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探討不同分析方法對西卡毒素 (CTX) 及其同類物之定性、定量及結構分析 
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大綱 
一、前言 
二、高靈敏度和實用的三明治螢光酵素連結免疫吸附測定法測定西卡毒素 
三、使用液相層析串聯質譜儀分析大西洋沿岸受污染魚類樣品中的西卡毒素 
四、使用液相層析串聯高解析質譜儀 (LC-HRMS) 和化學衍生化策略闡述加勒

比海西卡毒素的結構 
五、結論 
摘要 

西卡魚中毒 (Ciguatera fish poisoning, CFP) 是熱帶和亞熱帶地區的重要議題，

儘管在魚類中觀察到的許多西卡毒素 (Ciguartoxin, CTX) 的確切前驅物尚不清

楚，但已確定與 CFP 有關的毒素來源與 Gambierdiscus 相關。迄今描述的所有 
CTX 在其梯形結構以及生物合成來源方面都顯示出相似之處，這些聚醚毒素在

自然界中的結構變異性仍然知之甚少，因為即使在高毒性魚類中也僅存在低濃度，

使得分離、鑑定和了解其化學特性變得困難。以三明治螢光酵素連結免疫吸附測

定法 (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 測定 CTX，因 CTX 同類物

兩末端不同的殘基使其能與不同的 mAbs (Monoclonal antibody, mAbs) 特異性結

合，藉由不同 mAbs 組成的酵素抗體複合物進行 ELISA 分析，依測得的螢光強

度分辨 CTX 之同類物。以液相層析串聯質譜儀 (Liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry, LC-MS/MS) 對 CTX 進行定性及定量分析，以正相及逆相固

相萃取 (Solid phase extraction, SPE) 機制純化樣品。以 15 克組織作為樣本量並

增加離心步驟，可降低基質效應、減少乳狀液，以達到提高回收率及靈敏度的目

標。正相 SPE 的梯度沖提使分析物回收率達到 77.2%；逆相 SPE 的梯度沖提

使回收率達到 69.3%，包括信號抑制在內，整個 LC-MS/MS 測得回收率為 
57.6%。LC-HRMS 探討了 CTX-1/2 的化學衍生化作用，此外也鑑定了 CTX-3/4 
之結構。以 N2A 細胞進行細胞存活率分析試驗 (N2A MTT assay, MTT-N2A)，
其中 O/V 致敏細胞用於評估 CTX、非 O/V 致敏細胞用於評估樣品萃取物誘導

的非特異性活性、CTX3C 系列稀釋液用於繪製標準曲線。經液相層析串聯高解

析質譜儀 (Liquid chromatography-high resolution mass spectrometry, LC-HRMS) 
分析可推斷羥基化的大概位置；對於 1/2 和兩個 m/z 1143.6463 類似物在三個特

定 m/z 處均觀察到較小的 q11、q12 和 q13 離子，表明其結構包含一個開放的 
N 環；以高碘酸鹽裂解 1/2 及 3/4 的產物可得知，1/2 及 3/4 皆具有末端二醇

基，綜合上述各分析結果，可對 CTX-1/2 及 CTX-3/4 進行化學結構之鑑定。比

較 CTX 之檢測方法，ELISA 之偵測極限較 LC-MS/MS 低，而 LC-MS/MS 較 
ELISA 省時，兩者皆對 CTX 具有高特異性。  
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一、 前言 
西卡魚中毒  (Ciguatera fish poisoning, CFP) 由食用累積了西卡毒素 

(CiguaToxins, CTX) 的各種魚類所引起。CTX 主要存在於太平洋、加勒比海和印

度洋地區，並被分類為太平洋 P-CTX、加勒比海 C-CTX 和印度洋 I-CTX (Lewis, 
2000)。CFP 造成的症狀包括胃腸道、心血管和神經系統疾病，可能持續數月甚

