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摘要 

由於全球各地的氣喘盛行率逐年持續上升，加上近年奈米科技產品日新月異，

尤其以具有抗菌功效的奈米銀應用至為廣泛，因此大量勞工可能在生產過程中吸

入空氣中的奈米銀微粒；除了關注奈米銀對一般健康勞工的呼吸毒性外，針對氣

喘此易感族群的相關呼吸毒理研究也有其重要性。 

  本研究利用蒸氣冷凝法產生奈米銀微粒，以進行氣喘動物之呼吸暴露實驗。

一開始要先建立氣喘動物模式，將 BALB/c 小鼠分為健康(PBS)和氣喘模式(OVA)

兩組，再細分為奈米銀暴露組(NP)和過濾空氣控制組(FA)。因此四組分別表示為

PBS/FA (N=5)、PBS/NP (N=6)、OVA/FA (N=5)、OVA/NP (N=5)，暴露時間為 6

小時/天，連續 7 天，結束後測量各組呼吸道阻力。最後分析氣喘疾病及肺部發

炎指標，以及肺部病理組織切片。 

奈米銀暴露組所暴露之奈米微粒平均粒徑為 32.78nm，質量濃度為 3.34 

mg/m
3，經過連續 7 天的暴露後，可觀察到在健康組間，分別在肺泡灌洗液 (BALF)

的嗜酸性白血球比率、嗜中性白血球比率及總死亡細胞數三個生理指標中，

PBS/NP 相比 PBS/FA 皆有上升趨勢；而在氣喘組間，則在血清的免疫球蛋白

E(IgE)(呼吸暴露後)、BALF 的介白素 13 (IL-13)和總死亡細胞數(total cell)，以及

呼吸道阻力(AHR)這些生理指標中，OVA/NP 相比 OVA/FA 皆有上升趨勢。而且

肺部病理組織切片的結果也顯示，無論是健康組還是氣喘組，經過奈米銀暴露後

的發炎反應會較強烈。 

目前針對氣喘疾病的奈米銀呼吸毒理研究非常缺乏，本研究使用由奈米微粒

產生器所產生之奈米銀氣膠進行呼吸暴露，可觀察到奈米銀對健康或氣喘小鼠皆

有不良健康效應之趨勢，惟此趨勢在統計上並不顯著，推估是由於此氣喘模式中

致敏劑劑量過高所致，建議應下調劑量以適用於奈米呼吸暴露研究；此外，過去

亦有研究顯示奈米銀微粒對氣喘小鼠反而有抑制發炎的作用，因此目前奈米銀微
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粒對於氣喘模式小鼠的健康效應未有一致結論，其毒理影響及作用機轉仍有待更

多相關研究。 

關鍵字：奈米銀微粒、氣喘、蒸發冷凝法、呼吸暴露 
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Abstract 

 

Nowadays, asthma is one of the most common airway inflammatory disease and its 

prevalence is high in developed and developing countries. A wide range of silver 

nanoparticle applications has emerged in consumer products ranging from 

disinfecting medical devices to water treatment. We are interested in the inhalation 

toxicity of silver nanoparticles in susceptible allergic asthmatic mice. 

In this study, silver nanoparticles were produced in a generation system. The 

BALB/c mice were divided into normal group (PBS) and asthmatic group (induced by 

OVA injection). These two groups were further exposed for filtered air (FA) (PBS/FA 

(N=5)、OVA/FA (N=5)) and silver nanoparticles (NP) (PBS/NP (N=6)、OVA/NP 

(N=5)) 6 hours a day for one week. 

The average size and concentration of NP during exposure was 32.78 nm at 3.34 

mg/m
3
. The inflammation and asthma markers including IgE in serum, IL-13, total 

protein, total cells, proportion of neutrophils, macrophages and eosinophils in 

bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and AHR (airway hyperresponsiveness) were 

determined.  

The results showed that animals had adverse health effects after exposure to AgNPs 

(silver nanoparticles). In normal group, percentage of neutrophils, eosinophils and 
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total cells in BALF increased after AgNPs exposure as compared to FA control. In 

asthma group, IgE, IL-13, AHR and total cells also increased after AgNPs exposure as 

compared to FA control but it was not statistically significant. These results suggested 

that asthmatic model needs further modification. Additionally, some previous 

experiments showed that AgNPs might act as anti-inflammatory agents. Thus，further 

studies are needed to assess the toxicity of AgNPs in allergic asthma model.  

Key words：silver nanoparticles, asthma, evaporation-condensation, inhalation 

exposure 
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第一章 前言 
 

  隨著科技發展，奈米微粒因為其特殊的光學、磁性、導電性和抗微生物等物

化特性，而被廣泛應用在不同領域中，包括能源、醫療藥物、光電產業、生技工

程、半導體產業和化妝品等等。由於奈米微粒的應用顯示出其優越特性，因此先

進國家或產業都投入大量資源進行研究，產生出來的商品不但可以高度發揮原本

效能，更能節省能源及促進環保。目前國際上的奈米產品數量眾多，如奈米衣物、

奈米化妝品、奈米陶瓷等，其中以奈米氧化鋅、二氧化鈦和銀等奈米微粒的使用

最多，其中奈米銀由於其高穩定性和特殊的抗菌能力，常被應用在紡織衣物、化

妝品、洗衣機、醫藥噴劑、塗料等產品中，因此生產此類消費品過程中的勞工，

容易從呼吸道暴露到奈米銀微粒。 

  另一方面，過去已有不少研究證實奈米微粒具有呼吸毒性[1-4]，這些奈米產

品投入到消費者市場中，除了一般健康勞工可接觸到外，其中患有心血管或呼吸

道等疾病的易感族群也無可避免地接觸到；過敏性氣喘即是其中一種呼吸道疾病，

尤其在先進國家的盛行率頗高，因此有必要探討奈米銀微粒毒性對患有過敏性氣

喘疾病此類易感族群的健康影響。 

  目前對於奈米銀的研究仍主要著重於其抗菌特性，關於奈米銀的毒性研究則

以體外細胞及口服實驗較多，呼吸毒性的探討仍然不足。此外也有不少關於各種

奈米微粒對過敏性氣喘易感族群的研究，惟獨針對過敏性氣喘的奈米銀微粒呼吸

毒理研究仍然相當缺乏，因此有必要對於奈米銀在連續暴露情況下進入氣喘模式

動物體內的毒性作進一步的研究。故本研究目標是希望利用全身性呼吸暴露方式

探討奈米銀的毒性作用，以探討奈米銀微粒對過敏性氣喘易感族群之呼吸毒理作

用。 
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第二章 背景與重要性 
 

2.1 奈米微粒特性與毒性 

  目前國際上把粒徑在 1 至 100 奈米範圍的微粒定義為奈米微粒；奈米微粒

由於體積小，因此其相應的表面積－體積比非常大，從而增加其表面可吸附的金

屬、化學物質，並可能穿透肺泡到血液中，與血清、唾液、黏液和肺內層液體等

的反應增強，導致奈米微粒比一般大粒徑微粒有更強的表面活性和反應性[5]；

同時各種奈米微粒各自擁有優異的物化特性，包括對光的反射率很低，同時對光

的吸收率隨粒徑減少而大大增加，可作為高效率的光熱、光電等轉換材料；比表

面積增大，有高表面活性及化學反應性增加，可用作高效催化劑；隨著粒徑逐漸

減小，表面原子的比例上升，熔點會下降；此外，奈米微粒在低溫時，導熱性極

佳，可做為低溫導熱材料；奈米微粒也具有良好的磁學及力學特性，可用於製作

強磁性電子器材或耐磨、耐壓與高強度的奈米複合材料。由於奈米微粒具有如此

優異的特性，因此被廣泛應用在磁性材料、電子材料、光學材料、高密度複合材

料、催化、陶瓷及塗料等廣闊工程領域中[6-8]。 

  奈米微粒可通過肺部上皮細胞進入組織間質，之後再轉移到血液和淋巴並到

達體內各個器官並沉積，危害健康[5, 9]。過去因為量測技術的限制，對於這種

肉眼看不見的細小粒子並未給予重視。近來由於奈米科技及奈米材料的迅速發展，

加上奈米銀微粒因其特有的殺菌能力被廣泛使用，消費者接觸機會大增，才逐漸

引起各界廣泛的關注。 

  有研究發現奈米微粒(銥 Ir，15 及 80nm)能通過血液循環分布至各個器官，

包括肝臟、脾臟，甚至心臟、腎臟和免疫器官[10]。Oberdördster 等人以呼吸暴

露方式進行奈米碳粉暴露大鼠 6 小時，發現奈米微粒不但會影響呼吸系統功能，

還能通過嗅神經進入腦部[5]。另外，奈米微粒粒徑大小也會影響在動物體內的

流佈，Ferin 等人分別使大鼠吸入 20 及 250 nm TiO2 奈米微粒，暴露 12 週後，



7 
 

發現小微粒從肺組織中清除的速率較慢，而且小微粒更易穿越上皮細胞進入間質

組織和淋巴結，說明不同粒徑的奈米微粒會造成不同程度的毒性反應[11]。將

BALB/c 小鼠暴露於濃縮超細微粒(ultrafine particles)大氣中，發現腦中誘導發炎

細胞因子(IL-1α)、腫瘤壞死因子(tumor necrosis factor , TNF-α)和細胞核轉錄因子

(nuclear factor-kappa B , NF-κB)都有增加的現象[12]。 

2.2 奈米銀微粒 

2.2.1 微粒特性 

    奈米微粒由於其粒徑大小，而擁有不同於一般大粒徑微粒的物化特性，其

中奈米銀微粒因其特殊的抗菌能力，是最被廣泛應用的奈米材料之一，根據

Nowack 於 2011 年對奈米銀應用及管理的回顧，奈米尺寸的銀最早於 120 年前已

被合成出來，以此方法製造的銀膠粒徑為 7-9nm [13]，並逐漸開始使用，而且由

於奈米銀特殊的物化特性，直到今天，世界各地每年會生產 320 噸的奈米銀應用

在各領域上[14]；由於近幾年來被高度應用在消費產品上，大大增加了對人以及

環境的暴露，且相關暴露評估仍然不足，因此需更多相關的研究以釐清其暴露風

險[15]。 

  目前市面上相關產品眾多，例如衣物、化妝品、洗衣機、醫藥產品及設備、

表層塗料等。消費市場中，含有銀的護理產品都標榜有殺菌功能，它的機制是通

過緩慢釋放出銀離子，在低濃度下可以破壞細菌的細胞膜，並與裡面酶蛋白的疏

基結合在一起，通過降低活性酶的活性達到抗菌目的，目前有關奈米銀抗菌的研

究已相當多[16-18]。 

2.2.2 流行病學研究 

  奈米銀材料早於 120 年前已被合成出來並開始應用，但針對人體的相關毒理

研究仍然非常缺乏，另一方面，奈米銀材料的大量應用，使得作為第一線接觸者

的勞工，在生產其相關消費品的過程中，暴露到奈米銀微粒的風險非常高。雖然

我們一般認為勞工都是較健康的族群，但實際上在呼吸道疾病盛行率非常高的情
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況下，無法完全避免患有氣喘等疾病的易感族群，在工作時暴露到具有毒性的奈

