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內容摘要：
二○一二年六月三十日至七月八日期間赴美國波士頓參加2012年美國法醫毒物學者學會年會(SOFT)，為期九日。

參加美國2012年美國法醫毒物學者學會年會(SOFT)，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百人參與，本所並於年會中公開發表有關法醫毒物分析之論文二篇。

與來自全美及世界各地之學者權威、毒藥物檢驗專家齊聚一堂，討論研究內容及研究方向並發表心得，促進國際學術及鑑識技術之交流，並可了解先進國家在毒藥物鑑識科學領域的具體作法，並比較先進國家與本國流行毒藥物之不同，機會非常難得，一方面可增廣見聞，瞭解世界鑑識科學發展的趨勢，除此之外本所派員參加亦可促進學術交流，增加國際曝光度，提升本國及本所國際聲譽。
赴美國參加法醫毒物國際會議報告報告
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摘            要
二○一二年六月三十日至七月八日期間赴美國波士頓參加2012年美國法醫毒物學者學會年會(SOFT)，為期九日。

參加美國2012年美國法醫毒物學者學會年會(SOFT)，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百人參與，本所並於年會中公開發表有關法醫毒物分析之論文二篇。

與來自全美及世界各地之學者權威、毒藥物檢驗專家齊聚一堂，討論研究內容及研究方向並發表心得，促進國際學術及鑑識技術之交流，並可了解先進國家在毒藥物鑑識科學領域的具體作法，並比較先進國家與本國流行毒藥物之不同，機會非常難得，一方面可增廣見聞，瞭解世界鑑識科學發展的趨勢，除此之外本所派員參加亦可促進學術交流，增加國際曝光度，提升本國及本所國際聲譽。
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○一年度內編列預算計劃派員至美國波士頓參加美國法醫毒物學者學會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二篇：「Simultaneous Quantifiaction of Amphetamines and Opiates in Human Hair by Liquid Chromatography/ Tandem Mass Spectrometry（以液相層析串聯質譜儀同時定量人髮安非他命類及鴉片類成分）」（劉秀娟、劉瑞厚、林棟樑）; 「Rapid Screening and Confirmation of 300 Pesticides in Postmortem Specimens by LC Ion-Trap MS/MS and Automated Library Search（以液相層析離子阱質譜儀建立快速篩驗屍體內300種農藥並建立自動比對資料庫）」(劉秀娟、李習慈、徐竹君、劉瑞厚、林棟樑)。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，本所能繼續赴國外接受專業訓練、發表論文及參與國際會議，是法醫毒物研究發展最大支柱，此要感謝法務部長官的持續鼓勵與支持，對本所法醫科學學術地位之提升，頗有助益，也藉此機會增加本國國際曝光度並促進本所與各國法醫毒物學界的知名學者與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。

在這裡要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，才有此次機會赴美國參加學者年會並了解觀摩國外法醫毒物鑑識之發展。

