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            Abstract
          
        

        
          Codonopsis lanceolata (Campanulaceae) has been used in traditional medicines, as its roots contain several kinds of 3,28-bidesmosidic triterpenoid saponin with high medicinal values. In this study, we induced hairy root-derived transgenic plants of C. lanceolata and analyzed triterpenoid saponins from the leaf, stem and root. Transgenic plants were regenerated from the hairy roots via somatic embryogenesis. The saponins are lancemaside A, B and E, foetidissimoside A, and aster saponin Hb. Transgenic plants contained richer triterpenoids saponin than wild-type plants. Major saponin lancemaside A was the most abundant saponin in the stem from transgenic-plant, 4.76 ㎎·1−1 dry stem. These results suggest thattransgenic plants of C. lanceolata could be used as medicinal materials for the production of triterpene saponins.

        

      

      
        Keywords: 
Codonopsis lanceolata, Triterpenoid Saponin, Lancemaside A, B, E, Foetidissimoside A, Aster Saponin Hb

      

    

    

  
    
      서 언
      더덕 (Codonopsis lanceolata Trautv.)은 한국을 포함한 중 국, 일본에 주로 자생하며 고도가 낮은 산이나 언덕 등에 분 포한다. 더덕의 뿌리는 주로 생체를 이용하거나 요리되어 음 식으로 이용되며, 예로부터 민간에서 천연약제로 사용되어져 왔다 (Ichikawa et al., 2009). 또한 더덕은 다른 임산물과 비 교하여 단기간 고소득을 얻을 수 있는 작물이며, 채산성이 다 른 산채와 비교하여 높다. 한국과 중국 등에서 전통적으로 더 덕의 뿌리는 진해제, 거담제, 해독제로 사용해왔다 (Ichikawa et al., 2009). 최근에는 더덕의 추출물을 이용한 여러 임상실 험결과들이 보고되면서 더덕 뿌리의 약리학적 효능이 새롭게 각인되고 있다. 더덕 추출물의 미백을 증진하고 (Kim et al., 2013), 항산화 증진에 관여 한다고 보고되었다 (Song et al., 2012). 특히 한국산 (강원도 횡성) 더덕의 뿌리 추출물을 투여 한 쥐에서 심리적 스트레스에 의하여 감소되는 것으로 알려진 남성호르몬 testosterone 농도가 감소되지 않는다는 것이 밝혀 졌고, 이것은 testosterone 이외의 다른 남성호르몬에도 영향을 미치는 것으로 보고되었다 (Sekita et al., 2005). Ushijima 등 (2007)은 더덕 뿌리추출물이 포함된 영양보조제가 남성 갱년 기 증후군 (PADAM-like symptoms)의 주요 원인이 되는 호 르몬인 androgen의 부분적인 결핍을 개선한다고 하였다. 또한 고칼로리, 고식이에 의해 유도된 비만쥐에 더덕뿌리를 먹인 결 과 체내 지질의 축적이 억제되어 항비만 혹은 비만 치료를 위 한 치료제로서의 잠재적 효과를 보여주었다 (Choi et al., 2013). Ichikawa 등 (2009)은 한국산 더덕 뿌리에서 7종류의 3, 28-bidesmosidic triterpenoid 사포닌을 분리하였고, 이 사포 닌은 lancemaside A, lancemaside B, lancemaside C, lancemaside E, lancemaside G, foetidissimoside A, aster saponin Hb로 각각 명명되었다. 더덕의 대표적인 triterpenoid 사포닌 중 주사포닌으로 알려진 lancemaside A는 대장염을 유 도한 쥐에서 염증인자 단백질 (NF-κB)을 억제하여 대장염을 완화시킨다고 보고하였다 (Joh et al., 2009). 또한 더덕 뿌리 에서 추출한 lancemaside A를 10㎎/㎏ 동물에 경구투약한 결과 scopolamine에 의해 유도된 기억력과 학습결핍 증상 이 개선되었다고 보고하였고 (Jung et al., 2012), 12-Otetradecanoylphorbol- 13-acetate로 유도된 피부염과 같은 염증 을 개선할 수 있다는 결과가 보고되었다 (Joh et al., 2014). 따라서 더덕 뿌리추출물은 다양한 형태의 건강식품으로써의 가능성뿐만 아니라 추출물의 분리, 정제를 통하여 의약품 개 발도 가능할 것으로 기대되고 있다. 따라서 건강식품이나 의 약품의 원료로 사용되기 위해서는 계속적인 많은 공급량이 필 요하나, 공급의 양이 증가되기 위해서는 많은 토지가 필요로 되며, 더덕 수확시기까지 34년의 시간이 걸린다. 따라서 이러 한 특징이 더덕생산 및 추출물을 대량 확보하기위한 걸림돌이 되고 있다.

