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一、 研究摘要 

樟芝(Taiwanofungus camphoratus)是台灣特有的一種藥用

菇類，已知主要的有效成份為多醣體以及三萜類。近期我們發

現小分子量(小於 30,000 Da)的樟芝菌絲體深層培養的胞外多醣

體具有抑制基質金屬蛋白酶（Matrix Metalloproteinases, MMPs）

的活性。因此，本研究利用醣類水解酵素降解樟芝菌絲體深層

培養中所含有的大分子量胞外多醣體，使之成為較低分子量的

多醣體，且在總多醣中增加具有抑制 MMPs 功效的小分子量多

醣體。藉由本研究我們找出最佳的醣類水解酵素降解大分子量

多醣體的反應條件，產生具有抑制 MMPs 功效的小分子量多醣

體，可作為抗老化化粧品的有效性成分。 

本研究將樟芝菌絲體深層培養中所含有的大分子量胞外

多醣體，於 40℃下以 40 units/ml endo-β-1,3-glucanase 降解 6 小

時，可得到小分子量胞外多醣體，且這些胞外多醣體之分子量

約小於 31,542 Da。這些小分子量多醣體再應用於抑制 3T3 纖維

母細胞所分泌之 MMPs，並藉由 gelatin-based zymography 進行

MMP-2 及 MMP-9 之活性分析。我們發現小分子量多醣體在濃

度於 500 g/ml　 之劑量下，處理 3T3 纖維母細胞培養液，可以

抑制細胞培養液中所含 pro-MMP-2、MMP-2 及 MMP-9 之活性。 
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本研究繼續擴大至 5 公升醱酵槽培養，乾菌體量及胞外多

醣量分別可增加至 27.8 g/L 及 6.9 g/L，將這不同深層培養的胞

外多醣體，也利用醣類水解酵素降解為小分子量多醣體，並且

評估抑制 MMP-2 及 MMP-9 活性之能力。經實驗結果顯示，所

產生的小分子量多醣體亦具有顯著的抑制 pro-MMP-2、MMP-2

及 MMP-9 活性之能力。 

綜合以上研究結果，我們認為利用酵素降解胞外多醣體所

產生的牛樟芝低分子量多醣體具有抑制 MMPs 抗老化能力，可

視為一種應用於化粧保養品的有效成份。 
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二、簡介 

皮膚的老化過程主要由兩種原因所造成，一種為自然老化

或稱內在老化(intrinsic senescence)，此現象是與生俱來的,由基

因所控管；另一種老化為外在老化(extrinsic senescence)，由外

在環境因子所造成，例如陽光中紫外線；內在老化無法或很難

被人為改變，但外在老化卻可被人為所避免。皮膚老化的過程

主要因為表皮層角質細胞(epidermal keratinocytes)及真皮層纖

維母細胞(dermal fibroblasts)的增生減緩，造成皮膚內真皮層

(dermis)細胞外基質的大分子成份(macromolecular components 

of the extracellular matrix) [包括膠原蛋白(collagens)、彈性素

(elastins)、胜醣(proteoglycans)、葡萄糖胺醣(glycosaminoglycans; 

hyaluronan屬於此類)及結構性醣蛋白(structural glycoproteins)]

的改變，進而導致皮膚的皺縮、厚度變薄、暗沉、彈性降低及

保濕性降低等種種的老化現象(1, 2, 3, 4, 5, 6)。膠原蛋白是人類

皮膚真皮層細胞外間質(extracellular matrix)的主要大分子成份

(約佔 70%)，其主要的功能是維持真皮層的穩固及對抗外來的

壓力，其中typeⅠ(85%)、typeⅢ(15%)與typeⅤ(5%)膠原蛋白則

是真皮層細胞外基質內主要的膠原蛋白(6)；但隨著年齡的增加

或外在環境因子(例如︰UV irradiation與抽煙)的影響，真皮層細
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胞外基質內的基質金屬螯合蛋白酶(matrix metalloproteinases；

