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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Licorice is used in herbal medicine, food, medicines, tobacco, and functional health foods. Although Korean cultivation has long been attempted the index component content does not meet the standards of the Korean Pharmacopoeia. Therefore, in this study, we analyzed the index component content of G. uralensis to develop a licorice cultivar that meets the index component content of the Korean Pharmacopoeia.

          

          
            Methods and Results: 
            Eight accessions of G. uralensis were grown under identical environmental conditions. The index component content was analyzed using high-performance liquid chromatography based on the cultivation year. The glycyrrhizin content in the roots and rhizomes increased depending on the cultivation year. Through correlation analysis between glycyrrhizin and liquiritigenin in the roots, positive correlations were confirmed for all first-, second-, and third-years cultures depending on the number of cultivation years.

          

          
            Conclusions: 
            The results confirmed that the licorice component content was affected by the number of years of cultivation, and it was inferred that environmental factors could affect licorice component content. GLY13-05 was selected as a high-quality resource that could meet all the Standard Ingredient of the Korean Pharmacopoeia.
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      서 언
      감초 (Glycyrrhiza spp.)는 콩과 (Leguminosae)에 속하는 다년생 초본으로 독특한 형태학적 특성인 두껍고 깊게 뻗은 뿌리구조로 되어 있다. 이러한 뿌리구조는 감초가 건조한 환경에서도 효율적으로 수분을 잘 흡수하며, 적응할 수 있도록 돕는다. 또한, 감초는 깃 모양의 잎을 가지며 여름철에는 자주색 또는 연보라색 꽃을 피운다. 이러한 형태적 특성은 감초가 다양한 기후조건에 적응할 수 있도록 하며, 주요 약리 성분인 glycyrrhizin과 flavonoid의 생산에도 기여한다 (Asl and Hosseinzadeh, 2008; Hayashi et al., 2009; Husain et al., 2021).

      감초는 전 세계 22 종류가 자생하며, 중앙아시아의 고온 건조한 사막지역에 대분분 분포하고 있다 (Çetina et al., 2015). 그 중 한약재로 사용되는 만주감초 (G. uralensis Fisch. ex DC.)는 중앙아시아의 동북부인 중국, 만주, 러시아 등에 분포하며, 광과감초 (G. glabra L.)는 중앙아시아 서쪽 우즈베키스탄, 튀르키예 등 유럽지역에 주로 자생한다 (Lim et al., 2012; Kim et al., 2020). 또한 한국을 비롯하여 중국과 일본, 대만, 홍콩 등에서 한약재로 이용되고 있는 약용작물이다 (Fukai et al., 2003). 한약재로 감초는 약재의 독성을 완화하거나, 서로 다른 약재를 조화롭게 돕는 작용을 한다 (Gong et al., 2015; Shin et al., 2020).

      감초 뿌리와 뿌리줄기에는 주로 glycyrrhizin (glycyrrhizic acid)을 포함하는 triterpenoid saponin 성분과, liquiritin, liquiritingenin, isoliquiritin, isoliquiritingenin과 같은 flavonoid 계통의 성분 등이 존재한다. 그 중 glycyrrhizin과 liquiritigenin 2 종류는 감초의 지표성분으로 규정하고 있다 (Kojoma et al., 2011; Ji et al., 2016; Lee et al., 2023).

      Glycyrrhizin은 간 손상 억제, 진통, 해열, 항궤양, 항염증, 항경련과 항암효과가 있으며 (Yoshida et al., 2007; Jalilzadeh-Amin et al., 2015; Chen et al., 2017; Zhang et al., 2017), liquiritigenin은 간 보호 활성, 항염증, 진해 효과, 소화 궤양의 발생 억제, 항치매, 항균, 항산화, 항피부암, 항혈관신생 등 다양한 활성이 구명되었다 (Junzo et al., 2003; Kim et al., 2006; Kim et al., 2008; Ruiting et al., 2009). 최근에는 대장암 증식, 침습 및 전이 억제, 항당뇨의 보조 치료 역할을 한다고 보고 되어 있는 등의 생리활성 효능이 구명되어 현대사회에 중요한 천연물로 주목된다 (Meng and Lin, 2019; Yang et al., 2020).

      감초속 (Glycyrrhiza L.)에서 한약재로 이용되는 분류군은 나라마다 다르며, 우리나라의 경우 대한민국약전 12 개정 (KP12) 의약품각조 (제 2 부)에서는 감초를 만주감초, 광과감초 (G. glabra L.), 창과감초 (G. inflata Batalin) 또는 신감초 (G. korshinskyi Grig.)의 뿌리 및 뿌리줄기로서 그대로 또는 주피를 제거한 것을 감초로 인정하고 있다 (MFDS, 2024).

