第 一 章  目  的

2005年美國第三十五屆鑑識毒物科學家年會（Society of Forensic Toxicologists，簡稱SOFT），於民國94年10月17日至94年10月22日，在美國田納西州首府那什維爾市（Nashville）RENAISSANCE NASHVILLE HOTEL舉辦，研討範圍包括生物檢體中濫用藥物及其代謝物之檢驗技術開發、藥物濫用致死案例之探討、酒精及濫用藥物對駕駛行為的影響及鑑識毒物分析等。行政院衛生署管制藥品管理局篩檢認證組負責濫用藥物尿液檢驗體系之規劃、濫用藥物尿液檢驗機構認可及管理，以及辦理濫用藥物尿液檢驗及管制藥品檢驗業務，為因應多元化及國際化之藥物濫用趨勢，積極提升檢驗體系規劃管理及檢驗業務職能，亟需建立替代生物檢體之檢驗技術，例如頭髮、唾液及汗液，收集國外替代生物檢體檢驗認可體系進展資訊，以及建立新興濫用藥物之生物檢體檢驗方法，藉由出席此次會議，以瞭解美國鑑識毒物分析及應用，並以「A GC-MS method development study for the determination of ketamine or its metabolites and the evaluation of the REMEDi screening method using real urine samples」為題，口頭報告台灣Ketamine濫用情形及尿液檢驗方法開發，並建立檢驗技術交流管道。

第 二 章  過  程
赴那什維爾參加「美國第三十五屆鑑識毒物科學家年會」行程

	日  期
	行 程 內 容

	10/16（SUN）
	由中正國際機場起程前往那什維爾

	10/17（MON）
	抵達那什維爾

	10/18(TUE)
	參加專題研討會-「Forensic Science Update」

	10/19（WED）~

10/21（FRI）
	參加「美國第三十五屆鑑識毒物科學家年會」

	10/22（SAT）
	搭機返回台北

	10/23（SUN）
	抵達中正國際機場


第 三 章 參加美國第三十五屆鑑識毒物科學家年會

美國鑑識毒物科學家協會（Society of Forensic Toxicologists，簡稱SOFT），為從事於刑事鑑識及毒物分析工作的科學家所組成，該協會於1970年成立，成立的目的在於促進鑑識毒物科學發展，及訓練鑑識毒物工作之從業人員。

於本年會期程中參加「鑑識科學之最新訊息」專題討論會，本局亦於年會口頭發表論文「A GC-MS method development study for the determination of ketamine or its metabolites and the evaluation of the REMEDi screening method using real urine samples」。以下就年會相關議程，提出心得報告及最新檢驗技術資訊。

一、專題討論會

專題研討內容包括免疫學初步檢測、檢體前處理及萃取方法、層析質譜分析方法、大麻、鴉片類藥物、安非他命類藥物、古柯、抗憂鬱藥物及酒精等之藥理及藥物動力學，以下就與業務相關內容摘要說明：

（一）免疫分析方法包括EIA、CEDIA、RIA、FPIA及KIMS等，其中EIA具有濃度範圍較窄的直線校正線，CEDIA具有濃度範圍較廣的直線校正線，而RIA、FPIA及KIMS具有非直線性的校正線，並以動畫說明EIA及CEDIA分析原理，免疫學分析方法檢測enthylglucuronide、6-乙醯嗎啡、MDEA、MDA、MDMA、Oxycodone及丁基原啡因（buprenorphine）之檢驗試劑套組為近期開發之產品。

