
行政院國家科學委員會專題研究計畫 期中進度報告

 

運用系統化腸道免疫評估方法於具特殊免疫調節功能益生
菌之開發--以無菌鼠篩選有效減低過敏或抑制腸道致病菌

感染能力之人類益生菌(2/3) 

期中進度報告(精簡版) 

 
 
 
計 畫 類 別 ：整合型 

計 畫 編 號 ： NSC 96-2321-B-040-002- 

執 行 期 間 ： 96 年 08 月 01 日至 97 年 07 月 31 日 

執 行 單 位 ：中山醫學大學醫學系微生物及免疫學科 

  

計 畫 主 持 人 ：詹明修 

  

  

  

  

報 告 附 件 ：出席國際會議研究心得報告及發表論文 

 

  

公 開 資 訊 ：本計畫涉及專利或其他智慧財產權，2年後可公開查詢 

 
 
 

中 華 民 國   97 年 06 月 24 日 
 



二、計畫緣由與目的
利用微生物做為食品或是以微生物發酵來改造食品的成份、風味已有千年以上的記錄。在現代社會，微生物甚至於

應用在製藥工程及其他如環境保護、能源開發或是各種工業原料等相當多的層面，以和我們的生活有著密不可分的關係。
食用益生菌 (probiotics) 的種種好處已隨近年來產學界的研究而有顯著增加的趨勢 (Carson and Riley, 2003; Lin, 2003;
Gill, 2003; Adolfsson et al., 2004; Teitelbaum, 2005)。動物實驗或是人體試驗均證明益生菌等具有減輕腸胃道感染，有增強
宿主對抗致病細菌或病毒之作用，甚至於增加疫苗誘發之抗體製造 (Gill, 2003; Carson and Riley, 2003; Myllyluoma et al.,
2005; Sykora, et al., 2005; Gotteland et al., 2005; Sgouras et al., 2005; Martins et al., 2005)。 (Szymanski et al., 2006; Sarker et al.,
2005; Matsuzaki et al., 2005; Rao et al., 2005; de Vrese et al., 2005)。另一方面，已有許多證據顯示微生物感染可能是自體免
疫疾病的致病因子 (Bach, 2005)，而食用益生菌具有減緩發病程度的效果 (Calcinaro et al., 2005; Baharav et al., 2004;
Hoentjen et al., 2005) 。

由此可見，益生菌的功能絕非僅僅是幫助消化與製造維他命、刺激腸道維持腸道細胞正常黏液分泌功能、正常分泌
抗微生物之胜肽及相關抗菌因子。腸道微生物同時也透過抗原以及細菌其他成份來刺激腸道免疫系統使之產生免疫調節
的作用。事實上，近三年來陸續在許多重要的期刊發表指出腸道共生菌或益生菌可重建免疫系統，並促進TH1免疫反應
的趨勢 (Mazmanian et al., 2005)。Nenci等人最近發表於Nature的論文發現，腸道上皮細胞的功能及NF-kB訊息傳遞路徑的
活化程度，與發炎性大腸炎 (inflammatory bowel disease; IBD) 的發生有極為重要的關聯性 (Nenci et al., 2007)。腸道上皮
細胞需要NF-kB訊息傳遞路徑來維持腸上皮細胞的功能，但是另一方面，免疫細胞NF-kB訊息傳遞路徑的高度活化則易引
發炎症反應。抑制腸道上皮細胞活化NF-kB訊息傳遞路徑會促進腸道之發炎的機會 (Frick et al., 2007; )。致病菌包括H.
pylori、Y. enterocolitica 或是Shigella等會造成上皮細胞NF-kB訊息傳遞路徑的高度活化或引發發炎反應，而部分益生菌如
L. fermentum、L. salivarius、B. infantis或是S. boulardii可抑制致病菌或其產物所引發之發炎反應 (Riedel et al., 2006；Al-Ashy
et al., 2006; O'Hara et al., 2006; Sougioultzis et al., 2006; Tien et al., 2006)。2007年The Journal of Nutrition出版之副刊所登之多
篇回顧性文章，更是以腸道菌的作用做為此副刊之主題，其內容含括腸道益生菌與宿主之交互作用及其分子或是細胞層
面機制之探討，或是腸道益生菌與過敏反應、與自體免疫反應之間的相關性等 (Winkler et al., 2007; Corthesy et al., 2007;
Sheil et al., 2007; Ouwehand, 2007; Matsuzaki et al., 2007)。此外，Nature Immunology 期刊在最近亦刊登多篇關於腸道菌與
宿主免疫系統關係之文章 (Pamer, 2007; Sansonetti , 2007; Denning et al., 2007; Matsuzaki et al., 2007; Kelsall, 2008)。證明我
們現階段所研究的產品是非常受到免疫界的重視，而我們更希望從我們的研究的結果能快速地將之商品化，以達成本群
體計劃之目標。

