 그 가운데에는 멸균칼로 상처를 주어 사용하

였다. 이 절편을 앞의 방법으로 준비한 최종 박테리아 배양액에 5분 정도 침지

한 후 핀셋으로 흔들어 준 뒤 멸균된 필터페이퍼로 여분의 배양액을 제거하고 

항생제가 포함되지 않은 공동배양배지(MS 배지 + 1.0 mg/L NAA + 1.0 mg/L 

BA +  30 g/L Sucrose + Phyto-Agar 0.6%)에서 이틀 동안 암조건하에서 공

동배양하였다. 그리고 3일째, 접종된 자엽 절편들은 cefotaxime 200 mg/L, 

kanamycin 30 mg/L이 포함된 액체 MS배지에서 3번 정도 세척한 뒤, 항생제가 

포함된 MS 고체선발배지(MS 배지 + 1.0 mg/L NAA + 1.0 mg/L BA + 30 

g/L sucrose + 50 mg/L kanamycin + 200 mg/L cefotaxime + 6 g/L 

Phyto-agar)에서 배양하였다. 선발배지로 옮긴 후엔 매 4주마다 새 선발배지로 

옮겨줌으로서 항생제효력을 유지시켰다. 최종적으로 선발배지에서 유기된 신초

는 cefotaxime 200 mg/L이 포함된 뿌리 유도배지(1/2 MS 배지 + 30 g/L 

sucrose + 50 mg/L kanamycin + 200 mg/L cefotaxime + 6 g/L Phyto-agar)

에서 뿌리를 유기시켰다.  뿌리가 유기된 형질전환체를 상대습도 70%의 식물 

생장상에서 배양용기의 뚜껑을 제거하여 약 5일간 방치한 후, 상토 (부농, 원예

3호)에 이식하고 온실에서 생장시켰다. 온실에서 재배된 형질전환체는 자가수분

을 통하여 T1 종자를 채종하였다.

  라. 식물체 genomic DNA 추출

    각각의 형질전환체로부터 1 g의 잎을 채취하여 genomic DNA를 추출하였

다. 채취한 1 g의 잎을 막자사발에 넣고 액체질소(LN2)를 부어 분쇄하였다. 분
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쇄 된 잎 절편을 추출 완충액 [0.5M NaCl, 0.1M Tris-Cl (pH8.0), 0.05M 

EDTA, 2% SDS, β-mercapto ethanol 1%] 9 mL에 첨가한 후 55℃의 항온 수

조에서 30분간 반응시킨 후 반응액에 phenol:chloroform (25:24, V:V)의 용액을 

20 mL 첨가하여 혼합하였다. 혼합 후 8000rpm에서 10분간 원심분리하여 8mL

의 상층액을 새로운 tube로 옮기고 두 배 부피의 abs. ethanol을 첨가하였다. 첨

가 후 -20℃에서 18시간을 반응시킨 후 8000rpm으로 10분간 원심분리하여 상

층액을 버리고 70% ethanol을 이용하여 일회 세척하고 건조시켰다. 건조 후 1 

mL의 TE 완충액을 첨가하여 genomic DNA를 용해하고 DNA 분석에 이용하

였다.

  마. 형질전환 상추의 유전자 도입 확인

    1) PCR analysis

    선발배지에서 재분화된 신초로부터 genomic DNA를 분리한 뒤, 형질전환체

임을 확인하기 위해 유전자 내부의 일부를 증폭할 수 있는 primer와 

kanamycin 저항성 유전자를 증폭할 수 있는 primer로 각각을 PCR하였다. 이 

때 PCR조건은 95℃에서 2분간 변성시킨 후 95℃에서 1분, 55℃에서 1분 그리고 

72℃에서 1분 30초를 30회 반응시킨 뒤 72℃에서 10분간 최종 확장하는 조건에

서 수행하였다. 그 후 그 산물들은 1.5% agarose gel에서 전기영동하여 UV광 

하에서 반응 product의 존재유무와 크기를 확인하였다. 또한 형질전환체로 확인

된 9개체로부터 채종된 종자들 중 각 개체별로 14립씩의 종자를 무작위로 선별

하여 상토(부농, 원예3호)를 포함한 포트에 파종하여 생장시킨 후 126개체의 형

질전환 제 1세대에 대한 유전자의 후대 전이 양상 역시 위 primer를 이용하여 

PCR 반응으로 조사하였다.  

