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結構修改，發現其毒素含有氮、聚醚、環胺及

羧酸的螺旋多環聚合物。這種新穎的海洋生物

毒素被命名為azaspiracid (AZA)(2)。之後在歐

洲國家及來自非洲的各種雙殼貝類物種中檢測

到AZA，貝類包括牡蠣、扇貝和蛤蜊。James
等人提出其致病藻類是鞭毛藻(Protoperidinum 
crassipes)，隨後的研究由Tillman等人指出其
主要產生致病毒素的是Azadinium spinosum，
一種新發現的鞭毛藻物種，表示P. crassipes
可能捕食Azadinium spinosum藻類後而產生毒 
素(3)。

AZA-1是最早被分離出來的毒素，利用

前　言

氨代螺旋酸(azaspiracids, AZA)是由微型甲
藻Azadinium spinosum產生的一種脂溶性多環
醚藻毒素，可在人體中累積，引起疾病(1)。最

早案例於1995年，有幾個荷蘭人在愛爾蘭的基
拉里港口食用藍貝 (Mytilus edulis)後出現中毒
症狀而受到注目，其症狀為典型的下痢性貝毒

(diarrhetic shellfish poisoning, DSP)綜合徵狀，
但該貝類經分析後其DSP毒素含量非常少， 
Satake等人將來自愛爾蘭有毒貝類進行毒素分
離及結構分析，Nicolaou及Frederick等人進行
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摘　要

氨代螺旋酸(azaspiracid, AZA)為脂溶性的海洋毒素，主要是由微型甲藻所產生
的代謝產物，雙殼貝類經由濾食，將氨代螺旋酸累積於貝肉組織中，人類誤食經氨
代螺旋酸污染之貝類後，造成噁心，嘔吐，腹瀉及胃痙攣等中毒症狀，稱為氨代螺
旋酸貝毒(azaspiracid poisoning, AZP)。有鑑於國際間發現貝類中氨代螺旋酸貝毒之
案例，且本署預告訂定之「食品中汙染物質及毒素衛生標準草案」訂有其限量，故
擬建立該檢驗方法。本研究取均質後之雙殼貝檢體以甲醇萃取氨代螺旋酸後，利用
液相層析串聯質譜儀(liquid chromatograph/tandem mass spectrometer, LC/MS/MS)採多
重反應偵測(multiple reaction monitoring, MRM)模式進行分析。選用竹蛤空白檢體進
行添加回收試驗，添加濃度為2及10 ng/g，氨代螺旋酸AZA-1、AZA-2及AZA-3之五
重複平均回收率介於72.6 - 108.6%之間，變異係數(CV%)皆小於15%，本檢驗方法
之定量極限為0.002 mg/kg。以建立之方法分析貝類標準參考物質CRM-AZA-Mus，
AZA-1、AZA-2及AZA-3檢測值分別為1.42、0.314及0.203 mg/kg與標示值1.16、0.273
及0.211 mg/kg略為接近，顯示本方法之準確性佳。另抽驗市售13件雙殼貝類檢體，
檢驗結果皆未檢出。
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tandem mass spectrometry, LC/MS/MS)等為主，
小鼠生物試驗法具有可廣泛使用、不需複雜設

備等優點，但是其靈敏度及重複性不佳，且

僅能檢測到貝肉組織中10 - 40%的AZA，僅有
高含量AZA的貝肉組織中產生陽性結果(10,11)。

LC/MS/MS法具有分析快速、靈敏度高及選擇
度佳等優點，惟毒素標準品價格昂貴及需較高

階的儀器設備(12)。

基於國際間曾發生中毒事件，且制定有雙

殼貝類中氨代螺旋酸貝毒之限量標準，本研究

之目的為建立雙殼貝類中氨代螺旋酸貝毒之檢

驗方法，並以建立之方法進行市售貝類中氨代

螺旋酸貝毒含量調查，建立背景資料，並將檢

驗方法公開作為檢驗執法之依據及外界監測貝

毒之所需。

材料與方法

一、材料與試藥

㈠檢體來源
本研究之雙殼貝類檢體係106年11月購自
台北地區之傳統市場及大賣場。包括文

蛤、馬蹄蛤、竹蛤、血蛤、海瓜子、赤嘴

蛤、蚵、生蠔、北寄貝、干貝及白貝，共

13件檢體。
㈡溶劑與標準品
甲醇採用液相層析級(Merck, Darmstadt, 
Germany)；甲酸及甲酸銨為試藥特級
(Wako, Osaka, Japan) (Sigama-Aldrich, 
Louis, USA)。氨代螺旋酸AZA-1標準品
(1.30 ± 0.07 μg/mL)、AZA-2標準品(1.22 
± 0.06 μg/mL)、AZA-3標準品 (1.18 ± 
0.05 μg/mL)及標準參考物質CRM-AZA-
MUS-d (AZA-1含量為1.16 ± 0.10 μg/g、
AZA-2含量為0.273 ± 0.024 μg/g及AZA-3
含量為0.211 ±  0.023 μg/g) (National 
Research Council, Halifax, NS, Canada)。

