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            Abstract
          
        

        
          Salt stress is one of the major abiotic stresses affecting the yield of ginseng (Panax ginseng C. A. Meyer). The objective of this study was to identify bio-marker, which is early responsive in salt stress in ginseng, using proteomics approach. Ginseng plants were exposed to 5 ds/m salt concentration and samples were harvested at 0, 6, 12 and 18 hours after exposure. Total proteins were extracted from ginseng leaves treated with salt stress using Mg/NP-40 buffer and were separated on high resolution 2-DE. Approximately 1003 ± 240 (0 h), 992 ± 166 (6 h), 1051 ± 51 (12 h) and 990 ± 160 (18 h) spots were detected in colloidal CBB stained 2D maps. Among these, 8 spots were differentially expressed and were identified by using MALDI-TOF/TOF MS or/and LC-MS/MS. Ethylene response sensor-1 (spot GL 1), nucleotide binding protein (spot GL 2), carbonic anhydrase-1 (spot GL 3), thylakoid lumenal 17.9 kDa protein (spot GL 4) and Chlorophyll a/b binding protein (spot GL 5, GL 6) were up-regulated at the 12 and 18 hour, while RuBisCO activase B (spot GL 7) and DNA helicase (spot GL 8) were down-regulated. Thus, we suggest that these proteins might participate in the early response to salt stress in ginseng leaves.
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      서 언
      인삼은 두릅나무과 (Araliaceae)에 속하는 다년생 약초로써 (Attele et al., 1999), 일반적으로 강장제로 사용되어왔으며 임 상적, 약학적으로 항암, 순환계 쇼크 방지, 조혈작용 촉진, 면 역 기능 촉진 효과가 있다고 보고되어 있다 (Kim et al., 2003). 특히, 인삼의 ginsenoside라는 화합물은 의학적으로 콜 레스테롤 수치 감소, 에너지 증가 등에 효과가 있는 것으로 알려져 있다 (Jung et al., 2003). 한국을 대표하는 약용작물인 인삼은 단일 품목으로 수출액 1 위를 차지하고 있는 우리나라 대표 농산물이며, 국민 소득 수준 향상, 건강에 대한 관심 고 조, 웰빙 등의 영향으로 매년 생산량과 소비가 꾸준히 증가하 고 있는 추세이다.

      인삼은 주로 한국, 중국의 동아시아와 캐나다, 미국의 북아 메리카를 중심으로 재배, 생산되고 있으며, 인삼을 대상으로 수행된 단백질체 연구는 고려인삼 (Panax ginseng C. A. Mey.), 미국삼 (Panax quinquefolius L.), 죽절삼 (P. japonicus (Nees) C. A. Mey.)의 세 종을 중심으로 이루어지고 있다 (Nam et al., 2005; Kim et al., 2011). 이 중 Panax ginseng (고려인삼)을 대상으로 수행된 단백질체 연구는 인삼 의 잎, 줄기 (Sun et al., 2011), 뿌리 (Kim et al., 2003, 2004a) 등을 대상으로 하는 부위별 단백질 분석 (Nam et al., 2005; We et al., 2007), 생육 단계별 인삼 뿌리 단백질 분석 (Ma et al., 2013), 인삼 품종 간의 단백질 비교 분석 (Nagappan et al., 2012) 등이 활발하게 진행되고 있다.

      최근 급격한 기후 변화의 영향으로 고온 장해 및 염류 장해 가 많이 발생하여 인삼의 안정적 생산이 어려운 상황이다 (Bang et al., 2012; Kim et al., 2013). 특히, 염류 장해로 인해 인삼 생산량이 매년 약 20% 정도 감소되고 있어 문제가 되고 있다. 인삼은 적정 토양 염류 농도가 0.5 ds/m로 매우 낮아 염류에 약한 작물에 속하며 염류 농도가 높을 경우 생육 이 위축되고 심하면 고사한다. 따라서 생산의 안정성 증대를 위하여 염류 스트레스에 저항성을 가진 인삼 품종 육성 및 개 발과 더불어 인삼 내재해성 품종 육성 시 내염성, 내고온성 등의 목적 형질을 실험실에서 신속하고 정확하게 탐색하기 위 한 바이오마커의 개발이 필요하다. Kim 등 (2008)은 염류 스 트레스에 반응하는 인삼 단백질에 대한 분석을 통하여 단백질 바이오마커 개발 연구를 수행하였는데, 7일 동안 염류 처리를 한 후 수확한 잎으로 단백질 분석을 하였다.

