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ＭＳＴＮ 基因编辑湖羊胫腓肌的转录组分析
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摘要:[目的]本文旨在探索肌肉抑制素基因(ｍｙｏｓｔａｔｉｎꎬＭＳＴＮ)调控肌肉生长发育的分子机制ꎮ [方法]以 ３ 月龄 ＭＳＴＮ 基

因编辑湖羊(试验组)和野生型湖羊(对照组)胫腓肌为对象ꎬ采用 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法验证 ＭＳＴＮ 编辑湖羊编辑形式ꎬ
在此基础上开展转录组测序和分析ꎬ并用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法对差异表达基因进行结果验证ꎮ [结果]对照组和试验组共有

１４９ 个差异表达基因ꎬ其中 ６５ 个基因上调ꎬ８４ 个基因下调ꎬＧＯ 注释和 ＫＥＧＧ 富集分析表明ꎬ差异表达基因显著富集在氧化

磷酸化、果糖和甘露糖代谢、生热作用、ＦＯＸＯ 和 ＡＭＰＫ 信号通路ꎬ表明 ＭＳＴＮ 基因可能通过以上信号通路参与湖羊生长发

育调控ꎮ [结论]ＭＳＴＮ 基因编辑湖羊可能通过 ＦＯＸＯ 和 ＡＭＰＫ、氧化磷酸化、果糖和甘露糖代谢、生热作用等与动物代谢相

关的信号通路调控其生长发育ꎮ
关键词:湖羊ꎻＭＳＴＮ 基因ꎻＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ转录组测序

中图分类号:Ｓ８５２.６　 　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 　 文章编号:１０００－２０３０(２０２４)０２－０３４２－０９

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｉｂｉｏｆｉｂｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ
Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｅｄｉｔｅｄ ｂｙ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ

ＬＩ ＹｉｎｘｉａꎬＬＩＵ ＷｅｉｊｉａꎬＺＨＡＮＧ ＣｈｅｎｊｉａｎꎬＳＨＵ Ｊｉａ’ａｏꎬＧＵＩ ＨｏｎｇｂｉｎｇꎬＷＡＮＧ Ｈｕｉｌｉꎬ
ＭＥＮＧ ＣｈｕｎｈｕａꎬＺＨＡＮＧ ＪｕｎꎬＺＨＡＮＧ ＪｉａｎｌｉꎬＱＩＡＮ ＹｏｎｇꎬＣＡＯ Ｓｈａｏｘｉａｎ∗

( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ ＳｃｉｅｎｃｅꎬＪｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｉｍａｌ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ ａｎｄ Ａｎｉｍａｌ

Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ＦａｒｍｉｎｇꎬＭｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ ＡｆｆａｉｒｓꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ ｇｅｎｅ(ＭＳＴＮ) ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｕｓｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｉｂｉｏｆｉｂｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ３￣ｍｏｎｔｈ￣ｏｌｄ ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｉｎｇ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ(ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ)ａｎｄ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ( ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)ꎬＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｆｏｒｍ ｏｆ ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｉｎｇ Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎬ ｔｈｅｎ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｆｉｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ(ＤＥＧ) ａｎｄ ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ＤＥＧ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １４９ ＤＥＧ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｎｇ ｇｒｏｕｐꎬｏｆ ｗｈｉｃｈ ６５ ＤＥＧ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ａｎｄ ８４ ＤＥＧ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ. ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＥＧ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ
ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓꎬＦＯＸＯ ａｎｄ ＡＭＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｍｉｇｈｔ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｂｏｖｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ.
[Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｉｎｇ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ ｍｉｇｈｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ＦＯＸＯ ａｎｄ ＡＭＰＫꎬｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬ
ｆｒｕｃｔｏｓｅ ａｎｄ ｍａｎｎｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓꎬａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎｉｍａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎻＭＳＴＮ ｇｅｎｅꎻＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

肌肉生长抑制素(ｍｙｏｓｔａｔｉｎꎬＭＳＴＮ)ꎬ又称生长分化因子 ８(ｇｒｏｗｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣８ꎬＧＤＦ８)ꎬ属于

