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■背景资料
CD98参与细胞黏
附及细胞外基质
合成过程, 并参与
多种细胞信号转
导通路, 与肿瘤的
发生和转移密切
相关. 

Abstract
AIM
To knock down CD98 expression in human 
hepatocellular carcinoma (HCC) cells by RNA 
interference (RNAi) to explore the role of CD98 
in HCC progression. 

METHODS
Down-regulation of CD98 expression in human 
HCC cell line (FHCC-98) was performed by 
RNAi and verified by Western blot analysis. 
The role of CD98 in the invasion and metastasis 
of FHCC-98 cells was investigated using cell 
adhesion assay, transwell invasion assay, and 
monolayer wound healing assay. 

RESULTS
After transient transfection with siRNA targeting 
CD98 for 48 h, the protein expression of CD98 
in human HCC cells was significantly knocked 
down. Moreover, the numbers of attached cells 
and invaded cells, and wound closure rate 
were significantly decreased compared to cells 
transfected with the negative control siRNA. 

CONCLUSION
CD98 may promote tumor invasion and 
metastasis in HCC via enhancement of the 
abilities of tumor cells to adhere, invade and 
migrate. CD98 may be a novel therapeutic 
target for the treatment of HCC.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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HCC)是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一, 
在全世界范畴, HCC发病率位居常见癌症的第

5位、癌症相关死亡率的第3位, 其临床主要表

现为肿瘤的快速进展率及高复发率, 转移作为

肝癌的最主要的恶性表型, 是导致HCC高致死

率的主要因素[1,2]. CD98是一种Ⅱ型跨膜糖蛋

白, 由一条重链(CD98hc, SLC3A2)和一条轻链

(包括LAT-1等)通过二硫键共价连接而成的异

源二聚体[3,4], 除血小板外, 可以表达于所有细

胞的表面, 其基因序列和蛋白结构在不同物种

进化过程中高度保守. CD98参与细胞黏附及

细胞外基质合成过程, 并参与多种细胞信号转

导通路, 与肿瘤的发生和转移密切相关[5-8], 但
是有关CD98对HCC的作用机制研究鲜有报道. 
因此, 本研究拟通过RNA干扰技术, 下调人类

HCC系(FHCC-98)中CD98的蛋白水平, 结合细

胞黏附、侵袭和迁移实验检测CD98对HCC转
移能力的影响, 以期为未来肝癌靶向治疗提供

新的靶点. 

1  材料和方法

1.1 材料 人类HCC系FHCC-98由第四军医大学唐

都医院肿瘤科构建[9,10], 细胞培养于含100 mL/L胎
牛血清的完全RPMI 1640培液中, 置于37 ℃、

50 mL/L CO2饱和湿度的培养箱中培养. 细胞

培养液RPMI 1640购自美国GIBCO BRL公司; 
小牛血清为杭州四季青公司产品; Matrigel购
自美国BD生物科学公司; BSA及结晶紫购自

美国Sigma公司; 鼠抗人单克隆抗体CD98及
Tublin购自美国Santa cruz公司; CD98 siRNAs
设计参照文献[11,12], 由上海生工生物工程公

司合成; LipofectamineTM 2000试剂盒购自美国

Invitrogen公司. 
1.2 方法
1.2.1 细胞转染及筛选: 接种FHCC-98细胞于

6孔板, 待细胞密度达到60%, 加入适当浓度

CD98 siRNAs和LipofectamineTM 2000, 继续培养

48 h后, 备用. 实验设立CD98 RNAi组及无关干

涉片段(control siRNA)对照组; 实验前对CD98 
siRNAs和LipofectamineTM 2000浓度进行预先优

化, 利用美国Invitrogen公司的BLOCK-iTTM荧光

寡聚物作为转染效率的评估指标. 
1.2.2 免疫印迹实验: 留取各组细胞, 经含1% 
PMSF的RIPA裂解液裂解后, 利用BCA蛋白定

量试剂盒对待测样品中总蛋白含量进行定量

分析. 每组取10 µg蛋白, 加入上样缓冲液后煮
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摘要
目的
本研究拟通过RNA干扰技术下调人类肝癌
细胞(hepatocellular carcinoma, HCC)CD98基
因的表达, 探讨CD98对肿瘤侵袭与转移的
影响. 

