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中文摘要 

    本研究由預備實驗結果得知，分離自蒙古組克弗爾上層液可刺激小鼠巨噬細

胞 RAW264.7 細胞株產生 TNF-α，其為前發炎反應相關之細胞激素，因此第二章

試驗擬針對克弗爾免疫調節能力與克弗爾粒中單一乳酸菌菌株之關係進行研

究，首先以小鼠巨噬細胞株 RAW264.7 與小鼠腹水細胞為模式，觀察克弗爾上

層液與單一菌株對細胞活化之情形，尋找刺激細胞激素分泌的最佳條件；同時研

究引發免疫調節之上游機制，此部分試驗針對 Toll-like receptor (TLR) 進行分

析。試驗結果顯示，牛乳經克弗爾粒發酵 24 與 48 小時之克弗爾上層液可顯著提

昇 RAW264.7 細胞株分泌前發炎反應細胞激素 (tumor necrosis factor (TNF)-α, 

interleukin (IL)-6 以及 IL-1β) 以及 T helper (Th) 1 細胞激素 (IL-12)；可能的機能

性成分為熱穩定性佳 (80℃加熱 30 分鐘仍具有刺激細胞激素之能力) 之物質。

進一步比較四株自克弗爾粒分離的菌株，其免疫調節能力又以 Lactobacillus 

kefiranofaciens M1 及 Lb. kefiri M2 刺激之細胞激素分泌效果最為顯著，與牛乳克

弗爾上層液的分泌量無顯著差異。免疫調節路徑方面，以 TLR-2 抗體針對

RAW264.7 細胞株進行試驗，顯示克弗爾上層液、單一菌株與其發酵上層液所刺

激之細胞激素分泌量均顯著下降；進一步以 TLR-2 基因剔除鼠之腹水細胞進行

實驗，結果顯示 Lb. kefiranofaciens M1 對於刺激其腹水細胞之 IL-6 分泌顯著下

降，證實其免疫調節路徑系經由 TLR-2。 

     第三章抗過敏之動物實驗。試驗中以克弗爾分離乳酸菌 Lb. kefiranofaciens 

M1 及 Lb. kefiri M2 進行試驗，首先利用小鼠脾臟及腹水細胞共同培養，刺激其

分泌 Th1 與前發炎反應細胞激素，探討熱失活菌株 (85 ℃加熱 30 分鐘) 之免疫

調節能力與活菌株與是否產生差異。進一步餵食 Lb. kefiranofaciens M1 於

ovalbumin (OVA) 致敏小鼠，測定其 Th1/Th2 細胞激素、調節型 T 細胞之數量及

血清中 OVA-specific IgE 之濃度。菌株樣品是以灌食方式直接與腸道接觸，因此

試驗亦抽取腸道 Peyer’s patch 之 RNA 以進行小鼠全基因微陣列晶片分析，以瞭
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解菌株對於過敏小鼠其腸道黏膜系統所引起之整體基因變化。試驗證實熱失活之

Lb. kefiranofaciens M1 仍具有刺激脾臟與腹水細胞分泌細胞激素之能力，因此選

用熱失活菌株進行動物試驗，結果顯示餵食菌株之 OVA 過敏小鼠，顯著提升脾

臟細胞中 Th1 細胞激素 (IL-12)，降低 Th2 細胞激素(IL-5)之分泌；同時提升脾臟

中調節型 T 細胞之數量，而令其血中之 OVA-specific IgE 顯著降低。而 RNA 基

因微陣列晶片分析之結果顯示，OVA 過敏小鼠餵食菌株後，其 Peyer’s patch 之

補體的基因表現俱顯著下降，同時顯著提升 Ifnr、Cd2、Cd3、Cd28、Stat4 與

Ccr7 基因之表現。 

    經第三章動物試驗，已經證實克弗爾粒中之熱失活乳酸菌Lb. kefiranofaciens 

M1具有刺激分泌前發炎反應相關細胞激素之能力、提升Th1反應，改善OVA過

敏小鼠之Th2傾向之因子。因此第四章試驗以第一型過敏反應之氣喘實驗動物模

式進行，評估自克弗爾粒中分離之Lb. kefiranofaciens M1能否改善呼吸道之臨床

症狀。實驗動物先以OVA進行腹腔注射外，再令其吸入OVA粉塵以產生氣喘，

餵食不同濃度以及不同時間長度之樣品後，觀察以乙酰甲膽堿(methacholine) 引

起之呼吸道阻力 (enhanced pause, Penh) 是否降低；測定脾臟與支氣管沖洗液中之

Th2 (IL-4，IL-5與IL-13) 與Th17 (IL-17與IL-17F) 細胞激素之分泌量及血清中

OVA-specific IgE之含量；並以組織切片觀察肺臟中免疫細胞浸潤與黏液分泌情

況。結果顯示，以熱失活之Lb. kefiranofaciens M1餵食OVA氣喘小鼠，其餵食菌

數達108 CFU以上，且以試驗全程每日皆餵食之方式，小鼠脾臟與支氣管沖洗液

中之前發炎反應、Th2及Th17細胞激素顯著下降，並能夠顯著降低由乙酰甲膽堿

所誘發的Penh 值；切片結果顯示肺臟切片中免疫細胞之浸潤以及黏液分泌顯著減

少，血清中之OVA-specific IgE亦顯著下降。 

關鍵詞：克弗爾；第一型過敏反應；氣喘；細胞激素；乳酸菌 
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Abstract 

Kefir has long being considered good for health. Its health benefits include 

immunoregulatory effects. However, there is a lack of knowledge concerning the 

immunoregulatory effects induced by kefir lactic acid bacteria (LAB). In addition, the 

mechanisms responsible for these effects have not been fully determined. Thus, the 

objective of this study was to investigate the immunomodulating reaction and mechanisms 

of LAB isolated from kefir grains. Firstly, we investigated the in vitro immunomodulating 

capacity and mechanisms of kefir supernatants and kefir LAB by cytokine profiles through 

a toll-like receptor (TLR) pathway. Results demonstrated that kefir supernatants, obtained 

from kefir fermented more than 24 h, induced the production of pro-inflammatory 

cytokines (tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β) in RAW264.7 cells. 

Among four LAB isolated from kefir grains and their supernatants, Lactobacillus 

kefiranofaciens M1 and its supernatant had strong potential to induce in vitro production 

of TNF-α, IL-1β, IL-6 and T helper (Th) 1 (IL-12) cytokine in RAW264.7 cells and 

murine peritoneal macrophages. Moreover, blocking TLR-2 using anti-TLR-2 mAb and 

TLR-2-/- mice showed a significant inhibition of cytokine production. These findings 

indicated that kefir influenced the secretion cytokines through TLR-2.  

According to the above results, the LAB may be beneficial for the promotion of 

Th1/Th2 balances and alleviating of type 1 hypersensitive response. In this context, we 

examined the anti-allergic effects of Lb. kefiranofaciens M1 and Lb. kefiri M2 isolated 

from kefir grains by modulation of Th1/Th2 balances and inhibition of immunoglobulin 

(Ig) E production in ovalbumin (OVA)-sensitized Th2-polarized mice. This study 

demonstrated that oral feeding of heat inactivated Lb. kefiranofaciens M1 from kefir 

grains effectively inhibited Ig E production in response to OVA in vivo. The pattern of 

cytokine production by splenocyte cells revealed that the levels of cytokines produced by 

Th 1 cells increased, and those of cytokines produced by Th2 cells decreased in the heat 
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inactivated M1 feeding group. These findings indicated that Lb. kefiranofaciens M1 in the 

kefir played an important role in anti-allergic activities. By additional analysis using flow 

cytometry and microarray, the mechanism of suppression of IgE production by oral 

feeding of the heat inactivated M1 probably occurs because of up-regulation of the 

expression of Cd2, Stat4, and Ifnr leading to skewing the Th1/Th2 balance toward Th1 

dominance, elevation of the CD4+CD25+ regulatory T (Treg) cells percentage and 

reduction of activated CD19+ B cells. Down-regulation of complement system and 

components was also involved in suppression of IgE production. Further studies of 

different type 1 hypersensitivity diseases were necessary to address the anti-allergic 

effects of lactobacilli isolated from kefir grains. 

Allergic asthma, a type 1 hypersensitivity, is characterized by allergen-induced 

chronic inflammation of the lungs and airway hyperresponsiveness (AHR), associated 

with the enhancement of allergen-induced eosinophilia, goblet cell hyperplasia, 

allergen-specific IgE levels and Th2 dominant cytokines. In the third part of this study, we 

assessed the anti-asthmatic effects of Lb. kefiranofaciens M1 and its fermented milk in 

different feeding procedures and dosages. The cellular mechanisms of Lb. kefiranofaciens 

M1 in anti-allegic asthmatic effects were also evaluated. The mice oral administrated M1 

sample strongly inhibited the production of Th2 (IL-4, IL-5 and IL-13), proinflammatory 

(IL-6, IL-1β, TNF-α and CCL20) and Th17 cytokines in splenocytes and bronchoalveolar 

fluid (BAL) in the OVA-allergic asthma mice in a timing of the intervention and a dose 

dependent manner. The increase in regulatory T cell population for oral administrated M1 

in splenocytes in the allergic asthma mice was also observed. Additionally, all features of 

the asthmatic phenotype, including specific IgE production, airway inflammation, and 

development of airway hyperresponsiveness (AHR), were depressed in a dose dependent 

manner.  

Taken together, these findings indicate a possibility that the intake of kefir 
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lactobacilli, Lb. kefiranofaciens M1, may be effective in alleviating asthmatic symptoms. 

Both the exposure time and the dosage are two important factors affecting the anti-allergic 

asthmatic effectiveness of Lb. kefiranofaciens M1. 

Keyword: asthma, cytokine, lactic acid bacteria, kefir, type 1 hypersensitivity 
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研究背景 

克弗爾發酵乳的機能性已陸續被研究發現，但由於克弗爾菌元 (克弗爾粒，

kefir grains) 菌相複雜，大量製備時操作不易、難以維持品質，再加上克弗爾發

酵乳口感特殊、具產氣性，導致商業化困難。本研究室過去利用傳統及分子生物

法將實驗室中四種不同來源克弗爾粒中的菌株分離鑑定，並研究其在克弗爾粒中

的分佈比例 (Chen et al., 2008; Wang et al., 2008)；接著利用體外試驗 (RAW264.7

細胞株) 比較這四種不同來源的克弗爾發酵乳其免疫調節功能，發現只有蒙古組

的牛乳克弗爾發酵乳可刺激前發炎反應的細胞激素 (pro-inflammatory cytokines) 

大量分泌。為了瞭解是菌體本身或是發酵乳中的哪些成分引起如此之效果，我們

進一步將分離自蒙古克弗爾粒中的單一純菌株及其發酵乳與 RAW264.7 細胞共

培養，證實只有其中一株乳酸菌之發酵乳具有引發前發炎反應細胞激素的功效。

雖然過去本研究室針對新竹組克弗爾發酵乳證實可減緩小鼠皮下腫瘤細胞生長 

(Liu et al., 2002)，增加糞便與小便中免疫球蛋白 (immunoglobulin, Ig) A 含量，

對於白蛋白 (ovalbumin, OVA) 致敏小鼠，餵食克弗爾後可顯著降低血清中的 IgE

與 IgG1 的含量，進而改善小鼠過敏反應 (Liu et al., 2006b)，也有其他研究證實

克弗爾發酵乳對免疫機能調節具有顯著的效果 (Liu et al., 2005; de LeBlanc et al., 

2006)，但是從未有研究報告顯示其免疫調節與單一菌株有關，也從未分離其有

效成分或探討其引發免疫調節之上游機制。本研究若能瞭解克弗爾粒中菌株或其

發酵代謝產物可產生提升 T 輔助細胞第一型 (T helper cell type I, Th1) 反應，並

進一步探討其對於第一型過敏反應 (Type I hypersensitivity reaction) 之改善與相

關機制，除了將有助於抗過敏克弗爾發酵乳的開發，並可利用其分離菌株或其中

之機能性成分，以開發新的機能性發酵乳及食品。 
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第一章 文獻整理 

一、免疫調節之介紹 

    本研究中以不同細胞模式與動物模式進行，針對克弗爾發酵乳與其分離菌株

調節不同細胞與組織之細胞激素分泌與調控，誘導第一型過敏反應之動物模式以

及氣喘動物模式，且餵食克弗爾及其菌株觀察症狀改善情況。本章節首先介紹免

疫調節與機制。  

(一) 細胞激素 (cytokine) 

1. T 輔助細胞第一型與第二型 

T 細胞在骨髓製造，遷移到胸腺中成熟，成熟後細胞膜上表現特殊的抗原結

合受體，為 T 細胞受體 (T-cell receptor, TCR)，TCR 不具有辨識抗原之能力，必

須由主要組織相容複合體 (major histocompatibility complex molecules, MHC)與

抗原結合後的複合物活化。T 細胞可分為兩類：T 輔助細胞 (T helper cell, Th cell)

及 T 毒殺細胞 (T cytotoxic cell, Tc cell)，所有 T 細胞膜上皆表現 CD3 醣蛋白分

子，T 輔助細胞細胞膜上特殊表現 CD4 醣蛋白分子，需要 class II MHC 與抗原

同時活化，可分泌多種細胞激素，進而活化各種免疫細胞；毒殺型 T 細胞膜上

特殊表現 CD8 醣蛋白分子，需要 class I MHC 與抗原同時活化，可進一步分化成

cytotoxic T lymphocytes (CTL)，CTL 能夠對自身變異的細胞 (self-altered cells)、

感染病毒的細胞及癌細胞進行毒殺作用 (Kuby et al., 2007)。 

    細胞激素由多種免疫細胞分泌，其分子量範圍為 8～25kD 的醣蛋白，除了

作用到免疫細胞，其他細胞如內皮細胞，神經細胞，腦部都會受到影響，它透過

與高親和力的激素受體 (cytokine receptor) 結合，令其於低濃度時即能產生功

能。細胞激素主要可以分為兩大類：T 輔助細胞第一型 (T helper cell type I, Th1 ) 

及 T 輔助細胞第二型 (T helper cell type Ⅱ, Th2)。Th1 細胞主要分泌的細胞激素
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為介白素 (Interleukin: IL -1β、IL-2、IL-12、干擾素 (Interferon, IFN) -γ與腫瘤致

死因子 (tumor necrosis factor (TNF)-α)，主要功能為幫助 IgG2a 抗體的產生、活

化巨噬細胞、自然殺手細胞與 T 毒殺細胞，強化細胞免疫反應以對抗病毒感染

及胞內病原 (intracellular pathogen)；Th2 細胞則分泌 IL-4、IL-5、與 IL-13，以活

化 B 細胞分泌抗體，協助嗜酸性白血球 (eosinophils) 攻擊蠕蟲 (helminth)，吸

引且活化嗜酸性白血球、嗜鹼性白血球 (basophils) 與肥大細胞 (mast cell)，而

強化體液免疫反應製造抗體 IgE，並增加血清中 IgE 的量。Th1 與 Th2 所製造的

重要細胞激素，可促進它們本身類型的發育與活動力；其次，Th1 與 Th2 反應之

間呈現交叉調節 (cross-regulation)之現象。如Th1細胞激素之 IFN-γ能夠抑制Th2

細胞增生與 IL-4 之分泌；相對而言，Th2 細胞激素之 IL-4 亦可抑制 Th1 反應，

同時抑制 IgG2a 之分泌 (Kuby et al., 2007)。因此正常生物體內之 Th1 與 Th2 之

間的反應需達到平衡，否則容易產生過度發炎或過敏等反應 (圖 1-1)。 

2. T 輔助細胞第 17 型 

近年來發現，Th 細胞除了 Th1 細胞與 Th2 細胞兩種亞型 (subtype) 之外，

還有另一種分泌 IL-17 細胞激素的亞型 Th17 細胞。研究發現，IL-17 可刺激趨

化酵素 (chemokine) 與 anti-microbial peptides 產生，誘發發炎反應並引導嗜中性

白血球 (neutrophils) 聚集至發炎區域 (圖 1-2)。除此之外，在許多自體免疫疾

病，例如類風濕性關節炎 (rheumatoid arthritis)、紅斑性狼瘡 (systemic lupus 

erythematosis)、克隆氏病 (Crohn’s disease)、氣喘 (asthma) 等，實驗動物模式與

臨床研究都已經證明與 Th17 細胞有關。然而關於 Th17 細胞的分化與發育機制

卻仍不清楚，之前研究發現 Th17 細胞的分化與純真 T 細胞 (naïve T cell: 已成熟

但尚未活化之 Th 細胞) 在被樹突狀細胞 (dendritic cell, DC) 活化的過程中接受

到轉型生長因子 (transforming growth factor, TGF) -β以及 IL-6 的刺激有關，有趣

的是，與 Th1 路徑相關的細胞激素 IFN-γ 以及與 Th2 路徑相關的細胞激素 IL-4

均可以抑制 Th17 細胞的分化，更可以確認 Th17 是有別於 Th1 及 Th2 兩種亞型
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的新亞型。在 Th17 細胞分化的過程需要 IL-6, IL-21, IL-23 與 TGF-β 參與其中，

IL-21 亦屬於 Th17 之細胞激素，負責調控 Th1 細胞分化。IL-21 可藉由自泌 

(autocrine) 的方式刺激 T 輔助細胞產生更多 IL-21 。而抗原呈現細胞 

(Antigen-presenting cells, APC) 所分泌的 IL-23 與 T 輔助細胞的 IL-23 receptor 

(IL-23R) 結合誘發訊息傳遞，並在 TGF-β 調控下促使 IL-17 基因表現與令 Th17

細胞分化 (Alcorn et al., 2010)。 

     近年來研究指出 Th17 在氣喘發病機轉中 (pathogenesis) 扮演重要角色， 

(Alcorn et al., 2010)。在過敏性氣喘的個體中，肺泡沖洗液中的 IL-17 與 IL-17F

之 mRNA 與蛋白質的表現皆有顯著提升 (Laan et al., 2002)；亦有研究指出，若

IL-17A 的分泌提高，導致過敏性氣喘之個體對於乙烯二膽鹼 (methacholine) 所

誘發之哮喘反應亦更加惡化 (Barczyk et al., 2003)。同時 IL-17 在發炎反應中，

亦能夠引起不同之發炎媒介物質，如細胞激素中的 IL-6、白血球生長素 

(granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) 、白血球巨噬細胞生長激素 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF)、IL-1β、TNF-α以及

趨化因子 (chemokines) 中的 IL-8 與單核球趨化蛋白-1 (monocyte chemoattractant 

protein-1, MCP-1) (Acosta-Rodriguez et al., 2007)。綜合上述可得知，在過敏性氣

喘中的肺部與呼吸道中，Th17 細胞與其細胞激素之分泌是為顯著表現。 

3.調節型 T 細胞 (Regulatory T cell, Treg cell) 

除了上述所提之 Th1、Th2 與 Th17 細胞外，T 細胞中尚有一重要亞型為調

節型 T 細胞。調節型 T 細胞亦從胸腺分化而來，並且在免疫容忍 (immune 

tolerance)方面扮演很重要的作用。調節型 T 細胞之細胞膜上皆表現 CD4 與 CD25 

(IL-2 receptor 的 α-chain) 醣蛋白分子，同時 CD25 只表現於活化之 T 細胞上 

(Sakaguchi et al., 2004)。調節型 T 細胞能夠維持 T 細胞的平衡和避免嚴重的疾病

性免疫反應。「自然調節型 T 細胞」在成熟生物體中的 CD4+ T 細胞中的分布約
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為 5~10 % ，先天性與適應性免疫反應皆屬於其調節範圍 (Shevach, 2004; Maloy 

et al., 2003)。除了自然調節型 T 細胞外，另有可誘導性之「適應性調節型 T 細胞」 

(Tr1，Th3 等細胞) (Stassen et al., 2004)，主要分泌 IL-10 和 TGF-β等細胞激素以

進行免疫調控 (圖 1-3)。 

 (二) 第一型過敏反應 (Type I hypersensitivity reaction) 

