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中文摘要 

 來自靈芝、酵母菌等真菌細胞壁的多醣類，如以 β(1→3), β(1→6)鍵結之化合

醣類，統稱為 β-聚糖。β-聚糖被報導具有免疫調節的能力，如增進免疫力能預防

癌症及微生物感染；或是改變免疫反應的途徑，如降低 Th2 反應卻增加 Th1 反應，

以減少過敏發生。而鼻腔內給予之疫苗能除了引發接種者血清中特異性免疫球蛋

白 G (Immunoglobulin G, IgG)，更能使接種者產生在上呼吸道局部的分泌型免疫球

蛋白 A，IgA 在黏膜能中和外來物抗原，降低經飛沬傳染散播的微生物入侵宿主之

機率，這是注射疫苗很難達到的效果。並且鼻腔疫苗有容易施行大規模接種之優

點，雖然大部分鼻腔疫苗尚在實驗階段，但其具有研發潛力。實驗建立鼻腔內致

免的動物模式。以大腸桿菌致病株所分離的忌熱性腸毒素(heat-labile enterotoxin, 

LT)做為佐劑，卵清白蛋白(ovalbumin, OVA)為抗原，從鼻腔給予 BALB/c 小鼠。而

小鼠從致免前一周開始每周三次分別餵食二次水、熱致死之啤酒酵母或市售啤酒

酵母大豆發酵產物直到犧牲。實驗期間，每週採集小鼠的唾液、測定抗白蛋白之

分泌型 IgA 以及採集血清測定抗 OVA 之 IgG 和 IgE。結果顯示，小鼠餵食啤酒酵

母及市售啤酒酵母大豆發酵產物的小鼠唾液中有較高的抗 OVA 特異性唾液 IgA 及

血清中 IgG 和 IgE。初步認為飲食中含有啤酒酵母及市售啤酒酵母大豆發酵產物可

促進特定免疫球蛋白生成，可能透過Th1之細胞激素 IFN-γ和Th2之細胞激素 IL-5

的分泌增加。因此服用熱致死啤酒酵母的相關產品可能加強宿主保護力，增進鼻

腔 內 疫 苗 效 果 ， 但 亦 有 增 加 對 特 定 抗 原 過 敏 之 風 險 。 
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英文摘要 

 β-glucans as β(1→3), β(1→6) binding polysaccharides derived from fungal cell 

wall, like Ganoderma lucidum and yeasts. β-glucans have been reported that confers 

immunomodulation with oral administration or intravenous injection. The 

immunomodulated functions of β-glucans may promote lymphocytes tumor cytotoxic 

ability or protect against microbial infections. Nevertheless, some kinds of β-glucan can 

also skew Th1/Th2 balance, may inhibit allergic response. Intranasal administrated 

nasal vaccines elicit hosts’ systemic specific immunoglobulin G (IgG), also elicit 

scretory IgA that may neutralize respiratory pathogens at local mucosa. Nasal vaccines 

are potential, since they are easily accessible for large population, and required without 

needles and syringes. In present research, we nasal immunized BALB/c mice with 

heat-labile enterotoxin(LT) from wild-type entero-pathogenic E. coli and ovalbumin 

(OVA) for 4 times, 1-week internal. In parallel, we oral administrated the mice with 

sterile water, heat-killed sacchromyces cerevisiae, or commercial sacchromyces 

cerevisiae legume fermentated product trice a week, started from 1 week before the first 

nasal immunization, and last to the second week after the last immunization, mice were 

sacrificed. Saliva, serum of mice was collected every week since feeding started, the 

samples were detected the specific anti-OVA IgA, IgG and IgE with ELISA. T h e 

present data shows that anti-OVA salivary IgA and anti-OVA serum IgG1, IgG2a and 

IgE in sacchromyces cerevisiae and commercial sacchromyces cerevisiae legume 

fermentated product-feeding mice with LT+OVA immunized. It’s preliminarily 

considered that sacchromyces cerevisiae or related products-intake may enhance 

specific antibody production, through IL-5 and IFN-γ-secreting increased. Therefore, 

oral intake sacchromyces cerevisiae or related products may protect hosts against 

pathogen, enhance nasal vaccine efficacy, but increase IgE-mediated allergy risk. 
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 第一章 文獻回顧 

前言 

  無論是細菌、病毒感染或是接種疫苗，均會導致宿主產生後天型的免疫反應

(adaptive immune response)，其包含細胞免疫力(cellular immunity)以及體液免疫力

(humoral immunity)。 

  細胞性免疫反應舉凡 T 細胞活化，如輔助型 T 細胞誘發 B 細胞分泌抗體以及毒

殺型 T 細胞藉由殺死巨噬細胞或是被細胞內微生物感染的體細胞以清除入侵的致

病微生物。而體液性免疫反應則主要是指抗體，透過 B 細胞與所分化的漿細胞

(plasma cells)分泌，具有中和或排除細胞外微生物及毒素的功能。 

  藉由檢視細胞活性、定量抗體濃度可初步了解免疫反應的效果。 

 

第一節 黏膜免疫 

 黏膜覆蓋於呼吸道、腸胃道、生殖道等部位，具有外分泌腺體能有效利用物

理性和化學性機制，以黏液排出或利用酵素分解外來物質。除此之外，尚有高度

特化的先天型及後天型黏膜免疫系統(mucosal immune system)保護著黏膜部位，形

成身體對抗環境中潛在入侵的防線。健康成人的體內，黏膜部位的免疫細胞約占

有全身的 80%；來源有駐守在原本部位的細胞或是往來於黏膜相關免疫組織

(mucosa-associated lymphoid tissues, MALT)的免疫細胞，同時此組織屬於哺乳類最

大的免疫組織。(Mestecky et al., 2005) 

 MALT 展現出與全身性免疫系統很不同的區域劃分與功能。在解剖上定義啟

動免疫反應的黏膜免疫組織(inductive site)有培耶氏斑(Peyer’s patch)、腸繫膜淋巴

結、群聚或單獨的小腸濾泡，以及食道兩邊的扁桃腺及腺狀腫(Mowat et al., 2003,   

Kiyono et al., 2004)。而黏膜組織及外分泌線周邊有大量的類免疫(lymphoid)細胞群

聚則被視為執行免疫反應的位置(effector site)。相對於全身性免疫系統，MALT 具

有一些特別表現型及功能的 B 細胞、T 細胞以及伴隨細胞(accessory cells)，並且主
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要在各黏膜部位間循環，後文將提到的歸家(homing)功能。 

 在黏膜引發免疫反應部位，黏附性的上皮細胞及特化之微皺摺細胞(microfold 

cells, M cells)攝入抗原，送給位於內皮細胞層中的細胞如樹突細胞(dendritic cells, 

DCs)，B 細胞和巨噬細胞等專業抗原呈獻細胞(professional antigen presenting cells, 

APCs)，並將抗原呈獻給 CD4+和 CD8+ αβ T 細胞(Bilsborough et al., 2004)。某些抗

原甚至被上皮細胞直接處理(process)並呈獻給鄰近內皮的 T 細胞、γδT 細胞及 NKT

細胞。因此，黏膜組織的免疫反應被抗原、APC 的性質及微環境所控管。另外，

一些如食物蛋白質等非致病性抗原被黏膜 DC 呈獻，可能引發 Th2 及一些調節性 T

細胞的活化，這類抑制性的免疫力稱為”口服耐受性”(oral tolerance) (Iwasaki et al., 

1999)。先前認為抗原或佐劑(adjuvant)具有如類鐸受器配體(Toll-like receptor ligand, 

TLR ligand)的危險訊號(danger signal)，能活化黏膜抗原呈獻細胞引發體液及細胞

性免疫反應而非耐受性((Mowat et al., 2003)。但根據 Rakoff-Nahoum 等人報導，腸

道的共生菌叢恆定需要 TLR 的識別(Rakoff-Nahoum et al., 2004)。 

 黏膜免疫系統的特徵尚有 sIgA 分泌和免疫細胞的 homing 能力。 

後天的體液免疫具有不同的種類(isotype)的抗體，由於成熟B cell被活化時進行

類型轉換(class switch)，因而分化成特定種類抗體的分泌細胞(antibody secreting 

cell)。儘管黏膜上覆蓋之黏液中含有IgM和IgG，最大量並重要的卻是sIgA。sIgA

為二聚體或多聚體，由J鍊(J-chain)連接各IgA單體(Lycke et al., 1999 ) 。J鏈的功能

為避免被蛋白酶裂解，並且與黏膜上皮細胞內側的受器(polymeric immunoglobulin 

receptor, pIgR)結合經由穿胞轉運(transcytosis)送至黏膜表面進行中和(neutralize)抗

原的功能(Wijburg et al., 2006 )。也就是說，IgA結合至抗原後並不活化補體或是結

合至淋巴球上的Fcγ受器，因此不導致發炎作用，稱為”免疫排除”(immune 

exclusion)(Corthesy et al., 2007; Brandtzaeg, 2006; Sait et al., 2007 )。所以，黏膜部位

的IgA也許可以防止共生菌或無害抗原造成的局部發炎甚至全身性的免疫反應發

生(Macpherson et al., 2004)。雖然在IgA缺失的病人起初並無特殊免疫疾病症狀，但
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似乎有較高機率發生自體免疫疾病(Latiff, 2007) 。然而，IgA的來源不同，功能也

有所不同。對致病性抗原具特異性的IgA通常藉由T細胞活化B細胞所產生(Lycke et 

al., 1987; Hornquist et al., 1995)，而低親合力的抗共生菌之IgA，可以直接由被DC

活化的B細胞分泌(Macpherson et al., 2000)。 

 免疫細胞在感染部位活化、產生IgA的細胞在需要抗體的黏膜部分進行分泌，

是較為經濟有效的免疫反應。例如，口服疫苗與注射式疫苗相比，引發較多的表

現α4β7的T和B細胞，幫助他們往腸道黏膜移動(Youngman et al., 2002)。Naïve B細

胞藉由L-選擇素(L-selectin, CD62L)與周邊淋巴結或各黏膜部位的長內皮細胞小靜

脈(high endothelial venule, HEV)作用而滾動(Gallatin et al., 1983; Streeter et al., 

1988)。此外，在淋巴結和培耶氏斑之HEV表現的趨化激素(chemokine) CCL21和

CCL19能夠結合Naïve B細胞上的CCR7，進而表現LFA-1和α4β7，與HEV上的配體

有更強的親和力，因此停留在當地(Warnock et al., 2000)。以腸道為例，B細胞分化

成為IgA-ASC主要發生在腸道的培耶氏斑，由於其具有增生中心(germinal center)

