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摘   要

為執行93年台美作計畫所需，前往美國農業部Beltsville農業研究中心的果樹實驗室，研習保健植物抗氧化成分分析技術，並將相關觀念與技術引進國內。研習期間為5天，在實驗室中學習植物抗氧化能力分析技術，並將國內帶去的保健植物材料實地進行萃取與分析，共研習總酚類化合物含量、氧自由基吸收能力、Trolox等價抗氧化能力、使DPPH自由基半衰減量等4種抗氧化能力分析法。完成當歸、馬藍、金銀花、黃芩、高氏柴胡、小葉麥門冬、白鶴靈芝、安石榴、貓鬚草、黃花蜜菜等10種保健植物的抗氧化能力分析成果。美國農業部在植物抗氧化分析及栽培技術方面研究卓著，值得借鏡，透過雙邊合作，可獲得人員訓練與技術提昇之雙重效果。
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壹、目的

近年來國人對身體保健極為注重，生機及保健食品蓬勃發展，保健植物研究風氣日益盛行。台灣每年從大陸進口許多中藥或中草藥，全世界中草藥的需求量也非常大，中草藥目前已是歐美國家另類療法的重要資材，美國每年需求的中草藥，報載約250億美元，原來大多數從大陸進口，但因大陸中草藥被檢出含有農藥及重金屬等，導致輸美被拒，這是我國取代大陸發展良品中草藥行銷全世界的良機。如何經由台美合作開發技術與搶攻市場，是本計畫擬解決的問題。推動植物健康管理，整合各種農業技術來營造環保的植生環境，及特別重視土壤與根系管理及生長調控，用以生產零污染高品質的作物產品，正符合時勢所需，也是快速發展中草藥產業的捷徑。植物體生成的二次代謝產物中對人體有益者很多，例如花青素及其形成過程中衍生的許多酚類化合物(phenolic compounds)，具抗氧化效能，可清除人體自由基，調節免疫力，抑制癌細胞發展，預防自由基引起之有關疾病等。酚類化合物廣泛存在於蔬果與保健植物中，由歐美發展成功，如對阿茲罕默症有幫助的銀杏保健產品，也是這類成份的效用。此外，微量元素如有機硒、鍺等，對身體亦有保健功效，據研究在不同栽培或加工處理條件下，保健成份含量多寡也會受到影響。此方面之研究對保健植物甚為重要，國內雖仍在起步階段，但只要引進並修飾相關技術，台灣應能生產許多道地的保健植物。美國農業部在植物抗氧化成分分析，以及提昇抗氧化成分栽培技術等方面的研究極為深入，值得借鏡，透過台美雙邊合作，可以獲得人員訓練、技術提昇、及發表研究成果等有助於產品推廣行銷的好處，而引進先進國家的觀念、經驗、技術，更能真正促進保健植物產業之發展。
貳、行程

本次研習期間自民國93年11月29日至12月3日止共5天，行程日期、地點、及研習主題等內容簡列如下表所示：

	日  期
	地 　　   點
	研     習     主　　題

	11月27日

(星期六)
	抵達美國馬里蘭州巴爾的摩市(Baltimore)
	去程

	11月28日

(星期日)
	前往美國首都華盛頓特區
	參訪Smithsonia博物館

	11月29日

(星期一)
	美國農業部Beltsville 農業研究中心果樹實驗室
	拜訪Dr. S.Y. Wang，聽取研究室簡介以及實驗室儀器設備操作規則。研習保健植物總酚類含量分析技術。

	11月30日

(星期二)
	美國農業部Beltsville 農業研究中心果樹實驗室
	研習保健植物體內氧自由基吸收能力(Oxygen Radical Absorbance Capacity,簡稱ORAC)分析技術。

	12月 1日

(星期三)
	美國農業部Beltsville 農業研究中心果樹實驗室
	研習保健植物Trolox等價抗氧化能力(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 又簡稱為TEAC)分析技術。

	12月 2日

(星期四)
	美國農業部Beltsville 農業研究中心果樹實驗室
	1.研習保健植物使DPPH自由基半衰減劑量(ED50)的分析技術。
2.彙整4種抗氧化能力分析結果資料。

	12月 3日

(星期五)
	1.美國農業部Beltsville 農業研究中心果樹實驗室
2.美國農業部Beltsville 農業研究中心農產品品質與安全實驗室
3.美國國家農業圖書館 (NAL)
	1.研習植物體花青素分析技術並討論未來保健植物研究方向。

2.參觀果實採收後處理試驗室。
3.拜訪美國國家農業圖書館。

	12月 4日

(星期六)
	
	返國


參、研習內容與心得

一、研習內容

本次奉派出國赴美主要是為執行台美作計畫所需，前往美國農業部合作單位－Beltsville農業研究中心的果樹實驗室（簡稱美國農部果樹研究室），研習保健植物抗氧化成分分析技術，並將相關觀念與技術引進國內，以增益本場在保健植物領域之研究能力。

美國農部農業研究中心位於馬里蘭州巴爾的摩的Beltsville小鎮，靠近首都華盛頓特區，係為美國農業試驗研究重鎮，研究中心總面積為7,000英畝（大約2,800公頃），研究範圍包括農、林、牧業各方面。果樹研究室主要研究小果類作物，包括藍莓、紅莓、蔓越莓、醋栗、草莓等，除了傳統的植物生理、品種改良研究之外，最近5年來側重於抗氧化方面的研究，成果卓著，在世界上佔有重要之一席地位。果樹研究室主持人為Dr. S.Y. Wang(王石秀瑛博士，她畢業於我國國立台灣大學園藝系，之後赴美任職於美國農部農業研究中心迄今27年，在美國果樹抗氧化研究方面獨樹一幟)。

由於社會潮流之所向，現代人們對於水果類的消費，不僅重視其口味與品質，更著重其營養成份多寡，尤其是保健養生方面之功能，因此使得美國農部不得不投入這方面的研究經費與人力，未來可能各種果實上市後，都必須標示其抗氧化能力，以增加美國水果之市場競爭力。本場為引進美國農部最新的觀念與作為，因此派員前往研習先進技術，應用於保健作物研究方面。
出發之前，先自本場保健作物種原保存圃、或保健植物試驗區蒐集植物的莖葉，包括：當歸(Angelica sinensis),馬藍(Baphicacanthus cusia),金銀花(Lonicera japonica),黃芩(Scutellaria bicalensis),高氏柴胡(Bupleurum kaoi), 小葉麥門冬(Liriope spicata),白鶴靈芝(Rhinacanthus nasutus),安石榴(Punica granatum),貓鬚草(Orthosiphon spiralis),黃花蜜菜(Wedelia chinensis)等10種，其中黃芩與高氏柴胡二種根莖材料利用低溫乾燥法，其餘8種利用經冷凍乾燥法，將材料充份乾燥後磨成粉利用真空包裝備用，隨即携往美國農部果樹實驗室進行抗氧化能力分析。
11月27日(星期六)傍晚抵達美國馬里蘭州巴爾的摩國際機場(BWI)，隨即由服務於美國農業部農業研究中心的王健一博士接機，搭載前往住宿之旅館休息。次日（11月28日）是星期日，所有公家機構不上班，因此與王博士等前往美國首都華盛頓特區參觀Smithsonia各大博物館。

11月29(星期一) 前往美國農部果樹實驗室拜訪Dr. S.Y. Wang，聽其簡單介紹果樹研究室概況，以及各項實驗室儀器設備的操作規則，並研讀植物抗氧化相關文獻資料，了解植物抗氧化能力分析必須注意之事項。由於Dr. Wang的實驗室已建立起各種抗氧化成分分析之標準作業流程，因此只要按表定項目操作，即能很快熟悉實驗程序。

