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壹、摘要

共軛亞麻油酸在花生四烯酸的脂質代謝上扮演著重要角色，可調節發炎反

應，在飲食中藉由提升共軛亞麻油酸含量的方法可緩解過敏原所誘導之過敏性氣

喘，而富含共軛亞麻油酸之牛乳可降低小鼠之呼吸道過敏，但其作用機制不明，

利用乳酸菌調節過敏性氣喘之作用有限。本實驗探討優酪乳或富含共軛亞麻油酸

之優酪乳對卵白蛋白(OVA)誘發 BALB/c 小鼠之呼吸道過度反應之免疫調節機

轉，透過分析脾臟組織與肺沖液中白血球之表面抗原(包括 CD3、CD4、CD8、

CD19、CD25、CD45、CD69、CD278、Tim-3 與 PanNK)以瞭解 T4、T8、T、B、

T 調節、T 毒殺、NKT、Th1、Th2、Tr1 與 Tr2 等細胞之分化；另一方面利用身

體體積偵測器量測呼吸道過度反應；由血液與肺沖液中過敏原特異性抗體的含量

及肺沖液中細胞激素的變化來評估免疫調節的交互作用；最後以蘇木紫與伊紅

(hematoxylin & eosin)及甲苯胺藍(toluidine blue)染色進行組織病理判讀，評估肺

部發炎及肥大細胞浸潤程度。結果顯示優酪乳與富含共軛亞麻油酸之優酪乳可以

恢復T調節型細胞，它的意義在於增加抑制型T細胞，負調節Th2 (CD278+, CD4+)

與提升 Th1 (Tim-3+, CD4+)的表現量。另一方面，共軛亞麻油酸可以顯著性地抑

制過敏性抗體 IgE 與發炎細胞激素 IL-6 的產生及肥大細胞的脫顆粒現象，進一

步降低呼吸道過度反應。綜上所述，添加共軛亞麻油酸的優酪乳可顯著性地透過

調節 T 調節細胞與 Th1/Th2 細胞的分化，進一步降低過敏性 IgE 抗體分泌與發炎

現象並緩和呼吸道過度反應。

關鍵詞：過敏、抗發炎、氣喘、共軛亞麻油酸、優酪乳
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ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) plays an important role in regulation of
arachidonic acid metabolism. The way to raise the CLA content in the diet can
reduce the allergen induced atopic asthma. CLA and lactic acid bacteria can
modulate inflammation in bronchiolar hyperresponsiveness. The previous studies
indicated that CLA-enriched milk can attenuate allergic airway disease in mice, but
the mechanism is unclear. In this study, we administered yoghurt with or without
various concentrations of CLA to determine their effects on OVA-induced airway
hyperresponsiveness in BALB/c mice. Leukocytes harvest from bronchoalveolar
lavage fluid (BALF), spleen, airway-draining and mesenteric lymph node were
measurement. Cluster of differentiation markers including CD3, CD4, CD8, CD19,
CD25, CD45, CD69, CD278, Tim-3 and PanNK, were used to distinguish the cells
differentiation. The enhanced pause (Penh) was measured with whole body
plethysmograpy to monitor the airway hyperresponsiveness. Specific antibodies
including anti-OVA antibodies and cytokines in serum and BALF were measured with
ELISA. The H&E and toluene blue stain of lung inflammation and mast cell
infiltration were determined by microscopy. The results indicated that yoghurt and
CLA enrichment restore the regulatory T cells (Treg) that increased the suppressor T
cells in modulated immune response. Yoghurt and CLA could reduce the Th2
(CD278+, CD4+) and increase the Th1 (Tim-3+, CD4+) to modulate T helper cell
differentiation. Another results indicated that CLA-enriched yoghurt significantly
inhibited allergen-specific IgE production and reduced IL-6 in BALF. Mast cell
infiltration was also reduced and decrease airway hyperresponsiveness in allergic
BALB/c mice. In conclusion, CLA-enriched yoghurt is an idea healthy daily
supplement for airway hypersensitivity via modulating Treg, Th1/Th2 differentiation
and allergic IgE.
Keyword：Allergy, Anti-inflammation, Asthma, Conjugated linoleic acid, Yoghurt
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略字表

AA Arachidonic acid

AHR Airwy hyperresponsiveness

APCs Antigen-presenting cells

BALF Bronchoalveolar lavage fluid

CLA Conjugated linoleic acid

COX Cycloxygenase

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FBS Fetal bovine serum

FcεRI High-affinity IgE receptor I

GRAS Generally Recognized As Safe

HBSS Hank’s balanced salt solution

H&E stain Hematoxylin & eosin stain

IgE Immunoglobulin E

IFN-γ Interferon-gamma

IL Interleukin

LAB Lactic acid bacteria

OVA Ovalbumin

DPBS Dulbecco’sphosphate buffered saline

PBMC Primary biliary cirrhosis

SAR Seasonal allergic rhinitis

Tr1 Treg-1

TNF-α Tumor necrosis factor-α
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貳、前言

共軛亞麻油酸(Conjugated linoleic acids, CLA)為亞麻油酸(linoleic acid, LA)

異構化所形成之一群天然存在具有十八個碳，含共軛雙鍵之亞麻油酸異構物

(Wahle. et al., 2004)，主要存在於乳製品和以反芻動物為來源者紅肉中，如牛、

羊等。在動物實驗模式中，CLA在抗發炎之研究上早已被廣為研究探討。在發炎

反應中扮演的角色為與花生四烯酸產生競爭，在脂肪酸代謝路徑中會轉變成共軛

的花生四烯酸減少PGE2的生成(Bassaganya-Riera et al., 2002)。Kanwar等(2007)

之研究中顯示，攝取富含CLA的牛奶可有效地藉由減少嗜酸性白血球(eosinophils)

及淋巴球(lymphocytes)之增生而改善呼吸道發炎的症狀，但其效果有限且著重於

後期發炎反應的調節。由於乳酸菌在許多文獻中指出具有抗過敏的功效，而東海

優酪乳除了瓶身所標示之A、B、E菌種外，經鑑別發現另外含有Lactobacillus

reuteri與Lactobacillus johnsonii等菌元，這些乳酸菌在文獻中提到具有免疫調節的

功用( Paul et al., 2007; Ryo et al.,2007; Gackowska et al., 2006)，因此本研究想藉由

添加CLA於優酪乳內探討兩者之結合是否具有加乘作用及其對氣喘調控機轉。
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參、文獻回顧

一、共軛亞麻油酸文獻探討

(一)、共軛亞麻油酸之結構

共軛亞麻油酸為亞麻油酸異構化後，具有十八個碳含共軛雙鍵的脂肪酸(附

圖一) (Wahle et al., 2004)。CLA 之兩組雙鍵可為順式(cis)或反式(trans)，而其位

置則可位於第 7、9 碳，第 8、10 碳，第 9、11 碳，第 10、12 碳，第 11、13

碳或第 13、14 碳，而 cis-9, trans-11 與 trans-10, cis-12 為主要的兩種結構式(Bessa

et al., 2000)。而 CLA 與 LA 之區別在於 LA 的雙鍵位在 cis-9, cis-10 及 cis-12,

cis-13，即在雙鍵之間有 methylene group，CLA 是天然存在的脂肪酸，其在食

物中的分佈並不是很平均，主要存在於反芻動物為主的乳製品和紅肉中，如牛、

羊等。因為在反芻動物的瘤胃裡存在著一種丁酸弧菌(Butyrivibrio fibrisolvens)，

能產生 linoleic isomerase (LA-I)，可以將 LA 轉化為 CLA，其主要的異構物類

型為 cis-9, trans-11 CLA (Fududa et al., 2005; 2006)。

二、共軛亞麻油酸之來源與影響因子

(一)、CLA 的來源

膳食中 CLA 主要來源包括動物性及植物性產品，其中以反芻動物之乳、肉

及油脂產品含量最豐富(附表一) (Parodi, 2003; Shingfield et al. 2003)，其次為非

反芻動物肉品，植物油脂與水產品之 CLA 含量最低，(附表二、 附表三) (Khanal

and Olson, 2004)。而反芻動物之 CLA 的來源有兩種，一種為瘤胃中 B.

fibrisolvens 將 LA 氫化成 CLA，另一種則是組織利用不飽和脂肪酸時，將氫化

作用的中間產物 trans-11 C18:1 去飽和化轉成 CLA (Griinari and Bauman, 1999)。
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在反芻動物的產品中主要的兩種同分異構物，其中之一為 cis-9, trans-11 CLA，

占全部CLA含量的 80-90%, 而另一種為 trans-10, cis-12 CLA則占 3-5% (Parodi,

2003)。而 total CLA 含量在反芻類動物的肉品中為(2.7-5.6 mg/g fat)，乳製品為

(2.9-7.1 mg/g fat)。在美國，食品用量中提到，CLA 的建議攝取量為 500 mg/d

(Ritzenthaler et al., 2001)。

(二)、影響乳肉製品中 CLA 含量之因子

1. 動物品種與年齡

泌乳牛其乳汁中 CLA 含量比較可發現，四個以上泌乳期比二到四個泌乳期

之乳汁中 CLA 含量較高，顯示於乳汁中的 CLA 含量會隨年齡增長而增加

(Stanton et al., 1997)。單胃動物相較於反芻動物，消化道中之微生物含量較少，

因此消化道內容物通過消化道之速度較反芻動物快，使脂肪酸藉由微生物氫化

成 CLA 的機會變小，因此豬肉中 CLA 含量少(0.1-0.2 mg/g fatty acids)。由於單

胃動物由飼糧中獲得之 CLA 在吸收前無法進一步地被飽和，可使得在組織中

CLA 的蓄積量提高，因此飼主可藉由給予富含 CLA 的飼糧以生產高 CLA 的豬

肉(Dugan et al., 2004)。

2. 產品儲藏時間與加熱條件

CLA 添加於脫脂乳中藉由巴斯德殺菌法和均質化來觀察儲藏條件對 CLA

含量上的變化，經由巴斯德殺菌對於 cis-9, trans-11 和佔較微量異構形式的 CLA

具有顯著性的下降，而在冷凍儲藏兩星期內其 cis-9, trans-11 的含量比較穩定，

但經過三星期的儲藏後 cis-9, trans-11 和 cis-10, trans-12 則有明顯之下降

(Rodriguez-Alcala and Fontecha, 2007)。此外，巴斯德殺菌在 63.0±1.0°C 加熱 30

min 和以微波方式 95.8±1.0°C 加熱 5 min 可顯著增加反式脂肪酸(trans fatty acid)
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的含量(P<0.05) (Herzallah et al., 2005)，根據這些報告顯示，兩週內的儲藏時間

對 CLA 影響不大，但加熱的方式與時間可能會造成反式脂肪酸上升。

3. 微生物作用

以 L. acidophilus L1、L. acidphilus O16、L. casei E5 與 L. casei E10，分別

接種於 MRS broth 與 skim milk，將此四株乳酸菌經過 37ºC 培養 24 小時候，發

現 L. acidophilus L1 以 MRS 培養的 CLA 產量 131.6 mg/ml，高於 skim milk 培

養之 116.5mg/ml，顯示培養基的成分會影響乳酸菌的生長進而影響了菌酛將LA

異構化成 CLA 的產量(Alonso et al., 2003)。

B. fibrisolvens 具有高亞麻油酸異構酶 (LA-I)及共軛亞麻油酸還原酶

(CLA-R)等活性，可將亞麻油酸(LA)氫化成十八碳烯酸(VA)，而可被做為動物

的益生菌，研究指出 LA-I 與 CLA-R 對 CLA 產量的累積有顯著性地影響

(Fukuda et al., 2005)。此外，生物氫化作用的抑制劑對於 B. fibrisolvens A38 分

離株在反芻動物瘤胃中的 CLA 產量具累積效果。另一方面具有較小 CLA-R 的

活性的分離株 B. fibrisolvens MDT-5 在長時間穩定培養的條件下還能造成 CLA

的累積，在老鼠口服 MDT-5 及高 LA 飼糧的動物試驗中，可進一步增加盲腸與

結腸消化物及糞便中 CLA 與 VA 含量。根據這些研究指出，在亞麻油酸氫化作

用中異構化與還原作用為一連鎖反應，而具有氫化作用的 B. fibrisolvens 分離株

其還原作用的正向與負向調節可能是判定 CLA 累積多寡的重要條件(Fukuda et

al., 2006)。
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(三)、共軛亞麻油酸之代謝與免疫調節

1. CLA 對脂肪代謝的調節

許多研究指出，cis-9, trans-11 及 trans-10, cis-12 CLA 在動物體內會造成不

同之影響。於飼糧中添加 0.5% CLA 可以顯著地減少小鼠之體脂肪，並增加瘦

肉量而影響其體組成(Park et al., 1997)，餵飼大鼠 CLA 能降低白色脂肪中三酸

甘油酯的含量(Yamasaki et al., 1999)，於肥育豬的飼糧中添加 CLA，可降低其

屠體脂肪 (Thiel-Cooper et al., 2001)，及增加豬之腰眼大理石紋分數 (lion

marbling score) (Dugan et al., 2004)。於體外試驗中發現，trans-10, cis-12 CLA 能

顯著地抑制人類初代培養之前脂肪細胞(human primary preadipocytes) (Brown et

al., 2003)。而不同的 CLA 異構物對於前脂肪細胞增生及分化也會有不同之影

響，研究顯示 trans-10, cis-12 CLA 可顯著地降低豬隻前脂肪細胞之增生與分

化，而 cis-9, trans-11 則其作用有相反的效果(Brandebourg and Hu, 2005)。此外，

給予患有代謝症候群的肥胖男子(BMI>32.7)，進行 4 週以上的隨機、雙盲及對

照組試驗，結果顯示服用 CLA 者，腹圍可減少 0.6 公分，腰圍可減少 1.4 公分，

但是體重並未下降，因此服用 CLA 可減少因代謝症候群而屯積的腹部脂肪

(Riserus et al., 2001)。

2. CLA 與癌症

Park等人(2001)的研究指出CLA具有抗癌的功效，他的研究指出持續三十天

以1% CLA飼糧餵食Sprague Dawley大鼠，發現可以減少1,2-dimethylhydrazine

(DMH)透過細胞凋亡路徑所誘發的結腸腫瘤發生率。而細胞試驗中發現，CLA

可以抑制HT-29結腸癌細胞之增殖，藉由向下調節ErbB3的訊息傳遞和

PI3-kinase/Akt 的訊息路徑而誘導細胞產生凋亡現象(Cho et al., 2003)。在乳癌相

關研究中顯示在細胞培養中CLA可抑制MCF-7乳癌細胞的生長(Shultz et al.,
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1992)。飲食給予CLA不但可抑制methyl nitrosurea (MNU) 所誘發之大鼠乳腺癌，

