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壹、摘要
    本研究針對筋骨草中蛻皮甾酮、總酚、總黃酮等成分進行最佳萃取條件及利用動物細胞篩選平台進行各項生物活性之功效評估，以了解台灣產筋骨草品種及萃取條件對化學組成與生物活性之效應影響。本研究發現以25%乙醇微波萃取台灣產筋骨草蛻皮甾酮效果較佳，其中台灣筋骨草蛻皮甾酮0.0483%產率最高。總黃酮以75%乙醇微波萃取效果較好，其中以矮筋骨草17.98%產率為最高。總多酚以25%乙醇微波萃取效果較佳，其中以日本筋骨草1.60%產率為最高。DPPH自由基清除能力分析顯示，25%乙醇微波萃取台灣產筋骨草萃取液有較強清除自由基能力，其中以匍匐筋骨草90.07%清除自由基能力為最高。利用哺乳類動物細胞平台檢測台灣產筋骨草之生物活性功效，結果發現75%乙醇微波萃取液的抗氧化力為最高，並且在不同品系筋骨草之抗氧化力由高到低，分別為: 矮筋骨草、台灣筋骨草、日本筋骨草、匍匐筋骨草。台灣產筋骨草萃取液皆具有抗發炎的功效，並且在50% 乙醇萃取條件下之萃取液抗發炎效果為最佳。台灣產筋骨草萃取液具有抑制肝癌細胞HepG2及Hep3B 2.1-7增殖能力，其中以50%及25%乙醇萃取條件下其毒殺率高達60%。未來會持續以動物試驗來驗證筋骨草生物功效，並且以將其開發為保健食品為目標。
貳、計畫緣起及目標
2-1、計畫緣起
在台灣，筋骨草屬植物( Ajuga ) 於民俗用藥上，被用來止咳、消腫止血、清熱解毒，另外己知其對肝炎、心血管方面疾病有不錯的治癒效果。
    中國大陸在筋骨草保肝功效的初步實驗中，發現筋骨草中的粗黃酮萃取物，可治療CCl4誘導之大白鼠肝損傷。亦可應用於治療高血壓、降血脂、減緩氣喘症狀及抗痢疾等。
    現今台灣產筋骨草於民間有零星栽培，在南投曾有以筋骨草作為原料之化妝保養品，在治療糖尿病及肝病方面亦有應用。
2-2、計畫目標
不同萃取溶劑條件對台灣產筋骨草活性成分之動物細胞生理活性試驗分析。
叁、筋骨草不同萃取溶劑成份分析
一、實驗材料與方法：
3-1、材料
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3-2、樣品前處理
    新鮮筋骨草以去離子水反覆洗淨後，以自然乾燥方式陰乾約5~7天，以不透氣塑膠袋封閉保存，此為未經粉碎之母樣品，備用。
    自母樣品中取適量乾燥筋骨草，以粉碎機碎後，過60 mesh樣品則以製備，粉碎後樣品則以市售之不透氣塑膠袋密閉，待水分平衡約3天後，分別測定含水量。
3-3、標準萃取分析方法
    此萃取分析法為參考張等(2002)及陳等(2002)在研究萃取分析蛻皮甾酮所使用之方式(以超音波為萃取方式)。在本研究中略加修改，用來分析比較四種不同台灣產筋骨草，矮筋骨草，日本筋骨草，台灣筋骨草及匍匐筋骨草之抗氧化能力，蛻皮甾酮、總黃酮和總多酚含量。微波萃取條件上，精秤60 mesh樣品約2 g，加入溶劑40ml，置於圓形錐瓶中密封，溶劑分別為不同乙醇濃度及水、溫度設定65℃、功率300 W下萃取時間為3分鐘，靜置冷卻(室溫)，直接以相對應溶劑定量至刻度100ml，樣品儲存於4℃下備用，待成份分析。 

3-4、蛻皮甾酮 (Ecdysterone;20-Hydroxyecdysone;

β-ecdysone) 分析步驟   

(1)、HPLC分析條件:

    Column：RP-18 column ( 250 mm × 4.6 mm，5μm )

    Mobile phase：methanol/water＝40：60 (v/v)