的構造，提供大量T細胞活化B細胞的作用(Butcher et al., 1982)。同時在retinoic acid

存在下，形成homing至腸胃道的IgA-ASC(Iwata et al., 2004)。由於表面的受器與黏

膜上皮細胞所表達的配體能夠交互作用，因此在黏膜被活化的淋巴球於循環過程

中，較易累積在具有適合配體的黏膜部位發揮功能。 

 

第二節 鼻腔免疫(nasal immunity)與鼻腔相關淋巴組織(nasal-associated lymphoid 

tissue, NALT)免疫 

 腸道和氣管相關的免疫組織在結構與功能方面之研究較為透徹，反之鼻腔免

疫則研究較少，但經由飛沫傳染的致病菌，卻是經由鼻腔進入宿主體內。近年來

物種間交互傳染病日漸增加，人們缺乏對新種病毒的免疫力和恐懼於人及禽類的

流感病毒變異，可能造成大規模感染。學者們致力於發展鼻腔給予的疫苗，來防

止病毒進入人體導致疾病的傳播，因此鼻腔黏膜相關的免疫反應也逐漸受到重
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視。人類口咽部具有腺狀腫、扁桃腺等特化組織形成魏氏環(Waldeyer’s ring)，齧

齒類實驗小鼠則無此構造，因此稱為鼻腔相關免疫組織(NALT)。Heritage等人已發

現小鼠由鼻腔內致免 (intranasal immunization, i.n.)，能在NALT及頸部淋巴結

(cervical lymph nodes, CLNs)中發現針對致免抗原的IgA-ASC。能從唾液、呼吸道、

腸道和生殖道分泌物中測得IgA，並在血清中亦有對抗原具特異性的IgG存在

(Heritage et al., 1997, 1998)。文獻指出，位於CLN的IgA-ASC源自於NALT，可能從

NALT輸出的淋巴管通往CLN，進而循環至全身性免疫系統(Hishiki et al., 2004)，

針對NALT的CD4+ T細胞測定其細胞激素的mRNA表現量，顯示其為Th0細胞，可

由致免的抗原或佐劑引導成為Th1或Th2(Kiyono et al., 2004)。例如將蛋白質抗原與

強效的黏膜佐劑—霍亂毒素共同從鼻腔給與小鼠時，容易引發Th2免疫反應，促進

分泌對抗原特異的IgA(Shimoda et al., 2001)。因此從鼻腔引發的免疫反應，可能影

響其他部位受到相同抗原感染的免疫機制。 

 

第三節 腸道免疫 

 相對於以血液為主的系統性免疫力(systemic immunity)，腸道為重要的黏膜免

疫力(mucosal immunity)形成的部位。由於腸道不斷地與食物的蛋白質和共生菌接

觸，同時也是食入病原菌的第一道防線；因此黏膜免疫系統須對無害的蛋白具免

疫耐受性 (tolerance)，同時能夠辨認侵入性病原菌，引發免疫反應 (immune 

response)。 

一般認為專業抗原呈獻細胞--樹突細胞扮演著決定免疫路徑的重要角色

(Steinman et al., 2003)。培耶氏斑和腸繫膜淋巴結已經鑑別出不同表面受體分群

(subsets) 的 樹 突 細 胞 ， 如 CD11chiCD11b+CD8α+, CD11chiCD11b-CD8α+ 和

CD11chiCD11b-CD8α-，活化後主要分泌 IL-10 誘使 T 細胞分化成第二型輔助型 T

細胞(type 2 helper T cells, Th2)或是調節性 T 細胞(regulatory T cells, Treg)(Iwasaki et 

al., 1999)並且促使 B 細胞分化為分泌 IgA 的漿細胞(Mora et al., 2006)。此外，在固
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有層(lamina propia)鑑定出的 CD11chiCD11bhi樹突細胞則能從類鐸受體 5 (toll-like 

receptor, TLR)的配體被活化，引發 Th1, Th17 的輔助型 T 細胞和 IgA+漿細胞分化

(Uematsu et al., 2008)。 

此外，腸道共生菌/益生菌的存在也具有調節宿主免疫系統的能力。共生菌/益

生菌本身及其代謝產物、細胞壁及 DNA 皆有調節免疫的潛力。共生菌/益生菌覆

蓋於腸道黏膜避免致病菌滯留，並且誘導 B 細胞分化產生大量 IgA 分泌於腸道則

阻止致病菌的入侵(Macpherson et al., 2001)；細胞壁及 DNA 則屬於先天免疫所辨識

的非宿主分子模式(pathogen associated molecular pattern, PAMP)可引發後續免疫反

應，形成後天免疫力 (Vrese et al., 2008)。 

 

第四節 健康食品的免疫調節 

Sanderson 指出，改變飲食的組成成分可能調節免疫能力。例如，減少病菌感

染及致病的機率、降低過敏反應、甚至作為疫苗接種的共佐劑(co-adjuvant)(Olivares 

et al., 2007)。 

目前報導飲食調節免疫系統的主要影響有: 

A.  食用活的非致病性益生菌(probiotics)，除了上述共生菌的功能，其代謝

膳食纖維成為有機酸(Sanderson et al., 2007)，可刺激腸道的上皮細胞產生

白血球趨化素(chemokine)，如巨噬細胞發炎素-1(macrophage inflammatory 

protein-1, MIP-1)，使聚集腸道的免疫球增加，促進免疫反應(Ohtsuka et al., 

2001)。 

B.  食用能活化 APC 的分子。例如 β-聚糖(β-glucan)，來自真菌類如靈芝或

燕麥等特定穀類。β-聚糖主要為細菌、真菌類細胞壁之成分，能被動物先天

型免疫系統所辨識，引發後天型免疫反應。β-多醣類依照各種來源，有不同

的化學鍵結，導致多種水溶性、分子量、帶電量的特性，使刺激抗原呈獻細

胞後誘導出不同表面受體集合的免疫細胞分化(Volman et al., 2008)，有些加強
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免疫反應，有些則能活化 T 細胞朝向 Th1 分化，以避免 IgE 引起的過敏反應

(Saito et al., 2003)。 

C.  食用益菌生(prebiotics)。此為腸道共生菌能夠分解、代謝的成分，通常

宿主無法消化利用。如菊糖(inulin)、果寡糖(oligofructose)等本身不能刺激宿

主免疫反應，但其存在能篩選腸道共生菌叢，間接調節宿主免疫力(Vrese et al., 

2008)。餵食果寡糖五周的小鼠，其特定糞便 IgA,血清 IgG 皆明顯高於控制組；

並且致免後感染沙門氏菌的存活率，亦是食用果寡糖組較高(Benyacoub et al., 

2008)。 

綜合以上，飲食造成的免疫調節影響全身性免疫力的機制仍有待研究，但許多動

物及人體實驗結果卻顯示飲食組成改變，對整體免疫力有所影響，腸道免疫可能

操控全身性免疫反應。 

 

第五節 啤酒酵母 

   1. 啤酒酵母簡介 

 啤酒酵母屬於真菌子囊菌綱，是單獨球形至卵圓形存在，無性生殖以出芽方

式產生個體，有性生殖是在圓形的子囊中形成 8 個卵圓形的子囊孢子。啤酒酵母

與人類文明生活息息相關，從歷史文明記載的開始，啤酒酵母就被運用製造各種

發酵食品，常見的有酒類、烘焙食品甚至醃製食品。而由於酵母菌是為最簡單的

真核生物，也被運用於分子生物學和細胞生物學研究的模式生物。 

 

 2. 口服啤酒酵母的生理功效 

 β-聚糖是服用啤酒酵母常被探討、能影響服用者機能的成分。各種水族生物(如

魚類、甲殼類)以飼料中添加 β-聚糖改善其免疫機能，甚至做為疫苗的佐劑(Dalmo 

and Bøgwald, 2008)。 

  哺乳類方面，β-聚糖被用於癌症的治療。不論口服或靜脈注射，搭配抗腫瘤抗體，
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於幾種癌症模式的實驗動物小鼠有延長壽命功能，如神經膠瘤(Cheung et al., 2002)

和大腸癌(Mushiake et al., 2005)。β-聚糖亦被使用在微生物感染的疾病，如感染HIV

患者的注射的DNA疫苗中含有zymosan，可藉由活化補體系統刺激輔助型T細胞引

發的免疫反應(Ara et al., 2001)。此外，Nicolosi等人指出高膽固醇病人，食用添加

從啤酒酵母萃取的β-聚糖可有效降低病人血中的膽固醇(Nicolosi et al., 1999)。 

  β-聚糖不屬於纖維素，是β(1→3), β(1→6)的異型聚合體。其中β(1→3)的六碳糖為

骨幹，相隔不同數目的β(1→3)六碳糖接有β(1→6)六碳糖的側鍊。啤酒酵母細胞壁

上的β-聚糖主要為zymosan，以及結構為β(1→3)六碳糖的MG。能刺激先天免疫的

巨噬細胞產生細胞激素如IL-2, IL-10和IL-12以引發後天型免疫反應(Du et al., 

2006)。 

  β-聚糖活化免疫反應的可能機制是，由於其化學結構與哺乳類很不同，能作用在

哺乳類非特異性先天免疫系統中的分子型態辨識受器(pattern recognition receptors, 

PRRs)或是補體(complements)系統，引發免疫反應。其中巨噬細胞最主要的 PRR

為 dectin-1，而其上的糖類辨識部位能認識 β(1→3)六碳糖，活化下游訊息傳遞，

如 syk 途徑使活性氧化物(reactive oxygen species, ROS)產生以及細胞激素的合成，

另外的途徑引發吞噬作用。由於 TLR 也能辨認 β-聚糖，有時 dectin-1 會與 TLR 協

同活化。TLR 部分主要為 TLR-2 及 TLR-4 會被 β-聚糖活化，藉由 MyD88 途徑製

造 IL-2, IL-12 和 TNF-α。 

  中性球、單核球和自然殺手細胞上表現由CD11b和CD13複合的補體受器

3(complement receptor 3, CR3)。β-聚糖亦可被辨認以及活化syk和iC3途徑，活化腫

瘤毒殺能力，對自然殺手細胞最重要，由於其此細胞沒有dectin-1。而清除受器

(scavenger receptor)在血液細胞和內皮細胞表面可以發現。β-聚糖可活化一些訊息

傳導，如PI3K、MAPK，但是功能尚不清楚(Diniz et al., 2004)。 

 

