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胸仔魚萃取物 (FL5) 對 BALB/c 小鼠兔疫調節作用之研究

高淑雲
1 、馮貴國 1* 、王文政 1 、龔瑞林 2

1行政院農業委員會水產試驗所水產加工組
2
國立臺灣海洋大學食品科學系

摘要

生鮮糊仔魚經鹽水煮加工後 , 所產生的含鹽煮液含有相當豐富的生理活性物質 , 利

用電氣透析將該煮液予以脫鹽 , 再經酸調整 pH 值至 5 產生沉澱物 , 沉澱物再以 pH 值

72 之磷酸緩衝溶液處理及真空凍結乾燥 , 可得糊仔魚萃取物 (FL5) 。本實驗以 FL5

添加至飼料中餵食 BALB/c 小鼠經自由攝食 IO 週後犧牲
, 探討對小鼠的免疫調節作用。

結果顯示
, 在非特異性免疫反應 (Non-specific immune response) 的實驗上

, 其生長狀

況、器官相對重量及攝食利用效率無顯著差異 (p 〉0.05) 。以舍不同劑量之 FL50. 鈞、

05 、 1%(wM) 餵食 BALBh 小鼠
, 評估小鼠血清中抗體分泌量的表現

,
其 IgM 濃度

與控制組可觀察出有升高的趨勢 , 但無統計上差異 (p 〉0.05) 。將致裂殖原 Con A 、 PHA 、

LPS 與小鼠脾臟細胞共同培養 , 以無血清動物細胞培養測定細胞增生能力
,
結果發現皆

有增高趨勢
, 但以餵食 1%FL5 的試驗組為最佳 (p 〈0.05) 。在添加 Con A1.25

μEjml

濃度下 , 餵食 1%FU 的小鼠其脾臟細胞增生倍率比控制組高 (p 〈0.05) 。綜合以上結

果顯示
, 鯽仔魚萃取物對 BALB/c 小鼠可能具有免疫調節之作用。

關鍵詢 : 鯽仔魚、萃取物、非特異性免疫反應、抗體、脾臟細胞。

前言
水產品所含營養素均衡 , 且富含生理活性物

質
(1.5)
。以水產品加工後所產生的副產物之可利

用資源
(的),

作為機能性食品原料 , 是提高水產

品附加價值的良好方式。水產品副產物的來源極

廣
, 其中包括有各種生鮮品、冷凍品、乾製品、

水產罐頭的加工及在加工過程中所產生的廢液
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及蒸煮液等
,
這些廢棄物中均含有許多可再利用

之物質
(9)
。在水產加工的廢棄物的回收利用方

面
, 以各種加工技術的處理 , 將水產品副產物製

成各種機能性配料及成分 , 不但可有效的擴展水

產品的利用價值 , 同時可以減少加工廢棄物污染

環境
(10)

。

絢仔魚是指體型延長且呈透明狀之魚類幼

魚的總稱。台灣所產的胸仔魚有 95% 為黨科

(Engraulidae) 魚類 (11)
。鯽仔魚捕獲後必須立刻
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進行加工處理 , 因為保持良好鮮度是胸仔魚加工

最重要的成敗關鍵 , 一旦原料鮮度降低 ,
魚體便

會產生軟化現象
, 甚至呈現泥潭狀態而喪失商品

價值
(12)
。傳統的絢仔魚加工方式大多採用以鹽水

烹煮 , 因此加工過程中會產生大量含鹽的廢液。

漁民通常都把這些廢液當作廢棄物丟棄。然根據

高等
(13)
研究指出 , 利用電氣透析法

(14),
將這些

廢棄的絢仔魚水煮液 (Fish larvae coo 區ng water)

