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            Abstract
          
        

        
          
            Background :
            A series of studies were conducted to optimize adventitious root induction in vitro from explants of Astragalus membranaceus using various nutrient media supplemented with plant hormones.

          

          
            Methods and Results :
            Levels of active components were analyzed from adventitious roots induced under different media conditions. Among the different media conditions, Murashige and Skoog medium supplemented with 1.0㎎• ℓ −1 indole-3-butyric acid resulted in the greatest adventitious root induction rate. The amount of the major active component of the adventitious roots of Ama1, calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside was higher than that of other adventitious root samples.

          

          
            Conclusions :
            These results suggest that the adventitious roots of A. membranaceus could be used for the commercial production of medicines.
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      서 언
      황기는 단너삼이라고도 하며 콩과의 다년생 초본식물로 학명 은 Astragalus membranaceus, 약명은 Astragali Radix 이다. 황기는 뿌리를 그대로 또는 주피를 제거하여 사용한다. 황기 는 주산지인 한국, 중국, 몽골 등 아시아 지역에 주로 분포하 는 것으로 알려져 있으며 한국에서는 최근 충북 제천, 강원도 정선이 주산지를 이루고 있으며 그 외 강원도 영월, 경북 봉 화 등지에도 재배하고 있다. 한국에서는 황기를 주로 식품과 한약재로서 재배하고 있으며, 그 뿌리는 원뿌리가 곧게 뻗으 며 외피는 황갈색이지만 잘라 보면 둘레는 유백색이고 속은 황백색을 띈다. 황기의 뿌리는 독성이 없어 안전하면서도 다 양한 약리효능이 있기 때문에 식용과 약용으로 모두 사용되는 주요 약초이다. 황기는 전통적으로 피로, 식욕감퇴, 자연발한, 호흡곤란 등의 증세를 치료하고 쇠약해진 기운을 회복시켜주 는 약재로 많이 사용되어 왔으며, 이외에도 항염증 및 항고혈 압, 간장보호, 항산화, 항바이러스, 심장혈관보호, 면역증진활 성, 항노화 등의 효능이 보고된 바 있다 (Kim et al., 2007; Zhang et al., 1984, 2003; Dong et al., 2003; Wang and Feng, 2000; Kajimura et al., 1996; Lee et al., 2003; Du et al., 2012; Lei et al., 2003). 최근에는 새로운 cycloartane type saponin 물질이 발견되어 항염증효과를 비롯해 항암효과, 골다공증 개선 및 관절연골 분해 억제효과 등에 대하여 보 고되기도 하였다 (Lee et al., 2013; Cho and Leung, 2007; Kim et al., 2012b; Choi et al., 2005). 이러한 다양한 활성은 황기가 triterpenoid glycosides, flavonoid 및 polysaccharide와 같은 다양한 생리활성 화합물들을 함유하고 있기 때문이다 (Liu et al., 2011). 황기의 주요 triterpenoid glycosides로는 astragalosides 화합물이 알려져 있으며, 연근별, 수확시기별 astragalosides 함량변이가 보고되기도 하였다 (Kim et al., 2012a). 특히 황기의 flavonoid 성분은 다양한 생리활성의 주 요 활성물질로 평가되고 있다 (Kim and Kim, 1997, 2000). 그중에도 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside는 항염증 및 골 관절염 억제효과가 보고된 바 있어 관절건강 개선 기능성 원 료로 주목받고 있다 (Choi et al., 2005, 2007).

