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中文摘要	

傷口癒合是分子秩序井然的協同過程，過程中任一環節調控異常便可能導致

傷口癒合不良。傷口癒合不良原因之一為發炎因子 TNF-α 與 IL-1β 顯著升高，引

起M1型巨噬細胞過度活化，進而誘發MMP-9過度分泌，破壞傷口處的細胞外基

質，以至於傷口的重建和癒合被干擾。同時，M1巨噬細胞透過自泌 TNF-α與 IL-

1β 自我刺激，保持在促發炎態，形成一發炎正回饋，導致傷口持續發炎延長癒合

時間。在糖尿病患者中，傷口癒合困難更為明顯，因高血糖環境使發炎因子濃度居

高不下，持續的發炎反應導致傷口癒合被顯著延遲。過去負離子被提出具有促進血

液循環、改善氧化壓力的效用；後生元也曾被提出對於皮膚慢性傷口有所幫助，因

此，基於上述背景，高表現量的發炎症因子、MMP-9與 M1型巨噬細胞的過度活

化，是傷口癒合不佳的主因之一，是故，阻斷M1型巨噬細胞引起的發炎回饋循環

是改善傷口癒合的關鍵，在其中的負離子與後生元角色值得探究。 

本研究旨在探討負離子與後生元對糖尿病傷口癒合的影響，研究採用鏈脲佐

菌素（STZ）誘導糖尿病大鼠模型，建立背部全皮層傷口，實驗分作對照組、糖尿

病組、傷口治療組和糖尿病傷口治療共四組。經負離子、後生元處理組的傷口癒合

速度與未治療組相比皆顯著加快，同時，負離子與後生元終止傷口的持續發炎，並

促進使傷口處膠原蛋白增生、肉芽組織形成與再上皮化發生，使組織修復和傷口癒

合。 

綜上所述，負離子和後生元兩者可以降低氧化壓力、減少發炎反應，甚至可能

可以調節M1型巨噬細胞功能，以加速傷口癒合，在改善傷口癒合方面具潛在應用

價值，同時提供急性傷口另一新型、有效的治療策略。 

關鍵字：傷口癒合、急性傷口、M1巨噬細胞、TNF-α, IL-1β, MMP-9、糖尿

病傷口、負離子、後生元 
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Abstract 

Wound healing is a coordinated process that can be disrupted by regulatory abnor-

malities, leading to impaired healing. Elevated inflammatory factors such as TNF-α, IL-

1β and hyperactivate M1 macrophages, causing excessive secretion of MMP-9, which 

degrades the extracellular matrix and disrupts wound reconstruction. M1 macrophages 

self-stimulate through autocrine of TNF-α and IL-1β, creating a positive feedback loop 

of inflammation that prolongs healing. In diabetic patients, high blood sugar exacerbates 

this issue, keeping inflammatory factor levels high and significantly delaying wound heal-

ing. 

Previous studies suggest that negative ions can promote blood circulation and reduce 

oxidative stress, while postbiotics may aid in chronic skin wounds. This study investi-

gated the effects of negative ions and postbiotics on diabetic wound healing using a strep-

tozotocin (STZ)-induced diabetic rat model with full-thickness back wounds. The exper-

iment includes four groups: control, diabetes, wound treatment, and diabetes wound treat-

ment. Treatment with negative ions and postbiotics significantly accelerated wound heal-

ing compared to untreated groups. Additionally, these treatments reduced persistent in-

flammation, promoted collagen proliferation, granulation tissue formation, and re-epithe-

lialization, facilitating tissue repair and wound healing. 

In summary, negative ions and postbiotics can reduce oxidative stress and inflam-

mation, and potentially regulate M1 macrophage function to accelerate wound healing. 

These findings suggest their potential application in improving wound healing, offering 

a novel and effective treatment strategy for wound healings. 

Keywords: wound healing, acute wounds, M1 macrophages, TNF-α, IL-1β, 

MMP-9, diabetic wounds, negative ions, postbiotics 



第一章、緒論	

1.1. 研究背景 

皮膚傷口癒合不佳，造成患者身、心靈的諸多不便利，其中又以糖尿病患者，

有更高機率伴隨著傷口癒合不良的問題。根據癒合時間和過程的特徵，傷口通常分

為急性傷口與慢性傷口。這兩種類型的傷口在生理、病理學、癒合階段和治療策略

上存在顯著差異。傷口癒合在正常的時間範圍內，按照預期的止血期、發炎期、增

生期與重塑期四個主要階段，順利進行癒合的傷口稱作急性傷口。反之，慢性傷口

出現發炎期滯留、增生期延遲、重塑障礙，以至於未能按照預期的癒合階段進行。

癒合機制障礙其一肇因爲 M1 型巨噬細胞的過度活化，分泌大量促炎性細胞因子

TNF-α和 IL-1β，導致組織持續損傷、細胞外基質破壞，阻礙肉芽組織形成和血管

生成受阻，最終影響膠原蛋白的重新排列和組織強度的恢復受阻，導致傷口長期不

癒合或癒合不完全(Kloc et al., 2019)。被慢性傷口所困擾的族群中，糖尿病患者為

大宗之一，糖尿病的慢性傷口癒合問題主因包含高血糖所造成的血管、神經病變與

免疫功能、生化異常，都會導致組織修復的改變(Greenhalgh, 2003)，因此伴隨著傷

口的潰瘍與感染、截肢等嚴重併發症的風險。與一般傷口相比，糖尿病傷口的傷口

治療發炎期形成的時間更長，巨噬細胞是影響傷口滯留在發炎期關鍵分子。原先急

性傷口中巨噬細胞在發炎階段分化為 M1 巨噬細胞後，促進發炎以清除傷口的病

原菌，並隨著傷口癒合階段的衍進，M1巨噬細胞轉而被具有抗發炎、促進細胞合

成外基質與促進血管生成的作用的M2巨噬細胞所取代，幫助傷口逐漸癒合；慢性

傷口下，M1型巨噬細胞持續活化，分泌大量促發炎因子，阻礙向M2型巨噬細胞

極化過程(denDekker et al., 2020; Kloc et al., 2019)。因此，如何終止M1型巨噬細胞

持續的過度活化，以及阻斷受被維持在 M1 型巨噬細胞狀態下所引發的不間斷發

炎反應，便是幫助慢性傷口回到正常癒合速度軌道的關鍵(Kotwal & Chien, 2017)。

過去針對慢性傷口的治療方式包含傷口敷料、負壓傷口治療、高壓氧甚至是藉由生

長因子等生物性治療方式，鑑於考量各類方式對經濟、病患照護以及便利性的影響
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(Frykberg & Banks, 2015)，新型材料與分子創新應用對傷口癒合的效用仍是充滿開

創可能性的潛能領域(Han & Ceilley, 2017)。 
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第二章、文獻回顧	

2-1. 皮膚構造 

皮膚，覆蓋在生物體外部表面，是承受環境中機械作用力及外部壓力、外在病

原體與化學物質侵入的第一道防線(Medzhitov, 2001)。除此之外，作為生物體最大

器官，皮膚負責調節生物體表面水分的散失、維持身體的恆定溫度。皮膚由豐富多

元的細胞群構成，對身體免疫反應也有所貢獻。皮膚構造從外（上）至內（下），

依序分為：表皮（epidermis）、真皮（dermis）和皮下組織（hypodermis）三個主要

層次(Gharbia et al., 2023)，此三層構造主司不同功能，共同協同皮膚自我修復、恆

定維持與免疫調節的網絡(Narauskaite et al., 2021)。 

2-1-1. 表皮層（Epidermal） 

皮膚表皮層中為數最多的細胞類型是角質細胞（keratinocyte）(Medzhitov, 2001)，

總共佔表皮層細胞 95%，在傷口癒合的過程中，角質細胞受到白血球介素

（interleukin-1, 以下簡稱 IL-1）、腫瘤壞死因子-α（tumor necrosis factor-α, 以下簡

稱 TNF-α）的刺激增生與遷移，同時以自泌（autocrine）與旁泌（paracrine）的方

式釋放訊號，自我活化更多角質細胞跟其他傷口癒合相關細胞。當表皮層感知到有

受損或面臨外來菌時，角質細胞也可以分泌發炎相關細胞激素（cytokine）、趨化因

子（chemokine）、細胞外囊泡（extracellular vesicle），或以抗原呈現（antigen presen-

tation）的方式協助免疫細胞辨認病原菌以招募白血球（leukocyte），防止皮膚傷口

近一步感染(Chambers & Vukmanovic-Stejic, 2020)。 

2-1-2. 真皮層（Dermal） 

皮膚真皮層（dermal）位於表皮與皮下組織中間，由乳突層（stratum papilla）

和網狀層（stratum reticular）兩層結締組織組成。乳突層由疏鬆結締組織 （loose 

connective tissue）組成，位於真皮層的較外（上）層；網狀層則在乳突層之下，位
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於真皮層較深層（下），由緻密結締組織（dense connective tissue）與膠原纖維束

（collagen Bundle）組成。汗腺（sweat glands）、毛囊（hair follicle）、毛髮（hair）、

血管（blood vessels）和感覺神經元（sensory neurons）…等構造都位於網狀層中。

真皮層中最主要分佈細胞類型為纖維母細胞（fibroblast），纖維母細胞可以釋出與

血管新生（angiogenesis）、組織重建（tissue remodeling）相關的生長因子（growth 

factors）幫助傷口癒合，同樣的，中性球、淋巴細胞與發炎反應相關的細胞在發炎

反應下也透過真皮層的血管網絡到達傷口處執行免疫反應，幫助傷口癒合(Gharbia 

et al., 2023)。 

2-1-3. 皮下組織（Hypodermis） 

皮下組織是皮膚三層中最深層（下）的層次，為疏鬆結締組織的構造，皮下組

織中有大量脂肪細胞與間質幹細胞（mesenchymal stem cells）、血管、淋巴管、毛

囊、毛髮與感覺神經元的附屬物 (Landen et al., 2016)，又被稱作皮下筋膜

（subcutaneous fascia），提供生命體熱量儲存、體溫恆定與緩衝臟器物理性衝擊力

的功能。 

2-2. 皮膚傷口癒合的過程 

皮膚傷口癒合是皮膚組織受損後，所引起的一系列聯級反應。在皮膚受損後，

皮膚透過一系列的活動幫助傷口修復，其中步驟若被阻礙，延宕的傷口癒合則稱作

慢性傷口(Guo & Dipietro, 2010)。一般正常傷口癒合的過程分作止血期（hemostasis）、

發炎期（inflammation）、增生期（proliferation）與重建期（remodeling），這四個相

連卻重疊的時期對於傷口的作用各不相同。 

2-2-1. 止血期 ( Hemostasis ) 

作為傷口癒合的第一時期，止血期發生於皮膚受損初期的 5至 10分鐘，持續

至受傷後 48小時(Gurtner et al., 2008)。當皮膚受傷後，損傷處立刻啟動凝血聯級
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反應（clotting cascade），以形成了纖維蛋白凝塊抑制出血。止血期時血管因為破損