至數年，據估計，全球每年有超過 5 萬人患有 CFP，使其成為最常見的非細菌

性食物中毒類型之一 (Scheuer, 1994; Lewis, 2001; Dickey and Plakas, 2010)。
CTX1B 被認為是毒性最高的同類物，美國食品和藥物管理局 (Food and Drug 
Administration, FDA) 對太平洋地區魚類中 CTX 發布了 0.01 ppb CTX1B 當量

毒性的濃度限制，然而聯合國糧食及農業組織 (Food and Agriculture Organization 
of the United Nations, UNFAO) 和世界衛生組織 (World Health Organization, WHO) 
等官方組織則尚未發布魚類中 CTX 的法規限制 (Dickey and Plakas, 2010)。 

 迄今為止，已開發了多種檢測 CTX 之分析方法，如傳統小鼠生物測定法 
(Yasumoto et al., 1984)、神經母細胞瘤細胞試驗 (Manger et al., 1995)、酵素連結

免疫吸附測定法 (Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) (Tsumuraya et al., 
2014)、放射性和熒光受體結合測定 (Poli et al., 1997; Dechraoui et al., 1999; 
Hardison et al., 2016)、高效液相層析 (High performance liquid chromatography, 
HPLC) ( Yasumoto et al., 1995)、質譜法 (Mass spectrometry, MS) (Lewis and Jones, 
1997; Lewis et al., 1999; Yasumoto et al., 2000) 和液相層析串聯質譜儀 (Liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) (Hamilton et al., 2002a; 
Hamilton et al., 2002b; Lewis et al., 2009; Otero et al., 2010; Yogi et al., 2011; Yogi et 
al., 2013; Silva et al., 2015; Diogene et al., 2017)、高解析質譜儀 (High resolution 
mass spectrometry, HRMS) (Silva et al., 2015; Suzuki et al., 2017) 等。本報告探討

了使用 LC/MS/MS、LC-HRMS 及 ELISA 進行 CTX 同類物之定性、定量及結

構分析。 
二、 高靈敏度和實用的三明治螢光酵素連結免疫吸附測定法測定西卡毒素 

CTX 之結構為 3 nm 長的梯形多環醚 (Yasumoto and Murata, 1993; Michio 
and Yasumoto, 2000; Yasumoto, 2001)，CTX1B 及其同類物 (Fig. 1) 對哺乳動物

具有高毒性。本篇作者認為基於抗體的免疫分析法可提供 CTX 準確、靈敏、簡

易和便攜的檢測方法，因此作者製備了幾種針對 CTX 任一側的四種特異性單株

抗體 (mAbs； 10C9、3D11、8H4 和 3G8) (Fig. 2)。此外，還建立了一種三明治 
ELISA，利用兩種不同的 mAbs 特異性結合 CTX 的兩個側翼，藉此檢測 CTX 
及其同類物。 

本研究將 8H4、3G8、3D11 及 10C9 四種不同的 mAbs 分別與 ALP 結合。

依目標物不同使用不同 mAbs 塗佈的 ELISA 微盤及 mAb-ALP 複合物，並於

檢測 54-deoxyCTX1B 及 CTX3C 時以免疫反應增強劑取代樣品稀釋緩衝液。除

上述四個 CTX 同類物外，還依照 ELISA 分析步驟分析了其他海洋毒素。為提

升檢測的方便性，本研究以 3G8 及 10C9 mAbs 塗佈 ELISA 微盤，製備了單個 
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ELISA 試驗其可同時檢測四個 CTX 同類物。此外，為確認此 ELISA 的適用性，

