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摘　　　　　要
瘤胃微生物主導乳牛飼糧在瘤胃的消化，也影響瘤胃溫室氣體甲烷的產生，但其族群數量與組成受飼料養分的影響，因此增加對瘤胃微生物的瞭解，是營養與環保研究的重要工作。本次研習以學習瘤胃微生物研究方法為主題，包括人工瘤胃發酵系統Rusitec (Rumen Simulation Technique) 的設立與運轉、瘤胃微生物培養基培養方法與計數方法及瘤胃微生物的phylogenetic分類方法三方面。Rusitec發酵系統模擬乳牛瘤胃，可以進行較大範圍的飼糧處理研究，做為事先篩選的試驗測試，縮短研究時程同時也顧及動物福利。瘤胃微生物培養與計數，應用L-10培養基進行試管厭氧培養，可以瞭解各類微生物的種類與數量，評估飼糧利用效率。瘤胃微生物的phylogenetic分類是近年發展的方法，以共通性及專一性的細菌16S rDNA序列做為分類方法，跳脫實際培養基培養方法，未來應可做為微生物定性與定量的方法，目前分類樹及資料庫都在逐步擴展中。
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一、目的
瘤胃是乳牛的主要消化器官之一，牛隻藉由其中無數共生的微生物 (約16.2 - 40.8 x 109 個細菌/mL) 分解飼糧中的纖維與其它組成後，產生微生物菌體蛋白質及揮發性脂肪酸，分別提供為牛隻主要的蛋白質與能量來源，進一步提供了人類重要的營養來源乳製品，因此增加對瘤胃微生物的瞭解，是研究瘤胃消化代謝的第一步，也是提高乳牛生產效率的重要基礎。

微生物在瘤胃發酵的結果，同時也產生了大量的發酵氣體，其中約75%為二氧化碳，20%為甲烷。牛隻無法利用甲烷，其產生約造成牛隻6%採食能量的損失，而且甲烷也是主要的溫室氣體之一，估計全球甲烷造成15%的溫室效應，牛隻瘤胃甲烷的產生約佔了農業源的35%，因此瘤胃甲烷減量研究不單可以提高牛隻的生產效率，同時也降低乳業對溫室效應的影響程度。

從更寬廣的角度看瘤胃生態，瘤胃微生物的數量相當多，分泌相當豐富的消化酵素，因此應可以做為尋覓特殊功能微生物的可能來源，瘤胃深具生技製品發展的潛力。藉由生產目標確立、厭氧微生物培養、菌種篩選、選殖功能性基因、穩定基因表現與擴大產量，瘤胃微生物將可用於經濟性產品的開發，目前纖維分解菌的分解機制研究，已有相當的進展。

瘤胃的消化、甲烷以及微生物的研究課題相當多，若以乳牛活體來進行將相當困難且進度緩慢，也容易影響動物健康與福利，因此大動物試驗處理的篩選方法多以試管 (in vitro) 方法進行，最終才以活體試驗確認。在人工瘤胃發酵模式中，屬於歐洲系統研發的瘤胃模擬技術 (Rumen Simulation Technique, Rusitec) 是一種非常受肯定的重要方法，英國Rowett研究院與加拿大農業Lethbridge研究中心，即以RUSITEC發表相當多探討瘤胃甲烷生成機制與尋找抑制劑的研究報告，同時這個方法也廣泛的使用於瘤胃消化代謝與微生物方面的研究。

本次研習前往加拿大農業Lethbridge研究中心，學習整套Rusitec系統的設立、發酵流程操作、設備維護、發酵樣品收集與分析、瘤胃微生物培養與分類等實驗技術，同時研習活體瘤胃微生物的培養、DNA萃取、PCR放大、定性與定量等分生技術，希望推動未來國內相關研究工作：

