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Aloe vera L.로부터 캘러스의 유도 및 배양
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Abstract

A callus formation from Aloe vera L. was inducted, and the tissue cultivation of induced callus was investigated.
As a result of using a combined growth factors kinetin and NAA (or 2,4-D) varying from 0.5 to 30 µM and 3%
sucrose in MS solid medium, the callus grew better than using either kinetin or auxins alone. Supplementation of
2,4-D in the combined growth factor formulation showed an enhanced callus growth. The maximum callus growth
occurred when kinetin 5 µM and 2,4-D 30 µM were added in the MS medium. The optimal culture conditions for
the callus growth were 25oC, pH 5.5 and 8-10 weeks of cultivation, yielding callus weight of 11.03 mg/aloe tissue
(0.5 cm2). Water or ethanol (60%, v/v) extracts from Aloe callus contained the bioactives contents of fresh Aloe vera
gel such as glucomannan, and the level of total phenolics content was much higher than that of Aloe vera whole
leaf, suggesting the possibility as an alternative production method of Aloe vera bioactives. 
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서 론

알로에는 식물분류학상 백합과에 속하는 상록의 다년초

이다(Reynolds and Dweck, 1999). 다육질의 열대 식용 및

약용작물로 대표적인 CAM(Crassulacean Acid Metabolism)

식물의 하나이며, 건조에 대한 내성이 매우 강하다(Bharucha

and Joshi, 1957; Denius et al., 1972; Kluge et al., 1979). 

이들 알로에는 열대 및 아열대 지방에서 자연상태로도

잘 번식되지만 재배기간은 3-5년이나 되어 매우 길고, 또

그 번식속도도 매우 느리다. 

따라서 현재 전 세계적인 알로에 잎의 생산은 그의 산업

적 요구도를 충족시키기에는 공급이 부족한 상황이다

(Aggarwal and Barna, 2004). 또한, 알로에는 대부분 웅성

불임으로 종자번식을 못하므로 잎이나 선단부위를 잘라서

삽목번식에 의해 여러번 pruning하여 3-5년간을 키우는데,

pruning의 횟수에 따라 성분의 변화가 심하여 상업적인 균

일한 품질의 확보가 매우 어려운 상황이다(Chauser-Volfson

and Gutterman, 2004). 

이러한 재배방법에 부가하여 산지나 수확시기 및 수확

후 알로에의 취급법, 사용부위, 가공방법 및 안정화 방법

등에 따라서도 품질의 차이가 현저하므로, 고품질의 균일

한 식물체로서의 상업적인 요구도를 충족시키기 위한 각종

의 검토가 필요한 실정이다. 특히, 현재 제주도 및 거제도

등에서 널리 재배되고 있는 국내산 Aloe vera와 Aloe

arborescens 종의 경우, 열대식물이므로 동절기의 재배 에

너지 소비가 높아 비경제적이다. 또, 지역, 계절, 재배조건

및 수확시기별로도 품질의 변화가 있어 이에 대한 대책강

구도 절실한 실정이다.

지금까지의 연구에 의하면 알로에는 200여 종의 광범위

한 범위의 성분을 포함하지만 종에 따라 95-99%는 물이므

로 유효 고형분의 함량은 매우 낮다(Grindlay and Reynolds,

1986; Reynolds and Dweck, 1999). 특히, 대표적인 종인

Aloe vera의 경우, 겔의 수분함량은 99.5%로 고형분 함량

이 0.5%에 불과하며, 다시 유효성분인 아세틸화된 다당의

함량은 고형분의 10-30%에 불과하므로 알로에 기반의 기

능성 제품화를 위해서는 유효 다당함량의 획기적인 증가나

수율의 향상이 매우 중요하다. 

따라서 알로에의 일반적 품질 및 치료적 성질의 지표가
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되는 유효 다당성분의 양과 질을 최대화할 수 있는 효율적

이고 적절한 알로에 가공공정의 기술개발이 필요하나, 이

러한 효율적 가공법의 개발은 기술적 한계가 있고 몇몇 방

법에 제한되었다. 

그러므로 보다 근원적인 문제점의 해결을 위해서는 알로

에의 전통적인 식물 육종법에서 제한되는 여러 요인을 극

복할 수 있는 기술이 필요하다. 통상, 식물의 조직배양은

그 동안 이러한 요구를 충족시킬 수 있고, 가장 적합하게

이용될 수 있는 기술수단의 하나로 제안되었으며, 최근 많

은 발전이 이루어졌다. 

