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            초록
          
        

        
          
            Background
            Glycyrrhiza radix (licorice root) have been used as an oriental medicine material for long time, and its protective effects on oxidative stress, inflammation and cognition deficit have been recently reported. However, the cultivation of Glycyrrhiza species as medicinal crops is associated with some problems such as low productivity and early leaf fall, etc. To resolve this problems, Glycyrrhiza cultivars have been developed by direct hybridization of each Glycyrrhiza species by Korean researchers. The present study was conducted to compare the Glycyrrhiza cultivar radix (Dagam, Sinwongam and Wongam) for their anti-oxidation, anti-inflammation, and cognition improvement effects and levels of liquiritin, isoliquiritigenin and licochalcone in order to select an excellent cultivar as a material resource.

          

          
            Methods and Results
            For evaluating the inhibitory efficacies of the Glycyrrhiza cultivar extracts on oxidative stress and inflammation in BV2 cells, we measured their reactive oxygen species (ROS) production and nitric oxide (NO) release after treating them with lipopolysccharide. The scavenging activities on 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and peroxynitrite (NOO−) radicals were evaluated. Cell proliferation and N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) inhibition were analyzed. The total phenol, liquiritin, isoliquiritigenin and licochalcone A content in the extracts of the three culivars were quantified. Furthermore, the correlation coefficient between the activities and contents of total phenol, liquiritin, isoliquiritigenin and licochalcone A were also calculated. The results indicated that Sinwongam exhibited potent anti-oxidant, anti-inflammatory and NMDAR inhibititory activities. Sinwongam also showed higher total phenol and licochalcone A contents than the other cultivars. Among the three cultivars, Dagam exhibited a positive effects on NO release inhibition, cell proliferation and contents of liquiritin and isoliquiritigenin.

          

          
            Conclusions
            Sinwongam is expected to be the most useful resource as a functional material for anti-oxidation/anti-inflammation and cognition improvement among the three studied licorice cultivars.
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      서 언
      감초 (감초, Chinese Liquorice)는 콩과에 속하는 여러해살이풀로 중국, 시베리아, 몽골 등지에 분포하며, 뿌리 및 뿌리줄기를 건조시켜 한약재로 사용한다. 감초 기원식물의 학명은 Glycyrrhiza uralensis Fischer (감초), Glycyrrhiza glabra L. (광과감초), Glycyrrhiza inflata Bata. (창과감초)으로 정리되는데, 뿌리 및 뿌리줄기는 식용이 가능하여 위 건강에 도움을 주는 건강기능식품으로도 활용되고 있다 (Yoon, 2009).

      오랜 기간 한약재로 사용되어온 감초는 flavonoids 또는 triterpene saponin이 주요 성분으로 검출 또는 분리되는 데 (Montoro et al., 2011), glycycoumarin 등의 prenylflavonoids 성분은 peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-γligand 결합에 대한 활성을 가지며, isoliquiritigenin는 vascular cell adhension molecule (VCAM)-1 발현 억제를 통해 혈관내피의 염증 완화 효능을, nuclear factor-kappaB (NF-κB) 및 cyclooxygenase-2 (COX-2) 발현 억제를 통해 항염증 효과를, licochalcone A는 조골세포분화에 효과를 가진다고 보고되고 있다 (Mae et al., 2003; Kwon et al., 2005; Park et al., 2009; Soe et al., 2013). 그리고 감초 추출물은 천식에 대해 항알레르기 작용 (Kwak and Park, 2004), 아밀로이드 베타단백질로 인지 손상을 유발한 생쥐에서 인지 손상에 대한 보호, nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2)-antioxidant response element (ARE)-산화스트레스 신호전달체계의 강한 활성화 및 NF-κB 매개 염증에 대해 강한 저해효과, 급성 간손상 모델에서 Nrf2 경로의 활성화를 통한 산화스트레스 보호작용 (Ahn et al., 2006; Wu et al., 2010; Cao et al., 2017)이 보고되어 있다.

      이처럼 감초는 많은 약효 성분의 작용에 의해 다양한 효능을 나타내는 주요 약용작물이지만 감초 필요량은 대부분 수입에 의존하여 왔기에 그 수급을 위한 대책이 필요하였다. 이러한 필요에 따라 근래에 이르러 국내에서도 감초 재배에 성공하여 재배면적이 확대되고 있는 한편 감초 국내 재배 시 문제되는 도복성과, 조기 낙엽성, 수량 등을 극복하기 위해 국내 연구기관에서 육성품종이 개발되었다 (Fig. 1). 감초 단일 종에 대해서는 앞서 언급한 바와 같이 성분 및 효능에 관한 많은 연구가 이루어져 있지만, 그 육성품종에 대해서는 연구가 미흡한 실정이다.

      
        
        

        Fig 1. 
				
        

        
          Specimens of Glycyrrhiza cultivars. 
        