   

   2) Southern hybridization 분석

     형질전환 상추 식물체와 non-trnasformed 식물체로부터 0.5 g의 본엽을 

취하여 막자사발에 액체질소를 넣고 분쇄한 후 McCouch 등(1988)의 방법을 이

용하여 genomic DNA를 분리하였다. 분쇄된 sample은 extraction buffer (0.5 M 

NaCl, 0.1M Tris-HCl / pH 8.0, 50mM EDTA / pH 8.0, 1.25% SDS)와 섞은 

후 65℃에 20분 처리하였다. 처리 후 phenol과 chloroform, 그리고 isopropanol

로 응축시켰다. 응축된 DNA는 70% EtOH로 세척한 후 건조시켰으며 건조된 

DNA는 TE buffer에 녹여 농도를 측정한 후 분석에 사용하였다. Southern 
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blotting을 위해 10㎍ DNA를 EcoRI으로 절단한 후 0.8% agarose gel에서 전기

영동하였다. 전기영동 후 Sambrook과 Russell(2000)의 방법에 따라 nylon 

membrane에 transfer하였다. Probe DNA는 Ladderman labelling kit (Takara)

를 이용하여 (α-
32
P)dCTP로 labelling하였다. Hybridization은 Church와 

Gilbert(1984)의 방법에 의하여 수행하였으며 hybridization을 마친 membrane은 

2X SSC / 0.1% SDS 용액으로 상온에서 2번 세척한 후, 0.1X SSC / 0.1% 

SDS 용액으로 상온에서 한번, 68℃에서 한번 세척하였다. 세척된 membarne은 

X-ray film에 노출시키고 현상을 통해 signal을 확인하였다.

  바. T1 종자의 항생제 저항성 분석

    9개체의 형질전환체을 자가수분하고 채종된 종자를 4℃에서 30일간 보관한 

후, 종자 발아 배지(MS 배지 + 30 g/L sucrose + 8 g/L Phyto-agar)에 

kanamycin의 농도를 각각 0, 50 그리고 100 mg/L의 세 수준으로 조절하고 형

질전환체 9개체로부터 취득한 종자 중 수확량이 적은 3번과 9번을 제외한 7개

체의 형질전환체 및 wild type을 파종하고 23℃, 16시간 광주기로 식물생장상에

서 7일간 배양하여 발아율을 조사하였다.

  사. 상추중의 artemisinin 분석

   1) Artemisinin의 용매 분획 추출 수율 결정

     Artemisinin(10 mg)을 유기용매 {n-hexane 또는 n-hexane-EtOAc (1:1), 

100 ml × 2} 와 H2O(100 ml)로 분배 추출하였다. 얻어진 유기층 분획을 감압ㆍ

농축하여 수율을 측정하였다. 

   2) GC (Gas chromatography) 분석용 시료 조제

     형질전환 상추시료 9종 및 대조구로 일반상추 (청치마) 1종을 각각 20 g 

(생체중)씩 취하여 MeOH (150 ml x 2)로 실온에서 4시간, 2번 반복하여 추출

하였다. 추출물을 여과, 감압ㆍ농축하고, 얻어진 MeOH 농축물의 무게를 측정하

였다. 무게 측정후 MeOH 추출물을 n-hexane-EtOAc (1:1) (40 ml  × 2)와 

H2O(40 ml)로 분배ㆍ추출하였다. 추출 후 유기층을 감압ㆍ농축하고 얻어진 농

축물의 무게를 측정하고 농축물을 CHCl3 (200 ㎕)로 녹여서 GC 분석용 시료로 

사용하였다. 
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   3) GC를 이용한 상추중의 artemisinin의 분석

     Artemisinin과 위에서 얻어진 분석용 시료 용액 각 3 μl를 취하여, FID가 

설치된 GC(GC-14B, Shimadzu, Japan)로 분석하였다. 분리용 DB-5(30 m × 

0.32 mm ID × 0.25 μm, J&W, Folsom, CA, USA)을 사용하였고, 초기 오븐 온

도는 200℃에서 10분간 유지한 후에, 10℃/min씩 상승시켜 최종온도 320℃에서 

5분간 유지하였다. Artemisinin의 동정을 위해서는, GC(HP-6890)와 연결된 

mass spectormeter(HP 5973, Hewlett-Packed Alto, CA, USA)를 사용하였고, 

column(HP-5, 30 m × 0.53 mm ID × 1.5 μm, USA)이외의 모든 분석 조건은 

GC 조건과 동일하였다. MS의 이온화는 EI법 (70 eV) 으로 수행하였다. 
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  3 항  결과 및 고찰 

