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前 言 

國人自古以來有「一白遮三醜」的觀念，再加上近年來美白保養品大力的

廣告與促銷，美白產品不斷地推陳出新，百家崢嶸，基於以上原因，本實驗室

想開發新的具有美白效果的原料，於是進行一系列中草藥抑制黑色素生成的預

試驗，發現數種中草藥的水抽出物具有抑制黑色素生成的效果，如:何首烏、仙

鶴草、槐花米炒製品、旱蓮草等及民間傳說中具有美白作用的水果，如:木瓜、

奇異果等，其中以旱蓮草(Eclipta prostrate L.)的水抽出物具有良好的抑制酪氨酸

酶活性的作用。 

旱蓮草是菊科植物鱧腸 Eclipta prostrata L.之全草，為一年生草本植物，是

常用中藥之一，主用於各種出血性疾病 (如吐血、咯血、衄血或外傷出血)、牙

齒鬆動、鬚髮早白、眩暈耳鳴、腰膝酸軟、慢性肝炎、腸炎、痢疾、神經衰弱

等之治療。 

黑色素的形成是在酪胺酸（tyrosine）的存在下，先經酪胺酸酶的催化，再

經由一系列酵素的催化下而形成。在我們初步的實驗結果中發現旱蓮草的萃取

液具有抑制酪氨酸酶活性的作用，再加上旱蓮草取得容易又不昂貴，應該具有

潛力可以發展成美白產品。 

 

實驗方法 

ㄧ、中草藥萃取液的製備 

將買回來的乾燥中草藥或旱蓮草剪碎成小片狀，浸泡在二次水中，放入水

浴鍋中，加熱至 50° C，處理 4 小時後放在室溫冷卻，過濾後之濾液以冷凍乾燥

法製成粉末，再以二次水配製成 stock solution，放置於-20 °C下備用。 

 

二、酪胺酸酶的活性測試 

酪胺酸酶的活性分析是採用 in vitro 的方式，在 96 孔洞培養皿中，於每個
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孔洞中加入 70 µl的 HBSS緩衝液、10µl各種不同濃度的試劑、中草藥或旱蓮草

萃取液，及 10 µl之 2U 酪胺酸酶，放入 37°C培養箱中反應 30分鐘，然後再加

入 10 µl的 10 mM L-dopa，繼續反應 5分鐘後，採用 492 nm的波長來測其吸光

值的變化量。 

 

三、研究步驟 (fig. 1) 

    旱蓮草的水抽出物(EPW)先使用分子篩 Sephadex LH-20，以水為移動相，進

行管柱分離為五個分劃(EPW-1, EPW-2, EPW-3, EPW-4, and EPW-5)，這五個分化

再個別進行酪胺酸酶的活性測試，測試結果發現 EPW-2活性最強；目前計畫以

活性試驗的結果當指標，繼續進行分離，以找到真正的抑制黑色素形成的活性本

體。活性本體發現後，再進行構造分析，來確定其結構。 

 

the whole plant of Eclipta prostrata (600 g)
dist water x 2

EPW (28 g)
(5 g) Sephadex LH-20, H2O

EPW-1 EPW-2 EPW-3 EPW-4 EPW-5

active fraction

fig. 1  
 

實驗結果及討論 

    從目前的實驗結果發現，旱蓮草的水萃取物中，以 EPW-2 的分劃抑制黑色

素細胞的活性最強，今後將繼續分離出 EPW-2 中抑制黑色素細胞行程的活性本

體，並進而決定其構造，以利由合成的方向來開發美白的產品。 

另外由於本次的研究題材為水萃取物，在分離濃縮上，可能較耗時間。在本

系的冷凍乾燥機若是維護得當，將對本實驗的進行，有相當的幫助。 
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一、 前言 

         槐米或稱槐花( Sophorae Flos )為豆科植物槐(Sophora japonica L.)之
乾燥花蕾。為中藥常用藥，性味屬苦寒，常用於清熱、涼血及止血，尤用