        

        

      

      따라서, 본 연구에서는 국내에서 개발된 감초 신품종 3 가지 (다감, 신원감, 원감)를 재료로 하여 liquiritin, isoliquiritigenin 및 licochalcone A 등 주요 약리성분의 정량 분석 및 이들 성분이 나타낼 수 있는 효능인 항산화, 항염 및 인지 관련 수용체 제어능을 분석, 비교함으로써 산업화 소재로 활용할 수 있는 기초자료로 활용하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        연구에 이용된 재료는 농촌진흥청에서 개발된 감초 (감초, Chinese Liquorice) 3 품종의 뿌리를 이용하였으며, 2016년 11월 21일 충북 음성군 국립원예특작과학원 인삼특작부 약용작물시험포장에서 증식된 것으로서 1년근 주근을 채취하여 세척한 후 55℃ 조건의 건조기에서 3 일간 건조하였다 (Fig. 1). 건조된 감초 육성품종을 각각 분쇄한 후 에탄올을 이용하여 50℃ 조건의 가속용매추출장치에서 추출 및 여과한 후 감압농축기 (N-1200NB, Eyela, Kesennuma, Japan)를 이용하여 50℃에서 에탄올을 증발시켜 농축하였다. 그리고 농축물 중에 남아 있는 미량의 수분은 동결건조기를 이용해 30℃의 선반에서 4 일간 건조하여 제거하고 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 시약
        본 연구를 위해 사용된 시약으로 Dulbecco’s minimum essential media (DMEM), fetal bovine serum (FBS), Folin-Ciocalteu reagent와 NaCO3는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)에서 구입하였고, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), 2',7'–dichlorofluorescin diacetate (DCFDA), lipopolysaccharide (LPS), dimethyl sulfoxide (DMSO), penicillin & streptomycin (PEST), diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), tannic acid, L-ascorbic acid, 3-morpholinosydnonimine (SIN-1), dihydrorhodamine 123 (DHR123), sulfanilamide, N-1-napthyl-ethylenediamine dihydrochloride (NED), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), liquiritin, isoliquiritigenin, licochalcone A, L-glutamate, trizma base 및 ethylene-diamine-tetraacetic acid (EDTA)는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, phosphate buffered saline (PBS)는 WelGene (Gyeongsan, Korea), [3H]CGP39653 및 scintillation cocktail (Perkin Elmer, Boston, MA, USA), HCl은 VWR international (Radnor, PA, USA)에서 구입하였다.

      

      
        3. 세포주 및 배양방법
        세포에서의 감초 육성품종의 항염 활성, 세포증식율 및 활성산소 저해능 비교를 위해 사용된 BV-2 세포주는 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 분양받은 것으로 37℃의 온도, 5%의 이산화탄소 농도 조건인 배양기에서 5% FBS, 1% PEST을 포함하는 DMEM 배지를 사용하여 배양되었다.

      

      
        4. 세포에서의 항산화 활성 분석
        감초 육성품종별 추출물의 활성산소 저해능을 분석하기 위해서는 BV-2 세포를 96 well plate에 5 × 104 cells/well 만큼 분주하고 16 시간 동안 배양한 후 감초 육성품종별 추출물을 24 시간동안 처리하였다. 그 후 0.5㎍/㎖ LPS를 12 시간 처리하고, 순차적으로 10 μM의 2',7'–dichlorofluorescin diacetate (DCFDA)가 포함된 배지를 30 분간 처리한 후 PBS를 이용해 세척하였다. 반응이 끝난 96 well plate를 microplate reader (Bio-Tek Synergy HT, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 excitation 485㎚ 및 emission 530㎚ 조건에서 형광정도를 측정하였다 (Lau et al., 2007). 이러한 실험으로부터 감초 육성품종별 추출물의 형광도를 시표를 처리하지 않은 대조실험의 형광 정도에 대한 백분율 (%)로서 나타내었다.

        한편, 감초 육성품종추출물의 항산화 효과를 기존 항산화제와 비교하기 위해 5㎍/㎖ 농도의 감초 육성품종 추출물 및 100㎍/㎖ 농도의 L-ascorbic acid에 대해 lipopolysaccharide (LPS)가 처리된 BV-2 세포에서의 형광생성 정도를 분석함으로써 활성산소 저해효과를 비교하고자 하였다.

      

      
        5. 세포에서의 항염 활성 및 세포증식율에 대한 영향 분석
        감초 육성품종 추출물의 항염 활성을 평가하기 위해 Lau 등 (2007)의 방법을 변형하여 NO (nitrite) 생성에 대한 저해정도를 분석하였다. BV-2 세포를 2 × 105 cells/㎖ 비율로 48 well plate에 분주한 다음 24 시간 배양한 후 감초 육성품종별 추출물을 2 시간동안 처리하였으며, 배지를 제거한 후 0.5㎍/㎖ 농도의 LPS를 처리하여 배양하였다. 24 시간 후 각 well의 상등액인 배지 50㎕를 96 well plate에 옮겨 담고, 1% sulfanilamide 50㎕와 0.1% N-1-napthyl-ethylenediamine dihydrochloride (NED) 50㎕를 각각 가하여 혼합한 후 microplate reader (Bio-Tek Synergy HT, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 520㎚ 조건에서 흡광도를 측정하였다. 결과는 측정된 NO 표준물질 (nitrite)의 흡광도로부터 작성된 검량선식을 적용하여 감초 육성품종 추출물 처리군의 흡광도에 대한 NO량을 계산하였다.