雖然已有多篇文章探討腸道細菌對免疫反應之影響，但是其使用種類仍局限於現今在市面上流通使用之菌種為多。
由於腸道菌對於腸道免疫系統的發育所扮演的角色仍不是十分清楚，所以我們第一年計劃中使用LGG益生菌在GF小鼠建
立人類腸道菌相動物模式，除了作為篩選新品種優勢益生菌做為保健食品外，另也同時想進一步了解腸道益生菌對腸道
免疫系統的發育與調節的機制。就研究益生菌的免疫調節實驗而言，以無菌鼠進行實驗，其最大的質疑與落差在於所得
數據能否回向印證於非無菌的一般人類，因此我們建立此一動物模式實也同時也併用SPF小鼠模式。

本子計畫第一年已建立無菌鼠餵食LGG乳酸菌之平台，於第二年也已經進行將無菌鼠與SPF小鼠餵食食品工業研究
所提供之多種益生菌。第一年計劃中，長期餵食LGG益生菌可略為增加脾臟細胞數目。無菌鼠脾臟中B淋巴細胞的數目則
比無特定病源鼠的略高，相反地，T淋巴細胞數與巨噬細胞的數目則略低。無菌鼠餵食 LGG後，其巨噬細胞的數目則有
回升的現象。體外培養之下給予 LPS 或 Con A 刺激之下，無菌鼠以及無特定病源鼠的脾臟細胞均可增生，顯示無菌鼠
以及無特定病源鼠的脾臟細胞對裂殖素誘發細胞增生的現象是相似的。無菌鼠長期餵食的條件下，相較於只餵水之控制
組，餵食LGG小鼠脾臟細胞對裂殖素產生IL-2有促進的作用，但對IL-5與IFN-有抑制的現象。而以LGG死菌刺激之下，
脾臟細胞所分泌之細胞激素呈現TH1的免疫趨勢。

有別於第一年的平台建立，第二年則著手於菌種之篩選，除原有計劃外，並針對各委員所提供之寶貴意見進行修正，
所以我們在第二年有幾項重要的改變：

一、 第一年使用健康小鼠，我們於第二年計畫中是以氣喘及腸道感染等疾病模式更進一步來探討，以期更能擴大免疫調
節之反應。

二、 免疫調節機制的探討仍以無菌鼠為主，但是在篩檢菌株方面則以 SPF 實驗動物為主力，以符合人類為非無菌之狀
態。

三、 第一年使用LGG乳酸菌，今年以第一年各子計畫的成果，自一百株菌株中挑選具潛力之菌株進一步做動物實驗篩
選，以符合預設之篩檢目的。

四、 以人類週邊血液單核細胞測試菌株誘導細胞激素分泌之種類與能力，降低動物模式實驗與人類體內實際變化之差
異。

五、 由單一菌株改為使用功能類似之多重菌株混合方式來餵食，以加速篩檢速度
六、 增加以四週齡嬰兒糞便建立新生兒腸道菌相小鼠以了解人類菌相在小鼠腸道中停留建構之能力。

本計畫希望透過以上六項設計，能在第二年產出初步具商品化潛力之菌株，並希冀未來能有第三年計劃挑選出各種
不同功能目的的特定菌株。

三、材料與方法

人類益生菌菌株 活菌菌株來源有二：1. 由子計畫一食品工業研究所提供新鮮培養之活菌已驗證之菌株；2. 由耕莘醫院
附設的坐月子中心提供出生後 4±1 週的嬰兒糞便，由輔大以厭氧罐運送。死菌樣品乃經隔水煮沸 50 分鐘之死滅處理(9 x
109/ml in PBS) 以做為體外細胞培養，刺激免疫細胞之用途。餵食乳酸菌菌株之選擇。食品工業研究所提供菌株已於第一



年計劃中進行大規模細胞株篩選，本實驗室也以人類週邊血液單核細胞 (peripheral blood mononuclear cells; PBMC) 分析
自食工所數據中較值得進行再評估之 30 株菌 (菌株編號為 A9-11, A19-24, A30, A34, A40, B3, B5-7, D6, D7, D11-13, D17,
D21, D24,D26,D29, D30, D43, D49, D51)。所獲得之結果再挑選出 INF-高的前十名，其中刪去菌株來源較有疑慮者，最後
選定七株菌株 (菌株編號為 A9, A24,A30, B3, B5, D6, D13) 進行等量混合餵食 (表一)。

