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前言

進中研院前老師即已經準備好我們暑假的實驗計劃和進度，並已事先準備好需要的老鼠。

主要分為兩部分

Project I：觀察變異老鼠行為

Project II：小鼠出身一個月之內大腦發育情形(偏重小腦)

進行

Project I

實驗目的：使用化學突變劑EMS產生突變鼠，觀察其行為並找出特異鼠，量產後用分析基因與分子生物層面。

實驗材料：40隻EMS突變的F3老鼠

實驗方法:：

1. 突變鼠的養成

EMS、EMU已經是普遍使用的化學突變劑，但由於直接用EMS突變的老鼠會帶有相當多的突變基因，存活率不高，且多個基因皆已改變，影響變因太多，會大大增加分子分析的困難度；因此我們將第一代EMS老鼠與wild-type交配產下F2子代以進行基因突變的稀釋，最終我們選用F3來進行行為學的觀察。(根據老師說明，稀釋到F3的老鼠，約會帶0~2個左右的突變基因)因此適合觀察。

2. 突變鼠的篩選

    突變老鼠的觀察是我們暑期在中研院一項重要的任務。老師主要的目的是要培養我們一個最基本科學研究所需要的能力，也是科學方法的第一步：觀察。

   藉由儀器直接測試老鼠的能力和自己對老鼠的感覺，最後將數據分析，我們要試著觀察是否有值得繼續研究的老鼠。
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我們從四個方面來觀察老鼠的能力：
<Rota-rod>

儀器如右圖，分成五個隔間，上面有一可以控制轉速的滾輪，老鼠可以在停留在轉動的滾輪上，若不慎掉落，下面有紅外線可以探測到老鼠掉落，可以計時並直接輸入電腦。

實驗方法：將老鼠先放在靜止的滾輪上，我們調整的是初速度、加速時間還有末速度。並記錄老鼠在滾輪啟動之後掉下來的秒數和滾輪的轉速。每次掉下來之後，老鼠經過3分鐘的休息時間才會再度開始第二次測驗，或一直不掉下來，則再200秒時停止轉動，休息3分鐘後繼續下次。在每一個Trail中，總共測試10次以減少誤差(分析時，皆取七次來當作平均成績)。

測驗如下，
	
	初速
	末速
	加速時間

	Practice
	1rpm
	10rpm
	60sec

	TrailA
	1rpm
	20rpm
	60sec

	TrailB
	1rpm
	20rpm
	1sec

	TrailC
	1rpm
	60rpm
	60sec


實驗結果：

1. 老鼠天生有相當優秀的平衡感，因此第一個Practice主要是要讓老鼠熟悉環境，使老鼠在真正測試的時候能夠有正常的表現，而盡量不受環境的影響(如害怕、驚嚇)，並要讓老鼠知道這儀器的使用方法，學習調整身體去適應轉動的滾軸。
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Trail A:初速由1~20rpm 60秒加速。我們將老鼠的隻數vs 掉落速度畫成如下 

40隻老鼠的平均掉下時轉軸的速度是18.29rpm，很明顯的表示出這個測試對老鼠來說輕而易舉，但也因如此，我們在這次可以發現有幾隻老鼠的平衡能力已經很差了。

3. [image: image3.png]


Trail B 初速由1~20 rpm10秒加速。這個測試主要是要看老鼠對於瞬間的加速度可否立刻調整自己去適應。我們將老鼠的隻數和停留時間畫成如下

從此圖發現，老鼠的能力有兩極化的趨勢，即他們的表現比較像是有此能和和無此能力的分別，因此，也獲得了幾隻能力差和能力佳的老鼠。 

4.Trail C初速由1~60rpm 60秒加速。此測驗可以更看出每隻老鼠的平衡能力
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    由此分布發現，老鼠的平衡能力，有類似常態分布的曲線，因此在經由TrailABC三個資料的比對，我們找到幾隻表現極差的老鼠，似乎值得注意。