    Detector：UV 248 nm

    Flow rate：1.0 ml/min  

    Injection volume：20μl

    Column temperature：40℃
3-5、蛻皮甾酮標準曲線建立
    精秤9.8 mg 蛻皮甾酮(Ecdysterone)標準品，以分析級甲醇定容至100 ml，此為濃度0.098 mg/ml蛻皮甾酮標準品母液。自母液中分別精密吸取1、2、3、4、5、6、7、8、9、10至10 ml 定量瓶中，加分析級甲醇稀釋至刻度，即可得到不同濃度的蛻皮甾酮標準品(0.0098~0.098 mg/ml)。以前述HPLC分析條件進行分析，以面積（Y）對相應濃度（X）做蛻皮甾酮標準曲線。
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         Y＝18054249.3257X＋70394.3242，R2＝0.9992

             線性濃度範圍: 9.8~98 μg/ml
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蛻皮甾酮標準曲線及HPLC層析圖
The standard curve and HPLC chromatogram of ecdysterone

3-6、總黃酮 (Total flavonoids) 分析步驟
(1)、分光比色分析方法
 採AlCl3呈色法原理，分析流程則參考Lin and Tang (2007)之總黃酮分析步驟：取稀釋10倍後之萃取樣品0.5 ml加入1.5 ml 95%乙醇，再加入0.1 ml (10 % )AlCl3、0.1 ml (1M) CH3COOK 與 2.8 ml去離子水，室溫下靜置40分鐘，測其415 nm吸光值。利用檞皮素(Quercetin)製作之標準曲線計算樣品中之總黃酮含量，並以檞皮素當量(Quercetin equivalents，QE %,w/w)表示樣品之總黃酮含量。
3-7、總黃酮標準曲線建立
 不同濃度之檞皮素標準品以上述方式作標準曲線。不同濃度檞皮素標準品配置方式如下：精秤10.0 mg 檞皮素，以分析級甲醇定量至10 ml，即得檞皮素母液( 1.0 mg/ml )，再自母液分別精密吸取0.1、0.3、0.5、0.7、0.9 ml至10ml定量瓶中，加甲醇稀釋至刻度，即得不同濃度檞皮素( 0.01~0.09 mg/ml )。以吸光值（Y）對相應濃度（X）做標準曲線。
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          Y＝0.614X - 0.0164  R2＝0.9991

          線性濃度範圍: 10~90 QE-μg/ml
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                   總黃酮標準曲線
 The standard curve of total flavonoids.

3-8、總多酚(Total polyphenols)分析步驟
    此分析方法則參考吳等(2007)之總多酚分析步驟：將樣品離心 (3500 ×g，20min)後取0.1mL 上清液，加蒸餾水至4mL，再加入1mL 之Folin-Ciocalteu phenol(1N) reagent 搖勻，最後加入2.5mL 20% (w/v)碳酸鈉溶液，充分混合後靜置20分鐘，以分光光度計測定樣品在765nm下之吸光值。 

3-9、總多酚標準曲線建立
    精秤50 mg 沒食子酸(Gallic acid)標準品，以蒸餾水定容至100 ml，此為濃度0.5 mg/ml沒食子酸標準品母液。自母液中分別精密吸取1、2、3、4、5、6、7、8、9、10至10 ml 定量瓶中，加蒸餾水稀釋至刻度，即可得到不同濃度的沒食子酸標準品(0.05~0.5 mg/ml)。以吸光值（Y）對相應濃度（X）做標準曲線。
          Y＝6.375X＋0.0011  R2＝0.9991

          線性濃度範圍: 50~500 μg/ml
                               Gallic acid
                                                         MW：170.12
                                                             Formula：C7H6O5
總多酚標準曲線
 The standard curve of total polyphenols.

3-10、DPPH 自由基清除能力測定(Shimada et al.,1992)

原理： DPPH自由基為一相當安定的自由基，其甲醇溶液在517nm 有強吸光值，當自由基被抗氧化物還原或與另一個自由基結合時吸光值會降低或消失，吸光值愈低，表示抗氧化物的供氫能力愈強。
          DPPH• + AH →DPPH：H + A．
取5 mL 不同濃度之乙醇溶液，加入新鮮配製0.2 mM α,α–diphenyl–β–picrylhydraz（DPPH）之甲醇溶液1 mL，均勻混合靜置30 分鐘後，於517 nm 測其吸光值。吸光值愈低表示清除能力愈強。以【1-（樣品吸光值/未加樣品之控制組吸光值）】×100，得自由基清除百分率。
二、結果
(一) 微波輔助萃取分析蛻皮甾酮產量之比較
表一  微波輔助萃取4種台灣產筋骨草-水及不同乙醇濃度    