        또한, 감초 육성품종별 추출물의 세포증식률 분석을 위해서는 Jung 등 (2009)의 방법에 따라 BV-2 세포주에 대해 NO 생성 저해능 분석 실험과 동일한 조건 및 실험과정으로 처리된 상등액을 제거하고 0.6㎎/㎖ 농도의 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)를 포함하는 배지를 처리하였다. 1 시간 후 MTT 함유 배지를 제거하고 DMSO를 가해 formazan을 용해한 후 microplate reader (Bio-Tek Synergy HT, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 540㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다. 세포증식률은 측정된 감초 육성품종 시료의 흡광도를 대조실험의 흡광도에 대한 백분율 (%)로 나타내었다.

      

      
        6. DPPH 유리기 및 Peroxynitrite (NOO-) 소거능 분석
        감초 육성품종별 추출물의 자유라디칼에 대한 소거능을 확인하기 위해 Lee 등 (2010)의 방법에 따라 에탄올에 1.5 × 10−4M의 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)를 녹인 후 감초 추출물을 최종농도 5, 10, 20, 50, 100㎍/㎖이 되도록 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 혼합하였다. 3 분이 경과한 후 반응액은 분광광도계 (Cary-300, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 517 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료의 농도별 흡광도 값을 대조물질의 흡광도에 대해 저해율 (%)을 구한 후 시료별 농도와 저해율 간의 방정식을 산출하여 50% 저해농도인 IC50 (㎍/㎖)값을 계산하였다.

        또한, 감초 육성품종별 추출물의 peroxynitrite (NOO-)에 대한 소거능 분석을 위해서는 rhodamine buffer와 diethylenetriaminepentaaceticacid (DTPA), dihydrorhodamine 123 (DHR123), 3-morpholinosydnonimine (SIN-1)을 이용하여 reaction buffer를 제조하고, 감초 추출물과 혼합하여 96 well black plate에 분주하고 5 분간 반응시켰다. 반응 후 microplate reader (Bio-Tek Synergy HT, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 형광조건 (excitation 485㎚/emission 530㎚)에서 반응액의 형광정도를 측정하였으며 IC50 (㎍/㎖) 값으로 NOO- 소거활성을 산출하였다.

      

      
        7. N-Methyl-D-aspartate (NMDA) 수용체 제어능 분석
        감초 육성품종별 추출물의 NMDA 수용체에 대한 제어능을 확인하기 위해 Sills 등 (1991)의 방법에 따라 실험하였다. 먼저, 4℃에서 1㎎의 protein에 해당하는 뇌피질막 균질액을 5 nM [3H] CGP39653와 함께 5 mM Tris-HCl (pH 7.7), 10 mM EDTA-Tris와 함께 최종농도 50㎍/㎖의 감초 추출물 포함 또는 포함하지 않는 조건에서 60 분간 배양하면서 비특이적 결합을 100 μM L-glutamate 존재 하에 결정하였다. 배양 후, 시료를 진공 하에 glass fiber filters (GF/B, Brandel Inc., Gaithersburg, MD, USA)로 신속히 여과하고, 48 sample cell harvester를 사용하여 ice-cold incubation buffer로 여러 차례 세척하였으며, 여과액은 건조시킨 후 scintillation cocktail을 사용하여 scintillation counter (LS series, Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA)를 이용하여 radioactivity를 계산하였다. NMDA 수용체에 대한 저해능은 control radioligand specific binding에 대한 저해율 (%)로서 나타내었다.

      

      
        8. 총페놀 함량 및 약효성분 분석
        감초 육성품종별 추출물의 총페놀 함량 분석을 위해 감초 추출물 일정량과 2% Na2CO3 용액을 혼합한 후 1 N Folin-Ciocalteu 용액을 가하여 30 분간 반응시켰다. 반응물은 분광광도계 (Cary-300, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 750㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였고 측정한 감초 추출물의 흡광도를 페놀성 화합물의 하나인 gallic acid를 표준물질로 사용하여 농도별 흡광도로부터 도출된 검량선식 (y = 0.022x - 0.0121, R2= 0.9976)을 이용하여 총페놀 함량을 계산하였다 (Lee et al., 2008).

        감초 주요 약효성분인 liquiritin, isoliquiritigenin 및 licochalcone A의 육성품종별 함량을 확인하기 위해서는 아래와 같이 정량분석을 실시하였다. 먼저, liquiritin, isoliquiritigenin 및 licochalcone A는 구조적으로 벤젠 링과 이중결합 등의 chromophore가 있어 UV 흡광이 좋고, 일반적으로 사용되는 HPLC 용매인 물 및 유기용매에 잘 용해되며, 각각의 추출물 시료들 또한 해당 용매에 잘 용해되는 특성이 있으므로 190 - 400㎚에서 full scan하여 최대 UV 흡광을 측정하여 해당 파장을 선택하여 분석 조건을 설정하였다 (Fig. 2). 이러한 방법에 따라 분석에 사용된 검출기의 파장은 liquiritin은 270㎚로, isoliquiritigenin 및 licochalcone A는 모두 380㎚로 선택하여 진행하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            UV spectrum of the standard compounds (A; liquiritin, B; isoliquilitigenin, C; licochalcone A). 
          
