
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

子計畫(2) 泥岩素材對動物發炎反應評估研究 
--探討碳酸氫鈉溫泉清除氫氧自由基的作用 

                          計畫主持人：林指宏
                

摘要 

溫泉具有肌膚美容和保健的功效，但詳細的作用機制仍有待更多的科學研究

證據來闡釋。本研究以位於台灣中央山脈衍生的碳酸氫鈉溫泉為研究素材，溫泉

取樣處為高雄縣境內的七坑溫泉，研究採 Fenton 反應系統來衍生氫氧自由基

(․OH)，及配合氫氧自由基與水楊酸反應的生成產物 2,3-DHBA和 2,5-DHBA的

濃度，來探討碳酸氫鈉溫泉吸收氫氧自由基的能力。結果顯示，溫泉原液相較

Milli-Q水能有效抑制 2,3-DHBA和 2,5-DHBA生成，平均值分別為 91.3±0.59 %

及 95.1±0.48 %；1 倍稀釋溫泉抑制效果，平均值分別為 89.2±1.35 %及

94.4±0.96%；10倍稀釋溫泉抑制效果，平均值分別為 83.6±1.24 %及 90.4±1.33 %；

100倍稀釋溫泉抑制效果，平均值分別為 68.3±2.17 %及 70.1±3.28 %；1,000倍稀

釋溫泉抑制效果，平均值分別為 29.8±3.23 %及 32.1±4.37 %。以 10倍稀釋溫泉

水調製成 10 mM的褪黑激素溶液，原 10倍稀釋溫泉對 2,3-DHBA和 2,5-DHBA

生成的抑制效果，平均值分別為 83.6±1.24 %及 90.4±1.33 %，混合液對 2,3-DHBA

和 2,5-DHBA生成的抑制效果，平均值分別為 92.7±2.89 %及 91.8±1.54 %，可見

褪黑激素與溫泉混合後，褪黑激素吸收氫氧自由基的能力有明顯被增強的作用。

近一步抗氫氧自由基發炎反應評估研究初步結果顯示，本溫泉水具吸收氫氧自由

基能力，亦呈現相對應性的抗氫氧自由基引起的發炎現象。總結本研究結果顯

示，七坑碳酸氫鈉溫泉明顯具有清除氫氧自由基的作用，原液效果優於 100 mM

維生素 C 和 100 mM 褪黑激素對氫氧自由基的清除作用，但其作用受維生素 C

所干擾而下降，與褪黑激素合用則有增強褪黑激素清除氫氧自由基的作用，結果

可提供作為解釋碳酸氫鈉溫泉浸泡的人體保健功效。 

關鍵詞：溫泉、氫氧自由基、碳酸氫鈉 

備註：本研究因泥岩素材開發案暫緩，因此將研究目標轉向探討碳酸氫鈉溫泉清除氫氧自由

基和抗發炎反應的評估研究 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

ABATRACT 

Hydrogen Carbonate Hot Spring Water Plays the Role of Hydroxyl 
Radicals Scavenger 

 
Jju-Home Lin, Yi-Ling Lu 

 

The unpollution of hydrogen carbonate spring waters (HCSW) taken from 

Chi-Keng (Kaohsiung, Taiwan) were analyzed for the scavenging effect of hydroxyl 

radical. These conditions are favorable for the generation via Fenton chemistry of the 

hydroxyl radical that was measured by HPLC using salicylic acid as a probe. The 

results indicate that the HCSW may play the role of hydroxyl radicals scavenger in 

different concentrations (0, 1, 10, 100, 1000 diluted spring water). Compared with 

milli-Q water groups, the different diluted spring water groups decreased 2,3-DHBA 

and 2,5-DHBA levels by 91.3±0.59 % and 95.1±0.48 % in the original spring water 

group, by 89.2±1.35 % and 94.4±096 % in 1:1 diluted spring water group, by 

83.6±1.24 % and 90.4±1.33 % in 1:10 diluted spring water group, by 68.3±2.17 % 

and 70.1±3.28 % in 1:100 diluted spring water group, by 29.8±3.23 % and 32.1±4.37 

% in 1:1000 diluted spring water group, respectively. Two antioxidants, vitamin C and 

melatonin were played a potent role of hydroxyl radical scavenger. The melatonin 

scavenging effect was increased by the HCSW in melatonin- spring water mixed 

solution.  However, the low concentration of vitamin C (≤10 mM) in vitamin 

C-spring water mixed solution was played a pro-oxidant effect that was against the 

effect of scavenging hydroxyl radicals produced by carbonated spring water. The 

results suggested that hydrogen carbonate hot spring water plays the role of hydroxyl 

radical scavenger. 

