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摘要 目的：探讨骨肉瘤微环境相关蛋白细胞间黏附分子 1（ICAM1）通过磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路
对骨肉瘤细胞生长和侵袭的调控作用和机制。方法：使用 GEO数据库数据 GSE126209分析骨肉瘤组织和癌旁组织差异基因的
GO功能注释和关键蛋白。通过实时 PCR和Western印迹实验，比较正常成骨细胞系和不同骨肉瘤细胞系之间 ICAM1的表达差
异，选取 ICAM1表达较高的 U2OS细胞进一步研究。在 U2OS细胞系中，通过 MTT、Transwell和胶原收缩实验，检测对照组 si-
NC和不同 si-ICAM1转染组之间骨肉瘤细胞生长和侵袭表型的差异。此外，通过 GEO数据差异基因的 KEGG信号通路富集结
果分析、Western印迹、MTT、Transwell和胶原收缩实验，探讨 ICAM1对 PI3K/Akt信号通路的影响。结果：GEO数据的 GO注释
结果显示，骨肉瘤组织中细胞外基质相关信号通路显著富集，且 ICAM1可能为其中的关键蛋白。ICAM1在骨肉瘤细胞系中显著
高表达（F=76.15，P<0.001）。同时，ICAM1敲低显著抑制骨肉瘤细胞的生长（F=61.59，P<0.001）、迁移（F=55.21，P<0.001）和细胞
外胶原收缩（F=83.61，P<0.005）。GEO数据的 KEGG信号通路富集分析和Western印迹实验证实，PI3K/Akt信号通路在骨肉瘤
中异常激活，然而，加入 PI3K抑制剂Wortmannin后，ICAM1敲低对骨肉瘤细胞生长（t=0.36，P=0.74）、迁移（t=2.31，P=0.08）和细
胞外胶原收缩（t=0.19，P=0.86）无显著影响。结论：在骨肉瘤组织中，细胞外基质相关功能和信号通路显著富集，且 ICAM1与这
一现象相关。ICAM1通过 PI3K/Akt信号通路显著促进骨肉瘤细胞的生长和侵袭。
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ICAM1 promotes osteosarcoma cell growth and invasion through the PI3K/Akt signaling pathway
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Abstract Objective：To investigate the regulatory effect and mechanism of microenvironment-associated protein intercellular adhe原
sion molecule-1（ICAM1）on cell growth and invasion in osteosarcoma via the phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B
（Akt）signaling pathway. Methods：The GEO dataset GSE126209 was utilized to analyze GO functional annotation and key protein
analysis of differentially expressed genes between osteosarcoma and adjacent tissues. ICAM1 expression differences was compared by
real time PCR and Western blotting in normal osteoblasts versus different osteosarcoma cell lines，and U2OS cells with the higher
ICAM1 expression were selected for further investigation. In U2OS cell lines，MTT assays，Transwell and collagen contraction exper原
iments were conducted to evaluate phenotypic differences in osteosarcoma cell growth and invasion between si-NC control and var原
ious si-ICAM1 transfection groups. Furthermore，KEGG signal pathway enrichment analysis of differentially expressed genes in GEO
data，Western blotting analyses，MTT，Transwell and collagen contraction assays were employed to explore the impact of ICAM1 on
the PI3K/Akt signaling pathway. Results：GO annotation of GEO data indicated significant enrichment of extracellular matrix-related
pathways in osteosarcoma tissues. ICAM1 maybe a key protein among them. ICAM1 was significantly upregulated in osteosarcoma cell
lines（F=76.15，P<0.001）. Meanwhile，knockdown of ICAM1 suppressed osteosarcoma cell growth（F=61.59，P<0.001），migration
（F=55.21，P<0.001），and collagen contraction（F=83.61，P<0.005）. Meanwhile，KEGG pathway enrichment analysis of GEO data
and Western blotting confirmed that the PI3K/Akt signaling pathway was abnormally activated in osteosarcoma. In osteosarcoma cells
treated with the PI3K inhibitor Wortmannin，the inhibitory effect of ICAM1 knockdown on osteosarcoma cell growth（t=0.36，P=
0.74），migration（t=2.31，P=0.08），and collagen contraction（t=0.19，P=0.86）were blocked. Conclusion：In osteosarcoma tis原
sue，extracellular matrix related functions and signaling pathways are significantly enriched，with ICAM1 potentially involved. I原
CAM1 promotes osteosarcoma cell growth and invasion via the PI3K/Akt signaling pathway.
Key words osteosarcoma；ICAM1；extracellular matrix；cell growth；migration；PI3K/Akt signaling pathway
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骨肉瘤是青少年和年轻人中最常见的原发性

