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中 文 摘 要 ： 草莓是深受國人喜愛的水果，果實富含黃酮及多酚產物，因此具有
良好抗氧化特性及抗癌效果，但對於採果後會被棄置的草莓葉則甚
少研究。在國外研究中，近年已有部分研究發現草莓葉中也含有多
酚類產物，可能具有醫療功效。但台灣農藥的高度使用及殘留問題
，並無針對草莓葉進行相關研究。為了提升農業廢棄物的經濟效益
，我們以台灣焌達生物科技提供之無毒栽種草莓葉，以水萃物進行
成分分析及對乳癌細胞功效的檢測。目前已發現草莓葉水萃物含有
酚類化合物且具有抗發炎特性，並抑制乳癌細胞生長，使細胞週期
停滯並出現有絲分裂崩解的多核型態，而且也呈現細胞凋亡及細胞
自噬的特性。乳癌與肥胖高度相關，游離脂肪酸及葡萄糖可能使細
胞內質網壓力及粒線體氧化壓力增加而調節細胞生長及轉移的特性
。因此在本計畫中將接著以草莓葉水萃物探討在乳癌發生過程中對
細胞內質網壓力及粒線體氧化壓力的影響，以釐清調節機轉。期望
達成在動物乳癌模式中，將草莓葉水萃物介入引起乳癌的過程，檢
測此間的作用及機轉，包括ER stress及粒線體氧化壓力在細胞週期
調節、細胞凋亡、細胞自噬的調節等。結果發現，草莓葉對動物腫
瘤具抑制效果，且在合併palcitaxel後具有加成作用。另外結果也
顯示在乳癌發展或治療下，草莓葉合併palcitaxel在動物乳癌模式
中具有延緩骨質損傷的作用；而草莓葉水萃物也初步發現具有改善
粒線體及內質網壓力的可能。從以上的研究結果，目前認為草莓葉
在乳癌產生及合併臨床藥物應具有加成的作用，且可能機轉是經由
調節粒線體及內質網壓力，此結果提供臨床使用的訊息，除學術貢
獻外，本研究成果可進一步將草莓葉這種農業廢棄物發展為一種防
癌抗癌的機能性產品。

中文關鍵詞： 草莓葉，乳癌，內質網壓力，粒線體氧化壓力

英 文 摘 要 ： Strawberry, rich in flavonoids and polyphenols, is one of
the favorite fruits in Taiwan. There were several studies
to show the fruit possess the abilities in antioxidation
and anti-cancer. However, the leaves are usually discarded
as waste, and the function of strawberry leaves is rare
discussed. It would be due to the over-use and residue of
herbicides or pesticides. To elevate the economic benefits
of agricultural waste, the non-toxic planted strawberry
leaf provide from “The Taste Company” is extracted the
water extract and isolated the functional components to
examine the effects in breast cancer. In our present study,
the water extract of strawberry leaf (SLE) showed to
inhibit breast cancer cell (MCF-7) growth, cause cell cycle
arrest, present a multinucleation phenomenon of mitotic
catastrophe, and possess the patterns of apoptosis and
autophagy. Obesity is highly relative to breast cancer,
excessive free fatty acids and glucose would increase the
endoplasmic reticulum stress (ER stress) and the
mitochondrial oxidative stress to further regulate
properties of cell growth and metastasis. In this study,
the SLE will be intervened to animal breast cancer to



clarify the regulation of ER stress and mitochondrial
oxidative stress. The major purposes in this study are
aimed to clarify the regulatory mechanisms of SLE between
ER stress / mitochondrial oxidative stress and apoptosis /
autophagy in animal breast cancer. The results showed that
strawberry leaf extract can inhibit the development of
breast tumor, and possess the synergic effect co-treated
with paclitaxel. Additionally, under the progression in
breast cancer, the combined treatment of strawberry and
paclitaxel has the effect to decelerate bone lesion. After
primary examination, the mechanisms seems to involve the
regulation of mitochondrial/ER stress although they need to
be further clarified. According to the results, we will
explore the effects and mechanisms of strawberry leaf in
breast cancer to provide the clinical application, and the
combination of strawberry extract and paclitaxel possess a
synergic effect, it would involve the regulation of
mitochondrial and ER stress. In addition to academic
contribution, the re-use of the agricultural waste would
develop a functional product to in cancer prevention or
therapeutic effect.

英文關鍵詞： Strawberry (Fragaria x ananassa Duch) leaf, breast cancer,
endoplasmic reticulum stress, mitochondrial oxidative
stress
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中文摘要 

關鍵詞：草莓葉，乳癌，內質網壓力，粒線體氧化壓力                      

 

草莓是深受國人喜愛的水果，果實富含黃酮及多酚產物，因此具有良好抗氧化特性及抗癌效果，

但對於採果後會被棄置的草莓葉則甚少研究。在國外研究中，近年已有部分研究發現草莓葉中也含有

多酚類產物，可能具有醫療功效。但台灣農藥的高度使用及殘留問題，並無針對草莓葉進行相關研究。

為了提升農業廢棄物的經濟效益，我們以台灣焌達生物科技提供之無毒栽種草莓葉，以水萃物進行成

分分析及對乳癌細胞功效的檢測。目前已發現草莓葉水萃物含有酚類化合物且具有抗發炎特性，並抑

制乳癌細胞生長，使細胞週期停滯並出現有絲分裂崩解的多核型態，而且也呈現細胞凋亡及細胞自噬

的特性。乳癌與肥胖高度相關，游離脂肪酸及葡萄糖可能使細胞內質網壓力及粒線體氧化壓力增加而

調節細胞生長及轉移的特性。因此在本計畫中將接著以草莓葉水萃物探討在乳癌發生過程中對細胞內

質網壓力及粒線體氧化壓力的影響，以釐清調節機轉。期望達成在動物乳癌模式中，將草莓葉水萃物

介入引起乳癌的過程，檢測此間的作用及機轉，包括 ER stress 及粒線體氧化壓力在細胞週期調節、細

胞凋亡、細胞自噬的調節等。結果發現，草莓葉對動物腫瘤具抑制效果，且在合併 palcitaxel 後具有加

成作用。另外結果也顯示在乳癌發展或治療下，草莓葉合併 palcitaxel 在動物乳癌模式中具有延緩骨質

損傷的作用；而草莓葉水萃物也初步發現具有改善粒線體及內質網壓力的可能。從以上的研究結果，

目前認為草莓葉在乳癌產生及合併臨床藥物應具有加成的作用，且可能機轉是經由調節粒線體及內質

網壓力，此結果提供臨床使用的訊息，除學術貢獻外，本研究成果可進一步將草莓葉這種農業廢棄物

發展為一種防癌抗癌的機能性產品。 
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英文摘要 

Keywords： Strawberry (Fragaria x ananassa Duch) leavf, breast cancer, endoplasmic reticulum stress, 

mitochondrial oxidative stress 

Strawberry, rich in flavonoids and polyphenols, is one of the favorite fruits in Taiwan. There were several 

studies to show the fruit possess the abilities in antioxidation and anti-cancer. However, the leaves are 

usually discarded as waste, and the function of strawberry leaves is rare discussed. In the other country, there 

are some studies to present the polyphenols in strawberry leaf, it would possess potential medicinal functions. 

But in Taiwan, there is no relative study to explore the function of strawberry leaf. It would be due to the 

over-use and residue of herbicides or pesticides. To elevate the economic benefits of agricultural waste, the 

non-toxic planted strawberry leaf provide from “The Taste Company” is extracted the water extract and 

isolated the functional components to examine the effects in breast cancer. In our present study, the water 

extract of strawberry leaf (SLE) showed to inhibit breast cancer cell (MCF-7) growth, cause cell cycle arrest, 

present a multinucleation phenomenon of mitotic catastrophe, and possess the patterns of apoptosis and 

autophagy. Obesity is highly relative to breast cancer, excessive free fatty acids and glucose would increase 

the endoplasmic reticulum stress (ER stress) and the mitochondrial oxidative stress to further regulate 

properties of cell growth and metastasis. In this study, the SLE will be intervened to animal breast cancer to 

clarify the regulation of ER stress and mitochondrial oxidative stress. The major purposes in this study are 

aimed to clarify the regulatory mechanisms of SLE between ER stress / mitochondrial oxidative stress and 

apoptosis / autophagy in animal breast cancer. The results showed that strawberry leaf extract can inhibit the 

development of breast tumor, and possess the synergic effect co-treated with paclitaxel. Additionally, under 

the progression in breast cancer, the combined treatment of strawberry and paclitaxel has the effect to 

decelerate bone lesion. After primary examination, the mechanisms seems to involve the regulation of 

mitochondrial/endoplasmic reticulum stress although they need to be further clarified. According to the 

results, we will explore the effects and mechanisms of strawberry leaf in breast cancer to provide the clinical 

application, and the combination of strawberry extract and paclitaxel possess a synergic effect, it would 

involve the regulation of mitochondrial and endoplasmic reticulum stress. In addition to academic 

contribution, the re-use of the agricultural waste would develop a functional product to in cancer prevention 

or therapeutic effect. 
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一、 前言 

