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摘 要 

    本研究旨在探討根黴菌發酵萃取物（Rhizopus fermentation extract, RE）及藻油

（microalgae oil, MO）對於異位性皮膚炎（atopic dermatitis, AD）之影響，分別以

細胞試驗及動物試驗探討之。細胞試驗用於評估根黴菌發酵萃取物及藻油對於

RBL-2H3 細胞株去顆粒化作用（degranulation）之影響，將根黴菌發酵萃取物或藻

油與 RBL-2H3 培養 24 小時後，誘導去顆粒化作用，細胞試驗結果顯示根黴菌發

酵萃取物處理組或藻油處理組去顆粒化程度與對照組沒有顯著差異。動物試驗則

是探討根黴菌發酵萃取物及藻油對塵蟎皮膚致敏誘導異位性皮膚炎之影響，將八

十隻 BALB/c 小鼠分為八組，分別為未致敏之負對照組、塵蟎致敏之正對照組、根

黴菌發酵萃取物處理組低劑量（L-RE）、中劑量（M-RE）、高劑量組（H-RE）、

藻油處理組低劑量（L-MO）、中劑量（M-MO）及高劑量組（H-MO）。動物試驗

結果顯示，第八週試驗結束後，給予根黴菌發酵萃取物或藻油可顯著降低塵蟎致敏

造成的表皮層增生（hyperplasia）與血清中總 Immunoglobulin E（IgE）濃度（P < 

0.05），真皮層免疫細胞數目及血清相關細胞激素濃度則未達顯著差異水準。綜而

言之，雖然根黴菌發酵萃取物及藻油在細胞試驗中無法降低去顆粒化程度，減少發

炎介質釋放，但在動物試驗中可以減緩塵蟎致敏造成的表皮層增生並降低血清中

總 IgE 濃度，具有抗過敏之潛力。 

關鍵字：過敏、異位性皮膚炎、根黴菌發酵萃取物、藻油、去顆粒化、家塵蟎 
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ABSTRACT 

    The objective of this study was to investigate the effect of Rhizopus fermentation 

extract (RE) and microalgae oil (MO) on atopic dermatitis. The study was divided into 

two parts: in vitro and in vivo. In vitro study aimed at evaluating the effect of Rhizopus 

fermentation extract and microalgae oil on the extent of degranulation of RBL-2H3. After 

incubated with RE and MO for 24 hours, RBL-2H3 was induced to degranulate by IgE 

and antigen. The result showed there was no significant difference between treatment 

groups and control group. In vivo study aimed at evaluating the effects of RE and MO on 

house-dust-mite-skin-sensitized BALB/c mice. There were eight groups in this study: 

negative control, positive control, RE-L, RE-M, RE-H, MO-L, MO-M and MO-H. The 

result showed RE and MO significantly reduced the epidermal hyperplasia and 

concentration of total serum IgE (P < 0.05). However, dermal immune cell count and 

concentration of serum relative cytokines showed no significant difference between 

control groups and treatment groups. To sum up, although RE and MO could not reduce 

the extent of degranulation in in vitro study, they could reduce epidermal hyperplasia and 

concentration of total serum IgE. In conclusion, this study showed RE and MO possess 

anti-allergic potential. 

Keywords: Allergy, Atopic dermatitis, Rhizopus fermentation extract, Microalgae oil,  

Degranulation, House dust mite
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緒 言 

    罹患過敏性疾病的人口大約佔全球人口的三分之一，其中異位性皮膚炎為常

見的過敏性皮膚疾病，好發於小孩及伴侶動物中的犬隻，盛行率分別約為 20%及

10%，異位性皮膚炎主要受到遺傳及環境因子交互作用之影響，造成皮膚乾燥、搔

癢，在不斷地搔抓下造成皮膚脫皮、紅腫，傷口甚至可能引發微生物二次感染，嚴

重影響患者的生活品質。 

    目前異位性皮膚炎尚未有完善的治療方法，常見的控制藥物葡萄糖皮質素

（glucocorticoids）能迅速改善異位性皮膚炎的症狀，但是長期且過量使用會造成

許多副作用，其他的治療方法如減敏療法（allergen specific immunotherapy, ASIT）、

抗組織胺（antihistamine）及環孢素（cyclosporin）等亦有使用上的限制，因此目前

許多研究仍積極地尋找能減緩異位性皮膚炎的物質，除了減緩症狀外亦能減少葡

萄糖皮質素的用量，降低副作用發生。 

    本研究的目的主要是評估兩種抗過敏潛力物質—根黴菌發酵萃取物及藻油對

於誘導異位性皮膚炎之影響，期兩種潛力物質能透過調控免疫反應減緩過敏症狀，

並在將來可開發為膳食補充或輔佐異位性皮膚炎之治療。 
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壹、文獻回顧 

一、皮膚之功能及構造 

（一）功能 

皮膚為身體最大的器官，由許多細胞類型組成並提供各種不同的功能，使

個體能自我調節以適應外界環境的變化。皮膚提供之功能如下（Pawlina and Ross, 

2018）： 

1. 作為個體屏障（barrier），保護個體免於環境因子（如物理、化學及生物性因

子）的危害。 

2. 皮膚中的免疫細胞可將外來物之抗原（antigen）部位呈現給免疫系統的效應

細胞（effector cell）並啟動免疫反應，使個體免於外來物之傷害。 

3. 協助維持個體恆定（homeostasis），如哺乳動物體溫的恆定。 

4. 傳遞外在感覺信息（sensory information）給神經系統，使個體能產生即時反

應，避免受到傷害。 

5. 分泌內泌素、細胞激素（cytokine）及生長因子參與體內生理反應，如人類皮

膚細胞可分泌類胰島素生長因子（insulin-like growth factors, IGF）、前腦啡黑

細胞促素皮促素（propiomelanocortin, POMC）、兒茶酚胺（catecholamines）及

固醇類內泌素等（Zouboulis, 2000）。 

6. 少數動物（如人、馬等）皮膚具有排泄（excretion）功能，可以外泌汗水排

除水分、鹽分。 

由於皮膚提供不同重要的功能，保護個體並維持體內恆定，因此為重要器官

之一，以下將進一步介紹人類皮膚之分層及構造。

doi:10.6342/NTU201902469



 3 

（二）解剖構造 

人體皮膚的結構主要分為三層，由外而內分為表皮層（epidermis）、真皮

層（dermis）及皮下組織（hypodermis），其中還包含皮膚的附屬構造（skin 

appendages），包括：毛髮、毛囊、汗腺及皮脂腺，以下將介紹皮膚各層結構

與重要的附屬構造（Pawlina and Ross, 2018）。 

圖 1、人類皮膚之分層與構造 

Figure 1. Layers and appendages of human skin. 

(Junqueira and Mescher, 2013) 
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1. 表皮層 

表皮層為複層扁平上皮（stratified squamous epithelium），主要分為四層，

由內而外分別由基底層（stratum basale）、棘狀層（stratum spinosum）、顆粒

層（stratum granulosum）及角質層（stratum corneum）構成，在表皮層較厚的

皮膚（thick skin）中，角質層又另外區分出一層構造稱為透明層（stratum lucidum），

以下將由內而外介紹表皮層之分層。 

（1）基底層 

位於基底膜上的單層細胞，其細胞型態小且為立方狀或矮柱狀，基底層

又稱為表皮之生殖層（stratum germinativum），因為此層多由幹細胞以及分

裂旺盛的角質細胞（keratinocyte）構成，可以持續補充角質層脫落的細胞，

以維持表皮層的厚度。 

（2）棘狀層 

棘狀層的角質細胞較基底層大，此層因可在顯微鏡下觀察到細胞呈現棘

狀（spine）突出的型態而得其名，與周圍細胞以胞橋小體（desmosomes）相

連，當角質細胞開始成熟並且被往外推擠時，細胞會開始變大且扁平，細胞

核的型態也會由原本的卵圓形轉變為細長形。 

（3）顆粒層 

此層的角質細胞中有許多角質透明顆粒（keratohyalin granule），顆粒中

含有富含胱胺酸（cystine）及組胺酸（histidine）的蛋白質，為絲聚蛋白 

（filaggrin）的前驅物，絲聚蛋白會幫助聚集角質蛋白絲（keratin filament）

並出現於角質層的角化細胞（cornified cell），由於顆粒層富含嗜鹼性顆粒，

組織染色後在顯微鏡下容易觀察到構造。
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（4）透明層 

主要在厚皮膚的組織切片中可以觀察到，屬於角質層分層之一，由完全

角化且緻密的角質細胞構成，其特色為具折射光性（refractile appearance）且

不易染色，在完全角化的區域含有嗜酸性白血球（eosinophil），此處角質細

胞之細胞核及胞器逐漸消失且由角蛋白（keratin）填充。 

（5）角質層 

角質層是皮膚構造中的最外層，也是厚度變化最大的一層，主要影響表

皮層的厚度，角質層的細胞分化最為完全，不具細胞核以及胞器，主要由角

蛋白絲所填充，完全角質化（keratinized）的細胞構成角質層的表面，會因摩

擦而逐漸脫落，內層則是由富含脂質的胞外基質（extracellular matrix）構成，

為表皮層中主要的防水層（water barrier）。 

2. 真皮層 

表皮層之下為真皮層，主要分為兩層，由外而內分別為乳頭狀真皮層

（papillary layer）以及網狀真皮層（reticular layer）。 

（1）乳頭狀真皮層 

位於表皮層下方，真皮層的表層部位，主要由疏鬆性結締組織構成，此

處的膠原纖維較網狀真皮層細緻。乳頭狀真皮層有豐富的血管通過，但不會

進入表皮層中，亦有神經纖維分佈其中，此處神經纖維則可延伸進入表皮層，

因此乳頭狀真皮層在顯微鏡下可以觀察到血管與神經的分佈。 

（2）網狀真皮層 

位於真皮層較深層的部位，主要由較粗且不規則的膠原纖維束及彈性蛋白

構成，網狀真皮層在身體各部位的厚度不依，但通常都較乳頭狀真皮層厚。
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3. 皮下組織 

在網狀真皮層的下方通常為脂肪組織以及肌肉組織，厚度不一，皮下脂肪

組織主要為絕緣及儲存能量的區域，在緯度較高的地方，動物體的皮下脂肪組

織通常較厚。此處的平滑肌形成豎毛肌（arrector pili muscles）可延伸附著於

毛囊上，收縮時可以使皮膚表面毛髮站立，具有調節體溫的功能 

4. 附屬構造 

皮膚的附屬構造包括毛囊（hair follicles）及其衍生物：毛髮、皮脂腺（sebaceous 

glands）以及汗腺（sweat glands）。 

 

隨著環境衛生進步，過敏性疾病日益盛行，其中異位性皮膚炎為常見的過敏性

皮膚疾病，不斷地搔抓下除了破壞皮膚的功能及完整性外，亦嚴重影響患者的生活

品質。接下來將介紹異位性皮膚炎之致病機轉、常見治療方法及實驗動物模式。 
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二、異位性皮膚炎 

