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中 文 摘 要 ： 氣喘是一種非常複雜的氣道發炎病症，通常認為是由輔助型第二型
T細胞誘發抗原特異性IgE及嗜酸性白血球大量增加所造成的。然而
最近研究在一些類固醇頑固型的慢性氣喘病患中不只嗜酸性白血球
高且嗜中性白血球也高。然而這類病患可能與輔助型Th17細胞所分
泌的IL-17為主，導致嗜中性白血球的發炎。我們研究團隊之前發現
在急性期氣喘動物實驗中，FIP-fve能使細胞趨向Th1發展進而減緩
OVA所誘發之Th2 細胞激素的產生。
本研究我們將透過一套已建立之OVA誘導長期慢性氣喘動物模式，利
用收集氣道沖洗液及劉氏染色確定其特徵主要增加嗜中性白血球而
不是嗜酸性白血球，並透過其他分子實驗方式分析，進一步評估
FIP-fve是否能治療慢性氣喘
首先利用小鼠全身肺功能檢驗分析儀器分析氣道過度反應；並以酵
素免疫連結分析小鼠體內氣道沖洗液及血清中的IL-4, IFN-r, IL-
5, IL-6, IL-23, Foxp3, IL-22 和 IL17；病理切片配合FOXP3、
RORrt 等螢光染色。最後，我們將分析FIP-fve對於Treg所分泌TGF-
影響Th17細胞後IL-22所參與的氣道重塑等機制。
本研究從類固醇頑固型慢性氣喘中所牽涉不同的路徑，來尋求新的
治療策略。經由本研究計畫完成，有助於類固醇頑固型的慢性氣喘
所造成的嗜中性白血球參與的發炎反應及氣道重塑等機轉的釐清
，應可提供新的治療方向。

中文關鍵詞： 慢性氣喘、FIP-fve、嗜中性球、IL-17

英 文 摘 要 ： Asthma is a heterogeneous inflammatory disorder of the
airway. Th2 response is usually contributed to high levels
of allergen-specific IgE and eosinophilic airway
inflammation. Recently, several findings demonstrated that
neutrophils, not eosinophils, are the major inflammatory
cells in chronic asthma patients with steroid-resistant.
Th17 producing IL17 axis result in neutrophil inflammation
and IL13/IL22 induce airway remodeling. FIP-fve that
exhibits anti-inflammatory properties on OVA-induced acute
airway inflammation.
The proposal will focus on the mechanisms of IL-17 axis,
and their immuno-microenvironment in chronic asthma with
corticosteroid-resistant.
In the study, we will have established the chronic asthma
model with corticosteroid-resistant. We will evaluate the
potential therapeutic role of FIP-fve and corticosteroid in
a new chronic asthma mouse model characterized by increased
neutrophils in BALF cells rather than eosinophils using
Liu’s staining. The effect of FIP-fve or corticosteroid on
OVA induced AHR was measured using a whole-body barometric
plethysmography. Airway inflammation was evaluated by IL-4,
IFN-r, IL-5, IL-6, IL-22, IL-23, Foxp3 and IL17 in the BALF
and in the serum that were assessed using ELISA analysis.
To assess pathological changes, lung tissue sections were
stained with hematoxylin&eosin (H&E). Immunofluorescence



microscopy of CD4T-cell clones fixed and stained with
antibodies specific for FOXP3 and RORrt. DAPI was used to
counterstain the nuclei, and we will further investigate
whether FIP-fve reduce IL-22-induced airway remodeling
through the Treg/Th17 resulting in TGF-β pathway in the
airway remodeling. The novel treatment strategies for
chronic asthma with corticosteroid-resistant could involve
in many pathways. Upon the completion of this proposal, we
will provide a new direction for treatment of
corticosteroid resistant asthma by enhancing neutrophils-
mediated inflammation and tissue remodeling.

英文關鍵詞： Chronic asthma, FIP-fve, neutrophils inflammation,  IL-17
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中文摘要 

氣喘是一種非常複雜的氣道發炎病症，通常認為是由輔助型第二型T細胞誘發抗原

特異性IgE及嗜酸性白血球大量增加所造成的。然而最近研究在一些類固醇頑固型的慢

性氣喘病患中不只嗜酸性白血球高且嗜中性白血球也高。然而這類病患可能與輔助型

Th17細胞所分泌的IL-17為主，導致嗜中性白血球的發炎。我們研究團隊之前發現在急

性期氣喘動物實驗中，FIP-fve能使細胞趨向Th1發展進而減緩OVA所誘發之Th2 細胞激

素的產生。 

本研究我們將透過一套已建立之OVA誘導長期慢性氣喘動物模式，利用收集氣道沖

洗液及劉氏染色確定其特徵主要增加嗜中性白血球而不是嗜酸性白血球，並透過其他分

子實驗方式分析，進一步評估FIP-fve是否能治療慢性氣喘 

首先利用小鼠全身肺功能檢驗分析儀器分析氣道過度反應；並以酵素免疫連結分析

小鼠體內氣道沖洗液及血清中的IL-4, IFN-r, IL-5, IL-6, IL-23, Foxp3, IL-22 和 IL17；病

理切片配合FOXP3、RORrt 等螢光染色。最後，我們將分析FIP-fve對於Treg所分泌TGF-β
影響Th17細胞後IL-22所參與的氣道重塑等機制。 

本研究從類固醇頑固型慢性氣喘中所牽涉不同的路徑，來尋求新的治療策略。經

由本研究計畫完成，有助於類固醇頑固型的慢性氣喘所造成的嗜中性白血球參與的發

炎反應及氣道重塑等機轉的釐清，應可提供新的治療方向。 

 
關鍵字：慢性氣喘、FIP-fve、嗜中性球、IL-17 
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英文摘要 

Asthma is a heterogeneous inflammatory disorder of the airway. Th2 response is usually 

contributed to high levels of allergen-specific IgE and eosinophilic airway inflammation. 

Recently, several findings demonstrated that neutrophils, not eosinophils, are the major 

inflammatory cells in chronic asthma patients with steroid-resistant. Th17 producing IL17 

axis result in neutrophil inflammation and IL13/IL22 induce airway remodeling. FIP-fve that 

exhibits anti-inflammatory properties on OVA-induced acute airway inflammation. 

The proposal will focus on the mechanisms of IL-17 axis, and their 

immuno-microenvironment in chronic asthma with corticosteroid-resistant.  

In the study, we will have established the chronic asthma model with 

corticosteroid-resistant. We will evaluate the potential therapeutic role of FIP-fve and 

corticosteroid in a new chronic asthma mouse model characterized by increased 

neutrophils in BALF cells rather than eosinophils using Liu’s staining. The effect of 

FIP-fve or corticosteroid on OVA induced AHR was measured using a whole-body 

barometric plethysmography. Airway inflammation was evaluated by IL-4, IFN-r, IL-5, 

IL-6, IL-22, IL-23, Foxp3 and IL17 in the BALF and in the serum that were assessed using 

ELISA analysis. To assess pathological changes, lung tissue sections were stained with 

hematoxylin&eosin (H&E). Immunofluorescence microscopy of CD4T-cell clones fixed 

and stained with antibodies specific for FOXP3 and RORrt. DAPI was used to counterstain 

the nuclei, and we will further investigate whether FIP-fve reduce IL-22-induced airway 

remodeling through the Treg/Th17 resulting in TGF-β pathway in the airway remodeling. 

 The novel treatment strategies for chronic asthma with corticosteroid-resistant could 

involve in many pathways. Upon the completion of this proposal, we will provide a new 

direction for treatment of corticosteroid resistant asthma by enhancing 

neutrophils-mediated inflammation and tissue remodeling. 