      之蛻皮甾酮產量
	微波輔助萃取
	蛻皮甾酮產量 (mg/g)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	-ND-
	0.2618
	0.2658
	0.2850
	0.2758

	日本筋骨草
	0.2724
	0.3764
	0.4001
	0.4205
	0.4165

	台灣筋骨草
	0.3435
	0.4475
	0.4598
	0.4828
	0.4555

	匍匐筋骨草
	0.3082
	0.4084
	0.4488
	0.4532
	0.4143


ND= not detectable

表二  微波輔助萃取4種台灣產筋骨草-水及不同乙醇濃度    

      之蛻皮甾酮產率
	微波輔助萃取
	蛻皮甾酮產率 (%)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	-ND-
	0.0262
	0.0266
	0.0285
	0.0276

	日本筋骨草
	0.0272
	0.0376
	0.0400
	0.0421
	0.0417

	台灣筋骨草
	0.0343
	0.0447
	0.0460
	0.0483
	0.0456

	匍匐筋骨草
	0.0308
	0.0408
	0.0449
	0.0453
	0.0414


ND= not detectable


圖一 微波輔助萃取-水及不同乙醇濃度之蛻皮甾酮產率
(二) 微波輔助萃取分析總黃酮產量之比較
表三  微波輔助萃取4種台灣產筋骨草-水及不同乙醇濃度    

      之總黃酮產量
	微波輔助萃取
	總黃酮產量 (QE-mg/g)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	164.41
	179.75
	84.97
	72.01
	57.35

	日本筋骨草
	121.62
	131.91
	80.10
	73.13
	67.82

	台灣筋骨草
	103.85
	139.44
	131.14
	118.03
	78.03

	匍匐筋骨草
	71.85
	79.17
	67.20
	54.90
	57.90


表四  微波輔助萃取4種台灣產筋骨草-水及不同乙醇濃度    

      之總黃酮產率
	微波輔助萃取
	總黃酮產率 (%)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	16.44
	17.98
	8.50
	7.20
	5.73

	日本筋骨草
	12.16
	13.19
	8.01
	7.31
	6.78

	台灣筋骨草
	10.39
	13.94
	13.11
	11.80
	7.80

	匍匐筋骨草
	7.19
	7.92
	6.72
	5.79
	5.49
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圖二 微波輔助萃取-水及不同乙醇濃度之總黃酮產率
(三) 微波輔助萃取分析總多酚產量之比較
表五  微波輔助萃取4種台灣產筋骨草-水及不同乙醇濃度    

      之總多酚產量
	微波輔助萃取
	總多酚產量 (mg/g)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	3.91
	12.27
	14.18
	14.45
	13.72

	日本筋骨草
	4.86
	14.21
	15.60
	15.97
	7.40

	台灣筋骨草
	7.14
	10.76
	12.20
	12.41
	11.87

	匍匐筋骨草
	8.69
	13.71
	14.48
	15.50
	8.17


表六  微波輔助萃取4種台灣產筋骨草-水及不同乙醇濃度    

      之總多酚產率
	微波輔助萃取
	總多酚產率 (%)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	0.39
	1.23
	1.42
	1.44
	1.37

	日本筋骨草
	0.49
	1.42
	1.56
	1.60
	0.74

	台灣筋骨草
	0.71
	1.08
	1.22
	1.24
	1.19

	匍匐筋骨草
	0.87
	1.37
	1.45
	1.55
	0.82
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圖三 微波輔助萃取-水及不同乙醇濃度之總多酚產率
(四) 微波萃取台灣產筋骨草自由基清除能力
表七 台灣產筋骨草清除自由基能力
	微波輔助萃取清除自由基能力
	自由基清除百分率(%)

