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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 Ｔｏｌｌ 样受体 ３（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３， ＴＬＲ３）对小鼠肺缺血－再灌注（ ｉｓｃｈｅｍｉａ
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ＩＲ）后线粒体转录因子 Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａ， ＴＦＡＭ）和琥珀酸脱氢酶

（ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＳＤＨＡ）表达的影响。 方法　 选取 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 野生型（ＷＴ）和 ＴＬＲ３ 基因敲

除（ＴＬＲ３－ ／ －）成年小鼠各 １６ 只，体重 １８～２２ ｇ，随机分为四组（ｎ＝ ８）：ＷＴ 小鼠 ＩＲ 组（ＷＩＲ 组）和 ＷＴ
小鼠假手术组（ＷＳ 组）、ＴＬＲ３－ ／ － 小鼠 ＩＲ 组（ＴＩＲ 组）和 ＴＬＲ３－ ／ － 小鼠假手术组（ＴＳ 组）。 ＷＩＲ 组和

ＴＩＲ 组采用夹闭左侧肺门 １ ｈ，再灌注 ２ ｈ 的方法制备小鼠肺 ＩＲ 损伤模型，ＷＳ 和 ＴＳ 组仅开胸不夹闭

左侧肺门。 再灌注 ２ ｈ 后行动脉血气分析、检测湿干重比值、观察肺组织病理学变化；ＴＵＮＥＬ 法测定

细胞凋亡并计算相应的凋亡指数；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测肺组织中 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 蛋白含

量和 ｍＲＮＡ 的表达水平。 结果　 与ＷＳ 组比较，ＷＩＲ 组细胞凋亡指数明显升高（Ｐ ＜ ０ ０５），ＴＦＡＭ 和

ＳＤＨＡ 蛋白含量和 ｍＲＮＡ 表达量明显降低；与 ＷＩＲ 组比较，ＴＩＲ 组细胞凋亡指数明显降低（Ｐ＜
０ ０５），ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 蛋白含量和 ｍＲＮＡ 的表达量明显增加（Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论　 ＴＬＲ３ 基因敲除可

通过上调 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 的表达，改善线粒体功能，抑制小鼠肺 ＩＲ 时细胞凋亡从而减轻肺损伤。
【关键词】 　 Ｔｏｌｌ 样受体 ３；线粒体转录因子 Ａ；琥珀酸脱氢酶；肺缺血－再灌注损伤
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　 　 肺缺血－再灌注（ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ， ＩＲ）损伤

是导致原发性移植肺功能障碍的主要原因［１］。 此外，
肺 ＩＲ 损伤也是导致体外循环下心脏手术、休克以及

心肺复苏等患者发病率和死亡率居高不下的重要原

因之一［２］。 因此，肺 ＩＲ 损伤的机制研究是近年来的

热点问题之一，越来越多的证据表明，Ｔｏｌｌ 样受体 ３
（ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３， ＴＬＲ３）不仅在机体免疫调控中扮

演重要的角色，而且在重要脏器的 ＩＲ 损伤中发挥一定

的作用［３－５］。 本实验通过建立小鼠肺 ＩＲ 损伤模型，探

·８６· 临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 １ 月第 ３６ 卷第 １ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１



讨 ＴＬＲ３ 基因敲除对小鼠肺 ＩＲ 后线粒体转录因子 Ａ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａ， ＴＦＡＭ）和琥珀酸

脱氢酶（ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＳＤＨＡ）表达的影响。

材料与方法

实验试剂与仪器 　 小动物呼吸机，血气分析

仪，ＰＣＲ 反应扩增仪，ＴａＫａＲａＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ ２Ｘ）， 盐酸氯胺酮注射液， 盐酸甲苯噻嗪，
ＴＵＮＥＬ 凋亡试剂盒，苏木精及伊红、二甲苯。

动物 与 分 组 　 将入选的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 野生型

（ＷＴ）（成都达硕实验动物有限公司，中国）和 ＴＬＲ３
基因敲除（ＴＬＲ３－ ／ －） （Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室，美国）小鼠分

别随机各分两组 （ ｎ ＝ ８）：野生型 ＷＴ 小鼠 ＩＲ 组

（ＷＩＲ 组）和 ＷＴ 小鼠假手术组（ＷＳ 组）、ＴＬＲ３－ ／ －小

鼠 ＩＲ 组（ＴＩＲ 组）和 ＴＬＲ３－ ／ －小鼠假手术组（ＴＳ 组），
所有动物饲养和处置过程均符合规范。 ＷＩＲ 和 ＴＩＲ
组缺血－再灌注 ３ ｈ 后麻醉取材；ＷＳ 和 ＴＳ 组仅暴露

