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模拟微重力对猕猴肺组织趋化因子

ＣＣＬ２０ 及其受体 ＣＣＲ６ 表达的影响
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摘要 目 的 探讨模拟微重力 对猕猴肺组织 ＣＣ 亚族趋化随着我 国载人航天事业的深人发展 ， 空间环境

因子配体 ２〇 （
ＣＣ Ｉ２０

） 及趋化 因 子受体 ６
（
ＣＣＲ６

）
ｍＲ Ｎ Ａ 和蛋中机体防护显得尤为重要 。 由 于肺 自 身特点 ， 导致

白表达的影响 。 方法 丨 ５ 只称猴分为 ３ 组 ， 每组 ５ 只 ： 对照
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表明 ， 失重可导
组 、模拟组 ＇恢复组 。

Ｈ Ｅ 观雜猴肺组织结构 ， 实时焚魅
致 织结构病理损伤 伴有化

量 ＰＣＲ
、免疫组化法检测肺组织 中 ＣＣ Ｌ２０ 及 ＣＣＲ６ｍＲ Ｎ Ａ 和

蛋 白表达 。 结果 麵组 和恢复组＿臓织可 见肺泡 间
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＾
近期发賴趋化因子 ， 与其唯－ 同源性受

隔增厚 ，肺间质 内及 支 气管旁可 见淋 巴细胞浸润 ， 恢 复组较 体 ＣＣＲ６ 结合 ， 可诱导多种淋 巴细胞迁移 ， 在炎症

模拟组减轻 。 模拟组 、恢复组 ＣＣ Ｌ２０ ｍＲ Ｎ Ａ 的 表达 水 平较 损伤和免疫应答中发挥重要作用
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表明

对照组增高 ，但差异无统计学意 义 。 模拟组 ＣＣＲ６ｍＲＮ Ａ 的ＣＣＬ２０／ ＣＣＲ６ 可参与 多种肺组织疾病 ， 促进气道炎

表达水平较对 照组 、 恢 复组显 著增 高 （
Ｐ ＜ 〇 ． 〇 ｌ

） 。 模 拟组症的发生和发展 。 汤楚华 等
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发现 ， 模拟失重可引

ＣＣ １２０ 及 ＣＣＲ６ 蛋 白 表达较对照组 、恢 复组显 著升 高 （
Ｐ ＜

起称猴牙龈组织 ＣＣＬ２０ 和 ＣＣＲ６ 表达增加 ， 在牙龈
〇 ． 〇５

） 。 结论 中 、 长期模拟微重力可引 起肺组织结构破坏 、

组织应激过程 中 发挥作用 。 然而 ， 目 前 国 内外未见

＝
雜翻 ，师 丨■猶魄 纟肿 ＣＸＵ０ 及謂銳

失重状态下 Ｃ〇２Ｑ／ａ：Ｒ６ 在肺组织 中 相关作用 的
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 肺组织结构及功能变化提供理论基础 。
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ＴＲ Ｉ ｚｏ ｌ 试剂 （ 美 国 Ｉ ｒｗ ｉ ｔ ｒｏ
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ｇ ， 由 北京协尔 鑫生物资源研究所提２ ． ０ 为合格 。 总 ＲＮＡ 经 １ ％ 琼脂糖凝胶 电泳鉴定 ，

供 。 猕猴按体重配对 ， 随机均等分为 ３ 组 ， 即对照可见明显的 １ ８Ｓ
、
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１ ． ２ 方法 参 。 反应条件为 ：
９５ｔ 预变性 ３ ０ｓ

