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原始論文

訶子之抗氧化活性成分保護 PC12 細胞

對抗巴拉刈之毒性

陳華鑫 1、張嘉麟 2, *、黃一凡 1

1澄清綜合醫院中港分院藥劑部，台中，臺灣
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背景：PC12 cell line 乃源自大鼠腎上腺髓質嗜鉻細胞瘤之細胞株，可作為多

巴胺源神經元 (dopaminergic neurons) 的研究模型，用於探索巴拉刈毒性及神經保

護劑的體外研究模型之開發。材料與方法：本研究主要是探討訶子 95 % 乙醇萃取

物的分層萃取物（正己烷萃取物、二氯甲烷萃取物、乙酸乙酯萃取物及水萃取物）

抑制巴拉刈毒性而保護 PC12 細胞之作用，以及分析訶子 95% 乙醇萃取物的分層

萃取物之總酚、總類黃酮、總單寧與粗三萜成分含量及清除 2- 對 -1,1- 二苯基苦

基苯肼（DPPH）自由基、過氧化氫、氫氧根離子自由基與超氧陰離子的抗氧化作

用。結果：水萃取物的總酚成分含量最高，二氯甲烷萃取物中總類黃酮、總單寧

及粗三萜成分含量最高。抗氧化作用是乙酸乙酯萃取物對 DPPH 自由基、過氧化

氫、氫氧根離子自由基與超氧陰離子的清除效果最佳，而且乙酸乙酯萃取物抑制

巴拉刈毒性而保護 PC12 細胞的能力最佳。結論：訶子 95 % 乙醇萃取物的乙酸乙

酯萃取物抗氧化效力最佳能抑制巴拉刈毒性而保護 PC12 細胞，希望訶子成分將

來能成為神經保護劑。
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前言

訶子（Terminalia chebula）是屬於使君

子科（Combretaceae）落葉喬木之果實。它

富含單寧，可為藥用。在古代文獻中已記載

其味酸澀，以光澤黃棕色，堅硬者為佳 [1-

3]。訶子是著名的治喉痛中藥，常被用作收

斂劑，主要藥效成分為多種可水解性單寧

（hydrolysable tannin：gallic acid、chebulic 

acid、punicalagin、chebulanin、corilagin、

neochebulinic acid、ellagic acid、chebulagic 

acid、chebulinic acid、1,6,-di-O-galloyl-

D-glucose、casuarinin、1, 2, 3, 4, 6-penta-

O-galloyl-β-D-glucose、3,4,6-tri-O-galloyl-

D-glucose、terchebulin）[1-5]、4-O-(4ʼʼ-

O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl)ellagic 

acid、chebulic ellagitannins、4-O-(3ʼʼ,4ʼʼ-di-

O-galloyl-alpha-L-rhamnopyranosyl)ellagic 

acid [6]、oleanane-type triterpenoids [7] 及

isoterchebulin 與 1, 3, 6-tri-O-galloyl-β-D-

glucopyranose [8]等。現代藥理研究指出訶

子的功用包括抗菌、抗黴菌、抗病毒、抗突

變、抗癌、抗氧化、抗過敏、降低脂質、降

低膽固醇、改善胃腸蠕動、抗潰瘍、保肝、

保護心臟、保護細胞、抗輻射、抗糖尿病、

保護眼睛、抗痙攣、傷口癒合、瀉下、調節

免疫、抗變形蟲和化學預防等二十餘種作用

[9]。最近本研究室的研究亦報導訶子的甲醇

與水萃取物及 ellagic acid可以抑制類澱粉樣

蛋白 25-35（amyloid β-peptide 25-35）與過氧

化氫（H2O2）對大鼠腎上腺髓質嗜鉻細胞瘤

細胞（rat adrenal medullary pheochromocytoma 

cell，PC12 cell）的傷害，達到保護 PC12細

胞的作用 [10, 11]。

巴拉刈（paraquat）透過氧化還原反應與

NADPH oxidases的活化作用形成活性氧化物

（reactive oxygen species），如：超氧陰離子

（superoxide anion，O2
‧–
）與過氧化氫，而

引起肝臟過氧化，巴拉刈高劑量時會抑制粒

線體 complex I與 III的活性使粒線體發生功

能障礙 [12]。巴拉刈能誘導前凋亡蛋白 Bax

與 Bak的表現，其次是細胞色素 C 的釋放及

caspase-9與 caspase-12的活化 [13, 14]，巴拉

刈也會引發蛋白酶體功能障礙，誘導穀胱甘

