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美國國家動物疾病中心豬病研習

行政院農業委員會家畜衛生試驗所  豬瘟研究系  李  璠

研習目的

為強化家畜衛生試驗所對於豬隻病毒性疾病的診斷能力，並進而建立國內豬病的病毒學與流行病學資料，乃徵得美國國家動物疾病中心(National Animal Disease Center, NADC)同意，從事為期兩週有關豬血球凝集性腦脊髓炎病毒(Hemagglutinating encephalomyelitis virus, HEV)、豬巨大細胞病毒(Porcine cytomegalovirus, PCMV)與豬生殖及呼吸綜合症病毒(Porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV)的研習。期間豬巨大細胞病毒之研習係在愛荷華州立大學獸醫學院的獸醫診斷實驗室進行。
研習地點簡介

本次研習的機構主要為位於愛荷華州(Iowa State)中部艾姆斯(Ames)的美國國家動物疾病中心。

愛荷華州在西元1846年成為美國的第二十九個州，為中西部地區典型的農業州，境內以平原地形為主。東以密西西比河與威斯康辛州及伊利諾州為界，西以密蘇里河與南達柯塔州及內布拉斯加州相鄰；北鄰明尼蘇達州，南接密蘇里州。總面積近五萬六千平方英哩，居美國第二十三位。全州人口二百九十三萬人，居美國第三十位。州內以白人為主要族群，約佔總人口百分之九十四(以上為2000年統計資料)。製造業、服務業與零售業是愛荷華州居民的主要經濟收入，然而該州最著名的卻是獨步全國的畜牧業、玉米業與黃豆業。在原住民的語言裡，「IOWA」是「美麗的土地」的意思。愛荷華州正如其名，境內以田園景色為主調，一望無際的玉米田是最常見的景致。全州有超過九萬七千個農場，有百分之九十一的面積為農業用地，農地比例居全美之冠。豬肉、玉米(年產4,420萬噸，產值30億美元)、黃豆(年產1,170萬噸，產值21.8億美元)、雞蛋的產量亦為國內第一。境內約有1,540萬頭豬、21萬頭乳牛及3,100萬隻蛋雞(以上為2001年統計資料)。西元2000年時農業產品總出口產值為三十四億美元，佔全國百分之五點二。

國家動物疾病中心的所在地艾姆斯是一個有五萬居民的典型農業城鎮。艾姆斯位於愛荷華州首府狄摩茵(Des Moines)北方，由狄摩茵國際機場經235號州際公路、35號州際公路至艾姆斯僅需五十分鐘車程。艾姆斯的城市規模雖小，國家動物疾病中心及同屬於農業部的國家獸醫服務實驗室(National Veterinary Service Laboratory, NVSL)皆坐落於鎮內，擁有全美第一所公立獸醫學院的愛荷華州立大學亦位於鎮上，使這個小地方成為美國獸醫學診斷及研究的重鎮。

國家動物疾病中心隸屬於美國農業部的農業研究署(Agricultural Research Services, ARS)，為美國聯邦體系下最大的動物疾病研究中心。該中心的設立最早可溯及1905年在艾姆斯成立的豬瘟研究站(Hog Cholera Research Station)，為美國農業部早期研究及防治豬瘟的實驗室。1956年艾森豪總統批准成立國家動物疾病實驗室(National Animal Disease Laboratory, NADL)，並在1973年更名為國家動物疾病中心至今。六十至七十年代，該機構以豬瘟、布氏桿菌症、病毒性下痢、鉤端螺旋體症、家禽霍亂、巴氏桿菌症等疾病為研究重心，如今業務的範圍更廣，主要目標有三：(一)降低畜牧業及農村社會因傳染性、遺傳性及代謝性疾病所造成的經濟損失；(二)減少或撲滅藉畜產品傳播給人類的病原；(三)減少重要畜牧產業因疾病所造成的影響及死亡。

該中心的主體為一地上二層、地下一層的磚造建築。整棟建築的實驗室區域構築成H型，分為A、B兩翼，各有十八個單元(Modules)。其中A4至A10單元目前供國家獸醫服務實驗室使用。設計之初，每一單元內的結構皆完全相同，有實驗室、辦公室、小型實驗動物房、穿牆式滅菌器、浴室等設施。其後隨著實驗的需求不同，各單元都或多或少做了些改變。除主體建築外，該中心也有負壓動物房、解剖房、牧場、水塔等設施，佔地318英畝。

