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受理编号： 20191112195849560 

项目编号： A2020627 

文件编号： 粤卫科教函〔2020〕15 号 

 

广东省医学科学技术研究基金项目 

合  同  书 
 

项目名称： 黏蛋白 MUC2 对人结肠癌的影响及其基因调控机制的研究 

资助类别： 
立项资助 

项目起止时间 2020 年 07 月 01 日      至        2022 年 06 月 30 日 

管理单位（甲方）： 
广东省卫生健康委员会 

承担单位（乙方）： 
汕头大学医学院第一附属医院 

通讯地址： 广东省汕头市长平路 57 号 

邮政编码： 515041 
单位电话： 

0754-88905376 

项目负责人： 
郑逸锋 

联系电话： 
13750481851 

电子邮箱： 59448569@qq.com 
    手机： 

13750481851 

项目联系人： 郑付春 
联系电话： 

0754-88905376 

乙方主管部门（丙方）： 
汕头大学医学院 

   

广东省卫生健康委员会 

 二〇一九年制 
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一、项目实施内容（包括研究方案和技术路线，须与项目申报书“可行性报告”相一致，限 600 字） 

研究内容一：MUC2 在结肠癌细胞细胞增殖、凋亡、侵袭和转移过程中的作用。技术路线：A. 用 qRT-PCR

分别检测两组 MUC2 基因 mRNA 水平的表达情况；B. 用 Western Blot 分别检测两组 MUC2 蛋白水平

的表达情况；C. 通过 CCK-8 试验检测细胞株的增殖能力；D. Transwell 试验检测细胞株的侵袭能力；

E. 划痕实验检测细胞株的迁移能力； 

研究内容二：结肠癌组织中 MUC2 表达情况、血浆 DAO、D-乳酸水平及临床意义。技术路线：A. 筛

选符合条件的患者（所有患者术前病理活检提示腺癌；均未行化学、放射治疗和或分子靶向治疗；均

可进行根治性手术；无手术禁忌症），收集手术切除的 126 例结肠癌组织及距肿瘤边缘 5cm 以上近标

本切缘处正常结肠组织。所有患者临床资料完整。B. 采用免疫组织化学技术检测结肠癌组织和癌旁正

常组织中 MUC2 的表达情况。紫外线分光光度计检测结肠癌患者及正常人血浆 DAO、D-乳酸水平并

与 Muc2 进行。分析患者临床病历资料。C. 术后随访：术后第 6、12、18、24、36、48、60 个月需要

对患者进行胸腹部的 CT 和 CEA 检测，了解有无肠癌复发或转移，对所有患者进行随访检查直到术后

5 年，记录患者无病生存期（DFS）、疾病特异性生存期（DSS）、肠癌特异性死亡率、肠癌特异性复发

率。 

研究内容三：结肠癌动物实验验证。技术路线：A. 选择第二部分得到的高表达 MUC2 细胞株及转染

MUC2 干扰质粒的细胞株，接种裸鼠，皮下成瘤观察移植瘤增殖、转移情况。统计肿瘤成瘤率、测量

肿瘤大小、计算淋巴结转移、肝脏及网膜转移、及死亡率的差异；验证 MUC2 对结肠癌发生发展的作

用。B. 应用分光光度法分别检测各组小鼠血浆 DAO、D-乳酸水平，评估其肠道黏膜屏障功能。 
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二、项目考核指标 

（一）项目完成后提供的研究开发成果及形式（须明确产品、专利、版权、标准等成果的类型及数量） 

成果形式 成果数量 成果形式 成果数量 

发明专利 
申请 0 引进人才（人） 0 

授权 0 

培养人才

（人） 

访问学者 0 

实用新型专利 
申请 0 博士生 0 

授权 0 研究生 1 

外观设计专利 
申请 0 进修生 0 

授权 0 科技人才奖励（人） 0 

国外专利 
PCT 受理 0 技术标准

制定 

牵头（个） 0 

授权 0 参与（个） 0 

项目组成员 

晋升情况 

初级升中级 0 软件著作权（项） 0 

中级升副高 1 论文论著（篇） 1 

副高升正高 0 

其中：  

被收录

论文数

（篇） 

SCI 0 

获得国家级科技奖项（项） 0 IE 0 

获得省级科技奖项（项） 0 CA 0 

获得市级科技奖项（项） 0 中文核心期刊 1 

新产品（或新材料、新设备） 0 其他 0 

新技术（或新方法、新项目） 0 临床应用例数 0 

其他成果及形式说明： 

无 

（二）主要技术经济指标及社会效益 

累计新增业务收入（万元） 0 

累计新增门诊和住院病人数（人） 0 

其他主要技术经济指标及社会效益说明： 

0 

     项目负责人（签章）：                        年    月    日 
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三、项目进度和阶段目标 

（一）项目起止时间：    2020 年 07 月 01 日   ——    2022 年 06 月 30 日 

（二）项目进度、主要工作内容及阶段目标 

2020/07/01 至 2020/12/31 
完成研究内容一，研究 MUC2 在结肠癌细胞中对细胞增

殖、凋亡、侵袭和转移过程中的作用。 

2020/12/31 至 2021/06/30 完成研究内容二，结肠癌组织中 MUC2 表达情况及临床意义 

2021/07/01 至 2021/12/31 完成研究内容三，结肠癌动物实验验证 

2021/12/31 至 2022/06/30 补充实验，完成结题报告。 

至  

至  

至  

四、承担、参与单位工作分工及经费分配情况 

承担/参与单位名称 

（盖章） 
工作分工 

总经费分摊 

(万元) 

基金经费分配

(万元) 

汕头大学医学院第一附属医

院 
整体负责；实验；方案设计；实验；数据分析 1 0.5 

    

    

    

  0 0 

 合计 1 0.5 A2
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五、项目总经费及基金经费预算 

（一）基金经费下达总额：（大写）  伍仟元整   ；（小写）：  0.5  万元   

（二）总经费及基金经费开支预算计划： 

经费筹集情况：                                                           (单位：万元) 