肽（glutathione）排空，增加 α-synuclein的聚

集與路易體的形成 [15]。此外研究發現巴拉

刈會造成小型哺乳動物與鳥類的傷害，也會

在土壤內殘留累積，同時研究發現高劑量的

巴拉刈注射到大鼠腦部的不同區域會引起細

胞壞死（necrosis）[16]，相反地，低劑量的

巴拉刈會引起自噬作用（autophagy），然而

抑制自噬作用會強化巴拉刈誘導細胞凋亡，

因此自噬作用的產生可能是作為對抗細胞死

亡的一種保護機制 [17]。在荷蘭的研究中指

出巴拉刈及農藥和帕金森氏症（Parkinson’s 

disease）具有關聯性 [18]，因此關於農藥巴

拉刈引起帕金森氏症的研究越來越受到人們

重視。人類最常見的神經退化性疾病之一是

帕金森氏症，其發病率僅次於阿茲海默氏症

（Alzheimer’s disease）。然而，目前尚無根

治帕金森氏症的有效療法，只能緩解初期症

狀，藥物使用一段時間，療效會逐漸下降，

而且會出現嚴重的副作用，但是透過抗氧化

劑或神經保護劑維持細胞內的氧化還原狀

態，抑制細胞凋亡，進而減緩或阻止神經元

死亡是一個重要途徑，因此研究開發療效高、

副作用少及能阻止農藥巴拉刈引起帕金森氏

症病程發展的神經保護劑是迫切需要解決的

問題。

PC12細胞是一種多巴胺源神經細胞
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（dopaminergic neuron），其能表現出類似多

巴胺神經元之合成、儲存、分泌多巴胺的功

能 [19-21]，因此 PC12細胞具有神經內分泌

細胞的一般特徵，而且其具有可以傳代的特

點，早已被廣泛應用於神經生物學與神經化

學研究中，它已成為一種公認的神經細胞體

外研究模式 [22]，應用於神經毒性物質的研

究模式 [23, 24]。PC12細胞所含的膜受體及

分泌的神經傳遞物質與黑質多巴胺神經元類

似，能夠比照初代培養的神經細胞探討ㄧ致

的問題，PC12細胞是可以作為多巴胺神經元

模型的研究 [25]，探討農藥巴拉刈毒性及開

發神經保護劑減緩巴拉刈誘導帕金森氏症產

生的一種體外研究模式。所以，本研究主要

是探討訶子分層萃取物抗氧化能力及抑制巴

拉刈毒性保護 PC12細胞之相關性。

材料與方法

1. 實驗材料

訶子購自 Xin Long Pharmaceut ica l 

Limited Company（Taichung，Taiwan，

R.O.C.），95 %乙醇、正己烷（n-hexane）、二

氯甲烷（dichloromethane）與乙酸乙酯（ethyl 

acetate）購自Uni-Onward Corporation（Taipei，

Taiwan，R.O.C.），純水取自 Ultrapure Water 

System（Putity-UV，Suntex Instruments 

Corporation，LTD.，Taipei，Taiwan，R.O.C.），

dimethyl sulphoxide（DMSO）購自 Merck

（Darmstadt，Germany），Folin-Ciocalteu

試劑與熊果酸（ursolic  acid）購自 Fluka 

Biochemica（ECHO Chemical Corporation，

LTD.，Taichung，Taiwan，R.O.C.）。巴拉

刈、食子酸（gallic acid）、亞硝酸鈉（sodium 

nitrite）、氯化鋁六水合物（aluminum chloride 

hexahydrate）、槲皮素（quercetin）、醋酸

鋅（zinc acetate）、氨水（ammonia）、氯

化銨（ammonium chloride）、乙二胺四乙

酸（EDTA）、香草精（vanillin）、冰醋酸

（glacial acetic acid）、過氯酸（perchloric 

acid）、氫氧化鈉（sodium hydroxide）、

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl（DPPH）、

luminol、碳酸鈉（sodium carbonate）、碳

酸氫鈉（sodium bicarbonate）、35 %過氧

化氫（H2O2）、硫酸銅（cupric sulfate）、

硼酸（boric acid）、1,10-phenanthroline、

L-asco rba te、pyroga l lo l、v i t amin  C、

6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid（trolox）、3-(4, 5-dimethyl-2-

thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide

（MTT）和 poly-L-lysine hydrobromide購

自 Sigma-Aldrich Corporation（Shanghai，

China）。Dulbecco’s modified Eagle’s medium

（DMEM）、heat-inactivated horse serum

（HS）、heat-inactivated fetal bovine serum

（FBS）、penicillin/streptomycin和L-glutamine

購自 HyClone（Tseng Hsiang Life Science 

LTD.，Taipei，Taiwan，R.O.C.），10公分

培養皿購自 Greiner Bio-One（Bio-Check 

Laboratories LTD.，Taichung，Taiwan，

R.O.C.）。PC12細胞株來源為 American Type 

Culture Collection（ATCC）（Manassas，

VA，USA）。

2.  訶子 95% 乙醇萃取物的分層萃取物

製備

依照過去本研究室所發表的方法，取 330 

g訶子粉末加入 3.3 L的 95 %乙醇，超音波

震盪 15 min，用濾紙過濾並收集萃取液，重

複以上步驟三次，利用減壓濃縮機將萃取液

濃縮與冷凍乾燥機乾燥，經由 95 %乙醇萃取



61陳華鑫　張嘉麟　黃一凡

的產率是 28.5 %，乾燥後放至 -20℃冰箱保

存 [10]。接著取 18 g訶子 95 %乙醇萃取物

加入 900 mL去離子水，使用分液漏斗進行三

種有機溶劑各 900 mL的分層萃取，每種有

機溶劑各重複三次，有機溶劑先後順序分別

為正己烷、二氯甲烷與乙酸乙酯，將三種有

機溶劑及水的萃取液再以減壓濃縮機濃縮與

冷凍乾燥機乾燥，四種分層萃取物分別為正

己烷萃取物（代號 Tech-Et-H）、二氯甲烷萃

取物（代號 Tech-Et-DC）、乙酸乙酯萃取物

（代號 Tech-Et-EA）及水萃取物（代號 Tech-

Et-W），最後放至 -20℃冰箱保存，供作後續

相關分析與對 PC12細胞實驗之用。

3. 細胞培養與細胞存活率分析

取 4 mL的 poly-L-lysine hydrobromide

（0.01 mg/mL）至 10 cm培養皿，放到 37℃

培養箱中隔夜後再用 10 mL的去離子水清洗

兩次，取 1×106 cell/mL的 PC12細胞到 10 

cm培養皿，加入 10 mL的DMEM培養液（含

有 10 % HS、1 % L-glutamine、1 % FBS、1 

% penicillin/streptomycin溶液），放置 37℃

細胞培養箱（含有 5 %二氧化碳）內，每隔

2-3天繼代細胞 1次共 10次。細胞存活率分

析法是將細胞實驗結束的 24小格培養盤加

入 50 μL的 MTT（1.0 mg/mL），放置於 37 

℃培養箱內 2 hr，移除培養基後加入 300-500 

μL的 DMSO，放室溫避光 30 min，每孔各取

出 250 μL到 96小格培養盤，使用酵素免疫

分析儀設定 570 nm試驗波長及 655 nm參考

波長測量吸光值。細胞存活率 = [（樣品組波

長 570 nm吸光值 –波長 650 nm吸光值）/（對

照組波長 570 nm吸光值 –波長 650 nm吸光

值）]×100 % [26,27]。

4.  巴拉刈誘導 PC12 細胞死亡之毒性

試驗

取 400 μL 的 poly-L-lysine hydrobromide

（0.01 mg/mL）到 24小格培養盤，接著放到

37℃培養箱中隔夜，再用 800 μL的去離子水

清洗每孔次，取 1.25×105（細胞 /格）至 24

小格培養盤中 24 hr細胞貼壁，將培養基抽掉

加入新的培養基 24 hr後，再抽掉培養基加入

巴拉刈濃度為 100-1300 μM培養 24 hr，時間

到後加入MTT（1.0 mg/mL）等待 2 hr，接著

抽掉上清液，將底部的紫色結晶用 DMSO溶

解後，以酵素免疫分析儀測波長 570 nm和波

長 650 nm的吸光值來計算細胞存活率。

5.  訶子分層萃取物抑制巴拉刈誘導

PC12 細胞死亡之保護作用

實驗設計分為控制組（Control：未加

萃取物與巴拉刈）、傷害組（只加入巴拉

刈 600 μM）與實驗組（分別加入濃度 0.4、

0.5、0.6 μg/mL 的 Tech-Et-H、Tech-Et-DC、

Tech-Et-EA 與 Tech-Et-W 後再加入巴拉刈

600 μM）做比較。取 400 μL的 poly-L-lysine 

hydrobromide（0.01 mg/mL）到 24小格培養

盤，接著放到 37℃培養箱中隔夜，再用 800 

μL的去離子水清洗每孔兩次，取 1.25×105

