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【摘 要】 目的 分析脊椎蛋白 2( SPON2) 在肺腺癌细胞中的表达及其对肺腺癌细胞增殖和转移的影响。方法

2021 年 1 月—2022 年 4 月于沧州市中心医院进行实验，收集 2015 年 1 月—2016 年 12 月医院胸外科行手术切除的

肺腺癌组织及其配对的癌旁组织样本各 86 份，采用免疫组织化学法 ( IHC) 检测肺腺癌组织和配对的癌旁组织中

SPON2 表达水平，并分析 SPON2 的表达与肺腺癌患者临床病理参数和预后的关系。培养肺腺癌细胞 A549，分为

si-NC 组( 转染 NC siRNA) 和 si-SPON2 组( 转染 SPON2 siRNA) ，Western-blot 检测 2 组细胞中 SPON2、细胞周期蛋白 D1
( Cyclin D1) 、细胞周期蛋白依赖激酶 4( CDK4) 、基质金属蛋白酶 7( MMP-7) 、MMP-9 的表达; CCK8 实验和集落形成实

验检测 2 组细胞的增殖能力; 流式细胞仪检测 2 组细胞周期; Transwell 实验检测 2 组细胞的转移能力。结果 与癌旁

组织比较，肺腺癌组织中 SPON2 阳性表达率显著上调 ( χ2 = 5． 821，P = 0． 016 ) 。在肺腺癌 T 分期 T3 ～ 4 期、N 分期

N1 ～ 2 期、TNM 分期Ⅲ ～Ⅳ期患者中 SPON2 表达分别高于 T1 ～ 2 期、N0 期、Ⅰ ～Ⅱ期( χ2 /P = 7． 481 /0． 006，5． 331 /
0． 021，9． 139 /0． 003) 。与低表达 SPON2 的肺腺癌患者比较，高表达 SPON2 的肺腺癌患者预后较差，差异具有统计学

意义( χ2 = 4． 877，P = 0． 027) 。si-SPON2 组细胞中 SPON2 的表达明显高于 si-NC 组 ( t = 28． 343，P ＜ 0． 001) 。与 si-NC

组比较，si-SPON2 组 A549 细胞的增殖和转移能力降低，细胞周期阻滞在 G0 /G1 期，cyclinD1、CDK4、MMP-7、MMP-9 表

达减少，差异均有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论 SPON2 在肺腺癌中表达上调，可能通过调控细胞周期相关蛋白及转

移相关蛋白促进肺腺癌的增殖和转移能力，可能是治疗肺腺癌的潜在靶点。
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【Abstract】 Objective To analyze the expression of spinal protein 2 (SPON2) in lung adenocarcinoma cells and its
effect on the proliferation and metastasis of lung adenocarcinoma cells.Methods From January 2021 to April 2022, the ex-

periment was carried out in Cangzhou Central Hospital. 86 lung adenocarcinoma tissues and their paired adjacent tissue samples
were collected from January 2015 to December 2016, respectively. Immunohistochemical method (IHC) was used to detect
the expression level of SPON2 in lung adenocarcinoma tissues and paired adjacent tissues, and analyze the relationship between
the expression of SPON2 and clinical pathological parameters and prognosis of lung adenocarcinoma patients. Lung adenocar-

cinoma cells A549 were cultured and divided into si NC group (transfected with NC siRNA) and si SPON2 group (transfected
with SPON2 siRNA). Western blot was used to detect the expression of SPON2, cyclin D1, cyclin dependent kinase 4
(CDK4), matrix metalloproteinase 7 (MMP-7), and MMP-9 in the two groups; CCK8 test and colony formation test were used
to detect the proliferation ability of the two groups of cells; The cell cycle was detected by flow cytometry; Transwell test was
used to detect the metastatic ability of the two groups of cells.Results Compared with the adjacent tissues, the positive ex-

