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壹、 摘要 

目前用於長期保存種畜禽精液之方式，仍以添加抗凍保護劑

後將生殖細胞凍存於液態氮中為主。然超低溫凍存之液態氮設備

需耗費高成本維護其運作，而在跨國運輸時亦需克服高壓氣體空

中運輸安全性及時效性等問題。因應前述問題尋求改善之道，本

出國研習計畫規劃派遣畜產試驗所林秀蓮助理研究員，前往日本

國立農業生物資源研究所及德島大學研習相關技術，包括精子冷

凍乾燥、單一精子注射及體外系統生精作用等科技。本次研習行

程有幸透過亞太糧肥中心 (FFTC) 副主任 Takashi Nagai 博士積

極協助安排，使林助理研究員得以順利展開研習行程。 

林助理研究員於本 (104）年 8 月 23 日出發赴日，首先抵達國

立農業生物資源研究所，在其研究人員 Dr. Thanh Quang 

Dang-Nguyen、Dr. Thi Men Nguyen、Dr. Shinya Ishihara 及 Dr. Elisa 

Sentos 指導協助下，學習精子冷凍乾燥及單一精子注射技術各項

操作；隨後來到德島大學，在 Dr. Fuminori Tanihara 指導下研習豬

胚體外培養技術，並與 Takeshige Otoi 教授進一步討論現今體外

系統生精作用發展之趨勢，以及該項技術倘若欲於本所實驗室建

立所需突破的困難點。研習行程之尾聲，則前往宮崎大學參加「第

108 回日本繁殖生物學會大會」，與來自日本全國各地之研究人員
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討論最新動物生殖發育研發趨勢及科技等議題。 

林助理研究員於 9 月 21 日返臺，旋即將其於日本研習所得之

相關技術資訊與本所研究人員討論，並規劃相關試驗正進行中，

期可早日突破關鍵盲點而建立研習之各項技術於本所實驗室，並

重現日本實驗室所完成之數據結果。 
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貳、 目的 

目前種畜禽精液主要以添加抗凍保護劑後，將生殖細胞凍存於液

態氮中，以作長途運送及長期保存。抗凍保護劑廣泛使用於保存各種

動物之雄、雌配子及胚胎，然高濃度之抗凍保護劑具細胞毒性且造成

滲透壓不平衡，而若於解凍後進行移除，則將對細胞造成二度傷害。

此外，超低溫凍存之液態氮設備需耗費高成本維護，在跨國輸出時亦

需考量運輸安全性及時效性等問題。因應此等問題，目前各國研究人

員積極尋求可改善傳統方式缺點之新型式保存技術，包括不添加抗凍

保護劑凍存 (Cryoprotectant-free)、真空低溫乾燥 (Lyophilization) 及

冷凍乾燥 (Freeze-Drying) 等方式。真空低溫乾燥/冷凍乾燥乃利用水

分子昇華/吸附原理，將溶劑移除而達到乾燥保存目的，最新研究成

果指出，應用此技術乾燥後之精子，可長期貯存於 4℃環境，且可於

室溫下作短期運輸。 

精子冷凍乾燥技術目前所遭遇的最大瓶頸，即乾燥後精子細胞 

膜及染色體雖完整，卻會失去泳動性，必須借助單一精子注射技術 

(Intracytoplasmic sperm injection, ICSI) 將精子送入卵子完成受精作

用。此方法在哺乳類動物可行，卻無法在生殖系統更加複雜的鳥類進

行，因而對於家禽精子的冷凍乾燥操作，必須尋求更多精子體外培養

操作技術，用以解決目前所面臨的困境。 
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因此，本出國研習計畫之主要目的有二，其一為赴日本筑波市農

業生物資源研究所及德島市德島大學，研習精子冷凍乾燥及體外系統

生精作用科技。返國後將積極應用此相關技術於臺灣家禽產業，期將

來於種畜禽保種上可發揮加乘之裨益；其二乃為加強臺日合作交流，

期能建立長期國際合作團隊，以借助日本於畜牧產業及動物試驗研究

之寶貴經驗，加速臺灣於相關領域發展之效率。 
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參、 過程 