          

          

        

        분석시간 단축 및 분리 효율을 위하여 UV detector와 Acquity UPLC BET C8 (1.7㎛, 2.1 × 100 μM) 컬럼이 장착된 UPLC (Waters Acquity, Milford, MA, USA)를 사용하였다. 이동상으로 water (A)와 acetonitrile (B)를 사용하여 분석초기에는 A :B의 비율을 80 : 20으로 시작하여 3 분까지, 그리고 계속하여 10 분까지 60 : 40으로 변경하였으며, 추가적으로 15 분까지 50 : 50으로 변경한 후 20 분까지 20 : 80으로 진행시키는 gradient system을 적용하여 분석하였다. 유속은 0.4㎖/min, injection volume은 1㎕, column/sample temp은 25℃의 조건으로 하였다.

        본 연구에서 사용된 분석방법은 isoliquiritigenine 및 licochalcone A이 LC-UV 시스템을 이용하여 분석용매와 컬럼을 선택한 후 지표성분과 추출시료의 분석조건 설정을 할 수 있는 구조를 감안하여 190 - 500㎚의 전파장 스캔을 통하여 각각의 물질이 최대로 흡수하는 파장을 선택하여 설정하였다. Isoliquiritigenine 및 licochalcone A의 구조적 특성 상 UV를 흡수할 수 있는 chromophore가 있어 UV 흡광이 유리하다는 점에서 UV 검출기를 사용하였다. 또한, 추출물 시료의 크로마토그램에서 지표성분인 isoliquiritigenine (8.6 분), licochalcone A (13.5 분)의 주변으로 많은 추출 성분들이 검출되었으며 이성분들을 분석하기 위하여 일반적인 HPLC 시스템을 사용할 경우, 분석 소요 시간이 늘어날 뿐 아니라 지표성분 주변의 성분들은 분리되지 않으므로 본 실험에서는 UPLC 시스템을 이용하여 분석하였다. 또한, 1.7㎛의 입자를 가진 컬럼을 사용함으로써 HPLC의 5㎛ 입자 컬럼을 사용했을 때 보다 분리능이 높아지고 지표성분 주변의 성분들의 분리도 가능하므로 분석 소요시간이 단축되고 분리능이 높은 UPLC 시스템을 사용하여 분석하였다.

        이 조건에서 표준물질 liquiritin, isoliquiritigenin 및 licochalcone A의 검량선식은 각각 3858.616x + 4501.121, 17808.099x + 1247.297 및 11895.576x + 561.242이었으며, R2는 모두 1.000이었다. 또한, 분석용액에서의 각 표준물질 및 감초 육성품종별 크로마토그램은 Fig. 3, 4, 5.에 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            HPLC chromatograms of the standard compounds dissolved in 3㎎/㎖ of 50% ethanol (A); liquiritin, (B); isoliquilitigenin and licochalcone A. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            HPLC chromatograms of liquiritin from Glycyrrhiza cultivar extracts. 
            (A); Dagam, (B); Sinwongam, (C); Wongam.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            HPLC chromatograms of isoliquiritigenin and licochalcone A from Glycyrrhiza cultivar extracts. (A); Dagam, (B); Sinwongam, (C); Wongam. 
          
          

          

        

      

      
        9. 통계분석
        감초 육성품종별 추출물에 대해 반복실험으로 얻은 결과 (n = 3 - 4)는 평균 ±표준편차로 나타내었으며, 통계적 유의성은 Student's t-test로 확인하거나, SAS program (version 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)에서 ANOVA 분석을 실시하여 유의성이 있을 경우 p < 0.05 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 실시하였으며, SPSS program (version 21, IBM Co., New York, NY, USA)을 이용하여 p < 0.05에서 상관계수를 산출하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 감초 육성품종 추출물의 항산화 활성에 미치는 영향
        감초 (감초, Chinese Liquorice)는 고지혈증인 흰쥐에서 항산화 상태를 개선시키며 급성 간손상 모델에서는 Nrf2 경로의 활성화를 통하여 산화스트레스에 대해 보호 작용을 하는 것으로 보고 (Visavadiya and Narasimhacharya, 2006; Cao et al., 2017)되었으므로 세포수준에서 감초 육성품종별 에탄올 추출물의 항산화 활성을 비교하였다.