pression rate of SPON2 in lung adenocarcinoma tissues was significantly increased (χ2 = 5.821,P =0.016). The expression of
SPON2 in lung adenocarcinoma patients with T stage T3-4, N stage N1-2, TNM stage Ⅲ-Ⅳ was higher than that of T1-2,
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N0, Ⅰ-Ⅱ, respectively (χ2 /P = 7.481/0.006, 5.331/0.021, 9.139/0.003). Compared with lung adenocarcinoma patients with
low expression of SPON2, lung adenocarcinoma patients with high expression of SPON2 have a poor prognosis, and the
difference is statistically significant (χ2 = 4.877,P = 0.027). The expression of SPON2 in si-SPON2 group was significantly
higher than that in si-NC group (t = 28.343,P < 0.001). Compared with the si NC group, the proliferation and metastasis of
A549 cells in the si SPON2 group decreased, the cell cycle was blocked in G0/G1 phase, and the expression of cyclinD1,
CDK4, MMP-7, and MMP-9 decreased, with significant differences (P < 0.05).Conclusion The up-regulated expression of
SPON2 in lung adenocarcinoma may promote the proliferation and metastasis of lung adenocarcinoma by regulating cell cycle re-
lated proteins and metastasis related proteins, which may be a potential target for the treatment of lung adenocarcinoma.
【Key words】 Lung adenocarcinoma; Spinal protein 2;Proliferation; Metastasis; Mechanism

肺癌是全球癌症相关死亡的主要原因之一，发病

率也较高，肺癌主要有 2 个亚型: 小细胞肺癌和非小细

胞肺癌( NSCLC) ，肺腺癌是最普遍的 NSCLC 类型。尽

管近几十年来，包括免疫疗法、放疗和手术切除治疗在

内的多种治疗手段已使疗效大大提高，但肺腺癌的临

床治疗效果仍然不满意，其总体 5 年生存率 ＜ 15%［1］。
目前肺腺癌的发病机制尚未完全明确，因此了解肺腺

癌的发病机制并确定 NSCLC 患者有效疗法的潜在机

制具有重要意义。脊椎蛋白 2 ( spondin2，SPON2 ) ，

也称为 Mindin、Dil1 或 M-Spondin，是一种细胞外基质

蛋白，已知与整联蛋白受体结合，可调节免疫功能［2］。
最近研究表明，在包括结直肠癌、肝细胞癌和胃癌等各

种恶性肿瘤中，SPON2 表达上调［3-5］。在结直肠癌中，

SPON2 可通过激活整联蛋白 β1 /PYK2 轴来促进单核

细胞的细胞骨架重塑和细胞迁移，以促进结直肠癌的

恶性进展。在胃癌中 Notch 信号通路激活通过增加
SPON2 表达促进肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
SPON2 具有抗肿瘤治疗分子靶点的潜力。Yuan 等［6］

报道 SPON2 在肺腺癌组织中表达上调，其高表达与肺

腺癌患者不良临床病理参数相关，但是 SPON2 在肺腺

癌中发挥的具体作用和分子机制尚不清楚。因此，本

研究旨在获得 SPON2 作为肺腺癌治疗的潜在分子靶

点提供实验室依据，报道如下。
1 材料与方法

1． 1 材料 ( 1) 研究对象: 病理组织: 收集 2015 年 1
月—2016 年 12 月河北省沧州市中心医院胸外科行手

术切除的肺腺癌组织及其配对的癌旁组织样本各 86
份，用于免疫组织化学法检测。细胞系: 肺腺癌细胞系
A549 购自美国 ATCC 细胞库。( 2) 试药、试剂: 甲苯及

乙醇购自天津风船试剂公司; IHC DAKO 试剂盒购自

丹麦; DMEM-F12 培养基、胎牛血清、青霉素 /链霉素和

BCA 蛋白浓度检测试剂盒均购自美国 Thermo 公司;

SPON2 siRNA 购自上海吉凯基因有限公司; Lip2000
转染试剂购自美国 Invitrogen 公司; CCK8 试剂购自美

国 sigma 公司; 细胞周期检测试剂盒购自上海碧云天

试剂有限公司; PARP 蛋白裂解试剂和 ECL 化学发光

试剂盒购自北京索莱宝试剂公司; Transwell 小室购自

美国 coring 公司; PVDF 膜购自美国 millipore 试剂公

司; SPON2 一抗( IHC: ab215451) 、SPON2 一抗( west-
ernblotting: ab171955 ) 和 GAPDH 一抗 ( ab171955 ) 抗