貳、過程：

	6月30日
	自桃園機場搭乘中華航空班機前往美國波士頓

	7月01日
	至Marriot Boston Copley Place辦理大會報到手續

	7月02日
	參加2012年美國法醫毒物學者學會年會

	7月03日
	研討課程Workshop

	7月04日
	論文口頭報告、論文壁報展示
發表本所論文

	7月05日
	論文口頭報告、論文壁報展示

	7月06日
	美國法醫毒物學者學會年會大會閉幕

	7月07日
	自波士頓回國

	7月08日
	回程


叁、會議內容：
1、 二○一二年六月三十日至七月八日期間赴美國波士頓參加美國法醫毒物學者學會年會(SOFT)，今年出席人數估計約百餘人，科技報導有四十六篇，壁報論文展示共有八十四篇。領域橫跨法醫毒物學、臨床毒物學、現場檢測、分析萃取方法探討、合成大麻類、浴鹽、揮發性物質等主題。
2、 除了參加大會並參觀與大會同時進行的廠商展示、書籍販售以及法醫毒物相關紀念品紙上競價，蒐集最新儀器及各式實驗室相關資料，現場並記名發送標準品用開瓶器。美國各著名檢驗儀器、檢驗耗材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、儀器及耗材，並展示最新可應用於法醫毒物學之科技以及各式自動化及半自動化設備。
3、 於大會張貼壁報論文，今年度本所發表在法醫毒物類計有二篇「Simultaneous Quantifiaction of Amphetamines and Opiates in Human Hair by Liquid Chromatography/ Tandem Mass Spectrometry（以液相層析串聯質譜儀同時定量人髮安非他命類及鴉片類成分）」（劉秀娟、劉瑞厚、林棟樑）; 「Rapid Screening and Confirmation of 300 Pesticides in Postmortem Specimens by LC Ion-Trap MS/MS and Automated Library Search（以液相層析離子阱質譜儀建立快速篩驗屍體內300種農藥並建立自動比對資料庫）」(劉秀娟、李習慈、徐竹君、劉瑞厚、林棟樑)。並與前往會場的之專家學者討論並了解最新研究發展情形。
四、研討課程內容
WORKSHOP：Uncertainty of Measurement-Reporting for the Forensic Community
    此研討課程主題為通過實驗室ISO 17025認證後，認可實驗  室對於評估其量測不確定度之重要性，並給予委託機關參考。
    量測不確定度最早出現於1984年，四個國際組織聯合編訂之國際通用計量學基本術語一書中。因所有化學、生物、醫學相關之受測量之真值是無法獲得的，實驗的各項變因都有可能影響實驗值，量測不確定度定義為:受測量真值的可能散布程度。
    使用同一系列的量測方法時，所有步驟量測檢驗過程，會由於量測過程中的差異性，使得我們的結果量測值具有分散性，而這些不同的量測過程中(不同的人、不同的量測儀器、不同的量測時間、不同的量測地點、不同的環境溫度、不同的存放環境等等)都會使得數個單一次的量測結果不一致，而這些數值並非亂數存在，而是以一定的機率散布在某個區間裡面。

 所有的醫學檢驗皆有誤差，誤差不僅僅來自於實驗本身，個體與個體之間、環境、儀器、標準參照物件等等差異，都有可能造成同樣待測物件卻有不同檢驗數據的產生。為了完整評估量測不確定度，實驗的數據必須考量各種影響因素，而訂定一個合理的範圍，在可行的評估方法對所有的校正及實驗程序估算量測不確定度。生物檢體檢驗並無真值，且檢驗過程並非單純量測長度、寬度、溫度等等，所以目前全球對於生物檢體鑑驗的量測不確定度尚無一個完美的評估方法。

    法庭上的科學鑑驗證據在不同立場之下，往往有不同的解讀方式。檢驗數據的不確定度可以決定在某一個機率之下，受檢物的真值落在何範圍，可以提供法庭上判定證據優劣的一個參考，並且以科學的方法表示檢驗數據的可靠程度，對於法庭判決可以提供一個較客觀的結論。但由於醫學檢驗因個體與個體間的差異、分析方法間的差異以及許多未知的影響因子，目前世界各國尚沒有一個絕對完美的量測不確定度公式可供比較，只能將可能影響較大的因子放入不確定度評估。
     在台灣，若欲瞭解量測不確定度及實驗室認證等相關資訊，可透過財團法人全國認證基金會舉辦之各項教育訓練課程，本所法醫毒物組、血清證物組、法醫病理組等三組專業組也在2011年全數通過ISO 17025認證。即便通過認證，定期尚有認證監督評鑑，認證機構將派評鑑委員實地瞭解實驗室運作情形，查核是否確實依照國際認證標準執行業務。本所也積極鼓勵專業人員參與各項訓練課程，以維持本所鑑驗品質。
肆、檢討建議及心得感想：
1、 國際會議部分心得
今年為美國法醫毒物學者學會年會，與會人士多為美國學者，仍有其他來自世界各國專家，透過此會議除了增進彼此學術交流之外尚且讓我們瞭解他國研究之方向及分享研究成果。
二、科技報導及壁報論文閱讀摘要心得
   1. 酒精在美國是最常被濫用的藥物之一，因火災而往生的死者中有高達40%的比例會發現酒精的存在此研究想探討火災是否造成血液酒精升高情形。使用Sprague Dawley大鼠模型，分別按體重餵食4g/kg的酒精，三小時後安樂死。使用焚燒(>1000℉)或加熱(200, 400, 600℉)分組處理這些大鼠屍體，焚燒及加熱時間比照消防隊抵達火災現場的平均時間。使用氣相層析分析心臟血中酒精，使用酵素免疫分析乙基葡萄糖醛酸苷(Ethyl glucuronide，EtG)。對照未經加熱或焚燒處裡之大鼠，大鼠心臟血液中酒精並不會受到加熱或焚燒影響，但血中乙基葡萄糖醛酸苷有上升的情況。
   2. 大約是2005年前後，在卡西酮類藥毒物流行之後(cathinone-based)，大麻類逐漸變成社會常見的威脅。大麻類及合成卡西酮類常偽裝成各式草藥、草煙、浴鹽及其他植物性食物在市場上流通，大麻類及合成卡西酮作用類似四氫大麻酚(THC，Tetrahydrocannabinol)、古柯鹼、甲基安非他命及LSD等。為了臨床毒物實驗室及法醫毒物實驗室的需求，這些亢奮劑需要持續發展一個新的方法來偵測。
   