      단백질체학은 단백질 수준에서 유전자 발현의 특성을 파악 하여, 단백질 발현에 대한 정보 획득 및 그 발현 단백질의 기 능을 구명하는데 있어 유용한 기술이라고 할 수 있다 (Pandey and Mann, 2000). 이러한 단백질체학적 접근법은 이차원 전기 영동 (2-DE) 분석으로 특정 조건에 따라 다르게 발현되는 단 백질을 등전점 (pI)과 분자량에 따라 분리한 후 각각의 단백질 을 질량 분석기를 이용하여 아미노산 서열을 결정하고, 이를 바탕으로 단백질이나 유전체 데이터베이스를 생물정보학적 분 석을 수행하여 단백질을 동정하는 과정이다 (Rabilloud, 2002). 단백질체학적 접근법을 이용하면 염류 스트레스 처리 시간대 별 인삼 잎 단백질들의 비교가 가능하며, 그 단백질들의 비교 를 통하여 염류 스트레스 처리 시간대별로 나타나는 특정 단 백질을 동정하여 바이오마커로서도 활용할 수 있다.

      본 연구는 염류 스트레스를 처리한 인삼 잎에서 단백질들을 2-DE로 분리한 후, MALDI-TOF/TOF MS, LC-MS/MS 등 단백질체 분석을 통하여 초기 염류 스트레스 반응에 관여하는 단백질들을 동정하고, 염류 스트레스 처리 시간 별로 차이를 보 이는 단백질을 확보하여 바이오마커로서 활용하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에서 사용된 인삼은 농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작부의 인삼 재배 포장에서 육성 중인 품종 중 ‘천량’ 4년생이다. 염류 처리는 Kim 등 (2008)의 방법에 의해서 수행 되었다. 인삼의 지상부를 염류 농도 5 ds/m의 혼합용액 [21 mM KNO3, 6.1 mM KH2PO4, 6.2 mM MgSO4 • 7H2O] 에 처리하여, 각각 0시간, 6시간, 12시간 및 18시간의 시간 별로 인삼 식물체에서 잎을 수확하여 단백질 등의 분석에 활 용하였다.

      

      
        2. 단백질 추출
        1 g의 인삼 잎에 액체 질소를 부어 완전히 마쇄한 후, 마쇄 된 가루에 2% 2-mercaptoethanol을 첨가한 Mg/NP-40 단백 질 추출용액 [0.5 M Tris-HCI, 2% Nonidet P (NP)-40, 20 mM MgCI2] 10mℓ을 첨가시켜 균질화 시키고 12,000 rpm 으로 4°C에서 10분간 원심분리를 수행하여 상등액만 분리하 였다. 추출한 단백질 부피의 4배 양으로 12.5% trichloroacetic acid (TCA)/acetone을 첨가하여 균질화 후 1시간 동안 −20°C 에 침전시켰다. 침전 후 4°C에서 12,000 rpm으로 5분간 원심 분리 하여 얻은 침전물에 80% acetone을 첨가하여 현탁 후 침 전물을 얻는 방법과 같은 조건으로 다시 원심분리하는 세척 과 정을 두 번 반복하였다. 마지막으로 추출된 단백질에 80% acetone 1.2mℓ을 첨가하여 micro centrifuge tube에 옮기고 −20°C에서 보관하였다.

      

      
        3. 단백질 정량
        추출된 단백질은 2-DE Quant Kit (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)를 사용하여 정량 분석하였다. 80% acetone에 침전 되어 있는 단백질을 필요한 양만큼 micro centrifuge tube에 옮기고 원심분리를 수행하여 acetone을 완전 히 제거한 후, rehydration 용액 [7 M Urea, 2 M Thiourea, 4% (v/v) CHAPS, 2 M dithiothreitol (DTT), 0.5% (v/v) IPG buffer pH 4-7 (GE Health, Waukesha, WI, USA)]에 녹였다. Pellet pestle을 이용하여 완전히 녹인 후, 2분간 원심 분리 하여 buffer에 녹지 않는 찌꺼기를 가라앉힌 후, 5μℓ씩 1.5mℓ micro centrifuge tube에 담았다. 500μℓ precipitant (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)를 첨가하여 섞어 준 뒤, 상온에 2 ~ 3분간 놓아 둔 후 500μℓ co-precipitant (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)를 첨가하여 가볍게 현탁 시킨 후 10,000 rpm 이상으로 5분간 원심분리 하여 상등액을 완전히 제거하였다. 100μℓ copper solution (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)과 400μℓ 증류수를 첨가 후, 침전물이 완전히 용해될 때까지 혼합하였다. 각 튜브당 1mℓ working color reagent [color reagent A : B = 100 : 1 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)]를 첨가한 즉시 부드럽게 섞어 주었다. 상온에서 15 ~ 20분간 놓아 둔 후, spectrophotometer (Mecasys, Daejeon, South Korea)를 이용하여 480nm 파장에서 단백질 농 도를 측정하였다.