質譜分析法(mass spectrometry, MS)及核磁
共振(nuclear magnetic resonance, NMR)解析
AZA-1的結構，並以電灑游離法離子化正離子
(positive electrospray ionization, ESI+)，游離形
成[M+H]+離子對m/z為842；AZA-1在貝肉中是
最常見的類型，為毒素組成中所占比例最高，

結構與其他毒素明顯不同，屬脂溶性聚醚化合

物，無色非晶質固體，分子量為841.5 g/mol，
含有螺旋環的含氮聚醚，末端含有羧基，碳骨

架由40個碳原子組成，分子中有20個立體異
構中心和9個環狀結構。1997年在愛爾蘭西北
海岸的小村莊發生貽貝引起的AZP，經NMR
分析後發現2個AZA的類似物，分別於C-8接
有甲基及C-22去掉1個甲基分子，各別命名為
AZA-2及AZA-3(4,5)，其離子對分別為856 m/z及
828 m/z。

AZA在1 mol/L的乙酸/甲醇溶液或1 mol/L
的氨水溶液中加熱150分鐘後毒性不受影響，
在冷藏條件下可長期儲存。與DSP毒素類似，
人類食入受到AZA污染的貝類數小時後，會出
現嚴重的急性症狀包括噁心、嘔吐、腹瀉及胃

痙攣等，症狀可持續2 - 3天(6)。 
歐洲食品安全局(european food safety 

authority, ESFA)檢視既有之數據並根據急毒性
參考劑量(acute reference dose, ARfDs)，以160 
μg AZA eq./kg貝肉當作限量標準(7)。EFSA將
ARfD定義為在食物中可計算的毒素含量；依
據體重顯示在24小時內消化後，對攝食者健康
風險沒有明顯的影響。而以ARfD作為基礎，
AZA-1建議最小允許量是30 μg AZA-1 eq./kg貝
肉，顯示每人劑量不會超過12 μg AZA-1 eq./60 
kg(8,9)。此外，美國食品藥物管理局(food and 
drug administration, FDA)也以0.16 ppm當量計
算的AZA作為限量標準。
目前針對AZA的檢驗方法是以小鼠生物

試驗法(mouse bioassay)、高效液相層析(high-
performance liquid Chromatography, HPLC)、
液相層析串聯質譜法(liquid chromatography/
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㈢器材
離心管(50 mL，PP材質)、容量瓶(5 mL
及20 mL)、濾膜(孔徑0.22 μm，PTFF材
質)。
㈣標準溶液之配製
各別取氨代螺旋酸AZA-1標準品384.6 
μL、AZA-2標準品409.8 μL及AZA-3標準
品423.7 μL，以甲醇定容至5 mL，作為標
準溶液，於4°C避光儲存備用。

二、儀器設備

㈠高效液相層析串聯質譜儀：包括液相層析
儀(Acquity UPLC® System, Waters, USA)
和串聯式質譜儀(Xevo TQ-S micro, Waters, 
USA)
㈡液相層析管柱：1.7 µm，內徑2.1 mm × 

10 cm (Acquity UPLC® BEH C18, Waters, 
USA)
㈢離心機(Allegra 25R centrifuge, Beckman 

Coulter, USA)
㈣旋渦混合器(Vortex Genie-2, Scientific 

Industries, USA)
㈤高速組織研磨振盪均質機 ( 2 0 1 0 

GenoGrinder®, SPEX SamplePrep, USA)
㈥去離子水製造機 ( M i l l i p o r e  m i l l i - Q , 

Millipore, USA)

三、檢液之調製

將檢體均質，取約2 g，精確稱定，置於
50 mL離心管中，加入甲醇9 mL，旋渦混勻
後，以高速組織研磨振盪均質機於1000 rpm振
盪1分鐘，於4°C、2000 xg離心10分鐘，收集
上清液，殘渣以上述步驟重複一次，合併上