总投入经费：1 

 基金经费 
自筹资金 

合计 
主管部门配套 单位配套 项目组自筹 其它 

已投入经费 0 0 0 0 0 0 

新增经费 0.5 0 0 0.5 0 1 

政府部门、境外资金及其

他资金投入情况说明 
0 

新增经费预算：                                                           (单位：万元) 

 新增经费总额 基金经费 

支出经费 经费额 用途说明 经费额 用途说明 

1、直接费用 0.975 / 0.475 / 

（1）设备费 0 / 0 / 

（2）材料费 0.75 购买试验试剂和材料 0.25 购买试验试剂和材料 

（3）测试化验加工外协费 0 / 0 / 

（4）燃料动力费 0 / 0 / 

（5）差旅费 0 / 0 / 

（6）会议费 0 / 0 / 

（7）出版/文献/信息传播/

知识产权事务费 
0.225 投稿版面费用 0.225 投稿版面费用 

（8）租赁费 0 / 0 / 

（9）国际合作与交流费 0 / 0 / 

（10）专家咨询费 0 / 0 / 

（11）人员劳务费 0 / 0 / 

（12） 其他支出 0 / 0 / 

2、间接费用 0.025 / 0.025 / 

   项目管理费 0.025 课题、人员管理费用 0.025 课题、人员管理费用 

     

合计 1.000  0.500  

注：间接费不得超过基金经费的 5%。
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六、人员信息 

项目负责人 

姓名 性别 身份证号码 学历 职称 所在单位 项目分工 签名 

郑逸锋 男 
4405821985010

22030 
硕士 

主 治

医师 

汕头大学医学院第一

附属医院 
整体负责  

项目组主要成员（不含负责人） 

陈焕杰 男 
4405091992101

6321X 

本科

生 
其他 

汕头大学医学院第一

附属医院 
实验  

王怀明 男 
4452211986090

84917 

研究

生 

主 治

医师 

汕头大学医学院第一

附属医院 
方案设计  

甘国莲 女 
5130291994102

71249 
本科 其他 

汕头大学医学院第一

附属医院 
实验  

林勇冰 男 
4405821990071

47430 
硕士 医士 

汕头大学医学院第一

附属医院 
数据分析  
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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  2020   年

广东省医学科学技术研究基金   黏蛋白 MUC2 对人结肠癌的影响及其基因调控机制的研

究  项目（项目编号：   A2020627   ）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：1.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。 

 

第三条 乙方的权利义务：1.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，须按照有关规定提出验收或终止

结题的申请，并按甲方要求做好项目结题工作。5.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 在履行本合同过程中，需要对项目起止时间、项目经费使用（包括自筹经费、经费分配及

经费支出预算等）、项目内容（包括研发内容、技术指标、经济指标及成果指标等）、项目

名称、项目承担单位（包括承担单位更名、承担单位替换）、参与单位、项目负责人和成员

等进行变更的，甲乙双方按照有关规定执行。 

 

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 属技术保密的项目，甲乙双方应另行订立技术保密条款，作为本合同正式内容的一部分，

与本合同具有同等效力。 

 

第九条 项目申报书所附“项目可行性报告”，作为本合同正式内容的一部分，与本合同具有同等效

力。 

 

第十条 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。 

 

第十一条 本合同的争议应由双方本着协商一致的原则解决，如双方协商不成的，则应向甲方所

在地法院提起诉讼。 
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第十二条 保密条款： 

1. 本合同保密内容范围为：   /    。 

2. 本合同保密期限为：     /     。 

3. 乙方应与可能知悉保密内容的人员签订技术秘密保护协议。 

4. 各方应建立技术秘密保护制度。 

5. 属技术保密的项目必须经省负责技术保密部门审查后，确定可否发表或用于国际合作

和交流。 

 

第十三条 甲方可根据具体情况决定乙方是否需要单位担保，若需要保证单位，应订立担保条款，

作为本合同正式内容一部分。当乙方不履行或不完全履行本合同，以及没有或没有完全承

担违约责任时，乙方的保证单位承担连带保证责任。 

 

第十四条 本合同一式四份，各份具有同等效力。甲方存一份，乙方存二份，丙方存一份，本合

同自签字之日起生效，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。 

 

 

说明：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（/）。 
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八、本合同签约各方 

管理单位（甲方）：广东省卫生健康委员会  

单位地址：广州市先烈南路 17 号 

法定代表人（或授权代表）：                                  
                        

（签章） 

联系人（经办人）姓名：                                   
                        

（签章） 

                  E-mail： 

                   电话：020-83848500 

2020 年 05 月 19 日 

承担单位（乙方）：                                          汕头大学医学院第一附属医院 （盖章） 

单位地址： 广东省汕头市长平路 57 号 

法定代表人（或法人代理）：                                  
        谭学瑞      

（签章） 

        科管部门负责人：                                   
        郑付春      

（签章） 

                  E-mail： sdfykjk@163.com 

                  电话：  13902734162 

 

 

2020 年 04 月 20 日        

乙方主管部门（丙方）：                                      汕头大学医学院 （签章） 

单位地址： 广东省汕头市金平区新陵路 22 号 

法定代表人（或法人代理）：                                  
        谭学瑞               

（签章） 

联系人（项目主管）姓名：                                   
        姚芬               

（签章） 

               E-mail： fyao@stu.edu.cn 

                电话： 15916618543 

 

     

2020 年 04 月 20 日 
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申请书 

 

