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摘要

本計畫之目的為探討以免疫遺傳方法提高雞群抗病力，派遣畜產試驗所林義福副研究員赴法國國家農業研究院(INRA) Jouy-en-Josas分院動物遺傳研究所Dr. M.-H. Pinard van der Laan研究室研習。在研習行程中，先對畜試所研究願景做專題報告，全體研究員及博士生均參加，讓法方了解畜試所研究概況及研究重點，並與Dr. M.-H. Pinard van der Laan研究室博士生做小組討論，交換研究心得，於Dr. M.-H. Pinard實驗室做DNA萃取操作，閱讀Dr. M.-H. Pinard相關文獻並與Dr. M.-H. Pinard討論免疫遺傳方法提高抗病力並以雞寄生蟲問題為主要研習重點，與Dr. Michelle Boichard及研究所主任Dr Etienne Verrier等人討論可能合作項目，赴試驗農場Tours家禽研究站(Station de la Recherches Avicoles-INRA Centre de Recherches de Tours)與現場技術人員討論抗病力雞群育種及飼養管理等。

	目  次
	
	頁碼

	壹、目的
	
	4

	貳、過程
	
	5

	參、心得  
	
	6

	肆、建議事項
	
	13

	伍、附錄
	
	14


1、 目的
    而我國高溫多濕環境下，病源菌容易繁衍，常需添加藥物以對抗疾病發生，如雞球蟲藥之添加很難避免，但由於生活水準提高，消費意識抬頭，無藥物添加之飼養方式為不可避免之趨勢，有鑑於此，因法國國家農業研究院(INRA) Jouy-en-Josas分院研究員Dr. M.-H. Pinard van der Laan在雞抗病力育種研究上享譽盛名，本計畫目的在赴法國與Dr. M.-H. Pinard van der Laan研習抗病力研究技術與最新進展，期能以遺傳免疫方法提高雞之抗病能力，並能與法國國家農業研究院建立長期而穩固之實質合作關係。

2、 過程

	日期
	研習機構
	研習內容

	05/20
	
	啟程赴法國

	05/21
	法國國家農業研究院(INRA)Jouy-en-Josas分院
	抵達法國國家農業研究院並與Dr. M.-H. Pinard討論研習課程

	05/22
	INRA Jouy-en-Josas分院
	文獻研讀及討論；畜試所研究概況及願景專題報告並討論可能合作項目

	05/23
	INRA Jouy-en-Josas分院
	Dr. Pinard實驗室雞血球細胞DNA萃取實習

	05/24
	INRA Tours家禽研究中心
	抗病力育種雞群現場飼養管理研習

	05/25
	INRA Jouy-en-Josas分院
	與Dr. M.-H. Pinard討論免疫遺傳方法提高抗病力及雞寄生蟲問題；與研究所主任前主任Dr. Michele Tixier-Boichard討論雞隻抗病力相關問題。

	05/26
	INRA Jouy-en-Josas分院
	整理研習資料

	05/27
	INRA Jouy-en-Josas分院
	整理研習資料

	05/28
	INRA Jouy-en-Josas分院
	文獻研讀及討論

	05/29
	INRA Jouy-en-Josas分院
	與Dr. M.-H. Pinard討論免疫遺傳方法提高抗病力及雞寄生蟲問題；與動物遺傳研究所主任Dr. Etienne Verrier討論雞隻抗病力及可能合作事宜

	05/30
	INRA Jouy-en-Josas分院
	文獻研讀及討論

	0531
	
	回程

	06/01
	
	抵台


參、心得

本研習主要在雞寄生蟲感染，尤其是球蟲抵抗力問題，整理如下：

雞感染球蟲在養雞產業是揮之不去的問題，造成產業很大的損失，其原因與養雞場密集的飼養環境有關。要避免球蟲爆發，雖然投藥控制為過去幾十年來普遍常用的方法，但此方法除了增加成本，抗藥株的不斷出現及因抗藥性使得控制效率降低的問題也必需予以重視。除此之外，對消費者而言，藥物殘留是一項很大的顧慮，因此，尋找投藥以外其他方法去控制疾病，其重要性日益增加，家禽基因體學、分子生物學及腸道免疫系統研究之進展有助於尋求控制球蟲之對策，相信未來會找到控制球蟲的理想方法，相關研習心得如下：