（細胞 /格）至 24小格培養盤中 24 hr後，

將各種不同濃度的訶子分層萃取物加入培養

盤中 24 hr，接著再加入 600 μM巴拉刈培養

24 hr，時間到後加入 MTT（1.0 mg/mL）等

待 2 hr，接著抽掉溶液，將形成的紫色結晶

用 DMSO溶解，使用酵素免疫分析儀測定波

長 570 nm和波長 650 nm的吸光值來計算細

胞存活率。

6.  訶子分層萃取物誘導 PC12 細胞死

亡之毒性試驗

PC12 細 胞 培 養 於 24 小 格 培 養 盤

（1.25×105細胞 /格）中經過 24 hr細胞貼壁，

將培養基抽掉分別加入濃度 0.4、0.5、0.6 μg/



62 訶子之抗氧化活性成分保護 PC12 細胞對抗巴拉刈之毒性

mL 的 Tech-Et-H、Tech-Et-DC、Tech-Et-EA

與 Tech-Et-W訶子分層萃取物 24 hr後，再抽

掉培養基加入新的培養基 24 hr，時間到後加

入MTT（1.0 mg/mL）等待 2 hr，接著抽掉上

清液，將底部的紫色結晶用 DMSO溶解後，

以酵素免疫分析儀測波長 570 nm和波長 650 

nm的吸光值來計算細胞存活率。

7. 訶子分層萃取物之成分分析

7.1. 測定總酚含量

使用 Folin-Ciocalteu方法測定訶子分層

萃取物的總酚含量，每種萃取物 0.6 mg分別

使用 1 mL的 95 %乙醇溶解，每種溶解液各

取 11.4 μL與 227.3 μL 的 2 %碳酸鈉混合，混

合物在室溫下放置 2 min後，將 11.4 μL 的 50 

% Folin-Ciocalteu試劑添加到每個樣品混合物

中，在室溫下靜置 30 min，再使用酵素免疫

分析儀測定波長 750 nm混合物的吸光值。將

沒食子酸溶於甲醇（0.2-1.0 mg/mL）作為標

準品製作標準曲線，計算每 g萃取物中總酚

含量以沒食子酸當量 mg（mg/g）表示 [28]。

7.2. 測定總類黃酮含量

取 2 mg訶子分層萃取物溶於 1 mL的 95 

%乙醇，每種溶解液各取 25 μL加入 152.5　

μL的去離子水與 7.5 μL 的 5 %亞硝酸鈉混合

均勻，靜置 6 min後加入 15 μL 的 10 %氯化

鋁六水合物混合均勻，靜置 5 min後加入 50 

μL 的 1 M氫氧化鈉混合均勻，放置室溫 15 

min再使用酵素免疫分析儀測定波長 510 nm

吸光值，空白組則是不添加 10 %氯化鋁六

水合物進行測定，將槲皮素溶於 95 %乙醇

（0.2-1.0 mg/mL）作為標準品製作標準曲線，

計算每 g萃取物中總類黃酮含量以槲皮素當

量 mg（mg/g）表示 [29]。

7.3. 測定總單寧含量

總單寧含量是採用一種滴定分析法進行

分析（titrimetric method）[30]，訶子分層萃

取物 1 mg分別使用 1 mL 的去離子水溶解，

放在 35±2℃水浴中加熱 5 min，取 0.4 mL的

1 M醋酸鋅與 0.28 mL 的氨水混合均勻，加

入 1 mL溫熱的萃取物溶液，溶液放在 35±2 

℃水浴中 30 min，加入 8.92 mL去離子水，

使最終體積達到 10.6 mL，然後取 0.8 mL溶

液用 5.2 mL去離子水進行稀釋，並加入 0.5 

mL氨 –氯化銨緩衝液（pH = 10），使用 0.05 

M EDTA對混合物進行滴定，達至滴定終點

即可換算出總單寧含量。空白組則是不添加

樣品進行滴定，每種萃取物總單寧含量（每

mg萃取物中總單寧之含量以百分比表示）的

計算如下：{[0.1556 × (Vblank – Vextract)] / 

Wextract} × 100 %。Vblank和 Vextract表示

為對應空白和萃取物溶液使用的 EDTA滴定

體積（mL），Wextract代表每個萃取物的重

量（mg）[31]。

7.4. 測定粗三 含量

訶子分層萃取物 10 mg分別使用 1 mL

的 95 %乙醇溶解，每種溶解液各取 100 μL

與 150 μL的 5 %香草精 /冰醋酸和 500 μL過

氯酸溶液混合。樣品溶液在 60℃下加熱 45 

min，然後在冰水浴中冷卻至環境溫度，再加

入 2.25 mL冰醋酸後，使用酵素免疫分析儀

測定波長 548 nm樣品溶液的吸光值。將熊果

酸溶於甲醇（0.025-0.5 mg/mL）作為標準品

製作標準曲線，計算每 g萃取物中粗三 含

量以熊果酸當量 mg（mg/g）表示 [32]。

8. 訶子分層萃取物之抗氧化活性

8.1. 測定 DPPH 自由基清除率

取 125 μL不同濃度訶子分層萃取物（3.9 

–1000.0 μg/mL）與 125 μL的 DPPH自由基甲

醇溶液混合，DPPH最終濃度為 0.5 mM。在

避光靜置 30 min後，使用酵素免疫分析儀測
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定波長 517 nm樣品溶液的吸光值。控制組為

