
서 언

원형질체(protoplast)는 완전한 식물세포에서 세포벽이 제거

된 세포로 정상 세포의 특성과 활성을 유지함으로써 세포내 

반응과 원형질체 융합 그리고 식물체 재분화 등 다양한 방면에 

활용되고 있다(Melchers & Labib 1974, Gresshoff 1980). 원형

질체는 Cocking (1960)에 의해 처음으로 식물에서 분리되었으

며, 다양한 식물 종에서 원형질체 분리와 형질전환 방법이 보고되

었다(Mathur 1995, Shen et al. 2014). 원형질체는 일반적으로 

떡잎, 하배축, 잎, 뿌리 그리고 뿌리털과 같은 식물의 어린 조직으

로부터 주로 분리된다(Davey 2005). 엽육 세포를 이용한 원형질

체 분리는 담배(Nagata & Takebe 1971), 애기장대(Yoo et al. 

2007), 옥수수(Kanai & Edwards 1973), 콩(Lin 1983), 벼(Toriyama 

& Hinata 1985) 뿐만 아니라 알파파(Song et al. 1990), 지팽이풀

(Mazarei et al. 2008), 야자나무(Masani et al. 2014) 그리고 

고무나무(Zhang et al. 2016) 등 매우 다양한 식물 종에서 분리되

었다. 유채(Poulsen & Nielsen 1989), 콩(Hammatt & Davey 

1988), 당근(Grzebelus et al. 2012)과 케일(Sun et al. 2019) 등은 

식물 하배축을 이용하여 원형질체를 분리하였으며, 관상용 식물

인 Dendrobium (Hu et al. 1998), 해당화(Hirata et al. 2012) 

그리고 호접란(Lin et al. 2018)은 꽃잎에서 원형질체를 분리하였다.

분리된 원형질체는 polyethylene glycol (PEG), microinjection 

그리고 electroporation 방법을 이용하여 DNA, RNA 및 단백질

과 같은 거대분자를 주입할 수 있으며(Christou et al. 1987, 

Koop et al. 1996, Holm et al. 2000, Sheen 2001, Shen et 

al. 2014), 이는 프로모터 활성, 세포내 단백질 위치, 단백질 

간 결합 그리고 CRISPR-Cas9을 이용한 유전자 교정 효율 검정 

등 다양한 유전자 기능 연구에 활용되고 있다(Lin & Wittenbach 

1981, Christensen 1992, Berger et al. 2007, Fujikawa & Kato 

2007, Li et al. 2013). 최근에는 유전자교정 기술을 이용한 작물 

개발 연구가 각광을 받으면서, 원형질체를 통한 가이드 RNA 

선발 시스템 구축 및 CRISPR ribonucleoproteins (RNPs)을 이용
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Abstract Soybean (Glycine max (L.) Merr.) is one of the most important crops with economic value as a source of protein and vegetable 

oil for human food and animal feed. In recent years, rapidly developed genome editing techniques have shown widespread application prospects 

for gene function studies and for improving important agronomic traits in many crops. Therefore, it is important to establish a highly efficient 

method for protoplast isolation and transient expression systems in soybeans. In this study, we established an efficient method for protoplast 

isolation and its application to transient gene expression in Korean soybean cultivars. The protoplasts were isolated from leaves, epicotyls, 

hypocotyls, cotyledons, and etiolated hypocotyls using various combinations of enzyme mixtures. We found that high-quality and large amounts 

of protoplasts were isolated from the etiolated hypocotyls when incubated for 8 h under conditions of 0.5% cellulase, 0.5% pectinase, and 

1% viscozyme. In addition, we observed a high transfection efficiency of green fluorescent protein using etiolated hypocotyl protoplasts. Taken 

together, our protoplast isolation and transfection method is highly efficient and can be used for gene function and molecular analysis to 

better understand the biological and physiological processes in soybean.
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한 DNA/transgene-free editing 식물을 개발하기 위한 연구가 

다양한 식물에서 진행되고 있다(Schindele et al. 2020, Zhang 

et al. 2021). 효과적인 가이드 RNA 선발과 RNP를 이용한 유전자

교정을 위해서는 효율적인 원형질체 분리와 함께 원형질체 형질

전환 시스템이 필수적이다(Yoo et al. 2007, Wu et al. 2009). 

그러나 일부 식물을 제외한 대부분의 식물에서 활성을 가진 

원형질체 분리가 쉽지 않고 효소 용액의 조합과 처리 시간, 삼투

압 조절제의 농도 등 다양한 요인이 원형질체 분리에 영향을 

미치므로 효율적인 원형질체의 분리를 위한 최적 조건의 확립이 

필요한 실정이다.