（二）檢體前處理及萃取方法：前處理步驟方法包括稀釋、水解、蛋白質沈澱，其中水解方法分為酸水解、鹼水解及酵素水解，大麻代謝物常用之水解方法為鹼水解及β-glucuronidase酵素水解，鴉片類藥物常用水解方法有酸水解、Aryl Sulfatase酵素水解及β-glucuronidase酵素水解。萃取方法包括液相萃取（LLE）、固相萃取方法（SPE）、固相微萃取（SPME）、拋棄式吸液管萃取方法（DPX）、免疫親合性萃取方法（IAE）、超臨界液體萃取方法（SFE）及線上萃取管柱萃取方法（例如REMEDi）。其中拋棄式吸液管萃取方法是本人首次聽聞之萃取方法，將萃取物質充填於可調式吸管之吸管尖中，洗取溶液及檢體進行萃取步驟，目前應用於血液檢體之前處理，亦有自動化設備。免疫親合性萃取方法與一般固相萃取方法類似，係將抗體附著於管柱中，為特異性較高之萃取方法。考量待測物之物性及化性，測試濃度範圍、檢體種類、萃取回收率、特異性、安全性、環境因子、困難度、自動化成本等因素選擇適當之萃取方法。

（三）層析質譜分析方法：說明層析及質譜之原理，內容包括層析之理論板數及解析度、各類氣相層析儀偵測器及注入器、質譜儀之電子游離離子源及化學游離離子源、四極柱及離子阱之質譜儀差異。其中離子阱質譜儀較四極柱質譜儀靈敏，但四極柱質譜儀可偵測待測物更多離子碎片，提供更多化學結構之訊息。亦簡介三段式四極柱串聯質譜儀及離子阱飛行時間串聯質譜儀之分析原理，三段式四極柱串聯質譜儀原理為第一個四極柱選取待測物母離子，第二個四極柱以氣體碰撞母離子使其碎片化，產生子離子，第三個四極柱分離子離子。離子阱飛行時間串聯質譜儀之分析原理為離子阱選擇特定離子，加電壓使特定離子產生共振現象及碰撞，產生離子碎片。

（四）常見濫用藥物的藥理

內容包括大麻、鴉片類藥物、安非他命類藥物、古柯、抗憂鬱藥物及酒精等之藥理及藥物動力學，其中醫師處方用藥Famprofazone可待謝成甲基安非他命及安非他命，單次口服50毫克Famprofazone後3至14小時，尿液中安非他命濃度為147至2,271 ng/mL，尿液中甲基安非他命濃度為614至7,361ng/mL，施用後53小時仍可檢出甲基安非他命陽性，施用後28小時仍可檢出安非他命陽性，另每6小時口服50毫克Famprofazone介之變異程度，當各天之檢驗數據變異程度高，則將藥物動力學，以下救































































































持續1天，施用後12至48小時，尿液中安非他命濃度為833至3,555 ng/mL，尿液中甲基安非他命濃度為5,327至14,155ng/mL，施用後115小時仍可檢出甲基安非他命陽性，施用後41小時仍可檢出安非他命陽性，故服用醫師處方用藥Famprofazone，尿液檢驗結果會呈現甲基安非他命陽性，依目前衛生署核准的二項Famprofazone藥品許可皆為含該成分之複方製劑，尚含有Acetaminophen、Propyphenazone及咖啡因等成分，可依據醫師處方箋，以及檢驗尿液中Acetaminophen、Propyphenazone及其代謝物，以判別是否非法施用甲基安非他命。
二、科學議程

本議程分為口頭論文發表及壁報論文展示，以下就業務相關論文提出心得報告。

（一）尿液中濫用藥物檢測

1.評估尿液pH值、尿液瓶材質及保存時間影響大麻代謝物四氫大麻酚-9-甲酸（Delta-9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid）之吸附損失研究：

比較尿液pH值分別為4.6、6.5吸附損失差異研究，






















































































































及8.4、聚丙烯材質樣品瓶及硼矽玻璃樣品瓶，以及保存時間15分鐘及4小時之四氫大麻酚-9-甲酸吸附損失差異，結果顯示尿液於酸性條件下（pH值為4.6）存於聚丙烯材質樣品瓶，室溫下4小時，大約50﹪大麻代謝物吸附損失，且隨著保存時間增加，其吸附損失亦隨之增加，而尿液於中性及鹼性條件下，大麻代謝物未有顯著損失，另相同pH值、相同時間及室溫下，尿液無論保存於聚丙烯材質樣品瓶或硼矽玻璃樣品瓶，其回收率差異不大，建議製備績效監測檢體應維持尿液檢體之pH值於中性至鹼性條件下。