转化生长因子 β 超家族成员ꎬ主要在骨骼肌中表达ꎬ是骨骼肌发育的重要调节因子[１]ꎮ ＭＳＴＮ 基因过表达

抑制骨骼肌增殖分化ꎬ而功能缺失或者表达降低则导致肌肉肥大ꎬ呈现双肌现象[２]ꎮ 比利时蓝牛 ＭＳＴＮ 基

因编码区 １１ ｂｐ 缺失造成蛋白翻译提前终止ꎬ形成截短的 ＭＳＴＮ 蛋白ꎬ出现双肌臀表型[２]ꎻＭＳＴＮ 基因缺失

小鼠全身骨骼肌重显著增加ꎬ单个肌肉细胞生长到正常大小的 ２ 倍左右[３]ꎬ表明 ＭＳＴＮ 在肌肉发育的负调



　 第 ２ 期 李隐侠ꎬ等:ＭＳＴＮ 基因编辑湖羊胫腓肌的转录组分析

控过程中发挥重要作用ꎮ
随着基因编辑技术的飞速发展ꎬ研究者利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术获得了多种基因编辑动物ꎮ 罗琪[４]利

用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术制备了 ＴＢＸＴ 和 ＦｅｃＢ 基因编辑滩羊ꎬ为创制优质滩羊育种群体奠定了坚实的基础ꎻ
Ｗａｎｇ 等[５]利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 方法获得 ＭＳＴＮ 功能缺失的山羊ꎬ此山羊表现出体重增加及肌肉纤维变大

的表型ꎮ Ｚｈｏｕ 等[６] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术获得 β－乳球蛋白敲除山羊ꎬ为提高羊奶质量奠定了基础ꎮ
Ｓｏｎｇ 等[７]得到酪氨酸酶(Ｔｙｒ)基因敲除兔ꎬ证明 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的基因非编码区大片段缺失表型研究

的可行性ꎮ
在 ＭＳＴＮ 基因编辑方面ꎬ滩羊[４]、猪[８]、牛[９]、兔[１０]等动物的 ＭＳＴＮ 编辑动物均已成功获得ꎬ这些动物

大多表现出生长加快或者双肌表型ꎮ 传统观点认为ꎬＭＳＴＮ 基因可能通过影响生肌调节因子 ＭｙｏＤ 和

Ｐａｘ３ 及肌萎缩相关基因 ＥＲＫ１ / ２、ＭｕＲＦ￣１ 的表达ꎬ使肌纤维数量减少ꎬ体积减小ꎬ从而抑制肌肉生长发

育[１１－１２]ꎮ 朱琳等[１３]通过对 ＭＳＴＮ 基因编辑牛骨骼肌的组学研究发现ꎬＭＳＴＮ 可能通过 ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ、ＭＡＰＫ
和 ＡＭＰＫ 等信号通路参与调控肌卫星细胞增殖与分化等ꎮ 本课题组前期利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功获

得 ＭＳＴＮ 基因编辑湖羊ꎬ其生长速度显著提升ꎮ 本研究以 ＭＳＴＮ 编辑湖羊和野生型湖羊后腿胫腓肌为对

象ꎬ进行转录组测序分析ꎬ为阐明 ＭＳＴＮ 编辑湖羊生长和肌肉发育的分子机制提供试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

试验组 ３ 只 ３ 月龄 ＭＳＴＮ 编辑杂合型湖羊公羊(为 ＭＳＴＮ 基因编辑 ｇ１ 代个体)ꎬ平均体重(２３.３±
３.０５)ｋｇꎻ对照组为 ３ 只 ３ 月龄野生型湖羊公羊ꎬ平均体重(１８.７±２.３１)ｋｇꎮ 试验组和对照组均饲养在江苏

省农业科学院六合动物科学基地羊场ꎬ饲喂相同日粮ꎬ自由采食和饮水ꎮ
１.２　 样品采集及 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 提取与样品检测

利用活体采样技术采集 ６ 只湖羊后腿胫腓肌同一部位肌肉ꎬ立即置于液氮中储存ꎮ 采用苯酚－氯仿

方法提取 ＤＮＡꎬ并用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 测 ＤＮＡ 浓度后备用ꎻ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ然后分别采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ、
Ｑｕｂｉｔ ２.０ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 方法检测 ＲＮＡ 样品的纯度、浓度和完整性等ꎬ符合测序要求的 ＲＮＡ 送往北京百

