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Abstract Leaf and petiole explants of Pulsatilla koreana NAKAI were cultured on MS medium supplemented with various 

concentrations of zeatin, kinetin or BAP combined with 0.05 mg/L IAA. After 6 weeks of culture, effects of cytokinin on 

adventitious shoot formation from explants were investigated. The highest frequency of shoot formation was obtained when 

petiole explants were cultured on medium with 0.5 mg/L zeatin and 0.05 mg/L IAA. Regenerated shoot were transferred 

on to root induction medium. The best root formation was observed at 1/2 MS medium with 1.5 mg/L NAA. Rooted plantlets 

were transplanted to a mixture of perlit and soil (1:3), where they were successfully acclimatized.
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서    론

할미 꽃 (Pulsatilla koreana Nakai)은 미나리아재비과에 속하는 

다년초로서 한국 뿐만 아니라 중국, 일본 등지와 유럽 지역에도 약 

30여종이 자생하고 있는데, 한국에는 가는 잎 할미 꽃 (P. cernula, 
제주가 자생지로 엽 조직이 가늘고 끝이 뾰족함), 분홍 할미 꽃 (P. 
davuraca, 평북, 함경 자생으로 꽃이 분홍색임), 산 할미 꽃 (P. nivalis, 
함북 자생으로 개화가 늦으며 암적자색으로 핌) 등이 분포 되어있

다. 할미 꽃은 식물 전체에 triterpenoid와 같은 여러 약리성 물질을 

함유하고 있어 解熱, 解毒 冷血, 止痢 작용을 하고 항균, 항아메

바, 항암, 殺精子 등 효과가 있다고 하였다 (Huang et al. 1994, Song 
et al. 1999 Glebko et al. 2002). 현대 의학 연구 결과는 할미 꽃 추출

물은 鎭靜 효과가 있고 암 세포 생장에 억제 효과가 있으며 (Ye 
et al., 1991), 라이보좀 활성 억제 단백질이 함유되어 있어 단백질 

합성을 억제하고 단 클론항체, 호르몬, 생장인자들과 결합하여 목

적 세포를 사살하기 때문에 암과 에이즈 치료에 효과적이라고 보

고하였다 (Tang et al. 1994). 
뿐만 아니라 할미 꽃 은 관상용 자생화훼로서 가치가 있어서 국

내 외 시장 수요량이 증가되고 있다. 할미 꽃은 주로 종자로 번식

하는 식물이지 만 종자 성숙이된 후 바로 파종하지 않으면 종자 활

력을 잃는 문제점이 있고, 할미 꽃의 약리 성과 관상 가치가 사람

들에게 알려지면서 무분별한 채집으로 유전 자원이 심각하게 파괴

되고 있다. 아울러 할미 꽃을 이용한 식물 재분화 연구들이 이루어

져 왔으나 (Lee and Oh 1993; Yoon 1996) 식물체 재분화 효율이 낮

고 기내 발근이 저조하여 조직 배양을 이용한 식물체 대량 증식이 

어려운 상태이며 아직까지 조직 배양을 이용 한 할미 꽃 대규모 인

공 재배가 이루어지지 않은 상태이다. 본 실험은 할미 꽃 식물 절

편체로부터 고빈도 부정아 형성에 미치는 cytokinin의 영향과 재 분

화된 식물체의 기내 발근에 미치는 auxin과 배지 성분의 영향을 조

사하여 할미 꽃 인공 재배와 대량 생산을 위한 기초 데이터를 제공

하고자한다.

재료 및 방법

식물 재료
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Table 1 The effect of zeatin treatment on adventitious shoot formation from leaf and petiole explants of P.koreana

Concentration (mg/L) Leaf Petiole

Zeatin IAA Shoot regeneration Frequency (%) Shoot regeneration Frequency (%)

Control
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0

0.05

0a

79.0±4.0bc

53.9±13.4bc

56.9±4.4bc

21.1±1.6c

38.1±11.4bc

53.9±24.7bc

0a

100±0.0b

100±0.0b

98.0±1.5b

100±0.0b

92.5±8.5b

82.5±9.1b

Figure 1. Leaf and petiole explant of P.koreana were cultured on 
MS medium supplemented with various concentrations of cytokinin 
and auxin. A, B, C: Adventitious shoots were formed from explants 
of petiole on shoot induction medium, which contained 2.0 mg/L 
Zeatin, 2.5 mg/L Kinetin and 3.0 mg/L BAP combined with 0.05 
mg/L IAA, respectively. a, b, c : Adventitious shoots were formed 
from explant of leaves on shoot induction medium, which contained 
0.5 mg/L Zeatin, 1.5 mg/L Kinetin and 0.5 mg/L BAP combined 
with 0.05 mg/L IAA, respectively

