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생장조절제와 프라이밍 처리에 의한 지치종자의 발아특성과 

단백질 발현 양상에 관한 연구
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ABSTRACT : This study was conducted to investigate the quality of seeds, the germination rates and the days required for

germination, to examine the patterns of protein expressions during the germination and to improve the techniques of man-

aging and storing seeds and viability of the seeds of Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. After collecting and harvest-

ing seeds, they were classified to white and brown colors of seed coat through testing their seed size, weight, and quality. The

germination rates, the days required for germination, and the protein expressions were examined with different colors of

seed coats, storing temperatures and durations by treating the different plant growth regulators and primings. One hundred

seed weight of white color was heavier about 1.17 g than those of brown one about 0.81 g. The germination rates in white

color of seed coat was higher, 3.05 ~ 5.75%, than those in brown one. Its rates were decreased with getting longer in storage

durations. There was no big differences on germination rates between storage temperatures. The plant growth regulator of

GA3 and Kinetin was affected to improve the seed germination. GA3 increased the seed germination clearly at 25 ppm level,

while kinetin increased it gradually from 25 to 100 ppm levels. In germination by seed primings, PEG6000 made higher ger-

mination rate with increasing their levels, whereas KNO3 increased the germination until 100 mM level and then decreased

it with 200 mM unlike PEG6000. The protein expressed during the seed germination were appeared more and clearer bands

in the seed after germination, especially 20 ~ 30 kDa, compared to those in the seed before germination. These results show-

ing more and clearer bands were positively related to the germination rates which were different by seed colors, storage tem-

peratures and durations, and plant growth regulators and primings.
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서 언

지치 (Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc)는 지치

과 (Borraginaceae)에 속하는 다년생 초본 식물로서 자초, 자

근이라고도 부른다. 우리나라의 전국에 분포하며 예로부터 한

국, 중국과 일본에서 한약재, 식용과 색소로 주로 뿌리를 이용

하여 왔으며, 한방에서 혈액순환 촉진, 해열 해독 작용에 주로

이용하거나 토혈, 혈뇨, 변비, 화상, 습진, 요로 감염 등을 치

료하는데 사용하여 왔다 (Seo et al., 2008). 지치의 줄기는

30 ~ 70㎝이고 뿌리가 땅속 깊이 들어가고 굵으며 자주색이

고, 봄, 가을에 채취하여 말린 것을 자초 혹은 자근이라 한다.

원줄기는 가지가 갈라지며 잎과 더불어 털이 많다. 잎은 호생
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하고 양끝이 좁으며 밑부분이 좁아져서 엽병처럼 된다. 꽃은

총상화서로서 흰색으로 5 ~ 6월에 개화한다. (Korean Research

Academy of Preventing Adult Diseases, 2007). 지치의 자생

지에 관한 환경생태 조사 내용을 보면 지치의 안정적인 재배

를 위해서는 통기성과 배수성이 뛰어나고 적당한 유기물이 함

유된 토양조성이 요구되며, 햇빛이 잘 드는 양지가 바람직하

다고 보고되었다 (Ahn et al., 2009).

지치의 약효 성분에 관한 연구는 지치의 뿌리에

acetylshikonin, shikonin, β-dimethylacrylshikonin, iso-

butylshikonin, β-hydroxyisobalerylshikonin, isovalerylshikonin,

α-methyl-n-butylshikonin, deoxyshikonin 등의 shikonin 유도

체들이 함유되어 있다 (Seo et al., 2008). 지치의 유효 성분

으로 알려진 shikonin 유도체 성분은 항산화 활성 (Kim et

al., 2011), 및 항균 효과 (Boo et al., 2012), 면역활성 (Seo

et al., 2013)등 다양한 활성이 보고되고 있다.

