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摘要
    血管粥狀硬化是造成血管病變最主要的原因，期間必須經過包含脂肪堆積、發炎、鈣化、細胞增生…等等生物化學反應，近一步導致血管阻塞，而引起組織缺氧、缺血的症狀。心血管疾病除與年齡、家族史、血壓、血糖與血脂肪均有密切相關，此外，肥胖及吸菸者更是心血管疾病的高危險群。要防止心血管疾病，就要修正上述的風險因素。停止吸煙是其中一種最有效及容易修正的因素。經常性的運動加上健康的飲食習慣，並適時的配合醫師使用藥物控制血糖、血脂及血壓。然而，心血管疾病的發生率近幾年以來仍然不斷的提高。目前治療血管阻塞的方式除了使用藥物之外，最直接的方式便是設法打通血管、重建血流，這也就是血管內氣球擴張術以及支架置放或者血管繞道手術。這樣的治療方式明顯地改善了罹病者的生活品質，降低了失能率，甚而降低了死亡率。然而，部分罹病者卻無法接受這樣的治療方式，其中更以糖尿病患者為甚。因為血管的病變過為廣泛、血管腔徑過為狹小，使用支架或手術治療的效果有限。因此新的醫學研究便著力於如何誘導血管新生，就是利用藥物、幹細胞治療，促使罹病的部位、缺氧的組織長出新的血管。
    血管新生(Angiogenesis) 是由原先小血管分發出形成新的微血管的過程，是一個很複雜的生理過程。這過程包括內皮細胞增埴、遷移和分化。每一個步驟都受到各種細胞激素(cytokines)與生長因子(growth factors)的調控。周邊血液中內皮前驅細胞(endothelial progenitor cells)經由各種調控因子而參與血管新生、血管內皮修補與粥狀斑塊的成長與穩定。因此，各國學者紛紛研究使用各種藥物來調節內皮前驅細胞，以達到增強或抑制血管新生，而治療疾病。許多動物研究均顯示出使用包含Statin(降血脂藥)、pioglitazole(降血糖藥)…等藥物，均可成功調節內皮前驅細胞功能，達到血管新生、內皮修補…等效果。只是，實驗中所使用的藥物劑量過於龐大，使用於人體恐怕會引起若干程度的副作用，而一般藥物劑量雖有臨床效果，卻不顯著。
    奈米顆粒是一種新的藥物載體，因為其顆粒孔徑非常小，容易進出細胞膜，將攜帶的藥物有效的送進細胞之中。Cilostazol原來是被應用於為抗血小板藥物，近年來發現此藥物可改善缺氧組織的功能，而應用於治療周邊動脈阻塞疾病(peripheral arterial occlusive disease, PAOD)。Cilostazol亦可以作為抑制內膜增生的輔助藥物。在細胞實驗中，研究者更發現cilostazol可以直接調控內皮細胞的功能。因此我們相信，cilostazol對於治療周邊動脈阻塞疾病的效果來自於促進缺氧組織內的血管新生作用。本研究的目的即在於使用奈米顆粒的PLGA藥物載體(NP-PLGA)攜帶cilostazol，研究其對於血管新生的功效。
    我們利用老鼠後肢血管截斷手術之動物模型進行研究，於手術後注射奈米顆粒cilostazol，利用雷射都普勒血流掃描儀觀察其後肢血流恢復情形。並比較餵食cilostazol的效果。研究發現，餵食cilostazol無助於血流的恢復；而單次肌肉注射奈米顆粒cilostazol則可以有效改善血流。簡言之，單次肌肉注射奈米顆粒cilostazol相較於天天餵食cilostazol更有效於促進血管新生。其作用機轉可能是由於奈米顆粒可以有效的將cilostazol藥物傳送入內皮細胞中緩慢釋放，而調節內皮細胞功能。
    由於血管新生包含幾個重要的過程。首先，血管或組織受損發生缺氧時，多種細胞激素將自組織中釋放，活化內皮細胞。內皮細胞則接著製造、釋放各種蛋白脢( proteinase )與化學激素( chemokines )，吸引內皮前驅細胞，分解細胞外基質以利內皮前驅細胞或內皮細胞移行，於新建的血管架構上附著、增生形成血管，我們稱之為Homing。因此，進一步的研究將去釐清cilostazol原始劑型以及NP-cilostazol對於整個血管新生過程的影響。包括1. cilostazol對於血液內皮前驅細胞的作用。2. cilostazol與內皮前驅細胞Homing的相關性。3. cilostazol與組織中基質金屬蛋白脢的表現。4. cilostazol與糖尿病。5.cilostazol與新生內膜增生( intimal hyperplasia )
    此外，奈米顆粒藥物亦可以藉由自然的正負電荷相吸引而塗覆於傳統金屬支架上，製成新的藥物支架。傳統金屬支架有高達30%至40%的血管再狹窄率。而藥物支架可以減低血管再狹窄率至10%以下。然而，近2-3年發現，藥物支架不但抑制平滑肌細胞增生，也抑制了血管再度內皮化( re-endothelialization )，增加晚期發生血管內血栓的機會，進而可能導致發生心肌梗塞、甚至死亡。因此，雖然裝置塗藥支架後一個月內支架內血栓之發生率不到 1% 。但晚期支架內血栓( late stent thromosis )，即使在 6~12 個月之後也可能發生。所以目前各新進國家無不致力於研發新型的藥物支架，希望同時具備抑制內膜增生又不影響血管再度內皮化( re-endothelialization )。而PLGA奈米顆粒可透過自然水解方式約逾21天後，水解消失，透過結合合適的藥物，如目前所知的statin降血脂肪藥物，應可以於短期內抑制平滑肌細胞增生並調控內皮細胞功能加速血管內皮化，而不會有長期的影響。
另外，動脈粥狀硬化是因血液中膽固醇在動脈內壁形成脂肪沉積，造成動脈變窄，久而久之便導致阻塞，造成心血管疾病的重要原因。如果粥狀硬化的斑塊發生破裂，血液中的血小板會被激發，相互間大量聚集並附著於血管壁內皮層損傷部位而形成血栓，阻斷血流，此時稱為粥狀動脈栓塞症，臨床上會造成腦中風、意識昏迷、失明、耳聾、心肌梗塞、跛腳、下肢壞疽，甚至猝死。研究指出，動脈粥狀栓塞引發心臟病的機率高達30%，引發中風的機率為25%，引發周邊動脈疾病的機率約20%。因此，穩定斑塊、預防破裂，則可以減少急性病症的發生。利用apoE knockout mice (老鼠因基因缺失，血管壁容易有脂肪堆積，而有早發性動脈硬化)，並餵食高脂肪性食物，如此老鼠便容易有嚴重的動脈粥狀硬化，可以進行奈米藥物對動脈粥狀硬化影響的研究。
建議事項
1. 政府相關單位應積極思考各種產學合作的可能性，並介入主導合作，此舉對於提升台灣國際醫療學術地位甚至振興經濟都可能有助益。
2. 建立新的制度並改善研究環境，以鼓勵醫療工作者從事醫學研究。
3. 訂定短期公務人員出國進修計畫合理成效評估標準，進一步作為人員配額的依據。
4. 協助建立國內、外合作管道。
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本文
目的
    隨著經濟快速成長，國人飲食及生活型態改變，吃多、動少，加上抽菸、生活緊張等因素，致罹患心血管疾病者，有日益增加與年輕化的趨勢。心血管疾病包含缺血性心臟病、中風、周邊動脈阻塞等等與血管病變相關的疾病。以臺北市93年為例，因心臟疾病、中風(腦血管疾病)及高血壓性疾病死亡分別有1,732人、1,240人及167人，佔十大死因第二位、第三位及第十位。事實上，综何這些疾病而統稱的心血管疾病無論在東西方、國內外都是造成死亡的首要原因，因心血管疾病而造成失能的民眾更不在少數。在美國有超過7千1百萬的人有著心血管問題，每年約奪走1百萬人的生命，美國2008年約花費450萬美元在治療心臟病、中風等心血管疾病，其耗費社會成本之鉅是世界各國都必須正視的。
  血管粥狀硬化是造成血管病變最主要的原因，期間必須經過包含脂肪堆積、發炎、鈣化、細胞增生…等等生物化學反應，近一步導致血管阻塞，因此當血管出現致病性的問題時，往往其病因已經發展了接近十年的時間。因此，要改善、治療心血管疾病必須從預防做起。心血管疾病除與年齡、家族史有密切關聯外，高血壓、高血糖、高血脂病患、肥胖及吸菸者更是心血管疾病的高危險群。根據國內外文獻所報導的心血管疾病盛行率推估，臺北市四十歲以上的高血壓病患人數約有413,896人，高血糖病患人數約有150,218人，高血脂病患人數約有195,165人。要防止心血管疾病，就要修正上述的風險因素。有些因素，如年齡、性別及家族歷史都不能更改。停止吸煙是其中一種最有效及容易修正的因素。經常性的運動加上健康的飲食習慣，並適時的配合醫師使用藥物控制血糖、血脂及血壓。
    雖然世界各國無不致力推行心血管疾病的預放工作，近年以來，心血管疾病的發生率仍然不斷的提高。因此，發展有效的治療方法仍是不可或缺的。簡而言之，心血管疾病就是血管阻塞造成血管遠端組織缺氧、缺血。發生在心臟血管就會造稱心肌梗塞；發生在腦就造成中風；發生在肢體就造成肢體無力甚至潰爛而必須截肢。目前治療血管阻塞的方式除了使用藥物之外，最直接的方式便是設法打通血管、重建血流，這也就是近幾年來廣為發展、接受的治療方式​​​​：血管內氣球擴張術而並支架置放。這樣的治療方式明顯地改善了罹病者的生活品質，降低了失能率，甚而降低了死亡率。然而，部分罹病者卻無法接受這樣的治療方式，其中更以糖尿病患者為甚。因為血管的病變(粥狀硬化)過為廣泛、血管腔徑過為狹小，使用支架治療的效果有限。或者說，支架治療適用於血管局部的狹窄、阻塞，無法有效改善整段血管太過廣泛的病變。所以才有所謂血管繞道手術，利用植入血管，改善血流。然而，此項手術的風險往往是罹病者所無法承受，加上，血管繞道手術對於嚴重的血管病變仍有其處理的極限，而繞道的血管事實上是無法取代原有的血管功能，也有日後狹窄、阻塞的問題。因此新的醫學研究便著力於如何誘導血管新生，就是利用藥物、幹細胞治療，促使罹病的部位、缺氧的組織長出新的血管。
    血管新生(Angiogenesis) 是由原先小血管分發出形成新的微血管的過程。Angiogenesis 在人類的發育及生理上扮演一個很重要的角色，受其影響的生理過程相當廣包括胚胎的發育、傷口的癒合、器官的再生和女性的月經週期。Angiogenesis是一個很複雜的生理過程，這過程包括內皮細胞增埴、遷移和分化。每一個步驟都受到各種細胞激素(cytokines)與生長因子(growth factors)的調控。近一步的研究更指出，周邊血液中內皮前驅細胞(endothelial progenitor cells)經由各種調控因子直接參與血管新生、血管內皮修補與粥狀斑塊的成長與穩定。將這些細胞從血液中、臍帶血中甚至骨髓中收集出來，移植到缺氧的組織，可以加強血管新生。1-3然而，過量而不適當的血管增生則可能會導致如視網膜病變甚至是癌症。也因此，了解如何調控血液中各種細胞激素及生長因子，進一步調節內皮前驅細胞的功能則不僅僅可以運用於心血管疾病的治療，亦可以控制腫瘤生成、治療癌症。
    因此，各國學者紛紛研究使用各種藥物來調節內皮前驅細胞，以達到增強或抑制血管新生，而治療疾病。許多動物研究均顯示出使用包含Statin(降血脂藥)、pioglitazole(降血糖藥)…等藥物，均可成功調節內皮前驅細胞功能，達到血管新生、內皮修補…等效果。4-8只是，實驗中所使用的藥物劑量過於龐大，使用於人體恐怕會引起若干程度的副作用，而一般藥物劑量雖有臨床效果，卻不顯著。所以，如何有效且專一的調控前驅細胞功能實為重要。例如，藥物支架(Drug-eluting stents)相對於傳統支架(Bare-metal stent)加上口服投與免疫抑制劑藥物，更可以有效的抑制局部內膜增生(intimal hyperplasia)，卻沒有口服投藥的缺點。
    奈米顆粒是一種新的藥物載體，因為其顆粒孔徑非常小，容易進出細胞膜，將攜帶的藥物有效的送進細胞之中。利用PLGA (a copolymer ratio of lactide to glycolide of 75:25 with an average molecular weight of 20,000, Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)是一新開發的用於製成奈米顆粒的物質，所攜帶的藥物釋放之後，它本身約經過21天就開始被分解，對於細胞及人體皆無害處，是一個理想的藥物載體材質(圖1)。
 Cilostazol原來是被應用於為抗血小板藥物，它會抑制血小板及血管平滑肌細胞的Phosphodiesterase type Ⅲ，阻礙c-AMP的代謝及促使血小板和血管中c-AMP濃度增加，進而有抗血小版凝集和血管擴張作用。近年來發現此藥物可改善缺氧組織的功能，而應用於治療周邊動脈阻塞疾病(peripheral arterial occlusive disease, PAOD)，改善其跛行的症狀，並於2006年美國心臟協會ACC/AHA治療準則( guideline )中建議列為第一級適應症( class I indication )。9近幾年研究更發現cilostazol亦可以作為抑制內膜增生的輔助藥物。10, 11在細胞實驗中，研究者更發現cilostazol可以直接調控內皮細胞的功能。12, 13因此我們相信，cilostazol對於治療周邊動脈阻塞疾病的效果來自於促進缺氧組織內的血管新生作用。本研究的目的即在於使用此奈米顆粒的PLGA藥物載體(NP-PLGA)攜帶cilostazol，研究其對於血管新生的功效。

