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요 약

 본 연구는 Glycine max (L.) Merr.의 태좌부위를 순수·분리하여 callus 세포를 유도하고 2차 대사산물인

isoflavone류에 속하는 daidzein의 생산성을 증진시킬 수 있는 방법을 찾는데 있다. 배양된 callus를 다양

한 용매를 사용하여 추출하고, 추출물을 액체 크로마토그래피로 분석해 daidzein 함량의 차이를 확인하

였다. 또한 핵자기공명분광법으로 50% 에탄올 추출물 내에 daidzein이 함유되어 있음을 증명하였다.  

1. 서론

식물세포 배양기술에 의한 2차 대사산물 생산은 의

약품, 식품 첨가제, 화장품 등의 유용물질을 천연적

으로 생산할 수 있는 경제적, 과학적인 이점이 있어

연구가 활발히 진행되고 있다. 식물세포는 식물체에

비해 생장속도가 빠르며 지역적, 기후적 제약을 받

지 않고 무균 배양되므로 병충해에 의한 손실이 없

을 뿐만 아니라 인위적 환경 조절이 가능하므로 대

사조절을 통해 최적 조건에서 특정한 2차 대사산물

의 생산을 촉진시킬 수 있다[1].

2차 대사산물은 식물체가 외부의 환경으로부터 방

어할 때 생성되며 식물발달에 도움을 주는 착화합물

로써 신호 전달기능을 가진다. 식물세포 배양에 의

해 생산되는 2차 대사산물은 alkaloids, flavonoid,

terpenes, anthocyanins, anthraquinones이며 이것은

세포내에 축적되거나 세포외부로 방출되게 된다.

Glycine max (L.) Merr.(대두)는 flavonoid계에 속

하는 isoflavone을 포함, 여러 phytochemicals을 함

유하고 있다. 콩과식물에 존재하는 isoflavone에는

대부분 당이 결합된 daidzein, genistein 이며 여성호

르몬인 estrogen과 구조적으로 유사해서 동물세포의

estrogen-receptor에 결합하여 estrogenic activity를

갖는다[2].

Phytoestrogen으로 역할을 하는 isoflavone은 최근

연구에서 폐경관련 증상완화와 유방·자궁내막암 예

방에 효과를 나타낸다는 보고가 있으며 항산화 물질

로써 지속적인 연구가 진행되고 있다[3].

본 연구에서는 Glycine max (L.) Merr. 씨방에서

밑씨가 붙는 부위, 즉 phytoplacenta 조직에서 callus

를 유도하여 배양하였고, 대두 태좌 유래 캘러스에

서 생체 내에 조절자 역할을 하는 isoflavones인

daidzein이 함유됨을 발견하였다. 그리고 daidzein을

추출하는 보조용매의 조건을 찾았다.

2. 재료 및 방법

2.1 재료 및 시약
본 연구에서 사용된 재료는 Glycine max (L.)Merr

.의 자방벽에 marginal placenta (변연태좌)조직을

절편체로 사용하여 유도한 callus 세포이다.

HPLC standard로 사용한 daidzein(7,4'-Dihydrox-

yisoflavone)(Sigma-Aldrich Korea Ltd., Prod. No:

16587)은 분자량이 254.24이다.
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2.2 방법
2.2.1 식물 재료 및 배양조건
대두의 변연태좌부위를 15ml tube에 넣고 70%에탄

올로 수초간 침지하여 1차소독하고 멸균수로 3회 세

척하였다. 다시 4% sodium hypochlrorite(NaOCl)용

액에 10분간 처리, 표면 살균 후 클린벤치에서 멸균

수로 3회 세척하고 멸균된 filter paper로 물기를 제

거한다. 직경 55mm 페트리 디쉬에 치상하여 3주간

배양한다[그림1].

기본배지는 Sigma사의 MS(Murashige and Skoog,

1962)배지를 사용하였고 30g/L sucrose, 2g/L gel-

rite , 0.5g/L MES Monohydrate (2-(N-morpholino)

ethanesulfonic acid)및 Indole-3-acetic acid 2mg/L,

Benzyladenine 2 mg/L를 첨가하고 pH를 5.8로 조절

하였다. 2L 용기내에서 121°C 15분이상 조건으로 고

압 멸균한 뒤 무균대에서 직경 55mm 페트리 디쉬

에 25ml씩 분주하여 고체배지로 응고시킨 후 사용

하였다. 배양조건은 21±1℃에서 16시간 광조건과 8

시간 암조건으로 하였다.

