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摘要

本次出國進修，主要參與實驗室的研究工作，主要在於探討一氧化氮合成酶在CFA (complete Freund’s Adjuvant)引起之慢性疼痛機制上所扮演的角色。也參與其他主題，如Postsynaptic density (PSD)蛋白與protein interacting with protein kinase C (PICK1)和發炎性疼痛的關係，多方熟悉不同的物種、與不同的刺激來源所造成的疼痛行為的差異。一年的時間很快過去，研究工作的進度只能有限進行，但仍利用此一難得機會學習基礎實驗的經驗，並以observer身分至臨床觀察其臨床門診、開刀房及病房之進行，並參與其臨床討論會及教學活動，參觀其臨床與實驗室間之合作狀況，獲益良多。

Johns Hopkins Hospital可以連續十五年蟬連U.S. News & World Report的評等，為全美最佳醫院的第一名，其強大的實驗研究及每年大量的臨床試驗、文獻發表，造就了世界級的知名度，源源不絕的病患及研究人員，帶動其週邊各種商業行為，造就大量的工作機會，是醫院國際化的成功範例。國內臨床醫師的臨床工作負荷較重，不容易長時間於實驗室中參與實驗進行，然而，只進行臨床研究，內容較不易深入，只有基礎研究，將無法做臨床上的應用。基礎與臨床的科際合作，是比較可能的方式。但是，臨床醫師若完全不接觸實驗，將無法使此類合作順暢進行，實驗的方向比較會脫離疾病的實際需要。國內醫療制度與美國相差很大，我們應該思考尋找自己臨床與基礎工作的平衡點。

Johns Hopkins Hospital研究風氣盛行，不只是大學與醫院醫師的合作頻繁，部內的醫師之間的合作也相當普遍。由於實驗室的設備齊全，也提供進修醫師良好的學習環境。同時部裡的研究經費，也提供相當多的共用儀器、耗材，使得實驗的進行相當便利。在本院，如果可以鼓勵這種合作的風氣，將可以在現有的資源上，作最大的發揮。
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本文

目的

本次出國進修，於Johns Jopkins University, School of Medicine, Department of Anesthesiology and Critical Care Medicine 之Dr. Roger A. Johns 的實驗室，由Dr. Yuan-Xiang Tao為mentor，所參與的研究主題如下：

神經型一氧化氮合成酶(neuronal nitric oxide synthase, nNOS)，在位於神經突觸，與NMDA受體連接，調節許多藉由NMDA受體活化所觸發的生理或病理機制。一氧化氮為一神經傳遞素，參與體內許多生理疾病裡機轉。例如，中樞神經突觸上的可塑性(synaptic plasticity)，神經保護機制(neuroprotection)及疾病理性疼痛(pathological pain)的形成。正常情況下，NO是由神經組織中一氧化氮合成酶合成，合成後即與目標細胞形成共價鍵，而不像傳統的神經傳遞素般被貯存於胞突接合處小囊(synaptic vesicle)，因此一氧化氮的功能，全由神經型一氧化氮合成酶的活性來調節。目前已知NMDA受體在慢性疼痛中樞敏感化(central sensitization)扮演關鍵的角色。然而，nNOS的功能為何至今仍未明朗。例如說，一些實驗利用非特異性或特異性的nNOS抑制劑，可以減輕神經損傷所引起的allodynia的現象。許多的研究也顯示，給予NOS抑制劑會減輕急性疼痛反應的表現，然而在nNOS基因剔除的老鼠上，急性疼痛的表現(Formalin test)，並無改變。這些不一致的結果，加上NO在慢性發炎性疼痛的中樞機制所扮演的角色並不明確。因此，為了釐清nNOS在慢性疼痛中的角色，了解NMDA受體如何與NO結合聯繫，引起慢性痛的發展與持續，我們將利用兩種方式，將負責nNOS的基因剔除，或是給予藥物抑制nNOS的活性，來探討nNOS在慢性疼痛中樞敏感化扮演的角色。

此外，並利用實驗室之空檔時間，進入開刀房，觀察其臨床麻醉之進行，並參與其討論會見（附件一、二）及教學活動，參觀其臨床與實驗室間之合作狀況，希望在臨床工作與研究上更上層樓。

過程

本實驗是以現成的nNOS基因剔除老鼠為主。職進入實驗室後，及著手熟悉疼痛行為反應的實驗練習。所採用的疼痛模式為於足掌注射complete Freund’s Adjuvant (CFA)，觀察的疼痛反應危機械性刺激痛(mechanical hyperalgesia)，含低刺激度及中刺激度兩種，以及熱刺激痛(thermal hyperalgesia)。於足掌注射CFA後，在注射後2、6、24小時至一週，每日測量其疼痛反應。

