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摘  要

本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。同時也組裝發情同期化、超級排卵、胚人工授精、非外科胚採集與移置、胚冷凍等技術成為「乳牛體內外胚生產技術」移轉至酪農產業應用，籍此使畜產生物技術產業化。在家禽方面，也建立了人工授精、精子冷凍、基因轉殖以及嵌合體製作的生物技術平台。本計畫之目的在加強與美國康乃迪克大學建立實質的合作關係，並派遣研究人員訪美研習相關實驗之實際操作，建立實質交流，並藉由研究人員的學術交流形成國際合作計畫，提升我方家畜生物科技研發水準，建立與國際學術研究機構的實質合作與技術交流管道，精進畜試所畜產生物研究的核心技術，並引進國外新興之畜產生物技術。期盼能研提並執行國際合作計畫引進牛胚基因表現分析、複製胚胚幹細胞建立技術，提升我國畜產生物科技研發成果的國際可見度。
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一、目的

國內畜產生物科技在家畜基因轉殖技術與複製動物科技的長足進展下，已逐漸發展成形並越來越接近產業化的階段。發展得比較早的如畜禽的人工授精與家畜的胚移置，在國內外都已經成為優良種畜禽遺傳物質交流與家畜禽育種改良的重要手段。然在牛基因轉殖與複製研究中受限於複製動物產製效率無法提升及外源基因表現不穩定之問題。在與國際技術水平領先之研究單位交流的過程中可以獲知國際研發的趨勢之外，也可以和同質性高的學術單位建立夥伴關係，讓我國已掌握核心技術更加精進，也可以引進新興的技術，以提升我國畜產生物技術的研究量能，協助農民提升產業生產效率。
二、行程

	日期
	活動內容
	備註

	10/12
（日）
	桃園—底特律—康乃迪克
	去程

	10/13
（一）
	赴康乃迪克州 Evergen Biotechnologies Inc IVF 複製實驗室參訪
	Evergen Biotechnologies Inc IVF 

	10/14-17
（二~五）
	體細胞核轉置操作及基因分析
	康乃迪克大學再生生物學中心

	10/18~19
（六~日）
	赴康乃迪克大學再生生物學中心參訪
	康乃迪克大學再生生物學中心

	10/20~22
（一~二）
	配子冷凍及相關試驗實習
	Evergen Biotechnologies Inc 
複製實驗室

	10/23
（四）
	赴康乃迪克州 Evergen Biotechnologies Inc 複製實驗室參訪
	Evergen Biotechnologies Inc 
複製實驗室

	10/24~25
（五~六）
	康乃迪克—底特律—桃園
	返程


三、參訪心得

本次研習交流派遣兩位研究人員，於10月12日至10月25日期間，赴美國康乃狄克州立大學再生醫學研究中心與EVERGEN生技公司，進行配子冷凍及核轉置操作技術及選性精子應用等相關實驗之實際操作與研習。

（一）核轉置技術研習：

利用壓電脈衝儀進行核轉置操作，壓電脈衝顯微操作儀(Piezo Micro Manipulator)簡稱ＰＭＭ。主要作用原理為利用Piezo Crystal壓電晶體之特性，具有將電能與動能相互轉換之機能，以產生一瞬時之脈衝（脈衝大小、頻率由電壓及電流控制），日本原廠之工程師利用此特性設計了ＰＭＭ，將其應用於人工生殖之顯微操作，以輔助傳統顯微操作之不足；Piezo本體架構在顯微操作手臂上，將壓電效應所產生之脈衝（pulse）經由顯微注射針頭，直接作用於欲注射細胞之表面（oocyte , zygote , blastocyst 之透明帶ZP），而輕易地將其穿刺（penetrate） , 使細胞因顯微操作所帶來之傷害（damage）減至最低，並以此提高胚之存活率。
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本次研習過程中由康乃狄克州立大學再生醫學研究中心研究人員，示範建立核轉置鼠胚之過程中，以壓電脈衝儀進行去核與放核之操作流程。
固定針將卵母細胞吸住，利用Piezo本體架構在顯微操作操作手臂上，將壓電效應所產生之脈衝經由顯微注射針頭(此時條件為設定為6)，直接作用於透明帶上將其穿刺後吸出卵母細胞之核，並將針頭移出卵母細胞後吐出細胞核，再將利用脈衝經由顯微注射針頭注入供核細胞(此時條件為設定為4)，完成核移置的操作過程，再將核移置胚置放於37℃5% CO2培養箱 激活4小時即完整個核移置的流程。主要作用原理為利用Piezo Crystal壓電晶體之特性，具有將電能與動能相互轉換之機能，以產生一瞬時之脈衝（脈衝大小、頻率由電壓及電流控制）將其應用於人工生殖之顯微操作，以輔助傳統顯微操作之不足；，而輕易地， 使細胞因顯微操作所帶來之傷害減至最低，其操作過程因不同物種卵母細胞特性及操作目的，調整脈衝強度及頻率，並以此提高胚之存活率。
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（二）選性精子應用：

