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摘要
卵巢癌在婦女惡性腫瘤中是死亡率排名第一位的疾病。卵巢癌的發生率在最近十年逐年上升，根據衛生署民國85年衛生白皮書顯示，卵巢癌在台灣地區婦女惡化腫瘤發生率排名首度進入十大惡化腫瘤中，成為第九位的疾病。以上數據顯示卵巢癌實在是一個值得重視的疾病，但國內研究卵巢癌的工作仍處於起步階段。
文芳十分的幸運，在取得博士學位後立刻前往美國Johns Hopkins大學重事兩年的博士後研究。在這兩年中，除了學習到美國人嚴謹的研究態度和精神之外，更認識了許多在各個研究領域的優秀學者。回國後我將和他們繼續保持連絡，希望未來有機會和他們合作研究計畫。
我所前往進修的研究室是病理科吳子丑教授的實驗室。吳子丑教授的實驗室主要是著重於腫瘤疫苗的研發和腫瘤免疫學的基礎研究。在吳子丑教授的實驗室，我建立了研究卵巢癌的腫瘤細胞株及動物模式。這些將對未來卵巢癌的免疫學及免疫治療的研究奠立良好的基礎。關於研究的過程及成果我將在本報告裏做分述。其間的過程和感想，也將與諸位分享。
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目的
卵巢癌在婦女惡性腫瘤中是死亡率排名第一位的疾病 (1-9)。卵巢癌的發生率在最近十年更是逐年上升。根據衛生署民國85年衛生白皮書顯示，卵巢癌在台灣地區婦女惡化腫瘤發生率排名首度進入十大惡化腫瘤中，成為第九位的疾病。以上數據顯示卵巢癌實在是一個值得重視的疾病，但研究卵巢癌的工作仍處於起步階段。
早期卵巢癌因為缺乏症候(symptoms)及有效的篩檢方法，大約70%的病患是晚期(advance-stage)卵巢癌。很不性地，雖然外科手術技術及化學治療藥物在最近有長足的進步，卵巢癌病人的預後並無顯著地改善 (6-14)。超過 70% 的卵巢癌病人在街受外科手術及化學治療後可以得到疾病的緩解。但是這些得到疾病的緩解的卵巢癌病人絕大多數都會復發。在復發的卵巢癌病人中相當大比例的病人是復發在腹腔，形成散漫式分佈(miliary distribution)。復發的卵巢癌病人幾乎無法接受外科手術，化學治療的療效亦極為有限，如何治療卵巢癌病人成為最具挑戰性的課題。
在Vogelstein研究家族性息肉和大腸癌的結果顯示癌的典型發展是多步驟的(multistep)其中包括數種不同基因的改變(15-20)。和其它癌症的發生類似，卵巢癌的發生也是多步驟的。在卵巢癌的發展和生長時，癌細胞在不同時期會表達和正常細胞不相同的腫瘤特異抗原(tumor-specific antigen)及腫瘤相關抗原(tumor-associated antigens)諸如CA125或mesothelin，可能具有引發宿主免疫系統的免疫反應。理想的癌症治療必須具備能將生長在身體內多處的癌細胞。考慮以上的要求，免疫治療是一個相當吸引人的方法。癌症免疫治療提供了處理癌症病人治療的另一種選擇。這種治療是基於當我們的免疫系統一旦被活化將可以發展出針對癌細胞，而非正常細胞的特異性免疫反應(21-25)。但我們目前對卵巢癌和免疫系統的相互關係仍不清楚。當了解癌細胞在各個生長時期對免疫係系統的影響將有助於我們了解腫瘤生物學及癌細胞對宿主免疫系統的影響，這對將來卵巢癌的免疫療法有相當重要的幫助。
但是到目前為止，卵巢癌的動物模式仍未建立，這對卵巢癌的研究有相當大的阻礙。卵巢癌動物模式的建立，將有助於卵巢癌的研究，諸如卵巢癌的發生學、腫瘤基因學、卵巢癌的預防及發展各種治療卵巢癌的策略。
在這個計畫，我門嘗試先建立研究卵巢癌的腫瘤細胞株及動物模式。我們接著將會評卵巢癌的腫瘤細胞株的腫瘤生物學和評估免疫治療在卵巢癌腫瘤的動物模式所扮演的角色。這些將對未來卵巢癌的免疫學及免疫治療的研究奠立良好的基礎。
研究過程
建立來自鼷鼠腹腔的腫瘤細胞株
