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壹、摘要

    近年國內抗蛇毒血清無論生產或品質管制等方面，現行優良藥品製造規範（cGMP）之要求愈來愈趨嚴謹，而日本國立感染症研究所（NIID）其地位相當於我國食品及藥物檢驗局，為日本抗蛇毒血清國家檢驗單位，因此希望藉此次研習針對該國產品製程之品質管制方面進行經驗交流，亦希望能建立起國際合作溝通管道及模式。

    此次研習重點，便是瞭解抗蛇毒血清相關之檢測事項，並學習抗蛇毒血清凍晶注射劑之效價檢測、出血試驗及水分含量之測定等實驗方法。

貳、研修目的
1. 學習抗蛇毒血清之效價檢測及出血試驗等動物實驗方法。

2. 建立抗蛇毒血清凍晶注射劑水分含量之測定方法。

3. 瞭解抗蛇毒血清相關之檢測事項。

4. 參訪NIID以建立雙邊合作關係。
參、研習人員

	機  關  名  稱
	職  稱
	姓  名

	行政院衛生署疾病管制局
	助理研究員
	劉健信


肆、行程與工作記要

赴日本參加抗毒素血清檢測及相關法規訓練行程

	日期
	工作

日誌
	地     點

	97/03/09
	啟程
	台北→東京(立川)

日本國立感染症研究所

	97/03/10~

97/03/14
	授課

及實驗
	東京(立川)

日本國立感染症研究所

	97/03/15
	返程
	東京(立川) 

日本國立感染症研究所→台北


 （詳如表一）

伍、日本國立感染症研究所村山分室簡介：

日本國立感染症研究所

1. 簡介

戰後日本多種傳染病流行，急須有效地控制傳染病，為了加強相關的基礎、應用研究工作，及指導抗生素及疫苗等之開發及品質管理，厚生省之附屬試驗研究機關國立預防衛生研究所於1947年（昭和22年）設立，開始運作時只有3個研究部門；1950年代，根據厚生省之要求，由原先編制的3個研究部擴充為12個研究部；並於1955年（昭和30年）自東京大學附屬傳染病研究所遷至品川廳舍。

1958年（昭和33年）發生了小兒麻痺大流行，為了有效應對此一大流行，急須成立試驗製造及檢驗小兒麻痺的專門機構，故於1961年（昭和36年）建立了疫苗檢驗研究所（村山分室）；並於1963年（昭和38年）設立病毒中央檢查部，又于1965年（昭和40年）設立麻疹病毒部。

為使供應檢定及研究所需之猴類有穩定之品質，於1978年（昭和53年）在茨城縣設立筑波醫學實驗用靈長類動物中心。1988年（昭和63年）因對應新出現的感染症AIDS問題，所以又新設AIDS研究中心。

基於考量研究部門與品質管理部門應該分離因素，於1992年（平成4年）秋天，研究部門自品川廳舍移至現在之新宿區戶山（戶山研究廳舍），而另一方面品質管理部門（疫苗、血液製劑等）則集中在村山分室。1997年（平成9年）1月將國立多摩研究所改為國立預防衛生研究所的分所，作為麻瘋病研究中心。同年4月，為更加明確研究所設置之目的，國立預防衛生研究所改名為國立感染症研究所。