米微粒。 

  韓國研究團隊於 2011 年針對生產奈米銀材料的工廠勞工進行暴露水平評估，

兩名工人暴露的濃度分別為 0.35 及 1.35 μg/m
3
，經過 7 年的工作暴露，血液及尿

液中的濃度皆極低，並無明顯健康效應[19]。另外以即時監測方式使用個人採樣、

SMPS 及粉塵偵測器等儀器，測得奈米銀重量濃度為 0.02 至 1.18 μg/m
3
[20] ，

遠低於 ACGIH(American Conference of Governmental Industrial Hygienists)訂定職

業暴露的恕限值(Threshold limit values，TLV) - 0.1mg/m
3
(total silver)，因此不易

觀察其不良健康效應。另外於 2012 年的研究中發現，在澆注金屬熔爐旁的微粒

濃度與基值(熔爐升溫前)相比高 1000 倍以上，即使有局部通風系統仍無法避免

逸散[21]。因此對於患有呼吸道疾病並在高暴露區域工作的勞工，仍有潛在健康

風險，需進行更多相關的流行病學研究。 

2.2.3 毒理研究 

  過去已有不少奈米銀毒性相關研究，其中以體外細胞實驗具多；有研究發現

粒徑少於 100nm 的奈米銀溶液，在不同濃度下，對四種老鼠和人類細胞株皆有

明顯抑制存活率的作用[22]。此外，也有使用 5-10µg/ml 的奈米銀溶液暴露小鼠

的精原細胞 (Spermatogonial stem cell)24 小時，可導致線粒體功能下降及細胞凋

亡[23]。Hussain 等人於 2005 年分別用 25 及 100nm 的 5-10µg/ml 奈米銀溶液暴

露於 BAL 3A 大鼠肝細胞 24 小時，發現線粒體功能顯著下降、細胞膜滲漏乳酸

脫氫酶(lactate dehydrogenase，LDH)及氧化壓力指標- 活性氧化物質(reactive 

oxygen species，ROS)上升[24]。其後於 2008 年又分別用 15、30 及 55nm 奈米銀

溶液暴露大鼠肺泡巨噬細胞 24 小時，發現隨著暴露濃度上升(10-75µg/ml)，形成

氧化壓力，細胞膜活力明顯下降，而且在暴露 15nm 奈米銀溶液後，觀察到發炎 

反應介質的釋出，包括腫瘤壞死因子 (tumor necrosis factor , TNF-α)及巨噬細胞

抑制蛋白(macrophage inhibitory protein , MIP-2)等，說明發炎反應與氧化壓力的
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形成有高度相關[25]。Arora 等人於 2009 年亦有進行類似的研究，他們選擇用

10-200µg/ml 且粒徑在 7-20nm 的奈米銀溶液，暴露小鼠的纖維母細胞及肝細胞

24 小時，同樣導致氧化壓力形成、細胞活性下降及凋亡[26]；而且證實奈米銀是

通過調控線粒體產生氧化壓力的途徑，誘導細胞凋亡[27]。除了動物細胞外，也

有直接使用人類細胞測試奈米銀毒性的研究，例如 Park 等人於 2010 年使用了

5-10nm (濃度 0.5-10µg/ml)的奈米銀溶液對人類肝癌細胞株-HepG2 細胞進行 28

小時暴露，也會造成氧化壓力的產生及細胞凋亡[28]，因此奈米微粒可望應用於

癌症治療技術。從上述研究可知奈米銀微粒無論是對動物還是人類細胞，皆有明

顯細胞毒性(cytotoxicity)。 

  細胞實驗優點為方便快速且成本低，但是其暴露情況與實際奈米微粒進入人

體內接觸細胞不同，其毒性影響難以推論，因此仍需要進一步的口服及呼吸暴露

毒性測試。Kim 等人於 2008 年分別用不同濃度(30、300 及 1000 mg/kg) 60nm 粒

徑奈米銀，以口服方式暴露 SD 大鼠 28 天，發現暴露於奈米銀濃度 300 mg/kg

以上會造成輕微肝臟損傷，而且鹼性磷酸酵素 (alkaline phosphatase)與膽固醇值

(cholesterol values)有劑量效應，同時觀察到銀微粒在體內的分佈濃度，以胃、肝

及腎臟的濃度最高，其他如睪丸、腦、肺及血液中也可偵測到[29]；除此之外，

銀微粒亦有分佈在腸道之上層絨毛及皺褶中，並刺激杯狀細胞分泌黏液顆粒[30]。

該研究團隊期後於 2010 年又進行一次為期 90 天之亞慢性口服暴露實驗，使用較

低劑量(125mg/kg)的奈米銀暴露已可造成肝臟損傷，且在暴露後膽管增生的發病

率增加，可能伴隨壞死、纖維化及色素沉著等病變[3]。重複低劑量(1mg/kg)暴露

也可以造成器官毒性及引起發炎反應[31]。 

  根據估計，大約 14%的奈米銀技術應用產品在使用過程中，會釋放出奈米銀

微粒在空氣中[32]，從而暴露到人類呼吸道，因此口服實驗雖然較易控制攝入劑

量及執行方便，但呼吸暴露仍然是最接近實際暴露的途徑，因此呼吸毒理實驗仍

有其必要性。呼吸暴露大致分四種途徑，分別是氣管霧化吸入(intratracheal 

http://tw.dictionary.search.yahoo.com/search;_ylt=A3eg.8ppLLJQGiAAt299rolQ?ei=UTF-8&fr=yfp&docid=SB5ZOToYoIUbtXndsskKXQ&source_lang=en&target_lang=zh-hant&p=alkaline+phosphatase
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nebulization , IN)、氣管灌注(intratracheal instillation , IT)、鼻部吸入(nose-only 

inhalation)及全身性呼吸暴露(whole-body inhalation)。氣管霧化吸入與氣管灌注比

較，霧化吸入的技術需求較低，但兩者都可明確了解動物的真實暴露劑量，惟此

方法與人類實際呼吸情況不同[33, 34]；鼻部吸入較接近實際情況，但動物若長

時間固定會產生壓力或窒息，影響實驗結果，因此全身性呼吸暴露為最合適之實

驗暴露途徑，動物全身處於充滿奈米微粒的空間，可自由呼吸活動，因此可作長

期的慢性毒理研究，缺點則是無法精確微粒暴露量及成本頗高[35]。 

  有研究使用氣管灌注方法暴露小鼠，28 天後觀察到促進發炎的細胞激素(例

如 TNF-α)增多，導致發炎及組織損傷相關之基因表現上調[36]。也有研究發現大

鼠吸入低濃度奈米銀顆粒(>100nm)6 小時後，肺泡中的奈米銀顆粒通過肺泡-毛細

血管屏障進入血液，導致血中銀濃度上升[37]。除了進入血液外，也有許多研究

進一步發現奈米微粒能通過血液循環分布至各個器官，包括肝臟、脾臟，甚至心

臟、腎臟和免疫器官等[10, 38, 39]。 

  有韓國研究團隊針對奈米銀呼吸毒性進行了相關實驗，利用全身性呼吸暴露

方式 ,使健康大鼠暴露 15 nm 奈米銀微粒 13 週，濃度為 49-515μg/m
3，發現會增

加混合發炎細胞浸潤、慢性肺泡發炎及小肉芽腫病變[1]。次年該研究團隊再用

類似條件進行 18nm 奈米銀微粒 4 小時急性暴露，濃度為 76-750μg/m
3，但是並

沒有觀察到顯著毒性反應；參考 ACGIH 訂定的恕限值(TLV) -0.1mg/m
3，推論

奈米銀微粒濃度在超過的 TLV 情況下，對長時間暴露的毒性較明顯[40, 41]。目

前關於奈米銀呼吸毒理的研究仍然非常缺乏，故相關之毒理機制仍需進一步探討

(表 1)。 

 

2.3 氣喘 

2.3.1 氣喘疾病 

  根據歐洲過敏反應和臨床免疫學會(EAACI)的統計結果，歐洲1/3兒童有過敏
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疾病，而且其中30-50%會發展為氣喘，估計到了2015年有半數歐洲人為過敏性

氣喘所苦[42]。在台灣，根據行政院衛生署國民健康局的資料顯示，95年年底台

灣約有50萬3,000人罹患氣喘； 98年的國民健康訪問調查，針對3,531位12歲以下

兒童曾被醫師診斷有氣喘之比率為6.7%，從上述調查同時得知，影響12歲以下兒

童發生氣喘的因素中，空氣污染就佔了27.5%，空污同時是氣喘常見環境誘發因

子。根據台大研究團隊調查台北市7到15歲兒童的氣喘盛行率，從民國74年的

5.08%，上升至83年的10.79% [43]；到了民國96年，北市國小一年級學童氣喘盛

行率更達到20.34% (臺北市國小一年級學童食物過敏原檢測計畫)。 

  過敏性氣喘作為兒童常見及重要的慢性疾病之ㄧ，其形成同時受先天遺傳傾

向和後天環境因素影響。而且有研究發現富裕國家的兒童氣喘盛行率與貧窮國家

相比為高[44]，此現象可由衛生假說(hygiene hypothesis)所解釋，假說是由學者針

對氣喘盛行率持續上升所提出的理論，是指由於衛生條件的改善，兒童生長環境

缺乏強烈的感染源，加上疫苗及抗生素的使用導致人體免疫系統對自然物質(例

如花粉)作出不正常的免疫反應[45]。 

   

2.3.2 氣喘疾病產生機制 

  氣喘的生理機制相當複雜，臨床上症狀為長期的咳嗽、流鼻涕，還有因呼吸

道收縮而發出氣喘聲，病理組織現象則有呼吸道上皮細胞脫落、水腫及發炎細胞

滲透。一般來說，患有器官特異性自體免疫疾病的人吸入過敏原時，免疫系統受

到刺激而反應，其輔助性T 細胞(T helper cell)傾向於Th1免疫反應；有過敏體質

的人，則傾向Th2免疫反應，氣喘的過敏發炎反應與Th1、Th2免疫反應之間的不

平衡有關[46]。 

  過敏性氣喘由 Th2 免疫反應主導，當暴露到外來過敏源時，抗原呈現細胞

(antigen presenting cells，APC)，例如樹突細胞(dendritic cell)， 接觸到從呼吸道

吸入的抗原，會移動到附近的淋巴結，再將處理過的抗原呈現給 T 細胞及 B 細
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胞，刺激 T helper cell 增殖，分泌細胞激素(cytokine)，例如介白素 4 (Interleukin 4，

IL-4)、介白素 5(IL-5)和介白素 13(IL-13)並促進 B 細胞分泌 IgG1和 IgE；IL-5 可

刺激漿細胞(plasma cell)分泌 IgA 抗體；IL-5 同時會刺激嗜酸性白血球(eosinophil)