雞球蟲免疫病理學

球蟲 ( Coccidia ) 是屬於原生動物門，Apicomplexa 亞門，孢子蟲網，球蟲目之寄生性原蟲。寄生於雞之球蟲以本科之艾美屬 ( Eimeria ) 對養雞業之威脅最大，共有E. acervulina、E. brunetti、E. hagani、E. maxima、E. mitis、E. mivati、E. necatrix、E. praecox及E. tenella等9 種。不同球蟲株對雞影響程度不同，E. tenella 之病原性最強，會引起出血，血液流失可達體重之10%。受球蟲感染雞隻臨床上有昏睡、無神、飼料及水攝取降低、飼料效率變差、體增重降低或失重等症狀及糞便黏液及水分量增加，有時出現血便或下痢等。受球蟲感染會使營養吸收不良(Ruff, 1978)，是使飼料效率變差及體增重降低原因之一，此外因厭食使飼料採食降低亦是增重降低主要原因。

球蟲類寄生蟲的繁殖有一精確的生活史，共分三個階段：(1)裂體繁殖期 (merogony)；(2)配子繁殖期(gamogony)；(3)芽孢繁殖期(sporogony)。雞感染球蟲後卵囊(oocyst )隨糞便排出體外，經過芽胞繁殖期產生具感染力的孢子蟲 (sporozoite)；孢子蟲經雞攝入後鑽入腸上皮細胞進行裂體繁殖期（無性生殖），一個孢子蟲於是釋出約1000個裂殖子(merozoite)。當裂殖子發育形成大配子(macrogametes)（雌性）和小配子(microgametes)（雄性）後即進入配子生殖(gametogony)（有性生殖），大配子和小配子受精形成合子(zygote)。合子成熟後即為卵囊，隨破損之組織和糞便排出體外，卵囊在宿主外可存活一段時間，直至被攝入體內重新進入一個新的生活史。

在此複雜的生活史下，無疑的宿主的免疫反應亦有相當程度的複雜性，雞受到球蟲感染後，激發抗體產生及活化細胞性免疫反應，細胞性免疫反應在抗病力上扮演一個重要角色(Lillehoj, et al., 2000)。較特別的是，球蟲對其宿主和寄生部位均有甚高之特異性，表示球蟲對宿主寄生部位細胞結構有辨識能力，其機制並不是很清楚，可能與遺傳上、營養上、生化上及免疫因子有關(Mathis and McDougald, 1987)。第一次感染球蟲後，孢子蟲主要出現在CD8+淋巴細胞及巨噬細胞(macrophage)中，CD8+淋巴細胞會在感染之組織中聚集(Trout and Lillehoj, 1995)，雖然巨噬細胞天生具吞噬作用，孢子蟲出現在CD8+淋巴細胞內可能有與巨噬細胞不同之作用機制，這些細胞顯示與孢子蟲的遷移有關。第二次感染球蟲後，孢子蟲聚集在CD8+淋巴細胞，孢子蟲無法從這些細胞穿出再進入腸上皮細胞，即抑制了孢子蟲的遷移，打斷了其生活史，宿主如曾受感染產生免疫，會使孢子蟲侵入上皮細胞的能力受影響(Trout and Lillehoj, 1996)。

其次，免疫及神經內分泌系統及其相互之影響與抗病力、代謝及生長有關，體內受球蟲入侵產生的氧化反應及氧化壓力等，其相關酵素之作用可能會影響對球蟲抵抗力及免疫反應，因此與氧化反應及氧化壓力有關酵素之研究，將有助於了解抗球蟲雞隻品系之特性。

