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摘要 

大豆發酵產物和調控腸道菌相分布具有免疫調節的功能而達到減緩發炎反應

的功能，然而還沒有研究指出腸道菌相與發酵產物之間的關係。本實驗研究目的

為藉建立三種動物模式：異位性皮膚炎模式、耳朵腫脹過敏模式、腸道炎模式來

探討餵食大豆發酵食品(SCLFP)是否可藉由改變腸道微生物菌相而改善過敏及腸

道發炎疾病。(1)異位性皮膚炎模式：在老鼠背部皮膚以雞卵蛋白及金黃色葡萄球

菌外毒素貼皮致敏，可觀察到皮膚的浸潤淋巴結中 Th2 相關的 IL-4 和 Th17 相關

IL-17A、IL-17F 表現有上升，且腸道 Lactobacillus 數量下降，且背部皮膚外觀有

發炎反應，而經餵食 SCLFP 後，腸道內的 Lactobacillus 有顯著增加的趨勢，皮膚

的浸潤淋巴結中抗發炎細胞激素 IL-10 和 Th1 相關的 IFN-γ 表現則有上升的現象，

IL-4 和 IL-17A、IL-17F 表現則有下降現象，並看到外觀觀察皮膚發炎有改善的現

象。(2)耳朵腫脹過敏模式：以雞卵蛋白皮下注射於老鼠耳朵致敏，建立耳朵腫脹

的遲發型過敏模式，經餵食 SCLFP 之後，腸道內的 Lactobacillus 有增加的趨勢，

而腸繫膜淋巴結中 IL-10 表現則有上升的現象。(3)腸道炎模式：在老鼠日常飲用

水中加入右旋糖酐硫酸酯鈉(Dextran sulphate sodium, DSS)引發腸道發炎，建立腸

道炎模式，結果發現，餵食右旋糖酐硫酸酯鈉後，體重有下降，且大腸有發炎的

症狀，腸道中 Lactobacillus、Clostridium、SFB、Bifidobacterium 數量有下降，

Enterobacterium、Bacteroides 數量有上升的情形，經餵食 SCLFP 之後，腸道內的

Lactobacillus 則有顯著回升的趨勢，脾臟因發炎而重量增加現象有明顯降低，而體

重與疾病活性指數則無明顯差異。因此餵食 SCLFP，可能透過調節腸道中菌叢分

布並增加 Lactobacillus 數量，達到調節免疫的功能，進而降低過敏及腸道發炎的

症狀。 



 

Abstract 

Legume-based fermented food and the population of gut microflora had the 

immunomodulatory effect in relieving inflammatory disease. However, no correlation 

between the gut microflora and fermented food had been reported. Therefore, 

immunomodulatory effect by administration of legume-based fermented product by 

Saccharomyces cerevisiae (SCLFP) was determined by three animal models including: 

experimental atopic dermatitis (AD), mouse ear swelling tests (MEST), and 

DSS-induced colitis. (1) AD model: AD was induced by epicutaneous sensitization with 

ovalbumin (OVA) and Staphylococcal enterotoxin B (SEB) on the dorsal skin. 

Th2-related IL-4, Th17-related IL-17A and IL-17F expression were increased in skin 

draining lymph nodes; gut Lactobacilli was decreased and skin inflammation were 

observed. Gut Lactobacilli was significantly increased and anti-inflammatory IL-10 and 

Th1-related IFN-γ expression in draining lymph nodes were increased as IL-4 and 

IL-17A and IL-17F were decreased after feeding with SCLFP, finally improved the skin 

lesion. (2) MEST: Ear delayed-type hypersensitivity swelling was induced by 

intradermal injection of OVA. Gut Lactobacilli and IL-10 expression in mesenteric 

lymph nodes were increased after administration of SCLFP. (3) DSS-induced colitis: 

Colitis was induced by feeding with dextran sulfate sodium (DSS) containing water. 

Mouse body weight decreased and the length of gut shortened implied colitis formation. 

gut Lactobacilli, Clostridia, SFB, Bifidobacteria decreased as Enterobacteria, 

Bacteroides increased. Gut Lactobacilli were increased and spleen weight decreased 

significantly, but no significant change in weight loss and disease activity score (DAI) 

after administration of SCLFP. Therefore, administration of SCLFP may increase gut 

Lactobacilli population to modulate the immune response and thus ameliorate allergy 

and gut inflammation. 
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第一章 文獻回顧 

第一節 腸道概論 

    腸道是將食物消化，且能選擇性吸收的重要器官，黏膜表面對於食物、病原

性微生物、腸道細菌、消化酵素等各式各樣的刺激，具有物理性及化學性的隔離

機能。腸道也是人體最重要的免疫系統之一，存在於腸道的淋巴組織(Gut-associated 

lumphoid tissue, GALT)，約佔全身免疫系統的 70% (Isolauri, 2001)。黏膜免疫系統

尚頇對無害的蛋白具免疫耐受性(tolerance)，同時能夠辨認侵入性病原菌，引發免

疫反應。 

    腸道表面除腸道上皮細胞外，還有一種特化成圓頂狀的上皮細胞，稱為 M 細

胞(membranous cell)，其表面無絨毛覆蓋，呈現凹陷的形狀，使得微生物或抗原可

從此路徑通過，M 細胞下方即為派爾氏淋巴結(Peyer’s patch, PP)，派氏淋巴結中的

抗原呈現細胞(antigen-presenting cell, APC)將會進行辨識。除此之外，存在於黏膜

固有層(lamina propria)中之免疫細胞尚包含：B 細胞、輔助型 T 細胞(T helper cell)、

毒殺型 T 細胞(T cytotoxic cell)、單核球、巨噬細胞、樹突細胞、顆粒細胞，和肥

大細胞等(Isolauri, 2001)。 

    腸道黏膜中的抗體，以免疫球蛋白 IgA 含量最豐富，IgA 是經由漿細胞分泌之

J 鍊(J chain)將兩個單體結合為雙體的形式存在，腸道中分泌型 IgA (secretory IgA, 

S-IgA)以雙體的形式直接與病原菌結合，進而避免病原菌黏附到上皮細胞表面，因

此 S-IgA 在腸道黏膜系統中扮演著先天免疫型防禦(innate immunity)的重要角色。 

    腸道共生益菌的存在也有調節宿主免疫系統的能力，共生益菌本身及其代謝

產物、細胞壁及 DNA 皆可能具有調節免疫的潛力。共生益菌覆蓋於腸道黏膜避免

致病菌滯留，並且誘導 B 細胞分化產生大量 IgA 分泌於腸道阻止致病菌的入侵

(Macpherson et al., 2001)。細胞壁及 DNA 則屬於先天性免疫所辨識的病原相關分

子模式(Pathogen associated molecular pattern, PAMP)可引發後續免疫反應，形成後
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天免疫力(Verse et al., 2008)。 

第二節 人體腸道菌叢 

宿主與腸道微生物存在著複雜多變的交互關係，腸道內的龐大微生物參予了

宿主體內的一些生化反應，常被視為一個具有代謝功能的「器官」。這些微生物可

以將宿主攝入但無法自行吸收的物質分解為小分子，以利宿主腸壁細胞吸收利用，

提供宿主營養原及能量。 

腸道微生物生態系統是由微生物、宿主上皮細胞、免疫系統、微血管系統及

腸內神經系統之間的交互作用所構成的，與其他生態系相比，動物的腸道存在著

高密度的細菌群落。腸道生態系統中，主要是真細菌、古細菌、酵母菌及絲狀真

菌所構成。已知在成人人體腸道中至少存在著 500 種不同細菌，99%以上的族群是

由其中 30~40 種細菌所組成(Finegold et al., 1974; Moore and Holdeman, 1974 

)，這些數量龐大的微生物又以厚壁菌門(Firmicutes)、類桿菌門(Bacteroidetes)及放

射菌門(Actinobacteria)這三大門細菌為數最多。變形菌門(Proteobacteria)雖然在腸

道生態系統中也是常見的一門，但數量相較之下較少。這些微生物會隨著時間、

環境及空間變動進而改變其群落組成，造成腸道微生物群落的高複雜性，也增加

了研究腸道微生物生態的困難度。 

    酸鹼值、溫度、氧氣等環境因子會影響胃腸道微生物菌相的組成，消化道的

酸鹼值變化促使胃腸道各區域有不同的優勢菌種。以人體消化道為例，胃部的酸

鹼值約在 pH 1~5 之間，主要的優勢菌種以幽門桿菌(Helicobacter pylori)為主，小

腸環境較鹼性，由十二指腸到回腸酸鹼值會逐漸上升至 7.7 左右，在十二指腸的優

勢菌種則為能耐微酸性鏈球菌屬(Streptococcus)、乳酸菌屬(Lactobacillus)，酸鹼值

較高的回腸氧氣含量較低，因此主要菌種以鏈球菌屬及韋榮氏屬(Veillonella)、類

桿菌屬(Bactoroides)、梭狀芽孢桿菌屬(Clostridium)的厭氧菌為主，盲腸及大腸因為

有發酵反應的產生，酸鹼值會下降至 pH 5.7 左右，到了結腸尾端由於短鏈脂肪酸

的吸收加上黏膜分泌鹼性物質，酸鹼值會回復到pH 6.6~6.8，主要菌種以類桿菌屬、
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梭狀芽孢桿菌屬、比菲德氏菌屬(Bifidobacterium)的厭氧菌及腸球菌屬(Enterococcus)

為主(Wilson M, 2005; Hayashi H. et al., 2005 )。 

新生的動物腸道原先為無菌狀態，最初為由來自母體的微生物，並隨著時間

逐漸產生菌相的改變(Mitsuoka, 1992)。雖然健康個體中的腸道菌相幾乎是穩定的，

但是菌相仍有可能因為一些外在因素而改變，例如年齡、生理狀況、藥物、疾病、

飲食、壓力等……。腸內微生物間的相互關係會影響腸內細菌菌叢的變動，當病

原菌連續進入腸道時，原本健康人體腸道中均衡的菌叢組成會改變，而腸內細菌

之間的相互拮抗現象之主因為 pH 值變化、氧化還原電位變化、乳酸、揮發性脂肪

酸及細菌素等抗菌物質產生或營養素的競爭。此外，精神緊張及壓力亦為細菌菌

叢變動的主要因素，嚴重會影響腸道的正常功能(Gibson et al.,1995)。 

腸道微生物的功能有幫助消化宿主未消化的物質和宿主產生的物質，如黏多

醣，黏蛋白，上皮細胞，酵素等，並扮演維持生命所需的角色，如幫助宿主正常

營養吸收，維持宿主正常免疫系統，產生短鏈脂肪酸，維生素合成，早期解離膽

鹽 (Gaskins, 2001; Falk et al., 1998)。 

 

