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摘要
    麻州總醫院(MGH)創立於西元1811年，是全美國歷史第三悠久的綜合醫院，全院總床數達898床，提供世界最新進的診斷技術和全方位的醫療照護，且MGH的年度醫學研究計劃數量是全美排名第一位，也是美國東北新英格蘭地區最大及歷史最悠久的醫院。同時亦是哈佛大學醫學院(HMS)創始至今歷史最悠久和最重要的教學醫院。幾乎所有活躍於MGH的醫師們，都是哈佛醫學院的臨床老師，也是美國各醫學會的要角。在西元2006年US News & World Report的Best Hospital評鑑，MGH位居全美共5189所醫院的總排名第四位，而在胸腔疾病類，MGH 的Pulmonary and Critical Care Unit亦位居全美排名第四位。職有幸於胸腔部長官們的推薦下，順利申請成為MGH暨HMS為期一年的研究員暨訪問學者，參與MGH胸腔內科所有的臨床教學活動和研討會，同時在其所屬的實驗室，由科主任Dr. Hales教授指派在實驗室Director Dr. Quinn指導下，完成有關於呼吸器相關連肺損傷(Ventilator-induced Lung Injury, VILI)與肺泡上皮細胞(Alveolar epithelium)和細胞外基質(Extra-cellular matrix, ECM)交互作用的研究計劃。雖然一年的時間很短，但職依然期許自己在波士頓的每一天都能有新的學習及研究成果。
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目的：學習建立呼吸器相關連肺損傷的動物實驗模式及基礎分子生物學實驗的知識與方法
過程：
1. 經長途轉機抵達美國波士頓後，先安排住宿水電、採買生活日用品、認識環境、解決食衣住行育樂問題，安頓好後至Partners HealthCare System的Partners International Office(PIO)報到，接受International Orientation。然後至麻州總醫院(MGH)的Pulmonary and Critical Care Unit所屬的Warren 407實驗室報到，接受Orientation of Lab，再與實驗室的Director Dr. Quinn見面討論這一年即將展開的研究計劃。
2. 工作前最重要的是參加MGH 職業健康體檢，尤其是東南亞地區來的胸腔科醫師，肺結核的檢查特別嚴格。接著是各部門的報到手續，尤其是保安部門，自從911事件後，審查特別嚴格。審查通過後，要繳交安全保密晶片卡申請書，才取得ID Card和電腦系統的個人密碼，可進入醫院電腦系統，查閱醫學文獻資料及收發Partners E-mail。但是ID Card並不代表能出入醫院各個角落，僅能進出胸腔內科相關的各科室。如有需要進出ICU，OR或各科病房或其他科部辦公區或實驗室，需經單位主管和對方主管的同意，再經Security Department認可，始可持保安部門驗證過的ID Card刷卡進入。因我們同時具有HMS研究員的身份，所以可辦理Harvard University ID持卡可進出哈佛大學圖書館及會議廳，與進入哈佛大學電腦系統搜索任何網上提供的資訊。 
3. 因為實驗部份需要進行動物實驗(我們的實驗動物是大鼠, Sprague-Dawley Rats)，因此必需先參與動物實驗室介紹講習會，其中最重要的是明瞭操作動物實驗的醫學倫理與動物實驗室的規定事項。講習完參加MGH動物實驗委員會筆試。待上述測驗通過後，與Animal Farm Tour的老師Jason聯絡安排實際動物農場(MGH地下一樓的巨大迷宮)、動物實驗室參訪講解。之後取得ID Card電腦認證，才能申請實驗動物及進入MGH Animal Farm領取動物和實際操作動物實驗的資格。
4. Warren 407實驗室的資深動物實驗技師John Beagle，教導如何操作小動物實驗:第一步是如何安撫和擒拿動物，接下來是如何計算麻醉劑量、如何腹膜內注射麻醉藥物、如何組合動靜脈導管、如何建立動靜脈導管和氣管切開術、如何使用點滴靜脈幫浦、進行肺臟解剖及肺泡沖洗術和肺臟組織福馬林灌流保存技術。特別是動脈導管的置入，需要較高的技術性，稍一不慎即血流如注。無論如何，技術性的操作都需要耐心反覆練習，惟有如此才能熟能生巧。  
5. 熟悉動物實驗的操作技巧後，要開始建立本實驗之動物模式。首先是學習操作生理參數訊號的記錄Software: BIOPAC System用來記錄血壓、心跳、呼吸道壓力等Parameters，接下來是如何使用壓力量計來校正血壓和呼吸道壓力數值，如何使用Microcapnograph機器來監測吐氣末CO2值，抽動脈血分析血氧及Bicarbonate和Lactate。如何操作電子式呼吸機Harvard Apparatus Ventilator Model 55-7058來規律擴張大鼠的肺泡。(如果是機械式幫浦呼吸機，則使用水面下氣泡容積估計法來調整潮氣容積。) 

