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摘要 

    本研究首先將金針花原料區分為 3 、 6 、8 、10 cm花苞與開

花等五個階段，經乙醇萃取後測定其抗發炎活性即一氧化氮(nitric 

oxide; NO)清除率及清除活性成分包括總酚類化合物(Total phenolic 

compounds; TPC)、總類黃酮(Total flavonoids; TF)及 11 種酚類化合

物，以篩選出高 NO清除活性成分之金針花，結果顯示開花組 NO清

除率達 63.38 %，顯著高於其他組別(p<0.05)，而且 TPC及 TF也顯著

高於其他組別(p<0.05)，分別可達 22.4 mg gallic acid equivalent /g dry 

weight和 4.66 mg quercetin equivalent/g dry weight。其次，開花組的

caffeic acid, epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin (EC), 

chlorogenic acid 與 rutin 含量顯著高於其他組別(p<0.05)，分別高達

9.60、140.75、91.71、33.06及 43.14 mg/100 g dry weight，這些酚類

化合物含量多寡與抗發炎有高度相關性。最後以反應曲面法

(Response surface methodology; RSM)分別探討開花組中高NO清除率

及高 TPC含量最適萃取條件，結果指出高 NO清除率及高 TPC含量

最適化萃取條件皆為乙醇濃度 75 %、萃取溫度 60 °C以及萃取時間

2.75 h，兩者二次多項式適缺性 (lack of fit)分析皆無顯著影響

(p>0.05)，表示二階反應曲面都是適當的，此外，該模型之檢定係數

R
2分別為 0.9381及 0.9319，實驗結果與預測值相符。 
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Abstract 

  The aim of this research was first to screen daylily flower with high 

nitric oxide (NO) scavenging components from ethanol extracts of five 

growth stages of daylily flower sources including 3, 6, 8, 10 cm bud and 

flower by measuring their anti-inflammatory activity in term of NO 

scavenging and its components including total phenolic compounds 

(TPC), total flavonoids (TF) and 11 kinds of phenolic compounds. Flower 

stage showed significantly higher NO scavenging than the other stages (p 

<0.05) up to 63.38%. TPC and TF content of flower stage were 22.4 mg 

GAE / g dry weight and 4.66 mg quercetin equivalent / g dry weight, 

respectively, which also showed significantly higher than the other stages 

(p <0.05). Furthermore, caffeic acid, epigallocatechin gallate (EGCG), 

epicatechin(EC),  chlorogenic acid, rutin content of flower stage were 

9.60, 140.75, 91.71, 33.06 and 43.14 mg/100 g dry weight, respectively, 

which also reveal notably higher than other stages (p <0.05). All the 

above phenolic compounds are positively correlation with 

anti-inflammatory activity. Finally, optimum extraction conditions of high 

NO scavenging and high TPC content from flower stage were 

investigated by response surface methodology (RSM). The optimum 
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extraction conditions for both high NO scavenging and high TPC were 

ethanol concentration of 75 %, extraction temperature of 60 °C as well as 

extraction time of 2.75 h. Each F-value for lack of fit was not significant 

(p>0.05), so the second order model was appropriate for the response 

surface. In addition, each model had a satisfactory of R
2
 (0.9319-0.9381) 

and was verified experimentally. 
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 壹、前言 

    金針花學名為 Hemerocallis fulva，為百合科多年生草本植物，

為我國栽培已久的作物，別名萱草、忘憂草。除食用功能外，金針

花還有調節人體生理機能及促進新陳代謝等藥用用途(傅懋潤、茅林

春，民 95)。所含生物活性成分，目前被證實的相關功能如治療發炎、

抗氧化、鎮靜、抑制腫瘤細胞增生等功效(Cichewicz et al., 2004；傅

懋潤、茅林春，民 95；Que et al., 2007)，此外，金針花亦具有清除

NO 之能力(Bor et al., 2006)。人體在正常代謝過程中會產生活性氧、

活性氮及相關自由基，當體內的多元不飽和脂肪酸受到自由基攻擊

而氧化時，會形成更多的自由基。所產生的活性氧、活性氮及自由

基會攻擊酵素、蛋白質、醣類、脂質、RNA 及 DNA 等分子，而造

成細胞的傷害 (Ames,1990；Hartwig and Schlepegrell, 1995；

Mahmoodi et al., 1995)。自由基在許多疾病的發展上扮演相當重要

的角色，包括老化、癌症和心血管疾病等(Halliwell, 1993；Grisham, 

1994；Jacob, 1994)。而含氧自由基對生物體細胞與分子的傷害與許

多疾病有關(Que et al., 2007)，因此了解活性氧與自由基會造成體內

分子何種傷害，在疾病的發生與預防上是相當重要的。其中，糖尿

病、粥狀動脈硬化症、慢性發炎、多重血管硬化症、癌症(Stefanovic 

-Racic et al., 1993；Ohshima et al., 1994；Kroncke et al., 1997；
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MacMicking et al., 1997；Murphy, 1999)可觀察到 inducible nitric 

oxide synthase(iNOS)的表現上升、大量 NO 累積在體內，容易引發

發炎及其相關併發症(Malinski and Taha,1992；Wink and Mitchell, 

1998)。因此由 iNOS 所催化生成的 NO，對許多慢性或急性發炎疾

病具有指標性的關聯(陳姿廷，民 93)。如果可以清除 NO 或是抑制

NOS，則可以有效降低傷害(Arroyo et al., 1992；Chan et al., 1997)。 

    NO 是一種分子媒介物質，具有高度生物活性成分的自由基，

參與廣泛的生理及病理作用。目前已知生物體內存有兩種不同的

NOS，其中一種為結構型 NOS(constitutive NOS；cNOS)，可生成較

少量 NO，具有生理調節效應，主要分佈在內皮細胞及神經組織中。

另一種則是 iNOS，主要存在於免疫系統，正常生理情況下，iNOS

基因並不會表現，但可受免疫刺激而產生，如促發炎細胞激素(TNF-

α、IL-1β、IL-6)、細菌之產物、脂多醣(lipopolysaccharide；LPS)

等產生，可持續生成較多量之NO來進行免疫調節之功能(Stuehr and 

Marletta, 1987)。但是當急性或慢性發炎時，特別在發炎狀況

(Moncada et al., 1991；Alderton et al., 2001; Bogdan et al., 2001；Dawn 

et al., 2002) 觀察到 iNOS 的表現上升、大量 NO 累積在體內，容易

引發發炎及其相關併發症(Malinski and Taha, 1992；Wink and 

Mitchell, 1998)。因此由 iNOS 所催化生成的 NO，對許多慢性或急
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性發炎疾病具有指標性的關聯(陳姿廷，民 93)。 

    酚類化合物如 catechin, epicatechin, EGCG, myricetin, kaemperfol

等物質已被證實具有 NO 清除能力(Yoshimi & Masashi, 2013)，而金

針花抗發炎活性與 catechin、rutin 有高度的相關性(Que et al., 2007；

Yoshimi & Masashi, 2013)，在巨噬細胞模式系統中新鮮金針花可抑

制由LPS誘導巨噬細胞生成NO的能力，且會影響 iNOS活性與 iNOS

蛋白質表現量，因而抑制 NO 的生成(Bor et al., 2006)。許多報導亦

指出不同生長階段之金針花對於其活性物質的組成及含量多寡扮演

相當重要的角色(Russo & Howard, 2002；Vallejo et al., 2003)。 

    反應曲面法為一結合數學及統計之技術，將問題模式化並分析

求出變數 (variable)對系統反應值 (response)的影響 (Myers and 

Montgomery, 2002)。反應曲面法可以研究數個變數(或因子)組合所

產生之反應值在何種變數組合條件下可獲得最適效果(optimum 

solution)。反應曲面法可同時探討兩個或兩個以上影響因子而產生一

最適化反應條件。此方法已被廣泛應用於物理學、食品科學、農業

化學及社會學等領域。相較於傳統一次實驗決定一個因子最適值，

反應曲面法可提供實驗操作極大化之效益。 

    本研究目的為測定不同生長階段金針花抗發炎能力即NO清除率

以及活性成分包括TPC, TF及11種酚類化合物組成，以篩選出最佳的
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金針花原料，並利用RSM分別進行該原料高NO清除率及活性成分最

適化萃取條件探討。 
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貳、文獻回顧 

一、 金針花 

    金針花是日常生活中常見的食物，原產於中國南部及日本，作

為食品和傳統藥材已經有幾千年的歷史(Zhang et al., 2004)。中醫認

為金針花具有消腫利尿、抗菌消炎、止血、鎮痛、健胃和安神等功

能。(傅懋潤、茅林春， 2006)。金針花植物學名為 Hemerocallis fulva，

英文名字為 daylily flowers，乃因為生長期很短，從開始開花到花瓣

凋謝只有 36 個小時(Lay-Yee et al., 1992；Guerrero et al., 1998)。屬

於百合科多年生草本植物，別名萱草、黃花菜、忘憂菜、金針菜等。

營養價值豐富，屬於高蛋白的蔬菜，每 100 g 鮮重含有蛋白質 1.8 g、

膳食纖維 2.5 g、碳水化合物 6.2 g，只有少量的脂肪為 0.4 g。富含

Vitamin A, B1與B2以及礦物質Ca, P與 Fe(行政院衛生署食品藥物管

理局-台灣地區食品營養成分資料庫，2012)。金針花原產於中國大

陸南方、日本與東南亞等地區。早期由大陸引入栽培，但在台灣受

到氣溫與日照等影響，只有在北部海拔 400 公尺，中部與東部海拔

800-1000 公尺處才有穩定產量，主要生產在花東山區，如花蓮六十

石山、赤柯山、台東太麻里、金針山、埔里、台中新社等地(王昭蓉，

民 88)。每年 8-9 月為其盛產期，6、7、10 月份少量生產，其餘月

份則不生產。所以金針花多半是做成加工乾製品供應全年所需。食
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用方式包括鮮食與乾製品等，其中又以乾製品應用於金針花排骨湯

