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编号:20200201326JC

吉林省科技发展计划项目任务书
 
 
 

吉林省科学技术厅

二O一九年制

计划类别: 吉林省自然科学基金

项目类别: 自然科学基金（学科布局项目）

支持重点: 医学（省联合基金白求恩医学专项）

管理处室: 基础研究处

　　

项目名称:
吲哚-3-甲醇对幽门螺杆菌感染除菌后胃癌发病的抑制作用和机制（省联合基金
白求恩医学专项）

承担单位（盖章）: 吉林大学

项目负责人: 曹雪源

联系电话: 13756116892

电子邮箱: caoxy@aliyun.com

组织部门（盖章）: 吉林省科学技术厅
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　　依据《吉林省科技发展计划项目管理办法》，吉林省科学技术厅委托 吉林大学 承担吉林省科技发展计划中的

吲哚-3-甲醇对幽门螺杆菌感染除菌后胃癌发病的抑制作用和机制（省联合基金白求恩医学专项） 项目的科研任务。

各方就本项目的实施与管理中的权利和义务签订如下任务书。

 
　　一、省科技厅为项目承担单位提供部分研究经费，并依据相关项目管理办法进行管理；项目承担单位和参加单

位按本任务书约定的内容和目标开展工作。

 
　　二、任务分配

 
　　吉林大学在本项目实施过程中承担的任务为承担全部科研任务  

 

 
　　三、经费分配

 
　　本项目由省科技计划经费拨款（含省自然科学基金联合基金） 10.0万元，项目承担单位和参加单位按照任务分

工，约定经费分配如下：

　　吉林大学经费为10.0 万元。

 
　　四、知识产权归属约定

 
　本项目取得的知识产权归吉林大学所（共）有。
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一、基础信息表
 

二、研究内容
 

项目名称 吲哚-3-甲醇对幽门螺杆菌感染除菌后胃癌发病的抑制作用和机制（省联合基金白求恩医学专项）

项目所属学科 临床医学

项目所属专业 肿瘤学

申报单位

名  称 吉林大学

通讯地址 吉林长春市朝阳区长春市前进大街2699号

联系人 王艺博 联系电话 13756116892

单位类别
 □ 企业 □ 科研院所 ■ 高等院校 □ 中介机构 □ 其它

 ■ 事业单位 □ 非事业单位

隶属  ■ 中直 □ 省直 □ 市县

项目负责人

姓名

邮箱 caoxy@aliyun.com

工作单位 吉林大学

办公电话 0431-88785602 手机 13756116892

项目组日常
联系人 曹雪源 项目组日常

联系人电话 13756116892

（一）项目的研究内容、研究目标

研究内容:建立Hp感染蒙古沙鼠和小鼠胃癌模型, 于Hp感染和除菌后,经口投与200ppm I3C20周,与对照组比较I3C对

Hp除菌后胃癌发病和肿瘤体积的抑制作用.检测胃癌组织WWP1,PTEN/PI3K/AKT和Wnt信号表达,结合细胞系特异拮

抗实验,人胃癌病理参数等探讨I3C对该信号通路的激活及其相互调控作用.

研究目标:通过Hp感染除菌后胃癌模型,阐明I3C对除菌后胃癌的抑制作用以及I3C是否通过WWP1, PTEN/PI3K/AKT,

Wnt信号通路影响胃癌发病.进而结合人胃癌细胞株,胃癌临床病理和生物信息学,分析I3C抑制胃癌的可能途径,为实

现天然活性物质预防Hp除菌后胃癌奠定基础。

（二）项目拟解决的关键科学问题

随着对Hp感染胃炎,消化道溃疡患者进行广泛的除菌治疗,今后Hp除菌后胃癌发病率将显著升高，本项目针对预防

和抑制Hp除菌后胃癌发病这一关键科学问题,通过建立Hp感染除菌后胃癌模型,人胃癌细胞株,胃癌临床病理和生物

信息学分析,阐明天然植物来源抗肿瘤活性物质吲哚-3-甲醇(I3C),是否对Hp除菌后的胃癌发病具有抑制作用,进而阐

明I3C是否通过灭活WWP1表达下调介导,调控PTEN/PI3K/AKT, Wnt信号途径发挥作用,为胃癌联合靶向治疗提供新

靶点,为胃癌高危人群化学预防,合成和修饰抗癌药物提供实验依据。
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三、考核指标
 