分化成熟，並釋放到血液中，內含豐富的發炎蛋白，例如主要基本蛋白(major basic 

protein)，可以直接傷害氣管上皮，增強氣管反應，並誘發肥大細胞(mast cell)釋

放其合成物質；嗜酸性白血球同時會釋放氧化自由基(oxygen radicals)，導致過氧

化物(reactive oxygen species)的產生，形成氧化壓力及上皮細胞受損。 

  肥大細胞與抗原交叉結合反應(cross-linking)後活化，會分泌 IL-4、IL-5、腫

瘤壞死因子(TNF-α)及組織胺(histamine)等，當釋放到血液時，會導致急/慢性的

發炎反應。前面提及的嗜酸性白血球和肥大細胞皆會產生白三烯素(leukotrienes)，

此物質會導致平滑肌收縮，增加血管通透性，呼吸道阻力(AHR)上升；另一方面，

單核白血球(monocyte)和嗜中性白血球(neutrophil)因血管通透性增加而順利進入

肺泡，攻擊過敏源，因此在發生發炎反應時，可在肺泡中可觀察到其數量上升

[47]。 

  過去已有不少微粒與氣喘疾病的相關研究，Klot S等人於1996-97年間，進行

了一個關於暴露大氣微粒(ambient fine and ultrafine particles)與氣喘患者用藥相

關性的流病研究，收集其藥物紀錄、症狀程度及同期大氣中的PM10 、PM2.5微粒

濃度，結果顯示藥物使用頻率及氣喘症狀加劇，與空污微粒有相關性；且超細微

粒(ultrafine particles)濃度與氣喘盛行率同樣有相關性[48]。在另一項流病研究中，

也有發現暴露PM10 、PM2.5超細微粒的濃度，與呼吸困難等氣喘症狀有相關性[49]，

證明暴露小粒徑的微粒對氣喘疾病有不良效應。 

  另外亦有針對職業性氣喘的研究，過去有研究發現9-15%的成人氣喘個案是

由職業性暴露造成的[50]，其中異氰酸酯被廣泛應用在工業上，同時又是引致職

業性氣喘的化學物質[51]； 因此S. Hussain等人使用化學致敏劑-甲苯二異氰酸酯

(toluene diisocyanate，TDI)，以皮膚吸收方式誘發BALB/c小鼠的氣喘模式，之後
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口咽吸入40μl奈米微粒懸浮液(0.4 mg/ml TiO2 、Au)，發現呼吸道阻力上升，肺

泡灌洗液中嗜中性白血球和巨噬細胞增加，組織切片則觀察到水腫、上皮受損及

發炎現象，顯示肺內較低的奈米微粒劑量，已可導致氣喘小鼠產生肺部發炎及肺

功能下降[52]。 

  可是根據2010年一篇奈米銀微粒暴露氣喘小鼠的研究，使用了卵蛋白(OVA)

誘發氣喘，將小鼠分為 4 組(saline、OVA、Ag 40 和 OVA+Ag 40)以霧化(nebulizer)

吸入的方式對雌性 C57BL/6 小鼠暴露奈米銀 5 天(40mg/kg)，發現正常組(saline、

Ag 40)暴露後氧化壓力程度較高，氣喘組(OVA、OVA+Ag 40)卻反而是暴露後氧

化壓力程度降低；相同的趨勢也發生在細胞激素(IL-4、IL-5 和 IL-13)、總細胞數、

細胞分類計數和呼吸道阻力的結果中[53, 54]。此實驗結果顯示，氣喘確實會造

成發炎反應發生，但奈米銀微粒的暴露反而降低了發炎反應的程度，與其它奈米

微粒的暴露結果並不一致，且作用機制亦未明確，因此需要更多及進一步的研

究。 

 

2.4 奈米產生系統 

  奈米微粒的產生方法很多，可分為物理及化學方法兩大類。物理方法包括蒸

發冷凝法、物理粉碎法、機械球磨法、熱分解法等；化學方法則包括化學氣相沈

積法、沈澱法、水熱合成法、溶膠凝膠法及微乳液法等，其技術需求及產生微粒

性質各不相同。在實驗室及工程領域中，最常使用的奈米微粒產生方法大概有以

下幾種[55]。 

  蒸發冷凝法(Evaporation-condensation)原理是利用高溫將物質(例如銀、金、

矽等)加熱揮發成蒸汽後，在前端通入攜帶氣體(通常是惰性氣體)將蒸汽帶往下游，

在控制凝結核和蒸汽濃度的條件下，使蒸汽慢慢通過凝結區(溫度下降)，於是蒸

汽遇冷凝結成具奈米粒徑的微粒。可通過調整攜帶氣體流量、高溫爐的溫度、盛

載金屬的瓷舟位置等條件，來控制生成微粒的粒徑大小及濃度；此方法產生的微
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粒粒徑單一、純度及濃度高、能長時間穩定產生，缺點是技術設備需求高、系統

體積大、高溫爐升溫至穩定耗時及耗能[56, 57]。 

  火焰噴霧熱解法(Flame spray pyrolysis，FSP)多作商業生產用途，其原理是

將已溶解有機金屬成分的液態前驅物，用注射器勻速噴出，同時周邊環狀狹縫提

供氧氣，中央有火焰噴嘴點燃前驅物，瞬間與氧氣反應生成金屬氧化物，並在火

焰中燒結、冷卻形成奈米微粒；此方法適用於大規模生產工程用金屬氧化物奈米

微粒，其優點有不形成液態副產物、步驟簡明、純度高、可形成單一特定形態微

粒應用於工業產品，但是對粒徑及微粒表面積較難控制、只能產生金屬氧化物奈

米微粒也是此系統限制[58-61]。 

  噴霧乾燥法(Spray-drying technique)可快速產生乾燥微粒，原理較簡單，將配

製好溶有微粒粉末的液態前驅物，使用旋轉磁盤或單流體高壓超聲波噴嘴產生粒

徑為 10 至 500 µm 液滴，之後經過熱蒸汽氣化去除水分，形成流動之乾燥粉末；

此方法操作簡單、成本低，但產生粉末粒徑未達奈米粒徑且純度低、分佈不均勻、

也難以控制粒徑穩定度[62]。另有電噴霧法(Electrospray)，原理與噴霧乾燥法相

似，但霧化時則是把液態前驅物從高電場噴嘴中噴出，經電場力和液體表面張力

的作用，液體會變成帶電的奈米液滴；但由於過程中要控制液體導電性，因此所

產生的微粒必須為非電解質之可溶物質。 

  綜合上述奈米微粒產生方法，考量動物模式之呼吸毒理研究，需長時間穩定

產生高濃度單一粒徑微粒，因此蒸發冷凝法為最適合本研究之微粒產生方法。 

  本實驗室的奈米銀產生系統主要是由高溫爐(furnace)、冷卻管(cooling 

chamber)和稀釋管(mixing chamber)所組成，高溫爐利用蒸發/冷凝法

(evaporation-coagulation)產生奈米銀微粒[56, 57]。先以氧化鋁舟盛載銀粉，將氧

化鋁舟放入石英管內由高溫爐加熱，隨著溫度升高，固態銀粉開始蒸發成為銀蒸

氣，之後銀蒸氣由載流氣體－純氮氣攜帶往下游，進入冷卻管內管，外管則由冷

卻器輸送冷水以逆向流動方式進行熱交換，其中內、外管內容物完全隔絕；在銀
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蒸氣溫度快速下降的過程中，會因為蒸發、凝結機制形成奈米等級的氣膠。之後

奈米銀微粒進入稀釋管，以氮氣和氧氣按空氣中比例進行混合及稀釋，最後導入

全身性呼吸暴露腔供實驗小鼠暴露，並以微粒粒徑分徑器及微粒計數器(SMPS ,  

TSI-3080 DMA 及 TSI-3022 CPC)進行連續監測微粒粒徑和數目濃度。 

 

2.5 肺部發炎與傷害指標 

  當過敏體質的人暴露到外來刺激源時，Th1 與 Th2 兩種免疫反應的平衡被破

壞，其中 Th2 與氣喘、過敏有關，屬於體液免疫反應，接下來會引發一連串以

Th2 為主導的免疫反應。當微粒進入呼吸道到肺泡，巨噬細胞對外來物質產生作

用，開始啟動上皮細胞、嗜中性白血球，產生過氧化物(ROS)，例如自由基，攻

擊外來過敏源，於數小時內合成細胞激素，例如 IL-4、IL-5、IL-10 和 IL-13 等等，

分泌到受影響區域，同時 IL-5 會促進嗜酸性白血球活化，IL-13 促進 B 細胞分泌

IgG 和 IgE[63]。 

  系統性發炎會觀察血球分類計數(cell differential count)，包括嗜中性白血球

(neutrophil)、單核白血球(monocytes)-未成熟之巨噬細胞、淋巴細胞(lymphocyte)

及 嗜酸性白血球(eosinophil)。在肺部發炎初期，最早進入組織的是嗜中性白血

球，屬於非專一性作用細胞，此細胞只要發現外來物就會立即前往消滅，因此可

作為早期肺部發炎指標。在發炎的肺部中，嗜中性白血球是主要的氧化劑來源，

會產生 ROS 並導致氧化壓力上升，因此它在發炎反應中是一個敏感的指標。不

少研究觀察到微粒暴露後其數量有上升趨勢，因此肺泡灌洗液中總細胞數及不同

白血球的比率計算，可代表微粒暴露後的早期肺部發炎指標。 

  氣喘的免疫反應過程中，包括被活化的肥大細胞及其他呼吸道細胞釋放出多

種不同的促炎介質，吸引許多其他發炎細胞的聚集，包括嗜中性白血球、嗜酸性

白血球以及 Th2 為主的淋巴球，使發炎反應更強烈，它們會釋放出組織胺、半

胱胺醯基白三烯素 C4 等，導致呼吸道過度反應、平滑肌收縮、造成急性支氣管

http://liverx.wordpress.com/tag/%e9%81%8e%e6%95%8f/
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收縮以及呼吸困難等症狀；因此呼吸道阻力(AHR)也是其中一個氣喘症狀的評估

指標。 

  總蛋白質(total protein)屬於由血液釋放出來的大分子，可能由於內皮細胞、

間質細胞、上皮細胞壞死，造成總蛋白質濃度上升，其值亦代表微血管之擴張與

通透性增加[64]。肺組織切片也在很多研究中直接用作觀察肺部之病理變化。 

 

2.6 研究目的 

目前奈米銀的研究仍主要著重於其抗菌特性，關於奈米銀呼吸毒性的研究不

少，但針對勞工氣喘族群的呼吸毒性探討仍然非常不足。雖然國外有部分關於奈

米微粒對氣喘族群的呼吸毒性研究，但不同微粒對氣喘動物的生理影響並不一致，

因此本研究希望利用全身性呼吸暴露方式，針對奈米銀微粒對氣喘疾病生理指標

及症狀的影響作進一步的研究。 
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第三章 材料與方法 

3.1 研究架構及時程 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seven-week-old BALB/c mice 

Health group 

by PBS 

Asthmatic group 

immunize by OVA+ 

Al(OH)3 on day 1, 8 

Blood for IgE test 

Filtered air (n=5) AgNPs (n=6) Filtered air (n=5) AgNPs (n=5) 

6 h/day , 7 days 

Sacrifice  

Challenge on day 23-25 

Airway Hyperresponsiveness (AHR) 

 

 

 

1
st
 IP 50µg 

OVA/PBS 

2
nd

 IP 25µg 

OVA/PBS 

  1             8          13 -14         16--------------22     23---25   26   27 day 

AHR 

AgNPs/filter air 7-day exposure 

3-day Challenge 

Sacrifice 

Blood ( IgE) 



18 
 

3.2 氣喘模式建立 

    本研究使用 7 週大之雌性 BALB/c 小鼠，BALB/c 小鼠適用於免疫相關研究

[65-68]。實驗前兩週購自國家實驗研究院實驗動物中心(National Laboratory 

Animal Center)，飼養於台灣大學公共衛生學院動物飼養室，該飼養環境維持 12

小時晝夜循環，恆溫恆濕控制，實驗動物於飼養室內調理一週後進行實驗。 

將實驗動物分為兩組，分別是健康和需要誘導成氣喘模式的 BALB/c 小鼠。

其中氣喘模式小鼠在第 1 和第 8 天以腹腔注射（Intraperitoneal Injection , IP）方

式分別注入 50μg /200μl 和 25μg/200μl 的致敏劑－卵蛋白(ovalbumin)及佐劑－氫

氧化鋁(aluminium hydroxide , 4mg) 以誘發過敏性氣喘反應；氫氧化鋁在暴露到

抗原時，有助於推動免疫反應中 Th2 細胞表現型的發展。而健康小鼠則是注射

PBS(Phosphate buffered saline)及佐劑-氫氧化鋁(4mg)。 

    在施打致敏劑這段期間稱為致敏期(Sensitisation period)，致敏期結束後，為

證實氣喘模式建立成功，使用 4mm 採血針於小鼠臉頰採血 100-150µl，靜置 30

分鐘待血球凝集，隨後以 4200 rpm 離心 10 分鐘，取其上清液－血清 40µl，之

後使用 Mouse IgE ELISA Set(BD Biosciences)檢測 total serum immunoglobulin 

E(IgE) 抗體的濃度是否有增加。 

 