質譜儀仍是實驗室偵測、鑑定及定量的最好工具，氣相層析質譜儀及液相層析質譜儀皆有各自的優缺點，氣相層析質譜儀分析卡西酮類時需要加入衍生劑，但有研究報告指出在使用PFPA及BSTFA衍生時，有可能造成氘化物片段內標失去標記的情形。使用液相層析質譜儀常遭遇到干擾或基質效應影響下低離子化效率，所以在液相層析串聯式質譜儀分析下常使用氘化物去補償基質效應。需要注意的是，有些標記的化合物還可能在撞擊室會有氫-氘交換的情況，因此必須謹慎選取碎裂離子。
本實驗找到了合適的替代衍生方法，氣相質譜分析過程使用TFAA使胺基加上乙醯基，需注意衍生時間因為化合物易因加熱過久而分解，並且氘標記仍存在一至二個擊碎片段中。使用液相層析分析方法，找到合適的氘化內標準品，並探討撞擊能量、氘在內標準品的配置狀況、濃度、基質選擇、不同液相層析下質譜系統(串聯式四極柱或飛行時間質譜儀)下對氫-氘交換比例的影響。在氘標記的大麻類代謝物(Spice metabolite)有發現氫-氘交換現象，在氘標記的浴鹽中並無發現此現象。
   3. 氯醛糖（α-氯醛糖）為有毒物質，目前作為殺鼠或殺鳥使用一途。自1893年以來，於歐洲主要作為人類和動物的鎮靜劑。氯醛糖主要是中央神經系統的抑制劑，亦可刺激脊髓反射。在案例中，一個24歲的男子被發現死在他臥室的嘔吐殘留物附近。現場採檢到的幾個證物，包括一在義大利銷售的殺鼠劑：Mures 50g（α-氯醛糖）的空瓶。解剖沒有發現其他自然疾病或外傷的證據。
檢驗實驗室常被要求執行常規的毒理分析，以確定死亡的原因是否由大量藥物的攝取所造成的。在驗屍過程中採集的標本包括心臟血、尿液、眼球液、胃內容物、腦、膽和肝臟。特別開發並驗證了數個萃取過程及LC-MS/MS的操作流程。質譜分離則使用Agilent 1100系列的液相質譜分析儀，分析則使用API 3200三段四極柱質譜儀。
研究方法經由以下參數進行驗證 ：選擇性、線性、定性和定量極限（LOD和LOQ）、精確度、準確度和回收率，基質效應現象也納入評量。氯醛糖在血液中的濃度為65.1 mg/L，在胃內容物同樣發現高濃度的氯醛糖，證實於死亡前確實有服用氯醛糖。同時檢測氯醛糖在體內的分佈的情形，包含尿液、眼球液、腦、膽汁和肝臟。此研究提出了一α-氯醛糖急性中毒致死的案例。並開發及驗證一個具體的LC-MS/MS檢驗方法，可專一且準確地檢測在人類內的體液和組織中是否含有藥物。高濃度的胃內容物證明了短期有大量攝取氯醛糖。當測定膽汁、肝、腦和眼球液同樣呈現出高含量的氯醛糖。另一方面，眼球液並不是氯醛糖主要堆積的部位，此與先前的大量攝取氯醛糖而致死的案件結論相符。最後，雖然較先前案件中的濃度為低，心臟血中的藥物濃度仍落在高濃度的範圍。總之，氯醛糖中毒的致死案例，其解剖和毒理學結果是一致的。
  4. 揮發物經常被作為吸入劑而濫用，而目前分析揮發物的鑑定方法包含使用乙醇或額外使用質譜儀的專一性都不夠高。利用全新技術”Dean's switch style splitter”， 在頂空採樣和氣相質譜分離​​檢測後，使用火燄偵測器（FID）和質譜儀同時定量乙醇並定性吸入劑。