以一倍的HBSS經由腹腔沖洗取得C57BL/6 品系鼷鼠的腹膜細胞。這些初期的腹膜細胞在體外以RPMI164加入10% fetal calf serum、50 units/ml penicillin/streptomycin、2 mM L-glutamine、1 mM sodium pyruvate及2 mM nonessential amino acids置於370C5% CO2的培養箱中培養。置於LXSN16反轉病毒載體(retroviral vector)的人類乳突病毒第16型的E6和E7基因傳導到腹膜細胞中(26)。在病毒傳導後，腹膜細胞生長在G418 (0.4 mg/ml)的培養液中加以篩選，被傳導的腹膜細胞成為永生不死的細胞。這些永生不死的腹膜細胞，經腹腔內注射到鼷鼠腹腔中，成為腫瘤細胞株WF-3。
WF-3腫瘤細胞株的組織學及病理學特徵
5x104 的W-3 腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。五至六個星期後鼷鼠被犧牲掉檢查巨觀上腫瘤的侵犯力之後，鼷鼠的內部將做進一步的檢查。被摘除的內臟器官以4%福馬林液固定，再加以組織切片和以hematoxylin-eosin 染色。這些組織將在光學顯微鏡下觀察。
WF-3腫瘤細胞株的細胞學檢查 

5x104 WF-3 腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中，五至六個星期後鼷鼠被犧牲掉。吸出鼷鼠腹腔內的腹水加以離心，腹水中的細胞被置於玻片上，以95% 酒精固定和Papanicolaou染色法染色。玻片置於光學顯微鏡下觀察。
WF-3腫瘤細胞株的Cytokeratin 化學組織免疫染色
     4%福馬林液固定石蠟包埋的WF-3腫瘤組織切片，先去石蠟再浸入PBS中。切片浸泡於室溫的3% H2O2/甲醇中10分鐘以去除內在的peroxidase。切片浸泡於鼷鼠的IgG阻斷試劑中(Vector, Burlingam, CA) 1小時再以PBS沖洗2次。切片再浸泡於MOM diluent中 (Vector, Burlingam, CA) 5分鐘。之後吸去過多的MOM diluent再將切片浸泡於抗鼷鼠cytokeratin單株抗體中(1:300, Sigma, Saint Loius, Missouri) 30分鐘。以PBS沖洗3次，切片再浸泡於biotinylated 抗鼷鼠 IgG (Vector, Burlingam, CA) 30分鐘。以PBS沖洗3次，切片再浸泡於avidin-biotin complex (Vector, Burlingam, CA) 30分鐘。以PBS再沖洗3次，再加入DAB 受質溶液(DAKO, Carpinteria, CA) 5分鐘。最後切片以清水沖洗和以Mayer’s hematoxylin作做背景染色。染色後的切片經脫水以Permount (FisherScientific, Fair Lawn, New Jersey) 封片在光學顯微鏡下觀察。
WF-3腫瘤細胞株的MHC Class I和Class II 的表達
WF-3腫瘤細胞以抗H-2Kb/H-2Db 單株抗體 (Clone 28-8-6, PharMingen, San Diego, CA)或抗I-Ab 單株抗體作用(Clone 25-9-17, PharMingen, San Diego, CA) 於冰上培養30分鐘。以FACSCAN緩衝液清洗2次，再以FITC-conjugated goat anti-mouse 抗體 (Jackson ImmunoResearch Lab. Inc., West Grove, PA)於冰上 作用 20 分鐘。WF-3腫瘤細胞最後置於FACSCAN緩衝液中，以流式細胞儀分析(Becton Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA) 。
WF-3腫瘤細胞株的腫瘤生長動態