較常見，而鮮食方面則是以未成熟的綠色花苞為主，可以油炒、煮

湯等。金針花目前被證實的相關功能如抗氧化、鎮靜、抑制腫瘤細

胞增生、改善睡眠、治療發炎反應與黃疸等功效。(Cichewicz et al., 

2004；Que et al., 2007)。 

二、 金針花機能性成分 

(一)  多酚化合物(polyphenolic compounds) 

    多酚化合物為植物中廣泛存在的成分，已知種類至少超過 8000

種。其酚型構造上帶有數個羥基，此羥基與體內的抗氧化作用有關，

主要包括酚酸(phenolic acids)、類黃酮及丹寧(tannins)等，以下就幾

種主要酚類化合物介紹： 

1. 類黃酮     

    類黃酮為花朵、果實、蔬菜及樹皮中所含的色素，廣泛地分佈

於自然界，在植物體活細胞中以醣苷(glycosides)的狀態存在，對熱

安定，若以酵素或酸處理則會降解為非醣苷(aglycone)及糖(sugar)。

類黃酮目前已被證實具有極佳的抗氧化功效之抗氧化劑，其基本結

構 如 圖 一 所 示 ， 類 黃 酮 是 由 三 個 環 狀 結 構 的 diphenyl 

propane(C6-C3-C6)型式所構成，這兩個 C6 一般形成苯環，屬於多酚

類化合物的一種，依其結構性差異可分類如下(Pratt, 1990；郁凱衡，  
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                                    (Cook & Samman, 1996) 

 

 

圖一、類黃酮之基本結構圖 

Figure 1. Basic structure of flavonoids. 
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民88；蔡旻都、陳皓君，民95)，而富含類黃酮群的食物如圖二(郭智

宏，民91；Weng & Yen, 2012)。 

(1)黃酮(flavones)：為類黃酮的最基本的結構，此結構在C環之2,3號 

碳上有雙鍵，4號碳有酮基，但3號碳上沒有OH基團，具有抗氧化

效果的衍生物如芹素(apigenin)、木犀草素(luteolin)、漆黃素(fisetin)、

黃杉素(taxifolin)和刺槐亭(robinetin)等，食物來源如芹菜、青椒、

荷蘭芹、柑橘類水果等。 

(2)黃酮醇(flavonols)：黃酮環中的氫以羥基置換者，此結構在C環之

2,3號碳上有雙鍵，4號碳有酮基且3號碳上有OH基團。如槲皮素

(quercetin)、芸香素(rutin)、楊梅苷(myricetin)及山茶酚(kaemperfol)

等，食物來源如綠花椰菜、洋蔥、藍莓、茶葉等。 

(3)黃烷酮(flavanones)：C環之2及3號位置的雙鍵變為單鍵者，具有抗

氧化效果的衍生物，如：橘皮苷素(hesperidin)、柚苷素(naringenin)、

苦橘苷(naringenin)等，食物來源如柑橘類水果、柑橘類果皮、葡萄

柚等。 

(4)異黃酮(isoflavones)：苯環不是結合於C環之2號位置，而是結合於3

號者，抗氧化活性差，在天然產物中此類結構較少，如：大豆異黃

酮苷(daidzin)、大豆異黃酮苷素(daidzein)、金雀異黃酮(genistein)

等，食物來源如大豆。 
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                                                (Weng & Yen, 2012) 

 

圖二、類黃酮之代表性膳食來源 

Figure 2. Flavonoids and their representative dietary sources. 
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 (5)花青素配質(anthocyanidins)：花青素為類黃酮化合物中最具濃豔 

   色彩的水溶性色素，構造上由anthocyanidin鍵結醣類而成，花青素 

   A, B環間的氧原子為帶正電荷的的oxonium，所有雙鍵皆共軛，因 

   而呈現鮮豔色彩，僅A環上具-OH基團的花青素才存在於天然界中，

天然存在的花青素配質主要有以下六種，如：天竺葵苷素

(pelargonoidin)、矢車菊色素配質(cyanidin)、芍藥花青素(peonidin)、

花翠配質(delphinindin)、矮牽牛苷配質(petunidin)、錦葵色素配質

(malvidin)。主要食物來源如漿果類、櫻桃、葡萄、覆盆子、紅酒、

草莓等顏色鮮豔的水果等，為蔬菜水果中重要的色素。 

(6)黃烷醇(flavanols)：C環之4號位置之羰基以羥基取代，且2及3號位

置雙鍵變為單鍵者，如：兒茶素(catechin；C)、表兒茶素(epicatechin)、

表 沒 食 子 兒 茶 素 沒 食 子 酸 (EGCG) 、 表 沒 食 子 兒 茶 素

(epigallocatechin；EGC)、表兒茶素沒食子酸(epicatechin gallate；ECG)

等，食物來源如綠茶或其他茶葉等。 

(7)查酮(chalcones)：黃酮環中具有一開鍵結構者，2及3號位置為雙鍵，

具有抗氧化效果的衍生物如紫鉚花素(butein)、金雞菊查酮(okanin)、

根皮素(phloretin)等。 

2. 酚酸 

    酚酸依其結構大致可分為苯甲酸 (benzoic acid)與肉桂酸
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(cinnamic acid)兩大類，兩者之羥基衍生物廣泛存在於植物中，且雙

羥基衍生物之抗氧化活性優於單羥基衍生物，如 3,4-二羥基肉桂酸

(caffeic acid，咖啡酸)在多種抗氧化系統中皆顯示出強抗氧化力

(Milic et al., 1998)，若第二個羥基位於苯環的鄰位或對位上，其抗氧

化性會增強。此外，研究顯示許多酚酸如 ferulic acid, caffeic acid 等

皆具有抑制低密度脂蛋白(LDL)氧化的能力(Bors et al., 1990)。  

3. 單寧 

多酚類容易聚合形成單寧的聚合物，廣泛存在於多種植物性食

品及動物飼料中，一般可分為水解型(hydrolysable tannin)及縮合型單

寧(condensed tannin)二大類，前者分子內因具有酯鍵，而會被酸、鹼

所水解，屬於沒食子酸衍生物，如單寧酸；後者分子結構骨架完整，

不會被水解，為兒茶素衍生物(茶的澀味成分)，如黃木素。研究指

出單寧類不僅具有良好的抗氧化性，還具有其他生理活性，如抗癌

作用和抗突變活性。植物中的 tannins 大多屬於水解型，其分子量約

500-3000 dalton，分子量低於 500 dalton 或高於 3000 dalton 的是不具

功能的 tannins (Bate & Swain, 1962)。而水解型單寧與大部分的縮合

型單寧皆為水溶性，而大分子的縮合型單寧則為非水溶性。其抗氧

化活性來自於苯環上之羥基，可清除自由基防止脂質過氧化

(Yokozawa et al., 2000)，且容易與過渡金屬離子 Fe
2+

, Fe
3+螯合，所
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形成的Fe
2+

-Tannins複合物可防止羥自由基的氧化傷害(George et al., 

1999；Lodovici et al., 2001)。其反應式如下： 

  Fe
2+

-Tannins  + ．OH → Fe
3+

-Tannins  +  H2O           (1)           

此外，亦有研究指出 tannins 與其水解物如鞣酸(tannic acid)、沒食子

酸(gallic acid)及鞣花酸(ellagic acid)等具抗致突變性(Huang et al., 

1985；Horn & Vargas, 2003)。 

(二) 類胡蘿蔔素(Carotenoids) 

類胡蘿蔔素是廣泛存在於蔬果中的脂溶性色素(Goodwin, 1986；

Brown et al., 1989)。依其結構可分為只含碳氫不含氧原子之化合物，

稱為胡蘿蔔素類 (carotenes)，以及含氧衍生物，稱為葉黃素類

(xanthophylls) (Shi & Le, 2000；Stahl & Sies, 2005) (圖三)。植物的類

胡蘿蔔素中最重要的是carotenes，其中以β-胡蘿蔔素(β-carotene)最

重要，因其在小腸內形成retinol(vitamin A)，故carotene亦稱provitamin 

A。而葉黃素(lutein)及玉米黃質(zeaxanthin)的主要構造與β-胡蘿蔔素

類似，屬葉黃素類，不具維生素A活性，但會大量的累積在人類視網

膜黃斑部(Bone et al., 1988 ; Sharpe et al., 1998 ; Davies & Morland, 

2004)。提高葉黃素與玉米黃質的攝取量會使兩者於血清及眼睛黃斑

部之濃度增加(Kruger et al., 2002)，進而預防白內障(cataracts)及因老

化造成的老年性黃斑部病變(aged-related macular degeneration；AMD)   
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                                   (Cantrell et al., 2003) 

圖三、特定膳食類胡蘿蔔素的化學結構 

Figure 3. Chemical structures of specific dietary carotenoids. 
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的發生(Olmedilla et al., 2001)，應用於食品中可作為抗氧化劑或營養

補充劑。學者自金針花(Hemerocallis disticha)中分離出21種色素(Tai & 

Chen, 2000)，其中包括14種類胡蘿蔔素，含量最豐富的前四名依序為

玉米黃質、隱黃素(β-cryptoxanthin)、β-胡蘿蔔素、葉黃素。其中金

針花的色澤主要是與β-胡蘿蔔素、玉米黃質、葉黃素含量有關，且

人類眼睛黃斑色素主要是源自於葉黃素與玉米黃質；可以延緩因老化

造成之黃斑病變。至於隱黃素與β-胡蘿蔔素則是合成維生素A的先質，

也有抗氧化的功能，是重要的機能性成分。 

(三)  蒽醌類化合物(anthraquinones) 

    金針花的根部已分離出 9種蒽醌類化合物(Cichewicz et al., 2002, 

2004)，包含七種新的 kwanzoquinones A(1), B(2), C(4), D(5), E(6), F(7)

及 G(9)與兩種已知的蒽醌類化合物 2-hydroxychrysophanol(3)與

rhein(8) (圖四)，可抑制血吸蟲病(schistosomiasis)，是由寄生的血吸

蟲所引起的一種疾病，會使人衰弱，世界衛生署組織估計，目前血

吸蟲感染 200 萬人，容易引起皮膚的發炎反應或是肺部病變。在亞

洲國家常使用金針花來治療血吸蟲病(傅懋潤、茅林春，民 95)。 

(四)  固醇類皂素(steroidal-saponins) 