项目名称： 黏蛋白 MUC2 对人结肠癌的影响及其基因调控机制的研究 

申请人姓名： 郑逸锋、王怀明、林勇冰、陈焕杰、甘国莲 

依托单位： 汕头大学医学院第一附属医院 

邮政编码： 515041 

通讯地址： 广东省汕头市金平区长平路 57 号汕头大学医学院第一附属医院 

申请人电话： 13750481851 

单位联系人：  

单位电话：  

申请日期： 2019-11-1 
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报告正文 

一、 立论依据 

1、研究意义 

在全球范围内，结肠癌的发生率居常见恶性肿瘤的第三位，死亡率居第二位

[1]，并且随着人们生活方式及饮食习惯的改变，其发生率、死亡率正逐年上升，

而发病的平均年龄则一直在下降。在我国，每年新发结肠癌病例达 30 万例，并

以年均 4.2％增幅不断升高，其发生率及死亡率存在明显的性别及地域差异，总

体趋势是男性高于女性，城市高于农村。结肠癌正成为严重威胁人类生命健康的

主要疾病之一。造成这种严峻情形的主要原因有如下两个方面。一是结肠癌早期

难以发现，而中晚期结肠癌治疗效果差，手术后易发生复发转移。二是结肠癌的

发生病因机制复杂，由于结肠恶性肿瘤的演变机制缺乏深刻认识，导致对应的治

疗药物研究一直十分匮乏。因此，深入到基因分子水平，探索研究结肠癌演变的

机制显得犹为重要。 

2、国内外研究现状 

结肠癌的发生是遗传和环境多种因素综合作用的结果，病因机制复杂，其中

得到普遍认同的有炎症因子致瘤学说、基因突变学说、肠道微生态失衡学说、免

疫调节失常学说等。而肠道屏障结构和功能受损导致肠粘膜发生一系列病理生理

变化，最终演变成恶性肿瘤，这种说法参与上诉多种学说病理生理过程，是多种

发生机制中最基础的一环。肠道黏膜屏障包括机械屏障、化学屏障、生物屏障及

免疫屏障。其中机械屏障是肠道抵御外界有害因素的一线屏障，也是维持机体内

环境稳态的重要屏障。机械屏障主要由黏膜表面的黏液层、肠上皮细胞及紧密连

接、黏膜下基底层构成。 

黏液层是参与构成肠道黏膜机械屏障的第一道防线，也是最基础、最重要的

一道防线，其主要成分有黏蛋白、磷脂、水、免疫分子等，不仅起到润滑、保护

肠黏膜的作用，还可参与细胞间黏附、细胞间信号传导和免疫调节等过程。正常

情况下，肠黏膜机械屏障紧密而完整主要有赖于覆盖在肠黏膜表面的黏液层的保

护。黏蛋白（mucin，MUC）是一类广泛存在于各种组织器官中的高相对分子质量

且高度糖基化修饰的蛋白家族，迄今为止发现 27 种 MUC 蛋白，大致可分为分泌
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型和膜结合型两类。其中 MUC2 是一种分泌型黏蛋白，主要分布于肠腔，参与构

成肠黏液的主要成分。当肠腔内黏蛋白(主要是 MUC2)表达减少时，肠腔内的各

种病原微生物及有毒物质入侵，使得肠黏膜机械屏障发生一定的破坏，如肠上皮

细胞凋亡、紧密连接蛋白分布和表达异常，从而导致肠黏膜通透性增加，肠道屏

障功能受损。MUC2 发挥作用的主要结构域是由大量的苏氨酸、丝氨酸和脯氨酸

反复连接共同形成的重复串联多肽。在抗炎作用方面，MUC2 有助于合成抗菌肽

链杀菌素，阻断炎症的诱导过程，进而能保护肠黏膜免受溶组织结构和葡萄糖酸

钠的破坏[2]。荷兰学者在研究稀有变体对溃疡性结肠炎（Ulcerative colitis，

UC)）遗传易感性的影响中发现 MUC2 基因与溃疡性结肠炎的稀有变体有关联

[3]。在维持肠道内环境稳态方面，MUC2 可保护易感细菌免受其抗菌作用，若缺

乏 MUC2 将导致肠腔内微生态失衡，肠道内细菌及内毒素移位，增加自发性肠道

炎症的发生[4]。在激发免疫功能发面，MUC2 所含有的大量 O 型寡聚糖链骨架结

构不仅可为分泌型免疫球蛋白 A及抗菌肽等免疫分子提供相应的结合位点，其本

身也可以包裹黏膜表面的有害物质[5]，协同树突状细胞，诱导白介素-10 和其

他免疫因子的表达，进而发挥后续的免疫作用[6]。但目前并没有研究在分子水

平上对 MUC2 与肠道屏障功能的关系进行深入探讨。 

MUC2 在结肠癌组织中的表达相关研究显示,MUC2 在结肠癌组织中的表达较

正常黏膜组织降低，提示 MUC2 的下调可能参与结肠癌的发生。但 MUC2 的表达具

有组织和细胞特异性，有研究报道，结肠非黏液腺癌与黏液性腺癌中 MUC2 的表

达呈现明显分离趋势[7]，提示两种类型的癌组织中 MUC2 表达调控机制不同，但

具体机制差异并未阐明。通过分析 MUC2 表达与结肠癌患者临床病理资料的相关

性发现，MUC2 表达与肠癌部位、大小、TNM 分期、淋巴转移等成负相关，与生存

期成正相关,而与患者性别、组织学分级、侵袭深度和远处转移之间无关联[8, 

9]。Adam F 等[10]认为 MUC2 的表达与肠癌分期、分级、淋巴转移无明显相关性，

而与肿瘤部位、复发及患者预后相关，且 MUC2 阴性表达在左半结肠癌组织中更

常见，且与阳性表达者相比，阴性表达者无病生存期更短（DFS）、疾病特异性

生存期（DSS）更短，预后更差。这提示 MUC2 有望成为鉴别左/右半结肠癌、评

价患者预后的生物标记物之一。 

既往有研究表明，大肠癌组织中 MUC2 表达减少涉及的可能机制有：肠癌细
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胞转录因子 CDX2 表达减少，而 CDX2 与 MUC2 启动子相互作用可促进 MUC2 的表达