실험 재료는 한국농촌진흥청 작물과학연구원 고령지 농업연구

선터내 하우스에서 재배되고 있는 할미 꽃을 이용하였다. 엽조직

과 엽병을 채취하여 흐르는 물에서 2~4 시간 수세 한 다음 1% 
sodium hypochlorite 용액 에서 20 min 표면 살균 하였다. 표면 살균 

후 멸균수로 4~5회 세척 하였으며 세척 후 식물 재료를 멸균된 여

과지에 올려 표면의 물기를 깨끗이 제거하였다. 살균 된 엽조직과 

엽병은 0.5 cm × 0.5 cm 크기로 잘라 MS (Murashige & Skoog 1962)에 

0.8% agar, 3% sucrose 배지를 기본으로 한 부정아 유도 배지에 치

상하였다. 배양 조건은30~40 μmol m-2 s-1 16 h일장과 25℃ 온도 조

건하 에서 부정아 발생을 유도시켰다. 배양 6주 후 식물체의 부정

아 형성 비율을 조사하였으며 획득된 shooting은 발근 배지에 옮겨 

발근을 유도시켰다.

식물체의 부정아 유도

식물 절편체로 부터 고 빈도의 부정아 발생을 유도시키기 위하

여 본 실험에서는 MS 기본 배지에 0.5~3 mg/L BAP, zeatin, kinetin 
과 0.05 mg/L IAA를 각각 조합하여 첨가하였다. 실험은 세 번 반복 

으로 수행 되었으며 매 반복 실험에 사용된 절편체 수는 처리 당 

60개이며 절편체는 모두 세 개의 petridish에 나누어 치상 하였다.

식물체의 기내 증식

식물체의 기내 유지를 위하여 부정아는 여러 개 작은 덩어리로 

잘라 0.5 mg/L의 BAP와 0.5 mg/L NAA가 첨가 된 배지에서 치상하

고 2~3주 간격으로 계대 배양을 하였다.

재 분화 식물체의 기내 발근

할미 꽃의 기내 발근을 위하여 MS배지에 IAA, IBA, NAA등을 

고농도, 저농도 별로 처리하 였으며, MS배지의 성분을 1/2, 1/4, 1/8 
로 줄인 배지에 NAA, IAA와 IBA를 각각 같은 농도로 첨가하여 발

근 유도시켰다.

결과 및 고찰

사이토키닌 처리가 식물체의 부정아 유도에 미치는 영향

부정아 유도하기 위하여 배지에 cytokinin 첨가하여 식물체를 배

양 한 결과 배양 2주후 식물체 절편체에서 같지 않는 정도로 녹색 

혹은 연녹색의 캘러스가 형성되기 시작하였으며 형성된 캘러스에

서 부정아가 형성되었다. 부정아 형성은 식물체 부위 별로 서로 달

랐으며 일반적으로 엽병에서 부정아 형성 빈도가 엽조직보다 높았

다. 뿐만 아니라, 다른 종류의 cytokinnin이 부정아 형성에 미치는 

영향도 같지 않았다 (Table 1).
Zeatin과 IAA조합 처리 중 엽 조직에서 zeatin 0.5 mg/L농도 처

리에서 79%의 절편체 에서 부정아가 형성 되었으며 엽병에서는 

농도에 별 차이가 없이 82.5~100%로 아주 높은 비율로 부정아가 

형성되었다.
엽병 절편체의 캘러스부터 부정아가 형성되는 과정에서 갈변 

현상이 나타나지 않았으나 엽조직 절편체는 배양 과정에서 갈색으

로 변하면서 캘러스가 형성되었고 나중에 부정아도 형성 되었다. 
부정아 형성빈도는 엽병에서 엽조직보다 높았다 (Fig. 1A, 1a).

Kinetin과 IAA조합에서는 kinetin 2 mg/L농도에서 엽조직은 68% 
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Table 2 The effect of kinetin treatment on adventitious shoot formation from leaf and petiole explants of P.koreana

Concentration (mg/L) Leaf Petiole

Kinetin IAA Shoot regeneration Frequency (%) Shoot regeneration Frequency (%)

Control
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0

0.05

0a

29.3±1.0b

32.5±5.5b

58.8±1.8b

68.0±6.6b

20.9±5.9b

27.5±10.6b

0a

80.0±14.1b

65.2±2.2b

77.3±19.3b

76.7±9.4b

66.6±9.3b

81.8±6.9b

20 replicates were used for each treatment. Data were collected after 6 weeks of culture. Each datum indicates the mean value and 
standard deviation. abcDdiffernt superscript in the column means significant difference (P<0.01).