自金針花分離出兩種固醇類皂素，命名為 hemeroside A 及

hemeroside B (圖五)。皂素(saponins)或稱皂苷是由非醣基或稱皂元的 
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(Robert et al., 2002) 

 

 

 

圖四、蒽醌類化合物的化學結構 

Figure 4. Chemical structures of anthraquinones. 
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(Konishi et al., 2001) 

 

 

圖五、固醇類皂素 hemeroside A(1)及 hemeroside B(2)化學結構 

Figure 5. Chemical structures of hemeroside A(1) and hemeroside B(2). 
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三萜類或固醇類和配醣體(glycosides)結合而成，屬於結構複雜的水

溶性化合物。屬於非醣基的一種界面活性劑(黃慧琪、張麗杰、吳永

昌、郭悅雄、郭曜豪，民 98)。皂素具有多樣性的生物活性作用如部

份具有不同程度的親脂性，而配醣體具有較強的親水性，使其成為

抗癌、免疫調節、抗血小板凝集、抗炎、殺螺、殺菌作用等(Vincken 

et al., 2007)。 

(五)  秋水仙素(colchicine) 

    秋水仙素為一種植物鹼 (圖六 )，主要發現於植物秋水仙

(Colchicum autumnale)中(蔡英仁，2002)。十九世紀時，因秋水仙素

對於急性痛風發作所引起的劇烈疼痛可以有效的紓解，開啟了對秋

水仙素的研究(Hartung, 1954)，秋水仙素在臨床上可用於治療痛風急

性發作時的藥物(Roberts et al., 1987)，除此之外，文獻指出亦具有抗

腫瘤(antitumor)的能力(Chem. Eng. News, 1959)。而秋水仙素在金針

花的根、莖、葉和花中，均有很高的含量。雖然秋水仙素具有治療

的功效，但是毒性作用亦高，易引起副作用如腹瀉、腹痛、噁心、

嘔吐等腸胃不適問題，但秋水仙素對於乙醇、氯仿或是水有良好的

溶解性，食用前經過適當的浸泡方式，可以有效降低其毒害作用。 

三、 金針花機能性探討 

    早在 1986 年，金針花被證實含有多種活性成分(Jiangxi Medical  
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(Tateishi et al., 1997) 

 

 

圖六、秋水仙素化學結構 

Figure 6. Chemical structures of colchicine. 
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Collage, 1986)，包括蒽醌類化合物 naphthalene, glycoside (Cichewicz 

et al., 2002)、固醇類皂素、內醯胺(lactams) (Inoue et al., 1990, 1994 ; 

Konishi et al., 1996)、類胡蘿蔔素、酚類物質、秋水仙素等物質。金 

針花不管在體內或體外都被證實有相當好的抗氧化活性(Que et al., 

2007 ; Zhang et al., 2004)，以下就金針花已被證實之抗氧化能力

(antioxidant activity) 、抑制腫瘤細胞增生 (inhibit cancer cell 

proliferation)、NO 清除能力(NO scavenging activity)、改善睡眠

(improve sleep)、鎮靜(sedation)及其他作用進行介紹。 

(一) 抗氧化能力 

    金針花被證實所含之類黃酮有良好的自由基清除能力(Que et 

al., 2007)，其次在金針花中分離出一種新型固醇類皂素，可表現出

較強的抗氧化能力，並具有抑制脂質氧化的能力(Cichewicz et al., 

2002)，研究亦指出金針花具有清除 NO 能力(Bor et al., 2006)，另有

探討金針花乙醇萃取物與水萃取物對體內及體外抗氧化活性分析之

差異 (Que et al., 2007)，實驗結果得知金針花之 gallic acid, 

(+)-catechin 及 rutin 對抗氧化活性有其高相關性，且乙醇萃取物相較

於水萃取物有較佳的抗氧化性，並且將金針花乙醇萃取物餵食大鼠

後，可以顯著降低丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量，有效抑制脂

質過氧化反應發生，並可顯著增加超氧歧化酶(superoxide dismutase, 
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SOD)活性，達抗氧化目的。除此之外，有研究將金針花依據不同成

熟階段區分為七階段進行抗氧化試驗(Fu et al., 2009)，結果得知第三

階段金針花(flower opening)具有最高含量的 ascorbic acid(vitamin C)

及酚類，其中 ascorbic acid 在抗氧化活性方面扮演重要角色，並隨

著金針花成熟度增加其含量亦明顯增加。最後透過 HPLC 分析金針

花中(+)-catechin, chlorogenic acid, rutin 及 quercetin，得知(+)-catechin

為金針花中主要的酚類，高達 74.11 %，且對於抗氧化活性有線性關

係，表示 catechin 可能為主要的抗氧化物質來源。                                                                                                                                                                                                                       

(二) 抑制腫瘤細胞增生 

    許多研究指出金針花抑制腫瘤細胞增生能力主要來自於一些抗

氧化物質，例如酚類(Cichewicz et al., 2004)、抗壞血酸(ascorbic acid)、

β-胡蘿蔔素(Diplock et al., 1998)。其次，金針花萃取物可抑制纖維

原細胞的增生，阻止癌細胞的增殖 (Hata et al., 1998)，包括

2-hydroxychrysophanol、rhein (Cichewicz et al., 2004)，這些物質對於

乳腺癌、中樞神經系統病變、結腸癌和肺癌之 GI50(growth inhibit)值

為 1.8 to 21.1 μg/mL。自金針花根部分離得到抗癌性物質包括 

kwanzoquinones A, B, C 及 E 以及 kwanzoquinone A 與 B 

monoacetates (1a and 2a)。 

 (三) NO 清除率 
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     NO 是一種分子媒介物質，具有高度生物活性成分的自由基，

參與廣泛的生理及病理作用，扮演相當重要的角色，並可調節許多

細胞和組織的功能，在生理方面，具有調節神經、心血管、呼吸及

免疫系統之功能；但過量的 NO 反而會對人體有害。其中合成 NO

的關鍵酵素為 NOS，其作用機制為以 L-arginine 之胍基(guanido 

group)為受質，利用 NADPH 當作電子提供者，藉由 FAD、FMN、

Heme、H4B 當作輔因子，共消耗五個電子而形成 L-citrulline 的過程

中釋放出 NO (Dawson & Snyder, 1994) (圖七)。目前已知生物體內存

有兩種不同的 NOS，其中一種為結構型 NOS (constitutive NOS；

cNOS)，可生成較少量 NO，具有生理調節效應，主要分佈在內皮細

胞及神經組織中。另一種則是誘導型 NOS (inducible NOS；iNOS)，

主要存在於免疫系統，正常生理情況下，並不會表現，但可受免疫

刺激所產生，如細胞激素、細菌之產物、LPS 等產生，可持續生成

較多量之 NO 來進行免疫調節之功能(Stuehr and Marletta, 1987)。但

是當急性或慢性發炎時，特別在發炎狀況(Moncada et al., 1991；

Alderton et al., 2001; Bogdan et al., 2001；Dawn et al., 2002)例如糖尿

病、粥狀動脈硬化症、慢性發炎、多重血管硬化症、癌症

(Stefanovic-Racic et al., 1993；Ohshima & Bartsch, 1994；Kroncke et 

al., 1997；MacMicking et al., 1997；Murphy, 1999)可觀察到 iNOS  
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(Dawson & Snyder, 1994) 

 

 

 

 

圖七、藉由 L- arginine 生合成 NO 之路徑 

Figure 7. Biosynthesis of nitric oxide from L- arginine. 
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的表現上升、大量 NO 累積在體內，容易引發發炎及其相關併發症

(Malinski et al., 1997)。因此 NO 對許多慢性或急性發炎疾病具有指

標性的關聯(陳姿廷，民 93)。如果可以清除 NO 或是抑制 NOS，則

可以有效降低傷害(Arroyo et al., 1992；Chan et al., 1997)。許多食用

或藥用植物具有清除NO之能力(Acker et al.,1995；Chan et al., 1997；

Kim et al., 1998；Yoshimi & Masashi, 2013)，例如植物中所含的

quercetin, tocopherol 及 catechin 等物質可以抑制 NO 所造成的傷害

(Kawada et al., 1998)。研究亦指出綠茶所含之抗氧化物 EGCG，可抑

制 NOS 基因的表現及酵素活性(Chan et al., 1997)。此外蔬菜、水果、

茶葉、中草藥等水萃取物，可促使大鼠主動脈環內皮組織釋放 NO

而引起血管舒張(Fitzpatrick et al., 1995)，因此，在日常生活中可藉

由攝取植物性食物來補充天然抗氧化物，以達抗氧化、抗衰老或是

預防疾病的發生。其次在巨噬細胞模式系統中豆苗、茄子、絲瓜及

新鮮金針花可抑制由 LPS 誘導巨噬細胞生成 NO 的能力(Bor et al., 

2006)，其中絲瓜與新鮮金針花會影響 iNOS 活性與 iNOS 蛋白質表

現量，而抑制 NO 的生成。另外研究證明 catechin, epicatechin, EGCG, 

myricetin 及 kaempferol 等物質可以清除 NO，其中 EGCG 兼具可以

抑制 iNOS 表現之功效(Yoshimi & Masashi, 2013)。在金針花機能性

成分中與抗發炎相關的是以酚類化合物為主，酚類化合物具有 NO
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清除能力(Chan et al., 1997)、抑制 iNOS 表現(Bor et al., 2006)和抑制

