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第一章 前 言 

1.1 研究背景 

近幾年來，「中草藥」這個名稱變得十分熱門，生活中很多東西

只要冠上了「中草藥」這三字價格就提高許多，例如:中草藥化妝品、

中草藥洗髮精、中草藥酒、中草藥糖…等，一般人觀念中對於所謂的

「中草藥」的認知決大部份都是對人類身體的健康有正面幫助及療效

功能性存在。   

「中草藥」的起源可以說是從神農嚐百草開始，經歷了數千年的

歷史，是中國古代科學技術中唯一保存最完整的一部份(1)，也因這項

技術完整的保留，使得後代炎黃子孫們的生活物質上與它息息相關，

不論是在醫療上或是飲食上都是密不可分，在中國五千年的歷史裡對

於中草藥的書籍更是不勝枚舉，可說是祖先留給我們最好的遺產之一

(2)。近幾年由於東方醫學遍及了全世界，因此科學家們對於傳統的中

草藥也漸漸感到有興趣，進而陸續投入這方面的研究領域，這幾年已

經有許多的研究報告和動物臨床應用來證明傳統中草藥的價值是很

高的。 

由於現今人們的生活太過於繁忙，使得身體無法負荷過度的操

勞，相對的在健康方面因而引起了各種不同的疾病，例如:腸胃病、

肝病、心肌…等，人們為了保健、強身，攝取相當多的保健食品，因
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此使得健康保健食品紛紛上市了；中草藥在這方面也不惶多讓，中草

藥對於疾病的治療也是有相當不錯的效果，對養身更是最佳的選擇；

古代的帝王也常常食用利用中草藥做出不同的藥膳來達到保健、強身

的效果，比起人工合成的健康食品，中草藥更合乎自然，所以將中草

藥加工製造成為機能性健康食品是目前最引人關注的一環。 
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1.2 研究目的 

中草藥經過微生物醱酵後，有效成份的含量會提高、藥效會增

強，並且可以明顯降低中草藥藥用量，是非常具有經濟價值的(3)。本

次實驗研究主要是希望藉由傳統的醱酵萃取技術，來探討複方四物湯

原藥材在醱酵後，對於醱酵液中指標成份是否有明顯的變化，進而來

分析評估利用微生物醱酵萃取中藥材是否真有其效果與功效在。 

四物湯為一傳統之中藥材，由「當歸」、「熟地黃」、「川芎」、「芍

藥」組成，為婦人病之聖藥(3,4,5,6,7)，常用於中國傳統調理女性身體機

能，使婦女滋補養顏，擁有紅潤氣色的良方(3)。目前市面上所販售四

物湯中藥材商品，一般製程過程中都是以高溫水或食用溶劑(如乙醇)

萃取濃縮後製成產品進入市場，這麼一來有可能會因此破壞植物中的

一些有效成份，所以本實驗有別於傳統的物理或化學的加工製程，是

利用微生物醱酵萃取四物湯原藥材的有效成份，由於微生物的醱酵作

用增強了中草藥有效成份的萃出效果，使得藥效價值提高，並且配合

一些功能性的測定與分析，分別對醱酵後的成品進行指標成份變化的

監控、總多酚、總多醣、抗氧化力清除自由基能力的變化測定及造血

母細胞與細胞活性增生的檢測。 
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1.3 研究內容 

（1）四物湯原藥材分項室溫與 60℃醱酵及醱酵液分離。 

（2）制定標準檢驗方法鑑定各原藥材指標成份萃出情形。 

（3）分析醱酵萃取液中指標成份鑑定 

（4）總多酚之變化 

（5）總多醣的變化 

（6）清除 DPPH 自由基能力 

（7）檢驗中草藥成份之促進造血母細胞與細胞活性增生 

（8）菌種鑑定工作 
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第二章 文獻回顧 

2.1 中藥材簡介 

a.四物湯的介紹 

 

圖 2-1 四物湯圖片 

中草藥的復方是我國的一塊寶，我國歷史醫家無論是內服用藥還

是外用藥治病，絕大多講究使用複方(1)。歷史幾千年，中草藥方劑數

量多達幾十萬，形成了眾多的名方，複方的配製用藥是中國幾千年智

慧的結晶，已經發揮不可以取代的重要作用(2,55)。 

中草藥複方是中醫臨床用藥的主要形式，它是中醫基礎理論為指

導，按照君、臣、佐、使的組方為原則，選用恰當的藥物定量配製而

成，具有級高的科學價值(3,4,53,54,61)。以往主要是在單味中草藥中尋找

活性成分，但大多數單味中草藥本身就是一種天然組成化學庫，並非

一個化學成分就能夠代表的(5,6,55,56,57)。因此，複方研究需要確定其中

真正起作用的成份是那些，去粗取精，去偽存真，只有這樣才能提供

高效、安全、準確，能為國際社會所接受的中草藥製劑(58,59,60)。 

四物合劑為<中醫人民共和國藥典>收藏品種，來源最早記載於宋

朝＜太平惠民和劑局＞的補血經典名方四物湯，被稱為婦人病的聖
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藥，在臨床上廣泛的應用，為補血、活血、調經之經典名方(1,2,3,61,62,63,64)。

主要由『當歸』、『熟地黃』、『川芎』及『芍藥』四味中草藥所組成，

四物合劑臨床作用: 

(1)血虛症 : 對改善因血虛而出現的面色無華，頭昏眼花，心悸失

眠，手足麻木，月經不調等症狀療效顯著。同時發現治療前後病

人白血球，紅血球，血色素，血小板均有所增加，其中紅血球的

血色素有顯著性增加。未發現有明顯的不良反應，表示四物藥劑

用於臨床安全可靠(2,4,5,6)。 

(2)藥物流產後出血 : 藥物流產後平均陰道出血時間為半月左右(包

括點滴出血)，有的長達 1~2 月之久，當胎囊排出的前三天出血較

多。認為 RU486 有微弱的孕激素活性，大量使用時，會使得多餘

的藥物長時間作用於蛻膜，而不能在短時間內剝離乾淨。對子宮

內膜蛻膜的作用如果不徹底，會導致蛻膜物殘留在子宮內，因而

使墮胎後出血時間延長(1,2,3,4,5,6)。 

(3)黃體功能不全 : 黃體功能不全的主要病因是卵泡期發育不良，排

卵後形成的黃體功能下降，主要是因為黃體期，孕激素分泌不足，

而使子宮內膜分泌不良，導致不孕和流產。本病的主要治療方法

為卵泡期，克羅米芬藥物治療促進卵泡的發育，或在黃體期補充

雌激素等對症治療，然而效果不甚滿意(2,3,4,5,8)。採用四物合劑治療
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則收效良好，表明四物合劑是治療本病的有效中成藥。中醫學理

論認為黃體功能不全的病因有腎陰不足，腎陽虛衰、肝經鬱熱等，

四物湯合劑有養血活血、滋補腎陰，服用則切合病因。提示，四

物合劑有促進卵泡生長發育的作用，並能促進卵泡分泌雌激素的

效果及改變子宮頸黏液，利於精子通過 ; 治療後基礎體溫顯示平

均黃體期時間延長，提示四物湯合劑有健全黃體功能的功效，其

療效較為滿意(2,3,4,5,6,8)。 

(4)對人紅白血病細胞株 K562/ADM 多種藥物耐藥性的逆轉作用;四

物合劑在無毒性劑量時能逆轉細胞株 K562/ADM 對 ADM 的耐藥

性，但對細胞膜 P-glycoprotein 表達影響不大，其逆轉作用可能與

降低 P-glycoprotein 藥物外排作用，增加細胞內藥物濃度有關。可

見，四物合劑對腫瘤的防治與康復具有重要作用，可協同化療藥

物發揮增效解毒作用(1,2,3,4,5,8)。 
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b. 當歸的介紹 

  