MMP)的活性也隨著增加，這些種類眾多的基質金屬蛋白酶的活

性增加將造成真皮層細胞外基質內大部份的大分子成份被分

解，進而引起皺縮、厚度變薄等皮膚的老化現象(1, 2, 3, 4, 5, 7, 

8) 。 其 中 基 質 金 屬 蛋 白 酶 -1 [matrix metalloproteinase-1 

(MMP-1)，是一種鋅離子依賴性的內切性胜肽酶(Zn2+-dependent 

endopeptidase) ；也是一種間質性的膠原蛋白酶 (interstitial 

collagenase)，可以導致皮膚真皮層細胞外基質內的膠原蛋白被

初步分解成高分子量的膠原蛋白片段(high molecular weight 

collagen fragments) ， 而 後 基 質 金 屬 蛋 白 酶 -2 [matrix 

metalloproteinase-2 (MMP-2)，是一種明膠酶A (gelatinase A)]以

及基質金屬蛋白酶-9 [matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) ，是

一種明膠酶B (gelatinase B)]，這兩種基質金屬蛋白酶再將上述

的高分子量的膠原蛋白片段進一步破壞而瓦解(9, 10, 11)；另一

方面，這些由膠原蛋白被基質金屬蛋白酶-1 初步分解而形成的

高分子量的膠原蛋白片段存在於真皮層細胞外基質會抑制新膠

原蛋白的合成，也會引起真皮層細胞外間質內膠原蛋白的補充

不足(12)。所以在真皮層細胞外基質內，基質金屬蛋白酶-1 的

蛋白質及活性表現量是一種皮膚老化現象的指標；當然，
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typeⅠ、typeⅢ與typeⅤ膠原蛋白在真皮層細胞外基質內的含量

與合成也是另一個說明皮膚真皮是否老化的因子。 

應用多醣體抑制基質金屬蛋白酶之研究有以下的研究結

果：南台科技大學曾君貴(2004)指出，繡球菌 ( Sparassis crispa ) 

發酵液之多醣體處理HT-1080 細胞後，對MMP-2 與MMP-9 的分

泌具有抑制之效果，且對於MMP-2 與MMP-9 的mRNA表現

量，亦有相同之結果(13)。南台科技大學謝詠荃(2006)指出，白

木耳菌株(T. sp. CCJ00933、T. fucifomis CCJ00960)液態發酵液以

酒精萃取之粗多醣，可有效地減少MMP ( matrix metalloprotease )

分解明膠之活性及抑制MMPs基因轉錄(14)。國立臺灣大學李奇

翰(2000)指出，靈芝多醣體以腹腔注射方式注入倉鼠中，經實驗

證時多醣體可抑制DMBA所誘導的腫瘤生成。且發現施打多醣

體可使細胞內MMP-9 的活性下降，猜測與降低癌細胞侵襲能力

有關(15)。嘉南藥理科技大學賴宜甄(2006)指出，以酒精萃取重

緣葉馬尾藻之多醣體，在 0.5 mg/ml劑量下對於 3T3 纖維母細胞

所分泌之MMP-2，有顯著地抑制性，且可減緩膠原蛋白之破壞，

對皮膚具有抗老化之能力(16)。國立中興大學李炫璋(2002)指

出，以熱水萃取之樟芝菌絲體，發現在 10 mg/mL 劑量下對於

SK-Hep-1 肝癌細胞株所分泌的MMP-2 及MMP-9，有顯著地抑
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制性，猜測與高量多醣體有關(17)。南台科技大學爐祉彤(2003)

也證實樟芝萃取液對抑制HT-1080細胞分泌之MMP-2與MMP-9

是有抑制的(18)。嘉南藥理科技大學鄭懿芳碩士論文指出，以酒

精萃取樟芝醱酵液之多醣體，在 0.5 mg/ml劑量下對於 3T3 纖維

母細胞所分泌之MMP-2 及MMP-9，有顯著地抑制性，且具有

刺激纖維母細胞增生膠原蛋白之能力(19)。 

多醣體在化粧品上的應用β-1,3 或β-1,6-glucan 之主要功能

有提高肌膚免疫力、清除自由基、活化細胞、抗過敏、抗發炎

及增強肌膚抗紫外線能力。且將葡聚醣添加於保養霜中可促進

纖維母細胞的增生及膠原蛋白的合成，減少皺紋的產生並賦予

肌膚良好之彈性(20)。樟芝之多醣體具有抑制基質金屬蛋白酶之

活性，有效減緩膠原蛋白之破壞，因此可作為抗老化保養品之

應用(19)。幾丁聚醣之化學結構是葡萄糖胺以β-1,4 方式鍵結而

成之高分子聚合物。幾丁質與幾丁聚醣具有良好的保濕性、增

黏性、成膜性，分散性、防靜電、減少摩擦、、、等特性，所

以在化粧品工業中大量用於髮型定型劑、護髮劑、護膚劑、潤

濕劑、香皂等。玻尿酸之化學結構是由 Glucuronic Acid 和

N-Acetyl Glucosamine 聚合而成，由於其吸水性強被視為極佳之

天然保濕劑，目前玻尿酸最主要的來源是由雞冠萃取或由微生
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物發酵而來。 