世界各國過敏性疾病日益增加且備受重視，其所造成影響與經濟損失甚鉅。

第一型過敏反應為特定過敏原 (allergen) 所誘發。 

其過程可分為以下步驟 (圖1-4)： 

1. 首次接觸過敏原，被過敏原活化之B細胞分泌IgE釋放於血液中。 

2. 此類IgE之與肥大細胞與嗜鹼性白血球表面之Fc抗體具有高度親和力，與IgE

結合後之肥大細胞與嗜鹼性白血球稱為致敏化 (sensitized) 細胞。 

3. 未來若已致敏的肥大細胞與嗜鹼性白血球表面上的IgE再度曝露於相同之過

敏原時，將會發生交叉反應 (cross-linking)，進而引起一連串訊息傳遞，使免

疫細胞發生去顆粒作用 (degranulation)，顆粒中的藥理活化發炎物質會被釋

出而影響周遭的組織，如組織胺 (histamine)、白三烯素 (leukotrienes)與前列

腺素  (prostaglandins)、 bradykinin、嗜酸性白血球趨化因子  (eosinophil 

chemotactic factor) 和嗜中性白血球趨化因子 (neutrophil chemotactic factor)

等物質)。 

這些物質最主要的影響有兩類，包括血管舒張與平滑肌收縮，而發炎介質之

釋出的範圍將決定其為局部性或全身性影響。第一型過敏反應涵蓋多種疾病，如

氣喘 (asthma)、食物過敏反應 (food allergy)、蕁麻疹 (urticaria) 以及過敏性鼻炎 

(allergic rhinitis) 都屬於此範疇。 

過敏原亦會令免疫系統產生記憶型T細胞與漿細胞 (plasma cells)。由於第一
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型過敏反應者之Th細胞會偏向Th2之反應 (Prescott., 1998)，當首次接觸過敏原

時，抗原呈現細胞將過敏原呈現給naïve Th細胞，第一型過敏反應者所分泌的細

胞激素以Th2細胞激素 (如：IL-4、IL-5 及IL-13 等)為主，可謂Th2反應與第一

型過敏反應之發病機制與臨床特徵息息相關。IL-4可令naïve T細胞分化成為Th2

細胞，同時可活化B細胞製造IgE，IL-5與IL-13則是在嗜酸性白血球的趨化與活

化的反應扮演重要的角色 (Sanderson, 1992)；肥大細胞亦會分泌IL-4與IL-5，誘

導Th2細胞分化以及趨化大量的嗜中性白血球與嗜酸性白血球。由上述可知，Th2

細胞激素在第一型過敏反應中為重要指標。 

 (三) 氣喘 (Asthma) 

過敏性氣喘屬於第一型過敏反應之臨床症狀，為呼吸道發炎之局部過敏性疾

病。過敏性氣喘的特徵在臨床上表現為呼吸道過度反應 (hyperresponsiveness) 及

肺部呈慢性發炎的病理變化。某些個體會因吸入特定之過敏原而誘發，如花粉、

昆蟲、香水、塵埃或病毒等。其致病機制與前述之第一型過敏反應相同，如誘發

Th2 細胞激素 (如：IL-4、IL-5 及 IL-13 等) 及大量的 IgE 與特定過敏原產生反

應。呼吸道之肥大細胞活化後，促使組織胺與白三烯素等介質釋放。氣喘的早期

反應發生在與接觸過敏原後幾分鐘內，如血管通透性增加與黏液素 (mucus) 分

泌增加等現象；而晚期反應發生於數小時之後，細胞激素之分泌吸引呼吸道黏膜

有肥大細胞、單核球、嗜中性白血球及嗜酸性白血球浸潤，造成支氣管水腫、氣

管收縮、呼吸道平滑肌功能喪失與增生，使呼吸道阻力增加。同時組織胺進而刺

激杯狀細胞 (goblet cell, 因類似高腳杯狀而命名) 製造大量黏液，黏液素主要由

醣蛋白 (glycoprotein) 所組成 (Brockhausen et al., 2001) ，除了以沾黏的方式阻

止異物進入呼吸道之外，其中亦含有抗體以對抗病原。但於氣喘情形下，杯狀細

胞過度分泌黏液累積於支氣管，同時支氣管之上皮脫落而造成肺內支氣管狹窄 

(Sumi and Hamid., 2007)。 
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實驗動物的肺功能目前傾向以非侵入式 (non-invasive) 之方法測量，測量動

物肺部呼吸道反應程度的方法，以單一艙室 (chamber) 之全身性體積掃描計量

機 (whole body plethysmography) 為主，自然呼吸的小鼠置放於 plethysmography

的艙室中，以測定 enhanced pause (Penh)。Penh 值已被報告證實可做為呼吸道阻

礙 (airway obstruction) 之指標 (Peak et al., 1987)，它與實驗動物的 IgE 產生、

肺部組織的嗜酸性白血球浸潤、及以食道插管所測得之內胸膜壓力 (intrapleural 

pressure) 相關。 

(四) 補體 (complement) 

    補體是一群血清蛋白 (serum proteins)，主要由肝細胞所合成，另外上皮細

胞、單核球與巨噬細胞亦能產生，其大量存在於血液中，其功能包括溶解細菌及

病毒、針對特定抗原以增進吞噬作用和結合至免疫細胞上之補體受器

(complement receptors, CRs)，以啟動免疫反應等。補體之命名主要以數字命名

(C1~C9)；或以字母符號命名 (如因子D, factor D)，而補體活化代謝產生的片段

則以小寫字母表示 (如C3a與C3b)。補體的活化是以連鎖反應 (cascade) 的方式

進行，由被激活的補體進而催化下一個補體的活化，引發連續性反應，可分為以

下三種途徑 (圖1-5)： 

1. 古典途徑 (classical pathway)：此過程起始於抗原-抗體複合體之刺激，當抗體

與入侵病原體的抗原發生專一性的結合後，抗體便與補體 (C1) 結合。抗體與補

體的結合會激活補體而產生連鎖反應，將C5裂解成C5a、C5b兩部份，C5b則與

C6、C7、C8、C9形成膜攻擊複合體 (membrane attack complex)，此複合體能攻

擊病菌，使其穿孔導致細胞溶解。 

2. 替代路徑 (alternative pathway)：此路徑不需要抗體的參與，其由微生物表面

物質所引發，多種細菌、酵母菌、病毒、病毒感染的細胞、原生動物的寄生蟲 

(protozoan parasites) 等所含成分可在無抗體的協助下，直接活化補體系統，活化
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C3以分解為C3a與C3b，C3b並與B、D、P因子結合走入類似古典途徑的步驟。 

3. 甘露糖結合凝集素途徑 (mannose-binding lectin pathway)：甘露糖結合凝集素

(mannose-binding lectin, MBL)是先天性免疫系統的一種血漿蛋白，可辨認出病原

體表面的甘露糖殘基 (mannose residues) 和果糖殘基 (mannose residues)，與病原

體表面結合。甘露糖結合凝集素在補體活化過程中與病原結合後，

(MBL-associated serine protease, MASP) 便結合至MBL上，繼續進行類似古典途

徑的反應。 

    以上三種途徑都將產生C3b，C3b可黏附於病原體表面，同時和巨噬細胞上

的補體受器結合，再加上C5a的活化，巨噬細胞即會吞噬病原體，此過程是為「調

理作用」(opsonization)。另外，三種途徑都可形成膜攻擊複合物 (Kuby et al., 

2007)。 

補體活化過程中，補體分解產物如C3a、C4a與C5a又稱為過敏毒素 

(anaphylatoxins)，其能夠與含組織胺的細胞 (histanine- containing cells) 如肥胖細

胞和嗜鹼性白血球結合，會促使其釋出組織胺使局部血流量增加，引起平滑肌收

縮等現象。目前亦有文獻指出，此過敏毒素亦參與第一型過敏反應之症狀表現

(Drouin et al., 2001)。 
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                                                (Kuby et al., 2007) 

圖 1-1 細胞激素之種類與其產生及調控。 

Fig. 1-1 Cytokine-mediated generation and cross-regulation of Th subsets. 
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 (Oboki et al., 2008) 

圖 1-2 IL-17活化之不同種類之細胞及組織。 

Fig. 1-2 IL-17 activities in various types of cell. 
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                              (Kingston and Mills, 2004) 

圖 1-3 自然調節型 T 細胞與其作用機制。 

Fig. 1-3 Natural and inducible regulatory T cells and mechanisms of suppression. 
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                                           (Mark Larché et al., 2006) 

圖 1-4 第一型過敏反應之發生機制。 

Fig.1- 4 General mechanism underlying a type I hypersensitive reaction. 
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                                                    (Kuby et al., 2007) 

圖 1-5 補體系統活化之路徑。 

Fig. 1-5 Overview of the complement activation pathways. 
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二、乳酸菌與免疫調節 

    克弗爾粒菌元中的微生物菌相主要由乳酸菌及酵母菌構成，而已有許多研究

證實，部分乳酸菌株具有活化免疫細胞之能力，可調節免疫細胞分泌細胞激素，

進而改善生物體免疫機能。由於生物體中許多免疫細胞都有產生細胞激素的能力

或受到細胞激素的調控，亦有許多研究證實，乳酸菌具有促進與調節細胞激素分

泌的作用。不同乳酸菌菌株，所引起的免疫反應也不同 (Perdigon et al., 1999)。

因此研究大都針對不同細胞及組織觀察細胞激素的種類及分泌量，探討其免疫調

節反應。本段落將研究免疫調控常用之細胞及組織，將其分類為周邊血液單核球

細 胞 (peripheral blood mononuclear cells, MNCs) 、 抗 原 呈 現 細 胞 

(antigen-presenting cells, APC) 及次級淋巴組織，整理乳酸菌與免疫調節之相關

研究。 

(一) 周邊血液單核球細胞 (peripheral blood mononuclear cells, MNCs) 

周邊血液單核球包括 T 細胞、B 細胞與自然殺手細胞等之單核免疫細胞 (圖

1-6)，皆自幹細胞分化而來。 

1. T 細胞 (T lymphocytes)  

    此部分整理之文獻主要以 T 輔助細胞為主，因其功能為分泌細胞激素，因

此科學家欲瞭解乳酸菌如何調控細胞激素之分泌，T 輔助細胞即為研究重點。同

時 T 輔助細胞分泌之細胞激素的種類，往往決定生物體內之免疫反應傾向 (如偏

向 Th1 或 Th2 反應)，亦可由此部分研究結果，判定不同乳酸菌其調節免疫反應

之走向。文獻指出餵食 Lb. casei 能夠降低小鼠的皮膚發炎反應，主要與調控 CD4+ 

T 細胞降低 IFN-γ分泌，進一步減少 CD8+ T 細胞之聚集，同時也降低小鼠血清

中之 IgG1 與 IgG2a，以 Lb. casei 之細胞壁進行試驗亦有相同效果 (Chapat et al., 

2004)。Mohamadzadeh et al. (2006)將 Lb. Gasseri、Lb. Johnsoniiu 與 Lb. Reuteri

與人類 DC 細胞共同培養，結果顯示此三株菌種能夠顯著提升樹突狀細胞所分泌
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的 IL-12 與 IL-18，活化 T 細胞，並且促使 T 細胞之 IFN-γ 分泌增加，作者推測

此三株菌種具有改善過敏的潛力。由人類周邊血液單核球中分離之 T 細胞，與

Lb. paracasei subsp. paracasei B21060 進行共同培養，能夠提升 IFN-γ、IL-4、IL-5

與 IL-10 (Peluso et al., 2007)。 

2. 調節型 T 細胞 (Regulatory T cell, Treg cell)  

已有動物研究證實，調節型T細胞能夠抑制腸道發炎反應 (Giacinto et al., 

2005; Korzenik and Podolsky, 2006)；而對於Th2趨向之疾病，T輔助細胞已證實具

有重要的調節角色：如改善第一型過敏之花粉熱、異位性皮膚炎等症狀以及Th2

反應引發之肺部發炎等疾病 (Ling et al., 2004; Stassen et al., 2004)。如前所述，一

般認為調節型T細胞是以分泌IL-10與TGF-β，進而改善第一型過敏反應的症狀 

(Dario et al., 2008)。如Joetham et al. (2007) 證實調節型T細胞能夠和緩過敏性的

肺部疾病，即是藉由分泌IL-10與TGF-β。但T輔助細胞除了依靠此兩細胞激素的

調節路徑之外，亦有文獻指出，在缺乏IL-10與TGF-β的情形下，T輔助細胞仍可

存在且具有活性 (Karlsson et al., 2004)，同時作用透過細胞-細胞接觸 (cell-cell 

contact-dependent mechanism)的方式進行免疫調節的作用 (Shevach, 2004)。 

目前，探討乳酸菌藉由促進調節型T細胞之作用的研究尚少，以下整理乳酸

菌與調節型T細胞之相關研究：小鼠以trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) 誘發腸

炎，結果顯示餵食VSL#3之8種混合乳酸菌能夠顯著降低腸道出血之情況，具有

保護腸道且降低發炎反應之功能。同時研究指出VSL#3乳酸菌之作用機制是經由

調節型T細胞以分泌IL-10與TGF-β進而達到保護之效果 (Giacinto et al., 2005)。而

在過敏小鼠測試中，Feleszko et al. (2006)以白蛋白 (ovalbumin, OVA) 令小鼠產

生氣喘反應，餵食Bb-12與LGG可改善氣喘因子，包括: OVA-specific、嗜酸性白

血球浸潤數量以及顯著降低腸繫膜淋巴結 (mesenteric lymph node cell)之Th2細

胞激素 (IL-4與IL-5)。而餵食LGG特別顯著提升腸繫膜淋巴結中分泌TGF-β之調
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節型T細胞，同時其細胞之轉錄因子Foxp3之表現亦顯著提升。 

3. 自然殺手細胞 (natural killer cells, NK cells)  

NK 細胞為一群缺乏免疫專一性及記憶性的細胞，為無類別細胞  (null 

cell)，為不屬於T或B細胞之第三類細胞，負責非特異性免疫系統之一部分。NK 細

胞源自骨髓，表面表現CD16、CD25及CD56 抗原，內含顆粒的大型顆粒性淋巴

細胞 (large granular lymphocytes, LGLs)，占人體周邊血液單核球之5 ~ 10 %，主

要作用為對抗腫瘤細胞、骨髓移植之排斥作用及使動物體免於病毒感染。NK 細

胞與T毒殺細胞之作用機制相似，但NK細胞不具有TCR，無法辨識抗原亦不需要

T輔助細胞之輔助，即可辨識病毒感染細胞或腫瘤細胞表面之醣蛋白分子，當NK

細胞與標的細胞接觸，可釋放穿孔素 (perforin) 到目標細胞，引發目標細胞之細

胞程序性死亡作用。乳酸菌調節NK細胞之相關文獻：Ogawa et al. (2005)以Lb. 

casei ssp. casei與dextran共同餵食小鼠後，發現其NK 細胞活性提升；人體試驗

中，自願者食用Lb. casei ssp. casei後，其周邊血液單核球分泌大量IL-12，進而活

化NK細胞。Lb. acidophilus能夠刺激DC產生大量的IL-12，進而誘導NK細胞分泌

IFN-γ，同時成熟NK細胞之表面分子CD25與CD56，並且增強其細胞毒殺作用之

活性 (Fink et al., 2007)。 

4. 周邊血液單核球細胞 (peripheral blood mononuclear cells, MNCs) 

免疫試驗中也常以周邊血液單核球作為模式，觀察多種免疫細胞都存在時其

相互調節之整體結果。乳酸菌調節周邊血液單核球之相關文獻：Miettinen et al. 

(1998)以兩株菌種Lb. rhamnosus E522與E509與人類周邊血液單核球進行共同培

養，結果顯示能夠提升TNF-α、IFN-γ、IL-6與IL-12之mRNA表現以及蛋白質的分

泌。但對於IL-10與IL-4 之分泌則無顯著影響。而Lb. sakei與人類周邊血液單核

球與菌株共同培養，IL-8, IL-1β與TNF-α之mRNA表現顯著提升，其細胞激素分

泌量亦顯著增加 (Haller et al., 2000)。而在疾病模式中，Pochard et al. (2002)針對
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患有過敏症狀之病患進行試驗，以Lb. rhamnosus GG與Lb. Plantarum兩株菌與病

患之人類周邊血液單核球進行培養，結果顯示兩株菌能夠顯著抑制IL-4與IL-5之

分泌，並且提升IL-12 與IFN-γ，改善患者過敏現象。而餵飼Lb. plantarum 299v

以及對照菌株，結果顯示S. dublin及E. coli都造成小鼠之單核球 (mononuclear) 大

量分泌TNF-α、IL-1β 以及IFN-γ，而餵飼Lb. plantarum 299v則此三種細胞激素並

無顯著提升，但卻能夠引發單核球與T細胞分泌IL-10，試驗亦證實餵飼Lb. 

plantarum 299v給予潰瘍性結腸炎小鼠，能夠令其提升IL-10 之分泌，進而改善

發炎症狀(Pathmakanthan et al., 2004)。 

 (二) 抗原呈現細胞 (Antigen-presenting cells, APC) 

抗原呈現細胞主要是指巨噬細胞及樹突狀細胞等利用內吞作用(endocytosis)

或胞噬作用(phagocytosis)將抗原食入，消化成小分子胜肽後成為抗原，與class II 

MHC結合成 antigen-class II MHC複合分子。T輔助細胞可辨認並作用於

antigen-class II MHC複合分子，進一步產生細胞激素調節體液免疫及細胞免疫反

應。由於T輔助細胞過度活化將產生自體免疫反應，為了防止其過度活化，T輔

助細胞只能辨識由抗原呈現細胞所表現的antigen-class II MHC複合分子。而在先

天性免疫 (innate immunity) 中，其強大的吞噬能力可用以破壞外來抗原，使抗

原成為不具傷害性的物質。同時，如巨噬細胞以樹突狀細胞亦可分泌多種細胞激

素以執行先天性免疫反應，因此，以下整理乳酸菌與抗原呈現細胞之相關研究:

乳酸菌調節APC之相關文獻：Christensen et al. (2002)將小鼠純化而來之DC與兩

菌株Lb. casei與Lb. plantarum Lb1進行共同培養，經由DC之表面分子CD86之測定

得知，兩菌株能夠增進DC成熟，並顯著提升Th1細胞激素分泌；Cyrille et al. (2006)

證實B. breve C50的上層培養液能夠活化人類的DC (活化表面分子CD40 與

CD83)，促進其IL-10的產生同時使IL-12分泌下降，同時作者證實，B. breve C50

具有調節免疫機能為經由TLR-2路徑以活化DC。而藉由流式細胞儀觀察其細胞

表面分子 (CD40、CD83 與CD86)，顯示VSL3能夠促進DC的成熟，增進人類的
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DC分泌IL-10，並且經過VSL3活化的DC能夠降低T細胞產生IFN-γ，對於過度發

