內容摘要
寶綠於2005年6月20日抵達美國明尼蘇達大學藥理學科羅浩院士的實驗室，開始為期五個月的短期研究。以mu-opioid receptor基因剔除小鼠，於脊髓L1-L2局部注射dsAAV-MORS196A-eGEP，使mu-opioid receptor的突變受體 (serine196變為alanine196)在脊髓表現，經過不同時間之後 (7天，14天，28天) 一方面測試動物對morphine及naloxone的止痛效果，一方面作脊髓切片，在螢光顯微鏡下觀察此突變受體的表現量。初步結果證明了基因治療疼痛的可能性。未來若能成功地在人體脊髓表現此突變受體，則可用naloxone來治療疼痛，而且不會產生許多止痛之外的副作用或耐藥性，對於疼痛的治療則可開啟一個嶄新的紀元。另一方面寶綠進行stable co-transfection的實驗：將MOR-Rluc (帶有Luciferase 的 wild type mu-opioid receptor之DNA ) 及-arrestin-2-GFP (帶有綠色螢光GFP的-arrestin-2 DNA) 或MOR-S196A-Rluc (帶有Luciferase 的突變mu-opioid receptor之DNA)及-arrestin-2-GFP在-arrestin-2 knock out之MEF 細胞作stable co-transfection，如果成功的話，則可進一步研究突變受體 (MOR-S196A) 與wild type受體 (MOR) 在神經細胞內與-arrestin-2的分子之間的交互作用是否不同? 在這個實驗的過程中，學到如何作site-directed mutagenesis，也學到用不同的方法作transfection等。雖然在我離開美國時，尚未得到足夠的co-transfected細胞來作interaction的實驗，但是對細胞分子層面的許多研究技術，有了新的認識與學習。
寶綠於短期進修期間，參加了2005年7月10日至2005年7月15日於Annapolis, Maryland 舉辦的國際麻醉藥品研討會 (International Narcotics Research Conference)，並發表兩篇論文， 題目為：「Sites and effects of dextromethorphan on treatment of morphine addiction in rats」及「Chronic naloxone-induced rewarding and craving effects in KN-S196A mice」。其中後者並獲選為口頭發表，頗感榮幸。寶綠並於2005年10月1日至2005年10月7日參觀訪問了3所大學： University of Mississippi， Temple University and Senton Hall University。此次的參觀訪問均是寶綠參加國際會議認識的相同專業領域之學者的研究機構，藉著此次的參觀訪問，得以促進彼此學術上及友誼上的更進一步，實在感謝國科會的支持。
目的
1996年，羅浩院士的實驗室發表了一篇論文(1)，係將opioid receptor第四個穿膜結構（TM4）中的Ser196（μ-受體）或Ser177（δ-受體）或Ser187（κ-受體）作突變（site-directed mutagenesis），發現此突變的類鴉片受體對一些原本是拮抗劑的藥物，如：naloxone，naltrexone…等，竟然產生了類似致效劑(agonist)的作用。  羅院士的實驗室乃將此一突變的基因轉植入小鼠（knock-in），而產生了S196A homozygous mice(2)。此種小鼠全身性的mu-opioid receptor均已成為突變受體（Serine196變為Alanine196）。以此活體動物模式，他們發現突變的mu-受體比wild-type的mu-受體約少了85%（3H-DAMGO binding），但morphine仍可產生相同potency的止痛作用（表示此突變受體可能更有效地與effectors連結而作用）。另一方面，拮抗劑：naloxone，naltrexone，也都可以產生止痛，類似部分致效劑之作用。至於傳統的部分致效劑，如nalorphine，其內在止痛活性（intrinsic activity）也增加了。在耐藥性（tolerance）方面，morphine會導致突變鼠耐藥性很快產生，naltrexone則不會。在生理依賴性方面（physical dependence），突變鼠對morphine或naltrexone並沒有產生很強的生理依賴性（或precipited withdrawal）。
