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一、摘要： 

在文獻及往年研究發現天然物中含有豐富之類黃酮素、異黃酮素，此類

其藥理作用部分已確認，但在化粧品之應用仍不足，故本計畫以類黃酮素及

相關衍生物檢測其抗氧化活性，希望能將此類成分開發在化粧品之應用上。 

本計畫使用之黃酮素或類黃酮的成分，包括 Catechin、EGCG、Quercetin、

Myricetin等，分別進行各項抗氧化效果之評估，方法包含 DPPH、NO 清除等。

結果顯示其濃度在 100 µM時，清除 DPPH能力均大於 80 %；而一氧化氮清除

能力則以 Myricetin 效果最好，同時也具有酪胺酸酶抑制能力，因此未來開發

化粧品時可考慮此類成分。 

 

二、前言： 

基於實驗環境分析設備的利用性以及研發者的興趣，有很多很複雜的方法

來評估自由基活性。在缺乏任何自由基活性測定的黃金標準，三種主要的方法已

被運用：(1) 內源性抗氧化劑濃物的測定、(2)氧化性聚分子產物的測定、(3)

自由基的直接偵測。為了分析內源性抗氧化劑能力，大部分的研究已經在血漿及

細胞測定抗氧化劑濃度(例如：vitamin E、 C、 carotenoids 、folate、 GSH 和

zinc)以及細胞的抗氧化酵素的活性(例如 glutathion reductase 、SOD 、

catalase 和 glutathione peroxidase)。 因為 GSH 可由自由基和其他活性氧快

速地氧化成 GSSG ，而且 GSSG 會從細胞被釋出，所以，細胞內[GSSG]:[GSH]的

比例可以提供氧化壓力一項參考指標。 

脂質過氧化的評估包含分析脂質過氧化、isoprostanes、 diene conjugates 

以 及 脂 質裂解的產物 (例如 malonaldehyde 、 ethane 、 pentane 和

4-hydroxynonenal)。在這些產物中，malonaldehyde 是時常被用來當作脂質過

氧化可靠的標的物。為了測定活性氧所誘發的蛋白質氧化，大部分研究者已經測

定醣蛋白產生中蛋白質內游離硫基團的喪失，以及蛋白質鍵結酪胺酸殘基的硝酸

反應。事實上蛋白質硝基酪氨酸已被廣泛當作穩定標地物，用於活性氮中心氧化

劑的產生(例如一氧化氮及過氧亞硝鹽)。特殊的 DNA 鹼基氧化的產物，例如：



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

8-hydroxydeoxyquanosine、 5-OH cytosine、 8-OH adenine 、8-OH quinine 以

及 thymine glycol 已經被測定出時常用來評估 DNA 鹼基的氧化反應。 重要的

是，尿液中 8-hydroxydeoxyguanosine 成分在人體和動物上，可以提供有用的非

侵犯性的來評估整體的 DNA 鹼基氧化反應。另一方面自由基直接的偵測已經可以

利用電子自旋技術及電子捕捉儀而呈現，但此技術是適於偵測自由基在溶液化學

上，對於生物組織的應用上仍有限制。總之，雖然測抗氧化的方法很多，不過以

簡便性而言，仍以 DPPH 及 NO 清除率最為簡易。 

 

三、材料與方法： 

1. 一氧化氮濃度的測定 

I、試劑的配置 

SNP儲存溶液(Stock solution): 

精稱適量 SNP粉末溶於 ddH2O至最終濃度為 100mM，分裝後儲存於-20℃

冰箱，實驗中置於冰上慢慢解凍以維持其活性。 

II、測定方法 

a.備好不同濃度之樣品於 1.5ml eppendorf 中，每個均加入 5mM SNP 溶液

(Sample solution)，另外取一個空 eppendorf 加入 5mMSNP 溶液(Positive 

control)，置於室溫，在 2.5 小時於各自不同濃度的 eppendorf 取樣定量一

氧化氮之濃度。 

   b.每個樣品取 50µl加入 96 well ELISA reader plate中，再加入 50µlGriess 

reagent，然後置於室溫 10分鐘。 

   c.利用 ELISA reader 波長 540nm偵測吸光值此方法主要測定 NO2-(NO會變

成穩定的 NO2- 
 ，共作三次。 

   d.一氧化氮產生的清除率: 

     由實驗結果所測得的值，可利用下列公式計算其抑制率: 

     Nitric Oxide Scavenging Percentage(%) 

=((Positive control Abs-Sample solution Abs)/Positive control Abs)*100% 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

2. 清除 1,1-二苯基-2-苦味氫氧基團(1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl, DPPH)自由基

能力測定： 

I、試劑的配置(stock solution preparation ) 

DPPH乙醇溶液： 

精秤適量 DPPH粉末溶於乙醇溶液至最終濃度為 20mg/l，冷暗藏保存。 

II、測定方法： 

a.取 375µL之不同濃度之乙醇溶液，分別加入配製好之 20mg/ml DPPH乙

醇溶液 750µL，呈深紫藍色，混合均勻，反應 0-30分鐘。 

 b.以分光光度計，在 517nm波長下，測定其吸光值。（DPPH自由基清除

能力 % =[（控制組在 517nm下吸光值－試樣在 517nm下吸光值）/控

制組在 517nm下吸光值] x 100） 

3. 酪胺酸酶活性抑制的測定 (Assay of Tyrosinase Inhibitory Activity ) 

I、試劑的配置(stock solution preparation ) 

a. 酪胺酸緩衝溶液(Tyrosine Buffer Solution) :  

精稱 0.5克酪胺酸(L-Tyrosine)，加入磷酸緩衝溶液(PBS)定量至 100毫升，

混合後靜置 30分鐘，取上清液。 

b. 酪胺酸酶水溶液(Tyrosinase Solution): 

將酪胺酸酶(Tyrosinase, 3216 unit/mg) 溶於緩衝液至最終濃度為 2mg/ml，

分裝後儲存於-20℃冰箱，要用時置於冰上慢慢解凍以維持其活性。 

II、測定方法 

a. 取 100µl待測濃度加入 900µl 酪胺酸溶液(B)及 5µl 酪胺酸酶(E)，另外取

1000µl 酪胺酸溶液(B)同樣加入 5µl 酪胺酸酶(E)當負向空白對照組以及

1000µl 酪胺酸溶液(B)當正向空白對照組，充分混合十分鐘後置入 37℃的

恆溫循環水浴箱(water bath)中 1小時。 

    b.每個樣品取 100µl 加至 96 well ELISA reader plate，利用 ELISA reader 波



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

長 450nm偵測吸光值，共作三次。 

    c.酪胺酸酶活性的抑制率: 

     由實驗結果所測得 B，B+E，S+B+E，S+B 的 Abs值，可利用下列公式計

算其抑制率: 

     Tyrosinase inhibition(%)=((BE-B)-(SBE-SB)/(BE-B))*100% 

 

四、結果與討論： 

我們利用 Griess reaction 來探討一氧化氮清除能力，一氧化氮(nitric oxide)

的產生，是從 SNP 與氧反應形成亞硝酸(nitrite)的累積。在表中明顯顯示一氧化

氮清除效果 myricetin>quercetin，EGCG>Catechin。myricetin  具有較佳的一氧化

氮作用，推測其結構中，氫氧基團(OH)具有還原一氧化氮自由基能力，使自由

基變成非自由基而達到清除的目的。由此可見含有氫氧基團對於自由基的清除作

用具有很大的影響力，至於詳細的機制就更待進一步的研究了。 

為了評估一氧化氮的抑制是否與自由基的清除有相關性，於是利用 DPPH

自由基清除試驗來評估其功能。研究指出 DPPH的機轉可由下列方程式表示： 
 
DPPH. + (AH)n→DPPH-H + (A.)n 
(紫色)         (黃色) 

 

研究顯示減少 DPPH的吸光值，是由於酚類化合物的結構中，提供了氫原

子給 DPPH自由基，因此酚類化合物中的氫氧基團扮演清除的重要角色。尤其是

黃酮類化合物 A環中 3-,5-氫氧基團、 B環中若含有 catechol基團(o-dihydroxyl)

及 C環的 2,3-雙鍵與 4-oxo構型時，會增加 DPPH自由基的清除。本實驗較佳的

DPPH清除劑中，大多含有四到八個不等的氫氧基團，是具備清除活性的原因。

總結，myricetin在抑制酪胺酸酶、DPPH、NO清除方面，均有不錯的效果。顯

示氫氧基團之數目及位置均扮演重要角色。 
     



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 

Compounds 
(100μM) 

Scavenging effect 
of DPPH free 

radical production

Scavenging effect 
of  nitric oxide 

Inhibitory effect of 
tyrosinase activity

Flavanol compounds 

Catechin   

97.99±0.23 29.53±1.29 N 

EGCG       

93.86±3.66 33.57±4.93 9.46±1.41 

Flavonol compounds 

Quercetin     

96.44±0.00 18.57±1.83 28.49±6.03 

Myricetin      

85.13±5.94 37.92±4.78 51.07±3.42 

Other compounds 
Curcumin

 

87.55±3.43 17.68±1.88 62.54±2.21 

α-Tocopherol

 

95.96±2.06 4.37±0 5.59±0.79 

Ascorbic acid  

82.22±18.29 12.46±1.56 9.63±4.88 

N, no effect up to a concentration of 100µM. 
*The value ± SE obtained from three separate experiments are shown. 
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一、 摘要： 

我們選用土壤中的放線菌所生產的抗生素作為標的物，用以判別微陣列盤

是否適合用於篩選出微生物二次代謝產物的培養容器。我們將土讓樣品中所分離

的 96 株放線菌，分別在 250 ml 玻璃搖瓶(含有 25 ml 培養基)、15 ml離心管(含

有 1.5 ml 培養基)、每孔容量 2.2 ml 之 96 孔微陣列盤(含有 0.22 ml 培養基)

及每孔容量 4.8 ml 之 48 孔微陣列盤(含有 0.48 ml 培養基)中以 200 rpm 轉速室

溫震盪培養五天，接著以格蘭氏陽性枯草桿菌測量每管發酵液中是否含有抗生

素。結果我們在利用 250 ml 玻璃搖瓶作為發酵培養的實驗組中，篩到七株土壤

放線菌其發酵液中具有抗格蘭氏陽性枯草桿菌生長的能力，其中五株同時在 15 

ml離心管及 48 孔微陣列盤亦被篩選出來。另一方面，在利用 96 孔微陣列盤作

為發酵培養的實驗組中則僅篩到其中的二株菌。此結果顯示以 48 孔微陣列盤作

為篩選培養容器，可同時達到快速且準確的結果。 

 

二、 前言： 

微生物是地球上生物多樣性中，種類最多的一個族群。伴隨其生長所生產的

代謝產物種類更是多采多姿，其中又以許多的微生物二次代謝產物為最複雜且豐

富的一群天然化學分子[1]。在眾多的微生物二次代謝產物中，已有許多特殊分

子被發現具有特殊的應用價值[2-3]。因此，至今仍有許多科學家專注於篩選最

新且有用的微生物二次代謝產物[4]。 

然而，針對許多微生物二次代謝產物篩選的工作而言，篩選效率是能夠篩到

所需要特殊功能微生物的最重要因素之一。大部分的微生物二次代謝產物篩選的

工作都是將由樣品所分離出來的微生物在玻璃搖瓶中進行發酵，接著再從玻璃搖

瓶中取出發酵液進行所欲篩選的生物活性分析。對於上述的篩選流程，雖然篩選

的準確性高，但是最大的缺點是其篩選效率不高。在產業界中，或許可由大量設

備(整層搖瓶培養室)及人力(操作員)加以克服，但是對於學術研究中，以增加大

量的設備及人力來增加篩選效率卻是很困難並不切實際的方法。 

針對上述問題，我們嘗試利用微陣列盤加以改善。若將由樣品所分離出來的

微生物在微陣列盤中進行發酵，接著再從微陣列盤中進行生物活性分析，則整個

篩選程序的效率可以增加。然而，將培養容器由玻璃搖瓶改成微陣列盤，由於培

養容器不同，造成環境如溶氧值(DO value)、混合時間(Mixing time)、磨差壓

力(Shearing stress)等因素改變，進而影響所篩選培養的微生物生產其二次代

謝產物的能力[5]。因此，本研究選用土壤中的放線菌所生產的抗生素作為標的

物，將土讓樣品中所分離的 96 株放線菌，分別在玻璃搖瓶、離心管、96 孔微陣

列盤及 48 孔微陣列盤中進行培養，並且比較彼此篩選的正確性。結果我們發現

以 48 孔微陣列盤作為篩選培養容器，可同時達到快速且準確的結果。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

