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填表说明

一、本项目申请书系上海市卫生健康委员会为所组织的科研项目研究而设计。
二、本项目申请书编写请使用A4普通纸张打印填报，各栏空格不够时，请自行加页。左侧装订成册（不要采用胶圈、文件夹等带有突出棱边的装订方式）。
三、本项目申请书各项内容要实事求是，逐条认真填写，外来语同时用原文和中文表达。
四、研究期限为2025年7月至2028年6月。
五、所属学科及代码要求尽可能填写到三级学科，在没有三级学科情况下填写二级学科。
六、单位名称填写必须与所盖公章一致，否则无效。
[bookmark: _Hlk513029586][bookmark: _1463429287]
一、简表 [image: ]
	[bookmark: Gender][bookmark: BirthDate][bookmark: CName]项 目 负 责 人
	姓名
	张湘豫
	性别
	女
	出生日期
	1996-05-19

	[bookmark: ZhiCheng][bookmark: Degree][bookmark: XueLi][bookmark: ZhiWu]
	学历
	硕士研究生
	学位
	硕士
	职称
	技师
	职务
	技师

	[bookmark: OrgName][bookmark: Department]
	工作单位
	上海市嘉定区安亭医院
	部门
	检验科

	[bookmark: Profassion]
	从事专业 
	临床检验诊断学

	[bookmark: ResearchName]研     究     项     目
	项目名称 
	强直性脊柱炎关键标志物的生物信息学分析及临床意义 

	[bookmark: ResearchType]
	类别：□基础研究  □应用研究  □开发研究  □其它（）
	基础研究
	

	[bookmark: ResearchXueKe][bookmark: ResearchXueKeCode]
	所属学科
	人体免疫学
	代码
	310.34

	[bookmark: ResearchRelatedXueKeCode1][bookmark: ResearchRelatedXueKe1]
	相关学科1
	实验诊断学
	代码
	320.1160

	[bookmark: ResearchRelatedXueKeCode2][bookmark: ResearchRelatedXueKe2]
	相关学科2
	风湿病学与自体免疫病学
	代码
	320.2445

	[bookmark: ResearchRelatedXueKe3][bookmark: ResearchRelatedXueKeCode3]
	相关学科3
	
	代码
	

	[bookmark: ResearchMoney]
	申请金额（万元）
	5

	
	研究内容和预期成果摘要（限400字）

	[bookmark: ResearchContentAndResult]
	本研究通过数据库获取基因芯片表达谱GSE25101、GSE205812、GSE11886、GSE194315、GSE181364等数据集信息，使用R软件中的limma包对矩阵数据进行归一化并设进行|log2（FC）|对数转换，筛选强直性脊柱炎中的关键lncRNA。对筛选的lncRNAs进行GO富集和KEGG通路富集分析。将目标lncRNAs提交至STRING11.0数据库进行蛋白互作网络分析；并用Cytoscape软件对蛋白质互作网络进行可视化。MCODE工具对构建的生物学网络进行关联度分析，筛选出核心蛋白质簇和关键节点蛋白，Up Set R软件包进行统计出现且频率最高的核心基因，对核心基因进行GO富集和KEGG通路富集分析。 采用PCR方法检测30例AS患者和30例健康人群外周血中目标lncRNAs的表达，进一步分析目标lncRNAs表达水平、AS临床特征与诊断预测之间的关系。  