	
	95%乙醇
	75%乙醇
	50%乙醇
	25%乙醇
	水

	矮筋骨草
	71.2
	71.5
	74.5
	78.2
	74.1

	日本筋骨草
	77.4
	78.1
	86.8
	89.8
	40.3

	台灣筋骨草
	67.9
	80.9
	82.8
	85.4
	70.2

	匍匐筋骨草
	79.7
	79.9
	89.4
	90.1
	84.7


三、討論
(一) 微波輔助萃取分析蛻皮甾酮產量之比較
微波輔助萃取蛻皮甾酮，實驗結果顯示出，四種筋骨草中微波輔助萃取比較，以25%乙醇萃取效果較好(表一)，由於蛻皮甾酮偏向水溶性化合物，另外也顯示蛻皮甾酮可能與25%乙醇的極性相近，互溶效果較佳。
在蛻皮甾酮產率上，以台灣筋骨草25%乙醇萃取之蛻皮甾0.0483%產率最高(表二)。
(二) 微波輔助萃取分析總黃酮產量之比較
    總黃酮萃取上，本實驗中嘗試以不同乙醇濃度及水來探討，顯示出黃酮類物質也深受乙醇濃度影響，就趨勢上來看(圖二)，隨著乙醇濃度增加總黃酮產量越高，以75%乙醇萃取效果較好，但水萃黃酮產率不佳(表三)，此原因在於，75%乙醇濃度，較接近黃酮苷元的極性性質。
    在總黃酮產率上，實驗結果顯示出，四種筋骨草中微波萃取以矮筋骨草75%乙醇萃取之總黃酮17.98%產率最高(表四)。 

