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以超高效能液相層析法快速同時定量分析白芷 7 種 
香豆素成分及美白活性之評估

　羅淑卿 1,*　

摘要

羅淑卿。2017。以超高效能液相層析法快速同時定量分析白芷 7 種香豆素成分及美白活性

之評估。台灣農業研究 66(2):105–112。

本研究建立同時分析 7種香豆素的快速方法，並探討白芷栽種時期各部位之香豆素含量變化和抑制酪胺
酸酶活性。超高效能液相層析儀 (UPLC) 使用管柱為 ethylene bridged hybrid (BEH) C18，在酸化水 (pH 3.0) 沖
提下，改變氰甲烷 (acetoniltrile) 濃度由 15%至 95%使成梯度沖提，可在 12 min之內，同時有效率的分離並
定量香豆素的含量。分析結果顯示，呋喃香豆素，包括 psoralen、xanthotoxin、bergapten及 8-hydroxybergapte
等成分皆可在種植 9 mo的白芷根部檢測其含量，其中 8-hydroxybergapten含量皆高過其他呋喃香豆素 10餘
倍。種植 3 mo及 6 mo之白芷莖部抑制酪胺酸酶能力為最佳。高抑制酪胺酸酶之白芷莖部香豆素，未來可進
行萃取並應用於化妝品工業。
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前言
香豆素被認為是一種植物防禦素 (phyto-

alexins)，屬植物之防禦物質，亦為植物二級

代謝產物，廣泛存於吾人日常飲食中，甚至每

天會吃下幾毫克。香豆素普遍存在於雙子葉

植物，如繖形花科 (Apiaceae)、菊科 (Astera-
ceae)、豆科 (Fabaceae)、桑科 (Moraceae)、
薔薇科 (Rosaceae)、茜草科 (Rubiaceae)、芸

香科 (Rutaceae) 等 (El-Gendy et al. 2008)。此

些植物如芹菜和香菜，被人類當作香料或蔬菜

食用。香豆素具光敏性，在醫學上使用它治療

肌膚白斑及乾癬 (psoriasis)，稱為光化學療法

PUVA (psoralen and ultraviolet A)。
白芷為國人使用歷史悠久之中藥材，具美

白肌膚的功效。香豆素被認為是白芷主要藥性

成分 (Liu et al. 2004)。學者指出存在白芷根

的多種香豆素，可治療細菌內毒素誘發的炎症 
(Kanga et al. 2007)、頭痛和普通感冒 (Thanh 

et al. 2004) 及製成抗痙攣藥物 (Choi et al. 
2005)。

追求白晰的皮膚，為部分黃種膚色人們

之希望。而天然來源的美白劑 (lightening 
agents) 被認為是較安全而無副作用，因此

以天然資源為素材之美容保健用品逐漸成為

產業趨勢，極具開發潛力 (Kubo et al. 1995; 
Parvez et al. 2006)。學者 Piao et al. (2004) 指
出白芷之美白成分為 8-hydroxybergapten，可

抑制酪胺酶活性，美白效能強過坊間常用美白

藥劑麴酸約 6 倍。過去白芷只取根部作藥，其

他部位以農業廢棄物處置，因此少有資料針對

未使用之莖葉部位檢測其藥性成分含量及美白

能力。

本研究將建立白芷中較常見香豆素之快速

分析方法，並進行不同生長時期各部位之香豆

素含量變化及抑制酪胺酶活性之評估，研究結

果將有助於白芷有效成分含量分析方法之建
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立、植株選用栽培方法及決定採收時期之重要

參考依據。另可開發莖、葉部位之加值利用，

期望可提升傳統醫藥產業之應用性。

材料與方法

白芷活性成分之萃取與檢測

由行政院農業委員會農業試驗所農場採集

栽種的新鮮白芷 (Angelica dahurica)，經 60℃
烘乾後磨粉。秤取 1 g 白芷粉末加入 5 mL 乙

酸乙酯，以超音波震盪 30 min 後，以 5,000× g 
離心 10 min，吸上清液到新試管。殘渣再次加

入乙酸乙酯萃取，重複上述步驟 2 次後，收集

所有上清液。經過濾後，所得濾液於 70℃下進

行減壓濃縮去除有機溶劑，再以甲醇回溶定量

至 1 mL，以 0.22 μm 過濾膜過濾，分別進行

UPLC 香豆素含量檢測或抑制酪胺酸酶能力測

試。標準品購自 Sigma-Aldrich 公司。

UPLC香豆素含量檢測
香豆素含量分析利用超高效能液相層析

儀，機型為 Waters ACQUITYTM UPLC system 
(Waters Crop, Milford, MA, USA)，分析管柱為

BEH C18 column (reverse-phase chromato-
graphic column、150 mm × 2.1 mm, I.D.1.7 
μm)、檢出器為光電二極體陣列 eλ 偵測器 
(Photodiode Array Detector; PDA)，檢測波長

