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, 以 0, 20, 100, 200 月大腸

菌 /g 魚體重之濃度混在餌料中 , 每日候給吳郭魚仔魚。十
日後 7 在體重上尚無明顯之差異。但到第二十日 ,20 μg 濃度

之處理組體重顯著高於其它各組 (P< 0.05) , 而且到第三十日
不論是那一濃度 , 處理組 ( 平均 64.7mg) 皆顯著高於對照

組 (平均 36.5mg) , 尤其是20ppm 更是桂顯著高於對照組 (P<

0.01) 。體長隨成長之變化 , 在處理援二十日各組皆無顯著差
異 , 直到第三十日才顯出 20ppm 對其體長之影響效果 (P<

0.05) 。肥滿度 ( condi 位 on factor: CF= 體重 / 體長 3) 之值隨
著成長逐漸升高。處理組在處理梭二十日之CF 值較對照組
高 , 但第三十日則較對照組低 , 經檢定無顯著差異。

微量注射受精卵之方法已在吳郭魚、泥敞、香魚建立。
大部份實驗 y 注射役之受精卵均達到 40% 以上之孵化率。從
1991 年 7 月至 1992 年 6 月間進行金魚受精卵微量注射虹縛生

長激素基因 (rtGH) 之實驗 , 每次注射平均只能處理 30-50 個

受精卵。注射時間多在 1-2 細胞期。注射DNA 量由 1.5-

111pg / 每個卵。注射高劑量者 , 孵化率較低約為 40-60 % ,
其餘均有 70-100 % 而與未注射之對照組接近。飼育一個月之
金魚 , 將注射 111pg 組仔魚 , 進行基因體DNA 抽取 , 進行
PCR, 然後再進行southern hybridization' 結果證實已有
轉避之rtGH 基因存在 , 轉姐率約為 38% 。飼育一年後 , 將
、其餘注射1.5, Ilpg 之金魚經過上述相同步驟 , 均未發現轉越
成功。顯示生長激素基因轉鐘魚類技術 ? 基本上已建立 , 但
仍有詐多問題尚待繼續解決。

牢牢本報告部份數據已在嘉農學報發表
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魚類養殖是我國最重要的產業之一 , 它提供我國豐富而高營養的蛋白
質來源 , 也為我國賺取許多外匯。除了魚苗外 , 餌料、設備、場地、人力
為養殖過程最大部份的成本 , 任何可以改善魚類生長 , 均可以減少在餌
料、空間、人力、時間上之成本 , 提高養殖業之收益 , 進而改進產業之結
構及民生經濟之狀況。

脊椎動物的正常生長 , 除了外界環境因子之影響外 , 受到體內許多荷
爾蒙因子之交互作用之控制。這些因子包括 : 類固醇、甲狀腺素、類膜島

素生長因子、生長激素等 , 而其中以生長激素為最重要。生長激素為分子
量約22 KD 的單一鏈狀的多肢 , 由下垂體前葉的somatotroph 細胞分泌。
這個激素是脊椎動物正常生長及發育所需要的。

很早以前 , 學者們就想到利用生長激素 (GH) 於魚類養殖上。 1976

年 "Higgs et al. 就發現牛的生長激素可以增加 coho salmon 的體
重。Prack et al. (1980) 也證明哺乳類之生長激素可以增進魚類的生長速

率。隨後 y 學者們發現魚類本身之生長激素在增進生長上效果更好。
Cook etal. (1983) 發現鯉魚生長激素可以增加金魚 3.3 倍的生長速
率 , Wagner and McKeown (1981) 和Weatherley and Gill(1987) 也發
現純化的 chum salmon 生長激素可以促進虹縛稚魚體重和體長之增加。
由於純化工作費時費力 , 必需收集大量 (數千個以上) 之魚下垂體 , 在實際
應用上有相當大之困難。最近由分子生物技術之進步 , 經由重組DNA 之
方法生合成魚類生長激素 7 省去大量純化工作 , 使得實際應用上進了一大
步。Agellon et al. (1988) 利用生合成之鱗魚生長激素 , 增加一年虹縛生
長速率2-4 倍。‘同樣的方法發現在牡蠣也有效(Paynter and Chen 1991) 。