약용으로 이용되는 식물은 종류가 아주 많으나, 그 중에서

작물로 전환된 것은 극히 일부에 불과하다. 대부분의 약용식

물이 야생 또는 작물화가 진행 중에 있어서 이들은 초기단계

인 입모과정부터 적정 입모율을 확보해야만 하는 문제점이 있

다 (Kang et al., 2004). 초피나무의 경우 식물생장조절제인

GA3처리는 침지시간과 농도가 높아질수록 발아율이 높아져 발

아율을 높이는 실용적인 방법으로 적당하고 보고되었고,

Kinetin처리는 GA3처리보다 낮은 발아율을 나타내어 실용적인

방법으로 미흡하다고 보고된 바 있다 (Kim et al., 1997). 보

리 종자의 경우 PEG로 프라이밍처리를 하여 발아율을 높이고

발아소요시간을 크게 단축시켰는데, 처리 기간이 길고 처리농

도가 높을수록 효과가 저조하다고 보고된 바 있다 (Lee et

al., 2002). 약용작물인 지치도 발아율 높이는 방법에 관한 연

구가 이루어져야 한다.

따라서 본 연구는 지치의 개화 수분수정 후 등숙 정도에 따

른 종자의 품질을 평가 구분하고 저장 온도와 기간에 따른 종

자의 활력, 발아율 및 평균발아일수를 조사하였고, 발아율과

입모율을 높이기 위한 방법으로 생장조절제와 프라이밍의 효

과를 구명하며, 이와 관련된 단백질 발현 양상을 비교분석하

여 안정적인 지치의 재배법 확립에 필요한 기초 및 응용 자료

를 얻기 위하여 수행하였다.

재료 및 방법

1. 시험재료

본 시험에 이용한 지치 종자는 제천의 재배농가에서 증식되

고 있던 식물체를 2012년에 채종하고, 이후 실외 보관 중이던

종자를 2013년 2월 27일에 분양받아 재배하면서 수분수정후

등숙 시기가 진전됨에 따라 종피색이 갈색에서 흰색으로 되므

로 종피색을 갈색과 흰색으로 나누고 종피색별 종자의 성숙

정도를 구분하여 시험재료로 사용하였다.

2. 종자 저장기간 및 온도별 발아특성

지치 종자의 저장방법에 따른 종자 발아력을 검증하기 위하

여 스티로폼 박스 (가로 ×세로 ×높이: 257 × 257 × 270㎜)에

종자를 저장 하였다. 저장온도를 4℃와 25℃의 2가지 조건으

로 하였으며, 4℃는 냉장고, 25℃는 생장조절실을 이용하여 온

도를 유지하였다. 종자의 저장기간은 2월 27일부터 저장하여

155일후인 7월 29일에 1차 실험을 진행하였고, 이후 15일 간

격으로 총 5회 발아시험을 진행 하였다.

3. 식물생장조절제 및 프라이밍 처리별 발아특성

발아 시험은 저장된 지치 종자를 식물생장조절제와 프라이

밍 처리를 1일 한 후 실험을 진행하였다. 식물생장조절제 처

리는 GA3과 Kinetin을 각각 0, 25, 50, 100 ppm 농도별로

처리를 하고, 프라이밍 처리는 Poly Ethylene Glycol

(PEG) 6000과 KNO3처리를 하였는데, PEG 6000은 각각

0, −0.5, −1.0, −2.0㎫ 농도별로 처리를 하였고, KNO3은 각

각 0, 50, 100, 200 mM 농도별로 처리를 하였다. 식물생장조

절제와 프라이밍 처리된 종자는 1% NaOCI 용액에 10분간

소독한 다음 멸균수로 5분씩 3회 세척한 후 사용하였으며,

9㎝ petri-dish에 탈지면을 깔고 멸균수를 5㎖ 첨가한 다음

종자를 치상하였다. 지치 종자의 발아 온도는 25℃로 유지되

었고, 조사기간 중 종자가 건조되지 않도록 수분을 보충하였

다. 각 처리별 발아 시험은 25립씩 4반복으로 수행되었으며,

발아율과 평균 발아일수는 치상 직후부터 치상 후 30일까지

지치의 유근이 1㎜ 이상 자란 개체수를 조사하여 측정하였다.