第三節 食品調節腸道菌相及免疫調節機能 

    在發現有調節宿主腸道菌相功能的食物，主要分為三種：益生菌(probiotic)、

益生素(prebiotic)、合益素(synbiotic)。益生菌被正式定義為「食用一定量可對宿主

帶來健康效益的活微生物」(Guarner et al., 1998)，益生素則被定義為「為無法消化

的成分，食用後可選擇性刺激某一些原本就存在宿主腸道的細菌族群的生長和活

性進而為宿主帶來健康效益」(Gibson et al., 1995; Schrezenmeir et al., 2001)，合菌

素則被定義為「包含益生菌和益生素」的食品(Gibson et al., 1995)，這些食品補充

物對宿主腸道和腸道免疫系統具有許多複雜的影響，並在許多和腸道免疫系統相

關疾病有改善效果。 

    最常被使用的益生菌為 Lactobacillus 和 Bifidobacterium，主要藉由幾種方式以
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調節宿主腸道菌相：與病原菌競爭排除作用、產生抗生素及有機酸，降低 pH 值等。

例如腸道內菌叢大致可分為游離族群、腸道內容物顆粒結合族群及腸壁組織結合

族群三種，而 Bifidobacterium 等乳酸菌即屬於腸壁組織結合之族群微生物，其可

定殖於腸道，抑制外來微生物於腸道內增殖(Fuller and Brooker, 1973)，而益菌為了

平衡腸道菌相並抑制病原菌的滋生會藉由：(1)營養分的競爭：在腸道有限的結合

位置下，當益菌較多時會與病原菌競爭腸道中的養分，使其無法在腸道中增殖；(2)

腸道上皮細胞附著點的競爭：益菌會與病原菌競爭腸道上皮細胞的附著位置，使

其無法在腸道附著增殖；(3)凝集吸附排除：有些益菌會將病原菌包覆起來，使其

無法附著在腸壁上，並隨消化物排出體外(Fuller, 1989;林與江, 1996; Spring, 1997)。

益生菌在發酵過程中亦會產生部分具有抑菌作用代謝物質，有助於腸道菌相之平

衡，例如有機酸(Misra and Kuila, 1992)、過氧化氫(Dahiya and Speck,1968; Condon, 

1987)、殺菌素(bacteriocin) (Klaenhammer, 1993; Abee et al., 1995)、天然殺菌素

Reuterin (Axelsson et al.,1989; Paul Ross et al., 2002)、聯乙醯(diacetyl) (Jay, 1983; 

Kang and Fung, 1999)及抗生素(如 reuterocyclin) (Ganzle et al., 2002; Holtzel et al., 

2000)等。這些抑菌物質功能各異，除直接與害菌作用外，亦藉降低腸道 pH 值來

減少害菌之增殖。例如 Lactobacillus 也能藉著產生像殺菌素(bacteriocin)來抑制微

生物生長或產生黏液素(mucin)去阻礙病原分子的黏附(Forestier et al., 2001; Mack 

et al., 1999)。 

    益生菌對宿主免疫系統的調節，主要是藉由益生菌的組成成分(如細胞壁)透過

腸道上皮細胞和 M 細胞進入腸道屏障以調節先天型及後天型免疫--對先天型免疫

的調節：益生菌可增加自然殺手(natural killer)細胞的細胞毒殺能力和巨噬細胞的吞

噬作用(Delcenserie et al., 2008)，並增加一氧化氮(oxygen oxide)合成(Kengatharan et 

al., 1996)；對後天免疫的調節：促進 B 細胞產生 IgA，增加黏附腸道中的抗原以抑

制其進入腸壁內(Delcenserie et al., 2008)。例如研究指出 Lactobacillus 可以藉由其

細胞壁刺激宿主巨噬細胞的活化以引發宿主免疫反應(Tannock, 1997），而
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Lactobacillus rhamnosus GG 亦發現可在孩童身上藉由刺激 IgA 產生以顯著降低輪

狀病毒( rotavirus)再感染率並降低腹瀉次數和時間(Kaila et al., 1995)。 

    益生素主要有菊醣(inulin)、半乳寡醣(galacto-oligosaccharides, GOS)、果寡醣

(fructo-oligosaccharides, FOS)等，它們都具有不被人體消化代謝，且選擇性刺激腸

道益菌生長的特性。益生素調節免疫的機制尚未清楚，目前認為主要有幾種：促

進腸道Lactobacillus屬的生長，使消化道相關的淋巴系統被活化(Manning and 

Gibson, 2004)、促進腸內細菌發酵產生一種短鏈脂肪酸(short chain fatty acid, SCFA)

丁酸(butyrate)產生，使許多跟能量代謝和發炎相關的基因表現(Vanhoutvin et al., 

2009)和調控腸道障壁的緊密蛋白(tight junction protein)集結(Peng et al., 2009)、促進

另一種短鏈脂肪酸乙酸(acetate)及丙酸(propionate)產生，促進許多免疫相關基因表

現，如細胞激素IL-10( Kiefer et al., 2006)。 

豆類食品亦為益生素的重要的傳統食物來源，包括黃豆、菊糖(例如洋姜

(Jerusalem artichok)，豆薯(jicama)，和菊苣根(chicory root)、天然燕麥，未精製小

麥，未精製大麥，雪蓮果(yacon)。黃豆中主要的寡糖是棉子醣(raffinose)和水蘇醣 

(stachyose)，先前研究指出這些醣類可促進Bifidobacterium infantis的生長，但不會

促進Escherichia coli、Streptococcus faecalis、Lactobacillus acidophilus的生長(Tamura 

Z. ,1983)。 

合益素即結合益生菌和益生素的食品，其可刺激食品中所含的益生菌的存活

同時亦刺激腸道中的益菌存活。合益素通常為結合菊醣或FOS及Lactobacillus 

acidophilus、Bifidobacterium lactis 或Lactobacillus casei等益生菌，並透過上述益生

菌及益生素的機制以促進免疫調節功能。人體研究指出，藉由分析糞便菌相，發

現餵食孩童L. rhamnosus GG和GOS，可顯著增加腸道中L. rhamnosus數量和腸道內

生的Bifidobacteria和Lactobacilli數量(Piirainen et al., 2008)。人體的母乳乳汁亦被視

為一種合益素，其內含有多種寡醣和產乳酸細菌，研究指出，餵食母乳可影響嬰

兒的腸道菌叢內生性細菌建立，和餵食母乳替代品的嬰兒相比，餵食母乳的嬰兒
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的糞便中也含有較多Bifidobacteria屬細菌(Heyman et al., 2002)。 

 

第四節 啤酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) 

    啤酒酵母屬於真菌子囊菌綱，以單獨球形或卵圓形存在，無性生殖是以出芽

方式產生個體，有性生殖是在圓形的子囊中形成 8 個卵圓形的子囊孢子。啤酒酵

母與人類生活息息相關，很早就被用以製造各種發酵食品，常見如酒類、烘焙食

品、醃漬食品。酵母菌是最簡單的真核生物，也被當作分子生物學和細胞生物學

的模式生物。 

    真菌和酵母菌細胞壁的主要成分為 β-glucan，為一種多醣體，為口服啤酒酵母

菌最常被探討並能影響服用者機能的部分。β-glucan 能被先天性的免疫系統辨認，

像是分子型態辨認受器(pattern recognition receptor, PRRs)或是補體(complement)系

統，進一步引發免疫反應。β-聚醣依照不同生物來源有不同的化學鍵結，導致有多

種水溶性、分子量、帶電量的特性，使得刺激抗原呈獻細胞(antigen presenting cell, 

APC)後誘導出不同表面受體集合的免疫細胞分化(Volman et al., 2008)，有些加強免

疫反應，有些活化 T 細胞分化為 Th1 免疫反應，以避免 IgE 引起的過敏反應(Saito 

et al., 2003)同時研究也指出，釀酒酵母細胞壁上的 β-聚醣主要為 zymosan，可以刺

激巨噬細胞(marophage)分泌細胞激素 TNF-α (Brown et al., 2003)、IL-2、IL-10 以及

IL-12 來引發進一步的免疫反應(Du et al., 2006)，以增強免疫反應。 

    有研究指出，在 in vivo 老鼠模式中，以腹腔注射 ovalbumin 致免，並給予 β-

聚醣類的靈芝多醣(PS-G)、Sclerotinia sclerotiorum glucan (SSG)或 Acetobacter 

polysaccharogenes AC-1，結果顯示，脾臟細胞皆產生 ovalbumin 專一性之 Th1 相

關的細胞激素 IFN-γ 上升，而與 Th2 相關的細胞激素 IL-4、IL-5 則下降(Lin et al., 

2006; Saito et al., 2003; Suzuki et al., 2001)。 

臨床研究也指出，在過敏鼻炎患者(allergic rhinitis, AR)進行鼻部致敏試驗，在

β-glucan 餵食後可顯著降低鼻腔沖洗液中 IL-4、IL-5 表現量和 eosinophil 的數量，
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而顯著升高 IL-12 量 (Cengiz Kirmaz et al., 2005)。 

 

第五節 豆類發酵食品 

在食品工業上，發酵作用的定義是指運用生物體使有機物分解的生物化學反

應過程，此技術常用於製酒，製備豆類發酵食品。 

在發酵過程中，微生物可分解大分子物質及營養阻害物質並保留食物中的一

些活性成分，如多醣，膳食纖維，生物類黃酮等，增加易消化性和增進生物可利

用率，並代謝某些對人體不利的因子如低聚醣、脹氣因子等，以提高營養價值，

而微生物代謝產生的許多代謝產物，許多亦有調節有機體生物功能的作用，如某

些發酵物可消除自由基，並抑制有害物質產生，達抗老化和增強生物體抵抗力 

(Wang et al., 2006)。此外，發酵亦具有保存食物的效果，既可防止不良微生物腐敗，

又可防止氧化使品質劣敗，亦有促進食物風味變好之效(Frias et al., 2008; Reddy et 

al., 1982)。 

    豆類發酵食品例如：味噌具有強抗氧化劑活性，味噌湯具有降低胃癌死亡率

的效果(Ebine, 1986)、天貝(一種印尼食品)具有抗氧化活性，發酵後產生抗菌物質，

能抑制某些格蘭氏陽性菌生長(Winarno& Reddy,1986)、納豆(natto)則是發酵大豆食

品中機能性效果研發最完全的，其可保護不飽和脂肪酸和細胞免於氧化，其效果

與維他命 E 相當甚至更高，以達延年益壽之效，納豆尚具溶解血栓、預防骨質疏

鬆症，強抗菌性之效、Chungkukjang (韓國式納豆)亦被發現能抑制免疫細胞中 5-

脂氧合酶(5-lipoxygenase)活性並降低白三烯(leukotriene)分泌量，並緩解實驗小鼠

的耳朵腫脹(ear edema)發炎症狀(Choi YH. et al., 2008 )。 

 