3.3 呼吸暴露 

  本研究利用奈米銀全身性呼吸暴露系統進行暴露(圖 1)，以高溫爐利用蒸發/

冷凝法產生奈米銀微粒。先以氮氣除去系統內微粒，再以瓷舟盛載銀粉放入石英

管內，由高溫爐加熱產生奈米銀微粒。過程中高溫爐中心維持在 1090-1100℃之

間，使用 6 lpm的載流氣體－氮氣將銀蒸氣帶往下游，其中氮氣與銀蒸氣不反應；

進入冷卻管內管後，由於溫度快速下降，銀蒸氣會凝結形成奈米粒徑的氣膠。之

後奈米銀微粒進入稀釋管，分別以 2.5 lpm 氮氣和 2.5 lpm 氧氣(按空氣中氮、氧

比例)進行混合及稀釋，粒徑大小及濃度穩定後導入兩個全身性呼吸暴露腔進行
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暴露。其中控制組為吸入奈米產生器經 HEPA 過濾之去微粒乾淨空氣，並同時使

用四用氣體偵測儀(MicroRAE plus)監測暴露腔內氧氣濃度，另測溫度、濕度、微

粒粒徑及數目濃度。 

    呼吸暴露時 BALB/c 小鼠會從健康和氣喘模式兩組中，再分為奈米銀暴露組

和控制組，以 PBS 表示為健康組，OVA 表示為氣喘模式組；NP 表示為奈米銀暴

露組，而 FA 則表示為暴露已過濾空氣的控制組。因此，本實驗進行奈米銀呼吸

暴露時，動物共分四組，分別表示為PBS/FA(N=5)、PBS/NP(N=6)、OVA/FA(N=5)、

OVA/NP(N=5)，時間為一天 6 小時，連續暴露 7 天。 

3.3.1 奈米微粒特性檢驗 

  在奈米微粒呼吸暴露期間，每天以掃瞄式電移動度粒徑分析儀(Scanning 

Mobility Particle Sizer, SMPS)監測暴露腔內微粒粒徑及數目濃度。SMPS 

由微分式電移動度分徑儀(Differential Mobility Analyzer, DMA, Model 3081, TSI, 

Inc.)及微粒凝結計數儀(Condensation Particle Counter, CPC, Model 3022, TSI, Inc.)

兩部分組合而成。其原理是在 DMA 中微粒經過輻射源帶電後，電壓隨著時間變

化，量測範圍切割為數十間隔，篩選特定粒徑微粒進入 CPC；CPC 內有一正丁

醇儲槽，微粒通過時，正丁醇蒸氣因過飽和而凝結至微粒上，粒徑增大至可以偵

測的程度，以垂直方向通過雷射光束，產生散射現象，利用光偵測器(photo 

detector)偵測散射的次數即可測得各間隔內微粒之數目，並換算為重量濃度及表

面積濃度。 

  奈米銀微粒之形態分析，是使用台大化工系之掃瞄式電子顯微鏡(Scanning 

electron microscopy; Nova™ NanoSEM 230, FEI Company），其最高解析度為 1nm，

內建X光能譜散佈分析儀(energy dispersive X-ray spectroscopy ; EDS)可同時分析

微粒之元素成分。奈米微粒先以濾紙匣收集於濾(47mm , Pall)，之後置於石墨載

體上，由於觀察表面需導電，因此在真空狀態下於檢體表面鍍上一層金屬鉑（Pt），
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SEM 原理是電子鎗產生高能電子束，經過透鏡聚焦於檢體上，進行二度空間的

掃瞄，偵測散射的電子，訊號經過放大處理後即可成像觀察。EDS 原理則是由

於原子的內層電子受到外來能量激發而脫離原子時，外層電子快速遷降至內層而

釋放出兩能階差能量，可能以 X 光的形式釋出；由於各元素之能階差不同，因

此分析此 X 光的能量或波長即可鑑定檢體的組成元素。 

  另外，奈米微粒之成份亦同時使用台大職衛所之感應耦合電漿放射光譜儀

(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry ; ICP-MS)分析，對金屬的偵測極

限達 ppt，可作定性、定量分析；採集微粒方法與前述相同，將檢體濾紙先進行

硝化前處理，再以 ICP-MS 分析。其原理是高溫的感應耦合電(ICP)把熱能傳遞

到分析元素，產生離子化樣品，根據它們的電荷和質量分離，利用質譜儀去偵測

離子物種，從而獲得每種元素同位素的資訊。 

  而重量濃度方面，除了由SMPS換算之外，亦有使用濾紙秤重的方式與SMPS

換算結果作比較。奈米產生系統後端連接濾紙匣（濾紙固定於內部），後方接 pump

以 5 Lpm 流量抽氣約 7.7 小時，濾紙在採樣前後皆放置於防潮箱乾燥 24 小時，

並用微量天平秤重，最後將採樣後秤重結果減去採樣前秤重結果，即得到實驗微

粒重量。 

3.4 呼吸道阻力測試 

  呼吸道阻力作為氣喘程度的生理指標，需於奈米銀微粒呼吸暴露後進行量測。

為進行呼吸道阻力測試，於暴露後連續三天進行 challenge，以鼻腔灌注(intranasal 

instillation , IN)方式讓小鼠吸入 200 µL OVA (100μg/40μL)，以誘發氣喘輕度反應。

之後使用 barometric whole body pletysmography (Buxco Electronics)測量 AHR 

(airway hyperresponsiveness)，AHR 以 Penh 值表示；此方法可讓小鼠保持於清醒

狀態，測量其呼吸道阻力改變，且可於不同時間點重複進行量測。 

  將小鼠置於 Plethysmographs 內，使用其部件 transducer 和 preamplifier 測量
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baseline 的 Penh 值，作為表示 Penh 值相對增加之基本值；之後使小鼠分別依序

吸入不同濃度之霧化 Methacholine 以刺激其呼吸道收縮反應，從低至高濃度分別

為 0 mg/ml(PBS)、5 mg/ml、10 mg/ml、25 mg/ml，每次吸入時間為三分鐘，完

全抽走霧化 Methacholine 後，即開始記錄小鼠之呼吸道阻力變化，以計算在不同

刺激程度之 Penh 值。最後以 Penh 的相對增加比例（relative increase ratio）表示，

即 Penhmethacholine/Penhbaseline。 

 

3.5 肺泡灌洗液 

    小鼠於呼吸道阻力測試後 24 小時進行犧牲，先以前述方式於小鼠臉頰採血

檢測 IgE 抗體濃度，隨後用腹腔注射方式以 50mg/kg 的 pentobarbital 進行麻醉。

將小鼠固定於犧牲台上，以剪刀剖開喉部表皮及肌肉露出氣管，切開氣管後以採

血軟針置於氣管內固定，用 PBS 溶液灌洗。肺泡灌洗共三次，第一次使用針筒

把 1cc PBS 溶液灌入肺臟，來回沖洗三次。第一管肺泡灌洗液(Bronchoalveolar 

lavage fluid , BALF)共 1cc，用離心管收集後暫置於冰上，於 4℃的狀態以 1000 rpm

離心 10 分鐘，分裝其上清液 150µl 及 40µl 分別用於檢測 150µl cytokine (IL-13)、

總蛋白含量(total protein)，餘下肺泡灌洗液保留。第二、三次肺泡灌洗方法相同，

使用針筒把 1cc PBS 溶液灌入肺臟，來回沖洗三次，第二、三次的肺泡灌洗液收

集於第二支離心管內，共 2cc。至此將第一管留下的肺泡灌洗液混入第二支離心

管內，兩管均勻混合後，得到包含全部細胞的肺泡灌洗液，用於評量肺部發炎及

傷害指標，取 100µl 測量總死亡細胞數，取 200µl 進行血球分類計數，另取 40µl

測總蛋白含量。而評量氣喘程度的生理指標，則分別取肺泡灌洗液 40µl 測 IgE 抗

體及 150µl 測細胞因子(IL-13)濃度。 
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3.5.1 肺泡灌洗液中總死亡細胞數 

  總死亡細胞數的計算必須在肺泡灌洗液取得後儘快完成，以確保活細胞不會

逐漸凋亡，增加死細胞數目，而造成計算上的誤差。將100µl 肺泡灌洗液與100µl 

trypan blue染劑1:1均勻混合後，取100μl注於血球計數盤(Hemocytometer )(圖3) 

計數，並蓋上蓋玻片(Coverslip)。血球計數盤上有二個九宮格空間，每個九宮格

空間被平均細分為9個1 mm
2大小之正方形，其中位於四個角落之正方形再被細

分為16個小格，深度皆為0.1 mm。當九宮格空間上方被蓋上蓋玻片後，每個大正

方形之體積為1 mm
2
 x 0.1 mm = 1 x 10

-4
 ml 。由於死亡細胞的細胞膜通透性改變，

因此trypan blue染劑可以進入細胞而呈色，活細胞無法被染劑染色，因此呈現為

透明狀。 

  使用顯微鏡觀察時，會計算五個大正方形內之染色細胞數目，再除以大方格

數，求得一個大正方形內之平均染色細胞數目，乘以稀釋倍數2，再除以1 x 10
-4

 ml，

即為每 ml 中之死亡細胞數目(細胞數/ml)。 

計算公式： 

死亡細胞總數/ml＝(五個正方形之染色細胞數/5) x 稀釋倍數2 / 10
-4

 

 

3.5.2 肺泡灌洗液中血球分類計數 

取得 200µl 肺泡灌洗液後，需要用離心機將細胞固定於玻片上，用顯微鏡觀

察並分別計算嗜中性白血球(neutrophil)、單核白血球(monocytes)、淋巴細胞

(lymphocyte)及嗜酸性白血球(eosinophil)之比率。其中嗜中性白血球及單核白血

球皆為肺部發炎及傷害指標，嗜酸性白血球則是氣喘程度的生理指標。先將肺泡

灌洗液震盪均勻後，使用低速細胞離心機(cytospin)以 600rpm 離心 5 分鐘，再以

熱風吹玻片背面使細胞熱固定，以劉氏染劑(Liu’s stain)染色，先用一體積染劑
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A(stain A)染 30 秒，再用二體積染劑 B(stain B)染 90 秒，以清水輕輕沖洗，靜置

風乾後即可用顯微鏡觀察。每個檢體皆會重複製作二片玻片，每片玻片會計算總

共 200個細胞，並按前述四種細胞進行分類，同一檢體的二片玻片結果在計算平

均後，即可得該種細胞佔總細胞之百分比。 

計算公式(以嗜中性白血球為例)： 

嗜中性白血球比率(%)＝(二片玻片中嗜中性白血球總數/2)/ 200 個細胞 x 100% 

3.5.3 肺泡灌洗液中細胞因子 IL-13 

  細胞因子 IL-13 是氣喘程度的生理指標，使用 Mouse IL-13 ELISA Set(R&D 

Systems, Inc.)進行檢測。 

 

