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本次出國的主要目的係前往日本北海道大學獸醫學研究所之微生物學研究室研習家禽流行性感冒之疫苗研發技術。以現有疫苗株之狀況研習禽流感病毒增殖、濃縮、純化技術並佐以其他技術以監視每一研製過程病毒的含量及純度的確認。同時由指導教授喜田宏老師提供疫苗種毒株篩選技術，以便未來能篩選出適用性高的高力價疫苗株以提高研發的商用價值。北海道大學喜田宏教授多年致力流行性感冒病毒的病因學、致病學、流行病學及預防控制學的研究，經驗豐富。本文包括引言、研習機構及之研究室簡介、研習日程、研習心得、綜合建議及致謝等部份，附錄家禽流行性感冒神經氨酸酶試驗、家禽流行性感冒病毒純化等相關實驗詳細操作方法。
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赴日研習家禽流行性感冒疫苗研發技術
行政院農業委員會家畜衛生試驗所

疫學研究組　鄭明珠　陳燕萍

引言

鳥類流行性感冒病毒廣佈全世界，一般對家禽不致有太大影響，但高病原性的病毒株（HPAI）卻會引起雞隻大量死亡及惡性傳播之可怕結果。近幾年來禽流感在亞洲地區悶燒著，從1997年底香港爆發H5N1人畜共通傳染之高病原性家禽流行性感冒，造成18人感染6人死亡開始，去年（2003年）12月和今年（2004年）年2月期間，一下子連續有9個亞洲國家爆發H5N1高病原性禽流感，並造成33人感染及23人死亡。而台灣雖然沒有爆發H5N1，但是每年有成千上萬的候鳥遷徙往來，這些病毒隨時都有可能被傳播入境。我國近兩年在養鴨場監測到H5N2及H7N7弱毒株，今年1月則發現另一株H5N2弱毒散佈於養雞場。這些病毒雖然目前並沒有造成養雞場的最大威脅，但為考量未來可能突變成為強毒株之危機，我國政府目前採行病毒陽性檢出場強制撲殺策略，現階段仍不使用疫苗免疫策略。家禽流行性感冒疫苗現已有商品化疫苗，但為避免一旦爆發需緊急採購而有缺貨之虞，國內仍應建立研發技術及自行研發疫苗，以備所需。

本所過去進行疫苗研發工作上，採行由現有的國外分讓標準株及台灣野外分離株中選擇病毒株來當作疫苗株試製不活化疫苗，然而不活化疫苗的製造上需要較高的抗原力價才能達到免疫效果，所以必須將病毒濃縮才能達到效價。因此，如何將現有疫苗株增殖的病毒濃縮、純化以便製造達效價的疫苗，以及如何進行疫苗株的篩選以便獲得高力價的疫苗株，是當前我們研發疫苗上需要的重要技術。

此次臨危受命到北海道大學研習家禽流行性感冒之研發技術，則以現有疫苗株之狀況研習禽流感病毒增殖、濃縮、純化技術並佐以其他技術以監視每一研製過程病毒的含量及純度的確認。同時由指導教授喜田宏老師提供疫苗種毒株篩選技術，以便未來能篩選出適用性高的高力價疫苗株以提高研發的商用價值。

研習機構及研究室簡介

北海道大學位於日本東北部北海道札幌市市區內，學校創立於1876年，當時稱為札幌農學院（Sapporo Agricultural College），經過東北帝國大學（1907年）的改稱，直到1947年才稱為北海道大學（Hokkaido university）。獸醫學研究所（Ggraduate school of veterinary medicine）源於農學院時期的獸醫學講座（1910年），下設診斷治療學講座（Department of veterinary clinical sciences）、疾病控制學講座（Department of disease control）、生物醫學講座（Department of biomedical sciences）及環境獸醫學講座（Department of environmental veterinary sciences）四個講座。疾病控制學講座包括四個研究室，微生物學研究室、傳染病研究室、寄生蟲學研究室及實驗動物學研究室。每一研究室置教授、助教授及助手各一名。此次研習地點為疾病控制講座的微生物學研究室，教授喜田宏（Kida,Hiroshi）先生為現任獸醫學研究所所長，助教授岡崎克則（Okazaki, Katsunori），助手迫田義博（Sakota, Yoshihiro）。該研究室主要目標為研究動物及人類重要傳染病的預防及控制，探討病原體的病因學，因此研究範圍涵蓋宿主、個體、組織、細胞甚至到分子的層次。目前該研究室的研究重點有1)病原在自然界的來源、發展、及生生不滅的機致探討 2)傳染病的宿主範圍、傳播途徑、致病機制及免疫學，經由in vivo及in vitro來探討宿主與病原間的關係。3) 開發傳染病預防與控制策略。這些研究結果不僅對獸醫學貢獻良多，而且對於公共衛生學、野生動物病因學、及生命科學都有所助益。目前研究主題有1.流行性感冒病毒於自然界的起源與演化：預測新興的流行病毒株 2. 疱疹病毒、正黏液病毒、副黏液病毒之醣蛋白的結構與功能 3.正黏液病毒與副黏液病毒之致病因素研究 4. 疱疹病毒之早期蛋白與流行性感冒病毒之聚合酶複合物(polymerase complex)結構與功能 5.黏膜免疫：發展鼻用與口服用的peptide疫苗及DNA疫苗。
研習日程