暴露血管壁內皮的膠原物( collagen )在外，此膠原物會剌激血小板改變其型態與機

能 （transformation），吸引血液中的血小板黏著於內皮構造，並變得寬大、伸出偽

足，與其他血小板接觸聚集（aggregation）、活化 ( activation )，釋出血漿纖維蛋白

原（fibrinogen） 、水解纖維連結蛋白（fibronectin）、血小板反應素（thrombospondin）

等凝血相關的因子，幫助一連串的凝血反應。 

2-2-2. 發炎期 （Inflammatory phase） 

傷口處的發炎反應 ( inflammatory responses ) 在受傷後幾小時內經由受傷的

組織和外來物感染的刺激而產生，可以持續至傷口產生後約莫 3 天(Landen et al., 

2016; Reinke & Sorg, 2012)。當皮膚受傷時，血管內皮細胞受組織胺（histamine）

刺激收縮導致細胞間隙增加增加血管通透性，一旦免疫細胞從血液循環進入傷口，

便代表著發炎階段的開始。發炎反應時多形核中性粒細胞（polymorphonuclear neu-

trophils）最先聚集至傷口處，在發炎處產生高水平的活性氧化物（ROS）、蛋白酶 

（protease）細胞因子和促發炎細胞因子（pro-inflammatory cytokine），以清潔傷口

處與進行細胞凋亡(Frykberg & Banks, 2015; Lood et al., 2016)。緊接著，單核細胞

（monocytes）抵達傷口處分化為巨噬細胞（macrophage）(Sindrilaru & Scharffetter-

Kochanek, 2013)，負責吞噬細菌與傷口碎片，約在第三天左右，大量促發炎型巨噬

細胞 （M1 macrophages）浸潤至受損傷口的邊綠，以清除細菌與死亡的細胞。一

般而言，急性傷口（acute wound）大部分的巨噬細胞在此時，開始由促發炎型轉變

為抗發炎型巨噬細胞（M2 macrophages）；同時隨著傷口逐漸痊癒，局部巨噬細胞

群體的特性也會轉變為抗發炎型巨噬細胞（M2 macrophages）。最終，纖維母細胞

（fibroblasts）、角質細胞（keratinocytes）與內皮細胞（endothelial cell）逐步遷移至

表皮、真皮與血管處增生，幫助傷口癒合與疤形成。相反的，因壓力性潰瘍（pressure 

ulcer）、糖尿病潰傷（diabetic ulcer）與靜脈潰傷（venous leg ulcer）…等所造成的
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未癒合慢性傷口（chronic wound）(Frykberg & Banks, 2015)，癒合過程中局部性的

巨噬細胞持續保持促發炎的特性，無法順利轉變為抗發炎型，導致傷口滯留在發炎

階段，影響癒合。 

2-2-3. 增生期（Proliferative phase） 

傷口增生期（proliferative phase）約莫發生在傷口形成後的 3至 10天(Reinke 

& Sorg, 2012)，巨噬細胞透過分泌生長因子（growth factors）、趨化因子（chemokine）

與細胞激素（cytokine）幫助細胞移動進入傷口增生期，爰此，巨噬細胞被視作影

響傷口增生的關鍵分子。增生期時，傷口周圍的角質細胞移動至傷口處覆蓋；基底

層中的角質細胞則與毛囊、汗腺旁常駐的上皮幹細胞一同增生，這樣皮膚細胞製造

新屏障與移動的舉措，則稱作再上皮化（re-epithelialization）。再上皮化的發生可以

經由巨噬細胞分泌的一氧化氮、細胞激素或與傷口相關細胞所分泌的生長因子誘

發產生(Barrientos et al., 2008)，除了再上皮化以外，傷口的癒合還要經過肉芽組織

產生，肉芽組織是由纖維母細胞、顆粒性白血球、巨噬細胞、血管與膠原蛋白束…

等多樣類型細胞組織所組成。增生期時，肉芽組織會暫時性覆蓋傷口處並代替其部

分功能，待肉芽組織形成後，纖維母細胞持續增生並分泌蛋白酶（protease）降解

此暫時性的基質構造以便供細胞外基質相關物質代為填補在傷口處 (Guo & 

Dipietro, 2010)。 

2-2-4. 重建期（Remodeling phase） 

皮膚在傷口癒合的重建期（remodeling phase）是傷口癒合過程中的最後一階

段，通常發生在傷口癒合的第 3週到 12週。這個階段著重於組織的再塑造和結締

組織的重建，包含膠原蛋白重新排列與血管再結構的過程以恢復傷口的強度和功

能。在重建期，膠原蛋白從原先無序填補傷口的方式重新以平行的纖維束的方式排

列，使傷口組織更加有結構性且耐磨損；新生血管則是以逆向重塑，與進一步的擴

張進行再結構化，提供充足的血液供應和氧氣，促進組織再生和疤痕形成的減少。
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重塑期的最後，纖維組織收縮減少傷口的面積，部分細胞會進行自我調節性凋亡與

血管縮減保持組織平衡和潔淨，避免不必要的過度增生期。重建期的傷口，皮膚機

能會不斷增強，組織結構和功能也會逐漸趨近正常皮膚的狀態(Guo & Dipietro, 

2010)。 

2-3. 傷口癒合相關分子 

2-3-1. 巨噬細胞 

巨噬細胞（macrophages）起源於骨髓單核球的分化，是適應性免疫中抗原呈

現細胞一種，透過吞噬作用與分泌促發炎反應物質清除外來病原菌(Krzyszczyk et 

al., 2018; Russell et al., 2019)。在皮膚受損後，發炎反應增加了血管通透性使血液循

環中的單核球細胞滲出至傷口區域分化為巨噬細胞，巨噬細胞根據微環境中的細

胞激素、氧化物、脂類和生長因子等信號刺激下極化為不同的活化型態(Krzyszczyk 

et al., 2018)，包含典型活化巨噬細胞（classically activated macrophage, 以下簡稱M1

巨噬細胞）和另類活化巨噬細胞（alternatively activated macrophage, 以下簡稱M2

巨噬細胞），巨噬細胞在 M1與 M2之間的轉換隨著傷口癒合的不同階段改變(Guo 

& Dipietro, 2010)。在發炎期下，巨噬細胞受刺激活化為表面有 CD86、CD80、MHC-

II、iNOS和 TLR-2…等特定表面蛋白質為標記的 M1巨噬細胞，藉由分泌 TNF-α, 

IL-1β, IL-6…等促發炎因子，M1 巨噬細胞保持了傷口在發炎狀態，同時又透過其

所分泌的 TNF-α 與 IL-1β，再招募更多循環中的單核球細胞匯聚至傷口處轉變為

M1 巨噬細胞，而原先的 M1 巨噬細胞也因自泌作用，維持自身處於促發炎型態

(denDekker et al., 2020)。在M1巨噬細胞不斷被招募並自我刺激維持在促發炎型，

抑制轉變為抗炎性的 M2 巨噬細胞的作用下，形成了一個造成發炎持續的正回饋

(Schilrreff & Alexiev, 2022)，阻礙影響傷口正常癒合。與M1巨噬細胞促發炎的主

要作用相反，M2 巨噬细胞受抗發炎因子刺激誘導，細胞表現的生物標記物則為

CD163、CD206、Ym1/2與 FIZZ1…等特定蛋白質。M2巨噬细胞可以抑制免疫功
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能的過度活化、促進血管生成和膠原蛋白排列累積，分泌生長因子調節傷口處的微

環境(Kotwal & Chien, 2017; Yao et al., 2019; Yunna et al., 2020)，並促進細胞增生和

修復肉芽組織，進而協助傷口的再上皮化(Schilrreff & Alexiev, 2022; Tracy et al., 

2016)，在急性傷口中，隨著組織開始修復，巨噬細胞群開始轉變為抗發炎的M2巨

噬細胞群，故能協助傷口癒合。M1/M2 巨噬细胞的極化是一動態過程，當巨噬細

胞從 M1 往 M2 的極化過程受阻，促發炎的巨噬細胞持續存在將導致傷口無法癒

合，即與慢性傷口的形成高度相關(Klar et al., 2018; Kuninaka et al., 2022)。 

2-3-2. 腫瘤壞死因子-alpha 

腫瘤壞死因子-alpha （tumor necrosis factor-alpha, 以下簡稱 TNF-α）是一多效

性促發炎細胞因子，受到細菌、免疫複合物、病毒、補體因子、細胞因子、輻射、

缺氧等多種刺激調控，TNF-α 由多種類型細胞以及被活化的巨噬細胞分泌(Szondy 

& Pallai, 2017)，存在跨膜型 TNF-α（transmembrane TNF-α, 簡稱 tmTNF-α），與經

過 TNF-α轉化酶 （TNF-α-converting enzyme, TACE）處理後，釋出的水溶型 TNF-

α（soluble TNF-α,以下簡稱 sTNF-α）兩種類型(Benoot et al., 2021)。TNF-α透過 Type-

1-receptors （以下簡稱 TNFR1）與 Type-2-receptors（以下簡稱 TNFR2）進行信號

傳導(Weinelt et al., 2021)， TNFR1在所有組織細胞中表現，是 TNF-α首要的接受

器，可以和 tmTNF-α或 sTNF-α結合，與 TNFR1的結合後，活化 IIa, IIb, IIc等不

同生物途徑複合物，引起 TNF-α 表現細胞毒性、啟動程序性死亡、發炎反應、組

織降解等表現；另一個接受器 TNFR2 則表達於免疫細胞上，主要與 tmTNF-α 結

合，結合後活化複合物 I（complex I），引起宿主防禦與發炎反應，也與組織修復、

細胞存活有關(Bradley et al., 2020)。TNF-α除了以跨膜受體進行信號傳遞，tmTNF-

α 本身也可以作為配體，將信號反向傳遞給表現 tmTNF-α 的目標細胞以調節細胞

增殖、存活、分化和凋亡。TNF-α的信號傳遞異常已經與風濕性關節炎、動脈粥樣

硬化、牛皮癬、多種炎症相關性疾病以及敗血症、糖尿病跟肥胖症的發病機制有關
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(Horiuchi et al., 2010)。針對傷口癒合研究中，在慢性傷口滲出液內所測定到的 TNF-

α顯著上升(Mooney et al., 1990)，甚至高於一般急性傷口值的一百倍，相同趨勢也

出現在糖尿病慢性傷口中的 TNF-α表現上，顯著高於正常血糖下傷口的 TNF-α濃

度，另外，在慢性傷口中，給予 TNF-α的阻抗劑後，再偵測到M1巨噬細胞減少，

皮膚傷口出現再上皮化程度增加，顯示降低 TNF-α 後可以減緩 M1 巨噬細胞對傷

口的負向影響(Ashcroft et al., 2012; Jang et al., 2021; Krzyszczyk et al., 2018)。 

2-3-3. 白血球介素-1 

白血球介素-1（interleukin-1，以下簡稱 IL-1）包含 IL-1α與 IL-1β兩種相關蛋

白，兩者共享相同的受體 IL-1R，與受體的結合後產生結構性的改變，從而引發下

游的發炎反應(Dinarello, 2018)。IL-1β可以由中性粒細胞、巨噬細胞、成纖維母細

胞和角質形成細胞等細胞產生，在發炎過程中，IL-1β觸發巨噬細胞的活化，抑制

血管生成，延宕傷口癒合，為促發炎因子。IL-1α與 IL-1β兩者皆會引起發炎反應，

性質卻不盡相同。IL-1α 可以引發急性發炎，但也在避免過度發炎下，IL-1α 會進

入細胞核內，中和發炎相關的細胞因子轉錄，因此 IL-1α具有促發炎、抗發炎的雙

重性質；相反地，後者 IL-1β被認為僅會促進發炎反應。在發炎反應發生時，IL-1β

進一步誘導 TNF-α、IL-6等發炎相關因子分泌，吸引更多巨噬細胞聚集至傷口處，

累積的發炎因子維持巨噬細胞在M1促發炎型，造成發炎反應持續進行。先前研究

中，發現在擦傷、燙傷、凍傷與氧化壓力造成的傷害下，巨噬細胞更傾向釋出 IL-

1β的前驅態 Pro-IL-1β至細胞質中(Verma et al., 2012)，Pro-IL-1β本身不具有生物

活性，卻隨著釋出 pro-IL-1β累積過多，組織被觀察伴隨損傷、細胞壞死的情況發

生，且細胞質中的 pro-IL-1β 又再進一步被浸潤的嗜中性球切割為活化態 IL-1β，

引起局部發炎反應(Lopez-Castejon & Brough, 2011)。在急性損傷與慢性發炎中，IL-

1β 隨發炎刺激訊號強度增強而增加，誘導更多趨化因子的分泌，吸引發炎相關細

胞聚集加劇發炎反應。在糖尿病慢性傷口中，傷口的 IL-1β、TNF-α與正常傷口組
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織相比顯著增加(Mirza et al., 2013)，TNF-α可誘發 IL-1β的分泌，因此在兩者的協

