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摘　　　　要
惡性膠質瘤占原發性惡性腦瘤極大比例。即使經過手術切除及化學治療，它的平均存活率仍然只有一年半。由於腫瘤細胞基因呈現多變性，導致其細胞具有易侵襲及易遷移之特性，使得它的治療更增困難性。但目前本院並無人專攻此一領域，致使病人無法得到完善的照顧。為了解決此一問題，有意朝向這方面的領域去研究。於是經過一番努力，申請到了美國匹茲堡大學癌症中心進修一年的機會，於民國九十五年十一月前往美國，開始為期一年的進修生活。

在美進修期間，主要是研究惡性膠質瘤之抑癌基因及以惡性膠質瘤基因變異為標靶之化學治療為重要課題。以增加自己的經驗，同時也可學習一些世界上關於此一領域之最近研究情況，可謂獲益良多。

  在回國前完成一篇以第一作者發表之論文「Slit2 Inhibits Glioma Cell Invasion in the Brain by Suppression of Cdc42, N-cadherin and beta-catenin」，已投稿SCI期刊「NeuroOncology」，希望能順利被接受及刊登。
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一．目的：

腦瘤中占有一半以上的神經膠細胞瘤，卻幾乎都是惡性的，尤其像成人好發的惡性膠質瘤以及小孩的髓芽細胞瘤，其惡性度特別高。台灣原發性腦瘤的個案數一年約為一千八百至二千例，其中約有一、四○○例死亡。惡性膠質瘤目前仍以手術切除並輔以化學治療為主要治療方式。手術切除對顱內惡性膠質瘤的完全移除有實際上的困難，尤其在腦部功能區已受惡性膠質瘤侵犯者，使得惡性膠質瘤術後的復發率極高。身為一個神經外科醫生，對此卻有深深的挫折感，因化學治療對惡性膠質瘤的幫助有限，因此，研究惡性膠質瘤之抑癌基因及以惡性膠質瘤基因變異為標靶之化學治療為重要課題。希望能對這類病人有所助益。

本次進修的目的便是希望能利用機會，學習美國在惡性膠質瘤方面最先進知識及研究進展。匹茲堡大學位於美國東岸的賓西尼亞州，師資素質在全美大學中名列前矛，其醫學領域在世界上又居於領先之地位，每年發表之文章非常的多且涵蓋的方向非常廣泛，包括：基因、神經影像學、癌症藥理學、、、、等。　　

由於上述種種因素，使我下定決心，決定朝惡性膠質瘤的領域去研究。一方面能解決眾多病人的苦楚，另方面也可在這個領域做出些研究成果，不致讓台灣在這方面的研究缺席。

二．過程：

本次進修要感謝李前院長、譚院長、蕭副院長、外科部顧、陳兩位主任之大力支持。另外特別要感謝我的指導教授馬辛一主任，因為有他的介紹，我才有機會與匹茲堡大學的癌症中心程教授取得聯繫，並進而獲得如此寶貴的進修機會。                                                      

我在95年11月初到達美國，很幸運地在當地同胞的幫忙下，很快的找到公寓及安置好家人並開始我的研究。我在癌症中心研究的主題有二，一是惡性膠質瘤相關的抑癌蛋白slit2的研究，一是研究癌症抑制藥物上皮生長因子受體抑制劑(epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor)對惡性膠質瘤具變異的上皮生長因子受體的治療效果及機轉探討。

先前本實驗室對高度侵襲的惡性膠質瘤的基因分析中已發現slit2基因有低調節現象，因此假設slit2對惡性膠質瘤伴演抑制的角色。在剛到美國的前兩個月(95年11-12月)，我先學習腦瘤研究之動物模式- 如何培養腦瘤細胞，如何將腦瘤細胞以立體定位的方式注入活體鼠腦，如何追蹤鼠腦內腫瘤的生長情形，如何取出鼠腦並加以保存，切片，染色。

接下來的兩個月(96年1-2月)我學習如何獲得複製slit2基因並作確認，如何轉殖slit2基因進入高度侵襲的惡性膠質瘤細胞並加以篩選，再以西方點墨實驗(Western Blotting)來確認其蛋白質的表現。