左侧肺门而不夹闭，其余处理同 ＷＩＲ 和 ＴＩＲ 组。
模型制作　 参照 Ｘｕ 等［６］的方法，采用侧俯卧位

左后背区开胸制备小鼠肺 ＩＲ 损伤模型。 通过腹腔注

射的方式，用配制好的氯胺酮（１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）和甲苯噻

嗪（４ ｍｇ ／ ｋｇ）的混合液麻醉小鼠，气管插管成功后连

接小动物呼吸机行机械通气。 采用左侧后背区小切

口开胸的方法，平腋窝约第 ３ 肋间打开胸腔，暴露左

肺组织，用显微动脉夹从上往下顺势阻断左侧肺门

６０ ｍｉｎ，然后松开显微动脉夹再灌注 １２０ ｍｉｎ，假手术

组只打开胸腔暴露而不夹闭左侧肺门。
动脉血氧合指数的测定　 肺 ＩＲ 结束时从左心

室抽取动脉血 ０ ３ ｍｌ 行血气分析，测定动脉血

ＰａＯ２、ＰａＣＯ２、ｐＨ 值。 本实验在机械通气时 ＦｉＯ２ 为

４０％，根据 ＰａＯ２ ／ ＦｉＯ２ 计算氧合指数（ＯＩ）。
肺组织湿 ／ 干重比（Ｗ／ Ｄ）的测定　 所有小鼠肺

灌洗结束后，取左肺上叶肺组织，称其湿重后置于

７０ ℃烘箱烘烤 ７２ ｈ 后称其干重，计算湿干重比值。
肺组织形态学观察　 取一部分左下肺组织，用

４％的甲醛溶液固定 ２４ ｈ 后，常规石蜡包埋与切片，
ＨＥ 染色，４００ 倍光学显微镜下观察肺组织的形态学

改变，并拍照留底。
细胞凋亡 测 定 　 取部分肺组织切片，按照

ＴＵＮＥＬ 检测试剂盒说明书进行操作，４００ 倍荧光镜

下进行观察，胞核呈绿色荧光点为凋亡细胞，选择 ５
个高倍视野，计数凋亡细胞和总细胞，计算细胞凋

亡指数＝凋亡细胞计数÷总细胞计数×１００％，取 ５ 个

视野的平均值。

肺组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 蛋白含量检测　 将实验

样本研磨后置于装有１ ０００ μｌ 组织裂解液的离心管

中，匀浆并静置 ３０ ｍｉｎ，４ ℃下１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ 得到蛋白溶液。 将等量蛋白样品经 １０％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离后转移至硝酸纤维素膜。 ５％脱脂奶中

封闭 ２ ｈ，加入相应的一抗（抗 β⁃ａｃｔｉｎ、抗 ＴＦＡＭ 抗

体和抗 ＳＤＨＡ 抗体，１ ∶ １ ０００稀释） ４ ℃ 孵育过夜。
膜漂洗后，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温

孵育 ２ ｈ，酶法显色扫描。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析系

统进行分析，以目的蛋白条带灰度值与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带

灰度值的比值反映 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 蛋白相对含量。
肺组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ ｍＲＮＡ 的表达　 取 １００

ｍｇ 肺组织，采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，采用逆转录

试剂盒逆转录合成 ｃＤＮＡ。 引物由上海生工生物工

程有限公司合成，ＴＦＡＭ 上游为 ５’⁃ＧＣＡＧＡＴＧＧＣＴ⁃
ＧＡＡＧＴＴＧＧＡＣＧＡＡＧＴＧ⁃３’，下游为 ５’⁃ＧＣＡＴＧＧＡ⁃
ＣＡＧＴＣＴＣＣＧＴＴＣ ＣＡＧＴＴＣＴ⁃３’； ＳＤＨＡ 上游为 ５’⁃
ＧＡＣＡＧＧＧＧＡＡＴＧＧＴＴＴＧＧＡ⁃３’，下游为 ５’⁃ＣＡＧＣ⁃
ＣＣＧＣＡＣ ＴＴＴＧＴＡＡＴＣ⁃３’，扩增片段长度 ４２０ ｂｐ。
采用荧光实时 ＰＣＲ 仪进行扩增。 ＰＣＲ 反应条件：９５
℃预变性 ３０ ｓ，９５ ℃变性 ５ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃
充分延伸 ３０ ｓ，共 ４０ 个循环，７２ ℃终止延伸 １０ ｍｉｎ。
使用 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ１ ２ ３ 软件分析 ＰＣＲ 过程各

检测样本的 ＣＴ（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｃｙｃｌｅ）值，以 ２－ΔΔＣＴ计算检

测样本的相对 ｍＲＮＡ 表达。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 和 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ

５ ０ 进行统计分析和作图。 正态分布计量资料以均

数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用双因素方差分

析，组间多重比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验。 Ｐ ＜ ０ ０５
为差异有统计学意义。