為了萃取保健植物成分來進行分析，首先將由國內帶來之10種保健植物冷凍乾燥粉末材料，各秤取0.1公克（做二重複），分別放入塑膠離心瓶內，加入50%的丙酮溶液10 ml，置於水平搖擺器上以200 ppm的速度振盪1小時，之後再取出離心管移入離心機中，以3000 ppm的速度離心，以去除殘渣，留下上清液，此溶液收集起來，放入冰箱中保存，可用於進行以下一系列的分析實驗。今日首先進行保健植物抗氧化物質－酚類化合物－之分析，酚類化合物是植物體內抗氧化成分的來源，總酚類含量之多寡即可代表抗氧化能力之高低。

測定總酚類化合物含量之原理，是利用Folin-Ciocalteu (FC)試劑與植物萃取物混合反應後之結果，與不同濃度沒食子酸(Gallic acid)與FC試劑混合反應後之結果相比較，藉分光光度計比對出總酚類化合物當量濃度。

11月30日(星期二)前往美國農部果樹實驗室拜訪Dr. S.Y. Wang，聽取植物體氧自由基吸收能力(Oxygen Radical Absorbance Capacity,簡稱ORAC)分析技術介紹，並討論實驗進行步驟，之後進行10種保健植物的ORAC分析。

測定氧自由基吸收能力(ORAC)之原理與操作過程頗為複雜，AAPH　(2,2’-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride)是一種會產生過氧化自由基(ROO－)之化合物，它能夠將螢光物質(例如藻紅素、螢光素等)氧化，而使其逐漸失去螢光活性，如果有另外一種抗氧化物質之存在，則能夠阻止AAPH的氧化作用，保護螢光物質不被氧化而仍維持其螢光活性。一般抗氧化物質是以Trolox (一種具有抗氧化能力的水溶性化合物，是維生素E的類似物)當作標準樣品，而取植物體萃取物(含有抗氧化物質)，與AAPH混合作用後再與之比對，以獲得植物體抗氧化能力值。

本實驗利用螢光素(Fluorescein)作為螢光反應劑、AAPH作為自由基產生劑、Trolox作為對照組、保健植物萃取液作為實驗組。比對不同濃度之Trolox溶液，與保健植物萃取液，對於抑制螢光素被AAPH氧化的差異性，藉分光光度計測出保健植物萃取液的相對濃度，之後再藉由電腦Excel軟體計算出保健植物萃取液中抗氧化物質的能力值。

12月1日(星期三) 拜訪 Dr. S.Y. Wang，聽取Trolox等價抗氧化能力(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 又簡稱為TEAC)分析技術介紹，並討論實驗進行步驟，之後進行10種保健植物的TEAC分析工作。
ABTS(2,2’azino-bis-3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid))，是一種會產生過氧化自由基(ROO－)的化合物，測定TEAC之原理，是以ABTS作為游離基，再加入保健植物萃取液與其混合，使其發生抑制氧化作用，再比對受抑制的量，以求出保健植物萃取液中抗氧化成分的能力值。

由於無法直接測出ABTS的量，因此要採用間接法，其作法是：首先取前述Trolox試藥(一種具有抗氧化能力的水溶性化合物，是維生素E的類似物，在波長734nm下會有強吸光)，溶解於磷酸鹽緩衝液，配成具有梯度濃度分佈的溶液(例如0, 5, 10, 20, 30, 40, 50μM)，再利用分光光度計分別測出各濃度之O.D.值，之後可以得到一公式：y=ax+b，其中y是濃度值，x是O.D.值，a、b則是代入上述的x和y之後獲得的數值。將上一段所說的保健植物萃取液與ABTS混合後，藉用分光光度計，測出其O.D.值，再代入公式求出y值(也就是Trolox濃度值)，可作為估算抗氧化能力的數值。由於所得到的數值是取近似Trolox反應的數值，因此稱為Trolox等價抗氧化能力。
12月2日(星期四)拜訪 Dr. S.Y. Wang，聽取使DPPH自由基半衰減劑量(ED50)的分析技術介紹，並討論實驗進行步驟，之後進行10種保健植物的DPPH(ED50)分析。DPPH半衰減劑量的分析原理較為單純，如前所述，DPPH是一種會產生過氧化自由基之化合物，植物體內所含的抗氧化物質可與之作用，而使其失去氧化能力。實驗的作法是取保健植物萃取液與DPPH混合，經過40分鐘之後，利用分光光度計測出50%DPPH被抑制時，所需保健植物萃取液的量，再藉以換算出保健植物抗氧化能力值(ED50)。DPPH之溶液在光波長517 nm下會有強吸光，但是被抗氧化物質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物質的供氫能力愈強，亦即ED50越低表示抗氧化能力越強。
從11月29日至今，總計研習4種植物抗氧化能力之測定分析技術，並且將國內帶來的10種保健植物一一分析完成，於是將所有資料整理彙整後輸入電腦，再利用Excel軟體，將實驗所獲得的資料，進行資料轉換與計算，完成4種抗氧化能力的評估值。詳細報告資料列於附錄二。
12月3日(星期五) 早上進入果樹實驗室，研習花青素含量分析技術，花青素也是植物體內重要的抗氧化物質，由於所帶來的保健植物粉末並不具有花青素，因此只能觀摩馬里蘭州立大學的實習生分析藍莓的花青素。花青素分析測定原理，是利用植物花青素在不同pH值的情形下，以分光光度計測定時其吸收波峰會有差異的現象，利用這種差異可以計算出花青素的含量。藍莓果汁先經稀釋後，分別加入pH值4.5與pH值1.0的緩衝溶液，之後放入分光光度計內，分別以波長510 nm和700 nm的光測定而得到其吸收值。再根據以下公式獲得差異值：Absorbance=(A510nm pH1.0－A700nm pH1.0)－(A510nm pH4.5－A700nm pH4.5)，這個差異值再依下列公式計算獲得花青素含量值：(Absorbance/cL)x103xMWxDF。應用這公式時首先必須查明或知道該項果汁中所含的花青素主要是那一種，如果不知道，則必須先以HPLC確認，公式中cL指的是每莫耳花青素的光吸收值，可以查表獲得，MW指的是該花青素的分子量，DF指的是果汁稀釋倍數，所得到的數據單位是mg/L。

學習花青素分析技術之後拜訪 Dr. S.Y. Wang，她利用電腦簡報系統為我們進行一場專題報告，題目為：Antioxidant in fruits and their possible anticancer property (果實中抗氧化物質及其具有抗癌特性之研究)，並討論未來保健植物可行之研究方向。Dr. S.Y. Wang對小果類抗氧化的研究，已經進入另一個與醫學有關的領域，也就是抗氧化物質防癌之研究，這一部份也是我們最感興趣之處，可藉以應用於保健植物研究上。她將植物抗氧化成分萃取純化之後，送去醫學院進行白老鼠試驗，首先將一種會引起動物長癌症腫瘤的誘導物(inducer)注射到老鼠體內，以人為方式促使老鼠身體內外生長腫瘤。實驗分二組進行，對照組不再作其他處理，實驗組則每二週一次在老鼠背部塗抹抗氧化萃取物。實驗進行六個月之後，將老鼠解剖觀察皮膚與內臟生長發育情況，結果顯示對照組老鼠無論皮膚或內臟均明顯長出許多腫瘤，肝臟解剖時也發現許多腫瘤細胞增生現象。反之，實驗組的老鼠皮膚上只有非常微小的一、二個腫塊，內臟則並未發現明顯的腫瘤存在，肝臟細胞雖有些腫脹部份，但已可見那些細胞逐漸在萎縮當中。實驗顯示植物萃取之抗氧化物質塗抹在老鼠身上，具有抑制癌細胞增生之作用。這項實驗的結果令研究人員相當興奮，由於美國規定，關於癌症方面實驗要進行二次結果才算數，因此Dr. S.Y. Wang的實驗將會再重複進行一次。

