
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.2 JAN.2022

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2022.02.002

LncRNA SNHG4在结直肠癌中的表达及对细胞奥沙利铂耐药性的影响 *
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摘要 目的：探讨长链非编码 RNA（LncRNA）SNHG4在结直肠癌（CRC）中的表达以及对细胞奥沙利铂耐药性的影响。方法：采用

实时定量 PCR（qRT-PCR）法检测 24例 CRC组织及其邻近癌旁组织中 LncRNA SNHG4的表达水平，并用费希尔精确检验（Fish-

er's exact test）分析 LncRNA SNHG4表达水平与 CRC患者临床病理特征相关性。体外培养 HCT116细胞，将 HCT116细胞分为

sh-SNHG4组（敲减组）、sh-NC组（阴性对照组），qRT-PCR法检测各组 HCT116细胞中 LncRNA SNHG4表达水平，CCK8法检测

两组细胞经梯度浓度（1.0、2.5、5.0、10.0、20.0 滋mol/L）奥沙利铂（L-OHP）处理 24小时后细胞增殖能力变化情况。EdU和免疫荧光

（Immunofluorescence, IF）实验检测两组细胞经 10 滋mol/L的 L-OHP处理 24小时后，细胞增殖能力以及核 DNA损伤情况。结果：

CRC癌组织中 LncRNA SNHG4相对表达水平与癌旁组织相比明显升高（P<0.05），其表达水平与 CRC患者淋巴结转移、TNM分

期、脉管侵犯显著相关（P<0.05）。与 sh-NC组相比，sh-SNHG4组在梯度浓度的 L-OHP处理下，相对细胞活性下降更加明显（P<0.
05）。在 10 滋mol/L的 L-OHP处理条件下，sh-SNHG4组相比 sh-NC组，细胞增殖能力减弱（P<0.05），核 DNA损伤情况更严重

（P<0.05）。结论：LncRNA SNHG4在 CRC组织中高表达，敲减 LncRNA SNHG4可以减弱 HCT116细胞对 L-OHP耐药性。
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Expression of LncRNA SNHG4 in Colorectal Cancer and Its Effects
on Cell Oxaliplatin Resistance*

To investigate the expression of Long non-coding RNA (LncRNA) SNHG4 in colorectal cancer (CRC) and

its effects on cell oxaliplatin(L-OHP) resistance. LncRNA SNHG4 expression levels in CRC tissues and its corresponding

adjacent tissues of 24 caseswere analyzed by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). The correlation between LncRNASNHG4 expression

and clinicopathologic features of CRC patients was analyzed by Fisher's exact test. Cultured in vitro, HCT116 cells were divided into

sh-SNHG4 group (knockdown group) and sh-NC group (negative control group). qRT-PCR assays were used to detect the expression of

LncRNA SNHG4 in sh-SNHG4 group and sh-NC group. CCK-8 assays indicated that relative cell viability in HCT116 treated with oxali-

platin at concentrations of 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 滋mol/L. Cell proliferation and nuclear DNA damage in HCT116 treated with 10

滋mol/L oxaliplatin were analyzed by EdU and IF assays, respectively. Relative expression level of LncRNA SNHG4 was elevated

in CRC tumor tissues compared with adjacent normal tissues(P<0.05). High LncRNA SNHG4 expression level was significantly correlated

with lymph node metastasis, TNM stage and vascular invasion of CRC patients(P<0.05). Decreased relative cell viability was observed in
sh-SNHG4 group compared with sh-NC group under the treatment of L-OHP with gradient concentration(P<0.05). Compared with sh-NC
group, decreased proliferation and enhanced nuclear DNA damage were detected in sh-SNHG4 group treated with 10 滋mol/L L-OHP

(P<0.05). LncRNA SNHG4 is upregulated in CRC tissues and correlated with lymph node metastasis, TNM stage and vessel

invasion. LncRNA SNHG4 Knockdown could reduce the resistance to L-OHP in HCT116 cells.
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前言
结直肠癌（Colorectal cancer, CRC）是全球范围内第三常见

的恶性肿瘤。在癌症相关的死亡原因排名中也高达第二位[1]。化
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疗耐药是 CRC患者治疗失败和死亡的常见原因，成为目前影

