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摘　　要
此次實習內容包括兩項，一為配合中草藥輻射滅菌計劃，至美國猶他大學病理系Associated Regional and University Pathologists (ARUP)實驗室，學習病理微生物鑑定技術，另一任務為訪問內布拉斯加大學神經病毒與神經退化疾病中心 (The Center for Neurovirology and Neurodegenerative Disorders, CNND)，見習單光子放射電腦斷層掃描（Single Photon Emission Computed Tomography, SPECT）技術之應用。實習期間由93年9月6日至93年10月6日，為期一個月。
在ARUP實驗室之實習課程由病理微生物部門指導教授協助規劃。內容包括病理微生物培養基的選用、常見致病性細菌與真菌的鑑別方法、相關分析試劑的配製、研發成果的轉移程序等。
在CNND實驗室學習單光子放射電腦斷層掃描追蹤免疫細胞在老鼠體內之遷移，以瞭解微生物導致的神經細胞損傷與失智症，是否可藉由免疫細胞引導腦部代謝改變，而減低神經細胞的傷害。
本次實習學得(1)常見細菌性與真菌性病原菌的認識與鑑定技術(2)培養基與相關試劑配製標準操作程序(3)微生物導致神經性疾病的治療研究與核醫藥物在這方面的貢獻(4)單光子放射電腦斷層掃描小鼠操作技術等。可應用於輻射滅菌研究與核醫分子造影實驗。
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一、目的

游離輻射應用於滅菌是目前加馬照射廠最主要的服務項目之一。無論食品照射、生醫藥材照射，或污泥再生利用，主要目的都在去除有害的病原體。建立一些常見病原菌的鑑定技術，是提昇相關研究發展必備的能力。為執行輻射滅菌研究計劃，核能研究所已建立金黃色葡萄球菌、沙門氏桿菌等檢測技術。由於不同的微生物對輻射劑量敏感性不同，所需滅菌劑量亦相差很多。利用一般病理微生物篩檢技術可有效的鑑定出多種病原菌，增加食品安全性。而得知不同輻射劑量處理後，微生物相的變化，也可使輻射滅菌之劑量達到最適。美國猶他大學病理實驗室結合例行微生物檢測服務與相關研發工作，系統化的教學課程安排，可在短時間內習得所需技術，也瞭解微生物實驗室的管理方法，對於目前核研所的微生物實驗，或未來相關研究的工作，實有助益。

另一目的是利用此次實習機會，見習單光子放射電腦斷層掃描，在小動物進行腦部造影的技術。核研所以小動物專用之單光子放射電腦斷層掃描儀，建立神經及精神疾病相關新藥研發平台，僅有一年之經驗，美國內布拉斯加大學的神經病毒與神經退化疾病中心，擁有相似的儀器，用於小鼠腦部造影經驗已三年。至該中心實習，目的在瞭解該實驗室如何應用單光子放射電腦斷層掃描儀於腦神經退化疾病之研究，並學習他們進行小鼠造影的程序，彼此交換心得，也可拓展核研所在這方面的研究領域。 

二、過 程



本次公差行程如下：

	日期
	地點
	內容

	9月6日
	
	起程（經洛杉磯轉機，抵鹽湖城）

	9月7~12日
	鹽湖城
	ARUP實驗室實習課程安排、安全訓練、病理微生物檢驗技術介紹，樣品處理方法實習。

	9月13~16日
	俄碼哈市
	內布拉斯加大學神經病毒與神經退化疾病中心實習單光子放射電腦斷層掃描技術

	9月17~10月4日
	鹽湖城
	ARUP實驗室學習例行細菌鑑定、例行真菌鑑定、培養基配製操作程序、基本儀器維護、研究與技術轉移。

	10月5~6日
	
	回程（經洛杉磯轉機，抵台北）


三、心 得

(一)ARUP實驗室簡介

ARUP 實驗室(Associated Regional and University Pathologists, Inc. , ARUP Laboratories)座落於美國猶他州鹽湖城(Salt Lake City, Utah)，是一個全國性的病理參考實驗室(Pathology Reference Laboratory)。