實驗動物建立人類腸道菌相 實驗動物乃由子計畫二國家實驗動物中心提供之週齡 6 至 8 週之無菌 (germ free; GF)
C57BL/6小鼠或購自國家實驗動物中心之Specific pathogen free (SPF) C57BL/6小鼠與 SPF BALB/c小鼠。餵食 GF B6 小
鼠活菌由子計畫二國家實驗動物中心黃彥智博士團隊進行；SPF小鼠餵食活菌則分別包括國家實驗動物中心(與GF小鼠對
照)或是在中山醫學大學附設動物中心 (asthma模式) 進行。小鼠餵食菌量條件為每週一次，每次餵食總量為 2 x 109 CFU
之混合菌株，共餵食兩次。小鼠於餵菌前先禁食 1 日以使其空胃，於餵食日以餵食器餵食 0.2 ml 菌液。另我們也進行
GF小鼠餵食新生兒胎糞以建構模擬人類完全腸菌相之動物模式。餵食樣品嬰兒糞便加七株菌株的實驗則只餵食一次，於
開始餵食後兩週犧牲。

氣喘實驗動物模式建立 以ovalbumin (OVA) 為過敏原，每週腹腔注射一次混合氫氧化鋁佐劑 (OVA 20 g/ml 或等量
PBS 與 40 mg/ml Alum)，劑量為，共注射五次。另於犧牲小鼠之前一週開始每天以鼻部滴入方式給予 (5g/ml OVA in
sterile PBS, drop 75 l OVA or PBS to indicated mice)。 餵食益生菌混合菌液乃於犧牲小鼠前兩週及前一週餵食，200
l/mouse。

小鼠免疫器官摘取 以二氧化碳麻醉小鼠，無菌條件下摘取脾臟、腸繫膜淋巴組織及腸組織，測量並記錄各組織重量。將
免疫組織分割部份給予第二子計畫進行淋巴組織結構分析；將取得之腸繫膜淋巴組織及腸組織送交第三子計畫進行腸道
免疫細胞之體外活性分析試驗。本計畫針對脾臟細胞進行系統性免疫系統之活性進行分析。研究項目與方法如下:
1. 脾臟重量與脾臟細胞數目 小鼠脾臟以無菌方式取出後，秤重，再將脾臟於無菌的條件下研磨並製成單細胞懸浮液，
計算脾臟細胞數目。

2. 流式細胞儀分析血液中各種免疫細胞之比例 將小鼠脾臟細胞置於 FACScan 培養液 (RPMI-1640 medium with 2%
fetal bovine serum and 0.1% sodium azide)，調整細胞濃度為 4× 106 cells/ml，將細胞與螢光抗體反應後進行流式細胞分析。
於流式細胞儀專用試管中加入 100 l 脾臟細胞與標定免疫細胞之螢光抗體 (包括 anti-CD3、anti-B220、anti-CD4、
anti-CD8、anti-F4/80等)。避光下於 4oC 反應四十分鐘後，加入 2 ml FACScan 培養液清洗兩次後，於各檢體試管加入 0.3
ml FACScam 培養液，進行流式細胞分析。

3. 脾臟細胞增殖能力 將製成之脾臟細胞懸浮液調整濃度為 2 x 106/ml，於96 孔培養盤各孔中加入100 μl細胞以及不
同濃度之裂殖素，於 37oC 5% 二氧化碳培養箱內培養。培養液配方為RPMI1640 medium + 10% FBS + 2 mM L-glutamine +
0.05 mM 2ME + Gentamicin。三天後加入 10 l CCK-8 試劑，混合均勻後再置回培養箱內繼續培養，每隔一小時以分光
光度計 (spectrum photometer) 偵測吸光值。 T 淋巴細胞使用之裂殖素為 1.25、2.5、5μg/ml concanavalin A (Con A)，而
B 細胞則使用1.25、2.5、5μg/ml lipopolysaccharide (LPS) 刺激。加熱處理之死菌亦做為刺激免疫細胞之刺激原 (細菌:細
胞比例分別為 1:1, 10:1, 100:1)。

4. 細胞激素表現分析 將脾臟細胞懸浮液 (2 x106/ml) 置於 24 孔培養盤中，以 Con A、LPS 或是 LGG 刺激，經48
小時的培養後收取培養液，保存在 -80oC 至檢體收集完畢後再一起測試。我們以 ELISA 評估 IL-2、IL-4、IL-5、IL-12
p70、IFN-γ 與 TNF-α 之表現量。

人類週邊血液單核細胞 (peripheral blood mononuclear cells) 培養 為測試益生菌對人類免疫細胞刺激後所產生的反應
是否與刺激小鼠脾臟細胞有相似之表現，我們分以四位健康者週邊血液單核細胞與益生菌共同培養，再將培養液收集並
以ELISA 評估 IL-4、IL-10、IFN-γ 與 TNF-α 等細胞激素之含量。