2.建立快速檢測尿液中安非他命、甲基安非他命、MDA、MDMA及MDEA之氣相層析質譜分析方法研究，檢驗步驟如下：

（1）加入2mL 0.1M NaOH(aq)及3mL 1M Na2O2(aq)於2mL尿液檢體中，以去除pseudoephedrine及ephedrine之干擾

（2）加入內標準品後，以Cerex®CLIN Ⅱ,50mg,6mL萃取管柱萃取

（3）以4-CB衍生劑衍生

（4）以氣相層析質譜儀分析，內接長15m、內徑0.25 mm、膜厚0.25μm之DB-5MS毛細層析管柱分離待測藥物，流速設為恆壓16psi

（5）氣相層析儀烘箱升溫條件154℃維持0.1分鐘後，以每分鐘升溫30℃至250℃，維持1.2分鐘

另以本快速氣相層析質譜分析方法及傳統氣相層析質譜分析方法檢測187個尿液檢體，定量檢測結果無顯著差異，並分別加入濃度10,000ng/mL之35種常見濫用藥物於內含250 ng/mL安非他命、甲基安非他命、MDA、MDMA及MDEA之尿液檢體，35種常見濫用藥物包括phenylpropanolamine、phentermine 、pseudoephedrine及ephedrine等安非他命、甲基安非他命、MDA、MDMA及MDEA分析常見之干擾藥物，干擾物評估分析結果顯示這些藥物不會干擾本快速氣相層析質譜分析方法之檢測結果，綜合分析本檢驗方法驗證數據，顯示精密度佳（CV小於3.8﹪），最低可檢出濃度符合法規要求（除MDA為62.5ng/mL，其餘為31.25ng/mL），且儀器分析時間短，可節省檢測時間。

3.市售ELISA試劑的驗證研究

驗證步驟如下：

（1） 偵測靈敏度的建立：將待測藥物添加於純水或與待測檢體特性相當之緩衝液中，製備校正檢體，並製作檢量線。好的ELISA分析技術應具備陰性檢體具有高OD值（optical density）、OD值隨著待測物濃度減少而快速降低、分析達飽和狀態時OD值極低、檢量線之斜率高等特性。通常於陰性尿液OD值與分析達飽和狀態時OD值之OD值中點之濃度為較適合之閾值濃度，另外，倘已有法定的閾值濃度，可不依據ELISA試劑製造商建議的稀釋倍數進行生物檢體之稀釋。

（2） 測試可能的閾值濃度：以上述檢驗步驟建立之OD值曲線，選擇適當的閾值濃度，再以空白生物檢體（空白尿液或血液）添加待測藥物，製備閾值濃度校正檢體及4至5倍閾值濃度校正檢體。

（3） 重複分析不同空白生物檢體來源製備之校正檢體：選擇4種不同來源之空白生物檢體，分別配製閾值濃度校正檢體及4至5倍閾值濃度校正檢體，每天重複分析每個校正檢體4次，及每個空白生物檢體2次，連續分析4天。

（4） 分析上述檢驗數據：計算每個校正檢體及空白生物檢體之OD值之平均值及標準差，首先假設OD值的分佈為常態分佈，檢驗數據必須符合下列條件：

(空白生物檢體之OD值平均值加減2.4倍標準差之範圍與閾值濃度校正檢體之OD值平均值加減2.4倍標準差之範圍不能重疊。

(閾值濃度校正檢體之OD值平均值加減1.9倍標準差之範圍與4至5倍閾值濃度校正檢體之OD值平均值加減1.9倍標準差之範圍不能重疊條件。

倘不符合上述條件，以非常態分佈之統計方法查核之，分別統計分析不同空白生物檢體來源是否符合上述條件，或檢視檢體OD值之變異程度，當各天之檢驗數據變異程度高，則改以校正檢體OD值除以空白生物檢體OD值乘以100，計算平均值及標準差，再檢視是否符合上述條件。

