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編號：CCMP94-RD-012 

台灣蒲公英之類雌激素作用在骨質疏鬆症

預防與治療之評估 

許秀蘊 

臺北醫學大學 

摘 要 

隨著社會平均年齡之增加，更多的老年人飽受骨質疏鬆之苦，尤其是停經

後之婦女。本研究以剛出生及八個月大之成鼠之骨母細胞體外培養之模式，以

各種分子生化之觀點來探討台灣固有種---台灣蒲公英，印證其是否具類雌激素

之療效，其活性組成是否具類植物性雌激素之作用，解析其對骨細胞的作用機

制，並在臨床上適時適地應用於預防或治療骨科相關之疾病。 

於初代骨母細胞（初生四天之幼鼠及八個月大之成鼠）的培養模式中，藉

由各種分子生化上之表現，如細胞活性測試、鹼性磷酸酵素、骨鈣素及第一型

膠原蛋白等蛋白質表現、骨細胞上雌激素接受器之表現、蝕骨細胞抑制蛋白及

其結合因子與鈣染色法等來評估台灣蒲公英之影響，探討在細胞分子層面上與

雌激素接受體的關係如 collagen type I, ALP, OPG, OPGL, estrogen receptors 
（ERα and ERβ） mRNAs，在整個骨生成之過程中所扮演之角色。 

結果發現，以新生鼠骨母細胞實驗模式下，植物雌激素 daidzein
（10-6~10-9M）不會使細胞增生。而台灣蒲公英萃取物 TF-1 在 10-7mg/mL 有最

高的新生鼠骨母細胞增生促進率。而在成鼠骨母細胞實驗模式下，daidzein 和

TF-1 比 17β-estradiol 更能促進細胞活性，且經氫譜測知 TF-1 為一 coumarin。
所以 TF-1 對於新生鼠和成鼠都具有細胞增生的作用，其中又以對成鼠的效果

最佳，本實驗以八個月的雌性成鼠模擬更年期的婦女，因此，TF-1 可能對於

更年期婦女骨質疏鬆的治療具有正面的意義。 

關鍵詞：台灣蒲公英、類雌激素、骨質疏鬆症
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ABSTRACT 

The increasing of average age in the society, more elders especially the 
postmenopausal woman, are threaten by osteoporosis. So we try to explore the 
native herb in Taiwan, Taraxacum formosanum, to clarify the mechanism 
underlying the estrogen like activity in osteoblast cells from neonatal and 8-months 
mice in vitro. The bioactive component will be elucidated and action mechanism on 
bone cells be evaluated to prevent from or treat bone disease. 

Base on primary cell culture model of osteoblast cells from neonatal and 
8-months mice in vitro, we try to analyze cells viability, alkaline phosphatase, 
protein expression of osteocalcin and type I collagen, and calcium accumulation. 
The detectable levels of collagen type I, ALP, OPG, OPGL, estrogen receptors 
(ERα and ERβ) mRNAs on osteoblast cells were evaluated the role of Taraxacum 
formosanum playing on bone cell formation. 

The results presented herein characterize the cellular effects of estrogen-like 
activities of extract of Taraxacum formosanum (TF-1) on osteoblast cells. TF-1 
induced a increase in osteoblast proliferation and the cellular expression of 
osteoblast-specific genes , with the optimum effects at 10-7 mg/mL compared with 
phytoestrogen (daidzein, 10-6~10-9M). Also it was found by 1H-NMR spectrum that 
TF-1 is one of coumarin. TF-1 can increase bone formation to prevent the 
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development of osteoporosis. 

Keywords: Taraxacum formosanum, estrogen like, osteoporosis 
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壹、前言 

在孩童時期骨骼中的骨質會增加，而骨質量達到尖峰則在近 30 歲

時，其中女性又較男性低。從中年時期後，骨質量開始隨著年齡下降，

尤其是婦女於停經後因體內雌激素（estrogen）的缺乏，導致骨質的流

失（Riggs BL et al., 1986; Kraemer DF et al, 2005），因此停經後的女性是

骨質疏鬆症的高危險群（Cormier C et al, 2004; Gunby MC, 1994; Karga H 
et al, 2004）。骨質疏鬆症是一種骨骼疾病，會使骨骼逐漸變得脆弱，最

後很容易就發生骨折。骨質疏鬆症患者最容易發生骨折的部位是髖部、

手腕，以及脊椎（Malovolta N et al, 2003; Marx J, 2004）。一旦這些部

位發生骨折後，可能造成局部功能喪失，甚至有生命危險。 

臨床上常見的骨質疏鬆治療藥物有鈣製劑、維他命 D、抑鈣素

（calcitonin）、雌激素、氟化物及二磷酸酐類化合物（bisphosphonate）。
其中雌激素是臨床上主要用於停經後婦女骨質疏鬆的標準治療法

（Turner RT et al, 1994; Wronski TJ et al., 1988），稱為雌激素補充療法。

然而，利用雌激素補充療法具有潛在的危險性，長期服用雌激素會提高

罹患子宮內膜癌，乳癌等的危險性（Colditz GA., 1999）。 

近年來發現，在豆科與菊科植物中含有與雌激素結構或生物功能相

似的成分（Hutabarat LS et al, 2000），可預防骨質流失（Barnes S., 1998; 
Brandi ML, 1997; Tsutsumi N., 1995），且能增進骨質密度（Picherit C et al, 
2000），稱之為植物雌激素。由於植物雌激素存在於豆類食物或天然植