中的鹽分脫除。以無血清動物細胞培養模式進行

in vioo 的實驗 , 結果發現絢仔魚水煮液經脫鹽

後
, 其脫鹽液能促使免疫細胞凹的增生及分

泌 IgM 抗體 , 亦能活化 UM φ及 U937 等巨噬細

胞。本研究進一步取絢仔魚水煮液為原料 , 探討

其對 BALB/c 雌性小鼠的免疫調節作用。

材料與方法
一、實驗材料

( 一 ) 製備鯽子魚萃取物 (FL5) 樣品

鯽仔魚煮液由淡水區漁會提供,FId-4 之製備

流程如 (Fig.1) 所示 , 將取田的胸仔魚煮液先

以 200mesh 篩網過篩 , 除去懸浮圓形物後 , 經

8 月Ooy(Beckman Jm25) 離心 30 分鐘後 , 以

電氣透析 (Micro Acilzer G3) 脫鹽處理。取脫鹽

液經 8,OOO 嚕
, 離心 30 分鐘

, 取上澄清液調整 pH

至 5, 追蛋白質沉澱後
,
經 12,OOOxg 離心 30 分

鐘 , 取沉澱部分 , 添加 pH7.2 之 2O mM 磷酸緩

衝溶液 (2O mM

solution) 均質 ( 此步驟重覆 3 次 ), 再以超過

濾器 (Amicon) 濃縮。所得溶液進行真空凍結

乾燥 (FTS Freeze Dryer Model No.TD-2.372

NhHPOrNaEhPO4buffer

DURA-DRy), 乾燥粉末即誨的。

( 二 ) 實鸝動物

實驗用小鼠搞出生 5 週之雌性 BALB/c 品系

小鼠
, 購自臺大動物中心 , 置於動物室的不錯鋼

籠中馴養 , 從鼠齡八週齡時開始進行實驗。

Fish larvae cooking water

↓rVr
「γ刊刊附枷i刊山hlk胎t跆⋯e

Centrifuged (仿8,OOO �g,3O min)

Supernatant

l
日岫叫⋯⋯d伽叫叫叫0吋叫圳dd制i凶l

Adjus 仗t pH to 5
Centrifuged (12,oooxg,3O min)

Precipitate

Homogenized with 2OmM

NhHPOrNaH2P04bu 仟er solution,

pH7.2

Centrifuged

Freeze drying
v

FLS

Fig.1.Procedure for preparing the FL5from fish
larvae cooking water.

( 三 ) 動物分組

使用 5 週齡之 BALB/c 雌性小鼠為實驗動

物 ,40 隻小鼠經 3 週適應期後
, 依體重 ( 每組

平均體重約 1854g 左右 ) 隨機分成 4 組。此試

驗為非特異性免疫反應 , 分別餵食基體飼料之控

制組 (Conml) 及含 0. 鈞、 0.5 及 1%(w/w)FL5

實驗組。

( 四 ) 動物飼養

小鼠飼養於不錯鋼籠; 室溫維持在 25 �2C
,

光暗循環時間為 12 小時。飼料及飲水均超量供

應
, 使小鼠自由攝食 , 並每週記錄小鼠體重。

( 五 ) 飼料配製

試驗進行並餵以基礎飼料 (Rodent

laboratorychow5OOIPurim-C0.,UiA.), 其成

分如 Table l 所示。將基礎飼料經粉碎後
, 分別

添加 025 、 05 及 l%(w/w) 之 FL5 樣品 , 混合

均句後 , 製成粒狀小丸 , 經冷風乾燥後
, 作為各

組試驗飼料。



Tabh1.Composition of the contro|diet

chemica|composition

Moistu re

Protei n

Tota||ipid

Nitrogen"free extract

Ash

Crude fiber

(g/1OO g dried weight)