1984年，猶他大學醫學院的病理系，取得猶他大學附屬醫院臨床實驗室的營運所有權，後來逐步擴充，無論在檢測項目、檢體數量與檢驗品質上，都蒸蒸日上。如今ARUP的客戶達3,000個單位，涵蓋大學教學醫院、兒童醫院、聯合醫院、商業實驗室、團體機構、軍方與政府單位、大型診所及大型製藥公司等，遍佈全美50州，不再是一個區域性的實驗室。因能提供一些高難度檢測，在病理檢驗的領域裏，聲譽頗佳

ARUP隸屬猶他大學，成立之初僅有少數教員(faculty)及少於100位的職員，歷經20年努力，現有70位教員，雇用1,700位員工，每日接受檢體數量超過20,000個，在研究園區(Research Park)擴建為四個部分的建築，以因應業務所需。檢測項目超過2,000種，包括細胞學、化學、生物化學、分子生物學、遺傳學等檢驗法。特色在於其設立的臨床與實驗病理研究所(ARUP Institute for Clinical and Experimental Pathology, LLC.)，負責創新研究與發展檢測技術。營運策略是不與客戶競爭，而是支援客戶已有的檢測項目，提供較複雜且有獨特性檢測，以加強客戶在其所在地區的服務能力。ARUP實驗室兼具營利、研究與教學功能，所得盈餘不但回饋猶他大學，且提供臨床病理的研究經費，相關科系學生也在此受到完整實習訓練。

(二)病理微生物檢測技術實習

有關病理微生物檢測實習，課程由感染疾病（Department of Infectious Disease）檢測部門的指導教授(Medical Director)安排後，交與該部門負責教學的專員(Teaching Specialist)執行。教學專員再與實驗室負責人協調，指派每日帶領實驗的技術人員。這種作法叫做輪替（Rotation），也就是跟不同的人學不同的實驗，有問題時再透過教學專員協調。帶領實驗的技術人員也會對學習狀況評估及提出意見。課程安排包括六項：認識環境與安全訓練、感染疾病檢測與樣品處理、細菌鑑定、真菌鑑定、試劑配製、研究與發展等。

1. 認識環境與安全訓練

由教學專員負責。要拿到ARUP實驗室通行證必需經過的訓練包括檢驗資料保密安全與實驗室各項安全規定等。訓練後通過考試備案，才能核發證件。教學專員帶領認識實驗室設備與環境，還要指點來ARUP實習的交通工具，例如如何搭乘學校的穿梭巴士，這樣一套措施使實習者可以很快進入狀況。

2. 感染疾病樣品處理

由感染疾病處置(Infectious Disease Processing)小組負責。感染疾病部門又分為細菌實驗室、病毒實驗室、抗原偵測實驗室與分子檢驗實驗室。所有需要先培養的樣品都要先經過處置小組。該小組每週工作七天，一個月處理5萬個以上樣品。這個小組負責訓練的部分包括在微生物實驗室的個人防護措施、工作區域的維護、認識微生物培養基、平板培養練習、介紹病毒實驗室的技術、並操作直接螢光染色法。

2.1 病毒實驗室技術(Viral Laboratory Technology)

病毒實驗室所用的方法相對而言，是較先進的技術。傳統用於細胞培養（Cell culture technology）的方式既費時又不夠準確。直到高品質的單株抗體問世，鑑定方法才有突破。病毒檢驗方法包括：

· 血清法(Serology)

· 細胞培養（Cell culture）

· 直接偵測抗原(Direct detection by antigen detection)

· 染色法（Stain），DFA (Direct fluorescent antibody stain)

· 免疫分析ELISA

· DNA 探針（probe）

· DNA amplification, 包括PCR and LCR等方法

由於病毒部分，為安全及時間考量，並未安排實習操作，故僅將ARUP 在病毒的相關檢驗項目例舉，供有興趣的人參考。

Viral culture, Viral comprehensive CMV culture, Cytomegalovirus culture, Mycoplasma Pneumonia culture, Herpes Simples Virus culture, Herpes Simplex Virus typing, Herpes Simplex Virus culture w/reflex typing, Chlamydia trachomatis culture, Clostridium difficile toxin cell assay, Measles (Rubeola; German measles) virus culture, mumps virus culture, Influenza A & B virus antigen detection and culture, Varicella Zoster virus antigen detection and culture (w/HSV), Respiratory viruses DFA (Flu A/B, Para 1,2,3, Adeno, RSV), Respiratory viruses DFA with Reflex to Viral Culture, Respiratory Syncytisl virus DFA, Chlamydia trachomatis DFA, Herpes Simples Virus 1/2 DFA, Varicella Zoster virus DFA (w/HSV)

