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摘要：目的 探究分泌颗粒蛋白 II（SCG2）在结直肠癌（CRC）组织中的表达特点，并分析其对奥沙利铂化疗敏感性的影响。方法

通过对组织芯片（包括96个癌组织和84个癌旁组织）进行免疫组化染色检测CRC患者癌组织及配对癌旁组织中SCG2的表达

量并分析SCG2表达量与结直肠癌患者临床特征的关系。进一步采用蛋白免疫印迹Western blot和实时荧光定量PCR（qPCR）

等方法检测化疗药物奥沙利铂（Oxa）处理结直肠癌细胞系后的SCG2的表达水平。利用CRISPR/Cas9技术建立SCG2敲除

（SCG2-KO）的DLD1细胞株，采用CCK-8实验检测SCG2对药物敏感性的影响，采用Western blot和qPCR实验检测凋亡相关蛋

白的表达水平。最后，用高浓度奥沙利铂持续处理DLD1细胞构建了对奥沙利铂耐药的DLD1细胞株，采用Western blot实验检

测耐药株的SCG2的表达水平。结果 相较于癌旁组织，癌组织中SCG2表达量更高（P<0.0001），且更高的肿瘤N分期和临床分

期患者结直肠癌组织SCG2阳性表达率更高。奥沙利铂处理结直肠癌细胞系可以显著增加其SCG2的表达量（P<0.05）。反过

来，敲除SCG2降低了DLD1细胞对于奥沙利铂的药物敏感性（P<0.05）。机制研究发现SCG2敲除后凋亡相关分子表达量上

调。并且，相较于亲本细胞株，SCG2在奥沙利铂耐药的DLD1细胞株（DLD1-OXAR）中显著高表达（P<0.05）。结论 SCG2是

一个结直肠癌的危险性基因，且能够降低结直肠癌患者对奥沙利铂化疗药物的敏感性。
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Abstract: Objective To investigate the expression of secretogranin II (SCG2) in colorectal cancer (CRC) tissues and its impact
on oxaliplatin resistance of CRC cells. Methods We performed immunohistochemistry to detect the expression level of SCG2
on a tissue microarray containing 96 CRC and 84 adjacent tissues and analyzed the association of SCG2 expression with the
clinical features of the CRC patients. SCG2 expression was also measured in DLD1 cells treated with oxaliplatin using
immunoblotting and RT-qPCR analyses. The effects of SCG2 expression on oxaliplatin sensitivity and cell viability were
evaluated in a DLD1 cell model of SCG2 knockout established using CRISPR-cas9 technique, and the expressions of
apoptosis-related proteins were detected using Western blotting and RT-qPCR. We further examined SCG2 expression levels in
an oxaliplatin-resistant DLD1 cell line and its parental DLD1 cells. Results SCG2 expression was significantly increased in
CRC tissues as compared with the adjacent tissues (1.932±0.816 vs 1), and the tumor tissues in advanced stages showed higher
SCG2 expression levels. In DLD1 cells, treatment with oxaliplatin significantly increased SCG2 expression, and SCG2 knockout
obviously increased oxaliplatin sensitivity of the cells and enhanced the expressions of apoptosis-related proteins. Compared
with the parental cells, oxaliplatin-resistant DLD1 cells showed a significant increase of SCG2 expression by 3.901±0.471 folds.
Conclusion SCG2 may serve as a risk gene in CRC, and its high expression increases oxaliplatin resistance of CRC cells.
Keywords: colorectal cancer; oxaliplatin; chemotherapy sensitivity; secretogranin II

结直肠癌是全球最常见的消化道恶性肿瘤之一，具

有非常高的死亡率［1］。虽然免疫治疗和靶向治疗在结

直肠癌中取得较好的疗效，但化疗药物依旧是主要的治

疗方式［2］。化疗药物已经被证实可以显著提高患者的

生存率和延长生存期［3］；但是，大部分患者会出现对化疗

药物的耐受，严重地影响了患者的预后［4］。具体而言，产

生化疗药耐药的分子机制包括很多方面，比如肿瘤细胞
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发生细胞自噬或者衰老，肿瘤相关成纤维细胞的影响以