 

Keywords: Chronic asthma, FIP-fve, neutrophils inflammation, IL-17 
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前言 

氣喘是一種反覆發作且可逆的肺部空氣通道（airway）阻塞疾病，屬於一種慢性呼吸道發炎的

症候，但在氣喘急性發作期卻有可能嚴重到導致死亡。引起氣喘的原因很多，如遺傳因素、長期

接觸各種過敏原、空氣污染等等皆為重要因素。而由於人類文明進展所造成的環境及空氣污染，

更是讓人類氣喘的發生率非但沒有因科學的進步而降低，反而有逐年攀升的傾向，因此氣喘的預

防及治療已成為當代重要的醫學研究課題（1）。 

近年來氣喘發生率無論在何年齡層皆持續的快速增加，然而抗類固醇藥物的急/慢性氣喘也隨

之增加，因此針對氣喘藥物所做的研究也愈來愈多並且不斷的被開發出來。然而針對氣喘較新穎

之研究亦發現，氣喘疾病的成因及惡化已不再是僅限於 Th1/Th2 細胞激素分泌不平衡所致，目前

認為氣喘疾病的成因與惡化可能與 IL17、IL-23、Th17、Th22 及 Treg 細胞/細胞激素調控有關。然

本研究想探討這類細胞激素，在免疫微環境中其上下游路徑的表現。 

研究動機與目的 

有鑒於現今臨床對於氣喘、過敏性疾病的用藥，主要仍是依賴類固醇類藥物，但抗類固醇藥

物問題的存在已是不容被忽視。先前針對金針菇免疫調節蛋白對於抗發炎所做的研究指出，FIP-fve

是一項極具改善效果的調節蛋白，因此本研究想藉由雞卵蛋白 OVA 所誘發的小鼠氣喘模式來進一

步研究。 

本研究共分為二個階段：第一階段為 FIP-fve 對於急慢性氣喘動物模式的影響、第二階則是針

對 FIP-fve 對於 IL-17 上下游相關路徑所誘發 eosinophils 發炎的影響,並確定 FIP-fve 或 corticosteroid

在慢性氣喘中氣道重塑相關的 MMPs、膠原蛋白及黏素等相關導致肺纖維化前趨物質的變化。 

文獻探討 

氣喘  

根據目前針對氣喘所做的研究顯示，氣喘是一種反覆發作且複雜的慢性呼吸道發炎疾病，包

括嗜伊紅性白血球（Eosinophil）、肥大細胞 (mast cell)、T 淋巴球 (T lymphocytes)都參與其中，此

外呼吸道黏膜水腫、黏液的過度分泌以及呼吸道的過度充氣反應都是主要表現。而在長期反覆發

作的狀態下，呼吸道上皮脫落、杯狀細胞及粘膜下腺體增生、氣道平滑肌肥大增生、支氣管血管

增生等呼吸道重塑現象，更增添氣喘控制的難度。在先前研究中發現，氣喘患者的呼吸道中會有

大量的 T 細胞(T lymphocytes)浸潤(2)，而肺泡沖洗液 (bronchoalveolar lavage fluid)與肺部分泌物

中，可能存在能夠調節控制發炎反應的趨化激素(chemokines)和細胞激素(cytokines) (3)。 

根據先前研究， Th1 細胞能夠產生 IFN-γ(interferon-γ) 和 IL-2，Th1 細胞會幫助殺手細胞，

並透過 interferon-γ活化巨噬細胞，這對於細胞的防禦功能有著極大的重要性；而 Th2 細胞則會產

生 IL-4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-13，這類細胞激素則與過敏發炎的機制有關 (4)。此外，氣喘發炎

反應中， Th1 細胞所分泌的 IFN-γ會抑制 Th2 細胞的分化及 IgE 的合成，因此在缺乏 IFN-γ的情

況下，會有加重過敏發炎反應的現象。而 IL-5 可刺激嗜伊紅性白血球的分化、成熟及存活，而 IL-4 

和 IL-13 則可以結合到 B 細胞上的受體，促進 B 細胞產生 IgE(3-5)。臨床上也證實，氣喘患者的

血清中存有高濃度的 IgE(5)，由上述眾多研究我們可以得知，氣喘疾病可能是由於體內各種激素分

泌失去平衡所導致，因此若能改變體內的微環境便可能有機會改善此類疾病的發生。 

值得一提的是，目前已有許多較新的臨床與基礎研究皆指出過敏性氣喘在實質上會比單純的
 1 



Th1/Th2 免疫機制不平衡所導致的氣喘更為多向性且更加複雜（6）。這些研究中發現，氣喘病患的

肺部中常見非 Th2 相關因子的存在，如 IL-17、neutrophils 等；且這些現象卻特別常見於具有

corticosteroid-resistant 的患者或嚴重氣喘患者的身上（6, 7），另外文獻中也指出，當致敏小鼠再次

受到過敏原的刺激後呼吸道會出現大量的 neutrophils 而非 eosinophil，這樣的結果也與嚴重的呼吸

過度反應具有相關性（6, 7）。 

分泌 IL-17 的 Th17 細胞既不是 Th1 也不是 Th2 細胞，這樣的結果與原先 Th1 / Th2 不平衡而

誘發氣喘的說法是不一致的。 Th17 細胞分泌 IL-1β，IL-6，IL-17，IL-21，IL-22，IL-23 和 TGF-

β（7）。 根據先前研究指出，IL-17 會作用於多種細胞上，如 neutrophils、內皮細胞、上皮細胞以

及纖維細胞。此外 IL-17 已被證實是主要募集和活化 neutrophils 的細胞激素，而 IL-17 也與肺部中

neutrophils 的遷移浸潤有關（8）且其可以誘發呼吸道平滑肌的收縮與增生（9）。在以 Th17 缺陷小

鼠的研究中（9），其對於由家塵蟎和雞卵蛋白所誘發的呼吸道過度反應以及呼吸道重塑現象有顯

著的改善。 

目前在臨床上吸入性皮質類固醇被廣泛的使用於治療氣喘患者。然而，但類固醇用藥的副作

用及全身性的不良反應是不容被忽視的，因為這類用藥它們可能會長期使用於嬰兒、兒童和老年

人的身上 （10）。根據研究統計氣喘疾病的死亡率有向上攀升的趨勢而當嚴重氣喘是以多重形式

的狀態存在著，或具 corticosteroid-resistant 的氣喘使用單一類固醇藥物是很難治癒的（10-13）。因

此針對這類氣喘疾病的深入研究與開發較無副作用之新藥物是必須的。 

在我們先前的研究中發現，金針菇免疫調節蛋白 FIP-fve 可以抑制來自於人類呼吸道融合病毒

所造成的發炎與其病毒的複製 （14）。研究中也發現 FIP-fve 明顯減少了上述模型中 neutrophils 的

產生（14）。另外，在我們先前的研究 FIP-fve 對急性期塵蟎致敏模式的影響以及其他 FIP-fve 相關

研究發現，FIP-fve 可能是藉由維持 Th1 / Th2 平衡，降低發炎細胞的增生進而改善發炎的現象（15, 

16）。 

金針菇免疫調節蛋白 

依據國人的飲食習慣，各種菇類(真菌類)是經常食用的食材之一。而這些真菌類在經歷許多研

究後已被作為保健食品和藥物之用（17）。 

本研究中所使用的金針菇免疫調節蛋白(fungal immunomodulatory peptide-fve, FIP-fve )是於

1995 年由林榮耀院士與柯俊良教授研究團隊自新鮮的金針菇萃取出來具有免疫調節功能的純蛋白

（32）。根據研究指出 FIP-fve 與由靈芝 FIP-gts 所萃取出來的蛋白於結構上有 70％的相似性且當中

有 61.4%是相同的（18）。在過去針對 FIP-fve 的研究中發現 FIP-fve 可以刺激人類末梢血液單核球

細胞(Human Peripheral Blood Mononuclear cells)使之顯著產生 IFN-γ（19），此外先前也有研究指

出給予服用 FIP-fve 的小鼠可以減緩腸胃道過敏的現象（16），因此藉由 FIP-fve 可能具有調節

Th1/Th2 細胞的特性，我們先前已針對 FIP-fve 與急性期塵蟎致敏氣喘進行研究其結果發現（15），

在致敏小鼠之實驗模式下，將小鼠餵食 FIP-fve 可以顯著減緩呼吸道過度反應(AHR)之現象，此外

透過生化值之分析亦發現，餵食 FIP-fve 的塵蹣致敏鼠，血清中之 IgE 含量有顯著下降之趨勢，然

這是致敏疾病中治療之重要的表現之一（20）。 據研究發現 FIP-fve 能使致敏鼠體內的 IFN-γ會有

顯著上升的現象，而對於會使發炎及致敏反應嚴重惡化的 Th2 細胞激素，如 IL-4、IL-5、IL-13 等

細胞激素都有顯著被抑制。呼吸道發炎及過敏疾病之另一項重要標的為 eosinophils 於呼吸道中的
 2 



浸潤現象，在經由 FIP-fve 餵食後的塵蹣致敏鼠具有改善呼吸道發炎細胞浸潤的之效果。 

研究方法 

 實驗動物 

BALB/c 小鼠，雌性，週齡約 6~8 週，購自國家動物中心，飼養於中山醫學大學動物實驗中心，

環境溫度為 22~24℃，相對濕度 55~60 %，日夜週期為 12/12 小時。 

 FIP-fve 的分離與純化: (Ko, et al.,1995) 