6. 觀察學習小鼠(Mice, C57BL/6)的呼吸器相關連肺損傷的動物實驗模式，小鼠在實驗操作上和大鼠不盡相同，但實驗模式基本上是一樣的，例如：小鼠的呼吸生理死腔較小，氣管插管長度需較長；小鼠的血管操作更精細，小鼠的血壓心跳在使用上呼吸機後更不穩定， 更需嚴格監測血行動力學，但優點是可進行Transgenic或Gene Knockout的研究。
7. 在熟稔動物實驗操作後，取得肺泡沖洗液樣本，學習使用Hemocytometer來計數Total Cell Count of BAL；使用Cytospin分離細胞，再用顯微鏡觀察計數各類白血球比例，經計算後取得Total Neutrophil Count of BAL。取得肺臟樣本後，學習使用Lung Myeloperoxidase Assay來定量測量Total Lung Neutrophil Sequestration指數。
8. 學習Bradford Protein Assay定量分析肺泡沖洗液的漏出蛋白質含量。

9. 學習Evans Blue Dye Analysis定量分析急性肺損傷時微細血管通透性的變化。

10. 學習Lung Wet-to-Dry-Weight Ratio (W/D)定量分析急性肺損傷時肺水腫的變化。

11. 在熟稔了動物實驗基本操作技術後，職與同實驗室研修之臺大黃培銘醫師參加哈佛醫學院與Brigham and Women’s Hospital(BWH)的暑期分子生物學技術研習營(Techniques in Molecular Biology 2006)，由Matthew Layne老師主辦:  
-  July 10 Introduction of basic principles by Lecturer: Matthew Layne, PhD

-  July 17 DNA by Lecturer: Shaw-Fang Yet, PhD

-  July 24 RNA by Lecturer: Tom Mariani, PhD

-  July 31 PCR by Lecturer: Matthew Layne, PhD

-  Aug 7 Protein 1 by Lecturer: Scott Schissel, MD PhD

-  Aug 14 Protein 2 by Lecturer: Caroline Owen, MD PhD

-  Aug 21 Histology by Lecturer: Kathy Haley, MD

-  Aug 28 Cell culture by Lecturer: Matthew Layne, PhD 
在每週一中午，邊吃漢堡邊聽Matthew Layne老師們一個小時紮實的Lecture後，整個下午由各助教分組指導實際操作，實驗器材及試劑由實驗室提供。職與黃醫師都深感受益良多。     

12. 在同實驗室哈佛醫學院講師Dr. Yu指導下，學習由冰凍-80oC的肺臟組織中進行Isolation and Quantification of Total RNA及RT-PCR，來分析mRNA的Expression。學習操作Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)來定量分析肺泡沖洗液的cytokine含量。

