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中 文 摘 要 ： 停經是女性骨質疏鬆的主要成因，而骨質疏鬆除了雌激素影

響之外，氧化壓力也是骨質疏鬆的重要機制。桑葚被發現具

有很強的抗氧化力，因此，本研究以桑葚水萃取物餵予卵巢

切除的大白鼠，以觀察其對骨質疏鬆的影響及相關機轉。結

果顯示在卵巢切除的爸白鼠中 plasma alkaline 

phosphatase (ALP) 會顯著增加，而給予桑葚 8周後可顯著

降低 ALP。在大腿骨的切片染色中則發現股小樑密度減低及

脂肪細胞變多，桑葚可改善此種骨質疏鬆的現象。在切除卵

巢的大白鼠骨切片中，桑葚也北發現可以顯著增加 Heme 

oxygenase-1 (HO-1)，顯示桑葚具有改善骨骼中的氧化狀

態。另外在組織中也發現桑葚可以增加成骨細胞的調節因子 

Runx2 的表達，並減少蝕骨細胞調節因子 RANK/RANKL 的表

達, 但我們的結果中並無顯示桑葚具有植物雌激素的效用。

由以上結果得知桑葚對卵巢切除後，雌激素缺乏狀態下的骨

質疏鬆具有改善的效果，而這種結果可能來自於改善骨中的

氧化狀態，進而調節成骨細胞分化及降低蝕骨細胞分化所

致。本結果可對停經後骨質疏鬆的症狀提供一個預防策略，

且對本土桑葚也增加另一種保健功效。 

中文關鍵詞： 桑椹、骨質疏鬆、氧化壓力、成骨細胞、破骨細胞、凋謝死

亡 

英 文 摘 要 ： Menopause is a major cause to induce osteoporosis in 

women. Osteoporosis is highly relative to oxidative 

stress. Mulberry was showed to possess good anti-

oxidative ability. Here, mulberry water extract (MWE) 

was fed the ovariectomic rat to explore the potential 

mechanisms in osteoporosis. The results showed plasma 

alkaline phosphatase (ALP) increased significantly in 

ovariectomic rat. After MWEs given for 8 weeks, ALP 

was reduced. The ratio of adipocyte to osteoblast 

increased and trabecular bone density reduced 

dominantly in femur bone of ovariectomic rat, and MWE 

ameliorated the condition significantly. MWE also 

improved the anti-oxidation status due to increasing 

the expression of Heme oxygenase-1 (HO-1) in 

ovariectomic rat. The results showed MWE can increase 

the expression of Runx2 and decrease RANK/RANKL in 

ovariectomic rat； it revealed MWE might regulate the 

osteoblast differentiation and osteoclast 

proliferation. The present results point that MWE 

have the potential to decelerate the postmenopausal 



women from osteoporosis. 

英文關鍵詞： Mulberry, Osteoporosis, Oxidative stress, Osteoblast, 

Osteoclast,apoptosis 

 



 1 

 

行政院國家科學委員會補助專題研究計畫 
□期中進度報告 

■期末報告 

 

桑椹萃取物及功能性成分在卵巢切除之大白鼠引起骨質疏

鬆的延緩作用及機轉之研究 

 

計畫類別：■個別型計畫   □整合型計畫 

計畫編號：NSC 101-2320-B-040-009 

執行期間：101 年 08 月 01 日至 102 年 07 月 31 日 

 

執行機構及系所：中山醫學大學醫學院醫學系生化科 

 

計畫主持人：李彗禎 

共同主持人：黃建寧 

計畫參與人員：饒行佑 

 

 

 

 

本計畫除繳交成果報告外，另含下列出國報告，共 _1_ 份： 

□移地研究心得報告 

■出席國際學術會議心得報告 

□國際合作研究計畫國外研究報告 

 

 

 

處理方式：除列管計畫及下列情形者外，得立即公開查詢 

            □涉及專利或其他智慧財產權，□一年■二年後可公開查詢 

 

中   華   民   國 102年 10 月 28 日 

附件一 



 2 

目錄 

 

 

摘要………………………………………………………………………………… I 

內容 

一、前言……………………………………………………………………………  5 

二、研究目的……………………………………………………………………… 11 

三、文獻探討……………………………………………………………………… 12 

四、研究方法……………………………………………………………………… 14 

五、結果與討論…………………………………………………………………… 16 

圖與表……………………………………………………………………………… 19



 3 

 

中文摘要 

 

關鍵字：桑椹、骨質疏鬆、氧化壓力、成骨細胞、破骨細胞、凋謝死亡 

 

 停經是女性骨質疏鬆的主要成因，而骨質疏鬆除了雌激素影響之外，氧化壓力

也是骨質疏鬆的重要機制。桑葚被發現具有很強的抗氧化力，因此，本研究以桑

葚水萃取物餵予卵巢切除的大白鼠，以觀察其對骨質疏鬆的影響及相關機轉。結

果顯示在卵巢切除的爸白鼠中 plasma alkaline phosphatase (ALP) 會顯著增加，而給

予桑葚 8 周後可顯著降低 ALP。在大腿骨的切片染色中則發現股小樑密度減低及脂

肪細胞變多，桑葚可改善此種骨質疏鬆的現象。在切除卵巢的大白鼠骨切片中，

桑葚也北發現可以顯著增加 Heme oxygenase-1 (HO-1)，顯示桑葚具有改善骨骼中的

氧化狀態。另外在組織中也發現桑葚可以增加成骨細胞的調節因子 Runx2 的表

達，並減少蝕骨細胞調節因子 RANK/RANKL 的表達, 但我們的結果中並無顯示桑

葚具有植物雌激素的效用。由以上結果得知桑葚對卵巢切除後，雌激素缺乏狀態

下的骨質疏鬆具有改善的效果，而這種結果可能來自於改善骨中的氧化狀態，進

而調節成骨細胞分化及降低蝕骨細胞分化所致。本結果可對停經後骨質疏鬆的症

狀提供一個預防策略，且對本土桑葚也增加另一種保健功效。 
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英文摘要 

