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摘   要

本計畫之目標在於藉由與澳洲雪梨大學獸醫學院進行國際合作計劃技術交流，以促進國內乳山羊產業人工生殖技術之應用，並建立適合於國內產業應用之山羊精液冷藏冷凍、少量精液人工授精、精子性別分選、重複冷凍精液製作及母山羊發情同期化處理等關鍵技術，以提升養羊戶對人工生殖技術應用之接受度，加速改善國內乳羊族群之生產效能。在綿羊與山羊之性別篩選技術上澳洲雪梨大學獸醫科學學院之G. Evans與W. M. C. Maxwell教授皆為該領域中執牛耳者。然而兩位教授現皆已退休；幸而在兩位教授推薦之下，順利與Dr. Simon de Graaf博士取得聯繫，並促成了這次的研習計畫。本計畫執行主要目的有二，一為加強本所與澳洲雪梨大學獸醫學院Dr. de Graaf實驗室間交流，其二希望前往學習有關精子性別篩選（sex selection）及篩選後冷凍與腹腔鏡少量授精（low dose laparoscopy artificial insemination）之技術，獲取此些技術之相關設定參數，以利相關計畫之施行。經實際研習後對於腹腔鏡少量授精器械設施整備及現場操作流程方面多有收穫。精子性別篩選方面主要針對實際操作儀器遇到之問題，請澳洲方面提出解決方法之建議。主要收獲與突破有三方面：一、建立精子核細胞樣本備製流程，精子核細胞為去除尾部並充分染色固定之精子樣本，為操作流式細胞儀分離活精子性別時校正儀器參數所用，是能夠成功分離活精子性別之重要關鍵步驟。二、修正精子分離前染色流程；經澳洲方面建議，在新鮮精液採集後，無須以洗滌液清洗精子，以增加精子上機分離性別前之活力。且在染色過程中，不添加精子冷藏保護劑，以穩定染色效果。三、澳洲方面提供牛精子性別分離流程，及精子分離時所用鞘液配方，對我方能快速建立牛精子性別分離技術提供很大的協助。

關鍵字（key words）：性別篩選（Sex selection）、腹腔鏡少量精子授精（Low dose laparoscopy artificial insemination）、精子（Spermatozoa）
壹、目的

在國家畜產現代化過程中，動物性蛋白的自給自足和品質升級更需藉助於新興的科技，使之融入傳統的畜牧飼養管理裡，來增加畜產業的生產效率。尤其在人工生殖方面因為相關配套技術平台之成熟化，許多新興技術具有產業應用價值，卻未被傳統畜牧業者所接受並落實於生產效能之提升。根據統計全國共有370家乳羊飼養戶，在養頭數約57頭，平均每頭每日泌乳量約1.4公斤，相較法國荷蘭等先進國家3-4公斤平均泌乳量，差距高達50％以上。其原因主要在於國產羊乳銷售偏重在區域性宅配早乳市場，羊農多為300頭以下之小規模牧場（91.6％），不利於種羊育種選拔工作推行，且多數以自然配種方式繁殖（人工授精普及率不及1％），每年雖有約4,000-5,000頭不等之進口種公羊審核配額，卻因進口成本過高（每頭21-25千元），與未落實冷凍精液生產及山羊人工授精技術應用等因素，造成優良種公羊未能充分應用於國內乳山羊族群遺傳潛能改進。

改進經濟動物族生產效能之基礎，有賴於人工生殖技術之應用。家畜禽性別控制是畜產生物技術中一項重要的新興技術，動物生產的許多重要經濟性狀如肉、蛋、乳、毛、茸、麝香等的生產都與性別有關，皆需要特定性別的動物進行生產。因此動物性別控制技術的應用必將給動物生產乃至人類社會帶來巨大的經濟效益。此次參訪所得到的經驗希望能夠提供在本所操作選性儀器之參考，改進操作缺失，縮短探索之時間，以期能在最短時間內將此一技術結果應用於產業，造福農民，同時能夠趕上國際研究腳步。動物性別控制（sex control）為利用現代生物技術，有目的的按照人們的生產要求，控制動物後代的性別比例。動物性別控制的方法主要有3種，即X精子、Y精子分離法（Flow cytometrically-sorted sperm）、環境因素控制法和早期胚性別鑑定法（embryo sexing）。目前應用較廣與成熟的方法為早期胚性別鑑定法但是X精子、Y精子分離法隨著硬體技術日趨成熟，有迎頭趕上的趨勢。早期胚性別鑑定方法是依據胚中存在的染色體類型、X染色體相關酶的活性、雄性胚中存在的H-Y抗原及SRY基因等特徵對移植前胚進行胚性別鑑定。一般而言，此類胚檢測需要高超之胚內分葉細胞擷取技術，並能將擷取之單一胚葉細胞利用核酸擴充儀（PCR），針對上述欲分析基因特性進行分析，從而確認胚之性別。在2002年加拿大全國進行胚性別鑑定後再進行此類胚移置之數量約達3,800個，之中的1,260個胚為經冷凍解凍後移植胚，僅佔全國胚移置總數之一少部分。顯然此方法雖可達到商業上之選性繁殖要求，但其鑑定上的過程繁複、耗費人力與胚存活率不高等缺點，促使生產一個經性別鑑定之胚成本高於50美元。