<holeboard>

    在一個排列方形的4*4個洞口，老鼠天生的好奇心會將頭探進去看看裡面有什麼，實驗要在昏暗之中進行，使得老鼠能夠更輕鬆自在的表現，機器會自動紀錄他探頭的次數，此數據我們可以拿來當作老鼠的活動力指標。

<Open-field>

   老鼠在空曠的環境下，有著強光刺激下會受到驚嚇，並且會開始找隱蔽的地方，此實驗設計就是將老鼠放在一個一120*90*20的大盒子，上面照著日光燈，用攝影機追蹤老鼠在這五分鐘的反應，可以記錄走多少距離、有多少時間停留、走在哪幾個方格裡，接著便能進行資料分析。這個實驗主要要觀察是否有行為特異的老鼠，比如說一點也不害怕直接往盒子的中央走去(有悖於老鼠習性)。

<Water maze>

老鼠天生就是個游泳好手，因此我們可以放心的把老鼠慢慢的(這非常重要，不得使小老鼠嗆到或沉下)放進游泳池，大約只要幾秒，老鼠就能開始游泳了，而每一隻老鼠的游泳又有些不同，有些吃力卻慢也有些輕鬆但是很快。

Watermaze主要是要測試老鼠的Spatial learning and memory。完全基於老鼠的習性所測驗的，老鼠能快速的認路記得迷宮怎麼走，而最後找到了安全的地方，還會看看四周，並記下環境使下次能快速的到達。

一般的實驗設計都需要有獎勵當動物完成任務時，而我們的獎勵就是當老鼠完成任務站在平台上看過四周以後，我們走過去把手掌攤開，救他離開水池，而老鼠會自己走到你手上讓你帶走。

實驗方式
	天數
	D0 練習
	D1a~4a
	D4b~6a
	D6b~8a
	D8b~9a
	D9b probe

	開始位置
	SE
	SE
	SW
	N
	SE
	SE(no platform)


老鼠依序由不同的方位放下，此時有攝影機能偵測整個水池裡面老鼠的存在，可以記錄很多東西，包括時間、路徑、經過哪些象限等等。D0是要讓老鼠開始會游泳，之後的測試就是要看老鼠有沒有發現平台，並且能準確經由自身的觀察環境並做出三角測量來找到平台。

資料分析：

    這邊最重要的就是要訓練資料分析，watermaze這個程式能紀錄相當多有趣的訊息，因此我們必須針對不同的篩選目的設立不同的參數運算，從眾多變數中挑選重要的幾個來計算，

    Probe test跟其他唯一不同的就是沒有平台，因此在第九天若老鼠已經在腦中建立起平台的位置而在原本有平台的地方徘徊，那就表示他已經建立起Spatial learning and memory，因此是很明顯的表現出能力。

    老鼠在游泳池裡面可能會有很多應變方式，會有很多不同的策略來找出平台，也可能會有不同的學習階段慢慢進行，這些都得自己摸索觀察想出來。
3. 後續動作
    從隻前所觀察出特異的老鼠，我們先假定他是基因上的缺失，並且是隱性基因aa。因此根據遺傳定律

                  P1   aa  X  AA

                  F1    all  Aa

                 F1自交 Aa  X  Aa

                  F2    AA  Aa  Aa  aa

在F2子代約會有1/4的機率會有與原先篩選的親代有相同的表現型(很差或者很優秀)。因此檢定以上假設是否成立，如果成立，之後就可以用aa X aa大量製造出該突變鼠，才可用於從事基因與分子生物的研究，並開創一個實驗的主題。

心得感想：

老師很用心的安排了這個實驗，希望讓我們了解的是科學研究所需要的精神，要我們培養對事務的感覺，訓練我們察覺別人所不能看見的。因此我們第一步必須先觀察出行為特異老鼠，接著提出問題和假設來解釋。由於是老鼠的行為學，因此我們也需要先知曉一些老鼠的習性，而這一切的儀器的設計都是基於老鼠的天性，方便我們來觀察而且用數據量畫。