迈克生物科技股份有限公司进行转录组测序ꎮ
１.３　 引物设计、ＰＣＲ 扩增和测序

根据绵羊 ＭＳＴＮ 基因序列(ＮＣ＿０５６０５５.１)ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计引物进行 ＭＳＴＮ 编辑羊靶

位点鉴定ꎬ 同时根据绵羊 ＭＹＯＧ ( ＮＭ ＿ ００１１７４１０９. １ )、 ＭＹＯＤ１ ( ＮＭ ＿ ００１００９３９０. １ )、 ＣＣＤＣ８ ( ＸＭ ＿
０２７９７８５１７.２)、ＦＯＸＯ３(ＮＭ＿００１２６７８８９.１)基因和内参基因 ＧＡＰＤＨ(ＮＭ＿００１１９０３９０.１)序列设计引物ꎬ进行

实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)试验以验证转录组测序结果ꎮ
表 １　 本研究用到的引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

目的基因
Ｇｅｎｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

片段长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

目的
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＭＳＴＮ 　 Ｆ:ＡＧＣＣＡＡＴＣＡＣＡＧＡＴＣＣＣＧＡＣ
　 Ｒ:ＴＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＡＣＧ ７０７ ５５ ＭＳＴＮ 第一外显子

区域编辑鉴定

ＭＳＴＮ 　 Ｆ:ＴＴＡＴＡＣＴＴＧＡＴＡＴＴＴＴＧＣＴＧＴＴＡＴＧ
　 Ｒ:ＡＴＣＴＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＴ ８９４ ５５ ＭＳＴＮ 第二外显子

区域编辑鉴定

ＭＹＯＧ 　 Ｆ:ＣＣＴＴＧＣＡＣＴＣＣＴＴＡＧＡＴＴＴＣＡＡ
　 Ｒ:ＴＴＣＴＧＧＴＴＴＣＣＴＴＴＧＴＴＴＧＡＧ １０１ ６０ ｑＰＣＲ

ＭＹＯＤ１ 　 Ｆ:ＧＣＴＣＣＡＧＡＡＣＣＧＣＡＧＴＡＡＧＴＴ
　 Ｒ:ＣＧＧＣＧＡＣＡＧＣＡＧＣＴＣＣＡＴＡ １０６ ６０ ｑＰＣＲ

ＣＣＤＣ８ 　 Ｆ:ＣＴＣＡＧＡＣＣＣＧＧＡＡＡＣＣＡＧＴＣ
　 Ｒ:ＣＡＣＴＣＴＣＴＴＧＧＧＴＡＧＣＧＴＧＧ １２２ ６０ ｑＰＣＲ

ＦＯＸＯ３ 　 Ｆ:ＴＧＣＣＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＣＴＣＴＡ
　 Ｒ:ＣＧＣＣＡＴＣＣＧＧＧＴＴＧＡＴＧＡＴ １１３ ６０ ｑＰＣＲ

ＧＡＰＤＨ 　 Ｆ:ＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＧＧＡＧＧ
　 Ｒ:ＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧ ３７９ ６０ ｑＰＣＲ

　 　 注:ＭＹＯＧ:肌细胞生成素基因 Ｍｙｏｇｅｎｉｎ ｇｅｎｅꎻＭＹＯＤ１:肌源性分化 １ 基因 Ｍｙｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｇｅｎｅꎻＣＣＤＣ８:卷曲螺旋结构蛋白 ８ 基因
Ｃｏｉｌｅｄ￣ｃｏｉｌ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ８ ｇｅｎｅꎻＦＯＸＯ３:叉形头转录因子的 Ｏ 亚型基因 Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ３ ｇｅｎｅꎻＧＡＰＤＨ:甘油醛－３－磷酸脱氢酶基
因 Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ.
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以野生型和 ＭＳＴＮ 编辑湖羊腿肌 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用 ＰＣＲ 方法扩增 ＭＳＴＮ 靶位点ꎮ 反应体系 ２５ μＬ:
ＤＮＡ 模板 ６０ ｎｇꎬ２×Ｔ ８ Ｈｉｇｈ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２.５ μＬꎬ上、下游引物各 １ μＬꎬ添加灭菌双蒸水至 ２５ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９８ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃
延伸 ５ ｍｉｎꎮ
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