COX-2(Kim et al., 1999；Cichewicz et al., 2000)。總而言之，金針花

具有抑制活性氮化物之生理活性，在本研究中也會針對金針花萃取

物的清除 NO 活性進行檢測。 

(四) 改善睡眠作用、鎮靜及其他作用 

    金針花根部具有利尿以及消炎的功效之外，還可以有效的改善

睡眠(Konishi et al., 2001)。研究發現金針花具有減輕失眠的作用

(Uezu, 1997)，當餵食含有 0.4 %金針花粉末的食物，可以延長老鼠

在暗感期的慢波睡眠和痙攣睡眠時間，並且相較於對照組有顯著差

異(p<0.05)。學者針對金針花水萃取物對老鼠活力的影響進行實驗

(Hsieh et al., 1996)，結果發現金針花可以降低老鼠的活力，減少腦

幹中的多巴胺和血清複合胺的量，而達到鎮靜的功效。另外金針花

的根和葉有消炎、抗黃疸的作用(Cichewicz et al., 2004)，還具有抗憂

鬱作用，因此在中國或日本又被稱為忘憂菜(Tobinaga, 1999)。    

四、 反應曲面法 

(一) 簡介 

    對於多變數因子系統的最適化，傳統上大多以一次實驗決定一

個因子最適值(one-factor at a time)方法來尋找最適點。但是此種方法

往往沒有考慮因子與因子之間的交互關聯效應(interactive effect)，即
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使在考慮此一效應下，所需實驗次數也較多，使用上耗時與耗成本。

此外，當因子間交互影響效應極為顯著時，往往無法得到真正的最

適值。為了改善上述缺點，一些最適化方法如梯度法 (gradient 

method)、開展操作法(evolutionary method)、三角點搜尋法(simplex 

method)及反應曲面法(response surface methodology ; RSM)等被發展

出來(Himmelblau, 1970)，並引用於不同程序操作條件的最適化。其

中又以反應曲面法可同時測定各因子之間的交互影響，因此許多研

究均採用此方法，其流程圖如圖八所示。 

    反應曲面法為一結合數學及統計之技術，將問題模式化並分析

求出變數 (variable)對系統反應值 (response) 的影響  (Myers & 

Montgomery, 2002)。反應曲面法可以研究數個變數(或因子)組合所

產生之反應值在何種變數組合條件下可獲得最適效果(optimum 

solution)。反應曲面法可同時探討兩個或兩個以上影響因子而產生一

最適化反應條件。此方法已被廣泛應用於物理學、食品科學、農業

化學及社會學等領域，近年來，更被成功地應用於生化程序，如植

物油轉換程序(Cheynier, 1983) 、酒精發酵 (Chen, 1981；Bowman & 

Geiger, 1984；Zertuche and Zall, 1985)及酵母菌菌體(Moresi et al., 

1980)之生產等研究上。相較於傳統一次實驗決定一個因子最適值，

反應曲面法可提供實驗更大效益，以下就其特性說明介紹： 
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                                             (曾珞萍，民 99) 

 

圖八、反應曲面法流程圖 

Figure 8. Flow chart of response surface methodology. 
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1. 經濟性及可行性：反應曲面法可使用部分因數設定，故可以較少 

的實驗成本及時間而獲得正確有用的資訊。 

2. 系統化實驗設計：藉由一次實驗即可獲得多因子影響的反應極值

以及因子影響程度。 

3. 因子間的交互作用：可經由分析所得之統計資料和迴歸方程式來

瞭解各因數間交互作用，可用於解釋多因數對於系統的貢獻及影

響程度。 

4. 可得最適化的技術條件：反應曲面法所得的迴歸方程式可以很快

的被描繪成等高線圖（contour plot），並且可以快速的看出三度

空間的曲面圖，經由圖形可以更有效且快速的看出最適化的條件

所在。 

(二) 原理 

1951 年，學者首先提出反應曲面法的設計概念(Box & Wilson, 

1951)，其基本構想為結合統計實驗設計方法及數據契合技巧  

(data-fitting technique)，並依據實際實驗數據建立描述一群受測因子

及目標函數（Objective function）間相互關係之數學模式，進而藉由

此一模式探詢極值點所在位置。歸納其最適化步驟，反應曲面法主

要包括下列五項： 

1.極值點區域逼近 
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根據現有文獻資料或是基礎實驗數據，從眾多因子選取適當的

關鍵因子，推斷其有效範圍後，設定個因子合理的嘗試範圍。其次，

利用二水準因子設計 (two-level factorial design)及陡升路徑法 

(method of path of steepest ascent)來找尋極值點區域。 

(1)二水準因子設計 

   二水準因子設計實驗之數據可以用來分析各因子對目標函數的

影響效應，並提供決定陡升路徑方向的資料。 

(2)陡升路徑法 

   依據陡升路徑進行實驗則可較迅速有效地搜尋極值點所在區域。

但是一般來說，一試驗之最適條件之最初估值距離最適值差距極大，

通常是會在 X 的一小段區域變化中配合一階模式，當作趨近最適值

的方法，當我們欲求最大反應值時，沿著反應值遞增的方向， 逐步

修正試驗條件，逐次移動 X 向最佳組合區域逼近(圖九)，稱為陡升

法(the method of steepest ascent )。陡升路徑法是運用起始點 (P0) 沿

著各角度單位距離設定實驗點，得知此區域變化，藉由觀察各角度

方向之反應值與起始點之反應值，找尋兩者反應值最大差距角度，

再依此角度路徑持續延伸，直到實驗點之反應值下降為止，此時實

驗點則相當接近極值區域(Myers & Montgomery, 2002)。 

2.反應曲面數學模式建立 
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( Montgomery, 2001) 

 

 

 

圖九、陡升路徑圖 

Figure 9. Path of steepest ascent. 
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依照陡升路徑法的結果，當試驗已快達到最適值的邊緣，可由一階

模式欠合性檢定(test of lack of it)結果看出，當一階模式欠合性之 F

值達 5 % 顯著水準時，其反應值就不再是直線。再利用中心複合實

驗設計(central composite design ; CCD)給予補充星點(star point)、軸

點(axis point)與中心點(central point)實驗，同時結合因子設計實驗之

數據，利用多元迴歸(multiple regression )技巧進行二階模式的數據契

合。  

(1)中心複合實驗設計 

    利用陡升路徑法只能粗略找到極值點的所在區域，需再搭配中

心複合試驗設計，依二階迴歸模式來尋找極值點。在二階層因子設

計法中只有兩個測試水準，所以中心複合實驗設計利用中心點為起

始點，以星點和軸點輔助下，以三度空間試驗設計來彌補測試水準

的不足。先模擬出起點周圍區域的反應狀況，再藉由二階模型

(second-order model) (2)模擬找尋出極值點座標： 

 

                

                           (2) 

以三因子舉例(圖十)，星點是由原點沿著中心軸向外延伸，在適當

距離下設定的實驗點。對此三因子系統而言，此適當距離是指設計

點與原點的距離，相等於原點與立方體各頂點之距離。所以因子設

計與星點的實驗點都在以原點為中心的球型表面上，而且彼此對稱 
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(Myers & Montgomery, 2002) 

 

 

圖十、三因子中心複合設計概念圖 

Figure 10. Concept graph of central composite design with three factors. 
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。依此原則，對於多變數因子系統而言，星點之延伸距離(d 值)等於 

Nf
1/4，其中 N 為因子設計，包括完整或部份因子設計之總實驗點數

(Thomson, 1982)。星點之延伸距離為 Nf為星點總數，軸點與原點之

距離和星點與原點之距離相等，中心點則是在座標原點(0,0,0)進行

重複試驗，其目的除了提供二階模式迴歸計算所需之數據外，另一

方面可由重複試驗來估計由儀器與人為操作所造成的純實驗誤差

(pure error)。如此一來，各因子之測試範圍涵蓋中心點(0,0,0)、軸延

伸點(-d, +d) 與立方體之頂點(-1, +1)等五個測試水準。依照中心複合

實驗設計進行實驗所得之結果，透過 statistical analysis system (SAS)、

Statistical Product and Service Solutions(SPSS)等統計軟體，以反應曲

面迴歸分析進行二階模式契合，並以此二階模式來描述反應曲面之

變化(Myers & Montgomery, 2002)。 

3.反應曲面模式適切性之統計檢驗 

    由實驗數據進行統計迴歸而得的反應曲面模式對於表示數據的

適切程度，可利用變異數分析法(analysis of variance ; AVONA)以及

檢定係數(determination coefficient ; R
2
)來檢驗。除了確認反應曲面法

模式的可靠性外，亦可藉此統計檢驗步驟來說明實驗數據的規則性。

同時，由中心複合設計的中心點重複試驗，也可估計純粹由實驗上

所產生的誤差。 



33 

 

 (1) 變異數分析法 

  欲檢驗某數學模式其迴歸係數是否為顯著時可由 F test 檢定。 

 F0  =  MSX1 / MSE 

  其中，MSE ( residual mean of square) 為殘差之平均平方和 

      MSX1  =  SSX1/νX1則為模式之平均平方和 

SSx1( X1 sum of square)為模式之迴歸變異 

νX1為自由度 

再以 F 分佈(F distribution)來檢驗迴歸適切性，由 F 分佈表查出誤差

率為 α，相對自由度之 F 值，若 F0大於 F 值則可認定此數學模式之

適切性檢驗上有 (1-α) 水準以上的顯著性。 

(2) 檢定係數 

  模型之適切性亦可由檢定係數R
2來判斷，其定義為R

2 
= SSR/SST，  

  即為迴歸模式對於實驗數據總變異所描述的比率；換言之，亦表 

  示迴歸模式對其所描述的實驗數據之適切程度。SSR (regression 

  sum of square) 為數學模式之迴歸變異，SST (total sum of square) 

  為實驗總變異。若 R
2 值越趨近 1，表示此數學模式可適切描述各 

  實驗數據；反之 R
2 值遠低於 1，表示此數學模式與各實驗數據總 

  偏差相當大。 

4.極值點之決定 

極值點又稱逗留點(stationary point)，可能是最大反應值所在點
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(point of maximum response)、最小反應值所在點(point of minimum 

response)或是鞍點(saddle point)，一般以正則分析(canonical analysis) 

