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摘要 目的 探究肌腱蛋白 C ( TNC) 对胃癌细胞 SGC7901

的锚定非依赖性生长的影响。方法 采用免疫组化和 West-
ern blot分别检测胃癌组织和胃癌细胞系中 TNC 的表达;通
过 CＲISPＲ-Cas9 基因编辑技术敲除 SGC7901 细胞中的 TNC

基因并用软琼脂生长实验观察 SGC7901 和 SGC7901TNC － / －

细胞的锚定非依赖性生长的情况; Western blot 和逆转录聚
合酶链反应( ＲT-PCＲ) 用于分析细胞内促生长信号传导通路
蛋白的表达情况。结果 TNC 在检测的胃癌组织和细胞水
平高表达;在 SGC7901 细胞中敲除 TNC 引起软琼脂实验中
集落形成缺陷; 对几种细胞内生长促进信号传导途径的分析
表明，在 SGC7901 细胞中 TNC 基因敲除后，c-Jun 氨基末端
激酶 ( JNK) 、细胞外调节蛋白激酶 ( EＲK ) 和蛋白激酶 B
( AKT) 的磷酸化水平降低;在 SGC7901TNC － / －细胞中，发现整
合素 β7( ITGB7) 在 mＲNA和蛋白质水平均显著下降。结论
TNC 在胃癌中特别是 SGC7901 细胞中高表达，并且可能

通过 ITGB7 介导的信号通路调节 SGC7901 细胞的锚定非依
赖性生长。
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胃癌( gastric cancer，GC) 是一种常见的胃肠道
肿瘤，是世界上第四大常见癌症。超过 90%的 GC
是源自胃黏膜上皮的腺癌。目前，手术仍然是早期
疾病的唯一有效的治疗方法，但因其早期症状不易
察觉，所以其早期诊断率较低［1］。晚期 GC 患者在
现有的治疗手段下预后不佳。因此确定 GC 用于早
期诊断和靶向治疗的生物标志物变得越来越重
要［2］。肌腱蛋白 C ( Tenascin-C，TNC) 是一种细胞
外糖蛋白，在细胞增殖和迁移及器官发生等过程中
产生［3 － 4］，已被广泛研究作为不同癌症的潜在生物