方法
利用CD98 s iRNAs瞬时转染人类HCC系
(FHCC-98), 免疫印迹法证实癌细胞中CD98蛋
白表达下调后, 通过细胞黏附实验、Transwell
侵袭实验及划痕愈合实验, 检测CD98对HCC
的黏附、侵袭和迁移能力的影响.

结果
CD98 siRNAs瞬时转染FHCC-98细胞48 h
后, 癌细胞CD98的蛋白水平显著下调, 干扰
CD98蛋白表达水平后, 癌细胞黏附能力显
著下降, Transwell实验证实与对照组相比, 
癌细胞的侵袭能力显著下降, 划痕实验也证
实干涉CD98后癌细胞的迁移能力显著下降.

结论
CD98通过增强HCC的黏附及迁徙能力, 促
进HCC的侵袭和转移, 为未来肝细胞癌治疗
提供了可能的靶点. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 肝细胞癌; CD98; 侵袭; 转移

核心提要: 本实验利用RNAi技术抑制FHCC-98
肝癌细胞的CD98表达后, 癌细胞的黏附、侵袭
和迁移能力明显下降, 证实CD98能够促进肝细
胞癌的浸润和转移, 是肝癌发生及演进过程中
的肿瘤促进因子.
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0  引言

原发性肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 
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■研发前沿
近年来恶性肿瘤
转移与侵袭等恶
性行为受到广泛
关注, 探究转移与
侵袭相关重点分
子已成为相关领
域研究热点.
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■相关报道
目前已有文献证
实CD98在乳腺癌
及其他恶性肿瘤
生物学行为中起
到关键作用, 但尚
未见到CD98与肝
癌恶性表型相关
的研究报道.

沸、变性, 进行10%SDS-PAGE电泳; 将蛋白电

转至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉封闭液中室温封

闭2 h后, 分别加入CD98抗体(1∶800)、Tublin
抗体(1∶2000)4 ℃孵育过夜; TBST洗膜4次后, 
加入二抗(1∶5000)室温孵育2 h; TBST洗膜4次, 
加入ECL试剂显影、拍照, 利用蛋白灰度分析

软件进行定量.
1.2.3 细胞黏附实验: 用Matrigel(5 µg/mL)按
50 µL/孔包被96孔细胞培养板, 4 ℃过夜后, 
20 mL/L BSA的PBS室温封闭30 min, PBS洗
涤后备用. 取对数生长期的各组细胞按2×104

细胞/孔, 接种于培养板上, 培养30-60 min后弃

去培养液和未黏附细胞, 每孔加入50 µL结晶

紫, 室温放置10 min; 流水冲洗去除多余染料、

空气干燥后, 加入100 µL细胞裂解液, 室温放

置20 min, 酶标仪检测540 nm波长处的吸光值

(A 540). 
1.2.4 Transwell细胞侵袭实验: 将Transwell小
室放入24孔板中, 将稀释的Matrigel(5 µg/mL)
加入小室内微孔滤膜上4 ℃过夜, 向小室内加

入1×105个细胞、小室外加入RPMI 1640完全

培养液作为趋化剂, 培养48 h. 取出Transwell
小室, 弃培养液, 用棉签擦去微孔滤膜上层的

细胞, 甲醛固定后, 进行苏木素-伊红(HE)染色, 
中性树胶封片. 在400×光学显微镜下计数穿过

凝胶和微孔的细胞数, 随机计数中间和四周共

5个视野, 每个视野计数细胞3次, 求平均值, 实
验重复3次. 
1.2.5 细胞迁移实验: 将2×106细胞/孔均匀接种

于6孔板中, 置于培养箱孵育至细胞贴壁并形

成均匀单层后, 进行划痕; 无血清RPMI 1640培
养液轻洗细胞3次、去除游离细胞, 倒置显微

镜下拍照; 继续培养24 h后, 再次拍照; 每次拍

照均利用Image J软件测量划痕宽度. 每组实验

重复3次, 计算划痕修复率. 划痕修复率 = (0 h
的划痕宽度-24 h的划痕宽度)/0 h的划痕宽度×

100%. 
统计学处理 利用SPSS18软件进行Student-t

检验, 每组实验均至少重复3次, 结果以mean±

SD表示, 以P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 RNAi能够显著抑制CD98的蛋白表达 利
用人工合成的CD98 siRNAs转染FHCC-98细
胞48 h后, Western blot法检测CD98蛋白表达

