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◇基础医学研究◇

ＣＣＲ２基因敲除小鼠的构建及基因型鉴定
张慧茹，王安琪，刘　崇，周园园，薛　慧，涂佳杰

（安徽医科大学药学科学学院临床药理研究所，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探讨ＣＣ趋化因子受体２型（ＣＣＲ２）基因敲除鼠的繁育和基因型分析，验证聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法对 ＣＣＲ２
基因敲除鼠基因型检测的适用性。方法　将引进的 ＣＣＲ２纯合雄性小鼠和野生型雌性小鼠进行交配繁殖出子一代，获得的
Ｆ１代杂合子小鼠继续进行交配，待小鼠２周龄时剪尾部组织提取ＤＮＡ，ＰＣＲ法扩增目的基因片段，琼脂糖凝胶电泳进行基因
型结果判定。通过遗传杂交，提高产生携带ＣＣＲ２基因敲除纯合子后代比例，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术针对主要免疫细胞及关键
脏器验证后代小鼠中ＣＣＲ２基因的敲除效果，使用流式细胞术针对主要免疫细胞检测ＣＣＲ２基因的敲除对免疫系统功能是否
有影响。结果　成功繁育并鉴定了ＣＣＲ２基因敲除鼠，得到了３种基因型的Ｆ２代小鼠：ＣＣＲ２＋／＋、ＣＣＲ２＋／－、ＣＣＲ２－／－。通过
ＰＣＲ法鉴别了子代基因型，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＣＣＲ２基因敲除小鼠中ＣＣＲ２蛋白表达极低。流式分析表明，ＣＣＲ２基因敲除会减
少小鼠脾脏来源Ｔ细胞中ＣＤ４＋Ｔ和Ｔｈ１型细胞表达，但不影响巨噬细胞功能。结论　正确的繁殖和鉴定是得到纯合 ＣＣＲ２
基因敲除鼠的重要途径，ＰＣＲ法鉴别小鼠基因型具有简便、快捷、可靠的特点。
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　　白细胞的组织募集是炎症的主要特征之一，这
一过程主要由趋化因子通过其在迁移细胞上的受体

介导，ＣＣ趋化因子受体２型（ＣＣｍｏｔｉｆｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２，ＣＣＲ２）属于 Ｇ蛋白偶联受体家族，
是一种７次跨膜Ｇ蛋白偶联受体，其主要在单核细
胞、巨噬细胞、少量自然杀伤细胞和 Ｔ细胞表面表
达，并介导淋巴细胞、血液来源的树突状细胞和单核

巨噬细胞的迁移［１－２］。在类风湿关节炎、急性心肌

梗死、神经系统损伤和肝纤维化等多种复杂疾病过

程中，ＣＣＲ２趋化因子因其关键性的调节作用而备
受关注［３－６］。为了深入解析 ＣＣＲ２的相关功能，构
建ＣＣＲ２基因敲除模型则成为了一种强有力的研究
手段，可在整体动物水平上直接观察 ＣＣＲ２缺失所
引发的生物学效应。该研究聚焦于ＣＣＲ２基因敲除
小鼠的繁育策略及其基因型鉴定方法的优化与探

讨，旨在通过进一步改进方法学，为相关科研提供精

准可靠的 ＣＣＲ２敲除动物模型，以深入理解 ＣＣＲ２
相关疾病发生发展机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＣＣＲ２基因敲除纯合子小鼠，雄
性，５只，７周龄，体质量（２０±２）ｇ，Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ遗传
背景，购自美国 Ｊａｃｋｓｏｎ实验室；野生型 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠，雌雄各１０只，７周龄，体质量（２０±２）ｇ，购自
苏州斯贝福生物技术有限公司。小鼠均饲养于安徽

医科大学临床药理研究所 ＳＰＦ级动物房，实验动物
的饲养及操作严格遵循国标及安徽省实验动物饲养

管理规范，实验动物伦理号为ＰＺ２０２０００９。
１．１．２　主要材料　ｐＨ＝８０ＴｒｉｓＨＣｌ溶液（货号：
Ｇ２００３１，北京索莱宝科技有限公司）；ｐＨ８０ＥＤＴＡ
溶液、蛋白上样缓冲液、ＲＩＰＡ蛋白裂解液（货号：
Ｅ１１７０、Ｐ００１５Ｌ、Ｐ００１３Ｃ，上海碧云天生物技术有限
公司）；所用引物均由通用生物（安徽）股份有限公

司合成；２×ＨｏｔＳｔｒａｔＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、核酸染料、
１００ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡＭａｒｋｅｒ、５０×ＴＡＥ电泳缓冲液
（货号：ＭＴ２０５、ＥＬ１０８、ＭＤ１１１、ＥＬ１０２０１，北京博迈
德基因技术有限公司）；琼脂糖（货号：１１１０ＧＲ１００，
广州赛国生物科技有限责任公司）；ＰＢＳ缓冲液（货
号：Ｂ３１０ＫＪ，上海源培生物科技股份有限公司）；
ＣＣＲ２抗体（货号：ＷＹＰ８０３８５，美国 ＭＣＥ公司）；β
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ａｃｔｉｎ抗体（货号：＃Ｔ００２２，美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司）；ＥＣＬ化学发光试剂盒（货号：ＢＬ５２０Ｂ，北京兰
杰柯科技有限公司）；粒细胞 －巨噬细胞集落刺激
因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃ
ｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）（货号：３１５０２，美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司）；
Ｆ４／８０和ＣＤ４流式抗体（货号：１２３１１０、３０２６０４，美国
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ试剂公司）；ＩＦＮγ流式抗体 （货号：
２８５１０６７，美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ试剂公司）。
１．１．３　主要仪器　ＣＯ２培养箱（型号：ＨＦ１００，上海
力申科学仪器有限公司）；ＰＣＲ扩增仪（型号：Ｔ１００，
上海伯乐生命医学产品有限公司）；核酸定量仪（型

号：ＤＳ１１，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＤＹＹ７Ｃ型电泳仪
（型号：ＤＹＹ７Ｃ，北京六一生物科技有限公司）；全
自动数码凝胶图像分析系统（型号：Ｔａｎｏｎ１６００，上
海天能科技有限公司）；艾本德离心机（型号：Ｃｅｎｔｒｉ
ｆｕｇｅ５８１０，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。十色流式细胞仪
（型号：Ａ００１１１０２，美国贝克曼库尔特有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＣＣＲ２基因敲除小鼠的饲养及繁殖　ＣＣＲ２
基因敲除小鼠饲养和繁殖均在安徽医科大学临床药

理研究所实验动物中心 ＳＰＦ级动物房内。饲养温
度维持在１８～２２℃，湿度保持在４０％ ～７０％，确保
明暗循环为１２ｈ／１２ｈ，以模拟自然光照条件。小鼠
的居住空间、垫料、食物及水源均经过严格的高温高

压消毒，确保无菌状态。此外，小鼠还定期获得灭菌

葵花籽作为营养补充。每天进入 ＳＰＦ房观察并记
录小鼠生长状况，每周更换垫料２次，并持续供应新
鲜饲料与饮用水。为扩大实验群体，初期采用纯合

雄鼠与野生型雌鼠以１∶２比例合笼繁殖，利用小鼠
约８周性成熟及２１ｄ妊娠期的特点，成功培育出 Ｆ１
代杂合子后，再进一步以１∶２比例合笼，以期获得
更多 Ｆ２代小鼠用于后续检测与分析。
１．２．２　ＣＣＲ２－／－小鼠基因鉴定　Ｆ１代小鼠２周龄
时，剪取３～５ｍｍ鼠尾至１５ｍＬＥＰ管中，加５０μＬ
裂解液处理［２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，０２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
（ｐＨ＝８０）］，置于９５℃电热恒温水箱中煮３０ｍｉｎ，
冷却后加入５０μＬＢ液［４ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
（ｐＨ＝８０）］，涡旋混合均匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，取上清液，按照逆转录试剂盒要求进一步扩增
ｃＤＮＡ，ＣＣＲ２－／－小鼠基因鉴定引物序列详见表 １。
ＰＣＲ扩增反应结束后，琼脂糖凝胶电泳：称取１２ｇ
琼脂糖溶于６０ｍＬ１×ＴＡＥ至锥形瓶中，放入微波
炉，加热沸腾３次，待稍冷却后加入８μＬ核酸染料，
摇匀倒入模具，待凝固后，取１０μＬＰＣＲ扩增产物