 



 

 8

第六節 健康食品之免疫調節評估方法 

 健康食品的免疫調節功能評估，是針對包括非特異性及特異性免疫功能之評

估。其中非特異性免疫力主要包括如中性白血球(neutrophils)及單核球(monocytes)

的吞噬能力或是自然殺手細胞的活性(natural killer activity)，細胞在體外與健康食

品共同培養後分析與控制組的結果是否有顯著差異。而特異性免疫力主要是針對

一些特定的抗原作進一步的評估，在老鼠身上可以利用外加注射一些特定的抗

原，再進行抗原特異性免疫反應的評估，其中可以包括如特異性抗體的測定或是

抗原特異性的 T 細胞增殖反應和細胞激素的定量。(行政院衛生署食品衛生處。

2002。健康食品之免疫調節評估方法) 

 

第七節 研究動機與目的 

  在文獻整理中已經顯示，黏膜部位分泌的中和性 sIgA 有助於減少微生物進入宿

主，降低被感染的機會。然而要在希望的黏膜部位產生針對特定病原體的 sIgA，

則需要在當地、或是具有 homing 到希望部位能力的遠端黏膜引發免疫反應。預防

小兒麻痺的沙賓口服疫苗，為典型的黏膜疫苗；以及許多引發腸胃道疾病的微生

物，如輪狀病毒(Dennehy, 2008)、霍亂弧菌(Jelinek and Kollaritsch, 2008)等也積極開

發口服疫苗。 

上呼吸道也是容易受感染的黏膜區域，無法由口服疫苗滿足，因此各地研究團

隊積極開發從鼻腔給予的疫苗。鼻腔疫苗與口服疫苗相似，有幾項優勢：除了能

在給與疫苗的局部產生 sIgA 外，還有接種方便、不須經由打針的程序，易於大規

模實施，並且接種者同時引發全身性免疫反應，血液中具有特異性 IgG(Davis , 

2001)。較常見的鼻腔噴霧疫苗為預防流感的 FluMist™，由重組的減毒流感病毒製

造，依據每季流行更動病毒株。FluMist™與注射流感疫苗相比，的確在鼻腔有較

高量的 IgA 以及細胞免疫力，但是接種者血液中的 IgG 效價較低。在一般人施行

FluMist™約有 60-90%的效能，而在老年人中需要搭配其他疫苗(比如針劑流感疫苗)
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才能獲得有效保護力(Holmgren and Czerkinsky, 2005)。 

除了減毒疫苗，也有研究使用純化的病原體抗原加入佐劑，主要有三種模式：(1)

油水融合的懸浮液或是微脂粒(liposomes)可以增加抗原被免疫球吞噬的機會並被

呈獻；(2)使用危險訊號(danger signal)，如霍亂毒素(cholera toxin, CT), CpG-核酸序

列，活化免疫反應；(3)利用細胞激素或是其他分子，透過活化抗原呈獻細胞的

costimulatory molecules，引發免疫反應。或是使用無毒或低毒性的微生物做為佐

劑，如乳酸菌或是沙門氏菌，經由基因轉殖使其表現其他病原體抗原於細胞壁表

面。但大多還在實驗階段，目前最常使用的黏膜致免動物模式為抗原加上毒素佐

劑(Schijns, 2003)。 

  其中致病性大腸桿菌製造的忌熱性腸毒素(heat-labile enterotoxin, LT)，其DNA序

列有80%與霍亂弧菌產生的霍亂毒素相似，由一個A次單元及五個B次單元所構

成，A次單元具有ADP-核糖轉移酶可在宿主細胞中製造大量cAMP，導致脫水，是

毒性的來源；B次單元則可與細胞上GM1受器結合以進入宿主細胞。但LT和CT同

時也是很有效的黏膜佐劑，將抗原與毒素混合後從黏膜給予可引發針對抗原的免

疫反應(Elson et al., 1984; Lycke et al., 1986; Clements et al., 1988)。可是同時也有引

發對毒素及抗原的IgE產生，可能造成過敏反應(Tamura et al., 1994; Snider et al., 

1994)。近年來有許多研發團隊將A次單元以分生方法加以突變，去除ADP-核糖轉

移酶的活性使毒性減弱或消除。已有動物實驗結果顯示ADP-核糖轉移酶失活的突

變毒素仍具有佐劑的能力，無論是口服或從鼻腔給予，其引發免疫反應之能力與

原型LT相似(de Haan et al., 1996；Momoi et al., 2008)。 

由此可知，黏膜疫苗在效能上還有可以改進的空間。例如 Benyacoub et al.餵食

小鼠菊糖，以提升口服減毒沙門氏菌疫苗效果，例如特異性糞便中 IgA 和血清 IgG

的增加。根據前述，食用益生菌等機能性食品有助於調節免疫力。因此本實驗使

用野生株忌熱性腸毒素加上卵清白蛋白(Ovalbumin, OVA)抗原從鼻腔給予 BALB/c

小鼠，建立鼻腔致免模式。實驗期間灌食啤酒酵母(saccharomyces cerevisiae, SC)
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及市售啤酒酵母發酵產物(saccharomyces cerevisiae legume fermentated product, 

SCLFP)，藉由檢定唾液中與血清中抗體量，以及致免後兩週之初代細胞增生和細

胞激素分泌，觀察飲食可否促進疫苗的效能。 

 

第二章 材料與方法 

第一節 實驗動物小鼠 

 購自台大醫學院繁殖組之 4-5週BALB/c雌鼠，於代養單位飼養在溫度 20-22℃

的代養環境；設定夜晚及白日各 12 小時，飼料與飲水供小鼠自由取食。 

 

第二節 製備熱致死啤酒酵母 

 根據市售啤酒酵母豆類發酵產物的製造過程，啤酒酵母與豆類共同發酵後加

熱至 100℃持續 30 分鐘。製備只含啤酒酵母的餵食劑時，以含有 10g 酵母菌抽取

物(yeast extract)和 20 g 細菌蛋白腖(Bacto peptone)與 20g 葡萄糖(glucose)的一公升

培養液，接種啤酒酵母培養 24 小時至 600 nm 吸光值約為 1。將啤酒酵母離心，加

二次水混合洗去培養液，再次離心後加二次水形成懸浮液，以滾水進行隔水加熱

30 分鐘，其間不停攪拌。待懸浮液冷卻，每 1.5 ml 離心管分裝 1 ml 進行真空乾燥，

儲存於 4℃備用，餵食前才稱重並復水。 

 

第三節 餵食與黏膜致免計畫 

 5-8 週齡 BALB/c 小鼠，一組 6 隻。如圖一所示，每週分別鼻腔(intranasal, i.n.)

致免 PBS 或 LT+OVA 溶液，共致免四次。體積為每鼻孔 10 μl，LT 和 OVA 致免的

劑量為每隻小鼠給予 2 μg LT 及 20 μg OVA(albumim from chiken egg white, 

Sigma)。第一次致免前一週開始進行胃管灌食，每週三次直到犧牲為止。鼻腔給予

1 倍 PBS 的組別餵食二次水，每次 0.2 ml，是為致免控制組；致免 LT 與 OVA 溶

液之小鼠則有餵食二次水(飲食控制組)、市售啤酒酵母豆類發酵產物與熱致死啤酒
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酵母三組。小鼠於最後一次致免後第二週犧牲。餵食小鼠前稱取乾燥啤酒酵母及

啤酒酵母豆類發酵產物，以二次水復水成為 150 mg/ml，每隻小鼠每次餵食 0.2 ml。 

 

第四節 檢體與組織收集 

 從鼻腔致免前一週開始，每週採集小鼠的唾液、血清。犧牲時，先以 Ketamine/ 

Rompun 麻醉小鼠，從眼窩放血後斷頸，以 70%酒精消毒小鼠後在無菌操作台取出

脾臟(spleen)、頸部淋巴結(cervical lymph nodes, CLN)及腸繫膜淋巴結(mesenteric 

lymph nodes, MLN)，分離初代細胞。之後小鼠移出無菌操作台，由氣管收取支氣

管肺泡沖洗液(bronchial alveolar larvage fluid, BALF)。 

唾液：腹腔注射 0.15 ml 之 0.2 mg/ ml 的 pilocarpine HCl (Salagen)水溶液，等

待兩分鐘使藥效作用，保定小鼠，用200 μl滴管尖收取，儲存於1.5 ml離心管(Kweon 

et al., 2002)。置於 -30℃冰箱中直到用酵素連結免疫吸附試驗 (enzyme-liked 

immunosorbent assay, ELISA)測定 IgA。 

血清：腹腔注射 Ketamine/ Rompun，待小鼠昏迷以內面塗有肝素的毛細管進

行眼窩採血，採集約 0.1 ml。在 4℃以 10000 rpm 離心後取上清液，置於-30℃冰箱

中直到用 ELISA 方法測定各抗體濃度。 

支氣管肺泡沖洗液：BALB/c 小鼠斷頸犧牲後，以 1 ml 之 1 倍 HBSS 由氣管

沖入肺中，沖洗反覆兩次後置於 1.5 ml 離心管。儲存於-30℃冰箱中直到用 ELISA

方法測定 IgA。 

 分離初代細胞：脾臟—脾臟放在 10 ml 之 1 倍 HBSS 於 10 公分培養皿，以兩

片滅菌過的載玻片磨砂面分離出單細胞懸浮液，以茶包袋濾去大塊組織於 15 ml

離心管，在室溫 1500 rpm 離心五分鐘，倒掉上清液，將細胞沉澱拍散，每離心管

加入冰的 10 ml 含 8.3% NH4Cl 及 1% KHCO3 之紅血球分解緩衝液(RBC lysis 

buffer)，盡快在室溫 1500 rpm 離心五分鐘，倒去上清液，拍散細胞後，加入 2 ml

含有 10 %胎牛血清(fetal calf serum, FCS)，1 % HEPES，1 % L-glutamine，1 % 
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Penicillin/Streptomycin 之 RPMI1640 細胞培養液(complete RPMI, cRPMI)，細胞記

