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摘要 

嗜鹽菌Haloferax mediterranei於醱酵培養時並不容易被污染，因此可節省醱酵程序過程中及無菌處理

等費用。與其他嗜鹽菌不同的是，H. mediterranei 的生長速度較快，且其具有α-amylase，可以澱粉為主

要碳源，並不需要特殊的碳源為養分，可以生產bacterioruberin 等類胡蘿蔔素。過去研究發現，從H. 

mediterranei萃取得的類胡蘿蔔素具有抗氧化、降低黑色素生成及對HepG2 肝癌細胞具細胞毒性，可誘發

癌細胞進行細胞凋亡。因此本計畫將研究利用H. mediterranei生產之bacterioruberin (hmC3)，探討其體外

抗氧化活性與美白活性。結果證實，bacterioruberin在各種抗氧化能力的表現皆優於BHA與β-carotene，此

外更可有效抑制斑馬魚之黑色素形成。 
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1.前言 

嗜鹽菌Haloferax mediterranei於醱酵培養時並不容易被污染，因此可節省醱酵程序過程中及無菌處理

等費用，與其他嗜鹽菌不同的是，H. mediterranei的生長速度較快，且其具有α-amylase，可以澱粉為主

要碳源，並不需要特殊的碳源為養分，可以生產bacterioruberin等類胡蘿蔔素。過去研究發現，從H. 

mediterranei萃取得的類胡蘿蔔素具有抗氧化、降低黑色素生成及對HepG2肝癌細胞具細胞毒性，可誘發

癌細胞進行細胞凋亡。 

本計畫將探討由H. mediterranei產生之紅色色素所純化出之bacterioruberin之抗氧化與美白活性。結果

證實，bacterioruberin之DPPH自由基清除的能力與總抗氧化力(ABTS, radical cation decolorization assay)分

析方面，依序為trolox的0.8與1.7倍；β-carotene的1.7與4.1倍，其總抗氧化力也優於BHA。此外在螯合亞鐵

離子能力上，bacterioruberin為EDTA螯合能力的77％。 

因此，本計畫也進一步研究利用H. mediterranei生產之bacterioruberin，探討其美白活性及其機制。結

果證實，以受精9小時之斑馬魚胚胎進行實驗，斑馬魚在經400 nM bacterioruberin處理54小時後，可明顯

抑制斑馬魚體內黑色素之形成。此外，取400 nM bacterioruberin處理48小時後的斑馬魚胚胎100個，在蛋

白質萃取液中以超音波破碎並將萃取之蛋白質定量後，分析其tyrosinase活性，發現斑馬魚體內酪胺酸酶

含量亦有輕微降低，可見bacterioruberin確實可有效抑制斑馬魚之黑色素形成。 
 

2.實驗方法 

2.1 體外抗氧化活性分析 
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2.1.1 總抗氧化力(ABTS radical cation decolorization assay)測定 

ABTS (2, 2'-Azino-bis-〔3-ethylbenthiazoline sulfonic acid〕)與 peroxidase (metmyogloloin)及 H2O2

反應，會產生 ABTS+。此為一相當穩定藍—綠色物質，於波長 734 nm 有吸收波峰。抗氧化劑的加入

會抑制此顏色的產生，因此吸光值愈低，抗氧化效果愈佳。取 0.5 ml peroxidase、0.5 ml ABTS 溶液以

及 3.5 mL H202混合均勻，待產生安定藍綠色之ABTS• +陽離子自由基後(6 分鐘)，加入不同濃度的trolox

樣品，以分光光度計測 734nm之吸光值，做成trolox之檢量線，樣品的檢測同上，測得後再由trolox 的

檢量線，換算其相當的濃度(mM)。 

2.1.2 清除α,α-diphenyl-β-picrylhydrazyl（DPPH）自由基能力之測定 

油脂在自氧化的過程中會產生自由基而造成油脂酸敗，常見的抗氧化物藉由提供氫(hydrogen doner)