 

 

Keywords: Mulberry, Osteoporosis, Oxidative stress, Osteoblast, Osteoclast,apoptosis  

 

 Menopause is a major cause to induce osteoporosis in women. Osteoporosis is 

highly relative to oxidative stress. Mulberry was showed to possess good anti-oxidative 

ability. Here, mulberry water extract (MWE) was fed the ovariectomic rat to explore the 

potential mechanisms in osteoporosis. The results showed plasma alkaline 

phosphatase (ALP) increased significantly in ovariectomic rat. After MWEs given for 8 

weeks, ALP was reduced. The ratio of adipocyte to osteoblast increased and trabecular 

bone density reduced dominantly in femur bone of ovariectomic rat, and MWE 

ameliorated the condition significantly. MWE also improved the anti-oxidation status 

due to increasing the expression of Heme oxygenase-1 (HO-1) in ovariectomic rat. The 

results showed MWE can increase the expression of Runx2 and decrease RANK/RANKL 

in ovariectomic rat; it revealed MWE might regulate the osteoblast differentiation and 

osteoclast proliferation. The present results point that MWE have the potential to 

decelerate the postmenopausal women from osteoporosis. 
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一、前言 

1. 骨質疏鬆症: 

骨骼具有支撐、延展及保護臟器等各種生理功能，整體系統包含兩種最主要的細胞，造骨細

胞(osteoblast)和破骨細胞(osteoclast)，這兩種細胞和細胞外基質連結，形成骨骼系統。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、

第三型等等；無機性的細胞外介質，例如氫氧磷灰質結晶（hydroxyapatite crystals）等等。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

生骨作用和破骨作用之間的平衡得到控制。骨質疏鬆症(osteoporosis)是一種鈣質由骨骼往血液淨

移動的礦物質流失(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，從而導致骨質變得脆弱。其速率取決於破骨細胞(osteoclast)和成骨細胞

(osteoblast)活性的消長。Osteoblast 是骨形成過程中的重要功能細胞，主要功能是分泌骨基質(包括

膠原與糖蛋白)及進行合成。Osteoblast 源自於骨髓中 mesenchemal stem cell 受轉錄因子如 Runx2

調節分化而成；另外，成骨細胞還參與破骨細胞性骨吸收的調節。破骨細胞是高度分化的多核巨

細胞，直接參與骨吸收，是骨組織吸收的主要功能細胞。破骨細胞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)，調控蝕骨細

胞成熟的關鍵分子一種為骨母細胞分泌的 RANKL (receptor for activation of nuclear factor kappa B 

ligand)，當 RANKL 和蝕骨細胞上的其受器 RANK 結合後，經由細胞內訊息傳遞蛋白如 MAPK 

signaling 的調節，會刺激蝕骨細胞的分化邁向成熟 (附圖一)。兩者是骨代謝過程中的重要核心細

胞。 

＜附圖一＞ 

 

from Rev Endocrin Meta Disord 2006, 7, 1-16 

根據 WHO 的定義，骨質缺乏症 (osteopenia)是骨礦物質密度（Bone Mineral Density）小於最高骨

密度 1 到 2.5 個標準差之間；而 osteoporosis 則是低於 2.5 個標準差。 

骨質疏鬆多種臨床表現主要集中在 3 個方面： 

http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E7%A4%A6%E7%89%A9%E8%B3%AA%E6%B5%81%E5%A4%B1&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%AA%A8
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E8%9D%95%E9%AA%A8%E7%B4%B0%E8%83%9E&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E6%88%90%E9%AA%A8%E7%B4%B0%E8%83%9E&action=edit&redlink=1
http://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E6%88%90%E9%AA%A8%E7%B4%B0%E8%83%9E&action=edit&redlink=1
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1) 骨內礦物質含量減少（主要是鈣）， 比例發生變化，骨的硬度降低。 

2) 骨的微細結構發生了變化，它的微細結構主要指的是骨小梁發生斷裂，這也是骨質疏鬆疼痛的原因

之一。 

3) 骨的韌性降低，骨質疏鬆不僅是礦物質含量減少，骨的有機基質，也發生變化，影響了骨的彈性，

而韌性降低。 

骨質疏鬆常見的部位主要有：(1) 脊椎骨：一旦骨質疏鬆的程度使得脊椎骨無法再負擔全身的重量，脊

椎骨就會像海綿一樣被壓扁，稱之為「壓迫性骨折」。通常會有身高變矮；(2) 股骨（大腿骨）頭部及

手腕骨：常在跌倒發生骨折。 

人類巔峰骨骼質量(peak bone mass)通常在 30 到 40 歲間就會達到，隨後便會走下坡，漸漸發生礦

物質流失(demineralization)現象。一般來說，女性骨質流失最快的時期是停經後五年間，脊椎密度平均

每年減少 3-6%，而超過 50%年過 80 歲的女性會有骨折的經歷。男性骨質流失的速率則較為穩定，在

達平均巔峰骨骼質量後，依據不同部位，每年流失約 0.5-2%。依行政院衛生署統計，台灣 70 歲以上老

年人口有 8 成 6 出現骨質流失或骨質疏鬆現象，但 50 歲以下民眾也有近 4 成骨質開始流失或疏鬆。值

得注意的是，該年齡層男性 19%已有骨質疏鬆，比例較女性的 6%高出 3 倍多。 隨著人口高齡化，台

灣 65 歲以上人口約有 50 萬人罹患骨質疏鬆症，每年更有 6 萬人因骨質疏鬆而造成脊椎骨折，世界衛

生組織警告，骨質疏鬆已成為僅次於心血管疾病的第二大慢性疾病。 

骨質疏鬆症之分類: 