体购自英国 Abcam 公司。( 3 ) 仪器设备: Transwell 小

室购自美国 coring 公司; 酶标仪( 型号 Varioskan LUX)

购自美国 Thermo 公司; 加湿培养箱( 型号 BIC-100 型)

购自上海儒一恒温公司; 显微镜 ( 型号 DM2700M) 购

自德国 Leica 公司; 流式细胞仪( 型号 FACSVia) 购自

美国 BD 公司。本实验严格遵守赫尔辛基宣言及人体

临床组织的使用，经医院人体实验机构伦理委员会批

准( 201402104) ，患者及家属均知情同意并签署知情

同意书。
1． 2 实验方法 2021 年 1 月—2022 年 4 月于河北省

沧州市中心医院进行实验。
1． 2． 1 细胞培养: 采用 DMEM-F12 培养基培养肺腺

癌细胞系 A549，并添加 10% 胎牛血清和青霉素 /链霉

素 100 U /ml，放置在含有 5% CO2 的 37℃加湿培养箱

中培养。细胞融合度为 90% 时，采用胰酶消化收集细

胞，进行细胞传代，用于后续实验。
1． 2． 2 SPON2 siRNA 转染细胞: 处于对数期生长的肺

腺癌细胞系 A549 消化后，以 2． 0 × 105 个细胞铺至 6 孔

板中，分为 si-NC 组和 si-SPON2 组，放置在含有5% CO2

的 37℃加湿培养箱中培养。各组细胞贴壁更换为无血

清培养基待转染，采用 lip2000 转染试剂按照说明书分

别将 5 μg NC siRNA 转染至 si-NC 组，5 μg SPON2 siR-
NA 转染至 si-SPON2 组。放置在含有 5% CO2 的 37℃
加湿培养箱中培养，12 h 后更换培养基继续培养。
1． 3 观测指标与方法
1． 3． 1 免疫组织化学法 ( IHC ) 检测 SPON2 蛋白表

达: 采用 4% 聚氧甲基固定待检测的肺腺癌组织及其

配对的癌旁组织样本 1 h，通过乙醇梯度脱水并浸润石

蜡制成 5 μm 的石蜡切片。石蜡切片经烤片 1 h 后浸

入二甲苯中脱蜡 30 min，然后经乙醇梯度水化 20 min。
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在枸橼酸钠抗原修复液中高温煮沸 3 min，冷却后放置

内源性过氧化物酶液中孵育 30 min 封闭非特异性抗

原，PBS 冲洗 3 次，每次 3 min，后将切片在 4℃ 下与

SPON2 一抗抗体( 1∶ 100) 孵育过夜，PBS 冲洗 3 次，每

次 3 min，后经二抗 37℃孵育 30 min，然后经显色及苏

木精复染后封片。2 位病理学医生采用以下标准评估

IHC 结果: 包括染色强度 0 分( 阴性) ，1 分( 弱阳性) ，2
分( 中 度 阳 性 ) 和 3 分 ( 强 阳 性 ) 。染 色 面 积: 0 分

( ＜ 5% ) ，1 分( 5% ～ 25% ) ，2 分 ( ＞ 25% ～ 50% ) ，3
分( ＞ 50% ～75% ) 和 4 分( ＞ 75% ) 。将染色强度得

分乘以染色面积得分来计算 SPON2 蛋白的最终表达

评分。染色得分定义如下: 得分≥3 分为高表达，≤2
分为低表达。
1． 3． 2 CCK8 实验和集落形成实验检测 A549 细胞增

殖能力: ( 1 ) CCK8 实验: 将 si-NC 组 和 si-SPON2 组

A549 细胞以每孔 2 000 个细胞、培养基 150 μl 铺至 96
孔板中，每组设置 6 个平行复孔。在 24、48、72 和 96 h
时分别加入 CCK8 溶液 10 μl，放置在含有 5% CO2 的

