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地膚子萃取物之抗發炎活性評估 中文中文中文中文摘要摘要摘要摘要    本研究主要是在探討地膚子萃取物的抗發炎活性，及其應用於功能性化粧品之可能性評估。 地膚子地膚子地膚子地膚子 (Fructus kochiae Scopariae.)為藜科植物地膚的成熟果實，一年生草本，味苦，性寒。 成份：含三萜類及其苷有齊墩果酸（oleanolic acid）等，一些飽和脂肪酸混合物和甾體成份有 20-羥基蛻皮素（20-hydroxyecdysone）、20-羥基-24-甲基蛻皮素（20-hydroxy-24-methylecdysone）等。藥理作用：具有抗病原微生物作用及抗發炎作用。 我們利用 lipopolysaccharide (LPS)刺激巨噬細胞產生大量的一氧化氮的發炎試驗，來評估地膚子萃取物的抗發炎活性。結果顯示，地膚子粗萃液具有明顯的抑制效果，其抑制 50％之 LPS 誘發的
NO 生成量產生時的濃度（IC50）為 29.3±2.1µg/mL。     本研究以免疫細胞為主，建立抗發炎活性之評估系統。以作為發展美容生技之基礎研究，以利有效開發中草藥美容生技化粧品有效成分。 
1、本研究有效的運用抗發炎活性之檢測系統，評估地膚子之抗發炎活性。 

2、本研究將為本系建立抗發炎活性成分之篩選系統，並逐步提升本系對美容生技產業研究之實力。對參與本計畫的研究人員，研究期間可獲得細胞培養及細胞活性檢測平台相關知識，並熟悉相關研究的實驗技術。因此，對美容生技產業研發人才之培育助益良多。     關鍵詞關鍵詞關鍵詞關鍵詞：：：：地膚子地膚子地膚子地膚子、、、、抗抗抗抗發炎發炎發炎發炎、、、、LPS、、、、巨噬細胞巨噬細胞巨噬細胞巨噬細胞    
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 一一一一、、、、前言前言前言前言 