在行政體系方面，國家動物疾病中心的員工共280人，其中包含55位主要研究人員及其他行政與技術人員。除行政單位之外，該中心依研究領域分為五個研究群(Research units)：(一)乳牛疾病研究群，以乳房炎、泌乳熱、胎盤留置、瘤胃酸中毒等為研究主題；(二)食品安全及腸道疾病研究群，以病原性食品污染及豬隻腸道疾病的致病機序為研究主題；(三)細菌性疾病研究群，以開發布氏桿菌症、副結核病、牛結核病、鉤端螺旋體症、豬赤痢等疾病的診斷方法與防治技術為研究主題；(四)呼吸系統疾病研究群，以研究家禽、豬、牛的細菌性呼吸道疾病為主；(五)病毒及普里昂疾病研究群，以研究特定或新興病毒性疾病、開發疫苗與診斷技術為主要目標。本次研習主要在該中心的B15及B16單元進行，由病毒及普里昂疾病研究群的Kelly Lager博士、Ann C. Vorwald小姐與Deborah Clouser小姐指導實驗的操作。

自從公元2001年9月11日紐約恐怖攻擊事件之後，美國各政府機構都加強了安全措施，其中操作微生物病原的實驗室也成為安全防護與管制的重點。此次研習期間，每次進出中心大門，皆必須出示證件、登記姓名後，由中心員工陪同方能進入洽公或進行實驗。顯示恐怖主義對美國社會的衝擊，不僅對人類直接致病的微生物受到重視，可以造成農業重大損失的病原也受到相當的關注與管制。

愛荷華州立大學(Iowa State University)涵蓋了艾姆斯西半部，校區與小鎮融為一體。其獸醫學院設立於1879年，自1903年起招收四年制獸醫學系學生，為全美第一所州立的獸醫系所。目前有獸醫微生物及預防醫學系、獸醫病理學系、獸醫診斷學及經濟動物學系、生物醫學系、獸醫臨床醫學系等五個系，並有一所教學醫院。本次研習係在教學醫院的獸醫診斷實驗室(Veterinary Diagnostic Laboratory)接受韓裔副教授Kyoung-Jin Yoon的中國裔研究助理Jenny Li指導，學習有關豬巨大細胞病毒的診斷技術。
研習過程

本次研習人員於民國九十一年八月十七日夜裡出發，經洛杉磯、芝加哥轉機，在九十一年八月十八日(美國中西部時間)抵達愛荷華州首府狄摩茵，驅車前往艾姆斯。九十一年八月十九日清晨向國家動物疾病中心報到，隨即參與實驗動物剖檢及實驗室工作至八月三十日止，期間並往返於愛荷華州立大學獸醫診斷實驗室學習豬巨大細胞病毒診斷技術。研習結束後於八月三十一日循原路線搭機返國。
研習心得與建議

一、豬生殖及呼吸綜合症研究：

由於美國已於1978年撲滅豬瘟，假性狂犬病病例也幾乎絕跡，豬生殖及呼吸綜合症與豬流行性感冒等問題已成為美國養豬業目前最受關注的傳染病之一。本病首次在1987年有文獻記載，近十年來受到獸醫學界相當地重視，也是美國、加拿大、日本及西歐等許多國家的常在性豬病。目前僅有澳大利亞與瑞典提出該國為非疫區之研究報告。豬生殖及呼吸綜合症病毒屬於動脈病毒科(Arteriviridae)，為具有封套的RNA病毒，主要影響以呼吸系統、神經系統及母豬的繁殖障礙為主。種豬感染後性慾與精液品質也會降低。