分子生物學的發展 , 建立選殖基因之方法 , 並利用轉殖動物之方法研
究基因之表現、調控等問題。基因轉殖動物已在許多動物包括果蠅、海
膽、兩棲類及哺乳類等建立 (Ozato et al. 1989) 。為了生產生長更快、體
型更大之動物 , 帶有外來生長激素基因之轉殖動物已在鼠、羊、豬、冤等
發展(Brem et al. 1988, Palmiter et al. 1982) 0 Zhu et al. (1985) 首先建

立生長激素基因轉殖魚類 , 他是以 metallothionein 為起動子的人類生長
激素基因轉殖到金魚、泥傲和鯉魚等 , 隨後 , Chen and Powers (1990)
也建立以 retroviral vactor 攜帶鱗魚生長激素基因轉殖到鯉魚 , 均得到體
型較正常魚大 1-7 倍之結果。

以生長激素基因轉殖魚類 , 以生產生長快速或體型較大之魚種 , 可以
免除直接投用生長激素所需之純化、生合成、投與之勞力物力外 , 並可以
建立穩定之新品種 y 以達到減低成本、增加產業收益之效果。綜觀國外研
究之狀況 , 生長激素及基因之生物技術在魚類養殖上應用研究 , 方興未
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己 , 雖然仍有許多問題仍待解決 (Fletcher and Davies 1991) , 但是初步
之結果 , 得知其可行性極高。過去數年來 , 在農委會及生物技術中心等機
關之委託 ? 本研究室也進行了相關之研究 7 希望在國內建立相關之技術以

便實際應用於圍內魚類養殖上。

二、材料與方法

←) 、魚種 :

香魚 (P lecog loss us α ltivelis) 、吳郭魚 (Oreochr αm�s moss αmbi-
cus) 、泥鯨K(Misgurnus α nguillicaudatus) 及金魚 (C αr αssms α ur α -
tus) 等均為實驗魚種。

(二) 、受精卵及仔稚魚 :

香魚、 ' 泥轍及金魚之成熟種魚驛由民間養殖場 ," 吳郭魚則來自水
試所台南分所。種魚經適度之摧熟 , 進行人工採卵、採精及人工採
精 , 以獲得所需之受精卵。吳郭魚則以光線控制 , 經自然產卵 , 以取
得受精卵 ; 吳郭魚仔稚魚由本實驗室自行以人工餌料養成。

(三) 、生長激素之實驗 :

自生技中心供應之含豬生長激素 (rpGH) 基因之大腸菌 , 經超音
波打破後混入鰻飼料。體長 0.8cm 體重O.lg 左右之吳郭魚仔魚 , 每日
餵給體重 10% 鰻飼料 , 其中添加不同濃度之大腸菌 (2, 20, 100, 200ug

大腸菌 /g 魚體重 ) 。每隔 10 日測量體長及體重 , 並調整投飼量 , 實驗
期間並無殘餌產生。水溫維持在 27-29 �C , 並採用循環過濾用水。

所有之數據之統計分析方法是以且肯分析 (Duncan's Multi-

pIe-Range Test) 進行顯著性測驗。
(四) 、生長激素基因轉殖實驗 :

1. 生長激素基因
(1) 質體DNA 之備製
培養含有質體DNA (pRSV-rtGH cDNA 來自美國馬里蘭大學陳鐵
雄教授 ) 大腸菌 500ml , 離心收集細菌 , 以 solution I 、 II 、 III 處理

後 , 再加入 isopropanol, 經超高速離心 (105000rpm, 10min), 得
到之DNA 再以 CsCl 處理 , 加入 EtBr , 經 8000rpm 離心 , 經UV 判
斷質體 DNA 所在 , 以針頭抽出 , 經萃取、透析、沉澱、乾燥 , 最
後以 TE buffer 溶解 , 測定 260/280 吸光值。

(2) 基因轉殖用之質體DNA

上述所得之質體DNA, 以限制酪作用 , 經電泳鑑定大小、並確定
切割反應是否完全。再經萃取、沉澱、乾燥 , 溶解於TE buffer

中 , 測定 260/280 吸光值以計算濃度 , 再以 TE 稀釋成所需之濃
度 , 一切。C 保存。
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2. 基因轉殖方法
(1 )設備
採用N arishige 顯微操作儀 , 包含micropipette puller 、 mIcrogr-

inder' micromanipulator 、 picoinj etor 及氮氣橋等。
(2) 製備顯微注射針
將直徑 1mr 泣的毛細管經puller 以 70

