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摘            要
二○一一年九月二十三日至十月三日期間赴美國舊金山市參加國際暨法醫毒物聯合年會，為期十一日。
參加美國2011年國際暨美國法醫毒物學者學會聯合年會（SOFT /TIAFT），會議採分組及分項形式同時進行，包括專題演講、研討課程、口頭發表論文及壁報張貼論文等，來自世界各地與會代表超過千人參與，本所並於年會中公開發表有關法醫毒物分析之論文一篇。
與來自全美各地、歐洲、亞洲、澳洲各地之學者專家、毒藥物檢驗者齊聚一堂，研習毒藥物科學相關課程、議題及發表心得報告，促進國際學術交流，並可了解先進國家在毒藥物鑑識科學領域的具體作法，機會非常難得。建議鼓勵參加此類國際會議，一方面可增廣見聞，瞭解世界鑑識科學發展的趨勢，再者本所派員參加亦可促進學術交流，提升本所國際聲譽。

壹、出國目的：

為促進國際學術交流、觀摩學習先進國家在毒物鑑識科學領域之作法及研究概況，並由論文發表提升本所國際地位。本所於一百年度內編列預算計劃派員至美國舊金山參加國際暨法醫毒物聯合年會及於會議中發表論文。


經向本屆會議投稿，獲評審委員團審核通過准予本屆年會中公開發表有關法醫毒物分析之論文一篇：「Screening and Confirmation of 29 Benzodiazepines and Hypnotics in Urine by LC-MS/MS（以液相層析串聯質譜分析法同時定量尿液中29種苯二氮平類及鎮靜安眠藥成分）」（劉秀娟、欒心芸、林棟樑、劉瑞厚）。本次出席會議，除職等外尚有本所顧問輔英科技大學劉瑞厚教授亦出席本次會議。


本所於八十七年成立以來，均編有此項經費預算，若法務部長官能持續鼓勵支持下本所將能繼續赴國外接受專業訓練、發表論文及參與國際會議，此乃是法醫毒物研究發展最大支柱，對本所法醫科學學術地位之提升，頗有助益，也藉此機會促進本所與各國法醫毒物學界的知名學者、教授在法醫毒藥物分析技術之交流，汲取法醫毒物新知，以充實本所未來研究發展實力。

特別感謝本所李所長俊億及毒物化學組林組長棟樑之支持與指導，才有此次機會觀摩國外法醫毒物鑑識之發展。

貳、過程：

	9月23日
	自桃園機場搭乘中華航空班機前往美國舊金山市

	9月24日
	抵達美國舊金山市

	9月25日
	抵達舊金山市會議地點San Francisco Marriott Marquis Hotel 
赴大會會場辦理報到手續

	9月26日
	參加2011年法醫毒物學者協會（SOFT）及國際法醫毒物學者協會（TIAFT）聯合年會

	9月27日
	參加研討課程workshop

	9月28日
	論文口頭報告、論文壁報展示

	9月29日
	論文口頭報告、論文壁報展示
發表本所論文

	9月30日
	論文口頭報告、論文壁報展示

	10月1日
	參觀柏克萊大學

	10月2日
	抵達舊金山機場 

	10月3日
	回程


叁、會議內容：
一、參加二O一一年九月二十五日至三十日在美國舊金山市San Francisco Marriott Marquis Hotel盛大舉行「美國法醫毒物學者協會(SOFT)及國際法醫毒物學者協會(TIAFT)聯合年會」，今年出席人數約在一千五百人以上，口頭論文報告有一百零六篇，壁報論文展示共有三百零二篇，分為分析方法、臨床毒物學、合成大麻類、浴鹽、法醫毒物學、環境藥檢及臨床研究等主題。
二、參觀與大會同時進行的儀器廠商展示及書籍販售，蒐集最新儀器及各式實驗室相關資料。美國各著名儀器廠商及刑事鑑識書籍廠商，利用會場展覽及販售有關毒物分析、法醫病理等刑事鑑識相關書籍及儀器。
三、張貼壁報論文，今年本所發表在法醫毒物類計有一篇「Screening and Confirmation of 29 Benzodiazepines and Hypnotics in Urine by LC-MS/MS（以液相層析串聯質譜分析法同時定量尿液中29種苯二氮平類及鎮靜安眠藥成分）」（劉秀娟、欒心芸、林棟樑、劉瑞厚）；期間並與前來閱覽之與會學者討論，並與其他毒物壁報論文區作者們交換意見，了解最新研究情形。