XY精子分離法是指依據X精子、Y精子兩條性染色體DNA含量不同，利用流式細胞分離法測量DNA含量，便能將含X染色體和Y染色體的精子分離；在經過多年的發展與改良，目前已可達到每小時分離1,000萬個單一性別精子，分離準確率約亦可達90%。迄今為止，在牛、羊、豬等家畜皆有相關文獻發表。然而流式細胞儀的單價超過美金30萬元，相關水、電、溫濕度控制、精液冷凍保存、儀器維修保養、操作人員之訓練費用所需不啻。設置兩台流式細胞儀並配置相關人員之成本，第一年花費將超過美金200萬（台幣6千6百萬元）。然而利用性別鑑定後之精液進行人工授精可提高場內單一性別子代出生數目，甚至可以加快改善全場牛隻世代遺傳改良之速率。此外，選性之精液對懷孕率與分娩率是否有不良影響的試驗結果顯示，574頭經單一性別精子授精與385頭經一般精液人工受精後，比較其懷孕長度、胎犢之死亡率、出生體重或離乳後存活率並無顯著差異；唯其缺點為精蟲分離速度仍顯不足且精子在分離過程中會經歷高度稀釋（5,000倍）、細胞核染色及培養、機械力（壓力）、UV雷射照射及電場刺激、分離後噴入收集液內（80-90km/h）、解凍後離心（700-1,200 × g）等刺激後之精子存活率因而下降；另外高生產成本及優良性狀之公畜精液取得困難、無法預先進行類似早期胚胎性別鑑定所能提供相關基因之分析等也是目前面臨到的重要問題。

經選性分離之精子，因其數量與製做成本考量，若能搭配腹腔鏡少量精子人工授精技術，最能發揮其效能。搭配以腹腔鏡方法進行綿羊人工授精已行之有年，直至今日全球每年均有大量的綿羊使用此種方法進行人工輔助繁殖。此項技術建立之初是為了解決綿羊使用冷凍精液進行傳統子宮頸人工授精時懷孕率低下的問題（Killeen et al., 1982; McKelvey et al., 1985）。然而此項技術再次引起眾多目光聚焦則是因為精子性別篩選在技術上有重大突破之故。
本計畫藉由與澳洲雪梨大學獸醫學院進行國際合作計畫技術交流，針對國內產業所需關鍵技術進行研習補強，以達成國內乳山羊人工生殖技術應用之目的，其交流內容建立相關生殖技術包含下列五個項目：

一、建立適合田間應用簡易且有效之山羊精液冷藏、冷凍保存方式。

二、建立便捷快速之內視鏡少量精子人工授精技術。

三、建立山羊及乳牛精子性別分選及選性繁殖技術。

四、建立高效能之母山羊發情觀察、發情同期化及超級排卵處理模式。

五、藉由國際交流加速上述關鍵技術之田間應用。

新興之人工生殖技術例如選性繁殖、胚體外生產、內視鏡少量精子人工授精、玻璃化配子冷凍、母畜發情同期化及超級排卵等，隨著科技技術發展日漸成熟已達落實產業應用提升生產效能之階段，但無合適管道仲介推廣並服務民間業者接受並使用相關技術。規劃將國內有關人工繁殖相關技術，搭配國外研習加以精進完整，有利於國內技術服務團隊之組成，吸引民間優良種畜場經營者及獸醫師加入，並將相關繁殖技術加以修飾組裝，使其能有效應用於產業界。  