�C 拉成針形 , 於 grinder 上 , 以
30 度俯角磨針 , 針內裝 95% 酒精 , 將針磨成平滑暢通後 , 以紫外線
照射。

(3) 製備holder

將直徑 1.2mm 的毛細管經puller 以 70
�C加熱的秒。

(4) 顯微注射
將受精卵以 holder 固定並調整其方向使胚盤面積j 注射針 , 調整ma-

nipulator , 將注射用之微針注射DNA 量 , 一次注射數 nl 質體DNA

溶液。

3. 轉殖結果之評估
(1) 受精卵之孵化及仔稚魚飼育

經注射及未注射之受精卵 , 分別置於恆溫水槽中培育以待其孵化 ?

計測孵化率。孵化之仔魚以人工餌料飼育。一個月及一年後 , 採樣
測體重、體長 , 並偵測基因轉殖結果 (如後述之方法 ) 。

(2) 魚體組織基因體DNA 抽取
割取新鮮魚體組織 , 直接加入萃取液在37 � C 處理 1 小時用 , 再加入
蛋白酪在 50 � C 作用 12-18/j ＼峙。以 phenol?1- 離蛋白質 , 經離心抽取
DNA, 再經沉澱、乾燥 , 以TE 溶解 , 測 260/280 吸光值 , 再以膠
體電泳檢測基因體 DNA 是否完整。

(3) 聚合晦鏈鎖反應 (PCR)

以基因體DNA 或質體DNA 為 template 。可離心管中分別加入bu-
ffer 、 dNTP mixture 、 prImer 、 template 、 H2O 、混合均勻後 ,
再加入 Taq DNA polymerase 。然後在DNA 熱循環儀的block

中 , 以 94 � C 1min, 50 � C 2min, 72 �C 3min , 進行35 cycles, 最後
72 � C則為 10min 。

(4) 半乾式轉移 (semi-dry transfer)

DNA 膠體電泳跑至適當距離後 , 將膠片裁成適當大小 , 在TBE
buffer 中清洗。直接移入 semi-dry transfer cell, 膠片下放置ny-

Ion membrane, 通電 1 小時後 , 以NaOH 與 tris buffer 先後處
理 , 再以UV cross-link 固定後即可。

(5) 雜合 (hybridization)

上述之membrane 以 2x SSC 於68 �

C 進行prehybridization 2-4 小
時 , 然後加入已經 32p 或Dig 標誌之探針 (rtGH cDNA) , 於68 �

C 進
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行隔夜之hybridization 。最後清洗之條件為 O.lx SSC ; 0.5% SDS

68 � C, 然後進行 X 光底片之曝光 , 再進行顯影。

= 、結 果
(一) 、菌體豬生長激素 (rpGH) 之投與效果

吳郭魚仔魚最初體重多在 lOA + 0.2mg 左右 , 以含rpGH 之大腸菌
(E. coli) 飼餵十日後 , 在體重上尚無明顯之差異。但到第二十日 ,20

ppm 濃度之處理組體重平均 45.1mg' 顯著高於其它各組

(P< 0.05) , 而且到第三十日不論是那一濃度 , 處理組 (平均 64.7mg) 皆
顯著高於對照組 (平均 36.5mg) , 尤其是20ppm 更是極顯著高於對照組
(P<O.Ol) (圖一 ) 。圖二表示體長隨成長之變化 , 在處理後二十日各組
皆無顯著差異 , 喧到第三十日才顯出2�p 血對其體長之影響效果 (P<
0.05) 。觀察其三十日內之特異性成長速率 (specific growth rate,

SGR= C InVn-lnVo/Tn-To J X100%) , Vn 及Va 是實驗最初及

最後之體重或體長 , Tn 及 To 是實驗最初及最後之時間 ) 不論是體
重(W) 或體長 (L) 之SGR, 皆以 20ppm 效果最佳 (WSGR: 6.7%, LSGR:

5.5%) , 而 100ppm (WSGR: 5.9%, LSGR: 4.6%) 、 2ppm (WSGR:

6.0%,'LSGR: 4.3%) 與200ppm (WSGR: 5.9%, LSGR: 4.8%) 效果相
近 , 但皆比對照組 (WSGR: 4.2 財 , LSGR: 3.3%) 高 ( 圖三 , 圖四 ) 。肥

滿度 (condition factor: CF= 體重 / 體長 3 ) 之值隨著成長逐漸升
高。圈五中顯出處理組在處理後二十日之 CF 值較對照組高 y 但第三

十日則較對照組低 , 經檢定無顯著差異。
(二) 、受精卵微量注射

經由表二得知 , 微量注量注射受精卵之方法已在吳郭魚、泥餓、
香魚建立。大部份實驗 , 注射後之受精卵均達到 40% 以上之孵化率。

泥鯨則有較大的差異 , 有些注射組及對照組只有 10% 以下之孵化率。
已) 、生長激素基因轉殖

從1991 年 7 月至 1992 年 6 月間進行數十次金魚受精卵微量注射之
實驗 , 將其中有順利孵化之 10 次記錄整理於表三。由表中得知 , 受限
於金魚之卵裂時間 , 每次注射平均只能處理30-50 個受精卵。注射時
間多在 1-2 細胞期。注射DNA 量由 1.5-111pg / 每個卵。注射高劑量
者 , 孵化率較低約為 40-60 % , 其餘均有 70-100 % 而與未注射之對照組
接近。

飼育一個月之金魚 , 將注射 l11pg 組 16 尾及未注射 1 尾 , 進行基
因體DNA 抽取 , 進行PCR, 然後再進 southern hybridization, 結
果有 5 尾證實己有轉殖之rtGH 基因存在 , 轉殖率約為 38% 。

飼育一年後 , 將其餘注射 1.5, llpg 之金魚共 60 尾 , 採取尾緒組織
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經過上述相同步驟 , 均未發現轉殖成功 , 為了慎重起見 ? 再重復一次

之鑑定工作 , 仍沒有任轉殖之結果。

四、討
(一) 、菌體豬生長激素

過去即有學者認為以口投方式投給GR, GR 會被消化酵素 (如 try-
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ps 妞 , chymotrypsin, pepsin) 分解 , 因此僅有少部份GH 能完整進入

細胞內 (Donaldson et al. 1979) , 但近年來有許多研究者發現飼餵大
分子之蛋白質可被仔魚之直腸細胞吸收 , 而且仍具生物活性。例如
McLean and Ash (1990) 以芥闢酸餌過氧化晦 (horseradish per-

oxidase; HRP MW = 鉤 ,000) 口投虹鱗 (Oncorhynchus mykiss) , 可
藉由其細胞化學反應觀察蛋白質之吸收 ; Schulte et al. (1989) 和Le

Bail et al. (1989) 以重組bovine GH 餵給魚吃 , 有促進成長之效果。
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表二 生理食鹽水微量注射對吳郭魚、泥鯨及香魚孵
化率( 阿 ) 之影響

實驗組別 魚種 注射組 對照組

1 Tilapia 40 60

2 Ayu

Ayu

Ayu

Loach

50 90

3 40 60

4 100 60

5 。 。

6

7

Loach 11

25

7.7

Loach

8 Loach 42 61

。 Loach 41

Hertz et al. (1992) 以展島素 (insulin) 口投鯉魚 (Cyprinus c α rpio) 仍

具生物活性。因此口投方法可用於 GH 之生物分析和 ioassay) 。惟若
經包被處理 , 可以保護GH 較完整地到達吸收部位。例如 Hertz et al.

(1991) 以hGH 口投給鯉魚 , 發現若以 deoxy-cholate 處理GH 將可使其
吸收量增加 1000 倍 ; Tsai et al. (1993) 以含有GH 之酵母餵給鳥魚仔

魚 , 也發現經包被處理的較無包被處理的更能促進魚的成長。
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生長激素基因轉殖金魚之記錄 (1991 年 7 月至 1992 年 6 月 )三也
表

對
照
組

987654321

378144740554939313454注射卵數

2-41-21-21-242-442-41-2注射時期
(細胞期 )

DNA 量
(pg/ 卵 )

孵化率 (%)