2002年（平成14年）4月厚生省為了加強研究體制、促進及充實研究，對國立感染症研究所的組織進行了重新改組。

其業務的目的是：控制感染症、加強國民的保健醫療；從預防醫學出發，廣泛從事有關感染症的研究；為國家的保健醫療工作提供科學的依據，支持保健醫療工作。

其範圍簡單歸納以下幾點：

(1) 感染症之基礎、應用研究。

(2) 感染症之諮詢業務。

(3) 感染症之調查分析與感染症情報收集、分析與提供。

(4) 國家檢定、檢查業務及生物製劑、抗生素等品質管理相關研究。

(5) 國際合作業務。

(6) 培訓業務。

此次研修的地點為村山分室細菌第二部的第三室。細菌第二部分為五個實驗室，其各實驗室的任務如下：

第一室： 

從事有關伺機菌感染症、慢性持續性感染症之病原及病因的相關研究。同時進行細菌的抗藥性的相關研究。

第二室： 

       從事有關細菌性生物製劑無菌試驗及分子流行病學調查。

第三室： 

從事有關白喉破傷風肉毒桿菌及其他厭氧菌所引發的感染症的相關研究。同時對於類毒素疫苗、毒素、抗毒素及抗血清等的品質管制及提高生產技術之研究。

第四室： 

從事有關對結核菌及非結核性抗酸桿菌的病原因子的生物學、生化學及免疫學的分析。同時對於BCG製劑及精製結核菌素製劑的品質管制及提高生產技術之研究。

第五室： 

從事有關百日咳博德特氏屬細菌引起的疾病之相關研究，以及百日咳疫苗的檢驗、檢查及審查。同時對於生物製劑異常毒性及內毒素試驗及與此相關的研究。

陸、研修內容重點：

（一）生物安全及實驗動物管理：

    爲使本次實驗及動物操作得以順利進行，日本國立感染症研究所方面特別為我安排兩堂的教育訓練課程，分別為：生物安全講習及實驗動物管理。

    生物安全講習方面（講義如附件一），講述內容非常豐富且廣泛，我個人歸納其主要的重點包含：

1. 生物危害及致病原之描述。

2. 生物危害預防、偵測及風險之評估、管理。

3. 各種生物安全等級實驗室設備及個人防護裝備之操作與介紹說明。

    實驗動物管理方面（講義如附件二），講述內容則區分為實驗動物之人道管理及實驗動物房之介紹兩部份。首先實驗動物之人道管理則主要講述3R為主要內容，即為減量（reduction）、取代（replacement）、精製（refinement），並且不輕易犧牲動物為原則。其次實驗動物房之介紹，其實驗動物房每區均有專人管理，而讓我印象深刻為良好的空間區分，例如：不同實驗目的之實驗動物均分別有單獨的飼養環境，潔淨區與污染區亦有良好的區隔，避免交叉污染的機會。

（二）Lethal test（毒素致死活性試驗）：     

1     檢定致死活性用蛇毒稀釋配製：

  1-1   將Mamushi檢定致死活性用蛇毒，以磷酸緩衝液含0.2﹪(w/v)gelatine   

        （pH=7.0）溶解稀釋成4 LD50/0.2mL濃度之蛇毒溶液備用。

1-2   將稀釋成4LD50/0.2mL濃度之蛇毒溶液，再利用磷酸

緩衝液含0.2﹪(w/v) gelatine（pH=7.0），以等比方式（如表一）稀釋成濃度為4、2、1、0.5及0.25倍LD50/0.2mL共五組，即完成對照組配製。
1-3  於測定抗蛇毒血清中和效價之同時，以之配製好的蛇毒

溶液，每組由尾部靜脈注射相同天數之健康小白鼠2

隻。
       2     標準品及待檢品之製備：
2-1   將抗Mamushi蛇毒血清之標準品及待檢品，回溫後，以磷酸緩衝溶液含0.2﹪(w/v) gelatine（pH=7.0）做連續系列稀釋。

2-2   將連續系列稀釋的各種濃度之血清各取1mL與Mamushi毒素(4LD50/0.2mL)等量混合（如表二及表三）。

 2-3   在室溫下靜置 60分鐘，以進行中和作用。

3     小鼠實驗

3-1   靜置後以1mL注射針筒及29號針進行小鼠尾部靜脈（iv.）注射，如下圖一及圖二。每組均注射約29天大之健康小白鼠4隻。每隻小白鼠注射量為0.2mL。

3-2   每日記錄死亡隻數及存活隻數，持續觀察2天，如下圖三及圖四。

3-3   利用統計套裝軟體之probit分析法，比較並計算標準品後，決定出待檢品的效價。

（三）Hemorrhagic test（出血活性試驗）：

       1     標準品及待檢品之製備：
       1-1   將抗Mamushi蛇毒血清之標準品及待檢品，取回溫後，以磷酸緩衝溶液含0.2﹪(w/v) gelatine（pH=7.0）做連續系列稀釋。