下午前往農業中心農產品品質與安全實驗室拜訪Dr. C.Y. Wang(王健一博士，為我國國立台灣大學園藝系畢業，之後赴美任職於美國農部農業研究中心迄今27年，為美國園產品採收後研究領域資深研究員)，由王博士帶領參觀果實採收後處理實驗室各項設備與試驗進行情形。該實驗室擁有非常龐大的溫控貯藏設備，可調節貯藏環境溫度，一次可以貯藏數噸水果，正進行蘋果貯藏試驗。另有一間實驗室正在進行鮮切水果保鮮處理方面的試驗。在建築物的地下室有一間非特別的官能品評室，一排共有10個座位，一次可以容納10個品評人員同時進行，座位與座位之間用板子隔開，以避免相互干擾。每個座位均各自面向一個具有隔簾的窗口，隔簾可以拉開或關上，欲進行品評的農產品先由裡面的研究人員排好放在窗口內，品評員隨意選擇座位坐定之後，再打開隔簾取出農產品進行品評。

參訪園產品採收後處理實驗室之後，前住農業研究中心總部對面的美國國家農業圖書館(National Agriculture Library, NAL)。NAL是一棟18層樓的高大建築，為農業研究中心附近最明顯的地標，是美國境內4個國家圖書館之一，也是全世界最大的農業圖書館，藏書非常豐富，服務也很好。我們利用其內部的電腦查詢系統搜尋蒐保健植物相關期刊資料，找到之後再請服務人員將期刊找下來，再將其內容影印後帶回國。也有找到部份資料過於龐大不易影印或不便影印，則在圖書館電腦線上找到之後，直接以e-mail的方式傳回我們場裡的帳號，待回國後再下載。資料查詢結束之後，即結束在美之研習行程。

12月 4日(星期六)搭機返國。

二、研習心得

(一)保健植物抗氧化活性分析

此行在美國農業部農業研究中心雖然只進行5天的研究工作，但已習得保健植物抗氧化能力總酚類化合物含量、氧自由基吸收能力、Trolox等價抗氧化能力及使DPPH自由基半衰減劑量等四種分析方法，尤其在氧自由基吸收能力(ORAC)分析以Trolox自由基作為等價量的分析方法為現行最新之抗氧化分析方法，利用上述4種分析方法分析本省之保健植物，發現其抗氧化能力皆非常的高，顯示台灣本地生產之保健植物有極高之保健效果，將來應該可以利用抗氧化能力作為保健植物保健效果的指標。

(二)實驗流程規劃緊湊，實驗準確性需注重

有關抗氧化活性的分析一般皆採用比色法較多，而且其分析所需的時間亦較短，因此一般皆能在一天內完成，故其試驗流程可以設計的非常緊湊，可在短時間內重複進行試驗。不過因為抗氧化活性分析所需的樣品量極少，雖然可在同一個分析中多做重複，以減低誤差，但因為分析的量極少，與傳統利用大體積增加分析準確性的觀念有所違背，因此必須依賴操作人員純熟的技術以降低誤差，而操作人員技術的提升通常必須經過一段時間才能獲致良好的結果，而且也必須利用增加重複數的技巧來提高分析的可信度，這些皆非一蹴可及，故在進行試驗設計時需注意實驗流程的規劃並確保實驗的準確性。

(三)空間及儀器之利用效率與確保試驗順利進行必須兼顧

美國農業部農業研究中心的實驗室一般而言空間都不大，尤其對生物技術的分析而言，因其所需的樣品及儀器都比較小，屬於微量等級，且許多儀器及分析步驟都相似，因此試驗儀器及空間都可以充分利用。在本次參訪的果樹實驗室，發現其實驗室空間的利用效率極高，使用空間及儀器必須事先預約，否則就必須排隊，尤其是其它研究室的人員如欲使用儀器更是必須事先預約，因此儀器的利用效率很高，但因空間有限，因此一般沒有準備備用的儀器，所以當有儀器發生故障而樣品分析又有時間限制時，就顯得的捉襟見肘。在本次研習期間有一台自動添加液體的儀器故障，雖然馬上請廠商進行維修，但也因此使試驗進度受到影響，所以往後如果想要建立此類研究室時，提高儀器的使用效率及建立適當的補救措施都是必須加以考慮的，如此才能使實驗室的空間及設備的利用效率達到最高，而又能確保分析工作的順利進行。

(四)共用儀器集中管理

美國農業部農業研究中心的實驗室屬於個人的空間通常較小，因此許多大型的設備無法設置，但美國研究單位的空間規劃通常會留有較大的公共空間，甚至連討論室及休息室都有規劃，因此許多大型儀器如冷藏設備、生長箱等皆可放置於公共空間，而且是大家都可以使用的，但一些較重要或較微量的藥品及樣品則仍需置放於個人研究室的保存設備中，尤其美國在經過911恐怖攻擊事件後，對於實驗室的安全檢查也日趨嚴格，因此對這類具有危險性藥品的管制應更加注意，以避免意外發生。

(五)有毒廢棄物減量及垃圾分類觀念

在美國對有毒廢棄物之管制極為嚴格，而且對此類廢棄物的處理要付出極高的處理費用，因此最好的方式就是減少有毒物質的使用量，本次研習保健植物抗氧化能力分析所使用的萃取劑為丙酮，因為丙酮為有毒的有機溶劑，因此在進行萃取時採用最低用量來萃取，雖然可以降低後續廢棄物處理的困難，但因為使用量越低則分析的準確度越差，因此必須以增加重複數來提高分析的可信度，所以如何在製造最低量有毒廢棄物的條件下得到最佳的分析結果，是我們必須深入去思考的問題。此外，美國實驗室對垃圾分類亦進行的十分徹底，包括可回收資源及塑膠類，皆有專用的容器收集，分門別類，在實驗完成後馬上進行垃圾分類。雖然國內目前對有毒廢棄的管制還沒有美國那麼嚴格，但相信將來也會也越來越嚴格，因此美國實驗室對有毒廢棄物減量及垃圾分類的觀念是值得我們學習的。

(六)人性化上班時間管理

美國政府對其公務員原則上是採取信任的態度，因此只要公務員上班滿八個小時即可，尤其研究人員有時必須到田間進行工作，有時因為實驗需要甚至必須通宵熬夜，因此人性化的上班時間管理對研究人員時間的調控帶來很大的方便，對實驗工作效率的提升亦有極大的幫助。通常每位研究人員皆會核發一張磁卡，一方面可作為進出各建築物的通行證，另一方面亦可作為出勤的管制，研究人員進出各建築及辦公大樓無須另行簽到退，非常方便。

(七)注意實驗室安全管控

美國自從911遭受攻擊後，所有政府單位及公共場所皆加強安全控管，進出各建築物及辦公大樓皆必須通過安全檢查，而美國農業部的研究單位通常有最新的農業研究成果及許多危險的藥品，因此也非常注意其實驗室安全的控管。此行在美國農業部農業研究中心雖然只進行五天的研究工作，但必須先行至行政大樓登記取得臨時通行證，而此通行證必須每天更換，進出各實驗室大樓則必須先行通報，在監視系統的監視下才能獲的通行的許可，雖然不方便，但此種作為能確保實驗室的安全，讓在裡面進行試驗的人無安全之虞。

(八)增加互訪機會

美國在農業上有許多研究是值得我們學習的，過去我們有許多優秀的研究人員在美國進行研究，帶回很多先進的研究觀念及成果，可是近年來因我們留學美國的人數已大幅減少，進入美國研究單位的人數亦大不如前，加以過去赴美的人才亦逐漸凋零，長此以往，我們將喪失與美交流之機會。此外，據王健一博士說，農業研究中心每天至少有300個來自世界各國的農業研究人員在此作短、長期的訪問研究，但很少有來自台灣的。我們研習期間就遇到十幾個中國大陸去訪問的人員。因此我們需儘快建立與美交流之管道，增加人員互訪之機會，讓我們有機會多學習美方先進的技術及觀念，另一方面亦讓其能了解我們國內的進步及發展，建立互助的機制，使兩方農業皆能蒙受利益。