四、研討課程內容
1. WORKSHOP #1：Analytical advances in oral fluid drug testing

許多進入體內的藥毒物，會經由submandibular、sublingual、parotid、labial腺體分泌至口腔液(Oral fluid)，是近年藥毒物學者極力發展的一項非侵入性檢測方式。檢驗口腔液有如下幾點好處:較尿液不易造假、對檢驗者來說，傳染疾病風險較血液低、反應較近期藥物使用情況以及期望用以評估藥物治療或非醫療場所之快速檢測，如在工作場所、交通臨檢、法庭、煙毒慣犯之現場評估。
傳統藥毒物以ELISA(Enzyme-linked immunosorbant assay)方法篩選檢驗，因為抗體製造過程及本身胺基酸組成之特性，使得抗體之專一性不足，而需要以GC/MS做為確認試驗。近期篩驗及定量實驗皆以液相層析串聯式質譜儀(LC/MS/MS)為主。確認方法有GC/MS及LC/MS/MS兩種，GC/MS的好處在沒有基質效應(matrix-dependent ion suppression)、較低的購置及保養花費，缺點在於分析物必須可氣化，所以特定分析物必須衍生使極性降低，而並非一種衍生方法可適用於所有分析物; LC/MS/MS優點在於可用於不需衍生化、熱不穩定物質，缺點為有基質效應。
然而，口腔液中藥毒物濃度與其他生物檢體基質的關係尚在研究中，藥毒物於人體吸收後，進入血液，在微血管經由擴散、被動運輸、主動運輸進入分泌口腔液之口腔腺體中，目前已知會進入口腔液之藥毒物有:酒精、安非他命、甲基安非他命、SMA、LSD、四氫大麻酚、鴉片類、PCP、尼古丁等)。
來自Aegis Science corporation團隊研究結果:服用30 mg codeine phosphate後不同時間點收集血漿及口腔液，使用自然分泌而吐出的方式收集口腔液，比較血漿及口腔液中可待因之濃度關係，期望可以使用口腔液預測血中可待因濃度，發現服用可待因磷酸鹽化合物後2至12小時，血漿中可待因及口腔液中可待因多呈一定比例。而以不同方法收集口腔液，比較自然分泌口腔液與其他方式收集之口腔液中可待因濃度，發現自然分泌口腔液中可待因濃度約是:酸刺激下之3.6倍、無糖口香糖刺激口腔液之2.0倍、口腔液收集裝置刺激下為1.3倍。其他文獻另外指出收集口腔液裝置之不同會影響到口腔液量、口腔液之酸鹼度、藥毒物在收集裝置內之穩定度、回收率，以及實驗中添加之緩衝液，為口腔液中藥毒物濃度之定量增加了許多變因。
2. WORKSHOP #5：New developments in the application of capillary electrophoresis in forensic toxicology