      본 연구에서는 자연산더덕을 기내로 들여와 생육시킨 더덕 과 유용물질 생산량 증대에 효과적인 rol 유전자를 삽입한 더덕 식물체의 잎, 줄기, 뿌리의 부위에 따른 triterpenoid saponin인 lancemaside A, lancemaside B, lancemaside E, foetidissimoside A 그리고 aster saponin Hb의 함량을 LCMS를 사용하여 비교분석 하였으며, 이를 바탕으로 더덕사포 닌을 건강식품 및 의약품으로 개발할 수 있는 기초기반을 마 련하기 위해 이 연구를 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 식물재료
        식물재료는 강원대학교 연습림에서 채취한 자연산더덕을 기 내로 들여와 배양실에서 생육하고 있는 더덕식물체를 사용하 였다. 재료로 사용하기 4주전 계대배양을 실시하여 1일 16시 간 조명 (40 µmol m−2·s−1 백색 형광등), 25 ± 2°C로 조절되 는 배양실에서 생육시키며 재료의 상태가 신선한 것을 재료로 사용하였다.

      

      
        2. 사포닌 분석을 위한 형질전환 더덕 식물체 유도
        모상근 유도를 위해 절간 절편을 재료로 사용하였고 Agrobacterium rhizogenes은 R1000을 사용하였다. 절간절편은 0.5cm의 길이로 조제하고, A. rhizogenes은 Luria-Bertani medium broth (10 g/L bacto-tryptone, 5 g/L bacto-yeast extract, 10 g/L NaCl)로 배지를 조제하여 접종하였고, 진탕 배 양기에서 28°C, 48시간 동안 220 rpm으로 배양 하여 절간 절 편에 접종하였다. 접종 배지는 2% sucrose와 0.3% gelrite가 첨가된 호르몬 무처리 MS (Murashige and Skoog, 1962)배 지를 사용하였고, 1일 16시간 조명 (40 µmol m−2·s−1 백 색 형광등), 25 ± 2°C로 조절되는 암조건 배양실에서 모상근 을 유도하였다. 유도된 모상근 중 증식율이 가장 좋은 2개 라 인 (T1과 T2 라인)을 재료로 사용하였다. T1과 T2 라인 모 상근은 1㎝의 크기로 잘라 1.0㎎·l−1 2,4-D와 3% sucrose 에 0.3% gelrite가 첨가된 고체 MS배지에 접종하여 체세포 배발생 캘러스를 유도한 후, 1/2 MS배지에, 3% sucrose, 0.3% gelrite, 2.0㎎·l−1 thidiazuron (TDZ)과 1.0㎎·l−1 na phthaleneacetic acid (NAA)가 첨가된 배지로 옮겨 체세포배를 유도하였다. 유도된 체세포배는 발아를 위해 2% sucrose, 0.3％ gelrite가 첨가된 1/2 MS배지에, 1.0㎎·l−1 abscisic acid (ABA)가 첨가된 배지로 옮겨 식물체를 유도 후, 1/2 MS배지에 2% sucrose, 0.3%　gelrite 고체배지에서 증식 하 였다. 일반 식물체와 T1과 T2 모상근유래 식물체는 기내배양 5주 후, 순화를 위해 인공토양 (peatmoss : vermiculrite = 1 : 1) 에 이식하고 토양으로 이식한 시기는 4월 중순이며, 2개월 동 안 생육시킨 식물체는 triterpenoid 사포닌의 분석을 위한 재료 로 사용하였다.