過程
一、老鼠後肢缺血手術模型之實驗方式與結果
根據體外實驗，奈米顆粒的PLGA藥物載體可自行水解，置於PBS solution中經過14天就會開始水解，約經過21天則會完全水解消失(圖2)。因此，實驗決定於投與藥物後追蹤14天，觀察藥物的作用。
實驗使用雄性C57BL/6J wild-type老鼠進行後肢缺血手術( hindlimb ischemia surgery )後，投與局部肌肉注射奈米顆粒藥物cilostazol ( NP-cilostazol )或餵食cilostazol藥物(非奈米顆粒)，並觀察為期14天的後肢血流回復情形以及血管新生狀況。
後肢缺血手術方式為將老鼠左後肢体的血管自股動、靜脈( femoral artery vein )至隱動、靜脈( Saphenous artery and vein )，及其相關血管分枝截除，造成老鼠左後肢体的嚴重缺血(圖3)。隨後，動物實驗部份大致分為三各步驟。第1，先測試NP-cilostazol的有效劑量：將NP-cilostazol依預定劑量(分別是4 mg/kg, 12 mg/kg and 40 mg/kg)溶於140(l PBS solution，做局部肌肉注射於大腿及小腿肌肉中(圖4)。並於手術前、手術後當天、第3、7、14天利用Laser Doppler Perfusion Scan偵測雙後肢之血流。同時，亦利用注射140(l 純PBS solution於局部肌肉作為對照組。第2，比較肌肉注射NP-cilostazol與餵食原始劑型的cilostazol 12 mg/kg/day對於幫助血流恢復的差異。第3，於經過肌肉注射NP-cilostazol的老鼠於飲用水中加入N (G)-nitro-L- arginine methyl ester ( L-NAME, an endothelial nitric oxide synthase ( eNOS ) inhibitor，會抑制NO的生合成，於高濃度時也會抑制iNOS以及nNOS) 0.01 mg/cc，觀察其血流恢復情形是否會受到抑制。
經過全部14天的追蹤，以對照組為例，可以發現經血管截除後肢缺血肢體血流漸漸回復(圖5)。分別測量缺血肢體與對側(非手術)肢體的血流，可以得到一血流回復指標=缺血肢體血流/對側(非手術)肢體的血流，作為比較各組之間血流回復情形。
The dosing effects of NP-cilostazol