 1-2   將連續系列稀釋的各種濃度之血清各取1mL與Mamushi毒素(10TD/mL)
       等量混合（如表五及表六）。

1-3  在室溫下靜置 60分鐘，以進行中和作用。

2    兔子實驗

  2-1  注射前會將兔子固定並剃去背部的毛，以脊髓骨為中線畫出5×4公分
       的方格，左右各10格，注射點位於方格中央部位，如圖五。
2-2  靜置後以1mL注射針筒及29號針進行兔子（品系：Japan-white-rabbit）背部皮下（s.c.）注射。每組均使用重量約2-3公斤之健康白兔2隻，每隻白兔注射二點，即每組共注射4點，每點注射量為0.2mL，如圖六。

2-3 24小時後，以pentobarbital麻醉方式將兔子犧牲，然後剪下兔子背部的皮膚，將皮膚平鋪在透明的玻璃上，如圖七，分別測量標準品及待檢品於兔子皮膚內側產生出血點的直徑大小，如圖八。

2-4 出血點的直徑達到10×10mm時定義為ED50。

2-5 利用套裝統計程式之平行線法（the parallel line method）比較標準品後，決定出待檢品的效價。

（四）Test for moisture content（水分含量測定）：
此次至日本感染症研究所主要學習Gravimetric Method (Loss of Drying; LOD)的方法，其操作步驟如下：
1. 將測量用標準玻璃瓶（如圖九）的通氣孔打開移入真空烘乾
          機內（如圖十）。

2. 在低壓(<0.6 kPa)、高溫(60OC)的狀況下，乾燥瓶子約1小時。

3. 平衡壓力後，快速取出玻璃瓶、並關閉通氣孔。

4. 在室溫下等待10-20分鐘使玻璃瓶回溫。

5. 精確的秤量玻璃瓶重 (W bottle)，並紀錄之。

6. 將樣品及玻璃瓶移入隔離操作箱內（如圖十一），箱內相對溼度控制在20-30%，溫度維持25 OC。

7. 在隔離操作箱內，將約20-100毫克的樣品放入玻璃內。

8. 緊閉蓋子後移入玻璃瓶，在室溫下等待10-20分鐘，使玻璃瓶回溫。

9. 精確的秤量玻璃瓶重(W start)，並紀錄之。

 10.
在真空烘乾機內放入10公克的P2O5（如圖十二）。

11. 
將含樣品的玻璃瓶移入真空烘乾機，並打開通氣孔，開始乾燥，壓力維 

    持小於0.6Kpa，溫度約為58-62 OC，烘乾瓶子3小時。

12. 平衡壓力後，取出玻璃瓶，並快速關閉通氣孔。

 13. 在室溫下等待10-20分鐘，使玻璃瓶回溫。

 14. 回到室溫後，精確的秤量玻璃瓶重(W end)，並紀錄之。

 15. 計算水分含量%＝（Wstart-Wend/ Wstart-Wbottle）×100%。

實驗結果：如表七。

（五）參訪日本蛇族學術研究所

1.簡介：

該研究所位於日本群馬縣太田市籔塚町，其前身為陶陶酒蛇族研究所於1965年由陶陶酒本舖社長毬山利久氏創立，當初設立的目的為探討蛇類在醫學上的相關研究，而後其對於日本及世界各地蛇類之飼養、生態、分類、毒蛇咬傷症及蛇毒成分等，均有深入探討及研究。1968年正式改名為財團法人日本蛇族學術研究所。