肺部沖洗液之準備與分析 心臟採血後之小鼠固定於固定架上，將老鼠從腹腔剪開至胸部，但不傷及肋骨與肺臟。以鑷
子輕夾橫隔膜，用細針或剪將它搓破但注意勿傷及肺臟 (使內外壓力一致，以便沖洗肺部時能擴張)。剪開喉部找出氣管，
將 PE tube 插入，並以棉線綁緊固定。針筒抽取 1 ml 之 PBS，灌入肺部再吸出，灌吸動作重複三次。採集之灌洗液置
於-80℃冷凍。

四、執行進度及成果
分析三十株菌株刺激人類周邊血液單核細胞所分泌之細胞激素

第一年計畫中，本子計劃以 LGG 乳酸菌做為標準品，餵食無菌鼠或無特定病原 C57BL/6 小鼠，結果顯示 LGG 具
有刺激無菌鼠走向 TH1 之免疫調節趨勢。而第一子計畫也已將 107 株益生菌經 RAW264.7 細胞株測試 cytokine profile 之
異同而區分為五群。為快速篩檢並觀察菌株對人類免疫細胞產生之反應，我們遂以 PBMC 做為標的細胞來進行篩檢。我
們遂由子計畫一於第一年中在細胞株篩檢的實驗結果為基礎，經四個子計畫成員共同討論後挑選三十株菌株，這三十株
菌株個別與四位健康受試者之 PBMC 共培養 24 小時，將上清液以 ELISA 分析，

結果顯示，IL-4 值偏低，IL-10 和 TNF-α值之樣品間差異不明顯 (data not shown)，但 INF-γ差異則較為顯著 (表一)。
本年度計畫中，第一子計畫仍持續以 PBMC 篩選其他菌株，而在本子計畫中，則先自先前三十株所得的數據挑選 INF-γ
分泌量較高的前十名菌株，在刪去菌株來源較有疑慮者 (非自人體或非食品取得) 後，選定七株益生菌株進行混合菌株餵
食氣喘小鼠模式的試驗。



Table 1. Probiotic-stimulated interferon-secretion by peripheral blood mononuclear cells. PBMC were cocultured with one
strain of probiotic at 37oC. IFN-secretion of PBMCs was determined in the supernatants 48 hours after ex vivo restimulation.
Data are represented as means of IFN-secretion in pg/mL.

Strain IFN-pg/ml (Mean) (n=3) SD

A11 258 199
D13 247 208
A9 234 170
A30 208 116
B7 148 239

A34 129 82
A24 125 82
B5 87 85
B3 80 93
D6 75 82
A22 64 49
D51 55 40
A40 55 32
D12 53 34
D21 29 45
A10 20 18
A14 19 8
A23 18 13
D43 16 10
A19 15 18
D49 15 14
D17 13 17
D26 11 15
A20 10 7
D24 8 12
D11 7 11
B6 6 3

D30 4 6
A21 3 3
D29 1 2

七株益生菌混合株餵食無菌鼠之脾臟細胞受大腸桿菌 LPS、Con A、以及混合菌死菌刺激所表現之細胞激素變化

將無菌鼠隔週餵食 2 x 109/once/mouse 七株益生菌混合菌株液共兩次，在第十四天犧牲小鼠後，取其脾臟細胞與不同
濃度之 LPS、Con A 以及益生菌死菌共同培養，收取其細胞培養液，以 ELISA 測試 TH1/TH2 相關細胞激素的表現量。

大腸桿菌的 LPS 可刺激巨噬細胞以及促使小鼠 B 淋巴細胞增生。實驗結果顯示，LPS 刺激無菌鼠(GF 組)脾臟細胞並
不會顯著地刺激產生 IL-2，但仍隨 LPS 劑量增加有微量促進 IL-2 的產生，然而在有餵食混合菌株的組別(Probiotic mixture;
ProMix)，脾臟細胞並不會被 LPS 所刺激 (圖一)。

Figure 1. Oral administration of probiotic mixture suppressed
LPS-stimulated IL-2 secretion by splenocytes. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of LPS at 37oC. IL-2 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-2 secretion in
pg/mL.

我們也測試包括 IL-4、IL-5、IL-10 等 TH2 趨勢之細胞激素。如圖二，雖無顯著差異，但是可見餵食混合菌株之小
鼠的脾臟細胞受 LPS 刺激下產生 IL-4 的量較少。圖三顯示高劑量 (5 g/ml) LPS 可以刺激無菌小鼠的脾臟細胞

產生 IL-5，而餵食混合菌株之小鼠的脾臟細胞受 LPS 刺激下產生 IL-5 的量則較少。IL-10 的分泌可隨給與 LPS 的劑
量增加而增加，但是此一現象無論是否有餵食混合菌株，IL-10 的製造均未受影響(圖四)。



Figure 2. Oral administration of probiotic mixture partially
suppressed LPS-stimulated IL-4 secretion by splenocytes.
Splenocytes from germ-free mice force-fed sterile water or probiotic
mixture were cultured with various doses of LPS at 37oC. IL-4
secretion of splenocytes was determined in the supernatants 48 hours
after the ex vivo restimulation. Data are represented as means of IL-4
secretion in pg/mL.