4. 발아종자의 단백질 발현 양상 분석

발아 시험 이후 발아된 종자와 발아되지 않은 종자를 구분

하여 냉동 보관한 후 냉동 보관된 시료 0.5 g을 액화질소를

이용하여 곱게 마쇄한 후, protein extraction buffer(50 mM

Tris-HCl, 5% SDS, 1 mM PMSF, 1㎛ pepstatin, 0.01%

bathophenonthroline; pH 8.0)를 1㎖를 첨가하여 얼음 위에서

1시간 정도 균질화한 후, 14,000 rpm에서 10분간 2회 원심 분

리하여 상등액을 취하고, 상등액으로 수용성 단백질을 분석하

였다.

SDS-PAGE는 소형전기영동장치 (Dual gel vertical unit,

Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 실시하였고, 전기

영동시 gel은 15%의 running gel (30% acryl/bis-acryl,

1.5 M Tris-HCl/pH 8.8, 10% SDS, TEMED, 10%

ammoniumpersulfate)과 5% stacking gel (30% acryl/bis-

acryl, 1 MTris-HCl/pH 6.8, 10% SDS, TEMED, 10%
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ammoniumpersulfate)이며, running buffer (0.192 M glycine,

25 mM Tris/HCl, 0.1% SDS)는 pH 8.3을 맞추어 사용하였다.

Sample buffer로 laemmlie buffer (4% SDS, 20% glycine,

10% 2-mercaptoethanol, 0.004% bromophenol blue,

125 mM Tris HCl; pH 6.8)을 사용하여 위에서 준비한 시료

와 1 : 1로 혼합하여 끊는 물에서 5분간 진탕한 후에 전기영동

을 실시하였다. 각각의 well당 loading량은 step-view 10 Kd

size marker (prestained, elpls biotech)는 7㎕, sample은

80㎍을 넣었다. 전기영동시 전압은 80㎃로 평균 5시간하였

으며, 전기영동이 끝난 후 gel은 Coomassie brilliant R250법

을 이용하여 염색을 하였다. 염색용액 (0.001% Brilliant

R250, 45% methanol, 10% acetic acid, 45% DW)을 사용

하여 12시간 정도 염색과정을 거친 후 탈색용액 (40%

methanol, 10% acetic acid, 50% DW)을 1시간씩 2 ~ 3회

정도 탈색한 후 단백질 밴드의 발현 양상을 비교하였다. 

조사한 발아율, 평균발아일수는 SAS (Statistical Analysis

System) software package (SAS 9.1.3, SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA)를 이용하여 통계분석 하였다.

결과 및 고찰

1. 종피색, 저장온도 및 기간별 지치 종자의 발아 특성

지치 종자를 수확 후 종자 등숙 정도와 무게에 따라 종피색

을 구분하여 백립중을 비교한 결과는 Fig. 1과 같다. 종피색에

따른 지치 종자의 백립중은 갈색종자는 0.81 g이었고 흰색 종

자는 1.17 g으로 갈색종자보다 흰색종자가 0.36 g 정도 더 무

거운 것으로 나타났다. 지치의 경우 개화와 수분 수정 후 종

자 등숙이 이루어지는 시기가 더 진전 될수록 종피색이 갈색

에서 흰색으로 변화되는 것으로 조사 되었는데, 지치 종자가

등숙 과정이 진전되면서 배유가 충실하여 백립중이 증가하고

종피색이 갈색에서 흰색으로 변화된 것들이 품질이 좋고 건전

한 종자들인 것으로 조사되었다.