數後備用。 

淋巴結—放在 0.5 ml cRPMI 於 24 孔盤，藉由將淋巴結移至加有新鮮 cRPMI 的圓

孔洗去表面血液。以滅菌過 3 ml 針筒的活塞底部將淋巴結中的細胞壓出，形成單

細胞懸浮液，以茶包袋濾去大塊組織於 15 ml 離心管，在室溫 1500 rpm 離心五分

鐘，倒掉上清液，將細胞沉澱拍散，加入 1 ml cRPMI，細胞記數後備用。定量細

胞種在圓底 96 孔盤，培養並給予刺激以測定細胞增生；並收取細胞培養上清液，

測定其中各種細胞激素(cytokine)濃度。 

 

第五節 酵素連結免疫吸附試驗 

 抗 OVA 特異性抗體：參照 ELISA 套組(Bethyl; Laboratory, Montgomery, Texas, 

USA)說明書。20 μg/ml OVA 稀釋於含 0.05 M carbonate-bicarbonate 之 coating buffer 

(pH9.6)加入 ELISA 專用 96 孔盤(96-well plate, Nunc, Roskilde, Denmark)，每孔加入

0.1 ml，放置於 4℃。隔夜取出以 1 倍 PBST (1× PBS, 0.05% Tween 20)清洗三回，

洗去未接至盤底的蛋白質，加入 0.2 ml 含 50 mM Tris，0.14 M NaCl，1% BSA 之

blocking buffer，置於室溫兩小時，以填補盤底能夠接上蛋白質的位置。以 1 倍 PBST

清洗三回後，加入以 diluent buffer (0.2 ml 含 50 mM Tris，0.14 M NaCl，1% BSA, 

0.05% Tween 20)連續兩倍稀釋的唾液檢體或是連續十倍稀釋的血清檢體(0.1 

ml/well)，放置於 4℃。隔夜取出以 1 倍 PBST 清洗三回，加入軛有 HRP 的抗小鼠

血清球蛋白的單株抗體(anti-mouse Ig HRP conjugated detection antibody)，稀釋倍數

10000 至 50000 不等，於室溫作用兩小時。1 倍 PBST 清洗三回後，加入 0.1 ml/well 

TMB 呈色劑(Clinical)，避光靜置，0.1 ml/well 加入 2 N H2SO4 使呈色反應停止，以

波長 450 nm 判讀吸光值。將稀釋倍數與對應的吸光值做成曲線公式，計算出吸光

值為 0.1 時的稀釋倍數，以 log2 或 log10 表示。 

 總抗體：參照 ELISA 套組(Bethyl; Laboratory, Montgomery, Texas, USA)說明
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書。Ig capture antibody 稀釋於含 0.05 M carbonate-bicarbonate 之 coating buffer 

(pH9.6)加入 ELISA 專用 96 孔盤，每孔加入 0.1 ml，放置於 4 ℃。隔夜取出以 1 倍

PBST 清洗三回，洗去未接至盤底的蛋白質，加入 0.2 ml blocking buffer，置於室溫

兩小時，以填補盤底能夠接上蛋白質的位置。以 1 倍 PBST 清洗三回後，加入以

diluent buffer 連續兩倍稀釋的標準品，以及稀釋 1000 倍的唾液/糞便檢體或是稀釋

1000000 倍的血清檢體(0.1 ml/well)，放置於 4℃。隔夜取出以 1 倍 PBST 清洗三回，

加入 HRP conjugated detection antibody，稀釋倍數 10000 至 50000 不等，於室溫作

用兩小時。1 倍 PBST 清洗三回後，加入 0.1 ml/well TMB 呈色劑(Clinical)，避光靜

置，0.1 ml/well 加入 2 N H2SO4 使呈色反應停止，以波長 450 nm 判讀吸光值。以

標準品濃度做標準曲線，將各樣品吸光值代入標準曲線計算各抗體濃度。 

 細胞激素：參照 ELISA 套組(DuoSet ELISA; R&D Systems, Minneapolis, 

Minnesota, USA)說明書。cytokine capture antibody 稀釋於含 1 倍 PBS(pH7.2)加入

ELISA 專用 96 孔盤，每孔加入 0.1 ml，放置於 4℃。隔夜取出以 1 倍 PBST 清洗

三回，洗去未接至盤底的蛋白質，加入 0.2 ml reagent diluent (0.2 ml 含 0.05% Tween 

20 之 1 倍 PBS)，置於室溫兩小時，以填補盤底能夠接上蛋白質的位置。以 1 倍 PBST

清洗三回後，加入以 reagent diluent 連續稀釋兩倍的標準品，以及稀釋的初代細胞

培養液 (0.1 ml/well)，放置於 4℃。隔夜取出以 1 倍 PBST 清洗三回，加入抗小鼠

細胞激素的單株抗體(detection antibody)，於室溫作用兩小時。1 倍 PBST 清洗三回

後，加入以 reagent diluent 稀釋 200 倍之 strepavidin-HRP，室溫作用 20 分鐘。1 倍

PBST 清洗三回後， 0.1 ml/well 加入 TMB 呈色(Clinical)，避光靜置，0.1 ml/well

加入 2 N H2SO4 使呈色反應停止，以波長 450 nm 判讀吸光值，波長 550 nm 為參考

值。以標準品濃度做標準曲線，將各樣品吸光值代入標準曲線計算各細胞激素濃

度。 
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第六節 細胞增生測試 

根據Humen et al.發表的實驗方法，加以修改(Humen et al., 2005)。將脾臟初代細

胞定量至1×107 cells/ml；淋巴結初代細胞定量至5×106 cells/ml，皆以0.1 ml/well種

至96孔圓底盤。分別用cRPMI培養基(控制組)，或含有20 μg/ml OVA，2 μg/ml 

concanavalin A (ConA; Sigma, St. Louis, MO. T細胞分裂素，於培養第二天加入)，2 

μg/ml LPS(單核球或B細胞分裂素)的cRPMI刺激，每種刺激進行三重複，培養於

37℃，5% CO2之細胞培養箱。培養第四天，每孔收取0.15 ml細胞培養液，用於細

胞激素測定。並加回0.15 ml含有[3H]thymidine (PerkinElmer, Boston, Massachusetts, 

USA)的刺激培養基，濃度為1 μCi/well。培養16小時後，使用細胞收集器(Unifilter 

harvester, PerkinElmer)將細胞收至96孔濾紙盤(unifilter- 96, GF/C)，風乾兩天，盤底

貼上膠膜 (BackSeal)，加入 25 μl/well閃爍液 (Microscint-20, Packard, Meriden, 

Connecticut, USA)，貼上封膜(TopSeal)後送入計數儀器(TopCount, PerkinElmer)進

行放射線記數。 

 

第七節 細胞分群測定 

 小鼠的脾臟、CLN、MLN 初代單細胞懸浮液，分別已 fluorescein isothiocyanate 

(FITC)、phycoerythrin (PE)、PE-Cy5、APC 螢光標定如下：(1)anti-CD3-APC、

anti-CD4-PE-Cy5、anti-CD8-PE、anti-CD25-FITC，(2)anti-B220-FITC、anti-IgA-PE，

(4)以大鼠 IgG2a isotype control-FITC、PE、PE-Cy5、APC (eBioscience, San Diego, 

Calif. USA)做為對照，並以 CellQuest software (Beckton-Dickinson Inc.)進行數據分

析。 

 

第八節  聚丙烯醯胺膠體電泳法 (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)及銀染 

  利用 15% separating gel分離OVA和LT的兩種次單位。0.75 mm之 15% separating 
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gel 一片的配方為 3ml 40% 1:29 bis-acrylamide:acrylamide (Bio Basic Inc., Canada)， 

1.98 ml 1.5 M Tris (pH8.8)， 0.08 ml 10% SDS，2.626 ml 二次水，0.273 ml 之 15 

mg/ml ammonium persulfate 和 5 μl TEMED 

(N,N,N',N'-tetramethyl-ethylenediamine)，倒進鑄膠台後以少許 2-butanol 將表面壓

平。待 Separating gel 凝固，製備上層 4.5% stacking gel，一片的配方為 0.36 ml 40% 

1:29 bis-acrylamide:acrylamide，0.5 ml 0.5 M Tris (pH6.8)，0.02 ml 10% SDS，1.04 ml

二次水，0.08 ml 之 15 mg/ml ammonium persulfate 以及 2 μl TEMED，加入洗去

2-butanol 的 separating gel，插入齒梳以製造樣品槽。5 μl 樣品各加入 5 μl sample treat 

buffer (4% SDS, 4% β-mercaptoethanol, 0.2 M Tris, pH6.8)和BPB dye以1:1比例的混

合液，95℃處理 5 分鐘後載入 SDS-PAGE，加入 SDS running buffer 並以每片 25 mA

電流通電 1.5 至 2 小時。 

  膠片以電流分離完畢，取下用銀染法呈色所有蛋白質。先用 60 ml 固定溶液(2.5% 

trichloroacetic acid, 50% acetone, 25 μl 37% formaldehyde)進行固定 5 分鐘，水洗三

回，浸於二次水 5 分鐘，水洗三回，再以 50% acetone 浸五分鐘，以 60 ml 前處理

溶液(100 μl 10% sodium thiosulfate 5-hydrate, Na2S2O3‧5H2O)作用 1 分鐘，水洗三

回，最後用含 0.8 ml 20% AgNO3，0.6 ml 37% formaldehyde 的 60 ml 溶液染色 8 分

鐘，水洗三回，洗去多餘染色劑後以 2% Na2CO3，1.54% formaldehyde，0.00417% 

Na2S2O3‧5H2O 呈色至膠片出現棕色條紋，用 1%冰醋酸退染 30 秒以上，以二次

水清洗後封片。 

 

