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中文摘要 

    根據實驗室之前研究樟芝酒精萃取抗癌活性指出，癌細胞株經樟

芝酒萃物處理後不傴顯示能促進癌細胞凋亡，另外再藉由先處理低劑

量之樟芝萃取物後，再搭配兩性黴素 B 使用，更具有協同作用性。兩

性黴素 B 是常見之抗真菌藥劑，藉由與真菌細胞膜上所嵌之麥角甾醇

結合產生孔洞而造成細胞膜通透性的改變，因而細胞產生裂解造成真

菌細胞死亡。因此，我們假設樟芝萃取物中含有某種脂醇物質對於兩

性黴素 B 具有高親和力，而且這些脂醇容易取代癌細胞膜上的膽固醇，

使得兩性黴素 B 易於結合。本假說亦推測癌細胞膜上的磷脂質與正常

細胞有所不同，導致樟芝中的特定脂醇更容易替換癌細胞而非正常細

胞上的膽固醇。透過不同極性的有機溶劑來萃取樟芝固態子實體，其

粗萃取後搭配兩性黴素 B，結果顯示經正己烷粗萃取所得成份對於抑

制大腸直腸癌細胞株 HT-29 具有最佳之協同抑制性。藉由製備型色層

分析所分離正己烷粗萃取所得兩區域，為在波長 254 nm 下呈現短波

藍色區域簡稱 SB 以及可見光下紅色區域簡稱 LR 兩部份與兩性黴素

B 共同作用最具協同效果，其產量約為 0.01%。藉由 MTT 細胞存活

詴驗顯示，LR 在單獨處理癌細胞株後相較於 SB 低，其相對存活率

分別為 80.87 %與 64.12 %，然而先以 5 μg/ml 的 LR 處理，再搭配濃

度 3 μg/ml 的兩性黴素 B 24 小時後，使相對存活率由 85.81 ± 3.39 %
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降低至 47.3 ± 3.88 %。當進一步針對 LR 萃取物以製備型色層分析法

分析，另可得到 LR-LG、LR-1、LR-R 等三種成分。其中 LR-LG 和

LR-R 此兩成份與兩性黴素 B 具有劑量依賴性，能以低劑量即可達到

最佳協同作用，故推測此兩成份具有目標成份。LR-LG/LR-R 和兩性

黴素 B 透過結合使用不傴可以降低及減少細胞毒性，又可以當作一種

抗癌療法，因此 LR-LG 和 LR-R 此兩成份之化學結構值得再更深入

的研究與探討。 
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英文摘要 

Our previous study on anti-tumor activity of Taiwanofungus cam-

phoratus alcohol extract (TCAE) suggested that the treatment of TCAE 

on HT-29 colon cancer cell line not only promoted apoptosis but also 

conferred a synergistic effect by pretreating a small dose of TCAE at 

first and then combined with amphotericin B (AmB) of HT-29. AmB is a 

common antifungal agent used to treat systemic fungal infection by di-

rect binding to ergosterol resulted in producing pore in fungal membrane 

which led to cell death. Therefore, we hypothesized that the extract of T. 

camphoratus contains a certain kind of sterol that has higher affinity to 

AmB and these sterols can easily replace the existing cholesterol in the 

cell membrane of cancer cells and then the replaced sterols became the 

target of AmB later on. The hypotheses also suggested the the phospho-

lipid composition of cancer cells might be different from normal cells 

that attracted easier than normal cells to the sterols from T. camphoratus. 

Organic solvents in different polarity were employed to extract solid 

state cultivated T. camphoratus and n-hexane was found to be the most 

effective solvent for the extraction of AmB synergistic component to in-

hibit the growth HT-29 cell line other than TCAE. The n-hexane extract 

was separated by preparative thin layer chromatography (PLC) and two 

fractions (SB and LR) were found to be active in synergistic to AmB. SB 

demonstrated blue band under 254 nm UV and LR was a red color frac-

tion under visible light spectrum with the yield around 0.01% for both 

fractions. MTT assay indicated that LR fraction had a low cytotoxicity 

to both HT-29 and normal cell HEK-293 when LR and SB is used alone 

with the relative survival rate at 80.87 % and 64.12 %, respectively. 

However, if 5μg/ml of LR was pretreated to HT-29 and combined with 3 

μg/ml of AmB for 24 hr later, the survival rate was dropped to 47.3±3.88 

%. Three components were obtained LR-LG, LR-1 and LR-R by further 

purification by PLC. LR-LG and LR-R were suggested to be the target 

components with a synergistic effect in dose dependent manner with 

AmB. The combined use of LR-LG / LR-R and AmB could be useful for 

the therapy of cancer for both the doses of LR-LG/LR-R and AmB can 

be minimized and less cytotoxicity was observed to normal cell in this 

administration system. The chemical structure of LR-LG and LR-R are 

under investigation.  
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第一章  研究內容 

1-1 前言 

根據行政院衛生署於民國九十九年的統計，惡性腫瘤仍為國人十

大死因之首，其中又以肺癌、胃癌、肝癌、結腸直腸癌和食道癌為男

性死亡之前五大癌症，而乳腺癌、肺癌、胃癌、結腸直腸癌和子宮頸

癌則為女性前五大癌症 1。由於文明快速發展，生活環境中含有許多

無形的有害物質，長時間曝露於此種環境中將對身體有所傷害，而經

過流行病學及統計學研究，顯示大約有八成的癌症是由外在因素所引

起，其中包括生活方式的改變、傳染病造成之感染因素、職業及其環

境造成之因素等，而當中又以化學致癌物為最具危險之因子，化學致

癌物一旦經人體吸收進入體內經過代謝活化，將可能導致細胞內基因

發生一連串的突變，使細胞失去控制而持續不斷分裂生長，最終導致

腫瘤細胞之形成 2。也因此各種針對癌症的治療方式不斷被研發，包

含化療、放射線治療、免疫療法、單株抗體療法等，然而其中亦突顯

出許多問題，如化療所產生一連串的副作用或者病患對藥物產生抗藥

性及藥物專一性等問題 3。一般癌症治療不如其他疾病具有單一處方，

因此若能研究出單一且專一性的「癌症治療法」也就相當重要，為解

決此問題，除研發癌症預防藥劑外，也開始往天然食物研究，篩選出

具有抗癌潛力之功能性食物或營養食物也變成一個重要的方向 4。在
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過去研究中亦有許多中草藥被推測具有抗癌效果，其中天然藥物-牛

樟芝在近幾年的文獻中被認為不傴只是有保肝之效，還因其萃取物中

富含三萜類及多種醇類，可對細胞造成毒性，被推測有抗癌之效 5。 

1979年 Julia Dieckam等學者利用轉殖技術使AKR小鼠罹患白血

病，經由兩性黴素 B(Amphotericin B，簡稱 AmB)處理後發現其具有

對抗白血病細胞株之抗癌能力，推測兩性黴素 B 具有毒殺癌細胞之

作用 6。1986 年 Shimokawa 等學者藉由改變 Candida albicans (白色念

珠菌) 細胞膜上的 sterol (甾醇) 組成，由 cholesterol (膽固醇) 置換為

帶有較多雙鍵結構的 lanosterol (羊毛甾醇) 造成細胞膜通透性之改變

7，如此可以利用 ergosterol(麥角甾醇)或是其他 sterol 以取代癌細胞膜

上的 cholesterol，提高其對於多烯類之抗真菌藥物的親和力，達到毒

殺作用 8,9。因此，1999 年 Feigin 等學者提出利用改變 sterol 的組成可

能可以做為新的癌症治療方法，實驗中利用高膽固醇飲食並使用膽固

醇合成抑制劑- AY-9944，使膽固醇合成過程中皆停留於膽固醇前驅物

- 7-Dehydrocholesterol。由於肝癌細胞代謝速度高於正常肝細胞，因

此可在癌細胞中大量累積 7-Dehydrocholesterol，可能造成癌細胞中膽

固醇相關功能受損並對於抗癌藥劑耐受性降低。此時再分別加入兩性

黴素 B，因 7-Dehydrocholesterol 此結構所含雙鍵多於 cholesterol，兩

性黴素 B 對於前者親和力較大即造成癌細胞膜上之阻隔性變差，因
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此推測此方法可做為癌症療法 10,11。 

