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赴美國食品藥物管理署獸醫中心研習食品中抗生素殘留分析方法
摘要

行政院衛生署藥物食品檢驗局薦任技士陳清美及薦任技士唐玉芸二人，於2005年10月16日至10月28日間因人才培訓之出國計畫赴美國「藥物食品管理署」（Food and Drug Administration ; FDA）獸醫中心（Center for Veterinary Medicine；CVM）研究中心（Office of Research）之藥物殘留化學組實驗室進行研習。研習內容包括「利用液相層析質譜儀技術分析食品中殘留觀黴素之檢驗」、「食品中胺基醣苷類抗生素之多重殘留分析」；與該技術相關專家進行學術交流，多方面收集瞭解相關資訊，參訪動物研究分部，了解美國藥物食品管理署研究方法開發上之嚴謹，並從源頭管制之管理作法。所需費用由行政院衛生署藥物食品檢驗局人才培訓之出國計畫預算支應。
關健詞：抗生素殘留
壹、前言

抗生素等動物用藥殘留問題近來逐漸為社會大眾及媒體所重視及披露，使得此問題為國人食用農、禽、畜及水產品上之一大疑慮，為確保國人飲食安全，並提升專業技術之能力，加強與其他國家溝通學習及建立良好互動關係。本次研習過程及地點主要由美國藥物食品管理署獸醫研究中心中之藥物殘留化學組(Division of Residue Chemistry)所協助，於該組之研究實驗室進行研習，研習內容包括與多位專業人士就檢驗技術及科學方法方面進行討論及研究實驗，另參訪同樣位於當地之動物研究分部，了解美國藥物食品管理署研究方法開發上之嚴謹，並從源頭管制之管理作法， 此外，參訪了同樣位於Laurel美國農業部門蜜蜂養殖研究中心，了解蜜蜂養殖、蜂蜜採集及添加合法安全抗生素之整個相關過程。
貳、預期達成目標及效果

1. 研習利用液相層析質譜技術（Liquid Chromatography / Mass Spectrometry）分析食品中殘留觀黴素之檢驗方法。
2. 研修食品中Aminoglycoside 類抗生素之多重殘留分析技術。
3. 研習食品中殘留抗生素分析的技術，與該技術相關專家進行學術交流，多方面收集瞭解相關資訊。
參、研習內容

一、研修機構組織及其職掌：
美國藥物食品管理署獸醫中心(Center for Veterinary Medicine; CVM) 於1972年由美國藥物管理署之前身，食品、藥物及殺蟲藥劑署所成立，經過多次改革性轉變，於1984年由動物用藥管理局成為現今之獸醫研究中心。美國藥物食品管理署獸醫中心除負責管理給予動物 (包括牛、豬、家禽、馬及次要之相關物種) 之添加物、動物用藥及可為人類食用動物組織之動物用藥品殘留問題之規範、監控、檢驗及管控等相關事宜，並藉由允准安全及有效之藥物以維護大眾安全。獸醫中心設有以下幾個組織部門：
(1) Office of the Center Direcror

(2) Office of Management
(3) Office of New Animal Drug Evaluation
(4) Office of Surveillance and Compliance
(5) Office of Research
(6) Office of Minor Use & Minor Species Animal Drug Development
本次主要研習地點藥物殘留化學組係屬獸醫中心研發分所 (Office of Research) 之部門，研發分所 (Office of Research)設有以下幾個組： 
(1) Division of Residue Chemistry (DRC)

(2) Division of Animal Research (DAR)

(3) Division of Food and Animal Microbiology (DAFM)

