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摘要：

近年來，台灣在家畜禽生殖生物技術的研究已累積相當的研發成果，這些重要成果包括：體細胞核轉置動物的生產、基因轉置家畜禽及動物幹細胞研究等。此等生殖生物技術，不但具有改進禽畜產品產量與品質的重要潛力，更可有效提昇禽畜生產之經濟效益，使傳統之畜牧生產朝向利用畜禽做為生物反應器，藉以生產具有高價值醫藥用蛋白質的用途。因此，家畜禽的生殖生物科技是本國畜產研發的重點項目。目前，行政院農業委員會畜產試驗所除了已著手進行各種家畜禽生殖生物科技的研究外，也成功建立畜禽基因轉置與動物體細胞核轉置等技術平台，同時也與各大學院校及研究機關密切合作以形成研究團隊，在有限研究資源的情況下，透過研究人員與資源的分享妥善分工，連貫上中下游技術，以提升研究成效。而畜試所之研究除加強研發資源整合與人才培育外，如何提升改善已建立之生物技術並實際應用於產業界，始終是研發工作的最重要方向之一。台灣在畜產生物技術的進展甚為快速且已建立良好之技術平台，然而與美日等先進國家比較，仍有諸多發展與進步之空間，尤其是生物科技研發成果之商業應用過程。美國在科技研發成果的商業應用上堪稱為全球之領導者，制度做法相當成熟上軌道，頗值國內畜產界學習並吸取寶貴經驗。因此，藉由研究人員赴美進行為期半年的研習，有助於國內畜產生技之商業應用並提升研發成果應用價值。此次獲得行政院人事行政局公務出國研習機會赴美研究，在美國康乃狄克州立大學動物科學系暨再生生物學中心主任楊向中教授、田秀春副教授及Evergen生物技術公司首席研發長杜福良博士指導下，研習有關體細胞核轉置動物的生產技術及提升效率之方法，參與乳牛、兔子及猿猴-牛異種體細胞核轉置相關實驗，藉以探討各種可能改善體細胞核轉置動物生產技術的研究。研究過程中利用有兩週時間，赴美國農業部所屬的貝茲維爾農業研究中心及Evergen生物技術公司賓州工作站進行觀摩實習，在相關研究人員指導下，進行學術討論及實際之實驗操作，了解美國農業部官方研究機構在家畜生物科技的研究概況、研發成果與未來重點方向；同時也學習畜產生物科技公司的商業營運模式、牛胚體外生產、冷凍保存及商品化過程，習得之相關技術經驗，可供畜產試驗所在生殖生技研究之重要參考，同時也能改善現有家畜禽生殖生技之生產效率，讓相關的技術平台更成熟。透過研究人員的出國研究，除了專業研究技能提升外，也培養研究者的國際視野及語言能力，同時學習美國畜禽生技研究之現況與重要研發趨勢。
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1、 研究經過、具體成果或心得

一、行程
	日期
	研  習  機  構
	研  習  內  容

	95年6月15日
	康乃狄克大學
	家畜體細胞核轉置技術及胚幹細胞培養技術等關生物技術

	95年10月22日
	美國農業部-貝茲維爾農業研究中心


	胚早期發育的基因表現、預測胚存活能力的方法、家畜幹細胞、精子性別分離、基因轉置家畜、複製牛的研究

	95年10月29日
	EVERGEN生物技術公司賓州工作站
	應用性別分離精子進行牛胚體外生產、無血清與無體細胞培養系統

	95年11月6日
	康乃狄克大學
	家畜體細胞核轉置技術及胚幹細胞培養技術等關生物技術

	95年12月15日
	結束研習返程回國
	


二、緒言
生物科技是廿一世紀之主流科技，更是政府施政的重要方向之一。過去幾年，台灣在畜產生物科技的研發上已見長足之進展。這些成果是多年經驗的累積，也是未來研究發展的基礎，更是實驗成果實際應用產業化的關鍵技術。畜產試驗所推動研究的畜禽生殖生物科技與基因轉置等，可以改變傳統畜禽的生產模式，使具有價值的種畜禽能在短時間生產更多的優良後代以加速動物改良，更可進一步將具有高價值的蛋白質基因轉置入動物之染色體而代代相傳，生產人類所需要的醫藥產品，提昇我國畜產業之競爭力，為我國未來農牧業生物科技之發展奠定基石。畜產試驗所在生殖生物科技的研發願景之與架構中規劃了四項重點工作，分別為：利用生物技術提升畜禽生產效率、畜禽基因庫建立與應用、利用生物技術生產醫藥用蛋白質、利用基因轉置和複製動物技術改善畜禽品種，做為生物技術研究的方向。
 (一)體細胞核轉置技術
科技之進步日新月異，其中生物技術之發展因為應用性廣、技術密集、效果快速及經濟效益高而在全球備受重視。因此，世界各先進國家莫不將之列為國家農業之研發重點科技並積研發。有關畜禽生物科技的發展，近年來更受到大眾注意，其中較重要之項目，包括基因轉置、胚幹細胞培養技術及體細胞核轉置等，這些生殖生物科技的發展彼此間具有重要相關性。核轉置 (nuclear transplantation, NT) 即為大眾熟知的動物複製技術，該技術早期係在兩棲類動物發展出來，後來才成功應用到哺乳動物。此技術對於哺乳動物胚的分化及已分化體細胞之基因如何重新啟動等，提供了解開問題的機會。核轉置技術應用在畜產動物，可以加速畜群改良及提高後代子畜之性能表現；應用在基因轉置動物的產製上更提供一全新的策略與工具。核轉置的操作方法是利用顯微操作方法，移除已經過成熟之卵母細胞的第一極體及染色體，再將供核細胞轉置入卵母細胞之卵膜間隙內，經過電融合及化學激活處理之後，NT胚即可開始分裂生長並發育。
早期哺乳動物NT的研究，由於一般均認為已分化的體細胞無法複製，因此皆以抽取自著床前的胚之胚葉細胞做為供核源，產製兔、豬、綿羊與牛等家畜胚細胞核轉置動物。1997年，英國Roslin研究所的科學家利用綿羊乳腺上皮細胞及胎兒成纖維細胞做為供核源，進行核轉置而成功產仔，首創體細胞核轉置 (somatic cell nuclear transplantation, SCNT) 複製成功之首例而震撼全球。之後，各種動物利用不同的體細胞做為供核源，進行 SCNT而成功產仔的報告亦接踵而至，至今已有超過12種的動物被複製成功。以去核的卵母細胞做為受核體，轉置入不同分化階段之供核細胞所組合而成的重組胚能夠重新啟動發育程式而開始胚的發育，改變了過去認為已分化體細胞不能孕育後裔的觀念。利用胚的胚葉細胞、胚幹細胞衍生的上皮細胞、始基生殖細胞、胎兒成纖維細胞及成熟體細胞進行核轉置，也證實均可以產製核轉置胚並懷孕生子。另外，把核轉置技術運用在基因轉置家畜的生產上，可將攜帶外源基因的綿羊或牛的胎兒成纖維細胞做為供核源，進行 SCNT後可以成功生產基因轉置家畜。這些研究結果皆顯示SCNT無限之應用潛力與經濟價值。然而，過去幾年來，SCNT技術雖然持續不斷的改進，但是成功率仍然偏低，若不論動物之種別，SCNT胚移置後能成功產下活仔的比率尚不及3%。顯示 SCNT技術仍有諸多困難與空間等待突破改進，諸如供核與受核細胞間的細胞週期相容性、轉置技術與重組胚的激活處理或基因調控等，均為重要且值得深入探討之研究主題。
(二) 異種核轉置動物
動物 SCNT技術的另一項重要應用，在於異種動物核轉置(interspecies nuclear transfer, INT)的研究。INT技術應用在野生動物的保育上，已有印度野牛（gaur）與南歐野羊（mouflon）等成功生產的例子，而高度瀕臨絕種的動物例如熊貓，目前全球之總數量不到1,000隻，為了挽救熊貓，除了改良傳統生殖技術以增加繁殖性能外，科學家也開始探討 INT應用的可行性。INT除了可以應用於瀕臨絕種動物的復育外，也可以應用於探討異種動物間供核與受核細胞的相互作用及相容性等問題。異種動物間細胞核與細胞質間的交互作用之探討，在1952年即曾利用北美樹蛙 (Rana pipiens) 進行研究。之後科學家應用 INT技術，成功生產不同亞科、不同科與不同目的雜合硬骨魚 (teleosts)苗。在哺乳動物INT的研究中，已證實牛、綿羊與兔的卵子細胞質可以活化綿羊、豬、猴、大鼠及熊貓之供核體細胞而使INT重組胚開始分裂，同時可以支持綿羊-牛、豬-牛、猴-牛、鼠-兔及貓-兔胚等異種動物INT胚發育到囊胚期。。INT重組胚之發育時間具有特異性，與供核動物應用體外生產 (in vitro production, IVP) 所培養的胚之發育時間相似。利用牛的卵母細胞做為受核體，轉置不同動物的供核體細胞所生產之 INT重組胚，完成第一次細胞分裂的比例分別為牛-牛胚55.8%、綿羊-牛胚66%、豬-牛胚52.2%、猴子-牛胚85.7%、大鼠-牛胚90.2%。胚發育的細胞分裂週期在時間上近似於IVP之牛胚者。這些INT胚的融合率也受到不同供核動物成纖維細胞的大小所影響。NT胚能否成功融合，有賴於受核卵母細胞膜及供核-受核細胞膜間的緊密接觸與相容性，此等因素亦為決定理想電融合時間與電擊強度的重要因素。許多INT胚之初次細胞分裂時間相當接近，但隨著後續生長，胚之發育速率及囊胚形成時間出現種別性差異的現象。而胚發育到形成囊胚結構的時間則依INT胚供核細胞來源種別而有所不同，例如綿羊-牛胚與豬-牛INT胚在激活後第5日，而猴子-牛INT胚則在第8天。母牛之成熟卵母細胞可以支持不同動物的體細胞進行早期的有絲分裂細胞週期。近來，也有學者利用家兔的卵母細胞，核轉置禽類之供核細胞以生產INT胚，探討細胞核與細胞質間的交互作用，發現家兔之成熟卵子和鷄之胚葉細胞 (Blastodermal cells) 組成之INT胚可以發育到囊胚階段。正常胚在早期發育階段 ，卵母細胞質中特定的基因產物具有調控胚正常發育的作用。INT重組胚在溝裂期之後能夠繼續發育並緊實化而形成囊胚腔，此乃供核細胞之基因組正確啟動所致。而動物的種別不同，胚發育時基因的調控由卵母細胞轉換為供核細胞的時機會有所差異，例如大鼠胚是在2-4細胞期、牛與豬胚在4細胞後期、綿羊胚在8細胞期、人類胚則在4-8細胞階段。無法緊實化的 NT胚，可能因為分化過程中基因之轉錄不完全或有缺陷所致。在熊貓的 INT研究上，利用12歲齡與3日齡熊貓的體細胞做為供核源，轉置入兔子的卵母細胞，發育至囊胚的比率分別為9.9~11.7%與18.5 ﹪。但胚移置入母兔之子宮並未能成功懷孕。但如果使用家貓的體細胞為供核者轉置入兔卵，融合率可達到48.7%，其中 5.2%的胚可發育至囊胚期。熊貓-兔之INT重組胚移置入家貓的子宮能夠建立早期懷孕。可能因熊貓與家貓皆為肉食動物 (carnivore)，且與兔子比較，家貓與熊貓的懷孕期顯然較為接近。將熊貓-兔胚與貓-兔胚一同進行胚移置，可誘發或協助熊貓-兔胚在家貓的子宮著床。胚在子宮著床時，會傳達訊號到代理孕母的子宮，此訊號是由細胞核所控制，貓-兔INT重組胚可能提供著床時所需的訊號至家貓的子宮而啟動胚的著床。從牛和家兔卵母細胞做為INT受核體的研究，顯示存在於牛與兔卵細胞質中的未知因子，可以支持異種供核細胞核的再程式化 (reprogramming)。