；

９５Ｔ
、
５ｓ

；

６０

１ ＿ ２ ＿ １ 取材与 切 片 制 作 词养周期结束后 ，挪猴在ｔ
、
３４ｓ

；共 ４０ 个循环 ；
９５Ｔ

、
１ ５ｓ

；

６０Ｔ
、

１ｍ ｉ ｎ
；
９５

麻醉状态下放血处死 。 取猕猴肺组织标本 ， 分别置乞
、

１ ５ｓ
。 实验数据应用 进行处理 ， 计算各样

于 １ ０％ 福尔 马林溶液 、
ＲＮＡ ｌ ａ ｔｅ ｉ

■

溶液及冻存于液氮本平均 Ｃ ｔ 值及 ＡＣ ｔ 值 （
ＡＣ ｔ＝Ｃ ｔ

Ｈ＿ｇ

－

Ｃ ｔ
ｎ Ａ＿ ） ，计

中备用 。 按常规石蜡切片制作方法制作 ４
ｐｍ 连续算 ２

－

ＡＡ Ｃ ｌ

， 其数值表示 ＣＣＬ２０
、
ＣＣＲ６ｍＲＮＡ 相对于

切片 ， 进行后续的 ＨＥ 及免疫组化染色 。 ＧＡ ＰＤＨ 的表达倍数 。

１ ． ２ ． ２ＨＥ 染 色观察肺组织病理 学 变化 将 上述 １ ． ２ ． ４ 免疫组织 化 学 染 色 采用 ＳＰ 免疫组化法 ，

石蜡切片按常规 ＨＥ 染色法染 色 ， 即二 甲 苯脱蜡后 切片按常规经二甲苯脱蜡后经无水乙醇 、
９０％ 酒精 、

经无水乙醇 、
９０％ 酒精 、

８０％ 酒精 、
乃％ 酒精下行至８０％ 酒精 、

７５％ 酒精下行至蒸馏水 ；
０ ． ０ １ｍ〇 ｌ／ Ｌ 柠檬

蒸馏水 ； 苏木精染色 ；

１ ％ 盐酸酒精分化 ； 伊红染色 ； 酸盐缓冲液热抗原修复 ；

３０％Ｈ
２
０

２ 室温封闭 内 源

从低至高梯度酒精脱水 ，
二 甲 苯透 明 ， 光学树胶封 性过氧化物酶 ３０ｍ ｉ ｎ

； 蒸馏水洗 ３ 次 ； 山羊血清封闭

片 。
Ｌｅ ｉ ｃａ 显微镜观察 ，拍照 。 ３０ｍ ｉ ｎ

；滴加 ＣＣ Ｌ２０ 抗体 （
丨

：

１０００
） 或 ＣＣＲ６ 抗体

１ ． ２ ． ３ ．

实 时 荧光定量 ＰＣＲ
（ Ｑ

－ ＰＣＲ
） 法检测肺组织 （

１ ：２０００
） ，

４＾
 ， 过夜 ； 蒸馏水 、

１ｘＰＢＳ 分别洗 ３

Ｃ Ｃ Ｉ２０
、
ＣＣＲ６ｍＲＮＡ 的表达 次 ； 滴加抗山羊或抗 鼠／抗兔二抗 ， 室温孵育 １ｈ

； 蒸
１ ． ２ ． ３ ． １ 引物的设计与合成 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中猕 馏水 、

１ｘＰＢＳ 分别洗 ３ 次 ；

ＤＡＢ 显色 ； 苏木精染色 ；

猴 ＣＣＵ０ 及 Ｃ ＣＲ６ｍＲＮＡ 序 列 ，
以 Ｐｒｉｍｅ ｒＰｒｅｍ ｉ ｅｒ １ ％ 盐酸酒精分化 ； 从低至高梯度酒精脱水 ，

二 甲 苯
３ ．〇 软件设计特异性 引 物 ， 由 生工生物工程 （ 上海 ） 透明 ， 光学树胶封片 。

Ｌｅ ｉ ｃａ 显微镜观察猕猴肺组织

股份有限公司合成 ，
以 ＧＡＰＤＨ 为 内参照 ， 引 物序列中 Ｃ Ｃ Ｉ２０／ＣＣＲ６ 的表达情况 。 以肺组织 和 （ 或 ） 结

缔 组 织 胞 膜 或 胞 质 中 有 黄 色 或 棕 黄 色 颗 粒 为

ＣＣ Ｌ２０／Ｃ ＣＲ６ 阳性反应 。

—

表

＇
〇措賴＿麵 丨＿ 列

＿＿＿——采用双盲法观察切 片 ， 每张切 片随机选取 ５ 个

Ｓｏ Ｋ
；
Ｔ Ａ Ｃ＾ ｅａ＾Ｔ ｒ ， ： ＡＴＣＣＴ Ａ Ａ

高倍视野 （
Ｘ ２００

 ） ， 主动排除
“

边缘效应
”

的干扰 ， 分

Ｋ
：
Ｃ （ ； Ａ （ ； ．Ｖ ｒ Ａ （ ； Ａ ＡＴＡ Ａ Ｇ ｒ ｒ ｒ （ ； Ａ ＣＣＣ Ａ别对 阳性细胞的百分 比 和 染色强度给予评分 ， 总分