1O-O

23.4

4.5

49.9

6.9
5.3

( 六 ) 血清、鵬器及轉臟淋巴細胞之取得

實驗期滿進行小鼠犧牲, 犧牲後。將小鼠移

至無菌操作台內 ,
先取出脾臟稱重 , 去除周圍脂

肪並用攝子將脾臟夾至無菌培養血中 , 加入 5ml

培養液 ( 含 0.5 μVIIIl penicillin 、 05
μg/ml

s 甘eptOIIlych 、 1 μgKIll neomycin;PSN 三合一抗

生素 ,
購自 Si 伊la), 以玻片刮破外蠹一端 , 再

將脾臟置兩玻片間 , 將脾臟內細胞緩緩擠出。利

用細胞密度之差異 ,
將細胞液緩置於已裝有

Ficoll-Paque(Pharmada 試藥 ) 梯度離心液之無

菌離心管 ,
以 1 月OOxg 離心 30 分鐘 , 將紅血球

沉澱後 , 收集試管中白色帶狀懸浮。再以 4
。

c

eRDF( 極東試藥 ) 培養液沖洗並離心 (6OO 弓,5

min) 細胞三次後 ,
以正常淋巴細胞培養條件培

養。無菌狀態下脾臟取出後, 再將小鼠移出無菌
操作台 ,

以針筒抽取腹大動脈血液 , 經 2,3OOxg

離心 15 分鐘後 , 取血清保存於-85 ℃ ' 待日後以
ELISA 方法測定血清中 IgM 抗體含量。同時取

出肝臟、心臟、肺臟、腎臟等器官並稱重。

二、實驗方法
( 一 ) 酵素聯結免疫分析法測定免疫球蛋白

( 血清中 lgM 抗體測定 )

評估 B 細胞能力通常會經由瀏定抗體生成

能力 ,
來作為體液性免疫 (Humoral immunity)

的參考指標
( 臼 ),

因此本實驗以 ELISA 方法測定

小鼠血清中 IgM 的濃度 , 測定前先將 goat
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anti-mouse IgM coat with capmre Ab ( 購自

Bethyl) 用 5O mMNa2cq bufhr(pH9.6) 做 100

倍稀釋後 , 以 100 凶well 量加入 96wells

irIHIllmOPIate( 購自 Nunc), 置於 37 ℃作用 1 小

時。取出後 , 以含有 0.05%Tween20 之 PBS 清

洗 3 次 , 將 wel1 內之水分去除後 ,
將 5% 脫脂

奶粉以 350 μl/well 量加入 96wells iIIHElmOPIate

中置於 37 ℃作用 1 小時。取出後 , 以 TPBS 含有

0.05%Tween20 之 PBS(Phosphate bufer saline)

清洗 3 次 ,
將 well 內之水分去除後 , 以 100 μ1/well

量將待測物 ( 包含小鼠血清及 mouse IOf) 加入

96wells immunOPIate, 置於 37C 作用 1 小時後 ,

將 goat anti-mouse IgM-HRP( 購自 Bethyl) 以去

離子水做到 00 倍稀釋 , 以 100 μl/well 量加入 well

內
, 置於 37 ℃作用 1 小時。取出後 , 以 TPBS

清洗 3 次 ,
將 well 內之水分去除後 ,

再將

peroxidase solution ABTS( 即L 試藥 ) 及 H202

(1:1) 以 100 μl/well 量加入 well 內
, 置於 37 ℃

作用 15 分鐘後 , 加入 15%oxalic acid (Signa

試藥 ) 溶液 (1OOM/well) 終止反應 ,
並測 410m

吸光值。

( 二 ) 轉臟細胞增生試驗 (WT assay)

觀察各淋巴細胞群被刺激活化的程度 ,
可以

透過細胞增生試驗 (Cell prolihraionmay) 來

加以評估
(16)
。如將小鼠脾臟細胞與致裂殖原

(Mitoger1),concanavalin A (Con A;Sigma

試藥 ) 、 ptIpohemagglutinin-p(PHA-p;Sigma

試藥 ) 及 Lipopolysaccharide E

(LPS;Sigma 試藥 ) 共同培養 , 分析脾臟細胞
中淋巴細胞增生情形。致裂殖原 Con A 、 pHA

主要是刺激脾臟細胞中 T 淋巴細胞的增生 , 當以
LPS 作為致裂殖原時 , 其主要為刺激脾臟細胞中

B 淋巴細胞的增生作用 (17)
。細胞增生試驗 ,

參考

Kong et GIPS) 測定細胞的方法 , 並依實驗需要再

作修正與調整 ,
首先取 Con A(20 μg/m1) 、 p臥

coli O55:B5
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Fig.2.Effect of extracts (FL5)from cooking water of fish iarvae on body weight change in mice.

