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摘要

本次出國研習之機構為美國南卡羅萊納州的南卡羅萊納大學（University of South Carolina）公眾健康學院（School of Public Health）環境健康科學學系（Department of Environmental Health Sciences）。該學系研究領域包括空氣污染、生物降解、生物毒性、環境微生物、地理資訊系統、危害物質管理、微沉積物及河口生態毒物（Meiobenthic Ecology and Estuarine Ecotoxicology）、分子生態及分子毒性等。而本次研習主要拜訪對象為G. Thomas Chandler院長及柏田祥策（Kashiwada Shosaku）教授。
研習內容包括生物毒性評估及新興污染物現場生物性檢測篩選技術兩大項，主要有海水底棲性橈足亞綱（Copepods）生物之全生命週期（full life-cycle）毒性實驗評估、Medaka魚類生物毒性實驗與評估、ELISA （酵素結合免疫吸附法，Enzyme-linked immunosorbent assay）試劑法、染色技術與顯微鏡檢之應用及新型雷射掃描式顯微鏡設備於微生物研究領域之應用等。

本研習成果除預期可提昇國內新興污染物調查與鹽性底泥生物毒性評估及化學物質生物毒性評估技術外，並可作為環境調查應用與評估之參考。
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1. 目的

於環境及污染場址中進行污染物調查時，於樣品採集後常須將樣品攜回實驗室內檢驗，方能得知污染情形，惟此方式耗費大量時間，無法立即篩選受污染地區或提供即時訊息以供決策，而新興污染物（emerging contaminants）之調查及其對生物體之影響，更是吾人所欲知的。另外於國內生物毒性檢測上，對於鹽水（salt water）環境（包括海岸、河口等）之評估，尚屬於待發展之領域。而基於環境調查或各項物質（污染物）對生物影響之需要，對於如何進行現場生物性檢測快速篩選技術以及鹽性底泥生物毒性評估是相當重要的課題。

本次研習之對象為位於美國南卡羅萊納州的南卡羅萊納大學（University of South Carolina）公眾健康學院（School of Public Health）環境健康科學學系（Department of Environmental Health Sciences，如圖1a及圖1b）。該學系研究領域包括空氣污染、生物降解、生物毒性、環境微生物、地理資訊系統、危害物質管理、微沉積物及河口生態毒物（Meiobenthic Ecology and Estuarine Ecotoxicology）、分子生態及分子毒性等。本次研習主要拜訪對象為G. Thomas Chandler院長及柏田祥策（Kashiwada Shosaku）教授等人。
本研習成果期除可提昇國內新興污染物調查技術及生物毒性評估技術外，並可作為環境調查及評估之參考。
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	圖1a 公眾健康學院研究大樓
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	圖1b 環境健康科學學系之介紹


2.過程

美國南卡羅萊納州南卡羅萊納大學，公眾健康學院環境健康科學學系之G. Thomas Chandler院長與柏田祥策教授，為本次研習主要參訪之對象。

G. Thomas Chandler教授目前為該校公眾健康學院院長，亦為經濟合作暨發展組織（OECD, Organization for Economic Co-operation and Development）毒性測試委員會之委員。其專長包括底泥毒性、海洋生態毒物學及水生系統生態毒物學（Ecotoxicology of Aquatic Systems）等，目前正進行微沉積物及河口生態毒物等研究。

柏田祥策教授專長為生態毒物學及分子環境毒物學等，且熟悉各類化學分析儀器（如GC-MS、HRGC-HRMS、ICP-MS等）及一般常見之分析技術。其對於化學、毒物學、生物學、生物化學、藥理學、內分泌學、分子生物學及環境健康科學等學科，皆有深刻的瞭解。目前正進行奈米物質於水體環境宿命中之傳輸與毒性（Environmental fate, transport and toxicity of nanomaterials in aqueous systems）及魚體內環境荷爾蒙等研究。

