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前言：

這次本人有幸拿到傅爾布萊特獎學金到美國馬里蘭州NIH參訪及進修，真是千載難逢的好機會。要知道Dr.  Elaine Jaffe 是舉世聞名腫瘤病理學的權威。她在2002年所編寫的WHO(世界衛生組織) 造血及淋巴組織腫瘤分類，是當今造血及淋巴組織腫瘤病理的聖經。況且NIH又在美國首都Washington, D.C. 近郊，有非常優質的人文及地理環境，更是讓本人一家人如魚得水，儘情享受美式文化及教育方式。在NIH Clinical center半年時間中, 受到血液腫瘤科主任Elaine Jaffe, Mark Raffeld醫師和其他資深住院醫師的殷勤指導及熱烈款待，實是令人感動且擭益非淺。

以下為這次進修研究的心得報告，分為三部分：

（一）NIH中clinical center的外科病理部門簡介

（二）病理組織蠟塊中有效的RNA分離法 

（三）一個簡單有效從未染玻片(unstained slide)萃取DNA的方法

進修背景及目的：

職於民國九十二年夏初，正值SARS肆虐、心惶惶之際。因本人專長於遺傳基因學，並曾發表幾篇有關virus detection 的論文。臨危授命，升任主治醫師。一方面從事病毒病理學研究，一方面負責臨床血液腫瘤學(lymphoma)診斷。職才疏學淺，而淋巴腫瘤學日新月異，從1970年代的Kiel classification、1980年代的Working Formulation、1990年代的REAL Classification到2000年代的WHO classification，幾乎毎十年一大革命。從本人於醫學院所學習的Working Formulation，到現在都已經過兩個世代。學用而後之不足，雖然職靠自修學習，但仍盼能找到淋巴腫瘤學的名師。由其親自教導，當更能收事半功倍之效。這就開始職出國進修的想法。

而Dr. Elaine Jaffe是WHO Classification中有關Tumor of hematopoietic and    lymphoid tissue的第一主編，更是NIH中clinical center的病理部主任，這正是我所追求的名師。因此一拿到出國進修的獎學金後，立刻寫信聯絡她，希望在她那邊做fellow。一開始她告以訓練人數過多，空間不足而拒絕。後來透過提供獎學金的FulBright基金會幫助，她才鬆口說可以把我放在跟她Colleague的醫師的實驗室內，一邊做臨床淋巴腫瘤研究，一邊學習淋巴腫瘤病理診斷。

進修過程：

（1） NIH中clinical center的外科病理部門簡介:

到了美國馬里蘭州後，一開始人生地不熟，就先借住在一個遠房親戚家。覺得當地人口稀少，地大物博，到處都是綠油油的草地和樹木。然而一進入NIH後，就覺得戒備森嚴。應該是因為911後的關係，整個龐大的院區(包括數十棟研究大樓及醫院)，都被2公尺高的鐵柵欄圍起來。如果沒有配戴NIH的ID，一進入院區，就會被警衛請出來檢查，再用金屬探測器檢查車輛。而後再進入院區內的任何一棟大樓，還會再被請下來檢查一次。因為NIH是美國聯邦政府直屬機關，他們對恐怖份子的防範措施，真是做得滴水不漏。

在NIH院區內，一共有數十棟至少有十層樓高的研究大樓，分別隸屬於各個Institute，其中最有名的就是NCI（National　Cancer　Institute）。NCI下面有一個直屬醫院，稱臨床中心（Clinical Center）。這個中心沒有門診，它只接受美國其他地方甚至全世界轉診的案例，通常都是一些疑難雜症。但只要簽下臨床試驗同意書，則在臨床中心所有的診斷及治療都是免費。我在他們血液腫瘤病理次專科進修時，就發現至少有一半的Cases來自院外，包括美國國外。常見美洲及歐洲國家，但亞洲國家則較少。想來大約是我們因距離遙遠，語言隔間，才不懂得利用這種免費資源，熟是可惜。

在NIH院區內大概因為建築物太多，雖然每個都有特別名稱(大多數是以人名命名)，但一般人都不稱其名，而以號碼代替。建築物外面只掛著很大的號碼來稱呼。譬如我所去進修的Clinical center，就稱為Building 10，而它的真正名稱，反而沒人記得。而在院區內最新的建築是Building 50，可見得NIH院區中應有近50棟建築。我還聽說他們有off-campus building，不過我沒去過。根據我以前的指導教授所言，Building 10是全世界最大的紅磚建築(美國的傳統建築喜歡用紅磚)，它的高度雖不是非常高(大約16層樓)，寬度確有中正樓兩倍寬，而且是前後兩棟呈H型連在一起。