响患者预后，制约临床治疗的核心问题[2]。多种因素参与肿瘤化

疗耐药的发生发展过程，其中长链非编码 RNA（Long non-cod-

ing RNA, LncRNA）是肿瘤耐药中的重要调控分子[3,4]。LncRNA

是一类长度大于 200个核苷酸，并且无蛋白编码能力的 RNA。

越来越多的研究表明 LncRNA在调节许多的细胞功能和生物

过程，如细胞增殖，凋亡，肿瘤分化，侵袭和转移，免疫应答和耐

药等方面发挥重要作用[5,6]。此前，已有文献报道 LncRNA Small

Nucleolar RNAHost Gene 4(SNHG4)能够调节 CRC细胞周期[7]，

但其在 CRC奥沙利铂（Oxaliplatin, L-OHP）耐药中的作用尚未

有人研究过。因此，在本研究拟通过检测 LncRNA SNHG4在

CRC组织中的表达，分析其表达水平与临床病理特征相关性，

以及敲减 LncRNA SNHG4 后观察 HCT116 细胞对 L-OHP敏

感性的变化，初步探讨 LncRNA SNHG4在 CRC中的临床意义

以及对 CRC细胞 L-OHP耐药性的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 一般资料 选择 2013年 3月至 2017年 9月在上海市

第一人民医院胃肠外科确诊并行根治性切除术的 CRC患者

24例，其中包括男性患者 19例，女性患者 5例；65岁以上患者

20例，65岁以下患者 4例；TNM分期：Ⅰ-Ⅱ期 9例，Ⅲ-Ⅳ期

15例。所有组织标本均在离体 30分钟内采集，取材范围包括

CRC粘膜层非坏死区和距离肿瘤组织边缘 5 cm以上的正常

结直肠粘膜上皮组织。本研究获得上海市第一人民医院伦理委

员会批准认可。

1.1.2 主要试剂与仪器 人 CRC细胞株 HCT116购自中科院

细胞典藏库。TRIzol和 DEPC水购自美国 Invitrogen公司、氯

仿、异丙醇和无水乙醇均购自上海生工生物工程股份有限公

司、逆转录和 qRT-PCR试剂盒购自上海新贝生物科技有限公

司、Lipofectamine 3000 试剂购自美国 ThermoFisher Scientific

公司、胎牛血清和McCoy's 5A培养基购自美国 Gibco公司、奥

沙利铂粉剂购自美国MedChemExpress公司、CCK-8试剂购自

日本 Dojindo公司、EdU试剂盒购自广州锐博生物科技有限公

司、荧光兔二抗购自美国 Jackson ImmunoResearch公司；实时

荧光定量 PCR仪（型号 MX3000P）购自美国 Stratagene 公司、

二氧化碳培养箱（型号MCO-15AC）购自日本 SANYO公司、生

物安全柜（型号 BSC-II A2）购自上海上净净化设备有限公司、

激光共聚焦荧光显微镜（型号 TCS-SP8 SR）购自德国 Leica公

司、多功能酶标仪（型号M1000）购自瑞士 Tecan公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及实验分组 HCT116 细胞接种于含 10 %

FBS+ McCoy's 5A培养基 +1 %青 -链霉素双抗的完全培养液，

置于 37℃恒温培养箱中培养，调节 CO2浓度为 5 %。每 2天更

换一次完全培养液，当 HCT116细胞培养至 70-90 %左右融合

度，进行消化传代，视后续实验需要铺板至不同规格培养皿内。

按照 Lipo3000 试剂说明书将质粒转染进 HCT116 细胞。

LncRNA SNHG4-shRNA 质粒由上海新贝生物科技有限公司

（中国）设计合成，序列为：5'-GCCTGGCTCCACTAGGACA-3'。

1.2.2 实时定量 PCR（qRT-PCR）检测 CRC组织及两组 HCT116

细胞中 LncRNA SNHG4表达水平 使用 TRIzol提取 CRC组

织及两组 HCT116 细胞中总 RNA，并使用分光光度计检测

RNA质量，以 OD260/280值在 1.8-2.0范围内为合格，同时调

节 RNA浓度至 500 ng/滋L。使用 HyperScriptTM III RT Super-

Mix及 gDNA Remover对 RNA进行逆转录,得到 cDNA。在此

基础上使用 2× S6Universal SYBR qPCR Mix 进行 qRT-PCR

反应，内参基因为 GAPDH。反应体系为 20 滋L：2× S6S6Uni-

versal SYBR qPCR Mix 10 滋L，上下游引物各 0.4 滋L，cDNA模
板 2.0 滋L，ddH2O7.2 滋L。反应条件：预变性 95 ℃ 30 s。变性

