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牡臺灣梅花鹿生殖性狀之季節性變化 (1)

林信宏 (2)   郭廷雍 (3)   康獻仁 (2)   張伸彰 (2)   楊鎮榮 (3)(4)

收件日期：112 年 4 月 19 日；接受日期：112 年 10 月 13 日

摘　　要

本研究目的係評估牡臺灣梅花鹿血液生殖內泌素、陰囊周長與精液性狀等生殖性狀之季節性變化，以提高優良

種鹿繁殖效率。試驗選用健康、性成熟牡臺灣梅花鹿 5 頭，每月以電激方式採集精液樣本與頸靜脈採血 1 次，結果

顯示，牡臺灣梅花鹿血清中睪固酮濃度於 11 月時達到最高值 10.3 ± 4.8 ng/mL，且 10-11 月間之濃度顯著高於 3-7 月

間（P < 0.05）；雌素二醇濃度於 4 月時達到最高值 393.8 ± 42.1 pg/mL，且 2-6 月間之濃度顯著高於 10-12 月間（P < 
0.05）；陰囊周長於 9-11月達到整年度較大之平均值，且顯著大於 3-7月之周長平均值（P < 0.05）；統計 1-9月與 9-12
月間精液性狀之平均數據為精液量 0.3 ± 0.2 mL、精子活力 4.0 ± 1.2、精液濃度 17.5 ± 6.9×108 精子數 /mL、精子畸形

率 12.9 ± 5.1%、精子存活率 76.3 ± 19.3%、睪丸周長 20.3 ± 1.2 cm 與 pH 值 7.2 ± 0.4。依據結果，牡臺灣梅花鹿血清

中睪固酮濃度與陰囊周長呈季節性變化，且僅能於繁殖季節採集到精液，研究結果可以做為牡臺灣梅花鹿繁殖之參

考。�

關鍵詞：臺灣梅花鹿（Formosan sika deer）、生殖性狀（Reproductive performances）、精液（Semen）。

緒　　言

鹿科動物在偶蹄目動物裡屬於一個高多樣性的族群，目前所知約有 40 個物種和 200 個亞種以上，體型範圍差

距甚大，從體重達 700 公斤的阿拉斯加駝鹿（Alaskan mooses），到體重僅 9 公斤的南美洲的北方普度鹿（Northern 
Pudu）都有。因此，並無典型代表之鹿科族群，這也反應在繁殖生理差異，有些鹿種呈現高度季節性繁殖模式；

在赤道地區的鹿種則呈現非季節性。回顧鹿科繁殖技術的發展，資訊有限且只能用在少數物種上（Asher et al., 
2000）。臺灣梅花鹿（Formosan sika deer; Cervus nippon taiouanus）為臺灣特有亞種，屬短日照季節性繁殖，且季

節性繁殖極為明顯，季節性生殖活動主要是受光照調節，當日照由長變短時啟動繁殖活動，區域性光照影響可自 10
月至隔年 2 月，但主要配種行為集中在 11 至 12 月，成年個體於秋季至隔年春季發情配種，動情週期為 19.3 ± 1.8 天

（Liu et al., 2002），母鹿在隔年春夏之交際分娩，公鹿則於立春時解角長茸；然而，同樣屬於鹿科（Cervidae）之

臺灣山羌（Formosan Reeves' Muntjac；Muntiacus reevesi micrurus）卻無明顯之季節性變化（鄭，2006）。其他如馬

來西亞水鹿（Malaysia sambar deer；Cervus unicolor brookei ）是非季節性繁殖動物，繁殖高峰期為二月（Dahlan and 
Dawend, 2013）。不同鹿種之繁殖特性及模式除受緯度及環境溫度影響外，亦受地形環境、食物種類及供應情況而

有所不同，其主控因子乃在鹿群飼養緯度之日照長短所致（Jackson et al., 1989）。在日本的野生梅花鹿因採食人類

種植的農作物，提升年輕鹿隻體型並促進生殖性能早熟（Hata et al., 2021）。溫帶地區鹿種如美國馬鹿（American 
elk；Crerus canadensis），其配種行為發生的時間，則明顯受緯度高低影響，緯度高者其配種季節愈早，但其配種

季節之持續時間則愈短（Suzuki, 1993）。

然而，生性敏感不易操作的臺灣梅花鹿於繁殖上亦面臨晚熟、單胎、發情徵候不易觀察、發情週期不規則及產

仔間距長等問題。迄今針對臺灣梅花鹿生殖功能評估之研究甚少，爰本研究的目的在於評估整年度牡台灣梅花鹿之

血液生殖內泌素、陰囊周長及精液性狀等生殖性狀之季節性變化，建立茸角週期生殖性狀做為種鹿飼養管理、繁殖

管理、精液保存及人工授精時之參考，藉以提高優良種鹿之繁殖效率。

(1) 農業部畜產試驗所研究報告第 2767 號。

(2) 農業部畜產試驗所南區分所。

(3) 農業部畜產試驗所遺傳生理組。

(4) 通訊作者，E-mail: jryang@mail.tlri.gov.tw

畜產研究 57(2)：75-81, 2024
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材料與方法

I.   試驗動物與試驗處理

選用飼養於南區分所屏東場區之健康且性成熟之牡臺灣梅花鹿 5 頭，試驗進行遵照高雄種畜繁殖場實驗動物

照護及使用委員會（Institutional Animal Care and Use Committee）審定之規定（KAPS IACUC, No. 110-16），採

個別任食飼養，每日提供盤固草乾草、玉米青貯及苜蓿草塊等粗料與清潔飲水，另每頭鹿隻每日補充 500 g 精料。

試驗於 1 月至 12 月進行，參試公鹿自 1 月開始每隔 1 個月進行電激採精與頸靜脈採血 1 次，連續採集 12 個月，

以分析公鹿茸角週期之血清睪固酮 （testosterone）與雌素二醇（estradiol）濃度變化。電激採精時量測陰囊周長值，

採集之精液則進行精液性狀評估。

II.  精液採集

牡臺灣梅花鹿於採血採精進行前 24 小時先予斷水斷食，採精時以 10% 安耐寧 S（Balanzine; Xylazine 10%, 
100 mg/mL, 臺灣）與舒泰 50（Zoletil 50; Tiletamine base, 25 mg/mL and Zolazepam base, 25 mg/mL, France），以 1:2
比例混合之麻醉劑每頭肌肉注射 3 mL，同時每頭肌肉注射 1 mL 阿托品（Atropine; 1 mg/mL, 臺灣）。鎮靜保定

後自頸靜脈採血，再以電激採精器（Electroejaculator, EJ6CCGS, CGS Products PtyLtd., Australia）進行電激採精牡

鹿精液，待精液流出後以 15 mL 之離心管收集精液樣本，供精液性狀分析及後續試驗使用。

III. 統計分析精液性狀評估

新鮮精液進行下列各性狀評估。

（i）  精液量（semen volume）：公鹿所採集之精液原液以微量吸管進行精液量定量。

（ii） 精子活力（sperm motility）：各公鹿之精液樣品於採集 5 分鐘內，置於光學顯微鏡（Nikon SE）下，以懸 
滴六級計分法（0-5）判斷活力（吳等，2002）。

（iii）精液濃度（semen concentration）：各公鹿精液樣本以 3% 生理食鹽水（saline）溶液稀釋 200 倍後，再以

血球計數板置於正立顯微鏡下計算之。

（v）異常形態（abnormal morphology）：利用苯胺黑 - 伊紅（nigrosin-eosin, NE）染色後，隨即使用顯微

鏡予以評估（Ax et al., 2000）。異常形態精子可分為 3 種：1. 第一型形態異常（primary abnormal 
morphology）：包括頭部與頭帽異常者；2. 第二型形態異常（secondary abnormal morphology）：中部含

有原生質滴者；3. 第三型形態異常（tertiary abnormal morphology）：尾部具缺陷者。

（vi）精子存活率（sperm viability）：利用苯胺黑 - 伊紅（nigrosin-eosin, NE）染色法評估，即將 5 μL 原精液

與 10 μL NE 染色劑混合後做成抹片，並置於 37℃ 30 秒使抹片儘速乾燥，再置於螢光顯微鏡下觀察，其

中呈現紅色或粉紅色者表示為死亡之精子，評估至少 5 個視野內之精子以計算存活率。

（vi）睪丸周長（或稱陰囊周長，scrotal circumference）：使用陰囊量尺（Scrotal Tape Metric, Neogen, USA）同

時套住兩顆睪丸外圍之最大外徑後讀取數值。

（vii）pH 值：以 pH meter（Sartorius, PT10 Portable Meter, Germany）直接測量所採集精液之 pH 值。

IV. 血樣測定

採得血樣經短暫冷藏靜置後，於5℃下、以1500 x g離心30分鐘，以分離血清。分離後，血清分裝貯存於 -20℃
下，以備分析之用。血清睪固酮與雌素二醇濃度之分析採用酵素免疫分析法測定之（睪固酮： Lot 640，雌素二醇： 
Lot 606，Immulite 2000 XPi，Siemens，USA）。

V.  血樣測定

試驗資料以統計分析系統（Statistical Analysis System, SAS, 2005）套裝軟體進行統計分析，使用一般線性模

式程序（General Linear Model Procedure, GLM）進行變方分析，再以最小平方均值（Least Squares Means; LSM）

檢定相互間差異顯著性。

結果與討論

I.   睪固酮、雌素二醇與陰囊週長變化：

試驗結果顯示，牡臺灣梅花鹿之睪固酮平均濃度以 5 月時之 0.4± 0.1 ng/mL 為整年度最低值，之後逐漸上升至 11

牡臺灣梅花鹿生殖性狀之季節性變化
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月達到整年度最高值之 10.3 ± 4.8 ng/mL，且 10-11 月平均濃度顯著高於 3-7 月（P < 0.05）（圖 1）。雌素二醇整

年度最低值月份為 11 月之 147.6 ± 35.4 pg/mL，最高值為四月之 393.8 ± 42.1 pg/mL，且 2-6 月平均含量顯著高於

10-12 月（P < 0.05）（圖 2）。血液中之睪固酮濃度於 10-11 月份間均呈現較穩定之高值；但 11 月時之雌素二醇

則呈現整年度之最低值，雌素二醇濃度達最高值為四月份之解角期。陰囊周長於 9-11 月達到整年度明顯較大之

周長值，分別為 20.7 ± 0.4、20.9 ± 0.3 與 20.4 ± 0.4，此時期也正好是睪固酮整年度較高時期；3-7 月則呈現明顯

之較小周長值，分別為 16.7 ± 0.4、15.2 ± 0.6、14.6 ± 0.3、14.2 ± 0.2 與 15.5 ± 0.2 cm（P < 0.05）（圖 3）�

    睪固酮為雄性最重要的生殖內泌素之一，試驗結果顯示 3-7 月間之平均濃度均不超過 1.3 ng/mL，至 8-9 月所

有鹿隻之血清睪固酮濃度開始上升，於 10-11 月達到最高值，平均濃度超過 10 ng/mL，此後所有鹿隻之睪固酮均

迅速下降（圖 1）。加拿大地區之馬鹿（Wapiti, American elk），牡鹿之血液中睪固酮濃度於秋季時快速上升，4-5
週後睪固酮濃度達到最高值（27 ng/mL）（Haigh et al., 1984）。於南半球之黇鹿（Fallow deer; Dama dama），

其血清中睪固酮濃度於夏季中開始上升，平均睪固酮濃度於 10-11 月最低（＜ 1.0 ng/mL），次年的 4 月中旬可

達最大值（＞ 12.0 ng/mL），配種期結束後，睪固酮濃度會迅速下降，於 11 月會達到最低值（＜ 1.0 ng/mL），

並以解角日為最低（＜ 0.3 ng /mL）（Asher et al., 1987）。一般溫帶鹿科動物，於茸角期間無法收集到含精子之

精液樣本，係因此時期血液中睪固酮之濃度最低，睪固酮濃度高低，將影響輔性腺之功能。溫帶地區鹿種之精液

量具有季節性變化，可能受季節光照影響，以致輔性腺功能下降，精液量最低時，均發生在睪丸組織退化之時間，

可能原因為輔性腺之功能主要受睪固酮濃度高低所影響，當血液睪固酮濃度最低時，無法順利取得精液，即睪固

酮濃度高低，將影響輔性腺之活性。

圖 1. 不同月份牡臺灣梅花鹿血液睪固酮變化。

Fig. 1. Changes of testosterone concentration of Formosan sika stag in different months.

 

圖 2. 不同月份牡臺灣梅花鹿血液雌素二醇變化。

Fig. 2. Changes of estradiol concentration ofFormosan sika stag in different months.

牡臺灣梅花鹿生殖性狀之季節性變化
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圖 3. 不同月份牡臺灣梅花鹿陰囊周長變化。

Fig. 3. Changes of scrotal circumference of  Formosan sika stag in different months.

II. 液性狀評估：

應用電激採精法進行牡臺灣梅花鹿精液採集，所有牡梅花鹿在 3-8 月期間，皆未被採得精液，但於 1-2 月

與 9-12 月期間會因個體差異影響採得精液。由表 1 結果顯示，統計 1-2 月與 9-12 月間 5 頭性成熟牡梅花鹿精

液之各性狀平均數據為精液量 0.3 ± 0.2 mL、精子活力 4.0 ± 1.2、精子濃度 17.5 ± 6.9 × 108 精子數 /mL、精子畸

形率 12.9 ± 5.1%、精子存活率 76.3 ± 19.3%、睪丸周長 20.3 ± 1.2 cm 與 pH 值 7.2 ± 0.4；僅有一頭個體（ID 04Q-
0003）之活力指數（2.5 ± 1.2）與存活率（49.5 ± 24.6%）皆低於其他個體，這說明公鹿個體間之精液品質具極大

之差異性，相同之論述於王（2003）針對臺灣水鹿精液品質之研究中被證實。本研究所採集 5 頭公鹿之各項精液

性狀中，其中 4 頭之冷凍精液製作重要指標如精子活力與存活率均甚佳；且鄭（2006）之研究亦顯示以電激採

精法取得之臺灣山羌精液量及精子活力與濃度均顯著優於利用假陰道採精法者。因此，利用電激採精法採取梅花

鹿精液為可行之策，且所得精液將可應用於後續試驗。大部分鹿隻的精液採集方式是麻醉或鎮靜後使用電激採精

（Asher et al., 1993）。儘管使用麻醉對於供採精鹿隻仍有風險，但相較使用自然交配收集精液的方式，電激採

精對操作者更為安全，且比起假陰道採精只能適用於少數受過訓練的動物，此方式可以用在鹿隻且更省時。

表 1. 牡臺灣梅花鹿於 1-2 月與 9-12 月之精液性狀（Mean ± SEM）

Table 1. The semen traits of individual Formosan sika stag (Mean ± SEM)

Items
ID of individuals

525 529 Q-09 04Q-0001 04Q-0003 Mean ± SEM
Month of semen Collection Sep.- Feb. Sep.- Nov. Sep. - Nov. Sep.- Feb. Sep. - Dec.
Number of semen Collection 6 3 3 6 4
Semen volume (mL) 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.0 0.5 ± 0.2 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.2
Sperm motility (0-5) 3.8 ± 1.1 4.7 ± 0.5 4.3 ± 1.1 4.5 ± 0.8 2.5 ± 1.2 4.0 ± 1.2
Semen concentration (×108/mL) 18.9 ± 6.8 17.3 ± 10.2 15.6 ± 5.3 18.7 ± 8.1 15.4 ± 6.2 17.5 ± 6.9
Abnormal morphology (%) 10.0 ± 3.7 10.2 ± 1.2 15.5 ± 9.5 14.3 ± 5.4 15.3 ± 2.6 12.9 ± 5.1
Sperm viability (%) 80.0 ± 13.6 84.5 ± 3.9 74.8 ± 21.1 87.0 ± 8.1 49.5 ± 24.6 76.3 ± 19.3
Scrotal circumference (cm) 21.0 ± 0.8 21.0 ± 0.4 21.2 ± 0.3 19.3 ± 11.1 19.4 ± 1.0 20.3 ± 1.2
pH 7.2 ± 0.3 7.4 ± 0.3 7.0 ± 0.2 7.3 ± 0.5 7.0 ± 0.2 7.2 ± 0.4
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    溫帶地區鹿種因當地特有的光照週期而表現出高度季節性繁殖模式（Lincoln, 1985），這對於採集精液及

人工授精應用這兩方面都構成了重大的限制，例如紅鹿和黇鹿此類的雄性鹿種睪丸大小與功能，呈現生殖期和不

育期交替現象與戲劇性變化（Asher et al., 1987, 1996），此現象反應於季節性變化的精液特徵，在春夏季鹿茸時

期精液完全沒有精子，從而發生精子生成缺乏症，嚴重限制採集精液的機會，通常必須在秋季發情後立刻採精，

或於繁殖季節中進行收集，然而這段期間牡鹿具強烈攻擊性，易對操作者形成安全疑慮。此外，季節性繁殖的進

一步限制是人工授精時機與最佳化受孕率有關，溫帶雌性物種在春季和夏季出現明顯的乏情期，且到秋天開始發

情前，普遍對發情同期化處理不會有排卵反應（Morrow et al., 1992）。因此，大部分的人工授精只得在發情中或

後期執行（Asher et al., 1993）。Lincoln and Short（1980）指出季節繁殖週期的產生，是溫帶與北極鹿種受到光

照改變，進而影響其內源性機制誘導作用，大多數鹿種開始交配的行為在日光逐漸減少的夏末與秋季即為如此。

綜合前述結果，顯示牡臺灣梅花鹿血清睪固酮濃度與陰囊周長之季節性變化具有一致性，在睪固酮濃度下降

至最低後解角長茸，8 月開始上升後硬角，且可應用電激採精法於繁殖季節採集到精液。
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Effects of the seasonal changes in reproductive performances
 of Formosan sika stag (1)
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the seasonal changes of reproductive performances including reproductive 
endocrine, scrotal circumference, semen traits, and to improve the reproductive efficiency of elite breeds of Formosan 
sika stag. Five healthy and sexually matured males of Formosan sika stag selected for the experiment. The semen samples 
collected by electric stimulation and jugular vein blood sampling once a month. The results showed that the highest 
testosterone concentration was 10.3 ± 4.8 ng/mL at Nov., and the value from Oct. to Nov. significantly higher than Mar. to Jul. 
(P < 0.05). The highest estradiol concentration was 393.8 ± 42.1 pg/mL at Apr., and the value from Feb. to Jun. significantly 
higher than Oct. to Dec. (P < 0.05). The scrotal circumference reached the largest average value from Sep. to Nov. in the 
whole year, and significantly greater than Mar. to Jul. (P < 0.05). The average data of semen properties from Sep. to Feb. 
were that the semen volume 0.3 ± 0.2 mL, sperm motility 4.0 ± 1.2, semen concentration 17.5 ± 6.9×108 sperm/mL, abnormal 
morphology 12.9 ± 5.1%, sperm viability 76.3 ± 19.3%, scrotal circumference 20.3 ± 1.2 cm and pH 7.2 ± 0.4. In conclusion, 
the reproductive endocrine concentration and scrotal circumference were consistent with seasonal changes, and the semen 
could be collected during the breeding season only in Formosan sika stag. According to the results, these can be used as a 
reference for Formosan sika stag breeding.

Key Words：Formosan sika stag, Reproductive performances, Semen.
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花蓮地區臺灣水牛之生理值、血液學與血液生化學

於涼熱季之調查結果 (1)

 陳沛君 (2)   莊璧華 (2)    魏良原 (2)(3)

收件日期：112 年 7 月 24 日；接受日期：112 年 10 月 20 日

摘　　要

本試驗調查 2020 年至 2021 年花蓮地區涼季（1 至 2 月）及熱季（6 至 8 月）環境溫、溼度對臺灣水牛（Bubalus 
bubalis）（沼澤型）的生理數值、血液學及血液生化值的影響，供後續研究參考。結果顯示，水牛舍外環境溫濕度

指數（temperature-humidity index, THI）於熱季平均為 80.66 ± 3.56，涼季平均為 64.17 ± 5.46，水牛之呼吸速率及直

腸溫度於涼、熱季分別為 20.24 ± 4.63 次 / 分鐘、38.36 ± 0.55℃ 及 30.58 ± 10.42 次 / 分鐘、38.50 ± 0.56℃，於涼、熱

季間差異顯著（P ＜ 0.05）。血液學檢測結果以紅血球、淋巴球、嗜酸性球、嗜鹼性球於涼季之數值顯著高於熱季（P 
＜ 0.05）; 平均紅血球血紅素量、平均紅血球血紅素濃度及嗜中性球數值，則以熱季顯著高於涼季（P ＜ 0.05）。血

液生化值檢測結果以尿素氮、肌酸酐及尿酸於熱季顯著高於涼季（P ＜ 0.05）；而鹼性磷酸酶、三酸甘油脂等，則

以涼季顯著高於熱季（P ＜ 0.05）。本次調查顯示熱季較高的環境 THI 值顯著影響臺灣水牛的生理數值，飼養管理

者可依氣候變化提早規劃因應措施。

關鍵字：臺灣水牛、血液學、血液生化學。

緒　　言

異常的環境溫度、相對濕度、風和降雨被認為是畜牧業生長和生產的潛在危害（Mazzullo et al., 2014）。動物為

了維持體溫恆定，必須與所處環境保持熱平衡（Kadzere et al., 2002）。呼吸速率受環境溫度、太陽輻射、相對濕度

和風速的影響，其中環境溫度被發現是最具影響力的因素（Singh et al., 2014）。直腸溫度是熱平衡的指標，可以用

來評估炎熱環境對動物的生長、泌乳和繁殖等方面的不良影響程度（Silanikove, 2000）。水牛由於黑灰色皮膚和稀

疏的毛量，導致表面吸收大量的太陽輻射熱（Marai and Haeeb, 2010），但水牛的汗腺密度僅為乳牛的六分之一（Vale, 
2007），因此水牛通過出汗散熱的能力較差。當其暴露於炎熱環境下會引起一系列的生理狀態改變，包括攝食量下

降、水分、蛋白質、能量和礦物質平衡的紊亂，激素分泌和血液代謝的改變，導致生長和繁殖能力受損（Jasinski et 
al., 2023）。

溫濕度指數（temperature-humidity index, THI）是常被做為衡量氣候條件對動物熱緊迫程度的指標（Armstrong, 
1994; Kadzere et al., 2002; Somparn et al., 2004）。THI ≤ 74 通常不會對健康動物造成危害，THI 75 至 78 為警戒狀態，

管理者可預見動物增重速度下降。THI 79 至 83 為危險狀態，動物增重速度明顯下降，當牛隻被運輸或所處環境過

於擁擠時，可能會受到嚴重影響。THI ≥ 84 為緊急狀態，若無即時修正管理模式，且持續維持不良現狀時，可能導

致動物死亡（Somparn et al., 2004; Vale, 2007）。

本研究旨在瞭解臺灣水牛於熱季及涼季的基礎生理數值表現，評估臺灣水牛的熱適應能力，包括呼吸速率、直

腸溫度、血液學及血液生化學等數據收集分析，以做為未來因應氣候急遽變化的參考依據。
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材料與方法

I.   試驗動物與試驗設計

(i) 試驗牛隻為 1-2 歲齡臺灣水牛，公、母水牛各 5 頭，共 10 頭，飼養於開放式畜舍，公母分飼於 2 區，2 
區牛舍遮蔭棚架平均長 15 公尺、寬 8 公尺，運動場平均長 60 公尺、寬 40 公尺，試驗期間未更換飼養

區域。

(ii) 2020 與 2021 年涼季（1 至 2 月）與熱季（6 至 8 月）每星期選擇一天於 14:00，記錄臺灣水牛直腸溫度、

呼吸速率，並於涼季與熱季抽血檢測血液學與血液生化學數值等基礎資料。

(iii) 本研究涉及動物實驗部分於農業部畜產試驗所東區分所花蓮場區（原單位名稱：行政院農業委員會畜產

試驗所花蓮種畜繁殖場）內執行，動物之飼養、使用及實驗內容依行政院農業委員會畜產試驗所花蓮種

畜繁殖場實驗動物管理委員會批准之文件（HUAIACUC 10909 和 HUAIACUC 11008）與試驗準則進行。

II.  檢測項目與方法

(i) 依據中央氣象局觀測資料查詢系統收集並分析 2020 至 2021 年中央氣象局花蓮觀測站溫濕度紀錄

（https://e-service.cwb.gov.tw/HistoryDataQuery/index.jsp），1 月至 12 月花蓮地區平均 THI 值以 1 月最

低，其後持續上升，最高值落在 7 月，之後持續下降（圖 1），1 至 2 月平均溫度為 18.8 ± 2.7℃，平均

濕度為 77.2 ± 7.5％，平均 THI 值為 64.9 ± 4.3，視為本次試驗定義之涼季；6 月至 8 月平均溫度為 28.9 
± 1.1℃，平均濕度為 78.2 ± 5.8％，平均 THI 值為 80.9 ± 1.1，6-8 月每月平均 THI 值皆高於 80，視為本

次試驗定義之熱季。

圖 1. 2020-2021 年每月平均溫度、濕度及 THI 值。熱季 6、7、8 月之個別平均溫度及 THI 值顯著大於涼季 1、2
月個別數值。

Fig.1. The mean temperature, relative humidity (RH), and THI value curve from January to December 2020 and 2021. 
The individual average temperatures and THI values for the hot season (June, July, and August) are significantly 
higher than those for the cool season (January and February).

(ii) 環境溫、溼度：於水牛舍外設置溫溼度紀錄器，記錄水牛生活之環境溫度與濕度，並換算成THI（Kendall 
and Webster, 2009）。

(iii) 將試驗牛隻移動至工作欄並進行保定後，測量直腸溫度與呼吸速率，呼吸速率之測量以計算牛隻站立

且呈靜止狀態平均 1 分鐘內之側腹起伏數。並於 2020 年與 2021 年之 2 月與 8 月最後一週，自試驗牛

隻頸靜脈抽血 3 mL 至 EDTA 抗凝血管（BD Vacutainer® Lithium Heparin），送國立中興大學獸醫學院

動物疾病診斷中心，以 ProCyte Dx 血液學分析儀（IDEXX）進行水牛全血細胞計數（complete blood 
count, CBC）檢驗，包含紅血球（red blood cell, RBC）、血容比（packed cell volume, PCV）、血紅素

（Hemoglobin, Hb）、平均紅血球容積（mean corpusclular volume, MCV）、平均紅血球血紅素量（mean 
corpuscular haemoglobin, MCH）、平均紅血球血紅素濃度（mean corpuscular hemoglobin concentration, 
MCHC）、血小板（platelet, PLT）、白血球總數（white blood cell, WBC）、嗜中性球（neutrophils）、

淋巴球（lymphocytes）、單核球（monocytes）、嗜酸性球（eosinophils）及嗜鹼性球（basophils）等 13 
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個項目。

(iv) 水牛之血清生化值檢測，委由立人醫事檢驗所以 TBATM-c16000 臨床化學自動分析儀（TOSHIBA）

進行表現量分析，項目包含尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）、肌酸酐（creatinine，Cre）、尿酸

（uric acid，UA）、總蛋白質（total protein，TP）、白蛋白（albumin，Alb）、鹼性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，Alp）、總膽固醇（total cholesterol，TC）、三酸甘油脂（Triglyceride，TG）等 8 個項

目。另外進行皮質醇（cortisol）表現量檢測，使用牛隻試劑檢驗套組 Bovine Cortisol（COR）ELISA Kit 
（Shanghai Coon Koon Biotech Co., Ltd; Shanghai, China）。

III. 統計分析

試驗所得資料以 SPSS 統計軟體（SPSS ver. 22）（IBM Corp., 2013）分析，以成對樣本 t 檢定檢測涼、熱季

數據之平均數是否有顯著性差異，及獨立樣本 t 檢定檢測公、母水牛於涼、熱季數據之平均數於性別間是否有顯

著性差異，以 p < 0.05 的標準下檢測差異。

結果與討論

I.   涼、熱季環境變化對臺灣水牛直腸溫度、體表溫度及呼吸速率影響

本試驗統計 2020 至 2021 年涼季（1 至 2 月）及熱季（6 至 8 月）水牛舍環境溫度、濕度及 THI 值（表 1），

三者皆以熱季顯著高於涼季（P ＜ 0.05）；試驗牛群於熱季平均呼吸速率與平均直腸溫度亦皆顯著高於涼季（P ＜ 
0.05）（表 1、表 2）。Singh et al.（2014）研究印度國家乳品研究所（National Dairy Research Institute, NDRI）飼

養之摩拉水牛（Murrah buffalo）（Bubalus bubalis）暴露於涼季與熱季（溫差 0℃ 至 45℃）環境下之呼吸速率與

直腸溫度，熱季數值皆顯著高於涼季（P ＜ 0.05）。Haque et al.（2012）將摩拉水牛（12 頭仔牛與 6 頭成牛）於 
22° C、40° C、42° C 和 45° C 的氣候室中分別各暴露 4 小時，監測其直腸溫度和呼吸速率，與熱中性溫度（22° C）
相比，暴露於 40° C、42° C 和 45° C 4 小時後，仔水牛和成年水牛的呼吸速率和直腸溫度皆顯著增加（P ＜ 0.001），

本試驗條件為自然環境下之平均溫度，試驗結果得出暴露於較高環境平均溫度下，牛隻呼吸速率及直腸溫度顯著

高於較低平均環境溫度，與前人研究結果相似，顯示水牛會因環境溫度提高而增加呼吸速率及直腸溫度。

熱季時，不同性別之臺灣水牛，平均呼吸速率均顯著高於涼季（P ＜ 0.05），惟直腸溫度於涼、熱季未見顯

著差異。Abera et al.（2021）等人比較衣索比亞阿維區之福格拉乳牛（Fogera cattle）於旱季（平均 THI 值 72.7 
± 0.5）、短雨季（平均 THI 值 72.0 ± 0.4）及長雨季（平均 THI 值 69.6 ± 0.3）之呼吸速率與直腸溫度，結果顯

示，旱季時牛隻呼吸速率，分別比短雨季與長雨季多出 3.4 和 3.8 次 / 分鐘，而直腸溫度未有顯著性差異。本試

驗公、母水牛個別之直腸溫度則於涼、熱季未見顯著差異，推測係因試驗族群飼養區域內皆具有流動水道，且有

大型遮陰棚，水牛於熱季時，可至遮陰棚下休憩並尋找水源泡水降溫，因此可能減緩熱季高溫的緊迫，進而影響

生理數值。與涼季相比，熱季呼吸速率增加可能是由於組織在緊迫條件下對氧氣的需求量增加所致（Singh et al., 
2014）。為了減少水牛因熱緊迫對生理上的不良影響，可採取相對應的管理措施，為水牛提供天然或人工的遮蔭

環境（樹蔭、畜舍等）與充足的飲水，水牛因皮膚汗腺較少且膚色呈黑灰色，演化出調節體溫的補償行為，如喜

好泡在水池、泥濘中打滾降溫，故應提供水池、泥坑供水牛打滾。牧場管理者也應隨時關注天氣預報，以便因應

氣候變化進行滾動式調整（Somparn et al., 2004）。在熱緊迫下，細胞調節免疫反應會隨之下降，於餵飼中添加抗

壞血酸（維生素 C）和電解質，亦有助於緩解受熱緊迫的水牛的氧化壓力（Kumar et al., 2010）。

表 1. 臺灣水牛於涼、熱季之呼吸速率與直腸溫度及其飼養環境之平均溫度、溼度與 THI 值比較

Table 1. The respiration rate and rectal temperature of Taiwan swamp buffaloes during the cool and hot seasons, and average 
environmental temperature, humidity, and THI.

