
- 14 -

Agrobacterium rhizogenes strains이 배초향 모상근 유도와 
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Abstract - Rosmarinic acid, an ester of caffeic acid with 3,4-dihydroxyphenyl lactic acid, is one of the main active 
constituents of Agastache rugosa Kuntze and has an astringent property, antioxidant capacity, anti-inflammatory activity, 
antimutagenic ability, antimicrobial capacity, and an antiviral property. Five different strains of Agrobacterium rhizogenes 
differed in their ability to induce Korean mint (Agastache rugosa Kuntze) hairy roots and also showed varying effects on the 
growth and rosmarinic acid production in hairy root cultures. A. rhizogenes R1601 is the most effective strain for the 
induction (72.90%), growth (13.50 g/l) and rosmarinic acid production (22.60 mg/g) in hairy root of Korean mint. Our 
results demonstrate that use of suitable strains of A. rhizogenes may allow study of the regulation of rosmarinic acid 
biosynthesis in hairy root cultures of Agastache rugosa.
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연 구 논 문

서  언
배초향 (Agastache rugosa Kuntze)은 꿀풀과 (Labiatae)

에 속한 여러해살이풀로 지역마다 부르는 이름이 다르다. 
우리나라를 원산지로 추정하고 있으며 중국, 대만, 일본에서
도 서식을 한다. 배초향은 우리나라 경상도, 전라도의 일부 
지역에서는 깻잎처럼 배초향의 잎을 찌개나 전골을 끓일 때 
향신료로 넣기도 하고, 부치거나 튀겨 먹기도 한다. 또한 예
로부터 곽향(藿香)이라 부르며 약재로 사용되어 왔으며, 민
간요법으로 콜레라나 구토에 처방을 하였으며, 항균, 항암등
의 생리활성을 가지고 있는 것으로 보고되고 있다 (Hong 
et al., 2001; Shin and Kang, 2003; Oh et al., 2005).

Rosmarinic acid는 천연 polyphenol 물질의 하나로 주

로 꿀풀과 식물에서 많이 존재하며 특히 배초향의 주요 성
분 중 하나이다. Rosmarinic acid는 강한 항산화, 항염, 
해열, 항균, 항바이러스 등의 효과가 뛰어나고 외국에서는 
건강보조식품, 화장품, 식품첨가제 등으로 활용되고 있다 
(Parnham and Kesselring, 1985; Ly et al., 2006; Moreno 
et al., 2006; Lee et al., 2007).

토양미생물 중 Agrobacterium rhizogenes가 식물체에 침
입하여 그 토양미생물이 가지고 있는 Ri (Root induction)-
플라스미드 (plasmid) 내에 식물호르몬 옥신 (auxin) 생산 
관련 유전자가 들어있는 T-DNA가 식물체 염색체에 들어
가 발현하면 자발적 병증상의 하나로 잔뿌리가 발생하는데 
착안을 하여 기내에서 모상근을 이용하여 식물 유용물질을 
생산하고자 하는 연구는 1980년대부터 활발히 진행되어 왔
다. 모상근 배양은 본 식물체 보다 더 많은 양의 약리물질
을 생산할 수 있으며 빠른 시간 내 물질 생산할 수 있다는 
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장점이 있다. 그리고 물질 생산 및 뿌리 생육의 극대화를 
위해 배지 조성 및 물질생산을 촉진 할 수 있는 물질 첨가 
등 배양 환경의 최적 조건을 확립하면 기내에서도 효과적
으로 유용물질을 연중 생산 할 수 있다 (Hamill et al., 
1987; Signs and Flores, 1990; Giri and Narasu, 2000; 
Guillon et al., 2006). 

생명공학 기술을 이용한 rosmarinic acid 생산이 다양
한 식물을 대상으로 세포배양이나 모상근 배양법을 통해 
시도되었으며 (Petersen and Simmonds, 2003; Park et 
al., 2008). 배초향에서도 세포배양과 모상근배양법으로 향
성분과 rosmarinic acid 생산이 보고되었다 (Kim et al., 
2001a; Kim et al., 2001b; Lee et al., 2008; Xu et al., 
2008). 하지만 서로 다른 계통의 A. rhizogenes이 배초향
의 모상근 유도와 rosmarinic acid 생산에 미치는 영향에 
관한 연구는 아직 보고된 바가 없으며 본 연구는 5 계통의 
A.rhizogenes를 이용하여 배초향의 모상근 유도 효율성과 
rosmarinic acid 생합성에 미치는 영향을 조사해 보고자 
한다. 