金針菇 300 克，洗淨並去除雜質，浸泡於 1 公升的 5 %冰醋酸溶液中，使金針菇完全浸入溶

液中，置於冰箱 4℃至少 1 小時，並於冰上進行下列步驟。用果汁機 (Waring blender) 打成漿

狀，將漿液使用 Beckman 冷凍離心機，在 4℃以 8000rpm (JA14 rotor)離心 20 分鐘，將上清

液用濾紙過濾，並對濾液慢慢加入固體硫酸銨至 90%飽和濃度，再以 8000rpm 離心 20 分鐘，

取沉澱物，用少許二次水溶後，移至透析袋，透析袋須事先以清水軟化並測試有無破洞。於 4

℃下對 10mM Tris HCl，pH 8.0 透析 2 天，每 12 小時更換透析液 1 次。透析完成的蛋白質

溶液以 12000rpm 離心 40 分鐘，除去不溶之雜質。將上清液通過預先以 0.05 N NaOH、二次

水及 0.05 N 的 HCl 處理再以 10mM Tris HCl，pH8.0 溶液平衡的 cation-cellulose DE52 管柱

先通過蛋白質溶液後並以 10mM Tris HCl，pH 8.0溶液沖流，再以 0至 0.5N 的NaCl 溶於 10mM 

Tris HCl，pH 8.0 溶液中的沖流液沖出結合在 DE52 管柱上的蛋白質。流速每分鐘 1 毫升。上

述管柱所流出的溶液皆以 Gilson fraction collector 自動分液收集器收集。每管約 1.5 毫升，並

測其在 280nm 波長的吸收光值。即為蛋白吸收峰，所獲得的 FIP-fve 其純度由 SDS-PAGE 來

確定。 

 進行 ovalbumin 致敏模式與施予 FIP-fve 

 急性期致敏 

致敏實驗過程說明如下：從流程開始的第 1~3 天及第 14 天，將含有 0.8 mg Al(OH)3 (Pierce 

Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA)的生理食鹽水或含有 50ug 雞卵蛋白(chicken ovalbumin, 

OVA; Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, USA)及 0.8 mg Al(OH)3 的生理食鹽水以腹腔注射

(I.P., intraperitoneal)的方式打入小鼠體內，每次施打 200 μl，再於第 14 天時以生理食鹽水或

5 % OVA (in saline)的鼻腔吸入，每隻吸入量為 50ul，並於第 17、21、24、27 天以相同方式給

與鼻腔滴定吸入作業，共給予鼻腔滴定吸入 OVA 或生理食鹽水五天，並於第 28 天進行呼吸

道過度反應(Airway hyper-responsiveness, AHR)測定，待測訂完成後 24 小時內將小鼠犧牲。 

 施藥時間與劑量 

給藥部分共分為兩組，分別於致敏實驗進程中第1天至第14天連續每日給予口服藥物，或於第

14天至第27天連續每日給予口服藥物，同樣連續給藥14天。而前第1至14天給予口服藥物稱為

pre組，後14至27天給藥則稱為post組。 

 慢性期致敏流程 

從流程開始的第1~3天及第14天，將含有0.8 mg Al(OH)3 (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, 

IL, USA)的生理食鹽水或含有50ug雞卵蛋白(chicken ovalbumin, OVA; Sigma-Aldrich, Inc., Saint 

Louis, MO, USA )及0.8 mg Al(OH)3 的生理食鹽水以腹腔注射(I.P., intraperitoneal)的方式打入

小鼠體內，每次施打200 μl，再於第14 天時進行腹腔注射生理食鹽水或OVA，並進行生理食
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鹽水或5 % OVA (in saline)的鼻腔吸入，每隻吸入量為50ul，並於第17、21、24、27 天以相同

方式給藥，共給予鼻腔吸入藥物五天，隨後於實驗進程之第60、69、71、73、74天以鼻腔吸

入方式再次給予OVA，共給予吸入藥物天數五天，最後一次給予OVA吸入於第75天並於第76

天進行呼吸道阻力反應的之測定 (Airway hyper-responsiveness, AHR)測定，待測訂完成後24小

時內將小鼠犧牲。 

實驗共分為四組期分別是：1. Normal Control組、2. Positive Control組、3. Pre-FIP組以及4. 

Post-FIP組，每組隻數除NC組為5之外，其餘皆為8隻。 

 施藥時間與劑量 

在 FIP-fve 給藥的方面共分為兩個部份，一為實驗進程第 0 至 14 天及 45 至 60 天共分兩段共

28 天給予口服藥劑，另一組則為實驗進程的第 14 至 28 天及第 60 至 75 天分兩段式給予口服

藥劑，給藥天數共為 28 天。 

 呼吸道阻力測定 (AHR) 

第 76 天時進行小鼠呼吸道阻力測定，來觀察小鼠呼吸道收縮狀況。首先將小鼠暴露在不同濃

度的 methacholine (Sigma-Aldrich, Inc.)，分別為 0 (saline)、5、10 和 20 mg/ml，以蒸氣吸入(噴

霧)的方式處理 3 分鐘，然後將小鼠到裝有呼吸道阻力偵測系統 (BUXCO Electronics, Inc., 

Wilmington, NC, USA)的腔室中偵測 3 分鐘，由感應器偵測到小鼠呼吸速率及氣流量變化再經

由 BioSystem XA 軟體分析後便可得到呼吸道阻力的 Penh 值 (enhanced pause)。 

 血清OVA-specific IgE、IgG1、IgG2a之濃度測定OVA-specific IgE 

先以 10ug/ml OVA (溶於 1X PBS) coating 於 96 well 之 ELISA plate (TPP, Trasadingen, 

Switzerland)，置於 4℃，隔夜後在 37℃下以 3 % BSA (in PBS)進行 blocking，1 小時後加入待

測物於 37℃作用 1 小時，之後加入 biotinylated rat anti-mouse monoclonal IgE (BD Biosciences)

在 37℃下作用 1 小時，然後再加入 streptavidin conjugated-HRP 於室溫作用 30 分鐘，最後加

入受質溶液使呈色，包含 2 mg o-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD, Sigma-Aldrich)及 2 ul 

30 % H2O2 溶於 5 ml 1X phosphate citrate buffer，於室溫下作用 20 分鐘，再以 25 ul 3 M H2SO4 

終止反應，然後用 ELISA reader (Sunrise™, TECAN Ltd.)波長 490 nm 測吸光值。 

 小鼠 IL-4、IL-5、IL-13、IL-17、IL-22、IL-27、TNF-α、TGF-β、HMGB1 測定 

利用 mouse IL-4、IL-5、IL-13、IL-17、IL-22、IL-27、TGF-β、HMGB1 ELISA DuoSet R (R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA)來偵測肺泡沖洗液及血清中細胞激素的濃度。先使用可辨

認 mouse IL-4、IL-5、IL-13、IL-17、IL-22、TNF-α、TGF-β、HMGB1 之 rat anti-mouseantibody 

的 capture antibody 溶於 1X PBS 後，以 100ul/well 加到 Costarplate (Corning)置於室溫，隔夜後

於室溫條件下進行 1 % BSA 的 blocking，1 小時後加入待測物及 standard 作用於室溫 2 小時

(100ul/well)，再加入偵測抗體(detection antibody) biotinylated goat anti-mouse IL-4、IL-5、IL-13、

IL-17、IL-22、TNF-α、TGF-β、HMGB1 (100ul/well) 在室溫下反應 2 小時，再以 streptavidin 

conjugated-HRP (horseradish-peroxidase) 於室溫作用 20 分鐘(100ul/well)，最後加入 hydrogen 

peroxide (H2O2)和 tetramethylbenezidine (TMB)作用於室溫下反應 20 分鐘後使呈色，最後加入

50ul 2N H2SO4 終止反應，用 ELISA reader (Sunrise™, TECAN Ltd.)波長 450 nm 測吸光值。 
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 免疫組織切片 