Seasons Ambient 
temperature (℃ )

Ambient
Humidity(％ )

THI
value

Respiration
rate

Rectal 
temperature (℃ )

Cool 18.31 ± 3.50b 79.96 ± 9.21a 64.17 ± 5.46b 20.30 ± 4.74b 38.34 ± 0.55b

Hot 28.77 ± 2.88a 78.78 ± 8.54b 80.66 ± 3.56a 31.56 ±11.41a 38.48 ± 0.53a

a, b Means within the same column with different superscripts differ significantly (P < 0.05).
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表 2. 臺灣水牛於涼、熱季之呼吸速率與直腸溫度比較

Table 2. The mean rectal temperature and respiration rate of male and female Taiwan swamp buffaloes in the cool and hot 
seasons.

seasons Male (n = 5) Female (n = 5)
Respiration

rate/min

Rectal

temperature (℃ )

Respiration

rate/min

Rectal

temperature (℃ )
Cool 20.86 ± 4.22b 38.31 ± 0.54 19.73 ± 5.17b 38.38 ± 0.57
Hot   30.21 ± 10.95a 38.44 ± 0.44   34.25 ± 11.89a 38.54 ± 0.68

a, b Means within the same column with different superscripts differ significantly (P < 0.05).

II.  涼、熱季環境變化對臺灣水牛血液學影響

水牛涼、熱季血液學分析結果顯示，嗜中性球、平均紅血球血紅素量及平均紅血球血紅素濃度之熱季數值顯

著高於涼季（P ＜ 0.05），紅血球總數、淋巴球、嗜酸性球及嗜鹼性球數值則以涼季顯著高於熱季（P ＜ 0.05）（表

3）。公臺灣水牛的白血球總數、嗜中性球於涼季顯著高於母臺灣水牛（P ＜ 0.05），單核球與嗜鹼性球數值則相反，

而熱季公臺灣水牛只有淋巴球數值著高於母臺灣水牛（P ＜ 0.05），其餘數值未見顯著性差異（表 4）。

嗜中性球與淋巴球調查結果（表 3）與前人研究相似，Pereira et al.（2020）將地中海水牛（Mediterranean 
buffaloes）置於不同溫度下觀察其血液學變化，發現嗜中性球數隨環境溫度上升而有上升趨勢，淋巴球則相反。

Omram et al.（2011）發現水牛的嗜中性球數值在 42℃下高於 25℃，淋巴球則相反。Debbarma et al.（2020）研究

印度哈里亞納邦國家乳品研究所家畜研究中心之摩拉水牛於冬季、春季、夏季（THI 分別為 59.27、70.97 及 84）
之血液學變化，發現夏季的紅血球總數與血容比顯著低於冬季與春季，本試驗結果紅血球總數與前人研究相似。

Dayal et al.（2017）指出紅血球總數和血紅素的下降，可能歸因於夏季環境影響採食量減少，從而導致紅血球生

成減少。在熱緊迫期間，由於水分從組織間隙或消化道移動到血管內，水牛的血液和血漿體積增加，總體水分含

量增加，從而導致血容比下降，循環中水分增加可能有助於散熱（Chaiyabutr et al., 1997），本試驗未見血容比與

血紅素有因季節而有顯著性差異（表 3），推測因試驗族群飼養區內有流動水道及遮陰棚，使水牛可於熱季尋找

遮蔭及水源泡水降溫，進而影響熱季的血液學數值。Park et al.（2021）比較荷蘭牛與娟姍牛在不同 THI 值下血液

學變化，發現荷蘭牛與娟姍牛在高 THI 值（79.13）時，嗜酸性球與嗜鹼性球數量均高於低 THI 值（64.92），但

僅荷蘭牛的數值有顯著性差異，顯示存有品種間差異，並推論嗜酸性球與嗜鹼性球對高溫非常敏感，尤其荷蘭牛

更為明顯。熱緊迫致使嗜酸性球和嗜鹼性球對抗原過度反應，使動物在熱緊迫狀態下更容易受到感染。Morar et 
al.（2018）研究則指出荷蘭牛在遭受熱緊迫 3 週後，其血液樣本之紅血球總數、血紅素、嗜酸性球有下降趨勢。

本試驗持續調查 2 年的涼、熱季長期熱緊迫試驗，亦得出水牛的紅血球總數及嗜酸性球於熱季顯著下降，可推測

牛隻的血液學數值在短期熱緊迫下即可看出變化，飼養管理者須因應氣候變化應提早進行調整。

表 3. 臺灣水牛涼、熱季血液學數值比較

Table 3. Analysis of the hematological parameters of Taiwan swamp buffaloes in the cool and hot season.
Parameters1 Unit Cool (n = 10) Hot (n = 10)
RBC 106/μL    6.14 ± 0.61a    5.78 ± 0.53b

PCV % 34.67 ± 3.24 33.43 ± 3.54
Hb g/dL 11.57 ± 0.80 11.97 ± 1.34
MCV fL 57.91 ± 2.92 57.45 ± 3.30
MCH pg  19.36 ± 1.29b  20.62 ± 1.27a

MCHC g/dL  33.64 ± 0.90b  35.36 ± 1.16a

PLT 103/μL 195.80 ± 43.74 211.84 ± 57.44
WBC 103/μL   10.99 ± 1.67   11.02 ± 1.73
Neutrophils %   45.68 ± 8.66b   59.43 ± 6.94a

Lymphocytes %   35.09 ± 5.58a   25.09 ± 5.25b

Monocytes %    2.73 ± 0.82    2.56 ± 0.99
Eosinophils %   12.04 ± 4.86a    9.83 ± 3.72b

Basophils %    3.73 ± 5.56a    0.37 ± 0.22b

a, b Means within the same row with different superscripts differ significantly (P < 0.05)
1RBC, PCV, Hb, MCV, MCH, MCHC, PLT, and WBC mean red blood cell, packed cell volume, hemoglobin, mean corpuscular 
volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration, platelet, and white blood cell.
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表 4. 不同性別對臺灣水牛涼、熱季血液學數值之比較

Table 4. Analysis of the hematological parameters of different genders of Taiwan swamp buffaloes in the cool and hot season.
season Cool Hot
Parameters1 Unit Male (n = 5) Female (n = 5) Male (n = 5) Female (n = 5)
RBC  106/μL   6.18 ± 0.52   6.11 ± 0.71   5.81 ± 0.29   5.75 ± 0.74
PCV % 34.71 ± 3.35 34.63 ± 3.31 33.62 ± 2.74 33.21 ± 4.43
Hb g/dL 11.53 ± 0.67 11.60 ± 0.96 11.98 ± 0.95 11.96 ± 1.70
MCV fL 57.59 ± 3.12 58.20 ± 2.87 57.86 ± 3.19 57.00 ± 3.54
MCH pg 19.31 ± 1.32 19.41 ± 1.32 20.62 ± 1.22 20.61 ± 1.40
MCHC g/dL 33.78 ± 1.06 33.51 ± 0.75 35.66 ± 1.26 35.05 ± 1.03
PLT 103/μL 204.00 ± 43.10 187.60 ± 45.07 202.90 ± 63.62 221.78 ± 51.56
WBC 103/μL  11.69 ± 1.66a  10.21 ± 1.39b 11.33 ± 1.55 10.68 ± 1.93
Neutrophils %     5.81± 0.99a    4.26 ± 1.17b   6.86 ± 1.31   6.09 ± 1.92
Lymphocytes %   3.87 ± 0.50   3.92 ± 1.05    3.07 ± 0.58a    2.38 ± 0.67b

Monocytes %    0.25 ± 0.04b    0.34 ± 0.06a   0.27 ± 0.07   0.28 ± 0.09
Eosinophils %   1.19 ± 0.61   1.38 ± 0.49   1.11 ± 0.57   1.03 ± 0.39
Basophils %    0.03 ± 0.01b    0.75 ± 0.66a   0.03 ± 0.01   0.31 ± 0.58

a, b Means within the same line with different superscripts differ significantly (P < 0.05). 
1RBC, PCV, Hb, MCV, MCH, MCHC, PLT, and WBC mean red blood cell, packed cell volume, hemoglobin, mean corpuscular 
volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin concentration, platelet, and white blood cell.

III. 涼、熱季環境變化對臺灣水牛血液生化值影響

涼、熱季血液生化值分析結果顯示，多項血液學及血液生化數值尚在正常生理參考值範圍內（表 5），其中

三酸甘油脂、嗜酸性球，兩季測得之數值皆比正常生理參考值高，推測可能因本試驗之正常生理參考值係以乳牛

之數值為依據，而有品種間生理值差異。公臺灣水牛於涼季肌酸酐、尿酸顯著高於母臺灣水牛（P ＜ 0.05），母臺

灣水牛尿素氮與總膽固醇於涼季顯著高於公臺灣水牛（P ＜ 0.05），於熱季則未有顯著性差異（表 6）。Mahmoud 
et al.（2019）研究顯示在血液生化學及血液學數值部分，多項數值皆以公水牛明顯高於母水牛。

尿素氮、肌酸酐及尿酸於熱季顯著高於涼季（P ＜ 0.05）。Chaudhary et al.（2015）亦發現 Surti 水牛（Surti 
buffaloes）的尿素氮、肌酸酐值有隨 THI 上升而上升的趨勢。鹼性磷酸酶及三酸甘油脂涼季顯著高於熱季（P ＜ 
0.05）。Li et al.（2021）指出，荷蘭牛的鹼性磷酸酶隨 THI 值上升而顯著下降（P ＜ 0.001），且在低與高 THI 值
環境皆會降低抗氧化能力。在高溫、高濕的環境下鹼性磷酸酶活性降低，可能係與腸道和肝臟活性降低，導致能

量代謝和內分泌適應反應有關（Abeni et al., 2007）。Joo et al.（2021）研究得出荷蘭牛和娟姍牛的三酸甘油脂會

隨著 THI 值上升而下降，與本試驗結果相似。Slimen et al.（2016）指出，受熱緊迫的動物具有更大的腸道和肝臟

三酸甘油脂儲存能力，進而降低血中三酸甘油脂濃度，花蓮地區夏季常為高 THI 值環境，水牛亦可能因適應性調

節而有降低血中三酸甘油脂數值之情形。

試驗牛隻涼、熱季皮質醇數值無顯著性差異（表 5），皮質醇有生理調節功能，使動物能夠忍受壓力環境

（Christison and Johnson, 1972）。可能涉及到下視丘 - 腦下垂體 - 腎上腺皮質軸對參與維持熱平衡的其他內分泌腺

體的調節作用（Gudev et al., 2007）。皮質醇會根據不同變因而波動，包括心理壓力和生理緊迫，如低血糖、疾病、

發燒、創傷、疼痛、恐懼、消耗體力的活動或極端溫度。這些結果表明，水牛在不同類型的壓力下，會出現不同

的荷爾蒙變化（Borghese, 2005）。Bristow and Holmes（2007）研究安格斯牛的皮質醇表現量與焦慮行為的相關

性，發現焦慮表現越明顯的牛隻其皮質醇表現量越高。Grasso et al.（1999）發現，給予較充足活動空間的仔水牛，

其皮質醇濃度小於活動空間不足的仔水牛。本試驗指出呼吸速率與皮質醇濃度相關係數為 0.49，為中度正相關。

Yadav et al.（2019）將摩拉水牛置於 42℃ 與 25℃ 環境下各觀察 21 天，並於第 1、6、11、16 及第 21 天量測呼吸

速率、直腸溫度及皮質醇濃度，發現於 42℃ 熱緊迫環境下，水牛呼吸速率、直腸溫度及皮質醇濃度皆高於 25℃ 
環境。Haque et al.（2012）研究指出，皮質醇濃度有隨環境溫度上升而上升的趨勢（P ＜ 0.05），與成年摩拉水牛

相比，摩拉仔水牛的皮質醇隨溫度上升而上升的幅度更為顯著，顯示其更容易受到熱緊迫的影響。本試驗於 2020
至 2021 年所測之涼季與熱季間水牛血中皮質醇濃度（36.00 vs. 64.00 ng/dL）雖無顯著（P > 0.05）差異，但熱季仍

有偏高之趨勢，此也符合前述文獻（Haque et al., 2012; Yadav et al., 2019）所指，皮質醇濃度將隨環境溫度上升而

提高的論述。
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表 5. 臺灣水牛涼、熱季血液生化值比較

Table 5. Analysis of the blood biochemical parameters of Taiwan swamp buffaloes in the cool and hot season.
Parameters1 Unit Cool (n = 10) Hot (n = 10)
BUN mg/dL 12.41 ± 7.01b 17.62 ± 2.27a

Cre mg/dL   1.72 ± 0.22b  1.94 ± 0.18a

UA mg/dL   0.50 ± 0.19b  0.61 ± 0.15a

TP g/dL 6.29 ± 0.65 6.59 ± 0.87
Alb g/dL 3.24 ± 0.30 3.14 ± 0.30
Alp IU/L  99.47 ± 26.13a  81.00 ± 27.36b

TC mg/dL 63.63 ± 8.49 61.05 ± 10.09
TG mg/dL   41.79 ± 13.64a   33.65 ± 17.38b

Cortisol ng/dL   36.00 ± 0.00   64.00 ± 43.27
a, b Means within the same row with different superscripts differ significantly (P < 0.05)
1BUN, Cre, UA, TP, Alb, Alp, TC and TG mean blood urea nitrogen, creatinine, uric acid, total protein, albumin, alkaline 

phosphatase, total cholesterol, and triglyceride.

表 6. 不同性別臺灣水牛於涼熱季之血液生化學數值比較

Table 6. Analysis of the blood biochemical parameters of different genders of Taiwan swamp buffaloes in the cool and hot 
season.

Season Cool Hot
Parameters1 Unit Male Female Male Female
BUN mg/dL  7.40 ± 4.02b 17.97 ± 5.14a 17.15 ± 1.58 18.20 ± 2.93
Cre mg/dL  1.85 ± 0.12a  1.57 ± 0.22b 1.99 ± 0.17 1.88 ± 0.18
UA mg/dL  0.59 ± 0.15a  0.40 ± 0.18b 0.65 ± 0.14 0.56 ± 0.16
TP g/dL 6.32 ± 0.58 6.25 ± 0.75 6.25 ± 0.88 6.93 ± 0.75
Alb g/dL 3.28 ± 0.29 3.20 ± 0.32 3.21 ± 0.28 3.08 ± 0.32
Alp IU/L 103.80 ± 28.54 94.67 ± 23.89 81.80 ± 26.05 80.11 ± 30.31
TC mg/dL 59.33 ± 8.35b 67.50 ± 6.85a 61.00 ± 11.56 61.11 ± 8.87
TG mg/dL 39.50 ± 16.83 44.33 ± 9.27 36.20 ± 16.51 31.10 ± 18.72
Cortisol ng/ml 0.03 ± 0.00 0.04 ± 0.01 0.07 ± 0.05 0.08 ± 0.08

a, b Means within the same line with different superscripts differ significantly (P < 0.05) 
1BUN, Cre, UA, TP, Alb, Alp, TC and TG mean blood urea nitrogen, creatinine, uric acid, total protein, albumin, alkaline 

phosphatase, total cholesterol, and triglyceride.

結　　論

本研究為國內的水牛飼養管理者提供不同氣候下臺灣水牛的生理表現數據，得出在 2020 至 2021 年間，生活於

臺灣花蓮地區之水牛其生理數值會隨涼、熱季之環境 THI 值變化而有所改變，在現今氣候多變的情況下，若遭遇久

旱、缺水等嚴峻環境，管理者須適時做出調整因應水牛可能發生的熱緊迫危機，期望這項研究結果有助於優化水牛

飼養環境，改善水牛的福祉和生產力，提高牧場的經濟效益。
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The investigation of physiological, hematological, and blood 
biochemical parameters of Taiwan swamp buffaloes in the 

Hualien region during the cool and hot seasons(1)
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Abstract

This study was to investigate the changes in physiological, hematological, and blood biochemical parameters of Taiwan 
swamp buffaloes during the different seasons (cool and hot seasons). The experimental results showed significant differences (P 
< 0.05) in ambient temperature, relative humidity, and THI (Temperature-Humidity Index) between the cool and hot seasons. 
Taiwan swamp buffaloes had significantly higher respiration rates and rectal temperatures (30.58 ± 10.42 breaths/min and 
38.50 ± 0.56℃ ) in the hot seasons, in contrast to the cool season (20.24 ± 4.63 breaths/min and 38.36 ± 0.55℃ ) (P < 0.05). 
From the hematological assay, the values of RBC, lymphocytes, eosinophils, and basophils were significantly higher in the 
cool season than in the hot season (P < 0.05). On the contrary, the values of neutrophils, MCH, and MCHC were significantly 
higher in the hot season compared to the cool season (P < 0.05). In terms of blood biochemical analysis, the values of BUN, 
CRE, and UA were significantly higher in the hot season compared to the cool season (P < 0.05), while the ALP and TG were 
significantly higher in the cool season compared to the hot season (P < 0.05). This survey shows that the higher environmental 
temperature-humidity index (THI) during the hot season significantly affects the physiological values of Taiwan swamp 
buffaloes. Farm managers can plan responsive measwes according to climate change.
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豬隻產仔性狀候選標記 miR-27a分析法之改進 (1)

 廖仁寶 (2)   王思雅 (2)   盧昱諠 (3)   陳若菁 (2)   賴永裕 (2)   劉桂柱 (3)   程梅萍 (4)(5)

收件日期：2023 年 8 月 29 日；接受日期：2023 年 10 月 24 日

摘　　要

miR-27a 遺傳標記為豬隻產仔性狀候選標記之一，本研究之目的在於利用 MS-PCR （mutagenically separated 
polymerase chain reaction）技術改進 miR-27a 基因型鑑別方法，以利於擴大種豬群基因型鑑別，並進行遺傳標

記之產業應用性評估。依參考文獻所述，利用 PCR-RFLP （polymerase chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism）方式找出不同 miR-27a 基因型，並設計 3 種不同特定引子，測試 PCR 反應物組成與反應溫度及時

間，以找出可成功鑑別基因型的組成與條件。以新成功開發的鑑別方法檢測 9 家種豬場 942 頭豬隻基因型，結果顯

示 AA、AB 及 BB 型百分比分別為 88.22、11.78 及 0.00%。分析 109 頭具產仔數性狀的母豬基因型，AA、AB 及

BB 型百分比分別為 88.99、11.01 及 0.00%，另由基因型與產仔數性狀之相關性初步分析顯示，AA 型之藍瑞斯與約

克夏母豬比 AB 型有較高的產仔數。因此，進行省時省工與節省分析成本之 MS-PCR 方法分析種豬 miR-27a 基因型，

有利於擴大種豬群的檢測，以期將標記 miR-27a 納入種豬產仔性狀選育輔助標的，提升種豬之產仔性能。

關鍵詞：產仔數性狀、候選標記、豬。

緒　　言

種豬繁殖性能攸關養豬產業競爭力，若能提高種豬繁殖性能，則可減少種豬飼養頭數，進而飼料、管理及廢棄

物處理等成本皆有減輕之效。依據 2021 臺灣養豬手冊資料，從示範戶雜交母豬 9,599 胎的數據分析得知，總產仔數

與活仔數分別 10.92 與 9.73 頭（財團法人中央畜產會，2022），較歐美養豬大國如丹麥每胎可達 19.4 頭之成績，差

距甚大（https://danbred.com/high-litter-size-with-high-piglet-survival/）。若欲改善種豬繁殖性能，則可從遺傳育種、

營養、畜舍、管理及生物安全方面著手，其中遺傳育種扮演火車頭之重要角色，有優良的遺傳因子，方能期望有良

好的性能表現。唯有策略式的持續遺傳育種，族群的性能才可持續改進。

根據 Pig QTLdb 資料庫（https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/index, data search on Aug. 28, 2023）顯

示，與繁殖性狀（reproductive trait）相關的數量性狀基因座（quantitative trait locus, QTL）多達 3,976 個，又產仔性

狀（litter trait）為繁殖性狀重要組成分之一，占有 1,609 個 QTL。在先前的研究顯示，母豬造骨蛋白（osteopontin, 
OPN）基因型對總產仔數與活仔數有影響，其中一種交替基因與總產仔數，另 4 種與活仔數相關（廖等，1999）。

以豬第 1、6 及 8 號染色體上的多個微衛星型遺傳標記分析藍瑞斯、約克夏、杜洛克及盤克夏 4 個品種經產母豬的基

因型，並與其產仔性能資料分析後，發現一些具品種差異且與產仔性能相關的候選遺傳標記，如 SW373、SW1301
及 SW1514（廖等，2006）；KS140、KS141、KS148、KS168、S188、KS192、SW61 及 SW1843（廖等，2013）；

MP35 和 SW1881 與藍瑞斯母豬產仔性狀顯著相關，SW1129 與約克夏母豬產仔性狀有極顯著相關且具正效應，

MP35、SW2406 及 SW1881 則與杜洛克母豬產仔性狀有極顯著相關且具正效應（廖等，2014）。另於國外許多研究

發現，NR4A1（nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1）與 GNB2L1（guanine nucleotide binding protein beta 
polypeptide 2 like-1）基因多態性與母豬產仔性狀有顯著相關性，其中 NR4A1 g.3952A > G 對藍瑞斯母豬 TNB（total 
number born）、NBA（number of piglets born alive）、NWA（number of piglets weaned alive）、LWW（litter weight 
at weaning）相關，GNB2L1 g.2373T > C 則對大白豬（Large White）母豬的出生窩仔重（litter weight at birth）相關

（Kumchoo and Mekchay, 2015）。候選基因 RBP4（retinol-binding protein 4）AA 型與母豬繁殖性能 TNB、NBA 及
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NW（number of piglets weaned）有統計分析顯著性，A 為有利產仔性能之交替基因（Marantidis et al., 2016）；Wang 
et al.（2018）發現大白豬母豬之 FUT2（α-1,2 fucosyltransferases）基因型與產仔數和離乳數有顯著相關性，並認為

TT 是有利於繁殖性狀的基因型。EXOC4（exocyst complex component 4）基因，CC 型杜洛克母豬之 NBA、NW 及

LWW（litter weight at weaning）高於 CT 與 TT 型者（He et al., 2021）。Lei et al.（2011）發現 miR-27a 基因與豬之

產仔性狀相關，而 MicroRNAs（miRNAs）常為轉錄與後轉錄作用之重要調節因子，miR-27a 基因潛在功能為濾泡的

凋亡（Chhabra et al., 2009），且發現基因所在附近含有木乃伊胎之 QTL。Pang et al.（2019）分析發現 ESR（estrogen 
receptor）、FSHβ（follicle stimulating hormone b subunit）、CTNNAL1（catenin alpha like 1）及 miR-27a 與大白豬

產仔性能有關。

本研究針對產仔性狀相關候選標記 miR-27a 基因型鑑別法予以改進，採用 MS-PCR （mutagenically separated 
polymerase chain reaction）技術開發新的檢測方法，以取代 PCR-RFLP （polymerase chain reaction-restriction fragment 
length polymorphism）鑑別法，並將此可降低檢測成本與節省檢測時間之新方法應用於種豬群之基因型分析，藉以

評估標記之產業應用性。

材料與方法

I.   種豬樣品收集

配合台灣區種豬產業協會，計收集 9 家種豬場 942 頭豬隻血液樣品，包括杜洛克 371 頭（公 351 頭、母 20
頭）、藍瑞斯 414 頭（公 116 頭、母 298 頭）及約克夏 157 頭（公 53 頭、母 104 頭），其中 109 頭母豬具分娩

紀錄，分別為杜洛克 8 頭、藍瑞斯 62 頭及約克夏 39 頭。利用商業核酸萃取套組 （EasyPure® Genomic DNA Kit, 
TransGen Biotech, China）進行 DNA 分離純化，測定濃度後冷凍備用。逢機挑選同胎產仔數高與低的豬隻 DNA
樣品，並選取具產仔數資料的經產母豬 DNA 樣品，進行 miR-27a 基因型分析。

II.  miR-27a 基因型分析

參 考 Pang et al.（2019） 進 行 引 子 合 成 與 PCR 反 應 條 件 測 試， 引 子 對 序 列 為

5'-TGGTGGTCCAGCTTCTCTCT-3' 與 5'-TGAGCCAGTCTGCACAAATC-3'；PCR 反應組成分為 20–50 ng 模

板 DNA、0.25 mM dNTPs、每個引子 0.5 μM、1 × 反應緩衝液及 0.5 U（單位）Taq 聚合酶（TaKaRa Bio Inc., 
Japan），反應總體積為 20 μL。利用 PCR 儀器（SureCycler 8800, Agilent, USA）進行標的 DNA 片段的增幅，

PCR 反應條件：第一步變性，94℃、5 min；第二步循環增幅 35 次，94℃、30 s，55℃、45 s，72℃、1 min；
第三步延長，72℃、5 min。取 10 μL PCR 產物進行限制酶之切割作用，其餘組成分含 1 × 反應緩衝液、10 U
限制酶 HpaII 及超純水，反應總體積為 15 μL，在 37℃作用 2.5 h 後，取 10 μL 進行 3% 瓊脂膠體電泳分析

（Mupid-2plus, Advance, Japan），再予以染色成像，並以影像分析儀（AlphaImagerTM, AlphaInnotech, USA）擷

取電泳影像儲存。

III. miR-27a 基因型分析法改進

參考 Kwok et al.（1990）、Rust et al.（1993）及 Lockley et al.（1996）等之研究成果，採用 MS-PCR 技術，

針對 miR-27a 序列分別設計 A 交替基因專一性引子 5'-CCTCCCCAGTGGTAGGATACCCAGGCAGGAGGGGAG
AGGTGGCAGGGCAA-3'、B 交替基因專一性引子 5'-GGCAGGCAGGAGGGGAGAGGTGGCAGGGACG-3' 及
共用反向引子 5'-GCTTGTGAGCAGGTCCACAGCAAGTCGTG-3'，引子序列中粗體加底線部分為強化基因分型

結果所做的修飾，3' 端斜體部分則為核酸變異點，以進行 PCR 反應組成與溫度條件之測試。PCR 反應組成分為

20–50 ng 模板 DNA、0.25 mM dNTPs、A 交替基因專一性引子 0.067 μM、B 交替基因專一性引子 0.1 μM、反

向共用引子 0.133 μM、1× 反應緩衝液及 0.5 U Taq 聚合酶（TaKaRa Bio Inc., Japan），反應總體積為 15 μL。利

用 PCR 儀器（SureCycler 8800, Agilent, USA）進行標的 DNA 片段的增幅，PCR 反應條件：一次增幅，94℃、1 
min，69℃、1 min，72℃、1 min；第二步循環增幅 35 次，94℃、30 s，69℃、30 s，72℃、20 s；第三步延長，

72℃、5 min。取 10 μL PCR 產物進行 3% 瓊脂膠體電泳分析（Mupid-2plus, Advance, Japan），再予以染色成像，

並以影像分析儀（AlphaImagerTM, AlphaInnotech, USA）擷取電泳影像儲存。

IV. 種豬 miR-27a 基因型與產仔數相關性分析

參考廖等（2013）分析具產仔性狀資料之種豬與其基因型之相關性，以種母豬所具有遺傳標記基因型與其產

仔性能，應用 SAS（Statistical Analysis System）套裝軟體之一般線性模式 （general linear model, GLM）與最小平

方平均法（least square means）進行分析（SAS, 2013）。
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結果與討論

I.   miR-27a 基因型分析法比較

參考 Lei et al.（2011）的檢測方法，將 580 bp 長的 PCR 產物經過限制酶 HpaII 作用後，再由電泳分離結果

得知 AA 基因型含有 319 與 261 bp 二條帶，AB 基因型則有 319、261、141 及 120 bp 等 4 個條帶（圖 1A）。另外，

應用 MS-PCR 的技術，開發一種較省時省工與分析成本的新檢測方法。利用新開發的檢測法，PCR 產物經過電

泳分離後，AA 基因型具有 121 bp 的一個條帶，AB 基因型則含有 102 與 121 bp 兩種大小的條帶（圖 1B），另

理論上 BB 基因型應僅具一個 102 bp 的條帶。相同樣品經過不同鑑別法分析，發現兩者結果一致，都可獲得樣品

的正確基因型資訊（圖 1）。如表 1 所示，以一次分析 48 個樣品為例，應用 MS-PCR 檢測法約可較 PCR-RFLP
法節省 3 小時（50%）的檢測時間（人力操作與限制酶作用時間），以及節省新臺幣 540 元分析成本（半盤 96
孔分析盤 40 元、限制酶 480 元（10 元 / 樣品）、其他耗材 20 元）。若不計分析成本，購置基因晶片分析系統或

即時 PCR 定量分析系統，採用比較昂貴的基因晶片或螢光引子、反應試劑和耗材，將可提升分析效率（Wang et 
al., 2018; Wu et al., 2018; Ding et al., 2021）。本研究開發之新檢測法，僅需利用一般之 PCR 儀器與電泳設備，且

以目前種豬產業協會進行種豬重要基因型，如緊迫基因與多產基因分析的操作模式與分析樣品數量而言，此檢測

法已可符合基因型分析需求。

圖 1. miR-27a 基因型電泳分析結果。

A: PCR-RFLP; B: MS-PCR, M: DNA 大小標梯；AA 型：Lanes 3, 4, 7, 8；AB 型：Lanes 1, 2, 5, 6。
Fig. 1. The results of miR-27a genotyping by agarose gel electrophoresis.
Panel A: PCR-RFLP; Panel B: MS-PCR. M: DNA size ladder; AA genotype: Lanes 3, 4, 7, 8; AB genotype: Lanes 1, 2, 5, 6.