進行了標準添加試驗，於未受污染的樣品中添加 CTX1B 標準品，經萃取純化後，

取最終萃取物進行 ELISA 分析。在萃取純化對基質效應之影響的評估試驗中，

分為兩種方法，一是於樣品中添加 CTX1B，接著取每步驟之萃取物進行 ELISA 
分析，二是於每步驟之萃取物中加入 CTX1B 後進行 ELISA 分析。於四種 
mAbs 檢測  CTX 之實驗中使用  3G8 塗佈 ELISA 盤，並以鹼性磷酸酶 
(Alkaline phosphatase, ALP) 與  mAbs 8H4 結合，以  2´-[2-Benzothiazoyl]-6´-
hydroxybenzothiazole phosphate (BBTP) 作為螢光基質，檢測 CTX1B (Fig. 3) 其
偵測極限為 0.16 pg/mL、定量極限為 0.49 pg/mL。另外，以 10C9 塗佈 ELISA 
盤與 8H4-ALP 複合物檢測 51-HydroxyCTX3C (Fig. 4A)，偵測極限為 0.1 pg/mL、
定量極限為 0.3 pg/mL。然而以 10C9 塗佈 ELISA 盤與 3D11-ALP 複合物檢測 
CTX3C 之偵測極限約為 2 pg/mL，且背景值高，推測可能因 3D11 對 CTX3C 
的親和力較差 (Oguri et al., 2003)，於 ELISA 微盤中加入免疫反應增強劑，發現

偵測極限降低為 0.090 pg/mL、定量極限為 0.27 pg/ mL (Fig. 4B)。以 3G8 塗佈 
ELISA 盤與 3D11-ALP 複合物檢測 54-deoxyCTX1B，並於 ELISA 中添加免疫

反應增強劑，可顯著改善偵測靈敏度，偵測極限為 0.11 pg/mL、定量極限為 0.32 
pg/mL (Fig. 4C)。 

由螢光三明治 ELISA 之交叉反應試驗之結果可觀察到其他海洋毒素與此 
ELISA 分析並無交叉反應 (Fig. 5)，且對其他 CTX 同類物的特異性之實驗結果

顯示，每種 ELISA 皆嚴格區分 CTX1B 及 CTX3C 兩種不同系列之 CTX (Fig. 
6)，mAb 3G8 特異性識別 CTX1B 和 54-脫氧 CTX1B (Fig. 6A、D)，而 mAb 
10C9 特異性識別 CTX3C 和 51-hydroxyCTX3C (Fig. 6B、C)。此外，與 ALP 結
合的 8H4 於 M 環羥基的缺乏之情況下仍可識別 CTX 的右翼 (Fig. 6A、C) 
(Oguri et al., 2003; Tsumuraya et al., 2006; Tsumuraya et al., 2010; Tsumuraya et al., 
2012; Tsumuraya et al., 2014)。 

於單個 ELISA 試驗同時檢測四個 CTX 同類物之實驗中，以 10C9 和 
3G8 的混合物塗佈 ELISA 微盤，並以 8H4-ALP 複合物作為檢測抗體檢測 
CTX1B，結果顯示其他三個同類物可同時被檢測，且隨著濃度變化，這些同類物

提供了相似的螢光強度曲線 (Fig. 7)。於 ELISA 適用性評估試驗中，將含有 
0.01ppb CTX1B 的樣品以  ELISA 分析，最終萃取物及其  10 倍稀釋液中 
CTX1B 之濃度分別為 17 pg/mL 和 20 pg/mL。此結果顯示 CTX1B 之回收率分

別為 34% 和 40% ，證實 ELISA 能可靠地檢測到魚肉中的 CTX1B。於基質效

應評估試驗中，方法一各步驟收集之萃取物經 ELISA 分析後 CTX1B 濃度依序

為 2.3 pg/mL (回收率為 9%)、2.5 pg/mL (回收率為 10%)、2.7 pg/mL (回收率為 
11%) 和 8.0 pg/mL (回收率為 32%) 在萃取過程的早期階段，檢測到的 CTX1B 
濃度顯著降低至最初添加濃度的 10%。方法二將各步驟之萃取液添加 CTX1B 
後進行 ELISA 分析，其濃度依序為 3.2 pg/mL、5.3 pg/mL、7.7 pg/mL 和 25 
pg/mL，分別檢測到添加的 CTX1B 的 13%、21%、31% 和 100%。 
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綜合上述分析可知，本研究開發出的高靈敏度螢光三明治 ELISA 可準確檢

測出四個主要的 CTX 同類物，且與相關的海洋毒素無交叉反應。此螢光三明治 
ELISA 之偵測極限 (LOD) 小於 1 pg/mL，證實了其高靈敏度，且只需進行簡單