炎反應具有改善的效果(Hart et al., 2004)。而對於巨噬細胞的實驗中：餵飼小鼠

Lb. acidphilus 能夠刺激小鼠腸道周圍之巨噬細胞分泌TNF-α、IFN-γ、IL-2 與

IL-12 (Perdigon et al., 2002)；Cross et al. (2004)指出添加Lb. casei Shirota 與巨噬

細胞株 (J774A.1) 進行體外培養，能夠顯著提升巨噬細胞分泌IL-12與TNF-α，而

對於IL-18以及TGF-β則無顯著提升，另外Lb. casei Shirota亦無法激活巨噬細胞產

生IL-10。另外研究結果亦指出活菌的免疫調節能力顯著高於熱致死的菌株。 

(三) 次級淋巴組織 

    次級淋巴組織包括了淋巴結、脾臟及黏膜相關淋巴組織 (mucosa-associate 

lymphoid tissue, MALT)。這些組織中富含淋巴細胞，可與抗原作用。 

1. 脾臟 

脾臟藉由動脈攜帶血液中的淋巴球及抗原進入脾臟的小動脈周圍淋巴鞘 

(periarteriolar lymphoid sheath, PALS)中，進而促進B細胞及T細胞的活化。除此之

外，B細胞表面表現許多抗原結合受體，即為抗體 (antibody)，抗體為一種醣蛋

白，相同B細胞上之抗原結合受體所能結合的抗原皆相同，具有專一性。因此許

多抗過敏機能性試驗中，脾臟細胞之活化與抗體產生是為觀察之一大重點。乳酸

菌活化脾臟細胞之相關文獻：Matsuzaki et al. (1998) 發現餵食死滅的Lb. casei 

Shirota 於經過過敏原OVA處理之BALB/c公鼠，將脾臟細胞與OVA共同培養，

其Th1細胞激素 (IFN-γ、IL-2) 顯著增加，而Th2細胞激素 (IL-4、IL-5、IL-6 與

IL-10) 顯著被抑制，且可降低血清中IgE以及抑制脾臟細胞體外與OVA培養時

IgE的生成；彭 (2003)則證實，將正常鼠及致敏鼠餵食不同菌株添加之發酵乳，

發現正常鼠餵食Lb. bulgaricus Lb 發酵乳能顯著促進脾藏細胞IFN-γ分泌。而致敏

鼠餵食乳酸菌後則能顯著減少IL-4分泌，可抑制B細胞產生IgE，降低過敏反應發

生。 
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2. 腸道淋巴組織 

腸道淋巴組織的基本結構，由外到內分別為上皮層 (epithelial)，固有層 

(lamina propria)，黏膜底層 (submucosal)，接著則是被平滑肌所圍繞。上皮層內

有許多淋巴球細胞，統稱為內上皮淋巴細胞 (intraepithelial lymphocytes, IELs)。

固有層內則有淋巴球細胞，包括漿細胞、T輔助細胞、顆粒細胞、巨噬細胞、嗜

酸性白血球及肥大細胞等。在黏膜底層可以看到由30~40個淋巴濾泡 (lymphoid 

follicles) 聚集而成的 Peyer’s patch 。腸道組織中有一層特殊的運輸細

胞—membranous (M) 細胞，它與其他小腸上皮細胞不同，不具有纖毛，但具有

袋狀構造 (pocket)，能將B細胞、T細胞及巨噬細胞等容納在內。M細胞藉胞飲作

用 (pinocytosis) 主動吸收及運送可溶性抗原與微生物，並將這些抗原處理後呈

現給袋狀構造中的淋巴細胞 (Richard et al. 2001)。乳酸菌調節腸道免疫組織之相

關文獻：在細胞株的部分，Mccracken et al. (2002) 利用TNF-α 誘導HT-29產生

IL-8之模式，以Lb. plantarum 299v進行共同培養，結果顯示菌株能夠抑制HT-29

之IL-8 mRNA之表現，並且確實使IL-8分泌降低，但經由熱致死之菌株則無此效

果；Ma et al. (2004)證實Lb. reuteri可降低由T84, HT29細胞株中，TNF-α所誘導產

生的IL-8，具有抗發炎的能力，並且將Lb. reuteri 與Salmonella enterica serovar 

Typhimurium 共同培養，結果顯示能夠降低IL-8之分泌。但是以熱抑制或伽瑪射

線照射之Lb. reuteri 則不具有降低IL-8 之能力，顯示菌體若死亡或其基因變異之

後則散失免疫調節機能。而在腸道細胞的部分，Lb. casei CRL 431以及Lb. 

helveticus R3892可刺激腸道上皮細胞產生IL-6，而不同菌數對於刺激腸道上皮細

胞產生IL-6的程度有所差異；且兩株菌在存活與熱抑制之情況下，對於刺激IL-6

生成量亦有不同，在體內試驗中以存活狀態的Lb. casei CRL 431可刺激小腸上皮

細胞產生較多的IL-6 (Vinderloa et al., 2005)。以OVA致敏的小鼠，若以Lb. 

rhamnosus HN001凍乾菌粉添加於飼糧餵食後，能夠下降IL-4/ IFN-γ與IL-5/ IFN-γ

之比例，並且能夠促進IL-12之分泌 (Cross et al., 2002)。 
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 (四) 乳酸菌與第一型過敏反應 

已有文獻藉由動物試驗探討乳酸菌對改善免疫之效果，動物模式主要有藉由

OVA腹腔注射致敏之小鼠，皮膚過敏模式小鼠及過敏性鼻炎大鼠，方法主要於

不同時間點餵食乳酸菌且致敏動物。檢測過敏症狀，分析血液中IgE含量及組織

中細胞激素分泌情況，但實際乳酸菌作用機制為何，則缺乏實驗證實而尚待釐

清。下列文獻為探討乳酸菌與與改善過敏之動物試驗：Shida et al. (2002)之試驗

以基因改造小鼠進行，其TCR對於OVA異常敏感，試驗1、3、5日以腹腔注射打

入Lb. casei Shirota，於整體實驗過程四週中每日餵食過敏原OVA，結果顯示先注

入乳酸菌之小鼠其血清之IgE與OVA專一性的IgE顯著下降，而脾臟細胞分泌的

IL-4與 IL-5顯著降低， IL-12與 IFN-γ則顯著提升。而系統性之過敏性休克

(anaphylactic shock) 亦顯著降低，顯示其具有預防過敏之效果。而以Lb. paracasei 

Strain KW3110餵飼BALB/c小鼠15週，其3、6、9、12週以以OVA腹腔注射致敏

BALB/c小鼠，結果顯示餵食KW3110之小鼠血液中之IgE與OVA專一性IgE顯著降

低，並且顯著提升脾臟細胞IL-12，IL-4細胞激素分泌 (Fujiwara et al., 2004)。

Wakabayashi et al. (2008)以AD-like symptoms (皮膚過敏模式)小鼠進行試驗，誘發

其皮膚過敏起始前，連續餵食21日Lb.  paracasei KW3110，餵食完成之後連續

致敏8週，每週給予一次過敏原刺激。結果顯示KW3110可降低臨床的過敏評分，

抑制血清之總IgE含量及降低肥大細胞在耳部之浸潤；脾臟細胞所分泌的IL-4在

KW3110組亦顯著降低。在致敏之後七日測試Mesenteric lymph nodes與

Submandibular lymph nodes之mRNA，KW3110組別顯著抑制IL-4並且提升IFN-γ

之表現。 

 (五) 乳酸菌與氣喘 

 在人體臨床試驗中，已有文獻證實Lb. rhamosus GG對於改善兒童之氣喘症
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狀與病毒感染呼吸道之效果 (Hattaka et al., 2001; Karimi et al., 2009)，但其作用之

詳細機制仍尚未釐清。因此以下整理動物試驗中，乳酸菌改善氣喘與呼吸道發炎

之症狀之文獻，進一步探討其機制與改善之因子。下列文獻探討乳酸菌與氣喘之

關係：Forsythe et al. (2007)以OVA致敏小鼠並令其吸入OVA以產氣喘之症狀，餵

食Lb. reuteri 後可顯著降低氣管中之嗜酸性白血球，同時降低肺部沖洗液之

TNF-α、IL-5 與 IL-13；Hougee et al. (2010)餵食B. breve M-16V與Lb. plantarum 

NumRes8之OVA氣喘小鼠，其肺部沖洗液之嗜酸性白血球數量顯著減少，血清

中的OVA-specific IgE與IgG1亦顯著下降。同時餵食乳酸菌組別能夠改善氣喘。 

(六) 乳酸菌之免疫調節物質 

乳 酸 菌 屬 於 革 蘭 氏 陽 性 菌 ， 其 細 胞 壁 主 要 由 N- 乙 醯 葡 萄 糖 胺 

(N-acetyl-D-glucosamine)、N-乙醯胞壁酸 (N-acetylmuramic acid) 所構成的，為了

提供細胞壁的高強度，菌體必須將這些構築基塊依序串聯在一起 (Meydani and 

Ha, 2000)。目前已有研究推測乳酸菌的免疫調節機能性可能來自於細胞壁物質，

而其中又以N-乙醯葡萄糖胺與N-乙醯胞壁酸所構成之peptidoglycan (PGN) 以及

lipoteichoic acid (LTA) 為目前研究主要探討之物質。 

研究顯示PGN與LTA兩者活化免疫細胞之路徑主要透過Toll-like receptor 

(TLR)，TLR為生物體一重要之辨識系統，其家族龐大，目前已經發現11種不同

TLR；TLR主要參與未引發專一性抗體的先天性免疫反應，進而誘導後續適應性

免疫反應 (adaptive immunity) (Takeda and Akira, 2005)。TLR中不同類型的受體各

有負責偵測的對象，例如TLR-2可辨識革蘭氏陽性菌細胞壁上之成分、TLR-3負

責偵測外來的雙股RNA病毒、而TLR-4則負責革蘭氏陰性菌細胞壁上的脂多醣 

(lipopolysaccharide, LPS)，TLR-9則可辨識細菌的CpG DNA。TLR的胞外

leucine-rich repeat (LRR) 區域與pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 

結合接受刺激後，由胞內部分Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain進行傳遞。
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首先轉接分子myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) 會與TLR

胞內TIR結合，在細胞質產生一連串的訊息傳導。另外MyD88具有death domain 

可與IL-1 receptor associated kinase (IRAK) 結合，促使TNF-receptor associated 

factor 6 (TRAF6) 聚合，進而活化下游的傳導因子，包括MAPK kinase (MKKs)、

p38 、 p50 與 IkappaB kinase (IKK) complex 等。最終為 NF-kappaB (nuclear 

factor-kappaB) 進入細胞核內，進行基因之調控，進而分泌或合成細胞激素 

(Takeda and Akira, 2005)。 

乳酸菌免疫調節物質之相關研究多以酵素破壞乳酸菌細胞壁上結構，以觀察

其免疫調節能力是否受到影響；或藉由TLR2-/-小鼠進行試驗，確認乳酸菌之免

疫調節物質。以下為整理乳酸菌細胞壁物質與免疫調節之研究：Sashihara et al. 

(2006) 將30株乳酸菌分別與以OVA致敏小鼠之脾臟細胞共同培養，結果顯示其

中Lb. gasseri MEP170413能夠顯著提升IL-12之分泌並且抑制IL-4，進而抑制OVA

專一性IgE。進一步以mutanolysin (N-acetylmuramidase) 對細胞壁PGN作用之

後，MEP170413刺激細胞激素分泌之能力幾乎消失，顯示其免疫調節能力可能來

自於細胞壁上之PGN；Shida et al. (2006)則以 Lb. casei Shirota與小鼠腹腔細胞共

同培養之後，可顯著提升腹腔細胞的IL-12之分泌。進一步以mutanolysin (50μg/mL) 

對Shirota作用兩小時，其誘導細胞激素分泌能力則幾乎消失，菌體之細胞壁完整

度也顯著遭到破壞。作者亦完整分離出Shirota的細胞壁與腹腔細胞進行培養，結

果顯示其刺激IL-12分泌之能力與Shirota無顯著差異，而細胞質組別則無法刺激

IL-12的分泌。在LTA部分的研究中，Matsuguchi et al., (2003) 以小鼠脾臟細胞及

RAW264.7細胞株進行篩選，完整的Lb. casei能夠顯著提升兩種細胞所分泌的

TNF-α，而由菌體分離出的LTA單獨刺激亦有相同之結果。進一步以無表現TLR

的細胞株HEK293T進行轉染，結果顯示LTA與TLR-2質體同時存在時，可促使

HEK293T之冷光表現顯著提升；進一步以TLR2-/-小鼠的脾臟細胞進行試驗，結

果顯示Lb. casei無法顯著提升其TNF-α的分泌。證實Lb. casei的免疫調節能力來自
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於LTA，並透過免疫細胞上之TLR-2進行活化。 

由上述文獻整理得知，乳酸菌與免疫調節的相關研究近年來不斷被探討，不

論是各種免疫細胞的活化與調節，或是改善免疫失衡，這些特殊乳酸菌菌株都扮

演重要角色。 
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(Kuby et al., 2007) 

圖 1-6、幹細胞分化之免疫細胞。 

Fig. 1-6 Immune cells differentiation from hematopoietic stem cell. 

 



 

25 

三、克弗爾發酵乳與免疫調節 

    克弗爾粒由複合乳酸菌及酵母菌叢所組成，為製造克弗爾發酵乳之天然菌

元，其所包含乳酸菌不僅在克弗爾黏稠質地、酸味與機能特性上扮演重要角色，

同時也與克弗爾粒形成與增生有密切關聯，而酵母菌則是製品香氣及風味生成之

關鍵微生物。近年來克弗爾與免疫調節之機能性逐漸被重視，許多針對克弗爾發

酵乳的研究已經被發表，本章節將整理克弗爾發酵乳與免疫調節之相關文獻。 

(一) 餵食實驗動物以探討克弗爾之功效 

    Vinderola et al.團隊以克弗爾發酵乳餵食正常小鼠，觀察調節免疫能力的功

效。以下為相關文獻之整理：餵食正常小鼠含活菌及殺菌之克弗爾，皆可提升帶

有細胞激素 IL-4 小腸細胞及 IgA 小腸細胞之數量。另外，帶有細胞激素 IL-2、

IFN-γ、TNF-α 及 IL-12 之小腸細胞數也顯著增加。顯示餵食正常小鼠克弗爾發

酵乳不管是否有活菌存在，皆能夠顯著提升具有 Th1 與 Th2 細胞激素的小腸細

胞數量 (Vinderola et al., 2005a)；試驗單以克弗爾沉澱部分餵食正常小鼠，結果

顯示帶有 IL-4、IL-6、IL-10、IFN-γ、TNF-α 及 IL-12 之小腸細胞數量及 IgA 小

腸細胞之數量增加。而在大腸的免疫活化效果顯著低於小腸，推測是因為小腸與

大腸兩部位的免疫組織具有差異，或克弗爾沉澱物中活性物質在通過小腸時即受

到破壞或吸收，因此克弗爾沈澱物對於大腸的活化效果顯著降低 (Vinderola et al., 

2006a)。而餵食小鼠克弗爾發酵乳之上層液與沉澱後，體外培養其腸道巨噬細胞

與 Peyer’s patch，結果指出在此免疫細胞中，克弗爾之上層液與沈澱均可顯著提

升帶有 IL-6、IL-10、IFN-γ 與 TNF-α 之細胞數量，顯示克弗爾發酵乳對於巨噬

細胞與 Peyer’s patch 均有活化效果 (Vinderola et al., 2006b)。 

 (二) 藉由致病小鼠探討克弗爾改善免疫疾病之功效 

除了正常小鼠外，也有研究針對氣喘、過敏及帶有腫瘤細胞的小鼠探討克弗

爾發酵乳改善免疫之功效。Liu et al. (2002) 對小鼠以 Sarcoma 180 腫瘤細胞皮下
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注射，令其產生腫瘤，餵食牛奶克弗爾與豆奶克弗爾分別抑制腫瘤生長達到 64.8 

%與 70.9 %。Lee et al. (2006)以氣喘模式小鼠以 OVA 進行致敏，餵食克弗爾後顯

著降低支氣管沖洗液之 IgE、IL-4 與 IL-13，並且減少肺臟組織中嗜酸性白血球

之聚集，改善小鼠氣喘之臨床症狀。Liu et al. (2006)的研究欲瞭解以豆奶發酵之

克弗爾，其產生具有免疫活性物質是否與牛奶發酵之克弗爾有所差異。結果顯

示，小鼠以 OVA 進行致敏，餵食牛奶克弗爾與豆奶克弗爾均能顯著降低血液中

之 IL-4、IgE 與 IgG2a，兩組克弗爾之間並無顯著差異。 

由上述相關研究得知，克弗爾發酵乳確實具有免疫調節功效。但克弗爾中的

微生物菌相複雜，目前尚未有相關研究顯示克弗爾免疫調節能力與克弗爾粒中菌

株之關係，也從未自克弗爾發酵乳中分離可能有效成分或探討其引發免疫調節之

上游機制。 
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四、本研究室在克弗爾發酵乳之研究成果 

 (一) 新竹克弗爾發酵乳機能性研究 

 本研究室過去幾年針對四種克弗爾粒中的新竹克弗爾發酵乳，探討其抗致突

變性、抗氧化、降低膽固醇、美白肌膚及抗過敏等機能性做一系列的研究。 

1. 抗致突變性及抗氧化  (Liu et al., 2005) (Antimutagenic and antioxidant 

properties of milk kefir and soymilk kefir. ) 本研究主要目的是探討牛乳及豆乳克

弗爾的抗致突變性及抗氧化性，結果顯示牛乳及豆乳克弗爾皆具有抗致突變性及

清除DPPH radicals、抑制linoleic acid peroxidation 等抗氧化能力。 

2. 降低膽固醇 (Liu et al., 2006a) (The anti-allergenic properties of milk kefir and 

soymilk kefir and their beneficial effects on the intestinal microflora.) 結果顯示以牛

乳及豆乳克弗爾給予高膽固醇小鼠，可降低血液中膽固醇含量。 

3. 美白肌膚 (Chen et al., 2006) (Study on skin care properties of milk kefir whey.) 