    第二個就是資料分析，老師只把大方向告訴我們，因此我們得自己去選擇要參考哪些參數，並自己設計一個覺得可行的公式來做指標，一切也是要訓練獨立思考，獨立創造個自己的想法。老師沒有給我們太多的意見，不使我們只是一步步跟著以前人的方法，要懂得創新要懂得思考。

    科學研究的工作是繁瑣的，尤其對象又是為數不小的40隻老鼠(他們在做還還多很多)，然而每隻老鼠又可能都要做到好幾遍的實驗，因此測驗時，不免會有點乏味，有點分神，接著還要面臨可能要花一整天的時間持續的進行才能在時間內完成，要我們知道做科學是會佔據很多時間的，同時也想讓我們自己去了解，自己適不適合這條路，不要到研究所才知道要放棄，總之，老師很用心的策劃了我們的暑假，真是謝謝老師，這也許是其他實驗室所沒有的訓練，即使我到現在還沒看過kit但我體會了其他更好的事。
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Sheet1

		USER		YA

		rotarod test

		平衡  體力  抓力

		聰明的會懂得省力

		探索的好奇 有些會站起來 故摔倒

		體重輕相對之下較易抓著滾一圈站起來

		由於無法同時開始讀秒在planD 看rpm較準

				Initial Speed ( rpm )		1		1		1		1

				Final Speed   ( rpm )		20		20		60		60

				Acceleration time(sec)		60		1		60		60

				Timeout ( sec )		200		200		200		200

				AVE(SEC)		AVE(RPM)		AVE(SEC)		AVE(SEC)		AVE(RPM)		weight		1sec		1rpm		2sec		3rpm

		10505		39.1571428571		11.5714285714		2.5142857143		9.1285714286		9.0428571429		22.2		19.5785714286		57.8571428571		1.2571428571		15.0714285714		16.3285714286

		10504		33.4571428571		10.5857142857		3.5285714286		8.8285714286		9.3285714286		25.6		16.7285714286		52.9285714286		1.7642857143		15.5476190476		17.3119047619

		10509		53.1		15.3571428571		9.8857142857		15		14.1428571429		29.6		26.55		76.7857142857		4.9428571429		23.5714285714		28.5142857143

		10457		28.7571428571		8.8571428571		10.7714285714		15.2142857143		14.5714285714		21.8		14.3785714286		44.2857142857		5.3857142857		24.2857142857		29.6714285714

		10523		71.9857143		18.3428571		10.7714285714		16.7		15.5142857143		27.5		35.99285715		91.7142855		5.3857142857		25.8571428571		31.2428571429

		10452		54.8714285714		16.8285714286		6.3714285714		16.4714285714		15.5714285714		28.6		27.4357142857		84.1428571429		3.1857142857		25.9523809524		29.1380952381

		10518		43		13.2285714286		4.8571428571		16.6		17.8714285714		26.3		21.5		66.1428571429		2.4285714286		29.7857142857		32.2142857143

		10451		68.6714285714		19.5142857143		5.5		20.1		18.5285714286		28.6		34.3357142857		97.5714285714		2.75		30.880952381		33.630952381

		10454		74.1857142857		19.1285714286		4.5285714286		23.9428571429		21.6571428571		32.8		37.0928571429		95.6428571429		2.2642857143		36.0952380952		38.3595238095

		10500		129.3571428571		20		28.7571428571		24.0714285714		21.9142857143		33.7		64.6785714286		100		14.3785714286		36.5238095238		50.9023809524

		10463		111.5571428571		20		19.2571428571		23.7571428571		21.9857142857		21.3		55.7785714286		100		9.6285714286		36.6428571429		46.2714285714

		10453		64.7714285714		18.3857142857		128.9285714286		29.7142857143		26.7285714286		25.8		32.3857142857		91.9285714286		64.4642857143		44.5476190476		109.0119047619

		10461		146.8571428571		20		200		29.7428571429		26.8714285714		19.7		73.4285714286		100		100		44.7857142857		144.7857142857