及肿瘤免疫微环境的调控等等［5-8］。但是，目前临床上针

对降低化疗药物耐药的问题尚无疗效确切的治疗选择

方案［9, 10］。因此，深入挖掘与结直肠癌化疗耐药性相关

分子，发现新的治疗靶点仍然是目前研究的重要方向。

分泌颗粒蛋白II（SCG2）主要表达在神经和内分泌

组织当中。据报道，SCG2在神经系统中具有非常重要

的功能［11］，包括调控神经网络，保护神经元以及促进神

经的可塑性等等［11, 12］，此外，它同时被证明能够参与神经

元的分化［13］。近些年来，SCG2也被证实在肿瘤中起到

重要的作用。在结直肠癌中，SCG2展现出了多重的功

能，既能够促进，也能够抑制肿瘤的发生发展［14, 15］。比

如，SCG2能够通过促进厌氧诱导因子（HIF-1a）的降解，

抑制血管生成，最终有效地限制肿瘤的生长和进展［15］。

然而，也有研究报道SCG2具有促进血管生成的作用［16］。

相关证据表明，SCG2的高表达和不良预后显著相关，并

且，SCG2和M2巨噬细胞的极化显著相关［14］。因此，关

于SCG2在结直肠癌中的功能需要进一步地探讨，尤其

是SCG2对于化疗药敏感性的影响需要更深入的研究。

本研究发现，SCG2在结直肠癌组织中高表达，并

且能够降低结直肠癌细胞系对化疗药的敏感性。当敲

除SCG2时，结直肠癌细胞系对化疗药物的敏感性显著

提升。相较于亲本细胞株，奥沙利铂的耐药细胞株中

SCG2表达量升高。因此，研究揭示了SCG2在化疗药

耐药过程中具有的重要作用。

1 材料和方法

1.1 标本来源

CRC癌组织和癌旁组织组织芯片（上海芯超生物

科技），包括96个癌组织以及84个癌旁组织。这个组织

芯片附带有完整的临床信息（有3名患者缺乏T分期、1

名患者缺乏N分期、2名患者缺乏临床分期的相关信

息）。因在免疫组化染色过程中所有组织均成功染色，

故将所有组织均纳入分析。

1.2 主要试剂和仪器

RPMI 培养基（Life Technologies Ltd），胎牛血清

（Sera Laboratories International Ltd），青霉素/链霉素

（Life Technologies Ltd），L-谷氨酰胺（Life Technologies

Ltd），奥沙利铂（Selleck Chemicals），Deep Blue Cell

ViabilityTM Kit（Biolegend）。抗体：兔源性人SCG2多抗

（Abcam）（蛋白免疫印迹：1∶1000；免疫组化：1∶250）；

鼠源性人GAPDH单抗（Proteintech）（蛋白免疫印迹：

1∶5000）；兔 源 性 人 p-AKT 多 抗（Cell Signalling

Technology）（蛋白免疫印迹：1∶2000）；兔源性人AKT多

抗（Cell Signalling Technolog）（蛋白免疫印迹：1∶1000）；

兔源性人 Survivin 多抗（Abcam）（蛋白免疫印迹：

1∶5000）；兔 源 性 人 BAX 多 抗（Cell Signalling

Technology）（蛋白免疫印迹：1:1000）；兔源性人

PUMA多抗（Cell Signalling Technolog）（蛋白免疫印