 지치 종자들의 종피색, 저장온도 및 저장 기간별로 구분하

여 발아율을 조사한 결과는 Fig. 2와 같다. 지치 종자의 종피

색에 의한 발아율은 등숙이 잘된 흰색 종자가 미등숙 갈색 종

자보다 모두 높게 나타났다. 흰색 종자와 갈색종자의 발아율

차이는 3.05 ~ 5.75%로 저장기간이나 저장 조건에 따라 다르

게 측정 되었지만, 모두 흰색 종자가 높게 측정 되었다. 지치

종자의 채종 후 저장 기간을 달리하여 발아율을 조사한 결과

는 저장 기간이 길어질수록 발아율은 낮아지는 경향을 보였으

며, 저장온도 4℃와 25℃에서 큰 차이를 보이지 않았다. 벼

종자의 경우 종자 발아율은 저장기간이 길어짐에 따라 낮아졌

는데, 이는 알카리 붕괴도와 단백질 함량의 감소, 당의 함량변

화 등 종자내의 이화학적 성분이 변화함으로써 종자 발아율을

감소하는 것이라고 보고하였다 (Kim et al., 2007). 지치 종자

도 채종 후 저장기간이 경과할수록 발아율이 계속 낮아지는

Fig. 1. Comparison on the weight of one hundred seed and the color of seed coat in seeds of
Lithospermum erythrorhizon.

Fig. 2. Comparison on germination rates of Lithospermum erythrorhizon seed with two different
colors of seed coat and with different temperatures and durations of seed storage.
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것은 벼와 발아율이 낮아지는 면에서 비슷하였으며, 종자 등숙

정도로 나타나는 종피색이 발아율에 크게 영향을 미쳐 수분

수정후 채종시기를 적절히 맞추는 것이 중요한 것으로 판단

된다.

2. 식물생장조절제 및 프라이밍 처리별 지치 종자의 발아특성

지치 종자에 GA3와 Kinetin 식물생장조절제 처리를 하여

발아율을 조사한 결과는 Fig. 3과 같다. 식물생장조절제 GA3

와 Kinetin의 농도를 4개 수준으로 다르게 처리하여 발아율을

비교한 결과 대조구와 비교할 때 발아율을 높게 해주는 효과

를 나타냈다. GA3의 경우 25 ppm 수준에서도 발아율을 뚜렷

하게 향상시키며, 농도가 높아질수록 발아율이 높아지는 경향

을 보였다. Kinetin처리에서도 농도가 높아질수록 발아율이 높

아지는 경향을 보였는데, GA3와는 달리 25 ppm에서 100 ppm

처리 수준까지 일정한 효과를 보이며 발아율이 증가하여

Kinetin 100 ppm 수준에서 가장 높게 나타나 Kinetin 수준을

더 높이면 발아율이 더 증가할 수 있는 것으로 판단된다. 지

치 종자의 채취 후 저장기간별로 GA3와 Kinetin효과를 비교

해 보면 두 식물생장조절제 모두 발아율 향상에 좋은 효과가

있었으며, 저장 기간이 길어질수록 그 효과는 감소되는 것으

로 나타났다. 또한 GA3 처리에서는 25 ppm 수준으로 처리하

여도 발아율에 좋은 효과가 나타났다. 이는 Kim 등 (1997)에

따르면 초피나무 종자의 경우 GA3은 침지 시간과 농도가 높

을수록 발아율이 높아지는 경향 이였고, Kinetin도 발아율은

양호하였으나 GA3보다 낮은 발아율을 보였다는 결과와 유사

한 결과이나 본 연구에서는 GA3은 25 ppm 수준에 큰 효과가

있다는 결과와 Kinetin에서는 100 ppm 수준까지 처리 농도가

높을수록 발아율이 증가되는 결과와 다르게 나타나 초피나무

와 지치 종자의 GA3와 Kinetin에 대한 반응이 약간 다름을

알 수 있었다.