특히, 식물조직배양은 micropropagation, 체세포 유도,

transgenic plant의 재생 등에 이용되었으며, 세포 및 조직배

양은 이미 생산성 향상에 상당한 기여를 하는 등 미래의

잠재성이 매우 큰 실정이다(Brown and Thorpe, 1995;

Akin-Idowu et al., 2009). 

그 동안 알로에의 조직배양 관련 연구는 몇몇 연구자들에

의해 보고되었는데, callus 배양은 Aloe saponaria(Yagi,

1983), Aloe bellatura(Konishi and Amano, 1985), Aloe

barbadensis(Sanchez et al.,, 1988; Natali et al., 1990; Cho

and Shim, 1997; Aggarwal and Barna, 2004) 및 Aloe

arborascens(Kawai et al., 1993)에 대해 이루어진 바 있다.

하지만 알로에의 경우 폐놀성 물질의 분비로 세포 사멸

율이 높아 제한성을 보였으며(Vanisree and Tsay, 2004),

주로 식물체 종묘 대량 생산을 위한 현탁배양 확립의 재료

나 장기간 배양 등의 안정성 때문에 stock으로 이용되었고,

화학물질 생산의 수단으로는 사용되지 않았다. 

또, 이들 callus는 완전한 식물체와는 달리, 주로 대부분

이 다당류로 이루어진 1차 세포벽을 갖는 세포로 구성된

균일계를 나타내어 다당류의 합성에도 매우 생산적임에도

불구하고 이의 연구는 매우 미미한 실정이다(Talmadge et

al., 1973; Chukwujekwu et al., 2002). 

따라서 이러한 다당이나 2차 대사산물 생산의 수단으로

서의 알로에 callus 배양은 Aloe saponaria callus의 열수

추출물 유래 다당의 특성보고(Baek et al., 2009)만 있을

뿐 알로에 베라 종에 대해서는 이루어 진 바 없다. 

본 연구에서는 효율적인 알로에 다당 생산의 일환으로

Aloe vera의 callus를 유도하였고, callus 배양의 최적 배지

조성과 배양조건을 검토하였으며, callus의 다당생산 가능

성을 확인하였다. 

재료 및 방법

재료 

본 연구에 사용한 알로에는 (주)김정문 알로에의 제주농

장에서 재배한 3년생의 알로에 베라(Aloe vera Linne)로

농장으로부터 직접 제공받아 4oC의 저온실에 보존하면서

실험에 사용하였다. 

알로에 세척 및 치상

3년생 Aloe vera를 흐르는 물에 깨끗이 세척하고, Tween

80(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)을 2-3 방울

첨가한 증류수에서 20분 동안 교반하였다. 다시 70% 에탄

올 수용액에 넣어 1분간 살균처리 하였고, 1% sodium

hypochlorite(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)

1 L 수용액에서 30분간 교반한 다음 클린벤치 내에서 멸균

된 증류수로 4회 반복 세척하였다.

햇볕에 노출되지 않아 흰색을 띄며, 잎의 다른 부위에

비해 조직이 무르고 줄기와 접하는 안쪽 잎 부분을 0.5 cm

로 떼어내어 치상하였으며, callus 유도배양의 재료로 사용

하였다. 

알로에의 callus 배양

Aloe callus 유도를 위한 배양배지는 통상 식물의 조직을

배양하는데 널리 사용되는 MS(Murashige and Skoog,

1962) 배지(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)를

기본배지로 하여 여기에 3%의 당(sucrose)과 0.8%(w/v)의

한천을 첨가하였고, 식물성장 조절제로서 kinetin(Sigma

Chemical Co.) 5 µM 및 NAA(α-naphthalene acetic acid,

Sigma Chemical Co.)또는 2,4-D(2,4-dichlorophenoxy-ace-

tic acid, Sigma Chemical Co.)의 첨가량을 0.5-30 µM 범위

내에서 조정하여 사용하였다. 이때, pH는 1 N NaOH 용액

으로 4.5-6.5 범위에서 조절하였고, 15-35oC의 dark room에

서 배양하여 callus를 유도하였다. 현탁배양은 알로에의

callus 배양으로부터 유도한 callus를 무균적으로 파쇄한 후,

이를 callus 배양의 최적배지로 선정한 2,4-D 30 µM(또는

NAA 30 µM), kinetin 5 µM 및 sucrose 3%를 첨가한 MS

기본 배양액(pH 5.5) 40 mL를 함유한 100 mL의 플라스크

에 접종하고, 25oC의 암소에서 100 rpm으로 진탕하면서

2주간 배양하였다. 이 때, callus 생장율 측정은 현탁배양

세포의 건조중량(dry cell weight)으로 측정하였다. 즉, 현탁

배양액을 여지(Whatman No.1 paper)로 여과한 후의 fresh

cell을 70oC의 건조오븐에서 24시간 건조후 건조세포무게

로 측정하였다. 