【1】草莓葉 

草莓原產於溫帶環境，如歐洲，現在全世界已廣泛栽種，已知有五十多種不同品種，又稱紅莓、

楊莓、地莓、士多啤梨、苗條果，屬於薔薇科年生草本植物。台灣目前栽種品種有春香、愛利收、馬

歇爾、褔羽、芳玉、桃園 1 號(豐香)、桃園 2 號等，種植地則以苗栗大湖最為著名。在台灣，草莓採收

季節多在冬季，為減少開花期至結果成熟期的蟲害，草莓的農藥使用頻繁，農藥殘留也甚為嚴重。為

使草莓的食用安全無虞，近期已有農業科技公司發展無毒栽種方式種植草莓，在不使用農藥和化學肥

料下，使草莓無農藥殘留問題，相對也使葉片能回收利用。草莓因為生產季節短，為維護植株生長，

在結果期之前後長達 8 個月以上的時間，會以"走莖"方式進行種苗維持，所以不論結果或種苗維持時

期，皆有大量葉片在疏莖之後被丟棄，若能妥善開發其功能並利用，將能達到農業廢棄物再利用的功

效，也能使果農除了果實販賣所得之外，也能從農業廢棄物中提升經濟價值。在 2009 年 Hanhineva 針

對 Fragaria  ananassa cv. Jonsok 品系的草莓及 2011 年，Oszmianski 等人分析數種莓果類葉片成分，綜

合結果發現葉片中富含多酚化合物，其中草莓葉被發現具有 p-coumaroyl- glucoside、3 種 quercetin 衍生

物、ellagic acid 以及 2 種 kaempferol 衍生物。這些多酚成分經常出現在 Fragaria 類的莓果植物中，並且

在先前文獻也指出這些多酚類物質具有抗病毒 (3)、抗菌 (4)、抗糖尿病 (5) 及抗氧化等作用 (6)。其

中 quercetin 在近 20 年來也陸續被發現可預防或合併治療多種癌症，包括肝癌及乳癌 (7, 8)。 

台灣所栽種的草莓，因農藥的使用量過多而長期被詬病，所以針對草莓葉的研究較少。本研究室在

103 年度的科技部計畫 (MOT103-2313-B-040-005, 執行期間 103.08.01-104.07.31)中，針對焌達生物科

技提供台灣本土無毒栽種草莓葉 (Fragaria x ananassa Duch)，利用它的水萃物進行成分、抗發炎性、抗

氧化性、毒性分析，並在乳癌細胞中進行測試，期望能找到草莓葉的另類用途。結果發現: 

(1) 在 total phenolic assay 中，草莓葉水萃物含有約 10-15%的總酚。 

(2) 草莓葉水萃物在 LPS 處理 RAW264.7 細胞的系統中具有抗發炎特性  

(3) 針對乳癌細胞 MCF-7，本研究室目前在實驗中也發現草莓葉水萃取物具有減少乳癌細胞 MCF-7 存

活的作用及使細胞週期停滯，並在 0.3 mg/mL 的草莓葉水萃物處理下，乳癌細胞核中出現有絲分裂

崩解的現象。並發現可能表現細胞凋謝死亡(apoptosis)及 autophagy 的特性。目前結果得知台灣以無

毒農法所栽植的草莓葉具有潛在的抑癌醫療功效，但機轉則尚未明瞭。 

 

【2】乳癌 

依美國國家癌症研究所統計，乳癌為美國婦女最為好發的癌症，且死亡率位居婦女癌症首位， (9)。

而在台灣，行政院衛生署國民健康局在民國91年7月到97年12月的流行病學調查結果顯示，乳癌為我

國女性好發癌症排名第一位，相較於歐美國家，台灣乳癌好發年齡比歐美國家早。民國一百

零一年的國民死因統計中則顯示台灣女性的癌症死因中，乳癌排名第四；迄流行病學調查結果統計截

止，標準化發生率在12年間上升76.0%；標準化死亡率則在14年間上升14.4% (10, 11)。 

流行病學研究顯示，引起乳癌的因子包括肥胖、代謝異常、雌激素 (estrogen)及它經由 cytochrome 

P450代謝衍生的 catechol，catechol在乳癌發生過程具有致基因突變的特性，且可與脂質過氧化後的 lipid 

hydroperoxide 產生交互作用而形成 DNA 加成物，扮演癌症起始劑 (initiator)角色。雌激素則會在乳癌

發生過程中經由 genomic 或 non-genomic 作用促進癌症發生，genomic 路徑係經由細胞核內之 estrogen 

receptor 調節核內轉錄因子，如 AP-1、cAMP、NFkB 等調節基因表達，而使乳房細胞增生或血管新生，

並減低分化或細胞凋亡而促進癌症產生；non-genomic 路徑則是經由細胞膜或細胞液中的 estrogen 

receptor 活化膜蛋白如 caveolin-1 或 Shc 等，再活化細胞質中的分子而與核內轉錄因子交互作用以使細

胞增生而使乳癌發生。另外，肥胖與乳癌的發生，近來也被諸多討論。肥胖者會伴隨胰島素抗性及慢

性發炎，並在血液中存在過多的游離脂肪酸，研究指出過度的營養攝取所堆積的游離脂肪酸會增加內
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質網壓力 (endoplasmic reticulum stress, ER stress)，而過多的食物會增加葡萄糖代謝，提高粒線體氧化

磷酸化速率，而使粒線體中的活性氧 (reactive oxygen species, ROS)增加，形成粒線體氧化壓力 (12)。 

其他與乳癌發生相關的因子還包括：(1) 年紀：在停經前 (44-45 歲)，隨年紀增加，乳癌罹患率也

會隨之增加，在東亞國家，乳癌發生率在 40-50 歲時會最高 (13)；(2)個人病史: 女性患有嚴重的非典

型上皮增生者 (severe atypical epithelial hyperplasia)約 14-18 年可能會發展為 DCIS (ductal carcinoma in 

situ)，是發生乳癌的高危險群；(3) 乳癌家族史：超過 10 %的乳癌患者具有家族遺傳史，是基因性易

患病體質(genetic predisposition)；(4) 增加賀爾蒙暴露 (hormone exposure)：高齡懷孕、過早初經及過晚

停經或長期服用避孕藥者；(5) 體重：酒精及肥胖皆為乳癌的危險因子 (13)；(6) 基因變異：乳癌可能

源自於基因變異的堆積，包括 brca1、brca2、p53、pten 及 stkII/lkb1 (13)。 

【3】內質網壓力 (endoplasmic reticulum stress, ER stress) 

 內質網在細胞內負責分泌型及膜蛋白的合成及修飾，正常摺疊的蛋白可以轉送至Golgi network進行

蛋白轉運，而錯誤摺疊的蛋白則留滯於內質網中，利用ER-associated degradation (ERAD)降解並移除。

當合成的蛋白量超過內質網的運送負荷時，內質網中會累積過多蛋白，非摺疊蛋白聚集於此而導致ER 

stress (14-16)。為了減緩ER stress，一些細胞保護機制如unfolded protein response (UPR)會被活化，並經

由PERK、ATF-6及IRE1，誘導ER chaperones (GRP78及GRP94)、磷酸化eIF2a、活化ATF-4及使XBP-1 

alternative splicing，以進一步調節ER stress。(14, 17) 當UPR不足以承受ER stress時，細胞將持續存在

慢性ER stress，此時CHOP、ER-specific caspasae 12以及一些因子會被誘導而引起細胞死亡。(18-21) 