骨癌，其发生转移是导致患者死亡的主要原因[1]。而

细胞外基质（ECM）的物理特性和生化成分的改
变是肿瘤转移的关键环节 [2]。细胞间黏附分子-1
（ICAM1），又称 CD54，是一种广泛表达于多种细胞
表面的黏附分子，属于免疫球蛋白超家族，介导细

胞与 ECM之间的信号交流[3-4]。近年的研究证实，

ICAM1在多种肿瘤中均表现为高表达，其表达受核
因子 资B（NF-资B）、信号转导和转录激活因子 3
（STAT3）等转录因子的调控[5-6]。Kang等[7]发现转移

性乳腺癌中 ICAM1表达升高，并在膜表面通过与表
皮生长因子受体（EGFR）相互作用，激活酪氨酸激
酶 2亚家族成员 1（JAK1）相关信号通路，从而驱动
三阴性乳腺癌转移。在肺癌中，使用周期蛋白依赖性

激酶 4/6（CDK4/6）抑制剂，可激活细胞内 ICAM1驱
动的免疫反应，从而使肿瘤细胞对免疫治疗敏感[8]。

然而，其在骨肉瘤中的研究较少，相关分子机制也

有待于深入探究。

1 材料与方法

1.1 骨肉瘤数据来源 使用 GEO 数据库数据
GSE126209，其中包括骨肉瘤肿瘤组织 12例和癌旁
组织 11 例（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/
acc.cgiacc=GSE126209），筛选两组转录组测序得到
的差异基因，进行 GO功能注释和蛋白质相互作用
分析。此外，对差异表达的基因进行 KEGG信号通
路富集分析。

1.2 材料及试剂 骨肉瘤细胞系 KHOS-240S、
143B、人成骨细胞系 hFOB1.19（普诺赛，中国）及
U2OS（ATCC，美国），胎牛血清（李记生物公司，中
国），细胞培养基（Gibco 公司，美国），Lipofectamine
RNAiMAX、Trizol试剂（Invitrogen，美国），实时 PCR
试剂盒（全式金，中国），ICAM1抗体、茁-actin抗体、
磷酸化磷脂酰肌醇 3激酶（p-PI3K）抗体、磷脂酰肌
醇 3 激酶（PI3K）抗体（Proteintech，美国），p-Src 抗
体、Src 抗体（CST，美国），磷酸化蛋白激酶 B（p-
Akt）抗体、蛋白激酶 B（Akt）抗体（Abcam，美国），
Western印迹二抗（碧云天，中国），si-ICAM1（锐博，
中国），MTT试剂盒、胶原蛋白玉型（索莱宝，中国），
Transwell染色试剂盒（Thermo，美国）。
1.3 细胞培养及分组 （1）以正常成骨细胞系
hFOB1.19为对照组，通过实时 PCR和Western印迹
实验，分别比较其与骨肉瘤细胞系 KHOS-240S、
U2OS和 143B之间 ICAM1的表达差异。（2）使用
U2OS细胞，构建不同转染组，以 si-NC为对照组，
si-ICAM1-1、si-ICAM1-2、si-ICAM1-3 为实验组，

通过实时 PCR实验分别比较不同转染组与对照组
ICAM1的表达差异。（3）使用 U2OS细胞，以 si-NC
为对照组，si-ICAM1-1、si-ICAM1-2 为实验组，通
过 MTT、Transwell、胶原收缩和Western印迹实验，
分别比较不同转染组与对照组在细胞生长、迁移、