於便血、痔血及衄血等的出血證。近年文獻報導也用於頸淋巴結核及抗氧

化上 1)。但乾燥的槐米貯存，常導致有效成分芸香苷(rutin)之水解，而降

低其有效性。因此，槐米為保持其有效性，在貯存前常進行炒製，以降低

芸香苷之水解 2)。 

           關於槐米之炒製品研究不多，只有崔等 3)對不同溫度炒槐米炭之芸

香甘含量之影響。文獻中指出，炒製之條件由 100℃炒 165分，至 220℃炒
至 40分，芸香甘之含量由 7.82%降至 6.98%。崔等所使用之炒製條件並不

適用於市場品之炒製條件。市場品有炒黃、炒焦及炒炭等產品，本研究將

炒黃、炒焦及炒炭三種炒製品分析其芸香甘之含量，探討三種炒製品對芸

香苷是否有影響，以確定其有效性。 

二、研究方法 

I. 炒黃、炒焦及炒炭槐米製備 
經鑑定後之生槐米(Sophora japonica L.)分別炒製炒黃、炒焦及炒炭，

其方法如下： 
(1) 炒黃：秤取生槐米 100g於深鍋內，將鍋放於加熱板上，加熱至 120℃，  
翻炒 30分，取出攤涼即為炒黃槐米。 

(2) 炒焦：秤取生槐米 100g於深鍋內，將鍋放於加熱板上，加熱至 190℃，  
翻炒 30分，取出攤涼即為炒焦槐米。 

(3) 炒炭：秤取生槐米 100g於深鍋內，將鍋放於加熱板上，加熱至 220℃，  
翻炒 30分，取出攤涼即為炒炭槐米。 

 
   II. 生槐米、炒黃、炒焦及炒炭槐米之甲醇抽出物製備 
         分別秤取生槐米及(1)中所製備之炒黃、炒焦及炒炭槐米各 5g於圓底

燒瓶中，分別加入 100ml MeOH，於水浴中加熱迴流，抽取 1小時，過濾，

取濾液。依此法反覆抽取三次，合併濾液，減壓濃縮至乾。秤重，求甲醇

抽取率。 
 
  III. 生槐米、炒黃、炒焦及炒炭槐米中芸香甘成分分析 

(1) 槐米中芸香甘(Rutin)分析，採用 HPLC分析方法，所採用 HPLC組件及
條件如下： 

        高效液相層析儀：Hitachi系統 
        Pump：Hitachi L-7100 
        Detector：Hitachi L-7420 
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二、 前言 

         槐米或稱槐花( Sophorae Flos )為豆科植物槐(Sophora japonica L.)之
乾燥花蕾。為中藥常用藥，性味屬苦寒，常用於清熱、涼血及止血，尤用