13. 學習如何自鼠體分離出心肺，保存於福馬林液，進行Tissue Processing步驟：固定、包臘、切片、染色(H & E stain)或進行特殊組織免疫染色或螢光染色。再學習急性肺損傷病理切片觀察和計分(VILI Score)，以比較治療前後的病理切片變化。
14. 每週一下午四時至五時，是本實驗室Lab Meeting，由Dr. Hales主持，會輪流安排一位研究員報告Work in Progress，讓大家針對他研究的內容提出發問，而接著每一位研究員報告每週個別實驗進度，及詢問有無困難需要幫助。每週三上午十時至十一時，持實驗日誌將每週研究結果報告Project Director Dr. Quinn，討論實驗結果及未來實驗進度。每週四中午十二時至下午一時，是本實驗室Journal Meeting，由Dr. Quinn主持，由每一位研究員輪流報告一篇相關研究領域的期刊文章，大家就研究構思、方法、技術、結果圖表，予以熱烈討論。 
15. 另外，職亦參與了MGH胸腔內科及大內科舉辦之臨床討論會活動：每週一中午十二時至下午一時，是Journal Meeting或三家哈佛醫學院教學醫院(MGH、BWH、BIDMC)胸腔科醫師最新研究主題報告；每週二中午十二時至下午一時，是Pulmonary Vascular Disease Conference；每週三中午十二時至下午一時，是Pulmonary Grand Rounds或與麻醉科聯合的Grand Rounds；下午六時，是三家教學醫院的Fellowship Grand Rounds，在三家醫院輪流舉行；每週四早上七時，是Pulmonary Teaching Conference，早上八時，是Medical Grand Rounds 十二時至下午一時，是Lung Transplant Conference；每週五中午十二時至下午一時，是最有趣的Lung Lunch Conference，由胸腔內外科及放射線科及病理科醫師集聚討論有趣的門診或住院病例，有的病例並且投稿於期刊NEJM發表，下午二時，是Exercise Baird Conference，討論運動心肺功能檢查報告，由Dr. Systrom(HMS的Pulmonary Fellows訓練計劃負責醫師)主持。一般中午的討論會，都有提供簡易餐點，順便解決午餐問題。通常在每年七月至八月，每週二至三的中午十二時至下午一時，會安排Summer Lecture Series，由各資深胸腔內科或麻醉科教授醫師就其專長發表一個鐘頭的Lecture。 
16. MGH的研究部門約每三個月舉辦一次Research Poster的發表討論會，有基礎研究和臨床試驗各類，提供醫師及研究員能定期發表研究成果與交換心得的場合，每次並選出優秀之作品予以獎勵。並在每年七月至八月，舉辦各類研習會提供新進研究員學習機會，例如：如何製作Research Poster的講習會，最新分子生物學發展，如DNA Cloning或RNA Interference(siRNA)等。並和生技公司AB合辦Real-time PCR Workshop等。MGH的研究部門會定期舉辦研究員研究生涯規劃與顧問諮詢，甚至對於新進外國研究員舉辦免費語言課程訓練，可惜因當時研習已至最後幾個月，忙於工作無暇參加，最為可惜。因為MGH知道來到此處之研究員，都是來至各國的菁英份子，只要你有能力，它都會願意提供機會讓你充分發展及茁壯。      
17. 最後在MGH的Dr. Quinn指導下完成研究論文，並將初步成果投稿至美國胸腔醫學會(American Thoracic Society, ATS)，預定於西元2007年5月於美國加州舊金山舉行之年度會議發表。
18. 該篇研究論文在Dr. Quinn修改完成後，預定投稿於AJRCCM期刊 (SCI)，以原著論文送審，題目為High Molecular Weight Hyaluronan Inhibits Ventilator Sepsis-induced Lung Injury。(論文摘要請見附錄一)
心得
1. 美國在西方醫學的發展中扮演極重要的角色。不論是在基礎醫學研究或臨床醫學方面。而麻州波士頓更是美東的生醫科技重鎮，職此番有幸於在哈佛大學醫學院麻州總醫院研習一年，不論是專業知識和研究工作上的成果或是對個人生涯歷練上，都有無價的增益。從當初懷著興奮和緊張的心情抵達美國，在這塊陌生的土地上，一項一項地將生活起居的事情安排妥當後，再向醫院報到，接著就開始一年忙碌但充實的研習生活。將之前忙於臨床工作的思緒慢慢沉澱下來，仔細觀察與品味這一個現代科技強國的西方醫學教育、觀念、研究和臨床種種。
2. 美國的醫學研究結合了龐大的研究經費與世界各國菁英份子參與，無怪乎創造了驚人的成就。除了本身國家研究機構的經費，大藥廠及生醫產業的大筆研究經費投入，產官學的合作，使得不論是哈佛醫學院(HMS)、麻省理工學院(MIT)或MGH都有源源不斷的人物力投入研發。將研究成果發表專利權或製成商業產品，在劍橋區造就了不少新興的潛力生技公司與富翁。而世界各國菁英份子的湧入，特別是亞洲印度和中國、韓國、歐洲的研究人員，這些在美國取得博士學位後留在美國工作生活的菁英，為這個國家帶來了一股新的競爭力；其實美國本土的人才，固然訓練紮實，但因臨床醫學和法商業薪資高，吸引了部份極優人才，但相對地，這些外來菁英填補了這些空間，甚至有更優秀的表現，而這些人材在久居後，也慢慢融入了這個大熔爐社會，成為不可或缺的支柱。讓世人見識了美國這個移民社會的多元性面貌及驚人發展。      
3. MGH除了是HMS的最大教學醫院外，許多全美各地的醫學院學生也會選擇來此作短期的見習生。至於住院醫師的申請，亦是全美各個頂尖的大學醫學院畢業生都有，人才濟濟，畢竟MGH是全美知名的大醫院，即便是哈佛畢業生亦得跟這些優秀人才競爭。而在實驗室裡，除了博士後研究員外，有高中生暑假來實習，而美國的大學生在畢業後找工作時，非常需要具備實際的工作經驗以得到較好的工作機會與薪資，同時大學畢業生要申請好的醫學院或博士班，可一邊工作賺錢一邊準備申請研究所，順便累積工作經驗及資歷及請老師寫推薦函。也有走研究型醫師路線的博士生和該科的在實驗室歷練的住院醫師；另外，東亞(台、日、韓)、歐洲、非洲和全世界各地來的臨床醫師也會申請來此研究進修，因此實驗室內總是不乏作實驗的人員。  
4. MGH是一個近兩百年歷史的傳統醫院，也是波士頓市非政府組織外的最大雇員機構。員工超過一萬九千五百人，又要肩負新英格蘭地區臨床、教學、 研究等所附予的重責要任，營運起來當然不容易。在西元1994年MGH與BWH聯合組成非營利組織Partners HealthCare System, Inc.整合醫療照護體系，期望給予全麻州居民最有效益及兼顧醫療品質的醫療照護，波士頓是全美大學高等學府最密集的地區，多的是專業管理或電腦資訊各類專業人才，因此投入建立最有效能的醫務管理規劃與制度，與合作的社區醫院及特色照護性質的專門醫院連成醫療網，各種應變都能在標準作業流程中順利運作，連麻州州政府都誇讚不已。美國的醫療文化及醫療保險制度大大不同於我們，實不需照單全收，但是他們積極進取，尊重專業注重效率的精神，值得學習。這也顯示硬體固然需要，受過專業訓練的人才方是國家政府的資源與寶貝，如何將人才擺在適當的位置更是重要。 
5. 波士頓是個美麗而且四季非常分明的城市，國際化程度高，所以較不會因為您是東方面孔而不友善，一般說來，居民知識水平較高，大多溫和有禮貌， 生活環境安全度高，除非你在深夜去市區或地下鐵站。另外，生活機能很方便，即便沒有自用車，地下鐵T還是很便捷。這段日子，與最親近的家人共同生活成長的經驗，實在珍貴且永生難忘。在異鄉生活的每個日子，縱有難過和不如意的時候，也很慶幸我們都在家人互相扶持下安然地度過。非常感謝院方及彭主任和各級長官們讓我有這樣的機會到美國進修研習，也感謝這一路上幫助我們的人，特別是慈濟波士頓分會及當地友人和同為故鄉來的各位醫師們，這趟旅程因有您們的幫助與鼓勵，讓我們在異鄉的生活感到格外溫暖和值得回憶。
建議事項
建議事項如下：
職在MGH的Dr. Quinn指導下完成研究論文，並將初步成果投稿至美國胸腔醫學會(American Thoracic Society, ATS)，預定於西元2007年5月前往美國加州舊金山舉行之年會以臺北榮民總醫院名義發表。因不及提出申請，希望院方能體恤職而予以補助來回機票費用，讓職有幸能參與此全美最大年度胸腔醫學盛會，除有機會汲汲吸取新知外，並將臺北榮民總醫院名聲介紹予與會國際人士。同時藉由此次ATS年度盛會，MGH將舉辦 ”MGH之友的晚宴”。職若有榮幸參與盛會，願能促進本院同仁與MGH的國際交流。 
附錄一
High Molecular Weight Hyaluronan Inhibits Ventilator Sepsis-induced Lung Injury
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Running Head:  High molecular weight hyaluronan and sepsis