（一）核心指标（是指与研究内容相关，能够科学反映研究水平、可定量考核的指标。立项后原则上不能更改，请

根据实际情况谨慎填写）

 

（二）辅助指标（对项目验收具有辅助参考作用，是项目验收的参考依据，项目组可根据实际情况自主选择、确定

）

 

（三）其他指标

 

序号 指标类别 指标内容 具体指标及指标值

1

新技术、

新工艺、

新材料、

新产品、

新装备

 □ 新技术、

 □ 新工艺、

  □ 新材料、

  □ 新产品、

 □ 新装备

序号 指标类别 指标内容 具体指标内容 指标值 单位

2
新理论、

新方法
（1）研究报告 形成研究报告 0 份

3 新成果 （1）论文

①发表SCI（EI）收录论文 1 篇

②发表核心期刊收录论文 1 篇

③发表其它论文 0 篇

序号 指标类别 指标内容 具体指标内容 指标值 单位

1 新成果

（1）专利

①申请发明专利 0 件

②获得发明专利 0 件

③申请实用新型专利 0 件

④获得实用新型专利 0 件

（2）软件著作权 获得软件著作权 0 项

（3）专著 出版专著 0 部

2 人才培养
（1）硕士研究生 ①培养硕士研究生 1 名

（2）博士研究生 ②培养博士研究生 1 名

3 其它
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提交科技报告1份。
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四、项目经费
单位：万元

 

备注：1、本预算表由项目组依据《吉林省省级科技创新专项资金管理办法》（吉财教［2017］493号）和中共吉林

省委办公厅、吉林省人民政府办公厅印发的《关于进一步完善省财政科研项目资金管理等政策的若干实施意见》

（吉办发［2017］3号）、《关于抓好赋予科研机构和人员更大自主权有关文件贯彻落实工作的实施方案》（吉科政

发［2019］169号），根据实际测算，如实填写。

2、本预算执行过程中，A类科目中的设备费预算总额调减、设备费内部预算结构调整、拟购置设备的明细发生变化

，承担单位有调剂权；B、C两类科目之间的预算调剂由承担单位履行内部审批程序；B类科目、C类科目在本科目

预算额度内的调剂，承担单位可审批或授权项目负责人自行调剂使用。

3、C类科目中的“会议/差旅/国际合作与交流费”预算不超过直接费用10%的，无需提供预算测算依据；超过10%的

，须在申报时按照会议、差旅、国际合作交流分类提供必要的测算依据。

4、间接费用无需编制预算说明。   

（一）经费来源预算 （二）经费支出预算

科 目 预算数 科 目 科目类别 总支出 其中省科技发展计划经费
支出

来源预算合计 10.0 支出预算合计 / 10.0 10.0

一、省科技发展计划拨款
（含省自然科学基金联合
基金）

10.0 （一）直接费用 / 8.4 8.4

二、单位自筹 0.0 1、设备费㦍

A

0.0 0.0

三、其它来源 0.0 �（1）购置设备费用 0.0 0.0

裧 裧 �（2）设备升级改造费用 0.0 0.0

裧 裧 （3）设备租赁费㦍 0.0 0.0

裧 裧 2、材料费㦍

B

4.1 4.1

裧 裧 3．测试化验加工费㦍 1.2 1.2

裧 裧 4、燃料动力费㦍 0.0 0.0

裧 裧 �5、出版/文献/信息传播
/知识产权事务费 0.0 0.0

裧 裧 6、劳务费㦍

C

1.8 1.8

裧 裧 7、专家咨询费㦍 0.5 0.5

裧 裧 8、会议/差旅/国际合作屏
与交流费 0.8 0.8

裧 裧 �9、其它支出 0.0 0.0

裧 裧 （二）间接费用 / 1.6 1.6

（三）省科技发展计划经费拨款计划（含省自然科学基金联合基金）

承 担 单 位 总额（万元） 2020年（万元） 2021年及以后年度
（万元）

吉林大学 10.0 10.0 0.0
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五、其它参加单位及项目团队组成
 