於便血、痔血及衄血等的出血證。近年文獻報導也用於頸淋巴結核及抗氧

化上 1)。但乾燥的槐米貯存，常導致有效成分芸香苷(rutin)之水解，而降

低其有效性。因此，槐米為保持其有效性，在貯存前常進行炒製，以降低

芸香苷之水解 2)。 

           關於槐米之炒製品研究不多，只有崔等 3)對不同溫度炒槐米炭之芸

香甘含量之影響。文獻中指出，炒製之條件由 100℃炒 165分，至 220℃炒
至 40分，芸香甘之含量由 7.82%降至 6.98%。崔等所使用之炒製條件並不

適用於市場品之炒製條件。市場品有炒黃、炒焦及炒炭等產品，本研究將

炒黃、炒焦及炒炭三種炒製品分析其芸香甘之含量，探討三種炒製品對芸

香苷是否有影響，以確定其有效性。 

二、研究方法 

I. 炒黃、炒焦及炒炭槐米製備 
經鑑定後之生槐米(Sophora japonica L.)分別炒製炒黃、炒焦及炒炭，

其方法如下： 
(4) 炒黃：秤取生槐米 100g於深鍋內，將鍋放於加熱板上，加熱至 120℃，  
翻炒 30分，取出攤涼即為炒黃槐米。 

(5) 炒焦：秤取生槐米 100g於深鍋內，將鍋放於加熱板上，加熱至 190℃，  
翻炒 30分，取出攤涼即為炒焦槐米。 

(6) 炒炭：秤取生槐米 100g於深鍋內，將鍋放於加熱板上，加熱至 220℃，  
翻炒 30分，取出攤涼即為炒炭槐米。 

 
   II. 生槐米、炒黃、炒焦及炒炭槐米之甲醇抽出物製備 
         分別秤取生槐米及(1)中所製備之炒黃、炒焦及炒炭槐米各 5g於圓底

燒瓶中，分別加入 100ml MeOH，於水浴中加熱迴流，抽取 1小時，過濾，

取濾液。依此法反覆抽取三次，合併濾液，減壓濃縮至乾。秤重，求甲醇

抽取率。 
 
  III. 生槐米、炒黃、炒焦及炒炭槐米中芸香甘成分分析 

(2) 槐米中芸香甘(Rutin)分析，採用 HPLC分析方法，所採用 HPLC組件及
條件如下： 

        高效液相層析儀：Hitachi系統 
        Pump：Hitachi L-7100 
        Detector：Hitachi L-7420 
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        Recorder : Hitachi D-7000 
        Autosampler : Hitachi L-7200 

   Hitachi D-7000 HSM software 
         
     (2)分析方法 
           精確秤取 II.項中生槐米、炒黃、炒焦及炒炭槐米之甲醇抽出物各 5mg

於 3支 25ml 量瓶中，各加入MeOH溶解並定容置 25ml。再分別取上溶
液 1ml於 10ml中，並經 0.45 µm 濾膜過濾後，成為甲醇分析溶液。 

 
 (3)Rutin標準溶液之製備及 Calibration curve之建立 
     精確秤取 Rutin標準品(Rutin hydrate，95% for HPLC，Sigma)，添加適
量之MeOH溶解，並稀釋調配成 0.8932、4.9764、10.208、29.986及 51.04 
µg/ml五種不同濃度之標準溶液。各濃度之標準溶液並經 0.45 µm 濾膜過

濾，各取 10 µL注入 HPLC進行分析。以標準品與內部標準品各波峰面積

比為 y軸及標準品之濃度為 x軸，繪圖製作檢量線，並求得標準曲線之線

性回歸方程式 (y = ax + b) 及相關係數(r)。 
 
(4)分析條件 
層析管：C18 ( D830986E )，4.6mm I.D. × 250mm 
移動相：MeOH : 1% HAc = 1:1 

      流速：1.0ml /min 
      注入體積：10 µL 

檢測波長：UV 260nm 
 

三、結果 

1. Rutin檢量線 
Rutin之滯留時間為 5.84分。 
在 0.8932 µg/ml ~ 51.04 µg/ml之間，濃度範圍標準曲線方程式為：  
Y = 13505x – 4804.2，(R2 = 0.9995，n=3) 

2.Rutin檢量線曲線圖 

y = 13505x - 4804.2

R2 = 0.9995
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    3.生槐米、炒黃、炒焦及炒炭 HPLC定量結果 
 Rutin含量(g/g)(Mean±S.D.,n＝3) 
生槐米 0.1351 ± 0.006215 
炒黃槐米 0.15018 ± 0.006695 
炒焦槐米 0.1477 ± 0.005972 
炒炭槐米 0.07068 ± 0.006582 

 