圖 2-2 當歸圖片 

【拉丁名稱】Radix Angelicae Sinensis 

【別名】歸身，全歸，歸尾，乾歸，馬尾歸、雲歸、西歸、文元、乾

歸、千歸、秦歸(10,11,12)。 

【英文名稱】Root of Chinese Argelica 

【來源】為傘形科多年生草本植物當歸 Angelica sinensis(Oliv.)Diels

的根。生於高寒多雨區。產地主產於中國甘肅東南部岷縣（秦

州），產量多，質量好；其次則為四川、雲南等地(10,11,12)。 

【性味】性溫，味甘、辛 

【化學成分】含藁本內酯(ligustilide)、正丁烯拂內酯(n-butylidene 

phthalide)、阿魏酸、烟酸、蔗糖和多種氨基酸，以及倍

半萜類化合物等(10,11,12,65,66,67,68)。 

【功能主治】  

(1)用於心肝血虛，面色泛黃，眩暈心悸等。當歸甘溫滋潤，為補血

要藥。常搭配熟地、白芍等同用，如四物湯。若氣血很虛者，常與
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黃芪、人參等同用，如當歸補血湯、人參營養湯等(10,11,12)。 

(2)用於血虛或血虛而兼有瘀滯的月經不調，痛經，經閉等。當歸既

能補血、活血，又能調經，為婦科要藥。如上述，在氣滯血瘀者，

常配香附、桃仁、紅花；因於寒凝者，常配肉桂、艾葉；因偏血熱

者，則常配赤芍藥、丹皮等(10,11,12)。 

(3)用於血虛、血滯而兼有寒凝，以及跌打損傷，風濕痺阻的疼痛症。

當歸補血活血，又兼能散寒止痛，故可隨症配伍應用。如治血滯兼

寒的頭痛，常配川芎、白芷等；氣血瘀滯的胸痛、脅痛，常配鬱金、

香附等；治虛寒腹痛，常配桂枝、白芍等；治血痢、腹痛，常配黃

芩、黃連、木香等；治子宮肌瘤積聚，常配三棱、莪術等；治跌打

損傷，常配乳香、沒藥等；治風濕痺痛，肢體麻木，常配伍薑活、

桂枝、秦艽等；現代用於冠心病心絞痛、血栓閉塞性脈管炎等，亦

取得一定的療效(10,11,12)。 

(4)用於癰疽瘡瘍。當歸既能活血消腫止痛，又能補血生肌，故亦為

外科所常用。用於瘡瘍初期，常配銀花、連翹、穿山甲等，以消腫

止痛；用於癰疽潰後，氣血虧虛，常搭配人參、黃芪、熟地黃等，

以補血生肌(10,11,12)。 

(5)用於血虛腸燥便秘，能養血與滋潤腸道通便。當歸常搭配火麻仁、

肉蓯蓉等同用(10,11,12)。 
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c.熟地的介紹 

   

圖 2-3 熟地圖片 

【別名】酒壺花、山烟根、山烟、山白菜 

【英文名稱】Rehmanniae Preparata Radix 

【來源】玄參科多年生草本植物地黃 Rehmania glutinosa Libosch 的

根。主產於中國河南、河北、內蒙古及東北大部分地區有栽

培。秋季採挖，鮮用或乾燥切片生用(13,14,69)。  

【性味】鮮地性寒，謂甘、苦。生地黃性寒，味甘。 

【化學成分】含梓醇(catalpol)、多種氨基酸和糖、甘露醇、β-谷甾醇

及菜油甾醇(campesterol)等(13,14,69,70)。 

【功能主治】 

(1)用於血虛泛黃、眩暈、心悸失眠、月經不調、崩漏等。熟地黃為

補血要藥，常與當歸、白芍並用，並隨症配伍相應藥物(13)。 

(2)用於腎陰不足的潮熱骨蒸、盜汗、遺精、消渴等。熟地黃亦為滋

陰主藥，經常與山藥、山茱萸等同用，如六味地黃丸(13)。 

(3)用於肝腎精血虧虛的膝蓋酸軟、眩暈耳鳴、鬚髮早白等。熟地黃
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經常與制何首烏、枸杞子、菟絲子等補精血、烏鬚髮藥同用(13,14)。 

【現代研究】熟地黃含梓醇、地黃素、甘露醇、維生素 A 類物質、糖

類及氨基酸等；有強心、利尿、降血糖、增強免疫功能

等作用(13,14,69)。 
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d.川芎的介紹 

   

圖 2-4 川芎圖片 

【拉丁名稱】Rhizoma Chuanxiong 

【別名】芎窮、京芎、香果、山鞠窮、胡窮、雀腦窮、貫芎、撫芎、

台芎、西芎、小葉山芎(15,16,17,18,19,20,71,72)。 

【英文名稱】Rhizome of Szechwan Lovage 

【來源】為傘形科植物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort.的根莖。主產

四川，產量大，品質優；其他部分省區如雲南、貴州、江西、

湖北、陝西、甘肅地產，量較小，質較次，均須要栽培

(15,16,17,71,72)。 

【性味】味辛，性溫。 

【化學成分】含揮發油，內酯類，生物鹼和酚類化合物。內酯成份主

為 4-羥基-3-丁基酜內酯(4-hydroxy-3-butylphalide)、丁烯

內酯、川芎內酯、藁本內脂(ligustilide)和新蛇床內酯；

生物鹼類有川芎嗪(tetramethylpyrazine)、佩洛裡因；酚

類化合物有川芎酚(chuanxiongol)、阿魏酸(ferulic acid)、
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瑟丹酸(sedanic acid)等(20)。 

【功能】活血，袪風，止痛，解痙，鎮靜，降壓，擴張血管，調經。

用量、用法內服：煎服 3~9 克；研末服每次 1~1.5 克。[炮

製] 川芎將原藥大小分檔，放清水中，夏秋季浸 1-2 小時，

春、冬季浸 3-5 小時，洗淨撈出放竹籮裡或蒲包裡，上蓋

濕草包，少量可裝入甏內悶潤，每天早晚淋水翻動，潤軟

切 0.2-0.3cm 片，曬乾，又稱「川芎片」(15,16,71,72)。 
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e.白芍的介紹 

   

圖 2-5 白芍圖片 

【拉丁名稱】Radix Paeoniae Alba 

【別名】白芍，東芍、毫白芍。 

【英文名稱】White Peony Alba 

【來源】毛莨科多年生草本植物芍藥 Paeonia lactiflora Pall 的根。主

產於中國浙江、安徽、四川等地。夏、秋二季採挖，洗淨，

除去頭尾及細根，水煮，除去外皮，晒乾(21,22,23,73)。 

【性味】味苦、酸，性微寒。 

【 化 學 成 分 】 根 含 芍 藥 苷 （ paeoniflorin ）、 氧 化 芍 藥 苷

(oxypaeoniflorin)、芍藥內酯苷(albiflorin)、苯甲醯

芍 藥 苷 (benzoylpaeoniflorin) 、 芍 藥 苷 元 酮

(paeoniflorigenone)、丹皮酚原苷(paeonlide)、丹皮

酚(paeonl)；尚含苯甲酸、胡夢卜苷及多種鞣質類

等(21,22,23,24,73)。 

【功能】平肝止痛，養血和陰，解痙鎮靜，抗菌。 
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【用量、用法】煎服 5-10 克。欲其平肝、斂陰多生用；用以養血調

經多炒用或酒炙用(21-24)。 

【臨床應用】 

(1)用於血虛或陰虛有熱的月經不調，崩漏等。白芍有養血調經之

效。常配當歸、熟地黃等同用。若陰虛有熱，月經先期、量多、

或崩漏不止，可加阿膠、地骨皮等同用(21-24)。 

(2)用於肝陰不足，肝氣不舒或肝偏亢的頭痛、眩暈、脅肋疼痛、脘

腹四肢拘攣作痛等症。白芍有養肝陰，調肝氣，平肝陽、緩急止

痛之效。治肝陽上亢的頭痛眩暈，常配生地、牛膝、石決明等同

用；治肝鬱脅肋疼痛，常配當歸、白術、柴胡等同用；治脘腹手

足攣急疼痛，常配甘草同用；治肝脾不調，腹痛泄瀉，常配防風、

白術同用(21-24)。 

(3)用於陰虛盜汗，及營衛不和的表虛自汗症。白芍能斂陰、和營而

止汗。治營衛不和，表虛自汗常與桂枝配伍，調和營衛而止汗；

治陰虛盜汗可配生地黃、牡蠣、浮小麥等，斂陰而止汗。4.用於

眼皮跳。眼皮跳是個十分常見的現象，很多人都試過。在醫學上

稱為 「眼肌痙孿」，如果是偶然發生，不久便見消失，這屬於生

理性，並非病態(21-24)。 
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2.2 高效液相層析法 