根據本實驗室先前研究結果顯示，以不同酒精濃度下萃取

樟芝胞外多醣體，其中以 33%酒精濃度下萃取之胞外多醣體，

分子量介於 120,000~450,000 Da，具有顯著性抑制 MMP-9 之能

力。而 50~75%酒精濃度下萃取之胞外多醣體，分子量介於

3,000~30,000 Da，具有顯著性抑制 MMP-2 之能力；且以 0.5 

mg/ml 之劑量下，處理纖維母細胞 4~8 小時，與控制組之對照

下，發現膠原蛋白之累積量可增加 38% (19)。 

因此本研究以液態深層培養方式，量產樟芝胞外多醣體為

最大量，並利用醣類水解酵素降解樟芝深層醱酵培養後之含有

大分子量胞外多醣體，使其成為具有抑制基質金屬蛋白酶之酵

素活性的功能性多醣體。我們預期樟芝小分子量胞外多醣體，

可達到抑制基質金屬蛋白酶活性之能力，使其功效之原料可開

發運用於抗老化保養品中；且本研究也將有助於健康食品開發

業者，將其樟芝醱酵後之培養液再加以利用，不僅可達到物盡

其用，亦可開創另一商機。 
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三、研究材料與方法 

1. 纖維母細胞的培養與處理： 

老鼠 3T3 纖維母細胞(mouse 3T3 fibroblasts)培養於含

10%胎牛血清(fetal calf serum, Hyclone)及 2.5%小牛血清

(bovine calf serum, Hyclone)之Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM)培養基並加入 3.7% (w/v)的碳酸氫鈉，

0.03% (w/v)的麩氨酸(L-glutamine)，每毫升含 100 單位的

penicillin及 100 毫克streptomycin等抗生素，在 37℃，10% CO2

培養箱培養，一般接種 1 x 106 cells 於 75 cm2之培養皿，每

三至四天進行繼代培養並換以新鮮培養基。取約第十代細胞

進行樟芝菌絲體胞外多醣體之處理實驗。 

2. 纖維母細胞生長的分析(MTT assay)： 

細胞培養於含 10%胎牛血清及 2.5%小牛血清DMEM培

養基，取約 5000 cells/well 分別加入於 96-well microtiter 

plate，再以不同濃度的樟芝菌絲體胞外多醣體處理細胞，於

37 ℃ 培 養 4 天 ， 再 加 入 0.2% 的

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT, 50 μl/well)，於 37℃再培養 4 天，產生 formazan，

formazan 的製造量可作為細胞生存能力的指標，再利用
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dimethyl sulfoxide 將 formazan 溶出，以 microplate reader 於 

570 nm 的波長下讀出吸光值，代表細胞生長的情形。 

3. 樟芝菌絲體的深層培養： 

樟芝菌株(AC0623)由本實驗室從樟芝子實體篩選而獲

得的菌株，其培養條件如下：培養基含有 2%葡萄糖、0.5%

酵母抽出物、0.5%蛋白胨、0.3%硫酸銨、0.3%硫酸鎂、0.3%

磷酸二氫鉀、0.05%檸檬酸，pH 4.5，接入的菌量(含培養液)

為 1/20，120 rpm，於 28℃培養，約 12 天可獲得樟芝菌絲體

培養液。 

4. 樟芝菌絲體深層培養之胞外多糖體的濃度分析： 

多糖體的濃度以硫酸-苯酚法測定。以 Phenol-sulfuric 

acid assay 檢測多醣體含量，以葡萄糖濃度為 0.4 mg/ml 做為

標準品。取 1 ml 樣品溶液，加入 0.5 ml 5 % Phenol 溶液混合，

快速沖入 2.5 ml 濃硫酸，靜置 30 分鐘，呈色穩定後，於波長

485 nm 下測吸光值。對照葡萄糖標準品濃度與吸光值標準曲

線，求得多醣體含量。 

5. 基質金屬蛋白酶(MMPs)的 zymography 分析： 

收集有處理或無處理(控制組)小分子膠原蛋白胜肽之纖
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維母細胞的胞外培養基，收集的胞外培養基經 Centricon 10 