亦可減少間接致癌原2,4-dimethyl benzoic acid (DMBA)所誘發之乳癌發生率及腫

瘤細胞之數目(Ip et al., 1991, 1994, 1995)。在Ip等人的研究中發現，CLA抑制乳腺

腫瘤的機轉並非透過調節解毒酵素影響DMBA活化所造成，而可能是降低抑制細

胞凋亡之傳遞蛋白Bcl-2有關(Ip et al., 1999)。對於抑制腫瘤細胞與抗癌作用中，

CLA被認為與抗氧化機制(Ha et al., 1990)、抑制核苷酸與蛋白質合成(Shultz et al.,

1992)、抑制細胞增殖能力(Ip et al., 1994)與抑制致癌物之活化有關(Liew et al.,

1995)。

3. CLA 與發炎反應

發炎反應(Inflammation)為組織受傷或受微生物侵入時，所產生之局部保護的

炎症反應，一般具有紅、腫、熱、痛之典型特徵，主要可引起微血管擴張、血流

加速、血管通透性增加及白血球遷移(migrate)至發炎部位，進而吞噬病原體及受

傷組織。在發炎(Inflammation)的這段期間，有許多局部的化學調節物質會被製造

出來。這些物質通常是在他們所生成部位的附近對某些細胞產生專一性的影響，

因此，這些物質也被稱為局部荷爾蒙或細胞激素(cytokines)，通常細胞激素的半

衰期都很短，也因此他們還來不及影響到身體其他組織前就被分解掉了。在發炎

產生的初期階段，具有高度活性的不飽和脂肪酸(eicosanoids)，通常都是帶有20

個碳數以上的脂肪酸被產生出來，包含發炎前驅物質如前列腺素(prostaglandin

E2, PGE2)以及的白三烯素(leukotrienes B4, LTB4)等。LTB4會吸引白血球細胞到

受感染的細胞或組織處，並增加血管的通透性(permeability)。前列腺素的來源主

要是由omega-6 脂肪酸(omega-6 fatty acid)及花生四烯酸(arachidonic acid, AA)經

由環氧化酶(cycloxygenase, COX)進行環內過氧化反應(cyclic endoperoxides)催化

而得來。近年來的研究指出，過度或持續性的發炎反應與許多疾病的形成有密切

關係，例如風濕性關節炎(rheumatoid arthritis, RA)、氣喘 (asthma)、異位性皮膚
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炎(atopic dermatitis)、糖尿病(diabetes)、動脈粥狀硬化(atherosclerosis)或癌症等。

CLA在脂肪酸代謝過程中會與花生四烯酸產生競爭，在脂肪酸代謝路徑中會

轉變成共軛花生四烯酸 (conjugated AA, CAA)，並減少PGE2的生成 (附圖

二)(Bassaganya-Riera et al., 2002)。文獻指出，CLA可減少抗原誘發呼吸道過敏天

竺鼠之組織胺及前列腺素的分泌(Whigham et al., 2001)。而攝取富含CLA的牛奶

與攝食一般牛奶及一般飼糧比起來，可有效地藉由減少嗜酸性白血球及淋巴球之

增生而改善呼吸道發炎反應的症狀(Kanwar et al.,2007)。另一文獻亦指出cis-9,

trans-11 CLA可調節發炎細胞激素(TNF-α、IL-5與IL-13)的分泌，顯著性的減少嗜

酸性白血球活化態表面抗原CD69與CD13的表現，另外，由於cis-9, trans-11 CLA

亦調節氣管上皮細胞，經由PPARγ路徑而調節IL-8的表現(Jaudszus et al., 2005)。

由以上文獻推論，CLA可有效地透過調節嗜酸性白血球表面抗原的活化，影響發

炎細胞激素的分泌，而改善氣喘之呼吸道發炎症狀。



- 11 -

二、益生菌文獻探討

(一)、益生菌定義

二十世紀初 Elie Metchnikoff 博士提出之長壽說 (Metchnikoff, 1908;

2004)，據他觀察東歐部分地區人們因經常飲用發酵乳，其中乳酸菌定著於腸道

能抑制或取代有害菌生長，而使人們延緩老化及長壽，經廣泛研究及宣傳，逐

漸注重乳酸菌之益生功能，遂有「Probiotic」(益生菌)一詞產生，Pro-按希臘字

意為(for live)意指與生命有關之物質。隨後，許多學者對益生菌的定義有不少

說明與闡述，如 Lilly 與 Stillwell (1965)指出：益生菌系指經由攝取適當量有助

於宿主健康之微生物稱之。Fuller (1989)將益生菌定義為藉改善腸內宿主腸內菌

相平衡，而對宿主有益之活菌補充物。Havenaar 等人(1992)認為：益生菌系指

可改善宿主體內內源性微生物菌相平衡，而有益宿主的單一或混合菌株。

Guarner 與 Schaafsma, 1998)指出，當投以適量活的微生物，能賦予宿主動物健

康。由於之後許多研究者陸續投入此領域，因此益生菌之益生形象建立。廖(1998)

對益生菌的組成與應用中認為，益生菌主要所指的即是乳酸菌和部分酵母菌，

為人類來源、具有吸附宿主的腸道上皮細胞之特性、耐酸及膽鹽、具有安全性、

臨床證實有效 (例如抗病原菌、降血脂、提升免疫力等功效)、具加工穩定性(黃,

2002) 。目前醫藥保健市場上不管是益生菌 (probiotics) 或者是益生質

(prebiotics)，對於改進人體腸道健康或者是治療腸道之相關疾病上均佔有重要

之地位(陳和林, 2004)

(二)、益生菌特性

益生菌必須經科學合理證實其健康功能，且其活菌於宿主動物體內能持續

表現其益生特性，因此益生菌必須是一般公認安全 (Generally Recognized As

Safe, GRAS)菌株外，尚須(1)具備基因穩定性，因部分益生菌質體具有抗藥性基
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因，必須確認其穩定性，以避免基因水平移轉；(2)對宿主體內嚴苛生理環境如

胃酸及膽鹽具耐受性；(3)具有膽汁代謝 (4)能定著宿主動物腸道上皮細胞，並

能生長

繁殖及增強免疫能力；(5)可產生抗菌物質；(6)對於致癌及致病菌具拮抗性；(7)

人體攝取後具安全性(Tuomola et al., 2001)。但益生菌並不一定能同時具備以上

特色，部分學者建議益生菌除需具備改善健康功能任一項外，同時要具備安全

性 (Salminen et al., 1998)。

(三)、乳酸菌的生理

乳酸菌(lactic acid bacteria, LAB)為一群發酵過程中能利用碳水化合物產生

大量乳酸之細菌總稱。乳酸菌酛的應用，最早出現於西元前 5000 年，舊約聖經

馬太福音第 13 章，第 33 節提到有關乳製品的發酵應用(巴克萊著，方大林、馬

明初譯，1991)。而中國史記上也有提及乳酸菌的應用，史記匈奴列傳中：「得

漢食物皆去之，以示不如湩酪之便美也。」，「酪」，是用乳汁做成的半凝固食

品，將脱脂後的乳汁，在乳酸菌的作用下自然酸化，極酸時，酪蛋白凝結成塊，

過濾乾燥後所得稱之為「乾酪」，而「濕酪」相當於優格 (司馬遷著，楊鍾賢、

郝志達譯，1995)。Metchnikoff 認為保加利亞當地人長壽的原因與飲用「酸乳」

的習慣有關，並經研究證實，飲用酸乳有助延年益壽，長保青春，其關鍵便在

於酸乳中所含的乳酸菌(Metchnikoff, 1908)。而目前被研究討論出的乳酸菌定義

通常具有下列性狀：(1)革蘭氏陽性菌(無運動性，不產孢)，營養需求複雜(2)通

常缺乏過氧化氫酶(觸酶)活性以及細胞色素(3)為厭氧、微好氧、耐氧厭氧性或

兼性厭氧菌，一般可於有氧環境下生長，但以無氧狀態下生長較佳，亦有絕對

厭氧者。(4)需有碳水化合物、胺基酸、核酸衍生物、微生素以及多種營養成分

方可生長(5)對於所代謝之葡萄糖，能產生 50%乳酸(6)藉由基質磷酸化獲得能量

(方等, 1999)。目前常應用於優酪乳發酵商品的乳酸菌菌種以 L. bulgaricus 和



- 13 -

Streptococcus thermophilus 二屬居多，其特點為抗低 pH 值、膽酸及附著於腸道

之存活力等(Meydani and Ha, 2000)。其它於宿主之腸道發現可常駐型之乳酸菌

現也廣泛運用於發酵乳之製造例如： L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus,

Bifidobacterium bifidum, B. lactis, B.longum 等(Duboc and Mollet, 2001)。

(四)、乳酸菌的生理功能

1. 維持正常腸道菌相

淋巴組織主要分布於腸胃道、呼吸道和泌尿生殖道等處，主要集中在淋巴結

與脾臟之間，經由血液循環全身。約有75%免疫組織集中在腸胃道附近，強化腸

道中益生菌與病原菌(pathogenic bacteria)維持在平衡的狀態，可以減低過敏疾病

的發生。當宿主遭受傷害或精神壓力大時，體內菌相失衡，使得潛伏的病原菌大

量增殖，導致下痢、胃腸炎或腦膜炎等病症(Mitsuoka, 1990)。益生菌可抑制腸內

病原菌的活性，所代謝產生的有機酸如乳酸及醋酸可降低腸內的pH值，抑制病

原菌與腐敗菌(septic bacteria)的生長。同時有機酸能促進腸道蠕動，移除害菌

(harmful bacteria)及減少有害物質，如內毒素(endotoxin)與腸毒素(enterotoxin)等與

腸道上皮細胞接觸的時間(Doores et al., 1993)。而經臨床試驗證實，於日常生活

中補充益生菌能預防腸胃疾病之感染。除了預防功能外，還可將其運用於腸胃疾

病的治療。

2. 免疫調節

近年來，在許多乳酸菌的研究文獻中發現，乳酸菌具有促進與免疫調節的

作用。乳酸菌屬於革蘭氏陽性菌(Gram-positive bacteria)，其免疫刺激作用被認

為和細胞壁的成分有關，例如：peptidoglycan，其 binding site 可被淋巴細胞

(lymphocytes)及巨噬細胞 (macrophages)所辨識。peptidoglycan 的主要成分

muramyl dipeptide (MAD)，經由 Toll-like receptor 刺激單核球(monocytes)分泌
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IL-1、IL-6 及TNF-α，並刺激淋巴細胞分泌 IFN-γ及 IL-4 (Aattouri and Lemonnier,

1997)；某些乳酸菌之細胞壁成分 teichoic acids，會刺激單核球分泌 IL-1、IL-6 及

TNF-α (Meydani and Ha, 2000)。另外，也有研究指出，L. acidophilus, B. longum

細胞質的成分，也有刺激免疫反應的作用(Hatcher and Lambrecht, 1993)。乳酸

菌調節免疫系統的機轉至今仍未非常明確，大多數學者推論：乳酸菌主要為經

由腸道，刺激分泌性與系統性免疫反應(secretary and systemic immune response)

來促進免疫力，而其中因乳酸菌主為經由腸道黏膜途徑，來刺激免疫反應發生，

因此又以分泌性免疫反應為主，臨床與動物實驗均顯示，乳酸菌與優酪乳具有

調節免疫反應的作用，包括細胞激素的分泌、調節 Th1 與 Th2 免疫反應的平衡、

自然殺手細胞和巨噬細胞的活性與抗體的產生等(Bengmark, 2002)。藉由免疫的

調節可預防腸道疾病、過敏性疾病與癌症等，也可防止呼吸道、肺部與泌尿道

病原菌的感染(Cross, 2002)，因此攝食乳酸菌被認為具有預防疾病的效果。不同

的乳酸菌經由不同的機制調節免疫反應，但是其作用機制尚未完全清楚，可能

是以恢復正常的免疫平衡為主；對於一些具有刺激腸道黏膜組織，影響黏膜免

疫系統並調節免疫機制的乳酸菌，又有"immunobiotics"之稱(Clancy, 2003)。在

此，我們將針對乳酸菌對免疫功能的調節做了以下分類：

(1)吞噬活性(phagocytic activity)

病原菌的清除主要是由具有能補抓(capture)、攝入(engulfment)與破壞微生物

(lysis)的細胞來擔任，這些細胞統稱為吞噬細胞(phagocytes)，主要有兩種，其一

為組織中的巨噬細胞以及在感染時會由血液循環進入組織的中性白血球。巨噬細

胞和中性白血球在它們的細胞表面都有受體，可以結合細菌表面的醣類成分，這

種辨認分子是先天性免疫(innate immunity)的特質。而透過巨噬細胞和中性白血

球的表面受體與細菌結合，進而引發細胞攝入、殺死及細菌分解。當細菌入侵會

使得吞噬細胞產生分泌性蛋白質，稱之為細胞激素，也會促使血管擴張及血管通
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透性的增加造成紅、腫、熱、痛與誘發區域性的發炎反應 (黎, 2002)。在動物模