同下，導致發炎循環持續發生(Lopez-Castejon & Brough, 2011)，同時高表現量 IL-

1β本身觸發了 MMPs 的分泌並抑制 TIMPs 蛋白的表達(Dai et al., 2021)，被維持

在 M1 型的巨噬細胞被活化後又繼續分泌 MMPs、向下調節 TIMPs 的表現量，因

此在糖尿病傷口中，高表達量的的 IL-1β 與 TNF-α 維持促發炎狀態的巨噬細胞以

及發炎反應的持續發生，並同時調節 MMPs與 TIMPs的表現，促進 ECM降解、

干擾皮膚建構過程導致傷口癒合受損、延緩了傷口癒合(Dai et al., 2021)。 

2-3-4. 細胞基質第九金屬蛋白酶 

細胞基質金屬蛋白酶（matrix metalloproteinase，以下簡稱MMPs），是鋅離子

（Zn2+）依賴型金屬蛋白酶，可分解細胞外基質（extracellular matrix, 以下簡稱

ECM）。依據 MMPs 的蛋白質結構可將 MMPs 至少分為基酶（matrilysin）、膠原

蛋白酶（collagenase）、明膠酶（gelatinase）、基質酶（stromelysin）與跨膜型 MMP

（transmembrane type-MMP）五類(Caley et al., 2015)。MMPs參與降解細胞外基質

的過程，能水解的蛋白質類型包含不同類膠原蛋白、軟骨特異性蛋白、聚醣核心蛋

白、彈性蛋白與原纖維蛋白…等其他細胞外基質相關結構蛋白。皮膚傷口癒合過程

中，MMPs藉由分解一部分的細胞外基質，形成供角質細胞與纖維母細胞遷移至傷

口處的通道幫助傷口癒合，因此MMPs 不僅執行破壞組織結構的功能，同時也扮

演著組織結構重組跟修補的重要角色。其中的細胞基質第九金屬蛋白酶（matrix 

metalloproteinase-9，以下簡稱MMP-9），屬於MMPs中的明膠酶，MMP-9可以分

解膠原蛋白，具有高度誘導性表現的特性，受細胞激素、生長因子、 趨化因子，

與 TNF-α、IL-1α、IL-1β…等多種發炎因子誘導(Mirastschijski et al., 2019)，皮膚中

的MMP-9的分泌細胞包含角質細胞、纖維母細胞、巨噬細胞、內皮細胞、嗜酸性

球與肥大細胞。MMP-9在急性傷口受傷後短期內增加，並在傷口癒合過程中受其

所對應的內源性組織金屬蛋白酶抑制因子（tissue inhibitor of metalloproteinase, 以
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下簡稱 TIMPs）抑制調節，而恢復回正常濃度(Reiss et al., 2010)；因此，若調節過

程出現異常，MMP-9的過度表現將使細胞外基質蛋白質、非細胞外基質相關蛋白

與促進傷口癒合蛋白分子被過度降解，影響組織正常結構(Reiss et al., 2010)，MMP-

9與 TIMP-1間的調控失衡為慢性傷口癒合肇因之一(Dari et al., 2023; Krishnaswamy 

et al., 2017)。幾項研究表明，MMPs是影響糖尿病足潰瘍傷口癒合潛在預測標誌物

(Lobmann et al., 2002)，與非糖尿病傷口相比，MMP-2和MMP-9蛋白在糖尿病傷

口樣本中的表達量顯著升高，而 TIMP-1和 TIMP-2在糖尿病傷口組織中的表達水

平顯著降低。綜上所述，癒合不佳的傷口中，MMPs蛋白的表現量增加，而其抑制

物 TIMPs蛋白表達則是表現量減少。 

2-3-5. 內源性組織金屬蛋白酶抑制因子 

內源性組織金屬蛋白酶組織抑制因子（tissue inhibitor of metalloproteinase, 以

下簡稱 TIMPs）是 MMPs內源性的調控蛋白，TIMPs有 TIMP-1,-2,-3,-4共四種，

不同類型的 TIMPs能與其對應的 MMPs以 1:1的比例結合，形成不可逆的抑制性

複合物，以控制MMPs的活性。除了作為MMPs的抑制劑外，TIMPs也能調節細

胞遷移，確保細胞的分佈適當去穩定組織維持正常結構以利組織修復與傷口癒合。

TIMPs中的 TIMP-1可以抑制MMP-9的活性，過去研究曾將兩者量化的數值相除，

所得到	MMP9 TIMP1⁄ 比值作於評估基質金屬蛋白酶活性和其抑制之間平衡的指標

(Luanraksa et al., 2018; Pietrzak et al., 2023)。當在較高的MMP-9 / TIMP-1比值下，

通常表示基質降解活性優於抑制的環境，為促進 ECM降解的情況，可能與組織過

度降解、發炎和部分疾病相關；相反的，相對較低的MMP-9 / TIMP-1比值則指示

環境受更強的抑制效應影響，可能在傷口進入重塑階段有關。除此之外，先前針對

糖尿病傷口癒合的研究也得出完全癒合的傷口中	MMP9 TIMP1⁄ 低於未癒合傷口的

數值，得出MMP-9與 TIMP-1的比率與傷口癒合率呈現負相關，MMP-9 / TIMP-1

比率數值可以作為糖尿病足潰瘍傷口癒合的預測因子(Brew & Nagase, 2010)。 
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2-3-6. 傷口癒合不佳分子機制 

在傷口癒合的早期，促發炎型 M1 型巨噬細胞被活化，大量分泌促發炎因子

TNF-α、IL-1β…等，引發發炎反應，並吸引更多免疫細胞到達傷口，以清除傷口處

的細菌與壞死組織，預防傷口進一步感染(Kloc et al., 2019)。適當的發炎反應同時

也可以誘導巨噬細胞活化為抗發炎型M2巨噬細胞，M2巨噬細胞除了分泌抗發炎

反應因子抑制發炎反應外，同時還能分泌細胞外基質蛋白與生長因子，加速表皮細

胞上皮化，促進傷口癒合。傷口癒合在正常情況下，隨著癒合的進行，M1巨噬細

胞逐漸被M2型巨噬細胞有序地取代，確保傷口由發炎期進入增生期。在發炎條件

下，TNF-α和 IL-1β刺激導M1巨噬细胞釋放MMP-9，M1巨噬細胞再以自泌作用

分泌並接受 TNF-α 自我刺激，吸引更多免疫細胞浸潤導致持續性發炎，釋放的

MMP-9 過度降解 ECM 降解、干擾膠原蛋白累積，在臨床上，許多慢性傷口都觀

察到MMP-9過度表現。M1型巨噬細胞持續活化，導致 TNF-α、IL-1β表現量持續

不下，更造成其下游分子MMP-9過度分解促進癒合相關蛋白，使膠原蛋白無法排

列累積而阻礙傷口癒合。因此，受M1巨噬細胞的狀態延長，或數量增加而造成的

過度發炎反應，是傷口癒合不佳的重要機制之一(Hesketh et al., 2017; Kuninaka et al., 

2022)。 

2-4. 糖尿病與傷口癒合 

2-4-1. 糖尿病 

糖尿病是代謝症候群中一類慢性疾病，源於胰島素分泌不足或胰島素阻抗，致

使細胞無法利用葡萄糖，而造成血液中葡萄糖含量累積增加。糖尿病是一種慢性代

謝疾病，主要特徵是血糖水平過高。糖尿病的共同症状有多尿、口渴、饑餓感增加、

體重減輕、疲勞、視力模糊和傷口癒合緩慢。長期未能控制好血糖會導致心血管疾

病、腎病、視網膜病變、神經病變及皮膚問題等併發症。 
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2-4-2. 糖尿病傷口癒合不良 

糖尿病與傷口癒合不佳之間的關聯已被許多研究確認(Xu et al., 2012)，糖尿病

者血管壁長期浸潤在高血糖的環境中，而被不斷誘發發炎，因發炎而聚集的血小板

累積導致血管壁增厚、硬化，引起周邊血管硬化或阻塞，限制了血液循環，而持續

缺乏血液循環輸送免疫細胞、氧氣與營養物質的狀態下，造成傷口局部性氧化壓力

升高，使癒合相關的免疫細胞、氧氣…等參與傷口癒合過程的物質無法到達受傷處，

塑造了缺乏細胞清除病原菌與細胞代謝廢物累積的環境，同時多核白血球因長期

高血糖導致吞噬作用功能異常，無法順利清除病原菌，造成免疫功能下降(Hesketh 

et al., 2017; Kotwal & Chien, 2017)。高糖與高脂環境同時使電子傳遞鏈中電子給體

產生過量超氧化物，導致能量代謝底物增加、糖基化終末產物（AGEs）的生成，

AGEs在傷口增生期時，除了抑制成纖維母細胞的增生與遷移，誘導細胞凋亡外，

也會抑制其他角質細胞、內皮細胞等與傷口癒合相關細胞的遷移，使癒合過程中正

常發生的纖維化過程難以進行。此外，活性氧化物（reactive oxygen species, ROS）

也是糖尿病傷口癒合不佳另一原因。ROS，活性氧化物或稱自由基，包括含氧自由

基、氧離子、過氧化物…等，存在未配對的自由電子而極具活性，在有氧代謝或發

炎反應中產生，同時也作為訊息傳遞分子誘發細胞凋亡或分化發生，與老化的過程

相關。在 ROS 缺乏清除的過度累積下，對於蛋白質、脂質、核苷酸結構都有負面

影響。糖尿病患者體內因糖類代謝異常 ROS 的生成增加，造成氧化壓力升高

(Giacco & Brownlee, 2010; Volpe et al., 2018)，因此對包含角質細胞、纖維母細胞等

傷口癒合相關的細胞和組織造成損害，導致肉芽組織生長受阻(Guo & Dipietro, 

2010)， ROS除了累積造成氧化壓力使傷口癒合滯留在發炎期，妨礙了新生組織的

形成外，ROS 也會降低皮膚微生物群的多樣性，導致生物膜形成，生物膜能夠保

護細菌免抗微生物素和免疫系統攻擊，從而增加細菌在傷口內的生存時間和增加

速度，也是延宕傷口癒合的原因之一。 



 

 

14 

2-4-3. 糖尿病傷口癒合分子機制變化 

糖尿病患者的傷口癒合過程中，高血糖下累積的 ROS 使膠原蛋白、彈性蛋白

和纖連蛋白糖基化，對MMPs的抗性增加，影響傷口重建過程中必要的 ECM降解

過程，導致重建障礙；糖化最終產物 AGEs 也造成巨噬細胞吞噬能力異常(Giacco 

& Brownlee, 2010)，在糖尿病與其相關的心血管病發症研究中指出，巨噬細胞因高

血糖環境刺激導致功能異常，而過度活化促進發炎型M1 型巨噬細胞(Hesketh et al., 

2017)，持續釋放 TNF-α與 IL-1β，導致傷口持續處於發炎期(denDekker et al., 2020; 

Spranger et al., 2003)，當 TNF-α通過 TNFR1受體和 TRAF2的訊息傳遞後，透過

原癌基因酪氨酸激酶（proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src, c-Src）活化MMP-

9 基因啟動子，引起下游 MMP-9 的表現量增加，過度分解 ECM 與癒合相關蛋白

干擾了傷口癒合(Zhang & Zhou, 2022) (Honma et al., 2020)。同時過多的 TNF-α也

讓發炎反應持續不下，傷口進入慢性發炎，阻礙了進入修復和重建階段，延長傷口

的癒合時間，最終導致傷口癒合不良和慢性潰瘍的形成(denDekker et al., 2020)。 

2-4-4. 常見促進糖尿病傷口癒合之方法 

糖尿病常見傷口癒合的方式包括抗生素治療、敷料、清創術、雷射治療、生物

支架、特定生長因子的局部給藥、皮膚／皮瓣移植、基因治療和負壓吸引。其中，

抗生素避免細菌感染所引起加劇的發炎反應；敷料則分作吸收性敷料、水凝膠敷料，

可以保持傷口的清潔和濕潤，促進肉芽組織形成和傷口底部的癒合；負壓治療則是

透過促進血流、減少水腫的模式支持傷口的癒合，但較適合於開放性傷口、皮膚移

植或壓力損傷，而生物性治療常透過表皮生長因子、角質形成細胞生長因子等外源

性生長因子促進傷口癒合(Qin et al., 2023)。儘管治療方式多元，但專業傷口護理產

品和持續的醫療護理成本高昂，患者仍受一定的經濟壓力，且治療時間長，仰賴患

者的依從性、護理知識和治療習慣的固定，顯示了糖尿病傷口癒合治療的複雜性和

挑戰性，因此持續開發更易變操作的治療產品或方法的重要性不容小覷。 
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2-5. 負離子 