（ ；ＣＫ６Ｋ
：
ＣＴ （ ；Ｔ （ ； （ ； ｒｃ ｒ ＡＴＧＣｎＴ ｒ Ａ  ＩＴ （ ； （ ； （ ； １ ６ ８为两者之积 ， 半定量判断结果 。 阳性细胞的百分比 ：

Ｋ
：
Ｃ ＡＴｒ （ ； ｒＣ （ ；ＴＴＡＴＣＴ （ ；Ｃ （ ； （ ；Ｔ （ ：Ｔ （ ： ｒｍ ， ＾＾ ， 八

（ ； Ａ Ｐ Ｉ ） ＨＦ
：
ＴＧ Ａ ＣＣＴ （ ； （ ； ＣＧＴＣＴＧＧＡ Ａ Ａ Ａ Ａ １ １ １阳 ＆二田胞数

＜ 。 为 分 ，

＾
？

。 为 分 ，

〇



Ｒ
 ：
ＣＣ Ａ （ ； （ ：Ｔ （ ； （ ；ＴＧＣＴＣＡ ＧＴ （ ；Ｔ Ａ Ｇ
５０％

为
２分 ，

５ １ ％？ ７ ５％为３分 ，

７６％￣ １ ００％为
４

分 。 染色强度 ： 无着色为 〇 分 ， 淡黄色为 １ 分 ， 棕黄



？
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？安徽 医科 大 学 学报Ｍｅ ｆ／ ｉＶ ｉＶｍ ／ｂ ｚｔ ／ｉ ／ｍ ／２０ １ ６Ａ

ｐ
ｒ

；
５ １

 （
４

）

色为 ２ 分 ， 棕褐色为 ３ 分 。胞核均有表达 ， 胞质多 见 ， 亦可见于肺组织 中浸润 的

１ ． ３ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ １ ８ ． ０ 软件进行分析 ，淋 巴细胞 中 （ 图 ３
） 。 各组 ＣＣ Ｉ ２０ 免疫组化评分结