2.2.2 Isoflavone 추출 
5가지 샘플을 준비하여 이소플라본을 추출하였다.

4가지 샘플은 다음과 같이 준비한다; 증류수, 50%

에탄올, 50% 메탄올, 100% 메탄올을 각각 100ml씩

플라스크에 분주한 후 캘러스 10g(생중량)을 각각

넣는다. 증류수와 50%에탄올에 용해시킨 시료는 3

일간 교반시키고 50% 메탄올, 100% 메탄올에 용해

시킨 시료는 3시간만 교반시킨다. 1가지 샘플은 증

류수 100ml과 캘러스 10g(생중량)을 플라스크에 넣

어 121℃, 15분간 고압증기멸균한 후 3시간동안 교

반시켰다.

이렇게 준비된 5가지 샘플의 상층액을 분리한다음

동결건조한다. 건조된 샘플을 증류수에 50mg/ml의

비율로 녹여서 사용하였다.

2.2.3 HPLC 분석
Gemini 5u C18 110A column (Phenomenex, 250*

4.6mm, 5micron), 234mm UV 램프가 장착된

HPLC(waters 1525μ Binary HPLC pump, Waters)

기기에서 injection volume을 20ul, Oven Tempe-

rature 30°C, Flow rate 1.0ml/min으로 설정한다. 그

리고 용매는 두 가지를 사용하였다; Water (0.1 %

TFA (Trifluoro acetic acid) 함유), Acetonitrile (0.1

% TFA (Trifluoro acetic acid) 함유). isoflavones

분리를 위해 사용된 용매 기울기는 다음과 같다[표

1]. 준비된 5가지 샘플과 daidzein standard 시약을

HPLC로 분석한다.

[표 1] Isoflavone 분리를 위해 사용된 용매기울기.

2.2.4 핵자기공명분광법 분석
      -Nuclear Magnetic Resonance analysis
2.2.4.1 NMR 분석을 위한 시료 준비
EtOH 추출물(150 mL, 50% Aq) 을 Round Flask

(500 mL) 에 넣고 Rotary Evaporator에서 농축한

후 EtOH가 어느 정도 날아간 후에는 Round Flask(

500mL)내에 물 층이 남게 된다. 이후 Round flask

(500 mL)에 Acetonitrile을 충분히 넣고 농축시킨다.

건조한 시료를 4.0 ml vial로 내용물을 옮긴 후 무

게를 단다. 작은 volume의 DMSO를 넣어 건조한

혼합물 시료를 녹인다(농도: 최대 50mg/mL 정도).

2.2.4.2 NMR Spectrometer apparatus

Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer(Varian

INOVA 300)장비는 다음과 같이 구성되어 있다.

Magnet(Super conducting Oxford magnet 51mm

bore or more, Field strength: 7.05T or more)과

Spectrometer(1>Observer channel frequancy gen-

eration;Offset range/resolution: 299.5 to 300.5MHz

0.1 Hz steps, Phase shifts : 90o and 0.25o steps,

200nsec shift time. 2>Decoupler channel frequency

generation; Offset range/resolution : 1H-50 KHz

0.1 Hz steps, Phase shifts : 90o and 0.25o steps,

200nsec shift time. 3>1H/19F observe decoupler

power; Pulse:100 watt or more, CW: 15 watt or

more. 4>Broadband (6-220 MHz) observe power;

Pulse:300 watt or more, CW:30 watt or more.

5>AD converter; Spectralwidth: 300 KHz or

more.)와 온도 제어장치(-150℃ to +200℃) 그리고

standard tube(size: Ø 5 mm)로 이루어져 있다.
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[그림 3] Glycine max (L.) Merr. phytoplacenta callus 추출물 5
가지와 Daidzein(7,4'-Dihydroxyisoflavone) 표준물질의 
액체크로마토그래피 분석결과; a) Glycine max (L.) 
Merr. phytoplacenta Callus Extract in DW(20℃), b) 
Glycine max (L.) Merr. phytoplacenta Callus Extract 
in 50% EtOH, c) Glycine max (L.) Merr. 
phytoplacenta Callus Extract in 50% MeOH, d) 
Glycine max (L.) Merr. phytoplacenta Callus Extract 
in 100% MeOH, e) Glycine max (L.) Merr. 
phytoplacenta Callus Extract in hot-water, f) 
Daidzein(7,4'-Dihydroxyisoflavone) 표준물질.