（一）過敏反應 

過敏（hypersensitivity）為動物體之免疫系統對於環境中無害的物質產生過度

反應，例如：動物皮屑、花粉及特定食物等，過敏依據作用機制之不同分為四型

（表 1），其中第一型過敏反應（type 1 hypersensitivity reaction），因其在接觸過

敏原後產生之過敏反應相當迅速，故又稱立即性過敏（immediate hypersensitivity）。

第一型過敏反應由抗體 IgE（immunoglobulin E）所調控，組織發炎細胞表面之 IgE

與抗原產生交叉鏈結（crosslink）時，可以活化發炎細胞，產生發炎物質及細胞激

素，此種機制原本是用來保護個體免於寄生蟲感染，在寄生蟲入侵能夠迅速反應

排除危害，但是隨著環境衛生改善，接觸寄生蟲的機會減少，少數個體會因 IgE

和抗原過度活化組織之發炎細胞破壞周邊組織進而引發過敏症狀。此型過敏反應

會因發生的部位不同，而出現不同的症狀，例如造成呼吸困難的氣喘（asthma）、

造成鼻塞、流鼻水的過敏性鼻炎（allergic rhinitis）以及造成皮膚紅腫、搔癢的異

位性皮膚炎（atopic dermatitis）等，過敏反應症狀輕微時，可能只是打噴嚏、流

鼻水，但若過敏原進入到血液循環當中，引發全身性過敏反應（ systemic 

anaphylaxis）則有可能會造成血壓下降，呼吸道平滑肌收縮引發呼吸困難，進而

休克、死亡（Parham, 2009）。
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 表 1、過敏反應之分類    

Table 1. Four type of hypersensitivity reactions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Parham, 2009) 

 Type I Type II Type III Type IV 

Immune 

reactant 

IgE IgG IgG TH1 cells TH2 cells CTL 

 

Antigen 

 

Soluble 

antigen 

Cell-or 

matrix-

associated 

antigen 

Cell-

surface 

receptor 

 

Soluble 

antigen 

 

Soluble 

antigen 

 

Soluble 

antigen 

Cell-or 

matrix-

associated 

antigen 

 

Effector 

mechanism 

 

Mast-cell 

activation 

Complement, 

FcR+ cells 

(phagocytes, 

NK cells) 

Antibody 

alters 

signaling 

 

Complement 

phagocytes 

 

Macrophage 

activation 

 

Eosinophil 

activation 

 

Cytotoxicity 

 

Example of 

hypersensitivity 

reaction 

Allergic 

rhinitis, 

asthma, 

systemic 

anaphylaxis 

Some drug 

allergies 

(e.g., 

penicillin) 

Chronic 

urticaria 

(antibody 

to 

FcεRIα) 

 

Serum 

sickness, 

arthus reaction 

Contact 

dermatitis, 

tuberculin 

reaction 

Chronic 

asthma, 

chronic 

allergic 

rhinitis 

 

Contact 

dermatitis 
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（二）異位性皮膚炎簡介 

異位性皮膚炎（atopic dermatitis, AD）屬於第一型過敏反應，好發於孩童

以及伴侶動物中的犬隻，其盛行率分別為 20 %（Nutten, 2015）與 10 %（Hillier 

and Griffin, 2001），其症狀在孩童好發於臉部、手背及關節彎曲處（flexural folds），

犬隻則好發於面部、腹部以及四肢等部位，主要的臨床症狀為皮膚乾燥（dryness）、

搔癢（pruritic）與紅腫（erythema），在不停地搔抓下不僅會產生皮屑，還可能

進一步惡化造成皮膚結痂（scaling）、苔蘚化（lichenification）、色素沈澱

（pigmentation）及微生物二次感染（secondary infection）等症狀。 

（三）異位性皮膚炎致病機轉 

基因、環境以及免疫因子的交互作用參與異位性皮膚炎之發病與進程，其

致病因子多且複雜，皮膚屏障失調（skin barrier dysfunction）伴隨著環境中的過

敏因子以及免疫系統的改變造成皮膚紅腫搔癢，並出現異位性皮膚炎的症狀（圖

2）。皮膚屏障失調導致環境中的過敏原容易由皮膚組織間隙進入到組織中，存

在於皮膚組織的抗原呈現細胞如蘭格罕細胞（langerhans cell）或樹突細胞

（dendrtic cell）會將入侵的過敏原吞噬（phagocytosis）、降解，過敏原之抗原

部位會與抗原呈現細胞的主要組織相容複合體 II（major histocompatibility II, 

MHC II）結合並呈現於細胞表面，抗原呈現細胞會將此複合體呈現給 Naïve Τ

細胞，使 Naïve Τ細胞活化並傾向分化為 T 輔助細胞第二型（T helper cell type 

2, Th2），Th2 會開始分泌許多細胞激素：interleukin-4（IL-4）、IL-5 及 IL-13

等，同時也會促使 B 細胞活化及抗體類型轉換（isotype switching），使 B 細胞

開始分泌 IgE，IgE 可以經由循環系統結合到肥大細胞（mast cell）及嗜鹼性白

血球（basophil）表面的 IgE 受體，肥大細胞及嗜鹼性白血球在過敏反應中扮演

重要的角色，其主要特徵為細胞質中有許多分泌顆粒（secretory granule），這些
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分泌顆粒包含不同的發炎介質，如組織胺（histamine）、蛋白聚醣（proteoglycan）、

蛋白酶（proteases）及水解酶（hydrolases）。當個體再次接觸過敏原時，過敏原

會與肥大細胞及嗜鹼性白血球上的 IgE 產生交叉鏈結，使得肥大細胞或嗜鹼性

白血球去顆粒化（degranulation），釋放發炎物質、前列腺素（prostaglandin）及

白三烯素（leukotriene）等，造成皮膚血管擴張，產生紅腫、搔癢的症狀，此外

亦會合成發炎細胞激素如 IL-4、IL-6 及 TNF-α等，除了產生發炎反應外，也會

幫助 Th2 細胞分化及存活，維持 Th2 調控的過敏反應。以下將探討調控異位性

皮膚炎相關因子（Peng and Novak, 2015）。 

1. 皮膚屏障（skin barrier） 

皮膚屏障失調被認為是造成異位性皮膚炎的主因，造成皮膚屏障失調的原因

有許多種，其中以絲聚蛋白分泌失調廣受討論，絲聚蛋白幫助聚集角蛋白絲成

束且會調節皮膚顆粒層中角質細胞的組成，絲聚蛋白分泌量減少會改變皮膚的

pH 值以及保水性（Thyssen and Kezic, 2014），當 pH 值增加時，皮膚組織中蛋

白酶活性會增加，分解角質細胞間的附著蛋白，同時也會減少神經醯胺（ceramide）

的合成，這些機制會加劇 Th2 的免疫反應，亦會使過敏原更容易進入到皮膚組

織中。導致絲聚蛋白分泌失調的原因有 filaggrin（FLG）基因突變、皮膚刺激或

機械性損傷以及皮膚組織中細胞激素的調控等，皆會影響絲聚蛋白的合成。除

了絲聚蛋白外，其他亦會影響皮膚屏障失調的因素包括皮膚脂質分泌不足、皮

膚緊密連接蛋白（tight junction）表現不足、皮膚組織細胞激素表現失調及皮膚

表面微生物等，皆會影響到皮膚屏障的完整性
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2. 免疫細胞及物質 

有許多免疫細胞及物質參與在異位性皮膚炎的致病機轉中，以下簡單介紹

其相關研究。 

   （1）抗原呈現細胞 

皮膚組織中抗原呈現細胞包括蘭格罕細胞及樹突細胞，蘭格罕細胞分佈

於較接近表層的表皮組織中，其細胞突觸可以穿過緊密連接蛋白，偵測外來

過敏原；樹突細胞則分佈於較內層，為啟動 Th2 免疫反應的重要細胞，被過

敏原活化之樹突細胞亦可表現發炎細胞激素（proinflammatory cytokines）以

及趨化因子（chemokine）如 CCL17、CCL22，吸引更多免疫細胞及 T 細胞進

入皮膚組織中，這是在異位性皮膚炎患者的皮膚組織切片中可以觀察到過敏

原專一性 T 細胞浸潤的原因之一。研究指出異位性皮膚炎患者皮膚組織中之

樹突細胞表面表現高親和性的 IgE 受體且其受體數目與症狀之嚴重程度有相

關性（Novak, 2012），可能較多的受體使患者對於過敏原的感受性較高。 

   （2）肥大細胞 

除了抗原呈現細胞外，皮膚組織中的肥大細胞在調控第一型過敏反應亦

扮演重要的角色，肥大細胞表面有 IgE 受體，當受到 IgE 與抗原活化時，會

釋放發炎物質促進發炎反應。研究指出在異位性皮膚炎患者的皮膚組織可以

觀察到較多的肥大細胞（Ando et al., 2013），可能會增加肥大細胞活化的機

率。 

   （3）自體免疫反應 IgE（autoreactive IgE, auto-IgE） 

前人研究指出，大約有 38.2%的異位性皮膚炎病患有對於皮膚角質細胞

產生 auto-IgE（Tang et al., 2014），auto-IgE 的產生與外來過敏原結構和體內
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蛋白質結構相似有關，但是產生的原因、時間點以及其對於異位性皮膚炎的

影響則有待研究進一步探討。 

 

 

 

圖 2、異位性皮膚炎之致病機轉 

Figure 2. Pathogenesis of atopic dermatitis. 

                                                   (Peng and Novak, 2015) 
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（四）臨床上治療異位性皮膚炎之方法 

改善異位性皮膚炎症狀的方法主要分為兩大類，分別是針對特定過敏原的

標靶療法（target therapy）及抑制免疫與發炎反應的對症治療（symptomatic 

treatment），標靶療法需要透過過敏原檢測才能夠針對特定過敏原進行治療，然

而目前尚未發現能有效控制異位性皮膚炎的治療方式，大多是結合不同的方法

來改善其症狀並減少副作用產生。以下將針對常見的兩大類改善方式進行介紹 

（Saridomichelakis and Olivry, 2016）。 

1. 標靶療法 

標靶療法又分為兩種，分別是減少接觸過敏原以及減敏療法（allergen-

specific immunotherapy, ASIT），減少接觸過敏原包括：改善生活習慣、環境、

利用物理性或化學性的方法減少環境中的過敏原等，對於環境過敏原引起異位

性皮膚炎的病患有很大的幫助，但是在大部分的情況下無法完全避免接觸過敏

原，因此大多會搭配其他的治療方法來改善症狀。減敏療法是在進行過敏原檢

測後，將過敏原以逐漸增量且規律的方式注射至病患體內，達到改善異位性皮

膚炎症狀的效果，此法可以促進體內調節型 T 細胞（regulatory T cell, Treg）產

生細胞激素 IL-10 及 β-轉化生長因子（transforming growth factor β, TGF-β），

可以調節抑制 Th2 免疫反應，但其詳細的調控機制有待研究更進一步探討。減

敏療法安全且可以根據病患症狀調整療程，但價格昂貴且產生效果所需時間較

長，使用時機大多是病患無法減少過敏原接觸或是對症治療效果不佳時，搭配

其他療法進行治療。 

2. 對症治療 

對症治療主要是透過抑制免疫反應、減少發炎細胞的活化及發炎物質的釋

放來減緩症狀，但不能完全根治異位性皮膚炎，下列為常見的治療藥物。 
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（1）抗組織胺 