      국내에서는 기후 및 여러 가지 환경적 요인으로 인해 감초가 자생하기 적합하지 않아 1990년대부터 감초의 재배를 시도하기 시작하였다 (Kim et. al., 2020). 재배 지역은 2020년까지 주로 충청북도 지역에서 재배되고 있으며, 그 외 경상북도와 강원도 지역에서도 일부 재배되고 있는 것으로 조사되고 있다. 감초의 주산지인 충청북도 지역의 생산량은 234 톤 (2016년)에서 163 톤 (2020년)으로 5 년간 생산량이 약 30% 감소하였고, 재배면적은 31 ㏊에서 26 ㏊로 약 16% 감소하였다 (KOSIS, 2023).

      하지만, 최근의 감초에 대한 소비자들의 관심이 증가하여 한약재뿐만 아니라 식료품, 생활소재, 담배 등의 형태로 소비가 확대되고 있는 실증 으로 (Kao et al., 2014) 충청북도 기준으로 생산량이 각각 약 7%, 19% 씩 증가하였다 (KOSIS, 2023).

      국내 소비 추세에 따라 2021년 기준으로 소비되는 감초의 수급은 국내에서 약 71 억원 규모로 생산이 되지만 여전히 약 55 억원 규모의 감초가 수입되고 있다 (MAFRA, 2022). 이러한 추세와 더불어, 중국을 비롯한 여러 국가에서 야생 감초의 무분별 남획으로 인한 국토의 사막화를 우려하여 이러한 문제를 해결하기 위해 감초의 자생지인 국가들이 감초의 야생 채취를 강력히 제한하고 있다 (RDA, 2020).

      이에 따라 국내의 감초 소비를 충족하기 위해 농촌진흥청에서는 고온다습한 기후에서도 재배가 가능한 국내 최초 종간교잡 신품종 ‘원감’이 개발되었으나 (Lee et al., 2020), 한의사·한약사 등 한약재를 주로 이용하는 소비자 들은 지속적으로 만주감초를 요구하고 있어 국내 재배에 적합하며 소비 형태에 맞는 다양한 감초 품종개발이 시급한 실정이다.

      따라서 본 연구는 감초 품종개발을 위해 국외에서 수집된 만주감초 유전 자원의 지표성분인 glycyrrhizin과 liquiritigenin을 재배 기간에 따라 각각에 함량을 분석하여 대한민국약전에 고시된 지표성분 기준 (glycyrrhizin 2.5%, liquiritigenin 0.7%)에 충족하는 자원을 선발하고, 감초의 신품종 육성을 위한 계통육성의 기초 자료로 활용하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 연구재료
        본 연구에 사용된 만주감초 유전자원은 농촌진흥청 농업유전자원 정보센터 (National Agrobiodiversity Center, RDA. Joenju, Korea)에서 분양받았다 (Table 1). 충청북도 음성군에 위치한 국립원예특작과학원 인삼특작부의 시험포장에서 정식은 2017년 4월 하순, 수확시기는 매년 11월 하순에 수행하였다. 시험포장의 시비량은 N : P2O : K2O = 17 : 11 : 14/10a의 비율로 사용하였고 퇴비는 2,000 ㎏/10a 전량 기비로 사용하였다. 난괴법을 사용하여 시험구를 계통 당 20 개체 씩 3 반복으로 배치하였다. 재식밀도는 40 ㎝ × 35 ㎝로 비닐 피복하여 3 년에 걸쳐 재배하였고, 기타 재배법은 농촌진흥청 감초 표준재배법에 준하였다 (RDA, 2020).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Collection information of the G. uralensis Fisch. ex DC. samples used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Resource
              	Collection site
              	Accession number
              	Specimen (Institute)
            

          
          
            	1
            	GLY13-02
            	China
            	903683
            	MPS005322 (KMRH1))
          

          
            	2
            	GLY13-03
            	China
            	903685
            	MPS004531 (KMRH)
          

          
            	3
            	GLY13-04
            	Canada
            	K000940
            	MPS005322 (KMRH)
          

          
            	4
            	GLY13-05
            	China
            	K024694
            	MPS005329 (KMRH)
          

          
            	5
            	GLY13-06
            	Russia
            	K045097
            	MPS005330 (KMRH)
          

          
            	6
            	GLY13-07
            	China
            	K160944
            	MPS005332 (KMRH)
          

          
            	7
            	GLY14-03
            	Mongolia
            	K014454
            	MPS005338 (KMRH)
          

          
            	8
            	GLY14-07
            	China
            	K205978
            	MPS005344 (KMRH)
          

        

        
          
            1)KMRH; Korea Medicinal Resources Herbarium at the National Institute of Horticultural and Herbal Science, Rural Development Administration
          

        

        

      

      
        2. 지표성분 분석
        
          2.1. 시료
          만주감초의 뿌리와 뿌리줄기의 구분은 지하부가 시작되는 위치로부터 수직으로 뻗어 내려가고 눈 (bud)이 존재하지 않는 부위를 뿌리로 구분하였고, 지하부가 시작되는 위치에서 옆으로 뻗어나가며 눈이 존재하는 부위를 뿌리줄기로 구분하였다 (Fig. 1).