使用毛細管電泳分離毒藥物是近年來發展的一門技術，原理類似核酸及蛋白質電泳，使用電場來分離及鑑別樣品內組成成分。在一個通電的毛細管電解質迴路中，一側為正電電極，另外一側為負電電極，帶正電的藥毒物離子會跑向負極，帶負電的離子會跑向正極，再藉由不同藥毒物總電荷、藥毒物體積大小、形狀、重量的不同，隨著時間在毛細管中泳動的距離不同，區分檢體樣品組成成分。
在注入樣品時，由於樣品具有一定的體積，散布其中的毒藥物開始泳動的起始點不同，連帶電泳完成後個別的藥毒物樣品過於分散，影響結果判讀，為了使所有帶電成分起跑點一致，在注入樣品後需要先進行堆疊(stacking)，使不同的藥毒物泳動起始點相同。
接著，不同藥毒物會依其帶電密度、分子大小、分子形狀、分子重量的不同，通過毛細管末端偵測器的時間也會不同，以此區分樣品中各種不同的藥毒物。
在裝有紫外光偵測器位置的毛細管形態可分為三種，一般型、球狀、Z型。在球型及Z型毛細管中紫外光通過路徑較長，提高偵測敏感度。最新的技術將毛細管後的紫外光偵測器替換成質譜儀或飛行時間質譜儀，使電泳方法可以定量藥毒物並且更可靠。
此種電泳技術除了可應用於小型離子之外，還可以偵測其他藥毒物或大分子蛋白質等，甚至可以辨別藥毒物的掌性(chirality)，可以用於檢體中毒藥物的篩驗。研討會中各國專家學者展示了他們在鈉、鉀、鋇、溴、鋰等離子以及氰化物、火藥殘留、GHB、Zopiclone、Midazolam、蛋白質等等藥毒物。
3. WORKSHOP #7：High resolution accurate mass spec (HRAM) in forensic & clinical toxicology

此研討課程主題為探討高解析度精密質譜儀於法醫及臨床毒物的應用。法醫毒物及臨床毒物之異同如下表所示：
	臨床毒物
	法醫毒物

	檢體通常為血液或尿液，
有時為糞便
	檢體種類繁多

	檢驗時間短，需快速得知結果
	依分析方法不同，所需時間亦不同

	著重於病人的照護
	著重於案件調查

	例：急診
　　疼痛處理
　　手術前生化數據檢測
　　慢性中毒症狀評估
	犯罪調查
死亡案件毒物分析
藥物篩檢


依照現今毒物分析的需求，對儀器設備的精密度要求越來越高，器械功能也從粗略篩檢進階至追求高解析度及高精確度，於是高解析度質譜儀便因應而生。高解析度精密質譜儀包括FT-ion trap (FT-ICR, orbitrap)或TOF這兩種質譜儀。Time-of-flight (TOF)質譜儀利用樣品分子在離子源(ion source)內游離後，被施以某一特定電壓加速進入飛行管中，再依據質荷比之不同來分離各個樣品離子，較輕的離子比較重的離子先到達偵測器，於是離子到達偵測器的時間便被偵測記錄下來。解析度則視選用的儀器而有不同，範圍約為20 K至140 K，質量準確度則應低於百萬分之ㄧ(ppm)。
依照前述，目前分析儀器漸漸由GC/MS進階為LC/MS，由於儀器的進步，使得分析的結果越來越精密，但分析時間卻增加了。

醫院是最常面對臨床毒物學的機構，由於救治急診病患是分秒必爭的，取得病患檢體後能越快得到檢驗結果可越快得知患病原因，也能越快針對其病徵採取正確的醫療方式，因此加州大學學者Alan Wu提出以舊金山醫院的急診病患為例，使用高解析度精密質譜儀檢測臨床毒物，在病患入院後的短時間內就能分析出中毒原因，同時成功應用於酸中毒病患、草本營養補充品中毒、藥物引起的抽搐、新興毒品中毒、誤食藥物、產生Torsades de Pointes心律不整病患、抗癲癇藥物Valproic acid中毒、合成大麻類毒品中毒以及服用搖頭丸Ecstasy等案例，及時採取救治措施。
綜合上述，高解析度質譜儀在醫院中可應用於檢測中毒的患者，也可檢測純藥物、藥物與草藥混合物或其他污染物中藥物的成分比例，另外也可以應用於藥物過量、合併症或基因變異等非典型的藥物動力學路徑。
約翰霍普金斯大學醫學院William Clarke博士的研究團隊是HIV prevention trials network實驗室之ㄧ，負責評估現有技術及開發新方法的工作，他們使用高解析度質譜儀分析評估愛滋病患者的狀況，除分析濫用藥物的狀況外，也分析36種愛滋病藥物及其代謝物，濫用藥物種類包括鴉片類、大麻、古柯鹼、安非他命及MDMA等種類，患者的血液檢體須先經過篩驗後，呈陽性者才進一步以高解析度質譜儀分析確認。他們將這個可快速鑑定藥物的方法應用於全球愛滋病的防治，希望可藉由藥物的作用而降低愛滋病的傳染速度。
德國Saarland大學學者AE Schwaninger則介紹以高解析度質譜儀檢測尿液中MDMA代謝物方法，針對MDMA代謝階段II的代謝物HMMA glucuronides、HMMA sulfate以及DHMA sulfates進行檢測，並評估方法確效，包括選擇性、偵測極限LOD、檢量線、解凍回溫穩定性、長期穩定性、回收率、基質效應、準確度、精密度、檢量線穩定度。由於高解析度質譜儀敏感度、準確度及精密度皆高，因此在定量MDMA代謝階段II代謝物的應用上實為相當好的選擇。
Shokati學者則以高解析度質譜儀作為篩驗尿液中80種藥物之用，研究發現這是一種快速、靈敏且可信度高的分析方法，藥物的偵測極限可達5 ng/mL以下且大部份藥物的定量極限可低於50 ng/mL，他確信以此LC/MS方法可成功應用於一般毒藥物的常規檢測。
4. WORKSHOP #10：LC-MS: tips, troubleshooting and techniques