NT技術可生產遺傳組成完全一致的後代，然而胚之粒線體來源有可能是卵母細胞或供核細胞，並非完全與供核細胞相同。在正常的受精過程，精子的粒線體被會分解，只有卵母細胞之粒線體可轉移給後代。NT胚中粒線體 DNA之來源至今仍受到研究。粒線體DNA是母性遺傳的胞器，含有環型 DNA，長度約16-17kb。粒線體 DNA帶有13個蛋白質、22種 tRNA與2種 rRNA的密碼，與粒線體生物合成（biogenesis）功能有關的蛋白質約有95%來自細胞核。典型的細胞約含 2×103個粒線體，而單一卵母細胞約含 2×105個的粒線體。在已知的INT研究中，INT重組胚之粒線體組成有可能

1. 粒線體完全來自受核之卵母細胞：例如印度野牛體細胞核與南歐野羊卵母細胞之INT胚，供核細胞的粒線體在幾次有絲分裂後即被去除。僅保留受核卵母細胞質之粒線體 DNA。

2. 粒線體完全來自供核體細胞：例如熊貓-兔INT之早期囊胚中存在著供核與受核細胞的粒線體DNA，但胚著床之後，受核細胞之粒線體會逐漸消失，僅保有供核細胞之粒線體DNA。

3. 受核卵母細胞與供核體細胞的粒線體同時存在：例如熊貓-兔核轉置胚，著床前之核轉置胚同時存在供核細胞與受核細胞的粒線體 DNA。而雞-兔INT重組胚者亦含供核與受核細胞。
 在分析INT重組胚之粒線體DNA時，因為Displacement-loop (D-loop) 位置之變異最大且含有粒線體增殖與轉錄調控的基因序列，已廣泛做為粒線體來源分析之用。分析粒線體 DNA的方法，有限制酶切割片段長度多態性 (RFLP)、PCR片段單股構型多態性 (single-strand conformation polymorphism of PCR , PCR-SSCP)、對隅基因特異性 PCR (allele-specific PCR, AS-PCR)、PCR產物的DNA序列分析等。其中，以AS-PCR方法之敏感性較高。 
哺乳動物的胚，基因表現由之母方轉換到-胚方（materanl-zygotic transition, MZT）或胚之基因組活化（embryonic genome activation, EGA）是發生在胚的早期發育階段，此與胚的發育障阻及後續緊實化有密切關連，值此時期，胚基因組中染色質之組蛋白將取代魚精蛋白  ( protamines)，甲基化的親源基因組會去甲基化，胚的發育由母方調控轉變成胚之基因組調控，此種轉換是經由染色質的轉錄抑制而啟動作用，在加強子的協助下使基因有效表現。多數的雞-兔重組胚僅發育至8-16細胞期，僅極少數的胚可以突破MZT障阻期而緊實化並發育到囊胚階段。由此推測雞-兔重組胚的MZT可能在8-16細胞期，之後雞的細胞核完全控制重組胚的發育。應用PCR及染色體核型分析檢測鷄-兔重組胚，顯示桑椹期及囊胚期胚之細胞核內遺傳物質來自雞之供核細胞。INT胚能夠持續發育，顯示供核細胞核已順利再程式化，各種胚早期發育階段表現的重要基因能夠協同作用。而熊貓-兔胚、貓-兔及猴-兔胚及雞-兔胚等異種間核轉置胚均可以發育至囊胚階段。此等結果，顯示各種動物之早期胚發育所需之主要細胞質再程式化因子具有保留性。
(三) 體細胞核轉置與胚幹細胞
為了解決人類器官移殖時產生的排斥現象，可利用 INT將人類供核體細胞轉置入非人類哺乳動物之成熟卵，經過電融合以便獲得INT重組胚，再自重組胚中分離出胚幹細胞，如此生產之胚幹細胞或其衍生組織，將與提供細胞核的病人具有完全相似的遺傳物質，此等胚幹細胞衍生物的移植將屬於自體移殖，理論上應該不會產生免疫上的排斥現象，INT的技術具有相當之醫學應用潛力。

在牛與小鼠，SCNT已成功結合胚幹細胞分離與培養技術而獲得具有分化多能性的細胞之胚幹細胞。INT在人類胚幹細胞的研究，包括體細胞供核者的年齡對SCNT效率的影響、異種動物的卵子與人類體細胞是否可以相容並支持INT胚之發育、自INT重組胚獲得之的胚幹細胞能否正常分化成不同的細胞系等。這些將關係到年齡漸長的病人能否因SCNT或INT而重獲治療的機會。利用不同年齡及性別人類的供核成纖維細胞進行INT。取自 5歳、42歳及52歳男性人類的包皮細胞及來自 60歳女性手術後之臉部皮膚細胞，分離培養其成纖維細胞後繼代 7-20代者做為核轉置之供核細胞移置入兔之卵母細胞中，並紀錄重組胚初次分裂率、發育到桑椹胚及囊胚比例之差異性。結果以5歳供核者生產之INT胚之最初分裂率、發育至2 ~ 4細胞期的比例明顯低於 60歳供核者組。而自2 ~ 4細胞期發育到囊胚的比例則相反，5歳供核者明顯高於60歳組。融合之重組胚可發育到桑椹期及囊胚期，桑椹胚之外緣細胞逐漸扁平化而使囊胚腔更為明顯。囊胚腔隨著培養時間逐漸擴大，內細胞群清楚可見位於囊胚腔的一端。培養至第 5到 7天的部分囊胚孵化並突出透明帶。將此重組胚固定切片，利用人類細胞基因組特異性的重複性Alu序列與兔子粒線體 DNA特異序列做為探針進行原位雜交，結果重組胚同時含有人類基因組和兔子的粒線體 DNA。證明重組囊胚源自人類體細胞核，而兔卵可使人類體細胞再程式化並支持人-兔INT胚順利發育到著床前階段。此結果與小鼠及牛 SCNT後可以成功再程式化之成果相似。而自人-兔INT重組囊胚分離內細胞群細胞培養於含有小鼠成纖維細胞的供養層上，數日後出現典型胚幹細胞扁平化及緊密聚集的細胞群落。藉由核型分析、原位雜交分析、PCR及探針免疫細胞化學檢測等法分析核轉置所生產的人-兔INT胚幹細胞，證實此等細胞均來自人類。將此胚幹細胞繼代培養，發現此等胚幹細胞高度表現鹼性磷酸酶的活性；利用特異性抗體檢測各種哺乳動物胚幹細胞標記SSEA-1、SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-10與 TRA-1-85的表現，人-兔INT胚幹細胞表現SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-10與TRA-1-85而未表現SSEA-1，如同傳統的人類胚幹細胞者。自2/3的重組胚中分離 14株胚幹細胞並繼代培養至少10代，這些細胞株均保有緊實胚幹細胞群落之外型。這種胚幹細胞在體外可以持續生長並維持未分化之狀態，培養形成的胚芽體 (embryoid bodies)經人工誘導，可分化成神經及肌肉等不同細胞系。因此利用 SCNT所分離培養之胚幹細胞仍維持人類胚幹細胞的表現型式且具分化成為多種細胞系之能力。

由此可知INT可提供病人本身的體細胞體以培育胚幹細胞的潛力。此等技術除具有重要的醫學用途外，也提供人類體細胞核早期發育階段研究之用，以解開早期胚發育調控的分子機制。在進行 INT胚的研究與生產，必需考慮(1)異種動物之供核細胞能否在其他動物之受核卵母細胞中順利完成細胞核重整，而受核卵母細胞能否支持重組胚的早期發育。(2)異種核轉置胚能否在異種代理孕母的子宮內著床、發育並維持至分娩階段。(3)有效測定異種動物間核轉置胚粒線體 DNA來源的敏感方法必需建立。