ECM降解和 PI3K/Akt信号通路关键蛋白表达中的
差异。（4）使用 Wortmannin 处理的 U2OS细胞，以
si-NC为对照组，si-ICAM1-1为实验组，使用 MTT、
Transwell和胶原收缩实验，比较转染组与对照组在
细胞生长、迁移和 ECM降解中的差异。
1.4 细胞转染 使用 Lipofectamine RNAiMAX转染
U2OS细胞，将细胞提前 1 d接种到 6孔板，在转染
时，细胞密度 70%左右，取 9 滋L转染试剂和 150 滋L
Opti-MEM 混匀，另取 3 滋L siRNA（10 滋mol/L）和
150 滋L Opti-MEM混匀，将二者混合后孵育 5 min，
加入细胞，待 48 h后检测细胞表型。
1.5 RNA提取和实时 PCR 采用 1.3（1）和 1.3（2）
的分组，使用 TRIzol法提取不同组细胞的总 RNA，
并根据 cDNA 合成试剂盒（全式金，中国）操作说
明，逆转录生成 cDNA。按照如下体系进行实时 PCR
检测，上下游引物 1 滋L，cDNA 模板 0.5 滋L，qPCR
SuperMix 10 滋L，ddH2O 8.5 滋L。PCR程序为：95益预
变性 5 min；随后扩增 95益 15 s、60益 30 s（重复 35个
循环）；最后经过 95益 15 s，60益 1 min。使用内参对
目的基因的 CT值进行校正，定量计算方法为 2-驻驻Ct，

上机并比较不同组 ICAM1的表达差异。ICAM1引
物序列为 F：5忆 -AGCGGCTGACGTGTGCAGTAAT-
3忆，22 bp；R：5忆-TCTGAGACCTCTGGCTTCGTCA-3忆，
22 bp。内参 GAPDH引物序列为 F：5忆-CGGAGTC-
AACGGATTTGGTCGTAT-3忆，24 bp；R：5忆-AGCCTT-
CTCCATGGTGGTGAAGAC-3忆，24 bp。
1.6 Western印迹 采用 1.3（1）和 1.3（3）的分组。
收集各组细胞后，加入 RIPA细胞裂解液（索莱宝，
中国）冰浴 30 min后，13 000 r/min，离心 15 min，收
集上清即为细胞总蛋白，并使用 BCA蛋白检测试剂
盒（Thermo，美国）测定蛋白浓度。加入一定比例的蛋
白上样缓冲液和无酶水，将蛋白浓度调整至 2 滋g，金
属浴 10 min 变性后上样，进行 SDS-PAGE 凝胶电
泳，电泳后转至 PVDF膜，TBST洗 2 min，在封闭液中
封闭 1 h，加入稀释的一抗，分别为 ICAM1抗体（1 颐
1 000）、茁-actin 抗体（1 颐 5 000）、p-Src 抗体（1 颐
1 000）、Src抗体（1 颐 1 000）、p-PI3K抗体（1 颐 2 500）、
PI3K抗体（1 颐 500）、p-Akt抗体和 Akt抗体（1 颐 2 500），
4益，摇床孵育过夜，TBST洗膜 3次，每次 10 min，加
入二抗，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔/鼠 IgG（1 颐
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5 000），室温，摇床孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次
10 min，加入 ECL显色液，曝光，比较组间蛋白表达
差异。

1.7 MTT实验 采用 1.3（3）和 1.3（4）的分组，将
不同组细胞分别接种在 96孔板中，每孔接种 5 000
个细胞，使用 MTT检测细胞不同培养时间的吸光
度，每组 3个重复，检测时按 1 颐 9在基本培养基中
加入 10 滋L MTT试剂，37益，孵育 2 h，吸弃上清，每
孔加入 110 滋L Formazan溶解液，置摇床上低速振荡
10 min，使结晶物充分溶解。使用酶标仪在 490 nm
处测量各孔的吸光值。绘制生长曲线，比较组间细