表 1. miR27-a 基因型鑑別法比較

Table 1. Comparison of miR-27a genotyping methods

Items
miR-27a genotyping method

MS-PCR PCR-RFLP
Cost, NT$

96-well plate 40 80
PCR mixture 69 67
Restriction reaction mixture (HpaII) - 502
Imaging 84 84

Time, h
PCR 2 2
Restriction reaction - 3
Imaging 1 1

A total of 48 samples were identified per test.
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II.  miR-27a 基因型頻率

以新開發之檢測法分析 9 家種豬場 942 頭豬 DNA 樣品的 miR-27a 基因型，其中 AA 型占 88.22%，AB 型

11.78%，然而並無發現 BB 型（表 2）。進一步分析各品種公、母豬的基因型分布，可得知藍瑞斯公、母豬為

AA 型與 AB 型的百分比分別為 88.79 vs. 90.70%、11.21 vs. 9.30%；約克夏為 81.13 vs. 83.65%、18.87 vs. 16.35%；

杜洛克為 88.60 vs. 85.00%、11.40 vs. 15.00%。針對其中 109 頭具產仔數資料的經產母豬，包括 62 頭藍瑞斯豬、

39 頭約克夏豬及 8 頭杜洛克豬，進行基因型與交替基因頻率分析，藍瑞斯、約克夏及杜洛克豬為 AA 型與 AB 型

的百分比分別為 91.84 vs. 8.06%、87.74 vs. 10.26%、62.50 vs. 37.50%，因此得知 A 交替基因的頻率皆遠大於 B 交

替基因（表 3）。Lei et al.（2011）以 PCR-RFLP 方式分析 142 頭大白豬 miR-27a 基因型，結果僅 2 頭為 BB 型，

占 1.41%，AB 型有 19 頭，占 13.38%，其餘 121 頭為 AA 型，因此，B 交替基因頻率為 0.081，而 A 交替基因頻

率為 0.919。分析 36 頭本地種梅山豬，B 交替基因頻率 0.778 高於 A 交替基因頻率 0.222。另分析 120 頭合成品

系 DIV 豬，A 交替基因頻率為 0.850，B 交替基因頻率為 0.150。Pang et al.（2019）分析 432 頭具產仔性狀資料

的大白豬母豬，在共計 1,587 胎數資料中，AA 型 1,138 胎，AB 型 388 胎，BB 型 61 胎，其中 BB 型占 3.84%。

由上述參考文獻與本研究結果得知，BB 型在大白豬族群占比相當低。推測此結果的可能原因為豬群經過多世代

的選育，不良的基因型逐漸汰除而致。另有研究指出，miR-27a 基因位於豬第 2 號染色體中結處，且與所在附近

之木乃伊胎 QTL 有連鎖關係（Holl et al., 2004; Lei et al., 2011）。

表 2. 種豬場豬 miR-27a 基因型分布

Table 2. Distribution of porcine miR-27a genotypes from stock pig farms

Breed Sex n
miR-27a genotype percentage, %

AA AB BB
Landrace Male 116 88.79 11.21 0.00

Female 298 90.70   9.30 0.00
Subtotal 414 90.17   9.83 0.00

Yorkshire Male 53 81.13 18.87 0.00
Female 104 83.65 16.35 0.00
Subtotal 157 82.80 17.20 0.00

Duroc Male 351 88.60 11.40 0.00
Female 20 85.00 15.00 0.00
Subtotal 371 88.41 11.59 0.00

Total 942 88.22 11.78 0.00

n: number of pigs tested.

表 3. 純種經產母豬 miR-27a 基因型頻率

Table 3. miR-27a genotype frequency of parous purebred sows

Breed n
miR-27a genotype percentage, % Allele frequency

AA AB BB A B
Landrace 62 91.84 8.06 0.00 0.9597 0.0403
Yorkshire 39 89.74 10.26 0.00 0.9487 0.0513
Duroc 8 62.50 37.50 0.00 0.8125 0.1875
Total 109 88.99 11.01 0.00 0.9450 0.0550

n: number of parous sows tested.

III. miR-27a 基因型與產仔數相關性分析

以 SAS 軟體一般線性模式與最小平方平均法，分析經產母豬 miR-27a 基因型與產仔數性狀相關性時，可發

現在初產的分析資料顯示，AA 型藍瑞斯母豬平均產仔數略高於 AB 型（12.42 ± 0.41 頭 vs. 12.20 ± 1.39 頭），在

全胎次的資料分析，AA 型藍瑞斯母豬平均產仔數高於 AB 型（13.30 ± 0.26 頭 vs. 11.57 ± 1.09 頭），另在排除初

產的分析資料中，AA 型藍瑞斯母豬平均產仔數顯著高於 AB 型（14.01 ± 0.30 頭 vs. 10.00 ± 1.77 頭， P < 0.05）；

AA 型杜洛克母豬平均產仔數不論初產（8.20 ± 1.17 頭）、全胎次（8.40 ± 0.42 頭）、排除初產（8.50 ± 0.28 頭），
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皆低於 AB 型之產仔數（9.00 ± 1.51 頭 vs. 9.00 ± 0.66 頭 vs. 9.00 ± 0.51 頭）；然 AA 型約克夏母豬平均產仔數不

論初產（13.40 ± 0.63 頭）或全胎次（14.53 ± 0.35 頭），皆高於 AB 型產仔數（12.00 ± 1.85 頭與 14.43 ± 0.95 頭），

然在排除初產資料中，AA 型約克夏母豬平均產仔數（15.10 ± 0.40 頭）低於 AB 型（15.40 ± 1.05 頭）（表 4）。

Lei et al.（2011）分析 miR-27a 基因型與產仔數相關性，在合成品系 DIV 豬 56 胎初產資料顯示，AA 型之 TNB
為 11.214 ± 0.337頭顯著高於BB型之 8.875 ± 0.772 頭（P＜ 0.01），亦高於AB型之 9.167 ± 0.892 頭（P＜ 0.05）。

另在 393 全胎次資料中，AA 型 TNB 為 11.560 ± 0.163 頭顯著高於 AB 型之 10.161 ± 0.494 頭（P ＜ 0.01）。在

大白豬 50 胎初產資料中顯示，AA 型 TNB 為 10.543 ± 0.442 頭低於 AB 型之 11.333 ± 1.730 頭，但高於 BB 型之

10.000 ± 2.997 頭，另在 165 全胎次的分析資料，AA 型之 TNB 為 10.509 ± 0.231 頭高於 AB 型之 10.481 ± 1.188
頭與 BB 型之 9.725 ± 2.897 頭。Pang et al.（2019）分析大白豬產仔性狀與 miR-27a 基因型的相關性，在 TNB 與

NBA的比較中，AA型比BB型分別多 0.30頭與 0.26頭，AA型之TNB與NBA亦比AB型分別多 0.28頭與 0.16頭，

且 TNB-EBV（the estimated breeding value of total number born）的分析項目，AA 型為 0.45 ± 0.02 頭顯著高於 BB
型之 0.35 ± 0.10 頭（P ＜ 0.05），但略低於 AB 型之 0.46 ± 0.04 頭。另於木乃伊胎數分析項目，BB 型為 0.50 ± 0.14
頭顯著高於 AB 型之 0.13 ± 0.05 頭（P ＜ 0.05），亦高於 AA 型（0.22 ± 0.03 頭）。綜合本研究與相關的文獻結果，

AA 型的藍瑞斯與約克夏豬應為往後種豬基因型選育的目標。

表 4. 經產母豬 miR-27a 基因型與產仔數性狀之相關性分析

Table 4. Association analysis between miR-27a genotypes and litter size trait of parous sows

Breed Parity No. of litters
Litter size (least square means ± SE)
AA AB

First 62 12.42 ± 0.41 12.20 ± 1.39
Landrace Second to last 72  14.01 ± 0.30a  10.00 ± 1.77b

All 134 13.30 ± 0.26 11.57 ± 1.09
First 39 13.40 ± 0.63 12.00 ± 1.85

Yorkshire Second to last 79 15.10 ± 0.40 15.40 ± 1.05
All 118 14.53 ± 0.35 14.43 ± 0.95
First 8   8.20 ± 1.17   9.00 ± 1.51

Duroc Second to last 13   8.50 ± 0.28   9.00 ± 0.51
All 21   8.40 ± 0.42   9.00 ± 0.66

a,b Means within the same row without the same superscripts differ (P < 0.05).

結論

 本研究已成功開發省時省工及節省分析成本的 miR-27a 基因型鑑別方法，分析顯示 miR-27a AA 型約克夏母豬

比 AB 型有較高的產仔數，又在藍瑞斯母豬方面亦有類似結果，然全胎次的產仔數分析尚未達到顯著差異性水準。

未來將擴大種豬群之檢測，驗證 miR-27a 基因標記之可利用性，俾利於種豬群的產仔數性能提升。
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Abstract

The miR-27a genetic marker is one of the candidate markers for porcine litter size traits. The purpose of this study was 
to use MS-PCR (mutagenically separated polymerase chain reaction) technology to improve the conventional genotyping 
method of miR-27a, so as to facilitate the genotype identification of more stock pigs and to evaluate the marker availability 
for the pig industry. According to the references, the different genotypes of miR-27a were identified by the conventional 
PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) method, and three different specific 
primers were designed to test the PCR reaction mixture composition and the reaction temperature conditions for successful 
genotyping. The genotypes of 942 pigs from 9 breeding farms were identified by the newly developed genotyping method, 
and the results showed that the percentages of AA, AB and BB genotypes were 88.22, 11.78 and 0.00%, respectively. The 
genotypes of 109 parous sows with litter size trait were analyzed, and the percentages of AA, AB, and BB types were 88.99, 
11.01, and 0.00%, respectively. In addition, the preliminary association analysis between genotypes and litter size trait 
showed that the Landrace and Yorkshire sows with an AA genotype had a higher litter size than those of AB genotype. The 
newly developed method that saves time, labor and analysis costs can be easily employed to genotype more stock pigs by 
using a simple equipment. In the future, the marker miR-27a is expected to be incorporated into the breeding scheme of stock 
pigs to improve their litter size performance.
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番鴨誘導多能性幹細胞株之建立與水禽小病毒感染測試 (1)

 劉振發 (2)    張家語 (2)   曲鳳翔 (2)   陳立人 (2)(3)

收件日期：2023 年 9 月 7 日；接受日期：2023 年 11 月 2 日

摘　　要

本研究目的為建立番鴨誘導多能性幹細胞（muscovy duck induced pluripotent stem cells, mdiPSCs），並進行水

禽小病毒（waterfowl Parvovirus）感染測試，評估此細胞株作為疫苗生產之潛力。試驗利用慢病毒（lentivirus）將 
LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 和 C-MYC 等轉錄因子轉染番鴨胚胎纖維母細胞（muscovy duck embryonic 
fibroblasts, mdEFs），經約 7 － 10 天後 mdEFs 逐漸由梭狀轉為圓形之上皮細胞形態，持續培養 35 － 40 天後則形

成類似幹細胞群落形態。mdiPSCs 體外培養已超過 45 繼代（380 天），經分化多能性細胞標誌 AP 與 PAS 染色後呈

現陽性反應；使用懸浮小滴培養技術培養，具有形成類胚體（embryoid body）能力；顯示所建立之番鴨誘導多能性

幹細胞具有分化多能性與分化潛能。以聚合酶連鎖反應進行檢測，證實經水禽小病毒直接感染後之 mdiPSCs，及經

病毒感染 mdiPSCs 之回收細胞液共培養的 mdiPSCs，結果均呈陽性反應，證實水禽小病毒可感染本研究所建立的 
mdiPSCs，並可以在其細胞內順利複製病毒顆粒，顯示本研究所建立的 mdiPSCs 可作為水禽小病毒宿主細胞及具疫

苗生產的潛力。

關鍵詞：番鴨、胚胎纖維母細胞、誘導多能性幹細胞、水禽小病毒。

緒　　言

Takahashi and Yamanaka 於 2006 年首次發表，利用 Oct3/4, Sox2,  c-Myc, Klf4 等特定的基因轉染至小鼠胚胎纖維

細胞（mouse embryonic fibroblasts, MEFs），誘導細胞進行再程式化（reprogramming），產製出具有分化多能性之

幹細胞；並且可以在其衍生的畸胎瘤（teratoma）的切片中，檢出分化為軟骨細胞、神經細胞、肌肉細胞、脂肪細胞

與上皮細胞等不同胚層的細胞。這是世界第一例的誘導多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells, iPSCs）， 因此

突破性的研究成果 Yamanaka 與英國科學家 John B. Gurdon 共同獲得 2012 諾貝爾醫學獎之殊榮。迄今 iPSC 已被廣

泛應用於疾病模式、藥物篩選及細胞治療等多項生物醫學研究，為幹細胞科技與再生醫學開創全新發展的領域。

家禽幹細胞的來源有二，一是自 stage X 的胚盤細胞分離獲得之胚幹細胞（embryonic stem cell，ESC），二是由

始基生殖細胞培養而來的胚生殖幹細胞（embryonic germ cell,EGC) (Pain et al., 1996; van de Lavoir et al., 2006）。Lu 
et al.（2012）利用哺乳動物的特定的基因（POU5F1, NANOG, SOX2, LIN28, KLF4, C-MYC）轉殖到鵪鶉胚胎纖維母

細胞（quail embryonic fibroblasts, qEFs），成功誘導胚胎纖維母細胞進行再程式化，轉變成具有類似胚幹細胞特性

與功能的細胞株，並將誘導後的細胞移植到雞胚胎，也證實誘導後的細胞能在雞胚體內順利移行分化，形成嵌合體

（chimaera）。這是第一例禽類利用哺乳動物基因進行並成功產製家禽誘導多能性幹細胞的研究。

家禽是一種很好的模式生物，常被使用在發育生物學與疾病模式之研究（Naito 2003; Farzaneh et al., 2016; 
Farzaneh et al., 2017）。另外，許多疫苗的生產也是利用家禽的胚胎或是初代培養的雞胚纖維母細胞（primary chicken 
embryonic fibroblasts）生產，但此方式確有其潛在的風險，例如無特定病源雞蛋短缺、病毒株毒性過強無法利用雞胚

蛋培養。相對地，細胞培養製程技術，是目前世界上公認的疫苗發展的最新趨勢。國外疫苗廠紛紛尋找胚胎蛋之替

代生物基質來進行疫苗生產。以流感疫苗生產為例，細胞培養生產流感疫苗之技術已成為最佳替代方案。因此，近

年來亦有成功開發利用由鴨的胚幹細胞（EB66 細胞株） 作為疫苗與蛋白質生產平台（Olivier et al., 2010） 。

目前水禽小病毒疫苗的產製是以最少疾病（minimum disease, MD）番鴨（Muscovy, Cairina moschata）之胚蛋

進行生產。然而，番鴨產蛋有季節性，於非產蛋季節恐有胚蛋供應不足之慮。雖然可於非產蛋季節利用人工光照來
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調節以持續供應疫苗生產所需之胚蛋。然而，飼養於密閉式水簾鴨舍，因不鏽鋼網狀高床致使鴨隻趾瘤症情形嚴重，

進而造成動物福祉問題。本研究擬透過番鴨誘導性幹細胞研究，期望建立番鴨誘導多能性幹細胞株，並評估提供作

為未來疫苗生產平台之應用，以及取代現行以胚蛋生產疫苗之可行性；另外，番鴨誘導多能性幹細胞株的建立亦可

提供相關生醫研究試驗使用，並能達到減量（reduction）、取代（replacement）、精緻化（refinement）之試驗動物

使用目標。

材料與方法

I.   番鴨胚胎纖維母細胞（muscovy duck embryonic fibroblasts, mdEFs）分離與培養

i.    取入孵 9 天的番鴨胚胎，將血液與蛋黃洗淨後，然後移至另一皿中裝有 10 mL DPBS 的培養皿中將胚體的頭

部與內臟去除。

ii.   將去除頭部與內臟的胚體移至裝有 3 mL 的 0.25% Trypsin / 0.02% EDTA 溶液的 6 cm 無菌培養皿中，以滅菌剪

刀將其細切為組織碎片。以無菌之 5 mL 注射筒將上述含組織碎片的 0.25% Trypsin / 0.02% EDTA 溶液吸入注

射筒中，再予以推出。重複吸推數次將組織碎片細化之。

iii.  將細化含組織碎片的 0.25% Trypsin / 0.02% EDTA 溶液注入 6 cm  無菌培養皿中，移入 38.5℃ 的二氧化碳培養

箱中培養 5 分鐘。

iv.  將含組織碎片的 0.25% Trypsin / 0.02% EDTA 溶液移到離心管中，加入培養液 （DMEM + 10% FBS + 1% 
Penicillin / Streptomycin, Sigma-Aldrich）到 10 mL，充分混合後，將離心管直立靜置在室溫中 5 分鐘。

v. 以 358 × g 離心 5 分鐘，移除上清液後將細胞打散後，再加入培養液到 10 mL，以相同條件再離心一次。

vi. 將細胞數調整成 1 × 106 /mL 置於 10 cm 的培養皿中，移入 38.5° C 與含 5% CO2 空氣及相對溼度 100% 培養條

件下之培養箱中培養。

vii. 培養期間每 2 － 3 天更換一次培養液，當細胞長到覆蓋 70 － 80% 之培養皿表面時，立即進行繼代培養或進

行冷凍，以維持細胞旺盛的分裂能力。

II.  再程式化（reprogramming）重整因子轉染產製番鴨誘導多能性幹細胞

利用市售的重整因子套組（set of lentivirus：EF1A-driven LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 and C-MYC, 
Cat. # LV01006L, Creative Biogene, USA）進行 mdEFs 細胞再程式化。其外源重整因子基因之轉染操作流程略述

如下，先將 6 個再程式化重整因子分裝（3 μL/ 瓶）置於 -80℃ 保存備用。將培養 2 － 3 代後之 mdEFs 取 6 × 105 
/mL 的細胞置換到3公分的六孔培養盤（Thermo Fisher, Nunclon Delta for adherent cells, Cat. No. 140675）進行培養，

並在細胞生長到 50 － 70% 滿後將培養液移除。同時取出已分裝之凍存的再程式化重整因子，置於 30℃ 水浴槽

解凍後，分別加入已備妥之 1 mL 的培養液，輕輕混合後加入到培養皿中，再加入 2 mL 的培養液，混勻以進行 
mdEFs 轉染操作；隨後立即將細胞移入培養箱於 37° C 與含 5% CO2 條件下培養，24 小時後移除轉染操作的培

養液，並將培養液換為 mTeSR ™ 1 Medium (mTeSR ™ 1 Complete Kit Cat. #85850, STEMCELL Technologies, USA）

進行後續之細胞誘導培養。約 30 天後再將細胞與經絲裂黴素（mitomycin C）不活化處理之小鼠胎體纖維母細胞

（STO mouse embryonic fibroblast, CRL-1503, ATCC）進行共培養約 30 天，再將細胞自與 STO 共培養中分離，重

新置換到經  0.1% Matrigel® 處理之 4 孔細胞培養皿進行培養。

III. 誘導多能性幹細胞的特徵檢測分析

收經過誘導後的類幹細胞群落之細胞，選用已被發表用來檢測家禽幹細胞的特徵之細胞標誌鹼性磷酸酶

（alkaline phosphatase, AP）抗原活性分析與 過碘酸 Schiff 氏染色（periodic acid-Schiff stain, PAS）細胞染色分析，

來進行細胞誘導確認。鹼性磷酸酶（alkaline phosphatase, AP）抗原活性分析：將培養盤中的細胞培養液吸除，以 
PBS 清洗一次，再加入 1 mL 含 4% 福馬林的無水酒精固定細胞 5 分鐘，以 PBS 清洗二次後，加入 1 mL 反應試

劑（alkaline phosphatase detection kit, Chemicon），於室溫下反應 15 分鐘後以 PBS 清洗二次，再以顯微鏡進行呈

色反應之觀察。

過碘酸 Schiff 氏染色（periodic acid-Schiff stain, PAS）細胞染色分析：將培養盤中的細胞培養液吸除，以 
PBS 清洗一次，再加入 1 mL 含 4% 福馬林的無水酒精固定細胞 5 分鐘，以 PBS 清洗二次後，加入 1 mL Periodic 
acid（Sigma-Aldrich），於室溫下反應 5 分鐘後以 PBS 清洗二次。再加入 Schiff reagent（Sigma-Aldrich），於室

溫下反應 15 分鐘後以 PBS 清洗二次，再以顯微鏡進行呈色反應之觀察。

IV. 類胚體（embryoid body, EB）形成測試

番鴨誘導多能性幹細胞株之建立與水禽小病毒感染測試
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利用培養皿之上蓋製作 mTeSR ™ 1 Medium 細胞懸浮培養小滴，每滴約 20 μL 。培養皿底部加入 5mL PBS 
以提供濕度防止小滴蒸發。將約 2.0 × 106 個未分化之 mdiPSCs 置入單一懸浮培養小滴中，培養於 38.5 ° C 與含 5%  
CO2 之空氣的培養箱中，以誘發 EB 形成。

V.  水禽小病毒的感染測試

水禽小病毒是使用水禽小病毒活毒疫苗（動物製藥第 08212 號，家畜衛生試驗所，臺灣）進行感染。操作流

程如下：

i.    將 miPSCs（2.0 × 105/mL）置於 10 cm 病毒培養皿（Thermo Fisher, Nunclon Delta for adherent cells, Cat. No. 
150464）以 DMEM + 10% FBS 於 38.5 ° C 與含 5%  CO2  之空氣的培養箱中培養，24 小時後。再換成 DMEM 
+ 2 % FBS 繼續培養 12 小時後進行病毒接種。

ii.   將病毒調整為 101.5 － 102.5 TCID50 / mL，取 500 μL 輕輕滴入病毒培養皿進行病毒接種，並放置於 38.5 ° C 培
養箱進行培養。

iii.  病毒接種後培養 36－ 72 小時，每天觀察細胞是否有發生細胞病變作用（cytopathic effect, CPE）或死亡的現象。

 VI. 病毒回收

水當病毒感染細胞後產生 80 － 90% CPE 或死亡時，即將細胞及病毒刮下收集至 15 mL 離心管，以下列步驟

進行病毒的回收：

i.    將大部分的培養液移除，僅留 2 － 3 mL 培養液在培養皿內。

ii. 以細胞刮杓刮下細胞 / 病毒混合物後，和剩下的培養液混合均勻。

iii. 將每個培養皿的細胞 / 病毒混合液從培養皿中吸出置於 15 mL 離心管中。於 -80℃ 冷凍解凍三次後，以 805 × 
g 進行離心 20 分鐘。收集上清液並分裝凍存於 -80℃ 冰箱。

 VII. 水禽小病毒檢測

將經水禽小病毒感染後回收的細胞及未感染之細胞，利用病毒核酸萃取商業套組（Xpress Virus DNA/RNA 
Kit, Cat# K1361-4, BioVision, Inc. USA）進行 DNA 萃取，再以聚合酶連鎖反應方式進行檢測，針對水禽小病毒

檢測所設計之引子：5'-CCAAGCTACAACAACCACAT-3'（sense） 和 5'-TGAGCGAACATGCTATGGAAGG-3'
（antisense）。PCR 反應條件為：94 ℃，1 分鐘；之後進行 35 個 cycles 的 denature：94 ℃，15 秒；annealing：
50℃，30 秒；extension：72 ℃，30 秒，接著 72℃，5 分鐘後（final extension），維持在 4℃。若為陽性者，經

電泳分析則可擴增 1 段長度 539 bp DNA 片段（Zàdori et al., 1995.）。

結果與討論

I.   番鴨之胚纖維母細胞分離與誘導多能性幹細胞培養

mdEFs 細胞是源自番鴨孵化第 9 天的胚胎組織分離而得，取得之 mdEFs 細胞以 DMEM+10% FBS（內含 100 
U/mL penicillin 及 100 g/mL streptomycin）之培養液進行培養。自番鴨胚胎組織所分離的 mdEFs 於培養  24 小時

後，即進行培養液更換，以移除未貼附的死亡細胞與懸浮的組織碎片，經過 2 － 3 次的培養液更換，即可將未貼

附的死亡細胞與懸浮的組織碎片移除乾淨，如此即可得到純化的 mdEFs。之後定期每 2 天更換培養液，經過   48 
小時培養後可見 mdEFs 開始增生，約  6－7 天時進行繼代，培養的過程中已建立初代之 mdEFs 株（圖 1）並凍存。

取培養第 3 代的 mdEFs 進行重整因子轉染誘導，使用 6 孔培養盤每孔放置約 6 × 105 的細胞，再利用已構築

之 iPS Lentivirus-LIN28, Lentivirus-NANOG, Lentivirus-SOX2, Lentivirus-OCT3/4, Lentivirus-KLF4 和 Lentivirus-C-
MYC 再程式化重整因子進行轉染。24 小時後移除轉染液，並將培養液換為 mTeSR1 stem cell medium。培養期間

定期更換細胞培養液，並持續觀察 mdEFs 之形態變化。轉染後之初代 mdEFs 經 7 － 10 天培養時，細胞形態逐

漸由梭狀轉變成圓形之上皮細胞形態；經 35 － 40 天培養才觀察到細胞開始聚集，形成幹細胞群落（colonies）
樣態（圖 2）。此與其他禽類同樣經由再程式化重整因子轉染進行 iPSC 誘導之研究結果有所不同，雞胚胎纖維

母細胞經再程式化重整因子轉染後，5 － 6 天可觀察到細胞形態改變，約 9 天後細胞即開始聚集形成類幹細胞

之群落形態（Liou et al., 2019）；鵪鶉的胚胎纖維母細胞，經再程式化重整因子轉染， 約 24 小時可見細胞形態

的改變 ，6 天後即形成類幹細胞之群落形態（Lu et al., 2012）。Fuet et al.（2018）以雞與鴨的胚胎纖維母細胞

利用重整因子轉染，進行雞與鴨 iPSC 誘導之研究指出，雞與鴨分別在轉染後約 5 － 8 天與 30 － 40 天細胞會聚

集形成幹細胞之群落樣態，兩者細胞形態改變的時間有顯著的差異。作者推測雖然雞與鴨同為鳥類物種（avian 
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species），但在演化過程中於 6,000 萬年前兩者在基因上已發生了分歧的改變所致。

圖 1. 自孵化第 9 天番鴨胚胎分離之鴨胚纖維母細胞（mdEFs）的形態。

Fig. 1. The morphology of muscovy duck embryonic fibroblasts (mdEFs) collected from a 9-day-old embryo. Scale bar =100 
μm.

A C 

D E 

B 

圖 2. 番鴨之胚纖維母細胞（mdEFs）經再程式化重整因子（LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 和 C-MYC）轉染後

之細胞形態。A：mdEFs 再程式化重整因子轉染前；B：轉染後第 9 天；C: 轉染後第 11 天；D：轉染後第 32 天。

E：轉染前後第 45 天。

Fig. 2. The morphology of mdEFs infected with reprogramming factors (LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 and C-MYC)，
A: mdEFs prior to infection, B: Day 9 post transduction, C: Day 11 post transduction, D: Day 32 post transduction. E: 
day 45 post transduction. Scale bar = 100 μm

本研究經過上述細胞再程式化重整因子轉染後之 mdEFs 雖然有明顯聚集形成幹細胞之群落樣態，惟在初

期的誘導培養期間，細胞雖有因再程式化重整因子的導入進行內部基因的重整而改變形態並聚集形成幹細胞之

群落，但生長狀態出現增生緩慢的現象。因此，將重整後的細胞置放到經絲裂黴素（mitomycin C）不活化處理 
STO 作為供養層細胞進行培養，重整細胞在與 STO 供養層細胞共培養的情況下增生緩慢的現象獲得改善。但是

重整細胞形成群落的情形不明顯，只出現小的細胞群落，無法像一般胚幹細胞幹細胞可以形成明顯而較為緊湊

聚集的細胞群落之樣態。此現象亦發生在鵪鶉 iPSC 的研究中，作者將誘導的鵪鶉 iPSC 自 STO 移除，重新置換

到以 0.1% Matrigel® 處理之培養皿，並將培養液更換成 mTeSR1 stem cell medium 成功建立鵪鶉 iPSC（Lu et al., 
2012）。故本實驗亦參照其操作，在誘導細胞與 STO 共培養約 1 個月後，就將重整細胞自與 STO 共培養中分離，

重新置換到以 0.1% Matrigel® 處理之 4 孔細胞培養皿。重整細胞自 STO 分離後單獨培養，其生長速率明顯改善，

而且增生的細胞會相互聚集形成明顯的細胞群落（圖 3）。

圖 3. mdiPSC 增生聚集形成明顯的細胞群落。

Fig. 3. The mdiPSC proliferated and aggregated to form distinct colonies. 
Scale bar = 100 μm.
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利用細胞再程式化重整因子轉染，進行 mdiPSCs 誘導過程中，並非所有 mdEFs 均被成功轉染。因此，在誘

導後的培養過程中，於初期仍可觀察到 mdEFs 的存在。惟此現象隨會著細胞繼代培養次數的增加而逐漸減少，

約在細胞經過 8 個繼代後就少有發現，持續培養至 12 － 13 繼代後就再也沒有發現 mdEFs 的存在（圖 4）。此乃

因 mdEFs 為已分化之細胞，無法於體外長時間的培養，故此等未被重新編程改造因子轉染之 mdEFs 存在的情形

會隨著繼代培養時間的增加而減少，最後僅留下有成功被重整的 mdiPSCs 存活。截至目前 mdiPSCs 已於體外無

滋養層培養條件下，培養超過 45 繼代（380 天），並已凍存於液態氮中。冷凍保存的 mdiPSCs 解凍後再培養仍

保有良好的存活率與生長效率。

圖 4. mdiPSCs 於不同繼代培養，均呈現類幹細胞之群落形態。A：第 6 代。B：第 12 代。C：第 26 代。

Fig. 4. Colony morphology of mdiPSCs at different passages. A: Passage 6. B: Passage 12. C: Passage 26.   Scale bar=100 
μm

II.  誘導多能性幹細胞關鍵標誌檢測

鴨胚生殖細胞（EGCs）之細胞質含有肝醣（glycogen）顆粒，在組織學上可利用 PAS 染劑將肝醣染色獲得

證實，並被視為家禽幹細胞的特徵之一（Meyer, 1960）。而細胞中可檢出 AP 之活性表現已被用來鑑定胚幹細胞

（ESCs）多能性的關鍵標誌。本研究經細胞再程式化誘導後形成類似幹細胞群落之細胞，是選用上述已被發表

用來檢測鴨的 EGCs（Guan et al., 2010）和 PGCs（Chen et al., 2019）的分化多能性細胞標誌 PAS 和 AP 進行分化

多能性測試（Jung et al., 2005；van de Lavoir et al., 2006；Liou et al., 2012）。結果顯示經過再程式化誘導後具類

似幹細胞群落形態之 mdiPSCs 經以 PAS（培養 20 繼代）與 AP（培養 25 繼代）的檢測均呈陽性反應（圖 5），

顯示具有幹細胞之分化多能性。

B

AP

A

PAS

圖 5. mdiPSCs 以 periodic acid-Schiff （PAS）和 Alkaline phosphatase（AP）染色均呈陽性反應。A：PAS 染色（第 20 
代）；B：AP 染色 ( 第 25 代）。

Fig. 5. The mdiPSCs were stained positive with periodic acid-Schiff (PAS) and alkaline phosphatase (AP). A: PAS staining 
(Passage 20). B: AP staining (Passage 25).  Scale bar = 50 μm.

