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基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建严重联合免疫缺陷小鼠
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　 　 【摘要】 　 目的　 应用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术靶向敲除编码小鼠 Ｔ、Ｂ细胞的 Ｒａｇ２ 基因及编码 ＮＫ细胞的 ＩＬ２ｒｇ基
因，构建 Ｔ、Ｂ细胞及 ＮＫ细胞联合免疫缺陷小鼠。 方法　 根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 报道的 Ｒａｇ２ 及 ＩＬ２ｒｇ 基因序列，分别针对
其外显子设计 ２５ ｂｐ左右的 ｓｇＲＮＡ 并进行合成， ｓｇＲＮＡ 退火后克隆入 ｐＸ３３０ 载体。 Ｒａｇ２⁃ｓｇＲＮＡ、ＩＬ２ｒｇ⁃ｓｇＲＮＡ 及
Ｃａｓ９ 重组质粒体外转录为 ｍＲＮＡ后显微注射入 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠受精卵细胞，受精卵细胞移植到受体动物获得子代小
鼠，首建鼠（Ｆ０）与野生型小鼠交配获得 Ｆ１ 代小鼠，突变的 Ｆ１ 代小鼠互交后筛选 Ｆ２ 代纯合子小鼠。 通过基因测
序、流式细胞技术及接种人源性肿瘤细胞系方法检测子代小鼠基因型和表型。 结果 　 成功构建了 Ｒａｇ２⁃ｓｇＲＮＡ、
ＩＬ２ｒｇ⁃ｓｇＲＮＡ重组质粒并对其进行了体外转录，ｍＲＮＡ显微注射并移植后获得 ５７ 只 Ｆ０ 小鼠。 连续交配后，获得 Ｆ２
代纯合子小鼠。 序列分析表明子代小鼠中 ＩＬ２ｒｇ有两个基因型，分别是 １０ ｂｐ和 １１ ｂｐ的缺失突变；而 Ｒａｇ２ 只有一
个基因型，为 ８ ｂｐ的缺失突变。 与野生型 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠相比，小鼠外周血中 ＣＤ３、Ｂ２２０ 及 ＮＫｐ４６ 阳性细胞数量明
显降低。 接种人乳腺癌细胞系 ＳＫＢＲ⁃２ＨＬ 后，肿瘤生长良好，且随着时间延长肿瘤组织逐渐增大。 结论 　 利用
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术可有效实现 ＢＡＢＬ ／ ｃ小鼠体内 Ｒａｇ２、ＩＬ２ｒｇ基因突变，并导致小鼠 Ｔ、Ｂ及 ＮＫ细胞功能异常。
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９； Ｋｎｏｃｋｏｕｔ； Ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｍｉｃｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｈａｉ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｈｚｈａｎｇ＠ ｆｍｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 １９６６ 年，研究者发现 Ｆｏｘｎ１ 基因突变后小鼠 Ｔ
细胞功能障碍，不能产生细胞特异性免疫反应，由此
开辟了自发性免疫缺陷动物研究的先河［１］。 随之 Ｂ
细胞缺陷的 Ｂｅｉｇｅ 小鼠、Ｔ 细胞及 Ｂ 细胞联合缺陷
ＳＣＩＤ小鼠也相继被发现并在生物医学研究多个领
域得到广泛应用［１］。 尽管 Ｔ 细胞和 ／或 Ｂ 细胞功能
障碍后形成的免疫缺陷小鼠在生物医学研究中取得

了很多重大研究成果，但其体内残存的 ＮＫ 细胞、巨
噬细胞、中性粒细胞等介导的先天性免疫应答反应
仍然会对移植物产生免疫排斥反应，从而影响肿瘤
在其体内存活。 近年来，研究者进行了许多努力，试
图找到免疫缺陷程度更高、免疫包容性更强的实验
用小鼠以替代裸鼠或 ＳＣＩＤ 小鼠。 随着体外同源重
组技术和胚胎干细胞技术的不断完善，尤其是随着
ＴＡＬＥＮ技术和 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的诞生使得这种
可能成为现实［３］。