[11]。肠癌细胞 MUC2 基因启动子甲基化修饰抑制其表达[12]。癌细胞 MUC2 糖基

化缺陷而不能表达正常的黏液类型[13]。如前所诉，MUC2 蛋白在肠癌中表达下

降可能与肿瘤的发生发展有关，并且常常预示着患者预后不良。因此，我们猜想，

上调 MUC2 表达可抑制肠癌进展，改善患者预后。由此可见，参与 MUC2 基因表达

调控的靶 microRNA（miRNA）及转录因子在结肠癌的进程中发挥了关键作用。但

目前关于 MUC2 基因受哪些 miRNA 及转录因子的调控在肠癌中实施分子功能，尚

不清楚。因此上调 MUC2 表达首当其冲需要揭露 MUC2 的靶 miRNA 或者转录因子。 

通过生物信息学手段，在多个靶基因预测网站上查询 MUC2 的靶 miRNA，最

终筛选出 miR-138、miR-34c、miR-9 进行研究。检索相关文献可知，三者在多种

疾病的发生发展过程中均扮演着重要的调控作用。首先，miR-138 可促进肺动脉

高压的发生[14]、调控哺乳动物神经轴突的再生能力[15]、抑制间充质干细胞成

骨分化[16]等；在肿瘤性疾病中，miR-138 在鼻咽癌[17]、头颈部鳞状细胞癌[18]

错误！未找到引用源。、乳腺癌[19]中表达沉默，证明其是重要的肿瘤抑制因子；

此外，在结肠疾病中，miR-138 也起着重要的作用。Swati Valmiki 研究团队通

过微阵列分析溃疡性结肠炎患者的发炎和非发炎区结肠黏膜差异 miRNA 表达谱

发现，与非发炎区相比，发炎区肠黏膜中 miR-138、miR-125b 显着上调[20]。Yang 

Qingqiang 等人证明了长链非编码 RNA H19 通过靶向抑制 miR-138 的表达，使得

HMGA1 表达上调，进而促进结肠癌的迁移和侵袭[21]。而为了明确结肠炎恶性转

化的机制。Bao, Yonghua 研究团队发现 MUC2 基因的表达缺失可导致结肠炎小鼠

发生结肠炎-结肠癌恶性转化，并进一步通过通过微阵列分析，证明了 miR-138

在 MUC2 缺失小鼠肠黏膜组织中表达异常，并且在人结肠炎和结肠直肠癌组织中

显着下调[22]，但并没有进一步证明 miR-138 与 MUC2 是否存在靶向调控关系。

miR-34c 可参与精子发生、干细胞分化、神经元发育、心肌细胞损伤修复、衰老

等过程，涉及脑部疾病、骨质疏松症和心血管并发症等多种疾病。此外，在肿瘤

性疾病中，miR-34c 也发挥着重要的作用。miR-34c 并在乳腺癌、肺癌[23]、胰

腺癌[24]、胃癌[25]中表达沉默，证明其是重要的肿瘤抑制因子。Zhou，xiaoying

等人证明了幽门螺杆菌感染相关的长非编码 RNA（lncRNA）AF147447 可通过上调

miR-34c 来抑制 MUC2 的表达，抑制胃癌的增殖和侵袭[26]。miR-34c 在结肠癌中
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的表达缺失，原因可能是由于 miR-34c 的启动子高甲基化，使用去甲基化制剂，

恢复其表达，可能成为治疗结肠癌的新型治疗剂[27]。但目前关于结肠癌中

miR-34c 与 MUC2 之间的关系并没有报道。 miR-9 似乎通过影响不同基因在不同

组织或不同癌症发生过程中实施相反的效应。一方面，它可参与神经发育，另一

方面，它也可参与急性白血病[28]、淋巴瘤[29]的发生，并且乳腺癌[30]、宫颈

癌[31]、卵巢癌[32]、骨肉瘤[33]、肝癌[33]、胃癌[34]中 miR-9 表达上调与肿

瘤进展及不良预后有关，提示其发挥着促癌作用，并且，miR-9 可能通过 3'-UTR

中的结合位点抑制 CDX2 及其下游基因 p21，MUC2 和 TFF3 的表达，促进胃癌细胞

增殖。然而有研究表明，在结肠癌[35]及鼻咽癌[36]中，miR-9 表达下调，发挥

着抑癌作用错误！未找到引用源。。所以，针对前人这些研究，我们可以提出以

下问题：结肠癌中 miR-9 与 MUC2 的关系是什么？miR-9 是否可以作为结肠癌的

预后评价标志物？总之，针对我们筛选出来的 miR-138、miR-34c、miR-9 相关的

研究比较广泛，并已证实均在结肠癌中表达异常。在其他肿瘤性疾病中，三个

miRNA 的表达异常均涉及 MUC2 的表达变化，因此，我们推测 miR-138、miR-34c、

miR-9 在结肠癌中也起关键作用，其表达与 MUC2 表达具有相关性，不过是否具

有靶向调控关系还有待进一步研究确定。 

MUC2 在肠道粘膜中的保护作用已经得到充分的证实，其与结肠的预后也密

切相关，可作为肿瘤早期诊断的标志物。研究表明，通过检测结肠癌患者血浆二

胺氧化酶 DAO、D-乳酸（评价肠道屏障功能的指标）水平，对评价肠道黏膜屏

障功能状态特异性高、灵敏度好，可直接反映肠上皮细胞及肠黏膜屏障结构的损

伤程度，是监测肠道屏障功能的重要指标。但是，MUC2 与肠道屏障功能的关系

究竟如何？黏液性癌与非黏液性癌中 MUC2 表达相反的调控机制为何？左/右半

结肠癌组织中 MUC2 表达不一致的原因为何？MUC2 是否参与结肠癌细胞增殖、侵

袭、转移和凋亡等侵袭性生物学行为？MUC2 基因在转录后水平的调控机制如

何？目前这些问题仍未完全阐明。很显然，通过科学方法解释这些问题的必要性

及创新性非常突出，对深刻揭示 MUC2 表达异常促进结肠癌恶性表型的分子作用

机制具有重要科学意义。 

本项目拟通过检测结肠癌组织中 MUC2 的表达情况和结肠癌患者血浆二胺氧

化酶 DAO、D-乳酸水平，对相应患者进行生存分析，探讨其与肠道屏障功能的
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关系，以及在鉴别黏液性与非粘液性癌、左/右半结肠癌以及评价预后方面的贡