由於主要係於實驗室內進行研習與實驗，因此本次參訪之內容包括與G. Thomas Chandler院長討論橈足亞綱（Copepods）之生物毒性實驗方法，由柏田祥策教授介紹Medaka魚類生物毒性實驗及新興污染物（含奈米物質）實驗並參觀其他實驗室等。故此行主要收穫有生物毒性評估及新興污染物現場生物性檢測篩選技術兩大項。

2.1生物毒性評估

2.1.1海水底棲性橈足亞綱生物之全生命週期（full life-cycle）毒性實驗評估
此方法為ASTM（American Society for Testing and Materials）之標準方法（ASTM E2317-04），主要係利用生存於海水（30 ppt）底泥之橈足亞綱生物進行實驗。其可於實驗中得知以非食物（not to food）之受測物質（test material）加入海水中之不利影響。而受測物質通常可為化學物質、底泥間隙水（sediment pore waters）及表面水（surface waters），且其評估方式除傳統之死亡率外，更可由母代性別比、子代孵化率及其性別比看出受測物質是否具有內分泌干擾物（Endocrine Disruptors, EDs）之特性。而吾人研習期間，G. Thomas Chandler院長正進行本方法之認證實驗計畫，以為經濟合作暨發展組織所應用。
此實驗主要係利用橈足亞綱Amphiascus tenuiremis物種進行生物毒性實驗，可由G. Thomas Chandler院長實驗室取得，其優點為易馴養、生命週期短（故實驗天期不常）、應用於生物毒性實驗已有10年以上及可適用之受測物質廣泛等；惟其體積小，需於顯微鏡下進行觀察。而其生命週期（egg-to-egg）約16至17天，當中有數個階段，分別是卵（egg或稱embryo）、無節幼蟲（nauplius）、幼蟲（copepodite）以及成蟲（adult）。相關之馴養資料可參考ASTM E2317-04附錄及Introduction to the Study of Meiofauna一書。

實驗主要流程係先由馴養槽取出含蟲體底泥並經過篩（125μm）並於顯微鏡下挑出懷孕母體（如圖2.1.1a，而滴管需事先用ENVIRO-COAT（EM®）試劑濕潤並乾燥備用，避免造成蟲體附著），再將母體置入75μm尼龍篩網後讓其產卵（約需1至2天），經取得蟲卵（embryo）即可進行暴露實驗。將蟲卵置於96孔盤（microwell）中進行實驗，每三天換水（或受測物質）一次，故此實驗亦為靜置－換水式（static-renewl）方法；實驗期間需餵食藻類，每日觀察並記錄各階段之死亡率及性別比等，最後再將成熟之個體配對（mating）使其產生下一代，並記錄其產卵率及再孵化率等(實驗期間為24天，若包含子代蟲體成熟後性別比例評估之完整暴露實驗約需36天)。主要實驗參數如表2.1.1a所示，實驗流程如圖2.1.1b～j所示。
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	圖2.1.1a Amphiascus tenuiremis受孕母體


表2.1.1a 標準生物毒性測試條件

	Aqueous life-cycle toxicity test with renewal of overlying seawater

	參數
	控制條件

	鹽度
	30 ppt

	溫度
	25±1℃

	光線需求
	廣色域燈

	光照時間
	12L:12D

	測試槽體
	300-μL hydrophilic microwell

	測試時間
	約24天

	溢流水體積
	200 μL

	蟲體年齡
	24小時之無節幼蟲

	重複數
	3重複

	換水頻率
	3天一次

	餵食
	6天一次 2μL藻類

	結果觀察
	孵化率;存活率;產卵率;性別比
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	圖2.1.1b馴養架
	圖2.1.1c生物馴養槽
	圖2.1.1d過篩取蟲
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	圖2.1.1e 懷孕母體挑選
	圖2.1.1f 75um尼龍篩網
	圖2.1.1g光照及恆溫培養

	[image: image10.jpg]



	
[image: image11]
	[image: image12.jpg]




	圖2.1.1h 靜置-換水法
	圖2.1.1i 餵食之藻類培養
	圖2.1.1j結果觀察


2.1.2 Medaka魚類生物毒性實驗與評估
國內利用Medaka魚種進行新興污染物（emerging contaminants，如環境荷爾蒙）或毒性代謝等研究亦有多年時間。柏田祥策教授係利用Oryzias latipes（Japanese Medaka）來進行各項新興污染物及奈米物質（Nanomaterial 或 Nanoparticles）實驗（例如觀察CYPs等代謝產物）。該魚種具有下列優點：