本研究主要探討克弗爾對皮膚的功效，包括美白及抗痘，結果顯示克弗爾乳清不

但可以抑制黑色素的形成，也會降低Propionibacterium acne的生長，預防青春痘。 

4. 抗過敏 (Liu et al., 2006) (The anti-allergenic properties of milk kefir and soymilk 

kefir and their beneficial effects on the intestinal microflora.) 此試驗欲瞭解以豆奶

發酵之克弗爾，其產生具有免疫活性物質是否與牛乳發酵之克弗爾有所差異，結

果顯示，小鼠以OVA 進行致敏，餵食牛乳克弗爾與豆奶克弗爾均能顯著降低血

液中IgE與IgG2a，且兩組克弗爾之間並無顯著差異。顯示克弗爾粒不論以豆奶或

牛奶進行發酵，其產生之活性物質均能有效改善過敏之症狀，惟上游調控機制與

活化物質之分離仍須進一步探討。 
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 (二) 克弗爾粒中之菌株分離鑑別 

由於克弗爾粒中的菌株應是克弗爾發酵乳具有機能性的主要關鍵，因此兩年

前本研究室開始有系統地利用分子鑑別法，將所有不同來源克弗爾粒中之菌株分

離純化並鑑定，以利後續在機能性之研究，且分離的純菌有助於進一步將克弗爾

發酵乳商業化。 

1. 乳酸菌之純化與鑑別 (Chen et al., 2008) (Microbiological study of lactic acid 

bacteria in kefir grains by culture-dependent and culture-independent methods.) 此試

驗乃針對台灣地區四種克弗爾粒，進行乳酸菌之鑑定。以Harrison’s disc法自各組

克弗爾粒中挑出具代表性之菌株，除了以傳統鑑定方式觀察菌株形態、生化特性

外，同時利用變性梯度膠體電泳檢驗技術與DNA定序等分子生物技術以鑑定菌

株身分。結果顯示，新竹組中Lb. kefiri佔53 %為最多，其次為 Lb. kefiranofaciens 

(43 %)、Leuconostoc mesenteroides (3 %) 及Lactococcus lactis (1 %)；而蒙古組Lb. 

kefiri佔58 %，其次為Leuc. mesenteroides (24 %)，Lb. kefiranofaciens (16 %) 及 Lc. 

lactis (2 %)；宜蘭組中只發現三株乳酸菌分別為  Lb. kefiri (58 %)，Lb. 

kefiranofaciens (40 %) 及Leu. mesenteroides (2 %)。 

2. 酵母菌之純化與鑑別 (Wang et al., 2008) (Identification of yeasts and evaluation 

of their distribution in Taiwanese kefir grains.) 此試驗乃針對台灣地區二種克弗爾

粒進行酵母菌之鑑定，結果顯示，Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces 

turicensis 及Pichia fermentans 存在於新竹克弗爾粒，其分佈比例分別為76 %、

22 % 及2 %；而台北組則發現 Klu. marxianus，S. unisporus及P. fermentans 三種

酵母菌，其分布比例分別為58 %，11 % 及31 %。 
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預備實驗 

不同來源克弗爾發酵乳及其純化菌株對免疫調節的影響： 

由上述相關研究及本實驗室之研究成果，已證實克弗爾發酵乳確實具有活化

免疫系統，抑制腫瘤細胞與改善過敏症狀之功效，但研究只針對後續免疫球蛋白

之影響與症狀改善進行分析，缺乏上游免疫細胞分泌細胞激素與調控機制之探

討，且四種不同來源的克弗爾粒中，目前只針對其中一種克弗爾發酵乳 (新竹組)

做研究，也從未探討克弗爾粒中菌株對機能性的影響，因此為了瞭解不同來源克

弗爾發酵乳及其菌株對免疫調節的影響，我們在預備試驗中探討實驗室所保存之

四組克弗爾發酵乳之免疫功效。以本實驗室保存之四組克弗爾與RAW264.7細胞

進行共同培養，結果顯示對於RAW264.7分泌TNF-α之影響以蒙古組最為顯著 

(圖1-7)，可能與四組克弗爾粒中乳酸菌菌株差異，造成免疫調節之表現不同。因

此後續試驗將以蒙古組克弗爾進行。 
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圖1-7 不同來源牛乳克弗爾對刺激RAW264.7之TNF-α分泌之影響。 

Fig. 1-7 Effects of different original kefir grains on TNF-α stimulated by RAW264.7. 
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實驗動機及重要性 

由上述背景介紹與預備實驗結果可得知： 

1. 克弗爾發酵乳確實具有免疫調節功效，而克弗爾發酵菌元克弗爾粒中的菌株

應是克弗爾發酵乳具有機能性的關鍵，然而目前尚未有相關研究顯示克弗爾免疫

調節能力與克弗爾粒中菌株之關係，且研究只侷限於克弗爾對後續免疫球蛋白分

泌之影響，缺乏上游免疫細胞分泌細胞激素、調控機制之探討以及症狀改善之分

析，也從未自克弗爾發酵乳中分離可能有效成分。 

2. 預備試驗中研究四種不同來源的克弗爾發酵乳，只有蒙古組的牛乳克弗爾發

酵乳上層液可刺激 RAW264.7 細胞株分泌前發炎反應  (pro-inflammatory 

cytokines) 的 TNF-α大量分泌，推測其免疫調節效果可能偏向 Th1 反應，且推測

其中乳酸菌是為效果來源。 

3. 分離自蒙古克弗爾粒之四株乳酸菌 (Lb. kefiranofaciens、Lb. kefiri、Lb. lactis 

及 Leu. mesenteroids) 及其發酵乳上層液鮮少報告探討其機能性。 

基於以上三點理由，再加上預備試驗結果推測克弗爾與其分離乳酸菌若能顯

著提升Th1 細胞激素，則應具有降低Th2反應進而改善過敏反應之潛能，將有助

於抗過敏克弗爾發酵乳的開發。因此本研究分為三大部分。第二章先針對蒙古組

之克弗爾上層液，以及其中之四株乳酸菌對於巨噬細胞細胞株RAW264.7及小鼠

腹水細胞之細胞激素刺激分泌情況進行分析，第三章則依據第一部分的結果為依

據，以OVA致敏小鼠做為試驗模式，探討克弗爾粒篩選菌株對於第一型過敏反

應之症狀改善並釐清其可能之作用機制；第四章則以氣喘小鼠為模式，評估克弗

爾及其篩選菌株對改善氣喘之功效。 
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總試驗流程 

 

第二章、探討克弗爾上層液與自克弗爾粒分離之乳酸菌經由Toll-like receptor刺激

巨噬細胞分泌細胞激素之功效 

 

第三章、探討自克弗爾粒分離之乳酸桿菌之抗過敏功效 
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第四章、探討自克弗爾粒分離之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 與其發酵乳改善過

敏性氣喘反應之功效 
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第二章 

探討克弗爾上層液與自克弗爾粒分離之乳酸菌經由Toll-like receptor刺激巨噬細

胞分泌細胞激素之功效 

一、摘要 

前言與方法： 由預備實驗結果得知，蒙古組克弗爾上層液可刺激 RAW264.7 細

胞株產生 TNF-α，其為前發炎反應相關之細胞激素，因此試驗針對克弗爾免疫調

節能力與克弗爾粒中單一乳酸菌菌株之關係進行研究，首先以細胞株 RAW264.7

與小鼠巨噬細胞為模式，觀察克弗爾上層液與單一菌株對細胞活化之情形，尋找

刺激細胞激素分泌的最佳條件；同時為了釐清發酵上層液中之有效成分，試驗應

用離心、酵素分解、膜過濾以及加熱令樣品失活等方法，探討有效成分為何。研

究引發免疫調節之上游機制，試驗針對 Toll-like receptor (TLR)進行分析。 

結果：試驗結果顯示，牛乳經克弗爾粒發酵 24 與 48 小時之克弗爾上層液可顯著

提昇 RAW264.7 細胞株分泌前發炎反應細胞激素 (TNF-α、IL-6 以及 IL-1β) 以及

Th1 細胞激素 (IL-12)；可能的機能性成分為熱穩定性佳(80℃加熱 30 分鐘仍具

有刺激細胞激素之能力) 之大分子胜肽。進一步比較四株自克弗爾粒分離的菌株

免疫調節能力，又以 Lb. kefiranofaciens M1 及 Lb. kefiri M2 刺激之細胞激素分泌

效果最為顯著，與牛乳克弗爾上層液的分泌量無顯著差異。免疫調節路徑方面，

以 TLR-2 抗體針對 RAW264.7 細胞株進行試驗，顯示克弗爾上層液、單一菌株

與其發酵上層液所刺激之細胞激素分泌量均顯著下降；進一步以 TLR-2 基因剔

除鼠之腹水細胞進行實驗，結果顯示 Lb. kefiranofaciens M1 對於刺激其腹水細胞

之 IL-6 分泌顯著下降，證實其免疫調節路徑系經由 TLR-2。 

結論：試驗結果證實，牛乳克弗爾上層液、單一乳酸菌及其發酵上層均可促進免

疫調節，分泌細胞激素以調節細胞免疫反應，進而促進抗腫瘤以及抗感染之機能

性；且由於能夠提升 Th1 細胞激素，亦具有改善第一型過敏反應之潛能。 
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二、 材料與方法 

(一) 試驗流程 

 

 

(二) 克弗爾樣品之製備 

試驗採用四種來源之克弗爾(台北、宜蘭、新竹與蒙古)，以台灣大學農業試

驗場之牛乳 (National Taiwan University Dairy Farm, Taipei, Taiwan)進行發酵，在

牛乳中加入 5％之克弗爾粒(w/v)，以 20℃發酵 20 小時，發酵完成後再將克弗爾

粒濾出重複使用，連續活化三次確認克弗爾之活性與穩定性，以利實驗進行，製

備克弗爾過程中，所有器皿與用具都以 90℃之熱水進行殺菌，減少發酵過程中

遭微生物污染的機會。為了釐清克弗爾產生免疫活化物質之最佳發酵時間，試驗

接種 5% (w/v)之克弗爾粒於牛乳中，分別在 20℃發酵 8, 16, 24, 48 與 72 小

時，發酵完成後將克弗爾以 6000 x g 離心 30 分鐘，取上層液之後再以 13000 x g 

離心 30 分鐘，再以 0.22 μm 濾膜 (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ)過濾其上層液，

所得之濾液即為試驗中所使用的克弗爾上層液。 
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(三) 乳酸菌之菌種來源、培養與製備 

Lb. kefiranofaciens M1, Lb. kefiri M2, Leu. mesenteroids M3 與Lc. lactis M4四

株乳酸菌皆由本實驗室分離自蒙古組克弗爾菌元 (Chen et al., 2008)。作為對照組

之標準菌株 Lb. kefiri BCRC 14011 與 Lb. kefiranofaciens BCRC 16059 則購自財團

法人食品工業發展研究所生物資源保存及研究中心 (BCRC, Food Industry 

Research and Development Institute, Hsinchu, Taiwan)。以 Lactobacilli MRS 培養液

(Difco Laboratories, Detroit, MI)活化 lactobacilli，培養於 37℃培養箱 (Model 

TC2323, SHEL LAB, Japan)；而 lactococcal 與 leuconostoc 則培養於 30℃培養

箱。活化完成後以 PBS (Amersco, Solon, OH)溶液進行菌體清洗並將其濃度調整

為 107 CFU/mL，以進行誘導細胞激素分泌之試驗。同時亦以 107 CFU 之菌數加

入 10 mL 牛乳中發酵 48 小時，完成發酵後，以取得克弗爾上層液相同之離心條

件與步驟製備樣品。  

(四) 克弗爾與 RAW264.7 細胞株共培養 

小鼠巨噬細胞株 (RAW 264.7, ATCC TIB71)購於財團法人食品工業發展研

究所生物資源保存及研究中心，其培養液為 Dulbeccos Modified Eagles Medium 

(DMEM) (Sigma, St. Louis, MO)，並添加 10% 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, 

PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria)與 1% 抗生素 (100U/mL penicillin and 100 

μg/mL streptomycin, Sigma)，置於 5% CO2 之細胞培養箱 (Revco, Santa Fe 

Springs, CA)以 37 °C進行培養。培養48至72小時使細胞增生之後，以10 mL PBS

洗去死亡細胞之碎片，去除 PBS 清洗液後加入 10 mL 培養液，以細胞刮杓(cell 

scraper 28 cm length, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany)將細胞刮下並充分

懸浮打散，再以 trypan blue (0.5% Trypan-blue, Invitrogen, Grand Island, NY) 進行

細胞數量計算，最終以培養液(DMEM 中添加 10%熱失活胎牛血清，血清加熱條

件為 56°C 加熱 30 分鐘)將細胞濃度調整為 5 x 105 cells/mL，加入 1 mL 至 24 well

培養盤(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)中備用。待細胞於 37°C 細胞培養箱貼

附 2 小時後，分別加入克弗爾上層液、分離菌株與標準菌株發酵上層液各 5 μL

以活化 RAW 264.7 細胞株；菌株則以 107 CFU/mL 之原始濃度加入 5 μL，正控制

組為  50 ng 脂多醣  (lipopolysaccharide, LPS, Sigma) 或  20 μg pam3CSK4 
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(Sigma) ， 於 37°C 細胞培養箱培養 24 小時後，將培養液保存於-80°C 待測定細

胞激素含量。 

(五) 克弗爾與小鼠巨噬細胞共培養 

實驗以六週齡BALB/c 雌鼠(購於國立台灣大學實驗動物中心, Taipei, Taiwan)

與TLR2 基因剔除鼠  (TLR2-/-) (購於國家實驗動物中心 , Laboratory Animal 

Center, Taipei, Taiwan)進行，以腹腔注射注入2 mL 3% thioglycollate(Gibco, 

Gaithersburg, MD) (Netea et al., 2005)，使免疫細胞聚集，72小時後將小鼠犧牲，

於無菌操作台中以PBS 5 mL注入腹膜內，提起鼠體左右或上下抖動，促使腹腔

器官間的免疫細胞均勻的懸浮於PBS中，並以5 mL空針筒抽取腹腔細胞，重複上

述步驟兩次，取得8 mL腹水液。腹水以離心機於1500 rpm低速離心10分鐘，捨棄

上清液，輕拍細胞沉澱使之分散，加入含10% FBS的RPMI 1640 培養液(Roswell 

Park Memorial Institute) (HyClone, Logan, UT)，懸浮細胞並培養於24 well培養

盤，於37℃細胞培養箱靜置3小時後，洗去懸浮無法貼附的細胞，再加入含10% 熱

失活FBS的RPMI 1640培養液將貼附細胞以細胞刮杓刮起，以trypan blue計數細胞

數量為5x106 cells/mL，取1 mL 細胞懸浮液培養於24 well培養盤，於37℃細胞培

養箱培養3小時，令細胞貼附後洗去備用。添加樣品之條件與上述RAW264.7細胞

株相同。 

(六) 細胞激素測定 

本試驗以酵素連結免疫吸附法(Enzyme-linked immunoassay, ELISA)進行。使

用小鼠細胞激素測定套組 (mouse cytokine kit, R&D system, Mckinley, MN)測量

TNF-α, IFN-α, IL-6, IL-12, IL-1β與IL-10之濃度。 

(七) 克弗爾中免疫物質之特性分析 

為了釐清克弗爾上層液中具有免疫活化之機能性物質，試驗以加熱、酵素分

解與膜過濾方式進行： 

1. 加熱處理：樣品分別以 60, 70, 80, 90 與 100 °C 加熱 30 分鐘。 

2. 酵素水解：以三種酵素分別對樣品進行水解以推測其特性，以 DNase I (5 U/mL, 
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Sigma)對樣品於室溫進行反應 20 分鐘；以 proteinase K (0.5 mg/mL, Sigma) 與

trypsin (0.5 mg/mL, Sigma)對樣品於 37 °C 進行水解 20 分鐘。 

3. 膜過濾：為推測其中分子量大小，樣品以 YM-30(30 kD)或 YM-10(10 kD)濾膜

(Millipore, Billerica, MA)過濾，過濾後所得之濾液進行後續試驗，同時以 PBS 回

溶濾膜上之物質作為對照。 

樣品以前述方式處理之後，分別加入 RAW264.7 細胞株之中進行刺激並測定

細胞激素分泌情形。 

(八) Blocking 試驗以確認克弗爾活化之路徑 

試驗為證實克弗爾發酵上層液所活化之路徑，試驗先以 anti-TLR-2 與 TLR-4 

抗體 (eBioscience, San Diego, CA)與 5 x 105 cells/mL RAW264.7 細胞株於 37℃細

胞培養箱進行共培養 2 小時，以結合其 TLR-2 與 TLR-4 受體，置換新細胞培養

液之後加入克弗爾上層液 5 μL 以活化 RAW264.7 細胞株，於 37°C 細胞培養箱培

養 24 小時後，取培養液保存於-80°C 中測定細胞激素含量，以細胞激素之分泌

是否遭到抑制，判定細胞株接受樣品活化的受器是否遭到抗體封鎖。控制組為 50 

ng LPS (TLR-4 ligand, eBioscience) 與  20 μg pam3CSK4 (TLR-4 ligand, 

eBioscience)。  

(九) 統計分析 

以 SAS 套裝軟體 (SAS 9.0, SAS institute, Cary, NC)進行變方分析，再以鄧肯

式多變域測定法(Duncan’s New Multiple Range Test)測定各試驗值間之顯著差

異，所有試驗皆進行三重複測定後繪圖。 
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三、結果 

(一) 克弗爾上層液對於 RAW264.7 細胞株分泌細胞激素之影響 

        試驗首先以 RAW264.7 細胞株進行試驗，以不同發酵時間之克弗爾上層

液與細胞株共同培養，以瞭解細胞激素分泌情形(IL-1β, IL-6, IL-12 與 TNF-α)。

結果顯示隨著發酵時間的增加，IL-6 與 TNF-α之分泌亦顯著提昇，而發酵 48 與

72 小時之組別則無顯著差異(圖 2-1)。而此共同培養時間(24 小時)卻無法測得

IL-1β與 IL-12 之分泌，因此試驗接著以發酵 48 小時之克弗爾上層液與細胞株進

行不同時間之共培養。結果顯示，共同培養 6 小時之時間點，IL-1β 與 IL-12 之

分泌顯著高於其餘時間點(圖 2-2)。由上述結果可知，克弗爾最佳發酵時間為 48

小時；而與 RAW264.7 之細胞株最佳共同培養時間，對於 IL-6 與 TNF-α 之分泌

為 24 小時，而對於 IL-1β與 IL-12 之分泌則為 6 小時。 

(二) 克弗爾中乳酸菌與其發酵乳上層液對於 RAW264.7 細胞株分泌細胞激素之

影響 

  為了確認克弗爾中的細胞激素之活化能力來源，此試驗由克弗爾粒中分離

之四株乳酸菌(Lb. kefiranofaciens M1, Lb. kefiri M2, Leu. mesenteroides M3 與 Lc. 

lactis M4 )，測試其菌體與發酵乳上層液對於 RAW264.7 細胞株誘導細胞激素分

泌之能力，(以 Lb. kefiranofaciens M1 及 Lb. kefiri M2 之標準菌株作為對照，並

以克弗爾上層液為正控制組)。圖 2-3 為菌體的結果，TNF-α 的部份，結果顯示

除了標準菌株 Lb. kefiranofaciens 之誘導能力顯著低於克弗爾上層液之外，其餘

自行分離菌株與克弗爾上層液並無顯著差異； 所有分離菌株與標準菌株刺激

IL-1β與 IL-12 之分泌則顯著低於克弗爾上層液；而 IL-6 的部份，只有分離之 Lb. 

kefiranofaciens M1 能夠顯著提昇其分泌，並與克弗爾對照組無顯著差異。圖 2-4

為分離菌株與標準菌株發酵乳上層液與 RAW264.7 細胞株共同培養之結果，Lb. 

kefiranofaciens M1 之發酵乳上層液顯著提昇四種細胞激素分泌，並與克弗爾上層
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液無顯著差異。綜觀而言，菌株發酵乳上層液(圖 2-4)對於 IL-1β 與 IL-6 之活化

顯著高於菌體本身(圖 2-3)。
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圖 2-1 不同發酵時間之克弗爾上層液對 RAW2647 細胞株細胞激素分泌之影響。 

Fig. 2-1 Effects of different fermentation time of kefir supernatants on cytokines 

production by RAW264.7.  
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圖 2-2 克弗爾上層液與 RAW264.7 細胞株之不同共培養時間對於細胞激素分泌

之影響。 

Fig. 2-2 Effects of different co-culture time of kefir supernatants with RAW264.7 on 

cytokines production by RAW264.7. 
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圖 2-3 分離自克弗爾之菌株其菌體對於 RAW264.7 細胞株分泌細胞激素之影響。 

Fig. 2-3 Effects of individual bacterial strains isolated from kefir grains on cytokines 

secretion by RAW264.7. M1, M2, M3, M4, L1, and L2 in the Fig. indicate Lb. 

kefiranofaciens M1, Lb. kefiri M2, Leu. mesenteroides M3, Lc. lactis M4, Lb. kefiri 

BCRC14011, and Lb. kefiranofaciens BCRC16059. Control: kefir supernatant. 
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圖 2-4 自克弗爾粒分離之菌株其發酵乳上層液對 RAW264.7 細胞株分泌細胞激

