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分類號/目
關鍵詞：腺相關病毒、trimucrin 蛇毒蛋白、3T3L1 脂肪細胞
內容摘要：
原先是希望借此次出國進修的機會到陳教授研究室利用他的腺相關病毒 (adeno-associated virus, AAV) 表達系統以及利用此表達系統表達蛋白的實際經驗來協助我們表達 trimucrin 蛇毒蛋白，但在和陳教授實際討論我們所做出與 trimucrin 相關的結果後，陳教授認為我們實驗室所製備出的 trimucrin 蛇毒蛋白已有很好的生物活性，變換不同的表達系統以及我們原先希望用腺相關病毒來調控它在實驗動物體內不同時間的表現對 trimucrin 本身進一步的瞭解並沒有明顯的意義，因而建議我應該是進一步探討 trimucrin 減肥作用的分子機制將會更有意義。因此在仔細評估後決定改用細胞培養的 3T3L1 脂肪細胞為模式，探討 trimucrin 的減肥作用機制，並將此一研究技術帶回國內繼續深入發揚光大於相關研究上。
摘要
職此次前往美國 Duke University 腫瘤外科教授 Dr. Norman Chen 研究室中學習以人工培養的 3T3L1 脂肪細胞，做為探討蛇毒基因表達蛋白 trimucrin 減肥作用分子機制的研究技術，此一相關研究技術目前在台灣尚未見其用應用於減肥作用機制的探討，更遑論其他研究學術單位有這方面的經驗。陳教授所主持的研究室主要是以研究愛滋病毒防治及病毒作用機制的探討而名楊國際，其研究表現相當突出並有許多的特殊研究成果的發表，包括許多篇 Science 及 PNAS上的文章，學術地位深獲國際性研究愛滋病毒學者的肯定。職這次進修的目的原本是想和陳教授合作，共同探討抗黏著蛋白 (disintegrin) 是否可用於抑制愛滋病毒感染的研究，並以職實驗室所製備的蛇毒基因表達抗黏著蛋白 trimucrin 做為研究標的；其次是我自己比較有興趣的題目，就是 trimucrin 所附帶的減肥作用研究。此次進修的另一收穫是善結 Duke University 腫瘤外科的學者們；以期建立日後合作的管道和學術交流，尤其是和 陳教授已建立良好的互動關係。
壹、目的
Trimucrin 在本實驗室的研究中發現當將其注射至大鼠腹部後，大鼠的體重會有顯著的下降。而且其食物攝取量有下降的情形。進一步以飲食對照組比對分析後發現，在 Trimucrin 所引起的大鼠體重下降原因中，食物攝取量下降只佔了40% (Hsieh, 2003)。尚有60% 的下降幅度是由其他因素所造成的。這些因素必然與 Trimucrin 的特性有關。而在之前本實驗室的研究中也發現注射 Trimucrin 的大鼠其腹部的脂肪有明顯的減少。而一般減重的過程中受影響最大的就是的脂肪組織。再加上 trimucrin 在本實驗室的研究中已經證實是一個抗黏著蛋白，因此理論上會與細胞上的黏著蛋白作用，而影響黏著蛋白藉訊息傳遞所調控的正常細胞功能。且在大鼠減重過程中受影響最大的脂肪細胞，在學者的研究中也被指出會受黏著蛋白的影響。例如人類的脂肪前驅細胞及內皮細胞會表現 αvβ3 integrin，並藉由它來調控細胞的遷徙 (Crandall et al., 2000)。而在脂肪細胞分化的過程中，integrin α5 的表現量會逐漸下降，integrin α6 的表現量則逐漸上升 (Liu et al., 2005)。另外學者的研究也指出，脂肪細胞的功能會隨著細胞的大小而改變。這變化可能是由 integrin所刺激的 ERK 訊息傳遞路徑所影響的 (Farnier et al., 2003)。Trimucrin 又已在本實驗室的實驗證實是具有減重效果的 disintegrin 蛋白。所以，我的實驗目的是以脂質堆積的 3T3-L1細胞為模式，用來研究研究 trimucrin 可能引起的脂質分解作用的機制以及可能的訊息傳遞路徑。