萃取即可檢測被 CTX1B 污染的魚。 
三、 使用液相層析串聯質譜法分析大西洋沿岸污染魚類樣品中的西卡毒素 

CTX 為熱和 pH 穩定的親脂性聚醚化合物，以大型藻類作為食物網中動物

群的傳播媒介，引起毒素生物累積和代謝轉化 (Lewis and Holmes, 1993)。本研究

的目的為使用 LC-MS/MS，分析大西洋沿岸受污染魚樣品中的 CTX。 
本研究根據 Yogi 等人最初提出的條件進行樣品預處理之優化，經正相 

(Florisil) 及逆相 (C18) 固相萃取 (SPE) 機制純化樣品，去除干擾值。LC-MS/MS 
分析根據兩種不同的方法進行，第一種方法以穩定性高的 [M+Na]+ 作為前驅物

離子及產物離子，監測特定離子的鈉結合物。為使所有化合物之分析達最佳靈敏

度，於正電離子化模式下分析 CTX，同時進行了離子源及介面條件的優化與調

整。第二種方法用於 CTX 之定性分析，樣品經多重反應監測 (MRM) 模式分析，

以 [M+H-H2O]+ 作為前驅物離子，監測三種脫水離子和兩個 C-CTX1 碎片。 
通過標準添加法的回收率實驗評估萃取效率，進行樣品預處理時，以 15 克

組織作為樣本量可最大程度地降低基質效應，萃取過程中增加了離心步驟，可減

少乳狀液，提高分析物回收率及靈敏度。Florisil SPE 的梯度沖提使分析物回收

率提高到 77.2%，且與基質脂質分離效果較佳；C18 SPE 沖提之回收率達到 
69.3%。通過與純溶液標準品進行比較，評估了整個純化步驟，在標準添加樣品

中的回收率為 56.7% (Table 1)。 
本研究使用 CTX1B 標準品添加到未經污染的魚組織以 SPE 預處理魚萃

取物，評估基質對質譜的影響。於 C18 SPE 預處理的最終沖提液加入已知量的 
CTX1B，並通過 LC-MS/MS 分析。將標準品添加試驗的信號強度與相同濃度下

的純標準品進行比較，觀察到 22% 的信號抑制，包括信號抑制在內的整個 LC-
MS/MS 分析的回收率相當於 57.6%。 

於 LC-MS/MS 中第一種方法使用了含有甲酸銨和甲酸改性劑的甲醇-水流

動相，產生高強度 [M+Na]+ 離子，通過 MRM 選擇高度穩定的 [M+Na]+ 作為

前驅物離子和產物離子，簡化了 CTX 類似物的鑑定和定量。使用此方法可提升

靈敏度進而減少進樣量和相關的基質效應。透過滯留時間的比較，使用參考標準

鑑定 CTX 類似物 (Fig. 8)。在 0.28-27.88 ng/mL (R2 = 0.999) 的濃度範圍內評估 
CTX-1B 的線性關係 (Fig. 9)。通過在九個不同日期注射的斜率變化對穩定性進

行最低限度評估，並且隨時間觀察到靈敏度的增加。第二種方法使用 CTX-3C 作
為來源和界面條件的優化，實驗結果得知 [M+NH4] + m/z 1128.6 是 CTX-1B 檢
測到的主要離子、CTX-3C 為 [M+H]+ m/z 1023.6、C-CTX1 為 [M+H-H2O] + m/z 
1123.6，因此選擇 [M+H-H2O] + m/z 1123.6 於多重反應監測分析中監測 C-CTX1。
在高能量碰撞獲得的 C-CTX1 的 MS/MS 數據顯示，C-CTX1 的 N 環可能是

七元環，並獲得 C-CTX1 結構片段 (Fig. 10)。Table 2 列出使用 LC-MS/MS 量
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化這些樣品的結果，該表顯示 E1、S1 和 P1 樣品與 CFP 爆發有關。依照第一