素之影響。 

Fig. 2-4 Effects of supernatants from individual bacterial strains isolated from kefir 

grains on cytokines secretion by RAW264.7. M1, M2, M3, M4, L1, and L2 in the Fig. 

indicate Lb. kefiranofaciens M1, Lb. kefiri M2, Leu. mesenteroides M3, Lc. lactis M4, 

Lb. kefiri BCRC14011, and Lb. kefiranofaciens BCRC16059. Control: kefir 

supernatant. 
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    由上述細胞株之試驗可以得知，Lb. kefiranofaciens M1 之細胞激素誘導能力

顯著高於其餘分離菌株以及標準菌株，因此試驗進一步以小鼠巨噬細胞與 Lb. 

kefiranofaciens M1 之菌體以及發酵乳上層液進行共培養(圖 2-5)，結果顯示不論

是菌體或是發酵上層液俱能顯著提昇小鼠巨噬細胞分泌細胞激素(IL-1β, IL-6, 

IL-12 與 TNF-α)，但與 RAW264.7 細胞株之結果相反，在小鼠巨噬細胞中，菌體

活化細胞分泌細胞激素之能力顯著高於發酵乳上層液。 

(三) 探討克弗爾中具有機能性成分 

為了瞭解克弗爾上層液中具有免疫調節之機能性物質之特性，此部分試驗首

先探討其耐熱程度，將克弗爾發酵上層液以不同溫度處理後，再與 RAW264.7

細胞株進行共培養(圖 2-6)，結果顯示對樣品以 80℃加熱持續 30 分鐘後，與未加

熱處理之克弗爾上層液相較之下，IL-6 與 IL-12 之分泌顯著下降；然而 IL-1β之

分泌，樣品之加熱溫度必須高於 90℃，其分泌量才顯著下降；TNF-α 之分泌在

各種溫度處理下與未加熱處理的克弗爾上層液均無顯著差異。 

試驗亦以酵素分解方式，將樣品與 proteinase K，DNase 以及 trypsin 進行共

培養，結果顯示經過 proteinase K 之作用後，其細胞激素活化之能力顯著降低，

而經過 DNase 以及 trypsin 之作用之樣品則仍保有刺激細胞激素分泌之能力。而

與膜過濾之方式推測機能性物質之分子量，結果顯示當樣品透過 10 與 30kD 濾

膜後，其細胞激素誘導能力則完全喪失。 

 此外，為避免克弗爾上層液中含有革蘭氏陽性菌細胞壁上的成分

(peptidoglycans)，而誘導細胞激素分泌，試驗亦以套組檢測，結果顯示克弗爾上

層液中並未含有 peptidoglycans 。  

(四) 探討免疫活化之受器 

       為探討克弗爾發酵上層液與其中單一菌種之免疫活化路徑，試驗首先以

anti-TLR2 與 anti-TLR4 mAb 針對 RAW264.7 細胞株進行反應，再以樣品對細

胞株進行共培養(並以 LPS：TLR4 ligand，pam3CSK4：TLR2 ligand 作為對照組)， 

結果證實，經過 anti-TLR2 mAb 處理之細胞株，其對於克弗爾上層液之刺激，
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TNF-α, IL-1β, IL-6 與 IL-12 之分泌顯著降低 (圖 2-7)，而以 anti-TLR4 mAb 處理

之組別，經過克弗爾發酵上層液共培養後，產生之此四種細胞激素之分泌則無顯

著改變，顯示克弗爾上層液乃藉由 TLR2，而非透過 TLR4 引發細胞激素分泌。  

更進一步以 Lb. kefiranofaciens M1 以及 Lb. kefiri M2 之菌體與發酵乳上層

液進行分析，試驗以 TLR2-/-的小鼠巨噬細胞與樣品共同培養，觀察 IL-6 分泌之

情形。結果顯示，Lb. kefiranofaciens M1 以及 Lb. kefiri M2 的菌體刺激之 TLR2-/-

的小鼠巨噬細胞，所產生的 IL-6 顯著低於 wild type (正常小鼠)之小鼠巨噬細胞 

(圖 2-8)，顯示其免疫活化路徑經由 TLR2；而 Lb. kefiranofaciens M1 發酵乳上層

液的部分則顯示 TLR2-/-之小鼠巨噬細胞分泌之 IL-6 亦顯著低於 wild type 之組

別，而 Lb. kefiri M2 發酵乳上層液在兩組之間之 IL-6 則無顯著差異。 
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圖 2-5 Lb. kefiranofaciens M1 菌體 (M1c) 與其發酵乳上層液(M1s)對小鼠巨噬細

胞分泌細胞激素之影響。 

Fig. 2-5 Effects of Lb. kefiranofaciens M1 (M1c) and its supernatant (M1s) on 

cytokines secretion by murine peritoneal macrophages. 
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圖 2-6 不同加熱溫度對克弗爾上層液於RAW264.7細胞株細胞激素分泌之影響。 

Fig. 2-6 Effects of heat treatment of kefir supernatants on cytokines production by 

RAW.264.7. 
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圖 2-7 藉由 anti-TLR2 與 anti-TLR4 mAb 與 RAW264.7 細胞株進行反應，以確認

克弗爾上層液之活化受體。 

Fig. 2-7 Characterization of the target receptor of the kefir supernatant by using 

anti-TLR2 and anti-TLR4 mAb to block RAW264.7 with pam3CSK4 (ligand of 

TLR2) as the control groups. 
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圖 2-8 使用 TLR2-/-小鼠巨噬細胞探討分離自克弗爾粒乳酸菌之活化受體。 

Fig. 2-8 Characterization of the target receptor of LAB isolated from kefir grains and 

their supernatant using TLR2-/- murine peritoneal macrophages with pam3CSK4 

(ligand of TLR2) as the positive control group and PBS as the negative control. M1c 

and M2c in the Fig. indicate Lb. kefiranofaciens M1, Lb. kefiri M2. M1s and M2s 

indicate their supernatants. 
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四、討論 

由本試驗結果可得知克弗爾發酵上層液可誘發 RAW264.7 細胞株分泌前發

炎反應細胞激素(TNF-α, IL-1β與 IL-6)與 Th1 細胞激素(IL-12) (圖 2-1 與 2-2)，發

炎反應相關的細胞激素可活化吞噬細胞以清除外來病原菌，在腸道黏膜系統中，

此發炎反應為維持免疫平衡之重要角色 (Monteleone et al., 2002)；而 Th1 的細胞

激素則可抑制由特定抗原所引發的 Th2 反應，以及抑制特定抗原所引起的 IgE

分泌 (Meydani and Ha, 2000)。由此觀點可知，克弗爾上層液可促進細胞性免疫

反應，對抗腫瘤細胞與胞內感染的病原菌入侵。 Vinderola et al (2006b) 餵食正

常小鼠克弗爾上層液，結果顯示可活化小鼠巨噬細胞分泌前發炎反應之細胞激

素，包括 TNF-α 與 IL-6，但 IL-1α則無顯著分泌。雖然 IL-1α與 IL-1β其性質與

功能相近，參與發炎反應，兩者均可由巨噬細胞、單核球與樹突狀細胞所產生，

但不同來源與操作過程不同，導致克弗爾中之微生物組成有所差異，亦可能引起

不同的免疫反應(Farnworth and Mainville, 2003; Witthuhn et al., 2004)；而生物體中

不同組織或器官中免疫細胞，其受到刺激後所產生的細胞激素也有所差異

(Vinderola et al., 2006b)。 有趣的是，克弗爾的發酵時間必須高於 24 小時，所得

的克弗爾上層液才可顯著誘導前發炎反應細胞激素產生 (圖 2-1)，Witthuhn et al. 

(2005)報告指出克弗爾在不同的發酵時期，其微生物菌相與代謝產物都會有所差

異，或許是此原因，特定發酵時間點所得到的克弗爾上層液才具有活化細胞激素

分泌的效果。 

克弗爾上層液與細胞共培養 24 小時，可測得最高量的 TNF-α 與 IL-6 (圖

2-1)，然而最佳分泌量的 IL-12 與 IL-1β 則是 6 小時的共培養(圖 2-2)。推測原因

為 IL-12 為 T 細胞早期調控的細胞激素，其可將 naïve T 細胞導向 Th1 細胞，Th1

細胞可分泌 IFN-γ 活化吞噬細胞與自然殺手細胞。IL-1β則為發炎反應中重要的

參與者 (Dinarello, 1978; Gröne et al., 1998)，van Damme et al. (1987)研究指出

IL-1β可刺激 IL-6之分泌，亦顯示其為較早分泌的細胞激素。綜合上述，RAW264.7

細胞株所分泌的細胞激素中，IL-12 與 IL-1β 為早期產生的種類，而細胞激素的

half life 非常短暫 (Maimone et al., 1991)，因此實驗必須以較短的共培養時間，搜

集細胞培養液才可測得 IL-12 與 IL-1β。此外尚有一原因，測定 IL-10 之最佳共培
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養時間則為 24 小時 (圖 2-3)，IL-10 可抑制過度表現的前發炎反應細胞激素，包

括 IL-1β (Trittibach et al., 2008)，因此其當 IL-1β於短時間內大量表現時，可能令

細胞產生 IL-10 進行抑制。 IL-10 近年來被歸類為調節型細胞激素，具有抗過敏

與抗發炎之功效 (Giacinto et al., 2005; Korzenik and Podolsky, 2006)。早期即有研

究發現平衡的細胞激素分泌可改善體內的過度發炎反應 (Opal et al., 1998)；

Hidemura et al. (2003) 則發現隨著 IL-10 濃度的提高，可抑制由多種前發炎反應

細胞激素所引發的發炎反應。 

目前研究指出，革蘭氏陽性菌的乳酸菌為免疫調節機能性中的重要菌種，因

此本研究接續探討克弗爾中乳酸菌的細胞激素刺激能力。自克弗爾粒分離的四株

乳酸菌中，誘導 RAW264.7 細胞株產生 TNF-α 的能力與克弗爾上層液並無顯著

差異， TNF-α 為發炎反應中重要的細胞激素，其功能包括趨化巨噬細胞的聚集

且令其附著於內皮細胞，並且吸引各種免疫細胞進入發炎部位 (Vinderola et al., 

2006a)。相對於 TNF-α，IL-6 則只有分離菌株 Lb. kefiranofaciens M1 可刺激巨噬

細胞株大量分泌(圖 2-3)，其他研究中也在體內與體外試驗中證實，活菌狀態的

Lb. casei CRL 431 與 Lb. helveticus R389 可活化腸道上皮細胞分泌 IL-6 

(Vinderola et al., 2005)。前發炎反應中，IL-6 亦扮演重要角色，許多發炎部位的

免疫細胞與上皮細胞均會分泌 IL-6 (Ng et al., 2003)。IL-6 所涉及的生理機能相當

多元，除了參與前發炎反應之外，其為正常 neoplastic 細胞的生長因子、參與腸

道免疫系統吞噬病原菌、參與 B 細胞之分化以及幫助抗體的產生 (Goodrich & 

McGee, 1999)。由上述可知， Lb. kefiranofaciens M1 可活化巨噬細胞，令其分泌

TNF-α 與 IL-6，對抗外來病原菌入侵，同時於生物體正常狀態下，輔助 B 細胞

分化為漿細胞 (plasmocytes)。 

試驗結果進一步發現，克弗爾分離菌株 Lb. kefiranofaciens M1 與標準菌株

Lb. kefiranoficens BCRC16059 所活化的 IL-6 分泌量有所差異，此結果證實了不

同來源的乳酸菌，儘管其屬名與種名相同，但由於來源與培養方式之差異，分離

之菌株(strain)不同時，其免疫調節之機能性即有所差異。Cross (2002) 報告亦指

出乳酸菌活化宿主的免疫反應，需要其特定菌株才可達到不同需求，不同的乳酸

桿菌菌株，可造成程度不一的免疫反應 (Tejada-Simon & Pestka, 1999; Cross et al., 

2004)。  
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許多研究指出可溶性的乳酸菌成分，其誘發 IL-12 之分泌的能力顯著低於完

整的乳酸菌菌體 (Huang et al., 1999; Hessle et al., 2000)。我們的試驗有相似的發

現， Lb. kefiranofaciens M1 可刺激小鼠巨噬細胞產生高量的 IL-12，顯著高於 Lb. 

kefiranofaciens M1 的發酵上層液組(圖 2-5)。在導向 Th1 反應與令 Th1 細胞激素

分泌之過程中，IL-12 扮演非常重要的角色，並可促進生物體的細胞性免疫反應

(Shida et al., 2006)。Shida et al. (1998) 的研究清楚指出，Lb. casei Shirota 可藉由

刺激巨噬細胞分泌 IL-12，進而將 naïve T 細胞導向 Th1 細胞之分化。然而，矛

盾的是，Lb. kefiranofaciens M1 可刺激小鼠巨噬細胞產生 IL-12 (圖 2-5)，但在

RAW264.7 細胞株中卻無法刺激其分泌 IL-12 (圖 2-3)；同時，與 Lb. kefiranofaciens 

M1 發酵上層液相比，菌體可刺激小鼠巨噬細胞分泌顯著高量的 IL-12 (圖 2-5)，

此結果亦與 RAW264.7 細胞株的實驗結果相反 (圖 2-3 與 2-4)。儘管在生理特徵

上，小鼠巨噬細胞與 RAW264.7 細胞株有許多相似之處，但兩者畢竟是不同細

胞來源，尤其細胞株遭到株化，因此對於 Lb. kefiranofaciens M1 與發酵上層液的

活化，兩種細胞的細胞激素分泌情況仍有所差異。Diaz-Guerra et al. (1996)指出小

鼠巨噬細胞與 RAW264.7 受到 phorbol ester 之作用時，兩者對於 NO 之合成量也

有所差異；Kudo et al (1998)也觀察到 adrenomedullin 可增加小鼠巨噬細胞的

cAMP 產生，但對 RAW 264.7 細胞株則無此效果。上述文獻均證實了新鮮的初

代細胞與細胞株，對於相同物質的刺激與活化，其反應仍有所差異。  

分離自克弗爾的乳酸菌與其發酵上層液中，Lb. kefiranofaciens M1 與其發酵

上層液可強烈誘導 RAW264.7 細胞株與小鼠巨噬細胞產生前發炎反應細胞激素

(TNF-α、IL-1β與 IL-6) 與 Th1 細胞激素(IL-12) (圖 2-3、2-4 與 2-5) ，並且與克

弗爾發酵上層液無顯著差異。克弗爾菌相分佈中，Lb. kefiranofaciens 在乳酸菌中

所佔的比例相當高 (Chen et al., 2008)，並可產生胞外多醣 (exopolysaccharide, 

EPS)。 Vinderola et al. (2006a) 利用 Lb. kefiranofaciens ATCC 43761 所產生的 EPS

進行小鼠體內試驗，結果顯示 EPS 可增進小腸與大腸中 IgA 的分泌，同時促進

細胞激素的分泌。  

克弗爾中許多物質均可引起免疫反應，如菌體 DNA、發酵牛乳過程的代謝

產物 (bioactive peptides) (Matar et al., 2000) 以及水溶性的克弗蘭  (kefiran) 

(Monteleone et al., 2002)。而乳酸菌細胞壁上的成分，如 peptidoglycan、多醣與
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teichoic acid 亦被視為具有免疫調節功能之物質  (Meydani & Ha, 2000)。

Bogdanov et al. (1975) 研究指出，在乳製品發酵過程中所產生 glycopeptides，其

具有免疫刺激之活性以增進宿主之免疫反應；Muramyl dipeptide (MDP) 為構成

peptidoglycan 之主要物質， Tufano et al. (1991) 發現 MDP 可刺激單核球分泌

IL-1、IL-6 與 TNF-α，同時可促進淋巴細胞分泌 IL-4。然而在我們的實驗中，為

了釐清克弗爾發酵上層液之機能性物質，以 DNase 水解克弗爾發酵上層液後，

證實機能性物質並非菌體 DNA；並且以 peptidoglycans 檢測套組，排除了克弗爾

發酵上層液中仍殘留乳酸菌細胞壁的 peptidoglycans 成分；實驗並且以

proteolytical digestion 與膜過濾之方式，證實機能性成分為蛋白質或 peptides，且

其分子量大於 30 kD。LeBlanc et al. (2002) 研究指出 Lb. helveticus R 389 發酵牛

乳過程中所產生的 peptide，可引發小鼠的免疫反應並且抑制 fibrosarcoma 之生

長；而 Meisel and Schlimme (1990)的研究也證實 bioactive peptides 可刺激 T 細胞

與自然殺手細胞之增生與成熟，同時可幫助小鼠抵抗多種病原菌之感染。 

此部分試驗最終探討克弗爾發酵上層液與分離菌株 Lb. kefiranofaciens M1

之細胞激素刺激的路徑，TLR2 可對革蘭氏陽性菌細胞壁物質產生反應，包含

peptidoglycan、lipoteichoic acid (LTA)與 lipopeptide 等物質 (Lien et al., 1999; 

Yoshimura et al., 1999)，因此實驗以 TLR2 抗體與 TLR2-/-小鼠進行，證實樣品藉

由 TLR2 刺激細胞激素分泌 (圖 2-7 與 2-8)。已有部分文獻證實革蘭氏陽性菌之

免疫活化路徑，如 Lb. casei CRL 431 與 Lb. helveticus R389 亦透過 TLR2 而產生

免疫反應 (Vinderola et al., 2005b)；除了細胞壁之物質，Hoarau et al. (2006)亦發

現 Bifidobacterium breve 之培養液可透過 TLR2 刺激細胞激素產生，然而此研究

中並未確認培養液中是何物質活化 TLR2。  
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第三章 

探討自克弗爾粒分離之乳酸桿菌之抗過敏功效 

一、摘要 

前言與方法：由前部分試驗結果可知，克弗爾上層液、克弗爾分離乳酸菌 Lb. 

kefiranofaciens M1及Lb. kefiri M2與其發酵上層液均可刺激免疫細胞分泌前發炎

細胞激素及Th1細胞激素之分泌，推測具有改善第一型過敏反應之潛能，因此進

行抗過敏之動物實驗。試驗中以克弗爾分離乳酸菌Lb. kefiranofaciens M1及Lb. 

kefiri M2進行試驗，首先利用小鼠脾臟及腹水細胞共同培養，刺激其分泌Th1與

前發炎反應細胞激素，探討熱失活菌株 (85 ℃加熱30分鐘) 之免疫調節能力與活

菌株與是否具有差異。進一步餵食Lb. kefiranofaciens M1於OVA致敏小鼠，測定

其Th1/Th2細胞激素、調節型T細胞之數量及血清中OVA-specific IgE之濃度。菌

株樣品是以灌食方式直接與腸道接觸，其可活化腸道周邊血液中吞噬細胞之活

性；最後血液與淋巴循環中已被活化的免疫細胞將到達脾臟，產生系統性免疫反

應，因此試驗亦抽取腸道Peyer’s patch之RNA以進行小鼠全基因微陣列晶片分

析，以瞭解菌株對於過敏小鼠其腸道黏膜系統所引起之整體基因變化。  

結果：結果證實熱失活之Lb. kefiranofaciens M1仍具有刺激脾臟與腹水細胞分泌

細胞激素之能力，因此選用熱失活菌株進行動物試驗，結果顯示餵食菌株之OVA

過敏小鼠，顯著提升脾臟細胞中Th1細胞激素 (IL-12)，降低Th2細胞激素(IL-5) 之

分泌；同時提升脾臟中調節型T細胞之數量，而令其血中之OVA-specific IgE顯著

降低。而RNA基因微陣列晶片分析之結果顯示，OVA過敏小鼠餵食菌株後，其

Peyer’s patch之補體的基因表現俱顯著下降，同時顯著提升Ifnr、Cd2、Cd3、Cd28、

Stat4與Ccr7基因之表現。 

結論：試驗證實，克弗爾分離菌株Lb. kefiranofaciens M1以熱失活形式仍可誘導
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免疫細胞產生Th1與前發炎反應之細胞激素；於動物實驗中，餵食熱失活菌株亦