在病毒學方面，豬生殖及呼吸綜合症病毒依其臨床表徵與病毒性狀可概略分為兩群：一為以LV病毒株為原型株的歐洲病毒株，其次為以VR-2332病毒株為原型株的北美病毒株。在臨床上，感染歐洲株會在耳翼、乳頭、鼻鏡、腹部等處出現藍斑，北美株則無此現象。目前有商品化的活毒疫苗可協助控制本病。兩種經猴腎細胞馴化的活毒疫苗株RespPRRS/Repro與PrimePac PRRS以古典病毒學方法無法與野外的病毒株區別，容易造成病例診斷上的困擾，也容易令人懷疑馴化的疫苗株是否因毒力回復而仍具致病性。為此，1990年代末期W. L. Mengeling博士領導的研究人員在國家動物疾病中心建立了結合反轉錄聚合酵素連鎖反應(RT-PCR)與限制酵素片段多型性(restriction fragment length polymorphism, RFLP) 的診斷技術，利用病毒株核酸序列間的細微差異區分疫苗株與野外株。該方法以聚合酵素連鎖反應增幅病毒的第五開放讀碼區(ORF 5)，復以MluI、HincII、SacII三種限制酵素分別切割，觀察切割後的電泳圖譜。由於疫苗株呈現的電泳圖譜具有特異性，乃能藉此鑑別病材所含的病毒為何。目前該實驗室的研究重點之一，在於探究疫苗接種後，經過不同時間在受到野外毒株感染時，疫苗的保護效力如何。由於疫苗接種後，馴化的疫苗毒仍會在淋巴結增殖、存活數週至數月之久，淋巴結也會因病毒增殖而腫大。因此除了自實驗豬隻的肺灌洗液、鼠蹊淋巴結分離及鑑定病毒之外，計算胸淋巴結(sternal lymph node)、深頸淋巴結(deep cervical lymph node)與體重的相對比值也有助於了解病毒在體內活動的樣貌。
二、豬血球凝集性腦脊髓炎研究：

1962年A. S. Greig等人首次在加拿大的哺乳豬分離到血球凝集性腦脊髓炎病毒。此病毒屬於冠狀病毒科(Coronaviridae)，僅有一個血清型，但致病性因病毒株的不同而有差異。主要影響的豬齡以三週齡以下為主，造成哺乳豬的腦脊髓炎及嘔吐消耗症(Vomiting and wasting disease, VWD)。稍大的保育豬感染後有時會出現嘔吐、食慾不佳、無精打采及若干神經症狀。

美國國家動物疾病中心關於血球凝集性腦脊髓炎病毒的研究主要集中於1970年代，對於該病毒的病毒學性狀、病原性、致病機序、田間盛行率等進行了系統性的研究，也建立了病毒培養、血球凝集試驗、血球凝集抑制試驗、免疫螢光染色等基本定量與診斷的技術。此次研習所使用的67N病毒株即自1978年冷凍後保存至今。由於在當時分子生物學技術上處於萌芽階段，因此對於病毒基因體並未進行較深入的分析。臺灣地區於1992年首次由張甘楠等學者確定血球凝集性腦脊髓炎病毒的存在，此亦為關於此一病毒在臺灣僅見的正式學術論述，其他有關病毒學及流行病學資料均未有系統的建立。對於此一病毒診斷技術的建立，建議首先由培養豬甲狀腺細胞入手(附錄一)。根據美方研究及實地以螢光標示抗體染色之結果，顯示甲狀腺細胞增殖病毒的速度與力價均較豬腎細胞株(PK-15)、豬睪丸細胞株、豬胚腎細胞等細胞為優。一旦能有效增殖細胞後，即可用以進行抗體的檢測。田間病毒之分離亦以此種初代細胞為佳。此一細胞在消化後，可用液態氮冷凍保存，俟需要時再行解凍仍能保有其活性。