2-5-1. 負離子產生來源 

空氣離子是存在於大氣中的帶電分子或原子，而負離子（Negative Air Ions, 以

下簡稱 NAIs）是指由獲得電子整體電荷為負的分子(Jiang et al., 2018)，自然條件下

大氣中的 NAIs主要來源有三(Kanda et al., 2023)： 

1. 電子因宇宙射線、紫外線、微量元素輻射、高壓電場、閃電和水分子碰撞的作

用，因而被離子化，並逸出成為帶有負電荷的自由電子，再由空氣分子、氣溶

膠和細微粒子捕獲並帶上負電荷。 

2. 在自然環境瀑布、海浪和雨雲下，形成帶有負電荷的水霧，被空氣流帶走。 

植物通過尖端放電和光合作用釋放自由電子(Xiao et al., 2023)，或透過最常見

的電晕放電法，在地面與放電電極之間施加適當高電壓以離子化空氣，產生與應用

電壓極性相同的離子電場與分子進行作用。人工離子化空氣通常用於減少室內空

氣中的顆粒物濃度。報告指出，負離子可以減少室內空氣中的氣溶膠顆粒、空氣中

懸浮微生物、異味和揮發性有機化合物，空氣中的塵埃、花粉、霧霾顆粒及其他懸

浮微粒多帶正電荷的顆粒，因此在與負離子相遇後會形成較大的顆粒，因質量增加

而下沉到地面或其他表面，從而被移除出呼吸空氣中，達到淨化效果，同時因負離

子的強還原性，所帶的高能量電子可以在細菌或病毒的細胞膜或細胞壁上引起氧

化反應，氧化脂質、蛋白質和其他生物分子，造成細胞壁的損傷，進而影響細菌的

生理功能導致死亡達到抑菌、抗菌的效果。(Adjimani & Asare, 2015) 

2-5-2. 負離子與健康 

早期研究結果顯示，空氣中正負離子對於皮膚的影響效果各不相同，在皮膚傷

害中，NAIs可以加快傷口癒合的速度；相反的，正離子（positive air ions）卻延緩

傷口的癒合(Narauskaite et al., 2021)。對於 NAIs減緩傷口傷害的作用機制被認為是
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NAIs具有抗發炎抗氧化力，降低細胞中促發炎細胞激素 mRNA表現量與降低細胞

內 ROS的產生(Chambers & Vukmanovic-Stejic, 2020)，以延緩傷害所引發的發炎反

應、氧化壓力以及預防可能更嚴重的發炎與傷害，與皮膚相關疾病(Xu et al., 2015)。

負離子治療促進傷口癒合的可能機制包括促進血液循環、減少氧化壓力、促進膠原

蛋白合成以及調節免疫反應(Jiang et al., 2018)，同時透過增加血液中的氧氣含量，

改善微循環，從而加速新陳代謝和組織再生(Della Vecchia et al., 2021)。 

2-6. 後生元 

2-6-1. 後生元產生來源 

後生元（postbiotics）根據 Tsilingiri et al等人的定義(Zolkiewicz et al., 2020)，

後生元包括微生物釋放、經過代謝活動所產生對宿主有益的功能性生物活性化合

物，也被稱為「非活性益生菌」或「失活益生菌」。後生元的來源多樣，包含益生

菌代謝產物、短鏈脂肪酸（SCFA）、細胞壁片段、功能蛋白、細胞外多醣（EPS）、

細胞裂解物、有機酸、抗氧化物質、肽聚醣衍生物…等(Jamaran et al., 2021)。 

2-6-2. 後生元與健康 

研究表明，口服益生菌在管理糖尿病、呼吸道感染、胃腸道問題、泌尿生殖系

統感染與皮膚炎症和慢性傷口方面具有顯著效果(Demers et al., 2014; Peral et al., 

2010)，同時也有其他研究報告指出，益生菌含有與人體組織中細胞外基質蛋白類

似的生物活性肽，這些 ECM仿生肽可以促進細胞粘附、增殖和遷移增加 ECM合

成和刺激再上皮化來促進傷口癒(Knackstedt et al., 2020)。後生元作為益生菌的有益

代謝物，可以協同相關細胞透過釋放 mRNA 調節免疫功能，向下調節發炎因子

TNF-α 與 IL-6 的表現量，甚至提高抗發炎因子 IL-10 的表現。同時後生元透過調

節菌叢的組成，影響著免疫屏障的完整性和腸道健康，並有抗發炎、抗氧化、抗高

血壓、降血脂和抗癌…等功能(Nataraj et al., 2020)，對於傷口癒合上，後生元阻止
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生物膜（biofilm）生成以促進傷口癒合(Homayouni-Rad et al., 2016; Wang et al., 2024)。

儘管後生元對微生物群落的影響非永久性，但其中的乳酸與乳酸菌素具有直接的

抗微生物作用，因此後生元以其抗菌特性可以幫助避免因為感染更加重傷口處的

發炎反應(Hacini-Rachinel et al., 2009; Ong et al., 2020)。最後，後生元藉由促進纖維

母細胞的增殖和遷移，有益於膠原蛋白和細胞外基質的生成(Ma et al., 2023)。 

2-7. 研究目的 

 本研究旨在研究糖尿病下傷口癒合不全的影響，透過負離子或後生元輔

助對M1巨噬細胞功能的免疫調節作用，改善傷口癒合不佳的成效。負離子與後生

元都是方便取得的素材，兩者對人體的正向影響已被研究，甚至相關應用產品不斷

推陳出新，卻鮮少將負離子與後生元應用於傷口癒合上。上述指涉之負離子，所指

空氣中整體電荷為負的分子，對人體呼吸道、空氣品質有益的特性已被廣泛研究；

後生元，廣義定義為對宿主有益的功能性生物活性化合物，在近幾年逐漸受到矚目，

相較於傳統益生菌，後生元並非活生物體，具有在生物體中穩定性更高的優勢，其

對於免疫、消化系統的正向影響不容置喙，是故，本研究特此建立糖尿病模式以模

擬高血糖下的傷口癒合問題，探討負離子以及後生元對 M1 巨噬細胞所形成的發

炎正循環之效應，開發兩者對傷口癒合改善治療模式的成效，潛能評估與幫助建立

糖尿病傷口癒合不佳的另類治療可能。 
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第三章、研究材料與方法	

3-1. 實驗動物 

本次研究中的實驗大鼠購買自樂斯科生物科技股份有限公司（BioLASCO Tai-

wan CO.,Ltd），為週齡 8週的雄性Wistar大鼠，其平均體重在 300-400克之間。 

實驗大鼠飼養於溫度維持 25±2°C之恆溫環境中，給予自每日上午七點至下午

六點的光週期照明。研究過程與實驗動物的照顧均遵守了中華民國國家科學委員

會於 1997年頒布的相關規範（National Science Council 1997）；所有執行的手術與

實驗程序均經過國立台灣師範大學實驗動物照護及使用委員會(Institutional Animal 

Care and Use Committee of National Taiwan Normal University, NTNU IACUC )的核

准，並遵循中華民國國家科學委員會(National Science Council of Republic of China)

的規範，盡量減輕實驗動物的痛苦和犧牲量。 

 本研究會進行給予負離子治療與給與後生元產物兩種療法獨立之動物實

驗（圖 2）。 

給予負離子治療的組別主要分為四組，空氣負離子是以歐立得生態負離子機

產生提供 (A-168 OLiDE 歐立得科技有限公司，板橋區，新北市，台灣)，組別分

別為： 

（1）Control組, Con組：對照傷口組，正常值老鼠僅在背部製造全皮層傷口。 

（2）Diabetic mellitus組, DM組：糖尿病傷口組，以 STZ誘發之糖尿病老鼠，

僅在背部製造全皮層傷口，不予以治療。 

（3） Negative air ions組, NAI組：負離子處理傷口組，血糖正常值老鼠在背

部製造全皮層傷口，傷口每日給予負離子吹送一小時。 

（4）Diabetic mellitus+ Negative air ions, DM+NAI組：負離子處理糖尿病傷口

組，以 STZ 誘發之糖尿病老鼠，在背部製造全皮層傷口，傷口每日給予負離子吹

送一小時。 
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給予傷口給予後生元（舒洙 LACTERA 水性創傷敷料，許可證字號衛部醫器

製壹字第 008620號）水性創傷敷料分為四組，LACTERA藥劑是由寶耕生技股份

有限公司(BAO GENG BIOTECHNOLOGY CO., LTD.) 提供，四組分別為: 

（1）Control組, Con組：對照傷口組，血糖正常值老鼠僅在背部製造全皮層

傷口，傷口每日塗抹食鹽水。 

（2）Diabetic mellitus組, DM組：糖尿病傷口組，以 STZ誘發之糖尿病老鼠，

在背部製造全皮層傷口，傷口每日塗抹食鹽水。 

（3）LACTERA組, LAC組：LACTERA處理傷口組，血糖正常值老鼠在背部

製造全皮層傷口，傷口每日予以舒洙 LACTERA水性創傷敷料一次。 

（4）Diabetic mellitus+ LACTERA, DM+LAC組：LACTERA處理糖尿病傷口

組，以 STZ 誘發之糖尿病老鼠，在背部製造全皮層傷口，傷口每日予以舒洙

LACTERA水性創傷敷料一次。 

3-2. 大鼠糖尿病模式建立 

將單次劑量（75 mg/kg）的鏈脲佐菌素（STZ；Sigma Aldrich，美國）溶於 0.1M

檸檬酸緩衝液（pH = 4）進行腹腔注射，誘發成年雄性Wistar大鼠（平均體重 300-

500 克）產生高血糖。在單次注射完後 7 天，大鼠禁食 8 小時後以優安進® 血糖

儀測量飯前血糖（Glucose A.C）數值，血糖濃度>300 mgdL-1者定義為糖尿病動物

(Cheng et al., 2018)。 

3-3. 背部全皮層傷口模式建立 

將實驗動物以純氧混合 2% isoflurane （Panion & BF Biotech Inc. Taoyuan, Tai-

wan）固定排氣流量 0.2 Liter minute-1，出氣壓力 2.5 bar麻醉後，將實驗動物背部

以碘酒消毒後剔除背部毛髮，以消毒後之手術剪在背部製造一 3公分乘以 3公分、

皮層厚度約落在 0.2-0.3mm之全皮層傷口，使用確認血糖水平高於 300 mg dL-1的
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糖尿病動物。在傷口製造後後第 0、3、7、10、14和 21天測量剩餘傷口大小，並

於第 21天時犧牲老鼠，收集傷口皮膚樣品和鄰近的正常皮膚組織，固定在 10％多

聚甲醛中進行組織學檢查或在液氮中速凍保存在-80°C中進行進一步分析。 

3-3-1. 傷口癒合大小測量 

以軟體 Image J（ImageJ 1.53a, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USAI）

偵測傷口大小，計算傷口面積百分比（Unclosed wound area percentage)，剩餘傷口

面積公式為：【未癒合傷口面積/原始開創面積（9cm2）】× 100%。 

具有突起不平厚痂、持續滲出組織液以及傷口裸露粉紅色濕潤皮膜，尚未長出

完整新生皮膚者皆視作未癒合之傷口。所有數值皆以平均值±標準偏差（standard 

deviation of the mean, SEM）表示，採用 image J，以 F檢定各組變異數是否相異後，

採單因子變異數分析（One-way ANOVA）分析剩餘傷口面積百分比各組之顯著性，

並以 P值, p<0.05為代表具有統計顯著性意義。 

3-4. 治療模式 

3-4-1負離子治療模式 

  空氣負離子是以歐立得生態負離子機產生提供（A-168 OLiDE 歐立得科技

有限公司，板橋區，新北市，台灣），將負離子架設在標準 45.5×23×20.5cm3 實驗

飼養籠上，並於每日以負離子吹送傷口一小時作為治療；對照組老鼠則養於另一室，

避免受空氣中負離子干擾。 

3-4-2 後生元治療模式 

後生元 LACTERA藥劑是由寶耕生技股份有限公司（BAO GENG BIOTECH-

NOLOGY CO., LTD.） 提供，成份為雙歧桿菌和乳酸桿菌厭氧共生醱酵分離萃取

乳酸菌生成物質，含有有機酸、胺基酸、短鏈脂肪酸、多醣體及生物類黃酮等成分

之金色醱酵精萃液體。每次按壓嘴頭固定噴出液體體積為 2.4mL，於每日對傷口按
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壓兩次，使 LACTERA液體充滿傷口作為治療；對照組則塗抹食鹽水於傷口。 