癌細胞需要持續分裂，因此必須因應環境中的有限營養素及含氧量而作改變，並利用細胞的癌化變

化而增加血管生成。所以，癌細胞中的ER蛋白也會改變表達的狀態。在癌細胞中，ER stress有雙面影

響，其一為具有細胞毒性，會引起如apoptosis的細胞死亡，此部分可透過caspase-12 family誘導；其二

為使細胞適應於此環境而促使癌細胞生長。細胞會藉著活化UPR及巨噬細胞來建立一個適合癌細胞生

長及侵襲的微環境 (22, 23)。在ER stress的狀況下，癌細胞也會透過NF-kB路徑誘導cyclooxygenase-2，

而扮演antiapoptosis的腳色 (24-26)。此外，藉由VEGF而使Grp78表達增加，以促進內皮細胞增生及血

管新生。癌細胞還可能透過P38MAPK的作用而使細胞有一種G0-like的細胞週期靜止，藉此對一些會傷

害DNA的藥物產生抗藥性 (27, 28)。 

在2014年，已有研究指出在乳癌細胞中，多酚化合物可以透過ROS產生所形成的ER stress，結合在

ER stress衍生的UPR上而引起癌細胞的apoptosis (29)。另外，Tan等人在2014年發現有一種衍生自

curcumin的多酚化合物，被發現在急性骨髓白血病細胞中，可以誘導ER stress而使癌細胞凋亡(30)。當

細胞處在ER stress時，除了可能發生細胞凋亡外，也可能會引起細胞自噬作用 (31)。 

細胞自噬現象又稱為 type 2 programmed cell death，在 1963 年由 Christian de Duve 提出。所謂的自

體吞噬指細胞能夠藉由自己溶酶體 (lysosome) 將自身的胞器 (organelle) 或其他物質進行分解，被認

為是調控細胞生長、分化、體內平衡 (homeostasis) 重要機轉，特別是體內平衡。細胞可藉由自體吞

噬將老化或功能喪失的胞器、結構表現異常蛋白、酵素等包覆進 autophagosome 後再與 lysosome 膜融

合形成 autolysosome。由於 lysosome 內含有大量的分解酵素，所以可快速將其分解回收再利用。雖然

autophagy 在細胞正常生理作用上佔非常重要的角色，但若是 autophagy 過度表現，則會促使細胞走向

死亡。Autophagy 在細胞內形成的機制是細胞會將一部分的蛋白質與胞器以套膜 (membranous 

envelopes)包裹，形成具雙層膜或多層膜結構的空泡 (double- or multi-membrane-bound vacuoles)，稱之

為自噬小體 (autophagosome)，接著再運送至 lysosome 與其融合，藉由溶小體酵素 (lysosomeal enzyme)

分解後再利用。關於細胞自噬作用與乳癌的關係，於 2013 年中，Dragowska 等人發現臨床用藥 Gefitinib 

(一種 epidermal growth factor receptor 的抑制劑)處理在 MCF-7 細胞中，可以誘導細胞自噬作用的早期

反應 (32)；當合併使用 hydroxychloroquine  或 bafilomycin  A1，則可以誘發細胞自噬作用的晚期反

應以使乳癌細胞死亡 (32)。Jung 等人發現由 Anthriscus sylvestris (L.)萃取出的 Anthricin 會誘導乳癌細

胞 apoptosis 及 autophagy (33)。Vildan 等人則發現乳癌用藥 Tamoxifen 及 doxorubicin 會誘導 MCF-7 細
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胞自噬，但對於乳癌 cancer stem cell 則無明顯自噬效果 (34)。Weng 等人由 Momordica charantia 萃取

出一種三帖類物質 3β,7β-dihydroxy-25-methoxycucurbita-5,23-diene-19-al (DMC)，並發現此種物質可以

誘導乳癌細胞 MDA-MB-231 cells 細胞凋亡及細胞自噬作用  (35)。另外 Saxifragifolin D 及 

protoapigenone 的類似物 RY10-4 也都被發現可以誘導乳癌細胞自噬作用 (36, 37)。                                                            

【4】粒線體氧化壓力 (mitochondrial oxidative stress)  

Reactive  oxygen  species  (ROS) 是需氧生物在正常生理狀態下會產生的物質，但ROS也可以在

過多的紫外光、輻射線或細胞受傷後大量產生，因此，低劑量的ROS可以維持細胞內的免疫系統及調

節抗氧化機制(38)。過多的ROS所造成的氧化壓力除了可能造成細胞死亡外，也可能會改變細胞內的調

節而引起如癌症等慢性疾病(39)。由分子流行病學的研究也得知氧化壓力與人類疾病或癌症發生的病理

成因息息相關(40)。不論細胞內外所形成的氧化壓力都可能引起脂質、蛋白質、醣類及DNA的損壞而

使生物功能及細胞構造受到影響。之前研究指出乳癌細胞不論於細胞內外都是一種高度氧化壓力的狀

態，癌細胞為了確保自身生存，必須調節細胞機轉以規避自由基的毒性作用，這些機轉包括活化氧化

還原敏感的轉錄因子、增加胞內抗氧化酵素及抗凋亡蛋白(41)。近期更有研究指出不同乳癌細胞型態表

現不同的胞內抗氧化力可能會使這些細胞對化放療產生抗性(42)。 

在乳癌發生過程中，氧化壓力的來源應與粒線體高度相關。粒線體在進行氧化磷酸化作用時，除

了產生能量外，也會伴隨者產生許多ROS而傷害細胞核及粒線體DNA。損傷的粒線體DNA可能使粒線

體失能而使乳癌發生，在一些研究中也指出乳癌組織比正常組織出現高度的粒線體DNA變異 (43)。細

胞受到損傷的表現方式眾多，例如蛋白變性、脂質過氧化或DNA損傷等。若是發生細胞核DNA 損傷，

細胞會為了修復DNA而使細胞週期停滯，為修復DNA來提供時間。通常發生停滯的時間包括G1-S 

transition、S-phase progression或G2-M transition，但是如果DNA damage還沒修復完成就進入了mitosis，

則會進入所謂的有絲分裂崩解(mitotic catastrophe)，最後造成細胞死亡 (44)。這種死亡途徑主要是細胞

停滯在細胞週期的M phase當中的Metaphase到Prophase之間，在這期間主要是細胞正進行microtubule 

organizing centre (MTOC)及紡錘絲的形成來幫助染色體的分離，最後達到細胞分裂(45, 46)。這種死亡

方式在細胞外觀上的特徵會有micronucleation及multinucleation等現象，micronucleation是指細胞分裂

時，chromosome或是chromosome fragments會平均分散在daughter nuclei，另外multinucleation則是會在

細胞分裂時，會產生兩個以上大小相似或是不同的細胞核 (47)。在癌症治療上使用的臨床用藥，包括

DNA-damage agent及microtubule-destabilising agent，或者是放射線治療都已被證實會誘導癌細胞走向

mitotic catastrophe (48)；在2008年的研究發現，mitotic catastrophe在細胞死亡上扮演的角色並不是從現

今發現的細胞死亡方式 (如apoptosis、autophagy及necrosis)所獨立出來的新的死亡方式，而是一個

pre-stage的死亡過程，最終有可能會走向apoptosis或是necrosis，但這必須依靠細胞內是否有p53蛋白的

表現來決定(49)。另外，在觀察 mitotic catastrophe的過程中，Aurora 家族是一群可以檢測的蛋白。Aurora 

kinases是一群 serine/threonine kinases，蛋白的功能區有約70% 的相似度 (50-52)，它們的作用是調節

細胞週期及有絲分裂 (52-55)。 一般哺乳動物細胞中有三種Aurora家族，包括 Aurora A、B及C，這些

蛋白會在有絲分裂期間表達最大量，雖然這些蛋白在細胞位置有些微差異，但會協同調節姊妹染色體

均分至子代細胞。這三類蛋白都被發現在人類癌症中會被複製或過度表達，因此它們也被認為可能跟

癌症發生、轉移及基因不穩定性 (genomic instability)相關 (52)。 

在近期研究中，Hung 等人發現 Subamolide 可以誘導人類肺癌細胞 mitotic catastrophe 並伴隨

apoptosis (56)；de-Sá-Júniora 等人發現一種新的 capsaicin-like analogue 可以誘導 MCF-7 的細胞週期停

滯於 G2/M phase、細胞凋亡及 mitotic catastrophe (57)；Gully 等人發現 Aurora B inhibitor 在 6 種人類乳