      

      
        4. 이차원전기영동 (2-DE) 분석
        2-DE 분석은 Kim 등 (2012)의 방법으로 수행하였다. 각각 의 단백질 시료 (600μg)는 24cm IPG strip (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)을 이용하여 등전점 전기영동을 실시하 였다. Rehydration 용액에 6시간 이상 rehydration 시킨 strip 을 이용하여 전기영동을 수행하였다. 전기영동은 50 V 4시간, 100 V 1시간, 500 V 1시간, 1000 V 1시간, 2000 V 1시간, 4000 V 2시간, 8000 V 5시간, 8000 V 9시간, 50 V 6시간 으로 수행하였으며 IPGphore II platform (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA)을 사용하였다. 전기영동 후 strip은 equilibration 용액 [30% (v/v) glycerol, 2% (v/v) sodium dodecyl sulfate (SDS), 50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 100 mM DTT, 6 M Urea, 0.1mg/mℓ bromophenol blue]에 20분간 equilibration 과정을 거친 뒤 55 mM iodoacetamide (Amresco, Solon, OH, USA)를 첨가한 후 암실에서 20분간 한번 더 equilibration을 수행하였다. Strip은 12% SDS-PAGE gel 위에 수평으로 올려놓고 전기영동을 수행하였다. 전기영동은 gel 당 2 W로, 500 V, 300 mA 에서 30분을 걸어 준 뒤, gel 당 16 W에서 700 V, 300mA로 loading dye가 gel 아래 0.5cm 로 내려갈 때까지 걸어 주었다. Gel은 colloidal Coomassie Briliant Blue (CBB) 염색 용액 [34% (v/v) methanol, 17% (w/v) ammonium sulfate, 3% (v/v) phosphoric acid, 0.1% (w/v) CBB G-250]으로 염색하였다.

      

      
        5. 이미지 분석
        2-DE gel은 transmissive scanner (PowerLook 1120, UMAX) 를 사용하여 스캔 후 Image Master 2D Platinum software 6.0 (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA)을 이용하여 분석 되었다. 분석 과정에는 spot 판별 과정과 부피 측정이 포함되 어 있다. 첫 번째로 염류 스트레스 처리 시간마다 (0, 6, 12, 18시간) 양적 변화를 보이는 spot을 판별 한 후 각 spot의 volume 값을 측정하였다.

      

      
        6. 단백질 동정
        Kim 등 (2004b)에서 보고된 바와 같이 2-DE gel에서 In-gel tryptic digestion을 수행한 뒤 MALDI-TOF/TOF MS 분석을 수 행하였다. Gel에서 colloidal CBB로 염색된 protein spot을 잘 라내어 50% (v/v) acetonitrile (ACN)이 포함된 0.1 M NH4 HCO3에 세척하여 SpeedVac Concentrator (Thermoscientific, Bremen, Germany)으로 건조시켰다. 건조된 gel 조각에 10mM DTT이 포함된 0.1 M NH4HCO3을 처리한 후 55°C에서 45분 간 환원시킨 후 원심분리로 상등액을 제거하고 55 mM iodoacetamide이 포함된 0.1 M NH4HCO3을 처리하여 암실에 서 30분간 알킬화 반응을 시켰다. Gel 조각을 50% ACN이 포함된 0.1 M NH4HCO3로 세척 작업을 수행한 뒤 digesting solution [25 mM NH4HCO3, 0.1% N-octylglucoside(w/v), and 12.5 ng/μℓ trypsin]을 처리하여 37°C에서 over night하여 digestion 시킨 후 건조시켰다. 단백질 동정은 ABI 4800 Plus TOF-TOF Mass spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA)를 이용하여 355nm에서 200 Hz ND : YAG laser를 가동시켰다. 모든 데이터는 4700 Proteomics analyzer를 위한 Mass Standard Kit (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA)를 이용하여 분석되었다. MS/MS spectra는 database 검색 프로그램인 MASCOT에서 NCBI database를 바탕으로 검색하였으며 검색 척도에 대해서 experimental peptide mass value에 대한 오차를 ± 50 ppm으 로 정하고 methionine oxidation과 carboxyamidomethylation 을 variable modification으로 지정하였으며 miscleavage는 1로 지정하여 검색하였다.