高 效 液 相 層 析 法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC )，由於使用高壓泵，又稱為高壓液相層析法，其流程圖如圖

2-6 所示。在一根不鏽鋼製成的封密式管柱內，緊密地填入高效微粒

填充物作為固定相，用高壓泵連續地按一定流量將溶劑送入層析管柱

中；用注射器將定量樣品注入管柱頂端，再用溶劑連續地洗脫管柱，

樣品中各成分就逐漸地分離，按一定順序從管柱中流出，進入偵測

器，將各成分的濃度變化轉換成電子信號，經放大後進入紀錄器並繪

出層析圖，將結果印出；高效液相層析法是以傳統的液相層析法為基

礎，引入氣相層析法的理論，在技術上採用了高壓泵、高效固定相、

高靈敏度偵測器及微電腦數據處理器，由記錄器將分析結果印出

(25~31)。 

 

圖 2-6 HPLC 流程圖 
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2-2-1 高效液相層析法的特點(30) 

(1)高壓：由於溶劑（流動相）的黏度比氣體大很多，而層析柱內

填充了緊密的微粒（固定相），當溶劑通過管柱時會受很大阻

力，一般在 1m 長的管柱其壓力降約為 75×105 Pa。故需要採用

高壓泵輸液系統，壓力可達 150 ~ 350×105 Pa。 

(2)高速：溶劑通過管柱的流量可達 3~10 mL/min，製備層析圖之

速度可達 10~50 mL/min，使分離速率加快；管柱製成封密型，

可重複使用。 

(3)高效：使用高效固定相，其填充料的微粒均勻，直徑小於 10μm，

表面孔穴淺，質量傳送快；管柱效率高，理論平板數可達到 104

塊/m。 

(4)高靈敏度：採用高靈敏度偵測器，例如紫外線吸收偵測器的靈

敏度可達 5×10-10g/mL ，是差折光偵測器的靈敏度可達

5×10-7g/mL。 

 

2-2-2 高效液相層析的裝置(31) 

高效液相層析的裝置依圖 2-6 的流程圖，可分為五大部分：（1）

貯液器及溶劑處理系統，（2）高壓泵，（3）樣品注入系統，（4）分離

系統，（5）偵測及記錄系統；分別敘述如下。 
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(1)貯液器及溶劑處理系統 

HPLC 的貯液器通常含有一個或多個的玻璃或不鏽鋼貯液器，每個

貯液器可容納 500 mL 至 2 L 的溶劑；溶劑處理系統包含真空泵系

統（vacuum pumping system）、脫氣計（degasser）、溶液混合器（solvent   

mixer）等。 

(2)高 壓 泵 

HPLC 的高壓泵是用以驅使流動相溶劑流經分離的管柱，其工作

條件要求很嚴格，因為直接影響分離的可靠性；一般常用的高壓

泵有三種型式：（1）往復泵（reciprocating pump），（2）注射型泵

（syringe-type  pump），（3）定壓泵（constant pump）各有其優缺

點。 

(1)往 復 泵 

往復泵裝置如圖 2-7，目前 HPLC 系統有 90％使用往復泵，

其優點是內部體積小（~250mL）、高輸出壓力（可高達 10,000 

psi）、固定流速、與梯度洗脫的速配性佳。但其缺點是有脈衝

流動，必須加以消除（可使用兩組汽缸及活塞交替操作來消

除脈衝）。 
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圖 2-7 往 復 泵 

(2)注 射 型 泵 

注射型泵又稱置換泵（displacement pump），其裝置如圖 2-8

所示，由馬達為動力作螺旋推進注射，其優點是無脈衝且流

動平穩容易控制，但缺點是溶劑的容量小（~250mL）且更換

溶劑不方便。 

 

      圖 2-8 注 射 型 泵 
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(3)定 壓 泵 

定壓泵又稱氣動泵（pneumatic pump），其裝置如圖 2-9 所示，

其流動相含在可壓縮容器中，由壓縮氣體來壓縮；此泵優點

是簡單、便宜、且無脈衝，其缺點是容量有限且輸出壓力及

流速和溶劑的黏度有關，並且不適用於梯度洗脫。 

 

圖 2-9 定 壓 泵 

1. 樣品注入系統 

HPLC 的樣品注入系統要求方便準確注入樣品且不影響系統

的高壓；可使用注射器及矽酮（silicone）或新平橡膠（neoprene）

或鐵氟龍（Teflon）的自封墊片來進行樣品注入。 

 

圖 2-10 樣品注入系統 
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2. 分離系統 

HPLC 的分離系統主要為不鏽鋼管或厚壁玻璃管製成之分析管

柱；典型的管柱長度 20~150 cm，管柱內徑為 2~10 mm，填充粒

子大小有 3、5、10 μm ，填充物為矽膠、礬土、離子交換樹脂或

矽藻土。 

在溶劑進入分析管柱之前，通常先進入預備管柱或稱前置管柱

（precolumn）或保護管柱（guard column），以除去雜質以免汙染

分析管柱；預備管柱之填充物的化學性質與分析管柱相同，但管

柱較短且填充粒子較大以減少壓力降低。 

3. 偵測及記錄系統 

HPLC 之偵測器之靈敏度不如 GC 之偵測器，大部分所使用的

偵測器與樣品的特性有關。 

(1)紫外光可見光度偵測器 

 

圖 2-11 紫外光可見光度偵測器 
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(2)示差折射偵測器 

 

圖 2-12 示差折射偵測器 

 

(3)電化學偵測器 

 

圖 2-13 電化學偵測器 
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(4)螢光偵測器 

 

圖 2-14 螢光偵測器 

2-2-3 HPLC 之應用(31) 

  高效液相層析法的主要應用是定性及定量分析、純物質的製備和

混合物之分離，HPLC 在定性及定量分析方面可採用氣相層析法中的

定性定量方法來進行。 

  利用高效液相層析法來製備純化物質，它和一般傳統的純化方法

（如再結晶法，分餾法等）相比較，它具有更高的分離率、更方便快

速且純度更高；因此 HPLC 是一種有效的純化方法，通常在管柱出口

處安裝一個收集容器，按照層析峰的出峰信號，逐一用不同的收集容

器收集所分離的各成分。將流動相溶劑除去後即可得較純產品。 

  HPLC 的分離效能和分離速度，也比一般化學方法優異；它不受

樣品揮發度和熱穩定性的限制，對於分離離子型的化合物、不穩定的

天然產物、生物藥品、以及其他高分子量之混合物的分離都非常有效。 
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2.3 菌種的分類方法 

a.革蘭氏染色法: 

菌種的鑑定工作是目前微生物學實驗室經常遇到的基礎性工

作，不同的微生物往往會有不同的重點鑑定指標。例如，在鑑定特徵

較為豐富、形體較大的真菌等微生物時，常以形態特徵與生理特徵兼

用 ; 而鑑定形態特徵較少的細菌，則需從生理和生化指標方面做初

步的鑑定(32)。 

革蘭氏染色對細菌是一種重要的鑑別方法，依照細菌對這種染色

法反應的不同可以將細菌分為兩種類型，即革蘭氏陰性和革蘭氏陽

性。目前普遍認為，革蘭氏陰性細菌的細胞壁中，脂類物質的含量高，

而肽聚糖含量低，所以在革蘭氏染色中經過脫脂溶劑乙醇的處理，脂

類物質會被溶解，細菌的細胞壁通透性增強，結晶紫-碘複合物被提

出，細菌被脫色，經蕃紅複染後菌體呈現紅色。革蘭氏陽性細菌由於

細胞壁的肽聚糖層含量較高，而脂類物質含量低，經過酒精的脫色作

用後，細胞中的肽聚糖層孔徑變小、通透性降低，而阻止了不溶性的

結晶紫-碘複合物的溶出，使細菌保持初染時的深色(33,74)。 

b. PCR 的方法: 