走進Clinical center，一開始覺得看不到什麼病人，反倒是醫師、研究員和技術員遠多於病人。因為它是一個Referral醫院，並沒有門診，除了回診外，所有的病人都是由美國其他地方的醫院轉介而來。而NIH是聯邦政府機構，毎年由國家直接全額撥款來資助其下的機構和醫院。 Clinical center也不會跟病人的保險公司申請費用。Clinical center以研究及服務為目標，不重視成本，一開始令本人非常驚訝。還來我請教過Dr. Raffeld，他是我在Molecular Diagnostic unit的指導醫師，clinical center是如何評估毎位醫師或研究人員的績效? 他的解釋為：雖然這裡的主治醫師都是終身職，不會隨便被免職，但每個醫師每年都要跟一個評估小組報告該年的進展，若是醫療業務蓬勃發展，也有一些論文發表，他們就會提高你的年支配資金額度；反之，年額度就越來越少。若是不productive，雖然不會被解職，但最後可能只剩一個小辦公室，其他resource都沒有。這是非常humiliating(令人羞愧)，大部分人到這一地步都會另謀他就。我聽完後覺得，這種以國家的力量來鼓勵優秀醫師從事研究工作是一個很好的制度。反觀我們國家級的醫學中心，為了要維持收支平衡，不惜大開門診與眾小醫院和診所爭利。而許多我們的醫師也為了個人生計，毎日只顧著衝高績效，而對如何提高醫療水準的研究工作置之腦後。雖然因為國情不同，我們不可能一蹴可及，馬上仿效他們的做法，但對於美國全國重視研究的態度，實事求是的精神，本人深感佩服。而美國的醫學研究水準之所以能獨占世界鰲頭多年， 其來有自。

一進入病理部門，Dr. Raffeld馬上帶著我熟悉環境，順便介紹科內成員與我認識。他說明我這六個月內的工作：做一個research fellow，有一個小型計畫，希望我能利用他們的設備及人力，開發出一些與血液腫瘤病理診斷有關的技術。另一方面，我可以趁著Dr. Jaffe每天與住院醫師或資深住院醫師閱片時旁觀，因為Dr. Jaffe發報告時是用六頭顯微鏡在閱片，本來就有旁觀的Intern和Resident，不差我一個。我一聽就覺得這是一舉兩得的好計畫，既能充實臨床診斷經驗，又能學習嶄新的實驗技巧，馬上很高興的答應。

先介紹Dr. Jaffe吧，她是一位六十多歲的猶太籍女士，工作態度認真，講話有條不紊。有一次她跟我解釋一個罕見的病理診斷，大概是因為我不太瞭解，一轉身，她馬上帶回一篇40年前的期刊論文，上面詳細的討論這種診斷，那時我對她治學嚴謹和記憶力驚人的天賦，感到非常的敬佩。她的工作非常忙碌，除了科內事物外，還常出國參加各種大小會議(如Lymphoma consensus meeting 和Teaching program) 。一個月常有一兩個星期不在院內。當她不在時，就由其得力助手Dr. Pittaluga代理。

再說Dr. Mark Raffeld，他是一位50多歲的猶太籍先生，特徵是有一嘴與頭上白髮相連的落腮鬍。他負責一個病理部的分子診斷科，手下有七個技術員；三個負責免疫染色，三個負責DNA和PCR，另外一個負責細胞培養及原位雜交實驗。除此之外根據每月排班，還有clinical fellow和resident run到molecular diagnostic unit來做實驗，最後還要加上我和一位德國女醫師兩位research fellows，可謂是人才濟濟。反觀本院病理部只有一個人做免疫染色；另一個做PCR和ISH。人力不足，資源不足，也沒有專門的醫師負責。常常為了臨床服務而疏忽研究工作。

再來說說他們的醫師訓練計畫，可分為三種：一是住院醫師訓練計畫；二是資深住院醫師計畫；三是資深研究醫師計畫。住院醫師訓練基本上與台灣病理科訓練計畫比起來只是較短一些(APC解剖病理住院醫師訓練三年，台灣要四年)。他們也是要rotate地跟著主治醫師，每週有Journal Club，有Elective research meeting。但他們的病理部門與附近其他醫院有合作或聯盟關係(如Georgetown University, AFIP, George Washington University和 George Mason University)，每年有幾個月NIH的住院醫師會rotate到其他醫院，相同的每幾個月，就會看到一些外面醫院的住院醫師到clinical center rotate；而資深住院醫師訓練，以血液腫瘤次專科訓練為例，他們大約只有三分之一時間用在臨床診斷；其他三分之一時間用在研究及撰寫論文；另三分之一用在相關次專門學習，如Cytology、Flow cytometry和Hematology。我發覺他們在住院醫師和資深住院醫師訓練過程中，除了專科訓練外，還盡量一方面讓他們浸淫在研究環境中；還有另一方面讓他們與外面醫院醫師溝通。不要閉門造車，我覺得是很好的做法。