Assay Procedure 檢測程序： 

1. 把 reagents， standard dilutions，control 及 samples (150µl 肺泡灌洗液)準備好。 

2. 把 plate frame 從鋁箔包取出， 餘下的重新密封。 

3. 將 50µl Assay diluent RD1-14 加入每個 microwells(微孔)。( RD1-14 含有不溶

物質， 使用前先震盪) 

4. 把 50µl *2 的 standard、sample 和 control 加到適當的 wells； 密封 plate， 輕

輕拍打邊框 1 分鐘及培養於室溫 2 小時。 

5.沖洗 wells， 每個 well 用 400µl 的 wash buffer 去洗 5 次；洗完最後一次後，把

plate 倒置和印在吸水紙上，盡量去掉任何殘留液體，以免殘留液體稀釋下一個

藥劑。 

6. 將 100µl Mouse IL-13 Conjugate 加入每個 well。密封 plate 及培養於室溫 2 小

時。 

7. 重複第 5 步的吸/洗。 

8. 將 100µl Substrate Solution 加入每個 well。避光及培養於室溫 30 分鐘。
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(Substrate reagent A+B 等體積配製，須在配製後 15min 內使用，反應後失效) 

9. 將 100µl Stop Solution 加入每個 well。輕輕拍打邊框使混合均勻。 

10. 在 30 分鐘內停止反應，讀 450nm 的吸光值。 

 

3.5.4 肺泡灌洗液中總蛋白數 

Total protein是肺部發炎及傷害指標，使用Bio-Rad Protein Assay(BIO-RAD，

1-800-4BIORAD)進行檢測。 

 

Assay Procedure 檢測程序： 

1. 用 BSA(Bovine serum albumin)配製檢量線，共 5 個濃度分別為 0、0.2、0.4、

0.6 及 0.8 mg/ml 。 

2. 將準備好的標準品和 sample 各 10µl 注入適當的 well。 

3. Rad protein 染劑與水以 1：4 比例混合。 

4. 之後將 200µl Rad protein 染劑加入 well，靜置 5 分鐘以上，不超過 1 小時。 

5. 讀 595nm 的吸光值。 

3.6 血液中的 IgE 抗體濃度 

Immunoglobulin E 是氣喘程度的生理指標，使用 Mouse IgE ELISA Set(BD 

Biosciences)進行檢測。 

 

Assay Procedure 檢測程序: 

1. 把 Capture Antibody 稀釋於 Coating Buffer，coat 100µl 在 wells 上。密封 plate

及培養於 4℃過夜。 

2. 第二天吸洗 wells，每個 well 用 300µl 以上的 wash buffer 去洗 3 次。洗完最後

一次後，把 plate 倒置和印在吸水紙板上，盡量去掉任何殘留 buffer。 
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3. 每個 well 用至少 200µl 檢測稀釋液(Assay Diluent)填滿，不密封，培養於室溫

1 小時。 

4. 重複第 2 步的吸/洗。 

5. 準備好用 Assay Diluent 稀釋的標準品和 sample。Control 稀釋 50 倍，Asthma 

sample 稀釋 250 倍。 

6. 用 pipette 將各 100µl 的標準品、sample 和 control 注入到適當的 wells；密封

plate 及培養於室溫 2 小時。 

7. 重複第 2 步的吸/洗，總共洗 5 次。 

8. 將已準備好的 Working Detector (Detection Antibody+ SAv-HRP reagent) 100µl

加入每個 well；密封 plate 及培養於室溫 1 小時。 

9. 重複第 2 步的吸/洗，總共洗 7 次。 

10. 將 100µl 基質溶液(Substrate Solution)加入每個 well；不密封，培養於黑暗處、

室溫 30 分鐘。(Substrate reagent A+B 等體積配製，須在配製後 15min 內使用，

反應後失效) 

11. 將 50µl 停止溶液(Stop Solution)加入每個 well。 

12. 在 30 分鐘內停止反應，讀 450nm 的吸光值。 

3.7 組織病理切片 

  4 組實驗動物(PBS/FA、PBS/NP、OVA/FA、OVA/NP)犧牲後，各取每組編

號為 1 之小鼠肺臟進行組織病理檢驗(lung histology)。肺臟保存於福馬林固定 3

天，之後送至台灣大學醫學院實驗動物中心（National Taiwan University，College 

of Medicine，Laboratory Animal Center）製作病理組織切片；使用 H&M 染色、

組織包埋(蠟)、蠟切片及拍照，並轉送雙和醫院作結果判讀。 



26 
 

3.8 統計分析 

  實驗數據皆以平均值加減標準差(mean ± SD)表示，各組之間數據使用 t-test

分析之間差異。P<0.05 視為達到統計上的顯著差異。 
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第四章 結果 
 

4.1 微粒產生暴露系統 

    本次實驗目的是探討奈米銀微粒的呼吸暴露毒性，其中奈米銀微粒是由微

粒產生暴露系統中的高溫爐，利用蒸發/冷凝原理所產生。先以氮氣除去系統內

微粒，再由高溫爐加熱銀粉，溫度經過調整測試後可達 1100℃，使用 6 lpm 的載

流氮氣將銀蒸氣帶往下游之冷卻管，銀蒸氣凝結成奈米粒徑氣膠，之後進入稀釋

管，「產生－稀釋」氮氣比例如表 2 所示，選擇分別以 2.5 lpm 氮氣和 2.5 lpm 氧

氣(按空氣中氮、氧比例)進行混合及稀釋，粒徑及濃度穩定後導入兩個全身性呼

吸暴露腔進行暴露，並同時監測微粒粒徑、數目濃度、溫度、濕度及氧氣濃度，

如表 2、3 所示，實驗連續 7 天(6 小時/天)，暴露組所暴露之奈米微粒幾何平均

粒徑為 32.78nm，標準差為 2.08；數目濃度為 1.40×10
6顆/立方公分，換算為質

量濃度及表面積濃度則分別為 3.34 mg/m
3、1.56×10

4
 mm

2
/m

3，暴露期間之微粒

產生結果皆維持穩定(表 4)，且呈鐘型單峰分佈(圖 2、3)。除了使用 SMPS 換算

質量濃度外，亦有用 5 lpm 流量採樣於濾紙上 7.7 小時，其實際質量濃度為 0.53 

mg/m
3
(表 5)。 

 

4.2 奈米微粒成分分析 

    以掃瞄式電子顯微鏡(SEM)觀察，可看出採集到的微粒皆附著於濾紙纖維上，

並由於產生微粒濃度高及採樣時間長，易聚集成葡萄串狀，如圖 4 所示。同時用

X 光能譜散佈分析儀 (EDS)分析微粒之元素成分，可知除了 Teflon 濾紙本身成

分－碳和氟以外，僅有銀(Ag)此一元素，因此可推論實驗中所暴露的奈米微粒為

奈米銀微粒(表 6、圖 5)。 

  根據美國 EPA，Method IO-3.5 文獻中提出，Al、 Pb、As、Ba、Cd、Cr、
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Co、Cu、Mn、Ni、Ag、Tl、Zn 等 20 種元素，為大氣及周界中較常見之重金屬

粒狀污染物，因此以感應耦合電漿放射光譜儀(ICP-MS)分析奈米微粒採樣濾紙

中的成分，發現元素銀(Ag)的濃度 2581.1 µg/L遠比其他金屬元素(皆低於 200µg/L)

高，其中 Mn、Co、Se、As、Cd 及 Ba 因回收率差而無法量測。 

4.3 氣喘疾病生理指標 

    在前章提及 IgE、IL-13 及嗜酸性白血球比率作為氣喘程度的生理指標；於

建立氣喘模式小鼠時，需在致敏期結束後採血，檢測 IgE抗體的濃度是否有增加。

因此將健康和氣喘模式兩組實驗小鼠(n=10、11)，用 ELISA 測得其 IgE 濃度分別

為 1.00×10
3 ± 3.40×10

2
 ng/ml 及 6.02×10

3 ± 2.61×10
3
 ng/ml(表 7、圖 6(a))，可見

氣喘組 IgE 濃度明顯高於健康組，且有達到統計上顯著差異，說明氣喘模式已建

立成功。 

  奈米銀微粒呼吸暴露後，為評估氣喘程度變化，再次檢測血清中 IgE 濃度，

四組實驗小鼠檢測結果如表 8、圖 6( b)所示，誘發氣喘體質小鼠的 IgE 濃度

OVA/FA(2.67×10
4±3.45×10

4
 ng/ml)、OVA/NP(6.11×10

4±7.61×10
4
 ng/ml)明顯比健

康小鼠 PBS/FA (5.25×10
2 ± 1.06×10

2
 ng/ml)、PBS/NP(1.66×10

3 ± 1.20×10
3
 ng/ml)

高；而且在暴露 OVA 的氣喘小鼠組之間，可觀察到暴露奈米銀微粒組(OVA/NP)

的 IgE 濃度明顯比暴露過濾空氣組(OVA/FA)高，而健康小鼠組間則沒有明顯差

異。 

  此外，亦有使用動物犧牲後收集之肺泡灌洗液，進行 IL-13 濃度檢測，發現

趨勢與 IgE結果相似，皆是氣喘小鼠 OVA/FA(14.83 ± 13.81 pg/ml)、OVA/NP(28.04 

± 26.27 pg/ml)明顯比健康小鼠 PBS/FA(2.79 ± 1.41 pg/ml)、PBS/NP(5.55 ± 1.82 

pg/ml)高，可是並沒有達到統計上顯著(表 8、圖 7)。 

  血球分類計數中的嗜酸性白血球比率，同樣使用肺泡灌洗液計算，與前述之

氣喘生理指標趨勢類似，都是氣喘小鼠 OVA/FA(41.65 ± 19.83%)、OVA/NP(45.81 
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± 13.76%)明顯比健康小鼠 PBS/FA(4.80 ± 2.53%)、PBS/NP(18.55 ± 8.09%)高，而

且 OVA/NP 組與 PBS/FA 組間比率有統計上顯著差異；另外健康小鼠組間，有奈

米銀微粒暴露小鼠(PBS/NP)的比率比暴露過濾空氣的(PBS/FA)高，亦有達到統計

上顯著差異(表 9、圖 8)。 

 

4.4 呼吸道阻力 

  在奈米銀微粒呼吸暴露後，測量小鼠之呼吸道阻力(AHR)以評估肺功能，小

鼠分別依序吸入濃度為 0、5、10 及 25 mg/ml 之霧化 Methacholine 以刺激其呼吸

道收縮反應，測得 Penh 值如表 10(a)所示；最後 AHR 以 Penh 的相對增加比例表

示，因此從表 10(b)、圖 9，可看出健康小鼠組(PBS/FA、PBS/NP)的呼吸道阻力

無明顯差異，氣喘小鼠組(OVA/FA、OVA/NP)則相對比較高，且 OVA/NP 組的呼

吸道阻力遠比其他 3 組高，而且當受到越高濃度(0 到 25 mg/ml)的 Methacholine

刺激，其差距越明顯。 

 