種方法進行鑑定和定量，樣品經由 MRM 後 C-CTX1 的滯留時間與純標準溶液

一致 (Fig. 11)，其濃度範圍為 0.12-0.78 ng C-CTX1/g。使用第二種方法監測 C-
CTX1 脫水離子的 m/z 差異，[M+H-H2O]+ m/z 1123.6、[M+H-2H2O]+ m/z 1105.6、
[M+H-3H2O]+ m/z 1087.6、[M+H-4H2O]+ m/z 1069.6，及 C-CTX1 片段 m/z 108.9 
和 m/z 191.1，前驅物離子/產物離子的滯留時間和波峰面積比與 C-CTX1 純標

準溶液結果一致，證實受污染物與 CTX 類似物的關聯。使用本研究改善過後的 
LC-MS/MS 條件鑑定 N2A 試驗中類 CTX 陽性分餾液中於 m/z 1181.7 處之突

出離子，其質量對應於 C-CTX 水合物與鈉的結合物離子碎片。在 MS/MS 實驗

中證實了 m/z 1181.7 處之離子化合物是 C-CTX1 的水合物 (Fig. 12)。 
綜上述分析可知，本研究中使用的質譜條件以及加成物和碎片的監測有助於

提高靈敏度，且確認了 C-CTX1 為加納利群島受污染樣品中主要的 CTX 類似

物。本研究也證實了在 m/z 1181.7 處檢測到離子為 C-CTX1 的水合物。 
四、 使用液相層析串聯高解析質譜儀 (LC-HRMS) 和化學衍生化策略闡述加勒

比海西卡毒素的結構 
西卡魚中毒是熱帶和亞熱帶地區的一個重要問題，目前已對 C-CTX1 及 C-

CTX-2 進行了結構測定 (Fig. 13) (Lewis et al., 1998)。本研究之目的為分析 C-
CTX-1 和 C-CTX-2 的質譜碎裂，以建立碎裂機制，並應用於 C-CTX-3/-4 異構

體的結構測定 (Vernoux and Lewis, 1997; Pottier et al., 2002; Abraham et al., 2012)。 
萃取煮過的均質肌肉組織樣品，以 MTT-N2A 進行毒性評估，選擇具有 

CTX 特異性活性超過  2.6 μg/kg CTX3C eq. 的高毒性樣品進行大規模萃取 
(Robertson et al., 2014)。藉由 LC-MS 定量，選擇豐度最高的 C-CTX-1/-2 以及 
C-CTX-3/-4 萃取物做進一步的儀器分析和化學反應。以 Scomberomorus cavalla 
及 Sphyraena barracuda 製備參考物質，將其重新潤濕萃取後通過 LC-HRMS 分
析，以驗證 C-CTX-1/-2。將 N2A 細胞繼代培養至達到穩定的生長速率和細胞活

性 (>95%)，在培養基中用 O/V 處理細胞，接著以 CTX3C 標準品、C-CTX 陽
性和陰性魚類參考物質和 SPE 分離的魚類萃取物處理細胞，OD570 nm 測 5 分
鐘內之吸光值。 

用水稀釋甲醇萃取物後進行分餾，0-5 分鐘收集第一個分餾液，接著每 30 
秒收集一次分餾液 (#2-#8)，CTX-1/-2 是分餾液 ＃5 的主要成分，CTX-3/-4 是
分餾液 ＃2 的主要成分。於 ＃5 的等分試樣中分別添加固體硼氫化鈉及硼氘化

鈉進行化學反應後加入乙酸水解剩餘的硼氫化物及硼氘化物，接著以  LC-
HRMS/MS 分析混合物，探討硼氫化物還原 C-CTX-1/-2 的化學反應。取分餾液 
#2 和 #5 進行高碘酸鹽氧化試驗，以 LC-HRMS/MS 進行結構分析。 