PCR 是一種使特定 DNA 片段大量複製的技術，利用 PCR 針對

基因改造部份的 DNA 片段進行複製，如果 PCR 的結果可以獲得該片
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斷的複製產物，即代表檢體含有欲檢驗的基因改造成份；如果沒有複

製產物，或複製產物與預設的不相同，則代表檢體不含欲檢驗的基因

改造成份(34,75)。 

PCR 首先設計出對外來轉殖基因的序列（sequence of foreign 

gene）具有專一性的引子組（specific primer set），然後以此組引子，

在一個含有待測檢體 DNA（DNA 模板，DNA template）、DNA 聚合

酶（DNA polymerase）、四種去氧核甘三磷酸（dNTP）、鎂離子等物

質的反應環境中，並在特定反應條件下，包含變性 (denature)、黏接

（annealing）、延展（extension）等步驟，進行數回合 (cycles) 循環

反應，使外來轉殖基因的 DNA 特定片段大量複製(75,76)。 
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2.4 中草藥醱酵之簡介 

中草藥經過微生物醱酵後，有效成份的含量提高，藥效也因此而

增強，相對的可以降低中草藥的藥用量，這為中草藥保健食品的應用

找到一條很好的出路，透過微生物的醱酵，一方面增強了中草藥的效

果，另一方面也相對地減少了中草藥的藥用量，讓向來匱乏的中草藥

資源，降低了食品業的藥用成本，具有重要的經濟價值和現實意義，

是一個非常值得深入研究及應用(35,36,77)。另外，在中草藥醱酵的新技

術中，可確保產品中有效成份的含量，同時與國際標準接軌，有利於

提高我國中草藥現代化的水平，此外研究開發中草藥的「醱酵過程」，

是一種新型的天然中草藥藥劑，該藥劑一旦研究成功，將可代替部分

抗生素的使用，造成經濟、社會及生態效益是可評估的(37)。綜合以上

的敘述可得知，中草藥醱酵是現代化生物科技與中草藥研究的完美結

合，將為中草藥領域開發出新的道路，拓展更廣闊的發展空間，並在

中草藥領域研究中佔有重要的地位(35)。 

微生物的多樣特性為我們提供了豐富的菌株，不同的微生物具有

不同的特性，利用此優點運用在中草藥醱酵裡更帶來不同的效果，微

生物具有多面性的活性功能，目前已成為發現新中草藥醱酵的重要領

域之一，現在除了抗菌、抗腫瘤與抗生素外，對於不具有抗微生物生

物活性物質的發現越來越多，例如:免疫抑制劑、降血脂、抗氧化、
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受體抵抗劑和特殊性酶抑制劑等(78)。 

對研究中草藥醱酵過程要如何貫徹中醫的理論，且吸收現代中草

藥的應用，並擴大中草藥的治療範圍、藥劑形象的改進，也為新藥加

工的製造提供新的技術與途徑，使中草藥的研究注入不同的內容及活

力(37)。 

中草藥醱酵的優點，中草藥醱酵製藥技術的典型特點就是生物轉

化。可包括如下幾點:(1)藥物的有效成份、活性物質最大限度可以萃

取、利用；(2)藥物進入人體後不能直接被利用的有效活性成分，因

在體外取得完成而被直接利用，迅速發揮應用有效能；(3)優選擇人

體有益菌體本身具有補充或增強原有藥物的功能；(4)中藥醱酵製藥

與原有藥物相比對產生了新的活性物質從而具有新的保健、預防或治

療功能；(5)實現中藥現代化、具有高科技水平的新科技，提高中草

藥行業的國際競爭力，造福全人類做出新的貢獻(35,36)。 
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2.5 總多酚之簡介 

多酚類之化學結構 簡單的說，多酚類化合物的結構包含兩個部

分：一個是苯環，另一個是苯環上的羥基，經過縮合及加成聚合而

成的衍生物(38)。多酚類為植物二次代謝的產物，主要以結合形式

存在於植物中，會和一個以上的醣基結合(glycosylation)，多酚類

幾乎存在所有的植物中，其分布範圍很廣且種類也非常多，目前已

有8000種以上的酚類化合物結構被發現(39)；當然植物性食品中也常含

有多酚類，不同的食物種類及含量不同，植物的成份中，以纖維素

的含量最多，其次是半纖維素、木質素、多酚是含量第四多的成分，

在陸地上的植物幾乎都含有它。(38,39)多酚因結構不同而有許許多多的

種類，這種成分關聯著植物的演化，目前也是植物分類的重要指標

之一(39)。  

多酚在植物身體內的功能是防禦紫外線、授粉期的誘蟲劑、助花

粉管的出芽、對抗入侵植物體內的細菌、抑制植物體過氧化作用等，

也就是植物本體的防禦與種籽保存繁殖上的重要成分(40)。  

多酚是植物內的天然成分，不是舶來品，尤其在嗜好品內的含量

更多。人們很早就會利用茶和咖啡來成為保健養生，那時雖不知是多

酚的功效，但無意識下卻會利用它(41)。過去對植物多酚的評價是壞的

比好的多，原因是食品應用上，多酚會使食物變色、變味、營養價值
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降低，所以過去食品工業上都是研究如何去除它，從農業栽培上來改

良出澀味與苦味較少的水果、蔬菜的新品種，也就是要使多酚的含量

減少，工廠加工作業也是符合消費者需要而努力研發如何更能徹底清

除多酚的技術，例如做橘子罐頭時，常將引起白濁的橘皮素的多酚去

除(79,80)；另外消費者也會在食用前將多酚含量較多的部位如皮部、莖

部去除掉。在好的利用方面，利用單寧多酚在皮革鞣製、染色、酒類

澄清、紙及纖維的補強，也有被利用作為食品的保存劑(79,80)。  

1928 年發現新鮮蔬菜水果中含有抗壞血病的成分，1932 年命名

為維生素 C(81)。1948 年利用檸檬抽取維生素 C 的同時發現了一種類

黃酮素(Flavonoid)的成份，可以強化毛細血管，取名為維生素 P(82)，

20 多年前被遺棄很久的纖維素，因發現有種種的非營養性機能，是

身體所不可欠缺的成分，於是就被認定為第六營養素(83)；最近多酚的

機能性也不斷被發掘，對人體有某些特定的功效，所以可能被稱為第

七營養素(83)。 
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2.6 總多醣體之簡介(39-42)(84~87) 

醣類是自然界最多的有機化合物，是生命活動四大基本物質(蛋

白質、核酸、醣、脂)之一，在生命過程中發揮著極為重要作用(39)。

100多年前德國家著名科學家Emil Fischer就開始對醣類的研究。1923

年 M.Heidelberger 和 T.Oswald 提出細菌的抗原部分是由醣類質組成

而不是蛋白質(40,41)。目前,人們已經發現醣類化合物作為信息分子在

細胞識別、生長發育、生物體的受精、神經系統和免疫系統平衡形態

的維持等方面起重要的作用(41,42)；炎症和自身免疫疾病、老化、腫瘤

細胞的惡性轉化與轉移、病原體的感染等生理和病理過程也都有此類

物質的參與(84,85)。這些具有抗腫瘤、免疫調節、降血糖、抗病毒、抗

凝血、抗輻射等多種活性的多醣，部分已應用腫瘤、肝炎、心血管疾

病的臨床輔助治療和康復(86,87)。活性多醣的化學結構、藥理作用與機

理，已成為生命科學研究中最活躍領域之一(86,87)。 
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2.7 抗氧化力之簡介 