1)  原發性骨質疏鬆症：  

佔百分之九十，屬退化性骨質疏鬆症，又可分為Type I－由於停經後所引起，稱之為停經

後骨質疏鬆症  (post-menopausal osteoporosis)；與Type II－由於年紀老邁引起，稱之為老年

型骨質疏鬆症。至於 type I及 type II在骨骼型態上的差異，2011年Khosla等人回顧近年文獻發

現在estrogen缺乏下所引起的骨質疏鬆主要出現疏鬆的位置在骨骼之最外層皮質骨  (cortical 

bone)，因為此處的骨細胞內的雌激素接受器主要為ERa，所以在停經期的雌激素減少時對皮質骨的影

響較顯著；而骨小樑 (trabecular bone)的骨質疏鬆則可能除estrogen的影響外, 老化或androgen缺乏也可

能引起trabecular bone變細或疏鬆。(Khosla et al., 2011) 

2)  續發性骨質疏鬆症  ：  

亦稱 Type III，佔百分之十，為由於某種原因造成，如內分泌疾病（包括副甲狀腺，甲狀腺，性腺，

以及腎上腺等功能異常）、營養不良、血液疾病、藥物以及其他疾病等等原因引起之骨質疏鬆症。  

 

2. Oxidative stress 及 Osteoporosis 

Osteoblast及adipocyte皆源於 mesenchymal stem cell，osteoblast的分化會透過Runx2 (core-binding 

factor 1, Cbfa1)這個轉錄因子與osteoblast-specific cis-acting element 2 (OSE2)啟動區結合，而OSE2在許

多主要的osteoblast-specific gene都有發現 (e.g., osteocalcin, type I collagen, and alkaline phosphatase)。另

外，osteoblast的分化可能會透過bone morphogenetic protein (BMP)-Smad signaling, mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs), phosphatidylinositol 3 kinase (PI-3K) 等路徑去調控osteoblastic的分化。在先前

的研究指出，氧化的脂質在骨質疏鬆症中扮演重要的角色，當身體內有大量的氧化脂質或過氧化產物，

會抑制osteoblast的分化，進而影響骨髓內造骨細胞與脂肪細胞的比例，形成骨質疏鬆 (Parhami, 2003)。

抑制osteoblast分化的分子包括minimally oxidized LDL (MM-LDL), isoprostane 8-isoprostaglandin E2 

(isoPGE2), 及 oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonyl-sn- glycero-3-phosphoryl choline (Ox-PAPC)(如附圖

二)。Osteoclast主要是hematopoietic granulocyte- macrophage CFU (CFU-GM)分化而來，CFU-GM也會分
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化會成單核球及巨噬細胞， osteoclast的分化會受到RANK singling及一些發炎因子調節 (e.g., 

interleukin-1,interleukin-3, interleukin-6, interleukin-11, tumor necrosis factor, granulocyte–macrophage 

colony-stimulating factor, macrophage colony-stimulating factor, leukemia inhibitory factor, and stem-cell 

factor)。當女性處於停經或estrogen缺乏時，體內的Reactive oxygen species (ROS)會大量的產生，而ROS

會透過Erk、NF-κB這條路徑抑制osteoblast的增生，並增加osteoblast的apoptosis。而在osteoclast的方面，

ROS會透過活化Erk、NF-κB這條路徑，使osteoclast的分化增加，而抑制了osteoclast的apoptosis。除此

之外，ROS也增加了氧化態脂質，對osteoblast differentiation也更造成抑制的作用，增加停經後骨質疏

鬆的機率。 

＜附圖二＞ 

 

from Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids 2003, 68, 373–378 

 

3. 雌激素與骨質疏鬆 

在先前的文獻指出，體內的 estrogen 具有抗氧化的功能，並可以降低停經後婦女發生心臟疾病的機

率。近年來的流行病學研究更指出，estrogen 具有降低缺血性心臟病(ischemic heart disease)的發生率，

而在許多的動物實驗中也發現，estrogen 具有抑制冠狀動脈粥樣硬化(arteriosclerotic lesions)的形成，且

也具有影響脂質代謝的功能，並直接的影響到血管細胞，包括了內皮細胞、血管平滑肌細胞，而在研

究中發現，在內皮細胞及血管平滑肌細胞的細胞膜上都有 estrogen receptor 的存在，這發現也證實這些

細胞可以與 estrogen 結合，進而影響其分子機轉。而在骨骼形成及其重塑作用的調節上，先前研究指

出 estrogen 及 androgen 皆可在與他們的 receptor 結合後直接經由 hormone response elemen 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。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，在oxidative stress的狀態下，p66shc的磷酸化會使粒線體中ROS增加而導致細胞死亡。

Estrogen在此種情形下會減少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)。(如附圖三) 
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＜附圖三＞ 

 

                                         from Endocrine Reviews, 2010, 31:266–300 

 

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 TNFa 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以防止骨質流失。2007年, Nakamura等人 (Nakamura et al., 2007) 在去除

ER的雌鼠中也發現estrogen可能經由增加 Fas ligand產量而使osteoclast 進行apoptosis。這些結果指出

estrogen在調節osteoblast及osteoclast的作用會減低osteoporosis。 

 