清液，再以甲醇定容至20 mL，混合均勻，經
PTFE濾膜過濾，供作檢液。

四、基質匹配檢量線之製作

取竹蛤空白檢體，依檢液調製以濾膜過

濾，分別量取濾液1 mL，以氮氣吹乾，分別
加入氨代螺旋酸適量標準溶液2 - 100 μL，再
加入甲醇使體積為1 mL，混和均勻，製作成
AZA-1、AZA-2及AZA-3 0.2 - 10 ng/mL (0.2、
0.5、1、2、5及10 ng/mL)之基質匹配檢量線。

五、儀器參數之設定

㈠UPLC分析條件
移動相溶液A：稱取甲酸銨0.315 g及量
取甲酸1 mL，以去離子水溶解使成1000 
mL，經濾膜過濾，取濾液供作移動相溶
液A。
移動相溶液B：稱取甲酸銨0.315 g及量取
甲酸1 mL，以甲醇溶解使成1000 mL，經
濾膜過濾，取濾液供作移動相溶液B。
移移動相溶液：如表一。

表一、A液與B液以下列條件進行梯度分析

 時間(min) A (%) B (%)
0 →   9 95 →   0 5 → 100
9 → 12 0 →   0 100 → 100

12 → 13 0 → 95 100 →     5 
13 → 15 95 → 95 5 →     5

動相流速：0.25 mL/min
注入量：10 mL
㈡質譜條件
離子化模式：電灑離子化正離子(positive 
ion electrospray ionization, ESI+)
毛細管電壓(capillary voltage)：1.0 kV
管柱溫度(column temperature) ：45℃
離子源溫度(ion source temperature)：
150℃
溶媒揮散溫度(desolvation temperature)：
450℃
溶媒揮散流速(desolvation flow rate)： 
850 L/hr
偵測模式：多重反應偵測(multiple reaction 
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每克檢體中分別添加2及10 ng之標準品，依檢
液調製流程操作並進行分析，經帶入基質匹

配檢量線比對後，與添加濃度比較。前處理

方法進行五重複試驗，同時操作空白試驗，

計算五重複試驗間之平均回收率及變異係數

(coefficient of variation, CV)，以評估本方法之
準確度及精密度。

八、基質效應(matrix effect)評估

分別建立標準曲線(calibration curve in 
solvent)及基質匹配檢量線(matrix-matched 
calibration curve)，並依下列計算公式評估基質
效應。

基質效應=(基質匹配檢量線之斜率-標準
曲線之斜率) / 標準曲線之斜率 × 100%。

九、定量極限之評估

取標準溶液分別進行空白樣品之一系列添

加回收試驗，依前述方法進行分析，就所得波

峰之訊號強度計算其訊噪比(S/N ratio)，就分
析物之定量離子訊噪比 ≥ 10且回收率及變異
係數符合本署食品化學確效規範(13)之最低濃度

為檢驗方法之定量極限(limit of quantification, 
LOQ)。

十、標準參考物質之評估

標準參考物質CRM-AZA-Mus-d之基質為
Mytilus edulis之均質的貝肉組織。稱取標準參
考物質約2 g，精確稱定，依檢液調製流程操
作並進行分析，經帶入基質匹配檢量線比對

後，與已知濃度比較，前處理方法進行三重複

monitoring, MRM)。偵測離子對、進樣
錐電壓(cone voltage)與碰撞能量(collision 
energy)如表二。

表二、氨代螺旋酸標準品之多重反應偵測模式參數

Compound
Ion pair Cone 

voltage
(V)

Collision 
energy
(eV)

Precursor ion (m/z) > 
product ion (m/z)

AZA-1
842.6 > 824.5a

48
28

842.6 > 806.5 40

AZA-2
856.6 > 838.5a

38
28

856.6 > 820.5 42

AZA-3
828.6 > 810.4a

76
26

828.6 > 792.4 38
a.MRM transition used for quantitation.

六、鑑別試驗及含量測定

精確量取檢液及基質匹配檢量線溶液各10 
μL，注入液相層析串聯質譜儀，依第五節儀
器參數條件進行分析，就檢液與基質匹配檢量

線溶液所得波峰之滯留時間及多重反應偵測相

對離子強度比鑑別之，並依下列計算式求出檢

體中氨代螺旋酸AZA-1、AZA-2或AZA-3之含
量：

檢體中氨代螺旋酸AZA-1、AZA-2或

AZA-3之含量(mg/kg)= C × V
M × 1000

C： 由基質匹配檢量線求得檢液中氨代螺
旋酸AZA-1、AZA-2或AZA-3之含量
(ng/mL)