콩(Glycine max (L.) Merr.)은 식물성 단백질과 지방의 주요 

공급원으로써 중요한 작물이다(Sedivy et al. 2017). 콩의 유전체

는 부분적으로 이배체화된 4배체로 거의 75%의 유전자가 

multiple copy로 되어있으며, 상동성 유전자의 기능적 중복성 

때문에 유전자의 기능 연구가 쉽지 않다(Shultz et al. 2006, 

Li et al. 2014, Zhou et al. 2015). 또한 애기장대나 벼와 달리 

형질전환 효율이 매우 낮아 유전적으로 안정적인 형질전환 계통

을 얻는데 많은 시간이 소요된다(Li et al. 2017). 최근에는 작물 

개발에 소요되는 시간이 짧고, 원하는 위치에 특이적 변이를 

일으킬 수 있으며, 외래 유전자가 도입되지 않는 유전자교정 

기술을 이용한 품종 개발이 활발히 연구되고 있다. 유전자교정을 

위한 최적 가이드 RNA 선발은 다양한 조직에서 분리된 원형질체

를 이용하여 상추(Woo et al. 2015), 감자(Andersson et al. 2018), 

밀(Arndell et al. 2019), 옥수수(Sant’Ana et al. 2020), 페튜니아

(Yu et al. 2020), 담배(Kang et al. 2020) 그리고 애기장대(Oh 

et al. 2020) 등 다양한 식물에서 연구되었다. 또한, 유전자 교정된 

원형질체로부터 식물체의 생산이 일부 보고되었는데, 상추는 

46% (Woo et al. 2015), 감자는 1~25% (Andersson et al. 2018), 

그리고 페튜니아는 11.9% (Yu et al. 2020)의 유전자 교정 효율을 

보였다. 반면, 콩에서는 원형질체 분리 및 유전자의 도입을 통한 

기능 연구가 보고되었으나 다른 식물들과 비교하여 매우 낮은 

효율을 보이고 있는 실정이다(Yi et al. 2010, Kidokoro et al. 

2015, Sun et al. 2015). 콩 원형질체에 유전자 도입 효율은 

약 50% 내외(Wu and Hanzawa 2018)이나, 애기장대의 경우 

60~90%의 높은 유전자 도입 효율(Yoo et al. 2007)을 보이며, 

국내 콩 품종을 이용한 원형질체 분리 및 유전자 교정 연구는 

아직까지 연구가 미흡한 실정이다(Kim & Choi 2020).

본 연구에서는 국내 콩 품종에서 효율적인 원형질체 분리를 

위해 조직 부위별, 효소의 조합과 효소 처리 시간 조건 등에 

따른 원형질체 분리 및 정제를 위한 최적 조건을 연구하였다. 

또한 원형질체를 이용하여 green fluorescent protein (GFP) 리포

터 유전자를 이용한 유전자 도입 효율을 확인하였다.

재료 및 방법

식물 재료

원형질체 분리 및 일시적 발현 분석을 위한 콩(Glycine max 

(L.) Merr.) 시험 재료는 광안콩, 풍원콩 및 태광콩 그리고 LG 

팜한농에서 Maverick 품종을 분양받아 포장에서 개체 증식 후 

채종하여 사용하였다. 기내 배양을 위해 콩 종자를 70% 에탄올로 

1분간 표면 살균 후 0.01% Tween-20이 함유된 2% sodium 

hypochlorite로 20분간 표면 소독하였고, 이후 멸균수로 5회 

이상 세척하였다. 소독된 종자를 1/2 MS 배지(3% sucrose, 0.5% 

agar, pH 5.7)에 치상하고 25℃ 기내 배양실에서 일주일간 암배양

하여 원형질체 분리를 위한 하배축을 유도하였다.