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Distinction between the roots and rhizomes of licorice.
              (A) A comparison of the underground morphology of roots and rhizomes. (B) An example of a bud on a rhizome.

            
            

            

          

          감초의 지표성분인 glycyrrhizin과 liquiritigenin은 대한민국 약전 제 12 개정 기준 분석법에 준하여 분석하였다 (MFDS, 2024). 감초의 뿌리줄기는 뿌리와 달리 대부분 2년생에서 주로 형성되기 때문에 본 연구에서는 1년생에서 3년생까지의 뿌리와 2년생 및 3년생의 뿌리줄기를 연구에 사용하였다.

        

        
          2.2. 추출 및 전처리
          Glycyrrhizin의 추출은 계통 당 3 반복 난괴법으로 배치된 시험구에서 시험구 당 3 개채씩 임의적으로 선발하여 하나로 모은 시료를 곱게 파쇄하여 100 ㎎에 80% MeOH 10 ㎖을 첨가한 후, 파라 필름으로 밀봉하여 15 분 동안 3 회에 걸쳐 초음파 (Kodo Technical Research Co., Ltd., Gyeonggi-do, Korea) 추출을 진행하였다.

          Liquiritigenin의 추출은 glycyrrhizin의 방법과 동일하게 준비된 시료를 곱게 파쇄하여 100 ㎎에 2 mol/ℓ 염산 (HCl)을 20 ㎖을 첨가한 후, 90℃에서 1 시간 동안 가열한다. 상온에서 1 시간 동안 냉각한 후 추출액을 분액깔때기에서 에틸아세테이트 20 ㎖을 넣고 2 번 분획하고, 에틸아세테이트층을 모아 감압 농축 (Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan)하였다. 남은 건조물은 메탄올 20 ㎖에 완전히 녹여 여과용 멤브레인 필터 (Safety line Co., Ltd., Suwon, Korea, PVDF, 0.22 ㎛)로 여과하여 시험 용액으로 사용하였다.

        

        
          2.3. 지표성분의 함량분석
          Glycyrrhizin, liquiritigenin 분석은 YMC-PACK ODS-AM COLUMN C18 (5 ㎛, 4.6 ㎜ × 250 ㎜, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)을 장착한 Agilent 1100series HPLC system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사용하였다.

          Glycyrrhizin 분석을 위한 이동상은 용매 A [water : H2PO4 = 99.6 : 0.4, (v/v)]와 용매 B (acetontrlie)를 사용하였다. 용매 구배 조건은 B를 5%로 시작하여 40 분까지 100%로 증가시켰고, 50 분까지 100%로 유지한 후 5%로 감소 후 5 분간 유지하였다 (Table 2). 자외부흡광광도계의 파장은 254 ㎚로 고정하여 유량은 1 ㎖/min, 칼럼 오븐의 온도는 40℃로 설정하였으고 시료는 자동 시료 주입기를 사용하여 5 ㎕ 씩 주입하여 분석하였다. Liquiritigenin 분석을 위한 이동상과 용매의 구배 조건은 glycyrrhizin의 추출 및 전처리와 같은 조건으로 진행하였으며 (Table 2) 자외부흡광광도계의 측정 파장을 276㎚으로 고정하였고 유량은 1 ㎖/min, 칼럼의 오븐 온도는 40℃로 설정하였으며 시료는 자동 시료 주입기를 사용하여 각각 5 ㎕씩 주입하여 분석하였다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              HPLC condition for detecting glycyrrhizin and liquiritigenin in this experiment.
            
            

          

          
            
              
                	Instrument
                	Agilent 1260series HPLC system
              

            
            
              	Column
              	YMC-PACK ODS-AM (250㎜ × 4.6㎜, 5㎛)
            

            
              	Detecter
              	UV at 254 ㎚ (glycyrrhizin) and 276 ㎚ (liquiritigenin)
            

            
              	Injection volumn
              	5 ㎕
            

            
              	Flow rate
              	1 ㎖/min
            

            
              	Mobile phase
              	Solvent A
              	Water containing 0.1% formic acid
            

            
              	Solvent B
              	Acetonitrile containing 0.1% formic acid
            

            
              	Gradient conditions
              	Time(min)
              	Solvent A(%)
              	Solvent B(%)
            

            
              	(Initial)
              	95
              	5
            

            
              	3.0
              	95
              	5
            

            
              	40
              	0
              	100
            

            
              	50
              	0
              	100
            

          

          

          표준품인 glycyrrhizin, liquiritigenin은 코아사이언스 (Coresciences Co., Ltd., Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 표준품 제조는 80% MeOH로 희석하여 6.25 ㎕/㎖, 12.5 ㎕/㎖, 25 ㎕/㎖, 50 ㎕/㎖, 100 ㎕/㎖ 단계별로 표준용액을 조제하고 검량선을 작성하였다. 각 시료에서 분석된 HPLC peak면적을 검량선 회귀 방정식에 대입하여 각 성분의 양 (㎍/㎖)을 환산하였으며, 수율을 계산하여 정량화 (㎎/100g)하였다.