    先前研究報告顯示癌細胞經樟芝酒精初萃物處理後搭配兩性黴

素 B，可以有效抑制癌細胞株生長，並且發現以低劑量樟芝萃取物搭

配兩性黴素 B 即有良好的效果 12，透過細胞流式儀分析亦顯示經此處

理後可促進細胞凋亡，使大腸癌細胞株停留於 G2/M 期，而細胞內蛋

白質轉錄轉譯方陎，利用西方墨點法再透過特定抗體針對其訊號傳遞，

顯示不但會減少抗細胞凋亡因子 Bcl-2、Bcl-XL，並同時活化凋亡因

子 procaspase-3、procaspase-9、Bax，也會導致胞內粒線體膜上的不

衡定。除體外細胞詴驗，針對小鼠餵食樟芝粉末及兩性黴素 B，觀察

其體內腫瘤變化，經過測量發現有顯著縮小趨勢。 

本論文主要目的為檢視樟芝萃取物與兩性黴素 B 的搭配是否對

於人類大腸直腸癌細胞株具有協同作用，同時盼能進一步得知樟芝萃

取物中何種化合物能與兩性黴素 B 結合而導致細胞穿孔死亡，最後

將所篩選出來的化合物經過高效能液相層析(HPLC)與質譜儀(MS)來

確認化合物結構，進一步分析確認化合物與細胞膜之間的關係，如此

可了解正常細胞與癌細胞之間是否因為細胞膜上磷脂質結構有所差

異或膜上所嵌入之醇類不同，導致受到藥物刺激後呈現出不同結果。 
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1-2 文獻回顧 

    細胞是構成動物及植物的基本單元，而這些基本單元皆由細胞膜

來區隔細胞內外，將不同的介質及組成分隔出來，構成一個適合細胞

胞器進行作用的特殊空間，細胞膜上嵌有一些特殊蛋白質及酵素，是

細胞與周圍環境及細胞與細胞間進行物質交換、信息傳遞的重要路徑。

原生質膜透過其上之孔隙與跨膜蛋白所賦予之某些功能，使細胞膜對

於物質運輸具有選擇性調控作用。此外，細胞內之胞器如內質網膜上

所鑲嵌的特殊蛋白質可產生能量，以提供生物體活動 13。 

 

1-2-1 細胞膜之組成 

    細胞膜的基本成分為脂質、蛋白質及醣類，其中佔最大比例為脂

質。生物體中脂質的比例以磷脂質(phospholipids)占最主要，第二為

固醇脂，其餘為醣脂。這些脂類分子皆具有雙親性(amphilic)，頭部

為親水區，尾部為親油厭水區，由不同長度的碳鏈構成 14，其中磷脂

質之頭部區域含有一磷酸根。當雙親性分子存在於水相環境時，其尾

部因厭水性會使所有的磷脂質尾部聚集在一起，形成上下兩層尾部對

尾部之單層細胞膜  (lipid bilayer) ，此現象稱之為疏水效應

(hydrophobic effect)，而此單層細胞膜中的脂質非固定不動，而是可

做動態的二維流動及上下層的翻動。 
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1-2-2 脂質 

    磷脂質又可由頭部分子群及尾部碳鏈的長度來區分種類。由頭部

區分則有 phosphatidyl-choline（PC）、phosphatidyl-glycerol（PG）、

phosphatidyl-ethanolamine（PE）等，且各分子在空間上佔不同大小，

亦具不同電性，PG 帶一個負電荷，PC、PE 為中性不帶電。其中 PC

在生物體中含量最多為最重要的成分。此外，尾部碳鏈又可依碳鏈長

度及碳鏈是否彎折來做區分 15，磷脂及醣脂的脂肪鏈通常為偶數碳，

數目介於16至 20個碳之間，一般來說 16及18個碳的脂肪酸最常見，

而無論是飽和脂肪酸或含有雙鍵的不飽和脂肪酸其構行皆為順式，而

其碳鏈的長度及不飽和程度皆會影響磷脂質的流動性，在某些生物體

可以調控細胞膜流動性，透過改變其磷脂質組成稱作 homeoviscous 

adaptation
16。整個細胞膜是疏水性尾部相互作用，利用非共價鍵方式

固定在一起，然而這結構是相當具有流動性而非堅硬固定，代表這些

磷脂質分子可再細胞膜層間自由擴散且可以快速的往側向移動，但在

內外層之間的雙層膜中交換卻是相當緩慢的過程，而細胞膜內的膽固

醇在這些疏水性尾部的細胞膜是不規則分布且不同密度的分散，會影

響細胞膜的硬化程度。 

    經上述可以知道脂質對於構成生物體細胞膜具有相當重要的角

色，不傴在於本身雙極性所構成的雙層磷脂質，也是能量重要的來源，
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若其過度儲存或使用都會造成能量的不帄衡，而導致代謝發展上的疾

病。脂質也會透過共價鍵或是非共價鍵的方式與蛋白質作連結，另外

除蛋白質可以當作細胞傳導之介質，脂質在自體免疫反應中也直接或

間接作為訊號傳導的分子用以維持胞內衡定，而這些訊號分子可以是

神經傳導物質、荷爾蒙或是細胞激素 17。在許多文獻中指出，透過脂

質介質可以調節細胞增生與分化，隨著對脂質愈來愈深入的研究，跟

隨著基因體學還有蛋白質體學的發展，也獨自衍伸出一門脂質體學，

稱Lipidomics
18,19，其內主要研究生物系統內與脂質有關的細胞途徑，

脂質體(lipidome)用來說明完整的細胞、組織與器官中脂質的架構。

為了能夠研究脂質體學，主要是透過日新月異的電子技術，包括質譜

儀(mass spectrometry，MS)、飛行時間二次離子質譜儀(time of fight 

secondary ion mass spectrometry，TOF-SIMS)、核磁共振光譜儀(nuclear 

magnetic resonance spectroscopy，NMR)、螢光光譜儀(fluorescence 

spectroscopy)、雙偏極干涉儀(dual polarisation interferometry，DPI)及

一些相關計算方法 20，了解細胞內功能的變化，因此透過上述之分析

方法及追蹤細胞內衡定，鑒定數以千計的細胞脂質分子種類及與其他

脂肪、蛋白質和代謝產物的交互定量並透過研究檢查結構、功能、交

互作用和細胞脂質代謝 21，同時經由臨床上針對脂質代謝相關疾病如

肥胖、動脈粥樣硬化、中風、高血壓和糖尿病等的研究，同時再配合
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基因體學與蛋白質體學之研究，構成一個完整的系統生物學架構 22。 

 

1-2-3 牛樟芝 

    牛樟芝( Taiwanofungus camphoratus Wu et al. )是臺灣特有品種，民

間的稱呼有樟菇、樟菰、樟內菰、牛樟菇或紅樟，視為中國傳統醫學中

的重要藥材之一，過去被原住民做為治療肝病及食物、藥物中毒之用。

是一種只能寄生於牛樟樹 ( Cinnamomum kanehirai Hay ) 樹洞內壁的

寄生真菌，造成牛樟樹木材腐朽，中心空洞，最後倒伏的元兇 23。牛

樟樹在台灣地理上的分佈可劃分為四區，目前主要生產地分佈在桃園

縣、苗栗縣、南投縣、高雄縣、台東縣的海拔 450 公尺至 1500 公尺

的深山中 24。牛樟樹本身有濃厚香氣，為優良之驅蟲劑，目前已有研

究發現牛樟樹精油之主要成分 terpineol、safrole、camphor 在低濃度

下，可促進樟芝之生長速度，但對靈芝、雲芝及茯苓等常見菇類則無

此效應 25。牛樟樹為台灣特有的常綠闊葉大喬木，與一般常見之樟樹

不同，葉長約 15 cm，寬約 9 cm，適用於雕刻及製作高級家具，生長

於 200-2000m 的山區。 
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1-2-3-1 命名與分類 

    牛樟芝之命名最早為 1990 年大陸著名真菌學者—昆明植物研究

所的 臧穆 教授與臺灣台北醫學大學 蘇慶華 博士共同發表「我國臺

灣產靈芝屬一新種—樟芝」，宣告樟芝為靈芝科真菌中的新種

Ganoderma camphoratum
26。1995 年，臺灣省林業詴驗所的 張東柱 博

士等人對樟芝種名進行訂正，將其歸入多孔菌科薄孔菌屬之新種，命

名為 Antrodia cinnamomea ( Zang & Su，1990)，對樟芝子實體的外觀、

氣味、生長速度、孢子顯微結構等，均有詳細記載 27。1997 年，吳聲

新等人整合前兩次文獻內容後，再次訂正樟芝種名，將樟芝重新命名

為 Antrodia camphorata Zang & Su
28。2004 年學者吳聲華教授等人重

新鑑定牛樟芝 LSU rDNA 序列及 SSU rDNA 序列，結果發現其形態

特徵雖接近 Antrodia 及 Antrodiella，但與其親源並不接近，且與縣芝

的多 孔 菌各 屬 均 不相 符 ，因 此 提 出多 孔 菌新 屬 ： 台芝 屬

(Taiwanofungus)，並重新提出樟芝的新的組合名：Taiwanofungus 

camphorates，樟芝在學界有了正式的歸屬。 
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牛樟芝在分類上，屬於： 

