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摘    要

我國養豬產業與養豬技術在國際上素享盛名，養豬產業在我國農業生產佔了非常重要的地位，且其產值亦居農業單項產值之冠。豬基因組的解序研究對於養豬產業的永續經營有著很重要的影響，因此，在豬研究方面上如此盛大的基因組解序計畫我國似乎不應缺席，就如同以往我國亦參與了人類、水稻及黑猩猩的國際性基因組定序計畫。是故，本計畫之最主要目的在期望本計畫執行之後能與國際豬基因組學研究團隊建立合作關係，使台灣在國際豬基因組研究工作上能夠分工並分享成果，從而發現與經濟性狀相關之基因或標記和開發豬疾病檢測方法，並使台灣邁入優質豬隻生產之行列，進而提升種豬產業的國際競爭力。
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1、 目的

豬基因組上已被分門別類且已定位的基因座已超過5,000個。此外，因建立與利用豬全基因組輻射雜交板(WG-RH)，進行與其他物種之比較定位分析，而促使被定位之表現序列快速增加。現今，豬基因組學研究團體已經完成以細菌人工染色體(BAC)建構的基因庫，其為超過豬基因組35倍覆蓋率的資源。目前國際上之養豬產業大國包括美國、法國、英國、丹麥、中國、韓國及日本，已進行豬基因組序列定序的合作計畫，而我國養豬產業與養豬技術在國際上素享盛名，因此，在豬研究方面上如此的盛大計畫我國似乎不應缺席，就如同以往我國亦參與了人類、水稻及黑猩猩的國際性基因組定序計畫。故期望在本計畫之執行後能與國際豬基因組學研究團隊建立合作關係，使台灣在國際豬基因組研究工作上能夠分工並分享成果，從而發現與經濟性狀相關之基因或標記和開發豬疾病檢測方法，使台灣邁入優質豬隻生產之行列，進而提升種豬產業的國際競爭力。

2、 過程

	日期
	研習機構
	研習內容

	6/5(週一)
	
	啟程

	6/6(週二)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	利用學校網路查詢豬QTL定位之相關文獻（電子期刊全文）

	6/7(週三)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	利用學校網路查詢豬QTL定位之相關文獻（電子期刊全文）

	6/8(週四)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	參觀W. M. Keck Center for Comparative and Functional Genomics

	6/9(週五)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	參加Lawrence B. Schook教授之實驗室成員meeting

	6/10(週六)
	
	資料整理

	6/11(週日)
	
	資料整理

	6/12(週一)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	拜訪Department of Animal Science之教授包括Lewin, Shanks, Dziuk, Bahr, Beever, 並與Beever教授約定討論時間。

	6/13(週二)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	與實驗室成員討論有關核酸定序之操作方法與SNP檢測之方式，並向對方要到核酸定序核心反應試劑稀釋32倍之配方與5倍稀釋反應試劑配方。

	6/14(週三)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	準備與Jonathan Beever副教授討論之簡報檔案製作。

	6/15(週四)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	與Lawrence B. Schook教授研究群之一副教授Jonathan Beever博士討論並請教有關QTL mapping相關技術與做法，及未來相關計畫合作執行之可行性。

	6/16(週五)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	與Schook教授研究室之博士後研究人員討論有關豬肋骨數基因定位研究可能合作執行之方式與一般SNP研究之研究策略。

	6/17(週六)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	資料整理與市區、校區參觀。

	6/18(週日)
	美國伊利諾大學香檳校區Edward R. Madigan Laboratory
	資料整理與市區、校區參觀。

	6/19(週一)
	
	回程

	6/20(週二)
	
	回程

	6/21(週三)
	
	回程


3、 心得

伊利諾大學為美國著名大學之一，其動物學系在畜產動物的研究成果亦相當顯著。近年來，遺傳研究已進入基因組時代甚或後基因組時代，基因組解序為眾多基因研究之必備條件，亦因科技之發達，相關之儀器設備愈趨自動化與大量化，同時設備投資成本也愈來愈大，形成了一大群的研究團隊才可能有著比較顯著的研究成果，除了學術發表外，亦積極將成果應用於相關產業上甚或醫療用途上。