第六節  實驗動物模式介紹 

1. 異位性皮膚炎小鼠模式(Atopic dermatitis, AD) 

異位性皮膚炎又稱異位型溼疹(atopic eczema)，為一種慢性和反覆性症狀，發
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炎性，搔癢的皮膚疾病(Barnetson and Rogers, 2002)，此種疾病在嬰幼兒、兒童、

青少年及成人都會發生，主要發病期為五歲以下的兒童。患者的皮膚對許多東西

有異常的發炎反應，如一些刺激物、食物、空氣中過敏原（如塵螨），而出現紅腫、

片狀條紋、非常癢的症狀。研究顯示，大約有 50%的病患是在一歲以前發病，有

30%病患是在一到五歲發病，另有將近 80%的異位性皮膚炎患者會在後來出現過敏

性鼻炎或氣喘(Spergel and Paller, 2003)目前認為異位性皮膚炎的機制相當複雜，包

括基因感受性、免疫功能、環境因子、 生化代謝異常、皮膚障壁缺陷等(Fartasch, 

1997; Leung and Bieber, 2003; Pastore et al., 2007; Trautmann et al., 2000; Geha, 2003; 

Howell et al., 2004; Novak et al., 2003)。 

就免疫功能上探討，約在 70%~80%異位型皮膚炎患者血液中可測得免疫球蛋

白 IgE 有上升的情形，同時也可看到患者血液中的嗜酸性白血球(eosinophil)數量上

升。研究發現，異位性皮膚炎的病人血液中具有較高比例的過敏原特異性 T 細胞，

而這些 T 細胞主要會分泌細胞激素 IL-4、IL-5、IL-13，但只有分泌少量的 IFN-γ，

此一免疫功能上的異常導致病人容易產生較多 IgE。此外這些細胞激素也會誘發細

胞趨化因子 vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)、E-selectin 以及 intracellular 

cell adhesion molecule-1 (ICAM-1)表現增加，使得 eosinophil 浸潤到皮膚發炎處 

(Hanifin et al. 1996; Spergel et al. 1998; Wakita et al. 1994)。 

    腸道菌叢亦為過敏疾病中一個重要的因子，在臨床研究指出，過敏性孩童的

腸道菌叢與無過敏疾病的孩童存有差異(Ouwehand et al., 2001; Isolauri & Salminen, 

2008; Shreiner et al., 2008)。與無過敏疾病的孩童相比，過敏性孩童具有較少

Bifidobacterium和較多Clostridium，且有較高和成人相似的Lactobacilli菌叢分布 

(Bjorksten et al., 2001; Kalliomaki et al., 2001; Murray et al., 2005; Sepp et al., 2005; 

Mah et al., 2006)。亦有研究指出，比較以母乳餵食的嬰兒和母乳替代品餵食的嬰兒，

母乳餵食的嬰兒具有較低過敏發生率，及較高腸道Bifidobacteria菌量、較低

Clostridia菌量(Kalliomaki et al., 2001; Watanabe et al., 2003)。 
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2. 小鼠耳朵腫脹過敏試驗模式(mouse ear swelling test, MEST) 

    小鼠耳朵腫脹測試是一種國際公認的最方便的皮膚過敏原動物測試模式之一，

試驗方式為利用將BALB/c小鼠以陽性過敏物質(例如ovalbumin)，在誘發階段第0、

1、2天進行腹部的皮內注射，建立MEST的模式，誘發後第10天再進行致敏化過程，

在左右耳分別以受試藥劑、溶劑進行耳朵皮內注射，注射後第11、12天(24、48小

時)測量耳朵的腫脹程度，當左耳較右耳腫脹增加大於20%做為判定標準。(行政院

農業委員會農業藥物毒物試驗所自行研究期末報告書,民國96)。 

3. DSS 誘導小鼠腸炎模式(DSS-induced colitis) 

    發炎性腸道疾病(Inflammatory bowel disease, IBD)是一群消化道疾病的共同稱

呼，包括克隆氏腸炎(Crohn’s disease, CD)和潰瘍性結腸炎(ulcerative colitis, UC)等。

IBD 之共同特徵是慢性腸炎導致腹痛、直腸出血、嘔吐、腹瀉，甚至是在消化道

以外的區域也會出現肝炎、膽管炎、關節炎等症狀，但很少造成致命危險 (Fiocchi 

et al., 1998)。 

    實驗上常以右旋醣酐硫酸酯鈉(dextran sulfate sodium, DSS)建立動物腸炎模式，

DSS 為非基因毒性之大腸致癌物質，會造成嚙齒類動物誘發大腸炎症，因此常被

用做炎症相關大腸癌之研究，研究大多將 DSS 溶於飲水中配置成成濃度 1%至 5%

以口服給予，引發類似於人類的潰瘍性腸炎(ulcerative colitis, UC)特徵的炎症

(Okayasu et al., 1990)，其機制尚未清楚，但大致認為 DSS 主要是藉由破壞腸道表

皮細胞造成腸道曝露於外在抗原而產生發炎現象。 

    腸道菌叢為腸道發炎疾病一個重要的致病因子，在臨床研究中指出，在有 IBD

的病人可以看到腸道細菌的分布不均的現象，被認為有保護功能的細菌例如

Bifidobacteria 和 Lactobacilli 的量減少，並看到 E. coli 的量上升。研究也發現，在

嚴重的克隆氏腸炎疾病中，無氧呼吸的腸道菌叢會顯著的增加，特別是 Bacteroides

屬的細菌(Ruseler-van Embden JG et al., 1983)。 

    在動物實驗研究也有同樣的發現，研究指出，HLA-B27基因轉殖大鼠會自發
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性產生慢性腸炎，然而若將基因轉殖大鼠置於無菌空間則不會有腸道發炎產生

(Taurog JD et al., 1994)，IL-2缺失的小鼠亦會在十周大時產生腸道發炎疾病，但若

將小鼠置於無菌空間亦不會有腸道發炎現象產生(Ku ḧn R. et al., 1993)。研究亦指

出，在DSS誘導的腸炎中以抗生素Metronidazole和ciprofloxacin治療可以減輕DSS

誘導急性腸炎的症狀，但在慢性模式上則失效(Hans et al., 2000)。 

 

第七節 研究動機與目的 

    由前述文獻可知，腸道菌相與過敏及大腸發炎疾病的確有直接的關係，因此

本研究欲探討啤酒酵母大豆發酵產物是否可以調節菌相，並藉著調節菌相的功能

影響免疫系統以達到緩解過敏及大腸發炎疾病的功能。 

    本研究建立三種動物模式—異位性皮膚炎小鼠模式、小鼠耳朵腫脹過敏模式、

DSS 誘導小鼠腸炎模式，探討持續進行食道插管 SCLFP (啤酒酵母大豆發酵產物)

餵食之後，於老鼠犧牲當天收集腸道渣滓的方式來分析其中各種細菌專一性的 16S 

rDNA 含量，以得知腸道環境中各種細菌的數量，藉以觀察各種細菌量在餵食後是

否有產生改變，並收集發炎部位相關的淋巴結如浸潤淋巴結以及腸繫膜淋巴結，

分析細胞激素的分泌是否在餵食後有所改變，並與細菌的結果做連接，此外並定

期觀察老鼠外觀症狀、體重、各項發炎指標，並製作發炎組織切片，以觀察在症

狀上是否有改善的現象。 
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第二章 材料與方法 

第一節 實驗動物小鼠 

    購自台大醫學院動物繁殖組之 4~5 周 BALB/c 雌鼠，於台大醫學院動物代養組

飼養於溫度 20~22 度的代養環境中，設定白天及夜晚各 12 個小時循環，飼料與飲

水於老鼠自由取食。 

 

第二節 啤酒酵母菌豆類發酵產物(SCLFP)的製備 

    實驗中所使用之啤酒酵母菌豆類發酵產物(Saccharomyces cerevisiae legume 

fermented product, SCLFP)是由廠商提供，其主要成分為大豆、黑豆、紅豆、芥花

油等，而其大概製備的流程如下： 

(1)將各種豆類分別潤溼及浸泡； 

(2)泡軟後研磨成液狀，置於發酵槽中由啤酒酵母菌(Saccharomyces cerevisiae)進行

150 個小時的發酵作用； 

(3)最後以高溫乾燥，將不同豆類產物以一定比例混合，裝入膠囊中即完成。 

 

第三節 小鼠食道插管餵食 

將餵食管裝置在注射器上，伸進小鼠食道的方式強迫定量餵食；將 SCLFP 溶

於二次水中，調配濃度為 150 mg/ml；自老鼠七周大時開始餵食，每周餵食三次，

每次餵食 0.2 ml/隻。 

 

第四節 異位性皮膚炎(Atopic dermatitis, AD)模式建立 

    主要是參考台大醫學院皮膚科王莉芳醫師實驗室的實驗方法進行貼皮致敏

(epicutaneous sensitization)以及參考文獻(Spergel et al., 1998)的方式。利用兩種藥劑

--雞卵蛋白(ovalbumin,OVA)：以一倍 PBS 配製濃度為 100 mg/ml，用量為 20 μl/patch，
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即每隻為 2 mg、金黃色葡萄球菌腸毒素 B (Staphylococcal enterotoxin B)：以一倍

PBS 配製濃度為 400 μg/ml，用量為 10 μl/patch，即每隻 4 μg；將兩種藥劑滴於皮

膚貼布(finn chamber)上，將老鼠背部皮膚剃毛後，直接貼附，並用彈性繃帶加以

固定，以每天換藥的方式，進行連續五天的貼皮致敏，再休息兩個禮拜再進行第

二次的貼皮，貼皮三次後，老鼠在最後一天貼皮隔天犧牲(組別設計見圖一)。 

 

