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广东省自然科学基金项目合同书

、主要研究内容和要达到的目标

研究内容：

1. 细胞及动物实验观察miR-217对胰腺癌细胞糖代谢和增殖能力的影响

1. 1 细胞试验通过建立miR-217稳定转染的胰腺癌细胞株；动物实验利用稳定转染miR-217或无义链对

照的胰腺癌细胞株进行裸鼠皮下成瘤；

1. 2 分析检测细胞永生化和糖代谢相关的指标，包括： 1) 细胞周期， 2) 凋亡比例， 3) 生长曲线， 4

）细胞增殖， 5) 糖酵解和氧化磷酸化关键酶的表达水平， 6) 代谢产物浓度分析， 7) 原位检测miR-217

和PKMl 、 PKM2水平。

2. 分析miR-217调控PKM选择性剪切的机制

2. 1 细胞水平证实miR-217靶向hnRNPAl和hnRNPA2: 1) 通过PCR和WB对miR-217 、 hnRNPAl 、 hnRNPA2 、 P

KMl 、 PKM2的表达相关性进行研究； 2) 双荧光素酶报道基因验证miR-217对hnRNPAl和hnRNPA2 3'UTR的

靶向性；

2.2 在稳定转染miR-217的细胞中分别转染包含hnRNPAl或hnRNPA2开放阅读框的质粒，分析一下指标以

探讨miR-217对PKM的调控是否依赖hnRNPAl与hnRNPA2: 1) 细胞增殖； 2) 糖酵解率； 3) 细胞耗氧分析；

4) PKMl与PKM2的表达水平。

3. 探讨PKMl通过结合FoxAl调控miR-217表达

3. 1 细胞水平证实PKMl结合FoxAl : 1) Co-IP研究内源性以及外源性蛋白 (Flag-PKMl, HA-FoxAl) 的

结合关系； 2）激光共聚焦实验及细胞核Western研究分析两者的共定位；

3. 2 细胞水平证实miR-217表达受PKMl/FoxAl调控： 1) ChIP分析miR-217启动子区域PKMl与FoxAl的结

合情况与结合序列； 2) 野生型及突变型miR-217启动子报道载体分析； 3) 调控PKMl与FoxAl表达后对miR

-217表达水平的影响分析。

研究目标：

1．揭示miR-217对胰腺癌糖代谢及增殖的调控作用

2．阐明miR-217调控PKM选择性剪切的机制

3．探讨PKMl通过与FoxAl结合促进miR-217的表达这一正反馈机制
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广东省自然科学基金项目合同堑

二、研究成果及形式

论文及专著情 1 国家统计源刊物以上刊物
况 发表论文（篇）

发明专利

妇U情况（项） 1 申请 1 授权

22 。

实用新型专利

申请 1 授权

专著（册）

外观设计专利

申请 1 授权
国外专利

申请 1 授权
。 。 。 。 。 。 。 。

其他
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、 项目进度和阶段目标

1. 项目起止时间： 2016-06-01 至 2019-06-01

2．项目实施进度及阶段主要目标 ：

开始日期 结束日期 主要工作内容

2016-06-01 2016-12-31 miR-217的体内、体外调控肿瘤增殖、 糖代谢的生物学功能

明确miR-217对hnRNPAl 、 hnRNPA2的靶向性，证实miR-217对PKM选择性剪
2017-01-01 2017-12-31 

切的重要作用

2018- 01-01 2018-12-31 体内实验验证PKMl/FoxAl对miR-217的调控作用，建立正反馈调节的假说

2019-01-01 2019- 06-01 整理数据，撰写论文 4 尸

, 
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四、项目总经费及省科技厅经费预算

L 省科技厅经费下达总额： （大写）壹拾万圆整； （小写） 10.00万元；

2． 省科技厅经费年度下达计划：

经：：／厂勹三一：001 年 1 [ 

3．总经费开支预算计划：

经费筹集情况：

年 年

（单位：万元）

省科技厅经费
自有资金 贷款

自筹资金

1 地方政府投入 其它
合计

10. 00 10. 00 

政府部门、境外
资金及其他资金
投入情况说明：
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经费预算 | （单位：万元）
总投入经费 省科技厅经费

支出经费 经费额 用途说明 经费额 用途说明

流式细胞仪细胞检测、病理切片、 流式细胞仪细胞检测、病理切片
科研业务费： 2.50 荧光显微镜、测序及在SCI杂志发 2. 50 、荧光显微镜、测序及在SCI杂志

表版面费和彩图费等 发表版面费和彩图费等

各种抗体及检测试剂盒、质粒、脂 各种抗体及检测试剂盒、质粒、

实验材料费： 4.50 
质体、细胞培养、细胞增殖／凋亡 4.5 0 

脂质体、细胞培养、细胞增殖／凋
检测；动物购买、饲养及实验耗材 亡检测；动物购买、饲养及实验
等 耗材等

仪器设备费 ： 。 本研究无需购置仪器设备 。 本研究无需购置仪器设备

实验室
。 本研究无需改装实验室 。 本研究无需改装实验室

改装费：

协作费： 。 无 。 无
j· 1 

....- J 珈气

人员费： 1. 50 
直接参加项目研究的研究生、博士 l. 50 

直接参加项目研究的研究生、博
后的劳务费用 士后的劳务费用

专家咨询费 ： 。 无 。
飞

无

国际合作 1. 00 
参加国际肝病学会学术交流、差旅 1. 00 

参加国际肝病学会学术交流、差
与交流费： 费 旅费

.. 

管理费： 0.50 管理费，按5％计算 轩f,r:4 、'-,.•• ·, <"-·· 0.50 管理费， 按5％计算
邑 , 匕 k... m一

`` 合计： 10. 00 总研究费用
.` 10. 00 总研究费用,: \．、

\`·～星，

`'. 
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五、人员信息

项目负责人

姓名 证件号码 年龄 性别 职称 学历 在项目中承
所在单位 签名担的任务

广东省人

民医院（ , 

侯宝华 410102196510269010 51 男 教授
博士研究

免疫组化、 PCR 广东省医生
学科学院

) 

项目组主要成员

姓名 证件号码 年龄 性别 职称 学历 在担项的目4中承
任务 所在单位 签吕

广东省人, 
，产,~ 、｀ `,I 

归一
I 、`＇． 民医院（

余敏 440981198603198139 30 男 医师 博士 分子生物学实验 广东省医

`. 
学科学院

f--、
'，＼、·

·' ) 

' 卢｀
咖`

广东省人. ` V 
气｀

f ,亡、、·` 可亡

民医院（ 步缨
罗彩霞 女

主管
学士

临床病例资料整
广东省医44010619830619402 3 ' 33 

护师 理与分析
r, 

r\ -·．、．、'\9 学科学院,` ) t\ 
:\.\ .,,..'.\. .... < 、 广东省人

` 4 -尸---. `售'，七－ 民医院（

酰副主
陈盛 51010219681024613x 48 男 任医 硕士 生化及代谢实验 广东省医

师
学科学院

) 

广东省人

主治 民医院（

湟庄王慧玲 362322198303166636 33 男
（管

硕士 分子生物学实验 广东省医）医
师 学科学院

) 

6/11 



广东省自然科学基金项目合同］3

广东省人

民医院（

产Y 卢盺 510302198806210513 28 男 医师 博士 动物实验 广东省医

学科学院

) 

广东省人

民医院（
_\,,.:.. 

户吊冗吉 150430198109090 193 35 男
未取

硕士 动物实验 广东省医 1-Z:千＇ J丿`今飞
得

学科学院

) 

血”..、从'.,-.-. 、、、J.`、•., 广东省人

民医院（

李智德 6542011990010 121 ll 26 男
未取

学士 生化及代谢实验 广东省医辜得

I· AJ,. • - ~I 、\ 
, \.L , ' h 学科学院

` ) ,, 

、

七、·,, 广东省人
俨.