近年來，國內 SCNT的技術平台已成功建立且相繼有牛、羊及豬順利產生。NT技術的建立除了繼續生產複製動物供相關研究之外，亦可供保種或擴增優良種畜之用、核轉置動物胚發育調控機制的研究、稀有或瀕臨絕種動物保育或復育、利用核轉置生產具有高經濟價值基因的轉置動物、探討染色體數不同動物 INT可行性、評估 INT胚的發育率及懷孕率、了解粒線體 DNA的變化等，對於改善 SCNT之生產效率及解開哺乳動物胚早期發育機制及基因調控都將有重要影響。此外，將INT結合胚幹細胞的分離與培養，對於人類或家畜未來的幹細胞研究發展都將可能重大的貢獻。

在詳細探討上述文獻之後，本次赴美研習的重點項目包括：

1. 研習美國畜禽生殖生物技術之發展現況與未來走向，藉以改善本國現有之技術平台，提升家畜禽生產效益、經濟價值與國際競爭力。

2. 研習家畜SCNT技術、INT技術、胚幹細胞科技、畜禽基因組分析技術與基因轉置技術等，完成兼顧理論與實務操作之訓練，藉以提升該領域的研究成效。

3.  研習美國在畜產生物科技之有效商業應用，做為畜試所之參考，以便強化將  已經建立的技術或具有潛力值得開發的畜禽關鍵生殖生物技術平台，透過知智慧財產權的妥善保護及有效經營管理，與農民及產業界密切合作或進行技術移轉，將研發成果商業化，提升成果之實際應用與經濟價值。

三、研習經過、具體成果或心得
 (一)、體細胞核轉置動物的生殖技術研究

1. 體細胞核轉置牛

 (1)牛卵巢及卵母細胞複合體(Cumulus oocyte Complex，COCs)取得

牛卵巢係取自位於美國賓州屠宰場之乳牛或肉牛卵巢，取得卵巢後置於30 ℃ 含0.1㎎/ml Penicillin-Streptomycin之0.9 ％ 生理鹽水並立即攜回實驗室。卵巢以生理鹽水清洗至少三次後，使用18號針頭之25 ml注射筒，吸取卵巢表面直徑約2～8 mm各濾泡內的之卵丘卵母細胞複合體（COCs），並置入50ml的離內管經過30min的沈澱後，以PBS/PVA【Dulbecco’s phosphate buffered saline  (D-PBS；Gibco，15240-013) 含0.1% polyvinyl alcohol (PVA; Sigma, P-8136) 】培養液清洗3次後，倒入10 × 10 ㎝之方型培養盤（Falcon）中，應用立體顯微鏡挑選並將COCs集中，由COCs之外觀及外圍卵丘細胞包覆層數評定卵母細胞之品質，僅挑選出1級的良好COCs才供體外成熟及後續NT之用。
(2)卵母細胞之體外成熟培養

牛卵母細胞之體外成熟培養，是將COCs置入35 mm培養皿中預先製作之75μl培養小滴 (成熟培養液組成為M199＋胎牛血清 FCS ，添加0.5 mg/ml 激濾泡素 FSH、5.0 mg/ml的黃體素 LH 及 1.0 mg/ml 動情素 estradiol (Sigma, St.Louis, MO E-8875)，上覆礦物油，再置於38.5℃含2％ CO2、98％空氣及飽和濕度條件之培養箱中培養。牛卵母細胞經過22-24小時的體外成熟，每一小滴中放置之卵母細胞數為25個。
(3)供核細胞之培養與製備

將冷凍於液態氮中的荷蘭種乳牛耳朵成纖維細胞取出於37℃之水域槽中使完全解凍，以含有10 ﹪FBS之DMEM培養液培養一天，再更換成為只含0.5 ﹪FBS 之 DMEM培養液，進行細胞的飢餓培養5～7日，藉以調控供核細胞之週期為G0期，供進行SCNT使用。
(4)SCNT 操作
I、牛卵母細胞之去核處理：將已經過體外成熟之牛COCs，以玻尿酸酶（hyaluronidase；Sigma H-3056）處理2min，再經強烈振盪3min以移除外覆之卵丘細胞，此時已完全裸露之卵母細胞開始以銳利之去核玻璃針進行顯微操作，將第一極體位置之透明帶刺破，之後移動去核玻璃針將第一極體及鄰近的細胞質擠出。去核完成之卵母細胞個別放入培養小滴中；再吸取被擠出的第一極體與細胞質，置入含20ug/ml Hoechst 33342之染劑中進行10 min染色。之後以紫外光檢測去核成功率，唯有確認已去核之卵母細胞始能做為SCNT之受核體使用。
II、核轉置操作：以顯微操作之放核玻璃針吸取單一的耳朵纖維母細胞做為供核細胞，注入已去核卵母細胞之卵膜間隙內，即完成核轉置的操作。
III、電融合處理：完成SCNT操作後，進行重組胚的電融合，使用之儀器為BTX電融合器，電融合液為Zimmerman，條件為20 Volt、10 (s、2次電激。完成電融合處理的SCNT胚，隨後置入D-PBS/20%BCS培養液中，30min後鏡檢觀察融合率。
IV、SCNT胚之激活處理：已完成電融合之SCNT胚置於恆溫培養箱(38.5 ℃、2% CO2、100% 飽和濕度)中培養4 hr，先置於含5μM Calcium Ionophore A23187（Sigma C-7522）激活液中培養5 min，胚經M199+FCS清洗後，含有10μg/ml cyclohexmide （Sigma，C-6255），2.5μg/ml cytochalasin D（Sigma，C-8273）之M199+7.5% FCS中1h。之後，再將胚置入含有10μg/ml cyclohexmide之M199+ FCS培養液中5h。激活處理後，SCNT胚經培養液清洗至少3次，再進行體外培養。
V、SCNT胚之體外培養：將SCNT胚置入含單層卵丘細胞之培養液中、在38.5 ℃、2% CO2、100% 飽和濕度條件下進行共培養。每日記錄SCNT胚之發育胚期至第7日(圖)。
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圖1. 發育至第7日的SCNT牛囊胚
2. 猿猴-牛異種體細胞核轉置胚的研究
猿猴與人類具有諸多的相似性，可以做為生物醫學臨床研究之動物模式，供測定新的治療方法之安全性及有效性。結合NT技術，若能有效進行非人類靈長類動物的SCNT，將有利於醫療性複製、猿猴胚發育或細胞週期的調控等研究，探討基因的再程式化，結合基因標的技術，產生功能喪失或功能獲得的疾病模式供人類遺傳疾病研究之用，猿猴與人類之相似性，其他動物將無法取代。而醫療性複製技術，有頼於應用SCNT來生產NT胚以獲得內細胞群中的胚幹細胞株。如果應用病人自身之供核細胞進行SCNT，最終獲得的幹細胞將是病人之自體幹細胞，將可供細胞或組織替換、做為受損或受疾病影響的組織供應之用。
Trichostatin A(TAS)的應用，可以有效改善NT小鼠胚的生產效率。在猿猴-牛之INT重組胚的研究中，應用不同濃度的TSA於胚融合後的培養系統，藉以提高複製胚的生產效率。TSA是一種組蛋白去乙醯化酶的抑制因子 (histone deacetylase inhibitor)，雖然其對於NT過程之真正作用機制尚未完全了解，但可增加NT小鼠胚的生產成功率2-5倍。TSA具有促進供核體細胞的基因組在受核卵母細胞質中的再程式化功能。或在核轉置後強化體細胞核基因組DNA的去甲基化，此一步驟為基因再程式化所必需。而TSA的功能也可能因為供核細胞的不同而特異性的抑制DNA的甲基化，此端頼發育階段及細胞的種類而定。
3. 基因轉置體細胞核轉置兔的研究
進行基因轉置SCNT兔研究的主要目的是建立供人類疾病研究之用的動物模式。應用經過基因轉置的兔子耳朵成纖維細胞做為供核細胞進行SCNT，提供卵母細胞的實驗動物注射激濾泡素(FSH)進行超級排卵處理，再注射hCG使卵子排出。卵母細胞在母兔活體內進行成熟後，將供卵母兔犧牲，取出卵巢及生殖道，再以接有18號針頭之 5ml注射筒，吸取卵巢表面濾泡內之卵丘-卵母細胞複合體(COCs)，同時生殖道也以PVC/PBS液體灌注沖洗出卵丘卵母細胞複合COCs，並選取卵丘細胞包被完整且卵母細胞品質較佳者，供SCNT之用。COCs經過含有0.5% 玻尿酸酶 (H3506，Sigma)處理後，以振盪方法去除卵母細胞外圍的卵丘細胞，再進行顯微操作進行SCNT，之後進行兩次電融合，電融合之條件為 3DC pulses、條件為 3.2kV/cm、20us)，電融合液組成為0.3M mannitol、0.1mM CaCl2、0.1mM MgCl2。第一次電融合為促進供核細胞及受核細胞的融合，電融合後將重組胚置於M-199並放入38℃之CO2培養箱中培養。第二次融合則是將複製胚進行激活處理。NT胚電融合後將胚置於含有 5 ug/ml cycloheximide (Sigma) and 2 mM 6-dimethylaminopurine (6-DMPA)(Sigma)的激活液中培養1小時，然後再培養於含有2.5 % FCS的 B2培養液中培養。當兔胚發育到2-4細胞期再將胚移置到代孕母兔之子宮，或在CO2培養箱中培養到囊胚階段以觀察胚的發育。
(二)、利用晶片(microarray)技術分析不同方式生產牛畜胚的基因表現
應用晶片分析基因的表現已經成為測定功能性基因組非常重要的工具，其優點是可以大量且快速的分析數量眾多的基因。晶片分析的過程，包括了標的cDNA的PCR擴增反應、晶片之列印、探針之標定及雜交反應之進行、最終結果的資料標準化及分析等，藉以測定各種基因的表現差異性，或供比較細胞因為不同實驗處理或細胞在不同發育階段之特定基因mRNA表現量之差異等用途。由於一個晶片上即存在上萬個數目眾多的基因點，很容易建構完整的基因，在進行雜交反應分析時，可應用兩種或以上的螢光染劑進行探針標定。基因晶片（或稱微陣列晶片）的技術平台，由簡單的多基因核酸雜交的格式，演進到現代利用微電子、微機電等技術將上千、萬種基因密集排列在矽片、玻璃或塑膠材質上。目前基因晶片也廣泛運用在分析基因變異、偵測基因突變與單一核苷酸多態性（SNP）以及整體基因表現的研究。單一核苷酸多態性廣泛地分佈在動物的染色體上，故可作為有用的遺傳標誌，對動物重要基因的研究具有直接的幫助。應用基因晶元就可以在同一時間分析大量的基因。
體細胞核轉置已應用到農業及生物醫學上，但是效率仍然偏低。全面分析複製動物的基因表現，將有助於了解細胞核之再程式化。因而應用cDNA 晶片技術分析個別SCNT牛囊胚、體外受精胚的基因表現。發現體細胞複製胚的基因表現與供核細胞牛隻應用自然授精方式生產的牛胚有明顯差異。由於體細胞複製胚發育至囊胚時經歷了明顯的細胞核再程式化，而在組織及器官生成時再分化時存在的問題，或是微小的再程式化錯誤，都有可能造成後續發育的重大影響。與正常活體內發育的牛胚比較，體細胞核轉置(SCNT)技術生產的牛胚，容易發生胎兒過大之巨仔症(large offspring syndrome, LOS)、胚早期死亡或分娩前後的損失等。這些異常推測均與 IVP或SCNT牛胚的基因表現異常有相關。基因的表現異常情況，包括了特定基因應該表現而未表現、基因表現程度明顯偏高或偏低等，因而影響了悠關胚發育存亡的重要生理功能，致使體細胞核轉置胚的生產效率偏低。這些異常現象與源自epigenetic的修飾作用有關，例如甲基化型式的改變；若能逐漸了解epigenetic的修飾作用，對改善IVP與NT牛胚生產效率偏低及胚胎異常的問題將有莫大助益。康乃狄克州大學再生生物學中心楊教授的實驗室與伊利諾大學畜產系合作，已建立家畜胚的晶片分析技術，主要目的在比較自然生產、體外生產及體細胞核轉置等方式生產的牛胚與豬胚之間的基因表現差異性，藉以了解複製動物效率偏低的問題是否與特定基因的表現異常有相關性。應用取自伊利諾大學所研發出來，含有牛7,872 cDNA晶片，分析不同方式生產牛胚的基因表現。牛胚之生產操作均按照國際胚移置協會的標準程序進行。進行分析時，由於可自牛胚取得的總RNA量約僅5ng，為了符合晶片分析所需的RNA量，必需進行基因擴增放大的步驟，才能獲得足夠分析所需的遺傳物質。同時為了確保經過擴增放大的遺傳物質與原本取自牛胚的原始總RNA具有完全相似性，也必需經過測試並發現兩者間具有極高的相關性，顯示取自單一個牛胚所萃取得到的RNA經過放大的程序，仍然與原始的樣品相似而具有高重複性及代表性。分析的結果顯示SCNT牛囊胚約有84.2%(1,546)的基因與原本供核細胞的表現具有差異性。其中，基因表現增加者有751個、表現降低者795個。而在複製胚中表現增加的基因包括：粒腺體、攜帶者作用、粒腺體內膜、運輸者作用、主動運輸作用、RNA剪接、離子運輸作用的各種基因。如果由作用之徑路分析，在SCNT牛胚中表現增加的基因則包括：氧化磷酸化作用、細胞週期、ATP合成、3羧基酸週期(tricarboxylic acid cycle)、嘌呤代謝作用、醣解及葡萄糖合成作用、丙酮酸代謝作用及細胞凋亡的調控基因等。由於牛囊胚之內細胞群具有分化多能性，因此應用晶片分析了94個已知在人類及小鼠胚幹細胞中表現的特定基因，結果其中有23個基因在SCNT牛囊胚中較供核細胞的表現為高，這些基因包括：ODC1、PECAM1、CCNE1、ATP binding、ATPase活性:AK3、ATP5A1、 CCT3、CCT8、EIF4A1、HSPA8、HSPA4及HSPE1。顯示供核細胞在SCNT之後經歷了明顯的基因再程化。SCNT牛囊胚與應用人工授精(AI)及體外授精(IVF)比較，分析了5,174個基因，發現NT與 AI胚基因表現的相似程度比IVF 與AI更為相近。NT與 AI的相關係數達0.808，而IVF 與AI則僅為0.714。三種胚的相關係數為0.713。而SCNT胚之間基因表現的變異不大，顯示到達囊胚期的牛胚已經歷了相當一致的再程式化。而IVF胚的基因表現變異較大，可能的原因為卵母細胞來自屠宰場，基因表現受到母方的遺傳變異所影響。分析的基因中約1%(50種基因)在NT與 AI胚之間具有表現之差異性。不同方式生產的家畜胚，應用基因晶片分析基因表現的差異性，可以迅速了解基因的表現差異與不同胚的發育及存活率問題。楊教授實驗室中晶片分析的方法，主要是參考The Institute for Genomic Research (TIGR) (http://www.tigr.org/tdb/microarray/)網站的方法並經過修飾後進行。