第五節 耳朵腫脹過敏試驗(mouse ear swelling test, MEST) 模式建立 

    依據參考文獻(Kohtaro Fujihashi et al., 2001)的方式，利用 OVA 以一倍 PBS 和

alum (40 mg/ml) 1:1的比例配製濃度為 1mg/ml，用量為 50 μl/隻，即每隻給予 50μg，

以腹腔注射的方式致免老鼠，隔兩周再打第二次，總共打三次後，再利用 OVA 以

一倍 PBS 配製成 10 mg/ml，用量為 20 μl/隻，即每隻給予 200 μg，在老鼠的左耳

以皮下注射的方式致免老鼠，另在右耳以 PBS 皮下注射做為控制組，老鼠在 72 小

時後犧牲(組別設計見圖六)。 

 

第六節 DSS 誘導腸炎模式(DSS-induced colitis)建立 

依據參考文獻(Philip Alex et al., 2009)，利用分子量為 35000~50000 Da 的右旋

醣酐硫酸酯鈉(Dextran sulfate sodium, DSS)以二次水配製濃度為 3%，並經過高壓滅

菌以及 0.45 μm 濾紙過濾後即可使用。先將小鼠餵食四周後，將飲用水換成 3%DSS

達十天，隔天進行犧牲(組別設計見圖九)。 

 

第七節 組織與檢體收集 

    糞便：犧牲時，將老鼠小腸和大腸取下，用針筒的尾端將其內的渣滓刮出，

並蒐集置於-80℃冰箱保存。 

    脾臟：將脾臟放置在 10 ml 之一倍 HBSS 於 10 公分培養皿，以兩片滅菌過的

載玻片磨砂面分離出單細胞懸浮液，以茶包袋濾去大塊組織於 15 ml 離心管，在室
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溫 1500 rpm 離心五分鐘 (Centrifuge 5415 D, Eppendorf)，倒掉上清液，將細胞沉澱

拍散，每離心管加入冰的 10 ml 含 8.3% NH4Cl 及 1% KHCO3 之紅血球分解緩衝液

(RBC lysis buffer)，盡快在室溫 1500 rpm 離心五分鐘，倒去上清液，拍散細胞後，

加入 2 ml 加入含有 10% 胎牛血清(fecal calf serum, FCS)，1% HEPES，1% 

L-glutamine，1% Penicillin/ Streptomycin 之 RPMI 1640 細胞培養液(complete RPMI, 

cRPMI)，最後細胞計數後備用。 

    淋巴結：將淋巴結放在 0.5 ml cRPMI 於 24 孔盤， 藉由將淋巴結移至加有新

鮮 cRPMI 的圓孔洗去表面血液，以滅菌過的 3 ml 針筒的活塞底部將淋巴結的細胞

壓出，形成單細胞懸浮液，以茶包袋濾去大塊組織於 15 ml 離心管，在室溫 1500 rpm

離心五分鐘，倒掉上清液，將細胞拍散，加入 1 ml cRPMI，最後細胞計數後備用。 

 

第八節 細菌核酸萃取(bacterial DNA extraction) 

1. 利用糞便 DNA 萃取套組 ZR Fecal DNA MiniPrep(ZYMO RESEARCH)和

QIAamp DNA Stool Mini Kit(QIAGEN)萃取出糞便中的 DNA。 

2. 取10-50 mg糞便加入 200μl lysis buffer(50 mM Tris-HCl，1 mM EDTA，1% SDS)，

再加入 0.3 g Zirconia-Silica beads (Biospec. Co.)和一顆 3 mM Tungsten-Carbide 

beads (QIAGEN)，加熱至 90℃十分鐘，使用均質振盪器 FastPrep 120 FP120 

(Bio101, SAVANT)以震速 4.0、5.0、6.0 各 1 分鐘，加入 150 μl 1% SDS，加熱

至 70℃十分鐘，加入 500 μl phenol 作用兩分鐘，在 4℃離心 10000rpm 三分鐘，

取上層液加入 500 μl phenol-chloroform-isoamylalcohol (25:24:1 混合)，震盪均勻

後在 4℃離心 10000 rpm 三分鐘，取上層液加入 1000 μl 100% ethanol、40 μl 5 M 

NaCl，隔夜沉澱一個小時，取出後在 4℃離心 10000 rpm 三十分鐘，加入 1000 

μl 70% ethanol，在 4℃離心 10000 rpm 三分鐘，最後將 DNA pellet (白色顆粒)

以 50 μl ddH2O 回溶。 
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第九節 組織核酸萃取(tissue RNA extraction) 

    將犧牲後的 BALB/c 老鼠組織加入液態氮磨碎後，加入 solution D (4M 

Guanidinium iso-thiocyanate、25 mM Sodium citrate pH 7.0、0.5% Sarcosyl、0.1 M 

2-Mercaptoethanol)，搖晃均勻後分別加入 2 M Sodium Acetate pH 4.0、Acid phenol 

(water-saturated)、Chloroform:isomylalcohol (49:1)，搖晃均勻後在冰上作用20分鐘，

經 10000 rpm 於 4℃離心 20 分鐘，取上清液加入一倍體積 Isopropanol 於-20℃沉

澱一小時。取出 sample在10000rpm於 4℃離心20分鐘，倒掉上清液後取DNA pellet

加入 0.5ml solution D 回溶並移置 eppendorf 中，加入 0.5ml Isopropanol 於-20℃沉

澱一小時。經光譜分析儀(Ultrospec 3300 pro, Amersham Bioscience)定量 RNA 濃度

後，取 2 μg RNA 以 RQ1 DNase(Promega)於 65℃作用 30 分鐘以進行 DNA 清除，

再利用M-MLV Reverse Transcrptase(Promega)以及oligo-dT於37℃作用一小時進行

反轉錄。 

 

第十節 聚合酶連鎖反應(polymerase chain reaction, PCR) 

     將 cDNA 加入 0.04 μΜ 的正向和反向引子、1 unit Taq polymerase 及 0.25 mM 

dNTP 及 2 μl 的 10x buffer，加滅菌水補足體積至 25 μl，PCR 條件如下：95℃五分

鐘，25 個循環(95℃45 秒，58℃或 65℃45 秒，72℃一分鐘)以及 72℃兩分鐘，作用

結束後取 10 μl DNA 進行 2%洋菜膠 DNA 電泳。最後洋菜膠照相完的結果以

Analysis System 120 (Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak)分析。 

 

第十一節 即時定量聚合酶連鎖反應(real-time PCR) 

    將 cDNA 和引子(Applied Biosystem)利用 POWER SYBR GREEN PCR Master 

Mix (Applied Biosystem)於 Applied Biosystem 7500 system 中進行同步定量聚合酶

連鎖反應，不同基因之 Ct 值結果將以 bacterial 16S rDNA gene 或 mouse β-actin gene

做為基準，代入以下公式：Relative expression=(2
-dCt

)。(引子序列清單附於附表 1) 
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第十二節 組織化學染色(H&E stain) 

    在老鼠犧牲當天取下大腸組織，以 10%福馬林浸泡一天以上後送至台大醫學

院動物中心進行脫水滲蠟，並以石蠟進行包埋，之後將組織切成 5-8 μm 大小的標

本，最後即可進行 H&E 組織化學染色。 

(1) 將標本浸入 xyline 中，進行脫蠟； 

(2) 依次浸入 100%-70%的酒精之中，進行回水； 

(3) 浸入 Haematoxylin 中染色約 100 秒，由流水褪色後浸入氨水約十秒進行固定，

再放入 Eosin 中染色約四十秒； 

(4) 待組織風乾後，滴上適量中性樹脂進行封片。 

 

第十三節 統計分析 

    本研究中結果皆以平均值(Mean)與標準差(Standard Deviation)表示，利用

Student’s t-test 的 unpaired t test 比較實驗結果中各組數據之間的差異，並以 P<0.05

做為達到統計學上顯著差異的界定標準。*表示統計學上 P<0.05，**表示統計學上

P<0.001，***表示統計學上 P<0.0001。 
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第三章 實驗結果 

第一部分 異位性皮膚炎小鼠模式(atopic dermatitis, AD) 

第一節  異位性皮膚炎小鼠腸道菌量 

    本實驗建立 OVA + SEB 貼皮致敏老鼠異位性皮膚炎模式，以觀察異位性皮膚炎

患者體內腸道菌叢分布現象，並觀察餵食 SCLFP 有否有調節腸道菌叢功能。在此

六種腸道常見菌叢中細菌相對量可以看出，即使是在同一組老鼠中，每隻老鼠的腸

道內菌叢分布都不大相同(圖二)。在 OVA + SEB 貼皮致敏老鼠模式建立後，其對腸

道菌叢中 Clostridia、segmented filamentous bacterium (SFB)、Bacteroides、

Enterobacteria、Bifidobacteria 的菌量沒有太大改變，但造成 OVA+SEB / H2O 組老

鼠的 Lactobacilli 量下降。餵食 SCLFP 的 OVA+SEB / SCLFP 組，與 OVA+SEB / H2O

組比較，Lactobacilli 則有顯著增加 (p=0.0360)，而在 Clostridia、SFB、Bacteroides、

Enterobacteria、Bifidobacteria 的菌量上沒有顯著差異。 

 

第二節 異位性皮膚炎小鼠浸潤淋巴結細胞激素表現 

    以 OVA + SEB 貼皮致敏建立老鼠異位性皮膚炎模式模擬異位性皮膚炎患者患

部高 Th2、Th17 免疫反應的發炎現象，並在 RNA 層級觀察 Th2 相關的細胞激素 IL-4

和 Th17 相關的 IL-17A 和 IL-17F，並觀察 SCLFP 能否提高抗發炎細胞激素 IL-10

和 Th1 相關細胞激素 IFN-γ 並抑制 Th2 和 Th17 免疫反應。以含 OVA 培養液刺激

24 小時後的皮膚浸潤淋巴結細胞中，OVA + SEB 貼皮致敏造成 OVA+SEB / H2O 組

老鼠所表現的 OVA 專一性 IFN-γ、IL-4 上升，也造成 OVA 專一性 IL-17A、IL-17F

上升(圖三)，餵食 SCLFP 的 OVA+SEB / SCLFP 組老鼠與 ddH2O 組比較則有造成表

現 OVA 專一性 IFN-γ 上升，和 OVA 專一性 IL-4、IL-17A、IL-17F 下降的現象。 

    以不含 OVA 的培養液培養 24 小時後的浸潤淋巴結細胞中，OVA + SEB 貼皮致

敏造成 OVA+SEB / H2O 組所表現的總 IL-17A 和 IL-17F 上升(圖四)。餵食 SCLFP



 

