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摘   要
畜試所在畜產生物科技的發展上，自1980年代以家畜禽的人工授精技術的研發為開端，迄今已建立了家畜發情同期化、超級排卵、胚外科與非外科胚採集與移置、胚冷凍、胚分切、卵子體外成熟與受精、胚卵體外培養、胚體外生產、胚分切、基因轉殖與動物複製等家畜生殖生物科技研發平台，從2002年開始陸續產出複製牛與複製羊家族。此外，在胚幹細胞科技領域亦已建立豬胚幹細胞株，於體外培養系統能穩定繼代，且保有胚幹細胞未分化之特性，未來將進一步藉由豬胚幹細胞的研究模式，進而得到人類胚幹細胞研究上所不易取的重要資訊。
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壹、目的
哺乳動物之胚幹細胞(embryonic stem cells, ES cells)係衍生自囊胚之內細胞團(inner cell mass, ICM)，於體外具有自我再生與無限增生的細胞特性，且在適當的調控機制之下，發育成為三個原始胚層中的任一型態細胞之潛能。(Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et al., 1998; Reubinoff et al., 2000)。幹細胞的相關研究為胚胎發育生物學開啟一個新的研究領域，且因為胚幹細胞具有發育多能性(pluripotency)之潛能，在未來的細胞替代療法 (cell replacement therapy)，抑或是細胞移植與生物醫學工程等應用，提供了一個具有價值的來源(Bjorklund and Lindvall, 2000；Donovan and Gearhart, 2001)。
幹細胞的研究已有許多卓越的成果，包括有誘導人類胚幹細胞分化形成神經元、胰島(細胞以及心肌細胞等，這些成果在臨床上可以應用於怕金森氏症、糖尿病以及心臟病等之研究。此外，在神經細胞受損方面，幹細胞的細胞替代療法亦能有效率地衍生出神經細胞族群，這在未來的應用上是相當具有價值的(Oh, et al., 2005)。
許多研究進一步指出在人類胚幹細胞(hES)與小鼠胚幹細胞(mES)之間存在許多的差異性，因此認為從mES試驗所得到結果並不能直接應用於hES上，尤其是與神經分化有關之基因表現與調控機制(Przyborski et al., 2003; Li et al., 2005)；而常見的畜產動物～豬，因為在解剖學、免疫學與生理學上的諸多特性都與人類相當接近，加上豬的許多器官大小亦與人類相接近，故此，豬便成為提供人類生物醫學研究的優良動物模式。豬曾經被做為人類疾病治療上的動物模式，包括有先天性心臟病、高血壓、器官移植以及藥理與毒物學試驗等。雖然從畜產動物建立分化多能性胚幹細胞較鼠類困難(Stice and Strelchenko, 1996)，然而豬胚幹細胞仍自著床前的囊胚被成功衍生與建立(Wheeler, 1994; Chen et al., 1999; Li et al., 2004 )，且豬胚幹細胞(pES)與人類胚幹細胞之間的特性亦相當接近，兩者皆需要依靠供養細胞共培養，且不受leukemia inhibitory factor (LIF)抑制其分化潛能。就型態學與細胞學特異性而言，豬胚幹細胞與人類胚幹細胞同樣會形成幹細胞群落(ES cell colony)之幹細胞特有型態，且兩者皆會表現stage-specific embryonic antigen 3/4 (SSEA 3/4)，而專一表現於mES的SSEA 1則不表現。因此，本試驗希望藉由RA誘導豬胚幹細胞神經分化的模式，探討豬胚幹細胞抑或是人類胚幹細胞在神經分化過程中之相關基因表現與分子調控機制。
在本試驗當中，利用微晶片分析方法(Microarray)，探討經由神經誘導後的基因表現。分析得到的已知基因(known genes)與新穎基因(novel genes)進一步做基因註解與功能預測，希望瞭解其在神經分化的機制調控與參與路徑所扮演的角色，為幹細胞的進一步臨床應用提供更有價值的基礎資訊，並且希望未來能藉由豬胚幹細胞的體內研究模式，得到人類胚幹細胞研究上所不易取的重要資訊。
貳、過程
	日期
	研習機構
	研習內容
	指導教授

	96.10.07
	
	去程
	

	96.10.08
(
97.01.06
	美國康迺迪克大學再生生物學中心
	1. 研習利用微晶片分析方法，探討豬胚幹細胞經由神經誘導後之基因表現。

2. 研習結合體細胞核轉置技術與胚幹細胞技術，進行醫療性複製之研究。
	楊向中教授
（Dr. Xiangzhong Yang）
田秀春教授
（Dr. Xiuchun Tian）