目前主要的研究目的為：

1. 蛇毒藥理的研究。

2. 毒蛇咬傷症臨床上的研究。

3. 日本及世界各地蛇類之飼養、生態、分類的研究。

4. 爬蟲類相關之文獻、紀錄等情報收集，並與世界各地爬蟲類研究所進行交流。

5. 資料館的營運及蛇族學術研究所內各種資料之公開展示活動。

  2.蛇類之飼養與管理：

蛇族學術研究所平時為開放一般民眾觀賞及公開展示的機構，而毒蛇飼養環境則區分成室內及室外兩區：室外區則飼養兩種日本本島常見的蛇類，其中一種即為Mamushi的毒蛇；室內區則為依照其蛇種及生活環境，區分為毒蛇溫室館、熱帶蛇類溫室館及大蛇溫室館各種毒蛇溫室館，採毒館則飼養一些研究用之蛇類，另外蛇族學術研究所有資料館，展示有蛇類相關之靜態資料，以供民眾參觀。

蛇族學術研究所目前飼養世界各地收集來的蛇類多達72種所，在展示館內每條蛇都有獨立的飼養房間，房間內以人工草皮為襯墊，備有供攀爬的樹枝及飲水；而在採毒館內研究用的蛇則每條蛇以鐵製飼養籠分別飼養，每籠亦以人工草皮為襯墊，僅提供飲水，由於日本溫度較低，無論展示館及採毒館均有溫控的設備，溫度在20-25℃之間，但室內並無特別提供溼度之控制，其理由為飼養環境中飲水充足。

由於蛇族學術研究所所產製的蛇毒僅供研究用，並未進行抗蛇毒血清之製造，所以研究所內並無類似cGMP等相關措施及文件，例如：新進蛇類並無隔離檢疫期，而生病之毒蛇會進行治療，但亦無建立相關病歷文件。

蛇類的餵食依不同蛇類每2-4週餵食一次，每次餵食約蛇類體重1/2的食物，只餵食死亡的動物當食物，食物種類主要以大鼠及小鼠為主，事先均有冷凍，餵食前再解凍餵食，若有進食不佳或拒食蛇類，也會進行強迫餵食。

 3.蛇毒採集、凍乾及分裝：

蛇毒的採集以研究蛇類為主，因有研究所內有安排採毒的展示活動每星期3次，因此毒蛇採毒頻率約為每月一次。採蛇毒方法與本中心類似。使用玻璃收集瓶收集毒液。每次採完後將毒液集中在保存瓶內，存放在-20℃，等到收集到一定量時再一起凍結乾燥保存。

柒、心得與建議

1、 毒素致死活性試驗
此次學習了三種主要的檢驗方法：毒素致死活性試驗、出血活性試驗即水分含量測定。其中本血清疫苗研製中心只有將致死性試驗（效價檢測）列為常規檢驗檢測項目。

然而致死性試驗判定方法略有不同。首先日本感染症研究將蛇毒中之致死因子純化作成標準蛇毒，並以50％致死劑量（LD50）為判別標準，同時日本感染症研究所與中國及南韓抗蛇毒製劑檢驗單位，建立國際性的標準品，因此抗蛇毒血清效價判定有統一、且一致性的國際單位；然而本中心則以最小致死劑量（MLD）為判別標準，檢定用蛇毒每批次間使用個別的稀釋濃度，依田中單位個別判定抗蛇毒血清效價。

此外雖然檢驗時注射劑量及注射針的大小相同，但注射方式卻不同：日本感染症研究所注射方式為尾部靜脈注射；而本中心出血性蛇毒檢定注射方式則為腹腔注射。日本Dr. Takahashi 表示尾部靜脈注射較為穩定，且不會有穿刺小鼠內臟的風險，但須較高的專業技術，即便受過訓練的同仁也常失敗。

二、出血活性試驗

如同毒素致死試驗一樣，日本感染研究所對於出血活性試驗，亦將蛇毒純化出血因子的部份製造成出血性試驗之標準蛇毒，並與中國及南韓抗蛇毒製劑檢驗單位，建立國際的標準品。在台灣地區六大毒蛇中，出血性毒蛇主要有龜殼花、赤尾鮐及百步蛇，臨床上飯匙倩亦有出血性的症狀，而每種毒蛇出血機轉及成分略有所不同，相對於日本本島只有一種Mamushi出血性毒蛇而言，台灣出血活性試驗的研究相對複雜許多，必須針對每種蛇類作全面性的研究。本中心目前尚未建立出血活性相關檢驗方法，然而在藥品精製化的現在，如何減少病患的臨床症狀，是我們需要考量的因素之一，因此未來蛇毒內重要因子的分析與臨床上運用結合是必然的工作。