结　 　 果

与 ＷＳ 组比较，ＷＩＲ 组小鼠 Ｗ／ Ｄ 比值明显增加

（Ｐ ＜ ０ ０５），ＯＩ 明显降低（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ＷＩＲ 组比

较，ＴＩＲ 组 Ｗ／ Ｄ 比值明显降低（Ｐ ＜ ０ ０５），ＯＩ 明显

升高（Ｐ ＜ ０ ０５） （表 １）。

表 １　 四组小鼠肺组织 Ｗ／ Ｄ 和 ＯＩ 的比较（ｘ±ｓ）

组别 只数 肺组织 Ｗ／ Ｄ ＯＩ
ＷＳ 组 ８ ４ ０±０ ７ ３７７ ９±４３ ７
ＴＳ 组 ８ ３ ８±０ ６ ３９０ ３±３８ ６
ＷＩＲ 组 ８ ７ ６±１ ３ａ ２３６ ７±３６ ９ａ

ＴＩＲ 组 ８ ５ ５±０ ７ｂ ３２６ ５±４６ ５ｂ

　 　 注： 与 ＷＳ 组比较，ａＰ ＜ ０ ０５； 与 ＷＩＲ 组比较，ｂＰ
＜ ０ ０５
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ＷＳ 和 ＴＳ 组均未见明显的肺泡水肿及结构破

坏，未见炎性细胞浸润和毛细血管充血等；ＷＩＲ 组

可见肺泡广泛水肿、结构破坏并融合，大量的炎性

细胞聚集、浸润，并伴有红细胞的渗出等；ＴＩＲ 组肺

泡及肺间质轻度水肿，偶见炎性细胞浸润，未见肺

出血等（图 １）。

图 １　 四组小鼠肺组织形态学改变的比较（ＨＥ，×４００）

与 ＷＳ 组比较，ＷＩＲ 组细胞凋亡指数明显升高

（Ｐ ＜ ０ ０５），肺组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 蛋白含量和

ｍＲＮＡ 表达量明显降低（Ｐ ＜ ０ ０５）；与 ＷＩＲ 组比

较，ＴＩＲ 组细胞凋亡指数明显下降（Ｐ ＜ ０ ０５），肺组

织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 蛋白含量和 ｍＲＮＡ 表达量明显

增加（Ｐ ＜ ０ ０５）（图 ２—６）。

　 　 注：与 ＷＳ 组比较，ａＰ ＜ ０ ０５； 与 ＷＩＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图 ２　 四组小鼠肺组织细胞凋亡的比较

讨　 　 论

本研究结果表明，ＷＴ 小鼠肺 ＩＲ 后肺组织病理

学损伤、湿干重比值均显著的增加，动脉血氧合指

数明显的下降，提示动物造模成功。 同时，ＩＲ 显著

的降低了 ＷＴ 小鼠肺组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 的表达水

平，而 ＴＬＲ３ 基因敲除可以明显的增加肺组织 ＴＦＡＭ
和 ＳＤＨＡ 的表达，减轻肺 ＩＲ 损伤。

研究表明［７］，肠 ＩＲ 后肠组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 的

蛋白含量和 ｍＲＮＡ 表达量显著降低，线粒体功能受

　 　 注：与 ＷＳ 组比较，ａＰ ＜ ０ ０５； 与 ＷＩＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图 ３　 四组小鼠肺组织 ＴＦＡＭ 蛋白含量的比较

　 　 注：与 ＷＳ 组比较，ａＰ ＜ ０ ０５； 与 ＷＩＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图 ４　 四组小鼠肺组织 ＳＤＨＡ 蛋白含量的比较

　 　 注：与 ＷＳ 组比较，ａＰ ＜ ０ ０５； 与 ＷＩＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图 ５　 四组小鼠肺组织 ＴＦＡＭ ｍＲＮＡ 表达量的比较

损，进而导致肠及肺组织凋亡的发生。 ＴＦＡＭ 和

ＳＤＨＡ 是反映线粒体生物学特性的两项敏感指标，
前者是反映线粒体生物合成的标志物，后者是反映

线粒体质量的重要指标，二者的表达水平在一定程

度上代表线粒体的功能状态，因此本研究选取二者

作为反映线粒体损伤的评价指标。 和文献报道一
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　 　 注：与 ＷＳ 组比较，ａＰ ＜ ０ ０５； 与 ＷＩＲ 组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图 ６　 四组小鼠肺组织 ＳＤＨＡ ｍＲＮＡ 表达量的比较