Keywords: Hot Spring Water, Hydroxyl radical, Sodium Hydrogen Carbonate 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

一、緒言 

國際 spa協會(International Spa Association)統計在 1997 年，當年美國使用水

療 spa的人口成長速度高達 60 %以上。從 1999 年到 2001 年，溫泉 spa產業獲利

增加 114%，且水療 spa 產業的經營型態也隨之起了相當大的變化，在美國總數

9,632 水療 spa 產業中，有 685 家是以溫泉為經營核心的 spa 型俱樂部。然而，

佔總數只有 7% 的溫泉 spa俱樂部卻被列入 2001 年美國三大獲利產業之一 1。由

此可見，溫泉已成為 21世紀經濟脈動的主流。 

長久以來，溫泉被視為具有保健理療的作用，歐洲和日本更廣泛採用溫泉浸

浴的方式來達到治療風濕關節炎和各種皮膚疾病 2。然而，以溫泉治療來減輕疾

病的詳細作用機制並未完全被闡明。一般推測溫泉保健理療的作用機制除了水的

物理作用，包括水的浮力(Buoyancy)、靜水壓力(Hydrostatic Pressure)、水的阻力 

(Viscosity)和水的溫度效應(Temperature)3-5 之外，其內含豐富的離子和礦物成分

更可能是溫泉療效的主要原因 2。雖然，溫泉含豐富的離子和礦物成分，甚至含

有少量的放射元素及特殊的微生物，但近年來大多數的研究領域傾向將溫泉離子

成分視為溫泉特性的分類用途，或著重於分離培養特殊溫泉微生物，鮮少有研究

證據能說明這些離子成分和微生物是否參與溫泉保健理療的作用機制。 

發炎反應(inflammation)是皮表不當剌激後所引起的一種免疫副作用，約佔臨

床接觸性皮膚炎 (contact dermatitis)的 70%案例 6, 7。皮表發炎反應有紅 

(erythema)、腫(edema)、熱(dryness)、痛(pain)、癢(itching)、龜裂(fissures)和剝離 

(desquamation)等臨床不適症狀 8, 9。近年來針對醫療美容用的碳酸氫鈉溫泉 

(Avène spring water)進行一系列的保健理療作用機制研究的結果指出，富含碳酸

氫塩成分的 Avène 溫泉水具有抗發炎反應的理療效果，能緩和各種剌激物 

(irritants) 所引起的皮膚發炎現象 10-12，作用機轉包括抑制腫瘤壞死因子(tumor 

necrosis factor; TNF)11 生 成 和 阻 斷 組 織 胺 (histamine)13 及 前 列 腺 素 

(prostaglandins)12的釋放。Sulimovic等人將 Avène噴霧式溫泉水直接噴灑在臨床



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

雷射手術後的病患皮膚上，能有效減輕病患雷射手術後的紅腫、癢、剌痛(stinging) 

和緊繃(tightening)的不適症狀，和可加速皮膚組織的傷口癒合(wound healing)速

率 14。Portales等人發現，Avène溫泉水對異位性皮膚炎(atopic dermatitis)和牛皮

癬(psoriasis)有治癒療效 15，而 Cezanne等人則認為 Avène溫泉水能增加細胞膜的

流動性，具有細胞生物學上的意義 16。無論如何，皮膚組織的保護性極易受到自

由基的攻擊而損傷，紫外線(ultraviolet radiation; UVR)的直接剌激作用，是誘導

人體皮膚細胞或培養的皮膚細胞產生氧系反應(reactive oxygen species; ROS) 的

主要原因 17, 18。氧分子(O2)在粒線體電子傳遞鏈(mitochondrial electron transport 

chain)上的不完全轉移過程，而形成的過氧化陰離子自由基(superoxide anion; ․O2-)

是體內 ROS 的主要來源 19。常見的 ROS 有 superoxide anion (O2
-), hydrogen 

peroxide (H2O2), hydroxyl radical (․OH), alkoxyl radical (ROO․)等，是造成皮膚細

胞 DNA突變(DNA mutation)、脂質過氧化 (lipid peroxidation) 、蛋白質結構的破

壞  (protein destroy) 的重要細胞反應機制 20，也是促成皮膚組織老化

(photoageing)、發炎反應、異位性皮膚炎(atopic dermatitis)和皮膚癌(skin cancer)

的重要因素 21-26。正常狀態下這些氧化壓力因子 (oxidative stress factors) 能輕易

被皮膚細胞內的抗氧化酵素(enzymatic antioxidants)，例如 superoxide dismutase, 

glutathione reductase, glutathione peroxidase, catalase, thioredoxin reductase所分解