抗組織胺屬於組織胺受體拮抗劑（histamine receptor antagonists），肥大

細胞去顆粒化後釋放發炎物質是造成第一型過敏反應的主因，其所釋放的組

織胺與周邊細胞之組織胺受體（histamine receptor）結合時，會使血管擴張並

調控紅腫及搔癢反應。透過組織胺受體拮抗劑與組織胺競爭受體結合可以減

少組織胺造成的發炎反應，抗組織胺的效果快速、安全且便宜，但由於組織

胺在異位性皮膚炎機轉中不是主要的調控物質，故效果有限，不適合用於急

性症狀，大多結合其他療法，以減少其他藥物的使用量，常用的抗組織胺藥

物有 cetirizine、diphenhydramine 及 hydroxyzine 等 

（2）葡萄糖皮質素（glucocorticoids） 

葡萄糖皮質素的作用主要是透過與細胞質內的受體結合，進而調控細胞

核內的基因表現，葡萄糖皮質素可減少發炎細胞數目及發炎物質產生，可以

有效地控制急性與慢性的皮膚發炎及搔癢，效果快速且便宜，但長期或高劑

量使用會伴隨許多副作用，包括多食、多渴、多尿、肥胖、肌肉萎縮等，此

外由於免疫抑制作用，容易產生細菌、真菌感染，因此較適合短期、減量服

用或以外用方式塗抹於患處，常用的葡萄糖皮質素包括：prednisone、

prednisolone 及 methylprednisolone 等 

（3）環孢素（cyclosporin） 

屬於免疫抑制劑，可以抑制轉錄因子 nuclear factor of activated T cells

（NF-AT）進入細胞核調控基因表現，因此可以透過減少發炎細胞激素的產

生如 IL-2, IFN-γ 降低發炎反應。環孢素的效果與葡萄糖皮質素相當且副作

用少，適用於長期症狀控制，但效果較緩慢且價格昂貴，不適用於急性症狀，

且初次服用仍會有副作用產生，包括暈眩、嘔吐、下痢等。
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（五）異位性皮膚炎之實驗動物模式 

至今異位性皮膚炎的致病機轉仍有尚未明確之處且沒有完善的治療方式，

因此有待更多的研究投入，異位性皮膚炎之動物模式是讓我們更深入了解相關

機轉的方法，目前的有犬、老鼠及天竺鼠可以作為異位性皮膚炎的動物模式，

但是實驗動物仍以老鼠的動物模式為主，其原因為操作方便、成本較低及基因

較穩定，以下將介紹以老鼠作為異位性皮膚炎之動物模式，分別包括皮膚致敏

誘導模式、食物致敏誘導模式、轉基因誘導模式以及自發性產生異位性皮膚炎

的模式（Jin et al., 2009）。 

1. 皮膚致敏誘導模式 

皮膚致敏誘導模式依致敏劑不同分述如下： 

（1）卵清蛋白（ovalbumin, OVA）致敏劑 

將 BALB/c 或 C57BL/6 品系小鼠的背部毛髮剔除後以 3M 膠帶黏貼模

擬搔癢造成之皮膚損傷，再將含有卵清蛋白的紗布固定於小鼠背部，可以將

小鼠誘導出異位性皮膚炎的症狀，如搔癢行為增加，在皮膚組織方面，可以

觀察到表皮層與真皮層的厚度增加及免疫細胞 CD4+ T 細胞、嗜酸性白血球

浸潤，T 輔助細胞第二型的細胞激素，如 IL-4, IL-5 及 IL-13 的表現量也會

增加，血清中卵清蛋白專一性抗體 IgE 與 IgG1 量亦有提升，此外經過卵清蛋

白致敏的小鼠在卵清蛋白刺激的吸入性試驗中也會增加氣管收縮，可作為氣

喘動物誘導模式（Spergel et al., 1998）。 

（2）家塵蟎（house dust mite, HDM）致敏劑 

臨床研究顯示家塵蟎過敏原與異位性皮膚炎有關，將 BALB/c 品系小鼠

皮膚塗抹重組塵蟎過敏原（recombinant mite allergen）Der p8 會造成皮膚表

皮層增厚（epidermal hyperplasia），免疫細胞 CD4+與 CD8+ T 細胞浸潤，
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體內 T 輔助細胞第二型的免疫反應也會增加（Huang et al., 2003），此結果與

使用卵清蛋白致敏劑的結果相似。 

（3）半抗原（hapten）致敏劑 

半抗原例如㗁唑酮（oxazolone, Ox）以及三硝氯苯（Trinitrochlorobenzene, 

TCNB）大多用來誘導接觸性皮膚炎（allergic contact dermatitis），主要誘

導 T 輔助細胞第一型免疫反應，但是長時間利用㗁唑啉酮及三硝氯苯多次

刺激無毛老鼠之皮膚可以由 T 輔助細胞第一型主導之發炎反應轉為 T 輔助

細胞第二型之發炎反應（Matsumoto et al., 2004），利用半抗原誘導之老鼠

皮膚切片中可觀察到表皮層增厚以及 T 輔助細胞第二型隻免疫細胞浸潤，

真皮層 IL-4 表現量增加，維持皮膚屏障之蛋白質以及神經醯胺（ceramide）

表現量減少等，類似於異位性皮膚炎之症狀。由於再現性高、成本低以及誘

導快速，有許多研究會利用半抗原作為誘導模式。 

（4）超級抗原（superantigen）致敏劑 

金黃色葡萄球菌（Staphylococuss aureus）感染是造成異位性皮膚炎惡化

的常見原因，由病變皮膚分離出的金黃色葡萄球菌有大約 65%會分泌具有超

級抗原特性的外毒素（exotoxin），可以非專一性的活化 T 細胞並導致大量細

胞激素釋放，將由膠帶模擬損傷之皮膚上塗抹金黃色葡萄球菌可以產生 T 輔

助細胞第二型的皮膚發炎反應（Laouini et al., 2003）。 

2. 食物致敏誘導模式 

臨床研究指出，食物過敏是造成異位性皮膚炎的原因之一，重複餵食

C3H/HeJ 老鼠混合霍亂菌毒素（cholera toxin）的牛奶或花生，會造成 35%的老

鼠毛髮脫落、搔癢以及類似於異位性皮膚炎的皮膚病變，血液中的 IgE 以及嗜

酸性白血球亦有上升（Li et al., 2001）。 
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3. 轉基因誘導模式 

藉由過度表現特定基因而產生類似異位性皮膚炎的症狀，例如 IL-4 轉基因

老鼠、IL-31 轉基因小鼠、胸腺基質淋巴生成素（thymic stromal lymphopoietin, 

TSLP）轉基因老鼠、Caspase-1及 IL-18轉基因小鼠、角質層胰凝乳蛋白酶(stratum 

corneum chymotryptic enzyme ） 轉 基 因 小 鼠 以 及 脫 輔 基 脂 蛋 白 質 C1

（Apolipoprotein C1）轉基因小鼠。亦可藉由剔除特定基因來誘導類似異位性皮

膚炎的症狀，例如 RelB（Barton et al., 2000）基因剔除小鼠以及組織蛋白酶

（cathepsin）基因剔除小鼠（Tsukuba et al., 2003）。 

4. 自發性產生異位性皮膚炎模式 

目前會自發性產生異位性皮膚炎的小鼠包括 Nc/Nga 小鼠、NOA 小鼠以及

DS-Ng 小鼠，其中 Nc/Nga 小鼠屬於近親品系，由於第九條染色體發生突變導

致 IgE 以及 T 助細胞第二型的免疫反應增加（Kohara et al., 2001），當 Nc/Nga

小鼠飼養於一般環境中，接觸空氣中的過敏原，約 6 至 8 週後小鼠會開始出現

搔癢症狀，而後在臉、耳、脖以及背部出現紅腫及出血之皮膚病變，由皮膚切片

亦可觀察到過度不完全角化（hyperparakeratosis）、表皮層增厚、海綿樣水腫

（ spongiosis）等，真皮層中亦可觀察到許多嗜酸性白血球及單核細胞

（mononuclear cell）浸潤（Vestergaard et al., 1999）。 

由於異位性皮膚炎目前尚未有完善的治療方法，許多研究仍在尋找抗過敏物

質以減緩異位性皮膚炎，以下將介紹本試驗中的抗過敏潛力物質—根黴菌發酵萃

取物及裂壺藻油。
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三、根黴菌發酵萃取物（Rhizopus fermentation extract, RE）簡介 

（一）根黴菌屬（Rhizopus spp.）簡介 

根黴菌屬於真菌界（Fungi）毛黴門（Phycomycetes）毛黴目（Mucorales）

毛黴科（Mucoraceae）的根黴菌屬（Rhizopus），為自然界中常見的真菌，其會

產生白色菌絲及深色孢子，生長快速且常見於土壤、糞便以及腐敗之動植物中，

根黴菌屬包括十種真菌，例如造成植物腐敗的少根根黴（Rhizopus arrizus）、

Rhizopus artocarti、製造發酵食品的 Rhizopus oligosporus 及米根黴（Rhizopus 

oryzae）。由於根黴菌可以產生多種酵素例如：澱粉酶（amylase）、蛋白酶

（proteinase）及解酯酶（lipase）分解養分增加生物可利用性，亦可產生許多次

級代謝物增加食品風味及營養，再加上容易培養的特性，常利用於製作發酵食

品例如天貝（tempeh）、醬油及酒。 

（二）根黴菌發酵萃取物之機能性 

根黴菌發酵萃取物是將根黴菌屬接種於混合穀物中，例如：小麥、麩皮、玉

米、豆類等，發酵後再連同菌體以熱水萃取，萃取液濃縮乾燥後即得最終產物，

其中包含根黴菌體、根黴菌之代謝產物及混合穀經發酵後的衍生物，目前已有

許多研究證實根黴菌發酵萃取物的機能性，包括促進生長及性線發育、改善免

疫力以及護肝的功能，在臨床研究中也發現其能改善伴侶動物的皮膚疾病如脫

毛症（alopecia）、異位性皮膚炎及脂漏性皮膚炎（seborrheic dermatitis）等，以

下將探討根黴菌發酵萃取物的機能性。 

1. 促進生長 

於鮭魚飼糧中添加根黴菌發酵萃取物之研究結果指出，添加 0.02%根黴菌

發酵萃取物的組別其體重及體長都顯著高於對照組，其中促進生長之有效成分

可能為根黴菌發酵萃取物中所含之異白胺酸（isoleucine）及精胺酸（arginine），
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精胺酸除作為肌肉生長所需外，亦可刺激腦垂腺分泌生長激素（growth hormone, 

GH），藉由生長激素促使肝臟分泌類胰島素生長因子（insulin-like growth factor, 

IGF-1）促進動物體生長（Bhandari et al., 2002）。 

  2. 促進性腺發育 

於鮭魚飼料中添加根黴菌發酵萃取物可使雄性鮭魚提早排放精子

（spermiation），並顯著提升雄性激素（androgen）的濃度，其可能原因為根黴

菌發酵萃取物參與刺激性成熟的內泌素 17α, 20β-dihydroxy-4-pregnen-3-one

（DHP）之合成相關。在家禽方面，於公日本鵪鶉之飼料中添加 0.2%的根黴菌

發酵萃取物可以提升早期睪丸發育、泄殖腺面積與分泌能力及睪丸組織精子數，

對日本鵪鶉的繁殖能力具有正面之影響（藍與林，2017）。 

3. 護肝功效 

Suzuki et al（2015）給予大鼠 10 mg/kg 與 100 mg/kg 的根黴菌發酵萃取

物，再利用四氯化碳（CCl4）誘導大鼠肝損傷，結果發現給予根黴菌發酵萃取物

可以顯著降低血漿中四氯化碳誘導產生之乳酸去氫酶（lactate dehydrogenase, 

LDH）、丙胺酸轉胺酶（alanine aminotransferase, ALT）及天冬胺酸轉胺酶

（aspartate aminotransferase, AST），在組織切片中亦可觀察到給予根黴菌發酵

萃取物可以減少四氯化碳誘導的肝損傷，進一步分析肝細胞生長因子

（hepatocyte growth factor, HGF）及胰島素生長因子基因表現也有提升，由此

可推測根黴菌發酵萃取物可能透過 GH-IGF 的軸線增加胰島素生長因子的分泌

刺激肝細胞增生，減緩四氯化碳誘導的肝損傷。 

4. 調節免疫 

Suzuki et al （2007）給予大鼠 10 mg/kg 的根黴菌發酵萃取物九日後，餵

飼大鼠腸炎沙門氏菌（Salmonella enteritidis）觀察大鼠受感染的情形，結果發現
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給予根黴菌發酵萃取物的組別肝臟中腸炎沙門氏菌的感染數目較正對照組少，