對抗球蟲策略
目前控制球蟲的方法有飼料添加抗生素及施打減毒活球蟲株疫苗，但兩者均有缺點。添加抗球蟲藥會增加成本且其效果常因球蟲抗藥性的產生而打折，此外，消費意識抬頭，無藥物添加飼養方式將是未來的趨勢。就使用球蟲疫苗而言，因田間球蟲株抗原性之變異使得疫苗效果受限；施打活球蟲株疫苗，雞群有感染、引入新球蟲株或意外引入新病源的風險。在分子及細胞層次上，研究宿主免疫系統及周邊淋巴器官與寄生蟲的交互作用以及感染機制有助於研發新的控制策略。球蟲引起的免疫反應及感染機制相當複雜，不同球蟲株、不同階段生活史、受感染雞隻之營養狀態及宿主遺傳特性等均可能有影響，艾美屬球蟲在宿主細胞內早期是宿主抗球蟲免疫反應之重要階段(Jenkins et al., 1991)。宿主及寄生蟲的基因體研究有助於對抗球蟲，DNA標誌技術亦有助於找出具抗特定疾病特性雞隻。用育種方式選拔高抗病力雞隻，在實際應用上尚有技術上問題待克服(Gavora, 1990)。活疫苗免疫已有多種方法提出，如雞胚免疫、DNA疫苗等；重組疫苗(recombinant vaccine)的研發，有賴於確認寄生蟲不同階段生活史，找出特異性抗原，以誘發保護性免疫。

利用遺傳差異之方法
在找到抗球蟲特定基因前，利用遺傳差異選拔抗球蟲性狀品系是最直接的方法，Johson and Edgar (1982)在雛雞2週齡時接種球蟲(E. tenella)，測死亡率以作為選拔標的，其遺傳改進在第6代後達高峰，死亡率差異可達6倍之多，顯示與基因有關；但以致病的感受性作為選拔標準效果較差。這些經選拔之品系對尋找抗病基因及抗病機制研究很有價值，但在實際應用的抗病力品系則仍很少。遺傳率研究方面，Mathis et al. (1984)以雞感染E. tenella及E. acervulina兩種球蟲之死亡率、體增重及血球容積比做指標，估計後代遺傳率為中等，介於0.08及0.30間。Pinard-van der Lann et al. (1996)將抗病力強品系及抗病力差品系雜交，發現有雜交優勢及母系效應存在。

傳統抗病力指標及性狀間相關
與數量性狀如生長及產蛋量不同，疾病抵抗力通常較難測定。以雞球蟲而言，要直接測定抗病力幾乎不可能，因此常使用體增重、腸道損傷程度(lesion score)或死亡率做參考。雞抗球蟲之研究可使雞攝入相同量的球蟲後測定抵抗力或感染力差異，而死亡率測定是一個有效的方法(Pinard-van der Laan et al., 1998)，但要考慮的是，雞中度感染球蟲並不一定會導致死亡，在此情形下只測死亡率就無法測得抗病力，所以常加上腸道損傷或體增重做參考。Pinard-van der Lann et al. (1998)比較5種遠系繁殖品系雞隻發現，抗E. tenella球蟲品系雞隻腸道損傷較小，腸道損傷較大雞隻體增重抑制亦較明顯。腸道損傷與死亡率呈正相關與體增重呈負相關(Mathis et al., 1984)，因此，如可觀察到雞的腸道損傷，腸道損傷可做為測定對球蟲抵抗力重要性狀。體增重之影響則較不敏感，因為通常要攝入大量球蟲才有反應(Conway et al., 1990)，基因控制生長，對體增重影響可能較基因對疾病抵抗力之影響大，亦即，如果以體增重做為抗病力測定的唯一指標，所得到的基因圖譜，可能是控制體增重基因，而非控制疾病抵抗力基因。另要注意時間點，有研究顯示感染球蟲後1週的體增重有差異，但3週後可能由於補償性生長之影響變成沒有差異(Albers and Verheijen, 1992)。

血液性狀例如血球容積比(packed cell volume)或血清色素濃度是可用來間接測量抗病力之方法，因為這些方法較沒有傷害性。血清色素濃度改變是由於飼料攝取減少及載體分子(carrier molecule)功能降低(Ruff, 1978)，血漿類胡蘿蔔素(carotenoid)濃度是很敏感的參數，研究發現可用來測雞球蟲感染狀況，且可用來做腸道生理完整性指標(Conway et al., 1990)。Pinard-van der Laan et al. (1998)的遠系繁殖品系雞隻發現，公雞及母雞體增重與血球容積比及血漿色素都有相關，童子雞體增重與血漿胡蘿蔔素也有相關(Conway et al., 1990)，這些都可用來做試驗之參考。