貳、過程
我們既然已證明了 trimucrin 對大鼠的減重作用，而大鼠體重的減輕和腹部脂肪的減少呈明顯的相關，此外也證實了 trimucrin 具有抑制血管增生的作用。那 trimucrin 究竟是透過什麼機制讓大鼠體重減輕，脂肪生成 (adipogenesis) 和血管增生 (angiogenesis) 之間究竟有沒有關連性呢？近年來學者在研究脂肪組織生長的過程中，發現脂肪組織的發育與成熟，血管的生成扮演著極為重要的角色，血管增生亦參與了脂肪組織增生的過程 (Silverman et al., 1988；Crandall et al., 1997)。脂肪組織主要是由脂肪細胞以及血管的內皮細胞所構成，所以有許多科學家就推測脂肪細胞與血管內皮細胞的之間的關係在脂肪組織的生長與維持可能扮演著極為重要的角色 (Aoki et al., 2003；Hausman et al., 2004)。在2002， Rupnick及Folkman等學者的實驗中也發現，抑制血管增生的藥物可以的調控脂肪組織的生長，並造成實驗老鼠體重的明顯下降 (Rupnick et al., 2002)，很有可能是間接透過阻斷脂肪組織微血管的增生而抑制脂肪組織的增生。因此Folkman等學者在上述的假說及更在自己實驗證據的支持下大膽的推論:抑制血管增生的藥物在治療病態肥胖或是體重過重病症可能具有相當大的潛力（Liu et al., 2003；Rupnick et al., 2002)。
因而 Folkman 等學者更首次在 2002 提出了他們另一個與血管增生有關的重要假設，認為如果脂肪組織生成的過程與血管增生有關，那麼血管增生抑制劑是否能用來調控脂肪組織生成呢 (Rupnick et al., 2002)？
從電腦分析比對及實驗證據都顯示，我們用於體重減重活性測試的 trimucrin 基本上是屬於去整合素 (disintegrin) 的一員，理論上 trimucrin 會透過和細胞膜表面上的整合素 (integrin) 結合，阻斷或活化了經由 integrin 訊息傳遞所扮演的細胞正常生理功能。那究竟什麼是 integrin 呢？Integrin 是位於細胞膜上的整合素，它是細胞間的黏著因子也會參與細胞外基質互相連接。除了這些基本的細胞黏結功能之外， integrin 還有其它影響細胞生理功能的重要性。例如integrin 可以藉由訊息傳遞的方式來調控細胞的移轉、複制、生存以及抑制細胞的凋亡 (migration, proliferation, survival, and apoptosis)。
既然去整合素會和 integrin 作用來影響那些透過integrin 作用的細胞功能，那麼trimucrin去整合素的減肥作用是否同樣的也因與脂肪細胞表面的integrin受體結合，而誘發特定的訊息傳遞途徑，促使脂肪細胞中油滴的含量逐漸減少或消失呢？

目前最常被應用於探討減肥作用分子機制的 3T3-L1 前脂肪細胞表面究竟有沒有特定的 integrin 分子以及 integrin 是否也扮演著調控著脂肪細胞的分化和其它的功能呢？那在大鼠減重的實驗過程中受影響最大的脂肪細胞是不是也同樣的會受 integrin 調控呢？ 2005 年 Liu 等學者的研究中指出，3T3-L1 前脂肪細胞在分化為成熟的脂肪細胞 (adipocyte) 時，細胞膜上integrin (5 的表現量會逐漸減少，而 integrin (6 的表現量會逐漸增加 (Liu et al, 2005)。