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壹、出國目的:
本計畫之目的乃自今年十一月二日起至十一月十一日止，赴法國國家農業研究院生殖生理實驗室研習山羊胚體外生產與應用之研究為期十日。山羊生殖技術之研究為中法農業合作之主要項目之一，過去雙方在山羊精液冷凍保存及胚移置技術之合作方面，一直有良好的互動與成果表現，目前雙方在自然環境與公羊精液生產相關之研究，與胚保存冷凍及胚體外生產等技術方面仍保持密切之聯繫與合作中。有關山羊胚體外生產之研究，本實驗室過去所獲得結果，卵母細胞成熟率約50％左右，而發育至囊胚、桑椹胚比例卻明顯偏低，相較於法國國家農業研究院所獲得的成效，仍有極大的差距。歸咎其主要原因為國內體外培養系統仍未完善建立，亟需借助先進實驗室之經驗快速取得改進方法。此外，目前畜試所進行家畜基因轉殖研究，山羊胚體外生產正可提供研究與應用所需之材料，而法國為世界上在山羊人工生殖技術研究領域最為先進之國家，值得我方借鏡與合作。
貳、研習過程:
行程安排:

十一月二日(日) 23:55搭乘長榮(BR087)台北到巴黎。

十一月三日(一) 7:00抵達至法國巴黎，由法國國家農業院研究人員接待至實驗室，參觀訪問。

十一月四日(二)  研習與討論山羊胚體外生產技術及應用之研究：包含山羊卵母細胞體外成熟、體外受精及體外培養等技術。

1.山羊卵丘卵母細胞取得方式，卵母細胞之來源包括自屠宰場之卵巢及不同動情週期或經荷爾蒙處理之活體母羊，以直接或外科手術人工採卵等方式取得與鑑別品質之方法。

2.體外成熟培養系統：培養條件(溫度與氣相)，培養液成份比較(血清與其他蛋白質來源、濾泡液，使用何種共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)，如何評估成熟發育階段。

十一月五日(三)  研習與討論山羊胚體外生產技術及應用之研究：包含山羊卵母細胞體外成熟、體外受精及體外培養等技術。

1.精子獲能：獲能方法(培養液之pH、血清、濾泡液、抗凝血劑添加)，新鮮或冷凍精液獲能不同處理方式，如何評估有效的獲能作用(染色法)。

2.體外受精：精液品質之評估，受精使用精子數目，如何操作體外成熟卵進行受精，體外培養使用何種共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)，精子與卵共培養時間條件，如何評估有效受精過程。

十一月六日(四) 研習與討論山羊胚體外生產技術及應用之研究：包含山羊卵母細胞體外成熟、體外受精及體外培養等技術。

體外培養系統：培養液成份，共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)系統之建立，鑑定發育階段染色方式。

十一月七日(五) 研習與討論山羊胚體外生產技術及應用之研究：包含山羊卵母細胞體外成熟、體外受精及體外培養等技術。

體外培養系統：培養液成份，共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)系統之建立，鑑定發育階段染色方式。
十一月八日(六) 研習與討論山羊胚體外生產技術及應用之研究
十一月九日(日) 資料整理回法國巴黎機場
十一月十日(一) 11:20搭乘長榮(BR088)法國到台北。

十一月十一日(二) 7:50抵達台灣。
內容重點:
研習與討論山羊胚體外生產技術及應用之研究：包含山羊卵母細胞體外成熟、體外受精及體外培養等技術。
1.山羊卵丘卵母細胞取得方式，卵母細胞之來源包括自屠宰場之卵巢及不同動情週期或經荷爾蒙處理之活體母羊，以直接或外科手術人工採卵等方式取得與鑑別品質之方法。
2.體外成熟培養系統：培養條件(溫度與氣相)，培養液成份比較(血清與其他蛋白質來源、濾泡液，使用何種共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)，如何評估成熟發育階段。
3.精子獲能：獲能方法(培養液之pH、血清、濾泡液、抗凝血劑添加)，新鮮或冷凍精液獲能不同處理方式，如何評估有效的獲能作用(染色法)。
4.體外受精：精液品質之評估，受精使用精子數目，如何操作體外成熟卵進行受精，體外培養使用何種共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)，精子與卵共培養時間條件，如何評估有效受精過程。
5.體外培養系統：培養液成份，共培養方式(卵丘細胞、懸浮顆粒細胞、輸卵管上皮細胞)系統之建立，鑑定發育階段染色方式。
參、結果與討論
本計畫之目的乃自今年十一月二日起至十一月十一日止，赴法國國家農業研究院生殖生理實驗室研習山羊胚體外生產與應用之研究技術期十日。法方山羊胚體外生產與應用方面的技術已相當成熟穩定，整體試驗步驟非常值得我方學習參考。
卵母細胞之體外成熟