	月/日
	星期
	上午
	下午
	晚上

	12/7
	日
	
	CX580抵札幌

	12/8
	一
	參觀實驗室及設備
	雞胚胎病毒接種
	

	12/9
	二
	討論研習內容及實驗方法
	神經胺酸酶（NA）試驗
	參加研究室研討會

	12/10
	三
	NA試驗
	神經胺酸酶抑制（NI）試驗
	

	12/11
	四
	病毒抽取、離心濃縮
	NI試驗
	

	12/12
	五
	參加6年級生畢業論文發表會


	12/13
	六
	放假

	12/14
	日
	放假

	12/15
	一
	蔗糖液梯度離心純化病毒

	12/16
	二
	示範即時聚合酶鏈反應儀器應用於螺旋桿菌之種別鑑定
	參加研究室研討會

	12/17
	三
	病毒純化，包括病毒液HA力價、蛋白質濃度與蔗糖濃度的測定

	12/18
	四
	電子顯微鏡檢查

	12/19
	五
	最後討論

	12/20
	六
	放假

	12/21
	日
	CX581返國


研習心得

1、 研究環境：

十二月的北海道已開始偶爾飄雪，在此冰天雪地的環境裡，研究室裡的各個研究人員們仍衝勁十足，一點也沒被冰雪冰封住。為期兩週的研習日子裡，讓我們深刻體會與感動日本人研究工作之認真與執著，負責研究室內所有事務的助手Sakoda先生督促研究生每日的實驗及問題討論，即使是來研習的我們也不能例外。在這個研究室裡要求研究生白天必須進實驗室工作，約在下班的時間與教授討論當日研究情形，然後才能坐在電腦桌前整理資料及撰寫報告，因此研究室的研討會都不會佔用白天研究工作時間，一律在每週二的晚上進行。北海道大學購有豐富的校園網路電子期刊，提供研究人員非常方便的研究參考資訊，學校位於北海道札幌市的市中心內，交通方便，校園環境優美，學校每年提供海外留學申請並提供獎學金，所以有許多留學生，在校園裡經常可看到來自不同國家的研究生來此進修，所以英語的流通在此還算普遍。

2、 研究人員：

喜田教授目前除了主持微生物學研究室外並兼任獸醫學研究所所長，所務繁忙，每天有不少的大小會議，沒有時間進實驗室工作。所有研究室內大小事務皆由助手Sakoda先生包辦。Sakoda先生曾在此研究室獲取博士學位，具有完整的博士訓練過程，並曾經在家畜衛生試驗場做猪瘟研究，具有豐富的研究資歷，不管對研究生或對自己的要求都很嚴格。該研究室的研究生很多，除了進行獸醫學位論文的大學部5、6年級研究生一群之外，博士班研究生就有七位，有來自非洲、外蒙、中國大陸等國家。每位研究生進行的研究題目都不只一題，至少有三題，通常在畢業前選研究成果最順利的一題做為論文。助手Sakoda先生雖然瑣事繁多，但他進行中的研究也有5題，包括135株疫苗候選株的建立、猪瘟病毒病原性探討、牛病毒性下痢（BVD）單源抗體診斷試劑開發、H9流感病毒抗體新診斷方法建立等，每一個研究主題的成果都有最高標準的自我要求，是喜田教授非常得力的助手。研習期間的所有研習項目皆由Sakoda先生安排博士班或資深的6年級研究生分別帶領我們進行各別項目研習。