 肺臟 

肺臟組織取得後將其分為兩個部分進行實驗，其一做為病理切片之用，另一部分則做為進行

後續生化實驗之用。其實驗如下述： 

 HE 
將肺臟取下後馬上浸泡至 10%之福馬林中使肺臟組織能夠完整浸泡，待一天後包埋切片。切

厚度為 5 mm 之蠟塊以 H&E 染色以了解各組致敏小鼠間呼吸道發炎現象之嚴重程 

 Masson's Trichrome 
將肺臟取下後馬上浸泡至 10%之福馬林中使肺臟組織能夠完整浸泡，待一天後包埋切片。切

厚度為 3 mm 之蠟塊，以及透過 Masson’s Trichome 染色可得知各組致敏小鼠呼吸道重塑之現

象是否具有差異。 

 IHC stain 
將肺臟取下後馬上浸泡至 10%之福馬林中使肺臟組織能夠完整浸泡，待一天後包埋切片。切

厚度為 5 mm 之蠟塊，以及透過 IHC stain (STAT 3, IL-17)染色可得知各組致敏小鼠呼吸道重塑

之現象是否具有差異。 

 PCR鑑定 

 肺臟RNA取得方式 

取得之部分肺臟，將進行RNA萃取作業，透過RNA層級PCR鑑定，以探討FIP-fve於發炎反應

中對於標的器官肺臟的影響階段之比較。 

取各組小鼠之肺臟實體約 1 至2 克，剪碎後製於滅過菌的研砵中，使用液態氮冷卻硬化並磨

成粉末。迅速放置1.5ml 微量離心管中，加入1ml 的RNA 萃取液: Solution D 【4M guanidium 

thiocyante，5 mMβ-MSH，0.3 M NaCl，50 mM Tris-HCl, pH 8.0，20 mM EDTA，10 ﹪N-lauroyl 

sarcosine】震盪混合10 秒，加入500μl 的phenol : chloroform( v / v = 1 : 1) 震盪混合 10 秒置

於冰上10 分鐘後，離心12000 rpm，4℃，吸取上清液並置換乾淨的1.5 ml 微量離心管中，加

入1/10 體積的4.4 M醋酸氨，pH 5.2。再加入等體積的isopropanol 震盪混合均勻，離心12000 

rpm，4℃，15 分鐘。倒掉上清液，再用75 ﹪酒精清洗一次，離心12000 rpm，4℃，倒掉上清

液，以Speed Vacume 進行抽乾，約5分鐘。抽乾的pellet 加入30μl 不等的DEPC 處理過的滅

菌二次水溶解RNA。若無法完全溶解則可置於dry bath 上加熱50℃幫助溶解。溶解的RNA 以

DEPC 處理過的滅菌二次水稀釋100 倍，測其在260nm與280 nm 波長下的比值，其比值應大

於1.8 以上，並進行反轉錄反應作成cDNA。其他的RNA 儲存在-80℃冰箱中。 

 PCR鑑定之cDNA 合成( RT-PCR ) 
本實驗使用 Promega RT-PCR kit 作反應。方法如下:取1μg 的total RNA，加熱70℃，10 分鐘

後隨即放在冰上冷卻，再加入25 mM MgCl2 4μl，Reverse Transcription 10X buffer 2μl，10 mM 

dNTP Mixture 2μl，Recombinant RNasin Ribonuclease inhibitor 0.5μl，AMV Reverse 

Transcriptase 15 u，Oligo ( dT )15 Primer 0.5μg 及Nuclease-Free Water 補至體積為20μl。於

PCR 儀中進行下列反應: 42℃，60 分鐘，99 ℃，5 分鐘及4℃，5 分鐘即合成cDNA。可進

行PCR 反應，或儲於-20 ℃冰箱中備用。 
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藉由實驗中所取得之各組小鼠之RNA，透過PCR或Real-Time PCR之實驗可從基因階段來進行

探討，使之了解下游階段之細胞激素之變化是否於基因階段已發生改變，進而可進行更深入

之研究。 

 統計分析 

所有數據皆以軟體SPSS進行數據分析，數據皆以median +/- IQR呈現，統計則以Mann-Whitney 

U test 做為是否具有顯著差異 (p＜0.05)的依據。 

 
結果與討論 

急性期與慢性期致敏模式在加入 FIP-fve 後的表現 

此部分實驗目的為比較當急慢性致敏模式在納入 FIP-fve 後，是否具有不同的影響性。本階段

實驗分組共分為六組其分別是：1. 急性期致敏組（acute-PC）、2. 慢性期致敏組（chronic-PC）、

3. 急性期 pre 給 FIP-fve 組（acute-pre FIP）以及 4. 急性期 post 給 FIP-fve 組（acute-post FIP）、

5. 慢性期 pre 給 FIP-fve 組（chronic-pre FIP）以及 6. 慢性期 post 給 FIP-fve 組（chronic-post 

FIP），每組隻數皆為 8 隻。 

1. FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在血清中 IFN-γ的劑量反應效應 

根據結果顯（Figure 1）示在急慢性致敏鼠中，仍舊以 FIP-fve 給予 200ug 時所誘發產生血

清中 IFN-γ的表現量為最高，但於慢性期致敏模式中發現，於 76 天將犧牲的小鼠其血清

中 IFN-γ的表現量是比急性期小鼠在 28 天犧牲時血清中 IFN-γ的表現量來得少一點，但

FIP-fve 刺激 IFN-γ的產生量仍是以 200ug 的給予量時為最多，因此根據這個結果，動物

實驗 FIP-fve 的給予量依舊維持在 200ug/次。 

2. FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在 AHR 上的影響 

在經過 OVA 急慢性致敏且給予 FIP-fve 的致敏鼠其 AHR 表現如下（Figure 2），實驗結果

分析以 methacholine 濃度為 20 mg/ml 作用時的紀錄進行分析。依據結果顯示，給予 FIP-fve

的各組無論是在急性期或慢性期都能有效改善呼吸道過度反應的現象。而在給予 FIP-fve

後的各組其表現量差異並不大。 

3. FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在血清中 IgE 與 IgG2a 的表現 

在經 OVA 致敏且給予 FIP-fve 之致敏鼠於犧牲同時採集血液並離心分離血清後，利用 ELISA

來偵測血清中 OVA-specific IgE 與 IgG2a 的濃度（Figure 3a、Figure 4b）。在這部分的結果中

發現給予 FIP-fve 的致敏鼠無論在急性期或慢性期組相較於 OVA 致敏組其 OVA-specific IgE

皆有明顯減少且達統計上顯著差異(p =0.0002)。另外在 OVA-specific IgG2a 方面（Figure 

3b），無論在急性期或慢性期給予 FIP-fve 的組別，其血清中都有較高之 OVA-specific IgG2a 

含量。 

4. FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在呼吸道細胞浸潤的影響 

在細胞數方面（Figure 4）在急性期致敏組給予 FIP-fve 的中在 pre 組與 post 組兩組的部分其

細胞量分別為 pre 組（eosinophils 36.14 ± 2.737×104、neutrophils 24.29 ± 1.487×104、

lymphocytes 23.88 ± 13.62×104、monocytes 21.54 ± 1.426×104）；post 組（eosinophils 42.32 ± 

2.9154×104、neutrophils 27.63 ± 1.238×104、lymphocytes 23.75 ± 2. 119×104、monocytes 25.46 
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± 1.321×104）。而慢性期給予 FIP-fve 的各組其細胞計數結果如下：pre 組（eosinophils 43.25 

± 3.801×104、neutrophils 25.75 ± 3.326×104、lymphocytes 22.25 ± 1.109×104、monocytes 