以1x104、5x104、1x105或1x106不同數目的WF-3腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。鼷鼠定期地監視腹水的生成和其存活時間。這些資料被繪置成腫瘤生長動態的圖。
結果
WF-3腫瘤細胞株的組織學和病理學特徵
5x104 的WF-3 腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。五至六個星期後鼷鼠被犧牲掉檢查巨觀上腫瘤的侵犯力之後，鼷鼠的內部將做進一步的檢查。被移除的內臟器官被固定、切片和染色。在外觀上鼷鼠的大小變大且腹部澎出。腹腔中充滿血色的腹水(約2毫升) 。許多易碎的灰白色大小為1.2 X 1.0 X 0.8 公分的腫瘤散生在腸膜區域。腫瘤也會侵犯鄰近的器官，包括肝臟(圖1A)、胰臟(圖1B )、小腸(圖1C)、大腸(圖1C)及橫隔膜(圖1D)。
在顯微鏡下，腫瘤是由奇異地未分化的腫瘤細胞群所組成的。腫瘤細胞有多型行性的變化、高比例的細胞質核比和高染色質(圖2A)。腫瘤細胞群出現兩種生長型態，為一種多角型細胞的惡化上皮腫瘤成份混合另一種梭狀腫瘤細胞束的惡性肉瘤成份(圖2B和2C)。同時可以見到腫瘤乳突狀生長結構(圖2D)。
WF-3腫瘤細胞株的細胞學檢查 

WF-3腫瘤細胞株的細胞學檢查是吸取腹水，離心將腹水中的細胞被置於玻片上，以95% 酒精固定和Papanicolaou染色法染色。如圖3所示，有多型行性變化的腫瘤細胞，腫瘤細胞顯示高染色質和顯著的核仁。
WF-3腫瘤細胞株的Cytokeratin 化學組織免疫染色
     4%福馬林液固定石蠟包埋的WF-3腫瘤組織切片，先去石蠟再浸入PBS中。Cytokeratin染色的過程如上所述。WF-3腫瘤細胞的Cytokeratin 化學組織免疫染不論是惡化上皮腫瘤成份或是惡性肉瘤成份皆為正反應。(圖4A和4B) 。
WF-3腫瘤細胞株的MHC Class I和Class II 的表達
測量WF-3腫瘤細胞株的MHC Class I和Class II 的表達的方法和步驟如上所述。如圖5A所示，WF-3腫瘤細胞表達MHC class I ，但卻不表達MHC class II (圖5B) 。 

WF-3腫瘤細胞株的腫瘤生長動態
以1x104、5x104、1x105或1x106不同數目的WF-3腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。鼷鼠定期地監視腹水的生成和其存活時間。這些資料被繪置成腫瘤生長動態的圖。如圖8A和8B所示，所有注射5x104、1x105或1x106腫瘤細胞的鼷鼠在30天內會產生腹水，在90天內死亡。20%接受1x104腫瘤細胞的鼷鼠無腹水產生且存活超過90 天。 
討論
卵巢上皮細胞癌具有產生腹水、腹腔內散生、侵犯局部的器官，諸如肝臟、胰臟、小腸、大腸及橫隔膜這些特殊的腫瘤細胞生物學。我們建立的WF-3 腫瘤細胞經由以腹腔內注射的方式注射至鼷鼠的腹腔後，觀察腫瘤細胞生長的情形。我們發現鼷鼠在腹腔中會產生腹水，腫瘤散生在腸膜區域。此外腫瘤也會侵犯鄰近的器官，包括肝臟、胰臟、小腸、大腸及橫隔膜。接著我們進一步觀察腫瘤細胞的細胞學和微觀的表現。在細胞學上，腫瘤細胞顯示高染色質和顯著的核仁，且腫瘤細胞有多型行性變化。在微觀的表現上，腫瘤細胞群出現兩種生長型態，為一種多角型細胞的惡化上皮腫瘤成份混合另一種梭狀腫瘤細胞束的惡性肉瘤成份。同時可以見到腫瘤乳突狀生長結構。 此外WF-3腫瘤細胞的Cytokeratin 化學組織免疫染亦顯示正反應。從以上的種種觀察顯示。我們建立的腫瘤細胞株-WF-3，它的腫瘤細胞生物學和人類的卵巢上皮細胞癌的腫瘤細胞生物學十分的相像。
我們進一步研究WF-3腫瘤細胞株的腫瘤生長動態。我們以1x104、5x104、1x105或1x106不同數目的WF-3腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。鼷鼠定期地監視腹水的生成和其存活時間。這些資料被繪置成腫瘤生長動態的圖。結果顯示WF-3即使以低計數目的1x104注射入鼷鼠體內，仍會造成鼷鼠死亡。我們的結果顯示WF-3腫瘤細胞株會造成鼷鼠死亡，如同人類的卵巢上皮細胞癌會造成人類死亡的自然病史。