（1） 基因一致：由於種源之取得需經過日本政府控管，因此不若斑馬魚等具有混種（hybrid）基因；且性別基因已辨別，故可進行性別轉換實驗。

（2） 容易飼養：可存活於鹽度30 ppt 水體中；對溫度適應廣（飼養溫度可介於6至34℃；於2或40℃仍可短暫存活）；適應低硬度水體；可存活於低酸鹼值水體（可生存於去離子水中）。

（3） 3個月大即性成熟，且母魚可每日產卵；卵強壯，不易破裂。

（4） 毒性研究資料豐富。

（5） 性徵明顯。

（6） 試驗用試劑組發展成熟。

進行生物毒性實驗時，將欲實驗物種維持於良好狀態乃一基礎卻重要之事，對魚體而言，馴養所用的水質尤甚重要。而柏田祥策教授使用之馴養方式為滴流式馴養，並將馴養水循環使用，故其獨特之水質處理系統為此魚類馴養之核心。該水質處理系統（如圖2.1.2a～f所示）先將去離子水存於儲水槽中（需曝氣，並使用0.45μm過濾器循環過濾），經過圓桶過濾器（內填活性碳等濾料）及5μm濾芯過濾，最後經過紫外線殺菌燈後，滴流進入馴養槽，並再溢流回到儲水槽中循環使用。而在餵食方面，柏田祥策教授捨棄一般常用豐年蝦薄片飼料，而改用活體豐年蝦無節幼蟲並搭配特殊配方飼料（如圖2.1.2g所示），可避免微量物質（如戴奧辛）累積於魚體而干擾實驗進行。
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	圖2.1.2a Medaka馴養架
	圖2.1.2b 儲水槽
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	圖2.1.2c 0.45μm過濾器
	圖2.1.2d 圓桶過濾器及5μm濾芯
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	圖2.1.2e空圓桶內部
	圖2.1.2f 5μm濾芯


實驗方法上，相較於國內傳統生物毒性實驗使用鯉魚幼魚之靜水式法，使用Oryzias latipes 除可設計成更水式系統（renew-water system），且可使用魚卵（依發育情況共有39種stage）來進行死亡率、心跳速率、孵化率及性別比等結果（end point）觀察，因此實驗之設計更為靈活有彈性，且可節省生物馴養時間。
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	圖2.1.2g Medaka飼料
	圖2.1.2h 解剖顯微鏡下之活魚卵圖


由於現今奈米科技發達，柏田祥策教授認為奈米物質（例如奈米碳、奈米銀等）亦屬新興污染物範疇，因此在吾人研習期間，柏田祥策教授特地示範（未進行嚴謹之實驗設計且縮短實驗時間）奈米銀離子之生物毒性實驗（如圖2.1.2i～t所示）。在配製並量測硝酸銀溶液pH及銀離子濃度等相關數據後，先於馴養槽中撈取魚卵，並將魚卵洗淨分離，於挑除死亡或未受精魚卵後，培養（每日更換培養液）至stage 21。將stage 21魚卵置入控制組（使用去離子水）與對照組溶液中，於暗處（包覆鋁泊避光方式）恆溫（28℃）震盪（培養）反應24小時後觀察結果（若欲待卵孵化需6天）。由於銀離子會破壞細胞膜，因此對照組之魚卵全數死亡，且造成部分魚卵之卵囊（yolk）破裂。實驗結果表示僅0.5ppm之硝酸銀溶液即具有高度生物毒性。
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	圖2.1.2i硝酸銀溶液量測
	圖2.1.2j撈出魚卵
	圖2.1.2k魚卵分離
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	圖2.1.2l 魚卵沖洗
	圖2.1.2m 魚卵挑選
	圖2.1.2n六孔培養盤
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	圖2.1.2o 魚卵置入
	圖2.1.2p包覆鋁泊
	圖2.1.2q震盪培養
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	圖2.1.2r 結果觀察
	圖2.1.2s 存活之卵
	圖2.1.2t死亡之卵