3、 水份測試

生物製劑製品為了維持製品之完整性、效價、免疫性及安定性，常利用真空凍結乾燥方法，既將液體冷凍為固體後，再利用減壓升溫方式，使固體昇華為氣體，以去除殘留水分，並保留物質特性，以延長物質之保存及貯存期限。而FDA 法規要求：每批凍結乾燥製品須測定殘留水分含量，以符合製品申請執照時之規範。此檢驗雖可減免，但須提出產品之相關安全性，純度及效價結果，經 CBER 主管同意後始可免除測定。目前本中心水分測定尚於建構的階段，因此水份測試並不是常規檢驗檢測項目之一。

水分的含量測定方法一般有下列幾種方法：

1.Gravimetric Method (Loss of Drying; LOD)。 

2.Karl Fischer Methodology。

3.Thermogravimetry/Mass Spectrometry。

4.Gas Chromatography。

5.Distillation。

6.Near-IR Spectrometry。
這幾種方法中前二種在一般實驗室中較為常見，亦不需要特定的偵測儀器。其中Gravimetric Method的方法最為簡單，原理是利用加熱乾燥後，以測量樣品減少的重量，亦是本次學習的方法；而Karl Fischer Methodology則是利用化學反應之氧化還原反應來測量水分含量，此方法可測量游離水及大部分結合水，雖然此方法測定之數值較為準確，然而方法上常受到一些限制，例如：樣品本身與Karl Fischer試劑反應的干擾、不易溶解於Karl Fischer Reagent, methanol 之物質，以及樣品水分不易被Solvent 萃取之物質等，因此必須確認樣品不會與試劑產生化學反應才可使用。

捌、致謝

感謝衛生署疾病管制局血清疫苗中心給予機會，讓我能至日本研習，並感謝日本國立感染症研究所Dr. Takahashi、Dr. Shinohara、Dr.Ami及 Dr. Yano熱心之指導，讓我獲益良多，並感謝Dr. Yamamoto 及Dr. Kenri熱情接待及陪伴幫忙，使我們能順利完成本次研修。
表一：Schedule for Mr. Chein-Hsin Liu in Japan
	Date
	Plan
	Remark
	Hotel

	2008.03.09.

(Sun)
	Taipei- Tokyo(Narita)-Tachikawa
	Flight: CI 100,
13:20 arrival
Limousin bus
	Name:

Tachikawa grand Hotel
2-14-16 Akebono-machi, Tachikawa city,

190-0012 Tokyo,Japan　

TEL：+81-(0)42-525-1121

FAX：+81-(0)42-525-1819



	2008.03.10

(Mon)
	(1) Lecture by Bio-safety committee.

(2) Lecture by Experimantal animal committee.

(3)General discuss
	Dr. Shinohara

Dr.Ami

Dr.Takahashi
	

	2008.03.11

(Tue)


	Potency test (Neutralization)

(1) Hemorrhagic test utilizing rabbit

(2) Lethal test utilizing mouse
	Dr.Takahashi
	

	2008.03.12

(Wed)


	Test for moisture content
	Dr.Yano


	

	2008.03.13

(Thu)


	Potency test(mouse and rabbit)

(1)Final judgment
(2)Statistical analysis


	Dr.Takahashi


	

	2008.03.14

(Fri)


	Visit to The Japan Snake Institute

http://www.sunfield.ne.jp/~snake-c/
3318 Yabutuka-cho, Oota-city, Gunma-ken, Japan 379-2301

Tel:+81(0)277-78-5193
	Dr.Takahashi　

Others
	

	2008.03.15

(Sat)
	Tachikawa- Tokyo(Narita)-Taipei
	Flight: CI 17, 14:20



   表二：檢定致死活性用蛇毒配製
	毒素致死活性試驗
	日期：2008.03.11

	試驗毒素批號：lot4
	稀釋倍數：110X

	毒力：2200LD50/vial
	0.1     0.9

	注射量：0.2mL  i.v.
	              0.3       3

	編號
	LD50倍數      
	毒素（mL）
	磷酸緩衝液（mL）
	總數
	存活率

(%)