  가. 형질전환용 binary vector 작성

    먼저 pET5α내의 유전자가 삽입되어있는 제한효소 site와 도입하고자 하는 

pILTAB 357 vector의 제한효소 site를 점검한 결과, pET5α vector상의 유전자

는 Fig.1에서처럼 5‘쪽이 BamHI, 3'쪽은 EcoRI site인 반면, 도입하고자 하는 

pILTAB 357벡터는 5’쪽이 EcoRI, 3'쪽은 BamHI으로 반대방향으로 되어 있었

다. 따라서 pILTAB 357벡터에 그 제한효소 site대로 유전자를 cloning하면 

antisense 방향으로 삽입되므로 유전자를 sense으로 삽입하여 over-expression

하려는 본 연구의 목적에는 적합하지 않아 제한효소 site를 바꿔야 할 필요가 

있었다. 본 연구에서는 그 바꾸는 방법으로서 pILTAB 357벡터에 직접 cloning

하기에 앞서 우선 EcoRI과 BamHI으로 처리해 pET5a vector로부터 분리한 유

전자를 중간 vector인 pBluescript II KS(+/-)벡터의 EcoRI과 BamHI자리에 삽

입시켰다. 그 후 pILTAB 357 vector에 유전자가 sense 방향으로 삽입될 수 있

도록, 그 상태에서 바깥쪽 제한효소 site인 EcoRI과 XbaI으로 처리하여 동일하

게 처리된 pILTAB 357 vector와 연결시킴으로서 sense 방향으로 유전자가 삽

입된 식물발현용 binary vector를 작성할 수 있었다. 이 binary vector는 식물로

의 도입을 위해 Agrobacterium LBA4404로 도입되었다(Fig. 2). E. coli DH5α

와 Agrobacterium에 포함되어 있는 유전자를 포함한 vector는 E. coli DH5α의 

경우, 염기서열분석과, PCR 및 제한효소를 통해, Agrobacterium의 경우는 PCR

을 통해 제대로 삽입되었는지 여부를 확인하였다(Fig. 4). 즉, Fig. 2의 경우 

cloning하기 전, pET5α에 삽입된 amorpha-4,11-diene synthase 유전자(terpene 

synthase gene)를 유전자전체를 증폭시킬수 있는 primer terpene F/R로 증폭하

여 그 크기를 확인하고, pBluescriptII vector에 넣기 전 vector 확인을 위해 

vector의 primer인 M13F/R와 유전자 primer로 어떤 다른 유전자도 cloning 전

엔 multi cloning site에 삽입되지 않았음을 확인, 또한 거기에 유전자가 삽입되

었을 때 그 삽입된 유전자의 크기를 다시 유전자 primer로 증폭하여 확인한 것

이다. Fig. 3의 경우는 pILTAB 357 vector와 pBluescriptII vector에 

amorpha-4,11-diene synthase 유전자(terpene synthase gene)를 삽입한 후 그

것을 삽입할 때 사용했던 제한효소로 처리하여 제대로 삽입되었는지 확인한 것

이다. 마지막으로 작성된 식물형질발현용 vector인 pILTAB 357은 freeze-thaw

방법을 이용해 Agrobacterium LBA4404로 형질전환하였다. 형질전환을 확인하

기 위해 vector는 NPTⅡprimer, CsVMV primer로 그리고 유전자에 대해선 

enzyme site를 포함한 유전자 양끝부분의 primer를 이용하여 PCR로 확인하였
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다. Fig. 4의 경우는 Agrobacterium LBA4404와 E. coli에 도입된 pILTAB 357 

vector의 amorpha- 4,11-diene synthase 유전자를 유전자의 primer와, 유전자 

바깥의 vector primer 그리고 kanamycin 저항성 유전자의 primer로 각각 증폭

시킴으로서, vector내에 삽입된 유전자는 amorpha-4,11-diene synthase 유전자

로 그 크기가 1.64kb이며 vector엔 그 유전자가 하나만 들어있고 삽입된 vector

는 kanamycin 저항성 유전자도 존재함을 확인한 것이다.　 사용된 primer는 

Table 1에서 제시하고 있다.
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pET 5a vector 

Amorpha-4,11-diene 

Synthase gene 

BamHI EcoRI 

BamH1, EcoR1

Amorpha-4,11-diene 

Synthase gene 

pBluescript II KS(+/-) 

BamHI EcoRIXbaI 

XbaI, EcoRI

M: Size marker 

1: pBluescriptII + terpene  

(terpene 1,2 primers)  

2: pBluescriptII  

(terpene 1,2 primers) 

3: pBluescriptII (M13 primers) 

4: pET5a+ terpene  

(terpene 1,2 rimers) 

5: pILTAB_+ terpene  

LB 

pILTAB 357 

Kan pCaMV
Amorpha-4,11-diene 

Synthase gene 
Tnos RB 

XbaI   BamHI EcoR1 

 

Fig. 2. Construction strategy of pILTAB binary vector with terpene    

         synthase gene (top) and confirmation of terpene synthase      

         gene in pBluescriptII,  pET5α,  and pILTAB357 by PCR        

         analysis
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                         M     1    2      3      4

  

    Fig. 3. Confirmation of terpene synthase gene in pILTAB357 and   

            pBluescript vector containing by enzyme digestion with     

            EcoRI and XbaI.