    經過14天追蹤，利用Laser Doppler Perfusion Scan偵測雙後肢血流，可以發現接受NP-cilostazol治療的老鼠包含4 mg/kg、12 mg/kg或40 mg/kg，其血流回復指標的平均值均比對照組為高。其中，接受NP-cilostazol 4 mg/kg與12 mg/kg的老鼠血流回復情形明顯比對照組為佳。(圖6)進一步的統計分析發現，利用oneway ANOVA與post hoc analysis分析群組間的差異。於手術後7天，4組之間血流回復情形雖無顯著差異( p=0.078 )，但經NP-cilostaol 4 mg/kg治療的老鼠相較於對照組有顯著血流恢復情形。手術後14天，4組之間血流回情形則有明顯不同( p=0.037 )，其中無論是使用NP-cilostazol 4 mg/kg或12 mg/kg都有顯著改善血流的情形( p=0.045 and 0.008, respectively)。(圖7)然而使用NP-cilostazol 40 m/kg治療的老鼠卻無顯著血流回復效果。推測使用過高劑量NP-cilostazol治療老鼠下肢缺血，可能有其副作用或毒性。
Comparison between single-dose muscle injection of NP-cilostazol and systemic administration of cilostazol by gavage

    圖8顯示經過手術後14天的追蹤，發現餵食cilostazol的老鼠相較於對照組，血流回復情形無甚差異，且無論在手術後7天或14天均較肌肉注射NP-cilostazol的老鼠為差。進一步利用oneway ANOVA與post hoc analysis分析群組間的差異(圖9)。於手術後7天，4組之間血流回復情形有顯著差異( p=0.034 )，經NP-cilostaol 12 mg/kg治療的老鼠相較於對照組與餵食cilostazol的老鼠有顯著血流恢復情形( p=0.029 and 0.007, respectively )。手術後14天，4組之間血流回情形也有明顯不同( p=0.011 )，其中使用NP-cilostazol 12 mg/kg的老鼠相較於對照組與餵食cilostazol的老鼠也有顯著血流恢復情形( p=0.005 and 0.006, respectively )。然而，單純注射PLGA奈米顆粒之老鼠，血流回復情形與對照組無顯著差異。顯示，PLGA奈米顆粒並非促進血流回復、血管新生的原因。而且，天天餵食cilostazol的效果遠不如單次肌肉注射NP-cilostazol。
L-NAME and cilostazol effects

    觀察肌肉注射NP-cilostazol的老鼠加以餵食L-NAME的效果(於老鼠飲用水中加入L-NAME 0.01 mg/ml)。(圖10)發現經過餵食L-NAME的老鼠，其NP-cilostazol的效果便會消失，而與對照組的血流回復情形無差異，且無論在手術後7天或14天看起來均較肌肉注射NP-cilostazol的老鼠為差。推測，cilostazol應該是透過促進nitric oxide ( NO )生合成，而改善angiogenesis與血流恢復。進一步利用oneway ANOVA與post hoc analysis分析群組間的差異(圖11)。於手術後7天，3組之間血流回復情形無顯著差異，但手術後14天，餵食L-NAME的老鼠雖也接受NP-cilostaol的治療，但其血流回復情形與對照組無異。顯示，L-NAME確實抑制了NP-cilostazol的效果。
奈米顆粒藥物於注射後的體內分佈( The distribution of nanoparticle after muscle injection )

    依據上述結果，我們可以知道NP-cilostazol確實可以促進血流恢復、血管新生，然而相較於餵食cilostazol，NP-cilostazol是如何有效促進血流恢復呢？而奈米化的cilostazol經肌肉注射後是如何進一部作用？
    首先利用體外細胞實驗，在培養內皮細胞 (HUVEC)與橫紋肌細胞( SkMC )的培養液加入攜帶螢光的PLGA奈米顆粒( 0.1 mg/cc )培養一小時後移除。利用檢測螢光強度分析奈米顆粒進入細胞的數目，發現，相對於橫紋肌細胞，奈米顆粒於內皮細胞中的含量相對高。也就是說，PLGA奈米顆粒傾向於進入內皮細胞中。(圖12)
    進一步，我們利用攜帶螢光的PLGA奈米顆粒( FITC-NP )於下隻血管截斷手術的老鼠，進行肌肉注射，經過14天的觀察、追蹤後，進行犧牲( sacrifice )，並留取肌肉組織做免疫螢光染色。(圖13)染色發現，手術後14天，綠色螢光之PLGA奈米顆粒與紅色螢光之內皮細胞( CD31陽性)重疊，表示奈米顆粒與內皮細胞重疊，意即奈米顆粒於14天後，主要仍是存在於內皮細胞中。推測，PLGA奈米顆粒可以有效的將cilostazol送入內皮細胞，並在內皮細胞中做長期、慢性的釋放，使得cilostazol可以有效的作用在內皮細胞。
二、奈米冠狀動脈支架實驗模式學習