三、 材料與方法： 

3.1 材料 

    儀器：震盪器、白金環棒、酒精燈、震盪培養箱、八爪與單爪吸取器。 

    材料： 1.5 ml離心管、藥杓、牙籤、L型玻棒、每孔容量 2.2 ml 之 96 孔

微陣列盤、每孔容量 4.8 ml 之 48 孔微陣列盤、微量吸管、乙醇、

石蠟膜、1.5 ml 無菌離心管。 

    溶液備製：6 %酵母萃取液及 0.05 %SDS、無菌水、酒精、AI plate (per liter: 

Sodium caseinate 2.0g/ Sodium propionate 4.0g/ Asparagine 

0.1g/ K2HPO4 0.5g/  MgSO4 0.1g/ FeSO4 1mg/ Nalidixic acid 20mg 

/ Cycloheximide 50mg/ Agar 15g/ pH7.2)、GYM medium (per liter: 

Glucose 4.0g/ Yeast extract 4.0g/ Malt extract 10.0g/ pH7.2)。 

3.2 土壤菌株分離 

樣品收集方法是以藥杓將欲採集土壤表面下方 2-3 公分之土壤，裝入無菌

1.5 ml離心管中，帶回實驗室中進行下一步驟菌株分離。土壤樣品來自於北二

高各處休息站之土壤，包括有新化、東山、古坑、南投、清水及西湖等 6處，共

6種樣品，採集日期為 93年 4 月 17 日。 

採回的樣品接著進行樣品前處理步驟：將土壤樣品懸濁於 1.0 ml 的 6 %

酵母萃取液及 0.05 %的 SDS 中，置於恆溫 40℃震盪器攪拌使其均勻懸浮二小時。

將前處理完成之樣品，靜置數分鐘使大顆粒沉降底部後，取上清液以無菌水做一

系列稀釋後(10
-2, 10-4)，分別取原液及稀釋液100 ul塗佈於分離培養基(AI plate)

中，置於室溫五天，等待菌落形成。 

3.3 分離菌株發酵培養 

利用滅過菌的牙籤將 2.2 步驟所得到的 96 個單一菌落分別挑至含有 2.0 ml 

GYM 發酵培養基的 15 ml離心管中，置於室溫震盪培養箱培養 2天。 

接著將初培養完成的 96 株分離菌株分別以十分之一的接菌量接種至含有 25 

ml GYM 發酵培養基的 250 ml 玻璃搖瓶、含有 1.5 ml GYM 發酵培養基的 15 ml

離心管、含有 0.22 ml GYM 發酵培養基的 96 孔微陣列盤及含有 0.48 ml GYM 發

酵培養基的 48 孔微陣列盤中，以 200 rpm 轉速於室溫震盪培養五天，接著進行

抗生素生產測試。 

3.4 抗生素生產測試 

將過夜培養完成的格蘭氏陽性枯草桿菌與等倍體基滅過菌置於恆溫 45℃的

種層洋菜膠(0.75 % agar)快速混合均勻後，倒入預先準備好含有底層洋菜膠(1.5 

% agar)的培養皿中，置於無菌台上 30 分鐘待其凝固，進行下一步驟。 

將 2.3 步驟中所得到的分離菌株之發酵液以滅過菌之牙籤沾濕後插入上述所

置備之含有格蘭氏陽性枯草桿菌的測試培養皿中，如此將所有分離菌株在不同容

器培養所得之發酵液按不同組別以編號次序依序插上測試培養皿中，最後將所有

牙籤拔除，並將測試培養皿置於 37℃過夜培養後觀察培養皿中是否有透明圈



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

(clear zoom)形成，並紀錄各組中有形成透明圈的分離菌株編號。同時觀察其所

形成透明圈的大小。此步驟實驗需重複三次。 

 

四、 結果 

4.1 土壤菌株分離 

為了有效自土壤中分離出放線菌，我們使用放線菌專用的分離培養基(actinomycete 

isolation agar，AI agar) [6]。在所取樣的每個土壤樣品中，最少可以分離出 100株菌株，最多可

以分離出超過 1000株菌株。其中可以發現自古坑及南投休息站所取得的土壤為富含有機質的黑

土，可以分離出最多的放線菌。此外，雖然使用放線菌專用的分離培養基作為菌株分離之用，但

是仍有少數的黴菌生長。但不致影響往後的實驗，因為本實驗總共須 96株放線菌。為了分散篩

選樣本，我們分別自每個土壤樣品中挑選 16株共 96株菌株作為往後實驗用。 

 

表一：各種培養容器所篩選出具有抗格蘭氏陽性枯草桿菌生長的分離放線菌菌株編號 

培養容器

菌株編號 

250 ml玻

璃搖瓶 

15 ml 離

心管 

96孔微陣

列盤 

48孔微陣

列盤 

No.2 + + - - 

No.14 +++ + - + 

No.28 +++ + + + 

No.29 +++ + + + 

No.31 + - - - 

No.73 + + - + 

No.90 + - - + 

+++：平均透明圈半徑大於 1 mm。 

+：平均透明圈半徑小於 1 mm。 

-：肉眼無法辨識具有形成之透明圈。 

 

4.2 分離菌株發酵培養及抗生素生產測試 

將所分離之 96株土壤放線菌於不同的容器進行發酵培養，並進行二次代謝物抗生素生產的

篩選實驗，結果如表一所示。在利用 250 ml玻璃搖瓶作為發酵培養的實驗組中，我們篩到七株

土壤放線菌其發酵液中具有抗格蘭氏陽性枯草桿菌生長的能力，其中有三株分離菌株之發酵液具

有較強的抗菌能力。另外，利用 15 ml 離心管及 48孔微陣列盤亦分別自該七株菌中篩出五株。

另一方面，在利用 96孔微陣列盤作為發酵培養的實驗組中則僅篩到其中的二株菌。 

若將上述各組所篩選到的菌株數目以 250 ml玻璃搖瓶該組作為基準，可以算出各種培養容

器之相對篩選正確率，如表二所示。其中，以 15 ml 離心管及 48孔微陣列盤作為發酵篩選的培

養容器，其相對篩選正確率均可達到 70 %以上。然而使用 96孔微陣列盤作為發酵篩選的培養容

器，其相對篩選正確率則僅剩下不到三成。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 

表二：各種培養容器之相對篩選正確率 a 

 250 ml玻璃

搖瓶 

15 ml 離

心管 

96孔微陣

列盤 

48孔微陣

列盤 

相對正

確率 

100.0 % 71.4 % 28.5 % 71.4 %

a：相對篩選正確率計算以該組所篩出的菌株數目除以 250 ml玻璃搖瓶該組所篩的菌株數目，並

換算為百分比。 

 

由上述結果可以推測，以 250 ml玻璃搖瓶作為發酵培養，其所提供的環境因子如溶氧值、

混合時間等因素比較適合微生物生產二次代謝產物。特別是菌株編號 14、28及 29等三株篩選菌，

僅在以 250 ml玻璃搖瓶作為發酵培養的條件下可以表現出高抗菌效果的結果。此外，由於大部

分的放線菌為非常耗氧的細菌，因此 250 ml玻璃搖瓶應該可以提供較大的氧氣質傳速率(kLa 

value)，也因此其中的放線菌生長較好，進而增加往後的二次代謝產物生成。然而，將培養容器

由玻璃搖瓶改成 96孔微陣列盤，由於培養容器不同，造成環境改變，進而影響所篩選培養的微

生物生產其二次代謝產物的能力。 

 

五、討論： 

本研究結果顯示以 48 孔微陣列盤作為篩選培養容器，可同時兼顧快速且準確的菌株篩選

需求。若針對所欲篩選分析的生物活性，可以利用呈色法或測量濁度法而在微陣列盤適用的分光

光度計如 elisa reader 或 micro plate reader 下進行操作，則整套大量快速篩選之操作程序可

以依序在不同的微陣列盤下完成：先利用 48 孔微陣列盤進行初級與生產發酵培養，再利用 96

孔免疫螢光盤進行生物活性測試。我們認為此大量快速之篩選平台有助於提高學術界在篩選菌株

時之篩選效率。 
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摘  要 

本研究主要篩選黃耆、枸杞、何首烏及杜仲等四種知名中草藥，利用不同有

機溶劑萃取後，藉由 TEAC 與 DPPH 抗自由基測試法評估其抗氧化能力評估。

實驗結果顯示何首烏之乙醇溶液部分抗氧化能力最強(IC 50 = 4.60 ppm)(與
Trolox 效果相似)，另外，黃耆之乙醇溶液部分、何首烏之丁醇溶液部分、杜仲
之乙醇溶液部分、枸杞 LCE之乙醇溶液部分也有不錯的抗氧化效果。 

前  言 

    永保年輕、美麗是每一個女人共通的夢想，永遠青春、活力也是所有男人同

樣的願望。可是隨著年齡增長，不管是男人或是女人，都會隨著年齡而在身體內

外留下歲月痕跡，逐漸老化。這是多麼令人傷心失望的現實。老化的確是不能避

免的必然過程，但為何有些人老得快，還不到六十歲，卻像七十幾歲一般；而有

些人卻老得慢，明明是已快八十了，卻還常常被誤認為六十幾歲，可見老化的速

度是因人而異的。這些因素某部分雖有其遺傳關係，但這其中最大差異性與其日

常生活、飲食等習慣有密切關連。 
    目前還不是十分瞭解老化的確切機轉，但已知道和活過氧化物有重要的關

係。人體活動中，會不斷地吸入氧氣、代謝養分，以產生人體生活所需之能量，

然而在吸入氧氣代謝養分過程中也會不斷產生過氧化物，這過氧化物具有強烈氧

化其他物質能力，因此可被用來消滅入侵的病毒或細菌，也可對抗體內正常細胞

突變後所產生之癌症細胞；可是過多的過氧化物也會破壞身體組織，如破壞皮膚

的膠原纖維，皮膚喪失膠原纖維的功能後，便會失去彈性和保水能力，皺紋也因

而產生。過氧化物也會氧化血液中之低密度膽固醇，而氧化後之低密度膽固醇很

容易蓄積在動脈血管壁內，造成動脈硬化。 
    現在許多文獻報導指出，過氧化物所產生之體內自由基(Free radical)就是身
體老化的最主要原因。然而身體中抗氧化酵素可以中和掉這些多餘有害的自由