	[bookmark: VersionNo]版本号：
	230509152221706


[bookmark: YeMei]                       上海市卫生健康委员会科研项目申请书                 2023                 


二、立题依据 
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	脊柱关节炎（Spondyloarthropathy，SpA）是一类炎性风湿性疾病，传统意义上包括强直性脊柱炎（Ankylosing Spondylitis，AS）、反应性关节炎（Reactive artiritis，ReA）、银屑病关节炎（Psoriatic arthritis，PsA）、克罗恩病和溃疡性结肠炎相关的关节炎以及未分化的脊柱关节炎[11]。AS是这一类疾病中，最常见、最易伴发残疾的疾病，也是一种严重降低生活质量的慢性炎症疾病。伴随AS发展，骨骼系统的局部炎症可导致骨侵蚀损害和异位骨化的发生，从而使得关节遭到严重破坏和损伤。然而，患者从刚出现症状至出现放射学骶髂关节炎的表现至少需要数年时间，由此可见，我们对结构损伤预测方法的探索尚不足够，诊断预测不足带来的缺点是对骨损伤应对不及时。目前的疾病模型不足以预测骨桥形成，即使在疾病早期阶段进行干预，有时也仍然不能阻止未来骨桥的发生。
在AS中，如果长期的机械应力或长期的病程，是可以影响骨-软骨界面相关基因的表观遗传修饰的[15]。关键的表观遗传调控因子包括lncRNAs，已被证明参与了AS的成骨、成肌、脂肪生成等关键过程的发生发展[15]。这些lncRNAs既参与了AS的发病机制，也是AS重要的遗传生物标志物[16]。例如，lncRNA H19在细胞生物学中的重要性及其在控制细胞或组织分化中的潜在作用正在研究中，有学者证明了lncRNA H19在骨形成蛋白9刺激骨髓干细胞的早期阶段急剧上调，随后迅速下降并逐渐恢复到基础水平，该过程与BMP9诱导的成骨表达相关，且能通过Notch信号通路逆转[17]。因此，lncRNAs作为AS疾病活动的生物标志物意义非凡，lncRNA表达水平的升高与AS疾病活动性增高相关，具有诊断预测或预后预测的价值[18]。因此探讨目标lncRNAs作为AS诊断的潜在生物标志物具有诊断预测价值，对AS的减少早期漏诊,做到早期治疗及防止AS的发生具有重要的意义,而加强对lncRNA与AS之间的密切关系研究，强化了进一步探索AS发生发展中lncRNA功能的必要性。
ceRNA（Competing Endogenous RNAs，ceRNA）网络是推测lncRNA参与疾病调控的经典模式[10]。lncRNA与miRNA竞争性结合，从而作为竞争性内源性ceRNA与miRNA相互作用，并调节下游mRNA，它们在增殖、凋亡和炎症等多种生物学功能中发挥调节作用[16, 20]。本研究重点关注lncRNA-miRNA-mRNA的相互作用。随着生物信息学和分子生物学技术的发展，基于lncRNA-miRNA-mRNA相互作用的ceRNA机制已在风湿病中广泛阐明。但这种相互作用在AS中的报道较少，有限的研究主要集中在其他炎性关节病，如骨关节炎和类风湿性关节炎领域[21]。2021年最新的研究中，Hui Jiang[22]等人基于ceRNA网络验证了从高通量测序中筛选来的lncRNA S56464.1靶向miRNA-152-3p/Wnt通路对成纤维细胞样滑膜细胞增殖的影响[22]。研究者采用RT-qPCR、免疫荧光和蛋白质印迹技术检测lncRNA S56464.1干扰后成纤维细胞样滑膜细胞中lncRNA S56464.1、miR-152-3p和Wnt信号通路一些关键基因的表达。结果表明，lncRNA S56464.1干扰不仅可以降低成纤维细胞样滑膜细胞的增殖和表达，还可以增加Wnt信号通路拮抗剂SFRP4的表达水平。这些关节疾病与AS有相通之处，像OA属于低水平炎症性关节病，类风湿关节炎（rheumatic arthritis，RA）和AS则都属于炎性关节病。
研究表明lncRNA、miRNA与mRNA在成骨分化和AS发病过程中发挥重要作用。而近年来lncRNA作为研究热点，拥有多层次调控细胞内信号转导的功能，且可以作为AS诊断预测和预后预测的生物学标志物，也是改善AS疗效预后的关键因素。
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三、项目研究的总目标和特色、创新点，主要研究内容及所需要解决的
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技术难点
	(一)、研究的总目标和特色、创新点，主要研究内容：
1、通过GEO数据库获取基因芯片表达谱GSE25101、GSE205812、GSE11886、GSE194315、GSE181364等数据集信息，对多个数据集进行整合，并进行GO和KEGG通路富集分析。通过蛋白互作网络分析，筛选出核心蛋白质簇和关键节点蛋白，并进行GO富集和KEGG通路富集分析。构建的ceRNA网络，筛选目标lncRNAs可能通过ceRNA网络机制调控相关信号通路参与AS的发生发展。
	Dataset
	Platform
	Samples
(tumor/control)