一、 研習行程 

本次研習行程有幸透過亞太糧肥中心  (FFTC) 副主任

Takashi Nagai 博士協助安排下積極促成，得以前往日本相關研究

單位研習。Takashi Nagai 博士為豬胚體外受精培養專家，其研究

團隊於全球相關研究領域位居領先地位。於其團隊中，服務於日

本農業生物資源研究所的 Kazuhiro Kikuchi 博士及德島大學的

Takeshige Otoi 教授在精子冷凍乾燥、單一精子注射科技及體外系

統生精作用之相關研究有卓越的學術成果。 

本次研習行程 (表 1) 規劃至日本國立農業生物資源研究所

及德島大學研習相關技術，包括精子冷凍乾燥、單一精子注射科

技  (指導人員：Dr. Thanh Quang Dang-Nguyen、Dr. Thi Men 

Nguyen、Dr. Shinya Ishihara 及 Dr. Elisa Sentos) 及體外系統生精

作用 (指導人員：Dr. Fuminori Tanihara)，並於返國前參加於日本

宮崎市所舉辦的「第 108 回日本繁殖生物學會大會」討論最新動

物生殖發育研發趨勢及科技議題。 

二、 研習重點 

(一) 國立農業生物資源研究所 (National Institute of  Agrobiological 

Sciences, NIAS) 
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1. 精子冷凍乾燥科技 

目前用於長期保存種畜禽精液之方式，仍以添加抗凍保護劑

後將生殖細胞凍存於液態氮中進行。然超低溫凍存之液態氮設備

需耗費高成本維護其運作，而在跨國運輸時亦需克服高壓氣體空

中運輸安全性及時效性等問題。因應前述問題，目前各國研究人

員積極尋求可改善傳統方式之新型式保存技術，包括真空低溫乾 

表 1. 林秀蓮赴日研習行程 

Date 
日期 

City 
城市 

Location 
參訪單位 

Study Course 
研習內容 

8/23 去程：臺灣（桃園國際機場） 日本（東京成田機場） 

8/24-9/6 
Tsukuba 

筑波市 

National Institute of  
Agrobiological 

Sciences 

國立農業生物資源

研究所 

精子冷凍乾燥科技 

單一精子注射科技 

9/7-9/15 
Tokushima 

德島市 

Tokushima 
University 

德島大學 

體外系統精子形成作用

科技 

9/16-9/20 
Miyazaki 

宮崎市 

Miyazaki 
University 

宮崎大學 

最新動物生殖發育研發

議題趨勢及科技 

9/21 回程：日本（宮崎機場） 臺灣（桃園國際機場） 
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燥 (Lyophilization) 及冷凍乾燥 (Freeze-Drying) 等方式。真空低

溫乾燥/冷凍乾燥乃利用水分子昇華/吸附原理，將溶劑移除而達

到乾燥保存之目的。最新研究成果指出，應用此技術乾燥後之精

子，可長期貯存於 4℃環境，且可於室溫下作短期運輸。此次前

往 NIAS 研習精子冷凍乾燥科技，是由 Dr. Thi Men Nguyen 進行

指導，她於 2013 年已將豬冷凍乾燥精液透過單一精子注射方式，

成功產製豬胚  (成功率 12.6%)，其成果發表於國際期刊

Theriogenology 80 (2013) 1033-1044。試驗流程如下： 

(1) 精子冷凍乾燥培養液 (FD medium) 製備 

Basic FD medium：10 mM Tris-HCl buffer supplemented with 

50 mM EGTA 

Working medium：Basic FD medium was then supplemented 

with 15 mM trehalose and 40 mM NaCl 

Osmolarity：adjust to 265~270 mOsm/kg 

pH value：adjust to 8.0 to 8.5 

(2) 精液處理流程： 

 採集精液離心 (10 mins/900xg/30℃)，移除上清液 

 加入 Working medium，調整精液濃度至 4x108 cells/mL  

 注入 1 mL 精液至 5 mL glass vial (圖 1) 

 精液 vials 置入-80℃冰箱 4hrs 後，移入 FD system (圖 2) 
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 FD system 壓力條件設定：0.13 hPa for 19 h0.13 hPa for 3h 

 FD system 溫度設定：-30℃30℃ (final 1h20n, 0.75℃/min) 

 Liquid nitrogen flush 精液 vial 後，以 aluminum cap 封口 

 將 FD 精液保存於 4℃冰箱，以進行後續試驗 

 
圖 1. 精子冷凍乾燥用冷凍小瓶 

 

 
圖 2. 冷凍乾燥設備 (FTS system, DuraDry) 

 

2. 單一精子注射科技 

精子冷凍乾燥技術目前所遭遇最大瓶頸，即乾燥後精子細胞

膜及染色體雖完整，卻會失去泳動性，因而必須藉助單一精子注 
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射技術 (ICSI) 將精子送入卵子完成受精作用。此部分除 ICSI 操

作，有關豬卵體外成熟培養系統 (IVM 與 IVC) 及孤雌激活 

(Parthenogenetic) 之效率，亦為關鍵技術必須建立。此部分研習

乃由 Dr. Thanh Quang Dang-Nguyen、Dr. Shinya Ishihara 及 Dr. 