家畜禽後裔性別的控制，長久以來，一直為畜牧生產業者所努力與期待。因此，單一性別的生產體系不但可以減少無生產能力之特殊性別，提供更為簡單且一致性高的管理方式，而且所生產的畜產品也可有更高的生產效率及提升品質的一致性。然而，在自然狀況之下，後裔的性比例（雄性：雌性）雖然並非恰好1：l，其範圍約在上、下10個百分點左右。針對以生產乳汁為經濟目的之酪農戶而言，小公牛不能提供乳汁，也不能作為補充乳牛場淘汰已分娩多胎之母牛，因此常造成酪農戶相當困擾與減少獲利的狀況。所以控制大多數出生之乳牛隻性別對酪農而言將衍生出可觀的經濟效益。

利用Flow  Cytometric 儀分離哺乳動物精子 ，DNA 含量發現 X 精子 DNA 含量多過 Y 精子 4%。近年來研究人員已可將已經分離而且有活力的活精子經由人工授精或是體外受精成功生產仔畜，且已達到商業應用之階段，美國康乃狄克州EVERGEN生技公司，長期致力於家畜人工生殖技術開發應用，在牛胚體外培養及體外受精技術研發方面，累積相當豐富經驗。目前搭配性別分離精液之性別控制牛胚體外生產，作為有效之商業應用推廣模式，非常值得國內借鏡學習。

（三）牛胚玻璃化冷凍：

在過去這二十年中，冷凍保存技術的發展亦可反映人工生殖技術的發展程度，現在的冷凍技術已可用在冷凍保存精子、卵子和不同時期的胚，尤其是玻璃化冷凍技術(Vitrification)，其不僅已獲得畜牧界及醫學界廣泛的認可，並漸漸取代傳統慢速冷凍法，而成為冷凍技術的最佳選擇，甚而將此技術運用在高難度的卵子、卵巢組織和胚胎幹細胞的冷凍上。有別於慢速冷凍法在降溫的冷凍過程中會形成冰晶，進而造成胚的傷害，玻璃化冷凍技術的特色就是使細胞本身及冷凍溶液在冷凍時，呈現黏稠而不產生結晶的玻璃化狀態，利用這種不結冰的原理以改善慢速冷凍之缺點。換言之，胚的冷凍保存與解凍的成敗與否，不單是胚品質的好壞，同時必須靠冷凍保存中有無一個完全無結冰生成的冷凍過程。而玻璃化冷凍其高濃度冷凍保護劑和細胞間經一定時間平衡後，細胞體積可因脫水而減少30-50%，然後將之置入冷凍器材，再直接投入液態氮中使細胞瞬間玻璃化，在無冰晶形成下保存，以減少細胞內結冰造成傷害。玻璃化冷凍技術的程序簡單、操作容易、不需昂貴之設備，細胞冷凍保存的效率佳，且因其冷凍解凍速率較快(2438-2550oC/min)，可以減少及防止結晶出現而造成細胞之傷害，存活率相對而言較為理想。也是本所目前所採用的胚冷凍方法。