III. 類胚體形成

具有分化多能性的 ESCs 和 EGCs 除了表現特定專一性的細胞標誌外，形成 EBs 亦是 ESCs（Evans and  
Kaufman,1981）和 EGCs 具有是分化多能性（pluripotent）的特徵之一。胚幹細胞衍生的 EBs 具分化形成三個

胚層的能力及形成各種不同型態的細胞潛能（Doetschman et al., 1985；Shen and Leder, 1992；Desbaillets et al., 
2000），因此 EBs 的形成是常被用於測試幹細胞株具三胚層細胞分化潛力的指標。Guan et al. （2010） 指出鴨 
EG 細胞進行懸浮培養約在第 8 天可觀察到 EBs 的形成。本研究取培養 20 繼 代的 mdiPSCs 以懸浮培養進行誘發

為類胚體測試。結果顯示， mdiPSCs 於懸浮培養 7 – 10 天後觀察可見細胞聚集形成圓球狀結構之類胚體（圖 6），

顯示細胞具有體外分化的能力。
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圖 6. 利用懸浮培養可誘發 mdiPSCs 形成類胚體。 
Fig. 6. The embryoid body formation of was mdiPSCs induced by hanging-drop culture. 

cale bar = 100 μm.

IV. 小病毒感染測試

為確認建立的細胞株是否可作為水禽小病毒的宿主細胞並複製其病毒顆粒，以評估進一步提供做為疫苗生

產之可行性。故使用家畜衛生試驗所生產的水禽小病毒活毒疫苗對 mdiPSCs 細胞進行水禽小病毒感染測試。

mdiPSCs 以 DMEM + 10 % FCS 培養，待細胞生長到約 80 － 90%，將培養液換成 DMEM + 2 % FCS 繼續培養 12 
小時後，再進行病毒接種。細胞經病毒接種感染後 48 － 72 小時可觀察到受感染的細胞變圓並收縮之 CPE 或死亡

的現象（圖 7）。

Saleh and Khodier（2020）以源自現場確認感染鵝小病毒（goose parvovirus, GPV）的鴨隻分離出 GPV 病
毒，將其感染到鴨胚胎纖維母細胞，在感染後 72 小時可觀察到受感染的細胞型態變圓並縮小之 CPE 現象；

到 96 － 120 小時，整個單層（monolayer）細胞也因小病毒的感染發生細胞剝落情形。上述的感染後發生 CPE 
的時間與細胞型態的改變在本實驗亦觀察到相似情形。Zhang et al.（2019）利用間接免疫螢光分析（indirect 
immunofluorescence assay, IFA）法進行 GPV 在 DFEs 複製觀察指出，GPV 在感染後 24 － 48 小時可觀察到複製情

形，48 小時病毒快速複製並在 96 時達到複製高峰，於 120 小時後病毒量已趨於穩定。

BA

 

圖 7. mdiPSCs 水禽小病毒感染測試。A： 細胞沒有接種水禽小病毒。B： 細胞接種水禽小病毒後培養 72 小時，發

生細胞病變作用（CPE）。

Fig. 7. Morphology detection of mdiPSCs after waterfowl parvovirus infection. A: Control cells without infection. B: 
Cytopathic effect (CPE) exhibited at 72 hours after waterfowl parvovirus infection. Scale bar = 100 μm.

本研究在病毒感染後約 100 － 120 小時，觀察到約 80 － 90% mdiPSCs 出現 CPE 時，即將 mdiPSCs 連同其培

養液進行回收並凍存於 -80℃。將回收細胞懸浮液以反覆 3 次的 -80℃ 冷凍 / 37℃ 解凍， 致使細胞破裂釋放出病毒

顆粒，再進行離心（805 × g / 5分鐘）回收含有病毒顆粒之上清液。並以此上清液，再次進行 mdiPSCs 之細胞感染，

以做為進一步確認水禽小病毒是否可於本 mdiPSCs 之細胞株進行病毒顆粒的複製增殖。

利用前述回收上清液感染後的 mdiPSCs，經 PCR 的方式進行檢測，結果均可檢出表現水禽小病毒專一特有的 
539 bp 片段的陽性反應。此結果證實本研究所建立的 mdiPSCs 細胞株確實可作為水禽小病毒宿主細胞，而經水禽

小病毒感染後病毒可於細胞內進行複製，且所複製的病毒顆粒亦可再次感染細胞。此外，本研究同時也可以從沒

有進行水禽小病毒感染操作的對照組 mdiPSCs 細胞 PCR 檢測呈陰性反應之結果，顯示本實驗建立之 mdiPSCs 細
胞株為 parvovirus free（圖 8）。
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Parvovirus: 539bp

圖 8. 以聚合酶連鎖反應檢測經水禽小病毒感染的 mdiPSCs 細胞。M：100 bp DNA ladder marker。A：以水禽小病毒

感染之細胞。B 和 C：以水禽小病毒感染後回收細胞上清液感染之細胞。D：沒有進行水禽小病毒感染之細胞。

P：陽性對照組。N：陰性對照組。

Fig. 8. Polymerase chain reaction (PCR) analysis of waterfowl parvovirus-infected mdiPSCs. M: 100 bp DNA ladder 
marker. A: Cells infected with waterfowl parvovirus. B and C: Cells infected with cell supernatants isolated from the 
waterfowl parvovirus-infected mdiPSCs. D:  The mdiPSCs without infection with waterfowl parvovirus. P: Positive 
control. N: Negative control.

目前商用疫苗生產主要採用胚胎蛋製程與細胞培養製程二種方式，然而以胚胎蛋來生產疫苗仍是有潛在風險，

如一旦爆發禽流感，合格等級蛋源的取得極可能出現不足，以致影響到疫苗生產作業。相對的，細胞培養製程技

術，是目前世界上公認的疫苗發展的最新趨勢。國外疫苗廠紛紛尋找替代胚胎蛋的生物基質來進行疫苗生產。以

流感疫苗生產為例，細胞培養生產流感疫苗之技術已成為最佳替代方案。Madin-Darby canine kidney cells（MDCK）

和 African green monkey kidney epithelial cells（Vero）等哺乳類細胞株已被廣泛研究並利用於製造商用的流感病毒

疫苗（Liu et al., 2009; Ehrlich et al., 2012）。然而，雖然已有開發以禽類 iPSC 用作疫苗生產（Shittu et al., 2016; 
Liou et al., 2019）之研究，亦有成功開發利用由鴨子的胚幹細胞（EB66 細胞株）作為疫苗與蛋白質生產平臺（Olivier 
et al., 2010）的研究結果，但可用於商業化疫苗生產的禽類 iPSC 細胞株的製程仍尚在起步階段，值得進一步研發

使技術製程的進展更為成熟。

國內水禽小病毒疫苗目前是利用 MD 番鴨胚蛋進行生產。因番鴨產蛋具有季節性，於非產蛋季節可能造成胚

蛋供應短缺的問題。雖然目前於番鴨非產蛋季節時，可採用人工光照調節來持續供應疫苗生產所需之胚蛋。但在

飼養於密閉式水簾鴨舍，為維持飼養區的清淨及避免疾病交互感染與傳播，將番鴨飼養於不鏽鋼網狀高床上，以

利清潔與減少糞便飼料等殘存於高床，惟此床面設計致使鴨隻趾瘤症情形嚴重，如此造成的動物福祉問題仍需進

一步克服。本研究已成功建立番鴨誘導多能性幹細胞株，且此等細胞株之細胞經水禽小病毒感染後，以聚合酶連

鎖反應方式進行檢測，結果均呈陽性感染反應。證實本研究所建立的番鴨誘導多能性幹細胞株可作為水禽小病毒

的宿主細胞，其經水禽小病毒感染後病毒可於細胞內進行複製，且所複製產生的病毒顆粒亦可再次感染番鴨誘導

多能性幹細胞。後續將利用本研究建立的番鴨誘導多能性幹細胞株供作疫苗生產的可行性測試，期望建立利用禽

類 iPSCs 進行疫苗生產的平台，以取代或減少番鴨胚蛋的使用量。 

參考文獻

Chen, Y. C., S. P. Lin, Y. Y. Chang, W. P. Chang, L. Y. Wei, H. C. Liu, J. F. Huang,  B. Pain, and S. C. Wu. 2019. In vitro 
culture and characterization of duck primordial germ cells. Poult. Sci. 98:1820–1832.

Desbaillets, I., U. Ziegler, P. Groscurth, and M. Gassmann. 2000. Embryoid bodies: an in vitro model of mouse 
embryogenesis. Exp. Physiol. 85: 645–651.

Doetschman, T. C., H. Eistetter, M. Katz, W. Schmidt, and R. Kenter. 1985. The in vitro development of blastocyst-derived 
embryonic stem cell lines: formation of visceral yolk sac, blood islands and myocardium. J. Embryol. Exp. Morphol. 87: 
27–45.

Ehrlich, H. J., J. Singer, G. Berezuk, S. Fritsch, G. Aichinge, M. K. Hart, E. A. Wael, D. Portsmouth, O. Kistner, and P. N. 
Barrett. 2012. A cell culture-derived influenza vaccine provides consistent protection against infection and reduces the 
duration and severity of disease in infected individuals. Clin. Infect. Dis. 54: 946–954.

Evans, M. J. and M. H. Kaufman. 1981. Establishment in culture of pluripotential cells from mouse embryos. Nature 
292:154–156.

Farzaneh, M., S. Khoshnam, and P. Mozdziak. 2017. Concise review: avian multipotent stem cells as a novel tool for 

劉振發　張家語　曲鳳翔　陳立人



105

investigating cell-based therapies. J. Dairy Vet. Anim. Res. doi:10.15406/jdvar.2017.05.00125.
Farzaneh, M., S. E. Khoshnam, and M. Nokhbatolfoghahai. 2016. First scientific record of two cases of partial twinning in the 

chick   embryo, gallus gallus domesticus. Vet. Rec. Case Rep.  doi:10.1136/vetreccr-2016-000353.
Fuet, A., G. Montillet, C. Jean, P. Aubel, C. Kress, S. R. Gervier, and B. Pain. 2018. NANOG is required for the long-term 

establishment of avian somatic reprogrammed Cells. Stem Cell Rep. 11: 1272–1286.
Guan,W., Y. Wang , L. Hou , L. Chen , X. Li , W. Yue, and Y. Ma. 2010. Derivation and characteristics of pluripotent 

embryonic germ cells in duck. Poult. Sci. 89: 312–317.
Jung, J. G., D. K. Kim, T. S. Park, S. D. Lee, J. M. Lim, and J. Y. Han. 2005. Development of novel markers for the 

characterization of chicken primordial germ cells. Stem Cells 23: 689–698.
Liou, J. F., J. W. Shiau, J. Tailiu, C. Tai, L. R. Chen, and M. C. Chang. 2012. Culture of chicken gonadal primordial germ 

cells (gPGCs) in chicken embryonic fibroblast (cEF) cells conditioned medium and in vivo migration. J. Anim. Vet. Adv. 
11: 2196–2203.

Liou, J. F., W. R. Wu, L. R. Chen, and Y. L. Shiue. 2019. Establishment of an induced pluripotent cell line from Taiwan 
black silkie chick embryonic fibroblasts for replication-incompetent virus production. Sci. Rep. https://doi.org/10.1038/
s41598-019-52282-7

Liu, J., X. Shi, R. Schwartz, and G. Kemble. 2009. Use of MDCK cells for production of live attenuated influenza vaccine. 
Vaccine 27: 6460–64603.

Lu Y., D. W. Franklin, J. J. Brian, L. M. Jennifer, T. J. Erin, G. C. Amalia, B. B. Robert, and L. S. Steven. 2012. Avian induced 
pluripotent stem cells derived using human reprogramming factors. Stem Cells Dev. 21: 394–403.

Meyer, D. B. 1960. Application of period acid–Schiff technique to whole chick embryos. Stain Technol. 35: 83–89.
Naito, M. 2003. Development of avian embryo manipulation techniques and their application to germ cell manipulation. 

Anim. Sci. J. 74: 157–168. doi:10.1046/j.1344-3941.2003.00101.x.
Olivier, S., M. Jacoby, C. Brillon, S. Bouletreau, T. Mollet, O. Nerriere, A, Angel. S, Danet, B. Souttou, F. Guehenneux, L. 

Gauthier, M. Berthomé, H. Vié, N. Beltraminelli, and M. Mehtali. 2010. EB66 cell line, a duck embryonic stem cell-
derived substrate for the industrial production of therapeutic monoclonal antibodies with enhanced ADCC activity. mAbs 
2: 405–415.

Pain, B., M. Clark, M. Shen, H. Nakazawa, M. Sakurai, J. Samarut, and R.  Etches. 1996. Long-term in vitro culture and 
characterisation of avian embryonic stem cells with multiple morphogenetic potentialities. Development 122: 2339–
2348.

Resnick, J. L., L. S. Bixler, L. Z. Cheng, and P. J. Donovan. 1992. Long-term proliferation of mouse primordial germ cells in 
culture. Nature 359: 550–551.

Saleh, A. A. and M. H. Khodier. 2020. Preliminary studies on the virus causing outbreak of duckling short beak and dwarfism 
syndrome (SBDS) in Egypt.  J. Appl. Vet. Sci. 5 (4): 55–60.

Shen, M. M. and P. Leder. 1992. Leukemia inhibitory factor is expressed by the preimplantation uterus and selectively blocks 
primitive ectoderm formation in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89: 8240–8244.

Shittu, I., Z. Zhu, Y. Lu, J. M. Hutcheson, S. L. Stice, F. D. West, M. Donadeu, B, Dungu, A. M. Fadly, G. Zavala, N. 
Ferguson-Noel, and C. L. Afonso. 2016. Development, characterization and optimization of a new suspension chicken-
induced pluripotent cell line for the production of Newcastle disease vaccine. Biologicals 44: 24–32.

Takahashi, K. and S. Yamanaka. 2006. Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast cultures 
by defined factors. Cell 126: 663–676.

van de Lavoir, M. C., J. H. Diamond, P. A. Leighton, C. Mather-Love, B. S. Heyer, R. Bradshaw, A. Kerchner, L. T. Hooi, and 
T. M. Gessaro. 2006. Germline transmission of genetically modified primordial germ cells. Nature 441:766–769.

Zádori, Z., R. Stefancsik, T. Rauch and J. Kisary. 1995. Analysis of the complete nucleotide sequences of goose and muscovy 
duck Parvoviruses indicates common ancestral origin with adeno-associated virus 2. Viro. 212: 562–573.

Zhang, J., P. Liu, Y. Wu, M. Wang, R. Jia, D. Zhu, M Liu, Q. Yang, Y. Wu, X. Zhao, S. Zhang, Y. Liu, L. Zhang, Y. Yu, Y. You, 
S. Chen, and A. Cheng. 2019. Growth characteristics of the novel goose parvovirus SD15 strain in vitro. BMC Vet. Res. 
15: 63–71 https://doi.org/10.1186/s12917-019-1807-y

番鴨誘導多能性幹細胞株之建立與水禽小病毒感染測試



106

Establishment of induced pluripotent stem cell line in muscovy 
duck and its waterfowl parvovirus infection test (1)

 Jenn-Fa Liou (2)   Chia-Yu Chang (2)   Fung-Hsiang Chu (2)   and Lih-Ren Chen (2)(3)

Received: Sep. 7, 2023; Accepted: Nov. 2, 2023

Abstract

The purpose of this study was to establish duck induced pluripotent stem cells (mdiPSCs) lines from the muscovy duck, 
and to evaluate their potential for vaccine production. The results showed that the morphology of muscovy duck embryonic 
fibroblasts (mdEFs) transformed into colony type from spindle type 7-10 days after being infected with lentivirus, which 
was constructed with reprogramming transcription factors of LIN28, NANOG, SOX2, OCT3/4, KLF4 and C-MYC. The 
transformed cells have been maintained in vitro for more than 45 passages (380 days). These putative mdiPSCs continuously 
expressed pluripotent markers of avian stem cells including AP and PAS antigens. The capability of embryoid body formation 
of the putative mdiPSCs was excellent when induced by hanging-drop culture. These results demonstrated that the mdiPSCs 
line established in this study were pluripotent. The specific 539 bp DNA fragment was recovered in the mdiPSCs after 
infection with waterfowl parvovirus, and also the mdiPSCs infected with the cellular content recovered from previously 
waterfowl parvovirus-infected mdiPSCs when detected by polymerase chain reaction. These results showed that mdiPSCs 
cell line with the potential for production of the vaccines against waterfowl parvovirus.

Key words: Muscovy duck, Embryonic fibroblasts, Induced pluripotent stem cells, Waterfowl parvovirus.

(1) Contribution No. 2770 from Taiwan Livestock Research Institute (TLRI), Ministry of Agriculture (MOA).
(2) Genetics and Physiology Division, MOA-TLRI, HsinHua Tainan 71246, Taiwan, R. O. C. 
(3) Corresponding author, E-mail: rchen131@gmail.com
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以人工戳孔模擬破損探討半乾青貯膠膜包的保存問題 (1)

 王紓愍 (2)(3)   陳嘉昇 (2)

收件日期：112 年 8 月 2 日；接受日期：112 年 11 月 17 日

摘　　要

半乾青貯是降低氣候對乾草調製干擾的重要調節手段，但半乾青貯在貯存期間發生膠膜破損的情形非常常見，

且幾乎難以避免。因此，本研究以直徑 90 cm 的中型盤固草膠膜包為材料，進行人工模擬膠膜包破損試驗，測試不

同處理情形下對膠膜包小破孔（＜ 2 mm）損壞的影響，以為現場應用的參考。試驗包括 3 個藥劑處理：對照（無

藥劑）、乙酸及丙酸銨；4 個封孔處理時間：D0、D1、D3 及 D7 分別為戳孔後立即、1 天、3 天及 7 天處理；3 個

貯存時間：戳孔後貯存 42、90 及 231 天，共計進行 16 個盤固草膠膜包。草包於不同貯存時間開封，調查戳孔處是

否劣變或發黴，計算損壞百分率。結果顯示，戳孔膠膜包的損壞程度會因不同處理情況而異，對照組的損壞率高於

乙酸及丙酸銨處理；草包損壞率有隨封孔處理時間及貯存時間延長而增加的趨勢，整體而言，戳孔後愈早封孔愈好，

施用乙酸或丙酸銨再封孔較直接封孔佳，另貯放時間愈長膠膜包損壞的比例愈高。去除損壞部分後，半乾青貯料的

發酵品質仍維持在良好或以上的等級，顯示封孔處理有利於保存。膠膜破損是應用半乾青貯一定會面臨的問題，由

本試驗結果，良好半乾青貯膠膜包，破損即使＜ 2 mm，仍造成盤固草膠膜損壞，及時封孔（1 週内）有助降低損壞。

封孔加藥劑控損能力較佳，重封後應盡早利用，以減少長期貯存損失風險。

關鍵詞：盤固草、半乾青貯、破孔、乙酸、丙酸銨。

緒　　言

乾燥與青貯發酵是保存牧草營養的二大方法，乾燥是目前國產盤固草最主要的調製方式，臺灣地處亞熱帶，

雖然日照充足但不易維持曬草期間長時間的天氣穩定。相對而言，青貯調製的田間損失較低，可以避免牧草為了

等待合適收穫乾燥時期而過度生長（老化），或減少田間作業時間，降低氣候不穩定之風險（Rotz and Muck, 1994; 
Ohmomo et al., 2002），對穩定優質牧草產業的發展是不可或缺的重要技術。半乾青貯（haylage）又名草包青貯（baled 
silage, baleage）是一種介於乾草與青貯之間的調製方法，主要是將氣候條件無法乾燥至安全含水率以下的牧草，打

包後包膜或裝袋青貯保存。半乾青貯調製的前半段作業方式與乾草調製相同，之後等待牧草萎凋至適合的含水率即

打包、封膜、貯存，半乾青貯的含水率一般介於 40% － 60% 間，較一般青貯的 60% － 75% 間低，造成其發酵速度

較慢、有氧時期較長、微生物相的反應也不盡相同（Bates et al., 1989; Muck, 2013; Coblentz and Akins, 2018）。半乾

青貯可以縮短牧草收穫後在田間的作業時間，減少由天候不穩定造成的損失，也適宜保存豆科或禾 / 豆混植之類較

難乾燥的高營養牧草，同時良好的發酵不僅能有效保存牧草的營養價值，還可以提高適口性，增進動物採食（王等，

2018；陳等，2020）。Borreani et al.（2007）的研究即表示利用半乾青貯調製可以提前在氣候不宜進行乾草調製時

收穫牧草，且由等營養濃度的乳牛飼養試驗顯示，較乾草收穫提早 4 週收穫所調製半乾青貯的飼養表現優於乾草。

但是由於半乾青貯包覆的膠膜為 PE 材質的可拉伸薄膜，很容易在操作、運輸及貯存期間發生破損，是半乾青貯應

用上需要注意的問題。因此，本研究以直徑 90 cm 的中型盤固草膠膜包為材料，進行人工模擬膠膜包破損試驗，測

試不同的處理情形下對膠膜包小破孔（＜ 2 mm）損壞的影響，以為未來應用的參考。

畜產研究 57(2)：107-113, 2024
DOI：10.6991/JTLR.202406_57(2).0005
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材料與方法

I.   半乾青貯膠膜包損壞改善試驗：

(i)   試驗草包：盤固草來自畜產試驗所南區分所試驗區，於 107 年 7 月 10 日進行中型膠膜包製作（直徑 90 cm，

乾物率 50% 左右，接種商業菌劑，包膜層數為 8 層），8 月 9 日以調製 1 個月的膠膜包進行人工穿孔模擬貯

存期間的意外破孔。單顆草包平放在棧板上，以人為方式於草包側邊上平均刺出 24 個＜ 2 mm 的小孔（6 條

直行，每行 4 孔），深度約 0.5 cm（圖 1）。

(ii) 處理：包含 2 種藥劑乙酸（acetic acid）、丙酸銨（ammonium propionate）及對照（無藥劑）3 種處理，及 4
個封孔時間：0 天、1 天、3 天及 7 天，每個膠膜包於戳孔後 0 天、1 天、3 天及 7 天進行前述處理，並以大

約 5 cm2 的膠帶（PVC tape, K. K. Converter Co.）平整封住洞口。每行為一種處理，處理方式如下：對照（直

接封孔）、乙酸（由孔洞噴入約 1 ml 30% 乙酸後封孔）、丙酸銨（由孔洞噴入約 1 ml 30% 丙酸銨後封孔），

各處理交錯進行，每一處理 2 重複（2 行）。每行 4 孔為 4 個封孔時間：0 天、1 天、3 天及 7 天，由上至下

依序進行（圖 1）。共計處理 16 顆膠膜包，封孔處理時間為 8 月 9 日、10 日、12 日及 16 日。

II.  開封調查

(i)   損壞調查：於戳孔處理後 42、90 及 231 天分別開封 4、4 及 8 個膠膜包，調查草包各處理的損壞情形，2 重

複都未發黴或出現草色變深等損壞的情形，損壞率為 0%，其中 1 點出現損壞現象，記錄損壞率為 50%，若

2 點都出現損壞情形，則損壞率為 100%。調查完畢將表面受損部分全部去除，由各部分取樣混合為一樣品測

定草包的青貯品質。

(ii) 青貯發酵品質分析：乾物率為 70℃下烘乾 48 小時之乾鮮重比。酸鹼值為 20 g 新鮮青貯料加水 180 mL，打

碎過濾後以酸鹼度計（Toa pH meter model HM-20S, Japan）測定。乳酸、丁酸及乙酸之測定以氣體層析儀

（Shimadzu GC-2014, Japan）依 Jones and Kay（1976）的方法進行。青貯評分（Flieg's score）為依青貯料中

乳酸、乙酸與丁酸占總酸之當量百分比各自計分後總加，以評估算青貯料之發酵品質，評分40以下青貯失敗、

40—60 分為可接受、60—80 分為好的青貯、80 分以上為發酵優良的青貯（許等，1995）。

III. 統計分析：試驗結果以 SAS 軟體（2002）之 GLM procedure 進行變方分析，主效因子為藥劑處理（Chemical）、

封孔時間（Seal）及貯存時間（Storage），各主效應均為固定型，各處理平均值再以鄧肯氏多變域測驗（Duncan's 
Multiple Range Test）進行檢定，比較各處理平均值之間是否達差異顯著。

圖 1. 半乾青貯膠膜包的破損改善試驗。左：草包戳洞（< 2 mm），中：藥劑處理與封孔，右：開封調查損壞比例。

Fig. 1. The damage improvement experiment of pangola grass haylage. Left: poking small holes (< 2 mm) on haylage surface, 
Middle: reagent treatment and sealing, Right: investigation of damage situation.

以人工戳孔模擬破損探討半乾青貯膠膜包的保存問題
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表 1. 不同處理盤固草半乾青貯損壞率之變方分析

Table 1. Variation analysis of damage rate of pangola grass haylage with different treatments.
Source DF SS MS F Pr > F

Chemical 2 2.11718750 1.05859375 10.42 <.0001
Seal 3 3.95182292 1.31727431 12.97 <.0001
Storage 2 3.98046875 1.99023438 19.60 <.0001
Chemical × Seal 6 1.21614583 0.20269097 2.00 0.0694
Chemical × Storage 4 0.27343750 0.06835938 0.67 0.6116
Seal × Storage 6 0.49348958 0.08224826 0.81 0.5637
Chemical × Seal × Storage 6 0.49348958 0.08224826 0.81 0.5637
Error 156 15.84375000 0.10156250

DF: degree of freedom, SS: sum of square, MS: mean square

結果與討論

本試驗是以每個膠膜包相同處理的兩重複進行

損壞率調查，結果如圖 2。膠膜包戳孔的損壞率會

因不同藥劑處理、封孔時間及貯存時間而異，但同

時可以觀察到多個處理的變異很大（圖 2），表示

不同膠膜包間表現並不完全一致，推測可能與各個

膠膜包本身的發酵狀態與表面菌相差異有關，確切

原因仍待進一步釐清。由各種處理的變方分析結果

顯示，藥劑、封孔時間及貯存三個主效應都為極顯

著，但二因子及三因子交感均不顯著。平均而言，

對照處理的損壞百分率為 62.5%，明顯高於乙酸及

丙酸銨處理的 39.8 及 40.6%，二種藥劑處理間差異

不顯著；戳孔後立即封孔（D0）的損壞率 26.0% 顯

著低於其他三處理，戳孔後 1 天封孔（D1）的損壞

率為 45.8% 顯著優於戳孔後 3 天封孔（D3）的處理，

D3 的平均損壞率為 65.6% 高於 D7 的 53.1%，但此

二處理間的差異不顯著；隨貯存時間拉長盤固草半

乾青貯膠膜包的損壞率上升，貯存 231 天的平均損

壞率為 62.0% 顯著高於貯存 90 與 42 天的 31.3% 及

35.4%。貯存 90 天與 42 天間無顯著差異（圖 3）。

表 2 為本試驗中所用盤固草膠膜包去除表面損壞後

測定的發酵品質，結果顯示，膠膜包乾物率介於

46.2%—52.7% 間，pH 值介於 4.44—5.37 間，乳酸

含量介於 1.11%—2.53% 青貯評分都在 77 以上，表

示所用的每一試驗草包都製作良好，且封孔處理有

助於品質保存。

圖 2. 不同藥劑與封孔時間對戳孔處理盤固草半乾青貯膠膜包損壞百分比的影響。D0：戳洞後立即處理並封口、

D1：戳洞後 1 天再進行處理及封口、D3：戳洞後 3 天再進行處理及封口、D7：戳洞後 7 天再進行處理及封口。

Fig. 2. The effect of reagent and sealing time on spoiled percentage of poked pangola grass haylage. D0: process reagent 
treatment and seal immediately after poking a hole, D1: process reagent treatment and seal after 1 day of poking a 
hole. D3: process reagent treatment and seal after 3 days of poking a hole, D7: process reagent treatment and seal after 
7 days of poking a hole.