3-5. 生理參數測量 

3-5-1. 體重測量 

待實驗動物進行實驗操作後，在給予足夠飼料與飲水下的飼養條件下，於傷口

製造後的第 0, 3, 7, 11, 14及 21天測量大鼠之體重變化。 

3-5-2. 血糖測量 

 待實驗動物進行實驗操作後，於傷口製造後的第 0, 3, 7, 11,14及 21天時，

各天數前一日將大鼠禁食 8個小時後翌日測量其空腹血糖值（Glucose AC,mgdL-1），

正常血糖值約 50-135 mgdL-1，本次將空腹血糖大於 300 mgdL-1者定義為糖尿病大

鼠。 

3-6. 組織病理切片染色分析 

 實驗動物犧牲後，將取下的檢體以生理食鹽水潤洗三次，浸泡於 10%福

馬林中，將檢體包埋於石蠟中以獲得組織蠟塊，方便之後實驗切片染色使用。 

3-6-1. 蘇木精－伊紅染色( Hematoxylin & Eosin stain, H&E stain ) 

 蘇木精－伊紅染色，於染色前一天，將皮膚組織以每片 4µm的厚度規格

連續切片，貼附在玻片上，放入 37℃烘箱烘烤隔夜。染色日當天，為了脫去蠟質，

將玻片先以 65℃ 烘 15 分鐘，再將玻片依序浸泡二甲苯 7 分鐘，重複放入再浸泡

3分鐘，接著浸泡在無水酒精 5分鐘共兩次、95 % 酒精 5分鐘共兩次、75% 酒精

5分鐘一次以及 50% 酒精 5分鐘一次。藉由溶液不同濃度差進行脫水與復水，最

後，靜置在二次去離子水中 10分鐘。染色以蘇木精染劑浸泡已復水的玻片 1至 2

分鐘，再將多餘的染劑以自來水潤洗去除。最後以伊紅染劑中浸泡玻片 5至 10秒

染色。染色完成後，逆濃度改以 50% 酒精 5 分鐘一次、75% 酒精 5 分鐘一次、
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95% 酒精 5 分鐘、無水酒精 5 分鐘各共兩次、二甲苯 3 分鐘，重複放入再浸泡 7

分鐘共兩次的相反順序脫水。最終以蓋玻片封片，放置抽風櫥內晾乾數日。 

3-6-2. 馬森三色染色（Masson’s trichrome stain） 

 馬森三色染色於染色前一天，將皮膚組織以每片 4µm的厚度規格連續切

片，貼附在玻片上，放入 37℃ 烘箱烘烤隔夜。隔日染色時，將玻片先以 65℃ 烘

15分鐘後浸泡於二甲苯兩次，每次浸泡 10分鐘，以便脫去蠟質。接著，再依次浸

泡於 99% 乙醇兩次、95%、85% 以及 75 % 乙醇各一次，每一次浸泡時間皆為 2

分鐘，最後浸泡在二次去離子水中 5分鐘。將經過不同濃度溶液復水後的玻片，浸

泡在 56℃ 的 Bouin’s液體中固定 1小時，再以Weigert’s Hematoxylin染色 8分鐘，

讓染色劑均勻地著色組織。完成染色後，以自來水沖洗 10分鐘再以 Biebrich Scarlet-

Acid Fuchsin染色 10分鐘。染色完成，以 Phosphomolybdic acid-phosphotungstic acid

進行分色處理，Phosphomolybdic acid-phosphotungstic acid持續 10分鐘，使 Biebrich 

Scarlet-Acid Fuchsin從膠原蛋白中擴散出來，同時使肌肉呈現紅色。最後，用 Aniline 

Blue 染色 3 分鐘，讓染色劑能夠有效地著色。染色步驟完成後，使用 1% 醋酸進

行分色處理，持續 15秒，以調整染色的效果。最後，將玻片以風冷方式晾乾，以

二甲苯將切片膠封。在抽風櫥內靜置封片好的玻片，待日後觀察使用。 

3-6-3. 天狼星紅染色（Sirius red stain） 

天狼星紅染色，皮膚組織取下後以 10% 福馬林固定，皮膚組織以每片 6µm的

厚度規格連續切片，貼附在玻片上，放入 37℃ 烘箱烘烤隔夜，染色當日，先以 65℃ 

烘烤玻片 15分鐘脫去蠟質，再將玻片依序浸泡二甲苯 7分鐘，重複放入再浸泡 3

分鐘，接著浸泡在無水酒精 5分鐘共兩次、95% 酒精 5分鐘共兩次、75% 酒精 5

分鐘一次以及 50% 酒精 5分鐘一次。待玻片脫水後，以天狼星紅染色滴染一小時，

以 0.5% 之稀乙酸（acetic acid）快速沖洗玻片兩次後再以無水乙醇快速沖洗玻片，

將玻片以中性樹膠封片後風乾待日後觀察。 
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3-6-4. 羥脯胺酸呈色分析（Hydroxyproline colorimetric assay） 

羥脯胺酸呈色分析，Hydroxyproline是一種常用於測量膠原蛋白含量的方法，

皮膚組織先以 500W 超音波細胞粉碎機（Ultrasonic Processorm, Chromtech, 宏濬

儀器有限公司，中山區，臺北市，臺灣）以 50Hz之頻率裂解皮膚細胞以提取蛋白，

以轉速 10000rpm離心 5分鐘後，取 10µg的樣本加入二次去離子水調製至 100ug後

與 10N 氫氧化鈉（NaOH）以 1:1 比例混合，再以 120°C 加熱進行水解反應 1 小

時。以室溫冷卻後，加與 NaOH比為 1:1之 10N鹽酸（HCl）後以 10000rpm的離

心 5分鐘以收集上清液加入 96孔洞，並準備濃度為 0.1 mg/mL的標準品，加入體

積為 0, 2, 4, 6, 8, 10µL的標準蛋白至孔洞中，加入緩衝溶液與 100mL的 DMAB混

合液以鋁箔遮光在 65℃ 下培養 1小時。最後以λ＝560nm的波長測量。最後使用

標準曲線法，根據吸光度值推測計算出樣品中的羥脯胺酸含量。 

3-6-5. 西方墨點法( Western blotting） 

西方墨點法，在進行實驗前，動物犧牲後的檢體會被置於-80℃環境中保存。

在使用時，我們將這些檢體研磨成粉末，並將粉末加入 1.5毫升微量離心管中，然

後加入 300 微升細胞裂解液（radioimmunoprecipitation assay buffer, RIPA），並在冰

上混合均勻，讓其作用 10分鐘。接著，在 14000rpm、4℃ 條件下進行 30分鐘的

離心，以收集上清液，完成蛋白質樣本的萃取。為了定量未知樣本蛋白質的濃度，

我們使用 BCA標準溶液進行已知蛋白質濃度的回測，建立標準曲線。我們分別配

置了濃度為 0 µgµl-1、0.4µgµl-1、0.8µgµl-1、1.6µgµl-1、2µgµl-1的蛋白質溶液，並使

用分光光度計在λ＝562 nm波長下測定已知蛋白質濃度溶液和未知濃度樣本溶液

的濃度。接著，我們使用 5x dye和 RIPA溶液來製備各組樣本，使各組別的蛋白質

濃度一致。然後，將樣本放入 99℃ 的乾浴槽中進行反應 5分鐘，並立即取出放在

冰上冷卻，以完成各組樣本的配置。根據欲觀察特定蛋白質的分子量，我們決定使

用 8~12% 十二烷基硫酸鈉聚丙烯醯胺凝膠進行 SDS-PAGE電泳。在電泳完成後，
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將凝膠上的蛋白質以 4℃、100mA的條件轉漬到聚偏二氟乙烯 （PVDF）膜，過程

至少持續 18小時。轉漬完成後，將膜浸泡於 Ponceau S中，確保蛋白質已成功轉

漬。然後，使用 5% BSA溶液作為 blocking buffer，在室溫、50rpm下作用一小時。

接著，在 4℃ 的環境中，讓一級抗體至少作用 18小時，然後在室溫、50rpm下作

用一小時，加入使用 TBST 稀釋調配的二級抗體。在所有步驟之間，我們會使用

TBST在室溫、50rpm下洗滌三次。最後，取出膜，加入 ECL溶液，並使用冷光照

相系統（ImageQuant LAS 4000 mini, GE Healthcare Bio-sciences AB, Canada）進行

影像拍攝。後續將使用 Image J軟體進行影像分析。 

3-7. 脂質過氧化測定（Lipid peroxidation assay） 

脂質過氧化會形成丙二醛（malondialdehyde, MDA）和 4-羥基壬烯醛（4-Hy-

droxy-2-nonenal, 4-HNE），作為生物體脂質過氧化天然雙產物，用於作為氧化損傷

測定指標之一。秤重取大鼠皮膚組織檢體 10mg以 TBS 清洗後按乾組織，加入

BioVision脂質過氧化測定試劑盒（lipid Peroxidation Assay Kit, K739）中試劑後以

玻璃均質器均值化組織十至十五次後以 13000rpm轉速離心十分鐘取其上清夜，在

每 well加入 200µL組織上清夜後，與分別濃度為 0µM, 2µM, 4µM, 6µM, 8µM, 10µM

一起加入硫代巴比妥酸（thiobarbituric Acid, TBA） 95℃加熱60分鐘反應生成MDA-

TBA加合物，最後透過比色法在波長λ = 532 nm波長下定量分析。 

3-8. 統計分析 

西方墨點法結果以 GraphPad Prism 8 （GraphPad Software Inc., CA, USA）進

行繪圖與分析，組織病理切片染色、西方點墨法所獲取的圖像資料則先以 Image J

處理後再以 GraphPad Prism 8進行統計分析，Image J軟體做量化分析，此次研究

所收集之各項數據使用 Prism 8 軟體進行統計分析，分析結果皆以平均值±標準偏

差（standard deviation of the mean, SEM）呈現，各組別之間統計差異使用 One-way 
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ANOVA分析，檢定後各組之間呈現 P值, p < 0.05代表有統計上顯著差異。 
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第四章、實驗結果	

4-1. 負離子組 

4-1-1. 負離子清除自由基能力測定 

實驗分成一般食鹽水、給予負離子處理食鹽水兩組： 

以歐立得生態負離子機吹送食鹽水一小時後收集食鹽水與經過負離子吹送後

的食鹽水。加入 H2O2後因自由基活性物質刺激 luminol 產生化學發光後，以一般

食鹽水（Saline）當作對照組與每日經過負離子吹送之食鹽水（Saline＋NAI）作為

自由基物質清除劑以檢測 luminol殘留訊號。將兩組殘留自由基含量以 T-test統計

分析後，Saline＋NAI 組自由基含量與 Control 組相比具有統計上顯著差異（**, 

p<0.01），並且為顯著較少（圖 4）。 

4-1-2. 負離子治療脂質過氧化檢測 

負離子治療脂質過氧化檢測各組之間的比較以對照組（Con）的數值作為表示

為傷害下脂質過氧的化的標準條件，NAI組和與 Con組相比未達顯著差異（ns）；

DM+NAI組與 DM組比顯著降低（***, p < 0.001）。脂質過氧化測定數值以 DM組

最高，NAI組與 Con組相比數值相近，顯示 DM+NAI組經過負離子治療後，降低

單獨糖尿病條件下細胞內脂質氧化的情形（圖 5）。 

4-1-3. 負離子治療對體重與血糖的影響 

給予負離子治療的組別主要分為 Con, DM, NAI, DM+NAI四組： 

在背部傷口製造後第 0, 3, 7, 11, 14與 21天時測量實驗大鼠體重，結果（圖 6）

所示，四組組內體重均落在 300-450g 之間，並未因實驗有大幅波動，顯示四組生

理狀態穩定，透過統計方法 One-way ANOVA單因子變異數分析四組之間平均體重

之差異，體重在四組間並未達顯著差異，顯示實驗過稱中老鼠體重穩定，生理狀況

未有異常改變；同樣天數測定大鼠血糖，糖尿病組空腹血糖均在 300 mgdL-1上下
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波動，不同天數下並未有統計上顯著差異，顯示糖尿病誘發成功穩定，正常大鼠血