재료 및 방법
식물재료 

배초향 (Agastache rugosa) 종자를 70% 에탄올에 1분
간 침지하고 다시 2% sodium hypochlorite 용액에 침지 
후 10분간 천천히 흔들어주며 종자 소독을 마치고 멸균수
로 3회 세척하였다. 7개의 종자를 25 mL의 MS (Murashige 
and Skoog, 1962) 고체배지가 든 Petri dishes (100 × 15 
mm)에서 배양을 하였다. 배양실 조건은 25°C에 백열등 
(35 mol/s/m) 하에서 16시간 광상태로 유지되었다.

토양미생물 배양
모상근 유도를 위해 Agrobacterium rhizogenes 13333 ; 

15834, R1000, R1200, R1601을 이용하였으며 배양은 Luria- 
Bertani 액체배지 (1% [w/v] tryptone, 0.5% [w/v] yeast 
extract, and 1% [w/v] NaCl, pH 7.0)에서 16시간 동안 
암상태로 28°C의 진탕배양기에서 180 rpm으로 배양을 하
였다. 배양된 박테리아는 원심분리기를 이용하여 1,500 
rpm에서 10분간 회전 후 모아진 박테리아를 MS 액체배지
로 밀도를 A600 = 1.0 이 되게 조절하였다. 

모상근 유도와 배양 
쪽 종자로 부터 발아하여 7일 정도 자란 유식물체의 잎을 

잘라서 토양미생물인 Agrobacterium rhizogenes 13333, 
15834, R1000, R1200, R1601을 희석한 MS 액체배지에서 
약 15분간 공동 배양을 한 후 멸균된 거름종이에서 박테리
아를 어느 정도 제거 후 호르몬이 처리되지 않은 MS 고체
배지에서 옮긴 후 이틀간 암 상태에서 공동 배양을 하였다.
이틀간 공동 배양 후 멸균수를 이용하여 3회 세척을 하여 박
테리아를 제거 후 호르몬이 처리되지 않고 항생제 timentin 
200 mg/L이 처리된 MS 고체배지 (MS salts and vitamins, 
3% (w/v) sucrose, 200 mg/L timentin and 8 g/L Phytagar)
에서 배양을 하였다. 배양 일주일 후 잎에서 모상근이 유도
되기 시작하였으며 유도된 모상근은 timentin (항생제)이 
처리된 MS 고체배지에서 2주에 한번씩 계대배양을 약 2달
간 지속하였으며, 빨리 자라는 모상근을 선발하여 MS 액체 
배지로 옮겨 배양을 하였다. 모상근 (100 mg) 은 30 mL 의 
MS 액체배지가 든 삼각플라스크 (125 mL)에서 암상태로 
25°C의 진탕배양기에서 100 rpm으로 2 주간 배양을 하였
다. 배양 2주후 수확한 배초향 모상근의 건물중과 rosmarinic 
acid 함량을 조사하였다.

HPLC를 이용한 Romarinic acid 분석
수확한 모상근은 -80°C에 저장 후 냉동건조를 하여 곱게 

마쇄 후 1 g을 70% 메탄올 20 ml 에 침지 후 24시간 동안 
25°C에서 2회 반복 추출하였다. 추출물은 진공농충장치를 
이용하여 건조후 다시 95% 메탄올에 녹여 분석시료로 사
용하였다. 분석기기는 HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography)를 이용하였으며 자세한 분석 조건은 
Lee 등 (2008)의 방법과 동일하게 수행하였다. 

결  과 
Agrobacterium rhizogenes 계통이 모상근 유도에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 서로 다른 5 계통의 strain 
(13333, 15834, R1000, R1200, R1601)을 이용하였다. 5 종
의 A. rhizogenes와 배초향 잎 절편을 2일 간 공동배양 후 
A. rhizogenes를 제거하기 위하여 항생제 timentine이 처
리된 MS 고체배지에서 잎 조직을 배양한 결과 2 주후 모든 
처리구에서 잎 조직의 감염 부위로부터 캘러스와 함께 모
상근이 유도되기 시작하였다 (Fig. 1-A). 배양 3주후 A. 
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Fig. 1. Development of hairy roots from leaf of Agastache 
rugosa. after inoculation with Agrobacterium rhizogenes strain 
R1601; Two weeks (A) and three weeks (B) after inoculation.