迹：1∶1000）；兔源性人 Bcl- xl 多抗（Cell Signalling

Technology）（蛋白免疫印迹：1∶1000）；兔源性人Bcl-2

多抗（Cell Signalling Technology）（蛋白免疫印迹：

1∶1000）。

1.3 免疫组化染色法检测SCG2表达水平

组织芯片经过烤片、二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化等

预处理，高温抗原修复15 min，之后3% 过氧化氢阻断

内源性过氧化物酶，4℃孵育一抗过夜，清洗后，二抗孵

育30 min，二氨基联苯胺镜下控制显色，苏木素复染细

胞核，自来水返蓝后常规中性树脂封片SCG2阳性结果

显示细胞质内出现棕褐色颗粒。利用 Image J（版本：

1.48v）对免疫组化结果进行分析。

1.4 细胞培养

DLD1细胞株购自ATCC。细胞用RPMI完全培养

基（RPMI 培养基+1%青霉素/链霉素+10%灭火胎牛

血清+1% L-谷氨酰胺）在37℃和5% CO2浓度的条件下

培养。

1.5 蛋白免疫印迹（Western blot）

细胞种植于6孔板内（4×105/孔）。第2天更换为加

药的培养基。48 h后吸除培养基，PBS缓冲液冲洗两遍

后用RIPA细胞裂解液于冰上裂解细胞45~60 min。离

心后用BCA试剂盒给蛋白定量后，用5X上样缓冲液配

制 1X工作浓度样品，储存于-20 ℃冰箱。蛋白通过

SDS-PAGE胶分离并转至PVDF膜上。用封闭液封闭

1 h后于4℃条件下孵育一抗过夜。第2天用TBST缓冲

液冲洗后孵育二抗2 h。清洗后曝光。

1.6 实时荧光定量PCR（qPCR）

细胞种植于6孔板内（4×105/孔）。第2天更换为

加药的培养基。48 h后吸除培养基，PBS缓冲液冲洗

两遍后加入 QIAzol，常温静置 5~10 min 以裂解细

胞。之后用RNeasy Mini试剂盒提取细胞RNA。之后

用SuperScript™ II逆转录建立cDNA文库，用RNAase

free水将样品浓度稀释到2 ng/mL。qRT-PCR实验是在

10 μL的体系下，用SYBR green PCR master mix来完

成。之后用QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System

来进行数据分析。GAPDH作为内参来计算mRNA表

达量的相对水平。SCG2引物上游ACCAGACCTCA

GGTTGGAAAA，下游 ACCAGACCTCAGGTTGGA

AAA；GAPDH 引物上游 CTGGGCTACACTGAGC

ACC3，下 游 AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG3；

BCL2引物上游CTGGGAGAACAGGGTACGATAA，

下游 GGCTGGGAGGAGAAGATGC；BAX 引物上游

TCATCCAGGATCGAGCAGG，下游 TGTCCACGGC
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GGCAAT；Survivin 引物上游 ACCGCATCTCTACA