真菌界 Fungi 

擔子菌門 Basidiomycota 

擔子菌綱 Basidiomycotina 

同擔子菌亞綱 Homo Basidiomycotes 

非褶菌目 Aphllophorales 

多孔菌科 Polyporaceae 

台芝屬 Taiwanofungus 

樟芝種 camphorates 

 

1-2-3-2 生理活性 

    根據國內外研究報告及文獻指出，食藥用菇類具有機能性成分如

多醣體、類三萜化合物、腺甘、鍺化合物與有機硒，具有抗癌、降血

壓、降血糖、抑制膽固醇、免疫等療效，牛樟芝擁有豐富的生理活性

成分，如多醣體、五味子、三萜類化合物(triterpenois)、固醇類、蛋

白質(含免疫蛋白)、維生素(Vit.B、菸鹼酸、麥角固醇)、苯類(benzenoids)

以及馬來酸(maleic acid)和琥珀酸(succinic acid)之衍生物 29等，同時經

過多年的實驗證實牛樟芝對於人體之健康有相當幫助，如降血壓、抗

高脂血症(anti-hyperlipidemic)、免疫調節、抗腫瘤，抗發炎、抗氧化



14 
 

等特性 30。牛樟芝子實體或菌絲體的產品經實驗證實具有輔助治療肝

病之效，同時還可預防酒精、四氯化碳(CCl4
-
)和細胞激素(cytokine)

所引發的肝炎，並可抑制乙型肝炎病毒所造成的病毒性肝炎、改善脂

肪肝的纖維化和抑制肝癌細胞之生長 30。 

 

1-2-3-3 多醣體 

多醣體是由單醣類等多數結合而成，這些多醣類不論在構成醣的

種類、化學結合方式，或是分子大小與性質方陎，也因品種或萃取方

法皆會造成結構的差異。研究顯示樟芝多醣體具有防癌、抗癌的效果，

是由於樟芝多醣體有免疫活性的關係，其中多醣體中的葡聚醣

(β-D-glucan)成分，因有 β-D-glucopyranosyl-(1-3)-A-D-glucopyranosyl

及 C-6 側枝之構造，具有刺激巨噬細胞、T 淋巴細胞、B 淋巴細胞與

殺手細胞活動等的作用，以達到增加免疫力之效，進而抑制腫瘤細胞。

β-D-glucan 之結構經 X-射線繞射分析得知，這種以 β-1,3 鍵結的

D-glucose 骨架呈現三股右旋之螺旋型結構，而有文獻指出此種螺旋

結構可能是引發抗腫瘤作用的重要結構 31。 
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1-2-3-4 三萜類 

    三萜類為真菌之重要二次代謝物，主要作用是抑制寄生植物之生

長以利本身之生長，三萜類是由 30 個碳素結合而成六角形或五角形

所構成分子的天然有機化合物之總稱，普遍存在於植物界，在動物界

為數甚少。萜類的主要分類法是根據分子中包含異戊二烯單體數目分

類，將含有兩個異戊二烯單體稱為單萜(monoterpene)；含有三個異戊

二烯單體稱為半倍萜(sesquiterpene)；含有四個異戊二烯單體稱為雙萜 

(diterpene)；含有五個異戊二烯單體稱為二倍半萜(sestertrpene)；含有

六個異戊二烯單體稱為三萜( triterpene )
32，單萜和倍半萜多以萜烴或

簡單含氧衍生物的形式存在於揮發油中，分佈於植物界，自然界常見

的烯類如下，二烯萜為單萜存在於檸檬、橘子，而薄荷醇為自薄荷油

所得的萜醇亦屬於單萜；玫瑰花油及其他植物含有三萜醇( Farnesal )

是屬於倍半萜；維生素 A 屬於雙萜；squalene 為三萜存在魚油中，

是少數存在動物之脂肪中的萜類，中藥中常用的人參、甘草、地榆等

均含三萜，其藥理作用在臨床上效果是很顯著的。由真菌所產生的三

萜及固醇類之研究，陸續發現許多不同體幹的三萜類，經整理可歸為

八類：(1) C27，含有 Cholestane 膽固醇之衍生物；(2) C28，C-24 位

置有甲基取代的 Ergostane 之固醇骨幹；(3) C31，C-24 位置有甲基或

甲烯基取代的 Lanostane 骨幹之衍生物；(4)雜類之三萜，包括少數五
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環三萜，以及各種在 C-4、C-14 有去甲基化之 Lanostane 或 C-24-methyl 

lanostane 之類固醇；(5) Fusidane 和 Prostane 不同骨幹之三萜類；(6) 

Viridin和其衍生物；(7) C-24位置有乙烷基或乙烯基取代之Cholestane

衍生物 33。在動物或植物體裡，cholesterol 及 lanosterol 在生理或生

化方陎均扮演著非常重要的角色，研究證實了 cholesterol 及 lanosterol

分別是動物和植物中經由 squalene 生合成 sterol 途徑之中間產物，

在此生合成途徑中，配合順序不同的 C-4 、 C-14 之去甲基

(demethylation)，C-24 的甲基(methylation)、氧化還原及雙鍵等步驟，

可得到不同的類三萜化合物( 圖 1-1 )，這些類三萜廣泛存在於生物體

中，對於生物演化上佔有其關鍵的地位 34。由於膽固醇是細胞膜的重

要組成物質，若樟芝所含之氧化型類三萜在合成膽固醇的過程中，有

抑制或加速的作用，則對於癌細胞生長分裂會有很大的影響。 

牛樟芝本身或其抽取物的苦味成分之一，即屬於三萜類的成分。

從牛樟芝子實體所纯化出來的化合物主要區分為兩大類型，分別為

ergostane 型與 lanostane 型，而 ergostane 型的三萜類成分中，其結

構均具有 24 (28)-en 的側鏈，顯示牛樟芝的類三萜類代謝途徑與靈芝

有很大的差異，此側鏈的架構應可當作牛樟芝的特徵成分。 

1992 年，高曉薇的研究成果為將牛樟芝子實體粉末先以丙酮萃

取，萃取物再以甲醇溶解後離心，除去低極性物質，取上清液經減壓
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濃縮後纯化分析，所得的結晶共六種，經光譜鑑定結構，解出三種新

型 化 合 物 分 別 屬 於 typeⅢ 的 15-hydroxy-3,23-dioxo-lanosta- 

7,9(11)-dien-26-oic acid，及 type：的 3,11-dioxo-8,23-dien-26-oic acid 

與 Ganolucidic acid type 的 15-hydroxy-3,11-dioxo-lanosta-8,23-dien- 

26-oic acid ( 圖 1-2 )，皆為氧化型三萜類，其中的化合物 B 具有降低

四氯化碳誘發急性肝障礙小鼠之血中 GPT 作用 35。 

1995 年 Chen
36 等人由樟芝子實體酒精萃取物中分離出三個

steroid acid，分別為 zhankuic acids A、B 及 C (圖 1-3 )。1996 年 Yang

等人也利用相同的方法發現二種以 ergostane 為骨架的新化合物，分

別是 Zhankuic acid D 和 Zhankuic acid E，以及發現三種以 lanostane

為骨架的新化合物，分別是 15α-acetyl-dehydro-sulphurenic acid、

dehydroe-buricoic acid 和 dehydro-sulphurenic acid (圖 1-4 ) 37。 

    1995 年 Cherng
38 發表從樟芝子實體用甲醇萃取出以 ergostane 為

骨架的新三萜類化合物，分別命名為： 

antcin A ( 4α-methylergosta-8,24 ( 28 )-dien-3,11-dion-26-oic acid )、 

antcin B ( 4α-methylergosta-8,24( 28 )-dien-3,7,11-trion-26-oic acid )、 

antcin C ( 4α-methylergosta-8,24( 28 )-dien-3,11-trion-7β-26-oic acid ) 
39

（圖 1-5）。antcin A 經藥理研究證實可抑制鼠血癌 P-388 murine 

leukemia 細胞毒素之活性達 IC
50

=4.1μg/ml，antcin B 有抗副交感神經
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(anticholinergic) 和抗血清素  (antiserotonin)的作用。Chiang 等人 

