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摘要

心血管疾病一直是現今社會的重要死因之一，其中急性心肌梗塞乃至心因性猝死為個中最嚴重者。急救缺血的心臟除了須設法重建循環之外，如何減少重行灌流後的心肌所遭逢之”再灌流傷害”實為一重要議題。由於反應性氧合分子 (reactive oxygen species, ROS) 在缺血暨再灌流傷害中扮演著重要的角色，因此抗氧化藥物為一具備潛力、可望減少再灌流損傷的治療。個人在此次出國進修中，前往素負盛名的芝加哥大學急救醫學研究中心，有機會針對此一主題作深入的探討，結果發現抗氧化劑本身對不同ROS的抗氧化能力、投藥的時機是否能有效涵蓋缺血及再灌流過程中產生ROS的關鍵階段，以及由此連帶啟動的其他保護機轉 (例如nitric oxide)，均會影響其對缺血暨再灌流傷害的整體保護效果。因此，在應用此治療時，須慎選適當有效的抗氧化藥物，並於關鍵期前即有效地送達受傷的組織或細胞內，方能真正減少再灌流傷害並期望其功能之恢復。個人在美兩年期間，浸潤在優質的研究環境之中，除延續並完成了本身在國內即開始的研究之外，亦學習了諸多該中心累積的研究經驗，並對相關研究議題多所涉略，可謂收穫良多。期望歸國之後能擷取國外的長處，持續進行相關研究，發展具備臨床應用價值的治療，並加強急救復甦後再灌流階段的加護照顧，以期減少各組織器官的再灌流損傷，真正改善病患的臨床預後。
目次
目的------------------------------------------------------------------第 4 頁

過程------------------------------------------------------------------第 6 頁

心得------------------------------------------------------------------第 11 頁

建議------------------------------------------------------------------第 14 頁

目的:
心血管疾病一直為現代社會中大眾健康的重要議題，雖然過去幾十年來心血管疾病的診斷及治療已有顯著而長足的進步，然而其在世界各國的十大死因中依然名列前矛。各種心血管疾病中，尤以缺血性心臟病及心肌梗塞最為重要，不僅在急性期常合併心室顫動等立即致命的併發症，造成病患猝死而須緊急施予心肺復甦術，就長期預後而言病患亦常面臨心臟衰竭等慢性問題，嚴重影響病人之生活品質乃至存活。有鑑於此，世界各國基礎及臨床研究人員挹注大筆人力及經費從事各種預防及治療之道的研究，舉凡冠狀動脈繞道手術及心導管冠狀動脈成型術之發展，乃至各類抗血小板藥物與抗凝血劑之研發等，種種不同面向的研究，大多著眼於如何及早打通被血栓阻塞的血管以重建冠狀動脈循環，減少心肌因缺血而造成之傷害乃至死亡。這一方面，目前為止已獲致相當的進展，亦實際解決了急性血管栓塞所造成不可逆的缺血傷害。然而，光是將血管打通重建循環並無法解決所有的問題，許多缺血的組織及細胞在重獲血液灌流後並無法恢復喪失的機能，反而走向衰竭甚或死亡，此即所謂的”再灌流傷害”(reperfusion injury)。因此，欲真正解決器官組織缺血暨再灌流所造成的損傷，除了須設法儘快恢復其血液供給之外，應亟思尋求一個能夠減少甚或完全消彌再灌流傷害的治療方式，以期器官組織能真正從缺血傷害中恢復功能。
在眾多企圖減少再灌流傷害的治療中，有許多在預防性治療的模式之下能有顯著的保護效果，然而一旦應用於急性治療則效果大減，甚至完全失效。就預防醫學的觀點而言，長期慢性的預防固然重要且有相當的臨床價值，然而在面對一個未作好預防性治療卻遭逢急性缺血性傷害的病患而言，有無亡羊補牢的治療方式可即時發揮效果以減少缺血暨再灌流傷害，便成為一個非常實際且重要的議題。因此，身為急、重症醫學領域的醫師，逢此出國進修的機會，即選擇此一題目作為出國研修的主題，希望從基礎實驗做起，找到一個具備潛力且有臨床應用價值的治療方式，並詳加研究其保護機轉，以期有朝一日能將成果轉譯為臨床實用的治療方式，真正減少缺血暨再灌流傷害，解救更多頻死的急救病患及心肌梗塞患者，助其恢復心肺功能，使之回歸社會，回復正常的生活。
過程:

美國芝加哥大學急救醫學研究中心 (Emergency Resuscitation Center) 的介紹:
美國芝加哥大學醫院急救醫學研究中心主要致力於各種急救方法、藥物及心肺復甦革新技術之發展，以及心肌細胞缺血暨再灌流傷害的病、生理基轉及治療方式從基礎醫學的角度作深入之研究。部門在Lance B Becker及Terry L Vanden Hoek兩位教授帶領下，過去對於許多心肺停止及急救時的病生理機轉、血行動力學，及心臟細胞的生理反應等，作有系統地研究探討，並據此提出許多急救新觀念及主張，發展了多項劃時代的急救新技術。其研究成果斐然，發表於國際著名醫學雜誌者不計其數，並廣為美國心臟醫學會、歐洲心臟醫學會及國際急救委員會引用，據以編寫ACLS及PALS等guidelines。其近年的主要研究方向包括：到院前自動體外去顫、心肺停止急救後心肌細胞再灌流傷害之機轉、低體溫治療於心肺停止急救之應用、抗氧化劑對急救後細胞再灌流傷害之保護、乃至中藥於此方面之應用等。各國派往該中心研究及實習者駱譯不絕，實為一流的研究機構，足以提供絕佳之研究環境及各項輔助資源。尤其過去十餘年來，該中心實驗室建立了一套堪稱獨特的細胞灌流系統，在模擬真實臨床世界缺血暨再灌流傷害的情境中，應用螢光顯影技術進行連續的、即時的記錄，以探討細胞內活性氧合分子 (reactive oxygen spices, ROS) 及活性氮化物 (reactive nitrogen species, RNS) 在缺氧及再灌流過程中的系列變化，以及分子層次的病、生理機轉及保護機制。因個人先前在國內研究的主題及方向與該中心的研究十分契合，又有此系統足供應用，因此選擇至該中心研修。兩年之中，個人也確實完成多個系列的實驗，在國際重要學會發表並寫作論文中，達成當初出國進修的主旨及目標。茲將過去兩年的研究成果略作整理，分述如下：
個人研究內容:

心臟缺血所造成之傷害除缺血期間心肌因缺乏氧氣及能量供給所造成之損傷之外，搶救循環而予以重行灌流之後亦會造成細胞的進一步傷害，此即所謂的 ”缺血暨再灌流損傷 ” (ischemia / reperfusion injury)。過去十餘年來各個不同中心的研究均顯示ROS及RNS在缺血暨再灌流損傷中扮演著重要的角色。因此吾人即應用芝加哥大學急救醫學研究中心的細胞灌流系統，以心肌細胞缺血暨再灌流傷害的模型，研究幾種治療對急性缺血暨再灌流傷害的急救成效，並深入探討其保護機轉，尤其是其對整個過程中ROS及RNS系列變化的影響。
抗氧化治療對心肌缺血暨再灌流傷害的保護