2.2 平板培養(Plating samples for microbiology)

培養基的選用要視微生物的特性而定。需要特別養分的微生物，生長在富含某種成分的培養基(Enriched media)，用於鑑別的是鑑別培養基(Differential media)，一些含抗生素的是選擇性培養基(Selective media)。
本次實習用到的培養基列舉如下：

· Blood agar，是一種鑑別性培養基，尤其可區分溶血性細菌。

· Chocolate agar，為enriched media，呈色如巧克力。

· Columbia agar

· McConkey agar，可區分是否為乳糖發酵細菌及革蘭氏陰性菌。

· Buffered charcoal-yeast extract agar (BCYE)

· Regan Lowe agar

· Cycloserine Cefoxitin fructose agar (CCFA)

· Hektoen Enteric agar (HE)

· Saubroud’s dextrose agar

· Inhibitory mould agar

· Chromagar, Candida
菌落計算

取0.001毫升接種環，長出一個菌落

1,000 cfu/ mL，(cfu, colony forming unit)

若長出100個菌落，則為100,000 cfu/ mL 

3. 常見病原細菌鑑定

試樣至少要以兩種培養基培養，Blood agar 及McConkey agar
。鑑定方法包括菌落觀察、染色及型態觀察、生化特性測試等。不易確定的再以API或自動生化鑑定系統鑑定。實驗室檢驗的病原細菌很多，茲選出4種常見的病菌，說明其在培養基上的特徵，也可供我們現行的檢驗方法作參考。進一步的品系鑑定則需從事更多生化反應，不在此贅述。

3.1 葡萄球菌Staphylococcus: 這是一種重要且時常發生的病原菌。為革蘭式陽性球狀菌，呈不規則葡萄狀排列，可產生觸脢(catalase)。在35°C培養24至48小時後，在Blood agar上可觀察到乳白色菌落。金黃色葡萄球菌有時會呈黃色或金色，且為溶血性(β-hemolysis)。除了觀察，Staph Latex test也用以確定。金黃色葡萄球菌會在食物中產生毒素，所以是食品類滅菌的對象。

3.2 沙門氏桿菌Salmonella:是一群會造成人類腹瀉的細菌，大部分感染是經由污染的水與食物，主要有兩種，Samonella enterica與 Samonella bongori。感染後12至72小時，就會發生腹瀉、發燒及腹痛。在MacConkey agar或 HE agar上均生長。其鑑別可以目前中草藥滅菌研究，已建立的方式行之。

3.3大腸桿菌Escherichia coli：革蘭式陰性桿狀菌，在Blood agar上呈灰色、平滑狀菌落，β-溶血性。在McConkey agar上呈粉紅色，會發酵乳糖，可產生indole。在HE agar上呈黃或黃橘色。大腸桿菌會經由污染食物、水、牛乳或處理不當的牛肉傳染。

 3.4綠濃桿菌(Pseudomonas aeruginoa)  對人類而言是一種所謂機會性病原菌，只要能突破身體的防衛，它幾乎能感染任何組織，對多種抗生素具抗性，又會產生有毒性的蛋白質，影響人類的免疫能力。在免疫力低的病人，造成死亡率達50%。這是在環境中，尤其潮濕區域裏分佈廣泛的革蘭式陰性桿菌，從水、土壤、植物至動物組織都會生長。綠濃桿菌約0.5 to 0.8 µm x 1.5 to 3.0 µm，具單鞭毛，不需太多養分，溫度在42°C也可生存。會在McConkey agar上生長，可產生觸脢(catalase)、氧化脢(oxidase)，菌落看起來平滑又黏黏的樣子。因為這是環境中發生的病原菌，故特別在此一提。

4. 真菌病原菌鑑定

台灣氣候溫濕，適合黴菌生長，尤其一些中草藥，易發生長黴的現象，影響保存與品質，增加有關鑑定技術，有其實際需要。

試樣也是要以兩種培養基培養。Inhibitory mold agar與Sabourand dextrose agar and brain heart infusion agar with 5% sheep blood, chloramphenicol and cycloheximide。由於培養時間較長，需以培養瓶培養，以保持濕度。培養時間長達四週，第一週隔日觀察，以後每週觀察一次。真菌檢驗室在負壓狀態下與其他實驗室隔離，需經特別許可，方可入內。

