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摘   要

維生素E為體內重要抗氧化劑，為維持細胞膜結構及功能完整所需。本次赴美研習，與指導教授Dr. C. K. Chow共同討論結果摘述如下：

因維生素E對母雞繁殖之作用機制尚不清楚，除了維生素E堆積在蛋黃之影響因素外，母雞生殖系統狀態是否受飼糧維生素E之影響，進而影響精蟲之授精，亦是可探討重點，因精蟲會先在母雞生殖道貯存區中貯存，再上游至授精區，生殖系統狀態亦可能為影響因子。對產蛋影響而言，Dr. C. K. Chow建議與生殖有關之內泌素，如性腺激素(gonadotrophin)及黃體素(LH)，可進一步探討。對公雞之影響機制，可進一步分析精子反應性氧化物(Reactive Oxygen Species)及ATP含量，可應用流式細胞分析儀(Flow Cytometry)，分析精子粒線體膜電位、精子胞內鈣離子濃度、精子頂體反應及染色質結構等。
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1、 目的

作者之研究顯示，添加維生素E可提高種母雞之繁殖效率，提高種公雞之精蟲活動力、存活率及受精持續性等，該２項研究結果已分別發表於2004年及2005年英國學術期刊British Poultry Science（SCI）。雖維生素E對繁殖性能之影響已獲證實，但其作用之機制目前尚不清楚，為期使在有關維生素E在營養上之角色能有更深入之探討，藉此出國研習機會，赴維生素E之研究權威，美國肯塔基大學營養研究中心(Graduate Center for Nutritional Sciences, University of Kentucky, USA) Dr. C. K. Chow之研究室，研習維生素E之角色、扮演之功能及研究方法、儀器操作等，供以後相關研究之參考。本次出國期間共9天，工作項目包括：， 

1.參與Dr. C. K. Chow研究室之小組討論。

2.收集相關研究資料及討論為來研究方向。

3.旁聽Dr. C. K. Chow開授之營養課程並討論相關研究方法。

4.流式細胞儀器操作研習。

2、 過程

	日期
	研習機構
	研習內容
	指導教授

	08/27
	
	去程
	

	08/28
	
	去程
	

	08/29
	美國肯塔基大學營養研究中心
	營養研究中心介紹及研究室小組討論
	Dr C. K. Chow

	08/30
	美國肯塔基大學營養研究中心
	儀器操作練習
	Dr C. K. Chow

	08/31
	美國肯塔基大學營養研究中心
	旁聽課程及討論維生素E在營養上扮演之角色
	Dr C. K. Chow

	09/01
	美國肯塔基大學營養研究中心
	討論維生素E未來研究方向
	Dr C. K. Chow

	09/02
	美國肯塔基大學營養研究中心
	收集相關研究資料及文獻
	Dr C. K. Chow

	09/03
	
	回程
	

	09/04
	
	回程
	


3、 心得

維生素E為體內重要抗氧化劑，為維持細胞膜結構及功能完整所需。作者先前研究顯示，添加維生素E可提高種公雞及母雞之繁殖效率。鑑於本所家禽營養上之研究，仍以傳統營養居多，要提昇研究水平，突破研究瓶頸，細胞層次之營養生理值得探討。

作者赴Dr C. K. Chow 研究室一週研習期間，包括參觀實驗室，與Dr C. K. Chow就維生素E之構造、功能，維生素E在營養上扮演之角色進行意見交換及討論，並對 Dr C. K. Chow維生素E相關研究所發表報告研讀，旁聽Dr C. K. Chow營養代謝課程，研習流式細胞分析儀之操作及應用等。此外並與Dr C. K. Chow討論未來可進一步研究之重點，本行擴展國際視野，並能與國際級大師接觸及討論可謂機會相當難得。