及５μＬＤＮＡＭａｒｋｅｒ进行上样电泳，电泳条件：１２０
Ｖ、４５ｍｉｎ，结束后至 Ｔａｎｏｎ１６００全自动凝胶图像分
析系统，进一步观察凝胶图像［７］。

表１　ＣＣＲ２－／－小鼠基因鉴定引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＣＣＲ２－／－ｍｉｃｅｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
ＷｉｌｄｔｙｐｅＦｏｒｗａｒｄ ＣＡＣＡＧＣＡＴＧＡＡＣＡＡＴＡＧＣＣＡＡＧ
Ｃｏｍｍｏｎ ＣＣＡＣＡＧＡＡＴＣＡＡＡＧＧＡＡＡＴＧＧ
ＭｕｔａｎｔＦｏｒｗａｒｄ ＣＣＴＴＣＴＡＴＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧＡＣＧ

１．２．３　小鼠免疫细胞分离　采用颈椎脱臼法处死
小鼠，将小鼠浸泡于７５％乙醇中５ｍｉｎ，小心剥离小
鼠腿部肌肉，取下股骨和胫骨，使用０９％氯化钠溶
液将骨髓冲洗至１５ｍＬ离心管中，用７０μｍ过滤筛
网去除组织碎片，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液
加入１ｍＬ红细胞裂解液，避光静置５ｍｉｎ后１５００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液加入含有１０ｎｇ／ｍＬ巨噬
细胞集落刺激因子的１６４０培养基，培养７ｄ获得骨
髓来源巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，
ＢＭＤＭ）；剪开小鼠腹部皮肤，露出腹膜，将６～８ｍＬ
０９％氯化钠溶液注入小鼠腹腔，轻轻按摩腹部 ５
ｍｉｎ后用１ｍＬ注射器将注入的０９％氯化钠溶液吸
出，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液即可获得腹腔
原位巨噬细胞（ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＰＭ）；左手抓
取小鼠双耳及颈后部皮肤以此来固定住小鼠，右手

使用剪刀剪去小鼠胡须后，轻压取血侧眼部皮肤，使

眼球充血突出，用弯头镊夹取眼球并快速摘取，使血

液从眼眶内以不同速度垂直流入１５ｍＬ离心管中，
当血液流尽时，用脱臼法处死小鼠，将小鼠血样转移

至１５ｍＬ离心管中，加入等量ＰＢＳ混匀，另取１５ｍＬ
离心管加入等量小鼠淋巴分离液，将稀释后的血样

沿离心管内壁缓慢加入，８００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，中
间白膜层细胞即为外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）。随后分离小鼠的脾
脏和肺组织用１５ｍＬ离心管收集备用，脾脏来源的
ＰＢＭＣ分离方法同外周血来源ＰＢＭＣ。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＣＲ２蛋白的表达　提取
Ｆ２代小鼠所分离的肝脏和脾脏组织取部分剪碎以
及“１２３项下”分离出的免疫细胞置于１５ｍＬ离
心管中，提取组织总蛋白，经标准蛋白定量后上样，

采用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，并转至 ＰＶＤＦ膜。膜以
ＴＢＳＴ溶解的５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，随后分别
加入 ＣＣＲ２一 抗 （１∶１０００） 和 内 参 βａｃｔｉｎ
（１∶１００００），４℃孵育过夜。次日，经 ＴＢＳＴ洗涤３
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次，每次１０ｍｉｎ，后加入山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶１００００），
室温孵育 ２ｈ，再经 ＴＢＳＴ洗涤 ３次和 ＰＢＳ洗涤 １
次，每次１０ｍｉｎ。最后，使用化学发光成像分析仪扫
描并采集图像，通过ＩｍａｇｅＪ软件分析目标条带灰度
值。