` · 民医院（

李德智 441621199011194030 26 男 、
未取 硕士 分子生物学实验 广东省医院/ / 仇令，得

, - 学科学
, 

^ /.., ,, 
) 
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六、依托单位与合作单位的合作协议

承担／参与单位名称
,f ./. 下寸一 吵久一芬、· \ ` ̀  寸 总经费分摊 省科技厅经费分配

（盖章） （万元） （万元）

广东省人民医院（广 项目牵头＼铝吐暑` 召严) \ 
东省医学科学院）

10.00 10.00 

＼｀、｀ J啥计 / 10.00 10.00 
、，、 之俨

、'｀、r.,......-
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广东省自然科学基金项目合同书

七、合同条款

第一条甲方与乙方根据《中华人民共和国合同法》及国家有关法规和规定， 为顺利完成 (2016) 年

胰腺癌中miR-217精密调节丙酮酸激酶选择性表达的机制及作用研究专项项目（文件编号：

粤科规财字 (2016) 49号）经协商一致，特订立本合同，作为甲乙双方在项目实施管理过程

中共同遵守的依据。

第二条甲方的权利义务：

l．按合同书规定进行经费核拨的有关工作协调。

2 根据甲方需要，在不影响乙方工作的前提下，定期或不定期对乙方项目的实施情况和经费

使用情况进行检查或抽查。

3根据《广东省科技计划项目信用管理办法（试行）》对乙方进行科技计划信用管理。

第三条乙方的权利义务：

L 确保落实自筹经费及有关保障条件。

2 按合同书规定，对甲方核拨的经费实行专款专用，单独列账，并随时配合甲方进行监督检

查。

3使用财政资金采购设备、原材料等，按照 «广东省实施（中华人民共和国招标投标法〉办
法》有关规定，符合招标条件的须进行招标。

4．项目实施完成或实施到一定程度，须按照《广东省省级科技计划项目结题管理的实施细则

（试行）》提出验收或终止结题的申请，并按甲方要求做好项目结题工作。

5 在每年规定时间内向甲方如实提交土年度工作情况报告，报告内容包含上年度项目进展情

况、经费决算和取得的成果等。

6．按照国家和省有关规定，提交科技报告及其他材料。

第四条在履行本合同的过程中，如出现广东省相关政策法规重大改变等不可抗力情况，甲方有权对

所核拨经费的数量和时间进行相应调整。

第五条对分年度拨款（滚动资助）项目，甲方有权利根据项目研究进展或中期考核情况变更或中止

项目后续资助经费数额。

第六条在履行本合同的过程中，当事人一方发现可能导致项目整体或部分失败的情形时，应及时通
知另一方，并采取适当措施减少损失，没有及时通知并采取适当措施，致使损失扩大的，应

当就扩大的损失承担责任。

第七条本项目技术成果的归属、转让和实施技术成果所产生的经济利益的分享，除双方另有约定外

，按国家和广东省有关法规执行。

第八条根据项目具体情况，经双方另行协商订立的附加条款，作为本合同正式内容的一部分，与本

合同具有同等效力。
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? 

第九条本合同一式三份，各份具有同等效力。甲、乙方及课题负责人各执一份，三方签字、盖章后

即生效，有效期至项目结题后一年内。各方均应负合同的法律责任，不应受机构、人事变动

的影响。

第十条乙方必须接受甲方聘请的本项目合同监理单位的监督和管理。监理单位按照甲方赋予的权利

对本项目合同的履行进行审核、进度调查，对项目合同变更、经费使用情况进行监督管理及

组织项目验收。

说明： l. 本合同书中，凡是当事人约定无需填写的内容，应在空白处划(/) 。

2．委托代理人签订本合同书的，应出具合法、有效的委托书。

云
．

,` 

J 
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广东省自然科学基金项目合同书

八、本合同签约各方

管理单位（甲方） : 

法定代表人（或法人代理） : 

广东省自然科学基金管理委员会

易王

,
',

` 

依托单位（乙方） : 

法定代表人（或法人代理） : 

联系人（项目主管）姓名：

Email : 

广东省人民医院（广东省医
、

/ 
庄建

电话：

日

＼
丿

吁

｀
霖

历
｀

y
'

、可

盖

't
0 

` , 
4

年

4
分

j
' 

坛$
～
夕

吨

(
九
护

\` 

旧
、

、会
＇

f 

.

、
丿

4
章

~

配
但
长

盖
( 

周志凌

gghkjc@sina.com 

020-83827812-20984 

开户单位名称：

开户银行名称：

开户银行帐号：

广东省人民医院

广州市工商银行白云路支行

3602004409001385770 
歹} 年 / 月17 日

联系人（课题负责人）姓名：

Email : 

侯宝华

电话：

hbh1000@126.com 

（签名）

020-83827812-60822 

今t加卫 月 b 日

.
a

气. 

. 
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填写说明

一、本合同书的项目编号和下达批文号由市科技创新委员会（以下简称“市科创委”)统一确

定 。

二、 本合同书由申报书在后台自动转换生成，如有错涌之处需修正，请联系市科创委项目责任

处室在后台修改．

三、 经费预算中的经费”是指项目执行过程中所发生的所有直接费用和间接费用， 一般包括：

劳务费、设备费、材料费、燃料动力费、测试化验加工费 、 差旅费、 会议费、国际合作与交流费、

出版／文献／信息传播／知识产权事务费、专家咨询费、其他直接费用和间接费用。

（一）劳务费：指项目研究开发过程中支付给项目组成员及项目组临时聘用人员的人力资源成

本费，可包括项目临时聘用人员的社会保险补助。项目组成员所在单位有事业费拨款、工资性收入

的部分， 不得在财政资助的项目经费中重复列支。

（ 二）设备费：指项目研究开发过程中所必需的专用仪器、设备、样品、样机购翌费及设备试

制费，不得用千购置通用与办公用品。项目研发过程应尽旦使用广州地区大型科学仪器协作共用网

的仪器设备，避免重复购置。确需购置的，需经专家评审论证其必要性。

（三）材料费：是指在项目研究开发过程中需要消耗的各种原材料、辅助材料、低值易耗品、

元器件、试剂、实验动物、部件、外购件、包装物的采购、运输、装卸、整理等费用。

（四）燃料动力费：是指在项目研究开发过程中相关大型仪器设备、专用科学装置等运行发生

的可以单独计量的水、电、气、燃料消耗费用等。

（五）测试化验加工费：是指在项目研究开发过程中由千承担单位自身的技术、工艺和设备等

条件的限制，必须支付给外单位（包括项目承担单位内部独立经济核算单位）的检验、测试、设

计、化验及加工等费用 。

（六）差旅费：是指在项目研究开发过程中开展科学实验（试验）、科学考察、业务调研、业

务培训、学术交流等所发生的外埠（国内）差旅费、市内交通费用等。

（七）会议费：是指在项目研究开发过程中为组织开展学术研讨、咨询以及协调项目（课题）

等活动而发生的会议费用。

（八）国际合作与交流费：是指在项目研究开发过程中项目研究人员出国及外国专家来华工作

的费用．

（九）出版／文献／信息传播／知识产权事务费：是指在项目研究开发过程中需要支付的出版费、

资料费、专用软件购买费、文献检索费、专业通信费、专利申请及其他知识产权事务等费用．

（十）专家咨询费：是指在项目研究开发过程中支付给临时聘请的咨询专家的费用。专家咨询

费不得支付给参与项目研究及其管理相关的工作人员。

酗
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（十一）其他直接费用：是指在项目研究开发过程中发生的除上述费用之外的其它直接支出，一

应当在申请预算时单独列示，单独核定 。

（十二） 间接费用：是项目承担单位在组织实施项目过程中发生的无法在直接费用中列支的相

关费用。主要包括承担单位为项目研究提供的现有仪器设备及房屋、水、电、气、暖消耗，有关管

理费用的补助支出，以及绩效支出等。其中绩效支出是指项目承担单位为提高科研工作绩效安排的

相关支出 。

四 、 本项目如涉及多家（包含两家）单位参加，乙方应在签定本合同书时与合作单位就任务分

工、经费和知识产权分配等问题签订有关合同或协议（仅委托其他单位进行常规试验、提供社会化
科技服务和少低辅助科研工作的情况除外） ，作为本合同书的附件。

五、项目承担单位需具有独立法人资格，高等院校、科研院所不具备独立法人资格的二级单位
不得作为项目承担单位。

六、组织单位指项目申报时的推荐单位，主要是高等院校、科研院所、区级科技主管部门、上
级政府主管部门、市属企业集团（总公司）等。

七、项目基本信息表中单位特性指项目承担单位的资质或获得的称号，如高新技术企业、软件
企业、技术先进型服务企业、创新型企业、科技小巨人企业等。单位类型按以下类型填写： 高等院
校、 科研院所、国有企业、民营企业、股份制企业、中外合资企业、 港／澳／台商投资企业、外商投
资企业等。