茲將研習之主要心得摘述如下：

· 未來可進一步研究之重點
作者之研究顯示，添加維生素E可提高種母雞之繁殖效率，提高種公雞之精蟲活動力、存活率及受精持續性等，該 2 項研究結果已分別發表於2004年及2005年英國學術期刊-British Poultry Science（SCI）。雖維生素 E 對繁殖性能之影響已獲證實，但其作用之機制目前尚不清楚。為探討維生素E對母雞繁殖之作用機，Dr. C. K. Chow 因此建議，除了飼糧維生素 E 很明顯會轉移堆積在母雞蛋黃上，可能影響受精及孵化外，母雞生殖系統狀態是否受飼糧維生素E之影響，進而影響精蟲授精之環境，亦是可探討重點。因精蟲會先在母雞生殖道貯存區中貯存，再上游至授精區，生殖系統抗氧化狀態可能為影響因子。對產蛋影響而言，Dr. C. K. Chow 建議，與生殖有關之內泌素，如性腺激素 (gonadotrophin) 及黃體素 (LH)，可進一步探討。對公雞之影響機制，可進一步分析精子反應性氧化物(Reactive Oxygen Species)及ATP含量，可應用流式細胞分析儀 (Flow Cytometry)，分析精子粒線體膜電位、精子胞內鈣離子濃度、精子頂體反應及染色質結構等。

· 流式細胞分析儀基本原理
流式細胞分析儀可快速測量大量細胞數目，可達每秒15000個細胞以上，而且敏感度高。流式細胞分析儀可以測定及計算單一細胞或生物顆粒上的化學或物理特性，因此所能提供得資料數據種類相當多。其原理是使用已結合上螢光染料的單株抗體與單一細胞，如血球、細胞、精子、病毒、染色體等target cells作用後，再將這些已染上螢光染料之細胞通過fluid stream，並以激光照射在已結合螢光染料的細胞上時，會隨螢光染料種類之不同，放射出不同波長的光線，並以optical filter去篩選所欲測定的波長，將訊息接收放大後再轉換成數據分析。

· 流式細胞分析儀(Flow Cytometry)在公雞繁殖能力上之應用
1. 精子胞內〔Ca2+〕測定

精子功能缺陷會無法產生Ca2+訊息反應使精卵無法融合，可能與細胞膜的流動性下降，或與細胞膜連結的酵素和離子通道有關，因此測定胞內Ca2+濃度，藉此得知精子功能是否缺陷

精子胞內〔Ca2+〕測定方法如下：

將精子濃度調整至2×106 sperm /ml，加入5μl 1 mM 的fluo-3 acetomethoxyester（fluo-3 AM），置於室溫下、黑暗處，10分鐘之後，再加入50μl propidium iodide（PI, 0.5 mg/ml H2O），以流式細胞儀分析。

2. 評估精子頂體反應(acrosome reaction)分析

精子進行頂體反應（acrosome reaction），精子內的ATP含量會迅速降低，頂體反應是精卵結合時必須要發生的，當精子未與卵子結合前便發生頂體反應，便無法再與卵子結合，將螢光染劑標定在精子的頂體上，而當精子進行頂體反應將釋出水解酵素及溶酶體分解頂體，因此可以流式細胞儀偵測精子是否已進行頂體反應。

精子頂體反應評估方法如下：
以HTF-medium緩衝溶液調整精子濃度至2×106 sperm /ml，加入10μg/ml PI（propidium iodide），以PBS清洗兩次，加入95 % ethanol固定30分鐘，再以PBS清洗一次，加入100μl/ml PSA-FITC （Pisum sativum agglutinin, fluorescein isothiocyanate-conjugated lectin）標定精子頂體10分鐘。檢體再以流式細胞儀分析。

3.精子之核染色質（chromatin）結構分析
利用流式細胞儀偵測精子核染色質構造分析（Sperm Chromatin structure assay；SCSA）顯示，正常精子核染色質packaging正常，可對抗酸性環境不使核染色質由雙股變為單股，然而不正常精子則無法產生對抗能力。最佳的精子染色質packaging可使雄性有最佳的生殖力，因此SCSA是精子是否能使卵子受精一個很好的指標。