糖同樣在不同天數也未有顯著差異，顯示生理數值穩定並對血糖無影響。 

4-1-4. 負離子治療對皮膚傷口面積的影響 

負離子實驗組別傷口在 21日內照片如圖所示（圖 7）： 

Con組：傷口在第 3天結痂形成；第 11天至第 14天時表層結痂脫落，剩下紅

色結痂，有輕微滲出，第 21天時傷口呈現粉紅色，表面乾燥，即將癒合。 

DM組：傷口在第 3天結痂形成，表面黑色結痂在第 7天至第 11天時脫落，

剩下紅色濕潤結痂，有持續組織液滲出，第 14天時紅色結痂範圍縮小，輕微滲出，

第 21天時中間剩餘深紅色乾燥結痂，其餘新生皮膚呈現粉紅色。 

NAI組：傷口在第 3天結痂形成並於第 7天至第 11天時脫落，剩下紅色結痂，

未有滲出，第 14天時傷口完全乾燥，至第 21天時僅剩新生皮膚。 

DM+NAI組：傷口在第 3天結痂形成，在第 7天至第 11天時脫落，剩下紅色

結痂，邊緣有殘留黑色結痂，表面輕微滲出，第 14天時傷口完全乾燥，至第 21天

時傷口剩餘中心有粉紅色結痂，其餘為粉色新生皮膚。 

四組皆在傷口形成後第 3天形成結痂，傷口後第 7天時 NAI組和 DM+NAI組

肉眼所視結痂厚度與範圍較 Con組和 DM組小；傷口第 11天，Con組結痂尚未脫

落；相較其他組別傷口，DM組傷口形狀外圍具有明顯可觀察到的不平整，脫痂狀

況仍不穩定，持續有組織液體滲出，而 NAI組和 DM+NAI組傷口邊緣平整，厚痂

脫落情況完善，且傷口持續維持乾爽，無大量組織液滲出；傷口第 14天，四組結

痂皆脫落，Con組傷口略為濕潤；DM組傷口邊緣殘有凝結血塊，傷口仍有組織液

體在表面，呈現濕潤狀，NAI、DM+NAI組傷口外圍形狀與傷口面積與前一週比沒

有顯著改變，而兩者傷口表面更較前一週乾燥；傷口第 21天，Con, DM與 DM+NAI

三組傷口仍有未脫落之痂皮（視作傷口未癒合），此時 NAI組傷口已完成癒合。 

分別以紅色、黃色、綠色、藍色、深藍色、桃紅色標記出傷口第 0, 3, 7, 11, 14, 



 

 

28 

21的傷口面積，並將每組 0, 3, 7, 11, 14, 21天傷口面積疊加成同一張圖呈現，比較

每組在不同天數時傷口動態差異。傷口第 14 天（深藍色）至 21 天（桃紅色）之

間，NAI與 DM+NAI組傷口大小的變化相較於 Con與 DM組，傷口癒合面積變化

明顯較大、剩餘未癒合的傷口面積較少，且又以 NAI在 14至 21天間組癒合範圍

最多。 

將四個組別分別於 0, 3, 7, 11, 14與 21天時剩餘傷口面積予以量化（ 

圖 8），用未癒合傷口面積除以初始傷口面積後乘以百分比定義作未癒合傷口

面積百分比，並以 One-way ANOVA 單因子變數多重比較（multiple comparison）

比較不同天數四組間剩餘傷口面積大小百分比之統計顯著性。經統計計算，在第 11

天，NAI組與 Con組相比未癒合傷口面積達統計上顯著差異（*, p<0.05）；治療組

的 DM+NAI與 DM組相比具有統計上顯著差異（##, p<0.01）。經過負離子治療組

在不同天數未癒合傷口面積皆較未治療組未癒合傷口面積為小。顯示經過負離子

治療後，傷口癒合速度的確較快，且經過治療後，糖尿病老鼠傷口癒合的情形可以

改善至與正常老鼠傷口癒合的情況相似。 

4-1-5. 負離子治療造成皮膚組織型態之改變 

4-1-5-1. 蘇木精－伊紅染色 Hematoxylin and eosin stain, H&E stain 

將不同組別的皮膚切片組織以蘇木精－伊紅染色（Hematoxylin and eosin 

stain, H&E stain）（圖 9）。不同組別於傷口製造後 21天之背部皮膚切片 H&E

結果顯示，黑色箭頭指向為組織中累積的血球細胞。以 One-way ANOVA單因

子變異數分析四組之間單位皮膚面積血管外累積紅血球計數，NAI 組累積組

織間之紅血球數量與 Con組相比顯著下降（*, p<0.05）；DM+NAI組組織間累

積之紅血球數量比例與 DM組相比有統計上的顯著差異（#, p<0.05），且皆為

顯著較低。 
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4-1-5-2. 馬森三色染色 Masson’s trichrome stain 

傷口癒合階段在 21天後，膠原蛋白纖維與組織走向平行排列，並重新吸

收水分使膠原蛋白纖維更緊密靠近排列，減緩疤痕生成厚度，在馬森三色染色

（Masson’s trichrome stain）中（圖 10），膠原蛋白先染成藍色，而肌肉組織、

表皮等等則呈現粉紅色。負離子組別傷口製造後第 21天背部皮膚組織切片以

馬森三色染色的結果顯示，經治療後，NAI 組膠原蛋白纖維與 Con 組相比有

顯著差異（**, p<0.01），且為顯著較高；另一組治療組 DM+NAI與 DM組相

比亦有顯著差異（#, p<0.05），且同為顯著較高。 

4-1-5-3. 天狼星紅染色 Picro-Sirius Red Stain 

天狼星紅染色中（圖 11），Con組組織存有許多空洞，膠原蛋白排列方向

有直向有橫向，方向並不一致；DM膠原蛋白密度低，組織中存有大量纖維缺

失，NAI與 DM+NAI組膠原蛋白密度高，且為平行整齊排列。NAI與 Con組

相比有顯著差異（*, p<0.05），且為顯著較高；DM+NAI組與 DM相比有顯著

差異（##, p<0.01），且為顯著較高。 

4-1-6. 負離子治療皮膚組織分子改變 

第 21天取四個組別的皮膚組織，以西方墨點法測定 cMMP-9（MMP-9的切割

成熟態）、CD86 和 TNF-α 三種蛋白在皮膚中的表達量。結果顯示（圖 12），在

cMMP-9 表現量方面，NAI 組與 Con 組比較，cMMP-9 顯著下降（*, p < 0.05）；

DM+NAI 組與 DM 組比較，也達到顯著下降（##, p<0.01）。在 CD86 表現量上，

NAI組與 Con組比較顯著降低（*, p < 0.05）；DM+NAI組與 DM組比較顯著下降

（#, p<0.05）；在 TNF-α表現量方面，DM+NAI組與 DM組相比顯著降低（**, p < 

0.01）。 
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4-2. 舒洙 LACTERA水性創傷敷料組 

4-2-1. LACTERA清除自由基能力測定 

將後生元（舒洙 LACTERA）水性創傷敷料混合生理食鹽水（Saline）分別稀

釋為 1x, 10-1x, 20-1x, 50-1 x 倍濃度，結果如自由基原始圖所示（圖 13），顯示 1x原

液下的 LACTERA 加入 H2O2後偵測到的 H2O2含量較其他濃度組別相比為最少，

顯示抗環境中自由基的能力較好。將五組自由基含量以 One-way ANOVA單因子變

異數統計分析後（圖 14），一倍與三種稀釋濃度下的 LACTERA 組與 Control 組

（Saline）相比都具有統計上顯著差異（***, p<0.001），且顯著較少，顯示出 LAC-

TERA具有良好抗氧化力，且以原液 1倍之 LACTERA的抗氧化力最好。 

4-2-2. LACTERA治療脂質過氧化檢測 

LACTERA治療脂質過氧化檢測各組之間的比較以對照組（Con）的數值作為

表示為傷害下脂質過氧的化的標準條件，LAC 組和與 Con 組相比未達顯著差異

（ns）；DM+LAC組與 DM組比顯著降低（***, p < 0.001）。脂質過氧化測定數值

以 DM組最高，LAC組與 Con組相比數值相近，顯示 DM+LAC組經過負離子治

療後，中和單獨糖尿病條件下細胞內脂質氧化的情形（圖 15）。 

4-2-3. LACTERA治療對體重與血糖的影響 

給予後生元治療的組別主要分為 Con, DM, LAC, DM+LAC四組： 

於第 0, 3, 7, 11, 14與 21天測量大鼠體重（圖 16），四組體重均落在 300-450g

之間，顯示其生理狀態穩定，透過統計方法 One-way ANOVA分析四組之間平均體

重之差異，四組間體重並未達顯著差異，顯示實驗過稱中老鼠體重穩定，生理狀況

並未有異常改變。 

同樣天數測定大鼠血糖，糖尿病組空腹血糖均在 300 mgdL-1上下波動，不同

天數下並未有統計上顯著差異，顯示糖尿病誘發成功穩定，正常大鼠血糖同樣在不
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同天數也未有顯著差異，顯示血糖與生理條件穩定。 

4-2-4. LACTERA治療對皮膚傷口面積的影響 

LACTERA實驗組別傷口在 21日內照片如（圖 18）所示： 

Con組：傷口在第 3天結痂形成；第 3天至第 7天時表層結痂脫落，剩下紅色

結痂，有輕微滲出，至第 14天時傷口結痂呈現乾燥，第 21天時傷口呈現粉紅色，

表面乾燥，僅剩中心有一點剩餘結痂未脫落。 

DM 組：傷口在第 3 天結痂形成，第 7 天時形成深紅色厚痂在表面。至第 11

天時脫落，剩下紅色濕潤結痂與邊緣黑色結痂組織，有持續組織液滲出，第 14天

時紅色結痂範圍縮小，輕微滲出，第 21天時中間剩深紅色乾燥結痂，其餘新生皮

膚呈現粉紅色。 

LAC組：傷口在第 3天結痂形成，於第 3天至第 7天時脫落，剩下紅色結痂，

未有滲出，第 14天時傷口完全乾燥，至第 21天時結痂全數脫落僅剩新生皮膚。 

DM+LAC組：傷口在第 3天結痂形成，在第 7天至第 11天時脫落，剩下紅色

濕潤結痂，輕微滲出，第 14天時傷口完全乾燥，至第 21天時傷口剩餘小範圍粉紅

色結痂，其餘為粉色新生皮膚。 

四組皆在傷口形成後第 3天形成結痂，傷口後第 7天時 Con組和 LAC組結痂

皆已脫落，DM+LAC 肉眼所視結痂厚度與範圍較 DM 組小；傷口第 11 天，僅有

DM組結痂尚未脫落，DM+LAC組結痂脫落狀況因仍有組織液，尚不穩定，而 Con

組與 LAC組傷口邊緣平整，厚痂脫落情況完善，且傷口持續維持乾爽，無組織液

滲出；傷口第 14天，Con組與 LAC組傷口範圍持續向內收縮，DM+LAC組傷口

轉為乾燥，傷口第 21天，Con, DM傷口仍有未脫落之痂皮（視作傷口未癒合），此

時 LAC組傷口已完成癒合。 

分別以紅色、黃色、綠色、藍色、深藍色、桃紅色標記出傷口第 0, 3, 7, 11, 14, 

21的傷口面積，並將每組 0, 3, 7, 11, 14, 21天傷口面積疊加成同一張圖呈現，比較
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每組在不同天數時傷口動態差異。傷口第 14 天（深藍色）至 21 天（桃紅色）之