癌細胞中具有抗腫瘤的作用 (58)。 

二、研究目的 

在我們的研究結果指出草莓葉水萃物具有多酚，且可以使乳癌細胞周期停止、細胞凋亡、細胞自

噬及有絲分裂崩解。雖然這些現象係透過草莓葉的給予而發生，但至今並不清楚草莓葉是否經由 ER 



 7 

stress 或 mitochondrial oxidative stress 的調節而引起乳癌細胞死亡。因此若能進一步了解在乳癌的過程

介入草莓葉水萃物的機轉，應能改善乳癌的症狀或以草莓葉輔助化放療，並了解介入的時間及主要的

抑制位置。由於乳癌病理狀態複雜且牽涉有多重系統，再加上癌症發生的多樣性，增加研究的難度，

也使相關機轉的探討不易。預防或治療乳癌的過程中，有些因素如肥胖，可能因為血漿游離脂肪酸增

多及葡萄糖的代謝增加，產生 ER stress 或 mitochondrial oxidative stress，這些結果可能使細胞改變特性

而癌化，也可能使已癌化的細胞內訊息蛋白異常而轉移或減低化放療藥物的個體敏感性，因此在研究

模式中將以實驗動物為主，除了探究 ER stress 或 mitochondrial oxidative stress 在各種時期癌細胞的腳

色外，也將以此為依據，探究草莓葉在降低癌症轉移及改善化療藥物敏感性之課題。本研究先前的實

驗係將焌達生物科技提供之無毒農法栽種之草莓葉乾燥後水萃而進行研究並正在進行毒理檢測，因此

在本計畫中依然會取用焌達生物科技之草莓葉，將水萃物進行抑制乳癌的機轉探討。 

本研究目的為： 

1. 以乳癌細胞皮下植入模式，將草莓葉水萃物介入引起乳癌的過程，檢測此間的作用及機轉，包括

ER stress 及粒線體氧化壓力在細胞週期調節、細胞凋亡、細胞自噬及有絲分裂崩解的調節等。 

2. 開發草莓葉萃物之醫學功效以應用於抑制乳癌及增加化療藥物敏感性。 

三、文獻探討 

1. 草莓葉中所含的 quercetin 在近 20 年來也陸續被發現可預防或合併治療多種癌症，包括肝癌及乳

癌 (7, 8)。 

2. Elstner 以 all-trans-retinoic acid (10-6 M)及 troglitazone (10-5 M)合併處理 MCF-7 乳癌細胞，結果發

現可誘導細胞凋謝死亡並使細胞生長受到不可逆的抑制作用，此間更發現 Bcl-2 蛋白急遽減少，

另外將乳癌病人組織進行體外培養，也發現相同效應 (61)。 

3. Refaat等人發現 berberine合併合成之 tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

會使 MDA-MB468 人類乳癌細胞產生 apoptosis (62)。 

4. Dhaheri 等人則發現 salinomycin 會誘使人類乳癌細胞 MCF-7、T47D、及 MDA-MB231 細胞週期

停止及細胞凋亡 (63)。 

5. 於 2013 年中，Dragowska 等人發現臨床用藥 Gefitinib (一種 epidermal growth factor receptor 的抑

制劑)處理在 MCF-7 細胞中，可以誘導細胞自噬作用的早期反應；當合併使用 hydroxychloroquine  

或 bafilomycin  A1，則可以誘發細胞自噬作用的晚期反應以使乳癌細胞死亡 (32)。 

6. Jung 等人發現由 Anthriscus sylvestris (L.)萃取出的 Anthricin 會誘導乳癌細胞 apoptosis 及

autophagy (33)。 

7. Vildan 等人則發現乳癌用藥 Tamoxifen 及 doxorubicin 會誘導 MCF-7 細胞自噬，但對於乳癌 cancer 

stem cell 則無明顯自噬效果 (34)。 

8. Hung 等人發現 Subamolide 可以誘導人類肺癌細胞 mitotic catastrophe 並伴隨 apoptosis (38)。 

9. de-Sá-Júniora等人發現一種新的 capsaicin-like analogue可以誘導MCF-7 的細胞週期停滯於G2/M 

phase、細胞凋亡及 mitotic catastrophe (57)。 

10. Gully 等人發現 Aurora B inhibitor 在 6 種人類乳癌細胞中具有抗腫瘤的作用 (58)。 

11. 2013 年，Weng 等人由 Momordica charantia 萃取出一種三帖類物質 3β,7β-dihydroxy-25-methoxy- 

cucurbita-5,23-diene-19-al (DMC)，並發現此種物質可以誘導乳癌細胞 MDA-MB-231 cells 細胞凋

亡及細胞自噬作用 (36)。 

12. 2013 年，Jeyabalan 等人發現飲食中給予藍莓，可以在以 estrogen 做成的矽膠植體動物乳癌模式

中，達到化學預防及治療的功效 (64)。 

13. 在 2009 年 Hanhineva 針對 Fragaria  ananassa cv. Jonsok 品系的草莓及 2011 年，Oszmianski 等

人分析數種莓果類葉片成分，綜合結果發現葉片中富含類似的多酚化合物 (1, 2)，其中草莓葉被

發現具有 p-coumaroyl- glucoside、quercetin 衍生物、ellagic acid 以及 kaempferol 衍生物。 
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四、研究方法 

取無毒栽種之豐香草莓 (Fragaria x ananassa Duch)葉片進行水萃，並以今年度成分分析結果，選

取指標性成分，作為每次萃取檢測依據。焌達生物科技目前栽種約三甲地的草莓，草莓葉產量每年每

平方米約 1-2 公斤，年產量約 1500-3000 公斤，足夠小量研究及產業研發。 

<研究架構> 
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四、研究方法 

由焌達生物科技提供無毒栽種之豐香草莓 (Fragaria x ananassa Duch)進行水萃及功能性成分分析。焌

達生物科技目前栽種約三甲地的草莓，草莓葉產量每年每平方米約 1-2 公斤，年產量約 1500-3000

公斤，足夠小量研究及產業研發。另外本計畫亦將檢測其抗氧化特性、抗發炎作用、基因毒性及 28

天口服急性毒性，並將功能性成分及水萃物分別加入乳癌細胞 MCF-7，MDA-MB231 中，觀察不同

乳癌細胞的作用及可能機轉。 

[實施方法及步驟] 

(1)草莓葉水萃物製備 

將豐香草莓葉採集後，取葉片部分進行脫水乾燥，每 100 公克加入 3000 mL 二次水，分別於 100 oC

加熱 2 小時，或 4 oC 攪拌 24 小時，過濾後得到濾液並進行冷凍乾燥，以乾燥粉末計算產率並進

行成分分析。每次取 0.1~0.2 g 粗萃取物用 silica gel column (預先填充 match：230~400 之 silica gel

約 50g) 進行純化製備，沖提液的 solvent system 由 CHCl3：Methanol＝95：5 開始，依次逐漸提高

Methanol、降低 CHCl3 的比例，約至 CHCl3：Methanol＝1：1 時，所有 sample 皆自 silica gel column

通出。控制 sample 自 column 流出之速度約爲 1.0 滴/2 秒，用玻璃試管收取通出之 sample，每管約

10ml，將依不同 solvent 比例收得的 sample 進行 TLC (薄層色層分析法)分析，展開液與 silica column

之沖提液相同，觀察並紀錄出現 band 的數目與每條 band 的 Rf 值，以上步驟重覆數次直到收集到

足夠的樣品爲止。 

(2) 乳癌細胞培養：老鼠乳癌細胞株4T1 細胞以DMEM培養基培養，並加入適量antibiotics 及10% 

heat-inactivated FBS。 

(3) Xenograft：雌性 BALB/c-nu mice (5 weeks old) 購自國家動物中心。入室ㄧ周後，餵食高脂質飼料，

2 周後於第三對乳房左側注射乳癌細胞，取2× 105 cells注射。ㄧ周後隨機分組，每組10隻，組別為：

A，未處理組；B，breast cancer cell；C，高油脂+ breast cancer cell；D，高油脂+ breast cancer cell 

+palcitaxel；E-G，高油脂+ breast cancer cell +三種不同濃度的草莓葉水萃物管餵；H-I；高油脂+ breast 

cancer cell +paclitaxel+二種不同濃度的草莓葉水萃物管餵。腫瘤體積每週測量 2次，動物於餵食草莓

葉水萃物至少三周後犧牲；取出腫瘤秤重後，放置於10% buffered formalin中固定，進行病理切片及

免疫組織染色的檢查，待檢測者為相關機轉所表達的蛋白等，另外收集血液進行部分細胞激素檢測。
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(4) 石蠟組織包埋與切片：組織以70% Alcohol浸泡加以固定24小時，接著以序列酒精脫水 ( dehydration 

with ethanol)：以50%, 70%, 80%, 90%, 100%酒精各一小時後，再以 100%酒精進行隔夜處理。以二甲

苯 ( xylene)置換酒精，浸置2小時，隔1小時換一次，再以二甲苯隔夜處理後，更換石蠟浸潤以滲透組

織。將石蠟完全浸潤的組織置於包埋框中，加入溶化的石蠟靜待冷卻後除去模子，以5μm的厚度連續

切片，置於38℃水中使其完全伸展後至於玻片上烘乾。以蘇木紫-伊紅(hematoxylin-eosin 染色法, H&E 

stain)。將封片膠滴於已染色的組織切片上，以45℃慢慢蓋上蓋玻片以避免氣泡產生，待封片膠凝固後

即完成封片。 

(5) 西方點墨法 (Western blotting)：細胞依實驗需求處理後收集，以 trypsin-EDTA 將細胞由培養皿打

下，以 PBS 沖洗，加入 RIPA buffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Deoxycholic acid, 0.1% SDS, 50 mM 

