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一、摘要： 

化妝品經常標榜具有膠原蛋白刺激能力，然而卻缺乏評估篩

選平台，本計畫針對中草藥以新建立之評估系統篩選有效部分，

建立方法是以細胞模式建立膠原蛋白增生效果平台。利用本計畫

之研究不但建立膠原蛋白增生效果平台，同時期待能將中草藥應

用在化妝品之膠原蛋白增生效果。 

二、前言： 

皮膚皺紋減少是女性普遍的需求，市面上所謂的抗老化化粧品是

否有效仍然存疑，有些產品可能潛藏有害化學物質，消費者在不知情

情況下，若是長期使用，將會對健康造成很大傷害，藉由本計畫期能

開發安全又有效之抗老化化粧品，不但能提升化粧品技術，亦能帶動

我國相關產業之發展。 

本計畫目標包括： 

1.Establishment of the in vitro collagen stimulation assay system 
2.Find out some herbs with potent collagen stimulation activity 
  
  

 

 

三、材料與方法： 

分 光光度計 Spectrophotometer U-3200(Hitachi), Eliza reader, 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

Laminar flow, CO2 incubator, inverted microscope 

進行步驟: 

1.Establishment of the in vitro culture system 
2.Measurement of collagen synthesis 
3.Maximum induction of collagen 
4.Screening of herbal extracts 

 

四、結果與討論： 

A. 細胞模式的建立：Human foreskin fibroblast cell culture system 

細胞模式採用人類正常細胞株 (HS68, Homo sapiens; skin; 

foreskin; fibroblast; newborn male ;adherent)進行，細胞自冷凍狀

態下，先經過解凍程序，培養於 37℃, 5 % CO2環境下，培養基

條件為： 

90% Dulbecco's modified Eagle's medium with 4 mM L-glutamine 
adjusted to contain 1.5 g/L sodium bicarbonate and 4.5 g/L glucose 
+ 10% fetal bovine serum  

細胞培養照片 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

B. 膠原蛋白偵測系統的建立： 

免疫染色： 

1.Antibodies:  
      mouse anti-human collagen type I monoclonal antibody 
      goat anti-mouse secondary antibody(conjugated with AP) 
2.  Substrates for alkaline phosphatase   
 

C. 中草藥的篩選 

中草藥篩選以粗萃取液為主，萃取方式為微波水萃法，經過冷

凍乾燥後備用。測試濃度以 1 mg/ml為基準，測試前先評估其細

胞毒性，評估方法如下： 

 MTT 方法：利用活細胞 dehydrogenase 可將黃色的

MTT[3-(4,5 dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] 

還原成藍紫色的 formazan，測量細胞存活率。細胞經樣品處理後

吸去上清液，每個 well加入 90µl培養液及 10µl MTT(5mg/ml in 

PBS)，反應 1小時後，吸去上清液，加 150µl dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 到每個 well，劇烈振盪使 formazan 溶解，15 分鐘後，

以 ELISA reader在波長 570 nm測量吸光值，計算 LC50。 

Trypan blue方法：利用活細胞可將藍色 Trypan blue排出的原

理，直接以一般光學顯微鏡觀察，測量細胞存活率。 

Neutral red 方法：細胞經處理後種入 96 孔盤中 (2500 

cells/well)，培養三天後，更換 250µl培養液(含待測樣品)。經 48

小時後吸去上清液，加入 250 µl含 neutral red (50 u/ml)培養液，3

小時後加入 250µl固定液(1%甲醛，1%氯化鈣)，固定 2分鐘後加

入 100µl溶液(1 % glacial acetic acid, 50% ethanol)，20分鐘後，以



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

ELISA reader在波長 540 nm測量吸光值，計算 NRU50。 

TUNEL方法： TUNEL(TdT-mediated dUTP-floresein nick end 

labeling )，細胞經樣品處理後，以 paraformaldehyde固定 30分鐘，

再以 0.1 % Triton X-100 將細胞膜打洞，然後以 Terminal 

deoxynucleotidyl transferase將含有螢光物質之 dUTP接在有DNA

斷裂位置，使死亡細胞發出螢光，另外也再利用 alkaline 

phosphatase conjugated anti-floresein 抗體反應後，以 alkaline 

phosphatase受質進行呈色反應，直接以顯微鏡觀察，計算 LC50 

在確認細胞毒性後，再以免疫染色法評估其產生膠原蛋白能

力，最後以人體試驗驗證其實際效果，有關人體(in vivo)皮膚

抗老化有效性試驗方法如下： 

1. 選定 35歲以上受試者。 

2. 塗抹樣品前先以 Cutometer測定彈性，然後每天塗抹兩次樣品。 

3. 每週以 Cutometer 測定塗抹抗老化乳液及塗抹對照乳液部位之

皮膚的彈性值。 

4. 連續測定 8週，然後比較彈性值的差異。 
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