4. 目前臨床上對osteoporosis的治療方法 

1) 鈣質與充足之營養： 補充鈣質在停經後的婦女並不能完全停止骨質的流失，但是可以部分緩解骨

質的逐漸流失。目前鈣的推薦攝取量在白人為：青少年以及年輕人每日1200-1500mg，停經後婦女

每天建議攝取量1000 - 1500mg。隨不同種族、不同之蛋白質攝取量及不同之體型骨架，鈣需要量而

有所差異。另外，一些重要的微量營養因子如 strontium、magnesium、potassium及 vitamin K 也都

被指出對骨骼有益 (Genuis et al., 2007；New et al., 2000) 

2) 雌性激素：雌激素應用於防止停經後婦女的骨質流失在臨床是為首選藥物。最佳療效劑量為每日 

0.625 mg 的雌性激素（Conjugated equine estrogen）或 1-2 mg 的二氫基雌性激素（17β-estradiol）或

其他同效量之口服活性雌性激素。若是合併鈣質的補充，則低劑量的雌性激素（Conjugated equine 

estrogen）（0.3mg/day）就可以達到防止骨質流失的效果。但雌性激素可能導致子宮內膜癌的危險。

天然的植物雌激素也被發現具有降低骨質疏鬆的功效。2010 年，Hassan 等人以脫脂大豆及粉碎大

豆餵食切除卵巢的大白鼠，結果發現骨質疏鬆現象及指標皆有改善 (Hassan et al., 2010)；2011 年， 

Shuid 等人以一種含植物雌激素的植物萃物 Labisia pumila var. alata 給予切除卵巢的大白鼠，發現天

然植物雌激素的補充可以預防骨質疏鬆 (Shuid et al., 2011) 