八、本合同书适用千广州市前期资助类科技计划项目 ， 有特殊要求另行制定的除外。

丐4贞
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一 、 项目基本信息表

项目名称 miR-217/hnRNPA1 -hnRNPA2/PKM2-Kras通路精细调控胰腺癌代谢的机制
研究

研究类别／所屈技术领域 生物、医药／临床医学／肿瘤外科

名称 广东省人民医院（广东省医学科学院）

通信地址 广州市中山二路106号广东省人民医院科教处

邮政编码 510080 传兀 020-83826085 

承

担
单位特性 其他 单位类型 其他单

位

组织机构代码 45586199-0 统一社会信用代码 01044010401 ,3494701 

法定代表人 庄建 电子邮箱 hbh1000@126.eom 

, 
联系人 周志凌 联系电话 18620129172 

（ 一） 项目负责人

姓名 侯宝华 性别 男 出生年月 1965-10-26 

国籍 中国 民族 汉族
学位授予国家

中国
（或地区）

学历 博士研究生 学位 博士 手机号码 13609006510 

证件名称 身份证 证件号码
4101021965 

固定电话 020-83827812 10269010 

职务 主任 职称 正高 电子邮箱
hbh1000@126 .eo 
rn 

在项目中承担
项目负责人 签名 歹二的任务 匕 \ 

（ 二） 项目组主要研究开发人员

姓名 1 年 性 1 职务 I 职称 学历 I 在项目中承担 1 所在单 1 签名
.. 
第5页
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龄 别 的任务 位

f i 广东省

人民医
侯宝

50 男 主任 正高
博士研究

项目负责人
院 （广

飞华 生 东省医

学科学

院）

广东省 A 曹

人民医

房周雨 29 男 住院医师 初级
博士研究 分子生物学实 院（广

生 验 东省医

学科学

院）

广东省

人民医

林叶 37 男
副主任医

副高
硕士研究 临床数据分析 院（广

乙>师 生 ， 动物实验 东省医 -
学科学

院）

广东省

人民医

殷子 29 男 住院医师 初级
博士研究

临床数据分析
院 （广

倾3生 东省医

学科学

院 ）

广东省

i 人民医

夏武
32 男 主治医师 中级

博士研究 分子生物学实 院（广

政 生 验 东省医

及学科学
院）

广东省

人民医

卢盺 27 男 住院医师 初级
博士研究

动物实验
院（广

伈生 东省医

学科学

院 ）

广东省

外人民医

李德 硕士研究 硕士研究 分子生物学实 院（广

朵智
25 男

生 生
本科

验 东省医
学科学

. . 
第6页
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二 、 主要内容

1、项目目标

( 1 ) 证实miR-21 7对胰腺癌糖代谢、谷氨酰胺代谢及增殖的调控作用；
(2 ) 阐明miR-21 7通过PKM选择性剪切调控胰腺癌糖代谢的具体分子机制；
(3 ) 明确miR-21 7通过抑制Kras调控谷氨酰胺代谢的具体分子机制；
(4 ) 探讨miR-217 、 hnRNPA1和hnRNPA2的潜在靶向价值， 为胰腺癌的个体化治疗提供新的标志物或
靶点 ；

、项目 内容（项目主要内容、拟解决的主要技术问题、难点，拟采用的技术路线、方法、工艺流程）

顷目主要内容：

2.1 细胞及动物实验观察miR-217对胰腺癌细胞糖代谢、谷氨酰胺代谢和增殖能力的影
响，评估miR-217靶向治疗价值

I(1) 细胞试验通过建立miR-217稳定转染的胰腺癌细胞株；建立NOD/SClD鼠皮下瘤模型与血
道转移瘤模型，观察上调或下调miR-217对肿瘤大小与增殖的影响 。

1(2) 分析检测细胞永生化、 糖代谢和谷氨酰胺代谢相关的指标， 包括： 1 ) 细胞周期， 2 ) 凋亡
比例， 3 ) 生长曲线 ， 4 ) 细胞增殖， 5）糖酵解、谷氨酰胺代谢关键酶的表达水平， 6 ) 代谢
物浓度分析， 7) 原位检测miR-217和PKM1 、 PKM2 、 GOT1 、 GLUD1水平。

2.2分析miR-217通过调控hnRNP控制细胞的糖代谢与谷氨酰胺代谢

1(1) 细胞水平证实miR-217靶向hnRNPA1和hnRNPA2 : 1 ) 通过PCR和WB对miR-
17 、 hnRNPA1 、 hnRNPA2的表达相关性进行研究； 2 ) 双荧光素酶报道基因验证miR-
17对hnRNPA1和hnRNPA2 3'UTR的靶向性；

2) 在稳定转染miR-217的细胞中分别转染包含hnRNPA1 或hnRNPA2开放阅读框的质粒，分
以下指标以探讨miR-217对hnRNPA1 与hnRNPA2的调控作用是否影响细胞的糖酵解与谷
酰胺代谢： 1 ) 细胞增殖； 2) 糖酵解与谷氨酰胺代谢率； 3 ) 细胞耗氧分析； 4) 糖酵解与

浴氨酰胺代谢关键酶的表达水平。

2.3分析miR-217调控PKM选择性剪切的机制

[(1) RT-PCR 、 Western blot检测转染miR-217或转染对照序列对胰腺癌细
hnRNPA1 、 hnRNPA2以及PKM1 、 PKM2表达水平的影响 ；

(2) 在稳定转染miR-217的细胞中分别转染包含hnRNPA1或hnRNPA2开放阅读框的质粒，分
析以下指标以探讨miR-217对PKM的调控是否依赖hnRNPA1 与hnRNPA2: 1 ) 细胞增

画
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2.4探讨PKM1通过结合FoxA1 调控miR-217表达

(1) 细胞水平证实PKM1 结合FoxA1 : 1) Co-IP研究内源性以及外源性蛋白 ( Flag-
PKM1, HA-FoxA 1 ) 的结合关系； 2 ) 激光共聚焦实验及细胞核Western研究分析两者的共
定位；

1(2) 细胞水平证实miR-217表达受PKM1/FoxA1 调控： 1 ) ChlP分析miR-217启动子区
PKM1 与FoxA1 的结合情况与结合序列 ； 2 ) 野生型及突变型miR-217启动子报道载体分

断； 3) 调控PKM1 与FoxA1表达后对miR-217表达水平的影响分析。

2.5明确miR-217通过hnRNP调控Kras的功能

1(1) 细胞水平证实hnRNP调控Kras: 1) Co-IP研究内源性以及外源性蛋白 ( Flag-
nRNP, HA-Kras ) 的结合关系 ； 2 ) 激光共聚焦实验及细胞核Western研究分析两者的共定

i寸； 3）双荧光素酶报道基因验证hnRNPA1 和hnRNPA2对Kras 3'UTR的靶向性；

1(2) 细胞水平证实Kras功能表达受miR-217/hnRNP调控：调控miR-217与hnRNP表达后
讨Kras表达与功能（谷氨酰胺代谢类型）的影响

以解决的主要技术问题、难点：
拟解决的关键技术问题。

11 ． 证实miR-217在调控胰腺癌细胞糖酵解及谷氨酰胺代谢中的关键作用 ， 并阐明其机制
． 初步探讨miR-217作为靶点在靶向胰腺癌代谢治疗中的潜在价值

项目主要创新点。
( 1) 提出以microRNA-217中心的对胰腺癌两条重要代谢途径的关键调控作用，以及PKM1作为转录辅
因子而非代谢酶参与代谢调控的正反馈机制；

( 2 ) 如假说被进一步证实，则miR-217作为同时调控糖酵解及谷氨酰胺代谢的小RNA, 有希望为胰腺癌
是供新的治疗靶点 。
政采用的技术路线、 方法、 工艺流程：

1. 细胞及动物实验观察miR-217对胰腺癌细胞代谢和增殖能力的影响

( 1) 构建稳定表达miR-217的细胞系 ： 购买表达miR-217和对照序列的慢病毒，胰腺
细胞以1x104／孔铺千96孔板中 ， 37°C孵育过夜后慢病毒处理细胞 (M01=20 ) ，继续培

养36h后项新接种并以嗓呤霉素筛选2-4周 ， GFP荧光检测转染效率等情况。嗓呤霉素筛选至
未见死亡细胞后接种于96孔板，进一步选出稳定表达miR-217的细胞以及表达对照序列的细