檢驗的真菌分為兩大類，一為酵母菌類（yeast），例如念珠菌(Candida albicans)，一為黴菌類(mold)。念珠菌還要經過Chromagar Candida培養基鑑定。黴菌也需另以Sabourand dextrose agar 平板培養基鑑定。平板培養要以parafilm 封口，以免污染。

雖然真菌培養基會抑制大部分細菌生長，但是仍會有一些細菌長出。如何分辨細菌菌落與酵母菌類菌落是第一件要練習的事。一般而言，酵母菌類菌落較大、突起、乳白色，黴菌菌類則常會有毛狀菌絲，較易辨別。

酵母菌類菌落的鑑別，是依據型態和生化特性。在corn meal-Tween 80 agar上的生長觀察、 生殖管(germ tube)培養觀察、API 鑑定套組培養技術都是學習的項目。真菌類一般生長在室溫至30°C溫度，37°C反而抑制一些真菌的生長。


黴菌鑑定所用的subculture 培養基是potato dextrose agar，這種培養基會促使孢子的生成與菌落呈色。培養的方法是要覆蓋蓋玻片，形成三明治式的培養方式。黴菌觀察以LPCB染色行之，即Lactophenol cotton blue wet mount。一方面殺死該微生物，一方面保持原有結構，Cotton blue會染真菌的細胞壁。

顯微鏡觀察黴菌主要是看菌絲體與孢子的型態，需要累積相當經驗，並參考圖鑑。Medically Important Fungi-A Guide to Identification。列舉觀察的真菌，如Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Microsporium 等。

5. 試劑實驗室(Reagent Lab)

ARUP的試劑實驗室負責配製各檢驗部門常用的化學藥品外，還要配製培養基、病毒檢驗所需的細胞株、研究部門自行研發的檢驗套組、器材滅菌、器皿清洗，以至實驗衣管理等。此種統一的作業有助於試劑的品保及節省人力、物力。

本次實習是試作微生物培養平板，包括標準操作程序書內容、實際操作、標籤製作與品保措施。

表一所示為配製SAB Dextrose 培養基所需配方，其試劑表示格式可供參考。 

表一、SAB Dextrose Agar 配製試劑表

	Raw material
	Vender
	Cat#
	Quantity
	Final Conc.
	FW/Stock
	Health/Safety 
	Lot#
	Exp. Date

	Sabourand Dextrose 
	Difco
	0109-07
	117g
	6.50%(w/w)
	100%

(w/w)
	Irritant
	
	

	Agar
	Sigma
	A-7002
	9.00g
	0.50%(w/w)
	100%

(w/w)
	Irritant
	
	

	Deionized water
	Reagent Lab
	W-01010
	1.80L
	N/A
	N/A
	not tested
	
	

	Sterile, 100x15mm petri plate
	Fisher
	08-757-100D
	50
	N/A
	N/A
	N/A
	
	


6. 臨床病理研究部門(Institute of Clinical Pathology)

臨床病理研究部門協助解決檢驗部門的相關問題、改進檢驗方法、研發新的檢驗試劑、發表論文等。每一檢驗部門設有二至三位指導教授，他們也是學校的教員，另有研究人員執行研發工作。

學習的課題是微生物部門研究人員正在發展的以分子生物技術檢測真菌系統：Pyrosequency for Fungi Identification。儀器與試劑由 Biotage 公司提供，以96孔盤作相同測試或不同測試皆可。無論核酸序列測定、基因變異分析、偵測突變或定量均可達成。

 研究部門新開發的檢測法必需經過確效實驗，並轉移給技轉部門，轉成更實際可行的形式，或做成套裝試劑，加上品保措施，才供檢驗部門利用。研究人員也負責標準操作程序書的撰寫，程序書的包含內容示於附錄。

(三) 內布拉斯加大學神經病毒與神經退化疾病中心(The Center for Neurovirology and Neurodegenerative Disorders, CNND)簡介

CNND 是內布拉斯加大學在1997年成立，由不同專科領域的醫師與科學家組成，目的是研究由病毒造成的失智症、阿茲海默氏症及巴金森氏症的病理與治療方案。這個中心使得學校與醫院不同部門，而對神經科學有興趣的人，得以一起工作研究有關失智的疾病。