3) 抑鈣素（calcitonin）： 抑鈣素在蝕骨細胞尚有其受體，可以抑制骨頭的再吸收作用，最主要是能夠

避免脊椎骨的骨質流失，但是其他地方的骨質仍會流失。有少許的證據顯示可減少骨折之發生。抑

鈣素已被 FDA 同意作為治療停經後骨質疏鬆症的藥物，可使用注射（皮下或肌肉）或鼻噴霧劑之

方式給藥。臨床上亦應同時補充鈣以及維他命 D 以避免副甲狀腺素之升高。抑鈣素同時有止痛效



 9 

果，可以部分解除骨質疏鬆病人因骨折或脊椎變形引起的慢性背痛。   

4) 雙磷酸鹽類（biphosphonates）： 能對骨骼之再吸收作用產生極強之抑制作用，是一種治療骨質疏鬆

症的重要方法。臨床上已被證實能抑制停經後婦女及使用類固醇引起之骨質疏鬆症之骨骼流失作

用。唯其對減低骨折之發生尚無定論，並且在劑量過高時還會抑制骨頭的礦化作用或引起下頷骨壞

死。 

5) 活性維他命D及其類似物： 老人由於飲食減少，少曬太陽，故活性維他命D較易缺乏，較易發生骨

折。應每日補充400至800單位的維他命D或0.25 μg至0.75 μg之 1,25(OH)2Vitamin D3或其類似物 

(Brown et al., 2002)。但應定期追蹤血鈣以防高血鈣症之發生。 

5. 抗氧化劑在骨質疏鬆症的應用 

近來文獻指出已有天然抗氧化劑應用於延緩或預防停經期骨質疏鬆的相關研究。2011 年，Mackinnon

等人針對停經女性給予 lycopene，結果發現增加血液中的抗氧化能力外，也減少 bone resorption marker 

N-telopeptide 的量，顯示 lycopene 具降低骨質疏鬆風險的能力 (Mackinnon et al., 2011)。2010 年，

Ruiz-Ramos 等人發現給予老年人 (平均 68.8 歲) 每天 1,000 mg 的 ascorbic acid (維生素 C) 及 400 IU 

的 alpha-tocopherol (維生素 E)，連續 12 個月後，在股骨發現除了脂質過氧化產物顯著下降外，bone 

mineral density (BMD) 的下降也可被有效控制 (Ruiz-Ramos et al., 2010)。Nazrun 等人亦將維生素 E 的

兩種型式 tocopherol 及 tocotrienol 在動物模式的骨質疏鬆進行效用的比較，結果發現兩者皆可有意義

的對骨質疏鬆具保護作用 (Nanzun et al., 2010)。 

6. 桑椹 

桑椹（mulberry）是一種天然植物桑科落葉喬木”桑”（Morus alba L.）的果實，其科、屬、種名為

MORACEAE Morus spp.。桑椹嫩時色清、味酸；成熟時紫黑、多汁。桑椹味甘酸、性涼，具滋陰養血、

生津止渴、潤腸通便等作用，自古即被用來防治頭暈、目眩、盜汗、消渴、腸燥、便秘等現象，許多

古籍記載了桑椹的藥用價值，但是在科學研究上卻缺乏科學證據來證實。近期研究發現桑椹可在細胞

模式中抑制脂質生成並增加肝細胞中脂質清除率 (Ou et al., 2011)，在動物模式中也發現桑椹可有效減

低肥胖 (Peng et al., 2011)；另外，桑椹亦被發現可以抑制胃癌細胞的生長 (Huang et al., 2011)。而由桑

椹果實顏色為深度的紫紅顏色，顯示出桑椹具有豐富的色素成分，而許多的色素成分被證實是一種很

好的抗氧化物質。由Toscano 和Lamonica鑑定出桑椹的色素成分為花色素苷（awobanin），而桑椹的

花色素苷為cyandin 3-glucoside 及cyandin 3-rutinoside，另外在我們研究室先前研究也發現桑椹亦含有

pelargonidin 3-glucoside及pelargonidin 3- rutinoside (如下表)。花青素廣泛存在於許多食用的植物果實

中，不同的花青素具有不同的顏色，其中包含了：藍色、紫色或紅色等，在植物的果實中通常含有許

多不同種類的花青素，並使其具有各種不同的色澤，如：草莓、葡萄及櫻桃等。一些具有醣基的醣化

delphinidin 與cyanidin 也發現存在許多的植物中。在營養食品中添加入花青素萃取物，可以有效的使

人們攝取到數個毫克的花青素。根據統計，在美國每人每天會攝取180-250 毫克的花青素。現今，由

天然植物果實中所萃取出具有高度花青素含量產物也廣泛的被接受。對於花青素的應用方面，被認為

對於許多的疾病是具有有效的預防作用，此外也具有抗發炎及化學預防作用的功效。已有許多報告指

出花青素具有抗氧化活性、抗致突變性，抗癌作用及降低脂質過氧化作用和DNA 損傷。此外桑椹含有

豐富的flavonoides  (如quercetin、gossypetin、hibiscetin)及原兒茶酸 (protocatechuic acid)，這些成份都

具有抗氧化、防癌、抑制心血管病變。 
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二、研究目的 

在先前的研究中發現，停經後的婦女在失去 estrogen 的保護之下，會有骨質疏鬆的現象產生，而

在其他的文獻指出，骨質疏鬆的形成與體內產生的氧化壓力的多寡具有相關性。在我們預作的實驗中，

發現去除卵巢大白鼠的：(1) 血漿中 alkaline phosphatase 有增加的現象 (圖一)；(2) 股骨有明顯骨小樑

變薄及變疏的骨質疏鬆現象並發現脂肪細胞堆積 (圖二)；(3) 骨組織的免疫染色中初步發現 Runx2 蛋

白減少 (圖三)。在桑椹的成分中，尚未有研究顯示桑椹具有 phytoestrogen，但眾多文獻顯示桑椹的良

好抗氧化特性。先前的引述中已經看到去除卵巢會增加體內 ROS 而引起骨骼的成骨細胞死亡、蝕骨細

胞分化而趨向骨質疏鬆，因此我們推測桑椹應能有效清除卵巢切除後所增加的 ROS，另外可能因此而

調節 osteoblast 及 osteoclast 分化，以減少 osteoporosis。 

本研究目的係以雌性大白鼠切除卵巢引起 osteoporosis 之動物模式，來探討桑椹水萃物之抗氧化能

力對改善 osteoporosis 之影響及其機制探討。 

圖一: 在卵巢切除後，大白鼠血漿中 alkaline phosphate 增加 

 

 

圖二: 在卵巢切除後，大白鼠股骨內骨小樑變細、斷裂變多及脂肪細胞增加 (骨小樑為圖中紅色區

域；箭頭所指為脂肪細胞，量化圖在最右側) 

 

 

圖三: 在卵巢切除後，大白鼠骨骼中 Runx2 蛋白表達減少 (箭頭所指棕色區為 Runx2 positive) 

 

 

 

* 

* 
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三、 文獻探討 

壹、關於具抗氧化性天然萃物或抗氧化劑減緩骨質疏鬆之研究 

1. 2011 年，Mackinnon 等人針對停經女性給予 lycopene，結果發現增加血液中的抗氧化能力

外，也減少 bone resorption marker N-telopeptide 的量，顯示 lycopene 具降低骨質疏鬆風險的

能力 (Mackinnon et al., 2011)。 

2. 2010年，Ruiz-Ramos等人發現給予老年人 (平均68.8歲) 每天1,000 mg 的 ascorbic acid (維

生素 C) 及 400 IU 的 alpha-tocopherol (維生素 E)，連續 12 個月後，在股骨發現除了脂質

過氧化產物顯著下降外，bone mineral density (BMD) 的下降也可被有效控制 (Ruiz-Ramos 

et al., 2010)。 

3. Nazrun 等人亦將維生素 E 的兩種型式 tocopherol 及 tocotrienol 在動物模式的骨質疏鬆進行

效用的比較，結果發現兩者皆可有意義的對骨質疏鬆具保護作用 (Nanzun et al., 2010) 

4. 在成骨細胞受到 oxidative stress 時，抗氧化劑 N-acetylcystein (NAC)具有增加 Runx2 mRNA

表達以改善 osteoblast 分化的能力 (Smith et al., 2009) 

5. Devareddy 等人在切除卵巢的 postmenopausal osteoporosis 模式中，發現 blueberry 可以預防

骨質疏鬆 (Devareddy et al., 2008) 
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四、研究方法 

(1)桑椹水萃物 (MWE) 的製備 

  取用苗栗農改所之苗桑一號 (voucher specimen 76C001)，將新鮮果實冷凍乾燥後再磨成粉末，

取 100 克桑葚粉末，加 1000 ml 的二次水(ddH2O)，4 ℃下攪拌 2 小時，使用 3500rpm 離心 20 分鐘，

抽取上清液，將上清液集中放進容器中，離心下來的沉澱物，加入 500ml 的二次水，放在 4 ℃冷

房再攪拌 overnight。第二、三天操作步驟，同第一天。第三天收集上清液完畢，所有上清液在冷凍

乾燥後磨成粉末。而後將其避光保存於-20 ℃冷凍庫。 

(2)動物處理 

由台大實驗動物中心提供 4-6 週齡 ( 150-175 g)，雌性 Sprague-Dawley ( S.D.)大白鼠。動物

飼養條件為自動光照控制 (12 小時白晝、12 小時黑夜)、室溫控制於 25℃、相對濕度 55%、動

物給予自來水及標準大鼠飼料，自由進食及飲水。經過一週的適應期後，將動物以 Zoletil 50 (舒

泰 50) 腹腔注射(每 100 公克體重 0.2ml)、全身麻醉後進行卵巢摘除，將動物單獨置於一籠待傷

口復原，約 10 天後傷口復原，以胃管餵食桑椹水萃物 (每天一次)。桑椹萃物給予的量為每日依

照攝食飼料乾重比例給予 (如每日攝食 20 克飼料，”0.5%” 即為 0.1 克之桑椹萃物)，為避免

個體間食量的差異，因此利用專用之胃管，分別餵食不同劑量的桑椹萃物 ( 0.25 %, 0.5 %, 1.0 

%)。每隔兩週採集尾巴靜脈血做生化值分析。於第九週犧牲取得血液及股骨、脊椎骨組織進行

分析。 

將動物分成八組，每組 10 隻 Rats，如下: 