第九節 統計方法 

實驗數據以mean ± SD表示。各組間的差異使用Student’s t-test計算，統計上的顯著

差異以各組間的p值 < 0.05評估。 
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第三章 實驗結果 

第一節 鼻腔致免溶液進行膠片電泳 

  每次致免小鼠前將儲存於 4℃之 LT 與 OVA 加在離心管，以 1 倍 PBS 稀釋至 40 

μg LT 與 800 μg OVA 於 0.4 ml 體積，另一離心管僅有 1 倍 PBS，置於冰上。每隻

致免控制組小鼠從鼻腔給予共 20 μl 之 1 倍 PBS；LT+OVA 致免組則從鼻腔給予 LT

與 OVA 混合液 20 μl，每個鼻孔注入 10 μl。圖二中膠片的 lane 1-8 為每次致免小鼠

後儲存的溶液，取 5 μl 進行蛋白質電泳，含有主要蛋白質為 44 kDa 的 OVA 5 μg

以及 0.5 μg LT，由 27 kDa 之 LTA 和 11 kDa 之 LTB 組成。另外 lane 9 為 0.4 μg LT，

lane 10 為 5 μg OVA，做為比對。由圖可知，每次每隻小鼠進行鼻腔給予的致免試

劑內容物濃度一致。 

 

第二節 小鼠體重比較 

  鼻腔給予 PBS 餵食二次過濾水的組別為致免控制組，於實驗期間體重維持在

17-20 g，如圖三所示。而致免 LT+OVA 餵食二次水的小鼠(飲食控制組)則在第一

次致免後體重開始下降，從第一到第五週，體重數值明顯低於致免控制組，最低

體重為第二週的 12.72 g，只有致免控制組的 66.46%。而餵食啤酒酵母和啤酒酵母

豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠，雖然體重也明顯減輕，但體重相較於同時間

點的負控制組約為 72.7-96.9%，體重下降較少。 

 

第三節 唾液、BALF、血清中抗 OVA 之特異性 IgA 

  圖四 a 為小鼠唾液中的抗 OVA 特異性 IgA，從 2 的 4 次方開始連續二倍稀釋，

以 log 2 為單位，因此若 16 倍稀釋的唾液樣品的 ELISA 結果，對 450 nm 吸光值小

於 0.1 則屬於超出偵測範圍，以 0 計算其特異性 IgA 的量。其中鼻腔給予 PBS 餵

食二次水的小鼠之唾液特異性 IgA 於各週皆為 0，因此沒有顯示數據。 

  在致免 LT+OVA 並餵食二次水的飲食控制組小鼠，唾液中抗 OVA 之特異性 IgA



 

 17

於 0 至 3 週四次致免，僅在 0 至 1 週時從測不到 IgA 到可以定量，而在 1 至 4 週

內的唾液特異性 IgA 並不隨著致免次數增加而上升，直到最後一次致免的第二週，

特異性 IgA 才增加。相反地，餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA

致免小鼠第二週開始有特異性 IgA 劇烈增加，到致免最後一次(第三週)開始 IgA 不

再上升直到小鼠犧牲。此外，餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA

致免小鼠，在 3 至 5 週的唾液抗 OVA 之 IgA 顯著高於飲食控制組，其中以第三週

餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠相差最大，相對於飲

食控制組小鼠之唾液中特異性 IgA 分別高 20.4 以及 23.86 倍。 

  圖四 b 是小鼠 BALF 中的抗 OVA 特異性 IgA，從 10 的 2 次方開始連續十倍稀釋，

以 log 10 為單位。餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠，

相對於飲食控制組小鼠之 BALF 中特異性 IgA 分別高 1.36 以及 1.35 倍，統計上卻

具有顯著差異(p <0.05)。 

  圖五 c 為小鼠血清中的抗 OVA 特異性 IgA，從 10 的 2 次方開始連續十倍稀釋，

以 log 10 為單位。各組隨著致免次數增加，血清中抗 OVA 之特異性 IgA 皆增加，

至最後一次致免後一週達到最高，第五週則較為下降。其中，餵食啤酒酵母並

LT+OVA 致免之小鼠在三至五週所誘發的特異性 IgA 分別為飲食控制組小鼠的

1.51、1.26 和 1.26 倍，具有顯著差異(p <0.05)。而餵食啤酒酵母豆類發酵產物並

LT+OVA 致免之小鼠在三至五週所誘發的特異性 IgA 分別為飲食控制組小鼠的

1.3、1.11 和 1.16 倍，僅第三和第五週具有顯著差異(p <0.05)。 

 

第四節 血清中抗 OVA 之特異性 IgG 與 IgE 

  各組 LT+OVA 致免小鼠在最後一次致免後一週有最高的 IgG1 表現，如圖五 a 所

示。餵食啤酒酵母的小鼠抗 OVA 之特異性 IgG1 於 2 至 5 週分別為飲食控制組小

鼠的 1.12、1.14、1.08 和 1.10 倍，且有顯著差異。 

  IgG2a 部分如圖五 b 所示，飲食控制組小鼠隨著時間持續上升至犧牲。而餵食啤
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酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免組別之血清中抗 OVA 特異性

IgG2a 則是在第四週達到最高量，但二至五週皆明顯高於飲食控制組。餵食啤酒酵

母小鼠相對於飲食控制組小鼠的血清抗 OVA 之 IgG2a 從第二週到第五週分別為

1.36、1.5、1.37 和 1.27 倍；而餵食啤酒酵母豆類發酵產物小鼠相對於飲食控制組

小鼠的血清抗 OVA 之 IgG2a 從第二週到第五週分別為 1.38、1.45、1.37 和 1.27 倍。 

  相反地，LT+OVA 致免小鼠在餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的組別，

血清中抗 OVA 之特異性 IgE 持續上升至犧牲時，如圖五 d 所示；但飲食控制組小

鼠的血清中特異性 IgE 則是在第四週達到最高。然而第二週至第五週，餵食啤酒

酵母及啤酒酵母豆類發酵產物引發的特異性 IgE 皆顯著高於飲食控制組。餵食啤

酒酵母小鼠相對於飲食控制組小鼠的血清抗 OVA 之 IgE 從第二週到第五週分別為

1.24、1.30、1.22 和 1.35 倍；而餵食啤酒酵母豆類發酵產物小鼠相對於飲食控制組

小鼠的血清抗 OVA 之 IgE 從第二週到第五週分別為 1.27、1.26、1.24 和 1.38 倍。 

 

第五節 唾液、BALF、血清中總 IgA 含量 

  用 ELISA 方法測定稀釋 1025 倍之小鼠唾液，將各樣品的 450 nm 吸光值代入標

準品所建立的標準曲線。如圖六 a 所示，飲食控制組小鼠在第一次致免後唾液中

IgA 明顯較致免控制組小鼠明顯升高，持續到第五週。然而餵食啤酒酵母和啤酒酵

母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠，從第一週開始的總 IgA 與致免控制組別較

相近，也就是說，比飲食控制組少。其中餵食啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA

致免小鼠之唾液總 IgA 在第一週至第四週明顯低於飲食控制組小鼠；一至四週分

別為飲食控制組小鼠的 21.19 %、22.41 %、39.99 %以及 60.07 %。餵食啤酒酵母的

LT+OVA 致免小鼠之唾液總 IgA 在第一週至第三週明顯低於飲食控制組小鼠；一

至三週分別為飲食控制組小鼠的 33.55 %、29.50 %、以及 40.27 %。然而，在最後

一次致免的一週後，即第五週，餵食啤酒酵母或啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA

致免小鼠誘發的唾液總 IgA 上升雖仍低於飲食控制組小鼠但已沒有顯著差異。
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BALF 稀釋 100 倍，如圖六 b 所示，LT+OVA 致免小鼠的 BALF 總 IgA 明顯高於致

免控制組，不同飲食的 LT+OVA 致免組別間沒有顯著差異，跟唾液中總 IgA 在犧

牲前所測得的趨勢相近。 

血清的稀釋倍數為 10 的六次方。圖七 c 表示，飲食控制組小鼠在第二次致免後

血清中總 IgA 明顯較致免控制組小鼠明顯升高，持續到第五週。然而餵食啤酒酵

母和啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠，從致免後一周開始，誘發的血

清 IgA 比飲食控制組別少。其中餵食啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠

之血清總 IgA 在第一週至第五週明顯低於飲食控制組小鼠；一至五週分別為飲食

控制組小鼠的 9.12 %、36.68 %、40.53 %、61.78 %以及 66.94 %。餵食啤酒酵母的

LT+OVA 致免小鼠之血清總 IgA 在第一週至第三週明顯低於飲食控制組小鼠；一

至三週分別為飲食控制組小鼠的 65.20 %、39.02 %、以及 66.59 %。不同於唾液總

IgA 的結果，第五週時餵食啤酒酵母及啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小

鼠之血清總 IgA 仍然顯著低於飲食控制組小鼠。餵食啤酒酵母及啤酒酵母豆類發

酵產物的 LT+OVA 致免小鼠之血清總 IgA 為飲食控制組別的 87.32 %和 66.94 %。 

 

第六節 血清中總 IgG 和 IgE 

  如圖七 a 所示，飲食控制組小鼠從第二次致免之後(第二週)，至第五週的血清中

總 IgG1 顯著高於致免控制組小鼠。有趣的是，餵食啤酒酵母及啤酒酵母豆類發酵

產物的 LT+OVA 致免小鼠的血清總 IgG1，從開始致免到犧牲皆略低於飲食控制組

別，但只有第二週有顯著差異；然而，在此時間點，餵食啤酒酵母及啤酒酵母豆

類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠的血清總 IgG1，分別是飲食控制組別的 86.94%