因此從細胞的層次來看，3T3-L1細胞的分化會影響脂肪細胞胞膜上integrin的表現量，那麼trimucrin 的減重作用機制有沒有可能是經由去分化作用 (dedifferentiation)，將已分化的脂肪細胞重新去分化成為前脂肪細胞，使得包含於脂肪細胞的油滴減少或消失。或者可能是trimucrin的減重作用機制根本和去分化作用無關，而是藉由結合至 3T3-L1 分化細胞表面的integrin分子，然後經由特定的訊息傳遞途徑而影響細胞的生理作用？如果是，那是究竟透過那一組 integrin 受體所產生？從我們以往抑制血管增生的活性測試中，已知 trimucrin 抑制血管增生的活性是透過 bFGF 誘導產生的 integrin (v(3 受體結合後所達成，而和 VEGF 所誘導的(5(1 無關。雖然這結果和 Liu 的結果中 integrin (5 的表現會受到影響的分析並不一致，然而Liu 等學者也沒有探討脂肪生成 (adipogenesis) 與 integrin (v(3 受體間的關聯性 (Liu et al., 2005)。雖然Crandall 等學者已確定脂肪細胞表面是具有 integrin (v(3 受體，但同樣的也沒有進一步探討脂肪生成與integrin (v(3 受體間的關聯性 (Crandall et al., 2000 )。然而在透過integrin分子傳遞至更深一層屬於細胞內的分子作用機制，學者也已建立了相當清楚的關聯性 (Brakenhielm et al., 2004； Huang et al., 2004； Masuno et al., 2003；Siddals et al., 2002；Sekimoto et al., 2005)，因此將更有助於我們探討 trimucrin 的減重作用機制。因此 3T3-L1 細胞應該是很適合應用於由細胞層次及分子層次上，探討 trimucrin 的減重作用機制。另一個報告也證實integrin與脂肪細胞分化的相關性，在 2003 年學者發現脂肪細胞會因大小的不同而有不同的脂肪細胞脂肪合成及代謝相關基因活性及功能，而這個變化可能是借由 integrin/ERK signalling pathway 所引起的 (Farnier et al., 2003)。

因此根據本實驗室探索trimucrin的經驗並從已知的實驗數據活性，顯示trimucrin 對肥胖大鼠的減肥作用，極有可能是透過脂肪細胞integrin (v(3 受體，抑制脂肪在細胞內堆積、或是透過抑制脂肪組織內微血管的增生，減少脂肪的生合成以及減低食慾等多重因素的作用所達成。

因此實驗設計是以SE培養液誘導之3T3-L1細胞脂質堆積進一步探討。首先，要確定的是在本實驗中所使用的，含油酸 (oleic acid)、小牛血清白蛋白 (BSA)及羥基膽固醇 (25-hydroxychoesterol) 的固醇酯 (Sterol-ester；SE) 培養液 (Jepson et al., 1996)，具有誘發 3T3-L1細胞脂質堆積的功能。在將六孔細胞培養盤中的 3T3-L1 細胞培養至全滿後，分別將培養液置換成細胞培養液及 SE 培養液後培養48小時後，以 oil red O 的染色，將細胞內脂質堆積形成的脂肪小滴染色。染色結果也證實，在以SE培養液培養48小時後，大約有 98% 以上的 3T3-L1 細胞，在 oil red O 的染色中有脂肪小滴被染成紅色的陽性反應。然而同樣是以細胞培養液培養48小時未經SE培養液誘導脂質堆積的細胞染色，都呈現沒有脂肪小滴被染色的陰性反應。這也證實了 SE 培養液具有誘發 3T3-L1 細胞脂質堆積的功能。因此，經 SE 培養液誘發脂質堆積的細胞可以被用在接下來的實驗當中。