分别取 ２００ ｍｇ 野生型湖羊和 ＭＳＴＮ 编辑湖羊后腿胫腓肌肌肉ꎬ置于干净的离心管中ꎬ加入 １ ｍＬ ＲＩＰＡ
裂解液(碧云天公司)ꎬ于冰上用匀浆器匀浆 ２ ~ ３ ｍｉｎ 后离心并取上清液ꎬ使用 ＢＣＡ 浓度测定试剂盒(碧
云天公司)检测蛋白浓度ꎮ 调整浓度均一后加入上样缓冲液ꎬ１００ ℃、１０ ｍｉｎ 进行变性ꎬ然后将样品蛋白加

入 １２０ ｇ􀅰Ｌ－１预制胶中 １４０ Ｖ 电泳分离ꎬ利用湿转法将预制胶上的蛋白转印 ＰＶＤＦ 膜ꎬ在 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１的脱脂奶

粉中封闭 ２ ｈꎮ ４ ℃条件下分别孵育一抗 ＭＳＴＮ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ１ ∶１ ０００ꎬ识别 ２３ ~ ３７５ ａａ 残基)和 ＧＡＰＤＨ
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ１ ∶１ ０００ꎬ识别 １~３３５ ａａ 残基)１２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤后分别孵育山羊抗兔和山羊抗鼠的二抗(南京

润研生物科技有限公司ꎬ１ ∶３ ０００)１ ｈꎬ条带于配制好的 ＢＣＬ 发光液中避光 １~２ ｍｉｎꎬ用化学发光凝胶成像

系统(思拓凡生物科技公司)扫描检测蛋白条带并计算蛋白水平ꎮ
１.５　 ｃＤＮＡ 文库构建、质控和测序

样品检测合格后进行文库构建ꎮ 主要流程:首先用带有 Ｏｌｉｇｉｏ ( ｄＴ) 的磁珠富集 ｍＲＮＡꎬ加入

Ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 将 ｍＲＮＡ 进行随机打断ꎬ以 ｍＲＮＡ 为模板ꎬ用六碱基随机引物( ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒｓ)合成

第 １ 条 ｃＤＮＡ 链ꎬ加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ、ＲＮａｓｅ Ｈ 和 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ合成第 ２ 条 ｃＤＮＡ 链ꎬ利用 ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ
ｂｅａｄｓ 纯化 ｃＤＮＡꎬ最后通过 ＰＣＲ 富集得到 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 文库构建完成后ꎬ使用 Ｑ￣ＰＣＲ 方法对文库有效浓

度(>２ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１)进行准确定量ꎬ以保证文库质量ꎮ 库检合格后ꎬ应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台进行测序ꎮ
１.６　 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 分析

测序数据经过滤得到 Ｃｌｅａｎ Ｄａｔａꎬ采用 ＨＩＳＡＴ２(２.０.４)与绵羊参考基因组(Ｏｖｉｓ＿ａｒｉｅｓ. Ｏａｒ＿ｒａｍｂｏｕｉｌｌｅｔ＿
Ｖ１.０.１０７.ｇｅｎｏｍｅ.ｆａ)进行序列比对ꎬ利用 Ｓｔｒｉｎｇ Ｔｉｅ 将比对上的 ｒｅａｄｓ 进行组装ꎬ得到 Ｍａｐｐｅｄ Ｄａｔａꎬ进行插

入片段长度检验、随机性检验等文库质量评估ꎻ根据基因在不同样品中的表达量进行差异表达分析、差异

表达基因功能注释和功能富集等表达水平分析ꎮ 使用 ＤＥＳｅｑ２ 软件进行差异分析ꎬ以差异倍数≥１.５ 且错

误发现率( ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ)<０.０１ 作为筛选标准ꎮ
１.７　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)

以转录组测序的 ＲＮＡ 为模板ꎬ用逆转录试剂盒 (南京诺唯赞) 将 ｍＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 采用

ＡＢＩ７５００(赛默飞科技)进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增ꎮ ２０ μＬ 反应体系:１ μＬ ｃＤＮＡꎬ上游引物和下游引物各 ０.４
μＬꎬ２×ＣｈａｍＱ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ(南京诺唯赞)１０ μＬꎬ最后加 ｄｄＨ２Ｏ ８.２ μＬ 补齐至 ２０ μＬꎮ
反应程序分为 ３ 步:第 １ 步为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ第 ２ 步为循环反应:９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环反