1、 Schook教授研究室簡介

Schook教授在畜產界為著名的研究學者，其基因定位的研究亦相當豐碩（附錄1）。該研究室透過比較基因組學鎖定建構生物醫學與生命科學實驗模式，以發展技術平台與生物模式解決複雜性狀與疾病。目前的研究主軸在：

1. 創造比較基因組學資訊以開發跨種間之生物資訊。

2. 創造技術平台以鑑定與利用遺傳多樣性。

3. 創造生物平台包括細胞株系、組織及動物以找出與幹細胞分化、發育及疾病之調控途徑。

目前正在執行的三大主要研究重點包括：

1. 複雜狀與疾病之動物模式：為支援研究比較外表型學，狗小鼠及豬動物模式已開發完成。這些聚焦於年齡與飲食對健康之效應癌症生物學及與生俱有的免疫反應。透過應用重組工程、特定基因捕捉技術與基因表現數據圖，這些動物模式將用以評估複雜跨種間生理反應之了解。

2. 豬基因組解序計畫：Schook教授為豬基因組解序計畫白皮書之起草人，而國際豬基因組定序團隊為開發完整的原位圖譜以使能夠支援基因組定序與比較基因組學。此外，該研究室已鎖定研究控制複雜性狀或與人類疾病相關之推定同源基因。目前定序工作委託英國的桑格研究中心執行，同時，國際豬基因組定序團隊希望在中國的豬年能夠完成豬基因組定序與註解的工作。

3. 再生性生物學與組織工程：基因組學提供發育期間（短暫與空間的）基因表現深刻理解，其可用來分割再生機制與幹細胞分化。該研究室基因組生物學研究所創新的各學科間方式以收集基因表現資訊並創造幹細胞生物學再生醫學及組織工程之設計法則。這些調查包括利用雷射捕捉顯微鏡學微流體設備建構及比較外表型學發展以利用小鼠、豬及planeria模式仔細研究再生。

2、 基因定位研究方法

(1) Schook教授研究團隊之研究方法

1. 建立豬參考族群：利用外表性狀與基因關聯較遠的品種以建立outbred F2參考族群，透過有系統設計的雜交方式，生產F1與F2，並採集豬隻血液或肌肉以萃取其DNA與記錄外表性狀資料。

2. 遺傳標記篩檢：利用分布於豬染色體上之約150個遺傳標記，進行所有包括F0, F1及F2豬隻DNA片段分析，Beever教授建議可應用GeneMarker分析軟體，因該軟體較簡單實用且價格也比較低廉，並將所得之基因型與外表性狀資料依照QTL Express網路分析軟體所規定之格式上傳，即可將分析結果顯示，並找出可能與某性狀相關的QTL列出，再進一步藉由比較基因組學方式找到候選基因。

3. 相關候選基因之標定：目前人類之基因組已經解序與註解完成，而豬隻與人類染色體間之關聯也已確認，因此，可藉由找到相關之QTL位於豬隻染色體的號數與位置以對照人類染色體之相關位置即可找出可能影響性狀表現之候選基因。

4. 相關候選基因之鑑別：在候選基因的DNA序列中，設計適當之引子對，再進一步篩檢參考族群豬隻的DNA，以找出可能之SNP，再將SNP資料與參考族群之性狀資料做統計分析，以確認該候選基因的功能。至於SNP的分析，Schook教授研究是所使用的軟體為Sequencher™(Gene Codes Corporation, MI., USA)。