（三）體細胞核轉置動物產品的安全性評估
目前，由於複製動物的生產效率偏低、發育異常及出生後的高死亡率等，推測均與供核體細胞的基因再程式化不全有關，導致發育過程中重要基因的表現異常。因而社會大眾對於複製動物產品做為食品仍然有高度的疑慮存在。
美國聯邦食品暨藥物管理局 (Food and Drug Administration, FDA)曾委請美國國家科學研究院 (National Academy of Sciences) 進行複製動物產品做為食品的安全性評估研究，並已於2003年10月31日發表初步的研究報告（http://www.fda.gov/cvm/Documents/CLRAES.doc），顯示複製動物生產的肉品及乳液，與傳統動物的肉品與乳液同樣的安全。這份報告的內容，只評估複製動物供作食物的安全性，尚不涉及日後對複製動物作為食物在市場上行銷的相關規範。FDA的報告公布後，面臨許多的質疑與挑戰。而複製技術的道德爭議、對動物福利與畜牧業的影響亦受到關注。食品業者的反應亦相當謹慎，擔心複製動物的食物被消費者排斥，如同基因改造食品發生的情況般。FDA目前對於複製動物做為人類食品的安全性評估報告是採取開放的態度。目前，FDA仍繼續要求畜產業者遵循簽定的自願共識與承諾，不得將複製動物、複製動物的後代或其生產的乳液或肉品釋出到市場並供人類食用。而全世界至今尚無任何國家開放體細胞複製動物及其產品供人類食用的例子。

康乃狄克大學複製專家楊向中教授，應用日本公和牛及荷蘭種母牛做為試驗動物，分別測定牛肉及牛奶等超過一百項營養與組成份，發現複製動物的產品具有食用安全性，部分成分甚至超過正常牛隻的產品，並將研究結果發表在2005年美國國家科學院期刊 (PNAS 102：6261-6266) 上。其研究結果顯示，論文指出於乳牛的研究中，發現試驗的複製母牛均可正常分娩小牛，且泌乳曲線與正常母牛沒有顯著差異。在開始泌乳的第一個月乳量上升，而後隨著泌乳月份的增加乳量逐漸下降。4頭複製牛第一胎的泌乳量為8,646 kg ± 744 kg，同期正常乳牛的乳量為9,508 kg ± 744 kg。在乳成分的分析上，發現乳蛋白質的分子量在17與35 kDa間的α-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白及β-酪球蛋白四種牛乳中主要乳蛋白均與正常牛乳相似。乳中的其他主要乳組成亦無顯著差異。複製母牛的初乳中抗體含量，免疫球蛋白 (Ig)-G、IgA及IgM含量分別為2,000-15,000 mg/dl、70-360 mg/dl、125-500 mg/dl，初乳中的抗體含量正常，也顯示複製母牛足以提供仔牛所需的營養需求。此外，健康的複製牛不僅產品的成份正常，其染色體的端粒長度、發身時間、繁殖及泌乳、生長內分泌學、X-染色體的基因表現、行為、乳腺組織中基因的表現正常。因為乳腺中蛋白質及酶的調控功能正常才能反應正常的乳蛋白組成，若基因表現異常將導致乳汁的組成失衡。而乳汁中體細胞數在正常範圍之內，也顯示複製母牛的乳房正常健康而未較正常母牛容易感染乳房炎。

應用複製技術產製的日本公和牛進行牛肉的測定結果顯示，在分析100項牛肉的營養組成分中，超過90%的分析項目均為正常值，而有12項的測定值，複製牛肉與正常對照牛肉之間有差異，複製牛肉的含量顯著高於正常牛隻或遺傳組成高度相似的牛隻，這些有差異的項目均與腸系膜脂肪含量及牛肉中脂肪的含量有關。為了解這些複製公牛的健康或內臟可能存在的病理性狀，在肉牛屠宰後，將所有內臟進行組織學檢測，結果發現除了腎臟有尿結石以外，其餘內臟包括肝、心、肺、腎、脾、腎上腺及甲狀腺均未發現巨觀或微觀上的異常。而尿結石在肉牛飼養上是常見的現象。楊教授的研究結果，是首例應用遺傳背景相似的牛隻及同一品種牛隻，在完全相同的飼養管理條件下，進行全面研究複製牛的肉與乳的營養或組成分，顯示複製牛肉和牛乳具有安全性。此等結果可提供美國與世界各國的相關管理機構做為重要的科學參考資料，幫助政策的制定，做為未來複製動物食品管理的科學依據。目前，相較於美國總數約一億頭的傳統牛隻而言，複製牛的數量相當少，只有數百頭。因此，社會大眾可以不用擔心複製動物產品初步評估為安全的報告揭露後，會有大量複製動物的產品進入市場而被人類食用。而且，複製動物的成本相當高，且做為供核細胞的動物必然具有極高的經濟價值或極優異的性能表現，其目的並非僅供食物或榨乳之用。實際上，複製牛的技術只用來複製冠軍的優良種畜，使其能在短時間內獲得數目眾多的優良後代，以散佈其優良的 DNA以獲得更多優秀的後代，這些由複製動物所繁殖的後代，才是做為食物的動物。複製動物生產的食品獲得美國官方的初步認證具有正面的意義，但若能獲得消費者的認同則更為重要。