      따라서 황기 뿌리추출물은 다양한 형태의 건강식품으로써의 가능성뿐만 아니라 추출물의 분리, 정제를 통하여 의약품 개 발도 가능할 것으로 기대되고 있다. 건강식품이나 의약품 원 료로 사용되기 위해서는 계속적인 황기의 공급이 필요하나 공 급량이 증가되기 위해서는 많은 경작지가 필요하며 황기의 수 확시기까지는 평균적으로 3 - 4년에 걸친 재배와 관리가 필수 적이다 (Ma et al., 2000). 따라서 최근 연구자들은 이러한 재배적인 문제점을 해결하기 위해 식물 조직배양기술을 이용 하여 기내배양 시스템을 계속적으로 개발하고 있으며 성공적 인 사례로 인삼 배양근이 있다 (Kim et al., 2003; Paek and Hahn, 2005; Jeong et al., 2006; Sivakumar et al., 2006). 황기를 대상으로 Agrobacterium rhizogenes를 이용한 모상근 형성과 호르몬을 이용한 부정근 형성에 대한 보고가 있으며, 황기 모상근이 재배적인 문제점을 해결하고 이용할 수 있는 잠재력을 가진다고 하였다 (Hirotani et al., 1994; Du et al., 2003; Ionkova et al., 2010; Wu et al., 2011; Thwe et al., 2012). 또한 선행연구자들에 의하면 조직배양법에 의해 생산 된 식물의 캘러스나 조직이 재배식물과 동일한 약효성분을 가 지며 이를 대량으로 생산하여 제조된 엑기스나 식물 사포닌으 로 재배식물의 원료를 대체하여 의약품 및 건강음료 등의 원 료로 사용할 수 있을 것이라고 보고하였다 (Yoshikawa and Furuya, 1987; Staswick, 1992; Lee et al., 2004). 특히, 황 기 추출물을 이용한 반복경구투여 독성시험에서도 투여가능 최 대 용량으로 실험하였을 때 독성이 나타나지 않았기 때문에 안 전한 천연물임이 보고되었다 (Park et al., 2013). 따라서 약용 작물 특히, 장기간 재배시기가 소요되는 뿌리작물에 대해 유용 성분을 대량으로 생산할 수 있는 기내배양 시스템이 계속적으 로 연구되어야 한다.

      본 연구에서는 황기 유용물질 생산량 증대에 효과적인 부정 근을 유도하기 위하여 식물 호르몬인 IBA를 농도별로 배지 에 첨가하여 이상적인 배지조건을 확립하고 황기의 유효성 분인 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside, calycosin 그리고 formononetin을 HPLC 분석으로 비교 하였다. 이를 바탕으로 황기 부정근의 대량생산을 통해 건강식품 및 의약품을 개발할 수 있는 기초기반을 마련하는 것이 본 연구의 목적이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 식물재료
        식물재료는 인삼특작부 약용작물과 시험포장에서 육성한 황 기 (Astragalus membranaceus)식물체를 사용하였다. 부정근을 생산하기 위하여 황기종자를 1% NaOCl 5분, 70% EtOH 3 분간 표면 살균 후 멸균수에서 3회 세척하여 1/2 MS (Murashige and Skoog, 1962; Duchefa Biochemie, Haarlem, Netherlands)배지에 치상하였고 1일 16시간 조명, 25 ± 2°C, 3000럭스의 광량으로 조절되는 배양실에서 생육시키며 무균발 아를 유도하였다.

      

      
        2. 부정근 생산을 위한 황기 캘러스 유도
        부정근 유도를 위해 잎, 줄기, 뿌리 절편을 재료로 사용하 였다. 각 부위별 절편은 0.5㎝의 길이로 절단하였다. 캘러스 유도배지는 indole-3-butyric acid (IBA)를 각각 3, 4, 5mg• ℓ–1로 하고 3% sucrose에 0.35% gelite가 첨가된 고체 1/2 MS 배지를 사용하였다. 배양조건은 1일 16시간 조명, 25 ± 2°C, 3000럭스의 광량으로 조절되는 배양실에서 4주간 배 양하였다. 캘러스 유도배지에 접종된 황기 부위별 절편에서 캘 러스를 유도한 후 각각의 부정근을 약 0.5㎝로 절단하여 1, 2, 3, 4, 5mg• ℓ–1 IBA와 3% sucrose, 0.35% gelite가 첨가 된 고체 MS 배지로 옮겨 증식하였다. 배양조건은 캘러스 유 도조건과 동일한 환경에서 2주간 배양하였다. 부정근의 진탕 배양을 위해 증식배지에서 배양된 부정근 1 g (FW)을 1, 0.5mg IBA와 3% sucrose, 0.35% gelite가 첨가된 액체 MS 배지 30mℓ에 넣어 인큐베이터에서 진탕배양 하였다. 배양조 건은 암조건으로 25 ± 2°C에서 2주간 배양하였다.

      

      
        3. 분석 시약 및 기기
        황기 부정근의 정량분석에 사용된 지표성분 (calycosin-7-O- β-D-glucopyranoside, calycosin, formononetin)은 ChromaDex 사 (Santa Ana, CA, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 분석에 사용된 acetonitrile은 HPLC급 용매 (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA)를 사용하였고 황기의 추출에는 주정 (Daehan Ethanol life Ltd., Seoul, Korea)을 사용하였다. 황기 지표성분 분석 장비 는 Agilent 1100 series HPLC system (Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA)을 사용하였다. 그 외 기타 시약은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 및 Junsei Chemical Co. (Tokyo, Japan)의 일급 또는 특급 시약을 사용하였다.