在魚類參考物質與樣品萃取離子層析圖中約 10.3 分鐘處產生一個共析峰，

於 HRMS 質譜圖中可觀察到 [M-H2O+H]+、[M+H]+ 及 [M+NH4]+ 之 m/z 分別

為 1123.6225、1141.6326 及 1158.6594。魚類參考物質和魚樣品中 C-CTX-1/-2 
的產物離子質譜圖，證實了魚樣品中 C-CTX-1/-2 的存在 (Fig. 14)。根據魚組織
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中發現的一對化合物全掃描質譜圖推測其為  CTX， [M+H]+ 的  m/z 為 
1143.6463。對於 C-CTX-1/-2 m/z 1123.6463 及 C-CTX-3/-4 m/z 1143.6463 在 m/z 
807.4297、877.4716 和 979.5395 處均觀察到較小的 q11、q12 和 q13 離子 (Fig. 
15, Fig. 16)，表明其結構包含一個開放的 N 環 (Fig. 13)。在所有含 C-CTX-1 和 
C-CTX-2 的魚萃取物中均觀察到 m/z 1143.6463 化合物，分別命名為 C-CTX-3 
和 C-CTX-4。 

硼氫化鈉與含有 C-CTX-1/-2 且不含有 C-CTX-3/-4 的分餾液反應，同時出

現了兩個清晰的尖峰，其滯留時間與 MS 和 MS/MS 光譜特徵都跟 C-CTX-3/-
4 相同 (Fig. 17, Fig. 18)。LC-HRMS 與 Sphyraena barracuda 萃取物的直接比較

證實了 C-CTX-1/-2 硼氫化物還原產物與天然的 C-CTX-3/-4 相同，此結果表明 
C-CTX-1/-2 經硼氫化物還原後生成一對差向異構體 C-CTX-3/-4 (Fig. 17)。比較

使用 C18 層析管柱於酸性及中性流動相中圖譜之峰形，可看出酸性條件加速了 
C-CTX-1/-2 於管柱中的平衡，C-CTX-3/-4 則不受影響 (Fig. 19, Fig. 20)。用硼氘

化物取代硼氫化物還原魚萃取物中的 C-CTX-1/-2，其產物 (5/6) 滯留時間與天

然的 C-CTX-3/-4 相同 (Fig. 21)，但提供更高 m/z 的 [M+H]+ 離子 (Table 3)。
此外，5/6 的 p2’、s3’、q3’、s7’ 和 q7’ 型離子之質量相對於 C-CTX-3/-4 均較

高，而 q11、q12 和 q13 離子則不受影響 (Fig. 22, Fig. 23)，因此，NaBD4 反應

證實了還原發生在分子的 N 環上。對含 C-CTX-1/-2 的分餾液用高碘酸鹽處理，

產生兩個主要反應產物，其 m/z 分別為 1127.6202 (7) 和 1109.6097 (8)，產物 7 
的元素組成與 C-CTX-1/-2 的差異相當於 CH2 的淨損失，表明在 C-CTX-1/-2 
的末端存在二醇基。C-CTX-3/-4 與高碘酸鹽的反應生成產物 9，主要提供 m/z 
1111.6258 和 1093.6176 的 [M+H] + 和 [M-H2O+H]+ 離子，表明了 C-CTX-3/-
4 中存在末端二醇基團 (Fig. 17)。 

綜上述分析可知，在 LC-HRMS/MS 中，C-CTX 是一種用來定性產物的離

子，該分析適用於新 C-CTX 同類物的結構鑑定。此類數據與一系列化學反應的

結合使新的 CTX 類似物的結構得以被確定。 
五、 結論 
1. CTX 檢測方法中，ELISA 分析法相對於 LC-MS/MS 分析法具有較低的偵

測極限及需花費較多的時間，兩者皆對 CTX 具有高特異性。 
2. 利用 ELISA 及 LC-MS/MS 分析法評估樣品預處理對基質效應及分析效率

影響，證實只需進行簡單萃取即可有效率地檢測被 CTX1B 污染的魚。 
3. LC-HRMS 分析法除定性及定量外，還可進行結構分析，相較於其他分析方

法，其可對 CTX 進行較全面的分析。  
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