此研討課程主題為使用LC-MS時的疑難解決。由於LC/MS具有靈敏、檢體所需體積少、分析時間短、檢體處理時間短、便宜、可檢測高分子量成分以及篩驗範圍廣等特點，因此現今常以LC/MS做為分析毒物之用。但使用LC/MS取代GC/MS做為分析儀器會發生一些問題，例如漏液、阻塞、基質效應及儀器太敏感以致於空白對照組中也檢測出成分。因此欲維持LC/MS正常運作，檢體或是溶劑等皆是影響的因素。

在檢體部份，可藉由萃取及過濾步驟去除蛋白質等干擾。在機器中可在管柱前安裝guard column先阻擋掉雜質，注意選用的溶劑種類(有機溶劑或緩衝液)、梯度比例、流速、注入體積以及選用的管柱種類。質譜儀若要調整到最佳化，可藉由調機tuning及調整各組件的設定值來達到。平時使用LC/MS時需隨時注意壓力、真空度及記錄機器狀態的log book，一旦發生問題就可檢查產生問題的位置，達到解決問題的目的。

基質效應是影響LC/MS檢驗效果的因素之ㄧ。可藉由檢體製備、層析分離及離子化來達到降低基質效應的目的，其中可藉由內標準品的變化來監測離子化的效果。
解決了檢體與機器硬體部分的問題，接著就是軟體方面的問題。如果想把LC/MS作為篩驗毒藥物之用，必須先擁有資料庫齊全的對照圖譜。圖譜會隨使用的質譜儀種類、離子化種類及收集數據的模式不同而有所差異，目前因LC/MS日漸普及，許多學者也依其需求建立了圖譜的資料庫，當質譜儀的解析度越高，資料庫越齊全，所能比對出的待測物也越準確。
肆、檢討建議及心得感想：
1、 國際會議部分心得
今年年會為國際暨美國法醫毒物學者學會之聯合年會，與會人士來自世界各國:美、加、英、法、德、北歐各國、中、日、韓及蒙古等等國家，透過此會議可增進彼此學術交流並讓我們瞭解他國研究之方向及分享研究成果。
二、口頭報告及壁報論文閱讀摘要心得
1. 德國慕尼黑Birgit Henschel團隊的「UPLC-MS/TOF: An Easy and Fast Screening Method for Clinical Toxicology」。使用Toxi-Tubes A萃取尿液或血清中的藥毒物，吹乾後回溶於甲醇/水(1:2)，使用UPLC-MS/TOF分析檢體內分子量小於3000的藥毒物，是一種新型的篩驗方法。目前該實驗室已經建立多於450種以上藥毒物的TOF質譜圖。
2. 美國舊金山Roy RL Gerona團隊的「The Clinical Utility of a Comprehensive Time-of-Flight LC-MS Serum Drug of Abuse Panel in Emergency Intoxication Cases」。該團隊使用LC-MS/TOF篩檢並半定量急診室內急診患者體內血清中藥毒物，依據LC-MS/TOF篩檢並半定量的藥毒物結果予以適當的醫療處置。該團隊目前已發展出約220種可篩檢及半定量藥毒物的方法。
3. 其它使用TOF來篩檢及半定量生物檢體中藥毒物的還有德國Sebastian Broecker團隊的「Semi-Quantitative Analysis in General Unknown Screening by Liquid Chromatography – Hybrid Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry (LC-QTOF-MS)」、Kerry Taylor團隊的「The Use of Hybrid Linear Ion Trap LC-MS and UHPLC QTOF-MS in the Detection of Glucuronide Metabolites in Urine」、瑞士Tiffany Porta團隊「MALDI-Mass Spectrometric Imaging- Analysis of Cocaine and Metabolites in a Single Hair」、美國Fessessework Guale團隊「Proof of Concept for a Comprehensive Method for Rapid Drug Screening of Whole Blood with UHPLC Accurate-mass TOF LC/MS」等數篇。