空白不包含萃取物，使用相同的過程進行分

析。DPPH自由基清除率百分比 = [1 –（樣品

組吸光值 /控制組吸光值）]×100 % [33]，最

後清除率以 IC50值表示。

8.2. 測定過氧化氫清除率

將 0.1 mM luminol與 0.05 M碳酸鈉 –碳

酸氫鈉（pH = 9.4）緩衝溶液以比例 1：17混

合均勻，分別取 12.5 μL不同濃度訶子分層萃

取物（3.9-1000.0 μg/mL）加入 225 μL上述混

合液中，再加入 12.5 μL的 0.15 M過氧化氫，

接著放入化學冷光儀測定 40 min。在未添加

過氧化氫溶液情況下是檢測背景，過氧化氫

清除率百分比 = [1–（樣品組總面積值 –背景

總面積值）/（對照組總面積值 –背景總面積

值）]×100 % [34]，最後清除率以 IC50值表

示。

8.3.  測定氫氧根離子（OH•－）自由基清

除率

分別取 12.5 μL不同濃度訶子分層萃

取物（3.9-1000.0 μg/mL）加入 12.5 μL 的

0.1 mM硫酸銅溶液、175 μL的 0.05 M硼酸

鹽緩衝溶液（pH = 9.0）、12.5 μL的 0.1 mM 

1, 10-phenanthroline溶液及 25 μL 的 0.1 mM 

L-ascorbate溶液混合均勻，然後加入 12.5　

μL的 0.15 %過氧化氫溶液，接著放入化學

冷光儀測定 10 min。在未添加過氧化氫溶液

情況下是檢測背景，氫氧根離子自由基清除

率百分比 = [1-（樣品組總面積值 –背景總

面積值）/（對照組總面積值 –背景總面積

值）]×100 % [34]，最後清除率以 IC50值表

示。

8.4. 測定超氧陰離子清除率

分別取 2.5 μL不同濃度訶子分層萃取物

（3.9-1000.0 μg/mL）加入 12.5 μL的 6.25×10-4 

M pyrogallol， 再 加 入 235 μL 的 0.05 M 碳

酸鈉 – 碳酸氫鈉（含 0.1 mM EDTA/1 mM 

luminol = 2/1，pH = 10.2）的混合溶液，接

著放入化學冷光儀測定 10 min。在未添加

pyrogallol溶液情況下是檢測背景，超氧陰離

子清除率百分比 = [1–（樣品組總面積值 –背

景總面積值）/（對照組總面積值 –背景總面

積值）]×100 % [34]，最後清除率以 IC50值

表示。

9. 統計分析

實驗結果以平均值±標準差（mean± 

s tandard  devia t ion）表示，使用統計軟體

Statistic Product and Sevice Solution (SPSS) 的

Two-way ANOVA分析，並以 Tukey檢定差異

顯著性，以 P值表示具有統計差異的顯著性。

結果

1.  訶子 95 % 乙醇萃取物的分層萃取

物產率

訶子 95 %乙醇萃取物的分層萃取流程

如圖 1所示，實驗所得到的萃取物產率分別

為 Tech-Et-H = 2.9 %、Tech-Et-DC = 0.5 %、

Tech-Et-EA = 38.7 %及 Tech-Et-W = 30.2 %，

由高至低為 Tech-Et-EA＞ Tech-Et-W＞ Tech-

Et-H＞ Tech-Et-DC。

2.  巴拉刈誘導 PC12 細胞死亡之毒性

試驗

巴拉刈濃度為 100-1300 μM評估細胞存

活率時，如圖 2所示，半數有效劑量（50 

% effective dose，ED50）為 676.2±40.6 

μM，低濃度 100 μM巴拉刈的細胞存活率為

90.3±6.8 %，使用 600 μM巴拉刈的細胞存

活率為 53.2±1.4 %，高濃度 1300 μM巴拉刈

的細胞存活率為 28.2±4.7 %，因此本研究以
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圖 1　訶子 95 % 乙醇萃取物的分層萃取流程

二氯甲烷萃取物

（Tech-Et-DC）0.093 g    

咖啡色（產率 0.5 %） 

水層 

 

水層萃取物

（Tech-Et-W）5.45 g  

黃色（產率 30.2 %） 

正己烷萃取物

（Tech-Et-H）0.53 g   

綠色（產率 2.9 %） 

乙酸乙酯萃取物

（Tech-Et-EA）6.97 g  

黃色（產率 38.7 %） 

水層 

 

18 g的訶子 95 %乙醇萃取物，加入 900 mL

水溶解 

 

 

 