其它参加单位

单位1
名称

联系人 裧 联系电话 裧

单位2
名称

联系人 裧 联系电话 裧

单位3
名称

联系人 裧 联系电话 裧

项目团队组成

负责人

姓名 性别 出生年月 所在单位及部门 职称 现从事专业

曹雪源 男 1968-04-14 吉林大学第一医院 正高级 胃结直肠外科

其它参加人员

姓名 性别

吉林大学白求恩第
一医院临床研究部 无 统计学 数据统计分析

裧

裧

裧

裧

裧

裧

裧

裧
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六、计划进度
 
 

年、月 计划完成的工作及目标

2020 年 01 月  至

2020 年 12 月

工作计划 阶段目标

利用幽门螺杆菌ATCC43504菌株培养后对6周
龄蒙古沙土鼠和C57BL/6小鼠灌胃，建立
Hp感染和除菌动物模型

测定感染后2周Hp感染情况，确定Hp感染胃
炎成立后进行除菌实验，并开始吲哚-3-甲醇
干预实验

2021 年 01 月  至

2021 年 12 月

工作计划 阶段目标

利用病理切片和免疫组化染色，WB、PCR 系
统对吲哚-3-甲醇投喂后胃癌发病率变化

测定吲哚-3-甲醇对胃黏膜组织中
WWP1，PTEN-PI3K-AKT信号通路的影响

2022 年 01 月  至

2022 年 12 月

工作计划 阶段目标

利用人胃癌细胞株进行过表达，干扰，拮抗
实验；胃癌组织标本对动物实验所得结果进
行验证和生物信息学预测

测定分析人胃癌细胞系和胃癌组织标本中
PTEN-PI3K-AKT信号通路上下游关系，明确
吲哚-3-甲醇作用靶点
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七、项目负责人承诺及签章
 

八、承担单位承诺及签章
 

九、参加单位承诺及签章
 

十、项目任务下达单位签章
 

　本人承诺：

　　　在项目执行、经费使用过程中，不弄虚作假，做到诚实守信、勤勉尽责。

签　字:　　　　　　

年　　月　　日　　　　

　承担单位承诺：

　　　我单位承诺认真贯彻落实国家及省科技创新相关政策，为项目执行提供必要的支撑条件，督促项目组按时完

成项目任务，按相关资金管理办法使用经费。

财务负责人（盖章）：

账 户 名：吉林大学

账    号：160402501175

开户银行：中国银行前进大街支行

（单位公章）　　　　

年　　月　　日　　　　

　参加单位承诺：

　　　我单位同意参与本项目研究，并承诺履行参加单位义务。

　单位 1 盖章　　

年　　月　　日

　单位 2 盖章　　

年　　月　　日

　单位 3 盖章　　

年　　月　　日

　单位 4 盖章　　

年　　月　　日

　单位 5 盖章　　

年　　月　　日

业务处室项目管理人员（盖章）：

业务处室主要负责人（盖章）：

分管厅长（盖章）：

 厅长（签章）:

（公  章）　　　　　

年　　月　　日　　　　
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十一、应尽职责
 
 
 
   项目负责人、项目承担单位及推荐单位应遵守吉林省科技发展计划项目及经费的相关管理办法，履行以下职责：

 

         1.项目负责人及项目承担单位每年应按照任务书规定的进度安排，在“吉林省科技发展计划项目管理信息系统

”上填报项目的进度、进展（完成、未完成、取得重大突破）和项目经费（计划拨款、单位自筹）到位与支出情况

，对未完成计划进度或取得重大突破的项目填报简要文字说明。逾期不报，省科技厅有权暂停拨款或根据相关项目

管理办法做出处理。

 