원형질체 분리

콩 원형질체 분리를 위한 최적의 조직을 선별하기 위해 배양 

조건과 성장 시기가 다른 조직을 이용하여 원형질체를 분리하였

다. 원형질체 분리를 위한 조직으로 기내 배양실에서 7일간 암배

양한 하배축(hypocotyl)과 온실에서 2주간 배양한 식물체의 하배

축, 자엽(cotyledon), 상배축(epicotyl)과 복엽(unifoliate leaf) 그

리고 3주간 배양한 식물체의 삼복엽(trifoliate leaf)을 이용하였

다. 조직 부위별 원형질체 분리 효율을 검토하기 위해 각각의 

조직을 0.5~1 mm 크기로 자른 후 CPW (Cell and Protoplast 

Washing) 용액을(0.2 mM KH2PO4, 1 mM KNO3, 10 mM 

CaCl2⋅2H2O, 1 mM MgSO4⋅7H2O, 0.96 × 10−3 mM KI, 

and 1.6 × 10−4 mM CuSO4⋅5H2O, 500 mM Mannitol, 3 mM 

MES, pH 5.8)을 처리하였다(Hammatt & Davey 1988, Miao & 

Jiang 2007). 효소 용액 처리 후 암상태에서 6시간동안 40~50 rpm 

속도로 진탕배양하여 효소 처리가 끝난 각각의 조직을 40 µm 

세포여과망(SPL, Gyeonggi-do, Korea)을 통과시켜 여과액을 

14 mL round bottom tube (SPL, Gyeonggi-do, Korea)에 모아 

100×g에서 5분간 원심분리 하였다. 원심분리 후 상등액을 제거하

고 침강된 원형질체에 W5 용액(154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 

5 mM KCl, 2 mM MES) 10 mL을 넣어준 후 100×g에서 5분간 

원심분리하고 3회 세척하였다. 원형질체 분리 후 hemocytometer 

(Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen, DE)를 

이용하여 분리된 원형질체 개수를 측정하였다.

콩 원형질체의 효율적인 분리를 위한 최적의 세포벽 분해효소 
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조합 및 처리 시간을 결정하기 위해 다양한 효소 조합과 처리 

시간을 적용하여 원형질체 분리를 시도하였다. 하배축에서 분해효

소의 조합과 처리 시간에 따른 원형질체 분리를 위해 유래가 다른 

효소 용액(E1~E3) (400 mM Mannitol, 20 mM KCl, 20 mM 

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES), pH 5.7)과 CPW 

효소 용액(E4~E6) (0.2 mM KH2PO4, 1 mM KNO3, 10 mM 

CaCl2⋅2H2O, 1 mM MgSO4⋅7H2O, 0.96 × 10−3 mM KI, 

and 1.6 × 10−4 mM CuSO4⋅5H2O, 500 mM Mannitol, 3 mM 

MES, pH 5.8)을 사용하였다. 분해효소 조합에 따른 원형질체 

분리 효율을 검토하기 위해 하배축을 0.5~1 mm 크기로 자른 

후 다양한 농도의 cellulase R-10 (Yakult Pharmaceutical Industry 

Ltd., Tokyo, Japan) (0.5%, 1% 및 2%)과 pectinase (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) (0.125%, 0.25% 및 0.5%)가 첨가된 효소 

용액과 cellulase (0.25%, 0.5% 및 1%), pectinase (0.5%, 1% 

및 2%), viscozyme (0.5%, 1% 및 2%)이 첨가된 CPW 효소용액을 

처리하여 암상태에서 40~50 rpm 속도로 진탕배양 하였다(Table 

1). 또한 효소 처리 시간에 따른 원형질체 분리 효율을 검토하기 

위해 하배축을 이용하여 CPW 효소 용액을 2, 4, 6, 8 및 10시간 

처리하여 위와 같은 방법으로 원형질체를 분리하였다.

재배 품종별 원형질체 분리를 위해 광안, 태광, 풍원 및 

Maverick 품종을 이용하여 위와 같은 방법으로 하배축에서 원형

질체를 분리하였다.

GFP 유전자의 원형질체 도입

원형질체에 유전자의 도입을 위해 하배축에서 분리된 1 ×

105 mL-1의 원형질체를 이용하였다. 분리된 원형질체를 얼음에

서 30분간 방치한 후 침강된 원형질체를 100×g에서 5분간 원심

분리 하였다. 상온에서 상층액을 제거하고 MMG 용액(400 mM 

Mannitol, 15 mM MgCl2, 4 mM MES, pH 5.7)으로 침강된 

원형질체를 잘 풀어준 후 5, 10, 20, 그리고 40 µg 농도의 GFP가 

융합된 pCAMBIA1304 플라스미드 DNA를 원형질체와 부드럽

게 섞어주었다. 동량의 PEG4000 (Sigma, St. Louis, MO, USA) 

용액(40% PEG, 200 mM Mannitol, 100 mM CaCl2)을 첨가하여 

부드럽게 섞어준 후 암상태, 상온에서 10분간 방치하였다. 이 

후 800 µL의 W5 용액을 첨가하여 반응을 멈춘 후 100×g 속도로 

2 분간 원심분리 하여 원형질체를 침강시켰다. 이후 W5 1 mL을 

첨가하여 원형질체를 풀어준 후 25℃ 배양실에서 2일간 암배양

하였다. GFP 발현 여부는 DMRE 형광현미경(Leica Microsystems 

GmbH, Wetzlar, DE)의 DFC490 카메라를 사용하여 20배 배율

로 관찰하였고, DNA 농도별 유전자 도입 효율은(GFP 발현 

원형질체 수/전체 원형질체 수) × 100%로 산출하였다.