;9页
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( 2 ) 采用CCK-8及MTT试剂盒评估过表达miR-217的胰腺癌细胞株与对照细胞株的增
能力，绘制增殖曲线，详见已发表文章 ；

(3 ) 细胞耗氧率评估miR-217对肿瘤细胞耗氧率：采用生物微氧分析仪系统分析细胞
氧率，将105/ml密度的细胞悬液移入测氧室，细胞悬液内的溶解氧因细胞氧化磷酸化而不
断消耗，每隔200-500ms测定悬液氧浓度，直指氧浓度信号为O , 绘制曲线；

(4 ) miR-217对胰腺癌细胞代谢影响。©放射性标记法测定糖酵解率：本实验原理为
1沺胞将放射性标记的5-3H-Glucose代谢成3H20, 用液体闪烁计数仪浏世3H放射强度，糖酵
率为3H20/5-3H-Glucose , 比值越大说明糖酵解通路越活跃。 取106体外培养的Capan-2细
胞，于1ml Krebs缓冲液中37 。 C孵育30min , 然后加入10nM放射性标记的葡萄糖，继续孵
育1小时。然后每种细胞取50ul加入PCR管装入装有0.5ml H20闪烁计数瓶中，用液体闪烁计
"'仪测量3H放射强度。＠ELISA法检测糖酵解、 三狻酸以及谷氨酰胺代谢的中间产物与关键

1酶活性。糖酵解中间产物及关键酶： 1 ，6－二磷酸果糖、丙酮酸、乳酸、已糖激酶、丙酮酸激
酶、乳酸脱氢酶； 三狻酸中间产物及关键酶：拧檬酸、唬珀酸、苹果酸、丙酮酸脱氢酶、异

宁檬酸脱氢酶、唬珀酰辅酶A合成酶谷氨酰胺代谢中间产物及关键酶：谷氨酸脱氢酶1 、谷

I氨酸转氨酶1 、谷氨酸转氨酶2、谷氨酰胺酶1 、胞浆苹果酸酶1和苹果酸脱氢酶1等。
®Nova多参数生化分析仪测量细胞培养液中谷氨酸、谷氨酰胺、 葡萄糖、乳

酸、 pH 、 p02、 pC02等参数的变化。

( 5) 皮下成瘤实验检测miR-217的作用： （ 1 ) 购买4-5周龄的联合免疫缺陷小鼠

( NOD/SCID ) ，皮下注射高低表达miR-217的胰腺癌细胞株。模型建立后，每3天测量皮下
仲瘤的大小和体重， 4-6周后处死动物，处死后测量皮下肿瘤的大小和重量， 检查肺、肝转移
节况，并称蜇湿肺重蜇，并留取原位肿瘤及远处转移标本。建立小鼠胰腺癌移植瘤体内转移
型。 （ 3 ) 皮瘤组织的进一步验证。免疫组化分析： 8周后处死小鼠，进行免疫组化染色，
应测组织糖酵解、谷氨酰胺中间产物和关键酶的表达情况。

2. 分析miR-217通过调控hnRNP调节糖酵解与谷氨酰胺代谢

( 1) RT-PCR 、 Western blot检测转染miR-217或转染对照序列对胰腺癌细

hnRNPA1 、 hnRNPA2表达水平的影响。 总RNA抽提使用Trizol或miRVana试剂盒进行，
DNase取出污染DNA后逆转录为cDNA 。 qRT-PCR使用SYBR green PCR < Roche ) ，总

1体系20ul进行。 mRNA选择~-actin为内参， microRNA选择U6为内参。细胞蛋白抽提首先
以RIPA buffer裂解细胞，定量后每孔20ug蛋白进行SOS-PAGE电泳转移至PVDF膜，二抗采
化学发光法进行。详见已发表文章。

( 2 ) 双荧光素酶报道基因系统验证miR-217靶向性：采用Promega公司的Dual-
厄肌uciferase Assay System双荧光素酶报道基因系统，构建3'UTR野生型或突变型的载

声
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庥，以如肾炎光水酶作为内参，转染细胞48h后测定荧光东阳活性，简介评估miR-
17对 3'UTR的靶向性．

3. 分析miR-217调控PKM选择性剪切的机制

( 1) RT-PCR 、 Western blot检测转染miR-2 1 7或转染对照序列对胰腺癌细
侦hnRNPA1 、 hnRNPA2以及PKM1 、 PKM2表达水平的影响；

( 2 ) 分别构建表达hnRNPA1 或hnRNPA2 ORF的质粒，采用慢病涕转染方法建立稳
定及达hnRNPA 1 或hnRNPA2的细胞；通过lipo2000瞬时转染miR-217 , 观察miR-
17对PKM1 、 PKM2的农达调控作用是否依赖hnRNPA1 或hnRNPA2 。 mRNA的检测采
]qRT-PCR进行，蛋白检测采用Western blot进行，详见已发表文产。

4. 探讨PKM1通过结合FoxA1 调控mi R-217表达

( 1) 验证PKM1 与FoxA1 结合：采用Co-IP实验分析PKM1 与FoxA1 的结合情况。检测

内源性蛋白采用结合PKM1 或FoxA1抗体琼脂糖珠子 C Protein A/G agarose beads ) ，检测
1外源性蛋白采用结合了标签抗体 ( Flag , HA ) 的琼脂糖珠子。抽提细胞核蛋白，定昼后与琼
旨糖珠孵育3-5h , lPbuffer洗去未结合蛋白后再次定昼， 进行Western blot检测。无抗

、 lgG 、 PKM2结合的琼脂糖珠作为阴性对照， 细胞裂解蛋白作为阳性对照。

( 2 ) 共聚焦显微镜检浏PKM1和FoxA1 的细胞内定位情况 ： 进行细胞铺片后

以PKM1 和FoxA1 抗体进行双染色，荧光探针二抗进行标记，细胞核采用DAPI染色后进行共
聚焦显微镜拍摄。

( 3 ) miR-217启动子报逆载体分析PKM1/FoxA1 的转录活性：建立包含野生型或突变

型miR-217启动子基因序列的荧光素酶报逆载体，高低表达PKM1和I或FoxA1, 24、 48h检测
荧光素酶活性，间接反应PKM1 和／或FoxA1对miR-217启动子的结合、转录能力。

( 4 ) ChlP分析miR-217启动子区域PKM1和FoxA1 的占位情况： 细胞转染标签抗
Flag和HA标记的Flag-PKM1 、 HA-FoxA1 , 孵育48h后以甲醒固定蛋白－DNA复合体，甘氨
灭火甲醒、 超声打碎细胞DNA片段至200- 1 OOObp, IP后保留PKM1 、 FoxA1 结合的DNA片
，逆转录、扩增后进行Sanger测序判断是否为miR-217启动子序列。

5. 明确miR-217通过hnRNP调控Kras

( 1) RT-PCR 、 Western blot检测转染miR-217或转染对照序列对胰腺癌细

} 1 1 贞
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( 2 ) 分别构建表达hnRNPA1 或hnRNPA2 ORF的质粒， 采用慢病毒转染方法建立稳
淀表达hnRNPA1 或hnRNPA2的细胞； 通过lipo2000瞬时转染mi R-21? '. 观察mIR
17对Kras的表达调控作用是否依赖hnRNPA.1 或hnRNPA2 。 mRNA的检测采用qRT-PCR进
蛋白检测采用Western blot进行，详见已发表文章。

( 3 ) 细胞水平证实hnRNP调控Kras : 1 ) 采用Co-IP实验分析hnRNP与Kras的结合情
。 检测内源性蛋白采用结合hnRNP或Kras抗体琼脂糖珠子 C Protein A/G agarose 
eads) ，检测外源性蛋白采用结合了标签抗体 (Flag , HA ) 的琼脂糖珠子 。 抽提细胞核蛋
白 ， 定揽后与琼脂糖珠孵育3-Sh , IP bufferi冼去未结合蛋白后再次定益，进行Western blot检

I~。无抗体、 lgG 、 PKM2结合的琼脂糖珠作为阴性对照，细胞裂解蛋白作为阳性对照。 Co­
;1p研究内源性以及外源性蛋白 C Flag-hnRNP , HA-Kras ) 的结合关系 ； 2 ) 激光共聚焦实验
细胞核Western研究分析两者的共定位； 3 ) 双荧光素酶报道基因验