以人工戳孔模擬破損探討半乾青貯膠膜包的保存問題
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圖 3. 藥劑（上）、封孔時間（中）及貯存（下）對戳孔處理盤固草半乾青貯膠膜包損壞百分率的影響。C：對照（無

藥劑）、A：乙酸處理、P：丙酸銨處理。D0、D1、D3、D7：封孔處理，說明如圖 2。
Fig. 3. The effect of reagent (up), seal time (middle) and storage (down) on spoiled percentage of poked pangola grass 

haylage. C: control (no reagent), A: acetic acid, P: ammonium propionate. D0, D1, D3, D7 description as fig. 2. Means 
with different letters differ (P < 0.05)

膠膜容易破損是半乾青貯調製利用上的重要缺點之一，不注意可能造成極大的乾物損失甚至無法利用，由

Coblentz and Akins（2018）的回顧報告，以人為在膠膜刺穿 0、1、10 或 50 個小孔（直徑 3 mm）或 1 個大孔（直徑 
21.2 mm）並保存 155 天，以模擬鳥類對膠膜包的損壞試驗發現，孔洞可能導致明顯的品質降低與可利用率的損失，

而愛爾蘭農業與食品發展部（Agriculture and Food Development Authority, Teagasc）的資料，一個 3 mm 的小孔有可

能造成半乾青貯料 8% 的損失，而一個 24 mm 的大洞可能造成 1/3 的半乾青貯料無法利用（Forristal, https://www.
teagasc.ie/media/website/rural-economy/farm-management/BaleHandling-1.pdf），但是詳細的研究卻很少。

王紓愍　陳嘉昇
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表 2. 去除損壞部分後，本試驗盤固草半乾青貯膠膜包之青貯發酵品質

Table 2. After removing damage part, the fermentation quality of panola grass haylage used in this study .
Item Dry matter pH Score Acetic acid Propionic acid Butyric acid Lactic acid

% --------------------------- % dry base ---------------------------
Mean 48.93 4.83 89 0.33 0.03 0.04 1.57
Min. 46.20 4.44 77 0.18 0 0 1.11
Max. 52.70 5.37 100 0.42 0.07 0.11 2.53

由本試驗結果，乙酸與丙酸銨處理有助於降低損壞率，可能與此二物質均具抑菌性有關。陳等（2019）與黃等

（2020）的研究顯示，表面噴灑 3% 丙酸銨有助於抑制苜蓿與盤固草半乾青貯表面黴斑的發生。接種異質乳酸菌可

以提高青貯開封穩定性並減少酵母菌與黴菌數量，與異質乳酸發酵可以產生較高的乙酸含量有關（Tabacco, et al., 
2011; Auerbach and Theobald, 2020）。Moon（1983）的研究發現乙酸鹽、乳酸鹽及丙酸鹽單獨或混合都可以抑制由

青貯料分離出的數種耐酸酵母菌，其中尤以丙酸鹽的效果最佳。本試驗的結果乙酸與丙酸銨的效果相近，但僅由單

一試驗結果尚難確認，未來可以進一步試驗確認，亦可以考慮進行修補膠膜包破孔的封孔保護劑開發。

半乾青貯與青貯同樣是以乳酸菌發酵產酸來抑制其他微生物的活動，因此，維持厭氧環境對維持牧草品質非常

重要（Rotz and Muck, 1994; Ohmomo et al., 2002; Coblentz and Akins, 2018），原則上草包損壞的風險應與空氣可以

進出草包的時間成正比，由圖 3 結果，0 天—3 天期間符合前述原則，但 7 天封孔的損壞程度反而較 3 天來得低，確

切的原因不明，需進一步試驗釐清。

貯放時間延長至 231 天的損壞率明顯提高，同時也會降低藥劑處理的效果。有關半乾青貯調製的指引與研究，

幾乎都會強調草包應該打包至一定密度並立即或儘快包覆 6 － 8 層 PE 膜，密度較低、包覆不足的膠膜包的貯存性

不佳（Nath et al., 2018; Borowski et al., 2021）。整體而言，破損為膠膜包不容易避免的問題，即使是極小的孔洞都

可能造成品質劣化及乾物損失，應儘可能注意倉貯環境維護，避免鼠類或其他動物的破壞，並經常注意膠膜包貯放

情況，發現破損立即修補，最好能輔以乙酸或丙酸銨等施用，同時儘快開封利用，以降低損失。

結　　論

對調製良好的盤固草半乾青貯膠膜包，即使＜ 2mm 的小孔仍可能會造成膠膜包的損壞，但如能在短時間內發

現並封孔（1 週內），有助於降低損壞的程度；同時封孔並加藥劑處理（乙酸、丙酸銨）之損壞控制能力優於無藥

劑處理。此外，破損膠膜重封後仍應儘早利用，以減少長時間貯存造成的損失風險。
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Discussion on the preservation of pagolagrass haylage by 
manual poking simulation of film-damage (1)
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Abstract

Haylage is an important adjustment method to reduce the interference of climate on hay processing, but the film damage 
of haylage during storage is very common and almost unavoidable. Therefore, in this study, a diameter of 90 cm medium-
sized pangola grass haylage was used as the material, and each haylage bale was artificially poked 24 holes (< 2 mm) to 
simulate the film damage that usually happened. A total of 16 bales were used to investigate the effect of different reagents, 
seal time and storage on the damage rate of these small holes in the haylage. The 3 reagent treatments were control (no 
reagent), acetic acid and ammonium propionate. The 4 seal times D0, D1, D3 and D7 were sealed immediately, 1 day, 3 days 
and 7 days respectively after poking and reagent treatment. The storage periods were 42, 90 and 231 days after poking. The 
results showed that the damage rate of poking holes were different by different treatments. The spoiled percentage of control 
was higher than the other two reagent treatments (acetic acid and ammonium propionate). The spoiled percentage increased 
as seal time and storage period increased. Generally, the hole was sealed sooner and stored shorter the result was better. Using 
acetic acid or ammonium propionate then seal was better than control. After removing the spoiled part, the fermentation 
quality of these haylage was still kept at a good level which means the treatments used in this study were effective on haylage 
conservation.

Key words: pangola grass, haylage, poking damage, acetic acid, ammonium propionate.
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餵飼不同芻料對荷蘭種泌乳末期牛隻瘤胃微生物

及乳成分之影響 (1)

 王思涵 (2)(3)   廖曉涵 (2)   李佳馨 (2)    陳小明 (2)    蕭振文 (2)

收件日期：112 年 8 月 9 日；接受日期：112 年 11 月 24 日

摘　　要

本試驗旨在探究餵飼不同禾本科芻料，對荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物及乳成分之影響。挑選產乳量及泌乳

天數相近之泌乳牛共計 10 頭，逢機分為盤固草組（P 組）與百慕達組（B 組），每處理組 5 頭泌乳牛。試驗期為

21 天，試驗開始 0 － 18 天為適應期，第 19 天開始連續 3 天進行乳樣收集，並於試驗結束前採集瘤胃液。試驗結

果指出，P 組與 B 組乳牛群瘤胃中分別具有 2,071 及 1,974 個獨特微生物物種去氧核醣核酸條碼存在。P 組與 B 組

牛群瘤胃微生物均由 Bacteroidetes、Firmicutes、Proteobacteria 及 Tenericutes 四個優勢菌門主導。但優勢菌門在兩

個處理組樣品相對豐富度有所不同，Bacteroidetes 作為第一優勢菌門在 P 組樣本中的相對豐富度為 69.81%，高於 B
組中 67.22%。P 組與 B 組牛群樣本中相對豐富度最高的屬為 Prevotella，占比分別為 49.45% 及 50.38%。以屬的級

別進行主成分分析（principal component analysis, PCA）以評估處理組之間瘤胃微生物組成的差異，結果顯示 PC1
和 PC2 分別佔瘤胃微生物群組成變異為 22.16% 和 19.73%。在 PC1 變異貢獻度較高的主要細菌為 Prevotella，而

Pseudobutyrivibrio、Kineothrix、Butyrivibrio 及 Alistipes 則為 PC2 變異貢獻度較高的細菌。P 組與 B 組牛群其產乳量、

乳脂肪率、乳蛋白質率、乳糖率、無脂固形物率、尿素氮及檸檬酸等間皆無顯著影響。但是，P 組牛群乳中新合成

型脂肪酸（0.98 vs. 0.75 g/100 g of milk）含量顯著高於 B 組（p ＜ 0.05）。綜上試驗結果，荷蘭種泌乳末期乳牛群，

餵飼不同芻料組成其瘤胃微生物組成相似，但比例不同，瞭解不同禾本科牧草完全混合日糧對泌乳牛群瘤胃核心微

生物組成與乳成分變化，將有助於開發出瘤胃穩定且能發揮產能之國產芻料可能最適應用比例。

關鍵詞：完全混合日糧、瘤胃微生物、乳成分。

緒　　言

國內酪農業牧草需求在 50 萬噸左右，其中國產牧草約 22 － 25 萬噸，占比為 50%，種類以熱帶牧草盤固草

（Digitaria decumbens）、尼羅草（Acroceras macrum）、青割飼養的狼尾草（Pennisetum alopecuroides）與玉米（Zea 
mays）及玉米青貯為主；進口牧草量約 20 萬噸，占比為 40 － 50%，種類以苜蓿草（Medicago）、甜燕麥草（Avena 
sativa）、百慕達草（Cynodon dactylon）為主（行政院農業委員會農業統計年報，2021）。國產牧草受氣候限制，

產季集中在夏天，春夏生長快速但秋冬生長遲緩甚至停滯，使得國產牧草夏季生產過剩，但冬季卻出現不足的現象。

爰此，目前常見之方式為於牧草盛產時期調製乾草保存，俾於缺草時利用，但不同成熟度之盤固草，其營養分消化

率隨成熟度增加而減少，利用國產牧草作為乳牛完全混合飼糧調配時，依照品質狀況評估使用比例會是穩定瘤胃微

生物的關鍵之一。牛隻必須有高的採食量才能有好的產乳性能表現，但牛隻採食量容易受到產乳量、體重、泌乳階

段、牧草纖維含量及氣候因素等影響，當夏季熱緊迫嚴重時，牛隻的採食量可能僅為涼季的 75% 或甚至更低，若飼

糧選用牧草的中洗纖維（neutral detergent fiber, NDF）含量高，對於牛隻採食量的影響會更為明顯，如盤固草與狼尾

草的 NDF 約為 70%，比苜蓿乾草的 45% 高很多，乳牛瘤胃微生物需要較長的分解時間，但瘤胃等消化道空間有限，

因此牧草品質會影響牛隻的採食量（李，2010）。盤固草與百慕達草之粗蛋白質（crude protein, CP）與酸洗纖維（acid 
detergent fiber, ADF）含量分別為 5.9% 及 11.0% 與 42% 及 33.2%（乾基）。兩種草在瘤胃的可利用率差異不大，而

除了 ADF 外，分解速度以百慕達草較快（李等，1999）。

(1) 農業部畜產試驗所研究報告第 2772 號。
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    乳牛的瘤胃可視為一個厭氧發酵槽，瘤胃微生物具有分解纖維類原料的能力，透過瘤胃微生物對飼料原料的

降解產生揮發性脂肪酸（volatile fatty acid, VFA），是提供乳牛能量與部分物質之營養前驅物。瘤胃微生物群是指聚

集在瘤胃中高密度、多樣性廣且具複雜交互作用的微生物群包括細菌、古細菌、原生動物和真菌等，而細菌約占整

體瘤胃微生物總量之 50－ 70%。瘤胃球菌屬（Ruminococcus）、丁酸弧菌屬（Butyrivibrio）、普氏菌屬（Prevotella）、

纖維桿菌屬（Fibrobacter）、糞球菌屬（Coprococcus）及卟啉單胞菌屬（Porphyromonas）等幾個物種，是構成瘤

胃微生物群的核心（楊，1997），其中普氏菌屬、丁酸弧菌屬和瘤胃球菌屬易受到飼糧組成變化影響（Henderson et 
al., 2015）。瘤胃中細菌種類至少 7,000 種，乳牛瘤胃細菌以厚壁菌門（Firmicutes）及擬桿菌門（Bacteroidetes）為

最主要的部份，上述兩者基因組序列分別占細菌類總體的 68 及 12.8%。以往微生物學家利用培養基的方式將瘤胃菌

分離並培養，且僅 20% 瘤胃微生物可利用此技術培養（Krause et al., 2013）。但近年來隨著分子生物技術進展使得

瘤胃微生物的研究面向更廣，Wilkinson et al.（2018）利用 16S rRNA 基因擴增子定序進行微生物種類與組成研究，

開啟以次世代定序技術（next-generation sequencing, NGS），進行各種環境體系微生物及瘤胃微生物菌群之研究可

能性。

    瘤胃中以厚壁菌門及擬桿菌門之微生物與乳脂肪產量最為相關（Jami et al., 2014），但兩者的相對豐富度

（relative abundance）是互補的，當厚壁菌門的相對豐富度提高時，則可觀察到擬桿菌門下降，此時乳脂肪產量上升。

Bainbridge et al.（2016）研究指出，產乳量、乳蛋白質率及乳脂肪量與特定微生物族群有關，這也說明微生物會影

響宿主生理條件。乳牛群性能改良計畫（dairy herd improvement, DHI）普遍利用傅立葉轉換紅外線光譜法（Fourier-
transform infrared spectroscopy, FTIR）進行乳成分分析，如乳脂肪、乳蛋白質、乳糖及尿素氮等，這些資料除做為育

種選留牛群之依據外，更廣泛地被酪農、營養師或獸醫師作為管理泌乳牛群健康之重要依據。隨著 FTIR 分析技術

的進步，生乳中乳脂肪酸含量包括飽和脂肪酸、不飽和脂肪酸、短、中及長鏈脂肪酸等數據，這類相對複雜且非例

行性檢測之乳成分數據，也已經開始出現在常規 DHI 檢測報告中（Gengler et al., 2016）。本試驗旨在探究餵飼不同

禾本科芻料對荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物及乳成分之影響，期提供串聯芻料品質，瘤胃微生物變化及乳成分資

料，搭配國產芻料營養成分找出可能最適應用比例。

材料與方法

本試驗於農業部畜產試驗所北區分所泌乳牛舍進行，試驗動物之使用、飼養管理及試驗內容經畜產試驗所北區分

所實驗動物管理小組以畜試竹字 111-14 號申請核准在案。

I.   試驗動物飼養管理

本試驗期間為 2022 年 10 月至 12 月，使用荷蘭種（Holstein-Friesian）泌乳末期乳牛飼養於行政院農業委員會

畜產試驗所北區分所，試驗期為 21 天。試驗開始 0 － 18 天為適應期，第 19 天開始連續採樣 3 天至試驗結束。試

驗開始前，挑選產乳量及泌乳天數相近之泌乳牛共計 10 頭，逢機分為兩組，每處理組 5 頭泌乳牛。分為盤固草組

（Pangola hay group, P 組）與百慕達組（Bermuda hay group, B 組）等兩組試驗牛群，資料分別為產乳量（28.7 ± 2.4
與 29.0 ± 2.6 kg）、泌乳天數（323 ± 45 與 330 ± 41 days），以同畜舍不同欄位分隔試驗牛群以利試驗進行。泌乳

牛飼糧依據 NRC（2001）乳牛營養標準配製之完全混合日糧 （total mix ration, TMR），組成包含百慕達草或盤固

草、苜蓿乾草、大豆殼粒、玉米青貯、大豆粕與以玉米和大豆粕為主之精料，每日配製並餵飼兩次，分別於上午 5：
00 配製 1/3 量並餵飼及下午 2：30 配製 2/3 量並餵飼，配製量的增減以隔天回收時有 5 － 10% 剩料為準，另以自

動給水槽供應乾淨飲水及礦鹽任食。試驗使用之盤固草（A254 品系）為禾本科 Digitaria 屬多年生熱帶牧草，收

穫來源為畜產試驗所北區分所牧草區，收割期為 2022 年 6 至 8 月，先以割草機切割後待其萎凋（65% 含水率），

再以翻草機反覆進行翻草至含水率 10% 以下，最後以集草機與打包機進行收穫包裝；試驗使用之百慕達草來源為

美國。本試驗使用之盤固草及百慕達草一般營養成分分析結果如表 1 所示，盤固草之 CP、粗脂肪（Ether extract, 
EE）、NDF 及 ADF 含量依序為 4.10%、1.17%、61.37% 及 34.19%；百慕達草之 CP、EE、NDF 及 ADF 含量依序

為 9.39%、1.89%、58.10% 及 31.04%。

II.  乳成分檢測項目與方法

(i)   產乳量及乳樣：每日擠乳兩次，分別為清晨 5:00 與下午 4:00，由乳量計紀錄個別牛隻產乳量，於試驗期第

19 天至第 21 天，連續 3 天採集個別牛隻上午及下午乳樣，混合個別牛各日上下午乳樣後，送至畜產試驗所

北區分所牛乳檢驗室分析一般乳成分。

(ii) 生乳成分分析儀器：使用丹麥 FOSS 公司 MilkoScanTM FT+ 及 FossomaticTM FC 進行生乳成分分析，項目包含

乳脂肪率、乳粗蛋白質率、乳糖率、無脂固形物率、尿素氮、檸檬酸及乳脂肪酸組成等。並安裝 Fatty Acid 
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Origin 脂肪酸分析模組進行乳脂肪酸分析。

(iii) Fatty Acid Origin 乳脂肪酸分析模組原廠定義：新合成型脂肪酸（de novo fatty acids）涵蓋範圍為 C4:0、
C6:0、C8:0、C10:0、C12:0、C14:0 及 C14:1 脂肪酸；混合型脂肪酸（mixed fatty acids）涵蓋範圍為 C16:0
及 C16:1 脂肪酸；預製型脂肪酸（preformed fatty acids）涵蓋範圍為 C15:0、C17:0、C18:0、C18:1、C18:2、
C18:3、C20:0、C20:2、C 22:0 及 C24:0 脂肪酸。

表 1. 盤固草與百慕達草之營養成分分析

Table 1. The analysis of Pangola hay and Bermuda hay
Items1 Pangola hay* Bermuda hay*

Dry matter, % 91 94
CP, % 4.10 9.39
EE, % 1.17 1.89
NDF, % 61.37 58.10
ADF, % 34.19 31.04

* (%, DM basis)
1 CP = Crude protein; EE = Ether extract; NDF = neutral detergent fiber; ADF = Acid detergent fiber.

Ⅲ. TMR 採樣及分析

於試驗期第 19 天至第 21 天，連續 3 天採集對照組與試驗組之 TMR，暫存於 -20℃，待均勻混合連續 4 天

樣品後，以 55℃烘乾 48 小時，熱秤得乾物質率後，依 AOAC（1990）法進行乾物質、CP 及 EE 分析。依據 Van 
Soest et al.（1991）方法分析 ADF 及 NDF。

Ⅳ.  瘤胃液採集與分析

(i)   瘤胃液採集：兩組試驗牛群共計 10 頭皆於試驗期第 21 天進行瘤胃液採集，採集開始時間為上午 8:30，以口

入瘤胃管 oral stomach tubing（OST）搭配真空幫浦的技術採集。瘤胃管及抽吸探頭在使用前利用消毒水與清

水處理後，靜置至乾燥後使用。荷蘭種泌乳牛成牛口入瘤胃管深入約 180 － 220 cm 後，即開啟真空幫浦進

行瘤胃液抽吸，瘤胃液抽吸量約 250 mL，立即以 pH 檢測計（WTW pH 3310 Germany）測定瘤胃液 pH 值，

隨後放置乾冰中保存，經前處理後取其中 50 mL 進行後續菌相分析。

(ii) 瘤胃多源基因體萃取：利用商業化套組（QIAamp PowerFecal DNA Kit, Qiagen）進行瘤胃內容物中多源基因

體 DNA 之萃取，DNA 濃度利用分光光度計 Qubit 4.0 Fluorometer （Thermo Scientific）分析並調整為 1 ng/
ul。

(iii) 瘤胃細菌多樣性分析：全長 16S 基因（V1-V9 區域）由具 16 S 基因專一性引子進行擴增，並依據 Pacbio 流

程操作，及使用 SMRTbell 進行資料構建和測序。

V.  統計分析

試驗所得數值資料，使用 QIIME2 比對 MAFFT 與 NCBI 數據庫進行 ASVs 之間的序列相似性多重序列比對分

析。二維散點圖用於可視化主成分分析（principal component analysis, PCA）得分向量，以評估試驗處理組間瘤胃

微生物的相似性、趨勢和分組。利用 SAS 套裝軟體（SAS, 2002），計算使用不同處理組牛群之產乳量及乳成分平

均數，並利用單因子變異數分析（ANOVA）比較組間的平均數差異，用 mean ± SD 表示，以 α = 0.05 為檢定顯

著水準。

結果與討論

飼養乳牛第一要考慮的就是纖維的供應，纖維的充分採食有助於維持牛隻健康、微生物功能、泌乳性能及乳脂

率。植物內含纖維素多寡會隨著其成熟度而逐漸增加，這也是影響動物乾物質採食量的最主要因素（Buxton et al., 
1997）。豆科牧草如苜蓿草葉片及莖桿之 NDF 含量分別約為 25% 與 40 － 50%；而禾本科牧草如百慕達草葉片及莖

桿之 NDF 含量則分別約為 50% 與 70%（Buxton et al., 1995）。相較於豆科植物，反芻動物需要花較多咀嚼及反芻時
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間將禾本科牧草的纖維磨碎，微生物附著於纖維顆粒表面分泌酵素降解纖維（McAllister et al., 1994），小顆粒纖維相

較於大顆粒的消化率來得快，因為小顆粒有較多的表面積暴露，有助於瘤胃微生物進行消化。芻料品質與瘤胃微生物

附著或消化纖維的效率有關，直接或間接對反芻動物營養獲得造成影響。 

表 2. 兩組試驗泌乳牛完全混合日糧之組成及營養成分

Table 2. Ingredients and nutrient composition of the total mixed ration for two groups of experimental lactating cows.
Ingredient items Total mixed ration (%, as DM basis) group1

P B 
Corn silage 22.96 22.90
Bermuda hay - 12.96
Pangola hay 12.72 -
Alfalfa hay 14.38 14.34
Concentrate2 29.31 29.23
Soybean hull 12.72 12.68
Soybean meal, 44% CP 5.33 5.32
Lipid3 1.58 1.58
Sodium bicarbonate 0.80 0.80
Premix4 0.20 0.20
Total 100 100
Calculated values (%, as DM basis)
DM, % 44 44
CP, % 16.4 17.2
EE, % 3.40 3.50
NDF, % 36.4 34.5
ADF, % 21.9 20.4
NEL5, Mcal/kg 1.52 1.52

1 P = Pangola hay group; B =Bermuda hay group.
2 Concentrate included ground rice (29.4%), ground corn (29.4%), soybean meal (28.5%), fish meal (3%), molasses (5%), salt 
(1.2%), limestone (1%), dicalcium potassium (0.8%), sodium bicarbonate (0.8%), magnesium oxide (0.4%), vitamin premix 
(0.03%), and mineral premix (0.02%). (as fed basis).
3 Lipid: Energy Booster 100® dry fat supplement contains 98% total fatty acids.
4 Each kilogram of premix contains Vit. A, 10,000,000 IU; Vit. D3, 1,600,000 IU; Vit. E, 70,000 IU; Fe, 50g; Cu, 10g; Zn, 40g; I, 
0.5g; Se, 0.1g; Co, 0.1g.
5 NEL value is calculated according to NRC (2001).

李等（1991）曾分別以不同成熟度之盤固草作消化測定結果指出，盤固草的營養分消化率與總可消化營養分，均

隨成熟度增加而減少。盤固草草高 50 － 70 公分收割者，全年可獲較佳乾物產量及品質較優之芻料，故適當時期採收

可以得到最佳之攝取量、產量、成分與營養價值，為維持盤固草良好品質必須於適割時期收穫（卜等，1993）。黃等

（2011）將全臺灣飼料成分分析結果盤點並彙集成冊內容指出，日曬盤固草（乾基）CP 含量介於 6.0 至 6.8%；EE 含

量介於 1.8 至 2.0%；NDF 含量介於 73.9 至 74%；ADF 含量介於 43.3 至 44.3%。另外，日曬百慕達草（乾基）CP 含

量約 10.9%；EE 含量約 2.1%；NDF 含量約 69.9%；ADF 含量約 33.9%。整體而言，盤固草與百慕達草雖同為禾本科

牧草，但就營養成分而言百慕達草之 CP 及 EE 含量較盤固草高。本試驗使用之盤固草或百慕達草 CP、EE、NDF 及

ADF 皆低於上述結果，可能的原因為氣候變遷影響國產及進口牧草品質。以國內而言，2020 至 2021 年出現無颱風

且連續乾旱及高溫，使得畜產試驗所北區分所 2022 年盤固草雖於適割期收穫，卻由於前幾年無法配合天候施肥導致

牧草生長不如往年。本試驗期間採集之 TMR 營養成分計算結果如表 2 所示，盤固草 TMR 之 CP、EE、NDF 及 ADF
含量依序為 16.4%、3.4%、36.4% 及 21.9%；百慕達草 TMR 之 CP、EE、NDF 及 ADF 含量依序為 17.2%、3.5%、

34.5% 及 20.4%。不同種類禾本科牧草，雖可藉由配方計算將兩個處理組 TMR 之 CP 與 EE 符合泌乳牛需求，但 NDF
與 ADF 的含量仍略有差異。乳牛乾物質採食量的主要影響因子為 NDF 而影響消化率的主要飼糧因子為 ADF（李等，

1999）。同時，分所收穫之盤固草以圓捆包方式打包，需在加入 TMR 前先切短至 10 到 15 公分長度，但仍無法十分
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均勻；而百慕達草則直接在調製 TMR 時直接混入 TMR 中攪拌。雖然，盤固草與百慕達草品質及調製過程，皆有可

能會造成牛群採食量及消化過程中的差異，本研究探討不同芻料對瘤胃微生物及乳成分之影響，初步推論當盤固草品

質偏低且占比不高的情形下具有差異。

一般而言，瘤胃中的 pH 值約為 6 － 7，但會因飼糧組成變化而造成微生物菌群消長與揮發性脂肪酸組成之變化。

瘤胃中的丙酸及丁酸可透過腸壁吸收做為反芻動物的能量來源，反芻動物唾液中含大量的碳酸氫鈉、碳酸氫鉀和尿

素，可有助於瘤胃 pH 值之穩定，同時發酵過程中產生的氨也有利於微生物生長（宋，2006）。本試驗 P 組及 B 組

牛群之瘤胃 pH 值平均分別 6.71（n= 4）與 6.82（n= 5），說明兩組試驗牛群瘤胃狀態穩定。近年來，許多研究報告

建議捨棄操作分類單元（operational taxonomic units, OTU）的分類方式，轉而採用去噪（Denoising）方法，獲得解析

度更高的擴增子序列變體（amplicon sequence variants, ASVs）（Knight et al., 2018），因此，本試驗結果以校正擴增

子序列錯誤的演算模型（divisive amplicon denoising algorithm, DADA）（Rosen et al., 2012）。P 組與 B 組乳牛群瘤

胃中分別具有 2,071 及 1,974 個獨特微生物物種去氧核醣核酸（deoxyribonucleic acid, DNA）條碼，存在與不同處理

組間（如圖 1），此結果說明不同芻料組成之 TMR 可能會造成荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物組成之差異。Roques 
et al.（2023）研究報告指出，透過 ASVs 來表示瘤胃微生物群的豐富和多樣性，以了解不同飼糧組成對瘤胃微生物群

造成之差異。試驗結果指出，與飼餵晚割青貯（late mown silage diet, LMS）飼糧之乳牛相比，飼餵一般青貯（control 
silage diet, CS）飼糧的乳牛在 820 個 DNA 條碼中有 547 個在兩組間具有顯著差異。其中，瘤胃球菌科和琥珀弧菌科

（Succinivibrionaceae families）含量在 LMS 組的乳牛瘤胃中顯著低於 CS 組（p ＜ 0.001）；相反，LMS 組乳牛瘤胃

中克里斯滕氏菌（Christensenellaceae families）含量明顯較高CS組（p＜ 0.001）。另外，與飼餵高草本植物青貯（herb 
rich silage diet, HRS）的乳牛相比，LMS 組的乳牛在 820 個 DNA 條碼中有 347 個在兩組間具有顯著差異，HRS 組的

乳牛瘤胃之變形菌門（Proteobacteria）含量明顯比 LMS 組的乳牛更豐富（p ＝ 0.03）。上述試驗與本試驗相似皆說

明瘤胃微生物群的組成會受到飼糧之強烈影響。

圖 1. 餵飼不同芻料組成完全混合日糧，對荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物之影響。兩個橢圓代表兩個處理組，重疊

區域代表盤固草組（P）與百慕達組（B）之間相同的子序列變體量。

Fig. 1. Effect of different grasses TMR for rumen microbiota of Holstein late lactation milking cows. Each ellipse represents 
one group. The overlapping regions between the ellipses represent as the amplicon sequence variants (ASVs) that are 
shared between the Pangola hay group (P) and Bermuda hay group (B).

    瘤胃內細菌的總數與各細菌族群多寡，皆會受飼料來源而改變，例如當飼料中精料含量多，則會使乳酸桿菌

的數目增加。乳牛採食牧草並分解纖維素作為營養來源，瘤胃微生物具備降解植物纖維素及半纖維素的能力（Koike 
and Kobayashi, 2009），而影響瘤胃微生物降解的能力包括牧草種類、作物成熟度及微生物族群多寡（Castillo-Gonzalez 
et al., 2014）。由圖 2 可知，P 組與 B 組牛群瘤胃微生物均由擬桿菌門（Bacteroidetes）、厚壁菌門（Firmicutes）、

變形菌門及軟壁菌門（Tenericutes）四個優勢菌門主導。各優勢菌門在兩個處理組樣品相對豐富度也有所不同，擬桿

菌門作為第一優勢菌門在 P 組樣本中的相對豐富度為 69.81%，高於 B 組中 67.22%；而第二優勢菌門的厚壁菌門在 P
組樣本中為 18.61%，低於 B 組中 22.92%。健康牛群瘤胃微生物群在門的級別，大部分屬於擬桿菌門及厚壁菌門（De 
Oliverira et al., 2013）。由圖 3 可知，P 組與 B 組牛群瘤胃微生物樣本中，相對豐富度最高的屬為普氏菌屬，P 組與 B
組牛群樣本中普氏菌屬占比分別為 49.45% 及 50.38%。普氏菌屬、瘤胃球菌屬和丁酸弧菌屬在泌乳牛的瘤胃中含量最

豐富，也是乾乳早期的優勢菌屬（Xue et al., 2018）。普氏菌屬為主要利用非結構性碳水化合物的細菌品種，也是瘤

胃中數目最多的細菌。這類細菌具有分解大分子非結構性碳水化合物（如澱粉）的酵素，但卻沒有分解植物纖維的酵

素，不過仍可利用纖維的分解產物，如水溶性纖維寡糖、纖維二糖及葡萄糖。同時，這類細菌偏好胺基酸和胜肽作為

細胞內蛋白質合成所需氮源，對酸度容忍度較高，即使 pH 值低於 5 仍可存活。Henderson et al.（2015）研究指出普

氏菌屬、丁酸弧菌屬和瘤胃球菌屬易受到飼糧組成變化影響，說明 P 組與 B 組牛群樣本中普氏菌屬占比些許差異的
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可能原因。Xue et al.（2018）為了解不同泌乳天數對牛群瘤胃中 VFA 含量影響，將泌乳天數自 90 天至 219 天分成四

個組，結果發現不同泌乳天數區間其牛群瘤胃中 VFA 含量具有顯著差異（p ＜ 0.01），此結果也說明不同泌乳階段

之牛群瘤胃微生物群具有差異。本試驗兩組選用牛群泌乳天數平均皆大於 305 天屬泌乳末期，其瘤胃微生物群結果比

較應無受泌乳天數影響。另外，利用 PCA 分析，了解餵飼不同芻料組成 TMR 對荷蘭種泌乳末期牛瘤胃主要微生物

組成豐富度差異之影響如圖 4 所示，以屬的級別進行 PCA 以評估處理組之間瘤胃微生物組成的差異。PCA 圖顯示，

PC1 和 PC2 分別佔瘤胃微生物群組成變異為 22.16% 和 19.73%，在 PC1 變異貢獻度較高的主要細菌為 Prevotella，而

Pseudobutyrivibrio、Kineothrix、Butyrivibrio 及 Alistipes 則為 PC2 變異貢獻度較高的細菌。綜上，本試驗結果說明荷

蘭種泌乳末期乳牛群在不同芻料組成餵飼下其瘤胃微生物組成相似，但比例不同。

圖 2. 餵飼不同芻料組成完全混合日糧，對荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物組成在門級別豐富度差異之影響。

Fig. 2. Effect of different grasses TMR for major rumen microbiota at the phylum level relative abundance of late lactation 
Holstein milking cows.