Enzyme

compositions

Enzyme solutions

E1 E2 E3 E4 E5 E6

[%, W/V]

Cellulase (O)z 0.5 1 2 - - -

Cellulase (T)y - - - 0.25 0.5 1

Pectinase (R)x 0.125 0.25 0.5 - - -

Pectinase (A)w - - - 0.25 0.5 1

Viscozyme - - - 0.5 1 2

mM

CaCl2⋅2H2O - - - 10 10 10

CuSO4⋅5H2O - - - 1.6 × 10-4 1.6 × 10-4 1.6 × 10-4

KCl 20 20 20 - - -

KH2PO4 - - - 0.2 0.2 0.2

KI - - - 0.96 × 10-3 0.96 × 10-3 0.96 × 10-3

KNO3 - - - 1 1 1

Mannitol 400 400 400 500 500 500

MgSO4⋅7H2O - - - 1 1 1

MES 20 20 20 3 3 3

pH 5.7 5.7 5.7 5.8 5.8 5.8

zCellulase (O), Cellulase Onozuka R-10; yCellulase (T), Cellulase from Trichoderma reesei (Celluclast); xPectinase (R), Pectinase from Rhizopus sp.; 
wPectinase (A), Pectinase from Aspergillus aculeatus (Pectinex® Ultra SPL)

Table 1. Composition of enzyme solutions for protoplast isolation.
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데이터 분석

모든 시험은 3반복 수행하여 결과를 획득하였으며, 각각의 

결과에 대한 통계 분석은 SPSS 통계 패키지 23 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)를 이용하였다. 통계적 검증은 ANOVA (분산 

분석)을 수행하였으며, 사후 검정은 Duncan’s LSR을 사용하여 

p 값이 0.05 이하인 경우를 유의한 차이가 있는 것으로 판단하였다.

결과 및 고찰

원형질체 분리를 위한 최적 조직 선정

본 연구에서는 콩 원형질체 분리를 위한 식물체의 최적 성장 

시기 및 조건 그리고 부위를 조사하기 위해 발달 상태가 다양한 

조직들을 이용하여 원형질체 분리를 시도하였다. 원형질체 분리

를 위해 기내 배양실에서 7일간 암배양한 하배축과 온실에서 

2주간 배양한 식물체의 하배축, 자엽, 상배축 및 복엽 그리고 

3주간 배양한 삼복엽을 이용하였다(Fig. 1). 각각의 조직을 이용

하여 CPW 효소 용액 처리 후 암상태에서 진탕배양하여 원형질

체를 분리하였다. 기내 배양실에서 암배양한 하배축을 이용하여 

원형질체를 분리한 결과 평균 9.3 × 105 protoplasts/g이 분리되었

으며 온실에서 배양한 하배축(평균 7.8 × 105 protoplasts/g)과 

상배축(평균 8.4 × 105 protoplasts/g)의 경우 암배양한 하배축과 

비슷한 원형질체 분리 효율을 보였다(Figs. 1A, 1B, 1D). 반면 

자엽의 경우 평균 4.2 × 105 protoplasts/g으로 하배축이나 상배축

과 비교하여 원형질체 분리 효율이 크게 감소하였다(Fig. 1C). 

콩의 잎을 이용하여 원형질체를 분리한 결과 복엽(평균 1.3 ×

106 protoplasts/g)과 삼복엽(평균 1.5 × 106 protoplasts/g)은 다

른 조직들과 비교하여 다소 높은 원형질체 분리 효율을 보였으나, 

정상적인 원형의 세포뿐만 아니라 비정상적인 형태의 다양한 

원형질체가 함께 분리되었다(Figs. 1E, 1F). 또한 잎에서 원형질

체 분리 시 잎의 발달 단계에 따라 원형질체 분리 효율이 상이하였

다. 이상의 결과를 바탕으로 원형질체 분리 효율 및 원형질체 

분리 상태 그리고 시료 준비의 용이성을 등을 고려하여 콩 원형질

체 분리 시 최적의 조직으로 암배양한 하배축을 선정하였다. 