2.2新興污染物現場生物性檢測篩選技術

2.2.1 ELISA （酵素結合免疫吸附法，Enzyme-linked immunosorbent assay）試劑組之應用

一般環境調查中，若欲知環境或場址（site）是否存在環境荷爾蒙物質（或內分泌干擾物質），需進行採樣後再進實驗室中分析，故若能於現地（on-site或in-situ）進行分析或於實驗室內進行快速篩選，將可節省時間與金錢。目前有些分子生物方法（如ER clones from sentinel species, RR clones gene activation, Receptor clones and hormone antibodies for sentinel species等）可測Endocrine System。經此次研習得知，目前已有商業化ELISA試劑組（kit）之開發，將可應用於特定魚體內卵黃先質（VTG, vitellogenin）及雌激素（estrogenic）等之濃度檢測。

經柏田祥策教授說明以壬基酚（nonylphenol, NP）或雙酚A（bisphenol-A, BPA）等干擾魚體內雌激素作用為例，因其作用會使得魚體內之卵黃先質蛋白濃度增加，而對於成熟母魚的作用器官為卵巢，但幼魚或公魚由於無此受體器官，因此在幼魚或公魚血液中之卵黃先質蛋白濃度相對偏高，因此可反映出魚體是否受到干擾雌激素（estrogen-like）之物質影響。例如於河川中捕獲鯉魚（Carp）幼魚或公魚魚體後，可當場進行解剖（或斷尾法）抽血（如圖2.2.1a所示）處理，經分離血漿後以ELISA試劑組進行卵黃先質蛋白濃度檢測，即可推知該環境水體中是否具有干擾雌激素之環境荷爾蒙物質。

目前已知有Medaka、虹鱒（rainbow trout）、鯉魚及鮭魚（salmonid）之卵黃先質蛋白ELISA試劑組可供選擇（參考來源：www.caymanchem.com），且對於魚體內其他代謝產物（例如caspase-3）亦有其他廠牌測試組（assay kit）可使用。故此類商業化試劑組產品將能有助於現場快速篩選或是進行生物毒性機制之研究。
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	圖2.2.1a 斷尾法抽血


2.2.2染色技術與顯微鏡檢之應用

進行魚體生物毒性時，若欲瞭解細胞受損情況或受測物質累積，可應用特殊細胞染色技術經染色後呈像（例如利用螢光顯微鏡），可表現出魚體細胞受毒化物損害死亡之影響範圍，或受測物質於魚體內之流布。

PI（Propidium iodide, 碘化丙啶）染色常用於細胞凋亡（apoptosis）之染色，也就是可將正常之代謝細胞表現出來；而Hoechst染色技術則用於表現死亡細胞核(dead cell nuclei)。兩者並藉由螢光顯微鏡可呈現出結果（Comet assay亦可表現出受損傷細胞，惟其需要個別計數，將較耗時）。圖2.2.2a為Medaka（Oryzias latipes）幼魚之PI染色範例（柏田祥策教授提供）；圖2.2.2b為暴露受測物質後，經Hoechst染色所呈現之結果（柏田祥策教授提供）。

若欲瞭解受測物質對魚體骨頭之影響，亦可利用Calcein AM Fluorescent Dye 方式進行染色及鏡檢，圖2.2.2c為Medaka（Oryzias latipes）幼魚經染色後可明顯比較出幼魚骨頭受損情況；而某些奈米微粒（Nanoparticles）亦可透過螢光鏡檢表現出來，圖2.2.2d為Medaka幼魚體內所累積螢光微粒物質（fluorescent particles）在螢光顯微鏡39.4-nm之呈像。
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	圖2.2.2a Medaka幼魚正常代謝細胞之PI染色結果
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	圖2.2.2b Medaka幼魚死亡細胞Hoechst染色結果
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	圖2.2.2c Medaka幼魚骨頭受損之染色結果
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	圖2.2.2d 39.4-nm fluorescent particles累積於Medaka幼魚卵囊