Figure 3. Oral administration of probiotic mixture partially
suppressed high dose LPS-stimulated IL-5 secretion by splenocytes.
Splenocytes from germ-free mice force-fed sterile water or probiotic
mixture were cultured with various doses of LPS at 37oC. IL-5
secretion was determined in the supernatants 48 hours after the ex
vivo restimulation. Data are represented as means of IL-5 secretion
in pg/mL

Figure 4. Oral administration of probiotic mixture did not
suppress LPS-stimulated IL-10 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of LPS at 37oC. IL-10 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-10 secretion in
pg/mL

TH1 趨勢之細胞激素包括 IL-12、IFN-，IL-12 為兩分子形成的細胞激素，我們測試其中之 IL-12p70 的表現，發現
LPS 刺激無菌鼠的脾臟細胞時，需隨 LPS 劑量增加才能增加 IL-12p70 的表現，但是有餵食益生菌混合菌者，在低劑量
LPS 作用下即有較高量 IL-12p70 的表現。

Figure 5. Oral administration of probiotic mixture enhanced
LPS-stimulated IL-12p70 expression. Splenocytes from germ-free
mice force-fed sterile water or probiotic mixture were cultured with
various doses of LPS at 37oC. IL-12 secretion was determined in the
supernatants 48 hours after the ex vivo restimulation. Data are
represented as means of IL-12 secretion in pg/mL

雖然我們最初以益生菌刺激 PBMC 並選擇七株產生 IFN-較高者來進行混合餵食，但是本次實驗中餵食益生菌後並
未發現 LPS 所誘導之 IFN-的表現有顯著差異，即使圖五中顯示 IL-12p70 的表現與是否餵食益生菌有關 (圖六)。圖六顯
示活體腸道內益生菌存在下之免疫細胞對於 LPS 誘導之 IFN-的表現較不受影響。



Figure 6. Oral administration of probiotic mixture did not
enhance LPS-stimulated IFN- secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of LPS at 37oC. IFN-secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IFN-secretion in
pg/mL

以 Con A 刺激 T 淋巴細胞的實驗中，有無餵食益生菌對於 IL-2 的表現並未有顯著影響(圖七)。然而在 Con A 刺激 IL-4
分泌上，餵食益生菌卻有少許促進之作用(圖八)。另一方面，Con A 雖無法顯著刺激 IL-5 製造，餵食益生菌組 IL-5 的表
現量則更低於無菌鼠組 (圖九)。

Figure 7. Oral administration of probiotic mixture did not
influrence Con A-stimulated IL-2 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with 1.25 g/ml Con A at 37oC. IL-2 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-2 secretion in
pg/mL.

Figure 8. Oral administration of probiotic mixture partially
enhanced Con A-stimulated IL-4 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of Con A at 37oC. IL-4 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-4 secretion in
pg/mL.

Figure 9. Oral administration of probiotic mixture partially
suppressed Con A-stimulated IL-5 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of Con A at 37oC. IL-5 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-5 secretion in
pg/mL.

Con A 可刺激 T 細胞分泌 IL-10，但是餵食混合菌株並無顯著影響 IL-10 之表現(圖十)。然而如同圖五以 LPS 刺激，
餵食混合菌株小鼠脾臟細胞受 Con A 刺激下，其 IL-12 表現量較無菌鼠組高 (圖十一)。顯示餵食混合菌株後之小鼠脾臟
細胞在受到刺激時較易產生 IL-12。而在餵食混合菌株小鼠脾臟細胞受 Con A 刺激下，同樣也有部分促進 IFN-表現的能
力 (圖十二)。



Figure 10. Oral administration of probiotic mixture did not
suppress Con A-stimulated IL-10 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of Con A at 37oC. IL-10 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-10 secretion in
pg/mL.

Figure 11. Oral administration of probiotic mixture partially
increased Con A-stimulated IL-12 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of Con A at 37oC. IL-12 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-12 secretion in
pg/mL.

Figure 12. Oral administration of probiotic mixture partially
increased Con A-stimulated IFN- secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of Con A at 37oC. IFN-secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IFN-secretion in
pg/mL.

Figure 13. Probiotic mixture did not induced IL-2 secretion.
Splenocytes from germ-free mice force-fed sterile water or probiotic
mixture were cultured with various doses of probiotic mixture at
37oC. IL-2 secretion was determined in the supernatants 48 hours
after the ex vivo restimulation. Data are represented as means of IL-2
secretion in pg/mL.