Ｒａｇ２（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ２）基因缺失
或突变后，阻滞 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞发育，从而影响 Ｔ
细胞和 Ｂ细胞功能［４］。 而 ＩＬ２ｒｇ（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒ ｇａｍｍａ ｃｈａｉｎ）基因与 ＮＫ 细胞功能有关，当其缺
失或突变后，ＮＫ 细胞功能发生障碍［５］。 本研究以
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术为基础，分别设计针对 Ｒａｇ２ 和
ＩＬ２ｒｇ基因的 ｓｇＲＮＡ，体外转录后与 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 共
同显微注射 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠受精卵以期获得 Ｔ细胞、Ｂ
细胞及 ＮＫ细胞功能联合缺陷的基因修饰动物。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

１２０ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和 ＩＣＲ 小鼠，６ ～ ８
周龄，雌雄各半，由第四军医大学实验动物中心提供
［ＳＣＸＫ（陕）２０１４ － ００２］，饲养于该单位屏障设施
［ＳＹＸＫ（陕）２０１４ － ００１］。 ＲＮＡ 体外转录试剂盒购
自 Ａｍｂｉｏｎ公司，ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自天根生
物科技有限公司。 ＬｏｎｇＡｍｐ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶由
ＮＥＢ公司提供。 小鼠 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ３、ＰＥ⁃ＮＫｐ４６ 及 ＡＰＣ⁃

Ｂ２２０ 抗体由 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司提供。 鼠尾基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒购自于成都福际生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 方法
１􀆰 ２􀆰 １　 寡核苷酸合成及质粒构建
根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 报道的 Ｒａｇ２ （ ＮＭ ＿００９０２０）和

ＩＬ２ｒｇ（ ＮＭ＿０１３５６３）基因序列，应用 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ．
ｍｉｔ． ｅｄｕ ／网站工具进行分析，分别针对 ＩＬ２ｒｇ 基因第
１ 外显子和 Ｒａｇ２ 基因第 ２ 外显子设计两个各 ２５ ｂｐ
左右的 ｓｇＲＮＡ 用于基因打靶（图 １，下划线为靶序
列，大写为 ＰＡＭ区）。 ｓｇＲＮＡ 合成后退火，以 Ｔ４ 连
接酶克隆入经 Ｂｂｓ Ｉ 酶切线性化的 ｐＸ３３０ 载体，构
建含有 ｓｇＲＮＡ的 ｐＸ３３０ 重组质粒。 测序正确后，扩
大培养并提取质粒用于体外转录模板。
１􀆰 ２􀆰 ２　 体外转录
以 ｐＸ３３０⁃Ｒａｇ２⁃ｓｇＲＮＡ 和 ｐＸ３３０⁃ＩＬ２ｒｇ⁃ｓｇＲＮＡ

重组质粒为模板，ＰＣＲ法克隆含 Ｔ７ 启动子的 Ｒａｇ２⁃
ｓｇＲＮＡ和 ＩＬ２ｒｇ⁃ｓｇＲＮＡ。 相同方法克隆 Ｃａｓ９ 基因，
纯化后回收，ＤＮＡ 溶于 ＤＥＰＣ 水中保存。 分别取
２００ ｎｇ的 Ｒａｇ２⁃ｓｇＲＮＡ、ＩＬ２ｒｇ⁃ｓｇＲＮＡ 及 Ｃａｓ９ 纯化后
产物进行体外转录，定量后 － ８０℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｍＲＮＡ显微注射及受精卵细胞移植

８ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠雄性与雌性小鼠使用前一
天合笼，２４ ｈ 后取见栓的雌性小鼠解剖，在输卵管
部位获取受精卵细胞。 分别取已转录好的 ２０ μｇ ／
μＬ Ｒａｇ２⁃ｓｇＲＮＡ及 １０ μｇ ／ μＬ ＩＬ２ｒｇ⁃ｓｇＲＮＡ 和 ５ μｇ ／
μＬ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ混合，以 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＮＫ２ 显微注射仪
注射到受精卵细胞胞质中。 受精卵细胞在 ３７℃ ５％
ＣＯ２ 培养箱中继续培养 ２ ～ ３ ｈ，取生长状态良好，发
育至 ２ 细胞期受精卵细胞移植到 ＩＣＲ假孕鼠输卵管
部位。
１􀆰 ２􀆰 ４　 基因敲除小鼠品系建立及基因型鉴定
取出生 １ 周左右的 Ｆ０ 代小鼠尾组织，裂解后以

试剂盒提取小鼠基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ 方法克隆 Ｆ０ 代
小鼠 Ｒａｇ２ 和 ＩＬ２ｒｇ基因。 ＰＣＲ 反应条件为：９４℃预
变性 ３ ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ ｓ，５０℃退火 ４０ ｓ，６５℃延伸
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图 １　 ｓｇＲＮＡ序列设计示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

４０ ｓ，共进行 ３５ 个循环。 循环结束后以 ６５℃延伸 ６
ｍｉｎ。 取 １０ μＬ ＰＣＲ 产物进行电泳，大小正确后进
行测序。 突变的 Ｆ０ 代小鼠与野生型小鼠交配，获
得 Ｆ１ 代杂合子小鼠，Ｆ１ 代杂合子小鼠互交即可获
得双基因突变的纯合子小鼠。
１􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术鉴定小鼠表型
通过剪尾方法取 ５０ μＬ Ｆ０ 代小鼠外周血，红细

胞裂解液裂解后以 ＦＡＣＳ 缓冲液洗脱，加入 １∶ １０００
稀释的 ＦＩＴＣ⁃ＣＤ３、ＰＥ⁃ＮＫｐ４６ 及 ＡＰＣ⁃Ｂ２２０ 抗体室
温避光染色 ３０ ｍｉｎ。 ＦＡＣＳ 缓冲液洗脱后上机检测
小鼠外周血白细胞中 ＣＤ３、Ｂ２２０ 及 ＮＫｐ４６ 的表达
情况。
１􀆰 ２􀆰 ６　 肿瘤移植模型鉴定小鼠表型

ＳＫＢＲ⁃２ＨＬ人乳腺癌细胞培养至对数生长期，
消化后取 １ × １０７ 个细胞接种至 ４ 周龄 Ｆ０ 代小鼠腹
外侧皮下，接种肿瘤细胞的 Ｆ０ 代小鼠继续饲养 ３
周，期间在不同时间观察瘤体大小。

２　 结果
２􀆰 １　 质粒构建及 ＲＮＡ转录
根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 报道的 Ｒａｇ２ 和 ＩＬ２ｒｇ 基因序列，

分别针对 Ｒａｇ２ 基因第 ２ 个外显子及 ＩＬ２ｒｇ 基因第 １
个外显子设计具有靶向作用的 ｓｇＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ序列见
表 １。 ｓｇＲＮＡ合成后经退火，连入 ｐＸ３３０ 载体，构建
含有 ｓｇＲＮＡ的 ｐＸ３３０重组质粒。 质粒小提并经测序
后表明质粒构建正确。 ｓｇＲＮＡ及 Ｃａｓ９ 克隆后，在 Ｔ７
启动子作用下进行体外转录，转录产物经电泳鉴定后
为单一条带，且 Ａ２６０ ／ ２８０ ＞１􀆰 ９，Ａ２６０ ／ ２３０ ＞２􀆰 ３。

表 １　 ｓｇＲＮＡ靶点及寡核苷酸序列
Ｔａｂ． １　 Ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ａｎｄ

ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｓｇＲＮＡ名称 ｓｇＲＮＡ寡核苷酸序列

Ｎａｍｅ ｏｆ ｓｇＲＮＡ ｓｇＲＮＡ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
Ｒａｇ２⁃ｕｐ ５’⁃ｃａｃｃｇｇｃｃｔａａｇａｇａｔｃｃｔｇｔｃｃｔａｃ⁃３’