		10496		59.9571428571		17.9571428571		5.5714285714		26.8714285714		27.4428571429		26.3		29.9785714286		89.7857142857		2.7857142857		45.7380952381		48.5238095238						0		0

		10521		73.3285714286		19.8		61.8428571429		29.2285714286		28.1428571429		28.8		36.6642857143		99		30.9214285714		46.9047619048		77.8261904762						2.5		0

		10508		50.7		15.4714285714		7.9857142857		29.6571428571		29.0571428571		32.9		25.35		77.3571428571		3.9928571429		48.4285714286		52.4214285714						7.5		2

		10493		53.6857142857		16.0714285714		170.0428571429		29.3571428571		29.9285714286		24.7		26.8428571429		80.3571428571		85.0214285714		49.880952381		134.9023809524						12.5		2

		10488		55.4142857143		16.5		21.3142857143		31.1428571429		31.6714285714		27		27.7071428571		82.5		10.6571428571		52.7857142857		63.4428571429						17.5		4

		10507		85.8		20		16.7428571429		32.8857142857		31.9857142857		30.8		42.9		100		8.3714285714		53.3095238095		61.680952381						22.5		3

		10499		174.3		20		200		32.3857142857		33.1		24.6		87.15		100		100		55.1666666667		155.1666666667		0				27.5		6

		10492		102.5142857143		19.6		191.4		33.7		33.9571428571		22.6		51.2571428571		98		95.7		56.5952380952		152.2952380952		25		14		32.5		5

		10494		68.9285714286		19.3285714286		189.4		33.8571428571		34.1428571429		28.7		34.4642857143		96.6428571429		94.7		56.9047619048		151.6047619048		50		2		37.5		6

		10458		163.1285714286		20		200		42.5714285714		37.3142857143		28.9		81.5642857143		100		100		62.1904761905		162.1904761905		75		3		42.5		7

		10515		76.9		19.4857142857		84.3857142857		37.9142857143		38.1		25.3		38.45		97.4285714286		42.1928571429		63.5		105.6928571429		100		1		47.5		2

		10487		184.1857142857		20		139.4428571429		37.7714285714		38.1571428571		25.9		92.0928571429		100		69.7214285714		63.5952380952		133.3166666667		125		2		52.5		2

		10460		158.2714285714		20		68.5714285714		43.7285714286		38.5857142857		22.5		79.1357142857		100		34.2857142857		64.3095238095		98.5952380952		150		3		57.5		1

		10498		154.4714285714		20		200		38.4		38.7428571429		20.5		77.2357142857		100		100		64.5714285714		164.5714285714		175		1		60		0

		10522		67.9		18.4571428571		72.9857142857		39.2428571429		38.9142857143		30		33.95		92.2857142857		36.4928571429		64.8571428571		101.35		200		14

		10495		160.8		19.5142857143		200		39.8		40.3714285714		26.8		80.4		97.5714285714		100		67.2857142857		167.2857142857

		10519		154.3142857143		19.7142857143		187.6142857143		41.0142857143		42.1285714286		26.4		77.1571428571		98.5714285714		93.8071428571		70.2142857143		164.0214285714

		10516		130.4428571429		20		200		43.1714285714		43.2571428571		27.5		65.2214285714		100		100		72.0952380952		172.0952380952

		10497		160.7285714286		20		200		43.5857142857		43.5571428571		25.5		80.3642857143		100		100		72.5952380952		172.5952380952

		10459		161.0285714286		19.9142857143		110.0714285714		50.6428571429		44.3571428571		25.7		80.5142857143		99.5714285714		55.0357142857		73.9285714286		128.9642857143

		10456		81.7		19.1428571429		200		44.2428571429		44.5285714286		21.6		40.85		95.7142857143		100		74.2142857143		174.2142857143

		10462		179.8428571429		20		194.4285714286		50.6142857143		44.6857142857		20.9		89.9214285714		100		97.2142857143		74.4761904762		171.6904761905

		10517		188.5		20		200		44.9428571429		45.0142857143		26.4		94.25		100		100		75.0238095238		175.0238095238