      

      
        3. 시료준비
        사포닌 분석을 위한 더덕 일반식물체와 모상근 유래 각 식 물체의 잎, 줄기, 뿌리시료는 60°C 건조기에서 48시간 건조하 고 유발에 넣어 유봉으로 분쇄 후, 0.1 g씩 정량하여 300㎛ sieve를 통과한 시료를 사포닌 분석에 이용하였다. 사포닌 추 출을 위하여 각 분석 시료에 100% MeOH 10㎖을 넣은 후, 80°C 수조에서 40분간 초음파분해를 실시하였다. SEP전처리 방법은 Sep-Pak C18 (Waters, USA) cartridge에 10㎖의 80% MeOH를 천천히 용출 시켜 전처리 후, 추출 시료액 5㎖을 로딩한 후 100% MeOH 10㎖을 처리하여 천천히 사 포닌을 용출하였다. 추출된 시료는 rotary evaporator (Eyela N1000-S, Japan)로 농축하였고, 농축된 시료는 20% acetonitrile을 이용하여 회수하였다. 회수된 시료는 0.45㎛ membrane filter (Waters, USA)로 여과하여 LC-MSMS 분 석을 실시하였다.

      

      
        4. LC-MS분석
        Triterpenoid 사포닌은 lancemaside A, lancemaside B, lancemaside E, foetidissimoside A, aster saponin Hb로 가장 함량이 많은 순서의 5가지 사포닌을 분석하였다 (Ichikawa et al., 2009). 분석을 위한 5가지 더덕사포닌 standard의 분리는 TLC를 사용하여 분리하였다. TLC분석은 Merck 60F254 silica plate (Darmsadt, Germany)에 1000 ppm 더덕 뿌리추출액 10㎕을 점적하여 n-butanol : ethylacetate : water (6 : 3 : 1, v : v : v)의 혼합용액으로 전개하였다. 전개된 사포닌은 10% sulfuric acid용액을 분사하여 110°C 핫플레이트에 10분간 놓아 둔 후, 육안 및 254㎚ UV하에서 전개를 확인하였다. 각각의 사포닌이 전개된 silica plate의 silica powder를 회수하여 100% chloroform에 용출시킨 후, 상온의 rotary evaporator로 농축하여 농축된 시료는 80% MeOH로 회수하여 이전 보 고된 조건 (Ichikawa et al., 2009)으로 확인 후 분석을 위한 standard로 사용하였다. 사포닌 분석을 위한 Liquid chromatography-mass spectrometry 분석은 LC/MSMS (TSQ Quantum Ultra, Thermo Scientific, USA)로 수행 하였다. LC분석을 위한 column은 YMC-Pack Pro C18 RS (150 × 2.0㎜ I.D., 5㎛)를 사용하였다. 이동상은 H2O (0.1% formic acid): acetonitrile (73 : 27, v/v)을 사용하였고, 유속은 0.2 ㎖/min으로 설정하여 사용하였다. Column의 온도는 40°C 를 유지하며, 시료는 각 20㎕씩 주입하였다. Massspectrometer는 negative ion과 SIM (selected-ion monitoring) 하에서 작동하였다. ESI 는 4.5 kV의 spray voltage로 수행하 였다. Capillary voltage와 tube lens offset은 각각 −40 과 −208로 각각 고정하였다. Capillary temperature는 350°C로 고정하였다. Auxiliary gas로 사용된 nitrogen은 30psi로 유지하였다. 분석 시간은 두 부분으로 나누었으며, lancemaside B와 lancemaside E는 RT 03.3min에 m/z 1,351, foetidissimoside A, aster saponin Hb와 lancemaside A는 RT 3.35min에 m/z 1,189, 1,057 그리고 925로 분 석하었다. Isolation width는 1.5 m/z로 맞추었다.