95℃ 8 s，退火 &延伸 60℃ 20 s，共 42个循环。溶解曲线使用

仪器默认程序即可。引物由上海新贝生物科技有限公司设计合

成。具体引物序列详见表 1。使用 2-△ △ CT法计算 CRC组织及两

组 HCT116细胞中 LncRNA SNHG4相对表达量。

1.2.3 CCK-8 检测经 L-OHP处理后两组 HCT116细胞增殖能

力 将 sh-NC和 sh-SNHG4组 HCT116细胞铺板至 96孔板

内（每孔接种 1× 105左右个细胞），培养至对数生长状态后，分

别加入 1、2.5、5.0、10.0、20.0 滋mol/L的 L-OHP，并设置 3个复

孔。培养 24 h后，每孔加入 10 滋LCCK-8溶液，37℃孵育 2-4 h，

使用酶标仪检测两组 HCT116细胞在 450 nm波长处的吸光度

（OD值）。实验重复 3次以排除偶然误差。

1.2.4 免疫荧光（IF）检测经 L-OHP处理后两组 HCT116 细胞

核DNA 损伤情况 在共聚焦皿内铺好 sh-NC 和 sh-SNHG4

组 HCT116细胞，培养至对数生长期后，加入 10.0 滋mol/L的
L-OHP后培养 24 h。弃去旧培养基，PBS清洗 3次。4 %多聚

甲醛固定细胞 15 min，PBS浸洗 3次，每次 3 min；PBS浸洗 3

次，每次 3 min，在共聚焦皿内滴加 1 %BSA 溶液，室温封闭

30 min；吸水纸吸掉封闭液，不洗，每孔滴加足够量的稀释好的

酌H2AX抗体，并放入湿盒，4℃孵育过夜；PBST浸洗共聚焦皿
3次，每次 3 min。吸水纸上吸干多余液体后滴加稀释过的荧光

二抗，湿盒中 20-37℃孵育 1 h，PBST洗 3次，每次 3 min（滴加

荧光二抗后要注意避光）；滴加 DAPI后，避光孵育 5 min，PBST

洗 4次，每次 5 min。用吸水纸吸干多余的液体，然后在每孔滴

加抗荧光淬灭剂，在激光共聚焦显微镜下观察采集图像。实验

重复 3次以排除偶然误差。

1.2.5 EdU试剂盒检测经 L-OHP处理后两组 HCT116细胞增

殖能力 将 sh-NC和 sh-SNHG4组 HCT116细胞悬液浓度调

节至 1× 106个 /mL，每孔 100 滋L接种于 96孔板中，培养至对

数生长期。每孔分别加入 10.0 滋mol/L的 L-OHP，各组设置 3

个复孔，培养 24 h后。后续实验操作按照 EdU试剂盒说明书进

行，其中要点如下：按 96孔板每孔 100 滋L的量，将 50 滋M的
EdU培养基加到培养板中，孵育 2 h后弃去旧培养基，PBS清

表 1 qRT-PCR上下游引物序列

Table 1 Sequence of qRT-PCR forward and reverse primers

Primers Sequence 5'-3'

SNHG4 Forward GAACTATGCGCCCCTTCTAC

SNHG4 Reverse GGTGAACCTGCTTCTTAGAGG

GAPDH Forward GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

GAPDH Reverse ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
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洗 1-2次，每次 5分钟；4 %多聚甲醛溶液固定 HCT116细胞

30 min，按每孔 50 滋L的量加入 2 mg/mL甘氨酸孵育 5 min，

PBS清洗 5 min后加入 0.5 %TritonX-100，于脱色摇床上作用

10 min，PBS清洗 5 min。加入 100 滋L的 1× Apollo染色反应

液，室温避光脱色摇床孵育 30 min。加入 100 滋L的 0.5 %Tri-

tonX-100，置于脱色摇床上清洗 2-3次，每次 10 min。最后加入

按每孔 100 滋L 加入 Hoechst 33342 反应液，室温避光孵育

30 min，PBS清洗 1-3次，倒置荧光显微镜下观察结果。实验重

复 3次以排除偶然误差。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism 8和 IBM SPSS Statistics 26软件分析

