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國科會補助技職院校發展應用性先期計畫研究報告 
建立評估植物萃取液對於人類皮膚黑色素細胞之抑制 

黑色素形成效力之細胞模式 
 

Establishment of a cell model for evaluating inhibitory efficacy of botanical 
extracts on UV-induced melanogenesis of human skin melanocyts 

 
摘要 

本計畫擬利用人類黑色素細胞建立一個標準化、接近人類皮膚生理的細胞模

式，以期在未來能利用此一細胞模式評估植物萃取液抑制黑色素細胞合成黑色素

的效力。在這個測試黑色素調節的細胞模式中，經過 UVB照射後包含了黑色素
細胞與角質細胞共同調節黑色素生成的作用，比單獨使用黑色素細胞的評估模

式，更加的符合實際皮膚生理上的 Pigmentation，同時也提供了一個可以用來大
量篩選對黑色素生成具有調節作用的植物萃取液之細胞實驗平台。我們在這個細

胞模式中分別加入抑制黑色素生成的 hydroquinone、arbutin、kojic acid、vitamin C
等，用來評估此模式的可行性。利用此一細胞模式篩選出具液抑制黑色素細胞合

成黑色素的效力的植物萃取液將可應用在化粧品原料中，並可藉此提升我國化粧

品產業在國際上的競爭力。 
關鍵詞：黑色素、黑色素細胞、角質細胞、化粧品 
keywords：melanin, melanocyte, kerationocyte, cosmetics 
一、緣由及目的 
   在化粧品研發上利用動物實驗來進行有效性評估已逐漸被一些先進國家禁
止，發展替代性的細胞實驗平台已是一種全球化的趨勢，而建立一個容易且經濟

實用、再現性高、符合人類皮膚生理的細胞模式，確有其必要之處。 
Pigmentation 在化粧品的領域中扮演著相當重要的角色，舉凡東方人的美

白、防曬化粧品，西方人嚮往的古銅色肌膚…等都與其息息相關。 
人類的膚色取決於黑色素的數量、大小及型態，而 melanin是由位於表皮基

底層內的黑色素細胞所形成的，黑色素產生的必要條件是需要有紫外線的「刺

激」，紫外線的照射不僅可以使得黑色素前質迅速氧化形成黑色素，亦能刺激黑

色素細胞的分裂；而陽光中的紫外線依波長區分為 UVA、UVB、UVC，其中 UVA
（320nm~400nm）可以直接穿越表皮層到達真皮層的位置，造成真皮層中膠原蛋
白與彈性蛋白的變性，並且會導致黑色素細胞增生使得皮膚變黑；UVB
（280nm~320nm）主要作用在表皮層，引起皮膚發紅及曬傷的現象。而 UVC 
（200nm~280nm）當其穿透大氣層之際即被吸收或散射，所以到達地面的輻射劑
量非常的少，對生物體的影響也是為乎其微。而根據研究其中 UVB所造成的問
題多半存在於表皮層之間，主要是因為 UVB輻射到達的部位位於表皮層，而波
長與能量成反比，所以實際上 UVB輻射的能量比較大，也是造成一些皮膚問題
產生的主要原因。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

    在黑色素細胞合成黑色素的過程中除了紫外線的外部刺激會促進黑色素的
合成之外，由其他細胞產生的激素之內部訊號亦可能對其深具影響，是故此細胞

模式也同時考慮到了角質細胞對黑色素細胞合成黑色素的影響因子。 
 
 
二、材料及方法 
（一）化學試劑與儀器設備 

使用 hydroquinone、arbutin、kojic acid、vitamin C等化粧品美白劑；利用合
成的Melanin為標準品，定量黑色素細胞的 total melanin。MCDB153細胞培養液
購自 Cascade biologics，HMGS生長因子購自 Cascade biologics，Antibody購自
Biogenesis，Autoprobe Π staining kit購自 Biomeda。 

 
（二）細胞株的選擇與細胞培養 

選擇分離自人類組織的黑色素細胞為實驗對象，利用細胞型態以及表面抗原

鑑定黑色素細胞後，將細胞以MCDB153培養在 6-well中。 
 

（三）細胞處理程序 
先將黑色素細胞（1~2×10 5 cells）培養在 6-well中，細胞貼皿後移去 medium

加入 condition medium至每個 well，三天後照射 UVB（1.2 mJ/cm2 ），爾後加入

含藥的 medium，連續培養三天後進行拍照及細胞存活率、melanin定量等相關程
序分析；另外以相同的細胞密度進行個別培養，作為控制組。  
 
（四）細胞計數與細胞增殖速率 

利用人工計數法確認細胞存活率與增殖速率，將細胞以 Trypan blue染色後
置於血球計數盤中，利用倒立顯微鏡觀察並計算細胞數。 
 
（五）Melanin定量分析 

將細胞置於 1 N NaOH 中，細胞充分混合溶解後轉置於 96- well，藉由
SpectraMax 250 ELISA reader測試 OD405nm的吸光值。 