    介入性心臟病學，除了用藥物控制症狀外，最有效的方法稱為即血管再造( revascularization )。醫師通常會為冠狀動脈心臟疾病患者，施行經過皮膚下、穿管式的冠狀動脈氣球擴張整型術 ( PTCA )，經由腹股溝處，穿刺小孔，置放一塑膠導管鞘，再將一氣球導管，引導進入冠狀動脈血管病變狹窄處，再將氣球充氣擴張，膨脹的球囊，將積聚造成阻塞的脂肪粥樣瘤擠向血管內壁，因而擴大血管內徑，以增加血流的暢通。但據統計資料顯示，大約有一半的病患在接受PTCA手術後3～6個月，再做心導管檢查，發現有血管再度發生狹窄的現象。另外重要的是有百分之五至八的PTCA病患，在擴張術過程中會有嚴重血管內膜剝離，而造成急性血管阻塞的緊急危險。這些有剝離的病患有百分之六十以上需要緊急外科開刀作繞道手術( CABG )，並有可能併發心肌梗塞或死亡之危險。因此在這些病人，醫生會建議在進行PTCA手術的同時，植入冠狀動脈內血管支架，以增加血管內徑的方式，來減低血管再發狹窄的機會。另外對於預防急性血管阻塞的療效則相當高。冠狀動脈血管支架是一細小的金屬管狀物，在PTCA手術中，植入病者血管狹窄處，令血管保持原來管徑之擴張狀態，可顯著增加血液流通量，有效的減少冠狀動脈心臟疾病的症狀。該支架將永久的留在患病體內，1～3個月後血管內皮細胞會生長將其覆蓋，不再暴露於血管中。
    傳統金屬支架雖然可以減低血管再狹窄率，但是仍有高達將近30%的患者必須面臨反覆接受心導管檢查與PTCA手術。因此便有藥物支架的產生。所謂藥物支架及是在金屬支架表面塗覆細胞增生抑制藥物，即所謂抗癌化學藥物，做局部的抑制細胞增生而不影響全身其他系統。如此一來，血管再狹窄率便可下降至10%以下。然而，近2-3年發現，藥物支架不但抑制平滑肌細胞增生，也抑制了血管再度內皮化( re-endothelialization )，也就是在支架置放長達一年之後血管內皮細胞仍無法生長將其覆蓋，造成長期金屬支架裸露於血液之中，也增加發生血管內血栓的機會，進而可能導致發生心肌梗塞、甚至死亡。因此，雖然裝置塗藥支架後一個月內支架內血栓之發生率不到 1% 。但晚期支架內血栓( late stent thromosis )，即使在 6~12 個月之後也可能發生。因此2007年美國心臟學會世界會議中，專家學者陸續建議使用藥物支架之病人必須長期使用兩種抗血小板製劑(包含Aspirin以及clopidogrel)至少一年以上，並且不可停藥。然而長期服用兩種抗血小板製劑仍有其可能的併發症，意即消化道出血。加上，若今後要面臨手術、拔牙…等，要如何決定是否該停用兩種抗血小板製劑？
    所以目前各新進國家無不致力於研發新型的藥物支架，希望同時具備抑制內膜增生又不影響血管再度內皮化( re-endothelialization )。這包含兩種可能的方向，一是有效控制藥物釋出時間，也就是藥物某一時間後級不再釋放或釋放完畢。二是利用藥物只會單純抑制平滑肌細胞增生而不會抑制血管再度內皮化，甚至可以調控內皮細胞加速血管內皮化。而奈米顆粒結合選擇性的藥物便可能達到上述兩項可能。因為，前文有說明，PLGA奈米顆粒可透過自然水解方式約逾21天後，水解消失，如此便不會有持續性的作用。另外，選擇合適的藥物，如目前所知的statin降血脂肪藥物，明確具有調控內皮細胞功能加速血管內皮化與抑制平滑肌細胞增生的特性，就可以是選擇之一。當然，cilostazol也可能具備上述的效果，自然是今後實驗的對象。
奈米顆粒藥物的塗覆