处理数据并作图，计量资料数据采用均值± 标准差（Mean±

SD）表示，采用费希尔精确检验（Fisher's exact test）分析 LncR-

NA SNHG4表达水平与 CRC患者临床病理特征相关性，配对 t

检验来分析两组间数据是否具有统计学差异，P<0.05表示差异
具有统计学意义。

2 结果

2.1 LncRNA SNHG4在 CRC组织中的表达情况

LncRNA SNHG4 在 24 对 CRC 组织中相对表达量为

37.05± 29.89，显著高于癌旁组织的 18.66± 19.50，差异具有统

计学意义（t=2.524，P=0.0151）。见图 1。

图 1 LncRNA SNHG4在 CRC组织中的相对表达水平

Fig.1 Relative Expression level of LncRNA SNHG4 in CRC tissues

Note: Data were expressed as x± SD, n=24. *P<0.05, compared with adjacent normal tissues group.

2.2 LncRNA SNHG4与 CRC患者临床病理特征相关性

LncRNA SNHG4表达水平与 CRC患者年龄、性别、T分

期、神经侵犯、肿瘤部位均无相关（P>0.05）。而 CRC患者淋巴

转移、TMN分期、脉管侵犯则与 lncRNA SNHG4表达量显著

相关（P<0.05）。TMN分期Ⅲ、Ⅳ期、淋巴结转移、脉管侵犯的患

者 LncRNA SNHG4表达量显著高于 TMN分期Ⅰ、Ⅱ期、无淋

巴结转移和脉管侵犯患者（P<0.05）。见表 2。

表 2 LncRNA SNHG4与 CRC患者临床病理特征相关性

Table 2 Association between clinicopathologic features and LncRNA SNHG4 expression

Variable
Case

(n=24)

SNHG4 expression
P value

High (n=19) Low (n=5)

Age (years)

<65 4 3 1 1.000

≥ 65 20 16 4

Gender

Male 19 15 4 1.000

Female 5 4 1

T stage

T1+T2 2 1 1 0.380

T3+T4 22 18 4

N stage

N0 9 5 4 0.047*

N1-N3 15 14 1

TNM stage

Ⅰ+Ⅱ 9 5 4 0.047*

Ⅲ+Ⅳ 15 14 1

209窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.2 JAN.2022

Note: Bold values stand for significance *P<0.05.

Nerve invasion

No 16 12 4 0.631

Yes 8 7 1

Vessel invasion

No 7 3 4 0.014*

Yes 17 16 1

Location

Right 14 11 3 1.000

Left and rectal cancer 10 8 2

2.3 LncRNA SNHG4对 CRC细胞 HCT116奥沙利铂耐药性的

影响

qRT-PCR结果显示，sh-SNHG4 组 HCT116 细胞中 LncR-

NA SNHG4表达量被明显敲低（P<0.05）。为了探究 LncRNA

SNHG4对 CRC细胞奥沙利铂耐药性的影响，我们将 sh-NC和

sh-SNHG4 组 HCT116 细胞分别暴露在 1、2.5、5.0、10.0、20.0

滋mol/L的 L-OHP，处理 24 h后，采用 CCK-8实验检测两组细

胞的增殖能力。结果显示，SNHG4敲减后，CRC细胞对 L-OHP

敏感性增强，耐药性减弱，细胞相对活性减弱。见图 2。

图 2 敲减 SNHG4显著降低 L-OHP作用下的 HCT116细胞相对活性

Fig.2 Knockdown of SNHG4 decreased relative cell viability of HCT116 cells with the treatment of L-OHP

我们进一步用 EdU实验检测 HCT116 细胞经 10 滋mol/L
的 L-OHP处理 24 h后，sh-NC组和 sh-SNHG4 组的细胞增殖

能力。结果显示，sh-NC组细胞 EdU荧光信号占比为 26.74 %

± 0.7673 %，显著高于 sh-SNHG4组细胞的 7.087 %± 1.024 %，

差异有统计学意义（P<0.05）。说明敲低 SNHG4能够显著减弱

CRC细胞对 L-OHP耐药性，增强 L-OHP的抗肿瘤作用。见图3。

图 3 敲减 SNHG4显著降低 L-OHP作用下的 HCT116细胞增殖能力

Fig.3 Knockdown of SNHG4 decreased proliferation of HCT116 cells with the treatment of L-OHP
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鉴于 L-OHP通过作用于肿瘤细胞核 DNA进而发挥抗肿