物中（Arjmandi BH et al, 1998），無毒性且無雌激素的副作用，故以植

物雌激素代替雌激素作為雌激素補充療法對於停經後婦女骨質疏鬆之

治療，是目前許多研究之方向。所以探討台灣固有種---台灣蒲公英，印

證其是否具類雌激素之療效，其活性組成是否具類植物性雌激素之作

用，解析其對骨細胞的作用機制，並在臨床上適時適地應用於預防或治

療骨科相關之疾病。 
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貳、材料與方法 

一、台灣蒲公英之萃取、分離及鑑定 
台灣蒲公英以甲醇萃取濃縮後，依極性大小用正丁醇、水等溶媒

劃分，此粗劃分物先進行細胞活性、酵素活性測試，其具生物活性之

粗劃分層，再利用各種逆相管柱層析法（diaion、sephadex、ODS 等）

分離純化，經質譜、核磁共振光譜、化學反應等解析其結構式。再進

一步測試對骨母細胞、蝕骨細胞各種酵素、雌激素接受器及蛋白質之

表現。 

二、細胞培養 
使用新生鼠的頭蓋骨以細菌性的膠原酵素處理約半小時，數次之

後所培養出的骨細胞就具有骨母細胞的特徵，而後再使用 trypsin 就

可將其他的蛋白質，例如：纖維母細胞或是膠原蛋白質消化掉，而得

到純化的骨母細胞可供實驗使用。 

三、細胞活性實驗 
先以新生鼠骨母細胞為實驗模式，測定細胞活性分析（MTT 

assay），篩選具細胞增生的植物雌激素種類及濃度，再做植物雌激

素及台灣蒲公英在最佳濃度下對骨母細胞鹼性磷酸酶（ALP），細胞

鈣堆積分析，進而做分子層面的探討。探討其在最佳濃度下，對於雌

激素接受體，蝕骨細胞抑制蛋白（OPG）及其結合因子（OPGL）及

骨母細胞分化指標（COL I, ALP, OCN）mRNA 表現的影響。 

再進一步以八個月大之母鼠的骨母細胞為實驗，模擬更年期骨母

細胞的細胞活性，探討其在最佳濃度下，對於成鼠骨母細胞細胞活性

分析（MTT assay）的影響，是否與新生鼠骨母細胞結果一致，也更

具有治療老年骨質疏鬆症正面意義。 

(一) 細胞活性測試（MTT）測定法 

骨母細胞移植於 96-well plates 共有三盤，分為加藥後 1、3、
7 天後測量其 MTT 值 

1. 將 96 well plate 拿出從 CO2培養箱。 

2. 吸除 well 內 DMEM，加入 25ml MTT 於 96 well。 

3. 於 CO2 culture box 靜置 4hrs。 
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4. 吸除 MTT，加入 100µl 0.04NHCl/EtOH，測 570nm 處的吸光值。 

(二) 鹼性磷酸酵素（alkaline phosphatase, ALP）活性測試法 

1. 培養於 24-well 的骨母細胞共有三盤，分別為加藥後培養 1、3、
7 天用，當其測量時，先以 pipet 吸除 DMEM 分裝成兩管的

eppendorf（各 0.5ml），再以 0.3ml 的 PBS 沖刮下貼盤的骨母細

胞，置入另一隻 eppendorf 中，將收集好的 eppendorf 放入-80oC
冰箱中保存。 

2. 當 1、3、7 天裝有 DMEM 或骨母細胞的 eppendorf 都收集好後，

即可準備測量 ALP 值。 

3. 將 ELISA 分析儀先設定為 Kinetic 測量：先震搖混合 3 分鐘，

實驗測量共 5 分鐘，其測量間隔為 1 分鐘，故有 6 個測量時間

點（0、1、2、3、4、5），且定溫為 30oC。 

4. 取出二盤的 96 well 的細胞培養盤（一盤作為 DMEM 的測量，

另一盤則為骨母細胞的測量），並將 ALP reagent 泡好準備，先

行用細胞均質機將含有骨母細胞的 PBS 震勻。 

將待測的 DMEM 或骨母細胞液從 eppendorf 中取出 5μl 放
入 96-well plate 中。 

5. 將 ALP reagent 倒入八爪 pipet 槽中，並設定八爪 pipet 吸取量

為 125μl，隨即吸取 ALP reagent，放入 96-well plate 中，共二

次，使每個 well 內的 ALP reagent 都有 250μl（加入 ALP 的動

作需在一分鐘內完成）。 

6. 注入 ALP reagent 後，立即將分析盤放入 ELISA 分析儀，並按

下 read 鍵進行實驗，測定各樣品的 OD405值。 

7. 當吸光值測量結束後，將所顯示之數據複製至 Excel 中進行處

理。 

計算式
LPSV

TVperALUALP
××
××Δ=

45.18
100min)/(  

U：酵素的活性單位=每分鐘所能催化生成物的μmole 數 

ΔA per min：波長 405nm 每分鐘的吸收值的差 

TV：總體積（mL） 

SV：sample 的體積 
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18.45：p-nitrophenol 於 405nm 下的毫莫耳吸收值 