标志物。到目前为止 TNC 在 GC 中的功能还不清
楚。TNC 可以与表皮生长因子受体 ( epidermal
growth factor receptor，EGFＲ) 、整联蛋白［5 － 6］相互作
用来调节许多细胞内信号分子如局部粘着斑激酶、
细胞外调节蛋白激酶 ( extracellular regulated protein
kinases，EＲK) 、丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen-acti-
vated protein kinase，MAPK) 、蛋白激酶 B( protein ki-
nase B，AKT) 的活性，从而在细胞活动中发挥多种
作用［7］。该研究采用免疫组化法检测 TNC 在 GC
组织和细胞系中的表达情况，并进一步探讨了 TNC
在 SGC7901 细胞生长中的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 样本 本实验中使用的标本是从解放军 105
医院手术取出的原发性 GC 和活组织检查中收集
的。其中 10 例胃腺癌病例为男性，8 例为女性，年
龄 39 ～ 80( 55. 5 ± 8. 6) 岁。患者在手术前均未接受
化疗，该研究均获得患者知情同意书，并得到伦理委
员会的批准。
1． 2 实验材料及仪器 细胞培养箱 ( 上海一恒科
学仪器有限公司) ; ＲPMI-1640 DMEM( 美国 Hyclone
公司) ; 嘌呤霉素 ( 美国 sigma 公司 ) ; 抗磷酸化
AKT、抗 AKT Ser 473、抗 EＲK、抗磷酸化 EＲK、T202 /
Y204、抗-ITGB5、8( 美国 Cell Signaling 公司) ; TNC、
通用型二抗 ( 英国 Abcam 公司) ; pSpcas ( BB) -2A-
puro载体( 北京质粒载体菌种细胞基因保藏中心) ;
Lipofectamine 2000( 美国赛默飞公司) ;抗磷酸-JNK、
抗 JNK T183 /Y185( 美国 Santa Cruz Biotechnology公
司) ;抗 ITGB1、4、7( 武汉三鹰生物科技有限公司) ;
极超敏 ECL化学发光试剂盒( 上海碧云天生物科技
有限公司) ;总 ＲNA 提取试剂 ( 北京天根生化科技
有限公司)
1． 3 免疫组化 将石蜡样品制成 5 μm 切片，用二
甲苯和梯度乙醇脱蜡。然后通过浸泡在 0. 01 mol /L
柠檬酸盐缓冲液( pH 6. 0 ) 中进行抗原修复。之后
将切片浸入 3%过氧化氢中以阻断内源性过氧化氢
酶。在室温下湿盒中用 5%山羊血清封闭。一抗
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TNC( 1 ∶ 100) 4 ℃孵育过夜。洗涤 3 次后，二抗山羊
抗兔( 1 ∶ 2 000) 37 ℃下孵育 1 h。之后切片洗涤并
用苏木精复染，然后脱水并封片。
1． 4 细胞培养 人胃癌细胞系 MGC803 SGC7901
NCI-N87 ( 102155 ) 、MKN28 ( 338339 ) 和 AGS
( 102154) 购自北京北纳创联生物技术研究院。其
中，GES-1 AGS NCI-N87 细胞用含有 10% FBS 的
ＲPMI-1640 培养，其他细胞在含有 10% FBS 的
DMEM中培养。所有细胞都在维持 37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养。
1． 5 构建稳转细胞系 使用( http: / / crispr． mit．
edu) 在线设计工具设计引导 ＲNA ( guide ＲNA，
gＲNA) ，选择具有高特异性的 3 对 gＲNA，见表 1。
合成的引物退火，PCＲ 反应条件为 90 ℃、4 min; 75
℃、5 min; 65 ℃、15 min; 25 ℃、20 min。然后用
BBSI酶消化 pSpcas( BB) -2A-puro 载体。将酶切后
的载体与退火的引物在 22 ℃下连接 2 h或 16 ℃过
夜。载体构建完成筛选正确后，通过 Lipofectamine
2000 将它们转染到 SGC7901 细胞中，然后用嘌呤霉
素筛选 TNC缺陷的 SGC7901 细胞系作为敲除( kon-
ck out，KO ) 组。同时设计非靶向的空质粒转染
SGC7901 作为 MOCK对照组，正常的 SGC7901 作为
正常对照 ( control，CN) 组。筛选后，收集培养基用
于 Western blot 验证。设计的 3 对 gＲNA 中第 1 对
具有最佳的敲除效果。

表 1 gＲNA

引物名称 序列
TNC 1-F CACCGTTTCCTTGCCCTCGCTACCGAGG
TNC 1-Ｒ AAACCCTTCGGTAGCGAGGGCAAGGAAAC
TNC 2-F CACCGTTACAACATCAAGCTGCCAGTGG
TNC 2-Ｒ AAACCCACTGGCAGCTTGATGTTGTAAC
TNC 3-F CACCGTGCTGTCTCCAGCCTGCCACAGG
TNC 3-Ｒ AAACCCTGTGGCAGGCTGGAGACAGCAC

1． 6 Western blot 收集细胞和培养基并加入蛋白
上样缓冲液以制备蛋白质样品。然后使用 10%
SDS-PAGE进行凝胶电泳分离蛋白质，并转移到硝
酸纤维素膜上，用 5%脱脂牛奶封闭，在室温下孵育
2 h或在 4 ℃下孵育过夜。然后孵育一抗，抗磷酸化
AKT( Ser 473，1 ∶ 1 000) ; 抗 AKT( 1 ∶ 1 000 ) ; 抗磷
酸-JNK( T183 /Y185 ) ( 1 ∶ 500 ) ; 抗 JNK ( 1 ∶ 500) ;
抗磷酸化 EＲK ( T202 /Y204，1 ∶ 1 000 ) ; 抗 EＲK ( 1
∶ 1 000) ;抗整合素 β1、4、7( 1 ∶ 500) ;抗-ITGB5、8( 1
∶ 1 000) 用含 1%牛奶的 TBST 稀释 4 ℃孵育过夜。
然后加入足量的抗 IgG 二抗 ( 抗小鼠或抗兔 IgG) ，