三、豬巨大細胞病毒研究：

豬巨大細胞病毒屬於泡疹病毒科(Herpesviridae)，主要造成豬的包涵體性鼻炎(Inclusion body rhinitis)。對幼齡豬隻可引發致死性的全身性感染，成豬則常呈現不顯性感染。由於此種病毒可藉胎盤垂直傳染，也與死產及新生仔豬的早期死亡有關。受感染的仔豬蒼白、水腫、呼吸費力、增重遲緩，有些會死亡。
豬巨大細胞病毒感染的病例在愛荷華州立大學獸醫診斷實驗室並不多見。本次研習期間，該實驗室恰巧接獲要求檢測豬巨大細胞病毒的鼻甲骨與肺灌洗液檢體，兩種檢體皆經聚合酵素連鎖反應證實為豬巨大細胞病毒陽性，因此有機會自病材分離到病毒。培養豬巨大細胞病毒的細胞以豬肺泡巨噬細胞(Swine alveolar macrophage, SAM)為佳。此種初代細胞係得自無特定病原豬的肺臟。根據當地研究人員的建議，欲取得豬肺泡巨噬細胞，豬隻屠宰前一日應先給予高量抗生素以減少體內雜菌。屠宰後必須充分放血，以減少肺臟內的血液。取出肺臟後，自氣管灌入含有抗生素的細胞培養液或磷酸緩衝液，然後吸取或倒出肺臟灌洗液(Pulmonary lavage)。灌入之液體不宜過多，否則易使肺泡漲破而摻雜紅血球。灌洗液中含有大量的黏液，必須反覆稀釋、離心二至三次才能得到乾淨的巨噬細胞。所得的細胞以107/ml濃度保存，可連續使用數年。由於巨大細胞病毒具有細胞依附性(Cell-associated)，將可疑病材中的細胞與巨噬細胞共同培養，較容易進行病毒分離。病材以鼻黏膜、肺臟、腎臟的檢體較佳。受感染的巨噬細胞會脫離培養器皿的底部，呈現細胞肥大的現象，並帶有嗜鹼性核內包涵體。然而由於增殖速度緩慢，通常要十至十四日才能見到此等變化。

四、獸醫研究與診斷業務的分工：

國家動物疾病中心是一個以動物疾病研究為主要工作的機構，南鄰的國家獸醫服務實驗室則是以疾病診斷業務為主(另有位於紐約州梅島的外來動物疾病診斷實驗室)，獸醫生物製劑中心(Center for Veterinary Biologics, CVB)則負責管理及研發獸醫生物製劑，以確保獸醫診斷、預防、治療等製劑的效能及安全性。三者分工非常清楚，在預算與人力的資源各自獨立。為因應國際的競爭壓力及現代化的需求，美國農業部已研擬一整體計畫，更新位於艾姆斯的實驗室建築，以供國家動物疾病中心、國家獸醫診斷實驗室、獸醫生物製劑中心共同使用，預算為三億七千九百萬美元。

受限於國家幅員、預算、畜產業規模等因素，我國中央政府將疾病研究、檢驗診斷與製劑研發集中於同一個機關：農業委員會家畜衛生試驗所。就實務層面來看，以研究或診斷為主體的實驗室，不僅在工作規劃、思考理念上不同，人員的訓練與運用方式亦各不相同。反觀家畜衛生試驗所現行的職掌，必須具備常在性疾病與外來疾病的檢診能力，又被要求展現研究發展的成果，無論在經費與人力運用上均有魚與熊掌之難。

面對未來環境的變動，若是期望以診斷工作為業務導向，加強實驗室認證，力求檢驗品質的標準化與精確性，廣泛建立疾病診斷的實驗室操作技術等，應該是努力的方向。甲類傳染病固然是國家目前亟需處理的重要農業問題，但許多在國外已經研究多年的豬隻傳染性疾病，國內連最基本的抗體調查、感染分布等流行病學資料皆未曾建立。在豬病疫情日益複雜化的現在，若不能對多種豬病及其檢診技術有相當程度的了解，就難以用較為客觀與科學的角度提供農業服務，替目前現場存在的疾病問題，找出實際解決之道。反之，倘若以研究為主要目標，或許應朝向特定主題進行深入研究，放棄現行單打獨鬥、泛而不精的計劃研提方式，方能有系統地集中力量，對幾種值得關注的重要疾病進行探討，解決動物疾病防治上的重要問題。

五、人員素質的提昇：

本次研習除了受教於Kelly. M. Lager博士與Ronald D. Wesley博士外，許多實驗室的實務工作皆Ann C. Vorwald與Deborah Clouser由帶領進行操作或示範。後二者皆為大學畢業的實驗室技術員(technicians)，職務位階較接近於我國的技工或技佐。然而以其豐富的為生物操作與實驗室管理經驗，對於各種試驗的原理與理論，均能夠解釋得條理分明，顯示其在職進修及訓練相當紮實，較我國一般學、碩士級研究人員有過之而無不及。反觀我們的農業研究機構，經驗豐富的基層工作人員在所多有，但較少見其利用職務空閒之時自行進修、充實學養及深化專長訓練，實在相當可惜。基層技術人員誠為試驗研究機構的磐石，也是所有研究成果的幕後功臣。如何提昇基層技術人員的素質，鼓勵或獎勵其自我期許及進修，提供參與實驗規劃與討論的空間，或許是試驗研究機構的研究人員，在忙於試驗研究與例行公務時必須思考的另一個課題。再者，由於公務機關人才晉用與進修的限制，本所在人力資源上，相較於各大學獸醫科系與臺灣動物科技研究所，已逐漸處於劣勢。研究能量是否能負荷國家農業政策的需求，科技人才的進用能否較有彈性，都將是推動研究工作時可能遭遇的瓶頸。因此，在新增人力困難的現況之下，鼓勵既有員工訓練與進修，應是較為實際可行的策略。
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附錄一：初代豬甲狀腺細胞之組織培養