应ꎻ第 ３ 步为熔解曲线:９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃ １５ ｓꎮ 每个样本重复 ３ 次ꎮ
１.８　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件进行方差分析和差异显著性检验( ｔ 测验)ꎮ 数据以平均值±标准差(􀭰ｘ±ＳＤ)表示

(Ｐ<０.０５ 表示差异显著)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭＳＴＮ 基因编辑湖羊编辑位点鉴定

根据ＭＳＴＮ 基因 ｓｇＲＮＡ 设计的位置ꎬ在其上、下游设计引物ꎬＰＣＲ 扩增ＭＳＴＮ 编辑羊 ＤＮＡ 序列(图 １－
Ａ、Ｂ)ꎬ通过克隆测序发现ꎬ３ 只 ＭＳＴＮ 编辑湖羊在 ＭＳＴＮ 基因外显子 １(编码区第 ９４ 个碱基后)缺失 ９ 个

碱基(ａｔｇｔｇｇａａａ)ꎬ形成一种杂合子基因型＋ / －９ ｂｐꎻ在 ＭＳＴＮ 基因外显子 ２(编码区的第 ６５５ 个碱基后)缺
失 １１ 个碱基(ｃｔｇａａｔｃｃａａｃ)(图 １－Ｃ)ꎬ形成一种杂合子基因型＋ / －１１ ｂｐꎻ２ 个编辑位点在 ３ 只 ＭＳＴＮ 编辑羊

中均为一种杂合单倍型＋ / －２０ ｂｐꎮ
２.２　 基因编辑湖羊肌肉组织 ＭＳＴＮ 蛋白表达分析

经序列分析ꎬＭＳＴＮ 基因编辑使编码区第 ６５５ 个碱基后缺失 １１ 个碱基ꎬ导致移码ꎬ不能形成 ＯＲＦꎬ无
ＭＳＴＮ 蛋白翻译ꎬ杂合型编辑有 １ / ２ 的 ＭＳＴＮ 基因无 ＭＳＴＮ 蛋白翻译ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬＭＳＴＮ 编辑

羊胫腓肌中 ＭＳＴＮ 蛋白表达水平显著下调(图 ２)ꎬ验证了这一推测ꎮ
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图 １　 ＭＳＴＮ 编辑湖羊靶位点鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ
　 　 Ａ.ＭＳＴＮ 基因外显子 １ 和 ２ 编辑位点 ＰＣＲ 扩增电泳图ꎻＢ. ＭＳＴＮ 基因外显子 １ 和 ２ 编辑位点测序图ꎻＣ.
ＭＳＴＮ 编辑湖羊外显子 １ 和 ２ 位点与野生型湖羊序列比对结果ꎮ

Ａ.Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｏｎ １ ａｎｄ ２ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅꎻＢ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｍａｐ ｏｆ
ｅｘｏｎ １ ａｎｄ ２ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅꎻＣ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｏｎ １ ａｎｄ ２ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｉｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｉｎｇ
ｓｈｅｅｐ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｈｅｅｐ.

图 ２　 ＭＳＴＮ 基因编辑湖羊胫腓肌中

ＭＳＴＮ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＭＳＴＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｅｄ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

２.３　 高通量测序数据的统计分析

对 ６ 只湖羊胫腓肌组织的转录组进行测序ꎬ共获得

４０.５３ Ｇｂ Ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎬ各样品 Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ 均高于 ６.１６ Ｇｂꎬ
Ｑ３０ 碱基比例均在 ９２. １３％ 以上ꎬＧＣ 含量为 ５１. ２４％ ~
５２.３０％ꎬ分别将各样本 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与绵羊参考基因组进

行序列比对ꎬ比对效率为 ９４.７１％ ~ ９５.３１％(表 ２)ꎮ 分析

差异表达基因后发现ꎬ湖羊胫腓肌 ＭＳＴＮ 编辑组与对照

组差异表达基因 １４９ 个ꎬ其中 ６５ 个基因表达上调ꎬ８４ 个

基因表达下调(图 ３)ꎮ
表 ２　 转录组测序数据的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ、ＧＣ 含量和 Ｑ３０ 的统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔꎬａｎｄ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｑ３０

组别
Ｇｒｏｕｐ

羊编号
Ｎｏ. ｏｆ ｓｈｅｅｐ Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ ＧＣ 含量 / ％

ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ
Ｑ３０ 碱基比例 / ％
Ｑ３０ ｂａｓｅ ｒａｔｉｏ

