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ABSTRACT 

 

Effects of growth regulators and culture conditions during the Effects of growth regulators and culture conditions during the Effects of growth regulators and culture conditions during the Effects of growth regulators and culture conditions during the 

induction of cell culture and habituation in the leaves of induction of cell culture and habituation in the leaves of induction of cell culture and habituation in the leaves of induction of cell culture and habituation in the leaves of Ginkgo Ginkgo Ginkgo Ginkgo 

bilobabilobabilobabiloba L. L. L. L.    

 

Kim Jung-Suk 

Advisor : Prof. Park Hyeon-Yong Ph.D. 

Department of Biology, 

Graduate School of Chosun University 

 

The influence of various culture conditions on callus growth and 

maintenance was studied the callus derived from Ginkgo biloba L. leaves, 

which were grown on Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 

growth regulators; α-naphthaleneacetic acid (NAA), benzylaminopurine (BA) 

and kinetin. The optimal concentrations of growth regulator for callus induction 

were 10μM NAA with 5μM BA or 0.5μM kinetin in the light. In the dark condition, 

the optimal concentration of growth regulator was 10μM NAA with 0.5μM BA. In 

the light, MS medium supplemented with 100μM NAA and 5μM BA combination 

was the optimal for growth and maintenance of callus cultures. The 

suspension cultures were initiated with 1.5g of the callus derived from Ginkgo 

leaf disks on MS medium. The optimal concentration of growth regulator for 

maintenance of callus culture was 10μM NAA with 0.5μM BA or kinetin. To 

determine the production of the quercetin dehydrate and keamperol profiles 

from suspension callus was compared by HPLC analysis. In the leaf extract, 

the contents of quercetin dehydrate and keamperol were 0.072 and 



 

viii 

2.24μg/20μl, respectively. The extract of callus contained 0.556 and 

0.157μg/20μl, respectively. The free radical scavenging activity of methanolic 

extracts from induced callus was more effective than leaf extract. The callus 

extracts concentration of 0.2mg/ml was enough for 50% inhibition. The 

habituation was more effective in the dark culture condition than in the light 

one. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 1 - 

1. 1. 1. 1. 서론서론서론서론        

  은행나무(Ginkgo biloba L.)는 은행나무과(Ginkgoaceae)에 속하며 생존하는 

수목류 중 가장 오래된 식물로 ‘살아있는 화석(living fossil)'이라고도 

한다(Jacobs et al. 2000). 예로부터 중국, 한국, 일본 등에서 식용과 약용으로 

많이 이용되어 왔으며, 역사적으로 은행잎은 책을 보관하는데 해충방지제로 

사용되기도 하였다. 최근에는 은행추출물의 염색성과 항균성을 이용한 직물의 

가공(Kim et al. 2004; Park et al. 2003) 및 천연물 농약으로서의 가능성도 

연구되고 있다(Lee et al. 2003). 

  은행잎의 주성분은 flavonoid계 화합물과 terpene계 화합물임이 

밝혀졌으며(Hasler and Sticher. 1992; Van Beek et al. 1991), 이들 성분들의 

다양한 생리활성과 약리작용이 밝혀짐으로써(Diamond et al, 2000) 현재 이들 

성분을 주성분으로 한 의약품이 세계적으로 각광을 받고 있다. 주로 혈액순환 

개선제(Kwon and Lee. 1995; Altiok et al. 2006)나 천식치료 등에 이용되고 

있으며, 신경보호, Alzheimer's disease(Maurer. 1997; Luo Y. 2006), 항 산화 

효과(Ellnain-Wojtaszek et al. 2003; Stefanovits-Bάnyai et al. 2006), 그 밖에 

다양한 분야에서 기능이 보고 되고 있다(Smith et al. 2005; Kim et al. 2006). 

은행 추출물의 약효성분은 flavonol glycosides, proanthocyanidins, organic acid, 

terpene계 화합물인 bilobalide, ginkgolide A, B, C, J 및 terpene trilactone류 

등이다. 일반적으로 시판되고 있는 은행잎 추출물은 flavonol glycosides가 

22~27%, terpene trilactones은 5~7%를 포함하고 있는 것으로 보고 되고 

있다(Jacobs et al. 2000; Van Beek 2002).  

  식물유래 천연물의 이용에 대한 관심이 부각되기 시작한 이래 flavonols, 

anthocyanin, taxol, ginsenoside 등 유용한 2차 대사산물을 분리•정제하기 위한 

방법이 모색되고 있다. 그러나 자연상태에서 재료식물의 수확은 계절적인 

제약이 따르며, 유용산물의 회수율이 낮은 한계를 지니고 있다. 특히 목본 

식물인 은행나무의 경우 1년에 1회 수확이 가능하고, 잎의 수거를 위해 많은 
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노동력이 필요하다. 또한, 이상기후에 따른 유용성분 함량의 변화가 심하다는 

어려움을 갖고 있다. 약품원료로서 1위를 차지하고 있는(Ernst. 2002; 

Stromgaard et al. 2004) 은행나무의 경우 양질의 대사산물을 얻기 위해 재료의 

채취부위(Kim et al. 1996), 채취시기, 추출 및 분석방법(Van Beek. 2002) 등의 

연구가 활발히 진행되고 있다. 잎 채취시기와 관련하여 지역, 계절, 성에 따른 

함량의 차이에 관한 연구 결과 flavonol glycosides 함량은 terpene계 화합물에 

비해 환경적 영향이 크게 작용하며, 전남과 충남 지역이 높고 경기, 충북 순으로 

감소함을 보고하였다(Hwang et al. 2004). 또한, 유효성분은 종류에 따라 계절적 

영향이 다르게 나타난다. Ginkgolides는 봄부터 서서히 증가하여 8월에 최고치에 

이른 후 감소하며(Sung et al. 1994; Ding et al. 2006), flavonol glycosides는 

5월 초순경에 높게 나타나는 것으로 보고 하였다(Kang et al. 1993).  

따라서 조직배양 및 세포배양을 통한 대량증식과 유용물질의 높은 생합성능을 

갖는 양질의 세포주를 선발하여 유용한 2차 대사산물의 생산율을 높이려는 많은 

연구가 시행되고 있다(Park et al. 2004; Hezari et al. 1997; Kim et al. 2004). In 

vitro에서 은행나무의 채취부위에 따른 유효성분의 생산(Kim et al. 1996; Laurain 

et al. 1997), 배지(Park et al. 2004; Jeon et al. 1993) 및 생장조절제의 

농도(Carrier et al. 1990), 빛, 온도(Kim et al. 1998) 등이 배양에 미치는 효과에 

대한 연구가 진행되었다. 또한, 유도자 및 중금속이 2차 대사산물의 생합성에 

미치는 효과에 대한 연구가 시도되었다(Kim et al. 1999; Carrier et al. 1996). 

Huh와 Staba(1993)는 은행의 정단부를 이용한 조직배양에서 뿌리 없이도 적은 

양의 ginkgolide를 검출하여 잎에서도 ginkgolide의 생합성이 이루어진다고 

보고하였다. 특히 Jeon 등(1993)은 기내배양으로도 유효성분을 토양에서 자란 

것과 유사한 수율로 얻을 수 있음을 보고한 바 있어 은행의 기내배양을 통해서 

유효 대사산물을 효과적으로 생산할 수 있음을 시사하였다. 그러나 위 

실험에서는 유도된 callus의 형태에 대한 보고가 미흡하며, 생장조절제의 
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농도범위는 0.5~10mg/L로 제한적이다. 또한 유도된 callus의 갈변현상으로 

지속적인 유지가 어려움을 보고하고 있다. 

일반적인 식물 세포배양에서 세포분열은 auxin이나 cytokinin과 같은 생장 

조절물질을 필요로 한다. 그러나 계속되는 세포배양 중에 생장조절물질이 없는 

상태에서도 세포가 무한으로 증식되는 현상이 발생한다. 이러한 변화를 

'habituation'이라 하며, 식물조직이나 세포배양과정에서 자발적으로 일어난다. 

이러한 습관성의 특징적 현상은 식물세포가 생장조절물질을 생산하는 새로운 

능력을 얻음으로써 나타난다. 다양한 식물 종에서 습관성 callus가 발생함이 

보고되었으며, 이를 이용해 유용한 대사산물의 생산방안이 보고되었다(Binns 

and Meins. 1973; Limanton-Grevet et al. 2000; Pischke et al. 2006).  

따라서 본 연구에서는 1~100μM의 폭 넓은 생장조절제 농도에서 은행잎 

조직을 이용한 callus 유도 및 지속적인 유지를 위한 시도를 하고자 하였다. 

시판되고 있는 은행잎 추출물의 대부분을 차지하고 있는 flavonol glycosides의 

생합성 유무를 확인하였고, DPPH assay를 통해 은행잎 유래 callus가 갖는 항 

산화력을 측정하였다. 또한, 유효성분의 대량생산을 위한 기초실험으로서 아직 

시도되지 않은 은행잎 유래 습관성 callus를 유도하고자 하였다. 본 연구는 

생장조절제 및 배양조건이 은행잎의 세포배양과 습관화에 미치는 영향을 

밝힘으로써 효과적인 조직배양법 및 생산성 증대방안을 탐구하고자 하였다. 
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2. 2. 2. 2. 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법        

 

2.1 2.1 2.1 2.1 식물재료식물재료식물재료식물재료        

  식물재료는 가로수 은행나무(Ginkgo biloba L.)에서 생장하는 가지의 

정단부로부터 4~5마디 사이의 잎을 4월 말부터 8월까지 채취하여 사용하였다.  

엽병을 제외한 잎의 길이가 3cm 이상의 잎을 실험에 사용하였다.  