一、自屠體取下豬甲狀腺後，浸泡於含抗生素的培養液內帶回實驗室。

二、將組織移至玻璃培養皿上，以剪刀剪除附著在甲狀腺組織上的脂肪組織，僅留下深紅色的甲狀腺組織。

三、將除去脂肪的組織放在一只乾淨的100ml燒杯內，用50ml不含鈣及鎂離子的無菌磷酸鹽緩衝液(PBS)清洗一至二次。

四、倒掉緩衝液，以剪刀將甲狀腺組織剪碎，然後以不含鈣及鎂離子的PBS清洗三次。

五、把剪碎的組織浸在10倍體積的EMEM(含抗生素、抗黴菌劑Fungizone及10%牛血清)中，放入攝氏4度冰箱內靜置一夜。

六、小心地把EMEM倒掉，用不含鈣及鎂離子的PBS將組織塊清洗三次。

七、將組織塊倒進消化瓶內，加入80ml Dispase II (2 unit/ml, Roche)。
八、在攝氏37度攪拌，使組織塊與酵素充分接觸，作用1小時。

九、將混濁的上清液倒進50ml離心管內，在常溫下以1,200rpm離心10分鐘(Beckman J6-MC型離心機)。

十、將離心後的上清液倒回消化瓶內重複使用，再把消化瓶放入攝氏37度培養箱內，作用1小時。如此重複操作直至組織塊上的細胞消化殆盡為止。

十一、離心管內沉澱的細胞，加入少量EMEM培養液(含10%胎牛血清)後，以微量吸管反覆沖吸，將細胞盡量沖散，然後移入塑膠培養瓶內，在攝氏37度二氧化碳培養箱內增殖。
十二、培養中的甲狀腺細胞若需移到其他容器培養，可用含有胰蛋白酵素(Trypsin)的一般消化液處理後，將懸浮的細胞分裝置其他器皿。
附錄二：以血球凝集試驗檢測血球凝集性腦脊髓炎病毒力價

一、紅血球的製備：

(一)以數倍體積的磷酸緩衝液(PBS)稀釋新鮮的雞血(採血時已加抗凝血劑)。

(二)在室溫下以1,000rpm離心5分鐘。

(三)以微量吸管小心地吸去上清液及白血球。

(四)重覆前述加入PBS、離心、吸去上清液及白血球的步驟一次。

(五)估計離心後紅血球的體積，加入等量的PBS，即成為50%紅血球懸浮液，可保存於攝氏4度的條件下約一個月。

(六)操作血球凝集試驗或血球凝集抑制試驗所用的紅血球濃度為0.5%，應於使用前將50%紅血球懸浮液稀釋100倍。

二、血球凝集試驗(試管法)：

(一)準備十支玻璃試管，除第一支加入750ul PBS外，其餘各管分別加入500ul PBS。

(二)在第一支試管內加入250ul待測的病毒液，充分混合後吸取500ul移入第二支試管，如此依序進行二倍稀釋至第九支試管。第十支試管不加病毒液以作為對照組。

(三)在每支試管(包括對照組)內加入0.5%紅血球懸浮液500ul。

(四)震盪混合後，在室溫下靜置45分鐘。

(五)判讀結果：以管底不會出現紅血球沉降的最高稀釋倍數作為血球凝集單位(HA units)。譬如在本操作程序中。若僅第一支試管不出現紅血球沉降，則原病毒液力價為4 血球凝集單位。若第六支試管為最後一支無紅血球沉降的試管，則原病毒液力價為128 血球凝集單位。對照組應出現清楚的紅血球沉降現象，紅血球堆積在管底呈現一個清楚的紅點。