4.5 肺部發炎指標 

  連續 7 天奈米銀呼吸暴露及呼吸道阻力測試後，犧牲動物並收集檢體，其中

肺泡灌洗液用於計算各項指標，包括總死亡細胞數、血球分類計數中單核白血球、

嗜中性白血球比率及總蛋白濃度，以上皆為肺部發炎及傷害指標。總死亡細胞數

於動物犧牲後隨即計算，得到 OVA/FA (1.42×10
5 

± 6.85×10
4顆/ml)、OVA/NP 

(1.98×10
5 

± 9.31×10
4顆/ml)兩組細胞數皆比 PBS/FA (6.00×10

4 
± 5.88×10

4顆/ml)、

PBS/NP (1.30×10
5 

± 3.28×10
4顆/ml)兩組高，且OVA/NP組分別與PBS/FA、PBS/NP

組達到統計上差異(表 9、圖 10)。 

  在血球分類計數的嗜中性白血球比率部分，反而是健康小鼠組 PBS/FA (4.8 ± 
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2.3%)及PBS/NP(8.9 ± 5.8%)比率較氣喘小鼠組OVA/FA組(2.7 ± 0.9%)及OVA/NP

組(3.4 ± 2.1%)為高，但未有達到統計上顯著差異(表 9、圖 11)。 

  單核白血球比率部分，則與總死亡細胞數趨勢相反，是氣喘小鼠 OVA/FA 

(53.95 ± 19.64%)、OVA/NP (48.63 ± 12.88%)比率明顯比健康小鼠 PBS/FA (89.60 ± 

4.68%)、PBS/NP (70.30 ± 13.81%)低，而且 OVA/NP 組與 PBS/FA 組間比率有統

計上顯著差異；另外健康小鼠組間，有奈米銀微粒暴露小鼠(PBS/NP)的比率比暴

露過濾空氣的(PBS/FA)低，亦有達到統計上顯著差異(表 9、圖 12)。 

  總蛋白濃度可判斷細胞受損程度，但四組之間 PBS/FA(0.39 ± 0.22 mg/ml)、

PBS/NP(0.41 ± 0.15 mg/ml)、OVA/FA(0.46 ± 0.12 mg/ml)和 OVA/NP(0.43 ± 0.22 

mg/ml)皆無統計上顯著差異(表 9、圖 13)。 

 

4.6 組織病理切片 

    實驗動物犧牲後，採集其肺部組織進行 H&E 染色，發現 PBS/FA 組小鼠支

氣管及肺部血管周邊，有局部輕微的淋巴漿細胞浸潤(lymphoplasmacytic infiltrate)

現象(圖 14(a)、15(a))。PBS/NP 組則有中度瀰漫性支氣管發炎(bronchiocentric 

interstitial inflammatory infiltrate)現象，並伴隨有淋巴細胞、組織細胞及嗜中性白

血球增多(圖 14(b)、15(b))。OVA/FA 組觀察到輕度瀰漫性支氣管發炎現象，並伴

隨有淋巴細胞、組織細胞、漿細胞、嗜中性及嗜酸性白血球，及肺泡內巨噬細胞

輕微增加(圖 16(a)、17(a))。OVA/NP 組則是觀察到中度的瀰漫性支氣管發炎，伴

隨有淋巴細胞、漿細胞及嗜酸性白血球，及肺泡內巨噬細胞明顯增加的現象(圖

16(b)、17(b))。 
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第五章 討論與建議 
 

   本研究將 BALB/c 小鼠分為健康(PBS)和氣喘模式(OVA)兩組，其中 OVA 組

使用卵蛋白誘發氣喘，測試 IgE 濃度證明氣喘模式已建立。之後利用蒸氣冷凝法

產生奈米銀微粒，連續 7 天的暴露中，暴露組(PBS/NP、OVA/NP)所暴露到的平

均粒徑為 32.78nm，質量濃度為 3.34 mg/m
3；經過濾紙採樣比較，發現 SMPS 會

高估質量濃度，並導致我們低估奈米銀微粒實際的毒性影響。另外，可觀察到在

健康組間，分別在嗜酸性白血球比率、嗜中性白血球比率及總死亡細胞數三個生

理指標中，PBS/NP 相比 PBS/FA 皆有上升趨勢；而在氣喘組間，則在 IgE(呼吸

暴露後)、IL-13、呼吸道阻力及總死亡細胞數這些生理指標中，OVA/NP 相比

OVA/FA 皆有上升趨勢。而且肺部病理組織切片的結果也顯示，無論是健康組還

是氣喘組，經過奈米銀暴露後的發炎反應會較強烈。但過去也有研究顯示奈米銀

微粒在氣喘小鼠體內為抗氧化/發炎作用[53, 69]，因此仍需要進一步的研究釐清

奈米銀微粒對氣喘疾病的作用趨勢及其機制。 

 

5.1 奈米微粒產生及暴露系統 

  目前已知的奈米微粒產生方法不少，例如噴霧乾燥法，其優點為簡單快速，

但產生的微粒粒徑頗大，且易膠結，不符奈米粒徑之定義；電噴霧法所產生的微

粒必須為非電解質之可溶物質；火焰燃燒法可產生高純度、具特定形態的奈米微

粒，但必須為金屬氧化物，各產生方法皆有其限制。另一方面，雖然蒸發冷凝法

系統複雜且技術需求高，但能長時間穩定產生高濃度單一粒徑微粒，因此最適合

作為動物呼吸毒理研究之用。過去奈米銀毒理研究以細胞及口服實驗居多，然而

該暴露方式與實際暴露情況不同，其毒理結果難以推論實際暴露風險，因此呼吸

暴露實驗有其必要性。 

  本研究架設以蒸發冷凝為原理之奈米產生系統，將銀粉質量、高溫爐溫度、
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升溫時間、微粒濃度穩定所需時間、攜帶氣體(氮氣)流量、稀釋氮氣流量、稀釋

氧氣流量及冷卻器溫度量化，經過微調各參數，得到可長期產生穩定高濃度奈米

銀微粒之條件；以此操作條件下，用 SMPS 監測連續 7 天所產生的奈米銀微粒，

粒徑平均為 32.78nm，數目濃度為 1.40×10
6顆/立方公分，質量濃度則為 3.34 

mg/m
3，以探討對氣喘小鼠之毒理影響。此外，於呼吸暴露前，同時使用 SMPS

及鐵氟龍濾紙採樣，得到 SMPS 質量濃度結果為 3.05 mg/m
3，濾紙則換算得到實

際質量濃度為 0.53 mg/m
3， SMPS 質量濃度比濾紙的高 5.7 倍，即 SMPS 有高估

現象。Sioutas 等人於 1999 年進行 SMPS 及鐵氟龍濾紙採樣結果的比較，以噴霧

方式產生單一粒徑的聚苯乙烯乳膠(polystyrene latex)氣膠，採樣結果以質量濃度

單位(µg/m
3
)比較，可知微粒粒徑在 300-500nm 時，SMPS 與濾紙採樣的平均濃度

結果接近；但是當微粒粒徑少於 300nm 時，SMPS 的平均濃度會比濾紙採樣高估

1.5-1.6 倍，另外在 50nm 粒徑下，SMPS 的平均濃度會比濾紙採樣的結果高

63.2%[70]。本實驗室也曾使用濾紙採樣奈米氧化鋅微粒比較質量濃度的結果，

發現 SMPS 同樣會高估 1.03-1.66 倍[71]。 

  此結果符合本實驗發現 SMPS 測量質量濃度會高估的現象，但高估倍數為

5.7 倍，推測可能原因其一是由於微粒種類不同，其物化特性影響微粒經過 SMPS

輻射源時帶電分布，從而影響粒徑量測及重質換算的結果[70]；另外，一般 SMPS

在計算粒徑及質量濃度時會假設微粒為圓球狀，根據 SMPS 軟體使用手冊，其原

理為直接計數微粒體積濃度，再用微粒密度換算其質量濃度，公式如下： 

  m=ρv                             [1] 

  M=   
                                                        [2]  

m = 每波段的質量加權濃度(mass weighted concentration per channel)；ρ =微粒密

度(particle density)；v = 每波段的體積加權濃度(volume weighted concentration 

per channel)；M =總質量濃度 (total mass concentration)； l = 波段下限(lower 

channel boundary)；u = 波段上限(upper channel boundary) 
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  另外根據 Kim 等人於 2009 年對膠結奈米微粒通過纖維濾紙的研究[72]，使

用 DMA 及 APM (Aerosol Particle Mass Analyzer)換算微粒之質量濃度，其公式如

下： 

  m =
   

     
               

                                                [3] 

m：微粒質量(mass of particles)；q：電苛量(charge)；V：電壓(voltage)；ω：旋轉

頻率(rotation frequency)；r1：內電極半徑(radii of the inner electrode)；r2：外電極

半徑(radii of the outer electrode)；rc：r1、r2之平均值(average of r1 and r2) 

從以上公式可知，質量濃度主要以體積濃度及微粒密度換算所得。由於本實驗之

SEM 結果無法確定微粒之準確形狀，假設微粒為非圓球狀，則 SMPS 以微粒直

徑計算體積時會導致質量高估情況，或是微粒因膠結而形成不規則的形狀，如鏈

狀，也會導致 SMPS 誤將膠結後形狀的長度當作微粒直徑來換算，同樣會造成質

量高估[73]。除此之外，由於產生的奈米銀微粒質量頗小，在濾紙採樣過程中微

粒彈跳，以及移動濾紙時微粒掉落的問題無法完全避免，亦可能造成濾紙採樣結

果的低估。 

  過去大部分實驗在收集微粒進行物化特性分析時，都會使用電子顯微鏡觀察

形狀，其中以掃瞄式電子顯微鏡(SEM)和穿透式電子顯微鏡(TEM)這二種最常用，

其中 SEM 可觀察微粒之立體形狀，加上可同時用 X 光能譜散佈分析儀(EDS)分

析微粒之元素成分，因此選擇用 SEM 及 EDS 來觀察微粒構型及成分。採集於濾

紙纖維上的微粒聚集成葡萄串狀，受限於放大倍率，僅可確定微粒為奈米粒徑，

另外配合 EDS 分析結果顯示奈米微粒成分僅有銀，因此可證明實驗中所暴露的

奈米微粒為奈米銀微粒。 

5.2 氣喘疾病及肺部發炎指標 

  過去許多毒理實驗，皆有使用嗜中性白血球比率、單核白血球比率作為奈米

微粒對肺部造成發炎程度的評估[2, 74, 75]，總蛋白濃度則常用於評估細胞受損
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程度[76]；而過去氣喘相關的研究也多使用 IgE、IL-13、AHR 及嗜酸性白血球比

率作為氣喘程度的生理指標[58]。IgE 是過敏性氣喘進行 Th2 免疫反應過程中，

由 B 細胞分泌的 IgE，在實驗致敏期結束後，可觀察到氣喘組 IgE 濃度明顯比健

康組高且達到統計上顯著，證明氣喘動物模式已建立成功。另外，建議可使用針

對OVA特異性的 IgE ELISA Kit (OVA-Specific Mouse IgE ELISA Kits)測量 IgE濃

度，可更準確了解因暴露 OVA 而引起之 IgE 上升程度。 

5.2.1 奈米銀微粒對健康小鼠之呼吸毒理作用 

  本研究發現奈米銀微粒對健康小鼠進行呼吸暴露後，在一些肺部發炎生理指

標上有觀察到不良健康反應。暴露奈米銀微粒後，嗜酸性白血球比率、嗜中性白

血球比率及總死亡細胞數跟沒有暴露組相比有增加趨勢，但僅有嗜中性白血球比

率有達到統計上的顯著。過去使用健康大鼠進行奈米銀呼吸暴露的研究不少，大

鼠暴露 15nm奈米銀微粒 28天(6小時/天，5天/週)後，發現在低暴露劑量 1.73× 10
4
 

particle/cm
3，0.48μg/m

3下，可觀察到總蛋白濃度、單核白血球比率皆沒有差異，

另外嗜酸性白血球比率和嗜中性白血球比率有明顯上升，且達到統計上的顯著[2, 

77]。在氣喘小鼠暴露聚苯乙烯奈米微粒的研究中，可發現健康小鼠暴露奈米微

粒後，嗜酸性白血球和嗜中性白血球比率有統計上顯著的上升[78]。另外

Stebounova 於 2011 年使用 5nm、3.3 mg/m
3的奈米銀微粒暴露雄性小鼠 10 天(4

小時/天，5 天/週)，在暴露後 0 週及 3 週後犧牲的肺泡灌洗液中，均可發現總細

胞數、嗜中性白血球數兩項發炎指標，與控制組比較有達到統計上顯著的增加，

而總蛋白濃度同樣沒有差異[4]。 

  雖然嗜酸性白血球比率的上升普遍與過敏反應有關，但於健康組仍觀察到其

上升，參考 Cho 等人對大鼠以氣管灌注方式暴露奈米氧化鋅溶液的研究，發現

肺泡灌洗液中嗜酸性白血球濃度同樣會上升，且達到統計上的顯著。推論可能是

由於嗜酸性白血球因血管通透性改變而進入肺泡間質(alveolar interstitium)，造成

http://www.abdserotec.com/antibodies/ova-specific-mouse-ige-elisa-kits-654.html
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組織受損，從而釋放到支氣管及肺泡空間內[79]。過去奈米銀之相關研究結果與