基，但是隨著年齡增加，人體內自身抗氧化酵素的活性也會愈來愈差，因此，隨

著年齡增長，從自然界攝取抗氧化成分以提昇抗氧化能力，減緩老化發生，是所

有健康美化產生所致力追求的目標。 
    抗老化化化粧品為當今化粧產品之主流，由於許多化學合成添加物常會有副

作用發生，因此，現在含天然中草藥抗老化天然產品已蔚為時尚主流產品。為了

尋求有效抗自由基能力之中草藥，我們本計畫先選黃耆(Astragali Radix)、枸杞
(Lycium Chinese Mill)、何首烏(Polygoni Multiflori Radix)、杜仲(Eucommiae Cortex)
等四種知名中草藥，利用有機溶劑萃取法，萃取其混合成分，再利用 TEAC 法
及 DPPH法之抗氧化測試其溶在不同溶劑的成分，探討其抗氧化能力。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

結果與討論 

一、 中草藥有效成分之萃取： 
首先我們將黃耆(AM)、枸杞(LC)、何首烏(PM)及杜仲(EU)等四種知名中
草藥曬乾後，分別取 1公斤利用乙醇(Ethanol)加熱迴流萃取，濃縮後再分

別用正己烷(Hexane)、乙醇(Ethanol)、丁醇(Butanol)及水(Water)等四種不

同極性溶劑再次分別溶解，濃縮後依其溶在不同溶液分別標為 AMH、
AME、AMB、AMW、LCH、LCE、LCB、LCW、PMH、PME、PMB、
PMW、EUH、EUE、EUB及 EUW等十六部分成分。 

二、 抗氧化能力測試： 
1. TEAC 法 之 抗 氧 化 試 驗 ： 主 要 作 用 原 理 為 利 用 Azino-bis 

(3-ethylbenzthiaoline)-6-sulfonic acid (簡稱 ABTS)在水溶液中經雙氧水及
過氧化酵素( Peroxidase)於暗室中反應一小時，呈現穩定之藍綠色(ABTS
自由基顏色)，加入抗氧化中草藥萃取成分，反應十分鐘後，測 OD 734 nm
吸光值，並與 Trolox(水溶性維生素 E衍生物作抗氧化能力之比較。 

2. DPPH法抗氧化試驗：DPPH為一種最簡易之抗自由基方法測試，主要

利用 2,2-Diphenyl-1-picryl hydrazyl化合物在乙醇溶液中能自行產生穩定

之自由基，並呈現紫色反應，加入抗自由基成分後，利用 ELISA判讀

OD 540 nm其吸光值，測試其抗氧化能力。 
三、 抗氧化測試結果： 

我們將四種中草藥不同溶劑萃取成分，分別配置不同濃度之 DMSO溶液
中，分別利用 TEAC法及 DPPH法測試其抗氧化能力，並求出 TEAC法
之 IC50之濃度。其結果如下表所示： 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 
表(一) 黃耆(AM)、枸杞(LC)、何首烏(PM)及杜仲(EU)之抗氧化能力： 

Sample TEAC 
100ppm  

TEAC 
50ppm 

TEAC  
IC50 

DPPH 
100ppm 

DPPH 
50ppm 

EUH 6.34 % - - 5.07 % 2.91 % 
EUE 94.77 % 88.64  % 27.04 ppm 46.35 % 30.55 % 
EUB 60.09 % 59.07 % 67.63 ppm 19.22 % 7.82 % 
EUW 12.91 % - - 2.31 % 5.29 % 
LCH X - - X X 
LCE 87.57 % 81.78 % 32.30 ppm 28.61 % 14.31 % 
LCB 69.26 % 61.04 % 75.9 ppm 22.28 % 17.73 % 
LCW 26.56 % - - 4.99 % 3.65 % 
PMH 5.34 % - - 4.62 % 1.64 % 
PME 98.95 % 99.90 % 4.60 ppm 89.72 % 87.33 % 

IC50:11.20ppm
Trolox 

IC50:8.0 ppm
PMB 99.57 % 99.16 % 25.07 ppm 55.37 % 33.61 % 
PMW 55.43 % 56.29 % - 21.83 % 11.92 % 
AMH 1.23 % - - 2.16 % 5.73 % 
AME 96.53 % 95.52 % 20.62 ppm 34.13 % 24.88 % 
AMB 58.04 % 52.76 % - 8.79 % 2.16 % 
AMW 14.50 % - - 6.48 % X 

Trolox* 10 ppm 
61~69% 

5 ppm 
51~54% 

5.56 ppm 10 ppm 
73.97% 

5 ppm 
46.35% 

註 1. “-“表為測試。 
   2. “X”表測試值為負值。 
四、 討論： 
    實驗中，以 DPPH方式，其中以 PME(何首烏的乙醇溶解成分)最為有效(IC 50 
= 11.20 ppm)，與水溶性維生素 E(Trolox)(IC50 = 8.0ppm)差不多；其餘效果並不

佳。而 TEAC法結果顯示：同樣以 PME效果最佳(IC 50 = 4.60 ppm，Trolox IC 50 
= 5.56 ppm)，另外，AME、PMB、EUE、LCE也有不錯的效果；可以進一步進

行單離分析工作，套探討其確實有抗氧化能力之主成分結構。從結果得知 TEAC
法與 DPPH法所測抗氧化能力並不一致，原因可能是自由基的型態不同所致，由

於自由基可能為超氧自由基、氫氧自由基、一氧化氮自由基、碳自由基、、、等

等不同型態，因此，自然界各抗氧化成分所扮演消除自由基的方式不同，而呈現

不同成果。許多文獻報導抗氧化能力評估往往需要測試不同測試方法，以便提供

各種有效抗氧化能力之結果；因此，我們實驗室中現在極力在探討 Liposome系



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

統、一氧化氮、超微弱發光儀(BJL)等抗氧化能力評估測試法，可以提供更有效

抗氧化能力評估篩選方式。 
實驗部分 

一、 中草藥成分萃取： 
委由丁秀玉老師幫忙篩選與萃取工作四種中草藥，分別為黃耆、枸杞、何

首烏及杜仲，先作基源鑑定後，曬乾，分別取一公斤溶於 10 公升乙醇浸
泡加熱迴流 2天，過濾濃縮，再分別利用正己烷、丁醇、水作分層萃取，

收集溶於不同溶液成分之混合濃縮物。 
二、 抗氧化能力測試： 

1. TEAC法： 
(1). 取 2, 2-azinobis(3-ethylbenz-thiazoline)-6-sulfonic acid( 簡 寫

ABTS)0.0054克加入 10毫升之蒸餾水，配置為 1000 µM濃度。 
(2). 配置 H2O2 500 µM濃度 10 ml。(30 % H2O2 0.06 ml +  9.94 mL H2O 
→50 mM；再取 0.1 ml之 H2O2 50 mM + 9.9 ml H2O→500 µM)。 
(3). Peroxidase 44 unit/ml (sigma P-6782，1310 unit/ml)：取 0.0025g + 12.4 
ml蒸餾水 配置成 264 unit/ml → 再取 2 ml之 264 unit/ml + 10 ml蒸餾水
→44 unit/ml。 
(4). 取 250 µl 之ABTS(1000 µM) + 1.5 ml H2O + 250 µl之H2O2 (500 µm) 
+ 250 µl之 Peroxidase(44 unit/ml)，混合後在暗室反應 1小時(反應後呈現
穩定之藍綠色)。 
(5). 加入不同濃度之待測物 250 µl(DMSO溶液)，反應 10分鐘，以分光
光度計測 OD 734 nm之吸光值，並以 Troxlox作標準曲線，求其 IC 50
之抗氧化物之濃度。 

2. DPPH法： 
(1). 配置 20 mg/l濃度之 DPPH乙醇溶液，冷藏保存。 
(2). 取不同濃度之待測物 375 µl之 DMSO溶液，分別加入於製好之 20 
mg/l DPPH乙醇溶液 750 µl，混合均勻，靜置 30分鐘後，以分光光度計

測 OD 517 nm之吸光值，並以 Troxlox作標準曲線，求其 IC 50之抗氧
化物之濃度。 
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一﹑前言 

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

type (85Ⅰ %)、type (15%)Ⅲ 與 type (5%)Ⅴ 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，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；因此，與原膠原蛋白(procollagen)新合成相關的 heat shock 

protein 47 (Hsp47) (13, 14, 15)，它所對應 mRNA的表現量及蛋白質量，亦是與皮

膚老化有關且值得深入探討的重要因素。 

        



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

在另一方面，六磷酸肌醇(myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate, inositol 

hexaphosphate, IP6)，又稱為植酸(phytic acid)，其結構式如上圖所示，它是一種二

價金屬離子(例如：Zn2+, Cu2+, Ca2+, Cd2+等)的螯合劑(chelator)，容易與金屬離子

形成不溶性的化合物(16, 17)；目前已知六磷酸肌醇大量存在於各類穀類種子、

豆莢、可榨油的果實(例如：花生)、堅果、孢子及花粉之內，約佔重量之 1～5

％，並證實具有抗氧化(antioxidant)及抗腫瘤(antineoplastic)的能力(18)。它擁有獨

特的抗氧化能力，可以阻斷自由基(free radical)的形成，並且抑制脂質的過氧化

(lipid peroxidation)以及 DNA的損傷，而可預防心血管疾病罹患危險(19, 20)。近

來醫學研究發現植酸本身或在體內代謝而導致去磷酸化（dephosphorylation），

展現其對癌症的抑制與治療效果，諸如大腸癌、結腸癌、直腸癌等(21, 22, 23, 24, 

36)。它亦可以藉由降低惡性細胞的增生（maligmant cell proliferation）並予消減，

以抑制乳腺癌細胞（mammary carcinoma cells）(25, 26)。另外，如採用高植酸配

方膳食時，應注意其可能罹患礦物質缺乏症的危險。因植酸通常與營養上重要的

礦物質，諸如，鈣，鎂，銅，鐵，鋅，鈷，錳等，結合（即螯合）而成為植酸鹽

（phytate）而妨礙人體吸收金屬離子，以致會降低膳食礦物質（dietary minerals）

的生物可利用率（bioavailability）(27, 28)，而且當攝取高植酸含量的食品，易引

起鐵質缺乏貧血症（iron deficiency anemia）(29)；目前已有研究人員藉由基因轉

殖技術培養出含有植酸酶(phytase) 的基因轉殖穀類植物，利用植酸酶分解植酸

以製造出低植酸含量的食品，來改善並提升膳食礦物質的生物可利用率(30,31)。



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

因此植酸是屬於一種抗營養的物質，卻具有如上述擁有強烈的抗氧化作用以及抑

制癌症的能力，可以保護人體的健康。 

植酸除了上述的抗氧化和抑制癌症的功用以外，植酸亦有其他的生理機能。

如植酸可處置自發性的尿鈣過多症（hypercalciuria），以避免產生腎臟結石（kidney 

stones）(32)；同時它擁有降低血膽固醇的效應（hypocholesterolemic effect），可

供血脂過多症（hyperlipidemia）的治療應用(33, 34)。植酸經在體內代謝而完全

脫磷酸化後，則產生肌醇（inositol），肌醇本身亦擁有抗癌的效應，對於植酸的

抗癌效果具有合作增效的作用（synergistic effect）(35)。 

有文獻發現經植酸處理過的 breast cancer cells，可能藉由植酸降低 43%的基

質金屬蛋白酶-9 (MMP-9)活性來達到抑制這種癌細胞的黏附(adhesion)與轉移

(migration)作用(40)。關於上述的金屬性酵素的活性抑制研究，作者或已證實、

或推測均與植酸對於金屬離子的螯合作用有關。而與皮膚老化相關的基質金屬蛋

白酶-2與基質金屬蛋白酶-9 (MMP-2 and MMP-9)，亦是一種鋅離子依賴性的內切

性胜肽酶(Zn2+-dependent endopeptidase)，它們參與皮膚真皮層細胞外基質內的膠

原蛋白的破壞而導致皮膚老化，因此本研究計劃將利用植酸(六磷酸肌醇)來處理

纖維母細胞，以探討植酸對於基質金屬蛋白酶-2 與基質金屬蛋白酶-9 的活性表

現，並分析這些纖維母細胞的生長情況，我們預期六磷酸肌醇藉由其螯合的能力

可以抑制基質金屬蛋白酶的活性，進而使膠原蛋白的分解與破壞降低，並可作為



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

抗老化化妝品的有效成份。 

二﹑材料與方法 

1. 纖維母細胞的培養與處理： 

人類皮膚纖維母細胞(human skin fibroblast)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