	97.01.07
(
97.01.09
	
	回程
	


參、心得

（一）康迺迪克大學再生生物學中心簡介

此次前往美國康迺迪克大學(The University of Connecticut)再生生物學中心研習關於複製技術與胚幹細胞技術，前任中心主任即為國際知名學者楊向中，楊向中教授於1997年成功複製出美國第一頭複製牛Amy，Amy是由一頭老牛耳朵的皮膚細胞做為供核細胞源而複製的，證實了生命可以通過複製技術而誕生。這是科學上的突破，也為再生醫學開啟一扇大門。楊向中教授在康州大學服務了四年即獲得終身教授的榮譽，之前曾打算離開康州大學，正當與另一所大學簽約的前一天，康州大學為了留住楊教授，竟於一日內決定撥款二千萬美元，為楊教授設立一所「再生生物學中心」（Center for Regenerative Biology）（圖1），集中研究醫療性複製技術（therapeutic cloning），傳為一時佳話。楊向中教授與田秀春教授共同主持實驗室的各項研究計畫，研究室除了康州大學博、碩士學生外，並網羅來自中國、日本、韓國、印度等國，在複製技術專業領域學有專精的學者與研究人員進行博士後研究或協同研究，研究成員相當龐大（圖2）。此次有幸至國際知名的研究室進行為期三個月的短期研究，向國際級的學者學習，可提昇研究人員的國際視野與學術素養，感謝行政院農委會與本所提供此難得的機會。
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圖 1. 美國康迺迪克大學再生生物學中心
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圖2. 楊向中教授與田秀春教授實驗室全體成員
（二）研習微陣列（microarray）分析技術
隨著人類與其他生物的基因圖譜被解開後，開啟了以鉅微宏觀的思維模式來探究生命奧妙，基因體學（Genomics）成了生命科學研究領域裡的重要一門學問，因應而生的高產出（high-throughput）分析技術成為全面性探索基因表現（global gene expression）的重要工具，而微陣列（microarray）即為其中的技術之一。標準的微陣列實驗包括從細胞或組織樣品取得總RNA，接著標記螢光物質如Cy3（紅色螢光）與Cy5（藍色螢光）後，與微陣列晶片上的已知探針（probe）進行雜合反應，最後進行數據分析與註釋。最常運用的實驗設計為雙頻道設計（Two-channel design），即樣品標記以兩種不同波長的螢光物質，然後在同樣的微陣列晶片上進行雜合，如此樣品即可避免產生dye-swap現象。微陣列晶片係由數以萬計的元素組成，此元素稱為探針，探針的型式包括互補去氧核糖核酸（cDNA）或寡核苷酸（oligonucleotides），因此微陣列平台便分成cDNA微陣列與oligonucleotide微陣列兩種主要型式。普遍使用的商業的平台有：
1. Affymetrix  

Affymetrix 為全球生物晶片產業之主要領導廠商，1993 年成立於美國加州,該公司的GeneChip（Affymetrix）微陣列生物晶片係利用照相石版術（photolithography）和化學物質組合而成的，在高密度晶片表面上遍佈成千上萬不同的寡核苷酸，寡核苷酸的長度在25-mer左右。Affymetrix提供包括54,000種基因的多重陣列生物晶片，是較為廣泛使用的商業化平台。 

2. Agilent  

Agilent提供的微陣列生物晶片係利用非接觸式噴墨（non-contact inkjet）技術所生產的，Agilent微陣列生物晶片包含了50，000種基因，長度約在60-mer，由於生產過程中沒有直接接觸晶片的玻璃表面，降低探針分子因物理性接觸而導致的異常，因此本平台較為敏感與可靠
3. GE CodeLink

CodeLink的Activated Slides生物晶片係利用經過特殊處理的amine-modified DNA分子，此特殊處理可達到更有效的雜合反應，所使用的探針長度約在30-mer，此平台的分析結果具較高的敏感性、再現性與有效性。
4. Illumina BeadCh  