精子之核染色質結構分析方法如下：

為將精子濃度調整至2×106 sperm /ml，取0.2 ml，以0.4 ml acid-detergent溶液（0.08 M HCl, 0.15 M NaCl, 0.1 % Triton X-100, pH 1.2）稀釋，30秒之後，加入1.2 ml acridine orange（AO）（6μg/ml PBS buffer）螢光染劑溶液。檢體再以流式細胞儀分析。

· 維生素E生化功能及代謝路徑研習

Dr C. K. Chow有關於維生素E研究發表於國際知名期刊即有55篇之多。維生素E一般而言並不容易缺乏，但近年來之研究對此種維生素之重要性及扮演之角色有進一步之了解，如生化功能及代謝路徑等。維生素E在營養上之扮演之角色，此次研習由Dr C. K. Chow指導之部分摘述如下：

維生素E有tocopherol 及tocotrienol 等2種結構，其中又以(-tocopherol生物活性最高。研究發現體內存在(-tocopherol transfer protein，後來並發現該 transfer protein可優先與RRR-(- tocopherol結合，此一發現在維生素E研究上是一重要里程碑，除了對維生素E之代謝有進一步了解，同時也說明了RRR-(-tocopherol在生化上較其他維生素E異構體(isomers)優勢原因。

研究也發現，因體內存在tocopherol再生系統(Tocopherol regeneration system)與抗氧化系統，此二系統交互影響、環環相扣下，使得維生素E在體內不易枯竭，因此不容易出現廣泛缺乏情形。過量攝取之tocopherol，大部分以原來構造型式於糞便排出，或分解成較短支鏈(side chain)，但chroman環不變型式由尿液排出。食物中攝取之維生素E可調節粒線體過氧化物 (mitochondrial superoxide) 之產生，經由減少反應性氧化/氮化物質(reactive oxygen/nitrogen species)之生成，食物中維生素E不只保護細胞不受氧化傷害，也調節氧化還原反應之表現及/或激活作用。

本次研習指導教授Dr C. K. Chow，近年（1990年起）發表在國際學術期刊，有關維生素E在營養上之扮演之角色相關之論文題目及刊名整理如下，可供日後欲進行相關研究者之參考：

1. Dietary vitamin E protects the fathead minnow, Pimephales promelas, against noise exposure. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 137(4):313-323 (2004).
2. Biological functions and metabolic fate of vitamin E revisited. J Biomed Sci. 11(3):295-302 (2004) (Review paper).

3. Copper toxicity, oxidative stress, and antioxidant nutrients. Toxicology. 189(1-2):147-163 (2003) (Review paper).
4. Dietary vitamin E and selenium and toxicity of nitrite and nitrate. Toxicology. 180(2):195-207 (2002) (Review paper).
5. Manganese superoxide dismutase transgenic mice: characteristics and implications. Methods Enzymol. 353:398-409 (2002).