進行判斷(Myers & Montgomery, 2002)。 

5.因子影響效應分析 

系統中各因子對目標函數之影響雖可由一階或二階模式各項

係數值大小作初步判斷，但各因子之影響程度以及影響效應是否顯

著，則應以統計檢驗方式加以確定。欲了解各系數之影響差異則可

利用 t test 檢驗分析。t test 主要是將各項因子的係數與對應之標準

偏差(standard deviation; SD) 作比較，若該比值和 t table 中相對自由

度下 t value 小，表示此因子對反應值並無顯著影響。若該項係數

與 SD 比值大於 t value ，則此因子對反應值有顯著影響 (Myers & 

Montgomery, 2002)。 
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參、材料與方法 

一、實驗材料 

(一) 實驗樣品 

    取自台灣花蓮六十石山之金針花，學名為Hemerocallis fulva L.，

為百合科多年生宿根性草本植物，新鮮金針花苞在不同生長階段，顏

色會由綠轉橘黃色且體長逐漸延伸，本研究將原產於花蓮的金針花苞

依生長區分為五階段，長度分別為3、6、8、10 cm與開花(>10 cm)階

段(圖十一)。  

(二) NO清除活性成分所需試藥 

   HPLC 級gallic acid 純度98 %以上、Folin-Ciocalteu’s phenol 

reagent 購自Fluka公司。分析級sodium carbonate (Na2CO3)純度99.8%， 

aluminium chloride純度≧99.9 %、quercetin純度95 %、分析級sodium 

nitroprusside (SNP)純度≧ 99.9 %、 sulfanilamide純度≧ 99 %、

N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride純度≧98 %、sodium 

nitrite純度≧97 %均購自Sigma公司。phosphoric acid購自台灣聯工化

學公司。 

(三) 酚類化合物組成分析所需試藥 

    catechin純度≧99.2 %、rutin純度≧91.4 %、chlorogenic acid純度

≧95.2 %、kaempferol純度≧97.7 %、epigallocatechin gallate, analyst 
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圖十一、五個不同生長階段之金針花苞 

Figure 11. Different growth stages of daylily flower buds. 
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ical standard 純度≧98 %、wogonin 純度≧98 %、pinocembrin, 

analytical standard，均購自 Chromadex公司。benzoic acid純度≧ 98.5 

%、caffeic acid 純度≧98 %、epicatechin 純度≧98 %、quercetin 純

度≧98 %、ellagic acid 純度≧95 %，以上購自美國 Sigma 公司。

myricetin 純度≧96 %、chrysin 純度≧97 %等購自美國 Sigma-aldrich

公司。 

(四) 溶劑 

    HPLC 級formic acid、分析級dimethyl sulfoxide (DMSO) 以上購

自美國Sigma公司。HPLC級methyl alcohol (MeOH) 購自Mallinckrodt

公司。工業用95 %酒精購自台灣景明化工公司。 

二、儀器設備 

(一) 高效率液相層析儀(HPLC) 

    管柱：購自美國Agilent公司，Eclipse Plus C18管柱(4.6x250 mm)，  

          充填物顆粒大小5μm 

    幫浦：日本Shimadzu公司LC-10AT型 

    自動注射器：日本Shimadzu公司SIL-9A型 

    光電二極體陣列偵測器：日本Shimadzu公司SPD-M20A型 

    線上自動除氣裝置：美國Phenomenex公司DG-4400型 

    資料處理：日本Shimadzu公司Class-VP chromatography data 
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             System 6.14 

(二) 超高速離心機 

    台灣Hitachi公司himac CF-15R型 

(三) 旋轉式減壓濃縮機 

    濃縮器：瑞士Buchi公司RE111型 

    水浴槽：瑞士Buchi 公司461型 

    抽真空幫浦：日本Tokyo Rikakikai公司A-3S型 

    冷卻循環機：台灣Firstek Scientific公司B403L型 

(四) 超音波震盪機 

    澳洲Power Sonic公司420型 

(五) 紫外-可見光分光光度計 

    日本Hitachi公司的U-2001 Spectrophotometer 

(六) Vortex Mixer 

    美國Thermolyne公司產品，型號37600, Maxi Mix II 

(七)旋轉式磁石攪拌器 

   美國Corling公司產品 

(八) ELISA Reader 

   美國Thermo公司產品，型號MRX II 

三、實驗方法 

(一) 篩選高NO清除活性成分之金針花原料 
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1. 金針花乙醇萃取物之製備  

     分別精秤約0.5 g已通過70 mesh篩網之冷凍乾燥金針花粉末，

包括 3 、 6 、8 、10 cm 花苞與開花等五個階段，加入於 250 mL

之 95 %乙醇溶劑中，於室溫、避光條件下以磁石攪拌 24 h ，之後

於 15,000 ×g，4℃下離心 30 min(巫玉琳，民 97)。利用 90 mm 濾紙

過濾之後收集上清液，以減壓濃縮的方式將乙醇抽乾，用乙醇定量

至一定體積，此為不同生長階段金針花苞之乙醇萃取物。 

2. NO清除率測定 

    分別取12.5 μl 之100 ppm金針花乙醇萃取物加入487.5 μl PBS緩

衝液(pH 7.4)以及500 μl之25m M sodium nitroprusside(SNP)之PBS緩

衝液，於室溫下反應120 min之後，取出125 μl反應液加入75 μl之Griess 

reagent混和均勻，控制組以PBS取代樣品，空白組以PBS取代反應液，

利用分光光度計測量波長570 nm之吸光值(Bor et al., 2006)，吸光值越

低，表示受測物對NO清除率越強。Nitrite濃度則以sodium nitrite之標

準曲線定量，以評估樣品清除NO之能力。 

 

                                                         (3) 

OD sample: 樣品於波長570 nm之吸光值 

OD control: 控制組於波長570 nm之吸光值 

OD blank: 空白組於波長570 nm之吸光值 











blank OD-control OD

blank OD- sample OD
1(%) effects Scavenging
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3. 總酚類化合物(Total phenolic compounds；TPC)含量測定  

    分別取50 μl樣品與不同濃度標準品gallic acid(GA)與500 μl之

Folin-Ciocalteu’s reagent混合均勻，再加入1 mL H2O及2.5 mL之20% 

Na2CO3溶液反應，反應後利用分光光度計測定波長735 nm之吸光值

(Julkunen-Titto, 1985)。吸光值越高表示樣品總酚含量越多，由不同濃

度之gallic acid所製成的標準曲線，計算樣品中總酚類化合物之含量，

以mg GAE /g dry weight表示。 

4. 類黃酮(Total flavonoid；TF) 含量測定            

   類黃酮上相鄰的OH基會與氯化鋁反應生成紅棕色物質，可在波長

430 nm下測定其最大吸收波峰(Isabel et al., 2011)，其生成紅棕色物質

愈多，吸光質愈高，表示樣品中類黃酮含量愈多。將1 mL標準品

quercetin與金針花乙醇萃取物分別加入1 mL之2 % AlCl3於室溫下反

應15 min之後，利用分光光度計測量波長430 nm之吸光值。由不同濃

度quercetin所製成的標準曲線，計算樣品中類黃酮含量，以mg 

quercetin equivalent/g dry weight表示。 

5. 酚類化合物組成分析 

    取上述金針花乙醇萃取物3 g溶於2 mL DMSO中，以0.22 µm小飛

碟過濾後，取 20 µL 注入HPLC 分析。固定相是利用逆相C18管柱(4.6 

x 250 mm)，移動相包含 A沖提液5 % formic acid及 B沖提液100 %甲
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醇，沖提條件是在0 min時，A沖提液由70 %逐漸減少，B 沖提液則

由30 %逐漸增加至20分鐘為40 %，30分鐘時為45 %，50分鐘時為60 %，

52分鐘時為80 %，至60 min時A 沖提液為10 %，B 沖提液達到90 %，

photodiode-array 偵測器在波長190-800 nm下進行分析(Yaoa et al., 

2003)。所檢測的酚類化合物catechin, EGCG, epicatechin, wogonin, 

chrysin, caffeic acid, pinocembrin, rutin, chlorogenic acid, kaempferol, 

quercetin, myricetin及ellagic acid。  

 (二) 高NO清除活性成分最適化萃取條件探討 

1. 金針花乙醇萃取物之製備 

    製備具有高抗發炎活性及成分之金針花原料，此篩選出來的原

料與不同濃度乙醇的萃取比例 1 : 15 (w/v)，依實驗設計條件下於不

同的乙醇濃度(ethanol concentration；EtC) (%)、萃取溫度(extraction 

temperature；ExTe) (ºC)以及萃取時間(extraction time；ExTi) (h)進行

萃取，之後於 15,000 ×g，4℃下離心 30 min。利用 90 mm 濾紙過濾

之後收集上清液，用乙醇定量至一定體積，此為該金針花原料之乙

醇萃取物。 

2. 陡升試驗 

 先利用部分因子試驗得到一階模式之後，由中心點(X1=0, X2=0, 

X3=0)沿著陡升路徑向上移動，直到反應值開始減少為止，這時以最
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大反應值之獨立變數點之前後重新配合一階模式，再經由變方分析

表可得知直線迴歸不顯著(p>0.05)，此時二次式迴歸則達顯著水準

(p<0.05)，表示此試驗結果為曲線關係，其真正曲面上最高點應在此

試驗結果附近，這時再搭配 CCD 進行試驗，以便獲得更精確的最適

值。 

3. 實驗設計 

    本實驗採用三變數、五階層之 CCD，探討所篩選的金針花其最

高 NO 清除活性成分最適化萃取條件。萃取變數包括：EtC、ExTe、 

ExTi，其五階層依陡升試驗之中心點設計之。 

4. 統計分析 

    反應曲面法採用統計軟體 SAS (Statistical analysis system)     

中反應曲面迴歸分析(response surface regression ; RSREG)的程序進

行分析，以契合前述之二次多項式 (2)： 

 

                

                           (2) 

 

                      Y為反應(response)分別為NO清除率(%)及清除活性成分(TPC)，βki 

為ㄧ次式影響常數，βkij為交感作用影響常數，βkii 為二次式影響常數，

xi 為獨立變數；採用Sigma(version: 10.0; Jandel Scientific, Erkrath, 

Germany ) 繪圖軟體，三變數中的一變數固定為常數項，進行兩變數



43 

 