      

      
        4. 추출조건
        성분 분석을 위해 황기 부정근은 앞서 연구된 배양조건에서 가장 우수하게 배양된 부정근 4개 라인 (Ama1, Ama2, Ama3, Ama4)을 선발하여 사용하였다. 각 시료는 동결건조기 에서 48시간 건조하고 커터기 (Hanil, Seoul, Korea)를 이용해 조분쇄 하고, 30 g씩 정량하여 추출시료에 이용하였다. 선행연 구에서 추출물 및 지표성분의 수율을 확인한 결과 50% EtOH 를 사용하여 추출 하였을 때 수율이 가장 높은 것을 확인하였 고 (Kim et al., 2013), 추출을 위하여 각 분석 시료에 50% EtOH를 300mℓ을 넣은 후, 80°C 수조에서 40분간 2회 반복 환류추출을 실시하였다. 추출된 시료는 rotary evaporator (N1000-S, Eyela, Tokyo, Japan)로 농축하였고, 건조된 시료 10mg을 1mℓ 50% MeOH에 녹인 후 0.45μm membrane filter (Waters, Milford, MA, USA)로 여과하여 HPLC 분석 을 실시하였다.

      

      
        5. 분석조건
        HPLC 분석에 사용된 컬럼은 Thermo Hypersil (4.6 × 250mm, 5μm, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)을 사용하여 오븐 온도 30°C에서 실시하였다. 사용된 이 동상은 water (A) 및 acetonitrile (B)를 각 20분씩 초음파 처 리를 하여 사용하였다. Autosampler를 이용해 20μl를 주입하 였다. 이동상의 기울기 조건은 0 - 30분 : 15→ 55% B, 30 -35 분 : 55→ 100% B, 35 - 40분 : 100→ 15% B, 40 - 45분 : 15% B의 조건으로 기울기 용리하였다. 이때 유속은 0.8mℓ/ min으로 하고, UV 검출기의 230nm 파장에서 흡광도를 측정 하였다.

      

      
        6. 통계분석
        HPLC 추출조건별 수율 및 성분 정량분석은 3회 반복으로 실시하였다. 분석된 데이터 값은 means ± SE 값으로 나타내었 으며 실험값의 통계처리 및 유의성 검정은 SAS (Statistical Analysis System)프로그램을 사용하여 분산분석 (ANOVA)과 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 유의성을 검증하 였다. 또한 각 처리구간의 최소유의차 (p < 0.05) 수준에서 통 계처리 하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 황기 기내배양을 위한 부정근 유도
        황기 (Astragalus membranaceus)의 잎, 줄기, 뿌리절편을 3, 4 및 5mg• ℓ–1의 IBA와 sucrose 30 g • ℓ–1가 첨가된 1/ 2 MS 배지위에 치상하여 캘러스 유도율을 조사하였더니 캘러 스의 유도는 Table 1에서 보는바와 같이 잎은 4mg• ℓ–1 IBA에서 75.4%, 줄기는 3mg• ℓ–1 IBA에서 40.2% 그리고 뿌리에서 5mg• ℓ–1IBA에서 75.4%의 유도율을 보였다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Development of adventitious roots from root of A. membranaceus.
            A; young roots produced on the 1/2 MS medium using adventitious roots, B; subcultured callus, C; adventitious root cultured on MS liquid medium. Scale bars indicate as a 1㎝ (A).

          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Effect of callus induction by explant types and IBA concentrations in tissue culture of A. membranaceus.

          
          

        

        
          
            
              	Tissue
              	IBA (mg • ℓ –1 )
              	Frequency of callus (%)
              	No. of roots/explant
              	Root length (cm)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Leaf
            	3
            	25.2
            	1.50 ± 0.50b
            	00.37 ± 0.08*
          

          
            	4
            	75.4
            	3.00 ± 0.58a
            	0.50 ± 0.05
          

          
            	5
            	–
            	–
            	–
          

          
            	
              

            
          

          
            	Stem
            	3
            	40.2
            	4.50 ± 0.29a
            	2.50 ± 0.27
          

          
            	4
            	–
            	–
            	–
          

          
            	5
            	–
            	–
            	–
          

          
            	
              

            
          

          
            	Root
            	3
            	75.4
            	1.83 ± 0.65b
            	1.05 ± 0.18
          

          
            	4
            	25.5
            	1.50 ± 0.50b
            	0.27 ± 0.03
          

          
            	5
            	88.1
            	4.14 ± 1.00a
            	0.99 ± 0.11
          

        

        
          
            Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. –; Not induced.
          