。

94.1

11.1

100

1.5

82.8

111

57.5

111

41.8

1.5

91.8

11.1 11.1

58.0 76.9

11.1

70.5

11.1

79.6

-.‘

本試驗中 , 實驗組不論那一種濃度皆較對照組顯著的可促進魚體
成長 , 比較四種濃度之悶 , 在處理後第二十及三十日有顯著差異 , 尤
其 20 ppm 之濃度效果較佳。參考過去一些最近五年內 ? 有關重組基
因生合成GH 應用於水產物之報告 ( 表一 ) , 本試驗所用之劑量與過去
報告所用之注射方式相似 , 但因注射造成之壓迫 (stress) 會影響成長
效率 (Takahashi et al. 1991) , 而且較不具應用性 ; 而浸泡方法雖方
便 , 但其有效劑量約為口投之 10-100 倍 , 因此較不符合經濟效益。顯
示投餵之方式是最實際可行。

大部份之仔魚與無胃魚是利用胞飲作用 (pinocytosis) 吸收蛋白質
(Ash 1985), 而且無胃魚對GH 之吸收速度較有胃魚快很多 (McLean

and Ash 1987) 。例如鯉魚 (無胃魚 ) 經hGH 處理後 30 分鐘 , 其血清中
之GH 即可達最高量 , 爾後漸漸下降。但虹縛 (有胃魚 ) 經GH 處理後 15

最近五年以純化或重組生長激素處理水產動物之部份報告所用劑量
比較

表

參考文獻

Agellon et al. (1987)

Down et al. (1988)

Schulte et al. (1989)

Moriyama et al. (1990)

Paynter & Chen. (1991)

50-500 /lg/ g

0.5, 5.0 /lg/g

10 /lg/g

100 mg/g

0.1-1 /lg/g

10 mg/g

量劑法方

浸泡

肌肉注射

肌肉注射

浸泡

肛門注射

浸泡
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素

純化虹蹲GH

重組牛GH

重組牛GH

激名

Salmo gairdneri

Oncorhynchus kisutch

Salmo gaiT 由�en

種

重組蛙GH

重組虹轉GH

Oncorhynchus mykiss

Cr αssostrea virginica



小時 , 其血液中的GH 才增高 (Moriyama et al. 1990) 直到第 19;] ＼時下
降。此外 , 外因性GH 之吸收亦將受到環境因子所影響。在亮光下 7

GH 分泌量較黑暗高 (Bjornsson et al. 1989, Clarke et al. 1989,

Barrett and Mckeown 1989), 金魚之GH 在夏季分泌較冬季

高 (Marchant et al. 1986), 因此進行GH 之生物分析峙 , 魚之發育
期、消化機制、季節及光線皆可能是影響結果之因素。本試驗中所使

用之吳郭魚仔魚是屬於有胃魚 , 雖在此試驗未探討其消化機制 , 但因
其在孵化後一日腸道便己形成 (未發表 ) , 且由此結果亦顯示GH 具有

生物活性 , 而Agellon et al (1988) 也證實浸泡三十分鐘GH, 魚之成
長直到第八週實驗組仍顯著高於對照組 , 顯示出短暫的外因性GH 處
理具有長時間之效果。因此將 GH 應用在仔魚比應用在成魚可能更具
經濟效益 , 因為處理仔魚所需之GH 量較少。

肥滿度之大小 , 可判斷GH 作用之效果在魚之體長或是體重。
Sumpter (1992) 認為若CF 值低表示該飼料之營養 |生較差 , 但其公式
之計算有人使用 (體重 / 體長 3.32)(Schulte et al. 1989) , 另有人使用 ( 體
重 / 體長 2 ω)(Down et al. 1988) 。本試驗無法指出何者較為正確 y 因
此採用較一般性之 Fultou's 方程式計算 (體重 / 體長 3 ) 。由其結果發

現 , 吳郭魚仔魚不論是對照組或是實驗組 y 隨著成長其體重增加皆較
體長快速。Down et al. (1988) 認為GH 對魚之成長影響在體長之效果
較體重顯著 ; 而Donaldson (1979) 則提到 y 經GH 長時間處理之At-
lantic salmon 較短時間處理者有較高之成長率與較低之肥滿度。處
理時間長短與魚種之差異可能是本結果與其不同之原因。從本試驗之
成長速率觀察 ? 對吳郭魚仔魚成長促進最有效果之濃度分別是 : 20

ppm>100ppm>2 ppm=200 ppm; 由於外因性之GH 對處理後之魚
類不具有毒性 , 但若過量可能將發生負回饋機制 (review of Dona-