用 2. 5%脱脂牛奶 1 ∶ 5 000稀释于 TBST 中。将膜
在室温下孵育 2 h并用 TBST洗涤，显影。
1． 7 软琼脂生长实验 首先将 1. 2%琼脂糖凝胶与
2 × DMEM以 1 ∶ 1的比例混合，并将 10 ml 混合物倒
入 10 cm培养皿中。冷却并凝固后，放入 CO2 培养箱
备用。接下来将细胞培养至对数生长期，消化并轻轻
吸打它们以制备单个细胞，进行活细胞计数。之后在
无菌试管中以 1 ∶ 1 的比例混合 0. 7%琼脂糖和 2 ×
DMEM，然后加入细胞悬浮液并充分混匀注入培养皿
中，并逐渐形成双琼脂层。待上层琼脂固化后，将其
置于 CO2 培养箱中培养约 2 周，每 2 ～ 3 d 加入培养
基以防止其过于干燥。两周后用结晶紫染色。染色
2 h后，用脱色液脱色直至克隆可见。
1． 8 ＲT-PCＲ 选取 SGC7901TNC － / －细胞系和对照
组 SGC7901 细胞，用天根总 ＲNA 提取试剂盒提取
ＲNA，ＲNA提取后先逆转录成 cDNA，之后进行 ＲT-
PCＲ。PCＲ中使用的引物见表 2。

表 2 PCＲ引物

引物名称 序列
ITGB1-5 ATATGGAAGCTTTTAATGA
ITGB1-3 TCATTTTCCCTCATACTTCG
ITGB2-5 AAGGCTCTGATCCACCTG
ITGB2-3 ATTGGTGACATCCTCAAG
ITGB3-5 GTCTGTATCCAGCCGGGC
ITGB3-3 CAGGATGTCAGGGCCCTT
ITGB4-5 ACCATTGAATCCCAGGTG
ITGB4-3 AGTTTTGGAAGAACTGTTG
ITGB5-5 AAGTTTCAGAGCGAGCGA
ITGB5-3 TCTTCTCTGTGGTGCCTA
ITGB6-5 CACCTGTCAGCAGCTGGC
ITGB6-3 CATGATCATGGGAATGTT
ITGB7-5 AAGACACCATGCGAGAGA
ITGB7-3 GTGGTCTGCTCCCTTTTC
ITGB8-5 AGACAGGTGATACTACAA
ITGB8-3 ATGACCGTGAGCAATTTG

1． 9 统计学处理 采用 Graphpad 进行统计分析，
组间差异采用单因素方差分析。以 P ＜ 0. 05 为差
异有统计学意义。

2 结果

2． 1 TNC在胃癌组织和细胞系中的表达 TNC 蛋
白在正常和恶性胃黏膜组织中的表达状态。使用免
疫组织化学染色方法检测了 18 个胃腺癌及其癌旁
正常黏膜组织中的 TNC蛋白。来自 12 个胃腺癌的
组织显示较强的 TNC 染色信号并且主要集中在细
胞外间隙。在相同条件下，在正常胃黏膜组织中未
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检测到阳性 TNC免疫染色信号，见图 1A、1B。研究
结果表明 TNC在胃腺癌中的表达增加，并且它可能
促进 GC 的发展和进程，因为蛋白质的较高表达水
平通常代表其在该肿瘤中促进肿瘤作用的线索。为
了进一步了解 GC 中 TNC 的功能，研究了其在培养
的胃癌细胞系中的行为，以确认其在细胞培养水平
中的肿瘤促进作用。在正常胃上皮细胞系 GES-1
细胞中未检测到 TNC 蛋白，而在 5 种检测的 GC 细
胞系中发现到其中有 4 个细胞系明显存在 TNC 蛋
白，其中 SGC7901 细胞产生的蛋白质水平最高，因
此用于以下实验，见图 1C。

图 1 TNC在组织和细胞系中的表达情况 SP × 200

A: GC组织; B: 癌旁组织; C:不同 GC细胞和胃黏膜细胞

2． 2 SGC7901 细胞的软琼脂生长依赖于 TNC 表
达 将 SGC7901 和 SGC7901TNC － / － 细胞均以每孔
103 个细胞的浓度接种到 6 孔板中的软琼脂中，并
在接种 2 周后进行菌落计数。发现正常的 SGC7901
细胞每孔平均形成 126. 37 个菌落，而即使延长时间
观察，在培养良好的 SGC7901TNC － / －细胞中基本无
菌落，见图 2。这些结果意味着 TNC 对 SGC7901 细
胞的锚定非依赖性生长具有必要的作用。
2． 3 TNC敲除抑制了多种促进生长的信号传导途
径 Western blot结果显示在 SGC7901TNC － / －细胞中
AKT、JNK和 EＲK的表达水平与 SGC7901 细胞中无