1. 探討飼糧在瘤胃內的消化利用，以提高產乳效率及生乳品質。

2. 探討降低瘤胃甲烷產量的方法，以減緩全球暖化速度。

3. 建立瘤胃微生物的研究方法，將瘤胃微生物視為一特殊功能微生物源，以開發有經濟效益的微生物、酵素與基因。

二、內容

(1) 人工瘤胃Rusitec系統

瘤胃模擬技術 (Rumen simulation technique, Rusitec) 是研究瘤胃消化的人工瘤胃發酵系統之一，由英國蘇格蘭the Hannah Research Institute研究人員Dr. J. W. Czerkawski及Dr. G. Breckenridge於1977年發表，目前廣泛的被歐洲、加拿大與日本等國家的研究室採用，做為瘤胃營養及甲烷等研究工作的模型。Rusitec發酵系統著重瘤胃多室的觀念，它採用上下混合方式，在發酵槽內裝入帶有兩份樣品的小罐，樣品裝在尼龍袋中培養48 hr，樣品培養時間間隔一日，每日更換一袋，使發酵槽內一直有不同分解階段的樣品，以模擬瘤胃狀況。


Rusitec的運轉概述

1. 微生物來源：以瘤胃開窗牛提供瘤胃固態與液態微生物，牛隻飼糧固定。試驗首日取適量瘤胃內容物，稍捏去水分後每個尼龍袋秤取60 g，封口放入發酵瓶內罐，做為固態微生物接種。首日小罐內另放入一個飼料樣品。

2. 39℃水浴槽。

3. 發酵瓶：八組，一公升容積，總發酵液800 - 900 mL，包括50%人工唾液及50%經攪拌機攪拌過濾後的瘤胃內容物濾液。發酵槽上蓋有四孔，分別為中心軸、人工唾液輸入孔、發酵液溢出孔及採樣孔。以水浴槽內底座及壓板固定於水浴槽內。中心軸底端接容積約300 mL的內罐，以放寬處理飼料樣品。

4. 攪拌系統：連續每分鐘八次上下方向攪拌混合、距離約8-10 cm。

5. 試驗飼糧：以孔隙度約53 μ及大小約8 x 10 cm2的尼龍袋，內秤入10 – 15 g 樣品 (餵飼基，Wiley mill的1 mm磨細)，車縫封口後放置在發酵瓶內罐，隨中心軸上下移動與微生物混合。樣品厭氧發酵培養48小時後取出，罐內二袋，保持發酵時間間隔24 h。

6. 人工唾液 (1949 McDougall’s buffer)：包括9.8 g NaHCO3、9.3 g Na2HPO4.12H2O、0.47 g NaCl、0.57 g KCl、0.04 g CaCl2 (預先配製4%的CaCl2，CO2充氣時才加入，每公升加1 mL) 及0.065 g MgCl2。以CO2充氣30 min，使pH近7.0，並視需要調整pH，使發酵液pH保持在6.5 – 7.0之間。人工唾液除啟始提供為50%發酵液之外，培養全程以3.5%/h速度由蠕動馬達送入發酵槽，提供所需礦物質。

7. 發酵產物收集系統：每天以血清瓶收集約750 – 800 mL (0.5 – 0.55 mL/min 送液速度) 溢出液。由血清瓶接氣體袋收集發酵氣體，扣除溢出液量後為產氣量。

8. 厭氧環境：發酵全程除每日換料開啟發酵槽外，儘可能保持厭氧狀態。瘤胃內容物取樣、攪拌機攪拌 (blending)、過濾及分送等過程，以CO2送氣且儘速完成。每日發酵瓶開啟換料時，以CO2送氣至液面，保持厭氧環境。整個發酵系統隨時保持密閉。
9. 發酵期間：適應期10 – 14天，正式採樣期10 – 14天。

10. 可測定項目：

(1) 適應期：每日溢出量、溢出量pH、發酵液pH、發酵氣體量。

(2) 採樣期：溢出量、溢出量pH、發酵液pH、發酵氣體量與組成 (CO2與CH4)、發酵液中的微生物數量與種類、微生物的酵素分泌與活性、發酵液24-hr 的pH、氨態氮 (NH3-N) 與揮發性脂肪酸 (VFA) 變化 飼料組成消化率、溢出液中的微生物合成量等。

(2) 瘤胃微生物培養與計數--- Hungate tube 方法
雖然瘤胃微生物主導瘤胃內飼料的消化代謝，但其族群數量與組成也受飼料養分提供的影響。一個良好的平衡飼糧需要促進最高的微生物合成量與合成效率，以製造充分的VFA與菌體蛋白質，做為牛隻主要能量與胺基酸來源，因此瘤胃微生物的培養與計數，成為營養研究的重要測定項目。瘤胃是一個厭氧環境，要培養其微生物需要在厭氧環境下進行，厭氧環境多以CO2來達成，可以在CO2充氣的厭氧手套操作箱內進行，或者是局部CO2充氣環境的Roll tube內進行，本節敘述以後者為之。