    

2.2 2.2 2.2 2.2 방법방법방법방법        

2.2.1 Callus2.2.1 Callus2.2.1 Callus2.2.1 Callus의의의의    유도유도유도유도        

  잎 조직을 70% 에탄올에 넣어 1분간 살균한 후, 2% 락스에서 6분간 

살균하고 3차 멸균수로 3회 수세하였다. 엽병을 제거한 잎 조직을 5×5mm 

크기로 잘라 배지에 치상하여 callus를 유도하였다. Callus 유도배지는 

MS(Murashig and Skoog. 1962)기본배지에 3% sucrose, 0.3% phytagel, 0.01% 

myo-inositol 및 생장조절제를 첨가하고 pH를 5.8로 조절한 후, 121℃에서 

15분간 고압•멸균하여 직경 55mm 배양접시에 분주하여 사용하였다. 

배양조건은 26℃ 암 조건과 3000Lux cool-white 광 조건으로 하였다.  

 

2.2.2 2.2.2 2.2.2 2.2.2 생장조절제의생장조절제의생장조절제의생장조절제의    효과효과효과효과        

  Callus 유도를 위한 생장조절제로는 auxin계열인 α-naphthaleneacetic 

acid(NAA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid(2,4-D)와 cytokinin계열로 

benzylaminopurine(BA), kinetin을 사용하였다. 0, 1, 10, 100μM의 auxin계열 

생장조절제와 0, 0.5, 5, 50μM의 cytokinin계열의 생장조절제를 각각 조합하여 

16가지로 조합된 생장조절제를 처리하였다. 은행나무 잎의 절편은 각 

배양조건에 4개씩 치상하여 4회 반복 실행하였으며, 4주 후 callus 형성률을 

조사하였다. Callus 형성률은 잎 절편체 면적에 대한 callus의 생성량을 
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상대적으로 조사하여 백분율(%)로 나타내었으며, 유도된 callus는 4주 간격으로 

계대배양하며 유지•증식시켰다.  

 

2.2.3 2.2.3 2.2.3 2.2.3 현탁배양현탁배양현탁배양현탁배양        

  은행잎 조직으로부터 유도된 callus 가운데 지속적인 배양이 가능한 

생장조절제 조건의 callus를 선별하여 현탁배양에 이용하였다. 배지는 기본 

MS배지에 고체배지와 동일한 농도의 생장조절제(10μM NAA, 100μM NAA 

단독처리, 10μM NAA에 0.5, 5μM BA 또는 kinetin 조합처리, 100μM NAA에 0.5, 

5μM BA 또는 kinetin 조합처리)를 첨가하여 사용하였다. 20ml의 배양액이 

분주된 100ml의 삼각 플라스크에 1.5g의 callus를 절단하여 접종하였다. 

배양조건은 26℃, 암 조건과 3000Lux cool-white 광 조건으로 하였으며, 

교반기의 속도는 100rpm으로 하였다. 이후 7일 간격으로 새로운 동일 배지로 

계대배양하며 유지•증식 시켰다. 

   

2.2.4 2.2.4 2.2.4 2.2.4 생장곡선생장곡선생장곡선생장곡선        

  고체배지 상에서 유도•증식 중인 callus 중 현탁배양에서 지속적인 배양이 

가능한 10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM kinetin 3가지 

생장조절제가 첨가된 기본 MS액체배지에서 생장량을 조사하였다. 각 

배양접시에서 채취한 callus를 절단하여 10ml의 배지가 분주된 50ml의 

삼각플라스크에 0.2g의 callus를 접종하였다. 교반기의 속도는 100rpm으로 

하였으며, 온도 및 빛 조건은 고체배지에서의 배양조건과 동일하게 26℃, 암 

조건과 3000Lux cool-white 광 조건으로 유지하였다. 3일 간격으로 배양액을 

제거한 callus를 25℃에서 24시간 건조시켜 건 체중을 측정하여 생장의 

변화양상을 확인하였다.  
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2.2.5 2.2.5 2.2.5 2.2.5 습관성습관성습관성습관성 cal cal cal calluslusluslus의의의의    유도유도유도유도        

2.2.5.1 고체배양에서 습관성 callus의 유도 

지속적인 유지가 가능한 생장조절제 조건(10μM NAA, 100μM NAA 단독처리, 

10μM NAA에 0.5, 5μM BA 또는 kinetin 조합처리, 100μM NAA에 0.5, 5μM BA 

또는 kinetin 조합처리)에서 4회 이상 계대배양되어 증식중인 callus를 선발하여 

습관성 callus 유도에 사용하였다. 갈변부위를 제거한 녹색계열(광 조건) 또는 

노란빛을 띠는 흰색계열(암 조건)의 callus를 1×1cm로 절단하여 생장조절제가 

제거된 기본 MS배지가 분주된 직경 55mm 배양접시에 4개씩 치상하였다. 매회 

2번 반복 하였으며, 4주 간격으로 4회 반복하였다. 배양조건은 26℃, 암 조건과 

3000Lux cool-white 광 조건으로 하였다. 이후 4주 간격으로 동일한 배지에 

계대배양하였다.  

 

2.2.5.2 현탁배양에 의한 습관성 callus의 유도  

  생장조절제(광 조건의 경우 10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM 

NAA/0.5μM kinetin, 암 조건은 10μM NAA)가 첨가된 기본 MS액체배지에서 

10회 이상 계대배양한 callus를 생장조절제가 제거된 동일 조건의 기본 

MS액체배지로 옮겨 습관성 callus를 유도하고자 하였다. 20ml의 배양액이 

들어있는 100ml의 삼각플라스크에 현탁배양한 callus 1.5g을 주입하였다. 또한, 

생장조절제의 농도를 단계적으로 낮추어 습관성 callus를 유도하고자 하였다. 

1μM NAA가 첨가된 기본 MS액체배지에 각 조건에서 취한 callus를 주입하였다. 

7일 후 생장조절제가 제거된 기본 MS액체배지로 계대배양하였다. 매회 2반복 

하였으며, 1주 간격으로 10회 반복 하였다. 배양조건은 26℃, 암 조건과 

3000Lux cool-white 광 조건으로 동일하게 유지하며, 7일 간격으로 

계대배양하였다.  
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2.2.2.2.2.2.2.2.6666 Flavonol glycosides Flavonol glycosides Flavonol glycosides Flavonol glycosides의의의의    확인확인확인확인        

Flavonol glycosides는 HPLC(Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector, 

Waters 1525 Binary HPLC Pump, Waters™ 717 plus Autosampler)를 사용하여, 

UV 365nm에서 흡광도를 측정하였다. 전개용매로는 methanol과 1% 인산용액을 

이용하였는데 초기의 methanol 부피비율은 30%였으며, 30분 후 70%가 되도록 

증가시켰다. Column은 C-18(CAPCELL PAK C18, 5μm, 4.6mm I.D. × 

250mm)을 사용하였다.  

 

2.2.6.1 시약 및 표준물질  

  표준물질은 quercetin dehydrate(98%, Q0125, Sigma Chemical, USA) 및 

kaempferol(90%, K0133, Sigma Chemical, USA)를 사용하였다. 또한, HPLC에 

사용되는 methanol과 HCl, phosporic acid 등의 용매는 모두 특급시약을 

사용하였다. 이동상 및 시료는 측정 전 0.2μm membrane filter를 이용하여 

여과한 후 사용하였다. 

 

2.2.6.2 시료 제조 

  시료의 추출은 Kim 등(1999)과 Lee 등(1993)의 방법을 응용하여 실행하였다. 

60℃ dry oven에서 24시간 건조시킨 은행잎과 은행잎 유래 callus를 곱게 갈아 

0.5mm 채에 걸렀다. 걸러진 분말을 0.3g 취하여 3차 증류수 4ml에 넣고, 

65℃에서 90분 동안 균질화 시켰다. 여기에 4ml의 methanol을 첨가하여 5분 

동안 섞어주었다. 원심분리기를 이용하여 3000rpm에서 10분간 원심 분리하여 

상층 액을 분리하였다. 이에 2ml의 methanol과 35% HCl 0.5ml을 첨가하여 

90분 동안 sonicate하며 산 가수분해 시켰다. 이후 0.2μm의 membrane filter를 

이용하여 여과한 시료를 HPLC분석에 사용하였다.  
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2.2.2.2.2.2.2.2.7777 DPPH assay  DPPH assay  DPPH assay  DPPH assay     

2.2.7.1 시료제조 

DPPH(1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) 10mg에 methanol 60ml를 첨가하여 

DPPH용액을 제조하였다. DPPH용액은 시료측정 24시간 전에 준비하여 

냉장보관 하였으며, 측정 전 methanol로 희석하여 OD를 0.9~0.95 사이의 

값으로 맞추어 실험에 사용하였다. 실험에 사용된 DPPH(CNB300267)는 

CALBIOCHEM에서 구입하였으며, ascorbic acid(A5960)는 Sigma로부터 

구입하여 사용하였다. 