献。同时，通过一系列体外分子生物学实验，揭示 MUC2 对结肠癌细胞增殖、侵

袭、转移等恶性生物学行为的影响，以及 miR-138、miR-34c、miR-9 与 MUC2 的

关系，为进一步探索结肠癌发病机制及寻找新的治疗靶点提供新的证据。 

3、本项目的创新之处 

虽然很早就发现 MUC2 在结肠癌组织中表达异常，但其对结肠癌细胞增殖、

侵袭、转移的影响，以及它受哪些靶 miRNA 调控及机制如何，并没有专门的研究，

因此，我们首次提出在结肠癌细胞中研究 MUC2 基因转录后水平调控机制，来揭

示 MUC2 的功能谱。具体创新点包括以下三个方面： 

（1）在研究内容上，本项目率先提出以 MUC2 为中心，研究其与肠道屏障功能（血

浆二胺氧化酶 DAO、D-乳酸水平）的相关性，以及 MUC2 在鉴别左/右半结肠癌、

黏液/非黏液性癌、评价预后等方面的潜力，并通过一系列细胞功能学实验证明

MUC2 参与结肠癌恶性表型的作用，揭示 MUC2 在结肠癌进程中的功能。最后，我

们还将确认 MUC2 转录过程中分别与 miR-138、miR-34c、miR-9 的调控关系，并

研究这些 microRNA 在结肠癌细胞增殖、侵袭和转移过程中的作用。 

（2）在研究方法上，本项目采取传统生物检测技术，IHC、qRT-PCR 和 Western 

blot 等相结合研究鉴定 MUC2 在结肠癌中的表达情况；紫外线分光光度计检测结

肠癌患者血浆 DAO、D-乳酸水平，双荧光素酶报告基因检测 miR-138、miR-34c、

miR-9 与 MUC2 之间是否存在靶向调控关系；通过构建结肠癌小鼠模型，确认 MUC2

对于小鼠成瘤、转移等的影响；并且本项目还特别注重生物实验和生物信息学相

结合，通过 RNAi 技术揭示 MUC2 参与结肠癌发病机制的作用机理。 

（3）在研究意义上，广东潮汕地区是中国沿海结肠癌高发区，该地区结肠癌的

死亡率高，医疗成本投入高，本项目选定地方常发性疾病（结肠癌）为研究对象，

解决地方突出的健康问题，使得本项目更具有地方特色。 

4、 主要参考文献及出处： 

见文末。 

二、 研究方案 

1、研究目标、研究内容,以及拟解决的关键科学问题 

本项目的研究目标 

本项目的研究目标是：检测结肠癌患者肠黏膜组织中 MUC2 的表达情况、血
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浆二胺氧化酶 DAO、D-乳酸水平，对相应患者进行生存分析，探讨其与肠道屏

障功能的关系，以及在鉴别黏液性/非粘液性癌、左/右半结肠癌以及评价预后方

面的贡献。同时，通过一系列体外分子生物学实验，揭示 MUC2 对结肠癌细胞增

殖、侵袭、转移等恶性生物学行为的影响，探究通过生信手段筛选出来的

miR-138、miR-34c、miR-9 与 MUC2 的关系，为明确结肠癌发病机制及寻找新的

治疗靶点提供新的证据。 

本项目的研究内容包括以下三部分 

研究内容一：MUC2 在结肠癌细胞细胞增殖、凋亡、侵袭和转移过程中的作用。 

购买 4 株不同的结肠癌细胞株，分别设置实验组和对照组，qRT-PCR 检测各

组细胞 MUC2 基因 mRNA 表达水平。构建并转染 MUC2 干扰质粒，筛选建立稳定细

胞株，通过 CCK8 实验、Transwell 实验、划痕实验研究 MUC2 对肠癌细胞增殖、

侵袭、迁移的影响。分别瞬时转染 miR-138 类似物/miR-138 抑制物/无关序列质

粒、miR-34c-类似物/miR-34c 抑制物/无关序列质粒、miR-9-类似物/miR-9 抑制

物/无关序列质粒，Western blot、qRT-PCR 分别检测各细胞株中 MUC2 蛋白及 mRNA

水平表达变化，双荧光素酶报告基因检测上述 microRNA 与 MUC2 之间是否存在靶

向调控关系；分析三种 microRNA 对肠癌细胞增殖、凋亡、侵袭和转移的影响。 

研究内容二：结肠癌组织中 MUC2 表达情况、血浆 DAO、D-乳酸水平及临床意

义。 

在本项目前期，收集 126 例结肠癌患者癌组织、癌旁正常组织标本，石蜡包

埋处理；收集 30 例对应患者外周血标本，10 例正常患者外周血标本，离心后取

上清液冻存。通过免疫组化检测肠黏膜组织中 MUC2 的表达；紫外线分光光度

计检测肠癌患者及正常人外周血 DAO、D-乳酸水平，并分析 MUC2 分别与结肠

癌患者年龄、性别、肿瘤部位、分型分期、组织学分级、淋巴结转移及预后等临

床病理资料的相关性。随访患者术后 DFS、DSS，进行生存分析，评估 MUC2

对于结肠癌患者预后评价的贡献。 

研究内容三：结肠癌动物实验验证。 

建立结肠癌细胞裸鼠皮下移植瘤模型，观察稳定转染细胞株裸鼠体内成瘤情

况，移植瘤组织 HE 染色，观察肿瘤组织形态，免疫组织化学技术检测移植瘤组

织中 MUC2 蛋白表达水平的变化。分光光度计检测小鼠血浆 DAO 及 D-乳酸水平。 
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本项目拟解决的关键科学问题 