野生湖羊
Ｗｉｌｄ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

ＭＳＴＮ 编辑湖羊
ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｅｄ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

１ ２１ ７９６ ０１４ ６ ５２４ ６３０ ３８４ ５１.５２ ９２.９８
２ ２１ ４５０ ９６１ ６ ４２１ ９５２ ８０２ ５１.６７ ９２.６０
３ ２０ ５７３ ６７４ ６ １５９ ４０７ ８５８ ５１.８５ ９２.１３

１ ２８ ６８３ ４７５ ８ ５８６ ８４７ ９１８ ５１.２４ ９３.１４
２ ２１ ５０６ ４３２ ６ ４３３ ５７７ ９８４ ５２.３０ ９４.５３
３ ２１ ３１９ ０２２ ６ ３７５ ５９５ ３６０ ５２.４４ ９３.５０

２.４　 差异基因的 ＧＯ(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ)分类富集分析

为了比较 ＭＳＴＮ 编辑湖羊与野生型湖羊肌肉发育的差异机制ꎬ对二者差异表达基因进行 ＧＯ 注释分

析ꎮ 结果显示ꎬ１４９ 个差异表达基因富集到 ３ 大类基因本体共计 ４０ 个条目中ꎬ包括细胞组分 １３ 个ꎬ分子

功能 ９ 个ꎬ生物学过程 １８ 个ꎮ 注释到细胞组分中的差异表达基因主要分布在细胞和细胞部分ꎬ共包含

５４３
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图 ３　 差异表达基因鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
ＦＤＲ:错误发现率 Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅꎻＦＣ:差异倍数 Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ.

１５８ 个基因ꎻ注释到生物学过程中的差异表达基因主

要参与细胞过程、单一生物过程和代谢过程ꎬ共包含

２０９ 个基因ꎻ注释到分子功能中的差异表达基因主要

行使结合的功能ꎬ包含 ７３ 个基因(图 ４)ꎮ 这说明湖

羊 ＭＳＴＮ 编辑通过影响基因在细胞中定位和行使不

同功能以及参与多种生物学过程从而调控湖羊肌肉

发育ꎮ

图 ４　 差异表达基因 ＧＯ 注释

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

２.５　 差异基因的 ＫＥＧＧ 富集分析

为了鉴定 ＭＳＴＮ 调控湖羊肌肉生长发育的生物

学通路ꎬ采用 ＫＥＧＧ 信号通路数据库进行差异表达

基因的通路富集分析ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬ差异表达

基因显著富集在氧化磷酸化、果糖和甘露糖代谢、生
热作用、ＦＯＸＯ 和 ＡＭＰＫ 信号通路(Ｐ<０.０５)ꎬ提示这

些信号通路可能参与 ＭＳＴＮ 编辑湖羊肌肉发育的

调控ꎮ
ＫＥＧＧ 分类(包括细胞过程、环境信息加工、遗

传信息加工、新陈代谢和生物体系统)分析发现:ＭＳＴＮ 编辑湖羊与对照组湖羊间生物体系统中共有 ４７ 个
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图 ５　 差异表达基因与 ＫＥＧＧ 通路的网络图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ
差异表达基因ꎬ其中 １０ 个差异表达基因与生热作用( ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｅｓｉｓ)相关ꎻ环境信息加工中有 ２０ 个基因表

达模式发生改变ꎬ主要包括 ＦＯＸＯ 信号通路(７ 个基因)、ＡＭＰＫ 信号通路(６ 个基因)、ＭＡＰＫ 信号通路(３
个基因)以及神经活性的配体和受体间相互作用(４ 个基因)ꎮ ＭＳＴＮ 编辑湖羊中核糖体( ｒｉｂｏｓｏｍｅ)相关 ７
个基因表达模式发生改变ꎬ新陈代谢中氧化磷酸化(ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ)相关 ９ 个基因表达模式发生

改变(图 ６)ꎮ 以上结果说明湖羊 ＭＳＴＮ 基因编辑通过多种途径参与调控肌肉的生长发育ꎮ

图 ６　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 分类图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＫＥＧＧ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