Ids on e 七 al;. 問79) , 所以本試驗實施劑量與成長之結果 , 顯示可能也
'是一種負回饋之現象。

(二) 、生長激素基因
以微量注射轉殖生長激素基因之方法 ? 基本上己經建立。本研究

中 , 以 ll1pg 高劑量DNA 注射組 , 可以得到約 38% 之轉殖率 y 與過去
的報告比較 (1-75%), 屬於平均水準若只與金魚之報告相較 , 亦屬平
均水準 , (Fletcher and Davies 1991) 。

Fletcher and Davies (1991) 綜觀過去之研究 , 發現注射之DNA
量與轉殖率有密切關係。斑馬魚若果注射50pg DNA, 會造成 84% 之
死亡 (Stuart et al. 1988) 。相反的經縛魚則可以忍受 200pg 之DNA,

高達 5000pg 之DNA 才會造成死亡。桂縛卵的體積為斑馬魚的 200 倍 ,
可以解釋這個差異 (Fletcher and Davies 1991) 。顯然注射量愈高 ,
死亡率愈高。另一方面 y 學者們又發現注射之DNA 量必須遠高於卵
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本身基因的DNA 量 , 才能得到高轉殖率。以桂魚為例 , 必須高達 100
倍。 Guyomerd et al. (1989) 發現 , 當DNA 量由 200 增加到 500pg , 虹
縛之轉殖率則由 28 % 增為 74 財。本研究之結果亦符合這些現
象 ,111pg (約 1x106copy) 死亡率最高 , 轉殖率也最高 ; 1.5 及 11pg 雖

然活存率與對照組 (未注射組 ) 相近 , 卻沒有轉殖成功 , 這些可以做為
未來繼續實驗及實際應用之參考。

過去的報告也提到 , 注射到卵之DNA 會留在基因體外 (所謂 ex-

trachromosomal DNA) 而沒有植入基因體 , 因此在評估轉殖率時會
造成一些困難。一般而言 , 注射入卵內之DNA 如留在基因外 , 會互
相連結成很大的分子 , 而這些基因體外之DNA 會隨發育逐漸減少 ,
而這個減少之速率隨魚種或細胞 (如果是mosaic) 而有不同 ; 產生基因

體外DNA 之比率貝 u 與注射之DNA 量有關 (Fletcher and Davies

1991) 。通常胚胎及孵化仔魚大都含有基因體外DNA, 自高魚注射後
3 個月仍有25% 含基因體外DNA,9 個月則只剩 5% 。斑馬魚 4 個月
時只有 5 % (Stuart et al. 1988) 。泥轍則在 30 天只有 5 % (Kozlov et
al. 1988) 。因此 , 最可靠之方法應該是評估F1 甚至F2 之狀況 (Fle-

tcher and Davies 1981 ) 。本實驗 111 pq 組雖然是在孵化後一個月檢

測 , 仍然無法完全排除基因體外DNA 之可能性。但因檢測當時 , 已
將所有仔魚全部犧牲 , 因此無法進行再一次之確認。

如上述 , 因為檢測有轉殖之仔魚已全數犧牲 , 因此無法檢測基因
表現之狀況。過去之研究 , 所使用之起動子大都為非魚類 , 其中以老
鼠metallothioiene 起動子 , Rous Sarcoma 病毒 (RSV) 和SV40 為最常
用之起動子 (Du et al. 1992) 。考慮到未來市場之接受問題 , 應考慮使
用魚類本身之起動子 , 或其他表現強而無礙人體健康之起動子為宜。
Du et al. (1992) 最近首度使用魚類抗凍蛋白 (AFP) 基因起動子 , 得到
很好之結果。未來之後續研究 , 應考慮這方面之問題。總而言之 , 微
量注射生長激素基因轉殖金魚之技術大致上已建立 ? 但是仍有許多問

題等待未來繼續解決 ? 才能向實際應用之目標邁進。
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