接著探討由 trimucrin 引起之脂質堆積的消失的成因。在接下來的實驗中，就是想觀察 trimucrin 對這些經 SE 培養液誘發脂質堆積形成脂肪小滴的 3T3-L1 細胞，探討減肥作用的可能分子機制。在把 SE 培養液吸出並以 PBS 清洗過後加入 serum free 的 DMEM培養液後 (1.5 ml/per well)。分別在每個 well中加入0 g、5 g 、10 g 以及15 g 的 trimucrin。並於加入 48 個小時後，進行 oil red O 的染色。實驗結果顯示，沒有加入 trimucrin 的細胞其細胞中仍有大量的脂質堆積，由oil red O 的染色結果能被清楚的觀察到這種現象。而加入 trimucrin 的細胞，其脂質堆積的情況則是有大幅度的減少。這種脂質堆積減少的情形，在染色的觀察中也發現隨著加入的 trimucrin 的劑量越高，減少的情況也越明顯。
進一步將這些經固定、染色的細胞，以高倍率顯微鏡攝影觀察其細胞內脂質堆積所形成的脂肪小滴在加入 trimucrin 後，脂肪小滴的型態變化。結果發現沒有加入 trimucrin 的細胞，細胞內仍有數量眾多且顆粒大的脂肪小滴存在。而加入 trimucrin 的細胞，其脂肪小滴的數目明顯減少，而顆粒大小也顯著的縮小。隨著加入的trimucrin的劑量越高，脂肪小滴減少及縮小的情況也更趨明顯。而從 oil red O 染色的結果來看，trimucrin 對脂質堆積的 3T3-L1 細胞內的脂肪小滴，有減少其數目及縮小其顆粒的效果。進而使已經堆積脂質的 3T3-L1 細胞所堆積的脂質減少。接下來，要知道的就是減少的脂質究竟到哪裡去了？
脂肪小滴是由三酸甘油酯所形成的，在脂質分解的過程當中，三酸甘油酯會被分解成甘油及脂肪酸然後釋放到細胞外，使三酸甘油酯減少進而使脂肪小滴減小。而為了探究在加入 trimucrin 後會使3T3-L1 細胞內脂肪小滴減少及縮小等現象是否為三酸甘油酯分解所造成。所以在加入不同劑量的 trimucrin 後，量測釋出至細胞培養液中三酸甘油酯被分解代謝產物甘油釋出量的變化。結果發現隨著加入的 trimucrin 的劑量增加，甘油釋出的量也隨之增加。Trimucrin 加入的劑量與甘油釋放量之間呈現出一個劑量依賴相關的效應。
除了加入不同劑量的 trimucrin 之外，也在第 12 小時、第 24小時及第 48 小時，取細胞培養的培養液來測量甘油釋出的量。而發現除了隨著加入 trimucrin 的劑量增加會去增加甘油的釋放量之外。隨著加入的時間的經過，甘油的釋放量也會隨之增加。Trimucrin 的加入與細胞釋出的甘油量之間有一個時間依賴的效應。
既然加入 trimucrin 會讓脂質堆積的3T3-L1細胞釋出的甘油量增加。而在脂質分解的過程當中，在細胞內負責將三酸甘油酯分解為甘油及脂肪酸最主要的酵素為荷爾蒙敏感脂質分解酶 (hormone sensitive lipase, HSL)。那麼 trimucrin 的加入是否會去影響細胞的 HSL的酵素活性呢？於是分別對經 SE 培養液誘發脂質堆積的 3T3-L1 細胞，加入0 g 以及15 g 的 trimucrin，並在第 12 小時、第 24 小時及第 48 小時取細胞溶解液進行 HSL 的酵素活性分析。而加入 trimucrin 的細胞其 HSL 的活性經過測試之後也的確發現在三個時間點都有增加的情況。其中又已再加入 trimucrin 之後第24 個小時所收取的細胞溶解液，其 HSL 的活性與第 24 個小時沒有加入 trimucrin 的細胞有最明顯的差異。