Table 1. Effect of different Agrobacterium rhizogenes strains 
on the frequency of infection and the growth of hairy root 
cultures of Agastache rugosa

Agrobacterium 
strains

Infection
 frequency (%)

No. of hairy 
roots/Explant

Root length
(cm)

13333 52.5 ± 4.5 3.6 ± 0.4 1.1 ± 0.1
15834 32.6 ± 2.8 1.8 ± 0.1 0.9 ± 0.1
R1000 67.3 ± 6.3 5.1 ± 0.5 1.7 ± 0.2
R1200 61.5 ± 4.8 4.3 ± 0.4 1.5 ± 0.2
R1601 72.9 ± 6.7 5.4 ± 0.5 2.0 ± 0.3

Values represent means ± SE values of 50 independent measurements 
made 5 weeks after bacterial inoculation.

Table 2. Effect of different strains of Agrobacterium rhizogenes 
on growth and rosmarinic acid production in hairy root cultures 
of Agastache rugosa

Agrobacterium
strains

Dry weight
(g/l)

Rosmarinic acid 
/D.W. (mg/g)

13333 10.2 ± 1.0 16.9 ± 1.8
15834 8.7 ± 0.9 14.3 ± 1.3
R1000 12.7 ± 1.4 20.5 ± 2.2
R1200 11.8 ± 1.1 17.2 ± 1.5
R1601 13.5 ± 1.5 22.6 ± 2.1

Values represent the mean ± SE of six independent measurements 
made 2 weeks after liquid culture.

rhizogenes R1601 감염으로부터 발생한 모상근은 약 0.7 cm 
정도의 길이 신장을 보였으며 (Fig. 1-B), 5 주후에는 약 
2 cm의 길이 신장을 보였다. 하지만 계통에 따른 모상근 
유도율과 발생 양상이 다르게 나타났다. 배양 5주후 5종의 
A. rhizogenes strains이 모상근 유도율에 미치는 영향을 
조사한 결과, Table 1에서 처럼 A. rhizogenes R1601이 가
장높은 72.9%의 모상근 유도율을 보였으며 A. rhizogenes 
R1000도 67.3%로 양호한 유도율을 나타냈으나 A. rhizogenes 
15834은 32.6%의 모상근 유도율을 보여 5종의 A. rhizogenes 
중 가장 저조한 모상근 유도율을 보였다.

5종의 A. rhizogenes strains이 모상근 유도시 모상근 
발생 수와 길이 신장에 미치는 영향을 조사한 결과, A. 
rhizogenes R1601과 R1000으로 감염시킨 잎 조직에서 평
균 5.4과 5.1의 배초향 모상근이 발생하였으며, 15834로 
감염된 잎 조직에서는 평균 1.8개의 가장 낮은 수의 모상근
이 유도되는 것을 관찰하였다. 모상근의 길이 신장 역시 A. 
rhizogenes R1601으로 감염시킨 잎 조직에서 평균 2.0 cm
의 길이 신장으로 가장 좋은 결과를 나타냈으며, 15834로 
감염된 잎 조직에서는 평균 0.9 cm 의 길이신장을 보여 가
장 저조한 결과를 나타내었다 (Table 1). 

다섯 계통의 Agrobacterium rhizogenes으로 배초향 잎 
조직에 감염시켜 유도된 각각의 모상근은 A. rhizogenes
를 완전히 제거하기 위해 항생제 timentin이 처리된 MS 
고체배지에서 2주에 한번씩 계대배양을 약 2달간 지속하였
으며, 빨리 자라는 모상근을 선발하여 MS 액체 배지로 옮
겨 배양하였다. 5 계통의 다른 A. rhizogenes 로부터 유도된 

모상근의 생장과 rosmarinic acid 생합성량에 미치는 영향
을을 조사하기 위하여 MS 액체배지에서 2주간 배양한 후 
건물중과 rosmarinic acid 함량을 측정하였다 (Table 2). 

다섯 계통의 A. rhizogenes감염으로부터 유도된 각각의 
모상근의 생육은 서러 다른 양상을 보였으나 경향은 모상근
유도 결과와 유사하였다. A. rhizogenes R1601과 R1000 
감염으로 유도된 모상근의 생육은 배양 2주후 건물중을 조
사한 결과 13.5와 12.7 g/l로 다른 계통에서 유도된 모상근 
보다 생육이 양호하였으며 15834 감염으로 유도된 모상
근의 건물중은 8.7 g/l로 가장 저조한 생육을 나타냈다. 
Rosmarinic acid 생산량은 생육량과 비례된 결과를 보였다. 
배초향 모상근배양 2 주후 A. rhizogenes R1601과 R1000 
감염으로 유도된 모상근의 rosmarinic acid 생산량은 22.6
과 20.5 mg/g D.W.로 다른 계통에 비하여 높게 나타났으
며 15834 감염으로 유도된 모상근의 rosmarinic acid 생
산량은 14.3 mg/g D.W.로 가장 낮은 결과를 나타내었다. 
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지금까지 결과를 종합해 보면 다섯 계통의 A. rhizogenes
이 배초향 모상근 유도, 생장 과 rosmarinic acid생산에 미
치는 영향을 조사한 결과 A. rhizogenes R1601과 R1000
이 배초향 모상근 유도, 생육과 rosmarinic acid 생산에 
가장 좋은 결과를 나타낸 계통이었음을 알 수 있었다.