(三) 微波輔助萃取分析總多酚產量之比較
    在總多酚萃取上，實驗結果顯示出，四種筋骨草中微波輔助萃取比較，以25%乙醇萃取效果較好(表五)，這方面顯示總多酚可能與25%乙醇的極性相近，互溶效果較佳。
    在總多酚產率上，實驗結果顯示出，四種筋骨草中微波萃取以日本筋骨草25%乙醇萃取之總多酚1.60%產率最高(表六)，其次為匍匐筋骨草1.55%，矮筋骨草1.44%，相較之下台灣筋骨草1.24%較不及其他三種。
(四) 微波萃取台灣產筋骨草自由基清除能力
    抗氧化物還原時吸光值會降低，吸光值愈低，表示抗氧化物的供氫能力愈強。以25%乙醇微波萃取有較強清除自由基能力。
    在不同種台灣產筋骨草抗氧化能力的比較分析下，匍匐筋骨草的自由基清除能力效果最佳，自由基清除率達90.1% (表七)，其次為日本筋骨草89.8%，台灣筋骨草85.4% 相較之下矮筋骨草78.2%的抗氧化能力都較不及其它3種筋骨草之抗氧化效果。
肆、動物細胞抗氧化能力分析
一、實驗設計及方法
(一) 抗氧化及細胞活性試驗
第一階段實驗設計以不同條件萃取台灣筋骨草之萃取液來處理中國倉鼠細胞株(CHO-K1)，探討其萃取液是否有抗氧化之能力以及是否會對細胞造成毒殺性。
一、細胞培養
將中國倉鼠細胞(CHO-K1 cell)以Ham’s F12 medium 培養液培養於5% CO2 的37℃的細胞培養箱中。細胞長滿後，將培養液抽乾，先以PBS 溶液清洗細胞，加入2 ml 0.05% trypsin-EDTA，置於37℃，2分鐘後，加入新鮮的培養液將細胞收集，離心1000 rpm，5 分鐘後吸掉培養液，再加入新鮮培養液，將細胞均勻沖散，依實驗目的的不同，將細胞均勻分配到各種大小的培養皿中。
二、藥物處理細胞的方法
每次實驗，細胞都經重新換代養殖，經過24 小時培養後，先吸除原來的舊培養液，藥物以培養液充分混合，加入細胞培養皿，依各種實驗情況在培養箱中放不同時間。若因藥物作用而懸浮於培養液之細胞仍和固定於培養皿的細胞一起收集分析。
三、XTT 反應分析
    細胞培養於96-well 的培養皿上，培養液含各種不同濃度之筋骨草萃取成分，經各種時間的培養後，將含藥物的培養液吸除，以一倍濃度的PBS 緩衝液洗滌細胞，加入XTT 試劑，每個50μl，於37℃培養5 小時，若細胞粒線體的呼吸作用仍在進行，則粒線體內的dehydrogenase 酵素會將XTT 轉化成橙黃色的formazan化合物，細胞越健康，粒線體呼吸作用越旺盛，其dehydrogenase活性越高，則所形成的橙黃色越明顯，再於490 nm的ELISA reader 測定吸光值，互相作比較以決定各種濃度的藥物處理後細胞的活性。
四、Flow cytometry 偵測細胞氧自由基、超氧自由基之生成
本實驗欲偵測藥物處理對細胞氧自由基、超氧自由基之生成速率的影響，故於處理時間到達前30 分鐘加入最終濃度為10mM之DCFH-DA 反應，以模擬細胞自由基生成的動態。細胞以4℃的PBS 洗二次後，加入2 ml 0.1%trypsin-EDTA 置於37℃ 5 分鐘後，輕拍培養皿底部，加入5 ml 新鮮的培養液以中和掉trypsin 的作用，以pipet 小心吸放使細胞皆成為單一顆粒，以PBS 清洗並離心1000 rpm一次，再懸浮細胞於1ml PBS 中以FACScan flow cytometer分析氧自由基、超氧自由基之生成。
五、Flow cytometry 偵測細胞榖胱甘(Glutathione)之變化
細胞以4℃的PBS 洗二次後，加入3 ml 0.1% trypsin-EDTA 置於37℃，5分鐘後，輕拍培養皿底部，加入7 ml 新鮮的培養液以中和trypsin的作用，以pipet小心吸放使細胞皆成為單一顆粒，以PBS 清洗並離心1000 rpm二次，使細胞懸浮於1 ml 的PBS，取適量的細胞以hemacytometer計算細胞數目，以PBS 調整細胞濃度為106個/ml，取出1 ml 的細胞置於離心管，加入最終濃度為50mM之CMF-DA 反應10 分鐘後，以PBS 清洗並離心1000 rpm 一次，再懸浮細胞於1ml PBS中以FACScan flow cytometer分析榖胱甘(Glutathione)之變化。
(二) ㄧ氧化氮之分析測定
首先將Raw264.7細胞培養在6 well中(106 cell/well)，待細胞貼附後加入所需的樣品濃度混合後(0.5 ml/well)，並加入LPS (2μg/ml)將細胞培養於5% CO2，37℃培養箱中24小時，在吸取100μl上清液於96 well中，再依序加入50μl Sulfanilamide (1% Sulfanilamide + 5% H3PO4)及50μl Ethylenediamine [ 1% N-(1-Naphthyl) Ethylenediamine + 5% H3PO4]，震盪後避光10分鐘，以ELISA reader( 540nm)偵測其O.D值。