3、 研究儀器設備：

我們實習的研究室分為分生及生化實驗室與感染性微生物室，生化室內經常進行神經胺酸酶試驗，最後步驟需添加butanol離心抽出雜質，butanol屬揮發性有機溶劑，抽取之廢液需收集於規定的容器桶內。感染性微生物室中另闢一間三級生物安全室，供進行可感染人的香港禽流感病毒相關實驗用。進入感染性微生物實驗室需更換實驗衣，以藍、白不同顏色的實驗衣來區分感染性微生物室或非感染性實驗室用衣著。實驗動物舍也分成一般研究用及感染性研究用動物舍，一般動物舍裡飼養做為採血用雞隻及產製高免疫血清的雞隻或兔子用，飼養籠設計為自動定時沖洗排泄物，沖洗水的排出處完全密封包住，非常乾淨，沒有任何蚊蠅等昆蟲。感染性動物舍為負壓動物舍，進行任何具感染性物質的動物實驗用，實驗的小動物每隻放置一個隔離籠，每個隔離籠具有獨立的空氣過濾系統。實驗動物由研究生輪班負責清洗飼料槽、飲水容器及餵飼。每個實驗處理都需詳實的紀錄於動物舍出入口處的資料櫃。在實驗動物舍內令人感覺很舒服，沒有任何動物排泄物等氨氣或異味，安靜而沒有噪音，動物健康、皮毛乾淨，動物舍不會潮濕，沒有任何蚊蠅昆蟲老鼠等。在那裡使人深刻體認到實驗動舍的環境好壞代表著他們對實驗動物的尊重程度，一個乾淨、管理良好的實驗動物室或許也可同時提升國際訪客對於這個國家的形象吧！

4、 研習內容：

研習內容由助手Sakoda所安排，主要分為疫苗製作上的病毒純化程序及Kida教授希望我們加強的病毒NI鑑定兩大項試驗。我們從家禽流行性感冒全病毒死毒疫苗製作程序上進行起，包括AI病毒增殖、病毒回收、血球凝集力價測定、超高速離心濃縮病毒、以蔗糖梯度離心分液收集病毒、分液收集管之血球凝集力價測定、蛋白質濃度測定及其蔗糖濃度測定、各分液收集管之相關濃度測定值繪圖，最後將純化的AI病毒進行電子顯微鏡觀察。以上實驗由博士班研究生白小姐、6年級研究生Isoda先生帶領我們進行，最後的電顯操作由專門負責電顯的博士班研究生Kameyama先生帶領進行。NI試驗則由博士班研究生Kishida小姐和6年級研究生Haraguchi帶領我們進行。每位被指定帶領的研究生都有熟練的技術，先講解技術原理，再詳細教授每一基本步驟。雖然上述實驗的操作程序與一般研究報告中所寫的沒兩樣，但是這裡的研究生都受過非常好的基礎訓練，教授的實驗操作細節都令我們穫益匪淺，此時方領悟到實驗技術的傳承與對研究工作的態度之重要性。即使研究方法不是最先進的，只要有優良的實驗室基礎操作技術之傳承與訓練，這樣的實驗室進行的任何實驗往往都讓人肯定。如果實驗室的基礎操作能力不佳，即使進行多麼尖端的研究，這樣的實驗室研究成果的品質也會令人質疑。

綜合建議

1、 加強拓展實驗室國際觀：此次北海道大學研習，發覺喜田教授的研究室經常有他國研究人員到那兒去進修、研習或作博士後研究，喜田教授長年來也不斷拓展與他國相關實驗室的合作關係，他遠赴阿拉斯加、西伯利亞採集研究用樣本，發現了歐亞大陸鳥類帶禽流感病毒的來源與美洲不同，他深入中國大陸採集猪和禽的研究樣本研究，證實1968年亞洲發生的人類流感大流行A/Hong Kong/68(H3N2) 病毒，是在中國大陸的禽類流感病毒和人類流感病毒在猪隻體內基因重新洗牌而來。1998年他受邀來台灣指導我們建立禽流感實驗室診斷技術，之後連續2年他極力遊說我政府及亞洲各國來合作進行亞洲地區國際間的鳥類流感研究，研提世界衛生組織的研究計畫，然因台灣的特殊政治關係，這個計畫沒有通過。2001年開始，他將北極圈候鳥棲息繁殖地的研究往下延伸，進行外蒙古湖泊的鳥類採樣研究，得到的病毒株比西伯利亞更豐富。現在他進行各種亞型流感病毒的疫苗候選株基因庫的收集，以備禽流感突變成會感染人類時，能有即時的疫苗種株可資應用。有感於此，建議政府應鼓勵研究室國外合作研究的計畫與強化經費補助（尤其是農政方面），使國內農政方面的研究人員可拓展更寬廣的國際觀，將具水準的研究成果應用於國際間。