如果以基因治療的觀點來看，若能改變人或動物某些特定部位如脊髓的基因，使其所表現的類鴉片受體，可以對naloxone等拮抗劑產生致效劑的作用，如止痛作用，而其他部位則仍視naloxone為拮抗劑，不會產生許多止痛之外的作用（即副作用），則對於臨床疼痛的治療，可能可以開啟一個嶄新的紀元。
寶綠以往對於嗎啡或腦腓等類鴉片物質的急性止痛作用與慢性作用（耐藥性與依賴性）及其機轉的研究頗有興趣。近年來，我們除了繼續探討嗎啡耐藥性產生的機制以外，並致力於探討如何可以預防嗎啡耐藥性及生理依賴性，如何以臨床已在使用並且相當安全的藥物與嗎啡合用，來預防成癮母鼠長期使用嗎啡對子代的不良作用以及治療嗎啡成癮。因此許多相關的行為測試方法與技術均已建立。然而如何將mu受體突變，並以viruse(s) 將突變的mu受體送入小鼠脊髓特定的位置，並且有足量的表現，則尚無法做到。因此，我短期赴美五個月的目的，乃是到羅院士的實驗室學習這些相關的技術，然後在此種特定位置表現突變型mu-受體的小鼠進行morphine或naloxone的急性止痛效果、耐藥性、生理依賴性、成癮性等的研究。此外將藉由參加於Annapolis, Maryland 所舉辦的2005年國際麻醉藥品研討會(International Narcotics Research Conference)以及參觀訪問幾所與我研究相關的機構，以增加新知與學術交流。
過程

1. 寶綠於2005年6月20日抵達美國明尼蘇達大學藥理學科羅浩院士的實驗室，開始為期五個月的短期研究，進行了以下的實驗：

(1) 以mu-opioid receptor基因剔除小鼠，於脊髓L1-L2局部注射dsAAV-MORS196A-eGEP,使mu-opioid receptor的突變受體(serine196變為alanine196)在脊髓表現，經過不同時間之後 (7天，14天，28天) 一方面測試動物對morphine及naloxone的止痛效果，一方面作脊髓切片，在螢光顯微鏡下觀察此突變受體的表現量。結果發現動物在注射dsAAV-MORS196A-eGEP之前， morphine (5 mg/kg, s.c.) 或naloxone (10 mg/kg, s.c.) 並無明顯的止痛效果，但是在脊髓L1-L2局部注射dsAAV-MORS196A-eGEP 7天後，動物即可對morphine或naloxone有止痛反應。經過28天後，動物連續4天，每天2次給予morphine (15 mg/kg, s.c.) 或naloxone (15 mg/kg, s.c.)，發現動物對 morphine產生1.6倍的耐藥性，但是對maloxone則未產生任何耐藥性。脊髓切片的結果顯示在脊髓有eGFP 的綠色螢光表現，明顯與對照組不同，表示的確有MORS196A的突變受體產生。此初步活體動物實驗證明了基因治療疼痛的可能性。未來若能成功地在人體脊髓表現此突變受體，則可用naloxone來治療疼痛，而且不會產生許多止痛之外的副作用或耐藥性，對於疼痛的治療則可開啟一個嶄新的紀元。

(2) 作stable co-transfection：將MOR-Rluc (帶有Luciferase 的 wild type mu-opioid receptor之DNA ) 及-arrestin-2-GFP (帶有綠色螢光GFP的-arrestin-2 DNA) 或MOR-S196A-Rluc (帶有Luciferase 的突變mu-opioid receptor之DNA)及-arrestin-2-GFP在-arrestin-2 knock out之MEF 細胞作stable co-transfection，如果成功的話，則可進一步研究突變受體 (MOR-S196A) 與wild type受體 (MOR) 在神經細胞內與-arrestin-2的分子之間的交互作用是否不同? 在這個實驗的過程中，首先必須先得到突變受體的DNA，因此學到如何作site-directed mutagenesis。也學到用不同的方法作transfection，包括用Microfectin，或NucleofectorTMII或Effectene或LipofectamineTM 2000等。雖然在我離開美國時，尚未得到足夠的co-transfected細胞來作interaction的實驗，但是對細胞分子層面的許多研究技術，有了新的認識與學習。