Callus는 현탁배양으로 증식이 가능한 생장조절제 조건(10μM NAA, 10μM 

NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM kinetin)에서 20회 이상 계대배양한 것을 

사용하였다. 또한, 항 산화물질의 생산을 위한 효과적인 배양조건을 선발하기 

위하여 생장조절제를 10μM NAA로 동일하게 처리한 기본 MS고체배지에서 

배양한 callus, 현탁배양된 callus, 암 조건에서 현탁배양된 callus 추출물을 

비교•분석하였다. 60℃ dry oven에서 24시간 건조시킨 은행잎 및 은행잎 유래 

callus를 곱게 갈아 0.5mm 채에 걸렀다. 걸러진 callus 분말을 각각 0.01g 

취하여 methanol 10ml과 섞어 상온에서 24시간 추출하였다. 추출액을 

3000rpm에서 5분간 원심분리한 후 상층액을 취하여 0.2μm membrane filter로 

여과하였다. 여과 액을 0, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.5, 0.75, 1ml 

취하여 총량이 1ml이 되도록 methanol로 희석하였다. 준비된 농도별 추출물은 

측정 전까지 냉장보관 하였다. 대조군으로 사용될 ascorbic acid 0.01g을 취하여 

3차 증류수 10ml에 용해시켰다. 이를 callus 추출액과 동일한 양을 취하여 3차 

증류수에 희석하여 11가지 농도로 제조하여 측정 전까지 냉장보관 하였다. 
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2.2.7.2 DPPH 측정 

  1ml cuvette에 0.9~0.95 범위의 OD값을 갖는 DPPH(1,1-Diphenyl-2-

picrylhydrazyl)용액을 0.8ml 주입 후, 준비된 농도별 추출액(0, 0.03, 0.05, 0.07, 

0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.5, 0.75ml/ml MeOH)을 각각 0.2ml 첨가하였다. 상온에서 

30분간 반응시킨 후 spectrophotometer(Mecasys, Optizen 2120UV)를 이용하여 

흡광도를 측정하였다. 흡광도의 측정 파장은 517nm로 하였으며, 각 시료당 3회 

반복하였다. DPPH용액은 안정한 상태에서 보라색을 띠며, 자유 라디칼이 

감소함에 따라 노란색으로 바뀐다. DPPH 라디칼 소거능은 아래 식을 이용하여 

구하였다.  

 

(1 - Abssample/ Abscontrol) × 100 
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3. 3. 3. 3. 결과결과결과결과    및및및및    고찰고찰고찰고찰        

 

3.1 Callus 3.1 Callus 3.1 Callus 3.1 Callus 배양배양배양배양        

3.1.1 Callus3.1.1 Callus3.1.1 Callus3.1.1 Callus의의의의    유도유도유도유도    

  은행잎으로부터 callus 유도를 위해 처리한 생장조절제(NAA, 2,4-D, BA, 

kinetin)의 영향에 대한 결과는 잎 절편체 면적에 대한 callus 형성량을 

백분율(%)로 Table. 1~8에 나타내었다. 광 조건에서 생장조절제를 처리하지 

않은 실험군의 경우 잎 절편체가 1~2mm로 두꺼워지며 확장되어 최대 초기 

절편체 면적의 3배가 되었다. 그러나 callus는 유도되지 않거나 절편체 

가장자리에 약 10% 내외로 형성되었다. 또한 계속되는 배양 중에도 callus는 

유도•증식되지 못하고 2회 계대배양 후 괴사하였다. 0.5~50μM kinetin 또는 BA 

단독 처리시에도 잎 조직이 확장되었으며, callus가 유도•증식되지 못해 

생장조절제가 처리되지 않은 실험군과 같은 결과를 보였다. 암 조건에서는 광 

조건에서와 같은 생장조절제 조건(생장조절제 무처리구, 0.5~50μM kinetin 또는 

BA 단독처리구)에서 잎 절편체의 확장이 이루어지지 않았다. 잎 절편체 치상 후 

점차적으로 절편체의 녹색이 없어지면서 2회 계대배양 후 괴사하였다. 배양기간 

중 callus는 유도되지 않거나 5% 내외로 나타나 광 조건과 유사한 결과를 

나타냈다. 이는 은행잎 조직의 callus 유도에 cytokinin 보다 auxin의 영향이 

크다고 보고한 Jeon 등(1993)의 연구와 동일한 결과를 나타냈다. 또한, 암 

조건의 경우 잎 확장이 이루어지지 않은 것으로 보아 광 조건에서 잎의 확장은 

세포분열에 의한 것이 아니라 빛에 의한 당 합성, 삼투압증가로 세포 크기가 

확장된 것으로 사료된다. 나자식물의 경우 단자엽식물에서 나타내는 

생장조절제의 효과와 유사한 결과로 사료된다. 또한, Jeon 등(1993)은 4종류의 

auxin (IAA: Indoleacetic acid, IBA: 3-indolebutyric acid, 2,4-D: 2,4-

dichlorophenoxyacetid acid, NAA: 1-naphthaleneacetic acid)을 0.1~4mg/L 

첨가하여 은행잎으로부터 callus를 유도한 결과 NAA 처리시 callus 유도율이 
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95%로 높게 나타나 NAA가 가장 효과적이며, NAA를 단독으로 처리하는 것보다 

kinetin을 함께 처리하는 것이 callus 유도에 더 효과적임을 보고한 바 있다. 본 

실험에서도 2,4-D 또는 NAA를 단독 처리하였을 때 callus의 평균 유도율은 광 

조건의 경우 각각 32%, 49%로 NAA 처리시 callus 유도율이 17% 높게 

나타났다(Table. 1~8). 암 조건 역시 각각 40%, 61%로 나타나 NAA 처리시 

callus 유도율이 21% 높게 나타나 효과적이었다. Lee 등(1993)은 0.1~10ppm 

범위에서 NAA의 농도에 따른 callus 성장을 조사하여 NAA의 농도가 증가할수록 

성장이 촉진되는 것으로 보고한 바 있다. 본 실험에서 callus 유도에 가장 

효과적인 NAA 농도는 Lee 등(1993)의 결과와 같이 10μM로 나타났으나, 

고농도(100μM)로 처리하였을 경우 callus 유도가 오히려 저하되어 callus 유도에 

효과적이지 못하였다. 또한, Table. 1, 4에서 보는 것과 같이 광 조건에서는 

NAA를 단독 처리하였을 때 보다 BA, kinetin을 조합처리하였을 때 callus 

생성량이 높게 나타났다. 그러나 암 조건의 경우 Table. 5, 8에서 보는 바와 

같이 1, 10, 100μM NAA와 0.5μM BA 조합처리구를 제외한 다른 조건에서는 

평균 callus 유도율이 낮게 나타났다. BA 또는 kinetin을 0.5~5μM 농도범위로 

처리시 7%, 50μM 처리시 22.5% 낮아져 고농도로 처리할수록 callus 유도가 

저하되었다. 광 조건에서 NAA와 조합처리한 BA나 kinetin의 농도에 따른 callus 

유도는 5μM BA를 처리한 경우 76%로 가장 높게 나타났으며, kinetin의 경우 

0.5μM 처리시 callus 유도율이 64%로 높게 나타났다(Table. 1, 4). 결과적으로 

광 조건에서 10μM NAA와 5μM BA, 0.5μM kinetin을 조합처리시 callus 유도율이 

90%로 가장 높게 나타났으며, 암 조건의 경우 10μM NAA/0.5μM BA에서 85%로 

가장 높게 나타났다.  
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Figure 1.Figure 1.Figure 1.Figure 1. The changes of callus shape induced from leaf disks of Ginkgo 

biloba L. Callus induction media was MS basal medium supplemented with 

NAA and kinetin combination (0~100μM NAA and 0~50μM kinetin). Callus was 

photographed after 4 weeks (A; B), 6 weeks (C; D), 8 weeks (E; F) respectively. 

(A, C, E): under the light condition. (B, D, F): in the dark condition. 
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Table 1.Table 1.Table 1.Table 1. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with NAA and kinetin after 4 weeks of culture under the light.  

       N 

 K 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 3 30 73 38 

0.5μM 5 53 90 50 

5μM 5 53 58 28 

50μM 0 45 75 35 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(N: NAA; K: kinetin; gray boxes: available condition of callus maintenance)  

 

 

Table 2.Table 2.Table 2.Table 2. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with 2,4-D and Kinetin after 4 weeks of culture under the light.  

       D 

 K 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 1 5 58 23 

0.5μM 1 5 43 43 

5μM 0 8 48 40 

50μM 0 13 53 23 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(D: 2,4-D; K: kinetin)  
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Table 3.Table 3.Table 3.Table 3. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with 2,4-D and BA after 4 weeks of culture under the light.  

       D 

 B 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 3 18 70 15 

0.5μM 1 9 83 10 

5μM 0 38 88 18 

50μM 0 5 45 20 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(D: 2,4-D; B: BA)  

 

 

Table 4.Table 4.Table 4.Table 4. Rate of callus formation form Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with NAA and BA after 4 weeks of culture under the light.  

       N 

 B 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 2 43 68 43 

0.5μM 1 55 80 48 

5μM 1 75 90 63 

50μM 0 50 85 75 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(N: NAA; B: BA; gray boxes: available condition of callus maintenance)  
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Table 5.Table 5.Table 5.Table 5. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with NAA and Kinetin after 4 weeks of culture in the dark.  

       N 

 K 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 1 53 78 78 

0.5μM 3 60 75 50 

5μM 1 53 75 60 

50μM 0 28 53 40 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(N: NAA; K: kinetin; gray boxes: available condition of callus maintenance)  

 

 

Table 6.Table 6.Table 6.Table 6. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with 2,4-D and Kinetin after 4 weeks of culture in the dark.  

       D 

 K 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 0 20 90 11 

0.5μM 0 23 73 38 

5μM 1 15 80 60 

50μM 0 1 35 25 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(D: 2,4-D; K: kinetin)  
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Table 7.Table 7.Table 7.Table 7. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with 2,4-D and BA after 4 weeks of culture in the dark.  

       D 

 B 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 0 30 80 8 

0.5μM 0 36 90 29 

5μM 0 15 88 38 

50μM 0 6 65 65 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(D: 2,4-D; B: BA)  

 

 

Table 8.Table 8.Table 8.Table 8. Rate of callus formation from Ginkgo leaf disks grown on MS medium 

supplemented with NAA and BA after 4 weeks of culture in the dark.  