        

      

      
        4. 통계분석
        통계 처리는 SAS Enterprise Guide 7.1 (Statistical analysis system, 2016, SAS Institute Inc., Cray, NC, USA)를 이용하여 각 측정군의 평균과 표준편차를 산출하고, 분산분석을 수행하였다.

        시료 간의 유의적인 차이는 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 이용하여 5%의 유의수준으로 검증하였고 (p < 0.05), 상관관계는 Pearson의 적률상관계수 (Pearson’s correlation coefficient)를 이용하여 유의성을 표기하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. Glycyrrhizin, liquiritigenin 분석의 직선성 및 분석감도 평가
        직선성을 평가하기 위하여 glycyrrhizin과 liquiritigenin의 표준용액 농도를 5 단계로 희석하여 표준 검량선을 작성하였다. 그 결과, glycyrrhizin의 상관계수 R2는 0.9998로 양호한 직선성을 나타내었고, liquiritigenin도 상관계수 R2가 0.9999로 양호한 직선성을 나타내었다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Calibration curve equations of glycyrrhizin and liquiritigenin used in this experiment.
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Equation1)
              	R2
            

          
          
            	Glycyrrhizin
            	y = 3.381x − 0.566
            	0.9998
          

          
            	Liquiritigenin
            	y = 16.039x − 4.480
            	0.9999
          

        

        
          
            1)Equation; y= peak area, x = concentration
          

        

        

        HPLC에서 감초 자원의 glycyrrhizin 및 liquiritigenin을 검출하기 위해 해당 2 종류의 표준물질을 사용하여 HPLC의 diode array detector로 검출한 결과, retention time이 glycyrrhizin (23.21 min), liquiritigenin (19.76 min) 인 것을 확인하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of standard ingredients.
            The chromatograms and chemical structures of the standard ingredients, glycyrrhizin and liquiritigenin, are presented. (A) glycyrrhizin (RT : 23.21 min), (B) liquiritigenin (RT : 19.76 min). RT: retention time.

          
          

          

        

      

      
        2. Glycyrrhizin 함량 평가
        Glycyrrhizin 함량 분포는 뿌리에서 1년생에서 3년생까지 최저 13.84 ㎎/g부터 최고 35.01 ㎎/g까지 다양하게 나타났다. 년생에 따른 glycyrrhizin의 평균 함량은 1년생 (21.78 ㎎/g), 2년생 (23.41 ㎎/g), 3년생 (24.66 ㎎/g)으로 년생이 높아짐에 따라 평균 glycyrrhizin의 함량도 소폭 증가하는 경향을 보였다.

        뿌리줄기에서의 glycyrrhizin 함량 분포는 2년생과 3년생에서 최저 13.80 ㎎/g부터 최고 35.92 ㎎/g로 뿌리 함량과 비슷한 양상을 보였다. 년생별 glycyrrhizin의 평균 함량도 2년생 (23.18 ㎎/g), 3년생 (25.40 ㎎/g)으로 뿌리와 마찬가지로 년생이 높아짐에 따라 평균 glycyrrhizin 함량이 높게 나타났다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Glycyrrhizin contents in the roots and rhizomes of Glycyrrhiza uralensis Fisch. ex DC. germplasms.
          
          

        

        
          
            
              	Accessions
              	Root (㎎/g)
              	Rhizome (㎎/g)
            

            
              	1 Year
              	2 Years
              	3 Years
              	2 Years
              	3 Years
            

          
          
            	GLY13-02
            	22.473±0.026a*
            	26.380±0.031b
            	35.012±0.027c
            	20.634±0.008a
            	31.118±0.020b
          

          
            	GLY13-03
            	25.407±0.023c
            	24.647±0.011b
            	17.304±0.024a
            	13.844±0.010a
            	20.885±0.049b
          

          
            	GLY13-04
            	20.131±0.019a
            	29.246±0.013b
            	30.565±0.015c
            	24.668±0.032a
            	29.423±0.018b
          

          
            	GLY13-05
            	34.084±0.022a
            	28.024±0.015a
            	33.980±0.014b
            	23.499±0.012a
            	30.000±0.010b
          