Callus 추출물 및 시료의 조제

Aloe callus의 추출은 다음과 같이 용매(냉수 및 에탄올)

추출하였다. 즉, callus의 건조분말 시료 20 g을 cold water

및 60% ethanol 용액 200 mL에서 각각 실온으로 2시간동

안 2회 반복 추출하였다. 추출액을 10,000 rpm에서 10분간

원심분리(Super 25 K, Hanil Science Co., Ltd., Incheon,

Korea)하였으며, 상등액을 회전진공농축기(Eyela Co., N-N

Series, Tokyo, Japan)로 70oC에서 1/3 정도로 농축하였다.

이를 동결건조(Ilshin Lab. Co., Yangju, Korea: 0.5 torr,

72시간)하고 밀봉하여 desiccator에 보관하였고 실험 시 증

류수에 녹여서 사용하였다. 
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Callus 추출물의 분석

Callus 추출물의 glucomannan,, 페놀성화합물, 플라보노이

드 및 환원당 함량을 각각 Ebarandu et al.(2005)의 비색법,

Bray & Thorpe(1954)의 총 페놀함량 측정법, Parthasarathy

et al.(2009)의 총 플라보노이드 함량 측정법 및 Miller et

al.(1959)의 DNS(dinitrosalicylic acid) 법에 따라 측정하였다.

결과 및 고찰

알로에 callus 유도의 최적 부위 선정

 Aloe vera로부터 callus 유도의 최적 부위를 선별하기

위하여 알로에 잎의 하단에서부터 5 cm씩 잘라 치상하고

유도된 callus의 무게를 5회 반복 측정하였으며, 그 결과

는 Fig. 1과 같다. 

알로에 잎의 하단에서 5 cm 사이(inferior leaf)의 부위에

서 callus양이 가장 높았으며, 위쪽으로 갈수록 callus양이

감소하는 것으로 확인되었다. 잎 하단의 5 cm 사이 부위는

stalk 부위와 접하는 부위로, 햇볕에 노출되지 않아 흰색을

띄며, 잎의 다른 부위 비해 무른 특징을 갖는데, Cho &

Shim(1997)도 알로에의 superior, middle 및 inferior leaf으

로부터의 callus 형성 실험결과, 이 inferior leaf 부위에서

callus가 가장 왕성하게 형성됨을 보고한 바 있다. 

Kawai et al.(1993)은 Aloe arborascence의 조직배양에서

상부 줄기에서 callus 형성이 가장 높았는데 이 부위의 핵

이 가장 풍부하고, 또 핵분열이 높다고 하였다. 

본 실험의 경우도 Fig. 2에서 보는 바와 같이, 하부 줄기

에서 가장 핵이 풍부하여 Fig. 1의 결과와 잘 일치하였다.

Sanchez et al.(1988) 및 Cavallini et al.(1993)도 핵 함량 및

DNA 함량이 callus 형성에 중요한 역할을 한다고 하였다. 

한편, Fig. 3은 알로에로부터 callus의 형성 및 형성된

callus 외관과 색택의 사진이다. 사진에서 보는 바와 같이,

유도된 callus는 백색, 황색 및 갈색의 3가지 색깔을 띄었

으며, 이 중 갈색의 callus 생육이 가장 높았다. 따라서 이

갈색의 callus를 선정하여 이하의 실험에 사용하였다. 

Callus 배양의 최적 배지 조성

Callus 유도에서 배지성분은 매우 중요하며, 특히 생장조

절제는 가장 중요한 인자이다. 통상, 이들 생장조절제로는

단일의 cytokinin류나 auxin류 만을 요구하는 것이 아니고

이들 두 가지 모두를 요구하는 경우도 있어 충분한 검토가

필요하다.

Cytokinin류는 핵산을 구성하는 염기중의 하나인 아데닌

(adenine)의 유도체로서 세포의 분화상태에 따라 다르다.