和 92.73%，相差的量不大。 

  同樣地，圖七 b 表示，飲食控制組小鼠從第二週至第五週的血清中總 IgG2a 顯

著高於致免控制組小鼠。然而，餵食啤酒酵母及啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA

致免小鼠的血清總 IgG2a，在第一週至第三週低於飲食控制組小鼠。其中餵食啤酒
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酵母的 LT+OVA 致免小鼠之血清總 IgG2a 僅第一週和第二週顯著低於飲食控制組

小鼠，依時間點分別為飲食控制組小鼠的 76.14 %和 64.45 %。而餵食啤酒酵母豆

類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠之血清總 IgG2a 從第一週至第三週皆顯著低於飲

食控制組小鼠，依時間點分別為飲食控制組小鼠的 87.41 %、44.64 %和 50.59 %。

但是不論餵食啤酒酵母或是啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免小鼠，在最後

一次致免之後，血清中總 IgG2a 與飲食控制組小鼠沒有顯著差異，甚至餵食啤酒

酵母的 LT+OVA 致免組別之血清總 IgG2a 與飲食控制組別幾乎相等。而餵食啤酒

酵母豆類發酵產物的 LT+OVA 致免組別之血清總 IgG2a 略低於飲食控制組別。 

  飲食控制組小鼠，從第一次致免後(第一週)至第四週的血清中總 IgE 顯著高於致

免控制組小鼠(圖七 d)。與血清總 IgG1、IgG2a 相似，餵食啤酒酵母豆類發酵產物

的 LT+OVA 致免小鼠之血清總 IgE 在第一週到第四週低於飲食控制組別，其中僅

第三週沒有顯著差異；從第一週至第四週餵食啤酒酵母豆類發酵產物的 LT+OVA

致免小鼠為飲食控制組小鼠的 37.64 %、50.26 %、86.67 %和 62.26 %。而餵食啤酒

酵母的 LT+OVA 致免小鼠的血清總 IgE 雖然在第一至第三週略低於飲食控制組

別，但只有第一週有顯著差異，為飲食控制組小鼠的 51.91 %。在最後一次致免後

的第二週(第五週)，則 LT+OVA 致免所導致的血清總 IgE 上升之效果不再明顯，不

論餵食的項目，LT+OVA 致免小鼠中血清總 IgE 的量與致免控制組的小鼠相似。 

 

第七節 脾臟及不同淋巴結細胞的特異性增生 

  脾臟、CLN、MLN 的初代單細胞懸浮液，以四種條件、各三重覆種在 96 孔盤。

四種條件為每隻小鼠的初代細胞分別以單獨 cRPMI、20 μg/ml OVA、2 μg/ml conA

以及 2 μg/ml LPS 培養 5 天。其中，單獨 cRPMI 的處理當作每隻小鼠細胞的控制

項目，由於每隻小鼠的各種免疫細胞比例可能有所差異，以其他條件之實驗數據

相對於單獨 cRPMI 處理的倍數(fold induction)表示。初代細胞與 20 μg/ml OVA 共

同培養的處理視為 LT+OVA 致免小鼠的特異性增生分析。 
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  各組 LT+OVA 致免組別的單獨 cRPMI 處理之增生放射性讀值(cpm)明顯高於致

免控制組別，表示餵食各種食品之 LT+OVA 致免小鼠的脾臟初代細胞在單獨

cRPMI 處理後的增生情況較為活化(圖八 a)。並且如圖八 b 所示在 OVA 處理的 cpm

讀值以在單獨 cRPMI 處理的讀值校正後，各組 LT+OVA 致免的 OVA 處理增生倍

數皆顯著高於致免控制組別，所以 LT+OVA 致免後的確可以在脾臟此全身性免疫

器官於體外表現對 OVA 的特異性增生。但餵食各種食品的 LT+OVA 致免小鼠間並

未有明顯差異，雖然在增生倍數上以餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的組

別較餵食二次水的 LT+OVA 致免小鼠來得高，分別為飲食控制組的 1.55 和 2.18 倍。 

  此外，圖八 c 和 e 所表示之 CLN 和 MLN 的單獨 cRPMI 處理在各 LT+OVA 致免

組別有較致免控制組別高的 cmp 讀值，但無顯著差異。並且 OVA 處理的 LT+OVA

致免組別在增生倍數上雖高於 PBS 致免小鼠，但無顯著差異。其中最接近致免部

位的 CLN 在增生倍數上以餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物的組別為飲食控

制組的 1.89 和 1.75 倍。 

   

第八節 脾臟及不同淋巴結細胞的非特異性增生 

  小鼠的初代細胞體外培養加入 conA，為所有 T 細胞的裂殖素；加入 LPS 則為單

核球或 B 細胞的裂殖素，實驗結果視為初代細胞的非特異性增生。 

  如圖八 a 所示，雖然初代脾臟細胞處理 conA 後，各組的 cpm 值沒有顯著差異。

但由於 PBS 致免控制組別的單獨 cRPMI 處理所得 cpm 值較低，經過校正後，如圖

八 b 表示，LT+OVA 致免的各組別之增生倍數明顯低於致免控制組。LPS 處理的

脾臟細胞，以致免控制組的 cpm 值最高，並且顯著高於飲食控制組別。校正後的

則是 LT+OVA 致免的各組皆顯著較致免控制組別低。 

  CLN 部分如圖八 c 所示，[3H]thymidine 合成入細胞 DNA 的 cpm 讀值無論是以

conA 或 LPS 處理，LT+OVA 致免的各組別皆遠高於致免控制組，僅餵食啤酒酵母

的 LT+OVA 致免於 LPS 處理沒有顯著差異。經過校正，如圖八 d 表示，conA 或
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LPS 處理之 LT+OVA 致免的各組別皆高於致免控制組，僅飲食控制組於 LPS 處理

沒有顯著差異。然而 LT+OVA 致免不同餵食組別間沒有明顯差異。 

  此外，從 MLN 分出的初代細胞於 conA 處理的 cpm 讀值以 LT+OVA 致免的各組

高於 PBS 致免控制組別(圖八 e)，但校正後並無顯著差異(圖八 f)。然而 LPS 處理

的 MLN 初代細胞，無論 cpm 絕對值(圖八 e)或是校正後的增生倍數(圖八 f)，都以

LT+OVA 致免的各組顯著高於 PBS 致免組別，但是 LT+OVA 致免餵食不同食品的

組別間沒有明顯差異。 

 

第九節 初代細胞針對 OVA 分泌的細胞激素 

  收取體外以 OVA 處理的小鼠初代細胞四天培養液，用 ELISA 測定其中 IL-5 和

IFN-γ的量。 

  如圖九 a 所示，脾臟中輔助型 T 細胞被 OVA 刺激所分泌的 IL-5 以 LT+OVA 致

免的各組顯著高於 PBS 致免組別。並且餵食啤酒酵母與啤酒酵母豆類發酵產物之

LT+OVA 致免的 IL-5 量更明顯比飲食控制組別高，分別為飲食控制組別的 2.06 與

2.47 倍。 

  如圖九 b 所示，CLN 部分飲食控制組和致免控制組別的初代細胞，於 OVA 刺激

下產生的 IL-5 具有相似量，餵食啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵的 LT+OVA 致免組

別的 IL-5 較為上升，分別為飲食控制組別的 2.23 與 2.08 倍，只有餵食啤酒酵母組

相對於飲食控制組別有顯著差異。而離致免部位遠處的黏膜淋巴結—MLN 之初代

細胞則對 OVA 刺激較無 IL-5 分泌上升的反應，LT+OVA 致免的各組 MLN 分泌之

IL-5 量與 PBS 致免組別相似，不過餵食啤酒酵母與啤酒酵母豆類發酵產物的

LT+OVA 致免組別有較餵食二次水的兩組非顯著的上升，大約是餵食二次水組別

的 1.5 倍。 

  此外在圖九 c，脾臟分出之初代細胞被 OVA 刺激所分泌的 IFN-γ以 LT+OVA 致

免的各組顯著高於致免控制組別。並且餵食啤酒酵母與啤酒酵母豆類發酵產物之
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LT+OVA 致免的 IFN-γ 量更明顯比飲食控制組別高，分別為飲食控制組別的 3.71

與 4.77 倍。而不論 CLN 或 MLN(圖九 d)，不同的致免和餵食似乎不影響 OVA 刺

激後初代細胞分泌 IFN-γ的能力。 

 

第十節 初代免疫細胞分群之百分比 

  小鼠犧牲時，一部份初代細胞以帶有不同螢光物質的抗體針對細胞膜上各種蛋

白進行表面染色。計算 CD4/CD8 的相對百分比、CD4+CD25+百分比以及 B220+的

B 細胞百分比或是 B220-IgA+的漿細胞(plasma cells)百分比。 

  圖十 a 和 b 結果顯示，在脾臟、CLN 或 MLN 的細胞中 CD4/CD8 及 CD4+CD25+

的百分比皆不會因為致免和餵食而改變。 

  圖十 c 中 B220+分群的 B 細胞方面，則可發現較接近致免部位的 CLN 在 LT+OVA

致免的各組有明顯較致免控制組高約兩倍，LT+OVA 致免但餵食不同食品的 B 細

胞百分比則類似。並且在圖十 d 所示 B220-IgA+在 CLN 也是相同趨勢，LT+OVA

致免的各組顯著高於致免控制組 2.85-3.85 倍，不同餵食的 LT+OVA 致免則不明顯

改變漿細胞百分比。然而 MLN 中無論是 B 細胞或漿細胞的百分比，在各組間無差

異。 

 