二、妥為規劃研究人員技術的傳承：日本的大學研究室內的編制都是一位教授、一位助教授和一位助手，下面帶領博士研究生和大學部研究生，明顯表現了實驗技術傳承的制度。喜田教授雖然公務繁忙，但助手訓練岀的研究生卻熟練各個實驗技術。他們注重實驗室紀律、遵守實驗室規範，每位研究生都必須經過嚴格的獨立思考訓練，這樣的研究生畢業之後，如果進入研究部門工作，可以很快擔任具有獨立思考性與作業的能力的工作。我們應該從現在開始，馬上建立一套有制度的訓練規劃，從大學部獸醫系的學生開始，讓有意從事實驗室研究工作的學生接受逐步嚴格的訓練，落實實驗室安全理念及遵守實驗室紀律。政府試驗單位的技術傳承更不可失，雖然有些技術老舊，但是訓練本身就是在磨練個人的操作及思考能力，所以我們應該妥為規劃實驗室研究技術的傳承，研究的成果才會受信任，機關的知名度才會受肯定。

三、禽流感監測與研究工作分流制：國際間對於流感的研究從1997年之後炒得熱滾滾的，反觀國內對於流感投入的研究人力與研究深度都差太多。因禽流感屬於惡性傳染病，所以本所責無旁貸需肩負起監測與診斷的工作，但流感病毒不斷變化，宿主範圍廣泛，監測的工作愈顯繁重，而永無止日之感。以香港1997年爆發H5N1禽流感的病毒株為原點，上游可追溯到病毒來自1996年廣東的鵝病毒株，下游至目前則可分岀複雜的諸多基因群，表示才6年的演化，這個備受矚目的病毒已經繁衍成多群不同的子代。所以H5N1已經成為亞洲地區的地雷，隨時可能有再爆發的危機，監測的工作陸續會積壓在每個國家的一群工作人員身上。因此建議對於禽流感的監測與研究工作應採分流制，並鼓勵學術單位投入禽流感的研究，提供研究成果予政府擬定具體而有效的防疫措施，不會因為監測的繁重工作影響研究發展工作。
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附錄一：北海道大學獸醫學研究所簡介一份
附錄二：家禽流行性感冒病毒濃縮與純化程序

I. 病毒亞型確認及稀釋倍數計算

材料

預備純化之病毒株

抗生素（PS：Penicillin 1000U/ml、Streptomycin 1 mg/ml）

Brain-hart-infusion（BHI）（或以PBS取代）

方法

1. 預備純化之病毒株再次確認亞型（進行HI、NI試驗）

2. 添加抗生素（每10ml添加PS 200ul）後10倍階段稀釋成100~106，取各稀釋階接種於10日齡雞胚蛋每個0.1mL，35℃培養48小時

3. 收取尿囊液，測定HA力價，以最高HA力價做為稀釋倍數的計算

II. 接種稀釋之病毒液

材料

預備純化之病毒株

抗生素（PS：Penicillin 1000U/ml、Streptomycin 1 mg/ml）

Brain-hart-infusion（BHI）（或以PBS取代）

方法

1. 從I試驗計算出病毒稀釋倍數（一般稀釋為104），添加抗生素（每10ml添加PS 200ul）

2. 稀釋好之病毒液取0.1mL接種於10日齡雞胚蛋（每接種100個蛋需泡製10ml稀釋之病毒液），35℃培養48小時

3. 接種後1日照蛋檢查（1日死亡之蛋廢棄不要，可能為接種受傷造成，其病毒的力價不高）

4. 第2日照蛋（第2日死亡的蛋可以使用），將蛋移至4℃

III. 尿囊液回收及超高速離心

材料

0.08﹪NaN3 in PBS 

方法

0. 準備2000ml錐形瓶及紗布（回收尿囊液用的容器）

1. 以10ml玻璃針筒回收尿囊液（每個蛋約可回收7~8 ml 以上尿囊液），經紗布過濾收集於錐形瓶，分裝至1000cc離心瓶四瓶，瓶底殘餘的病毒液進行HA test（檢測結果有28 HA力價）。