能夠改善OVA過敏小鼠之Th2傾向之因子，同時瞭解餵食後腸道Peyer’s patch之基

因表現之變化。 
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二、材料與方法 

(一) 試驗流程 

 

 

(二) 乳酸菌之菌種來源、培養與製備 

 本研究室自蒙古組克弗爾粒中分離Lb. kefiranofaciens M1與Lb. kefiri M2。

以Lactobacilli MRS 培養液(Difco Laboratories, Detroit, MI)活化菌株培養於37℃

培養箱 (CO2 incubator, Model TC2323, SHEL LAB, Japan)，活化菌株之後以PBS 

(Amersco, Solon, OH)溶液清洗菌體並將為濃度調整為1.5 x 107, 3 x 107與6 x 107 

CFU/mL。熱失活菌株使用 PBS溶液懸浮，並以恆溫水浴槽 (Water bath 

Model-B403H, Firstek scientific instrument Co. Ltd., Taipei, Taiwan)加熱至85 ℃持

續40分鐘，達到熱失活狀態。 

(三) 體外細胞激素試驗小鼠巨噬細胞與脾臟細胞 
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小鼠巨噬細胞與脾臟細胞分離自六週齡之BALB/c 雌鼠(購於國立台灣大學

實驗動物中心)，實驗方法參考Netea et al. (2005)與Hong et al. (2009)。 

1. 脾臟細胞之分離：於無菌操作台內將小鼠脾臟取出，將脾臟置於70 μm Nylon 

cell strainer (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ)上方，以無菌針筒尾端將其磨碎並濾除

結締組織，同時加入10 mL無菌PBS進行沖洗，再以1200 rpm離心5分鐘後吸去上

清液，且加入5 mL的RBC lysis solution (Qiagen, Germantown, Maryland)，於室溫

下充分混合2分鐘，以確保紅血球完全溶解，再以前述條件離心去除上清液後，

加入10 mL PBS洗去殘餘的RBC lysis solution，最終以5 mL內含10 % FBS(fetal 

bovine serum, PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria)的RPMI 1640培養液

(HyClone, Logan, UT)充分懸浮，並以trypan blue(Invitrogen, Carlsbad, CA)調整脾

臟細胞至1x107 cells/mL備用。 

2. 巨噬細胞之分離：實驗使用六週齡BALB/c 雌鼠(購於國立台灣大學實驗動物

中心, Taipei, Taiwan)，以腹腔注射2 mL 3% thioglycollate (Gibco, Gaithersburg, MD) 

(Netea et al., 2005)，使免疫細胞聚集，72小時後將小鼠犧牲，於無菌操作台中以

PBS 5 mL注入腹膜內，提起鼠體左右或上下抖動，促使腹腔器官間的免疫細胞

均勻懸浮於PBS中，並以5 mL空針筒抽取腹腔細胞，重複上述步驟兩次，取得8 mL

腹水液。腹水液以離心機 (High speed refrigerated centrifuge, Kubota 1920, Osaka, 

Japan) 於1500 rpm低速離心10分鐘，捨棄上清液，輕拍細胞沉澱使之分散，加入

含10% FBS的RPMI 1640培養液，懸浮細胞並培養於24 well培養盤，置於37℃細

胞培養箱(Revco, Santa Fe Springs, CA)培養3小時後，洗去懸浮無法貼附的細胞，

再加入含10% 熱失活FBS的RPMI 1640培養液將貼附細胞以細胞刮杓刮起，以

trypan blue調整細胞數量至5x106 cells/mL，，取1 mL 細胞懸浮液培養於24 well

培養盤，於37℃培養箱培養3小時，使細胞貼附後洗去以備用。 

上述脾臟細胞與巨噬細胞以不同濃度的活乳酸菌(Lb. kefiranofaciens M1與



 

59 

Lb. kefiri M2) 與熱失活乳酸菌(heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1, HI-M1與

heat-inactivated Lb. kefiri M2, HI-M2)共同培養，於37℃培養24小時後搜集培養

液，保存於-80℃下代細胞激素測定。 

(四) 致敏小鼠動物試驗 

1. 致敏流程：實驗以六週齡BALB/c 雌鼠進行，於第0, 13, 20與27日進行致敏，

致敏模式以20 μg之卵白蛋白(ovalbumin, OVA, Sigma, St. Louis, MO)作為過敏

原，並與作為佐劑200 mg之Al(OH)3 (aluminum hydroxide, Sigma)，經由腹腔注射

200 μL，在28日實驗期間以管餵方式餵食不同濃度的熱失活Lb. kefiranofaciens 

M1 300 μL(乳酸菌菌數最終定量為1.5 x 107, 3 x 107 與6 x 107 CFU/mL)。 

2. 血清取得：試驗並於第0, 7, 14, 21與28日進行臉頰採血(cheek-pouch blood 

collection)，將血液置於採血管中(BD microtainer chemisty tubes, BD, Franklin 

Lakes, NJ)以6000 x g離心90秒後取得血清，保存於-80℃下並測量總IgE(mouse 

IgE ELISA set, BD science)以及OVA-specific IgE(DS mouse IgE ELISA OVA, DS 

Pharma Biomedical, Osaka, Japan)之濃度。 

3. 脾臟細胞：試驗第28日犧牲小鼠，於無菌操作台中分離脾臟細胞(方法同上述)， 

trypan blue染色計數調整脾臟細胞數至1 x 107 cells/mL，取1 mL之細胞懸浮液

(RPMI 1640中添10 % FBS與1 % 抗生素(100 U/mL penicillin與100 μg/mL 

streptomycin, Sigma)於24 well培養盤，再加入已通過0.22μm無菌濾膜的OVA溶液

進行刺激，使細胞培養液最終OVA濃度為100 mg/mL於37℃培養箱培養48小時

後，以8000 rpm離心3分鐘去除脾臟並搜集上清液，保存於-80℃下以測定細胞激

素。 

 未與OVA共培養之脾臟細胞則取5 x 10 cells/mL的細胞數進行染色，使用

anti-mouse PE-CD4 antibody (clone GK1.5)、anti-mouse FITC-CD25 antibody (clone 

7D4)與anti-mouse FITC-CD19 antibody (clone 6D5) (Beckman Coulter, Fullerton, 



 

60 

CA)於4℃進行避光染色，以4 mL PBS清洗兩次以洗去細胞上多餘染劑，最終以1 

mL PBS懸浮細胞，經70 μm Nylon cell strainer (BD Falcon)過濾打散細胞後，隨即

以流式細胞儀(EPICS XL flow cytometer, Beckman Coulter, Fullerton, CT)分析

CD4+CD25+ 調節型T細胞與CD19+B細胞之數量。  

  

 

 

 

 

 

圖 3-1 致敏實驗流程圖。 

Fig. 3-1 The experimental design of OVA-induced allergy. 

 

4. Peyer’s patches：小鼠犧牲後參考 Torii et al. (2007)之方法，取下小鼠十二指腸

至迴腸末端之後，由外觀可見白色突起即為目標 Peyer’s patch，每隻小鼠取 6 至

8顆，以PBS清洗後以液態氮保存。後續以TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA)

進行 RNA 之萃取。 

(五) 細胞激素測定 

本試驗以酵素連結免疫吸附法(Enzyme-linked immunoassay, ELISA)進行。使

用小鼠細胞激素測定套組 (mouse cytokine kit, R&D system, Mckinley, MN)測量

TNF-α, IFN-α, IL-6, IL-12, IL-1β與IL-10之濃度。 

(六) Microarray 

Peyer’s patches 的 RNA 樣品以  Nanodrop ND-1000 spectrophotometer 

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)進行定量，再以 Agilent 2100 Bioanalyser 
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(Agilent Technologies, Santa Clara, CA)進行品質判定 (OD 260/280 之比值需大於

2.0，Bioanalyzer 28s/18s 之比例需大於 1.2 ，同時 RIN 值需高於 8)。通過品質

判定之 RNA 以 Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies)進行實驗， RNA

樣品反轉錄為 cDNA 後，將實驗組之樣品(餵食熱失活 Lb. kefiranofaciens M1)以 

cyanine 3 標定，而 OVA 對照組以 cyanine 5 標定， 標定後將兩組樣品於 Agilent 

Whole Mouse Genome 4x44k oligo microarray (G4122F-014868, Agilent 

Technologies),進行雜合反應，樣品以 60oC 加熱 30 分鐘後，置放於 4 rpm 之轉動

式烘箱進行反應 (避光並於 65°C 反應 17 小時)，完成反應後進行清洗並烘乾，

晶片最終 gilent microarray scanner (G2565CA, Agilent Technologies)進行掃瞄，並

以 software 10.5.1.1 (Agilent Technologies)進行分析。 

(七) 統計分析 

以 SAS 套裝軟體 (SAS 9.0, SAS institute, Cary, NC)進行變方分析，再以鄧肯

式多變域測定法(Duncan’s New Multiple Range Test)測定各試驗值間之顯著差

異，所有試驗皆進行三重複測定後繪圖。 
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三、結果 

(一) 自克弗爾分離之乳酸桿菌對於巨噬細胞與脾臟細胞細胞激素分泌之影響 

以活菌狀態之 Lb. kefiranofaciens M1 與 Lb. kefiri M2 或熱失活狀態與小鼠巨

噬細胞進行共同培養，結果顯示加熱失活之Lb. kefiranofaciens M1與Lb. kefiri M2

均可顯著提升 Th1 細胞激素如 IL-12 與 IFN-γ (圖 3-2)，與活菌菌體並無顯著差

異，同時 Lb. kefiranofaciens M1 與 Lb. kefiri M2 之間亦無顯著差異；在脾臟細胞

的培養，Th1 細胞激素分泌之情況亦有相同趨勢(圖 3-3)，顯示 Lb. kefiranofaciens 

M1 與 Lb. kefiri M2 其活化免疫之能力部分來自於其菌體。同時在小鼠巨噬細胞

的前發炎反應細胞激素分泌情況，其結果並不一致，熱失活菌株誘導 IL-1β的分

泌顯著低於活菌株，對於誘導小鼠巨噬細胞分泌 TNF-α，熱失活菌株之刺激能力

則顯著高於活菌株；而 IL-6 的誘導分泌，兩種狀態的菌株則無顯著差異(圖 3-2)。 

(二) 餵食熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 IgE 與 OVA-specific IgE 分泌之影響  

由上述結果挑選熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 進行後續試驗(能夠誘發最高

量之 IL-12 分泌)，以熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 菌體與 Lb. kefiranofaciens M1

之發酵乳上層液餵食 OVA 致敏小鼠 28 日後，結果顯示隨著菌體濃度越高，其降

低致敏小鼠血清之 IgE 效果越佳(圖 3-4)，每日餵食 6 x 107 CFU 之組別顯著抑制

致敏小鼠血清中之總 IgE 含量，而餵食 Lb. kefiranofaciens M1 之發酵乳上層液則

無此效果。此體內試驗中，顯示乳酸菌濃度需達到某濃度，方能引發免疫反應並

達到預期減少血清中 IgE 含量之功效。 

    試驗亦探討OVA-specific IgE之變化(圖3-5b)，結果顯示每日餵食熱失活Lb. 

kefiranofaciens M1 6 x 107 CFU之組別，第三劑(第20日)OVA過敏原腹腔注射之

後，其能夠顯著抑制血清中OVA-specific IgE之分泌；而總IgE含量的部分，餵食

熱失活Lb. kefiranofaciens M1則於第二劑(第13日)OVA注射後，其IgE含量均顯著

低於OVA之對照組(圖3-5a)。此部分體內試驗結果證實熱失活之Lb. kefiranofaciens 

M1可顯著改善以OVA致敏之小鼠其血第14日清中IgE與OVA-specific IgE之分泌。 
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圖 3-2 克弗爾粒分離之乳酸桿菌對於小鼠巨噬細胞分泌細胞激素之影響。 

Fig. 3-2 Effect of Lactobacillus spp. isolated from kefir grains on cytokine production 

using murine peritoneal macrophages. M1: Lb. kefiranofaciens M1; HI-M1: Heat 

inactivated Lb. kefiranofaciens M1; M2: Lb. kefiri M2; HI-M2：Heat inactivated Lb. 

kefiri M2; Control: PBS. 
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圖 3-3 自克弗爾粒分離之乳酸桿菌對於脾臟細胞分泌細胞激素之影響。 

Fig. 3-3 Effect of Lactobacillus spp. isolated from kefir grains on cytokine production 

using murine splenocyte. M1: Lb. kefiranofaciens M1; HI-M1: Heat-inactivated Lb. 

kefiranofaciens M1; M2: Lb. kefiri M2; HI-M2：Heat-inactivated Lb. kefiri M2; 

Control: PBS. 
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圖 3-4 餵食熱失活之Lb. kefiranofaciens M1對於致敏小鼠血清中IgE之影響。乳清

組：小鼠每日餵食Lb. kefiranofaciens M1發酵乳500 μL。 

Fig. 3-4 Effect of the heat inactivated Lb. kefiranofaciens M1 isolated from kefir 

grains on sera IgE production using allergy mice. Whey: The mice were tube feeding 

with 500 μL/mouse per day of kefir whey. Control: PBS 
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圖 3-5 餵食熱失活Lb. kefiranofaciens M1對於致敏小鼠血清中 (a) 總IgE (b) 

OVA-specific IgE之影響。 

Fig. 3-5 Effect of oral administration of the heat inactivated Lb. kefiranofaciens M1 on 

(a) total IgE and (b) OVA-specific IgE productions in OVA-sensitized BALB/c mice. 
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(三) 餵食熱失活Lb. kefiranofaciens M1對於致敏小鼠脾臟細胞激素之影響 

由上述試驗得知Lb. kefiranofaciens M1確實能夠抑制第一型過敏反應之血清

IgE，為瞭解抑制過敏反應之機制，此部分試驗探討餵食乳酸菌菌體時，致敏小

鼠脾臟細胞激素之分泌情形。將小鼠犧牲後，脾臟細胞與OVA共同培養48小時，

結果顯示每日餵食6 x 107 CFU之熱失活Lb. kefiranofaciens M1的處理組，其脾臟細

胞之IL-12顯著高於OVA之對照組，而IFN-γ則無顯著差異(圖3-6)；同時餵食Lb. 

kefiranofaciens M1之組別，小鼠脾臟細胞所分泌之Th2 細胞激素(IL-5)亦顯著低於

對照組。結果證實以Lb. kefiranofaciens M1餵食致敏小鼠，可調節其脾臟細胞分泌

細胞激素，當脾臟細胞於體外再次接受OVA過敏原刺激時，能夠顯著降低其Th2

細胞激素並且提升Th1細胞激素。 

(四) 餵食熱失活Lb. kefiranofaciens M1對於致敏小鼠脾臟中CD4+CD25+ 調節型T    

細胞與CD19+ B細胞之影響 

連續餵食28日熱失活Lb. kefiranofaciens M1於致敏小鼠，分離其脾臟細胞並以

流式細胞儀進行表面抗原分析，探討是否能夠提升帶有CD4與CD25之T細胞數量

(意即調節型T細胞之數量)，結果顯示餵食菌株之小鼠，其脾臟中調節型T細胞數

量顯著提升(圖3-7a)。CD19為B細胞早期表現之重要表面抗原，因此於第一型過

敏反應之個體其CD19表現較高，而餵食克弗爾分離之菌株後，與OVA對照組相比

可顯著降低CD19之表現 (圖 3-7b)，此部分結果證實連續餵食熱失活 Lb. 

kefiranofaciens M1 28日後，可顯著提升OVA致敏小鼠脾臟中調節型T細胞之數

量，並降低脾臟B細胞中CD19之表現。 

(五) 餵食熱失活Lb. kefiranofaciens M1 對於調控致敏小鼠Peyer’s patch基因表現

之影響 

    Peyer’s patch 為小腸黏膜重要免疫組織，大量淋巴球與巨噬細胞在此藉由胞

飲或吞噬作用清除病原菌，試驗中的熱失活菌株以口服方式進行，首先接觸之免

疫組織即為 Peyer’s patch。為瞭解受到 Lb. kefiranofaciens M1 調控的免疫相關基

因之變化，分離餵食 Lb. kefiranofaciens M1致敏小鼠的 Peyer’s patch，抽取其RNA

進行 cDNA microarray 分析，結果顯示共有 1034 個基因之表現顯著下降；而有

534 個基因之表現顯著提升，其中與免疫相關的基因列於表 3-1，餵食菌株能夠
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顯著抑制致敏小鼠之補體系統過度表現，如 C1r, C1s, C2 與 C3；同時提升

Th1(Ifnr 與 Stat4)、前發炎反應(Ccr7)與細胞表面訊息傳遞分子相關之基因(Cd2, 

Cd3 與 Cd28)，上述基因亦以 real-time PCR 證實其表現量。 
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圖 3-6 餵食熱失活Lb. kefiranofaciens M1對於OVA致敏小鼠脾臟分泌細胞激素之

影響。 

Fig. 3-6 The secretion levels of IFN-γ, IL-12 and IL-5 regulated by heat-inactivated Lb. 

kefiranofaciens M1 in OVA-sensitized splenocytes. 
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圖  3-7 餵食熱失活Lb. kefiranofaciens M1對於OVA致敏小鼠脾臟細胞中  (a) 

CD4+CD25+ T細胞與 (b) CD19之影響。 

Fig. 3-7 Analysis of the (a) CD4+CD25+ T cells and (b) expression of CD19 in 

splenocytes in normal and OVA-sensitized mice. 
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表 3-1 餵食Lb. kefiranofaciens M1對OVA致敏小鼠Peyer’s patch基因表現之影響 

Table 3-1 Effect of the heat inactivated Lb. kefiranofaciens M1 on gene expression in 

Peyer’s patch cells of OVA-sensitized mice 

Gene name Symbol Accession number Fold change 

Down-regulation genes: 
Complement component 3 C3 NM_009778 -5.42 

Complement component 4b C4 NM_009780 -3.53 

Complement component 2  C2 NM_013484 -3.03 

Complement component 1, s subcomponent  C1s NM_144938 -2.82 

Complement component 1, r subcomponent  C1r NM_023143 -2.42 

Complement component 1, q subcomponent, 

alpha polypeptide  

C1qa NM_007572 
-2.15 

Complement component 1, q subcomponent, 

beta polypeptide  

C1qb NM_009777 
-2.12 

Complement component 1, q subcomponent, C 

chain  

C1qc NM_007574 
-2.07 

Up-regulation genes :  
Interferon gamma Ifnr NM_008337 10.4 

Chemokine (C-C motif) receptor 7 Ccr7 NM_007719 3.68 

CD28 antigen  Cd28 NM_007642 2.82 

Chemokine (C-C motif) ligand 4  Ccl4 NM_013652 2.67 

Perforin 1 (pore forming protein) Prf1 NM_011073 2.47 

Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 Cxcr4 NM_009911 2.41 

CD3 antigen, delta polypeptide  Cd3d NM_013487 2.21 

CD2 antigen  Cd2 NM_013486 2.11 

CD3 antigen, gamma polypeptide  Cd3g NM_009850 2.08 

Signal transducer and activator of transcription 4 Stat4 NM_011487 2.05 
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四、討論 

