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摘要

慢性肝炎之併發症是肝纖維化乃至肝硬化，目前對此併發症尚無有效及令人滿意之治療方法。本次前往美國杜克大學醫學中心由Dr. Don C. Rockey領導之肝病實驗室進修，主要參與肝纖維化門脈高壓發生機轉的研究工作，研究主題在於探討肝纖維化時星狀細胞，細胞外基質與第一型血管內皮素三者間的相互關係，並特別著重在肝纖維化時肝星狀細胞所扮演的角色。研究發現將HSC培養在不同基質上特別是Fibronectin，第一型血管內皮素（Endothein-1, ET-1）的產量會增加。Fibronectin與HSC細胞表面Integrin 受體結合後，會啟動細胞訊號傳導路徑，增加ERK磷酸化。阻止Fibronectin與HSC細胞表面Integrin 受體結合，或抑制ERK磷酸化，可減少ET-1之合成。在膠原纖維凝膠收縮試驗(Collagen Gel Contraction Assay)中發現，Fibronectin可使HSC細胞產生收縮，但若給予內皮素轉化酵素抑制劑，阻斷ET-1的產生，此收縮反應即喪失。另外星狀細胞中PPAR-(受體的表達和肝纖維化相當密切，刪除PPAR-(基因之表達能力會加重肝臟細胞外膠原纖維的堆積，反之提高PPAR-(受體的表達，可減少小鼠肝臟纖維化。這部分結果顯示星狀細胞在肝纖維化的過程中扮演重要角色。了解星狀細胞的變化過程，於過程中擇取特定目標適時加以調節，可能是減緩肝纖維化，肝硬化門脈高壓的可行方法之一。
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目的

國人目前B型、C 型等慢性肝炎之比率甚高，而慢性肝炎之重大併發症則是肝纖維化乃至肝硬化。肝纖維化及肝硬化病人因為肝門靜脈壓力增高會產生食道靜脈曲張，一旦食道靜脈曲張因壓力過高破裂出血，死亡率高達30-50%。然而目前對肝纖維化，肝硬化尚無有效及令人滿意之治療方法，其中的原因可能是因為對肝纖維化，肝硬化之發生機轉尚未清楚了解，未能發展出有效的療法。

由肝纖維化的基礎研究近年已知，肝臟內的星狀細胞(Hepatic stellate cell, HSC)在纖維化的過程中扮演重要的角色。肝損傷後，HSC因外界刺激而被活化(Activation)，並轉化成為具有收縮能力之肌纖維母細胞(Myofibroblast) 。活化的HSC會對第一型血管內皮素(Endothelin, ET-1) 起收縮及增殖反應。肝中HSC的增殖及收縮，又促使肝內壓力增高。HSC也是細胞外基質(Extracellular matrix, ECM)，如膠原纖維，的主要來源細胞。HSC所產生的細胞外基質大量堆積於肝內，是肝臟變成纖維化的重要原因之一。
目前知道HSC被活化後自身會釋出ET-1，但是還不清楚ET-1究竟是如何被釋出的。因此探討肝臟內的星狀細胞活化過程之變化以及星狀細胞, 細胞外基質與ET-1三者間的相互關係，可以幫助我們了解肝纖維化門脈高壓發生之機轉，進而發展出可能的治療方法。
過程

本次研究進修之目的是希望對肝纖維化門脈高壓發生之機轉有進一步了解， 因此申請前往美國杜克大學醫學中心(Duke Univertisty Medical Center Liver Center)由Dr. Don C. Rockey領導之肝病實驗室進修，參與並學習相關的研究技術。Dr. Rockey是最早探討肝纖維化時第一型血管內皮素(Endothelin, ET-1)與星狀細胞 (Hepatic sttellate cell, HSC) 之關係的研究員之一，已發表多篇論文於國際知名研究期刊。
在循序漸進的進修過程中，從學習最基本的肝灌注手術，分離抽取及培養鼠肝各種細胞開始，再逐步學習細胞及分子生物學相關技術，例如Immunohistochemistry、Immunoblotting、ELISA、Real Time-PCR、Collagen Gel Contraction Assay…等。初到時與前輩合作以學習技術，掌握技術後便開始獨立執行研究計劃。Dr. Rockey後來受聘擔任德州大學西南醫學中心(UTSW Medical Center)消化及肝病科(Ｄivision of Digestive and Liver Disease)主任，由其領導之肝病實驗室也轉移至德州大學，本人亦跟隨前往並繼續研究。
進修期間所研究的主題可分成兩部分，茲分別說明如下：
(1) 有關肝纖維化門脈高壓之機轉： 
    肝纖維化時肝臟內部細胞外基質(Extracellular matrix, ECM) 大量堆積，局部肝組織中ET-1的濃度也顯著升高。這些細胞外基質及ET-1主要由被活化的HSC產生。細胞外基質有許多種，如膠原纖維Type I，Type IV，Laminin，Fibronectin，matrigel…等。
ET-1是很強的Vasocontrictor ，使HSC收縮增加肝內阻力。ET-1也是mitogen，可使HSC增殖，分泌更多細胞外基質，加重肝纖維化。因此ET-1被認為在肝纖維化，肝硬化門脈高壓的機轉中扮演關鑑角色。但是ET-1為何會升高，和細胞外基質間又有何相關，目前仍然不太清楚。
我們研究發現將HSC培養在不同基質上，特別是Fibronectin，HSC合成及釋放ET-1的量會增加。此種作用與HSC細胞表面特定的Integrin 受體有關。當Fibronectin與HSC細胞表面Integrin 受體結合後，會啟動訊號傳導路徑ERK，增加ERK磷酸化，提高preproendothelin-1 mRNA 的表達。如用MAPK抑制劑，PD98059 及 U0126，抑制ERK磷酸化，可減少ET-1 及preproendothelin-1 mRNA之合成。阻止Fibronectin與HSC細胞表面Integrin受體結合，會降低ERK磷酸化並減少ET-1。在膠原纖維凝膠收縮試驗(Collagen Gel Contraction Assay)中，我們發現Fibronectin可使HSC細胞產生收縮，但若給予內皮素轉化酵素抑制劑抑制ET-1合成，此收縮反應即喪失。
這部分結果指出細胞外基質與Integrin結合可藉由MAPK訊號傳導路徑刺激星狀細胞產生ET-1。同時也顯示出肝纖維化時肝內ET-1 藉由自身刺激作用(Autocrine Effect)促使星狀細胞收縮的重要生理功能。(論文題目：Extracellular Matrix Dependent Endothelin-1 Synthesis in Rat Hepatic Stellate，論文投稿審查中) 