1）明确结肠癌组织中 MUC2 的表达情况以及血浆 DAO、D-乳酸水平，对相应患者

进行生存分析，探讨其与肠道屏障功能的关系以及在鉴别黏液性/非粘液性癌、

左/右半结肠癌以及评价预后方面的作用。 

2）研究 MUC2 在结肠癌细胞增殖、侵袭、转移等恶性生物学行为中的作用。   

3）揭示 miR-138、miR-34c、miR-9 与 MUC2 的关系及在结肠癌增殖、侵袭、转移

等恶性生物学行为中的作用。   

2、 拟采取的研究方法、技术路线、实验方案及可行性分析  

对应于前述三部分研究内容，本项目的研究方案技术路线，同样包括三部分，概

述如下： 

研究方案技术路线第一部分：MUC2 及 miR-138、miR-34c、miR-9 在结肠癌细胞

细胞增殖、凋亡、侵袭和转移过程中的作用（对应于研究内容二） 

 

A. 用 qRT-PCR 分别检测两组 MUC2 基因 mRNA 水平的表达情况； 
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B. 用 Western Blot 分别检测两组 MUC2 蛋白水平的表达情况； 

C. 通过 CCK-8 试验检测细胞株的增殖能力； 

D. Transwell试验检测细胞株的侵袭能力； 

E. 划痕实验检测细胞株的迁移能力； 

研究方案技术路线第二部分：结肠癌组织中 MUC2、血浆 DAO、D-乳酸水平及

临床意义（对应于研究内容一） 

 

A. 筛选符合条件的患者（所有患者术前病理活检提示腺癌；均未行化学、放射

治疗和或分子靶向治疗；均可进行根治性手术；无手术禁忌症），收集手术

切除的 126 例结肠癌组织及距肿瘤边缘 5cm 以上近标本切缘处正常结肠组

织。所有患者临床资料完整。 

B. 采用免疫组织化学技术检测结肠癌组织和癌旁正常组织中 MUC2 的表达情况。

紫外线分光光度计检测结肠癌患者及正常人血浆 DAO、D-乳酸水平并与 Muc2

进行。分析患者临床病历资料。 

C. 术后随访：术后第 6、12、18、24、36、48、60 个月需要对患者进行胸腹部

的 CT 和 CEA 检测，了解有无肠癌复发或转移，对所有患者进行随访检查直

到术后 5 年，记录患者无病生存期（DFS）、疾病特异性生存期（DSS）、

A2
02
06
27



肠癌特异性死亡率、肠癌特异性复发率。 

研究方案技术路线第三部分：结肠癌动物实验验证。构建动物模型，研究 MUC2

对结肠癌成瘤及转移的影响；并评估肠癌大鼠肠道屏障功能。（对应研究内容三） 

 

A. 选择第二部分得到的高表达 MUC2 细胞株及转染 MUC2 干扰质粒的细胞株，接

种裸鼠，皮下成瘤观察移植瘤增殖、转移情况。统计肿瘤成瘤率、测量肿瘤

大小、计算淋巴结转移、肝脏及网膜转移、及死亡率的差异；验证 MUC2 对结

肠癌发生发展的作用。 

B. 应用分光光度法分别检测各组小鼠血浆 DAO、D-乳酸水平，评估其肠道黏膜屏

障功能。 

本项目的可行性分析及其有关情况说明 

可行性分析 1：本项目的研究目的是明确结肠癌中 MUC2 的表达情况，探讨其与

肠道屏障功能的关系；同时研究 MUC2 对结肠癌细胞增殖、凋亡、侵袭和转移等

生物学行为的影响。该项目在分子、细胞和整体实验动物三个水平上进行实验，

设计合理，研究目标明确，研究方法、技术路线、实验方案合理可行。本方案完

全可以确保为接下来的各项研究内容的实施提供确切可靠的保障。有关的实验步

骤，我们课题组主要参照下列文献进行： 
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[1] Hsu, H.P., et al., Mucin 2 silencing promotes colon cancer metastasis 

through interleukin-6 signaling. Sci Rep, 2017. 7(1): p. 5823. 

[2] Shan, Y.S., et al., Suppression of mucin 2 promotes interleukin-6 

secretion and tumor growth in an orthotopic immune-competent colon cancer 

animal model. Oncol Rep, 2014. 32(6): p. 2335-42. 

[3] Bu, X., et al., Suppression of mucin 2 enhances the proliferation and 

invasion of LS174T human colorectal cancer cells. Cell Biol Int, 2011. 

35(11): p. 1121-9. 

可行性分析 2：本研究组一直围绕“结肠癌与肠道屏障”展开研究，先前研究发

现，在结肠癌中，构成肠道机械屏障的重要组成成分紧密连接蛋白（Claudin1）

参与结肠癌细胞增殖、凋亡、侵袭和转移过程，其表达与肿瘤分化程度、病理分

期、淋巴结转移相关，并受 miR-98 的靶向调控，高表达的 miR-98 可通过下调

Claudin1 的表达,从而抑制人结肠癌细胞增殖、迁移、侵袭，诱导人结肠癌细胞

凋 亡 ， 具 体 研 究 论 文 发 表 在 Journal of Cellular Biochemistry 上

(Zheng,Yi-Feng; Luo,Jie; Gan,Guo-Lian.Overexpression of microRNA‐98 

inhibits cell proliferation and promotes cell apoptosis via claudin‐1 

in human colorectal carcinoma[J].J Cell Biochem.,2019;120

（4）:6090-6105.）。本研究组近期完成的另一项研究发现，白介素-17（IL-17）

在结肠癌组织中的表达远远高于癌旁组织及正常肠黏膜组织，而通过研究细胞微

环境中 IL-17 对细胞株是否有形态及增殖影响，及其对上皮细胞的间质转化

（EMT）相关性蛋白表达，我们得出在单纯的 IL-17 微环境下，IL-17 可以作用

于肠黏膜上皮细胞实现 EMT，进而促瘤。目前这项研究的相关数据正有序进行分

析及形成论文，近期拟投 SCI 期刊。而作为参与肠道黏膜机械屏障另一组成成分

的 MUC2 对于结肠癌生物学行为的影响尚不清楚，因此探讨 MUC2 在肠癌发生发展

过程中的作用及与肠道黏膜屏障功能损伤的关系成为本研究的重点。该项目在具

体的实验研究方案实施中，涉及免疫组织化学技术、紫外线分光光度法、细胞培

养、细胞转染、荧光素酶报告基因、CCK8、划痕、侵袭实验、免疫印迹、qRT-PCR、

RNAi、建立动物模型等多种实验技术，在本项目组以往的研究中均有应用，技

术操作成熟。同时，汕头大学医学院具有多个重点实验室，实验条件及仪器设备
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已具备，研究梯队搭配合理，技术全面。因此，实验技术和平台可确保实验顺利