Ｒａｇ２⁃ｄｏｗｎ ５’⁃ａａａｃｇｔａｇｇａｃａｇｇａｔｃｔｃｔｔａｇｇｃｃ⁃３’
Ｉｌ２ｒｇ⁃ｕｐ ５’⁃ｃａｃｃｇｇａｇｃａｇｃｔｇａａｇｇａｃｔａａｇａ ⁃３’

Ｉｌ２ｒｇ⁃ｄｏｗｎ ５’⁃ａａａｃｔｃｔｔａｇｔｃｃｔｔｃａｇｃｔｇｃｔｃｃ⁃３’

２􀆰 ２　 基因敲除小鼠品系的建立及基因型鉴定
共收集 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠胚胎数 ７４０ 枚，其中 ６０９ 枚

为受精卵细胞，显微注射后有 ２４９ 枚存活，移植到
ＩＣＲ受体鼠后制备 Ｆ０ 代首建鼠。 测序后取 Ｆ０ 代突
变小鼠与野生型 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠交配获得 Ｆ１ 代小鼠，
突变的 Ｆ１代小鼠互交后获得Ｒａｇ２和 ＩＬ２ｒｇ双基因突
变的 Ｆ２代纯合子小鼠。 Ｆ０、Ｆ１及 Ｆ２代小鼠出生约 １
周后，剪取小鼠尾尖 ３ ～ ５ ｍｍ 组织用于基因组 ＤＮＡ
提取。 取 １ μＬ ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ反应，１％ 凝胶
电泳鉴定后发现 Ｒａｇ２ 基因片段大小为 ８２１ ｂｐ，ＩＬ２ｒｇ
片段大小为 ６８６ ｂｐ，与预期大小相符（图 ２Ａ）。 测序
结果表明 Ｆ０、Ｆ１及 Ｆ２代小鼠 ＩＬ２ｒｇ 基因有两个突变
型，分别是 １０ ｂｐ 和 １１ ｂｐ 的缺失突变；而 Ｒａｇ２ 基因
只有一个突变型，为 ８ ｂｐ的缺失突变（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 基因敲除小鼠表型鉴定
突变小鼠尾尖处取血 ５０ μＬ进行流式分析。 与

正常野生型小鼠比较，基因敲除小鼠 ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞、
Ｂ２２０ ＋ Ｂ细胞及 ＮＫｐ４６ ＋ ＮＫ细胞数量下降明显（图
３Ａ），表明 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术对 Ｒａｇ２ 和 ＩＬ２ｒｇ 基因
进行编辑后影响到这两个基因编码的生物学功能，
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导致 Ｔ细胞、Ｂ 细胞及 ＮＫ 细胞数量降低。 进一步
通过复制人肿瘤模型验证基因敲除小鼠生物学特

性，人乳腺癌细胞 ＳＫＢＲ⁃２ＨＬ 分别接种 ３ 只基因敲
除小鼠， １ 周后可见肿瘤细胞在小鼠体内生长，且

随着时间延长，肿瘤体积不断增大（图 ３Ｂ）。 结合
流式检测结果，我们认为 Ｒａｇ２ 和 ＩＬ２ｒｇ 基因敲除小
鼠不仅 Ｔ细胞、Ｂ细胞及 ＮＫ细胞数量下降，而且其
免疫功能缺陷，移植物可在其体内增殖。

注：Ａ． 突变小鼠 ＰＣＲ鉴定；Ｂ． 靶基因测序结果。

图 ２　 基因敲除小鼠基因型鉴定
Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

３　 讨论
ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠由于其生物学特性明确，是目前

免疫学、微生物学等研究领域常用的近交系小鼠。
ｎｕｄｅ基因导入 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠后可培育成传统的免疫
缺陷小鼠品系 ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ ／ ｎｕ，该类小鼠 Ｔ 细胞缺
陷，因而 Ｔ 细胞介导的细胞免疫功能严重下降［６］。
但该类小鼠 Ｂ细胞及其他免疫细胞正常，这些细胞
介导的免疫反应常会影响动物模型复制效果。 如人
类肿瘤模型复制时，一些人类肿瘤模型难以在
ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ ／ ｎｕ裸鼠中建立，除过肿瘤细胞致瘤性
外，ＢＡＬＢ ／ ｃ⁃ｎｕ ／ ｎｕ裸鼠免疫细胞状态也是影响肿瘤
模型复制的关键因素之一。 为了克服以上弊端，有
必要研究出免疫缺陷程度更高、免疫包容性更强、且
遗传背景来源于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的动物用于免疫学、