在此部分實驗中，我們證實了克弗爾乳酸桿菌 Lb. kefiranofaciens M1 與 Lb. 

kefiri M2 可刺激小鼠巨噬細胞與脾臟細胞分泌重要的 Th1 細胞激素(IFN-γ 與

IL-12)，許多研究也證實乳酸桿菌可在體外試驗中活化免疫細胞(Shida et al., 1998; 

Fujiwara et al., 2004)。特定的乳酸桿菌菌株可刺激 IL-12 與 IFN-γ之分泌進而活

化 Th1 反應與細胞免疫反應 (cellular immunity) (Shida et al.,  2006)。而 Shida et 

al. (1998) 研究證實 Lb. casei Shirota 可提升透過巨噬細胞分泌 IL-12 進而活化

naïve CD4+ T 細胞往 Th1 反應進行。IFN-γ為 Th1 細胞所分泌主要的細胞激素，

亦為 IL-4 之 antagonist 並可抑制後續 IgE 的生成 (Rousset et al. 1991; Matsuzaki et 

al. 1998; Segawa et al. 2008)。IL-12 與 IFN-γ之功用為活化吞噬細胞以對抗病原菌

之入侵，同時其具有抑制 Th2 反應之功能。由此觀點，活菌或熱失活狀態的 Lb. 

kefiranofaciens M1 與 Lb. kefiri M2 均可刺激 Th1 細胞激素之分泌，則其可能具有

抑制 Th2 反應之效力。 

本試驗探討克弗爾中熱失活乳酸桿菌改善第一型過敏的功效。熱失活菌株對

於刺激 Th1 細胞激素之分泌與活菌狀態並無顯著差異(圖 3-2 與 3-3)。一般認為，

乳酸菌必須生存且定殖於宿主體內才可發揮其機能性 (Nonaka et al. 2008)，然而 

許多研究亦指出不單只有活菌具有免疫調節功效，熱失活或熱致死之特定乳酸菌

菌株亦能夠發揮效果 (Murosaki et al. 1998; Sashihara et al. 2006; Segawa et al.,  

2008)。一般認為熱失活的乳酸菌，是依賴其細胞壁上的物質，以達免疫活化之

機能性，我們的實驗結果證實 peptidoglycans 是為可能的機能性成分，並且在之

前的研究中證實克弗爾乳酸菌可經由 toll like receptor (TLR) 2 刺激巨噬細胞分泌

前發炎反應細胞激素 (Hong et al., 2009)。免疫細胞的 TLR2 可與革蘭氏陽性菌之

細胞壁物質產生反應，進而令細胞產生一連串的訊息傳遞，最終活化 nuclear 

factor-kappa B (NF-κB)以引發細胞激素之分泌 (Lien and Ingalls 2002)。Sashihara 

et al. (2006)也指出乳酸菌細胞壁上的 peptidoglycans 成分越高，其刺激 IL-12 分

泌之能力則越強。因此後續的動物實驗，我們選擇了 Lb. kefiranofaciens M1，可

誘導巨噬細胞與脾臟細胞分泌最高量的 IL-12。 

  以 OVA 致敏小鼠之試驗中，與 OVA 控制組相比，餵食熱失活 M1 可顯著降
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低血清中總 IgE (圖 3- 4) 與 OVA-specific IgE (圖 3-5)，此抑制現象隨著 Lb. 

kefiranofaciens M1 菌數越高則效果越佳 (圖 3-4)，儘管目前對其原因尚未完全瞭

解，推測為高菌數的給予其含有較高的 peptidoglycans；但不同的乳酸菌需給予

最適濃度才可最有效率地抑制 IgE 之濃度。Segawa et al. (2008) 指出在飼糧中添

加 0.5% 的 Lb. brevis SBC8803 可有效降低 OVA 致敏小鼠血清中 IgE 的含量；

Matsuzaki et al. (1998)的研究也發現只有適當濃度的 Lb. casei Shirtoa 才可促進

過敏小鼠之免疫平衡，過高或過低菌量並無法具備抗過敏之成效。  

連續餵食 28 日之後，Lb. kefiranofaciens M1 可改善致敏小鼠之脾臟細胞分

泌的細胞激素，與 OVA 控制組相比，Lb. kefiranofaciens M1 可顯著提升 IL-12 同

時降低 IL-5 之分泌 (圖 3-6)。此 IL-12/IL-5 之比例即表示菌株可促進過敏小鼠體

內 Th1/Th2 的平衡。Lb. kefiranofaciens M1 藉由細胞激素的調節，改善過度 Th2

的反應，將其導向 Th1 反應，進而改善下游抗體的表現，以抑制過敏個體中的

總 IgE 與 OVA-specific IgE。但對於另一重要的 Th1 細胞激素 IFN-γ，菌株則無

法顯著提升脾臟細胞中的分泌量，Lb. kefiranofaciens M1 處理組與 OVA 控制組

並無顯著差異，目前無法確知原因，儘管體外試驗的 Lb. kefiranofaciens M1 可顯

著刺激脾臟細胞產生 IFN-γ，但體內試驗與體外試驗之結果往往有程度上之差異

(Sashihara et al., 2006)。 

試驗以流式細胞儀分析 OVA 致敏小鼠脾臟細胞，結果顯示連續餵食熱失活

Lb. kefiranofaciens M1 可顯著增加脾臟中調節型 T 細胞，同時降低 CD19+ B 細胞

之數量 (圖 3-7)。 調節型 T 細胞可調節生物體中先天性與適應性免疫反應，避

免過度發炎或過敏反應之發生 (Sakaguchi 2004; Shevach 2004; Maloy et al., 

2003)。Ling et al. (2004) 指出調節型 T 細胞可抑制由花粉所活化之 T 細胞過度

表現，不論是在過敏之患者或是正常個體均有此效果；Stassen et al. (2004) 研究

證實，由健康個體分離出活性良好之輔助型 T 細胞，再將其移至過敏個體內，

其可藉由抑制 IL-4 進而降低其 Th2 之表現；Karlsson et al. (2004)認為食物中的抗

原可引發健康個體中調節型 T 細胞之增生，以調控抗原引起的免疫反應。另一

方面，CD19 是 B 細胞表面特定之訊息傳遞分子 (Rickert et al., 1995)，Jarvinen et 

al. (1999) 報告指出當生物體中 CD19+ B 細胞大量表現時，可視為食物過敏之早

期徵兆。本研究中 Lb. kefiranofaciens M1 降低 CD19+細胞之數量與提升調節型 T
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細胞之數量可視為 Lb. kefiranofaciens M1 減緩過敏症狀之管道；此外，OVA 致

敏小鼠血清中總 IgE (圖 3-4)與 OVA-specific IgE (圖 3-5)之抑制亦與此相關。 

試驗為徹底釐清 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 致敏小鼠的腸道免疫組織

之影響，以 Microarray 進行分析 Peyer’s patches ，與 OVA 控制組相比，結果顯

示熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 之投予可降低 5.4 倍的補體分子 3(complement 

components 3, C3)基因之表現 (表 3-1)，而補體系統相關之分子如 C1, C2, and C4 

之表現也顯著受到抑制。 近來研究發現過敏疾病之個體中，其補體系統活化表

現顯著提升，不論是動物實驗或人體臨床試驗都已證實；而補體系統之特定分子

更是導致過敏發生的重要分子 (Hawlisch, Wills-Karp, Karp, & Köhl, 2004)。

Fearon and Carroll (2000) 研究指出，活化 B 細胞之過程，補體系統亦扮演重要

的角色，因此在過敏疾病中補體系統亦可使 B 細胞過度分泌 IgE，而令過敏症狀

加重。活化補體主要透過三種不同路徑：古典路徑、替代路徑與凝集素路徑 

(Walport, 2001a,b)，此三項路徑均可令 C3 分子分解為 C3a 與 C3b；Drouin et al. 

(2001) 研究證實 C3 缺乏小鼠可抑制小鼠過敏性氣喘之發生，同時減緩呼吸道中

Th2 細胞之作用。另一方面，餵食熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 可顯著提升致敏

小鼠 Peyer’s patches 中 interferon gamma (Ifnr)的表現，顯著高於 OVA 對照組 10.4

倍(表 3-1)；許多與 Th1 相關之基因表現亦顯著提升，如 T 細胞受體-CD3 (T-cell 

receptor (TCR)-CD3 antigen)與 CD2，此兩分子為 T 細胞藉以辨識特定抗原或訊

息傳遞以活化自身之重要表面抗原(Brown et al. 1989)；Ocklind (1988) 亦指出

Th1 細胞激素(IL-2)活化 T 細胞令其增生，需要透過 CD2 與 CD3。 而 STAT4 更

是 T 細胞與單核球受到 IL-12, IL-23 與 IFN-γ刺激時，胞內訊息傳遞中之重要轉

錄因子，令 Th1 細胞與單核球增生活化，進而促進 IFN-γ的分泌 (Korman et al., 

2008)。CD28 為 T 細胞表面上 90-kD 的醣蛋白，負責調控 T 細胞之活化，CD28

之表現可透過 IL-12之刺激，並使細胞偏向Th1之反應 (O’Garra and Murphy 1996; 

Kang et al., 2009)。綜合上述，提升 Cd2, Cd3, Cd28 與 Stat4 的表現可輔助 Th1

反應，此結果亦與體外試驗結果相呼應。 
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第四章 

探討自克弗爾粒分離之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 與其發酵乳改善過敏性氣

喘反應之功效 

一、摘要 

前言與方法：經前部分動物試驗，已證實克弗爾粒中之熱失活乳酸菌 Lb. 

kefiranofaciens M1 具有刺激分泌前發炎反應相關細胞激素之能力、提升 Th1 反

應，改善 OVA 過敏小鼠之 Th2 傾向之因子。但以 OVA 進行腹腔注射，誘發第

一型過敏反應之動物模式，其為系統性之影響，除了專一性抗體及細胞激素分泌

之外，並無明顯的局部性臨床症狀可供觀察，因此本部分試驗以第一型過敏反應

之氣喘實驗動物模式進行，評估自克弗爾粒中分離之 Lb. kefiranofaciens M1 能否

改善呼吸道之臨床症狀。實驗動物先以 OVA 進行腹腔注射外，再令其吸入 OVA

粉塵以產生氣喘，餵食不同濃度以及不同時間長度之樣品後，觀察以甲基膽素

(methacholine) 引起之呼吸道阻力 (enhanced pause, Penh) 是否降低；測定脾臟與

支氣管沖洗液中之 Th2 (IL-4，IL-5 與 IL-13) 與 Th17 細胞激素之分泌量及血清

中 OVA-specific IgE 之含量；並以組織切片觀察肺臟中免疫細胞浸潤與黏液分泌

情況。 

結果：結果顯示，以熱失活之 Lb. kefiranofaciens M1 餵食 OVA 氣喘小鼠，其餵

食菌數達 108CFU 以上，且以試驗全程每日皆餵食之方式，小鼠脾臟與支氣管沖

洗液中之前發炎反應、Th2 及 Th17 細胞激素顯著下降，並能夠顯著降低由

methacholine 所誘發的 Penh 值；切片結果顯示肺臟切片中免疫細胞之浸潤以及

黏液分泌顯著減少，血清中之 OVA-specific IgE 亦顯著下降。 

結論：試驗證實，每日以 108 CFU 菌數之 Lb. kefiranofaciens M1 餵食 OVA 誘發

之氣喘小鼠，可改善第一型過敏反應之 Th2 傾向之因子，同時臨床反應亦可顯

著降低 Penh 值與組織切片中的免疫細胞浸潤與黏液分泌；另外抑制氣管中 Th17

細胞激素之分泌。 
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二、 材料與方法 

(一) 試驗流程 

 

 

(二) 乳酸菌之製備與處理 

    本研究室自蒙古組克弗爾粒中分離之 Lb. kefiranofaciens M1 (M1)以

Lactobacilli MRS 培養液(Difco Laboratories, Detroit, MI)進行活化繼代，實驗前以

PBS 清洗並調整其濃度至 107, 108與 109 CFU/mL 備用。使菌種熱失活之條件為

以恆溫水浴槽加熱 85°C 持續 40 分鐘 (Water bath Model-B403H, Firstek scientific 

instrument Co. Ltd., Taipei, Taiwan) (Hong et al., In Press)。 

(三) 氣喘小鼠之致敏與抗原吸入 

       試驗流程如圖示(圖 4-1) 六週齡之 BALB/c 雌鼠購於國立台灣大學實驗
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動物中心 (National Laboratory Animal Center, Taipei, Taiwan)，小鼠氣喘模式之

致敏參考 Lee et al. (2007)之方法，試驗一共進行 32 日，第 1 日與第 14 日以腹

腔注射 20 μg 卵白蛋白(ovalbumin, OVA, Sigma, St. Louis, MO)與 20 mg Al(OH)3 

(aluminum hydroxide, Sigma)，其注射總體積為 200μL，並於第 28, 29 與 30 日將

小鼠置於 ultrasonic nebulization (Aerogen Ireland Ltd, Galway, Ireland)中 20 分

鐘，給予小鼠吸入 OVA 粉塵 (1% OVA 溶於 PBS 溶液)造成呼吸道過敏，第 31

日進行呼吸道阻力之測試，第 32 日犧牲小鼠並分離脾臟細胞、支氣管沖洗液與

血清。 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-1 氣喘小鼠致敏流程圖。 

Fig. 4-1 The experimental design of OVA-induced asthma. 

 

(四) 乳酸菌餵食之不同處理組 

不同餵食處理分為三組，餵食菌數濃度每日每隻小鼠為 108 CFU/mL，以管

餵方式餵食總體積 200 μL。(1) 試驗全程 32 日每日餵食(course A)；(2) 由第 1

日至第 14 日連續餵食 14 日(course B) 與(3) 第 28, 29 與 30 日，在小鼠粉塵吸

入前一小時餵食菌株 (course C)。 正控制組為餵食 200 μL PBS 之 OVA 氣喘小

鼠(positive control, PC)，負控制組為餵食 200 μL PBS 之 PBS 致敏與吸入之小鼠 

(negative control, NC)。 

(五) 呼吸道阻力測試 
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於最後一次吸入OVA粉塵後24小時，將自然呼吸的小鼠置放於全身性體積掃

描計量機  (whole body plethysmography) (Buxco WBP, Buxco. Electronics, 

Wilmington, NC)的艙室中，靜置5分鐘待小鼠平靜後，以漸高濃度(12.5, 25與50 

mg/mL)之甲基膽素(methacholine, Sigma)使小鼠產生呼吸道過敏反應現象(airway 

hypperresponsiveness)，儀器將測定enhanced pause (Penh)作為呼吸道阻礙 (airway 

obstruction) 之指標 (Peak et al., 1987)。 

(六) 支氣管沖洗液之取得與肺臟切片 

支氣管沖洗液 (bronchoalveolar lavage fluid, BAL)之取得方法參考Forsythe 

et al. (2007)，將1 mL PBS 經由氣管(tracheal cannulation)灌入呼吸道中反覆沖洗

獲得BAL，同樣步驟重複三次，所獲得支氣管沖洗液再以200 x g 離心15 分鐘，

取上清液保存於-80°C冰箱，以待後續測定細胞激素。  

肺臟則以10% 福馬林 (formalin, Wako, Chuo-Ku, Osaka, Japan)溶液固定24

小時, 接著以石蠟包埋，樣品切片後再以hematoxylin與eosin (IMEB Inc., San 

Marcos, CA)進行免疫細胞的染色；切片另外以periodic acid-Schiff (PAS) (IMEB 

Inc., San Marcos, CA)進行高腳杯細胞 (goblet cell)與黏液 (mucus)的染色。 

(七) 脾臟細胞之分離與CD4+CD25+調節型T細胞之分析 

於無菌操作台中分離脾臟細胞(方法同前述)， trypan blue染色計數調整脾臟

細胞數至1 x 107 cells/mL，取1 mL之細胞懸浮液(RPMI 1640中添加10 % FBS與1 

% 抗生素(100 U/mL penicillin與100 μg/mL streptomycin, Sigma)於24 well培養

盤，再加入已通過0.22 μm無菌濾膜的OVA溶液進行刺激，使細胞培養液最終OVA

濃度為100 mg/mL，於37℃細胞培養箱(Revco, Santa Fe Springs, CA)培養48小時

後，以8000 rpm離心3分鐘去除脾臟並搜集上清液，保存於-80℃冰箱以待細胞激

素測定。 

未與OVA共培養之脾臟細胞則取5 x 10 cells/mL的細胞數進行染色，使用

anti-mouse PE-CD4 antibody (clone GK1.5)、anti-mouse FITC-CD25 antibody (clone 

7D4) (Beckman Coulter, Fullerton, CA)於4℃進行避光染色，以4 mL PBS清洗兩次

以洗去細胞上多餘染劑，最終以1 mL PBS懸浮細胞，經70 μm Nylon cell strainer 
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(BD Falcon, Franklin Lakes, NJ)過濾打散細胞後，隨即以流式細胞儀(EPICS XL 

flow cytometer, Beckman Coulter, Fullerton, CT)分析CD4+CD25+ 調節型T細胞。  

(八) 血清 

第32日犧牲小鼠，以臉頰採血並分離血清，將血液置於採血管 (BD 

Microtainer Chemisty Tubes, BD, Franklin Lakes, NJ)以6000 x g離心90秒後取得血

清，保存於-80℃並測量總IgE (mouse IgE ELISA set, BD)以及OVA-specific IgE 

(DS mouse IgE ELISA OVA, DS Pharma Biomedical, Osaka, Japan)之濃度。 

(九) 細胞激素測定 

本試驗以酵素連結免疫吸附法 (Enzyme-linked immunoassay, ELISA)進行。

使用小鼠細胞激素測定套組 (mouse cytokine kit, R&D system, Mckinley, MN)測

量TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-12, IL-1β, IL-10, IL-4, IL-5, IL-17, IL-17F, CCL-20與

IL-13之濃度。 

(十) 統計分析 

以 SAS 套裝軟體進行變方分析，再以鄧肯式多變域測定法(Duncan’s New 

Multiple Range Test)測定各試驗值間之顯著差異，所有試驗皆進行三重複測定後

繪圖。
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三、結果 

(一) 熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 以不同餵食處理對於氣喘小鼠之影響 

    試驗首先以三種不同餵食處理進行，氣喘小鼠犧牲後，脾臟細胞分泌之細胞

激素結果顯示，以全程餵食菌株(course A)之組別，可顯著抑制其 Th2 細胞激素

(IL-4 與 IL-13)與前發炎反應細胞激素(IL-6 與 TNF-α) (圖 4-2)，另外兩組餵食流

程亦能夠顯著降低 IL-6 與 TNF-α，然而對於 IL-4 與 IL-13 的分泌則無顯著抑制

效果。 

支氣管沖洗液中亦有相似之結果，全程餵食(course A)之組別可顯著減低氣

喘小鼠呼吸道中的前發炎反應細胞激素(TNF-α, IL-1β and CCL20)與 Th2 細胞激

素(IL-5 and IL-13)之分泌；相較之下，另外兩餵食處理組則無法降低氣喘小鼠呼

吸道之前發炎反應與 Th2 之細胞激素(圖 4-3)。 

此外，試驗中亦測定不同餵食處理組，對於氣喘小鼠脾臟中調節型 T 細胞

數量之影響。結果顯示，全程餵食之處理組，其脾臟中調節型 T 細胞數量顯著

提升，反觀其他兩個處理組則與正控制組無顯著差異(圖 4-4)。 

此部分結果得知，於三個餵食處理組中，僅有全程餵食熱失活 Lb. 