        LC-MS/MS는 LTQ-Orbitrap system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)을 이용하여 Takahashi 등 (2014)의 방법에 따라서 분석하였다. LC-MS/MS 분석에서 얻 은 Raw data post-MS는 Proteome Discoverer 1.3 software (Thermo Fisher Scientific)을 이용하여 재가공하여 NCBI database를 바탕으로 검색하고 또한 인삼 RNAseq 분석에서 얻은 단백질정보를 바탕으로 검색을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 염류 저항성 ‘천량’ 품종
        본 실험에서 사용된 인삼 품종은 농촌진흥청 국립원예특작 과학원 인삼과에서 육성한 염류 저항성 품종인 ‘천량’이다 (Kim et al., 2013). 초기 인삼 염류 처리 시간 별로 발현 정 도에 차이가 나는 단백질을 비교하기 위하여 ‘천량’ 품종을 0 시간, 6시간, 12시간, 18시간 동안 염류 농도 5 ds/m, 염류 조 성은 21 mM KNO3, 6.1 mM KH2PO4, 6.2 mM Mg SO4 • 7H2O의 혼합 용액에 인삼 잎이 붙어 있는 잎자루를 꽂 아 염류 처리 실험을 수행하였다. 또한 염류 처리에 따른 식물 체의 반응을 엽록체 형광 측정을 통하여 분석하였고, 형광 반 응이 보이지 않는 인삼 잎을 단백질체 분석에 사용하였다. 결 과적으로 ‘천량’에서는 염류 과다에 의해서 발생되는 지상부 의 황증 현상과 형광반응 증상이 거의 나타나지 않았다.

      

      
        2. 초기 염류 스트레스 반응 단백질 2-DE 분석
        초기 시간 별 인삼에서 수확한 잎에서 TCA/Acetone 추출 법을 이용하여 단백질을 추출하였다. 추출한 단백질로 이차원 전기영동을 실시한 후 colloidal CBB 염색법으로 각 gel을 염 색하였고 총 4번의 반복 실험을 수행하였다. 그 중 초기 시간 대 별로 발현의 차이를 보이는 단백질 spot들을 관찰할 수 있 었다. 염류 처리 시간 별로 총 1003 ± 240 (0시간), 992 ± 166 (6시간), 1051 ± 51 (12시간), 990 ± 160 (18시간)개의 spot들이 관찰 되었고, 각 spot의 발현 차이를 one-way ANOVA 검정 을 통하여 95% 이상의 유의 수준을 보이는 단백질을 찾았다 (Fig. 1). 총 4번 반복 실험된 이차원 전기영동 gel을 Image Master software를 이용하여 시간 별로 비교.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Representative 2-DE gel profiles of ginseng leaves proteins isolated from exposed to salt stress. For 2-DE, 600 μg of proteins were resolved on IPG strips (4-7, 24 cm). Second dimension separation was carried out on 12.5% SDS-PAGE. Gels were stained with colloidal CBB G250.

          
          

          

        

        한 결과 8개의 단백질이 발현에 차이를 보였다. 단백질 spot GL 1, GL 2, GL 3, GL 4, GL 5, GL 6은 염류 처리 시간 이 증가할수록 점점 발현량이 증가하는 단백질이고, spot GL 7, GL 8은 시간이 증가할수록 발현량이 감소하는 단백질이다 (Fig. 2). 이들 단백질들은 인삼 초기 염류 스트레스 반응에 관여하는 지표 단백질일 것으로 예상이 된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Enlarged views and quantitative analysis of differentially expressed proteins in ginseng leaves in response to salt stress.