１．２．５　流式细胞术检测 ＣＣＲ２－／－小鼠对免疫系统
功能的影响　将“１２３项下”提取的 ＰＭ和脾脏来
源的ＰＢＭＣ分别移至１５ｍＬ离心管中，分成ＷＴ组
和ＣＣＲ２－／－组，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，两组细胞经
固定破膜后，加入相应体积的 Ｆ４／８０、ＣＤ４和 ＩＦＮγ
流式抗体，４℃避光孵育３０ｍｉｎ后，离心弃上清液，
适量 ＰＢＳ重悬后，透过纱网转移至流式管中，上机
十色流式细胞仪进行分析。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９５０软
件进行数据分析及图表的制作，计量数据采用 珋ｘ±ｓ
表示，组间比较使用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠的繁育情况　Ｆ１代母鼠成功繁育出 Ｆ２
代幼鼠，其中纯合子小鼠与异性杂合子交配，高效产

出 Ｆ３代基因敲除纯合子小鼠。母鼠妊娠期稳定在
１９～２１ｄ，每胎产幼鼠数量３～８只，且幼鼠成活率
超过９０％。
２．２　小鼠基因型鉴定结果　图１Ａ展示了 Ｆ２代小
鼠的基因型鉴定结果，其中３号小鼠仅显示４９４ｂｐ
条带，确认为野生型；而１、２、５、７号小鼠同时出现
３９０ｂｐ和４９４ｂｐ双条带，为杂合子；４和６号小鼠则
单一呈现３９０ｂｐ条带，为纯合子。随后，实验筛选
出Ｆ２代纯合子小鼠与异性杂合子小鼠进行配对繁
殖，所得Ｆ３代小鼠的基因型检测结果如图 １Ｂ所
示，其中２号为杂合子（双条带），而１、３、４、５号小
鼠均为纯合子（单条带）。再选取雌雄纯合子小鼠

进行扩繁，至Ｆ４代及后续世代，所有小鼠均仅呈现
约３９０ｂｐ的单一条带，如图１Ｃ所示，结果明确表明
已成功获得了稳定的纯合基因敲除小鼠种群。

２．３　基因敲除小鼠 ＣＣＲ２蛋白表达情况　为验证
ＰＣＲ鉴定结果，本实验采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测
ＣＣＲ２野生型和 ＣＣＲ２纯合子小鼠 ＰＭｓ、ＢＭＤＭｓ、
ＰＢＭＣ、肺和脾脏中 ＣＣＲ２蛋白表达。结果显示，野
生型小鼠免疫细胞和部分脏器中表达 ＣＣＲ２蛋白，
而纯合子小鼠在免疫细胞和脏器中几乎无ＣＣＲ２表
达，与 ＰＣＲ鉴定结果吻合。这一结果验证了
ＣＣＲ２－／－纯合小鼠模型的构建成功，为后续研究

图１　ＣＣＲ２－／－小鼠基因鉴定结果

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＣＣＲ２－／－ｍｉｃｅｇｅｎｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ａ：ＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＦ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉｃｅ；Ｂ：Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

Ｆ３ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉｃｅ；Ｃ：ＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＦ４ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉｃｅ；１－８：

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｕｓｅｎｕｍｂｅｒｓ．

ＣＣＲ２功能提供了可靠的动物模型。见图２。
２．４　ＣＣＲ２基因敲除小鼠对免疫系统功能的影响
　为了探寻ＣＣＲ２基因的敲除是否会影响小鼠免疫
系统功能，本研究采用流式细胞术检测了 ＣＣＲ２野
生型和ＣＣＲ２纯合子小鼠腹腔来源 ＰＭ和脾脏来源
ＣＤ４＋Ｔ中 Ｔ细胞分型变化情况。结果显示，与
ＣＣＲ２野生型小鼠比较，ＣＣＲ２纯合子小鼠脾脏来源
Ｔ细胞中 ＣＤ４＋Ｔ和 Ｔｈ１细胞表达降低（图 ３Ａ），
ＣＣＲ２纯合子小鼠 ＰＭ中 Ｆ４／８０细胞占比无明显变
化（图３Ｂ）。

３　讨论

　　ＣＣＲ２位于人类３号染色体上，编码３５５个氨基
酸，分子质量为４２ｋｕ，ＣＣＲ２包含１个 Ｎ端细胞外
结构域和７个保守的跨膜结构域。ＣＣＲ２有两种选
择性剪接形式，ＣＣＲ２Ａ和 ＣＣＲ２Ｂ［８］。ＣＣＲ２的表达
主要局限于骨髓、血源性细胞和次级淋巴器官，其主