表1列出常用來培養瘤胃微生物的培養基配方。若要培養不同消化能力細菌時，可以選擇配方中的碳水化合物部分做調整，如要培養澱粉分解菌，則可以將配方中的碳水化合物總量全由澱粉提供。

表1. L-10 培養基與配製方法

項    目
配製100 mL時
配製 8,000 mL時

Tryptone
0.2 g
16.0 g

Yeast Extract
0.05 g
4.0 g

Glucose
0.1 g
8.0 g

Maltose
0.1 g
8.0 g

Cellobiose
0.1 g
8.0 g

Sodium Lactate 70%

或Lactic Acid 85%
0.15 mL

0.1 mL
12.0 mL

8.0 mL

Starch (or Xylan)
0.1 g
8.0 g

Dithiothreitol
0.01 g
0.8 g

Mineral Solution I.1
3.75 mL
300.0 mL

Mineral Solution II.2
3.75 mL
300.0 mL

Resazurin 0.1%
0.1 mL
8.0 mL

VFA Solution 3 w/ prop. and buty.

或 w/o prop. and buty.
0.65 mL

0.45 mL
52.0 mL

36.0 mL

Vitamin Solution 4
0.5 mL
40.0 mL

FeSO4.7H2O 0.545% 5
0.5 mL
40.0 mL

Hemin 0.05% 6
0.2 mL
16.0 mL

Vitamin K 0.2% in EtOH 
0.1 mL
8.0 mL

加水到

或當以下兩項為液體時
100.0 mL

93.0 mL
8,000.0 mL

7,440.0 mL

以5 N NaOH調整pH至6.8

Na2CO3, g

或8% Na2CO3, mL
0.4 g

5.0 mL
32.0 g

400.0 mL

在CO2充氣下煮沸

L-cysteine HCl, g

或2.5% L-cysteine HCl, mL
0.05 g

2.0 mL
4.0 g

160.0 mL

在CO2充氣下煮沸

以上為液態L-10製備。若要製備培養皿，則加入agar (1.2% w/v)；若要製備roll tube，則加入agar (1.8% w/v)

冷卻5分鐘，再次以CO2充氣5 –10 分鐘，儘速分裝至血清瓶，在CO2充氣後，以橡皮塞及鋁瓶蓋封夾瓶口；或儘速分裝5 mL至roll tube，在CO2充氣後鎖緊butyl橡皮塞及中空螺紋蓋 

121℃滅菌20分鐘。存放實驗室內備用

1 Mineral Solution I: K2HPO4 0.6% w/v.

2 Mineral Solution II: KH2PO4 0.6% w/v, (NH4)2SO4 1.2% w/v, NaCl 1.2% w/v, MgSO4 0.141% w/v, CaCl2 0.12% w/v, CoCl2.6H2O 0.0027% w/v, MnCl2.4H2O 0.03% w/v.

3 Volatile Fatty Acid Solution: Acetic acid 36.0 mL, Isobutyric Acid 1.8 mL, n-Valeric Acid 2.0 mL, DL-2-Methylbutyric Acid 2.0 mL, Isovaleric Acid 2.0 mL, Propionic Acid 11.0 mL, n-Butyric Acid 9.0 mL.

4 Vitamin Solution: Thiamine HCl 200 mg, Ca-D-pantothenate 200 mg, Nicotinamide 200 mg, Riboflavin 200 mg, Pyridoxine HCl 200 mg, p-Aminobenzoate 10 mg, Biotin 5 mg, Folic Acid 5 mg, Vitamin B12 0.2 mg, Thioctic Acid 5 mg. 以去離子水溶解成500 mL溶液，加入四滴CHCl3。
5 FeSO4 Solution 0.545%: 以去離子水溶解FeSO4.7H2O 2.725 g近500 mL溶液，加入15滴濃HCl酸化，定量至500 l。