고  찰
지금까지 여러 종의 박테리아가 고등식물에 유전자를 도

입하는 기능을 가진 것으로 보고가 되었다 (Broothaerts 
et al., 2005). 그 중에서 A. rhizogenes는 그램 음성의 토
양박테리아의 일종으로 A. tumefaciens와 함께 가장 연구가 
많이 되고, 또한 식물형질전환에 이용되는 박테리아이다 (Giri 
and Narasu, 2000; Guillon et al., 2006 ). A. rhizogenes
가 식물체에 침입하면 자발적 병증상의 하나로 모상근이 
발생하고 이 모상근을 배양하여 이차대사산물 생산에 활용
되어 왔다. 

다양한 A. rhizogenes 종을 이용하여 동일한 식물체에
서 모상근을 유도한 결과 서로 다른 종의 A. rhizogenes이 
모상근의 유도율이나 생장 및 이차대사산물 생산에 다른 
영향을 미친다는 보고가 있다. 이러한 연구결과를 살펴보면 
서로 다른 A. rhizogenes 가 Astragalus mongholicus Bge. 
모상근 유도, 생장, 그리고 사포닌과 astragalosides 생산
에 영향을 미쳤다는 보고가 있었으며(Ionkova et al., 1997). 
그리고 Hyoscyamus muticus 와 H. albus (Zehra et al., 
1999), Pisum sativum L. (Nicoll et al., 1995), Gentiana 
macrophylla (Tiwari Brillanceau et al., 2007) 와 같은 
식물에서도 다른 종의 A. rhizogenes이 모상근의 유도율
이나 생장 및 이차대사산물 생산에 다른 영향을 미친다는 
보고가 있다. 

위의 연구 결과를 통하여 여러 계통의 A. rhizogenes이 
배초향 모상근 유도, 생장과 rosmarinic acid생산에 서로 다
른 영향을 미치는 것을 알 수 있었으며 그 중 A. rhizogenes 
R1601과 R1000이 배초향 모상근 유도와 생육에 적합한 계통
으로 나타났다. 향후 형질전환 모상근을 이용하여 rosmarinic 
acid 생합성 관련유전자를 도입하여 물질대사를 조절하는 
대사공학 (metabolic engineering) 연구에 A. rhizogenes 
R1601나 R1000을 활용하면 적합할 것으로 판단된다. 

적  요
Agrobacterium rhizogenes 계통이 모상근 유도, 생장과 

rosmarinic acid 생산에 미치는 영향을 알아보기 위하여 5 
계통의 strain (13333, 15834, R1000, R1200, R1601)을 
이용하여 조사한 결과 A. rhizogenes R1601이 가장 높은 
72.9%의 모상근 유도율을 보였다. 모상근 유도시 모상근 
발생 수와 길이 신장에 미치는 영향을 조사한 결과도 A. 
rhizogenes R1601으로 감염시킨 잎 조직에서 평균 5.4개
의 모상근이 발생하였으며, 평균 2.0 cm의 길이 신장으로 
가장 좋은 결과를 나타냈다. 

다섯 계통의 A. rhizogenes감염으로부터 유도된 각각의 
모상근의 생육은 서러 다른 양상을 보였으나 경향은 모상
근유도 결과와 유사하였다. A. rhizogenes R1601 감염으
로 유도된 모상근의 생육은 배양 2주후 건물중을 조사한 
결과 13.5 g/l로 다른 계통에서 유도된 모상근 보다 생육이 
양호하였으며, Rosmarinic acid 생산량도 22.6 mg/g D.W.
로 다른 계통에 비하여 가장 높게 나타났다. A. rhizogenes 
R1601이 배초향 모상근 유도, 생육과 rosmarinic acid 생
산에 가장 좋은 적합한 계통이었음을 알 수 있었다.
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