微生物学、肿瘤学等领域研究。 基于此目的，本研究
以 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠为对象，通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术对
其进行遗传修饰，研究制备出免疫缺陷程度更高的
ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠。
超数排卵是获取受精卵细胞的常用技术方法，

但 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠对 ＰＭＳＧ 和 ｈＣＧ 不敏感，难以用这
两种激素对其进行超排［７］。 本研究中我们采用 ８
周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ雌性小鼠与 ７ 周龄雄性小鼠进行自然
交配，尽管在交配前挑取雌性发情小鼠，但获取小鼠
受精卵细胞数量仍然很低，平均每只小鼠只能收获
２ 个细胞，因此在以后研究中需摸索出最佳交配条
件以提高 ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠卵细胞收集率。 收集的卵细
胞生长状态良好，７４０ 枚卵细胞中有 ６０９ 枚为受精
卵细胞，受精率 ８２％ ，显微注射后有 ２４９ 枚受精卵
细胞存活，存活率为 ４１％ ，移植到 １２ 只 ＩＣＲ受体鼠
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注：Ａ􀆰 流式细胞检测 Ｔ细胞、Ｂ细胞及 ＮＫ细胞数量； Ｂ􀆰 基因敲除小鼠接种 ＳＫＢＲ⁃２ＨＬ细胞后肿瘤生长情况。

图 ３　 基因敲除小鼠表型鉴定
Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ Ｔ，Ｂ ａｎｄ Ｎｋ ｃｅｌｌｓ． Ｂ：Ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＫＢＲ⁃２ＨＬ ｃｅｌｌｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ

后出生 ５７ 只 Ｆ０ 代首建鼠，每只小鼠平均产仔 ４􀆰 ８
只。 这些数据表明尽管通过自然交配方式获取
ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠卵细胞数量少，但这种方式获取的受
精卵细胞能完全满足基因修饰动物的构建。
传统基因敲除主要是应用同源重组原理通过插

入突变和基因靶向技术使目的基因功能丧失，但这
些方法对技术要求高，制作周期长，只能在一些专业
实验室才能完成。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术就是利用
ｓｇＲＮＡ 与同源性的 ＤＮＡ 能特异性结合的原理，
ｓｇＲＮＡ发挥靶向作用，引导核酸内切酶 Ｃａｓ９ 在靶点
处进行切割，从而达到基因修饰的目的［８］。 因此与
特定位点同源的 ｓｇＲＮＡ 和核酸内切酶 Ｃａｓ９ 是
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术中不可或缺的两个要素。 Ｒａｇ２
和 ＩＩ２ｒｇ基因序列分析表明，这两个基因紧邻其上、
下游分子，且有部分重叠，如对其进行大片段缺失突
变将会影响到上、下游分子表达。 针对这种情况，本
研究以 Ｒａｇ２ 和 ＩＩ２ｒｇ基因外显子为靶点进行小片段
突变，这种突变不仅可导致 Ｒａｇ２ 和 ＩＩ２ｒｇ 基因功能
失活，而且也对其上、下游基因表达无明显影响。 与
传统基因敲除方法相比，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术具有快
速、可靠及敲除效率高等特点，本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术一步敲除了两个不同基因，敲除后 Ｔ 细
胞、Ｂ细胞及 ＮＫ细胞不仅数量下降明显，而且细胞
功能也发生障碍，接种人乳腺癌细胞系后肿瘤细胞
生长良好，表现出与传统免疫缺陷动物相似的生物

学特性。
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