	GSE25101
	
llumina HumanHT-12 V3.0 expression beadchip
	32(16/16)

	GSE205812
	
IIllumina NovaSeq 6000 (Homo sapiens)
	6(3/3)

	GSE11886
	
[HG-U133_Plus_2] Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array
	17(8/9)

	GSE194315
	
Illumina NovaSeq 6000 (Homo sapiens)
	39（10/29）

	GSE181364
	
Illumina NovaSeq 6000 (Homo sapiens)
	8（5/3）


2、采用实时荧光定量qRT-PCR方法检测30例AS患者和30例健康人群外周血中目标lncRNAs的表达，并进一步分析目标lncRNAs表达水平与AS临床特征和诊断预测和预后预测之间的关系。
3、分析目标lncRNAs与疾病活动指标、结构损伤指标的相关度，构建基于生物信息学分析筛选AS的关键诊断标志物和传统的临床危险因素（延迟诊断时间和X线分期）的模型，预测AS患者发生发展的概率，为AS个体化诊疗提供了新思路。
(二)、主要研究内容及所需要解决的技术难点：
1、对基因芯片表达谱GSE25101、GSE205812、GSE11886、GSE194315、GSE181364，通过比较、预测、整合目标lncRNAs信息，筛选在AS中表达差异高、一致性好的候选lncRNAs。采用共表达分析和生物信息学技术探寻与目标lncRNAs拥有共同作用靶向的miRNAs和mRNAs。构建目标lncRNAs和相关miRNAs、mRNAs组成的潜在ceRNA网络，并探索其可能参与调控AS的机制。
2、通过收集25例AS患者和25例健康人群外周血，采用实时荧光定量qRT-PCR技术检测目标lncRNAs在AS患者和正常人外周血中的表达水平差异。
3、分析目标lncRNAs与临床疾病活动指标和结构损伤指标之间的相关性，建立AS的诊断预测模型和远期预后模型，初步探讨目标lncRNAs的临床意义及其作为预测AS发生发展的生物标志物的可能性。
技术路线图 
[image: ]



四、项目完成形式和考核指标
注：至少发表1篇学术期刊论文

	1.采用共表达分析和生物信息学技术探寻与目标lncRNAs拥有共同作用靶向的miRNAs和mRNAs。构建目标lncRNAs和相关miRNAs、mRNAs组成的潜在ceRNA网络。
2.采用实时荧光定量qRT-PCR技术检测目标lncRNAs在AS患者和正常人外周血中的表达水平差异。分析目标lncRNAs与临床疾病活动指标和结构损伤指标之间的相关性，的诊断预测模型和远期预后模型，初步探讨目标lncRNAs的临床意义及其作为预测AS发生发展的生物标志物的可能性。
3.本研究发表统计源核心及以上期刊论文1-2篇，同时配合和支持科室及医院的相关科研开展。




[bookmark: _1614599932][bookmark: _Hlk513029659]五、项目年度计划及年度目标 [image: ]
	[bookmark: YearlyPlan]年度
	项目的年度计划及年度目标（按季度划分工作节点，要求明确关键的、必须实现的节点目标）

	2025
	7月-9月：获取基因芯片表达谱GSE25101、GSE205812、GSE11886、GSE194315、GSE181364等数据集信息
10月-12月：对多个数据集进行整合，并进行GO和KEGG通路富集分析。通过蛋白互作网络（PPI）网络分析，筛选出核心蛋白质簇和关键节点蛋白，进行GO和KEGG通路富集分析。构建的ceRNA网。