對反應値的曲面圖與等高線圖之繪製。 

    本實驗數據使用統計軟體 SAS 進行統計分析，以ANOVA程序

做變異分析，並且以Duncan’s multiple range test分析各樣品之間的影

響差異。 
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肆、 結果與討論 

一、   篩選高 NO 清除活性成分之金針花原料 

本研究所採用的金針花原料包括 3 、 6 、8 、10 cm 花苞與開

花等五個階段，藉由各原料乙醇萃取物比較其 NO 清除率及清除活

性成分含量包括 TPC、TF 及 11 種酚類化合物組成，以篩選出高 NO

清除活性成分的金針花原料。此篩選出的金針花將作為後續 RSM 最

適萃取條件探討的起始原料。 

(一) 金針花不同生長階段對 NO 清除率之影響 

    為了解不同生長階段金針花乙醇萃取物對 NO 清除能力的影響，

故進一步進行由 SNP 生成 NO 之清除能力試驗。SNP 在水溶液中會

釋放出 NO，於氧分子的存在下，可反應生成亞硝酸及硝酸化合物，

因此 NO 清除愈多，產生的亞硝酸及硝酸化合物就愈少。圖十二為

探討金針花不同生長階段對 NO 清除率之影響。結果指出，金針花

NO 清除率隨生長成熟而漸增可達 60 %以上，其中以開花組顯著高

於其他階段(p<0.05)，NO 清除率高達 63.38 %。而 Bor et al. (2006)

探討金針花時所得的 NO 清除率小於 40 %。此外，一些酚類化合物

如 catechin, epicatechin, EGCG, myricetin, kaemperfol 等物質已被報

導可有效清除 NO (Bor et al., 2006；Yoshimi et al., 2013)，因此後續

將測定 TPC、TF 含量及其組成。 
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圖十二、金針花不同生長階段對 NO 清除率之影響 

Figure 12. Effect of different growth stages of daylily flower on nitric 

oxide scavenging. Bars represent means±SD, n=3. Bars with 

different letters are significant different (p<0.05) by 

Duncan’s multiple range test. 
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(二) 金針花不同生長階段 TPC 含量變化 

    植物具有抗氧化性、抗發炎及生物活性，其中所含的酚類化合

物扮演重要角色(Kalt et al., 1999；Cichewicz et al., 2004)。膳食中主

要具有抗氧化性質的酚類物質包括中性酚類化合物、酚酸以及類黃

酮等，其中酚類化合物亦具有 NO 清除能力(Bor et al., 2006；Kim et 

al., 1999)。Folic-Ciocalteu’s assay 為一種廣泛用於測量總酚類化合物

的方法，可作用於酚類化合物結構上的 OH 基，並產生由黃色變藍

色的呈色反應(Julkunen-Titto,1985)。許多文獻對於 TPC 含量測定多

使用醇類作為萃取溶劑(Sun et al., 2009)，因此本研究所採用的萃取

溶劑為乙醇，利用 GA 作為標準品，可計算出相對 GA 之當量以回

推 TPC 含量，以 mg GAE/g dry weight 表示，GAE 數值愈高，表示

樣品 TPC 含量愈多。圖十三為金針花不同生長階段 TPC 含量變化，

結果顯示 TPC 含量隨金針花生長成熟而漸增，10 cm 和開花組含量

均可達 20 mg GAE/g dry weight 以上，其中開花組有較高的趨勢，

其 TPC 含量高達 22.4 mg GAE/g dry weight。圖十四為金針花不同生

長階段之 NO 清除率與 TPC 含量之相關性，結果顯示 TPC 含量和

NO 清除 R2=0.9113，具有高度相關。許多研究亦指出酚類化合物具

有 NO 清除活性(Acker et al.,1995；Cichewicz et al., 2004；Bor et al., 

2006)。 
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圖十三、金針花不同生長階段之總酚類化合物含量變化 

Figure 13.Change of total phenolic compound content for different 

growth stages of daylily flower in terms of mg GA 

equivalent/g dry weight. Bars represent means±SD, n=3. 

Means with different letters are significant different (p<0.05) 

by Duncan’s multiple range test. 
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圖十四、NO 清除率與 TPC 含量之相關性 

Figure 14. The correlation between NO scavenging effect (%) and total 

phenolic compounds . Means represent means±SD, n=3. 
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(三) 金針花不同生長階段 TF 含量變化 

    類黃酮亦屬於酚類化合物物質，存在於許多蔬果中，於鹼性環

境下可與硝酸鋁形成穩定的黃色錯合物(Isabel et al., 2011)。本實驗

以 quercetin 作為標準品，可計算出 quercetin 相對含量，以 mg 

quercetin equivalent /g dry weight 表示，其 quercetin 含量愈高，表示

受測物 TF 含量愈多。圖十五為金針花不同生長階段 TF 含量變化，

結果顯示 TF 含量以開花組顯著高於其他生長階段(p<0.05)，達 4.66 

mg quercetin equivalent/g dry weight。 

 (四) 金針花不同生長階段酚類化合物組成分析 

透過 NO 清除、TPC 及 TF 試驗得知金針花含有豐富酚類化合

物、抗發炎能力，且酚類化合物含量與抗發炎相關(Acker et al.,1995)，

因此進一步利用 HPLC 進行酚類化合物分析(Yaoa et al., 2003)。圖十

六為不同波長下酚類化合物的HPLC層析圖，包括278 nm有 catechin, 

EGCG, epicatechin, wogonin, chrysin 及 benzoic acid(內標準品)，290 

nm 有 caffeic acid, pinocembrin(內標準品 )，340 nm 有 rutin, 

chlorogenic acid、kaempferol, quercetin, myricetin 及 ellagic acid(內標

準品)。表一為金針花不同生長階段之酚類化合物分析，結果指出含

量隨金針花生長成熟而漸增的包括 chlorogenic acid, epicatechin, 

caffeic acid及 rutin，這些物質在開花組含量顯著高於其他樣品(p<0.0 
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圖十五、金針花不同生長階段之類黃酮含量變化 

Figure 15. Change of total flavonoids contents for different growth 

stages of daylily flower in terms of mg quercetin 

equivalent/g dry weight. Bars represent means±SD, n=3. 

Means with different letters are significant different (p<0.05) 

by Duncan’s multiple range test. 
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圖十六、(a)278nm(b)290nm(c)340nm 波長下酚類化合物的 HPLC 層 

        析圖 

Figure 16. HPLC chromatogram of phenolic compounds under (a)278 

nm(b)290 nm(c)340 nm. 1, catechin;2, EGCG; 3, 

chlorogenic acid; 4, epicatechin; 5, caffeic acid;6, benzoic 

acid; 7, rutin; 8, ellagic acid; 9, myricetin; 10, quercetin ;11, 

kaemperfol; 12, pinocembrin; 13, wogonin; 14, chrysin. 
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表一、金針花不同生長階段之酚類化合物含量 

Table 1. Different growth stages of daylily flower of each identified 

  phenolic compounds content (mg/100g dry weight). Means 

represent means±SD, n=3. Means with different letters are 

significant different (p<0.05) in the same raw by Duncan’s 

multiple range test 

 

 

 

Phenolic 

compounds 

Different growth stages  

 

Bud 

 

Flower 

3 cm 6 cm 8 cm 10 cm  

Catechin 68.80±3.67d 122.93±4.77b 126.50±3.24a 118.43±0.47b 107.78±2.17c 

EGCG 59.82±3.47d 90.17±3.33c 110.04±0.35b 103.74±4.38b 140.75±7.67a 

Chlorogenic 

acid 
16.49±0.72c 24.68±0.73b 25.28±0.79b 23.59±0.78b 33.06±3.97a 

Epicatechin 48.74±2.05d 60.98±2.63c 63.92±1.46c 75.54±9.98b 91.71±7.91a 

Caffeic acid 3.35± 0.26d 6.80± 0.24c 8.21± 1.15b 8.70± 0.91b 9.60± 0.61a 

Rutin 9.69±0.02e 14.26±1.35d 24.55±0.82c 39.90±1.94b 43.14±1.74a 

Myricetin 1.25±0.06a 0.17±0.04c 0.17±0.03b 0.04±0.03d 0.31±0.04b 

Quercetin 0.54±0.03a 0.17±0.02c 0.32±0.07b 0.56±0.04a 0.60±0.09a 

Kaempferol ND ND ND ND ND 

Wogonin 0.89±0.05a 0.78±0.05b 0.66±0.06c 0.65±0.05c 0.60±0.05c 

Chrysin ND ND ND ND ND 
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5)，分別可達 33.06、91.71、9.60 及 43.14 mg/100 g dry weight。而

含量隨金針花生長成熟而減少的有 wogonin，3 cm 含量顯著高於其

他組別(p<0.05)，達 0.89 mg/100 g dry weight，至開花組則下降為 0.60 

mg/100 g dry weight。其次，含量隨金針花生長成熟先增加後減少有

catechin 及 EGCG，其 catechin 含量由 3 cm 的 68.80 mg/100 g dry 

weight 增加至 8 cm 的 126.50 mg/100 g dry，且 8 cm 顯著高於其他樣

品(p<0.05)，但是之後隨著生長成熟而減少，至開花組含量下降為

107.78 mg/100 g dry weight。而 EGCG 含量則是由 3 cm 的 59.82 

mg/100 g dry weight 增加至 8 cm 的 110.04 mg/100 g dry，但 10 cm

則下降至 103.74 mg/100 g dry，其中以開花顯著高於其他樣品

(p<0.05)，可達 140.75 mg/100 g dry。其他含量沒有隨著生長成熟而

有增加趨勢或下降趨勢的有 myricetin 及 quercetin。myeicetin 含量以

3 cm 顯著高於其他組別(p<0.05)，可達 1.25 mg/100 g dry weight，而

10 cm 顯著低於其他組別(p>0.05)，為 0.04 mg/100 g dry weight。

quercetin 含量以 3 cm、10 cm 及開花顯著高於其他樣品(p<0.05)，含

量可達 0.50 mg/100 g dry weight 以上。catechin, epicatechin, EGCG, 

myricetin, kaemperfol 等物質已被證實具有 NO 清除能力(Yoshimi & 

Masashi, 2013)，且 catechin、rutin 與金針花抗發炎活性有高度的相

關性 (Que et al., 2007)，而本研究開花組中 epicatechin、EGCG、rutin
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這些物質含量均顯著高於其他組，圖十七為這四個酚類化合物總量

