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一、中文摘要

樟芝為台灣所特有之一種食、藥兩用
高等真菌，傳統上用於治療腹痛、高血壓、
皮膚癢與肝癌，但樟芝的生理活性與安全
性目前仍缺乏系統性與科學性的評估。本
研究計劃中我們探討樟芝之安全性及抗基
因毒性，首先以樟芝暴露人類淋巴母細胞
TK6細胞15小時，以300µg/ml與 200µg/ml
濃度之樟芝處理 TK6 細胞，其細胞相對存
活率分別為 68%與 85%。在 300µg/ml 濃
度所引發 tk 基因的突變率為 2 x 10-6，並沒
有顯著高於陰性對照組，而陽性對照組環
氧苯乙烯(styrene oxide)引發 tk 基因的突變
率為 25 x 10-6。加入代謝活化系統(S9 混和
物)進行 tk 基因毒性分析，樟芝所引發 tk
基因的突變率也並沒有顯著高於陰性對照
組。進一步確認樟芝在活體是否具有致突
變性，以強迫胃管餵食雄性小鼠，投與 300 
mg/kg 1000 mg/kg 和 3000 mg/kg 劑量的樟
芝(每天一次共 15 次)，觀察並無體重減輕
現象。以 T-cell cloning 方法計算脾臟淋巴
細胞 hprt 基因的突變機率，化學致癌物乙
基亞硝酸基尿素（N-ethyl N-nitrosourea）
(30mg/kg)處理老鼠為陽性對照組，脾臟淋
巴細胞之 hprt 突變率為 26 ± 7 x 10-6，顯著
高於陰性對照組老鼠的 2.0 ± 0.3 x 10-6

(P<0.001)。而以 300 mg/kg 1000 mg/kg 和
3000 mg/kg 樟芝連續餵食老鼠 15 天，平
均 hprt 突變率與陰性對照組老鼠比較並無
顯著差異，顯示樟芝於本實驗所使用之劑
量對老鼠並不具致突變性。並研究樟芝是

否對化學致癌物誘發的 DNA 損傷有保護
作用。體內 DNA 損傷試驗以小鼠經腹腔注
射化學致癌物(dacarbazine, DAC) (70mg/kg)
作為陽性對照組，另外老鼠預飼不同劑量
的樟芝，連續給于 15 天後，翌日再投于
DAC。老鼠在投于 DAC 後之第 5 小時犧
牲，取出肝臟以萃取 DNA，用新發展完成
之高敏感度與專屬性的氣相層析儀加質譜
儀（GC/MS）方法定量分析 DAC 誘發的
DNA 傷 害 的 指 標  7-methylguanine
(7-MG)。結果顯示 70 mg/kg DAC 處理組老
鼠肝臟組織的 7-MG 約為陰性對照組老鼠
的 6-7 倍。若以 300 mg/kg 與 1000 mg/kg 
樟芝前處理老鼠，其肝臟組織的 7-MG 明
顯低於 DAC 處理組老鼠，約為陽性對照組
老鼠的 3-4 倍。此結果顯示樟芝對 DAC 所
誘發的 DNA 損傷有明顯的拮抗作用，即有
抗基因毒性的功能。

關鍵詞：樟芝、安全性、抗基因毒性、DNA
鍵結物、突變機率

Abstract
    Antrodia cinnamomea Chang & Chou is 
a new, rare and expensive fungus first 
identified in 1994 in Taiwan. Antrodia 
cinnamomea is used to treat abdominal pain, 
hypertension, skin itches and liver cancer in 
Chinese folk medicine. No biological 
activities have been published so far. Our 
grant proposal examined the safety and 
anti-genotoxic effects of Antrodia 
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cinnamomea. We determined the 
genotoxicity of Antrodia cinnamomea using 
hprt gene mutation assays with TK6 
mammalian cells in vitro. The potential 
genotoxicity of Antrodia cinnamomea in vivo
was further examined using an established
hprt gene mutation assay in mice. There is no 
statistically significant increase of mutation 
frequency induced by Antrodia cinnamomea
in vitro and in vivo, as compared to control. 
The anti-genotoxic effect of Antrodia 
cinnamomea in mice was examined by using 
the chemical-induced DNA adducts 
7-methylguanine as biomarkers of genotoxic 
damage. Our data showed that Antrodia 
cinnamomea possess the anti-genotoxic 
activities from its protective effects against 
chemical-induced DNA damage. 