四、討論 

         槐米性苦寒，常用於清泄血分之熱，為涼血、止血之常用藥。市場品
所使用的槐花有四種，包括：生槐米、炒黃槐米、炒焦槐米及炒炭槐米。

槐米生品用於肝熱目赤，瘡毒腫痛，清熱涼血。炒槐米之苦寒性緩和，其

清熱涼血作用弱於生品，但止血作用則強於生品，適用於脾胃虛弱的出血

患者。槐米炭之清熱涼血作用極弱，但止血作用力強於生品，常用於便血、

痔血、崩漏下血等多種出血證。生槐米在市場品中較少，主要原因為槐米

之主要有效成分屬配醣體類成分，此類成分在貯存過程中易被槐米中存在

之水解酶水解，而形成水溶性較差的非醣苷基，使得槐米的吸收減少而效

果降低。因此，市場品常用炒製之槐米，但市場之炒製品炒黃、炒焦及炒

炭之程度常因各家炒法及溫度高低，而造成產品無法統一，品質則無法均

一，槐米炒製品之療效則無法確立。 
本研究以定溫方法炒製槐米，所得三種炒製品進行分析槐米中主成分

芸香苷，了解以何溫度為最適槐米之炒製條件。由實驗結果得之炒黃槐米

之後所得芸香苷成分最高，炒黃及炒焦之槐米其芸香苷成分經炒製之後皆

有提高現象，分別提高 11.2%及 9.33%，槐米經 220℃炒製後芸香甘成分下
降 47.7%。此結果可驗證槐米之炒製品效果比生品佳。槐米經炒黃及炒焦後
芸香甘成分反比生品高，為一有趣結果，有待進一步探討原因。 
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前言 
黑色素是動物界中天然色素之一，它的合成途徑相當冗長、分岔，再加上

它是一種聚合物，化學結構很複雜，以及它的不溶性，所以阻礙了對其結構的測

定。黑色素的形成是在酪胺酸 (tyrosine)的存在下，先經酪胺酸酶的催化，再經

由一序列酵素的催化下而形成。所形成的黑色素主要有兩種，一種是棕黑色的，

稱為 eumelanin，另外一種是黃棕色的，稱為 phaeomelanin (1)。 
酪胺酸酶是一種含銅的酵素，是黑色素形成的主要速率決定因素 (2)，除了

酪胺酸酶外，還有許多酵素的參與，包括像兩個與酪胺酸相關蛋白質(tyrosine 
related-protein; TRP) ， 即 TRP-1 (DHICA oxidase) 及 TRP-2 (dopachrome 
tautomerase) (3)。 

當表皮的黑色素細胞活性增加，黑色素生合成的作用增加以及黑色小體數

目增加的情況下，會導致黑色素過度化(hyperpigmentation)的現象。此外，像是
黑色小體分泌、轉移至角質細胞的能力增加，或是角質細胞分解黑色素的能力下

降，也都會導致色素過度化的現象，此時皮膚的膚色會較黑。若黑色素過度化而

引起色素沉著，就會形成了所謂的斑點 (4)。 
另外，細胞由基底層新生，推至表皮約 14 天，而停留於表皮上保護皮膚約 14

天後，變成皮屑剝落。細胞由新生至剝落約 28 日，此皮膚生理稱為皮膚的新陳代謝。

若基底細胞的增生速率減慢，導致皮膚的新陳代謝率減慢，含有黑色素小體的角

質細胞還沒有脫落，也會讓皮膚看起來比較黑。 
俗話說“一白遮三醜”，尤其在現今社會的審美觀，流行著擁有一身白皙的

皮膚，而要讓皮膚看起來比較白皙的產品，即所謂的美白化妝品，在整個化妝品

的市場佔有非常重要的比例。有幾個方針可以讓膚色看起來白皙：  增加皮膚
的新陳代謝率，即促進基底層細胞的增生；  減少黑色素細胞的數目，但若處

理不當，可能導致白斑症；  減少黑色素小體的數目或成熟度；  抑制黑色素
的生合成，可透過抑制酪氨酸酶的活性或減少其表現量來達成。 

目前市面上具有促進皮膚新陳代謝的產品中，其有效成分有維他命 A 
(retinol)、果酸、水楊酸(salicylic acid)等。維他命 A是一種脂溶性的維生素，主
要是因其具有促進表皮細胞分裂正常化，以及促進表皮細胞的新陳代謝，因此讓