LP：光徑（1cm） 

(三) 骨母細胞礦化活性測試法（Von Kossa Stain） 

1. 培養於 24-well 的骨母細胞共有三盤，分別為加藥後培養 1、3、
7 天用，當其測量時，先以 pipet 吸除 DMEM，並以 PBS 沖洗

well 數次。 

2. 加入 10% Formain 500μl 用以固定細胞，靜置一小時。 

3. 一小時後以 pipet 吸除 Formain，並以二次水清洗數次。 

4. 將二次水吸乾後，加入 AgNO3試劑 500μl，並放置於紫外燈或

強烈光源下照射一天。 

5. 吸除 AgNO3 後，以目測觀察每個 well，若有黑褐色的顆粒產

生即為磷酸銀或碳酸銀沈澱。 

以 Kodak DC-290 數位相機攝影後留存紀錄。 

(四) 即時（Real-time）定量反轉錄聚合酶連鎖反應 

（雌激素接受器 α、β；骨鈣素及第一型膠原蛋白；蝕骨細

胞抑制蛋白及其結合因子等） 

1. ICR mice 

(1) α-MEM medium。 

(2) 37oC, 5% CO2。 

(3) 7 days。 

(4) 自細胞萃取、純化及定量 total RNA。 

(5) 反轉錄（Reverse transcriptase, RT）合成 cDNA。 

(6) 即時定量聚合酶連鎖反應使用之 primer。 

(7) 即時定量聚合酶連鎖反應。 

(8) 在 RT-PCR 下進行大量複製反應，依照不同的 primer 設定

不同的條件。 

(9) 經聚合酶連鎖反應後，得到大量之 DNA 產物。 

(10) 經電泳分析，可看到 band 的大小及正確位置。 
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2. Total RNA 之純化 

(1) 前處理 

吸除 6-well plate 內之培養基，再用 PBS 洗兩次後，移

除 PBS。加入 1X Nucleic acid purification lysis solution (ABI) 
0.5mL，輕輕搖動 dish，待細胞完全溶解在 lysis 中，用

pipetman 吸取至兩管 1.5mL 之 eppendoff 中。離心 1500rpm，
5 分鐘，目的為去除微小骨碎片。移液至另一個 eppendoff
中，注意不要吸取到沉積之骨脆片。再離心 12000rpm，1
分鐘，目的為消除氣泡。利用 ABI 6100 Nucleic acid 
prepstation 進行 total RNA isolation。 

(2) Total RNA 之分離 

(3) Total RNA 含量分析 

利用光譜儀（Spectrophotometer, Hitachi 2000）測定檢

品在 260nm 及 280nm 的吸光值。依下列公式計算 total RNA
的濃度（Cr）及品質（Q）： 

Cr (ng/μL) = OD260*40μg/mL*稀釋倍數 

Q = OD260/ OD280 

Q 值愈大表示 total RNA 的品質愈好，純度愈高。Q 值

需大於 1，才可進行反轉錄合成 cDNA 程序。 

3. 反轉錄（Reverse transcriptase, RT）合成 cDNA 

依條件進行反轉錄反應-1（RT-1），其中 total RNA 加入量

（X1）視檢品 total RNA 濃度而定，total RNA 的反應量為 1ng
～5μg。Total RNA 加入量（X1）和 DEPC 加入量（Y1）總體

積為 7μL。 

反轉錄反應-1（RT-1）結束後，將檢品迅速置於冰上 3 分

鐘，保持 RNA 結構成直線。依條件進行反轉錄反應-2（RT-2）。 

計算 cDNA 濃度(Cc)： 

Cc (ng/μL) = Cr*2* (RT 加入 total RNA 之體積)/(RT 總體積) 

4. 選擇即時定量聚合酶連鎖反應使用之 primer 

5. 即時定量聚合酶連鎖反應 

依條件進行即時定量聚合酶連鎖反應，其中 templet cDNA
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加入量（X2）視實驗需要而定。Templet cDNA 加入量（X2）
和 d.d. water 加入量（Y2）總體積為 7.5μL。 
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參、結果 