要表达在单核细胞中，在高度激活的 Ｔ细胞中表达
程度较小。ＣＣＲ２是 ＭＣＰ１／ＣＣＬ２的受体，其激活
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图２　ＣＣＲ２在ＷＴ小鼠和ＣＣＲ２－／－

小鼠不同免疫细胞和组织中的表达水平

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＣＲ２ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓａｎｄｉｓｓｕｅｓｏｆ

ＷＴｍｉｃｅａｎｄＣＣＲ２－／－ｍｉｃｅ

Ａ：ＰＭ；Ｂ：ＢＭＤＭ；Ｃ：ＰＢＭＣ；Ｄ：Ｌｕｎｇ；Ｅ：

Ｓｐｌｅｅｎ；Ｐ＜００１，Ｐ＜００００１ｖｓＷＴ

ｇｒｏｕｐ．

的细胞内信号涉及 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ＭＡＰＫ和 ＰＩ３Ｋ的
信号转导途径。ＣＣＬ２ＣＣＲ２轴是趋化因子配体 －
受体网络固有的复杂性和冗余性的１个很好的例
子，据报道ＣＣＲ２可与具有一系列亲和力和效力的
７种配体结合，除 ＣＣＬ２外，还包括 ＣＣＬ７、ＣＣＬ８、
ＣＣＬ１１、ＣＣＬ１３、ＣＣＬ１６和 ＣＣＬ２６［９－１０］。

类风湿关节炎、强直性脊柱炎以及银屑病关节

炎，均属于最为普遍的炎症性风湿性疾病范畴，在这

３种类型关节炎中，ＣＣＲ２单核细胞亚群的比例都很
高［１１－１２］。已有文献记载，ＣＣＲ２在ＣＤ１４单核细胞／
巨噬细胞中显著表达，其可作为风湿性疾病研究的

新靶点［１３］。ＣＣＲ２基因敲除小鼠也已被用作自身炎
症性疾病和自身免疫性疾病的实验模型，且 ＣＣＲ２
缺陷小鼠可免受这些疾病的侵害［１４－１６］。课题组目

前建立了胶原抗体诱导的类风湿性关节炎小鼠模

型，发现随着关节炎病程的加重，骨髓和腹腔来源的

巨噬细胞中 ＣＣＲ２表达逐渐上升，提示 ＣＣＲ２与类

风湿性关节炎的发病机制有一定的联系，表明

ＣＣＲ２可能在类风湿关节炎进程中扮演重要角色。
为了深入探究ＣＣＲ２在类风湿性关节炎中的作

用机制，本研究引入了ＣＣＲ２基因敲除小鼠，并遵循
ＳＰＦ级标准精心饲养与繁育，采用高效、可重复的琼
脂糖凝胶电泳技术，对小鼠进行基因型鉴定，确保实

验准确性。鉴于ＣＣＲ２在多种生理活动中的广泛参
与，其敲除可能导致小鼠生长发育的某些功能受

限［１７］，实际观察中，纯合子小鼠体型偏小，因此，在

饲养与繁殖过程中需特别关注。本研究采取杂合子

小鼠杂交策略，既有效筛选了所需基因型小鼠用于

野生型与纯合子的对照造模及表型分析，又保留了

杂合子小鼠作为种源，为后续实验提供持续支持。

这一策略平衡了实验需求与种群维持，成功培育出

一批ＣＣＲ２基因敲除小鼠，为深入解析 ＣＣＲ２在类
风湿关节炎中的相关机制奠定了坚实的模型基础，

对整体研究进程具有重要推动作用。
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图３　ＣＣＲ２基因的敲除对Ｔ细胞和巨噬细胞功能的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＣＲ２ｋｎｏｃｋｏｕｔｏｎＴｃｅｌｌａｎｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓａｎｄＴｈ１ｔｙｐｅｃｅｌｌｓｉｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＴｃｅｌｌｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓｐｌｅｅｎｓｏｆｍｉｃｅ；Ｂ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＦ４／８０ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇ
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