    使用100 uL的樣本檢測乙醇，檢測極限（LOD）和定量極限（LOQ）分別為0.005和0.010 g/L。線性範圍（R2> 0.990）跨越的濃度為0.010〜1.000 g/dL。樣本之間的變異係數（CV）小於3.1％。當濃度為0.010，0.025，0.080和0.300 g/dL時，定量準確率範圍分別為±8％，±6％，±3％，±1.5％。此外，甲醇，乙醛，異丙醇，丙酮，甲苯，異戊醇，異丁醇，正丁基醇，1,1 - 二氟乙烷（DFE），1,1,1,2 - 四氟乙烷（HFC-134a的），氯乙烷，三氯氟甲烷（氟里昂11），二氯二氟甲烷(氟里昂12)，二氯單氟甲烷(氟里昂21)，氯二氟甲烷(氟里昂22)，1,2-二氯四氟乙烷（氟利昂-114）皆使用該方法進行定性分析。定性鑑定的驗證包含了評估基質效應，靈敏度，殘留量，特異性，再現性和耐用性/堅固性。
   在兩年期間，使用此方法檢定了一個尿液和7個全血活體病例樣本的DFE (二氟乙烷)。在同時期，也檢測了一個全血活體病例樣本的甲苯。
    火燄偵測器和質譜儀方法證實可使用火燄偵測器定量分析血液中的乙醇並同時使用質譜儀進行確認，且可作為檢測血液和尿液樣本中吸入劑（1,1 -二氟乙烷和甲苯）的識別方法。
三、建議：
1. 由於對法醫毒藥物數據的品質要求越來越高，分析儀器也從低解析度、低精密度進階至追求高解析度及高精確度，世界各國也多已使用高解析度及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。在加強人員專業訓練方面，對於實驗準確度及精密度的判讀，建議無論是鑑識單位或各執法人員可以參加量測不確定度之相關課程。
2. 為了維護毒藥物檢測數據的可靠性與數據追溯性，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，本所於100年已經通過財團法人全國認證基金會(TAF, Taiwan Accreditation Foundation)評鑑，並取得ISO/IEC 17025認證，並在近期內進行第一年的監督評鑑。並持續積極鼓勵相關鑑驗人員參加各項實驗室認證課程，以期應用於各項鑑驗案件，提供更具品質之數據。
3. 實驗室認證層面極廣，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。除了逐年增加之原有鑑驗案件及函詢案件外，以目前法醫研究所毒物化學組編制人力及預算，已難發展新型藥毒物之相關研究。
4. 近年來許多新型藥毒物如浴鹽及各式大麻類已經在美國氾濫，臺灣近幾年來也有發現此類藥毒物。許多國外報導，使用毒品浴鹽後會具有興奮、幻覺、幻想等症狀。此藥已經在歐洲、美國等地造成數起死亡案例。浴鹽內主要成分為Mephedrone(俗稱喵喵)及Methylenedioxypyrovalerone (MDPV)等化學物質。行政院並已於99年7 月公告增列「4-甲基甲基卡西酮」（4-methylmethcathinone、Mephedrone、4-MMC）為第三級毒品。
5. 大會研討課程通常邀請數位法醫毒物、臨床毒物或法律相關的學者專家及檢察官針對一個主題演講，內容豐富，參加一個上午或下午時段的課程，課程費用約為50至100美元上下。此次赴美國參加國際會議，因會議研討課程報名費較往年調漲甚多，經費不足以支應相關課程費用，因此無法參加許多研討課程，實為可惜。
Simultaneous Quantification of Amphetamines and Opiates in Human Hair by Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry
Hsiu-Chuan Liu*,1, Ray H. Liu2, 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.

Introduction and Objectives: Methamphetamine and heroin have historically been the most commonly abused drugs in Taiwan and are routinely monitored in our laboratory by gas chromatography-mass spectrometry methods. The purpose of this study was to evaluate whether the liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) based approach can be more effectively applied to the simultaneous quantitation of amphetamine (AM), methamphetamine (MA), morphine (MOR), codeine (COD), 6-acetylmorphine (6-AM) and 6-acetylcodeine (6-AC) in human hair specimens. 

Methods: Hair samples were initially cut into 0.1-cm sections; washed with dichloromethane and sonicated in 2-mL methanol/trifluoroacetic acid (85:15; v/v) at 50 °C for 3 hours. The resulting solutions were processed with a solid-phase extraction procedure before undergoing LC-MS/MS analysis. Chromatographic separation was achieved using an Agilent Zorbax SB-Aq (100 mm x 2.1 mm i.d.; 1.8 m particle) analytical column operated at 50 °C. The mobile phase consists of 0.1% formic acid (v/v) in water (A) and methanol (B). Mass spectrometric analysis was performed in positive-ion mode; applying multiple reaction monitoring (MRM) using optimized collision energy for each precursor ion designating each analyte of interest.