       N 

 B 
0μM 1μM 10μM 100μM 

0μM 1 40 85 30 

0.5μM 0 43 85 38 

5μM 0 48 65 11 

50μM 0 21 30 13 

(Index of callus formation rate (%) was estimated from the proportion of callus 

to leaf explant area) 

(N: NAA; B: BA; gray boxes: available condition of callus maintenance)  

 



 

- 17 - 

3.1.2 Callus3.1.2 Callus3.1.2 Callus3.1.2 Callus의의의의    형태형태형태형태    

  은행잎으로부터 유도된 callus의 색은 빛의 유무에 따라 광 조건에서 녹색계열, 

암 조건에서 노란빛을 띠는 흰색계열의 색을 띄었다. 또한, 빛의 유무와 

상관없이 갈색계열의 callus가 형성되었다. 은행잎 유래 callus의 수분함유량은 

callus의 생체중과 건체중을 비교해 본 결과 평균 90% 이상으로 높게 나타났다. 

특히 NAA의 농도가 증가할수록 수분함유량은 높아져 무른 callus가 

형성되었으며, 광 조건에 비해 암 조건에서 수분함유량이 1~4% 더 높게 

나타났다. Kinetin과 BA가 조합 처리된 경우 10~100μM NAA를 단독으로 처리할 

때 보다 수분함유량이 적어 부수어지기 쉬운 형태의 callus가 형성되었다. 또한, 

kinetin에 비해 BA 조합처리구에서 callus의 수분함유량이 약 1% 높게 나타났다. 

은행나무에서 유도된 callus는 그 기원에 상관없이 수분을 많이 함유하거나 

부수어지기 쉽다는 공통점이 있다(Carrier et al. 1990; Kim et al. 1996; Laurain et 

al. 1997). Park 등(2004)은 은행나무 잎의 엽병에서 유도된 callus를 색에 의해 

white, yellow, brown으로 나타내었으며, 본 실험에서도 암 조건에서 동일하게 

3가지 색으로 구분되었다. 

  은행잎 절편체에서 callus는 Fig. 2에서 보는 것과 같이 잎의 절단면에서 

형성되거나(Fig. 2C, E), 잎 절편체 표면에서 형성되었다(Fig. 2D, F). Huh와 

Staba(1993)는 녹색계열의 callus로부터 계대배양을 지속함에 따라 반투명한 

callus가 형성된다고 보고한 바 있다. 이와 같은 결과로 본 실험에서도 절편체 

치상 후 5~6주 경과하여 녹색의 callus에서 반투명하거나 흰색의 callus가 

형성되었다(Fig. 2A). 그러나 광 조건에서 callus의 반투명화 현상은 은행잎 유래 

callus를 배양하는 동안 callus 유도 초기에 발생하는 현상으로 지속적으로 

유지되지는 않았다. 10μM NAA/0.5μM kinetin 조합처리시 Fig. 3B에서 보는 것과 

같이 짙은 녹색의 구형 callus가 일부 형성되며 수분함유량은 90%로 부수어지기 

쉬운 형태를 나타냈다. 그 외 다른 생장조절제 농도에서는 초기 callus 유도 

형태 및 부위와 상관없이 3~4회 계대배양 후 녹색의 밀집형 callus로 유지되어 
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생장조절제에 따른 형태적 차이는 없었다. 그러나 계대배양이 지속됨에 따라 

증가하는 callus의 갈변량은 생장조절제 농도에 따라 다르게 나타났다. 10μM 

NAA 처리구에서 30~40% 갈변율을 보였으며(Fig. 3A, B), 100μM NAA 

처리구에서는 20% 내외로 나타났다(Fig. 3C).  

  암 조건에서도 callus 유도시 광 조건에서와 같은 반투명한 callus가 

형성되었으나(Fig. 2B) 광 조건과 달리 지속적으로 유지되었다. 암 조건에서 

나타나는 callus의 형태는 Fig. 4와 같다. NAA 단독처리시 반투명한 묽은 

callus가 형성되었으며(Fig. 4A), NAA 농도가 높아질수록(1 → 100μM) 수분 

함유량이 높은 묽은 callus가 형성되었다. 특히, 100μM NAA/0.5μM kinetin 

처리구에서 갈색의 callus 표면에 흰색의 묽은 callus가 형성되기 시작하면서(Fig. 

4E) 3~4회 계대배양 후 다량 증식되었다(Fig. 4F). 1μM NAA 처리시 딱딱한 

밀집형 callus가 형성되나(Fig. 4D) 증식되지 않고, 계대배양이 지속되면서 

갈변량이 늘어나 3~4회 계대배양 후 괴사하였다. 10μM NAA와 0.5, 5μM BA, 

kinetin을 조합처리시 노란빛을 띄는 흰색 계열의 callus가 형성되었으며(Fig. 4B, 

C), 직경 1~2mm의 구형 callus가 모여있는 형태를 이루었다(Fig. 4B). 반투명한 

묽은 callus가 형성되는 100μM NAA와 0.5, 5μM BA가 조합처리 될 경우 

노란빛을 띠는 흰색 계열의 수분함량이 적은 callus를 형성하였다(Fig. 4C). 

그러나 100μM NAA와 0.5μM kinetin을 조합처리시 10μM NAA 단독처리구와 

유사한 흰색의 묽은 callus를 형성하였다. 은행잎 유래 callus 배양에서 

kinetin보다 BA가 강력한 생장 조절제로 작용하는 것으로 사료되며 100μM NAA 

단독처리시 callus의 지속적인 유지가 어려운데 반해 0.5μM kinetin을 

조합처리시 callus의 유지가 가능한 것으로 보아 고농도의 NAA가 callus에 

독성으로 작용하는 것을 저농도(0.5μM)의 kinetin이 조합되어 NAA의 독성이 

낮아지므로 callus의 유지 및 증식이 가능한 것으로 사료된다. 결과적으로 암 

조건에서 지속적인 계대배양 후 나타나는 은행잎 유래 callus의 형태를 4가지로 

구분하여 Table. 9에 표시하였다.  
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Figure 2.Figure 2.Figure 2.Figure 2. Initial shapes of callus induced from Ginkgo leaf disks grown on MS 

medium supplemented with growth regulators (NAA, kinetin). After 4 weeks 

cultures callus was induced from leaf segments under the light (A, C, D) and in 

the dark (B, E, F). Translucent callus was formed under the light (A) and in the 

dark (B). Callus was induced from the leaf edge (C, E) and leaf surface (D, F). 

(Bar = 1cm).   
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Figure 3.Figure 3.Figure 3.Figure 3. Shapes of callus induced from Ginkgo leaf disks grown on MS 

medium supplemented with growth regulators under the light. Callus was 

subcultured more than at 5 times every 4 weeks. (A): Friable callus; 10μM NAA 

and 0.5μM BA combination. (B): Small sized, dark green ball callus; 10μM NAA 

and 0.5μM kinetin combination. (C): Normal and compact callus; 100μM NAA 

and 0.5μM BA combination. (Bar = 1cm). 
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Figure 4.Figure 4.Figure 4.Figure 4. Shapes of callus induced from the Ginkgo leaf disks grown on MS 

medium supplemented with growth regulators in the dark. (A~E): Callus was 

subcultured at 5 times from induced callus. (F): Callus was subculture at 7 

times. (A, E, F): Water-soaked callus formation in NAA alone. (B): Compact 

and small ball shaped callus formation in 10μM NAA with cytokinins. (D): Hard 

and very compact callus formation in 1μM NAA with cytokinins. (C): Friable 

callus formation in 100μM NAA with BA. (A: 10μM NAA; B: 100μM NAA; C: 

10μM NAA/0.5μM kinetin; D, G: 100μM NAA/0.5μM kinetin; E: 100μM 

NAA/0.5μM BA; F: 1μM NAA/0.5μM kinetin, Bar = 1cm.) 
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Table 9.Table 9.Table 9.Table 9. Characteristics of some types of subcultured callus. 

 

      Character 

Types  

Color Feature Growth regulators Image 

A type 

Yellowish 

white 

Watery 

Translucent, 

globally callus 

attached 

10μM NAA 

 

B type 

Yellowish 

white 

Friable,  

globally callus 

attached  

10μM NAA/0.5μM BA, 

 10μM NAA/0.5μM kinetin, 

10μM NAA/5μM kinetin 

 

C type 

Yellowish 

white 

Friable 

100μM NAA/0.5μM BA, 

100μM NAA/5μM BA 

 

D type White 

Watery 

translucent 

100μM NAA/0.5μM kinetin 

 

(Callus induced from Ginkgo leaf disks on MS media containing growth 

regulator combinations. Callus was subcultured at 10 times. Bar = 1cm.) 
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3.1.3 Callus3.1.3 Callus3.1.3 Callus3.1.3 Callus의의의의    유지유지유지유지    

  광 조건에서는 녹색의 callus, 암 조건에서는 노란색을 띄는 흰색의 callus가 

잎 절편체 치상 후 약 3주가 경과하여 callus를 형성하기 시작하였다. 암 조건에 

비해 광 조건에서는 callus 증식속도가 1.2배 빠르게 나타났다. 이는 Kim 

등(1996)이 광 조건에서 callus 증식이 암 조건보다 1.5배 빠르다고 보고한 

결과와 동일하게 나타났다. 유도된 callus는 광 조건의 경우 6주, 암 조건의 

경우 8주가 경과하면 callus가 갈변하기 시작하여 계대배양이 요구되었다(Fig. 1). 