、...,.. hnRNPA1和hnRNPA2对Kras 3'UTR的靶向性；

线1 : mlcroRNA-21万寸肿瘤表型和代谢影响的体内外实验
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线2: mlR-217涌过靶向 hnRNPA1 /＂喟控PKM及KRAS的机制
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Co-IP检视内源性PKMl与

Fo戏1结合悄丸

Co-IP检割外碌什PKMl与
Fo扒1结合清况

共聚伟显R税检涓PKMl
与FoxAl共定1古

、 项目特色和创新点

目主要创新点：

构建包含野生型｀ 突变
型mlR•217启动子序歹1的
荧光索府哏道扯图

高低表达PKMl , 检涓l荧
光素妀话件
一＿

环低表达Fo认1 , 检缮荧
光素酶活忭

miR-217 

ChlP结合Sanger泾I序分析
PKM1和Fo认过miR-217
启动子的结合序列

( 1 ) 提出以microRNA-217中心的对胰腺癌两条重要代谢途径的关键调控作用，以及PKM1作为转录辅
因子而非代谢酶参与代谢调控的正反馈机制；

(2 ) 如假说被进一步证实，则miR-217作为同时调控糖酵解及谷氨酰胺代谢的小RNA, 有希望为胰腺癌
供新的治疗靶点。

、 项目实施过程中可能遇到的风险及规避措施

险
们前期通过大规模芯片筛选发现 miR-217在胰腺癌早期复发的人群中显著高表达， 本项目的科学问题
频千临床标本大规模筛查研究的发现，是科学可行的。我们进一步通过大社预实验发

, hnRNPA1 , hnRNPA2是miR-217的靶基因，因此，本课题的科学设想来源千预实验的发现，为课题的
钡利开展打下坚实基础。在开展胰腺癌复发的实验研究过程中，课题组已系统的掌握了相关理论知识和实
俭方法 ， 并进一步完善了本项目的实验设计和实施计划， 以确保本项目的科学严谨性。上述预实验的开
与充分的实验规划，为本项目的可行性和科学性提供了实验依据支持。故本项目具备较好的可行性，风

1险较低。
避措施
们前期迎过大规模芯片筛选发现 miR-217在胰腺癌早期复发的人群中显著高表达，本项目的科学问题
顶于临床标本大规捩筛查研究的发现，是科学可行的。我们进一步通过大量预实验发
现 h~ANPA1 , hnRNPA2是miR217的靶基因，因此，本课题的科学设想来源于预实验的发现，为课题的
侦利开展打 下坚实枯础。在开展胰腺癌复发的实验研究过程中，课题组已系统的掌握 f相关理论知识和实

贾
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1 、 主要技术指标（如形成的新技术、新产品、新装双、 论文专著等数拭、指标及其水平、取得
国际、国家、 行业标准等，无则坟“O") _ 
序号 成果形式

成果数批

-
申请 。

1 发明专利（项）
_ 

授权 。

申请 1 

2 实用新型专利（项）

授权 。

申清 。

3 外观设计专利（项）

授权 。

PCT受理 。

4 国外专利 （项）

授权 。

5 获得省级奖项（项） 。

6 获得国家级奖项（项） 。

7 引进人才（人） 。

博士 1 
_ 

8 培养人才（人） 硕士 2 

----
学士 。

----
9 科技人才奖励（人） 。 _ 

牵头
。 ---第16页
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10 技术标准制定 （个）

参与 。

11 软件著作权（项） 。

SCI 2 

El 。

12 论文论著（篇） ISTP 。

。

。

技术服务数量（项） 。

13 创新平台（载体）项目必填

服务企业数量（家） 。

序号 成果形式 成果数量 参数／指标说明

14 新产品（或新材料、新装备、新品种／系） 。

15 新工艺 （或新方法、 新模式、 新技术） 。

其他成果及形式说明。

无

2、主要技术经济指标及社会效益

累计新增销售收入（万元） 。

竺嘈勹市
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四 、 经费预算 （单位：万元）

总投入经费20

自筹资金

资金来源 小计
市科技创新 国家财政 省财政
委经费 经费 经费

自有资 银行贷 其

金 汀乱人 尸匕

201 7年 20 20 。 。 。 。 。

2018年 。 。 。 。 。 。 。

2019年 。 。 。 。 。 。 。

合计 20 20 。 。 。 。 。

支出预算

市科技创新委经费 自筹经费

支出科目 小计

经费额 用途说明 经费额 用途说明

一、劳务费 2 2 劳务费 。

1项目负责人 0.5 0.5 项目负责人劳务费 。

2主要研究、 开 1.5 1.5 
参加项目的研究生

。
发、推广人员 劳务费

二、设备费 。 。 无 。

1 ．购置费 。 。 无 。

2试制费 。 。 无 。

试验所需的培养基

三、材料费 7 7 、抗体等试剂以及 。

实验裸鼠费用

归



盲

1111111111111111111 ~I Ill 卫书
。

四、燃料动力费 。 。 无

----本项目给华大基因 。

五、 测试化验加工费 6.6 6.6 行测序所需费用

----
参加会议差旅费 。

六、 差旅费 0.6 0.6 --举办课题相关学术 。
七、会议费 0.6 0.6 讨论会议费用

_ 

八、国际合作与交流费 。 。 无 。

九、出版／文献／信息 发表SCI论文所需 。

传播／知识产权邓务费
1.2 1.2 的彩图费、版面费

十、专家咨询费 。 。 无 。

十一、其它直接费用 。 。 无 。

十二、 间接费用 2 2 
间接费用 、 科研管

。
理费

合计 20 20 。

注：自苏资金由乙方筹措，支出预算按乙方实际需要填报， 应按照规范的支出科目分不同经费来濒编列
，对各项支出的主要用途和测算理由等进行详细说明， 对单项10万元以上设备仪器和软件的购建费应蜇
点说明。按项目实施要求需分期投入的，应编制分期投入安排计划。项目申报时已支出的费用不再列入
支出预算．属财政预算管理单位的，不得与部门预算项目支出重复申报 ， 并应编制政府采购计划。项目
承担单位应制定内部管理办法， 建立健全内部控制制度，加强对项目经费的监督和管理， 对项目经费及
其自苏经费分别进行单独核算。 _ 
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五、计划进度和阶段目标

自筹资金（到位）

时间进度 阶段目标主要内容及成果

金额（万元） 出资单位

2017-05-01 至201
miR-217的体内 、 体外调控

8-04-30 肿瘤增殖、 糖代谢、谷氨酰 。

胺代谢的生物学功能

明确hnRNPA1 、 hnRNPA2.
2018-05-01至201 的体内外调控肿瘤增殖、糖

9-04-30 代谢、谷氨酰胺代谢的生物
。

学功能

证实miR-217通过hnRNP调
2019-05-01 至202 控Kras功能，进而影响胰腺

。0-04-30 癌谷氨酰胺代谢； 整理资料
， 撰写文章

合计 0.00 

注： 项目执行期为2年及以上的，以1 年为阶段节点埴写计划进度和阶段目标。

设备仪器购置明细表

金额单位：万元

数矗 预计费用

序号 名称 购置来源
是否政府

备注
采购

台或套 单价 总价

1 。 。 。 是

合计 。 。

注： 1 ． 单台（套）价格50万元（广州市属单位30万元）及以上的设备议器填写此表，并及时办理进入“
广州地区大型科学仪器协作共用网”手续，以提高使用率．
2． 企业单位无法进行政府采购，请在“是否政府采购＂填＂否＂。

- 旬
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六、共同条款

第一条 甲、乙、丙三方根据《中华人民共和国合同法》及国家有关法规和规定，经协商一致，特

订立本合同，作为甲、乙、丙三方在合同执行中共同遵守的依据。
十划项目管理办法》 （穗科信 (2015 ) 6号）第二条 甲、乙、丙三方应当严格股行 《广州市科技i