显著性差异，而 AKT和 JNK磷酸化蛋白的水平显著
降低，见图 3。结果表明缺乏 TNC 导致关键蛋白的
失活，从而抑制这些促进细胞生长的信号通路中蛋
白的激活。

图 2 敲除 TNC组和对照组 SGC7901 软琼脂集落形成对比
1:第 1 次实验结果; 2:第 2 次实验结果; 3:第 3 次实验结果

图 3 JNK、AKT和 EＲK蛋白总表达量和磷酸化蛋白量表达情况
CN: 正常 SGC7901 对照; KO: TNC 缺陷 SGC7901 细胞系

( SGC7901TNC － / － ) ; MOCK:转染空载质粒空白对照; 与 MOCK 组比

较: ＊＊＊P ＜ 0. 001;与 CN组比较: ###P ＜ 0. 001

2． 4 TNC KO 降低 SGC7901 细胞中 ITGB7 的表
达 Western blot检测了 SGC7901 和 SGC7901TNC － / －

细胞中整联蛋白的所有 β 亚基的表达，发现整合素
β7( integrin β7，ITGB7) 的蛋白表达明显降低，且通
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过 ＲT-PCＲ 检测发现 ITGB7 mＲNA 仅存在于
SGC7901 细胞中，但不存在于 SGC7901TNC － / － 细胞
中，而整联蛋白其他 β 亚基在两种细胞系中 mＲNA
水平中均未显示出显著性差异，Western blot 仅检测
出 5 种整联蛋白。见图 4。

图 4 整合蛋白 β亚型在蛋白和 mＲNA水平的表达量
A:整合蛋白 β亚型在蛋白水平的表达量; B: 蛋白条带灰度值的

定量分析; C:整合蛋白 β 亚型在 mＲNA 水平的表达情况; CN: 正常
SGC7901 对照; KO: TNC 缺陷 SGC7901 细胞系 ( SGC7901TNC － / － ) ;
MOCK:转染空载质粒空白对照;与 MOCK组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001;与

CN组比较: ###P ＜ 0. 001

3 讨论

TNC已被证明与许多不同的癌症有关，其过表
达在癌症诊断和预后方面具有许多功能和临床意
义［8］。有研究［9］表明 TNC 表达增加与 GC 预后呈
正相关。本研究进一步证实了 GC组织中的 TNC表
达量比癌旁组织中表达高。同时在培养的 GC 细胞
培养基中检测到 TNC蛋白，而未从正常的胃黏膜上
皮细胞中检测到 TNC 蛋白。阳性表达通常提示为
癌症的潜在标志物，因此该研究结果支持 TNC 作为
早期检测 GC的有价值的生物标志物。

作为多种细胞功能和表型的调节剂，TNC 可以
调控多种细胞信号传导和基因表达。TNC 在不同
类型的癌症中具有不同的作用，如乳腺癌、骨髓干细
胞和胰腺癌等分别与生存、增殖、转移和迁移有
关［7，10 － 12］。为了研究 TNC 在 GC 细胞中的作用，使
用基因编辑技术产生了 TNC 缺陷的 SGC7901 细胞
系( SGC7901TNC － / － ) 。基因的缺失通常导致肿瘤细
胞的 生 长 缺 陷，但 是 当 在 正 常 条 件 下 培 养
SGC7901TNC － / －和正常 SGC7901 细胞时，没有观察到
生长差异。因此，着重研究了 TNC 敲除对软琼脂中
SGC7901 细胞生长的影响。本研究主要发现胃癌
SGC7901 细胞中 TNC 敲除后导致其在软琼脂中的
集落形成能力完全丧失，提示其功能是参与 GC 生
长。正常的细胞一般需要依附在一定的基质上面才
能生长，一旦脱离基质就会成为球状从而不能增殖，
而肿瘤细胞和癌变转化细胞能够在这种状态下生
长，而锚定非依赖性生长是恶性细胞的关键特征之
一，因此 TNC缺陷细胞在软琼脂中的生长缺陷说明
了其在促进细胞增殖或维持恶性状态中的必要性。
作为细胞外因子，可以通过治疗性抗体或其他药物
有效的阻断 TNC 效应，因此开发 TNC 相关药物可
能是发展 GC 新的诊断、治疗和生物工具的一种潜
在途径。