          
          

          

        

      

      
        3. 초기 염류 스트레스 반응 단백질 동정
        시간대 별로 발현량의 변화를 보이는 단백질 spot들을 gel에 서 잘라내어 In-gel tryptic digestion 과정을 거쳐 MALDITOF/ TOF MS로 분석을 실시하고 NCBI database를 기반으로 한 MASCOT 검색 engine을 이용하여 단백질을 동정하였다 (Table 1). 동정한 결과, ethylene response sensor-1 (spot GL 1), carbonic anhydrase-1 (spot GL 3), chlorophyll a/b binding protein (spot GL 5, GL 6), RuBisCO activase B (spot GL 7), DNA helicase (spot GL 8)들을 동정하였다. 단백질 spot GL 2와 GL 4은 MALDI-TOF/TOF MS로 동 정되지 않아 LC-MS/MS로 다시 동정하였다. 동정한 결과, nucleotide binding protein (spot GL 2)과 thylakoid lumenal 17.9 kDa protein (spot GL 4)를 동정하였다 (Table 2).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Proteins identified by MALDI-TOF/TOF MS.

          
          

        

        
          
            
              	Spot No.
              	Accession No.
              	Putative Function [Taxanomy]
              	SC (%)
              	Score
              	Expect
              	Mr/ pI (T)
              	The highest-scoring peptides (Ions score)
              	MSMS /PMF
            

          
          
            	
              

            
          

          
            	GL 1
            	Q38846
            	Ethylene response sensor-1 [Arabidopsis 
						thaliana]
            	8
            	58
            	1.8
            	69.0/6.06
            	AVAIVMTIAK.V (48)
            	1/8
          

          
            	GL 3
            	P46512
            	Carbonic anhydrase-1 [Flaveria linearis]
            	20
            	110
            	8.8E-005
            	36.0/5.70
            	K.FMVFACSDSR.V (35) 
						R.VCPSHVLDFQPGEAFVVR.N (51)
            	2/9
          

          
            	GL 5
            	O22669
            	Chlorophyll a/b binding protein of LHCII 
						type I [Panax ginseng]
            	15
            	117
            	1.80E-05
            	28.2/5.17
            	K.KPAASSGSPWYGPDR.V (63) 
						R.WAMLGALGCVFPELLAR.N (41)
            	2/7
          

          
            	GL 6
            	B9S155
            	Chlorophyll A/B binding protein, putative [Ricinus 
						communis]
            	18
            	92
            	0.0059
            	28.3/5.29
            	K.SVSSGSPWYGPDR.V (32) 
						R.WAMLGALGCVFPELLAR.N (46)
            	2/7
          

          
            	GL 7
            	M8AZL6
            	Ribulose bisphosphate carboxylase/ oxygenase 
						activase B, chloroplastic [Aegilops tauschii]
            	28
            	176
            	2.20E-11
            	51.5/8.86
            	K.MCCLFINDLDAGAGR.M (48) 
						R.VPIIVTGNDFSTLYAPLIR.D (44)
            	3/17
          

          
            	GL 8
            	O81519
            	T24M8.10 protein, DNA helicase [Arabidopsis thaliana]
            	40
            	47
            	
            	28.9/5.87
            	
            	0/8
          

        

        
          
            SC; sequence coverage, Mr/pI(T); Theoretical molecular weight/isoelectric point, PMF; Peptide Mass Fingerprint.
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Proteins identified by LC-MS/MS.

          
          

        

        
          
            
              	Spot No.
              	Accession No.
              	Putative Function
              	Xcorr
              	Charge
              	Mr/pI (T)
              	Sequence
            

          
          
            	
              

            
          

          
            	GL 2
            	Locus_6027
            	Nucleotide binding protein [Arabidopsis thaliana]
            	2.09
            	2
            	59.1/5.57
            	EVENFQKESK
          

          
            	GL 4
            	Locus_40073
            	Thylakoid lumenal 17.9 kDa protein [Arabidopsis thaliana]
            	2.67
            	2
            	15.1/5.05
            	VTYVYPFTTALGDSK
          

        

        

      

      
        4. 초기 염류 장애 관련 단백질
        ‘천량’은 염류 생리장해 저항성 품종 육성을 목적으로 2003 년부터 2011 년까지 특성검정, 생산력검정시험, 지역적응시험 을 실시한 결과, 다수성이면서 염류 저항성이 강한 품종으로 2011 년에 직무육성 신품종 선정위원회에서 신규 등재 품종으 로 인정받았다 (Kim et al., 2013). 그러나 ‘천량’ 품종에 대 한 염류 스트레스 및 저항성에 대한 단백질 바이오마커 개발 을 위하여 단백질체 분석을 시행한 결과는 없다.