Tris-base, pH7.5；內含 1 mM sodium orthovanadate, 100 μg PMSF, 170 μg/ml leupeptin)，於冰上震盪 30

分鐘，在 4℃下以 10000g 離心 10 分鐘，取上層液定量蛋白，將定量後之蛋白取 50 μg，加入等量的 Sample 

Buffer (2 ml 0.5M Tris-HCl pH6.8, 1.6 ml Glycerol, 3.2 ml 10% SDS, 0.8 ml 2-β-mercaptoethanol, 0.4 ml 

0.5% bromophenol blue)，以 95℃加熱 5 分鐘，迅速至入冰中冷卻，以離心機將 Sample spin down 後再

loading 至每個 well 中，上層膠以 70 伏特，下層以 130 伏特進行電泳，待電泳結束後進行蛋白質轉漬

至 Nitrocellular paper 上，以 5%脫脂牛奶於室溫下進行 blocking 1 小時，以 washing buffer (PBS with 0.5% 

tween-20)沖洗3次，將NC paper至於4℃冰箱中與一級抗體 (依實驗所需選定)反應overnight，以washing 

buffer 沖洗 3 次，再以 Horseradish peroxidase conjugated 的二級抗體反應 1 小時，以 washing buffer 沖洗

3 次，最後加入 Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus 反應 1 分鐘後，以冷光螢光數位影像分析

儀(LAS-1000 plus system)觀察並定量。 

(6) 粒線體 DNA (mtDNA)拷貝數分析 Quantitative PCR (TaqMan): 取得腫瘤組織冰存於-80℃，萃取組

織 DNA 進行分析。 

(i)寡核苷酸引子和 TaqMan 探針的設計: 由 NCBI 搜尋老鼠粒線體基因組引子和探針的正確序列，利用

引子和探針的設計軟體(Applied Biosystems, Foster City, CA)設計，由 (Genbank accession X14848)和老

鼠β- actin 的引子(Genbank V01217)探測老鼠 D-loop 與老鼠粒線體的刪除。引子和探針合成和高效液

相色譜純化由 Oligo 公司 (Applied Biosystems)提供。 

(ii)實時 PCR (Real-Time PCR): 粒線體的表現刪除利用 5'端的 VIC reporter 與 3'端的 TAMRA quencher 

dye 來定量。D-loop 的表現利用 5'端的 6-FAM reporter 和 3'端的 TAMRA-labeled quencher dye 來定量。

進行 PCR 放大(PCR amplification)  50μl 的反應溶液由 1 × TaqMan Universal Master Mix（應用生物系

統公司）和不同濃度的探針和不同濃度的正向和反向引子所組成，找出最適合的反應條件。最適合的

反應條件就是找出最大ΔRn  值與最小的CT值。共同粒線體刪除/ D -環(common mitochondrial deletion 

/D-loop assays﹐CD/ DL; 50 μl reaction)檢測，找出最佳反應濃度為包括： 

(1) 1 × TaqMan Universal mix，每個粒線體刪除(mitochondrial deletion)正向和反向引子為 200 nM，每
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一個 D-loop 正向和反向引子為為 100 nM，粒線體刪除與 D-loop 探針為 100 nM，加上約 50 ng 的檢體

DNA。 

(2) D-Loop/ β-actin (DL/BA)的分析最佳反應濃度為 50 μl reaction 包括 1 × TaqMan Universal mix，

β-actin 正向和反向引子為為 200 nM，D-loop 正向和反向引子為為 50 nM，β-actin and D-loop 探針為

100 nM，加上約 50 ng 的檢體 DNA。 

(3) 循環條件包括一個初始階段的在 50℃/2 分鐘，其次是 95°C/10 分鐘和 40 個循環的 95°C/15 秒和 60

°C/1 分鐘。利用 7700 序列檢測系統重複檢測和螢光光譜對每個標本進行連續的監測。 

(iii)資料分析(Analysis of Data) 

(1) 資料的分析主要是測循環的閥值 cycle threshold (CT)，就是達到螢光測量設定值的 PCR 的循環數。 

(2) 進行了兩種類型的測定：第一個測量的是粒線體 DNA 拷貝數對比核 DNA 拷貝數，主要是利用擴

大粒線體 D-Loop 對比核β-肌動蛋白基因(β-actin gene) (DL/ BA) 。第二個測量的是粒線體刪除對比粒

線體 D-Loop (CD/DL)。循環的閥值(CT)的差異主要是測相對豐富性(relative abundance)，例如在 DL/BA

的測量 CT(DL)–CT(BA)用來測粒線體基因組，MD/DL 的測量 CT(CD)–CT(DL) 用來測粒線體刪除。 

(7)實驗數據統計分析: 收集的所有數據以電腦統計軟體 SigmaStat (Jandel Scientific Software,USA ) 進

行 Student t-test 或 One-way analysis of variance 分析。 

五、結果與討論（含結論與建議） 

依本年度計畫進度，以目前結果分別針對進度項目進行說明如下: 

1. 利用乳癌誘導並處理草莓葉水萃物(SLE)，觀察腫瘤。 

我們使用4T1乳癌細胞株進行動物乳房注射，在分別給予草莓葉水萃物後，結果發現0.4%SLE在實

驗前期2周中，對動物體重的抑制作用顯著，其他組別在與控制組相較之下，則較無顯著差異；而在腫

瘤體積中，由實驗開始第15天，可以發現4T1合併處理高脂質飲食的組別，腫瘤體積大於僅注射腫瘤細

胞者，此結果顯示高脂質飲食對於腫瘤形成可能具有加成作用。當動物餵食SLE後，可以看到高劑量

SLE抑制腫瘤的作用大於低劑量組，且合併處理palcitaxel組別的動物，其腫瘤減少的效果優於僅給予

SLE組。此項結果顯示出SLE對乳癌具有抑制作用，而在合併處理臨床用藥時更具效果。臨床醫師對於

癌症治療，基於醫療應用的效果，皆會使用已經在藥廠商品化的藥物，對於直接使用非典型用途的萃

取物皆抱有疑慮，但癌症治療藥物所產生的副作用對臨床醫師而言又是一個必須面對的問題，因此在

草莓葉應用於乳癌治療時，除了直接針對腫瘤抑制作用之外，應可對其癌症治療的副作用著手。乳癌

的發展或治療中，極容易對骨質產生影響。乳癌的治療方式，在臨床上除手術切除外，常需配合化學

或放射治療。在化放療的療程中，病人被發現可能在骨骼引起骨質密度改變的副作用。針對乳癌的化

學療法，多為合併型藥物，如口服cyclophosphamide及靜脈注射methotrexate/fluorouracil (CMF)；靜脈注

射CMF；或是靜脈注射doxorubicin及合併CMF等方法。Methotrexate及fluorouracil皆會抑制核酸合成，

藉此抑制癌細胞生長。methotrexate 被發現會使骨骼處於發炎狀態，並減少骨生成及加速骨質流失。其

他如在動物中靜脈注射10 mg/kg cyclophosphamide、2.5 mg/kg epirubicin及10 mg/kg fluorouracil，每周一