일반적으로 식물 원형질체 분리는 다양한 요인에 의해 영향을 

받는데 특히 세포벽 분해효소의 종류, 농도 및 처리시간 그리고 

원형질체 분리에 사용되는 식물체의 성장 시기 및 성장 조건과 

부위 등이 원형질체의 분리와 활력에 직접적으로 영향을 주는 

주된 요인으로 알려져 있다(Lin 1983, Hammatt & Davey 1988, 

Yoo et al. 2007, Shen et al. 2014, Jia et al. 2016, Xiong et 

al. 2019). 대부분의 식물체는 원형질체 분리를 위해 세포의 

개수가 많고 분해효소의 침투가 용이한 잎을 주로 사용하고 

있지만, 일부 식물체의 경우 잎에서 원형질체 분리가 용이하지 

않거나 활력이 좋지않아 하배축과 꽃잎 등 다양한 조직 부위가 

사용되고 있다(Hammatt & Davey 1988, Poulsen & Nielsen 

1989, Grzebelus et al. 2012, Hirata et al. 2012, Lin et al. 

2018, Sun et al. 2019). 콩에서는 Hammatt & Davey (1988)가 

하배축에서 2.3 × 106 protoplasts/g의 원형질체 분리 효율을 나타

내었고, Wei & Xu (1988)은 6개 콩 자원들의 미성숙 자엽을 

사용하여 4.8~7.8 × 105 protoplasts/g 범위의 다양한 원형질체 

분리 효율을 확인하였다. 최근에는 콩의 복엽에서 효과적으로 

원형질체를 분리하여, 약 50%의 효율로 외부 유전자를 도입한 

결과가 보고되었다(Wu & Hanzawa 2018). 본 연구에서는 복엽

과 삼복엽 이용 시 1.5 × 106 protoplasts/g의 높은 원형질체 분리 

효율을 보였으나, 형태적으로 균일하지 않고 비정상적 모양의 

원형질체들이 함께 분리되었다. 반면, 하배축을 이용하여 원형질

체를 분리하였을 경우에는 균일하고 정상적인 형태의 원형질체

를 7.8 × 105 protoplasts/g의 높은 분리 효율로 획득할 수 있었다. 

Fig. 1. Yield of protoplast isolation from different organs in soybean.

Protoplast cells were prepared from 7-days old dark grown soybean

seedlings (A), 10-days old seedlings (B-E), and 14-days old seedlings

(F): etiolated cotyledon (A), hypocotyl (B), cotyledon (C), epicotyl

(D), unifoliate leaf (E), trifoliate leaf (F), corresponding to the 

soybean seedling in (G) on the left, middle, and right, respectively.

(H) Protoplast isolation yield from A to F. The scale bars is 40 µm

(A-F) or 1 cm (G). The error bars indicate the standard deviation

of three replicates. The arrowhead indicates the abnormal protoplast

cells. Different letters indicate a significant difference determined 

by one-way ANOVA followed by Duncan post hoc test (p < 0.05).
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따라서 콩에서 높은 원형질체 분리 효율과 활력을 위해서는 

적절한 성장 단계와 조직부위, 그리고 유전형(genotype) 등을 

고려하여 원형질체 분리 조건의 검토가 충분히 이루어져야 할 

것이다.

원형질체 분리를 위한 분해효소 조합 선정

콩 원형질체 분리에 세포벽 분해효소의 종류와 농도가 미치는 

영향을 조사하기 위하여 다양한 조합의 세포벽 분해효소를 이용

하여 원형질체 분리 효율을 조사하였다. 콩 하배축에서 원형질체

를 효율적으로 분리하기 위한 최적의 효소 조합을 검토하기 

위해 벼(Mathur et al. 1995), 담배(Koop et al. 1996), 애기장대

(Marion et al. 2008, Shen et al. 2014) 등에서 다양한 식물에서 

원형질체 분리에 사용되는 세포벽 분해효소를 다양한 조건으로 

처리하였다(Table 1). 벼, 담배 및 애기장대 원형질체 분리에 주로 

사용되는 cellulase와 pectinase 효소 용액(E1~E3, E1: 0.5% celluase 

R-10 + 0.125% pectinase, E2: 1% cellulase R-10 + 0.25% pectinase, 

E3: 2% cellulase R-10 + 0.5% pectinase)은 6시간 처리 후에도 

원형질체 분리가 거의 일어나지 않았다(Fig. 2). 하지만 CPW 

효소 용액(E4~E6, E4: 0.25% cellulase + 0.25% pectinase + 

0.5% viscozyme, E5: 0. 5% cellulase + 0. 5% pectinase + 1% 

viscozyme, E6: 1% cellulase + 1% pectinase + 2% viscozyme) 