6. Vitamin E regulation of mitochondrial superoxide generation. Biol Signals Recept. 10(1-2):112-124 (2001) (Review paper).
7. High levels of dietary carnosine are associated with increased concentrations of carnosine and histidine in rat soleus muscle. J Nutr. 131(2):287-290 (2001).
8. Dietary coenzyme Q10 and vitamin E alter the status of these compounds in rat tissues and mitochondria. J Nutr. 130(9):234-238 (2000).
9. Antioxidant and oxidative status in tissues of manganese superoxide dismutase transgenic mice. Free Radic Biol Med. 28(3):397-402 (2000).
10. Interaction of antioxidants and their implication in genetic anemia. Proc Soc Exp Biol Med 222(3):274-282 (1999) (Review paper).
11. Antioxidant supplementation effects on low-density lipoprotein oxidation for individuals with type 2 diabetes mellitus. J Am Coll Nutr. 18(5):451-461 (1999). 
12. Vitamin E regulates mitochondrial hydrogen peroxide generation. Free Radic Biol Med. 27(5-6):580-587 (1999).
13. Oxidative stress and antioxidant status in mouse kidney: effects of dietary lipid and vitamin E plus iron. J Nutr Biochem. 10(11):674-678 (1999).
14. Oxidative stress and antioxidant status in mouse liver: effects of dietary lipid, vitamin E and iron. J Nutr. 127(7):1401-1406 (1997).
15. Antioxidant status and susceptibility of sickle erythrocytes to oxidative and osmotic stress. Free Radic Res. 25(2):133-139 (1996).
16. Red cell vitamin E and oxidative damage: a dual role of reducing agents. Free Radic Res. 24(4):291-298 (1996).
17. Oxidative damage and antioxidant status in the lungs and bronchoalveolar lavage fluid of rats exposed chronically to cigarette smoke. J Biochem Toxicol. 10(1):11-17 (1995).
18. Effect of dietary carnosine on plasma and tissue antioxidant concentrations and on lipid oxidation in rat skeletal muscle. Lipids. 29(7):461-466 (1994).
19. Cigarette smoking and oxidative damage in the lung. Ann N Y Acad Sci. 686:289-298 (1993) (Review paper).
20. Antioxidant status and free radical-induced oxidative damage of sickle erythrocytes. Ann N Y Acad Sci.669:365-367 (1992).
21. Oxidative damage in the red cells of vitamin E-deficient rats. Free Radic Res Commun. 16(4):247-258 (1992).

22. Regeneration of vitamin E in human platelets. J Biol Chem. 266(26):17290-17295 (1991).

23. Vitamin E and oxidative stress. Free Radic Biol Med. 11(2):215-232. (1991) (Review paper).

24. Effect of the peroxisome proliferator ciprofibrate on hepatic DNA synthesis and hepatic composition following partial hepatectomy in rats. Toxicology. 62(3):321-332 (1990).

25. Effect of vitamin E on linoleic acid-mediated induction of peroxisomal enzymes in cultured porcine endothelial cells. J Nutr. 120(4):331-337 (1990).
26. Effect of dietary vitamin E on the development of altered hepatic foci and hepatic tumors induced by the peroxisome proliferator ciprofibrate. J Cancer Res Clin Oncol. 116(4):351-356 (1990).
4、 建議

本所雖然在國內執畜產研究之牛耳，但如要在國際上具有高知名度及良好聲譽則尚有很長一段路待努力。研究人員語言能力及國際觀是研究單位要國際化必備要件。研究人員國際觀可由出國研習、發表國際性學術期刊及參加國際型研討會中學習到；研究單位國際上知名度可經由研究人員在研習、發表及研討會等之活動獲得最佳之宣傳。

本次研習指導教授Dr C. K. Chow曾於94年上半年應國立成功大學邀請來台擔任生命科學系客座教授。因作者在成大進修期間之博士論文主題與維生素E有關而認識。本次研習對擴展國際視野，並能與國際級大師接觸及討論可謂機會相當難得。雖礙於經費之限，只能停留短短一個禮拜時間，無法做有系統之研習，來去匆匆，殊為可惜，但在維生素E對公雞及母雞繁殖之作用機制之探討上，提供一個可行之方向。

以下兩點建議可供參考：

1. 建議未來如經費許可，能多派有潛力研究人員出國做較長期之研習，如此，在與先進國家關係建立及學術交流上能更長久而穩定。

2. 出國研習除語言能力外，選擇適合研究領域之地點，適合之研習時間與熱心之指導教授均相當重要。一般大學教授相當忙碌，研習前最好與指導教授有一定程度之互動，才能有事半功倍之效。建議研究人員應利用參與國際學術研討會等機會，多增加與國際學術單位之互動，認識知名國際級專家學者，才能建立人脈，出國研習時才有較好的選擇。

5、 附錄

肯塔基大學營養研究中心簡介：

· 肯塔基州 (Kentucky State)