2. 4℃離心5000rpm 30分鐘（大容量冷卻離心機：himac CR7B3 最大容量1000ml/bottle），收集離心後上清液

3. 超高速離心35,000rpm、4℃、1.5小時（himac CP80α P45AT, accel : 9、decel : 9）（100個蛋收取的尿囊液全部病毒液需進行兩次離心才完成）

4. 離心後將底部濃縮的病毒每管加200ul 0.08% NaN3-PBS，4℃浸泡2天（可浸泡更長的時間3~6晚，每日輕輕搖動一次）

IV. 蔗糖梯度離心

材料

蔗糖液（50﹪、45﹪、40﹪、30﹪、20﹪）

0.08﹪NaN3 in PBS

方法

1. 將超高速離心後之病毒放置PBS兩天，以Tip沖散，過程不可有氣泡，然後全部收集於15ml離心管，3000rpm 10 分鐘，收集上清液

2. 加50% Sucrose使病毒懸浮液成10% Sucrose solution。

3. 另一方面製作Sucrose gradient（20%~50%），以長針分別取20﹪: 5ml、30﹪: 5ml、40﹪: 4ml、45﹪: 4ml、50﹪: 5ml加到40PA離心管，每加一層用簽字筆標示位置，最上層覆以10% Sucrose 的病毒懸浮液（例如濃縮病毒總量為2ml則加50﹪蔗糖液0.5ml），最後剩餘空間以PBS補滿，如下圖。
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4. 27,000rpm、4℃、離心1.5小時（himac CP80α 40PA容量35.6ml, accel : 5、decel : 5設定緩慢上升及緩慢下降）

5. 以特製收集器分段收集離心後液體，收集於微量離心管每管約1ml，共約30管（編號No1~No30），檢測每管的HA力價、Protein濃度及Sucrose含量

6. HA檢測時先將每管稀釋100倍in PBS，再進行兩倍連續稀釋6孔檢測，每孔25ul。

7. 蛋白質濃度以分光光度280及260nm波長測定，計算蛋白質含量（mg/ml）計算方式於機器內有自動設定（檢測四次A1:λ=280、A2λ=280、A3λ=260、A4λ=260）。

8. 各分注管的Sucrose濃度以糖度測定器檢測，每次取25ul測定糖度，讀取值為百分率濃度。
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完成各分注管HA、Protein、Sucrose含量的相關圖表。將相關值輸入電腦Excel檔內，點選折線圖。

10. 找出HA力價最高且蛋白質含量高的分注管編號（得知其Sucrose濃度為30~40%濃度範圍，以後純化病毒時可直接收取此範圍病毒層），將此範圍病毒層的分注管（No 9~13）集中倒入超高速離心管內

11. 加PBS充滿整管後再以35000rpm離心1.5小時（P45AT）

12. 離心後，上清液捨棄，使離心管乾燥，再加200ul 0.08%NaN3 in PBS浸置。

13. 4℃靜置1晚

14. 將純化的病毒收集於保存管內

15. 再次測定純化後病毒的HA力價和蛋白質含量，HA測定前先稀釋成100倍及1000倍稀釋度分別測定HA力價，檢測結果HA力價為1,024,000 HAU（No.9~13）及204,800 HAU（No.17~19），取剩餘的10倍稀釋管稀釋成200倍後進行蛋白質測定，結果蛋白質含量為74.16 mg/ml（No.9~13）及20.62 mg/ml（No.17~19）。

16. 保存於-80℃（使用於免疫注射則添加Formalin終濃度0.1﹪使病毒不活化，福馬林先以PBS稀釋成10﹪濃度備用，添加後靜置4℃ 7日，以蛋內接種兩代後測定尿囊液HA來確認病毒已不活化才可當疫苗免疫用）。

附錄三：神經氨酸酶試驗（Neuraminidase test）

試劑

磷酸緩衝液（PB）: 0.4M Na2HPO4 19ml,0.4M NaH2PO4 81ml, pH 5.9 + 6ml CaCl2
受質：fetuin 500mg in 10ml DW + 10ml PB