          
            Means within a column followed by the same letter are not significantly different based on the DMRT test (p < 0.05).
          

        

        

        유도된 부정근을 이용하여 증식배지로 계대배양 하였을 때 캘러스의 유도율이 가장 우수한 조건인 유도배지에서 얻어진 각 조직부위별 부정근을 이용하여 고체배양을 실시하였으며 기본배지는 MS로 교체하였다. 선행연구자 (Thwe et al., 2012)에 의하면 Gamborg’s B5 (B5), MS 그리고 Schenk and Hildebrandt (SH)배지에서 황기 부정근을 배양하였을 때 MS배지에서 성장이 가장 양호한 결과로 보고하였기 때문에 해당 배지를 선택하였다.

        부정근 유도를 위해서는 식물호르몬 중 auxin을 많이 사용 한다. 이는 부정근의 측근형성과 길이신장에 큰 영향을 미치 는 식물생장조절물질로써 연구자들이 많이 사용하는 auxin의 종류로는 IAA, IBA, NAA 등이 있다. 부정근의 생장에 있어 서 호르몬의 종류와 농도에 관한 보고는 식물 종류과 실험조 건에 따라 상이하지만 대체로 고농도의 IBA와 저농도의 NAA 에서 생장이 양호한 것으로 알려져 있다 (Jang et al., 2012). 황기 부정근에 대해 선행 연구한 Thwe 등 (2012)에 의하면 황기의 부정근을 유도하기 위하여 IAA, IBA 그리고 NAA를 이용한 결과 NAA에 의해 부정근 생장이 가장 양호한 것으로 보고하였다. 본 연구에서도 3종의 auxin을 이용해서 부정근을 유도한 결과 IAA에서 12.4%, NAA에서 23.6% 그리고 IBA 에서 56.3%의 캘러스 발아율을 보였다. 따라서 본 연구에서는 황기의 부정근을 유도하기 위하여 기내에서 무균발아 된 황기 의 잎, 줄기, 뿌리 절편을 이용하여 높은 캘러스 발아율을 나 타낸 IBA를 사용하였고 호르몬의 농도를 다르게 첨가하여 유 도용 배지를 제조하였다.

        황기 부정근의 증식을 위한 증식용 배지는 IBA의 농도를 더욱 세분화하여 1, 2, 3, 4, 5mg• ℓ–1로 첨가한 배지에 부 정근을 치상하였다. 그 결과 황기 뿌리로부터 유도된 부정근 은 1mg• ℓ–1 IBA에서 부정근 증식이 가장 우수하였다 (Table 2, Fig. 1B).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of adventitious roots by IBA concentrations in tissue culture using roots of A. membranaceus.

          
          

        

        
          
            
              	IBA (mg • ℓ –1 )
              	Frequency of callus (%)
              	No. of roots /explant
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	1
            	100.0
            	15.00 ± 3.00a*
          

          
            	2
            	22.8
            	4.00 ± 1.22b
          

          
            	3
            	83.5
            	1.00 ± 0.20c
          

          
            	4
            	21.6
            	4.00 ± 1.02b
          

          
            	5
            	76.5
            	1.33 ± 0.33c
          

        

        
          
            Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

          
            Means within a column followed by the same letter are not significantly different based on the DMRT test (p < 0.05).
          

        

        

        황기의 세 조직부위별 증식배지에서 성장이 가장 우수한 뿌 리로부터 유도된 부정근을 사용하여 부정근 대량생산을 위한 액체배양을 수행하였다. 황기 부정근의 액체배양을 위해 MS 배지에 0.5와 1.0mg• ℓ–1 IBA 농도로 배지를 제조하여 배양 하였다 (Fig. 1C). 그 결과 Table 3에서와 같이 0.5mg• ℓ–1 IBA의 배지에서 2.80 ± 0.84 g, 1.0mg• ℓ–1 IBA의 배지에서 4.70 ± 1.32 g으로 고농도의 IBA가 첨가된 배지에서 배양된 황 기 부정근이 저농도의 배지에서 배양된 황기 부정근에 비해 약 2배의 생산량 차이를 관찰할 수 있었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Growth of adventitious root by IBA concentrations in tissue culture of A. membranaceus.