胞活力差异。

1.8 Transwell 实验 采用 1.3（3）和 1.3（4）的分
组，收集各组细胞并计数，取 105个细胞置于 1.5 mL
EP管中，2 000 r/min离心 5 min，去上清，加入 200 滋L
无血清培养基重悬细胞，加入 Transwell小室中。上
室加入 PBS稀释的Matrigel，下层小室加入含 20%血
清的培养基，37益孵箱中培养 16 h。取出 Transwell
小室，用棉签擦除里面的细胞，PBS轻洗，用甲醇、冰
醋酸按照 3 颐 1配制成混合液，固定 Transwell小室
反面的细胞 30 min，进而放入结晶紫染液中，染色
15 min。清洗干净并将膜固定于载玻片上。显微镜下

取 3个随机视野进行拍照并统计。
1.9 胶原收缩实验 采用 1.3（3）和 1.3（4）的分
组。将无菌胶原蛋白（索莱宝，中国）与培养基混合，

调整 pH值至 7.4左右，再收取各组细胞 5伊104，与

胶原混合液混匀后转移到 24孔培养板中，37益培养
箱培养 48 h以上，观察拍照，测量凝胶直径。
1.10 统计学处理 采用 GraphPad prism 10软件进
行数据统计分析，符合正态分布的计量数据用 x依s
表示，组间均数比较采用独立样本 t检验，多组间均
数比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），生
长曲线差异比较采用 Two-way ANOVA 分析，P<
0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 骨肉瘤 ECM微环境与肿瘤进展高度相关 GO
功能注释结果显示骨肉瘤组织中 ECM相关信号通
路差异显著，包括 collagen-containing extracellular
matrix、collagen trimer、complex of collagen trimer、fib原
rillar collagen trimer、extracellular matrix structural
constituent、collagen binding、tropomyosin binding（图
1A）。蛋白质相互作用网络分析得到节点数量 Top
30的蛋白，发现 ICAM1节点数量较高为 53，且在骨
肉瘤中研究较少（图 1B）。

注：A：GEO数据库数据 GSE126209分析骨肉瘤组织和癌旁组织差异基因的 GO功能注释；B：GEO数据库数据 GSE126209分析骨肉瘤组
织和癌旁组织差异基因相应蛋白的相互作用节点数量 Top30；骨肉瘤组织（n=12）和癌旁组织（n=11）

图 1 GEO数据分析骨肉瘤组织和癌旁组织差异基因的 GO功能注释以及蛋白质相互作用网络
Fig.1 GEO data analysis of GO functional annotation of differential genes between osteosarcoma and adjacent tissues，and protein-protein
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2.2 ICAM1在骨肉瘤细胞中高表达 实时 PCR结
果显示，在骨肉瘤细胞系中 ICAM1显著高表达（F=
76.15，P<0.001）。Western印迹结果同样显示，在骨
肉瘤细胞系中 ICAM1呈高表达（图 2）。
2.3 ICAM1促进骨肉瘤细胞生长和转移 在 ICAM1
表达较高的骨肉瘤细胞系 U2OS中，与 si-NC组相比，

3个 siRNA序列均能有效敲低 ICAM1（t=7.54、8.20、
7.39，均 P<0.001），后续研究使用 siRNA-1和 siRNA-
2（图 3A）。MTT实验结果显示，与 si-NC组相比，
ICAM1 敲低后显著抑制骨肉瘤细胞活力（t=7.04、
9.711，均 P<0.001，图 3B）。同时，Transwell和胶原收
缩实验显示，ICAM1 敲低后骨肉瘤细胞迁移（t=
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7.30、9.57，均 P<0.001）以及 ECM 降解被抑制（t=
5.77、14.22，均 P<0.005，图 3C、3D）。

2.4 ICAM1调控骨肉瘤 PI3K/Akt信号通路 KEGG
信号通路富集结果显示，骨肉瘤组织 PI3K/Akt sig原
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注：A：实时 PCR检测 ICAM1在人正常成骨细胞和骨肉瘤细胞系中的表达差异；B：Western印迹检测 ICAM1在人正常成骨细胞和骨肉瘤
细胞系中的表达差异；ICAM1：细胞间黏附分子 1；与 hFOB1.19相比，***P<0.001，****P<0.000 1