近年來，營養學家和一般大眾都注意到食物不只是能量和必需營

養元素的來源，在這些食物中所含的一些微量元素被認為具有促進人

體健康的特性，這些元素可以預防或減緩慢性疾病的發生，例如循環

系統的疾病或某些癌症的發生(43,88)。最令大家注意的是水果和蔬菜所

含的植物化合物(phytochemical)在預防因氧化逆境(oxidative stress)引

起的疾病上所扮演的角色與功能(44)。許多流行病學的研究也都指出，

增加膳食中蔬菜與水果的攝取量可以有效的降低心血管疾病、癌症、

慢性疾病和其他老化疾病的發生(45,89)。這是由於蔬果中所含的極性與

非極性的植物化合物可作為還原劑、氫離子或電子的提供者和活性氧

化力的清除者，具有抗氧化力，可以消除體內的自由基與活性抗氧

化，保護細胞內的各種分子不受氧化逆境的傷害(46,90,91)。天然的抗氧

化物主要有維生素 C(vitamin C)、維生素 E(vitamin E)、β-胡蘿蔔素

(β-carotene)、酚類化合物(phenolic compounds)等。主要的來源包括蔬

菜、水果、辛香料類和香草植物等(43,47,91)。 

這些植物所含的植物化合物(phytochemicals)對身體所產生的益

處比食用單一種抗氧化物更為有效，且蔬果中所含的植物化合物所提

供的營養與功效也無法利用單一抗氧化物添加在膳食中達到相同的

效果，這是因為植物所含的維生素、礦物質和植物化合物之間可能具
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有聯合、協同作用(46)。因此，建議由植物性食品來源增加抗氧化物的

吸收比單一化合物來源的吸收有更好的效果由於植物體內含有多種

的抗氧化物成分，且隨著蔬果的種類其所含的植物化合物與含量也的

變化，所以要將蔬果內的抗氧化成分各別的測定是很困難的(47)。因

此，有許多關於抗氧化力測定的研究都利用植物體的粗萃取物，在體

外(in vitro)條件下針對特定自由基的清除能力來表示其植物體的抗

氧化力(total antioxidant capacity)，目前應用在測定總抗氧化力的方法

很多，而每一種方法的測定原理與機制也不盡相同，因此所得的結果

也未必一致(91,92)。 
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2.8 造血幹細胞之簡介 

樹突狀細胞 (dendritic cell ,DC)是一類專職抗原提呈細胞

(professional antigen presenting cell ,PAPC)(48,103,104),因此具有膜樣或樹

突狀突起而得名(48,49,93)。成熟樹突狀細胞具有極強的抗原遞呈能力，

能夠激活童貞 T 細胞(naive T cell)以引發機體免疫反應，因而在移植

免疫和抗腫瘤免疫中發揮重要作用(50,51,94,95)。以往對於樹突狀細胞的

研究都是從外周血管和脾臟中分離獲取，由於其分離過程複雜且產量

很低，使研究者對樹突狀細胞的研究受到限制(52,96,97,98,99,100)。近年來對

樹突狀細胞的體外誘導分化和擴大增加成為研究熱點，本文就體外誘

導骨髓造血幹細胞來源，樹突狀細胞前的體純化和擴大增加方法做出

研究，因此為樹突狀細胞的功能及移植免疫研究提供生物學基礎

(101,102,103)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 34

第三章 材料與方法 

3.1 實驗材料: 

3.1.1 中草藥 

當歸、熟地、白芍、川芎(港香蘭股份有限公司提供) 

3.1.2 菌體 

由中草藥藥渣堆肥中分離得到，常溫菌株(Bacillus sp.) 、高溫菌

株 (Geobacillus sp.) 。 

3.1.3 藥 品: 

名 稱 廠 牌 

酚類指示劑 台灣默克股份有限公司 

碳酸鈉 台灣默克股份有限公司 

沒食子酸 SIGMA 股份有限公司 

藥用酒精 台灣煙酒股份有限公司 

酚 台灣默克股份有限公司 

硫酸 台灣巴斯夫電子材料股份有限公司 

葡萄糖 慧眾生物科技股份有限公司 

維他命 E 鑫隴興業有限公司 

1,1-二苯基-2-苦味肼基團 台灣默克股份有限公司 

甲醇 台灣默克股份有限公司 

醋酸 Scharlau 股份有限公司 

乙腈 台灣默克股份有限公司 

蛋白腖 啟新生物科技股份有限公司 

洋菜膠 慧眾生物科技股份有限公司 

糖蜜 Scharlau 股份有限公司 

革蘭氏結晶紫染色試劑 台灣默克股份有限公司 

革蘭氏番紅染色試劑 台灣默克股份有限公司 

碘酊 台灣默克股份有限公司 

甘油 台灣默克股份有限公司 

96%硫酸 Scharlau 股份有限公司 
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3.2 實驗儀器: 

名 稱 廠 牌 

粗秤天秤 廠牌 Preisa ；型號 XB2200C 
電子分析天秤 廠牌 Preisa ；型號 XT220A 
恆溫循環加熱槽 廠牌 SHAKER BATH；型號 SB-7D 
薄膜過濾抽氣裝置(1000mL) 廠牌 NALGENE；型號 300-4100 
真空 Pump Rocker 廠牌 GAST；型號 DPA-P704-AA 

減壓濃縮機(含加熱器；減壓裝置；回

收溶劑冷凝裝置 -80℃ ) 
廠牌 EYELA/日本；型號 
N-1000S+SB-1000 

高效液相層析儀（HPLC） 
<包含 RI、UV-VIS、Pump > 

廠牌 HITACHI；型號 L-7420、L-7100 

氣相層析質譜儀(GC-MS) 廠牌 HITACHI 
烘箱 廠牌 Hevaeus  FUNCTION；型號 T6 
無菌操作台 廠牌 HIGH TEN；型號 6BH 

-86℃超低溫冷凍櫃 廠牌 SANYO；型號 MDF-U50V 

-20℃超低溫冷凍櫃 廠牌 SANYO；型號 MDF-U333 
4℃冰箱 廠牌 SANYO；型號 MPR-311D 

高壓滅菌釜 廠牌 TOMIN 

PCR 循環機 廠牌 eppendorf 
離心機 廠牌 Model；型號 VS 1500FN2 
紫外可見光光譜儀 廠牌 HITACHI；型號 U-2001 
超音波洗淨機 廠牌 BRANSON；型號 5200 
生物顯微鏡 廠牌 Model；型號 B1-211A 
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3.3 實驗步驟: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1)港香蘭藥廠股份有限公司藥渣進行固態堆肥製作

與田間應用 

(2)堆肥高溫期篩選得 60℃生長且具有纖維素降解等

多項植物成份分解酵素活性之菌株 

(3)選擇一株 60℃藥渣分解菌與室溫藥渣分解菌，以四

物原藥材進行植物藥材醱酵萃取製程 

(4) 

中草

藥原

藥材

醱酵

過程

中指

標成

份份

析 

(5)
菌

種

純

化

分

離

與

鑑

定 

 

(6)
總

多

酚 

 

(7)
總

多

醣 

 

(8)
清

除

自

由

基

能

力 

 

(9) 
造血

幹細

胞活

性與

細胞

增生

實驗

變化

之分

析 

以下測定是利用微生物醱酵萃取四物湯

原藥材功能性的成份，並進行不同醱酵

時期之醱酵液變化測定。 
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3.4 中草藥有效成份的濃縮萃取 