        표준시료는 lancemaside A, lancemaside B, lancemaside E, foetidissimoside A, aster saponin Hb를 각각 MeOH에 녹여 1000 ppm을 준비 후, 최종농도를 100, 500, 1000 ppm 농도로 희석하여 준비하였다. 샘플 및 표준용액은 5반복하여 각 20㎕를 주입하여 분석을 실시하였고, 회수율은 93-107% 로 관찰되었다. 정량곡선 및 방법은 Ichikawa 등 (2009)의 방 법을 따랐으며, 통계처리를 위하여 각각의 시료는 5반복하여 정량하였다.

      

      
        5. 통계처리
        모든 측정값은 5반복하여 측정한 평균값과 표준편차 (mean ± SD)로 표시하였고, 통게학적 분석은 SAS (SAS Inc., USA)를 이용하여 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 유의성 검정을 하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 사포닌 분석을 위한 형질전환 더덕 식물체유도
        모상근 (Fig. 1A) 유래 체세포배 유도를 위해 2.0 ㎎/L 2,4-D가 첨가된 MS 배지에서 2개월간 체세포배발생 캘러스 를 유도하였다 (Fig. 1B). 절편 접종 2개월 후, 2개 라인의 모상근 유래 절편에서 진한 노란색의 체세포 배발생 캘러스가 형성되었으며, 체세포배 형성을 위해 비타민이 포함된 MS 기 본배지에 싸이토키닌인 2.0㎎/L TDZ와 옥신인 2.0㎎/L NAA를 혼합처리한 배지에서 체세포배가 형성되었다 (Fig. 1B). 모상근 절편유래 체세포 배발생캘러스 유도율은 T1라인 41.4% 그리고 T2라인 13.6%로 나타났으며, 체세포배 유도율 은 T1라인 30.8%, T2라인 8.4%로 라인 간 차이를 보였다 (Table 1). 체세포배 발아율은 T1라인 95% 그리고 T2라인 92%로 발아율은 큰 차이를 보이지 않았다 (Table 1). 유도된 체세포배는 1/2MS 호르몬 무처리 배지로 계대배양하여 기내 유식물체를 유도하였으며 (Fig. 1C), 유도된 기내 식물체는 78㎝ 길이로 생육 시킨 후 토양 순화하였다. 기내 일반 식물 체와 모상근 유래 더덕 식물체는 토양 이식 및 순화 2개월 후, 더덕 사포닌 분석을 위한 재료로 사용하였다 (Fig. 1D). 이전 더덕 체세포배 유도에 관한 연구에서는 종자유래 어린유 모의 자엽절편에서 80%의 체세포배를 유도하였고 (Min et al., 1992), 더덕형질전환 식물체 생산을 위한 체세포배유도에 서는 잎과 줄기절편에서 체세포배가 유도되었으나, 이전 연구 에서 유도하였던 (Kim et al., 2012) 뿌리절편에서는 체세포배 가 형성되지 않았다고 보고하였다 (Cho et al., 1999). 본 연 구에서는 일반부정근 절편에서는 체세포배가 유도되지 않았으 며, rol 유전자가 삽입된 더덕의 모상근 절편에서만 체세포배 가 유도되었다. 이전 연구에서 rolC 유전자를 삽입한 인삼뿌 리 유래 캘러스에서 체세포배가 유도되었고, 이러한 것은 rolC 유전자가 체세포배발생 경로에 관여한다고 언급하였으며, 이 것은 식물체 유래 유전자가 아닌 미생물유래 유전자의 단독 유전자가 식물에서 체세포배발생 과정에 관여한다는 것을 처 음으로 보고하였다 (Gorpenchenko et al., 2006). 따라서 T1, T2 라인을 절편으로 사용하여 유도된 체세포배 또한 모상근 유도 시 삽입된 rolC 유전자의 영향으로 뿌리에서 체세포배가 형성된 것으로 사료된다.