Normal group: 餵食正常飲食，不給任何處理。 

Normal group + 1% MWEs: 餵食正常飲食，另管餵 1% MWEs。 

Sham group: 餵食正常飲食，只做開皮手術，不切除卵巢。 

Sham group+ 1% MWEs: 餵食正常飲食，只做開皮手術，不切除卵巢。另管餵 1% MWEs 

OVX: 切除兩邊卵巢。 

OVX+ 0.25 % MWEs: 切除兩邊卵巢。餵食正常飲食，另管餵 0.25 % MWEs。 

OVX+ 0.5 % MWEs: 切除兩邊卵巢。餵食正常飲食，另管餵 0.5 % MWEs。 

OVX+ 1 % MWEs: 切除兩邊卵巢。餵食正常飲食，另管餵 1 % MWEs。 

(3)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。 

(4)免疫組織染色 

切片放入烘箱 overnight，56℃，使臘稍微溶解；回溫後用蠟筆框出檢體位置，並以 Xylene 及

酒精進行脫臘程序；用檸檬酸緩衝液(0.01 M，pH6.0)煮沸 15 分鐘後浸泡 5 分鐘 ddH2O 回溫。之後

以 Dual Endogenous Enzyme Block 覆蓋檢體作用 5-10 分鐘，分別以 ddH2O 及 PBST 沖洗，然後加

入一次抗體完全覆蓋檢體，於 4℃作用 1 小時。以 PBST 沿著玻片沖洗後加入 Labelled polymer(二

抗)覆蓋檢體 30 分鐘，PBST 沖洗後加呈色劑 DAB (1ml buffered substrate+ 1 drop DAB)呈色。利用

蘇木紫(Hematoxylin)作對比染色，將載玻片置於濾紙片上，滴上封面膠於檢體上，再用蓋玻片以 45
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度角覆蓋在檢體上，藉由毛細現象使封面膠佈滿，避免氣泡產生。等封片膠凝固，即完成封片。 



 16 

五、結果與討論 

女性骨質流失最快的時期是停經後五年間，脊椎密度平均每年減少 3-6%，而超過 50%年過 80 歲

的女性會有骨折的經歷。男性骨質流失的速率則較為穩定，在達平均巔峰骨骼質量後，依據不同部位，

每年流失約 0.5-2%。依行政院衛生署統計，台灣 70 歲以上老年人口有 8 成 6 出現骨質流失或骨質疏鬆

現象，但 50 歲以下民眾也有近 4 成骨質開始流失或疏鬆。隨著人口高齡化，台灣 65 歲以上人口約有

50 萬人罹患骨質疏鬆症，每年更有 6 萬人因骨質疏鬆而造成脊椎骨折，而老化人口在台灣急速增加，

骨質疏鬆人口相對益加增多。世界衛生組織警告，骨質疏鬆已成為僅次於心血管疾病的第二大慢性疾

病，易於造成骨骼變得脆弱且容易造成骨折 1。雌激素是目前用來治療停經後婦女骨質疏鬆症的標準治

療方法，利用雌激素補充容易造成其他的婦科疾病，例如子宮內膜癌，乳癌等等 2,3。近年來的研究發

現許多豆科、菊科以及一些草本植物含有類似雌激素及生物功能的成分，可以預防骨質流失及增加骨

質的密度 4~6。過去的文獻指出，當身體失去雌激素的保護，體內的氧化壓力會增加而去抑制 Osteoblast 

(OB)分化並增加 Osteoclast(OC)的分化 7,8。本研究結果指出，當雌激素缺乏 (卵巢去除)時，骨骼中確實

會出現骨小樑有明顯變薄變疏的骨質疏鬆的現象 (圖一)，且血液中的 ALP 也會增加 (表一)，但在給予

桑葚萃物後，此種骨質疏鬆的現象將獲得緩解。 

桑葚是桑科桑屬多年生木本植物桑樹的果實，過去許多研究指出，桑葚含有多種的多酚及花青素，

且具有抗氧化、抗發炎及抗癌的能力 9~11。根據之前的研究指出，許多莓果類(如:覆盆子、藍莓、黑莓、

草莓等等)具有預防骨質疏鬆以及強化骨密度的能力，Jin-Ran Chen 等人在 2013 年的研究顯示，在青春

期前短期的補充藍莓可以預防骨基質的分解，達到減緩成骨細胞的老化。同時 Bahram H. Arjmandi 等人

的研究也證實藍莓可以抑制成骨細胞的分化達到預防骨質流失及增加骨密度的功效 12~14。這些莓果類

植物並未被明確指出具有植物雌激素的功效，但他們都被指出具有良好的抗氧化特性。在生物體中有

許多可以減緩氧化壓力的酵素，例如: Superoxide dismutase(SOD)，catalase，glutathione peroxidase(GSH)