２.６　 转录组测序可靠性的 ｑＰＣＲ 验证

为了验证转录组测序结果的可靠性ꎬ随机挑选 ５ 个差异表达基因ꎬ用 ｑＰＣＲ 方法验证表达趋势的变

化ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬＭＳＴＮ 编辑湖羊胫腓肌中 ＭＹＯＤ、ＭＹＯＧ、ＭＹＨ１ 和 ＣＣＤＣ８ 基因表达水平显著上升ꎬ
ＦＯＸＯ３ 基因表达水平显著下调ꎬ表达趋势与转录组测序结果完全一致ꎮ
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图 ７　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法验证转录组测序结果

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
转录组结果以 ＦＰＫＭ 值显示ꎮ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｒｅｓｕｌｔｓ.
ＷＴ:野生湖羊 Ｗｉｌｄ Ｈｕ ｓｈｅｅｐꎻＭＳＴＮ:ＭＳＴＮ 编辑湖羊 ＭＳＴＮ ｅｄｉｔｅｄ Ｈｕ ｓｈｅｅｐ

３　 讨论

ＭＳＴＮ 是家畜骨骼肌生长的重要负调节因子[１４]ꎬ其功能最初在小鼠中被发现和证实ꎬ随后在牛、猪、
羊、鸡和人类中被进一步证实[１５]ꎮ ＭＳＴＮ 基因敲除小鼠体重及骨骼肌重显著增加ꎬ腿部骨骼肌纤维显著

增粗[１６]ꎻＭＳＴＮ 自然突变的比利时蓝牛、安格斯牛和南德温牛德胴体重和屠宰率高于非突变牛ꎻＭＳＴＮ 突

变型牛表现为骨骼肌发达ꎬＭＳＴＮ 表达下调ꎬ促进骨骼肌卫星细胞的增殖ꎬ肌管数量和直径均呈现增大趋

势[１７]ꎻ在绵羊骨骼肌卫星细胞研究后发现ꎬ与对照组相比ꎬＭＳＴＮ 基因敲除组的肌管形成效率从(１１.２±
１.３)％提升到(１９.５±２.１)％ꎬ肌体的平均长度从(２２±５.３)μｍ 增加到(４７±３.６)μｍ[１８]ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术被广泛用于哺乳动物基因编辑ꎬ包括基因敲除、位点特异性敲除和多位点同时敲

除等[１９－２０]ꎮ 利用 ＣＲＩＰＳＲ / Ｃａｓ９ 技术获得了一系列的 ＭＳＴＮ 基因编辑羊:Ｃｒｉｓｐｏ 等[２１]２０１５ 年采用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 和纤维注射技术得到 ＭＳＴＮ 敲除的绵羊ꎻＺｈａｎｇ 等[１８]利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术介导绵羊 ＭＳＴＮ 基因敲

除ꎻＨｅ 等[２２]利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 方法通过显微注射得到 ＭＳＴＮ 编辑山羊ꎬ且出现双肌现象ꎮ 本研究中采用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术获得的 ＭＳＴＮ 编辑湖羊初生重和断奶重均高于对照组湖羊ꎬ但调控机制尚待研究ꎮ
前人研究发现ꎬＭＳＴＮ 调控细胞增殖、分化和肌肉发育的信号通路主要集中在 ＴＧＦ－ / Ｓｍａｄ、ＡＭＰＫ 和

ＭＡＰＫ 信号通路上ꎮ 在牛骨骼肌卫星细胞的研究中发现ꎬＭＳＴＮ 可能通过介导肌动蛋白细胞骨架调节通

路影响牛骨骼肌卫星细胞增殖和成肌分化[２３]ꎻ高丽等[２４] 研究发现ꎬＭＳＴＮ 突变通过下调 ＳＭＡＤ２ / ＳＭＡＤ３
转录因子与 ＣＤＫＮ１Ｃ 启动子结合ꎬ抑制 ＣＤＫＮ１Ｃ 基因表达ꎬ上调 ＣｙｃｌｉｎＡ￣ＣＤＫ２ 表达ꎬ最终促进 ＤＮＡ 合成

和细胞周期进程ꎬ促进肌肉发育ꎮ Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ 缺失可通过 ＳＭＡＤ￣ＡＭＰＫ￣Ｇ６ＰＤ 途径增强牛肌肉的抗氧化能