17 
 

的 OVA+SEB /SCLFP 組與 OVA+SEB / H2O 組比較則有造成總 IL-10 表現量上升，

並造成總 IL-17A 和 IL-17F 表現量下降的現象。 

第三節  異位性皮膚炎小鼠外觀症狀 

    從外觀觀察餵食 SCLFP 是否能改善老鼠異位性皮膚炎症狀。以 PBS + SEB 為

藥劑的 PBS+SEB / H2O 組，可看到有幾隻老鼠背部剃毛皮膚出現紅腫及發炎現象(圖

五 A)，以 OVA+SEB 為藥劑亦觀察到 OVA+SEB / H2O 組老鼠背部剃毛皮膚出現紅

腫及發炎現象，潰瘍傷口和掉毛(圖五 B)，而餵食 SCLFP 的 OVA+SEB / SCLFP 組

與 OVA+SEB / H2O 組老鼠比較則可看到背部剃毛皮膚發炎現象不甚明顯，毛髮生

長亦較快速正常(圖五 C)。 

 

第二部分小鼠耳朵腫脹過敏模式(mouse ear swelling test, MEST) 

第一節  小鼠耳朵腫脹過敏模式腸道菌量 

    本實驗建立另外一種過敏模式—遲發型過敏模式，利用在耳朵進行皮下注射

OVA 導致產生耳朵腫脹過敏反應，欲觀察餵食 SCLFP 有否有調節腸道菌叢及降低

過敏反應功能。在此四種腸道常見菌叢中細菌相對量可以看出，即使是在同一組老

鼠中，每隻老鼠的腸道內菌叢分布都不大相同(圖七)。餵食 SCLFP 後的 OVA / SCLFP

組與 OVA / H2O 比較，對腸道菌叢對 Lactobacilli 量有上升的現象，而在 Clostridia、

SFB、Bacteroides 的菌量上沒有顯著趨勢。 

 

第二節  小鼠耳朵腫脹過敏模式腸繫膜淋巴結 OVA 專一性 IL-10 細胞激素表現 

    為了觀察餵食 SCLFP 造成老鼠腸道菌叢分布量改變後，能否藉此影響腸道淋

巴結的抗發炎相關的細胞激素 IL-10 分泌，我們取得老鼠腸繫膜淋巴結，以含 OVA

培養液刺激 24 小時後，觀察 RNA 層級中 OVA 專一性的 IL-10 表現。可看到餵食

SCLFP 的 OVA / SCLFP 組與 OVA / H2O 組老鼠比較，OVA 專一性 IL-10 表現量有

上升的現象(圖八)。 
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第三部分 DSS 誘導小鼠腸炎模式(DSS-induced colitis) 

第一節 DSS 誘導小鼠腸炎模式腸道菌量 

將 dextran sulfate sodium (DSS)加入老鼠日常飲水中建立老鼠腸道發炎模式以

觀察腸炎患者體內腸道菌叢分布現象，並觀察餵食 SCLFP 有否有調節腸道菌叢功

能。在此六種腸道常見菌叢中細菌相對量可以看出，即使是在同一組老鼠中，每

隻老鼠的腸道內菌叢分布都不大相同(圖十)。在 DSS 誘導腸炎模式建立後，其對

腸道菌叢中 Lactobacilli、Clostridia、SFB、Bifidobacteria 菌量有下降的現象，

Lactobacilli 有達顯著差異(p=0.0091)，而 Bacteroides、Enterobacteria 菌量則有上升

的現象，而餵食 SCLFP 的 DSS / SCLFP 組與 DSS / H2O 組比較，Lactobacilli 菌量

則有顯著上升的現象(p=0.0235)，而在 Clostridia、SFB、Bacteroides、Enterobacteria、

Bifidobacteria 的菌量上沒有顯著趨勢。 

 

第二節 DSS 誘導小鼠腸炎模式疾病活性指數 

欲觀察餵食 SCLFP 後，能不能改善 DSS 誘導的腸道發炎模式的症狀。H2O / H2O

組和 H2O / SCLFP 組可看到在體重下降程度、腹瀉程度、腸出血程度三項症狀評分

中(積分計算參考附圖三)，皆無疾病產生現象(圖十一)，而以 3% DSS 誘導的 DSS / 

H2O 組自餵食 3% DSS 飲食水後第七天起和 H2O / H2O 組比較達顯著差異，可開始

看到些微的症狀，積分約為 2~3 分，有出現溫和的腹瀉，及些微直腸滲血的狀況，

而積分一直增加到到第十天犧牲，積分約為 7~8 分，出現嚴重的腹瀉，以及直腸流

血、脫缸的現象 (p=0.0401, 0.0036, 0.0003,  <0.0001) ，然而在餵 SCLFP 的 DSS / 

SCLFP 組與 DSS / H2O 組比較，可發現第四天起，症狀有稍微較減輕的現象，但差

異未達顯著。 

 

第三節  DSS 誘導小鼠腸炎模式體重 

欲觀察餵食 SCLFP 後，能不能改善以 DSS 誘導腸道發炎模式而導致體重下降
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症狀。H2O / H2O組和H2O / SCLFP組可看到皆無體重下降產生現象(圖十二)，SCLFP

組體重尚有明顯上升現象，在第五天即增加體重的 5%，在第六天和第十天達到顯

著差異(p=0.0425,0.0214)，以 3% DSS 誘導的 DSS / H2O 組自餵食 3% DSS 飲食水後

第七天起可開始看到體重開始下降，下降程度約為 95~99%，下降現象一直增加到

到第十天犧牲，下降程度約為 90~95%，然而在餵食 SCLFP 的 DSS / SCLFP 組和

DSS / H2O 組比較，在第七天到第十天期間並未看到體重有明顯改變。 

 

第四節 DSS 誘導小鼠腸炎模式脾臟重量 

    在急性或慢性發炎期，脾臟的免疫系統過度活化，會導致脾臟重量增加，實驗

常以此判斷個體發炎嚴重情形，因此我們想觀察餵食 SCLFP 後，能不能改善 DSS

誘導的腸道發炎模式脾臟重量增加的症狀。以 3% DSS 誘導的 DSS / H2O 組可看到

脾臟重量有顯著上升的現象(p=0.0271) (圖十三)，而餵食 SCLFP 後的 DSS /SCLFP

組與 DSS / H2O 組相比脾臟重量則有顯著下降現象(p=0.0172)。 

 

第五節 DSS 誘導小鼠腸炎模式腸道長度 

    在腸道發炎期，由於腸道發炎嚴重導腸道長度變得粗短，故實驗常以測量腸道

長度判斷腸道發炎嚴重情形，因此我們想觀察餵食 SCLFP 後，能不能改善 DSS 誘

導的腸道發炎模式腸道因發炎而長度縮短的症狀。以 3% DSS 誘導的 DSS / H2O 組

可看到腸道長度有顯著縮短的現象(p=0.0014)(圖十四)，而在餵食 SCLFP 後的 DSS / 

SCLFP 組與 DSS / H2O 組相比，腸道長度未有明顯改變。  
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第四章 討論 

在近兩三年的研究指出，許多種細菌跟免疫的調節息息相關。例如在大腸的

固有層中，節絲狀菌(segmented filamentous bacterium, SFB)可引起會分泌IL-17和

IL-22的CD4
+
 輔助T細胞(Th17)產生，有可能是SFB透過提高宿主和發炎以及抗微

生物相關的基因表現(Ivanov et al., 2009)。人體內高量常在菌叢Bacteroides fragilis，

可在腸道誘導出表現FoxP3調節性T細胞(Tregs)產生，並發現 B. fragilis可分泌免疫

調節分子polysaccharide A (PSA)，將CD4
+ 

T細胞轉變為可分泌IL-10的FoxP3
+調節

性T細胞(June L. Round et al., 2010)。腸道內生性的腸道菌叢中，Clostridium中尤其

群集IV和XIVa兩屬，可造成腸道調節性T細胞數量的增加(Atarashi et al., 2010)。 

 

第一節：異位性皮膚炎老鼠模式(Atopic dermatitis,AD) 

    綜觀異位性皮膚炎(atopic dermatitis, AD)的致病機制，由於表皮細胞功能異常，

導致刺激物和過敏原容易穿透進皮膚，當這些物質進入皮膚之後則會刺激角質細

胞釋放許多不同種細胞激素和細胞趨化素，並刺激角質細胞和前發炎激素繼續生

成，以及樹突細胞(dendritic cell)、T 淋巴球、肥大細胞(mast cell)和表皮細胞，持

續造成發炎和免疫反應。IgE 對環境過敏原的過度反應也是 AD 重要的因子，而樹

突細胞和肥大細胞亦參予此反應，肥大細胞分泌血管活化胺(vasoactive amine)、組

織胺(histamine)和一些細胞激素造成 IgE 參予的過敏反應，樹突細胞則透過特殊膜

受器結合 IgE，並呈現可結合 IgE 的過敏原給 T 細胞，使 Th2 細胞分化並活化，在

AD 患部的大量活化樹突細胞透過分泌發炎細胞激素和細胞趨化素直接造成發炎

反應。eosinophil 則由纖維母細胞分泌的細胞趨化素召喚，並分泌毒性分子和 IL-12，

導致 Th1 反應產生，造成發炎反應持續(附圖一)。 

    近年來，AD的Th1/Th2的理論已經被改寫，出現了新的因子：分泌IL-17的輔

助型T細胞(Th17) (Weaver et al., 2007) 。Th17細胞被認為是可分泌許多特定分泌細
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胞激素如IL-17A 、IL-17F、IL-22和IL-26。Th17細胞已被發現參與許多人體自體