TTCAAG，下游CAAGTCTGGCTCGTTCTC。反应条

件为：95℃预变性5 min，95℃变性10 s，60℃退火20 s，

72℃延伸20 s，40个循环。

1.7 CRISPR/Cas9基因编辑

利用CRISPR-cas9技术建立SCG2敲除细胞株。

Guide RNAs[（Edit- R CRISPR (knockout) Human

SCG2 crRNA，Horizon Discovery公司]。具体实验操作

步骤如下：细胞种植于6孔板内，并用crRNA: tracrRNA

转染复合物和Cas9 mRNA转染细胞。48 h后，用BD

Aria Fusion细胞分选仪分选出单个细胞于96孔板中。

3~6 周之后，用蛋白免疫印迹法检测敲除效率。

1.8 细胞活性实验

Deep Blue Cell ViabilityTM试剂盒用于分析化疗药

的细胞毒性。细胞种植于96孔板中（5000/孔），过夜贴

壁后加入10 µmol/L的奥沙利铂。48 h后按试剂：培养

基=1∶10的比例加入试剂，37℃孵育3 h后检测激发光

A530~570 nm，发射光A590~620 nm，计算细胞活性。

1.9 建立奥沙利铂耐药的细胞株

利用大剂量药物冲击法（50 µmol/L）构建DLD1奥

沙利铂拮抗细胞株（DLD1-OXAR）。当细胞在高浓度

奥沙利铂条件下呈指数增长时，得到DLD1-OXAR。于

无奥沙利铂的完全培养基中培养DLD1-OXAR 2~3周

后进行后续实验分析。

1.10 统计学方法

本研究中所有实验独立重复至少 3 次，应用

SPSS 20.0及GraphPad Prism v9.0软件进行统计分析。

计数资料以例数或百分比表示。组间比较采用χ2检

验。定量资料的分析采用 t检验，数据以均数±标准

差表示，P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SCG2在结直肠癌中高表达

组织芯片的免疫组化染色结果显示，SCG2阳性染

色在细胞质，呈棕褐色, 结直肠癌组织中SCG2的阳性

表达率是癌旁组织的2.107±0.350倍（t=14.59），差异有

统计学意义（P<0.0001，图1A、B）。进一步对SCG2的表

达量与临床分期的相关性进行分析，χ2检验结果显示，

更高的肿瘤N分期、临床分期患者结直肠癌组织SCG2

阳性表达率更高，差异有统计学意义（P<0.05，表1）。

2.2 奥沙利铂诱导SCG2的表达

用奥沙利铂处理DLD1细胞，蛋白免疫印迹实验结

果显示SCG2的表达量显著上调（10 µmol/L Oxa组/对

照组=9.5345±0.745倍，t=20.48）（图2A）。且相较于低

浓度的奥沙利铂，高浓度的奥沙利铂能够使SCG2的蛋

白表达量上调更加明显（25 µmol/L Oxa组/10 µmol/L

组=1.253±0.296倍，t=14.34）（图2A）。同时，用qPCR

实验检测不同药物浓度处理后的 SCG2的mRNA水

平，也观察到同样的表达趋势（对照组/10 µmol/L Oxa

组=1∶18.239±0.835，t=30.91；10 µmol/L Oxa/25 µmol/L

Oxa组=1.97±0.191，t=16.08，P<0.0001，图2B）。

2.3 SCG2降低奥沙利铂的敏感性

首先，通过CRISPR-Cas9技术敲除DLD1细胞中

的SCG2，蛋白免疫印迹实验显示成功构建了SCG2敲

除的细胞模型（图3A）。接下来，通过检测不同细胞模

型中奥沙利铂的 IC50，我们发现SCG2敲除的细胞株的

图1 在结直肠癌组织芯片中检测SCG2蛋白的表达水平
Fig.1 Assessment of SCG2 expression in CRC tumour microarray. A: Immunohistochemical staining. B: Immunohistochemical
scoring. ****P<0.0001 vs adjacent tissue.
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IC50显著降低（对照组/SCG2敲除组=2.647±0.371，t=

10.96），差异有统计学意义（P<0.05，图3B）。且SCG2

敲除后凋亡相关分子表达量上调，BAX上调13.348±

3.615 倍，Bcl2 上调 0.203 ± 0.074 倍，Survivin 上调

0.435±0.043倍mRNA表达量的变化，差异有统计学意

义（P<0.05，图3C、D）。

2.4 SCG2在奥沙利铂拮抗的细胞株中高表达

通过大剂量药物冲击法，我们成功构建了DLD1的

奥沙利铂拮抗的细胞株（DLD1-OXAR）（图4A、B）。蛋

白免疫印迹实验结果显示DLD1-OXAR细胞株高表

达 SCG2 蛋白（DLD1-OXAR 细胞株/DLD1 细胞株=

3.901±0.471，t=13.01），差异有统计学意义（P<0.05，图

4C、D）。将耐药株中的SCG2进行敲减（图4D）。与敏

感株一致，我们发现SCG2低表达的耐药细胞株中奥沙

利铂的 IC50也显著降低（对照组/SCG2敲降组=2.667±

0.186，t=24.43），差异有统计学意义（P<0.05，图4F）。

3 讨论

结直肠癌是全球范围内最重要的癌症相关死亡的

原因之一［17］。结直肠癌的耐药、转移和复发都是导致患

者预后差的重要因素［5, 18, 19］。前期研究表明，耐药产生的

机制很多，包括肿瘤细胞内相关分子机制的调控以及肿

瘤细胞与微环境的相互作用［5-8, 20］。然而，至今为止，临

床上仍无能有效提高化疗药物敏感性的药物。针对这

一问题，本研究聚焦在细胞内产生药物抗性的具体分子

机制，期望能够为抗癌药物的研发提供有效地指导。

SCG2属于粒蛋白家族，是一种神经内分泌分泌蛋白［21］。

研究证明，SCG2参与了肽类激素和神经肽进入分泌囊

泡的分选和包装［22, 23］。并且，它还能够被剪切成为有活

性的分泌肽，产生趋化作用［11, 24］。

表1 SCG2表达量与结直肠癌患者临床特征的相关性
Tab.1 Association between SCG2 expression and clinicopathological features of patients with
colorectal cancer