式的研究中發現，給予L. rhamnosus, L. acidophilus與B. lactis可顯著提高週邊血液

白血球及腹腔巨噬細胞的吞噬能力(Gill et al., 2000)。在人體試驗中發現，給予受

試者攝取以S. thermophilus 和 L. johnsonii La1 發酵的乳製品3 週後，發現可明

顯增加週邊血液細胞的吞噬能力，並促進respiratory burst activity (Donnet-Hughes

et al.,1999）。

(2)淋巴細胞增殖(lymphocyte proliferation)

淋巴細胞與專一性抗原結合後會被活化產生增殖反應，而增殖反應可作為檢

測淋巴功能好壞的指標。在文獻研究中發現，給予L. rhamnosus GG (ATCC 53103)

或B. lactis Bb-12可減少利用OVA誘發過敏之特異性淋巴球的增殖(Feleszko et al.,

2006)。從人體周邊血分離出來的CD4+ cell給予L. paracasei subsp. paracasei

B21060可抑制T淋巴球的增生(Peluso et al., 2007)。

(3)細胞激素的分泌(cytokines production)

細胞激素是體内白血球與細胞間相互傳遞訊息的一種蛋白質，主要具有自

泌素(autocrine)與旁泌素(paracrine)的作用，在正常情況下，人體之細胞激素會

適量分泌。反之，當宿主遭遇細菌感染時，體內會大量活化巨噬細胞、單核球

與其他細胞，分泌前發炎性細胞激素與抗發炎細胞激素，使體內形成回饋機制

達到免疫恆定。與氣喘相關之細胞激素包括：Th1 所分泌的細胞激素，主要為

IFN-γ、IL-12 與 IL-2 等，主要清除細胞內的致病原(intracellular pathogen)；Th2

產生的細胞激素為 IL-4、IL-13、IL-5 等，這些細胞激素都有利於清除一些細胞

外的致病原 (extracellular pathogen)。Th1/Th2 的免疫反應在體內所呈現的是一

個蹺蹺板的動態平衡，依據個體所處的環境，與其所造成的免疫反應，若
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Th1/Th2 呈現出一個不平衡的狀態則會對人體造成傷害，當 Th1 表現過量則會

出現自體免疫疾病 (autoimmune disease)，其中包括了紅斑性狼瘡 (systemic

lupus erythematosus，SLE)，而Th2過高的免疫反應，則易造成過敏性疾病 (atopic

disease)，像是氣喘。在乳酸菌的研究中發現，OVA 致敏化的氣喘小鼠餵食 L.

rhamnosus GG (ATCC 53103)可有效降低 Th2 所主導的 IL-4 與 IL-5 分泌

(Feleszko et al., 2006)。患有季節性過敏性鼻炎(seasonal allergic rhinitis, SAR)患

者給予 L. casei 的處理，有顯著性地減少過敏原所誘導的細胞激素 IL-5 與 IL-6

及提升 IFN-γ的產量(Ivory et al., 2008)。從健康人體中分離週邊血液淋巴球

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)給予單一菌酛與混合菌酛刺激細胞激

素的分泌會有不同的結果，單獨給予 L. acidophilus 與混合菌酛組(L. acidophilus

La-5R, L. delbrueckii sub. bulgaricus LbY-27, and B. bifidum BB-12R)比較可顯著

性地提高 IFN-γ的分泌量，單獨給予 L. acidophilus 或混合 L. acidophilus La-5R

與 L. delbrueckii sub. bulgaricus LbY-27 跟三種混合菌元組比起可顯著地刺激

IL-12 的分泌(Gackowska et al., 2006)。
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三、氣喘文獻探討

(一)、氣喘定義

美國國家心臟、肺臟、血液學院(National Heart, Lung, and Blood Institute,

NHLBI)於一九九七年頒訂氣喘診療指引 (Guidelines for the Diagnosis and

Management of Asthma, NAEPP)，定義氣喘為一種慢性呼吸道發炎性疾病，許

多細胞或細胞分泌介質浸潤其間，其中以肥大細胞(mast cell)、嗜酸性白血球、

T 淋巴球、巨噬細胞、嗜中性白血球(neutrophils)與上皮細胞(epithelial cell)等為

主；細胞分泌介質包括細胞激素、化學趨化素(chemokines)、其他分泌蛋白與黏

液等。這種發炎性反應引發呼吸道的黏液分泌與氣道的不平滑而造成喘鳴聲，

呼吸困難，胸悶及咳嗽等症狀，特別好發於夜間或清晨，且合併有不同程度之

呼吸道氣流阻塞，喘息症狀可自發性緩解或經治療而改善，而此發炎反應亦可

增加呼吸道對不同刺激之過度反應(hyperresponsiveness) (NHLBI, 1997)。

(二)、氣喘病理學

因氣喘而過世的患者在解剖中會發現肺部充氣過度，大小氣道都充滿由黏

液、血清蛋白，發炎細胞和細胞碎片等混合而成的栓塞。而在顯微鏡下可觀察到

氣道管腔四周有嗜酸性白血球及單核球等的浸潤，伴隨著血管舒張、微血管性滲

出及上皮破壞。局部的變化包括平滑肌肥厚、心血管生成、表皮杯狀細胞(goblet

cell)的數目增加、表皮下間質膠原的沉積以及氣道壁變形(施惠珠，2000)。

(三)、氣喘流行病學

氣喘是過敏疾病的一種，產生過敏疾病的兩大要素為遺傳體質及接觸到外在

環境中的過敏原(allergen)，目前過敏疾病的發生率在全世界都是逐年上升，台灣

也不例外。以台北市學童氣喘病發生率為例：1974年為 1.30%，1985年為
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5.08%，1991年為 5.80%，1994年則增為 10.79% (謝貴雄，1995)。由於工業化

進步與飲食習慣的改變，促使孩童罹患氣喘的症狀快速增加。台灣花費在氣喘病

的藥費，每年以百分之十五的速度快速攀升，加上健檢費用，及改善氣喘病童居

住環境的開銷，每年耗費至少五十億元以上。近年來，氣喘病童不論是住院率或

嚴重程度都在增加，長庚兒童醫院對氣喘兒童的調查報告顯示出住院率有上升的

趨勢，從1992 的2.6%增加到1996 年3.58%，且每年發作十次以上的嚴重性氣喘

病童也由8%增加到20% (Huang, 1999)。

(四)、氣喘危險因子

由於呼吸道長期發炎引起上層黏膜腫脹、呼吸道變窄，造成呼吸困難，且氣

喘病人呼吸道會變成異常敏感，對許多過敏物質都會有強烈反應，出現的症狀有

咳嗽、胸悶，重度的症狀如嚴重水腫，而所造成的過敏物質可分為食物、植物、

黴菌、動物四種，食物中有蛋白、牛奶、魚類、螃蟹、蝦子、洋蔥、芒果、花生；

植物中有狗牙根、豬草、相思樹、日本松、黃花香草；黴菌中有煙色趜菌、交錯

黴菌、青黴菌、 芽枝黴菌、白色念珠菌；動物中有狗毛、貓毛、塵螨、蟑螂等。

這些物質會使得呼吸道分泌大量黏液，肌肉收縮使呼吸道變窄空氣不易通過，此

時會有哮鳴聲、咳嗽不停及呼吸困難的症狀(施, 2000)。

(五)、氣喘的致病機轉

目前對於氣喘的治病機轉仍有許多研究正在進行中，在以往的觀念中，總認

為過敏性氣喘的致病機轉是：當過敏原或刺激物進入已致敏的氣喘病患體內後，

過敏原特異性IgE會與肥大細胞或嗜鹼性白血球上的IgE 接受器結合，使肥大細

胞或嗜鹼性白血球釋放組織胺及過敏性物質，引起呼吸道平滑肌的收縮，造成氣

喘的發作。但是經近年來各國學者之研究，已了解過敏性氣喘的產生除上述機轉

外可能包括個體基因因子(genetic factor)和外在環境刺激的相互作用，或者是Th1
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細胞性免疫和Th2體液性免疫的不平衡(Kay, 1991)。當個體接觸到過敏原，可藉

由下列機制步驟來引發氣喘；(1).首先，抗原呈現細胞如巨噬細胞、單核球或樹

突細胞與過敏原作用，藉由第二型主要組織相容複合物(MHC class II molecule)

來把抗原呈現給T細胞(Bousquet et al., 1992; Cockcroft and Davis, 1993)。(2).其

次，被活化的CD4+ Th2型細胞產生IL-4，造成B細胞抗體基因之重鏈固定區域

(heavy chain constant region)經由型別轉換(class switch)而大量合成IgE (Robinson

et al., 1993)。(3). 在已受抗原刺激活化之B淋巴球之CD40和特異性抗原T淋巴球

之CD40 ligand結合，可使B淋巴球分泌合成特異性IgE。(4).當組織再接觸到相同

的抗原時，就會產生大量的IgE，結合到肥大細胞(mast cell)、嗜鹼性白血球、嗜

酸性白血球、巨噬細胞和血小板。IgE會引起先前合成之顆粒和新合成的介質之

釋放，因而發生後續發炎反應，此時這些介質會增加，造成支氣管收縮、黏液增

加，造起氣喘的惡化(Del Prete, 1992; Holgate, 1993)。(5).而非IgE 依賴型但是T

淋巴球依賴型，一旦生物體已被致敏化，再度暴露於相同的抗原後，可引起Th2 淋

巴球的活化。活化的Th2淋巴球會釋放細胞激素(IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13)，促

使白血球的活化與聚集，尤其是嗜酸性白血球，藉此可直接引起一連串的發炎反

應，最後造成氣喘病人急性發作的病理過程(Kay, 1991)。

(六)、影響氣喘之過敏性介質

1. 免疫球蛋白E（immunoglobulin E, IgE）

免疫球蛋白E (IgE)為一種抗體同素異型體，它含有ε重鏈，藉著結合至肥大

細胞表面的ε重鏈特異性Fcε接接受器(FcεR)而將肥大細胞致敏，發生急發性過敏

反應。IgE，在血清蛋白中含量極微，大多存在於結膜、鼻腔及氣管的黏膜表面

細胞上。患有過敏性疾病的人，其血清中的總IgE的量會增加。當黏膜最初接觸

到過敏原後，會產生前述一系列的反應而導致IgE的產生。IgE 的反應是局部的，
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IgE的產生首先藉由抗體呈獻細胞(antigen-presenting cells, APCs)將過敏原呈獻給

B細胞，B細胞與Th2細胞交互作用後，促使B細胞產生IgE。當產生大量的IgE，

結合到肥大細胞、嗜鹼性球、嗜酸性球、巨噬細胞和血小板上的IgE 受器。這些

細胞與IgE 結合後會產生去顆粒作用而釋放一些介質(mediators)，進而發生一連

串的發炎反應(Del Prete, 1992; Holgate, 1993)。

2. 細胞激素(Cytokines)

(1) IL-4

Interleukin-4 (IL-4, 介白素4)是一種基因多效性的細胞激素，會促使T淋巴球

轉變成antigen-specific CD4+淋巴球（即Th2淋巴球）(Fernandez-Botran et al., 1986)

(2) IL-5

Interleukin-5 (IL-6, 介白素5)由Th2細胞與肥大細胞所分泌，可調節嗜酸性白

血球生長與分化，促進氣喘患者於肺部的浸潤與誘導發炎。(Dubucquoi et al.,

1994)

(3) IL-6

Interleukin-6 (IL-6, 介 白 素 6) 為 促 發 炎 細 胞 激 素 (pro-inflammatory

cytokines)，由巨噬細胞及支氣管上皮細胞所分泌，可促使B細胞的分化及破骨細

胞之形成(Smolen and Maini, 2006)。

(4) IL-10

Interleukin-10 (IL-10, 介白素10)一開始定義為細胞激素合成抑制因子

(cytokine synthesis inhibitory factor) ( Fiorentino et al., 1991)，其可由T細胞、肥大
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細胞、巨噬細胞和樹突細胞所分泌，早期定義IL-10 是屬於Th2 的細胞激素，但

目前發現IL-10可以抑制Th2 增生和Th2 所產生的細胞激素(Moore et al., 2001)。

由T調節型細胞1 (T regulatory cell 1, Tr1)細胞所分泌之IL-10 具有免疫抑制的能

力，可抑制Th1與Th2細胞所分泌的細胞激素(Eyad, 2006)。

(5) IL-12

Interleukin-12 (IL-12, 介白素 12)由樹突細胞與巨噬細胞所分泌，與 naïve T

細胞分化成 Th1 與 Th2 細胞有關，可刺激 T 細胞分泌 IFN-γ (Kaliński P. et al.,

1997)。

(6) IL-17

Interleukin-17 (IL-17, 介白素17)一般指IL-17A，常與許多的發炎疾病相關，

例如類風濕性關節炎、氣喘、狼瘡、異體移植等。目前有許多體外實驗的研究認

為IL-17具有前發炎反應(proinflammatory)的功能，有研究發現IL-17可以調節組織

細胞的chemokine表現，且在肺中大量表現IL-17會導致呼吸道的發炎現象(Kolls

and Linden, 2004)。

(7) IFN-γ

Interferon-gamma (IFN-γ, gamma型干擾素)由Th1細胞、樹突細胞、自然殺手

細胞(natural killer cell, NK細胞)所分泌，可抑制Th2細胞激素之表現(Durham and

Till, 1998)。

(8) TNF-α

Tumor necrosis factor (TNF-α, 腫瘤壞死因子)是一種前發炎細胞激素，參與

發炎免疫反應(Rink and Kirchner, 1996; Hakonarson et al., 1996; Kiozumi et al.,

1995)文獻中指出TNF-α與早期的支氣管縮小與平滑肌收所及晚期發炎細胞的聚
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集與活化有很大關係。由此可知TNF-α為呼吸道過度反應的調節者之一。