처리 시에는 효소 농도에 따라 분리되는 원형질체의 수가 증가하

였다(Fig. 2). CPW 효소 용액을 사용하여 원형질체 분리 시 

E4 조건에서 평균 3.8 × 105 protoplasts/g, E5 조건에서 평균 

9.3 × 105 protoplasts/g 그리고 E6 조건에서 평균 10.6 × 105 

protoplasts/g의 원형질체가 분리되어 E6 조건에서 가장 많은 

원형질체가 분리되었으나 E5 조건과 큰 차이는 보이지 않았다

(Fig. 2). Wu & Hanzawa (2018)는 콩의 복엽을 이용하여 0.1% 

cellulase와 0.2% pectolase 처리하였을 때 원형질체 분리 효율이 

가장 높았다고 보고한 바 있는데, 본 연구에서는 하배축을 이용하

여 0.5%의 cellulase와 pectinase를 처리하였을 때 가장 높은 

원형질체 분리 효율을 보여 하배축에서 원형질체 분리를 위한 

분해효소의 적합 농도는 엽육조직 보다 높았다. 반면 유채는 

하배축 원형질체 분리를 위해 1% cellulysin과 0.1% macerase 

(Poulsen & Nielsen 1989)를 이용하였으며, 당근은 1% cellulase

와 0.1% pectolyase (Grzebelus et al. 2012) 그리고 케일은 3%의 

cellulase와 0.5% pectolase (Sun et al. 2019)를 이용하는 등 

콩 하배축 분해효소와 종류 및 사용되는 양이 다르며 이는 식물종

의 차이일 것으로 생각된다. 또한 E5와 E6 조건에서 세포벽 

분해효소의 양은 2배 차이를 보였으나 분리되는 원형질체의 

개수는 큰 차이를 보이지 않는 것으로 보아 분해효소 양이 증가하

더라도 일정 농도 이상이면 원형질체 분리 효율에는 큰 영향을 

미치지 않는 것으로 생각되며, 이는 분해효소의 종류 및 처리 

농도 등의 조건이 다르기 때문으로 판단된다.

원형질체 분리를 위한 분해효소 처리시간 선정

세포벽 분해효소의 처리 시간에 따른 원형질체 분리 효율을 

조사하기 위해 기내 배양실에서 7일간 암배양한 하배축을 이용

하여 시간별 분해효소 처리에 따라 분리되는 원형질체 개수를 

조사하였다(Fig. 3). 분해효소 처리 2시간 후에는 원형질체 분리

Fig. 2. Effect of various enzyme combinations on isolation yield 

of protoplast from soybean hypocotyls. Protoplast cells were prepared 

from 7-days dark grown soybean seedling hypocotyls. The error bars 

indicate the ±standard deviation of three replicates. Different letters 

indicate a significant difference determined by one-way ANOVA 

followed by Duncan post hoc test (p < 0.05).

Fig. 3. Effect of incubation time on isolation yield of protoplast from 

soybean hypocotyls. Protoplast cells were prepared from 7-days 

dark grown soybean seedling hypocotyls. The protoplast cells were 

treated with enzyme solutions at given time period (2, 4, 6, or 8 hours). 

The error bars indicate the ±standard deviation of three replicates. 

Different letters indicate a significant difference determined by one-way 

ANOVA followed by Duncan post hoc test (p < 0.05).
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가 거의 일어나지 않았으나 4시간 이후부터 처리 시간이 증가함

에 따라 원형질체 분리 효율이 증가하였다. 분해효소 처리 4시간 

처리구에서는 평균 4.6 × 105 protoplasts/g 원형질체가 분리되었

으며, 6시간 처리구에서는 평균 9.2 × 105 protoplasts/g의 원형질

체가 분리되어 4시간 처리구 보다 2배 증가된 양상을 보였다. 

분해효소 8시간 처리구에서는 평균 1.2 × 106 protoplasts/g의 

원형질체가 분리되어 가장 높은 원형질체 분리 효율을 보였으며, 

10시간 처리구에서는 평균 1.1 × 106 protoplasts/g의 원형질체가 

분리되어 8시간 처리구와 큰 차이를 보이지 않았다. 본 연구의 

결과 분리되는 원형질체의 수는 분해효소 처리 시간에 따른 

정의 상관관계를 나타내지 않았으며, 분해효소에 의한 분리된 

원형질체가 피해를 입는 것을 최소화하기 위해서는 적정 시간 

동안 처리하는 것이 중요할 것으로 판단된다. 또한 일정량 이상의 

활력을 가지는 원형질체 분리를 위해서는 분해효소 처리 시간의 

증가와 함께 사용되는 식물 조직의 양 등이 영향을 미칠 것으로 

판단된다. 이상의 결과를 바탕으로 콩 하배축의 원형질체 분리를 

위한 최적의 분해효소 처리 조건으로 8시간을 선정하였다.