Characteristics

Gender

Male

Female

Age (year)

<65

≥65

T stage

T1-T2

T3-T4

N stage

N0

N1+N2+N3

M stage

M0

M1

Clinical stage

I/II

III/IV

*P<0.05 (Chi-square test).

Total (n=96)

52

44

44

52

3

90

55

40

93

3

54

40

SCG2 expression

Low (n=48)

23

25

24

24

2

46

36

13

47

1

37

7

High (n=48)

29

19

20

28

1

44

19

27

46

2

15

33

χ2

1.51

0.6713

0.2813

10.07

0.3441

26.08

P

0.2191

0.4126

0.5959

0.0015*

0.5575

<0.0001*

****

****

图2 检测奥沙利铂处理后的SCG2的表达量
Fig.2 Assessment of SCG2 expression in DLD1 cells
treated with oxaliplatin (Oxa). A: Immunoblotting
staining. B: RT-qPCR analysis. ****P<0.0001.
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越来越多的研究表明，SCG2与肿瘤的关系非常密

切［13-15, 25-30］。前期很多研究提示SCG2参与了肿瘤免疫

微环境的重构［14,26-28］。一项研究表明，SCG2促进M2巨噬

细胞的极化，最终导致患者预后差［14］。另一项研究发现，

SCG2表达量高的患者伴随着免疫检查点相关分子的表

达量增高，包括：CD274, CD276, CTLA4, ICOS, ICO-

SLG, PDCD1, PDCD1LG2, TMIGD2, VTCN1, BTLA,

CD27, CD40, CD70, TNFRSF9, TNFSF14, ENTPD1,

HAVCR2, IDO1, LAG3, NT5E和SIGLEC15［27］，这些结

果表明SCG2在结直肠癌中能够促进抑制性免疫微环

境的产生，促进结直肠癌的发展。然而，也有研究发现

SCG2能够抑制结直肠癌的发展［15］，其分子机制可能与

SCG2能够促进HIF-1a蛋白的降解，从而抑制血管生成

有关。总而言之，这些证据都表明了SCG2在肿瘤中具

有重要作用，可是，目前尚未发现SCG2对化疗敏感性

的具体影响。本研究验证了SCG2对奥沙利铂敏感性

的抑制作用。

我们首先验证 SCG2在结直肠癌中的表达量特

点。通过对含有96个癌组织结直肠癌组织芯片的分

析，我们发现了SCG2在结直肠癌中表达量增高，说明

SCG2是一个潜在的促肿瘤分子，提示SCG2具有促肿

瘤的功能。在国际上，TNM分期系统是最为通用的肿

瘤分期系统，对恶性肿瘤分期中具有重要意义。组织芯

片统计分析的结果显示，虽然SCG2的表达量水平与原

发肿瘤的大小和肿瘤转移无关，但是SCG2的表达量与

淋巴结播散存在很强的相关性，提示高表达SCG2可能

SCG2

GAPDH

NTC SCG2-KO

图3 敲除SCG2会降低药物的IC50浓度以及增高细胞凋亡分子的表达
Fig.3 SCG2 knockout decreases IC50 of oxaliplatin and increases expressions of apoptosis markers in
DLD1 cells. A: Verification of SCG2 knockout efficiency. B: Measurement of IC50 of oxaliplatin in NTC
and SCG2-KO cells. C: Immunoblotting analysis of apoptosis markers (p-AKT, Survivin, BAX, PUMA,
Bcl-xl, and Bcl-2) in NTC and SCG2-KO cells. D: RT-qPCR analysis of apoptosis markers (BAX, Bcl-2,
and survivin) in NTC and SCG2-KO cells. **P<0.01, ***P<0.001 vs NTC.
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与肿瘤恶性程度高相关。并且，SCG2的表达量也与临