절편체에서 부정아가 형성되었으며 엽병에서는 zeatin처리시와 마

찬가지로 농도에 별 큰 차이가 없이 65.2~81.8% 높은 효율의 부정

아가 형성되었다 (Table 2). kinetin IAA 조합에서는 엽병과 엽조직

절편체 모두가 갈색으로 변하면서 캘러스가 형성되고 부정아가 유

도되는 현상이 관찰되었다. 이 처리에서도 zeatin IAA 조합과 마찬가

지로 엽 병에서 부정아 형성 빈도가 엽조직보다 높았다. 캘러스와 

부정아 형성이 zeatin처리보다 왕성하지 못하였다 (Fig. 1B, 1b).
BAP와 IAA처리에서 엽 병 절편체는 배양 과정에서 점차 갈변 

되 었으며 부분적으로 하얗고 부서지기 쉬운 캘러스가 형성되었으

나 부정아는 형성 되지 않고 나중에 고사 되는 현상 을 관찰할 수 

있었다 (Fig. 1C). 엽 조직 에서는 캘러스가 형성되지 않았으며 부

정아도 형성되지 않고 점차 갈변된 후 고사하였다 (Fig. 1c).
세 가지 처리 결과를 종합하면 가장 높은 빈도의 부정아는 zeatin

과 IAA조합 처리에서 나타 났으며, 일찍 zeatin과 옥신의 조합 처리

가 할미 꽃의 캘러스유도, 식물체 재분화에 효과적이라고 보고된 

바가 있다 (Lee and Oh 1993). Kinetin과 IAA조합에서도 비교적 높

은 빈도로 부정아가 유도되었다. 그러나 BAP와 IAA 조합에서 는 

엽병과 엽조직 절편에서는 부정아가 유도되지 않았으며 절편체가 

갈변 되다가 나중에 고사되었다.
이상의 결과 에서 할미 꽃 조직 배양에 의한 대량 증식을 위하

여 MS배지에 Zeatin과 IAA를 조합하여 첨가하는 것이 가장 효과

적이긴 하지만 zeatin가격이 높다는 것을 감안한다면 인공 재배를 

위한 할미 꽃 조직 배양 묘의 대량 생산을 위하여 1~3 mg/L의 

kinetin과 0.05 mg/L의 IAA을 조합하여 사용하는것이 실제 응용에

서 경제적인 것으로 사료된다.

재 분화 식물체의 기내 증식

재 분화 배지에서 유도된 부정아를 메스로 잘라 호르몬이 첨가 

되지 않은 배지에 치상하여 정상 적인 생장을 유도한 후 기내 발근 

유도시켰다. 그러나 실험 과정에서 할미 꽃은 다른 식물체의 조직 

배양과 달리 부정아로 부터 생장된 식물체가 작은 식물체로 잘려 

서 호르몬이 첨가되지 않은 배지에 치상 되었을 때 처음에는 식물

체의 생장이 양호하 다가 나 중에 생장이 억제 되면서 갈변, 고사

되는 현상이 관찰되었으며, 그 중 잘려 진 식물체에 캘러스 모양의 

덩어리가 함께 붙어 있거나 혹은 여러개 식물체가 덩어리져 있을 

때 식물체의 생장이 양호하였으며 갈변되지도 않는 현상이 관찰되

었다.
이러한 문제점을 해결하기 위하여 본 실험에서는 MS배지에 

BAP와 NAA 농도별 로 조합한 배지에 식물체를 여러 덩어리로 잘

라 치상하거나 한 개의 식물체는 기부의 캘러스 모양의 조직과 함

께 배지에 치상하였다. 실험 결과 0.5 mg/L의 BAP와 0.5 mg/L NAA
가 첨가된 배지에서 식물체의 생장이 가장 양호 하였으며, 식물체 

기부에 캘러스 모양의 덩어리가 부착되지 않은 식물체도 배양 과

정에서 캘러스가 형성되었고, 형성된 캘러스에서 지속적으로 shooting
이 되어 증식 효과도 아주 좋았다. 할미 꽃의 이와 같은 특성에 대

하여 Zhang (2004) 등은 할미 꽃 줄기가 뿌리형 줄기식물 (Song et 
al. 1999)이기 때문인 것으로 해석하였으며, 부정아 기부의 캘러스 

모양의 조직 덩어리는 가능하게 뿌리형 줄기의 역할을 하고, 할미 

꽃의 무성 번식 기관으로서 조직 배양 과정에서 부정아와 뿌리 분

화와 생장에 유리하다 고 하였다 (Zhang. et al. 2004).