27，但紫外線也能消耗存在皮膚組織內的酵素型態和非酵素型態的抗氧化劑

(antioxidants)22, 28，包括維生素 C (vitamin C) 和維生素 E (vitamin E) 的含量。因

此，皮膚組織長久暴露於紫外線的傷害下，極易造成損傷或病變 29。維生素 C、

維生素 E17, 30-32和褪黑激素(melatonin)18, 33, 34 都具有明顯的抗氧化作用，在生物體

內則扮演著自由基的強效清除劑角色(free radicals scavengers)。皮膚局部塗抹這

些自由基清除劑，能有效減低急性紫外線照射所引起的皮膚紅腫現象，及預防長

期紫外線暴露所造成的皮膚老化和癌症的發生機率。然而，Avène碳酸氫鈉溫泉

的美容保健效果是否與清除皮膚自由基的含量有關，值得研究進一步探討。 

台灣為全球溫泉密度最高的地方，三萬六千餘平方公里的土地上，已有 120



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

餘處自然湧出的溫泉被發現並命名。根據經濟部水利署委託工研院能資所繪製之

台灣溫泉分佈圖，目前台灣自然湧現溫泉有 120處以上，由工研院繪製圖標示點

計有 95 處 35，其中不乏純淨未受人為污染的碳酸氫鈉溫泉。本研究採用台灣本

土純淨未受人為污染的七坑碳酸氫鈉溫泉(Cl- 6.8 mg/L; Br- 0.44 mg/L; SO4
2- 5.85 

mg/L; HCO3
2- 1140 mg/L; SiO2 44.6 mg/L; Na+ 385 mg/L; K+ 2.78 mg/L; Mg2+ 5.20 

mg/L; Ca2+ 8.23 mg/L; TDS 1120 mg/L)，作為探討碳酸氫鈉溫泉清除氫氧自由基

的作用，希望能進一步說明碳酸氫鈉溫泉人體保健的作用機制。 

二、材料及方法 

（一）溫泉水樣本 (hydrogen carbonate spring water; HCSW) 的採樣與實驗分組 

七坑溫泉共計有九個溫泉露頭，主要露頭的水溫為 71±1.0 ℃、pH 值為

7.4±0.38的中性碳酸氫鈉溫泉，主要離子成分為「Cl-：6.8 mg/L；Br-：0.44 mg/L；

SO4
2-：5.85 mg/L；HCO3

2-：1140 mg/L；SiO2：44.6 mg/L；Na+：385 mg/L; K+：

2.78 mg/L；Mg2+：5.20 mg/L；Ca2+：8.23 mg/L；TDS：1120 mg/L」。本研究採

用七坑溫泉作為探討碳酸氫鈉溫泉清除氫氧自由基的研究素材，主要原因有： 

(1) 位於高雄縣境內的中央山脈群，屬未開發應用型態的自然湧現溫泉，無

人為污染問題； 

(2) 水質經工研院檢驗分析，碳酸氫根離子 (1,140 ppm) 含量豐富，屬純淨

的碳酸氫鈉溫泉； 

(3) 自然湧出溫泉水量，終年穩定不受季節影響。 

採樣方式是以無菌密封的 25 mL注射針筒直接深入液面下 5 cm處吸取溫泉

水樣本 (hydrogen carbonate spring water; HCSW)，並立即以石臘薄膜密封後置入

採樣箱，再送回實驗室進行 HCSW分析。本研究分別於 94 年 2月和 94 年 8月

期間進行兩次採樣作業，單次在主要露頭處隨機採 20個 HCSW，兩次共計採 40

個 HCSW樣本數。進行水樣本研究分析前，事先將水樣本通過 0.22 µm的濾膜

過濾後，再進行溫泉清除自由基能力的研究分析。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

（二）氫氧自由基的檢測方法 

1. 氫氧自由基的來源 

本研究的氫氧自由基 (hydroxyl radicals; ․OH) 來源是以雙氧水和金屬離子

共同反應所產生  (Fenton reaction) ，本研究試驗所使用的藥品試劑皆購買自

Sigma公司。實驗進行前，事先配製 2倍濃度的試劑，冷藏備用，包括： 

(1) pH 7.4 Tris酸鹼緩衝液； 

(2) 100 mM Fe-EDTA試劑； 

(3) 1 M雙氧水； 

(4) 100 mM水楊酸液； 

(5) 溫泉水樣本稀釋溶液 (以 Tris酸鹼緩衝液稀釋) ； 

(6) 維生素 C (vitamin C) 和褪黑激素 (melatonin) 溶液； 

(7) 層析液：成分為 75 mmol/L monochloroacetic acid, 0.7 mmol/L disodium 

EDTA, 1.5 mmol/L sodium 1-octanesulphonate and 45 mL/L acetonitrile，並調整層

析液 pH值為 3.0。 

2. Fenton反應試驗 

本方法根據 Teismann和 Ferger於 2000 年所提出的方法再加法修訂使用 36。