	2027
	1月-3月：收集临床样本量，5例AS患者和5例正常人；采用实时荧光定量qRT-PCR技术分析目标lncRNAs在5例AS患者和5例正常人外周血中的表达水平。
4月-6月：  收集临床样本量，5例AS患者和5例正常人；采用实时荧光定量qRT-PCR技术分析目标lncRNAs在5例AS患者和5例正常人外周血中的表达水平。
7月-9月：收集临床样本量，5例AS患者和5例正常人；采用实时荧光定量qRT-PCR技术分析目标lncRNAs在5例AS患者和5例正常人外周血中的表达水平。
10月-12月：收集临床样本量，5例AS患者和5例正常人；采用实时荧光定量qRT-PCR技术分析目标lncRNAs在5例AS患者和5例正常人外周血中的表达水平。


	2027
	1月-3月：收集临床样本量，5例AS患者和5例正常人；采用实时荧光定量qRT-PCR技术分析目标lncRNAs在5例AS患者和5例正常人外周血中的表达水平。
4月-6月：  收集临床样本量，5例AS患者和5例正常人；采用实时荧光定量qRT-PCR技术分析目标lncRNAs在5例AS患者和5例正常人外周血中的表达水平。
7月-9月：汇总分析目标lncRNAs与临床疾病活动指标和结构损伤指标之间的相关性，建立AS的诊断预测模型和远期预后模型，初步探讨目标lncRNAs的临床意义及其作为预测AS发生发展的生物标志物的价值。
10月-12月：  构建的ceRNA网，发现筛选的目标lncRNA可能通过ceRNA网络机制调控相关信号通路，参与AS的发生发展。  

	2028
	1月-3月 ：撰写文章。  
4月-6月：完成文章及投稿。
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六、工作条件和环境保障
	项目申请单位情况；已具备的实验条件；已做的工作基础；项目组织机制设计；保障和加快工作进展的设想等。



	本课题是在结合实际条件，同时结合临床实际需要的基础上设计提出的，这对临床具有重要的现实意义。已具备良好的技术平台，嘉定区瑞金医院安亭分院是一所区级综合性医院，地处上海国际汽车城，是辖区内的医疗中心。其分子诊断实验室配备美国ABI QuantStudio 5定量PCR仪、eppendorf高速冷冻离心机centrifuge 5424 R、BIOBASE生物安全柜BSC-1100IIB2-X、BIOBASE洁净工作台BBS-DDC、Haier医用冷藏冰箱HYC-391、PHCBi生物医疗低温冰箱MDF-U54V等仪器及完善的设备，能够进行分子生物学诊断。
申请人在攻读硕士期间主要从事肿瘤免疫相关方面的研究。前面我们研究了CPTP与口腔癌的诊断及预后的临床价值研究，以及通过生物信息学分析GLTPD2在肝癌中的作用，在生物信息数据分析方面做了较多的工作，积累了较多的相关知识和科研方法，为实施本课题奠定了良好的基础。目前以第一作者发表北大核心期刊一篇，其他核心论文二篇，其它作者身份多篇，还有两篇论文正在投稿。参加国家自然科学基金课题、广西区科研项目基金课题。在科研设计、实验操作、统计分析、论文撰写及发表方面积累了一定的经验，具有跟踪本专业先进水平及承担科研工作的能力，能够根据本专业的发展提出课题，设计课题，组织实验，对结果进行统计分析，总结并撰写论文。




七、项目完成后的预期社会效益、经济效益
	1、效益分析：



	通过把关键标志物应用于临床实践。识别新骨形成的早期标志是治疗策略的优先事项，这往往决定如何建立最适合的治疗，从而提高AS患者的生活质量,社会效益和经济效益显著。




	2、成果应用趋向和应用单位：



	全国二级及以上医院



八、单位伦理委员会意见
	研究项目若涉及伦理问题，需经所在单位伦理委员会审批。(请插入伦理委员会批准件，格式为jpg)



	[bookmark: Suggestion]












	负责人签章 
	
	