次，共施予6次，結果發現骨髓脂肪化程度及蝕骨細胞增加，呈現骨質流失現象。若針對年輕大白鼠僅

給予0.75 mg/kg methotrexate，連續5天，即可出現骨質減少，蝕骨細胞增加。在動物腫瘤抑制劑量則是

腹腔注射30mg/kg fluorouracil及0.8 mg/kg methotrexate至植入癌細胞的裸鼠可顯著延遲腫瘤生長。至於

乳癌病人接受放射治療後，則被發現可能增加肋骨骨折的危險性。臨床上會使用雙磷酸鹽抑制蝕骨細

胞以延緩乳癌病人在化放療之後骨密度變低的副作用，可是長期使用雙磷酸鹽可能會有下顎骨壞死的

風險。調節骨成長及衰退主要來自骨髓中造骨細胞(osteoblast)和蝕骨細胞(osteoclast)，這兩種細胞交互

作用並調節胞外基質的分泌，以形成骨骼系統。骨的細胞外基質分為有機性及無機性兩種，有機性的

細胞基質包括fibronectin 或生長因子，或是膠原蛋白第一型、第三型等；無機性的細胞外介質，例如

氫氧磷灰質結晶（hydroxyapatite crystals）。骨骼系統不斷進行循環性的重塑，以因應外在機械壓力之

改變，並維持鈣和磷的恆定，此種重塑作用由生骨作用和蝕骨作用之間的平衡得到控制。骨質不全
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(osteopenia) 或骨質疏鬆症(osteoporosis)是一種鈣質由骨骼往血液淨移動的demineralization現象，骨質

量減少，骨骼內孔隙增大，呈現中空疏鬆的骨質流失和骨組織破壞現象，其速率取決於osteoclast和

osteoblast活性的消長。Osteoblast是骨形成過程中的重要功能細胞，它的增生並分泌骨基質(包括膠原與

糖蛋白)會促使骨骼成長。Osteoblast 源自於骨髓中mesenchemal stem cell，受轉錄因子如Runx2調節分

化而成，而調節Runx2的因子則有wnt signaling pathway及bone morphogenetic protein-2 (BMP)等；另外，

osteoblast還參與osteoclast對骨吸收的調節。osteoclast的來源為單核吞噬細胞系統之外的骨髓生血細胞

系統，爲獨立於骨髓幹細胞系統的一個細胞系(Yabe et al. 1985)，是骨組織吸收的主要功能細胞。調控

osteoclast成熟的關鍵分子是一種為osteoblast分泌的RANKL (receptor for activation of nuclear factor 

kappa B ligand)，當RANKL和osteoclast上的受器RANK結合後，經由細胞內訊息傳遞蛋白如MAPK 

signaling的調節，會刺激osteoclast的分化邁向成熟，以進行骨吸收。化放療對骨質的直接影響應為改變

osteoblast及osteoclast的平衡及調節作用。除了化療藥物直接對骨質造成流失外，部分化療藥物在早期

乳癌治療的女性可能引起卵巢功能衰竭，失去雌激素的個體會使骨質流失及增加蝕骨細胞數量及密

度。因此化療藥物不僅可能直接導致骨質流失，亦可能透過卵巢損傷而間接引起骨質流失。先前研究

指出estrogen可與receptor結合後直接經由hormone response element調節基因表達，或是receptor與轉錄因

子以protein/protein interaction的方式調節基因而作用在骨骼形成及其重塑作用的調節。此外，estrogen

及其receptor結合後，也可經由細胞質中的激酶如ERK影響轉錄因子活性以調節osteoblast及osteoclast的

細胞凋亡以調節骨骼結構  (Kousteni et al., 2001; Kousteni et al., 2003; Chen et al., 2005)。對osteoblast而

言，p66shc的磷酸化會使粒線體中ROS增加而導致細胞死亡。Estrogen會減少ROS生成、刺激GSR活性

及降低p66shc 磷酸化以保護osteoblast免於死亡(Almeida et al., 2009)；另外，在in vitro系統中加入如

H2O2、etoposide引起的osteoblast apoptosis，estrogen可經由調節Src及MAPK kinase kinases而延緩此種現

象(Almeida., 2007)。而osteoclast，它是一種acid-secreting polykaryons，對能量需求高，因此含有豐富粒

線體。先前文獻指出不論在in vitro或in vivo，適量增加ROS或去除抗氧化分子GSH會使ERK及 NF-kB 

活化而刺激 receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) 及 TNF expression，對osteoclast differentiation

具促進作用 (Garrett et al., 1990; Levasseur et al., 2003; Bai et al., 2005; Lean et al., 2005)，Estrogen在此狀

況下會經由它的抗氧化作用減低osteoclast分化以防止骨質流失。這些結果指出estrogen調節osteoblast及

osteoclast的作用以減低osteoporosis，因此卵巢提早衰竭而減少estrogen將加速osteoporosis。由於乳癌的

發展或治療會對骨質影響甚鉅，因此我們也針對此批動物的股骨進行micro CT分析。 
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2. 草莓葉水萃物對乳癌動物骨質的影響。 

注射腫瘤及餵食高油脂的組別，可以發現trabecular bone thickness減少為正常組的75%，給予

palcitaxel的組別會顯著增加trabecular bone thickness，而給予SLE的組別，則隨著濃度增加，會增加

trabecular bone number，且在合併處理palcitaxel組具加成效果。palcitaxel是一種selective estrogen 

receptor modulator，在抑制乳癌細胞分裂生長的作用外，對於骨質生長及完整化具有正面作用，因

此在單獨處理的組別即可見成效。Trabecular bone 為骨髓中的新生骨質，數量及厚度皆為骨質指

標，雖然SLE無法在trabecular bone thickness中看到顯著改善，但合併處理palcitaxel後對trabecular 

bone number有改善作用。由結果推論SLE可能對於成骨細胞/蝕骨細胞的生長分化具有調節作用，

因此在短期內可以看到trabecular bone number的增加，但卻無法反映於trabecular bone thickness， 

Trabecular bone 為骨髓中的新生骨質，數量及厚度皆為骨質指標，雖然SLE無法在trabecular bone 

thickness中看到顯著改善，但合併處理palcitaxel後對trabecular bone number有改善作用。由結果推論

SLE可能對於成骨細胞/蝕骨細胞的生長分化具有調節作用，因此在短期內可以看到trabecular bone 

number的增加，但卻無法反映於trabecular bone thickness。本次實驗因期程短，因此尚無法確定這個

結果，若能增加治療時間或另外設計實驗，針對SLE對骨細胞的作用進行檢測，應該較能解釋目前

的疑慮。 

 
3. 草莓葉水萃物對動物乳癌組織中粒線體 copy number 的影響。 

關於 mtDNA 突變和被刪除與粒線體功能障礙和氧化磷酸化作用的完整性受到破壞有關。每個拷

貝的 mtDNA 的圓形分子由 16569 鹼基對的 37 個基因編碼所構成，具有 13 個粒線體蛋白質，22

個轉移 RNA (tRNA) 和兩個核糖體 RNA (rRNA)，這些蛋白質/ RNA 共同構成粒線體的核心單

位。然而，核 DNA 的編碼主要為製造一些酶用於複製，修復，轉錄和轉譯 mtDNA。因此，絕

大多數發現在粒線體的蛋白質是由核 DNA 編碼的。據認為，這些核 DNA 的來源是細菌在進化過

程中被轉移到細胞核。位於細胞質中和具有數目多的 mtDNA 拷貝數是粒線體獨特的特徵。首先，

mtDNA 是母系遺傳，其次，與核 DNA 的基因相比較 粒線體 基因有很高的突變比率。第三，對 

mtDNA 的拷貝數突變是異質性的和具有一定的突變比率，亦 mtDNA 突變需超過一定的突變比

率才會表現出一種疾病。因此，逐漸累積的體細胞 mtDNA 突變可會造成粒線體的功能障礙，最

終導致細胞能量產生的損失。粒線體或其他地方產生的 ROS 亦可能損害 mtDNA。事實上，

mtDNA 是很容易受到氧化損傷。這是因為： 
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（1） 在粒線體內 mtDNA 鄰近產生 ROS / RNS 的位置，而超氧 (O2•−) 在粒線體內產生並沒有

滲透到細胞質，雖然其歧化產物過氧化氫會滲透到細胞質。 

（2）mtDNA 缺乏組蛋白 (histone)，而此組蛋白缺乏就不能保護核 DNA 不受氧化損傷。 

（3）粒線體聚合酶缺乏對鹼基切除修復的特異性，而修復是消除 DNA 鹼基受氧化傷害的主要路

徑。 

在此研究中，我們針對粒線體 mtDNA 拷貝數的變化進行觀察，結果發現腫瘤組織中增加 mtDNA 

拷貝數，可能是因粒線體 DNA 受到傷害的代償作用，用以維持粒線體的正常功能，產生足夠的

能量以供細胞使用，但產生能量的同時亦產生大量的活性氧，而這些活性氧又會對粒線體造成傷

害，當累積的傷害持續發展，導致粒線體功能嚴重受損，代償作用可能無法持續，mtDNA 拷貝數

就會下降。若 mtDNA 拷貝數減少，細胞中呼吸鏈複合體的合成與 ATP 的合成會下降，間接降低

粒線體的能量代謝功能。在此研究結果，腫瘤組織 mtDNA 拷貝數與對照組相較之下會增加約 46

﹪，經 SLE 給予的組別，mtDNA 拷貝數會回復至與對照組比較增加約 10﹪。若以無性增殖的機

制 (clonal expansion) 的基礎而言，增加 mtDNA 的拷貝數可能是代償以彌補受到損傷的 

mtDNA，以維持粒線體的功能。但這仍然需要進一步研究證實。   

 
 