在本實驗中，不論在新生鼠骨母細胞或八個月大之母鼠骨母細胞的

細胞活性分析（MTT assay）上，台灣蒲公英在最佳濃度下皆使骨母細

胞活性增加。在新生鼠骨母細胞實驗模式下，鹼性磷酸酶活性無明顯差

異；鈣堆積含量增加；ERα mRNA 表現不變，ERβ mRNA 表現提早；

OPG 及 OPGL mRNA；COL I，ALP 及 OCN mRNA 表現增加。 

一、台灣蒲公英之萃取、分離及鑑定 
台灣蒲公英以甲醇萃取濃縮後，依極性大小用乙酸乙酯、水等溶

媒劃分，此粗劃分物先進行細胞活性、酵素活性測試，其具生物活性

之粗劃分層（Fr.3），再利用各種逆相管柱層析法（diaion、sephadex、
ODS）等，在各種溶媒系統下（H2O ~ MeOH; EtOH; 20% ~ 60% MeOH 
等），分離純化，初得 TF-1，如圖 1 所示，以活性測試後剩餘之量

測得氫譜，初判為一 coumarin。 

二、細胞活性分析（MTT assay） 
以新生鼠骨母細胞為實驗模式，加入不同濃度（10-6 ~ 10-9M）之

daidzein 及（101 ~ 10-3mg/mL）之粗萃物（Fr.3），控制組為含 0.01% 
DMSO 及 0.01%酒精之 PBS。由表 1，2 中，在細胞培養加藥 1～21
天期間，控制組的 MTT 吸光值會隨著培養時間延長而增加，於第 14
天時達到高峰。但在第 21 天的時候，控制組 MTT 吸光值則開始下降，

有可能當骨母細胞逐漸形成多層的細胞層時，增生速率則會趨緩，並

逐漸凋亡有關。 

加 daidzein 組在第 1 天，10-12M daidzein 略增加 9.4%。第 7 天，

加藥組和控制組之間吸光值接近，二者之間沒有明顯的差異且無統計

上的意義。而第 14 天，daidzein 濃度 10-9，10-12M 較控制組 O.D.值略

低 13.9%和 23.6%。在第 21 天時，加藥組與控制組的骨母細胞活性

皆已下降。所以加入不同濃度 daidzein 對新生鼠骨母細胞在細胞增生

無明顯的效果。 

加粗萃物（Fr.3）藥組在第 1 天，五個不同濃度均比控制組有顯

著的促進效果（110.3%～174.9%），其中以 10-1，10-2 mg/mL 這兩個

濃度對骨母細胞 MTT assay 具有最大的促進率，分別為 173.5%及

174.9%。第 7 天，五個不同濃度均比控制組有顯著的促進效果（114.9%
～130.0%），其中以 10-1，10-2，10-3mg/mL 這三個濃度對骨母細胞
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MTT assay 具有最大的促進率，分別為 128.1%，128.3%及 130.0%。

而第 10 天，以 10-1及 10-3 mg/mL 這兩個濃度對骨母細胞 MTT assay
具有最大的促進率，分別為 139.5%及 133.7%。而第 14 天，以 10-2

及 10-3mg/mL 這兩個濃度對骨母細胞 MTT assay 具有最大的促進

率，分別為 128.0%及 125.6%。在第 21 天時，加藥組與控制組的骨

母細胞活性皆已下降。而粗萃物 Fr.3（101 ~ 10-3mg/mL），對新生鼠

骨母細胞在細胞增生明顯的效果，以第 10 天，10-1mg/mL 具最大的

促進率。 

三、TF-1 對新生鼠骨母細胞鹼性磷酸酶（ALP）活性的影響 
從 daidzein 與台灣蒲公英之 TF-1 對新生鼠骨母細胞細胞活性結

果可知，TF-1 比 daidzein 較具有使細胞增生的效果，其中以第 10 天，

10-7mg/mL 具有最大的促進率。在細胞加藥第 1~28 天期間，我們對

加藥組和控制組的細胞培養液檢品進行鹼性磷酸酶（ALP）的定性分

析。從表 3 結果顯示，在細胞加藥第 1～14 天的期間，控制組的 ALP
活性隨著培養時間拉長而吸光值愈高，於第 14 天時達到高峰。而在

加藥達第 21 天時，因骨母細胞活性的反應而減弱。而加入 TF-1（10-7 

mg/mL）骨母細胞之 ALP 活性看起來與控制組極為類似，在第 7，14，
21 天略低約 15%，但二者之間沒有明顯的差異。所以，TF-1（10-7 

mg/mL）對於新生鼠骨母細胞鹼性磷酸酶（ALP）活性無太大的差異，

如圖 2 所示。 

四、TF-1（10-7 mg/mL）對新生鼠骨母細胞鈣堆積的影響 
從 daidzein 與 TF-1(10-7mg/mL)對新生鼠骨母細胞細胞活性結果

可知，TF-1 比 daidzein 較具有使細胞增生的效果，其中以第 10 天，

TF-1 具有最大的促進率。所以本實驗以 TF-1(10-7mg/mL)為最佳濃度

當加藥組，控制組為含 0.01% DMSO 及 0.01%酒精之 PBS。 

在細胞加藥第 1~28 天期間，加藥組和控制組的檢品進行鈣堆積

鈣含量分析。從表 4 結果顯示，在細胞培養達第 1～7 天的期間，我

們未測到控制組的鈣含量，到第 14～28 天隨著培養時間拉長而鈣含

量愈高，於第 28 天時達到高峰。而在加藥達第 14 天時，加 TF-1 
(10-7mg/mL)之骨母細胞鈣含量與控制組比較增高 400%，二者之間有

明顯的差異。所以，TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞鈣堆積鈣

含量有極大的增加，如圖 3 所示。 
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五、骨細胞之特定基因表現 
(一) TF-1 與 E2對新生鼠骨母細胞 ERα及 β mRNA 表現的影響 