（四）體細胞核轉置家畜端粒長度分析

正常的體細胞有一定壽命，在歷經多次的細胞分裂後即進入衰老期。引起細胞衰老的主要因素與染色體的端粒(telomere)變短有關係。端粒(telomere) 位於染色體的末端，由簡單的重複 DNA序列結構所組成，負責維持真核生物染色體DNA的完整性。由於在DNA的複製過程中，染色體的尾端不能完全複製，所以每經過一次細胞分裂週期，端粒的長度就短少了一些，短化速率平均為一次分裂即短少20-200bp，故又稱為細胞的‘分子時鐘’ (Mitotic clock)。當端粒序列持續短少至某一長度時，細胞會停止分裂而導致細胞老化。染色體的端粒，具有保持染色體的穩定性與完整性的重要功能，端粒變短將可能造成基因體的不穩定及不正常的染色體末端融合纏黏，使細胞發生異常並走向死亡之路。然而癌細胞的染色體端粒，通常可經由端粒酶(telomerase)的作用，得以維持特定長度，且能使細胞持續不停的增生。在已經研究的動物中，發現物種間的端粒變異極小，例如原生生物門纖毛蟲綱之單細胞生物四膜蟲 (Tetrahymena) 的端粒DNA序列為TTGGGG，而人類的端粒 DNA序列為TTAGGG。顯示在演化過程中端粒的序列具有保留性。端粒的短化，可應用基因轉殖法，將特定基因轉殖入老化細胞，外源基因表現後可使細胞恢復生長能力，但端粒仍因細胞持續老化而變短，終將步入端粒截斷期(telomere crisis)。細胞很少能夠避過端粒截斷，但部分的細胞因為端粒酶活化而能夠長生不老，這類細胞例如癌細胞、生殖細胞或再生的組織中。而一般的正常體細胞並沒有端粒酶的活性。端粒酶是一種核醣核酸蛋白質 (ribonuclear)反轉錄酶，由重覆序列(tandem repeat, TR) 與具有反轉錄酶活性的蛋白質(telomerase reverse transcriptase, TERT) 二個次單位所組成。端粒酶藉由合成新的端粒DNA而維持受損短化的端粒。由於端粒長度與細胞老化具有密切關係，藉由比較複製動物的供核細胞、複製動物及同年齡的正常對照動物的端粒長度，可以了解這些動物間的端粒差異。端粒長度的分析，可應用端粒限制片段長度法（Telomere Restriction Fragment, TRF），將純化的動物基因組DNA經過限制酶分解後，進行瓊脂糖膠體電泳及南方轉漬將DNA固定在尼龍膜上，再與螢光標定的探針進行雜合反應，最後在 X-光片上顯影出端粒片段並經電腦分析軟體，計算出端粒的平均長度。端粒酶的活性分析，可應用端粒重複序列擴增法(telomeric repeat amplification Protocol, TRAP)的端粒酶測定套組進行，將待測樣品的蛋白質萃取物，經過濃度測定，再以套組進行聚合酶連鎖反應，之後進行聚丙烯醯胺凝膠電泳(polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE)、南方轉漬、雜合反應及螢光偵測，最後在X-光片上顯影出6個核苷酸差距的DNA階梯與否存在而判讀結果。

複製牛的端粒長度與同年齡的對照牛隻比較，研究結果並不一致。在複製母牛的研究，應用取自老化供核細胞所產製的複製仔牛，端粒可以回復到正常長度，甚至比對照仔牛還要長。應用不同的供核細胞所生產的複製牛，其端粒長度有顯著的變異。

取自13歳乳母牛的成纖維細胞與卵丘細胞做為供核源，產製的複製仔牛有6頭在分娩後死亡，存活的 4頭複製仔牛端粒平均長 15.38 kb，與正常對照仔牛平均長 14.73 kb並無顯著差異。而6頭早夭複製仔牛的端粒與存活的複製仔牛相似。顯示經過複製能使供核體細胞的端粒回復。而複製或體外生產的牛胚，在整個胚發育期均可測出端粒酶的活性，但在囊胚期時端粒酶的活性增加。Lanza等人分析雌性複製仔牛組織的端粒，發現與同年齡的對照牛隻相似。應用老化的供核細胞生產的複製仔牛與同年齡仔牛比較，有端粒明顯加長或重建長度的結果。Miyashita等人則應用4種不同的供核細胞生產複製牛，結果複製動物的端粒有明顯變異。

傳統的種公牛選拔，必需經歷至少6-8年的長期後裔檢定始能完成。若利用複製技術來生產優良種公牛，將縮短後裔測定所需時間。應用連續複製法生產日本公和牛，生產的複製公牛外表健康且具正常的端粒長度。第一代與第二代複製牛的成纖維細胞平均端粒分別為15.4 kb到16.1kb，與自然配種所生的同齡對照仔牛相似，且均比原來供核公牛的端粒為長。複製日本公和牛在體型、外表行為及採精量、精子濃度、冷凍耐受性、體外受精率等與精液相關的性狀均在正常範圍。精液進行人工授精後也順利產下正常仔牛。複製牛胚在整個早期發育過程，均可見端粒酶的表現。正常體內胚或體外生產的桑椹期牛胚的端粒長度相近，但均比複製的桑椹期牛胚為長。體外生產或複製的牛囊胚，端粒均較桑椹期為長，顯示牛胚的端粒延長作用發生在囊胚階段期，因為端粒酶的強烈表現而調節端粒長度。各種複製動物的端粒目前已經有相當多的研究，雖然結果並不一致，經過複製後，端粒有變短、端粒與正常動物相似或甚至端粒變長者。而造成複製動物端粒長度變異的因素，可能與供核細胞的種類與體外培養條件、端粒酶再程式化的效率、動物的個體差異、複製的操作步驟、分析的組織或細胞種類、動物種別間的差異等，導致複製後基因再程式化能力與發育潛力的差異。近年來，畜試所的動物複製技術平台已成功建立，並相繼有牛、羊及豬順利產生。而複製動物的端粒與正常對照動物是否相似或具有差異性是值得研究的課題。目前，複製動物的生產效率仍然相當低，透過全球相關實驗室的積極研發，應能夠在未來找到提升技術及改善生產效率，使複製成為可以商業應用的可行技術。
（五）結合體細胞核轉置與幹細胞研究

應用NT的技術平台，發展幹細胞培養及誘導相關研究，可以做為發育生物學及人類疾病模式的研究模式。利用小鼠及家畜之幹細胞，做為發育生物學及分化機制之研究模式。結合SCNT技術及胚幹細胞科技，培養小鼠或家畜動物的幹細胞群並建立幹細胞庫，做為人類疾病研究的動物模式是重要的研發方向。而此類研究，必需結合不同領域的專家，例如人類疾病的模式等，才能發揮研發成效。楊教授實驗目前已與多個大學之實驗室合作，應用小鼠之SCNT技術，生產各種人類重要疾病的小鼠模式NT胚，供後續胚幹細胞培養及其在疾病治療上研究之用。
貳、觀摩實習參訪過程心得
在美國農業部-貝茲維爾農業研究中心之研習項目包括胚早期發育的基因表現、預測胚存活能力的方法、家畜幹細胞、精子性別分離、基因轉置家畜、複製牛的研究。而在Evergen生技公司賓州工作站之研習項目為：
 一、幹細胞研究

經過美國農業部研究中心之安排，參訪馬里蘭大學動物家禽系 Dr. Carol L. Kellfer教授，她早期曾研究基因轉置羊的生產，將帶有表現蜘蛛絲蛋白的外源基因構築物，藉由基因轉殖而在羊的乳腺成功表現而順利生產純化出蜘蛛絲蛋白，實驗室的研發相當成功。她目前的研究著重在分析以不同方式(NT、IVP、In vivo)生產的牛胚中滋養層(trophectoderm)的蛋白質體學，同時也進行牛與豬的胚幹細胞培養，探討在牛、羊幹細胞培養及胚發育過程中重要基因的表現分析。Dr. Carol L. Kellfer教授認為乳羊是研究泌乳生理、反芻營養及胎兒發育的良好動物模式，具有懷孕期短、性成熟期早、體型較牛小而容易維持等優點。生產基因轉置羊可由羊乳中回收高價值的藥用蛋白質，且進行SCNT羊的生產，發生異常分娩前後損失的比率也明顯比綿羊及牛為低。因為家畜幹細胞的建立相當困難，部分的原因在於對家畜早期發育胚的基本機制並不十分清楚。然而重要的轉錄因子例如POU5F1、homeobox 轉錄因子Nanog等，已知是維持細胞分化全能性及自我修護的重要影響因子，當幹細胞開始分化，這些重要轉錄因子的表現量即將顯著降低。而動物胚中做為幹細胞是否已分化的重要標記因為動物種別之不同而有表現之差異，例如家畜與人類或實驗動物的小鼠之間即有所不同。又如牛胚中POU5F1的表現因為不具內細胞群及滋養葉的差異，所以不是理想的幹細胞分析標記。Dr. Carol L. Kellfer測定著床前體外生產羊胚及體內胚中Nanog、POU5F1、細胞表面標記SSEA1、SSEA4、TRA-1-60、TRA-1-81等是否表現，以了解這些因子可否做為羊胚內細胞群分化已否的重要標記使用。其結果顯示 POU5F1、SSEA1、SSEA4的蛋白質並未侷限在羊胚的內細胞群，而Nanog則表現在內細胞群的核漿(nucleoplasm)及核內，而在滋養葉的表現則顯著降低。此結果顯示Nanog的獨特表現型式，可以做為山羊具有分化全能性的細胞標記，同時可以做為羊胚幹細胞定性及誘導分化之用途。而實驗室已建立相關研究技術，同時也與華盛頓的國家動物園及美國農業部建立合作關係，進行有關動物生殖及SCNT動物的相關研究。 