(七)、影響過敏性氣喘的白血球

肥大細胞與嗜鹼性白血球會表現高親和力的 IgE 接受器 (FcεRΙ)，當 B 細

胞再次遇到過敏原，B 細胞會產生專一性的過敏原抗體 IgE 進而與肥大細胞結

合後，促使肥大細胞活化，釋放出發炎物質，如組織胺、trypase、蛋白質分解

酵素 (chymase or proteolytic enzymes)、碳廿酸 (eicosanoids)、白三烯素

(leukotrienes)和自由基 (free radicals) (Busse and Lemanske, 2001)，進而引發急性

過敏症狀 (acute asthmatic symptoms)，如呼吸道平滑肌的收縮，黏液的分泌和

血管通透性增加，進而造成支氣管內腔縮小，這些反應所需的時間僅需一小時

左右，因此這些急性發炎現象可以稱為早期反應 (early phase reaction)。

大量的發炎細胞，如淋巴球、嗜酸性白血球、嗜中性白血球、

單核球和巨噬細胞會因受到白三烯素的吸引會陸續浸潤到組織間

隙，造成細胞釋放大量的過氧化物及蛋白酵素造成上皮的嚴重傷

害，其中淋巴球大多是 CD4+ Th2 型的細胞，而這些細胞都會釋放大

量 Th2 型的細胞激素(IL-3、IL-4、IL-5、IL-13) (Barnes, 2001)，促使

了嗜酸性白血球、肥大細胞、嗜中性白血球和 B 細胞的活化，進而

更加強過敏現象的反應，其中嗜酸性白血球會受到 Th2 型的細胞大

量分泌 IL-5 活化，活化的嗜酸性白血球會釋放出許多不同的的毒性

蛋白質，包括嗜酸性白血球陽離子蛋白 (eosinophil cationic

protein)、嗜酸性白血球神經毒素 (eosinophil-derived neurotoxin)與嗜

酸性白血球過氧化酶 (eosinophil peroxidase)等。這些蛋白質不僅會
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直接傷害呼吸道的上皮細胞使細胞剝落，還會促使發炎介質

(mediators)直接刺激呼吸道中的感覺神經，造成平滑肌的收縮。另

外，嗜酸性白血球活化的過程中會釋放出許多發炎介質，如白三烯

素和血小板活化因子(platelet activating factor, PAF)等，這些介質會

使呼吸道平滑肌收縮、黏液分泌增加及微血管滲漏 (leakage)，最後

導致呼吸道痙攣及發炎反應的持續進行。細胞浸潤現象需要 24-48

小時，因此這些現象可以稱為晚期反應 (late phase reaction) (Kips,

2000)。
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肆、材料與方法

一、實驗材料

(一)、藥品試劑

1. Con A (Concanavalin A, C-2631), LPS (Lipopolysaccharide, L-9143；

L-8274), Bovine Serum Albumin (BSA , A-5503), OVA (Chicken egg

albumin, Grade V)、Aluminum hydroxide Gell (A-8222), Gelatin, Resazurin,

NaCl (S-6191), MgSO4．7H2O (M-5921), FeSO4．7H2O (F-863), MnSO4．

5H2O, Toluidine Blue O (T-3260), Cycloheximide以上購自Sigma藥廠 (友

和公司代理)。

2. RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, ALM51319A), DMEM

(Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium, ANE18791A), FBS (Fetal 

bovin serum, 092k83011), L-glutamine以上購自HyClone (岑祥公司代理)。

3. Bovine Serum Albumin (BSA, 10857)以上購自USB (季勗公司代理)。

4. Gentamicine (15710-064)以上購自GIBICO (量子公司代理)。

5. IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-cytokine ELISA kit 以上購自

eBioscience (鉅生公司代理)。

6. Mouse IgE , IgG1, IgG2a ELISA kit以上購自Bethyl (賀浚公司代理)。

7. Ethyl ether (9112302)以上購自聯工化學公司。

8. Saline solution (4AK1677)以上購自信東公司。

9. Brain heart infusion agar (6194909)購自Betcton Dickinson (啟新公司代

理)。

10. Lactobacilli MRS agar (8039069)以上購自Difco (啟新公司代理)。

11. Cycloheximid, Coliformen-Agar (1.10426.0500)以上購自Merck (台灣默克
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公司)。

12. DNA Primer購自源資公司

LA1f (5’ AGT CAC GGC TAA CTA CGT GCC AGC AGC 3’)

LA1r (5’ TAA CAA GGG TTG CGC TCG TTG CGG GAC 3’)

LA2f (5’ ACA GGA TTA GAT ACC CTG GTA GTC CAT GCC 3’)

LA2r (5’ ATG GTG TGA CGG GCG GTG TGT ACA AGG 3’)

13. Klen Tag 10× reaction buffer, Klen Tag, dNTP, DNA Ladder (Bio-100p)以

上購置波士特公司。

14. 東海大學液態原味優酪乳購自東海大學乳品小棧。

15. Conjugated linoleic acid, 80%購自麗豐公司。

(二)、設備、器材

1. IVC system (Individually ventilated cage system)購自 BioLASCO (樂斯

科公司)。

2. 小鼠呼吸道阻抗儀 BUXCO MAX II (三典公司代理)。

3. 1 ml、5 ml 針筒、小鼠餵食管購自 Top (捷陞公司代理)。

4. 手術器械、200 目鋼篩購自捷陞公司。

5. 24、96 孔洞培養盤孔洞培養盤 6、10 cm 培養皿購自 TPP (騰達行代理)

6. 1.5 ml eppendorf 購自 Axygen (PROTECH 代理)。

7. Polypropylene round-botton tube with cap 12 × 75 mm, FACScan Flow

cytometry 購自 Becton Dickinson (騰達行代理)。

8. 桌上型離心機 HERMLE、HSIANGTAI (保富公司代理)。

9. 落地式離心機 KUBOTA 6200 (東興儀器公司代理)。

10. ELISA reader (Enzyme-linked immunosorbent assay) 購自 Thermo

Labsystem (岑祥公司代理)。
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11. ELISA washer 購自 BioTek (岑祥公司代理)。

12. 顯微鏡傳輸器 Nikon DS-U2 (國祥公司代理)。

13. 顯微鏡 Nikon E-200、TS-100 (國祥公司代理)。

14. RT-Cycler TM436 購自岑祥公司。

15. PCR TE ThermoCycler 購自季勗公司。

16. 電泳膠影像照相儲存分析系統購自 VILBER LOURMAT (弘屹公司代

理)。

17. 減壓濃縮機 BUCHI 購自 (上泰公司代理)。

18. 氣管插管 PE 50 tube 購自 Becton Dickinson (捷陞公司代理)。

二、實驗方法

(一)、動物飼養與試驗分組

實驗動物選用 6-8 週齡，無特定病源雌性 BALB/c 小白鼠 (購自國家實驗

動物中心，台北)，將實驗鼠分成六組：Naïve 組(不經過任何處理之組別)，Control

組 (過敏原誘導及餵食管口服給予滅菌蒸餾水 10 ml/kg/day)、及試驗組：包括

Yoghurt 組，過敏原誘導及餵食管口服給予 10 ml/kg/day 之 yoghurt；YCL 組，

yoghurt 添加低劑量 CLA，CLA 的餵食劑量為 30 mg/kg/day；；YCH 組， yoghurt

添加低劑量 CLA，CLA 的餵食劑量為 180mg /kg/day；另以 prednisolone 10

mg/kg/day 做為呼吸道過度反應治療正對照組；每組皆為 8 隻，且皆在 IVC

system 環境下以無菌飼養籠飼養，飲水與飼料均滅菌後任飼，光照循環為 12

小時亮、12 小時暗。

(二)、富含共軛亞麻油酸之優酪乳的製備

CLA 優酪乳採每星期新鮮現配 50 ml，優酪乳的來源來自東海大學生產之
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優酪乳，依照不同組別之濃度給予不同 CLA 之含量後置於冰上，藉由均質器

(POLYTRON-PT2100)給予充分混合(轉速 30，10 分鐘)，達到無油滴懸浮於優

酪乳表層。

(三)、試驗動物之致敏模式

1. 腹腔注射致敏：

以 OVA 與佐劑氫氧化鋁混合給予小鼠腹腔注射。所製備的免疫量為：0.5

mg OVA‧2 mg AHG /kg mice，每隻小鼠之免疫量為：0.1 ml/10 g of mouse。

2. 鼻腔滴注誘導呼吸道過度反應：

(1)配製濃度 2 mg/ml 之 OVA 溶於 saline 中

(2)於鼻腔內滴注75 μl之 OVA 溶液

(3)滴注完立刻使用尖嘴鑷子張開小鼠嘴巴五秒鐘，使 OVA 溶液流入 呼吸

道

3. 呼吸道過度反應的測定：

每隻小鼠在最後一次鼻腔致敏的當天進行肺功能測定，分為 1 hr、6 hr 與

24 hr使用無拘束式全體呼吸量測系統(unrestrained whole body plethysmography)

MAX II 1320 Modular Unit (Buxco, Troy, NY, USA)，測量經由 OVA 致敏後的

小鼠其呼吸道阻力的參數(Penh)值。全體呼吸量測系統是將受測小鼠關進到一

個密閉的壓克力罐子內，當小鼠呼吸時，罐內裡的壓力會因此產生些微改變，

經由對最高吸氣壓力與最高呼氣壓力之間的比較，相對於時間的變化而量測出

呼吸道阻力(enhanced pause)。Penh 值公式為(Te-Tr)/Tr × (PEP/PIP)，Te 代表吐

氣時間，Tr 代表吸氣肌肉鬆弛時間，PEP 代表最高吐氣壓力，PIP 代表最高吸

氣壓力。
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(四)、實驗動物之樣本採集與分析

1. 血清(serum)

小鼠以乙醚麻醉，在失去痛覺反射之後，以剪刀剪開腋下皮膚及血管，收

集血液樣本，待血液凝固後，以 10,000 ×g 離心 10 分鐘，吸取上清液後，於-80C

冰箱儲存。用 ELISA 測血中白蛋白特異性抗體的含量。

2. 支氣管肺泡沖洗液 (Bronchoalveolar lavage fluid, BALF)

小鼠經收集血清樣本後，然後將小鼠腹部朝上固定在解剖板上，用 95%酒

精消毒全身皮毛，將下顎至胸腔的皮膚剪開，把唾液腺及頸部肌肉層拉開暴露

氣管，剪開氣管上的薄膜，之後在氣管上綁上縫線，在氣管靠近喉頭處切開一

開口，插入套管(PE 50 tube)，深入約 0.5-1.0 公分 (末端接上 25G 的針頭)，綁

緊縫線將套管固定在氣管上。將裝有 1 ml HBSS (Hank’s balanced salt solution)

的針筒插上針頭，慢慢將 HBSS 打進肺部至整個肺部完全膨脹，再回抽，如此

反覆三次後，將沖洗液保存於冰上，共收集 3 ml 沖洗液。將收集的沖洗液，以

300 ×g，4C，離心 10 分鐘，收集上清液共 2.5 ml 於-20C 冰箱保存。以 ELISA

測 IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-17、IFN-γ，TNF-α及特異性抗體的含量。

3. 測量血清中與肺沖液中之 OVA 特異性抗體含量

利用被覆溶液 (0.05 M sodium carbonate，pH 9.6)將 OVA 過敏原稀釋至 2
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g/ml，被覆在 96 孔 ELISA 培養盤上，培養在 4C 隔夜。隔日以清洗溶液 (50

mM Tris, 0.14 M NaCl, 0.05% Tween 20, pH 8.0)清洗三次，之後以阻斷溶液 (50

mM Tris, 0.14 M NaCl, 1% BSA, pH 8.0)阻斷 30 分鐘，再以清洗溶液清洗三次，

加入樣本， 於室溫培養一小時，再以清洗溶液清洗五次。再分別以抗小鼠

IgE-HRP、IgG1-HRP、IgG2a-HRP 室溫下作用一小時，倒掉後再以清洗溶液洗

五次。最後以 TMB 呈色，以 2 M 硫酸終止反應，測量波長 450 nm 的吸光值。

4. 測定 BALF 與細胞培養上清液中細胞激素含量

利用補捉IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-17、 IFN-γ，TNF-α抗體(capture antibodies)

以被覆溶液稀釋後，被覆在ELISA培養盤上，4C隔夜。隔日以清洗溶液PBST

(0.05% Tween 20 in Dulbecco’sphosphate buffered saline, DPBS)清洗3次，之後再

以稀釋溶液培養一小時，再加入樣本及IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-17、 IFN-γ，

TNF-α標準液，培養二小時。清洗溶液洗五次，加入偵測IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、

IL-17、 IFN-γ，TNF-α的抗體(detection antibodies)，在室溫下作用一小時，倒掉

後再以清洗溶液洗五次去除。再以avidin-HRP室溫下反應30分鐘，之後再以清洗

溶液洗七次去除未反應溶液。最後以TMB呈色，以2 M硫酸終止反應。吸光值以

450 nm判讀，並以檢量線迴歸換算出樣本中的IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-17、