270 nm，管柱溫度 40℃，採梯度流洗 (gradient 
elution)。在 0 min 時，移動相為酸化水 (pH 
3.0)：氰甲烷 = 85 : 15 (v/v)，5 min 時移動

相為酸化水 (pH 3.0)：氰甲烷 = 60 : 40 (v/
v)，10 min 時移動相為酸化水 (pH 3.0)：氰

甲烷 = 70 : 30 (v/v)，11 min 時移動相為酸化

水 (pH 3.0)：氰甲烷 = 5 : 95 (v/v)，12 min 時

移動相為酸化水 (pH 3.0)：氰甲烷 = 85 : 15 
(v/v)，流速皆為 0.25 mL min-1，樣品注射量

5 μL。酸化水之配製以甲酸滴定去離子水至

pH 3.0，再以 0.22 μm (47 mm, FP-200TM Pall 
Corporation) 膜過濾備用。所有供試樣本和標

準品在檢測前，皆以 0.22 μm 過濾膜濾去除雜

質。本試驗使用之標準品皆以 100% 甲醇溶解

後，再稀釋成適當量以繪製標準檢量線。

白芷乙酸乙酯萃取液對酪胺酸酶活性抑
制能力之檢測

美白能力檢測以 Tyrosinase Assay 之方

法，參照 Piao et al. (2004) 方法稍加修改。溶

於甲醇之白芷乙酸乙酯萃取物，以甲醇進行連

續稀釋 (0–0.4 g mL-1)，再於 80℃水浴蒸乾。

加入 10 μL DMSO 溶解後，再加入 190 μL 的

去離子水使成 5% DMSO 溶液，混勻後，以

10,000× g 離心 3 min。取上清液 40 μL，加入

0.3 mg mL-1 tyrosine (溶 於 1/15 M phosphate 
buffer, pH 6.8) 120 μL，混合均勻後，再加 40 
μL tyrosinase solution (87.5 units mL-1)，測 475 
nm 吸光值。再於 37℃反應 30 min，測吸光值。

以 5% DMSO 取代檢液當空白組，同上述方法

測吸光值，所得數值以下方程式計算酪胺酸酶

之抑制能力：

% inhibition = 
(A – B) – (C – D) × 100

A – B

A：37℃反應後 blank 吸光值
B：37℃反應前 blank 吸光值
C：37℃反應後樣品吸光值
D：37℃反應前樣品吸光值

結果

UPLC分析條件之確立
白芷根含有多種香豆素成分，為了同時

清楚分析出 7 種香豆素化合物，預先以香豆

素標準品建立 UPLC 最適分析條件。7 種香豆

素標準品配製為 0.625–825 μg mL-1 之濃度，

利用氰甲烷及酸化去離子水為移動相，以梯

度沖提方式可同時分析及定量單環 (cinnamic 
acid、ρ-cinnamic acid)、雙環 (umbelliferone) 
及三環 (psoralen、xanthotoxin、bergapten 及

8-hydroxybergapten) 之香豆素 (圖 1)。沖提出

順序及滯留時間分別為 ρ-cinnamic acid, 3.52 
min；umbelliferone, 3.93 min；8-hydroxyber-
gapten, 5.71 min；cinnamic acid, 6.34 min；
psoralen, 6.78 min；xanthotoxin, 7.14 min；
bergapten, 8.30 min (表 1)。每一香豆素標準品

皆可建立良好之線性關係 (R2 > 0.99) (圖 2)。
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於香豆素標準曲線之線性範圍內，進行同