在細胞加藥第 1~21 天期間，控制組和加藥組（10-9M 
E2:17β-estradiol; TF-1:10-7mg/mL）的細胞檢品進行 ERα及 β的實

驗。在細胞培養達第 1～21 天的期間，我們測到控制組的 ERα 
mRNA 表現不隨著培養時間增加而有明顯的變化。在加藥 10-9M 
E2和 TF-1(10-7mg/mL)中，兩組加藥組對新生鼠骨母細胞之 ERα 
mRNA 表現與控制組比較，之間有無明顯的差異。所以，加入

10-9M E2和 TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 ERα mRNA 表

現未有明顯差異，如圖 4 所示。 

在細胞培養達第 1～14 天的期間，控制組的 Erβ mRNA 表現

隨著培養時間增加而有明顯的增加，最高峰為第 14 天，到第 21
天略為下降。在加藥 10-9M E2後，和控制組之 Erβ mRNA 表現比

較略低。加入 TF-1(10-7mg/mL)，第 21 天後，加藥組對新生鼠骨

母細胞與控制組比較 Erβ mRNA 較高 1.57 倍，之間有明顯的增

加。所以，10-9M E2對於新生鼠骨母細胞 Erβ mRNA 表現未有明

顯差異。而 TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 Erβ mRNA 表

現明顯增加，如圖 5 所示。 

在細胞培養達第 1～14 天的期間，控制組的 ERβ/ERα mRNA
比值表現，隨著培養時間增加而有明顯的增加，最高峰為第 21
天，顯示新生鼠骨母細胞 ERβ的表現較 ERα強。在加藥 10-9M E2

後，和控制組之 ERβ/ERα mRNA 表現比較略低。加入 TF-1(10-7 

mg/mL)第 21 天後，加藥組對新生鼠骨母細胞與控制組比較

ERβ/ERα mRNA 較高 2 倍，其間有明顯的增加。所以，10-9M E2

對於新生鼠骨母細胞 ERβ/ERα mRNA 表現未有明顯差異。

TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 ERβ/ERα mRNA 表現明顯

增加，如圖 6 所示。 

(二) TF-1 與 E2對新生鼠骨母細胞 COL I, ALP 及 OCN mRNA 表現的

影響 

在細胞培養達第 1 天的時間，控制組的 COL I mRNA 表現。

在加藥 10-9M E2後，和控制組之 COL I mRNA 表現比較高 1.336
倍。加入 TF-1(10-7mg/mL)對新生鼠骨母細胞與控制組比較 COL I 
mRNA 較高 1.67 倍，之間有明顯的增加。所以，10-9M E2 與
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TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 COL I mRNA 表現皆明顯

增加，其中又以 TF-1(10-7mg/mL)較大，如圖 7 所示。 

在細胞培養達第 7 天的時間，控制組的 ALP mRNA 表現。

在加藥 10-9M E2後，和控制組之 ALP mRNA 表現比較高 1.212
倍。加入 TF-1(10-7mg/mL)對新生鼠骨母細胞與控制組比較 ALP 
mRNA 較高 3.605 倍，之間有明顯的增加。所以，10-9M E2 與

TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 ALP mRNA 表現皆明顯增

加，如圖 8 所示。 

在細胞培養達第 14 天的時間，控制組的 OCN mRNA 表現。

在加藥 10-9M E2 後，和控制組之 OCN mRNA 表現比較低 0.35
倍。加入 TF-1(10-7mg/mL)對新生鼠骨母細胞與控制組比較 OCN 
mRNA 較高 2.116 倍，之間有明顯的增加。所以，10-9M E2對於

新生鼠骨母細胞 OCN mRNA 表現降低，TF-1(10-7mg/mL)對於新

生鼠骨母細胞 OCN mRNA 表現明顯增加，如圖 9 所示。 

(三) TF-1(10-7mg/mL)與 10-9M E2 對新生鼠骨母細胞 OPG 及

OPGL mRNA 表現的影響 

在細胞培養達第 1～21 天的期間，控制組的 OPG mRNA 表

現隨著培養時間增加而有明顯的增加，最高峰為第 21 天，到第

7 天略為下降。在加藥 10-9M E2後，和控制組之 OPG mRNA 表

現比較略低。加入 TF-1(10-7mg/mL)第 1～21 天後，加藥組對新

生鼠骨母細胞與控制組比較 OPG mRNA 較高，之間有明顯的增

加。所以，10-9M E2對於新生鼠骨母細胞 OPG mRNA 表現未有

明顯差異。TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 OPG mRNA 表

現明顯增加，如圖 10 所示。 

在細胞培養達第 1～21 天的期間，控制組的 OPGL mRNA
表現隨著培養時間增加而有明顯的增加，最高峰為第 7～14 天，

到第 21 天略為下降。在加藥 10-9M E2 後，和控制組之 OPGL 
mRNA 表現比較差異不大，除第 7 天較高。加入 TF-1(10-7 mg/mL)
第 1～21 天後，加藥組對新生鼠骨母細胞與控制組比較 OPGL 
mRNA 較高，之間有明顯的增加。所以，10-9M E2對於新生鼠骨