第三個是研究醫師訓練計畫，研究醫師就是俗稱的Post-Doctor training。這在國外很普遍，但在國內卻很罕見。若是有些醫師不想從事臨床工作，只想走學術路線當教授，做研究，就要走研究醫師訓練這條路。這種計畫規則比其他兩種訓練簡單，一般沒有年限上的限制。醫院經過一番篩選，找出一些有志於研究工作的醫師，給他們薪水，和一些材料費給指導教授。然後這些醫師得每週定時與指導教授開會，討論研究內容及進展。有完整結果後由指導教授教其寫作論文，並要其刊登於著名的學術雜誌上。這是一種互利雙贏的關係，若研究醫師能發表越多的論文，他以後就越有可能找到越好的工作。而指導教授和醫院則因為這些研究醫師的努力工作，在學術和研究領域上保持領先。

在NIH期間，一方面除了定期與Dr. Jaffe閱片，吸收了不少診斷Lymphoma的寶貴經驗，另一方面在Dr. Raffeld實驗室內工作，也參與了一些實驗工作。以下分兩段落簡介實驗心得:

(二) 從病理組織蠟塊中有效的RNA分離法(Journal of Molecular Diagnostics, 2004; 6(4): 290-296)

在這份研究內，我們已經調查RNA可能有效從Bouin固定或者formalin固定，石蠟油包埋的淋巴組織物樣品中分離。 對這個目的來說，我們使用一種新又簡單方法包括的proteinase K 消化和column層析洗淨法的結合。 以這種方法， 我們證明在預加熱走之后並使用耐高溫cDNA 綜合酶，長碎片RNA的擴大可能被完成。 透過PCR把不同的引子用于兩檢查基因(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [GAPDH ]-和CD40)，我們放大從Bouin固定或者formalin固定石蠟油包埋組織分離的RNA的transcript經反轉酶獲得的cDNA的部分。 放大的碎片經測試與期望的兩種基因尺寸相符合是表明這種方法適于優質的RNA的分離。為了探索這方法可用於準確的實時和定量RT-PCR 結果可能性，我們比較經過冰凍處理，Bouin固定和formalin固定腫瘤樣品獲得的cDNA (兩擴散大細胞淋巴腺癌，一plasmacytoma) 經過下列目標基因測試︰ CD40，Aquaporin-3，BLIMP1，IRF4，Syndecan-1。 Bouin固定和formalin固定石蠟油包埋組織的三角形門檻循環(CT)價值和他們的相互關係與冰凍處理在所有被測試的基因都顯示強烈高度相關(r>0.90 樣品)。 這些結果顯示我們提出的RNA 抽出的方法適于準確的實時和定量RT-PCR 結果。 

這個方法的主要步驟為定時加熱法，運用溫度升高，因為分子游離能增加所造成的不穩定現象，能自然逐漸的把福馬林液固定時，所Cross-link的外加物及dimer(雙聚合物)去除，而有renature(還原)的效果。

心得：

此方法對病理部日後將要從事的分子基因學診斷非常重要。因為在現今階段，所有在醫院內所儲藏的人類器官、組織或腫瘤，有百分之九十九以上都是以福馬林液固定方式來存放，這種古老的存放方式最大的有點是經濟、方便，並能保存組織內細胞的morphology，以提供病理學家觀察及診斷。而它的種種缺點，經過數十年來分子生物科技的突飛猛進，如蛋白質變性及DNA萃取不易，已逐漸被克服。但因RNA容易斷裂，一直是細胞內最不容易被萃取的物質。若能應用本文所敘之方法於福馬林儲存之病理標本，提升分子診斷學應用性。輔以病理既有的型態學及免疫學，則病理學如虎添翼，在臨床診斷和基礎研究將有莫大助益。
(三) 一個簡單有效從未染玻片(unstained slide)萃取DNA的方法。(手稿已送審)

DNA PCR是一個技巧成熟已經被廣泛使用在任何生物實驗及臨床診斷的工具。在病理學上，它最常被拿來做決定B或T淋巴細胞的monoclonality study(單株研究) 。一方面是因為很多分化良好的淋巴瘤，在早期時非常不容易被診斷; 另一方面是淋巴瘤常是B and T細胞雜陳，不容易分辨誰是壞細胞。而PCR Clonality study，利用同源B腫瘤細胞上有相同的IgH chain(免疫球蛋白重鍵)基因的重組(rearrangement);相同的，同源T腫瘤細胞有相同的TCR(T細胞受體)基因的重組原理。只需要些微組織細胞(幾千個)，就可以決定這些T細胞或B細胞有沒有單株性，是不是腫瘤。