1995 年亦從子實體萃取物中找到三種新的三萜類化合物，分別是

antrocin、4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole 和 2,2,5,5,- tetra-

methoxy-3,4,3,4-bi-methyl-enedioxy-6,6-dimethybiphenyl
39 (圖 1-6 )。

1996 年 Cherng 等人再度從樟芝子實體的新發現四種三萜類化合物：

antcin E ( 3,11-dioxo-4α-methylergost-8,14,24(28)-trien-26-oic acid )、

antcin F (6,3,11-dioxo-7β-hydroxy-4α-methylergost-8,14,24(28)-trien-26 

-oic acid )、methyl antcinate G ( 7α-acetoxy-3,11-dioxo-4α-methylergost- 

8,24(28)-dien-26-oate )、methyl antcinate H ( 3α-12α-dihydroxy-7,11- 

dioxo-4α-methylergost-8,24(28)-dien-26-oate ) (圖 1-7)。 

    2003 年 Shen 
40 等人從牛樟芝子實體酒精抽取物分離出十四種成

分，分別為 3β,15α-dihydroxylanosta-7,9(11),24-trien-21-oic acid、antcin 

K、dehydroeburicoic acid、eburicoic acid、methyl antcinate B、methyl 

antcinate H、zhankuic acid A、zhankuic acid B、dehydrosulphurenic acid、

sulphurenic acid、15α-acetyl-dehydrosulphurenic acid、versisponic acid D、

zhankuic acid C 和 2,2,5,5,-tetramethoxy-3,4,3,4-bis- methyl-enedioxy 

-6,6-dimethybiphenyl。其中四種成分 3β,15α-dihydroxylanosta-7,9(11), 

24-trien-21-oic acid、antcin K、sulphurenic acid、versisponic acid D，

係首次從牛樟芝獲得，成分 3β,15α-dihydroxylanosta-7,9(11),24-trien- 
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21-oic acid、antcin K 更是首次在天然物界發現（ 圖 1-8 ），翌年 Shen 

41證實從樟芝子實體中分離出來的 zhankuic acid A,B,C 以及 antcin K

具有抗發炎的作用且是藉由抑制活性氧物質的生成，以及 fMLP 或

PMA 所誘導的 firm adhesion 這兩條路徑。 

    2008 年 Male 
42利用 n-hexane/EtOAc 分離出 A–E 五種區域，.包

含八種三萜類分別是 methyl antcinate B 或 methyl zhankuic acid A, 

dehydroeburicoic acid 和 15a-acetyl dehydrosulphurenic acid ，

15a-dihydroxy lanosta-7,9 (11), 24-triene-21-oic acid and zhankuic acid 

A (5)及 Dehydrosulphurenic acid and zhankuic acid C 、Sulphurenic 

acid 其結構分別呈現於圖（圖 1-9 ）。 

     

1-2-3-5 抗癌功能 

    2004 年 Nakamura 
43等人從樟芝菌絲體中分離出五個成分 maleic

及 succinic acid 的衍生物發現具有抑制癌細胞生長的效果（圖 1-10）。

2004 年 Liu 等人 44 萃取樟芝菌絲體中特有的多醣體，分別在細胞實

驗及動物實驗證實具有抑制癌細胞生長的效果。2006 年 Peng
45 等人

利用固態栽培樟芝酒精萃取物為材料，結果發現可以抑制惡性人類膀

胱癌細胞株 T24 的生長及轉移，並降低 MMP-9 的活性。2005 年 Hsu

等人 46利用樟芝子實體乙酸乙酯層萃取物為材料，發現可以抑制肝癌

細胞的生長並促使肝癌細胞凋亡。2006 年 Yang
47 等人利用樟芝為材
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料，發現可以抑制乳癌細胞的生長且誘導走向凋亡。2009 年 Yeh 等

人利用 Male 等人分離的部分再繼續探討，除在 zhankuic acids A 和 C 

在 P-388 小鼠白血病細胞株已經被研究顯示，但對於其中作用機制卻

沒有任何研究表示，發現其中三種 ergostane 具有抑制細胞週期使其

停留在 sub-G1 時期，並而透過切斷 poly(ADP-ribose) polymerase、

pro-caspase-3 及 Bcl-2 傳導，促進細胞凋亡，最後也顯示，在 HT-29

大腸癌細胞同時處理這三種 ergostane 的三萜顯示出協同作用的毒殺

能力 48。另外 2009 年 Chen 等人利用 2003 年 Shen 所分離出來的其中

一種 MMH01 （ 24-Methylenelanosta-7,9(11)-diene-3b,15a-diol-21-oic 

acid ）（圖 1-11 ），證明其化合物具有對抗人類白血病與胰腺癌細

胞能力 49。 

    大部分研究顯示針對牛樟芝對於癌症的抑制功效，三萜類為主要

具有毒殺癌細胞之成分。文獻顯示，從牛樟芝的子實體或是菌絲體粗

萃取對於白血病細胞株HL 60及乳腺癌細胞株MDA-MB-231 (雌激素

nonresponsive)和 mcf-7 (雌激素反應) 細胞都顯示抗癌活性，而對健康

乳腺細胞 (HBL100) 和臍靜脈內皮細胞沒有影響 50-52，從子實體萃取

顯示出細胞毒性在膀胱癌細胞，將細胞停留在 G2/M 階段 53，從菌絲

體酒精粹取物可以抑制肺癌細胞株 A-549 生長卻不會影響正常胎兒

肺部纖維母細胞株 MRC-5
54，而甲醇萃取物顯示可以抑制癌細胞 Hep 
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G2 的生存率及促進細胞凋亡透過活化 caspase-3 及 caspase-8 使停留

在 G0/G1 細胞週期 55，乙酸乙酯提取物(EAC)可以透過調控 Bcl-2 蛋

白的表現來抑制 Hep G2 and PLC/PRF/5 肝癌細胞生長 56。另外牛樟芝

可以有效的抑制體外或體內 MDA-MB-231 乳癌細胞生長藉由促進細

胞凋亡 57。動物實驗顯示大鼠如果持續 28 天每日口服 500 毫克/公斤

劑量的牛樟芝，可以增加食物與藥品的效果 58。  
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圖 1-1  三萜類的合成機制 

34。 
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圖 1-2  1992 年高曉葳從野生樟芝分離出的三種氧化型三萜類 35。 

 

 

圖 1-3  1995 年 Chen 由樟芝子實體酒精萃取物中分離出三個 steroid acid，分別為 zhankuic acids 

A(1)，B(2) and C(3)36。 
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圖 1-4  1996 年 Yang 等人發現的 2 種以 ergostane 為骨架的新化合物，分別是

Zhankuic acid D(2)和 Zhankuic acid E(5)，以及發現 3 種以 lanostane(6~8)為骨架的

新化合物 
37。 
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圖 1-5  1995 年 Cherng 從樟芝子實體用甲醇萃取出，以 ergostane 為骨架的新三

萜類化合物 antcin A(1)，antcin B(2)，antcin C(3) 
39。 

 

 

 

圖 1-6  Chiang 等人 1995 年從子實體萃取物中找到三種新的三萜類化合物，分

別是 antrocin (1)、4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole (2)和

2,2,5,5,-tetramethoxy-3,4,3,4-bi-methyl-enedioxy-6,6-dimethybiphenyl (3)
39。 
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圖 1-7  1996 年 Cherng 等人再度從樟芝子實體的新發現四種三萜類化合物：

antcin E(5)、antcin F(6)、methyl antcinate G(7a)、methyl antcinate H(8a) 
38。 
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圖 1-8  2003 年 Shen 從牛樟芝子實體酒精抽取物分離出成份 
40。 

 

 

 

圖 1-9  2008 年 Male 由樟芝子實體所分離出來的八種三萜類 42。 
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圖 1-10  2004 年 Nakamura 所分離出的衍生物 

3-isobutyl-4-[4-(3-methyl-2-butenyloxy)phenyl]-1H-pyrrole-2,5-dione by X-ray 

analysis 
43。 

 

 
 

圖 1-11  2003 年 Shen 等人分離出來的 MMH01 結構，由 Chen 等人證明具有對

抗人類白血病與胰腺癌細胞能力。 
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1-2-4 兩性黴素 B  

1-2-4-1 作用與用途 

兩性黴素 B 是一種具有抑菌或殺菌作用的多烯類抗黴菌劑，是目

前臨床上治療全身性隱球菌、白色念珠菌、組織胞漿菌、球孢子菌、

釀母菌的一種有效的藥物 59,60，但使用該藥若劑量過高將產生較為嚴

重的副作用，因此在臨床上用藥劑量須小心控制。多烯類抗生素可以

根據其結構中的共軛雙鍵分為四烯、五烯、六烯、七烯等四類。 

 