          
            	GLY13-06
            	19.968±0.023b
            	18.918±0.022a
            	23.559±0.011c
            	21.314±0.024e
            	24.960±0.003b
          

          
            	GLY13-07
            	19.862±0.011b
            	21.846±0.009c
            	19.397±0.028a
            	31.804±0.013b
            	21.057±0.004a
          

          
            	GLY14-03
            	15.124±0.004b
            	13.838±0.008a
            	19.066±0.011c
            	13.796±0.009a
            	16.440±0.004b
          

          
            	GLY14-07
            	17.206±0.021a
            	24.395±0.007c
            	18.410±0.006b
            	35.920±0.024b
            	29.296±0.005a
          

          
            	Average
            	21.713±0.122a
            	23.489±0.080ab
            	24.678±0.069b
            	23.185±0.744a
            	25.397±0.517b
          

        

        
          
            Values indicate means ± standard deviation ( n = 3). *Means with different letters in the same row are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        대한민국약전 glycyrrhizin 함량의 기준, 2.5% (MFDS, 2024)에 충족하는 자원은 뿌리 함량 기준으로 1년생에서 GLY13-05 (34.08 ㎎/g), GLY13-03 (25.47 ㎎/g) 등 2 점, 2년생에서 GLY13-04 (29.25 ㎎/g), GLY13-05 (28.02 ㎎/g), GLY13-02 (26.38 ㎎/g) 등 3 점, 3년생에서 GLY13-02 (35.01 ㎎/g), GLY13-05 (33.98 ㎎/g), GLY13-04 (30.56 ㎎/g) 등 3 점이 확인되었다.

        뿌리줄기에서의 glycyrrhizin 함량 기준으로는 2년생에서 GLY14-07 (35.92 ㎎/g), GLY13-07 (31.80 ㎎/g) 등 2 점, 3년생에서 GLY13-02 (31.12 ㎎/g), GLY13-05 (30.00 ㎎/g), GLY13-04 (29.42 ㎎/g), GLY14-07 (29.30 ㎎/g) 등 4 점이 약전 기준을 충족하는 자원으로 확인되었다 (Table 4).

      

      
        3. Liquiritigenin 함량 평가
        Liquiritigenin 함량은 뿌리에서 최저 1.47 ㎎/g부터 최고 13.80 ㎎/g까지 자원별로 다양하게 분포하였다. 평균 liquiritigenin 함량은 1년생 (5.26 ㎎/g), 2년생 (6.77 ㎎/g), 3년생 (7.20 ㎎/g)이었고, 뿌리줄기에서 liquiritigenin의 함량은 최저 3.61 ㎎/g에서 최고 12.32 ㎎/g의 범위에 분포하였다. 뿌리줄기의 평균 liquiritigenin 함량은 2년생 (6.22 ㎎/g), 3년생 (7.96 ㎎/g)으로 뿌리와 뿌리줄기 모두에서 년생에 의존적으로 함량이 증가하였다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Liquiritigenin contents in the roots and rhizomes of Glycyrrhiza uralensis Fisch. ex DC. germplasms.
          
          

        

        
          
            
              	Accessions
              	Root (㎎/g)
              	Rhizome (㎎/g)
            

            
              	1 Year
              	2 Years
              	3 Years
              	2 Years
              	3 Years
            

          
          
            	GLY13-02
            	9.059±0.003a*
            	10.114±0.007b
            	13.802±0.005c
            	9.092±0.003a
            	12.324±0.007b
          

          
            	GLY13-03
            	9.172±0.004c
            	7.340±0.007b
            	4.227±0.003a
            	4.911±0.003a
            	8.203±0.005b
          

          
            	GLY13-04
            	5.052±0.000a
            	8.030±0.007b
            	9.850±0.006c
            	4.337±0.002a
            	11.492±0.005b
          

          
            	GLY13-05
            	7.842±0.002a
            	8.594±0.010b
            	10.796±0.010c
            	7.202±0.004a
            	9.306±0.007b
          

          
            	GLY13-06
            	3.194±0.003a
            	5.603±0.001c
            	5.361±0.007b
            	5.737±0.003b
            	5.188±0.000a
          

          
            	GLY13-07
            	1.592±0.001a
            	5.577±0.002c
            	3.389±0.001b
            	7.063±0.003b
            	4.809±0.003a
          

          
            	GLY14-03
            	1.466±0.001a
            	2.236±0.002b
            	5.440±0.003c
            	3.609±0.003a
            	5.649±0.003b
          

          
            	GLY14-07
            	4.689±0.001a
            	6.703±0.002b
            	4.730±0.001c
            	7.815±0.003b
            	6.722±0.003a
          