我們經由這個進修的機會建立了卵巢癌的動物模式，這對我們將來卵巢癌的研究有相當大的幫助。卵巢癌動物模式的建立，將有助於卵巢癌的研究，諸如卵巢癌的發生學、腫瘤基因學、卵巢癌的預防及發展各種治療卵巢癌的策略。因此我們將要利用這個細胞株進行一系列的卵巢癌研究工作。這些研究工作將能對卵巢癌的研究有重要的幫助。
結論
我們建立的腫瘤細胞株-WF-3，它的腫瘤細胞生物學和人類的卵巢上皮細胞癌的腫瘤細胞生物學十分的相像，也成功地建立了卵巢癌的動物模式。卵巢癌動物模式的建立，將有助於卵巢癌的研究，諸如卵巢癌的發生學、腫瘤基因學、卵巢癌的預防及發展各種治療卵巢癌的策略。這些研究工作將能對卵巢癌的研究有重要的幫助。
附圖說明
圖一: WF-3腫瘤細胞株的組織學和病理學特徵。5x104 的WF-3 腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。五至六個星期後鼷鼠被犧牲掉檢查巨觀上腫瘤的侵犯力之後，鼷鼠的內部將做進一步的檢查。被摘除的內臟器官以4%福馬林液固定，再加以組織切片和以hematoxylin-eosin 染色。這些組織將在光學顯微鏡下觀察。許多易碎的灰白色大小為1.2 X 1.0 X 0.8 公分的腫瘤散生在腸膜區域。腫瘤也會侵犯鄰近的器官，包括肝臟(A)、胰臟(B)、小腸(C)、大腸(C)及橫隔膜(D)。(Hematoxylin eosin stain 10X10)

圖二: WF-3腫瘤細胞株的微觀特徵。WF-3 腫瘤細胞注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔和動物組織切片的處理步驟如圖一所述，以觀察WF-3腫瘤細胞株的微觀特徵。(A) 在顯微鏡下，腫瘤是由奇異地未分化的腫瘤細胞群所組成的。腫瘤細胞有多型行性的變化、高比例的細胞質核比和高染色質。腫瘤細胞群出現兩種生長型態，為一種多角型細胞的惡化上皮腫瘤成份混合另一種梭狀腫瘤細胞束的惡性肉瘤成份。同時可以見到腫瘤乳突狀生長結構。(B) WF-3腫瘤的惡性肉瘤成份。(C) WF-3腫瘤的惡化上皮腫瘤成份。
圖三: WF-3腫瘤細胞株的細胞學檢查。5x104 的WF-3 腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中，五至六個星期後鼷鼠被犧牲掉。WF-3腫瘤細胞株的細胞學檢查是吸取腹水，離心將腹水中的細胞被置於玻片上，以95% 酒精固定和Papanicolaou染色法染色。如圖所示，有多型行性變化的腫瘤細胞，腫瘤細胞顯示高染色質和顯著的核仁。(40X10)

圖四: WF-3腫瘤細胞株的Cytokeratin 化學組織免疫染色。WF-3 腫瘤細胞注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔和動物組織切片的處理步驟如圖一所述。4%福馬林液固定石蠟包埋的WF-3腫瘤組織切片，先去石蠟再浸入PBS中切片浸泡於室溫的3% H2O2/甲醇中。切片接著浸泡於鼷鼠的IgG阻斷試劑中。切片再浸泡於MOM diluent中。再將切片浸泡於抗鼷鼠cytokeratin單株抗體中(1:300, Sigma, Saint Loius, Missouri) 。切片再浸泡於biotinylated 抗鼷鼠 IgG。切片再浸泡於avidin-biotin complex。再加入DAB 受質溶液(DAKO, Carpinteria, CA)。最後切片以清水沖洗和以Mayer’s hematoxylin作做背景染色。染色後的切片經脫水以Permount 。WF-3腫瘤細胞的Cytokeratin 化學組織免疫染不論是(A)惡性肉瘤成份或是(A)惡化上皮腫瘤成份皆為正反應。