(Millipore)的濃縮(約 100 倍濃縮)，其蛋白質濃度以 Bio-Rad 

protein determination assay kit 測量，取約相同量(10 μg)的蛋白

質，於 10%的 Tris-Glycine gels (with 0.1% 膠原蛋白)進行

non-denaturing 的蛋白質電泳分析，電泳完成後，於室溫、緩

和搖擺振盪的情形下，電泳膠片以 2.5%的 Triton X-100 處理

30 分鐘以恢復蛋白質的活性，電泳膠片再與 developing buffer 

(Bio-Rad) 於室溫下先反應 30 分鐘，然後於 37℃下再反應至

少 24 小時，反應完成後，電泳膠片以 0.1%的 Coomassie blue 

(in 9.2% acetic acid and 45.4% methanol) 於室溫下染色 20 分

鐘，然後以 9.2% acetic acid 與 45.4% methanol 清洗 10 分鐘，

重複 2 次，最後以 10% acetic acid 與 10% methanol 清洗至基

質金屬蛋白酶的蛋白質 bands 出現，即完成活性分析步驟。 

6. 樟芝菌絲體深層培養之胞外多醣體的降解反應： 

購買適當的多醣體水解酵素 (ex: cellulose, glucanase, 

xylanase, galactanase, mannanase)，以供應廠商提供的反應酵

素量、反應溫度及反應 pH 值為反應參考條件，加入適當量

的樟芝菌絲體深層培養之胞外多醣體，在不同的反應時間終

止酵素的反應，再提高溫度破壞酵素的活性。降解後的多糖
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體進行細胞處理反應，以分析其生理活性，並進一步測定其

分子量的分佈，以尋找樟芝菌絲體深層培養之胞外多醣體分

子量降解的最佳反應條件。 
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四、結果與討論 

1. 細胞存活率試驗 

根據本試驗先前研究證明，樟芝深層醱酵培養液，於 50%

酒精萃取下之胞外多醣體，經 40 units/ml endo-β-1,3-glucanase

在 pH 4.5、40℃之條件下降解六小時，可得到小分子量之多醣

體。故本實驗將進一步分析，其樟芝小分子量多醣體之基質金

屬蛋白酶活性抑制，試驗前須先瞭解其小分子量多醣體是否將

造成纖維母細胞之毒殺作用，故以 MTT assay 來評估 3T3 纖維

母細胞之存活率，避免高劑量使用所造成細胞凋亡之現象。經

試驗結果顯示(圖一)，樟芝小分子量之胞外多醣體於 100~1000 

μg/ml 之劑量下處理 3T3 纖維母細胞，經 24、48、72 小時後發

現，於 750 ~1000 μg/ml 劑量以上，處理 3T3 纖維母細胞於第 24、

48 小時，將使纖維母細胞存活率下降至 80%以下；而以 100~500 

μg/ml 樟芝小分子量之胞外多醣體的劑量，處理 3T3 纖維母細胞

24、48 小時，將使纖維母細胞存活率維持至 80%以上。因此本

試驗將以 100~500 μg/ml 樟芝小分子量之胞外多醣體劑量，作為

日後處理纖維母細胞之安全劑量。而當樟芝小分子量之胞外多

醣體，處理 3T3 纖維母細胞至第 72 小時，與控制組相較下，發

現於 100~500 μg/ml 之低濃度劑量下，有顯著性刺激纖維母細胞
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增生之情形。根據文獻指出，50~75%酒精萃取之樟芝胞外多醣

體，屬於介於 1,000~30,000 Da 之小分子量多醣體，且於 500 

μg/ml 劑量下處理纖維母細胞，分別在 8、24、48 小後膠原蛋白

分別可增加 32、30、25%。因此本試驗認為，樟芝小分子量之

胞外多醣體可能具有刺激纖維母細胞增生之能力。 
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圖一、以 100~1000 μg/ml 樟芝小分子量之胞外多醣體，進行纖維母

細胞之存活率試驗分析。 
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2. 皮膚抗老化效果評估：基質金屬蛋白酶(MMPs)的活性抑制

分析 

根據 Taiwanofungus camphoratus AC0623 於 5 公升醱酵槽

培養菌體量與胞外多醣量之生長趨勢圖所示(圖二)，樟芝深層醱

酵培養會隨著天數之增加乾菌體產量也隨之增加，而胞外多醣

之產量則隨之降低。且於第七天收槽後，樟芝乾菌體量為 27.8 

g/l，已達至目前工業量產之規模；胞外多醣產量為 6.9 g/l，相

較於目前國內學者研究樟芝胞外多醣體產量中，本試驗為最高

產量之研究。因此本試驗進一步分析，樟芝胞外多醣體對於抑

制基質金屬蛋白酶之能力，首先將 0~50 %酒精沉澱後之樟芝大

分子量胞外多醣體，以 40 units/ml 之 endo-β-1,3-glucanase 添加

量，於 pH 4.5、40℃之條件下進行酵素六小時降解反應。經實

驗結果顯示(圖三)，將樟芝小分子量之胞外多醣體，以 100~500 

μg/ml 劑量處理於含有 MMPs 之細胞培養液中，發現其樟芝小

分子量之多醣體會隨著劑量之增加，有顯著性抑制 MMPs 之活

性能力，且於 400~500μg/ml 劑量下時，對於 pro-MMP-2、MMP-2

及 MMP-9 有顯著性抑制效果，而 500 μg/ml 劑量下時，對於

pro-MMP-2 已達至完全抑制之成效。為此本試驗將以 500 μg/ml

劑量的樟芝小分子量之多醣體，依不同的時間點來處理含有
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MMPs 之細胞培養液，並加以探討其樟芝小分子量之多醣體對