 
           Control  tumor+HFD tumor+HFD+SLE 
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4. 草莓葉水萃物對動物乳癌組織中自噬作用蛋白 LC3 及細胞凋亡和細胞週期蛋白的影響。 

為了研究草莓葉水萃物對於內質網壓力的影響，我們利用西方墨點法來偵測蛋白異常表現或折疊中

會出現的自噬作用的關鍵蛋白LC3的表現。結果發現給予SLE會增加LC3II的表現，引起內質網壓

力。另外在先前測定時發現一些主要在S時期的蛋白表現，cyclin A-CDK2 complex扮演著重要的調

控角色且在SLE處理下引導腫瘤細胞死亡，進一步觀察其上游p27蛋白表現，可得知p27蛋白表現受

到草莓葉水萃物的抑制。目前的結果大多指向草莓葉水萃物會使細胞週期停滯於S時期，更進一步

的訊息傳遞路徑目前仍在進行中。 

 

           

                                     T     T+0.1%  T+0.2%  T+0.4% (SLE) 
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五、成果自評 

1. 在基礎研究中 

農產或天然物抗癌功效的研究很多，可是善加利用農作的廢棄物並著眼於抗癌的研究較少，而

在台灣，則雖有本研究室正在執行的毒性及乳癌細胞抑制作用外，鮮少有針對本土栽植的草莓

葉進行相關研究，因此本研究可對此部分提供研究證據以利日後提升作物經濟效益的產業推廣。 

2. 在產業應用上 

草莓廣被一般大眾喜愛，但在採收後，大量的葉片廢棄相當可惜。若能提升利用率，甚或發掘

另類功效，對產業無疑為一大助益，既減少處理廢棄物的資源成本，又能開發另類產品，對防

癌素材的取用上，增加了一個價格低廉的來源，也可提供產業開發經濟性產品時的新思維。 

3. 在公共衛生策略中 

乳癌症發生率及致死率逐年增加，不僅使人民生命遭受威脅，也使國家醫療成本負擔加重，提

出有效乳癌防治措施，可減低罹病後的醫療支出。 

4. 在臨床應用上 

乳癌的化療過程中，已有研究指出化療時的藥物敏感性減低，增加乳癌治療的困境。合併多種

化療藥物為目前施行的臨床策略，但也增加副作用發生的風險。因此，若能介入增敏因子，應

可得到較大成效。本研究以草莓葉為材，進行相關作用及機轉探討，係以食品廢棄物材料進行

醫學功效研究，對成本考量上，經濟效益相對增加。 
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請就研究內容與原計畫相符程度、達成預期目標情況、研究成果之學術或應用價

值（簡要敘述成果所代表之意義、價值、影響或進一步發展之可能性）、是否適
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3. 請依學術成就、技術創新、社會影響等方面，評估研究成果之學術或應用價

值（簡要敘述成果所代表之意義、價值、影響或進一步發展之可能性，以 500

字為限）。 

 

1. 在學術成就中 

農產或天然物抗癌功效的研究很多，可是善加利用農作的廢棄物並著眼於抗癌的

研究較少，而在台灣，則雖有本研究室正在執行的毒性及乳癌細胞抑制作用外，

鮮少有針對本土栽植的草莓葉進行相關研究，因此本研究可對此部分提供研究證

據以利日後提升作物經濟效益的產業推廣。 

2. 在技術創新上 

草莓廣被一般大眾喜愛，但在採收後，大量的葉片廢棄相當可惜。若能提升利用

率，甚或發掘另類功效，對產業無疑為一大助益，既減少處理廢棄物的資源成本，

又能開發另類產品，對防癌素材的取用上，增加了一個價格低廉的來源，也可提

供產業開發經濟性產品時的新思維。 

3. 在社會影響中 

  (1)乳癌症發生率及致死率逐年增加，不僅使人民生命遭受威脅，也使國家醫

療成本負擔加重，提出有效乳癌防治措施，可減低罹病後的醫療支出。 

  (2)為減緩乳癌化療過程副作用發生的風險，若能介入增敏因子，應可得到較

大成效。本研究以草莓葉為材，進行相關作用及機轉探討，係以食品廢棄物材料

進行醫學功效研究，對成本考量上，經濟效益相對增加。 

4. 主要發現 

  本研究具有政策應用參考價值：  □否    ■是，建議提供機關_農委會_ 

    (勾選「是」者，請列舉建議可提供施政參考之業務主管機關) 

   本研究具影響公共利益之重大發現：□否    ■是  

   說明：(以 150 字為限) 

本研究以農業廢棄物進行延緩乳癌的抑癌作用，在進行此研究之前，必須確定原

料並無農藥、化學物及重金屬汙染，因此對於農地的養護，必須更加重視排除農

藥、化學物及重金屬的重要性，必能使植物利用更多元及更有效益。 
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草莓是深受國人喜愛的水果，果實富含黃酮及多酚產物，因此具

有良好抗氧化特性及抗癌效果，但對於採果後會被棄置的草莓葉

則甚少研究。在國外研究中，近年已有部分研究發現草莓葉中也

含有多酚類產物，可能具有醫療功效。但台灣農藥的高度使用及

殘留問題，並無針對草莓葉進行相關研究。為了提升農業廢棄物

的經濟效益，我們以台灣焌達生物科技提供之無毒栽種草莓葉，

以水萃物進行成分分析及對乳癌細胞功效的檢測。目前已發現草

莓葉水萃物含有酚類化合物且具有抗發炎特性，並抑制乳癌細胞

生長，使細胞週期停滯並出現有絲分裂崩解的多核型態，而且也

呈現細胞凋亡及細胞自噬的特性。乳癌與肥胖高度相關，游離脂

肪酸及葡萄糖可能使細胞內質網壓力及粒線體氧化壓力增加而調

節細胞生長及轉移的特性。因此在本計畫中將接著以草莓葉水萃

物探討在乳癌發生過程中對細胞內質網壓力及粒線體氧化壓力的

影響，以釐清調節機轉。期望達成在動物乳癌模式中，將草莓葉

水萃物介入引起乳癌的過程，檢測此間的作用及機轉，包括 ER 

stress 及粒線體氧化壓力在細胞週期調節、細胞凋亡、細胞自噬的

調節等。結果發現，草莓葉對動物腫瘤具抑制效果，且在合併

palcitaxel 後具有加成作用。另外結果也顯示在乳癌發展或治療

下，草莓葉合併 palcitaxel 在動物乳癌模式中具有延緩骨質損傷的

作用；而草莓葉水萃物也初步發現具有改善粒線體及內質網壓力

的可能。從以上的研究結果，目前認為草莓葉在乳癌產生及合併

臨床藥物應具有加成的作用，且可能機轉是經由調節粒線體及內

質網壓力，此結果提供臨床使用的訊息，除學術貢獻外，本研究

成果可進一步將草莓葉這種農業廢棄物發展為一種防癌抗癌的機

能性產品。 
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（英文） 

Strawberry, rich in flavonoids and polyphenols, is one of the favorite 

fruits in Taiwan. There were several studies to show the fruit possess 

the abilities in antioxidation and anti-cancer. However, the leaves are 

usually discarded as waste, and the function of strawberry leaves is 

rare discussed. In the other country, there are some studies to present 

the polyphenols in strawberry leaf, it would possess potential 

medicinal functions. But in Taiwan, there is no relative study to 

explore the function of strawberry leaf. It would be due to the over-use 

and residue of herbicides or pesticides. To elevate the economic 

benefits of agricultural waste, the non-toxic planted strawberry leaf 

provide from “The Taste Company” is extracted the water extract and 

isolated the functional components to examine the effects in breast 

cancer. In our present study, the water extract of strawberry leaf (SLE) 

showed to inhibit breast cancer cell (MCF-7) growth, cause cell cycle 

arrest, present a multinucleation phenomenon of mitotic catastrophe, 

and possess the patterns of apoptosis and autophagy. Obesity is highly 

relative to breast cancer, excessive free fatty acids and glucose would 

increase the endoplasmic reticulum stress (ER stress) and the 

mitochondrial oxidative stress to further regulate properties of cell 

growth and metastasis. In this study, the SLE will be intervened to 

animal breast cancer to clarify the regulation of ER stress and 

mitochondrial oxidative stress. The major purposes in this study are 

aimed to clarify the regulatory mechanisms of SLE between ER stress 

/ mitochondrial oxidative stress and apoptosis / autophagy in animal 

breast cancer. The results showed that strawberry leaf extract can 

inhibit the development of breast tumor, and possess the synergic 

effect co-treated with paclitaxel. Additionally, under the progression in 

breast cancer, the combined treatment of strawberry and paclitaxel has 

the effect to decelerate bone lesion. After primary examination, the 

mechanisms seems to involve the regulation of 

mitochondrial/endoplasmic stress although they need to be further 

clarified. According to the results, we will explore the effects and 

mechanisms of strawberry leaf in breast cancer to provide the clinical 

application, and the combination of strawberry extract and paclitaxel 

possess a synergic effect, it would involve the regulation of 

mitochondrial and endoplasmic stress. In addition to academic 

contribution, the re-use of the agricultural waste would develop a 

functional product to in cancer prevention or therapeutic effect. 
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食品添加 
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技術移轉可行性及預期