接下來的一個月(96年3月)，我學習如何利用已轉殖slit2基因的高度侵襲的惡性膠質瘤細胞(SNB19)進行體外轉移性實驗(migration assay)及創口逾合實驗(wound healing assay)，以了解其轉移性的高低。進行體外侵襲性實驗(invasion assay)，以了解其侵襲性的高低。同時也開始進行另一個主題-研究癌症抑制藥物上皮生長因子受體抑制劑(epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor)對惡性膠質瘤具變異的上皮生長因子受體的治療效果及機轉探討，在另一個腦瘤動物模式(U87MG glioma mouse model)給予上皮生長因子受體抑制劑ZD6474。比較ZD6474在惡性膠質瘤細胞具變異的上皮生長因子受體和惡性膠質瘤細胞具非變異的上皮生長因子受體的治療效果上是否有差異。

在四月間，我重覆進行體外轉移性實驗(migration assay)及創口逾合實驗(wound healing assay)及侵襲性實驗(invasion assay)等實驗在另一轉殖slit2基因的惡性膠質瘤細胞株(U373MG)，以證明此一現象普遍發生在惡性膠質瘤細胞上。

到了五月，我利用西方點墨實驗(Western Blotting & Pull Down Assay for Rac1, Cdc42)來來研究slit2蛋白可抑制惡性膠質瘤細胞的機轉。

到了六月，關於slit2的研究已到了收尾的階段，我再補充一些相關的實驗如利用PCR來檢驗slit2的相關蛋白在各種惡性膠質瘤細胞株的表現，不同濃度的slit2及含有它的培養液對惡性膠質瘤細胞侵襲的抑制程度。

到了七月第一個研究主題已大致結束，進行資料的整理分析，寫成論文。在另一個主題-研究癌症抑制藥物上皮生長因子受體抑制劑(epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor)對惡性膠質瘤具變異的上皮生長因子受體的治療效果及機轉探討的研究上，我接著進行了大約三個月的相關染色(CD31, TUNEL, Ki67 staining)，利用染色方法來研究臨床惡性膠質瘤檢體對於各種促進腫瘤生長受體(PDGFR)的表現。時間過得很快，為期一年的研究一下子就過去了，但是我第二個研究還有很多細節沒有完成，所以向醫院申請了留職停薪，希望能在未來的一年內完成所有的研究。11-12月，補作上皮生長因子受體抑制劑ZD6474在體外對抑制變異與非變異性上皮生長因子受體惡性膠質瘤細胞的差別。97年1-2月，上皮生長因子受體抑制劑ZD6474較能抑制變異性上皮生長因子受體其機轉之研究。3-5月，以核磁共振來研究探討上皮生長因子受體抑制劑ZD6474治療後，在腦瘤動物模式(U87MG/U87MGEGFRvIII glioma mouse model)中影像的變化以符合此藥物在臨床使用中治療上的變化。5-7月，資料之整理與論文之寫作。反覆進行相同實驗以修正技術上的誤差並累積在統計上有義意的數據。8月，結束所有實驗回國服務患者。

程教授是大師級人物，在癌症研究方面頗負盛名，也曾到台灣演講。他對研究抱持著非常嚴謹的態度，任何細節都不馬虎。我在進行每一個實驗前也多數有所準備，已上網或透過其他管道搜尋了相關資訊。在程教授的實驗室中，也有一些資深的教授及博士後研究員可隨時提供我諮詢。

每週四上午我們有固定的學術會議，由癌症中心各個部門的精英輪流主持，每兩週我們自已實驗室有自已的學術會議，而我則每週至少一次要跟程教授討論實驗進度。在這個整個研究過程中我學到了謹慎的羅輯思考及如何進基礎研究，能夠從臨床之外的角度全面的看待惡性腦瘤這個疾病。

由於時間有限，程教授也特別邀請了多位各個領域的專家共同參與及指導我進行研究、資料的分析及整理。包括統計學專家Michael、神經影像學專家Paul博士及藥理學專家Hu博士。我們會定時開會討論研究進度及方向，若有問題，也隨時可以E-mail尋求協助及指導。

很高興在回國前能夠完成論文的寫作，題目是：「Slit2 Inhibits Glioma Cell Invasion in the Brain by Suppression of Cdc42, N-cadherin and beta-catenin」，已投稿SCI期刊，希望能順利被接受及刊登。我是第一作者，程教授是通訊作者。目前論文已投稿SCI的期刊「NeuroOncology」，希望能夠順利被接受及刊登。

從申請出國進修到學成回國這段期間，可分以下幾個過程：

1.申請學校

自從決定鑽研有關惡性膠質瘤的問題之後，便開始留意有關這方面的論文及著作，一方面是提升自己的知識水準，以了解現在研究的趨勢及應用範疇，另一方面也是看看有哪些地方的學者在這方面的研究成果，有較傑出的表現，值得前往學習。