我們在 ex vivo 培養脾臟細胞中，加入混合菌株之死菌，其菌與細胞之比例濃度為 1:1、10:1 與 100:1。在死菌的刺
激下，同樣來觀察細胞激素的變化。實驗結果顯示，益生菌死菌並不會刺激脾臟細胞分泌 IL-2 (圖十三)，對於 IL-4 則部
分數據呈現促進作用 (圖十四)。雖然高劑量死菌可以誘導少量 IL-5 表現，但是餵食益生菌組的表現量仍低於無菌鼠，顯
示益生菌死菌直接或間接抑制了 IL-5 的表現 (圖十五)。



Figure 14. Oral administration of probiotic mixture partially
increased probiotics-stimulated IL-4 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were
cultured with various doses of probiotic mixture at 37oC. IL-4
secretion was determined in the supernatants 48 hours after the ex
vivo restimulation. Data are represented as means of IL-4 secretion
in pg/mL.

Figure 15. Oral administration of probiotic mixture partially suppressed high dose probiotics-stimulated IL-5 secretion. Splenocytes from
germ-free mice force-fed sterile water or probiotic mixture were cultured with various doses of probiotic mixture at 37oC. IL-5 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo restimulation. Data are represented as means of IL-5 secretion in pg/mL.

Figure 16. Oral administration of probiotic mixture suppressed
probiotics-stimulated IL-10 secretion. Splenocytes from germ-free
mice force-fed sterile water or probiotic mixture were cultured with
various doses of probiotic mixture at 37oC. IL-10 secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IL-10 secretion in
pg/mL.

如圖十六所示，我們發現無菌鼠受低劑量益生菌死菌刺激時會製造 IL-10，然而隨著死菌之劑量增加，IL-10 的表現
也隨之受道抑制。有意思的是，餵食過混合益生菌則 IL-10 表現量顯著比無菌鼠組減少，亦隨死菌數增加而其 IL-10 表現
量更少。

更令人注意的是，益生菌死菌顯著促進 IL-12 表現，顯示益生菌直接刺激脾臟細胞走向 TH1 免疫反應 (圖十七)。而
低劑量之死菌即可刺激脾臟細胞產生 IFN-圖十八，但是隨死菌菌數增多而減少。我們發現死菌對於 IL-12 誘導表現呈
現低高劑量死菌可誘導出較多 IL-12 分泌(圖十七)，但是高劑量死菌卻反而抑制了 IFN-的表現圖十八，而圖十五也顯示
高劑量死菌會誘導出少量 IL-5。我們認為益生菌死菌中可能含有兩組不同的成份，其中低劑量時較易誘導 TH1 反應而極
高劑量時會促使 TH2 免疫反應。



Figure 17. Probiotic mixture directly stimulated splenocytes IL-12
secretion. Splenocytes from germ-free mice force-fed sterile water
or probiotic mixture were cultured with various doses of probiotic
mixture at 37oC. IL-12 secretion was determined in the supernatants
48 hours after the ex vivo restimulation. Data are represented as
means of IL-12 secretion in pg/mL.

Figure 18. Low dose probiotic mixture directly stimulated
splenocytes IFN-secretion. Splenocytes from germ-free mice
force-fed sterile water or probiotic mixture were cultured with
various doses of probiotic mixture at 37oC. IFN-secretion was
determined in the supernatants 48 hours after the ex vivo
restimulation. Data are represented as means of IFN-secretion in
pg/mL.

餵食益生菌對氣喘模式小鼠脾臟細胞族群之影響
我們以 OVA 做為過敏原致敏 SPF C57BL/6 小鼠，並將其脾臟細胞以螢光抗體標定後以流式細胞儀分析其各免疫細

胞族群之比例。如圖十九，與第一年計劃的結果類似，無菌鼠的 B 淋巴細胞比例較高，而 SPF 小鼠 B 細胞比例就較低，
其它如 T 細胞與巨噬細胞均在 SPF 小鼠脾臟細胞中有較高的比例。給與益生菌混合菌種餵食後，其 T 細胞與巨噬細胞數
目均有增加之勢(圖十九)。比較 CD4 T/CD8 T 比例可以發現餵食益生菌混合菌液之小鼠，其 CD4/CD8 比例較低，顯示
cellular immunity 反應較強，亦即 TH1 免疫反應較強，此又與圖十九中巨噬細胞增多有類似之處。

Figure 19. Immunophenotyping of splenocytes obtained
from non-treated germ-free, SPF, OVA-sensitized SPF or
force-fed OVA-sensitized SPF mice.

Figure 20. The CD4＋T/CD8＋T cell ratios in splenocytes
obtained from PBS-treated, OVA-sensitized, or probiotic-fed
asthma mice.