       M: Size marker (Lambda DNA/HindIII)

       1: pILTAB sense terpene synthase gene (EcoRI/XbaI)

       2: pILTAB357  (EcoRI/XbaI)

       3: pBluescript + terpene  (EcoRI/XbaI)

       4: pBluescript  (EcoRI/XbaI)



- 137 -

                    M   1   2    3          4    5    6

    Fig. 4. Confirmation of pILTAB357 with terpene synthase gene in  

            E. coli DH5α'and Agrobacterium by PCR analysis

     M: Size marker (Lambda DNA/HindIII)

     1:  E. coli DH5α' pILTAB sense terpene synthase gene    

          (terpene F/R)

     2:  E. coli DH5α' pILTAB with pILTAB containing        

          CVMV promoter (CVMV F/R)

     3:  E. coli DH5α' with pILTAB containing NPTII gene    

          (NPTII F/R)

     4:  Agrobacterium pILTAB sense-oriented terpene          

          synthase gene (terpene F/R)

     5:  Agrobacterium with pILTAB containing CVMV         

                promoter (CVMV F/R)

     6:  Agrobacterium with pILTAB containing NPTII gene    

                (NPTII F/R)
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Table 1. The sequences of primers used for confirmation of terpene    

          synthase gene, CVMV promoter and NPTII gene.  

    

Terpene synthase gene  

Forward 5'-TCT AGA ATG TCA CTT ACA GAA G-3'

Reverse 
5'-GAA TTC TCA ATG ATG ATG ATG ATG ATG      

   TAT ACT CAT AGG ATA AAC-3'

CVMV promoter 

Forward 5'-GCA AGA CCG GCA ACA GGA TTC-3' 

Reverse 5'-TGA AGT ACT GAG GAT ACA ACT TCA-3' 

NPTII gene

Forward 5'-GAG GCT ATT CGG GCT ATG AAC TG-3'

Reverse 5'-TAC GGT TAT CGC CGC TCC CGA  T-3'
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  나. 형질전환 상추의 확인

    선발배지에서 재분화된 신초로부터 genomic DNA를 분리한 뒤, 형질전환체

임을 확인하기 위해 유전자 내부의 일부를 증폭할 수 있는 primer와 

kanamycin 저항성 유전자를 증폭할 수 있는 primer로 각각을 PCR하였다. 60개

체 이상의 shoot가 발생하여 발근을 유도하였으나 이들 중 13개체만이 발근이 

되어 순화 과정을 진행 하였다. 순화 과정 중 3개체의 재분화체가 소실되었고 

그로 인하여 10개체만을 온실에서 재배하여 채종 및 PCR을 통한 유전자 도입 

여부를 조사하였다. 유전자 도입 여부 확인을 위한 PCR 분석을 위해 amorpha- 

4,11-diene synthase 유전자의 염기서열에 기초하여 primer를 제작하였다 (Fig. 

5). Forward primer는 5'-AGA AGA AAA ACC TAT TCG CC-3'의 염기서

열을 가진 20mer이고 reverse primer는 5'-GTC TCC CAT ACG TGT GAA 

GT-3'의 염기서열로 이루어진 20mer이다. Annealing temperature는 50℃로 제

작하였으며 PCR 산물의 크기는 약 1.6kb가 되도록 하였다. 선발배지에서 재분

화된 총 10개체에 대하여 유전자 도입을 PCR을 통해 조사하여 본 결과, 9개체

의 재분화체로부터 1.6kb의 band를 확인하였다(Fig. 6). 또한 Southern 

hybridization 분석은 PCR 분석에 의하여 일차적으로 유전자 도입이 확인된 형

질전환체 9개 line을 각 유전자별로 선발하여 실시하였다. EcoRI enzyme 처리 

후 NPTII gene으로부터 작성된 probe를 이용하여 확인을 한 결과 기대했던 

size인 550bp의 signal을 확인할 수 있었다. Southern hybridization 분석의 결과

로 PCR로 확인된 line들로의 ferritin 유전자의 도입이 확인되었고 이들의 copy

수는 1-3개인 것으로 확인되었다(Fig. 7). 