计量资料数据 以 表示 ０ 多样本均数 的 比较采果分别为 ： 对照组 （
丨 ． ２０± １ ． １ ０

） 分 、模拟组 （
３ ． ２０±

用单因 素方差分析 ；
两组间差异性比较 ，方差齐性者０ ． ８４

） 分 、恢复组 （
１ ． ６０± Ｉ ． １ ４

） 分 。 与 对照组 、恢复

采用 ＬＳＤ 法检验 ， 方差不齐则采用 Ｄｕ ｎ ｎｅ ｔ ｔ ＜ 检验 ； 组 比较 ，模拟组 ＣＣＬ２０ 免疫组 化评分显著增 高 ， 差

变量间 的相关分析采用 Ｓ
ｐ
ｅａｎｎａｎ 秩相关分析 。异有统计学意义 （

Ｆ＝ ５ ．２５
，

Ｐ＜ ０ ． （ ） ５
） ， 对照组 、恢复

、
组间 比较差异无统计学意义 ５ ．２５

） 。

２ 结果

２ ． １ 肺组织病理结构改变 对照组猕猴肺组织肺
ｌ ５

ｆ

參

泡壁形态 、大小均勻 ， 肺泡腔 内未见淤血 、水肿 ； 模拟２

组肺组织部分肺泡间 隔增宽 ，
肺 间 质 内 及 支气管旁

可见淋 巴细胞团块状浸润 ； 恢复组上述病理改 变较
丨 參

＃

？

模拟组稍减轻 。 见图 ｕ ｜？

１私
？？

１ Ｓ

纖麵 娜 ； １

＇

．

， ？

Ａ Ｂ Ｃ 〇
 １ １

１ １

＇＂
＾ ／Ｗ＾ Ｖ ； ：

１． ０ ５ １ ０ １ ５ ２０

謂 、
—表达

图
２ＣＣ Ｌ２０ｍＲＮＡ和 ＣＣＲ６ｍＫＮＡ

在猕猴肺组织 中 表达的相 关性分析

、

ｆＤ ４  ，  ！

■
＇

．Ｅ 丨

图 １ 猕猴肺组织 ＨＥ 染色

Ａ
： 对照组 ；

Ｂ
： 模拟组 ；

Ｃ
： 恢 复组 ；

１
：ｘ １ ００

；
２

：ｘ ４００

２ ． ２肺组织 ＣＣＬ２０
、
ＣＣＲ６ｍＲＮＡ 表达情况Ｑ

－

ＰＣＲ结果显示 ，对照组 （
８ ．４８± ５ ．３ ６

） 、模拟组 （
７ ．２７ ＼ａ ｂ ｃ

± ２ ．４３
） 、恢 夏组 （

６ ．６ １± １ ．５ １ ） 私齡 丨地织 Ｕ ． Ｉ ．２ ０图 ３ 各组挪猴肺组织 ｃ：ｃｌ２〇 免疫组化染色结果 ｓ ｐ ｘ棚

ｍＲＮ Ａ 表达呈增 局 趋势 ， ｔ旲拟组是对照组 的 ２ ．３ １ Ａ
： 对照姐 ；

Ｂ
： 模拟组 ；

ｃ
： 恢复组

倍 ，恢复组是对照组 的 ３ ． ６５ 倍 ， 但各组间 差异无统

计学意义 （
Ｆ＝ ０ ．３６

） 。 各组猕猴肺组织 ＣＣ Ｒ６ｍ Ｋ －

２ ． ４ 肺组织 ＣＣＲ６ 免疫组化 结 果 ＣＣＲ６ 主要表

ＮＡ 表达分别为对照组 （
８ ． ２２± Ｉ ． ９ ３

） 、模拟组 （
５ ． １ ０达于支气管上皮细胞 、血管 内皮细胞 、肺泡上皮细胞

± １ ． ４６
） 、恢复组 （

８ ．５ ６± １ ．３ ２
） ， 模拟组是对照组 的及淋 巴细胞浸润 区域 ， 胞质 、胞核均可着色 ， 以 胞质

９ ． ６３ 倍 ，恢 复组是对照组 的 ０ ．８７ 倍 ， 模 拟组表达为主 ， 呈黄 色或棕 黄 色 （ 图 ４
） 。 各组猕猴肺组织

ＣＣ Ｒ６ 较对照组 、恢复组增高 ， 差异有统计学意义 （
ＦＣＣ Ｒ６ 免疫组化评分结 果 分别 为 ： 对照组 （

１ ． ２０±

＝ ７ ．１ ９
，

Ｐ＜ ０ ． ０ １
） ， 但对照组和恢复组 比较差异无０ ． ４ ５

） 分 、模拟组 （
５ ． ２０± １

． ７ ９
） 分 、 恢 复组 （

２ ．００士

统计学意 义 （
ｆ＝ ７ ． １ ９ ） 。 对 ＣＣ Ｌ２０ 和 ＣＣ Ｒ６ｍ Ｒ Ｎ Ａ １ ．８ ７

） 分 与对照组 、恢复组 比较 ， 模拟组 ＣＣ Ｒ６ 免

在各组猕猴肺组织 中 表达 变化进行 相 关性分析显疫组化评分分值显著增高 ， 差异有统计学意义 （
Ｆ＝

示 ， 两者之间无显著相关性 （
ｒ

ｓ
＝ 〇 ？４８

） 见图 ２
。９ ．７４

，

Ｐ＜ ０ ．０ １
） ， 对照组 、恢复组 比较差异无统计学

２ ． ３ 肺组织 ＣＣＬ２０ 免疫组化结果 ＣＣ Ｌ２０ 免疫组意 义 （
／

＜

，

＝ ９ ．７４
） 。

化染色结果表明 ， 各组猕猴肺组织均可见 ＣＣ １２０ 弱
＾

^