加入 900 mL正己烷分層萃取 

加入 900 mL二氯甲烷分層萃取 

加入 900 mL乙酸乙酯分層萃取 
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600 μM巴拉刈做為誘導 PC12細胞死亡之毒

性使用的依據。

3.  訶子分層萃取物抑制巴拉刈誘導

PC12 細胞死亡之保護作用

如圖 3所示，實驗組訶子分層萃取物

Tech-Et-W在濃度 0.4 – 0.6 μg/mL的細胞存活

率皆低於傷害組巴拉刈的細胞存活率（60.3± 

6.7 %），沒有抑制巴拉刈誘導 PC12細胞

死亡之保護作用，其他實驗組訶子分層萃取

物在不同濃度時則具有不同程度抑制巴拉刈

誘導 PC12細胞死亡之作用，結果為 Tech-

Et-DC 在濃度 0.5 μg/mL 時的細胞存活率

（73.4±5.5 %），對抗巴拉刈的細胞存活率

雖未達統計意義，但是其所造成的細胞存活

率仍高於巴拉刈處理組，在濃度 0.4與 0.6 μg/

mL的細胞存活率皆低於巴拉刈的細胞存活

率。Tech-Et-H對抗巴拉刈的細胞存活率雖未

達統計意義，但是在濃度 0.4、0.5與 0.6 μg/

mL的細胞存活率（62.8±7.0 %、68.0±4.8 

%與 63.9 ±7.4 %）皆高於巴拉刈的細胞存活

率（60.3±6.7 %）。值得注意的是 Tech-Et-

EA在濃度 0.6 μg/mL時的細胞存活率大於 80 

%（86.0±3.5 %），具有統計差異的顯著性（P 

< 0.01），因此其具有保護 PC12細胞的作用。

訶子分層萃取物抑制巴拉刈誘導 PC12細胞死

亡之作用由大至小為 Tech-Et-EA＞ Tech-Et-

DC＞ Tech-Et-H＞ Tech-Et-W。

4.  訶子分層萃取物誘導 PC12 細胞死

亡之毒性試驗

濃度 0.4、0.5、0.6 μg/mL的 Tech-Et-H、

Tech-Et-DC、Tech-Et-EA 與 Tech-Et-W 訶子

分層萃取物對 PC12細胞存活率的影響，如圖

圖 2　巴拉刈誘導 PC12 細胞死亡之毒性試驗

　　以控制組（未加入巴拉刈，Control）與實驗組（加入濃度 100-1300 μM巴拉刈）做比較。數據以
Mean±S.D.表示，N = 3，數據顯著差異以 *P < 0.01與 **P < 0.001表示實驗組與 Control具有統計差異
的顯著性，自由度（degree of freedom）組間 = 13，組內 = 28，總和 = 41。
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圖 3　訶子四種分層萃取物抑制巴拉刈誘導 PC12 細胞死亡之保護作用

　　 以控制組（未加入訶子分層萃取物與巴拉刈）、傷害組（加入 0.6 mM的巴拉刈）與實驗組（加入
濃度0.4、0.5、0.6 μg/mL的Tech-Et-H、Tech-Et-DC、Tech-Et-EA、Tech-Et-W與0.6 mM的巴拉刈）做比較。
數據以Mean ± S.D.表示，N = 3，數據顯著差異以 *P < 0.001表示傷害組與控制組具有統計差異的顯著
性，以 #P < 0.01表示實驗組與傷害組具有統計差異的顯著性，自由度（degree of freedom）組間 = 13，
組內 = 28，總和 = 41。

圖 4　訶子分層萃取物誘導 PC12 細胞死亡之毒性試驗

　　 以控制組（未加入訶子分層萃取物，Control）與實驗組（加入濃度 0.4、0.5、0.6 μg/mL的訶子分
層萃取物）做比較。數據以Mean ± S.D.表示，N = 3，數據顯著差異以 *P < 0.05表示實驗組與 Control
具有統計差異的顯著性，自由度（degree of freedom）組間 = 12，組內 = 35，總和 = 47。
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4所示，並未顯示具有毒性，Tech-Et-EA細

