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1、 中文摘要

本計畫之目的乃自今年七月十六日起至十月十六日止，赴加拿大亞伯達大學之農業、森林及營養學系研習動物生物技術(包括牛基因組分析技術、基因轉殖技術、基因轉殖實驗室之設計與建構、基因轉殖動物之管理與相關規範等)，為期三個月。期間亦參訪位於亞伯達省南部之卡加利大學(University of Calgary)醫學院動物中心及專門從事牛胚商業生產的Alta Embryo Group生技公司。

此次出國期間，研習相關畜產生物技術，對畜產試驗所未來基因轉殖動物之生產、動物基因組分析、基因轉殖動物之飼養管理及基因轉殖實驗室的規劃設計等助益良多，同時也開啟中加雙邊畜產科技合作之良好基礎。
2、 前言

科技之進步日新月異，其中尤以生物技術在全球均受到相當之重視，究其原因，主要是提供基礎研究的基本工具，在經濟發展面上具有廣泛深遠之應用潛力，對於經濟發展、國民福祉、提升生活品質方面等皆極為重要。近年來，畜產試驗所在畜禽人工生殖科技方面已經有相當的研究成果，例如在牛胚與豬胚體內外生產系統(包括卵子體外成熟、體外受精及胚之體外培養)的建立、胚移置與胚之性別鑑定、以及利用生殖細胞及體細胞進行核轉殖等複製 (cloning) 研究，已獲重大成果，更甚者，為基因轉殖研究亦已開發。而研究的腳步不容遲緩，必須持續執行始能有更大突破，如此方能使我國的畜禽人工生殖科技達到國際水準，以提昇我國畜產研究的國際競爭力，同時建立未來最具發展潛能的畜禽基因轉殖中心。

畜產試驗所深切體認畜產生技及基因轉殖研究之重要性，目前已達基因轉殖動物研究之成熟階段。因此，在中長程公共建設計畫中將畜禽基因轉殖中心之建立列為優先辦理重點項目。在基因轉殖之群體研究計畫上，本所對內整合以組成研究團隊，對外則積極尋求國內相關研究機構及大學院校之密切合作，同時藉由與先進國家之科技交流，吸取各方在基因轉殖動物技術上之寶貴經驗及成果。因此，本計畫派遣研究人員赴加拿大研習家畜基因轉殖技術及相關分子生物技術，以了解加拿大在動物基因轉殖及基因組分析技術的現況、策略及成果，學習基因研究相關技術，俾利畜產試驗所在基因轉殖家畜生產與管理之參考，同時做為分子農場先導牧場研發之基礎。

3、 試驗材料與方法

(一)牛基因組中單一核酸多態性(Single nucleotide polymorphism, SNP)之分析

1. 牛基因組中現有資料庫之比對與可能SNP之篩選：為了篩選牛基因組中可能存在的SNP，首先自已知之牛基因資料庫中過濾。牛基因組中SNP之研究，利用綱際網路連線到法國國家農業科學研究院之牛基因資料庫Bovmap Database (http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro.pl)，目前該基因庫中共收錄1,227個基因資訊，分佈在不同之染色體上。1,227個牛基因中，多數基因之詳細DNA序列已為基因組研究所(The Institute of Genomic Research，TIGR)( http://www.tigr.org/)所收錄。TIGR收錄之DNA序列除了完整之基因序列外，也同時收錄相同基因但由不同單位所發表之DNA序列，因此相同基因可能存在不同的序列變異資料。將TIGR之牛基因DNA序列開啟轉存文字檔，利用多序列比對軟體(http://www.clustalw.genome.ad.jp/)分析比對相同基因但由不同實驗室發表之多條DNA序列 (Multiple Sequence Alignment)，每一基因至少比對四筆DNA核酸序列以便同中求異，若發現特定位置之DNA有50%變異時，即初步假設其為可能的SNP。

2. 引子設計、牛基因組DNA萃取及聚合酵素連鎖反應：在篩選可能之SNP後，隨即設計分析用引子(http:/www.bionavigator.com)。牛基因組DNA之萃取是將取自生長性能不同的四個牛族群的牛隻個體，採集血樣後利用基因組DNA萃取套組(Qiagen)萃取後並調整至適當濃度。進行PCR反應之混合物組成包括牛基因組DNA 200ng、正反向引子2(M、四種dNTP各0.1mM、MgCl2 1.5 mM、10倍PCR緩衝液 5ul、Taq 聚合酵素4U，反應總體積為50 ul。PCR反應條件為2次循環的94℃ 3分鐘、94℃ 30秒、56℃30秒、72℃30秒，12次循環的94℃ 15秒、56℃ 15秒、72℃ 15秒，而後進行35次循環的94℃ 15秒、50℃ 15秒、72℃ 15秒，最後為72℃ 5分鐘，再將PCR產物維持在4℃。
3. PCR產物之電泳分析與DNA序列分析：合成之引子與來自不同族群牛隻個體之基因組DNA進行PCR反應後，將PCR產物進行2%的瓊脂糖膠體電泳分析。若PCR產物之長度正確者則進一步將PCR產物純化，利用自動核酸分析儀(Beckman, CEQ-2000)進行DNA序列分析。

(二) 參訪卡加利大學(University of Calgary)醫學院動物中心及Alta Embryo Group牛胚生技公司。

4、 結果與討論

本計畫之目的乃自本年度七月十六日起至十月十六日止，赴加拿大亞伯達大學之農業、森林及營養學系研習動物生物技術(包括牛基因組分析技術、基因轉殖技術、基因轉殖實驗室之設計與建構、基因轉殖動物之管理與相關規範等)為期三個月。期間亦參訪位於亞伯達省南部之卡加利大學(University of Calgary)醫學院動物中心及專門從事牛胚商業生產的Alta Embryo Group生技公司。