       自屠宰場取得之山羊卵巢，在實驗室中以無菌操作採取2~6 mm濾泡中之卵丘卵母細胞複合體(COCs)，完整之COCs清洗3次後，每10個COCs培養於50μL培養液中，覆蓋礦物油。培養液為含2.2 mg/mL NaHCO3及50μg/mL gentamicin之 M199，另補充10 %胎牛血清、100μm cysteamine。卵母細胞於5 % CO2、95 % 空氣、38.5 ℃之恆溫培養箱培養24小時。

精子獲能與體外受精

    獲能培養基、體外受精培養基使用SOF。受精力經檢定合格之努比亞公羊冷凍精液，精液解凍後，使用Percoll密度梯度方式以500 x g離心10分鐘，精子沈澱物SOF培養液稀釋，調整精子濃度為107 cells/mL，於SOF培養液進行浮游培養1小時，於38.5 ℃恆溫培養箱中進行獲能。經體外成熟培養完成之卵母細胞，去除卵丘細胞後，每10個COCs培養於100 μL SOF培養液中，導入獲能完成之精子，調整精子濃度為 106 cells/mL，上覆礦物油並於5 % CO2、38.5 ℃進行體外受精18小時。

受精卵之體外培養

    受精18小時後，每10個受精卵移入50μL合成輸卵管液(SOFaa) 上覆礦物油，培養條件為：38.5 ℃、5% CO2、5% O2及90% N2。培養期間每48小時更換一次培養液。

受精卵分裂檢查

    受精卵於acetic acid:alcohol(1:3)固定24小時，玻片待乾，使用10﹪Giemsa 染色10 min，400×之相位差顯微鏡觀察分裂比率檢查。

在家畜胚移置與基因轉殖技術領域中，均需要大量的卵母細胞及早期胚之配合，雖然應用超級排卵和人工授精技術可增加一部分卵母細胞及胚的來源，但是在數量上及經濟上仍受相當限制；例如羊隻體內胚之取得，仍以外科手術或犧牲之方式來達成，且在試驗過程中需消耗諸多人力與財力。台灣地區，依據養羊協會調查國內九十一年一月至六月山羊供應屠宰頭數為七零零九一頭，推估全年肉羊供應屠宰頭數為一四零一八二頭。若能自屠宰場牧集擬廢棄之卵巢，將可取得大量卵母細胞。因此，卵母細胞之體外成熟和體外受精技術，尤其顯得具有意義。

此次研習至法國國家農業研究院生殖生理實驗室，研習山羊胚體外生產，於法國試驗期間山羊卵母細胞體外成熟率高達百分之九十以上，經體外受精發育至八細胞高達百分之八十以上，結果相當令人滿意。經觀察發現實驗步驟與流程與以往文獻上有許多出入，表示新的技術不斷更新與改進，法方技術之建立，可供我們進一步學習對後續研究之重要依據及價值。
同時也參訪山羊胚體外生產技術應用 (如使用腹腔鏡胚移置、生殖細胞冷凍、超級排卵、現場飼養管理等)。此次出國研習相關之畜產生物技術，藉由與先進國家之科技交流，對於本所在基因轉殖家畜之研究上將有莫大的助益。同時，做為本所基因轉殖研究及分子農場先導牧場研發之基礎，也開啟中法雙邊畜產科技合作之良好基礎。
肆、結論與建議
完善之卵母細胞之體外成熟、受精與體外培養系統為各類卵子與胚操作，包括產製基因轉殖動物之基礎。因卵子與胚於各發育階段之生理與組成之變化甚大，故欲發展一系列之良好體外培養系統，需進一步暸解正常之卵子與胚胎生理、代謝與發育所需之營養成分，若能完成以簡單化學成分組成之培養液取代血清、蛋白質添加物或細胞共培養系統為優先發展之選擇。法方在過去幾年的研究皆朝此方向努力改善，所以此次藉由與先進國家之科技交流，吸取技術上之寶貴經驗及成果，受益匪淺。
全世界發展生物技術已超過25年，隨著人類基因圖譜的完成，使得生技產業邁入另一新的里程碑。我國政府目前已將生技產業列為「兩兆雙星」中的雙星之一，也是未來策略性的新興工業。近年來國際畜產生物科技的研發方向，以動物複製、基因轉殖與幹細胞科技等三個重點為主軸。畜產試驗所在畜禽人工生殖科技方面已經有相當的研究成果，例如在牛胚與豬胚體內外生產系統(包括卵子體外成熟、體外受精及胚之體外培養)的建立、胚移置與胚之性別鑑定、以及利用生殖細胞及體細胞進行核轉殖等複製 (cloning) 研究，已獲重大成果，更甚者，為基因轉殖研究亦已開發。而研究的腳步不容遲緩，必須持續執行始能有更大突破，如此方能使我國的家畜人工生殖科技達到國際水準，以提昇我國畜產研究的國際競爭力。與先進國家保持密切交流，透過研究人員之短期研習計畫進行國際交流，將能獲益良多
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