图 2 ICAM1在人正常成骨细胞和骨肉瘤细胞系中的表达差异
Fig.2 Differential expression of ICAM1 in normal osteoblast and osteosarcoma cell lines
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注：A：实时 PCR检测不同 si-ICAM1转染的实验组和对照组 si-NC相比，ICAM1的表达差异；B耀D：使用 MTT、Transwell和胶原收缩实验分
别检测不同 si-ICAM1转染的实验组与 si-NC对照组相比，在细胞活力、迁移和细胞外基质降解中的差异；ICAM1：细胞间黏附分子 1；NC：阴性
对照；***P<0.001，**P<0.005

图 3 ICAM1敲低对骨肉瘤细胞生长和侵袭的作用
Fig.3 The effects of ICAM1 knockdown on osteosarcoma cell growth and invasion

C

D

耿彦南，等. ICAM1通过 PI3K/Akt信号通路促进骨肉瘤细胞生长和侵袭 129



第 32卷天津医科大学学报

naling pathway、cAMP signaling pathway、Rap1 signal原
ing pathway、Cytokine -cytokine receptor interaction、
Hippo signaling pathway、DNA replication等信号通路
异常，其中 PI3K/Akt信号通路差异基因数量最多
（图 4A）。因此，在 U2OS细胞系中，使用Western印
迹实验检测 PI3K/Akt信号通路关键蛋白 Src、PI3K

和 Akt及其各自磷酸化表达的差异，并分析与 si-
NC组相比，ICAM1 敲低后磷酸化蛋白与总蛋白比
值的差异，结果显示，p-Src/Src（F=70.61，P<0.001）、
p-PI3K/PI3K（F=69.48，P<0.001）和 p-Akt/Akt（F=
54.40，P<0.001）均显著下降，即 ICAM1 敲低后
PI3K/Akt信号通路被显著抑制（图 4B）。

2.5 PI3K/Akt介导 ICAM1对骨肉瘤细胞生长和转
移的调控 在加入Wortmannin的骨肉瘤细胞中，与si-
NC组相比，ICAM1敲低不影响骨肉瘤细胞活力（t=

0.36，P=0.74，图 5A）。同时，Transwell和胶原收缩实
验显示，ICAM1敲低不影响骨肉瘤细胞迁移（t=2.31，
P=0.08）以及 ECM降解（t=0.19，P=0.86，图 5B耀5C）。
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注：A：在 GEO数据库数据 GSE126209中，骨肉瘤癌组织和癌旁组织差异基因的 KEGG信号通路富集分析；B：在 si-NC对照组和不同 si-
ICAM1转染的实验组中，使用Western印迹检测 PI3K/Akt信号通路关键蛋白 Src、PI3K和 Akt及其磷酸化的表达差异，并进行统计学分析；ICAM1：
细胞间黏附分子-1；Src：类固醇受体辅激活因子；PI3K：磷脂酰肌醇 3激酶；Akt：蛋白激酶 B；NC：阴性对照；与 si-NC组相比，***P<0.001

图 4 ICAM1敲低对 PI3K/Akt信号通路的调控作用
Fig.4 The effects of ICAM1 knockdown on the PI3K/Akt signaling pathway

图 5 ICAM1敲低联合 PI3K抑制剂Wortmannin对骨肉瘤细胞生长和侵袭的作用
Fig.5 The effects of ICAM1 knockdown combined with PI3K inhibitor Wortmannin on osteosarcoma cell growth and invasion

注：A耀C：加入 PI3K抑制剂Wortmannin处理细胞，使用MTT、Transwell和胶原收缩实验检测 si-ICAM1转染的实验组与 si-NC对照组相比，
在细胞活力、迁移和细胞外基质降解中的差异；ICAM1：细胞间黏附分子-1；NC：阴性对照；Wortmannin：渥曼青霉素；ns：无显著性
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3 讨论

本研究表明，骨肉瘤 ECM微环境与肿瘤进展
高度相关，其中与 ECM密切相关的 ICAM1在骨肉
瘤中高表达，并激活细胞内 PI3K/Akt信号通路，从
而诱导肿瘤生长、转移。