Carrier 등(1990)이 보고한 내용과 같이 callus의 갈변화는 계대배양 횟수가 

늘어감에 따라 증가하였다. 광 조건의 경우 계대배양 3~4회째 부터 계대배양 

후 3주가 경과하면 갈변이 시작되어 암 조건에 비교하여 빠르게 나타났다. 

따라서 광 조건의 경우 3~4주, 암조건의 경우 5주가 경과하면 계대배양이 

요구되었다. Lee 등(1993)은 Ginkgo biloba 세포배양에서 광 조건의 경우 암 

조건에 비해 당의 소모가 빠름을 보고한 바 있다. 이와 같은 결과는 세포의 

증식이 광 조건에서 더 빠르게 이루어지는 결과와 관련성이 있는 것으로 보이며, 

또한, 세포의 갈변이 광 조건에서 더 빠르게 진행되는 이유도 당을 비롯한 

양분의 소비가 암 조건에 비교하여 빠르기 때문에 나타나는 현상으로 사료된다. 

광 조건에서 갈변은 callus 상부에서 발생되었으며, 암 조건에서 갈변은 callus 

상부에 형성되거나 callus 색이 전체적으로 연한 갈색으로 변하면서 진행되었다. 

Park 등(2004)은 2,4-D, NAA를 처리한 MS배지에서 은행잎 엽병으로부터 

callus를 유도한 결과 유도된 callus의 지속적인 유지를 위해서는 callus가 

갈색으로 형성되는 2,4-D보다 노랑색이나 흰색으로 형성되는 NAA가 callus 

유도 및 유지에 효과적임을 보고 하였다. 본 실험에서도 2,4-D가 첨가된 기본 

MS배지에서 유도된 은행 잎 유래 callus 또한 갈색의 callus 형성량이 

많아지면서 2~3회 계대배양시 완전 괴사하여 지속적인 유지에는 유용하지 

못하였다. 또한, callus 유도에 효과적인 NAA가 첨가된 기본 MS배지에서도 

50μM BA 또는 kinetin을 조합 처리하였을 경우 4주 후 callus가 갈변하기 
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시작하여 2회 계대배양시 괴사하였다. 따라서 고농도의 cytokinin 처리 역시 

지속적인 callus 유지에는 부적합하였다. 광 조건의 경우 10, 100μM NAA 

단독처리구와 이에 0.5, 5μM BA, kinetin 조합처리구에서 은행잎 유래 callus가 

지속적으로 유지되었다. 암 조건의 경우 10μM NAA 단독처리, 10, 100μM NAA와 

0.5μM BA, kinetin 조합처리, 100μM NAA/5μM BA, 10μM NAA/5μM kinetin 

처리구에서 지속적으로 callus가 유지되었다. 

 

3.2 3.2 3.2 3.2 현탁배양현탁배양현탁배양현탁배양        

3.2.1 3.2.1 3.2.1 3.2.1 광광광광    조건조건조건조건    

  고체배지에서 callus 유도 후 지속적인 유지가 가능한 생장조절제 조건(Table. 

1, 4)을 선발하여 현탁배양하였다. 10, 100μM NAA에 0~5μM BA, kinetin이 조합 

처리된 기본 MS고체배지에서 배양 중인 녹색계열의 callus를 phytagel이 제거된 

동일 조성의 기본 MS액체배지로 계대배양한 후 1주가 경과하면 녹색의 callus가 

갈색 및 연두색으로 변하였다. Huh와 Staba(1993)는 은행나무의 줄기 

정단부에서 유래된 callus로 현탁배양한 결과 밝은 녹색의 callus가 1주 후 

노란빛을 띄는 갈색으로 변하며, 현탁배양이 지속됨에 따라 세포집합체 크기가 

커진다고 보고 하였다. Callus의 이러한 초기 갈변현상은 현탁배양 체제로의 

변화에 있어서 교반기의 회전이 callus에 스트레스로 작용하여 나타난 현상으로 

사료된다. 액체배양으로 전환 후 callus의 변화양상은 NAA의 농도에 따라 

다르게 나타났다. 10μM NAA 처리시 2~3주가 경과하면 증식이 활발히 

이루어지면서 갈색 및 연두색으로 변하였던 callus가 녹색으로 변하기 

시작하였다. Callus 크기는 직경 1mm 이하의 작은 입자형과 2~4mm의 밀집된 

callus로 구분되었다. 10μM NAA에 0.5μM BA 또는 kinetin을 조합처리한 경우 

10μM NAA 단독처리구에 비해 callus가 진한녹색을 띄며, 크기가 큰 밀집형 

callus를 형성하였다(Fig. 5A, B, D, E). 3~4회 계대배양 후 1mm 이하의 작은 

입자형 callus가 증식되어 4~5회 계대배양 후 10μM NAA 단독처리구와 유사한 
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상태로 유지되었다. Callus는 1.5~2배로 증식하였으며 녹색을 띄었다. 100μM 

NAA 처리시 1주 경과 후 callus의 상태는 10μM NAA 처리구와 유사하였으나 

2주 경과 후 녹색 callus가 증가하는 10μM NAA 단독처리구 또는 10μM NAA에 

0.5μM BA 또는 kinetin 조합처리구와 달리 callus 색이 갈색으로 지속되었으며, 

증식되지 않았다. 이후 3~4주 경과하여 callus가 괴사하였다. 10μM NAA에 

5μM의 BA 또는 kinetin을 조합처리하였을 경우 0.5μM BA 또는 kinetin 

처리구에 비해 갈색 및 연두색으로 변한 callus가 다시 녹색으로 변화되는 

기간이 2주로 더 오랜 배양기간에 이루어졌다. 또한 callus가 녹색으로 변해가는 

과정에서 배양액이 흰색으로 탁해지는 특징을 보였으며, 이와 동시에 callus 

표면이 거칠어지면서 연두색으로 변하였다. 결국 callus 증식은 이루어지지 않고 

5~6주 후 괴사하였다. 은행잎 유래 callus를 이용한 현탁배양시 고체배양에서 

유지가 가능하였던 100μM NAA 단독처리구 및 10, 100μM NAA와 5μM BA 또는 

kinetin의 조합처리구에서 callus가 유지되지 못하고 괴사하였다. 고체배양에 

비해 현탁배양의 경우 callus와 배지의 접촉면이 넓어 세포의 대사활성이 

빨라진다. 따라서 고농도의 생장조절제가 곧바로 흡수되어 callus에 독성으로 

작용하여 괴사하는 것으로 사료된다.  

  10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM kinetin 3가지 생장조절제 

조성에서 은행 잎 유래 callus의 현탁배양이 가능하였으며, 20회 이상 계대배양 

후에도 유지•증식되었다. NAA에 BA 또는 kinetin이 조합처리된 경우 20회 이상 

계대배양 후 직경 1mm 이하의 미세한 callus가 직경 2~4mm의 밀집형 

callus에 비해 2배 이상 빠르게 증가하였다. 1mm 이하의 callus만 분리하여도 

증식이 계속되어 cell line 유지가 가능하였으며(Fig. 5F), 현미경으로 관찰한 

결과 한 개의 미세한 callus는 7~20개의 세포가 세포괴를 형성하고 있는 것으로 

나타났다(Fig. 5G). 35회 계대배양 후 callus가 전체적으로 미세한 입자형 

callus로 전환되었으며 2주 후 2배로 증식하였다. 10μM NAA 단독처리시 30회 

이상 callus 유지 및 증식이 가능하였고 증식율도 2~3주에 2배로 나타나 BA, 
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kinetin 조합처리구와 유사하였다. 그러나 BA, kinetin 조합처리구에서 나타난 

미세 callus의 증식은 20% 내외였으며, 30회 이상 계대배양시 배양액이 

흰색으로 탁해지기 시작하였다. 배양이 지속되면서 callus가 거칠어 지고 결국 

갈변하여 유지되지 못하였다(Fig. 5C). 10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA 

처리구의 경우 배양기간 중 callus 사이즈가 다시 증가하기도 하였으나, 10μM 

NAA/0.5μM kinetin 조합처리구의 경우 40회 이상 계대배양 후에도 미세한 

입자형 callus의 상태가 지속적으로 유지되었다. 이는 세포수를 증가시키는 

cytokinin의 영향으로 사료되며, BA에 비해 kinetin이 강력하게 작용하는 것으로 

사료된다. 결과적으로 은행잎 유래 callus의 현탁배양에서 callus의 지속적인 

유지를 위한 효과적인 생장조절제 농도는 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM 

NAA/0.5μM kinetin으로 나타났다. 
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Figure 5.Figure 5.Figure 5.Figure 5. Changes of callus shape in suspension cultures under the light. 

Callus was cultured in MS medium supplement with growth regulators (NAA, 

kinetin). (A~C): Supplemented with 10μM NAA. (D~F): Supplemented with 

10μM NAA with 0.5μM BA or kinetin. (C): Change of the callus color to brown 

in 10μM NAA. (G): Light micrograph of callus in F subcultured more than 20 

times. ×100. (A, B, D, E): Callus was subcultured at 3 times. (C, F): 

Subcultured more than 20 times. (Bar = 1cm; G bar = 0.2mm). 
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3.2.2 3.2.2 3.2.2 3.2.2 암암암암    조건조건조건조건    

고체배지에서 callus의 지속적인 유지가 가능한 생장조절제 조건(10μM NAA 

단독처리, 10, 100μM NAA와 0.5μM BA, Kinetin 조합처리, 100μM NAA/5μM BA, 

10μM NAA/5μM kinetin처리)의 callus를 phytagel이 제거된 동일 조성의 기본 

MS배지에 계대배양한 후 1주일이 경과하면 노란빛을 띠는 흰색의 callus 일부가 

연한 갈색으로 변한다. 이는 광 조건에서 현탁배양 1주일 후 callus가 갈색 및 

연두색으로 변하는 것과 동일하였다. 10μM NAA 단독 처리시 2~3회 계대배양 

후 노란빛을 띠는 흰색 callus로 크기가 증가하며 증식을 시작한다. 계대배양 

4~5회 후 고체배양에서와 같은 반투명한 callus가 형성된다(Fig. 6A, B). 