(九)良好的研究環境及長遠的研究規劃

美國因為物博地廣人才眾多，因此其研究人員在進入研究單位時通常會有一個明確的研究方向，而終其一生大概只在這個方向內進行研究，其優點為研究人員可以進行長遠及一貫性之研究規劃，對研究的標地物可以作非常深入的研究，且其橫向的溝通非常方便，因此有許多研究是以合作方式進行。另外美國農業部農業研究中心擁有世界最大的農業圖書館，讓研究人員可以很容易獲得世界各地的研究成果，節省研究人員搜尋資料的時間，留下更多的時間進行研究，因此美國有許多研究能領先全世界是理所當然的。 

(十)注重建築物之維修

美國的建築物並非都是宏偉壯觀，但其非常注重外觀的維護，讓我們一點也感覺不出其建築物的老舊，這對建立良好形象及整體行銷有極大的幫助。因為每年到美國農業部農業研究中心進行參訪的各國專家學者不計其數，整齊清潔且規劃良好的環境能使訪問者留下深刻的印象，對形象之維護有正面之意義。

肆、建議事項

1.美國在農產品抗氧化方面的研究成果卓著，其觀念與作法值得借鏡，尤其在保健植物應用方面。

2.植物抗氧化能力評估的方法很多，對於實驗結果數據的解讀亦互有差異，我國學術界與行政單位宜儘速制訂一套可共同遵循的標準模式。

3.近年來我國農業研發單位研究人員出國研習的機會越來越少，相較於世界上其他國家研究人員在美國研究單位絡繹於途的現象，未來我國在國際上的競爭力恐會降低，值得注意。
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陸、附錄

附錄一：出國報告英文版

Travel Report (Scientific Cooperation activities with the US Counterpart in 2004)
Project Title:

Studies on cultivation techniques to increase the phytonutrient content and antioxidant activity for health-improving plants.
1. Descriptions of the cooperation activities between Hualien District Agricultural Research and Extension Station, and Fruit Laboratory, Beltsville Agricultural Research Center.

In 2004, Hualien District Agricultural Research and Extension Station (Hualien DARES) had sent two researchers, Dr. Hsueh-Shih Lin and Dr. Chi-Tsun Chen, to its US Counterpart (Fruit Laboratory, Beltsville Agricultural Research Center, USDA) to execute the cooperation activities. Dr. Lin and Dr. Chen arrived at Baltimore International Airport at the evening of November 27, 2004, and then directly moved to Beltsville and stayed in Holiday Inn hotel.

The aims of this trip were to build up bilateral interests on the development of health-improving plants research. Hualien DARES had been working in this area for many years, and collected more than 500 plant species the last four years. To strengthen our capability to investigate those plants, we would like to introduce advanced technology and idea from our counterpart. The most interesting thing is that most of the health-improving plants contained special organic compounds, which was considered to be helpful for human body. Dr. S. Y. Wang together with her colleagues in the Fruit Laboratory, Beltsville Agricultural Research Center, had been working on antioxidant for many years. They have established well systems for analyzing organic compounds in plant organs and fruits, and the main crops they worked with were berry fruits. However, herbal plants were also became their interests, and one article related to herbs was published in 2001 (Zheng and Wang. 2001. Antioxidant activity and phenolic compounds in selected herbs. J. Agric Food Chem. 49:5165-5170.).

The second day (November 28) after arrival was Sunday and the Lab was closed, Dr. Shiow Y. Wang together with Dr. C.Y. Wang invited us to visit Washington DC, and visited Smithsonia Museum.

November 29, we visited Dr. Y. S. Wang in the Fruit Laboratory. She introduced us the facilities and equipments of the Lab, and the methodologies involved in the investigating of antioxidants were also discussed. There were four methods she would like to introduce to us, including total phenolic content assay, oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay, Trolox equivalent antioxidant capacity (ABTS) assay, and DPPH (ED50) assay. The first one practiced in Nov. 29 was total phenolic content assay. We had prepared 10 plant species samples before left Taiwan and the samples were frozen dehydrated and ground into powder, which could be used directly. The sample powders were immersed into a peptone solution to prepare extractions for further assays.

From November 30 to December 2, ORAC assay, TEAC assay, and ED50 assay were conducted, respectively on each day. Data were collected and analyzed everyday, and were discussed with Dr. Wang to get the adequate explanation of the results. Literature searching and investigating were also progressed simultaneously.

December 3, a protocol of assaying anthocyanins was introduced to us, and we joined the practice with another visiting student on the Lab. After that Dr. Wang gave us a presentation concerning about the antioxidant in fruits and their possible anticancer property. Some more interesting topics were discussed, and perhaps the antioxidant extracted from herbs could also be investigated in anticancer research in the future. On the afternoon, Dr. Wang arranged a program to visit the National Agriculture Library (NAL), which is one of the three national libraries in the USA, and is the largest agricultural library in the world. We got many information and literatures from the library, which were related to medicinal plants research and would beneficial for further research. Before we visited the library, Dr. C. Y. Wang from the Produce Quality and Safety Laboratory had led us to his Lab and showed us some research activities about post harvest, which could be useful for our further research. Since the organic compounds could be deleterious after harvesting, the post harvest handling is also a very important topic.

The visiting program and activities were listed in Table 9. The traveling budget, USD$6,000 in total for the first year 2004, were kindly sponsored by USDA.
2. Visiting program and activities

Table 1. The visiting program and activities of this project.
	 Date
	Visiting Institutions
	Activities

	27/11/04
	
	Arrival

	28/11/04
	Washington DC (weekend)
	Visit Smithsonia Museum

	29/11/04
	Fruit Laboratory, USDA
	1. Visited Dr. S.Y. Wang and listened an introduction about the research activities and equipments of the Laboratory.

2. Discussed a protocol concerning about the assay of total phenolic compounds.

3. Prepared extractions from sample powders of 10 plant species.

4. Conducted the total phenolic content assay for 10 health-improving plants.

	30/11/04
	Fruit Laboratory, USDA
	1. Visited Dr. S.Y. Wang and discussed a protocol concerning about the assay of ORAC.

2. Conducted the ORAC assay for 10 health-improving plants.

	01/12/04
	Fruit Laboratory, USDA
	1. Visited Dr. S.Y. Wang and discussed a protocol concerning about the assay of ABTS.

2. Conducted the ABTS assay for 10 health-improving plants.

	02/12/04
	Fruit Laboratory, USDA
	1. Visited Dr. S.Y. Wang and discussed a protocol concerning about the measurement of ED50 value.

2. Conducted the ED50 assay for 10 health-improving plants.

3. Discussed the results.

	03/12/04
	1. Fruit Laboratory, USDA
2. Produce Quality and Safety Laboratory, USDA
3. National Agriculture Library (NAL)
	1. Visited Fruit Laboratory and listened an introduction entitled ‘Antioxidant in fruits and their possible anticancer property’, which was presented by Dr. S.Y. Wang. After the presentation we have discussed the future development of antioxidant research.

2. Visited Produce Quality and Safety Laboratory, and Dr. C.Y. Wang showed us some research activities about post harvest.