藥物殘留化學組(DRC)主要負責包括 (1) 研發及評估殘留於動物組織、體液及飼料中動物用藥之分析方法 (2) 藥物代謝及藥物動力學之研究以協助獸醫研究中心改善幼畜之藥物利用性研究 (3)動物用藥殘留篩檢測試是否精確及於使用於工業上之的適合性。
動物研究組(DAR)主管藥物及飼料添加物在動物體中的藥物動力學研究；動物體中藥物與飲食之交互作用；環境、生理、免疫及遺傳等因子對藥物代謝之影響；審查動物用新藥申請時所附的組織殘留分析方法，飼料中的分析方法及其他相關法規；對動物用藥進行評估其安全及效力試驗。
微生物組(DAFM)之任務為研究潛在危害動物及人體之微生物，特別在抗生素之使用，對抗菌功效、環境菌相影響及抗藥性進行研究。
本次主要研習地點藥物殘留化學組(Division of Residue Chemistry）之組長為Dr. Michael H. Thomas，組員包括:Dr. Jurgen D. von Bredow (team leader)、Dr. Philip James Kijak (team leader)、Dr. Mary C. Carson、Dr. Pak-Sin Chu、Dr. David N. Heller、Dr. Olutosin Remi Idowu、Dr. Mayda Lopez、Dr. Nathan Guy Rummel、Dr. Hui Li等人。
二、實驗室研習：
(一)、利用液相層析質譜技術分析牛奶中殘留觀黴素之檢驗方法
1.實驗背景
觀黴素（spectinomycin），是鏈黴菌（Streptomyces spectabilis）產生的一種胺基環醣醇（Aminocyclitol）抗生素。與細菌核糖體之30S次單體結合，進而抑制蛋白質合成之轉譯而達到抑菌效果。觀黴素對於由淋菌（Gonococcus）引起之人類淋病具有特效的抑制作用，在農畜牧業上則用於畜禽動物之腸道、呼吸道及其他感染症之治療。美國允許以口服投藥或注射方式做為狗、家禽（蛋雞除外）、豬仔及非泌乳牛隻之疾病治療。我國行政院農委會訂定之「含藥物飼料添加物使用規範」將觀黴素列為抗菌劑類，使用時與林可黴素（lincomycin）以1比1比例合用，用以促進生長及改進飼料利用效率，預防控制豬赤痢、細菌性腸炎、細菌性下痢及豬黴漿菌性肺炎，於罹患萎縮性鼻炎時維持正常增重。自95年1月1日起行政院農委會將觀黴素自含藥物飼料添加物品目中刪除。國際食品法典委員會（Codex Alimentarius Commission, CAC）、美國食品藥物管理署（FDA）及我國行政院衛生署對於觀黴素於牛、豬、羊及雞之各可食部位（脂、腎、肌肉、乳及蛋）制訂其殘留標準如表一。
表一、FAO、美國及台灣畜禽食品中觀黴素殘留標準
	Species
	Tissue
	MRL（ppm）

	
	
	FAO
	FDA
	Taiwan

	Cattle
	Fat 
	2
	
	2

	
	Kidney 
	5
	4
	5

	
	Muscle 
	0.5
	0.25
	0.5

	
	Liver 
	2
	
	2

	
	Milk
	0.2
	
	0.2

	Pig
	Fat 
	2
	
	2

	
	Kidney 
	5
	
	5

	
	Muscle 
	0.5
	
	0.5

	
	Liver 
	2
	
	2

	Sheep
	Fat 
	2
	
	2

	
	Kidney 
	5
	
	5

	
	Muscle 
	0.5
	
	0.5

	
	Liver 
	2
	
	2

	Chicken
	Fat 
	2
	
	2

	
	Kidney 
	5
	
	5

	
	Muscle 
	0.5
	0.1
	0.5

	
	Liver 
	2
	
	2

	
	Eggs
	2
	
	2

	Turkeys
	Muscle
	
	0.1
	


Spectinomycin的理化特性為親水性，缺乏UV吸收光譜，於弱鹼或強酸溶液中不穩定。以層析技術分析時需要進一步做衍生化，以液相層析法不論是柱前衍生化（precolumn derivatization）或柱後衍生化（postcolumn derivatization），都缺乏敏感度或需要步驟繁複的衍生化過程，甚至會產生雜物。此實驗希望能對Spectinomycin在萃取方法及確認技術上作探討。
2.實驗方法：
(1)萃取及淨化流程：
[image: image1.emf]牛乳5 mL

[image: image2.emf]加入30％（w/v）TCA溶液 0.25 mL，震盪混合
離心 2200 g， 10分鐘
取水層2.5 mL至試管中
[image: image3.emf]
加入20 mM HFBA溶液2 mL，混合均勻
[image: image4.emf]
注入預先以3 mL甲醇及8 mM HFBA溶液2 mL潤洗之萃取管柱（Sep-Pak Vac tC18, 3 mL）
[image: image5.emf]
以甲醇：20 mM HFBA溶液（4：1, v/v）1.5 mL（×2）沖提
收集沖提液，

於50℃氮氣吹至0.5 mL，以去離子水定容至1 mL，超音波震盪5分鐘

濾膜（0.2 μm, 13 mm PVDF）過濾後供作檢液
(2)液相層析分析條件：
Column：PLRP-s, 5μm, 2.1×150 mm

Mobile phase：MeOH : H2O : 20 mM HFBA（40：20：40, v/v）
Isocratic 

Flow rate：0.23 mL / min

Injection volumn：20 mL

(3)質譜儀試驗條件：
Ion source：electrospray ionization（ESI）
Mass analyzer：ion trap 

離子化模式：ES＋。
Sheath gas flow rate：86

Auxiliary gas flow rate：43

Spray voltage：5.50 kV

Capillary temperature：250℃
Capillary voltage：23.00 V。
Parent ion：333.10。
Collision energy：22.0。
Scan mode：full scan。
Range：m/z 90.0- 317.00