반투명한 callus는 부수어지기 쉬운 형태로 배양이 지속됨에 따라 부정형의 

callus로 작게 형성되며(Fig. 6C), 1~2주 후 2배로 증식하였다. 10μM NAA를 

제외한 생장조절제 조건에서는 1주 후 연한 갈색으로 변한 callus가 2~3회 

계대배양 후에도 증식되지 못하고 괴사하였다. 결과적으로 암 조건에서 은행 잎 

유래 callus의 현탁배양에 효과적인 생장조절제 농도는 10μM NAA 단독처리구로 

나타났다. 
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Figure 6.Figure 6.Figure 6.Figure 6. Changes of callus shape in suspension culture in the dark condition. 

Callus was grown in MS medium supplemented with 10μM NAA. (A, B): Callus 

was subcultured at 5 times. (C): The size of callus was changed to very small 

in subcultures more than 20 times. (D): Light micrograph of callus in C. ×100. 

(Bar = 1cm; D bar = 0.2mm). 
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3.3 3.3 3.3 3.3 생장곡선생장곡선생장곡선생장곡선        

3.3.1 3.3.1 3.3.1 3.3.1 광광광광    조건조건조건조건    

  10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM kinetin 3가지 생장조절제 

조성에서 은행잎 유래 callus 0.2g을 접종하여 3일 간격으로 건 체중을 조사한 

결과는 Fig. 7~9와 같다. 생장조절제 농도와 관련 없이 lag phase는 15일을 

전후하여 나타났으며, 배양 24~30일 후 stationary phase에 이르는 시그모이드 

곡선을 나타내었다. Jeon 등(1993)은 은행잎 유래 callus 3g을 배양액 80ml에 

주입하여 현탁배양 한 결과 19일 후 stationary phase가 이루어짐을 보고하였다. 

이는 본 실험 결과 보다 10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM 

kinetin 처리구에서 각각 11, 5, 8일 빠르게 나타난 결과로서 초기 callus 

주입량의 차이에 의한 것으로 사료된다. 3일 후 건체중이 각각 0.015, 0.013, 

0.01g에서 stationary phase에 callus 건체중은 각각 0.124, 0.019, 0.036g으로 

증가하였다. 10μM NAA 단독처리구에서 callus 생장량이 0.109g 증가하여 가장 

높았다. 조합처리된 cytokinin에 의한 효과는 kinetin을 처리하였을 때 BA보다 

생장량이 0.02g높게 나타났다.   
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Figure 7.Figure 7.Figure 7.Figure 7. Growth curves of callus induced from Ginkgo leaf disks in MS 

medium supplemented with 10μM NAA. Initial inoculums = 0.2g (fresh weight), 

10ml/50ml Erlenmeyer flask. Each value represents the average of dry weight 

the cell clusters from 3 flasks.  
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Figure 8.Figure 8.Figure 8.Figure 8. Growth curves of callus induced from Ginkgo leaf disks in MS 

medium supplemented with 10μM NAA and 0.5μM BA. Initial inoculums = 0.2g 

(fresh weight), 10ml /50ml Erlenmeyer flask. Each value represents the average 

of dry weight the cell clusters from 3 flasks. 
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Figure 9.Figure 9.Figure 9.Figure 9. Growth curves of callus induced from Ginkgo leaf disks in MS 

medium supplemented with 10μM NAA and 0.5μM kinetin. Initial inoculums = 

0.2g (fresh weight), 10ml /50ml Erlenmeyer flask. Each value represents the 

average of dry weight the cell clusters from 3 flasks. 
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3333.3.2 .3.2 .3.2 .3.2 암암암암    조건조건조건조건    

  현탁배양으로 지속적인 유지가 가능한 10μM NAA 생장조절제 조성에서 은행 

잎 유래 callus 0.2g을 주입하여 3일 간격으로 건 체중을 측정한 결과는 Fig. 

10과 같다. Lag phase는 광 조건과 동일하게 15일을 전후하여 나타났으며, 배양 

27일 후 stationary phase에 도달하였다. Park 등(2004)은 은행 잎 엽병에서 

유래한 callus를 이용하여 20μM NAA가 첨가된 MS액체배지에서 callus 주입량을 

10~50%로 변화시켜 생장량을 조사한 결과 20%의 callus를 주입하였을 때 3주 

후 stationary phase가 나타나 가장 효과적임을 보고하였다. 이는 본 

실험결과보다 6일 빠르게 나타난 결과로 callus 주입량의 차이에 의한 것으로 

사료된다. Lee 등(1993)은 Ginkgo biloba 세포배양에서 암 조건에 비해 명 

조건에서 callus 건체중의 증가량이 1.75배 높게 나타나 빛이 세포성장을 

촉진한다고 보고하였다. 또한, 배양기간에 따른 당의 소모량을 조사하여 광 

조건에서 당이 빠르게 소모되며 이는 광 조건에서 세포성장이 빠른 것과 

일치함을 보고하였다. 본 실험에서 Stationary phase에 이르기 까지 callus 

생장량은 0.037g으로 배지 조성이 동일한 광 조건에서 0.124g 증가한 것에 

비해 0.087g 낮게 나타나 Lee 등(1993)의 보고와 같이 광 조건에서 callus 

증식이 효과적이었다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 35 - 

 

 

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

day

d
ry

 w
e
ig

h
t 
(g

)

 

Figure 10.Figure 10.Figure 10.Figure 10. Growth curves of callus induced from Ginkgo leaf disks in MS 

medium supplemented with 10μM NAA. Initial inoculums = 0.2g (fresh weight), 

10ml /50 ml Erlenmeyer flask. Each value represents the average of dry weight 

the cell clusters from 3 flasks. 
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3.4 3.4 3.4 3.4 습관성습관성습관성습관성 callus  callus  callus  callus 유도유도유도유도        

3.4.1 3.4.1 3.4.1 3.4.1 고체배양에서고체배양에서고체배양에서고체배양에서    습관성습관성습관성습관성 callus callus callus callus의의의의    유도유도유도유도        

생장조절제가 제거된 기본 MS배지에 은행잎 유래 callus를 계대배양한 후 

4주가 경과하면 광 조건의 경우 callus가 갈변 또는 괴사하였다. 10μM NAA 

처리구의 경우 완전 괴사하였으며, 100μM NAA 처리시 약 50%의 callus가 

녹색을 유지하였다. 이후 callus의 수분함량이 낮아지면서 딱딱한 밀집형으로 

변했다. Callus는 증식되지 않았으며, 2~3회 계대배양 후 괴사하였다. NAA에 

조합처리한 cytokinin의 종류에 따른 영향은 나타나지 않았다. 고농도의 

생장조절제 조건에서 자란 callus가 생장조절제가 제거된 기본 MS배지에서 

4~12주 오래 생존한 것은 계대배양시 callus에 생장조절제가 묻어나거나 callus 

내 생장조절제 잔존량에 의한 것으로 사료된다. 암 조건의 경우 callus가 3~4회 

계대배양 후에도 유지되어 광 조건에 비해 습관성 callus 유도에 효과적이었다. 

생장조절제가 제거된 MS배지에서 습관성 callus를 유도하는 동안 callus의 

형태적 변화는 Fig. 11에 나타내었다. 생장조절제의 농도에 따라 유지, 증식되는 

callus의 형태와 상관없이 callus 표면부터 직경 0.5~2mm의 구형 callus를 

형성하기 시작하며, 계대배양이 지속될수록 수분함량이 낮은 구형 callus가 

형성되어 딱딱해진다. 이러한 callus의 밀집화 현상은 100μM NAA 조건에서 

형성되는 묽은 callus의 경우 10μM NAA 처리구에 비해 4~8주 늦게 나타나 

시간적인 차이는 있었으나 결국 딱딱한 밀집형으로 같은 형태가 되었다. 이와 

같은 callus의 형태적 변화와 함께 생장조절제의 제거로 인해 callus가 

갈변되었다. 갈변정도는 광 조건과 마찬가지로 고농도의 생장조절제가 처리된 

경우 늦게 나타나 저농도에 비해 2~3회 계대배양이 가능하였다. 그러나 

callus는 증식되지 않았으며 갈변량이 늘어나 최대 4~5회 계대배양 후 

괴사하였다. Callus의 형태적 변화에 있어서 BA와 kinetin의 영향은 없었다(Fig. 

11C~F). 또한, callus 갈변은 같은 농도의 NAA 조건에서 조합처리한 

cytokinin의 농도가 높아질수록 늦게 나타났다(Fig. 12B, D, F). 생장조절제가 
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제거된 기본 MS배지에 계대배양시 광 조건에 비해 암 조건에서 callus가 

괴사하지 않고 오래 유지되었으며, 암 조건의 경우 4~8주 이상 callus 유지가 

가능하였다. 이는 광 조건에서 callus 증식이 더 효과적인 것으로 미루어 볼 때 

대사작용이 빨리 이루어지는 것으로 사료되며, 생장조절제의 제거에 대한 반응 

또한 빨리 나타나는 것으로 사료된다.  
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Figure 11.Figure 11.Figure 11.Figure 11. Changes of the callus shape after subculture on MS medium without 

growth regulators in the dark condition. Callus color was changed into brown 

and compact from yellowish white and watery callus. Callus induced on MS 

medium supplemented with 100μM NAA were transferred to MS medium after 2 

times subculture (A) and after 3 times subculture (B). Callus was induced on 

MS medium supplemented with 100μM NAA and 0.5μM kinetin was transfered 

to MS medium after 3 times subculture (C) and after 3 times subculture (D). 