來清除脂質過氧化物自由基(peroxyl radical)進而達到抑制氧化鏈鎖反應之進行，在抗氧化的研究上通

常使用 DPPH 來評估抗氧化的供氫能力。DPPH 之甲醇或乙醇溶液在 517 nm 下會有強吸光，但是被抗

氧化劑(AH)還原時則吸光值降低，因此在 517 nm 的吸光值愈低即表示抗氧化劑的供氫能力愈強。取 4 

ml 不同濃度的樣品，加入 1 ml 新鮮配製的 10 mM DPPH 甲醇或乙醇溶液，振盪混合均勻，於室溫下

靜置 30 min 後，使用分光光度計檢測 517 nm 之吸光值。測試清除 DPPH 自由基能力，可同時與傳統

抗氧化劑，如 BHA 比較，以評估其抗氧化性。清除率(scavenging effect %) = [1－(樣品於 517 nm 的吸

光值) / (未添加樣品之控制組於 517 nm 的吸光值)]×100。 

2.1.3 螯合鐵能力之測定 

金屬離子的促氧化作用經常是造成脂質過氧化的主要因素，藉由redox cycle反應，只要少量的金屬

離子便可有效的產生自由基，並加速脂質氧化的進行。在多種金屬離子中，Fe2+經常是最具影響力的

助氧化劑，其會促進脂質氧化作用的進行。利用Fe2+與ferrozine的複合物在 562 nm之呈色反應，可測得

樣品對Fe2+離子的螯合能力。當樣品螯合Fe2+離子時，會造成 562 nm吸光值的降低。                    

Fe2+ + ferrozine →ferrozine-Fe2+ complex ( violet ) 

取 1 ml不同濃度的樣品及控制組，加入 3.7 ml的methanol，先加入 2 mM的FeCl2  0.1 ml，30 秒後

再加入 5 mM的ferrozine 0.2 ml，反應 10 分鐘後，檢測 562 nm的吸光值。吸光值越低表示樣品螯合亞

鐵離子的能力越強。螯合鐵能力百分比(Chelating effects %) = [1－(樣品於 562 nm的吸光值) / (未添加樣

品之控制組於 562 nm的吸光值)]×100。 

2.2 斑馬魚胚胎美白能力之動物試驗評估 

2.2.1 魚飼養 

依照 Choi 等人(2007)之方法飼養，每缸魚約飼養 20 隻，於 28.5°C、14/10 明暗處理飼養，每天飼

養 3 次。 

2.2.2 魚胚胎處理 

以微量滴管將斑馬魚胚胎約 4 個轉移至含 200μl 胚胎培養基之 96-well plate 中，胚胎培養基中含

有溶解於 DMSO 中之不同濃度的測試用標準品與純化後的 carotenoids (DMSO 的終濃度為 0.1%)，每天

觀察胚胎發育外型，以及黑色素生成之變化，同時以 0.2mM PTU 為黑色素抑制的 positive control，而添

加α-MSH (melogenic stimulator) 促進黑色素生成。 

2.2.3 體外抑制酪氨酸酵素活性試驗測定 

取經處理 48 小時後的斑馬魚胚胎 100 個，以超音波破碎後，依據 Kim 等人(2002)之方法，分析
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tyrosinase 活性。其方法為取含不同濃度之 test sample 40μl，依序加入 80μl 磷酸緩衝溶液及 40μl L-DOPA

混合，置於 37℃之恆溫震盪槽中震盪 10 min 後，再加 40μl 酪氨酸酵素後使其反應 25 分鐘，以 UV-Visible 

spectrophotometer 檢測其 475nm 下的吸光值(At)，當成這個實驗的給藥組。 

此外，另設置一個酪氨酸酵素的空白組 A0，實驗步驟和給藥組完全一樣，但是以等體積的純水取代

酪氨酸酵素，並且以等體積的磷酸緩衝溶液取代 test sample，為這個實驗的控制組 Ab。另外分別以熊果

素(arbutin)、麴酸(kojic acid)代替 test sample，當成正對照組(positive control groups)。Tyrosinase activity 之