驗證數種ELISA檢驗套組之閾值濃度，建議尿液中閾值濃度分別為：d-Amphetamine-100 ng/mL、d-Methamphetamine-50ng/mL、Secobarbital-20ng/mL、Oxazepam-25ng/mL、7-Aminoflunitrazepam-1 ng/mL、Carisoprodol-10 ng/mL、Benzolecgonine-25 ng/mL、Ketamine-50ng/mL、LSD-0.1 ng/mL、Methadone-10ng/mL、Morphine-20ng/mL、Oxycone-5ng/mL、PCP-5ng/mL、Imipramine-10ng/mL、11-Nor-9-Carboxy-THC（大麻代謝物）-10ng/mL、Zolpidem-2ng/mL。

（二）頭髮中濫用藥物檢測

1.美國聯邦工作場所人員強制性藥物檢驗計畫規範（簡稱NLCP）之頭髮績效測試先趨計畫

此一研究分析NLCP自2000年至2005年8次實驗室間頭髮檢測能力比對測試結果，檢測項目包括安非他命、甲基安非他命、MDMA、MDA、MDEA、古柯及其代謝物(包括苯甲醯基愛哥寧、norcaine、cocaethylene)，5至13家實驗室參加，以藥物濫用者頭髮，或自行以空白頭髮浸泡製備含藥物的測試檢體，測試各實驗室之檢測能力，測試結果統計方式以直線回歸及殘差分析(自變數X為參考濃度值，應變數Y為實驗室測試值)，集中趨勢（平均值及中位數）、離散趨勢（標準差及變異係數）統計分析及95﹪信賴區間估計。除MDEA（0.91）外，其餘測試項目之線性回歸係數（r2）小於0.8，各測試項目回歸線之直線斜率及截距極為不同，製備以SAMHSA預定頭髮中安非他命及甲基安非他命閾值濃度(300pg/mg)及600 pg/mg之頭髮檢體進行測試，其結果顯示實驗室平均值接近參考實驗室之參考濃度值（落於參考濃度值±20﹪範圍內），但實驗室間之定量濃度值變異係數大（CV＞20﹪），這個計畫將繼續進行，並致力於增進實驗室頭髮檢測能力及NLCP製備測試檢體的能力。

2.應用串聯氣相層析質譜檢測技術（GC/GC/MS）檢驗頭髮中大麻代謝物11-Nor-9-Carboxy-THC

由於SAMHSA訂定之頭髮中大麻代謝物11-Nor-9-Carboxy-THC閾值濃度為0.05pg/mg，直至今日，僅氣相層析串聯質譜檢測技術（GC/MS/MS）可達到法定閾值之檢驗需求，惟氣相層析串聯質譜儀（GC/MS/MS）昂貴且應用範圍較小，此研究以丙酮清洗頭髮檢體1次，以氫氧化鈉溶液消化後，再以陰離子交換固相萃取管柱萃取（SPE ware polychrome THC682），以TFAA及HFIP衍生後，應用Dean-Switch串聯DB-5MS氣相層析管柱及DB-1MS氣相層析管柱，待測檢體注入DB-5MS氣相層析管柱，控制於9.0至9.5分鐘滯留時窗之氣化待測檢體，注入DB-1MS氣相層析管柱，降低背景干擾，並於注入時降低注入口之溫度至100℃，以增加檢測靈敏度，再注入氨氣化學游離方式（NCI）之串聯質譜儀分析，並以選定離子模式（SIN）選定1個定量離子及1個定性離子分析。研究結果顯示此檢驗方法之偵測極限可達到0.05pg/mg。

（三）唾液中濫用藥物檢測

1.應用氣相層析串聯質譜檢測技術檢測唾液中安非他命、甲基安非他命、MDMA、MDA及MDEA

2004年11月1日發布美國聯邦工作場所人員強制性藥物檢驗計畫規範草案（預期2006年底或2007年全面施行），檢驗機構得使用氣相層析質譜（GC/MS）、氣相層析串聯質譜（GC/MS/MS）、液相層析質譜（LC/MS）及液相層析串聯質譜（LC/MS/MS）確認檢驗頭髮、唾液、汗液及尿液中濫用藥物，本研究依據新草案之規定進行確認檢驗方法評估，評估項目包括線性範圍、最低可定量濃度、最低可檢出濃度、檢測內含閾值濃度濫用藥物及其代謝物之生物檢體之準確性及精密度、檢測內含40﹪閾值濃度濫用藥物及其代謝物之生物檢體之準確性及精密度及可能潛在的檢驗干擾物。檢驗步驟如下：