Elisa Sentos 進行指導 (各項技術 protocols 如附錄 1)。 

(1) 豬卵體外成熟 (In vitro maturation, IVM) 

 Get ovaries from the slaughterhouse and keep ovaries in warm 

water 

 Use PBS to wash ovaries 3 times (without antibiotics) 

 Remove blood from ovaries (cutting by scissors from the middle, 

tissue is without ethanol) (圖 3) 

 Put ovaries in a 3.5cm dish and use surgery slide to cut the 

follicles on the ovaries to get the follicle fluid 

 Transfer follicle fluid to a tube by a drop and then wait at least 5 

mins 

 Add 4mL M199 in a 10cm dish, and then take the bottom part 

from step6 and put into the M199 drop by drop 

 Use mouth-glass pipette to pick out the oocytes 

 Use IVM1 to wash oocytes for 3 times (2mL IVM1 per well) 
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 Use 4-well plate to culture oocytes in 39C for 22 hours (each 

well contains 500uL IVM1 and about 40~50 oocytes) 

 
圖 3. 剪去卵巢上血管分佈，以減少濾泡液汙染機率 

 

(2) 單一精子注射 (Intracytoplasmic sperm injection, ICSI) 

 Preparation of injection/holding pipettes for ICSI (圖 4) 

 Use machine FLAMING/BROWN MICROPIPETTE PULLER 

 ICSI pipette 7~10 um: use microscope scale to check the size of 

the glass pipette, and then move it to the position just touch on 

the glass ball. Step on the paddle to heat the glass ball (about 

80~90℃) to cut the glass pipette 

 Holding pipette 20~30um in the middle: use microscope scale to 

check the size of the glass pipette, and then move it to the 

position upper to the glass ball. Step on the paddle to heat the 

glass ball (about 100℃) to wait the middle becomes 20~30um 
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 Bending holding pipette and injection pipette: put the pipette to 

the position upper to the glass ball, and step on the paddle to 

heat the glass ball (about 15~20 degrees) 

 
圖 4. Preparation of injection/holding pipettes for ICSI 

 

 ICSI 

 Remove the cumulus cell from oocytes 

 Sperm preparation (Washing cryoprotectants away) 

 sperm put into 1mL M199+PBS-BSA(50mg/mL) wash once 

 Centrifuge at 2000rpm for 2 mins 

 remove the supernatant and resolve in 1mL 

 Move sperm into IVC-PVP-HEPES medium, then keep at 

roomT 

 Oocyte preparation 
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 20uL M199 drops (for oocytes) 

 2 uL IVC-PVP-HEPES drops (for sperm and washing) 

 Coverall drops with mineral oil 

 ICSI processing (圖 5 及 6) 

 Take some sperm and transfer to one drop and mix a bit 

 Washing Injection pipette: take 1 cm Fluorinert FC-700 into 

the pipette and then push to the tipspit out some Fluorinert 

FC-700 dropstake in some medium spit out some 

mediumrepeat 3 times 

 Take in some sperm (sperm’s head part must be heading to 

the tip of the injection pipette 

 Use PIEZO to penetrate the zona of the oocytes 

 Inject one sperm to each oocyte 

 Sperm-injected oocytes are recovered in IVC-PyrLac for 1 hr 

before electrical activation 

 After electrical activation, wash all oocytes for 3 times and 

then culture oocytes in IVC PyrLac. 

 建議可將精液 sonication 方便 ICSI 操作，但為了確保精子品

質是好的，必須以 swim-up 技術篩選精子。 
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圖 5. ICSI 操作流程 

 

 
圖 6. Dr. Thanh Quang Dang-Nguyen 示範 ICSI 操作 
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(3) 孤雌激活 (Parthenogenetic)：電激活 (圖 7) 

 Check oocytes polar body: use mouth pipette to blow medium to 

roll oocytes to see different angles 

 Preparation of activation (fusion) medium in 4-well dish 

 500uL M199 (well ) 

 250uL M199+250uL fusion medium (well ) 

 500uL fusion medium (well ) 

Notice: Because fusion medium contains many sugars, which 

means it is high- osmotic, so oocytes need to be adapted 

gradually 

 Take out oocytes, put them into well   then well   then 

well  (washing) 

 Add some fusion medium in the middle of the electrodes 

 Distribute the oocytes in the middle of the electrode 

 Start to activate (Voltage=150) (圖 8) 

 Finishing activation, transfer oocytes to well   well   

well  (washing back) 

 Transfer oocytes to IVC1 (containing cytochalasin) for 3hrs 

 Transfer oocytes to IVC PyrLac for 2 days 
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 Transfer oocytes to IVC Gly for 4 days 

 Check the cell numbers of blastocyst  

 

 
圖 7. Electrical activation of oocytes 
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(4) 螢光染色觀察 embryos 發育情形 

 可使用之螢光包括 Hoechst/PI/DAPI，本次使用 Hoechst33342 

 Treat embryos with pronase for 5 mins (圖 8, pronase can 

remove zona to make embryos flat and clearer to see embryos 

are alive or dead) 