二、抗乳房炎基因轉置乳牛的研究
在美國，乳房炎造成的損失約達到每年20億美金之多，這些損失包括了乳房炎的治療費用、乳牛的乳量下降、牛乳的保存期降低及減少乳酪的消費，同時也影響動物福利及牛隻成熟前的淘汰等。對抗乳房炎的策略中，疫苗及抗生素的使用效果相當有限。引起乳房炎的細菌中，主要原兇為金黃葡萄球菌，約造成1/3乳房炎的感染。而金黃葡萄球菌的胞外組成分為肽多膅體層(outer peptidoglycan layer)，主要胺基酸結構為Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-，此種組成可以被Lysostaphin 酶所分解而毒殺病菌。美國農業部研究中心因此進行研究，自S. simulans分離Lysostaphin基因，再應用可以在動物乳腺中特異表現的啟動子，構築成為基因表現載體，同時先進行小鼠的基因轉置試驗並測定基因轉置小鼠乳汁中Lysostaphin的產量。結果生產的基因轉置小鼠，將乳汁經不同倍率稀釋後進行培養基中抑制細菌生長圈的實驗，證實乳汁中具有酶的效果。這些基因轉置小鼠的乳腺進行細菌注入的攻毒試驗，發現乳腺可以有效抵抗細菌攻毒而呈現正常的乳腺泡組織。而非基因轉置的對照小鼠之乳腺則因為細菌感染而出現異常，感染比率中有80 %為嚴重感染、19 %為中度感染、1% 為為溫和感染。由於抗乳房炎基因轉置小鼠的成功，所以進一步生產帶有對抗金黃葡萄球菌(S. Aureus) Lysostaphin酶的基因轉置娟姍牛。基因轉置娟姍牛的生產乃應用傳統顯微注射法及SCNT進行。顯微注射法共注射了11,206個受精卵子，其中1,018個牛胚進行移殖，最後獲得 7頭基因轉置娟姍牛。而應用SCNT技術，生產4,007個SCNT牛胚，其中有330個牛胚進行移殖，最後獲得 8頭基因轉置牛。構築的基因中因為含有綠螢光蛋白報導基因，因此藉由螢光蛋白質的表現可以觀察及篩選帶有外源基因的牛胚。生產的基因轉置娟姍牛由乳汁中應用SDS-PAGE及西氏雜交測試不同基因轉置牛乳汁在產後不同時間之Lysostaphin濃度、產乳量及一般的乳汁組成分。Lysostaphin最高的表現濃度可以達到11.9±0.54 μg/ml，二頭基因轉殖創始母牛(founder)之Lysostaphin分別為0.64 及0.76μg/ml，而基因轉置第一代母牛(G1代)之Lysostaphin則分別達到為1.9與 3.6μg/ml。研究者為了測試酶的分解活力，應用誘發泌乳由女牛及公牛取得少量乳汁以便分析酶的濃度及活性，同時與自然分泌的乳汁進行酶活性比較。結果發現誘發分泌的乳汁中有較高的酶活性，至於其他的主要乳成份經過分析並未顯現出差異。基因轉置娟姍牛應用細菌進行乳腺的攻毒試驗以了解乳汁中體細胞數的變化，結果非基因轉置牛的乳汁在細菌攻毒後24至30小時即高達25×10６之多。乳房炎的感染率在非基因轉置牛達到73％，而Lysostaphin基因轉置娟姍牛僅則13％受到感染。細菌攻毒後6小時取不同處理組的乳汁進行膠體培養，結果基因轉置牛娟姍牛的乳汁並無法培養出病原菌，而非基因轉置牛的乳汁均可以培養出病原菌。由於Lysostaphin基因轉置娟姍牛的成功培育且有效的抵抗造成乳房炎的病原菌，美國農業部研究中心在未來的研究計畫，將持續構築含有2-3可以分解特定病菌的酶構築物以對抗病原菌，這些構築體經過點突變改變胺基酸序列，再測定表現的酶之濃度與活性，或進行基因長度的刪除以研究特定基因片段的重要性，強化構築體表現的酶活性，有效分解不同病原菌的細胞壁組成。構築完成可以抗多種特定病源菌的表現載體後，再應用SCNT進行基因轉置牛的生產。

參訪農業部研究中心飼養基因轉殖牛的畜舍，主要動物有不同性別、不同世代的基因轉置娟姍牛，基因轉置牛與荷蘭牛一起飼養於自然的正常環境，藉以與正常的牛隻做比較，以了解這些動物的疾病感染、乳房炎、生長曲線等資料。

三、 性別鑑定精子的技術

選性繁殖，一直為畜牧業者所期望。酪農需要母牛來生產牛乳，而供應冷凍精液的種畜公司期望生產種公牛供應精液；人類胎兒性別之早期鑑定，更能預防性聯遺傳疾病。故性別鑑定技術不論人類或動物均具重要之意義與價值。近年來畜產生技之蓬勃發展，使畜牧業者能分享高科技帶來的好處，增進動物生產並提升產業競爭力。乳牛的生殖科技，利用超級排卵、性別鑑定及胚移置等操作技術，使性能優異的乳牛能在短時間內獲得數目眾多之選性後代，提高牛群泌乳量，加速遺傳改進之速率。而分子生物學知識之發展及應用，使基因選殖之相關技術大為改善。性染色體特異 DNA序列的發現，加上以聚合酶連鎖反應(polymerase chain reaction, PCR) 增殖 DNA的技術，使動物著床前胚之性別鑑定準確率大為提升，技術上大為突破。此法因分析時間短且操作較傳統方法簡單，極有利於胚移置時之田間性別鑑定應用，在採胚後進行PCR性別鑑定，僅預期性別的胚才進行胚移置，準確有效的控制後代的性別。

生殖細胞的性別鑑定，分為精子與胚兩個系統。精子的性別鑑定可利用雷射細胞儀來分離帶有 Y-或 X-染色體的精子。該儀器自研發至今，配合分離技術及改善式高速噴嘴，已使分離效率大幅改善，在一定單位時間內可分離之精子數從最初35萬/每小時改善至現在約 1,800萬/每小時。目前應用精子性別鑑定的動物有豬、牛、綿羊、兔子、馬及人類等。各種動物的精子帶有X-染色體與Y-染色體精子的DNA差異量為人類 2.4%、兔子3.0%、豬3.6%、馬3.7%、牛3.8%、狗3.9%、綿羊4.2%、南美栗鼠(chinchilla langier)7.5%。

分離帶有不同性染色體精子，是利用精子所含DNA量之差異來分離。原理為帶 X-染色體精子所含之 DNA 較帶Y-染色體精子多，利用可與精子 DNA結合之 Hoechst33342螢光染劑處理精子後，再藉由可判定微量螢光差異的雷射分離儀將不同性別的精子而加以分離。美國農部研究中心已完成包括人類及各種家畜禽精子之分離技術。由其完成的研究資料得知，各種動物的精子中因人類不同性別的精子其DNA差異量最少，XY精子的DNA差異僅2.4%，所以是目前已知最難分離XY精子的物種。目前精子分離之鐳射細胞儀單位時間內鑑定之精子數已經持續的改善，分離之精子若配合子宮深部注入法、單一精子注入或微量授精(約 200萬精子/ml)等技術進行授精。精子性別鑑定在家畜具有廣泛的應用潛力，若能持續簡化並降低精子分離儀的成本，將是未來動物後代選性繁殖的主要技術。經過性別鑑定的精子之準確率可達到90%以上。

目前，利用分離之公牛精子進行單一精子注入，受精後之胚分化率可達46.6%，發育至囊胚率 6.9%，囊胚移置後牛之懷孕率 20.8%，分娩之活仔牛性別準確率達80%，仔牛具正常外型與生殖性能。在應用性別鑑定的精子進行授精時仍有諸多問題受到關注，例如經過分離儀的精子，可能造成低的受孕率或是造成高的死亡率而影響性別鑑定精子成功率。可能的問題包括了受精率的降低、低的胚分裂率、低的囊胚率及懷孕率、部分精子的獲能作用、精子的稀釋及公牛的變異等。應用性別鑑定的精子進行授精，因為精子數目較未分離的精子數目少，如果調整其濃度到正常的授精精子數目，則受孕率可達到正常精子的60-80%。另一個問題可能是經過鑑定的精子在冷凍時將損失部分精子而造成解凍後降低精子活力及頭帽的完整性，這些研究皆值得進一步探討。而螢光染劑Hoechst 33342是否會影響性別鑑定的精子，研究顯示，精子經螢光染劑處理後，通過或不通過鐳射精子分離儀的操作，結果顯示各處理組間發育到囊胚率沒有差異，但經過Hoechst 33342染劑處理的精子無論是否通過鐳射精子分離儀，卵裂率均較正常的對照為低。而不同公牛間也造成卵裂率及發育到囊胚率的顯著差異。由於精子經性別鑑定時的濃度稀釋，可能造成部分精子在鑑定前或鑑定時的獲能作用，故有研究應用最佳的肝素(heparin)濃度處理精子，以測定授精後的卵裂率及囊胚率。當肝素濃度由0-2μg/ml或精子濃度由50萬增加到150萬時，精子穿透卵子的比率增加。但肝素濃度增加到2-10μg/ml時則沒有差異。而精子及肝素濃度對於牛胚發育到囊胚之比率並無顯著影響。而經由肝素10μg/ml處理、濃度為150萬/ml的對照精子除了多精入卵及發育到囊胚比率明顯增加外，其餘均與經性別鑑定的精子相似。