周邊單核球（peripheral blood monocyte）的吞噬能力高出正對照組約 4.5 倍，

T 輔助細胞第一型的細胞數目也較正對照組多且 T 輔助細胞第一型與第二型的

比例與負對照組相當，顯示給予根黴菌發酵萃取物可以透過提升單核球的吞噬

能力以及 T 輔助細胞第一型的免疫反應來減少大數腸炎沙門氏菌的感染，同時

也能調節 T 輔助細胞第一型與第二型的平衡。     

（三）根黴菌發酵萃取物之有效物質 

根黴菌發酵萃取物為複雜的混合物質，包含根黴菌體、菌體代謝產物以及

穀物經發酵後的衍生物，不同物質可能對動物體產生不同功效，不同功效亦有

可能是不同物質綜合作用下的結果，但目前研究尚未明確提出根黴菌發酵萃取

物確切的有效成分，以下將透過各研究鑑定萃取物內的成分來推估可能產生之

功效。 

1. 醣類 

根黴菌發酵萃取物之成分主要為水溶性物質，以蛋白質沈澱劑沈澱後，發

現沈澱物中含有許多非蛋白質類的物質，推測可能為醣類物質，例如：多醣類、

醣蛋白（glycoprotein）或葡萄糖苷（glycoside）等。利用苯酚-硫酸法（phenol-

sulfuric acid assay）及咔唑-硫酸法（carbazole-sulfuric acid assay）測定萃取物

內中性糖及酸性的成分，發現萃取物中有高達 90%以上之糖類，且單醣組成主

要為阿拉伯糖（arabinose）、木糖（xylose）以及葡萄糖 （堂ケ綺等, 2001），

這些糖類可能來自根黴菌體細胞壁富含之醣類物質，大分子醣類可以抑制大腸

桿菌在腸細胞上附著，達到抗菌的效果，而醣類物質進入動物體內亦可活化免

疫系統達到調節免疫的功能。 

2. 胺基酸 
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根黴菌發酵萃取物中包含多種胺基酸，Bhandari et al（2002）提出在根黴

菌發酵萃取物中促進鮭魚生長的主要成分可能為胺基酸，經由高效液相層析法

（high-performance liquid chromatography, HPLC）分析根黴菌發酵萃取物含有

的異白胺酸及精胺酸，可提供鮭魚肌肉生長所需之胺基酸，其中精胺酸亦可透

過 GH-IGF 的軸線刺激類胰島素生長因子第一型分泌來促進生長作用。 

 

    由於根黴菌發酵萃取物具有調節免疫系統，促進 Th1 及 Th2 反應平衡之功能，

在臨床試驗中亦可改善伴侶動物的皮膚疾病，推測根黴菌發酵萃取物或許能透過

調節免疫反應，減緩異位性皮膚炎之症狀。 
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四、裂壺藻（Schizochytrium sp.）油 

（一）裂壺藻簡介 

裂壺藻又稱裂殖壺菌屬於原藻界（Chromista）綱黏菌門（Labyrinthulomycota）

綱粘菌綱（Labyrinthulomycetes）破囊壺菌目（Thraustochytriales）破囊壺菌科

（Thraustochytriaceae）裂壺菌屬（Schizochytrium）。裂壺藻為破囊壺菌之一員，

破囊壺菌為異營原生生物（heterotrophic protists）常見於海洋或是其他鹹水區，

其食性可為腐食（detritivores）、食菌（bacterivores）及寄生蟲，起初在分類上

接近於真菌，但目前分類則較接近於不等鞭毛藻（heteroknot algae），例如矽藻

（diatoms）及褐藻（brown algae），破囊壺菌具有可以合成多種 ω3 長鏈多元

不飽和脂肪酸（ω3 long chain poly unsaturated fatty acid, LC-PUFA），例如

二十二碳六烯（docosahexaenoic acid, DHA）與二十碳五烯酸（eicosapentaenoic 

acid, EPA）的能力（Miller et al., 2007）。 

（二）裂壺藻油之用途 

由於裂壺藻可以生產高比例的 ω3 長鏈多元不飽和脂肪酸，其被用來作為水

產養殖之飼料，挑選適合的菌種及飼養環境可使 DHA 產量高達 60%，目前可用

來飼養輪蟲（rotifer）及豐年蝦（brine shrimp）以作為稚魚飼料（Miller et al., 

2007），亦有研究將裂壺藻油取代魚油添加至鮭魚的飼糧中來提升鮭魚肌肉中

DHA 的含量（Carter et al., 2003），此外裂壺藻也被添加到乳牛的飼糧中，增加

乳汁中不飽和脂肪酸的含量（Franklin et al., 1999）。
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（三）裂壺藻油之有效物質 

由於裂壺藻可生產的 ω3 脂肪酸 DHA 及 EPA，因此常被添加至動物飼糧

中，用於增加動物產品之機能性。ω3 脂肪酸是維持健康及身體運作的重要脂肪

酸，可參與神經系統的發育、減少心血管疾病以及減緩發炎反應等，以下將著

重探討 ω3 脂肪酸如何調節免疫系統以減緩發炎反應（Calder, 2013）。 

1. 競爭抑制花生四烯酸（arachidonic acid, AA）產生之類二十碳酸

（eicosanoids） 

類二十碳酸是由多元不飽和脂肪酸合成之具有生理活性的脂質調節物，常

見的有花生四烯酸合成的類二十碳酸，類二十碳酸參與體內免疫及發炎反應，

主要是利用磷脂質解脂酶（phospholipase A2）將細胞膜上之脂肪酸釋放出來，

經由環氧合酶（cylooxygenase, COX）、脂氧合酶（lipoxygenase）及細胞色素

P450（cytochrome P450）等作用產出的。所產生之前列腺素、白三烯素及羥基二

十烷四烯酸（12-hydroxyeicosatetraenoic acid, 12-HETE）等之類二十碳酸，參

與調節發炎與免疫反應。在正常的生理狀態下，磷脂質解脂酶會釋放細胞膜上

花生四烯酸，使環氧合酶及脂氧合酶合成二系前列腺素及四系白三烯素如 PGE2

及 LTB4，其生理活性較強，參與調節免疫系統之發炎反應；增加細胞膜 ω3 脂

肪酸的比例，可與花生四烯酸競爭環氧合酶及脂氧合酶的合成作用，由 EPA 合

成之類二十碳酸如 PGE3 及 LTB5 具有較花生四烯酸之 PGE2 及 LTB4 為低的生

理活性，可能的原因為 EPA 合成之類二十碳酸對於受體的親和性較差因而會引

發較弱的發炎反應（Wada et al., 2007），此外在體外試驗也證實 PGD3 也可以抑

制花生四烯酸或PGD2造成嗜中性白血球穿越血管內皮的現象（Tull et al., 2009），

因此補充 ω3 脂肪酸可以與花生四烯酸產生之類二十碳酸競爭達到降低發炎反

應的效果。
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2. 增加止炎素（resolvins）與保護素（protectins）產生 

止炎素及保護素是 ω3 脂肪酸生成之脂質調節產物，能夠減少發炎反應並促

進受損組織修復，由 EPA 生成的止炎素為 E-series，由 DHA 生成的止炎素則為

D-series，止炎素可以透過抑制 LTB4 受體來降低 LTB4 或 12-HETE 的促發炎反

應（Qu et al., 2015）；保護素則具有抗發炎的效果。止炎素 D1、E1 及保護素 D1

可以抑制嗜中性白血球穿越血管內皮及抑制其浸潤至組織中引發發炎反應，止

炎素 D1 可以抑制促發炎細胞激素 IL-1β 的生成，保護素 D1 則可以抑制 IL-1β

及 TNF 的生成（Serhan et al., 2008），止炎素與保護素之作用皆可解釋 ω3 脂肪

酸的抗發炎功效。 

3. 減少發炎激素生成 

許多體外試驗及動物實驗證實 EPA 及 DHA 可以減少發炎細胞激素產生，

例如：TNF、IL-1β及 IL-6 等（Kang and Weylandt, 2008），其作用是透過抑制

發炎之轉錄因子 NF-κΒ來調控，NF-κΒ位於細胞質中，當接收到外界發炎刺激

後，經過一系列的訊息傳遞，使與 NF-κΒ 結合的抑制分子 IκΒ 磷酸化，IκΒ 脫

離後活化 NF-κΒ，使 NF-κΒ可以進入細胞核調控發炎細胞激素的基因表現，促

使發炎細胞激素開始產生，EPA 及 DHA 可能是透過減少 IκΒ 磷酸化或誘導抗

發炎轉錄因子 PPARγ來抑制 NF-κΒ的活化，進而減少發炎細胞激素產生（Kong 

et al., 2011）。 

4. 降低 T 細胞的反應 

EPA 及 DHA 可以減少 T 細胞的增生與活化來減少免疫系統過度反應，可

能是透過干擾 T 細胞細胞膜的脂膜筏（lipid raft）來降低 T 細胞增生與活化的

訊息傳遞。脂膜筏是細胞膜表面具有特殊組成及構造的區域，此區較細胞膜其

他區域具有較多的神經鞘脂類（sphingolipids）及膽固醇（cholesterol）及飽和脂
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肪酸，脂膜筏的流動性相對較差，但卻匯聚許多重要訊息傳遞分子，使得訊息

傳遞更有效率，然而當細胞膜上 ω3 脂肪酸的比例相對增加時，會增加脂膜筏的

流動性，使許多重要訊息傳遞分子較為分散，訊息傳遞效率差，造成 T 細胞接

受活化訊息無法被傳遞，進而降低 T 細胞的反應，EPA 及 DHA 透過增加 T 細

胞或其他免疫細胞脂膜發筏的流動性，來降低免疫細胞的反應活性（Stulnig and 

Zeyda, 2004）。 

 

綜而言之，異位性皮膚炎是一種常見的過敏性皮膚疾病，好發於小孩及伴侶 

動物中的犬隻，然而目前尚未有完善的治療方法。因此本研究以細胞實驗探討根黴

菌發酵萃取物或藻油是否能減緩發炎反應，並以動物實驗探討兩種物質是否減緩

誘導之異位性皮膚炎，以評估兩種物質抗過敏之潛力。
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貳、材料與方法 