2.2.3新型雷射掃描式顯微鏡設備於微生物研究領域之應用

經Dr. Tomohiro Kawaguchi 介紹Biofilm（生物膜）實驗室之相關研究內容得知，該實驗室正進行古化石內部微生物、耐鹽性古生細菌及生物膜內菌相及其聯繫（菌膜內溝通機制）等相關研究，並利用新型雷射掃描式顯微鏡設備（LSCM, 雷射掃描共軛焦顯微鏡, Laser scanning confocal microscope, 或稱雷射共軛焦掃描顯微鏡）應用於相關微生物領域之研究。雷射掃描共軛焦顯微鏡具有多項功能包括：

（一）螢光分析定量、量測功能。

（二）多重螢光染色呈像。

（三）結構檢查 － 三度空間切割（厚度可達10um）。

（四）表面影像偵測。

（五）動態3D空間效果呈現。

（六）細胞間聯繫偵測。

而Dr. Tomohiro Kawaguchi亦利用該儀器之螢光影像（Life time imaging）來瞭解生物膜內離子分布情形，因此該儀器對於微生物、細胞及遺傳學科等研究多有助益。

另外Dr. Tomohiro Kawaguchi還提供了其他Biofilm相關研究單位，如日本宇都宮大學之生物工學研究室（www.chem.utsunomiya-u.ac.jp/lab/bio）及美國蒙大拿州立大學（MONTANA STATE UNIVERSITY）生物膜工程中心（Center for Biofilm Engineering）等，以供進一步參考。
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	圖2.2.3a 生物膜研究設備
	圖2.2.3b 雷射共軛焦掃描顯微鏡主體


3.心得

此次赴美研習主要心得如下： 

（1） 國內對於鹽性底泥生物毒性評估方法與資料仍有不足，而海水底棲性橈足亞綱生物之全生命週期毒性實驗評估不僅為ASTM標準方法，未來OECD亦將可能利用其為化學品之生物毒性評估方法，而國內也能開發以本土橈足亞綱之物種進行實驗，故該方法值得參考。

（2） 目前許多新興污染物或奈米物質（例如奈米銀離子、奈米碳等）之生物毒性或於生物體內之作用關係尚未完全明瞭，而Medaka魚類於國內生物相關實驗上已使用多年，若能進一步配合商業化試劑組以偵測不同代謝產物，或利用特殊染色及鏡檢技術搭配觀察，相信可進行更進一步的深入研究。

（3） 目前雖有許多魚類之商業化ELISA試劑組得用以偵測魚體內VTG，惟實際進行新興污染物快速篩選或環境調查時，並不一定能順利捕獲特定魚種，或順利於現場進行利用，因此仍需進行實際之現地應用，或搭配其他現地生物監測方式，較易呈現出成效。但此些試劑組及他種代謝產物試劑組，仍可適當地應用於實驗室內之研究。

（4） Copepods及Medaka實驗所使用之馴養水處理方式（淡、海水皆可適用），其設置費用不高，維護費用低，且馴養水可循環使用，值得生物馴養時之參考。

4.建議

（一）關於新興污染物及生物毒性議題上，國際上有「環境毒物暨化學學會」（The Society of Environmental Toxicology and Chemistry, SETAC）每年皆定期於美洲、歐洲等地進行大型研討會，討論主題涵蓋生態學、基因工程、環境化學、風險評估、生物毒性測試及新興污染物等多項議題，世界各地相關領域政府人士及專家學者皆積極參與，且有相關文獻書籍資料發表。本署應可派員參加以吸收新知並進行國際學術交流。

（二）化學物質之生物毒性資料逐漸被重視，例如國內新實施之化學品全球調和制度（Globally Harmonized System, GHS）制度中之物質安全資料表（MSDS/SDS）內，需對化學物質之生物毒性資料進行瞭解，故若能投入較多人力進行生物毒性相關研究，將能縮短研發時間並展現研究成果。本所並將持續進行生物毒性相關研究，期能提供生物毒性評估方法並將物質毒性數據資料進行國際應用。
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