         2.任务执行过程中，如需调整项目主持单位和项目参与单位间的分配经费、项目负责人、项目延期，应根据有

关规定，向省科技厅提交申请，经审核同意后执行；项目预算调整、研究方案和技术路线调整、除项目负责人外的

项目组人员调整，由项目承担单位、项目组按照《关于抓好赋予科研机构和人员更大自主权有关文件贯彻落实工作

的实施方案》（吉科发政［2019］169号）相关规定自行调整。

 

         3.任务执行过程中，出现影响项目执行的重大问题，项目负责人及项目承担单位需按有关管理办法要求，执行

重大事项报告制度，及时在“吉林省科技发展计划项目管理信息系统”上填报《吉林省科技发展计划项目重大问题

报告书》。

 

         4.项目负责人、项目承担单位及项目推荐单位应配合省科技厅开展项目“双随机一公开”检查等工作。

 

         5.项目承担单位承担任务所得的科技发展计划经费，需按照相关资金管理办法管理和使用。

 

         6.需提交科技报告的项目，应在申请项目验收前形成科技报告并在科技报告系统上提交。

 

         7.项目执行期满后，项目负责人及项目承担单位应及时向省科技厅提出验收申请，由省科技厅按照有关规定组

织验收。

 

         8.项目承担单位在该项目研究中发表的有关论文、出版的著作及成果转让文件材料等须注明“吉林省科技发展

计划资助项目”。
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基本信息 

项 

目 

负 

责 

人 

信 

息 

姓名 付颖利 性别 女 出生年月 1987 年 3 月 

学位 博士 职称 
师资博

士后 
每年工作时间 12 个月 

电话 18584341026 电子邮箱 fuyingli318@126.com 

工作单位 吉林大学第一医院           

项 

目 

基 

本 

信 

息 

项目名称 

 

TET 介导的 TLR2 启动子区 5-hmC 与胃癌的关系及对基因 TLR2 表达调控的机制研究 

英文名称 

The relationship between TLR2 promoter 5-hmC mediated by TET and gastric cancer 

and the regulation mechanism of TLR2 expression 

研究期限 2020 年 7 月—2022 年 7 月 

中文关键词 

 

    Toll 样受体 2，DNA 羟甲基化，5-羟甲基胞嘧啶，胃癌，基因表达 

英文关键词 

Toll-like receptor 2, DNA hydroxylmethylation, 5-hydroxymethylcytosine, gastric cancer, gene 

expression 
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中文

摘要 

（限 400 字）： 

胃癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一，2018 年全球新发病例 103.4 万，死亡病例 78.3 万，已

成为严重危害公民健康的公共卫生问题。DNA 羟甲基化修饰是一种由 TET 蛋白介导的与众多肿瘤的发

生发展密切相关的表观遗传修饰，且具有潜在的基因表达调控功能，在胃癌研究中应该引起更多关注。

TLR2 在胃癌中表达升高，且与 TET1、TET2 表达水平显著相关，可能受 TET 介导的羟甲基化调控。本研

究拟通过流行病学方法，分析 TLR2 启动子区的 5-hmC 表达含量在胃癌、癌旁及正常胃组织中的差异分

布情况以及与胃癌患者预后的关系，并分析 5-hmC 含量与 TET1、TET2 及 TLR2 表达水平的相关性。同

时采用实验室研究技术，敲除或过表达 TET1/TET2 基因，验证 TLR2 启动子区DNA羟甲基化水平对于 TLR2

表达的调控作用，为探索 TET 介导的 DNA 羟甲基化修饰影响胃癌发生发展的机制，实现胃癌的精准医

疗提供证据。 

英文

摘要 

（限 4000characters） 

Gastric cancer is one of the most common malignant tumors in the world. In 2018, there were 1.034 

million new cases and 783,000 deaths worldwide. It has become a public health problem that seriously 

endangered the health of citizens. DNA hydroxymethylation modification mediated by TET proteins is an 

epigenetic modification closely related to the occurrence and development of many tumors, and has 

potential gene expression regulation function. It should attract more attention in gastric cancer research. The 

expression of TLR2 is increased in gastric cancer, and it is significantly correlated with the expression levels of 