一、抗發炎細胞模式試驗 

（一）試驗設計 

本試驗利用與肥大細胞相似的 RBL-2H3 細胞株做為細胞模式，觀察 RBL-

2H3 與根黴菌發酵萃取物或藻油培養後，以 IgE 及抗原誘導去顆粒化作用，觀察

兩種物質是否能降低由 FcεRI 調控的去顆粒化作用，探討是否有減緩發炎反應的

效果。 

（二）試驗材料及方法 

1. 根黴菌發酵萃取物 

根黴菌發酵萃取物為購自市售之凍乾原粉（合台生化股份有限公司），其

製作流程簡述如下：以小麥、麩皮、玉米以及豆類等混合穀物做為根黴菌發酵

基質，發酵後將基質連同菌體以熱水進行粗萃、濃縮及乾燥後即為最終產物。 

2. 藻油（附錄-表 1） 

藻油萃取自裂壺菌屬之微藻。 

3. 細胞種類及來源 

本試驗使用大鼠嗜鹼性白血球細胞株 RBL-2H3 購自食品工業發展研究所

生物資源保存及研究中心（Bioresource collection and research center, BCRC） 

4. 培養方式 

將 RBL-2H3 培養於含 15% FBS（heated- inactivated fetal bovine serum）及

2%抗生素溶液（penicillin/streptomycin solution）的 MEM（minimum essential  

medium, Corning®）之 T-75 flask 中，移至培養溫度 37 ℃、二氧化碳濃度 5%之 

培養箱。每兩天繼代培養（subculture）一次，由於 RBL-2H3 屬於附著型細胞 
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（adherent cell），因此採用附著型細胞繼代培養方式。首先吸除舊的培養基，

再利用約 5 ml 的磷酸鹽緩衝溶液（phosphate buffered saline, PBS）清洗細胞並

吸除 PBS，重複清洗步驟三次，再加入 3 ml 胰蛋白酶-乙二胺四乙酸（trypsin-

ethylenediaminetetraacetic acid, trypsin-EDTA）溶液，輕搖使溶液均勻覆蓋細胞

後，置於 37 ℃培養箱培養三分鐘，等待細胞脫落後，加入 6 ml 含血清之新鮮培

養基以終止反應，將 T-75 flask 內的細胞懸浮液移至 15 ml 離心管，利用離心機

以 1500 rpm 之轉速離心五分鐘，吸除上清液後，再添加新鮮的培養基將細胞稀

釋至 106 RBL-2H3 cell/ml 的細胞懸浮液，吸取 1 ml 的細胞懸浮液至含有 14 ml

新鮮培養基的 T-75 flask 中，輕搖使細胞分布均勻，最後將細胞培養於培養箱

中，兩天後重複繼代步驟。 

（三）測定項目及分析方法 

1. 細胞存活率試驗 

本試驗利用噻唑藍（ thiazolyl blue tetrazolium bromide, MTT） (Glod 

biotechnology）分析不同處理濃度之細胞存活率。試驗方法為將 100 μl 細胞濃 

度為 105 RBL-2H3 cell/ml 的懸浮液種植至 96 孔盤中，培養隔夜使細胞貼附， 

再將根黴菌發酵萃取物及藻油以不同濃度回溶至新鮮的培養基，不同處理包括 0 

μg/ml（對照組）、根黴菌發酵萃取物 25、50、100、200、400 μg/ml、藻油 25、

50、100、200、400 μg/ml，將不同處理溶液以 0.22 過濾器（filter）過膜後，吸

除舊的培養基並添加 100 μl 至不同處理的孔洞（well）中，於 37 ℃培養箱培養

24 小時後開始進行 MTT assay。步驟首先為吸除不同處理的舊培養基，加入 100 

μl 新鮮培養基後，將 0.5 mg 的 MTT 回溶至 10 ml PBS 溶液中，以 0.22 filter 過

膜，再將 10 μl 的 MTT 溶液加入每個 well，於 37 ℃培養箱培養三小時後，吸除

含 MTT 之培養基，加入 100 μl 之二甲基亞碸（Dimethyl sulfoxide, DMSO），利
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用吸管（pipette）混合均勻，放入 37 ℃培養箱培養十五分鐘，利用全光譜光學定

量儀（Epoch 2, Bio Tek）測定 540 nm 吸光值，並以對照組存活率當作 100%，

依照不同處理相對於對照組之吸光值來計算不同處理濃度下的存活率。 

2. 細胞去顆粒化程度試驗 

本試驗測定細胞顆粒之 β-己醣胺酶（β-hexosaminidase）由細胞內釋放至細 

胞外之比例作為去顆粒化程度。試驗方法為將 200 μl 細胞濃度為 2 x 105 RBL-

2H3 cell/ml 的懸浮液種植至 96 孔盤中，培養隔夜使細胞貼附，吸除舊的培養基

後再以細胞存活率達 80%以上的處理濃度包括 0 μg/ml（對照組）、根黴菌發酵

萃取物 25、50 μg/ml、藻油 25、50、100、200、400 μg/ml 與細胞培養，且每個

處理濃度下又包含不同組別，包括未經抗原刺激（spontaneous）組、抗原刺激

（stimulated）組、破細胞（total content）組，每個 well 加入 200 μl 不同的處理

並於 37 ℃培養箱培養 24 小時後進行去顆粒化試驗。步驟為首先吸除不同處理

濃度的舊培養基，再將含有 0.5 mg/ml 抗 2, 4-二硝基苯酚免疫球蛋白 E（anti-

dinitrophenyl IgE, anti-DNP IgE）（Sigma-Aldrich）之培養基 200 μl 加入每個 well

中並於 37 ℃培養箱培養一小時，使 IgE 與細胞表面受體結合，再利用離心機以

300 g 之轉速離心五分鐘，吸除培養基並加入 200 μl 的 Tyrode 氏緩衝液（Tyrode’s 

buffer）清洗細胞，同樣以 300 g 之轉速離心五分鐘，吸除上清液，重複清洗步

驟共兩次，清除未結合至細胞的 IgE，吸除殘餘液體後，加入 100 μl 濃度為 30 

ng/ml 的 Dinitrophenol conjugated to human serum albumin（DNP36-HSA）（Sigma 

Aldrich）至不同處理濃度之抗原刺激組及破細胞組，未經抗原刺激組則加入 100 

μl 的 Tyrode’s buffer，於 37 ℃培養箱培養四十五分鐘後，將 96 孔盤置於冰上停

止反應並在不同處理濃度之破細胞組加入 5 μl 濃度為 10%的 Triton X-100，於

室溫培養五分鐘，以轉速 300 g 4 ℃離心十分鐘後，吸取 25 μl 的細胞上清液加
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入含 50 μl 對 -硝基苯基 -乙酰基 -D-氨基葡萄糖苷（p-nitrophenyl acetyl-D-

glucosamine, pNAG）（Sigma-Aldrich）之 96 孔盤中，於 37 ℃培養箱培養九十

分鐘，最後加入 150 μl 碳酸氫鹽緩衝液（carbonate buffer）停止反應。利用全光

譜光學定量儀測定 405 及 630 nm 吸光值後，計算去顆粒化之比例。 

 

 

 

 

 

去顆粒化比例計算（net specific release,%） 

β-hexosaminidase stimulated - β-hexosaminidase spontaneous 
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 
β-hexosaminidase total - β-hexosaminidase spontaneous 
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二、異位性皮膚炎動物模式試驗 

（一）試驗設計 

本試驗以家塵蟎（house dust mite, HDM）皮膚致敏誘導異位性皮膚炎之 

BALB/c 小鼠作為動物模式，試驗分為八組，分別是未經皮膚致敏之負對照組與

塵蟎皮膚致敏之正對照組、根黴菌發酵萃取物低劑量組（RE-L）、根黴菌發酵

萃取物中劑量組（RE-M）、根黴菌發酵萃取物高劑量組（RE-H）、藻油低劑量

組（MO-L）、藻油中劑量組（MO-M）及藻油高劑量組（MO-H）。試驗期間對

照組皆給予管餵 PBS 溶液 150 μl，處理組則依照組別給予不同劑量之根黴菌發

酵萃取物或藻油 150 μl。試驗第三、六、八週進行塵蟎溶液腹腔注射與皮膚致敏

誘導異位性皮膚炎，並以臉頰採血的方式測定血清總 IgE 濃度，第八週試驗結

束後進行犧牲，分析內臟相對體重百分比、皮膚組織切片、血清總 IgE 濃度及

相關細胞激素濃度，評估兩種物質是否具有抗過敏及減緩誘導異位性皮膚炎之

能力。 

圖 3、試驗組別與流程圖 

Figure 3. Experimental group and flow chart. 
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（二）試驗材料與方法 

1. 根黴菌發酵萃取物 

同抗發炎細胞模式試驗之試驗材料。 

2. 藻油 

同抗發炎細胞模式試驗之試驗材料。 

3. 歐洲塵蟎（Dermatophagoides pteronyssinus）萃取物粉末, Stallergenes Greer  

USA。 

4. 動物來源及品系 

本試驗所使用八十隻五週齡之 BALB/c 母鼠皆購自樂斯科生物科技股份有

限公司。 

（三）試驗動物飼養管理 

1. 動物處理及飼養方式 

八十隻 BALB/c 小鼠隨機分成八組，分別為無致敏之負對照組及給予致敏

之正對照組、根黴菌發酵萃取物低劑量組、根黴菌發酵萃取物中劑量組、根黴

菌發酵萃取物高劑量組、藻油低劑量組、藻油中劑量組、藻油高劑量組，每組十

隻小鼠分為兩籠，每籠五隻。每籠皆以標準飼糧採任飼之方式進行飼養，並給

予足夠的飲用水，飼養環境為溫度 22-25℃、濕度 55-65%且設有自動光照循環

週期之動物房。試驗前給予小鼠一週適應期，於小鼠六周齡開始進行試驗，試

驗為期八週。結束後即進行犧牲，犧牲前先以眼窩採血的方式採集血液樣本，

隨後以頸椎脫臼犧牲小鼠，採集樣本包括血清、心臟、肝臟、脾臟、腎臟及皮膚

組織。 

2. 小鼠致敏模式 

試驗利用環境中常見之過敏源塵蟎做為致敏劑誘導異位性皮膚炎。 
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（1）腹腔注射 