日間 (intra-day) 及異日間 (inter-day) 試驗。

配製的標準溶液於不同的 6 d 重覆注射 6 次，

每次注射 5 µL，將所得之數據 (retention time
及 peak area) 計算標準偏差 (standard devia-
tion) 與變異係數 (coefficient of variation) (表
1)。7 種香豆素 Intra-day 之滯留時間變異係

數 (% CV) 介於 0.5–0.7，而 Inter-day 之滯留

時間變異係數介於 0.8–1.9 間，顯示其精確度 
(precision) 良好。

白芷不同採收時期各部位之香豆素含量

取白芷不同採收時期 (3、6、9 mo) 各部

位 (根、莖、葉) 之乙酸乙酯萃取物，以上述

所建立之分析條件探討不同採收時期各部位之

香豆素含量。以開發之方法分析白芷萃取物
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圖 1.　七種香豆素標準品之高效能液相層析圖 (UPLC)。1: cinnamic acid; 2: ρ-cinnamic acid; 3: umbelliferon; 4: 
porsalen; 5: bergapten; 6: xanthotoxin; 7: 8-hydroxybergapten。
Fig. 1.　The chromatograms of ultra performance liquid chromatography (UPLC) of seven authentic coumarins. 1: 
cinnamic acid; 2: cinnamic acid; 3: umbelliferon; 4: porsalen; 5: bergapten; 6: xanthotoxin; and 7: 8-hydroxybergap-
ten.

表 1.　香豆素廻歸方程式、相關係數及滯留時間之再現性。

Table 1.　The reproducibility of regression equation, coefficient of determination and retention time of coumarins.
Item Regression equation Coefficient of determination (R2) Retention time (min) Concentration (μg mL-1)

Cinnamic acid y = 81063x + 3689.5 0.9925 6.34      26–413

ρ-Coumaric acid y = 941.61x − 140.9 0.9999 3.52 28.75–230

Umbelliferon y = 11565x + 795.66 0.9971 3.93   71.5–825

Porsalen y = 777393x + 342.27 0.9997 6.78 0.625–50

Bergapten y = 63119x + 665.23 0.9997 8.30   37.5–600

Xanthotoxin y = 78291x + 158.44 0.9998 7.14   31.1–337.5

8-Hydroxybergapten y = 3970.3x + 1458.9 0.9993 5.71     7.8–125
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時，可在 12 min 內完成。除了 cinnamic acid、
cinnamic acid 和 umbelliferone 未能於各生長

時期的各部位檢出外，其餘 4 種香豆素 pso-
ralen、xanthotoxin、bergapten 和 8-hydroxy-
bergapten 皆可於白芷植株中檢出。Xanthotox-
in、bergapten、8-hydroxybergapten 於多數樣

本皆可被大量偵測到，而 psoralen 只能在 9 月

採收時期之根部微量 (6 μg g-1) 偵測到 (圖未顯

示)。Xanthotoxin 含量以 3 mo 採收期之葉部

為最高，達 1.8 mg g-1，之後隨生長時間增加

而下降，根、莖的含量很少。Bergapten 含量

以 9 mo採收期之根部含量最高，達 3.1 mg g-1。

8-hydroxybergapten 含量皆遠高過 bergapten、
xanthotoxin 10 餘倍，其中以種植 3 mo 之莖含

量最高，達 33 mg g-1 (圖 3)。

白芷不同採收時期各部位抑制酪胺酸酶
能力

取白芷不同採收時期 (3、6、9 mo) 各部

位 (根、莖、葉) 之乙酸乙酯萃取物，進行抑

制酪胺酸酶活性分析試驗。結果顯示，種植 3

及 6 mo 的白芷根及莖部，其抑制酪胺酸酶能

力較種植 9 mo 者為佳 (圖 4)。葉部各時期有

均等之抑制酪胺酸酶能力。整體而言，以種

植 3 mo 及 6 mo 的白芷莖抑制酪胺酸酶能力

最佳，其抑制效果達 50% 的濃度 (IC50) 為 8.7 
mg mL-1。種植 9 mo 之白芷莖及全時期之葉，

其 IC50 約為 150 mg mL-1。種植 9 mo 之根部

抑制酪胺酸酶的能力最差，在檢測濃度範圍

400 mg mL-1 內皆無法達 50% 之抑制效果。

討論
本研究成功利用 UPLC 在 12 min 內，完

成 7 種結構相近之白芷香豆素之分離及定量。

此法改良 Lo et al. (2012) 所用方法，以梯度沖

提方式來分析香豆素，更具分離單環及雙環之

香豆素，如 coumaric acid、psoralen 的效果。

本法分析速度快，成本低，產生廢液少，優於

目前利用 HPLC 同時分析多種香豆素的方法 
(Xie et al. 2010; Zheng et al. 2010)。本法雖

可增快流速，進一步縮短分析時間 (Wu et al. 
2015)，但因作物萃取物中，非香豆素的它種
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圖 2.　七種香豆素標準品之檢量線。