骨肉瘤以其丰富的 ECM为特征，一方面其物
理特征维持肿瘤生长等，另一方面其异常生化信号

也是促进肿瘤进展的重要因素[9-11]。本研究证实，I原
CAM1的高表达与骨肉瘤 ECM的异常具有一定相
关性，并且可进一步调控细胞内信号网络。既往研

究显示，ECM中多种胶原蛋白与骨肉瘤临床分期等
特征，包括玉型胶原蛋白（COL1A1）多态性与骨肉
瘤易感性和死亡密切相关[13]。与骨软骨瘤以及其他

组织相比，骨肉瘤标本中纤连蛋白表达上调与较差

的化疗反应、远处转移和更短的总体生存期相关[13-

14]。这些 ECM成分的异常变化，导致肿瘤细胞膜表
面蛋白以及细胞内信号网络的变化，如 COL1A1，它
在 ECM中含量丰富，常常存在于骨、肌腱和韧带等
结缔组织中[15-16]。在未经治疗的骨肉瘤患者血清中

发现 COL1A1代谢物的浓度升高，其可能通过基质
金属蛋白酶 2的合成和激活促进肿瘤进展[17]。然而，

ECM如何诱导骨肉瘤组织 ICAM1的高表达仍然需
要进一步研究。

根据结构特点，ICAM1 可分为膜结合型
（mICAM1）和可溶性（sICAM1）两种，其中 sICAM1
由 mICAM1经蛋白酶裂解后释放入血液[3-4]。本研究

中，ICAM1 高表达激活肿瘤细胞 PI3K/Akt 信号通
路，但究竟是膜表面的 mICAM1还是血液 sICAM1
与肿瘤细胞膜表面配体结合后诱导的细胞内信号

通路改变仍然需要探究。目前有研究表明，ICAM1
通过与纤维蛋白原 酌链（FGG）结合，触发 Akt和细
胞外信号调节激酶 1/2抗凋亡信号通路，抑制 c-Jun
氨基末端激酶（JNK）/p38促凋亡通路，增强肿瘤细
胞存活能力，促进转移[18]。而在乳腺癌中，ICAM1直
接结合 EGFR的 D3结构域，增强其配体结合亲和
力，激活下游 JAK1/STAT3信号通路，促进上皮-间
质转化（EMT）标志物（如 Snail、TWIST1）表达，从而
驱动肿瘤细胞迁移和远处转移[7]。据此，推测可能是

mICAM1 与 sICAM1 共同促进骨肉瘤细胞生长和
转移。

PI3K/Akt信号通路是肿瘤发生、发展和转移的
核心调控网络之一，其异常激活与肿瘤细胞增殖、存

活、侵袭及耐药性密切相关[19-20]。激活的 Akt通过磷
酸化促凋亡蛋白 BAD和 caspase-9，抑制其促凋亡功
能，同时上调抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达，增强肿瘤细

胞存活能力。同时，还可上调 Snail、TWIST1和 ZEB1
等转录因子，抑制 E-cadherin表达，促进细胞间黏
附丧失和间质表型转化，增强肿瘤细胞的侵袭能力

等[21-22]。然而，本研究证实，PI3K/Akt可作为骨肉瘤
生长和转移的关键信号通路。此外，PI3K/Akt信号
通路作为肿瘤进展的“中枢调控者”，其多维度作用

机制为精准治疗提供了重要靶点。典型代表包括

PI3K 抑制剂（如 Alpelisib，主要用于 PIK3CA 突变
的乳腺癌）、Akt 抑制剂（如 Capivasertib）和哺乳动
物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）抑制剂（如 Everolimus）。
这些药物在某些分子分型明确的肿瘤中显示出良

好的疗效。然而，由于通路本身的高度复杂性及其

与其他信号网络的交叉激活，单药治疗常面临耐药

和疗效不持久的问题[23-24]。因此，联合 PI3K/Akt通路
抑制剂与内分泌治疗、化疗或免疫治疗的策略正在

成为研究热点。未来，结合精准分子分型与个体化

治疗将有助于该通路靶向药物在骨肉瘤治疗中的

临床转化。
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