等，根據過去的研究指出，第一型血色素氧化酵素 (heme oxygenase 1) 為血色素氧化酶的一種，可由

金屬離子、過氧化物、發炎激素等刺激物透過活化 antioxidant response element (ARE)所誘導產生，HO-1

活化後會將 heme 分解代謝成為膽綠素、膽紅素、鐵離子以及一氧化碳。膽綠素和膽紅素為體內的抗

氧化劑，可保護細胞免於抗自由基造成的傷害與細胞凋亡 15。因此 HO-1 的生成，可做為一種細胞受到

氧化壓力傷的指標。所以我們比較骨骼檢體中 HO-1 的表現量，以得知檢體中氧化程度。結果發現當雌

激素缺乏時，組織中的氧化壓力較高，而桑葚水萃物可以改善組織中的氧化壓力 (圖二)。這提供了延

緩停經後骨質疏鬆的另一種思維，也許在保健食品的補充上面，針對抗氧化性的物質給予也是一種選

項。 

在骨質疏鬆的骨髓中也會發現脂肪細胞增加的現象，脂肪細胞及成骨細胞係屬於同源間質幹細胞

分化而來，在雌激素缺乏時，成骨細胞分化減少會相對使脂肪細胞增加，我們在此研究中發現雌激素

缺乏確實會使成骨細胞分化調節因子 Runx2 減少 (圖三)，但給予桑葚水萃物後會改善這種狀態。Runx2

是一種控制骨骼發育的轉錄因子，它會透過調節成骨細胞的成熟以及分化過程中許多蛋白質的基因的

表現 16，並在外在壓力以及一些內在激素的作用之下，活化訊息路徑，如:MAPK、PKA、Smad 進而磷

酸化 Runx217，活化的 Runx2 可與 RANKL 和 OPG 的基因驅動子(promoter)結合 18，並影響蝕骨細胞的活

性。根據先前的研究，Runx2 蛋白的減少，會促使過氧化和酶體增值物激活 γ2(PPARγ2)轉率因子的作用，

促進骨髓內間質幹細胞分化成脂肪細胞，過多的脂肪細胞的堆積會對成骨細胞產生毒性作用。在脂肪

細胞與成骨細胞共同培養的實驗結果指出，脂肪細胞會抑制成骨細胞的活性及存活率 19。在股骨的免

疫組織染色中也觀察到 RANK 及 RANKL 蛋白都有增加的趨勢 (圖四及圖五)。根據過去的研究指出，RANK

及 RANKL 與 OC 的分化及成熟相關 20,21。本實驗利用不同劑量的桑葚水萃物(MWE)餵食去卵巢大鼠，實

驗結果證實，隨著餵食桑葚水萃物的劑量增加，股骨的骨小梁變厚變密的現象，且脂肪細胞的堆積也

有逐漸減少的趨勢。在免疫組織染色的結果發現與蝕骨細胞分化及成熟有關的 RANK 及 RANKL 均隨著
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桑葚水萃物的濃度增加而減少，原因為去除卵巢而減少的 Runx2 蛋白，亦隨著桑葚水萃物的濃度增加

而回復表現。 

結合以上討論，桑葚水萃物改善去除卵巢大鼠骨質疏鬆的症狀，主要的生理機制可能是透過桑葚

水萃物的抗氧化能力，抑制失去雌激素所造成的氧化傷害來達到預防骨質疏鬆的效果。在未來的實驗

中，我們將進一步的利用細胞模式來探討桑葚水萃物對於骨骼內的細胞可能產生的影響以及其中可能

的機制。希望能藉由細胞實驗的結果，提出更為完整的理論，證實桑葚水萃物內涵的功能性成分，達

到延緩停經後的女性及老年人的骨質疏鬆症。 
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國科會補助專題研究計畫成果報告自評表 

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

合在學術期刊發表或申請專利、主要發現或其他有關價值等，作一綜合評估。 

1. 請就研究內容與原計畫相符程度、達成預期目標情況作一綜合評估 

■ 達成目標 

□ 未達成目標（請說明，以 100 字為限） 

□ 實驗失敗 

□ 因故實驗中斷 

□ 其他原因 

說明： 

 

2. 研究成果在學術期刊發表或申請專利等情形： 

論文：■已發表 □未發表之文稿 □撰寫中 □無 

專利：□已獲得 □申請中 ■無 

技轉：□已技轉 □洽談中 ■無 

其他：（以 100 字為限） 
 

已將部分研究成果以研討會論文形式分別發表於 2012 ISNFF研討會 (Hsing-You 

Rao, Chau-Jong Wang, Huei-Jane Lee, Mulberry water extracts improve osteoporosis 

in experimental ovariectomic rat, Hawaii, US) 

 

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. 學術成就: 本研究發現本土桑葚 (76C001)在卵巢切除的大白鼠中具有延

緩骨質疏鬆的效用，在進一步檢測確認後發現這種作用可能來自於桑葚的抗

氧化特性而非植物雌激素作用。另外，桑葚也在骨質疏鬆的骨骼中調節了成

骨細胞的生長以達到延緩骨質疏鬆的作用。 

2. 技術創新: 本研究發現桑葚除了抗癌抗氧化等作用外，具有延緩停經後骨

質疏鬆的作用，之前並無研究提及桑葚與延緩骨質疏鬆的關聯。 

3. 社會影響: 對於習慣於桑葚產期以桑葚醃製，醋釀或生食的台灣民眾而言， 

本研究提供了民眾在食用桑葚相關產品時，可獲得的另種功效，也有助於栽

種桑葚的農民及業界對桑葚有更多推廣的學術立基。 

 

附件二 
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國科會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 2012 年國際營養與功能性食品大會，本人係前往參與大會並發表看板論文。會議期