雖然是不同的病症，但是造成神經衰退的途徑可能相似，也就是說無論是由病毒感染、創傷、自體免疫或遺傳因子導致的腦部反應，都涉及了某些機制。其中一個主要反應是透過發炎(Inflammation)的過程。

在病毒造成的失智症、阿茲海默氏症及巴金森氏症，神經元常並非直接受損，而是間接地經由腦部神經膠原細胞（Glial cells）發生ㄧ連串生化現象，產生毒素並發炎，而摧毀了神經元。CNND的研究團隊認為，如果瞭解腦部疾病的發炎現象，就可以將相關疾病造成腦細胞受損的治療方法串連起來。有些研究顯示，長期服用消炎藥ibuprofen的人，發生阿茲海默氏症的危險率，似乎是一般人的一半。只是抗發炎藥常會引發腸胃出血、腎功能受損等副作用，所以很難確認其效果。如果發炎確實在阿茲海默氏症扮演重要角色，能夠掌握其機制，應該就有方法開發新藥物，減低發炎現象及神經細胞的損害。

CNND研究團隊認為駕馭免疫細胞是控制發炎的重要手段，如果周圍循環系統中的免疫細胞能夠進入腦部，協助控制腦部發炎，就有機會減低神經細胞衰退。基於這種信念，他們先以藥物誘導免疫細胞，標幟放射性藥物，再注入老鼠，觀察細胞遷移至腦部的狀況。單光子發射光譜儀(SPECT)就可以協助偵測細胞的遷移，此外核磁共振影像與組織切片觀察也用以應證實驗結果。

(四) 單光子放射電腦斷層掃描技術應用實習

在CNND的實習是由CNND主任Dr. Howard Gendelman 安排，至該中心負責免疫研究的實驗室進行實驗，實驗室負責人為Dr. Lee Mosley。實習內容可分為三部分：小鼠SPECT造影程序，β-CIT多巴胺轉運體(Dopamine transporter)造影，免疫細胞在人類免疫缺失病毒腦炎(Human immunodeficiency virus encephalitis, HIVE)老鼠模式中的遷移研究，分述如下。

1. 以免疫治療法(therapeutic immunization)保護多巴胺神經元的研究


巴金森氏症是一種神經退化性疾病，特徵之一是腦部紋狀體的多巴胺神經元喪失，多巴胺轉運體(dopamine transporter)含量減少，新近發展的多巴胺轉運體核醫造影劑即可用於巴金森氏症的診斷。


CNND為了研究細胞免疫是否可保護多巴胺神經元，減緩退化現象，是以巴金森氏症老鼠模式進行實驗。老鼠注射MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)毒害物質，造成巴金森氏症，與未經處理的作為比對，造影劑為碘-123-β-CIT。Dr. Mosley 給予他們實驗室標幟碘-123-β-CIT的方法如下：

· Prepare 50 mL of fresh mobile phase for TLC plate： 1.0 % ammonium hydroxide/methanol.

· Add about 25 mL mobile phase to the TLC chamber for equilibration.

· To 25 µg of β-CT (Guildford Pharmaceutical, Baltimore), add   100 µL chloroform

· To the volume of I-125-NaI, add an equal volume of 0.2 M acetic acid (to neutralize NaOH excipient)

· Immediately transfer neutralized I-125-NaI to β-CT solution

· Add 2 µL of 30% hydrogen peroxide (H2O2).

· Sonicate for 60 seconds (solution will be a milky consistency)

· Spot 1 µL onto analytical TLC strip.
· Develop for ~15 minutes and assay by short wave UV and Vista scintillation counter.

· Add 100 µL of chloroform (rehydrate) and begin to spot remainder of preparation onto a 10 cm x 10 cm preparative TLC plate. Dry by blow dryer blowing N2 onto plate. Rinse reaction vial with chloroform and spot onto TLC plate.

· Remove plate and place into a stiff plastic bag (0.3 mL thickness, Fisher) and place in an X-ray cassette. Place an X-ray film over and shut the cassette. 

· Immediately proceed to the dark room and develop. By the time you reach the dark room, the film will have been exposed.

· Scrape the β-CIT fraction from TLC plate and extract it by methanol.

· Dry the product (do not over dry it) and add PBS with ascorbic acid (10 µg/mL).