卵囊數量可用來做雞感染球蟲狀況指標(Bumstead and Millard, 1992)，但取樣及卵囊數測定有技術上困難待克服。Zhu et al. (2000)發現，感染球蟲後第6天，血漿一氧化氮(NO)含量與卵囊排出量呈正相關。Pinard-van der Lann et al. (1998)發現，卵囊排出量與體增重、死亡率、胡蘿蔔素及腸道損傷沒有相關，卵囊排出量與其他抗病力性狀並沒有一致之結果，因此卵囊排出量單一項不應用來做抗病力評估標準。

影響雞球蟲抵抗力基因
與疾病抵抗力有關最常研究基因是主要組織相容性複合體(major histocompatibility complex, MHC)基因，大部分脊椎動物均可發現MHC基因，位在MHC之基因特別與免疫、自體免疫及繁殖功能有關，MHC基因表現在白血球細胞之T細胞表面，細胞表面會呈現細胞peptide片段之自身抗原(self-antigen)及入侵微生物片段之非自身抗原(nonself-antigen)。T細胞有殺死病源菌、受感染細胞及異常細胞功能。MHC基因因此可能與抗病力有直接或相關之關聯，但在遺傳上之差異尚不是很清楚。Johnson and Edgar (1986)選拔高及低抗急性盲腸型球蟲病發現，在選拔品系對偶基因間，MHC頻率有大的差異，有些對偶基因在一個品系或其他品系出現，頻率之改變有部分原因可能因選拔引起。

Pinard-van der Lann et al. (1998)比較5種遠系繁殖品系雞隻之抗病力，使雞感染E. tenella後發現，MHC的總體影響並不顯著，但從基因型比較顯示，B15B21體重下降較B15B19為低，且B15B21、B15B15腸道損傷較B21B21小。Bumstead and Millard (1987)發現MHC與卵囊數量或體重降低無關，但B12單倍型死亡率較B4高。這些特定對偶基因與抗病力性狀可能有關，但需要有重複之試驗及可能的基因型組合做比較，並研究更有效的免疫測量方式。

MHC同類型品系鷄隻可用來研究遺傳對球蟲的特定免疫反應之影響，如淋巴球亞群(lymphocyte subpopulations)及細胞激素(cytokine)之生成等。感染球蟲後細胞激素之生成除遺傳上之控制外，也受細胞性免疫反應之影響(Choi et al., 1999)。鷄感染E. tenella一氧化氮(NO)生成會顯著增加，一氧化氮生成時間與粘膜損傷有關，表示球蟲引起之腸道損傷部分是由於宿主對抗寄生蟲入侵之反應，一氧化氮雖可保護對抗寄生蟲入侵，但可能會使腸道損傷使更惡化(Allen, 1997a)，此外，與球蟲感染產生之免疫反應有關內泌素有INF-γ、IL-2、IL-3及IL-15等(Lillehoj et al., 2001)。

有相同遺傳背景但不同MHC型之同類型品系研究顯示，不管MHC或非MHC基因均與抗球蟲有關，但有品系間之差異。抗球蟲非-MHC基因的研究相當少，Martin et al. (1986)指出，選拔對綿羊紅血球高抗體力價反應品系對E. tenella抵抗力亦較高，Berrio et al. (1991)指出裸頸基因(naked-neck gene)對鷄接種球蟲後之生長、死亡率及血紅素量有正面影響，亦有報告該基因對E. necatrix有較大之抵抗力。Zulkifli et al. (1993)發現矮性基因(dwarf gene)對E. necatrix有負面影響，但相當輕微；但對E. tenella之抗病力沒有任何的影響(Pinard-van der Lann et al., 1998)。
對寄生蟲之抵抗力