3.實驗結果：
質譜儀技術(mass spectrometry)是將分子離子化，而能根據其質荷比(m/z)作分離並測量各自的數量。質譜儀包括三個部分：離子源(ion source)、質量分析器(mass analyzer)及離子偵測器(detector)。離子源將分析物氣化及離子化，並導入質量分析器，電噴灑離子化技術(electrospray ionization, ESI) 適合用在溶液中的分析物，可以與液相層析法串聯。質量分析器有四極棒（quadrupole）、離子阱（ion trap）及飛行時間（time-of-flight）等質量分析器，其作用為將各種離子依m/z值作依序分離，進入離子偵測器。離子偵測器將自質量分析飛出之離子，激發電子產生並放大訊號。
觀黴素容易以電噴灑技術離子化，以電噴灑離子化─離子阱串聯式質譜儀檢測，在full scan MS模式下以質子水合離子[M＋H2O＋H]＋m/z 351為主。觀黴素在水溶液中以ketone hydrate之形式存在，在MS-MS模式，以m/z 333為前驅離子，經給予碰撞能量(Relative collision energy, RCE)，其碎片離子m/z 140、189及227，同時前驅離子m/z 333在碰撞能量設為22%時，幾乎偵測不到，如圖一。

圖一、觀黴素標準品(10 μg/mL)之質譜圖。
在牛乳中添加觀黴素標準品100 ppb之回收試驗，經萃取管柱萃取及淨化後之檢液，以電噴灑離子化─離子阱串聯式質譜儀檢測，實驗結果如圖二及圖三。

圖二、經萃取管柱（Sep-Pak Vac tC18）萃取淨化(a)觀黴素標準品100 ppb及(b)牛乳中添加觀黴素100 ppb之層析質譜圖。

圖三、經萃取管柱（Sep-Pak Vac tC18）萃取淨化(a)觀黴素標準品100 ppb及(b)牛乳中添加觀黴素100 ppb之碎片離子質譜圖。
4.實驗注意事項：
(1). 觀黴素在水溶液中會吸附玻璃，實驗中必須以塑膠製容器盛裝之。
(2). 在移動相中以HFBA代替醋酸，會延長spectinomycin的滯留時間，提高甲醇比例，因此改善波峰的形狀、感度及電噴灑的功能，
(3). 此檢驗方法可做為觀黴素之確認方法，但做為定量還需要在方法上進一步做改善。
(4). 觀黴素確認：
(a)樣品與標準品之波峰滯留時間差異應在0.2分鐘內。
(b)觀黴素之離子質譜波峰其s / n比值為3。
(c)得到的樣品質譜波峰應與標準品相似。
(二)、食品中胺基醣苷類抗生素之多重殘留分析
1.實驗背景：

胺基醣苷類抗生素（aminoglycosides）屬廣效性抗生素，對於治療革蘭氏陽性菌及革蘭氏陰性菌感染具治療效果。臨床上被限制使用是因會引起腎臟及聽覺障害，在畜牧養殖廣泛用做菌感染之治療或添加於飼養中用作預防或促進生長。
歐盟Commission Decision 2002/657/EC指出，以層析技術分析方法若無質譜技術之配合是無法作為確認方法。本實驗嘗試以電噴灑離子化─四極棒（quadrupole）串聯式質譜儀檢測觀黴素、鏈黴素及雙氫鏈黴素，朝多重殘留檢驗方法之可能性作探討。
2.實驗方法：
(1).液相層析分析條件：
Column：ZIC®-HILTC, 5 μm, 2.1×150 mm

Mobile phase：
Solvent A：0.2 M NH4OAc（pH 4）
Solvent B：ACN
Gradient program：
	Time(min)
	Flow rate（mL/min）
	Composition

	
	
	Solvent A
	Solvent B

	0.00
	0.50
	10 %
	90 %

	0.50
	0.50
	10 %
	90 %

	7.00
	0.50
	60 %
	40 %

	9.00
	0.50
	60 %
	40 %

	10.00
	0.50
	10 %
	90 %


Flow rate：0.5 mL / min

Injection volumn：20 μL

(2).質譜儀試驗條件
Ion source：electrospray ionization（ESI）
Mass analyzer：quadrupole 

MS acquire time(min)：15.00

Number of segments：1

Segments：1
Segment time(min)：15.00

Q2 collision gas pressure(mTorr)：0.50。
Number of scan Events：3

Scan Events：
Polarity：positive 

Data type：centroid 
Scan type：SRM table
Source CID：unused
Scan Events：1.