圖 3. 餵飼不同芻料組成完全混合日糧，對荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物在屬級別豐富度差異之影響。

Fig. 3. Effect of different grasses TMR for major rumen microbiota at the genus level relative abundance of late lactation 
Holstein milking cows.

表 3 為餵飼不同芻料組成 TMR 對荷蘭種泌乳末期乳牛產乳量及乳成分影響之結果，P 組與 B 組牛群其產乳量

（29.58 vs. 28.28 kg）、乳脂肪率（4.14 vs. 3.55%）、乳蛋白質率（3.24 vs. 3.48%）、乳糖率（4.72 vs. 4.91%）、

無脂固形物率（8.67 vs. 9.01%）、尿素氮（13.78 vs. 14.53 mg/dL）及檸檬酸（155 vs. 141 mg/dL）等間皆無顯著影

響。乳脂肪率、乳蛋白質率與灰分會隨泌乳期之泌乳天數之增加而增加，但乳糖卻稍減（宋，2006）。P 組及 B 組

試驗牛群之平均起始泌乳天數，分別為 323 ± 45 及 330 ± 41 天，皆屬於泌乳末期，試驗選用泌乳末期牛群進行可能
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是造成本試驗處理組與對照組產乳量與乳品質間無顯著差異之原因。Jami et al. （2014）研究指出，瘤胃中以厚壁菌

門及擬桿菌門之微生物與乳脂肪產量最為相關，且兩者的相對豐富度（relative abundance）是互補的，當厚壁菌門

的相對豐富度提高時，可觀察到擬桿菌門下降，則此時乳脂肪產量上升。前述研究結果與本試驗結果相異，B 組厚

壁菌門在占比高於 P 組，但 B 組乳脂肪率結果並未高於 P 組，主要的差異為本試驗使用之 TMR 組成芻精料比的原

因，Jami et al.（2014）試驗飼糧之芻精料比為 30：70。影響牛乳脂肪酸組成之因素很多，主要可分成動物、飼料

和環境因素。動物因素包括牛隻品種、胎次和泌乳階段等；環境因素如季節、牛群管理及擠乳頻率等；飼料因素則

以飼料與草料種類為主（Jensen, 2002）。表 4 為餵飼不同芻料組成 TMR 對荷蘭種泌乳末期乳牛乳脂肪酸組成影響

之結果，P 組與 B 組牛群其總飽和脂肪酸（2.9 vs. 2.27 g/100 g of milk）、總不飽和脂肪酸（1.01 vs. 0.98 g/100 g of 
milk）、混合型脂肪酸（1.55 vs. 1.33 g/100 g of milk）及預製型脂肪酸（1.36 vs. 1.23 g/100 g of milk）無顯著影響。

但 P 組牛群其乳中新合成型脂肪酸（0.98 vs. 0.75 g/100 g of milk）含量顯著高於 B 組（p ＜ 0.05）。乳腺在合成脂

肪時，所需要的脂肪酸來源主要可分為兩類，第一種是乳腺用來自瘤胃發酵產生之乙酸（acetic acid）及 β- 羥基丁

酸（β-hydroxybutyrate）自行合成脂肪酸，乳脂中所有含十碳數以下脂肪酸皆由此而來。第二種是乳腺吸收血液中

現成的脂肪酸，主要來自食物和身體其他組織製造，少部分來自於瘤胃微生物合成，含乳脂中含十個至十六個碳數

的脂肪酸約有一半在乳腺中合成，另一半來自血脂。若脂肪酸來源受到限制，乳脂的生成便會減少。本試驗結果顯

示，兩個處理組在乳脂肪率的部分並無顯著差異，但 P 組與 B 組牛群乳脂中的新合成型脂肪酸卻有顯著差異（p ＜

0.05），說明乳腺利用來自瘤胃發酵產生之乙酸及 β- 羥基丁酸來源，可能受到不同芻料組成 TMR 影響，但須進一

步評估瘤胃發酵產物變化才能釐清。

圖 4. 不同芻料組成完全混合日糧對荷蘭種泌乳末期乳牛瘤胃微生物在屬級別豐富度差異之主成分分析結果。

Fig. 4. Principal component analysis (PCA) plots of rumen bacterial communities between Pangola hay group (P) or Bermuda 
hay group (B) TMR.

表 3. 餵飼不同芻料組成完全混合日糧，對荷蘭種泌乳末期乳牛產乳量及乳成分之影響

Table 3. Effect of different grasses TMR for milk composition of Holstein late lactation milking cows.
Groups1

Item P (n2 = 5) B (n = 5) p-value
Milk yield, kg/d 29.58 ± 2.90 28.28 ± 2.46 0.59

Milk composition
Fat, %   4.14 ± 1.55   3.55 ± 0.31 0.07
Crude protein, %   3.24 ± 0.30   3.48 ± 0.35 0.95
Lactose, %   4.72 ± 0.23   4.91 ± 0.54 0.08
Solid not-fat, %   8.67 ± 0.42   9.01 ± 0.34 0.63
Urea nitrogen, mg/dL 13.78 ± 2.04 14.53 ± 4.16 0.30
Citric acid, mg/dL 155 ± 21 141 ± 27 0.76
Mean ± standard deviation.
1 P = Pangola hay group; B = hay group. 
2 n = number of cows.
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表 4. 餵飼不同芻料組成完全混合日糧，對荷蘭種泌乳末期牛乳脂肪酸組成之影響

Table 4. Effect of different grasses TMR for milk fatty acids composition of Holstein late lactation milking cows.
Groups1

Item P (n2 = 5) B (n = 5) p-value
Total saturated fatty acid, % 2.90 ± 1.30 2.27 ± 0.23 0.06
Total unsaturated fatty acid, % 1.01 ± 0.30 0.98 ± 0.13 0.33
De novo fatty acid 3, % 0.98 ± 0.44 0.75 ± 0.06 <0.05
Mixed fatty acid, % 1.55 ± 0.57 1.33 ± 0.10 0.06
Preformed fatty acid, % 1.36 ± 0.44 1.23 ± 0.15 0.20

Mean ± standard deviation.
1 P = Pangola hay group; B= Bermuda hay group.
2 n = number of cows.
3 De novo fatty acid (C4:0, C6:0, C8:0, C10:0, C12:0, C14:0 and C14:1), mixed fatty acid (C16 and C16:1), preformed fatty 
acid (C15:0, C17:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C20:0, C20:2, C 22:0 and C24:0).

結　　論

荷蘭種泌乳末期乳牛，餵飼不同禾本科牧草完全混合日糧，會造成其瘤胃微生物組成及乳成分變化。P 組與 B
組牛群瘤胃微生物均由 Bacteroidetes、Firmicutes、Proteobacteria 及 Tenericutes 四個優勢菌門主導；P 組與 B 組牛群

樣本中，相對豐富度最高的屬為 Prevotella，占比分別為 49.45% 及 50.38%；以屬的級別進行 PCA 以評估處理組之

間瘤胃微生物組成的差異，結果顯示 PC1 和 PC2 分別佔瘤胃微生物群組成變異為 22.16% 和 19.73%。P 組與 B 組牛

群其產乳量、乳脂肪率、乳蛋白質率、乳糖率、無脂固形物率、尿素氮及檸檬酸等間皆無顯著影響。但是，P 組牛

群其乳中新合成型脂肪酸（0.98 vs. 0.75 g/100 g of milk）含量顯著高於 B 組（p ＜ 0.05）。綜上試驗結果，荷蘭種泌

乳末期乳牛群在不同芻料組成餵飼下其瘤胃微生物組成相似，但比例不同。可能由於飼糧造成瘤胃微生物組成差異，

也使得乳脂肪中與瘤胃發酵有關之新合成型脂肪酸比例在兩組間有顯著差異。瞭解不同禾本科牧草完全混合日糧對

泌乳牛群瘤胃核心微生物組成與乳成分變化，將有助於找出國產芻料可能最適應用比例。
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The effect of different forage on rumen microbiota and milk 
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Abstract

The objective of this was to compare the milking cow's microbiota profiles and milk composition by feeding different 
forage total mix rations. A total of 10 late lactation milking cows with similar milk production and lactation days were 
selected, and five lactating cows were in each Pangola hay (P) or Bermuda hay (B) group. In the experimental period, cows 
were pre-fed for 18 days. Milk samples were collected in the last three days, and rumen fluid samples were only collected 
at the end of the experimental period. The results showed 2,071 and 1,974 DNA barcoding of unique microbial species 
in the rumen of dairy cows in groups P and B, respectively, and between different treatment groups. At the phylum level, 
the rumen microorganisms of the P and B groups were dominated by four dominant bacteria, including Bacteroidetes, 
Firmicutes, Proteobacteria, and Tenericutes. Nevertheless, the relative abundance of the dominant phylum in the samples of 
the two treatment groups was different. The relative abundance of Bacteroides as the first dominant phylum in the samples 
of group P was 69.81%, which was higher than that of 67.22% in group B. The genus with the highest relative abundance 
in group P and B cattle samples was Prevotella, accounting for 49.45% and 50.38%, respectively. PCA analysis indicated 
that Prevotella was the major bacteria with higher contributions to variability, Pseudobutyrivibrio, Kineothrix, Butyrivibrio, 
and Alistipes were major contributors to PC2 variability. No significant differences existed between groups P and B of milk 
yield, fat, protein, lactose, solids not-fat, urea nitrogen, and citric acid content. However, the content of de novo fatty acids 
(0.98 vs. 0.75 g/100 g of milk) in the milk of group P was significantly higher than that of group B (p < 0.05). To summarize 
the results, the composition of rumen microbiota in milking cows fed with different ration compositions was similar, but the 
proportions differed. Understanding the changes in rumen core microbial composition and milk composition of milking cows 
with different forage complete mixed diets will help to develop the most suitable ratio of domestic forage that is stable in the 
rumen and capable of utilizing production capacity. 
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氣候變遷下乳牛產業面臨的熱平衡管理挑戰 -

回顧性研究 (1)

李佳蓉 (2)(3) 林怡君 (3)(4)

收件日期：112 年 7 月 31 日；接受日期：112 年 12 月 8 日

摘　　要

聯合國氣候變遷專門委員會（Intergovernmental Panel on Climate Change）調查報告預估，未來 30 年地表平均氣

溫會上升達 1.5° C，中緯度陸地升溫可能高達 3° C，而高緯度陸地可能達 4.5° C，高溫環境已是乳牛產業最重要的挑

戰之一。環境中高乾球溫度、高濕度、高輻射與低空氣流動易造成牛隻熱緊迫（heat stress）。熱緊迫影響乳牛行為

與生理，進而導致產乳量下降和能量負平衡，增加繁殖障礙風險，甚至造成牛隻死亡。在環境條件、曝露時間、個

體差異與品種等條件相互影響下，牛隻的狀態可用熱負荷（heat load）一詞描述與定義牛隻熱平衡表現。牛隻處於

高熱緊迫環境或高熱負荷狀態都有相似的生理表現，包含呼吸速率、心跳、體溫與飲水量增加，採食量、活動量與

臥坐行為減少等。無論是溫度或風速的單一指標，或是複合型指標，都能用於評估熱緊迫程度對牛隻的影響。當環

境指標超過一定數值（閾值），牛隻生理與行為反應會出現劇烈變化。不同地區、不同牛種與不同生產階段的牛隻

都會有不同的熱負荷閾值。要減少牛隻體內熱量進而緩解熱負荷，主要有二種方法，包含減緩熱生成以及加速熱散

失。在氣候變遷下，詳細了解乳牛在熱緊迫環境的各種反應，有利制定管理戰略，讓牛隻提高耐熱性的同時維持生

產力，而透過育種可以從根本改善乳牛對熱的適應，再結合以牛為本的熱平衡管理手段，可尋找對環境永續最佳管

理策略。

關鍵詞：熱緊迫、熱負荷、氣候變遷、熱平衡管理。

緒　　言

聯合國氣候變遷專門委員會（Intergovernmental Panel on Climate Change）報告顯示，近百年來人類造成全球地

表平均溫度增加 1.07° C（Lee et al., 2023）。然而，IPCC預估在 2030年到 2052年之間，地表平均氣溫會上升達 1.5° C，
而陸地的溫度變化會高於地表均溫，中緯度地區升溫可高達 3° C、高緯度地區則可達 4.5° C（IPCC, 2018）。依據交

通部中央氣象局觀測站觀測資料顯示，1911 至 2020 年間臺灣年平均氣溫上升約 1.6℃，溫度上升速度在最近 30 年

有增加趨勢 （科技部等，2021）。隨著氣候變遷，臺灣四季分布亦隨之改變，21 世紀初夏季長度已增加為 120 至

150 天，冬季則縮短為約 70 天，未來夏季長度預估增長至 155 至 210 天，冬季長度則縮短至 0 至 50 天。因此在氣

候變遷下，面對溫度逐年上升，乳牛飼養場的管理策略必須比過去更加積極。

熱緊迫會影響乳牛生產效率，包含產乳量和受孕率（Burhans et al., 2022），進而影響牧場獲利能力。熱緊迫

甚至會增加牛隻死亡風險，Vitali et al.（2009） 調查發現，乳牛夏季死亡率高於春季，當溫溼度指數（temperature-
humidity index, THI）大於 80 時，乳牛死亡率會顯著上升。特別是死亡經常發生在極端高溫後幾天，死亡率升高當

下環境溫度可能不再具威脅性，讓農民往往忽略極端高溫的影響（Burhans et al., 2022）。

本回顧性研究的目的包含（1）熱緊迫環境對牛隻行為與生理上的改變、（2）探討評估乳牛熱平衡狀態的相關

指標，並整理（3）熱平衡管理與熱應對戰略，及（4）動物福祉與環境永續。 

I.   熱緊迫對牛隻的影響

當環境條件足以限制牛隻代謝熱損失，或當周圍溫度高於動物表面溫度，或是動物從其他物體獲得輻射熱時，

恆溫動物維持恆定體溫的能力可能會受到影響（Dikmen and Hansen, 2009）。影響動物體溫的四個主要環境因素是

(1) 農業部畜產試驗所研究報告第 2773 號。

(2) 農業部畜產試驗所畜產經營組。

(3) 國立中興大學動物科學系。
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乾球溫度、濕度、輻射和空氣流動，這些環境條件使環境狀態高於動物熱中性區（thermal neutral zone）的溫度範圍，

對牛隻造成影響進而產生熱緊迫（heat stress）（Buffington et al., 1981; Dikmen and Hansen, 2009）。在不考慮環境適

應性以及產乳量的狀況下，單純以溫度而論，泌乳牛熱舒適溫度帶上限為 25 至 26℃（Berman et al., 1985; Kadzere et 
al., 2002）。

然而，熱緊迫僅考慮環境條件對牛隻引起的生理反應，並未考慮動物個體因素。熱負荷（heat load）一詞則結

合了動物個體因素和環境條件對動物的累積影響（Hahn, 1999），比起熱緊迫，熱負荷更適合描述動物的熱平衡（Lees 
et al., 2019）（圖 1）。動物體內高熱負荷狀態對生產、繁殖和福祉都會產生不利影響（Nordlund et al., 2019），行

為和生理反應等可量化數據，可以當作熱負荷的指標（Lees et al., 2019）。

圖 1. 影響牛隻體內熱負荷的因素涉及環境因子、動物個體因素以及飼養管理。環境因子包含環境溫度、濕度、風速

和輻射熱（Dikmen and Hansen, 2009）；動物個體因素包含品種（Carvalho et al., 2018）、毛髮型態（Gebremedhin 
and Wu, 1998）、生產階段（Kovacs et al., 2020）、健康狀態（Gaughan et al., 2008）、適應性（Hammami et 
al., 2013）與毛髮顏色（Gebremedhin et al., 2008）都會影響體內熱負荷；飼養管理的日糧（West, 1999） 、降

溫措施（Levit et al., 2021）以及墊料狀態（Gaughan et al., 2008）也會影響牛隻熱負荷。

Fig. 1. Factors influencing the internal heat load of cattle encompass environmental factors, individual animal characteristics, 
and husbandry management. Environmental factors include ambient temperature, humidity, wind speed, and radiant 
heat (Dikmen and Hansen, 2009). Individual animal characteristics comprise breed (Carvalho et al., 2018), fur type 
(Gebremedhin and Wu, 1998), production stage (Kovacs et al., 2020), health status (Gaughan et al., 2008), adaptability 
(Hammami et al., 2013), and fur color (Gebremedhin et al., 2008), all of which can influence the heat load. Additionally, 
feed management (West, 1999), cooling measures (Levit et al., 2021), and litter conditions (Gaughan et al., 2008) of 
husbandry management can impact the heat load of cattle.

泌乳牛正常體溫在 38.3 至 38.9℃之間（Sjaastad et al., 2010），當環境溫度和濕度持續增加時，對牛隻體內熱量

累增的影響會加劇（West, 2003）。在熱緊迫期間，反芻動物透過各種途徑，減少熱量產生同時增加熱量損失，以

維持正常體溫（Bernabucci et al., 2010）。當牛隻本身產熱和環境所造成的熱緊迫時間增加時，動物無法排除過多的

體熱，便會發展成致命的病症（Burhans et al., 2022），當牛隻體溫達 42℃就有可能致死 （Sjaastad et al., 2010）。

熱致死的進程涉及動物體內多系統功能障礙和失衡，包含電解質失調、不穩定的血液 pH 值和胃腸道高通透性等

（Burhans et al., 2022），牛隻最終因熱毒性和熱敗血症二條途徑而死亡（Lim, 2018）。熱毒性涉及直接熱組織損傷，

包括細胞膜的液化以及細胞內蛋白質和細胞器的變性；熱敗血症則涉及內毒素血症、氧化傷害、敗血症和全身炎症

等。如果出現足以致命的熱緊迫環境，牛隻不一定會在達到特定溫度後突然死亡，或是所有動物一起死亡（Burhans 
et al., 2022）。

氣候變遷下乳牛產業面臨的熱平衡管理挑戰 - 回顧性研究
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為應對體內增加的熱，牛隻會有一連串反應。Polsky and von Keyserlingk（2017）將乳牛應對熱緊迫環境的反應，

總結為行為和生理二大類。行為反應包括增加飲水量、減少採食量和改變採食時間、尋找陰涼處、減少活動和增加

站立時間等；生理反應包括增加呼吸速率、出汗以及降低產乳量等。本研究整理熱緊迫或乳牛高熱負荷造成的影響，

並比照分成行為反應與生理反應進行探討。

(i)  行為反應

1.  採食與營養

熱緊迫環境下泌乳牛採食模式會改變（Hahn, 1999），並且減少乾物質採食量（dry matter intake, DMI） （West, 
2003），DMI 下降的結果導致產乳量下降（Spiers et al., 2004）。當氣溫、溫濕度指數和直腸溫度，其中一種數

值升高超過閾值，就會影響 DMI 進而影響產乳效率（West, 2003）。熱緊迫環境下 DMI 下降是必然結果，因為

降低 DMI 是乳牛維持核心體溫的重要戰略（Lees et al., 2019）。然而，熱緊迫致使 DMI 減少僅占產乳量降幅的 
35%，其他下降因子和牛隻代謝發生變化有關 （Rhoads et al., 2009），代謝變化包含因胰島素作用減少進而改變

體內營養分配，此過程會阻止泌乳牛的葡萄糖調節（Bernabucci et al., 2010）。熱緊迫環境除了造成能量攝取不足，

牛隻還必須耗費額外的能量增加喘氣速率與增加站立時間，能量需求比沒有熱緊迫更高（Lees et al., 2019）。採

食行為與能量需求相反的狀況下，讓牛隻營養管理面臨更嚴峻的挑戰。

在 Spiers et al.（2004）模擬熱緊迫環境的試驗中，DMI 在環境溫度升高後第 1 天即受到抑制，但 DMI 並不會

因長期暴露在熱環境後有所恢復（Spiers et al., 2018），亦即不會產生適應性或出現代償機制增加採食量。長期

熱緊迫環境下，DMI 長期減少導致動物進入生理能量負平衡狀態，呈現消瘦且較低的體態評分 （body condition 
score, BCS）（Rhoads et al., 2009）。為了維持乳牛產乳量同時減輕 DMI 下降，降低草料和增加精料來增加日糧

的能量密度是一種減少熱緊迫負面影響的有效戰略 （Renaudeau et al., 2012）。

2.  飲水

呼吸與發汗造成動物體內水分流失，乳牛在熱緊迫狀態下水的攝取量會上升 （Hahn, 1999），當溫度上升 1℃，

飲水量增加約 1.2 公升（West, 2003），但在嚴重熱緊迫情況下，動物的口渴會被高熱引起的精神狀態抑制，無

法喝水會加劇熱緊迫的脫水效應（Ganong, 2005），水分攝取不足會加劇熱緊迫致死的的進程 （Burhans et al., 
2022）。

3.  躺臥行為

增加站立是減少乳牛體溫的行為之一，Allen et al.（2015）研究發現，乳牛在熱緊迫期間會增加站立時間，同

時減少躺臥時間，站立可以使乳牛有更多表面積曝露於空氣中，並通過對流和蒸發作用進行冷卻。隨著熱緊迫

程度增加，平均每日總躺臥時間減少，但是每日總躺臥次數不會出現顯著變化（Zähner et al., 2004）。站立每小

時可以減少體溫 0.25 ± 0.03℃，躺臥則會增加體溫 0.5 ± 0.02℃，隨著 THI 上升，躺臥增加體溫的速度也會變快

（Nordlund et al., 2019）。

4.  其他行為

Schütz et al.（2010）研究顯示，在有限空間中，熱緊迫環境會增加牛隻攻擊互動（aggressive interactions），

增加陰影面積後則可有效減少攻擊互動。牛在感受到熱時，會主動尋找涼爽的地方，例如有遮蔭的棚架（Tresoldi 
et al., 2016）。若畜舍內有使用灑水降溫，牛隻選擇空氣溫度相對較低的畜舍並避免被水淋濕頭部（Chen et al., 
2015）。不同生產階段的乳牛也會有不同的行為反應，經產牛出現推擠行為的概率較初產牛高（P ＜ 0.05），然

而無論經產牛還是初產牛，推、撞和追逐的攻擊行為都在下午達到頂峰（Pilatti et al., 2019）。此外，在高熱緊

迫環境下，發情導致活動步數增加的現象會變得不明顯，後續的受孕率也會下降（Polsky et al., 2017）。牛隻應

對熱緊迫之行為反應相關研究如表 1。
(ii) 生理反應

1.  呼吸、出汗等反應

出汗和喘氣是動物在熱緊迫環境下表現出的兩種主要自主反應（Lees et al., 2019），出汗導致皮膚表面的蒸

發作用增加，而在喘氣時，體內水分以蒸發的形式將熱從肺部帶走（Gebremedhin et al., 2008）。當排汗降溫不

足以恢復正常的核心溫度時，乳牛會嘗試通過增加呼吸速率和減少產生代謝熱來降溫（Silanikove, 2000），隨

著溫度升高呼吸速率上升（Spiers et al., 2004; Li et al., 2020），在炎熱和乾燥的環境條件下，出現喘氣反應（即

流口水、張嘴或伸出舌頭）的牛，比沒有喘氣反應的牛有更高的呼吸頻率（Tresoldi et al., 2016）。但是 Zhou et 
al.（2023）研究發現，呼吸所造成的蒸散量並沒有隨著溫度上升而增加，增加的蒸散量主要來自出汗，且出汗造

成的熱蒸散量遠大於呼吸。呼吸和出汗通常可以成功減少體熱，避免引起致死的致病機轉，但是當環境處於極端

熱緊迫狀態下，出汗和呼吸可以減少的熱量還是有極限（Burhans et al., 2022）。

除了呼吸和發汗速率外，心跳速率與直腸溫度都和熱緊迫程度呈正相關 （Bouraoui et al., 2002），當 THI 值
從 68 增加到 78 時，觀察到直腸溫度增加 0.5℃，心跳和呼吸速率則每分鐘分別增加 6 次和 5 次。許多研究亦都

李佳蓉　林怡君
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顯示熱緊迫程度增加，會導致呼吸速率（Spiers et al., 2004; Mader et al., 2006; Zhou et al., 2022）和直腸溫度（Allen 
et al., 2015; Zhou et al., 2022）上升。Li et al.（2020）研究發現，平均呼吸速率和平均直腸溫度之間存在非常強的

相關性，平均呼吸速率每分鐘增加 4.8 次，平均直腸溫度則增加 0.1° C，而觸發生理反應顯著失控的熱緊迫環境，

所對應的直腸溫度為 38.6° C、平均呼吸速率則是每分鐘 48 次。

當乳牛處在較高熱負荷狀態，生理反應包括出汗、呼吸以及循環調整 （Burhans et al., 2022），但其他如心跳

速率、瘤胃蠕動速度對應直腸溫度的反應可能不顯著或是沒有顯著規律（García et al., 2020）。熱負荷對不同生

產階段或產乳量的影響程度不同（Gaughan et al., 2008），也會有不同的生理表現，例如經產牛出現喘氣的概率

較初產牛高（P ＜ 0.05）（Pilatti et al., 2019），而高產乳牛身體產熱量與心跳速率較低產牛高（Purwanto et al., 
1990），此外直腸溫度隨著泌乳天數（day in milk, DIM）增加而逐漸下降（Bewley et al., 2008）。牛隻應對熱緊

迫之呼吸、心跳、體溫及蒸散率等反應相關研究如表 2。
2.  血液生化

哺乳動物因熱而過度換氣的反應分成兩個階段（Tresoldi et al., 2016），第一階段是呼吸急促，包括呼吸頻

率增加和潮氣量減少，第二階段則是呼吸過度。呼吸過度狀態下，仍可看到高呼吸速率和喘氣行為，但與初始

呼吸急促相比，呼吸速率較降低，而潮氣量增加有助於蒸發冷卻，此外血液中 CO2 濃度降低導致呼吸性鹼中毒

（Burhans et al., 2022），這種呼吸性鹼中毒現象會在牛隻曝露於熱緊迫環境後數小時內出現（Schneider et al., 
1988），血液 pH 值偏高的狀態下會刺激腎臟排泄碳酸氫鹽（HCO3-）以維持血液 pH 值穩定，轉為代償性代謝

性酸中毒（Burhans et al., 2022）。這種酸中毒 - 鹼中毒的往復循環反映在乳牛尿液 pH 值的晝夜變化上，在較熱

的下午 pH 值升高，然後在較冷的夜間和清晨 pH 值會降低（Schneider et al., 1988）。代謝性酸中毒還可能進一

步減少採食量，因為血液 pH 值下降和 DMI 下降之間存在正相關（Zimpel et al., 2018） 
呼吸速率增加會導致酸鹼紊亂，而出汗會導致血中電解質失衡。汗液中會分泌大量的 K+（Kadzere et al., 

2002），汗液中 K+ 的分泌隨溫度和熱緊迫持續時間升高而增加。而 Na+ 在熱緊迫環境下，則會透過流涎和尿液

加速排出體外（Burhans et al., 2022），其中唾液中包含了中和血液和瘤胃 pH 值的 HCO3-，唾液流失加劇了代謝

性酸中毒的進程。

雖然前述回顧提及「曝露於熱緊迫環境下乳牛會增加飲水量」，但由於排汗增加、喘氣與流涎造成的水分蒸

散和唾液損失，以及腹瀉造成的水分損失，都會對牛隻體內水平衡造成負面影響。一旦攝水量不足以應付水分損

失導致牛隻脫水；脫水會對血漿總量產生影響，除了導致凝血功能障礙外，更限制動物的體溫調節能力，二種機

制都增加了熱緊迫致死的風險（Burhans et al., 2022）。

乳牛在熱負荷程度增加下，體內血流被引導至皮表，試圖透過輻射傳導減少體內熱量，核心血液減少影響消

化與吸收效率（Silanikove, 2000）。營養吸收後在肝臟的能量、脂質和蛋白質代謝亦會改變，不僅引起氧化自由

基造成肝功能損害，還會危及免疫反應並降低繁殖性能（Bernabucci et al., 2010）。

許多血液生化值亦為隨著熱緊迫程度增加而改變（Koubkova et al., 2002），例如：當空氣溫度從 18° C 增加

到 32° C 時，血清白蛋白（albumin）和血中尿素氮（blood urea nitrogen, BUN）會增加、高產乳牛的丙胺酸氨基

轉移酶 （alanine transaminase, ALT）活性隨著空氣溫度增加而降低。熱緊迫初期血液濃縮導致葡萄糖、血容比 
（hematocrit, Hct） 和總蛋白質（total protein, TP）便顯著上升，葡萄糖會在快速上升後快速下降。