經過仔細的研讀相關論文及著作之後，發現在美國有二到三個醫學中心在這方面的研究較為突出。一個是加州的加州大學洛杉磯分校醫學中心，另一個是賓州匹茲堡大學醫學中心，第三個是芝加哥大學醫學中心。經過一番的考量及準備之後，我的指導老師建議我向匹茲堡大學醫學中心申請。匹茲堡大學醫學中心主持癌症研究的程教授，也是這方面的大師之一，著作等身，亦是心儀已久，於是提出申請。在申請期間，程教授到台灣給予學術演講，也曾當面向他請益，獲益良多，更證明我的決定是對的。他答應收我作為他的學生，也非常歡迎我到匹茲堡來跟他學習。學校有了著落之後，便進行下一個申請過程。

2.申請出國的補助

學校有了著落之後，下一步便是申請出國的經費補助。承蒙院長及外科部主任的幫忙。給予經費上的補助，總算解決了這個難題。接下來就是出國手續的申辦，以及預先打聽美國方面生活上所需的一切。

3.出國手續申辦及行前準備

出國前最後的手續便是護照及簽證的辦理，護照是現成的不需另行辦理。至於簽證方面，則是需先由欲前往的學校寄出入學許可後，再憑此向美國在台協會申請一年的訪問學者的簽證，這一部分，只要有學校之證明文件，是不難辦理的。

再來便是行前的準備，事前便打聽到此次欲前往之賓州匹茲堡大學，位於美國東北部，是新英格蘭十三州之一，所在城市匹茲堡以前是以鋼鐵業聞名於世，當地氣候四季分明，冬天還會下雪。於是便聽從朋友建議，在台灣事先購置好冬天所需之雪衣，以便到時派上用場。此外，便是向曾在匹茲堡留學過的人，打探一下當地的生活狀況。幸運的是我的指導老師，以前曾在匹茲堡攻讀過學位，於是便向他請教一些當地食、衣、住、行等各方面的狀況，以便能提早熟悉當地情況。另外幸運的是有朋友剛好是住在匹茲堡，於是便透過他詢問當地的房子及住宿的情況，同時也找到臨時的住宿之所。

一切都準備妥當之後，便於民國九十五年十一月初首途前往美國賓州匹茲堡大學醫學中心開始為期一年的進修生活。

三．心得：

美國是現今世界第一強權，以世界警察自居，標榜著自由、人權，任何人只要努力便有成功，名利雙收的一天，此即所謂的「American Dream，美國夢想」。也正於此，吸引全世界無數國的人民競相移居美國，去追求他們心目中的「美國夢想」。我因進修之故，得以有此機會在人人稱羡的美國居住二年，在這期間，儘量融入當地的社會，以便能實地了解美國人本身的想法及生活。除了學術上的研究心得外，也將在美國這二年期間我見我聞之生活心得略述於後：

A.生活上的心得

美國為現今世界強國，其立國基礎標榜著民主、自由及人權。一般人民日常生活自然也不出這三個範圍，另外美國是一個標準的資本主義國家一切商業行為自然以自由競爭、顧客至上為原則。綜觀美國生活的環境及居住品質，有以下特色：

　　1.文化上的陶冶

美國雖然立國只有短短的二百多年，且是奉行資本主義的社會，然而它對於人文的陶冶，也是十分地重視，到處都有圖書館，供大眾使用，且會定期或不定期地舉辦活動，以吸引人群。即以我所前往的賓州匹茲堡市為例，它在美國只能算是一個中型城市，人口約四十～五十萬人，雖然過去因鋼鐵業而聞名於世，如今鋼鐵業也已經沒落，然而它境內仍有匹茲堡大學及卡內基美隆大學等二所世界級的大學。另外亦有著名的卡內基中心，裏面包括了四大部分：卡內基音樂廳為各類音樂活動演出的絕佳場所。卡內基自然科學博物館裏面包羅萬象，上自天文地理，下至飛禽走獸，應有盡有，還有許多恐龍標本，彌足珍貴，不僅是小孩子絕佳的戶外教學教材，大人們也可從中得到不少自然科學新知，這是在台灣少有的。卡內基藝術中心，裏面收藏了不少名貴的美術作品，一趟藝術之旅下來，足以豐富我們的心靈。最後是卡內基圖書館，裏面館藏非常豐富，除了應有的參考書籍之外，還有各式各樣的卡帶及錄影帶，只要你目前是匹茲堡市的居民，都可免費申請借書證，借出各種不同的參考工具。每次到他們的圖書館，都可見到男女老少，各色人等，優遊自在地活動其中，享受書中自有黃金屋的樂趣。