37℃加湿培养箱中继续培养 2 h。震荡混匀后采用酶

标仪测量 0、24、48、72、96 h 时各孔细胞 450 nm 处的

吸光度值( OD 值) 。( 2) 集落形成实验: 将 si-NC 组和

si-SPON2 组 A549 细胞以每孔 300 个细胞、2 ml 铺至 6
孔板中，每组设置 3 个平行复孔，放置在含有 5% CO2

的 37℃加湿培养箱中继续培养，每 2 d 更换 1 次新鲜

培养基。肉眼观察到细胞克隆团后，终止培养，PBS 洗

3 次，无水乙醇固定 30 min，并用 1% 结晶紫染色 10
min，计数细胞克隆团数目。
1． 3． 3 流式细胞术检测细胞周期分布率: 收集 si-NC
组和 si-SPON2 组 A549 细胞，采用 4℃ 的 PBS 洗涤 2
次后，以每管 5 × 105 个细胞收集至流式细胞管中，每

组设置 3 个平行复孔。采用缓冲液 500 μl 重新悬浮

细胞后，加入碘化丙啶染色液( PI) 25 μl 和 RNase A 10
μl 混匀，常温避光孵育 30 min，流式细胞仪测定细胞

周期分布率。
1． 3． 4 Transwell 实验检测穿膜细胞数目: 收集 si-NC
组和 si-SPON2 组 A549 细胞，PBS 洗涤 2 次后，以每孔

1． 0 × 106 个细胞重悬至无血清培养基 100 μl 中，并均

匀加至 Transwell 小室上室的膜中，再放入含有 500 μl
完全培养基的 Transwell 小室下室中，放置在含有 5%
CO2 的 37℃加湿培养箱中。培养 12 h 后终止培养，擦

掉 Transwell 小室上室中未穿过膜的细胞，PBS 将下室

面的细胞洗 3 次后，放入甲醇溶液中 15 min 以固定细

胞，结晶紫染色 15 min。PBS 洗 3 次后，显微镜下计数

穿膜细胞数目。

1． 3． 5 Western-blot 检测蛋白表达: 收集 si-NC 组和 si-
SPON2 组 A549 细胞，PBS 洗涤 2 次后，加入 PARP 蛋白

裂解液，充分裂解细胞。低温高速离心，吸取上清液。
采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测得细胞周期蛋白 D1
( Cyclin D1) 、细胞周期蛋白依赖激酶 4( CDK4) 、基质金

属蛋白酶 7( MMP-7) 、MMP-9 浓度，加入蛋白上样缓冲

液煮沸使蛋白变性。采用 10% SDS-PAGE 凝胶电泳分

离蛋 白 质，采 用 湿 转 将 蛋 白 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

( PVDF) 膜上。PVDF 与 5% 封闭液室温孵育2 h后，分

别与一抗稀释液 4℃ 孵育过夜、二抗稀释液室温孵育

1 h。最终采用 ECL 试剂盒显示曝光蛋白条带。
1． 4 统计学方法 采用 SPSS 17． 0 软件进行数据统

计学分析。计数资料以频数或率( % ) 表示，组间比较

采用 χ2 检验; 符合正态分布的计量资料以 �x ± s 表示，

组间比较采用 t 检验; Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，

Log-Rank 分析 SPON2 表达对患者预后的影响。P ＜
0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果

2． 1 肺腺癌组织及其癌旁组织中 SPON2 表达比较

IHC 结果显示，肺腺癌组织中 SPON2 的阳性表达率为

59． 30% ( 51 /86 ) ，高 于 癌 旁 组 织 中 的 阳 性 表 达 率

43． 02% ( 37 /86) ，差异有统计学意义( χ2 = 5． 821，P =
0． 016) ，见图 1。

图 1 肺腺癌组织、癌旁组织中 SPON2 的表达比较( 免疫组织

化学染色，× 200)

Fig． 1 Comparison of SPON2 expression in lung adenocarcinoma
tissues and adjacent tissues ( immunohistochemical stai-
ning，× 200)

2． 2 2 组肺腺癌细胞 SPON2 表达比较 qRT-PCR 结

果显示，si-SPON2 组细胞中 SPON2 的表达量为( 1． 00 ±
0． 03) ，明 显 高 于 si-NC 组 的 ( 0． 41 ± 0． 02 ) ( t =
28． 343，P ＜ 0． 001) 。
2． 3 SPON2 对肺腺癌细胞增殖能力的影响 CCK8
实验检测结果显示，与 si-NC 组比较，si-SPON2 组细胞