3. Visited National Agriculture Library and made literature searching, which were related to the medicinal plants.

	04/12/04
	
	Farewell


附錄二：九十三年度「保健植物有效成份研究及培養與加工技術之提昇」中英文研究報告

一、中文研究報告

計畫名稱：保健植物有效成份研究及培養與加工技術之提昇
計畫編號：  93中美-1.4-合-01(5)

執行期限：  93年1月1日至93年12月31日

計畫主持人：林學詩
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摘    要

選取當歸、馬藍、金銀花、黃芩、高氏柴胡、小葉麥門冬、白鶴靈芝、安石榴、貓鬚草、黃花蜜菜等10種保健植物，進行抗氧化能力分析，總計進行總酚類化合物含量、氧自由基吸收能力、Trolox等價抗氧化能力、使DPPH自由基半衰減劑量等4種分析。總酚類化合物含量以安石榴最高，每公克乾物量中含有213.91 mg。氧自由基吸收能力以貓鬚草最高，每公克乾物量之氧自由基吸收能力達2856.532μmoles。Trolox等價抗氧化能力以高氏柴胡最低，而其餘9種保健植物均相似。清除DPPH自由基所需劑量以黃芩為最低，0.11公克能消除百分之五十的DPPH自由基。另進行黃芩與當歸栽培法試驗，黃芩栽培密度試驗顯示，行距1.2公尺，株距0.6公尺時平均根重最高，達77.3公克。當歸栽培於花蓮縣東海岸山區三個不同海拔地點進行比較，結果種植於海拔700公尺安通地區的平均根重達155公克為最高。取花蓮縣本地栽培之當歸根部，與進口當歸進行分析比較，結果顯示花蓮本地栽培者，其鈣、鐵、錳等元素含量均較進口者為高。比較當歸生鮮葉片成分，花蓮安通地區栽培之當歸葉片鈣含量較高，鐵含量則以海拔1000公尺赤柯山栽培者較高。
前    言

近年來國人對身體保健極為注重，生機及保健食品蓬勃發展，保健植物研究風氣日益盛行。台灣每年從大陸進口許多中藥或中草藥，全世界中草藥的需求量也非常大，中草藥目前已是歐美國家另類療法的重要資材，美國每年需求的中草藥，報載約250億美元，原來大多數從大陸進口，但因大陸中草藥被檢出含有農藥及重金屬等，導致輸美被拒，這是我國取代大陸發展良品中草藥行銷全世界的良機。如何經由台美合作開發技術與搶攻市場，是本計畫擬解決的問題。推動植物健康管理，整合各種農業技術來營造環保的植生環境，特別重視土壤與根系管理及生長調控，用以生產零污染高品質的作物產品，正符合時勢所需，也是快速發展中草藥產業的捷徑。

植物體生成的二次代謝產物(phytonutrient)中對人體有益者很多，如花青素形成過程衍生物酚類化合物(phenolic compounds)，具抗氧化效能，可清除人體自由基，調節免疫力，抑制癌細胞發展，預防與自由基有關之疾病等。酚類化合物廣泛存在於蔬果與保健植物中，由歐美發展成功，對阿茲罕默症有幫助的銀杏保健產品，也是這類成份的效用。美國農業部在這領域的研究極為深入，台美雙邊合作可以獲得人員訓練、技術提升及在美國發表研究成果有助於行銷的好處。此外，微量元素如有機硒、鍺等，對身體亦有保健功效。據研究在不同栽培或加工條件下，保健成份含量多寡會受到影響。此方面之研究對保健植物甚為重要，可以破除中草藥在特定地區栽培的迷失，國內雖仍在起步階段，但證諸葡萄及梨等溫帶果引進台灣後果實品質未必不如原產地，只要引進並修飾相關技術，台灣應能生產許多道地中草藥，而引進先進國家的觀念、經驗、技術，改善栽培與加工條件等，更能真正促進保健植物產業之發展。

調查花蓮地區栽培之保建植物體內酚類化合物含量及抗氧化活性，探討施用有機質肥料對保健植物有效成分含量變化之影響，以及不同覆蓋材料對保健植物有效成分之影響。並邀請美國專家來台指導有關保健植物有機栽培技術以提高保健植物之有效成分及分析方法等。

材料與方法

一、保健植物抗氧化能力分析

（1） 供試材料：

取自本場種原保存圃或由試驗區蒐集而得，包括：當歸(Angelica sinensis),馬藍(Baphicacanthus cusia),金銀花(Lonicera japonica),黃芩(Scutellaria bicalensis),高氏柴胡(Bupleurum kaoi), 小葉麥門冬(Liriope spicata),白鶴靈芝(Rhinacanthus nasutus),安石榴(Punica granatum),貓鬚草(Orthosiphon spiralis),黃花蜜菜(Wedelia chinensis)等10種保健植物的莖葉，其中黃芩與高氏柴胡二種材料利用低溫乾燥法，其餘8種利用經冷凍乾燥法，將材料充份乾燥後磨成粉備用，隨即携往位於美國馬里蘭州Beltsvelle的美國農部農業研究中心進行抗氧化能力分析。

（2） 抗氧化能力分析方法：

保健植物抗氧化能力分析，採取下列4種方法：1.總酚類化合物含量(Total phenolic content)分析；2. 氧自由基吸收能力(Oxygen Radical Absorbance Capacity)分析；3. Trolox等價抗氧化能力(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)分析；4. 使DPPH自由基半衰減劑量(ED50)分析。詳細操作方法參照Cao et al. (1993), Hatano et al. (1988), Wang and Lin (2000), 及Zheng and Wang (2001)等所敘述之內容為之。

二、建立保健植物有機栽培模式

（一）黃芩之栽培密度試驗：

1.種植密度：株距分別為0.3m、0.45m及0.6m等三處理，行距1.2m。

2.試驗設計：RCBD，三重複，行長10m，行寬1.2m，小區面積12平方公尺。

3.調查項目：株高、鮮重、乾莖葉重量、根重及病蟲害發生等性狀。

4.試驗地點：花蓮縣吉安鄉本場

（二）不同栽培環境對當歸品質之影響：

1.供試作物：當歸。 

2.試驗設計：行長10m，行距1.5m，6行區。

3.驗地點：花蓮縣玉里鎮赤柯山1(海拔600公尺山區)、赤柯山2(海拔1000公尺山區)、及安通(海拔700公尺山區)。

4. 調查項目：株高、株重、根重、根長、根直徑等性狀、成分分析及病蟲害發生情況。

三、台美合作雙方研究人員互訪與學習

（一）本年度由本場選派研究人員前往美國農業部馬里蘭農業研究中心，研習保健植物抗氧化能力測定暨分析方法等。

（二）未來將邀請美國農業部專家來本場，交換研究心得，並指導有關建立保健植物健康管理栽培技術，以提高有效保健成分。

結果與討論

一、保健植物抗氧化能力分析

當歸、馬藍、金銀花、黃芩、高氏柴胡、小葉麥門冬、白鶴靈芝、安石榴、貓鬚草、黃花蜜菜等10種保健植物經4種抗氧化能力指標分析之初步結果，分別列如表1、表2、表3、表4所示。

在總酚類化合物含量方面，以沒食子酸(gallic acid)作為等價量的分析結果顯示，10種保健植物中以安石榴最高，每公克乾物量中含有213.91 mg，而高氏柴胡最低，每公克乾物量僅含0.8 mg (表1)。植物體內酚類化合物的含量與抗氧化能力有正相關，亦即酚類化合物量愈高，抗氧化能力愈強，惟酚類化合物的種類很多，通常作完酚類化合物分析之後，即可大致了解該植物抗氧化能力，如有必要，再進一步分析其他化合物的成分，例如花青素、類黃酮素等。

在氧自由基吸收能力(ORAC)分析方面，以Trolox自由基作為等價量的分析結果顯示，10種保健植物的ORAC值均甚高，其中以貓鬚草最高，每公克乾物量之氧自由基吸收能力達2856.532μmoles (表2)。

在Trolox等價抗氧化能力分析方面，10種保健植物中，除了高氏柴胡較低，每公克乾物量中僅具有29.09μmol 的Trolox等價抗氧化能力外，其餘9種保健植物的抗氧化能力均相當類似(表3)。

使DPPH自由基半衰減所需劑量之分析方面，10種保健植物表現不一，其中以黃芩所需劑量最低，僅需0.11公克即能消除百分之五十的DPPH自由基。而貓鬚草所需劑量最高，需2.2公克才能消除百分之五十的DPPH自由基(表4)。

表1. 十種保健植物抗氧化能力分析－總酚化物含量

Table 1. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The total phenolic content. 

	植物種類

Plant species
	Total phenolica
(mg of GAE/g of dry weight)

	當歸Angelica sinensis
	 16.09

	馬藍Baphicacanthus cusia
	 41.75

	金銀花Lonicera japonica
	 42.73

	黃芩Scutellaria bicalensis
	 70.99

	高氏柴胡Bupleurum kaoi
	  0.80

	小葉麥門冬Liriope spicata
	 16.18

	白鶴靈芝Rhinacanthus nasutus
	 40.23

	安石榴Punica granatum
	213.91

	貓鬚草Orthosiphon spiralis
	 89.68

	黃花蜜菜Wedelia chinensis
	 79.75


a Data expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry weight. 