中规定的职责，严格按照 《广州市科技计划项目经费管理办法》 （穗科创 (2015 ) 7号）实施项目经费

管理．

第三条 甲方应在项目执行期满（执行期以本 《合同书》 “五、计划进度和阶段目标”为准，下同）

时按相关管理办法组织项目验收。

1对通过验收的项目，签发《验收证书》 ；

2对未通过验收的项目，要求其承担单位限期整改， 整改后仍不能通过验收的，终止合同，收回尚

未使用和使用不符合规定的财政经费．

第四条乙方应：

1按照《合同书》 规定的内容组织实施项目，接受并配合甲方、丙方以及各级财政、审计部门，或

上述部门委托的机构进行评估、稽查、审计、检查和绩效评价，并按要求提供项目任务与预算执行情况

和有关财务资料；

2保证自筹资金按时到位和其它配套条件的落实；

3在项目研究开发过程中优先考虑使用“广州地区大型科学仪器协作共用网”的仪器设备， 项目购置

的设备仪器若符合入网条件应及时办理入网手续对社会共用共享，提高设备仪器的使用率。按照（中华

人民共和国采购法》要求，对符合政府采购范围的设备仪器，执行政府采购；

4项目合同执行期内确需进行变更的， 须在到期3个月前及时申请合同变更， 经丙方同意，由甲方

审核批准；

5顶目合同执行期满向甲方提出验收申请，提前完成合同规定任务的可提前申请验收：

6项目未通过验收的，按相关管理办法限期整改井重新提出验收申请；

7办理 《验收证书》 和科技成果登记手续；

8按照科技经费管理相关要求对项目资金单独设帐，按照预算专款专用；

9顶目验收时， 须提交科技报告。

第五条 乙方因某种原因（如技术或市场情况发生变化，项目所依托的技术、 资金、 设备仪器或人
力条件不能落实，原定技术方案及路线不合理等）或不可抗力因素，致使项目计划无法执行， 须终止合
同的，应向甲方提出申请，经丙方同意，由甲方审核批准， 收回尚未使用和使用不符合规定的邯仕贯
·如乙方没有提出终止申请，甲方根据项目研究开 》；得发过程监督检查情况，有权终止项H ，收问［戌;

22 
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2．负贵监管乙方严格遵守 《合同书》 规定的任务

3督促乙方按时到位自筹资金并保证和落实其他配套条件．

第七条 在履行本合同的过程中， 当事人一方发现可能导致项目失败或部分失败的情形时，应及时

通知另一方， 并采取适当措施减少损失，没有及时通知并采取适当措施，致使损失扩大的，应当就扩大

的损失承担责任。

第八条 在履行本合同的过程中，如遇到市财政计划改变等不可抗力情况，甲方对所核拔经费的数

朵和时间可进行相应变更。

第九条 本项目技术成果及知识产权的归属、转让和实施技术成果所产生的经济利益的分享，除另

有约定外，按国家和省、市有关规定执行；正式发表的论文、论著应标注｀＇广州市科技计划项目资助”字

样及项目编号； 项目所取得的技术成果和知识产权应优先广州产业化或推广转让；需向外地转让或产业

化的，须事先以书面形式征得甲方同意．

第十条 属技术保密的项目 ， 经协商订立如下技术保密条款：

1 本合同书保密内容范围为：本合同及其补充协议和附件、乙方因履行本合同所接触或知晓的甲方

工作秘密（包括但不限千甲方的任何技术性资料、以及甲方为完成本合同提供的任何其他信息资料并且

在提供时未说明是公开信息的 ） ; 

2本合同书保密期限为：

3．乙方（包括但不限千乙方雇员 、 代理人、顾问等人员 ， 下同）采取有效的保密措施以避免泄露给

任何第三方；在本合同有效存续期间及合同终止后，未经甲方事先的书面同意，不得以任何方式公布、

发表、公开、披露、散播、 复制此种保密信息的任何部分，或对其加以任何形式的利用或使用；如甲方

要求，乙方必须签署甲方提供的保密协议。乙方应与可能知悉保密内容的人员签订技术保密保护协议，

保密义务不得低千本合同书的约定；

4双方应建立技术保密制度；

5属技术保密的项目必须经市负责技术保密部门审查后， 方可确定可否发表或用于国际合作与交流

第十一条 根据项目具体情况，经协商订立如下附加条款作为本合同正式内容的一部分：

酗
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1.\ 

2.\ 

第十二条违约责任

乙方无正当原因造成项目工作停滞、延误或失败，
未能通过验收的， 甲方有权终止项目，收回财政

t划进度不符合合同书约定的 ， 甲方有权警告
经费 ， 由此造成的经济损失由乙方承担； 经检查确认项目i
并责令乙方整改， 由此产生的损失由乙方负担；情节严重的 ， 甲方有权终止项目 ， 收回财政经费．

第十三条廉洁责任

乙方应严格遵守国家、省、 市关千科技专项经费使用的有关法律、 法规，相关政策以及廉洁建设的

各项规定，建立健全促进科研诚信的规章制度，积极开展人员廉洁从业、 诚信科研教育，防范科技项目

组成员在科研活动中出现下列违法违规行为：

1 在项目申报、研发过程中提供虚假信息或材料， 抄袭、剽窃他人科研成果，捏造、 变造或荔改科

研数据；

2．向甲方、 组织单位、 评审机构及其工作人员赠送礼金、有价证券、任何形式的贵重物品和回扣、

好处费、 感谢费等；

3为甲方、 组织单位、 评审机构及其工作人员报销应由对方或个人支付的费用；

4为甲方、 组织单位、 评审机构工作人员个人装修住房、婚丧嫁娶、 配偶子女的工作安排以及出目

（境） 、 旅游等提供方便；

5为甲方、组织单位、 评审机构及其工作人员组织有可能影响公正执行公务的宴请、健身、 娱乐等

活动；

6．其他： \ 

乙方及其工作人员有上述行为之一的， 一经查实，甲方有权按照科研诚信管理规定采取终止项目合

同、不拨付财政经费、限制项目申报等处理；涉嫌犯罪的，移交司法机关追究刑事责任。 甲方、 组织单

位、评审机构及其工作人员有涉及上述行为之一的，乙方应及时向甲方或其上级机关或纪检监察、 司法

等有关机关检举举报。

第十四条争议解决

因本合同书所产生的争议， 各方应友好协商解决； 协商不成的，各方同意由本合同签订地人民法院
管辖。

第十五条通知与送达

文件、文书、 资料等，均以桴甲方在本合同履行过程中向乙方或丙方发出或者提供的所有通知、

同所列明的乙方或丙方地址送达． 乙方或丙方如果迁址，
应当书面通知甲方；未履行书面通知 义务佣

甲方按原地址邮寄相关材料即视为己履行送达、义务． 当面交付苟在交付之时视为送．达·
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本合同一式五份，各份具有同等效力 。 甲方、市财政局和丙方各存一份，乙方存二份．本合同签订

各方均负有相应的法律责任，不受机构、人事变动而影响。

说明： 本 《合同书》中，凡是三方约定无需埴写的条款，在该条款的空白处划(\).

-巳七｀ 酝
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七 、 合同书各方签章

广州市科技计划项目合同书

签订地点 ： 广州市越秀区

广州市科技创新委员会（甲方） : 

项目经办人（签东）

贵任处室负责人（签章

联系电漫 312 4145 

项目承担单位（乙方） ： 广东省人民医院（广东省医学科学院）

项目负责人（签竟）

财务负贡人（盖章） 13P汃飞

帐户名 ： 广东省人民医院

开户银行：广州市工商银行白云路支行

、

法定代表人： （签章）
/ 
I少

财务负责人联系电话： 8}t2茂＇l). 一 >o~J l, 

帐号： 3602004409001385770

午
yol 

组织单位（丙方） ： 广东省卫生和计划生育委员会

项目经办人 （签章）玄生哗 {/*

沁＇

旬
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国家自然科学基金委员会

资助项目计划书

资助类别：而卜项目

亚类说明：

附注说明：常规面上项H

项目名称 miR-217 /hnRNl'i\ 1-hnR'if>/12/T，k业－Krns通路转细调控胰腺心代谢的机制
研究

直接费用： 52万元

负责人：侯立华

通讯地址： ［东省1 州·111 中山二路106号

邮政编码：

电子邮件： ]il,]d000Ul26. CUID 

依托单位：）、东它人民丛院

执行年限： 2017. 01-2020. 12 

电话： 83拟78.l2

电话： 020-83827812 20971 联系人：和1u云

填表日期： 2016年09月06 日

国家自然科学基金委员会制

Vmion: ,.00.;令12l
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^ 五家目然科学基金坝刍计划书