V： 檢液最後定容之體積(mL)
M： 取樣分析檢體之重量(g)
相對離子強度由定性離子對與定量離子對

之波峰面積相除而得(≤ 100%)，容許範圍如表
三。

七、添加回收試驗

取經均質貝肉2 g，置於離心管中，分別
加入100 ng/mL標準溶液40及200 μL，相當於

表三、相對離子強度容許範圍

相對離子強度(%) 容許範圍(%)
> 50 ± 20

> 20 - 50 ± 25
> 10 - 20 ± 30

≤ 10 ± 50
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試驗，計算三重複試驗間之平均回收率及變異

係數，以評估本方法之可行性。

十一、市售雙殼貝類調查

於台北地區之傳統市場及大賣場抽購市售

雙殼貝類，以本研究所建立之方法分析，據以

了解本方法之適用性及雙殼貝肉中氨代螺旋酸

AZA-1、AZA-2及AZA-3之含量。

結果與討論

一、儀器分析條件

以液相層析四極柱式串聯質譜儀做為檢測

儀器，採用電灑游離法(electrospray ionization, 
ESI)，偵測方式為多重反應MRM模式，為促
進離子化及增加質譜分析之感度，本研究於移

動相中添加0.1%甲酸，以形成氫加成之離子
片段[M+H]+。首先探討分析物氨代螺旋酸貝

毒AZA-1、AZA-2及AZA-3之質譜最佳參數，
設定適當之毛細管電壓、溶媒揮散溫度、氣體

流速、進樣錐電壓及碰撞能量等，使分析物可

順利離子化，選定前驅離子(precursor ion)及產
物離子(product ion)，以獲得最大偵測感度。
圖一為0.5 ng/mL氨代螺旋酸AZA-1、AZA-2及
AZA-3標準溶液之MRM層析圖譜，分析時間
為15分鐘。

二、方法確效

㈠定量方式評估
分別製作標準曲線及基質匹配檢量線，

以評估基質效應。標準曲線係標準品以

甲醇稀釋至0.2 - 10 ng/mL之標準溶液所製
備，另取空白檢體，依檢液調製流程後添

加標準品配製成0.2 - 10 ng/mL之基質匹配
檢量線，結果如表四所示，標準曲線及

基質匹配檢量線之線性回歸方程式之r2值

皆在0.99以上，顯示於該濃度範圍內線性

表四、基質效應之評估

Compound
Solvent Matrix Matrix 

effect 
 (%)Slope r2 Slope r2

AZA-1 24023.5 0.9964 15289.8 0.9986 -36.4
AZA-2 21085.9 0.9977 12864.7 0.9974 -39.0
AZA-3 24948.2 0.9957 20418.6 0.9992 -18.2

(A)

(B)

(C)

圖一、 以LC/MS/MS分析0.5 ng/mL氨代螺旋酸標
準溶液AZA-1(A)、AZA-2 (B)及AZA-3 (C)之
MRM層析圖譜
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F1:MRM of 3 channels, ES+
856.63 > 810.45

1.155e+005Azaspiracid-3
8.77

44492.05
1183.03

Azaspiracid-3
8.77

1406.93
934.10
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關係良好。基質效應評估之結果顯示，

AZA-1、AZA-2及AZA-3之曲線斜率差異
在-39.0至-18.2%之間，顯示分析定量受基
質干擾，因此，本研究選擇以基質匹配檢

量線進行定量分析。

方法定量極限(limit of quantitatiom, LOQ)

一般是以最小標準品添加濃度的S/N比值
大於10者即認定為LOQ。本研究考量S/N
比值與回收率數據之結果，貝肉組織中

氨代螺旋酸AZA-1、AZA-2及AZA-3皆為
0.002 mg/kg (圖二)。
㈡添加回收試驗
於均質貝肉2 g中分別加入100 ng/mL標準
溶液40及200 μL，相當於每克檢體中分別
添加2及10 ng之標準品，進行添加回收試
驗，氨代螺旋酸AZA-1、AZA-2及AZA-3
之五重複平均回收率介於72.6 - 99.5%，
同日內變異係數(CV%)介於2.8 - 10.4%(表
五)，異日間變異係數介於4.0 - 10.8% (表
六)，皆符合確效規範，顯示此方法有良
好之準確度及精密度。

三、標準參考物質

表五、雙殼貝類中氨代螺旋酸之回收率及變異係數

(同日間)

Compound

Spiked level (ng/g)
2 10

Recoverya 
(%)

CV
(%)

Recovery 
(%)

CV
(%)

AZA-1 72.6  2.8 98.6 7.2
AZA-2 82.8  3.5 99.5 10.4
AZA-3 84.6  4.8 99.1 9.3

a.n=5

表六、雙殼貝類中氨代螺旋酸之回收率及變異係數

(異日間)

Compound

Spiked level (ng/g)
2 10

Recoverya 
(%)

CV
(%)

Recovery 
(%)