        그 결과, Fig. 6에 나타낸 바와 같이 LPS로 산화스트레스를 유발한 BV2 세포에서 감초 추출물의 활성산소 (reactive oxygen species, ROS) 저해효과를 분석하였을 때, LPS 단독처리에 비해 감초의 육성품종별 추출물 처리에 의해 활성산소가 감소함을 확인할 수 있었다. 즉, LPS 무처리된 control의 fluorescence intensity을 100%로 하였을 때보다 LPS 단독 처리 시는 상대적인 fluorescence intensity가 150.4%로 증가하였으나, 감초 육성품종 추출물을 (2.5, 5, 10㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때 다감 추출물은 각각 135.8%, 128.5%, 94.4%, 신원감 추출물은 131.7%, 122.4%, 76.1%, 원감 추출물은 123.2%, 116.0%, 81.4%의 값을 보여 LPS 단독처리보다 감소하였다. 이러한 결과를 IC50 (㎍/㎖)로 나타내었을 때, 신원감은 9.2㎍/㎖로서 원감 (11.3㎍/㎖) 및 다감 (12.8㎍/㎖)에 비해 가장 낮은 수치를 보여 세포에서의 활성산소 저해능은 신원감이 가장 우수함을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Inhibition activity of Glycyrrhiza cultivar extracts on reactive oxygen species. 
            BV-2 cells (5 × 104 cells/well) in 96-well plate were treated with the cultivar extract samples at 2.5, 5.0 and 10.0 ㎍/㎖ in serum free media and with serum free media for control experiment for 24 hours. The reaction wells were treated by LPS treatment (0.5 ㎍/㎖) for 12 hours. After all of the treatments, the fluorescence of the plate was measured via DCFDA staining. (−); LPS-untreated experiment, (+); LPS-treated experiment.  LPS means lipopolysaccharide. A; Dagam, B; Sinwongam, C; Wongam. Statistical analysis was performed using Student’s t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

        한편, BV2 세포를 이용하여 감초 육성품종 추출물의 항산화 활성을 기존의 항산화물질인 vitamin C (Vit. C)와 비교한 실험에서 대조실험의 형광 정도를 100%로 하였을 때의 각 시료의 상대적인 fluorescence intensity (%)를 나타내었다. 그 결과 Fig. 7에 나타낸 바와 같이 감초 육성품종 (5㎍/㎖)의 상대적인 fluorescence intensity는 다감 101.8, 신원감 65.0, 원감 83.0의 상대 형광도를 나타내 Vit. C (100㎍/㎖)의 106.5 보다 낮은 상대 형광도를 보였다. 이러한 결과는 Vit. C가 33.9%의 저해율을 보인 것인 반면 다감은 36.8%, 신원감 59.7%, 원감 48.5%의 저해율을 나타낸 것으로서 신원감이 가장 높은 항산화 효과를 나타낸 것을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Comparison of inhibition activity on reactive oxygen species between Glycyrrhiza cultivar extracts and vitamin C. 
            BV-2 cells (5 × 104 cells/well) in 96-well plate were treated with the cultivar extracts at 5 ㎍/㎖, vitamin C (Vit. C) as positive control at 100 ㎍/㎖ and with serum free media for control experiment for 24 hours. The reaction wells were treated by LPS treatment (0.5 ㎍/㎖) for 12 hours. After all of the treatments, the fluorescence of the plate was measured via DCFDA staining. (−); LPS-untreated experiment, (+); LPS-treated experiment. LPS means lipopolysaccharide. Statistical analysis was performed using SAS program. Values are means ± standard deviation (n = 4) and those with different alphabet are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

        라디칼에 대한 감초 육성품종 추출물의 소거효과를 확인하기 위해 DPPH 라디칼에 대한 실험을 수행한 결과에서는 대조실험의 흡광도를 100%로 하였을 때, 5㎍/㎖ - 100㎍/㎖로 처리된 감초 육성품종별 추출물의 상대 흡광도는 다감이 95.7 - 33.4의 값을, 신원감이 93.3 - 19.3의 값을, 그리고 원감이 95.8 - 40.8의 값을 나타내었다 (Fig. 8). 이러한 결과를 IC50 (㎍/㎖)로 환산한 결과, 다감 추출물이 72.5㎍/㎖, 신원감 추출물이 55.1㎍/㎖ 그리고 원감 추출물이 82.1㎍/㎖의 수치를 보여 감초 육성품종별 추출물 중 신원감이 가장 우수한 유리기 소거능을 나타냄을 알 수 있었다. 

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity of Glycyrrhiza cultivar extracts. 
            Glycyrrhiza cultivar extracts at the final concentration of 5, 10, 20, 50 and 100 ㎍/㎖ were reacted with DPPH reagent for 3 minutes and DMSO for control experiment was used. Optical density of the reaction mixture was measured at 517 ㎚. A; Dagam, B; Sinwongam, C; Wongam.  Statistical analysis was performed using Student’s ttest (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

        Peroxynitrite (NOO-) 소거능 (IC50, ㎍/㎖) 비교 실험에서는 Table 1에 나타낸 바와 같이 감초 육성품종 추출물들이 2.4 - 3.4㎍/㎖의 수치를 보였고 특히 신원감이 2.4㎍/㎖로 가장 우수하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Inhibitory activities on peroxynitrite, NMDA receptor and total phenol content of Glycyrrhiza cultivars extracts. 
          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Peroxynitrite
scavenging
activity (IC50,
㎍/㎖)
              	Inhibition activity
(%)
on NMDAR at
50 ㎍/㎖
              	Total phenol
content
(GAE·㎎/g of
extract)1)
            