胞存活率大於 80 %，Tech-Et-H、Tech-Et-DC

與 Tech-Et-W細胞存活率皆大於 90 %。但是

當 Tech-Et-W與巴拉刈加成時其毒性更強，

細胞存活率皆低於傷害組巴拉刈的細胞存活

率，如圖 3所示。

5. 訶子分層萃取物之成分分析

5.1. 總酚含量

由表 1發現訶子分層萃取物的總酚含量

（mg gallic acid/g extract）由多至少為Tech-

Et-W＞Tech-Et-EA＞Tech-Et-DC＞Tech-Et-H。

5.2. 總類黃酮含量

由表 1發現訶子分層萃取物之總類黃酮

含量（mg quercetin/g extract）由多至少為

Tech-Et-DC＞Tech-Et-H＞Tech-Et-EA＞Tech-

Et-W。

5.3. 總單寧含量

由表 1發現訶子分層萃取物之總單寧含

量（%/mg extract）由多至少為 Tech-Et-DC＞

Tech-Et-H＞Tech-Et-W＞Tech-Et-EA。

5.4. 粗三 含量

由表 1發現訶子分層萃取物之粗三

含量（mg ursolic acid/g extract）由多至少為

Tech-Et-DC＞Tech-Et-H＞Tech-Et-W＞Tech-

Et-EA。

6. 訶子分層萃取物之抗氧化活性

6.1.DPPH 自由基清除率

由表 2發現訶子分層萃取物清除 DPPH

自由基能力由大至小為 Tech-Et-EA＞Tech-

Et-W＞Tech-Et-H＞Tech-Et-DC，然而全部分

層萃取物都比標準品 Vitamine C與 Trolox清

除 DPPH自由基能力小。

6.2. 過氧化氫清除率

由表 2發現訶子分層萃取物清除過氧化

氫能力由大至小為 Tech-Et-EA＞Tech-Et-W＞

Tech-Et-DC＞Tech-Et-H，而且所有分層萃取

物都比標準品 Vitamine C與 Trolox清除過氧

化氫能力大。

6.3. 氫氧根離子自由基清除率

由表 2發現訶子分層萃取物清除氫氧根

離子自由基能力由大至小為 Tech-Et-EA＞

表 1　訶子四種分層萃取物的總酚、總類黃酮、總單寧與粗三 含量

萃取物 總酚 a 總類黃酮 b 總單寧 c 粗三 d

Tech-Et-H 49.8±0.9 663.8±16.1 42.7±0.2 110.7±1.1

Tech-Et-DC 117.5±8.3 794.0±18.9 43.7±0.1 306.9±7.1

Tech-Et-EA 142.8±9.9 628.7±3.5 19.8±2.4 2.9±0.9

Tech-Et-W 298.3±12.7 217.5±6.5 31.6±1.0 7.5±0.5

數據以Mean ± S.D.表示，N = 3.
a mg gallic acid/g extract
b mg quercetin/g extract
c %/mg extract
d mg ursolic acid/g extract
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Tech-Et-W＞ Tech-Et-DC＞ Tech-Et-H，分層

萃取物中 Tech-Et-EA、Tech-Et-W與 Tech-Et-

DC都比標準品 Vitamine C清除氫氧根離子自

由基能力大，但是全部分層萃取物都比標準

品 Trolox清除氫氧根離子自由基能力小。

6.4. 超氧陰離子清除率

由表 2發現訶子分層萃取物清除超氧

陰離子能力由大至小為 Tech-Et-EA＞Tech-

Et-W＞Tech-Et-DC與Tech-Et-H，全部分層

萃取物都比標準品 Vitamine C與 Trolox清除

超氧陰離子能力小。

討論

訶子分層萃取物的產率在 0.5 – 38.7 %之

間，由於溶劑極性大小為水＞乙酸乙酯＞二

氯甲烷＞正己烷，因此水與乙酸乙酯的萃取

產率較高，二氯甲烷與正己烷的萃取產率較

低。訶子分層萃取物的總酚含量在 49.8-298.3 

mg gallic acid/g extract之間，其中 Tech-Et-W

含量最多；總類黃酮含量在 217.5-794.0 mg 

quercetin/g extract之間，其中 Tech-Et-DC含

量最多；總單寧含量在 19.8-43.7 %/mg extract

之間，其中 Tech-Et-DC含量最多；粗三 含

量在 2.9-306.9 mg ursolic acid/g extract之間，

其中 Tech-Et-DC含量最多。依據上述推論水

的極性高，容易萃取出總酚成分，二氯甲烷

的極性低，容易萃取出總類黃酮、總單寧及

粗三 成分。

訶子分層萃取物的 DPPH自由基清除率

IC50值在 47.5-646.4 μg/mL之間，以 Tech-Et-

EA抗氧化能力最好，過氧化氫清除率 IC50

表 2　訶子四種分層萃取物的抗氧化能力

萃取物
DPPH自由基
清除率 a

過氧化氫

清除率 a

氫氧根離子

自由基清除率 a

超氧陰離子

清除率 a

Tech-Et-H 475.3±28.2  35.5±5.1     N.D.     N.D.

Tech-Et-DC 646.4±30.7  31.2±3.5 562.6±30.3     N.D.

