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摘要
加州大學舊金山分校眼科部的青光眼部門是一個具有歷史傳統的部門，現任的青光眼主任Stemper教授曾經擔任過美國青光眼學會的主席；訓練出來的醫師也在美國各地的青光眼部門擔任領導者的角色。加上青光眼研究基金會的所在地就在舊金山市在這裡也可以就近參予青光眼研究基金會每年舉辦的教育課程。因此，此地是一個青光眼次專科醫師進修的好去處。

此行的進修活動包括了臨床的多方位視覺誘發電位檢查學習及基礎的胎兒小樑篩網細胞培養與運用。同時也參予了他們實際的臨床活動（門診與開刀房）及針對住院醫師的一些教育課程。這一年的進修，不僅對個人未來的行醫與研究有所助益，對於住院醫師的教學也有了新的體驗與認知。
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一、目的
此次出國進修包括兩方面：一方面是學習與了解多方位視覺誘發電位檢查（multifocal visual evoked potential，multifocal VEP）在評估青光眼視覺功能變化的可行性。由於這種檢查方法，目前國內眼科界並沒有人在使用。因此希望能到國外，實際地了解狀況。

另一方面則是學習胎兒小樑篩網細胞（trabecular meshwork cells）的取得與培養、保存。同時也試著將培養所得的胎兒小樑篩網細胞植入兔子眼內，了解小樑篩網細胞移植治療在隅角開放性青光眼治療的可行性。由於小樑篩網是造成眼內房水排出困難的位置所在，許多藥物與雷射治療都是作用在此處以改變房水排出的速率。如果能重建小樑篩網細胞的正常功能，應該能使青光眼病患的眼壓獲得改善。
二、過程
（一）、多方位視覺誘發電位檢查（multifocal visual evoked potential，multifocal VEP）青光眼診斷之應用
由於加州大學的行政作業遲緩，使得原訂出國進修的時間延後了將近半年。原訂要至舊金山分校從是利用多方位視覺誘發電位檢查的臨床研究，在抵達美國時研究對象收案已經接近尾聲。所幸還能在最後的關頭，看到儀器的實際操作。

多方位視覺誘發電位檢查儀其實是有許多公司在生產，在加州大學舊金山分校貝克曼眼科中心所使用的多方位視覺誘發電位檢查儀所使用澳洲ObjectVision公司所生產的AccuMap。AccuMap曾獲頒澳洲國家品質獎項，主要是產品操作人性化、整合性佳。因此很多眼科中心都採用此種儀器進行研究。檢查是在一個只有昏暗燈光的房間內進行，刺激的視訊是由一個21吋的高畫質液晶螢幕所顯示。進行檢查時，受測者須先做好近距離視力的矯正，瞳孔無需以藥物放大之。受測者坐在螢幕30公分前。檢查總共需要使用4個鍍金杯狀電極至於頭部後腦勺的位置，記錄電位的變化。該儀器測試中心32度的視野範圍，內含58個檢測位置。該儀器內建一些分析軟體，可以檢驗檢查結果的品質（訊號對噪音比（signal-to-noise ratio）大於30%表示結果的可靠性存疑）。實際檢查的時間約10~12分鐘，此等檢查時間與傳統視野檢查的時間相仿。
整個學習的過程，除了觀察技術員實際操作檢查外，也和指導教授一起判讀檢查結果，並了解與其他青光眼診斷工具的關聯性。比較可惜的地方是目前UCSF的政策，是不希望外國醫師對病人做一些接觸性的檢查，因此並未實際操作。但是經由從旁觀察，並與操作之技術員請教討論，對於儀器操作的技巧及訣竅，也能全盤吸收。
在進修快要結束前，本來有機會可以接觸到第二代的AccuMap多方位視覺誘發電位檢查儀。只可惜一些行政因素，與此新機器擦身而過。AccuMap II主要是引入了blue on yellow的刺激訊號模式，希望能更早期偵測出青光眼的變化。
（二）、胎兒小樑篩網細胞（trabecular meshwork cell）移植在原發性隅角開放性青光眼治療之應用

小樑篩網細胞的培養技術並不是新奇的事情，在80年代便已經能有效培養小樑篩網細胞。早期都是使用成人的眼球做為取得小樑篩網細胞的來源。使用成人小樑篩網細胞做為培養的來源，其好處是取得來源較多。但多數的成人眼球得先供做角膜移植之用，直到取完角膜後才能利用剩下的部分進行細胞培養。如此往往會錯失細胞培養成功的黃金時間。反之，胎兒小樑篩網細胞的來源雖然有限，但是其生長力較成人細胞旺盛，且不會為了等候角膜被取用而錯過了培養的黃金時間。