TET1 and TET2, implied it may be regulated by TET through DNA hydroxymethylation. This study intends to 

use epidemiological methods to analyze the differential distribution of 5-hmC expression in TLR2 promoter 

region among tumor, paracancerous and normal tissues from gastric cancer patients, and the relationship 

with the prognosis of gastric cancer patients, and further to analyze the correlation between 5-hmC content 

and the expression levels of TET1, TET2 and TLR2. At the same time, laboratory research techniques were 

used to knock out or overexpress the TET1 / TET2 gene to verify the regulatory effect of DNA 

hydroxymethylation in TLR2 promoter region on TLR2 expression, in order to explore the effect of 

TET-mediated DNA hydroxymethylation modification on gastric cancer and provide evidence for the precise 

medicine of gastric cancer. 
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项目组主要参与者（注：项目组主要参与者不包括项目申请人） 

 

总人数 高级 中级 初级 博士后 博士 硕士 

5 1 2 1 1 0 1 

 

编号 姓名 出生年月 性别 职称 学位 单位名称 电话 电子邮箱 
每年工作

时间（月） 

1 曹雪源 1968—04—14 男 教授 博士 胃肠外科 0431-88785602 caoxy@aliyu.com 6 

2 曹东慧 1986—10—12 女 讲师 博士 临床研究部 0431-81875407 qswxwyh@163.com 6 

3 张扬雨 1991—11—18 女 实验员 硕士 临床研究部 0431-81875404 jluyyz@163.com 6 

4 丽粒 1997—07—18 女 研究生 学士 临床研究部 0431-81875407 2765625173@qq.com 8 
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吉林大学第一医院课题经费预算 

 

 

科目名称 
总经费预算 

（元） 
备注 

合计 5 万  

 一. 直接费用 5 万  

（1）仪器设备费 0  

（2）材料费 3.4 万  

（3）测试化验加工费 0  

（4）差旅费 0  

（5）会议费 0  

（6）国际合作与交流费 0  

（7）出版/文献/信息传播/知识产权
事务费 1 万  

（8）劳务费  0.6 万  

（9）专家咨询费 0  

（10）其他支出 无  

对经费预算的其他说明: 
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报告正文 

 

一. 研究内容及研究目标（项目研究内容、目标、技术难点、创

新点） 

研究内容： 

(1)TLR2 启动子区羟甲基化水平与胃癌的关系：在胃癌患者的胃癌组织、癌旁

组织及正常胃组织中，分别检测基因 TLR2 启动子区的 5-hmC 表达含量，统计

分析 TLR2 启动子区 5hmC 表达含量在胃癌组织、癌旁组织及正常组织中的分布

差异情况,并分析 TLR2 启动子区的 5-hmC 表达含量在不同临床特征、病理分期

胃癌组织中的分布差异及与胃癌患者预后的关系。 

(2)TLR2 启动子区羟甲基化程度与基因表达水平的关系：在胃癌患者的胃癌组

织，癌旁组织和正常组织中分别检测基因 TET1,TET2 和 TLR2 的 mRNA 表达水

平和蛋白表达水平。结合上述 TLR2 启动子区 5-hmC 表达水平的检测结果，联

合分析 TLR2 启动子区 5-hmC 表达含量与 TET1,TET2 和 TLR2 基因表达水平之

间的关系。 

(3)TET 介导的 TLR2 启动子区羟甲基化修饰，参与胃癌发生过程中的 TLR2 表

达调控机制：在胃癌细胞系中，敲除或过表达 TET1/TET2 基因，检测处理前后

TLR2 基因启动子区 5-hmC 表达含量和 TLR2 基因的表达水平，验证 TET1/TET2

对基因 TLR2 启动子区羟甲基化水平的影响，探索通过介导启动子区 DNA 羟甲

基化修饰水平调控基因 TLR2 表达情况的机制。 

研究目标：  

（1） 明确基因 TLR2 启动子区 DNA 羟甲基化水平与胃癌的发生、发展及预后

的关系。 

（2） 探究 TET介导的启动子区 DNA羟甲基化对于 TLR2基因表达的调控机制，

为进一步探讨胃癌的发病机制及实现胃癌诊治的精准医疗提供依据。 

拟解决的关键问题： 

TLR2 基因启动子区 DNA 羟甲基化水平是否与胃癌发生、发展和预后相关 
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众多研究显示 TLR2 表达水平与胃癌的发生、发展及预后显著相关，但关