表2. 十種保健植物抗氧化能力分析－氧自由基吸收能力

Table 2. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The oxygen radical absorbance capacity (ORAC).

	植物種類

Plant species
	ORAC a
(μmol of TE/g of dry weight)

	當歸Angelica sinensis
	1895.527

	馬藍Baphicacanthus cusia
	1616.607

	金銀花Lonicera japonica
	2072.982

	黃芩Scutellaria bicalensis
	1859.081

	高氏柴胡Bupleurum kaoi
	1581.480

	小葉麥門冬Liriope spicata
	1933.437

	白鶴靈芝Rhinacanthus nasutus
	1257.281

	安石榴Punica granatum
	1807.867

	貓鬚草Orthosiphon spiralis
	2856.532

	黃花蜜菜Wedelia chinensis
	1543.638


a Data expressed as micromoles of Trolox equivalents per gram of dry weight. 

表3. 十種保健植物抗氧化能力分析－Trolox等價抗氧化能力

Table 3. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC).

	植物種類

Plant species
	Antioxidant activity a
 (μmol of TEAC/g dry weight)

	當歸Angelica sinensis
	105.14

	馬藍Baphicacanthus cusia
	106.80

	金銀花Lonicera japonica
	106.80

	黃芩Scutellaria bicalensis
	103.49

	高氏柴胡Bupleurum kaoi
	 29.07

	小葉麥門冬Liriope spicata
	107.46

	白鶴靈芝Rhinacanthus nasutus
	103.49

	安石榴Punica granatum
	107.46

	貓鬚草Orthosiphon spiralis
	106.80

	黃花蜜菜Wedelia chinensis
	 98.20


a Data expressed as micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity per gram of dry weight. 

表4. 十種保健植物抗氧化能力分析－使DPPH自由基半衰減劑量

Table 4. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The amount to quench 50% of the initially DPPH radicals (ED50).

	植物種類

Plant species
	ED50

(mg dry weight)

	當歸Angelica sinensis
	0.36

	馬藍Baphicacanthus cusia
	0.15

	金銀花Lonicera japonica
	0.55

	黃芩Scutellaria bicalensis
	0.11

	高氏柴胡Bupleurum kaoi
	0.21

	小葉麥門冬Liriope spicata
	0.24

	白鶴靈芝Rhinacanthus nasutus
	1.10

	安石榴Punica granatum
	0.56

	貓鬚草Orthosiphon spiralis
	2.20

	黃花蜜菜Wedelia chinensis
	1.30


a Data expressed as milligrams of dry weight which is required to quench 50% of the initially DPPH radicals. 

二、建立保健植物有機栽培模式

（一）黃芩栽培密度試驗：

試驗結果顯示：單株平均重量以株距0.6 m的248.9公克最高，株距0.3 m的123.7公克次之，株距0.45 m的121.7公克最低。單株平均株高以株距0.45 m的47.7公分最高，株距0.6 m的43.7公分次之，株距0.3 m的42.3公分最低。單株平均根重以株距0.6 m的77.3公克最高，株距0.45 m的51.2公克次之，株距0.3 m的42.1公克最低。單株平均根徑以株距0.6 m的19.3公釐最高，株距0.45 m的18.3公釐次之，株距0.3 m的18.2公釐最低（表5）。
表5. 栽培密度對黃芩農藝性狀之影響

Table 5. Comparison of the agronomic traits among different cultivation space in Scutellaria baicalensis.
	株距

Cultivation space

(m)
	株重

Plant weight

 (g)
	株高

Plant height  

(cm)
	根重

Root weight  

(g)
	根長

Root length (cm)
	根徑

Root diameter (mm)

	0.30 
	123.7
	42.3
	42.1
	28.5
	18.2

	0.45 
	121.7
	47.7
	51.2
	30.8
	18.3

	0.60 
	248.9
	43.7
	77.3
	29.8
	19.3


2.不同栽培環境對當歸品質之影響：

本年度在花蓮縣玉里鎮三個不同地區之調查結果顯示：單株平均重量以赤柯山地區的297.3公克最高，安通地區的292.1公克次之，赤柯山2的160.4公克最低。單株平均株高以赤柯山1的41.4公分最高，安通地區的37公分次之，赤柯山2的32.7公分最低。單株平均根重以安通地區的155.0公克最高，赤柯山1的122.9公克次之，赤柯山2的102.0公克最低。單株平均根徑以安通地區的43.5公釐最高，赤柯山1的38.9公釐次之，赤柯山2的27.2公釐最低（表6）。整體之表現初步結果以安通地區之生長較佳。

表6. 當歸栽培於不同環境之農藝性狀比較

Table 6. Comparison of the agronomic traits among different cultivation area in Angelica sinensis.
	栽培地區

Cultivation area
	株重

Plant weight

 (g)
	株高

Plant height  

(cm)
	根重

Root weight 

(g)
	根長

Root length (cm)
	根徑

Root diameter (mm)

	赤柯山1
	297.3
	41.1
	122.9
	23.9
	38.9

	赤柯山2
	160.4
	32.7
	102.0
	19.5
	27.2

	安通
	292.1
	37.0
	155.0
	22.8
	43.5


在人體中Ca為身體所需重要礦物質且易於加工過程中流失，而Fe亦是補血中最重要元素，能促進血紅素及紅血球的生成，增加動脈血流量。以花蓮玉里鎮地區種植之當歸與市售當歸進行成分之比較，結果花蓮地區種植之當歸Ca含量分別為0.76%、0.67%、0.54%，高於市售當歸之0.28%。Fe含量分別為352 ppm、566 ppm、282 ppm，高於市售市售當歸之260ppm。Mn含量分別為72.82 ppm、130.0 ppm、68 ppm，高於市售市售當歸之0.29 ppm。在其他Mg、P、Mg、Cu及Zn等元素含量均較市售者為佳（表7）。
表7. 栽培於不同環境之當歸與市售當歸根部微量元素含量比較

Table 7. Comparison of the microelement contents in roots of Angelica sinensis among different cultivation area.
	當歸來源

Resource
	Ca

(%)
	Mg

(%)
	P

(%)
	Fe

(ppm)
	Mn

(ppm)
	Cu

(ppm)
	Zn

(ppm)

	市售進口
	0.28
	0.21
	0.6
	260
	0.29
	6.05
	38.3

	赤柯山1
	0.76
	0.28
	0.93
	352
	72.82
	13.6
	40.0

	赤柯山2
	0.67
	0.29
	0.69
	566
	130
	22.0
	39.0

	安通
	0.54
	0.36
	0.90
	282
	68
	21.0
	24.8


以花蓮玉里鎮地區種植之當歸葉片進行成分之比較，結果發現以安通地區種植之當歸葉片Ca含量1.1%為最高，赤柯山1次之為0.95%，赤柯山2較低為0.87%。Fe含量赤科山2為148 ppm，安通地區136 ppm，赤柯山1較低為105 ppm（表8）。

表8. 栽培於不同環境之當歸葉片微量元素含量比較

Table 8. Comparison of the microelements in leaves of Angelica sinensis among different cultivation area.
	當歸來源

Resource
	Ca

(%)
	Mg

(%)
	P

(%)
	Fe

(ppm)
	Mn

(ppm)
	Cu

(ppm)
	Zn

(ppm)

	赤柯山1
	0.95
	0.35
	0.53
	105
	84
	5.6
	34.0

	赤柯山2
	0.87
	0.38
	0.66
	148
	87
	10.4
	64.3

	安通
	1.1
	0.5
	0.57
	136
	153
	7.1
	53.4


三、台美合作雙方研究人員互訪與學習

花蓮區農業改良場已選派研究人員林學詩副研究員及陳吉村副研究員於2004年11月29日至12月3日前往美國農業部馬里蘭州農業研究中心，研習植物體內酚類化合物等4種植物抗氧化能力測定暨分析方法。
二、英文研究報告
COA/USDA Project Progress Report (Fiscal Year 2004)
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Abstract