(100 μgknl) 及 LPS(50 μgjm1) 各 20 μ
1, 在

96well 培養盤內作連續 2 倍稀釋後 , 再將脾臟

細胞密、度調整為2 � 106cel1s/ml, 每個 well 加入

100 μ1 脾臟細胞。置於 37 ℃ ' 培養 48 小時後 ,

添加 3 〈4,5-dimehylhiazold-yl).2,5diphenyl

temmliumbromide(MTT 購自 Signa) 。反應 4

小時後 , 測定其 57O m 吸光值。另外本實驗除

了以 FL5 添加於飼料中餵食小鼠外
, 另外取 FL5

(60 μgjm1) 與小鼠脾臟細胞共同進行體外培

養
, 以了解 FL5 是否能對細胞產生活化作用。

( 三 ) 統計分析

實驗測定結果以平均值±標準偏差(Mem �

S.D.) 表示 , 數據之統計分析是採用 Duncan's

multiple rmge test 分析各組間的差異性 , 其顯著

水準(SignifIcant level) 設為 0.05 。以 SAS window

612 版套裝程式軟體於電腦中進行統計分析。

結果與討論
( 一 ) 實驗小鼠的體重、攝食情形、生長狀況

及器官相對畫畫

經 10 週的飼養後 , 各組小鼠的體重均維持

穩定上升的趨勢 (Fig.2), 四組小鼠 , 由原平

均體重 1854g 成長至 21.95.22.64g ' 平均體重

成長約 3.47.4.1l g 。攝食量與攝食利用效率
,

試驗組及控制組無顯著差異 (p>0.05) 。整體

而言 FL5 的添加
, 並不會影響正常小鼠的攝食

情形及攝食利用效率。飼養期間小鼠毛色光

滑、平順且生長狀況均呈現健康、正常的狀態。

經餵食試驗飼料 10 週後 , 可能會造成各組間器

官重量的改變
, 因此以器官相對重量 ( 器官重

量相對於體重之百分比 ) 來表示 , 對 IO 週的攝

食 , 四組小鼠的器官相對重量方面 , 並無顯著

差異 (p 〉0.05), 表示添加 FL5 對小鼠器官並

不會造成影響。
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Table 2.E 仟ect of extracts (FL5)from cooking water of fish|arvae on the Con A,PHA and LPStest of
spleen proliferation*

Group
Lymphocyte proliferation (Stimulation index)

LPS(25 μg/mi)

Contro|

Con A(1.25 μg/ml)

0.26 � 0.02b

0.25%FL5 0.35 � 0.03ab

0.5%FL5 0.33 � 0.04ab

1%FL5 0.47 � 0.05a

PHA(50 μg/ml)

0.08 � 0.OOC 0.13 � 0.OOb

0.12 � 0.01k 0.12 � 0.02b

0.15 � 0.01ab 0.12 � 0.01b

0.16 士 0.01a 0.17 � 0.01a

*Results are expres5ed asmean t 5.D.for 6mice per each group.Valuesin the 5arne column with di 能rent
supemcrip 的 le 加rsa 陀 5igniHcantly di 他rent 伊4.0 日 .

( 二 ) 餵食 FL5 對小鼠抗體生成之影響

抗體由漿細胞 (Plasma cell) 合成 ,
其中 IgM

大部分存在於血管內 , 可與抗原結合形成巨大
complex ,

使之無法侵害人體 , 另有活化補體
(Complement) 及幫助吞噬細胞 (Phagocyte)

辨識抗原的功能
(19)
。在非特異性免疫反應中 ,

小

鼠體內血清中抗體 IOf 的變化 , 分別為 0.32 、

0.33 及 0.33mgjml' 控制組則為 0.3l mdrnl(Fig-

3), 隨著 FL5 含量濃度的增加 , 雖未達顯著差

異 (p>0.05), 但可觀察出有升高的趨勢。對於

FL5 在促進抗體生成能力的表現 , 其投予劑量的

且4@

ω
ω

(

一

EhE)

主
∞

az5

azo
c 。n 缸,t 可%FLS0.25%FLS OS%FLS

Fig.3.E 仟ect of extracts (FL5)from cooking water
of fish larvae on serum lgM concentration
in female BALB/c mice.Each coiumn
represents the mean � S.D.fO 「 33mice.