于表观遗传中羟甲基化修饰对 TLR2表达的调控及 TLR2启动子区的羟甲基化水

平与胃癌的关系尚不明确。本研究拟通过 qGluMS-PCR 法在胃癌人群中检测

TLR2 基因启动子区 5-hmC 含量，并检测基因 TLR2,TET1 和 TET2 的表达水平，

分析基因 TLR2 启动子区 DNA 羟甲基化表达水平与胃癌的发生、发展及预后的

关系。 

胃癌中 TET 酶介导的基因启动子区 DNA 羟甲基化修饰是否会调控基因 TLR2 的

表达 

TET1/TET2蛋白作为去甲基化酶在哺乳动物中广泛介导了 DNA主动去甲基

化过程，其介导的羟甲基化是否参与基因 TLR2 的表达调控继而影响胃癌的发

生发展是本研究拟解决的第二个关键问题。本研究中，拟通过在 TLR2 启动子

区 5-hmC 高含量和低含量的胃癌细胞系中分别敲除或者过表达 TET1/TET2 基

因，从而改变启动子区的羟甲基化水平，监测处理前后 TLR2 表达水平的变化，

通过分析 TLR2 启动子区 DNA 羟甲基化水平与 TLR2 表达水平的关系，探索胃

癌中 TLR2 基因启动子区 DNA 羟甲基化修饰对于该基因表达的调控作用。 

（3）拟采取的研究方案及可行性分析。（包括有关方法、技术路线、

实验手段、关键技术等说明） 

研究方法 

⑴研究对象的选择 

本研究中的胃癌患者均来自于吉林大学第一医院胃肠外科接受手术治疗

的胃癌患者，纳入标准为：① 年龄在 18-79 岁之间；②术后病理报告明确诊

断为胃癌，且包含明确的病理分期、分化程度、淋巴转移、浸润深度、血管淋

巴管及神经的浸润情况等病理信息；③在基本信息和生物样本采集之前签署知

情同意书，并同意接受长期随访。 

（2）样本量计算 

本研究中的人群样本主要用于研究 TLR2 羟甲基化修饰对基因表达的调控

及与胃癌的关系，据前期研究结果，TLR2 高表达组与低表达组相比胃癌患者

的死亡风险比 HR=3.474，采用 PASS11.0 软件对所需样本量进行计算，假设检

验水准设为 =0.05，=0.1，双侧检验，以 HR=3 来计算样本量，经过计算本
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研究至少需要 34 例胃癌患者（34 例胃癌组织，34 例癌旁组织，34 例正常组