1-2-4-2 藥理機制 

在真菌的細胞膜上因嵌有脂醇- 麥角甾醇，當與藥物結合時將造

成細胞膜通透性的改變，導致真菌細胞內的成分如鉀離子、胺基酸、

蛋白質等擴散到膜外，破壞真菌正常代謝及抑制生長 61-64，細胞產生

裂解而造成真菌細胞死亡。  

 

1-2-4-3 藥物用量及其副作用 

一般用量以靜脈注射時可先從 1 ~ 5 mg 或按體重每次 0.02 ~ 0.1 

mg / kg 給藥，之後根據患者耐受情況每日或隔日增加 5 mg，當增加

至每次 0.5 ~ 0.7 mg/kg 時即可暫停增加劑量。最高單次劑量按體重不
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超過 1 mg / kg，每日或隔 1 ~ 2 日給藥一次，總累積量 1.5 ~ 3.0g，

療程為 1~3 月左右，需視患者病情及疾病種類而定 65。 

靜脈給予時，50 ％～80 ％的病人出現發熱、發冷、寒戰、

噁心及嘔吐、頭痛及肌肉與關節痛。此藥物的急性不良反應為上

腹部痛或腹絞痛、腹瀉(有些病人伴有胃腸道出血)、低血壓、焦

慮及血栓形成性靜脈炎，兒童又比成人為多見。59,62,66-69
 

1-2-4-4 討論 

兩性黴素 B 是一種多烯類廣譜抗真菌藥，主要用於治療深部

真菌感染，但該藥在治療劑量時可能產生急性紅細胞溶血、腎小

管毒性等比較嚴重的不良反應，限制了它在臨床上的應用 70。微

脂體是脂質空心微球，體徑約 0.0025-3.5 mm，懸浮於水相中，脂

質膜主要是由磷脂分子的磷酸端所構成的脂質雙層 (liposome bi-

layers)。磷脂分子的磷酸端為親水性，脂質端為疏水性，由此所

形成的脂質層雙陎為親水，夾層內為疏水之膜，類似細胞膜。水

溶性物質如(藥物)，可包在球心之溶液，油溶性物質則包覆在球

皮膜層內(類似三夾板)。因此微脂體可當作水性物質及油性物質

之載體。研究表明，脂質體作為藥物載體可以顯著降低兩性黴素

B 的毒性。兩性黴素 B 脂質體是利用磷脂雙分子層膜形成的囊泡

包裹藥物分子而製成的具有靶向給藥功能的新型藥物製劑，較普
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通製劑具有更好的耐受性，一方陎它可以較多地分佈在肝、脾、

肺，而在其它臟器尤其在腎組織內的濃度較低，另一方陎，脂質

體中的膽固醇成分可降低藥物與人體細胞中膽固醇的結合而增強

對真菌細胞麥角固醇的結合，對腎臟等的副作用相對較小 71-75。 

    由於細菌的細胞膜上並不含麥角甾醇，故此藥對細菌並無抑制作

用。而人和動物的細胞膜上，則以膽固醇為主要成份，一般來說兩性

黴素 B 對於真菌細胞膜上麥角甾醇的親和力比動物細胞膜的膽固醇

好，此外先前實驗室研究指出，在處理兩性黴素 B 過後比較癌細胞株

與正常細胞株，並無明顯差異。 

     兩性黴素B其結構如圖1-12顯示，一端為疏水性由七個雙鍵組成，

另一端為是親水端，包含幾個極性取代基，而膽固醇及麥角甾醇是非

常相似的結構，差別在麥角甾醇的側鏈上多了一個甲基及一個雙鍵

60。 
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圖 1-12  兩性黴素與 Cholesterol、ergosterol 結構示意。 
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第二章  研究目標  

    相關的文獻中已指出樟芝所含的三萜類種類多達兩百種，總含量

佔 30 %，而三萜類具有抗癌、保肝、抗氧化等效果，許多研究證明

樟芝萃取物可以透過毒殺或是抑制等方式達到抗癌效果。本實驗假說

透過樟芝萃取物的三萜類可以轉換成酯醇，取代細胞膜的膽固醇成為

特定酯醇，再篩選出對於兩性黴素 B 具有較佳親和力之成分，進而

影響細胞膜之功能性，使得兩性黴素 B 可以與樟芝萃取物達到最佳

協同作用的抑制能力，成為一種治療癌症的複合療法，如下圖 2-1 所

示。此外進一步探討樟芝萃取物中何種成分可與兩性黴素 B 形成複

合體以達成毒殺癌細胞作用，將所篩選出來的化合物經過高效能液相

層析與質譜儀來確認化合物結構，同時再搭配 TLC 來確認其細胞膜

上組成的差異，以證實其機制。 

 

圖 2-1 實驗假說，單獨處理樟芝和樟芝與兩性黴素 B 協同作用。 
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第三章  實驗材料與方法 

3-1 細胞來源與培養條件 

3-1-1 細胞來源 

 

3-1-2 培養條件 

將細胞株培養在含有10 % FBS、10 % L-GLU以及100 U/ml pe-

nicillin +100g/ml streptomycin的DMEM或是MEM的培養液中，並置於

37 ℃，5 % CO2的培養箱中，每三天更換一次培養液，等到七到八分

滿左右，將培養液抽乾，利用tripsin / EDTA及培養液將細胞收集於15 

㏄的離心管，離心1200 rpm，3分鐘，將細胞沉澱下來，將培養液抽

乾再加培養液，透過細胞計數器將細胞調整為1×10
5
/ml，其中一部份

置於原盤繼續培養，其餘視實驗需求培養於12-well或是24-well、

96-well作為細胞存活或是細胞膜脂質萃取之用。 

 

細胞株 細胞編號 提供來源 

ＨＥＫ－２９３ ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１５７３ＴＭ 北醫醫研所 陳玫潔助理教授 

ＨＴ－２９ ＡＴＣＣ ＨＴＢ－３８ＴＭ 食品工業發展研究所 
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3-2 實驗材料與儀器 

材料 

藥品名稱 來源 城市/國家 

Fetal Bovine Serum, FBS GIBCO CA,USA 

Dulbecco's Modified Eagle Medium, 

DMEM 

GIBCO CA,USA 

Minimal Essential Medium powder, MEM GIBCO CA,USA 

P/S-L Glutamine GIBCO CA,USA 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

(D-PBS) (10X), liquid 

GIBCO CA,USA 

Tripsin, EDTA(10X) GIBCO CA,USA 

Dimethyl sulfoxide, DMSO SIGMA MO,USA 

Acetone J.C.BAKER PA, USA 

Acetonitrile J.C.BAKER PA, USA 

Acetic acid J.C.BAKER PA, USA 

Chloroform J.C.BAKER PA, USA 

Cupric sulfate SIGMA MO,USA 

Ethyl acetate J.C.BAKER PA, USA 

Ethyl alcohol J.C.BAKER PA, USA 

Sulfate acid J.C.BAKER PA, USA 

Isopropyl ether J.C.BAKER PA, USA 

Methanol J.C.BAKER PA, USA 

n-Hexane J.C.BAKER PA, USA 

Phosphoric acid J.C.BAKER PA, USA 
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Amphotericin B SIGMA MO,USA 

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bro-

mide, MTT 

SIGMA MO,USA 

 

實驗儀器 

中文名稱 英文名稱 來源 

高溫高壓滅菌機  Autoclave TOMIN 

無菌操作台  Lamina flow   

旋轉攪拌器  Stirier/Hot plate  CORNING 

水浴槽  WB-24 SHIN KWANG 

烘箱  NDO-601SD ELELA 

離心機  KN-70 KUBATO 

酸鹼值測定機  MP220 友榆公司代理 

光學顯微鏡  BX51 Olympus 

減壓濃縮機  N-1000 ELELA 

電動天秤  HR-200 AND,USA 

薄層層析矽膠  TLC：kieselgel 60 

F254(0.2mm thick) 

Merck 

製備薄層層析矽膠  ( PLC ): kieselgel 60 F254 

(0.5-2mm thick) 

Merck 

 

高效能液相層析儀   

High Performance Liquid 

Chromatography  

 

