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海巴戟天(Morinda citrifolia L.) 抗氧化與抗病毒活性研究 
子計畫四：海巴戟天果實粗抽物抗毒性分析 
整合型計畫總主持人：生物科技系葉東柏 

主持人：保健營養系林翠品 
一 摘要 
 
海巴戟天（Morinda citrifolia, Rubiaceae）其俗名為 Noni。海巴戟天果實可以抑制肺癌

及肉瘤的生長，也發現果實中的多醣類物質具有免疫調節的功能。此外，海巴戟天內所含的

某些類的物質具有顯著抑制轉錄因子 AP-1。Epstein-Barr 病毒(EBV)屬於人類泡疹病毒， 感
染後會引起鼻咽癌及淋巴瘤。證據顯示 EBV 可以藉由類似 AP-1 的轉錄因子 Zta 的活化，
使病毒進入溶裂期而擴散至全身。因此，海巴戟天內應含有抗病毒的活性成分。所以本實驗

的目的是要分析海巴戟天的萃取物之抗 EBV 效應及其萃取條件的評估。 
主要是以酒精萃取海巴戟天之果實，並且以 Hexane、1-butanol 及 ethyl acetate 分劃

酒精粗抽物，將所得到的萃取物進行細胞毒性及以免疫轉印法分析、鑑定海巴戟天萃取物之

抗 EBV 的效應。在海巴戟天毒性試驗結果顯示，ethyl acetate 萃取物對於細胞毒性相較於
其他分劃物高。在免疫轉印分析結果顯示，果實酒精粗萃取物作用濃度在 124 　 g/ml 具有
抑制 EBV 溶裂蛋白 Zta、Rta 及 EAD 的表現作用，但是 Hexane、1-butanol 及 ethyl acetate 
分劃物在濃度 124 　 g/ml 卻不具有抑制 EBV 溶裂蛋白 Zta、Rta 及 EAD 的表現的能力。 

 
二、緣由與目的 
 

在 2001 年 Sang 等人研究證實海巴戟天內所含的某些糖類的物質具有顯著抑制轉錄因

子 AP-1。根據 Fixman 等人(1995)證據顯示 EBV 溶裂循環可以藉由類似 AP-1 的轉錄因子

Zta 的活化，使病毒擴散至全身。因此，海巴戟天內應含有抗病毒的活性成分。所以本實驗
將以酒精製備海巴戟天果實萃取物並且進行抗 EBV 效應分析，也進一步以 Hexane、
butanol、ethyl acetate 分劃海巴戟天果實酒精萃取物分離之抗 EBV 的成分。 
 
三、材料與方法 
 
（一）細胞培養與 EB 病毒溶裂生活史(lytic cycle)的誘導作用 
 

P3HR1 是 Burkitt＇s 淋巴瘤的細胞株，而且有 EBV 存在，培養時細胞必需維持在每毫
升細胞數為 4×105 至 1×106，培養基為 RPMI 1640，同時在培養基中需要再添加 56 ℃加熱
處理過的 10%胎牛血清(FCS)，60 　 g/ml penicillin 及 100 　 g/ml streptomycin。培養條
件是在 37℃及 5 % CO2 補充的培養箱。EBV 溶裂生活史的誘導作用是將每毫升細胞數 2×
106 的 P3HR1 經由 300 nM 的 trichostatin A (TSA) 所誘發。 
 
（二）細胞的毒性分析 
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評估海巴戟天之葉（Noni-L）萃取物對 P3HR1 細胞株的生長抑制。將 2×104 的細胞數

/ml 的 P3HR1 細胞株培養在 RPMI 1640 同時添加各種濃度的 Noni-L 萃取物，再培養四
天。再將細胞以 trypan blue 染色，可以得到 CC50 的數值以作為海巴戟天對 P3HR1 細胞
株的生長抑制的濃度。CC50 的定義是使細胞數目減少一半的抑制濃度。 
 
（三）免疫轉印分析(Immunoblot analysis) 
 
將 PH3R1 細胞以各種濃度的 Noni-L 萃取物處理一小時再添加 300 nM TSA 以誘導

EBV 溶裂生活史，經過 24 小時培養後將細胞溶解，得到的蛋白質以 SDS PAGE 進行電泳

分析，再將電泳完畢的 SDS PAGE 置於浸濕的硝化纖維膜，以電泳的方式在 100 伏特進行

一小時，將電白質轉印至的硝化纖維膜上。轉印後取出硝化纖維膜分別以稀釋 2000 倍的抗
EA-D 多株抗體，稀釋 1000 倍的抗 EBNA-1 多株抗體，稀釋 200 倍的抗 Rta 單株抗體及
抗 Zta 單株抗體進行反應。最後蛋白質以 ECL 偵測試組進行分析。 