Keywords：Antrodia cinnamomea Chang & 
Chou, safety, anti-genotoxic, DNA adducts,
mutant frequency, anti-allergic, asthma

二、緣由與目的

樟芝又名牛樟菇 (“Zhan Ku”, “Zhan 
Chih”, 學名為 Antrodia cinnamomea Chang 
& Chou, 1995) ， 無 摺 菌 目 多 孔 菌 科
(Polyporaceae)，為台灣所特有之多年生蕈
菌類，著生於老牛樟樹幹函洞內壁，其子
實體具有濃郁的黃樟樹氣味，為優良之驅
蟲殺蟲劑、解毒劑與抗癬劑(1)。樟芝為一
種食、藥兩用高等真菌，傳統上用於治療
腹痛、高血壓、皮膚癢與肝癌，但目前缺
乏系統性與科學性的研究評估。

目前有關樟芝成分與藥理活性的資料
寥寥無幾，在 SCI 文獻中僅有幾篇文章研
究樟芝成分的分離與確認(2-8)，而僅有一
篇文章用相當簡單的方法測試其藥理活
性，指出樟芝可能具有顯著毒殺老鼠血癌
細胞的作用與微弱的抗膽鹼的作用(3)。鑒
於樟芝可能具有的生物藥理活性與其潛在
的臨床應用價值，樟芝已日益受人們所重
視而服用。

樟芝價格非常昂貴，近來樟芝菌絲體
人工培養已被發展完成可大量製造樟芝，
如此促成樟芝有發展為健康食品的潛力，
在此研究計劃中我們採用樟芝菌絲體人工
培養的液體或其乾燥物為研究材料。目前
樟芝缺乏完整的毒理學安全性的學術報告
及曾供食之紀錄，同時樟芝的菌絲體培養
液或濃縮液為非通常加工食品形式供食
者，依據健康食品法之規定，此類非一般
加工食品形式的擬上市健康食品，必須進
行安全性評估項目中的”基因毒性測試”，
期望能瞭解其毒性劑量、先兆、及解毒方
法等，以提供作為一般用量及禁忌症之參
考，並維護消費者的健康。

又已知中藥如漢防己和馬兜鈴均含有
馬兜鈴酸(aristolochic acid)，馬兜鈴酸為直
接致突變物 (9)，在大鼠是一很強的致癌物
質(10)，最近於中草藥腎病變症(Chinese 
herbs nephropathy)患者之腎臟組織中偵測
得馬兜鈴酸與 DNA 之鍵結物，可能與馬兜
鈴酸之致突變與致癌作用有相關(11)。這例
子進一步彰顯對樟芝進行安全性評估之重
要性。

樟芝被一般大眾認為對腫瘤的治療有
一定療效，然其真正療效與作用機轉仍不
清楚。減少基因的損傷或突變可能與預防
致癌或老化有密切關係，現今人們除了致
力減少致癌因子的暴露外，並期望能找尋
對化學致癌劑有抑制作用的物質，以供腫
瘤高危險人群作為預防用藥。在癌的形成
過程中，若投于某些有效的阻斷干預因
子，可望阻止癌的發生與演進。即以化學
預防劑來減少基因損傷或突變，可能可以
預防致癌、預防老化、或者是預防癌症的
再復發。

本計畫以科學實驗方法來確認樟芝之
安全性，我們進行樟芝致突變性之毒理測
試，來評估樟芝直接或間接誘發基因突變
之可能性及程度，並評估其是否有減少基
因傷害的功效。
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三、研究方法
我們採用購自新竹食品工業研究所的

樟芝菌絲體人工培養的液體為研究材料。
1: 樟芝於人類淋巴細胞之致基因突變性

進行包含或不包含代謝活化系統(S9混
和物)之體外人類淋巴細胞 tk 基因毒性分
析，將分別以 benzo(a)pyrene 或環氧苯乙烯
(styrene oxide)為陽性對照組，以不同濃度
(300, 200, 100ug/ml )樟芝分別處理細胞 4
小時或 15 小時後，離心去除樟芝，細胞繼
續培養或接種於96孔培養盤以決定其存活
率。細胞繼續培養 3-4 天後，培養於含
trifluorothymidine (TFT)培養液中，以測定
樟芝致 tk 基因突變數量，此值除以形成細
胞群落效率(cloning efficiency)則得到致 tk
基因突變機率(mutant frequency)。

a. 細胞來源與細胞培養
人類 TK6 淋巴母細胞株購自新竹食

品研究所菌種保存中心，培養在含抗生
素、 HEPES buffer 、與 9% 馬血清的
RPMI-1640 培養基中。

b. PE (plateing efficiency)與 MF (Mutant 
frequency)測試
PE(plateing efficiency) 測試

以指數期生長之細胞經樟芝暴露 15 小
時之細胞，以連續稀釋之方法，將細胞轉
置到 96 孔的平板中(96 well plate)培養，細
胞濃度控制在 2 cells/well，且每個 well 有
150μl。將已種好的 plate 放到 37℃，5% 
CO2 培養 12～14 天，以肉眼觀察未生成細
胞群之 well 個數。
MF(Mutant frequency) 測試