    地膚子 Fructus kochiae Scopariae.為藜科植物地膚的成熟果實，一年生草本，味苦，性寒。成份：含三萜類及其苷有齊墩果酸（oleanolic acid）等，一些飽和脂肪酸混合物和甾體成份有 20-羥基蛻皮素（20-hydroxyecdysone）、20-羥基-24-甲基蛻皮素（20-hydroxy-24-methylecdysone）等。藥理作用：具有抗病原微生物及抗發炎作用。對 2,4,6-三硝基甲苯所引起的接觸性皮膚炎有抑制作用。 Nitric oxide (NO)和超氧自由基一樣也是自由基，活性雖不是很強，但具有三種重要的生理活性。分述如下：(1)在心血管系統中 NO 由內皮細胞產生，可活化平滑肌細胞的 guanylate cyclase，使細胞內 cGMP 升高而使血管放鬆 (Ma et al., 1993)。(2)在免疫系統中，巨噬細胞產生的 NO，可以毒殺癌細胞或細胞內的病原體 (Wei et al., 1995)。(3)在神經系統中，NO 可扮演細胞與細胞之間的傳遞分子(Lander, 1997)。 NO 是由 NOS (NO synthase)所合成，目前所知的 NOS可分為三種 (Forstermann et al., 1995)：(1) endothelial NOS (eNOS or NOS III)分佈於內皮細胞、表皮細胞 (epithelial cells)，心肌細胞等。(2) neuronal NOS (nNOS or NOSI)分佈於神經細胞、骨骼肌等。(3) inducible NOS (iNOS or NOS II) 分佈於巨噬細胞、肝臟細胞、平滑肌及骨骼肌等。 此三種 NOS 活化時皆需要一些輔助因子參與，包括 calmodulin (CaM)，flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN)及 tetrahydrobiopterin (BH4)(Knowles et al., 1994)。nNOS, iNOS為 cytosolic protein，eNOS 則為 membrane-bound protein。此外 nNOS，eNOS 皆是持續性地表現，會受到細胞內鈣離子([Ca2+]i)的調控，其 NO 產量皆很少。而 iNOS 則不受[Ca2+]i 調控，且細胞未活化時是不表現的，唯有當細胞受到 (lipopolysaccharide) LPS 或pro-inflammatory cytokines 等的刺激才會表現(Morris et al., 1994)。一旦表現出來，便會大量的產生 NO，而且持續很長一段時間。因此，可作為抗發炎活性成分之篩選平台。 本研究主要目的是探討地膚子萃取物在此抗發炎活性篩選平台之表現，以作為其應用於功能性化粧品之可行性評估。 
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 二二二二、、、、研究方法研究方法研究方法研究方法 地膚子粗萃液     本研究所使用的地膚子，先磨成粉後浸泡於 75％酒精中五倍體積，即 10g 的地膚子取 50mL 的75％酒精，浸泡兩週後，離心取上清液備用。  亞硝酸試驗 (nitrite assay) 測量培養液中亞硝酸的濃度，做為 NO 產生的指標。方法是根據 Griess reaction(Green et al., 1982)而來。簡言之，將 5×104 cells/0.2ml 種在 96-well plates上，在 phenol-red free DMEM 培養液中培養 24 小時。細胞先以 BCA 處理 20分鐘後，再給予 LPS (1 µg/ml)刺激 24 小時後，測量培養液中 nitrite 的含量。nitrite 的測法是取 60 µl 的 Griess reagents (其組成分為 20 µl 6.5 M HCl 、 20 µl 37.5 mM sulfanilamide 及 20 µl 12.5 mM N-(1-naphthyl)-ethylene-diamine dihydrochloride)，加入 200 µl 的培養液中靜置 10分鐘後，用 EL312e microplate reader (Bio-Tek)測 550 吸光值。nitrite 的含量可利用 NaNO2標準曲線換算而來。  西方點墨法分析(Western blot analysis) 將細胞培養在 6-well 的培養皿上，等細胞長滿後(約 2×106 cells/well)，在藥物存在或不存在下，給予 LPS (1 µg/ml)刺激 24 小時。然後細胞以冰冷-PBS 清洗兩次，再以 lysis buffer (20 mM Tris/HCl (pH7.4), 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 5 µg/ml leupeptin和 20 µg/ml aprotinin)(Chen et al., 1999)將其刮下；然後在 4℃下超音波震盪 20 sec。將含 50 
µg protein 的萃取液以電泳分離(7.5% PAGE for iNOS, 10% PAGE for I  B  and IκBα-P)，然後再轉印(transfer)至PVDF membrane (Millipore)，將membrane浸泡在blocking solution (5% nonfat dried milk 和 0.1% Tween 20)室溫下 1 小時。然後，將 membrane 浸泡在含 anti-iNOS，anti-I  B或anti-IκBα-P抗體的浸泡液中，在 4℃下隔夜。再將 membrane浸泡在鑲有alkaline-phosphatase的二級抗體 (即抗 IgG的抗體) 緩衝溶液中2小時，最後membrane再以PBST (0.1% Tween-20 in PBS)清 洗 三 次 及 PBS 清 洗 兩 次 ， 再 進 行 呈 色 反 應 。 加 入 呈 色 劑 BCIP/NBT (bromo-chloro-indolyl-phosphate /nitro blue tetrazolium)至呈色到適合濃度，將呈色劑洗掉即可。 
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三三三三、、、、研究結果研究結果研究結果研究結果 地膚子粗萃液     10g 的地膚子取 50mL 的 75％酒精，浸泡兩週後，離心取上清液即得地膚子粗萃液。另外，將粗萃液置於乾燥皿中乾燥，計算出粗萃液的濃度為 37.6 mg/ml。  對對對對 LPS 引發引發引發引發 NO 生成作用之抑制生成作用之抑制生成作用之抑制生成作用之抑制 為了探討地膚子是否影響 LPS 刺激 RAW264.7 巨噬細胞產生 NO 的反應。因此，將 RAW264.7細胞給予 LPS 刺激 24 小時，培養液中 nitrite 的含量明顯地增多(如圖一所示)，所以藉由測量培養液中 nitrite 的含量可作為 NO 生成量的指標。由圖一結果顯示，地膚子粗萃液具有明顯的抑制效果，其抑制 50％之 LPS 誘發的 NO 生成量產生時的濃度（IC50）為 29.3±2.1µg/mL。 
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圖一 地膚子粗萃液對巨噬細胞產生NO之影響
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 結論： 
1.本研究以免疫細胞為主，建立抗發炎活性之評估系統。以作為發展美容生技之基礎研究，以利有效開發中草藥美容生技化粧品有效成分。 
2.本研究有效的運用抗發炎活性之檢測系統，評估地膚子之抗發炎活性。 

3.本研究將為本系建立抗發炎活性成分之篩選系統，並逐步提升本系對美容生技產業研究之實力。對參與本計畫的研究人員，研究期間可獲得細胞培養及細胞活性檢測平台相關知識，並熟悉相關研究的實驗技術。因此，對美容生技產業研發人才之培育助益良多。 
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