    또한 유전자의 후대유전 양상을 분석하기 위하여 확인된 9개체의 형질전환

체을 자가수분하고(Fig. 8) 채종된 종자들 중 각 개체별로 14립씩의 종자를 무

작위로 선별하여 상토 (부농, 원예3호)를 포함한 포트에 파종하여 생장시킨 후 

총 126개체의 T1세대에 대하여 위 primer를 이용하여 PCR 반응으로 조사하였

다 (Fig. 9). 그 결과, 9개체의 형질전환체 모두에서 T-DNA의 후대 전이를 확

인하였고 그 비율은 1:1을 나타내었다(Table 2).
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A T G T CA C T T A CAG AAG AA AAA CC TAT TCGC C C C A TTG C C AA C T T T C C T C C
A AG CA T T TG G G G AG A T CAG T T T C TCATCTATG AAAAG CAAG TAG AG CAAG
G G G TG G A A CAG AT AG TG A ATG ATTTAAAAAAAG AAG TG CGG CAACTACTA
A A A G A A G C T T T G G A T A T T C C T A T G A AA CA TG C C AA T T TG T TG AAG C TG A T
T G A TG AAA T C C AA CG C C T TGG AATACCGTATCACT TTG AACG GG AG ATTG
A T C A T G C A T T G C A A T G T A T T T A T G A A A CA T A TG G TG A TAA C TG G AA TG G T
G A C C G C T C T T C C T TA TG G T T C CG T C T TAT G CG A AAG C AAG GATATTATG T
T A C A T G T G A T G T T T T C A A T A A C T A T AAAG A C AA AAA TG G AG CG T T CAAG C
A A T CG T TAG C TA A TG A TG T TG AAG G T T TG C T T G AG T TG TA CG AAG C AA C T
T C T A TG AG G G T A C C TG G G G AG A TT A TA TT AG AAG A TG C T C T TG G TTTTAC
A C G A T C T CG T C T TAG C ATG A TG A C AAA AG A TG C T T T T T C T ACAAACCCCG
C T C T T T T T A C CG AAA T A CA ACGGG CACTAAAG CAACCCCTT TG G AAAAGG
T T G C CA AG A AT AG AG G CGG CG CAG TACATTC CTTT CTAT CAACAACAAG A
T T C T C A T A A C A A G A C T T T A C T T A A A C T T G C T A A G T T A G A G T T C A A T T T G C
TTCAG TCATTG CACAAG G AAG AG CTCAGCCATG TG TG CAAATGG TGG AAA
G C T T T C G A T A T CA AG A AG AA CG C A C C T TG T T TAAG AG A TAG AA T TG T TG A
ATG CTACTTTTG G G G ACTAGG TTCAGG CTTTG AG CCACAG TATTCCCGGG
C T A G A G T T T T C T T C A C A A A A G C T G T T G C T G T T A T A A C T C T T A T AG A TG A C
A C T T A T G A T G C G T A T G G T A C T T A T G AAG A A C T TAAG A T C T TT A C TG A AG C
T G T TG AA AG G TG G T CAA T T A CA TG C T TAG A C A CA C T T C C AG A A TA C ATG A
A A C C G A T A T A C A A A T T A T T C A T G G A T A C A T A C A C A G AAA TG G AAG A A TT T
C T T G CA AAG G AG G G AAG AA C AG A TCTATTTAACTG CG G CAAAGAATTTG T
G A AAG AG T T T G TTAG AAACCTG ATG G TTGAAG CAAAATGG G CAAATG AGG
G A C A CA T A C CA A C CA C TG AAG AG CATG ATCCAG TTG TAATCATTAC TG G C
G G T G C T A A C C T G C T T A C A A C AA C T TG T TA T C T TG G C A TG AG TG A TA T A TT
C A C AA AAG AG T C TG T CG AA TG G G C TG T CT C TG CACCT CCT CTT TTTAG AT
ACTCAG G TATACTTG G TCG ACG CCTAAATG ATCTCATG ACCCA CAAG GCC
G AG C AAG AAAG AA AA CA T AG TT C A T CG AG C CTTG AAAG TTATATG AAGG A
A T A TAA TG T C AA TGAG G AG T A TG C C CA AA C C T TG A T TT A CA AG G A AG TAG
A AG A TG TG TG G A AAG A T AT AA A C CG AG AG TA C C T C A CA A C TA AAA ACATT
C C A AG G C CG T TA T TG ATG G C TG TG A T C TA T T TG TG C C AG TTTCTTG AAGT
T C A A TA TG CAG G AA AG G A TAA CT TCA CACG T ATGGGAGACGAATACAAAC
ATCTCATAAAGTCTCTACTCGTTTATCCTATGAGTATATGA

1

1641

Fig. 5.  DNA sequence of amorpha-4,11-diene synthase gene.  

        Amorpha-4,11-diene synthase gene is 1641 bp length           

        nucleotides. Forward primer's 5' end starts from 12th base     

        and reverse primer's 3' end starts from 1590th base.
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Fig. 6. PCR analysis of terpene synthase gene in transformed          

          'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.).

           M: Lambda DNA/HindIII size marker, 

           P:  pILTAB/EcoRI digestion (positive control), 

           1: regenerated plants No.1, 2: No.2, 3: No.3, 4: No.4, 

              5: No.5, 

           6: No.6, 7: No.7, 8: No.8, 9: No.9.