31.25 ± 1.28×104）、post 組（eosinophils 37.214 ± 2.37 ×104、neutrophils 19.50 ± 2.52 ×104、

lymphocytes 27.00 ± 0.8165 ×104、monocytes 28.97 ± 4.562 ×104），從這部分的結果我們亦

可發現無論是急性期或慢性期 OVA 致敏鼠再給予 FIP-fve 後其肺部細胞浸潤現象都有減少

的現象，因此可知 FIP-fve 對於細胞浸潤現象的改善是具有一定效果的。 

5. FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在 BALF 中各種細胞激素的影響 

Th2 細胞激素 

利用 ELISA 來測定急性期與慢性期致敏鼠在給予 FIP-fve 後肺泡沖洗液（Figure 5）中屬

Th 細胞激素之 IL-4、IL-5 以及 IL-13 的表現量。根據結果顯示給予 FIP-fve 的各組致敏小

鼠其 IL-4、IL-5 以及 IL-13 皆有顯著下降。 

Th1 細胞激素與 Treg 細胞激素 

利用 ELISA 來測定急性期與慢性期致敏鼠在給予 FIP-fve 後肺泡沖洗液中屬 Th1 細胞激素

之 IL-12 與 IFN-γ（Figure 6），以及屬 Treg 細胞激素之 TFG-β的表現量（Figure 7）。IL-12 與

IFN-γ的表現量，從結果中可以得知無論是急性期或慢性期給予 FIP-fve 的致敏鼠表現量皆有明

顯的升高。而在 TGF-β的部分給予 FIP-fve 後的致敏鼠，在急性期是顯著升高的但在慢性期時的

表現量則是明顯減少的。 

6. FIP-fve對於急性期與慢性期致敏模式在BALF中各種細胞激素的表現(cytokine array的分

析) 

根據研究結果顯示（Table 1），急慢性期致敏鼠 BALF 中 IL-16、IL-17、IL-23、IL-27 以及 TNF-α
都是有明顯上升的，於慢性期時的表現量是明顯更高於急性期致敏鼠。給予 FIP-fve 後急性期

組在 IL-27 的表現量是明顯的增加，在慢性期組雖然也有顯著的增加但其增加幅度未如急性期

高。另外，慢性期部分給予 FIP-fve 後 IL-17、IL-23、TNF-a、CXCL1 以及 TIMP1 皆有顯著的

下降。 

這部分的主題主要是探討給予 FIP-fve 後，其對於不同階段致敏鼠在各種呼吸道發炎指標上影

響的差異。藉由結果分析可發現，首先是在 FIP-fve 可以誘發 IFN-γ 大量產生的部分，研究以

100ug、200ug 與 400ug 的劑量來進行劑量反應效應的實驗，藉由結果發現 200ug 的 FIP-fve 所

誘發 IFN-γ 的表現量與 400ug FIP-fve 的表現量，雖然都相較於 100ug 時高上許多，但仍是以

給予 200ug 的 FIP-fve 誘發 IFN-γ 為最高，因此在實驗中仍選定用 200ug 的 FIP-fve 為基準。而

藉由這部分的結果可發現 FIP-fve 對於急慢性致敏小鼠在呼吸道過度反應、IgE 的表現量或者

是 Th2 細胞激素的表現量上，都是有顯著受到改善的。 

FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性期致敏鼠呼吸道發炎與呼吸道重塑的影響 

而最後這個部分的結果，是針對 FIP-fve 在慢性期致敏模式下所具有的療效與呼吸道重塑上的

改善做分析。並且在此部分更納入臨床藥物 corticosteroid 與 FIP-fve 的療效一同分析。本階段

實驗分組共分為六組其分別是：1. Normal Control 組、2. Positive Control 組、3. Pre- cort 組以

及 4. Post- cort 組、5. Pre-FIP 組以及 6. Post-FIP 組，每組隻數除 NC 組為 6 之外，其餘皆為 8

隻。 
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1. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性期致敏鼠在呼吸道過度反應上的影響 

在經過 OVA 慢性致敏且給予 FIP-fve 或 corticosteroid 的致敏鼠其 AHR 表現如下（Figure 8），

實驗結果分析以 methacholine 濃度為 20 mg/ml 作用時的紀錄進行分析。依據結果顯示，給予

FIP-fve 與 corticosteroid 的各組在慢性期都能有效改善呼吸道過度反應的現象。 

2. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性期致敏鼠在血清中 IgE 與 IgG2a 的影響 

於小鼠犧牲前採集其血液病分離出血清後，利用 ELISA 來偵測血清中 OVA-specific IgE 與 IgG2a

的濃度（Figure 9a、Figure 9b）。根據研究結果 OVA-specific IgE 在 OVA 致敏組是明顯的增加，

而給予 FIP-fve 後則是有顯著下降的。人在 OVA-specific IgG2 部分，PC 組相較於其他組別其血

清中之 OVA-specific IgG2a 雖然也是有些許升高，但相較給與 FIP-fve 或 corticosteroid 的各組其

OVA-specific IgG2a 上升的量是較少的。 

3. FIP-fve 與 corticosteroid 能有效改善慢性期致敏鼠呼吸道中的細胞浸潤 

在過敏/氣喘的一項肺部特徵，即支氣管內有明顯的發炎細胞浸潤，其中特別顯著增加的為嗜伊

紅性白血球，而根據研究結果（Figure 10）發現，PC 組細胞計數結果中在各種計數細胞中數目

較於其他組別皆明顯高出許多，其特別是以 eosinophils 與 neutrophils 的增加最為顯著。而在給

予 FIP-fve 和 corticosteroid 兩組其 eosinophils 數目有顯著的減少，同時在 neutrophils 數目也有

明顯減少，但以給予 FIP-fve 組最顯著。而 post 組其 neutrophils 也有相同現象且更明顯。 

4. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性期致敏鼠肺泡沖洗液中 Th1/Th2/Treg 細胞激素表現的影響 

Th1 與 Treg 細胞激素 

利用 ELISA 來測定肺泡沖洗液中 Th1 cytokines 的表現量（Figure 11）。根據研究結果顯示給予

FIP-fve 的兩組無論是在肺泡沖洗液中其 IL-12 與 IFN-γ是明顯增加，但在 TGF-β的表現量則

是顯著下降的。而給予 corticosteroid 的兩組雖然 IL-12 與 IFN-γ也有增加但其增加的表現量未

有給予 FIP-fve 組別來得多，且給予 corticosteroid 組在 TGF-β的表現量中，無論是在血清或肺

泡沖洗液的結果都是顯著升高的，這部分的結果與 FIP-fve 組有極大的差異。 

Th2 細胞激素 

利用 ELISA 來測定血清及肺泡沖洗液中 Th2 cytokines 的表現量（Figure 12）。根據研究結果顯

示無論是給予 FIP-fve 的兩組或是給予 corticosteroid 的兩組，其 Th2 cytokines 的表現量在血清

或肺泡沖洗液中相較於 PC 組都是顯著下降的。 

5. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性期致敏鼠在血清或肺泡沖洗液中 IL-17, IL-22 及 MMP9 表現

的影響 

利用 ELISA 來測定血清或肺泡沖洗液中 IL-17, IL-22 以及 MMP9 的表現量(Table 2)。根據研究

結果，PC 致敏小鼠在 IL-17, IL-22 以及 MMP9 都是顯著升高的。而給予 FIP-fve 的兩組在 IL-17

與 MMP9 表現量部分都有顯著下降，而 IL-22 的表現量則是更明顯的上升。另外在給予

corticosteroid 的兩組其 IL-17 表現量相較於 PC 組並沒有顯著下降，而 MMP9 雖有下降但在血

清部分的下降幅度並未達統計上顯著差異。此外在 IL-22 表現量部分，給予 corticosteroid 的兩

組，其 IL-22 的增加幅度與 PC 相近。 

6. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性期致敏鼠在脾臟細胞之各種細胞激素的表現 

將脾臟細胞以 OVA 在刺激後，利用 ELISA 來測定脾臟細胞上清夜中 IL-4、IL-5、IL-12、IL-13、
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IL-17、IL-22、TGF-β及 INF-γ的表現量(Table 3)。根據研究結果，給予 FIP-fve 的兩組其 IL-12、