致，本研究结果显示 ＷＴ 小鼠肺 ＩＲ 后肺组织 ＳＤＨＡ
和 ＴＦＡＭ 的 ｍＲＮＡ 表达量明显降低，初步表明线粒

体的功能在肺 ＩＲ 后明显受损。
近年来，越来越多的证据表明线粒体调控的凋

亡机制在脏器 ＩＲ 损伤中扮演重要的角色［８］。 Ｔｉａｎ
等［９］证实，腹腔注射美蓝可通过抑制线粒体渗透性

转换孔的开放，一定程度上保留线粒体的膜电位，
减轻线粒体的损伤，对离体小鼠肺缺血－再灌注导

致的 凋 亡 有 明 显 的 抑 制 作 用。 此 外， Ｃｌｏｏｎａｎ
等［１０－１１］研究线粒体是 ＴＬＲｓ 信号通路的感受器和调

控者，当人的肝细胞暴露于 ＴＬＲ３ 的配体 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ
后发现线粒体的功能发生紊乱，提示 ＴＬＲ３ 可能调

控人类肝细胞中线粒体的生物学特性。 Ｌｉａｎｇ 等［１２］

研究表明，单细胞来源的巨噬细胞通过增加 ＴＬＲ３
的表达可介导线粒体活性氧物质的产生，进而诱导

机体的炎症反应，在小柳原田病的发病过程中发挥

重要的作用。 Ｃｈｕａｎｇ 等［１３］发现双链 ＲＮＡ 可以调控

肿瘤细胞 ＴＬＲ３ 的表达，而线粒体在调控 ＴＬＲ３ 介导

的肿瘤细胞凋亡过程中扮演重要的角色。 Ｋａｎｇ
等［１４］进一步证实，ＴＬＲ３ 结合双链 ＲＮＡ 后通过介导

线粒体 ＴＲＩＦ ／ ＲＩＰＫ１ ／ ＦＡＤＤ 信号通路调控细胞凋亡

和炎症反应，敲除 ＴＬＲ３ 下游 ＲＩＰＫ１ 基因可显著减

轻凋亡和炎症反应。 本研究同样发现，肺 ＩＲ 后肺组

织细胞凋亡指数明显升高，而 ＴＬＲ３ 基因敲除可以

明显的增加肺组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ 的表达，降低肺

组织 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数，提示线粒体在 ＴＬＲ３ 基因

敲除减轻肺 ＩＲ 损伤中可能发挥重要的作用。
综上所述，本实验对 ＴＬＲ３ 介导的凋亡机制在

肺 ＩＲ 损伤中的作用进行了初步探讨，研究表明

ＴＬＲ３ 基因敲除可通过抑制细胞凋亡减轻小鼠肺 ＩＲ
肺损伤，其机制可能与上调肺组织 ＴＦＡＭ 和 ＳＤＨＡ
的表达，改善线粒体的生物学特性相关。 然而，
ＴＬＲ３ 本身是如何被激活，以及 ＴＬＲ３ 和线粒体之间

确切的作用机制还有待离体细胞实验进一步探讨。
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［１０］ 　 Ｃｌｏｏｎａｎ ＳＭ， Ｃｈｏｉ ＡＭ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ： ｓｅｎｓｏｒｓ ａｎｄ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｏｆ
ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１３， １６
（３）： ３２７⁃３３８．

［１１］ 　 Ｄｊａｆａｒｚａｄｅｈ Ｓ， Ｖｕｄａ Ｍ， Ｔａｋａｌａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃３⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ．
Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ， ２０１１， １１（１）： ８３⁃８８．

［１２］ 　 Ｌｉａｎｇ Ｌ， Ｔａｎ Ｘ， Ｚｈｏｕ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＴＬＲ３ ａｎｄ ＴＬＲ４ ｂｕｔ ｎｏｔ ＴＬＲ２
ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｖｏｇｔ⁃Ｋｏｙａｎａｇｉ⁃Ｈａｒａｄａ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｐｒｏｉｎ⁃
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ． Ｃｕｒｒ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５，
１５（６）： ５２９⁃５４２．

［１３］ 　 Ｃｈｕａｎｇ ＪＨ， Ｌｉｎ ＴＫ， Ｔａｉ ＭＨ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３ ａｇｏｎｉｓｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
２０１２， １７（４）： ３３５⁃３４８．

［１４］ 　 Ｋａｎｇ Ｓ， Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ⁃Ａｌｎｅｍｒｉ Ｔ， Ｒｏｇｅｒｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｓｐａｓｅ⁃８ ｓｃａｆ⁃
ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＭＬＫＬ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｉｏｎ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＴＬＲ３． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１５， ６： ７５１５．

（收稿日期：２０１９ ０２ ２０）

·１７·临床麻醉学杂志 ２０２０ 年 １ 月第 ３６ 卷第 １ 期　 Ｊ Ｃｌｉｎ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２０，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１