（1） 內標準品及100μL飽和碳酸鈉溶液加入200μL唾液檢體

（2） 加入2mL氯丁烷（chlorobutane）震盪20分鐘，離心20分鐘

（3） 取有機溶劑層，加入100μL HFBA衍生，80℃下加熱反應20分鐘

（4） 以氮氣吹乾、加入100μL ethyl acetate

（5） 注入離子阱之氣相層析串聯質譜儀（Thermo Focus PolarisQ GC/MS/MS）分析，質譜一（MS1）選擇母離子（precursor ion），並以1amu解析度，增加10倍訊號雜訊比值，質譜二（MS2）以全掃瞄質譜方式，質譜掃瞄範圍100~300 amu，將母離子碎片化能量（excitation energy）設定為1.3V

線性範圍為2~500 ng/mL，除甲基安非他命為5~500 ng/mL，以七次重複分析低濃度校正檢體（檢量線最低點），計算定量濃度值之標準差，最低可檢出濃度為標準差乘以99﹪信賴區間之T值（自由度＝6之T分佈），除安非他命LOD為1ng/mL，其餘檢測項目LOD為2ng/mL。另外，檢測內含閾值濃度、40﹪閾值濃度濫用藥物及其代謝物之生物檢體之精密度（變異係數）小於6﹪，顯示該檢驗方法符合NLCP規範。

2.美國聯邦工作場所人員強制性藥物檢驗計畫規範（簡稱NLCP）之唾液績效測試先趨計畫

此一研究分析NLCP自2000年至2004年6次實驗室間唾液檢測能力比對測試結果，檢測項目包括安非他命、甲基安非他命、MDMA、MDA、MDEA、古柯及其代謝物(包括苯甲醯基愛哥寧、norcaine、cocaethylene)，6至12家實驗室參加，收集未施用藥物者之空白唾液，製備內含0.25至32倍閾值濃度濫用藥物及其代謝物之測試檢體，測試結果統計方式與上述頭髮績效測試先趨計畫相同，結果顯示除古柯外，其餘測試項目之線性回歸係數（r2）介於0.8至1.2，截距小於10ng/mL，檢驗機構檢測除古柯外之其他項目之準確性達到預期標準，推測因唾液中古柯於儲存及檢驗過程中降解，以致於其線性回歸係數為0.6782。安非他命、甲基安非他命、MDMA、MDA、MDEA檢測項目之定量濃度變異係數小於20﹪（除MDA濃度為50ng/mL），且定量濃度之中位數及平均值皆落於參考濃度值±20﹪範圍內，另外，由於古柯於唾液中轉化為苯甲醯基愛哥寧，故苯甲醯基愛哥寧之定量濃度變異係數相當高。

本局亦於本年會口頭發表論文「A GC-MS method development study for the determination of ketamine or its metabolites and the evaluation of the REMEDi screening method using real urine samples」，本研究係本局國防訓儲研究助理鄭百乘博士之93年科技研究計畫－「濫用藥物檢測方法開發驗證及監測體系建立--Ketamine」，其中REMEDi檢驗數據來自93年科技自行研究計畫「台灣地區高危險群藥物濫用調查」，本研究主要目的為建立尿液中Ketamine氣相層析質譜確認檢驗方法，並檢驗240個真實尿液檢體，與REMEDi檢驗結果比較分析，摘要及簡報內容詳如附件一。