瘤作用，我们通过 IF技术检测酌H2AX（一种核 DNA损伤标志

物[8]）的表达，从而更加直观地探究 sh-NC和 sh-SNHG4 组

HCT116细胞经 10 滋mol/L的 L-OHP处理 24 h后，核 DNA受

损情况。结果显示，敲减 SNHG4后，CRC细胞对 L-OHP耐药

性减弱，对 L-OHP介导的核 DNA损伤作用更加易感，酌H2AX
表达增加。见图 4。

图 4 敲减 SNHG4显著增加 L-OHP作用下的 HCT116细胞核 DNA损伤

Fig.4 Knockdown of SNHG4 enhanced nuclear DNA damage of HCT116 cells induced by L-OHP

3 讨论

尽管随着内镜筛查的普及、手术技术的提高，结直肠癌患

者的预后已经得到了较好的改善[9-11]。但是在结直肠癌的综合

诊治过程中，化疗耐药仍然是导致 CRC患者死亡的重要原因。

而奥沙利铂作为 CRC一线化疗用药[12]，其耐药性的产生很大

程度上导致了 CRC患者化疗失败和不良预后的发生。而与

CRC奥沙利铂耐药性相关的靶分子尚未完全明确[13]，亟待后续

研究进一步探索。LncRNA普遍存在于多种细胞组分中，过去

被认为是没有什么功能的，非必需的转录噪声。但是随着近年

来研究地不断深入，越来越多的文献报道了 LncRNA参与了细

胞的增殖凋亡、肿瘤的侵袭转移、发生发展、化疗耐药等过

程[14-17]。目前多项研究发现 LncRNA在许多恶性肿瘤中，表达水

平具有差异，且具有重要调节作用，包括食管癌、前列腺癌、胃

癌、肝癌、肾癌、结直肠癌、乳腺癌、肺癌等[18-25]。

LncRNA SNHG4作为核仁小 RNA簇主基因，已经被越来

越多的科研人员关注，目前已有许多研究报道其在人类多种疾

病的发生发展中起到了不可替代的作用。如 Wang等人发现

LncRNA SNHG4 能够通过调控 let-7e/KDM3A/P21 信号轴促

进非小细胞肺癌的进展[26]；Wu等发现了 LncRNA SNHG4通过

海绵样作用吸附 miR-204-5p，解除其对 RUNX2的表达抑制作

用，进而促进肾癌肿瘤发生和侵袭 [27]。本研究发现，LncRNA

SNHG4在 CRC癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织，表明

LncRNA SNHG4在 CRC中呈高表达，可能在 CRC进展过程

中起到调节作用。我们进一步敲减 CRC 细胞中 LncRNA

SNHG4表达量，研究其表达水平变化对 CRC细胞奥沙利铂耐

药性的影响。CCK-8、EdU和 IF实验结果显示，敲减 LncRNA

SNHG4能够减弱 CRC细胞奥沙利铂耐药性，增加其对奥沙利

铂的敏感性，进而增强奥沙利铂的抗肿瘤作用。值得一提的是，

本研究首次揭示了在 CRC 组织中异常高表达的 LncRNA

SNHG4能够促进 CRC细胞奥沙利铂耐药性，为临床上预测及

治疗 CRC奥沙利铂耐药问题提供了潜在靶分子。本课题组后

续拟深入研究 LncRNA SNHG4促进 CRC细胞奥沙利铂耐药

的具体机制，并利用人源肿瘤异种移植模型[16]（Patient-Derived

tumor Xenograft，PDX）在体内水平验证具体机制。同时联合检

测其它影响 CRC奥沙利铂耐药性的 LncRNA，并优化组合，构

建临床预测模型，为理解 LncRNA在 CRC奥沙利铂耐药中的

作用提供更加细致的角度，期望为实现 CRC化疗耐药基础研

究向临床应用的转化提供更加确凿有力的科学依据。

综上所述，LncRNA SNHG4在 CRC组织呈高表达，其表

达水平与 CRC患者淋巴结转移、TMN分期Ⅲ、Ⅳ期以及脉管

侵犯显著相关。敲减 LncRNA SNHG4表达水平可以减弱 CRC

细胞奥沙利铂耐药性。检测 SNHG4表达水平有利于评估 CRC

奥沙利铂耐药性，为解决其耐药问题提供新的视角。
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