貳、行程
	日期
	起迄地點
	研習機關
	研習內容

	11/25（日）

-11/26（一）
	台灣→

澳洲雪梨
	
	國際航程

Arrive Sydney, Australia

	11/27（二）

-12/3（一）
	澳洲雪梨大學


	雪梨大學獸醫學院

人工繁殖實驗室
	研習精子性別分選及少量精子內視鏡人工授精技術
Discussion of semen sexing, lapar oscopic artificial insemination procedure and contro lled breeding in sheep

	12/4（二）

-12/6（四）
	澳洲雪梨大學


	澳洲雪梨大學

獸醫學院實習牧場
	校園及實習牧場參觀

University of Sydney campus touring

	12/7（五）

-12/8（六）
	澳洲雪梨→

台灣
	
	國際航程

Depart Sydney


參、 心得

1、 選性精液分離原理：

現行之精子性別篩選技術主要是依據X與Y精子DNA之差異量來做分離。進行性別分離前會先將精子之DNA以螢光物質染色（Hoechst 33342），經染色後之精子置入流式細胞儀中（圖1），精子依序經過一特殊的孔道（ST 公司專利）的導引通過雷射照射（最佳角度為90度），再利用兩個偵測器（與雷射進入角度一個為0度，一個為90度）分析DNA中螢光發散量之差異後（圖2），再利用電場將將X與Y精子分離並各別收集。然而X與Y精子中DNA之差異量有著物種間的差異，差異範圍由2.7% - 4.4%不等（圖3），當DNA差異量越大，則表示越易經由分離系統中分離，而X或Y精子的分離準確度亦越高（圖4）。目前最新之精子篩選系統（Beckman Counter MoFlo XDP）分選速度最高可達70,000 cell/sec，分選回收率亦可達90%。經性別篩選之精子可結合人工受精、選性胚體外生產及內視鏡少量精子授精等人工生殖技術（圖5），以達到落實產業應用之目的。
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圖1. MoFlo XDP’s sorting system
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圖2. MoFlo XDP’s sorting system
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圖3. 0及90度角偵測器所顯示X與Y  DNA之結果
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圖4. 各物種間X與Y精子之DNA差異量
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 圖 5. 選性精液之相關應用與研究

2、 腹腔鏡設備與使用

（一）設備說明：所有腹腔鏡設備皆使用德國KARL STORZ公司生產之產品 （圖6及圖7）。
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圖6. 螢幕（左）、影像處理系統、光纖燈源及自動二氧化碳充氣系統（右側由上自下）
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圖7. 影像系統及光源系統結合於窺鏡，羊隻固定於特製之腹腔鏡AI架上

（二）腹腔鏡人工授精操作流程

腹腔鏡人工授精進行前24小時斷水斷食；腹腔鏡人工授精進行時，肌肉注射0.5 ml之 0.2% 隆朋（Rompun®）及1 ml阿托品（Atropine®），待羊隻出現腳步不穩，無法站立或進入睡眠狀態時將之移往腹腔鏡人工授精架保定；於手術區域體毛剃除乾淨（圖8），並以優碘藥水及酒精噴灑整個剃毛處進行清洗消毒；於欲進行腹膜穿刺之區域皮下注射20 mg/ml之利都卡因（Lidocaine） 2-3 ml，等待約5分鐘後以手術刀於距左右乳頭前2-3公分處各將皮膚劃開0.5公分長，深度達肌肉層之創口（不穿透腹膜），續以（trocar）刺穿腹膜；完成穿刺後將腹膜穿刺器抽出，將套管留於腹腔；兩側之孔一側置入影像及光源系統，另一側則為腹腔鏡精液注射管進入孔（圖9）。精液（0.5 ml）經解凍後於單側或雙側子宮角中段注入精液（圖10及圖11）。腹腔鏡AI後之傷口縫合一針，以優碘藥水噴灑傷口並肌肉注射5 ml抗生素；試驗完成之羊隻先集中於復原欄，復原[image: image15.jpg]Oviduct binding 180 Sperm migration
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後另行移動至正常欄位飼養；於45天後進行超音波懷孕診斷。



	        圖8. 於手術區域體毛剃除乾淨之試驗羊隻
         圖9. 腹腔鏡現場操作[image: image16.jpg]
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	圖10. 羊隻之卵巢及子宮角         圖11. 以精液注射管將精液注設在子宮角中段位置