(1) 秤取打碎到約 10 mesh 大小的四物湯原藥材〈當歸、熟地、 川

芎、白芍〉各為 5g，將各項原藥材倒入錐形瓶內，再加入 50 

ml 滅菌 RO 水使有效成分萃取溶出。 

(2) 為了使各項原藥材中的有效成份更有效率的萃取溶出，將錐

形瓶拿到 60℃恆溫水浴加熱槽中熬煮一小時。 

(3) 加熱一小時後，先用孔徑較大的濾網進行初步過濾取得濾

液，再利用薄膜抽氣過濾裝置過濾液體內較細微的藥渣。 

(4) 將過濾後的藥渣，再加入 50 ml 滅菌 RO 水，重覆(2)~(3)實驗

步驟兩次，合併所有濾液為 135ml，並秤取藥渣的濕重為 19.50 

g。 

(5)將合併後的濾液全部拿到減壓濃縮機進行濃縮，即可得到四

物湯原藥材的粗抽出物為 11.82 g，產率為 59.1%。 

(6)經濃縮後藥材的粗抽出物，加入約 80ml 的混合溶劑（甲醇:水

=1:1）使之溶解；溶解後的液體取 2ml 通過 0.45 μm 的過濾膜

進行過濾，將過濾完的液體取 25μL 注入到 HPLC 中，將 UV-VIS

偵檢器的吸收波長設定在 280 nm，觀察四物湯原藥材醱酵過程

中指標成份的變化。 
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3.4.1 流程圖 

            
粉碎到 10mech 大小的四物湯原藥材                 各稱取 5g  

 
 

                            

                           秤好的藥材加入 50 ml 滅菌 RO 水 

 
拿到 60 ℃水浴槽熬煮一小時 

 

 

 

                      
加熱一小時後先初過濾              再用薄膜過濾抽氣裝置過濾一次 
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藥渣再加入 50ml 滅菌 RO 水重覆(2)~(3)步驟     合併全部的濾液 
 

 

將合併的全部濾液進行濃縮 
 

                     
濃縮後秤重並記錄粗抽出物重量    溶解後的液體通過 0.45 μm 的過濾膜進行過濾 

 
取 25μL 試樣注入到 HPLC，並觀察四物湯的圖譜 
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3.4.2 HPLC 定量分析方法 

a. HPLC 分析條件: 

層析管(column): Merck Purospher STAR RP-18e 

column(250×4mm,5µm) 

保護管柱(Pre-column):Merck Purospher STAR RP-18e 

endcapped(5µm) 

檢測波長:UV280 nm  

流速: 0.8 ml/min  

注入量: 25µL 

分析時間:85 min 

移動相: CH3CN:CH3COOH= 99:1，進行濃度梯度沖提如下: 

時間(min) A(%) B(%) 

0 
5 

10 
15 
35 
55 
80 

0 
0 
3 
3 

10 
25 
55 

100 
100 
97 
97 
90 
75 
45 
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3.5 四物湯原藥材醱酵步驟 

(1) 準備 16 個 1000mL 的血清瓶，加入粉碎到 10 mech 大小的四物湯

原藥材(熟地、當歸、川芎、白芍)各 40g 與滅菌過的 RO 水 600mL

均勻混合成四物湯合劑，置於醱酵桶中達八分滿為止。 

(2) 將 16 個血清瓶分成四個小組，在每組中依序分別加入不同比例的

葡萄糖(0%、5%、10%、15%)，有兩組放置 60℃烘箱內，另外則

兩組者放置在室溫下。 

(3)在 60℃烘箱中有一組需要加入 60℃的藥材分解菌 Geobacillus 

sp.；放置室溫的其中一組則加入常溫藥材分解菌 Bacillus sp.。 

(4)60℃醱酵組則須每天取樣，室溫組則每週進行取樣，分別進行固

液分離與萃出物初步檢測，以比較有效成份萃出比。 

(5)進行相關活性檢測(指標成份鑑定、總多酚、總多醣、抗氧化力、

動物細胞實驗)。 
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3.5.1 流程圖

(1)

 
(2)

 

(3)

 

第四組 第三組 

第二組 
第一組 

0% 5% 10% 15% 5% 10% 15% 0% 

0% 0% 5% 5% 10% 10% 15% 15% 

四小組分別依序加

入不同比例的葡萄

糖濃度 (0%、5%、

10%、15%) 

分別加入四物湯原藥

(熟地、當歸、川芎、

白芍)各40g與滅菌過

的 RO 水 600mL 

準備 16 瓶 1000mL

滅菌過的血清瓶 
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(4) 

 

(5)

 

第四組 第三組(有加菌)

第二組 第一組(有加菌)

0% 5% 10% 15% 5% 10% 15% 0% 

0% 0% 5% 5% 10% 10% 15% 15% 

開始進行進行相關活性檢

測(指標成份的鑑定、總多

酚、總多醣、抗氧化力、動

物細胞實驗)，置於 60℃下

的則每日取樣分析，而放置

在室溫下則需要每週取樣

分析(共檢測 8 週)。 

放在 60℃烘箱 

放在室溫下 

第四組 第三組(有加菌)

第二組 第一組(有加菌)

0% 5% 10% 15% 5% 10% 15% 0% 

0% 0% 5% 5% 10% 10% 15% 15% 

放置在烘箱中其中一組

加入 Geobacillus sp.藥材

分解菌，置於室溫其中一

組則加入 Bacillus sp.藥

材分解菌 

放在 60℃烘箱 

放在室溫下 
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3.6 總多酚含量測定 

原理:  

目前在研究上大多以檢測總多酚化合物的含量來呈現，根據

Folin-Ciocalteau的方法，在鹼性環境下，與可被氧化的物質

(oxidizable substrates)作用，在一定時間及溫度下，會產生顏色

變化，再以分光光度計測定樣品在725nm下的吸光值，並以沒

食子酸(Gallic acid)為標準液，最後以沒食子酸之等量線(GAE)

來表示總多酚類含量。 

a.標準較正線製作 

(1) 精秤 0.05g 的沒食子酸(Gallic acid)放入 50 ml 的量瓶，加入去離子

水，搖盪至溶解為止，再加去離子水至刻度線。 

(2) 配製濃度分別為 0.05~1ml 之沒食子酸(Gallic acid)試樣溶液總體積

為 5ml，後振盪搖晃均勻。 

(3) 重步驟 2 中之液體每瓶吸取 1ml 放入另外 8 支離心試管中，每瓶再

加入 1ml 95%乙醇和 5ml去離子水以及 0.5ml 50%酚類指示劑(空白

樣品:5 ml 去離子水+ 1ml 95%乙醇+1ml 5% Na2CO3)，置於 35℃恆

溫水槽中加熱靜置 5 分鐘。 

(4) 靜置 5 分鐘後，加入 1ml 5%Na2CO3置於黑暗中靜置 60 分鐘。 

(5) 用分光光度計測定波長(725 nm)，並製作標準校正線。 
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b.樣品測定 

(1)拿取預測之樣品經振盪搖晃均勻後，吸取 1 ml 樣品，放入離心試管

中再加入預定稀釋倍數 95%乙醇經振盪搖晃均勻後，放入 3500 rpm

離心機中離心 5 min。 

(2)離心完後取上清液 1 ml 放入離心管中，依(標準校正線製作)步驟

3、4、5 之方法依序加入藥品後測定其吸光值(725 nm)。 
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3.7 總多醣體含量測定 

原理:  

醣類是自然界最多的有機化合物，是生命活動四大基本物質(蛋

白質、核酸、醣、脂)之一，在生命過程中發揮著極為重要作用。

目前研究中主要是利用 酚 - 硫 酸 法 進 行 呈 色 分 析，再以

分光光度計測定樣品在490nm下的吸光值，並以葡萄糖為標準

液，最後以葡萄糖之校正線來表示多醣體的含量。 

a.標準校正曲線製作 

(1) 精秤 0.03g 的葡萄糖，放入試管內，加入 6 ml 的去離子水，搖盪至溶

解為止。 

(2) 配製濃度分別為 0.2~2ml 之葡萄糖試樣溶液總體積為 2ml，後振盪搖

晃混合均勻。 

(3) 在試管中先加入 0.5ml 5%的酚溶液，再加入 2.5ml 96%濃硫酸後，靜

置 15min(空白樣品:葡萄糖溶液)。 

(4) 靜置 15min 後，用分光光度計測定波長(490 nm)，並製作標準較正

線。 

b.樣品測定 

(1)拿取預測之樣品經振盪搖晃均勻後，吸取 1 ml 樣品，放入離心試管

中再加入預定稀釋倍數 RO 水，放入 3500 rpm 離心機中離心 5 min。 
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(2)離心完後取上清液 0.5ml 放入離心管中，加入 RO 水稀釋成 5 倍的量，