		10455		72.4		19.1428571429		200		46.2857142857		46.2428571429		19.7		36.2		95.7142857143		100		77.0714285714		177.0714285714

		10464		107.9571428571		20		43.7		50.4714285714		51.0285714286		23.3		53.9785714286		100		21.85		85.0476190476		106.8976190476

		10485		136.6285714286		20		134.9		54.2		53.2285714286		25.6		68.3142857143		100		67.45		88.7142857143		156.1642857143

		10486		132.2714285714		20		102.0285714286		78.4285714286		58.1285714286		25.7		66.1357142857		100		51.0142857143		96.880952381		147.8952380952

				102.8957142861		18.2974999989		100.9525		33.8846428571		32.4875		25.9525		51.447857143		91.4874999946		50.47625		54.1458333333

				51.447857143		91.4874999946		50.47625		16.9423214286		54.1458333333
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		USER		YA

		rotarod test

		平衡  體力  抓力

		聰明的會懂得省力

		探索的好奇 有些會站起來 故摔倒

		體重輕相對之下較易抓著滾一圈站起來

		由於無法同時開始讀秒在planD 看rpm較準

				Initial Speed ( rpm )		1		1		1		1

				Final Speed   ( rpm )		20		20		60		60

				Acceleration time(sec)		60		1		60		60

				Timeout ( sec )		200		200		200		200

				AVE(SEC)		AVE(RPM)		AVE(SEC)		AVE(SEC)		AVE(RPM)		weight		1sec		1rpm		2sec		3rpm

		10505		39.1571428571		11.5714285714		2.5142857143		9.1285714286		9.0428571429		22.2		19.5785714286		57.8571428571		1.2571428571		15.0714285714

		10504		33.4571428571		10.5857142857		3.5285714286		8.8285714286		9.3285714286		25.6		16.7285714286		52.9285714286		1.7642857143		15.5476190476

		10454		74.1857142857		19.1285714286		4.5285714286		23.9428571429		21.6571428571		32.8		37.0928571429		95.6428571429		2.2642857143		36.0952380952

		10518		43		13.2285714286		4.8571428571		16.6		17.8714285714		26.3		21.5		66.1428571429		2.4285714286		29.7857142857

		10451		68.6714285714		19.5142857143		5.5		20.1		18.5285714286		28.6		34.3357142857		97.5714285714		2.75		30.880952381

		10496		59.9571428571		17.9571428571		5.5714285714		26.8714285714		27.4428571429		26.3		29.9785714286		89.7857142857		2.7857142857		45.7380952381

		10452		54.8714285714		16.8285714286		6.3714285714		16.4714285714		15.5714285714		28.6		27.4357142857		84.1428571429		3.1857142857		25.9523809524

		10508		50.7		15.4714285714		7.9857142857		29.6571428571		29.0571428571		32.9		25.35		77.3571428571		3.9928571429		48.4285714286

		10509		53.1		15.3571428571		9.8857142857		15		14.1428571429		29.6		26.55		76.7857142857		4.9428571429		23.5714285714

		10523		71.9857143		18.3428571		10.7714285714		16.7		15.5142857143		27.5		35.99285715		91.7142855		5.3857142857		25.8571428571

		10457		28.7571428571		8.8571428571		10.7714285714		15.2142857143		14.5714285714		21.8		14.3785714286		44.2857142857		5.3857142857		24.2857142857

		10507		85.8		20		16.7428571429		32.8857142857		31.9857142857		30.8		42.9		100		8.3714285714		53.3095238095

		10463		111.5571428571		20		19.2571428571		23.7571428571		21.9857142857		21.3		55.7785714286		100		9.6285714286		36.6428571429

		10488		55.4142857143		16.5		21.3142857143		31.1428571429		31.6714285714		27		27.7071428571		82.5		10.6571428571		52.7857142857

		10500		129.3571428571		20		28.7571428571		24.0714285714		21.9142857143		33.7		64.6785714286		100		14.3785714286		36.5238095238