 
三、結果與討論 

在目前的研究中，大多是利用不同的細胞株（如 melanoma、melan-a 
melanocytes）來探討調節melanin產生的機制，然而melanoma異常的表現melanin
將會使細胞內接收到的其他訊號降級而妨害正常 melanin的產生，所以並不適合
以此作為實驗對象；而分離自老鼠或其他動物組織之黑色素細胞，因其皮膚構造

與生理調控機轉和人類皮膚亦有顯著差異，並不具代表性，是故理想中的細胞實

驗平台為人類初代培養的黑色素細胞。我們利用纖維母細胞為陰性對照組進行細

胞免疫染色，結果顯示分離自人類組織之細胞為黑色素細胞（圖一）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

本實驗為模擬太陽光照射人類皮膚的情況，利用 UVB刺激黑色素細胞合成
黑色素，並且照射劑量的照射強度必須維持細胞存活率在 90%以上（圖二），避
免黑色素細胞因 UVB的過度照射而凋亡進而影響植物萃取液對黑色素細胞產生
細胞毒性的濃度判斷。在選擇測定 melanin 的吸收波長方面，實驗結果顯示在
405nm的波長可測得最大吸光值（圖三）。 

此細胞模式考慮了角質細胞對黑色素細胞合成黑色素的影響因子，在培養黑

色素細胞的培養基中加入不同比例的 condition medium，而實驗結果顯示角質細
胞中的內部訊號的確影響黑色素細胞中 melanin 的合成（圖四）。為服膺人類皮
膚生理的正常反應，故此一細胞模式在黑色素細胞的培養過程中同時加入了

condition medium進行細胞培養。 
我們在這個細胞模式中加入 vitamin C，實驗結果顯示 vitamin C降低了黑色

素細胞的樹突狀組織（圖五）。另分別加入 arbutin、kojic acid、vitamin C，均可
抑制黑色素生成（圖六）。根據其他研究顯示 Hydroquinone 和 arbutin 對於抑制
黑色素形成的作用機轉相當類似，都是作用在酪胺酸酶的活性抑制上，而

Hydroquinone 具有較強的細胞毒性，arbutin 則是因為結構上多了一個葡萄糖的
分子，所以細胞毒性較前者低，對皮膚也較不會產生刺激性。kojic acid和 vitamin 
C對於 melanocytes的黑化作用都產生間接性的抑制，kojic acid藉由箝制銅離子
而產生競爭性抑制。 

在黑色素細胞裡，酪胺酸酶(tyrosinase)首先被合成，並隨後加入到黑色素形
成的行列中，並扮演著最重要的調控角色，也因此坊間大部分標榜能抑制黑色素

形成的「美白產品」，多半是針對酪胺酸脢來抑制。近兩年來，對於評估物質對

黑色素細胞的黑色素生成之影響的方式，已經逐漸由單一測試酪胺酸酶活性轉向

與測試 melanin含量並行的趨勢，主要是除了確認物質的美白功效是否作用在抑
制酪胺酸酶的活性外，還可篩選出非抑制酪胺酸酶活性但具美白功效的物質，因

其可能作用在其他黑色素生成的途徑，若篩選出非抑制酪胺酸酶活性但具美白功

效的物質則可依此細胞模式得到的結果，進行抑制途徑的確認和作更進一步的研

究。 
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五、圖表 
 

(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖一 細胞免疫染色 (a) 纖維母細胞 (b) 人類初代培養的黑色素細胞。 
 
 

 
圖二 黑色素細胞在不同UVB照射劑量下經不同天數培養後之細胞存活率。 
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圖三 黑色素的最大吸收波長 
 
 
 

 
圖四 添加培養角質細胞後的condition medium對黑色素細胞合成黑色素的影響 
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(a)未添加                  (b)添加後 

圖五 加入vitamin C對黑色素細胞形態的影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖六 加入arbutin、vitamin C(VitC)、kojic acid (KA)對黑色素生成量的影響 
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