母細胞 OPGL mRNA 表現除第 7 天較高外，未有明顯差異。

TF-1(10-7 mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 OPGL mRNA 表現明顯增

加，如圖 11 所示。 
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在細胞培養達第 1～7 天的期間，控制組的 OPGL/OPG 
mRNA 比值表現隨著培養時間增加而有明顯的增加，第 14～21
天降低，最高峰為第 7 天，顯示在第 7 天新生鼠骨母細胞 OPGL
的表現較 OPG 強。在加藥 10-9M E2後，和控制組之 OPGL/OPG 
mRNA 表現比較，除第 7 天較高外差異不大。加入 TF-1 
(10-7mg/mL)第 21 天後，加藥組對新生鼠骨母細胞與控制組比較

OPGL/OPG mRNA 較高 2 倍，之間有明顯的增加。所以，10-9M 
E2對於新生鼠骨母細胞 OPGL/OPG mRNA 表現未有明顯差異。

TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞 OPGL/OPG mRNA 表現明

顯增加，如圖 12 所示。 

(四) TF-1(10-7mg/mL)與 E210-9M 對成鼠骨母細胞的影響 

1. 成鼠與新生鼠骨母細胞的生長曲線（MTT assay ） 

從結果可知，新生鼠骨母細胞生長速率大於八個月母鼠骨

母細胞。新生鼠骨母細胞 MTT 吸光值隨時間增長而增加，最

高峰為第 14 天，第 21 天逐漸下降。而八個月母鼠骨母細胞

MTT 吸光值隨時間增長而增加，生長速率較慢，如圖 13 所示。 

2. TF-1(10-7mg/mL)與 E210-9M 對成鼠骨母細胞細胞活性的影響 

以八個月母鼠骨母細胞實驗模式下，加入 TF-1(10-7 mg/mL)
與 10-9M daidzein，用 10-9M E2 positive 對照實驗。從結果可知，

控制組 MTT 吸光值會隨培養時間增長而增加，而加入 10-9M E2 
positive 對照組在第 21 天相較控制組有最大促進率 150.0%。

TF-1(10-7mg/mL) 在加藥第 7 天相較控制組有促進效果

135.9%，在第 21天，最大促進率為 207.4%。植物雌激素 daidzein
在 10-9M 濃度下，第 7 天和第 14 天相較控制組有促進效果分

別為 130.7%，128.2%，在第 21 天，最大促進率為 141.8%。所

以，在第 21 天，TF-1(10-7mg/mL)對成鼠骨母細胞有較大的促

進率（207.4%），如圖 14 所示。 
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肆、討論 

雌激素存在於人體，尤其對於女性的生理調節有很大的關係。女性

在停經後，由於體內雌激素的缺乏，引起種種生理不適，其中最令人關

注的健康問題為骨質的流失，造成骨質疏鬆症的發生。最近的研究指

出，利用存在植物中活性相似雌激素的成分（植物雌激素）如：genistein，
daidzein，可促使骨母細胞增生及分化（Anderson JJB et al., 1997）。 

本研究因此想探討植物雌激素對新生鼠骨母細胞的作用機制。在本

實驗中，我們發現加入不同濃度（10-6M，10-9M，10-12M）的植物雌激

素 daidzein 對於新生鼠骨母細胞增生不受影響，與 2004 年 Michael L 的

實驗結果ㄧ致（Michael L et al., 2004）。而台灣蒲公英萃取物 Fr3，加入

不同濃度（101 ~ 10-3mg/mL）對於新生鼠骨母細胞增生（MTT assay），
皆有促進的效果，且具有統計上的意義，其中以第 10 天時，10-1M 對於