為了釐清基因剔除鼠上，因代償作用出現，而由其他同型的酶來代償nNOS的功能，因此在注射CFA 2小時及24小時後再注射NOS抑制劑，觀察其對疼痛反應的影響。再者，我們利用在下蛛膜腔注射NOS抑制劑，觀察能否減輕疼痛反應，藉以證明脊髓的nNOS是否參與疼痛形成的機制。

最後利用Western blot來測量脊髓中三種一氧化氮合成酶─神經型、血管型及誘發型一氧化氮合成酶的變化，比較注射CFA前後，酶的量的變化，與行為表現做一對照，找尋最佳的解釋。另外，也取脊髓組織免疫組織切片染色，觀察nNOS在背角(dorsal horn)分佈的情形。

　

心得

經過一年密集的實驗，得到以下的結果

1、 在nNOS基因剔除鼠身上，可以發現，其機械痛的表現，在注射CFA後二小時，，與野生種鼠的表現，並無差異。但自注射後二十四小時至三天的觀察期間，基因剔除鼠的疼痛行為的表現，較野生種鼠呈現顯著的減輕。在熱刺激痛上，則基因剔除鼠，與野生種鼠，兩者在CFA引起的慢性痛上並無差異。這說明了nNOS在CFA引起的慢性期的機械疼痛是不可或缺。但在熱痛機制中則非如此，也可以說明熱痛及機械痛的形成機制有所不同。

2、 另外，我們發現，在nNOS基因剔除鼠上施打抑制劑，對其機械痛反應並無減輕的作用。而野生鼠上，無論是在CFA注射後2小時或24小時所測得的機械痛或熱痛，皆會因NOS抑制劑而減輕。由於基因剔除鼠在2小時的機械痛，與2小時或24小時的熱痛，與野生鼠種並無差異，因此這個結果使我們推測，在nNOS基因剔除鼠，CFA注射後2小時的機械痛，以及2小時與24小時的熱痛，是一個不受NO影響的過程，可能由一些非NO的物質(如一氧化碳)來代償。

3、 我們也證明了脊髓的nNOS參與這個疼痛形成的機制。經由下蛛膜腔注射nNOS抑制劑，可以顯著的減輕CFA注射後引起的機械痛。再者，腰椎的nNOS在CFA注射後24小時，表現也呈現增多的現象，分佈於背角表層。這個結果可以解釋疼痛行為的表現。此外，其他形式的NOS，如血管型、誘發型NOS，皆不因注射CFA而有表現增多的現象，顯示其他形式的NOS並沒有代償nNOS的作用。

4、 基礎實驗的訓練在國內醫師培養的過程中，所占的比重較少。國內醫學中心的醫師臨床工作較之美國更為繁重，要肩負起起臨床，教學及研究三項工作，實不易面面俱到。在Johns Hopkins Hospital麻醉部的教員(faculty)中，部分為非臨床醫師，專司研究工作，所以其臨床研究與基礎研究兼顧並行，多數的麻醉醫師擁有實驗室並有部分研究的時間。住院醫師也可以有機會到實驗室學習。然而在國內，雖也有類似的情況，但較不普遍。這也是為何Johns Hopkins Hospital可以連續十五年蟬連U.S. News & World Report的評等，為全美最佳醫院的第一名。近年來臨床醫師投身基礎研究的風氣盛行，假以時日，應有令人振奮的成果。

五、實驗結果，已整理完畢，英文稿將於投稿於醫學期刊（見附件三）。

建議

國內臨床醫師的臨床工作負荷較重，不容易長時間於實驗室中參與實驗進行，然而，只進行臨床研究，內容較不易深入，只有基礎研究，將無法做臨床上的應用。基礎與臨床的科際合作，是比較可能的方式。但是，臨床醫師若完全不接觸實驗，將無法使此類合作順暢進行，實驗的方向比較會脫離疾病的實際需要。國內醫療制度與美國相差很大，我們應該思考尋找自己臨床與基礎工作的平衡點。

Johns Hopkins Hospital研究風氣盛行，不只是大學與醫院醫師的合作頻繁，部內的醫師之間的作已相當普遍。由於實驗室的設備齊全，也提供進修醫師良好的學習環境。同時部裡的研究經費，也提供相當多的共用儀器、耗材，使得實驗的進行相當便利。在本院，如果可以鼓勵這種合作的風氣，將可以在現有的資源上，作最大的發揮。
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