此行所學習的是胎兒小樑篩網細胞的取得、培養、保存。胎兒組織的來源是在舊金山總醫院因流產或墮胎而得的，原則上我們是採取得懷孕24週左右的胎兒。因為過小的胎兒，無法辨識出小樑篩網的位置；過大的胎兒幾乎無法獲得，主要是已經超過合法墮胎的週數。在學習的過程，在實驗室研究助理帶領下，先至舊金山總醫院的產房等候合適的對象。當有墮胎或流產所得的胎兒，除了根據病史外，也會量取胎兒大腿長度來判定胎兒週數。接這要將眼球自胎兒頭部取下，這項工作對於一個眼科醫師到不是一件難事。然而，眼科醫師一般而言至少是在兩、三歲以上的小孩才有機會做到這樣的眼球摘除手術。在胎兒進行這樣的手術倒是頭一遭，一些手術時施的細節還是得先詢問過實驗室的研究助理，以免傷了寶貴的細胞來源。

取得之胎兒眼球立即以潤濕的紗布包住，置於檢體罐內。再以冰塊圍住檢體罐，儘快帶回實驗室解剖眼球，取下小樑篩網置於培養液內培養。之前在國內曾經試著從成人眼球取下小樑篩網，當時總覺得有辨識不易的問題。而且若要取下小樑篩網，往往需要用顯微剪刀剪下所希望取得的部位。這樣的取樣方式，然免擔心會把不該取的組織一併拿下，而造成培養小樑篩網細胞遭到他種細胞的汙染。然而在接觸到胎兒眼球時，發現胎兒小樑篩網的取得與成人截然不同。以胎兒眼球而言，一旦確定小樑篩網的位置後，可用鑷子輕易順著結構層面取下。這樣的方式，比較可以避免取得不該取的組織部位。

胎兒小樑篩網細胞的繁衍力比成人細胞旺盛，約5~7日即可進行次培養（sub-culture）。最後再將培養所得的細胞，進行冷凍保存。
除了基本的細胞培養操作，也跟著實驗室研究助理學習操作如何測定小樑篩網細胞的液體傳導性（hydraulic conductivity）。這項實驗室是了瞭解胎兒與成人小樑篩網細胞的特性是否相同。

至於將小樑篩網細胞移植至兔子眼內並了解其存活之可能性的實驗，原訂計畫除了直接將游離細胞打入兔子眼內，也計畫利用可生物分解的載體將細胞帶入兔子眼內。然而，在這一年當中只做到直接將游離細胞打入兔子眼內的部分。初期的結果顯示，單純地將游離細胞打入兔子眼內並無法使胎兒小樑篩網細胞長期在兔子眼內存活。因此以此種方式移植細胞，並無法達到細胞治療的目的。
在完成將游離胎兒小樑篩網細胞植入兔子眼內的部分，接下來應該是進行利用生物可分解的載體，但是由於指導教授本身未掌有此種核心技術，必須與其他實驗室合作。無奈合作的實驗室因忙於其他計畫，且認為我們的計畫可行性不大，降低與我們合作的意願。因此，探討載體延長植入細胞存活時間的後續研究計畫便無以為繼。
3、 心得
（一）、多方位視覺誘發電位檢查（multifocal visual evoked potential，multifocal VEP）青光眼診斷之應用
青光眼的視覺功能評估，在過往一直是仰賴視野檢查。從早期的動態手動式視野檢查，演進到靜態自動視野檢查後，雖然可以偵測出視覺功能上更細微的變化，但是卻仍免不了受到受測者進行檢查的能力所影響。當受測者動作遲緩或不便時；或者是受測者在檢查時求好心切地過度反應；或者檢查時注意不集中，皆會影響到視野檢查結果的可判讀性。因此發展出一種不易受受測者影響的客觀視野評估方法，對於青光眼的診斷與追蹤是一項重要的課題。