樟芝處理過之細胞，培養 3-4 天後接
種(2000 cell/well，150μl/well)於含 1ug/ml 
TFT 培養機的 96 孔平板中(96 well plate)，
於 37℃，5% CO2 培養箱中培養 10～12
天，以肉眼觀察未形成細胞群(colony)之
well 個數，以求得 tk 基因的突變機率。

2: 樟芝於活體老鼠體內之致基因突變性
將以強迫胃管餵食雄性小鼠，投與

3g/kg, 1g/kg and 0.3g/kg 劑量的樟芝(每天
一次共 15 次)，觀察並無體重減輕現象。

於投藥後 4 週犧牲老鼠，取出脾臟分離淋
巴細胞，培養在選擇性試劑中，以計算 hprt
基因的突變機率。

a. 脾臟淋巴細胞之分離: 在無菌下取出老
鼠脾臟，並置於細胞培養基(RPMI-1640)
中，然後將個別的脾臟以鑷子擠碎, 再用針
筒以 25 號針管吸取三次, 即是單一懸浮
細胞液(single cell suspension)。經用 Percoll
密 度 梯 度 離 心 後 (density gradient 
centrifugation），回收脾臟淋巴單核細胞。

b.脾臟淋巴細胞之培養: 脾臟淋巴單核細
胞(1 x 106 /ml)調配於內含10 %胎牛血清之
細胞培養基(RPMI-1640)中，加入白鳳豆素
(Concanavalin A)當作分裂原(mitogen)與 T-
細胞生長因子(interleukin-2)來刺激細胞增
殖，於培養箱中培養二天。

c.hprt 突變率量測: 二天後，再培養脾臟淋
巴細胞在含有選擇試劑(6-thioguanine)之培
養基中(5 x 105 cells/ml)，于 96 孔之培養皿
中，每孔加入 100 ul 之細胞，將細胞培養
十二天後，計算突變細胞窟隆數以決定突
變頻率(Skopek, 1992)。

3:樟芝對誘變劑 DAC 誘發老鼠體內 DNA
損傷(DNA adducts)的抑制作用

a. 體內 DNA 損傷試驗以老鼠經腹腔注射
DAC (70mg/kg)作對照組，另外老鼠為預飼
樟芝15天後再投于DAC。老鼠在投于DAC
後之第 5 小時犧牲，取出肝臟以萃取
DNA，使用此 GC/MS 方法，定量分析
7-MG，以作為探討樟芝抑制 DNA 傷害的
指標。

b. 使用氣相層析儀加質譜儀(GC/MS)分析
7-methylguanine (7-MG)，以合成 4C13-7-MG
作為內標準品以定量樣品中之 7-MG，首先
以 7-MG 對 4C13-7-MG 作檢量線，其線性
非常好(R2=0.99)。這種方法又稱為同位素
稀釋法，其優點在於使用一不具輻射性之
同位素標示的 7-MG 作內標準品，因其物
理化學性質完全相同，故在氣相層析儀的
管柱中滯留時間完全 相同，各有一滯留時
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間為 20.5 分鐘的峰，兩者同時出現，此方
法的另一好處為自動校正樣品在前處理中
的損失。將肝臟取出以 phenol/chloroform
方法萃取 DNA，定量後取 100μg 的 DNA
以分析 7-MG。樣品在 100oC 下煮二十分
鐘，使用冷酸離心方法將 DNA 鹼基回收，
經冷硝化反應後，再與五氟苯基溴反應二
十小時。將反應物中的雜質除去，樣品經
氣相層析儀加質譜儀分析，在負化學離子
化法下，可得到一 GC/MS 圖形，可由 m/z 
= 345 代表 DAC 所誘發的 7-MG 與 m/z = 
349 代表所加入的 4C13-7-MG 內標準品，
7-MG 的含量可由 m/z = 345 圖譜峰面積比
m/z = 349 圖譜峰面積在乘上所加入
4C13-7-MG 的量在除上樣品中 guanine 的量
而得。

四. 結果與討論

本計畫以科學實驗方法來確認樟芝之
安全性，我們進行樟芝致突變性之毒理測
試，來評估樟芝直接或間接誘發基因突變
之可能性及其程度，並評估其是否有減少
基因傷害的功效。