Fig. 2.　Linearity of responses of seven authentic coumarin standards.

臺灣農業研究66(2) 03-羅淑卿.indd   108 2017/6/12   下午 08:59:30



109快速分析香豆素之方法

成分仍多，為確保只用液相層析儀，即可單離

或準確定量本研究的標的香豆素，仍將流速設

定為 0.25 mL min-1。本法最後被沖提出的 ber-
gapten 滯留時間為 8.30 min，仍將分析時程延

長至 12 min，並於 10–11 min 間，將氰甲烷濃

度提高，避免萃取物雜物殘留於管柱中，以利

下一個樣本分析。

單環 coumaric acid、cinnamic acid 及雙環

之 umbelliferone 未能於只種植 3 mo 的白芷中

檢測得，由香豆素合成之代謝路徑可見，此些
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圖 3.　白芷不同生長時期及不同部位之呋喃香

豆素含量。(A) Xanthotoxin; (B) Bergapten; (C) 
8-Hydroxybergapten. Error bars 係標準差。

Fig. 3.　The furocoumarin contents at different devel-
opmental stages and different organs in Bai Zhi. (A) 
Xanthotoxin; (B) Bergapten; and (C) 8-Hydroxybergap-
ten. The error bars represent SD.
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圖 4.　白芷根 (A)、莖 (B)、葉 (C) 不同生長時期對

酪胺酸酶抑制率。Error bars 係標準差。

Fig. 4.　Dose-dependent inhibitory effects on mush-
room tyrosinase by ethyl acetate extract of root (A), 
stem (B), and leaf (C) at different developmental stages 
of Bai Zhi. The error bars represent SD.
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成分為代謝路徑較初始之產物。而代謝路徑越

末端之呋喃香豆素，包括 psoralen、xantho-
toxin、bergapten、8-hydroxybergapten 等含量

於越成熟的植株中越高，推測植株中香豆素的

累積可能以三環以上為主。香豆素的種類與含

量在白芷的每一部位非等量，依文獻指出二級

代謝物之分布與累積量差異受外在因素，如種

植環境、病蟲害等影響，或內在因素如物種間

之差異、植物之生理特性等而影響 (Diawara 
et al. 1995)，因此如此分布不均勻的現象在多

種植物皆同。

曾有學者研究芹菜 (Apium graveolens L.) 
香豆素之分布，發現香豆素含量以成熟之老葉

大於根部，和本研究結果不同 (Diawara et al. 
1995)。白芷根部的 bergapten 量為全株最高，

但葉部 bergapten 確實亦隨栽種時間拉長而增

加。白芷各部位 bergapten 含量和雪珠花有相

似結果 (Ekiert & Gomólka 2000)，學者指出

植物之呋喃香豆素功能為保護植物組織，避

免被 UV 光傷害並累積於植物體表 (Tietjen et 
al. 1983)。香豆素於各部位生成，但最終會由

地上部轉移至植物之貯存器官根部作累積並儲

存。芹菜、白芷及雪珠花如此含量差異應歸因

於物種之不同，而白芷和雪珠花在分類上同為

繖形花科，具有較高之親緣性。

白芷莖部抑制酪胺酸酶能力大過於根部，

8-hydroxybergapten 含量亦以莖部最高，顯示

美白能力大過於根部，可應用於醫藥美容業。

除 8-hydroxybergapten 外，文獻指出許多種類

之香豆素，如 scopoletin、esculetin 等 22 種香

豆素亦有美白效果 (Masamoto et al. 2004)。
此外，香豆素 8’-epicleomiscosin 及許多甲

氧基取代 (methoxy substitution) 之香豆素如

2-methoxycinnamic acid、3-methoxycinnamic 
acid 及 4-methoxycinnamic acid 亦有美白能力 
(Ahmad et al. 2004)，此些物質是否存在白芷