      

      
        2. Triterpenoid 사포닌 분석
        온실토양에서 5주간 생육한 T1 그리고 T2, 2개 라인 모상 근 유래 형질전환 식물체와 기내식물체를 순화한 일반더덕 식 물체의 잎, 줄기, 뿌리 절편의 triterpenoid 사포닌 함량을 비 교분석 하였다. 더덕 사포닌 가운데 대표적인 사포닌으로 알려진 주사포닌 인 lancemaside A와 lancemaside B, lancemaside E, foetidissimoside A, aster saponin Hb를 분석 하였다 (Ichikawa et al., 2009). 분석결과 형질전환 식물체와 일반 식물체 간 그리고 부위에 따라 5가지 사포닌 함량의 차 이가 확인됐다. 형질전환 더덕 T2의 줄기에서 가장 높은 4.761㎎/L의 lancemaside A의 함량이 검출되었으며, 일반 식 물체의 줄기에서는 3.412㎎/L의 함량을 보여 T2식물체의 lancemaside A가 1.4배 많았다. T1식물체의 뿌리에서는 3.516㎎/L의 lancemaside A 함량을 보였고, 2.340㎎/L의 함 량이 축적된 일반식물체 보다 1.5배 많았다. 잎에서의 사포닌 함량은 형질전환 식물체 T1, T2 와 일반식물체에서 모두 절 간과 뿌리에 비해 1/3정도의 낮은 함량이 확인되었으나, T2식 물체의 잎에서의 lancemaside A의 함량이 1.164㎎/L으로 T2 식물체의 0.349㎎/L와 일반식물체 0.387㎎/L와 비교해 각 7.4배, 8.6배의 함량 차이를 보였다 (Fig. 2A). Lancemaside B 역시 줄기에서 가장 많은 축적이 확인되었으며, 일반식물체 의 줄기보다 T2식물체의 줄기에서 1.7배 많은 함량이 포함되 어 있었다. 잎에는 일반식물체 0.028㎎/L 그리고 T1식물체 0.0197㎎/L T2식물체 0.0348㎎/L의 함량이 포함되어 형질전 환 식물체와 일반식물체 간 큰 차이를 보이지 않았다. 뿌리에 는 T1식물체가 다른 식물체와 비교해 2.3배 높은 lancemaside B 함량을 보였다 (Fig. 2B). 4가지 다른 더덕 사포닌의 함량 과 비교해 lancemaside E는 가장 낮은 축적함량을 나타냈 으며, 그중 T2식물체의 줄기에서 0.072㎎/L로 가장 높은 함 량을 보였다. 잎은 T2식물체에서만 소량이 함유되어 있었고, 뿌리에서는 T1라인에 0.035 ㎎/L의 축적함량을 보여 일반 식물체와 비교해 3.3배의 높은 함량차이를 보였다. T2식물 체의 뿌리에서 lancemaside E는 관찰되지 않았다 (Fig. 2C). Foetidissimoside A는 더덕 이외에도 호박속 (Cucurbita)에 속 하는 Cucurbita foetidissima에서 가장 먼저 발견된 사포닌이 다 (Gaidi et al., 2000). T2식물체의 줄기에서 0.069㎎/L으 로 가장 높은 함량이 축적되어 일반식물체 줄기와 비교해 2배 이상 높은 축적량을 보였다. 잎에서의 축적량은 T2식물체의 잎에서 일반식물체와 비교해 1.4배 높은 축적량을 보였다. 뿌리에서는 T2식물체에서 일반식물체보다 2.9배 높은 Foetidissimoside A 축적량을 보였다 (Fig. 2D). Aster saponin Hb는 참취속 (Aster)에 속하는 개미취 (Aster tataricus L.)에 서 처음 발견된 사포닌으로 더덕 외에도 맥문동 뿌리에서도 추출된다고 보고하고 있다 (Ryuichiro et al., 1990). Aster saponin Hb는 T2식물체의 줄기에서의 함량이 0.1018㎎/L로 가장 높았으나, 일반식물체의 줄기에서의 함량과 큰 차이를 보 이지 않았다. 잎에서의 함량은 T1식물체에서 0.032㎎/L로 일 반식물체의 잎과 비교해 1.3배 높게 나타났다. 뿌리는 일반 식물체 그리고 형질전환식물체 T1, T2에서의 함량이 0.0073 ~ 0.0081㎎/L로 Aster saponin Hb는 차이를 보이지 않 았다 (Fig. 2E). 전체 사포닌 함량은 형질전환식물체와 일반식 물체의 줄기에서 가장 높게 나타났으며, 일반식물체와 비교해 형질전환식물체 T2에서 가장 함량이 높게 나타났다. 잎에서의 전체 사포닌 함량 역시 형질전환식물체 T2에서 일반식물체의 함량과 비교하여 2.2배 높게 나타났다. 뿌리에서의 전체 사포 닌 함량은 T1에서 가장 높았으며, 일반식물체와 비교해 1.6배 높게 나타났다 (Fig. 2F).