          
            	Average
            	5.258±0.300a
            	6.775±0.228b
            	7.200±0.360c
            	6.221±0.180a
            	7.962±0.275b
          

        

        
          
            Values indicate means ± standard deviation (n = 3). *Means with different letters in the same row are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        대한민국약전 liquiritigenin 함량의 기준, 0.7% (MFDS, 2024)에 충족하는 자원은 뿌리를 기준으로 1년생에서 GLY13-03 (9.17 ㎎/g), GLY13-02 (9.06 ㎎/g), GLY13-05 (7.84 ㎎/g) 등 3 점, 2년생에서 GLY13-02 (10.11 ㎎/g), GLY13-05 (8.59 ㎎/g), GLY13-04 (8.03 ㎎/g), GLY13-03 (7.34 ㎎/g) 등 4 점, 3년생에서 GLY13-02 (13.80 ㎎/g), GLY13-05 (10.80 ㎎/g), GLY13-04 (9.85 ㎎/g) 등 3 점이 확인되었다. 뿌리줄기는 2년생에서 GLY13-02 (9.09 ㎎/g), GLY14-07 (7.82 ㎎/g), GLY13-05 (7.20 ㎎/g), GLY13-07 (7.06 ㎎/g) 등 4 점, 3년생에서는 GLY13-02 (12.32 ㎎/g), GLY13-04 (11.49 ㎎/g), GLY13-05 (9.31 ㎎/g), GLY13-03 (8.20 ㎎/g) 등 4 점이 약전 기준을 충족하는 자원으로 확인되었다 (Table 5).

      

      
        4. Glycyrrhizin과 liquiritigenin의 상관관계 분석
        수집된 감초의 뿌리와 뿌리줄기에 대한 glycyrrhizin, liquiritigenin 연차 별 상관관계 분석 결과는 Table 6과 같다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Correlation coefficients between glycyrrhizin and liquiritigenin in Glycyrrhiza uralensis.
          
          

        

        
          
            
              	Cultivation years / Index components
              	1Y RG
              	2Y RG
              	3Y RG4)
              	1Y RL
              	2Y RL
              	3Y RL5)
              	2Y RhG
              	3Y RhG6)
              	2Y RhL
              	3Y RhL7)
            

          
          
            	1Y1) / RG
            	1.000
            	0.723*
            	0.712*
            	0.658*
            	0.675*
            	0.461
            	0.275
            	0.554
            	0.353
            	0.206
          

          
            	2Y2) / RG
            	
            	1.000
            	0.728*
            	0.557
            	0.862***
            	0.400
            	0.693*
            	0.650*
            	0.545
            	0.223
          

          
            	3Y3) / RG
            	
            	
            	1.000
            	0.609*
            	0.704*
            	0.829**
            	0.366
            	0.816**
            	0.396
            	0.463
          

          
            	1Y / RL
            	
            	
            	
            	1.000
            	0.760**
            	0.668*
            	0.032
            	0.614*
            	0.409
            	0.688*
          

          
            	2Y / RL
            	
            	
            	
            	
            	1.000
            	0.615*
            	0.475
            	0.715*
            	0.712*
            	0.543
          

          
            	3Y / RL
            	
            	
            	
            	
            	
            	1.000
            	-0.019
            	0.747**
            	0.315
            	0.824**
          

          
            	2Y / RhG6)
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	1.000
            	0.449
            	0.651*
            	-0.240
          

          
            	3Y / RhG
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	1.000
            	0.451
            	0.534
          

          
            	2Y / RhL7)
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	1.000
            	0.144
          

          
            	3Y / RhL
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	
            	1.000
          

        

        
          
            1Y1); first-year. 2)2Y; second-year. 3)3Y; third-years. 4)RG; glycyrrhzin content in root . 5)RL; liquiritigenin content in root. 6)RhG; glycyrrhizin contnet in rhizome. 7)RhL; liquiritigenin contnet in rhizome. Means with significant difference by Pearson correlation analysis (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001) .
          

        

        

        연차 별 glycyrrhizin 함량과 liquiritigenin의 함량의 상관관계 분석에서는 glycyrrhizin의 경우, 뿌리 부위에서 재배 기간이 길어질수록 함량이 증가하는 양의 상관관계를 보였다. 하지만 뿌리줄기 부분에서는 유의미한 상관관계를 확인할 수 없었다. liquiritigenin의 함량도 glycyrrhizin과 마찬가지로 양의 상관관계를 보였지만, 뿌리줄기 부분은 뿌리와 같은 양상을 보였다.

        뿌리에서 glycyrrhizin 함량과 liquiritigenin 함량은 동일 재배기간 비교 시, 1년생 (r = 0.658, p < 0.05), 2년생 (r = 0.862, p < 0.001) 그리고 3년생 (r = 0.829, p < 0.01) 모두 glycyrrhizin의 함량이 높아질수록 liquiritigenin 함량이 높아지는 양의 상관관계를 나타냈다.