代細胞進行不同濃度的六磷酸肌醇(pH 7.4)之處理實驗。 

2. 基質金屬蛋白酶-2與 -9 (MMP-2 and -9)的 zymography分析： 

收集有處理或無處理(控制組)六磷酸肌醇(pH 7.4)之纖維母細胞的胞外培

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 g)　

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-2與 -9的蛋白質 bands出現，即完成分析步驟。 

3. 纖維母細胞生長的分析： 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

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，再以不同濃度的六磷酸肌醇(pH 

7.4) 處 理 細 胞 ， 於 37℃ 培 養 4 天 ， 再 加 入 0.2% 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 50 

l/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 dimethyl sulfoxide將 formazan溶出，以 microplate 

reader於 570 nm的波長下讀出吸光值，代表細胞增生的情形。 

三﹑結果與討論 

在不危害纖維母細胞的情況下，根據 MTT的細胞毒性分析(作用 72小時，

如圖一所示)，植酸對於纖維母細胞的作用濃度為 1.75 mM。所以本研究植酸應

用於纖維母細胞的處理濃度均設定為 1.75 mM。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 

另外，根據基質金屬蛋白酶-2與基質金屬蛋白酶-9 (MMP-2 and MMP-9)的

zymography分析之實驗資料(如圖二所示)，我們無法證明 sodium phytate(本實驗

所利用的植酸試劑)可以對基質金屬蛋白酶-2 與基質金屬蛋白酶-9 有抑制的作

用，也就是本研究實驗中 sodium phytate無法利用其螯合的特性將基質金屬蛋白

酶的 Zn2+螯合住，使得纖維母細胞所分泌的基質金屬蛋白酶-2 與基質金屬蛋白

酶-9失去活性，即使是在 sodium phytate作用 72小時之後。因此本研究進行至

目前，無法獲得預期的結果—六磷酸肌醇藉由其螯合的能力可以抑制基質金屬蛋

白酶的活性，進而使膠原蛋白的分解與破壞降低。可能必須修正本研究實驗所利

用的植酸試劑，例如︰calcium phytate, copper phytate, or barium phytate，因有研

究文獻報導，植酸與 2 價銅離子的複合物可應用於抑制或降低金屬性酵素

(metalloenzymes)的活性，例如︰phytate-Cu(II) complexes 與 carboxypeptidase A 

(一種 Zn2+-containing metalloenzyme)於 pH 7.2與 25℃的條件下進行反應，可導



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

致 carboxypeptidase A的活性減少 95%以上(37, 38, 39)。所以本研究將繼續應用

其他的植酸相關試劑，例如︰calcium phytate, copper phytate, or barium phytate，

處理纖維母細胞，再利用基質金屬蛋白酶-2 與基質金屬蛋白酶-9 的 zymography

分析方法，研究探討是否 2價離子與植酸的複合物可與基質金屬蛋白酶進行相互

間的離子交換，藉由離子交換將基質金屬蛋白酶的 Zn2+置換成 Ca2+、Cu2+、或

Ba2+，以達到抑制基質金屬蛋白酶活性的目的。 
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my interesting that the complex can be using to enhance the sensitivity of platinum 
electrodes. The complex is used to be instead of which the enzymes such as 
Tyrosinase to study the mechanisms of the catalysis of some of whiting active 
compounds with Tyrosinase like catalyst also is my target. Here we report that the 
complex which has been synthesized. And it was already determined with X-ray 
diffraction, Elemental Analysis, and cyclovoltammetry methods. Among the results, 
the X-ray data shows that the structure of the TPA Cobalt metal ion complex is 
packing in space group P21/c and it possess a good leaving group on Cobalt atom. It 
meant that when the whiting active compounds would be a chance binding on Cobalt 
atom. And besides According to the cyclovoltammetry data this complex is very 
easily to reduce due to it has low energy (it could be reduced at –510mv ) to be 
reduced with reducers such as the whiting active compounds. Even thought the 
reactions of whiting compounds with TPA Cobalt metal ion complex not performed 
yet. We are already proposing that it is must to reach any way. So we shell be test it in 
the future. 
Introduction: 
     Reactions of the whiting effect compounds such as Vitamine C, catachol, 
cysteine, and stilbene derivatives with Tyrosinase are well-known in the literatures 
recently. They are reducer on Chemistry. According to the literatures, Tyrosnase bind 
molecular oxygen and active for catalysis whiting compounds that they are mentioned. 
And the mechanism had been discussed which is showed in the Figure 1. This process 
has been found in the basis epidermal layer it is called Melanogenesis. However the 
skin whiting effect compounds that we mentioned can inhibit Melanogenesis because   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 
 
 
of their high sensitivity with Tyosinase. It is why most of eastern women want whiting 
their skin, especially in Taiwan. The stilbene derivatives are some of popular 
chemicals. Usually you could found them in the mushrooms. By the literatures study, 
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we found that some research groups focused their attention on the cancers therapy, 
and some of them focused on the whiting effect on the Cosmetics area. Because of the 
sensitivity also have attracted many research groups. That’s why we paid attention 
and researched it in this project. Every one who used the electrochemical equipments 
to perform the experiments must knew that on the surface of some metal that they are 
to be a electrodes. Something must bather them. The naked surface of the metal 
electrode has been cumulated with the electrochemical oxidation products  
of whiting compounds. It cause that the signals still decay whatever linear scan or 
differential pulse method.. Therefore most of research groups had been using 
modified surface electrodes to measure the concentration of the whiting compounds 
solution. They had been modified with TiO2 particles, metal ion complexes, or 
something that it could conduct  
electricity, especially dicopper ions complexes are more popular to currently use. 
However they had been synthesized to spent a lot of money and besides they are too 
difficult to buy. So in order to avoiding the cumulation phenomenon this project, a 
simple complex that TPA (HClO4)3 reacted with CoCl2 to obtain TPACo (ClO4

-) were 
synthesized. The complex was further determined with X-ray, Elemental Analysis, 
and Cyclovoltammetry. The mechanisms of reaction of complex with polyhydroxy 
stilbene derivatives would be further to perform in the next period of time. 
 
Results and Discussion 

According to the X-ray report, metal ion is chelated with TPA ligend and a Cl 
anion in a distortion triangle di-pyramid structure is also bounded on Co atom. The 
Co atom has keeping formal charge 1+ which is obviously known with one 
accompanied perchlorate counter anion. The crystal is packing in P21/c group space. 
The X-ray data is showed below (see Figue2 and Table 1, and 2) 

The Elemental analysis report show that it’s consist with the X-ray data. Even 
thought there are a little residue mixing together.(Table 3) 

Cyclovoltammetry was also performed. By the results, it has a reduction 
signal at –510mv in aqueous solution. It meant that it’s a very easily to reduce 
compound. In my opinion, it must be easy combined with the whiting compounds. So 
we shell be further to apply it enhancing the sensitivity of the platinum electrodes 
surface. 
 
The experimental section 
The materials： 

All the chemicals were purchased in commercials and has been dewater and 
keeping in a closed container to store.  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

The synthesis of TPA： 
Solve 2-chloromthylpyridine 0.01moles with 2-aminemethyl- pyridine 

0.005moles in a three necks flask together in THF solvent. And keep stirring it under 
atmosphere nitrogen with flexing for three days. Then extracted the mixture with 
ethyl alcohol. Collected the exacted solution and neutralized with 6mL 60% 
perchloric acid solution. Further used the de-pressure rota-vapor equipment to 
concentrate it and 77 grams TPR·(HClO4)3 was obtained.(91% yield) 

 
The synthesis of complex： 

Reacted CoCl2 (0.1mole) with the THF solution of TPA containing triethyl 
amine under atmosphere nitrogen and continuously stirring, and flexing for 24 hours. 
Then filtrated the mixture to get the black residue. We used ethyl alcohol to washed 
and recrystalized them. The single crystal of dark green color crystal solid was further 
to get in aqueous solution.(85% yield) 

 
The synthesis of polyhydroxy stilbene derivatives 

We fallow the Literatures to synthesize the polyhydroxy stilbene derivatives 
by two steps. polyhydroxy benzyl aldehyde was reacted with polyhydroxy benzyl 
amine by a copper metal to get a intermediate. And further the intermediate was 
reacted with a reducer solution to get the target compounds 

The measurement of X-ray 
The X-ray data was collected by the Expensive equipments center of 

NSYSU which is showing in Figue 2 and Table 1, and 2. 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 

 

 
 
 

Fugure 1 
 

The experiment of cyclovoltammetry 
The three electrodes system was used to measured the 

cyclovoltammetry of TPA Cobalt complex with BAS100 potential stat in 
KCl aqueous solution. The reduction signal was obtained at –510mv. 
 
Table 1 The crystal datas of TPACo 
Empirical Formula     C18H18Cl2N4O4  

Formula Weight      484.20 
Crystal Color, Habit     green plate 
Crystal Dimensions     0.2×0.38×0.6mm 
Cell Determinations (2θ range)  25(15.2-24.4) 
Omega Scan Peak Width 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

At Half-height      0.26° 
Lattice Parameter     a = 14.685(5)Å 
         b = 9.410(2)Å 
         c = 29.794(4)Å 
         β = 90.64(2)° 
         V = 4117(1) Å3 

Space group       p21/c 
Z value        8 
F000         1976.00 
µ(MoKα       11.26cm−1 

Residuals       0.044; 0.052 
 
Table2 Bond Angle (º) and Bond length(Å) 
Cl  Co  N(2)    104.5(2) º 
Cl  Co  N(4)    102.5(2) º 
N(1) Co  N(3)    77.6(2) º 
N(2) Co  N(3)    120.4(2) º 
N(3) Co  N(4)    114.9(2) º 
Co    N(1)    2.192(5)Å 
Co    N(2)    2.055(5)Å 
Co    N(3)    2.066(5)Å 
Co    Cl     2.282(2)Å 
 
Table 3 The Elemental Analysis Data 

N%  C%   H% 
Experimental Data 10.94  43.79  4.32 
Calculatio Data  9.46  43.98  3.66 
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一、摘要： 

本研究以水蒸氣蒸餾法萃取白千層與樟樹樹葉的精油。並且評估精油的

抗菌效果。研究結果顯示，陰乾時間會影響精油的產率，時間越久，精油萃

出率越高。對於五種常見菌的抗菌評估來說，樟樹精油的抗菌性優於白千層，

而對於白色念珠菌的效果最佳。 
 

二、前言： 

將草本成分應用於化妝品中已經有數百年的歷史了。近幾年來，由於工業的

過度發展，使得人類生存的環境品質日趨下降。因此，提倡回歸自然的風氣愈來

愈盛。這股風潮也表現在化妝品上(1)。愈來愈多的產品以添加天然的成分為訴

求。而精油系列的化妝品也如雨後春筍般的上市。許多國際知名的大公司也推出

含精油的產品。如 Nu Skin 推出含含薰衣草, 金盞花精油的產品。Singh Also 則
推出含迷迭香, 鼠尾草精油的產品。Aliso Merzer 則是將茶樹,尤佳利樹, 薄荷油
等精油應用於產品上。D”Acry’s 則是在產品中添加尤佳利與薄荷來治療粉刺與