IFN-γ，TNF-α濃度。

5. 細胞表面分子分析細胞分化

收集脾臟細胞、頸部淋巴結細胞、腸繫膜淋巴結與肺泡沖洗液中單離細胞，

分別取50μl的定量細胞懸浮液，其中含有5×105個細胞數，與螢光抗體均勻混合，

並放置冰上避光反應30分鐘，30分鐘以後再用3 ml清洗液 (0.05% NaN3 in DPBS)

清洗未鍵結抗體，再於4C以300 ×g離心10分鐘，倒掉上清液打散細胞後，再加

入250μl analysis buffer (0.05% NaN3, 2% FBS in HBSS)，重新懸浮細胞，以流式
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細胞儀分析。

6. 肺組織病理切片分析

將肺沖完成之肺部組織完整拆下後取其最大葉浸泡於10%中性福馬林中一

個月，將其分組編號後，將組織以石蠟包埋並進行H&E染色(Hsieh et al., 2010)。

玻片樣本以顯微鏡 Nikon E-200、TS-100進行拍照存檔，並以病理評分表(附表

六)(Jeffrey et al., 1991) 做分析統計。

7. 甲苯胺藍染色法(Toluidine Blue stain)

組織切片之樣本經脫蠟後浸泡於toluidine blue染劑 (1% toluidine blue，1%

aluminium potassium sulfate)染色30秒，以清水沖洗染劑後，再置於蒸餾水中浸泡

30秒，浸泡後取出，等玻片樣本完全乾燥之後進行封片保存，以顯微鏡 Nikon

E-200、TS-100進行拍照存檔，並以(附表六) (Jeffrey et al., 1991)之病理評分表做

分析統計。

(五)、優酪乳之菌種分析

將新鮮買回的優酪乳序列稀釋培養後，依菌落大小、顏色挑出單一菌落，

且不斷繼代培養挑出單一菌落並經由格蘭氏染色法確定其培養瓶中之菌體在型

態上為同一種菌後，將其繼代培養 24 hr 抽 DNA 並委託源資公司代為定序，定

序資料與 NCBI 之資料庫比對確認其菌種資料。

1. 乳酸菌 DNA 抽取方法

將菌培養至 5 ml 養菌瓶隔夜後，使其處於生長對數期階段。取培養好之菌

液 1.5 ml 於微量離心管(eppendorf)內，於 4ºC 以 12,000 ×g 離心 2 min，倒掉上
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清液，將沉澱菌團塊用手指輕彈底部拍散，加入 565 μl TE buffer (10 mM Tris

HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)充分混合懸浮，加入30 μl SDS(10%)與3 μl proteinase 

K (20 mg/ml)，使其最終濃度為100 μg/ml proteinase K與 0.5% SDS，混合均勻

後於37ºC培養1 hr，之後再添加100 μl NaCl(5 M)混合與80 μl CTAB(Hexadecyl

trimethyl-ammonium bromide)/NaCl 混合培養於 65ºC，經培養 10 分鐘後，再添

加 750 μl chloroform/isoamyl alcohol (24:1)，混合均勻後以 10,000 ×g 離心 5

min，將上清液移到新試管，再加入500 μl phenol/chloroform/isoamyl (25:24:1)

混合以變性蛋白質，之後以 12,000 ×g 離心 5 min，吸上清液450 μl至新試管加

270 μl isopropanol，會有絲狀 DNA 析出，經 20,000 ×g 離心 15 min 後去上清液

後，再以450 μl EtOH (70%)清洗 DNA，經 12,000 ×g 離心 5 min，待酒精揮發

加入100 μl TE buffer 回溶，並以分光光度計(OD 260/280 nm)定量 DNA。

2. 乳酸菌染色體 DNA 以 PCR 擴增鑑別片段分析

將抽好的 DNA 樣品1 μl加入 Klen Tag reaction buffer (1.0μM primer LA1f,

1.0μM primer LA1r, 0.2 mM dNTP, 2.5 U Klen Tag DNA polymerase)與之混合，

放入 PCR machine (RT-Cycler TM 436)設定條件為第一循環為：94ºC, 5 min; 57ºC,

1.5 min; 72ºC, 3 min；PCR 循環為：94ºC, 1 min; 60ºC, 1 min; 72ºC, 1.5 min 共 25

循環，最後以 72ºC, 10 min 終結所有聚合反應，於 4ºC 保存。 PCR 增值完的

DNA 片段經確認序列長度後委託源資公司代為定序，由於所使用的引子分為兩

組，中間重疊區域得以整併為長片段，整合好的序列片段利用 BLAST 對 NCBI

GenBank 資料庫進行比對。

(六)、腸內菌相之檢測

小鼠於食道餵管不同處理之飲食三周後採取新鮮糞便一顆將其放入厭氧稀

釋液定量，經稀釋塗盤培養後，以每克糞便中其 Lactobacillus spp.、
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Bifidobacterium spp.、E.coli 之 CFU (colony forming unit)為單位評估腸道菌數，

Lactobacillus spp.、Bifidobacterium spp.於 37ºC 厭氧環境下培養 48 hr，E. coli

於 37ºC 有氧環境下培養 48 hr 並計算其菌落數。

1. 厭氧稀釋液

厭氧稀釋液為秤取 0.2 g Gelatin 加入 50 ml Salts solution (0.05% NaCl, 4%

MgSO4．7H2O, 0.2% FeSO4．7H2O, 0.16% MnSO4．5H2O)再加入 0.4 ml Resazurin

solution (0.025% in H2O)將各成分充分混合，經煮沸冷卻後加入 0.05 g cysteine，

高壓滅菌(autoclave)後以厭氧操作分裝入 eppendorf，如實驗過程中液體成粉紅

色則無法繼續使用。

2. Lactobacillus spp.培養基(MRS agar)

秤取 Lactobacilli MRS Agar 28 g 加入孔雀石綠 0.016 mg，以去離子水定量

到 400 ml 高壓滅菌，待溫度降至 45ºC 時加入抗生素 cycloheximide 3.2 mg 於無

菌操作台倒入 10 cm 培養皿(Petri dish)分盤。

3. Bifidobacterium spp.培養基(BIM-25)

秤取 37 g Brain heart infusion、5 g Yeast extract、0.5 g cysteine-HCl、15 g Agar

以去離子水定量到 400 ml，煮沸後降至 50ºC 以下，於無菌操作台倒入培養皿

分盤。

4. E.coli 培養基

秤取 10.6 g Coliform Agar 以去離子水定量到 400 ml，煮沸後降至 50ºC 以

下，於無菌操作台到入培養皿分盤。
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伍、統計分析

一、單因子變異數分析 (one-way analysis of variance, One-Way

ANOVA)

試驗數據除病理切片評分外均以 One-Way ANOVA 方法分析，並進行鄧肯

氏多變域檢定(Duncan’s multiple-range test)進行事後檢定(P<0.05)，(Duncan,

1955)。

二、無母數分析 (Non-parametric statistics)

病理切片之評分數據以無母數分析評估其統計差異，並以 Mann-Whitney

U-test 進行檢定，處理組與對照組相比以*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 標示差

異顯著性，對照組與 naïve 組相比以# P<0.05, # # P<0.01, # # # P<0.001 標示差異顯

著性。
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陸、結果

一、腸道菌相的變化

(一)、優酪乳之菌酛鑑定

東海優酪乳之混合菌酛經 DNA 序列比對結果含有(1). Lactobacillus reuteri

strain IMAU70067 (2). Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842

(3). Lactobacillus acidophilus (4). Enterococcus faecium LB4 (5). Lactobacillus

johnsonii NCC2767，結果如附錄所示。

(二)、小鼠於餵食不同處理一個月後之腸道菌相變化

經過不同處理之餵食一個月後，測量其腸道益生菌包括 Lactobacillus spp.,

與 Bifidobacterium spp.，另測定大腸桿菌 (E. coli)。結果如 Table 1 顯示，Yoghurt

與 YCL 組經一個月餵食與對照組相比具顯著性的提升 Lactobacillus spp

(P<0.05)，顯示投與 Yoghurt 會顯著性的增加腸道益生菌。在降低腸道之 E. coli

方面，Yoghurt、YCL、YCH 組與對照組相比皆有顯著性地下降(P<0.05)，顯示

由於增加益生菌或使得益生菌成為腸道優勢菌叢，相對使 E. coli 的生長受到局

限。

二、呼吸道過度反應之免疫調節

(一)、小鼠之體重、脾臟與肺臟重量的變化

如 Figure 1 中顯示在六週不同處理之餵食中其體重上無顯著性差異。在氣

喘動物模式小鼠犧牲當天取其脾臟與肺沖過後之肺臟秤重，如 Table 2 顯示經
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OVA 誘發氣喘後對照組 (Control) 與正常組 (Naive) 相比具有顯著性的增加脾

臟、肺臟重量(P<0.05)，顯示造型成功，試驗動物對抗原有免疫反應，其它試

驗組(Yoghurt, YCL, YCH 與 Pred.組)與 Control 組相比則有顯著性的下降

(P<0.01)，顯示試驗組對過敏反應有免疫調節之作用，較不易產生過敏體質，

或抑制過敏免疫反應。

(二)、呼吸道過度反應中脾臟淋巴細胞次族群的變化

全身性免疫細胞分化次族群分析可經由脾淋巴細胞的分化次族群來評估，

如 Figure 2. 3. 4 所示，在脾臟細胞中各細胞族群中的表現，在已活化 T 調節細

胞(Treg, CD4+, CD25+)，YCL、YCH 組與 Control 組相比有顯著性的降低

(P<0.05)，，顯示 CLA 優酪乳可有效降低 Treg 細胞，有降低免疫抑制作用之能

力。在活化中 T 輔助細胞(CD4+, CD69+)、NKT 淋巴細胞(PanNK+, CD3+)、T 輔

助型細胞(CD4+, CD3+)、B細胞(CD19+, CD45+)、T 細胞(CD3+, CD45+)，在 Control

組與試驗組之間無統計上之差異。T 毒殺細胞(CD8+, CD3+)的分化中，Yoghurt、

YCL、YCH 組與 Control 組相比顯著性地降低(P<0.05)。

Treg-1 細胞(Tim-3+, CD25+) Control 組與空白組及處理組無統計上之差

異。Treg-1 細胞(Tim-3+, CD25+)，正對照組與對照組相比有顯著性地提升

(P<0.05)，Th2 細胞(CD278+, CD4+)，Yoghurt、YCL、YCH 組與 Control 組相

比有顯著性下降(P<0.05)。Treg-2 細胞(CD278+, CD25+)，Control 組與 YCL、

YCH、YCM (P<0.05)、相比有顯著性降低。

(三)、呼吸道過度反應中肺部沖洗液淋巴細胞次族群的變化

在肺沖液細胞中各細胞族群中的表現，顯示對 OVA 肺部過敏反應的結果，

如 Figure 5. 6. 7 所示，在已活化 T 調節細胞(Treg, CD4+, CD25+)，Control 組與

Yoghurt 組和 YCL 相比有顯著性的下降(P<0.05)。在活化中 T 輔助細胞(CD4+,
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CD69+)，Control 組與空白組及處理組無統計上之差異。T 輔助型細胞(CD4+,

CD3+)，Control 組與空白組相比有顯著性的下降(P<0.05)。T 毒殺細胞(CD8+,

CD3+) Control 組與空白組相比有顯著性的下降 (P<0.05)。T 細胞 (CD3+,

CD45+)，Control 組與空白組相比有顯著性的下降(P<0.05)。B 細胞(CD19+,

CD45+)，Control 組與空白組相比有顯著性的下降(P<0.05)與 YCH 組(P<0.05)。

Th1 細胞(Tim-3+,CD4+)，Control 組與 YCL 組相比有顯著性地上升(P<0.05)。

Th2 細胞(CD278+, CD4+)，Control 組與空白組 Naïve、Yoghurt、YCL 組和 YCH

組相比(P<0.05) 有顯著性地下降。

(四)、呼吸道過度反應中呼吸道周邊淋巴細胞次族群的變化

在頸部呼吸道周邊淋巴細胞(ALN)所顯示的局部型免疫反應，如 Figure 8. 9.