          
          

        

        
          
            
              	IBA (mg • ℓ –1 )
              	Fresh weigh (g)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	0.5
            	2.80 ± 0.84
          

          
            	1.0
            	4.70 ± 1.32
          

        

        
          
            Mean values ± SD (n = 5) from triplicate separated experiments are shown.
          

        

        

        이와 유사한 실험으로 Jang 등 (2012)은 1.0mg• ℓ–1의 IBA가 첨가된 처리구에서 에키네시아 (Echinacea) 부정근의 형성과 부정근 내 생리활성물질 축적이 촉진되었다고 보고하 였다. 또한 Wu 등 (2011)이 황기 부정근의 polysaccharide, saponin 및 flavonoid의 함량을 분석한 결과 노지 재배된 황기 보다 높은 함량을 보였다. 따라서 본 연구에서 검증된 황기 부정근 생산조건으로 bioreactor에 적용하여 부정근을 생산한 다면 단기간에 대량으로 원료를 공급할 수 있어 식품과 의약 품 산업의 기대 효과가 클 것으로 사료된다.

      

      
        2. 유효성분 분석
        황기의 주요성분 정량을 위하여 황기의 isoflavonoid 성분인 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside, calycosin 및 formononetin 을 지표성분으로 하여 HPLC로 분석하였다. 분석시료는 본 연 구에서 유도된 황기 부정근 중에서 생장이 활발한 4개 라인을 선발하여 이용하였다. 선발된 각 라인을 Ama1, Ama2, Ama3 그리고 Ama4로 명명하였다. 그 결과 Fig. 2와 같이 Ama1의 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside과 calycosin성분함량이 최 대치를 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Contents of effective components from adventitious root of A. membranaceus cultured in liquid medium for 2 weeks.
            Ama; cell line. Data were represented as mean values (n = 3) with standard error.

          
          

          

        

        각 성분의 함량을 살펴보면 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside 는 5.25± 0.10μg• g–1으로 calycosin과 formononetin의 함량은 각각 0.73± 0.01μg• g–1, 1.53± 0.01μg• g–1로 분석되었다. Kim 등 (2013)이 보고한 연구에서도 황기의 유효성분인 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside은 모든 조건에서 높은 함량 을 가지는 것으로 분석되었다. 따라서 황기의 flavonoid 성분 중에는 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside의 함량이 calycosin 과 formononetin에 비해 높은 비율로 차지한 다는 것을 확인할 수 있었다. 특이한 점은 모든 황기 부정근 라인에서 formonetin 의 함량은 Ama1 1.52± 0.01μg• g–1, Ama2 1.53± 0.01μg• g–1, Ama3 1.53± 0.02μg• g–1, Ama4 1.54± 0.03μg• g–1로 동일한 검출량을 보이는 반면 calycosin-7-O-β- D-glucopyranoside과 calycosin의 함량은 변화하는 것으로 나타 났다. Calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside의 약리효능은 이미 많은 연구자들에 의해 보고되어 왔으며 특히 관절염에 대한 완 화효과와 간보호 효과, 염증유발 물질인 COX-2 효소활성 억 제효과, 항균효과 및 허혈재관류 증상이 있는 실험용 쥐에서 뇌 세포막의 유동성을 증가시킬 수 있다는 보고가 있다 (Choi and Leung, 2007; Baek et al., 1996; Kim et al., 2001; Yu et al., 2005; Lu et al., 2002; Wang et al., 2006). 결 과적으로 유도된 황기 부정근 4개 라인 중 Ama1의 유효성분 함량이 가장 우수한 것으로 보아 Ama1을 선발하여 bioreactor 를 이용한 대량생산시스템에 적용한다면 황기 부정근에 다량 으로 함유된 calycosin-7-O-β-D-glucopyranoside을 상업적으로 유용하게 이용할 수 있을 것이라고 사료된다. 또한 본 연구결 과로부터 생산된 부정근을 이용하여 체세포배를 유도하고 식 물체를 순화하여 노지에서 재배하는 방법을 지속적으로 연구 한다면 오랜 시간 걸쳐 얻을 수 있는 우수 개체를 단기간에 얻 을 수 있고 나아가 황기 전통육종법의 개선이 가능할 것이다.

        결과적으로 본 연구에서 검증한 황기부정근 생산의 최적조 건을 바탕으로 황기의 이차대사산물의 대량생산과 산업화를 위한 기초자료로써 활용 가치가 높을 것으로 사료된다.
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