	
	
	
	
	   生/死
	

	1
	4
	1.0
	0
	
	

	2
	2
	0.50
	0.50
	
	

	3
	1
	0.25
	0.75
	
	

	4
	0.5
	0.13
	0.88
	
	

	5
	0.25
	0.06
	0.94
	
	


表三：檢定致死活性用抗蛇毒標準品製備
	抗毒素力價檢定試驗
	日期：2008.03.11

	標準品批號：C-48
	磷酸緩衝液溶解量：10.5mL

	力價：2100U/vial
	

	注射量：0.2mL  i.v.
	

	編號
	抗毒素（mL）     
	磷酸緩衝液（mL）
	毒素（mL）
	總數
	存活率

(%)

	
	
	
	
	   生/死
	

	1
	0.78
	0.22
	1.00
	
	

	2
	0.63
	0.38
	1.00
	
	

	3
	0.50
	0.50
	1.00
	
	

	4
	0.40
	0.60
	1.00
	
	

	5
	0.32
	0.68
	1.00
	
	


表四：檢定致死活性用抗蛇毒待檢品製備
	抗毒素力價檢定試驗
	日期：2008.03.11

	待檢品批號：candidate
	磷酸緩衝液溶解量：14.5mL

	力價：29000U/vial
	

	注射量：0.2mL  i.v.
	

	編號
	抗毒素（mL）     
	磷酸緩衝液（mL）
	毒素（mL）
	總數
	存活率

(%)

	
	
	
	
	   生/死
	

	1
	0.78
	0.22
	1.00
	
	

	2
	0.63
	0.38
	1.00
	
	

	3
	0.50
	0.50
	1.00
	
	

	4
	0.40
	0.60
	1.00
	
	

	5
	0.32
	0.68
	1.00
	
	


圖一：進行小鼠尾部注射        圖二：進行小鼠尾部注射
[image: image1.jpg]


 [image: image2.jpg]



圖三：紀錄小鼠死亡隻數       圖四：紀錄小鼠存活隻數
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表五：檢定出血活性抗蛇毒標準品製備
	出血活性試驗
	日期：2008.03.11

	標準品批號：C-48
	磷酸緩衝液溶解量：10.5mL

	力價：2100U/vial
	    注射量：0.2mL  i.v.

	編號
	抗毒素（mL）     
	磷酸緩衝液（mL）
	毒素（mL）
	總數
	存活率

(%)

	
	
	
	
	   生/死
	

	1
	0.78
	0.22
	1.00
	
	

	2
	0.63
	0.38
	1.00
	
	

	3
	0.50
	0.50
	1.00
	
	

	4
	0.40
	0.60
	1.00
	
	

	5
	0.32
	0.68
	1.00
	
	


表六：檢定出血活性抗蛇毒待檢品製備
	出血活性試驗
	日期：2008.03.11

	待檢品批號：candidate
	磷酸緩衝液溶解量：14.5mL

	力價：29000U/vial
	    注射量：0.2mL  i.v.

	
	

	編號
	抗毒素（mL）     
	磷酸緩衝液（mL）
	毒素（mL）
	總數
	存活率

(%)

	
	
	
	
	   生/死
	

	1
	0.78
	0.22
	1.00
	
	

	2
	0.63
	0.38
	1.00
	
	

	3
	0.50
	0.50
	1.00
	
	

	4
	0.40
	0.60
	1.00
	
	

	5
	0.32
	0.68
	1.00
	
	


      圖五：日本白兔剃毛及準備     圖六：皮下注射
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圖七：白兔犧牲及剝皮         圖八：測量出血點
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圖九：水分測定用標準玻璃瓶  圖十：真空乾燥機
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圖十一 ：隔離操作箱         圖十二：添加P2O5
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表七：水分含量測定結果表
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附件一：生物安全講義

附件二：實驗動物管理講義
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