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Biofactory로서의 미나리 엽조직을 이용한 재조합단백질 발현 
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Fresh Oenanthe javanica DC. leaves still attached to stem architecture were immersed in NaOH solution for 3 min before 

agroinfiltration and co-cultivation. MTT assay revealed that NaOH solution containing up to 0.7% was still safe for the leaf 

viability. Fluorometric GUS enzyme analysis showed that 0.5% NaOH-treated leaf tissues were efficiently transformed by 

vacuum infiltration for 20 min with Agrobacterium cells at a density of OD600=0.5 to 1.0. These conditions worked well for the 

expression of HBsAg, which was confirmed by western blotting and ELISA. 
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서  론      

1)

  미나리 (Oenanthe javanica DC.)는 매우 흔한 채소식물로서 간 

기능 개선 등 다양한 건강기능성을 지니고 있다(1). 미나리는 사계

절에 걸쳐 수경재배나 밭 재배를 통해 풍부하게 생산되고 있으며 

품종개발을 위한 Agrobacterium을 이용한 형질전환 및 재분화

가 가능하다(2). 그러나 현재까지 biofactory로서의 미나리 관련

연구는 보고된 바 없다. 식물 biofactory를 기반으로 한 재조합 

의약단백질 생산은 형질전환식물체 방식과 또는 일시발현 방식이 

시도되고 있다. 이 중 일시발현은 형질전환식물체 확립에 필요

한 신속한 발현검정이 목적이었으나 근래에는 엽조직에 대한 

agroinfiltration을 실시 후 며칠 내 Agrobacterium 감염부위에

서의 재조합단백질 생산을 목표로도 연구되고 있다(3-6). 일시

발현 방식은 단기간 내 그 과정이 완료되며 도입 유전자가 염색

체에 integration이 되지 않은 상태로서도 발현될 수 있다(7). 

Agrobacterium을 이용한 형질전환은 그 효율을 증가시키기 위하

여 다양한 방법이 개발되어 왔으며 가령, vacuum infiltration, 

sonication, desiccation, osmosis (glucose, sucrose 등), anti-necrotic 

compound (cystine, ascorbic acid, dithiothreitol 등), phenolic 
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compound (acetosyringone, vanillin, syringealdehyde 등 ), 

Agrobacterium cell density, co-cultivation기간이 그 예이다. 그러

나 이들 방법은 식물의 종, 식물조직, 식물발달단계에 따라 효율

성이 크게 달라질 수 있다(8). 본 연구에서는 이들 방법 중에서 

Agrobacterium cell density를 달리한 vacuum-infiltration을 미나리 

엽조직에 적용하였는데 이 때, 엽조직은 NaOH 용액을 처리함

으로써 화학적 상해를 발생시켜 사용하였다. NaOH는 강알칼리

로서 세포벽 성분을 용해 및 추출할 수 있다(9). 

  Hepatitis B virus성 간염은 전 세계인의 건강을 위협하고 있는 

치명적 감염성 질병으로서 이에 대한 치료는 매우 높은 비용을 

요구하면서도 그 치료율은 매우 낮은 것으로 나타나고 있다. 

따라서 vaccine 투여에 따른 예방이 최선책으로 인식되고 있는

데 현재 주로 효모를 이용한 재조합 HBsAg 단백질이 주로 

사용되고 있다. 그러나 높은 가격이 문제이며 따라서 식물을 

biofactory로 이용한 저렴한 생산이 기다려지고 있는 상황이

다(10-12). 본 연구에서는 미나리에서의 효율적 형질전환을 통한 

HBsAg 단백질의 일시발현을 수행함으로써 새로운 일시발현용 

biofactory로서의 가치를 제시하였다. 

재료 및 방법

  식물재료

  일반 시장에서 구입한 미나리는 증류수로 세척 후 표면살균 
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(1% sodium hypochlorite 용액, 5 min)을 실시하고 멸균수로 

세척하였다. 엽조직 표면 상해는 NaOH 용액 처리 (3 min)를 거쳐 

멸균수로 세척하고 형질전환을 위하여 1/2 MS 배지 (pH 5.7)에 

넣어두었다.

 

  세포사멸분석

  세포활성의 측정은 MTT assay(13)를 이용하였다. MTT (5 mg/ml 

DW)용액을 엽조직 표면에 골고루 투여한 후 petri dish에 넣고 

16℃에서 18 hr 경과시킨 후 발색을 관찰하였다. 