织）纳入研究。 

（3）研究对象生物样本的收集和随访数据库的构建  

依据吉林大学第一医院临床研究部样本收集标准流程，在胃癌根治术中留

取胃癌患者的胃癌组织和切缘阴性的癌旁正常组织 2-3 块，在离体 30 分钟内

置于液氮罐中速冻，之后置于-80C 低温冰箱中保存，并制作保留石蜡包埋的

癌旁和肿瘤组织。 

利用重庆中联的医院患者信息和随访管理系统（Oracle 平台，C 语言）

构建胃癌队列数据库，录入入组胃癌患者诊断、治疗和随访检查的相关信息，

完成数据的长期收集和管理工作。在患者术后 3 个月、6 个月及之后每六个月

一次进行电话随访。随访内容包括：一般情况、生存情况、治疗情况、血肿瘤

标记物检测、腹部和盆腔超声、腹部 CT 和脑、肺 CT 等检查情况。如果患者死

亡，记录死亡时间和死亡原因。 

⑷ 实验方法： 

①  TLR2启动子区CpG岛的预测及引物设计 

利用EMBOSS在线数据库(http://www.ebiac.uk/Tools/seqstats/emboss 

_cpgplot/) 预测TLR2基因启动子区的CpG岛。首先，在NCBI数据库中搜索基因

的编码序列，然后截取基因转录起始位点（TSS）的上游5000bp至下游1000bp

的DNA序列，在EMBOSS数据库设定预测条件为：长度>200bp，观察/预期比

率>0.60，百分比(C+G)>50%，结合CpG岛的位置及相关研究结果确定基因TLR2

启动子区可供选择测定的位置，预测序列潜在的CpG岛,目前我们已经预测出的

该基因启动子区有1个CpG岛，位置为4939-5862，长度为924bp。利用MethPrimer 

(http://www. Urogene. org/cgi-bin/ methprimer/methprimer.cgi) 在线软件设

计引物。 

② 组织中TLR2启动子区5-hmC含量及基因TLR2,TET1,TET2表达水平的测定  

剪取冻存的胃癌组织和癌旁组织 0.5cm3大小，使用组织 DNA 提取试剂盒提

取组织中的 DNA，后经 NanoDrop ND-1000 核酸定量仪测定吸光度(A260/ 280 nm)

值，取比值为 1.6-1.8 的样本。采用 qRT-PCR 法检测基因 TLR2,的 mRNA 表达水

平，同时在石蜡包埋切片制作的组织芯片中进行免疫组化法染色，评估肿瘤组

http://www.ebiac.uk/Tools/seqstats/emboss%20_cpgplot/)%20%20预测RUNX3
http://www.ebiac.uk/Tools/seqstats/emboss%20_cpgplot/)%20%20预测RUNX3
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织和癌旁组织中 TLR2,TET1,TET2 蛋白的表达水平，结果判定采用半定量积分