測定流程如下： 

 At A0 Ab 

sample 40μl 40μl 40μl buffer 

buffer 80μl 80μl 80μl 

L-DOPA 40μl 40μl 40μl 

tyrosinase 40μl 純水 40μl 40μl 

抑制率百分率計算公式： 

抑制% = (Ab-( At- A0))/Ab ×100 

 

3.結果與討論 

由H. mediterranei產生之紅色色素所純化出之bacterioruberin之抗氧化活性方面，結果如表1所示，

bacterioruberin之DPPH自由基清除的能力與總抗氧化力，依序為trolox的0.8與1.7倍；β-carotene的1.7與4.1

倍，此外其DPPH自由基清除能力雖近似於BHA，但總抗氧化力也遠高於BHA。此外在螯合亞鐵離子能力

上，bacterioruberin為EDTA螯合能力的77％。 

 

表1 Bacterioruberin 與trolox、BHA、EDTA和β-carotene的抗氧化與螯合亞鐵離子能力之相關百分比 

Table 1 The relative antioxidation and chelating effect on ferrous ions of bacterioruberin compare to  

trolox, BHA, EDTA and β-carotene.  

 

如圖 1 與圖 2 所示，以不同劑量（4–400 nM) bacterioruberin 對受精 9 小時之斑馬魚胚胎進行黑色素

形成影響試驗，結果發現，高濃度(40 與 400 nM) bacterioruberin 會抑制斑馬魚體內黑色素之形成，以

400 nM bacterioruberin 處理 54 小時後，可明顯抑制斑馬魚體內黑色素之形成。 
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圖1 受精後9小時之斑馬魚胚胎形態 

Figure 1 The embryo and zebrafish morphologies after 9 h post-fertilization (hpf). (A) Lateral views of 

zebrafish embryo after 9 h post-fertilization (hpf). (B) Dorsal fish view after broken the membrane of 

zebrafish embryo from 9 h post-fertilization (hpf). 

 

 

 

圖 2 Bacterioruberin 對斑馬魚色素形成之影響 

Figure 2 Effects of bacterioruberin with various concentrations on the pigmentation of zebrafish. 

Synchronized embryos were treated with bacterioruberin at the indicated concentrations. Test compounds 

were dissolved in 0.1% DMSO, then added to the embryo medium. The effects on the pigmentation of 

zebrafish were observed under the phase-contrast microscopy. Lateral views of embryos were treated with 

bacterioruberin of 4, 40 and 400 nM for 48 hrs (B–D), untreated zebrafish embryo as a water control (A). 

 

此外於 bacterioruberin 與熊果素(arbutin)、麴酸(kojic acid)、PTU 等黑色素生成抑制劑對斑馬魚體內

酪胺酸酶含量影響之試驗上，取以 400 nM bacterioruberin 處理 48 小時後的斑馬魚胚胎 100 個，以超音波

破碎並將萃取之蛋白質定量後，分析其 tyrosinase 活性。如圖 3 所示，結果發 現斑馬魚體內酪胺酸酶含
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量亦有輕微降低。因此，可初步判定 bacterioruberin 是經由抑制斑馬魚體內酪胺酸酶形成之機制，以達到

有效抑制斑馬魚體內黑色素形成之作用，但詳細作用機制尚待進一步研究探討。 

 

1-phenyl-2-thiourea (PTU)

 

 

圖 3 黑色素生成抑制劑對斑馬魚體內酪胺酸酶含量之影響 

Figure 3 Effects of melanogenic inhibitors on the tyrosinase in zebrafish. For measurement of tyrosinase 

activity, 250 µg of total protein was incubated with L-DOPA (final 0.5 mM), and then quantified using 

spectrometer. The results are shown as percentage of control. All experiment was repeated three times. 