(三) 腫瘤壞死因子之測定
     TNF-α主要由巨噬細胞和自然殺手細胞所分泌，可活化上皮細胞，以分泌黏附分子吸引淋巴球至感染部位，並增加上皮細胞通透性，是引起局部發炎感染時的早期發炎反應的重要細胞激素。巨噬細胞株培養液加入筋骨草萃取物及LPS分別培養後，收集細胞培養上清液，利用細胞激素ELISA套組偵測TNF-α。利用LPS誘導巨噬細胞RAW264.7分泌TNF-α為陽性對照組；而已知具有抗發炎效用的NAC為抑制細胞激素分泌之對照組。
(四) 抑制腫瘤試驗
    第三階段是將腫瘤細胞HepG2以及Hep3B 2.1-7 分別培養於不同營養需求的培養液中，待細胞完全貼附後，加入不同濃度劑量的筋骨草萃取液，經24小時培養後，將含藥物的培養液吸除，以一倍濃度的PBS 緩衝液洗滌細胞，加入XTT 試劑，每個50μl，於37℃培養5 小時，利用ELISA reader 測定吸光值，互相作比較以決定各種濃度的藥物處理後細胞的活性。另外，在不同培養時間(24、48、72小時)觀察細胞的型態變化並且記錄。
(五) 抗B型肝炎檢測試驗
    Hep3B 2.1-7肝癌細胞株會分泌 B 型肝炎病毒的表面抗原。本實驗中利用URASE B-96(TMB)套組來檢測不同萃取條件下之筋骨草萃取液是否具有抑制 B 型肝炎病毒表面抗原分泌之能力。
二、實驗結果
一、台灣產筋骨草萃取液對CHO-K1細胞之毒殺能力測試
    首先以不同條件萃取之台灣筋骨草萃取液處理CHO-K1細胞，評估其對CHO-K1細胞株之影響及效用。利用XTT 反應分析得知：當台灣筋骨草萃取液處理CHO-K1細胞後，並不會有明顯抑制細胞生長甚至死亡現象 ，其細胞存活率大約在90%以上(圖ㄧ)。
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圖一、台灣產筋骨草萃取液對CHO-K1細胞之影響
二、台灣產筋骨草萃取液抗氧化能力分析
 (1) 活性氧自由基(reactive oxygen species, ROS)系統
   DCFH-DA 為可以穿透細胞之無色染劑，進入細胞後，藉自由基之作用，將結構上雙氫氧基(dihydro group)進行氧化，再由細胞內之脫酯(easterase)將雙醋酸根基(diacetate)去除後，產生具有螢光之染劑DCF。藉由此原理我們利用流式細胞儀來偵測台灣筋骨草之清除自由基能力。進行藥物處理細胞之前，必須先將不同濃度H2O2對細胞之影響當作此後誘導濃度的標準。結果發現細胞在高劑量的H2O2誘導時會造成較高的氧化傷害而有死亡現象,因此決定以0.125M H2O2做為標準誘導濃度。ROS系統中實驗組分為未經H2O2誘導直接加藥組以及經H2O2誘導再加藥組,結果發現無論是直接加藥或是先經誘導再加入不同萃取條件之不同品系筋骨草,皆以75%乙醇萃取液的抗氧化力為最高。而且在不同品系筋骨草之抗氧化力由高到低，分別為: 矮筋骨草、台灣筋骨草、日本筋骨草、匍匐筋骨草 (圖二) 。
[image: image8.emf]不同條件萃取不同品系筋骨草之抗氧化試
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圖二、台灣產筋骨草不同萃取條件下之清除ROS能力分析
(2) 細胞抗氧化物質glutathione系統
    以0.125M H2O2為最佳外源性自由基誘導條件。不同品系台灣產筋骨草萃取液處理細胞後，偵測細胞內Glutathione含量。結果發現以75%乙醇萃取矮筋骨草萃取液之Glutathione含量為最高 (圖三) 。
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圖三、台灣產筋骨草不同萃取條件下之Glutathione含量。
三、台灣產筋骨草萃取液抗發炎能力分析
(1) ㄧ氧化氮(NO)系統
    NO生成主要是經由一氧化氮合成酵素(NOS)將細胞內之L-arginine轉變成為L-citrulin及NO自由基的釋放。細胞內 NOS主要分為兩大類；一為結構性NOS(constitutive NOS; cNOS)，另一種為誘導型NOS (inducible NOS; iNOS)。 cNOS產生固定量之NO為維持體內正常運作之重要訊息傳遞因子
，NO會藉由促使GDP轉變為cGMP，進而誘發一連串之生理反應，包括血管擴張、子宮平滑肌鬆弛及抑制血小板凝集等作用。相反的，iNOS所誘導出之大量NO自由基則會造成細胞的傷害與血管過度的舒張最後造成嚴重的發炎反應以及併發症，如敗血性休克、中風、DNA受損及突變所造成細胞的癌化。NO與發炎反應有密切的相關性，為了檢測不同條件萃取之筋骨草萃取液是否具有抗發炎之效果，經由樣品處理及測試結果發現，台灣產筋骨草萃取液皆具有抗發炎的功效，並且在50% 乙醇萃取條件下之筋骨草萃取液之抗發炎效果為最佳 (圖四)。