  Agroinfiltration

  GUS reporter gene을 지니는 pBI121이나 HBsAg DNA를 

지니는 pBIHBsAg(14)가 도입된 Agrobacterium tumefaciens 

LBA4404를 LB medium (kanamycin 및 streptomycin 각 50 μg/ml 

포함)에서 배양 후 미나리 엽조직의 infiltration (30 min)에 이용

하였다. 이어서 멸균수로 가볍게 헹군 후 물기를 지닌 paper 

towel이 깔린 배양장치에 옮겨 22℃, 암 조건에서 co-cultivation

을 실시하였다. 

  GUS 효소능 분석

  식물재료는 추출 buffer (50 mM NaPO4, pH 7.0; 5 mM 

EDTA; 0.1% Sarkosyl; 0.1% Triton X-100, 10 mM β- 

mercaptoethanol)에 넣어 균질화 시켰으며 원심분리 (14,000 rpm, 

15 min, 4℃)로 상등액을 수집하였다. 단백질 농도는 Bradford 

assay에 의하였고 GUS 효소활성 정량화는 Jefferson(14)의 방법

에 의하였다.

  Western blotting과 ELISA

  SDS-12%PAGE를 실시하여 분리한 단백질은 PVDF membrane

으로 옮긴 후 mouse anti-HBsAg polyclonal serum과 반응시

켰다. Peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG와의 반응을 

위하여 ECL (Emersham, USA)을 이용하였다. HBsAg 정량화를 

위한 ELISA는 IMx detector (Abbott, USA)를 이용하였다.  

결과 및 고찰

  강알칼리인 NaOH는 식물세포벽 성분인 hemicellulose, lignin 

또는 lipids (cutin, suberin, wax)등을 용해 및 추출할 수 있는 

물질로서 강한 알칼리 물질이다. 따라서 식물 엽조직에 대한 

처리농도가 지나칠 경우 세포벽 용해 및 세포구조 파괴에 따

른 세포활성에 치명적 결과를 예측할 수 있다. 따라서 NaOH 

처리에 의한 세포활성의 변화를 MTT assay에 의하여 관찰하

였다. 처리시간은 3 min으로 정하고 처리 농도는 0.1-1.1% 

(w/v)로서 그 결과는 Fig. 1에 나타나고 있다. 처리한 여러 

농도의 NaOH는 무처리 보다 발색부위가 증가하는 것으로 

나타났는데 그 이유는 우선 조직 표면 용해로 인하여 MTT 

흡수가 훨씬 용이해진 것으로 판단되었다. 그러나 0.9% 이상

에서는 조직 강도가 시간이 경과하면서 급격히 저하하였으며 

결국 세포활성의 저하에 인한 것으로 판단되었다. MTT assay 

및 조직 강도변화의 결과에 의하여 NaOH 처리농도는 0.9% 

이내가 제시되었다. 

Figure 1. Toxicity of NaOH to O. javanica DC. leaf tissue determined 

by MTT cell viability test. 

C, control leaf. HC, Control leaf boiled for 1 min. The others were 

treated with NaOH solution (0.1-1.1%) for 3 min. 