    由於PLGA奈米顆粒本身即具備些為負電荷，因此將金屬支架塗覆heparin之後便可以令金屬支架帶正電荷，或利用電力原理通電令金屬支架帶正電荷。如此，金屬支架與PLGA奈米顆粒藥物便可以藉由自然的正負電荷相吸引而將奈米顆粒藥物塗覆於金屬支架表面。(圖14)
實驗方式
    實驗將於大型動物進行，包含豬、猴子等，將動物麻醉後並進行氣管插管輔助呼吸。經腹股溝處切開，分離出股動脈並進行穿刺，將導管鞘置入，從而進行心導管心臟血管攝影。隨後選擇直徑2-2.5mm大小的支架(分別是普通金屬支架、傳統藥物支架(九州大學是利用cypher stent)以及奈米顆粒藥物支架)分別置放於左前降枝、左迴旋枝即右冠狀動脈。經過1至3個月作系列性心導管心臟血管攝影追蹤，計算冠狀動脈狹窄比率，比較不同金屬支架的差異。並於3個月後將動物犧牲，取得心臟血管組織做組織切片、免疫染色…等，近一步了解奈米顆粒藥物支架的機轉。
三、奈米顆粒藥物對於穩定動脈粥狀硬化實驗模式學習
動脈粥狀硬化( atherosclerosis )是因血液中膽固醇在動脈內壁形成脂肪沉積，造成動脈變窄，久而久之便導致阻塞。發生凝塊形成與動脈變窄會超過數年以上，但過程開始有脂肪細條的形成，則是早在青少年時期就出現，最終將導致心臟病及中風。此緩慢且複雜的發生機制是由內皮細胞( endothelial cell )、血管平滑肌細胞( vascular smooth muscle cells )、巨噬細胞( macrophage )、血小板( platelets )，及其他蛋白質因素如低密度脂蛋白( low-density lipoprotein；LDL )、生長因子及細胞激素所共同參與在動脈粥狀硬化形成過程。而動脈粥狀硬化的起始，源自低密度脂蛋白或其他發炎蛋白刺激血管內皮細胞表現黏著因子、趨化激素、生長因子等，吸引循環單核球至發炎內皮，並穿過內皮細胞至血管內層內，單核球在此受M-CSF刺激分化成巨噬細胞。而巨噬細胞吞噬oxLDL形成form cell，堆積在血管內層中。同時，在血管內層中的變化，還包括T細胞活化、血管平滑肌細胞增生移行、細胞外間質堆積等。這些堆積在血管內層的分子交互作用及壞死，導致fibrous plaques。當動脈粥狀硬化達到某種程度，會影響血管內腔的血流順暢，上自腹部下至雙腳就可能出現生理血液循環不良的症狀，例如短暫性缺血(頸動脈、腦動脈、脊椎-顱底動脈，症狀為半邊無力、言語不清、暈眩、意識混淆)，視力模糊減退(眼動脈、視網膜動脈)，聽力受損(內耳動脈)，心絞痛(冠狀動脈)及腳痛或腳抽筋。如果粥狀硬化的斑塊( plaques )發生破裂，血液中的血小板會被激發( activated )，相互間大量聚集並附著於血管壁內皮層損傷部位而形成血栓( thrombus )，阻斷血流，此時稱為粥狀動脈栓塞症( atherothrombosis )，臨床上會造成腦中風、意識昏迷、失明、耳聾、心肌梗塞、跛腳、下肢壞疽，甚至猝死。在台灣，腦中風每年約奪走一萬五千條寶貴的生命，同時更是造成癱瘓與長期殘障的主要原因，不止個人的健康受到威脅，更給家庭和社會帶來人力照顧及經濟上無比沉重的壓力負荷。研究指出，動脈粥狀栓塞引發心臟病的機率高達30%，引發中風的機率為25%，引發周邊動脈疾病的機率約20%；另外25%則為兩種以上之罹病者，若併發動脈粥狀硬化，統計上會減少8～12年的壽命，心臟、腦血管和周邊動脈血管之間的關聯性及重要性可見一斑。因此，穩定斑塊預防破裂則可以減少急性病症的發生。其中statin降血脂肪藥物被證實可以減少斑塊中脂肪含量，同時又可降低發炎反應，進而穩定斑塊、預防破裂。斑塊的穩定度依文獻指出與巨噬細胞( macrophage )有密切相關，因此各種藥物是否可藉由調控巨噬細胞，或者可以藉由其他機轉，直接穩定斑塊則需要更多實驗證實。
實驗方式
    實驗利用apoE knockout mice (老鼠因基因缺失，血管壁容易有脂肪堆積，而有早發性動脈硬化)，並餵食高脂肪性食物，如此老鼠便容易有嚴重的動脈粥狀硬化。於18周時，進行腹腔灌洗( peritoneal lavage )以獲得巨噬細胞。將取出的巨噬細胞進行培養，同時加入奈米顆粒藥物或原型藥物(非奈米顆粒化)進行體外調控後，分別將巨噬細胞經由老鼠尾部動脈注射入老鼠體內，另外也增加其他組別包含餵食原型藥物(非奈米顆粒化)以及注射奈米顆粒藥物。經過8周治療，將老鼠犧牲後，取出主動脈做組織切片與染色，觀察何種治療方式可以有比較少的斑塊破裂，同時又是經由何種機轉。
心得
動物實驗中，我們常常可以發現新的藥物或者更大劑量的使用，對於心血管疾病包括動脈硬化、血管新生以及血管功能都有預期中的改善效果。然而，相對於劑量增加，藥物所帶來的副作用也往往提高，常見動物實驗中成功的藥物經常無法使用於人體，大部分的原因就是劑量過高為人體所無法承受，甚至對人體而言是致死劑量。本項實驗發現單次肌肉注射NP-cilostazol藥物應用於缺血肢體之老鼠模型實驗，相對於口服cilostazol藥物，確實可以改善缺血肢體之血流回復情形。由此，我們可以得到幾點結論：
1. cilostazol藥物對於下隻血管截斷手術的老鼠，確實可以改善其局部組織缺血、缺氧的情形，於手術後追蹤可見下之血流恢復情形相較於其他組別為佳，推測其確實具有重建新生血管的功能。
2. 使用奈米顆粒的PLGA藥物載體可以有效的將cilostazol送入組織細胞中，降低藥物總使用劑量，提升藥物效果。
依此而言，倘能善用奈米顆粒的PLGA藥物載體不只可用於治療心臟血管疾病，更有機會將抗癌藥物奈米化，以增強抗癌效果，減少副作用。
Cilostazol對於內皮細胞的效果
    利用FITC-NP實驗發現，奈米顆粒的PLGA藥物載體於投藥7-14天之後，螢光反應與CD31陽性抗體重疊，顯示PLGA藥物載體極可能是進入內皮細胞中。也就是說，PLGA藥物載體將cilostazol有效地送入內皮細胞，從而引起其後一連串的血管新生反應。然而cilostazol對於內皮細胞有何作用？根據文獻指出，cilostazol對於內皮細胞的作用包含：
1. 抑制發炎反應14
   Hattori 等人利用人類臍帶靜脈內皮細胞( human umbilical vein endothelial cells, HUVEC )，發現Cilostazol可以活化HUVEC的AMP kinase以及AMP kinase下游的反應物。而cilostazol促使AMP kinase磷酸化並不會因為同時投與SQ 22536( adenylate cyclase inhibitor )或pCTP-cAMP( a cell-permeable cAMP analogue )而受到影響。顯示cilostazol可藉由獨立於cAMP( independent of cyclic AMP )外的途徑活化AMP kinase。同時Cilostazol 也可根據劑量增強而加強抑制因tumour necrosis factor alpha ( TNFalpha )引起的NF-kappaB活化及因TNFalpha誘發的IkappaB kinase活性。此外，cilostazol也抑制了HUVEC因TNFalpha刺激引起的發炎物質的基因表現( gene expression of various pro-inflammatory and cell adhesion molecules )，其中包含vascular cell adhesion molecule-1、E-selectin、intercellular adhesion molecule-1、monocyte chemoattractant protein-1 ( MCP-1 )、PECAM-1…等等。若利用RNA interference of AMPKalpha1或compound C ( the AMPK inhibitor )，則cilostazol抑制NF-kappaB 活性的能力便會下降。總結而言，可藉由活化AMP kinase進而抑制NF-kappaB ，因而減低發炎物質的基因表現。
2. 抑制細胞老化15
內皮細胞的凋亡與否，是組織發生缺氧、發炎、氧化壓力時決定組織受損程度的重要因素。延緩內皮細胞凋亡，便可以進一步創造有利環境促使血管心聲。Ota H等人利用細胞及動物實驗，證實cilostazol可以該善因氧化壓力而造成的內皮細胞凋亡。他們利用H2O2來促使HUVECs快速凋亡( judged by senescence-associated beta-galactosidase assay )。發現單純使用H2O2會造成93% 的內皮細胞凋亡。若同時投與cilostazol ( 100 micromol/L )則可降低內皮細胞凋亡至46%。若同時投予其他可提升cAMP的藥劑或DETA-NO ( NO donor )則亦可以降低內皮細胞凋亡。反之，若投與PKA inhibitors，則cilostazol減少內皮細胞凋亡的效果便會減少。另外，Cilostazol會經由增加Sirt1表現而促進Akt及nitric oxide synthase ( eNOS )磷酸化。若抑制Sirt1表現，則cilostazol減少內皮細胞凋亡的效果也會減少。因此，cilostazo確實可以減少內皮細胞凋亡並增強內皮細胞功能而增加NO產量。
3. 改善內皮細胞功能16
   Suzuki等人發現將ciostazol投藥於HUVEC，可以發現隨劑量增加AMP kinase的磷酸化及其下游產物，acetyl-CoA carboxylase ( ACC )也會增加。同樣的，實驗中也發現cilostazol也會促進HUVEC的NO產量，並經由抑制NF-kappaB而減少VCAM-1的基因表現。他們進一步利用動物實驗，證實cilostazol可增加糖尿病老鼠的主動脈tetrahydrobiopterin ( BH4 )的含量，進一步改善其舒張功能( vasodilatation )。因此，在高血糖引起的內皮細胞功能失常，確實可藉由投與cilostazol而獲得改善。
Cilostazol於動物實驗中的成效
    另外，在動物實驗中，cilostazol也被證實可以減低腦部因缺氧、缺血而發生的急性與慢性損傷，也可以減輕因冠狀動脈阻塞因起的心肌梗塞範圍。17, 18 
    Ye YL等人利用老鼠腦缺氧模型，將老鼠右大腦動脈作短暫性的阻塞，並於24小時、第7天、第28天評估其急性期( 24小時 )與中長期( 第7、28天 )引起的腦梗塞範圍及神經學缺損嚴重程度。發現，手術前給予腹腔注射單一劑量cilostazol 3-10 mg/Kg，可以減少急性期的腦損傷。 手術後，給予腹腔注射cilostazol 10 mg/Kg/day共7天，則可於第7、28天發現無論是神經學缺損程度或腦部萎縮程度都大為減輕。此外，cilostazol同時也抑制了星細胞增生、神經膠質結痂形成( astrocyte proliferation/glial scar formation )以及促進血管新生。Mika Fukasawa等人利用體外兔子心肌梗塞模型，發現cilostazol可以減少心肌梗塞的範圍，但其他PDE III inhibitors則沒有如此效果，推測cilostazol可能是經由活化粒線體的離子通道( mitoKCa channels )而產生心臟保護效果。
血管新生( neovascularization )
    所謂neovascularization是一個综合的名詞，它包含了vasculogenesis、angiogenesis及arteriogenesis。Vasculogenesis是指經由血管內皮前驅細胞( endothelial progenitor cells, EPCs (內皮前驅細胞) )形成新的微血管網( the de novo formation of a capillary plexus )。胚胎時期，vasculogenesis起始於mesenchymal angioblasts進入血管的構造之中。出生之後，vasculogenesis可能是歸功於骨髓幹細胞分化形成的血管內皮前驅細胞，但在成人身上，這樣的vasculogenesis對於真正血管的成形幫助仍是疑慮。
    Angiogenesis是指自原來的微血管長出新的微血管網脈，經由“sprouting”或者“intussusception”的過程，慢慢長出新的、薄壁含單一層內皮細胞的結構( new thin-walled endothelium-lined structures )。Angiogenesis的過程通常是經由組織缺氧而引發，進一步增加hypoxia-inducible factor-1 ( HIF-1 )的表現19。HIF-1是一個細胞核轉錄因子( nuclear transcription factor )，會進一步誘發angiogenesis。
    Arteriogenesis是指動脈血管的形成，它包含完整的血管3層構造( intima, media, and advanitia )同時具備有血管收縮與舒張的特性。引起Arteriogenesis的機轉目前尚未完全清楚，可能是因原來已經存在的血管經由血管重塑與擴大而來，或者從微血管網之後的小靜脈( postcapillary venules )長出來。無論上述何種情形，都可能和血管壁所承受的剪力( shear stress )增加有關。這種新形成的血管，臨床上我們就叫做側枝循環( collaterals )，主要是要將血液自血管嚴重狹窄的近端( 壓力高張區, high-pressure region )繞流( bypass )至血管遠端( 壓力低張區, low-pressure region )。
    雖然vasculogenesis、angiogenesis及arteriogenesis的誘發因子不盡相同，但都受到各種發炎細胞與細胞激素的調控，端視其病理環境不同，而有不同的血管新生過程。
    其中細胞激素是包含一群約8到10kDa大小的分子，可以調控白血球的聚集( leukocyte recruitment )。細胞激素及其受體( chemokine ligands and receptors )均被認為是在不同的病理環境下，包含慢性發炎、組織增生、癌症、傷口修補以及動脈粥狀硬化…等，調節血管新生。總共將近有50種人類細胞激素，根據分子結構可被分組為4個族群，包含CC、CXC、C以及CX3C subfamilies( 表1 )。其中，CXC chemokine ligands又可根據其上3個胺基酸( glutamic acid-leucinearginine )的順序進一步區分為ELR陽性或陰性的族群。ELR-positive CXC chemokines包含interleukin ( IL )-8/CXCL8等，是強力的neutrophil chemoattractants。而ELR-negative CXC chemokine ligands，包含CXCL9 ( MIG )、CXCL10 ( IP-10 )、CXCL11 ( I-TAC )等，是受到干擾素( interferon )的引發，會吸引單核球( mononuclear leukocytes )，活化Th1 CD4 T cells、NK cells ( 自然殺手細胞 )、monocytes ( 單核白血球 )以及myeloid dendritic cells等到發炎的組織。ELR陽性的CXC細胞激素大致而言會促進angiogenesis，而ELR陰性的CXC細胞激素則會抑制angiogenesis。另外，屬於CC族群的chemokine ligand CCL2，則會促進arteriogenesis。
    屬於CXC族群的keratinocyte-derived chemokine ( KC )/growth-regulated oncogene ( GRO )-( ( CXCL1 )可經由鍵結CXCR2受器而吸引monocytes聚集，加強在受傷組織中內皮細胞的復元。在ApoE基因缺損老鼠( ApoE knockout mice )的受傷血管，新生內膜中的巨噬細胞( macrophage )是主要KC的來源，實驗中若投與KC抗體，則會加重新生內膜增生。20然而，新生內膜中的巨噬細胞與皮滑肌細胞( smooth muscle cells )含量並未受影響，因此推測若抑制KC則是會抑制內皮細胞復元而惡化內膜增生。此外，內膜新生過程部分必須仰仗於骨髓幹細胞分化而成的血液中內皮前驅細胞( EPCs (內皮前驅細胞) )。若利用藥物促進內皮前驅細胞移動，則可藉由加速內皮細胞新生而達到抑制內膜增生的效果。除了CXCR4以外，CXCR2是目前認為參予血管內皮層修補的重要接受器。21目前發現，內皮前驅細胞通常在2個星期後聚集到受損血管，這個時間也正是新生內膜中KC/GRO-(表現的時候。其它CXCR2 ligands包含CXCL7、CXCL8或MIF等，組織中表現的時間較早，也可能參予經CXCR2作用而聚集內皮前驅細胞( recruitment of EPCs (內皮前驅細胞) )。因此，KC/GRO-(與CXCR2間的作用，可能是主導內皮前驅細胞Homing的主要機轉之一。
Cilostazol與血管新生
    由臨床上的研究發現，cilostazol可以有效改善罹患周邊動脈阻塞疾病病人的症狀，加上動物實驗發現cilostazol在老鼠腦缺氧模型中發現腦梗塞部位周圍有新生血管形成，推測其可能具有促進血
管新生的功效。本項實驗，同時也發現利用PLGA奈米顆粒可以有效地將cilostaol送入內皮細胞而促進血管新生。雖然，利用餵食cilostazol的老鼠並無顯著血流恢復，那可能是因為餵食cilostazol的劑量不足，顯示天天餵食cilostazol的效果，遠不如單次肌肉注射PLGA奈米顆粒承載的cilostazol。PLGA奈米顆粒承載的cilostazol如何促進血管新生呢？由於實驗中，老鼠只接受單次NP-cilostazol肌肉注射，血液中並無法測的NP-cilostazol的濃度，推斷其作用斷不是全身性的，例如：增加血中循環內皮前驅細胞。加上以螢光PLGA奈米顆粒肌肉注射1-2星期後發現，螢光反應與內皮細胞重疊，推論NP-cilostazol作用於局部缺氧組織，促使細胞激素(自內皮細胞)釋放，同時活化內皮細胞以分泌蛋白酵素，分解細胞外基質(extracellular matrix )，吸引血中循環內皮前驅細胞以利血管新生。