力[２５]ꎮ 在中国对虾的研究中发现ꎬＭＳＴＮ 通过 ＴＧＦ－ / Ｓｍａｄ 和 ＭＡＰＫ 信号通路参与调控中国对虾肌肉生

长[２６]ꎻ在鸡胎儿成肌细胞中敲除 ＭＳＴＮ 后ꎬ转录组测序发现差异表达基因主要集中在 ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ
和 ＳＴＡＴ３ 信号通路[２７]ꎮ 本研究以ＭＳＴＮ 编辑湖羊和野生型湖羊胫腓肌为研究对象ꎬ转录组测序发现的差异

表达基因除了富集在前人已鉴定的 ＡＭＰＫ 信号通路外ꎬ还显著富集在 ＦＯＸＯ 信号通路、氧化磷酸化、果糖

和甘露糖代谢、生热作用等通路ꎬ差异表达基因并未显著富集到 Ｓｍａｄ 信号通路ꎬ这可能与选择的试验羊

的生长阶段有关ꎬ因为有研究显示 ＳＭＡＤ 家族在湖羊不同发育阶段和不同组织中与 ＭＳＴＮ 表达的相关性

不同[２８]ꎮ
ＡＭＰＫ 信号通路是细胞发育过程中重要的调控通路ꎬ通过细胞增殖、分化、能量等途径影响肌肉发育
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和代谢[２９]ꎮ 对不同生长发育阶段藏猪背最长肌的转录组测序发现ꎬ差异表达基因主要富集在 ＡＭＰＫ、
ＰＩ３Ｋ￣ＡＫＴ 等与生长和发育相关的通路中[３０]ꎬＡＭＰＫ 信号通路还参与调控山羊骨骼肌的发育[３１]ꎬ以及 Ｔ３
诱导的大鼠心肌细胞的生长[３２]ꎮ 本研究也发现 ＡＭＰＫ 信号通路参与 ＭＳＴＮ 编辑湖羊肌肉生长发育的调

控ꎬ与前人的研究结果一致ꎮ 有研究表明ꎬＦＯＸＯ 转录因子参与调控心肌细胞增殖和心肌生长[３３]ꎬＦＯＸＯ１
和 ＦＯＸＯ３ 通过 ＳＩＲＴ１ 参与调控肌肉萎缩和生长[３４]ꎮ 本研究发现 ＦＯＸＯ 信号通路参与调控 ＭＳＴＮ 编辑湖

羊胫腓肌的生长和发育ꎬ可能有类似的机制ꎮ
ＭＳＴＮ 编辑湖羊与野生型湖羊间差异表达基因显著富集的糖代谢途径、氧化磷酸化途径和产热等通

路均与动物代谢息息相关[３５－３６]ꎮ 有研究发现ꎬ在同等条件下动物代谢速率与动物的发育速率成正比ꎬ低
代谢速率通过下调蛋白合成速率而降低动物的发育速率[３７]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[３８]研究发现ꎬ果糖和甘露糖代谢途

径参与脂质和碳水化合物代谢的调节ꎬ进而调控肉鸡的生长ꎻ商鹏[３９] 研究发现氧化磷酸化通路可能通过

调控慢生长、体型偏小的藏猪和快生长、体型正常的大约克猪的代谢从而调控细胞的增殖与分化ꎻ在肉牛

中检测到适应性产热途径通过 ＰＰＡＲＧＣ１Ａ、ＭＡＰ２Ｋ６ 和 ＵＣＰ２ 基因调控肉牛的体重、背部脂肪厚等胴体表

型[４０]ꎬ且产热通路参与服用抗精神病药物后动物体重增加的调控[４１]ꎮ 本研究通过转录组测序发现ꎬ
ＭＳＴＮ 基因可能通过影响与动物代谢相关的氧化磷酸化、果糖和甘露糖代谢、产热作用等通路参与调控

ＭＳＴＮ 编辑羊肌肉的生长发育ꎮ
综上ꎬ本研究在验证湖羊 ＭＳＴＮ 基因编辑位点的基础上ꎬ以野生型湖羊和 ＭＳＴＮ 编辑湖羊胫腓肌为对

象ꎬ开展了转录组测序分析ꎬ发现差异表达基因除了显著富集到 ＡＭＰＫ 和 ＦＯＸＯ 信号通路外ꎬ还显著富集

到氧化磷酸化、果糖和甘露糖代谢、生热作用等与动物代谢相关的信号通路ꎬ研究结果为解析 ＭＳＴＮ 调控

动物生长发育提供新的视角ꎮ
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