由小鼠尾靜脈注射0.25至0.6 mCi β-CIT， SPECT 造影結果可看出多巴胺轉運體濃集部位紋狀體(striatum) 有明顯吸收，被MPTP破壞的鼠腦，吸收明顯減少。造影儀器為小動物用單光子放射電腦斷層掃描儀A-SPECT, Gamma Medica, one detector,  1.0 mm pinhole, 64 projections, 1 minute/projection.

CNND目前已發展出利用藥物copolymer-1(Copaxone, glatiramer acetate)，可誘導免疫細胞，進行巴金森氏症免疫療法之相關性研究。

2. 小鼠SPECT造影實驗

2.1實驗目的：評估骨髓衍生單核細胞（bone marrow derived monocyte）遷移至lipopolysaccharide (LPS) 誘發腦炎之部位

2.2細胞與動物準備：造影前十二天開始培養來自六隻老鼠(donors)的骨髓細胞。造影前三天將接受者老鼠注射LPS至腦部，以引發腦炎。

2.3實驗程序：

·  SPECT 儀器UCT  及 QC

· 收獲骨髓衍生單核細胞，標幟Ferridex及Indium-111

· 老鼠尾靜脈注射10 x 106 個標幟好的細胞。

· 準備造影床架，貼上含Indium-111的小管在預計安置老鼠的頭頂、耳側、胸側等部位，作為標記。每小管有1.6
µCi 的Indium-111

· 將老鼠固定於床架，準備造影。

· SPECT造影頭部與胸部，達六小時。

· 另作MRI全身造影。

· 24 小時後，再做SPECT造影頭部與胸部，達六小時。

· 再作一次MRI全身造影。

·  SPECT造影與MRI造影將作影像重合處理。

·  造影完畢後，犧牲老鼠，採組織，加入paraformaldehyde，測放射活度。

· 組織作切片觀察，分析Ferridex。

實驗期間，對他們實驗室自行設計的老鼠固定架及造影與定位用的fiducial marker 印象深刻，可作我們造影設計參考。

3. 神經免疫作用：是敵是友

免疫系統既會影響神經退化的病理程序，也可以抵抗造成神經退化的一些破壞過程。傳統認為神經發炎現象是感染性病原體入侵神經系統（central nervous system）所造成。的確，腦部被病毒或其他微生物急性感染，會引導發炎現象，乃至發生神經性疾病，但是有趣的是，神經系統本身的生理作用與結構，也會對這些導致疾病的傷害，做出保護性反應。神經系統有能力參與循環系統的免疫措施，消滅感染原或有毒害的代謝物。

腦部本身的保護機制，除了有血腦屏障(blood brain barrier, BBB)限制細胞與一些大分子進出中樞神經外，他也有自己的免疫調節細胞，包括內皮細胞(endothelial cells)、小神經膠原細胞(microglia) 、星狀細胞(astrocytes)、樹突細胞(oligodendrocytes) 。尤其腦神經膠原細胞，在穩定狀況下，可以呈獻抗原（present antigen），表現主要組織相容性複體(major histocompatibility complex class I and II)，調節興奮毒素(excitotoxi, 例如glutamate)的生成與吸收，分泌滋養因子(trophic factors)以滋養神經系統細胞，並保護其重要功能。但是一旦發生疾病，膠原細胞細胞的滋養能力喪失，反而成為中樞神經的主要敵害。這種功能性的改變，包括分泌有毒因子、原發炎細胞激素(pro-inflammatory cytokines)、quinolinic acid、arachidonic acid 與其代謝產物，nitric oxide (NO)、platelet activating factor、α and β chemokines excitatory amino acid 以及自由基（free radical）等。而這些致病過程又會影響白血球細胞遷移進入腦部，廣泛的發炎現象使BBB受損，更使白血球細胞能穿過內皮細胞，抵達神經系統。

本節要說明的是，循環系統與中樞神經系統的免疫調節，在不同的情況下，其表現可以改善疾病，但也可能是一種毒害。CNND的研究目標，是如何駕馭免疫系統，以減低疾病的損害。他們利用人類免疫缺失病毒（HIV）老鼠模式，以核醫藥物標幟預先經過免疫處理的白血球細胞，注射入老鼠，以SPECT追蹤觀察免疫細胞如何遷移至腦部。