재배품종 원형질체 분리

현재 국내에서 콩 기능 연구와 형질전환을 위한 품종은 주로 

광안콩이 사용되고 있으며 다양한 국내 콩 품종들에 대한 기능 

및 형질전환 연구는 일부에 불구하다(Kim et al. 2017). 따라서 

다양한 육종 소재 개발을 위해서는 농업적 가치가 높은 품종에서

의 기능 연구 및 형질전환 방법이 필요하다. 본 연구에서는 병충

해에 강하고 광지역 적응의 양질 다수성 특성을 가지는 장류 

및 두부용 콩 태광, 도복과 병에 강한 다수성 고품질 나물콩 

풍원 그리고 해외에서 주로 사용되는 스트레스 내성을 가지며 

높은 형질전환 효율을 보이는 엘리트 품종 Maverick을 이용하여 

원형질체 분리를 시도하였다(Fig. 4). 원형질체 분리를 위해 암상

태에서 배양한 하배축을 이용하여 CPW 효소용액을 처리하였다. 

원형질체 분리 결과, 대조구로 사용된 광안 품종과 비교하여 

Maverick, 풍원, 태광 품종 모두에서 높은 원형질체 분리 효율을 

보였다. 또한 분리된 원형질체는 광안과 비교하여 다소 작은 

크기를 보였으나 모두 정상적인 원형 상태를 유지하였다(Figs. 

4A-4D). 광안콩은 효소처리 8시간 후 평균 9.15 × 105 protoplasts/g

의 원형질체가 분리되었으며, Maverick (평균 1.3 × 106 protoplasts/g)

과 풍원(평균 1.37 × 106 protoplasts/g)은 광안과 비교하여 다소 높은 

원형질체 분리 효율을 보였다. 태광은 평균 1 × 106 protoplasts/g의 

원형질체가 분리되어 광안과 유사한 분리 효율을 보였다(Fig. 

4E). 이러한 결과는 우수한 농업 형질과 특성을 가지고 있는 

다양한 재배품종에서 유전자 기능 연구 및 분자 분석이 가능함을 

시사한다.

GFP 유전자의 원형질체 도입

식물체에서 유전자 기능 연구를 위해서는 목적 유전자의 효과

적인 도입과 발현을 위한 방법이 매우 중요하다. 원형질체에 

Fig. 4. Transfection efficiency of soybean hypocotyl protoplasts with different amounts of plasmid DNA. Protoplasts were transformed with 

various concentration of the plasmid pCambia1304 harboring a GFP reporter gene: 5 µg (A), 10 µg (B), 20 µg (C) and 40 µg (D). (E) 

Transfection efficiency from A to D. Fluorescence signal of GFP was examined 24 hours after transformation under microscopy. Scale 

bars = 40 µm. The error bars indicate the ±standard deviation of three replicates. Different letters indicate a significant difference determined 

by one-way ANOVA followed by Duncan post hoc test (p < 0.05).
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목적 유전자를 효과적으로 도입하기 위한 조건 검토를 위하여 

pCAMBIA1304 벡터를 이용하여 GFP 발현을 조사하였다(Fig. 