kefiranofaciens M1 可顯著抑制氣喘脾臟與支氣管沖洗液中前發炎反應與 Th2 之

細胞激素，同時提升脾臟中調節型 T 細胞之數量。  

(二) 不同劑量之 Lb. kefiranofaciens M1 對於氣喘小鼠脾臟與之支氣管沖洗液之

細胞激素分泌之影響 

上述試驗證實，全程餵食熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 可顯著改善氣喘小鼠

前發炎反應與 Th2 之細胞激素分泌，因此試驗採用全程餵食之模式，接續探討

不同劑量之菌株對於氣喘小鼠之影響。試驗結果顯示氣喘小鼠脾臟細胞所分泌的

高量 Th2 (IL-4, IL-5 and IL-13)與前發炎反應 (IL-1β, IL-6 and TNF-α) 細胞激

素，在每日餵食 108 與 109 CFU Lb. kefiranofaciens M1 的劑量下可顯著抑制 (圖

4-5)，而餵食 Lb. kefiranofaciens M1 發酵乳之氣喘小鼠，與正控制組相比則無顯

著差異。試驗亦觀察餵食 Lb. kefiranofaciens M1 對於支氣管沖洗液中的 Th17 細

胞激素之影響(圖 4-6)，結果顯示每日餵食 107, 108 與 109 CFU 可顯著抑制 IL-17 
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之分泌，但對於 IL-17F，則只有 109 CFU 之組別顯著低於正控制組。 

 (三) 不同劑量之 Lb. kefiranofaciens M1 對於氣喘小鼠血清中 OVA-specific IgE

之影響 

此部分試驗探討不同劑量之 Lb. kefiranofaciens M1 對於氣喘小鼠血清中

OVA-specific IgE 之影響(圖 4-7)，與負控制組相較之下，正控制組之 OVA-specific 

IgE 顯著上升，而每日餵食 107 CFU 以上的 Lb. kefiranofaciens M1 可顯著抑制 

OVA-specific IgE 之含量，餵食 Lb. kefiranofaciens M1 發酵乳之組別，氣喘小鼠

血清中的 OVA-specific IgE 則與正控制組無顯著差異。  

(四) 不同劑量之 Lb. kefiranofaciens M1 對於氣喘小鼠肺臟切片之影響 

為觀察氣喘小鼠呼吸道過敏的嚴重程度，此部分試驗探討不同劑量之 Lb. 

kefiranofaciens M1 對於肺臟中免疫細胞浸潤情況是否有所改善。染色結果指出，

與正控制組相比之下， Lb. kefiranofaciens M1 發酵乳與 107 CFU 之組別並無法

顯著改善免疫細胞浸潤於呼吸道(圖 4-8C 與 8D)，然而每日餵食濃度提升至 108 

與 109 CFU 時，則可顯著改善免疫細胞浸潤呼吸道(主要是單核球) (圖 4-8E 與

8F)。試驗亦以 PAS 染色觀察高腳杯細胞分泌黏液之情形，結果顯示正控制組之

氣喘小鼠，其呼吸道充滿黏液(圖 4-9A)，而餵食不同劑量之 Lb. kefiranofaciens M1

均可減少氣喘小鼠呼吸道中黏液之分泌 (圖 4-9D,9E 與 9F)，其中又以每日餵食

109 CFU 之組別改善程度最為顯著(圖 4- 9F)。 

(五) Lb. kefiranofaciens M1 對於氣喘小鼠肺功能之影響 

試驗以不同濃度之甲基膽素刺激氣喘小鼠，與正控制組相比，餵食 109 CFU

之 Lb. kefiranofaciens M1 小鼠，於甲基膽素濃度 25 與 50mg/mL 之下，可顯著改

善 Penh 值之上升(圖 4-10)，緩和其呼吸道阻力。 
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圖 4-2 熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 之不同餵食處理對於 OVA 氣喘小鼠脾臟細

胞激素分泌之影響。 

Fig. 4-2 Effects of the different feeding procedures of heat-inactivated Lb. 

kefiranofaciens M1 (HI-M1) on cytokines in splenocytes of OVA-sensitized mice 

after OVA challenge. 



 

83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-3 熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 之不同餵食處理對於 OVA 氣喘小鼠支氣管

沖洗液細胞激素分泌之影響。 

Fig. 4-3 Effect of the different feeding procedures of heat-inactivated Lb. 

kefiranofaciens M1 (HI-M1) on cytokine level in BAL fluid of OVA-sensitized mice 

after OVA challenge. 
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圖 4-4 熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 之不同餵食處理對於 OVA 氣喘小鼠脾臟調

節型 T 細胞之影響。 

Fig. 4-4 Analysis of the CD4+CD25+ cells population in splenocytes in different 

feeding procedures of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 (HI-M1) in 

OVA-sensitized mice after OVA challenge. 
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圖 4-5 不同劑量之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 氣喘小鼠支氣管沖洗

液細胞激素分泌之影響。 

Fig. 4-5 Effect of oral administration of different dosages of heat-inactivated Lb. 

kefiranofaciens M1 on cytokine secretion BAL fluids of OVA-sensitized mice after 

OVA challenge. 
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圖 4-6 不同劑量之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 氣喘小鼠支氣管沖洗

液 Th17 細胞激素分泌之影響。 

Fig 4-6 Effect of different dosages of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 on 

Th17 cytokine secretion in BAL fluid of OVA-sensitized mice after OVA challenge.  
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圖 4-7 不同劑量之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 氣喘小鼠血清中

OVA-specific IgE 之影響。 

Fig. 4-7 Effect of oral administration of different dosages of heat-inactivated Lb. 

kefiranofaciens M1 on OVA-specific IgE productions in OVA-sensitized mice after 

OVA challenge. 
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圖 4-8 不同劑量之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 氣喘小鼠肺部免疫細

胞浸潤之影響。 

Fig. 4-8 Effect of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 on lung tissue 

inflammatory cells infiltrated in OVA-sensitized mice after OVA challenge. 

Representative sections of lung tissue from (A) negative control, (B) positive control, 

(C) Lb. kefiranofaciens fermented milk-treated group, (D) 107 CFU/daily/mouse of 

heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 treated group, (E) 108 CFU/daily/mouse of 

heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 treated group, (F) 109 CFU/daily/mouse of 

heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 treated group. 
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圖 4-9 不同劑量之熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 氣喘小鼠肺部黏液分

泌之影響。 

Fig. 4-9 Effect of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 on mucus production in 

OVA-sensitized mice after OVA challenge. Representative sections of lung tissue 

from (A) negative control, (B) positive control, (C) Lb. kefiranofaciens fermented 

milk-treated group, (D) 107 CFU/daily/mouse of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens 

M1 treated group, (E) 108 CFU/daily/mouse of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens 

M1 treated group, (F) 109 CFU/daily/mouse of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens 

M1 treated group. 
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圖 4-10 熱失活 Lb. kefiranofaciens M1 對於 OVA 氣喘小鼠肺功能之影響。 

Fig. 4-10 Effect of heat-inactivated Lb. kefiranofaciens M1 (HI-M1) on the airway 

response in OVA-sensitized mice as expressed by Penh. 
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四、討論 

此部分試驗以OVA致敏與吸入之氣喘小鼠進行，探討熱失活之Lb. 

kefiranofaciens M1是否可改善氣喘小鼠各方面的表現，餵食菌株之氣喘小鼠，其

脾臟細胞與支氣管沖洗液的Th2 (IL-4, IL-5與IL-13)與前發炎反應(IL-6, IL-1β, 

TNF-α與CCL20)細胞激素均可顯著降低，同時支氣管沖洗液的Th17細胞激素亦

在餵食Lb. kefiranofaciens M1之後顯著降低，試驗證實全程餵食(圖4-2與4-3)與高

劑量的投予菌株(圖4-5與4-6)，其改善效果越佳；同時高劑量的Lb. kefiranofaciens 

M1能夠提升氣喘小鼠脾臟中調節型T細胞數量(圖4-4)，進行細胞激素之調節。 

在呼吸道過敏個體的致病機制中，過量增生的CD4+ T細胞大量分泌Th2細胞

激素是為主因 (Wills-Karp et al., 1998)，而在動物試驗與人類臨床上，氣喘反應

亦由於過量的Th2 (IL-4, IL-5與IL-13)細胞激素所引發 (Yssel and Groux, 2000)。

Robinson et al. (1993)研究發現氣喘個體支氣管沖洗液中的淋巴細胞，其IL-4 與

IL-5的mRNA表現均顯著提升，而IL-4與IL-5對於呼吸道中免疫細胞的浸潤與嗜

酸性球之活化佔有關鍵的地位；而另一種Th2細胞激素-IL-13，其與IL-4使用同一

細胞激素受器，對於引發呼吸道發炎與氣喘反應甚為重要(Wills-Karp et al., 1998; 

Wong et al., 2001)。IL-13或IL-4在氣喘個體中更能與 TNF-α進行協同作用，進而

活化嗜酸性球 (Luttmann et al., 1999)。此外，氣喘個體之支氣管沖洗液中亦發現

顯著提升的TNF-α (Cembrzynska-Norvak et al., 1993), IL-1β (Borish et al., 1992) 

以及 IL-6 (Gosset et al., 1992)等前發炎反應的細胞激素，這些前發炎反應細胞激

素也會與呼吸道的上皮細胞作用，進而加劇局部發炎反應 (Haworth et al., 1991)。 

Th17細胞所分泌的IL-17，可刺激支氣管上皮細胞釋放前發炎反應因子，如

IL-6 與 CCL2 (Traves and Donnelly, 2008)， IL-17亦能夠誘發CXC chemokines、

IL-1β與 TNF-α分泌，進而吸引大量嗜中性球聚集 (Ferretti et al., 2003)。近期研

究指出，IL-17與氣喘反應息息相關，Laan et al. (2002) 報告證實，當大量嗜中性

球聚集於人類氣管中產生發炎反應時，大量的IL-17亦伴隨於其中；而令小鼠肺

臟過量表現IL-17F亦趨化嗜中性球的聚集 (Oboki et al., 2008)。在OVA致敏的氣

喘小鼠試驗中，氣喘小鼠肺部的均質液可測得大量表現的IL-17與IL-17F之mRNA

與其蛋白質 (Alcorn et al., 2010)。Acosta-Rodriguez et al. (2007)指出IL-6可引發
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IL-17之分泌，同時IL-6又可抑制調節型T細胞之分化增生，此動作亦降低調節型

細胞抑制Th17細胞，因而對T17細胞之發展有所助益 (Traves and Donnelly, 

2008)。調節型T細胞在體內作用為抑制effecter T細胞之增生與細胞激素之分泌，

亦可抑制毒殺型T細胞之增生(Joetham et al., 2007)。 近年有許多研究指出乳酸菌

細胞壁之成分或其代謝物質可提升調節型T細胞之作用，進而抑制過度Th1或Th2

之反應 (Karimi et al., 2009)。 Feleszko et al. (2007) 指出給予氣喘個體Lb. 

rhamnosus GG可增進調節型T細胞之表現，進而改善氣喘反應。Karimi et al. (2009) 

也證實Lb. reuteri可透過調節型T細胞之作用而減緩呼吸道過敏症狀。上述文獻與

我們的試驗結果相符，熱失活Lb. kefiranofaciens M1可顯著降低氣喘小鼠呼吸道

中Th17細胞激素之分泌，同時提升調節型T細胞之數量，或許即是此兩因子之作

用，進而降低氣喘小鼠體內高量表現的 Th2 與前發炎反應細胞激素。  

上述實驗結果證實Lb. kefiranofaciens M1確實可改善氣喘個體之細胞激素分

泌，因此進一步分析過敏性氣喘小鼠之症狀是否改善。氣喘個體中主要特徵為呼

吸道高度反應 (airway hyperresponsiveness, AHR)，臨床症狀為嗜酸性球浸潤、黏

液大量分泌與IgE顯著提升 (Wills-Karp et al., 1998)。本試驗後續以不同劑量的熱

失活菌株給予氣喘小鼠，結果顯示劑量越高，越可顯著改善血清中OVA-specific 

IgE之表現、抑制呼吸道發炎反應與AHR之發展（圖4-7, 4-8, 4-9與4-10）。抗原引

發之IgE可引發嗜酸性球、嗜鹼性球與肥大細胞釋放細胞激素，以活化Th細胞偏

向Th2反應，並令Th2細胞產生 IL-4, IL-5與IL13 (Wong et al., 2001; Larchē et al., 

2006)。AHR之表現中，肥大細胞聚集於呼吸道之平滑肌為一重要特徵，可視為

氣喘個體之致病機轉(Brightling et al., 2007; Nauta et al., 2008)。 

本試驗中氣喘小鼠病徵之改善，其原因為Lb. kefiranofaciens M1可減緩脾臟

細胞與支氣管沖洗液中前發炎反應 (TNF-α, IL-6與IL-1β)、Th2(IL-4, IL-5與IL13)

與Th17(IL-17與IL-17F)細胞激素之高量分泌 (圖4- 5與4- 6)。此免疫抑制之結果

與文獻相符。Lim et al. (2009) 指出餵食熱致死的Lb. casei 於過敏性氣喘小鼠，

由組織切片證實其可減緩肺部免疫細胞聚集與發炎反應，並且降低支氣管沖洗液

中Th2與前發炎反應之細胞激素。 Forsythe et al. (2007)亦證實管餵活菌株Lb. 

reuteri 可顯著改善氣喘反應與呼吸道發炎反應，而其病徵改善原因與調節型T細

胞之作用息息相關 (Karimi et al., 2009)。然而乳酸菌中並非所有菌種均有改善氣
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喘之效果，只有特定菌株可達成目的，菌株來源不同或許為其原因，而菌種是否

定殖於腸道並存活增生亦為刺激免疫反應之重要因素(Forsythe et al., 2007)。目前

文獻指出 Lactobacilli 菌屬中，可改善氣喘反應之菌種已有 Lb. casei (Lim et al., 

2009)、Lb. rhamnosus (Feleszko et al., 2007)、Lb. acidophilus (Wheeler et al., 1997) 

與 Lb. reuteri (Forsythe et al., 2007)，然而在本試驗之前，並無文獻探討克弗爾中

Lb. kefiranofaciens之抗過敏性氣喘的效果。  

目前科學界已清楚瞭解，活化狀態之乳酸菌定殖於腸道後可提供宿主不同之

機能性，然而部分文獻指出熱失活或熱致死的特定菌株亦具有免疫調節之功效 

(Murosaki et al., 1998; Sashihara et al., 2006; Segawa et al., 2008)，此觀點與本研究

室之前的研究成果相互吻合，關於Lb. kefiranofaciens，其可改善氣喘的機能性物

質，實驗顯示為細胞壁上的peptidoglycan (PGN) (Huang et al., 2010)，因此熱失活

的Lb. kefiranofaciens亦可刺激免疫細胞分泌細胞激素與調節第一型過敏反應 

(Hong et al., 2009)。Chapat et al. (2004)研究也指出乳酸菌細胞壁上成分可有效抑

制小鼠的接觸性皮膚炎 (contact dermatitis)。亦有報告指出乳酸菌細胞壁上PGN

的總含量，或許為具備機能性與否之關鍵因素(Shida et al., 2006)。 

本研究使用不同餵食時間處理與不同菌種劑量，結果顯示特定的餵食處理與

劑量才可顯著改善氣喘小鼠，儘管三種餵食處理組均有文獻證實效果 (Lee et al., 

2007; Forsythe et al., 2007; Hougee et al., 2010)，但我們的試驗結果顯示僅有全程

餵食之處理 (course A，餵食32日)(圖4-2, 4-3與4-4)與高劑量Lb. kefiranofaciens 

M1之投予(圖4-5-圖4-9)才可顯著降低氣喘小鼠之Th2與前發炎反應細胞激素，並

提升脾臟中調節型T細胞數量。此結果使我們瞭解欲令Lb. kefiranofaciens M1達到

最佳改善氣喘之功效，需要每日連續服用同時菌數達到108 CFU以上 ，且最好在

接觸過敏原之前即開始服用。已有許多研究指出，對於改善第一型過敏反應之疾

病，除菌株的挑選外，服用菌株的時間與劑量亦為是否達到成效之主因(Osbom 

and Sinn, et al., 2007; Lee et al., 2009)。此外，值得注意的是，Lb. kefiranofaciens M1

發酵乳並無法改善氣喘小鼠之細胞激素分泌與症狀(圖4-5-圖4-9)，此結果說明發

酵乳中的代謝物質並不具備抗氣喘之功效，同時發酵乳中的菌數僅達106 CFU，

其低含量菌數亦無法對氣喘小鼠有所助益。 
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綜合上述，本部分研究證實克弗爾中的熱失活Lb. kefiranofaciens M1可降低

氣喘小鼠AHR反應、改善呼吸道中免疫細胞之浸潤發炎，同時降低血清中特異

性IgE表現，這些症狀之改善可歸功於Lb. kefiranofaciens M1抑制氣喘小鼠脾臟與

支氣管沖洗液中Th2、前發炎反應與Th17細胞激素，而提升脾臟細胞中調節型T

細胞數量對於調節細胞激素之分泌亦甚為重要，這些結果顯示克弗爾中的乳酸菌

-Lb. kefiranofaciens M1對於氣喘疾病有所助益，此部分實驗為首篇證實Lb. 

kefiranofaciens M1抗氣喘機能性之研究。 
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第五章 結論 

一、牛乳克弗爾上層液、單一乳酸菌及其發酵上層均可促進免疫調節，分泌細胞

激素以調節細胞免疫反應，進而促進抗腫瘤以及抗感染之機能性；且由於能夠提

升 Th1 細胞激素，亦具有改善第一型過敏反應之潛能，並證實克弗爾上層液與

其分離之菌株藉由 TLR2 刺激細胞激素分泌。 

二、克弗爾分離菌株Lb. kefiranofaciens M1以熱失活形式仍可誘導免疫細胞產生

Th1與前發炎反應之細胞激素；於動物實驗中，餵食熱失活菌株亦能夠改善OVA

過敏小鼠以下症狀： 

1. 顯著提升脾臟細胞中Th1細胞激素 (IL-12)，降低Th2細胞激素(IL-5)之分泌。 

2. 提升脾臟中調節型T細胞之數量。 

3. 令血中之OVA-specific IgE顯著降低。 

4. RNA基因微陣列晶片分析之結果顯示，OVA過敏小鼠餵食菌株後，其Peyer’s 

patch之補體的基因表現俱顯著下降，同時顯著提升Ifnr、Cd2、Cd3、Cd28、Stat4 

與Ccr7基因之表現。 

三、每日以108 CFU菌數之Lb. kefiranofaciens M1餵食OVA誘發之氣喘小鼠，可改

善以下症狀： 

1. 小鼠脾臟與支氣管沖洗液中之前發炎反應、Th2及Th17細胞激素顯著下降。 

2. 顯著降低由methacholine所誘發的Penh 值，減少呼吸困難現象。 

3. 肺臟切片中免疫細胞之浸潤以及黏液分泌顯著減少。 

4. 血清中之OVA-specific IgE亦顯著下降。 

 



 

96 

綜合上述，本實驗為首篇研究探討克弗爾上層液與分離菌株對於誘導細胞激

素分泌之影響，並證實可提升Th1反應；後續動物試驗證實自克弗爾粒分離菌株

Lb. kefiranofaciens M1可改善第一型過敏反應與氣喘，亦為首篇釐清克弗爾乳酸

菌影響腸道免疫系統基因變化之研究，希望本研究有助於抗過敏克弗爾發酵乳的

開發，並可利用其分離菌株Lb. kefiranofaciens M1開發機能性發酵乳產品。 
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