間為 2012/12/01-2012/12/06，所以在 11/30 上午偕同本研究室二位研究生一同搭乘高鐵往桃園機

場，搭中華航空經日本成田機場轉機至夏威夷。我們於 2012/12/02 下午至 Courtyard King 

Kamehameha’s Kona Beach Hotel 完成報到與註冊手續。本次會議中個人提出的報告時間為 12/05 上

午 8:30-17:30，論文題目為” Mulberry water extracts improve osteoporosis in experimental ovariectomic 

rat”。 我們以切除卵巢模擬人類雌激素缺乏狀態，在雌性大白鼠中發現，台灣擁有品種權的苗桑

一號 (76C001) 之桑果水萃物具有延緩卵巢切除引發骨質疏鬆的現象，而這些現象可能源自於桑椹

水萃物的抗氧化特性。在組織切片中，骨質疏鬆時，骨髓中所增加的脂肪比例，在處理桑椹的組

別中，也可以發現脂肪的比例顯著下降。在蛋白檢查中，我們也發現桑椹水萃物會調節骨組織中

的成骨細胞分化系統及蝕骨細胞增生系統，並改善骨質中氧化狀態。因此結果推測桑椹水萃物應

可應用為改善雌激素缺乏而引起骨質疏鬆時的保健食品。 

二、與會心得 

本次議程安排略顯凌亂，但與會之海報展示或口頭論文發表及專題演講場地集中，便於選擇感

興趣的主題觀看或聆聽。在本人近期進行的功能性食品研究領域，也看到不少新的想法及廠商展

示的商品化產品。對於同行的學生則以實際的介紹及引領，讓他們的想法及做法能較貼近國際，

深感獲益良多。 

三、發表論文全文或摘要 

Previous studies showed that ovariectomy-induced osteoporosis can increase oxidative stress and 

cause bone loss. It was documented Mulberry possessed a good antioxidative ability. Herein, we used 

mulberry water extracts (MWEs) to feed the ovariectomic rat, and further to examine the potential 

計畫編號 NSC 101-2320-B-040-009 

計畫名稱 
桑椹萃取物及功能性成分在卵巢切除之大白鼠引起骨質疏鬆的延緩作

用及機轉之研究 

出國人員

姓名 
李彗禎 

服務機
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中山醫學大學醫學院醫學系生化

科教授 
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101 年 12 月 6 日 

會議地
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mechanisms. In our investigation, the level of plasma alkaline phosphatase (ALP) in ovariectomic rat 

increased significantly. After MWEs given for 8 weeks, ALP was reduced. We also found the ration of 

adipocyte /osteoblast increased dominantly in bone mass of ovariectomic rat femur, and MWEs 

ameliorated the condition significantly. The oxidative status in femur was improved in MWEs-fed rat. 

Thereby, the ovariectomy-induced osteoporosis can be decelerated by MWEs, it might be due to its 

antioxidative ability. Our findings showed that MWEs have the potentials to develop a functional food in 

postmenopausal syndrome to prevent the women from osteoporosis. 

四、建議 

本次會議有不少來自台灣的學者，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 
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六、其他 

本場次主要以天然萃物對代謝性疾病的功效探討，另外在其他場次，個人也瀏覽他國學者的研

究，發現近期研究除功能性食品的成分分析及作用探討外，部分研究也著重於增強記憶及抗老化，

對於台灣老年化的人口結構，這應是可以再加著墨之處。 



參與 2012 ISNFF Annual Conference 心得報告 

 

參加會議經過 

此次會議為2012年國際營養與功能性食品大會，本人係前往參與大會並發表

看板論文。會議期間為2012/12/01-2012/12/06 (圖一，大會議程及發表論文摘要)，

所以在11/30上午偕同本研究室二位研究生一同搭乘高鐵往桃園機場，搭中華航

空經日本成田機場轉機至夏威夷。我們於2012/12/02下午至Courtyard King 

Kamehameha’s Kona Beach Hotel完成報到與註冊手續。本次會議中個人提出的

報告時間為12/05上午8:30-17:30，論文題目為” Mulberry water extracts improve 

osteoporosis in experimental ovariectomic rat” (圖二，論文海報)。 我們以切除

卵巢模擬人類雌激素缺乏狀態，在雌性大白鼠中發現，台灣擁有品種權的苗桑一

號 (76C001) 之桑果水萃物具有延緩卵巢切除引發骨質疏鬆的現象，而這些現象

可能源自於桑椹水萃物的抗氧化特性。在組織切片中，骨質疏鬆時，骨髓中所增

加的脂肪比例，在處理桑椹的組別中，也可以發現脂肪的比例顯著下降。在蛋白

檢查中，我們也發現桑椹水萃物會調節骨組織中的成骨細胞分化系統及蝕骨細胞

增生系統，並改善骨質中氧化狀態。因此結果推測桑椹水萃物應可應用為改善雌

激素缺乏而引起骨質疏鬆時的保健食品。 

本場次主要以天然萃物對代謝性疾病的功效探討，另外在其他場次，個人也

瀏覽他國學者的研究，發現近期研究除功能性食品的成分分析及作用探討外，部

分研究也著重於增強記憶及抗老化，對於台灣老年化的人口結構，這應是可以再

加著墨之處。 

與會心得 

本次議程安排略顯凌亂，但與會之海報展示或口頭論文發表及專題演講場

地集中，便於選擇感興趣的主題觀看或聆聽。在本人近期進行的功能性食品研究

領域，也看到不少新的想法及廠商展示的商品化產品。對於同行的學生則以實際

的介紹及引領，讓他們的想法及做法能較貼近國際，深感獲益良多。 

結語 

本次會議有不少來自台灣的學者，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。 

<圖一> 



 



<圖二> 
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