	                                                      公  章  

	日期：
	



九、合作形式、内容和合作单位意见
	项目如与外单位合作，需明确合作形式、内容与经费，明确知识产权归属，双方签署合作 协议。(请插入合作协议，格式为jpg)



	



十、项目组成员登记表

	[bookmark: ResearchMembers]
	姓 名
	性别
	身份证号码
	职称
(职务)
	单位（部门）
	项目中的分工
	每年从事本项目的工作月数
	本人签名
	

	[bookmark: Researcher]项目主要研究人员
	张湘豫
	女
	1996.5
	技师
	上海市嘉定区安亭医院
	主要负责人
	9个
	
	

	
	韩小磊
	男
	1983.713
	副主任技师
	上海市嘉定区安亭医院
	临床指导标本采集
	8个
	
	

	
	沈洁
	女
	1980.3
	主治医师
	上海市嘉定区安亭医院
	材料收集、数据分析
	8个
	
	

	
	何雁鸿
	男
	1975.9
	副主任技师
	上海市嘉定区安亭医院
	临床指导标本采集
	4个
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	[bookmark: Participant]项     目     参     加         人     员
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



[bookmark: _Hlk513029695][bookmark: _1550154232]十一、项目经费预算表[image: ]                       单位：万元
	[bookmark: Budget]
	上海市卫健委资助
	单位自筹资金
	其他
	合计

	总计               
	5 
	5 
	0
	10

	(一)直接费用    
	5
	5
	0
	10

	设备费    
	0.5 
	0.5 
	
	1

	材料费    
	0.5 
	0.5 
	
	1

	测试化验加工费    
	0.6 
	0.6 
	
	1.2

	燃料动力费    
	0  
	0  
	
	0

	出版物/文献/信息传播/知识产权事务费    
	0.5 
	0.5 
	
	1

	数据采集费    
	0.5 
	0.5 
	
	1

	差旅/会议/国际合作与交流费    
	0.5 
	0.5
	
	1

	劳务费    
	1 
	1 
	
	2

	专家咨询费    
	0.3 
	0.3 
	
	0.6

	临床研究受试者费用    
	0.6 
	0.6 
	
	1.2

	其他费用    
	
	   
	
	0

	(二)间接费用    
	
	
	
	0

	1、预算说明：对各支出项目主要用途、与项目的相关性及测算方法、测算依据进行详细分析说明。

	[bookmark: RemarksOrBasis]
 
 
1.设备费、材料费、测试化验加工费以及数据采集费主要用于基因芯片数据分析等；
2.劳务费主要用于课题组成员的劳务支出；
3.出版物/文献/信息传播等费用主要用于论文发表的版面费；
4.临床研究受试者费用主要用于临床研究受试者的交通补贴费等；
5.专家咨询费主要用于课题开展过程中的专家指导费支出。

	




	2、根据项目主要研究内容分解，说明与实施内容相对应的项目预算，以及支出的额度和标准等。
预算具体细化内容填列附表1“项目实施内容资金测算明细表”，必须逐项分解至三级明细进行填列，每项内容应填写金额、单价、数量并在“测算依据”中阐述单价和数量的具体依据（如：涉及设备采购，提供相应询价信息等）。
本项目实施主要分五大内容：
基因测试等费用：   预算金额4.2万元（即附表1中设备费、测试化验加工费、设备费、数据采集费用小计数）
人员支出费用： 预算金额3.6万元（即附表1中劳务费、专家咨询费、差旅/会议/国际合作与交流费小计数）
     论文发表版面费   预算金额1万元（即附表1中出版物/文献/信息传播/知识产权事务费小计数）
     临床受试者补贴费用 预算金额1.2万元（即附表1中其他费用小计数）
合计预算金额10万元（即附表1中合计数）。




十二、绩效目标分解表
	分解目标
	指标内容
	指标目标值
	测算依据

	产出目标
	完成核心期刊论文发表
	1篇及以上
	录用或者见刊

	
	完成对照组和实验组外周血标本收集
	60例
	按标本采集数

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	效果目标
	发现目标IncRNAs与临床疾病的相关性
	两组实验数据有统计学差异
	根据统计结果评价