国家自然科学基金委员会资助项目计划书填报说明

一、项目负贲人收到《关．j园冢自然科学某金资助项 t:I批准及合关革项的迫知》 （ 以下简

称《批准通知》）后，请认真阅读本填报说明，参照因家自然科学给金相关项目管押
办法及《国家自然科学芯令资助项 1:1 资金管押办法》 （诸查阅国家白然科学某金委员

会官力网站凸贝“政策法规”-“管理办祛”栏目），按《批堆通知》的要求认贞堵写

和提交《同家自然科学菇佥委员会资助项日计划书》 （以下简称《计划书》），

－、塔勹 {i,I划书》时娄求科学严谨、实·求求是、表述消晰、准确。 《计划书》经同家自

然科学扛金委员会相关项 H管押部门审核批准后，将作为项目研究计划执行和检杏、
验收的依据。

三、 《计划书》各部分填马央求如下：

（一）简表：由系统白动生成。

（二）摘要及关键词：各类荻资助项目都必须填写中、英文摘要及关键词“

（二）项 R组主要成员：计划书中列出奸名的项目组午耍成员由系统自动I.|．成，勹申

诸 Ii臣成员保持一致，不可随忘调整，如果批准通知中”项目评审意见及修改

慈见衣”中”对砒究方案的修改怠见”栏目有调整顷H组成员相入要求的，待
项目丿1始执行后，按熙项目成员变更总序另行办理

（四）资佥预鲜表：按批准资助的五接费用埃报资佥预总表和预笋说明书，其中的为

务费、古家咨询费金额不应商十申诸书中相应金额。田家亚大科研仪器研制项

H、五大项日还应按照孙绊评审后批复的互接费用各科目金额填报资金预宥表

、预算说明！刃及相应的预狩明细表，

（五）正文：

l . 由 f-项目、古年科学耳合项目、地IX科学芬佥项日：如采《批准通知》中没有

修改娄求的，只需选择“研究内容和研究H标按照巾诸书执行”即可；如果《

批准通知》中”项日评市急见及修改怠见哀”中“对研究力案的修改意见“栏

目明确耍求调整研％期限和研究内容兮的，须选择“根据研究方案修改恶见更

改”并埭报相关修改内容。

2 重点狈目｀审点同际（地IX:) 合作研究项目、重大项目、囡家益大科研仪器研
制坝且须选择“根祝研究力案修改惹见更改＇＇，帜架《批准通知》的要求填

，与研究（研刹）内容，不得目行降低、史改研究 R标（或仪器研制的技术性能

与十娄技术指标以及验收技术指标）或缩减研究（研制）内容«此外，还要突

出以下儿点：

(I) 研究的戏点和什实施过程中可能遇到的问题（或仪器研制风险），拟采用

的研究（研制）力案和技术路线：

(2) 项目土央参与名分上，合作研究单位之间的关系勹分l．远大项目还斋说
明课题之间的关联；

(3) 详细的年度研究 ｛研制）计划c

笫1 ，艾



^ 闷家自然科学基金项U计划书

3、 团涿杰出有年科学忑金、优秀卉年科学茎佥和泭外及泡濮学名合作研究基金项
日：须选择“根据研究方案修改恁见史改”，按卜列捉纲撰写：

(I) 研究方向：

(2) 结合国内外研究现状，说明研究丁作的学术思想和科学怠义（限两个页面

) : 
(3) 研究内容、研究方案及预骆目标（限两个贝山） : 

(1) 年度研究计划；

(5) 研究队伍的组成情况。

4. 对十其他类塑项目，参照山上项目的力式进行选择和填写。

给2页



^ 国家自然科学荩金项目计划书

简表

姓 名候宝华

申
I 学 位 l何上

诸 I 屯话 ~38:l781~
者
信传

息 l工作单：卜东省人民医阮
1 所在院系所 1普通外科

性别 1 男 1“| 1965年10月 1 民欴汉族
生
职称土任医帅

；一＠126.com
个人网贝

:1 名 称 J、东省人民佚院 ．代码 i51008008C:02
I 26 

单
联系人 温浏云 电子邮件 i|l3563.7．．0587®qq. com 位

，信一·一·｀一·，一一”

020-8~827812-20971 网站地址，电话

单 位 名 称

项 H 名称匕j研究
uiR-217/hn趴PA1-hnRl'ii',\2/l'K~2-K ra s通路粕细调控胰腺痕代谢的机

J I::项日 _. ＿＿．勹

L项目 1 

类
说
代

助
注
诸

资
附
中

, 
项
目
基
本

明 1常规面＿

砃扣617消化系统肿痐

屑{ 12017. 01 2020. 12 
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^ 国豕巨然科学茎金项目计划书

项目摘要

中文摘要(50呼以内）：
胰腺癌是扁度恶件肿拥，其午央依赖桩酵觯和独特的1目经典谷胺陨胺代谢获得生存优

势。我们在前期研究中发现胰腺癌的糖酵解勹谷氨酰胺代谢状态与胰腺恶性生物学行为、
预J.J密切相关，目前认为这两条代湖途径足靶向胱滕癌代询的理想靶点，但只体机刹未明
，芯片分析扯实micro.Rl\A-217显老低表达与胰腺癌的糖酵解、谷员酰胺代谢悄况联系密切
'.1 性物信息学分析与初步实验忐明microRNA-217通过靶基因不均核轿核蛋白 (hclero
geneous nude釭 ribonuclcoprolci的家族成员lIIIRNPA1` lIIIR.WA2调控胰腺癌掖酵解与
谷耍陕胺代谢。据此我们捉出飞i croRM-2 l 7 /hnRW /PK~l2-KRAS通路精细调控胰腺炮代谢
的分子机副研究”这一假说＾本课题拟进一步实验明确调拧两条代谢途行的关键分了机制
勺吕在褐示讷种代谢转换的上游调控机制，为胰腺癌的治疗提供新思路。

：糖滂解：谷冤酰胺代谢

00 words), 
highly lethal lutnor, which depends on glycolysis nncl 

lutamine met.ahol ism to gain energy suppol't. a.nd survival 
the previous study that the status of glycolysis ;i.nd 

s closely relnted with biological behavior and 
of p叩CI'CJllC C如eel. TI1crcforc, these two metabolic pathways arc ideal 
target.s for tnrgeting pnncre;itic cancer, but the exact mech,misms m·e far trow 
known. Microar'!';,,y analysis µe1·formed by us showed tha.t. low exµnssion of 
microR\、,\-217 significnntly associaLed\l , ilh Lhe status of glycolysis, glutamine 
roelabolism in µancreatic cancer, and bioinformat.ics analysis and prclimina1·y 
飞est inclicnterl that heterogeneous nude釭 r ibonucl copro tdns (heterogeneo\JS 
nudcai· l'ibonucJeoprotein) f抑iJy members hnRKf>Al, hnR\Jf>A2 were the potential 
T.<1rget for 口1Cl．沭岛－217. Accordingly, we proposed Lhc hyµothe.sis th;it 
心microRNA 217 /hnRNP /PKM2 KJ{.~S 釭is may regulate thf! glycolysis a.nd glut皿inc
metabolism in pancreaLir. cancer". The l)roject is intended to vari(y the key 
regulators in these two Dtetabolic pathways.'J、h,is 1、esear('h may be helpful ~o 
elucidar,e the new mechanism of roetaholism in p如crcaLic c11ncer nnrl represent 
potential tai:·gct for improvement of cu1rent pancreatic cancer treatment. 

t1ar1c1catic cxuai11e tumor: glycolysis: gl.utamine metabolism 
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4 玉冢口，然科学艺令项土t划书

项目组主要成员

拐号 姓名 出生年月 I＇I 栏别. 职称 浮位 单位名称
每年T.

电话 证件号砃 顶目分T 作时间: 
（．月）, ... .. 

I : 侯宝华 1965. 10 男 午忏区师 1再士 -东省人民佚1浣 83821812 ~101021965!026 项H负贲丿＼
8 , 9010. l. .. : 

2 林叶 l 9 7 9. 0 3 男 主沿佚师 硕J已 广东省人民医院 13570065200 44010219790:!22 
肿瘤代浙状态评估 6 i 

0613 . .. .. .. ... .. ... 
, J 范雨 1987. 01 男 农师 . 