增殖活性在不同时间( 24、48、72、96 h) 显著降低( P ＜
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0． 05) ，见表 1; 集落形成实验检测结果显示，si-SPON2
组肺腺癌细胞的克隆形成数目为 ( 50． 67 ± 8． 75 ) 个，

低于 si-NC 组的( 117． 33 ± 14． 09) 个，差异有统计学意

义 ( t = 6． 961，P ＜ 0． 001) ，见图 2。

表 1 si-NC 组和 si-SPON2 组不同时点肺腺癌细胞 450 nm OD
值比较 ( �x ± s)

Tab． 1 Comparison of 450 nm OD values of lung adenocarcinoma
cells in si NC group and si SPON2 group at different
time points

时间( h)
si-NC 组
( n = 6)

si-SPON2 组
( n = 6)

t 值 P 值

0 0． 18 ± 0． 01 0． 18 ± 0． 01 0． 000 1． 000
24 0． 41 ± 0． 04 0． 34 ± 0． 05 2． 678 0． 021
48 0． 67 ± 0． 04 0． 54 ± 0． 09 3． 127 0． 014
72 0． 92 ± 0． 07 0． 61 ± 0． 08 6． 006 ＜ 0． 001
96 1． 28 ± 0． 05 0． 68 ± 0． 10 12． 453 ＜ 0． 001

图 2 2 组肺腺癌细胞的克隆形成数目比较

Fig． 2 Comparison of the number of clones of lung adenocarcino-
ma cells in two groups

2． 4 SPON2 对肺腺癌细胞周期的影响 流式细胞仪检

测结果显示，与 si-NC 组比较，si-SPON2 组 G0 /G1 期的

细胞分布增加 ( P ＜ 0． 01) ，G2 /M 期的细胞分布增加

( P ＜0． 05) ，S 期的细胞分布减少( P ＜0． 01) ，见表 2。

表 2 si-NC 组和 si-SPON2 组肺腺癌细胞各个细胞周期细胞

比率比较 ( �x ± s，% )

Tab． 2 Comparison of cell cycle cell ratios of lung adenocarcino-
ma cells in si NC group and si SPON2 group

细胞周期
si-NC 组
( n = 3)

si-SPON2 组
( n = 3)

t 值 P 值

G0 /G1 期 44． 82 ± 3． 52 68． 29 ± 2． 88 8． 938 ＜ 0． 001
G2 /M 期 8． 83 ± 3． 01 15． 22 ± 2． 09 3． 020 0． 029
S 期 46． 35 ± 4． 32 16． 49 ± 3． 67 9． 124 ＜ 0． 001

2． 5 抑制 SPON2 对肺腺癌细胞转移能力的影响

Transwell 实验检测结果显示，si-SPON2 组肺腺癌细胞

的穿膜 数 目 为 ( 20． 33 ± 4． 87 ) 个，少 于 si-NC 组 的

( 58． 67 ± 9． 63) 个，差异有统计学意义( t = 6． 154，P =
0． 002) ，见图 3。

图 3 抑制 SPON2 对肺腺癌细胞转移能力的影响

Fig． 3 Inhibiting the influence of SPON2 on the metastatic ability
of lung adenocarcinoma cells

2． 6 抑制 SPON2 对肺腺癌细胞中细胞周期相关蛋白

和转移相关蛋白的影响 Western-blot 实验检测结果

显示，与 si-NC 组比较，si-SPON2 组肺腺癌细胞 Cy-
clinD1、CDK4、MMP-7、MMP-9 表达均减少，差异有统

计学意义( P ＜ 0． 01) ，见图 4、表 3。

图 4 抑制 SPON2 对肺腺癌细胞周期相关蛋白和转移相关蛋

白表达的影响

Fig． 4 the effect of inhibiting SPON2 on the expression of cell cy-
cle related proteins and metastasis related proteins in lung
adenocarcinoma cells

表 3 si-NC 组和 si-SPON2 组肺腺癌细胞周期相关蛋白和转移

相关蛋白表达比较 ( �x ± s)

Tab． 3 Comparison of cell cycle related proteins and metastasis
related proteins in lung adenocarcinoma between si NC
group and si SPON2 group