3、 技術觀摩研習

目前Dr. de Graaf實驗室對新鮮採取精液所做的處理除了基本的性別選後精子之冷凍、未經性別篩選之冷凍精子經解凍後進行性別篩選再重新冷凍以及小量精子人工授精技術都有非常卓越的成果，以下就其實驗室的相關研究成果做一整理。Dr. de Graaf 等人於2007年發表之文章中指出將綿羊精子使用性別篩選及未篩選之兩個處理組進行冷凍，並於解凍後進行人工授精，其中5 x 106及15 x 106 spermatozoa/ml劑量之AI後母羊懷孕率達70%；1 × 106 spermatozoa/ml 劑量AI母羊懷孕率也有60%，成績斐然（圖12）。2007年同年，Dr. de Graaf 等人嘗試將冷凍精液解凍後進行性別篩選，並將篩選後之精液重新冷凍，並進行AI，成功產下仔羊，產仔率有60%之譜（佔第54天懷孕率之百分比）；不論使用X精子或Y精子進行AI，產下仔羊之性別正確率均達90%以上，特別的是在冷凍精液解凍進行性別篩選後再行冷凍之處理組，其X精子AI產下母仔羊之正確率達100%（圖13）。
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圖12. 不同濃度選性精子進行AI後母羊於54天懷孕檢測時之懷孕百分比

[image: image20.jpg]27/03/2012





圖13. 不同濃度及冷凍處理之選性精子進行AI後母羊於18天及54天懷孕檢測時之懷孕以及產仔百分比

4、 評估性別篩選後精子的方法，下面列出幾種用以評估性別篩選後精子的分析方法：
（1） 電腦精子分析儀分析。
（2） 精子穿過人造子宮頸黏膜的移動能力。
（3） 精子與輸卵管之鍵結能力。
（4） 存活率與頭帽完整性。
（5） 粒線體活性。

Dr. de Graaf等人於2006年針對一般冷凍精子（control）、性別篩選後之冷凍精子（sexed-frozen, SF）以及精子冷凍解凍後進行性別篩選後再冷凍（frozen-sexed-frozen, FSF）做評估，並比較其間的差異發現SF精子除了在移動速率較一般冷凍精子差外，在活力、存活率與頭帽完整性、粒線    體活性上皆優於一般冷凍解凍後精液（圖14）；在與輸卵管之結合能力    上，FSF精子明顯較control及SF差，而SF與control之間則無顯著差異；    精子在穿越子宮頸之移動能力上SF與FSF則皆明顯低於control組（圖    15）。
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圖14. 評估性別篩選後精子的方法
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圖15. 不同處理後之精子在輸卵管結合能力及子宮頸移動能力比較圖

Dr. de Graaf實驗室經過多年研究發現性別篩選之精子與正常精子間在移動能力與移動速率上仍有所不及；然而經過選性後之精子，其品質明顯較佳；性別篩選後之精子無論是在體內（in vivo）或體外（in vitro）系統均有較長的存活能力。最後Dr. de Graaf提出一個假設：經過性別篩選除了可以分離X與Y精子外，也選出了品質較佳的精子。其假設之依據為精子在性別分離過程中會經歷高度稀釋（5,000倍）、細胞核染色及培養（Hoechst 33342）、機械力（流液壓力）、UV雷射照射及電場刺激、分離後噴入收集液內（80-90 km/h）、解凍後離心（700-1,200g）等刺激，經此等刺激後，品質不良之精子早已無法存活。

5、 腹腔鏡人工授精術

（一）母畜之發情同期化：


[image: image1]
圖 16. 目前Dr. de Graaf用於綿羊之發情同期化處理程序

有關發情同期化的處理山羊與綿羊之間有些微的差異，山羊的AI適期為P4陰道塞劑放置移除後47小時完成，且過程中並未注射GnRH及Androgenised（圖16）。除了上述時程外，於AI時，須觀察先觀察母羊陰道內之黏液分泌狀況，一般可將黏液狀態分為3級；第一級：黏液清澈，表示時間尚早，未達AI最佳時間；第二級：黏液呈白色濃稠狀；第三級：黏液濃稠且為渾濁（雲霧狀）不透明，此即未AI之最佳時期。若觀察到年億狀態為第三級時，即進行腹腔鏡子宮角AI。


（二）AI位置：

Dr. de Graaf實驗室針對三種處理後的精子（新鮮、冷藏、冷凍）進行陰道（放置於子宮頸口）、子宮頸（深入子宮頸2公分處）與腹腔鏡人工授精（放置子宮角中段）所需之精子數目試驗結果如表1中所示，由結果中可發現，腹腔鏡人工授精技術所需之精子量為最少，最新研究發表，只需1 × 106 spermatozoa/ml 進行AI，母羊懷孕率也可達60-70%（表1、表2）。
表1. 不同處理之精子於不同位置進行人工授精所需之最小劑量（單位：1× 