          
          
            	Dagam
            	2.8±0.2b
            	41.0±1.8b
            	156.7±2.3b
          

          
            	Sinwongam
            	2.4±0.2c
            	61.0±1.8a
            	179.2±6.1a
          

          
            	Wongam
            	3.4±0.1a
            	45.9±5.5b
            	159.1±4.3b
          

        

        
          
            *Values are means ± standard deviation (n = 3) and those with different alphabet within the same marker are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). 1)GAE; means gallic acid equivalent.
          

        

        

        이러한 결과는 감초의 추출물이 급성 간손상 모델에서 Nrf2 (nuclear erythroid 2-related factor2) 경로의 활성화를 통하여 산화스트레스에 대해 보호 작용을 하며 (Cao et al., 2017), Nrf-antioxidant response element (ARE)-항산화 스트레스 신호경로의 강한 활성화에 대해 강한 저해효과를 나타내었다는 결과와 유사하였으며 (Wu et al., 2010), 3 가지 감초 육성품종에 대한 세포 및 chemical level에서 항산화 활성을 종합적으로 비교한 결과, 신원감이 상대적으로 다른 품종에 비해 우수함을 확인할 수 있었다.

      

      
        2. 감초 육성품종 추출물의 항염 활성 및 세포증식율에 대한 영향
        감초 성분 중 총 플라보노이드는 흰쥐의 급성 염증모델에서 우수한 항염 활성을 나타내며, 감초 또는 볶은 감초로부터 제조된 추출물은 생쥐의 급성 및 만성 염증에 대한 보호작용을 나타내는 것으로 보고 (Kim et al., 2010; Yin et al., 2018)되어 있어 다감 등 3 품종 추출물의 항염 활성을 비교하였다.

        생쥐 소교세포인 BV2 세포에서 LPS 처리 시 발생하는 nitric oxide (NO) 생성에 대한 감초 추출물의 저해효과를 분석하고 NO 생성에 대한 저해효과를 IC50 (㎍/㎖)로 나타내었을 때 다감 추출물이 7.32㎍/㎖, 신원감 추출물이 7.93㎍/㎖, 원감 추출물이 8.64㎍/㎖의 값을 보여 다감 추출물이 가장 우수한 NO 생성저해효과를 보였다 (Fig. 9). LPS가 처리된 BV2 세포의 증식률에 대해 미치는 감초 추출물의 영향을 살펴보았을 때, Fig. 10에 나타낸 것처럼 감초 육성품종별 추출물들은 2.5 - 10㎍/㎖의 농도에서 LPS 단독 처리 (74.7 - 79.6%)에 비해 다감이 97.9% - 110.6%, 신원감이 85.6 - 105.0%, 원감이 92.9% - 99.3%의 대체적으로 높은 세포증식효과를 나타냈지만 20㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때는 다감 72.9%, 신원감 22.1%, 원감 38.7%의 값을 보여 감초 육성품종별 에탄올 추출물이 20㎍/㎖ 이상의 농도에서는 세포독성을 나타내는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            Inhibition activity of Glycyrrhiza cultivar extracts on nitric oxide production. 
            BV2 cells (2 × 105 cells/well) in 48-well plate were treated with sample extracts (at 2.5, 5, 10, 20 ㎍/㎖) for 2 hours and with serum free media as control. The wells were reacted with 0.5 ㎍/㎖ LPS for 24 hours. Optical density of the reaction supernatant was measured at 520 ㎚. (−); LPS-untreated experiment, (+); LPS-treated experiment. LPS means lipopolysaccharide. A; Dagam, B; Sinwongam, C; Wongam. Statistical analysis was performed by using Student’s t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 10. 
				
          

          
            Effect of Glycyrrhiza cultivar extracts on BV2 cell proliferation. 
            BV2 cells (2 × 105 cells/well) in 48- well plate were treated with sample extracts (at 2.5, 5, 10, 20 ㎍/㎖) for 2 hours and with serum free media as control. The wells were followed by LPS (0.5 ㎍/㎖) treatment for 24 hours. After treatment with 0.6 ㎍/㎖ MTT, the optical density of formazan was measured at 540 ㎚. (−); LPS-untreated experiment, (+); LPS-treated experiment. LPS means lipopolysaccharide. A; Dagam, B; Sinwongam, C; Wongam. Statistical analysis was performed using Student’s t-test (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

          
          

          

        

        한편, 감초의 항염 효과에 대해서 보고한 자료 중에서 isoliquiritigenin 성분은 VCAM-1 발현 억제를 통해 혈관내피의 염증 완화 (Kwon et al., 2005) 및 NF-κB와 COX-2 발현억제 (Park et al., 2009) 효과를 나타낸다는 보고가 있었는데, 본 연구결과에서도 3 가지 육성품종이 7.32 - 8.64㎍/㎖의 우수한 항염 활성을 나타내는 것으로 확인되었다. 다만, 이들 감초 육성품종 추출물이 20㎍/㎖ 이상의 농도에서는 세포독성을 나타낸 점을 감안하여 산업화 등에 적용 시에는 세밀한 검토가 필요하다고 사료된다.