抗氧化劑應用於缺血暨再灌流傷害的治療在過去的文獻中已多所探討，然各家研究的結果並不全然一致，部分文獻顯示抗氧化治療對減少器官組織之缺血暨再灌流損傷有著顯著的效果，部分結果則不如預期般理想。究其原因，除了各家選用的抗氧化藥物不同之外，治療給予的時機亦有相當大的差異，有的是以預防性治療的模式投予藥物，探討其後發生急性缺血暨再灌流傷害時的保護作用，有的則是在缺血傷害開始時同時給藥。如此一來，藥物屬性之差異加上治療時機之不同，無怪乎保護效果大異其趣。基於前述的背景，吾人以臨床觀點出發，欲探究不同抗氧化藥物間其抗氧化能力的差異，與其對組織細胞缺血暨再灌流損傷保護效果的關係，以及不同的投藥時機其治療效果之差異，進一步並探討此中造成保護之作用機轉。
不同抗氧化劑間對ROS闊清能力之差異
首先，吾人與美國食品藥物管理局合作，選定了五種蔬果及中、草藥內常見的flavonoid類抗氧化劑 (wogonin, baicalin, baicalein, catechin, and procyanidin B2)，以electron spin resonance spectrometry (ESR) 方式比較其對三種不同ROS (DPPH, superoxide及hydroxyl radical) 的廓清能力。接著，應用芝加哥大學急救醫學中心已建構成熟的心肌缺血暨再灌流損傷模型，以慢性預防性治療 (缺血性傷害72小時前開始給藥一直至再灌流全程) 及急性治療 (從缺血開始同時給藥，或於再灌流時才開始給藥)，比較其對心肌細胞的保護效果。研究結果顯示五種flavonoid抗氧化劑對不同的ROS有著不同的廓清效率，其中，對缺血暨再灌流損傷密切相關的superoxide及hydroxyl radical兩種ROS的清除效率，前者為 catechin > procyanidin B2 > baicalein > baicalin > wogonin，後者為 baicalein > catechin > procyanidin B2 > wogonin > baicalin。
抗氧化治療投予時機對心肌缺血暨在灌流傷害保護效果的差異

至於對心肌細胞缺血暨再灌流損傷的保護效果，整體而言慢性預防性治療的保護效果最佳，其次為急性治療從缺血傷害開始時同時給藥者，若是從再灌流開始才投藥，則治療效果最差，甚至完全喪失保護效果。至於同樣的治療模式之下，則保護效果大致為：baicalein > procyanidin B2 > catechin > baicalin > wogonin。由於superoxide為缺血期間所產生主要的ROS，而hydroxyl radical為再灌流前幾分鐘ROS burst的主要成分，因此以上不同flavonoids對缺血劑再灌流傷害的保護作用，與其投藥時間是否能有效涵蓋缺血或再灌流階段，以及各種flavonoids對superoxide及hydroxyl radical 兩種的ROS 的闊清能力相當吻合，大抵上能有效涵蓋缺血及再灌流兩個重要階段，且對上述兩種ROS有較好的闊清能力者，其對缺血暨再灌流損傷的保護效果最佳。
Flavonoids對缺血暨再灌流傷害中RO S闊清的時機與保護作用之關係
接著為了釐清flavonoid對缺血暨再灌流損傷的保護機轉，吾人針對其中治療效果最佳的baicalein作進一步的研究。再此系列實驗中，吾人以同樣的缺血暨再灌流損傷的模型，應用DCFH及DAF-2DA兩種螢光顯示劑作為hydroxyl radical及nitric oxide的指示劑，以連續監測的方式呈現出整個缺血暨再灌流過程中的此兩種ROS及RNS的動態變化。首先，在ROS方面，結果顯示控制組 (缺血暨再灌流) 的DCF訊號在缺血期間即有增加，而更明顯的則是在再灌流的前幾分鐘有一明顯的ROS burst，之後隨即回到基礎線上。而經baicalein治療的組別，若baicalein充分涵蓋缺血及在灌流兩個階段 (慢性治療組及缺血劑再灌流兩階段皆治療者)，則缺血及再灌流兩階段的ROS皆可被有效率地清除，而若baicalein只在再灌流階段才投予，則不僅缺血階段的ROS 完全未被闊清，連其對再灌流前幾分鐘ROS burst的清除效率亦大打折扣。此印證了吾人前面所述，藥物是否涵蓋缺血暨再灌流損傷的重要階段關係著它們可否有效發揮抗氧化的功效，將缺血及再灌流過程中的ROS有效闊清以達保護之效。
抗氧化作用之外的保護機轉