免疫疾病如多發性硬化症、類風濕性關節炎、腸道發炎疾病、乾癬(psoriasis)，以

及參予胞外致病原清除(例如Candida albicans, Borrelia burgdoferi, Mycobacterium 

tuberculosis, 和Streptococcus pneumoniae)(Tesmer et al., 2008)(附圖二)。 

    在臨床研究中發現，在 AD 病患身上出現許多 Th17 細胞和 IL-17 表現 (Koga et 

al., 2008) ，分析 AD 病患的週邊血液單核球(PBMC)，發現 IL-17
+
CD4

+
T 細胞量有

顯著的增加，且 IL-17
+
CD4

+
T 細胞量與 AD 症狀嚴重性有相關性，而在皮膚傷口

患部，IL-17 表現量也有增加，而在乳突真皮層以及表皮層中，IL-17
+
CD4

+
T 細胞

也出現較高數量。研究亦指出，IL-17 的表現量在急性 AD 較慢性還高(Toda et al., 

2003)。 

    在前面文獻回顧提到，臨床研究中指出過敏患者腸道具有較少量的Lactobacilli、

Bifidobacteria、Enterococci和較多量的Clostridia、Staphylococcus aureus，而在圖二

裡可看到，在OVA貼膚致敏老鼠模式建立後，其對腸道菌叢中Clostridia、SFB、

Bacteroides、Enterobacteria、Bifidobacteria的菌量沒有太大改變，但造成OVA+SEB 

/ H2O組中老鼠的Lactobacilli量下降。Lactobacilli量下降的結果與文獻相符，顯示

在實驗上建立的小鼠AD模式，亦可觀察到和臨床結果一致的Lactobacilli量下降的

結果，但Bifidobacteria的菌量則沒有看到顯著的趨勢，Clostridia的菌量亦無看到上

升的現象，有可能是實驗模式環境與人體臨床環境的差異，亦或同菌種中和AD致

病機轉無關之不同株數量不受影響的關係。 

   餵食 SCLFP 的 SCLFP 組，與 ddH2O 組比較，Lactobacilli 則有顯著增加，此結

果則與文獻探討中所述益生素和益生菌的餵食增加 Lactobacilli 的菌量相符，但在 

Bifidobacteria 的菌量上沒有顯著趨勢。 

在益生素方面的研究指出，在家族有過敏史的高過敏風險幼兒在出生六個月

餵食低聚半乳醣(galactooligosaccharides, GOS)和低聚果醣(fructo-oligosaccharides, 

FOS)，有顯著降低溼疹(eczama)發生率的現象(Moro G. et al., 2006)，而餵食達兩年
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之後，GOS/FOS 的保護性依然存在，且哮喘(recurrent wheeze)、過敏性蕁麻疹

(allergic urticaria)的發生率也會顯著性下降(Arslanoglu S. et al., 2008)。 

在益生菌方面的研究指出，餵食益生菌可調節腸道免疫平衡以達到抗過敏的

效用，可能是藉由刺激產生 Th1 相關的細胞激素(Fuller, 1991; Hessele et al., 1999; 

Miettinen et al., 1998)。在大鼠身上進行 Lactobacilli 不同 species 的單一種細菌接種，

可發現不同種的 Lactobacilli species 可影響免疫系統 Th1 和 Th2 的平衡。不同

species 之間可抑制彼此所誘導的細胞激素分泌，在腸道共同作用進而達到免疫平

衡(Christensen et al., 2002)。文獻亦推測，益生菌可以與黏膜免疫系統有交互作用，

將人類的周邊血液單核球(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)以多種

Lactobacilli 菌種刺激，可增加 TNF-α、IL-6、IL-10 表現(Miettinen M. et al., 1996)。 

    探索Lactobacillus影響免疫系統機制的研究指出，Lactobacillus似乎可透過樹突

細胞(dendritic cell, DC)調節免疫反應，如用三種Lactobacillus strain可分別在in vitro

環境下使人類骨髓性樹突細胞(human myeloid dendritic cell, MDC)表現HLA-DR、

CD83、CD40、CD80和CD86並分泌高量IL-12、IL-18但不會分泌IL-10。Lactobacillus 

strain可顯著地使CD4
+和CD8

+
 T細胞轉變為Th1和Tc1，使得分泌高量IFN-γ，而無

IL-4和IL-13 (Mansour Mohamadzadeh et al., 2005) 。 

    本研究所使用的健康食品啤酒酵母菌大豆發酵產物(SCLFP)為一種利用啤酒

酵母菌去發酵三種以上豆類磨成的粉末再乾燥所得。前面文獻回顧中提到，真菌

和酵母菌的細胞壁主要成分為 β-glucan，一般認為其可被先天性免疫系統中分子型

態辨認受器(pattern recognition receptor, PRR)和補體辨認，刺激抗原呈現細胞活化

Th1 免疫反應，進而抑制 Th2 免疫反應，避免 IgE 引起的過敏反應。 

Interleukin-10 (IL-10)是一個與抗發炎作用有關的細胞激素，在研究中已指出它

在阻止發炎反應與自體免疫疾病中有重要角色(Hawrylowicz and O’Garra 2005; 

Moore et al., 2001; O’Garra et al., 2008)。IL-10 可以被主動性免疫(adaptive immune)

細胞表現，包含 Th1、Th2、Th17、調節性 T 細胞(Treg)等，也可被先天性免疫細
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胞表現，包含樹突細胞(dendritic cell)、巨噬細胞(macrophage)、肥大細胞(mast cell)、

自然殺手細胞(Natural killer cell)、嗜酸性白血球(eosinophil)、嗜中性白血球

(neutrophil)等(Saraiva and O’Garra, 2010)。IL-10 的產生目前被認為跟免疫耐受性以

及調節性T細胞免疫反應有很大的關係(Moore et al., 2001; O’Garra and Vieira, 2004; 

Roncarolo, et al., 2006)。 

    在前述臨床症狀上目前被發現 Th17 細胞在 AD 似乎亦扮演重要的角色，而在

實驗模式中，同樣以 OVA 貼皮致敏的小鼠造成了類似 AD 症狀的皮膚過敏症狀，

並造成 IL-17A 和 IL-17F 在表皮的表現(He et al., 2007)，另一個 IL-17 家族的成員

IL-17E (又名 IL-25)，亦被認為參予 Th2 主導的發炎反應，而在 AD 病患的皮膚患

部以及氣喘患者的肺部皆可看到 IL-25 以及 IL-25R 的表現(Wang et al., 2007)。 

    在圖三及圖四結果中，OVA 貼膚致敏造成老鼠浸潤淋巴結細胞中所表現的總

IL-17A 和 IL-17F 量上升，OVA 專一性 IFN-γ、IL-4、 IL-17A、IL-17F 上升，此與

文獻結果一致，而餵食 SCLFP 與 ddH2O 組比較則有造成表現總 IL-10 表現量上升，

總 IL-17A 和 IL-17F 表現量下降，和 OVA 專一性 IFN-γ 上升， OVA 專一性 IL-4、

IL-17A、IL-17F 下降。推測有可能是 SCLFP 的餵食增加了 Lactobacilli 的菌量，而

Lactobacilli 藉由刺激產生 Th1 相關的 IFN-γ，和 Treg 相關的 IL-10，而降低了 Th2

相關的 IL-4 及 Th17 相關的 IL-17A 和 IL-17F。而根據實驗室先前的研究，可看到

酵母菌細胞壁的 β-glucan 可以直接調節免疫系統走向 Th1 的反應，故有可能 SCLFP

透過 β-glucan 直接調節了浸潤淋巴結細胞的免疫反應。 

研究指出，將益生菌（包括 Lactobacilli 屬和 Bifidobacteria 屬）補充小孩及成

人異位性皮膚炎患者的日常飲食，發現有減輕症狀的效用(Rosenfeldt et al., 2003; 

Rijkers et al., 2010)。研究指出餵食小孩異位性皮膚炎患者益生菌 Bifidobacterium 

lactis Bb-12，Lactobacillus rhamnosus GG 和 Lactobacillus fermentum VRI 003 PCC

顯著降低其異位性皮膚炎症狀指數（SCORing Atopic Dermatitis (SCORAD) 

index）。 
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    以 PBS+SEB 為藥劑的 Negative 組，可看到有幾隻老鼠背部剃毛皮膚出現紅腫

及發炎現象，顯示 SEB 單獨致敏亦可引起異位型皮膚炎的過敏反應，而以

OVA+SEB 為藥劑亦觀察到 ddH2O 組老鼠背部剃毛皮膚出現紅腫及發炎現象，潰

瘍傷口和掉毛，餵食 SCLFP 後與 ddH2O 組老鼠比較則可看到背部剃毛皮膚發炎現

象不甚明顯，毛髮生長亦較快速正常。顯示這樣的系統中，SCLFP 的劑量已經足

夠調節菌量和免疫系統，並在症狀上看到效果。 

 

第二節：小鼠耳朵腫脹試驗(mouse ear swelling test, MEST) 

    MEST為一種第四型過敏反應(type IV hypersensitivity)，又稱延遲性過敏反應

（delayed-type hypersensitivity），其在接觸抗原後1~3天出現，並與細胞性免疫反應

共同造成有抗體參予的過敏反應，多位在表皮部位發生，例如接觸性皮膚炎。機

制為在過敏原進入組織之後，活化Th1淋巴球來到組織，Th1釋放TNF-α、TNF-β，

造成血管通透性增加，也釋放IL-3和GM-CSF刺激巨噬細胞(macrophage)產生，並

釋放IFN-γ和TNF-α活化macrophage，最後造成組織腫脹(附圖三)。 

    餵食 SCLFP 後，與 ddH2O 組比較，對腸道菌叢對 Lactobacilli 量有上升的現

象，而在 Clostridia、SFB、Bacteroides 的菌量上沒有顯著趨勢。取得老鼠腸繫膜

淋巴結，以含 OVA 培養液刺激 24 小時後，觀察 RNA 層級中 OVA 專一性的 IL-10

表現。可看到餵食 SCLFP 與 ddH2O 組比較有造成 OVA 專一性 IL-10 表現量上升

的現象。此與前 AD 模式中看到一致的現象，所以在一個不同機制的過敏模式一

樣可以看到 SCLFP 餵食後產生同樣的結果。 

 

第三節：DSS 誘導腸炎老鼠模式(DSS-induced colitis) 

目前研究已歸納出，發炎性腸道發炎疾病(Inflammatory bowel disease, IBD)的

致病因子有四：基因感受性、腸道微生物抗原和佐劑、免疫反應、環境刺激物。 

腸道微生物抗原在臨床腸道發炎疾病的疾病成因中扮演重要角色，尤其是在



 

