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【实验内容】　分别选取已发生淋巴结转移和未发生转移的乳腺癌病变组织标本各２５例，应用免疫组织化学

法和蛋白质印迹法检测ＤＬＣ１、ＲｈｏＡ在两组标本中的表达，对实验结果进行分析。

【材料】　已发生淋巴结转移和未发生转移的乳腺癌病变组织标本，ＤＬＣ１抗体，ＲｈｏＡ抗体，相关试剂盒。

【可行性】　（１）应用免疫组织化学法预实验结果显示，发生转移与未发生转移的乳腺癌病变组织比较：ＤＬＣ１

表达较少，ＲｈｏＡ表达较多，二者间差异有统计学意义，用ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析显示ＤＬＣ１与ＲｈｏＡ间存在相关

性，由此提示乳腺癌淋巴道转移与ＤＬＣ１、ＲｈｏＡＲＯＣＫ通路可能存在一定联系。（２）已有文献报道从理论上支持

我们通过检测两组标本中ＤＬＣ１、ＲｈｏＡ的表达来探究其与乳腺癌淋巴道转移的关系。

【创新性】　（１）学习《病理生理学》，获知ＲｈｏＡＲＯＣＫ通路可影响细胞运动，而学习《病理学》，我们知道癌细

胞转移是恶性肿瘤的基本特征，本课题将病理生理学与病理学知识相联系，由ＲｈｏＡＲＯＣＫ通路影响细胞运动联

想到乳腺癌淋巴道转移。（２）大量文献报道ＤＬＣ１能通过抑制ＲｈｏＡＲＯＣＫ通路发挥抑癌作用，但其是否会影响

乳腺癌淋巴道转移的文献却未见发表。（３）经实验探究，初步认识到ＤＬＣ１能通过抑制ＲｈｏＡＲＯＣＫ通路而抑制

乳腺癌淋巴道转移，若进一步探究ＤＬＣ１抑制ＲｈｏＡＲＯＣＫ通路的机制，将为临床上抑制乳腺癌淋巴道转移提供

新的治疗靶点和理论依据。
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　　【立论依据】　基因治疗（ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ）现已成为攻克肿瘤最具潜力，也是研究最活跃的领域，许多学者为基因

治疗能成功应用于临床进行了大量相关研究。要成功地实施基因治疗，必须具备３个关键因素：针对性的治疗基

因；基因传递系统；基因表达调节系统。基因传递系统是基因治疗的核心技术，而转染效率与细胞毒性相矛盾、稳

定性与穿膜能力相矛盾以及靶向性差，是基因递送系统存在的３个关键问题。本课题旨在为肿瘤的基因治疗寻找

到一种兼具高转染效率、高肿瘤细胞和组织特异靶向性及良好安全性和体内外稳定性的基因递药系统。

【设计思路】　首选通过将低分子量聚乙烯亚胺（ＬＭＷＰＥＩ）连接到能形成单分子聚合物胶束的普朗尼克

（Ｐｌｕｒｏｎｉｃ）表面，制得ＰＥＩ衍生物；然后采用固相法合成兼具靶向和促穿膜作用的双功能短肽ＤＲ５ＴＡＴ（Ｄ２１），其

中ＤＲ５短肽对正常细胞无毒副作用、对肿瘤细胞具有高特异性和高选择性且自身具有抗肿瘤活性，ＴＡＴ是具有

促细胞穿膜作用的穿膜肽；再利用ＳＭＣＣ法将Ｄ２１与ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ偶联，构建肿瘤靶向纳米基因载体递送系统

（Ｄ２１ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ），并对其体内外性能进行评价。

【实验内容】　（１）ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ的合成，ＤＮＡ／ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ纳米胶束的制备及其性能考察；（２）Ｄ２１Ｐｌｕｒｏｎｉｃ

ＰＥＩ的构建及其性能考察；（３）载ｐ５３的靶向纳米非病毒基因给药系统 （ｐ５３／Ｄ２１ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ）的制备及其体内