抗發炎。這些產品的主要訴求都在清潔, 抗菌與抗發炎等，部分產品則有保濕與
抗紫外線的功能(2)。而許多的研究的焦點也放在這些產品的應用效果上。如
Santosh 等人以綠茶抽出物添加於化妝品中，可以抗紫外線照射所引起的發炎，

而達到光保護的目的(3)。在這麼多的精油產品中，以茶樹精油的的相關抗菌效

果研究最多(4-7)。研究結果也顯示茶樹精油產品在抗菌與抗發炎的優異性。 
本研究的主要目的即在尋找本土所常栽種的植物中，有哪些也具有抗菌的效

果。在本年度的計畫中，先選定白千層與樟樹兩種植物。選定白千層的原因是由

於它和茶樹屬於同一屬的植物。預料在精油中會有類似成分。而選定樟樹的原因

在於台灣早年樟樹的發展十分蓬勃，大部分的生產都是取樹木部位，以水蒸氣法

萃取出樟腦油與樟腦。而且許多地方的行道樹都是樟樹，發展樟樹精油可以落實

本土化產業。 
在精油的萃取上，則是取樹葉部位進行水蒸氣法萃取，由於樹葉再生容易，

因此取此部位進行水蒸氣法萃取最具經濟與環保效益。 
    在精油評估上，以精油的抗菌效果評估為主，採用小抑制濃度MIC (Minimum 
Inhibition Concentration)方法測試。與 Triclosan比較。所供試驗微生物均為 ATCC
標準菌株：有金黃色葡萄球菌(Staphylococcus aureus 6538)，為革蘭氏陽性菌代

表；大腸桿菌(Escherichia coli 8739)與綠膿桿菌(Pseudomonas aeruginosa 9027)，
為革蘭氏陰性菌代表；白色念珠菌(Candida albicans 10231)與黑黴菌(Aspergillus 
niger 16404)，則分別為酵母菌與絲狀真菌代表菌株。以上這些菌是化妝品製造

廠常用菌；也是造成皮膚生理伺機性感染菌類。 
 

三、材料與方法： 

(1) 水蒸氣蒸餾法（Method of Steam Distillation） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

在做蒸餾之前，我們會把樟樹做前處理，就是把枝、葉分開，再把新鮮

的葉子分為兩部分，一部分拿去做陰乾處理，另一部分保鮮，而在條件一樣

下，進行萃取。 
在進行精油萃取之前，先取樣品測其重量，以水蒸氣蒸餾法進行萃取。

將蒸餾瓶裝滿 2/3的水，控溫加熱器的溫度設定 100℃，使產生的水蒸氣直接
通過樣品，萃取時間訂為 2 小時，水蒸氣會將精油抽出，經過冷凝管精油會

沿著管壁流下至收集瓶，最後收集瓶內上層的精油拿去秤重，計算精油回收

率。研究中，針對陰乾時間作評估，評估不同陰乾時間對於精油產率的影響。

精油的裝置如圖[1] 所示。 
(2) 細菌評估 

1.精油之調製:將水蒸氣蒸餾法與超臨界二氧化碳所萃取的樟樹與白千層

精油在分別以含 0.5％甘油或 0.5%tween 80之培養液，分別調配稀釋成 50％、
25％、10％及 Tricosan 2%各濃度之溶液，另以未添加任何精油之培養液為空

白對照組，作為測試抑菌之用。 
2.細菌培養:將裝有菌種之培養液培養至一段時間(6～8hr)，每次取 20ul

注入預先做好固態培養基（白色念珠菌的固態培養基是 YM BROTH+Agar，
而金黃色葡萄球菌、大腸桿菌、綠濃桿菌的固態培養基是 TAB+Agar）之培養
皿中，並且均勻塗抹後放入 30℃之培養箱 1hr，以除去多餘水份。 

3 濾紙測試:將圓型濾紙（直徑 0.8cm）置於培養皿，並將各種不同稀釋的

精油滴其圓型濾紙上，且再放回 30℃之培養箱，經放置一夜，於次日進行觀

察抑菌圈之大小，連續觀察 1-2天。 

四、結果 

(1)不同陰乾時間對於產率的影響 
不同陰乾時間對於產率的影響如如圖【2】所示，而產出的精油外觀無色，

且白千層精油帶有辛辣的新涼味、樟樹精油則有青草的芳香味，經葉子所產

的精油比樹枝來得多，而陰乾的葉子產量比保鮮的葉子產量多，且其產率，

隨著陰乾的天數成正比。這可能是因為陰乾後，葉子表面的水分蒸發。使得

內部的精油容易被萃取出來。 
 
(2)抑菌效果評估 

1.以效果顯注差異較大的５０％各精油對單一菌種做比較，結果發現樟樹

+Twee80這組的抑菌圈比較好。圖【3】所示。 
２.由上一個結果，故再針對樟樹+twee80這組對各菌種做抑菌圈的比較，結
果明顯地２天後，發現樟樹+twee80對白色念珠菌的抑菌效果較大。圖【4】
所示。 

3.白千層精油雖然沒有像樟樹精油對大腸桿菌效果一樣，但白千層精油其它

菌種的效果也是相當平均。表【1】所示。 
經由抑菌試驗的結果，發現到同一種精油只是換不同的溶劑，抑菌圈的

結果卻不相同，是因為不管是白千層或樟樹的精油（油相）與培養基（水相）



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

的溶解，可靠 tween 80 來均勻的互溶，原因在於 tween 80是一個好的界面活
性劑，同時具有親水端，另一邊是親油端，讓油、水互溶的非常好。而甘油

是非界面活性劑，無法讓精油均勻的擴散分怖，以致於影響到抑菌圈的大小

不一。 

五、討論： 

由實驗結果可知陰乾的時間與產率有相當的關係，這可能是因為精油藏

於植物組織內部而外部的水份形成保護膜的效果。因此陰乾的時間越長，表

面的水分揮發越多，因此效果越佳。 
    就精油的抗菌效果部分，許多的研究發現，單萜烯扮演了重要的角色。

因此進一步的研究，需要對於兩種精油的成分鑑定。以瞭解成分與抗菌效果

的關係。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 
圖 1: 實驗中所使用的水蒸氣蒸餾裝置。 
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圖 2: 不同陰乾時間對於回收率的影響 
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圖 3 : 不同精油在 50% 濃度時對大腸桿菌的抑制圈 
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圖 4 50% 樟樹精油對不同菌的抑制圈大小 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

表【1】各組精油對各菌類的影響程度 

 
大腸桿菌  

 
金黃色葡萄球

菌 
白色念珠菌 綠濃桿菌    抑菌

圈(cm) 
 
 

精油濃

度(50
﹪)      

第一

天 
第二

天 
第一

天 
第二天 第一

天 
第二天 第一

天 
第二

天 

樟樹

+Tween 
80 

2.4±
0.4 

1.4±
0.2 

1.0±
0.1 

1 太大

無法

測量 

3.2±0.1 1.2±
0.1 

1 

樟樹+
甘油 

1.0±
0.1 

1 1.2±
0.3 

1.2±0.2 1.2±
0.1 

1.2±0.1 1 0 

白千層

+Tween 
80 

1.4±
0.6 

1.2±
0.4 

1.0±
0.1 

1 1.4±
0.2 

1 1 0 

白千層

+甘油 
1.1±
0.1 

1 1.1±
0.1 

1.0±0.1 1.4±
0.0 

1 1 1 
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(6) Carson C.F.; Riley T.V.; Cookson B.D., The Journal of Hospital Infection, 175, 
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of the Skin Pharmacology. 388, 9, 1996. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

嘉南藥理科技大學專題研究計畫成果報告 

 

 

中草藥化妝品開發子計畫( 9 )— 

大豆異黃酮在抗禿頭保養品之開發與評估 

 
 

計畫類別：□個別型計畫         ■整合型計畫 

計畫編號：CNIC93-01 

執行期間：93 年 1月 1日至 93 年 12月 31日 

 

計畫總主持人：陳榮秀 

子計畫主持人：林維炤 

共同主持人：  

計畫參與人員：余兆松，張力元，王涵潁 

 
 
 
 
 
 
 

執行單位：化粧品應用與管理系 

 

中華民國 94 年 02月 24日 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

一、摘要： 

   本研究評估大豆異黃酮萃取物對於 5 α-還原脢的抑制作用。實驗中

以 PCR 方法對兩種 pCMV7-5aR 質體進行複製並轉移到 HEK 293 細胞。分
別添加經水解與未經水解的大豆異黃酮萃取液。結果顯示兩者對於 5 α-還原
脢均有抑制作用。所得數據，可以提供以後做為抗落髮保養品基礎。 
 
 
 

二、前言： 

雄性禿是最常見男性掉髮,40%年屆 40 歲以上男性受影響,有些甚至在 20
多歲便出現。雄性禿受兩個因素影響,一是多基因遺傳,二是雄性荷爾蒙。雄性
荷爾蒙(睪固酮)隨血液循環到頭髮的毛囊細胞,毛囊細胞質中有 5a-reductase,把
睪固酮轉化成二氫睪固酮(DHT),DHT會進入毛囊細胞核中,對於代謝系統產生
抑制作用,使毛囊無法進行蛋白的合成,成為休止期毛髮,約三個月就會脫髮萎
縮。5a-reductase有二種 isoenzyme,type1主要分佈在皮脂腺,type2分佈在毛囊
與攝護腺。 

 
柔沛(finasteride)主要作用是抑制 type 2 5a-reductase,使 DHT的濃度降低,

阻止毛囊細小化作用,使禿頭部位毛囊回復原來生長週期。柔沛是經肝臟代謝,
且須長期服用,如有肝功能異常須小心使用,1%會出現可逆性性功能障礙。 

 
有一部分異黃酮素 (isoflavones) or 類黃酮素 (flavonoids)對 type 2 

5a-reductase 具有抑制能力,理論上可以運用在改善雄性禿,因此我們篩選自然
界中具有抑制 type2 5a-reductase 的異黃酮素或類黃酮素,製成各種劑型讓產品
有效地經皮吸收,並應用在人體上改善雄性禿頭皮的狀態(包括皮脂腺分泌) 

三、材料與方法： 

(A) 複製穩定表現 5 α-還原脢的 HEK293  
 
(I) 材料: 
(1) 兩種 pCMV7-5aR 質體, 含有全段人類 cDNAs 包含兩種5 α-還原脢編碼。 
(2) PCR 引子能接上EcoRI 端( 5’) 與 XbaI 端 ( 3’). 引子的序列為 

LCHP-4 (5’-CTA CCA GTA TCG AAT TCG ATG CAG GTT CAG TGC CAG 
CAG AGC-3’)  LCHP-6 (5’-CTA CCA GTA GCT CTA GAT TAA AAG ATG 
AAT GGA ATA AGG GC-3’). 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

(3) CMV 促進劑 
(4) p3_/FLAG-CMV-10 (Sigma Chemical, USA). 
(4) HEK293 細胞  
(5) lipofectamine plus (Life Technologies, USA) 
(6) G418 sulfate (400 mg/ml)  
(7) anti-FLAG Tag (Sigma Chemical, USA)  
(8) anti-5areductase type 2 (Biogenesis Ltd, UK) antibodies. 
 
(II) 實驗流程 

(1) 以 pCMV7-5aR2 質體與引子進行聚合脢鏈鎖(PCR)反應。 PCR 產物 
 為單股0.82 kb . 