首先，將 HCSW原液和 Tris酸鹼緩衝液以 0:1, 1:1, 1;10, 1:100, 1:1,000方式稀釋

至總體積為 0.9 mL 以備用。․OH 產生反應步驟是分別取事先配製的 100 mM 

Fe-EDTA試劑和 1M雙氧水試劑，各 50 µL加到預備稀釋好成 0.9 mL的水樣本

中，在室溫中靜置 1分鐘後，立即加入 50 µL 的水楊酸液(100 mM)，在 37℃下

反應 15 分鐘，立即進行 2,3-DHBA(2,3-dihyroxybenzoic acid)和 2,5-DHBA 

(2,5-dihyroxybenzoic acid) 的生成量檢測。以下為 Fenton反應和 DHBA生成的反

應公式： 

(1) Na2EDTA + FeCl3 → Fe2+-EDTA complex + NaCl Fe-EDTA reagent 

(2) Fe2+-EDTA complex + H2O2 → Fe3+-EDTA complex +․OH + OH-  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

Fenton reaction 

(3) ․OH + salicylic acid → 2,3-DHBA + 2,5-DHBA DHBA production 

（三）氫氧自由基檢測方法 

氫氧自由基檢測方式主要是根據水楊酸納 (sodium salicylate) 受到․OH 水

解化後形成的產物 2,3-DHBA和 2,5-DHBA的原理，用以推算 Fenton反應的․OH

產量或檢測․OH 被清除的總量。Fenton 反應後的水樣本經高效能液態層析儀

(high-performance liquid chromatography)和通過 C18層析管(PHASE-II ODS 3UM 

100 3.2 mm; BAS, St Louis, MO, USA)的層析後，以電化學偵測儀(electrochemical 

detector)來檢測 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 含量濃度。層析偵測記錄結果以

2,3-DHBA(9.15 min)和 2,5-DHBA(6.08 min)所出現的波峰面積經統計積分後，再

與標準液濃度對照換算後表示之。  

2,3-DHBA和 2,5-DHBA生成的濃度換算公式如下：  

%100
DHBA-2,5DHBA-2,3MQ

DHBA-2,5DHBA-2,3DHBA-2,5DHBA-2,3MQ
×

−
濃度或產生的

濃度或溫泉樣本產生的濃度或產生的  

（四）動物局部發炎反應評估研究 

(1) 動物分組 

本研究將實驗動物分成三小組進行研究工作(表 1)。包括： 

1. 控制組(Control group)：Saline和 Hydrogen carbonate spring water (HCSW) 

2.發炎誘導組(Irritant group)：Hydroxyl radical 

3.治療組(Treated group)：HCSW+ Hydroxyl radical 

(2) 動物麻醉與手術 

實驗期間動物全時以 urethane (1500 mg/kg, ip)麻醉。單隻動物預計於 4 小時

內完成急性發炎反應之實験，實驗後動物以過量 urethane 安樂死後再進行結果

採樣和分析實驗。 

(3) 局部發炎反應評估 

依上述方式將動物分組後，將實驗動物以 urethane (1500 mg/kg, ip)麻醉後，



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

將背部毛髮剃除，並將背部區分成 6區塊，再由股靜脈注入 potamine sky blue (50 

mg/kg/0.3mL/rat)，5 分鐘後，將事先準備好的藥劑進行背部皮間(intra dermal 

injection)，以 1 Ml注射針筒連接 27G注射針頭，注入量固定為 0.1 mL，並於注

入點以油性筆標記，單隻動物共計注射 6 點，兩種藥劑，全部注射時間控制在 6

分鐘內。注射後老鼠維持在恆溫室內(30±2 ) 1℃ 小時後，將過量的 urethane 注入

心臟內安樂死，再進行背部皮膚分離工作，並於分離後以直 1.2 cm 的中空之圓

形採樣刀，以注入點為中心採取直徑 1.2 cm 的皮膚發炎樣本，並先行稱重，以

測定其發水情形。三個注射點其中以靠尾部最後一點作為 PGE2分析用，其餘兩

點先將之切碎後以 6 mL的 0.5% Na2SO4清除多餘皮脂後，再以 14 mL的 Acetone 

浸泡 3.5 小時，將滲入皮膚組織內的 PSB 色素溶出。低速離心後取上層液在以

分光光度儀(HITACHI)，在 OD590檢測其吸光度，記錄後進行資料統計分析。。 

 

