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一、摘要： 

東方女性大多希望擁有白皙的肌膚，為了滿足消費者對膚色

淡化的需求，許多人努力尋找具有黑色素抑制效果之成分，目

前較受肯定的美白成分為vitamin C, hydroquinone, arbutin, kojic 

acid等，這些成分均具有酪胺酸酶抑制活性，除了這些成分外，

有些中藥如甘草(Glycyrrhiza glabra)及桑白皮(Morus alba)等的

萃取液也被發現具有酪胺酸酶抑制活性，其他中藥之類似功

效，目前正在研究當中。 

本計畫以酪胺酸酶抑制活性為模式，加上 in vitro B16 

melanoma 細胞株試驗，進行桑萃取液之美白活性評估，在活

性評估中同時亦探討其作用機轉。 

 

二、前言 

KANG TAE LEE等學者，於 2003 年的研究中，則是採用

桑的嫩枝為材料，用 70% EtOH為萃取溶劑加以萃取、乾燥，

並以 1,3 butylene glycol溶解後，進行評估。最終結論描述，嫩

桑枝 70%的酒精萃取物，會抑制酪胺酸酶的活性及抑制 B-16

黑色素瘤細胞中黑色素生合成的量，但無法影響 B-16黑色素瘤
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細胞中酪胺酸酶的合成和基因的表達。且實驗結果顯示出，嫩

桑枝 70％的酒精萃取物，可抑制天竺鼠皮膚受 UVB 照射後的

色素沉積，並且在皮膚、眼睛的刺激性試驗及皮膚敏感性試驗

中皆無不良作用，亦無急性口服毒性的產生，並認為嫩桑枝的

萃取物具有很強的抑制黑色素生成的活性。繼續將萃取物加以

分離與純化，得到單一化合物 2'-oxyresveratrol ，並確認其結構

為 2,3',4,5'-tetrahydroxystilbene。 

 

三、方法 

I. 中藥酒精萃取液之製備 

1. 將確認過之中藥材切細 

2. 分別稱 100克加入 2000 ml純乙醇，浸泡 3小時 

3. 加熱 refluxing萃取三次 

4. 過濾 

5. 真空濃縮 

6. 乾燥，稱重備用 
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II. 中藥之美白效果評估 

※體外(in vitro)酪胺酸酶抑制活性測定 

1. 分別取定量中藥酒精萃取物，加入 70 units mushroom 

tyrosinase ，再加入 0.5 ml L-tyrosine (0.1 mg/ml)中，於 37 ℃

放置 10分鐘。 

2. 利用分光光度計測量波長 475 nm之吸收值，將未加任何藥

材之吸光值減去待測藥材之吸光值除以未加任何藥材之吸

光值再乘以 100 即為該藥材之酪胺酸酶體外活性抑制百分

比。 

3. 比較中藥萃取物與美白成分之酪胺酸酶體外抑制活性。 

4. 分別計算其酪胺酸酶體外抑制活性之 IC50 

※細胞黑色素抑制試驗 

1. 培養 mouse melanoma B16 細胞至八分滿 

2. 將中藥酒精萃取物材料分別加入細胞培養液中 

3. 三天後將細胞溶解(1 % Triton-X/PBS) 

4. 細胞溶解液中加入 10 mM之 L-DOPA，置於 37 oC, 60分鐘 

5. 以分光光度計測量波長 475 nm之吸收值，依上述方法計算

其酪胺酸酵素活性 
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四、結果 

桑枝粉的 80%酒精的萃出物抑制過的 B-16 黑色素瘤細胞

溶解物，以不同濃度，加入 PBS-L-tyrosine 溶液，反應後觀察

發現，受桑枝粉的 80%酒精的萃出物作用過的 B-16 黑色素瘤

細胞溶解物，會催化 PBS-L-tyrosine 使溶液明顯變黑，且加入

的細胞溶解物的量越多，溶液的顏色則越黑。我們推論上述現

象的產生，是因為桑枝粉的 80%酒精萃出物中的有效成份，會

去抑制黑色素顆粒體膜上的酪胺酸酶的活性，使黑色素顆粒體

處在 stage Ⅳ以前的不成熟階段，不成熟的黑色素顆粒體不會

被從黑色素細胞轉移輸送出去，黑色素顆粒體膜上的酪胺酸酶

也不會被降解，會一直保留在黑色素細胞中，當 B-16 黑色素

瘤細胞被反覆冷凍回溫，以 pipet 抽送沖細胞，會將細胞膜打

破，使細胞中黑色素顆粒體膜上的酪胺酸酶，被釋放到細胞溶

解物中，PBS-L-tyrosine 溶液受到細胞溶解物中酪胺酸酶的催

化，形成黑色素而使溶液呈現出黑色，當所加的細胞溶解物的

量越多，意味著酪胺酸酶的量也越多，催化形成黑色素的量也

越多，所以溶液顏色則越黑。 

我們將先前沒加萃出物去抑制的 B-16 黑色素瘤細胞溶解
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物以不同濃度，加入 PBS-L-tyrosine 溶液後，幾乎沒變黑的現

象。我們推論此現象的產生，是因為當 B-16 黑色素瘤細胞沒

有加萃出物去抑制時，B-16 黑色素瘤細胞內黑色素顆粒體膜上

的酪胺酸酶，一方面會催化黑色素的生合成，生合成出來的黑

色素儲存在黑色素顆粒體中，所以離心後觀察，細胞看起來較

黑。另一方面，黑色素顆粒體膜上酪胺酸酶的活性，會調控使

黑色素顆粒體成熟，成熟的黑色素顆粒體被從黑色素細胞轉移

輸送出胞外，所以細胞培養的上清液因含有輸送出來的黑色素

而使顏色較深、吸光值較高。達 stage Ⅳ階段後，黑色素顆粒體

膜上的酪胺酸酶開始被降解到胞質液中，當細胞被打破，細胞

溶解物中，所具有的是已降解不具催化能力的酪胺酸酶，所以

加再多的細胞溶解物，亦無法將 PBS-L-tyrosine 溶液催化形成

黑色素。 
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五、結論 

桑枝粉、桑枝片的 80%酒精的萃出物，對酪胺酸酶活性的

抑制率及對 B-16 黑色素瘤細胞的抑制率，都會隨著萃出物投

與濃度的增加而增加，呈現 dose-dependent。 

桑枝粉、桑枝片萃出物中的有效成份，可能是抑制了蘑菇

酪胺酸酶的 DOPA氧化酶的活性，使蘑菇酪胺酸酶的氧化能力

受到抑制，因而阻斷了黑色素的生合成。所有的萃出物中，桑

枝粉的 80%酒精的萃出物，對蘑菇酪胺酸酶有最佳的 IC50 為

2.3µg⁄mL。 

桑枝粉、桑枝片的 80%酒精的萃出物中的有效成份，可能

是抑制了 B-16黑色素瘤細胞內，黑色素顆粒體膜上的酪胺酸酶

的活性，使酪胺酸酶無法將已進入黑色素顆粒體中的酪胺酸，

催化形成黑色素，而使 B-16 黑色素瘤細胞內黑色素生合成的

量受到抑制。 

由於桑枝粉的 80%酒精萃出物中的有效成份，抑制了黑色

素顆粒體膜上的酪胺酸酶的活性，而使黑色素顆粒體處在 stage 

Ⅳ以前的不成熟階段，所以影響了 B-16 黑色素瘤細胞內，黑

色素顆粒體的轉移輸送及細胞內酪胺酸酶的降解。 
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