於抑制 MMPs 之確效性時間。根據實驗結果顯示(圖四)，以 500 

μg/ml 的樟芝小分子量之多醣體處理 3T3 纖維母細胞培養液，於

第 24 小時開始對於 pro-MMP-2、MMP-2 與 MMP-9 已有顯著性

之減少之趨勢；且於第 48、72 小時較為有顯著性之抑制。此外，

我們將以同劑量之樟芝小分子量胞外多醣體，與 3T3 纖維母細

胞共同培養 72 小時，探討其小分子量胞外多醣體對於 3T3 纖維

母細胞分泌 MMPs 之抑制能力，經實驗結果顯示(圖五)，以

100~500 μg/ml 的樟芝小分子量之胞外多醣體，於 500 μg/ml 之

劑量對於 pro-MMP-2、MMP-2 與 MMP-9 有顯著性之抑制。由

以上之結果顯示，將樟芝深層醱酵培養放大至 5-L 之生產量，

不僅對於樟芝乾菌體與胞外多醣體之生產量，有顯著性增加，

且對於樟芝小分子量胞外多醣體對於基質金屬蛋白酶之抑制能

力，也有顯著性抑制之能力。因此本試驗成功發展出樟芝菌絲

體及樟芝醱酵液上之量產與有效性活性物質之開發研究。 
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圖二、Taiwanofungus camphoratus AC0623 於 5-L 醱酵槽培養菌

體量與胞外多醣量之生成趨勢圖。 
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圖三、5-L 醱酵培養樟芝胞外多醣體，經 40 units/ml 酵素量降解六

小時後，以 100~500 μg/ml 之劑量處理 3T3 細胞培養液，培

養 72 小時後，進行 MMP-2 與 MMP-9 之活性分析。 

C：代表未加入樟芝小分子量之胞外多醣體，並放置 0 小時。 

C72：代表未加入樟芝小分子量之胞外多醣體與 3T3 細胞培

養液，共同培養 72 小時。 
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圖四、5-L 醱酵培養樟芝胞外多醣體，經 40 units/ml 酵素量降解六小

時後，以 500μg/ml 樟芝小分子量 之胞外多醣體處理 3T3 細胞

培養液，培養 0~72 小時，進行 MMP-2 與 MMP-9 之活性分析。 

C：代表未加入樟芝小分子量之胞外多醣體，並放置 0 小時。 

C72：代表未加入樟芝小分子量之胞外多醣體與 3T3 細胞培養

液，共同培養 72 小時。 
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圖五、5-L 醱酵培養樟芝胞外多醣體，經 40 units/ml 酵素量降解六

小時後，以 100~500 μg/ml 之劑量處理 3T3 細胞，共同培養

72 小時後，進行 MMP-2 與 MMP-9 之分泌抑制分析。 

C72：代表未加入樟芝小分子量之胞外多醣體與 3T3 細胞共

同培養 72 小時。 
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五、結論 

本實驗成功利用樟芝深層醱酵後之胞外多醣體，配合酵素降解

使之成為具有功能性之胞外多醣體。由於MMPs會導致真皮層細胞外

基質內的膠原蛋白（collagens）被分解，造成皮膚產生皺紋、鬆弛、

失去光澤、彈性降低、角質代謝遲緩等問題出現。因此本研究利用酵

素降解後，所產生的樟芝小分子量之胞外多醣體，於500 μg/ml 劑量

之下，能有效抑制pro-MMP-2、MMP-2及MMP-9之活性，顯示小分

子量之功能性多醣體，確實具有抑制MMPs活性之能力，未來可作為

抗老化化粧品之有效性成分。且本試驗所建立之酵素降解多醣體之製

成平台，能有效大量收取樟芝醱酵液，將其可運用並開發為化妝原

料，並且也成功結合化粧品與中草藥之開發應用，未來不僅在保健食

品及化粧品工業上，對於量產樟芝菌絲體及樟芝醱酵液上，皆能有完

善的生理活性物質之製程發展。 
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