蛋白
si-NC 组
( n = 3)

si-SPON2 组
( n = 3)

t 值 P 值

Cyclin D1 1． 02 ± 0． 21 0． 21 ± 0． 08 6． 243 0． 002
CDK4 0． 43 ± 0． 09 0． 18 ± 0． 05 4． 206 0． 008
MMP-7 0． 79 ± 0． 10 0． 09 ± 0． 03 11． 613 ＜ 0． 001
MMP-9 0． 63 ± 0． 15 0． 11 ± 0． 04 5． 802 0． 002
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2． 7 SPON2 表达在肺腺癌患者不同临床病理参数间

比较 在肺腺癌 T 分期 T3 ～ 4 期、N 分期 N1 ～ 2 期、
TNM 分期Ⅲ ～Ⅳ期患者中 SPON2 表达高于 T1 ～ 2 期、
N0 期、Ⅰ ～Ⅱ期，差异具有统计学意义( P ＜ 0． 05) ，在

不同性别、年龄患者中的表达差异无统计学意义( P ＞
0． 05) ，见表 4。

表 4 SPON2 在肺腺癌组织中的表达水平与临床病理参数之

间的关系 ［例( %) ］

Tab． 4 The relationship between the expression level of SPON2 in lung
adenocarcinoma tissue and clinical pathological parameters

项 目 例数 SPON2 χ2 值 P 值

性别 男 41 22( 53． 66) 1． 034 0． 309
女 45 29( 64． 44)

年龄 ≤60 岁 36 19( 52． 78) 1． 092 0． 296
＞ 60 岁 50 32( 64． 00)

T 分期 T1 ～ 2 54 26( 48． 15) 7． 481 0． 006
T3 ～ 4 32 25( 78． 13)

N 分期 N0 58 29( 50． 00) 5． 331 0． 021
N1 ～ 2 28 22( 78． 57)

TNM 分期 Ⅰ ～Ⅱ期 52 25( 48． 08) 9． 139 0． 003
Ⅲ ～Ⅳ期 34 26( 76． 47)

2． 8 SPON2 表达与肺腺癌患者预后的关系 与低表

达 SPON2 的肺腺癌患者比较，高表达 SPON2 的肺腺

癌患者预后较差，差异有统计学意义( χ2 = 4． 877，P =
0． 027) ，见图 5。

图 5 不同 SPON2 表达的肺腺癌患者预后生存曲线比较

Fig． 5 Comparison of prognosis and survival curves of lung adeno-
carcinoma patients with different SPON2 expressions