首先進行體外哺乳類細胞基因突變測
試，使用體外培養的 TK6 人類淋巴母細
胞，測量樟芝誘發的細胞毒性與 tk 基因突
變機率。實驗結果顯示以樟芝暴露 TK6 細
胞 15 小時，對 TK6 細胞有致細胞毒性，
以 300µg/ml 與 200µg/ml 濃度之樟芝處理
TK6 細胞，其細胞相對存活率分別為 68%
與 85%。在 300µg/ml 濃度所引發 tk 基因
的突變率為 2 x 10-6，並沒有顯著高於陰性
對照組。以化學致癌物環氧苯乙烯(styrene 
oxide)為陽性對照組，所引發 tk 基因的突變
率為 25 x 10-6。

進一步確認樟芝在活體是否具有致突
變性，以強迫胃管餵食雄性小鼠，投與 300 
mg/kg 1000 mg/kg 和 3000 mg/kg 劑量的樟
芝(每天一次共 15 次)，觀察並無體重減輕
現象。老鼠在投于樟芝之一個月後犧牲，
取出脾臟分離淋巴細胞，以 T-cell cloning
方法培養在選擇性試劑(6-thioguanine)中十

天，以計算 hprt 基因的突變機率。化學致
癌 物 乙 基 亞 硝 酸 基 尿 素 （ N-ethyl 
N-nitrosourea, ENU）(30mg/kg)處理老鼠為
陽性對照組，脾臟淋巴細胞之 hprt 突變率
分別為 36 ± 15 x 10-6，顯著高於陰性對照
組老鼠的 2.0 ± 0.3 x 10-6 (P<0.001)。而以
300 mg/kg 1000 mg/kg 和 3000 mg/kg 樟芝
連續餵食老鼠 15 天，平均 hprt 突變率與陰
性對照組老鼠比較並無顯著差異，顯示樟
芝於本實驗所使用之劑量對老鼠並不具致
突變性。

過去的研究已證實基因致癌物或其代
謝活化物可與 DNA 結合成 DNA 共價鍵結
物(DNA adduct)，其若未能及時為 DNA 修
補酵素修復，可能誘發基因突變，進而逐
漸發展為癌細胞。本計畫利用已建立的化
學致癌物誘發 DNA 損傷與基因突變之動
物模式，研究樟芝是否能有效抑制化學致
癌物誘發的 DNA 損傷與基因突變，以確認
樟芝是否為一有效化學預防劑。

利用實驗室已建立的化學致癌物
(dacarbazine, DAC)誘發老鼠基因傷害模
式，以致癌機轉中早期的 DNA 損傷為指
標，餵食樟芝進行活體老鼠體內基因傷害
測試。體內 DNA 損傷試驗以小鼠經腹腔注
射化學致癌物 DAC(70mg/kg)作為陽性對
照組，另外老鼠預飼不同劑量的樟芝，連
續給于 15 天後，翌日再投于 DAC。老鼠
在投于 DAC 後之第 5 小時犧牲，取出肝臟
以萃取 DNA，用新發展完成之高敏感度與
專屬性的氣相層析儀加質譜儀（GC/MS）
方法定量分析 DAC 誘發的 DNA adduct 
7-methylguanine (7-MG)，以作為探討樟芝
抑制 DNA 傷害的指標。結果顯示 70 mg/kg
DAC 處理組老鼠肝臟組織的 7-MG 約為陰
性對照組老鼠的 6-7 倍。若以 300 mg/kg 與
1000 mg/kg 樟芝前處理老鼠，其肝臟組織
的 7-MG 明顯低於 DAC 處理組老鼠，約為
陽性對照組老鼠的 3-4 倍。此結果顯示樟
芝對 DAC 所誘發的 DNA 損傷有明顯的拮
抗作用，即有抗基因毒性的功能，對化學
致癌物誘發的 DNA 損傷有保護作用。
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五、計畫成果自評
本年度的計劃研究成果報告已著手撰

寫相關實驗結果的文章準備投稿國外期
刊。鑑於樟芝已日益受人們所重視而服
用，目前當務之急為對樟芝的安全性進行
有系統的科學研究，以確保大眾的健康。
我們進行樟芝致基因毒性測試，顯示樟芝
於本實驗所使用之劑量對老鼠與體外細胞
並不具致突變性，同時發現樟芝對化學致
癌物誘發的 DNA 損傷有保護作用。

樟芝目前缺乏完整的毒理學安全性的
學術報告，為了開發藥用資源與確保民眾
用藥安全，將來將需要進行更長期基因毒
性的測試，希望能瞭解其毒性劑量及先兆
等，以提供作為一般用量及禁忌症之參
考，並維護消費者的健康。只要一旦樟芝
的安全性被接受，則一般人在正常情況下
攝取樟芝，應不致對人體造成危害。
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