（四）資料統計分析 

層析偵測記錄結果以 2,3-DHBA (9.15 min) 和 2,5-DHBA(6.08 min)所出現的

波峰面積經軟體統計積分後，再與標準液濃度對照換算後表示之，並使用 t檢定

(Student’s t test)進行資料統計分析，以 p<0.05表示具統計意義。 

三、結果分析 

（一）溫泉水樣本吸收氫氧自由基能力檢測 

以 10 mM 雙氧水經 Fenton 反應誘導氫氧由由基(․OH)，並藉由水楊酸與

․OH反應，生成 2,3-DHBA (9.15 min)和 2,5-DHBA (6.08 min)的穩定產物，用以

檢測不同稀釋倍數(0, 1, 10, 100, 1000)的碳酸氫鈉溫泉水樣本(hydrogen carbonate 

spring water; HCSW)清除․OH的作用(圖 1)。圖 2顯示，以同等體積的微膜過濾

水(Milli-Q water; MQ)作為 Fenton反應的對照組，並分別採同批撿測水樣本中的

MQ 水樣本所產生的 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 濃度，換算溫泉水樣本抑制

2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 生成的濃度，進一步推算不同稀釋倍數的 HCSW 吸收



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

․OH的能力。結果顯示，HCSW原液相較MQ能有效抑制 2,3-DHBA和 2,5-DHBA

生成，平均值分別為 91.3±0.59 %及 95.1±0.48 %；1倍稀釋 HCSW抑制效果，平

均值分別為 89.2±1.35 %及 94.4±0.96 %；10倍稀釋 HCSW抑制效果，平均值分

別為 83.6±1.24%及 90.4±1.33 %；100 倍稀釋 HCSW 抑制效果，平均值分別為

68.3±2.17 %及 70.1±3.28 %；1000倍稀釋 HCSW抑制效果，平均值分別為 29.8 %

及 32.1 % (圖 2)。不同時間採樣的 HCSW (2月和 8月)經研究檢測結果發現，不

同月份採樣的 HCSW在清除․OH的作用結果並無統計意義(data not shown)。因

此，本研究分析資料僅採用 2月採樣 HCSW 來進行結果分析。 

（二）比較 HCSW與維生素 C對․OH的吸收能力   

採不同濃度的維生素 C 液(1 mM, 10 mM, 100 mM)參與 Fenton反應後，檢

測所生成 2,3-DHBA和 2,5-DHBA的產物，並以同等體積MQ相較來表示其吸收

․OH 的能力。檢測不同濃度的維生素 C 溶液 1 mM, 10 mM, 100 mM 對抑制

Fenton反應所生成的 2,3-DHBA和 2,5-DHBA能力，1 mM維生素 C抑制效果平

均值為分別 3.5±4.83 %及 22.7±6.64 %；10 mM維生素 C抑制效果平均值為分別

3.39±6.78 %及 62.8±4.93 %；100 mM維生素 C抑制效果平均值為分別 58.6±2.74 

%及 67.9±3.27 % (圖 3)。圖 4顯示，比較以 10倍稀釋 HCSW調製成 10 mM的

維生素混合液及 10倍稀釋 HCSW對 2,3-DHBA和 2,5-DHBA生成的抑制效果。

結果顯示，10倍稀釋 HCSW平均抑制效果分別為 83.6±1.24 %及 90.4±1.33 %，

但維生素混合液對 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 生成的抑制效果，平均值分別為

-8.4±8.43 %及 48.9±5.67 %，可見維生素C與HCSW混合後，阻斷HCSW吸收․OH

的能力 (圖 5)。 

（三）比較 HCSW與褪黑激素(Melatonin)對 OH․ 吸收能力 

採不同濃度的褪黑激素 (1 mM, 10 mM, 100 mM) 參與 Fenton反應後，檢測

所生成 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 的產物，並以同等體積 MQ 相較來表示其吸收

․OH 的能力。檢測不同濃度的褪黑激素溶液 1 mM, 10 mM, 100 mM，對抑制



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

Fenton反應所生成的 2,3-DHBA和 2,5-DHBA能力，1 mM褪黑激素抑制效果平

均值為分別 3.0±2.83 %及 11.5±6.44 %；10 mM褪黑激素抑制效果平均值為分別

63.2±4.36 %及 76.3±2.39 %；100 mM褪黑激素抑制效果平均值為分別 94.9±3.45 