    Inger Øynebråten等人發現內皮細胞中分泌的濾泡( secretory granules )裡原先就存在許多細胞激素。作者發現，利用forskolin ( activate the enzyme adenylyl cyclase and increasing the intracellular levels of cAMP )可以刺激內皮細胞( HUVEC )釋出這些細胞激素，包含GRO-(、MCP-1、IL8…等。同樣的，若投與Me-AMP提供cAMP則同樣可以促使內皮細胞釋出細胞激素。而投與H89 ( Protein kinase A inhibitor, PKA inhibitor )則cAMP引起的細胞激素釋放便會減少。顯示，cAMP以及PKA pathway對於內皮細胞釋放GRO-(、IL8等細胞激素是很重要的。這些激素又被認為與血管新生有著極大的相關。而Cilostazol正可以刺激內皮細胞內cAMP濃度上升而活化PKA patway，因此，我們認為，局部肌肉注射NP-cilostazol可能是經由刺激內皮細胞釋放GRO-(…等cytokines而促進血管新生。
    另外，局部組織的基質金屬蛋白脢( matrix metalloproteinase, MMP )與其組織拮抗物Tissue inhibitors of metalloproteinase ( TIMP )含量比例，亦與血管新生過程相關。其它包括內皮細胞增生( proliferation )、移行( migration )、附著( adhesion )等，也都與血管新生過程相關。文獻中對於cilostazol對於基質金屬蛋白脢表現程度的影響很少探討，可能需要近一步的實驗已確定期間的相關性。
未來研究方向

    為了確定cilostazol原始劑型以及NP-cilostazol對於整個血管新生過程的影響，有幾點疑問需要近一步的實驗設計方能釐清。

1. cilostazol對於血液內皮前驅細胞的作用
   由於本實驗是利用PLGA奈米顆粒承載cilostazol做單次肌肉注射，並無全身一統性的作用，因此為了解cilostazol對於內皮前驅細胞的作用，必須利用餵食的方式進行全身性的藥物投與，雖然實驗中餵食cilostazol 12mg/kg/day的組別並未表現優於對照組的血流恢復情形。然而，事實上整個血管新生過程長達2-6周，所以餵食cilostazol的組別可能需要更長的觀察時間。當然這也顯示了利用奈米PLGA顆粒承載藥物可以增加藥物的有效性。
   未來實驗設計應會利用餵食方式投與cilostazol，檢查老鼠手術前與手術投藥後一定時間血液中EPCs (內皮前驅細胞)的含量(百分比)，比較投與藥物cilostazol是否可以增加血液中EPCs (內皮前驅細胞)，如此可以了解cilostazol對於幹細胞分化為EPCs (內皮前驅細胞)以及促進EPCs (內皮前驅細胞)自骨髓進入血液中的角色。而此兩項可能機轉又可藉由細胞實驗，於培養人類週邊血液幹細胞時加入cilostazol並觀察EPCs (內皮前驅細胞)培養成功率，便可以了解cilostazol是否可以幫助EPCs (內皮前驅細胞)分化。此時也可以測試NP-cilostazol是否相較於cilostazol更為有效。