           ※ Lane no. 4 and 9 showed 1.6kb product even though they 

              were not clear in the film.
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1    2    3   4    5   6    7   8  9  1 0  1 1 1 2  1 3 1 4  1 5 1 6  1 7 1 81    2    3   4    5   6    7   8  9  1 0  1 1 1 2  1 3 1 4  1 5 1 6  1 7 1 8

Fig. 7.  Southern hybridization of DNA from transgenic lettuce plants   

         with terpene synthase gene. Genomic DNA of each transgenic  

         lines were digested with EcoRI (odd number) and BamHI      

         (even number), respectively. Digested genomic DNA was      

         probed with [
32
P]-labeled 550b fragment for NPTII gene. 
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Fig. 8.  Self pollination and harvest of T1 seed from transformed        

         'Chungchima' lettuce (Lactuca sativa L.) plants in the green  

          house.
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M P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415161718192021222324252627

M P 28 29303132333435363738394041

2.0kb

2.0kb

1.6kb

1.6kb

M P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415161718192021222324252627

M P 28 29303132333435363738394041

2.0kb

2.0kb

1.6kb

1.6kb

     Fig. 9. PCR analysis of terpene synthase gene in T1 generation.

             M : DNA size marker (λ/HindIII), 

             P :  positive control, 

             Lane  1-14 :  T1 transformants from T0 1, 

             Lane 15-27 : T1 transformants from T0 2, 

             Lane 28-41 : T1 transformants from T0 3.

Table 2. Results of PCR analysis for terpene synthase gene in T1         

            generation.

 
  PCR (+) : PCR product was appeared at 1.6kb size

Line number of T1 progeny

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Germinated 
seed no. 14 14 14 14 14 14 14 14 14

No. of PCR
analysis 14 13 14 14 13 14 14 14 14

PCR (+) 8 8 7 7 7 6 7 8 6
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  다. T1 종자의 항생제 저항성 분석

    9개체의 형질전환체로부터 채종된 종자를 종자 발아 배지에 kanamycin의 

농도를 각각 0, 50 그리고 100mg/L의 세 수준으로 조절하고 형질전환체 9개체

로부터 취득한 종자 중 수확량이 적은 3번과 9번을 제외한 7개체의 형질전환체 

및 wild type을 파종하고 wild type을 파종하고 23℃, 16시간 광 주기로 식물생

장상에서 7일간 배양하여 (Fig. 10) 발아율을 조사하였다.

    Kanamycin 저항성을 나타내며 발아하는 종자의 비율을 조사한 바 (Table 

3 및 Fig. 11). 항생제를 첨가하지 않은 배지에서는 형질전환체 2번 및 5번에서 

채종한 T1 종자가 75.0%, 77.8%의 발아율을 나타내었으며, 나머지 형질전환체

들은 89% 이상의 높은 발아율을 나타내었다. Kanamycin의 농도를 50mg/L로 

조절한 실험군의 경우, 7번 형질전환체가 46.6%의 발아율을 보인 것과는 달리 

다른 형질전환체는 75% 이상의 발아율을 나타내었다. Kanamycin을 100mg/L의 

농도로 조절한 실험군에 있어서는 모든 형질전환체에서 57% 이상의 발아율을 

나타내었다.  특히 형질전환체 7번은 종자 발아 배지에 첨가한 항생제의 농도가 

2배 높음에도 불구하고 67%의 발아율을 나타내었다.
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                 (A)                                    (B)

  Fig. 10. Seed germination analysis of 'Chungchima' lettuce (Lactuca  

           sativa L.).

    A: Growth in plant growth chamber,  

    B: Germinated seeds after 7 days,

    1:  T1 seeds from transformant 4 (without kanamycin), 

            2:  T1 seeds from transformant 8-1 

               (with 50mg/L kanamycin), 

            3:  T1 seeds from transformant 8-1 

               (with 100mg/L kanamycin), 

    4:  T1 seeds from transformant 8 (without kanamycin), 

            5:  T1 seeds from transformant 8-2 

               (with 50mg/L kanamycin), 

            6:  T1 seeds from transformant 8-2 

               (with 100mg/L kanamycin).
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Table 3. Germination ratio analysis of T1 transformed 'Chungchima' 

          lettuce (Lactuca sativa L.) progeny

Number of
scattered seeds

Number of 
germinated 

seeds

Germination rate
(%)

Conc. of kanamycin (mg/L)