 
四、結果 
 
(一) 海巴戟天果實粗萃物的製備 
 
1.果實酒精粗萃物 

3.5 g 的果實粉末溶於 50 ml 的酒精在 50℃下萃取 24 小時所得到的產率為 11.8%。 
 
2. 分劃果實酒精粗萃物 
將果實酒精粗萃物進一步以 Hexane、butanol、ethyl acetate 進行分劃，所得到的產率

分別為 27.2%、48.1% 及 1.0%。 
 
(二) 細胞毒性的分析 
 
將 5×104 的細胞數/ml 的 P3HR1 細胞株培養在 RPMI 1640 同時以 0、1.24、4.96、

19.84、79.36 及 124 (　 g/ml)不同濃度的海巴戟天果實萃取物處理，每隔一天觀察細胞生長

情形持續觀察三天。結果顯示果實酒精萃取物對細胞毒性相較於其他分劃的萃取物高，其中

以 ethyl acetate 分劃物對細胞毒性較高（圖一）。 
 
(三) 評估海巴戟天酒精粗萃物及其分劃物是否誘發 EBV 病毒溶裂循環 
 
將 6×105cells/ml PH3R1 細胞以 30 ng/ml TPA 及 3 mM sodium butyrate(SB)處理，這

兩個藥劑會誘導溶裂循環所需蛋白質的表現，如 Zta 蛋白，它可以結合在 AP-1 序列及 AP-1 
序列類似的 Zta 反應元素(ZRE)上。在 orilyt、BRLF1、BZLF1 啟動子及早期基因啟動子上
均有 ZRE 序列，因此可以被 Zta 所活化而表現 Rta 蛋白及早期蛋白。在海巴戟天的研究中
發現含有某些糖.類的物質有抑制轉錄因子 AP-1 的活化，所以推測海巴戟天應該具有抑制
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Zta 的活化作用，因此先以 Rta 蛋白作為偵測 EBV 病毒溶裂循環的指標。在評估海巴戟天

粗萃物對 EBV 病毒溶裂循環是否抑制作用前必需先了解海巴戟天粗萃物是否會誘發 EBV 
病毒溶裂循環。所以將 6×105cells/ml PH3R1 細胞以 0、0.78、1.56、3.12  
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79.36 ug/ml  
124 ug/ml 
 
及 6.25 (mg/ml)不同濃度的海巴戟天萃取物處理，經過 24 小時培養後將細胞溶解，得到的
蛋白質以 SDS PAGE 進行電泳分析，再進行免疫轉印分析，結果顯示海巴戟天粗萃物不會

誘發 EBV 的 Rta 蛋白表現，也可以表示海巴戟天各部分粗萃物不會誘發 EBV 病毒溶裂循

環。 
 
(四) 評估海巴戟天果實酒精粗萃物及其分劃物對 EBV 病毒溶裂蛋白質抑制作用 
 
將 6×105cells/ml PH3R1 細胞以各種濃度的海巴戟天粗萃物處理一小時，然後再添加

TPA 及 SB 以誘導 EBV 溶裂循環，經過 24 小時培養後將細胞溶解，得到的蛋白質以 SDS 
PAGE 進行電泳，再進行免疫轉印，分析 Zta、Rta、EAD 及 EBNA1 蛋白，EBNA1 作為
internal control。結果顯示海巴戟天果實酒精粗萃物在濃度 124 　 g/ml 時可以有效抑制溶裂

循環所需的蛋白質 Rta (69.28%)、EA-D (87.75%) 和 Zta (88.08%)，但是分劃物卻無法有效
抑制溶裂蛋白的表現(圖二)。 

 
Fig.2 Inhibitory effect of Ethanolic extracts and various fractionations for lytic proteins 
expression of EBV lytic cycle.  
 
五、討論 
 
海巴戟天果實酒精粗萃取物，在濃度124 　g/ml 時具有完全抑制EBV 溶裂蛋白Zta、Rta 及
EAD 的表現作用，但是分劃物並不能完全抑制 EBV 溶裂蛋白 Zta、Rta 及 EAD 的表現。
是否在酒精粗萃物中具有抗 EBV 效應的成分經由分劃後流失或者是分布在各個分劃物，而

導致分劃物在濃度 124 　 g/ml 時無法有效抑制 EBV 溶裂蛋白 Zta、Rta 及 EAD 的表現。 
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