3. 결과 및 고찰

일정시간 세포분열을 거듭하면 무정형의 세포괴가

형성되는데 이것이 callus이다[그림2]. 대두의 변연태

좌를 모체로 발생한 세포 중 치밀하고 표면이 부드

러운 것을 선별하여 3주간격으로 3개월간 배양하였다.

[그림 1] Glycine max (L.) Merr. phytoplacenta를 이용한 callus 
배양.                                             

       
[그림 2] Glycine max (L.) Merr. phytoplacenta callus 형성; 3

주간 배양.

세포의 생장과 조절에 영향을 주는 isoflavones은

식물의 대사과정인 해당과정과 shikimatic acid pat-

hway를 거쳐서 생성된 p-coumaroyl-CoA와malon-

yl-CoA로부터 생성되는 것으로 보고되고 있다[4].

최근, 식물 isoflavones는 항산화, 항암, 항균, 항혈전

효과가 있어서 기능성 식품으로 간주되어지고 있는

데, isoflavones은 주로 콩과식물에서 추출되고 있으

며 glucose conjugates형태의 Genistin과 Daidzin,

aglycone 형태의 Genistein과 Daidzein이 대표적인

물질이다. 본 연구에서 표적물질로 삼고 있는 Daid-

zein은 뼈에서 혈액으로 칼슘의 재흡수를 억제함으

로써 노인과 여성의 골다공증 방지에도 효과적이라

는 연구가 발표되었으며 또한 항산화 효과와 심혈관

질환 및 신부전에서의 효용성도 검토되고 있다.[1,5]

표준물질을 액체크로마토그래피로 분석한 결과,

daidzein(7,4'-Dihydroxyisoflavone) 표준물질은 22

min에 3.7AU(흡광도) 피크가 관찰되었으며 이와 동
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일한 시간대에 5가지 추출물의 피크를 분석하였다.

증류수(20℃)추출물의 경우, 피크가 나타나지않았으

며, 50% EtOH추출물의 경우 22min에 0.36AU, 50%

MeOH 추출물의 경우, 0.013AU, 100% MeOH 추출

물의 경우 22min에 피크가 관측되지 않았고 121℃

에서 15분간 열수추출한 추출물의 경우, 0.05AU 피

크가 관찰되었다. 다른 보조용매에 비해 50% EtOH

로 추출한 결과, daidzein이 가장 높은 효율로 나타

났다. Glycine max (L.) Merr. phytoplacenta callus

를 50% EtOH로 추출한 시료에 daidzein이 함유되

어 있음을 확인하기 위해 핵자기공명분광법 분석

(Nuclear Magnetic Resonance analysis)을 실시하였다.
1
H spectrum을 통해 수소의 종류와 수에 대한 정보

및 수소가 존재하는 주변정보를 탐색하고 13C

spectrum을 통해 단일 peak로 나타나는 탄소의 수

를 결정할 수 있는데, 여기서 50% 에탄올 추출물에

daidzein이 함유되어 있음을 확인할 수 있었다[그림

4].

[그림 4] 50% 에탄올추출물을 NMR 분석한 결과; 1H-13C 
multiple bond correlation(HMBC: expanded and 
assigned), daidzein의 구조. 

4. 결론

식물조직배양기술에 의해 Glycine max (L.) Merr.

phytoplacenta로부터 탈분화 세포인 캘러스를 분리

배양하고 그 환경인자를 조정하여 daidzein이라는

유용물질을 얻어낼 수 있었다. 이러한 생리활성이

높은 isoflavone을 원식물체에서 이용시 유용산물의

공급이 한정적이기 때문에 수요에 대응하는데 어려

움이 따른다. 그래서 모식물체에서 식물세포 배양하

여 대량생산하므로써 isoflavone을 생산하는 것은 필

요한 방법이다.

Daidzein은 tyrosine kinase 저해를 통한 미백 효능

이 알려져 있으며, 또한, 인체에 유해한 활성산소를

제거하는 기능을 지니고 있어 피부노화 방지에 주요

한 역할을 할 수 있다. 따라서 daidzein은 다양한 생

리활성을 가지고 있으며, 이는 태좌조직의 캘러스

배양을 통하여 대량 생산 가능성이 높으므로 앞으로

건강기능식품이나 화장품에 널리 응용될 수 있다.
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