亞伯達大學之農業、森林及營養學系內之牛基因組研究室主要之研究方向有二，一為牛不同組織 cDNA Library之建立與序列分析(此計畫分別與加拿大亞伯達省之卡加利大學及溫哥華的哥倫比亞大學合作)，該計畫之執行是期能在未來開發出可做為遺傳標記使用或研發可供亞伯達省肉牛生產上做為篩選或早期偵測之基因微晶片使用。另一研究方向則為牛基因組中可能 SNP之篩選。

牛基因組中可能 SNP之篩選首先由已知之牛基因資料庫中過濾。牛基因組中SNP之研究利用綱際網路連線牛基因資料庫Bovmap Database，目前該基因庫中共收錄1,227個分佈在不同染色體上的基因資訊。1,227個牛基因中，多數基因之詳細DNA序列已為基因組研究所所收錄。TIGR收錄之 DNA序列由不同單位所發表，因此單一基因中存在著不同且有變異的DNA序列資料。將 TIGR之基因DNA序列開啟存檔後，利用多序列比對軟體(http://www.clustalw.genome.ad.jp/)分析比對相同基因之多條DNA序列。結果在初步分析1,227個基因後發現在 96個牛基因上存在著可能的SNP。

經初步篩選後得知之可能SNP後，隨即設計引子分析位於牛第一至第四號染色體上可能之可能 SNP。不同引子與取自不同族群牛隻個體之基因組 DNA進行 PCR反應。結果顯示在分析的9個基因中有ACTR3 (actin-related protein 3)、ATIC (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase)、INHA (inhibin)及PTN (pleiotrophin)等四個基因可以分別產生長度正確之PCR產物(長度分別為274、254、236及174 bp)。由於研習時間之限制，僅能就 ACTR3與 ATIC之 PCR產物純化再進行 DNA序列分析。DNA序列分析結果，發現不同牛隻個體之 ATIC基因的DNA序列完全相似而無 SNP存在，而在 ACTR3基因則發現一牛隻個體存在著 SNP。由於此研究屬於先期實驗並建立初步分析技術，故需後續的分析及甚多樣品所得之結果才能獲得完整 SNP資訊，非短短數月能完成。由此初步結果證明，牛基因組中 SNP分析模式及技術之建立，可供進一步牛基因組SNP後續研究之重要依據與參考。

此次研習，也參訪位於亞伯達省南部之卡加利大學(University of Calgary)醫學院動物中心及專門從事牛胚商業生產的Alta Embryo Group生技公司。卡加利大學醫學院動物中心主要分為三個單位，一為小鼠病理及表型篩選研究室、二為胚幹細胞研究室、三為小鼠基轉殖研究室。三個單位分置不同設備並進行獨立研究計畫。小鼠病理及表型篩選研究室主要是進行組織病理分析及血液生化值分析等，其設備含超音波探測器、X-光機與血液生化儀等。胚幹細胞研究室主要是進行胚幹細胞之培養與品質管制、利用胚幹細胞進行基因標的(gene targeting)研究、染色體核型分析及胚幹細胞培養及分化條件等因素之改善與探討。小鼠基因轉殖研究室主要進行胚幹細胞或鼠胚之基因顯微注射、生殖細胞包括精子與胚之冷凍保存、小鼠胚移置、小鼠胚複製及基因轉殖研究等。

專門從事牛胚商業生產的Alta Embryo Group生技公司位於卡加利市郊，主要進行商用牛胚之體外培養生產，除了服務酪農外，也配合大學院校及研究機構從事牛胚相關研究及複製牛研究。公司主要設備包括牛舍及繫留欄、外科手術室、顯微操作實驗室及細胞培養室等，實驗室設備與本所極為相近。

此次出國研習相關之畜產生物技術，藉由與先進國家之科技交流，對於本所在基因轉殖家畜之研究上將有莫大的助益。同時，做為本所基因轉殖研究及分子農場先導牧場研發之基礎，也開啟中加雙邊畜產科技合作之良好基礎。

5、 結論與建議

1. 加拿大亞伯達大學之農業、森林及營養學系目前在牛基因組的研究上，研發與生長性狀相關之生物技術，期能藉由先進生技之應用而改善亞伯達省之肉牛生產效率。而篩選牛基因組中可能存在的SNP，將來可應用在生長性狀之早期預測，同時做為遺傳標記並實際應用在牛之育種計畫上。畜產試驗所無論在產製基因轉殖畜禽或進行動物基因組分析時均可做為參考。而在生物科技與基因轉殖技術之研究領域，能與先進國家保持密切交流，透過研究人員之短期研習計畫進行國際交流，將能獲益良多。

2. 參訪加拿大相關畜產研究單位後，發現本所在現有之儀器設備與先進國家相去不遠，若能積極輔以研究團隊之形成，並結合相關學術單位及大學院校之資源，充分應用現有設備，對提升研究效率將有莫大助益。

3. 國外大學院校及研究機構與外國之合作研究模式，其期限均偏向至少半年或一年期限，以便完成一研究主題。目前我國在補助出國研習計畫之經費與期間上稍感不足，此將不利於國際交流合作與出國研習之成效。

4. 國外在畜產生物技術之研究上已建立相當良好之基礎，透過政府與企業之豐富資源補助，可將研究成果直接落實到產業應用，此在本所推動之產學合作計畫之模式相符。

5. 亞伯達大學之農業、森林及營養學系之研究室除了具有先進之設備外，研究人員對於實驗室相關基本要求與安全規範均能信守遵循，如此方能確保人員與設備之安全。研究人員除應具有實驗室安全防護觀念外，更應嚴守實驗室安全守則及標準操作程序。
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