4. 與新興藥毒物濫用相關的研究報告：美國Micehlle A. Spirk團隊「DUID case Involving Legal High Internet Drugs: Mephedrone, MDPV and Phenazepam」，Mephedrone與MDPV混合物稱為浴鹽(Bath salts)，Mephedrone又稱之為”喵喵”。丹麥Sys Stybe Johansen團隊「Isomers of Fluoroamphetamines (FAs) Detected in Forensic Cases in Denmark」，使用UPLC-TOF-MS及UPLC-MS/MS檢驗並確認新興毒品fluoroamphetamines。
5. Jennifer Lucinda Pilgrim團隊「Characterization of Single Nucleotide Polymorphisms of Cytochrome P450 in an Australian Deceased Population」，Cytochrome P450 (細胞色素P450，CYP450)異構酶為代謝約90　%常見藥物的一種酵素，而人類族群內在此酵素具有幾種常見的單一核苷酸多型性(Single Nucleotide Polymorphism，SNP)，CYP1A2，2C9，2C19，2D6，3A4，3A5。在澳洲486個死亡案例中發現CYP2D6及CYP2C19可能是藥物代謝低下相關在細胞色素P450的兩個單一核苷酸多型性。
6. 與細胞色素P450單一核苷酸多型性相關的研究報告還有來自瑞士Markus R. Baumgartner團隊的「Unusual Codeine to Morphine Ratio in a Hair Sample: Indicator for CYP2D6 Polymorphism」。德國Markus R. Meyer團隊的「Studies on the CYP Isoform-Dependent Metabolism of the Cathinone-Derived Designer Drugs 3-Fluoromethcathione and 3-Bromomethcathinone Using LC-HRMS」。
三、建議：
1. 國際間對於法醫毒藥物數據的準確度及精密度要求越來越高，分析儀器也從粗略篩檢進階至追求高解析度及高精確度，因此各儀器公司所開發之精密儀器如雨後春筍，醫院及大學等領域之毒物學者近年均投入許多資源及人力，於此類儀器上開發檢測毒藥物之方法，世界各國也多已使用高精密度之儀器分析實驗檢測數據，以求最精準之實驗數據，提供司法機構毒藥物檢測之參考。除了儀器需求，在強化人員專業訓練方面，為了提昇本所鑑驗技術，除參加國際會議外，宜安排人員赴國外作短期進修，培養法醫鑑識人力，建立國際交流管道。
2. 為了維護毒藥物檢測數據的可靠性，避免在進行研究實驗或檢測領域中發生無謂的重覆與浪費，檢測研究室多採用統一的國際認證標準，提高實驗室產出數據的品質與可信度。為了提昇本組法醫毒物實驗室的專業公信力，本所已經通過財團法人全國認證基金會(TAF, Taiwan Accreditation Foundation)評鑑，並已取得ISO/IEC 17025認證。
3. 然實驗室認證層面極廣，通過認證之後，在組織設計、人員管理、管理系統文件化作法、管理審查會議、實驗室文件、品質/技術記錄、校正/試驗報告、如何選用方法、評估量測不確定度、量測品質保證方案、不符合事項確認、改進、矯正措施、預防措施、內部稽核、儀器及耗材之採購與評估、設備維護與管理、量測追溯性、設施與環境條件、抽樣、校正/試驗樣品處理、合約審查、外包及顧客服務與抱怨處理等等工作皆需要龐大人力，而以目前法醫研究所毒物化學組編制人力，不及原有員額三分之一，鑑驗案件及函詢案件逐年增加，無論人力及預算皆已不勝負荷。對於研究範圍與進度，恐無法如同國外團隊一樣，研究題目涵括廣泛且進度迅速，因此培育法醫毒物專業人才，實為當務之急。
Screening and Confirmation of 29 Benzodiazepines and Hypnotics in Urine by LC-MS/MS