間，LAC與 DM+LAC組傷口大小的變化相較於 Con與 DM組，傷口癒合面積變

化明顯較大、剩餘未癒合的傷口面積較少，且又以 LAC在 14至 21天間組癒合範

圍最多。 

將四個組別分別於 0, 3, 7, 11, 14與 21天時剩餘傷口面積予以量化（圖 18），

用未癒合傷口面積除以初始傷口面積後乘以百分比定義作未癒合傷口面積百分比，

並以 One-way ANOVA 單因子變數多重比較（multiple comparison）比較不同天數

四組間剩餘傷口面積大小百分比之統計顯著性。經統計計算，在第 11天，LAC組

與 Con組相比未癒合傷口面積達統計上顯著差異（*, p<0.05）；治療組的 DM+LAC

與 DM組相比具有統計上顯著差異（#, p<0.05）；第 14天時 DM+LAC組與 DM組

據統計上顯著差異（##, p<0.01），且為顯著較小。經過 LAC治療組在不同天數未

癒合傷口面積皆較未治療組未癒合傷口面積為小。顯示經過 LAC治療後，傷口癒

合速度的確較快，且經過治療後，傷口癒合成效的差異在糖尿病老鼠上更為明顯。 

4-2-5. LACTERA作為治療皮膚組織型態之影響 

4-2-5-1. 蘇木精－伊紅染色 H&E stain 

將不同組別的皮膚切片組織以蘇木精與伊紅染色後，黑色箭頭所指處為

累積在組織間之紅血球細胞（圖 19）。不同組別於傷口製造後 21天之背部皮

膚切片，累積在組織中紅血球數量比例上，LAC組與 Con組相比，有統計上

顯著差異（*, p<0.05），為顯著較少。 

4-2-5-2. 馬森三色染色 Masson’s trichrome stain 

傷口癒合階段在 21天後，第一類型膠原蛋白纖維與增生在不同實驗組別

第 21天背部皮膚組織切片以馬森三色染色的結果顯示（圖 20），經 LACTERA

水性創傷敷料 LAC組膠原蛋白纖維與 Con組相比有顯著差異（**, p<0.01），
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且為顯著較高。 

4-2-5-3. 天狼星紅染色 Sirius red stain 

天狼星紅染色下（圖 21），Con組膠原蛋白呈平行排列，膠原蛋白纖維成

束狀；DM 組存有明顯組織空洞，膠原蛋白纖維呈蜷狀；LAC 組膠原蛋白排

列整齊緻密；DM+LAC組膠原蛋白密度增加，排列方向不一致。以羥脯胺酸

呈色分析定量膠原蛋白，LAC組與 Con相比有顯著差異（**, p<0.01），且為

顯著較高。 

4-2-6. LACTERA治療皮膚組織分子改變 

第 21天，取四個組別的皮膚組織，以西方墨點法測定 cMMP-9（MMP-9的切

割成熟態）、IL-1β 和 TNF-α 三種蛋白在皮膚中的表達量。結果顯示（圖 22），在

cMMP-9表現量方面，LAC組與 Con組比較顯著下降（***, p < 0.001）；DM+LAC

組與 DM組比較達到顯著下降（##, p<0.01）。在 IL-1β表現量方面，LAC組與 Con

組比較顯著下降（***, p < 0.001）；DM+LAC組與DM組比較顯著下降（##, p<0.01）。

在 TNF-α表現量方面，LAC組與 Con組比較顯著下降（***, p < 0.001）；DM+LAC

組與 DM組比較達到顯著下降（##, p<0.01）。 
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第五章、討論	

糖尿病皮膚傷口癒合受許多因素干擾，包含血管受損造成局部血液供應減少、

微血管病變局部性缺氧、免疫功能異常引發感染、發炎過程延長或傷口癒合相關細

胞功能異常…等。本次研究針對糖尿病涉及巨噬細胞功能異常成過高濃度發炎因

子分泌，與過度活化的MMP-9活動導致膠原蛋白降解，延宕傷口癒合，形成慢性

傷口為主因(Hesketh et al., 2017)，過去研究指出，負離子與後生元有抗氧化與抗發

炎的能力，故欲探討兩者對傷口癒合之效用。 

本次研究發現，透過負離子治療，偵測到 M1 巨噬細胞標記物 CD86 減少，

TNF-α與MMP-9表現量也下降，推知負離子可能是透過調節M1巨噬細胞，減緩

發炎反應與降低 MMP-9 分泌，進而提高膠原蛋白表現量以促進傷口癒合；給予

LACTERA的治療上則是發現，LACTERA降低發炎因子 TNF-α、IL-1β與之下游

的MMP-9表現，膠原蛋白表現量也同樣上升，促進傷口癒合。兩種治療的結果皆

出膠原蛋白表現量提高、傷口癒合情況改善的結果。負離子治療的傷口是在第 7至

11 天出現大幅進展；LACTERA 治療則是在第 3 至 7 天時出現明顯進步，若按照

正常傷口癒合以第 1-4天定義為發炎期而言，LACTERA的促進傷口機制可能是將

在急性發炎期透過降低發炎初期大量分泌的 TNF-α與 IL-1β，從源頭控制傷口的發

炎反應，使傷口按照正常癒合階段進行；反之，負離子作用時間可能出現在傷口 4-

21 天的癒合期，透過影響 M1 巨噬細胞以促進傷口癒合，其所降低的 TNF-α，可

能源自於 M1 巨噬細胞所分泌，因此本次實驗顯示負離子與 LACTERA 皆可幫助

傷口癒合，但兩者的作用分子對象、傷口階段與分子機制可能相異。 

在探討整體對皮膚傷口的效用前，先測定負離子與後生元 （舒洙 LACTERA，

以下稱 LACTERA）對於體外中自由基的清除效果，與對照組相比有顯著差異後，

確認兩物具有抗氧化力。首先， 經過負離子吹送後的食鹽水，被偵測到殘餘 H2O2

相較於一般食鹽水較少，推知經過負離子處理的食鹽水清除了較多的 H2O2，說明
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負離子具備有抗氧化力；與負離子組稍微不同，當測定 LACTERA 自由基清除率

時，係以最低有效濃度的考量出發，因此用一般食鹽水將 LACTERA 溶液稀釋為

10-1x, 20-1x, 50-1x不同濃度，測定濃度梯度下的自由基清除率。結果顯示，不論是

一倍 LACTERA原液體，或在 10-1x, 20-1x, 50-1x的稀釋濃度下，四組環境中殘留的

H2O2都顯著少於一般食鹽水的對照組，而組間 H2O2殘餘量則是沒有統計上顯著差

異。不過隨 LACTERA稀釋濃度上升，H2O2殘餘量越多，顯示在這次測定濃度區

間內 LACTERA的抗氧化能力與濃度呈正相關。 

動物實驗的期間，參考血糖與體重作為生理條件穩定的指標，觀察到糖尿病組

的體重與對照組沒有顯著差異，與原先所預期預期糖尿病大鼠胰島 β 細胞被破壞

細胞無法有效利用血糖，導致脂肪和蛋白質的分解，體重應逐漸減輕相異，但參考

其他同樣以空腹血糖值 300mgdL-1作為糖尿病判定的研究，誘發糖尿病後短期內大

鼠體重同樣是上升趨勢，推測本次體重未符合預期變化可能是因為大鼠誘發成功

後實際患病期間僅為 1-2個月，實驗期間過短，來不及出現糖尿病體重顯著減輕的

症狀；又或者發病初期血糖水平過高，而未給予治療，大鼠可能導致過度攝水與進

食導致體重數字增加(Wing et al., 1987)。 

在第一部分負離子實驗中，透過 H&E染色觀察組織紅血球累積的情況，紅血

球組織中累積並未被清除的原因可能源於過度發炎、巨噬細胞功能異常或因慢性

發炎血管持續保持在高通透性使紅血球滲漏出至組織間，組織間的紅血球可能造

成局部氧化壓力增加，甚至是招募更多免疫細胞聚集維持發炎反應，其中糖尿病因

免疫功能、巨噬細胞功能異常，加上循環不良，紅血球組織間累積的情況可能更嚴

重。在經負離子治療後，NAI組和 DM+NAI組的皮膚組織中紅血球的累積顯著減

少，可能源於負離子對發炎反應的改善。馬森三色染色結果表明，負離子治療促進

了膠原蛋白纖維的生長與平行排列。天狼星紅染色中膠原 I 型在偏振光下呈現明

亮的紅色至橙色，膠原 III 型則呈現綠色至黃色，在傷口癒合後期，膠原蛋白應轉

變為第 I 型沈積，同時也可以透過纖維結構的排列看出組織癒合的情況。若纖維



 

 

36 

為有序平行排列，傾向解讀為正常的組織修復，反之，無序排列則為疤痕、纖維化

等病理狀態，再搭配纖維密度解讀，無序排列或密度降低說明傷口可能癒合過程受

阻或存在慢性發炎的情形。而本次給予負離子治療的實驗中，Con 與 DM 組天狼

星染色下存在許多膠原蛋白的空洞，且排列成捲曲狀；反之 NAI與 DM+NAI組與

馬森三色染色的結果相符，膠原蛋白纖維增生且為有序平行排列，切片中沒有觀察

到明顯的空洞。最後在蛋白質檢驗中看到 TNF-α表現量在給予負離子的組別下降，

說明負離子具有抗發炎的效果，搭配測定M1巨噬細胞生物標記物 CD86，發現負

離子組的 CD86蛋白表現較少，因此推測負離子對巨噬細胞有所作用。總結在本次

實驗中，看到負離子具有抗氧化能力，可清除自由基、減緩炎症反應，刺激成纖維

細胞活動，促進膠原蛋白的合成和排列(Bailey et al., 2018)。 

第二部分以 LACTERA 治療的實驗中，同樣 LACTERA 對紅血球組織間累積

有明顯減緩，膠原蛋白的含量在給予 LACETRA 的組別中上升， DM+LAC 組與

DM組雖然統計上未達顯著差異，但染色切片結果明顯，且最終膠原蛋白定量結果

仍達顯著差異，可能因馬森染色定量是以軟體讀取顏色數值的結果，仍存有顏色對

比明顯與否、顏色閾值等問題。值得一提的是，根據天狼星染色可看出膠原蛋白束

在糖尿病組別中的排列呈縱橫交錯的非平行排列(Chang et al., 1980)，且又以未經

治療的 DM組看出組織中存在明顯膠原蛋白的空洞(Spanheimer et al., 1988)，經過

LACTERA治療後，DM+LAC膠原蛋白纖維有生長回升的趨勢，但排列情況與 LAC

組相比仍顯凌亂。最後測定 IL-1β, TNF-α蛋白質表現量在給予治療後下降；MMP-

9也表現出一樣的趨勢。 

在給予負離子與 LACTERA 治療後，負離子和後生物的抗氧化的能力降低

TNF-α分泌，使傷口周圍的氧化反應減少，降低自由基的產生，打破M1巨噬細胞

造成發炎反應迴圈（Inflammatory positive loop），因此 MMP-9表現量下降，允許

膠原蛋白生成與累積，促進傷口癒合。MMP-9抑制物對應到 TIMP-1，兩者之間以

1:1的表現量作為抑制機制(Charzewski et al., 2021)，負離子治療實驗在西方墨點法
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中 TIMP-1並未有顯著上升的表現，但基於負離子實驗整體的蛋白表現量較不明顯，