%及 93.6±1.77 % (圖 4)。圖 5顯示，比較以 10倍稀釋 HCSW調製成 10 mM褪

黑激素混合液及 10倍稀釋 HCSW對 2,3-DHBA和 2,5-DHBA生成的抑制效果，

結果顯示，10倍稀釋 HCSW平均抑制效果分別為 83.6±1.24 %及 90.4±1.33 %，

褪黑激素混合液對 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 生成的抑制效果，平均值分別為

92.7±2.89 %及 91.8±1.54 %，可見褪黑激素與 HCSW混合後，褪黑激素吸收․OH

的能力有明顯被增強作用(圖 5)。  

（四）HCSW對抗 OH․ 誘導膚發炎反應能力 

本研究初步結果顯示，不同濃度 Fenton reactive solution(․OH solution)呈現不

同程度的動物皮發炎情形，相對於․OH solution，相同體積(0.1 mL)之 saline 和

HCSW只有引起相當輕微的發炎現象。近一步比較 saline＋․OH和 HCSW＋․OH

之混合液引起的動物皮膚發炎反應結果顯示，․OH＋HCSW 表現出強效的抗

․OH 發炎現象，除了背皮膚評估有效外，對於足部而耳部的抗發炎反應仍呈現

一致性，由此可見，本溫泉水具吸收氫氧自由基能力，亦呈現相對應性的抗氫氧

自由基引起的發炎現象(圖 6)。 

四、討論 

氧化作用與抗氧化作用對人體的健康與疾病預防領域的影響，廣泛受到生物

醫學研究的重視 37, 38。自由基能氧化生物體內脂質、蛋白質或核苷酸，破壞生物

體結構和干擾生物化學運作機能，導致各種疾病和老化問題 39，此種破壞生物體

內機能的自由基，約有一半以上的經由氫氧自由基(hydroxyl radicals; ․OH)而產

生，且․OH是目前被認為是最強的氧化劑 40, 41。氧分子(O2)在粒線體電子傳遞鏈 

(mitochondrial electron transport chain)上不完全轉移而形成的過氧化陰離子

(supraoxide anion; ․O2
-)是生物體內․OH的主要來源 19。而 Fenton反應誘發的․OH



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

則是體外研究常用的模式，藉由 Fenton反應產生的․OH可進一步與水楊酸反應，

並形成 2,3-DHBA和 2,5-DHBA的穩定型態產物。2,3-DHBA和 2,5-DHBA可使

用高效能液態層析儀配合電化學偵測儀在實驗室準確檢測生成濃度，以推算

Fenton反應所生成的․OH 36, 40。因此，本研究選用體外 Fenton反應系統，檢測

碳酸氫鈉溫泉水樣本(hydrogen carbonate spring water; HCSW)清除․OH的作用。 

本研究首次提出 HCSW具有清除․OH的作用，研究採用未受污染的七坑碳

酸氫鈉溫泉，進行清除 Fenton反應衍生的․OH能力檢測。不同稀釋倍數的 HCSW

具明顯清除․OH能力，且原液效果優於 100 mM維生素 C和 100 mM褪黑激素

對․OH的清除作用。HCSW清除․OH的作用受維生素 C所干擾而下降，但與褪

黑激素合用則有增強褪黑激素清除氫氧自由基的作用。 

Jensen和Csizmadia最近提出碳酸氫根離子(HCO3
-)化學結構上具有轉移․OH

的能力，可吸收․OH形成[HCO3
-, HO]的過渡化合物形態，有效阻斷․OH造成的

細胞破壞作用，減少氧化壓力(oxidative stress)所造成的生物體傷害 42。本研究推

測 HCSW 吸收․OH 的作用機轉可能來自其豐富的碳酸氫根離子(HCO3
-)。透過

HCO3
-與․OH反應，而間接消耗․OH的含量。雖然 HCO3

-在光照、強酸溶液 43、

一氧化氮自由基(․NO)或․OH 共存的情形下，結果也可能產生碳酸根自由基 

(․CO3
-)。雖然․CO3

- 對細胞仍存在有毒性作用，但在體液環境或鹼性的水溶液

中，大部份 HCO3
-會和 H2CO3相互平衡，形成緩衝液形態，而不是形成․CO3

- 44，

此種碳酸緩衝液在生物體內可扮演良好的․NO 和․OH 的緩衝效果，並有效分解

․NO和․OH形成無毒性的 NO3
-, CO2 和 H2O，降低這些毒性更高的自由基直接

對細胞的傷害作用 45。HCO3
- 在各種不同條件下的反應公式，詳列於下： 

․NO + ․O2
-  ONOO- 

ONOO- + H2CO3  ․NO2 + ․CO3
- + H2O  NO3

- + CO2 + H2O Peroxynitrite decomposition 
․OH + HCO3

-  HCO3
--HO complex  ․CO3

- + H2O Hydroxyl radical decomposition 