  NaOH를 처리한 미나리 엽조직에 대하여 Agrobacterium을 이용

한 GUS 형질전환을 실시하고 발현 차이를 비교하였다. Fig. 2는 

3일간의 co-cultivation 후 수확한 미나리 엽조직의 용해 단백질

에 대한 fluorometric GUS assay의 결과를 보여 주고 있다. 무처리

의 경우 1117 pmoles 4-MU min
-1 mg-1 protein으로 측정되었으며 

0.1% NaOH처리의 경우 1214 pmoles 4-MU min
-1 mg-1 protein

으로 무처리와 유사한 수치가 나타났다. 0.3, 0,5 및 0.7% 경우 

각각 무처리 형질전환보다 약 3-4 배의 GUS 효소활성 증가가 

측정되었다. 그러나 NaOH 처리농도가 0.7% 이상일 경우 GUS

활성이 급격히 감소하였으며 NaOH에 의한 조직 및 세포의 

지나친 손상이 원인으로 판단되었다. 한편, NaOH 0.5%처리를 

기준으로 vacuum infiltration 처리시간과 Agrobacterium의 cell 

density를 달리한 infiltration에 의한 GUS발현의 변화를 측정

하였다. OD600=1.0의 Agrobacterium cell 용액을 10, 20, 30 min

의 vacuum infiltration을 실시했을 때 발현 차이는 크게 나타나지 

않았다. 한편, vacuum infiltration (20 min)을 위하여 OD600 

value가 0.1, 0.5, 1.0 및 1.5인 Agrobacterium cell 용액을 각각 

이용했을 때 0.1의 경우 GUS발현수준이 매우 낮은 것으로 나타

났으며 기타의 경우 큰 차이는 나타나지 않았다.

Figure 2. Fluorometric GUS enzyme activity of agroinfiltrated O. 

javanica DC. leaves following several NaOH treatments. 

NT and T, non-transformed and transformed leaves. TN.1-TN.9, 

transformed leaves with 0.1-0.9% NaOH treatment. 

  이상에서 결정된 적정 형질전환 조건을 미나리에서의 HBsAg 

단백질 발현에 시험하였다. 즉, 0.3-0.7% NaOH를 처리한 미나리 

엽조직에 대해 pBIHBsAg를 지니는 Agrobacterium cell (OD600=1.0) 

용액을 infiltration (20 min)시키고 3일 간의 co-cultivation을 

수행하였다. 엽조직 분쇄 후 모은 crude protein extract의 농축액

에 대한 western blotting을 실시하였다. 그 결과는 Fig. 3에 나타

나고 있다. 무처리 형질전환의 경우 mouse polyclonal anti-HBsAg 

serum과 반응하는 protein band는 확인되지 않았으며 이는 

HBsAg발현이 매우 낮은 수준이거나 또는 거의 없다는 것을 
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시사하고 있다. 대조적으로 0.3-0.7% NaOH처리를 시행한 경우 

antibody와 면역반응을 나타내는 23 kD protein band가 확인되

었다. 실제 HBsAg antigen의 농도를 ELISA를 이용하여 측정하였

을 때 total soluble protein의 0.01-0.005% 정도로 측정되었다. 

Figure 3. O. javanica DC. leaf soluble proteins reacting to mouse 

polyclonal anti-HBsAg serum. 

Ag, HBsAg antigen protein (0.2 μg); T, transformed leaves; TN.3-TN.7 

represent transformed leaves with 0.3-0.7% NaOH treatment. 

  근래, 식물체를 이용한 일시발현 및 효율적인 단백질 생산을 

위하여 유전자 도입 방법 (particle bombardment, electroporation, 

microinjection, viral vector infection, agroinfiltration 등), biofactory

로서의 엽조직의 선택 (담배, 상추 등), DNA 재조합 등에서 

다양한 시도가 이루어지고 있다. 본 연구에서는 기능성 채소로 

애용되고 있는 미나리의 엽조직을 이용한 일사발현용 biofactory 

시스템의 개발을 시도하였다. 형질전환을 위하여 agroinfiltration

을 실시하였으며 특히, Agrobacterium의 감염 및 형질전환율을 

높이기 위한 적정 NaOH 처리 농도, vacuum infiltration 처리 

시간 및 Agrobacterium cell density의 적정조건을 GUS 발현검정

을 통하여 수립할 수 있었다. 이러한 형질전환조건은 HBsAg 

단백질 발현으로 확인할 수 있었으며 따라서 사계절 확보가 가능

한 미나리를 이용한 biofactory의 개발 가능성을 제시하였다. 

요  약

  미나리의 엽조직을 agroinfiltration 및 동시배양을 수행하기 전에 

NaOH 용액에서 3 min 처리를 실시하였다. MTT를 이용한 

세포사멸실험에서 0.7% NaOH 용액처리까지는 엽조직 세포활성

에 안전한 것으로 판단되었다. GUS 효소활성의 형광분석 결과 

0.5% NaOH를 처리한 미나리 엽조직에 대하여 Agrobacterium 

cells (OD600=0.5에서 1.0)을 이용한 vacuum infiltration (20 min)

을 실시할 경우 효율적 형질전환이 이루어짐을 알 수 있었다. 

이러한 조건은 western blotting과 ELISA에 의한 HBsAg의 발현

검정에서 확인할 수 있었다. 
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