25 
 

急性期腸炎。從腸道細菌總量和組織的破壞程度的關聯性可以看出，組織的破壞

程度導致細菌倍增進而造成發炎程度加重(Gerardo A. Herna ńdez et al., 2003 ) 。在

許多動物系統中，腸炎和免疫刺激的模式在不存在腸道菌叢的狀況下都無法建立

(Sartor RB, 2004)。而給予抗生素及益生菌治療後，許多模式的症狀都會改善。 

前述文獻回顧中提到，在臨床研究中，在 IBD 的病人身上可以看到腸道細菌

有分布不均的現象，被認為有保護功能的細菌例如 Bifidobacteria 和 Lactobacilli 的

量會減少，並看到 E. coli 和無氧呼吸細菌量如 Bacteroides 屬會顯著上升。 

目前在實驗小鼠上，最常用來誘導模式產生的方式即是以餵食右旋醣酐硫酸

酯鈉(dextran sulfate sodium, DSS)等方式。DSS的確切機制目前還不甚清楚，目前

有幾點可能的說法，如DSS有可能直接影響了腸道的穿透性。細胞間隙連結(tight 

junction)蛋白zona occludens-1在DSS餵食後第一天就有顯著減少，導致腸道穿透性

在第三天就顯著增加，造成後續大腸發炎反應(Kitajima et al., 1999; Poritz et al., 

2007; Venkatraman et al., 2000)。在急性和慢性DSS誘導的腸炎模式中，第一天就可

發現腸道巨噬細胞(macrophage)、肝臟Kupffer細胞和腸繫膜淋巴結胞皆吸收進少量

DSS (Kitajima et al., 1999)。結合以上兩點發現可說明腸道通透性異常為DSS誘導的

腸炎早期致病機制。另一種可能說法是DSS在大腸黏膜直接造成濃度相關型的細胞

毒性，造成表皮細胞上蛋白integrin-α4和M290次單位改變，影響了它們和γδ-表皮

細胞間T細胞的相互作用(Ni et al., 1996)，而γδ-表皮細胞間T細胞的功用尚不明，但

被認為與黏液保護和修復有關(Chen et al., 2002)。 

在免疫機制上面發現 CD4
+和 CD8

+
 T 細胞在 DSS 誘導的急性腸炎可能亦不是

扮演重要角色。DSS 誘導急性腸炎中，CD8
+ 

T 細胞數量下降，而 CD4
+ 

T 細胞數量

維持不變(Stevceva et al., 2001)。而在 SCID、CD4 基因缺失、NK 基因缺失的老鼠，

和無胸腺的 CD-1 裸鼠中皆可成功誘導 DSS 腸炎，顯示這些免疫細胞也非重要角

色(Axelsson et al., 1996)。 

在細胞激素反應上發現 IFN-γ、IL-4、IL-17F 皆參與 DSS 誘導腸炎模式的致
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病機制：在 Swiss Webster 小鼠中觀察到 DSS 誘導腸炎模式細胞激素反應主要是

Th1 型，伴隨在發炎大腸組織中的 IFN-γ 和 IL-4 量增加(Dieleman et al., 1998)，在

BALB/c 小鼠身上亦觀察到 IL-1、IL-12 和 TNF-α 與 DSS 劑量及大腸發炎症狀有正

相關性(Egger et al., 2000)，而在 IL-17 基因缺失的小鼠中發現 DSS 將誘導出更嚴重

的腸炎反應，但在 IL-17F 缺失小鼠中卻發現 DSS 誘導腸炎模式症狀減輕，所以

IL-17F 亦被認為參與 DSS 誘導腸炎模式致病機制(Xuexian O. et al., 2008)。 

    細菌在DSS誘導急性腸炎模式中的角色需要進一步探討，前面文獻回顧中提到，

以抗生素Metronidazole和ciprofloxacin治療可減輕DSS誘導急性腸炎的症狀，而在

小鼠身上建立DSS誘導腸炎後，餵食L. paracasei具有減輕發炎症狀的功能(Erika 

Mileti et al., 2009)，但亦有研究指出在無菌(Germ-free)鼠身上建立DSS誘導急性腸

炎，一樣可看到嚴重的發炎反應(Kitajima et al., 2001)，若給予一般腸道菌叢抗原反

而可看到發炎反應減緩現象(Verdu et al., 2000)，顯示腸道菌叢中有不同細菌在DSS

誘導急性腸炎模式扮演不同角色。 

    但在大鼠身上建立以尾靜脈注射TNBS或口服DSS飲用水產生腸炎模式，不管

是與急性期或慢性再作用期，其腸內細菌的總數量還是可看到皆比控制組顯著的

高。而急性腸炎的細菌總數比慢性再作用期有更高顯著差異的細菌總數量。在急

性腸炎，細菌的總數量和症狀嚴重指數有顯著的相關性(Gerardo A. Herna ńdez, et 

al., 2003)。 

    若將養殖在無菌(germ-free)空間中的 HLA-B27 基因轉殖大鼠進行五種不同株

中包含 Bacteroides vulgatus 接種，則將產生溫和性腸炎和胃炎，但若是去掉 B. 

vulgatus 再進行接種，則不會產生任何腸炎和胃炎發炎反應(Rath HC et al,. 1996)。

若將 B. vulgatus 進行單菌接種，則會產生腸炎，但不產生胃炎(Rath HC et al., 1999)。

在 IL-10 缺失的老鼠中進行腸道菌 E. faecalis 和 E. coli 的單一細菌接種，老鼠皆產

生腸炎症狀(Kim SC et al., 2005)。Klebsiella 的單一細菌接種可引起溫和的全結腸

炎(pancolitis)(Sartor RB, 2004)，而 Bifidobacterium animalis 的單一細菌接種可引起
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遠端大腸和十二指腸發炎(Moran JP et al., 2006)。 

    在圖十結果裡可看到，以 DSS 誘導腸炎模式建立後，其對腸道菌叢中

Lactobacilli、Bifidobacteria 菌量有下降的現象，此與文獻指出的現象是相符的，而

Clostridium、SFB 同樣也有下降的現象，在研究中似乎沒有著墨 DSS 和 SFB 菌之

間的關係，也許可以據此再做進一步探討，而 Enterobacteria、Bacteroides 菌量則

有上升的現象，此與文獻指出的現象是相符的，顯示這兩種菌可能在腸炎環境中

的確會有增加的現象。 

 在益生素方面的研究指出，在克隆氏腸炎疾病（CD）臨床研究中，在十名

CD 病患中，口服 21 天的果寡醣（oligofructose）和菊醣（inulin），將造成腸炎發

炎症狀顯著降低，腸內 Bifidobacteria 量增加，並增加類鐸受器（Toll-like receptor）

表現，以及黏膜樹突細胞的 IL-10 表現量增加(Lindsay JO et al., 2006)。在潰瘍性腸

炎(UC)臨床研究也指出，餵食菊醣和果寡醣兩個禮拜可增加受試者遠端及近端大

腸 10 倍的 Bifidobacteria 和 Lactobacilli 的數量，亦有研究指出 UC 病人一起合併

服用 Bifidobacteria 和添加果寡醣的菊醣可增加直腸黏膜 42 倍 Bifidobacteria 的菌

落數(Furrie E, et al., 2005)。 

在實驗模式上亦看到，在 HLA-B27 轉殖基因大鼠中，大鼠容易產生自發性腸

炎，而在共同餵食益生素菊醣和益生菌之後，Bifidobacteria 和 Lactobacilli 的量會

增加，黏膜前發炎細胞激素量會下降，具免疫調節功能的 TGF-β 會增加。(Schultz 

M. et al., 2004)在使用 DSS 建立腸炎系統的 IL-10 缺失小鼠中個別餵食乳果醣

（lactulose）和菊醣皆可緩解發炎現象 (Madsen K. et al., 1999; Videla S. et al., 

2001)。 

    在抗生素和益生菌方面的研究指出，在臨床研究中，IBD 病患對抗生素和益

生菌治療也有良好的反應(Sartor RB, 2004)抗生素在治療克隆氏腸炎(Crohn’s 

colitis)是有效的，但對結腸炎無作用。抗生素對潰瘍性腸炎(ulcerative colitis)無治

療效果，但對隱窩炎(pouchitis)有效。益生菌對預防出現反覆性、慢性的隱窩炎和
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潰瘍性腸炎有效，但對嚴重的患者則無明顯效果，而用不同方式製備的益生菌反

應亦不同(Kuisma J et al., 2003; Gionchetti P et al., 2000)。 

    在研究的結果指出餵食SCLFP後，與ddH2O組比較，Lactobacilli菌量有顯著上

升的現象，此與文獻符合，而在Clostridia、SFB、Bacteroides、Enterobacteria、

Bifidobacteria的菌量上沒有顯著趨勢。然而在腸炎的症狀指標中：症狀疾病活性指

數、體重下降比率、腸道長度結果中皆未看到餵食SCLFP後產生顯著改善效果，

但脾臟因發炎腫大的重量有顯著降低的現象，顯示SCLFP的確有抗發炎反應的效

用，可能必頇提升餵食的天數以在症狀上產生更顯著改變，而未來亦將進一步分

析大腸組織和腸道淋巴細胞中相關基因表現，以探討SCLFP對DSS誘導腸炎模式的

細胞激素如IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-17A和IL-17F表現量改變。  
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(A) 

(B)  

 

                                               

圖一、異位型皮膚炎(atopic dermatitis)小鼠模式實驗設計 

(A)使用七~八週齡 BALB/c 雌鼠，每組八隻，PBS+SEB / H2O 組以 PBS/SEB 進行

貼皮致敏，給予含有一倍 PBS 和 4 μg SEB 共 30 μl 藥劑，用餵食管餵食 0.2 ml 二

次水，OVA+SEB / H2O 組和 OVA+SEB /SCLFP 組以 OVA/SEB 進行貼皮致敏，給

予 2mg OVA 和 4 μg SEB 共 30μl 藥劑，分別餵食 0.2 ml 二次水和 SCLFP。(B)實驗

期間小鼠每周餵食三次且全程不間斷餵食，在餵食一個禮拜後，開始進行連續五

天的貼皮致敏，休息兩個禮拜之後，進行第二次貼皮致敏，此為一循環，進行三

循環之後，老鼠在最後一天貼皮隔天犧牲，犧牲時取小鼠的腸道渣滓、浸潤淋巴

結、患部皮膚。 

Group Immunization/feeding Dose  

(A) PBS+SEB / H2O  PBS + SEB/ H2O --,4 μg / 0.2 ml 
epicutaneous 

sensitization 

(B) OVA+SEB / H2O  OVA + SEB/ H2O 2 mg,4 μg/ 0.2 ml ES 

(C) OVA+SEB / SCLFP  OVA + SEB/ SCLFP 2 mg,4 μg/ 0.2 ml ES 
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圖二、異位性皮膚炎小鼠模式各組腸道中細菌數量 

將小鼠犧牲後取出大小腸組織，用滅菌針筒刮出腸道中的渣滓，並利用糞便 DNA

萃取套組萃取出細菌 DNA，以即時定量 PCR 偵測其中各種細菌的 16S rDNA 量。

*代表具統計學上意義，P 值<0.05。
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圖三、異位性皮膚炎小鼠模式各組浸潤淋巴結的 OVA 專一性細胞激素表現 

將同組別小鼠取下的浸潤淋巴結(包括液淋巴結(axillary lymph nodes)和鼠蹊部淋

巴結(inginnal lymph nodes))混合，處理成細胞懸浮液後以 OVA 刺激培養 24 hr，並

萃取細胞 RNA 來觀察各種 OVA 專一性細胞激素表現--(A) IFN-γ；(B) IL-4；(C) 