效益 

先期可先應用於動物飼料添加以增加細胞抗氧化力爾後可添加於

食品或保健食品，除原有效用外，尚可增添風味。 

     註：本項研發成果若尚未申請專利，請勿揭露可申請專利之主要內容。 
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科技部補助專題研究計畫出席國際學術會議心得報告 

                                     日期：   年   月   日 

                                 

一、 參加會議經過 

此次會議為 2015 年國際食品保健因子大會，本人係前往參與大會並發表看板論文。
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服務機

構及職
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22 日至 
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(中文)奶薊種子水萃物誘導細胞週期 G0 / G1 停滯在人類乳腺癌

細胞 

(英文)  

1. Aqueous Extract Of Silybum marianum seed Caused G0/G1 

Arrest In Human Breast Cancer 

2. Strawberry planted uncer non-toxic agricultural operation 

alleviates indomethacin-induced gastric ulcer via regulating 

oxidative status and inflammatory responses  

3. Apple polyphenols induce cytotoxicity of breast cancer cell via 

regulating survival proteins and cell cycle machinery to arrest at 

G2/M phase 
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會議期間為 2015/11/22-2012/11/25，所以在 11/21 上午與本研究室研究生一同搭乘高鐵

往桃園機場，搭長榮航空至韓國仁川機場並於 11/23 當日前往 漢城世界貿易展覽中

心(COEX)完成報到與註冊手續。本次會議中個人海報展示時間為 11/23 上午

10:00-12:00，論文題目為” Aqueous Extract Of Silybum marianum seed Caused G0/G1 

Arrest In Human Breast Cancer”。本實驗利用奶薊水萃物處理人類乳癌細胞，觀察其

對於人類乳癌細胞的影響，由實驗結果發現，奶薊水萃物可以透過調節細胞週期的

特定蛋白，如: cdk ，cyclin 等等，讓細胞生長停滯在 G0/G1 時期，達到抑制細胞生

長的效果。在海報展示期間有與會者前來提問並提出建議，之後也針對其提問及建

議做討論，在研究的想法中有所增長。 

二、 與會心得 

本次議會的安排得相當豐富，海報展示與口頭論文發表的篇數及場次都非常的多，

便於與會者選擇自己有興趣的主題觀看及聆聽。在本次會議中，功能性食品相關領

域的研究也非常多，有不少是以商品化的產品。這次最大的收穫是藉由這次的會議

了解各個不同領域的研究，讓自己的想法更貼近國際。 

三、 發表論文全文或摘要 

Breast cancer is the most common cancer in women and it is the 4th position of death 

causes in Taiwan. Several herbal medicine and natural plants possess preventive or 

therapeutic effect in human disease. Silybum marianum seed was reported to have the 

abilities in anti-cancer, anti-oxidation, anti-inflammation and Hepatoprotective effect. 

Here, a breast cancer cell line, ZR-751, was treated with Silybum marianum seed water 

extract (SMSWE) at various concentration (0, 2.5, 5 and 7.5 mg/mL). MTT assay was 

conducted to detect the cell viability. The change of cell cycle was analyzed by Flow 

cytometry, and the expression of protein was detected by western blot. SMSWE can 
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reduce the cell viability in a dose-dependent manner. It also causes G0/G1 arrest via 

inhibiting the levels of cyclin D and cyclin E, and also decreased the levels of cdk2 and 

cdl4 at high concentration. Taken together, SMSWE would have the potential to play a 

cancer chemo-preventive agent. 

四、 建議 

本次會議有來自世界各國的學者及研究單位，藉由會議進行與來自許多國家的學者相

互交流學術意見，並增加彼此認識的機會，此外，亦可相互學習人際互動及禮節，政

府單位應以實際作為多加鼓勵國際學術交流。 

五、 攜回資料名稱及內容 

 

圖為大會議程及附贈背包 

六、其他 
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一、 參加會議經過 

此次會議為 2015年國際食品保健因子大會，本人係前往參與大會

並發表看板論文。會議期間為 2015/11/22-2012/11/25，所以在

11/21 上午與本研究室研究生一同搭乘高鐵往桃園機場，搭長榮

航空至韓國仁川機場並於 11/23 當日前往 漢城世界貿易展覽中

心(COEX)完成報到與註冊手續。本次會議中個人海報展示時間為

11/23 上午 10:00-12:00，論文題目為” Aqueous Extract Of Silybum 

marianum seed Caused G0/G1 Arrest In Human Breast Cancer”。本實

驗利用奶薊水萃物處理人類乳癌細胞，觀察其對於人類乳癌細胞

的影響，由實驗結果發現，奶薊水萃物可以透過調節細胞週期的

特定蛋白，如: cdk ，cyclin 等等，讓細胞生長停滯在 G0/G1時期，

達到抑制細胞生長的效果。在海報展示期間有與會者前來提問並

提出建議，之後也針對其提問及建議做討論，在研究的想法中有

所增長。 

二、 與會心得 

本次議會的安排得相當豐富，海報展示與口頭論文發表的篇數及

場次都非常的多，便於與會者選擇自己有興趣的主題觀看及聆聽。

在本次會議中，功能性食品相關領域的研究也非常多，有不少是

cycle machinery to arrest at G2/M phase 



以商品化的產品。這次最大的收穫是藉由這次的會議了解各個不

同領域的研究，讓自己的想法更貼近國際。 

三、 發表論文全文或摘要 

Breast cancer is the most common cancer in women and it is the 4th 

position of death causes in Taiwan. Several herbal medicine and 

natural plants possess preventive or therapeutic effect in human 

disease. Silybum marianum seed was reported to have the abilities in 

anti-cancer, anti-oxidation, anti-inflammation and Hepatoprotective 

effect. Here, a breast cancer cell line, ZR-751, was treated with 

Silybum marianum seed water extract (SMSWE) at various 

concentration (0, 2.5, 5 and 7.5 mg/mL). MTT assay was conducted 

to detect the cell viability. The change of cell cycle was analyzed by 

Flow cytometry, and the expression of protein was detected by 

western blot. SMSWE can reduce the cell viability in a 

dose-dependent manner. It also causes G0/G1 arrest via inhibiting 

the levels of cyclin D and cyclin E, and also decreased the levels of 

cdk2 and cdl4 at high concentration. Taken together, SMSWE would 

have the potential to play a cancer chemo-preventive agent. 

四、 建議 

本次會議有來自世界各國的學者及研究單位，藉由會議進行與來自

許多國家的學者相互交流學術意見，並增加彼此認識的機會，此外，

亦可相互學習人際互動及禮節，政府單位應以實際作為多加鼓勵國

際學術交流。 
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較大成效。本研究以草莓葉為材，進行相關作用及機轉探討，係以食品廢棄物
材料進行醫學功效研究，對成本考量上，經濟效益相對增加。

4. 主要發現



本研究具有政策應用參考價值：□否　■是，建議提供機關農委會
（勾選「是」者，請列舉建議可提供施政參考之業務主管機關）
本研究具影響公共利益之重大發現：□否　■是　
說明：（以150字為限）
本研究以農業廢棄物進行延緩乳癌的抑癌作用，在進行此研究之前，必須確定
原料並無農藥、化學物及重金屬汙染，因此對於農地的養護，必須更加重視排
除農藥、化學物及重金屬的重要性，必能使植物利用更多元及更有效益。