10 所示。在已活化 T 調節細胞(Treg, CD4+, CD25+)， Yoghurt、YCH 組與 Control

組相比有顯著性的提升(P<0.05)，YCL 組與 Control 組相比有顯著性的提升

(P<0.05)。在活化中 T 輔助細胞(CD4+, CD69+)、T 輔助型細胞(CD4+, CD3±)、T

毒殺細胞(CD8+, CD3+)、T 細胞(CD3, CD45+)、B 細胞(CD19+, CD45+)，Control

組與空白組及處理組無統計上之差異。在已活化 Th1 細胞(Tim-3+, CD4+)，

Yoghurt、YCH 組與 Control 組相比有顯著性的提升(P<0.05)。在已活化 Th2 細

胞(CD278+, CD4+)，Yoghurt、YCL、YCH(P<0.05)組與 Control 組相比有顯著性

的下降。

(五)、呼吸道過度反應中腸繫膜淋巴細胞次族群的變化

在腸繫膜淋巴細胞中各細胞族群中的表現，顯示經由口服途徑所影響的腸

道免疫反應，其結果如Figure 10. 11. 12所示，，在已活化T輔助細胞(CD4+, CD25

±)， Yoghurt、YCH 組與 Control 組相比有顯著性的提升(P<0.05)，YCL 組與

Control 組相比有顯著性的提升(P<0.05)。在活化中 T 輔助細胞(CD4+, CD69+)、
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T 輔助型細胞(CD4+, CD3+)、T 毒殺細胞(CD8+, CD3+)、T 細胞(CD3+/CD45+)、

B 細胞(CD19+, CD45+)，Control 組與空白組及處理組無統計上之差異。在已活

化 Th2 細胞(CD278+, CD4+)，Control 組與 Naïve 組相比顯著性地提升(P<0.05)，

Yoghurt、YCM (P<0.01)、YCL、YCH (P<0.05)組與 Control 組相比有顯著性的

下降。在活化中 Th1 細胞(Tim-3, CD4+)，Yoghurt、YCL、YCH 組與 Control 組

相比有顯著性的提升(P<0.05)。

(六)、呼吸道過度反應中肺部沖洗液細胞激素的變化

如 Table 3 顯示測量肺部沖洗液(BALF)中代表 Th1 (mainly producing IFN-γ)

之分泌量發現，Control 組與 Naïve 組相比其表現量顯著地上升(P<0.05)，Yoghurt

組與 Control 組相比表現量顯著地上升(P<0.05)。代表 Th2 (secreting IL-4, IL-5)

Control 組與 Naïve 組相比顯著性地提高 IL-4 與 IL-5 的分泌量(P<0.05)，

Yoghurt 、YCH (P<0.05)與 Control 組相比具有顯著性地下降 IL-4 分泌量。

Yoghurt、YCL、YCH(P<0.05)與 Control 組相比具有顯著性地下降 IL-5 分泌量。

如 Table 4 代表發炎性細胞激素(TNF-α、IL-6)顯示，Control 組與 Naïve 組相比

其 IL-6 表現量顯著地上升(P<0.05)，Yoghurt、YCL、YCH (P<0.01)與 Control

組相比具有顯著性地減少 IL-6 分泌量。如 Table 5 代表 T 調節型細胞激素

(IL-17、IL-10)顯示，Control 組與 Naïve 組相比其 IL-17 表現量顯著地上升

(P<0.05)，Yoghurt、YCL、YCH (P<0.05)與Control組相比具有顯著性地減少 IL-17

分泌量。Yoghurt、YCL 組與 Control 組相比具有顯著性地提升 IL-10 (P<0.05)

的分泌量。

(七)、呼吸道過度反應中對血清與肺部沖洗液抗體的變化

小鼠於犧牲當天採其全血之血清與肺部沖洗液測量其特異性 OVA 抗體

(anti-OVA) IgE、 IgG1、 IgG2a，如 Table 6 顯示血清中 anti-OVA-IgE 與
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anti-OVA-IgG1 Control 組與 Naïve 組相比其表現量顯著地上升(P<0.05)，其他處

理組與 Control 組相比其 anti-OVA-IgE 表現量顯著性地下降(P<0.05)，在

anti-OVA-IgG1 方面 Yoghurt、YCL 與 YCH(P<0.05) 組與 Control 組相比顯著性

地下降。anti-OVA-IgG2a，YCL 組與 Control 組相比顯著性地提升其表現量

(P<0.05)。如 Table 7 顯示肺部沖洗液中 anti-OVA-IgE Control 組與 naïve 組相比

其表現量顯著地上升(P<0.05)，Yoghurt 組與 Control 組相比顯著性地下降

(P<0.05)。anti-OVA-IgG1 Control 組與 Naïve 組相比其表現量顯著地上升

(P<0.05)。

(八)、呼吸道過度反應的變化

小鼠於連續四天 OVA 鼻腔滴定後測量其呼吸道過度反應以 enhanced

pause (Penh)表示，0 hr、6 hr、24 hr。如圖 Figure14 顯示 0 hr Control 組與 Naïve

組相比呼吸道過度反應顯著性地上升(P<0.001)，Yoghurt、YCL、YCH 與 Control

組相比顯著性地減少降低(P<0.001)。6 hr Control 組與 Naïve 組相比呼吸道過度

反應顯著性地上升(P<0.001)，Yoghurt、YCL、YCH 組與 Control 組相比顯著性

地減少降低(P<0.001)。24 hr Control 組與 Naïve 組相比呼吸道過度反應顯著性

地上升(P<0.001)，Control 組與其它處理組相比無顯著性差異。

(九)、肺組織病理切片的變化

H&E染色切片結果經由(Jeffrey et al., 1991)之病理評分表做分析統計如

Figure 15與Table 8顯示，在肺泡壁發炎反應(Alveolar wall inflammation)中Control

組與Naïve組相比肺泡壁之發炎情形顯著性地增加(P<0.001)。靜脈周邊區域中

(Perivenous regions)中Control組與Naïve組相比靜脈周邊之發炎細胞浸潤顯著性

地增加(P<0.001)，Yoghurt、YCL、YCH (P<0.001)組與Control組相比顯著性地減

少。動脈周邊與支氣管周邊區域(Periarterial & Periboronchial regions)中Control組
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與Naïve組相比肺支氣管之發炎細胞浸潤顯著性地增加(P<0.001)；YCH (P<0.01)

與Control組相比顯著性地減少。在總評分(total score) 方面Control組與Naïve組相

比靜脈周邊之發炎細胞浸潤顯著性地增加(P<0.001)；Yoghurt、YCL、YCH

(P<0.001)與Control組相比顯著性地減少。

Toluidine blue 染色結果如Figure 16顯示，當肺組織產生脫顆粒現象會有紫

紅色顆粒的產生，Control組與Naïve組相比有明顯增加，Yoghurt、YCL、YCH組

與Control組相比明顯地減少。
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柒、討論

共軛亞麻油酸在花生四烯酸脂質代謝上扮演著重要角色，可調節氣喘造成之

之呼吸道過度反應。Kanwar et al., (2007)的研究顯示富含共軛亞麻油酸之牛乳可

降低小鼠之呼吸道過敏反應，但其作用機制不明，而文獻所陳述之數據偏向後期

發炎之調節。而東海優酪乳經過菌酛鑑別發現含有(A菌-L. acidophilus，B菌-L.

delbrueckii subsp. bulgaricus，E菌- Enterococcus faecium，L. reuteri與Lactobacillus

johnsonii)，Neumann (2009)的研究中指出L. delbrueckii UFV-H2b20可刺激Th1型

細胞激素(IL-12 and IFN-γ)之分泌，Ryo et al., (2007)指出，過敏性皮膚炎的小鼠

模式下給予L. johnsonii NCC533 可降低發炎前驅物 (IL-8, IL-12, IL-23)。 Paul et

al., (2007)指出，口服給予OVA致敏之小鼠活菌L. reuteri無法經由提升Th1細胞激

素(IL-12 and IFN-γ)及抗發炎細胞激素IL-10，但可降低肺部沖洗液之發炎性細胞

激素(MCP-1, TNF, IL-5 and IL-13)進而舒緩呼吸道過度反應(AHR)。因此本研究

將利用共軛亞麻油酸(含有80%的cis-9, trans-11)添加於東海優酪乳以評估富含共

軛亞麻油酸之優酪乳對於小鼠氣喘路徑上調節的影響，探討CLA與優酪乳的結合

是否具有加乘的作用達到全面性地舒緩呼吸道之過度反應。

小鼠經口服餵食一個月後，我們分析給予OVA致敏前其腸道菌相是否會因為

給予優酪乳而達到益菌的提升，結果如Table 1 顯示，Yoghurt與YCL組(P<0.05)

經一個月餵食與對照組相比具顯著性的提升Lactobacillus spp.與Bifidobacterium

spp.之菌相，在降低腸道之壞菌E. coli 方面，Yoghurt、YCL、YCH 組與對照組

相比皆有顯著性地下降(P<0.05)。我們發現給予優酪乳確實可以具有改善腸道菌

相提升益菌的功用，而隨著CLA劑量的提升似乎其效果有減少的情形，我們研判

可能是因為當劑量上升時，所需均質混合的時間也提長，導致活菌可能在均質的

過程中被破壞。

在本次研究中如圖Figure14顯示Yoghurt、YCL、YCH與Control組相比Penh



- 41 -

顯著性地減少(P<0.001)，因此論證了餵食富含CLA之優酪乳可顯著地下降呼吸道

過度反應。針對此結果我們將分三階段探討：(1)氣喘前期之T細胞分化；(2)中期

IgE的產生、Th2細胞所釋放之細胞激素；(3)後期對於呼吸道過度反應之調節及

病理切片結果。

一、 呼吸道過度反應前期之T細胞分化的調節作用

氣喘的發生是屬於一種過敏性的免疫反應，當免疫系統第一次接觸到過敏原

時，抗原呈獻細胞(antigen presenting cell, APC)會捕獲此過敏原片段並轉送至附

近淋巴結再呈獻給naïve-T細胞(Th0)。Secrist (1993)的研究指出，過敏性體質其

Th0細胞會偏向發展為過敏原特異性之Th2細胞，進而抑制了Th1細胞的分化。Th1

免疫反應是指抗原特異性之T細胞在抗原刺激下主要分泌IFN-γ，會浸潤於富含

IFN-γ之細胞激素，這些免疫調節之環境可促使抗原特異性之B細胞分化為分泌

IgG2a抗體之漿細胞；而Th2反應則是在抗原刺激之下，Th2細胞分泌的細胞激素

以IL-4、IL-5為主，或浸潤在IL-4、IL-5之細胞激素之環境中，可促使B細胞分化

為分泌IgE抗體之漿細胞。由脾臟細胞的分析可顯示出對全身性免疫反應的變

化，於實驗結果Figure 2顯示，於餵食Yoghurt、YCL與YCH (P<0.05)後，其CD4+,

CD25+ 之Treg (T調節性細胞)可顯著性地下降，代表我們所給予的處理不會造成

像類固醇一樣的造成全身性免疫抑制，而prednisolone組所代表的免疫抑制顯示

Treg (包括CD4+, CD25+，與PanNK+, CD3+ 之NKT)顯著性升高(P<0.05)。而Figure

8中顯示，肺部沖洗液(BALF)顯示肺局部的免疫反應，於Yoghurt組與YCL組

(P<0.01)的處理下其CD4+, CD25+之Treg顯著性地上升，如同prednisolone一般，

顯示在肺局部之免疫顯示出將過敏之免疫過度反應予以降低；呼吸道周邊淋巴結

(ALN)也代表肺周邊局部的免疫反應，於餵食Yoghurt, YCH (P<0.05)與YCL組

(P<0.05)的處理下BALF結果相同皆是CD4+, CD25+ 之Treg顯著性地上升，這邊

的結果顯示出，口服餵食Yoghurt富含CLA之Yoghurt可調節過敏原刺激周邊的淋
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巴系統，以提高Treg來達到抑制過敏原刺激的免疫反應；於Figure 11顯示，腸繫

膜淋巴結(MLN)代表腸道免疫反應，於餵食Yoghurt、YCH(P<0.05)與YCL組

(P<0.05)的處理下CD4+, CD25+ 之Treg顯著性地上升，代表我們給予的處理可透

過增加T調節細胞來抑制T細胞的活化，達到抑制發炎的效果，尤其是以YCL組

的效過最好，且於Table 5的結果顯示，優酪乳組與低劑量CLA的優酪組可提升

IL-10的表現，Eyad (2006)文獻中指出，這種Tr1 (Treg-1)調節細胞所分泌的IL-10

具有抑制Th1與Th2細胞的分化，顯示優酪乳可以藉由提升T調節細胞及促使其分

泌IL-10，來影響T細胞分化。此外Figure 4, 7, 10的結果顯示，在脾臟細胞與BALF

中可以發現餵食YCL這組具有顯著性地促進naïve-Th細胞分化趨向Th1 (Tim-3+,

CD4+)細胞(P<0.05)。在抑制Th2型T細胞的表現上如Figure 4, 7, 10, 13顯示，無論

餵食優酪乳或添加不同劑量之CLA的優酪乳皆顯著性地調降Th2細胞(CD278+,

CD4+)的分化。此外，於Figure 4顯示，YCL、YCH組在脾臟細胞中可顯著性地調

降CD278+, CD25+細胞的分化；Figure 13也顯示，在腸繫膜淋巴結中可顯著地提

升Tim-3+, CD25+細胞的分化，在過去文獻中尚未明確指出Tim-3+, CD25+與

CD278+, CD25+所代表的意義，但我們認為Tim-3+, CD25+可能是代表Th2免疫抑

制型，藉由分泌IFN-γ來抑制Th2；而CD278+, CD25+細胞可能是代表Th1免疫抑

制型，藉由分泌IL-4來抑制Th1，這結果或許可做為日後研究上的深入探討。由

以上結果顯示我們可以發現CLA優酪乳當在外來抗原進入藉由APC細胞呈獻給

naïve-Th細胞時，首先可促進T調節細胞生長來抑制T細胞的表現或透過影響T細

胞分化成第一型T輔助細胞或第二型T輔助細胞達到影響中期Th2細胞所分泌之

發炎性細胞激素或者是促使B細胞產生IgE抗體。

二、 呼吸道過度反應中期IgE的產生與Th2細胞之免疫調節

在naïve-Th細胞分化成Th2細胞後，會促使B細胞分泌抗體IgE，所生成的抗

原特異性IgE會與肥大細胞上之IgE接受體(FcεRI)結合，形成第一次的過敏反應其
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半衰期可由原本的2-3天延長為數週之久。當病人再次接受到過敏原時，過敏原