Callus induced on MS medium supplemented with 100μM NAA and 0.5μM BA 

were transferred to MS medium after 2 times subculture (E) and 3 times 

subculture (F). (Bar = 1cm). 
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Figure 12.Figure 12.Figure 12.Figure 12. Effect of kinetin concentrations on callus habiatution. (A, C, E): after 

1 times subculture to MS medium without growth regulator; (B, D, F): after 2 

times subculture to MS medium without growth regulator; (A, B): callus 

induced on MS medium supplemented with 10μM NAA; (C, D): callus induced 

on MS medium supplemented with 10μM NAA and 0.5μM kinetin; (E, F): callus 

induced on MS medium supplemented with 10μM NAA and 5μM kinetin. (Bar = 

1cm). 
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3.4.2 3.4.2 3.4.2 3.4.2 현탁현탁현탁현탁배양에배양에배양에배양에    의한의한의한의한    습관성습관성습관성습관성 callus callus callus callus의의의의    유도유도유도유도        

3.4.2.1 광 조건  

  10μM NAA, 10μM NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM kinetin의 3가지 

생장조절제가 함유된 기본 MS액체배지에서 증식 중인 녹색계열의 callus를 

생장조절제가 제거된 기본 MS액체배지로 계대배양한 후 1주가 경과하자 

배양액이 흰색으로 탁해졌다. 또한, 녹색계열의 callus의 색이 옅어지면서 

연두색으로 바뀌었다. Callus의 색은 계속 옅어지면서 2~3주가 경과하자 

괴사하였다(Fig. 13). 이러한 현상은 3가지 조건에서 공통적으로 나타났으나 

10μM NAA가 첨가된 기본 MS액체배지에서 증식되었던 callus에서 1~2주 늦게 

이루어졌다. 이는 각 조건의 callus 크기와 관계 있는 것으로 사료된다. 

현탁배양의 경우 callus의 크기는 양분의 흡수효율과 관계가 있으며, 크기가 

작을수록 흡수효율이 높아 callus의 크기를 작게 유지하는 것이 유리하다. 

계대배양이 지속되면서 NAA와 BA, NAA와 kinetin 조합처리시 callus 크기가 

직경 0.5~1mm로 작아지는 결과와 달리 NAA 단독처리시 callus는 직경 

1~3mm로 크게 유지되었다. 따라서 NAA와 BA, NAA와 kinetin이 조합처리된 

배지에서 유지, 증식된 작은 크기의 callus는 생장조절제가 제거된 기본 

MS액체배지와 넓은 접촉면을 통해 빠르게 흡수, 대사가 이루어져 반응이 빨리 

나타난 것으로 사료된다.  

  생장조절제의 농도를 단계적으로 낮추기 위해 1μM NAA가 첨가된 기본 

MS액체배지로 계대배양하였을 경우도 1주가 경과하면서 배양액이 흰색으로 

탁해지며, callus의 색이 옅어져 연두색으로 변하였다. 연두색의 callus를 다시 

생장조절제가 제거된 기본 MS액체배지로 계대배양한 후, 2~3주가 지나면 

callus는 괴사하였다. 따라서 광 조건에서 현탁배양 중인 callus로부터 습관성 

callus의 유도는 이루어지지 않았다. 이는 고체배양에 비해 대사활성이 빠르게 

이루어지는 현탁배양에서 갑작스런 생장조절제의 제거가 callus에 강한 

스트레스로 작용하여 이루어진 결과로 사료된다.  
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Figure 13.Figure 13.Figure 13.Figure 13. Induction of habituation in suspension culture. Change of color to 

brown from dark green. Callus induced in MS medium supplemented with 10 

μM NAA and 0.5 μM kinetin in the light. Callus was transfer to MS medium 

without growth regulators. From the left subculturing was performed 1, 3, 4 

and 5 times, respectively.  
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3.4.2.2 암 조건  

  10μM NAA가 함유된 기본 MS액체배지에서 유지•증식 중인 노란빛을 띠는 

흰색계열의 callus를 생장조절제가 제거된 기본 MS 액체배지에 계대배양한 후 

1주가 경과하자 광 조건과 유사하게 배양액이 흰색으로 탁해졌다. 생장조절제가 

제거된 기본 MS배지에 계대배양 2~3주 후 callus 형태는 두 가지로 나타났으며, 

Fig. 15에 나타내었다. 노란빛을 띠는 흰색 계열의 callus로 밀집된 작은 

입자형의 callus를 형성하거나(Fig. 14A), 노란색을 띠는 입자형의 callus가 

형성되었다(Fig. 14B). 생장조절제가 제거된 기본 MS배지로 계대배양시 callus의 

형태가 밀집된 입자형이 되는 현상은 고체배양에서 나타나는 callus 밀집화 

현상과 동일하게 나타났다. 현미경을 통해 관찰한 결과 육안으로 관찰한 것과 

같이 둥근 구형으로 밀집되어 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 14C, D). 이는 

생장조절제가 첨가된 기본 MS배지에 배양중인 callus의 경우 세포가 부정형으로 

느슨하게 모여있는 것과 다른 형태를 나타냈다(Fig. 6D). Callus의 색이 

노란색으로 변화한 경우 배양액은 다시 흰색으로 탁해졌으며, 1~2주 경과 후 

callus가 괴사하였다. 노란빛을 띠는 흰색 callus의 경우 흰색으로 탁해졌던 

배양액이 2~3주 후 생장조절제가 함유된 조건과 동일하게 반투명하게 맑아졌다. 

생장조절제가 함유된 조건에서는 2~3회 계대배양 후 callus 양이 2배로 

증가하는데 비해 생장조절제가 제거된 기본 MS액체배지에서 callus는 4~5회 

계대배양 후 2배가 되거나 5회 이상 계대배양하여도 callus 양이 증가하지 

않았다. 그러나 10회 이상 계대배양 후에도 callus는 생장조절제를 첨가하였을 

때와 동일하게 노란빛을 띠는 흰색계열의 색을 유지하며 괴사하지 않으므로 

차후 유도자에 의한 증식율 증가와 유효 대사산물의 생산이 가능할 것으로 

기대된다.  
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Figure 14.Figure 14.Figure 14.Figure 14. Two types of callus shape and micrograph feature after 10 times 

subcultured in MS medium without growth regulators. Callus shape was 

compact, but color of the callus was yellowish white (A) or yellow (B). (C): 

Light micrograph of A. ×100. (D): Light micrograph of B. ×100. Yellowish 

white callus was more active than yellow callus. (A bar = 1cm; C bar = 0.2mm). 
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3.5 Flavonol glycosides 3.5 Flavonol glycosides 3.5 Flavonol glycosides 3.5 Flavonol glycosides 확인확인확인확인        

  HPLC(High performance liquid chromatography)는 액체인 유동상을 주입하여 

미량의 물질을 분리, 정제시 사용하는 크로마토그래피의 한 종류이다. 본 

실험에서 표준물질로 사용한 quercetin dehydrate및 kemperol을 methanol에 

녹여 HPLC를 통해 분석한 결과 각각 28.997, 30.386min에 pick가 나타나 

HPLC를 통해 두 물질의 분리가 가능함을 확인하였다. 은행잎 및 은행잎 유래 

callus 추출물의 spectrum은 Fig. 15, 16에 표시하였다. 시료 20μl를 주입하여 

HPLC spectrum을 분석한 결과 은행잎의 경우 quercetin dehydrate가 

0.072μg/20μl 검출되어 시료의 0.013%를 차지하였으며, keamperol은 

2.24μg/20μl 검출되어 시료의 0.39%를 차지하였다(Fig. 15). 은행잎 유래 

callus의 경우 quercetin dehydrate, keamperol이 각각 0.556, 0.157μg/20μl 

검출되어 시료의 0.97, 0.027%를 차지하였다. Lee 등(1993)은 quercetin에 비해 

keamperol의 생성에 빛의 영향이 크다고 보고하였으며, 광 조건에서 현탁배양한 

결과 약 0.06mg/L의 keamperol을 검출하였다. Kim 등(1998)은 은행잎 유래 

callus를 이용한 현탁배양에서 0.015mg/L의 keamperol을 검출하여 보고하였다. 