本研究趨勢一致，說明奈米銀微粒對於健康小鼠確實會造成輕微呼吸道發炎反

應。 

5.2.2 奈米銀微粒對氣喘小鼠之呼吸毒理作用 

  過去針對氣喘小鼠暴露奈米銀微粒的研究非常缺乏，Park 等人用霧化方式對

雌性 C57BL/6 氣喘小鼠暴露奈米銀微粒，觀察到肺部組織中的 IL-13 和肺泡灌洗

液中嗜酸性白血球比率、嗜中性白血球比率、總細胞數及呼吸道阻力這些生理指

標，在氣喘小鼠暴露後反而有下降趨勢，除嗜中性白血球比率外，皆有達統計上

的顯著，推估可能是由於奈米銀微粒透過減低 NF-κB 活性及其他發炎細胞激素

的表現，以調節氧化壓力的產生，從而導致呼吸道發炎反應及呼吸道阻力降低

[53]，而且透過外用及口服實驗，證明奈米銀晶體有抗氧化或抗發炎的特性[80, 

81]；同時，也有針對奈米粒徑二氧化鈦暴露氣喘雌性 BALB/c/Sca 小鼠的研究，

可發現肺泡灌洗液中嗜酸性白血球、巨噬細胞、IL-13 和呼吸道阻力有下降趨勢，

其中嗜酸性白血球和巨噬細胞的下降有達到統計上的顯著[69]。可能是由於奈米

微粒能抑制肺部呼吸道及組織發炎、黏液過度分泌，以及避免第二型過敏免疫反

應的發生[78]。 

  另一方面，Hussain 等人使用 TDI 誘發雄性 BALB/c 小鼠氣喘後，口咽暴露

二氧化鈦奈米微粒，卻發現呼吸道阻力及肺泡灌洗液中嗜酸性白血球有上升趨勢，

同時肺泡灌洗液中總細胞數、嗜中性白血球和巨噬細胞，皆有達到統計上顯著的

增加[52]。奈米微粒誘發發炎反應的機制未有明確結論，推測可能的主要原因是

奈米微粒造成的氧化壓力，在氣喘病理機轉中起重要作用，並已證明奈米微粒能

引起支氣管上皮細胞產生氧化壓力[82]，此外，微粒造成的上皮細胞受損會導致

呼吸障礙，從而增加對過敏原之易感性[83]。此結果與本研究的趨勢相似，但與

前述暴露奈米銀及二氧化鈦的結果卻相反。目前在過去的研究中，既有抑制或誘
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發發炎反應的論述，但有關奈米銀微粒與免疫系統的互動仍未明確，需進一步的

研究釐清其作用機制(表 11)。 

  在本實驗的氣喘組間，可發現 IgE(呼吸暴露後)、IL-13、呼吸道阻力及總死

亡細胞數這些生理指標中，暴露奈米銀後皆有上升趨勢，但卻未達統計上顯著，

此現象推測是由於氣喘模式中致敏劑劑量下調不足所致。 

  本研究氣喘模式是參考台大臨醫所江伯倫教授實驗室，進行氣喘藥物的研究

而建立之動物模式[84]，由於是用作治療氣喘藥物的研究，因此模式中的致敏程

度比較強烈。BALB/c 小鼠於第 0、14、21 和 28 天以腹腔注射(IP)方式注入

25μg/200μl 的致敏劑－OVA(第 0 天為 50μg /200μl)及佐劑－Al(OH)3(4mg)以誘發

過敏性氣喘反應；而健康小鼠則是注射 200μl PBS 及佐劑- Al(OH)3 (4mg)。最後

量測呼吸道阻(AHR)前，連續三天進行 challenge，以鼻腔灌注(IN)方式讓小鼠吸

入 40µl OVA(100μg/40μL)，誘發輕度氣喘反應。 

  我們參考 Pichavant及 Nials等人整理關於氣喘動物模式誘發的文獻[85, 86] ，

將致敏劑施打次數下調，小鼠在第 1 和第 8 天以 IP 方式分別注入 50μg /200μl 和

25μg/200μl 的 OVA 及 Al(OH)3(4mg)共 2 次，以誘發過敏性氣喘反應；健康小鼠

則同樣是 IP 200μl PBS 及 Al(OH)3 (4mg)。最後量測 AHR 前的 challenge，也同

樣是連續三天，以 IN 方式暴露小鼠 200µl OVA(100μg/40μL)，以誘發氣喘反應。

在調整氣喘模式致敏劑劑量後，引發之氣喘反應仍稍為強烈，導致奈米銀之呼吸

毒理影響不易觀察。 

5.3 組織病理切片 

  過去有不少研究以觀察組織切片的方式，直接了解實驗過程所導致的病理變

化，本實驗於每組實驗小鼠中，隨機保留一個未進行肺泡灌洗之肺部作組織切片，

觀察到 PBS/FA 組小鼠支氣管及肺部血管周邊，有局部輕微的淋巴漿細胞浸潤現

象，而暴露奈米銀微粒後，則可看到中度瀰漫性支氣管炎症，伴隨淋巴細胞、組
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織細胞及嗜中性白血球增多。Kim 等人使用奈米銀口服暴露大鼠 28 天，導致中

央靜脈週邊膽管增生及發炎細胞浸潤，包括嗜酸性白血球[29]。過去曾餵食小鼠

奈米銀微粒，並觀察到肝臟有淋巴細胞浸潤的發炎反應[87]。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

  在 OVA/FA 組可觀察到輕度瀰漫性支氣管發炎現象，伴隨有淋巴細胞、組織

細胞、漿細胞、嗜中性及嗜酸性白血球，及肺泡內巨噬細胞輕微增加。而氣喘小

鼠暴露奈米銀微粒後，則是觀察到更嚴重的瀰漫性支氣管發炎，並伴隨各種發炎

指標細胞的明顯增加。過去 S. Hussain 等人對氣喘小鼠口咽暴露 TiO2 及 Au 奈米

微粒懸浮液，可在組織切片觀察到水腫、上皮受損及發炎現象，即使肺內較低的

奈米微粒劑量，已可造成氣喘小鼠產生肺部發炎及肺功能下降[52]。 

 

5.4 肺泡灌洗液中總死亡細胞數及血球分類之計數 

  在前面第三章的部分已提及有被 trypan blue 染色之細胞為死亡細胞，由於本

研究在計算細胞總數時未有將未染色細胞一起計數，因為得到之染色細胞數僅能

作為死亡細胞總數計算。因此本實驗使用死亡細胞總數計算公式如下： 

  死亡細胞總數/ml＝(五個正方形之染色細胞數/5) x 稀釋倍數2 / 10
-4 

建議以後再進行相關細胞計算時，應分別計數染色與未染色細胞分別之總數，以

求得細胞死亡率，並計算出準確之血球分類總數，可避免因細胞總數不夠多，而

導致以比率表示時之統計結果無意義。其相關計算公式如下： 

  細胞總數/ml＝(五個正方形之染色及未染色細胞數/5) x 稀釋倍數 2 / 10
-4

 

  細胞死亡率(%)=染色細胞數/染色及未染色細胞總數 x 100% 

血球分類總數(以嗜中性白血球為例)： 

  嗜中性白血球數 (#/ml)＝(二片玻片中嗜中性白血球總數/2)/ 200個細胞 x細

胞總數 
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5.5 結論及建議 

  本次實驗結果在多個肺部發炎指標及氣喘生理指標上，都有觀察到明顯上

升趨勢，但皆未達統計上顯著，為避免因樣本數不足而導致統計不顯著，建議可

嘗試增加每組動物數量。另一方面，由於誘發氣喘及呼吸道阻力測試前進行

challenge，會需要使用致敏劑(OVA)，此劑量是參考關於氣喘藥物研究調整所得，

因此劑量較高，且實驗結果顯示氣喘生理指標都有明顯上升，甚至不易觀察奈米

銀之影響，證明在下調致敏劑劑量的情況下，氣喘模式仍可建立成功。因此建議

應繼續往下調整致敏劑(OVA)劑量，以符合未來應用於使用氣喘動物模式之微粒

相關呼吸毒理研究。 

  本實驗是針對氣喘模式小鼠的奈米銀呼吸毒理實驗，利用蒸氣冷凝法產生奈

米銀微粒，在連續 7 天的呼吸暴露期間，此系統能夠長時間穩定輸出高濃度且單

一粒徑之奈米銀微粒，可應用在長期研究。過去也有不少慢性氣喘的研究，多觀

察到嗜酸性白細胞炎症及呼吸道阻力上升等現象[88-90]，且發現奈米微粒可引起

呼吸道上皮細胞產生氧化壓力，並導致細胞受損及發炎反應的發生[52, 82]，但

同時亦有研究顯示奈米銀微粒對氣喘小鼠反而有抗發炎作用，通過抑制細胞激素

及其他發炎因子的活性，從而減低氣喘反應的表現[53, 69, 78]。目前奈米銀微粒

對氣喘模式小鼠的毒性影響趨勢仍未有一致的結論，估計此影響差異是由於動物

品系的不同、奈米微粒種類及粒徑、微粒之物化特性(例如購買的奈米溶液可能

含添加劑等)、暴露途徑及暴露時程等因素所造成[53]，因此未來可嘗試結合奈米

銀微粒，以本研究建立之奈米產生系統，進行慢性或亞慢性呼吸毒理研究，以釐

清長時間暴露所造成的毒性影響，及奈米銀與免疫系統的作用機制。 
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表 1. 奈米銀微粒呼吸及食入暴露之文獻回顧 

 

Ref. animal method doses results 

Sung ,Ji et al. 

2007 

2008 

SD rat 

Male and 

female 

inhalation  

13-15 nm 

6 h/day, 

5 days/week, 

4 weeks 

fresh-air control, 

1.73× 10
4
 particle/cm

3
,0.48μg/m

3
  

1.27× 10
5
 particle/cm

3
,3.48μg/m

3
  

1.32×10
6 

particle/cm
3
,61.24μg/m

3 

 

 

goblet cells containing neutral mucins 

(lung)↑ 

% of neutrophils, eosinophils ↑( low 

dose ) 

Sung et al. 

2008 

Sung et al. 