(2) 將 PCR 產物接到表現p3_/FLAG-CMV-10 的CMV 促進劑。得到  
  p3_/FLAGCMV-5aR2; 7.2 kb。 

(3) 將p3_/FLAGCMV-5aR2; 7.2 kb  到 HEK293 細胞。 
(4)   以西方點墨法確認。 

 
(B) 5 α-還原脢的抑制效果評估 
(I)材料 

(1) [14C]testosterone  
(II) 流程 
(1) 將細胞在 37℃, 5% CO2 下, 加入 0.05 μCi 進行一天培養。 
(2) 比較有加入萃取液與沒有加入大豆異黃酮萃取液的testosterone 轉換至 

dihydrotestosterone 的轉換率。將添加後的樣品培養 6 小時後進行評估。將

樣品以乙醚萃取後，以 TLC 將 testosterone 與 dihydrotestosterone 分離

後，以同位素法測定C14- testosterone 與 C14- dihydrotestosterone 的比例。 
 

四、結果與討論： 

(1) HEK 細胞的 5 α-還原脢表現 

      在實驗中所選擇的 HEK293 細胞以西方點墨法確認。在西方點墨法
中，可以看到單股 30 kDa 的 DNA。以免疫細胞法則可以確定在細胞核中
有 5 α-還原脢。 

 
(2)  5 α-還原脢抑制效果:  

大豆中所含有的異黃酮如圖一所示，主要有 daidzein(黃豆素 ), 
genistein(金雀異黃酮素)，而在天然的大豆中，常常會接上醣基而成為

daidzin, genistin。實驗中所使用的大豆異黃酮萃取物由德榮公司提供，分



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

別為經水解與未經水解的大豆異黃酮萃取物，有效成分如表一所示。前

者含有較多的 daidzin, genistin, 而後者則是 daidzein(黃豆素 ), 
genistein(金雀異黃酮素)。實驗中分別以這兩種大豆異黃酮萃取物進行評

估，並且以柔沛(finasteride) 進行對照組。 

所得的結果如表二所示。柔沛的 IC50 最小(0.37 um)，而兩種大豆異

黃酮萃取物的 IC50 均十分的小，顯示對 5 α-還原脢均有抑制作用。其
中水解後的大豆異黃酮效果比未水解的效果好，顯示 daidzein(黃豆素), 
genistein(金雀異黃酮素)比 daidzin, genistin 有較好的作用。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

圖一 大豆異黃酮萃取物的有效成分 

 
 

表一, 實驗中所使用兩種大豆異黃酮萃取物的主要成分 

 Genistin Genistein Daidzin Daidzein 
Type I 35.78% 0.46 % 13.76% 0.34% 
Type II - 15.38% - 5.02% 

 
 

表二 IC50 值 

 

樣品 IC50 值 

Type I 12.4 um 
Type II 3.52 um 
Finasteride 0.37 um 
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一、摘要：在傳統化妝品安全性檢測上主要以動物及人體測試為主，

然而由於安全性評估過程所耗費的動物數目太多，在目前世界趨勢

上，要以細胞層次來取代動物試驗(Amouroux 等，1999.Curren 等,1997 . 

Meloni 等,1995. Rivalland 等,1994.)。在本研究中我們建立化妝品細胞

毒性測試以取代數項傳統動物測試項目，以期用細胞毒性法搭配傳統

方法以建立一套完善快速的化妝品安全性檢測模式。目前國內化妝品

衛生管理條例暨有關法規，所定化妝品安全性，是以已知一成份和含

量去訂定安全標準並沒有檢驗方法，但此法之缺失如化妝品含數種成

份，每種劑量依目前法規皆在安全值內，但其混合是否安全，則不得

而知。所以有須要建立一套完善的化妝品安全性檢測模式，只需將化

妝品直接用生物檢測即知。如有新成份則更須有檢測方法方可知其是

否安全。 

 

二、前言：在目前研究中已知幾種細胞毒性測試可有效，快速的檢測化妝品毒

性，方法中與動物皮膚刺激測試（draize test）有高度相關性的有用 fibroblast

纖維母細胞當測試細胞與化妝品混合培養後以 Neutral Red uptake（Lee 等，

2000）,Alamar blue（Lee 等，2000），MTT（Shin 等，1996），LDH release（Shin

等，1996）,L-6 release（Angustin 等，1995）等方法去檢測細胞毒性。結果

顯示這些方法與動物試驗都有高度一致性，其中用 Neutral Red uptake（IC 50）

檢測結果與人類 patch test 有高度相關性 r＝0.867（Lee 等，2000）。另外兔子

眼毒性測試也有數種細胞方法可以取代如 SIRC 細胞用 Neutral Red 測（Vain 等，

1995），而另一種方法以 epithelial-fibroblast 用 MTT（Osbome 等，1995）去

測，或 fibroblast 以 Predicate kit( Neutral Red)去測（Garboard 等，1994）

結果與用動物測試結果有一致性。光毒性測試中可用Skin 2 Cell用 MTT（Edwards

等，1994）測。在本研究中我們選用 fibroblast 纖維母細胞（L929），用 MTT, 

Neutral Red, 二種方法去檢測牡丹皮萃取物的細胞毒性。 

 

三、材料與方法： 

一、細胞的製備 

體外(IN VITRO)實驗 

  根據 Didier (1999)的方法，使用 fibroblast 細胞株 L929, 培養在 10% 

fetal calf serum 的 DMEM.每 3 天 subculture 處理. 

二、細胞毒性測試 

 



MTT 方法：參考 Vianl 等人(1995)的方法，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 的能力來測量細胞存活率。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。 

Neutral red 方法：參考 Vian 等人(1995)的方法活細胞可經由胞飲方式吸

收 Neutral red 染料，方法為細胞經處理後種入 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 250μl 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。 

 

四、結果我們以 MTT, Neutral Red 方法去建立含藥化妝品的檢測

模式.我們選定測試含藥化妝品中常加入的牡丹皮其毒性在表一

以 MTT 方法去測試不同極性抽取物 PST：EtOH extract ,PSH：n-Hexane 

layer ,PSE：EtOAc layer, PSB：n-BuOH layer,PSW：H2O,PSC-K1：Paeonol, 

PSC-K2 ： Acetovanilone, PSC-K3 ： Resacetophenone, PSB-K1 ：

Paeoniflorin, ,PSB-K2：Oxypaeoniflorin, PSB-K3：Benzoylpaeoniflorin , 

PSB-K4：Benzoyloxypaeoniflorin, PSB-K5：Gallic Acid.  

PSH 在濃度 50μg/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001) 。PSE 在濃度 50μ

g/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001) 。PSB 在濃度 500μg/ml 吸光值明顯下

降  (p<0.001) 。PSW，LLT 在濃度 500μg/ml 吸光值仍無明顯下降。在

表二以 Neutral Red 方法去測試 PSH， 在濃度 50μg/ml 吸光值明顯下

降  (p<0.001) 。PSE 在濃度 50μg/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001) 。LLT

在濃度 500μg/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001) 。PSW，PSB 在濃度 500μ

g/ml 吸光值仍無明顯下降。在表三以 Neutral Red 方法去測試 PSC-K6， 

在濃度 20μg/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001) 。PSC-K1, PSC-K3 在濃度

500μg/ml 吸光值仍無明顯下降。在表四以 Neutral Red 方法去測試

PSB-K5，在濃度 80μg/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001) 。PSB-K6，在濃度

200μg/ml 吸光值明顯下降  (p<0.001)。PSB-K1, PSB-K2, PSB-K3, 

PSB-K4 在濃度 500μg/ml 吸光值仍無明顯下降。 

 



                   

Table1 
Cytotoxic effect of various compounds on the cultured L929 cells. 
Survival of L929 cells were determined by MTT assay after incubation 
with compounds at 37℃for 24 hrs. 
Blockers Concentration(μg/ml) ℅ control 
Control  100±6.8 
PSH 5 95.3±9.7 
 50                  74.4±11.5

a
 

 500 59.0±13.7
 a
  

PSE 5 97.0±6.9 
 50 78.6±9.4

a
 

 500 48.1±7.6
 a
 

PSB 5 96.0±7.3 
 50 97.6±5.4 
 500 83.1±12.6

 a
 

PSW 5 102.0±11.3 
 50 95.2±5.4 
 500 96.1±4.6 
LLT 5 102.0±11.3 
 50 98.6±7.4 
 500 91.1±11.6

 
 

 
Data are presented as the mean±S.E.M.；n=6； 
a p<0.01 compared with control. 
 
 

 



Table 2 
Cytotoxic effect of various compounds on the cultured L929 cells. 
Survival of L929 cells were determined by Neutral Red assay after 
incubation with compounds at 37℃for 24 hrs. 
Blockers Concentration(μg/ml) % control 
Control  100±3.6 
PSH 5 96.3±7.5 
 50                  54.6±1.5a 
 500 39.0±3.7

 
a 

PSE 5 97.0±9.3 
 50 68.6±5.4

a
 

 500 40.1±2.6
 a
 

PSB 5 103.0±9.3 
 50 97.6±5.4 
 500 105.1±11.6 
PSW 5 106.0±13.3 
 50 97.2±5.4 
 500 96.1±4.6 
LLT 5 98.0±6.3 
 50 97.6±2.4 
 500 85.1±7.6

 a
 

 
Data are presented as the mean±S.E.M.；n=6； 
a p<0.01 compared with control. 
 
 

 



Table3 
Cytotoxic effect of various compounds on the cultured L929 cells. 
Survival of L929 cells were determined by Neutral Red assay after 
incubation with compounds at 37℃for 24 hrs. 
Blockers Concentration(μg/ml) % control 
Control  100±3.6 
PSC-K1 5 91.3±8.5 
 50                  88.6±11.5 
 500 85.0±9.7

 
  

PSC-K3 5 95.4±5.3 
 50 98.6±4.4 
 500 91.1±6.6 
PSC-K6 5 101.0±9.3 
 10 91.3±8.5 
 20 82.6±5.5

 
a 

 40 79.0±6.7
 
a 

 50 80.6±5.4
 
a 

 500 60.1±10.6
 
a 

 
Data are presented as the mean±S.E.M.；n=6； 
a p<0.01 compared with control. 
 
 

 



Table 4 
Cytotoxic effect of various compounds on the cultured L929 cells. 
Survival of L929 cells were determined by Neutral Red assay after 
incubation with compounds at 37℃for 24 hrs. 
Blockers Concentration(μg/ml) % control 
Control  100±3.6 
PSB-K1 50 94.3±5.5 
 500                 95.6±8.7 
PSB-K2 50 94.0±3.5

 
  

 500 101.4±5.3 
PSB-K3 50 98.6±5.4 
 500 92.1±6.6 
PSB-K4 50 101.0±9.3 
 500 92.3±8.5 
PSB-K5 50 86.6±5.5 
 80 80.0±7.7 a 
 160 70.6±5.4 a 
 500 56.1±10.6

 
a 

PSB-K6 50 98.0±6.3 
 100 93.6±4.4 
 200 82.1±7.6

 
a 

 500 68.1±6.6
 
a 

 
Data are presented as the mean±S.E.M.；n=6； 
a p<0.01 compared with control. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

五、討論：在圖一中我們以 MTT 方法,Neutral Red 方法去測試

DMSO 毒性。結果顯示 Neutral Red 方法可以在較低濃度的 DMSO 檢測

出毒性。另外由表一,表二中可見 Neutral Red 方法可使有毒性物質出

現吸光值大幅下降 ,PSH,PSE 尤其是 LLT 粗萃取物裡包含有毒物質,結

果是以 Neutral Red 方法可檢測出其毒性,而 MTT 方法在濃度 500μg/ml

吸光值仍無毒性出現。牡丹萃取物經由本研究 MTT,Neutral Red 方法一

致顯示PSH,PSE,LLT在在濃度 50μg/ml已出現毒性,不過此毒性濃度以超過

臨床使用濃度。另外 PSB,PSW 較無毒性。在表四中可見 PSB 之純化物

質 PSB-K5,PSB-K6, 以 Neutral Red 方法可檢測出毒性不過此毒性濃

度以超過臨床使用濃度甚多。 PSB-K1， PSB-K2， PSB-K3 ，PSB-K4

毒性甚低. 在表三中可見 PSC 之純化物質 PSC-K1， PSC-K3 毒性甚低. 