․HCO3  H+ + ․CO3

-  pKa < 0 

CO2 + H2O  H2CO3  HCO3
- + H+ pKa = 6.372, 25 ℃ 

HCO3
-  CO3

2- + H+ pKa = 10.32, 25 ℃ 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

水溶性維生素 C 具多重臨床保健療效，不僅具有抗氧化作用，在生物體內

也證實具有阻抗自由基的能力，降低細胞脂質和蛋白質被自由基氧化的情形 17, 31, 

32, 46。無論如何，近年來研究對維生素 C的抗氧化作用出現不同的論調，在不同

濃度和金屬離子共存的條件下，維生素 C 可能扮演著抗氧化物(antioxidant)或氧

化先驅物(pro-oxidant)的雙重角色，當 Fe3+, Cu2+, Fe2+, Cu+ 濃度太高或維生素 C

太低時，維生素 C扮演氧化先驅物角色 47, 48。反之，當金屬離子濃度過低，而維

生素 C 濃度提升時，此時維生素 C 具有抗氧化作用，能有效清除各種氧系自由

基 49。本研究結果顯示，維生素 C對 2,3-DHBA和 2,5-DHBA的形成有不同的結

果，對 2,5-DHBA 呈現劑量依賴性 (dose-dependent)的抑制生成作用，但對

2,3-DHBA的生成則需高達 100 mM 才有明顯的抑制效果(圖 3)。進一步研究發

現，以 10倍 HCSW所製備的 10 mM 維生素 C溶液，能阻抗 10倍稀釋 HCSW

本身對
․OH的吸收作用(圖 5)。Jansson等人在研究含銅成分的自來水時也發現，

維生素 C能催化增加自來水的․OH生成量，若在自來水中額外加入 H2CO3 (100 

mg/L)，能誘發․OH的生成量提高 3倍以上，作者認為 H2CO3能促使維生素 C由

抗氧化型態轉變成為氧化先驅物型態，反有效提升了 Fenton 的反應速率 50。本

研究發現 HCSW與維生素 C混合液阻斷 HCSW吸收․OH的能力，符合 Jansson

等人的結論。根據 Jansson 等人的結論，本研究推論 HCSW 能將維生素 C 由抗

氧化型態轉變成為氧化先驅物型態，加速 Fenton反應，而降低 HCSW吸收․OH

的能力。最近 Jansson等人發現，pH值也會影響․OH的生成速率，若將 pH值提

升到 7.5以上，則․OH的生成量會受到抑制，此種中性或鹼性碳酸緩衝液在生物

體內可扮演良好的․NO和․OH的緩衝效果，並有效分解․NO和․OH形成無毒性

的 NO3
-, CO2 和 H2O，降低這些毒性更高的自由基直接對細胞的傷害作用 42, 44, 

51。無論如何，Suh等人研究維生素 C在體外 Fenton反應系統扮演角色的結論指

出，在體外 Fenton反應系統中的維生素 C的確扮演氧化先驅物的角色，但體內

血清試驗結果，仍支持體內的維生素 C扮演重要的抗氧化作用，能有效降低․OH

對脂質和蛋白質的傷害 52。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

褪黑激素在生物體內扮演有許多生理功能，最近研究更發現褪黑激素具有明

顯對抗氧化壓力 53和清除自由基的特性，能有效降低體內和體外的․NO 和․OH

含量 54-56。Ryoo 等人指出，褪黑激素能有效抑制紫外線對皮膚細胞膜的過氧化

作用和防止紫外線誘導細胞從 G0 進入 G1 之細胞分裂週期 (cell cycle pre-G1 

arrest)，預防紫外線的直接傷害作用 18。褪黑激素抗氧化壓力的主要作用機制可

能來自褪黑激素特定的化學結構 57，使其成為強效的自由基清除者，特別對於

․OH 的清除能力 58-60。圖 4 顯示，褪黑激素的確能有效清除 Fenton 反應生成的

․OH，並且和 HCSW混合後清除․OH的能力有被增強的作用，相同濃度的褪黑

激素吸收․OH 的能力明顯優於維生素 C，即使和含 NaHCO3 量豐富的七坑溫泉

混合，仍呈現強效清除氫氧自由基的作用，可見褪黑激素是強力的抗氧化物 

(antioxidant)，但不會出現維生素 C的氧化先驅物(pro-oxidant)副作用。 

總結本研究結果顯示，HCSW 明顯具有清除
․OH 的作用，且效果優於 100 

mM維生素 C和 100 mM褪黑激素對․OH的清除作用，但其清除․OH的作用會

受維生素 C 所干擾而下降，但與褪黑激素合用則有增強褪黑激素清除氫氧自由

基的作用，結果能提供作為解釋碳酸氫鈉溫泉浸泡的人體保健功效。近一步抗氫

氧自由基發炎反應評估研究初步結果顯示，本溫泉水具吸收氫氧自由基能力，亦

呈現相對應性的抗氫氧自由基引起的發炎現象。 
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圖 1 高效能液態層析圖 