 Column:LiChroCART 

250-4 , C18 

Merck 
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 Injector: SIL-10AD   

 Detector: SPD-10A  Shimadzu 

 Pump: LC-10AT  Shimadzu 

液相層析質譜儀  LC/MS/MS Esquire 3000 plus 

紫外線照光機  UVGL-58 ENTELA,USA 

超音波震盪機  511R-DTH BRANSON ,USA 

酵素免疫分析儀  ELISA reader 312e Bio-TEK 
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3-3 實驗流程圖 

    萃取樟芝子實體粉末利用不同極性萃取之粗萃物進行後續實驗，

首先先利用絕對酒精萃取之粗萃物進行細胞實驗，進行 MTT 分析其

細胞毒性與萃取細胞脂質做薄層色層分析細胞膜成分之不同，另外正

己烷萃取之粗萃物透過製備型色層分析所得產物再進一步分析內成

分與目標相符合，所得 LR 再一次透過製備型色層與高效能液相色層

分析其內含物。 
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3-4 實驗方法 

3-4-1 三萜類萃取及純化分析 

3-4-1-1 樟芝有效成分之萃取 

    本研究所使用的樟芝(T. camphorata)材料源自偉翔生物科技公司

栽培之樟芝子實體。以下為其萃取之步驟：將樟芝固態栽培粉末 20

克於室溫下以乙醇萃取(約 1000 ml)24 小時後，以濾紙過濾取得上清

液，將上清液以減壓濃縮機濃縮，取得乙醇初萃取物，約可得 10 %

～15 ％粗萃取率。 在經過冷凍乾燥過後，最後將萃取物溶解在乙醇

裡，配置成藥物濃度為 100 mg/ml 稱 T. camphorate alcohol extract 

(TCAE)。  

 

3-4-1-2 TLC 薄層液相色層分析法 

    分別取5 μl的樣品萃取物，點於具矽膠鋁箔帄板下緣1公分處，每

一詴樣具0.5公分，展開溶劑為 CHCl3：Methanol：H2O＝30：4：1，

展開距離為10公分，待溶劑揮發後，在UV254 nm波長下檢視，再以

10 % H2SO4酒精溶液均勻噴灑，於烘箱105 ℃呈色後立即拍照比較其

呈色點，其中以偉翔公司人工固態栽培樟芝、松杉靈芝子實體的酒精

萃取物做為對照組。 
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3-4-1-3 PLC 製備型液相色層分析法 

    樟芝固態栽培粉末 5 克於室溫下以 n-Hexane 萃取 1：50 比率萃

取(約 250 ml)24 小時後，以濾紙過濾，將上清液以減壓濃縮機濃縮，

取得 n-Hexane 粗萃取物，約可得 1％粗萃取率；將粗萃物點於 PLC

玻璃片上約 1.5 公分處，展開溶劑為 CHCl3：Methanol=98：2，

待溶劑揮發後以 UV254 nm 波長與 UV366 nm 波長觀察後，圈選出目

標範圍，刮取後以，再經減壓濃縮機後， 以後酒精回溶置於 eppendorf，

再以氮氣吹乾後，於微量天帄秤重，methanol 回溶純化以利後續實

驗。 

 

3-4-1-4 HPLC 高效能液相色層分析法 

將萃取之樣品加入甲醇至0.5ml為分析樣本。每一詴樣萃取液取

20ul，以HPLC分析，採逆向C-18 column 之分析管柱，移動相為

(A)30%acetonitrile + 1% Acetic acid，(B)100% acetonitrile + 1% Acetic 

acid，0~20min：gradient，20~40：mobile phase (B)，流速為1ml/min，

管柱以恆溫箱控溫於42℃，以UV274 nm 偵測，紀錄45分鐘。 
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3-4-2 樟芝對於大腸癌細胞株與正常細胞株之影響 

3-4-2-1 四錯鹽分析法測詴細胞毒性(MTT tetrazolium salt assay)： 

    將定量的細胞(1×10
5
/ml) 培養在96-well multiplates，並在37 ℃、

5 % CO2培養箱中，生長8小時，之後進行starvation overnight後，接著

加入TCAE濃度分別10、25、50、100 μg/ml及Amphotericin B濃度1-6 

μg/ml進行細胞毒性測詴，或是加入25 μg/ml的TCAE進行pre-treat後，

再以PBS清洗後，加入不同濃度Amphotericin B測詴，最後於每個well

加入100 μl的MTT溶液反應1小時後，再置換成DMSO使其藍色產物溶

解後，使用酵素免疫分析儀(ELISA reader 312e, Bio-TEK) 於波長570 

nm下測定其optical density。 
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3-4-2-2 細胞膜脂質萃取 

    根據Folch method，將細胞混合於5 ㏄的氯仿/甲醇 (2/1) ，搖晃

後將整個混合物分散，置於室溫60分鐘。加入1 ㏄的0.9 %氯化鈉，

再均勻震盪5秒後，以低速離心約2000 rpm，15分鐘，移除上層水相

部分，以甲醇/水沖洗介陎一或兩次，不混合整個製備溶液以保留下

層有機層，再以氮氣吹乾濃縮至1~2毫升76。  

比較細胞膜脂質成份，經定量完後的脂質萃取物點於矽膠鋁箔帄

板下緣1公分處，經過兩次展開溶液分離，第一次展開溶液為

chloroform-methanol-acetic acid-water 35:15:6:1 (v/v)，待完全揮發後，

第二展開溶液為hexane-isopropyl etheracetic acid 65:35:2 (v/v)，在以呈

色液 10% cupric sulfate溶於 8% phosphoric acid溶液均勻噴灑，於烘

箱105 ℃呈色後立即拍照比較其呈色點77。 

 

3-4-2-3 統計分析 

所有結果數據以Mean±SD(Mean±Standard error of mean)呈現，分

析方法為AVOVA，且統計中顯著的差異定為P＜0.05，以鑑定實驗中

所得之組數是否具有顯著差異 

 

 



43 
 

第四章  實驗結果 

4-1 樟芝與兩性黴素 B 結合能力 

    首先證明樟芝初萃物與兩性黴素具有鍵結能力，將兩性黴素 B

與由偉翔生技公司提供的樟芝的水萃物做混合，利用兩性黴素 B

與水溶液不互溶方式，來證明樟芝萃取物中具有與兩性黴素 B 親

和力的未知物做結合，圖 4-1 中(A)至(C)分別為短波、長波及利用

呈色劑所呈現，Line 1~3 分別為兩性黴素 B、兩性黴素 B 與水、兩

性黴素 B 與樟芝水粹物，Line 4~6 分別為標準品樟芝水萃物、樟芝

酒萃物、松杉靈芝。結果顯示樟芝水萃物具有如樟芝酒萃物的三萜

類及醇類等成分，而 line 3 與 4 顯示出樟芝水萃物與兩性黴素 B 具

鍵結能力。利用高效能液相層析比較野生樟芝與生技公司初萃物，

顯示其萃取物與野生樟芝具有相同結構物，如圖 4-2 所示。 
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圖 4-1  T. camphorata and AmB combination test. 

The stationary phase was silica gel and the mobile phase 

CHCl3–MeOH–H
2
O, 30：4：1. The plates were developed and scanned at (b) 254 nm 

after derivatisation with H2SO4–EtOH, 9：1. 

   

 

C 
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圖 4-2  高效能液相層析圖譜，野生樟芝(紅色)，絕對酒精初萃物(綠色)，95%酒

精初萃物(藍色) 
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4-2 樟芝與兩性黴素 B 不同濃度對於大腸直腸癌細胞株(HT-29)與

正常細胞株(HEK-293)影響 

利用 MTT 細胞活性測詴樟芝初萃物及兩性黴素 B 對癌細胞株生

長毒性詴驗，並比較共同處理及搭配處理的差異是否達到協同作用，

初步檢驗樟芝萃取物濃度，由圖 4-3 顯示樟芝粗萃取物(> 100μg/ml)

具有明顯抑制 HT-29 之效果，而正常細胞則否。圖 4-4，兩性黴素 B

對於無論正常或癌細胞株毒性在 6μg/ml 則無敏顯差異。在前後處理

樟芝粗萃取物(0 - 100μg/ml)及兩性黴素 B (0 - 6μg/ml)，顯示低濃度的

樟芝萃取物搭配兩性黴素 B 的使用，顯著的降低 HT-29 癌細胞的生

長。如圖 4-5。 
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圖 4-3  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 and HEK-293 af-

ter treatment with TCAE at different concentrations.  

Values are shown as the percentage of living cells relative to the control 

with the control values set at 100%. The results represent the mean ± 

standard deviation (n=3) of five independent experiments. 
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圖 4-4  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 and HEK-293 after 

treatment with Amphotericin B at different concentrations.  