4. 免疫細胞在人類免疫缺失病毒腦炎(Human immunodeficiency virus encephalitis, HIVE)老鼠模式中的遷移研究

利用動物模式反映HIV-1在其人類寄主的感染狀況，可幫助我們瞭解病毒是如何損傷人類的腦部。在HIVE狀況下，淋巴細胞如何遷移穿過BBB，仍然是一個有待解釋的疑問。為了一探究竟，CNND實驗室以non-obese diabetic severe combined immunodeficient (NOD-SCID)小鼠，加入(reconstitute)人類淋巴細胞，七天以後，注射HIV-1感染過的單核細胞演變的巨噬細胞(monocyte derived macrophage, MDM)於老鼠腦部(basal ganglia)。老鼠引發腦炎(encephalitis)，也產生了對HIV-1有特異性的細胞毒性T-淋巴細胞（cytotoxic T lymphocytes）。


首先，NOD/SCID小鼠以CD122及asialoGM1抗體處理，以抑制自然殺手細胞(natural killer cell)的活性，利於移植人類細胞。由腹腔注射約80 x 106人類循環血液淋巴細胞(human peripheral blood lymphocytes, PBL)，如此產生 hu-PBL NOD/SCID小鼠。為了生成免疫淋巴細胞，將HIV-1感染的MDM打入鼠腦，經此處理的小鼠是為給予鼠(donor mice)。十四天以後，取出給予鼠的脾臟細胞(spleen cell)，標幟In-111- Indium oxine (Amersham Health, Arlington Heights, IL)。再將放射性標幟的6 x 106脾臟細胞由尾靜脈注射於接受者老鼠（recipient NOD/SCID HIVE mice）。給予鼠(donor)的脾臟細胞以流式細胞儀測出含有73% 人類CD3+細胞(46% CD8+, 25% CD4+)，<0.1% human CD14+細胞，及18％老鼠CD45+細胞。


老鼠注射細胞後兩小時開始SPECT造影，以觀察淋巴細胞的遷移。在二小時後就可看到淋巴細胞聚集與遷移，先在胸腔部分出現，然後是脾臟，約10小時後到達腦部，16小時腦部最多，然後減少。16小時後老鼠在同一固定架上，麻醉狀況下進行MRI造影。利用三個指標(fiducial markers)，各含1.6µL之In-111，供SPECT與MRI影像重合定位。結果示於圖一，可以看出不少淋巴細胞已遷移至後腦，此外淋巴結與注射MDM的部位，也有較多的放射性。

比較小鼠不同處理後，淋巴細胞遷移的情況。以SPECT造影後，圈選有興趣的腦部區域，作相對活度比較，也可以看出HIVE老鼠腦部活度最高，與預期相符合。

[image: image1.png]



圖一、免疫細胞由循環系統遷移至腦部的SPECT與MRI影像重合。A至L為後腦往前的橫切面。

四、建議 

核研所進行加馬輻射照射對中草藥材滅菌之研究，結果顯示各樣品微生物種類及含量有相當大的差異。一般而言給予10 kGy劑量可達滅菌目的，也有藥材含有抗輻射的微生物品種，需要增加一倍以上的劑量才能滅菌。研究也顯示高劑量輻射，會影響某些藥材的療效指標成分。已知療效指標成分會受輻射照射影響的藥材，尤其需要先行得知其含有的微生物相，腸胃性的病原菌與環境中常見的黴菌類即是要鑑別的主要對象。本次實習學得黴菌的鑑定培養需要在負壓室內操作，培養時間又長，需觀察一個月，因此以目前人力及設備，仍應以細菌性微生物鑑定優先。

微生物在理工農醫各方面都有應用價值，若要熟悉這方面的技術，必需長時間的訓練與經驗，核研所為配合中草藥滅菌研究，已有一些基礎，將來若發展到其他領域之應用，則應考慮自動化鑑定系統的建立。

ARUP實驗室的技術人員習慣於一邊做事，一邊解釋實驗原理，指導初學者也是他們的工作之一，使實習過程得以順暢。而在研究部門，研究題材涵蓋細胞學到分子生物學，化學分析儀器也有液相層析、氣相層析、質譜儀等的應用，可以看到一些先進的生物學研究題目與研究方法，公司的品保措施與管理方法也值得借鏡，應該是一個可以派生物學相關人員參觀見習的地方。