 

綜合上述實驗，抗氧化分析結果顯示相同濃度的 bacterioruberin 的抗氧化能力都高於 β-carotene 的抗

氧化能力，特別是在亞鐵離子螯合能力 bacterioruberin 的表現相較於 β-carotene 高出 16 倍；且相同濃度的

bacterioruberin 在總抗氧化力的分析數據都比 trolox、BHA 與 β-carotene 的抗氧化能力強（表 1）。 

Bacterioruberin中含有bacterioruberin的成分，是一個長碳鏈的結構，擁有 13 個共軛雙鍵，兩端為開

環結構且各有兩個hydroxy group。先前的研究指出，類胡蘿蔔素對於抗氧化有良好的效果，且研究顯示

β-carotene在體外藉由碳鏈的斷裂可以有效的清除自由基以及移除單旋氧 (singlet oxygen；1O2)。而茄

紅素 (lycopene) 在胡蘿蔔素對體外單旋氧 (singlet oxygen；1O2) 的清除效果最為顯著 (Miller et al., 

1996）。此外由於bacterioruberin中內含bacterioruberin的結構類似lycopene都屬於兩端非環的結構，且在結

構上都擁有大量的共軛雙鍵。依據Miller於 1996 年的發表，類胡蘿蔔素對於ABTS‧+自由基陽離子的清除

能力之TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) value為lycopene (2.9 mM) ＞β-carotene (1.9 mM) ＞

zeaxanthin (1.4 mM) ＞astaxanthin (0.03 mM) 與其結構上所擁有的共軛雙鍵數、兩端是否為環狀及結構上

擁有carbonyl group以及hydroxyl group有關。本實驗結果顯示在抗氧化能力表現方面bacterioruberin優於

β-carotene，可能是由於bacterioruberin在結構上比β-carotene擁有更多的共軛雙鍵，且在兩端的結構上

bacterioruberin與lycopene同屬於非環狀的結構，因此bacterioruberin與lycopene在抗氧化的表現上都優於

β-carotene。 

此外因作者們已發現以 H. mediterranei 產生之紅色色素處理 B16-F0 黑色素細胞 48 小時後，其細胞

的存活率及減少黑色素細胞中黑色素量隨著處理的劑量增加而減少之現象 (Ho et al., 2006)。本實驗亦進

一步以純化自 H. mediterranei 產生之紅色色素 bacterioruberin (hmC3) 處理黑色素細胞，可能因對細胞的
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毒性太強，以致細胞大量死亡無法明顯看到單位細胞的黑色素量大量減少，因此進行體內美白能力之動

物試驗評估 (Choi et al., 2007)，也於斑馬魚胚胎美白能力評估中發現以 400 nM bacterioruberin 處理 54 小

時後，可明顯抑制斑馬魚體內黑色素之形成，並由實驗初步判定 bacterioruberin 是經由抑制斑馬魚體內酪

胺酸酶形成之機制，以達到有效抑制斑馬魚體內黑色素形成之作用，但詳細作用機制尚待進一步研究。 
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ABSTRACT 

The extremely halophilic Haloferax mediterranei is not easily contaminated and can be fermented under 

non-sterilized condition. As a result, costs for sterility and fermentation process can be reduced. Contrast to other 

halobacteria, the growth rate of H. mediterranei with α-amylase is faster and doesn't need any special carbon 

source which the starch can be used as the major carbon source and it can produce carotenoids, such as 

bacterioruberin and its derivatives. In the previous study, we demonstrate the extracted carotenoids from H. 

mediterranei had the antioxidative capacity in vitro, repressed the production of melanin, and were toxic for 

HepG2 hepatoma cell by the induction of apoptosis. Therefore, we study the antioxidant activity in vitro and 

whitening activity of bacterioruberin (hmC3) purified of the extracted red pigments from H. mediterranei in this 

project. The results demonstrate that the antioxidant abilities of bacterioruberin were similar or better than BHA 

and β-carotene. Additionally, bacterioruberin was effective to inhibit the pigmentation of zebrafish. 

 

Keywords: Haloferax mediterranei, tyrosinase activity, antioxidative activities, whitening activity. 

 

 