따라서 분열하지 않는 세포에서는 세포증식을 촉진하는 효

과가 있으나 왕성하게 분열하는 생장점 세포에서는 분열을

억제한다. 가장 널리 사용되는 키네틴(kinetin)은 식물의 세

포분열을 촉진하는 호르몬으로 눈의 형성을 유도, 잎의 성

장촉진과 노화지연, 광발아종자가 암흑 속에서의 발아촉진

등에 효과가 있는 것으로 알려져 있다.

한편, auxin은 인돌아세트산(IAA)으로 트립토판으로부터

합성되는데, callus 부정근의 분화 발달촉진을 야기하는
Fig. 1. Leaf site for the induction of callus and dry weight of
callus at different distances from bottom of Aloe vera leaves. 

Fig. 2. Hematoxylin and eosin stained specimens of Aloe vera

leaf and number of nucleus from superior, middle and inferior
leaves of Aloe vera L. Arrow(→) represents nuclei. 
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auxin류로는 NAA, 2,4-D 등이 잘 알려져 있다. 

따라서 이들 kinetin(3-7 µM), NAA 및 2,4-D(3-7 µM)의

농도별 callus 성장률을 측정하였으며, 그 결과는 Fig. 4와

같다. 

먼저, kinetin의 농도별 callus 성장률은 3 µM로부터

5 µM의 농도까지 서서히 증가하였으나 이 이상의 6 및

7 µM에서의 성장률은 거의 미미하여 5 µM을 최적 농도로

결정하였다. 

다음, auxin류의 농도별로 callus 성장률을 보면, NAA 및

2,4-D 모두 시료간의 많은 차이를 보이지 않으며 30 µM

농도 이상에서는 그 이하의 20 및 25 µM 농도보다 더 좋

은 callus의 성장률을 보였다. 특히, 이들 농도 이상에서도

성장률의 큰 증가 없이 서로 비슷한 성장률을 나타내었으

므로 두 시료의 최적 첨가농도는 30 µM로 결정하였다. 

하지만 2,4-D와 NAA의 callus 성장률은 각각 9.9 및

9.4 mg/aloe tissue(0.5 cm2)로 2,4-D에서 다소 더 우수한 성

장률을 보였으므로 2,4-D 첨가를 auxin류로 선정하였다.

Otsuji et al.(1995)은 식물세포배양에 의한 다당 생산에서

고농도 2,4-D와 mineral salt의 첨가는 배지점도를 감소시

켜 생산성을 향상시킨다고 하였다. 

한편, 일반적으로 단자엽식물은 auxin류 만을 요구하나

cytokinin과 auxin의 두 가지 모두를 요구하는 경우도 있으

므로 이들의 혼합사용 시 callus 성장률을 측정하였으며,

그 결과는 Fig. 5와 같다. 

NAA만을 단독으로 사용한 경우의 callus 성장률은

9.40mg/aloe tissue(0.5 cm2)이었으나 kinetin과 NAA를 혼합

사용한 경우의 callus 성장률은 11.97mg/aloe tissue(0.5 cm2)

으로 혼합사용 시 callus 성장률이 약 27%나 더 향상되었다.

또한 2,4-D만을 단독 사용한 경우의 callus 성장률과

kinetin과 2,4-D를 혼합사용한 경우의 callus 성장률은 각각

9.90 및 12.47 mg/aloe tissue(0.5 cm2)으로 역시 혼합사용 시

callus 성장률이 약 27% 더 우수하였다. 특히, kinetin/2,4-D

혼합사용시 성장률 값[12.47mg/aloe tissue (0.5 cm2)]은

kinetin/NAA의 callus 성장률 값[11.97mg/aloe tissue(0.5 cm2)]

보다 다소 높았으므로 kinetin/2,4-D의 혼합사용이 callus

성장에 가장 우수한 것으로 판단하였다. 

따라서 이하의 callus 배양에서는 최적 배지조성으로

5 µM의 kinetin과 30 µM의 2,4-D를 혼합하여 callus를 유

도하였다. 

Callus 배양의 최적 배양조건

Callus 유도를 위한 최적 배양온도를 측정하기 위해서

최적 배지조성으로 나타난 MS 기본배지, 3% 당(sucrose:

w/v), 0.8% 한천(w/v), 5 µM kinetin 및 30 µM의 2,4-D를

포함하는 배지를 제조한 후, 15oC, 20oC, 25oC, 30oC 및

35oC에서 callus 성장의 최적온도를 측정하였다. 

Fig. 3. Callus formation and their appearance colors from
explants of Aloe vera L. 