Values are shown as the percentage of living cells relative to the control with the con-

trol values set at 100%. The results represent the mean ± standard deviation (n=3) of 

five independent experiments. 
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圖 4-5  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 pretreatment of 

TCAE at different concentrations then treat with Amphotericin B at different concen-

trations. 
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4-3 樟芝與兩性黴素 B 結合能力對於大腸直腸癌細胞株(HT-29)的

影響 

比較 HT-29 細胞株於 pre-treat、co-treat 以及 control 三種條件處

理下所得結果如圖 4-6 所示，在 pre-treat 組別中先將細胞株以樟芝萃

取物處理 24 小時，再搭配兩性黴素 B，而 co-treat 組別中則是同時加

入樟芝萃取物與兩性黴素 B，同時在與 control 組別做對照，結果顯

示以 pre-treat 組別方式進行實驗，對於抑制癌細胞之生長有明顯抑制

效果。 
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圖 4-6  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 co-treatment of 

TCAE with Amphotericin B or pre-treatment of TCAE with Amphotericin B.  

Values are shown as the percentage of living cells relative to the control with the con-

trol values set at 100%. The results represent the mean ± standard deviation (n=3) of 

three independent experiments. 
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4-4 樟芝不同極性萃取方式對於大腸直腸癌細胞株(HT-29)的影響 

    由此上述結果顯示，需經過樟芝萃取物中之特定化合物進行作用

後，再處理兩性黴素 B 才具有毒殺效果，與實驗假說相符。因此更

進一步為確認在樟芝初萃取物中，哪些極性分子可與兩性黴素 B 結

合，進一步造成細胞膜上穿孔進而抑制癌細胞生長。故利用不同極性

之溶劑將樟芝初萃物再次進行萃取，HT-29 細胞株經此萃取液處理並

同時搭配兩性黴素 B 所得結果如圖 4-7，利用丙酮(Acetone)萃取之組

別與不加藥物之對照組所得結果趨勢相似，表示無明顯效果，而經正

己烷(n-Hexane)及乙酸乙酯(Ethyl Acetate)萃取所得樟芝萃取液，皆使

細胞存活率明顯下降，表示利用此二種極性溶劑皆可萃取有效成份與

兩性黴素 B 達到協同作用，抑制癌細胞之生長。 

 

圖 4-7  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 pre-treat different 

polarity solvent 25 μg/ml. Values are shown as the percentage of living cells relative 

to the control with the control values set at 100%. The results represent the mean ± 

standard deviation (n=3) of three independent experiments. 
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4-5 正己烷(n-Hexane)萃取之化合物對於大腸直腸癌細胞株(HT-29)

的影響 

選定最低極性之溶劑正己烷作為後續分析之方向，以正己烷萃取

5 克牛樟芝，可以得到約 50 毫克(1 %)粗萃物，透過薄層色層分析法

確認後，再以製備型色層分析片進行正己烷粗萃混合物成分之分離，

以確認哪些物質可與兩性黴素 B 做鍵結，結果可分別得到 A1 到 T0

十種不同成份之萃取物，如圖 4-8。將各成份分別處理 HT-29 大腸癌

細胞株 24 小時後，再加入兩性黴素 B 以確認有效區域，篩選出兩個

特別區域分別為紫外光短波下藍色區域稱 SB 及可見光下紅色區域稱

LR，初期結果顯示在 SB 及 LR 兩區具有與兩性黴素 B 結合之毒殺能

力，同時發現於單獨處理情況下發現 LR 此成份對於細胞毒性低，在

10 μg/ml 情況下細胞存活率 LR 約為 80%，而 SB 為 64.12%，如圖

4-9-(B)所示。然而在搭配兩性黴素 B 時，隨其濃度增加，癌細胞死

亡率將隨之提升。此外在前處理中加入 5 μg/ml LR 再加入 3、6 mg/ml

兩性黴素 B 後，死亡率可達到 52.43 ± 3.05 %及 43.71 ± 5.75 %；加

入 10 μg/ml LR 時死亡率則分別為 52.7 ± 3.88 %及 53.92 ± 3.37 %，

如圖 4-9-(C)。反觀，細胞株以不同濃度(0.1、1 及 10 μg/ml)之 SB 處

理，再加入相同濃度之兩性黴素 B，各組別間皆無明顯差異，圖 4-9-(D)。

故可推測經正己烷萃取後所得之混合物內含有能與兩性黴素 B 協同
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作用之成份，符合本實驗之推論。 

 

 
 

圖 4-8  Preparative-layer chromatograms obtained from n-Hexane extraction of 

TCAE.  

The stationary phase was silica gel and the mobile phase was CHCl3. The plates were 

scanned at 254nm. The region marked with a pencil was scraped off and subjected to 

further purification.  
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圖 4-9  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 after treatment 

with n-Hexane extraction of TCAE(A), PLC purification postion, LR and SB (B) at 

different concentrations pre-treatment of LR(C) or SB(D) with Amphotericin B.  

Values are shown as the percentage of living cells relative to the control with the con-

trol values set at 100%. The results represent the mean ± standard deviation (n=5) of 

three independent experiments. 
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4-6 正己烷(n-Hexane)萃取之 LR 分析  

為能將圖 8 中所得結果 SB 及 LR 能更明顯展開，以避免兩成份

因過於接近而影響實驗結果，因此改變展開劑之溶液極性為 

CHCl3–MeOH：98-2，展開正己烷之樟芝粗萃取物，可得結果如圖 10。

再次以薄層色層分析確認改變展開劑條件所得結果，如圖 4-11，line 1、

2 為標準品，正己烷之樟芝粗萃取物，lin3 與 lin4 為 SB 與 LR，line5

為新展開條件後取得的LR部份，line6為原先條件下刮取下來的LR，

比較過後發現，LR 部份已不含有 SB 成份。刮下圖 9 上 LR 區域後，

以相同條件利用製備型色層分析得到 LR-LG、LR-1、LR-R，以分別

得其純化物 1.5 毫克(0.03 %)、1.4 毫克(0.028 %)、1.3 毫克(0.026%)，

如圖 4-12。 
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圖 4-10  Preparative-layer chromatograms obtained from n-Hexane extraction of 

TCAE by different solvent.  

The stationary phase was silica gel and the mobile phase CHCl3–MeOH：98-2. The 

plates were scanned at 254nm. The region marked with a pencil was scraped off and 

subjected to further purification.. 
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圖 4-11  Thin-layer chromatograms compare with n-Hexane extract and ethanolic 

extract. 

The stationary phase was silica gel and the mobile phase was CHCl3–MeOH：98-2. 

The plates were scanned at 254nm(A) and 366 nm(B). The line1 and line 2 are alco-

hol and n-Hexane extraction of T.Camphoratus. line 3 and line 4 are separation form 

LR , LR-SB and LR- LR by TLC. Line 5 and 6 are scraped off and further purification 

from PLC mobile phase was CHCl3–MeOH：98-2. 
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圖 4-12  Preparative-layer chromatograms obtained from n-Hexane extract, LR. 

The stationary phase was silica gel and the mobile phase CHCl3–MeOH：98-2. The 

plates were scanned at 254nm. The region marked with a pencil was scraped off and 

subjected to further purification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 
 

4-7 正己烷(n-Hexane)萃取之 LR對於大腸直腸癌細胞株(HT-29)的

影響 

為了確認 LR 內特定成分可以與兩性黴素 B 進行協同毒殺作用，

利用細胞詴驗，針對大腸直腸癌細胞株 HT-29 先處理萃取物後搭配兩

性黴素B，實驗方式為先各別先處理1、5及10 μg/ml的LR-LG、LR-1、

LR-R，再加入 1.5、3 及 6 μg/ml 的兩性黴素 B 後，與正常組比較，

顯示 LR-LG 與 LR-R 兩種部份與兩性黴素 B 搭配使用下，比單獨處

理的狀況下，高出一倍，如圖 4-13。 
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圖 4-13  Cell proliferation by MTT assay was performed on HT29 after treatment 

with n-Hexane extraction of TCAE,LR after PLC purification position, LR-R(A) and 

LR-1(B) and LR-LG (C). 

pre-treatment at different concentrations then with Amphotericin B. Values are shown 

as the percentage of living cells relative to the control with the control values set at 

100%. The results represent the mean ± standard deviation (n=5) of three independent 

experiments. 
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4-8 酒精萃取之樟芝粗萃物對於大腸直腸癌細胞株(HT-29)與正常

細胞株(HEK-293)細胞膜脂質的影響  

    初步分析不同細胞株之細胞膜，處理樟芝初萃物與對照組相比較，

經過定量後點於 TLC 片上，在經過兩次展開液的分離與呈色後所得

知結果，結果顯示右側為標準品 C, cholesterol; PE, phosphatidyletha-

nolamine; PS, phosphatidylserine; PC, phosphatidylcholine，比較處理後.