依(標準校正線製作)步驟 3、4 之方法依序加入藥品後測定其吸光值

(490 nm)。 
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3.8 DPPH 清除自由基能力測定 

原理: 

脂質在自行氧化過程中會產生自由基而造成脂質酸敗，常見抗

氧化物藉由提供氫(hydrogen doner)來清除脂質過氧化物自由

基(peroxyl radical)，進而達到抑制氧化鏈鎖反應之進行 DPPH 

來評估抗氧化物的供氫能力。DPPH 之甲醇溶液在 517nm 下有

較強的吸光值，被抗氧化物還原時吸光值會降低，吸光值越

低，表示抗氧化物提供氫能力愈強。 

a 標準校正曲線製作: 

(1)精秤 1g 的維他命 E，放入離心管內，加入 20ml 甲醇，搖盪至溶解

為止。 

(2)配製濃度分別為 0.5~3ml 之維他命 E 試樣溶液，加入甲醇使得總

體積為 4ml，後振盪搖晃均勻。 

(3)五支離心管中在加入 0.5ml 0.05%的 Free radical(DPPH)，靜置 40 

min(空白樣品:甲醇溶液+DPPH)。 

(4)黑暗處靜置 40 min 後，用分光光度計測定波長(517 nm)，並製作

標準校正線。 

(5)計算清除率(scavenging effects)=[1-(樣品反應後於 517nm 吸光值

/控制組於 517nm  吸光值)]*100 。為了避免誤差，樣品反應後
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吸光值在扣掉樣品反應前之吸光值。 

b.樣品測定: 

(1)拿取預測之樣品經振盪搖晃均勻後，吸取 150μl 樣品，放入離心

試管中再加入預定稀釋倍數甲醇，放入 3500 rpm 離心機中離心 10 

min。 

(2)離心完後取上清液 2 ml 放入離心管中，加入 2 ml 甲醇稀釋成 2 倍

的量，依(標準校正線製作)步驟 3、4 之方法依序加入藥品後測定

其吸光值(517 nm)。 
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3.9 動物細胞實驗(委託屏科大莊秀琪副教授) 

麻醉一活體猪隻，並由該活體猪隻取得完整之長骨；在該長骨之

二粗隆之頸部位置分別進行鑽孔；將該長骨由中央位置切鋸成各具一

切口之二半骨；經由各半骨之鑽孔處注入緩衝液，並將猪隻骨髓細胞

由該半骨切口沖出；將猪隻骨髓細胞進行純化及定量，並利用第一細

胞培養液進行培養；及再利用第二細胞培養液培養該猪隻骨髓細胞，

使其分化為樹突細胞。 
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3.10 菌種鑑定方法 

原理: 

未知菌種的鑑定，是微生物學的主要研究項目之一，在世界各

地的實驗室每天都在對血液、組織、食物、飲水和化妝品樣品

進行檢測，來判斷是否有污染物的存在；除此之外，工業組織

也持續不斷的針對一些物質，篩選並分離出能夠產生抗生素的

微生物，或者是一些能增加市場利益的微生物產品如維生素、

溶劑或酵素，一旦被分離出，這些微生物便需鑑定及加以分類。 

a.步 驟: 

(1)配置反應混合液(reaction cocktail)。依據下列順序，加入各種試劑

於 2ml 的微量離心管: 

ddH2O         41.5μl    

10X PCR buffer          5μl    

dNTP          2μl    

NPT-F1 primer (10 uM)       0.5μl    

NPT-R1 primer (10 uM)       0.5μl    

Taq DNA polymerase         0.15μl 

------------------------------------------------- 

Total                50μl  

(2)將酵素混合液配置好，利用低速離心機離心數秒混合均勻後的液

體分裝至 2 ml 微量離心管。 
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(3)植入少許的 DNA 再加入 80μl 滅菌過的礦物油後，利用低速離心

機離心數秒使混合均勻。 

(4)將微量離心管放入 95℃水浴槽中加熱 10min，再加入 2μl DMSO

與 0.5 μl Pfu 混合均勻。 

(5)用低速離心機離心數秒後，放在聚合酶連鎖反應器的內槽。 

(6)設定聚合酶連鎖反應器內的 PCR 反應條件，並進行 PCR 放大反

應： 

Cycle 1:  94 oC for 3 min, repeat 1X 

Cycle 2:    94 oC for 1min(denature) 

   39 oC for 1min (annealing)     repeat 20X 

   72oC for  3min (extension) 

Cycle 3:  72 oC for  10 min (final extension), repeat 1X 

Cycle 4:  冷卻至室溫 

(7)PCR 產物可放在 4 oC 冰箱儲存，或是直接進行電泳反應，檢驗

是否成功將目標基因片段放大。 
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第四章 實驗數據 

4.1 四物湯醱酵產物 HPLC 成份分析圖表如下: 

 
 



 54

 

 

 

 

 

 

 



 55

 

 



 56

 

 

 

 

 

 



 57

 

 

 



 58

 

 

 



 59

 

圖 4-1 四物複方與港香蘭四物浸膏 HPLC 圖 

 

圖 4-2 四物複方與單方 HPLC 圖 

四物湯 

熟 地 

川 芎 

當 歸 

白 芍 

四物湯 

港香蘭四物浸膏 
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圖 4-3 四物複方與熟地、標準品梓醇 HPLC 圖 

 

圖 4-4 四物複方與芍藥、標準品芍藥苷 HPLC 圖 

四物湯 

熟 地 

標準品梓醇 

四物湯 

白 芍 

標準品芍藥 
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圖 4-5 四物複方與川芎、當歸及標準品阿魏酸 HPLC 圖 

 

圖 4-6 四物複方與高溫醱酵液 HPLC 圖 

四物湯 

川 芎 

當 歸 

標準品阿魏酸 

四物湯 

60 度加菌 

60 度沒加菌 

 

 

新產物 
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圖 4-7 四物複方與室溫醱酵液 HPLC 圖 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

四物湯 

室溫加菌 
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新產物 
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圖 4-8  60 度有加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 0%)--指標成分的變化 

 

圖 4-9  60 度有加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 5%)--指標成分的變化 

 

圖 4-10  60 度有加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 10%)--指標成分的變化 

 

圖 4-11  60 度有加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 15%)--指標成分的變化 
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圖 4-12  60 度沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 0%)--指標成分的變化 

 

圖 4-13  60 度沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 5%)--指標成分的變化 

 

圖 4-14  60 度沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 10%)--指標成分的變化 

 

圖 4-15  60 度沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 15%)--指標成分的變化 
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圖 4-16 室溫加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 0%)--指標成分的變化 

 

圖 4-17 室溫加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 5%)--指標成分的變化 

 

圖 4-18 室溫加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 10%)--指標成分的變化 

 

圖 4-19 室溫加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 15%)--指標成分的變化 
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圖 4-20 室溫沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 0%)--指標成分的變化 

 

圖 4-21 室溫沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 5%)--指標成分的變化 

 

圖 4-22 室溫沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 10%)--指標成分的變化 

 

圖 4-23 室溫沒加菌進行醱酵(葡萄糖濃度 15%)--指標成分的變化 
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4.2 總多酚含量測定圖表如下: 

a.總多酚校正線 

總多酚校正線測定

沒食子酸濃度(μ g / ml)

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16

OD725

0.178

0.338

0.525

0.697

0.88

1.091

1.232

1.458

 