皮膚致敏前天會先給予小鼠體積 200 μl、濃度為 430 μg/ml 之塵蟎溶液腹

腔注射。配置方式為將塵蟎萃取物粉末回溶於滅菌之 PBS 溶液中，並添加 1 

mg/ml 之氫氧化鋁（Al(OH)3·H2O）（Sigma-Aldrich）作為佐劑，分裝後儲存

於-80℃冰箱中。 

（2）皮膚致敏 

致敏前先以電動剃毛刀剃除小鼠背部毛髮，並以棉棒塗抹脫毛膏（Hor 

Chen fast removal hair cream）於背部，停留約十分鐘後抹去脫毛膏，利用乾

淨的棉棒沾取 PBS 溶液清洗背部再以擦手紙拭淨。去除背部毛髮後，以 3 x 

3 公分的 3MTM 防水透氣敷料（TegadermTM）在背部重複黏貼十次，模擬異位

性皮膚炎之皮膚損傷，再以手術記號筆於背部畫出 1 x 1 公分的方形，最後將

含有 50 μl、濃度為 17.4 mg/ml 塵蟎溶液的紗布以 3MTM 防水透氣敷料固定於

背部標記處，再纏繞 3M 通氣膠帶（NexcareTM）避免小鼠抓咬。皮膚致敏之

塵蟎溶液配置方式為將塵蟎萃取物粉末回溶於滅菌 PBS 溶液中，分裝後儲存

於-80℃冰箱中。 

（四）測定項目及分析方法 

  1. 皮膚表觀評分 

本試驗以濕疹面積與嚴重程度指數（Eczema Area and Severity Index, EASI 

score）評估小鼠背部誘導異位性皮膚炎之程度，評分症狀包括紅斑（erythema）、

浮腫（edema）、脫皮（excoriation）及苔蘚化（lichenificaiton），每個症狀會進

行嚴重程度評分，分別為 0 分（無症狀）、1 分（輕微）、2 分（中度）及 3 分

（嚴重），評分後再乘上症狀影響之面積係數（附錄-表 2），將四個症狀分數

加總後即為表觀評分。 
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2. 血清總 IgE 濃度 

（1）血清製備 

第三、六、八週以 4 mm 採血針進行臉頰採血，每隻老鼠收集約 50 μl 血

液至血清微量採血管，將血液靜置於室溫 30 分鐘以上，使血液凝集，再利用

離心機以 2000 rpm 之轉速離心 10 分鐘後，抽取血清至 1.5 ml 離心管中，血

清樣品保存於-80℃冰箱以待日後進行血清總 IgE 濃度分析。 

（2）血清總 IgE 濃度分析 

試驗以酵素免疫分析法（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）進

行血清總 IgE 濃度分析，使用之商業套組為 IgE mouse uncoated ELISA kit, 

Invitrogen。分析方法依照套組提供之實驗流程，將 100 μl 稀釋後的 mouse IgE 

capture antibody 加入待測 96 孔盤中，置於 4℃冰箱培養隔夜後，以清洗緩衝

液（wash buffer）清洗兩次，清除殘餘液體後，將 250 μl 之阻斷緩衝液（blocking 

buffer）加入待測 well 中，同樣於 4℃冰箱培養隔夜，再以 wash buffer 清洗兩

次，清除殘餘液體後，加入 100 μl 經稀釋的標準品及血清樣品，培養於室溫

兩小時，再以 wash buffer 清洗四次後，加入 100 μl 的檢測抗體（detection 

antibody），培養於室溫一小時，重複清洗步驟，再加入 100 μl 經稀釋的辣根

過氧化物酶標記鏈黴親和素(streptavidin-horseradish peroxidase, streptavidin-

HRP)，培養於室溫半小時，重複清洗步驟，加入100 μl的反應受質（substrate），

培養於室溫十五分鐘，最後加入 100 μl 的終止液（stop solution）終止反應，

以全光譜光學定量儀測定 450 及 570 nm 吸光值，繪製標準曲線，並依照標準

曲線回推樣本總 IgE 之濃度。 
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3. 皮膚組織切片 

第八週小鼠犧牲後，在每隻小鼠背部以手術記號筆標註約 1 x 1 cm 大小的

正方形，利用鑷子小心提取皮膚組織，並沿著標註的部位剪下，再將組織平鋪

於濾紙上，避免組織樣本捲曲，最後將樣本連同濾紙放入含有 10%福馬林溶液

的 15 ml 離心管固定組織，並製作石蠟切片。 

（1）表皮層厚度 

將每個樣本的石蠟空白片進行蘇木素-伊紅染色（hematoxylin and eosin, 

H&E stain），並在光學顯微鏡 200 倍的視野下，每個樣本隨機選取十個視野，

測定視野下表皮層最厚的部位，將十個測量值平均為一樣本數據。 

（2）真皮層免疫細胞數目 

將同樣以蘇木素-伊紅染色的皮膚組織切片在光學顯微鏡 400 倍的視野

下，每個樣本隨機選取十個視野，計算視野下真皮層中免疫細胞浸潤的數目，

將十個測量值平均為一樣本數據。 

4. 血清相關細胞激素濃度 

本試驗利用 BDTM cytometric bead array（CBA）之商業套組 mouse 

Th1/Th2/Th17 kit同時分析血清中多種細胞激素之濃度，包括 IL-2, IL-4, IL6, IFN-

γ, ΤΝF, IL-17A 及 IL-10。其定量原理與 ELISA 相似，都是利用三明治（sandwitch）

法來偵測樣品細胞激素濃度，但不同的是 CBA 利用大小相同、螢光強度不同且

帶有專一性辨識細胞激素的抗體（capture antibody）之微球，來辨識樣品中不同

細胞激素，再與 PE 螢光抗體（detection antibody）作用，便可藉由流式細胞分

析儀偵側各種微珠表現的 PE 平均螢光強度，利用標準品所得到的 PE 平均螢光

強度數值便可回推樣品中的細胞激素濃度。分析方法依照套組提供之標準實驗

流程，先將標準品以分析稀釋液（assay diluent）序列稀釋後，將 50 μl 不同濃度
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之標準品與血清樣品加入含有 50 μl 混合微珠的 5 ml 圓底試管中（12 x 75 mm），

再將 50 μl 的 PE 檢測試劑（PE detection reagent）加入各圓底試管中，在室溫下

避光培養兩小時後，加入 1 ml 的 wash buffer，利用離心機以 200 g 之轉速離心

五分鐘後，吸除上清液，再加入 300 μl 的 wash buffer 並以 pipette 均勻混合後，

即可利用流式細胞分析儀（TCX-LS04）進行微珠分群，分析不同微珠的 PE 平

均螢光強度，所得之數據再利用 CBA 分析軟體 FCAP array 進行分析並計算各

樣品中不同細胞激素的濃度。 

三、統計分析 

本試驗數據以 Prism 6 進行統計分析，採用單向變方分析（one-way analysis  

of variance），並以特其公正顯著差異法（Tukey’s honest significant difference, HSD）

比較各平均值之差異（α = 0.05）。

doi:10.6342/NTU201902469



 36 

參、結果 

一、抗發炎細胞模式試驗 

（一）細胞存活率 

不同濃度的根黴菌發酵萃取物或藻油對於RBL-2H3存活率之影響如圖 4所

示。將不同濃度的根黴菌發酵萃取物或藻油分別與 RBL-2H3 培養 24 小時，結

果顯示濃度 25 μg/ml 與 50 μg/ml 的根黴菌發酵萃取物與細胞培養 24 小時後，

細胞存活率可達 80%以上；濃度 25 μg/ml、50 μg/ml、100 μg/ml、200 μg/ml 與

400 μg/ml 的藻油與細胞培養 24 小時則皆可達 80%以上的細胞存活率。 

 

 

 

 

 

 

圖 4、不同濃度的根黴菌發酵萃取物或藻油對 RBL-2H3 存活率之影響 

Figure 4. Cell viability of RBL-2H3 treated with different concentration of 

Rhizopus fermentation extract (A) or microalgae oil (B) for 24 hours. 

Mean ± SEM. (n=3) 

 

 

 

A. B. 
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（二）細胞去顆粒化程度 

將不同濃度之根黴菌發酵萃取物或藻油與 RBL-2H3 培養 24 小時後，誘導

去顆粒化作用，並以酵素 β-hexosaminidase 由細胞內釋放至細胞外之比例作為

去顆粒化程度。結果顯示 RBL-2H3 與 25 μg/ml 及 50 μg/ml 的根黴菌發酵萃取

物培養 24 小時後，去顆粒化的程度與對照組相比並無顯著差異；RBL-2H3 與

25 μg/ml、50 μg/ml、100 μg/ml、200 μg/ml 及 400 μg/ml 的藻油培養 24 小時後，

與對照組相比仍無顯著差異（圖 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

圖 5、根黴菌發酵萃取物或藻油對 RBL-2H3 去顆粒化程度之影響 

Figure 5. β-hexosaminidase net specific release of RBL-2H3 treated with different  

concentration of Rhizopus fermentation extract (A) or microalgae oil (B) for 

24 hours. Mean ± SEM. (n=3) 

 

 

 

A. B. 
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二、異位性皮膚炎動物模式試驗 

（一）皮膚表觀評分 

以肉眼觀察小鼠背部皮膚，在試驗第三週塵蟎皮膚致敏後，致敏之正對照

組其皮膚較未經致敏之負對照組明顯出現紅腫及結痂，然而給予根黴菌發酵萃

取物或藻油後，皮膚紅腫及結痂的狀況有減緩的現象（圖 6）。皮膚表觀評分的

結果顯示，正對照組、RE-L 組、RE-M 組及 RE-H 組皮膚症狀嚴重程度顯著高

於負對照組，但是 RE-H 組的嚴重程度低於正對照組（P < 0.05）（圖 7-A）；

藻油的結果則顯示正對照組、MO-L 組、MO-M 組及 MO-H 組嚴重程度都顯著

高於負對照組，然而 MO-L 組的嚴重程度低於正對照組（P < 0.05）（圖 7-B）。

由肉眼觀察小鼠背部發現給予根黴菌發酵萃取物或藻油可以降低塵蟎皮膚致敏

誘導之症狀。
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圖 6、試驗第三週各組誘導異位性皮膚炎之症狀 

Figure 6. Symptom of induced atopic dermatitis of negative control group (A), 

positive control group (B), RE-L group (C), RE-M group (D), RE-H group 

(E), MO-L group (F), MO-M group (G) and MO-H group (H) at 3rd weeks 

of experiment.
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圖 7、根黴菌發酵萃取物或藻油對第三週皮膚表觀評分之影響 

Figure 7. Effect of Rhizopus fermentation extract (A) or microalgae oil (B) on EASI 

score of HDM sensitized BALB/c mice at 3rd weeks of experiment. a, b Means 

within groups without a common superscript differ significantly (P < 0.05). 

Mean ± SEM. (n=10)

A.

 

B.
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（二）內臟重量相對體重百分比 

試驗第八週犧牲後，各組心臟、肝臟、脾臟與腎臟重量相對體重百分比，列

於表 2。除了腎臟重量相對體重百分比在各組間沒有顯著差異外，心臟、肝臟與

脾臟重量相對體重百分比在各組間有顯著差異（P < 0.05）。給予根黴菌發酵萃

取物之結果顯示（表 2-A），皮膚致敏之正對照組、RE-L 組、RE-M 組及 RE-H

組其肝臟重量相對體重百分比顯著高於未經皮膚致敏之負對照組，正對照組與

根黴菌發酵萃取物處理組間則無顯著差異。脾臟重量相對體重百分比也有相似

的結果，正對照組及 RE-L 組其脾臟重量相對體重百分比顯著高於負對照組，

RE-M 組、RE-H 組與負對照組則沒有顯著差異。給予藻油之結果（表 2-B）顯

示正對照組肝臟重量相對體重百分比顯著高於負對照組及藻油處理組，負對照

組與藻油處理組間則無顯著差異。脾臟重量相對體重百分比則是正對照組及

MO-H 組顯著高於負對照組，MO-L 組、MO-M 組則與負對照組則沒有顯著差

異。
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表 2、根黴菌發酵萃取物或藻油對內臟重量相對體重百分比之影響 1 

Table 2. Effect of Rhizopus fermentation extract (A) or microalgae oil (B) treatment. On 

relative weights (% body weight) of heart, liver, spleen and kidney of HDM 

sensitized BALB/c mice. 

A. 

 

Organ  

Treatment 

Negative 

control 

Positive 

control 

RE-L RE-M RE-H P-value 

Heart 0.55b ± 0.01 0.66a ± 0.02 0.70a ± 0.04 0.65ab ± 0.02 0.70a ± 0.03 0.0006 

Liver 4.51b ± 0.08 5.34a ± 0.13 5.18a ± 0.14 5.09a ± 0.20 5.09a ± 0.14 0.0016 

Spleen 0.39b ± 0.02 0.69a ± 0.03 0.62a ± 0.05 0.58ab ± 0.09 0.56ab ± 0.05 0.0020 

Kidney 1.41 ± 0.02 1.47 ± 0.04 1.5 ± 0.03 1.54 ± 0.05 1.48 ± 0.01 0.1240 

 

B. 

