
Abstract To obtain information on the molecular mechanism 

underlying the low temperature tolerance of sweet potato 

[Ipomoea batatas (L.) Lam], the proteome expressed in the 

sweet potato cultivar Xushu 15-1 with high cold storage 

tolerance and in the cultivar Xushu 15-4 with low cold 

storage tolerance was analyzed using 2-D and MALDI- 

TOF/TOF analyses. Compared with the control (without 

cold treatment), four protein spots were newly expressed in 

Xushu 15-1. The expression level of one protein spot was 

higher in Xushu 15-4 than in Xushu 15-1. Spot 2, which was 

newly expressed in Xushu 15-1, was identified as sporamin. 

Assessment of the change in protein expression levels over 8 

weeks in the storage roots of the two cultivars treated at 4°C 

revealed no significant difference in the expression levels in 

Xushu 15-1 over time. However, in Xushu 15-4, the 

expression level of one protein spot increased, while those of 

four spots decreased. Of the proteins with reduced expression 

levels, spots 7 and 8 were identified as actin and spots 9 and 

10 were identified as fructokinase-like proteins. The present 

results are expected to enhance the understanding of the 

complex mechanism underlying the low temperature 

tolerance of sweet potatoes during storage and can be used to 

identify candidate genes for the development of new 

varieties of sweet potatoes with improved low temperature 

tolerance during cold storage in the future.

Keywords cold storage, proteome, sweet potato, Xushu 

15-1, Xushu 15-4

서 론

고구마[Ipomoea batatas (L.) Lam]는 식량, 사료 및 바이오 소

재의 생산을 위해 전 세계적으로 재배되고 있으며 기능성 영

양소가 풍부한 경제적 가치가 있는 뿌리작물이다. 또한 다

양한 환경조건에 의해 유발되는 비생물적 스트레스에 대하

여 내성을 갖는 특성 때문에 열대지역부터 온대지역까지 다

양한 기후의 척박한 토양에서도 잘 자라는 특성을 갖는다

(Bovell-Benjamin 2007; Kwak 2019). 그러나, 고구마는 열대지
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품질 유지를 위해 주의해야 한다. 일반적으로 고구마의 최

적 보관 조건은 13~16°C의 온도와 80~85%의 상대 습도이다

(Wollfe 1992). 보관 중 이와 같은 조건들이 적절하지 않으면 

생리적 장애 및 병이 발생 할 수 있다. 특히 10°C 미만의 낮은 

온도는 저장뿌리의 다양한 생리적 및 외형적 손상을 초래하

는데 가장 일반적인 현상은 외부 표면의 물리적 파괴, 내부

의 건조 물질 손실 증가 및 병 발생에 의한 부패 민감성의 증

가이다(Edmunds et al. 2008). 따라서 수확 후 저장 중 뿌리에 

나타날 수 있는 냉해에 의한 손상은 고구마의 산업적 이용을 

제한하는 심각한 요인이다.

작물 수확 후 저온 저장은 양호한 품질의 유지를 위해 다

양한 작물들에 적용되고 있다. 그러나 고구마를 포함한 일

부 작물종은 저온에서 냉해에 의한 손상을 받기 쉬운 문제점

을 가지고 있다(Sevillano et al. 2009). 일반적으로 냉장보관시 

고구마의 저장뿌리는 내부 조직의 흑변(Lieberman et al. 

1958; Minamikawa et al. 1961), 액포 및 미토콘드리아 막의 변

화(Yamaki and Uritani 1972), 표면외부의 함몰 및 부패(Edmunds 

et al. 2008), 전분 함량의 감소(Xie et al. 2019) 등과 같은 품질

을 저하시키는 다양한 변화를 나타낸다. 그러나, 최근에 저

온과 관련이 있는 애기장대 리보솜의 P3(AtP3B) 유전자를 

과발현시킨 형질전환 고구마를 개발한 결과 실제로 저온 저

장 능력이 증가하는 것으로 알려졌다(Ji et al. 2017b). 또한 저

온 저장조건에서 국내 고구마 품종인 율미의 전사체 분석을 

통하여 저온과 관련된 기초 자료들이 수집되었으며(Ji et al. 