　　2.良好的社會福利制度

美國為一高度現代化的民主國家，其社會福利制度的完善，足令我們稱奇，雖說天下沒有白吃的午餐，美國人民平均一年要繳交其收入三分之一所得稅，以支應各式各樣的社會福利措施，然而他們對弱勢族群的照料，尤其是老人及小孩，真的是實踐了中國人所說的「老吾老以及人之老，幼吾幼以及人之幼」的精神。

關於兒童的照顧方面，前所述及之卡內基圖書館，除了總館外，在每一個行政區域都有分館，而且每個圖書館都有一個所謂的兒童陳列室，裏面都是有關兒童的書籍及其他各式參考資料，足以讓各個年齡層的小朋友在裏面消磨大半時光。也可以讓他們從小就養成良好的閱讀習慣。此外，館內還會定期或不定期舉辦兒童節目，例如說故事、兒童劇場等，使小孩子能多方接觸各種不同的文化刺激。

除此之外，在當地隨處可見綠地及公園，以供大眾使用。公園內還有各種不同的兒童遊戲場，設有各式各樣的兒童玩具。每逢假日便可看到父母帶著小孩來此玩耍，他們有機會接觸大自然。這是在台灣的我從來不曾想像得到的。

至於對老人及殘障人士的照料方面，可是值得我們效法。他們的公車對老人都有特別的優待或免費搭乘。對於殘障人士，則是真正做到了無障礙空間，除了每個路口都有坡道以方便他們上下外，在各個公共建築物亦設有殘障專用電梯以方便他們使用。另外就是每部公車上，都設有輪椅專用升降梯，讓殘障人士也可以像常人一樣方便地搭乘。

另外值得一提的是他們守法的觀念。美國是一個法治的國家，每個人從小就培養出守法的好習慣。例如他們的十字路口很少有紅綠燈，但每個駕駛人都會很有次序地按先後順序，依次通過，這在台灣幾乎是不可能的。

然而美國社會除了以上優點值得我們借鏡外，不可否認的，也有一些缺失值得我們警惕。美國號稱是民族的大熔爐，接納了世界各國不同種族的移民，也吸收了不少優秀的人才，才造就了今日富強的美國。但基本上仍有不同程度的種族歧視現象。白人在心態上仍然視自己較為優越，歧視其他種族的人，尤其是黑人。二者不論在生活環境或社會地位上，都有很大的不同。此舉也引起部份黑人的不滿，衝突時有所聞，如不加以好好解決，終究是美國社會一大隱憂。

B.學術上的心得

在美國賓州匹茲堡大學醫學中心進修二年，學習有關惡性膠質瘤的研究，對於他們的醫療體系及研究環境有了更深一層的了解，我的心得主要包括兩大方面，一是關於整體的醫療環境方面，另外一個則是關於本身所學的專業領域，茲分述於後：

a.整體的醫療狀況：

1.轉診制度

美國目前並無全民健康保險制度，其所有的醫療保險大多屬於私人企業。如果你是某一集團之醫療保險客戶，則只能到屬於該體系之醫療院所看病，不過美國的轉診制度十分完善。它們的醫師一般來說，分為家庭醫師及專科醫師兩大類，平日的基本健康照護由其家庭醫師負責。如果有需要，便會轉介到其他專科醫師。而他們每次門診人數只有5-7人，所以有很多時間去詢問病史及作理學檢查等，不像我們這裏，每次門診動輒數十人至上百人，怎麼要求有好的醫療品質？當然二者的收費也不一樣，故應教育民眾要有使用者付費的觀念。此外，當病人看診完畢，專科醫師會詳細地解說病情，同時亦會把他的意見寄給病人的家庭醫師，讓他了解病人的病情，同時如有需要亦會請求他提供病人過去就醫之記錄。如此雙向溝通，免得病人到處求醫，並重覆不必要的檢查。這是值得我們效法的地方。如此一來，便可免除不必要的醫療資源浪費，同時也可真正落實「大病看大醫院，小病看小醫院」的政策了。