從上面結果已知，對於脂質堆積的 3T3-L1 細胞加入 trimucrin後會使細胞的脂肪小滴減少、甘油釋出量增加以及 HSL 的活性增加。這些證據都指出 trimucrin 會去刺激細胞的脂質分解作用。而進一步想去瞭解的，就是 trimucrin 究竟是藉由與細胞上的哪一個受體結合而具有這樣刺激脂質分解的效果呢？因為 trimucrin已經證實為 去整合素 (disintegrin) 蛋白，所以最大的可能是會與細胞上的 integrin 結合。因此在理論上加入 integrin 的拮抗劑將能完全阻斷 trimucrin 的作用。
因此在實驗設計方面，將經 SE 培養液誘發脂質堆積的 3T3-L1 細胞，分別加入 0g 以及15 g 的 trimucrin。另一組則先對細胞加入 integrin 拮抗劑 GRGDTP作用30分鐘，再分別加入0 g 以及15 g 的 trimucrin，其中使用的拮抗劑 GRGDTP 是由六個胺基酸組成的短胜肽鏈分子。而 GRGDTP 的加入對未給予 trimucrin 細胞原本的甘油釋出量並未造成影響。但對由 trimucrin 所引起的甘油釋放量的增加，卻具有幾乎完全抑制的效果。而這樣的效果在第 12 小時、第 24 小時及第 48 小時測量甘油釋出量的結果時都發現有同樣的效果。因此我們證實了 trimucrin 對 3T3-L1 脂肪細胞的脂質分解作用百分之百是經由與整合素受體結合的信息傳遞路徑所引起。
到目前為止，荷爾蒙敏感脂質分解酶 (hormone sensitive lipase, HSL)，可能是讓脂肪細胞進行脂質分解最主要的酵素。那麼 GRGDTP 對 trimucrin 所引起的 HSL 的活性增加是否也同樣具有抑制的效果呢？同樣以經 SE 培養液誘發脂質堆積的 3T3-L1 細胞，分別加入 0g 以及15 g 的 trimucrin。另一組則先對細胞加入 integrin 拮抗劑 GRGDTP 作用 30 分鐘，再分別加入 0g 以及15 g 的 trimucrin。在上一節的結果顯示 HSL 活性變化最明顯的第 24 小時收取細胞溶解液來測量酵素活性。發現 GRGDTP 的加入對未給予 trimucrin 細胞基本的 HSL活性並未造成影響。但對由 trimucrin 所引起的 HSL 活性的增加，卻具有幾乎完全抑制的效果。而這樣的效果在加入 trimucrin 後第 12 小時、第 24 小時及第48 小時測量 HSL 活性的結果時都發現有同樣的效果。
從上述的結果我們可以得知 trimucrin 刺激細胞的脂質分解作用是透過與整合素受體結合所產生的信息傳遞路徑並傳達至荷爾蒙敏感脂質分解酶 (hormone sensitive lipase, HSL)，活化 HSL 所產生的結果。那麼 trimucrin 與整合素受體結合後，再傳達至 HSL 其間究竟是經由那些信息傳遞路徑則完全無頭緒。目前較為清楚並能夠活化 HSL 產生脂質分解作用的信息傳遞路徑，包括了 PKA 及 ERK 等兩種信息傳遞路徑。在整個脂質分解的過程中，PKA 扮演著一個非常關鍵的角色。PKA 會活化 HSL、磷酸化脂肪小滴表面的 perilipin。除此之外，ERK 在學者的研究中也指出會調控 HSL 的活性 (Greenberg et al., 2001)。既然加入 trimucrin 會活化細胞的 HSL 活性。那麼 trimucrin 是否會透過影響 PKA 或 ERK 的訊息傳遞路徑來達到刺激脂質分解作用的效果呢？
在將經 SE 培養液誘發脂質堆積的  3T3-L1 細胞分為三組，於加入 trimucrin 之前分別以不另外添加抑制劑的 DMEM、含 10M PKA 抑制劑 H89 的DMEM、含 50M ERK 抑制劑 PD98059 的 DMEM 先作用30分鐘。而不論是 H89 或 PD98059 的加入對未給予 trimucrin 的細胞基本的甘油釋出量都未造成影響。但由 trimucrin 所引起的甘油釋放量的增加，H89 與 PD98059 卻都有著部分抑制的效果。而這樣的情形在第 12 小時、第 24 小時及第 48小時測量甘油釋出量的結果時都發現有同樣的效果。