2017a), 저온저장성이 높은 고구마 품종인 Xushu 15-1과 저

장성이 낮은 품종인 Xushu 15-4에서 저온 저장성과 관련된 

전사체 분석도 수행되었다(Ji et al. 2020). 그러나 수확 후 저

온에서 저장하는 동안 고구마 저장뿌리에서 나타나는 분자

적 변화에 대한 연구는 매우 제한적이며 저온 저장을 용이하

게 하는 추가적인 핵심 유전자의 동정이 필요한데, 이와 같

은 연구는 저온 저장 능력이 높은 새로운 품종의 개발에 도

움이 될 것으로 생각된다.

단백질체학은 유전체에서 발현되어 만들어지는 단백질

의 총체를 의미하는 프로테옴을 연구하는 방법과 기술을 포

괄적으로 의미하며, 일반적인 과정은 추출된 단백질을 2차

원전기영동(two-dimensional electrophoresis, 2-D)으로 전개하

고 유의미한 각각의 단백질 spot을 단리한 다음 질량 분석을 

통하여 동정하는 것이다. 이러한 단백질체의 연구를 통하여 

단백질 전체의 대량 분석과 상호기능관계 지도의 작성, 구

조분석 등이 가능하며, 이를 통해 궁극적으로 특정 단백질

과 그 유전자의 기능을 동시에 밝혀낼 수 있다(Chen and 

Harmon 2006). 현재까지 단백질체의 연구는 다양한 작물들

에서 수행되었다(Andrade et al. 2012; Manaa et al. 2013; Palma 

et al. 2011; Wu et al. 2013; Zeng et al. 2011). 선행연구에서 고구

마의 품종별 특성, 뿌리 발달과정 및 선충 저항성 반응 등과 

관련하여 단백질체 연구가 진행된 바 있지만(Ha et al. 2017; 

Lee et al. 2012, 2015), 아직까지 저온 저장성과 관련된 단백질

체에 대한 분석은 보고된 바가 없다. 따라서, 본 연구의 목적

은 선행 연구에 의해 저온 저장 능력이 높거나 낮은 것으로 

각각 밝혀진 Xushu 15-1과 Xushu 15-4 고구마 품종에서 단백

질체를 분석하여 저온저장 반응성 단백질의 분리·분석 및 분

자적 기작을 연구하는 것이다. 본 연구를 통하여 구명된 단백

질체에 관한 결과는 고구마의 저온저장 반응성에 관련된 분

자적 기작의 해명에 중요한 정보를 제공할 것으로 기대된다.

재료 및 방법

식물 재료

고구마 품종인 Xushu 15-1과 Xushu 15-4는 중국 Xushu의 중

국농업과학원 고구마 연구소에서 분양 받아 한국생명공학

연구원에서 재배되었다. 수확된 저장뿌리(괴근)는 35°C 및 

85% 상대 습도에서 3일 동안 큐어링 처리를 하였다. 각 품종

의 대조구 시료(0주)는 큐어링 종료 후 채취 하였으며, 저온 

처리구의 시료는 보관온도를 4°C로 하고 8주 후에 채취하였

다(Ji et al. 2020). 각 시료들은 채취 후 즉시 액체 질소에서 동

결 분쇄하고 단백질을 추출할 때까지 -70°C에서 보관하였다.

단백질 추출 및 이차원 전기영동

(two-dimensional electrophoresis, 2-D)

단백질은 액체질소로 마쇄된 각 품종의 저장뿌리 10 g을 이

용하여 phenol법으로 추출하였으며(Hurkman and Tanaka 

1986), Bradford법으로 정량하였다(Bradford 1976). 이차원 전

기영동은 Lee et al. (2012)의 방법에 따라 실시되었다. 등전점

(isoelectronic-focusing, IEF) 전기영동은 17 cm immobilized pH 

gradient gel (IPG) strip(pH4-7, Bio-rad, CA)에 400 μɡ의 단백질

(300 μL)을 로딩하고 PROTEAN IEF Cell (Bio-rad, CA)에서 

실시하였다. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-

phoresis (SDS-PAGE)는 13% polyacrylamide gel을 이용하여 

PROTEAN® II xi Cell (Bio-rad, CA)에서 실시하였다. 2-D가 

끝난 gel은 Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG-250, Bio-rad, 

CA)로 염색하고(Matsui et al. 1999), GS-800 Calibrated Densitometer 

(Bio-Rad)를 이용하여 스캔하였다. 2-D는 각 단백질 샘풀 당 

5번 실시하였으며, 가장 고화질의 이미지를 갖는 gel을 

master gel로 정한 후, 반복적이고 뚜렷하게 발현량의 차이가 

나는 단백질 spot들을 선정한 후 각각에 고유 번호를 부여하

였다.