PSC-K6, 以 Neutral Red 方法可檢測出毒性且毒性是在濃度 20μg/ml

即出現.這在臨床上使用要注意使用濃。由上面討論我們知道牡丹皮毒性甚低可

應用於化妝品使用上.   在目前研究中已知用細胞毒性測試可有效，更

快速的檢測化妝品毒性(Benassi 等，1999. Zhao 等，1999.  Beer 等，1994. 

Gautheron 等，1992 .Alkofahi 等，1989. Bracher 等，1987.)，方法中與皮膚

刺激測試（draize test）有高度相關性的有用 fibroblast 纖維母細胞以 Neutral 

Red uptake（Lee 等，2000）,Alamar blue（Lee 等，2000），MTT（Shin 等，1996），

LDH release（Shin 等，1996）,L-6 release（Angustin 等，1995）等方法去測

細胞毒性。在本研究中我們選用 RAW, 3T3, fibroblast 纖維母細胞 L929，用 MTT, 

Neutral Red 方法去建立皮膚刺激性，眼毒性，及光毒性的細胞檢測模式。以各

種細胞毒性的檢測法建立一套皮膚刺激性，眼粘膜刺激性及光毒性的測試模式，

並把目前各種化妝品有毒性，無毒性的建立數據庫，以利新化妝品安全性的檢測

判定。我們的目標是要訂出一套標準將要上市的化妝品依其使用時間

分成四大類依其種類作細胞毒性測試只要其毒性超過我門所訂定濃

度標準則表示可能有毒性需做進一步動物測試若其細胞毒性測試毒

性不超過我門所訂定標準則表示可準其上市因細胞毒性是一最敏感

測試方法如此便可作為快速及大量檢定用 
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一、 摘要： 

本研究選擇了六種常見的化粧品成分，以化粧品工廠最常見的 304不鏽鋼為底材，初

步測定了其接觸角，實驗結果發現，其接觸角大小的範圍於 10～60度之間。此方法對於後續

建立化粧品成份與生產容器間的界面反應模式會有莫大的助益。 

二、 前言： 

化粧品的生產除了適當的配方設計之外，生產容器的材質與設計往往也是影響產品品質

的重要因素之ㄧ，由於化粧品成分的多樣性，因此化粧品成份與生產容器間的界面反應也就

同時具有多樣的變異性質。以化粧品成份吸附於生產容器表面的現象為例，其一是可能造成

化粧品配方的改變，嚴重時可能影響產品的穩定性或有效性。其二是改變生產產品時，生產

容器的清洗問題；由於化粧品成份與生產容器間的作用不盡相同，目前工廠中對於生產容器

的清洗流程幾乎如出一轍，生產容器清洗後是否仍有物質殘留或是早已清洗乾淨只徒然增加

成本與時間；這些問題在化粧品的生產與工廠設計或許都應事先詳盡的考慮，而這些問題的

解決則有賴於了解化粧品成份與生產容器間的界面性質。 

 要了解化粧品成份與生產容器間的界面性質，首要之務就是了解化粧品成份與生產容

器間界面張力，而測定的方法即可利用接觸角的測定來加以計算。 

三、 材料與方法： 

3.1 實驗用品 

儀器： 滴量管、水平控制台、數位相機、攝影棚裝置(含背景螢幕、遮罩與光源)。 

材料： 304不鏽鋼片。 

藥品： 水、丙二醇、Glycolic Acid、Tween 60、2EHP與 Jojoba Oil 。 

3.2 接觸角之測量：  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

將測試溶劑之液滴滴於試片表面上，靜置待其平衡後，以數位相機拍下液滴與試片間

的接觸狀況，再以軟體求出液滴與試片間的接觸角。 

四、 結果 

接觸角測定 

  
圖一:水與 304 不鏽鋼的接觸角 圖二:丙二醇與 304 不鏽鋼的接觸角 

  

圖三:Glycolic Acid與 304 不鏽鋼的接觸角 圖四:Tween 60與 304 不鏽鋼的接觸角 

  

圖五:2EHP與 304 不鏽鋼的接觸角 圖六:Jojoba Oil 與 304 不鏽鋼的接觸角 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

五、討論： 

本研究結果顯示水、丙二醇、Glycolic Acid、Tween 60、2-EHP 及 Jojoba Oil與不鏽

鋼之間的接觸角均不盡相同。若針對化粧品成份的性質或結構進行分類再與所測定的接觸角

進行分析整理，則可提供工廠作為化粧品的生產與工廠設計時的重要參考。此研究的結果也

可進一步應用於化粧品的生產條件研究及生產容器的材質選擇與設計上。 
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一、摘要： 

化妝品中防腐劑的使用極為重要，本計畫擬針對具有殺菌抑

菌效果之中草藥探討其作為化粧品防腐之可能性進行評估，評估

方法包含葡萄球菌、大腸桿菌、黴菌等之抑菌圈及抑菌最低濃度

之測定。利用本計畫之研究不但建立化妝品防腐之評估平台，同

時期待能將中草藥應用在化妝品之防腐劑用途。 

 

二、前言： 

化妝品經常使用 paraben 系列之防腐劑，目的是防止化妝品在

保存期限內，受到微生物污染，因而產生劑型之不安定及成分之變

質，甚至產生異味與色澤改變。雖然，此類防腐劑效果良好，但是

有些人膚質較為敏感，可能會對防腐劑產生過敏反應，因此防腐劑

的種類需要有所改變。 

部分中草藥在過去文獻中被證實具有抗菌作用，因此本計畫擬

篩選具有抗菌作用之中草藥，期能作為未來開發成為化妝品有用之

防腐劑。 

三、材料與方法： 

設備：Laminar flow 無菌操作台,incubator 

材料：A.microorganisms(葡萄球菌、大腸桿菌、黴菌) 
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B. 細菌培養基/黴菌培養基 

C.中藥材: 以篩選出之藥材 

中藥材之抑菌能力測試： 

先培養細菌於試管中，在 37 ℃ 24小時後均勻塗抹在洋菜瓊

脂上，貼上含中草藥之測試小紙片，繼續培養 16 hr，計算抑

制圈的大小，由此數據得知中草藥之抗菌能力。 

 

四、結果： 

編 號 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
抑制圈

-1 
(cm) 

0.3 0.3 0.5 0.8 1.0 0.5 0.8 1.0 0.5 0.5 0.5

抑制圈

-2 
(cm) 

0.1 0.0 0.3 0.5 0.5 0.2 0.2 0.3 0.8 0.6 0.7

抑制圈

-3 
(cm) 

0.1 0.1 0.5 0.5 0.5 0.1 0.3 0.5 1.0 0.8 0.8

抑制圈

-4 
(cm) 

0.0 0.0 0.4 0.5 0.6 0.1 0.3 0.5 0.8 0.5 0.5

 
編 號 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
抑制圈

-1 
(cm) 

0.5 0.5 0.8 1.0 1.0 0.5 0.7 1.0 0.8 1.0 0.9

抑制圈

-2 
(cm) 

0.7 0.0 0.0 0.5 0.5 0.2 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3
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抑制圈

-3 
(cm) 

0.7 0.4 0.2 0.4 0.3 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1

抑制圈

-4 
(cm) 

0.7 0.0 0.0 0.0 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

 

 

 

部分中草藥具有不錯的抑菌能力，未來可搭配其他抗菌成分，以便

發展更好之抗菌及防腐劑。 
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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 150µl 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 250µl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 250µl固定液(1%甲醛，1%氯化鈣)，固定 2分鐘後加

入 100µl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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一、 摘要： 

痤瘡桿菌 Propionibacterium acne為引起青春痘的原因之一。以水蒸氣蒸
餾法萃取植物精油，將其配成不同濃度包括 1、5、10﹪的精油乳液，評估對

痤瘡桿菌的抑菌效果。結果顯示以檜木精油抑菌效果較其他精油好，尤加利、

白千層、樟樹、薰衣草對痤瘡桿菌無任何顯著的抑菌效果。將不同的精油混

合，以 5﹪濃度的精油乳液測試，亦不具抑菌作用。此外，無患子萃取物洗髮

精對痤瘡桿菌也無抑菌活性。 

二、前言： 

痤瘡俗稱青春痘或面皰，好發於年輕人。如果處理不當，易使其惡化，甚

至囊腫、發炎，於治癒後會留下疤痕或造成色素沉澱，影響美觀。青春痘的發生

起源於毛孔出口的角質增厚因而變狹窄，若有過量的皮脂分泌，會與角質混在一

起形成角栓。毛孔內的細菌會將油脂分解釋出脂肪酸。脂肪酸會使毛孔角化阻

塞，有些則會刺激毛孔周圍的真皮組織，造成發炎。若被化膿菌感染，會形成膿

疱。青春痘形成的因素有荷爾蒙分泌失調、細菌的感染、使用化粧品後未清潔乾

淨、月經週期、情緒、便秘、遺傳、飲食、氣候、藥物等。所以要預防青春痘的

發生與惡化，必須針對上述原因做妥善的處理。另可使用角質剝離溶解劑、皮脂

抑制劑、殺菌劑等以治療青春痘。 

中草藥含有許多天然的殺菌劑或抗發炎成分，若能由中草藥萃出這些有

效成分，製成各式保養品，將有助於預防及改善青春痘。本計畫主要針對細

菌－痤瘡桿菌感染所引發之青春痘，以水蒸氣蒸餾法萃取植物精油，加入不

同濃度至圓盤濾紙上，觀察抑菌圈的大小。另要比較不同精油萃出物對於抑

菌效果是否有加成的作用。 

三、材料與方法： 

菌種培養：痤瘡桿菌（Propionibacterium acne ATCC6919）購自生物資源保存及
研究中心（新竹）。培養基為 reinforced clostridial agar，培養溫度為 37℃，此外
尚需使用厭氧產氣包，於厭氧罐中生長。 
中草藥：檜木、尤加利精油由廠商提供。白千層與樟樹葉子以及薰衣草放於陰涼

處 15 天後，以水蒸氣蒸餾法萃取精油。另有廠商提供之無患子萃取物洗髮精作

測試。 
精油乳液製備：吸取適量精油與 Tween 80（1%）混合均勻，再將其加入足量的

蒸餾水內，以 vortex混合均勻，製備成不同濃度的精油乳液。 
圓盤擴散法：測試菌株需活化 3 天後，再進行平盤塗抹。之後，以一個濾紙

盤（直徑 8mm），加入不同濃度的精油乳液，將其放入於已接種被檢菌體之固

體培養基內，培養一定時間後，測定抑制環之大小，檢定其對被檢菌之抗菌

能力。  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

四、結果 

實驗中所測試之精油，以檜木精油的抑菌圈較大，但抑菌效果不佳（表

一）。其他精油包括尤加利、白千層、樟樹、薰衣草對痤瘡桿菌無任何顯著的

抑菌效果（表二至表五）。5﹪混合精油亦不具抑菌效果（表六）。此外，無患

子萃取物洗髮精對痤瘡桿菌不具抑菌作用（表七）。 
 

表一  檜木精油對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 
Concentration Day 3 Day 4 Day 5 

1﹪ 8 8 8 
5﹪ 8 8 8 
10﹪ 10 10 10 

 

表二  尤加利精油對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 
Concentration Day 3 Day4 Day 5 

1﹪ 8 8 8 
5﹪ 8 8 8 
10﹪ 9 9 9 

 

表三  白千層葉精油對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 
Concentration Day 3 Day 4 Day 5 