在美國農業部研究中心與動物生殖生理專家Dr. H. David Guthrie討論應用雷射精子分離儀進行家畜精子的分離及性別鑑定方面的相關研究。其近期的研發方向將進行性別鑑定後家畜精子的獲能作用及頭帽反應對家畜後續受精及發育率的影響。除了討論外，也參觀雷射精子分離儀的原型機(圖)。由於目前該雷射精子分離儀之專利權已經分別授權給進行動物及人類XY精子分離的公司，供生殖生物技術商業應用之用途。
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圖2. 位於美國農業部研究中心內的雷射精子分離儀原型機
四、參訪EVERGEN生物技術公司賓州工作站

EVERGEN生物技術公司位於賓州的工作站是專門從事牛卵母細胞收集並進行牛胚體外生產的實驗室(圖)。其主要產品為販售牛之卵母細胞，IVP牛胚或是應用性別分離精子生產的IVP牛胚，此外，應用SCNT技術生產的牛胚也行銷到世界各地。
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圖3. EVERGEN生物技術公司賓州的工作站內牛胚研究實驗室
研習項目包括應用性別分離精子進行牛胚體外生產、無血清與無體細胞培養系統。應用經鐳射精子性別分離的乳牛冷凍精液進行體外受精與牛胚體外培養。其方法為
(一)牛卵巢及卵母細胞複合體(Cumulus oocyte Complex，COCs)之取得

牛卵巢係取自位於美國賓州屠宰場之乳牛或肉牛卵巢，取得卵巢後置於30℃ 含0.1㎎/ml Penicillin-Streptomycin之0.9 ％ 生理鹽水並立即攜回實驗室。卵巢以生理鹽水清洗至少三次後，使用18號針頭之25 ml注射筒，吸取卵巢表面直徑約2～8 mm各濾泡內的之COCs。置入50ml的離心管經過沈澱後，抽掉上層的液體並以PBS/PVA(Dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS; Gibco, 15240-013) 含0.1% polyvinyl alcohol (PVA; Sigma, P-8136)培養液清洗3次後，倒入10 × 10 ㎝之方型培養盤中，應用立體顯微鏡挑選並將COCs集中，經過 PBS/PVC洗滌2次後，由COCs之外觀及外圍卵丘細胞包覆層數評定卵母細胞之品質，僅1級的良好卵母細胞才供體外成熟及後續NT之用。

(二)卵母細胞之體外成熟培養

牛卵之體外成熟培養，是將COCs置入35 mm培養皿中預先製作之75μl培養小滴 (成熟培養液組成為M199＋胎牛血清 FCS ，添加0.5 mg/ml 激濾泡素 FSH、5.0 mg/ml的黃體素 LH 及 1.0 mg/ml 動情素 estradiol (Sigma, St.Louis, MO E-8875)，上覆礦物油，再置於38.5℃含2％ CO2、98％空氣及飽和濕度條件之培養箱中。牛卵母細胞進行22-24小時的體外成熟，每一小滴中放置之卵母細胞數為25個。

(三)卵母細胞與精子的體外授精

性別分離的乳牛冷凍精液自液態氮桶中取出，置入38℃水浴槽中約30-45秒使精液完全解凍，之後剪斷麥管將精液放入15ml離心管中，再添加Bo清洗液至10ml，完全混合洗滌後以1,000rpm/8 min離心，之後去除上清液後重複洗滌離心一次。最後留下0.5ml之精子，再以Bo清洗液重懸浮精子(300μl的Bo清洗液/麥管)，可供300個卵母細胞進行體外受精之用。體外受精時，吸取50μl的懸浮精子添加到50μl的Bo受精液小滴，再放入50個已經體外成熟之卵母細胞，進行 6小時的體外授精。

(四)受精卵的體外培養

完成體外授精後，將卵母細胞置入含有0.2% 玻尿酸酶(hyaluronidase) (Sigma，H-3506)的無鈣D-PBS溶液中，置於 38.5℃的CO2培養箱中2 min，取出後激烈振盪2 min以去除COCs外圍的卵丘細胞。不含卵丘細胞之卵子應用M199＋FCS清洗3次，再以牛胚體外培養液Cult-BSA清洗3次後，置入4孔培養盤(150個受精卵/孔)，再放入CO2培養箱中進行體外培養。培養期間每隔兩天更換50%的培養液直到受精後第7天，此時胚已發育到擴張囊胚時再進行胚之玻璃化冷凍保存。體外培養系統是應用無FCS血清添加及體細胞共培養生產系統。
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圖4. 應用體外生產方式產製的第7日 IVP牛囊胚

(五) 體外培養牛胚之玻璃化(vitrification)冷凍保存
經體外培養的一級囊胚，應用玻璃化快速冷凍法進行胚之冷凍。其方法是將培養至第8天的擴張囊胚移至含有胰蛋白酶（trypsin）的培養液中1min，再以M-199清洗三次，之後將牛胚照相紀錄，再將胚置入含有半量冷凍保護劑之培養液中進行短暫平衡，再移入holding冷凍保護劑中，並在3 min之內完成冷凍程續，最後含胚之冷凍保護劑用微玻璃管吸取約2μl的體積立即吹入液氮中完成玻璃化冷凍。冷凍的胚再存放於冷凍管並保存在液氮桶中。體外生產的胚只嚴格選擇第7天的擴張囊胚才進行冷凍，但其他發育較慢的胚仍觀察到第8天並紀錄發育到各期別的胚後，將胚丟棄。應用體外生產系統的牛胚是做為商業用途，所以必需按照國際胚移置協會的標準操作程序進行牛胚的生產，同時在生產過程的紀錄均必需完整保留，以備查驗或供後續牛胚品管之用途。
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圖5. 供冷凍保存IVP牛胚的冷凍管上完整標示牛胚製造日期等重要資料

參、對業務改進之建議事項

一、持續強化動物生殖生技之相關研究：畜禽生殖生技之重點項目，包括基因轉置動物、體細胞核轉置、幹細胞科技及動物基因體計畫等。畜產試驗所在過去幾年已經建立良好的成果與技術平台，未來如何在現有研究基礎及累積成果之上，持續推動這些新興生物技術的研發與應用，以建立台灣特有畜禽生技、畜產品及強項技術，應用本土特有畜禽進行深入研究，才能在競爭的生技研發領域創造無可替代的利基，並跟上先進國家的腳步。

二、體細胞核轉置家畜及產物之安全性評估：體細胞核轉置家畜的生產目前仍受到國際的重視，美國針對體細胞核轉置家畜產物之安全性已進行相當長時間且嚴謹的科學性評估，以做為政策擬定及未來是否開放體細胞核轉置家畜產物上市之依據。根據長期進行科學評估的結果及多方的研究結果證據，目前美方對此一議題是採取與一般家畜產品的開放態度，這是。我國目前已生產的體細胞核轉置家畜數量尚少，然而對於核轉置動物生產的肉或乳汁進行相關的安全性評估具有必要性。

三、飼養基因轉置畜禽之分子牧場營運與管理：台灣在基因轉置動物之操作與生產訂有嚴格法規。進行相關研究時必須遵循法規以免造成環境及生態的重要影響。過去數年來，政府投入經費建構各種農漁牧特定之基因轉置生物隔離田間試驗田或檢定場所。本次參訪美國農業部研究中心內飼養基因轉置家畜及體細胞核轉置動物的場所，發現美方在生產與管理上採取較為開放自然的飼養管理模式，並未針對基因轉置家畜設計特別的管理場所及設施，並將基因轉置家畜、體細胞核轉置動物與一般正常動物飼養於相同環境，藉以了解這些動物是否異於一般正常動物。台灣在基因改造生物的議題上較美國重視，在硬體設施的投資上更比美國先進，政府目前推動的基因改造生物的隔離試驗或檢定場所，未來應如何順利運作並有效管理，以保持領先優勢，美方目前的實際做法可以供為台灣之參考。

四、加強與國內外研究機構及大學院校密切合作：美國在基因轉置及體細胞核轉置動物的研究位居全球領導地位，仍非常重視與國際間研究機構的合作、研究人員互訪以加速研發成效及實際應用。因此，我國應透過台美合作計畫以加強重要畜產領域的研究發展，同時與國外大學與美國官方研究機構進行合作交流，如此我國方能跟上先進國家的腳步而且在重要的畜產生技領域的研究上不致缺席。在國內，畜試所在畜禽生殖生物技術的研究上已形成研究團隊並完整分工。將來應持續與國外大學及研究機構合作進行體細胞核轉置、基因轉置與幹細胞相關研究等新的畜禽生物技術，加速研究效率並展現良好成果。

五、大眾對於新興動物生物技術議題的認知與溝通：美國經過嚴格的評估及根據科學證據，對於體細胞核轉置動物的產品傾向比較開放之立場。美國及日本等先進國家已針對複製動物的乳肉產品之安全評估進行詳細周延的研究，且複製動物的數量相當多，國內目前生產的體細胞核轉置動物數量尚少，未來如何強化研究以擴大族群，同時透過教育與溝通使大眾了解此議題，使大眾能建立正確認知並支持畜禽生技研究，消除對體細胞核轉置動物的疑慮，對往後基因轉置、體細胞核轉置動物的相關研究將有正面助益。