2009 

SD rat 

Male and 

female 

inhalation  

18-19 nm 

6 h/day,  

5 days/week,  

13 weeks  

fresh-air control,  

0.66× 10
6
 particle/cm

3
, 

49μg/m
3
, 1.0× 10

9
nm

2
/cm

3 

1.43× 10
6
particle/cm

3
, 

133μg/m
3
, 2.5× 10

9
nm

2
/cm

3 

2.85× 10
6
 particle/cm

3
, 

515μg/m
3
, 5.0× 10

9
nm

2
/cm

3 

 
 

bile duct hyperplasia 

liver inflammation ↑ 

Total protein ↑(high dose ,female) 

  

Sung et al. 

2010 

SD rat 

Male and 

female 

inhalation  

18-20 nm 

4 h 

fresh-air control, 

0.94× 10
6
 particle/cm

3
, 76μg/m

3
 

1.64× 10
6
particle/cm

3
,135μg/m

3
  

3.08× 10
6
 particle/cm

3
,750μg/m

3
 

no significant difference 
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Stebounova et 

al. 

2011 

C57Bl/6 mice 

male 

inhalation  

5 ± 2 nm  

4 h/day, 

5 days/week, 

2 weeks 

 

 

Exposure group 

 3.3 mg/m
3
  

 

Particle-laden macrophages ↑  

total cell, macrophage, neutrophils↑ 

(minimal pulmonary inflammation ) 

Kim et al. 

2010 

F344 rats 

Male and 

female 

Oral 

56 nm 

13 weeks  

  

vehicle control,  

low-dose (30 mg/kg),  

middle-dose (125 mg/kg) 

high-dose (500 mg/kg) 

slight liver damage 

bile-duct hyperplasia (necrosis, 

fibrosis,pigmentation) 

Total protein , monocytes↑ (female) 
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表 2. 呼吸暴露操作條件測試 

 

Operation Conditions 

Furnace Temp (℃) 1100 1100 1100 1100 

Carrier N2 (lpm) 2 4 6 8 

Dilution O2 (lpm) 2.4 2.5 2.5 2.44 

Dilution N2 (lpm) 6.5 4.5 2.5 0.5 

Dilution  rate 5.45 2.75 1.83 1.37 

Measurements 

O2 conc. (%) 20.2 20.9 21.4 20.9 

Temp. (℃) 23.8 23.7 23.7 23.8 

Humidity (%) 15 11 9 8 

Average conc. 

Geo. Mean(nm) 46.15 50.41 47.25 41.80 

Geo. Std. Dev. 1.93 2.13 2.23 2.26 

Number conc. 

(#/cm
3
) 

1.45E+06 1.49E+06 1.53E+06 1.61E+06 

Mass conc. 

 (mg/m
3
) 

4.51 9.01 9.17 8.34 

Surface conc. 

 (mm
2
/m

3
) 

2.24E+4 3.47E+4 3.48E+4 3.17E+4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

 
表 3. 奈米銀呼吸暴露操作條件及平均暴露濃度 

 

Operation Conditions  

Exposure duration 6hr/day for a week 

Furnace heating temperature (℃) 1100 

Chiller temperature (℃) 3 

Carrier N2 (lpm) 6 

Dilution O2 (lpm) 2.5 

Dilution N2 (lpm) 2.5 

Silver powder (g) 26.77 

Measurements  

SMPS TSI  DMA3081 CPC3022 

Average conc. control exposure 

Mean(nm)  43.89 

Geo. Mean (nm)  32.78 

Geo. Std. Dev.  2.08 

Number conc. (#/cm
3
) 8.29E+02 1.41E+06 

Mass conc. (mg/m
3
) 0.00923 3.34 

Surface conc. (mm
2
/m

3
) 30.30 1.56E+04 

O2 conc. (%) 20.19 20.56 

Temp. (℃) 25.40 25.56 

Humidity (%) 61.86  
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表 4. 暴露期間平均粒徑及濃度 

 

 Day1 Day2 Day3 Day4 Day5 Day6 Day7 

Geo. Mean (nm) 37.68 34.29 34.76 32.7 30.94 30.78 28.28 

Geo. Std. Dev. 2.09 2.09 2.06 2.1 2.08 2.07 2.06 

Number conc. (#/cm
3
) 1.41E+06 1.55E+06 1.44E+06 1.33E+06 1.39E+06 1.37E+06 1.38E+06 

Mass conc. (mg/m
3
) 4.16 4.08 3.71 3.29 2.98 2.81 2.34 

Surface conc. (mm
2
/m

3
) 1.91E+04 1.87E+04 1.71E+04 1.52E+04 1.42E+04 1.35E+04 1.18E+04 

 

 

 
表 5. 以 SMPS 及濾紙採樣奈米銀微粒質量濃度之比較 

 

 SMPS Filter 

Mass conc. (mg/m
3
) 3.05 0.53 
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表 6. 奈米銀微粒使用 X 光能譜散佈分析儀 (EDS)分析之元素成分 

 

Element Weight% 

C  16.62 

F  75.65 

Ag  7.73 

Totals 100.00 

 
 
 
表 7. 致敏期結束後，健康和氣喘模式小鼠之 IgE 濃度 

 

group N IgE(ng/ml) 

control 10 1002.43±340.02 

asthmatic 11 6016.36±2608.96 

 

 

 
表 8. 奈米銀微粒呼吸暴露後之 IgE 及 IL-13 濃度 

 

 IgE (post-exposure) (ng/ml) IL-13 (pg/ml) 

PBS/FA 5.25E+02±1.06E+02 2.79±1.41 

PBS/NP 1.66E+03±1.20E+03 5.55±1.82 

OVA/FA 2.67E+04±3.45E+04 14.83±13.81 

OVA/NP 6.11E+04±7.61E+04 28.04±26.27 
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表 9. 肺泡灌洗液中總死亡細胞數、血球分類計數中單核白血球、嗜中性白血球比率及總蛋白濃度 

 

 total cell (#/ml) Neutrophil (%) Lymphocyte (%) Eosinophil (%) Macrophage (%) total protein (mg/ml) 

PBS/FA 6.00E+04 ± 5.88E+04 4.75±2.33 0.85±0.65 4.80±2.53 89.60±4.68 0.39±0.22 

PBS/NP 1.30E+05 ± 3.28E+04 8.90±5.76 2.25±1.39 18.55±8.09 70.30±13.81 0.41±0.15 

OVA/FA 1.42E+05 ± 6.85E+04 2.70±0.87 1.70±0.27 41.65±19.83 53.95±19.64 0.46±0.12 

OVA/NP 1.98E+05 ± 9.31E+04 3.38±2.09 2.19±1.14 45.81±13.76 48.63±12.88 0.43±0.22 
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表 10. 實驗小鼠呼吸暴露後之呼吸道阻力測試結果 

 a) methacholine 濃度單位為 mg/ml 

 

(a) Penh 值 

 
N baseline Mch0 Mch5 Mch10 Mch25 

PBS/FA 5 0.43±0.08 0.68±0.29 0.72±0.23 1.27±0.83 2.65±1.41 

PBS/NP 5 0.93±0.69 0.44±0.11 0.90±0.70 1.87±1.64 4.92±2.33 

OVA/FA 5 0.60±0.21 0.97±0.82 2.05±1.65 3.65±2.99 5.34±3.69 

OVA/NP 5 0.45±0.10 0.49±0.10 1.84±2.30 3.75±2.86 8.10±4.73 

 

 
(b) Penh 值相對增加比例 

 
 Mch0/ 

baseline 

Mch5/  

baseline 

Mch10/  

baseline 

Mch25/  

baseline 

 PBS/FA 1.57 1.66 2.95 6.15 

 PBS/NP 0.47 0.96 2.01 5.31 

 OVA/FA 1.61 3.39 6.05 8.85 

 
OVA/NP 1.10 4.09 8.35 18.03 
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表 11. 不同奈米微粒對過敏性氣喘小鼠之呼吸毒理研究 

 

References Animal Material Methods Results 

My study BALB/c mice 

female 

Ag Inhalation 

33nm 

3.34 mg/m
3
 

6hr/day  

7 days 

 

Serum: IgE  ↑ 

BALF: IL-13, total cell, AHR  ↑ 

Hussain et al. BALB/c mice 

male 

TiO2 Oropharyngeal aspiration 

15 nm 

40 ml NP suspensions  

0.8 mg/kg  

1 day 

 

BALF: eosinophils, total cell * 

macrophages*, neutrophils*, AHR ↑ 

Park et al. C57BL/6 mice 

female 

Ag Nebulizer 

20ppm 

40 mg/kg 

5 days 

 

Lung: IL-13*↓ 

BALF: % of eosinophils*, neutrophils, total 

cell* 

AHR *↓ 

Rossi et al. BALB/c/Sca mice 

female 

TiO2 Dispenser 

10 ± 2 mg/m
3
 

2hr /time 

thrice a week 

4 weeks 

BALF: % of eosinophils*, macrophages*,  

IL-13, 

AHR ↓ 

 

* statistically significant
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(a) 

 
 
(b) 

 
 
圖 1. 奈米微粒產生及全身暴露系統 
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(a) 

 
 
(b) 

 
 

 
圖 2. 實驗期間奈米銀微粒產生系統穩定性 

(a)粒徑分布，(b) 數目濃度分布 
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(a) 

 
 
(b) 

 
 
(c) 

 
 
圖 3. 連續一週呼吸暴露期間之微粒平均暴露濃度 

(a) 數目濃度，(b) 質量濃度，(c) 表面積濃度 
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(a) 

 
 
(b) 

 
 

圖 4. 奈米銀微粒在掃瞄式電子顯微鏡(SEM)下觀察結果 

(a)一萬倍倍率，(b)十萬倍倍率 
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圖 5. 奈米銀微粒使用 X 光能譜散佈分析儀 (EDS)分析之元素成分結果 
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(a) 

 
 
(b) 

 
 
圖 6. 血液中免疫球蛋白 IgE 抗體濃度 

(a)呼吸暴露前（證明氣喘模式建立），(b)奈米銀微粒呼吸暴露後 

* p-value<0.05  

** p-value<0.01 
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圖 7. 肺泡灌洗液中細胞激素 IL-13 濃度 

 

 

 
 
圖 8. 嗜酸性白血球在肺泡灌洗液中比率 

* p-value<0.05  

** p-value<0.01 
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圖 9. 呼吸道阻力 AHR 之 Penh 值相對增加比例 

*Mch : Methacholine  
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圖 10. 肺泡灌洗液中總死亡細胞數 

* p-value<0.05 
 

 

 
 
圖 11. 嗜中性白血球在肺泡灌洗液中比率 
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圖 12. 單核白血球在肺泡灌洗液中比率 

* p-value<0.05  

** p-value<0.01 
 

 
 
圖 13. 肺泡灌洗液中總蛋白濃度 
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(a)                            (b) 

                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 
圖 14. PBS 健康組小鼠肺部組織切片(倍率為 20X) 

(a) (b)分別為 PBS/FA 組及 PBS/NP 組 
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(a)                          (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 
             

 

圖 15. PBS 健康組小鼠肺部組織切片(倍率為 200X) 

(a) (b)分別為 PBS/FA 組及 PBS/NP 組 
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(a)                          (b) 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

   

 
 

 

圖 16. OVA 氣喘組小鼠肺部組織切片(倍率為 20X) 

(a) (b)分別為 OVA/FA 組及 OVA/NP 組 
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(a)                           (b) 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

圖 17. OVA 氣喘組小鼠肺部組織切片(倍率為 200X) 

(a) (b)分別為 OVA/FA 組及 OVA/NP 組 
 

 


