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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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