採自動注射器將 20 µL的水樣本以每 11分鐘自動注射方式，注入高效能液態層析儀，

經由 C18 層析管的層析後，以電化學偵測儀來檢測 2,3-DHBA和 2,5-DHBA產生電壓，

再對照 2,3-DHBA和 2,5-DHBA標準溶液產生的電壓來換算樣本所產生的濃度。2,5-DHBA

和 2,3-DHBA 分別滯留偵測的波峰為 6.08 分鐘和 9.15 分鐘。MQ 表示水樣本製備液為

Milli-Q水，Hot Spring表示水樣本製備液為溫泉水樣本。2,5-DHBA和 2,3-DHBA出現波

峰所偵測到的最大電壓，分別在MQ為 1.25伏特和 1.08伏特；溫泉水樣本為 0.1伏特和

0.07伏特。 
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圖 2 不同稀釋倍數的溫泉水樣本對吸收氫氧自由基的作用 

研究結果分別採同批撿測水樣本中的 MQ水樣本所產生的 2,3-DHBA和 2,5-DHBA

濃度，換算同批溫泉水樣本抑制 2,3-DHBA和 2,5-DHBA生成的濃度，進一步來推算不

同稀釋倍數的溫泉水樣吸收氫氧自由基的能力。圖縱座標以相對MQ的抑制百分比來表

示溫泉水樣本對氫氧自由基的吸收能力，橫座標表示不同稀釋倍數的溫泉水樣本。資料

統計則採原始資料進行 t檢定。以 p<0.05表示具統計意義，2,5-DHBA及 2,3-DHBA分

別以「*」和「#」來表示。各濃度的水樣本數分別為 20 (n = 20) 
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圖 3 不同濃度的維生素 C溶液對吸收氫氧自由基的作用 

研究結果分別採同批撿測水樣本中的MQ水樣本所產生的 2,3-DHBA和 2,5-DHBA

濃度，換算同批維生素 C溶液抑制 2,3-DHBA和 2,5-DHBA生成的濃度，進一步來推

算不同濃度的維生素 C溶液對吸收氫氧自由基的能力。圖縱座標以相對MQ的抑制百

分比來表示溫泉水樣本對氫氧自由基的吸收能力，橫座標表示不同濃度的維生素 C溶

液。資料統計則採原始資料進行 t 檢定。以 p<0.05 表示具統計意義，2,5-DHBA 及

2,3-DHBA分別以「*」和「#」來表示。各濃度的水樣本數分別為 20 (n = 20) 
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圖 4 不同濃度的褪黑激素溶液對吸收氫氧自由基的作用 

研究結果分別採同批撿測水樣本中的MQ水樣本所產生的2,3-DHBA和2,5-DHBA

濃度，換算同批褪黑激素溶液抑制 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 生成的濃度，進一步來推

算不同濃度的褪黑激素溶液對吸收氫氧自由基的能力。圖縱座標以相對MQ的抑制百

分比來表示溫泉水樣本對氫氧自由基的吸收能力，橫座標表示不同濃度的褪黑激素溶

液。資料統計則採原始資料進行 t 檢定。以 p<0.05 表示具統計意義，2,5-DHBA 及

2,3-DHBA分別以「*」和「#」來表示。各濃度的水樣本數分別為 20 (n = 20) 
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圖 5 比較溫泉與溫泉混合液對吸收氫氧自由基的作用 

研究結果分別採同批撿測水樣本中的MQ水樣本所產生的2,3-DHBA和2,5-DHBA

濃度，換算同批水樣本抑制 2,3-DHBA 和 2,5-DHBA 生成的濃度，進一步來推算水樣

本對吸收氫氧自由基的能力。圖縱座標以相對MQ的抑制百分比來表示溫泉水樣本對

氫氧自由基的吸收能力，橫座標表示不同濃度的褪黑激素溶液。資料統計採換算百分

比後的資料進行 t檢定。以 p<0.05表示具統計意義，「HP與 HP+V.it. C」和「Melatonin

與 HP+Mela」分別以「*」和「#」來表示。各濃度的水樣本數分別為 20 (n = 20) 

HP:10倍稀釋溫泉水樣本 

Vit. C: 10 mM維生素 C溶液 

HP+Vit. C: 以 10倍稀釋溫泉水樣本配製成 10 mM維生素 C溶液 

Melatonin: 10 mM褪黑激素溶液 

HP+Mela: 以 10倍稀釋溫泉水樣本配製成 10 mM褪黑激素溶液 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     

A.  

B.    

C.  

圖 6溫泉抗氫氧自由基發炎反應評估 

A. 比較 SAL 和 HP 對氫氧自由基誘發發炎反應的抑制作用：SAL-OH 表示

Saline-hydroxyl radical mixed solution，HP-OH表示 Hot spring -hydroxyl radical mixed 

solution，1-3表示注射順序；  

B. 鼠耳發炎反應評估：左圖為 SAL-OH注射耳朵，右圖為 HP-OH注射耳朵；  

C. 犧牲後鼠耳發炎反應比較：S表示 SAL-OH注射耳朵；H表示 HP-OH注射耳

朵。 

 

 

 