2.醫藥分業制度

美國是實行醫藥分業的國家，病人前來看病，看完病之後，只要拿著醫師開立的處方簽到任何藥局或超市附設之藥房，便可拿到藥師調劑之藥方。且一張藥方如有需要，可連續使用3-6個月，期限到了之後，亦可透過藥局與醫院或醫師聯絡，重新取得新的處方簽，病人不需每次到醫院求診，方便病人，也減少病人來回奔波之苦，當然，如有需要病人還是隨時可以回到原診治醫師處再行求診。這樣的制度，值得我們借鏡學習。不過它也有不方便的地方，那就是醫師不太清楚他給患者的治療是否能得到保險公司的給付，因此看病的患者就麻煩了。舉例來說，有一次我的腳扭到了，看完病後，醫師幫我配了一付拐杖，當時他說保險是有給付的。不幸過了2個月收到了一張200美金的帳單，經過了一番溝通才得以免付。類似的事也常發生在其他朋友身上，於是我們得到一個結論，在美國最好不要生病，生病太麻煩了。

b.進修心得：

1.匹茲堡大學癌症中心簡介

我所前往之匹茲堡大學癌症中心本身編制是在醫學中心的研究單位之下，程老師為病理部之正教授。在基礎研究方面，陣容十分堅強，結合病理藥理免疫共有數十位教授及副教授在從事各種各類癌症方面的研究，隨時隨地會與臨床醫師進行討論。此外也有多跨科際的研究計畫進行。整體而言，這個中心的設備及人力資源是十分豐富，是一個很好的進修環境。

2.進修感想

來美國以前，對惡性膠質瘤方面便有極大的興趣，也涉獵了有關的參考書籍，然而來到此地以後，仍然如劉姥姥進大觀園。每件事對我而言，都是全新的體驗。此次進修的主要目的，便是學習如何設計並進行基礎研究。因此實驗室內的研究便是進修重點，分述於後。

RT-PCR (reverse transcription-PCR): RNA鏈被逆轉錄成互補DNA，再以此模板透過PCR進行DNA複製。RT-PCR的指數擴增是一種很靈敏的技術，可以檢測很低拷貝數的RNA。可以用於定量監測某種RNA的含量。

Western Blotting: 蛋白質首先根據分子大小用SDS-PAGE分離。然後將膠中的蛋白質轉移到膜（如PDVF膜、尼龍膜或其他可用的膜）上。然後將膜用含有抗體的溶液浸泡，由於抗體可以特異性地結合到目標蛋白上，因此就可以探測膜中的目標蛋白。

各種染色: Ki-67可以標示增生細胞G1, S, G2及M期的nuclear protein，Ki67的標示與細胞增生相關性很高。CD31為一種糖蛋白，是血小板內皮細胞黏附分子-1(PECAM-1)，存在于血管內皮細胞，有助於鑑別血管組織的新生。TUNEL (TdT(terminal deoxynucleotidyl transferase) UTP nick end labeling)細胞凋亡時染色體DNA的斷裂是個漸進的過程，在內生性的核酸水解酶及核酸內切酶作用下隨機切斷，形成180-200 bp DNA多聚體，DNA雙鍵斷裂出現缺口的3'-OH末端可在TdT作用下帶上標記，從而可進行凋亡細胞的檢測。

Mouse Brain Tumor Model: 將處理過的腦癌細胞以立體定位的方式注入鼠腦，經若干天後取出鼠腦進行研究。

Wound Healing Assay: 在培養皿上用針頭將實驗中的細胞劃上傷口，觀察傷口密合的時間，藉以偵測該細胞的轉移能力。

Migration Assay: 利用細胞通過多孔膜的多寡來偵測該細胞的轉移能力。

Invasion Assay: 利用細胞通過含Matrigel多孔膜的多寡來偵測該細胞的侵襲能力。

作研究需要耐心，實驗必須檢驗多種濃度多種情況來找到最佳結果，並且要有多次相同的結果來證明你的實驗結果是有統計上的意義。

作研究需要細心，所有的實驗設計必須符合羅輯，按步就班。如果發生矛盾則須反覆驗證。在研究中間我曾經遇到瓶頸，重覆了三個月同樣的實驗仍得到相反的結果，懷疑是實驗的過程有問題，但是我反覆驗證其中過程並沒有發現錯誤。結果回到最原始的地方再作思考，發現一開始的想法有所遺漏，其實這三個月的所有實驗結果是正確的。

四．建議：

臨床醫學之進展，有賴基礎醫學之研究與突破，此次見識國外一流醫學中心將自身基礎醫學之研究成果運用於臨床醫學之實踐，深感基礎醫學之重要。臨床醫師即便不能親身戮力於基礎醫學之研究，也當盡可能與基礎醫學之研究人員合作，才能有突破性發展。

五．感想：

能有這個機會出國進修二年，是一個很難得的經驗，一方面能夠學習國外的新知，吸取他們寶貴的經驗，另一方面又可藉此機會能在國外生活二年，比較不同文化之間之差異，也是另一難得的經驗。在此要特別感謝院方及外科部所有同仁的支持，才能使我順利地出國進修二年，今年更將貢獻所學，才不辜負師長的期望！
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