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 圖四、台灣產筋骨草不同萃取條件下之抗發炎效果分析
(2) 腫瘤壞死因子(TNF-α)系統
    LPS誘導巨噬細胞RAW264.7分泌TNF-α為陽性對照組。分析不同萃取條件之筋骨草萃取液是否會抑制LPS所活化之TNF-α分泌量，結果發現在120 ug/ml 筋骨草萃取液抑制TNF-α分泌效果最佳 (圖五)。
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圖五、筋骨草萃取液對巨噬細胞TNF-α分泌之影響
四、台灣產筋骨草萃取液抑制肝臟腫瘤細胞之功能分析
    評估筋骨草萃取液對肝臟腫瘤HepG2及Hep3B 2.1-7細胞之毒殺能力，結果發現筋骨草具有抑制肝癌細胞增生，且毒殺率會依不同的品系筋骨草的作用而有所不同。50%及25%乙醇萃取之筋骨草萃取液作用於肝癌細胞株式具有毒殺效果，毒殺率高達60% (圖六及圖七)。另外，對偏正常的中國倉鼠細胞CHO-K1的影響並不大，其存活率達到90% (圖一)。  
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圖六、台灣產筋骨草抑制HepG2腫瘤細胞能力
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圖七、台灣產筋骨草抑制Hep3B 2.1-7腫瘤細胞能力
五、台灣產筋骨草萃取液抑制B型肝炎病毒表面抗原分泌之功能分析
   利用 SURASE B-96(TMB) 套組來偵測 B 型肝炎病毒之表面抗原在細胞外的分泌量，藉此分析萃取液抑制 B 型肝炎病毒的效果，結果發現萃取液在微量劑量10μg/ml作用下，對於Hep3B 2.1-7細胞不具毒殺效果且對於 B 型肝炎病毒表面抗原的分泌沒有抑制作用。
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圖八、台灣產筋骨草抑制B型肝炎病毒表面抗原分泌能力
三、討論
     一般而言，植物及中草藥成份中具有多酚類(polyphenols)化合物，而且黃酮類(flavonoids)是多酚類常見的具有生物活性成分之一，依據文獻指出在體內試驗及體外試驗的研究不勝枚舉，包含了一些免疫調節、抗發炎、抑癌等生物生理活性試驗。多酚類如(+)-catechin、rutin、gallic acid 等化合物具有抑制linoleic acid 過氧化作用及有效清除自由基DPPH及ROS的能力。依據2008年文獻指出，筋骨草有效成份確實含有黃酮類、多酚類、蛻皮甾酮等，經細胞平台檢測後發現，不同品系筋骨草確實具有抗氧化、抗發炎、抑制腫瘤等功效。然而在抗氧化方面，利用流氏細胞儀檢測後發現，以75%乙醇萃取之筋骨草萃取液的抗氧化功能較為顯著，這有可能是因為以75%乙醇萃取的總黃酮量較高的緣故。另一方面，在抗發炎及抑制腫瘤細胞檢測結果發現，以50%與25%乙醇萃取之筋骨草萃取液效果最明顯，推測這可能與多酚類及蛻皮甾酮的含量較有關係，而且多酚類及蛻皮甾酮屬於水溶性的化合物，有可能在低乙醇溶度及高水溶劑下萃取出的多酚類及蛻皮甾酮較多而導致其抗發炎及抑制癌細胞作用效果較佳。
伍、分析討論
    本實驗以不同濃度乙醇及水溶劑進行台灣產筋骨草微波萃取，分析筋骨草中蛻皮甾酮、總酚、總黃酮等成分之含量比較。結果顯示蛻皮甾酮可能與25%乙醇的極性相近，互溶效果較佳。黃酮類極性性質與75%乙醇濃度相近，因此75%乙醇萃取總黃酮效果較好，但水萃黃酮產量不佳。總多酚可能與25%乙醇的極性相近，互溶效果較佳。利用化學性自由基清除能力分析，結果顯示以25%乙醇微波萃取有較強清除自由基能力。本計劃共同主持人孫芳君老師利用動物細胞    分析平台進行台灣產筋骨草萃取液之抗氧化、抗發炎及抗腫瘤等生物活性功能分析。結果發現，75%乙醇微波萃取之矮筋骨草萃取液其細胞內抗氧化能力最佳，推測因75%乙醇微波萃取得到的總黃酮含量較高所致。台灣產筋骨草萃取液皆具有抗發炎的功效，並且在50%及25%乙醇萃取條件下之筋骨草萃取液之抗發炎效果為最佳，推測與萃取液內總多酚及蛻皮甾酮含量較高有關。50%及25%乙醇萃取之台灣產筋骨草對於肝臟腫瘤細胞具有特異性毒殺效果，推測毒殺肝腫瘤細胞之活性物質為總多酚及蛻皮甾酮。根據以上實驗數據，我們相信台灣產筋骨草極具有潛力開發成為健康食品。未來將持續利用動物試驗檢測台灣產筋骨草之生物活性，同時研究台灣產筋骨草繁殖方式和種植方法，以提高國內農民收益及促進農業生物科技之發展。
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