同時餵食四週齡嬰兒糞便與益生菌混合菌液，亦可發現較無菌鼠之 B 細胞比例有減少，T 細胞與巨噬細胞數目有增
多，而 CD4/CD8 比例則有減少的現象 (圖二十一、圖二十二)。唯嬰兒糞便中菌種複雜，造成 CD4/CD8 比例減少並不顯
著，此亦暗示並非任何腸內細菌均適合做為調節免疫之用，各菌種的功能互異導致於免疫調節機制可能相互抵消。

Figure 21. Immunophenotyping of splenocytes obtained
from non-treated germ-free, and infant’s stool-fed germ-free
mice.

Figure 22. The CD4＋T/CD8＋T cell ratios in splenocytes
obtained from non-treated or infant’s-feces-fed germ-free
mice.



餵食益生菌對氣喘模式小鼠肺部細胞激素之影響

由於之前使用之無菌鼠為 C57BL/6 小鼠，一開始我們使用同品系小鼠做為 asthma 模式之用，圖十九與圖二十之結
果即是以 C57BL/6 小鼠所進行，然 C57BL/6 小鼠屬於 TH1 免疫趨勢之品系，為求氣喘模式能順利建立完成，我們改為以
BLAB/c 小鼠做為模式，同樣以 OVA 誘導氣喘。我們將誘導氣喘之小鼠給予混合益生菌餵食，以觀察是否改善氣喘。肺
部沖洗液監測肺部細胞激素之變化，而組織切片染測觀察肺部發炎程度 (結果尚分析中)。圖二十三與二十四顯示餵食混
合菌株增加 IL-12 與少量 IFN-表現的趨勢，然而包括 IL-4 以及 IL-5 亦有增加的趨勢 (圖二十五、二十六)，IL-10 表現之
變化則不顯著 (圖二十七)。我們認為有可能是 OVA 誘導失敗或是益生菌劑量過高的問題，目前正處理中。

Figure 23. Oral administration of probiotic mixture enhanced
IL-12 expression in BAL. SPF BALB/c mice were either
treated with multiple doses of OVA for sensitizing to asthma
or with PBS as contorl. The mixture of seven probiotic strains
or sterile water was oral administrated as indicated, and the
concentration of IL-12 in BAL was evaluated by ELISA.
Detailed procedure is described in materials and methods.

Figure 24. Oral administration of probiotic mixture partially
enhanced IFN-expression in BAL. SPF BALB/c mice
were either treated with multiple doses of OVA for sensitizing
to asthma or with PBS as contorl. The mixture of seven
probiotic strains or sterile water was oral administrated as
indicated, and the concentration of IFN- in BAL was
evaluated by ELISA. Detailed procedure is described in
materials and methods.

Figure 25. Effects of probiotics on OVA-induced asthma
model. SPF BALB/c mice were either treated with multiple
doses of OVA for sensitizing to asthma or with PBS as contorl.
The mixture of seven probiotic strains or sterile water were
oral administrated as indicated, and the concentration of IL-4
in BAL was evaluated by ELISA. Detailed procedure is
described in materials and methods.

Figure 26. Effects of probiotics on OVA-induced asthma
model. SPF BALB/c mice were either treated with multiple
doses of OVA for sensitizing to asthma or with PBS as contorl.
The mixture of seven probiotic strains or sterile water were
oral administrated as indicated, and the concentration of IL-5
in BAL was evaluated by ELISA. Detailed procedure is
described in materials and methods.

Figure 26. No different in level of IL-10 concentration in BAL.
SPF BALB/c mice were either treated with multiple doses of
OVA for sensitizing to asthma or with PBS as contorl. The
probiotic mixture or sterile water were oral administrated as
indicated, and the concentration of IL-10 in BAL was
determined by ELISA.



結論與討論 我們發現 LPS 促使脾臟細胞分泌 TH2 反應之細胞激素 IL-5，而餵食七種混合益生菌株則有少量抑制 LPS 誘
導之 TH2 免疫反應，但另一方面對於刺激 TH1 反應之 IL-12 的表現則較為顯著。在 Con A 刺激下，餵食七種混合益生菌
株對 IL-2 的製造沒有影響，對 IL-4 則有些許促進表現，對 IL-5 則有抑制；反觀對 IL-12 與 IFN-則有促進表現的作用。
重要的是，益生菌菌體本身具有直接刺激脾臟免疫細胞產生 TH1 趨勢的免疫反應。而此一現象在少量細菌存在下即有所
反應，而高劑量益生菌(bacteria: cells=100:1)的存在下反而降低 IFN-的表現。