另外在RNS方面，控制組標準的缺血暨再灌流損傷模型中 DAF signal (nitric oxide) 在缺血期間即開始上升，待再灌流之後此signal進一步更明顯的上升，並在再灌流後約15分鐘後達到頂峰，之後開始逐漸下降，直至回到基礎線。若給予baicalein慢性預防性治療或治療涵蓋缺血及再灌流兩個階段，則其DAF signal (nitric oxide) 於再灌流的15分鐘達到頂峰之後可保持plateau而不致下降，反觀若baicalein只在再灌流階段才給予，則其DAF signal (nitric oxide) 的pattern與控制組無異，於15分鐘達到頂峰後即開始下降，而不會有plateau的情形。因為前二者在缺血暨再灌流損傷中具有較佳的保護作用，而後者的保護效果較差，因此在再灌流15分鐘以後階段的nitric oxide能否持續維持，似乎與能否減少缺血暨再灌流傷害有相關性。為了說明此一相關性，吾人在使用baicalein的同時亦給予nitric oxide synthase 的抑制劑L-NAME (200 μM)，其結果顯示不僅再灌流15分鐘以後階段的nitric oxide plateau 不復存在，其亦喪失了部分的保護作用。此一結果說明了除了抗氧化的作用之外，nitric oxide synthase的激活與再灌流15分鐘以後階段的nitric oxide能否維持plateau在baicalein對缺血暨再灌流傷害的保護作用中亦扮演了部分的角色。
上述結果說明了不同的抗氧化劑對不同ROS的闊清能力有所不同，此與其化學結構中苯環上雙鍵的有無、位置，hydroxyl group的數目、以及其是否被甲基或糖基所取代等有密切的關係。基於此，其給藥時機是否能有效涵蓋缺血及再灌流兩個重要階段，以及其對兩階段中特定ROS (superoxide及hydroxyl radical) 的闊清能力，與其對缺血暨再灌流傷害的保護效果有著密切的關係。再者，除了抗氧化保護之外，nitric oxide synthase的激活，以及其所造成在再灌流15分鐘後nitric oxide的保持亦扮演了部分的角色。因為nitric oxide synthase的激活需要花費時間，因此亦與flavonoid的投藥時間有關，大抵須要在再灌流開始前的缺血階段或之前即先給予，方能確保其在再灌流15分鐘後可有效的提升nitric oxide的level，若是在灌流開始之後才投藥，則可能錯過了激活nitric oxide synthase的時機，因此保護效果亦大減。

心得:


赴美進修兩年，有機會親身體會西方的醫學研究環境，感受其研究的氛圍、對問題的的剖析，以及實驗驗證的過程，並將國內所作的相關研究進一步延伸，將臨床上常見的實用問題以基礎研究的工具以及方法作深入的探討，實是難得的體驗。茲將兩年所見所聞的心得，略述如下：
專注而良好的研究環境


個人前往的芝加哥大學為美國首趨一指、素負盛名的研究型大學，其研究環境優良，學風鼎盛，過去一個多世紀以來培育眾多優秀的研究人才，獲得諾貝爾獎等頂尖榮譽的學者多不勝數。在該環境之下，各實驗室研究人員無不自動自發地在自己的領域中尋求突破，工作不再只是工作，而是自我挑戰、追求卓越的競技場。另外一方面，校方亦給予最大的支持，除提供適當的研究空間及資源之外，亦考慮到研究者的相關負擔。以個人前往的臨床醫學研究部門為例，對於負責研究計畫的主持人，醫院按比例予以減輕臨床工作的負荷，使其有足夠的餘裕與精神投注於研究之中。而各類大型計畫亦給予計畫研究人員支薪，使其不致因臨床工作的減少而減低收入。如此雙方配合之下，研究者無後顧之憂，可專注投身於研究之中，自然可創造出品質一流的研究成果。
競爭與合作並行