傳統的視覺誘發電位檢查只能評估整體視神經的功能，對於視神經炎、缺血性視神經病變等疾病診斷甚有助益。然而，對於青光眼這類在初期只影響部分神經功能的視神經病變，這種傳統的視覺誘發電位檢查就不適用。多方位視覺誘發電位檢查（multifocal VEP）由於是將不同視野位置個別記錄其誘發電位情況，便可以用來偵測局部視覺功能的變化。Klistoner等證實多方位視覺誘發電位檢查與傳統自動視野檢查缺損的位置是相呼應的，可作為一種客觀的檢查工具來偵測局部之視覺功能變化。1然而，要建立起診斷的標準，以及了解電位變化的意義，仍是在研究的議題。

在初期的研究發現，正常人兩眼的多方位視覺誘發電位的一致性相當高。因此兩眼對稱位置的視覺誘發電位若有明顯差異時，便可能代表疾病所導致的異常。除了兩眼間的相似性可做為區別正常與否的標準外，誘發電位的振幅也可做為區別正常與否的標準。Klistoner等人的研究顯示，在正常人身上誘發電位的振幅並不會隨著年紀增加而下降；而青光眼患者的誘發電位的振幅會明顯下降。同時，發生電位變化的位置與傳統視野檢查的相關性不錯（相關係數r = 0.79）。2在同一個時期，另一種多方位性的視覺功能電生理檢查稱做多方位視網膜電位圖（multifocal electroretinogram，multifocal ERG）也曾被評估是否適合作為青光眼視覺功能評估工具。在正常人，多方位視網膜電位圖的電位振幅會隨著年紀增長而下降。雖然青光眼患者多方位視網膜電位圖的電位振幅較正常人為低，但是卻不像多方位視覺誘發電位檢查般和傳統視野檢查顯現的視野缺損的對應性這麼好。3
潛伏期（latency，接受訊號刺激到產生電位波型時）是另一個可以區分正常與否的指標。Rodarte等人的研究顯示，無論是高眼壓型青光眼或正常眼壓型青光眼的潛伏期均較正常人為長。4然而與電位振幅相較，潛伏期的鑑別診斷力較差。

在針對青光眼的部分，為了更早期偵測出青光眼造成的視野變化，新一代的多方位視覺誘發電位檢查改採blue on yellow的刺激模式進行檢測。Klinoster等人對50位青光眼初期病患與64位正常人同時進行第一代以白光為背景、黑白格子狀刺激訊號的多方位視覺誘發電位與第二代的blue on yellow多方位視覺誘發電位檢查。結果以視覺誘發對位電位的振幅為標準時，第二代偵測青光眼的敏感度是100%；而第一代的敏感度則是92.2%。同時，第二代blue on yellow的多方位視覺誘發電位顯現出來的視野缺損範圍也較第一代為大。


5 ADDIN EN.CITE 
多方位視覺誘發電位檢查除了較客觀外，也可以運用在無法配合傳統自動視野檢查的病患身上。Yukawa等對一些患有癲癇（epilepsy）的小孩進行多方位視覺誘發電位檢查。他們發現根據腦病病變發生位置認為會產生視野缺損的位置上，多方位視覺誘發電位的幅度在相對應的位置上的確有電位幅度顯著下降的情況。6因此，多方位視覺誘發電位檢查被證實可以在病患無法進行傳統視野檢查的狀況下，仍能有效地偵測出視野功能缺損的地方。