		10464		107.9571428571		20		43.7		50.4714285714		51.0285714286		23.3		53.9785714286		100		21.85		85.0476190476

		10521		73.3285714286		19.8		61.8428571429		29.2285714286		28.1428571429		28.8		36.6642857143		99		30.9214285714		46.9047619048

		10460		158.2714285714		20		68.5714285714		43.7285714286		38.5857142857		22.5		79.1357142857		100		34.2857142857		64.3095238095

		10522		67.9		18.4571428571		72.9857142857		39.2428571429		38.9142857143		30		33.95		92.2857142857		36.4928571429		64.8571428571

		10515		76.9		19.4857142857		84.3857142857		37.9142857143		38.1		25.3		38.45		97.4285714286		42.1928571429		63.5				0

		10486		132.2714285714		20		102.0285714286		78.4285714286		58.1285714286		25.7		66.1357142857		100		51.0142857143		96.880952381				25		14

		10459		161.0285714286		19.9142857143		110.0714285714		50.6428571429		44.3571428571		25.7		80.5142857143		99.5714285714		55.0357142857		73.9285714286				50		2

		10453		64.7714285714		18.3857142857		128.9285714286		29.7142857143		26.7285714286		25.8		32.3857142857		91.9285714286		64.4642857143		44.5476190476				75		3

		10485		136.6285714286		20		134.9		54.2		53.2285714286		25.6		68.3142857143		100		67.45		88.7142857143				100		1

		10487		184.1857142857		20		139.4428571429		37.7714285714		38.1571428571		25.9		92.0928571429		100		69.7214285714		63.5952380952				125		2

		10493		53.6857142857		16.0714285714		170.0428571429		29.3571428571		29.9285714286		24.7		26.8428571429		80.3571428571		85.0214285714		49.880952381				150		3

		10519		154.3142857143		19.7142857143		187.6142857143		41.0142857143		42.1285714286		26.4		77.1571428571		98.5714285714		93.8071428571		70.2142857143				175		1

		10494		68.9285714286		19.3285714286		189.4		33.8571428571		34.1428571429		28.7		34.4642857143		96.6428571429		94.7		56.9047619048				200		14

		10492		102.5142857143		19.6		191.4		33.7		33.9571428571		22.6		51.2571428571		98		95.7		56.5952380952

		10462		179.8428571429		20		194.4285714286		50.6142857143		44.6857142857		20.9		89.9214285714		100		97.2142857143		74.4761904762

		10455		72.4		19.1428571429		200		46.2857142857		46.2428571429		19.7		36.2		95.7142857143		100		77.0714285714

		10456		81.7		19.1428571429		200		44.2428571429		44.5285714286		21.6		40.85		95.7142857143		100		74.2142857143

		10495		160.8		19.5142857143		200		39.8		40.3714285714		26.8		80.4		97.5714285714		100		67.2857142857

		10458		163.1285714286		20		200		42.5714285714		37.3142857143		28.9		81.5642857143		100		100		62.1904761905

		10461		146.8571428571		20		200		29.7428571429		26.8714285714		19.7		73.4285714286		100		100		44.7857142857

		10497		160.7285714286		20		200		43.5857142857		43.5571428571		25.5		80.3642857143		100		100		72.5952380952

		10498		154.4714285714		20		200		38.4		38.7428571429		20.5		77.2357142857		100		100		64.5714285714

		10499		174.3		20		200		32.3857142857		33.1		24.6		87.15		100		100		55.1666666667

		10516		130.4428571429		20		200		43.1714285714		43.2571428571		27.5		65.2214285714		100		100		72.0952380952

		10517		188.5		20		200		44.9428571429		45.0142857143		26.4		94.25		100		100		75.0238095238

				102.8957142861		18.2974999989		100.9525		33.8846428571		32.4875		25.9525		51.447857143		91.4874999946		50.47625		54.1458333333

				51.447857143		91.4874999946		50.47625		16.9423214286		54.1458333333
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