6 Hemin Solution 0.05%: 去離子水125 mL與Ethanol (100%) 125 mL 混合，加入2.5 g NaOH溶解完成，加入0.125 g Hemin。

Hungate tube瘤胃微生物的厭氧培養與計數方法概述：

1. 在CO2氣體輸出管路上，安裝去除氧氣及水分的hungate column，加熱至350℃以促進CO2的還原。

2. 在通風櫥內，安裝CO2氣體輸出管路末端數個出氣口，接上彎曲不銹鋼長針頭，使可掛在試管內，充氣CO2造成厭氧小環境。

3. 計算試驗處理數、瘤胃內容物系列稀釋數量 (1 – 10-8)、取三稀釋濃度、每濃度三重複roll tube等所需的L-10培養基量。配製並分裝至試管內，滅菌備用。

4. 採樣日準備47℃水浴槽。Roll tubes以10分鐘滅菌溶化L-10後放入，維持液化。內含9 mL 0.1% pepton溶液的稀釋用試管39℃備用。

5. 自試驗處理的瘤胃開窗牛採取瘤胃內容物，經攪拌過濾後取得濾液做為微生物來源，在CO2與39℃熱水環境下送回實驗室，放置39℃烘箱內備用。

6. 緩和搖勻第一頭牛的瘤胃濾液。先以70 – 95%EtOH在稀釋試管中蓋點火殺菌，以1 mL滅菌針筒取出1 mL濾液注入9 mL pepton試管中輕勻，得10-1稀釋，重複10倍稀釋到約10-8濃度。

7. 估計適當稀釋濃度，先以70 – 95%EtOH在roll tube中蓋點火殺菌，以1 mL滅菌針筒取出0.5 – 1.0 mL稀釋液注入5 mL L-10試管中輕勻，橫置入有冰塊堆積的spinner內搖動15 – 25秒鐘，使L-10均勻固化分佈在試管內壁上。舉例如要培養總菌數，取10-6、10-7與10-8三種稀釋倍數，進行各三重複的接種；要培養纖維分解菌，取10-3到10-7五種稀釋倍數進行，纖維分解菌的L-10去除所有碳源及洋菜，以1 x 3 cm2 的濾紙為唯一碳源。

8. 在39℃烘箱內培養兩天後計算總菌數、cellobiose分解菌數、starch分解菌數及xylan分解菌數，培養七天後計算fungi數、培養14天後計算纖維分解菌數。兩天與七天的菌數計數取其菌落數在20 – 200的培養管計算，可在低倍光學顯微鏡或者放大鏡下計算。纖維分解菌數計算採用MPN (most probable number) 方法，可參考AOAC (1998) 細菌分析手冊第八版敘述。

9. 依照菌落數、取量及稀釋倍數等，計算每mL瘤胃濾液的CFU (colony forming unit) 數量。
10. 所有培養試管與培養基經完整滅菌後丟棄。

(3) 瘤胃微生物的phylogenetic分類
瘤胃微生物的種類與數量，是飼糧配方適當與否的重要指標。多數試驗以如上一節的培養方法，進行各種微生物的培養與計數，但常見的缺點是變異大。
近年來，有一群研究人員探討以DNA sequencing的分生方法，進行細菌種類與數量的分析，這個方法跳脫實際培養的工作，因為研究人員評估可以培養基培養方法養出的瘤胃微生物，不超過總數的15%。目前這方面的研究報告中常見到細菌的分類樹狀圖，以其DNA序列的近似程度做遺傳分類，並已重新命名數種已知微生物的所屬，但DNA資料庫的建立仍然在初期階段，研究工作仍在逐步推動中，需要收集很多細菌種類、純化其DNA、解讀其DNA序列、尋找個別細菌特殊的DNA序列、個別細菌特殊DNA序列的primer的設計等等。理論上，當此工作與資料庫完成後，將可以協助所有瘤胃試驗研究人員，很快的正確的瞭解其微生物的變化，更進一步若能將所有細菌特殊的probe放置在一個分類用macroarray上，則更可以省略大部分的分析與定序工作，但相對的經費付出也會增加。這是一個相當龐大的群體研究計畫，需要相當多的資金、儀器與人力的挹注。

細菌的phylogenetic分類的研究方法簡述於後：
1. 採集瘤胃內容物，分別以過濾方式取得液態內微生物，以methylcellulose buffer攪拌洗下貼附在固態的瘤胃微生物。