MALDI-TOF/TOF MS의 측정, 데이터의 분석 및 정리

CBBG로 염색된 gel에서 선정된 각각의 단백질 spot을 coring

하고, 탈색, reduction, alkylation 및 In gel digestion을 하였다
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(Kim et al. 2004). 전처리가 완료된 단백질 시료는 355 nm의 

200 Hz ND: YAG laser를 사용하는 ABI 4800 Plus TOF-TOF 

Mass Spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, MA, 

USA)를 사용하여 MALDI-TOF/TOF MS 분석을 실시하였다. 

MS/MS spectra는 검색엔진으로서 MASCOT (http://www. 

matrixscience.com)와 ProteinPilot v.3.0을 사용하여 NCBI nr 

database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)에서 50 ppm의 peptide

와 fragment ion mass tolerance로 검색하였으며, 동정된 단백

질은 ‘GO-MIPS funcat conversion table’ (http://geneontology. 

org/external2go/mips2go)의 기준에 따라 분류하였다.

결과 및 고찰

저장 시기에 따른 고구마 품종의 단백질체 비교

저온 저장성이 높은 고구마 품종 Xushu 15-1과 저온 저장성

이 낮은 Xushu 15-4의 저장뿌리를 4°C의 온도조건에서 8주

간 보관한 후 단백질을 추출하였다. 2-D를 위해 pH 4-7 범위

의 IPG strip으로 IEF를 수행하였으며 SDS-PAGE로 단백질

체를 분리하였다(Fig. 1). 대조구(0주)의 전기영동 이미지에

서 Xushu 15-1은 Xushu 15-4에 비하여 4개 spot (spot 2, 3, 4 및 

5)이 새롭게 발현되었고 1개 spot (spot 1)은 발현량은 현저하

게 적은 것으로 나타났다. 또한 8주간의 저온 저장 후 Xushu 

15-1은 각각의 단백질 spot들의 발현량에 별다른 변화가 없

었으나, Xushu 15-4의 경우에는 4개 spot (spot 7, 8, 9 및 10)의 

발현량이 감소하였고 1개 spot (spot 6)의 발현량은 증가하였다.

상기 단백질 spot들은 이미지 분석을 통해 발현량의 정량

적 차이를 비교하였다. 대조구의 spot 2-5는 Xushu 15-4에 비

해 높은 저온 저장성을 갖는 Xushu 15-1의 저장뿌리에서만 

품종 특이적으로 다량 발현되었으나, spot 1은 Xushu 15-1에 

비해 Xushu 15-4에서 약 8배 가량 더 높게 발현 되었다(Fig. 

2A). 그러나 이들 단백질 모두는 8주 간의 저온 저장에 의해

서 별다른 발현량의 변동이 없었다. 한편 8주간의 저온 저장 

동안 spot 6-10의 발현량은 낮은 저장성을 갖는 Xushu 15-4에

서만 현저하게 차이가 났는데, 대조구와 비교하여 spot 6은 

약 6.4배 증가하였으나 spot 7-10은 각각 14.8, 21.3, 83.4 및 

27.1배 감소하였다(Fig. 2B).