Transformant line 0 50 100 0 50 100 0 50 100

wild 50 136 115 30 10  5 100.0 7.4 4.4

1 45  40  37 40 30 25 88.9 75.0 67.6

2 40  53  47 30 40 37 75.0 75.5 78.7

4 50  70  29 50 57 22 100.0 81.4 75.9

5 45  90  85 35 69 48 77.8 76.7 56.5

6 50  95 105 45 84 74 90.0 88.4 70.5

7 45  58  45 40 27 30 88.9 46.6 66.7

8 50  61  60 50 52 44 100.0 85.3 73.3
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Fig. 11. Germination ratio of T1 transformed 'Chungchima' lettuce      

          (Lactuca sativa L.) progeny
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  라. 상추중의 artemisinin 분석

   1) Artemisinin의 추출 회수율 결정

     n-Hexane으로 추출하였을 때, 8 mg이 얻어져 80%의 회수율을 보였으며, 

n-hexane- EtOAc (1:1)의 혼합용매을 사용하였을 때 10 mg이 얻어져 100%의 

회수율을 보였다. 따라서 artemisinin을 용매추출하고자 할 때 n-hexane-EtOAc 

(1:1)의 혼합용매를 사용하기로 하였다.  

   2) 상추로부터 용매 추출 및 분획물의 수율

                                                        

  3) GC를 이용한 각 상추 시료중의 artemisinin 정량 분석

     Artemisinin은 재료 및 방법에서 제시한 GC 분석조건에서는 retention 

time이  10분 7초로 나타났다 (Fig. 12). 이 peak가 artemisinin인지 확인하기 

위하여 GC/MS를 측정한 결과 m/z 282가 정확하게 나타나 artemisinin으로 확

인되었다(Fig. 13). 각 상추시료에 대한 분석한 결과 대조구 상추시료의 GC 

chromatogram에서 artemisinin의 retention time인 10분 7초 부근에서 여러 

peak가 겹쳐서 나타났으나(Fig. 14) 어떤 peak가 artemisinin인지 구별이 어려웠

고 각 peak에 대하여 상추로부터 용매 추출 및 분획물의 수율을 확인하였다. 그

러나 상추를 GC/MS로 측정한 결과 m/z 282을 나타내는 peak가 관측되지 않아 

일반 상추에는 artemisinin이 함유되어 있지 않은 것으로 확인되었다(Fig. 14). 

또한 형질전환 상추시료의 GC chromatogram(Fig. 15)에서도 artemisinin의 

retention time인 10분 7초 부근에서 여러 peak이 겹쳐서 나타나 각 peak에 대

하여 GC/MS를 측정하였으나 m/z 282을 나타내는 peak는 관측되지 않아 형질

전환 상추에도 artemisinin이 함유되어 있지 않은 것으로 확인되었다. 

대조구 1 2 3 4 5 6 7 8 9

MeOH 

추출물

양 (mg) 485 490 616 561 477 435 481 429 484 500

수율 
(%) 0.24 0.24 0.31 0.28 0.24 0.22 0.24 0.21 0.24 0.25

용매

분획물

양 (mg) 280 161 112 148 151 160 130 261 219 176

수율 
(%)

0.140 0.081 0.056 0.074 0.076 0.080 0.065 0.131 0.110 0.088
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Fig. 12. GC chromatogram of artemisinin
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Fig. 13. Mass spectrum of artemisinin
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Fig. 14.  GC chromatogram of nomtransformed lettuce plant
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Fig. 15. GC chromatogram of transgenic lettuce plant
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제 4 장  연구개발결과의 활용계획

  현재 농업은 생산성 및 부가가치의 증가가 한계에 이르고 있어 유용유전자를 

주요 채소작물에 직접 도입하여 신기능성 작물을 개발할 필요성이 있다. 그러나 

채소작물은 주로 고전적인 방법에 의해서 육종이 이루어지고 있으며 시간이 많

이 소요되기 때문에 분자육종기술을 구사하여 단기간에 새로운 특성을 가진 품

종을 육성할 수 있는 기술개발이 시급히 요구되는 실정이다. 또한 농산물 수입

개방 등 국내ㆍ외의 농업사정이 급변함에 따라서 국민 총 생산액중 농업 부문

의 비중이 점차 감소하는 추세이어서 신기능성을 가진 고부가가치의 품종의 요

구도가 커지고 있다. 더 나아가 WTO 출범으로 막대한 자본과 기술을 앞세운 

외국기업이 진출하여 국내 농업 및 관련 업체에 큰 변화를 가져올 것이며 이에 

대처해 기능성 작물을 육성하는 기술을 자체적으로 개발하여 외국과 경쟁해야 

할 필요성 역시 요구되고 있다.    

  본 연구에서는 사람으로부터 유래된 ferritin 유전자와 항말라리아성 물질인 

atemisinin 합성에 관여하는 terpene synthase 유전자를 분자육종기술을 이용하여 

기능성 상추를 개발코자 수행하였다.