這個方法在病理科上的研究，會受到一些限制，因為病理標本，尤其是生切(biopsy)標本，常常都很微小，另一方面病理標本常都已被切在玻片上染色或未染色，但都不容易再回收。而此文就是發表一種快速簡單的方式來萃取在病理玻片上標本的DNA，來做PCR單株性研究。方法簡述如下：

(1) 把unstained玻片浸泡Xylene 5分鐘，重複三次

(2) 把玻片放入純酒精浸泡5分鐘，重複三次

(3) 把玻片於水中靜置，至少5分鐘

(4) 用乾淨刀片把玻片上組織刮下來，放於一小管中(Microtube)

(5) 加入20 ul的Gene Reliever(白色溶液) 

(6) 加入3 drops的 Mineral oil，關上蓋子，放進PCR machine中。

Program： 
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(7) 從PCR機器中取出小管，吸出1ul上清液放入Spectrophotometer，  測量DNA濃度。

(8) 計算需1 ug DNA所需之體積，從microtube上清液取出所需template DNA之量，加入PCR 溶液，執行PCR。

由此法萃取DNA所做的PCR產物，與由冰凍組織細胞或培養細胞的DNA PCR做比較。發現這個方法所得到的產物，不僅毫不遜色，而且還比較乾淨。可見這是一個很好的方法，值得日後廣泛應用於病理切片標本及病理研究工作。
感想及建議：

1. 雖然美國NIH Clinical Center的人力、物力都不是本院可以比擬，但在某些軟體功能上，倒是有一些值得我們仿效學習的。例如Clinical Center雖然是一個醫學中心，其實它並沒有許多門診病人。病人來源來自其他醫院的轉診和治療後回診。因為他們不收費，醫師們也不重視臨床績效，而較專注於治療成效、學術討論、和基礎研究上。限於國家資源和醫療生態，這些都是我們無法一蹴可躋，馬上倣效實行。但仍可做為本院未來長久經營的參考。上述是硬體上的差別，而在軟體上呢？Clinical Center希望所訓練出來的住院醫師，日後能在各個專科領域和學術研究上日新又新、精益求精。因此他們有多元化住院醫師訓練和廣開研究之門的研究醫師訓練。尤其是研究醫師制度(Research Fellow) ，正是我們所缺乏的。筆者年輕時有幸於美國攻讀遺傳學博士，因此對研究工作的辛勞和論文發表後的滿足感，早己了然於胸。回國後完成住院醫師訓練期間，雖經歷工作煩忙、且研究設備及經費欠缺之苦。仍可排除困難，勉力完成論文。相反的，一些沒有受過相關訓練的同儕就沒有這麼幸運。其實在NIH，博士文憑並不是必須的。真正有實力會獨力研究、發表論文比較重要。如我在那邊的大老闆Dr. Jaffe和Dr. Raffeld都只是MD。MD, PhD雙學位常見於非美籍醫師和年輕住院醫師。而一般的美國醫師常就是經過研究醫師訓練的洗鍊，從中學習學術研究的技巧。因此本人建議引進研究醫師制度，另行對外招考。錄取者給予獎學金及材料費，由各科部成立研究小組(Research Committee) 來輔導和督促。每年由院方評估其研究進展，來決定是否續聘或升任。這個制度和現行住院醫師制度並行不悖，除應能有效的提昇本院各科部的研究水準，並為有志於學術生活的醫師開一扇大門。

2. 出國進修或研究，對許多臨床醫師看起來是困難重重。但回來後，我覺得花這些時間和金錢，到國外的醫院學習是非常值得的一件事。本人不僅在專業知識獲益匪淺，更在與國外友人互動，參與國際會議的場合，學習到豁達的人生觀和廣義的成功定義。看到他們不分國籍、不貪圖業績、孜孜不倦的分工合作，讓我更深刻感受成功不必在我。只要是對整個部門、整個醫院，甚至整個國家，或是全人類有好處，小我亦會分沾其益。

3. 剛開始辦理出國進修，應該會有或多或少的挫折。一開始本人的申請也遭到Dr. Jaffe的婉拒，後來因本人的英文考試在這次出國進修人員排行前三名，而獲得FulBright獎學金頭銜。也因為FulBright的美國工作人員幫我交涉，Dr. Jaffe才從Dr. Raffeld實驗室空出一個位置給我。因此可見得一個專業學術組織對本國人員出國進修的幫助非同小可。本院或許無法成立一個專門的機構，但至少可以把以前出國者的資料蒐集起來，放在網路上公開。這將有助於日後出國去相同地方的人員來尋求幫助和建議。