三、血球凝集試驗(微量盤法)：

(一)準備圓形底部的微量盤(Microtiter plate)，每一橫排可檢測一個病毒檢體。

(二)在第一孔加入75ul PBS，其餘第二至十二孔各加入50ul PBS。


(三)在第一孔加入25ul待測病毒液，充分混合後吸取50ul移入第二孔，如此依序進行二倍稀釋至第十一孔。第十二孔不加病毒液以作為對照組。

(四)在每個孔(包括對照組)內加入0.5%紅血球懸浮液50ul。
(五)震盪混合後，在室溫下靜置45分鐘。

(六)判讀結果：比照上述的「試管法」判讀與計算力價。
附錄三、以血球凝集抑制試驗檢測血球凝集性腦脊髓炎病毒抗體力價

1、 待測血清之前處理：

(一)以攝氏56度加熱血清30分鐘，使血清中之補體不活化。

(二)每件血清取0.3ml，加入等量的50%紅血球及0.2mg白陶土(Kaolin)粉末，然後震盪均勻。

(三)置於室溫30分鐘，作用期間時而搖晃使其充分作用。

(四)以3,000rpm離心15分鐘。

(五)吸取上清液，供血球凝集抑制試驗之用。

二、準備圓形底部的微量盤(Microtiter plate)，每一橫排可檢測一個血清檢體。

三、在第一孔加入135ul PBS，其餘第二至十二孔各加入75ul PBS。

四、在第一孔加入15ul經過前處理的待測血清，充分混合後吸取75ul移入第二孔，如此依序進行二倍稀釋至第十一孔。第十二孔不加病毒液以作為對照組。

五、在各孔分別加入75ul以PBS稀釋的血球凝集性腦脊髓炎病毒病毒液(內含4血球凝集單位的病毒)。

六、各孔分別加入150ul 0.5%紅血球。

七、在室溫下靜置45分鐘。

八、判讀結果：以出現血球凝集抑制現象的最高稀釋濃度為血球凝集抑制力價(HI titer)。
附錄四、以聚合酵素連鎖反應(PCR)檢測細胞中之豬巨大細胞病毒
一、以QIAamp DNA Mini Kit進行細胞內DNA的萃取：

(一)將20ul Qiagen Protease加入空的1.5ml微量離心管內。

(二)將200ul檢體(血液或體液)加入同一管中。

(三)將200ul Buffer AL加入管中，然後劇烈震盪使內容物混合。

(四)在攝氏56度下作用10分鐘。

(五)快速離心數秒，使管壁上的液滴集中至管底。

(六)加入200ul乙醇，然後劇烈震盪使內容物混合。

(七)將內容物小心地加入QIAamp管柱(QIAamp spin column，)，加蓋後以8,000rpm離心1分鐘。
(八)將管柱打開，加入500ul Buffer AW1，然後以8,000rpm離心1分鐘。隨後將管柱裝上乾淨的2ml收集管，並丟棄含有濾液的收集管。

(九)將管柱打開，加入500ul Buffer AW2，然後以最高速離心3分鐘。

(十)如有需要，將管柱裝上乾淨的2ml收集管，丟棄含濾液的收集管，再以最高速度離心1分鐘。

(十一)將管柱接上一只乾淨的1.5ml微量離心管，丟棄含濾液的收集管。打開管柱，加入100ul Buffer AE，置於室溫5分鐘後以8,000rpm離心1分鐘。

(十二)取出適量的DNA進行聚合酵素連鎖反應，其餘保存在攝氏－20度下。

二、聚合酵素連鎖反應引子：

本組引子係依據GenBank編號AJ222640的序列所設計的，分別對應於豬巨大細胞病毒聚合酵素基因第37至64個以及第449至420個核甘酸序列。

5’-CCCTGATCTTAAATGACGAGGACGTGAC-3’

5’-ACCGTCTGAGAGACTGAACTTCTCTGACAC-3’

三、反應條件：

利用程式控制的循環加熱器(Thermocycler)，首先將反應物加溫至攝氏95度，持續15秒。接著以攝氏94度45秒、攝氏63度30秒、攝氏72度30秒重複進行38個循環。最後以攝氏72度維持10秒，然後降溫至攝氏4度。

四、產物分子大小：

413 bp。