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	影响力目标
	为IncRNAs在AS患者的早期诊断和预后判断中的预测价值提供参考
	两组实验数据有统计学差异
	根据统计结果评价

	
	
	
	

	
	
	
	

	需要说明的其他问题
	



十三、项目依托单位意见
	依托单位对项目的管理支撑及人、财、物等保障签署具体意见


[bookmark: BuZiZhu]如立项不资助：
[bookmark: YiTuoDanWeiZiZhu]□ 单位同意予以经费资助，资助金额_______万元。
[bookmark: DanWeiBuZiZhu]□ 单位不予以经费资助。

	                               依托单位负责人签章
	

	                                                      公 章

	                                                  日期 : 
	


十四、上级主管部门意见
	

	                                主管部门负责人签章
	

	                                                          公  章

	                                                   日期： 
	


十五、上海市卫生健康委员会意见


	

	公  章 

	年  月  日



附表1
项目实施内容资金测算明细表
单位： 万元
	项目实施内容
	一级明细
	金额
	二级明细
	金额
	三级明细　
	测算
依据

	
	
	
	
	
	明细内容
	申请金额
	单价
	数量
	

	材料费
	直接费用
	0.95
	试剂、消耗品
	0.95
	PCR试剂盒、tap枪头
	0.95
	0.015
	60
	按照预算标本数

	
	间接费用
	0.05
	交通费用
	0.05
	车费
	0.05
	0.005
	10
	

	
	小计
	1
	
	
	
	
	
	
	

	设备费
	直接费用
	1
	PCR加热仪器使用
	1
	PCR加热仪器
	1
	83
	120
	按照预算标本数

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	1
	
	
	
	
	
	
	

	测试化验加工费
	直接费用
	1.2
	测试费用
	1.2
	数据提取等
	1.2
	200
	60
	按照预算标本数

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	1.2
	
	
	
	
	
	
	

	燃料动力费
	直接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	0
	
	
	
	
	
	
	

	出版物/文献/信息传播/知识产权事务费
	直接费用
	1
	论文发表
	1
	版面费
	1
	0.5
	2
	 核心期刊常规版面费

	
	间接费用
	0 
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	1
	
	
	
	
	
	
	

	数据采集费
	直接费用
	1
	实验数据采集费用
	1
	实验数据采集费用
	1
	1
	 1
	按照预算标本数

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	1
	
	
	
	
	
	
	

	差旅/会议/国际合作与交流费
	直接费用
	1
	参加学术会议等
	1
	参加学术会议等
	1
	0.25
	4
	按学术会议常规会务费

	
	间接费用
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	1
	
	
	
	
	
	
	

	劳务费
	直接费用
	2
	参与课题成员的劳务费
	2
	参与课题成员的劳务费
	2
	0.125
	8
	按课题组成员人数及工作时间

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	2
	
	
	
	
	
	
	

	专家咨询费
	直接费用
	0.6
	专家咨询费
	0.6
	专家咨询费
	0.6
	0.3
	2
	按专家指导费财务标准

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	0.6
	
	
	
	
	
	
	

	其他费用
	直接费用
	1.2
	临床研究受试者费用
	0.6
	临床研究受试者的交通补助费用等
	1.2
	0.02
	60
	按照预算标本数

	
	间接费用
	0
	
	
	
	
	
	
	

	
	小计
	1.2
	
	
	
	
	
	
	

	合计
	10 
	
	
	
	
	
	
	


注：这里的A事与B事只是作用于示例说明，填写时请根据具体内容填，填写二级、三级明细时请自行调整表格。


附表2

自筹资金承诺函(格式)

          上海市嘉定区安亭医院       (单位全称)，承诺为   
  强直性脊柱炎关键标志物的生物信息学分析及临床意义 项目，提供  5    万元的配套资金，资金来源为    单位自筹           。
配套资金的管理和使用要求(包括使用方向、用途、开支科目等):                  
   严格按照经费预算及课题需要适用            。
特此证明。

出资单位(公章):
2025年 12月9日
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