美國肯塔基州別名藍草 (THE BLUEGRASS)，顧名思義因其大片深綠色草皮，遠看有如藍草而得名，肯塔基州以馬匹及菸草聞名，第二大城勒星頓(Lexington)是世界馬匹之都 (Horse Capital of the World)，人口35萬4千人，境內有450家馬場，有許多非常昂貴種馬，繁殖作賽馬用，除此之外亦是美國印表機及汽車生產重地。

· 肯塔基大學 (University of Kentucky)

美國肯塔基大學為全美國59所公立大學其中之一所，在肯塔基州為規模最大大學，創立於1865年，座落於於勒星頓市中心，1916年後正式取名University of Kentucky。肯塔基大學被定位為研究型大學，校園佔地673英畝，有近3萬名學生，1,832專任教師，包括16門學科，100個研究領域，大學教師一年爭取到研究經費達一億一千萬美金，在全美研究型大學及機構中，排名前100名。 

· 營養研究中心 (The Graduate Center for Nutritional Sciences)

營養對人類或動物健康及疾病之影響，包括與遺傳及代謝之關係相當複雜，其重要性與日俱增。本次研習造訪地點為肯塔基大學營養研究中心，肯塔基大學設立營養研究中心整合了與營養相關之學科，集合全國知名學者，提供高水準師資、教育及研究環境，訓練研究生，並授與博士及碩士學位。目前重點研究及訓練項目包括肥胖、心血管疾病、糖尿病、癌症。其他研究領域包括營養與抗氧化、營養與老化、臨床營養、動物營養及食品科學等。

除了攻讀學位之研究生，尚有對產業界、學界及政府單位提供訓練課程，例如美國國家衛生院 (National Institute of Health) 補助之營養及氧化壓力訓練課程；美國農業部 (USDA) 補助之營養及慢性病訓練課程；及心血管疾病跨領域訓練課程等。例如，營養及氧化壓力訓練課程師資來自研究中心及11個系所，專長領域包括氧化壓力機制、氧化壓力調節及其對心血管疾病、癌症、神經問題及老化等之影響等。

· 營養研究中心設備

營養研究中心實驗室面積超過36,000平方英尺，有最新設備提供細胞培養及人及動物之研究，除了一般傳統分析儀器外，亦有多項先進儀器設備，例如微矩陣序列分析儀 (microarray)、微電子矩陣序列分析儀 (cores for electron microscopy)、流式細胞分析儀 (flow cytometry)及核磁共振顯像分析儀 (magnetic resonance imaging)等。

· 研究人力

營養研究中心教職員有60多人，遍及28個系所及單位與該中心有密切關聯，許多該中心學生獲得聯邦經費獎助，在某些領域做最先進 (cutting-edge) 研究，該中心畢業校友有許多轉至頂尖研究單位、業界及政府機構任職。

· 營養研究中心課程

該中心提供碩士及博士班研究生之課程如下：

巨量營養素代謝 (Macronutrient Metabolism) 4學分 

微量營養素代謝 (Micronutrient Metabolism) 4學分

分子生物及代謝 (Biomolecules and Metabolism) 3學分

分子生物及分子生理 (Biomolecules and Molecular Physiology) 3學分

脂肪代謝 (Lipid Metabolism) 2學分

食物相關行為 (Food-Related Behaviors) 3學分

營養與慢性病 (Nutrition and Chronic Diseases) 4學分

營養最新進展 (Current Topics in Nutrition) 1學分

營養專題討論 (Graduate Seminar in Nutritional Sciences) 1學分

系統細胞及分子生理原理 (Principles of Systems, Cellular and Molecular Physiology) 4學分

基礎統計分析 (Basic Statistical Analysis) 4學分

營養消化及吸收生理 (Physiology of Nutrition and Absorption) 3學分

能量代謝 (Energy Metabolism) 2學分

蛋白質代謝 (protein Metabolism) 2學分

礦物質代謝 (Mineral Metabolism) 2學分

維生素代謝 (Vitamin Metabolism) 2學分
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圖 1. 肯塔基大學營養研究中心 (Funkhouser Building)
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圖2. 肯塔基大學營養研究中心Dr C. K. Chow實驗室
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