IL-22 及 INF-γ皆有顯著的增加，而 IL-4、IL-5、IL-13 、IL-17 表現量並未有如 PC 組的大量

增加現象。而在 TGF-β部分以 OVA 再刺激脾臟細胞後，僅 PC 組有顯著上升，其他各組表現

量差異並不大。 

7. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性致敏鼠在呼吸道發炎現象的影響 

藉由H&E組織染色的結果（Figure 13）來探討FIP-fve對於小鼠呼吸道發炎現象的影響。A的部

份為NC組，NC組小鼠之呼吸道未有明顯呼吸道發炎的現象。B則為PC組，從這部份的病理切

片顯示相較於NC組，PC組的小鼠呼吸道有明顯呼吸道發炎的現象產生，且呼吸道重塑現象明

顯。而C至F分別為pre-或post-給予FIP-fve或corticosteroid。根據結果顯示，給予FIP-fve兩組的小

鼠在慢性呼吸道發炎部分是有顯著改善的，而在給予corticosteroid的部分，在慢性呼吸道發炎

的動物模式下，其改善呼吸道發炎現象的效果並沒有FIP-fve來得好。 

8. FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性致敏鼠在呼吸道重塑上的影響 

在呼吸道重塑的部分（Figure 14），是以Masson's trichrome 染色來判斷各組小鼠呼吸道中

collagen沈積的狀況。A的部份為NC組，NC組小鼠之呼吸道未有明顯呼吸道重塑或collagen沈積

的狀況。B則為PC組，PC組相較於NC組其呼吸道有明顯呼吸道重塑及collagen沈積的狀況，是

極為顯著得。而C至F分別為pre-或post-給予FIP-fve或corticosteroid。根據結果顯示，給予FIP-fve

兩組的小鼠在呼吸道重塑及collagen沈積的狀況是有顯著改善的，而在給予corticosteroid的部

分，卻發現其呼吸道重塑及collagen沈積的狀況在慢性呼吸道發炎的動物模式下，其嚴重程度與

PC組相似。 

本節研究主軸是以76天慢性致敏模式為主軸，主要是為探討FIP-fve與臨床用藥corticosteroid對於

呼吸道重塑現象的影響。根據結果可以發現，FIP-fve與corticosteroid對於慢性期發炎反應上的生

化值表現量如IgE、Th2細胞激素以及呼吸道過度反應等，都是能達有效改善與抑制的效果。在

呼吸道重塑的部分，給予corticosteroid的致敏鼠在呼吸道病理切片上與單純致敏鼠有更嚴重的

趨勢，而給予FIP-fve的致敏鼠在這部分卻是有明顯改善的結果。此外，給予corticosteroid與FIP-fve

在IL-17與IL-22的結果上是具有明顯差異的，給予FIP-fve的致敏鼠其IL-17是顯著的減少且IL-22

是明顯增加的，但這樣的結果在給予corticosteroid的致敏鼠上並沒有發現。另外在TGF-β部分給

予corticosteroid的致敏鼠不管是在血清或肺泡沖洗液中的表現量都是高於給予FIP-fve的致敏

組，在這部分也是給予corticosteroid與FIP-fve所具有的明顯差異。 

討論 

氣喘一直是世界各地常見的慢性呼吸道疾病，其盛行率是逐年的上升，因此有許多的研究都

極力預防或治療氣喘，而目前治療氣喘的藥物是以吸入性類固醇最常見，雖然有研究指出目前可

將藥物的副作用降到最低，但是還是有些許的副作用，因此有許多研究開始尋找較天然的食品、

益菌來做預防與治療的輔助食/藥品。而根據我們的研究發現由金針菇所萃取而來的金針菇免疫調

節蛋白FIP-fve，也可能是一項值得深入探討且開發應用於改善/調節過敏性疾病上的一項天然食品。 

透過本研究結果發現，急性期與慢性期致敏在各方面數值如：AHR、IgE、細胞激素、細胞浸

潤等之狀況確實是有不同的，且金針菇免疫調節蛋白不僅對於急性期致敏的呼吸道過度反應、呼

吸道發炎等狀況，甚至在慢性期致敏的呼吸道重塑現象上都能有一定的改善效果。 
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在 OVA 急性期致敏模式中，FIP-fve 也能有效減緩呼吸道中各種發炎細胞的浸潤，特別在

eosinophils 的數量也能有顯著減少，而誘導 eosinophils 的大量浸潤的狀況 Th2 細胞激素中的 IL-4

與 IL-5 是一大功臣，因據早期研究（20, 21）顯示 IL-4、IL-5 的大量產生與血清中 IgE 的產生、

eosinophils 的分化與浸潤於肺部等都有極高的相關性。因此這部分可能是因為 FIP-fve 的調解使得

IL-5 減少分泌，進而降低 IL-5 誘導 eosinophils 群聚浸潤於支氣管的能力。在病理切片結果中也同

樣呈現給予 FIP-fve 後的致敏鼠呼吸道發炎狀況是有效改善的。藉由這樣的結果可知，FIP-fve 能有

效改善 OVA 所誘發的急性期致敏症狀。 

先前研究也證實（22）氣喘實質上是一種複雜的慢性呼吸道發炎疾病，因此我們將研究從急

性期致敏模式改變成慢性期致敏並且探討急慢性期中的差異。依我們的研究結果也顯示，致敏從

急性期演變成慢性期時，各項指標是有趨向更嚴重發展的狀況。因此除了急性期過敏症狀需要被

改善外，慢性期過敏的這部分也是極需要被改善的。 

本研究中建立了具慢性期呼吸道發炎特徵的動物實驗模式，經由 OVA 慢性致敏後的小鼠其呼

吸道可能會具有呼吸道發炎、呼吸道重塑、杯狀細胞增生、發炎相關細胞激素上升以及 eosinophil

及 neutrophils 等發炎細胞浸潤等現象。透過研究結果發現，急性期與慢性期動物致敏模式在呼吸

道過度反應的部分可以發現，慢性期致敏鼠在呼吸道過敏反應上比起急性期更加嚴重，會造成這

樣的結果可能是因為慢性期呼吸道發炎通常會伴隨著呼吸道重塑現象的出現（23），而使得呼吸變

得更急促且更困難。 

在 OVA 急性期與慢性期致敏模式中我們也發現，呼吸道發炎細胞浸潤的狀況也是有所差異

的。據臨床上文獻指出（6, 7）慢性呼吸道發炎或者是較嚴重的氣喘病患其呼吸道中 neutrophils 的

表現量都是較高的，而這部分也在我們的研究中有同樣的結果。慢性期致敏鼠 neutrophils 確實有

較急性期致敏鼠來的更高。 

而將納入 FIP-fve 於慢性致敏實驗中發現，FIP-fve 不僅能有效改善急性期的呼吸道發炎症狀，

FIP-fve 也同樣能有效降低慢性氣喘動物實驗中致敏鼠的呼吸道發炎與呼吸道重塑的現象。 

FIP-fve 能夠有效抑制慢性致敏動物實驗中致敏小鼠血清中的 IgE 表現量外，也能明顯降低血

清與 BALF 中的 IL-4、IL-5、IL-13、IL-17 以及 TGF-β的表現量。此外 FIP-fve 也能有效減少慢性

期致敏時所產生的細胞浸潤的現象，特別是 eosinophils 及 neutrophils 在肺部中都是明顯減少的。

然而這樣的結果與先前(24)針對 FIP-fve 能有效抑制塵蟎急性期致敏發炎反應的結果是相似的。 

然而 FIP-fve 在此部分的結果，可能還是與急性期的狀況相似，及 FIP-fve 抑制了 Th2 細胞激

素的產生有關，因為 FIP-fve 在慢性期致敏上，同樣減少了 IL-4、IL-5 以及 IL-13 的表現量。 

此外，本研究中更值得一提的一部分是，FIP-fve 不僅能減少 eosinophils 的產生外，對於

neutrophils 也能有相當的抑制效果。先前的文獻探討(6, 7)中有提到，慢性呼吸道發炎以及較嚴重的

氣喘其 neutrophils 的表現量是高於 eosinophils，且這樣的病患給予類固醇的治療效果是有限的。 

依據研究結果亦顯示 FIP-fve 對於抑制 neutrophils 的能力相較 corticosteroid 是更好的。因此，

FIP-fve 能具有同時抑制 neutrophils 的產生，這樣的結果對於其過敏性氣喘的治療或許也是一種新

的契機。但對於 corticosteroid 是否會無法抑制 neutrophils 甚至誘導更多 neutrophils 肺部的浸潤導

致慢性氣喘的更惡化，是需要再更進一步探討。 

根據結果 OVA 致敏小鼠給予 FIP-fve 處理後，能使 IFN-γ，IL-12 與 IL-22 細胞激素顯著增加，
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並明顯降低血清和 BALF 中的 IL-17 和 TGF-β。關於 FIP-fve 能促使 IFN-γ及 IL-12 大量分泌，這