且 TIMP-1的表現趨勢與MMP-9相符，無法判斷負離子是否可以單一針對 TIMP-

1 的表現量增加，抑或是 TIMP-1 的表現仍遵循一般途徑根據隨 MMP-9 而變化；

LACTERA治療實驗中 TIMP-1與 MMP-9的表現也類似於負離子的機制。因此，

僅從本次實驗無法定義出負離子治療與 LACTERA治療對 TIMP-1的效用（附錄 1 

TIMP-1蛋白表現量）。此外，實驗中觀察到膠原蛋白增生的現象，途徑可能性有二：

(1) 負離子與 LACTERA藉由阻斷M1巨噬細胞引起的發炎反應，幫助傷口進入增

生期，抑制 MMP-9過度活化而對膠原蛋白增生有所幫助；又或者是(2) 負離子與

LACTERA可以幫助M1-M2巨噬細胞極化，增加M2巨噬細胞數量直接刺激膠原

蛋白增生，在本次實驗中尚未應證。同時，MMP-9在給予治療後表現量下降的情

況，是由於MMP-9上游的 TNF-α表現量下降，或是兩者治療可以增加 TIMP-1而

抑制MMP-9表現，無法僅以單一 TNF-α, MMP-9表現量下降的結果作論述。 

此外，直接指涉到 CD86代表M1巨噬細胞仍須複合式標記物輔助判斷，且需

搭配細胞實驗才可以確認負離子可以影響 M1 巨噬細胞的數量，故西方墨點法的

CD86表現量雖然在負離子治療後下降，我們仍無法直接對應負離子對細胞層級的

調控效應，需要克服負離子機台與當細胞共室的操作問題搭配標實驗才可以完整

負離子對 M1 巨噬細胞的調控途徑。LACTERA 治療的實驗中看出 TNF-α 的表現

量顯著降低，然而此 TNF-α 是因發炎反應而產生，又或者是來自 M1 巨噬細胞所

分泌，也難以透過單一西方墨點法看出，因次無論是負離子或 LACTERA的效用，

依照本次實驗結果與設計，僅能說 M1 巨噬細胞的發炎回饋可以受阻斷，在下游

MMP-9、膠原蛋白的表現上有所影響，實際上兩者幫助傷口癒合與新生的機制可

能有異，其機制作用針對發炎因子 TNF-α，或是幫助M2巨噬細胞的極化，仍待更

近一步研究說明。 
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第六章、結論	

巨噬細胞從 M1 型極化為 M2 型是傷口癒合的關鍵步驟。然而，在 TNF-α 的

持續刺激下，發炎的循環正回饋使巨噬細胞持續維持在促發炎的M1型，導致傷口

癒合受阻礙。本研究結果顯示，負離子治療可以降低 TNF-α 和 MMP-9 的蛋白表

現，而 LACTERA治療則能減少 TNF-α、IL-1β和 MMP-9的表現，最後兩項實驗

中經治療後的傷口皆在 21天內膠原蛋白顯著增生，說明負離子和 LACTERA可以

通過有效抑制持續性發炎反應來促進組織修復和傷口癒合。（圖 23） 

本次研究指出，負離子不僅具有抗發炎的能力，還能通過減少 TNF-α 的分泌

來終止發炎循環；相似的是， LACTERA也具有抗發炎的作用，能夠降低 TNF-α、

IL-1β的表現，以促進傷口癒合，更初步解密兩者參與傷口癒合階段性的不同。若

能進一步研究兩者在不同類型傷口中的有效性和安全性，並結合現有的傷口護理

技術將有助於拓展其臨床應用，有望提高傷口癒合的治療效果，縮短癒合時間，提

供更新穎的治療策略，具有廣泛的臨床應用前景。 
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圖 1糖尿病大鼠與背部全皮層傷口建立模式與實驗設計 

八週大大鼠在實驗前一週先以 STZ mgkg-1腹腔注射誘發糖尿病，空腹血糖值高於
300mgdL-1者定義為糖尿病大鼠。在背部製造3 × 312!正方形傷口，製造日為Day0，
在 Day0, 3,7, 11, 14與 21天時照片紀錄傷口面積，同時測量體重與血糖，在 Day21
日時犧牲取其皮膚檢體做後續分析。 
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圖 2實驗動物分組 

動物分組，負離子治療實驗分作對照傷口組、糖尿病傷口組、傷口負離子治療組、

糖尿病傷口負離子治療組；LACTERA治療實驗分作：對照傷口組、糖尿病傷口組、
傷口 LACTERA治療組、糖尿病傷口 LACTERA治療組。 
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圖 3背部全皮層傷口治療模式圖 

（A）負離子治療傷口模式圖。將負離子機器出風口朝向標準實驗飼養籠上，每日
吹送負離子至實驗籠中一小時作為治療。（B）LACTERA治療傷口模式圖。每日對
傷口按壓兩次固定體積為 2.4mL LACTERTA液體兩次。 
  

（A） 

（B） 
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圖 4負離子自由基測定 

（A）原始數據圖：自由基測定一般食鹽水（Saline）與每日經過負離子吹送之食鹽
水（Saline＋NAI）自由基測定原始數據圖。（B）自由基測定統計分析圖：兩組自
由基含量以 T-test統計後的分析圖，**, p<0.001，Saline＋NAI 組與 Saline組比較。
（n=5） 

 
  

（A） 

（B） 
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圖 5負離子治療脂質過氧化檢測 

給予負離子治療後取 21天時皮膚進行MDA脂質過氧化檢測統計圖，ns,（NAI組
與 Con組相比）；****, p < 0.001（DM+NAI組與 DM組比較）。（n=3） 
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圖 6負離子治療組平均體重與平均血糖圖 

（A）四組在傷口第 0, 3, 7, 11, 14與 21天平均體重測量值。（n=6）（B）四組在傷
口第 0, 3, 7, 11, 14與 21天空腹血糖測定。（n=6） 
  

（A） 

（B） 



 

 

53 

 

圖 7負離子治療傷口紀錄圖 

（A）四組在傷口第 0, 3, 7, 11, 14與 21天照片紀錄。（B）四組在傷口 0, 3, 7, 11, 14
與 21天疊加圖表顯示四組在不同天數的創面面積變化，使用不同顏色表示不同天
數時傷口範圍大小。 
  

（A） 

（B） 
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圖 8負離子治療傷口平均未癒合創面百分比 

四組未癒合傷口從第 0天開始（100%），在第 3, 7, 11, 14與 21天時剩餘未癒合傷
口百分比統計圖，*, p < 0.05（NAI組與 Con組比較）；##, p < 0.01（DM+NAI組
與 DM組相比）。（n=6） 
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圖 9負離子治療傷口皮膚蘇木精伊紅染色切片圖  

取四組傷口第 21天時皮膚組織，（A）以蘇木精伊紅染色，黑色箭頭所指為組織間
累積之紅血球。（B）單因子變異數分析比較四組之間單位皮膚面積血管外累積紅
血球的數量。*, p < 0.05（NAI組與 Con組比較）；＃, p<0.05（DM+NAI組與 DM
組比較）。（n=3） 
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圖 10負離子治療傷口皮膚組織馬森三色圖 

取四組傷口第 21天時皮膚組織，（A）以馬森三色染色，藍色處為膠原蛋白。（B）
單因子變異數分析比較四組之間皮膚膠原蛋白表現量百分比。**, p < 0.01（NAI組
與 Con組比較）；＃, p<0.05（DM+NAI組與 DM組比較）。（n=3） 
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圖 11負離子治療傷口皮膚組織天狼星紅染色 

取四組傷口第 21天時皮膚組織，（A）以天狼星紅染色，紅色處為膠原蛋白纖維。
負離子治療傷口皮膚羥脯氨酸含量。（B）組織測定羥脯氨酸含量，用單因子變異
數分析比較四組之間皮膚羥脯氨酸含量，*, p < 0.05（NAI組與 Con組比較）；##, 
p<0.01（DM+NAI組與 DM組比較）。（n=4） 
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圖 12負離子治療傷口皮膚西方墨點法 

（A）取第 21天四個組別皮膚組織以西方墨點法測定 cMMP-9（MMP-9的切割成
熟態）、CD86和 TNF-α三種蛋白在皮膚的表達量。（B）cMMP-9表現量上，*, p < 
0.01（NAI組與 Con組比較）（n=4）；##, p<0.01（DM+NAI組與 DM組比較）。（C）
CD86表現量上，*, p < 0.01（NAI組與 Con組比較）（n=4）；#, p<0.05（DM+NAI
組與 DM組比較）。（D）TNF-α表現量上，*, p < 0.01（NAI組與 Con組比較）；##, 
p<0.01（DM+NAI組與 DM組比較）（n=3）。 
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圖 13 LACTERA自由基測定原始圖 

一般食鹽水（Saline）、一倍 LACTERA 原液與稀釋為不同濃度梯度 LACTERA 自
由基在 300秒內測定原始數據圖。 
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圖 14 LACTERA自由基測定統計圖 

一般食鹽水（Saline）、一倍 LACTERA 原液與稀釋為不同濃度梯度 LACTERA 單
因子變異數分析（One-way ANOVA）比較，***, p<0.001（1, 10-1, 20-1, 50-1x LACTERA
與 Con比較）。（n=5） 

圖 15 LACTERA治療脂質過氧化檢測 

給予 LACTERA 治療後，取 21 天時皮膚進行 MDA 脂質過氧化檢測統計圖，ns,
（LAC組與 Con組相比）；****, p < 0.001（DM+LAC組與 DM組比較）。（n=3） 
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圖 16 LACTERA治療組體重與血糖圖 

（A）四組在傷口第 0, 3, 7, 11, 14與 21天平均體重測量值。（B）四組在傷口第 0, 
3, 7, 11, 14與 21天空腹血糖測定。（n=6） 
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圖 17 LACTERA治療傷口紀錄圖 

（A）四組在傷口第 0, 3, 7, 11, 14與 21天照片紀錄。（B）四組在傷口 0, 3, 7, 11, 14
與 21天疊加圖表顯示四組在不同天數的創面面積變化，使用不同顏色表示不同天
數。 
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圖 18 LACTERA治療傷口平均未癒合創面百分比統計圖 

四組未癒合傷口從第 0天開始（100%），在第 3, 7, 11, 14與 21天時剩餘未癒合傷
口百分比統計圖，*, p < 0.05（LAC組與 Con組比較）；# p < 0.05（DM+LAC組與
DM組比較）；##, p < 0.01（DM+NAI組與 DM組比較）。（n=6） 
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圖 19 LACTERA治療傷口皮膚蘇木精伊紅染色切片圖 

取四組傷口第 21天時皮膚組織，（A）以蘇木精伊紅染色，黃箭頭所指為組織間累
積之紅血球。（B）用單因子變異數分析比較四組之間單位皮膚面積血管外累積紅
血球的數量。*, p < 0.05（LAC組與 Con組比較）。（n=3） 
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圖 20 LACTERA治療傷口皮膚組織馬森三色染色 

取四組傷口第 21天時皮膚組織，（A）以馬森三色染色，藍色處為膠原蛋白。（B）
用單因子變異數分析（One-way ANOVA）比較四組之間皮膚膠原蛋白表現量百分
比。***, p < 0.001（LAC組與 Con組比較）。（n=3） 
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圖 21 LACTERA治療傷口皮膚組織天狼星紅染色 
取四組傷口第 21天時皮膚組織，（A）以天狼星紅染色，紅色處為膠原蛋白纖維。
（B）用單因子變異數分析比較四組之間皮膚羥脯氨酸含量，*, p < 0.05（LAC組
與 Con組比較）；#, p<0.05（DM+LAC組與 DM組比較）。（n=4） 
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圖 22 LACTERA治療傷口皮膚西方墨點法蛋白表現量 

（A）取第 21天四個組別皮膚組織以西方墨點法測定 cMMP-9（MMP-9的切割成
熟態）、CD86和 TNF-α三種蛋白在皮膚的表達量。（B）cMMP-9表現量上，***, p 
< 0.001（LAC組與 Con組比較）；##, p<0.01（DM+LAC組與 DM組比較）。（C）
IL-1β表現量上，***, p < 0.001（LAC組與 Con組比較）；#, p<0.05（DM+LAC組
與 DM組比較）。（D）TNF-α表現量上，***, p < 0.001（LAC組與 Con組比較）；
##, p<0.01（DM+LAC組與 DM組比較）。（n=4） 
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圖 23負離子與 LACTERA促進傷口癒合機制圖 

（A）傷口癒合不佳成因圖（B）給予負離子和 LACTERA治療促進傷口癒合路徑
圖，給予治療後，透過抑制發炎反應，降低 TNF-α 等表現，促進膠原蛋白增生，
加速傷口癒合。 
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附錄 1 TIMP-1蛋白表現量 

取第 21天負離子治療四個組別與 LACTERA治療四個組別皮膚組織以西方墨點法
測定 cMMP-9（MMP-9的切割成熟態）、TIMP-1三種蛋白在皮膚的表達量。 
 