第 四 章  建 議

一、提升國內檢驗機構之檢測頭髮中濫用藥物之能力

美國工作場所人員之藥物檢驗行之有年，由於目前市售尿液檢體摻假及調換之產品種類繁多，為避免發生檢體摻假及調換情事，以頭髮及唾液等替代生物檢體為未來濫用藥物檢驗之發展趨勢。並依NLCP績效測試計畫結果，唾液檢驗技術水準已達目標，惟頭髮檢驗技術仍有待加強，再者，綜合會議中發表論文研究，頭髮檢驗技術困難度較高，且藥物及其代謝物於頭髮中濃度非常低，初步檢驗方法多以高特異度及靈敏度的ELISA檢驗方法，確認檢驗方法使用化學游離離子源之氣相層析串聯質譜儀、離子阱之氣相層析串聯質譜儀、氣相層析串聯質譜儀及液相層析串聯質譜儀等靈敏度較高之檢驗設備，亦與目前國內檢驗機構採行檢驗方法不同，建議加強國內濫用藥物檢驗機構之頭髮檢驗訓練，以提升檢驗能力。

二、為確保頭髮中濫用藥物檢驗結果正確性，建議建立檢驗頭髮中濫用藥物之參考實驗室，並量測追溯至國際一級標準

國內頭髮中濫用藥物檢驗需求增加，且數件爭議性之司法案件，以頭髮中濫用藥物檢驗結果為判決依據，在目前未有頭髮檢驗及認可之法源依據條件下，為確保檢驗結果正確性，以保障人權，建議建立檢驗頭髮中濫用藥物之參考實驗室，並量測追溯至國際一級標準之頭髮標準品。

三、建立液相層析串聯質譜儀廣篩尿液中濫用藥物之檢驗方法

本次研討會有一篇研究論文以液相層析串聯質譜儀廣篩尿液中26種濫用藥物，另一篇發表論文亦說明液相層析串聯質譜分析方法具有快速、檢體處理簡易、靈敏及特異之特性，顯見液相層析串聯質譜分析技術適於用於廣篩尿液中濫用藥物，建議積極建立液相層析串聯質譜儀廣篩尿液中濫用藥物之檢驗方法，以監測國內高危險群濫用藥物之品項。

附件一

A GC-MS method development study for the determination of ketamine or its metabolites and the evaluation of the REMEDi screening method using real urine samples

Pai-Sheng Cheng, Chien-Yu Fu*, Choung-Huei Lee, Wen-Ing Tsay, and Chiareiy Liu

National Bureau of Controlled Drugs, Department of Health, Taipei, Taiwan, R.O.C.

Urine drug screening by REMEDi HS system has been used as a monitoring tool for drug abuse in our laboratory. The objective of the study was to establish a gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) method for urine ketamine and its metabolites analysis. The method of REMEDi was then evaluated by comparing analytical results of ketamine (K), norketamine (NK) and dehydronorketamine (DHNK) in urine samples from suspected drug-user cases obtained in 2004. 

Ketamine and metabolites in urine samples were extracted using automated solid-phase extraction then analyzed by GC-MS without further derivatization. This method showed good linearity (r2 ≧ 0.999) over the concentration range of 30－1000 ng/mL. The limits of quantitation were 15, 10, and 20 ng/mL for K, NK, and DHNK, respectively. High accuracy (90 %－104 %) and high precision (RSD < 8 %) was found for all analytes. 
Ketamine or its metabolites were detected in 53 of the 240 urine samples. K, NK, and DHNK were detected simultaneously in 48 of these samples. DHNK concentration was generally the highest while K concentration was usually the lowest. Concentration ratios between K, NK, and DHNK were variable among individuals. According to the cutoff values set by Taiwan Department of Health (concentration of K, NK, or K+NK ≧ 100 ng/mL), fifty urine specimens were confirmed positive. The results supported this GC-MS method can effectively and accurately identify ketamine positive urine samples.

The broad-spectrum drug-screening instrument REMEDi HS system (BIO RAD Co.) is a high performance liquid chromatography device with a UV detector and a built-in spectrum library. Ketamine is among the target analytes detected by REMEDi. From the results of 206 of the same 240 urine samples analyzed by REMEDi, this screening method has high efficiency (95 %), excellent specificity (100 %), and 0 % false positive rate. However, because the K cutoff level is lower than the REMEDi limit of detection and REMEDi cannot detect NK or DHNK, low sensitivity (42 %) and high false negative rate (58 %) problems occurred.
Key Words: Ketamine, GC-MS, REMEDi
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Conclusions
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The
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