在氣喘動物模式中，雖然餵食菌株之小鼠其肺中 IL-12 表現顯著，但餵食菌株對其他細胞激素表現亦有所影響。有
關氣喘動物模式實驗，將繼續進行研究。

另建立感染模式小鼠亦開始著手進行之。

五、計畫成果自評：（是否達成預定成效，如進度落後請說明原因）

我們已利用 PBMC 來加強篩選細胞激素表現具顯著差異之菌株，此部分亦已技術轉移給第一子計畫做更大量菌株之
篩檢。就初步篩選菌株而言已具初步成效。另於建立氣喘小鼠模式中，配合無菌鼠以一般 SPF 小鼠，我們已觀察了七株
具表現較高量 IFN-之混合株在餵食後對小鼠的免疫調節變化。

事實上在一百多株的菌株中，至少有五大群具有不同免疫調節特性之菌株，所以我們尚可再持續對不同群落之菌株個
別再進行分析。

此外，對於評估氣喘小鼠之肺部受過敏原 OVA 刺激後所誘導之發炎與病變，目前以組織切片與染色方法，持續進行
分析中，本次報告並未納入其成果。但以 BAL 中細胞激素的含量變化來說，OVA 並未顯著誘導發炎反應，而 IL-12 與 IL-4
都有較顯著增加之趨勢，尚較難以判斷 TH1/TH2 的反應走向。所以我們將再重複進行氣喘模式之建立與評估。

無論是七株菌株之混合菌液或是與四週齡嬰兒糞便混合餵食，皆證明腸道菌影響免疫細胞族群比例，並影響 LPS 或
是 Con A 等 mitogens 刺激所產生細胞激素之分泌。其結果顯示：一、 本群體計畫將人類腸道細菌或食用菌以餵食的方式
轉殖入小鼠之動物模式，無論是無菌鼠或是 SPF 小鼠，均可成功做為觀察益生菌免疫調節之作用；二、目前所優先挑選
之七株益生菌，僅就其對 PBMC 刺激產生 IFN-的能力來進行判斷與分組，我們必須再對其他激素的製造所產生之效應
持續進行評估，目前子計畫一陳慶源博士團隊正快速分析中。

就本計畫第二年的初期成果而言，個人認為已接近預定成效。
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一、參加會議經過

五月三十一日搭長榮航空班機 BR0028 經舊金山轉機 (AA 0150) 抵波士頓，於下榻

飯店 (Royal Sonesta Hotel) 稍作休息後即前往會議會場。參與會議過程包括每日選擇有

興趣或是重要的演講聆聽之外，亦在會場觀看論文海報以及參觀與會廠商的攤位，除學

術上的學習外，學術交流以及新儀器的了解亦是本次出國的目的之一。

本次會議中，較令我注意的項目是細菌所形成的生物膜與致病性的關係，生物膜是

細菌群落與細菌分泌物等在與宿主接觸的表面所建構的構造，過去一直有人在研究細菌

在生物膜中的生存型態以及細菌的基因調控等研究方向。近年來，生物膜在活體內所造

成的影響逐漸受到重視，本次會議中亦聆聽到數場有關生物膜的演講。此外，包括抗菌

(金黃色葡萄球菌) 物質的研發、感染宿主細胞激素表現的調控，以及嗜中性細胞細胞外

抗菌機制等等都是在我的研究領域以外而令我感到十分有趣的項目，正所謂他山之石可

以攻玉，本次聆聽的演講對我的研究有非常大的幫助。

會議通常於下午結束，每日會後的晚餐時間就成了我和同夥的夥伴們放鬆的時刻。

由於 Boston 是港口城市，海鮮十分新鮮，尤其是龍蝦更加有名，所以我們也藉此機會品

嘗一番。原先亦想參觀著名的哈佛大學與 MIT 等名校，無奈行程較緊湊而取消。

於當地時間六月五日搭 AA0197 班機至 San Francisco 轉機長榮 BR 0017 班機，於台

灣時間六月七日早上抵達桃園機場

二、與會心得

這次行程非常趕，以至於體力上較難以負荷，但是收穫不少! 這是我第一次參加

ASM 的年度會議，ASM 的會議其實就像過去我所參加的 ICI (international conference of
immunology)，會議涵蓋的議題極廣，包羅萬象，所以有人戲稱 ASM general meeting 這

種會議像“大拜拜”一樣。也因議題廣泛，所以有興趣聆聽的題目也很多，但也往往發

生想聽的演講衝堂的現象，只好忍痛犧牲掉較次要的題目。但是從另一個角度來看，我



卻可以接觸到許多不同領域的研究，算是另種收穫。在會議結束之後，倒有種要趕快回

到實驗室做實驗的衝動。

若說對於此次參與會議有所遺憾的地方，那就是決定參加的時間太晚，以至於錯過

投稿的機會，否則在個人的研究上會有更多討論與回響，在此也感謝國科會近年來對我

的出國補助。