除了血液生化值外，體內熱休克蛋白（heat shock protein, HSP）會隨熱緊迫而增加，部分 HSP 會保護細胞

不受傷害，例如熱緊迫下，泌乳牛乳腺細胞中 HSP70 會上升，主要負責保護乳腺細胞免受到傷害（Hu et al., 
2016）。

3.  繁殖

對全年皆進行繁殖配種的生產者來說，熱緊迫環境是個大問題（Polsky and von Keyserlingk, 2017）。熱緊迫

環境對乳牛的繁殖力產生明顯負影響，尤其是在熱帶和亞熱帶地區炎熱潮濕的夏季（Baruselli et al., 2020）。當

環境溫度從 29.7° C 升高到 33.9° C 後，首次配種的受孕率從 25% 下降到 7%（Cavestany et al., 1985），而夏季熱

緊迫導致受孕率下降幅度達 20 至 30%（De Rensis and Scaramuzzi, 2003）。當平均 THI 達 73 以上，受胎率便會

從 31% 下降到 12%，無論是配種前還是配種後，熱緊迫環境都對受胎率有負面影響，而配種前 21 天至前 1 天的

熱緊迫對受孕率影響最大（Schüller et al., 2014）。人工授精（Artificial insemination, AI）當天乳牛的直腸溫度也

是一種指標，當 AI 期間直腸溫度高於 39.1° C 時，第 60 天的受孕率從 21% 下降到 15%（Pereira et al., 2013）。

母牛高體溫不僅會導致受精失敗，也會導致早期胚胎死亡。夏季熱緊迫期間從泌乳牛身上採集的卵母細胞在體外

受精後發育到囊胚的能力也會明顯降低（Baruselli et al., 2020），此現象和卵子發育過程中卵母細胞遭遇高體溫

導致細胞熱休克有關（Roth, 2017）。

 II.  環境指標對動物之影響

儘管核心體溫（陰道或直腸）或呼吸速率為動物曝露於熱緊迫環境提供了有價值的資訊，但這兩種監測措施
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在大規模生產場中長期使用不切實際，此外，數據的「時間不連續」問題，使動物與環境之間的關係不一定準確

（Bewley et al., 2008），相對於動物數據，環境資訊可以透過在牧場欄舍安裝各類感測器，並被動取得環境數據。

透過各類環境數據的研究，可以估算牛隻生理及產能上的變化，除了預測風險外，還可以制定降溫戰略。

本篇將環境數據分四個部分探討，包含：（1）單一環境指標、（2）複合環境指標、（3）環境指標閾值以及（4）
結合時間概念的指標運用。

(i)  單一環境指標

1.  溫度

溫度和熱緊迫程度常常被放在一起討論。雖然牛隻熱中性帶上限溫度為 25 至 26℃，然而環境溫度對呼吸速

率和直腸溫度的影響在 19 至 26° C 的熱中性帶就已經出現（Zhou et al., 2022）。大多數情況下，隨著溫度升高，

呼吸速率、直腸溫度、體表溫度都會升高（Gaughan et al., 2008; Li et al., 2020），乳牛的呼吸速率和出汗量通常

隨著溫度增加而增加，但是乳牛個體之間的差異很大（Zhou et al., 2023）。

環境溫度不僅影響直腸溫度和呼吸速率，還影響採食量進而影響產乳量 （Chen et al., 2013），並增加牛隻站

立時間（Zähner et al., 2004）。當環境溫度達到 25至 27℃ 時，DMI開始下降；當溫度從攝氏 20℃ 上升到 29℃ 時，

乳牛的產乳量降低了 23% （Spiers et al., 2004）。但是，DMI 開始下降的環境溫度受日糧類型和組成影響，例如

隨著溫度上升，草料比例高的日糧 DMI 下降速度較快 （Beede and Collier, 1986）。

2.  濕度

雖然許多研究顯示溫度和直腸溫度為顯著正相關，但當牛隻長期處在相對濕度（relative humidity, RH）高於

90% 的環境，對生理和產能的負面影響可能超過溫度。Shiao et al.（2011）研究發現，乳牛在使用水簾系統降溫

的低溫高濕環境中，直腸溫度、採食量以及泌乳量都比處在相對高溫但低濕（相對 THI 較水簾舍高）的牛群差，

其原因為高濕度抑制汗液的蒸散作用，導致牛隻無法透過發汗紓解體內熱負荷，最終導致即便環境溫度和 THI
相對低，但熱負荷程度卻相對較高的情形。出汗是熱帶地區反芻動物散熱的最重要途徑（Kennedy, 1995），在溼

度增加的狀態下，牛隻出汗都顯著下降（Gebremedhin et al., 2008），不僅如此，RH 和皮膚表面的蒸發率之間存

在反比關係，因為當 RH 較高時，蒸發冷卻功效會減弱（Gebremedhin and Wu, 1998; Gebremedhin et al., 2008）。

在低風速環境下，高濕度環境抑制乳牛總體蒸發量的增加速率，且高濕度環境總蒸發量低於低濕度環境總蒸發量

（Zhou et al., 2023）。

Zhou et al.（2022）研究發現，RH 顯著影響高產乳牛的呼吸速率、直腸溫度和泌乳性能。隨著溫度上升，採

食量在高濕度（60 － 90%）環境下，下降的幅度較中 （45 － 70%）、低（30 － 50%）濕度環境明顯（Burhans 
et al., 2022; Zhou et al., 2022），泌乳性能和乳蛋白質亦會顯著減少（Zhou et al., 2022）。

3.  空氣流動速度（風速）

皮膚的蒸發冷卻是熱環境中熱負荷緩解機制的主要模式，蒸發冷卻作用會隨著風速的增加進一步增強

（Gebremedhin and Wu, 1998; Gebremedhin et al., 2008）。不同牛種對風速的反應也不同，Gebremedhin et 
al.（2008）研究發現，風速越高白色牛的出汗率就越高。荷蘭乳牛在低風速環境（0.1 m/s）的體表溫度和直腸溫

度都明顯比中（1.0 m/s）、高（1.5 m/s）風速環境高（Zhou et al., 2022）。

調節風速被廣泛運用在緩解乳牛熱負荷。乳牛淋浴降溫之後，風速越高呼吸速率及體表溫度的下降變化就越

高，亦即熱負荷緩解的效果越好（Tresoldi et al., 2018a），而且淋浴後吹風的風速可以延長低體溫的持續時間，

當水流量大於每分鐘 1.3 L 時，後續吹風的風速每增加 1 m/s，可使體溫保持在對照值以下約 27 分鐘（Chen et 
al., 2015）。

4.  輻射熱

相對於溫度、濕度和風速，輻射熱對牛隻影響的研究相對少。除了乳牛場多建有含屋簷畜舍，牛隻在高溫環

境下，會主動尋找遮蔭（Tresoldi et al., 2016），大幅減少輻射熱對牛隻的影響，因此輻射熱對牛的影響多在沒有

屋簷的圈飼肉牛。Gebremedhin et al.（2008）研究發現，隨著太陽輻射增加，牛隻體溫會上升，而且輻射熱會影

響牛隻體表蒸散率，當輻射熱大於 600 W/m2 時，濕潤體表的蒸散速率顯著低於無輻射熱的環境。當熱緊迫程度

較低時，總體輻射熱對乳牛的躺臥和站立行為沒有顯著影響（Provolo and Riva, 2009）。

(ii)  複合型環境指標

1.  傳統 THI 指標

NRC（1971）的 THI 計算公式是目前常用於牛隻評估熱緊迫的指標。例如 Bouraoui et al.（2002）研究發現，

當THI達69以上乳量即開始顯著下降，而下降幅度以簡單線性回歸公式推算，THI每增加1個單位，乳量下降0.41
公升；在放牧牛的試驗中，每增加 1 個 THI 單位，乳牛站立的時間增加 0.14%，吃草、躺臥和反芻行為時間分別

減少 0.30、0.04 和 0.70%（Morales-Piñeyrúa et al., 2022）；畜舍環境 THI 每增加 1 個單位，乳牛平均躺臥時間減

少 18.1 分鐘（Nordlund et al., 2019）。當 THI 大於 68 時，躺臥總時間會顯著減少（Heinicke et al., 2018），而隨
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著 THI 上升，直腸溫度、躺臥時間和乳汁中的皮質醇濃度也會上升（Zähner et al., 2004）。

Armstrong（1994）提出溫度濕度指數對應牛隻熱緊迫程度分級，該分級方法被廣泛使用在評估乳牛的熱緊迫

程度（Dikmen and Hansen, 2009）。在 Armstrong （1994） 的分類下，當 THI ＜ 72 時牛隻為舒適的無熱緊迫狀

態；72 ≦ THI ＜ 78 為輕度熱緊迫；78 ≦ THI ＜ 89 為中度熱緊迫；89 ≦ THI ＜ 99 為重度熱緊迫；而當 THI ＞
99 即會出現死亡。THI 指標所對應的熱緊迫程度可以用來評估與解釋乳牛的生理與行為改變，例如當 THI 達到

69 以上，乳量開始下降（Bouraoui et al., 2002），而當 THI 達 72 以上時，下降更為明顯，THI 達到 80 或以上產

乳量下降了 23% 到 28%。欄中的每日平均 THI 從 68.5 增加到 79.0，平均每日躺臥時間從每天 9.5 小時減少到每

天 6.2 小時（Nordlund et al., 2019）。

在 THI 值較高的環境，氣候變化對動物的影響會更明顯（Polsky and von Keyserlingk, 2017），此外，即使使

用同一條 THI 公式，在不同的研究環境下會出現不同的熱緊迫程度分類，例如 De Rensis et al.（2015）將 THI ＜
68 定義為乳牛的熱危險區之外，在 THI 為 68 至 74 時觀察到輕微的熱緊迫跡象，當 THI 達 75 時，生產性能會急

劇下降（進入下一個熱緊迫階段）。

雖然 THI 能解釋乳牛直腸溫度的變化，但 THI 是根據環境參數制定的，通常沒有參考牛隻體溫（Dikmen 
and Hansen, 2009）。而不同種 THI 公式有不同的濕度或乾球溫度加權比重，可以用於解釋不同的環境條件

（Bohmanova et al., 2007）。傳統 THI 公式，溫度比重較濕度大，因此 THI 針對呼吸與體溫的預測值僅略高於單

獨的乾球溫度（Dikmen and Hansen, 2009）。對於不同溫度與溼度比重的 THI 公式， Bohmanova et al.（2007）
以產乳量產出指標，發現在濕度高的地區使用濕度權重較大的 THI 公式更符合牛群狀況，而濕度權重較低的 THI
公式適合低濕度區域的牛隻反應。

2.  其他複合型指標

除了傳統溫度與濕度公式之外，結合風速和輻射熱的指標陸續被計算出來，並被應用於熱緊迫與熱負荷研究。

例如 Gaughan et al.（2008）以喘氣指數作為牛隻對熱的行為指標，針對 17,560 隻肉牛體內熱負荷程度，結合

風速與輻射研發出 heat load index （HLI）公式。後續研究發現，牛隻鼻鏡汗水的出汗量與 HLI 相關性高於 THI
（García et al., 2020）。

Hammami et al.（2013）以乳量與體細胞變化分析六種評估熱緊迫程度的環境指標，包括 THI（NRC, 
1971）、adjusted THI（THIadj; （Mader et al., 2006） ）、HLI（Gaughan et al., 2008） ）、equivalent temperature 
index（ETI; （Baeta et al., 1987） ）、environmental stress index（ESI; （Moran et al., 2001） ）、comprehensive 
climate index （CCI;（Mader et al., 2010）），其中 THIadj、HLI、ETI 和 CCI 公式包含風速，而 THIadj、HLI、
ESI 和 CCI 公式包含輻射熱，六種指標對乳量和體細胞變化都有很高的關聯性。另一份研究比較了 THI、ETI 和
predicted respiratory rate（PRR）三種環境複合指標，三種指標都與泌乳牛體內溫度呈正相關，但 PRR 不能作為

乳牛夜間熱緊迫程度的指標（Carvalho et al., 2018）。

由於環境指標與動物生理常常不是直線型關係，除了公式化的環境複合型指標外，透過複合指標的分析與二

次方建模，更能有效預估牛隻生理反應（Li et al., 2020）。例如：與直腸溫度有最佳擬合度的最簡單模型，是以

乾球溫度和 RH 的二次方線性模型（Dikmen and Hansen, 2009）。Li et al.（2020）研究發現，結合產乳量、時間

段和環境溫度的二次方模型，對預估呼吸數有更好的解釋能力。透過模型模擬和分析，從最有解釋力的公式中

可進一步發現，環境溫度、RH、風速、時間段和產乳量對乳牛熱負荷變化影響的相對重要性分別為 76、3、5、
8 和 8%。在另一個有高度解釋力的公式中，可以計算出該飼養環境下，風速每增加 1.7 m/s 可以降低核心體溫

0.1℃。

 (iii) 環境指標閾值

閾值是目標發生某種變化所對應條件的值。Heinicke et al.（2018）將 THI 設為 X 值、乳牛行為產出為 Y 值，

並將資料分成獨立二段線性迴歸模型，以赤池資訊量準則（Akaike information criterion；AIC）（Akaike, 1974）
計算出有最小值的最佳擬合線性模型，並定義該模型對應斷點的 X 軸值為閾值，當 X 軸達閾值以上，所對應的

Y 軸有不一樣的斜率變化。以 AIC 搭配斷點分析，Heinicke et al.（2018）發現躺臥行為的 THI 閾值為 67，其結

果與 Allen et al.（2015）研究中 THI 達到 68 以上乳牛站立比例顯著增加的結果相似。

Hammami et al.（2013）以乳量、乳成分和體細胞做為目標，比較六種不同環境複合指標的影響，六種不同的

指標有各自的乳量閾值，而同一種指標對應乳成分、乳量和體細胞也有不同的閾值。

傳統的 THI 主要用於溫帶地區的熱緊迫指標，但熱帶、亞熱帶和地中海氣候條件下的乳牛表現可能會有不同

閾值（Hammami et al., 2013），事實上，雖然 Armstrong （1994）年提出溫度濕度指數對應牛隻熱緊迫程度，

當 THI 達 72 以上才屬於輕度熱緊迫，但許多研究皆顯示，依照傳統熱緊迫程度進行飼養管理，可能高估了環

境的熱緊迫閾值。例如：Bouraoui et al.（2002）研究發現當 THI 達 69 以上，乳量顯著下降，並非熱中性帶；

Hammami et al.（2013）研究發現，當 THI 62 以上，乳量會以不同速度下降；當超過 65 的 THI 閾值時，蜂巢胃

氣候變遷下乳牛產業面臨的熱平衡管理挑戰 - 回顧性研究
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溫度顯著增加，當 THI 達 70 以上時，蜂巢胃溫度會更進一步增加（Ammer et al., 2016）。單一指標方面，Li et 
al. （2020）研究發現，當環境溫度達 20.4° C 以上，直腸溫度會以不同的速度增加，這溫度區間與（Zhou et al., 
2022）研究的環境溫度 19° C 以上及對體溫產生影響相似，但遠低於 25℃。牛隻熱緊迫與熱負荷閾值之相關研究

如表 3。
高估熱緊迫閾值的可能性包含：多數閾值研究建立在乾熱氣候下的肉牛場（如 THI 和 HLI），其飼養管理與

生理代謝和泌乳牛有所不同；其次是乳牛的生產階段會影響對熱的敏感性，例如高產牛的體溫大於低產牛；小乳

牛呼吸速率的 THI 閾值為 82、體溫 THI 閾值為 88（Kovacs et al., 2020），比成牛的閾值高上許多。除此之外，

健康狀況和糞肥管理等因素都會影響閾值。Gaughan et al.（2008）研究發現健康和不健康的牛隻，喘氣指數的

HLI 閾值不同，不健康的牛隻熱負荷閾值較低；而墊料潮濕的環境會降低牛隻熱負荷閾值。曝露時間也會影響閾

值，例如呼吸速率和直腸溫度的閾值都隨著曝露時間增長或濕度增加而降低（Zhou et al., 2022），此外，也有沒

有明顯閾值的生理反應，例如皮表溫度（Zhou et al., 2022）。這些結果都證實，單純以環境指標作為緊迫嚴重程

度是一個相對且不精確的分類（Burhans et al., 2022），個體實際熱負荷狀態往往不同，並且受許多不易量化的因

素影響。

 (iv) 指標結合時間概念的運用

複合型環境指標除了單獨應用於估算牛隻反應外，也可以計算獨立閾值，而結合閾值與持續時間，則成了另

一套評估牛隻熱負荷程度的評估方式。

Gaughan et al.（2008）在建立 HLI 的同時，建立了 accumulated heat load（AHL）模型，曝露程度由曝露強度

和持續時間計算，環境當下 HLI 大於 86 時，AHL 可能小於 1；反之，環境當下 HLI 小於 70 時，AHL 可能大於

50。在高 HLI 卻低 AHL、或是低 HLI 卻高 AHL 的狀況下，都可以見到牛隻喘氣增加，而喘氣反應與 AHL 有較

高的相關性，這可以合理解釋喘氣程度總在午後達到高峰，而非最熱的正中午。在夜間溫度持續高於熱中性帶的

高溫多濕地區，夜間相對低溫環境下的呼吸速率反而大於日間相對高溫的清晨（蕭等，2009; Li et al., 2020）。

此外，體溫並非隨著 THI 上升而立即上升（Chen et al., 2013），而是有幾個小時的延滯，甚至在夜間才呈現高

值（Allen et al., 2015; Li et al., 2020）。因此，如果不考慮持續時間帶來的影響，牛的熱負荷狀況可能會被低估

（Gaughan et al., 2008）。

如果連續兩天都很熱，牛會帶著前一天累積的熱，使第二天 HLI 閾值下降 （Gaughan et al., 2008）。Spiers et 
al.（2018）研究發現，泌乳牛曝露在熱緊迫環境下，短時間（3 天）內採食量與泌乳量都會減少，但隨著曝露

時間增長（7 至 10 天），採食量沒有顯著再減少，但是泌乳量會比短時間曝露顯著再減少，早晨第一次擠乳尤

為嚴重。此外，產乳量與第 0 天的 THI 較無關連，但與前三天的 THI 呈顯著線性關係（Morales-Piñeyrúa et al., 
2022），這結果可能和長時間的曝露有關。

除了連續數小時或數天的熱累積，Heinicke et al.（2018）提出熱負荷持續時間（heat load duration; HLD）的觀

點，將每日超過閾值的累計時間定義為 HLD，並分析泌乳牛的行為表現。研究結果發現，在 THI 68 以下的環境，

即使日平均 THI 相同，每日總臥坐時間會隨著 HLD 增加而減少。這種現象無論高產、中產或低產都有出現。

 III. 熱緩解應對策略

隨著氣候變遷全球平均溫度逐年升高（Lee et al., 2023），熱緩解策略在畜牧生產系統中變得越來越重要。早

期為減少熱緊迫對乳牛影響的基本管理方案包含「物理改變」、「遺傳改良」以及「飼養管理」三面向（Beede 
and Collier, 1986）。而 Lees et al.,（2019）則提出相似的「陰影結構」、「基因組選擇」以及「飼養管理」三方面。

其中物理改變及陰影結構皆指向減少環境因子所帶來的熱負荷累積。本研究將熱緩解應對策略分為：（1）針對

日糧、日常操作與動物畜舍的「飼養管理」、（2）針對環境指標與牛隻本身的「熱平衡管理」，以及（3）與熱

耐受基因育種有關的「永續經營」。

(i)  飼養管理

在畜舍方面，堆肥牛舍系統為每隻動物提供更大的床面積，如果管理得當，它可以增加乳牛的舒適度，並可

減少熱緊迫帶來的攻擊行為（Pilatti et al., 2019）。且乾燥舒適的墊料可以減少牛隻的熱負荷閾值（Gaughan et 
al., 2008）。

健康牛隻的熱負荷閾值較高（Gaughan et al., 2008），但是長期熱緊迫容易導致乳牛出現能量負平衡與消瘦，

對健康有更進一步的負面影響，因此維持足夠的營養採食是一大關鍵。高熱負荷期間 DMI 的減少和流向胃腸道

的血液減少，必須增加每單位日糧中可吸收營養的濃度以滿足日常需要（Lees et al., 2019）。由於粗飼料（草料）

比例較高的日糧會讓牛隻 DMI 下降的更快（Beede and Collier, 1986），提高精料量減輕 DMI 降低的負面影響是

一種戰略（Polsky and von Keyserlingk, 2017）。而產熱量與反芻動物的採食量呈正相關，產熱與攝食時間密切相

關（Brown-Brandl et al., 2003），乳牛體內產熱會在餵食後 3 小時達到高峰（Purwanto et al., 1990），因此在採食

後乳牛熱負荷相對高的時間段，須確保降溫措施正常運作。

氣候變遷下乳牛產業面臨的熱平衡管理挑戰 - 回顧性研究
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當天氣變化出現熱緊迫壓力時，必須同時考慮多種壓力源對家畜的影響（Lees et al., 2019），牛隻本身的生產

階段和產乳量都是不同的壓力源，除此之外，飼養管理的操作都可能對牛造成壓力。例如：高溫環境下牛隻飲水

量增加，如果供水速度不足以供應牛隻飲水，則會給牛隻帶來更多的負面影響。此外，熱緊迫環境會增加站立的

時間，若管理上增加精料比例來維持牛隻營養攝取水平，牛蹄健康的偵測和管理強度需要同時納入考量。

繁殖管理方面，雖然繁殖管理並不直接導致熱緊迫閾值發生變化，但為了保持全年生育率，在較冷的月份生

產胚胎或採取卵子是一個有效的管理戰略（Baruselli et al., 2020）。在熱中性季節採取未受熱破壞的高品質卵母

細胞，並在熱緊迫季節進行胚胎移植，繞過卵母細胞和早期胚的熱敏感時期，直接移植對熱較不敏感的囊胚進而

提升受孕率（Baruselli et al., 2020）。

 (ii) 熱平衡管理

雖然牛隻在面對熱增加的環境會以一系列行為反應和生理變化，來試圖緩解體內持續增加的熱，但往往無法

完全釋放，造成體溫持續上升，所以人為介入牛隻的熱平衡成為一項重要措施。乾乳牛和非懷孕牛正常體溫為

38.0 至 38.5℃、泌乳牛正常體溫為 38.3 至 38.9℃（Sjaastad et al., 2010），最大化減少牛隻體溫超出 39℃ 的時間，

是一個明確的目標（Levit et al., 2021）。有降溫措施的狀況下，即使畜舍溫度上升，採食量也可以維持相似水平

（Chen et al., 2013）。雖然影響牛隻熱負荷的環境因素包含溫度、濕度、風速以及輻射，但熱能改變方式則以傳導、

對流與輻射為主（Lees et al., 2019）。所有機制都取決於溫度梯度，隨著環境溫度升高，動物利用的冷卻機制發

生轉變，即從非蒸發轉變為蒸發使熱損失（West, 2003）。針對牛隻進行降溫管理，是維持牛隻正常表現的一種

有效手段，本研究分別從牛隻角度與人為管理的角度討論熱平衡管理，並將人為管理歸納成「減少體熱增加」與

「加速體熱減少」二種手段分別探討。

1.   從牛隻角度

在探討人為管理介入乳牛熱負荷狀態前，瞭解乳牛習性和生理反應是重要課題。

乳牛的體溫可以代表乳牛熱負荷程度，但體溫變化在不同的環境下，會有不同的結果。牛隻夜間體溫明顯大

於日間（Mundia and Yamamoto, 1997），因此夜間降溫為必要措施。而產乳量是否能夠在熱緊迫環境下得到維持，

除了營養攝取有關外，還和乳牛是否能回到正常體溫的低值有關（Spiers et al., 2018），而非體溫最高值和平均

值影響乳產量。泌乳牛不同生產階段亦會有不同的熱負荷反應，因此產量高的泌乳牛比起一般牛隻應有較密集

或強度較佳的降溫戰略。此外，如前述提及的，毛色、牛種和健康程度都有不同的熱負荷閾值（Gaughan et al., 
2008），以相同的熱平衡管理措施對待每一種牛，可能無法滿足所有牛隻需求。

在高熱緊迫的環境下，牛隻本身的降溫反應可能會失去效用。除了在行為反應章節提到的飲水慾望被抑制以

外，站立降溫的效果也會受到影響。站立是乳牛降低體溫的一種方法，但是當 THI 達 80 以上，站立將不會再有

降溫效果，而當 THI 達 85 以上時，站著不僅無法降低體溫，體溫還會上升（Nordlund et al., 2019）。

因地出現的牛隻反應和曝露時間造成的代償反應，可能會影響正確的降溫決策或研究結果。因地出現的反應

例如：蕭等（2009）研究發現，夜間體表溫度大於日間體表溫度，但是（Zhou et al., 2022）分析顯示皮表溫度不

受 RH 影響，但受風速影響並與環境溫度呈正相關。若以呼吸當作評估牛隻熱負荷的生理參數，須注意呼吸存在

代償反應。透過氣候室比較熱緊迫不同曝露時間的牛隻反映，發現曝露 1 小時牛隻呼吸速率會上升，但是曝露時

間達 8 小時後，呼吸速率反而比曝露 1 小時還低 （Zhou et al., 2022），呼吸代償可能和血液中酸鹼平衡與代償有

關（Burhans et al., 2022），因此在以呼吸速率評估熱緊迫程度的研究或降溫決策，不僅要同時考量曝露強度、曝

露時間，與曝露時間造成的代償。

牛隻習性對散熱管理或散熱結果有一定影響。以發汗蒸散為例，牛隻整個身體表面都可以與環境進行熱交換

（Turnpenny et al., 2000），Zhou et al.（2023）比較牛隻背部局部皮膚和總皮膚水分日蒸發量的關係，二者之間

有高度相關，但牛隻站臥動作和活動狀態對出汗率有一定影響，進而影響蒸發結果。若牛隻因社會位階或蹄病造

成的長時間站立或長時間臥坐，可能會導致散熱結果偏離預期。

淋浴與畜舍灑水可以有效的緩解乳牛體內熱負荷（Chen et al., 2013, 2015; Tresoldi et al., 2018b; Levit et al., 
2021）。必須注意的是，在人為管理介入後，牛隻的體溫變化曲線會因管理不同而改變（Levit et al., 2021），例

如在 24 小時灑水的高濕度環境，雖然可以有效降低日間體溫，但夜間體溫卻維持在高值（Chen et al., 2013），

對照無灑水組全日最高體溫維持在日間傍晚。

總前述所見，不同氣候、畜舍環境與降溫戰略都會影響牛隻體溫變化，特別是在氣溫變化劇烈的狀況下，牛

隻體溫變化不一定符合預期，因此在評估乳牛體內熱負荷時，應考慮各種可能反應與代償，而利用時時監測技術

與工具可以幫助牧場做對牛最佳的降溫管理決策（Levit et al., 2021）。不能忽視的是，即使降溫措施對體溫平衡

有所幫助，但是乳牛繁殖力仍無法回到冬季水準（De Rensis and Scaramuzzi, 2003）。

2.   減少體熱增加

乳牛在高溫環境下會主動尋找遮蔭（Tresoldi et al., 2016），畜舍內輻射熱的影響會大幅減少，此外乳牛會主

李佳蓉　林怡君



135

動選擇溫度較低的畜舍（Chen et al., 2013）。若透過降低環境溫度，可讓皮表的輻射熱傳導至空氣中以減少體內

熱量（Silanikove, 2000）。在 THI 未達 80 的環境，牛隻可以利用站立降低體溫，因此提供遮蔭及降低環境溫度

和 THI 是一個明確的目標。

在低濕度環境下，透過水霧減少牛舍 THI 是另一個可行的方法。Calegari et al. （2012）研究顯示，透過每分

鐘噴灑 6.8 － 0.76 L 水霧加上風扇蒸散，THI 比其他陰影區域少 2.93 單位（82.27 vs. 85.20）。

此外，影響牛隻轉換躺臥變成站姿的決定因素，是躺臥時間體溫的淨增加量（Nordlund et al., 2019），躺臥期

間每小時增加的體溫量隨 THI 上升而上升。改善牛床材質或溫度、或是針對牛床提供風扇，可能是減少體熱增

加的有效戰略。

日糧方面，消化草料會產生較大的熱能，因此提高日糧能量密度或是使用食餘熱較低的食用脂肪可以改善熱

緊迫環境下的體熱增加（West, 1999）。

3.   加速體熱減少

相對於減少牛隻體熱增加的手段，加速體熱減少的方法非常多樣，主要包含二大類：提供灑水（集中淋浴或

食槽灑水）以熱傳導方式直接帶走體熱，以及增加風速提高蒸散作用帶走熱。

增加風扇和灑水裝置，可以增加身體熱量損失，降低體溫和改善 DMI（West, 2003）。對牛灑水後 3 分鐘，牛

隻呼吸速率即會出現顯著差異，體溫則約 15 分鐘後出現顯著差異（Chen et al., 2015）。在遮蔭棚架下，不同組

合的灑水與吹風處理，都可以讓牛隻體溫較對照組低（Tresoldi et al., 2018b）。單次淋浴無論是淋浴 0.5、1.5、
3 還是 13 分鐘，呼吸速率與體表溫度都會在淋浴後 30 分鐘回到對照組水平 （Tresoldi et al., 2018a），於牛隻進

食時進行 3 分鐘灑水、12 分鐘停止灑水的處理，3 輪操作後可讓體溫低於對照組 2 小時（Chen et al., 2015）。

而八次淋浴（9 輪 0.5 分鐘淋浴 4.5 分鐘吹風）對體溫、採食和乳量的恢復效果都比三次淋浴更有效（Tresoldi et 
al., 2018b; Levit et al., 2021）。每隻牛淋到的總水量 58.8 L 範圍內，水量越大體溫降低的效果越好（Chen et al., 
2015; Tresoldi et al., 2018b），風速每秒 4 m 範圍內，風速越大淋浴後降溫效果越好（Tresoldi et al., 2018b），而