IL-17A；(D) IL-17F (老鼠隻數 n=4 混合，實驗重複一次) 。 
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圖四、異位性皮膚炎小鼠模式各組浸潤淋巴結的總細胞激素表現 

將同組別小鼠取下的浸潤淋巴結混合，處理成細胞懸浮液後以 RPMI 培養 24 hr，

並萃取細胞 RNA 來觀察總細胞激素表現--(A) IL-17A；(B) IL-17F；(C) IL-10 (老鼠

隻數 n=4 混合，實驗重複一次)。 
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圖五、異位性皮膚炎小鼠模式各組外觀發炎症狀  

在進行貼皮致敏三個循環後，小鼠犧牲當天皮膚外觀發炎症狀。小鼠分組如下(A) 

PBS+SEB / H2O 組:貼皮致敏的藥劑為 PBS+SEB，餵食二次水；(B) OVA+SEB / H2O

組: 貼皮致敏的藥劑為 OVA+SEB，餵食二次水；(C) PBS+SEB / SCLFP 組: 貼皮

致敏的藥劑為 OVA+SEB，餵食 SCLFP；箭頭所指為明顯的紅腫傷口。  
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(A) 

(B) 

 
 

圖六、小鼠耳朵腫脹過敏試驗(mouse ear swelling test)模式實驗設計 

使用七~八週齡 BALB/c 雌鼠，每組五隻，OVA / H2O 組和 OVA / SCLFP 組以 OVA

進行三次腹腔注射致敏，給予含 50 μg OVA 的藥劑 50 μl，再以 OVA 進行耳朵皮下

注射，給予含 200 μg OVA 的藥劑 20 μl，分別餵食 0.2 ml 二次水和 SCLFP。(B)實

驗期間小鼠每周餵食三次且全程不間斷餵食，在餵食一個禮拜後，進行第一次 OVA

腹腔注射致敏，休息一個禮拜之後，再進行第二次 OVA 腹腔注射致敏，此為一循

環，進行三循環之後，再進行左耳 OVA 皮下注射，老鼠在 72 hr 後犧牲，犧牲時

取小鼠的腸道渣滓、腸繫膜淋巴結、耳朵組織。 

  

Group 
Immunization/feeding/ 

challenge 
Dose  

(A) OVA / H
2
O OVA / H2O/ OVA 50 μg/ 0.2 ml/ 200 μg IP/ ID 

(B) OVA / SCLFP OVA / SCLFP /OVA 50 μg / 0.2 ml/ 200 μg IP/ ID 
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圖七、小鼠耳朵腫脹過敏試驗模式各組腸道中細菌數量  

將老鼠犧牲後取出大小腸組織，用滅菌針筒刮出腸道中的渣滓，並利用酒精沉澱

法萃取出細菌 DNA，以傳統 PCR 偵測其中各種細菌的 16S rDNA 量。 圖示將測

得的各種不同細菌 16S rDNA 的條帶亮度以 Image J 軟體量化後除以細菌 universal 

16S rDNA 的條帶數值所得結果。  
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圖八、小鼠耳朵腫脹過敏試驗各組腸繫膜淋巴結 OVA 專一性細胞激素 IL-10 表現 

將同組別小鼠取下的腸繫膜淋巴結混合，處理成細胞懸浮液後以 OVA 刺激培養 24 

hr，並萃取細胞 RNA 來觀察 OVA 專一性細胞激素 IL-10 表現(老鼠隻數 n=3 混合，

實驗重複一次)。 
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(A) 

(B) 

 
                   

圖九、DSS 誘導小鼠腸炎模式(DSS-induced colitis) 

(A)使用七~八週齡 BALB/c 雌鼠，每組五隻， H2O / H2O 組和 H2O / SCLFP 組以二

次水當飲用水，分別餵食 0.2 ml 二次水和 SCLFP，DSS / H2O 組和 DSS / SCLFP

組以 3% DSS 水當飲用水，分別餵食二次水和 SCLFP。(B) 實驗期間小鼠每周餵

食三次且全程不間斷餵食，在餵食四個禮拜後，將小鼠的飲用水換為 3% DSS 水，

老鼠餵食十天後隔天犧牲，在 DSS 餵食期間每天觀察小鼠體重、症狀變化，小鼠

犧牲當天取小鼠的大小腸、脾臟、腸道渣滓。 

  

Group DSS treatment/feeding Dose  

(A) H2O / H2O -- / H2O --/ 0.2 ml at libitum 

(B) H2O / SCLFP -- / SCLFP -- / 0.2 ml at libitum 

(C) DSS / H2O / H2O 3% / 0.2 ml at libitum 

(D) DSS / SCLFP / / SCLFP 3% / 0.2 ml at libitum 
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圖十、DSS 誘導小鼠腸炎模式各組腸道中細菌數量 

將老鼠犧牲後取出大小腸組織，用滅菌針筒刮出腸道中的渣滓，並利用糞便 DNA

萃取套組萃取出細菌 DNA，以即時定量 PCR 偵測其中各種細菌的 16S rDNA 量。

*代表具統計學上意義，P 值<0.05 
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圖十一、DSS 誘導小鼠腸炎模式各組在給予 3%DSS 飲用水期間疾病活性指數

(disease activity index, DAI)變化 

實驗組別如下：H2O / H2O 組：給予正常飲水，餵食 ddH2O；H2O / SCLFP：給予

正常飲水，餵食 SCLFP；DSS / H2O 組：給予 3%DSS 飲水，餵食 ddH2O；DSS / SCLFP

組：給予 3%DSS 飲水，餵食 SCLFP；實驗期間小鼠每周餵食三次且全程不間斷餵

食，最後十天開始給予不同飲水，並在十天內每天進行 DAI 觀察。觀察 DAI 依據

三個指標：體重下降、糞便黏稠度、肛門出血，照嚴重程度給予 0~4 分，判斷依

據如後附圖，最後將積分加總。*代表具統計學上的意義，**為 P 值<0.01，***為

P 值<0.0001。*為相對於 H2O / H2O 組具顯著差異。 
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圖十二、DSS 誘導小鼠腸炎模式各組在給予 3%DSS 飲用水期間體重變化 

實驗組別如下： H2O / H2O 組：給予正常飲水，餵食 ddH2O；H2O / SCLFP：給予

正常飲水，餵食 SCLFP；DSS / H2O 組：給予 3%DSS 飲水，餵食 ddH2O；DSS / SCLFP

組：給予 3%DSS 飲水，餵食 SCLFP；實驗期全程進行餵食，一週三天，最後十天

開始給予不同飲水，並在十天內每天進行老鼠體重秤重。*代表具統計學上意義，

P 值<0.05。*為相對於 H2O / H2O 組具顯著差異。 
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圖十三、DSS 誘導小鼠腸炎模式各組脾臟相對重量 

實驗組別如下：H2O / H2O 組：給予正常飲水，餵食二次水；H2O / SCLFP：給予

正常飲水，餵食 SCLFP；DSS / H2O 組：給予 3%DSS 飲水，餵食二次水； DSS / 

SCLFP 組：給予 3%DSS 飲水，餵食 SCLFP；實驗期間小鼠每周餵食三次且全程

不間斷餵食，最後十天開始給予不同飲水，並在犧牲當天進行脾臟秤重，再除以

實驗開始前老鼠八週大的體重，做成圖表表示。*代表具統計學上意義，P 值<0.05。 
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圖十四、DSS 誘導小鼠腸炎模式各組腸道相對長度 

(A)實驗組別如下： H2O / H2O 組：給予正常飲水，餵食二次水；H2O / SCLFP 組：給予正常

飲水，餵食 SCLFP； DSS / H2O 組：給予 3% DSS 飲水，餵食二次水；DSS / SCLFP 組：給予

3% DSS 飲水，餵食 SCLFP；實驗期間小鼠每周餵食三次且全程不間斷餵食，一週三天，最後

十天開始給予不同飲水，並在犧牲當天進行腸道長度測量。(B)將犧牲當天測量到的腸道長度，

除以實驗開始前老鼠八週大的體重，做成圖表表示。*代表具統計學上意義，P 值<0.05。 
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表一、引子清單 

 

基因 正向引子序列(5’→3’) 反向引子序列(5’→3’) 

All bacteria 16S rDNA(for PCR) ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT ATTACCGCGGCTGCTGGC 

All bacteria 16S rDNA CCATGAAGTCGGAATCGCTAG ACTCCCATGGTGTGACGG 

Clostridia 16S rDNA ACTCCTACGGGAGGCAGC GCTTCTTAGTCAGGTACCGTCAT 

SFB 16S rDNA GACGCTGAGGCATGAGAGCAT GACGGCACGGATTGTTATTCA 

Lactobacteria 16S rDNA AGCAGTAGGGAATCTTCCA CACCGCTACACATGGAG 

Bacteroides 16S rDNA GGTTCTGAGAGGAAGGTCCC GCTGCCTCCCGTAGGAGT 

Enterobacteria 16S rDNA GTGCCAGCAGCCGCGGTAA GCCTCAAGGGCACAACCTCCAAG 

Bifidobacteria 16S rDNA CTCCTGGAAACGGGTGG GGTGTTCTTCCCGATATCTACA 

Mouse β-actin TGTATGAAGGCTTTGGTCTCCCT AGGTGTGCACTTTTATTGGTCTCAA 

Mouse IFN-γ CAAGTGGCATAGATGTGGAAG CAAGTGGCATAGATGTGGAAG 

Mouse IL-4 TGTCATCCTGCTCTTCTTTCTC TCTGTGGTGTTCTTCGTTGC 

Mouse IL-10 GGTTGCCAAGCCTTATCGG TCTTCACCTGCTCCACTGC 

Mouse IL-17A GGACTCTCCACCGCAATGA GGCACTGAGCTTCCCAGATC 

Mouse IL-17F CCCCATGGGATTACAACATCAC CATTGATGCAGCCTGAGTGTCT 
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附圖一、DSS誘導小鼠腸炎模式疾病活性指數評估 

 

 

 
 

摘自 Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol (2009). 296: G1140–G1149 
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附圖二、Model of sequential T helper cell involvement in AD. 

 

 

 

 

摘自 Journal of Investigative Dermatology (2008) 128, 2569–2571 
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附圖三、The stages of a delayed-type hypersensitivity reaction. 

 

 

 

 

摘自 Janeway’s Immunobiology(Garland Science) seventh edition  