法，结合染色强度和阳性细胞百分比。采用 qGluMS-PCR 法分检测 TLR2 启动子

区的 5-hmC 含量。 

③ 细胞系中 TLR2 启动子区 5-hmC 含量及基因 TLR2 表达水平的检测 

提取细胞系中的 DNA，采用 qRT-PCR 法和 Western-blot(WB)法分别检测

TLR2, TET1,TET2 的 mRNA 和蛋白表达水平，比较胃癌细胞系（MKN-1,MKN-45, ，

MGC-803，HGC-27， SGC-7901，BGC-823，AGS）和胃正常上皮细胞系（GES-1）

之间 TLR2, TET1,TET2 的表达水平,同样采用 qGluMS-PCR法检测基因 TLR2 启动

子区 CpG 岛的 5-hmC 含量。 

④TET1 敲除或过表达细胞体系的构建 

根据细胞系中 TLR2 启动子区 5-hmC 的含量，选择 5-hmC 含量高的细胞系分

别转染 TET1/TET2 的 inhibitor 或对照，选择 5-hmC 含量低的细胞系分别转染

TET1/TET2 表达载体或空载对照。转染后采用 qRT-PCR 和 Western-blot 验证

是否成功，采用 qRT-PCR 和 Western-blot 检测转染前后 TLR2 基因表达水平，

采用 qGluMS- PCR 法检测转染后基因 TLR2 启动子区 CpG 岛的 5-hmC 含量。 

⑸ 统计分析 

① 数据描述：定量数据根据正态性检验的结果，采用均数±标准差或中位数 

（P25-P75）指标；定性数据采用频数（构成比）指标。 

② 组间比较：定量数据根据正态性检验结果，采用t 检验（2 组）、方差分

析（≥3 组）或秩和检验；定性数据采用卡方检验或Fisher 确切概率法。 

③ 预后研究中，以患者死亡或复发作为结局事件，绘制Kaplan-Meier 生存曲

线，采用Log-rank 检验比较不同TLR2启动子区5hmC含量的患者复发和生存曲

线的差异。以Cox 比例危险度模型，调整患者年龄、性别、肿瘤组织学分型、

直径、TNM 分期及术后治疗等影响因素后，计算危险度比（HR）及其95%可信

区间，评估TLR2启动子区5-hmC含量及基因表达水平与胃癌术后复发和总生存

的关系。 

技术路线 
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关键技术 

⑴ 胃癌组织中 TLR2,TET1,TET2 蛋白染色及阳性界值的确定 

⑵ TLR2 基因启动子区 5-hmC 含量测定 

（4）本项目的特色与创新之处。 

⑴ 依托项目组的大型胃癌人群队列，本研究将首次探讨中国人群中基因 TLR2

启动子区 5-hmC 表达含量与胃癌发生发展及预后的关系，并且从 mRNA 和蛋白

水平探讨 5-hmC 表达含量与基因 TLR2 表达水平的关系。 

⑵ 在人群数据的基础上，本研究通过在胃癌细胞系中敲除或过表达

TET1/TET2，检测 TET1/TET2 表达水平变化对基因启动子区 DNA 羟甲基化及

TLR2 表达水平的影响，探究胃癌中 TET1/TET2 介导的基因启动子区羟甲基化

对于基因 TLR2 表达的调控机制，将为胃癌中基因表达的调控机制研究、相关

靶向药物开发及实现精准医疗提供新思路。 

二、项目成果提供形式及考核指标 

本项目完成下列考核指标之一：（此部分不允许改变） 
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1、获得国家自然科学基金青年基金项目资助 

2、发表 sci 论文 1 篇  √ 

3、如未完成考核指标，将取消任何限项申报项目的立项资格 

（请项目负责人在所选考核指标后打“√”） 

三、项目计划进度及目标 

年度研究计划 

⑴ 2020 年 7 月 1 日-12 月 31 日 

①从胃癌队列中依据纳入标准和所需样本量抽取研究对象，并整理基本信息和

临床资料； 

②完成组织样本的免疫组化组织芯片制作和 DNA 提取； 

③完成组织标本中 TLR2,TET1,TET2 mRNA 表达水平和蛋白表达水平的检测。 

⑵ 2021 年 1 月 1 日-6 月 30 日 

① 设计基因 TLR2 启动子区 qGluMS-PCR 引物; 

② 提取细胞系中 DNA，测定细胞中 TLR2,TET1,TET2 的表达水平； 

③ 测定组织标本和细胞系中基因 TLR2 启动子区 CpG 岛 5hmC 表达含量 

⑶ 2021 年 7 月 1 日-12 月 31 日 

① 构建通过 TET1/TET2 敲除或者过表达胃癌细胞系 

② 完成细胞系中 TLR2 表达水平的检测； 

③ 分析、总结所有研究数据，得出研究结论 

⑷ 2022 年 1 月 1 日-6 月 31 日 

①总结课题并且进行成果交流 

②撰写论文及投稿 

③撰写研究结题报告 

预期研究成果 

⑴ 理论成果：明确 TLR2 启动子区羟甲基化表达含量与胃癌的发生发展及预后

的关系，并探讨胃癌中 TET1/TET2 介导 TLR2 启动子区羟甲基化修饰对该基因

表达情况的调控作用，为进一步探索胃癌的机制提供理论依据。 

⑵ 论文：发表研究成果 1 篇。 
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⑶ 人才培养：培养研究生 1-2 名。 

⑷ 学术交流：参加全国会议及国际会议，交流学术成果。 

四、项目负责人承诺 

 

我接受吉林大学第一医院青年基金项目的资助，将根据申请书

提出的研究方案及内容负责实施本项目，严格遵守《吉林大学第一

医学院青年发展基金管理办法》的规定使用项目经费，切实保证研

究工作时间，认真开展研究工作，按时报送有关材料，及时报告重

大情况变动，对资助项目发表的论著和取得的研究成果按规定进行

标注。 

                          

项目负责人（签字）： 

 

二○二○年    月   日 

 

 

 

五、吉林大学第一医院资助意见 

 

同   意 

 

学院负责人（签字）： 

 

（公章） 

二○二○年   月   日 
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