是在先前的多項 FIP-fve 都已確認的(14-16, 18, 19)，然而在 IL-22 表現量的大量產生並同時降低

IL-17 和 TGF-β，這部分則是研究中新的發現。早期的研究中闡述 Th1，Th17 和 cytotoxic T 細胞

（Tc）會透過釋放大量的細胞激素如 IFN-γ和 IL-17 來參與肺部的發炎反應，而 IL-22 也可能與肺

部上皮細胞的凋亡有相關性(24-27)。且先前的研究也發現在過敏性氣喘動物實驗中，IL-22 在同時

存在 IL-17 時會誘導細胞的大量浸潤，進而使肺部纖維化更惡化。 然而，以 IL-17 缺陷鼠進行致

敏動物實驗時也會發現，當給予注射 IL-22 是可以改善呼吸道發炎與減少細胞浸潤的現象(26, 27)。

此外，也有其他研究指出當 IL-22 在沒有 IL-17 的情況下是屬於抗發炎之細胞激素，但當在 IL-17

存在的情況下 IL-22 將有助於發炎細胞的募集作用(28)。 

先前針對 IL-22 的研究也發現，IL-22 可能是透過調節樹突細胞或者抑制上皮細胞中細胞激素

和趨化因子的產生而抑制發炎反應的作用(29, 30)。在我們的研究結果中也顯示 FIP-fve 在減緩呼吸

道發炎及呼吸道重塑的狀況下，確實抑制了 IL-17 且明顯增加了 IL-22 的表現量。這一點與先前的

研究也是相符的，而這樣的結果在給予 corticosteroid 的兩組是沒有的。 

其他關於 IL-22 的研究(31-33)也曾提到 IL-22 在氣喘患者的血清中會有較高的表現量，且其表

現量與氣喘的嚴重程度呈正相關；另外也有研究指出，以 IL-22 基因缺陷小鼠進行致敏實驗後，其

呼吸道發炎反而是減少的，且 IL-22可能也與平滑肌的增生具有相關性。因此，根據文獻的闡述 IL-22

似乎在過敏性呼吸道發炎和呼吸道重塑中可能是具有雙重作用。在我們的研究中， FIP-fve 確實可

以增加 IL-22且同時抑制 IL17並改善慢性期的呼吸道發炎和重塑，但其機制尚不清楚。因此，FIP-fve

是否為透過 IL-22 的調節而改善呼吸道發炎和重塑，這部分尚需要在做更進一步的研究釐清。 

根據本研究的結果也發現 FIP-fve 在急性期致敏過程中會誘導產生大量的 IL-27，而 IL-27 根據

先前的文獻指出（34, 35）IL-27 是產生 IFN-γ的一項重要因子且其對於過敏氣喘疾病可能具有相

當的影響力。雖然也有研究（36）指出 IL-27 會大量的在氣喘病患的血清中產生，所以 IL-27 是否

也如 IL-22 一樣具有雙重作用是值得更進一步研究的，而 FIP-fve 是透過什麼樣的機制調控 IL-22

與 IL-27 也是需要再進一步的證實。 

TGF-β在呼吸道重塑的作用中是一直是一個重要的研究焦點，一般多認為 TGF-β在呼吸道重

塑過程中主要參與了上皮細胞的變化、呼吸道平滑肌與血管的增生(37, 38)。而在我們的研究中發

現 FIP-fve 可以有效的降低 TGF-β的產生，但給予 corticosteroid 的組別 TGF-β的表現量仍與 PC

組差不多。 

根據較新針對 TGF-β的研究（39, 40, 41）也發現，TGF-β在慢性呼吸道發炎及呼吸道重塑甚

至於與氣喘更加惡化的部分 TGF-β是脫不了關係的。而這些研究也同樣發現 TGF-β在受

corticosteroid 治療後仍是無法下降且 corticosteroid 也無法改善呼吸道重塑的問題；同樣的結果也在

我們研究中給予 corticosteroid 致敏鼠組別中出現。而給予 FIP-fve 的致敏鼠不僅降低了 TGF-β的

表現量其更改善了呼吸道重塑的症狀。 

呼吸道重塑現象容易使得慢性呼吸道發炎、氣喘以及 COPD 患者置身於危險中（42）。因此若

我們想改善或減緩這類疾病並降低死亡率，那麼對抗呼吸道重塑藥物的研究是極為需要的。先前

研究中也發現，corticosteroid 確實可以在急性期減少呼吸道發炎現象，但長期使用下 corticosteroid

並不能有效改善呼吸道重塑的狀態（42）。然而在本研究中，corticosteroid 也確實減少了呼吸道發
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炎，這樣的結果與之前的研究相似，但給予 corticosteroid 的致敏小鼠卻反而有極嚴重的呼吸道重

塑現象的產生。給予 FIP-fve 的 2 組小鼠不僅降低了呼吸道發炎現象，也同時改善了呼吸道重塑。

這樣的結果再次顯示 FIP-fve 對於慢性呼吸道致敏是具有高度調節能力。 

目前對氣喘及其他過敏性疾病的研究，有許多是致力於發展以各種可能的微生物（如益生菌、

乳酸菌等）來調節Th1與Th2細胞的發展（43），或者開發各種免疫製劑與藥物。FIP-fve是由新鮮金

針菇所萃取而來的純化蛋白，其相較於其他新興開發藥物、製劑而言是更具優勢的（44, 45）。 

總和上述，氣喘確實是一種複雜的疾病。經由本研究的研究結果證實， FIP-fve 不僅可以在

急性發炎其具有抗發炎的作用，還可以減緩慢性呼吸道發炎及呼吸道重塑的現象，因此 FIP-fve 可

能可以發展成為過敏性呼吸道疾病的附加或補充療法。 
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圖表說明 

Figure 1 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式血清中 IFN-γ的劑量反應效應 

FIP-fve 與 IFN-γ 的劑量反應效應，是以不同劑量的 FIP-fve 進行實驗後，經由抽血所得到。而

所使用的 FIP-fve 劑量分別為 100ug、200ug 以及 400ug。 
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Figure 2 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在 AHR 上的影響 

於測定前先給予小不同濃度之 methacholine，其 methacholine 給予量分別為 0、5mg、10mg、

20mg，隨後偵測在各劑量中小鼠之 AHR 表現值。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、

**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 3 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在血清中 IgE 與 IgG2a 的表現 

於犧牲小鼠當天採集小鼠血液並離心取得血清，以 ELISA 進行偵測。Figure 3a 為各組血清中

IgE 表現量，Figure 3b 則為各組 IgG2a 之表現量。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、

**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 4 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式在呼吸道細胞浸潤的影響 

各組小鼠犧牲後以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，在將肺泡沖洗液中的細胞藉由 cytospin

離心將細胞打在玻片上，以 Liu’s stain 進行染色並計數細胞。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為

p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 5 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式 BALF 中 Th2 胞激素的影響 

將各組小鼠犧牲後以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，並將取得之沖洗液離心取上清液後使

用 ELISA 進行 Th2 細胞激素中 IL-4、IL-5 以及 IL-13 的偵測。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*

為 p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 6 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式 BALF 中 Th1 胞激素的影響 

將各組小鼠犧牲後以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，並將取得之沖洗液離心取上清液後使

用 ELISA 進行 Th1 細胞激素中 IL-12 以及 IFN-γ 的偵測。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 

0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 7 

 

FIP-fve 對於急性期與慢性期致敏模式 BALF 中 TGF-的影響 

將各組小鼠犧牲後以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，並將取得之沖洗液離心取上清液後使

用 ELISA 進行 TGF- β的偵測。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01

而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 8 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 對慢性期致敏鼠在呼吸道過度反應上的影響 

測定前先給予小不同濃度之 methacholine，其 methacholine 給予量分別為 0、5mg、10mg、20mg，

隨後偵測在各劑量中小鼠之 AHR 表現值。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、**為 p 

≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 

未致敏鼠之標記為  (◆ ),  致敏組為 (■), pre- 或  post-FIP-fve 組為 (▲, ✴ ) 而 pre- 或 

post-corticosteroid 組為 (✕, ●)。 
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Figure 9 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 對慢性期致敏鼠血清中 IgE 與 IgG2a 的影響 

於犧牲小鼠當天採集小鼠血液並離心取得血清，以 ELISA 進行偵測。Figure 9a 為各組血清中

IgE 表現量，Figure 9b 則為各組 IgG2a 之表現量。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、

**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 10 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 能有效改善慢性期致敏鼠呼吸道的細胞浸潤 