阳性表达 ， 呈黄色或棕黄色 ， 阳性细胞既可分布于支
３＃＆

气管上皮细胞 、 血管 内皮细胞 、肺泡上皮细胞 ， 胞质 、趋化因子是一组有相似结构特点 、低分子量 （
８



安徽 医科大 学 学报 ／ｌ ｃ如 如 ／ ｚ ｗｉ２０ １ ６Ａ
ｐ

ｒ
；

５ １
 （
４

）
？

４ ８ ７
？

本身表达量较低有关 ； 与对照组 、恢复组 比较 ， 模拟

组肺组织 ＣＣ Ｒ６ｍ ＫＮＡ 表达水平显著增 加 ， 但对照

组与恢复组之间差异无统计学意义 。 免疫组化结果

／ ：

；

：

； ．
Ｕ

＊

．
．
４＼

？

＊表明 ，
ＣＣＬ２０和ＣＣ Ｋ６在模拟组肺组织 屮表达较对

照组及恢复组显著增高 ， 表 明 失重或模拟微重力效
；

；
：

Ａ ８ ＇ ＊ ？ｃ应可引起猕猴肺组织 ＣＣ Ｌ２０
、
ＣＣ Ｒ６ 蛋 白 表达增加 。

图 ４ 各组 堠肺组织 ＣＣ Ｒ６ 免疫组化染 色结果 ＳＰ ｘ ４００Ｑ
－ＰＣ Ｋ 和免疫组化结果提 ；Ｋ  ： 模拟微重力状态下称

Ａ
： 对照绀 ；

Ｂ
： 模拟组 ；

Ｃ
： 恢 Ｍ组猴肺组织 中 ＣＣ Ｒ６ｍ ＲＮＡ 和蛋 白 表达水平增 高 ， 而

ＣＣ Ｉ２０ｍＲＮＡ 表达水平未 见 明 显升高 ， 但蛋 白表达

￣

 １ ０ｋ ｕ
） 细胞 因子家族 ， 由 多种组织细胞及炎性细增强 ，

，

ＣＣＲ６ 作为 ＣＣ １２０ 的唯一 同 源性受体 ， 两者

胞产生 ，有多种生物学活性 ， 能够趋化多种免疫细胞ｍＲ Ｎ Ａ 的表达无显著相关性 模拟微重力 引 起趋化

的迁移 ， 在多种疾病 的 炎症损伤和免疫应答 中 发挥因子 ＣＣ Ｌ２０ｍＲＮ Ａ 和蛋 白 水平表达 的 不一致性 ， 可

重要作用
：

９ １ °

根据其 Ｎ 末端保守的半胱氨酸残能与基因 的转录后 调控有关 ， 具体机制有待于进一

基的排列方式 ， 趋化因子可分为 ４ 类 ：
ＣＣ 亚族 、

Ｃ ＸＣ步研究 。
Ｃ ｏｎ ｅ

ｊ
ｏ
－Ｇ ａ ｒｃ ｉ ａｅ ｌａ ｌ

１

１
４

：

发现 防御素 是人

亚族 、
Ｃ 亚族和 ＣＸ３ Ｃ 亚族

ｉ ｎ

。 趋化 因 子受体属 于体 内 能 够作用 于 ＣＣ Ｒ６ 的 生物 活性物质 ， 能够 与

（ ； 蛋 白 偶联受 体家族 ， 主要表达于 内 皮 细胞和免疫ＣＣ Ｉ ２０ 竞争 Ｃ Ｃ Ｒ６ 结合位点 ， 而 发挥 朴 丨 似 的 作用 。

细胞 根据结合 的 配体不 同 ， 亦可 分 为 ４ 类 ：
ＣＣ ＲＺ ｉ ｓｓｅ ｌｅ ｔａ ｌ

１ ５

的初 步研究结果显示 ＣＣ Ｌ １ ８ 也可作用

类 、

Ｃ ＸＣ Ｒ 类 、
ＣＲ 类和 ＣＸ ３ Ｃ Ｒ 类 趋化因子与其相于 ＣＣ Ｒ６ 而发挥趋化作用 。 结合本研究结果 ， 考虑

应受体结合 ， 对多种免疫细胞发挥趋化作用 ， 在特异ＣＣ Ｉ ２０／ ＣＣ Ｒ６ 可能参与模拟微重力下肺组织 中淋 巴

性和非特异性免疫应答 中 发挥重要作用 ， 同时在生细胞Ｍ润过程 ，但通过何种途径介导该过程 ， 还需进

理及病理条件下也参 与 机 体 多种 生物学功 能
［
７

］

。
一步的研究 。

ＣＣ Ｉ２０ 是近 年来发现 的 ＣＣ 亚族新成 员 ，

ＣＣ Ｋ６ 是综上所述 ， 中 、 长期模拟微重力可引起猕猴肺组

ＣＣ Ｒ 类趋化因子受体 ， 是一 个高度保守 的 Ｇ 蛋 白 偶织结构破坏 、 淋 巴 细胞浸润 ， 同时 可 引 起 ＣＣＬ２０ 及

联受体 ， 主要表达于未成熟的树突状细胞 ， 也可表达ＣＣ Ｋ ６ 表达增 强 ， 这 可能是介导模拟微重 力 状态下

于 Ｔ 细 胞 、
Ｎ ＫＴ 细 胞 、

Ｂ 细 胞 及 肺 、 肠 和 肝 等 组肺组织 中淋 巴细胞浸润增多的原因之一 。

织
［

３
’

１ ２
］

＇ （： 丨】 和 Ｃ Ｃ Ｒ６ 间 相互作 用可 介 导上述免 ；
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ｒｏｕｐ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎｓｏｆ ＣＣ Ｌ２０ｍＲＮＡ ｉ ｎｓ ｉｍ ｕ