2. 以商業試劑組分離並純化瘤胃微生物DNA。

3. 細菌屬於原核細胞 (Prokaryote)，細胞內有三種rRNA，70S, 16S及5 S，因攜帶的遺傳資料數量較適中，因此研究工作多以16S rRNA為主。16S rRNA上有一些片段是所有原核細胞都有的基因序列，稱為conservative gene sequence，如E. coli的400 – 1050 base。此段共通的16S rRNA有其對應的16S rDNA片段，因此研究人員設計適當的universal primer (引子)，進行聚合酵素連鎖反應 (PCR) 放大所有細菌的此段DNA基因，因此PCR反應物總濃度測定後可以推算瘤胃內總細菌數量。

4. PCR反應物經電泳分離後出現明確的band，約在1,500鹼基位置。
5. 以試劑組純化膠片上的band，可視為insert，做為下一階段區別單一細菌的DNA來源。
6. 進行random cloning，將這些insert插入載體 (vector)。
7. 將載體transform入E. coli，進行培養，一個E. coli接受一個載體。

8. 以機器人將E. coli分散塗抹 (spread) 到大的培養盤 (約30 x 30 cm2)，以期得到單一菌落。

9. 以機器人感應個別單一菌落並送到個別eppendorf內培養。

10. 個別培養的單一菌液進行DNA分離、特殊DNA片段的PCR放大及DNA定序，與已有的細菌特殊DNA片段的資料庫比對，進行各種細菌的定性與定量。

三、心得

科學研究日新月異，研究人員需要隨時吸收各方面的資料來充實。Lethridge研究中心是加拿大農業方面最大的研究單位，其涵括環境、永續農業生產、食品安全與品質及生物技術生產等，工作人員近600人，因此其研究人力、設備與資源等都相當充分，只要有耐心與誠懇，就可以向各種領域的研究人員請益討論，並見到各種儀器設備與研究方法，是相當難能可貴的，這是此行很大的收獲。

四、建議

(1) 共同使用貴重儀器

如本次研習的Real-time PCR、螢光濃度自動分析儀、機器人自動塗抹培養、機器人自動感應菌落與截取、自動DNA純化儀器等等，都十分昂貴，但該研究中心將這些儀器放置在公共實驗室，以利大家都能使用，是節省經費並提高研究水準的作法。

(2) 共通性實驗的專責管理

Lethbridge研究中心有Service Lab的設置，如碳氮的分析即由專人負責，各實驗室完成樣品前處理後即可送至該實驗室，可以很迅速的完成分析，收取合理的費用，因此可以減少儀器的重複添購、污染的處理成本。另外一例如集中各實驗室的瘤胃微生物發酵系統，放置在同一間抽風設備良好的實驗室，以避免發酵氣體散佈在所有樓層，這也是不錯的觀念。

(3) 協助研究人員解決交通問題

建議加強對於出國研究人員的實質協助，如本次Lethbridge研究中心確實沒有公共交通工具可以到達，唯一的方法是租車，租車費加上更貴的保險費已超過日支費用的一半，但不能報銷，因此期望能對日後研究人員的狀況從寬認定，給與適當有彈性的協助。另外建議提醒研究人員在出國前要多瞭解當地習俗，如避免研究期間是當地的休假高峰期；同時先聯繫當地研究人員中的臺灣同鄉，以就近照顧。

 五、附錄

(1) 1977年Dr. J. W. Czerkawski及Dr. G. Breckenridge的Rusitec設計圖 (Design and development of a long-tern rumen simulation technique (Rusitec). British J. of Nutrition 38: 371-384)
[image: image1.jpg]Rumen simulation technique

Fig. 1. Schematic diagram of one unit of the four-vessel long-term artificial rumen. (D), Made of
perspex, (M), made of rubber or polyethylene. The driving shaft (S) was made of stainless steel.
V, Sampling valve; G, gland (gas-tight); F, flange; R, main reaction vessel; L, rumen fluid; C,
perforated food container; N, nylon gauze bag; T, rigid tube; I, inlet of artificial saliva; O, outlet
through overflow; M, line to gas-collection bag; E, vessel for collection of effluent.




(2) 畜試所新竹分所依照加拿大農業Lethbridge研究中心資料所設計的Rusitec設計圖 (目前運作中)
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