Tech-Et-EA  47.5±3.1  20.5±5.5  71.2±7.3 250.7±19.1

Tech-Et-W  50.1±3.4  26.4±3.8 103.3±15.5 679.3±23.2

Positive
control

Vitamine C  17.0±0.1     N.D. 688.3±29.7  32.8±4.9

Trolox  23.0±0.9 209.6±17.0   5.8±1.0   0.8±0.1

數據以Mean ± S.D.表示，N = 3.
N.D.：Not detected.
a IC50 value：μg/mL.
Vitamine C與 Trolox作為抗氧化活性的對照標準品。
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值在 20.5-35.5 μg/mL 之間，以 Tech-Et-EA

抗氧化能力最好，氫氧根離子自由基清除率

IC50值在 71.2至大於 1000.0 μg/mL以上，以

Tech-Et-EA抗氧化能力最好，超氧陰離子清

除率 IC50值在 250.7至大於 1000.0 μg/mL以

上，以 Tech-Et-EA抗氧化能力最好。依據上

述訶子分層萃取物抗氧化能力都是 Tech-Et-

EA效果最好，但是與總酚、總類黃酮、總單

寧及粗三 成分分析結果比較，發現並非是

成分含量越多者，抗氧化能力會越好，所以

Tech-Et-EA存在著特定活性成分才能有較好

的抗氧化作用。Trolox與 Vitamine C都是已

知的抗氧化成分，Trolox清除 DPPH自由基、

氫氧根離子自由基與超氧陰離子都比訶子分

層萃取物好，Vitamine C清除 DPPH自由基

與超氧陰離子都比訶子分層萃取物好，但是

訶子分層萃取物清除過氧化氫的效果卻都比

Trolox與 Vitamine C好。

雖然訶子分層萃取物 Tech-Et-W的總酚

含量最多，而且其抗氧化能力在所有分層萃

取物中排名第二，卻沒有抑制巴拉刈誘導

PC12細胞死亡之作用。Tech-Et-DC的總類

黃酮、總單寧及粗三 含量最多，但是只有

在濃度 0.5 μg/mL時有較佳抑制巴拉刈誘導

PC12細胞死亡的作用，它在各項抗氧化指

標均非居次，有的甚至墊底。至於 Tech-Et-H

也是在濃度 0.5 μg/mL時有抑制巴拉刈誘導

PC12細胞死亡的作用，其抗氧化能力在所有

分層萃取物中排名第三或第四。至於 Tech-

Et-EA在濃度 0.6 μg/mL時有抑制巴拉刈誘導

PC12細胞死亡的作用是所有分層萃取物中最

好，其抗氧化能力在所有分層萃取物中排名

第一，但是其總酚、總類黃酮、總單寧及粗

三 的含量多寡與保護性無顯著關聯。此外

由於各分層之保護性順位與抗氧化順位無法

吻合，所以抗氧化效力與對抗巴拉刈的效用

並無關聯性。最後經由本研究發現 Tech-Et-

EA在濃度 0.6 μg/mL時抑制巴拉刈誘導 PC12

細胞死亡的作用最好，期盼未來進一步研究

Tech-Et-EA的神經保護作用機轉。
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Original Article

The Anti-oxidative Components of Terminalia 
Chebula Protect PC12 Cells against Paraquat-

induced Toxicity

Hua-Sin Chen1, Chia-Lin Chang2, *, Yi-Fan Huang1
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Background: PC12 cell line is a rat adrenal medullary pheochromocytoma cell 
line, which has been used as a model to conduct studies on dopaminergic neurons to 
explore paraquat toxicity. Additionally, it has been used to develop an in vitro research 
model for the development of neuroprotective agents. Materials and methods: In 
this study, we mainly investigated the layered extracts (n-hexane, dichloromethane, 
ethyl acetate, and water extracts) of the 95 % ethanol extract of Terminalia chebula for 
inhibiting the toxicity effect of paraquat to protect the PC12 cells. Further, we analyzed 
the total phenol, flavonoid, tannin, and triterpene contents of the aforementioned 
layered extracts. The antioxidant effects that were assessed included the scavenging of 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals, hydrogen peroxide, hydroxyl radicals, 
and superoxide anions. Results: The water extract was found to possess the highest 
content of total phenolic compounds, while the dichloromethane extract possessed the 
highest contents of total flavonoid, tannin, and triterpene. The highest antioxidant effect 
of scavenging the DPPH radicals, hydrogen peroxide, hydroxyl radicals, and superoxide 
anions was exhibited by the ethyl acetate extract, and it was most efficient in inhibiting 
paraquat toxicity and protecting the PC12 cells. Conclusion: The ethyl acetate extract 
of the 95 % ethanol extract of T. chebula exhibited the most effective antioxidant 
effect among all the tested extracts in inhibiting paraquat toxicity and protecting PC12 
cells. It is thus believed that the T. chebula composition can be utilized as a potential 
neuroprotective agent in the future.
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