Fig. 4. Effect of kinetin, NAA and 2,4-D with different

concentrations on dry weight from Aloe vera callus.
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그 결과, Fig. 6에서 보는 바와 같이, 25oC에서 14.50mg/

aloe tissue(0.5 cm2)으로 가장 우수한 callus 성장률을 나타내

었고, 최적 pH는 pH 5.5에서 13.30mg/aloe tissue(0.5 cm2)으

로 가장 우수한 callus 성장률을 나타내었으므로 최적 pH는

5.5로 하였다. 

이상의 최적 배지조성 및 배양조건하에서 5-10주간 배

양하며 1주 간격으로 callus 무게의 경시변화를 측정하여

최적 배양기간을 조사하였으며, 그 결과는 Fig. 7과 같다. 

5주차부터 callus 성장이 관찰되었으며, 이후 서서히 증

가하여 8주에서 11.21 mg/aloe tissue(0.5 cm2)의 성장률을

보였다. 9주 및 10주에서도 각각 11.90 및 12.17 mg/aloe

tissue(0.5 cm2)으로 미미한 증가경향을 보였으나 성장률(기

울기값)은 낮아지는 경향을 보였다.

따라서 callus 고체배양의 배양기간은 성장률이 둔화되기

시작하는 8주가 최적인 것으로 판단되었다. 

알로에 callus 추출물의 성분분석

알로에 callus의 알로에 유래 생물활성 성분을 살펴보기

위해 실온에서 2 시간 동안 물 및 에탄올(60%, v/v)로 추출

하여 callus의 추출물을 얻었으며 이들 성분을 조사하였다.

즉, Aloe vera 잎의 주 활성성분이 되는 glucomannan과

phenolics 등의 성분을 측정하였으며, 그 결과는 Table 1과

같다.

각 시료 모두 환원당은 거의 함유하지 않았으나 callus로

부터 물 및 에탄올로 용매 추출한 추출물의 세포내 다당

함량은 15.4-19.2%(d.b)로, Aloe vera의 유효 활성성분인

glucomannan을 함유하였으며 알로에 생잎 겔의 14.7%(w/

v)보다 다소 높은 값 범위이었다. 

β-1,4-glucomannan은 알로에의 생의학적 활성성분이며,

광범위한 분자크기로 존재하는데, 생잎 겔에서의 β-1,4-

glucomannan은 총 다당 함량의 약 1/3이며, 650 mg/L로

매우 낮다(Pugh et al., 2001). 

한편, 폐놀성 화합물(6.7-7.5%)은 callus의 용매추출 분획

에서 Aloe vera 잎(1%)보다 훨씬 더 높은 함량을 함유하

Fig. 5. Effect of mixtures of auxin(NAA or 2,4-D) and kinetin

on dry weight from Aloe vera callus.

Fig. 6. Effect of temperature and pH on growth(dry weight)
from Aloe vera callus. 

Fig. 7. Variation of dry weight/aloe tissue of 0.5 cm2 from Aloe

vera callus.
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는 것으로 나타났고, 60%(v/v) 에탄올 추출물(7.5%)이 물

추출물(6.7%)보다 다소 높아 일반적 경향과 잘 일치하였다

(Luta & McAnalley, 2005). 

따라서 본 연구의 알로에 callus는 알로에 유효성분의 생

산수단으로서의 추가 검토 필요성이 충분한 것으로 판단하

였으며, 추후 callus의 현탁배양방법과 같은 효율적 생산방

법 연구의 필요성이 높은 것으로 판단되었다. 

결 론

본 연구에서는 Aloe vera의 callus를 유도하고, 이제까지

보고된 바 없는 최대의 callus 생성을 위한 배양조건 및 유

효성분 함량을 조사, 검토하였다. 그 결과, Aloe vera로 부

터 callus 유도의 최적 배지조성은 kinetin 5 µM과 2,4-D

30 µM 이었다. 또, callus 배양의 최적 배양조건을 조사한

결과, 배양온도는 25oC, pH는 5.5에서 가장 우수하였고,

최대성장 기간은 8-10주이었다. 이 때, callus의 성장 무게

는 11.03 mg/aloe tissue(0.5 cm2)이었다. 또, 본 연구에서 얻

은 callus의 물 혹은 에탄올(60%, v/v) 추출물은 알로에의

생물활성성분인 glucomnnan, total phenolics 및 flavonoid

의 함량이 높아서 알로에 식물로 부터의 이들 생산을 대체

할 수 있는 새로운 수단으로서의 가능성을 보였다. 
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