美國康乃狄克州EVERGEN生技公司，利用其先進的玻璃化冷凍技術，其體外生產之性別控制牛胚，經冷凍解凍後，單一胚移置於代理孕母後的懷孕率高達41％，本次研習內容將吸收其冷凍與解凍程序中之操作技巧細節，以建立更有效之冷凍操作程序。

此次至美國康乃迪克大學再生生物學中心與康乃迪克州之Evergen Biotechnologies Inc生技公司參訪研習，在生殖細胞之冷凍效率之提升部份，以牛胚玻璃化冷凍部份為主，而牛胚玻璃化冷凍技術作為牛胚冷凍保存技術的一種新方法，是利用高濃度的抗凍保護劑，在短時間內對牛胚進行超低溫冷凍，克服慢速程式降溫冷凍過程中牛胚所需的逐漸降溫和長時間平衡的缺點，並能防止冷凍保護劑冰晶的形成。玻璃化冷凍法與慢速冷凍法比較具操作簡單、減省時間、價格便宜等優點。牛胚冷凍主要是在冷凍保護劑、冷凍方法、解凍方法等方面進行研究探討，所有程序和方法都試著減少冷凍保護劑對細胞的化學傷害和如何通過冰晶生成帶防止牛胚在冷凍和解凍過程中形成細胞內冰晶，減少冷凍和解凍過程對細胞造成的物理損傷。於Evergen Biotechnologies Inc生技公司對於牛胚玻璃化冷凍是以微滴方式進行冷凍，解凍後之效率存活率達到100%，而後續發育能力也高達95%以上，後續發育能力主要是解凍後培養48小時後牛胚孵化的能力。


四、結論與建議

本次赴美國康乃狄克州立大學再生醫學研究中心與EVERGEN生技公司，進行配子冷凍及核轉置操作技術及選性精子應用等相關實驗之實際操作與研習。過程中對於研習單位提供之指導與照顧，覺得十分感謝。研習過程中收穫良多，但礙於時間非常有限，對於未能突破關鍵技術部分，能於返國期間繼續鑽研，以達建立完整技術平台之目的。

壓電脈衝顯微操作使用之頻率條件





壓電脈衝顯微置核操作供核細胞置入(一)





壓電脈衝顯微置核操作供核細胞之吸取





由研習人員進行實際壓電脈衝顯微操作





壓電脈衝顯微操作使用小滴





壓電脈衝顯微操作使用之頻率條件





壓電脈衝顯微操作使用之充填水銀之顯微針





利用壓電脈進行置核的情形





利用壓電脈進行去核的情形





壓電脈衝顯微操作去核及置核情況











牛胚玻璃化冷凍操作情況二





核轉置鼠胚之操作過程





壓電脈衝顯微操作儀(Piezo Micro Manipulator)





核轉置鼠胚操作架設顯微針





由博士生林之任操作核轉置鼠胚情形





牛胚玻璃化解凍操作及培養後之發育情形情況二





牛胚玻璃化冷凍操作情況





壓電脈衝顯微置核操作供核細胞置入(二)





牛胚玻璃化冷凍液之準備





牛胚玻璃化冷凍液之準備





牛胚玻璃化冷凍液於恆溫板回溫





牛胚玻璃化冷凍液利用四孔培養皿進行冷凍





牛胚玻璃化解凍液於恆溫板回溫





牛胚玻璃化冷凍液於恆溫板回溫





牛胚玻璃化冷凍小滴置於液態氮中形成小珠





牛胚玻璃化冷凍液於恆溫板備用





牛胚玻璃化冷凍裝液態氮之器具





牛胚玻璃化解凍後之發育情形(一)





牛胚玻璃化解凍後之發育情形(二)





牛胚玻璃化解凍後之發育情形(三)





壓電脈衝顯微置核操作供核細胞置入(二)





壓電脈衝顯微操作使用之頻率條件





壓電脈衝顯微操作使用之頻率條件





壓電脈衝顯微置核操作供核細胞吸取





壓電脈衝顯微操作使用之頻率條件
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