會與在肥大細胞和嗜鹼性白血球上之IgE結合，促使肥大細胞活化，進行去顆粒

化(degranulation)，釋出細胞中含有之發炎介質(Busse, et al.,2001)。大量的發炎細

胞，如淋巴球、嗜酸性白血球、嗜中性白血球、單核球和巨噬細胞會造成細胞釋

放大量的過氧化物及蛋白酵素造成上皮的嚴重傷害，其中淋巴球大多是Th2型的

細胞，而這些細胞都會釋放大量Th2型的細胞激素，包括IL-3、IL-4、IL-5及IL-13

等(Barnes, 2001)，促進了嗜酸性白血球和B細胞的活化，進而更加強過敏現象的

反應，其中嗜酸性白血球會受到IL-5活化，活化的嗜酸性白血球會釋放出許多不

同的的毒性蛋白質，包括嗜酸性白血球陽離子蛋白 (eosinophil cationic protein)、

嗜酸性白血球神經毒素 (eosinophil-derived neurotoxin)與嗜酸性白血球過氧化酶

(eosinophil peroxidase)等。這些蛋白質不僅會直接傷害呼吸道的上皮細胞使細胞

剝落，還會促使發炎介質 (mediators)直接刺激呼吸道平滑肌中的感覺神經，造成

平滑肌的收縮。於 Table 3顯示，餵食Yoghurt可上升IFN-γ的分泌量，而添加CLA

的優酪乳跟單純優酪乳組相比更能顯著地降低IL-4與IL-5的分泌，影響T細胞分

化成Th2細胞，可進一步降低B細胞與嗜酸性白血球的活化。IL-17為早期發炎反

應的前驅物且會影響 IL-6的表現， IL-6為前發炎細胞激素 (pro-inflammatory

cytokines)的一員，由巨噬細胞及支氣管上皮細胞所分泌，可促使B細胞的分化及

破骨細胞之形成(Smolen et al., 2006)。在Table 5指出，無論是優酪乳組或添加CLA

的優酪乳組均能顯著地降低IL-17的分泌量，而Table 4的數據也論證IL-6的確與

IL-17有關，當IL-17分泌量降低也會影響IL-6的表現且隨著CLA的濃度增加抑制

IL-6的表現更顯著。在調節IgE抗體的生成上，如Table 6顯示，無論是餵食Yoghurt

或不同劑量之CLA優酪乳均可顯著地下降血清中OVA特異性IgE抗體及Th2型

OVA特異性抗體IgG1的分泌(P<0.05)，此外在肺泡沖洗液當中我們可以發現

Yoghurt組對於下降OVA特異型抗體IgE的效果最好。從以上結果顯示我們可以發

現優酪乳可以提升Th1型細胞激素IFN-γ與降低IL-17來調節促發炎細胞激素

IL-6，而共軛亞麻油酸可增強調節Th2型細胞激素的分泌，達到良好的抗發炎效



- 44 -

果。

三、 呼吸道過度反應後期之免疫調節

當過敏原與在肥大細胞上之IgE結合，促使肥大細胞活化，進行脫顆粒現象

(degranulation)，釋出細胞中含有之發炎介質像是PGE2及leukotriene，會造上支氣

管痙攣及呼吸道的過度反應。另一方面，被IL-5活化的嗜酸性白血球會分泌發炎

介質刺激呼吸道平滑肌中的感覺神經，造成平滑肌的收縮。因此，從Table 5 的

IL-5的變化與 Figure 15, 16 中H&E與toluidine blue染色的結果可發現，Yoghurt

與富含CLA的優酪乳組其組織病理評分方面(Table 8)，可顯著減少白血球的浸

潤、支氣管的破損及肥大細胞的脫顆粒現象，而YCH組在減少血管周邊及支氣管

週邊的浸潤情形更為顯著(P<0.001)，這些結果在由Figure 14 的呼吸道過度反應

中可發現，在0與6 hr時無論是優酪乳組與富含CLA的優酪乳都能顯著地降低Penh

值，此外於24 hr 時 YCH組與其它組相比更能顯著地減緩。這些結果顯示共軛

亞麻油酸的確對於後期發炎的調節扮演著重要的腳色，且更能紓緩呼吸道的過度

反應。
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捌、結論

Kanwar (2007)在文獻中指出富含共軛亞麻油酸之牛乳可降低小鼠之呼吸

道過敏反應，Paul (2007)指出口服給予 OVA 致敏之小鼠活菌 L. reuteri 無法經

由提升 Th1 細胞激素(IL-12 and IFN-γ)及抗發炎細胞激素 IL-10，但可降低肺部

沖洗液之發炎性細胞激素(MCP-1, TNF, IL-5 and IL-13)進而舒緩呼吸道過度反

應(AHR)，在氣喘上調節的效果都有限，在本實驗中顯示優酪乳可藉由提升 T

調節細胞及促使其分泌 IL-10，來影響氣喘早期 T 細胞分化。此外口服投與 CLA

優酪乳的小鼠在外來抗原藉由 APC 細胞呈獻給 Naïve T 細胞時，首先可增加

Treg (CD25+, CD4+)細胞分化，來抑制 T 細胞的表現或透過影響 T 細胞分化成

第一型 T 輔助細胞或第二型 T 輔助細胞達到影響中期 Th2 細胞所分泌之發炎性

細胞激素與抑制 B 細胞分化而產生 IgE 抗體。針對中期可以發現優酪乳可以提

升 Th1 型細胞激素 IFN-γ及 OVA 特異性抗體 IgG2a，並降低 IL-17 來調節促發

炎細胞激素 IL-6，而共軛亞麻油酸扮演的腳色可能與增強調節 Th2 型細胞激素

的分泌。在後期發現富含共軛亞麻油酸的優酪乳在病理切片方面可顯著地減少

白血球的浸潤、減少支氣管的破損及肥大細胞的脫顆粒現象，最後降低呼吸道

的過度反應，經由實驗論證，可以得知共軛亞麻油酸與東海優酪乳的結合可以

達到互補作用，從早期的細胞分化到中期的影響發炎性細胞激素分泌與 IgE 抗

體的生成及後期的降低呼吸道過度反應，都顯示了富含共軛亞麻油酸的優酪乳

可作為一個預防過敏性氣喘的保健食品。
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拾、附錄

一、東海優酪乳分離菌株-1 序列:

TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGA

GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGG

AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTTTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAA

AGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAG

TGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACT

CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC

TTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACA

GGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA

CGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACT

GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATG

ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGCGAGA

GTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTA

CACGAAGTC

NCBI 比對結果:

NCBI 比對結果:
gb|GQ131183.1| Lactobacillus reuteri strain IMAU70067 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

Length=1472

Score = 1356 bits (734), Expect = 0.0

Identities = 736/737 (99%), Gaps = 0/737 (0%)

Strand=Plus/Plus
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Query 1 TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGC 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 593 TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGC 652

Query 61 AGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 653 AGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACAC 712

Query 121 CAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTTTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGC 180

|||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 713 CAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGC 772

Query 181 GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGG 240

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 773 GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGG 832

Query 241 GTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 833 GTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG 892

Query 301 CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 893 CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA 952

Query 361 ATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATA 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 953 ATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATA 1012

Query 421 AGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGT 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1013 AGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGT 1072

Query 481 GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAG 540

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1073 GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAG 1132
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Query 541 TTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGAT 600

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1133 TTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGAT 1192

Query 601 CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGC 660

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1193 CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGC 1252

Query 661 AAGCTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAA 720

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1253 AAGCTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAA 1312

Query 721 CTCGCCTACACGAAGTC 737

|||||||||||||||||

Sbjct 1313 CTCGCCTACACGAAGTC 1329
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二、東海優酪乳分離菌株-2 序列:

GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAT

TTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTTTGATGTGAAAGCCCACG

GCTCAACCGTGGAACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGA

AGGCGGCTCTTTGGTTTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGCGCTAGGTGTTGGGGAC

TTTCCGGTCCTCAGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGAGTACGA

CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG

TGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTGTGCTAC

ACCTaGAGATAGGTGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTC

GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTC

TTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA

GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT

GCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCTCTTAA

AGCTGTTCTCA

NCBI 比對結果:

gb|FJ915700.1| Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain IMAU40163

16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=1469

Score = 1447 bits (783), Expect = 0.0

Identities = 791/795 (99%), Gaps = 0/795 (0%)

Strand=Plus/Plus
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Query 1 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTAT 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 499 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTAT 558

Query 61 TGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTTTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC 120

|||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||

Sbjct 559 TGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGAATGATAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC 618

Query 121 GTGGAACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 619 GTGGAACTGCATCGGAAACTGTCATTCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGT 678

Query 181 GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTTTGGTT 240

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||

Sbjct 679 GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTC 738

Query 241 TGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 739 TGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT 798

Query 301 CCATGCCGTAAACGATGAGCGCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTCCTCAGTGCCGCAGCA 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 799 CCATGCCGTAAACGATGAGCGCTAGGTGTTGGGGACTTTCCGGTCCTCAGTGCCGCAGCA 858

Query 361 AACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 859 AACGCATTAAGCGCTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA 918

Query 421 CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGCAACGCGAAGAACCTTA 480

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||

Sbjct 919 CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA 978

Query 481 CCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAG 540

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 979 CCAGGTCTTGACATCCTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGGTTCCCTTCGGGGACGCAGAG 1038
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Query 541 ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC 600

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1039 ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC 1098

Query 601 GAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAAGAGACTGCCGG 660

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1099 GAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAAGAGACTGCCGG 1158

Query 661 TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT 720

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1159 TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT 1218

Query 721 ACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCTC 780

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1219 ACACACGTGCTACAATGGGCAGTACAACGAGAAGCGAACCCGCGAGGGTAAGCGGATCTC 1278

Query 781 TTAAAGCTGTTCTCA 795

|||||||||||||||

Sbjct 1279 TTAAAGCTGTTCTCA 1293
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三、東海優酪乳分離菌株-3 序列：

GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT

GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC

AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGA

ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCG

TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT

AAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC

CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA

GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA

CATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTG

GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG

CGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCG

GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT

GGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGCTAA

GCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATG

AAGCCGGAATCGCTTGTAATCGCGGATCAGCACGC

NCBI 比對結果：

gb|GU904671.1| Enterococcus faecium strain LB4 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Length=1422

Score = 1507 bits (816), Expect = 0.0

Identities = 818/819 (99%), Gaps = 0/819 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 521 GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA 580
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Query 61 AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 581 AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG 640

Query 121 AGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCG 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 641 AGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCG 700

Query 181 AAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 240

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 701 AAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 760

Query 241 TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGC 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 761 TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGC 820

Query 301 CCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 821 CCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG 880

Query 361 AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 881 AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG 940

Query 421 CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCC 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 941 CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCC 1000

Query 481 CCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 540

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1001 CCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 1060

Query 541 GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCAC 600

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1061 GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCAC 1120

Query 601 TCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 660

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
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Sbjct 1121 TCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 1180

Query 661 CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGC 720

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1181 CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGC 1240

Query 721 GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 780

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1241 GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 1300

Query 781 CATGAAGCCGGAATCGCTTGTAATCGCGGATCAGCACGC 819

|||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||

Sbjct 1301 CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGC 1339
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四、東海優酪乳分離菌株-4 序列：

GTAGGTGGCAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAA

TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGA

ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGAT

ATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGG

CTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC

GATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC

CAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCT

GAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC

CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAT

GAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCC

CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCT

GCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACT

CGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTTGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGGAATAC

G

NCBI 比對結果：

gb|FJ557013.1| Lactobacillus johnsonii strain NCC2767 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

Length=1452

Score = 1539 bits (833), Expect = 0.0

Identities = 840/843 (99%), Gaps = 2/843 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GTAGGTGGC-AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAA 59
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||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 546 GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAA 605

Query 60 GTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAG 119

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 606 GTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAG 665

Query 120 TGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAA 179

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 666 TGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAA 725

Query 180 CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGT 239

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 726 CACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGT 785

Query 240 AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGG 299

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 786 AGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGG 845

Query 300 GAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA 359

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 846 GAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGA 905

Query 360 CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 419

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 906 CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT 965

Query 420 TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAG 479

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 966 TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAG 1025

Query 480 ATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT 539

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1026 ATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT 1085

Query 540 CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATT 599

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1086 CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATT 1145
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Query 600 AAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA 659

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1146 AAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA 1205

Query 660 AGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGA 719

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1206 AGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGA 1265

Query 720 AGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTG 779

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1266 AGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTG 1325

Query 780 CAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTTGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGG-GAAT 838

||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| ||||

Sbjct 1326 CAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAAT 1385

Query 839 ACG 841

|||

Sbjct 1386 ACG 1388
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表 一、比較對照組與優酪乳及不同濃度之共軛亞麻油酸優酪乳對於糞便中益生菌的影響

Table 1. Effect of yoghurt and yoghurt with various concentration of CLA compared with control group on probiotics in feces

Groups Lactobacillus spp, ×108 Bifidobacterium spp, ×108 E. coli, ×102

Naïve 2.58 ± 1.31 a 220.50 ± 82.39 a 5.33 ± 7.33 a

OVA modeling

Control 2.46 ± 2.23 a 263.63 ± 200.30 b 54.54 ± 95.55 b

Yoghurt 136.38 ± 93.95 ab 7,633.38 ± 5,049.34 c 1.76 ± 2.28 c

YCL, 30 mg/kg 31.97 ± 27.32 a 3,375.13 ± 2,704.41c 2.34 ± 3.47 c

YCH, 180 mg/kg 3.21 ± 0.79 a 477.75 ± 543.89 b 1.93 ± 2.27 c

Pred., 10 mg/kg 1.76 ± 0.46 a 351.88 ± 392.45 b 41.85 ± 58.59 c

a-c：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Different letters in the same column indicate significant difference (P< 0.05).
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表 二、比較對照組與優酪乳及不同濃度之共軛亞麻油酸優酪乳對於脾臟及肺臟濕重之影響

Table 2. Effect of yoghurt and yoghurt with various concentration of CLA compared with control group on spleen weight and

lung wet weight of mice

Groups spleen weight, g lung wet weight, g

Naïve 0.107 ± 0.016 b 0.230 ± 0.027 ab

OVA modeling

Control 0.180 ± 0.019 d 0.348 ± 0.052 c

Yoghurt 0.144 ± 0.021 c 0.248 ± 0.019 b

YCL, 30 mg/kg 0.149 ± 0.009 c 0.262 ± 0.036 b

YCH, 180 mg/kg 0.150 ± 0. 031 c 0.249 ± 0.022 b

Pred., 10 mg/kg 0.057 ± 0. 007 a 0.202 ± 0.053 a

a-c：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.01)。

a-c：Different letters in the same column indicate significant difference (P < 0.01).
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表 三、給予富含共軛亞麻油酸之優酪乳對於肺部沖洗液細胞中抗原所誘導之細胞激素(IFN-γ, IL-4 and IL-5)所造成之改變

Table 3. Allergen-induced cytokine secretion (IFN-γ, IL-4 and IL-5) by bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cells is markedly

altered by the application of CLA-enriched yoghurt

Groups IFN-γ, pg/ml IL-4, pg/ml IL-5, pg/ml

Naïve 151.16 ± 85.60 a 6.71 ± 4.99 a 2.77 ± 4.99 a

OVA modeling

Control 311.73 ± 174.25 ab 15.13 ± 6.70 b 11.48 ± 6.70 b

Yoghurt 527.19 ± 400.03 b 7.24 ± 5.51 a 2.19 ± 5.51 a

YCL, 30 mg/kg 453.89 ± 258.58 bc 8.97 ± 7.78 ab 4.42 ± 7.78 a

YCH, 180 mg/kg 353.76 ± 353.52 ab 2.89 ± 3.16 a 0.70 ± 3.16 a

Pred., 10 mg/kg 331.89 ± 299.61 ab 9.19 ± 7.60 ab 2.86 ± 7.60 a

a-b：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-b：Different letters in the same column indicate significant difference (P < 0.05).