多寡與有效成分之間的相關性 , 此部分仍有待進
一步的研究。

( 三 ) 餵食 FL5 對小鼠牌臟細胞增生之影響

脾臟是人體最大的免疫器官 , 脾臟內除含有

T 淋巴細胞、 B 淋巴細胞及漿細胞 ,
亦具有與淋

巴結相似的功能
(20)
。在脾臟淋巴細胞增生試驗中

以 LPS25 μSKIll 作為刺激原時
,
餵食 1%FL5 的

試驗組顯著的優於控制組 , 當以 Con A1.25

μg/ml 及 PHA50 μgfm1 作為刺激時 , 餵食 0.25%

及 05%FL5 的小鼠 , 脾臟細胞逐漸呈現增加的

趨勢 , 這個結果顯示餵食不同劑量的 FL5, 對於

細胞增生情形具有劑量依存性的關係。整體而言

脾臟細胞增生情形皆以餵食 1%FL5 為最佳

(Table 2)(p 〈0.05) 。由以上結果得知餵食 FL5,

可能可以活化小鼠脾臟細胞中 T 、 B 淋巴細胞的

增生。在 Con A125 μgjm1 濃度下 , 餵食 FL5

的小鼠其脾臟細胞增生倍率曲線 (Fig.4) 均比

控制組有較高的趨勢 ,
特別是 1%FL5 組明顯增

加 (p 〈0.05) 。然而添加較高濃度的 Con A(20

μgjm1) 後
,
四組細胞增生效果反而降低 ,

對於

這個結果我們推測可能與細胞的受器 (Receptor)

或細胞內訊息傳遞物質過度活化後 down

regulation 有關。除此之外 , 當添加 FL5(60 μg/ml)

與脾臟細胞一同進行體外培養時 , 亦有促進增生
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的效果
, 而這個結果表現在以餵食 l%FL5 的試

驗組 , 出現明顯的提昇能力 (p 〈0.05)(Fig.5) 。

由顯微鏡下觀察細胞型態 , 發現添加 FL5 可以

使小鼠脾臟細胞大量增生及凝集 (Fig.6), 此

現象可能是 FL5 經由結合某 T 淋巴細胞的受

器
, 進而活化了細胞。
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Fig.6.Cell proliferation and aggregation on
spleen cells.(A)untreated cells;(8)cells

treated with FL5(6O Lig/m|)for 48h.

結論
綜合以上動物試驗結果發現 ,BALB/c 小鼠

攝食 1% 鯽仔魚萃取物 (FL5)10 週後
, 能促進

小鼠脾臟細胞增生 , 並且使淋巴細胞對致裂殖原

的感受性增強 , 推測餵食 1%FL5 對小鼠體內的

免疫系統有活化作用。

絢仔魚萃取物 (FL5) 雖為加工所產生的副

生物質但卻含有其免疫調節功能的生理活性物

質 , 因此如能應用在發展機能性食品的素材上 ,

必能提高其附加價值。
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Effect of Extracts(FL5)from Cooking water of Fish Larvae

on Immune Modu|ation of BALB/c Mice

Shwl1.yun Gaul,kllong-kou Fong 戶 ,Weng 毛heng wandmd ZwbLing Kong2

ISeafbod Technology Division,Taiwan Fisheries Research Institute

2Depummnt ofFood Science,National Taiwan Ocean University

Abstract

The physiology bioactive actor,FL5,was obtained ihm salted cooking water offIsh larvae.BALB/c mice

were then ad with penets that contained 0.25,05,and 1%(w/w)dosages ofFL5.UIe fbeding was ad Hb fbr 10

weeks.ITIe results showed 血at the pellets with the FL5did not aEbctd1e body weight,fed eEiciency and

immmoglobu1in M (IgM)concenmtion of mice-No sigliEcant difTerences h ISM levels were observed

between ae FL5goupmd 也E COIl 甘OIled goup.Mice fbd with the 1%goup had increased prolifbmuon of

spleen cells.Results 企om this study suggest that the FL5may regulate the immune system h BALB/c mice.

key words:Fhh larvae,Extracts,Non-specific immune response,Antibody,Spleen ce||.
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