Ten health-improving herbs were selected to analyzed their antioxidant capacity, which including Angelica sinensis,, Baphicacanthus cusia, Lonicera japonica, Scutellaria bicalensis, Bupleurum kaoi, Liriope spicata, Rhinacanthus nasutus, Punica granatum, Orthosiphon spiralis, and Wedelia chinensis. There were four assay methods conducted, including total phenolic content, oxygen radical absorbance capacity, Trolox equivalent antioxidant capacity, and the amount to quench 50% of the initially DPPH radicals. The results have shown that Punica granatum had the highest phenolic content on 213.91 milligrams of gallic acid/gram of dry weight. Orthosiphon spiralis had shown the highest oxygen radical absorbance capacity with 2856.532μmoles of Trolox equivalent /gram of dry weight. Bupleurum kaoi showed the lowest Trolox equivalent antioxidant capacity, and the other 9 species were similar. The lowest amount to quench 50% of the initially DPPH radicals was observed in Scutellaria bicalensis with 0.11 mg of dry weight. Several cultivation trials had been conducted for Scutellaria bicalensis and Angelica sinensis. The results of cultivation space trial had shown that Scutellaria bicalensis grown in a density of 1.2m x 0.6m got the highest root weight, which was 77.3 grams in average. Angelica sinensis were cultivated in three different locations in eastern Hualien Mountain for comparison. Angelica cultivated in Antong area, which is 700 m above sea level, got the highest root weight of 155 grams in average. Angelica roots produced from local Hualien area were taken to compare with the imported ones. It showed that local Angelica has higher contents of Ca, Fe, and Mn than that of imported. On the fresh leaves, the Ca content of Angelica collected from Antong area was higher than the other locations. Besides, the Fe content of Angelica collected from Tsuko area, 1000 m above sea level, was higher than the other locations.
Introduction

Taiwan imported large quantity of Chinese medicine and/or health improving plant products from Mainland China every year. Accompany with the economical progress, the health improving plant products are becoming increasingly popular in Taiwan. Since the pesticide residue and heavy metallic element problems were frequently found in imported products, people are eagerly looking for domestic safety products. The objectives of this study are to establish a synthetic chemical-free production system for producing health-improving plants, and to investigate the techniques for increasing the level of phytonutrients. 

Hualien County is located at eastern Taiwan with plenty of natural resources. Since there were less industrial pollution observed, Hualien became the best place for developing organic agriculture. At present, more than 40% of the Taiwanese organic rice were produced from Hualien. Hualien District Agricultural Research and Extension Station is particular famous on the research of organic culture.

The USDA fruit Laboratory researchers worked on phytonutrient and antioxidant on berries and herbal plants for many years, and Dr. Shiow Y. Wang is particular famous in this field. If we could expand our cooperative project by establishing an organic farming system to prevent the above mentioned problems and increasing the phytonutrient level, we might be able to develop our own health-improving plant industry in eastern Taiwan. 
The health improving plants were used for improving body health, therefore residues of synthetic chemical and heavy metal in the raw materials should be avoided. To produce such kind of plants, the concept of organic farming system has to be introduced. Although the organic farming system was commonly found in producing organic rice, vegetables, and fruits in Taiwan, it was never mentioned in the medicinal plants. It was reported that adding organic compost could increase the phytonutrient content and antioxidant activity in berries. The organic farming system may have the same effects for medicinal plants, so that a comparison trial should be conducted. In this study, the methods of how to produce organic medicinal plants will be investigated.

Some kinds of phytonutrient such as phenolic compounds, which were formed in the anthocyanin formation pathway, are characterized with antioxidant functions. The antioxidant was proven to have the function of removing free radicals from human body and preventing disease formation. A variety of herbal plants were known to be sources of phenolic compounds, but most of our interesting health improving plants do not have such data or their compositional data are insufficient. In this study, the techniques of analyzing the content of phenolic compounds and their antioxidant activity will be developed. The compositional data in each plant will be established as well. 

After the healthy medicinal plants were grown and their phytonutrient content was proved to be sufficient, a processing technique for those plants will be developed. 

Materials and Methods

1. The assays of antioxidant activity for health-improving plants

1.1. Plant material

Plant materials were collected from the Station’s herbal gardens or from wild mountains. There were ten species investigated in this research, which includes Angelica sinensis, Baphicacanthus cusia, Lonicera japonica, Scutellaria bicalensis, Bupleurum kaoi, Liriope spicata, Rhinacanthus nasutus, Punica granatum, Orthosiphon spiralis, and Wedelia chinensis. Fresh leaf and stem samples were collected from those plants, and were immediately dehydrated and ground into powder. Samples taken from Scutellaria bicalensis and Bupleurum kaoi plants were dehydrated by low temperature dehydration, and samples from the other eight species were dehydrated by frozen dehydration. All of the sample powders were brought to the laboratory for further investigation. The antioxidant assays were carried out in the Laboratory of Beltsvelle Agriculture Service Center, Maryland, USA.

1.2. Experimental methods
Before conducting the assays, the sample powers should be immersed in an adequate acetone solution in order to extract the functional compounds. There were four antioxidant assays conducted in this experiment, including total phenolic content assay, oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay, Trolox equivalent antioxidant capacity assay, and DPPH (ED50) assay. The detail protocols were followed the references of Cao et al. (1993), Hatano et al. (1988), Wang and Lin (2000), and Zheng and Wang (2001) respectively.
2. The establishment of a cultivation model for health-improving plants

2.1. Cultivation density trials for Scutellaria bicalensis
There were three cultivation densities compared: 0.3, 0.45, and 0.6 meters between plants. And the hill space is 1.2 meters. A random completely block design was used for this experiment with three replicates. The length of each hill is 10 meters, and the experimental area is 12 square meters. The experiment was conducted on the plain field of Hualien District Agricultural Research and Extension Station located at Ji-An, Hualien County. Plant height, fresh weight, dry weight, root weight were measured accordingly.

2.2. Cultivation trials for Angelica sinensis on different altitudes of the mountains
There were locations compared: Tsuko 1 (600 meters above sea level), Tsuko 2 (1000 meters above sea level), and Antong (700 meters above sea level). Plants were cultivated in the hills, and six hills were prepared in each location. The length of each hill is 10 meters, and the distance between hills is 1.5 meters. The experiment was conducted on the Eastern Cost Mountains located at Yu-Li, Hualien County. Plant height, fresh weight, root weight, root diameter, and the microelements were measured accordingly.

Results

1. The assays of antioxidant capacity for health-improving plants

The results of antioxidant capacity assays for Angelica sinensis, Baphicacanthus cusia, Lonicera japonica, Scutellaria bicalensis, Bupleurum kaoi, Liriope spicata, Rhinacanthus nasutus, Punica granatum, Orthosiphon spiralis, and Wedelia chinensis were shown on Table 1 to Table 4.

On total phenolic content assay, using gallic acid equivalents as an index, the highest value was observed on Punica granatum which is 213.91 milligrams per gram of dry weight. The lowest one observed on Bupleurum kaoi is only 0.8 milligrams per gram of dry weight (Table 1). In general the content of total phenolic compounds is positively correlated with the activity of antioxidant in a plant, and the higher the content the higher the activity. The constituent of phenolic compounds is quite diverse, which includes anthocyanin, flavonoids etc. To understand more detail information about what is the exact compound contributed to the total phenolic, some further analysis should be done. 

On oxygen radical absorbance capacity assay, using radical Trolox as an equivalent, the ORAC values of all 10 selected herbs were quite high. The highest value was observed on Orthosiphon spiralis, which is 2856.532 μ moles of Trolox equivalents per dry weight (Table 2).