3 讨 论

SPON2 通过直接与细菌和病毒病原体结合，引发

先天免疫反应，是一种宿主先天免疫调节剂，是编码细

胞外基质蛋白的 F-Spondin 超家族成员［7］。研究表明

其表达异常在肿瘤进展中发挥重要作用，既往研究报

道，在肾透明细胞癌和肝细胞肝癌中 SPON2 过表达，

其中在肾透明细胞癌中 SPON2 表达与患者分期、组织

分级和 复 发 均 显 著 相 关［8］，在 肝 细 胞 肝 癌 组 织 中

SPON2 的高表达与患者肿瘤较大及患者预后较差相

关［4］，可作为肾透明细胞癌和肝细胞肝癌预后生物标

志物。同时 Yuan 等［6］研究发现，在肺腺癌中 SPON2
蛋白的过表达与肿瘤分化、阳性淋巴结转移、较高的血

清癌胚抗原 ( CEA) 水平和整体存活率不佳相关。本

研究结果显示，SPON2 在肺腺癌组织中的表达显著高

于其配对的癌旁组织，SPON2 在 T 分期、N 分期、TNM
分期较高及预后较差的肺腺癌组织中表达相对较高，

并是肺腺癌患者预后不良的独立危险因素，与已有的

报道具有一致性［6，9］，均提示 SPON2 可以用作监测肺

腺癌预后的生物标志物，但对于某个临床病理特征的

不一致，可能是由样本量及样本来源的区域不同而导

致的，后续本研究会继续扩大样本量进行验证。
SPON2 具有驱动肺腺癌发生发展的生物学功能，

而不仅仅是显示患者预后不良的生物标志物。查阅文

献显示，SPON2 在结直肠癌、胃癌等恶性肿瘤中促进

肿瘤的进展，其中在胃癌中 SPON2 与 Cyclin D1 的启

动子区结合，促进其转录水平增加，促进胃癌细胞的增

殖［3，9］。结合 Yuan 等［6］的研究及本研究结果，SPON2
在 T 分期和 TNM 分期晚期的肺腺癌患者中表达升高，

提示 SPON2 可能促进肺腺 癌 细 胞 的 增 殖。本 研 究

CCK8 实验和集落形成实验结果均显示，抑制 SPON2
的表达可抑制肺腺癌细胞的增殖能力。在正常生理过

程中，细胞周期具有严密的调控机制，当细胞周期调控

失调时，细胞增殖能力增加，是肿瘤发生发展的重要机

制之一［10-12］。本研究结果显示，抑制 SPON2 的表达

后，肺腺癌细胞周期阻滞在 G0 /G1 期，表明 SPON2 促

进肺腺癌的周期进展进而促进细胞增殖。细胞周期相

关蛋白 Cyclin D1、CDK4 是调控 G0 /G1 期转换的关键

蛋白，CDK4 与 Cyclin D1 结合形成复合物，并表现出

激酶活性，促 进 下 游 蛋 白 磷 酸 化，驱 动 细 胞 周 期 进

展［13-15］。本研究抑制 SPON2 的表达后，肺腺癌细胞中

Cyclin D1 和 CDK4 蛋白表达降低，表明 SPON2 通过增

加 Cyclin D1 和 CDK4 蛋白的表达促进细胞周期的进

展，导致细胞增殖能力增加。与徐正磊等［9］ 报道的

SPON2 促进胃癌细胞中 Cyclin D1 的表达一致，但是

本研究未 对 SPON2 和 cyclinD1 直 接 结 合 进 行 相 关

研究。
研究发现，SPON2 对于募集淋巴细胞和引发免疫

反应至关重要，尤其是在肿瘤相关的巨噬细胞( TAM)

浸润中。TAM 是肿瘤与免疫微环境之间复杂相互作

用的关 键 调 节 剂，包 括 肿 瘤 的 迁 移 调 控［16］，提 示
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SPON2 与肿瘤迁移相关。新近研究表明，SPON2 在细

胞迁移和肿瘤进展中具有复杂的作用，在肝细胞癌

( HCC) 的肿瘤微环境中，SPON2-α4β1 整合素信号传

导激活增加 F-肌动蛋白的重组并促进 M1 样表型巨噬

细胞的浸润，而 SPON2-α5β1 整合素信号传导失活并

防止 F-肌动蛋白组装，抑制 HCC 细胞迁移能力，研究

结果表明，在肝细胞癌中 SPON2 充当抑癌因子，并利

用不同的信号通路在肝细胞肝癌的微环境中执行双重

功能［4］。但是在结直肠癌中 SPON2 通过促进 M2 样

表型巨噬细胞的浸润，以促进肿瘤细胞的转移。此外

SPON2 可促 进 胃 癌 和 肾 透 明 细 胞 癌 的 侵 袭 转 移 能

力［3］。而在本研究中干扰 SPON2 的表达，肺腺癌细胞

的转移能力显著降低，与在结直肠癌和胃癌中的报道

一致，也与肺腺癌 N 分期较高的患者癌组织中 SPON2
表达较高一致。细胞外基质的降解是细胞入侵和转移

开始的信号，基质金属蛋白酶( MMP) 是参与细胞外基

质降解和转移的重要分子［17］，在胃癌组织中 SPON2
与 MMP-9 表 达 呈 正 比［18］，本 研 究 结 果 显 示 抑 制

SPON2 的表达，肺腺癌细胞中 MMP-7、MMP-9 蛋白表

达降低，提示 SPON2 通过调控基质金属蛋白酶 MMP-
7、MMP-9 蛋白促进肺腺癌细胞转移能力。

综上所述，SPON2 在肺腺癌组织中表达升高，与

肺腺癌患者不良病理参数和预后相关，SPON2 通过调

控细胞周期相关蛋白和基质金属蛋白酶促进肺腺癌细

胞增殖和转移能力。SPON2 具有作为肺腺癌患者预

后不良生物标志物和分子靶点的重要意义。
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