一般性抵抗力可在不同時期之感染或同一時期多重感染下去評估，據Williams et al. (1996)報告指出，不論農場管理模式如何，在法國22個農場中所發現球蟲病歷有95%是同一時期感染。在混合感染案例裡，不同球蟲株有其特定感染位置，其機制及基因控制可能不同，但影響之性狀相同，例如腸道損傷或體增重。Johnson and Edgar (1982)指出，選拔高抗球蟲品系之鷄隻，其球蟲感染之位置與高敏感品系雞隻不同，不同球蟲株間之關聯不甚明瞭，抗不同球蟲有待進一步之研究。

影響家禽寄生蟲抵抗力因素
非遺傳因素例如年齡、性別或劑量等會影響疾病之嚴重程度，一般而言，年幼動物較易受球蟲感染，也較容易產生疾病徵兆。相對的，年紀較大動物抵抗力較佳。年幼動物受球蟲感染，在恢復後體重之減輕部分可能可以補償回來，但其生長潛能仍已受到傷害。

性別對免疫及病理反應之研究常常沒有一致之結果，賀爾蒙及免疫系統間之交互作用仍然不是非常清楚。有報告指出球蟲感染在性別間之差異，Pinard-van der Lann et al. (1998) 的研究指出，對E. tenella之反應，在5種品系間有4種，其性別在體增重、血漿色素或腸道損傷間沒有差異，只有在白色來亨雞品系，以體增重而言，母雞顯示較公雞抵抗力差。Zhu et al. (2000) 研究指出，雞感染E. maxima有顯著的性別效應及性別與劑量交感效應。

劑量可能是致病最主要影響因素，因為劑量會導致臨床感染(clinical infection)或較不顯著的次臨床感染(subclinical infection)，大部分研究顯示，劑量增加會導致死亡率、腸道損傷、卵囊排出增加、體增重下降及血球容積比或血漿類胡蘿蔔素降低(Conway et al., 1993; Zhu et al., 2000)等。劑量不只會影響症狀嚴重程度，也會影響感染的動態，因此做這方面研究時，劑量及時間最好一起做考量。E. acervulina、E. tenella及E. maxima輕微感染下，血漿類胡蘿蔔素及血脂可用來做測定指標(Conway et al., 1993; Yvore et al., 1993)。遺傳背景及劑量的交感作用方面，Pinard-van der Lann et al. (1996)報告指出，在高抵抗力及高敏感性品系感染中劑量E. tenella，兩品系間腸道損傷、體增重及血漿色素有最大差異。Johnson and Edgar (1982)則指出高劑量會使2種選拔品系有明顯不同症狀。

結論

總體而言，遺傳及非遺傳因素均可能會影響球蟲病的感染過程，對雞場來說，球蟲造成直接及間接成本增加、利潤降低是雞農所最關心的。雞在不同環境要面對不同疾病，利用基因體(genomics)有助於對不同疾病的研究並了解遺傳、代謝與不同疾病抵抗力間之相關，在不久未來，利用遺傳差異配合管理、防疫、營養及環境控制等，結合流行病學的研究，可找出最有效的對策來對抗寄生蟲。
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肆、建議事項

1. 法國國家農業研究院有來自世界各地博士班研究生及博士後研究人員，不僅有充分研究人力並有相當高的研究水準，我國研究單位如要國際化並提高研究的深度及廣度，法國國家農業研究院的方式及制度值得借鏡。

2. 法國國家農業研究院研究人員很有意願要與台灣加強合作，應鼓勵研究人員多接觸國際研究人員，尋求合作平台，培養研提國際性研究計畫的能力，如國科會計畫執行期間可提出出國申請，赴國外進行研究，是提升研究水準及國際合作很好的機會。

伍、附錄
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圖1. 畜試所研究概況及願景專題報告
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圖2. 雞血球細胞DNA萃取實習
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圖3. INRA Tours家禽研究中心抗病力育種雞群現場飼養管理研習
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圖4.法國國家農業研究院Dr. M.-H. Pinard van der Laan (中立者)及其博士班研究生
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圖5. 法國國家農業研究院動物遺傳研究所主任Dr Etienne verrier
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