靶向特性和抗肿瘤效果评价

【材料】　分支状聚乙烯亚胺Ｐｌｕｒｏｎｉｃ１２３（Ｍｗ＝２０００Ｄａ），ＤＲ５短肽，细胞穿膜肽ＴＡＴ，ｐ５３等。

【可行性】　项目组有一定的专业基础，具有较强的创新意识和研究探索精神，具备开展该项目的素质与能力。

该实验设计思路新颖、制定的项目方案切实可行，具有可靠的实施条件，可以保证该训练计划实施成效。项目组所

在学校对学生实践创新及实验实训一贯积极支持和鼓励，匹配经费到位，配套扶持政策完善。因此，项目开展所需

的人员、场地、实验设备、材料和经费等条件均可以保证。

【创新性】　（１）本课题拟采用不同ＰＯ／ＥＯ比的Ｐｌｕｒｏｎｉｃ连接低分子量ＰＥＩ，并在此基础上合成具有可实现肿
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瘤靶向和具促穿膜作用的双功能短肽ＤＲ５ＴＡＴ（Ｄ２１），将其与所得的ＰＥＩ衍生物偶联，得到高效、低毒的新型基

因靶向载体系统 （Ｄ２１ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ），该研究国内外尚未见报道。（２）重组人ｐ５３腺病毒注射液已应用于临床，但

该药选择的载体为病毒基因载体５型腺病毒，本课题拟采用高效，低毒且可主动靶向肿瘤细胞的新型聚阳离子载

体系统（Ｄ２１ＰｌｕｒｏｎｉｃＰＥＩ）作为ｐ５３载体，拟为ｐ５３的应用开辟新途径，国内外未见相关报道，具有潜在的应用

价值。

　　关键词：肿瘤靶向；双功能肽；基因载体；基因递药系统
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　　【立论依据】　通过在微米结构中堆积纳米颗粒形成的纳流体晶体具有单根纳米通道的电动力学特性，即低离

子浓度溶液中，通过晶体的电导与颗粒表面的电荷密度成正比而与溶液中的离子浓度无关。蛋白质和核酸分子都

是带有极性的生物大分子，在结合到纳米颗粒表面的时候会改变纳米颗粒表面的电荷密度。通过纳流体晶体的理

论电动力学模型可以测量生物大分子的浓度。另外，核酸适配体是一种能和特定蛋白实现特异性结合的核酸片

段，适配体本身除了可以结合特定蛋白分子之外，还能提升纳米颗粒表面的电荷密度改变量。

【设计思路】　（１）以人α凝血酶分子作为模型蛋白，通过在纳米颗粒的表面修饰特异性的α凝血酶核酸适配

体探针，然后在微米孔芯片中堆积成纳流体晶体，通过电泳的形式让含有低浓度凝血酶分子的待测溶液通过纳流

体晶体通道，通过适配体结合分子后造成纳米颗粒表面电荷密度改变，通过计算改变量，进而实现对α凝血酶浓度

的检测。（２）为了进一步提高灵敏度，利用“适配体１凝血酶适配体２”的类三明治结构，即在原来的基础之上，将

待测的α凝血酶分子结合上适配体２，然后通过纳流体晶体。因为结合上核酸适配体２之后，蛋白的带电量增加，

结合在纳米颗粒表面之后使得颗粒表面的电荷密度变化更加明显，理论上的检测灵敏度会增加。此外，核酸适配

体２与适配体１在α凝血酶上结合位点不一样，因此互不影响。进样方式依然采用电泳方式。

【实验内容】　（１）在纳米颗粒表面结合α凝血酶适配体探针；（２）利用上述纳米颗粒构建纳流体晶体；（２）通过

电泳使待测凝血酶溶液通过晶体通道，并检测电导变化；（３）在凝血酶上结合特异性适配体，通过电泳加样，再次检

测电导变化。

【材料】　人α凝血酶溶液，特异性α凝血酶适配体探针１和２，纳米颗粒溶液，电导检测电极

【可行性】　（１）通过晶体的电导与颗粒表面的电荷密度成正比而与溶液中的离子浓度无关的特性在生物传感

器方面理论上已经完全成熟，基于此原理的纳流体传感器也已初步实现。（２）核酸适配体探针的特性研究已经相

对透彻。

【创新性】　本实验首次设计出“适配体１蛋白适配体２”的三明治结构并应用于传感器中，相比较于“适配体

蛋白”传感器极大提升了传感器检测的灵敏度。

　　关键词：纳流体晶体；适配体探针；α凝血酶
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