동정된 단백질의 기능 분석

분리된 10개의 단백질을 동정한 결과, spot 2는 sporamin A, 

spot 7 및 8은 actin 4와 actin, spot 9-10은 fructokinase-like 

protein으로 동정되었으며, spot 1, 3, 4, 5 및 6은 미동정되었다

(Table 1). 최근 선행연구를 통해 저장성이 높은 Xushu 15-1과 

저장성이 낮은 Xushu 15-4 고구마 품종의 저장뿌리로부터 

저온저장 후 전사체 분석이 진행된 바 있다(Ji et al. 2020). 그 

전사체 변화의 데이터를 이용하여 저온저장 동안 단백질 발

현량의 큰 차이가 확인된 sporamin, actin 및 fructokinase 유전

자들의 발현 변화를 비교하였다(Fig. 3). 그 결과, 단백질 발

현량의 감소가 확인된 sporamin, actin 및 fructokinase들은 그 

Fig. 1 High-resolution 2-D analysis of total protein extracted 

from storage roots of two cultivars of sweet potatoes with 

contrasting low temperature tolerance during storage. The proteins

were first separated on IPG strips (pH 4-7), following which 

SDS-PAGE was performed on 13.0% polyacrylamide gels. Gels 

were stained with colloidal CBB. Spot numbers indicate 

proteins that were differentially expressed in Xushu 15-1 (with 

high cold storage tolerance) and Xushu 15-4 (with low cold 

storage tolerance). Red arrows indicate spots expressed in both 

Xushu 15-1 and Xushu 15-4 during low temperature storage, 

while black arrows indicate spots specific to Xushu 15-4 during 

low temperature storage. Ten gels per biological replicate were 

assessed

Fig 2 Enlarged views of 2-D maps of differentially expressed 

proteins marked in Fig. 1. (A) Spots indicated by red arrows in 

Fig. 1. (B) Spots indicated by black arrows in Fig. 1
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유전자군들의 발현도 대체적으로 감소되었으나, 일부의 

fructokinase 유전자군들은 발현이 증가하는 경향이었다. 

Maeshima et al. (1985)에 의해 처음 보고된 sporamin은 고구

마 저장뿌리의 주요 저장 단백질로 전체 수용성 단백질의 

60~80%를 차지하고 있다. Sporamin은 주로 저장뿌리에 많이 

발현되며, 줄기에는 매우 적고 잎에는 없는 것으로 보고되

었다(Hattori et al. 1989). Sporamin은 또한 nucleotide의 상동성

을 기준으로 2개의 유전자 그룹인 sporamin A와 B로 구분된

다(Hattori et al. 1989). 많은 연구들에서 고구마 저장뿌리에

는 다량의 trypsin 억제제의 활성이 존재하는데, 가장 다량으

로 존재하는 sporamin이 trypsin 억제제로서의 활성을 갖는 

것으로 보고되었다(Yeh et al. 1997). 그러므로 본 실험에서와 

같이 sporamin이 다량 발현된 X15-1은 이 단백질이 발현되지 

않은 X15-4에 비하여 trypsin 억제제의 활성이 더 높아서(Fig. 

2 spot 2), 장기간의 저온저장 동안 미생물 등에 의한 뿌리의 

부패에 저항성을 발휘하였을 것으로 예상되었다.

Actin의 주요 역할은 세포의 구조 유지 및 복합체 형성, 세

포 및 세포소기관의 이동 및 복제에서 다양한 기능을 수행하

는 미세섬유인 선형 중합체를 형성하는 것이다(Lodish et al. 

2016). 일반적으로 actin의 네트워크는 세포에 기계적 특성

과 세포질을 통한 신호 전달의 경로를 제공하며 신속한 조립 

및 분해가 이루어진다. Actin 단백질은 세포질과 핵 모두에

서 발견되는데(Grummt 2006), 그 위치는 세포가 받는 자극을 

통합하는 세포막 신호전달경로에 의해 조절되며, 이에 반응

하여 actin 네트워크의 재구성이 자극된다(Eckert et al. 2002). 

유전체 분석을 통해 식물의 유전체에는 많은 종류의 actin 유

전자군이 있음이 확인되었는데, 모델식물인 애기장대에서

는 10가지 유형의 actin 유전자들이 보고되었다(Gunning et 

al. 2015). Actin은 식물 세포에서 소기관의 이동과 세포분열 

뿐만 아니라 세포의 신장 및 분화와 관련된 형태 형성에도 

관여하는 것으로 보고되었다(Higaki et al. 2007). 그러므로 저

온 저장 조건에서 actin 단백질의 발현 감소가 확인된 Xushu 

15-4는 (Fig. 2, spot 7 및 8) Xushu 15-1에 비하여 actin 단백질이 

관여하는 세포의 제반 기능들이 광범위하게 손상되고, 더 

심한 감수성을 나타내는 것으로 사료되었다.

일반적으로 식물에서 sucrose는 sucrose합성효소에 의해 

UDG-glucose와 fructose로 분해되거나 추가 당 대사를 위해 

invertase에 의해 glucose와 fructose로 분해된다(Dennis and 

Blakeley 2000). 여기서 fructokinase는 기질 특이성과 친화성

이 높은 유리된 fructose를 인산화 한다(Renz and Stitt 1993). 