床分期密切相关（表1）。进而，我们用不同浓度的奥沙

利铂处理结直肠癌细胞系，发现SCG2的表达水平可以

随着药物浓度的增高而增高，提示SCG2的诱导表达呈

奥沙利铂浓度依赖型。并且，这个过程是通过转录组来

实现表达调控的，以上数据表明SCG2能够参与奥沙利

铂引起的细胞毒性或者耐药过程。为进一步探究

SCG2 在结直肠癌中对药物敏感性的影响，利用

CRISPR-Cas9技术建立SCG2-KO模型，实验结果发现

敲除SCG2可显著降低结直肠癌细胞系对奥沙利铂的

IC50，这个结果表明SCG2能够降低化疗药的敏感性。

此外，SCG2在耐药细胞株中呈现高表达，也进一步表明

SCG2分子在化疗药物耐药中的潜在作用。但是，以下

几点值得注意：首先，前期研究发现大量的分子在不同

的肿瘤类型当中具有不同的功能［31, 32］，因此SCG2在其

他类型的肿瘤中是否还参与耐药性的发生需要进一步

验证；其次，前期研究发现，参与肿瘤发生发展的调控分

子对于不同化疗药物的敏感性具有不同的影响［33］。比

如p53分子，一方面它能够增加结直肠癌患者对5-氟尿

嘧啶的药物敏感性，而另外一方面，它却降低了患者对

多柔比星的药物敏感性［33］。因此，SCG2是否能够增加

其他结直肠癌治疗药物的耐受性还需要进一步研究。

前期报道提示SCG2参与了很多生物学过程，尤其

是参与了细胞的凋亡过程［34］。例如，在成神经细胞瘤

中，敲减SCG2分子能够促进一氧化氮诱导的细胞凋

亡［13］。另外，SCG2也被证明具有神经保护功能。具体

的分子机制是SCG2能够通过调控Jak2/Stat3信号通路

促进抗凋亡分子（Bcl2和Bcl-xL等分子）的表达，进一

步抑制Caspase-3的激活和细胞凋亡过程。同样的，在

我们的研究中，我们发现在结直肠癌细胞中敲除SCG2，

可以调控凋亡相关分子表达变化，即促进促凋亡分子的

表达（BAX）和抑制抗凋亡分子的表达（Bcl-2 和

图4 SCG2在DLD1奥沙利铂耐药的细胞株中高表达
Fig.4 SCG2 expression is higher in oxaliplatin-resistant DLD1 (DLD1-OXAR) cells. A: Establishment of
DLD1-OXAR cells. B. Measurement of IC50 of oxaliplatin in the resistant and parental DLD1 cells. C:
Assessment of SCG2 expression in DLD1 parental and oxaliplatin-resistant cells. D: SCG2 protein
expression levels in parental and oxaliplatin-resistant DLD1 cells. E: Detection of SCG2 knockdown
efficiency. F: Measurement of IC50 of oxaliplatin in resistant and SCG2-KD resistant cells (si-NC cells vs
si-SCG2 cells). **P<0.01 vs parental, ***P<0.001, ****P<0.0001.
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Survivin）。因此，我们的研究表明，SCG2可以通过调控

细胞凋亡过程来影响结直肠癌对化疗药的耐受。另外，

研究报道，肿瘤微环境中的因子，包括血管生成和细胞

因子等，都对肿瘤药物耐受过程产生了重要的作用［35, 36］。

而我们的前期工作表明，SCG2参与了肿瘤微环境的调

节［27］。因此，不可否认的是，SCG2也能够通过调节肿瘤

微环境来影响药物敏感性。但是，在我们这个研究体系

中缺乏体内实验，限制了对SCG2通过影响肿瘤微环境

来调节化疗药物敏感性的研究。

综上所述，本研究明确了SCG2能够降低CRC对

奥沙利铂的药物敏感性，为未来临床上联合用药提供了

理论基础，促进了CRC的精准治疗。
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