俅上 广东省入民佚院 18665550!-115 37030~ !9870 I 12 窝低构表达建关锭酶细 8 , 1039 胞株涅
一.. , .: 

4 王惹玲 1983. 03 另 主治医师 侦士 l广东省入民医院 lii625052378 362322l9830316 临料床整标理本收案， 资 6 : 
66~6 , 

: ... 
｀．令

· ·· ; 
13022319831117 病计例陡访，数据统5 臣式改 1983. 11 男 I再·上牛 硕·|： 东fa人民医院 1862014791!) 
7236 10 

6 令符佬 1990. 01 男 硕十·生 冲士 广众省人民探．院 :15S21285736 i65120J 19900101 
分子生物学 : 

8 : 2111 , 
..、... •• 书一 .. : .. 

7 奂忠仕 1987. 06 另 硕士牛 学1 广东省人氏医院 l 3:168259887 15052119870627 病迎击包装，质粒构 LO 2518 ... .... . - `. .. .. 
8 夺德智 1990. II 力阿 侦士生 学上 －东省人民医浣 !353998940~ 44162119901119 

分子机制研究 6 
l 11030 

＇一· ... .. .. : 
拔剑宁 硕士生 －东省人民医院 44!80219910818 动物实验9 i 1991. 08 另 学上 15626046833 8 

.L ... 3831 ... | .. ·-总人数 高级 中级 初级 ! 博上r五 I 沔上生 硕十生I-. 一 .... ... 

| 
.. 

I 9 1 2 I i 。 l 4 } .. .. 
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^ 国家口然科学峚佥项U计划I!

国家自然科学基金项目直接费用预算表 （定额补助）

项目批准廿： 81672175
l 

序号

堕旦负贲人：侯宝华

科目名称

金额，y,令位；力儿

合额

1 
项目直接费用

2 
l ` 设备贷 0. 0000 

3 
(I)设备购涅费 0. 00 

4 
(2) 设备试制费 0. 0000 

5 
(:!)设备改迨与租贷贲 0. 00 

6 2、 材料费 :i~. 0000 
_.,,.一

7 3 、 浏试化验加工费 10. 0000 
_.. ... 

8 4 、 燃料动）j贷 0. 00' 
·--......,,., ,. 

9 5、 差旅／会议／仅际合仵与交流贸 2. 0000 
.......书 1-·· ．、,····-

10 6、 土敬／文如佑息传桥／知识产权孚务费 2. ~000 
I-一、.... -..一

11 7 ̀  劳务贷
! 2. 5000 
' 

12 8 、 专豖咨询贲 0. 00 
, 

...一 - • . 一.. ．亡之.,._._.,-,•，气一？．一一．一... 一， ... 

: 1 3 9 、 其他文出 0. 00 

．一

|__ 
14 ；一 山笭资金 0. 00 

i 
.-· 

笫6贞



^ 盂冢曰然科学基金坝目计划书

预算说明书（定额补助）

（令i安。家自依科学恙令项巨资会获并未祈刮说序} "'·~荽求，灼各项文己的主要，引士和~I算延由及合作研

究外拔介企、单价扣0万元的设备冬力容迂行详组说庄，可根语于委另加肘页J

本项目直接经费合计 52万元＂具体预算说明如下：

1. 设备贵无

2. 材料费： 35万元
+雯用丁购头：各杆常规生物化学及分子生物学试剂及秏材，各类试剂众，各和抗休．实验动物的J均头lk

饲养，成！臼实验与纬果分析，共计35万元«
尤抖名卒 牛伶 灼丑钦让 令烈（斥亢｝

妇战坛护?斗＼冷

晋 tJ胎牛立清 o. 3 l0 3 
从蛋白氏 0. 025 8 0.2 
刘胪兰术兖 u.ui. 40 o. 6 
培芬且 0. OB 10 , 0, 8 

柲济管 O. ll 10 1 ; 
窝心节、$介节 o.mr. zo 0. ~ 
扎生素 0.“`J 10 o. 9 
无少沦朽·;i.基 o. 025 20 0.5 
纽,t}今养基 0. 005 100 o.; 
实坠切冷灼关及饮养 o: 01 ,OO 3 
．各式往体

一氖 n. ~ 20 $ 

：：扎 0.1 20 . 2 
否它，贡士勺l,'II 关令，计

垦仁，页汕又父~i及抸．什 0, CO! 600 0. 6 
壬白没复：店社1及托材 Q. 0002 500 0.1 
玉白氖1叩·k,;1· 0. 02~ 从） 0. S 
.estem化学发光丑打 O, 0? 20 !. 4 
PI'DF!j 0. 1r, ;o I. 5 
否t茂汀功吩l、磷乏咕抑生沪J 0.1 20 2 
弓勺令众

弓决 O.C,Ofo IOC 9, 6 

m"贮农i.t;a·仓 0. 2 5 11 

氏R决引反耗" 0. IZ 5 0. 6 
l`A 』a:ld打 o. 0?. 10 0. 2 
内习冶、迁委古 0 03 20 O.ti 
浮女企扭斛 0. Ol 20 00,1 
OIIA抉l!i收；心rl含 0. 05 :9 0." 
点衣瓜＼忧玫试扣立： o. 05 10 0. 5 
符染忒兑＇ 0.:1.5 9 2 
总受怂挖!!' 0.02 20 00.1 
l｀吐坟巳吹试恕企 0, C5 10 D. 5 
庆粒DNA栏取试剂盒 O.05 JO l O.5 
妆灾试剂 0.2S $ 1 
9RNA 0.0J 40 1.2 
免疫迅化

优凳释液 O l2 15 1.8 ; 
-1克以色浅 0.1 15 15 
合i| 35 

笫？义



^ 国家自然科学基金块巨计划书

3. 洌试化验加工费： 10万元
材料名称 单价 使用数址 佥颉（万元）

买因芯片 0.6 10 6 

流式细胞俭&!IJ与分这 0.1 10 I 

蛋白戌质溶 0.1 10 I 

荧光显袋院 0.05 40 2 

合计 10 

14 . 

. 
、
J

6. 

1, 

& 

9 

燃料动力费无

差旅费： o.s:万元

用千项目组成员参加国内学术会议拟参加4人次，包入次0.125儿元，共0.5万元”

会议费： 0. S万元

用于项目研究过秤中专家指导会议，包括会议场地费、会务费，资料费等＾拟邀诸专家2人

次，每人次0.25万元，共0. 5万元＾

国际合作与交流贡 1.0万元
用十顷目组成员参加国外学术会议＾拟参加2人次，每人次0.5万元，共1力开．勺

出版戊唷幻信息传播I知识产权亭务费： 2.s万元

拟发表国际期 1:ll论文2篇，版而贸及彩图费六1.5万元；同内期刊·112篇，共0.5)j .

文献、资料印刷 、 文献检索｀倍息传播费：共0.5力兀·

劳务费： 2.5万元

用于参加研究的饼士牛的劳务费发放“共5人， 500元，1月 ． 共2.5h元

JO. 专家咨询费无

II, 其他支出：无

12. 其他支出：无

、 .3 人

气'...

i' ，．个§令>棚 i.：
财务部门公举：•··t /. ... ．、．、泌i

,i,'，I必 f下
""'··“才«-
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^ 自家口然科学荔金项刍汁划书

报告正文

研究内容和研究目标按照申诸书执行．

第9贝



^ 国3(亡然科学至金项U计划书

国家自然科学基金资助项目签批审核表

泼，按受国家自然科学丕合的资助，将按照申谐书

、项H批准意见和计划书负贲实施本项目（批准弓： 8 
我单位同点承担上述沮家自然科学基金坝目，将

卢兰言了三孚芷等荨曰
究成果按规定进行标注．

侥项目：让气）月个日十长于女 I V、 ：货长单~ (~岁活）
科坐处＇申否烹．见：

... ~ 

，｝心

会';, ; ｀、, : ？，、« ;,·,.. N,, ..; `' 
久，力，入：、｀｀ ｀，｀人·, `:丈, 1 1, 
l:(· :··'.,、 ..'...,... 

栏

尸宁悍言辛四午
写

、..

,(. ;.. :~ 
负贲人（签去） ; 

——约 1 ”“ 作一··-. •····· -．一·一

第土午

金额 1_ _ _....…· ̂ 令．,..,....一·

｀，学郘市在念见：

厂．｀寸、：叱

i `;.,.` 

头

{、·. • 

负贲人绕幻莘） : 

年月 H
』、

一一.. • •• 

,. 

啖

阳
目
等

负资人（抟军） : 

年 H I::' 
_ `．．令令．令令 令

了领导市批点见

委领导（签罩） : 
,,l J1 日

•. 