      

 

Organ  

Treatment 

Negative 

control 

Positive 

control 

MO-L MO-M MO-H P-value 

Heart 0.55b ± 0.01 0.66ab ± 0.02 0.67ab ± 0.03 0.73a ± 0.06 0.72a ± 0.04 0.0030 

Liver 4.51b ± 0.08 5.34a ± 0.13 4.74b ± 0.10 4.75b ± 0.16 4.77b ± 0.14 0.0002 

Spleen 0.39b ± 0.02 0.69a ± 0.03 0.57ab ± 0.03 0.62ab± 0.10 0.75a± 0.10 0.0012 

Kidney 1.41 ± 0.02 1.47 ± 0.04 1.45± 0.04 1.50 ± 0.03 1.51 ± 0.04 0.4080 

1 Mean ± SD n=10 
a, b Means within groups without a common superscript differ significantly (P < 0.05). 
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（三）血清總 IgE 濃度 

致敏後，以臉頰採血蒐集並製備各組血清測定總 IgE 濃度，結果顯示第三

週的血清總 IgE 濃度在負對照組、正對照組及根黴菌發酵萃取物處理組間並無

顯著差異（圖 8-A）；然除 MO-L 組及 MO-H 組之血清總 IgE 濃度顯著低於正

對照組外，其他處理組間亦無顯著差異（圖 8-B）。第八週的血清總 IgE 濃度結

果顯示正對照組血清總 IgE 濃度顯著高於負對照組、根黴菌發酵萃取物處理組

及藻油處理組，負對照組、根黴菌發酵萃取物處理組及藻油處理組間則無顯著

差異（圖 8-C, D）。 
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圖 8、根黴菌發酵萃取物或藻油對第三週及第八週血清總 IgE 濃度之影響 

Figure 8. Effect of Rhizopus fermentation extract or microalgae oil on serum total  

IgE concentration of HDM sensitized BALB/c mice at 3rd weeks (A, B) and 

8th weeks (C, D) of experiment. a, b Means within groups without a common 

superscript differ significantly (P < 0.05). Mean ± SEM. (n=10)

A. B. 

C. D. 
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（四）表皮層厚度 

根黴菌發酵萃取物或藻油處理對 BALB/c 小鼠表皮層厚度的影響如圖 9 所

示，將皮膚組織切片進行蘇木素-伊紅染色，於顯微鏡 200 倍的視野下觀察，以

肉眼可見正對照組表皮層較負對照組厚，給予小鼠根黴菌發酵萃取物或藻油後，

各處理組表皮層厚度有減少的情形。 

在顯微鏡 200 倍的視野下，計算表皮層厚度之結果顯示正對照組與 RE-L 組

的表皮層厚度顯著高於負對照組，但是 RE-M 組、RE-H 組表皮層厚度顯著低於

正對照組，且 RE-M 組的表皮層厚度與負對照組沒有顯著差異（圖 10-A）；MO-

L 組、MO-M 組、MO-H 組表皮層厚度顯著低於正對照組，MO-M 組的表皮層

厚度與負對照組也沒有顯著差異(圖 10-B)。 
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圖 9、試驗第八週各組表皮層厚度 

Figure 9. Epidermis thickness of BALB/c mice at 8th weeks of experiment. Negative 

control group (A), positive control group (B), RE-L group (C), RE-M group 

(D), RE-H group (E), MO-L group (F), MO-M group (G) and MO-H group 

(H).
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圖 10、根黴菌發酵萃取物或藻油對表皮層厚度之影響 

Figure 10. Effect of Rhizopus fermentation extract (A) or microalgae oil (B) on  

epidermis thickness of HDM sensitized BALB/c mice. a, b Means within 

groups without a common superscript differ significantly (P < 0.05). Mean ± 

SEM. (n=10)

A. B. 
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（五）真皮層免疫細胞數目 

根黴菌發酵萃取物或藻油處理對BALB/c小鼠真皮層免疫細胞數目的影響，

以顯微鏡 400 倍的視野下肉眼觀察蘇木素-伊紅染色之皮膚組織切片時，發現正

對照組之細胞密度較負對照組密集，給予小鼠根黴菌發酵萃取物或藻油後，除

MO-M 組的細胞密度有較少的現象外，各處理組細胞密度與正對照組並無差異

（圖 11）。 

在顯微鏡 400 倍的視野下，計算真皮層中免疫細胞數目，結果顯示正對照

組與根黴菌發酵萃取物處理組的真皮層免疫細胞數顯著高於負對照組，正對照

組與根黴菌發酵萃取物處理組則無顯著差異（圖 12-A）；藻油處理亦得到相似

的結果，正對照組與藻油處理組的真皮層免疫細胞數顯著高於負對照組，但是

正對照組與藻油處理組則沒有顯著差異（圖 12-B）。 
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圖 11、試驗第八週各組真皮層免疫細胞浸潤 

Figure 11. Immune cell infiltration of dermis of BALB/c mice at 8th weeks of 

experiment. Negative control group (A), positive control group (B), RE-L 

group (C), RE-M group (D), RE-H group (E), MO-L group (F), MO-M 

group (G) and MO-H group (H).
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圖 12、根黴菌發酵萃取物或藻油對真皮層免疫細胞數目之影響 

Figure 12. Effect of Rhizopus fermentation extract (A) or microalgae oil (B) on  

dermal immune cell count (cell/high power microscopic field) of HDM  

sensitized BALB/c mice. a, b Means within groups without a common 

superscript differ significantly (P < 0.05). Mean ± SEM. (n=10)

A. B. 
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（五）血清相關細胞激素濃度 

第八週犧牲採樣測定各組血清中發炎細胞激素、Th2 細胞激素及 Th1 細胞

激素的濃度。血清發炎細胞激素包括 IL-6 及 TNF 之濃度，結果顯示負對照

組、正對照組及根黴菌發酵萃取物處理組血清中 IL-6 濃度沒有顯著差異（圖

13-A）；然而正對照組的 TNF 濃度顯著高於負對照組，根黴菌發酵萃取物處

理組與正對照組及負對照組則沒有顯著差異（圖 13-C）。圖 13-B, D 結果顯示

負對照組、正對照組及藻油處理組血清中 IL-6 與 TNF 濃度皆無顯著差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 13、根黴菌發酵萃取物或藻油對血清中 IL-6 及 TNF 之影響 

Figure 13. Effect of Rhizopus fermentation extract or microalgae oil on IL-6 (A) (B) and 

TNF (C) (D). a, b Means within groups without a common superscript differ 

significantly (P < 0.05). Mean ± SEM. (n=10)

A. B. 

C. D. 
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測定之 Th2 相關細胞激素包括 IL-4 及 IL-17A，負對照組、正對照組及根黴

菌發酵萃取物處理組血清中 IL-4 及 IL-17A 濃度沒有顯著差異（圖 14-A, C）；

由圖 14（B ,D）結果同樣顯示負對照組、正對照組及藻油處理組血清中 IL-4 及

IL-17 濃度皆無顯著差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 14、根黴菌發酵萃取物或藻油對血清中 IL-4 及 IL-17A 之影響 

Figure 14. Effect of Rhizopus fermentation extract or microalgae oil on IL-4 (A) (B) and 

IL-17A (C) (D). a, b Means within groups without a common superscript 

differ significantly (P < 0.05). Mean ± SEM. (n=10)

A. B. 

C. D. 
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測定之 Th1 相關細胞激素包括 IL-2 及 IFN-γ，負對照組、正對照組及根黴

菌發酵萃取物處理組血清中 IL-2 及 IFN-γ濃度皆無顯著差異（圖 15-A, C）；藻

油的結果則顯示負對照組、正對照組及藻油處理組血清中 IL-2 濃度並無顯著差

異（圖 15-B），但是由圖 15（D）可以觀察到 MO-M 組血清中 IFN-γ濃度顯著

低於正對照組，然而負對照組、正對照組、MO-L 組及 MO-H 組血清中 IFN-γ濃

度皆無顯著差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 15、根黴菌發酵萃取物或藻油對血清中 IL-2 及 IFN-γ之影響 

Figure 15. Effect of Rhizopus fermentation extract or microalgae oil on IL-2 (A) (B) and 

IFN-γ (C) (D). a, b Means within groups without a common superscript differ 

significantly (P < 0.05). Mean ± SEM. (n=10)

A. B. 

C. D. 
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肆、討論 

一、抗發炎細胞模式試驗 

（一）細胞存活率 

根據 ISO（international organization for standardization）10993-5（2009）對

於細胞毒性標準之界定，對細胞進行不同處理時，細胞存活率高於 80%表示處

理並未產生細胞毒性（non cytotoxicity），存活率介於 80-60%則表示處理會產

生微毒性（weak cytotoxicity），存活率介於 60-40%則具有中等毒性（moderate 

cytotoxicity），存活率在 40%以下則是具有強烈毒性（strong cytotoxicity）。本

試驗以細胞存活率 80%作為標準，試驗結果顯示濃度為 25 μg/ml、50 μg/ml 的

根黴菌發酵萃取物或 25 μg/ml、50 μg/ml、100 μg/ml、200 μg/ml、400 μg/ml 的

藻油與細胞培養 24 小時皆可達 80%以上的細胞存活率，表示這些處理濃度示並

不會造成細胞毒性。 

（二）細胞去顆粒化程度 

在不影響 RBL-2H3 細胞存活率的處理濃度下，以濃度 25 μg/m 及 50 μg/ml

的根黴菌發酵萃取物與細胞培養 24 小時後誘導去顆粒化作用，經過兩種濃度的

根黴菌發酵萃取物處理後，細胞去顆粒化的比例與對照組沒有差異，顯示根黴

菌發酵萃取物對於 RBL-2H3 經由 FcεRI 活化之去顆粒化作用並沒有抑制的效

果。以 25 μg/ml、50 μg/ml、100 μg/ml、200 μg/ml 及 400 μg/ml 的藻油同樣與細

胞培養後誘導去顆粒化作用，結果顯示各組細胞去顆粒化程度仍無顯著差異，

推測細胞無法以三酸甘油酯的形式利用藻油中的脂肪酸，因此後續使用藻油中

主要的脂肪酸 DHA 進行試驗（附錄-圖 1），雖然以四種濃度的 DHA 處理後，

細胞去顆粒化的比例與對照組沒有差異，但是可以觀察到隨著 DHA 的濃度上

升，去顆粒化的比例有下降的趨勢（P < 0.1），顯示 DHA 或許可以降低 RBL-
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2H3 經由 FcεRI 活化的去顆粒化作用，減少發炎介質釋放並減緩發炎反應。過

去的研究指出 ω3多元不飽和脂肪酸可以抑制肥大細胞發炎介質的釋放，如 EPA

能夠抑制人類臍帶源肥大細胞 human primary umbilical cord-derived mast cells 之

PGD2 產生（Obata et al., 1999），EPA 及 DHA 能夠減少 MC/9 mouse mast cells

之 LTB4、LTC4 以及組織胺釋放（Ishihara et al., 1998），雖然文獻中並沒有特別

探討肥大細胞細胞膜脂肪酸組成的改變，但是推測 ω3多元不飽和脂肪酸可以合

併至肥大細胞的細胞膜中，改變細胞膜的流動性，干擾肥大細胞表面受體 FcεRI

的活化，減少發炎介質釋放（Calder, 2013）
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二、異位性皮膚炎動物模式試驗 