5). 하배축에서 분리된 원형질체에서 유전자 도입 효율을 검토하

기 위해 다양한 농도의 플라스미드 DNA (5 µg, 10 µg, 20 µg 

및 40 µg)를 이용하였고, DNA 주입을 위한 삼투제로는 40% 

PEG4000을 사용하였다(Wu & Hanzawa 2018)). 20 µg의 DNA

를 사용하였을 경우 58.3%로 가장 높은 유전자 도입 효율을 

보였으며(Figs. 5C, 5E), 5 µg의 DNA를 사용하였을 경우 7.5%

로 가장 낮은 유전자 도입 효율을 보였다(Figs. 5A, 5E). 또한 

40 µg의 DNA를 사용하였을 경우 57.3%로 20 µg의 DNA를 

사용하였을 때와 유사한 유전자 도입 효율을 보였다(Figs. 5D, 

5E). 본 연구에서는 기존에 보고된 약 50%의 원형질체 유전자 

도입 효율(Wu & Hanzawa 2018)과 비교하여 약 8.3% 개선된 

유전자 도입 효율을 보였다. 원형질체의 최적 유전자 도입 효율을 

위해서는 원형질체 수와 DNA 비율이 매우 중요한 요소이다

(Masani et al. 2014, Burris et al. 2016). 애기장대의 원형질체에

서는 효과적인 유전자 도입을 위해 2 × 104 원형질체에 10~20 

µg DNA 사용이 일반적이지만(Yoo et al. 2007), 원형질체에 

유전자 도입 효율은 식물체에 따라 다양하기 때문에 각각의 

식물에 대한 원형질체 수와 DNA 농도의 비율 최적화가 필요하

다. 따라서 콩 원형질체에 유전자 도입 효율을 높이기 위해서는 

원형질체의 개수와 적정 비율의 DNA 농도 설정이 필요할 것으

로 판단된다.

식물 원형질체는 세포분열과정을 통해 정상적인 식물체로의 

분화가 가능하여 식물세포 분화 조절기작 연구로 활용이 가능하

며 외래 유전자의 도입을 통한 유전자 기능분석 연구로 활용이 

가능하다. 또한 서로 다른 두 종류의 세포를 융합하거나 다른 세포의 

소기관이나 유전물질을 이식하여 잡종세포를 만드는 원형질체 융

합(protoplast fusion) 또는 체세포잡종(somatic hybridization) 방법 

등을 활용한 품종 개발 수단으로 활용이 가능하다(Melchers 

& Labib 1974). 최근 GM작물의 대체 개발 수단으로 RNP 

complex를 식물 원형질체에 직접 도입함으로써 새로운 품종을 

개발하는 유전자 교정 기술 개발이 가속화되고 있다(Li et al. 

2013, Sun et al. 2015). 그러나 아직까지 원형질체를 이용한 

식물체 재분화는 제한된 식물에서만 가능하여 적용 가능한 대상 

작물은 한정적이다. 콩에서 원형질체 분리를 통한 유전자 교정 

연구가 다양하게 수행되고 있지만 아직까지 원형질체 재분화를 

통한 유전자 교정 식물체는 보고되지 않았다(Sun et al. 2015). 

따라서 국내 콩 품종의 원형질체를 활용한 다양한 품종 개발을 

위해 효율적인 원형질체 분리 및 유전자 도입 방법 그리고 캘러스 

유도 등 식물체 재분화를 위한 최적 배양 조건 구명을 위한 

연구가 필요할 것으로 사료된다.

적 요

콩(Glycine max (L.) Merr.)은 식물성 기름과 단백질원으로써 

Fig. 5. Yield of protoplast isolation from soybean hypocotyls of different cultivars. Protoplast cells were prepared from 7-days old dark 

grown soybean seedling hypocotyls. Kwangan (A), Maverick (B), Pungwon (C), and Taekwang (D). (E) Protoplast isolation yield from 

A to D. Scale bars = 40 µm. The error bars indicate the ±standard deviation of three replicates. Different letters indicate a significant 

difference determined by one-way ANOVA followed by Duncan post hoc test (p < 0.05).



한국 콩(Glycine Max (L.) Merr.) 품종의 효율적인 원형질체 분리 및 유전자 도입

237

경제적으로 가장 중요한 곡물 중 하나이다. 최근 몇 년 동안 

빠르게 발전하고 있는 유전자 교정 기술은 많은 작물에서 유전자 

기능 분석과 더불어, 중요 농업 형질의 개선을 위한 광범위한 

적용 가능성을 보여주고 있다. 본 연구에서는 국내 콩 품종의 

다양한 조직을 이용한 원형질체 분리 및 배양 조건을 확립하고 

일시적 발현 시스템에 적용하였다. 콩의 하배축, 자엽, 복엽, 

상배축 및 삼복엽 등을 이용하여 원형질체를 분리하였고, 하배축 

이용 시 0.5% cellulase, 0.5% pectinase 그리고 1% viscozyme 

조건에서 8시간 배양하였을 때 가장 높은 수율의 원형질체가 

분리됨을 확인하였다. 또한 하배축 원형질체에 green fluorescent 

protein (GFP)을 주입하여 높은 수율의 유전자 도입 조건을 확보

하였다. 본 연구를 통해 확립한 국내 콩 품종의 원형질체 분리와 

유전자 도입 방법은 매우 효율적이며 생물학적 및 생리학적 

과정을 이해하기 위한 유전자 기능 및 분자 분석에 이용될 수 

있을 것으로 판단된다.
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