Results: The overall protocol achieved the following results when applied to the analysis of 50 mg drug-free hair specimens fortified with 100-10000 pg/mg analytes of interest: (a) inter-day and intra-day precision ranges (percent CV) for AM, MA, MOR, COD, 6-AM and 6-AC were 1.0-5.1%, 1.9-5.6%, 1.0-7.4%, 1.0-7.6%, 2.2-4.0% and 1.3-8.2%, respectively; (b) method linearity (r2); detection limit and quantitation limit for all 6 analytes were >0.998; 10 pg/mg and 50 pg/mg, respectively. 

Conclusions: This protocol was then applied to (a) the analysis of hair samples collected from 77 self-reported drug abusers; and (b) to evaluate the deposition pattern of drugs in head hairs collected from four female methamphetamine and heroin abusers at a rehabilitation facility. We concluded that this relatively simple protocol can be used for routine and reliable identification and quantitation of AM, MA, MOR, COD, 6-AM and 6-AC in hair.
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Rapid Screening and Confirmation of 300 Pesticides in Postmortem Specimens by LC Ion-Trap MS/MS and Automated Library Search
Hsiu-Chuan Liu1, Hsi-Tzu Lee1, Chu-Chun Hsu1, Ray H. Liu2, Dong-Liang Lin*,1
1Department of forensic Toxicology, Institute of Forensic Medicine, Ministry of Justice, Taipei, Taiwan; 2Department of Medical Laboratory Science and Biotechnology, Fooyin University, Kaohsiung, Taiwan.

Introduction and Objectives: Preliminary screen of drugs and toxic compounds is a challenge and plays an important role in forensic and clinical laboratories. Traditional methods for preliminary screen include immunoassay (IA), gas chromatography-nitrogen/phosphorous detection (GC/NPD), mass spectrometry (MS), GC/MS, and liquid chromatography-diode array detection (LC/DAD). Recent advances in the LC-MS/MS technology have provided an opportunity for the development of more specific approaches to achieve the "screen" and "confirmation" goals in a single analytical step. The objective of this study is to establish a 300 pesticides MS/MS library by LC ion-trap MS/MS instrumentation, using a linear ramping collision energy technique, for general unknown screening (GUS) application in forensic and clinical laboratories.
Methods: Liquid-liquid extraction procedure using Toxi-tubes® A protocol was coupled to LC-ESI-MS/MS (Agilent 6320 LC/MSD trap) using an Agilent Zorbax SB-Aq (2.1 mm x 100 mm, 1.8 μm particle) analytical column operated at 50oC. The analytes were eluted at a flow rate of 0.32 mL/min with a solvent mixture composed of methanol and water containing 0.1% formic acid. Positive-ion ESI MS/MS spectra and retention time for each of the pesticide was first established using 1000 ng/mL standards. These spectra were then transferred to the library and searched by the identification algorithm of the Agilent ion trap software for matching the spectra derived from unknown compounds found in the test specimen. Scores for Fit, Reverse Fit, Purity and Retention time are provided for each match.
Result: The analysis of the sample is carried out using the “AutoMS(2)” mode in which the signal is monitored in full-scan. When the intensity of an ion within the selected window exceeds a minimum threshold value, that ion is then selected as a precursor ion and fragmented. Up to five precursor ions in each MS spectrum may be selected. Each precursor ion can be selected for two occurrences and then excluded for 0.2 min. Since the resulting data file consists of MS and MS/MS spectra, a special algorithm in the software is used to generate the MS/MS spectrum pair (for each compound) that are related by a common MS precursor ion. Molecular weight and retention time are provided for each spectrum match. In this study, each pesticide has its specific retention time, the retention time window for each component is set at ±1 min. The time window is important because if another compound elutes later also includes the same m/z precursor ion, it will not be confused with the earlier eluting one.
Conclusions: This method provides a rapid, sensitive approach to isolate, screen and confirm a broad spectrum of pesticides. The specificity of the method was evaluated using numerous postmortem matrices. No significant interference was found at the retention time expected of the targeted compounds. This method was successfully applied to the analysis of postmortem specimens from forensic cases.
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