Y=9.1137X-0.0204
R=0.9986
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b.總多酚測定數據圖表如下: 
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圖 4-24 比較高溫與室溫醱酵液對總多酚含量測定 
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4.3 總多醣體含量測定圖表如下: 

    a.總多醣校正線 

總多醣體標準校正線測定

葡萄糖濃度(%)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

OD490

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

 

Y=1.3705X-0.0935
 R=0.9993
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b.總多醣測定數據圖表如下: 
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圖 4-25 比較高溫與室溫醱酵液對總多醣含量測定 
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4.4 DPPH 清除自由基能力測圖表如下: 

   a. DPPH 清除自由基校正線 

維他命E濃度(g/ml)

0.5 1 1.5 2 2.5 3

O
D

51
7

0.103

0.118

0.134

0.15

0.166

0.183

 

Y=0.032X+0.0863
 R=0.9997  
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b. DPPH 清除自由基測定數據圖表如下: 
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圖 4-26 比較高溫與室溫醱酵液對清除 DPPH 自由基能力 
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4.5 第一次進行大量取得猪隻骨髓造血母細胞以製備試管內

分化為樹狀突細胞方法。 

第一次篩選，取 60 度與室溫醱酵液和傳統四物湯進行細胞實驗比

對，如圖 4-27 與圖 4-28，結果發現室溫醱酵不管在造血母細胞增生

或細胞活性的增加表現皆比較好。 

 

 

 

 

 

                        

圖4-27  Effects of extracts on cell proliferation of porcine (A) and 

murine (B) BMHC. 
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圖4-28 Effects of extracts on cell activities of porcine (A) and murine 

(B) BMHC. 
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4.5.1 第二次大量取得猪隻骨髓造血母細胞以製備試管內分化為樹

狀突細胞的數據。 

表十七 第二次檢驗:針對加入不同葡萄糖濃度的室溫醱酵液，對於造

血母細胞增生實驗 

 

 

 

 

醱酵天數(day) Mean SEM 

control 0 1.26591 

第十八天(0%) 4.784689 1.435407 

第十八天(5%) 58.37321 13.67618 

第十八天(10%) 56.45933 15.482 

第十八天(15%) 46.41148 7.905604 

第五十三天(0%) 24.88038 6.256793 

第五十三天(5%) 46.88995 14.73964 

第五十三天(10%) 25.35885 9.676435 

第五十三天(15%) 29.1866 7.905604 

四物湯原藥材抽出物 13.39713 2.870813 
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表十八 第二次檢驗:針對加入不同葡萄糖濃度的室溫醱酵液，對於增

加細胞活性實驗 

 

 

 

 
 
 

 

醱酵天數(day) Mean SEM 

control 0 6.109755 

第十八天(0%) 38.88413486 3.144134 

第十八天(5%) 49.40954989 25.53575 

第十八天(10%) -1.078213247 12.2548 

第十八天(15%) 24.63631696 7.860334 

第五十三天(0%) -9.122026356 6.745044 

第五十三天(5%) 18.68902961 41.75911 

第五十三天(10%) 17.83330481 11.663 

第五十三天(15%) -55.67345542 22.4958 

四物湯原藥材抽出物 -47.62964231 17.68247 
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圖 4-29 Screening Cell system(室溫醱酵): bone marrow 

hematopoietic cells isolated from rat 
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圖 4-30 Screening Cell system(室溫醱酵): bone marrow 

hematopoietic cells isolated from rat 
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4.6 菌種鑑定 

 

圖 4-31  Geobacillus sp.菌株在 MT8.0 的形狀 

 

 

圖 4-32 顯微鏡下所觀察到的菌的形狀(革蘭氏陰性，桿菌) 
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圖 4-33  Bacillus sp.菌株在 MT8.0 的形狀 

 

 

圖 4-34 顯微鏡下所觀察到的菌的形狀(革蘭氏陰性，桿菌) 
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圖 4-35  Bacillus sp.菌株在 MT8.0 的形狀 

 

 

圖 4-36 顯微鏡下所觀察到的菌的形狀(革蘭氏陰性，桿菌) 
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Swu 60-1 rP2【Geobacillus sp.】:96.3% 

GNGNANGAGATCAAATAATGCAAGTCGAGCGGACCGAACG
AGGGCTTGCTCTTGATTCGGTCAGCGGCCNNTNGGAGAGT
AACACGTGGGCAACCTGCCCGCAAGACCGNCTTTAACTCC
GGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGACCGCA
TGGTCTTCGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGGCTGTCACTTGC
GGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC 
 

 

Swu 40-1 rP2 【Bacillus sp.】:99.54% 

TTCCTTCTTGCCGCAGCCTATACATGGCAAGTCGAGCGGA
CCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAAC
TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACC
GCATGGTTCAATTATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTA
CAGATGGACCCGCGGCGCATTAACTAGTTGGTGAGGTAA 

 

 

Swu 40-5 rP2【Bacillus sp.】：99.64% 

TGCTATCCTAGTAAGAATGGCGCGTGCTATACATGCAAGTC
GAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTG
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGT
TTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTTTCGCTA
CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATAGCTAGTTGGTGG
GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC 
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第五章 結 論 

(1)從表一~表四可看出高溫 60 度醱酵，進行到第十二天指標成分量

開始降低；室溫則是在第 39 天出現降低情形，同時在 60 度與室

溫醱酵後期都有兩個很明顯的新產物出現，從數據中可以看出，

在室溫沒加菌醱酵下所得到的指標成分含量並不會比高溫醱酵或

有加菌醱酵差，由此可以推論以傳統方式進行自然醱酵不需加入

任何的菌株，就可以得到相當良好的醱酵結果；相對的醱酵天數

越長對於新出現的產物的量越好。 

(2)因為多酚類化合物是很好的抗氧化劑，除了能幫助身體清除自由

基外還有防癌的功效，從表五到表八的數據中以平均值來做比

較，雖然差距很微量但還是發現在室溫沒加菌醱酵所測得總多酚

含量較好，這表示說在室溫進行自然醱酵不要加入任何的菌株，

就可以測到不錯總多酚含量。 

(3)從表九到表十二的數據中以平均值來做比較，雖然差距很微量但

發現在室溫加菌下醱酵所測得總多醣含量較好，表示在室溫進行

自然醱酵下所加入的菌株對四物中藥材分解得到多醣體有較大幫

助。 

(4)從表十三到表十六的數據中以平均值來做比較下，發現在室溫沒

加菌下醱酵清除 DPPH 自由基能力比其他條件狀態下都來的，這
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表示在室溫進行自然醱酵不要加入任何的菌株，對於清除自由基

能力效果比較好。 

(5)從造血幹細胞實驗所得到的圖 4-27 與 4-28 中可以看出，以室溫醱

酵下分離得到的醱酵液添加到幹細胞中有明顯造成造血母細胞增

生的效果；並且增加了細胞的活性，相對的高溫 60 度醱酵分離得

到的醱酵液則沒有如此優異表現。 

(6)表十七與表十八則是針對效果較好的室溫醱酵進行細胞實驗，發

現在室溫醱酵下分離得到的醱酵液添加到幹細胞中有明顯造成造

血母細胞增生的效果；並且增加了細胞的活性。 

(7)在醱酵期間內篩選出三隻桿菌，目前已從 DNA 序列碼鑑定，分別

得到 60℃【Geobacillus sp.】與 40℃【Bacillus sp.】，發現已鑑定

出來這三組裡編號 60-1 與 40-1、40-5 的菌株都與原先添加進去醱

酵的菌株是一樣，這表示本研究室先前從藥渣堆肥的研究中篩選

出來的菌株，本來就是存在於四物湯原藥材中的優勢菌株，也因

為這樣的關係才能在醱酵期間內有效促進分解纖維素，而達到幫

助有效成份萃取出不錯效果。 
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總結論: 

綜合上述前 7 點的結論，若後續要再進一步進行四物醱酵的研發，

建議醱酵的條件以四物湯原藥材添加 15％葡萄糖採用室溫自然醱

酵，讓原來四物適合生長的微生物自然作用，所得的結果表現會最好。 
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