微型單光子放射電腦掃描儀應用於中樞神經系統造影，需克服空間解析度與偵測靈敏度的限制。核醫藥物能通過血腦障礙的比例不高，神經傳導物質的分佈細節很難呈現，是一項挑戰。 CNND實驗室建議影像處理時遮住(mask)非特異性結合部分的影像，加強目標器官部分的影像強度，有助於分辨核醫藥物在腦部的分佈細節。另外也建議作一系列放射性同位素稀釋後的造影，以影像分析得知儀器的偵測極限，以供設計實驗參考。

5、 附錄

實驗操作程序書內容說明(ARUP實驗室)

Purpose:
[Briefly describe the intent of the document.  What does it describe?]
Principle:
[Briefly describe the rationale, methodology or clinical application for the procedure.]
Scope:
This procedure is performed by [list job classifications of personnel authorized to perform] in [dept name(s)].
Related Documents:
[List documents that directly relate to the use of the procedure, such as quality control, maintenance, and troubleshooting procedures or manuals.]
Personal Protective Equipment (PPE):
[Identify the pathogens/hazards and required PPE by using the following list.  Add specific pathogens/hazards not listed; delete any not used.]
This procedure may expose the user to:
[X]
Bloodborne pathogens
[X]
Airborne pathogens
[X]
Hazardouse reagents

[X]


To perform this procedure the user must wear:
[X]
Gloves

[X]
Cryo gloves
[X]
Safety glasses, Face shield or equivalent
[X]
Fully buttoned laboratory coat
[X]
Gown
[X]
Mask
To perform this procedure the user must use:

[X]
Biological safety cabinet

[X]
Fume hood

[X]
Ventilator

[X]
Disinfectant following procedure:

[X]
Diluted Bleach (10% solution)

[X]
Amphyl

[X]

Specimen:
[Describe specimen requirements for performing the test.]

Reagents: (May not apply to pre- or post-analytic procedures.)
[List the required reagents, standards, controls, stains and media used in the procedure.]
Equipment and Supplies:
[List the equipment and supplies needed to perform the procedure, including instrumentation calibration protocol and schedules.]
Records Required and Retention:
[List forms or records used, where they are retained and for how long.  Indicate where hard copy and electronic forms are located for use.]
Calibration: (May not apply to pre- and post-analytic or qualitative analytic procedures.)
[Describe frequency of instrument calibration.  Describe specific instructions for how to perform calibration in a separate procedure.]
Quality Control: (May not apply to pre- or post-analytic procedures.)
 [Briefly describe what quality control (QC) is performed, when and how often.  Describe the tolerance limits for controls.  If QC is performed independently, describe it in a separate procedure and reference that procedure in this section.]
Procedure:
Follow these steps to perform the procedure.
1. [Provide step-by-step directions for how to perform the procedure, starting each step with an action verb.]
2. [When a step requires that a decision be made insert an IF-THEN table, describing each condition (IF) and action (THEN).]
	IF…
	THEN…

	
	

	
	


Result Interpretation & Reporting: (Does not apply to pre- analytic procedures.)
[Describe the criteria for interpreting test results, if applicable, including:
· reference intervals and expected values,

· demographic variables, such as age and sex,

· test codes,

· follow-up for indeterminate results,

· recognition and follow-up of results that exceed critical limits or fall outside reportable range, etc.]

Describe how results are reported, including

· acceptable format and preferred terminology to use, and

· acceptable units and rounding off.]
Calculations: (May not apply to pre-analytic or qualitative analytic procedures.)
[Include applicable calculations for quantitative analytic procedures, including:

· the full equation;

· step-by-step instructions to solve the equation; and

· an example of how to solve the equation.]
Procedure Notes:
[Describe or list non-essential user information related to the performance of the procedure.

Note: Essential user information should be inserted as a “Note:” within the procedure step.]
Method Limitations: (Does not apply to pre- or post-analytic procedures.)
[Describe test method limitations that are due to the method itself or interfering substances.]
Back-Up Procedure:
[Identify the alternate procedure for use (i.e. manual methods) and course of action when the system is inoperable.]
Referral Testing:
[Identify or refer to criteria for the referral of specimens to another laboratory, including procedures for specimen submission and handling.]
References:
The following references were used in the preparation of this document.

· [list sources of information used to write the procedure – i.e. manufacturer’s package insert, instrument manuals, etc.
· list the method validation, when performed, and where it is located.]
Attachments or Appendix:
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