  철 저장단백질 ferritin은 지금까지 그 작용과 기능에 대해서는 많은 연구가 

진행되었지만 직접적인 철분제재로서의 이용성은 최근에 이르러 연구ㆍ개발되

기 시작하였다. 이러한 연구 또한 제약회사를 중심으로 천연철분제재로서 

ferritin을 말이나 소에서 직접 분리한 상태로 시판되어 광우병과 같은 질병의 

감염에 문제가 제기되고 있다.  본 연구는 이러한 문제점을 해결코자 사람으로

부터 유래된 ferritin 유전자를 상추에 적용하였으며 결과적으로 철분 함량이 증

가된 상추를 개발함으로서 충분히 활용할 수 있는 기반을 마련하였다. 

인구증가로 야기되는 문제점은 식량 소비량의 증가뿐만 아니라 약용으로 이

용되는 식물의 소비량도 함께 증가하게 함으로서 이들에 대한 소비량과 자연의 

공급이 균형을 이루는 한은 식물자원은 무제한 공급될 수 있지만 특종 식물자

원의 소비와 공급간의 균형이 깨질 경우 일부 약용식물의 멸종 등의 심각한 문

제를 초래하게 된다. 이러한 문제를 방지하기 위한 해결책 중 하나로 '약용식물

의 효율적 이용'을 들 수 있는데, 실질적으로 약용식물내에서 그 식물만의 특이

한 약효성분은 그 식물전체를 섭취한다고 해도 아주 적은 양밖에 취할 수 없다. 

본 연구에서 주로 다루고자 하는 항말라리아 효과의 artemisinin 역시 개똥쑥

(Artemisia annua L.)이라는 국화과 작물에서 주로 생산되지만, 그 양은 건물중

에 대해 0.01%에서 0.5%밖에 지나지 않는다. 따라서, 아무리 artemisinin이 많

은 약에 대해 저항성을 갖는 Plasmodium falciparum 계통의 모기에 특히 효과
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가 있는 성분이라 할 지라도 주로 생산되는 야생 식물인 개똥쑥(Artemisia 

annua L.)에만 의지해서는 약품가격의 상승, 개똥쑥의 멸종으로까지 이어질 수 

있다.  본 연구에서는 항말라리아성 물질인 atemisinin 합성에 관여하는 terpene 

synthase 유전자를 대표적인 엽채류인 상추에 적용하여 작물의 기능성을 증가

시키기 위한 연구를 수행함으로서 몇몇 모델작물에만 국한되어 왔던 연구를 추

후 실용작물에 활용 가능한 결과를 제시하였다. 

   또한 본 연구에서는 상추의 재분화체계, 형질전환체계, double transformation, 

순화 및 선발 등의 기술을 개발함으로써 국내 품종 육성의 기틀을 제공하였다. 상

추의 형질전환체계 확립으로 본 과제에서 이용된 ferritin 유전자와 terpen cyclase 

유전자 뿐만 아니라 어떤 종류의 유용유전자도 불화합성을 극복하여 작물에 도입

할 수 있어 육종 년한의 단축을 가능케 하여 신품종 육성에 기여할 수 있으리라 

기대되며 더 나아가 이러한 일련의 품종육성기술확립은 상추 뿐만 아니라 타 채소

작물의 신품종 육성에 응용될 수 있어 채소산업전반에 크게 기여하리라 기대된다.

   이와 더불어 사람 ferritin 유전자와 terpene synthase 유전자의 이용으로 국

민 건강 증진을 위한 의약품의 대체 효과를 가져올 수 있고 이러한 고기능성 

품종개발 및 육성기술의 개발로 소비와 생산이 증가하여 새로운 고소득 작물로 

자리 잡을 수 있으리라 기대된다. 국내 소비면에서 새로운 수요를 창출할 뿐만 

아니라 농산물 개방에 대응할 수 있는 국제적인 경쟁력을 갖춘 수출유망 품목

으로도 기대된다. 상추는 세계적으로 중요한 위치를 차지하고 있는 샐러리용 채

소로 최근 소득증가로 육류 소비가 증가하면서 상추의 소비량도 같이 증가하고 

있는 추세이다. 따라서 기능성 상추의 육성은 국민 건강 증진 뿐만 아니라 식생

활이 비슷한 이웃 일본으로의 수출 가능성 등으로 농가의 고소득 대체작물로서 

전망이 밝으며 긍극적으로 농산물 수입개방 등으로 인한 농민들의 농업에 대한 

의욕 저하를 고취할 수 있는 전기를 마련할 수 있으며 고부가가치 기능성 작물

을 생산하면 농가의 소득이 증가되어 이농을 막고 농업에 대한 애착심과 긍지

를 갖게 해 줄 것으로 기대한다.
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