CV
(%)

AZA-1 73.0 4.0 104.0   7.3
AZA-2 81.9 4.0 108.6 10.8
AZA-3 87.8 5.5 106.9   9.7

a.n=10

(A)

(B)

(C)

20171116_12 Smooth(Mu,4x3)
spike_2 ppb_3

20171116_12 Smooth(Mu,4x3)
spike_2 ppb_3

20171116_12 Smooth(Mu,5x4)
spike_2 ppb_3

20171116_12 Smooth(Mu,5x4)
spike_2 ppb_3

20171116_12 Smooth(Mu,5x4)
spike_2 ppb_3

20171116_12 Smooth(Mu,5x4)
spike_2 ppb_3

Azaspiracid-1
9.03

2913.35
422.17

Azaspiracid-1
9.03

429.58
146.96

Azaspiracid-2
9.15

2269.20
392.69

Azaspiracid-2
9.15

338.81
114.42

Azaspiracid-3
8.82

3633.38
248.42

Azaspiracid-3
8.82

406.17
121.78

F2:MRM of 3 channels, ES+
842.62 > 824.5

4.213e+004

F2:MRM of 3 channels, ES+
842.62 > 806.5

6.294e+003

F3:MRM of 3 channels, ES+
856.62 > 838.51

2.886e+004

F3:MRM of 3 channels, ES+
856.62 > 820.50

4.534e+003

F1:MRM of 3 channels, ES+
828.63 > 810.45

4.534e+003

F1:MRM of 3 channels, ES+
828.63 > 792.44

4.444e+003

圖二、 本檢驗方法氨代螺旋酸AZA-1 (A)、AZA-2 
(B)及AZA-3(C)之定量極限MRM層析圖譜
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以建立之方法分析購自加拿大國家委員會

之貝類參考物質CRM-AZA-Mus，表七顯示氨
代螺旋酸AZA-1、AZA-2及AZA-3檢測值分別
為1.42、0.314及0.203 μg/kg，與標示值1.16、
0.273及0.211 μg/kg接近，分別為標示值之
122、115及96%，且變異係數介於3.6 - 4.6%之
間，顯示本方法具準確性。

四、市售雙殼貝檢體之調查結果

自行抽驗市售雙殼貝類檢體，包含1件文
蛤、1件馬蹄蛤、1件海瓜子、1件日本海瓜

子、1件赤嘴蛤、1件竹蛤、1件血蛤、1件牡
蠣、1件蚵、1件生蠔、1件活白貝、1件北寄貝
及1件干貝，共計13件(附錄一)，產地包括台
灣、法國及日本，分析結果如表八所示， 13
件檢體皆未檢出氨代螺旋酸。

結　論

本研究建立以LC/MS/MS分析雙殼貝類中
氨代螺旋酸貝毒之檢驗方法，方法經確效評

估，回收率與重複性良好，符合食品化學確

效規範，以建立之方法分析貝類標準參考物

質CRM-AZA-Mus-d，檢測值與標示值極為接
近，準確度佳，靈敏度亦符合法規要求。本方

法方便簡單、分析快速及靈敏度佳，將來可供

各衛生單位與檢驗機構參考使用。
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ABSTRACT

Azaspiracids (AZAs) are lipophilic polyether marine toxins that accumulate in various shellfish 
species in the tissue of bivalves through filter-feeding. Humans ate poisonous shellfish containing AZAs 
may cause nausea, vomiting, diarrhea, and stomach cramps, known as azaspiracids poisoning (AZP). 
In view of the incidents of AZP were happened internationally, this study aimed on the establishment 
of the analytical method for azaspiracids in foods. Liquid chromatograph/ tandem mass spectrometer 
(LC/MS/MS) with the multiple reaction monitoring mode (MRM) was applied. Bivalves samples were 
homogenized, extracted with methanol and analyzed by LC/MS/MS. Recovery studies were performed 
by spiking of 2 and 10 ng/g standards (AZA1-3) into blank calm samples. The average recoveries were 
between 72.6 and 108.6% and the coefficients of variation were between 2.8 and 1.8%. The limit of 
quantitation was 0.002 mg/kg. The established method was validated by testing of certified reference 
material (CRM-AZA-Mus). The detected values of AZA-1, AZA-2, and AZA-3 in CRM was 1.42, 0.314, 
and 0.203 mg/kg, respectively, which were closed to the certified value of 1.16, 0.273, and 0.211 mg/kg. 
Thirteen commercial samples of bivalves were surveyed. The results showed AZA-1, AZA-2, and AZA-3 
were not found in all samples.

Key words: azaspiracids poisoning, bivalves, LC/MS/MS