Illumina 的微珠陣列（BeadArray）技術係使用稱為address序列與microbead固定於晶片上，使用的探針長度約在50-mer。該技術利用單一回合的T7擴增技術，可以有效擴增僅有50 ng的總RNA濃度，效率極高，並可處理多重性樣品（目前可達到6個基因組），提供在人或小鼠的基因體學研究上最適合的註釋（annotation）。
無數的資料庫可作為微陣列分析後的數據分析與註釋之研究工具，例如DAVID Bioinformatics Resources（http://david.abcc.ncifcrf.gov/)。經由數據分析與註釋，可以瞭解基因所牽涉的基因功能性、組織表現性與交互作用的調控機制。當個別基因的功能性越清楚時，基因註釋就會越詳細。然而，即使有很好的統計分析方法，微陣列數據仍需經替代性分析做為後陣列（post-array）確認，例如定量PCR（quantitative RT-PCR）、原位雜合（in situ hybridization）或北方墨點（Northern blot）等，如quantitative與real-time PCR適用於數量較大的基因表現分析，in situ hybridization則可於較短的時期間內確認基因的表現分析，Northern blot同樣可提供確認數據的一致性與有效性。
目前微陣列領域正是瞬息萬變之際，每年均有更新的技術被引進該領域，商業的微陣列平台已成為趨勢，提供研究人員更快速、大量、簡單與可靠的基因表現分析技術，並降低微陣列的分析成本。但由於基因功能的訊息取得不易，後續的數據擷取與功能註釋仍然是微陣列分析領域最重要的一項挑戰。
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圖3：微陣列晶片分析的結果。若樣品DNA（Sample DNA）與Cy3雜合，參考DNA（Reference DNA）與Cy5雜合後，則經微陣列分析後，紅點表示樣品DNA表現較強，綠點表示樣品DNA表現較弱，黃點表示樣品DNA表現持平，未呈現任何螢光點為晶片上的已知陰性對照點（negative controls）。
（三）豬胚幹細胞培養與神經定向誘導技術
1. 豬胚幹細胞的取得與培養：
以分離自畜產試驗所畜試黑豬一號與蘭嶼豬的胚幹細胞株或蘭嶼豬的耳細胞經體細胞複製後所得之胚幹細胞株為材料，於分讓自食品工業研究所之STO細胞利用10μg/ml的mitomycin C去活化而製做的供養層（feeder layer）共培養。
2. 細胞RNA之抽取與擴增
豬胚幹細胞之RNA抽取係依照 Trizol® 方法 (Invitrogen 15596-018)進行，首先將細胞離心得到沈澱後加入 1 ml的Trizol® 試劑，於是溫下反應10分鐘，之後加入0.2 ml 的 chloroform，搖晃 15秒後反應2-3 ，之後使用0.5 mL 的 isopropyl alcohol反應10分鐘 ，最後使用1 mL of 75% 酒精混合後，以超過7,500 x g速度離心5分鐘以得到RNA沈澱，最後將RNA溶解於RNase-free的水，並測定濃度。
3. 標示與雜合反應
利用1 ug 之amplified RNA (aRNA) 分別與Cy3與Cy5反應。雜合反應之後利用GENEPIX PRO 6.0 (Axon Instruments, Union City, CA)掃瞄螢光反應之結果，並利用GENESPRING 6.1 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)判讀反應之結果，判讀結果大於90%之差異性者之反應始進行進一步的分析
4. 資料分析
利用 GENESPRING 6.1與SAS (SAS Institute, Cary, NC) 統計分析軟體one-way ANOVA 進行基因差異性表現分析並依照Wolfinger et al所建立之兩階段方法進行比對分析。第一階段係使用log-transformed 與 normalized ratio進行相關性比對，第二階段是heterogeneity與homogeneity變異性比對，結果當P值（Probability） ( 2倍時方可訂為具有差異性表現之基因。 

（四）分析結果與心得
本計畫於96年10月7日啟程赴美國康迺迪克大學再生生物學中心之楊向中與田秀春教授之實驗室，進行幹細胞基因表現的微晶片(microarray) 相關分析。微晶片係利用建有13,383 optimized 70mer、以及包含12個特異性正向對照組與12個特異性負向對照組之微晶片，進行微晶片分析。經微晶片分析後有9,662個informative probes，約佔72.2%。其中第12天與第12+2天的基因，存在有10.6％的差異性; 而第0天與（第12天與第12+2天）之基因有17％之差異性。
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肆、建議事項
1. 近幾年由於美國受到狂牛症之影響（Creutzfeldt-Jakob disease，CJD），卵母細胞之取得不若過去從屠宰場取得之方便，在受核卵母細胞取得數量不足之情況下，核轉置技術之產製效率受到很大的限制，此項技術也逐漸由繁殖性複製（reproductive cloning）之方向，修正為醫療性複製（therapeutic cloning），目標在於衍生出利用NT技術建立核轉置之胚幹細胞株（NT-ES cells derivation）。
2. 核轉置技術是一個基礎的技術平台，核轉置技術與胚幹細胞科技的結合則是未來的發展方向，因此無論是利用核轉置技術產製複製動物、提升核轉置技術之效率與產製胚幹細胞株，都將是此領域的發展趨勢。
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