與 NO 清除之相關性，其 R2達 0.87，表示有高度相關性。且開花組

catechin 含量雖少於 8 cm 組最高的 126.5mg/100 g dry weight，但仍

可高達 107.78 mg/100 g dry weight，因此開花組較其他組顯現出最高

的 NO 清除能力。 

二、 最適化萃取條件探討 

(一) 陡升試驗 

    透過前面實驗篩選出金針花開花組具有高 NO 清除活性成分，

作為後續最適萃取條件探討的起始原料。首先利用部分因子試驗得

到一階模式之後，由中心點(X1=0, X2=0, X3=0)沿著陡升路徑向上移

動，直到反應值開始下降。實驗共設計 8 個陡升階段如表二，陡升

試驗結果顯示 NO 清除率呈現先增後減的趨勢，在第五階段可得最

大反應值其 NO 清除率最高，此階段 EtC 為 75 %、ExTe 為 60 ºC、 

ExTi 為 2.75 h，NO 清除率達 87.08 %，此初步結果可推知最高點應

在此試驗結果附近，因此後續將以此條件為中心點，並搭配 CCD 進

行試驗，以便獲得更精確的最適化萃取條件。 

 (二) 高 NO 清除率最適化萃取條件探討 

    表三為採用三變數、五階層之中心複合實驗設計(CCD)，探討

開探討所篩選的開花金針花其最高 NO 清除活性成分最適化萃取條  
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圖十七、Catechin, EGCG, epicatechin, rutin 總量與 NO 清除率之相關 

       性 

Figure 17. The correlation between total content of catechin, EGCG, 

 epicatechin, rutin (mg/100g dry weight) and NO scavenging 

effect (%). Means represent means±SD, n=3. 
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表二、陡升試驗結果 

Table 2. Steepest ascent of response 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Factor Response 

stage EtC (%) ExTe ( ºC) ExTi (h) 
 NO scavenging (%) 

0 65 50.0  4.00 65.63 

1 67  52 3.75 72.09 

2 69  54 3.50 77.13 

3 71  56 3.25 79.20 

4 73  58 3.00 79.97 

5 75  60 2.75 87.08 

6 77  62 2.50 85.53 

7 79  64 2.25 83.07 

8 81 66 2.00 52.20 
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表三、五階層三變數中心複合實驗設計最適萃取條件反應參數實驗值 

     之範圍 

Table 3. The reaction parameters experiment range of five-level 

-three-factor central composite rotatable experimental design 

 

Independent 

variable 

Coded level of variable 

-1.68 -1 0 1 1.68 

Ethanol concentration ( X1 )   

( EtC, % )  

58.2 65 75 85 91.8 

Extraction temperature( X2 )     

( ExTe, ºC )   

51.6 55 60 65 68.4 

Extraction time ( X3 ) 

(ExTi, h) 

1.91 2.25 2.75 3.25 3.59 
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表四、 開花階段金針花NO清除率及高TPC含量之五階層三變數中心

複合實設計與實驗數據 

Table 4. 5-level-3-factor central composite design and experimental data 

of nitric oxide scavenging effect and total phenolic compounds  

in flower opening daylily flower 

 

 

 

Treatment 

Coded level of variable  

Ethanol 

concentration 

( X1 )( EtC,% ) 

 

Extraction 

temperature( X2 )     

( ExTe, ºC ) 

Extraction 

time ( X3 ) 

(ExTi, h) 

nitric oxide 

scavenging 

effect( % ) 

TPC 

( mg GAE/ 

g dry 

weight) 

1 0 0 0 82.56 52.64 

2 0 0 0 83.01 55.75 

3 0 0 0 87.47 53.99 

4 0 0 0 88.89 52.81 

5 0 0 0 89.00 53.86 

6 -1 -1 -1 70.54 48.35 

7 -1 -1 1 56.59 37.68 

8 -1 1 -1 62.10 38.75 

9 -1 1 1 53.10 35.15 

10 1 -1 -1 65.20 42.56 

11 1 -1 1 79.33 44.57 

12 1 1 -1 63.20 42.16 

13 1 1 1 71.06 45.16 

14 0 0 -1.68 68.48 45.19 

15 0 0 1.68 67.57 42.58 

16 0 -1.68 0 69.51 46.97 

17 0 1.68 0 66.15 45.71 

18 -1.68 0 0 64.21 40.15 

19 1.68 0 0 64.92 35.39 
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表五、 實驗點NO清除率曲面之二次多項式及檢定係數 

Table 5. Second-order model equations for the response surfaces fitted to the experimental data points, as a function of 

nitric oxide scavenging effect respectively, coefficient of determination (R
2
). 

a
 Y = nitric oxide scavenging effect, 

X1 = ethanol concentration(%), X2 = extraction temperature(ºC), X3 = extraction time(h) 

 

Model equations 
a
 R

2
 

Y = -1093.22  + 9.78X1+25.38X2+ 38.22X3
 
- 0.066X1

2  
- 0.261X2

2
- 31.025 X3

2 
+ 

-0.0033X1X2+0.042 X1X3 +2.247 X2X3 

 

0.9381 
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件。萃取變數包括：EtC 為 58.2-91.8 %、ExTe 為 51.6-68.4ºC、ExTi

為 1.91-3.59 h，表四為五階層三因子的 CCD，探討開花階段金針花乙

醇萃取物的十九個實驗點對 NO 清除率及 TPC 含量的影響。NO 清除

率實驗結果顯示，八個星點與六個軸點之實驗點對 NO 清除效應介於

53.10-79.33 %，其中預設為最佳生產條件之中心點 (central point) 對

NO 清除率則介於 82.56-89.00 %，均高於其他實驗點，由此可推測最

佳生產條件相當接近中心點。表五為將表三中十九個實驗點以統計分

析軟體 SAS 中的反應曲面回歸分析(RSREG)，獲得其二次模型方程

式、檢定係數(R
2
)，由檢定係數 0.9381，表示此二次模型多項式具有

良好的解釋力，並可適當呈現反應值與各變數之間實際關係。表六為

二次多項式的變異數分析  (ANOVA) 結果，指出二次多項式(total 

model)於 F-test 顯示具有顯著影響 (p<0.05)，表示此二次模型多項式

對 NO 清除率有高度相關性，其中又以二次式(quadratic)具顯著影響

(p<0.05)，而交互作用(cross product)亦呈現顯著差異 (p<0.05) ，表示

此實驗探討三個變數之間產生的交互作用具有顯著影響 NO 清除的

效果。總誤差(total error) 分析中，此二次多項式適缺性(lack of fit) 無

顯著影響 (p>0.05)，由此亦可得知此二次多項式所呈現的誤差無顯著

影響，總誤差來源多來自實驗誤差 (pure error) 。此外， 表七進一步

以聯合檢測分析了解三個反應變數對 NO 清除率之整體影響，結果顯
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表六、影響NO清除率相關變數之變異數分析 

Table 6. Variables analysis of variance for pertaining to the response of 

nitric oxide scavenging effect 

 

Source Degree of 

freedom 

Sum of 

Squares 

Means of 

Squares 

F-value Prob > F 

Total model 9 1961.1661 0.9381 15.14 0.0002 

Linear 3 161.1793 0.0771 3.73 0.0542 

Quadratic 3 1546.9740 0.7399 35.84 <.0001 

Cross product 3 253.0127 0.1210 5.86 0.0168 

Total error 9 129.5047 14.3894   

Lack of fit 5 89.3909 17.8781 1.78 0.2976 

Pure error 4 40.1137 10.0284   
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表七、聯合檢測中 NO 清除率變異分析 

Table 7. Variance analysis of nitric oxide scavenging effect for joint  

detection 

 

Factor Degree of freedom Sum of Squares Prob > F 

Ethanol concentration ( X1 )   

( EtC, % )  

4 650.0476 0.0015 

Extraction temperature( X2 )     

( ExTe, ºC )   

4 833.4406 0.0006 

Extraction time ( X3 ) 

(ExTi, h) 

4 1175.3483 0.0002 
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示乙醇濃度(X1)與萃取溫度(X2)、萃取時間(X3)對NO清除率皆為顯著

性影響因子(p<0.05)，表示乙醇濃度、萃取溫度除與萃取時間除了對

萃取物有相當性影響，也同時反應在萃取NO清除率的表現，萃取時

間越久可能會使樣品中有效物質減少，而高濃度的乙醇可能會影響萃

取率；萃取溫度間亦是影響NO清除率的顯著影響因子。根據上述二

次模型多項式，分別固定其中一變數，以其餘兩變數繪製出一系列曲

面圖 (圖十八至圖二十)，以了解各變數與NO清除率之間的關係。圖

十八為固定乙醇濃度為75 %，探討萃取時間與萃取溫度對NO清除率

的影響，結果顯在萃取時間在2.6-2.8 h，具有最佳NO清除率，萃取溫

度在55-60 ℃之間，具有最佳NO清除率。圖十九為固定萃取時間為

2.75 h時，乙醇濃度與萃取溫度對NO清除率的影響，乙醇濃度70-75 %

時與萃取溫度在55-60 ℃之間，有最佳NO清除率萃。圖二十為固定

萃取溫度為60 ℃時，乙醇濃度與萃取時間對NO清除率的影響，顯示

當乙醇濃度在70-75 %時與萃取時間在2.6-2.8 h有最佳的NO清除率，

應證了NO清除率與萃取溫度具有相關性。依照實驗結果所得之二次

模型多項式，估計乙醇濃度為75%、萃取溫度為60 °C、萃取時間為2.75 

h時，其開花組金針花具有最佳的NO清除率可達86.63 %，依照上述

預測最佳化的萃取條件進行五次獨立之三重複實驗，如表八所示，驗

證結果顯示NO清除率實際值為83.96 %，預測值亦坐落在實驗值的95  
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圖十八、75 %乙醇濃度下萃取時間與萃取溫度對NO清除效應之影響 