      

      
        3. 감초 육성품종 추출물의 NMDA 수용체 제어 효과
        감초는 아밀로이드 베타 단백질로 인지 손상을 유발한 생쥐에서는 인지 손상을 막아주며 LPS로 유도한 신경염증의 완화로 인지개선 효과를 보이는 것으로 보고되었으므로 (Ahn et al., 2006; Cho et al., 2018) 인지능과 관련된 지표인 NMDAR 제어능을 분석하였다.

        감초 육성품종 추출물을 50㎍/㎖의 단일에서 NMDAR 제어효과를 분석하였을 때 41.0 - 61.0%의 저해효과를 보였는데, 세 가지 감초 육성품종 추출물 중에서는 신원감이 61.0%로서 가장 우수한 활성을 나타내었다. 따라서, 신원감은 상대적으로 다른 두 가지 품종보다는 알츠하이머병과 관련된 시냅스 기능장애와 연관되는 NMDAR의 활성화를 효과적으로 제어할 수 있는 NMDAR 길항제로의 활용성이 높다고 사료되었다 (Mota et al., 2014). 또한, 감초 품종의 인지능관련 활성에 대해서는 베타 아밀로이드 등 인지손상과 관련된 다른 바이오마커에 대한 추가적인 연구가 필요하다고 사료되었다.

      

      
        4. 감초 육성품종별 추출물의 총페놀 함량 분석 결과
        Superoxide 음이온 라디칼 소거활성 등의 항산화활성은 총 페놀 함량과의 상관계수가 높으므로 (Kim and Chung, 2002) 감초 육성품종 추출물의 총페놀 함량을 분석하여 항산화 활성에 미치는 영향을 살펴보고자 하였다.

        실험 결과, Table 1에 나타낸 바와 같이 감초 육성품종 추출물은 130.0 - 167.6㎎/g extract의 총페놀 함량을 나타내었으며 특히 신원감이 167.6㎎/g extract로 가장 높은 함량을 보였다. 이러한 결과는 세 가지 감초 육성품종 중에서는 신원감이 가장 효과적으로 항산화력을 발휘하는 데 기여함으로써 항산화활성이 우수한 것이 확인되었다 (Table 1, Fig. 6, Fig. 7, Fig. 8).

      

      
        5. 감초 육성품종별 추출물의 약효성분 정량 결과
        감초에 함유된 liquiritin은 신경보호효과에 의해 알츠하이머 질환에 효과가 기대되며 감초와 isoliquiritigenin은 Aβ (25-35)-amyloid로 유도된 신경자멸사를 막아 알츠하이머와 같은 신경퇴화질환의 진행을 막을 것으로 보고되었고, licochalcone A는 항산화작용 및 암세포 증식 억제 효과가 알려져 있어 (Lee et al., 2012; Gao et al., 2013; Chen et al., 2017) 감초 육성품종 추출물에서 이들 약효성분의 분포를 확인하기 위해 liquiritin, isoliquiritigenin 및 licochalcone A에 대한 정량분석을 실시하였다.

        그 결과, liquiritin의 경우 감초 육성품종별 추출물이 10.42 - 19.07㎎/g ext.의 수치를 보였고, isoliquiritigenin은 0.52 - 2.76㎎/g ext. 값을 보였으며, licochalcone A는 0.70 - 1.26㎎/g ext.의 값을 나타내었는 데, liquiritin과 isoliquiritigenin 함량에서는 다감이 가장 높았으며, licochalcone A에서는 신원감이 가장 높은 수치를 보였다 (Table 2, Fig. 4, Fig. 5).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Contents of liquiritin, isoliquiritigenin and licochalcone A in the Glycyrrhiza cultivar extracts. 
          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Liquiritin
(㎎/g of extract)
              	Isoliquiritigenin
(㎎/g of extract)
              	Licochalcone A
(㎎/g of extract)
            

          
          
            	Dagam
            	19.07±0.31a
            	2.76±0.08a
            	0.70±0.07c
          

          
            	Sinwongam
            	10.42±0.10c
            	0.52±0.01c
            	1.26±0.11a
          

          
            	Wongam
            	12.40±0.30b
            	1.03±0.01b
            	0.95±0.07b
          

        

        
          
            *Values are means ± standard deviation (n = 4) and those with different alphabet within the same marker are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).
          