莖中，亦對白芷莖美白能力有所貢獻，需進一

步分析。而種植 3 mo 之根部抑制酪胺酸酶能

力大過於 9 mo，但和 8-hydroxybergapten 含

量呈現相反關係。學者指出立體結構與官能基

對香豆素之美白能力相當重要，香豆素若受糖

基化，抑制酪胺酸酶能力將大輻降低 (Ahmad 

et al. 2004; Masamoto et al. 2004)。白芷種植

9 mo 之根部香豆素分子是否受糖基化，才致

使美白能力為最低的，需進一步探討。除了香

豆素衍生物外，其他如多酚類、flavonoids 亦

具酪胺酸酶抑制活性，此些物質通常累積於植

株地上部以防止 UV 傷害植株，且廣泛存在於

植物體中。因此研判，莖部強大的抑制酪胺酸

酶能力，除 8-hydroxybergapten 外，應該還有

其他香豆素及防 UV 物質所貢獻。

白芷美白機制和廣泛應用於醫學美容業之

麴酸相同，為非競爭性抑制酪胺酸酶。雖然本

研究白芷莖部萃取物美白能力不及麴酸 (IC50 = 
12.8 μg mL-1)，但透過進一步的純化萃取技術

可以克服此缺點 (Piao et al. 2004)。以 UPLC
分析白芷各器官之香豆素含量時，發現莖或葉

的 UPLC 圖譜相較於根部少波峰，顯示兩部位

組成分單純，且質地無粉質，若要進行有效成

分萃取，較根部容易。另外，許多昆蟲 (如果蠅) 
在成蟲時，骨骼硬化過程亦需酪胺酸酶，白芷

莖對酪胺酸酶高效抑制能力未來也可用於農業

上之蟲害防治 (Kubo et al. 2003)。
開發快速、簡易且一次即可同時定量多種

藥性成分之分析方法，可快速掌控進口原料及

出廠成品的品質。追蹤中草藥種植期間重要成

分之變化亦可當作農藝專家改進栽培技術之改

進參考。

本研究以氰甲烷混合酸化去離子水為移動

相之梯度沖提方式，可同時分析和定量單環、

雙環及三環等 7 種香豆素化合物，利用此分析

方法確認 4 種香豆素 psoralen、xanthotoxin、
bergapten、8-hydroxybergapten 皆可於白芷根

部中發現。白芷地上部莖及葉以往皆視為農業

廢棄物，其高效之抑制酪胺酸酶能力，未來可

加值利用。透過萃取技術去蕪存菁，純化的美

白成分可成為醫學美容產品之原料並作多項應

用。
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Simultaneous Quantification of Seven Coumarins in 
Angelica dahurica (Bai Zhi) Using Ultra Performance 

Liquid Chromatography and  
Its Whitening Efficiency Assessment

Shu-Chin Lo1,*

Abstract

Lo, S. C. 2017. Simultaneous quantification of seven coumarins in Angelica dahurica 
(Bai Zhi) using ultra performance liquid chromatography and its whitening efficiency 
assessment. J. Taiwan Agric. Res. 66(2):105–112.

An improved ultra performance liquid chromatography method was developed to simultane-
ously quantify seven coumarins isolated from various organs of Bai Zhi [Angelica dahurica (Fish.) 
BENTH. et HOOK]. An efficient separation and quantification of coumarin can be established within 
12 min using ethylene bridged hybrid (BEH) C18 column and a gradient elution system with a acetoni-
trile concentrations varying from 15 to 95% (v/v) in acidic water (pH 3.0) elution. The furanocouma-
rins such as psoralen, xanthotoxin, bergapten, and 8-hydroxybergapten were detected in 9 month-old 
Bai Zhi roots, in which the content of 8-hydroxybergapten was 10-fold higher than other coumarins. 
Nevertheless, stems from 3 and 6 month-old Bai Zhi exhibited the highest inhibitory ability on tyrosi-
nase activity. In the future, coumarins extracted from the stems of Bai Zhi with high inhibitory effect 
on tyrosinase could be further used in the cosmetic industry.

Key words: Angelica dahurica whitening efficiency, Coumarins, Ultra-performance liquid chroma-
tography.
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