 
圖 8. 豬胚以 pronase 移除透明帶 (zona) 

 Treat embryos with Hoechst33342 for 10 mins 

 Use PBS to wash embryos 

 Take small glycerol drop in the middle of a slide, 將 embryos 置

於其中 (放 embryos 進入 glycerol 時，盡量減少同時吸入的

medium 的量)，蓋上蓋玻片 (圖 9) 

 以螢光顯微鏡觀察，計算細胞數 (可下載 imagej for counting) 

 囊胚細胞數平均約為 55 
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圖 9. 螢光染色隻豬胚置於甘油小滴中 

 

(二) 德島大學 (Tokushima University)：體外系統精子形成作用科技 

精子經冷凍乾燥後，必須藉助單一精子注射技術 (ICSI) 將

精子送入卵子以完成受精作用。此方法在哺乳類動物可行，卻無

法在更加複雜的鳥類生殖系統中完成。因此，對於家禽精子的冷

凍乾燥操作，必須尋求更多精子體外培養操作技術，用以解決所

面臨的困境。 

體外系統生精作用目前有二種培養模式被應用，包括 3D 

germ cell culture system 及 organ culture method。3D testicular cell 

culture (圖 10) ( J Veterinar Sci Technol (2012) 3:115) 為利用

collagen matrix gel 培養 testicular cells，目前有報告指出在此種模

式之下，可成功分化出 spermatocytes；而 organ culture method (圖

11) ( Nature Protocols (2013) 8, 2098–2104) 則是利用 germ 

cell-free 小鼠所提供之 host testis，將 germ cells 與 feeder cells 共

同培養於其中，此方法目前已可產生具功能性的精子。然 Otoi

教授指出，前述二種體外操作模式目前僅只應用於小鼠，其他物

種是否可成功套用仍未知，尚待更多試驗加以驗證。 
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圖 10. 3D germ cell culture system 

(Journal of Veterinary Science & Technology (2012) 3:115) 

 

 

圖 10. Organ culture method for producing sperm 
(Nature Protocols (2013) 8, 2098–2104) 
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(三) 宮崎大學 (Miyazaki University)：最新動物生殖發育研發議題趨

勢及科技 

本次赴日研習之最後行程，於 9 月 16 日~20 日與 Takashi 

Nagai 博士、Kazuhiro Kikuchi 博士及 Takeshige Otoi 教授一同前

往日本宮崎縣宮崎市之宮崎大學所舉行之第「108 回日本繁殖生

物學會大會」(圖 11)。 

 

 
圖 11. 第 108 回日本繁殖生物學會大會於宮崎大學舉行 

 

為期 5 天的議程中 (附錄 2)，共包括論文口頭發表 70 篇及海報

發表 109 篇 (圖 12)，區分為卵巢精子研究、生殖工學研究、內分泌

研究、性週期妊娠研究及臨床應用研究等五大主題。比較特別的是，

此大會除了研究人員發表論文以外，亦舉辦市民公開講座邀請各方專
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家演講，包括有「體外生殖細胞形成研究最新概況」、「肉牛的繁殖飼

養」及「Novel concepts of immune system for regulating early pregnancy: 

Attack or tolerance」等講題，提供有興趣之民眾參與討論。 

 
圖 12. 日本繁殖生物學會大會論文海報發表區 
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肆、 心得與建議 

一、 本次研習行程得以成行，首先感謝行政院農業委員會國際農業科

技政策及人才培育計畫支持提供研習相關經費; 另外，特別感謝

亞太糧肥中心副主任 Takashi Nagai 博士鼎力相助，負責聯繫日

本研究團隊，積極促成此次研習計畫並協助規劃豐富完整的研習

行程。 

二、 此次前往研習之研究單位，其實驗室團隊之研究方向脈絡清晰，

研究人員分工架構完整各司其職，每位研究人員均擔任團隊主要

研究計畫大架構之下的各項重要專業技術研究操作負責人。或許

此種方式的分工，更能突顯及善用每位研究人員專長，用精湛的

專業技術以最短時間完成試驗並得到期望結果。期研究成果產出

豐碩，每年均有多篇國際期刊論文發表。 

三、 實驗室專業儀器均有專人操作，此種運作模式除可維持儀器正常

運作並可降低因閒置期過長而導致故障機率，同時亦可節省其他

研究人員於試驗前適應儀器之時間，使試驗更加準確並且有效

率。 

四、 如能借助日本於畜牧產業及動物試驗研究之寶貴經驗，必能加速

臺灣於相關領域發展之效率，故未來擬研提國際合作邀請專家訪

臺計畫，期可加強及延續臺日合作交流，形成長期合作團隊。 
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