的情况 ,  结果表明 ,  与转染无关干涉片段的

FHCC-98细胞相比, CD98 siRNAs能够明显抑

制CD98蛋白表达(P <0.01, 图1).
2.2 CD98对HCC黏附力的影响 细胞黏附实

验结果显示, F H C C-98细胞瞬时转染C D98 
siRNAs 48 h后, 细胞黏附率较对照组明显降低

(P <0.01, 图2).
2.3 CD98对HCC侵袭能力的影响  本实验利

用铺有Matrigel的Transwell小室检测CD98对
HCC侵袭能力的影响, 结果显示: 在培养24 h
之后, 转染CD98 siRNAs的FHCC-98细胞黏附

率较对照组降低了56.7%±5.2%(P <0.01, 图3). 
2.4 CD98对HCC迁移能力的影响 为检测CD98
对HCC迁移能力的影响, 本课题组利用RNAi
瞬时转染FHCC-98细胞48 h后、CD98蛋白表

达下调, 细胞划痕实验结果显示: 与无关对照

组的划痕修复率56.0%±8.9%相比, 转染CD98 
s iRNAs的FHCC-98细胞的划痕修复率仅为

19.3%±5.1%(P <0.01, 图4). 上述结果提示CD98
蛋白对HCC迁移能力的调节可能具有重要的

调节作用.

3  讨论

侵袭与转移是HCC最主要的恶性表型, 促进

了肝癌的演进过程, 与患者的不良预后显著相
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图  1  CD98 siRNA显著抑制人类HCC中CD98蛋白表达水
平. HCC: 肝细胞癌.
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图  2  CD98 RNAi对人类HCC黏附率的影响. bP <0.01 vs  
Control组. HCC: 肝细胞癌.
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■创新盘点
本文运用多种细
胞生物学手段 , 
对CD98在肝癌细
胞(hepatocellular 
carcinoma, HCC)
侵袭和转移等生
物学行为中的作
用进行了探究 , 
对HCC侵袭和转
移等生物学行为
进行了进一步的
研究.

关[13,14], 在本实验研究中, 我们利用RNAi技术

抑制FHCC-98 HCC的CD98表达后, 癌细胞的

黏附、侵袭和迁移能力明显下降, 该结果提示

CD98分子能够促进HCC的侵袭与转移. 
肿瘤的发生及演进过程是肿瘤细胞与其

微环境相互作用的过程[15,16], 细胞外基质蛋白

和黏附分子均参与此过程并发挥重要作用[17,18], 
CD98通过其重链CD98hc与整合素相互作用, 
活化Akt和Rac GTP酶[19], CD98通过其轻链参

与氨基酸转运[20,21]. 目前认为CD98能够与β1
整合素结合, 通过β1整合素调节整合素信号途

径, 进而调控细胞增殖、存活、迁徙、上皮细

胞黏附性及极向[22]. 
已有文献报道[23-29], CD98高表达于人类

恶性黑色素瘤、喉部鳞状细胞癌、肺腺癌、

乳腺癌及肾细胞癌, 但是有关CD98在HCC中

的研究鲜有报道. Namikawa等[30]发现CD98轻
链LAT-1与重链CD98hc/4F2h在88例人类HCC
组织中的阳性率分别为61%和77%. 已有文献

证实, LAT1的表达量是HCC患者的独立预后

因素[31], LAT1高表达的患者与预后不良显著

相关[32], 而尚无明确研究证实CD98hc表达与

患者预后之间的关系, 在我们所选用的HCC系
FHCC-98也有较高的CD98表达, 利用RNAi技
术抑制FHCC-98 HCC的CD98表达可显著降低

癌细胞的黏附、侵袭和迁移能力, 也支持上述

文献结果. 
总之 ,  本研究结果证实C D98能够促进

HCC的浸润和转移, 是肝癌发生及演进过程中

的肿瘤促进因子, CD98可以作为抑制HCC侵

袭和转移的潜在靶点, 开发靶向CD98的药物

可能成为治疗肝癌的新策略. 
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■同行评价
本文报道了CD98
对HCC侵袭和转
移的调节作用, 国
内外相关研究甚
少, 具有较好的创
新性, 同时为未来
HCC治疗提供了
潜在的靶点.
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