灑水降溫的用水量和吹風乾燥時間沒有太大的差異（Tresoldi et al., 2018a）。

在濕度過高的情況下，體表蒸散作用被抑制（Gebremedhin et al., 2008），使用蒸發冷卻來減輕高濕度地區泌

乳牛的體溫有爭議，例如使用水簾降溫系統雖然大幅降低環境 THI，但 RH 全日維持在 93% 以上，導致牛隻體

溫長時間高於正常範圍（Shiao et al., 2011）。因此高濕度環境，僅能朝增加風速來提高牛隻蒸散速率（Zhou et 
al., 2022）。

隨著溫度上升呼吸速率會增加，有趣的是，由呼吸造成的熱損失並無顯著差異（Zhou et al., 2023），主要的

熱減少來自體表蒸散作用。在每隻牛淋到的總水量 15.6 L 的狀況下，風速每增加 1 m/s 可使體溫保持在基線以下

27 分鐘（Chen et al., 2015）。此外，夜間風扇降溫的效果較日間風扇降溫的效果佳（Spiers et al., 2018），主要

因素為牛隻體溫否能在夜間回歸到正常體溫的低值有關。

值得注意的是，多數灑水降溫研究在低濕度國家進行，而乳牛產熱與蒸散熱損失在濕度 75% 以下並無顯著差

異（Zhou et al., 2023），符合平均相對濕度 80% 以上的基礎研究較少，高溫多濕環境下的灑水與降溫仍建議重

新試驗有效組合，避免高濕度帶來負面影響。

某些飼料添加劑可以緩解乳牛熱緊迫，例如酵母菌發酵產物。日糧中投予酵母菌發酵產物在平均 THI 屬於輕

度熱緊迫的環境下，可以增加 DMI 並維持體重（Zhu et al., 2015），並提高乳牛產乳量與乳成分（Bruno et al., 
2009; Zhu et al., 2015），長期投予可能讓體溫降回正常溫度區間（Zhu et al., 2015），其功效可能和皮膚血管舒張，

增加皮表血流提高熱傳導冷卻有關（Salvati et al., 2015） 
(iii) 基因育種與永續經營

如果動物沒有對應環境挑戰的適應力或是適應能力不足，都可能出現生理功能問題（Fraser et al., 1997）。每

日常規的熱平衡管理可能不足以應對長期的氣候變遷以及極端氣候，幸運的是許多研究皆顯示，牛隻在不同品種

的熱耐受程度不同。

Gaughan et al.（2008） 研究發現，體表出汗率在品種之間和毛色之間有顯著差異。毛髮密度和厚度、毛髮長

度以及膚色也是影響蒸發冷卻的因素（Gebremedhin and Wu, 1998），不同雜交比例的牛種也有不同的熱耐受性

（Carvalho et al., 2018）。即使同樣是荷仕登（Holstein） 乳牛，在不同地區和環境對熱緊迫的反應和適應也不同

（Hammami et al., 2013）。

在溫熱季節下尋找體溫調節能力較佳的母牛作供胚牛，讓耐受性基因遺傳下去，是從基因方面減輕熱緊迫影響

的一種戰略（Baruselli et al., 2020）。公牛精液方面，現階段已經透過育種引入光滑毛髮基因（SLICK Gene）。

擁有 SLICK Gene 的乳牛不僅有短而光滑的毛髮，出汗率較一般乳牛高，因此可以更有效地調節體溫（Dikmen et 
al., 2008）。此外，HSP 70 及其突變基因 HSPA1L 突變基因，都可以提升牛的熱耐性（Hansen, 2020）。

戰略性地控制產乳性狀也是一種潛在方法。高產母牛有較低的熱耐受性，比起高產乳牛的乳量降幅，低產乳

氣候變遷下乳牛產業面臨的熱平衡管理挑戰 - 回顧性研究
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牛受熱的影響程度較小（Lees et al., 2019）。雖然高產乳牛短時間可以帶來較多的乳量，但要讓乳牛有較高終

生淨值並讓酪農得到相對高的收益，必須減少疾病、減少淘汰率，讓牛進入第三或第四胎生產（Horváth et al., 
2017），高乳量的牛承受較高的熱負荷導致繁殖、生理與產能的負面影響，其飼養效率以及終生效益在長期高溫

多濕區域是否有較佳淨值仍需更多研究。

IV. 動物福祉與環境永續

良好的健康是動物福祉的核心（Fraser et al., 1997）。但是乳牛某些應對熱緊迫的反應可能會對動物福祉造成負

面影響，例如減少採食而造成的飢餓、嚴重喘氣造成的口渴問題，除此之外還有長時間站立導致跛腳，以及熱緊迫

牛隻攻擊行為增加都會造成額外的疼痛與傷害，嚴重時可能致死。雖然有許多環境指標對應牛隻生理和行為的研究，

但是卻鮮少有將熱與動物福祉連結在一起的研究（De Vries et al., 2011），但若進行動物福祉量測，躺臥行為的計算

不得不考量當下熱緊迫程度（Nordlund et al., 2019），因此熱產生的負面影響和動物福祉息息相關。而耐熱育種是

以牛為出發、應對熱環境的重要根基，連續幾代的選育可能增強後代應對氣候變遷的能力，搭配熱平衡管理使牛群

具備調適 （acclimation）短時間的天氣變化和適應（adaptation） 長期氣候變遷的能力，在未來提高牛的福祉和生產

力（Lees et al., 2019）。

面對熱平衡管理時，除了維持乳牛生產效率並確保牛的生活質量外，減少對環境的影響與永續管理是重要議題。

天氣炎熱的狀況下，不僅乳牛飲水量隨之增加，乳牛場往往提升灑水和淋浴的降溫強度。而蒸發冷卻用水、乳牛飲

用水和擠乳過程的清洗水是商業乳牛場飲用水的 3 種主要用途（Polsky and von Keyserlingk, 2017）。一份調查報告

顯示，泌乳牛每頭每日的平均飲水量可能超過 90 L，而擠乳系統的每頭每日平均清潔水可能超過 30 L（Krauß et al., 
2016）。降溫方面，Chen et al.（2015） 研究發現畜舍食槽灑水系統雖然可以有效降低乳牛體溫，但是實驗過程噴

灑總量 15.6 L 的水，實際灑到乳牛身上僅有灑出水量的 35%，大於一半的水都直接灑到地面，造成水資源浪費，對

水資源相對匱乏的飼養區來說，這類降溫模式需要謹慎使用。

V. 未來趨勢與研究探討

全面了解影響乳牛熱負荷的因素，包括環境指標變化劇烈程度、飼養管理造成的影響，以及動物個體因素造成

的差異，有助於短時間內建立更適合動物的緩解「戰術」；研發熱平衡管理的中程「戰略」，以因應氣候變遷數年

至十數年內之變化，除增加動物福祉外，戰略使牛場生產力與生產效率得以維持；即使加強降溫管理，仍有時間、

資源與人力的極限，若能以牛隻適應性與熱耐受性為著眼點，從遺傳上進行育種納入長期的熱平衡應對「策略」可

能才是根本之道。

在「戰術」上，牧場修正夏季日糧配方、利用時時天氣參數調整降溫時間、引進降溫設備，以及增加降溫強度

都是有幫助的做法。在科技研究上，從前述公式、模型與解釋度的研究可以知道，不同飼養環境、牛群與生長階段

會有不同的模型，因此研究符合當地氣候條件的適地化模型，以該模型評估當地動物的熱緊迫反應與熱負荷情形，

會比沿用國外不同氣候條件的模型更加精確。適地模型除了有助於降溫成效的評估，滾動式預測未來數年內氣候變

化挑戰下牛隻的反應與規劃降溫強度。

在「戰略」上，雖然臺灣年雨量在未來不會有顯著變化（科技部等，2021），但年最大連續不降雨日數會有上

升趨勢，亦即炎熱的旱季不僅會延長、旱季的水資源會更為匱乏，導致夏季需水量高時面臨乾旱的威脅。若以水進

行蒸散降溫為主要方法，研發省水降溫或循環水降溫系統是解決方法之一，以最少水量和精準灑水節省支出，並透

過水資源再利用增加降溫水的來源。若是面臨長期乾旱的挑戰，增加有效風流與減少環境溫度是解決的方法，然而

如何增加有效風流需結合熱力學和畜牧飼養等不同領域，才能有效將風吹到往動物身上，盡可能減少擾流、繞流與

死區（dead space）。

在長期「策略」上，如何永續經營是最終目標。除了不斷更新與瞭解氣候挑戰對牛隻帶來的影響，以及解決熱

平衡管理與有限資源的衝突外，尋找能適應高溫高濕環境的牛隻品系或遺傳選育是長期策略的重要工作之一。因應

高溫時間延長，增加散熱強度的戰術可以預期用水量與用電量大幅增加，面臨的問題不僅僅是水電資源與降溫時間

有限，營運成本會顯著提高，因此尋求能在適度降溫管理下，達到目標產能的牛群，才能從根本減緩負面影響、節

省資源，並達到永續目標。

結　　論

氣候變遷下全球地表溫度還會持續上升，在夜間無進入熱中性帶的持續高溫環境，造成乳牛體熱無法緩解，過

高的體溫導致乳牛乳量、乳品質與繁殖效能下降，進而造成經濟損失。傳統上，熱緊迫會造成乳牛各種生理與行為

反應，這些反應可以透過單一或複合環境指標進行評估或推算，但結合熱緊迫程度、時間以及乳牛各種狀態的熱負

荷概念，更精準描述與定義了牛隻熱平衡表現。為了舒緩牛隻體熱，熱平衡管理除了增加對流、蒸發以及減少輻射
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等針對降低環境造成的熱緊迫程度外，透過冷水傳導與吹風蒸散亦是管理層面的重要手段。而透過育種可以從根本

改善乳牛對熱的適應，再結合以牛為本的熱平衡反應，可尋找對環境永續最佳熱管理策略。
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Abstract

According to the investigation report by the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) , it is estimated that 
the average earth surface temperature will rise by 1.5˚C in the next 30 years. The temperature increase in mid-latitude regions 
could reach approximately 3˚C, while in high-latitude regions, it could reach 4.5° C. Heat stress has become one of the most 
significant challenges in the dairy industry. High dry-bulb temperature, humidity, radiation, and low air movement in the 
environment create a heat stress environment for cows. Environmental heat stress affects the behavior and physiology of 
dairy cows, leading to a decrease in milk production, energy imbalance, increased risk of hoof diseases and reproductive 
disorders, and even cow mortality. The heat balance state exhibited by cows, influenced by environmental conditions, 
exposure time, individual factors, and breeds, can be described by the term "heat load," which more accurately defines and 
describes the heat balance status of cows. Cows exhibit similar physiological responses when subjected to high heat stress 
environments or high heat load conditions, including increased respiration rate, heart rate, body temperature, and water 
intake, as well as decreased feed intake, activity, and lying behavior. When environmental indicators exceed threshold values, 
cows' physiological responses will vary to different degrees. Different regions, cattle breeds, and production stages have 
different heat load thresholds. Both single indicators such as temperature or wind speed and composite indicators can be used 
to assess the impact of heat stress severity on cows. There are two main methods to reduce heat load in cows' bodies: reducing 
heat production and accelerating heat dissipation. Under climate change, a detailed understanding of various responses and 
adaptability of dairy cows during heat stress environments is beneficial for developing strategies that enhance cows' heat 
tolerance while maintaining productivity. Through breeding, heat adaptation in dairy cows can be fundamentally improved. 
Combined with cow-centered heat balance management measures, optimal strategies for environmentally sustainable 
management can be sought. 
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雞熱休克蛋白 70基因點突變檢測技術開發
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摘　　要

熱休克蛋白家族（heat shock proteins, HSPs）是生物因應熱緊迫狀態的關鍵生物指標。在生物處於熱緊迫或其他

壓力環境下，熱休克蛋白 70（heat shock 70 protein, HSP70）是維持正常蛋白質結構與減緩組織損傷不可或缺的調控

因子。本研究旨針對紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞等臺灣有色肉雞種 HSP70 基因 C667G 基因型頻率分佈，應用單

股結構多態性檢測技術 （polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism, PCR-SSCP）與螢光引子

標記之競爭性交替基因特異性聚合酶鏈鎖反應（kompetitive allele-specific polymerase chain reaction, KASPTM）等 2 種

基因型檢測平臺，進行雞隻HSP70基因點突變多態性（single nucleotide polymorphism, SNP）基因型鑑定。結果顯示，

2種基因型檢測技術分析HSP70基因AA、AB及BB基因型 100%相符（P < 0.01），驗證此 2種技術可相互替代應用，

而 KASPTM 更可效縮短基因型檢測時間與降低成本費用。商用紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞的 HSP70 基因的交替基

因 A 頻率分別為 0.40、0.35 及 0.04。未來，可依據臺灣有色肉雞品種 HSP70 基因之基因型頻率差異，探討熱緊迫環

境下 HSP70 基因對臺灣有色肉雞經濟性狀表現之影響。

關鍵詞：雞、熱緊迫、熱休克蛋白基因、競爭性交替基因特異性聚合酶鏈鎖反應。

緒　　言

熱休克蛋白家族（heat shock proteins，HSPs）是從細菌至人類等生物體細胞中普遍存在的重要蛋白質，HSPs
對於保護細胞免受各種壓力的損害至關重要，特別是在高溫等極端環境下，故 HSPs 被認為是生物因應熱緊迫狀態

的關鍵生物指標（Tang et al., 2011; Balakrishnan et al., 2023）。在熱緊迫或其他壓力的環境下，HSPs 具有維持蛋白

質結構完整，以及減緩組織損傷的功能角色（Gething and Sambrook, 1992）。熱休克蛋白 70 （heat shock 70 protein, 
HSP70）為 HSPs 家族中重要的成員之一。Liew et al. （2003）在早期限飼與熱緊迫的試驗條件下，每天 2 小時暴露

在38 ± 1° C和80％相對濕度的環境中，紀錄192隻公白肉雞 （Cobb）的HSP70蛋白質量對傳染性華氏囊炎（infectious 
bursal disease, IBD）抵抗力及生長速率等表現，發現 HSP70 蛋白質量與華氏囊組織病理得分 （Bursal Histological 
Score）呈顯著負相關 （r = -0.33, P = 0.0008），並認為 HSP70 蛋白質量可增強白肉雞對熱緊迫的耐受性與抗病力。

Yu et al.（2008）探討在 0、2、3、5 和 10 小時等不同時間長短的熱緊迫，從 22 ± 1° C 迅速升高到 37 ± 1° C 的環境

下，100 隻白肉雞（Arbor Acres）心臟組織中 HSP60、HSP70、HSP90 蛋白質和 mRNA 表現量，於受熱緊迫的 2 小

時後，HSP60、HSP70 和 HSP90 的蛋白質量與 mRNA 表達量皆顯著上升，並認為此 3 種 HSPs 是高溫環境下雞自體

保護蛋白質。Gabriel et al.（2002）針對 41° C 與 44° C 熱緊迫對雞胚胎 HSP70 mRNA 表現量的關係研究中，結果發

現在 44℃的孵化溫度下，HSP70 表達量大幅上升，其 mRNA 表達量是在正常孵化條件下（37.5° C）的 15 倍。

林等（2005）依據美國國家生物技術資訊中心（National Center for Biotechnology Information, NCBI）公開雞

HSP70 基因序列（GenBank J02579），應用聚合酶連鎖反應與單股構形多態性（polymerase chain reaction-single 
strand conformation polymorphism, PCR-SSCP）技術，鑑定 HSP70 基因的 SNPs 變異，該試驗分析 84 隻來亨雞、48
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隻白肉雞、104 隻紅羽土雞、99 隻畜試土雞近親品系 L7、174 隻近親品系 L9、155 隻近親品系 L11 及 162 隻近親品

系 L12，共計 826 隻雞隻 HSP70 基因型。結果顯示，來亨雞、白肉雞、紅羽土雞、畜試土雞近親品系 L7、L9、L11
及 L12 的 HSP70 基因 A 交替基因頻率分別為 0.03、0.09、0.37、0.93、0.59、0.62 及 0.63。本土雞種畜試土雞近親

品系及紅羽土雞的交替基因 HSP70 A 頻率顯著地高於外國雞種來亨蛋雞及白肉雞基因頻率（P < 0.001)。Tamzil et 
al.（2013a）運用PCR-SSCP檢測平臺分析Ayam Kampong、Arabic及商用雞種等3個雞種的HSP70基因序列（GenBank 
J02579），結果發現在 Ayam Kampong 的 HSP70 基因有七個基因型（AA、AB、AC、CC、AD、DD 和 BC 基因型 )，
Arabic 的 HSP70 基因有六個基因型（AA、AB、AC、CC、AD 和 BC 基因型），商用雞種的 HSP70 基因有一個 DD
基因型，進行基因型與性狀間的關聯性分析後，發現雞對熱緊迫的耐熱或抗熱參數與 HSP70 基因型有關（Tamzil et 
al., 2013b）。

PCR-SSCP 是一種具有操作簡單與成本低廉優勢的單核苷酸多態性（single nucleotide polymorphism, SNP）檢測

技術，其原理基於 DNA 序列發生 SNP 點位變異、缺失或插入時所造成單股 DNA 有結構上的差異，可在非變性聚

丙烯醯胺凝膠電泳過程中產生不同程度的泳動位移，藉此差異作為基因型判定的依據，然基因型檢測時間較長（6 
� 7 小時）且易受電泳溫度、電泳緩衝液濃度、凝膠濃度及甘油濃度等外在因素影響 （Konstantinos et al., 2008）。

KASPTM 是由 LGC 公司（Laboratory of the Government Chemist, LGC, UK）開發之新一代 SNP 檢測技術，其基

本程序是藉由兩股 5' 端各自帶有 FAM/HEX-labelled 標記螢光與 3' 端分別能辨識突變點鹼基之引子和一股反向引

子所構成之 primer mix，並利用帶有兩種不同螢光訊號的兩條 quancher 抑制螢光探針 master mix，對 SNP 位點進行

PCR擴增反應，達到一定程度的 PCR擴增反應後，再利用Real-time PCR 吸光值測定相對應 PCR產物擴增螢光強度，

以判定基因型（Semagn et al., 2013）。此技術具有高通量、低錯誤率、低成本及基因型檢測效率高等優點，被廣泛

應用在玉米（Nair et al., 2015)、小麥（Rasheed et al., 2016）與大豆（Shi et al., 2015）等作物，以及荷蘭牛（Zhang 
et al., 2020）、臺灣有色肉雞（朱等，2022a）、臺灣商用豬種（朱等，2022b）與哈薩克馬 （Liu et al., 2020）等動

物的分子標識輔助選拔研究。

本研究旨在運用 KASPTM 基因型檢測技術，建置臺灣有色肉雞熱休克蛋白 70 基因之基因型檢測平臺，以

KASPTM 具備的高準確性與基因型鑑定時程短之優勢，提升種禽分子標識輔助育種效率。

材料與方法

本試驗於農業部畜產試驗所遺傳生理組執行試驗動物 HSP70 基因型檢測與分析。試驗動物飼養於民間畜牧場，

試驗動物之使用、飼養及試驗內容皆依據畜產試驗所實驗動物管理小組批准之文件與試驗準則進行 （IACUC 畜試

動字 110-38 號）。

I.   試驗動物

以民間畜牧場自家育成之第 15 世代紅羽土雞 120 隻、第 4 世代黑羽土雞 120 隻及第 13 世代烏骨雞 120 隻等雞

隻為試驗動物，共計 360 隻。

II.  採血及基因體 DNA 萃取

本研究採集試驗雞隻翼下靜脈採集血液約 0.5 － 1.0 mL，置入含抗凝血劑 EDTA-K3 （VACUETTE® TUBE, 
Greiner Bio-One GmbH, Austria）之採血管中混合後供基因體 DNA （gDNA）萃取用。以 gDNA 快速萃取套組

（EasyPure Genomic DNA mini Kit, TransGen Biotech, Beijing）分別萃取試驗隻雞 gDNA 後，經乾燥並加入適量 T.E. 
緩衝液（Tris-EDTA）溶解，再利用微量分光光譜儀（NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific, USA）測定 gDNA 濃

度，將符合品質標準 OD 260/280 ratios 為 1.8 － 2.0 的 gDNA 調整濃度為 100 － 150 ng/μL，供作 PCR 反應之模板

（Semagn et al., 2013）。

Ⅲ. HSP70 基因之 PCR-SSCP 基因型檢測平臺建置

以 林 等（2005） 發 表 HSP70 基 因 PCR-SSCP 基 因 型 檢 測 平 臺 之 引 子 序 列。 以 正 向 引 子 序 列

5'-TTTGATGCCAAGCGTCTCAT-3' 與反向引子 5'- ATCTCCTCTGGGAAG AAGGT-3' 進行 PCR 反應 （預熱反應

94℃ , 5 分鐘後，連續進行 94℃ , 40 秒、62℃ , 30 秒及 72℃ , 30 秒的 35 個循環反應，最後延長反應 72℃ , 5 分鐘）。

將 PCR 擴增片段以 GenePhor 電泳設備（GenePhor Electrophoresis Unit from GE Healthcare, Amersham Pharmacia 
Biotech, Sweden）進行 SSCP 基因型分析。取 5 μL PCR 反應後的產物與 5 μL denaturing buffer 於離心管中，混合

均勻置於 95℃ , 12 分鐘後立刻置入冰中，使 PCR 反應後的產物變性。取 6 μL 混合液置入 GeneGel Excel 12.5/24 
Kit（polyacrylamide gel T: 12.5%, C: 2%）電泳膠片，以 600V, 25 mA, 15W, 15℃ 的條件電泳 120 分鐘。電泳結束後

雞熱休克蛋白 70 基因點突變檢測技術開發與基因型分析
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以 GeneStain Automated Gel Stainer（Amersham Pharmacia Biotech, Sweden）進行染色 30 分鐘，待呈像後判讀基因型。

Ⅳ.  HSP70 基因之 KASPTM 基因型檢測平臺建置

依 NCBI 公 開 雞 HSP70 基 因 序 列（GenBank J02579） 與 Ensembl （https://www.ensembl.org）Red Jungle 
fowl（GRCg6a）序列資料（5:53,059,707 - 5:53,060,326）比對後，設計 KASPTM 基因型檢測引子。A 交替基

因 guanine 正向引子 5'- CAGACATGAAGCACTGGCCG-3' 標記 FAM 螢光、B 交替基因 cytosine 正向引子 5'- 
CAGACATGAAGCACTGGCCC-3' 標記 HEX 螢光及反向引子 5'- TGAGCACCATAGAGCTGATC-3'，並以即時聚

合酶鏈鎖反應儀（Applied Biosystems StepOneTM System, Thermo Fisher Scientific, USA）進行 KASPTM 基因型檢

測。KASPTM 反應綜合液包括 DNA（50 ~ 100 ng/μL）1.5 μL、2X master mix （FRET cassettes、ROX ™ passive 
reference dye、Taq 聚合酶及 MgCl2）5 μL、ddH2O 3.3 μL 與 assay mix （一個正向 FAM ™螢光標記引子、一個正

向 HEXTM 螢光標記引子、一個反向互補引子，以及 FRET cassettes）0.2 μL，共計 10 μL。KASPTM 反應依序為（A）

95℃預變性 15 分鐘；（B）10 個循環的 95℃變性 20 秒與 66 － 60℃黏合 60 秒，每個循環降低 0.6℃；（C）26 個

循環的 95℃變性 20 秒與 55℃黏合 60 秒，並以儀器內建 StepOne Software v2.3 軟體進行基因型判別。

V.  HSP70 基因序列定序

依 NCBI 公開雞 HSP70 基因序列（GenBank J02579）比對 Ensembl （https://www.ensembl.org）Red Jungle fowl 
（GRCg6a）序列資料 （5:53,059,707 - 5:53,060,326）後，設計正向引子 5'-TGCGAGC GAGCAAGTGACT G -3' 與
反向引子 5'- TCCAAGCCATAGGCAA TAGCAG -3'，以核苷酸自動定序儀（Applied Biosystems 3500 xL Genetic 
Analyzer, Thermo Fisher Scientific, USA）進行定序。

結果與討論

本研究以 PCR-SSCP 基因型檢測技術建置紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞 HSP70 基因之基因型。試驗樣本經 PCR
擴增 155 bp 目標片段產物後，進行 SSCP 取得電泳結果。每個基因型皆有單股與雙股區域，基因型的鑑定由單股區域

呈現的不同分子量片段，可區分 AA、AB 及 BB 基因型 （圖 1）。

 

Lane 1 – 3, 6, 8 : AB genotype. 
Lane 4 – 5, 10 : AA genotype. 
Lane 7, 9 : BB genotype. 
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圖 1. 以 PCR-SSCP 檢測技術分析雞 HSP70-C667G 之電泳圖。

Fig. 1. Genotyping result of HSP70-C667G by PCR-SSCP.

本研究開發建立之 KASPTM 基因型檢測平臺技術進行 HSP70-C667G 基因型鑑定，以 PCR 反應條件擴增 119 bp
目標片段產物，結果如圖 2。KASPTM 螢光標記可明確地區分三種基因型，其中近 X 軸（HEX 螢光強度）為 HSP70-
BB 純合子基因型，近 Y 軸（FAM 螢光強度）為 HSP70-AA 純合子基因型，中間綠點（FAM/HEX 混合螢光強度）為

HSP70-AB 雜合子基因型，方塊黑點則為空白對照。

朱家德　賴永裕　鄧學極　劉宗霖　吳明哲　張秀鑾　林德育
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本試驗研究為進一步驗證 KASPTM 基因型檢測技術之準確性，依 NCBI 公開 HSP70 基因序列 （GenBank 
J02579）設計定序引子，並經 PCR 擴增長度為 619 bp 產物後，以核苷酸自動定序儀進行雙向定序，將定序結果與

Ensembl （https://www.ensembl.org）Red Jungle fowl （GRCg6a）序列資料 （5:53,059,707 - 5:53,060,326）進行序列比對。

結果顯示 AA 純合子基因型者 HSP70-667 鹼基為 G （guanine）（圖 3A），PCR 擴增定序序列第 330-339 bp 之 DNA
序列為 TGGCCGTTCC；BB 純合子基因型者 HSP70-667 鹼基為 C （cytosine），PCR 擴增定序序列第 330-339 bp 之

DNA 序列為 TGGCCCTTCC （圖 3C）。
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圖 2. 應用 KASPTM 檢測技術分析雞 HSP70-C667G 之基因型圖。AA 純合子基因型呈現 FAM 螢光標記為藍色，BB 純

合子基因型呈現 HEX 螢光標記為綠色，AB 雜合子基因型呈現 FAM/HEX 螢光標記為綠色，空白樣本以黑點表

示。

Fig. 2. Genotyping cluster plots of HSP70-C667G by the kompetitive allele-specific PCR (KASPTM) assay. The genotyped 
samples marked blue are AA homozygotes; those marked red are BB homozygotes; those marked green are AB 
heterozygous. Black is the control.
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圖 3.  雞 HSP70-C667G 之 (A) AA (HSP70-667G)、(B) AB (HSP70-667C/G) 及 (C) BB (HSP70-667C) 基因型定序圖。

Fig. 3. Sequencing profile of (A) AA (HSP70- 667G), (B) AB (HSP70-667C/G), and (C) BB (HSP70-667C) homozygotes of 

朱等 （2022a）已成功運用 KASPTM 技術建立雞隻 PRLR 基因 SNP 點位 C617T 之基因型檢測平臺。經實際比較

KASPTM 與 PCR-SSCP 基因型檢測時間，發現 KASPTM 僅需要 PCR-SSCP 的 1/3 時間，即可完成基因型鑑定工作，

並以 DNA 序列定序 PRLR 基因 PP、PR 及 RR 基因型後，證實 KASPTM、PCR-SSCP 及 DNA 序列定序法等三種檢

測法判定基因型之結果其相關性均達 100% 一致。Chang et al. （2021）將 KASPTM 基因型檢測法運用於賽鴿乳酸脫

氫酶 A （lactate dehydrogenase A, LDH-A)、粒線體細胞色素 B （mitochondrial cytochrome B, MTCYB）和多巴胺受體

D4 （dopamine receptor D4, DRD4）等 3 個基因共 4 個 SNPs 的鑑定，並進行 KASPTM 與 PCR-RFLP 測試法工作時間

與試劑耗材之比較分析，發現 2 種基因型檢測方法的鑑定準確率達到 100%，然而 KASPTM 工作時間通常僅需 2.5 小

時，而 PCR-RFLP 則需要約 7 小時才能完成同等樣本數量的基因型分析。如果將人員工作執行時間納入成本分析，

KASPTM 的整體成本將比 PCR-RFLP 低大約三倍。

雞熱休克蛋白 70 基因點突變檢測技術開發與基因型分析
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本試驗研究應用 PCR-SSCP 與 KASPTM 等 2 種基因型檢測技術，比較紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞共 360 個試驗

樣本之 HSP70 基因型鑑定結果， 2 種基因型檢測技術分析 HSP70 基因 AA、AB 及 BB 基因型 100% 相符（表 1），驗

證此 2 種技術可相互替代應用。商用紅羽土雞、黑羽土雞及烏骨雞的 HSP70 基因的交替基因 A 頻率分別為 0.40、0.35
及 0.04。

結　　論

藉由 2 種不同基因型檢測技術的比較，發現 KASPTM 基因型檢測平臺除具備基因型鑑定的高正確度外，更可有效

縮短工作時間及降低人工與耗材試劑成本，應可符合我國種畜禽動物發展以 SNP 分子標識輔助選拔之需。未來，如

依據本研究分析臺灣有色肉雞不同品種（系） HSP70 基因之基因型頻率結果，探討熱緊迫環境下 HSP70 基因對臺灣

有色雞隻經濟性狀性能表現之影響，另可進一步了解作為臺灣有色肉雞遺傳選育的參考資訊。
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The establishment of a genotyping platform for the Heat 
Shock Protein 70 gene and analysis of genotypic distribution 

in Taiwan native chicken (1)
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Abstract

The heat shock protein family (HSPs) is a critical biomarker for organisms responding to heat stress conditions. Under 
heat stress or other stressful environments, the heat shock 70 protein (HSP70) is an indispensable regulatory factor for 
maintaining the proper protein structure and mitigating tissue damage. The purpose of this study was to analyze the genotype 
frequency distribution of the HSP70 gene in Taiwan colored native chickens including red-feathered native chicken, black-
feathered native chicken and silkies. The single nucleotide polymorphism (SNP) genotypes of the chicken HSP70 gene were 
identified by two genotyping platforms, polymerase chain reaction-single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) 
and the fluorescent primer marked kompetitive allele-specific polymerase chain reaction (KASPTM). The results illustrated 
that the HSP70 gene genotypes AA, AB, and BB analyzed by both detection techniques were 100% consistent, confirming 
that these techniques can be interchangeably used. Furthermore, KASPTM can effectively reduce working time and economic 
expenditure. The allele A frequencies of HSP70 gene in red-feathered native chickens, black-feathered native chicken, and 
silkies were 0.40, 0.35, and 0.04, respectively. In the future, the influence of the HSP70 gene on economic traits under heat 
stress conditions can be discovered based on the differences in the genotype frequency of the HSP70 gene in different chicken 
breeds in Taiwan.

Key Words: chicken, heat stress, HSPs, KASPTM
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