完成。 

可行性分析 3：大量文献表明，该项目研究中心 MUC2 在结肠癌患者及动物实验

中均呈现异常表达，并且更多是体现在组织学层面，然而在分子层面、涉及肠癌

发生机制方面鲜有报道。因此本项目提出以 MUC2 为中心，深入到分子、基因水

平对肠癌发生机制展开较为深入的研究，是在前人扎实研究基础上进行的新的拓

展，是站在巨人肩膀上的新的眺望。本项目的预期结果为：MUC2 在结肠中表达

具有组织特异性，具体表现为：黏液性腺癌中表达升高，非黏液性腺癌中表达降

低；此外，抑制 MUC2 表达后的细胞株增殖、侵袭、迁移能力均增强，提示 MUC2

在结肠癌发展中发挥抑制肿瘤进展的保护作用。最后 miR-138、miR-34c、miR-9

与 MUC2 之间具有某种调控关系，具体还需实验进一步加以明确。 

有关结肠癌组织情况说明：本项目负责人所在工作单位为汕头大学医学院第一附

属医院胃肠外科，多年来，科室一直注重胃肠癌患者手术组织标本和血液标本地

收集与保存，目前已经建立起庞大的胃癌及结肠癌标本库和详细的临床资料数据

库，因此，本项目有充足的结肠癌组织和血液等实验材料保证。 

3、年度研究计划及预期研究结果  

年度研究计划  

本研究拟用 3 年时间完成  

2020 年 7 月 至 2021 年 12 月：完成研究内容一，研究 MUC2 在结肠癌细胞中对细

胞增殖、凋亡、侵袭和转移过程中的作用。体外细胞培养，分别检测其 miRNA

表达水平，构建并转染 MUC2 干扰质粒，通过体外试验明确 MUC2 表达对结肠

癌细胞增殖、凋亡、侵袭和转移等生物学行为的影响；再通过转染 miR-138、

miR-34c、miR-9 类似物/抑制物/无关序列质粒，明确 MUC2 与三种 miRNA 的关系，

及分别对结肠癌细胞增殖、凋亡、侵袭和转移的影响。 

2021 年 12 月至 2021 年 06 月 ： 完成研究内容二，结肠癌组织中 MUC2 表达情

况及临床意义。在本项目前期工作基础上，筛选结肠癌（包括 I、II、III、IV 期）

组织样本（包括最新的手术切除样本和冷冻保存的样本），初步完善临床样本库。

免疫组化检测肠癌组织中 MUC2 的表达水平，同时收集肠癌患者血浆样本，检测

其 DAO、D-乳酸水平，评估其肠道黏膜屏障功能变化情况。开始进行术后随访
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工作。 

 

 

 2021 年 06 月至 2022 年 01 月：完成研究内容三，结肠癌动物实验验证。建立动物

模型，研究 MUC2 对结肠癌成瘤及转移的影响；并评估肠癌大鼠肠道屏障功能

变化情况。 

2022 年 01 月至 2022 年 6 月： 补充实验，完成结题报告。完善结肠癌临床样本

库和基础研究数据库，补充相关实验，整理实验数据，分析实验结果，撰写论文。  

预期研究成果  

在完成以上所述三个年度研究计划基础上，本项目将取得如下主要成果：1）在

基因和蛋白水平明确 MUC2 在结肠癌组织中的表达情况；2）进一步探索明确

MUC2 的靶 miRNA，为结肠癌的治疗提供新的支持；3）通过体外细胞培养及建

立动物模型，明确 MUC2 在结肠癌成瘤及转移中的作用，以及 MUC2 与肠道黏

膜屏障功能损伤的关系，为进一步明确结肠癌的发病机制、寻找新型诊断及治疗

靶点及评估预后等方面提供依据。 

在上述研究成果基础上，1）发表高水平专业研究论文 2-3 篇，刊登在国内外相

关领域核心专业杂志，并提供被 SCI 收录情况的报告；2）培养硕士研究生 2-3

名，并提供他们的毕业论文。  

三、 研究条件与基础  

1、 已取得的研究工作成绩及与本项目有关的研究工作积累 

自 2010 年以来，本项目负责人一直围绕“肠道屏障与结肠癌的关系”开展研

究。在此期间，研究发现明确了结肠癌组织中肠道粘膜屏障的组成成分—

Claudin1 在蛋白及基因水平的表达情况，并对 Claudin1 参与结肠的成瘤和转移过

程进行了初步研究，最后得出：Claudin1 在结肠癌组织中的蛋白及 mRNA 水平

表达升高，其原因是由于 miR-98 表达水平下降，对 Claudin1 的靶向抑制作用减

弱而导致的，并因此其促癌细胞凋亡、抑制癌细胞增殖的能力减弱，进而参与肠

癌致瘤及发展过程。同时还发现 Claudin1 的表达与肿瘤分化程度、病理分期、

淋巴结转移相关。该研究已发表于 Journal of Cellular Biochemistry 杂志

(Zheng,Yi-Feng; Luo,Jie; Gan,Guo-Lian.Overexpression of microRNA‐98 
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inhibits cell proliferation and promotes cell apoptosis via claudin‐1 