美國學術界的競爭激烈，在國家科學院及各種委員會可觀研究經費的導引鼓勵下，各大學及研究機構的研究者無不全力以赴，激發優秀的構想，努力爭取研究資源。同一研究領域的專家學者，在各類場合及學術研討會議上早已熟識，對彼此的研究內容及最新進展等常有機會互相溝通，討論切磋。雖然研究領域重疊，研究經費及資源等來源相近，但其互動的關係常是良性的競爭，不減其彼此合作、共享心得或最新研究成果的做法。而近年來主導研究方向的國家科學院等更進一步鼓勵此種合作，促成從事相關研究的不同大學或中心共提研究計畫，提供研究經費，並給予各主持人同等的credits。此一模式，不僅上下或同儕之間均能保持良好的互動，更可藉由頂尖專家學者的彼此合作，激發出更多巧思與創見，加速學術發展與科學進步。
從基礎研究至臨床應用的轉譯 (Translation)

科學研究的目的除了探究大自然的奧秘，滿足人類求知的慾望之外，更重要的是希望能應用至人類的日常生活之中，以改善生活品質並促進社會進步。以生物醫學研究而言，其最終目標自然是期望推廣至臨床，解決臨床上的難題，協助病患的診治及改善疾病的預後。以往基礎研究與臨床研究往往少有交集，各自埋首，近來在translational medicine 的倡導之下，基礎與臨床的研究互相靠攏，基礎研究者開始注重其研究內容及成果在臨床應用上的潛力，臨床研究者亦開始嘗試以基礎研究的概念及工具去尋找疾病的可能致病機轉及治療之道。以個人前往的芝加哥大學急救醫學中心為例，因為同時具備臨床研究人員及基礎研究的專家，在臨床上所發現的問題除了設計臨床研究加以探討及尋求解決之外，往往立刻利用動物或細胞層次可以精密控制的實驗進一步去探究其機轉及可能的治療；而在分子、細胞層次的研究過程中所獲得的心得或結論立即便開始思索其可否轉譯至動物層次乃至臨床，使其具備臨床應用的潛能。如此經由同一機構內不同專長背景研究人員經常性的切磋與討論，不僅容易激盪出實用的研究靈感與議題，並經由機伶的來回轉譯，有效縮短基礎研究應用至臨床實作的時距，對科學的進展實有極大的助益。
心臟急救創新治療的發展


目前對於心臟缺血暨再灌流傷害的治療仍著眼於血管通路與循環的重建，然而對於心肌細胞而言，再灌流後的初期實為關鍵，關係著之後細胞能否存活與功能是否恢復。因此，積極嘗試並發展以組織細胞為導向、減少其再灌流傷害的治療實為當務之急。在眾多治療之中，抗氧化治療雖經諸多研究證實其效用，然而，經由個人在美國芝加哥大學的研究心得，如何慎選恰當的抗氧化藥物以切合缺血暨再灌流傷害中所需闊清之ROS，以及如何有效涵蓋缺血及再灌流等重要階段以在關鍵期發揮其功效，均為在進一步將抗氧化治療應用至臨床實作之前必須考量並釐清的問題。基於前述心得，將細胞層次的研究以動物實驗模型加以驗證，應是進行臨床試驗前的重要步驟，此亦為吾人歸國之後繼續研究的方向，以期有朝一日抗氧化治療能推廣至臨床，真正嘉惠心肌梗塞或心肺停止急救之病患。
建議:


目前國內從事心肺復甦相關研究的研究者尚稱少數，然而此一新興學門近年來在國外正蓬勃的發展，不僅於學理上有許多重大突破，其結果並帶動眾多急救觀念及方法的變革，直接反應於急救指引的改版及臨床操作的調整，具備相當高的臨床應用性。因此國內的醫學研究，不論臨床或基礎，實應急起直追，投注適當的經費與人力從事此應用性高的相關研究，不僅較易達到甚或超越國際水準，其成果經轉譯為臨床實作，亦對臨床病患有著莫大的實質幫助。


此外，就整體研究環境的改善及研究經費的妥善運用而言，雖國內情況並不見得完全適用外國的制度及做法，然而個人覺得有許多概念是值得參考借鏡的，諸如鼓勵相關研究團隊合作，給予各計畫主持人對等的經費與credits，以及在制度面上對研究者的時間、精力及經費等面向予以人性化的考量及支持等，均可使有心從事研究者無後顧之憂，投注於各自專門領域的研究，創造出高品質的研究成果，對科學界及人類社會有更大的貢獻。
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