 （一）皮膚表觀評分 

    試驗第三週進行第一次塵蟎皮膚致敏後，以濕疹面積與嚴重程度指數進行

皮膚症狀評分，未經致敏的負對照組症狀評分顯著低於經過致敏的正對照組，

顯示以皮膚致敏成功誘導出異位性皮膚炎的症狀。結果顯示根黴菌發酵萃取物

處理組其症狀評分有隨著給予劑量增加而有下降的趨勢，RE-H 組症狀評分顯著

低於正對照組；藻油的結果則顯示，給予低劑量的藻油能顯著降低症狀評分。

由此可以初步推測給予根黴菌發酵萃取物及藻由具有減緩症狀的潛力。 

（二）內臟重量相對體重百分比 

內臟重量相對體重百分比的結果顯示，除了腎臟重量相對體重百分比沒有顯著

差異外，心臟、肝臟及脾臟重量相對體重百分比在各組間有顯著差異。結果顯示

經皮膚致敏的正對照組其免疫器官包括肝臟及脾臟相對體重百分比皆顯著高於

未經皮膚致敏的負對照組（P < 0.05），較高的免疫器官相對體重百分比可能代

表有較多的抗原進入體內活化免疫反應（Zhong et al., 2018），給予根黴菌發酵

萃取物的小鼠雖然肝臟及脾臟重量相對體重百分比與正對照組沒有顯著差異，

但是數值有隨處理劑量增加而下降的現象；藻油的結果顯示藻油處理組肝臟相

對體重百分比都顯著低於正對照組且與負對照組沒有差異，MO-L 組及 MO-M

組脾臟相對體重百分比與負對照組亦沒有差異。正對照組、根黴菌發酵萃取物

及藻油處理組雖然給予相同劑量的塵蟎致敏，但由免疫器官相對體重百分比結

果可以推論測予根黴菌發酵萃取物或藻油或許可以減少過敏原活化免疫反應。 

（三）血清總 IgE 濃度 

重複給予塵蟎皮膚致敏會提升 BALB/c 小鼠血清總 IgE 濃度 
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（Matsuoka et al., 2003）。試驗第三週致敏後小鼠血清總 IgE 濃度在各組間沒有

顯著差異，到了第八週可以觀察到，經皮膚致敏的正對照組血清總 IgE 濃度顯

著高於未經致敏的負對照組，顯示以塵蟎皮膚致敏成功活化 Th2 免疫反應，進

而活化 B 細胞產生抗體類型轉換，分泌 IgE 引發過敏反應。然而給予小鼠低、

中、高劑量的根黴菌發酵萃取物或藻油後，試驗第八週血清總 IgE 濃度皆顯著

低於正對照組，且與負對照沒有顯著差異，顯示根黴菌發酵萃取物或藻油可以

抑制 B 細胞產生 IgE。B 細胞產生 IgE 前需要經過 T 細胞及微環境中 IL-4 的活

化（Geha et al., 2003），研究顯示 DHA 可以抑制 T 細胞及 IL-4 活化人類初代

B 細胞的訊息傳遞路徑，使 B 細胞無法被活化產生抗體類型轉換分泌 IgE 

（Weise et al., 2011），由於藻油中含豐富的 DHA，因此推測 DHA 可能為抑制

IgE 產生的有效成分，然而根黴菌發酵萃取物抑制 IgE 產生的有效物質及作用機

制仍有待研究探討。 

（三）表皮層厚度 

異位性皮膚炎患者皮膚組織切片中可以觀察到表皮層增厚的情形，接觸過

敏源會活化 Th2 反應，產生 Th2 細胞激素包括 IL-4 及 IL-13，細胞激素會促使

皮膚成纖維細胞（fibroblast）產生胞外蛋白質 periostin（Izuhara et al., 2017），

角質細胞也會分泌 IL-1β，perostin 及 IL-1β 會作用於皮膚成纖維細胞，使成纖

維細胞分泌 IL-6 促使角質細胞的分化與增生，造成表皮層增厚（Arima et al., 

2015）。塗抹塵蟎過敏源於 BALB/c 小鼠皮膚上可使表皮層增厚（Huang et al., 

2003），模擬異位性皮膚炎的症狀。第八週犧牲後，採取小鼠背部皮膚組織，在

顯微鏡 200 倍的視野下觀察計算表皮層的厚度，結果顯示經皮膚致敏的正對照

組表皮層厚度顯著高於負對照組，顯示塵蟎皮膚致敏成功誘導出異位性皮膚炎

的症狀。給予小鼠低、中、高劑量的根黴菌發酵萃取物或藻油後，除了 RE-L 組
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之表皮層厚度與正對照組沒有顯著差異外，其他處理組表皮層厚度皆顯著低於

正對照組（P < 0.05），由此推論給予根黴菌發酵萃取物或藻油或許可以透過調

節細胞激素或 periostin 的產生減緩誘導異位性皮膚炎的表皮層增生。 

（四）真皮層免疫細胞數目 

異位性皮膚炎患者的皮膚切片中可以觀察到真皮層免疫細胞浸潤，異位性

皮膚機械性損傷及皮膚組織缺陷促使皮膚組織合成促發炎因子如 IL-1α、IL-1β、

TNF-α，趨化因子（chemokine）如 CCL2、CCL5、CCL17 等，這些細胞激素或

趨化因子可以增加血管內皮細胞對於血液中免疫細胞的黏著與通透性，使免疫

細胞如巨噬細胞、嗜酸性球、嗜鹼性球、嗜中性球、CD4+及 CD8+ T 細胞等可

以穿越血管內皮浸潤到組織中，加劇組織發炎反應（Werfel, 2009）。塗抹塵蟎

過敏原於 BALB/c 小鼠同樣也能觀察到真皮層免疫細胞的浸潤（Huang et al., 

2003），模擬異位性皮膚炎的症狀。小鼠皮膚組織在顯微鏡 400 倍的視野下觀

察計算真皮層免疫細胞的數目，結果顯示經皮膚致敏的正對照組真皮層免疫細

胞數目顯著高於未經致敏的負對照組（P < 0.05），但是給予根黴菌發酵萃取物

或藻油的組別其真皮層免疫細胞數目與正對照組沒有顯著差異，然而研究指出

ω3多元不飽和脂肪酸 EPA 及 DHA 可以降低血管內皮細胞黏著蛋白表現與巨噬

細胞、嗜中性球及 T 細胞趨化性（chemotaxis），減少免疫細胞浸潤至皮膚（Calder, 

2013），與本試驗的研究結果不符，推測本研究使用蘇木素-伊紅染色的部位為

整體的免疫細胞，無法準確計算不同類型免疫細胞的數目的多寡，以整體真皮

層免疫細胞的數目計算可能較不準確。 

（五）血清相關細胞激素濃度 

當過敏原進入組織中，會誘發組織內的抗原呈現細胞及發炎細胞如肥大細

胞、嗜酸性球、嗜鹼性球釋放發炎細胞激素，加劇組織的發炎反應並招集更多
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免疫細胞進入組織中。發炎細胞激素的結果可以觀察到血清中 IL-6 的濃度在各

組間沒有顯著差異，但是正對照組的濃度數值偏高，正對照組 TNF 的濃度則顯

著高於負對照組，顯示給予塵蟎萃取物會促進體內的發炎反應，然而各處理組

的濃度數值雖然較低，但與正對照組相比仍無顯著差異。Th2 免疫反應在異位

性皮膚炎的致病機轉也扮演重要的角色，接觸過敏原後會產生傾向於 Th2 的免

疫反應，分泌 Th2 相關細胞激素如 IL-4、IL-5、IL-13 及 IL-17A 等，幫助 Th2

的分化及維持並促使 B 細胞活化。由 Th2 相關細胞激素結果中可以觀察到各組

別血清 IL-4 與 IL17A 濃度沒有顯著差異，但是正對照組的 IL-4 與 IL-17A 的濃

度數值與負對照組相比都偏高，顯示給予塵蟎萃取物皮膚致敏可能有誘導出

Th2 免疫反應，但是由於各組別之標準誤高無法計算出差異。由於異位性皮膚

炎傾向於 Th2 免疫反應，因此會出現 Th1 及 Th2 免疫失衡的情形，導致 Th1 細

胞激素受到抑制，但是由結果可以看到正對照組與負對照組血清中 Th1 相關細

胞激素 IL-2 及 IFNγ 濃度沒有顯著差異，根據研究指出異位性皮膚炎患者在後

期亦會產生 Th1 免疫反應（Bieber, 2008），導致相關細胞激素濃度上升，這可

能是造成正對照組及負對照組 Th1 相關細胞激素沒有差異的原因，由處理組的

結果可以觀察到給予根黴菌發酵萃取物對於血清中 Th1 相關細胞激素的濃度沒

有顯著差異；給予藻油的組別其 Th1 相關細胞激的濃度與對照組雖然沒有顯著

差異，但是 IL-2 的濃度與對照組相比數值偏低，此結果與前人的研究結果相似，

DHA 可以抑制 T 細胞增生及 Th1 細胞激素 IL-2 產生（McMurray et al., 2000），

然而在試驗中由於各組別標準誤高無法計算出差異性。
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伍、結論 

本試驗以細胞試驗及動物試驗檢測根黴菌發酵萃取物及藻油對於過敏性疾病

異位性皮膚炎的影響，細胞實驗顯示根黴菌發酵萃取物及藻油未能有效抑制去顆

粒化作用，然動物試驗的結果顯示給予根黴菌發酵萃取物及藻油可顯著降低小鼠

在第八週血清總 IgE 的濃度以及表皮層增生（P < 0.05）。 

由上述結果顯示，根黴菌發酵萃取物及藻油具有抗過敏的潛力，可以開發作為

膳食補充或添加至伴侶動物飼料中，用於日常皮膚保健或輔佐異位性皮膚炎之治

療。
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附 錄 

附表 1、藻油脂肪酸比例 

Appendix 1. Fatty acid composition of microalgae oil. 

脂肪酸（Fatty acid） 
比例（%） 

月桂酸（Lauric acid） 0.11 

十四酸（Myristic acid） 2.41 

十五脂酸（Pentadecanoic acid） 0.13 

棕櫚酸（Palmitic acid） 25.38 

棕櫚油酸（Palmitoleic acid） 0.20 

硬脂酸（Stearic acid） 1.19 

6-trans-Octadecenoic acid 0.24 

油酸（9-cis-Oleic acid） 0.45 

次亞麻油酸（9,12,15-cis-Alpha-Linolenic acid） 0.27 

8,11,14-cis-Eicosatrienoic acid 0.21 

11,14,17-cis-Eicosatrienoic acid 0.88 

花生油酸（5,8,11,14-cis-Arachidonic acid） 0.26 

Tricosanoic acid 0.85 

二十碳五烯酸（5,8,11,14,17-cis-Eicosapentaenoic acid, EPA） 1.13 

4,7,10,13,16,19-cis-Docosapentaenoic acid 12.26 

二十二碳六烯酸（4,7,10,13,16,19-cis-Docosahexaenoic acid, DHA） 54.04 
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附表 2、症狀影響面積係數 

Appendix 2. Score of extent of eczema in the body region. 

Area ％ 0 1-9 10-29 20-49 50-69 70-89 90-100 

Score 0 1 2 3 4 5 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

附圖 3、不同濃度 DHA 對 RBL-2H3 存活率與去顆粒化程度之影響 

Appendix 3. Cell viability (A) and β-hexosaminidase net specific release (B) of RBL-

2H3 treated. with different concentration of DHA.

A.

 

B.
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