ABSTRACT

Objective: Mechanical ventilation (MV) with even moderately high tidal volumes and systemic endotoxin synergistically increases lung inflammatory cells and cytokine production. High molecular weight hyaluronan (HMW HA), a component of the extracellular matrix, has been found to have anti-inflammatory properties. We hypothesized that HMW HA would inhibit lung injury from ventilator associated lung injury in sepsis.   

Methods: Sprague-Dawley rats were randomly divided into controls (MV only), sepsis (MV+LPS) and sepsis plus pretreatment with HA (MV+LPS+ HA, 1600 and 35 kDa). Rats were ventilated with either low (7 ml/kg) or high (14 ml/kg) tidal volumes. LPS (1 mg/kg), to simulate endotoxemia, or equivalent volume of normal saline, as placebo, was infused 1 hour prior to MV. Animals received 1600 or 35 kDa via intraperitoneal route 18 hours prior to the beginning of study. After 4 hours of ventilation, animals were sacrificed and lung neutrophil infiltration, cytokine production, hyaluronan synthase mRNA expression, HA amounts and size, and activation of MAP kinases were measured.  

Results: Both 1600 and 35 kDa HA pretreatment decreased LPS induced neutrophil infiltration, MIP-2 and TNF( mRNA and protein production with both high and low VT. Only 1600 kDa HA completely blocked monocyte infiltration and decreased lung injury at high and low VT MV.  Furthermore, 1600 kDa significantly increased HAS 1 mRNA expression at high and low tidal volume ventilation and blocked LPS-induced rise in HAS 3 mRNA at high VT.

Conclusions: Endotoxin maginfied ventilator-induced lung injury by recruiting more inflammatory cells (neutrophils and monocytes) into the lungs. Pretreatment with HMW HA attenuated both lung inflammation and the extent of lung injury in rat model of sepsis with low and high tidal volume ventilation. HMW HA may prove to be an effective treatment strategy for sepsis induced lung injury. 
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