(2) 有關肝纖維化及抗纖維化之機轉：
　　在肝損傷過程中星狀細胞(Hepatic stellate cell, HSC)因外界刺激被活化(Activation)，細胞中有一種受體稱為Peroxisome Proliferators-activated Receptor-(, PPAR-()會有表達下降的現象，我們假設此現象可能與肝纖維化的過程有關。我們以膽道結紮誘導肝硬化的老鼠為研究模型，利用分子生物學之技術刪除PPAR-(基因之表達能力，結果發現PPAR-(基因不表達時，老鼠肝內第一型膠原纖維(Collagen type I)堆積會增加(1.28±0.14mg/g vs.1.89±0.21 mg/g, p<0.05)。若以病毒（Adenovirus）轉染HSC細胞使細胞過度表達PPAR-(受體，結果發現會使第一型膠原纖維產生量減少，且HSC細胞中平滑肌動蛋白(smooth muscle α action, SMαA) mRNA表達量亦減少。再以病毒轉染小鼠使PPAR-(過度表達，結果發現可使小鼠肝臟纖維化的程度下降，且肝內第一型膠原纖維、平滑肌動蛋白產生均同時減少。這部分結果顯示星狀細胞中PPAR-(的表達和肝纖維化相當密切。也說明星狀細胞在肝纖維化過程中扮演重要角色，了解星狀細胞的變化過程，於過程中擇取特定目標適時加以逆轉，可減緩肝纖維化的發生。(論文題目：Regulation of Peroxisome Proliferators-activated Receptors-( in Liver Fibrosis. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2006 Jun 22)

心得

　　Dr. Don C. Rockey 是個臨床醫師但卻能領導頗具規模之實驗室獲得許多成果，實屬不易。他除了臨床工作外，每週會和研究員個別談話，實驗室每週均舉行研究進度報告或期刊討論會，共同討論研究過程中所產生的問題，以便及時修正錯誤，節省時間及金錢。個人亦從事臨床工作，對其從事基礎研究發展的高度熱忱深感敬佩，其專注深入的態度足令人效法學習。目前我國內研究較少對肝纖維化投注心力，這次進修深刻體會到”細胞生物學”及”分子生物學”科技的快速進展，已有大量的技術被廣泛應用於肝纖維化的研究中以解決問題，我們實在有必要在此方面投注更多心力加以學習。在肝纖維化的研究中，由於臨床與基礎間之密切結合，現在已取得相當豐富的知識，更有學者預期不久的將來，極有可能發展出有效而安全的方法，實際用於臨床治療纖維化。個人期望能以這次進修所學為基礎，為國內肝纖維化的研究貢獻一己之力。
建議事項
   國內臨床醫師多數獨立進行研究，未結合基礎研究之技術與知識，往往限於技術層次，內容較不易深入無法突破。期望日後於國內醫療人員培育制度中，能以符合國情最理想的方式設立機制，鼓勵臨床研究結合基礎研究共同合作，以提高未來的研究水準，維持在國際上的競爭優勢。
妥善有效率的實驗室運作管理也相當重要。以Dr. Rockey實驗室為例，實驗室內建制有自己的局部網路，由一共同的伺服器與大學圖書館網路銜接，各研究員均有自己的終端機，將所有辛苦研究的結果儲存、備份於伺服器中，可避免意外損壞。各研究員均可隨時上PubMed查詢文獻資料，因與大學圖書館網路相連，可藉由IP位址之認定，直接由網路下載取得學術期刊的全文資料，而不需Log In到圖書館特定網頁或本人親往圖書館查閱，實在增加許多方便性及時効性，這樣的系統也值得我們學習採用。
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