1﹪ 8 8 8 
5﹪ 8 8 8 
10﹪ 9 9 9 

 

表四  樟樹葉精油對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 
Concentration Day 3 Day 4 Day 5 

1﹪ 8 8 8 
5﹪ 8 8 8 
10﹪ 9 9 9 

 

表五  薰衣草精油對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 
Concentration Day 3 Day 4 Day 5 

1﹪ 8 8 8 
5﹪ 8 8 8 
10﹪ 8 8 8 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

表六  5﹪混合精油乳液對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 
 Day 3 Day 4 Day 5 

2.5﹪H＋2.5﹪E 8 8 8 
2.5﹪H＋2.5﹪M 8 8 8 
2.5﹪H＋2.5﹪C 8 8 8 
＊H：檜木；E：尤加利；M：白千層；C：樟樹 
 
表七  無患子萃取物洗髮精對痤瘡桿菌的抑菌圈大小 

Concentration Day 3 Day 4 Day 5 
80﹪ 8 8 8 
100﹪ 8 8 8 

 

五、討論： 

許多文獻指出精油具有抗菌作用，且對不同的菌株效果不一。本實驗所

測試之精油均對痤瘡桿菌無任何顯著的抑菌效果。混合精油亦不具抑菌作

用。實驗所用的檜木和尤加利精油均來自廠商，精油的植物來源以及純度無

法確定；其次，精油乳液的組成份會影響精油的抑菌效果。又痤瘡桿菌需培

養多天才可看出顯著生長，精油含揮發性成分，可能有些成分已揮發而失去

抑菌作用，因此，測試結果只針對本實驗所測試的樣品。 
無患子萃取物含有皂素，為天然的界面活性劑，早期民間利用無患子來

洗頭。無患子萃取物若可抑制痤瘡桿菌生長，可將其製成洗面乳，改善青春

痘。但實驗結果顯示無患子萃取物洗髮精並不具抑菌效果。但因商品的無患

子萃取物濃度無法確定，無法判斷是否高濃度的無患子萃取物或其他配方產

品也有相同的結果。 
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一、 摘要： 

本研究主要為合成具溫度感應性之乳膠顆粒，以作為化妝品有

效成分之載體，此載體具有溫度感應性，其在某一溫度以上會收縮

將內部之化妝品有效成分釋放出來，而在某一溫度以下則不會有收

縮的現象而可將化妝品有效成分儲存在其內部，在此研究中我們主

要是以氮 - 異丙基丙烯醯胺 (N-isopropylacrylamide)-幾丁聚醣

（ Chitosan）交連共聚物為核層，甲基丙醯酸甲酯 (methyl 

methacrylate)-甲基丙醯酸(methacrylic acid)共聚物為殼層,來製造出

化妝品有效成分之載體，並對其合成、性質及應用做一探討。 

二、 前言： 

藥物控制釋放（drug controlled-release）技術從西元 1960 年開始

受到重視，其目的在於使藥物在使用時，能夠依所需的速率施用於目

標物（target）。由於藥物控制釋放系統可控制藥物進入人體內的釋放

速率，因此可減少投藥的頻率、避免夜間投藥，且可減少藥物在血液

中濃度的變動程度，使藥效更均勻。此外，由於藥物可針對目標物發

揮療效，故可減少藥物的使用過量或浪費，同時避免對腸胃道的刺

激。且對於一些毒性較強的藥物而言（例如：惡性腫瘤的化療藥物），

有其局部投藥的必要性，以減少身體其他部位受到傷害。 

    有些材料的結構、性質會隨外在化學或物理性刺激（例如：PH、



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

light、temperature…）而改變，這類材料稱為智慧型材料（intelligent 

materials），在近年來被廣泛應用於藥物控制上。在本研究中我們預

計將其應用於作為化妝品有效成分之載體。 

三、 材料與方法： 

2.1藥品 

氮-異丙基丙烯醯胺(N-isopropylacrylamide，NIPAAM)、幾丁聚醣

(Chitosan)、甲基丙醯酸甲酯(methyl methacrylate，MMA)、甲基丙醯

酸 (methacrylic acid ， MAA) 、 交 聯 劑

N,N’-methylenebisacrylamide(MBA) 、 起 始 劑 ammonium 

persulfate(APS)、醋酸（acetic acid）、咖啡因（Caffeine）。 

 

2.2合成核殼型共聚乳膠顆粒 

於反應瓶中依比例加入去離子水、醋酸、Chitosan、 NIPAAM單

體、MBA交聯劑，在室溫下攪拌。待攪拌溶解均勻後，升溫至 50℃，

轉速 300rpm，通氮氣，加入起始劑，反應 2小時。再依比例加入MAA、

MMA繼續反應 1小時。將反應後之乳液樣品以透析袋進行透析(約一

個禮拜)，以進行後續之測試分析。本研究所列之樣品代號，例如：

2/10-3%-1/5表示核層組成 chitosan/NIPAAM重量比為 2/10,交連劑濃

度為 3%,殼層組成重量比為 1/5。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

2.3藥物釋放測試 

首先，測定各種不同濃度之 Caffeine solution在波長 272nm之UV

吸收值，建立 Caffeine 之 Calibration curve。 

取 0.15g 乳膠顆粒，將其置於 caffeine 之磷酸鹽緩衝溶液中

(0.012g Caffeine溶於 5g 磷酸鹽緩衝溶液)，並以超音波震盪 10分鐘，

再置於 4℃環境下進行膨潤 3小時。之後將之冷凍乾燥成包覆Caffeine

的乳膠顆粒粉末。 

取約 0.05g凍乾後的粉末以模具及壓片機壓成直徑約 1公分的圓

片，並將之置於 100g 37℃的 PH7.4之磷酸鹽緩衝溶液中進行 Caffeine

的釋放實驗，於不同時間取樣以 UV 分光光度計量測緩衝溶液中

Caffeine濃度。 

四、 結果與討論： 

3.1合成核殼型共聚乳膠顆粒 

在核殼型複合乳膠顆粒的合成中，我們改變 Chitosan / NIPAAM

重量比例、交聯劑濃度、MAA/MMA 重量比例，探討這些變因對於

核層的轉化率及其總轉化率的影響。 

由表 1.可看出，隨著 Chitosan / NIPAAM重量比例增加，核層反

應速率有增加的趨勢。而當交聯劑濃度愈高，核層反應速率愈慢。原

因是當 Chitosan愈多，界面保護的效果愈好，形成的顆粒愈小、愈多，



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

因此反應速率較快。而當交聯劑存在時，會限制單體的擴散作用，而

使得反應速率變慢。 

然而由總體轉化率的部分發現不論隨著 Chitosan / NIPAAM重量

比例增加或交聯劑濃度愈高，總體轉化率皆呈上升的趨勢，因此我們

推斷在殼層的成分中應有 Chitosan 及 polyNIPAAM 存在，而且其在

殼層中所佔比例應隨 Chitosan / NIPAAM重量比例的增加或交聯劑濃

度的增加而增加。 

此外，我們亦發現增加殼層單體的進料比例亦會使總體的轉化率

增加。 

 

表 1. 不同組成比例與轉化率的關係 

核層 

Chitosan/NIPAAM 

核層 

交聯劑 

殼層 

MAA/MMA
核層轉化率 總體轉化率 

重量比例 濃度 重量比例 (%) (%) 

2/10 82.02 85.63 

3/10 82.98 87.38 

5/10 

3% 1/5 

85.91 88.59 

3% 82.02 85.63 

5% 81.25 86.84 2/10 

10% 

1/5 

81.02 88.42 

2/10 3% 1/5 82.02 85.63 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

2/5 86.79   

3/5 

 

88.34 

0.5/2.5 84.93 

1/5 85.63 2/10 3% 

2/10 

82.02 

90.95 

 

3.2藥物釋放測試 

我們以 caffeine 為模型藥物進行藥物釋放測試，並對照單純將

caffeine與乳膠顆粒混摻的樣品，圖 25~28.為其結果。 

由圖中可發現，前 30分鐘約 70％藥物釋放量的圖形與混摻的樣

品相近，因而推斷此部分的 caffeine應為未被包覆或吸附在顆粒表面

的 caffeine。所以由實驗證實經由乳膠顆粒膨潤作用後，藥物可進入

乳膠顆粒內部，且在 37℃PBS 中有部分藥物可以有效的被保護住而

不釋放出來。 

此外可發現當 Chitosan/NIPAAM 重量比例越高、交聯劑濃度越

大、MAA/MMA重量比例越高、殼層越薄時，所保存的 caffeine越少。

由膨潤性質的測試結果亦發現，這些較不易保存 caffeine 的樣品於

pH7.4 的磷酸鹽緩衝溶液中，不論在 20℃及 37℃均較為膨潤。因此

推論這些樣品雖然於包覆藥物時因膨潤性較好而能包覆較多藥物，但

在藥物釋放時亦因膨潤性較好而不易將藥物留在顆粒中。在

2/10-3%-3/5及 2/10-3%-0.5/2.5的樣品中，前 30分鐘的釋放曲線與混



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

摻樣品明顯不同，這是因為 2/10-3%-3/5 的殼層中含有較多的 MAA,

因此在 pH7.4 的環境中，殼層較軟化，使得 caffeine 較容易 swelling

進入乳膠顆粒中，因而釋放時皆需由乳膠顆粒的內部釋放出來，因

此，前 30 分鐘的釋放曲線與混摻樣品明顯不同是因為所釋放出來的

caffeine是包覆在乳膠顆粒內部的 caffeine，而不是吸附在顆粒表面的

caffeine。2/10-3%-0.5/2.5的樣品由於殼層很薄，使得 caffeine較易被

包覆在乳膠顆粒的內部，因而釋放時皆由乳膠顆粒的內部釋放出來，

使得釋放曲線與混摻樣品明顯不同。 

 

4、結論 

本研究以陰離子型起始劑 APS 合成以 Chitosan 及 polyNIPAAM

為核層，以 PMAA及 PMMA為殼層的共聚乳膠顆粒。發現加入 PMAA

及 PMMA 的殼層後，顆粒在 pH 大於 7 的緩衝溶液中，均能維持很

好的穩定性。而在吸水性測試方面，因 polyNIPAAM 受到殼層的限

制，使得在 pH4時的吸水性主要由 Chitosan控制，在 pH9時的吸水

性主要由 PMAA 控制，而當殼層較薄時，polyNIPAAM 對吸水性的

影響才會增加。並且由轉化率、吸水性、表面電位的實驗結果歸納得

知，當 Chitosan/NIPAAM 重量比例增加或交聯劑濃度增加，不只會

使殼層反應較完全，亦會使殼層的 Chitosan 及 polyNIPAAM 的量增



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

加。 

在藥物的包覆及釋放上，證實經由乳膠顆粒膨潤作用後，藥物可

確實進入乳膠顆粒內部，且在 37℃PBS 中有部分藥物可以有效的被

保護住而不釋放出來。並且膨潤性越好的樣品雖然因膨潤性較好而能

包覆較多藥物，但在藥物釋放時亦因膨潤性較好而不易將藥物留在顆

粒中。 

在蛋白質的接枝實驗方面，當表面 PMAA 所佔比例較多時或因

反應溫度較低時，都會使得有較多的蛋白質接在乳膠顆粒上，所以推

斷蛋白質的鍵結不但與乳膠顆粒表面的官能基數量有關，亦受到乳膠

顆粒的膨潤程度影響。 

 

圖一.不同 chitosan/NIPAAM重量比率對藥物釋放的影響 

 

圖二.不同交連劑濃度對藥物釋放的影響 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

 

圖三.不同MAA/MMA重量比率對藥物釋放的影響 

 

圖四.不同殼層厚度對藥物釋放的影響 
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