        모상근은 이차대사물질 함량 증대와 대량생산를 위한 형질 전환 방법으로 본 연구에서는 유도된 더덕 모상근을 재료로 형질전환 식물체를 유도하여 부위에 따른 사포닌 축적 함량을 분석하였다. 그 결과 모상근유래 식물체 또한 일반 더덕식물 체와 비교해 전체 사포닌 함량이 증가된 것을 확인하였다. 스 탠다드 컨트롤과 T2라인식물체 줄기내의 대표적인 ion chromatographs는 Fig. 3에서 보여주고 있다.

        모상근 유도를 위한 A. rhizogenes의 rol유전자 중 rolC 유 전자는 이차대사물질 증진에 관여하며, Bulgakov 등 (1998)은 인삼세포에 rolC 유전자를 삽입하여 ginsenoside의 함량을 분 석한 결과 rolC 유전자를 삽입한 모상근에서 전체 ginsenoside 의 양이 형질전환하지 않은 부정근 보다 35배 정도 높아졌으 며, 그 외 몇몇의 rolC 형질전환 식물체의 이차 대사물질의 함량 증대에 관여한다는 보고가 있다 (Bonhomme et al., 2000; Palazón et al., 1998). 본 연구에서 역시 RT-PCR을 통한 발현량 분석을 통해 더덕 모상근의 rolC 유전자는 다른 rol 유전자와 비교하여 발현양이 높았다 (데이터 미제시). 이러 한 결과는 rolC 유전자는 이차대사물질 생산에 있어 중요한 촉매제 역할을 할 수 있다는 것을 보여주는 결과이다.

        이전 Ichikawa 등(2009)의 연구에서는 노지에서 재배된 재 배더덕의 뿌리내에 축적된 사포닌 함량을 분석하였는데, 본 연 구에서의 흥미로운 결과는 이전 연구에서 보고된 더덕 뿌리 내 사포닌 함량과 이번 연구결과의 형질전환더덕 줄기 내 사 포닌 함량의 값이 유사하다는 것이다. 또한 형질전환더덕과 일 반더덕에서 줄기의 사포닌 축적함량이 뿌리보다 더 높았다는 것이다. 이러한 결과는 더덕의 triterpenoid 사포닌은 형질전환 방법을 이용하여 단시간에 노지재배더덕과 유사한 함량을 대 량으로 얻을 수 있다는 것이다. 형질전환더덕과 더불어 일반 노지더덕 재배 시 쓸모없던 대량의 더덕줄기를 사포닌을 생산 하는데 재료로 활용할 수 있다는 것이다. 또한 lancemaside A 등 특정 성분이 밝혀진 사포닌 함량을 임으로 높이거나 낮추 어 가공용 식품원료 및 약용성분 등으로 활용이 가능할 것 이다. 이상의 결과들은 향후 더덕의 형질전환 식물체 생산을 통한 triterpenoid 사포닌의 산업적 생산이 가능할 것으로 사료 된다.
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