研究［12］发现许多细胞内生物级联反应参与激
活 TNC的致癌活性。例如，TNC 通过激活 JNK /c-
Jun信号通路［10］诱导胰腺癌细胞的转移、抗凋亡和
侵袭，并通过增强 AKT磷酸化促进软骨细胞的存活
等。假设 TNC 可以通过在这些生长促进途径上起
作用来促进和维持 SGC7901 细胞的恶性特征，那么
TNC的丧失将会导致 SGC7901 细胞在软琼脂中的
生长缺陷。基于该假设，在 SGC7901 细胞中敲除
TNC后，这些生长信号传导途径至少有一种会受到
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影响。为了证实这一设想，通过Western blot分析了
SGC7901 和 SGC7901TNC － / － 细胞中 AKT、JNK、EＲK
及其相应的磷酸化同种型的表达。类似地，在
SGC7901 细胞中的结果表明，敲除 TNC 导致 AKT
和 JNK的磷酸化显著降低，表明多种信号传导途径
负责维持 TNC 致癌活性。TNC 含有表皮生长因子
样重复序列和 N末端多达 17 个纤连蛋白Ⅲ型样重
复序列的区域，它可以直接与整联蛋白和 EGFＲ 家
族受体相互作用，以激活多种细胞内信号通路。考
虑到 SGC7901TNC － / －细胞的生长缺陷归因于多种生
长信号传导途径，首先关注到的是 EGFＲ家族受体，
因为它们在细胞增殖控制中起重要作用，然而在
SGC7901 细胞中未检测到 EGFＲ 家族受体表达异
常。之后聚焦于是否 TNC 的缺失影响了整合素的
表达。在 TNC敲除的情况下，发现 ITGB7 的表达在
蛋白质和 mＲNA 水平均显著降低。虽然目前尚不
清楚为什么 TNC敲除导致 ITGB7 在 mＲNA 和蛋白
质水平上的下调，推测出 TNC和 ITGB7 之间可能存
在反馈回路，因此 TNC的缺失可能导致 ITGB7 内吞
作用进入细胞以抑制其转录水平的表达。虽然整合
素是 TNC信号的主要转导因子之一，但 ITGB7 是否
介导 TNC 对胃癌 SGC7901 细胞的锚定非依赖性生
长仍需进一步研究。
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Effect of Tenascin-C on anchorage-independent
proliferation in gastric cancer SGC7901 cells

Lu Meifang，Huang Hao，Liu Xiaoyan，et al
( Dept of Histology and Embryology，School of Basic Medical Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of Tenascin-C ( TNC ) on anchorage-independent proliferation in
gastric cancer cell line SGC7901．Methods The expression of TNC in gastric cancer tissues and in gastric cancer
cell lines was detected by immunohistochemistry and Western blot analysis，respectively． Knocking out TNC gene
in SGC7901 cells( SGC7901TNC － / － ) by CＲISPＲ-Cas9 gene editing techniques and the soft agar assays were used to
determine the ability of anchorage-independent growth for SGC7901 and SGC7901TNC － / － cells． Western blot and re-
verse transcription polymerase chain reaction( ＲT-PCＲ) were used to analyze the expression of proteins in the intra-
cellular growth-promoting signaling pathways． Ｒesults High expression level of TNC in most of examined gastric
adenocarcinomas and gastric cancer cell lines． Knock out of TNC in SGC7901 cells caused the deficiency of colony
formation in soft agar． Analysis of several intracellular growth-promoting signaling pathways revealed that the phos-
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phorylation of JNK，EＲK and AKT was reduced following TNC genes disruption in SGC7901 cells． ITGB7 was
found to be decreased significantly in both mＲNA and protein level in SGC7901TNC － / － cells． Conclusion TNC is
highly expressed in gastric cancer，particularly in SGC7901 cells and plays a necessary role in anchorage-independ-
ent growth of SGC7901 cells possibly via ITGB7 mediated signaling pathways．
Key words Tenascin-C; ITGB7; anchorage-independent growth
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慢病毒介导 shＲNA沉默大鼠肝 BＲL-3A细胞 PDZK1
对胆管侧膜 Bsep表达的影响