   培養成late EPCs (內皮前驅細胞)之後，進一步要測試cilostazol對於EPCs功能的影響，包含附著( adhesion )、移行( migration )、增生( proliferation )與體外血管成形( tube formation )功能。蓋上述EPCs功能為EPCs在血管新生時扮演的角色。進一步，要測試cilostazol影響EPCs功能的機轉，包含NO、Akt/PI3k、PKA、AMP kinase…等。
   更且，可以進行細胞治療( cell therapy )，將培養出來的early or late EPCs (內皮前驅細胞)移植到接受下肢血管截斷手術的老鼠身上。移植前，利用cilostazol或NP-cilostazol先做體外移植前處理，觀察EPCs上的CXCR2、CXCR4….等受器( receptors )是否會表現增加？另外細胞移植後是否相對於未經cilostazol/NP-cilostazol處理的EPCs還更能改善血流？

2. cilostazol與內皮前驅細胞Homing的相關性

   相較於餵食cilostazol可以有全身性的影響，局部肌肉注射NP-cilostazol可能是透過改善局部組織環境以利EPCs (內皮前驅細胞) homing，進而促進血管新生。前人的實驗已經發現，KC/GRO-(與CXCR2的結合是調節EPCs homing的主要機轉。其它像是SDF-1與CXCR4、MCP-1 ( CCL2 )與CCR2…等，都可能是機轉之一。另外，內皮細胞胞質中儲存的各種chemokines可藉由PKA pathway而促使其釋出細胞外。Cilostazol作用於內皮細胞嘴主要的機轉之一就是活化PKA而引發下游反應。所以近一步的實驗將針對接受過手術並用cilostazol/NP-cilostazol治療老鼠的缺氧肌肉組織進行西方蛋白轉漬( western blot )，檢測其各種蛋白的表現，包括KC/GRO-(、MCP-1、VEGF、SDF-1…等。同時也必須進行組織免疫染色，檢視其血管新生的密度與各種細胞激素的相關性。
3. cilostazol與組織中基質金屬蛋白脢的表現
   目前發現的基質金屬蛋白酶共約25種，他們是由一群含有鋅的內生胜肽，它可以分解絕大部分的細胞外基質及基礎膜，同時也參與其他蛋百質水解的過程。只有間質膠原分解脢，包括MMP-1、MMP-8、MMP-13可以參與完整膠原纖維的分解，使其成為片段性的膠原纖維，再交由其他MMPs，如MMP-2和MMP-9做進一步的分解。當血管新生的時候，內皮細胞或內皮前驅細胞必須移行以形成新的血管構造。此時，細胞外基質( extracellular matrix )就會被分解以利內皮細胞或內皮前驅細胞移行。其中，包含MMP-9、MMP-2…等在已經發表的文獻中已經顯示不論在腫瘤組織或缺氧組織中，都與血管新生有不等程度的相關。
   所以進一步的實驗，除了要檢測老鼠的缺氧肌肉組織MMPs含量外，也要利用zymography檢測MMPs活性。並進行細胞實驗，測試cilostazol是否可以調控內皮細胞分泌MMPs。
4. cilostazol與糖尿病
   我們都知道，糖尿病人最常罹病甚至死亡的原因就是心血管疾病。根據臨床研究指出，75%的糖尿病患主要死因為心血管疾病，第二型糖尿病人因冠狀動脈而造成的死亡率為其他疾病的三倍。糖尿病血管併發症是一種全身性、慢性、進行性動脈粥樣硬化和血液動力學異常等因素綜合作用所致的疾病。高血糖導致血液淤積及循環障礙為特徵的病變，表現為大血管和微血管兩種病變，間單的說就是造成大、小血管阻塞。大血管病變主要累及冠狀動脈、腦血管及下肢血管。微血管病變主要累及視網膜、腎小球等等。
   既然罹患各處血管狹窄疾病的病人，很大一部分都有糖尿病，因此cilostazol對於糖尿病人的療效，將是此項藥物今後推廣的重要考量。也因此，實驗必須進一步進行糖尿病鼠的下肢血管截斷模型。利用KKay mice (老鼠因基因缺陷有先天性第2型糖尿病)或streptozocin引發的糖尿病鼠(屬第1型糖尿病)進行實驗，測試cilostazol是否對於糖尿病鼠的血流恢復有正面效果。再利用高葡萄糖的環境進行體外細胞實驗以模仿糖尿病的血液高糖狀態，了解高葡萄糖的環境下cilostazol/NP-cilostazol是否可以改善內皮細胞或內皮前驅細胞的功能。
5. cilostazol與新生內膜增生( intimal hyperplasia )
   cilostazol本身的效果似乎不只於抑制血小板凝集及可能會促進血管新生。前文提到，最近的臨床實驗發現，病人於接受冠狀動脈血管支架置放手術後，同時服用cilostazol 200 mg/day，似乎可以減少血管再狹窄發生率，也就是說，cilostazol可能也具備抑制新生內膜增生的功能。要了解cilostazol是否也有抑制新生內膜增生的功能則需要另一種動物實驗模式：鐵線血管創傷模型( wire injury model )。(首先，將老鼠下肢的股動脈( femora1 artery )與肌肉血管分枝 (muscular branch )分離出來，然後將鐵絲經肌肉血管分枝穿入股動脈達腹股溝韌帶的高度，置放1分鐘後，取出鐵絲，將肌肉血管分枝結紮( ligation )。之後，於手術後28天犧牲( sacrifice )老鼠，並取下股動脈組織進行組織學檢驗。(圖15)關於藥物抑制內膜增生的機轉大體可以有兩種可能，一是抑制平滑肌細胞增生，同時抑制細胞外基質的分泌。二是促進內皮化( endothelialization )，也就是促使血管內皮細胞重新形成，待血管內皮完整形成，新生內膜變無法再增生。Cilostazol本身對於皮滑肌細胞的調控尚未有文獻報告，但因了解其可以改善內皮細胞功能，推測其應可以促進受損血管再度內皮化( re-endothelialization )，進而抑制內膜增生。再度內皮化( re-endothelialization )的過程，也牽涉到EPCs (內皮前驅細胞)的Homing，值得進一步探討。
建議事項
1. 奈米科技屬於新興科技，目前更被應用於醫學研究，其存在的潛力將會被實際用於臨床治療工作，不僅對於醫療科技是一整進步，其中的商業利益更是無限。於九州大學的研究過程中發現，日本政府相當注重產學合作並積極介入主導工作，鼓勵研究同時，同時也以開創具備龐大利益潛力的產品為目標。產業以無限制的方式供給奈米顆粒製劑，九州大學的物理研究部單位將各種藥物鑲入奈米顆粒，而醫學研究部門便得以進行動物實驗。此舉，不但有助於學術發展，其結果更是具備商機，足可以改善社會經濟。由於PLGA奈米顆粒本身無害，而使用的要物皆早以應用於醫療，等於是換包裝。從顆粒變成膠囊，從藥粉變成奈米顆粒藥粉，相信應可以很快就用於臨床醫療。實驗中提及的奈米顆粒藥物，並非具備高技術門檻，我相信台灣也有相當多產業或理工科大學正進行研究，只是我們缺乏政府相關部門的主導，讓企業、學校與醫院間進行配合。個人認為，政府相關單位應積極思考各種產學合作的可能性，並介入主導合作，進行藥物奈米畫的製程，此舉對於提升台灣國際醫療學術地位甚至振興經濟都可能有助益。
2. 九州大學醫學部中有多位醫生暫時放棄醫院臨床工作而從事醫學研究，然而，他們的生活經濟大致無虞，端賴的是政府的補助。雖然成為學生，從事研究工作，但是經濟收入卻無異於從事臨床工作之時。這點，大概也是目前台灣最令人惋惜的現況。當研究者的經濟生活無虞，方可能全心投入研究而產生結果。台灣的醫(學)生，可以說是全國的菁英，但是大多數的人畢業之後多投入臨床醫療工作，追求合理薪資。只有極少數的人會轉往、持續於醫療研究。然而，醫療研究的成功不單有助於學術地位提升、醫療進步，也可能可以改善經濟。簡單舉例，降血脂肪藥物可以有全球專利15年，專利期間每年全球的利潤高達數千億甚至數兆美元。台灣的大學教授可以有每7年休息一年，隨其從事研究、出國進修的安排。但是，醫學中心的教授蓍老，卻無一日可以免除臨床工作專致於研究，更甚，其臨床工作不少於地區醫院專致於臨床醫療服務之醫師。如此現況，並不適於鼓勵醫療研究。既然，醫學中心的教授、講師也同樣隸屬於教育部，是否可能有新的制度鼓勵醫療工作者從事醫學研究？
3. 雖然我們無從得知如何評估短期公務人員出國研究的成效，與如何進行人員配額。但是敝單位(醫療單位)每年均有相當多的人員爭取這個機會，卻只有1/20的機率獲得進修機會。若醫療研究的目的之一包含提昇國際醫療學術地位，也就是文章發表。未知其它單位評估方式為何？政府的政策當然都要有其成效，個人建議相關於短期公務人員出國進修計畫應該訂定合理成效評估標準，進一步作為人員配額的依據。例如，學術單位可以進修後文章發表的數目為依據；行政單位以行政成效提升為依據；營利單位以營利所得提升為依據…等。
4. 協助建立合作管道。醫學研究過程中，尤其是新的藥物，往往必須藉由動物研究了解其毒性、治療機轉，也因此在日本的短期研究中，累積不少動物組織切片。但是因動物組織進出海關可能牽涉到檢疫的問題，因而造成返台之後所有研究工作必須重頭開始，有時間浪費之虞。當然還包括如何攜帶實驗用藥的問題，可能牽涉到是否觸犯海關法律，對今後出國進修之人員，可能要考慮建立建立此一管道。
圖表