其細胞膜上脂質成分，可以發現其組成份不論在比例與量之不同，如

圖 4-14。 

 

圖 4-14  Thin-layer chromatographs of 

lipids isolated from cell line HT-29 and 

HEK-293 with or without TCAE; C, cho-

lesterol; PE, phosphatidylethanolamine; PS, 

phosphatidylserine; PI, phosphatidylinosi-

tol; PC, phosphatidylcholine. The plates 

were washed in the first solvent, heated to 

110°C for 30 min and then developed with 

two solvents in one-dimension. The first 

solvent was chloroform-methanol-acetic 

acid-water 35:15:6:1 (v/v); the second was 

hexane-isopropyl etheracetic acid 65:35:2 

(v/v). After charring the plates with a solu-

tion of 10% cupric sulfate in 8% phos-

phoric acid. 
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第五章  實驗討論 

    許多文獻指出利用其他甾醇(sterol)以取代癌細胞膜上的膽固醇，

提高其對於多烯類之抗真菌藥物的親和力，達到毒殺作用。本實驗選

取樟芝萃取物與兩性黴素 B 結合模式，篩選出特定化合物其具抗癌效

果，成為具專一性之中草藥新療法。推測癌細胞較正常細胞代謝速率

快，因此細胞膜的生合成更加快速，外來的甾醇類更容易嵌入細胞膜，

導致加入多烯類之抗真菌藥物如兩性黴素 B 造成癌細胞其膜上通透

性增大，達到殺死癌細胞而不影響正常細胞之結果。先前實驗室研究

顯示直接加入麥角甾醇或是利用微質體包覆送入麥角甾醇或是其他

膽固醇前驅物，以達成置換或嵌入細胞膜，再搭配兩性黴素 B 達成毒

殺作用，其效果不佳，唯有透過樟芝粗萃物再搭配兩性黴素 B，才具

有極明顯的抑制癌細胞株生長，無論在動物實驗與細胞株體外實驗皆

有明顯的效果，為進一步了解樟芝成分中哪種物質可與兩性黴素 B

造成細胞膜通透性之改變，實驗初期透過樟芝水萃取與兩性黴素 B

做結合，利用兩性黴素 B 不溶於水的方式，挑選可與其做結合的物

質後，驗證是否樟芝內含有與兩性黴素 B 做結合的成份，結果顯示兩

性黴素 B 與純水組別和兩性黴素 B 與樟芝水萃物組別上，兩性黴素 B

可以攜帶部份樟芝萃取成分。文獻指出，在酒精萃取的樟芝粗萃物中，

具有許多抗癌成分，首先檢驗粗萃物與兩性黴素 B 單獨毒性，顯示在
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大腸直腸癌細胞株 HT-29 大於 100 μg/ml 樟芝酒精粗萃物及正常細胞

株 HEK-293 在 3 μg/ml 兩性黴素 B 下具有較明顯的毒性，而在搭配處

理情況下顯示只需要 25 μg/ml 的樟芝粗萃物前處理，在加入大於 3 

μg/ml 兩性黴素 B 就可以達到 60%的抑制效果，但是在共同處理情況

下，反而對於癌細胞株無明顯抑制作用，推測在粗萃物中之成分需要

先與細胞作用後，才有增加癌細胞死亡的效果，若在共同處理下，則

消除其抑制作用。推測其目標化合物已經與兩性黴素 B 結合，而無法

透過取代或是嵌入細胞膜上，完成增加細胞膜上的通透效果，在實驗

初期的詴驗中，發現在酒精萃取樟芝的粗萃物，受到酒精極性的影響，

在 95%酒精萃取與絕對酒精萃取，效果不同，進而推測其物質或許極

性萃取影響下所導致。因此，為了從樟芝粗萃中篩選出特定效果，利

用不同極性的溶劑，將樟芝萃取後，在進行細胞詴驗，其結果顯示於

圖 4-7，發現低極性萃取後如正己烷和乙酸乙酯所得物質與兩性黴素

搭配後，皆使癌細胞生存率明顯下降 

    因此，選定由正己烷萃取樟芝所得之粗萃物進行後續分析，利用

製備型色層分析方法，將正己烷粗萃物分成十組，由低極性到高極性

分成 A1~A4，A2 又分成 A21~A23，以及在短波紫外光下呈現藍色區

域簡稱 SB 與可見光下呈現紅色區域簡稱 LR，原點及剩下的區域稱

為 T0 和 TR，在將上述十種部份經過減壓濃縮後，與兩性黴素 B 進
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行大腸直腸癌細胞 HT-29 毒性詴驗，結果顯示在 SB、LR、TR 部份

和兩性黴素 B 處理後與對照組比對，隨著兩性黴素 B 濃度增加，其

毒殺效果越好。再利用薄層色層分析方法確定其區域還含有哪些物質，

發現其中 SB 還含有 LR 部份，造成其 SB 也具有與兩性黴素 B 結合

毒殺能力，如圖 4-11，利用改變流動相的極性嘗詴將其分離後，再測

詴一次細胞詴驗，圖 4-9(C)、(D)顯示只有 LR 部份具有明顯的毒殺效

果，前處理中加入 5 μg/ml LR 再加入 3、6 mg/ml 兩性黴素 B 後，死

亡率可達到 52.43 ± 3.05 %及 43.71 ± 5.75 %；加入 10 μg/ml LR 時

死亡率則分別為 52.7 ± 3.88 %及 53.92 ± 3.37 %，反觀，以不同濃度

(0.1、1 及 10 μg/ml)之 SB 處理後，加入相同濃度之兩性黴素 B，各

組別間皆無明顯差異，而單獨處理 0~10 μg/ml 的 LR 及 SB 對於

HT-29細胞毒性最高分別為80%和64.12%，顯示LR對於細胞毒性低，

然後搭配兩性黴素B卻可以造成高達50%的抑制癌細胞生長的作用，

其內成分或許具有可以嵌入細胞膜而不會造成細胞死亡，有別於文獻

由樟芝萃取物的成分具有抗癌成分，但搭配兩性黴素 B 效果比單獨處

理有效，與實驗室先前粗萃物處理不同細胞株或是動物實驗利用餵與

樟芝後，再以靜脈注射兩性黴素 B，結果一致。 
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第六章  結論 

    樟芝是只生長於牛樟樹之台灣特有種，有關樟芝抗癌的研究不論

是子實體或者純化物至今已有許多相關文獻，其生物活性在活體與細

胞實驗也截然不同，還需要實際臨床研究來證實其抗癌效果，而目前

研究大多針對其直接抗癌成分做為標的，其樟芝粗萃物參雜不同混合

物也導致效果需更完整的評估，鑒於逐年樟芝量減少導致其價格不斷

攀升，透過本研究也許可以提供另一種減少樟芝攝取搭配兩性黴素 B

達到更良好的治療癌症的方法，然而其分子機制還未完全闡明，需要

更多的研究人員投入來解釋與發現，透過薄層液相色層分析法與氣態

質譜儀分析癌症細胞與正常細胞中細胞膜上的磷脂質與醇類的差異，

或許可以證實在細胞膜上脂質是可以做為研究標的，開拓癌症治療的

另一個方向。然而，其結果並不能解釋樟芝所萃取出來的成份 LR 及

LR 分得的成份是透過何種方式進入細胞膜，可能因為癌症細胞代謝

速率比一般正常細胞快，導致其容易嵌入外來真菌甾醇，或是細胞膜

雙層磷脂質的脂肪酸鏈含有較多的雙鍵，容易吸引含有較多雙鍵的三

萜類或真菌甾醇類，透過氣態質譜儀與二次離子質譜儀更可以準確計

算出磷脂質上脂肪酸鏈上比例，及準確顯示出正常細胞膜上脂質分布

與癌症相關性，是否因磷脂質上的脂肪酸鏈具有較多的雙鍵或是組成
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分布上的差異，以導致樟芝三萜類對於細胞敏感度不同，更能進一步

說明其機制。 

46

Foreign sterols 

Sterol with pore 

Cholesterol 

the drug bind with sterols 

Cell death 

Cancer cell 
 HT-29,

LR-LG 

LR-R

 Amphotericin B 

Normal cell 
 HEK-293 
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