재 분화 식물체의 기내 발근.

기내 발근 유도를 위하여 MS배지에 IAA, IBA, NAA등 을 낮은 

0.1~0.5 mg/L농도 별로 처리 한 결과 IAA, IBA와 NAA에서는 기내 

발근이 전혀 유도되지 않았 으며 높은 농도처리에서 (1~3 mg/L) 첨
가된 배지에서는 캘러스가 비대해 지고 뿌리 유도율이 아주 저조 

하였다. 하여 할미 꽃의 효과적인 기내 발근 유도 체계를 확립 하

기 위하여 MS 배지 분을 1/2, 1/4, 1/8 낮추고 이에 각각 0.2, 0.4, 
0.8, 1.5, 3.0 mg/L NAA첨가하여 발근을 유도 시켰다.

실험 결과 1/2 MS배지에 1.5 mg/L과 3 mg/L NAA 첨가된 배지

에서 발근이 가장 좋았다. NAA 0.2 mg/L농도에서 는 뿌리는 거의 

유도 되지않았고 (Fig. 2B), 0.4 mg/L 농도에서 발근이 저조하였으

며, 0.8 mg/L 농도에서 발근이 비교적 양호하였고 (Fig. 2C), 1.5 
mg/L의 농도에서 발근이 가장 좋았다 (Fig. 2 D). NAA 3 mg/L 농
도 처리 에서는 굵고 튼튼 한 뿌리들이 유도되긴 하였지만 줄기 생

장은 도리어 억제되었다 (Fig. 2F).
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Figure 2. Root formation from regenerated of P. koreana shoots in 
the presence of different concentrations of NAA. A: 0 mg/L; B: 0.2 
mg/L; C: 0.4 mg/L; D: 0.8 mg/L; E: 1.5 mg/L; F: 3.0 mg/L

위의 결과를 비교 분석하 면 할미 꽃 기내 발근 유도에서 적합 

한 NAA농도 처리도 중요하지만 배지 성분 중 염류의 영향도 아주 

중요한 역할을 한 것으로 사료된다. 1/2 MS배지에서 기내 발근 효

율이 가장 높은 것은 배지 조성중의 질소의 농도 감소가 뿌리 형성

과 신장에 작용을 하였을 것으로 사료되며, 1/4 MS 1/8 MS 배지에

서 발근 효율이 낮은 것은 질소의 농도가 감소되기는 하였지만 배

지 내의 인의 농도도 따라서 감소되었기 때문인 것으로 사료된다. 
Maene와 Debergh (1985)는 기내 식물 발근 단계에 배지의 염류 농

도가 낮으면 발근이 촉진된 다고 보고하였으며, Bucio (2005) 등은 

Arabidopsis 뿌리 발육 실험에서 배지 내 질소 농도의 감소 혹은 인

농도의 증가가 모두 뿌리의 발육과 신장을 촉진 시킨다고 하였다. 
아울러 할미 꽃 뿌리 발근 유도를 위하여 배지의 대량 원소 중 질

소와 인의 농도를 조절하여 가장 효과적인 할미 꽃의 발근 조건을 

밝히는것이 아주 중요하다.

적    요

본 실험에서는 할미 꽃의 엽병과 엽조직을 재료로 하여 부정아 

형성에 미치는 cytokinin 영향을 조사하였다. 절편체는 0.5~3.0 mg/L
의 zeatin, BAP, Kinetin을 0.05 mg/L의 IAA와 조합 한 부정아 유도 

배지에 치상하여 부정아를 유도시켰다. 배양 42일 후, 엽병을 MS 
기본배지에 0.5 mg/L의 zeatin과 0.5 mg/L의 NAA를 첨가한 배지에

서 배양하였을 때 부정아 유도 효과가 가장 좋았으며, kinetin이 첨

가 된 배지에서 부정아 유도 효과도 양호하였다. 유도된 부정아 는 

여러 덩어리로 잘라 MS배지에 0.5 mg/L BAP와 0.5 mg/L NAA를 

첨가한 배지에서 증식 시켰으며 배양 7~10후, 식물체는 기내 발근 

배지에 옮겨 졌다. 기내 발근은 1/2 MS배지에 1.5 mg/L NAA가 첨

가된 배지에서 가장 좋았으며 발근 된 식물체는 포트에 옮겨 순화

시켰다.
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