第四章 討論 

第一節 唾液、BALF、血清中抗 OVA 之特異性 IgA 與細胞激素 

  接種疫苗最重要的目的為產生以及維持具有針對致病菌或病毒之抗體。已知肌

肉注射之疫苗可以引發有效的IgG抗體產生。然而對於從黏膜入侵宿主的外來物則

可能以針對外來物之分泌性IgA中和，從而阻止外來物。以流感病毒為例，市面上

的注射疫苗可以使接種者血清中具有IgG，但呼吸道部位的分泌性IgA則相對較少

(Bender et al., 1991；Glezen et al., 1982；Renegar et al., 1991)。因此試圖發展鼻腔

內給予的流感疫苗，以保護呼吸道黏膜不被流感病毒黏附及進行大量複製，並且
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此疫苗不但引發部位性的IgA，同時也使接種者產生全身性的IgG (Asahi-Ozaki et 

al., 2004；Lee et al., 2003；Mendelman et al., 2004；Tumpey et al., 2001)。 

  本篇實驗結果顯示相較於飲食控制組，飲食中含有啤酒酵母時，能在接種其間

至接種後兩週內具有較高量的IgA產生，不論是在呼吸道相關的唾液、肺沖液，或

是代表全身性免疫力的血漿中。 

  從B細胞製造免疫球蛋白需經過增生與成熟的過程，其間需要生長或分化因子參

與。作為分化因子的細胞激素依據作用在B細胞發生的效果分為二，一種使B細胞

進行類型轉換，調節活化B細胞所產生的種類(isotype)；另一種則誘導B細胞成熟，

使進行類型轉換後B細胞生長及分化成為分泌抗體的漿細胞。TGF-β使B細胞類型

轉換成IgA，並且使B細胞表面的IL-5受器表現量上升。一般認為IL-5活化嗜酸性

球，近年發現其對IgA的產生很重要，選擇性地將類型轉換成表現IgA之B細胞分化

為漿細胞，並維持其分泌的功能(Salvi et al., 1999)。雖然Salvi S指出參與B細胞的類

型轉換和分化的細胞激素由呼吸道上皮細胞所產生，由於實驗技術及實驗動物有

限，並未取得免疫作用部位的上皮細胞，僅取引發免疫部位之淋巴結。但仍可由

致免部位最近的CLN初代細胞培養上清液中測得較高的IL-5濃度，於餵食啤酒酵母

及其豆類發酵產物的LT+OVA致免組別，可能仍有分泌IL-5之輔助型T細胞參與在

維持IgA的製造與分泌，因此在BALF和唾液中有較多的IgA。並且，離致免部位較

遠的MLN初代細胞經OVA刺激後其細胞激素IL-5量在餵食啤酒酵母及其豆類發酵

產物的LT+OVA致免組比相同致免餵食二次水組別稍上升，顯示腸道可能參與IgA

的增量。 

 

第二節 血清中抗 OVA 之特異性 IgG 與 IgE 與細胞激素 

  抗體的產生通常被認定為Th2活化B細胞的效果。然而Th1所分泌的細胞激素也可

以誘導B細胞產生抗體，不同於Th2細胞激素引發的抗體類型。DeKruyff等人 指出

雖然Th1的免疫路徑主要活化細胞免疫，但IgG2a的產生需要Th1細胞分泌的IFN-γ
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與IL-2同時存在；而IgG1和IgE則主要透過Th2細胞分泌的IL-4存在使B細胞進行類

型轉換，有時還有IL-5參與。一般認為感染引發Th1或Th2的平衡對於疾病的認定

很重要。因此IgG2a和IgG1的產量可分別作為傾向Th1及Th2免疫反應的標誌

(DeKruyff et al., 1993)。本實驗顯示於LT+OVA致免小鼠中，不論血清中IgG2a或

IgG1，以餵食啤酒酵母及啤酒酵母豆類發酵產物高於餵食二次水的控制組，表示

餵食啤酒酵母及其豆類發酵產物可能增強全身性Th1及Th2免疫反應。與脾臟初代

細胞於體外與OVA共培養四天測得細胞激素結果相關，餵食啤酒酵母和啤酒酵母

豆類發酵產物的LT+OVA組別相對於LT+OVA致免控制組，不但有較高的Th2細胞

激素IL-5也有較高的Th1細胞激素IFN-γ。 

 

第三節 血清中總抗體含量 

  由第一章的文獻整理中已知IgA在黏膜組織的重要性，但在血液中IgA多以單體

存在，並且可以與一些免疫細胞如巨噬細胞、中性球和嗜酸性球上之Fcα受器-I作

用，發生發炎反應(Otten and van Egmond, 2004)。而IgE接在肥大細胞(mast cell)上

的Fcε受器，待IgE與其針對的抗原作用時活化肥大細胞，使肥大細胞釋放組織胺等

顆粒性物質造成附近血管更為通透，使局部腫脹形成過敏反應。IgE與肥大細胞上

的Fcε受器具有高親和性，所以低量IgE也能引發過敏。因此由血清中總IgA和IgE

實驗結果中，相對於飲食控制組攝取啤酒酵母豆類發酵產物或啤酒酵母可能可以

降低過敏發生的機率，然而可能容易引發對接種抗原的過敏反應。 

  血清中各個isotype的IgG以單體存在著，它們於重鍊的部分具有不同Fc蛋白三級

結構，依據抗體Fc部分能與各種細胞上Fc受器交互作用，或是活化補體系統，促

進後續免疫反應以清除外來抗原，而引發的免疫反應決定IgG所屬isotype的功能。

IgG1最主要可以調理(opsonize)抗原，使其藉由與Fcγ受器作用更易被巨噬細胞或中

性球等免疫細胞吞噬，引發發炎反應，此外也進行中和、活化補體(complement)

及自然殺手細胞並且會輕微活化肥大細胞。IgG2則主要進行抗原中和，並稍為活
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化補體系統(Janeway et al., 2005)。從小鼠血清中總IgG1、和IgG2a因為LT+OVA由

鼻腔致免而上升，為免疫反應發生時伴隨的現象，然而飲食中含有啤酒酵母及其

豆類發酵產物，可能稍微緩和抗體IgG濃度增加，而減少非特異性的過敏反應發生。 

 

第四節 胰臟及淋巴結細胞的增生與細胞表現型之百分比 

  外加 OVA 蛋白測定初代細胞之增生現象可測定具特異性之功能 T 或 B 細胞於

體內致免時期引發細胞族群擴充(clonal expansion)能力。LT+OVA 從鼻腔致免相對

於致免控制組，可分別引發 OVA 刺激之 OVA 選殖細胞、conA 刺激之 T 細胞和

LPS 刺激之 B 細胞顯著的增生反應，但不包含脾臟細胞。暗示著主要是鼻腔致免

改變免疫細胞數的平衡，而非飲食。 

  同理，飲食並不特別改變各表現型細胞的百分比，但增加了CLN的B細胞和 IgA+

漿細胞之免疫球百分比。雖然 Nikolic et al.指出在小鼠骨髓及脾臟中的細胞中，

B220 不只表現於 B 細胞表面，一些樹突細胞上亦有 B220(Nikolic et al., 2002)。然

而 2007 年 Rodríguez-Monroy 研究 NALT 和鼻腔的各種表現型之細胞分群，發現表

現 B220 之細胞幾乎皆為 CD19+，因此至少可以判定本實驗所染到 CLN 的 B220+

細胞主要為 B 細胞(Rodríguez-Monroy et al., 2007)。 

 

第五節 小鼠體重比較 

  小鼠的體重常表現其整體健康狀況。LT+OVA 致免之小鼠組別發現體重比不引

發免疫反應的 PBS 鼻腔給予組別明顯下降，可知野生株 LT 的毒性可能影響小鼠的

生理機能。然而餵食了啤酒酵母發酵產物則小鼠隨著 LT+OVA 致免次數增加及致

免後期間拉長，其體重下降有限。餵食啤酒酵母之小鼠則是在最後兩次致免(第二

週)才開始降低。不同於前述的突變株 LT 與野生株引發類似免疫力，Tsuji 等人曾

指出 ADP-核糖轉移酶失活的突變 LT 在去除毒性後，其誘發的免疫反應較原型 LT

佳(Tsuji et al., 1997)，則有可能是毒性造成實驗動物不健康導致免疫力低落。此外，給
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予較大體積的液體疫苗，可能使接種者由食道吞入(Mestecky et al., 2005)，造成實

驗小鼠食慾不佳導致體重下降。 

 

第五章 總結論 

  總的來說，小鼠每週飲食中包含 30 mg 啤酒酵母或是啤酒酵母豆類發酵產物共

三次，可初步增加其特異性黏膜及全身性抗體，甚至細胞活性；但是非特異性總

抗體則較飲食控制組為低。 

  然而要確切了解飲食所增進的特異性免疫力，則需要建立飛沫傳染致病微生物

的動物模式，如流感病毒。實驗程序與本實驗模式類似，先以流感疫苗將小鼠致

免，同時分組餵食二次水、啤酒酵母和啤酒酵母豆類發酵產物，最後使小鼠感染

致死劑量的流感病毒，評估各種飲食是否具有較高的存活力，可確認啤酒酵母及

其豆類發酵產物所引發較高的特異性抗體真的對食用者具有較高免疫保護力。 

  除了第一章對啤酒酵母調節免疫力的著重在β-聚糖的成分，免疫調節的其他成分

或機制尚有：飲食中添加核苷酸亦被證實可以增強免疫反應，如避免細菌感染、

誘導Th1型免疫反應。並且Uauy等人發表核苷酸能夠刺激剛離乳大鼠之小腸上皮細

胞，使小腸內黏膜蛋白和DNA增加，絨毛增長，以及雙醣酶活性上升(Uauy et al., 

1990)。此外在OVA-T細胞受器的轉基因小鼠上也發現，當小鼠飲水中皆含有2 % 

OVA時，飲食中有添加核苷酸之組別的糞便中含有較高量的IgA，暗示著腸道中較

多IgA存在。機制則可能透過γ δ+ T細胞的活化，引發IL-7分泌所導致(Nagafuchi et al., 

2002 )。 

  近年有研究指出，攝取n-3的長鏈不飽和脂肪酸可抑制代謝中產生的類花生酸

(eicosanoids)所引發的過度發炎反應，並且阻止B細胞產生IgE (Sijben et al., 2007)。 

例如Watanabe等人已在1994年証明以含有10%紫蘇種籽油的飼料讓ICR小鼠自由

取食，由於紫蘇種籽油具有高量n-3不飽和脂肪酸[18:3(n-3)/18:2(n-6) =3.9]相較於

[18:3(n-3)/18:2(n-6) = 0.01]的紅花種籽油，使同為腹腔注射Alum+OVA致免的ICR
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小鼠有較低的效價的OVA特異性IgE(Watanabe et al., 1994)。然而，在BALB/c以