106）


[image: image2]
表2. 不同處理之精子於不同位置進行人工授精後之產仔率（單位：%）


[image: image3]
六、研習成果

本次赴澳洲雪梨大學獸醫學院研習關於內視鏡人工授精操作流程與精子性別篩選方面之相關突破重點為：

（1） [image: image23.jpg]


簡易操作平台及固定斜角：相較於目前國內使用之手術平台，因其設計過於複雜，包含自動升降功能。相較於澳洲雪梨大學使用者（圖17）並無助於動物現場之內視鏡操作，且無法形成倒立約50度之有效操作傾角。

圖17. 綿羊腹腔鏡AI使用之手術架

（2） 腹部表皮開創0.3至0.6公分之創口，以進行內視鏡授精操作，術後毋需任何縫合動作，僅以表面消毒便可，術後經24小時創口自然乾燥收縮。

（3） 無須使用腹腔自動充氣設備，僅以高壓鋼瓶導管手動充氣最符合經濟及現場實用功能，並以簡易腹腔鏡照明設備與腹腔鏡精子注射管（圖18）進行操作。
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圖18. （Ａ）Dr. Simon與簡易腹腔鏡照明設備；（B）腹腔鏡精子注射管，針頭為4 mm長（接l mL注射筒）
（4） 精子注入位置以子宮角中段為宜（圖19），太過接近宮管接合處不但不易有效注入，且對於懷孕率無提昇作用。


[image: image4]
圖19. 山羊腹腔鏡AI子宮角中段注精

（5） 注入精子數量與懷孕率統計須以具有活力之精子數為標準。表3所示人工授精之懷孕率為精液冷凍前之劑量，經解凍後含有一定比例之無活力精子，造成懷孕下降之情況。

[image: image5]
表 3.依澳洲方面建議進行內視鏡人工授精之懷孕率
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（6） 建立精子核細胞樣本備製流程，精子核細胞為去除尾部並充分染色固定之精子樣本（圖20），為操作流式細胞儀，分離活精子性別時校正儀器參數所用，是能夠成功分離活精子性別之重要關鍵步驟。
[image: image26.emf] 圖 20. 精子核細胞樣本備製流程，需將精子核細胞為去除尾部充分染色固定

（7） 修正精子分離前染色流程：經澳洲方面建議，在新鮮精液採集後，無須以洗滌液清洗精子，以維持精子上機分離性別前之活力（圖21）。且在染色過程中，不添加精子冷藏保護劑，以穩定染色效果。
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圖21. 山羊新鮮精液採集及洗滌流程

（8） 澳洲方面提供牛精子性別分離流程，及精子分離時所用鞘液配方，對我方能快速建立牛精子性別分離技術提供很大的協助。

肆、建議事項

此次前往澳洲與Dr. de Graaf請教相關經驗受益良多。經實際研習後對於腹腔鏡少量授精器械設施整備及現場操作流程方面多有收穫。精子性別篩選方面主要針對實際操作儀器遇到之問題，請澳洲方面提出解決方法之建議。主要收獲與突破有三方面：一、建立精子核細胞樣本備製流程，精子核細胞為去除尾部並充分染色固定之精子樣本，為操作流式細胞儀，分離活精子性別時校正儀器參數所用，是能夠成功分離活精子性別之重要關鍵步驟。二、修正精子分離前染色流程；經澳洲方面建議，在新鮮精液採集後，無須以洗滌液清洗精子，以增加精子上機分離性別前之活力。且在染色過程中，不添加精子冷藏保護劑，以穩定染色效果。三、澳洲方面提供牛精子性別分離流程及精子分離時所用鞘液配方，對我方能快速建立牛精子性別分離技術提供很大的協助。Dr. de Graaf實驗室之研究方向已轉朝選性後精子之分子生物領域；反觀國內仍處於精子篩選初期建立階段，明顯落後澳洲4-5年的時間，務必加緊腳步。澳洲對於羊隻的試驗著重於綿羊，與之後台灣羊隻產業主要以乳用或乳肉兼用山羊不同，而物種差異所致之精子物理特性、母畜子宮內環境（免疫反應）、AI之發情同期化時程上之影響，仍需於實際研究時一一克服與驗證。
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