而在由 trimucrin 引起的 HSL 活性增加方面的影響方面。在 HSL 活性變化最明顯的第 24 小時收取細胞溶解液來測量酵素活性。發現 H89 或 PD98059 的加入對未給予 trimucrin 細胞基本的 HSL 活性都未造成影響。但對由 trimucrin 所引起的 HSL 活性的增加，H89 或 PD98059 都具有部分抑制的效果。而這樣的情況在加入 trimucrin 後第 12 小時、第 24 小時及第 48 小時測量 HSL 活性的結果時都發現有同樣的效果。
參、心得
我們證實了 trimucrin 對脂肪細胞藉以減少脂質堆積的脂質分解作用機制是透過活化荷爾蒙敏感脂質分解酶 (HSL) 所達成。脂肪細胞內的脂肪小滴是由三酸甘油酯所構成，活化 HSL 將三酸甘油酯分解為甘油及脂肪酸的過程被稱為脂質分解作用 (lipolysis)。而經 SE 培養液誘發脂質堆積的 3T3-L1 細胞在加入 trimucrin 後，脂肪小滴減少及縮小。這樣的現象，首先考慮到的就是 trimucrin 是刺激了細胞的脂質分解作用，使形成脂肪小滴的三酸甘油酯比起沒有加入 trimucrin 的細胞能更快速的被分解。而從細胞培養液中甘油釋放量的增加，以及 HSL 的活化。都證實了細胞中的脂質是藉由脂質分解作用減少。所以由此來看，trimucrin 是藉由活化細胞內的 HSL 來將三酸甘油酯分解成甘油及脂肪酸，進而釋放到細胞外。也就是說，加入 trimucrin 造成的脂質堆積減少確實是 trimucrin 所刺激細胞的脂質分解作用。
我們也證實了刺激脂質分解作用中與 trimucrin 作用的受體是透過 RGD 受體。先前本實驗室已經證實 trimucrin 是一個具 RGD 序列的 disintegrin 蛋白 (Ho, 2000)。理論上，Trimucrin 應該會藉由與細胞上的 integrin 結合而起刺激脂質分解的作用。而在加入含 RGD 三胜肽序列的 integrin 拮抗劑 GRGDTP 之後，本來由 trimucri 所引起的甘油釋出量增加與 HSL 活性的增加，都被完全的阻斷了。阻斷 integrin 就能阻斷 trimucrin 的反應，這說明了 trimucrin 確實是藉由與細胞上的 integrin 結合而起作用。而這樣的 integrin 也是一個 RGD 相關的 integrin。
接著我們更進一步證實了 trimucrin 刺激脂質分解所經訊息傳遞路徑。HSL 的調控在學者的文獻報告中指出，是藉磷酸化後轉移到脂肪小滴的轉位調控 (translocation regulation) (Egan et al., 1992; Anthonsen et al., 1998) ，而非藉由轉錄調控 (transcription regulation)。而 HSL 的磷酸化主要是由 PKA 所控制，除此之外 ERK 也被指出能調控 HSL。而從實驗結果中發現以 PKA 或 ERK 抑制劑都能部分的去抑制由 trimucrin 所引起的 HSL 活性與甘油釋出量的增加。說明了 trimucrin 似乎是藉由同時影響 PKA 與 ERK 的訊息傳遞路徑來影響 HSL 的活性，進而影響甘油的釋出量。