in human colorectal carcinoma[J].J Cell Biochem.,2019;120

（4）:6090-6105）。 

从 2017 年至今，围绕“肠道屏障与结肠癌的关系”，我们亦开展了另外一

项研究，主要是研究白介素-17（IL-17）是否参与肠黏膜上皮细胞间质化（EMT），

从而参与肿瘤的发生。研究结果表明，IL-17 在结肠癌组织、癌旁组织及正常肠

黏膜组织三者中，以结肠癌组织为高表达，癌旁组织次之，正常肠黏膜组织表达

最低。再者，通过进一步研究细胞微环境中 IL-17 对细胞株是否有形态及增殖影

响，及其对上皮细胞的 EMT 相关性蛋白表达，我们发现在 100ng/ml 最高浓度的

时候细胞变化形态最高，100ng/ml 浓度 IL-17 与对照组相比 E-钙黏蛋白明显下

调（P<0.05），得出在单纯的 IL-17 微环境下，IL-17 可以作用于肠黏膜上皮细

胞实现 EMT，进而促瘤。目前这项研究的相关数据正有序进行分析及形成论文，

近期拟投 SCI 期刊。 

本项目是前期研究的拓展，继续探索肠道屏障与结肠癌的关系，前期相关研

究工作为本课题的顺利进行奠定了良好的基础。 

本项目组所在单位为汕头大学医学院第一附属医院胃肠外科，主要病源来自

潮汕沿海地区，是结肠癌的高发区，每年行结肠癌手术约 400 台，并配有专门人

员负责手术标本及血液标本的收集与保存，同时，建立胃肠癌患者的临床病历资

料数据库，以及后期随访数据库。本项目组自 2010 年以来，专门围绕“肠道屏

障与结肠癌”进行研究，目前已取得初步成果。在以往长达 8 年的不断研究中，

本课题组成功培养了包括本项目负责人在内的多名青年科技人才和专项实验技

术人才，同时建立了稳定的系列实验技术平台群，主要包括：免疫组织化学技术、

qRT-PCR、WB、流式细胞术、RNAi、动物建模等技术。很显然，以上这些实验

技术平台的大部分同样也是本项目研究所需要的，是本项目实施强有力的技术保

障。 

此外，目前汕头大学医学院第一附属医院依托汕头大学多个重点实验室和研

究平台，实验中所需的仪器和技术均可获得支持，这为该研究的顺利开展提供了

良好的实验平台。本申请人具有结肠肿瘤方面的基础和临床研究，具有良好的条

件和技术力量。 
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已取得的研究工作成绩，即本项目直接相关的前期实验结果，共包括两个部分： 

与本项目直接相关的前期实验结果第一部分：本项目组利用免疫组织化学技术，

发现结肠非黏液腺癌组织中 MUC2 蛋白表达阳性率较正常肠黏膜组织中明显下

降，部分结果见下： 

A：正常肠黏膜（100 倍）和 CRC（100 倍）组织免疫组织化学检测；B：免疫组化检测正常

肠粘膜和 CRC 组织 MUC2 表达阳性率比较（n=124）。 

与本项目直接相关的前期实验结果第二部分：结肠黏液腺癌在结肠癌的发病率非

常低下，入组研究的 126 例病例中，仅有 2 例为黏液腺癌，本项目组利用免疫组

织化学技术，发现结肠黏液腺癌组织中 MUC2 蛋白表达较正常肠黏膜组织升高，

这与非黏液腺癌得出的结果是相反的，结果也印证是既往的实验研究，结果见下： 

2、 已具备的实验条件，尚缺少的实验条件和拟解决的途径 

汕头大学医学院拥有多个重点实验室。首先，项目依托的汕头大学医学院“长

江学者实验室”、“中心实验室”已经具备进行本项目研究所需的全部仪器设备。

其中主要包括：Thermo 全自动核酸提取仪、Nanodrop 超微量核酸蛋白测定仪、

荧光定量 PCR 仪、普通 PCR 仪、水平电泳槽、聚丙烯酰胺凝胶电泳槽、凝胶

成像系统及分析装置、细胞培养室、二氧化碳培养箱、电热式压力灭菌消毒器、

荧光发光检测仪、流式细胞仪、凝胶系统、电泳、转模设备、多功能酶标仪、正

置荧光显微镜、倒置相差荧光显微镜、各种离心机、摇床、制冰机、分光光度计、
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各种低温冰箱、超纯水系统、超声波细胞破碎仪、超声波清洗器等一些进行分子

生物学、细胞生物学和生物医学研究的仪器设备。由此可见，这些实验仪器设备

为本项目顺利实施提供了物质保障。  

其次，本项目团队在以往的研究中已经成功建立了多种检测技术平台及分析

方法，如：HE 染色、免疫组织化学技术、qRT-PCR 检测、Western blot 检测、细

胞培养、细胞转染、细胞迁移实验、Transwell 实验、流式细胞术检测、载体构

建、双荧光素酶报告基因检测系统、免疫荧光、miRNA 靶基因预测等。可见，

这些实验技术检测平台及生物信息学分析方法为本项目研究顺利进行提供了坚

实的技术检测和数据分析保障。 

此外，本项目组所在科室拥有庞大的临床样本库及完整的临床病历资料数据

库，均有专人负责收集、保存及完善，因此，较好地保证了实验样本的质量，同

时，尽可能地避免了患者临床资料遗漏，为实验高效、严谨地实施奠定了良好的

基础。 

然后，本项目申报人近两年已经完成肠粘膜屏障方向的类似实验研究并发表

了 1 篇 SCI论文，为： Zheng,Yi-Feng; Luo,Jie; Gan,Guo-Lian.Overexpression 

of microRNA‐98 inhibits cell proliferation and promotes cell apoptosis 

via claudin‐1 in human colorectal carcinoma[J].J Cell Biochem.,2019;120

（4）:6090-6105（5 年 IF:3.152）。 

这些研究不仅与本项目的实施密切相关，而且李威教授还能继续为本项目的

研究提供支持和指导，从而提高了本项目顺利实施的可行性 

综上所诉，本项目的研究条件充足，可充分保障本项目各项研究内容地顺利

开展，汕头大学医学院所拥有的基础实验设施和仪器设备等条件完全能够满足本

项目研究的需要。 
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