지치 종자에 종자 프라이밍 처리를 하여 발아율을 비교한

결과는 Fig. 4와 같다. 종자 프라이밍 처리는 PEG6000과

KNO3의 4개 수준으로 농도를 각각 다르게 처리하여 발아율

을 비교한 결과 PEG6000과 KNO3 모두 대조구와 비교하였을

때 발아율이 높았으며 PEG6000은 농도가 높아질수록 발아율

이 높아지는 경향을 보였고, KNO3은 100 mM 농도까지는 발

아율이 높아졌으나 200 mM에서는 오히려 낮아지는 것으로 나

타났다. PEG6000처리는 지치종자의 저장기간별 발아율 차이

를 보였는데, 저장 170일까지는 처리 농도가 높을수록 발아율

이 증가되었으나 185일 이후에는 처리 수준별 차이가 뚜렷하

지 않았다. KNO3의 경우에도 저장기간별 효과는 PEG6000과

비슷하였는데, 저장기간 170일까지는 가장 높은 농도인 KNO3

200 mM 농도까지 발아율이 증가했고, 저장기간 185일 이후에

는 KNO3 200 mM농도에서 발아율이 감소했기 때문에 저장기

간에 따른 발아율 효과는 약간 다르게 나타났다.

수분수정후 등숙 정도에 따라 종피색이 다른 흰색과 갈색의

Fig. 3. Comparison on germination rates of Lithospermum erythrorhizon seed treated with two
different plant growth regulators and five different durations of seed storage.

Fig. 4. Comparison on germination rates of Lithospermum erythrorhizon seed treated with two
different seed primings and five different durations of seed storage.
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지치 종자를 저장기간과 온도를 달리하여 저장한 후 식물생장

조절제와 종자 프라이밍 처리를 하여 평균발아일수를 비교한

결과는 Table 1과 같다. 종피색에 따른 평균발아일수는 GA3와

PEG6000처리구에서는 고도의 유의성을 보였으며, KNO3처리

구에서는 유의성을 보이지 않았고, 흰색 종자의 평균발아일수

는 갈색 보다 1 ~ 2일정도 더 빠르게 나타났다. 저장기간에 따

른 평균발아일수는 종자 처리구 모두에서 고도의 유의성을 보

였으며, 저장 기간이 길수록 평균발아일수가 큰 차이는 아니

지만 길어지는 것으로 나타냈다. 저장 온도별 지치 종자의 평

균발아일수는 모든 처리구에서 유의성을 나타내지 않았으며,

뚜렷한 경향도 없었다.

지치 종자의 발아율 향상을 위한 실험결과를 요약하면 채종

의 경우 종자 품질과 직접적으로 관련되어 종피색이 흰색일

때 채종하는 것이 발아율 향상에 효과적이며, 저장온도별로는

4℃ 저장보다 25℃ 저장이 약간 높은 발아율이 나타나 저장

온도 조건에 따른 차이는 크지 않았다. 저장 기간은 길어질수

록 발아율이 낮아지므로 채종 후 다년간 저장하여 파종하는

것보다 채종 당해에 파종하는 것이 발아율을 높일 수 있는 것

으로 나타났다. 식물생장조절제 처리를 할 경우 다른 작물들

과 달리 지치는 Kinetin처리보다 GA3처리를 하게 되면 낮은

농도에서도 발아율이 높아지고 100 ppm까지는 농도가 높을수

록 발아율도 높아지며, 프라이밍 처리를 할 경우 KNO3 처리

보다 PEG6000을 처리할 경우 농도가 높아질수록 발아율도 높

아졌다.

3. 지치 종자의 단백질 발현 양상

지치 종자의 종피색, 저장온도 및 저장기간에 따라 발아된

종자와 발아 전 종자의 SDS-PAGE를 이용한 단백질 발현 양

상을 조사 분석한 결과는 Fig. 5와 같다. 발아 전 종자와 발

아된 종자 사이의 단백질 발현 양상은 분리된 전 분자량에서

차이를 보였는데, 특히 20 ~ 30 kDa에서 발아된 종자가 발아

전 종자보다 더 많은 단백질 밴드가 나타났고, 같은 위치에서

4℃와 25℃는 발현 양상이 크게 차이가 나지 않지만 흰색 종

자와 갈색 종자에서는 흰색 종자에서 더 많은 단백질 밴드가

나타나 등숙 정도가 좋고 발아력이 왕성한 종자에서 단백질

발현이 더 다양함을 알 수 있었다. 저장 기간에 따른 단백질

Table 1. Comparison on days required for germination of Lithospermum erythrorhizonseed with two different seed coat colors, two
different storage temperatures and five different storage durations by treating two different plant gorwth regulators and two
different seed primings.