	parent
	Product
	Width
	time
	CE
	Q1 PW
	Q3 PW

	333.10
	98.10
	1.00
	0.50
	40
	0.70
	0.70

	333.10
	140.10
	1.00
	0.50
	35
	0.70
	0.70

	333.10
	189.10
	1.00
	0.50
	35
	0.70
	0.70


Scan Events：2.

	parent
	Product
	Width
	time
	CE
	Q1 PW
	Q3 PW

	584.30
	263.20
	1.00
	0.50
	41
	0.70
	0.70

	584.30
	246.00
	1.00
	0.50
	44
	0.70
	0.70

	584.30
	204.2
	1.00
	0.50
	57
	0.70
	0.70

	584.30
	221.20
	1.00
	0.50
	47
	.70
	0.70


Scan Events：3.

	parent
	Product
	Width
	time
	CE
	Q1 PW
	Q3 PW

	582.30
	263.20
	1.00
	0.50
	41
	0.70
	0.70

	582.30
	246.00
	1.00
	0.50
	43
	0.70
	0.70

	582.30
	204.2
	1.00
	0.50
	47
	0.70
	0.70

	582.30
	221.20
	1.00
	0.50
	43
	0.70
	0.70


3.實驗結果：見圖四、圖五

圖四、觀黴素標準品(10 μg/mL)之滯留時間及質譜圖。

圖五、牛乳添加觀黴素標準品1 ppm試驗之滯留時間及質譜圖。
4.實驗注意事項：
(1). 胺基醣苷類抗生素會引起腎臟毒害，製備標準溶液時，需著保護裝備如實驗衣、拋棄式手套等。
(2). 此次實驗改用SeQuant出產之管柱ZIC®-HILTC, 5μm, 2.1×150 mm，其優點為具兩性離子靜態相，利於極性及親水性的物質之分析。其優異的選擇性源自親水性及微靜電交互作用，甚至是在低離子強度的buffer下，應用在LC/MS還是理想的。
(3). 本次實驗嘗試以電噴灑離子化─四極棒（quadrupole）串聯式質譜儀檢測，朝多重殘留分析方法，檢測觀黴素、鏈黴素及雙氫鏈黴素，實驗結果：spectinomycin 可被檢測，但streptomycin及dihydrostreptomycin無法有效被區分，有待方法做適當之改進。

肆、研習心得：
本次研習所在的Office of Research，為FDA/CVM的中央級研究單位，不論在硬體或軟體設備上都有許多值得學習之處。Office of Research設有幾個部門，除了此次研習主要所在的Division of Residue Chemistry，另外還有Division of Animal Research（動物研究組）及Division of Food and Animal Microbiology（微生物組）。動物研究組除了進行畜產動物的一些基本研究之外，並與其他研究單位合作，例如此次研習也去參訪的「美國農業部門蜜蜂養殖研究中心」，這些單位負責提供動物的control samples及incurred samples，使實驗取材相當方便。
研習過程對於多位專家之研究熱忱印象深刻，Dr. Mary C. Carson 詳細解說儀器設備、原理、操作及邏輯性方法開發之相關概念，承蒙Dr. Pak-Sin Chu熱心的協助與安排，與該組多位專業人士就檢驗技術及科學方法方面進行討論，並提供了多種相關之抗生素文獻資料，使得此次研習過程獲益良多，感激不盡，並希望藉由此次之機會與美國藥物管理署獸醫中心建立良好之互動關係，以增進檢驗技術之交流及資源之分享，盼將來同仁有機會與之學習切磋。
Division of Residue Chemistry的實驗室寬敞，整體整齊清潔，每個研究人員有自己的實驗室，每個房間都設有號碼鎖，不同層級人員只能使用某些密碼，進入有限的實驗室。在實際參與實驗過程中對於他們在實驗方法之標準流程，落實GLP規範上印象深刻。
伍、建議：
1. 實驗室硬體設備應作整體性規劃，並予以充實。
2. 建立各實驗方法之標準流程，落實GLP規範。
3. 試驗用品廢棄物應妥善分類處理。
陸、致謝

感謝行政院衛生署藥物食品檢驗局各級長官之厚愛與推薦、相關部門協助經費核銷之相關事宜，及美國食品藥物管理署研發分所藥物殘留化學組中每位專家之指導及愛護，使得本次研習能順利圓滿完成。今後將更加努力，以所學確保民眾食用之安全。
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