        

        

        감초에서 분리된 isoliquiritigenin은 nuclear factor erythroid 2-related factor (Nrf2)를 통해 무독화 시스템을 자극함으로써 독성을 가진 외래물질에 대한 방어에서 중요한 역할을 한다 (Gong et al., 2015). 따라서, 감초 3 품종 추출물 중에서 isoliquiritigenin의 함량이 가장 많은 다감 추출물이 항산화효과를 높게 나타낼 것으로 예상되었다. 하지만, 다감의 에탄올 추출물은 항염 활성에서는 가장 우수한 활성을 보인 반면 BV2를 이용한 세포실험 및 DPPH 소거능 실험 결과 등의 항산화활성에서는 신원감보다 다소 낮은 활성을 보였다. 반면에 총페놀 함량이 가장 높았던 신원감 추출물이 항산화활성에서 가장 우수한 결과를 보여 감초 육성품종에 함유된 페놀성 화합물 및 licochalcone A 등이 항산화 효과에 기여하였을 것으로 사료되었다.

        또한, liquiritin은 만성 우울이 유도된 흰쥐에서 항산화작용을 통해 항우울 유사작용을 나타내는 것으로 보고되었으므로 (Zhao et al., 2008) liquiritin의 함량이 높은 다감 추출물의 항우울 효과가 다른 감초 육성품종의 추출물보다 좋을 것으로 예상되며 이에 대한 추가 연구가 필요하다고 사료되었다. 이상의 실험결과에 대해 감초 품종들의 성분 및 생리활성 사이의 상관계수를 p < 0.05 수준에서 산출하였으며 Table 3에 나타내었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Correlation coefficients between total phenol, liquiritin, isoliquilitigenin, lichochalcone A and activities in the Glycyrrhiza cultivar extracts. 
          
          

        

        
          
            
              	Biomarkers/
Components
              	Total
phenol
              	Liquiritin
              	Isoliquilitigenin
              	Licochalcon
A
            

          
          
            	ROS scavenge
(IC50)
            	-0.946
            	0.921
            	0.921
            	-0.999*
          

          
            	DPPH scavenge
(IC50)
            	-0.898
            	0.376
            	0.375
            	-0.682
          

          
            	Peroxynitrite
scavenge (IC50)
            	-0.741
            	0.105
            	0.104
            	-0.453
          

          
            	NO inhibition
(IC50)
            	0.054
            	-0.706
            	-0.707
            	0.406
          

          
            	Cell viability (%)1)
            	-0.812
            	0.994
            	0.994
            	-0.967
          

          
            	NMDAR
inhibition (%)2)
            	0.990
            	-0.831
            	-0.830
            	0.975
          

        

        
          
            1,2)Tested at 20 ㎍/㎖ and 50 ㎍/㎖, respectively. *Significant at 5% level.
          

        

        

        감초 품종들의 활성산소 (ROS) 저해능 (IC50), DPPH소거능 (IC50) 및 peroxynitrite 소거능 (IC50)은 총페놀과 -0.946, -0.898, -0.741의 상관관계를, licochalcone A의 함량과는 -0.999, -0.682, -0.453의 상관관계를 나타내어 총페놀 및 licochalcone A의 함량이 높을수록 ROS, DPPH 및 Peroxynitrite 관련 IC50 값을 감소시켜 활성을 높였다.

        NO 생성저해능 (IC50)은 liquiritin과 -0.706, isoliquiritigenin과 -0.707의 상관관계를 보여 liquiritin과 isoliquiritigenin 함량이 높을수록 NO 생성저해 관련 IC50 값을 감소시키고 따라서 NO 생성 저해효과를 상승시키는 경향을 확인하였다. 또한, 감초 품종들은 20㎍/㎖에서의 세포증식율 (%)에 있어서 liquiritin과 0.994의 상관관계를 보였고 isoliquiritigenin과도 0.994의 상관관계를 보여 이들 성분의 함량이 높을수록 세포증식율 증가를 일으키는 것을 알 수 있었다. 그리고 50㎍/㎖에서 감초 품종들의 NMDAR 제어능 (%)은 총페놀 함량과 0.990의 상관계수를, licochalcone A 함량과는 0.975의 상관계수를 보여 이들 성분의 함량이 높을수록 NMDAR 제어 효과가 증가된 것을 알 수 있었다.

        이러한 결과를 종합하면 항산화 활성 지표들에서의 활성 및 NMDAR 제어효과 그리고 licochalcone A 함량에서는 신원감 추출물이 다른 품종 추출물에 비해 월등히 우수한 결과를 보였고 기존의 항산화물질인 Vit. C보다 우수한 효과가 확인되었다. 한편, 다감 추출물은 항염 활성 및 세포증식율에서 가장 우수하였고 liquiritin과 isoliquiritigenin 함량에서 가장 높은 함량을 나타내었다. 그러므로 실험에 사용된 세 가지의 감초 육성품종 중에서 항염 활성, 세포증식율, liquiritin과 isoliquiritigenin함량에서는 다감보다 다소 낮거나 비슷한 효과를 발휘하였지만 항산화 효과, NMDAR 제어 활성, 총페놀 함량 및 licochalcone A 함량 등에서 매우 우수한 결과를 나타내었던 신원감이 다른 품종들에 비해 항산화 소재 등으로의 활용성이 높을 것으로 사료되었다.
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