        본 연구는 염류 저항성 인삼 품종인 ‘천량’을 대상으로 초 기 염류 반응에 관여하는 단백질 발굴을 위하여 6시간부터 최 대 18시간 동안 염류 처리를 하였다는 점에서 이전의 연구 (Kim et al., 2008)와 다르다고 할 수 있다. 결론적으로, 초기 염류 저항성 관련 지표 단백질을 MALDI-TOF/TOF MS와 LC-MS/MS를 이용하여 동정하였다 (Table 1, Table 2). 그 결과 광합성에 관련된 단백질인 thylakoid lumenal 17.9 kDa protein (spot GL 4), chlorophyll a/b binding protein (spot GL 5, GL 6), RuBisCo activase B (spot GL 7) 등이 동정 되었다. 이들 광합성 관련 단백질들은 일반적으로 인삼뿐만이 아니라 여러 식물이 환경적 스트레스에 노출되었을 때에 반응 하는 단백질들로 잘 알려져 있다 (Aghaei and Komatsu, 2013; Kim et al., 2014). 염류 생리장해 관련 단백질체 연구 는 인삼 염류 감수성 계통 STG3134와 저항성 계통 STG3159 에 염류 처리하여 광합성에 관련된 단백질 (Oxygen-evolving enhancer ptotein 1과 2, RuBisCo, RuBisCo activase) 등이 염류 스트레스에 관련된 단백질들로 동정되었다 (Kim et al., 2008). 따라서 광합성 관련 단백질들의 염류 장해에 대한 직 접적인 연관이 있을 것으로 추정된다.

        Spot GL 1은 인삼 ethylene response sensor-1 (ERS1) 단 백질로 동정이 되었다. 식물에서 ethylene 신호 전달은 식물의 성장, 발생 그리고 생리, 과일의 성숙, 줄기와 뿌리의 성장 억 제, 발아와 개화 촉진, 잎의 노화 등 분화 발달 관련성뿐만이 아니라 염류 스트레스와도 밀접한 관련이 있다는 보고는 오래 전부터 잘 알려진 사실이다 (Guo and Ecker, 2004; Cao et al., 2007). ERS1 유전자는 ethylene 수용체인 ETR1에 대한 유사성에 근거하여 확인되었으며, 이 유전자는 dominant ethylene insensitivity를 보여 주는 것으로 아마 ERS1은 ethylene 반응의 양성 조절자로 추정이 된다. 그러나 아직까지 인삼에서 ethylene 관련 단백질이 염류 스트레스와 관련된 보 고는 없다.

        Spot GL 3은 carbonic anhydrase로 동정되었다. 이 효소는 CO2와 물을 bicarbonate로 전환시켜 주는 역할을 하는 것으로 잘 알려져 있다. 흥미롭게도 이 효소는 고농도의 NaCl 용액에 서 저항성을 보이는 녹색 조류의 일종인 Dunaliella salina의 막 단백질인 carbonic anhydrase의 증가에 의해서 고농도의 염 용액에서 살 수 있는 것으로 보고되었다 (Fisher et al., 1996). 또한 고추 병저항성과 삼투 스트레스 내성 관련 유전자 의 기능을 규명하는 연구 결과에서 식물에서 과민성 세포 사 멸 (hypersensitive cell death)의 포지티브 조절인자로서 고추 과민성 유도 반응 단백질인 capsicum annuum hypersensitive induced reaction protein-1 (CaHIR1)이 과발현된 형질전환체에 서 삼투 스트레스에 의해서 carbonic anhydrase의 발현이 상 향 조절되는 결과를 보고하였다 (Jung et al., 2008). 따라서 carbonic anhydrase는 염류 저항성에 밀접한 연관관계가 있는 것으로 추정되며 인삼에서 염류 저항성에 중요한 역할을 할 것으로 예상이 된다.

        Spot GL 8은 DNA helicase로 이 단백질은 이중나선 구조 로 꼬여 있는 DNA를 풀어 주는 역할을 하는 것으로 잘 알 려져 있지만 이 단백질은 식물의 환경적 스트레스에 민감하게 반응하는 것으로도 알려져 있다. 최근에 완두의 DNA helicase 45 유전자가 형질전환된 벼의 다수확 품종인 IR64가 염류에 대한 저항성을 보이는 연구 결과를 발표하였다 (Sahoo et al., 2012). 따라서 GL 8도 인삼 염류 저항성과 밀접한 관련이 있 을 것으로 추정된다.
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