圖五: WF-3腫瘤細胞株的MHC Class I和Class II 的表達。WF-3腫瘤細胞以抗H-2Kb/H-2Db 單株抗體或抗I-Ab 單株抗體作用。再以FITC-conjugated goat anti-mouse 抗體作用。WF-3腫瘤細胞最後置於緩衝液中，以流式細胞儀分析。WF-3腫瘤細胞表達(A) MHC class I ，(B)不表達MHC class II。 

圖六: WF-3腫瘤細胞株的腫瘤生長動態。以1x104、5x104、1x105或1x106不同數目的WF-3腫瘤細胞以腹腔內注射的方式注射至C57BL/6 鼷鼠的腹腔中。鼷鼠定期地監視腹水的生成和其存活時間。這些資料被繪置成腫瘤生長動態的圖。(A)腹水生成情形。所有注射5x104、1x105或1x106腫瘤細胞的鼷鼠在30天內會產生腹水，且在30天內死亡。(B)存活情形。20%接受1x104腫瘤細胞的鼷鼠無腹水產生且存活超過90 天。
心得感想
在尚未到美國進修之前，不少的同事就告訴我Johns Hopkins醫學院是世界上數一數二的名校。因此當我到達美國後，我便一直在觀察Johns Hopkins醫學院有那些值得我們學習之處。我所前往進修的研究室是病理科吳子丑教授的實驗室。吳子丑教授的實驗室主要是著重於腫瘤疫苗的研發。吳教授是一位和藹可親並且充滿研究熱誠的研究者。實驗室目前發除了吳教授之外，有數位博士後研究員，一位研究生和兩位技術員。吳醫師不但每天都和研究員和學生參與研究工作，他更安排和每位研究員和學生每星期至少有一個小時的研究進度討論。吳教授同時以身作則每個周末都到實驗室從事研究工作，更時常在周末和我們有數小時的討論和腦力激盪，許多有去的構想也在這些腦力激盪下。吳教授最喜歡說的名言:研究者要做自己有興趣的研究工作。在研究專題討論和實驗室會議方面，除了吳教授實驗室每周固定的兩次實驗室會議之外，我們也和其它的研究員諸如Drs. Drew M. Pardoll、Elizzabeth M. Jaffeec和Hym Levitsky 有聯合實驗室會議。每天從早到晚整個人都能完全浸潤在研究的環境中。
在研究設備方面，一般人總以為Johns Hopkins的研究成果可能是因為Johns Hopkins有別人所沒有的新穎的研究設備。其實吳教授他們的研究設備台灣一般的研究機構都有，但是這些儀器和設備是開放供所有研究者使用。以流式細胞儀為例，使用者事先登記，使用者按照規定操作。這和我們醫院的共同實驗室的儀器使用十分相像。
在研究的過程中有時會遭遇到自己無法克服的困難，必須透過其它實驗室的協助。個人覺得Hopkins比此之間的支援和合作系統遠較我們來得好，這真的是值得我們借鏡之處。它山之石可以攻)錯，由一批一批進修的人員，讓我們不斷地進步，使我們的研究早日擠身世界之林。
建議
卵巢癌在台灣的的發生率逐年上升，其治療目前是以外科手術及化學治療為主。除了臨床服務之外，基礎的研究亦是提高臨床治療的必要條件。感謝醫院提供這次機會讓我能從事卵巢癌的研究。一個擠身國際的醫學中心，就是要有效地掌握和結合臨床與基礎研究的資源，且不斷地股鼓勵研發和創作。再加上一個充份鼓勵創作的環境，才能激發研究的潛力。希望在未來，研發和創作能在國內得到充分的鼓勵與尊重，使我們的競爭力不斷地提升與增強。以下為個人粗淺的建議:

1) 出國進修對一個從事臨床工作或研究者的助益很大，一個終其一生很可能只有一次機會。從進修中可以了解世界醫學的最新進展，及外國制度、環境的優缺點，而提供日後自我改進的良心借鏡。唯一年的時間對於從事研究的工作者稍覺匆匆。希望國家在未來規畫進修人員的輔助時，能考慮延長其輔助期限，使其研究能真正開花結果。
2) 政府所提供的計畫輔助經費，對新進的研究人員而言，實有非常大的幫助。希望能對剛返國的新進研究人員，提供計畫輔助經費，使。剛返國的新進研究人員能讓其在國外的研究，在國內生根。
3) 希望能廣開研究的獎勵制度，鼓勵國內的研究風氣。
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