        뿌리줄기에서 glycyrrhizin과 liquiritigenin 함량은 2년생 (r = 0.651, p < 0.05)에서 양의 상관관계를 나타냈으나, 3년생에서 유의적인 값이 나타나지 않았다.

        뿌리와 뿌리줄기의 지표성분 상관관계 분석 결과는 glycyrrhizin은 2년생 (r = 0.693, p < 0.05), 3년생 (r = 0.816, p < 0.01), liquiritigenin은 2년생 (r = 0.712, p < 0.05), 3년생 (r = 0.824, p < 0.01)에서 모두 유의성 있는 양의 상관관계를 나타냈다.

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 국내에 관행적으로 2 년에서 최대 3 년까지 재배하는 만주감초를 동일 재배 환경 조건에서 glycyrrhizin 및 liquiritigenin의 함량을 분석하였다. 그 결과, 재배 년수가 증가함에 따라 glycyrrhizin 평균 함량이 대부분 유의적으로 증가 하였다. 평균적으로 뿌리의 glycyrrhizin 함량 증가는 2년생에서 3년생까지의 재배 기간 동안 함량의 증가량 (5.34%) 보다 1년생에서 2년생까지의 재배 기간 동안 증가한 함량 (7.48%)이 더 높게 나타났다. 뿌리줄기는 2년생에서 3년생으로 재배 년수가 증가함에 따라 glycyrrhizin 함량이 9.58% 증가하였다 (Table 4).

      또한, liquiritigenin 함량은 평균적으로 재배 년수가 증가함에 따라 유의적으로 증가하였는데, 뿌리에서의 함량 증가율은 1년생에서 2년생으로의 증가율이 28.71%로, 2년생에서 3년생으로의 증가율인 6.35%에 비해 더 높은 값을 보였다. 뿌리줄기는 2년생에서 3년생으로 재배 년수가 증가함에 따라 liquiritegnin 함량이 27.97% 증가하였다 (Table 5). Glycyrrhizin 및 liquiritigenin의 함량에 관한 상관관계 분석에서도 재배 년수에 따라 성분의 함량이 양의 상관관계를 보여 결과에 신뢰성을 높여주었다 (Table 6).

      이러한 결과는 뉴질랜드 (Douglas et al., 2010)와 중국 (Yu et al., 2015)에서 감초 재배 기간이 증가함에 따라 glycyrrhizin 함량이 증가한다고 보고한 결과와 유사하였다. 추가로 Miao 등 (2017)은 glycyrrhizin의 함량이 온도와 양의 상관관계를 보이며, 수분과는 음의 상관관계가 있다고 보고하였으며, Zhang 등 (2011)은 glycyrrhizin 함량이 환경적인 요인과 유의적인 상관관계가 있음을 보고하였다. 기상청 데이터를 통해 2019년부터 2021년까지 3년간 연평균강수량을 조사한 결과, 2020년도부터 2021년도까지 강수량이 증가한 것으로 나타난 바 (Fig. 3), 1년생에서 2년생까지 재배 년수에서 glycyrrhizin과 liquiritegnin의 함량의 증가가 2년생에서 3년생까지의 재배 년수보다 높은것은 2 종의 지표성분이 2년차와 3년차에서 높아진 강수량에 의해 지표성분의 함량 변화의 가능성을 시사한다.

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Rainfall changes over 3 years in this experimental area.
          The red dotted line represents the trend line. The X-axis is labeled with months and years. The rainfall data are from 2019 to 2021 for Eumseong-gun, Chungcheongbuk-do (KMA 2024).

        
        

        

      

      GLY13-03, GLY13-07, GLY14-07은 재배 년수가 증가함에 따라 glycyrrhizin 및 liquiritegnin 함량이 감소하는 경향을 보였다. Son 등(2021)의 선행연구 결과에 따르면 감초재배 년수별 건근 수량은 2 년 재배에서 유의적으로 증가하였지만, 3 년 재배에서 몇몇 자원은 유전적 특성에 의해 수량이 오히려 감소하는 등에 다양한 경향을 보였다. 환경적인 요인으로 인해 감초의 지표성분 함량이 유의적으로 변화할 수 있음을 보고한바 (Kojoma et al., 2011; Wei et al., 2012; Hosseini et al., 2014), 본 연구에서도 연도별로 환경적인 요인이 지표성분 함량 변화에 영향을 미쳤음을 고려할 수 있다. 하지만, 정확한 상관관계를 밝히기 위해서는 지표성분과 환경적 요인의 비교 연구가 추가로 이루어질 필요성이 있다.