2. 寶綠於短期進修期間，適逢國際麻醉藥品研討會 (International Narcotics Research Conference) 於Annapolis, Maryland 舉辦 (2005年7月10日至2005年7月15日) ， 於是乃報名參加 。與會的各國學者約有300人左右，大會共安排了五場特別演講 ( Plenary lecture )，均是由大會邀請世界有名的大師級學者，作專題演講，受益良多。另外有八個專題研討會與口頭報告及討論。此外，壁報論文展示分三次 ( 7月11日、12日及14日 ) 由作者現場說明與討論，共有181篇論文以此方式發表。寶綠於此會議全程參與，並發表兩篇論文， 題目為：「Sites and effects of dextromethorphan on treatment of morphine addiction in rats」及「Chronic naloxone-induced rewarding and craving effects in KN-S196A mice」。其中後者並獲選為口頭發表，頗感榮幸。INRC會議涵蓋各領域對麻醉藥物研究之最新訊息，建議每年均派遣國內相關學者與會，以促進國內相關研究之進步，並增進國際間之學術交流。(註：今年共有五位國內學者與會)。
3. 寶綠自2005年10月1日至2005年10月7日參觀訪問了3所大學： University of Mississippi， Temple University and Senton Hall University。在University of Mississippi Medical Center，是由 Professor Ing-Kang Ho (Dean, School of Graduate Studies in the Health Sciences) 邀請與接待 。 10月1日傍晚抵達，10月2日參觀學校醫學院及醫院，10月3日在Department of Pharmacology and Toxicology 作了一個專題演講，題目為 : “Effects of dextromethorphan on morphine rewarding and craving in rats”。會後互相交流討論，互動良好，收獲很多 。 10月4日參觀訪問 Department of Pharmacology, Temple University ， 由系主任 Professor Nae Dun 及 Prof. Lee-Yuan Liu-Chen 接待。10月5日作了一個專題演講，題目為 : “Dextromethorphan may be useful for the treatment of morphine addicton” 。 然後搭乘火車前往Newark 的 Seton Hall University ， 由Department of Biology 的前系主任Prof. Sulie Chang邀請與接待。當天傍晚作了一個專題演講，題目為 : “Dextromethorphan treatment for morphine addicton”。 10月6日則參觀實驗室及校區，並由Prof. Chang 陪同參觀紐約市區。此次的參觀訪問均是寶綠參加國際會議認識的相同專業領域之學者的研究機構，藉著此次的參觀訪問，得以促進彼此學術上及友誼上的更進一步，實在感謝國科會的支持。
心得
1. 美國最近兩年,因伊拉克戰爭,使得研究經費緊縮，NIH的研究計畫通過率大減，只有10~20 %，使得許多研究計畫無法獲得經費的支持。反觀國內的研究計畫通過率幾乎達50%左右，雖然經費不是很多，但對於國家科學人才的培養仍是值得鼓勵。
2. 美國的基礎科學研究實驗室，絕大多數是外國人(包括中國，韓國，日本，印度等) ，美國人已佔少數，台灣的學生或學者也是少數，這對美國或台灣皆是一個警訊。
3. 羅浩院士的實驗室,從事opioid receptor的基因調控研究，以及嗎啡耐藥性的分子機轉研究，不怕困難，注意研究的完整與品質，一個主題往往經過多年的研究才發表論文，而且要求發表在JBC等高品質的雜誌，這種精神實在值得我們後輩學習。
建議

    目前國內博士班很多，吸收了許多青年學子，加上美國研究所的獎學金多半給了中國大陸的學生，以致於台灣本土的博士越來越多。為了加強與國際脈動接軌與建立合作的管道，建議政府能增加出國短期研究的員額與經費，以保持台灣在各方面的競爭力。
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