Seed 
coat color

Storage 
duration (day)

Storage 
temperature

Plant growth regulator Seed priming

GA3 Kinetin PEG6000 KNO3

Brown

160 
4℃ 11.58 11.00 12.17 11.33 

25℃ 11.17 10.50 11.00 10.67 

175 
4℃ 11.58 11.25 11.92 11.17 

25℃ 12.08 11.42 12.08 11.67 

190 
4℃ 12.67 11.92 12.42 12.08 

25℃ 12.67 11.92 12.42 12.00 

205 
4℃ 13.25 11.83 12.08 11.25 

25℃ 12.83 12.33 12.25 11.58 

220 
4℃ 13.25 11.83 12.08 11.25 

25℃ 12.83 12.33 12.25 11.58 

White

160 
4℃ 10.17 10.00 10.25 10.25 

25℃ 10.42 10.33 9.58 10.75 

175 
4℃ 10.67 10.92 11.17 11.42 

25℃ 11.67 11.58 11.33 11.17 

190 
4℃ 11.33 11.83 12.17 12.17 

25℃ 11.42 11.92 11.75 12.25 

205 
4℃ 10.75 11.50 11.50 12.25 

25℃ 11.17 11.58 10.67 11.58 

220 
4℃ 10.75 11.50 11.50 12.25 

25℃ 11.17 11.58 10.67 11.58 

F-Value

Seed coat color 69.58** 6.35* 32.34** 0.43 ns

Storage Duration 07.16** 14.54** 0 6.76** 7.53**

Storage Temperature 0 0.67 ns 01.82 ns 0 3.36 ns 0.12 ns

*,**, ns: significant different at 0.05, 0.01 probability levels, and non-significant, respectively.
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발현 양상은 저장 기간이 길어질수록 단백질 밴드가 더 희미

하고 밴드수가 적게 나타나 저장기간이 길어질수록 발아율이

낮아지는 경향과 일치하는 것으로 판단된다.

지치 종자의 식물생장조절제와 종자 프라이밍 처리에 따른

발아 전 종자와 발아 후 종자의 SDS-PAGE를 이용한 단백질

발현 양상을 조사 분석한 결과는 Fig. 6과 같다. 발아 전 종

자와 발아된 종자 사이의 단백질 발현 양상은 종자의 종피색

과 저장기간에 따라 나타났던 단백질 발현 양상과 비슷한 결

과로 나타났으며, 식물생장조절제 GA3과 Kinetin 처리간의 단

백질 발현 양상은 GA3처리가 Kinetin 처리보다 단백질 밴드

가 더 선명하고 밴드의 수가 다양한 것으로 나타나 지치 종자

의 발아율이 좀 더 효과적이었던 GA3처리구에서 단백질 발현

이 더 뚜렷하고 다양함을 알 수 있었다. 종자 프라이밍

PEG6000과 KNO3처리간의 단백질 발현 양상도 발아 종자에

서 발아 전 종자보다 밴드의 수와 밴드색이 진하게 나타나 발

아과정에서 단백질 발현이 많이 일어남을 알 수 있으며, 단백

질의 발현 정도가 지치 종자의 발아율에도 영향을 미치는 것

으로 판단된다. 지치 종자의 충실도와 발아율과 관련하여 저

장 온도 그리고 생장조절제와 프라이밍처리에 따라 단백질 발

현 차이가 나타나 이에 대한 연구는 앞으로 더 구체적으로 이

루어져야 할 것으로 사료된다.
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