OVA致敏小鼠的模式上，以飲食中含5%紫蘇種籽油相對含玉米油的組別其血清中

具有稍微上升的OVA特異性IgE，以及顯著較高的總IgE。Chang等人認為在不同種

類的小鼠、紫蘇種籽油攝取量有所差別或是致免及致敏的模式不同所造成，並指

出BALB/c小鼠攝取紫蘇種籽油顯著較低的三酸甘油脂、膽固醇、高密度脂蛋白和

低密度脂蛋白並且特異性IgG1和IgA下降，作者認為血中脂肪與脂蛋白濃度與

IgG1、IgA有正相關的關係，但與IgG2a無相關。進一步分析血清中總IgE與三酸甘

油脂和高密度脂蛋白(或高密度脂蛋白/低密度脂蛋白)濃度形成負相關。顯示飲食

調節脂肪代謝食同時具有改變體液免疫的能力(Chang et al., 2009)。並且Ma等人指

出α-亞麻酸及其代謝物(EPA或DHA)可能改變免疫細胞膜表面的lipid raft進而調節

免疫系統的細胞訊息傳遞(Ma et al., 2004)。亦即調整血中脂肪酸比例可能連帶改變

免疫細胞作用與各種抗體濃度。 

  因此，未來可將餵食小鼠的血清測定其三酸甘油脂、膽固醇等生理指標與抗體

產生做相對性的統計比較；或是從啤酒酵母分離出細胞壁及其他部分，進行模式

動物體內的免疫能力調節檢定，以明白啤酒酵母參與在免疫作用的角色。 
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圖一、實驗動物小鼠分組及實驗時間表 

 (a)BALB/c 雌鼠每組六隻。第一組致免時鼻腔給予 1 倍 PBS 共 20 μl，每鼻孔 10 μl，

用餵食管灌食二次水，是為免疫控制組(PBS/H2O)；第二至第四組致免時鼻腔給予

含有 2 μg LT 和 20μg OVA 的 20 μl 混合溶液，每鼻孔 10 μl；分別管餵二次水(飲食

控制組, LT+OVA/H2O)、啤酒酵母(LT+OVA/SC)、啤酒酵母豆類發酵產物

(LT+OVA/SCLFP)。(b)小鼠以第一次致免設為實驗第 0 周，共致免四次，每次致免

間隔一週。餵食從第一次致免前一週開始，每週三次，持續至犧牲。此外每週收

取小鼠唾液及血清，以 ELISA 測定其中抗體量。 
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圖二、致免溶液蛋白質電泳膠片 

致免溶液經 SDS-PAGE 膠片電泳後銀。Lane 1, 3, 5, 7：第 0 週至第 3 週鼻腔給予

小鼠之1倍PBS；Lane 2, 4, 6, 8：第0週至第3週鼻腔給予小鼠之LT(0.5 μg)與OVA(5 

μg)；Lane 9：0.4 μg LT；Lane 10：5 μg OVA。 

OVA 蛋白質主要集中在 44 kDa。而每分子 LT 由一個 A 次單位與五個 B 次單位組

成，因此電泳膠片圖中比較 LTA：LTB 濃度約為 1：5。A 次單位約為 27 kDa，B

次單位約為 11 kDa。 
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圖三、鼻腔致免 BALB/c 雌鼠並且餵食各種食品的體重 

小鼠在實驗週數 0, 1, 2, 3 進行四次鼻腔致免 PBS 或 LT+OVA，以箭頭表示。並從

第一次致免前一週開始每週三次的灌食，鼻腔給予 PBS 隻小鼠餵食二次水

(PBS/H2O, )，而鼻腔致免 LT+OVA 分別餵食二次水(LT+OVA/H2O, )、啤

酒酵母(LT+OVA/SC, )或市售啤酒酵母豆類發酵產物(LT+OVA/SCLFP, )。

餵食進行至第五週犧牲。*為 LT+OVA/SC 或 LT+OVA/SCLFP 相對飲食控制組的 p

值小於 0.05。 
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圖四、黏膜之唾液及肺沖液(brochoalveolar lavage fluid, BALF)中抗 OVA 特異性

IgA 

(a)抗 OVA 特異性唾液 IgA。在各實驗時間點收取小鼠唾液，用 ELISA 定量緊接在

黏附盤底之 OVA 蛋白質的 IgA，是為抗 OVA 之特異性 IgA，實驗結果以二倍連續

稀釋樣品時，進行呈色後 OD450 為 0.1 的稀釋倍數表示。其中 代表

LT+OVA/H2O， 代表 LT+OVA/SC，  代表 LT+OVA/SCLFP。PBS/H2O 測

不到數據。(b)抗 OVA 特異性 BALF IgA。於犧牲小鼠時收取 BALF，用 ELISA 定

量緊接在黏附盤底之 OVA 蛋白質的 IgA，是為抗 OVA 之特異性 IgA，實驗結果以

十倍連續稀釋樣品時，OD450 為 0.1 的稀釋倍數表示。*為 LT+OVA/SC 或

LT+OVA/SCLFP 相對飲食控制組的 p 值小於 0.05。 
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圖五、血清中抗 OVA 特異性 IgG1，IgG2a，IgA，IgE 

在各實驗時間點收取小鼠唾液，用 ELISA 定量緊接在黏附盤底之 OVA 蛋白質的各

種類抗體，是為抗 OVA 之特異性抗體，實驗結果以十倍連續稀釋樣品時，進行呈

色後 OD450 為 0.1 的稀釋倍數表示。 代表 LT+OVA/H2O， 代表

LT+OVA/SC，  代表 LT+OVA/SCLFP。PBS/H2O 測不到數據。(a) 血清中抗

OVA 特異性 IgG1；(b) 血清中抗 OVA 特異性 IgG2a；(c) 血清中抗 OVA 特異性

IgA；(d) 血清中抗 OVA 特異性 IgE。*為 LT+OVA/SC 或 LT+OVA/SCLFP 相對飲

食控制組的 p 值小於 0.05。 
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圖六、黏膜之唾液及 BALF 中總 IgA 

在各實驗時間點收取小鼠唾液以及小鼠犧牲時收取 BALF，用 ELISA 定量唾液中

所有 IgA。將各樣品呈色後 OD450 的數值代入連續稀釋標準品所得到的標準曲線公

式，再乘以稀釋倍數，得到樣品中總 IgA 濃度。(a)各時間點唾液中總 IgA。 代表

PBS/H2O， 代表 LT+OVA/H2O， 代表 LT+OVA/SC， 表示 LT+OVA/SCLFP。

(b) BALF 中總 IgA。#為各組相對致免控制組(PBS/H2O)做 t test，p 値小於 0.05，*

為LT+OVA/SC或LT+OVA/SCLFP相對飲食控制組(LT+OVA/H2O)的p值小於0.05。 
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圖七、血清中各種總抗體 

在各實驗時間點收取小鼠眼窩週邊血，離心分出上清液即血清，用 ELISA 定量血

清中所有 IgG1、IgG2a、IgA 或 IgE。將各樣品呈色後 OD450 的數值代入連續稀釋

標準品所得到的標準曲線公式，再乘以稀釋倍數，得到樣品中總抗體濃度。 代表

PBS/H2O， 代表 LT+OVA/H2O， 代表 LT+OVA/SC， 表示 LT+OVA/SCLFP。

(a)血清中總 IgG1； (b) 血清中總 IgG2a；(c) 血清中總 IgA；(d) 血清中總 IgE。 #

為各組相對致免控制組(PBS/H2O)做 t test，p 値小於 0.05，*為 LT+OVA/SC 或

LT+OVA/SCLFP 相對飲食控制組(LT+OVA/H2O)的 p 值小於 0.05。 
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圖八、初代細胞增生結果 

小鼠於實驗第五週犧牲，分離初代細胞成單細胞懸浮液，分別以三重複進行單獨

cRPMI( )、20 μg/ml OVA( )、2 μg/ml conA( )及 2 μg/ml LPS( )四種條件培養。

在第四天加入放射性[3H]thymidine，16 小時後收取細胞至 96 孔濾紙盤，待濾紙乾

燥加閃爍液以計數儀器進行放射線計數，以 counts per minute(cpm)為單位。脾臟

(a)、CLN(c)和 MLN(e)的初代細胞於體外培養時進行增生，增加細胞數，使加入具

放射性的[3H]thymidine 時，能夠合成較多[3H]thymidine 進入 DNA，導致較高的 cpm

讀值。此外，以 OVA、conA 及 LPS 培養條件所得的 cpm 值除以單獨 cRPMI 培養，

得到增生倍數，分為脾臟(b)、CLN(d)、MLN(f)三種組織。 
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圖九、體外培養初代細胞於 20 μg/ml OVA 之條件四天，細胞培養液中的細胞激素 

體外培養之初代細胞第四天收取上清液，以 ELISA 測定培養液中細胞激素，將各

樣品呈色數值代入標準品所得之標準曲線公式，乘回樣品稀釋倍數，得到各樣品

細胞激素濃度。(a)和(c)為脾臟初代細胞之 IL-5 和 IFN-γ；(b)和(d)為 CLN( )和

MLN( )初代細胞之 IL-5 和 IFN-γ。*為 LT+OVA/SC 或 LT+OVA/SCLFP 相對飲食

控制組(LT+OVA/H2O)的 p 值小於 0.05。 
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圖十、初代細胞表現型分群 

脾臟( )、CLN( )、MLN( )分初初代細胞之單細胞懸浮液，以軛有螢光物質的

抗體染色小鼠細胞表面標記，藉此分析各種表面型細胞分群之百分比。(a)CD4/CD8

比率；(b)CD4+CD25+百分比；(c)B220+；(d)B220-IgA+。#為各組相對致免控制組

(PBS/H2O)做 t test，p 値小於 0.05。 
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