新生鼠骨母細胞具有促進率 139.5%之增生作用。 

接著探討對於骨母細胞分化的三個時期：增殖期，分化期，礦化期

（Raouf A and Seth A., 2002; Alberts B et al, 1994）中，分化期的指標鹼

性磷酸酶（ALP）與礦化期會產生鈣堆積情況的影響。在鹼性磷酸酶活

性分析實驗結果顯示，加入 TF-1（10-7mg/mL）後隨培養時間增加，新

生鼠骨母細胞鹼性磷酸酶活性略為降低，但降低程度不大，所以，TF-1
（10-7mg/mL）對於新生鼠骨母細胞鹼性磷酸酶活性影響不大。接著從

實驗結果發現，在第 14 天時，加入 TF-1（10-7mg/mL）比控制組的鈣含

量增加 4 倍，且具有統計上的意義，所以，TF-1 具有加速新生鼠骨母

細胞礦化作用。骨母細胞分化過程的最後階段為礦化，此時，骨母細胞

凋亡並分化成成骨細胞，分泌鈣離子及與鈣鍵結有關的蛋白－骨鈣素

（osteocalcin），形成具有支撐身體功能的骨骼。 

雌激素會和雌激素接受體結合成錯合物，影響細胞核內的 DNA。

雌激素受體分為兩種，ERα和 ERβ。植物雌激素也會透過雌激素接受體

進入細胞，影響細胞核內的 DNA。在骨母細胞中也發現到 ERα和 ERβ
的存在，並且雌激素主要透過 ERβ 合成基質蛋白，如第一型膠原蛋白

和鹼性磷酸酶（Harry C. Blair et al., 2003）。所以，利用即時定量聚合

酶連鎖反應測定 ERα和 ERβ mRNA 的表現，來暸解 TF-1 與 E2對新生

鼠骨母細胞內 ERα和 ERβ mRNA 表現的影響。結果發現，新生鼠骨母

細胞內主要為 ERβ，在第 21 天時，TF-1（10-7 mg/mL）比 10-9M E2與控

制組 ERβ mRNA 表現增強，可能會增加基質蛋白的合成（George GJM 
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Kuiper, 1997; KM Wiren, 2002; Kolja Paech et al, 1997; Kuiper GG et al, 
1996; Michael E et al, 2003）。 

骨母細胞的分化是一個複雜的過程，在三個時期中會有特定蛋白質

的出現，可作為分期的指標。在增殖期，主要有第一型膠原蛋白（COL 
I）產生；在分化期，分泌鹼性磷酸酵素（ALP）；在礦化期，主要產生

與鈣鍵結有關的蛋白－骨鈣素（osteocalcin, OCN）（Hisataka Y, 1998）。
為探討 TF-1(10-7mg/mL)對於新生鼠骨母細胞分子層面的影響，我們利

用即時定量聚合酶連鎖反應測定 COL I，ALP 及 OCN mRNA 的表現。

從實驗結果顯示，在第 1 天時，TF-1(10-7mg/mL)與 10-9M E2和控制組比

較，其中 TF-1(10-7mg/mL)之 COL I mRNA 表現較強，167.0%。在第 7
天時，TF-1 與 E2和控制組比較，其中 TF-1 之 ALP mRNA 表現較強，

360.5%。而在第 14 天時，TF-1 與 E2和控制組比較，其中 TF-1 之 OCN 
mRNA 表現較強，211.6%；E2之 OCN mRNA 表現減弱，35%。所以，

TF-1 會影響新生鼠骨母細胞增殖，這與對新生鼠骨母細胞細胞活性

（MTT assay）結果為增生一致。TF-1 會影響新生鼠骨母細胞礦化，這

與對新生鼠骨母細胞鈣堆積鈣含量增高 4 倍相符。僅分化過程，ALP 
mRNA 表現增強，ALP 活性分析略為降低，表示 TF-1 會影響 transcription 
，但不影響 translation。 