六、家畜的選性繁殖技術：應用已經商品化的性別鑑定精子進行選性繁殖，可以克服傳統動物胚性別鑑定之所需之顯微操作技術，提升選性繁殖之成功率及效率。然而應用性別鑑定精子進行授精的技術仍需進行相關研究以便達到較佳之受精率。
七、畜禽基因體計畫結合晶片分析技術之應用：近年來，各種畜禽的基因逐漸解碼，對於各種調控畜禽生產性能的各種功能性基因有更詳細的了解，若可以結合畜禽基因體計畫及晶片分析技術，對於畜禽改良及早期性能的預測將更有效率。
致謝
本次研習，承蒙美國康乃狄克州立大學畜產系  楊向中教授、田秀春副教授及其實驗室成員的全力協助及支持，使家畜核轉置相關實驗能夠順利進行。美國Evergen生物技術公司首席研發長  杜福良博士及執行長  徐捷博士在體細胞核轉置研究的指導協助並安排參訪該公司位於賓州的工作站。台灣耕新農業公司么董事長樹誠及美國黃豆協會湯代表紹聯協助安排使參訪美國農業部所屬位於Beltsville(貝茲維爾)全球最大的農業中心一週的學習行程得以順利完成，參訪期間感謝美方專家Robert J Wall 博士對行程之安排與熱誠接待，同時提供美方在畜產生技研究的寶貴經驗。此外，在美的6個月期間承蒙諸多學者及友人的幫忙及協助，不及一一詳細列舉，在此謹致上最誠懇之謝忱。

肆、參考文獻

Barcroft, L. C., A. Hay-Schmidt, A. Caveney, et al. 1998. Trophectoderm differentiation in the bovine embryo characterization of a polarized epithelium. J. Reprod. Fertil. 114:327-339.

Cibelli, J. B., S. L. Stice, P. J. Golueke, J. J. Kane, J. Jerry, C. Blackwell, F. A. Ponce de Leon, and J. M. Robl. 1998. Cloned transgenic calves produced from nonquiescent fetal fibroblasts. Science280:1256-1258.

Daniels, R, V. Hall, and A. O. Trounson. 2000. Analysis of gene transcription in bovine nuclear transfer embryos reconstructed with granulosa cell nuclei. Biol. Reprod. 63(4):1034-40. 

Daniels, R. V. Hall, and A. O. Trounson. 2000. Analysis of gene transcription in bovine nuclear transfer embryos reconstructed with granulose cell nuclei. Biol. Rerpod. 63:1034-1040.

Daniels, R., V. J. Hall, A. J. French, N. A. Korfiatis, and A. O. Trounson. 2001. Comparison of gene transcription in cloned bovine embryos produced by different nuclear transfer techniques. Mol. Reprod. Dev. 60(3):281-8. 

Daniels, R., V. J. Hall, A. J. French, Y. Korfi Taniguchi, H. Y. Lejukole, T. Yamada, S Akagi, Takahashi S, Shimizu M, Yasue H, and Sasaki Y. 2001. Analysis of expressed sequence tags from a cDNA library of somatic nuclear transfer-derived cloned bovine whole fetus. Anim. Genet. 32(1):1-6. 

David, L., and A. Rizzino. 2000. DNA microarray analysis of genes regulated during the differentiation of embryonic stem cells. Mol. Reprod. Dev. 56:113-123. 

Du, F., P. Shen, J. Xu, L-Y. Sung, B-S. Jeong, J. Riesen, X. C. Tian, W. T. K. Cheng, S-N. Lee, and X. Yang. 2006. Agglutination agent, phytohemagglutinin-L, improves the efficiency of somatic nuclear transfer cloning in cattle (Bos taurus). Theriogenology 65(3):642-657. 

Eckert, J. AND H. Niemann, 1998. mRNA expression of leukaemia factor (LIF) and its receptor subunits glycoprotein 130 and LIF-receptor-β in bovine embryos derived in vitro or in vivo. Mol. Hum. Rerpod. 4:957-965.

Harley, C. B., A. B. Futcher and C. W. Greider. 1990. Telomeres shorten during ageing of human fibroblasts. Nature 345:458-460.

Hill, J. R., Q. A. Winger, C. R. Long, et al. 2000. Development rates of male bovine nuclear transfer embryos derived from adult and fetal cells. Biol. Rerpod. 62:1135-1140.

Kasinathan, P., J. G. Knott, P. N. Moreira, et al. 2001. Effect of fibroblast donor cell age and cell cycle on development of bovine nuclear transfer embryos in vitro. Biol. Rerpod. 64:1487-1493.

Kato, Y., T. Tani, and Y. Tsunoda. 2000. Cloning of calves from various somatic cell types of male and demale adult, newborn and fetal cows. J. Rerpo. Fertil. 120:231-237.

Kato, Y., T. Tani, Y. Sotomaru, K. Kurokawa, J. Kato, H. Doguche, and Y. Tsunoda. 1998. Eight calves cloned from somatic cells of a single adult. Science 282:2095-2098.

Lequarre, A. S., B. Grisart, B. Moreau, et al. 1997. Glucose metabolism during bovine preimplantation development: analysis of gene expression in single oocytes and embryos. Mol. Rerpod. Dev. 48:216-223.

Meissner, A. And R. Jaenisch. 2006. Mammalian nuclear transfer. Dev. Dynamics 235:2460-2469.

Niemann, H., C. Wrenzycki, A. Lucas-Hahn, T. Brambrink, W. A. Kues, and J. W. Carnwath. 2002. Gene expression patterns in bovine in vitro-rpoduced and nuclear transfer- derived embryos and their implications for early development. Cloning and Stem Cells 4:29-38. 

Ponsuksili, S. K. Wimmers, J. Adjaye, and K. Schellander. 2002. A source for expression profiling in single preimplantaion bovine smbryos. Theriogenology 57:1611-24. Rief, S., F. Sinowatz, M. Stojkovic, R. Einspanier, E. Wolf, K. Prelle. 2002. Effects of a novel co-culture system on development, metabolism and gene expression of bovine embryos produced in vitro. Reproduction. 124(4):543-556. 

Rizos, D., A. Gutierrez-Adan, S. Perez-Garnelo, J. De La Fuente, M.P. Boland, and P. Lonergan. 2003. Bovine embryo culture in the presence or absence of serum: implications for blastocyst development, cryotolerance, and messenger RNA expression. Biol Reprod.68 (1):236-43. 

Roh, S., H. Shim, W.S. Hwang, and J. T. Yoon. 2000. In vitro development of green fluorescent protein (GFP) transgenic bovine embryos after nuclear transfer using different cell cycles and passages of fetal fibroblasts. Reprod. Fertil. Dev. 12(1-2):1-6. 

Smith, S., R. Everts, X. C. Tian, F. Du, L-Y. Sung, S. Rodriguez-Zae, B. S. Jeong, J. P. Renard, H. A. Lewin, and X. Yang. 2005. Global gene expression profiles reveal significant nuclear reprogramming by the blastocyst stage after cloning. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:17582-17587. 

Steuerwarl, N. J. Cohen, R. J. Herrera, and C. Brenner. 1999. Analysis of gene expression in single oocytes and embryos by real-time cycle fluorescene monitored RT-PCR. Mol. Human Reprod. 5(5):1034-1039. 

Sung, L. Y, S. Gao, H. Shen, Y. Song, H. Yu, C. C. Chang, X. C. Tian, X. Yang, and T. Cheng. 2006. Differentiated cells are more efficient than adult stem cells for cloning by somatic cell nuclear transfer. Nat. Genet. 38(11):1323-1328.

Tian, X. C., C. Kubota, K. Sakashita, Y. Izaike, R. Okano, N. Tabara, C. Curchoe, L.  Jacob, Y. Zhang, S. Smith, C. Bormann, S. Andrew, and X. Yang. 2005. Meat and Milk Compositions of Bovine Clones Compared with Matched Controls. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:6261-6266. 

Van Soom, A., M. L. Boerjan, P. E. J. Bols, et al. 1997. Timing of compaction and inner cell allocation in bovine embryos produced in vivo after superovulation. Biol. Rerpod. 57:1041-1049.

Wang, Li., E. Duan, L-Y. Sung, X. Yang and X. C. Tian. 2005. Generation and characterization of pluripotent putative stem cells from cloned bovine embryos. Biol Reprod 73: 149-155. 

Watson, A. J., M. E. Westhusin, P. A. De Sousa, et al. 1999. Gene expression regulating blastocyst formation. Theriogenology 51:117-133.

Watson, A. J., P. A. De Sousa, A. Caveney, et al. 1999. Impact of bovine oocyte maturation media on oocyte transcript levels, blastocyst development, cell number, and apoptosis. Biol. Rerpod. 62:355-364.

Winger, Q. A., P. de los Rios, V. K. M. Han, et al. 1997. Bovine oviductal and embryonic insulin-like growth factor binding proteins: possible regulation of embryotrophic insulin-like growth factor circuits. Biol. Rerpod. 56:1415-1423.

Wrenzycki C, A. Lucas-Hahn, D. Herrmann, E. Lemme, K. Korsawe, and H. Niemann. 2002. In Vitro Production and nuclear transfer affect dosage compensation of the X-Linked gene transcripts G6PD, PGK, and Xist in preimplantation bovine embryos. Biol. Reprod. 66(1):127-34. 

Wrenzycki, C., D. Wells, D. Herrmann, A. Miller, J. Oliver, R. Tervit, and H. Niemann. 2001. Nuclear transfer protocol affects messenger RNA expression patterns in cloned bovine blastocysts. Biol. Reprod. 65:309-17.

Young, L. E, K. D. Sinclair, and I. Wilmut. 1998. Large offspring syndrome in cattle and sheep. Rev. Reprod. 3:155-163.



















PAGE  
1

_1234186035.bin

_1234186350.bin

_1234186596.bin

_1234100294.bin