따라서 fructokinase에 의한 fructose의 인산화는 sucrose의 분

해와 당 대사에 필수적이며, 이러한 작용은 특히 유관속 조

직의 발달에 필수적이라고 알려져 있다(Damari-Weissler et 

al. 2009; German et al. 2003). Fructokinase는 완두콩의 종자, 아

보카도의 과실, 옥수수의 낟알 등과 같은 다양한 식물 종의 

조직에서 작용하는 특성을 갖는다(Odanaka et al. 2002). 특히, 

감자와 같은 식물의 수용부(sink) 조직에서 작용하는 sucrose

합성효소와 함께 전분 합성을 조절하는 기능도 있는 것으로 

알려져 있다(Odanaka et al. 2002). 그러므로 저온 저장 조건에

서 fructokinase-like protein의 발현량이 현저하게 감소된 

X15-4는 X15-1에 비하여 전분대사에 관여하는 광범위한 제 

기능들이 손상되고 감수성이 더 커지는 것으로 생각된다. 

상기와 같은 연구 결과를 통해 저온 저장 조건에서 저장성이 

우수한 고구마 품종과 저장성이 낮은 품종 간에는 sporamin, 

actin 및 fructokinase-like protein 등과 같은 주요 대사적 활성

Fig. 3 Transcriptome-based DEG analysis of genes encoding 

sporamin, actin, and fructokinase. A heatmap was constructed 

using MultiExperiment Viewer (MeV)

Table 1 Differentially expressed in Xushu 15-1 and/or Xushu 15-4 sweetpotato lines, identified by MALDI-TOF MS analysis

Spot Noa Protein name NCBI accession No. Organism Mrb/pIc Score SCd (%)

2 Sporamin A Gi404351739 Ipomoea batatas
24.2/5.38

41.8/5.38

32.1/4.92

23.0/5.65

23.0/ 5.65

538 41

7 Actin4 Gi312231911 Ipomoea nil 114 43

8 Actin Gi357057404 Lactuca sativa 91 49

9 Fructokinase Gi20975618 Cicer arietinum 173 25

10 Fructokinase Gi20975618 Cicer arietinum 153 23

aNumbers correspond to those in 2-DE gels in Fig. 1; bmolecular weight; cisoelectric point; dsequence coverage.
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을 제어하는 단백질들의 발현에 차이가 있음이 확인되었다. 

추가적인 연구를 통하여 미동정된 단백질들도 동정한다면 

저온저장성에 관련된 단백질들의 종류 및 그 역할을 보다 명

확히 구명하는데 기여할 수 있을 것으로 사료되었다.

적 요

고구마의 저온 내성 반응의 분자적 기작에 대한 정보를 얻기 

위해 저온 저장 내성이 높은 고구마 품종 Xushu 15-1과 저온 

저장 내성이 낮은 Xushu 15-4에서 발현되는 단백질체를 2-D

와 MALDI-TOF/TOF를 이용하여 분석하였다. 저온 처리가 

되지 않은 대조구 간의 분석 결과, Xushu 15-1에서는 4개의 

단백질 spot이 새롭게 발현되었으며, Xushu 15-4에서는 1개 

단백질 spot의 발현량이 Xushu 15-1에 비하여 더 높았다. 이

들 중 Xushu 15-1에서 새롭게 발현된 spot 2는 sporamin으로 

동정되었다. 4°C 처리된 2개 품종의 저장뿌리에서 8주 동안

의 단백질 발현량의 변화를 조사한 결과, Xushu 15-1에서는 

별다른 차이가 없었다. 그러나, Xushu 15-4에서는 1개 단백

질 spot의 발현량이 증가하였고 4개 spot들의 발현량은 감소

하였다. 발현량이 감소된 단백질 중 spot 7 및 8번은 actin, spot 

9 및 10번은 fructokinase-like protein으로 동정되었다. 본 연구

의 결과는 저장 중 고구마의 저온 내성과 관련된 복잡한 반

응성 기작에 대한 이해를 높이고, 향후 저온 저장 능력이 향

상된 신품종 고구마의 개발을 위한 후보 유전자를 특정하는

데 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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