Hsiu-Chuan Liu*1, Hsin-Yun Luan1, Ray H. Liu2 and Dong-Liang Lin1
1Department of Forensic Toxicology, Institute of Forensic Medicine, Ministry of Justice, Taipei, Taiwan; 2Department of Medical Laboratory Science and Biotechnology, Fooyin University, Kaohsiung, Taiwan.

Known for their sedative, hypnotic and anticonvulsant properties, benzodiazepines are among the most frequently prescribed drugs, mainly for treating anxiety and sleep disorders. This study evaluated whether postmortem urine specimens could effectively be analyzed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for the following 29 benzodiazepines and hypnotics: alprazolam, hydroxyalprazolam, bromazepam, brotizolam, chlordiazepoxide, clobazam, clonazepam, 7-aminoclonazepam, diazepam, estazolam, flunitrazepam, 7-aminoflunitrazepam, flurazepam, desalkylflurazepam, lometazepam, lorazepam, midazolam, hydroxymidazolam, nitrazepam, 7-aminonitrazepam, nordiazepam, oxazepam, prazepam, temazepam, triazolam, hydroxytriazolam, zaleplon, zopiclone and zolpidem.
Urine specimens (1 mL) were hydrolyzed with -glucuronidase, extracted via liquid-liquid extraction, evaporated and reconstituted in mobile phase for injection onto the LC-MS/MS. Deuterated analyte analogues were used as internal standards. Chromatographic separation was achieved using an Agilent Zorbax SB-Aq (100 mm ( 2.1 mm i.d., 1.8-m particle) analytical column at 50 oC. The mobile phase consisted of 0.1% formic acid (v/v) in water (A) and methanol (B) at a flow rate of 0.32 mL/min. The initial gradient composition (A/B 90:10, v/v) was held for 1.5 min, decreased to 0% A in 8.5 min and held for 2 min, and increased to 90% A in 1 min and was held for 2 min. Mass spectrometric analysis was performed by electrospray ionization in positive-ion multiple reaction monitoring (MRM) mode with optimized collision energy for the precursor ion selected and two transitions per analyte were monitored.

Validation was performed by extracting drug-free urine fortified with 20–400 ng/mL of the 29 analytes. Mean extraction efficiency (n=5) was >90%, except for brotizolam (mean± SD 88±13%), zaleplon (85±5.9%) and zopiclone (73±7.3%). Inter-day and intra-day imprecision (%CV) was 0.44–15% and 1.1–15%. Calibration linearity (r2), detection limits, and quantification limits were >0.997, 1–2 ng/mL and 1–5 ng/mL, respectively. Ion suppression was <20% for all analytes except triazolam (31%), desalkylflurazepam (33%), diazepam (37%), brotizolam (40%) and prazepam (80%); use of deuterated internal standards compensated for ion suppression. We conclude that this relatively simple procedure can be used for routine and reliable quantification of 29 benzodiazepines and hypnotics in urine.
Key Words: Benzodiazepines, LC-MS/MS, Urine
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