皮膚看起來顯得比較白皙光滑 (5)。至於果酸及水楊酸也都具有促進角質細胞新

陳代謝的作用。 

至於目前衛生署所核准上市的美白成分主要有七類，分別是 magnesium 
ascorbyl phosphate、kojic acid、ascorbyl glucoside、arbutin、chamomile ET、sodium 
ascorbyl phosphate及 ellagic acid等。其中維他命 C的衍生物就有 3種，主要是因
維他命 C易氧化且為水溶性，不易為表皮吸收所致。維他命 C具有許多功效，像

是治療壞血病 (6)；促進膠原蛋白的合成以幫助傷口的癒合 (7)；以及具有抗氧
化的作用，可以將已形成的黑色素轉變成顏色較淡的黑色素，因此在皮膚的美白

方面也具有效果 (8)。 
熊果素(arbutin)是從 bearberry 這種小灌木的紅色果實中萃取出的天然成

份。它具有皮膚美白的效果，主要是因為抑制酪胺酸酶的活性，而減低了黑色素

的生合成  (9)。而麴酸(kojic acid)是由麴黴菌屬（Aspergillus）和青黴菌屬
（Penicillium）中提煉而得。其作用機制是藉由與銅離子螯合，而抑制酪胺酸酶

的生合成及降低酪胺酸酶的活性，因此減少黑色素的生合成 (10)。 
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Endothelin 1 (ET1)是由內皮細胞所釋放，可作用在黑色素細胞上，使酪胺酸

酶磷酸化，因此與 TRP-1 與偶合能力增強，進而促進黑色素生合成作用 (11)。
chamomile ET為 ET1的拮抗劑，因此具有抑制黑色素生合成的作用。 

綜觀上述具美白效果的成分，可以發現大多數的成分都在抑制黑色素的生

合成路徑上，因此要開發一些具美白作用的成分，可以往這個方向著手。而酪胺

酸酶是整個黑色素生合成路徑的速率決定步驟，且檢測酪胺酸酶活性的分析法是

一種簡單、快速的方法 (12)，因此可以用來篩選一些具有抑制酪胺酸酶活性的

成分。 
中草藥是天然且在中國具有悠久的使用歷史，雖然有它原有的使用方法及

治療適應症，但由於中草藥是複方使用，即多種成分相輔相成作用的結果，對於

其單種成分的作用不是很清楚，因此具有極廣的開發及研究空間。 
利用酪氨酸酶活性分析法可以篩選中草藥中是否具有抑制黑色素生合成作

用的成分，雖然不具抑制作用的中草藥不見得在進入細胞後沒有作用，但此方法

仍是最簡單、快速、方便的方法。 
因此我們篩選了一些民間傳說具有烏髮效果的中草藥，包括何首烏、仙鶴

草及旱蓮草等，另外還有槐米炒製品及名間傳說具有美白效果的水果如木瓜及奇

異果等。 
實驗方法 

ㄧ、酪胺酸酶的活性測試 
酪胺酸酶的活性分析是採用 in vitro 的方式，在 96 孔洞培養皿中，於每個

孔洞中加入 70µl的 HBSS緩衝液、10µl各種不同濃度的試劑、中草藥或旱蓮草

萃取液，及 10µl 之 2U 酪胺酸酶，放入 37°C 培養箱中反應 30 分鐘，然後再加
入 10µl的 10 mM L-dopa，繼續反應 5分鐘後，採用 492nm的波長來測其吸光值