- 74 -

表 四、給予富含共軛亞麻油酸之優酪乳對於肺部沖洗液細胞中抗原所誘導之細胞激素(IL-6 and TNF-α)所造成之改變

Table 4. Allergen-induced cytokine secretion (IL-6 and TNF-α) by bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cells is markedly altered

by the application of CLA-enriched yoghurt

Groups IL-6, pg/ml TNF-α, pg/ml

Naïve 60.21 ± 50.70 a 4.67 ± 5.09

OVA modeling

Control 179.79 ± 108.24 b 6.62 ± 3.29 NS

Yoghurt 65.25 ± 35.69 a 4.82 ± 3.41

YCL, 30 mg/kg 89.98 ± 68.48 a 4.68 ± 5.48

YCH, 180 mg/kg 56.99 ± 36.58 a 2.72 ± 3.82

Pred., 10 mg/kg 91.19 ± 58.25 a 3.93 ± 4.33

a-b：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.01)。

a-b：Different letters in the same column indicate significant difference (P < 0.01).
NS： Showed no significant difference.
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表 五、給予富含共軛亞麻油酸之優酪乳對於肺部沖洗液細胞中抗原所誘導之細胞激素 (IL-17 and IL-10)所造成之改變

Table 5. Allergen-induced cytokine secretion(IL-17 and IL-10) by bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cells is markedly altered

by the application of CLA-enriched yoghurt

Groups IL-17, pg/ml IL-10, pg/ml

Naïve 8.40 ± 2.78 a 803.02 ± 506.84 a

OVA modeling

Control 33.38 ± 39.35 b 1180.64 ± 587.80 ab

Yoghurt 11.42 ± 4.04 a 3395.20 ± 2,777.65 c

YCL, 30 mg/kg 10.75 ± 3.42 a 3153.48 ± 1,375.34 c

YCH, 180 mg/kg 13.12 ± 3.60 a 2260.99 ± 1,759.07 abc

Pred., 10 mg/kg 14.19 ± 7.22 a 2282.82 ± 2,129.90 bc

a-c：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Different letters in the same column indicate significant difference (P < 0.05).
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表 六、比較對照組與優酪乳及不同濃度之共軛亞麻油酸優酪乳對於血清中特異性 OVA 抗體(IgE, IgG, IgG1)之影響

Table 6. Effect of yoghurt and yoghurt with various concentration of CLA compared with control group on anti-OVA IgE,

anti-OVA IgG1, anti-OVA IgG2a in serum

Groups anti-OVA IgE, EU anti-OVA IgG1, EU anti-OVA IgG2a, EU

Naïve 0.067 ± 0.014 a 0.171 ± 0.178 a 0.096 ± 0.026 a

OVA modeling

Control 0.589 ± 0.241 d 0.692 ± 0.142 d 0.080 ± 0.025 a

Yoghurt 0.273 ± 0.321 abc 0.321 ± 0.231 abc 0.114 ± 0.061 a

YCL, 30 mg/kg 0.327 ± 0.274 bc 0.274 ± 0.197 bc 0.315 ± 0.371 b

YCH, 180 mg/kg 0.249 ± 0.143 c 0.468 ± 0.123 c 0.097 ± 0.029 a

Pred., 10 mg/kg 0.099 ± 0.149 a 0.149 ± 0.126 a 0.063 ± 0.022 a

a-d：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-d：Different letters in the same column indicate significant difference (P < 0.05).
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表 七、比較對照組與優酪乳及不同濃度之共軛亞麻油酸優酪乳對於肺部沖洗液中特異性 OVA 抗體(IgE, IgG, IgG1)之影響

Table 7. Effect of yoghurt and yoghurt with various concentration of CLA compared with control group on anti-OVA IgE,

anti-OVA IgG1, anti-OVA IgG2a in BALF

Groups anti-OVA IgE, EU anti-OVA IgG1, EU anti-OVA IgG2a, EU

Naïve 0.013 ± 0.008 a 0.003 ± 0.002 a 0.041 ± 0.020

OVA modeling

Control 0.032 ± 0.014 b 0.252 ± 0.264 b 0.073 ± 0.042 NS

Yoghurt 0.011 ± 0.008 a 0.135 ± 0.118 ab 0.055 ± 0.028

YCL, 30 mg/kg 0.020 ± 0.012 ab 0.080 ± 0.062 ab 0.115 ± 0.192

YCH, 180 mg/kg 0.018 ± 0.012 ab 0.151 ± 0.151 ab 0.042 ± 0.020

Pred., 10 mg/kg 0.014 ± 0.009 a 0.039 ± 0.082 a 0.039 ± 0.022

a-b：同行中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-b：Different letters in the same column indicate significant difference (P < 0.05).

NS： Showed no significant difference.
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表 八、比較對照組與優酪乳及不同濃度之共軛亞麻油酸優酪乳對於組織切片 H&E 染色之影響

Table 8. Effect of yoghurt and yoghurt with various concentration of CLA compared with control group on H&E stain

Groups
Alveolar wall

inflammation
Perivenous regions

Periarterial and

Periboronchial regions
total score

Naïve 0.40 ± 0.51 - 0.33 ± 0.49 0.73 ± 0.70

OVA modeling

Control 1.40 ± 0.75 ### 2.65 ± 0.59 ### 1.79 ± 0.79 ### 5.75 ± 1.48 ###

Yoghurt 1.10 ± 0.45 1.55 ± 0.99 *** 1.25 ± 0.64 3.90 ± 1.44 ***

YCL, 30 mg/kg 1.05 ± 0.51 1.55 ± 0.83 *** 1.45 ± 0.69 4.05 ± 1.43 ***

YCH, 180 mg/kg 0.90 ± 0.55 1.25 ± 0.72 *** 0.85 ± 0.67 ** 3.00 ± 1.62 ***

Pred., 10 mg/kg 1.10 ± 0.55 1.10 ± 0.89 *** 1.15 ± 0.75 * 3.35 ± 1.69 ***

Data present as mean ± SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, compared with control group. # # # P<0.001, control compared with naïve

group on H&E stain.
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圖 一、 比較對照組與優酪乳及不同濃度之共軛亞麻油酸優酪乳對於每週體重

變化之影響。

Figure 1. Effect of yoghurt and yoghurt with various concentration of CLA

compared with control group on body weight in each week.

數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變域檢

定，結果顯示各試驗組之體重無顯著性變化(P>0.05)。

Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data was

analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to compare

significantly in each group. Means with a common letter are not significantly

different at the 5% level.
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圖 二、脾臟中活化的 T 淋巴細胞亞族群。

Figure 2. Spleen activated T lymphocytes subpopulation.

a-d：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-d：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 三、脾臟中淋巴細胞亞族群。

Figure 3. Spleen lymphocytes subpopulation.

a-b：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-b：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 四、脾臟中 T 輔助細胞第一型與第二型亞族群。

Figure 4. Spleen type -I, -II lymphocytes subpopulation.

a-d：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-d：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 五、肺部沖洗液中活化的 T淋巴細胞亞族群。

Figure 5. BALF activated T lymphocytes subpopulation.

a-b：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-b：Bars are mean values; error bars represent as standard deviation. Mean data was

analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to compare

significant in each group. Different letters in the same bar indicate significant

difference (P < 0.05).
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圖 六、肺部沖洗液中淋巴細胞亞族群。

Figure 6. BALF lymphocytes subpopulation.

a-c：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 七、肺部沖洗液中 T 輔助細胞第一型與第二型亞族群。

Figure 7. BALF type I, II lymphocytes subpopulation.

a-c：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 八、呼吸道淋巴結中活化的 T 淋巴細胞亞族群。

Figure8 . ALN activated T lymphocytes subpopulation.

a-b：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-b：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).

NS： 顯示各組間無顯著性差異。

NS： Showed no significant difference.
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圖 九、呼吸道淋巴結中的淋巴細胞亞族群。

Figure 9. ALN lymphocytes subpopulation.

a-c：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).

NS： 顯示各組間無顯著性差異。

NS： Showed no significant difference.
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圖 十、呼吸道淋巴結中 T輔助細胞第一型與第二型亞族群

Figure 10. ALN type I, II lymphocytes subpopulation

a-c：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 十一、腸繫膜淋巴結中活化的 T 淋巴細胞亞族群

Figure11 . MLN activated T lymphocytes subpopulation

a-c：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).



- 90 -

圖 十二、腸繫膜淋巴結中淋巴細胞亞族群

Figure 12. MLN lymphocytes subpopulation

a-b：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-b：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).

NS： 顯示各組間無顯著性差異。

NS： Showed no significant difference.
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圖 十三、腸繫膜淋巴結中 T輔助細胞第一型與第二型亞族群

Figure 13. MLN type I, II lymphocytes subpopulation

a-c：數據以平均值與標準差表示，結果以單因子變異數分析後進行鄧肯氏多變

域檢定，同一亞族群比較中不同字母表示有顯著差異 (P < 0.05)。

a-c：Bars are mean values and error bars represent as standard deviation. Mean data

was analysis with One-way ANOVA and used Duncan's Multiple Range Test to

compare significant in each group. Different letters in the same bar indicate

significant difference (P < 0.05).
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圖 十四、測量呼吸道阻力

Figure 14. Measurement of airway hyperresponsiveness (enhanced pause, Penh).

呼吸道阻力結果對照組與空白對照組比較有極顯著差異(###P<0.001)，試驗組與

對照組比較有極顯著差異(***P<0.001).

The level of enhance pause (Penh). ***P<0.001, treatment group compared with

control group. ###P<0.001, naïve compared with control group.
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Naïve

Control Yoghurt, 10 ml/kg

Yoghurt w/w CLA (YCL), 30 mg/kg Yoghurt w/w CLA (YCH), 180 mg/kg

Prednisolone, 10 mg/kg

圖 十五、蘇木紫與伊紅染色

Figure 15. H&E stain
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Naïve

Control Yoghurt, 10 ml/kg

Yoghurt w/w CLA (YCL), 30 mg/kg Yoghurt w/w CLA (YCH), 180 mg/kg

Prednisolone, 10 mg/kg

圖 十六、胺甲苯藍染色

Figure 16. Toluidine blue stain
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拾壹、附表

附表一、不同結構型態及總CLA含量的組成在牛奶、奶油、起司及牛肉中所佔

之比率

Appendix table 1: The mean positional and geometric isomer composition and

the CLA content of samples of milk, butter, cheese, and beef fat

(Parodi, 2003; Shingfield et al. 2003)
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附表二、CLA 在反芻動物之乳製品的含量

Appendix table 2: The CLA content (% of fat) in dairy products from

ruminants

(Khanal and Olson, 2004)
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附表三、反芻或非反芻動物之肉品或加工肉品中 CLA 的含量

Appendix table 3. The CLA content (% of fat) in various meats and processed

meats from ruminants and non-ruminants

(Khanal and Olson, 2004)
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附表四、應用於發酵乳製品中之主要乳酸菌

Appendix table 4. Major lactic acid bacteria for production of fermented ,milks

(Duboc and Mollet, 2001)
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附表六、 病理組織評分準則

Appendix table 6. Histologic Grading Criteria

(Jeffrey et al., 1991)
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拾貳、附圖

附圖一、亞麻油酸與共軛亞麻油酸之主要兩種結構式。

Appendix figure 1. Linoleic acid and two main structure of Conjugated Linoleic

acid.

(Wahle et al.,2004)
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附圖二、共軛亞麻油酸之代謝路徑。

Appendix figure 2. Conjugated linoleic acid pathway.

(Bassaganya-Riera et al., 2002)
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附圖三、乳酸菌之抗過敏機制。

乳酸菌抗過敏免疫調節機制的理論模型。

Appendix figure 3.Theoretical model of anti-allergy mechanisms of lactic acid

bacteria.

Theoretical model for anti-allergy mechanisms of immunoregulating lactic acid

bacteria (LAB). (Cross et al., 2001)
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附圖四、氣喘的細胞調節路徑圖

Appendix figure 4. Cellularpathway of asthma

http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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拾參、附件

附件一
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附件二 乳酸菌年會摘要
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附件三 保健食品年會摘要
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附件四 全球華人保健食品大會摘要