Figure 18. Effect of extraction time and extraction temperature in 75 % 

         ethanol concentration on nitric oxide scavenging effect. 
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圖十九、萃取時間2.75 h下乙醇濃度與萃取溫度對NO清除效應之影響 

Figure 19. Effect of ethanol concentration and extraction temperature in 

         extraction time 2.75 hour on nitric oxide scavenging effect. 
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圖二十、 萃取溫度60 ºC下反應時間與乙醇濃度對NO清除之影響 

Figure 20. Effect of extraction time and ethanol concentration in 

         extraction temperature 60 ºC on nitric oxide scavenging effect. 
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表八、NO 清除率最適化模型驗證結果 

Table 8. Results of verification tests for fitted model of nitric oxide 

       scavenging effect 

 

Response variables NO scavenging effect (%) 

Predict value 86.63 

Experimental value ( mean ) 83.96± 3.45 

Sample size 5 

95% confidence interval ( 79.67-88.25 % ) 
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%信心區間(79.67-88.25 %)，表示依照最適萃取條件之金針花苞乙醇

萃取物對NO清除率確實與預測結果相符。且金針花機能性成分中與

抗發炎相關的是以酚類化合物為主，酚類化合物具有NO清除能力

(Chan et al., 1997)、抑制iNOS表現(Bor et al., 2006)，因此之後會探討

高TPC含量最適化萃取條件。 

(三) 高 TPC 最適化萃取條件探討 

    實驗指出 TPC 含量與 NO 清除有著正相關，且金針花中酚類化

合物與抗發炎有高度相關(Chan et al., 1997；Bor et al., 2006)。因此以

篩選出高 NO 清除活性成分之開花原料，進行高 TPC 最適化萃取條

件探討。如前述表四所示，表四為五階層三因子十九個實驗點對 TPC

含量的影響。TPC 含量實驗結果顯示，八個星點與六個軸點之實驗點

對 TPC 含量介於 35.15-44.57 mg GAE/g dry weight，其中預設為最佳

生產條件之中心點(central point)對 TPC 含量則介於 52.64-55.75 mg 

GAE/g dry weight，由此可推測最佳生產條件相當接近中心點。表九

為十九個實驗點以統計分析軟體 SAS 中的反應曲面迴歸(RSREG)，

獲得其二次模型方程式、檢定係數(R
2
)，由檢定係數 0.9319 得知此二

次模型多項式具有重要的解釋力，並可適當呈現反應值與各變數之間

實際關係。二次多項式的變異數分析 (ANOVA) 結果如表十所示，二

次多項式(total model)於 F-test 顯示具有顯著影響 (p<0.05)，表示此
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表九、 實驗點TPC含量曲面之二次多項式及檢定係數 

Table 9. Second-order model equations for the response surfaces fitted to the experimental data points, as a function of total 

       phenolic compounds respectively, coefficient of determination (R
2
). 

a
 Y = total phenolic compounds, X1 =ethanol 

       concentration(%), X2 = extraction temperature(ºC), X3=extraction time(h)  

       

Model equations 
a
 R

2
 

Y=-451.19+1.864364X1+12.687747X2+45.82X3-0.026823X1
2
-0.142083X2

2
-22.874714X3

2 

+0.020150X1X2+0.308000X1X3+0.964000X2X3 

 

0.9319 
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表十、 影響TPC含量相關變數之變異數分析 

Table 10. Variance analysis of for variables pertaining to the response of 

        total phenolic compounds 

 

Source Degree of 

freedom 

Sum of 

Squares 

Means of 

Squares 

F-value Prob > F 

Total model 9 684.4384 0.9319 13.67 0.0003 

Linear 3 31.2446 0.0425 1.87 0.2046 

Quadratic 3 579.6358 0.7892 34.74 <.0001 

Cross product 3 73.5580 0.1001 4.41 0.0362 

Total error 9 50.0528 5.5614   

Lack of fit 5 43.8854 8.7770 5.69 0.0584 

Pure error 9 50.0528 5.5614   
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二次模型多項式對TPC含量有高度相關性，其中又以二次式(quadratic) 

具顯著影響 (p<0.05)，而交互作用(cross product)亦呈現顯著差異 

(p<0.05) ，表示此實驗探討三個變數之間產生的交互作用具有顯著影

響 TPC 含量的效果。總誤差(total error) 分析中，此二次多項式適缺

性 (lack of fit) 無顯著影響 (p>0.05)，由此亦可得知此二次多項式所

呈現的誤差無顯著影響，總誤差來源多來自實驗誤差(pure error)。此

外，進一步以聯合檢測分析(表十一)了解三個反應變數對 TPC 之整體

影響，結果顯示乙醇濃度(X1)、萃取溫度(X2)與萃取時間(X3)對總酚類

化合物含量皆為顯著性影響因子(p<0.05)，表示乙醇濃度、萃取溫度

與萃取時間除了對萃取物有相當性影響，也同時反應在 TPC 含量的

表現，萃取時間越久可能會使樣品中有效物質減少，推測因為長時間

萃取會使酚類化合物聚合而使相對活性降低。而高濃度的乙醇可能會

影響萃取率；萃取溫度間亦是影響 TPC 含量的顯著影響因子。根據

上述二次模型多項式，分別固定其中一變數，以其餘兩變數繪製出一

系列曲面圖(圖二十一至圖二十三)，以了解各變數與 TPC 含量之間的

關係。圖二十一為固定乙醇濃度為 75 %，探討萃取時間與萃取溫度

對 TPC 含量的影響，結果顯在萃取時間在 2.6-2.8 h 及萃取溫度在

55-60 ℃之間，具有最佳 TPC 含量。圖二十二為固定萃取時間為 2.75 

h 時，乙醇濃度與萃取溫度對 TPC 含量的影響，乙醇濃度 70-75 %時 
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表十一、 聯合檢測中 TPC 含量變異分析 

Table 11. Variance analysis of total phenolic compounds for joint 

detedtion 

 

Factor Degree of freedom Sum of Squares Prob > F 

Ethanol concentration ( X1 )   

( EtC, % )  

4 139.4780 0.0108 

Extraction temperature( X2 )     

( ExTe, ºC )   

4 239.9277 0.0017 

Extraction time ( X3 ) 

(ExTi, h) 

4 513.5864 <.0001 
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圖二十一、75 %乙醇濃度下萃取時間與萃取溫度對TPC含量之影響 

Figure 21. Effect of extraction time and extraction temperature in 75 %  

         ethanol concentration on total phenolic compounds. 
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圖二十二、萃取時間2.75 h下乙醇濃度與萃取溫度對TPC含量之影響 

Figure 22. Effect of ethanol concentration and extraction temperature in 

         extraction time 2.75 hour on total phenolic compounds. 
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圖二十三、萃取溫度60 ºC下反應時間與乙醇濃度對TPC含量之影響 

Figure 23. Effect of extraction time and ethanol concentration in  

         extraction temperature 60 ºC on total phenolic compounds. 
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與萃取溫度在 55-60℃之間，有最佳 TPC 含量。使清除能力下降。圖

二十三為固定萃取溫度為 60 ℃時，乙醇濃度與萃取時間對 TPC 含量

的影響，顯示當乙醇濃度在 70-75 %時與萃取時間在 2.6-2.8 h 有最佳

的 TPC 含量，應證了 TPC 含量與萃取溫度具有相關性。依照實驗結

果所得之二次模型多項式，估計萃取時間為 2.75 h、乙醇濃度為 75%、

萃取溫度為 60 °C 時，其開花組金針花有最大的 TPC 含量，可達 54.02 

mg GAE/g dry weight，依照上述預測最佳化的萃取條件進行五次獨立

之三重複實驗，如表十二所示，驗證結果顯示 TPC含量實際值為 54.36 

mg GAE/g dry weight，預測值亦坐落在實驗值的 95 %信心區間

(53.20-55.54)，表示依照最適萃取條件之金針花苞乙醇萃取物對 TPC

含量確實與預測結果相符。 
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表十二、TPC 含量最適化模型驗證結果 

Table 12. Results of verification tests for fitted model of total phenolic 

        compounds 

 

 

Response variables TPC (mg GAE/g dry weight) 

Predict value 54.02 

Experimental value ( mean ) 54.36± 0.94 

Sample size 5 

95% confidence interval (53.20-55.54)  
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伍、 結論 

    本研究首先探討金針花不同生長階段之 NO 清除率與清除活性

成分，包括 TPC、TF 和 11 種酚類化合物組成，以獲得最佳高 NO 清

除活性成分之金針花乙醇萃取物，結果顯示開花組 NO 清除率、TPC

及 TF 均顯著高於其他組別(p<0.05)，開花組具有最高的 NO 清除能力

與其高含量的 caffeic acid, EGCG, epicatechin, chlorogenic acid, rutin

有高度相關。因此後續以開花組作為起始原料探討高 NO 清除率及高

TPC 含量之最適萃取條件，結果顯示兩者的 R
2 分別為 0.9381 與

0.9319，表示此次實驗設計具有高解釋度；變異數分析(ANOVA)顯示

二次多項式(total model)具有顯著影響性 (p<0.05)，然而對於二次多

項式的適缺性(lack of fit)的影響並不顯著(p>0.05)，再次證實本實驗設

計的高度解釋能力；聯合分析亦顯示此次實驗探討的萃取變數皆對

NO 清除率及 TPC 含量具有顯著影響。高 NO 清除率及高 TPC 含量

最適萃取條件皆為乙醇濃度75 %、萃取溫度60 °C與萃取時間2.75 h，

在此條件下萃取所得萃取物其 NO 清除率最高可達 86.63 % 及 TPC

含量最高可達 54.02 mg GAE/g dry weight。高 NO 清除率與高 TPC 含

量最適化萃取條件完全相同，可得知 NO 清除與酚類化合物相關，推

測是因為總酚中含有高比例的特殊成分如 catechin, EGCG, 

epicatechin, chlorogenic acid, rutin 等物質。 
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