過碘酸劑：NaIO4 4.28g in 38 ml DW + 62ml phosphoric acid，保存於暗色瓶子

砷劑：NaAsO2 10g, Na2SO4 7.1g in 100ml DW + 0.3ml conc H2SO4
硫巴比妥酸劑（TBA）：TBA 1.2g, Na2SO4 14.2g in 200ml DW 溶於沸水中

丁醇試劑：n-buthanol 100ml+ 5ml conc HCl 保存於暗色瓶子

方法

神經氨酸酶試驗

1. 病毒試驗株以PBS稀釋20至2560倍

2. 每個稀釋倍數取25uL加入玻璃試管中，加入25uL PBS與50uL受質，混合均勻後於37℃隔夜感作。

3. 加入50uL過碘酸劑，在室溫感作20分鐘，並準備一沸騰水。

4. 加入500 uL砷劑並充分搖晃至棕色消失。

5. 加入1.25mL TBA，混合均勻。

6. 置於沸騰水中15分鐘。

7. 冰浴以降溫，加入1.5 mL丁醇試劑，充分混合。

8. 離心4,000 rpm 10分鐘使分層。

9. 於549 nm測量吸光值，判讀。

10. 理想的病毒NA值為吸光度0.5

11. 結果試驗株NO1的NA力價為60倍，NO2的力價為250倍。

附錄四：神經氨酸酶抑制試驗（Neuraminidase inhibition test）：

試劑

磷酸緩衝液（PB）: 0.4M Na2HPO4 19ml,0.4M NaH2PO4 81ml, pH 5.9 + 6ml CaCl2
受質：fetuin 500mg in 10ml DW + 10ml PB

過碘酸劑：NaIO4 4.28g in 38 ml DW + 62ml phosphoric acid，保存於暗色瓶子

砷劑：NaAsO2 10g, Na2SO4 7.1g in 100ml DW + 0.3ml conc H2SO4
硫巴比妥酸劑（TBA）：TBA 1.2g, Na2SO4 14.2g in 200ml DW 溶於沸水中

丁醇試劑：n-buthanol 100ml+ 5ml conc HCl 保存於暗色瓶子

方法

神經氨酸酶抑制試驗

12. 病毒試驗株以PBS稀釋（No1進行60倍稀釋，No2進行250倍稀釋）

13. 將血清10倍稀釋，每種血清取25uL加入玻璃試管中

14. 加入25uL 已稀釋之病毒，於室溫感作1小時。

15. 加入50 uL 受質，混合均勻後於37℃隔夜感作。

16. 加入50uL過碘酸劑，在室溫感作20分鐘，並準備一沸騰水。

17. 加入500 uL砷劑並充分搖晃至棕色消失。

18. 加入1.25mL TBA，混合均勻。

19. 置於沸騰水中15分鐘。

20. 冰浴以降溫，加入1.5 mL丁醇試劑，充分混合。

21. 離心4,000 rpm 10分鐘使分層。

22. 於549 nm測量吸光值，判讀。

23. 檢測樣本 / 陽性對照 x100=抑制率﹪，>50﹪表抑制陰性，<50﹪表抑制陽性

24. 檢測結果病毒No1為N1，病毒No2為N2。

附錄五：高增殖性H5、H7流感疫苗病毒株篩選方法

方法

自然雜交法（Natural reassortment）
1. 準備H5或H7野毒株與選取高增殖性野毒株 

2. 等量混合，取1.0ml接種於9~11日齡雞胚胎蛋培養48小時

3. 收取尿囊液，進行10倍階段稀釋

4. 各稀釋階分別接種於6 cm 平皿培養的MDCK細胞，進行病毒斑試驗

5. 選擇具5~20個病毒斑的細胞盤

6. 挑出單依病毒斑接種於9~11日齡雞胚胎蛋48小時

7. 檢測每個接種蛋之尿囊液的HA力價

8. 選取增殖力價高的尿囊液進行H及N亞型鑑定（進行HI及NI試驗）

9. 選取H5或H7亞型之高增殖雜交株進行八片段基因序列分析

10. 候選之病毒株-80℃保存（後續需進行病原性試驗，確定安全無虞才可做為疫苗候選株）
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附錄六：Preparation of a panel of avian influenza virus of different subtypes for vaccine strains against future pandemics（籌備各種不同亞型家禽流行性感冒病毒以應用於未來大流行之疫苗株）論文一篇
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