또한, 빛, 온도, UV 등이 flavonol glycoside 생산에 미치는 영향을 조사한 결과 

keamperol 생성량이 약 0.05mg/L로 향상됨을 보고한 바 있다. 이에 비해 본 

실험에서 검출된 keamperol은 0.785mg/L로 Lee와 Kim이 건조하지 않은 callus 

2g을 추출시료로 사용한 것을 감안하여 약 7배 높은 함량이 검출되었다. 은행잎 

추출물의 경우 표적물질 외 다른 불순물이 많이 포함되어있으나(Fig. 15) 은행잎 

유래 callus의 경우 다른 불순물이 적게 나타나(Fig. 16) 표적물질의 순수분리가 

유용할 것으로 사료된다. 은행잎 추출물의 경우 quercetin dehydrate에 비해 

keamperol 함량이 31배 높게 나타났다. 이에 비해 은행잎 유래 callus의 경우 

quercetin dehydrate가 keamperol에 비해 3.5배 높게 나타나 두 표준물질의 

함량비가 은행잎 추출물과 다른 양상을 나타내었다. 이와 같은 은행잎과 은행잎 

유래 callus에서 나타나는 유효성분의 함량차이는 Kim 등(1996)의 보고와 같이 
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분화되어 있는 원식물체에서 flavonoid의 생합성과 합성된 flavonoid의 이동 및 

축적의 부위가 달라 탈분화된 callus에서는 flavonoid의 생합성, 이동 및 축적 

등의 활성기작이 다르기 때문인 것으로 사료된다.  
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Figure 15.Figure 15.Figure 15.Figure 15. HPLC chromatogram of quercetin dehydrate and keamperol in the 

extract of Ginkgo leaves. Coloum: C-18(5μm, 4.6mm I.D.×250mm); injection 

volume: 20μl; injection concentration: 29mg/ml; flow late: 1ml/min; peak 

identification: quercetin, RT = 27.2; keamperol, RT = 28.6. 
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Figure 16.Figure 16.Figure 16.Figure 16. HPLC chromatogram of quercetin dehydrate and keamperol in callus 

extract. Callus induced from Ginkgo leaf disks in MS medium supplemented 

with 10μM NAA on light in suspension culture. Coloum: C-18(5μm, 4.6mm 

I.D.×250mm); injection volume: 20μl; injection concentration: 29mg/ml; flow 

late: 1ml/min; peak identification: quercetin, RT = 28.1; keamperol, RT = 29.2. 
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3.6 DPPH assay 3.6 DPPH assay 3.6 DPPH assay 3.6 DPPH assay     

 DPPH assay는 안정한 프리 라디칼인 DPPH(1,1-Diphenyl-2-

picrylhydrazyl)가 일정량의 시료용액과 반응하여 DPPH 라디칼이 감소하는 

정도를 spectrophotometer를 이용하여 간접적으로 시료의 항 산화력을 

측정하는 방법이다. 본 실험에서 DPPH assay에 의한 흡광도측정 결과 은행잎의 

경우 은행잎 유래 callus에 비해 현저히 낮은 항 산화력을 보였다. 광 조건에서 

10μM NAA, 10μM NAA에 0.5μM BA 또는 kinetin 이 조합처리된 기본 MS 

배지에서 현탁배양한 callus의 경우 각각 0.15, 0.5, 0.25ml/ml 농도에서 라디칼 

소거능이 80%를 넘었으나 은행잎의 경우 0.5ml/ml 농도에서도 라디칼 소거능이 

12%로 낮게 나타났다.  

10μM NAA가 단독 처리된 배지에서 자란 callus의 경우 추출액을 0.026ml/ml 

처리시 ascorbic acid 0.01ml/ml과 같은 효과를 보여 가장 높게 나타났다(Fig. 

17). 이는 같은 농도의 ascorbic acid가 갖는 항 산화력의 약 50%에 해당한다. 

또한, 육안으로 확인되는 callus의 형태 및 색상이 같음에도 항 산화력은 조합 

처리된 cytokinin의 종류에 따라 다르게 나타났다. 10μM NAA에 0.5μM의 kinetin 

조합처리 구에서 자란 callus 추출물 0.046ml/ml을 처리하였을 때 ascorbic acid 

0.01ml/ml과 같은 효과를 나타내어 ascorbic acid의 약 25%에 해당하는 항 

산화력을 보였다. BA 조합처리구에서 자란 callus의 경우 0.102ml/ml을 

처리하였을 때 같은 효과를 나타내어 ascorbic acid가 갖는 항 산화력의 약 

10%에 해당하는 항 산화력을 보였다. 따라서 항 산화력 관련물질 생산에 BA 

보다 kinetin을 처리하였을 때 2배 이상 효과적이었다(Fig. 17).  

10μM NAA 단독 처리시에도 callus의 배양방식에 따라 Fig. 18과 같이 항 

산화력은 다르게 나타났다. 현탁배양의 경우 0.15ml/ml, 고체배양의 경우 

0.5ml/ml을 처리하였을 때 라디칼 소거능이 80%를 넘어 callus를 현탁배양 

하였을 때 고체배양에 비하여 약 4배 높은 항 산화력을 보였다. 식물체에서 항 

산화작용을 하는 식물성 화학물질로서 flavonoids는 자외선 또는 온도, 가뭄과 
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같은 환경적 스트레스에 대한 방어기작으로 작용한다(Ellnain-Wojtaszek et al. 

2002; Goh et al. 2003). Callus 현탁배양의 경우 교반기에 의한 회전 또한 

환경적 스트레스의 하나로 작용하여 고체배지에서 배양한 callus에 비해 

현탁배양한 callus 추출물에서 항 산화력이 높게 나온 것으로 사료된다. 

일반적으로 flavonoids는 빛에 의해 생성이 촉진된다고 보고되고 있으며(EBEL 

and HAHLBROCK. 1977; Heller et al. 1979; Kim et al. 1998), Lee 등(1993)은 

Ginkgo biloba 세포배양에서 flavonol glycosides 생합성량을 조사한 결과 암 

조건에 비해 광 조건이 최대 10배 높게 나타남을 보고하였다. 본 실험에서도 

생장조절제의 농도가 같음에도 빛 조건에 따라 항 산화력이 다르게 

나타났다(Fig. 19). 광 조건의 경우 0.15ml/ml, 암 조건의 경우 0.5ml/ml을 

처리하였을 때 라디칼 소거능이 80%를 넘어 광 조건이 암 조건에 비해 약 4배 

높게 나타났다. 또한, 암 조건에서 현탁배양한 경우 광 조건에서 현탁배양한 

callus 추출물의 항 산화력 보다 낮은 것으로 보아 callus 배양조건 중 빛 

조건이 배양 방식 및 생장조절제 농도에 비해 1차적인 영향을 미치는 것으로 

사료된다. 결과적으로 은행잎 유래 callus 추출물의 항 산화력은 광 조건에서 

10μM NAA가 처리된 기본 MS배지에 callus를 현탁배양 하였을 때 가장 높게 

나타났다.  
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Figure 17.Figure 17.Figure 17.Figure 17. Inhibition of hydrogen donor activity measured by DPPH method. 

Callus was grown in MS medium supplemented with growth regulators (7N: 

10μM NAA/0.5μM BA, 7NK: 10μM NAA/0.5μM kinetin, 3N: 10μM NAA).  
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Figure 18.Figure 18.Figure 18.Figure 18. Effect of culture method on H-donating activity. (suspension):  

Callus was grown in MS medium supplemented with 10μM NAA. (solid): Callus 

were grown on MS medium supplemented with 10μM NAA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 52 - 

 

y = 273.27x + 3.8029

R
2
 = 0.9775

y = 444.18x + 10.188

R
2
 = 0.9242

0

20

40

60

80

100

120

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

volume (ml/ml)

in
h
ib

it
io

n
 (

%
)

light

dark

 

FFFFigure 19.igure 19.igure 19.igure 19. Effect of light condition on H-donating activity. Growth regulator 

concentration was 10μM NAA. 
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4. 4. 4. 4. 결론결론결론결론    

은행나무(Ginkgo biloba L.) 잎을 이용한 조직배양에서 callus 유도에 효과적인 

생장조절제 조건은 광 조건에서 10μM NAA와 5μM BA, 0.5μM kinetin을 

조합처리시 callus 유도율이 90%로 가장 높게 나타났으며, 암 조건의 경우 

10μM NAA/0.5μM BA에서 85%로 가장 높게 나타났다. 유도된 callus는 광 

조건의 경우 10, 100μM NAA 단독처리구와 이에 0.5, 5μM BA, kinetin 

조합처리구에서 지속적으로 유지되었다. 암 조건의 경우 10μM NAA 단독처리, 

10, 100μM NAA와 0.5μM BA, kinetin 조합처리, 100μM NAA/5μM BA, 10μM 

NAA/5μM kinetin 처리구에서 지속적으로 callus가 유지되었다. Callus의 

지속적인 유지가 가능한 조건에서 현탁배양을 시도한 결과 광 조건의 경우 

10μM NAA/0.5μM BA, 10μM NAA/0.5μM kinetin 조합처리구에서 현탁배양이 

가능하였으며, 암 조건의 경우 10μM NAA 처리구에서 현탁배양이 가능하였다. 

또한, 습관성 callus의 유도에는 고체배양보다 액체배양이 유리하였다. 특히, 암 

조건의 경우 생장조절제가 제거된 기본 MS액체배지에 callus 주입 후 10회 

이상 계대배양 후에도 callus가 유지되어 유도자에 의한 습관성 callus 유도의 

가능성을 시사하였다. HPLC를 통한 flavonol glycosides를 분석한 결과 10μM 

NAA가 처리된 조건에서 현탁배양된 녹색 callus에서 quercetin dehydrate와 

keamperol이 각각 0.556, 0.157μg/20μl 검출되었다. 잎 추출물에 비해 

표적물질을 제외한 불순물이 적어 표적물질의 순수생산이 가능할 것으로 

기대되며, keamperol의 경우 기존의 보고에 비해 7배 높은 함량이 검출되었다. 

DPPH assay에 의한 항 산화효과 측정에서는 고체배양보다 현탁배양된 callus의 

추출물에서 항 산화효과가 높게 나타났으며, 암 조건에 비해 광 조건에서 항 

산화효과가 높게 나타났다. 특히, 광 조건에서 10μM NAA가 처리된 MS배지에 

현탁배양한 callus 추출물 0.026ml/ml 처리시 ascorbic acid 0.01ml/ml과 같은 

효과를 나타냈다. 이는 ascorbic acid가 갖는 항 산화력의 50%에 해당하며, 

배양중인 callus가 본 실험에서 표적물질로 사용하지 않은 항 산화관련 물질을 
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생산하고 있음을 시사하였다. 따라서 유도자 및 배양조건의 선발에 의한 항 

산화물질의 대량생산 및 순수분리가 요구되며, 가능할 것이라 사료된다. 
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