？

ｌａ ｔｅｄ
ｇ

ｒｏｕ
ｐ

ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖ ｅ ｒ
ｙｇ

ｒｏｕ
ｐｗｅｒｅｈ ｉ

ｇ
ｈｅ ｒｔｈａｎｔｈａ ｔ ｉｎｔｈｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏｕｐ ，ｂｕ ｔ ｔ ｈｅ ｒｅｗａｓｎｏｓ ｉ

ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒ
－

ｅｎ ｃｅ
；ｔｈｅｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆＣＣＲ６ｍＲＮＡ ｉｎｓ ｉｍｕ ｌａｔｅｄ

ｇ
ｒｏｕ

ｐ
ｗａ ｓｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉｆｉｃａｎ ｔ ｌ

ｙ
ｈ ｉ
ｇ
ｈｅ ｒｔｈａｎｔｈａｔ ｉ ｎ ｔｈｅｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

ｇ
ｒｏｕｐａｎ

ｄ

ｔｈ ｅｒｅ ｃｏｖｅ ｒ
ｙｇ

ｒｏｕ
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（
Ｐ＜ ０ ． ０ １

） ，ｂｕ ｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅｂ ｅ ｔｗｅ ｅｎ ｔｈ ｅｃ ｏｎ ｔ ｒｏｌ

ｇ
ｒｏｕｐ

ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒ
ｙ

ｇ
ｒｏｕｐ

．Ｉｍｍｕ ｎｏｈ ｉ ｓ ｔｏｃｈ ｅｍ ｉ ｓ ｔｒ
ｙ

ｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｓｈｏｗ ｅｄｔｈ ａ ｔＣＣＬ２０ａｎｄＣＣＲ６ｗｅｒｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌ ｕｎ

ｇｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ ｓｏｆｅａｃｈ

ｇ
ｒｏｕｐ ，ｂｕ ｔ ｔｈｅｅｘｐ

ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆＣＣＬ２０ｗａｓｗｅａｋ ．Ｔｈｅ
ｐ

ｏｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗｅ ｒｅｆｏｕｎｄｍａ ｉ ｎ ｌ

ｙ
ｉ ｎ ｔｈｅｃ

ｙ
ｔｏｐ

ｌ
－

ａｓｍｏｆｂ ｒｏｎ ｃｈ ｉ ａ ｌ

ａｎｄａ ｌ ｖｅｏｌａ ｒｅ
ｐ

ｉ ｔｈ ｅ ｌ ｉａ ｌｃｅ ｌ ｌｓａｎｄｖａ ｓｃｕ ｌａｒｅｎｄｏ ｔｈｅ ｌ ｉ ａｌｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｔｈｅ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＣＣＬ２０ａｎｄＣＣＲ６ ｉ ｎｓ ｉｍｕ ｌ ａ ｔｅｄ

ｇ
ｒｏｕ ｐ

ｗｅｒｅｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ

ｙ
ｈ ｉ

ｇ
ｈｅｒｔｈａｎ ｔｈａ ｔ ｉ ｎｔｈ ｅｃ ｏｎ ｔｒｏｌ

ｇ
ｒｏｕ

ｐ
ａｎｄ ｔｈｅｒｅｃ ｏｖｅｒ

ｙｇ
ｒｏｕｐ 

（
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）
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ｔ ｉ ｓｓ ｕｅｓ ｔｒｕ ｃ ｔ ｕ ｒｅａｎｄ ｉｎｆｉ ｌ ｔ ｒａ ｔ ｉｏｎｏｆ

ｌ

ｙ
ｍ
ｐ
ｈ ｏｃ

ｙ
ｔｅｓ

，ａｎｄ ｉ ｔｃａｎａ ｌ ｓ ｏｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ ｌ

ｙｅ
ｎｈ ａｎ ｃ ｅ ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎｅｘｐ

ｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎｏｆＣ Ｃ Ｌ２０ａｎｄｉｔｓｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ

ＣＣＲ６ ｉｎｌｕ ｎ
ｇ

ｔ ｉ ｓｓｕｅ ｓ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓｓ ｉｍ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｌｅ ｓ ｓｎ ｅ ｓｓ

；ｒｈ ｅ ｓｕ ｓｍａｃ ａ
ｑ
ｕ ｅ

； ｌｕｎ
ｇ ；ＣＣＬ２０ ；ＣＣＲ６