的變化量 (12)。 
二、細胞生長及毒性測試 

此法是參考 Jiao等學者於 1992 年所發表之方法 (13)，加以修飾而成。MTT
為一黃色染劑，加入細胞培養液中，會經擴散進入細胞中，在存活細胞中，經粒

線體之 succinate dehydrogenase 去氫還原後形成藍紫色的 formazan 結晶，用
DMSO將 formazan結晶溶出，可得到藍紫色溶液，於 550nm測吸光值，由吸光
值高低便可知存活細胞的多寡，因此常用於檢測藥物對細胞生長及存活率之影

響。 
將小鼠的黑色素瘤細胞 (B16-F0 cells) 培養在含 10%胎牛血清(FBS)、2mM 

L-glutamine、100µg/ml penicillin/streptomycin、1% non-essential amino acid及 3.7g/l 
NaHCO3，pH 7.2~7.4 的 DMEM 培養液中，每三天做一次繼代培養，整個過程
在無菌操作臺中進行。 

將 100µl細胞植入 96 孔洞之培養盤(6＊103cells/well)，24小時後加入含各
種不同濃度試劑、中草藥或旱蓮草萃取液之培養液 100µl，經 72小時培養後，以
HBSS沖洗一次，再加入含MTT之新鮮培養液(0.5mg/ml) 100µl，置於培養箱中
2.5小時後取出，並除去培養液，用 DMSO將藍紫色結晶溶出，再以 ELISA reader
判讀波長 550nm 時之吸光值，可由此比較細胞處理不同濃度試劑或旱蓮草萃取

液後生長曲線之變化。 
三、黑色素含量分析 (melanin content assay) 

利用錐蟲藍染劑計算出細胞數目後，將各稀釋的細胞懸浮液，取固定的細

胞數目(1*106細胞)來做黑色素含量的分析。 
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取完所需的細胞數目後，以同樣的轉速及時間再離心一次，倒掉上清液，將

細胞 pellet拍散，加入 1毫升之 HBSS沖洗，然後將細胞懸浮液轉移至小離心管內，

再離心 6,000g、10分鐘，倒掉上清液，將細胞 pellet拍散後，加入 0.5毫升 1N之
NaOH，加熱溶解 30分鐘 ; 待 30分鐘後，從小離心管中取出 200µl的細胞懸浮液
置於 96 孔洞培養皿中，以 415nm的波長來測黑色素吸光值的變化量 (14)。 

 

實驗結果及討論 
從實驗結果中發現以旱蓮草抑制酪胺酸酶活性的作用最強，旱蓮草屬於菊

科植物鱧腸 Eclipta prostrata L.之全草，為常用中藥之一，主用於各種出血性疾
病 (如吐血、咯血、衄血或外傷出血)、牙齒鬆動、鬚髮早白、眩暈耳鳴、腰膝

酸軟、慢性肝炎、腸炎、痢疾、神經衰弱等之治療 (15)。 
早期的研究發現：旱蓮草的萃取液對四氯化碳在小白鼠或大白鼠誘發的肝

毒性均具有保護的作用，其中以含有 coumestans 類成分如 wedelolactone 及
dimethylwedelolactone 的萃取層最具活性(16)。此外，也有研究顯示：旱蓮草的

乙醇萃取液對 cyclophosphamide或 hydrocortisone誘發小老鼠免疫力下降的實驗

模式中具有促進免疫力的作用(17)；旱蓮草也被證實具有中和蛇毒的作用，可能

是因為 wedelolactone具有抑制 trypsin及 phospholipase A2的活性所致 (18)。 
在我們初步的實驗結果中發現旱蓮草的萃取液具有抑制酪氨酸酶活性的作

用，此作用是否具有淺力可以發展成美白產品，還需要非常漫長的研究。但是，

旱蓮草取得容易又不昂貴，實在有其開發的價值。因此，值得更進ㄧ步來測試旱

蓮草在黑色素細胞瘤細胞是否也具有抑制黑色素生合成的作用，同時分離其可能

有效的成分及其可能之作用機轉。 
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