(2) 本所豬肋骨對數基因定位研究方法

1. 極端肋骨對數樣本之採樣：自電宰廠的量測冷卻屠體性狀，取得肋骨對數為14對與17對之樣本，萃取其DNA，以做為分析之用。

2. 遺傳標記鑑別：應用25種已知位置之微衛星型遺傳標記引子，進行PCR以鑑別極端肋骨數樣本之基因型。

3. 肋骨數基因所在染色體之定位：以卡方分析法檢驗肋骨對數外表型與DNA片段大小（交替基因）之相關性。
綜合兩種研究方法，一種為採用品種雜交所設計的配種流程，依據孟德爾分離律預估基因分離的效果以進行外表型與基因型統計分析而達基因定位的效果，另一種則為採用族群遺傳的研究方式收集極端差異的樣本，再進行基因定位研究，此一方法常用於人類基因定位的研究，畢竟人類是不能像動物一樣可以任意配種以產生符合研究標的的後代。雖然兩種皆可達基因定位的效果，但所需耗費的經費與人力是不一樣的，若為簡單的某單一性狀的基因定位是可採族群遺傳的方式進行研究，若是需要進行多種性狀之基因定位研究，則需要建立設計完好的參考族群，研究成果將會比較成功，目前本所亦進行蘭嶼豬與藍瑞斯豬參考族群建立之研究，期望能從中找到相關之QTL，以提供種豬產業之實質應用。
4、 建議

以生物技術輔助畜禽育種是不可缺少的重要策略，應用相關的生物技術除可有效縮短選育時程亦為較正確且可靠的方式，畢竟外表型的呈現為基因型的表現，具有優良的基因才可具有表現優良性狀的機會。然而以生物技術方式育種除需要有龐大儀器設備亦需有充足的研究人力與研究經費才可相輔相成，達到預期的效果。而本所承政府公共工程建設計畫之賜，除建造了防震、防火的建築硬體外，亦添購了許多的貴重研究儀器，然因研究人力比較缺乏已造成設備無法有效利用的窘境。此次，有機會到美國名校之一研習，參觀了重要的生物技術中心與了解其運作（附錄2與3），同時也取得有關DNA定序反應中主要試劑Bigdye稀釋32倍與5倍定序反應緩衝液之配方，以及DNA定序與資料分析相關流程，如此將可有效利用有限的經費。本所似也可將相關生物技術研究計畫與人員整合在一起，才可群策群力發揮事半功倍之效，除此之外，更需派遣相關研究人員至國外進行研習或進修，畢竟生物科技的發展非常快速，研究人員需要汲取新知，更需要與國外的研究人員交流，若能與國外的一流研究人員或團隊建立合作關係，將可提升本所的研究能量，並化為研究成果以提供產業的實質幫助，而不是閉門造車、進步有限並遭人詬議。
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附錄2 UIUC W. M. Keck Center for Comparative and Functional Genomics部門工作執掌
	Functional Genomics
	Sequencing and Genotyping
	Bioinformatics

	· Custom microarrays 

· Spotting of microarray slides 

· Scanning of microarray slides 

· Mouse microarray 

· Real time PCR; 7900 ABI analysis 
· Statistical Consulting for Genome Research 

· Affymetrix GeneChip System 

· Maui Hybridization Mixer 

· Affymetrix MegAllele System 
	· Custom Library Services 

· High-Throughput DNA Sequencing 

· DNA Core Sequencing 

· Fragment Analysis 

· Oligonucleotide Synthesis 


	· Automated DNA Sequence Analysis 

· Genome Project Management System 

· Statistical Consulting for Genome Research 




附錄3 High-Throughput Sequencing Unit之服務與設備配置
	Services
	Resources

	· Custom Library Services

· High-Throughput DNA Sequencing

· DNA Core Sequencing

· Fragment Analysis

· Oligonucleotide Synthesis
	· HTLIMS and Core LIMS, automated sample tracking and billing systems
· Two Applied Biosytems 3730XL High-throughput DNA capillary sequencers

· Qiagen BioRobots 8000 and 9600 for automated plasmid and BAC preparation

· Two Robbins Hydra 96-AW, a liquid dispenser for 96 and 384-well plates

· Genetix QPix II, a colony picker, replicator, and re-arrayer

· Applied Biosystems 394 DNA Synthesizers8 Sun Blade1000 workstations 

· Two Nanodrop ND-1000 UV-Vis SpectrophotometersMac and PC Workstations 

· Two Molecular Devices Spectramax Plus 96 well plate spectrophotometers

· Three MJ Research DNA Engine Tetrads

· Five MJ Research PTC-100’s

· Two Jouan CR 422 benchtop centrifuges

· Beckman Coulter Allgegra 25R Benchtop centrifuge

· Savant SpeedVac System
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