另外，為了間接探討 TF-1 對蝕骨細胞的影響，我們利用即時定量

聚合酶連鎖反應測定新生鼠骨母細胞 OPG 及 OPGL mRNA 的表現

（Hisataka Y, 1998）。從實驗結果顯示，與抑制及活化蝕骨細胞有關的

OPG mRNA 表現延後且增強，OPGL mRNA 表現提前，第 21 天減弱表

現，而這樣的結果透露 TF-1(10-7mg/mL)對蝕骨細胞有間接的影響。 

我們也進ㄧ步探討 TF-1(10-7mg/mL)，10-9M daidzein 與 10-9M E2對

八個月 ICR 母鼠骨母細胞細胞活性（MTT assay）的影響。結果發現，

TF-1，daidzein 與 E2 和控制組比較，三者皆有促進增生作用，其中以

TF-1(10-7mg/mL)在第 21 天有最高促進率為 207.4%，這比對新生鼠骨母

細胞細胞活性（MTT assay）促進率高，推測 TF-1(10-7mg/mL)對老化的

骨母細胞具有較佳的增生效果。 
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伍、結論與建議 

婦女更年期後產生的骨質疏鬆症臨床上的治療方式為雌激素補充

療法，但是長期服用有可能誘發乳癌或子宮內膜癌。在植物中活性相似

雌激素的成分具有雌激素活性，有可能成為一種較雌激素安全的藥物。

本研究先以新生 ICR 小鼠為模式探討台灣蒲公英是否具類植物雌激素

之作用，對骨母細胞在體外之生長機制。更進ㄧ步，以八個月 ICR 母鼠

為模式探討台灣蒲公英對骨母細胞細胞活性的影響。 

從本實驗結果中，發現台灣蒲公英 TF-1 在 10-7mg/mL 濃度下，對

於新生鼠及八個月母鼠骨母細胞有使細胞增生作用，對新生鼠骨母細胞

有加速礦化作用，在分子層面上，可使 ERβ mRNA 表現增強，與骨母

細胞分化指標有關的 COL I，ALP，OCN mRNA 表現增強，表示 TF-1
在骨母細胞的作用為增生及增加基質有關。特別是對八個月母鼠比對新

生鼠骨母細胞細胞活性（MTT assay）促進率高，可能對於更年期婦女

所造成骨質疏鬆症的治療有正面的意義。 

與抑制及活化蝕骨細胞有關的 OPG mRNA 表現延後且增強，OPGL 
mRNA 表現提前，第 21 天減弱表現。而這樣的結果透露 TF-1 對蝕骨細

胞有間接的影響，綜上可知，台灣蒲公英與雌激素 17β-estradiol 在新生

鼠與成鼠之骨母細胞具有不同模式之基因表現。 
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柒、圖表 
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圖 1 台灣蒲公英萃取流程圖 
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圖 2 TF-1(10-7mg/mL)對新生鼠骨母細胞鹼性磷酸酶 
 （ALP）活性的影響 
 （N= 4; *: P < 0.05; **: P < 0.01） 
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圖 3 TF-1(10-7mg/mL)對新生鼠骨母細胞鈣堆積的影響 
   （N= 3; *: P < 0.05） 
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圖 4 TF-1(10-7mg/mL)與 E2對新生鼠骨母細胞 ERα mRNA 表現 
   （N=4） 
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圖 5 TF-1(10-7mg/mL)與 E2對新生鼠骨母細胞 ERβ mRNA 表現 
   （N=4） 
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圖 6 TF-1(10-7mg/mL)與 E2對新生鼠骨母細胞 ERβ/Erα mRNA 
 表現的影響 
 （N=4） 
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圖 7 TF-1(10-7mg/mL)與 E2對新生鼠骨母細胞 COL I mRNA 
 表現的影響                  
 （N=4） 

 

ALP

2000 
0 

4000 
6000 
8000 

10000 
12000 
14000 
16000 
18000 

Control E2-9 TF1-7

ppm of beta-actin

Day 7

 
圖 8 TF-1(10-7mg/mL)與 10-9M E2對新生鼠骨母細胞 ALP mRNA 
 表現的影響                  
 （N=4） 
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圖 9 TF-1(10-7mg/mL)與 10-9M E2對新生鼠骨母細胞 OCN mRNA 

表現的影響 
（N=4） 
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圖 10 TF-1(10-7 mg/mL)與 10-9M E2對新生鼠骨母細胞 OPG mRNA 

表現的影響                                     
（N=4） 
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圖 11 TF-1(10-7 mg/mL)與 10-9M E2對新生鼠骨母細胞 OPGL mRNA 

表現的影響                                     
（N=4） 
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圖 12 TF-1(10-7 mg/mL)與 10-9M E2對新生鼠骨母細胞 OPGL /OPG  

mRNA 表現的影響                               
（N=4） 
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Growing curve MTT assay
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圖 13 成鼠與新生鼠骨母細胞的生長曲線（MTT assay） 

（4d-OB:N= 12; 8m-OB:N=6） 

 

 
Eight months-OB-E2-9, TF1-7, Dz-9 MTT asay

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

Day 1 Day 7 Day 14 Day 21O.D. (570nm)

Control 
E2-9 
TF1-7 
Dz-9 **

**

**

****

**

*

 
圖 14 TF-1(10-7mg/mL)，10-9M daidzein 與 E2對成鼠骨母 

細胞活性（MTT assay）的影響 
（N= 6; *: P < 0.05; **: P < 0.01） 
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表 1 MTT Assay (4D-OB) for Daidzein 

Log M Day1 Day7 Day14 Day21 
control 100.0 100.0 100.0 100.0 

-6 100.7 106.8 104.4 117.4* 
-9 102.3 94.9 86.1 99.7 
-12 109.4** 100.5 76.4* 105.8 

*:p<0.05, **:p<0.005, N=5 

 

表 2 MTT Assay (4D-OB) for Fr.3 

Log mg/mL Day1 Day7 Day10 Day14 Day21 
control 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 

1 110.3** 114.9* 113.5* 113.9** 120.4** 
0 145.9** 125.0** 122.2** 111.2* 130.5** 
-1 173.5** 128.1** 139.5** 119.7** 139.3** 
-2 174.9** 128.3** 127.7** 128.0** 140.8** 
-3 144.3** 130.0** 133.7** 125.6** 141.2** 

*:p<0.05, **:p<0.005, N=12 

 

表 3 ALP Activity Test (4D-OB) for TF-1 

 Day1 Day7 Day14 Day21 Day 28 
control 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
TF-1 94.0 84.4** 84.8** 84.4* 86.2 

TF-1:10-7 mg/mL                                *:p<0.05, **:p<0.01, N=4 

 

表 4 Calcium Content Test (4D-OB) for TF-1 

 Day1 Day7 Day14 Day21 Day 28 
control 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
TF-1 - - 400.0* 127.2 122.0 

TF-1:10-7 mg/mL                                         *:p<0.05, N=3 
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