雖然多方位視覺誘發電位檢查的確克服了一些傳統視野檢查的缺點，但它仍不是一個無懈可擊的視野評估方法。如果受測者無法好好注視著固視標的，對於在中心小凹附近的誘發電位振幅會產生很大的影響。1度的固視偏移會讓電位振幅下降約60%。還好這種現象在中心3度以外的範圍，這種影響便不明顯。7
在確定了多方位視覺誘發電位檢查與傳統視野檢查的相關性，近年的研究方向朝往多方位視覺誘發電位檢查與視神經結構檢查的關聯性。Balachandran等人研究多方位視覺誘發檢查結果與傳統視野檢查及Heidelberg retinal tomography II (HRT) (一種視神經盤構造的檢查)間的關聯性。結果發現多方位視覺誘發電位檢查與傳統視野檢查結果的關聯性較佳；與HRT II這種視神經盤構造檢查的關聯性較差。8然而加州大學舊金山分校Punjabi等人的研究認為多方位視覺誘發電位檢查還是和視神經結構檢查的結果是有相關性。是項研究發現多方位視覺誘發電位振幅與視神經盤緣與視神經盤面積比、視神經盤緣體積、平均視網膜神經纖維層厚度等有統計上顯著之相關性。
多方位視覺誘發電位檢查與其他運用在青光眼之檢查工具相比，對於結果的判讀較複雜、困難。因此在實際臨床運用尚未普及，即使在UCSF貝克曼眼科中心也未將其作為臨床常規檢查項目。不過多方位視覺誘發電位的確是一種較客觀、較不受受測者影響的一種視野評估方法。只是要建立起一個診斷標準，仍需要更多的研究來釐清與訂定。
（二）、胎兒小樑篩網細胞（trabecular meshwork cell）移植在原發性隅角開放性青光眼治療之應用
胎兒小樑篩網細胞移植目前在技術層面仍不可行。在舊金山分校的初步研究，單純植入游離的胎兒小樑篩網細胞進入兔子眼內，並無法使其有效存活。而利用可生物分解的載體將胎兒小樑篩網細胞，或許可增加存活機會。但是目前也仍在找尋合適的材質，並且須注意此種可生物分解載體引起的副作用。雖然目前將胎兒小樑篩網細胞運用在青光眼治療的前景仍不明朗。但是，胎兒小樑篩網細胞其繁衍能力較成人小樑篩網細胞好，可以儲備較大量小樑篩網細胞。UCSF貝克曼眼科中心的研究顯示，胎兒小樑篩網細胞的特質與成人小樑篩網細胞相似，胎兒小樑篩網細胞與成人小樑篩網細胞的性質相似。無論是在胎兒或成人小樑篩網細胞均可在細胞間觀察到相同的細胞接合處之蛋白質（zonula occludens-1（ZO-1）與occludin）。9另外，在胎兒與成人小樑細胞對液體流動阻力以及類固醇對其液體流動阻力的影響，兩者也有類似的結果。9因此我們應該可以利用培養的胎兒小樑篩網細胞作為青光眼藥物、雷射治療的研究平台。
除了進修計畫的項目外，也有幸能參與其臨床活動。在手術方面，除了能親眼目睹一些新的青光眼引流裝置及手術；同時，也和UCSF的教授與醫師們對傳統青光眼引流手術技術與術後照顧進行心得交換。在美國產學合作的模式相當盛行，因此美國的醫師常常能接觸的一些嶄新的手術設備與醫療裝置。實際地觀察這些新的青光眼引流裝置及手術一段時間後，發現新的引流裝置並不見得比傳統的手術方式好。然而這並不代表這些新東西不值得發展，畢竟這些新方法的確是彌補了傳統手術方式的一些限制與缺點。同時，這樣的結果也告訴我們，這些新的引流裝置還是有進步的空間。
除了既定的進修計畫，在這裡也接觸到由兩家不同公司生產的新型的光學同調性掃描儀（spectral domain optical coherent topography）。新型的光學同調性掃描儀可以在更快的時間在掃描是神經與網膜構造，得到更多的資訊，因此對於青光眼的診斷上的確提供我們更多可運用的資訊。如果再搭配上以能較早期偵測出視野變化的blue on yellow訊號刺激模式進行檢查的第二代多方位視覺誘發電位檢查儀，對於青光眼的診斷應該是如虎添翼。

四、建議事項
現階段而言，多方位視覺誘發電位檢查在臨床上的使用，並無絕對的必要性。在加上健保給付的制度的限制，從醫院營運的角度來看購置一套這樣的多方位視覺誘發電位檢查設備並不是一個划算的投資。然而從研究的角度來看，多方位視覺誘發電位檢查仍是一種不可多得的工具。美國國家眼科機構（National Eye Institute）在這方面仍編列不少預算支持相關的研究，這些研究不僅包括青光眼，也涵蓋了視神經炎、其他視神經病變，甚至弱視等研究議題。如果醫院要設置一步這樣的檢查機器，也許可以結合神經部與眼科部來合作經營這種檢查設備的運轉，才能提升檢查設備的運用率。
在現階段看來，要將培養的胎兒小樑篩網細胞運用在細胞治療上還有很長的路要走。但是若將培養的胎兒小樑篩網細胞作為一種研究平台，倒是一個可行的模式。現今的潮流，希望能儘量減少醫學研究的動物使用量。胎兒小樑篩網細胞培養在某種研究題目，可提供一個合適的替代研究平台。目前有些新的雷射技術運用在小樑雷射塑型術，可運用胎兒小樑細胞培養了解雷射對於小樑細胞造成的影響。這些影響可能包括細胞結構的變化、cytokine分泌的變化。另外，也可以將培養的胎兒小樑篩網細胞作為藥物的測試平台。
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