各組小鼠犧牲後以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，在將肺泡沖洗液中的細胞藉由 cytospin

離心將細胞打在玻片上，以 Liu’s stain 進行染色並計數細胞。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為

p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 11 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 對慢性期致敏鼠血清與肺泡沖洗液中 Th1 細胞激素及 TGF-β表現量的影

響 

將各組小鼠犧牲後取得其血液並離心取得血清，另外以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，並

將取得之沖洗液離心取上清液後使用 ELISA 進行 IL-12、IFN-γ 及 TGF-β的偵測。數據皆以 median 

+/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 12 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 對慢性期致敏鼠血清與肺泡沖洗液中 Th2 細胞激素的影響 

將各組小鼠犧牲後取得其血液並離心取得血清，另外以生理食鹽水沖洗各組小鼠之肺泡，並

將取得之沖洗液離心取上清液後使用 ELISA 進行 IL-4、IL-5 及 IL-13 的偵測。數據皆以 median +/- 

IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 

。 
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Figure 13 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性致敏鼠在呼吸道發炎現象的影響 

肺臟組織於小鼠 76 天犧牲後取下浸泡於福馬林中，並經由 H&E 染色以判定呼吸道發炎的現

象。圖(A)為未致敏組、圖(B) 為致敏組、圖(C) 與圖(E) 為前給 FIP-fve 或 corticosteroid，圖(D) 與

圖(F) 為前給 FIP-fve 或 corticosteroid。圖(G) 將 H&E 染色以圖片軟體量化後的統計數值分析。數

據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為 p≦ 0.001）。 
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Figure 14 

 

FIP-fve 與 corticosteroid 對於慢性致敏鼠在呼吸道重塑上的影響 

肺臟組織於小鼠 76 天犧牲後取下浸泡於福馬林中，並經由 Masson's trichrome 染色以判定呼吸

道發炎的現象。圖(A)為未致敏組、圖(B) 為致敏組、圖(C) 與圖(E) 為前給 FIP-fve 或

corticosteroid，圖(D) 與圖(F) 為前給 FIP-fve 或 corticosteroid。圖(G) 將 H&E 染色以圖片軟體量

化後的統計數值分析。數據皆以 median +/- IQR 呈現。（*為 p ≦ 0.05、**為 p ≦ 0.01 而***則為

p≦ 0.001）。 

.
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Table  

Table 1. The effects of the FIP-fve treatment on several cytokines expression in the BALF. Data points represent the median +/- IQR of 

the individual mouse groups. 
      Group 
Samples 

acute-PC 
(n=8) 

chronic-PC 
(n=8) 

acute-pre-FIP 
(n=8) 

acute-post-FIP 
(n=8) 

chronic-pre-FIP 
(n=8) 

chronic-post-FIP 
(n=8) 

IL-16 (pg/ml) 3040.4±14.24+++ 15643.1±32.25 5577.36±23.4* 3065±12.53 9365±54.32+ 10027.31±97.43 
IL-17 (pg/ml) 589.67±12.42+++ 3535±26.83 431.34±21.7* 517.89±6.35 418.33±25.36++ 380.62±46.2+++ 
IL-23 (pg/ml) 1168.42±3.26+++ 14137.73±88.32 2712.48±21.52* 2128.94±15.68* 6841.69±9.42++ 7609.31±25.26++ 
IL-27 (pg/ml) 482.02.17.32+ 1011.88±3.74 4832.38±43.22*** 3564.8±10.35*** 2663.53±31.52+ 2263.84±17.5+ 
TNF-a (pg/ml) 1866.94±10.3+++ 12155.49±95.32 1448.91±12.14*** 1456.38±1.14* 1302.56±19.34+++ 1673.83±7.52+++ 
CXCL1 (pg/ml) 3602.38±3.55+++ 11440.05±38.78 2339.91±40.36 1209.37±5.51** 5761.89±9.24+++ 8466.28±13.09++ 
TIMP1 (pg/ml) 2339.41±7.42+++ 14002.28±73.74 1371.02±20.77* 1453.46±37.22* 3387.85±10.11+++ 3674.31±81.21+++ 
BALF was obtained from the acute/chronic-PC, acute-pre-/post-FIP or chronic-pre-/post-FIP groups. The statistical analyses compared acute-PC 

group represented as: * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p <0.001; analyses compared chronic-PC group represented as: + p < 0.05, ++ p < 0.01, +++p 

<0.001 
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Table 2. The effects of the FIP-fve or corticosteroid treatment on IL-17, IL-22, and MMP9 expression in the serum and BALF. Data 

points represent the median +/- IQR of the individual mouse groups. 
(a) Serum 
      Group 
Samples 

NC 
(n=6) 

PC 
(n=8) 

pre-FIP 
(n=8) 

pre-cort 
(n=8) 

post-FIP 
(n=8) 

post-cort 
(n=8) 

IL-17 (pg/ml) 38.0±5.598*** 230.17±63.73 63.71±12.02*** 202.0±72.52 113.0±39.22** 203.29±32.94 
IL-22 (pg/ml) 19.75±7.6*** 216.83±63.24 452.43±111.33** 238.14±68.76 363.43±146.32** 254.06±25.82 
MMP9 (ng/ml) 0.08±0.02*** 2.59±0.37 0.99±0.13*** 1.41±0.23 1.04±0.07** 1.36±0.35* 
Serum was obtained from the NC, PC, pre-/post-FIP or pre-/post-cort groups. The statistical analyses compared PC group Represented as: * p < 
0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001. 
(b) BALF 
      Group 
Samples 

NC 
(n=6) 

PC 
(n=8) 

pre-FIP 
(n=8) 

pre-cort 
(n=8) 

post-FIP 
(n=8) 

post-cort 
(n=8) 

IL-17 (pg/ml) 41.0±15.41*** 250.5±78.71 102.14±18.17** 273.0±99.4 127.0±48.44** 266.29±95.22 
IL-22 (pg/ml) 13.5±5.3*** 276.33±92.43 500.14±99.46*** 168.29±43.5* 380.57±118.21* 149.57±57.0* 
MMP9 (ng/ml) 0.06±0.01*** 2.18±0.74 0.67±0.12*** 1.22±0.28* 1.07±0.32** 1.05±0.07** 
BALF was obtained from the NC, PC, pre-/post-FIP or pre-/post-cort groups. The statistical analyses compared PC group represented as: * p < 

0.05, ** p < 0.01, ***p <0.001 
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Table 3. The effects of the FIP-fve or corticosteroid treatment on IL-4、IL-5、IL-12、IL-13、IL-17、IL-22、TGF-β and INF-γ expression 

in the splenocyte supernatant. Data points represent the median +/- IQR of the individual mouse groups. 
 
      Group 
Samples 

NC 
(n=6) 

PC 
(n=8) 

pre-FIP 
(n=8) 

pre-cort 
(n=8) 

post-FIP 
(n=8) 

post-cort 
(n=8) 

IL-4 (pg/ml) 35.87±3.37*** 326.64±26.21 97.54±6.64** 101.21±33.56* 54.32±24.31*** 197.34±41.21** 
IL-5 (pg/ml) 23.79±1.13** 277.43±19.75 78.53±10.45** 67.67±13.45** 113.57±34.54** 97.81±6.43** 
IL-12 (pg/ml) 62.33±14.53** 107.32±87.54 378.11±25.36** 136.53±15.32 465.32±89.64*** 86.32±44.34 
IL-13 (pg/ml) 23.37±2.1*** 334.75±53.48 87.74±23.1** 103.42±35.21** 76.34±27.5** 118.2±37.67** 
IL-17 (pg/ml) 16.34±0.98*** 167.32±34.1 57.32±1.33** 123.55.5±34.42 52.98±16.11* 89.27±21.54* 
IL-22 (pg/ml) 7.89±3.35*** 151.32±76.43 324.58±66.79** 103.12±74.13 235.91±34.29* 114.37±18.95 
TGF-β (pg/ml) 33.21±1.18*** 243.17±11.34 55.32±17.3 101.21±65.32 78.22±3.42 63.46±35.1 
INF-γ (pg/ml) 42.42±16.23 32.53±1.07 232.52±25.23*** 187.72±35.21* 342.52±46.35*** 87.42±053.67 
Serum was obtained from the NC, PC, pre-/post-FIP or pre-/post-cort groups. The statistical analyses compared PC group Represented as: * p < 
0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001.
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