雖然現今仍未有其他文獻直接指出去整合素 (disintegrin) 會影響脂質分解作用。唯一相關的文獻，是在脂肪細胞分化前給予去整合素會減少分化後三酸甘油酯的含量、PPARγ 及 leptin 的表現量 (Lin et al., 2005)。但仍有一些間接的證據能指出 integrin 可能會參與到脂質分解作用。例如加入接上 RGD 序列的磁珠能誘發細胞上 integrin 的叢集，進而使細胞中的 PKA被活化 (Meyer et al., 2000)。而 PKA 在脂質分解作用中會活化 HSL 與磷酸化脂肪小滴表面的 perilipin。Integrin 也已知會藉由訊息傳遞的路徑來活化 ERK。學者也指出 ERK 的活化能夠增加 HSL 的活性進而調控脂肪細胞的脂質分解作用 (Greenberg et al., 2001)。另外在脂肪細胞分化之前加入ERK 的抑制劑 PD98059，再去誘導脂肪細胞分化，perilipin 的表現量會減少 (Prusty et al., 2002)。而 HSL 與 perilipin 在脂質分解作用中都扮演著一個關鍵的角色。這些間接的證據都指出，integrin 可能會藉由影響 PKA 及ERK 來參與 lipolysis 的調控，而這與實驗的所得的結果是相符合的。
肆﹑建議
職在這次出國短期進修期間恭逢勝會看到幾件較為特殊的案例，職在此提出個人的看法及建議：
一﹑養成專職感染專科醫師：職所進修的實驗室是屬於生物危險級第三級的 P3 實驗室，實驗室一牆之隔的計畫主持人是位感染專科醫師，他不看門診，他的收入則是人人稱羨是一般專科醫師的三倍，而他的日常工作就是收集資訊、熟習 P3 及更危險等級 P4 實驗室等危險性感染物的實際操作。重點是，在 SARS 感染期間，美國本土也有兩位到大陸收養小孩而受到感染的患者，在回到美國的北卡羅萊納州後發病，這位感染專科醫師帶領他的工作團對及公共衛生護士等多人，同心協力針對這完全未知的高危險性、高傳染性疾病提供救援，利用貨櫃改裝的緊急醫療站，配合 P3、P4 實驗室的檢測進度，隨時修改治療方式，救回了其中一人，同時也阻斷了疫情，沒有讓疫情再繼續擴大，這結果和亞洲國家在受到感染並在疫情擴大後所受到的傷害真是天壤之別。因此建議政府應該成立類似的措施，由醫師訓練及主導危險性感染疾病的防治工作。
二、P3、P4 實驗室的危機處理：職進修的實驗室是屬於生物危險級第三級的P3 實驗室，進修期間也剛好碰到了幾次危機處理的演練，包括潑灑污染的清除演練及火災演練。讓人印象深刻的是當火災發生時，人員必須立即放下所有手邊的工作、疏散並到定點集合、點名，確認每一位工作人員都已經離開現場，拒絕離開實驗室或點名不到的同仁，會被當地消防隊立即開出罰款。P3 實驗室內僅有小型滅火器，沒有一般美國傳統實驗室建置的灑水裝置，火災發生後消防隊到了也只是做現場隔離的工作，主要是禁止人員誤闖，完全沒有灑水救火的動作，因此 P3 實驗室發生火災只能放著等它燒並不實施救火。P4 實驗室是建在地底下20公尺，假如出了狀況到了完全無法收拾的地步，則是將之炸毀深埋於地底下，等日後想出適當處置辦法以後再處理。因此美國將新設立 P3、P4 實驗室的建置都是設在主建築之外，和目前台灣將P3 實驗室設在主建築內的做法大為不同。
三、應審慎開發生技園區：美國在北卡羅萊納州所成立的第一個生物科技園區 Research Triangle Park，從1970年代開辦以來，上下游相互扶持、慢慢整合形成完整的生物科技園區聚落，並在歷經35年終於飽和，才計畫再成立第二個生物科技園區。雖然美國東、西部鄰近大學園區，均成立了生物科技公司，也分別形成生物科技園區聚落。因此必須有足夠的生物科技相關產業才能夠支撐北卡羅萊納州成立第二個生物科技園區，而主要動力則是來自於孟山多斯 (Monsanto) 農業生技公司及相關食品生技公司所形成的新聚落。美國的做法是有了產品才推動生技公司聚落的形成，台灣目前似乎是反其道而行，北、中、南各自成立了生技科學園區，但真正相關的生技產品卻一個都沒看到，因此政府應該須要做更有效的整合。
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