On Trolox equivalent antioxidant capacity assay, the value got from each plant sample was quite high except for that of Bupleurum kaoi, which is only 29.9 micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity per gram of dry weight (Table 3).
On ED50 assay, the amount of antioxidant required to quench 50% of the initially DPPH radicals was quite different among plant species. Scutellaria bicalensis needs the lowest amount with 0.11 milligrams of dry weight, and Orthosiphon spiralis needs the highest amount with 2.2 milligrams of dry weight (Table 4). 

Table 1. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The total phenolic content.

	Plant species
	Total Phenolic a
(mg of GAE/g of dry Weight)

	Angelica sinensis
	 16.09

	Baphicacanthus cusia
	 41.75

	Lonicera japonica
	 42.73

	Scutellaria bicalensis
	 70.99

	Bupleurum kaoi
	  0.80

	Liriope spicata
	 16.18

	Rhinacanthus nasutus
	 40.23

	Punica granatum
	213.91

	Orthosiphon spiralis
	 89.68

	Wedelia chinensis
	 79.75


a Data expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry weight.
Table 2. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The oxygen radical absorbance capacity (ORAC).

	Plant species
	ORAC a
(μmol of TE/g of dry weight)

	Angelica sinensis
	1895.527

	Baphicacanthus cusia
	1616.607

	Lonicera japonica
	2072.982

	Scutellaria bicalensis
	1859.081

	Bupleurum kaoi
	1581.480

	Liriope spicata
	1933.437

	Rhinacanthus nasutus
	1257.281

	Punica granatum
	1807.867

	Orthosiphon spiralis
	2856.532

	Wedelia chinensis
	1543.638


a Data expressed as micromoles of Trolox equivalents per gram of dry weight. 

Table 3. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC).

	Plant species
	Trolox equivalent antioxidant capacity

 (μmol of TEAC/g dry weight) a

	Angelica sinensis
	105.14

	Baphicacanthus cusia
	106.80

	Lonicera japonica
	106.80

	Scutellaria bicalensis
	103.49

	Bupleurum kaoi
	 29.07

	Liriope spicata
	107.46

	Rhinacanthus nasutus
	103.49

	Punica granatum
	107.46

	Orthosiphon spiralis
	106.80

	Wedelia chinensis
	 98.20


a Data expressed as micromoles of Trolox equivalent antioxidant capacity per gram of dry weight. 

Table 4. Antioxidant activity analysis in 10 selected health-improving plants: The amount to quench 50% of the initially DPPH radicals (ED50).

	Plant species
	ED50 a
(mg dry weight)

	Angelica sinensis
	0.36

	Baphicacanthus cusia
	0.15

	Lonicera japonica
	0.55

	Scutellaria bicalensis
	0.11

	Bupleurum kaoi
	0.21

	Liriope spicata
	0.24

	Rhinacanthus nasutus
	1.10

	Punica granatum
	0.56

	Orthosiphon spiralis
	2.20

	Wedelia chinensis
	1.30


a Data expressed as milligrams of dry weight which is required to quench 50% of the initially DPPH radicals.

2. The establishment of a cultivation model for health-improving plants

2.1. Cultivation density trials for Scutellaria bicalensis
The results showed that Scutellaria bicalensis grown in a density of 1.2 m x 0.6 m got the highest root weight, which was 77.3 grams per plant in average.

Table 5. Comparison of the agronomic traits among different cultivation space in Scutellaria baicalensis.
	Cultivation

space

(m)
	Plant weight

 (g)
	Plant height  

(cm)
	Root weight  

(g)
	Root length (cm)
	Root diameter (mm)

	0.30 
	123.7
	42.3
	42.1
	28.5
	18.2

	0.45 
	121.7
	47.7
	51.2
	30.8
	18.3

	0.60 
	248.9
	43.7
	77.3
	29.8
	19.3


2.2. Cultivation trials for Angelica sinensis on different altitudes of the mountains
Angelica sinensis were cultivated in three different locations in eastern Hualien Mountain for comparison. The results showed that Angelica cultivated in Antong area, which is 700 meters above sea level, got the highest root weight of 155 grams per plant in average (Table 6).

Table 6. Comparison of the agronomic traits among different cultivation areas in Angelica sinensis.
	Cultivation

area
	Plant weight

 (g)
	Plant height  

(cm)
	Root weight 

(g)
	Root length (cm)
	Root diameter (mm)

	Tsuko 1
	297.3
	41.1
	122.9
	23.9
	38.9

	Tsuko 2
	160.4
	32.7
	102.0
	19.5
	27.2

	Antong
	292.1
	37.0
	155.0
	22.8
	43.5


Angelica roots produced from local Hualien area were taken to compare with the imported ones. It showed that local Angelica has higher contents of Ca, Fe, and Mn than that of imported (Table 7). On the fresh leaves, the Ca content of Angelica collected from Antong area was higher than the other locations. Besides, the Fe content of Angelica collected from Tsuko area, 1000 m above sea level, was higher than the other locations (Table 8). 
Table 7. Comparison of the microelement contents in roots of Angelica sinensis among different cultivation areas and the imported ones.
	Resource
	Ca

(%)
	Mg

(%)
	P

(%)
	Fe

(ppm)
	Mn

(ppm)
	Cu

(ppm)
	Zn

(ppm)

	Imported
	0.28
	0.21
	0.6
	260
	0.29
	6.05
	38.3

	Tsuko 1
	0.76
	0.28
	0.93
	352
	72.82
	13.6
	40.0

	Tsuko 2
	0.67
	0.29
	0.69
	566
	130
	22.0
	39.0

	Antong
	0.54
	0.36
	0.90
	282
	68
	21.0
	24.8


Table 8. Comparison of the microelements in leaves of Angelica sinensis among different cultivation areas and the imported ones.
	Resource
	Ca
(%)
	Mg
(%)
	P
(%)
	Fe
(ppm)
	Mn
(ppm)
	Cu
(ppm)
	Zn
(ppm)

	Tsuko 1
	0.95
	0.35
	0.53
	105
	84
	5.6
	34.0

	Tsuko 2
	0.87
	0.38
	0.66
	148
	87
	10.4
	64.3

	Antong
	1.1
	0.5
	0.57
	136
	153
	7.1
	53.4


Discussion

Traditionally, researchers gave attention to herbal plants for their medicinal functions. However, since the medicinal functions were quite complicated, it was rather difficult to find a natural compound in a plant which was exactly the contribution of the function. It’s the first time of introducing antioxidant concept into herbal plants in our research. According to the cooperation program, the antioxidant activity analysis systems could be established in the laboratory of Hualien District Agricultural Research and Extension Station. Compare to berry fruits, the amount and concentration of antioxidants in herbal plants seemed to be much higher. Therefore, the assay protocols should be modified in order to fit the different situations. It has shown that antioxidant activity could be changed by using different dehydration methods. Since most of the herbal products were appeared as dry type, the dehydration techniques should be investigated in order to keep the highest activity. Antioxidant exists in fresh plants is beneficial to human body while eating them. The extraction of antioxidant from fresh plants will have medicinal functions too. The development of extracting antioxidant from plants and the functional investigation will be our interests in the future.

This year we put our efforts on establishing cultivation model for Scutellaria bicalensis and Angelica sinensis in Hualien area. These two plant species were introduced from mainland China, and were important Chinese medicinal plants too. Results of the experiments showed that it’s possible to cultivate these foreign plants in Hualien area, without losing their original elements. Although those plants were cultivated through an organic culture system, whether or not the content of antioxidant has been enhanced should be investigated soon. 
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美國農業部農業研究中心王石秀瑛博士(左二)、王健一博士(左四)與陳吉村(左一)、林學詩(左三)合照於美國華盛頓特區
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位於美國馬里蘭州Beltsville小鎮的農業部農業研究中心總部外觀
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美國農業部Beltsville農業研究中心標識
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果樹實驗室設在農業研究中心這棟新的園藝大樓內
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由Dr. S.Y. Wang所主持專門研究植物抗氧化能力的實驗室內部
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分析植物氧自由基吸收能力(ORAC)所用的相關儀器設備
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