      본 연구에서 만주감초의 동일 재배 년수는 glycyrrhizin 함량과 liquiritigenin 함량에 높은 양의 상관관계를 확인하였고 이러한 결과는 중국 (Yu et al., 2015; Cui et al., 2023)의 glycyrrhizin 함량과 liquiritigenin 함량이 유의적으로 양의 상관관계를 보인 결과와 동일하였다. 또한 glycyrrhizin 함량과 liquiritin, flavonoid 함량은 양의 상관관계가 있다고 보고되어 있는 바 (Kojoma et al., 2011; Ozaki et al., 2010), 이전 연구 결과들과 유사하게, 본 연구에서도 평균적으로 glycyrrhizin 함량이 25.00 ㎎/g 이상이었을 때, liquiritigenin 함량이 7.30 ㎎/g 이상인 자원을 선발할 수 있었다.

      이러한 결과에 기인하여 상대적으로 glycyrrhizin에 비해 전처리 과정이 복잡하고, 오랜 시간이 필요한 liquiritigenin의 함량측정을 생략하고, HPLC로 glycyrrhizin 함량만을 분석함으로써 시간과 비용을 단축할 수 있을 것으로 생각되며 liquiritigenin의 함량을 비율적으로 유추함으로써 성분함량과 관련된 감초의 육종에 효율을 증진할 수 있는 유용한 정보로 활용될 것으로 판단된다.

      한편, 감초의 품질 기준은 1999년 세계 보건기구에서 glycyrrhizin 함량이 최소 4.0% 이상을 권장하지만 (WHO, 1999), 우리나라는 glycyrrhizin 2.5% 이상, liquiritigenin 0.7%를 충족해야 한약재로 사용할 수 있다 (MFDS, 2024). 또한, 중국은 glycyrrhizin 2.0%, liquiritin 0.5% 이상 (CHPC, 2015), 일본 (MHLW, 2021)과 대만 (MHW, 2013)은 glycyrrhizin 2.0% 이상을 충족해야 한약재로 사용할 수 있다.

      감초를 한약재로 사용하기 위해서는 나라별 공통으로 glycyrrhizin 함량에 기준을 두고 있지만, 이 중 우리나라는 liquiritigenin을, 중국과 홍콩은 liquiritin을 지표성분 함량 기준에 추가하였다 (Choi, 2015).

      우리나라는 순도시험에서도 다른 나라보다 엄격한 기준을 두고 있고, 요구하는 지표성분 함량이 높아 국내 환경에 적합한 신품종 육성에 어려움이 발생한다. 추가로 감초의 glycyrrhizin을 고용량 복용하였을 경우 고혈압, 저칼륨 혈증 (Nazari et al., 2017) 등의 부작용이 보고되어 있어 세계적으로 높은 함량보다는 표준화된 원료가 중요시되는 추세이다.

      또한 감초는 본래 중앙아시아 자생지에서 무분별하게 수확하여 유통되는 것이 대부분인 현실에서 사막화 방지협약, 나고야의정서 등의 국제 환경 협약은 앞으로 야생 채취는 제한적일 수 밖에 없을 것이며, 자생지의 재배 면적은 소비에 비해 증가하지 못하고 있어 세계적으로 증가하는 소비를 따라가지 못할 것으로 판단된다.

      감초는 우리나라에서 자생하지 않으며, 국내 재배 시 기후적 생리장해에 의해 종자 결실률이 매우 낮을 뿐 아니라 재배 되더라도 지표성분의 함량이 대한민국약전 기준치에 미달하는 문제가 발생한다. 그러므로 국내 재배 환경에 맞는 새로운 감초 품종의 보급이 중요성을 제시하고 있다.

      본 연구는 중국, 몽골, 러시아, 캐나다 등의 4 개국에서 수집한 만주감초 유전자원을 대상으로 하여 지표성분인 glycyrrhizin과 liquiritigenin 분석을 통한 함량을 측정하여 상관관계를 평가하였다.

      평가한 자원 중 GLY13-05와 GLY13-02은 각 8.59 ㎎/g, 10.11 ㎎/g로 기존에 개발된 감초 품종인 원감 (Lee et al., 2020)이나 다감 (Lee et al., 2021) 보다 높은 함량을 나타내어 국내 재배 유망 자원으로 평가되었다. 특히, GLY13-05 자원 뿌리의 glycyrrhizin 함량이 재배 년수에 상관없이 대한민국약전 기준을 충족하는 성분함량을 보였고, 생육도 우수한 자원으로 선발되어 감초의 고품질 품종 육성에 활용될 가능성을 보여준다고 하겠다. 또한 재배 년수에 따른 glycyrrhizin과 liquiritigenin 함량의 상관관계를 통하여 이를 기반으로 품종을 육성하는 데 기초 자료로 활용될 수 있을 것으로 판단된다.
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