表1：參予血管新生的人類細胞激素與受體
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圖片
圖1：PLGA奈米顆粒的構造。
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圖2：根據體外實驗，奈米顆粒的PLGA藥物載體可自行水解。
[image: image3.emf]
圖3：老鼠後肢缺血手術解剖圖。自鼠蹊韌帶以下之股動、靜脈( 白色箭頭)，至遠端隱動、靜脈( 分枝前，黑色箭頭處)之間血管合併分枝，截除。
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圖4：奈米藥物肌肉注射區域( 白色圓圈處)圖。

[image: image5]
圖5：對照組經血管截除手術前後，利用雷射都卜勒掃瞄偵測之血流回復情形。手術後，左後肢體血流呈現藍色，代表幾乎完全沒有任何血流供應。相對於未接受手術的肢體，血流呈現綠、紅、甚至白色，代表血流豐富。由圖可見，追蹤期間接受手術的肢體血流漸漸增加，約7-14天後，增加趨勢減緩。
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圖6：The dosing effects of NP-cilostazol。於下肢血管截斷手術的老鼠肌肉注射低、中、高劑量的NP-cilostazol，觀察14天的血流回復情形。由圖可見，於手術後14天，接受NP-cilostazol治療的老鼠，其血流回復指標的平均值均比對照組為高。其中，接受NP-cilostazol 12 mg/kg的老鼠(綠色曲線)血流回復情形最佳。橫軸為手術前後時間。縱軸為血流回復指標(缺血肢體血流/對側(非手術)肢體的血流)。Pre-OP：手術前。
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圖7：The dosing effects of NP-cilostazol。利用oneway ANOVA與post hoc analysis分析群組間的差異。於手術後7天，4組之間血流回復情形雖無顯著差異，但經NP-cilostaol 4 mg/kg治療的老鼠相較於對照組有顯著血流恢復情形。手術後14天，4組之間血流回復情形則有明顯不同，其中無論是使用NP-cilostazol 4 mg/kg或12 mg/kg都有顯著改善血流的情形。縱軸為血流回復指標。
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圖8：比較餵食cilostazol與肌肉注射NP-cilostazol的效果。發現，餵食cilostazol的老鼠(綠色曲線)相較於對照組，血流回復情形無甚差異，且無論在手術後7天或14天均較肌肉注射NP-cilostazol的老鼠為差。橫軸為手術前後時間。縱軸為血流回復指標(缺血肢體血流/對側(非手術)肢體的血流)。Pre-OP：手術前。
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圖9：比較餵食cilostazol與肌肉注射NP-cilostazol的效果。利用oneway ANOVA與post hoc analysis分析群組間的差異。於手術後7天，4組之間血流回復情形有顯著差異，經NP-cilostaol 12 mg/kg治療的老鼠相較於對照組與餵食cilostazol的老鼠有顯著血流恢復情形。手術後14天，4組之間血流回情形也有明顯不同，其中使用NP-cilostazol 12 mg/kg的老鼠相較於對照組與餵食cilostazol的老鼠也有顯著血流恢復情形。縱軸為血流回復指標。
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圖10：觀察肌肉注射NP-cilostazol的老鼠加以餵食L-NAME的效果(於老鼠飲用水中加入L-NAME 0.01 mg/ml)。發現，餵食L-NAME的老鼠(綠色曲線)與對照組的血流回復情形無差異，且無論在手術後7天或14天均較肌肉注射NP-cilostazol的老鼠為差。橫軸為手術前後時間。縱軸為血流回復指標(缺血肢體血流/對側(非手術)肢體的血流)。Pre-OP：手術前。
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圖11：觀察肌肉注射NP-cilostazol的老鼠加以餵食L-NAME的效果。利用oneway ANOVA與post hoc analysis分析群組間的差異。於手術後7天，3組之間血流回復情形無顯著差異，但手術後14天，餵食L-NAME的老鼠雖也接受NP-cilostaol的治療，但其血流回復情形與對照組無異。縱軸為血流回復指標。
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圖12：不同細胞對於奈米顆粒的吸收性。利用體外細胞實驗，在培養內皮細胞 (HUVEC)與橫紋肌細胞( SkMC )的培養液加入攜帶螢光的PLGA奈米顆粒( 0.1 mg/cc )培養一小時後移除。利用檢測螢光強度分析奈米顆粒進入細胞的數目，發現，相對於橫紋肌細胞，奈米顆粒於內皮細胞中的含量相對高。

[image: image13.emf]
圖13：下肢血管截斷手術時肌肉注射FITC-NP，於手術14天後，留取肌肉組織做免疫螢光染色。綠色螢光之FITC (圖左)是奈米顆粒的螢光表現，顯現奈米顆粒的分布位置。CD31 (圖中)是內皮細胞的表面抗原，利用帶紅色螢光CD31抗體結合即可以顯現內皮細胞的分布。兩圖形一結合(圖右)則可以發現，綠色螢光與紅色螢光重疊，表示奈米顆粒與內皮細胞重疊，意即奈米顆粒於14天後，主要仍是存在於內皮細胞中。
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圖14：圖右可見利用正負電荷相吸引的方式塗覆奈米顆粒於金屬支架表面。
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圖15：Wire injury model。圖左為正常股動脈之組織切片，圖右為經過wire injury 4星期後的股動脈組織切片。可明顯看見，接受wire injury之後，股動脈之內膜會大量增生，造成血管管腔狹窄。
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