杨方方1，刘 萍2，程 静2，彭偲偲2，雷 亮2，吴 涛2，宋红萍1，2

摘要 目的 构建大鼠 PDZK1 基因 ＲNA干扰慢病毒载体，
并观测其对大鼠 BＲL-3A 细胞 PDZK1 的基因沉默效应与对
胆管侧膜胆盐输出泵 ( Bsep ) 的影响。方法 针对大鼠
PDZK1 基因序列，筛选 3 个干扰靶点，合成其 3 对小干扰
ＲNA，将各对 siＲNA 分别转入 BＲL-3A 细胞，采用 PCＲ 和
Western blot方法从中筛选出最佳 siＲNA;设计合成针对最佳
siＲNA序列的 shＲNA，与载体 LV3 ( H1 /GFP＆Puro) 连接，共
转染 293T细胞，包装成介导 PDZK1 基因沉默的 LV3 /PDZK1
shＲNA慢病毒载体; 感染 BＲL-3A 细胞，荧光显微镜下观察
经感染的 BＲL-3A细胞的 GFP表达情况，在 mＲNA和蛋白水
平检测重组慢病毒 LV3 /PDZK1 shＲNA 对 BＲL-3A 细胞的
PDZK1 基因的沉默效应及对 Bsep 的影响。结果 筛选到
PDZK1 基因的最佳干扰靶序列。经酶切与测序结果证实，
构建 LV3 /PDZK1 shＲNA慢病毒载体成功。BＲL-3A 细胞经
LV3 /PDZK1 shＲNA慢病毒感染 48 h后，PCＲ检测 PDZK1 基
因表达极低，Bsep 表达较弱; WB 检测显示 PDZK1、Bsep 蛋
白表达均极弱。结论 成功构建大鼠 PDZK1 基因 ＲNA 干
扰慢病毒载体，该载体能有效沉默 BＲL3A细胞的 PDZK1 基
因，并抑制胆管侧膜 Bsep表达。
关键词 PDZK1;胆盐输出泵; ＲNA干扰;慢病毒载体; BＲL-3A
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肝细胞依靠细胞膜上的药物转运体实现摄取和
分泌胆汁的功能。在病理状态下，肝细胞药物转运
体发生显著改变，参与诱导胆汁淤积性肝病发
生［1］。胆管侧膜 ABC 转运体 ( ATP-binding cassette
transporter，ABC transporter) 表达异常、功能下降是
胆汁淤积性肝病的重要分子基础［2］。 PDZK1
( NHEＲF3) 蛋白能够调控多种药物转运体的表达和
功能［3］。近年来发现，PDZK1 表达抑制或者缺失，
可以导致其靶蛋白( 转运体) 的亚细胞定位异常、表
达和功能下降。该研究筛选 PDZK1 基因的 ＲNA 最
佳干扰靶点，构建其慢病毒干扰载体 LV3 /PDZK1
shＲNA，体外观测慢病毒介导的 shＲNA 对 BＲL-3A
细胞 PDZK1 的沉默效应及对胆管侧膜胆盐输出泵
( Bsep) 表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料 BＲL-3A细胞株购自 ATCC; 3 个干扰靶
点寡核苷酸序列及其对照序列的合成由武汉塞维尔
生物提供;质粒抽提试剂盒购自 Ｒoche公司;限制性
内切酶、DNA内切酶、DNA 连接酶和 Taq 聚合酶购
自加拿大 MBI Fermentas;中量抽提试剂盒购自杭州
爱思进生物技术有限公司; 凝胶回收试剂盒购自北
京天根生化公司; LV3 ( H1 /GFP＆Puro) 慢病毒载体
购自上海吉玛公司; Lipofectamine2000 购自美国 In-
vitrogen公司; PDZK1、Bsep 抗体购自英国 Abcam 公
司;最佳干扰靶点 DNA oligo 使用 Designer 3. 0 ( Ge-
nepharma) 软件进行设计，合成引物由苏州吉玛基因
提供。
1． 2 方法
1． 2． 1 PDZK1 最佳 siＲNA 靶点的设计与筛选 分
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