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Abstract 
Objective: To investigate the effect of Homocysteine on the invasion and migration capability in 
nasopharyngeal carcinoma CNE-2 cells and to explore the possible mechanism. Methods: After high 
concentration HCY treatment, the cell morphology of CNE-2 cells was evaluated by phase-contrast 
microscopy, the colony forming ability was detected by soft agar cloning experiment, and the in-
vasion and migration capability was reflexed by invasion and migration experiments. Moreover, 
the mechanism was also investigated. Results: HCY exposure led to the transformation of the cob-
blestone-like cells CNE-2 to spindle-like, fibroblastic cells, accompanied by enhanced colony forming 
ability and invasion and migration capability. Western blot showed that the mesenchymal marker 
was up-regulated and the epithelial marker was down-regulated after HCY treatment, which im-
plied that HCY might work through EMT to promote the malignant transformation of CNE-2 cells. 
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摘  要 

目的：探讨同型半胱氨酸HCY对鼻咽癌CNE-2细胞侵袭和转移能力的影响及其机制。方法：高浓度HCY
处理CNE-2细胞，通过相差显微镜观察细胞形态的改变，通过软琼脂克隆形成以及侵袭和转移实验观察

对其克隆形成能力、侵袭和转移能力的影响，并探讨可能的分子机制。结果：HCY处理后，CNE-2细胞

从卵圆形向纺锤形转变，伴随着克隆形成能力、侵袭和迁移能力的增强。WB结果显示HCY的处理上调了

CNE-2细胞间充质标记物、下调了CNE-2细胞上皮标志物的表达，提示其可能是通过EMT促进CNE-2细胞

的恶性转化。 
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1. 引言 

鼻咽癌是一种在中国华南地区和东南亚高发、侵袭性和转移率最高的头颈恶性肿瘤，很多患者确诊

时已经发生转移[1]。随着放射治疗方法的不断进步与完善、放化疗的联合应用，鼻咽癌的局部控制率不

断提高，远处转移逐渐成为治疗失败的主要原因[1] [2]。因此探索鼻咽癌转移机制是下一步鼻咽癌研究的

重点问题。 
以往的研究认为高同型半胱氨酸血症与动脉粥样硬化、心血管疾病以及中风的发生密切相关[3]，这

可能与同型半胱氨酸能够损伤心血管内皮和平滑肌细胞，进而影响动脉结构和功能有关。除此之外，高

同型半胱氨酸血症被认为是充血性心力衰竭、年龄相关的黄斑变性以及阿尔兹海默症的诱发因素[4]。而

近年来，高同型半胱氨酸血症在肿瘤中作用受到更多关注[5]。但是，在鼻咽癌的发生和转移中，同型半

胱氨酸(Homocysteine, HCY)发挥什么样的作用尚未见相关文献报道。 
研究表明上皮间充质转化(Epithelial-mesenchymal Transition, EMT)与肿瘤的转移密切相关。EMT 在

胚胎形成、纤维化和肿瘤侵袭过程中均会发生，细胞连接的缺失伴随着上皮标志物表达的减少和间充质

标志物的增多为 EMT 的主要特征[6]。文献表明 EMT 与鼻咽癌的转移密切相关，抑制鼻咽癌的 EMT 之

后能够观察到鼻咽癌的转移受到明显抑制[7] [8]。那么同型半胱氨酸是否也是通过 EMT 参与鼻咽癌细胞

的转移呢？这些就是本文主要探讨的问题。 

2. 材料方法 

2.1. 细胞培养 

鼻咽癌细胞株 CNE-2 由中山大学肿瘤医院曾木圣教授构建并赠送。CNE-2 细胞培养采用 DMEM 基

础培养基(Hyclone)中加入 10%胎牛血清(Gibico)，1%青链霉素双抗(100*) (Hyclone)，置于 37℃含 5% CO2

培养箱中培养。按需传代、种板。同型半胱氨酸(Homocysteine, Sigma#69453) ddH2O 溶解后配置成 20 
mmol/L 储存液，按照 1:500 比例加入培养液中。 
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2.2. 细胞迁移和侵袭 

对数生长期细胞消化成单细胞悬液后，用 PBS 洗涤离心两次后加入无 FBS 的 DMEM，混匀，按照

每孔 4 × 104 个细胞加入 Transwell 小室。小室下方放置含 10% FBS 的 DMEM 培养液，培养 24 小时后染

色计数。迁移实验需要提前在小室中铺上 Matrigel 胶，其它同迁移实验。 

2.3. 软琼脂克隆形成实验 

对数生长期细胞消化后制成单细胞悬液，1.2%琼脂溶液与 2 * DMEM 以 1:1 比例混合铺在培养皿底

部，0.7%琼脂溶液与 2 * DMEM 以 1:1 比例混合后加入细胞悬液，待底层溶液凝固后铺在上层。待上层

琼脂凝固后，加入适量培养液覆盖表面，置于培养箱中连续培养 10~14 天后显微镜观察计数，只计数细

胞数大于 50 个的克隆。 

2.4. Westernblot 

处理过的细胞充分裂解后、定量，与 10×变性缓冲液 9:1 的比例配置上样缓冲液后，100℃煮沸 5 min，
与蛋白 marker 一起加入 SDS-PAGE 凝胶的上样孔中(12%分离胶和 5%浓缩胶)，80 V 电泳 30 min，120 V
电泳 90 min；后以 300 mA恒流电转 180 min (注意降温，防止干膜)，将凝胶上的蛋白转移至PVDF膜(Merck 
Millipore)；将膜用 7%脱脂牛奶封闭 60 min，加入一抗 β-actin (Sigma #A5441)、β-catenin (CST #9582S)
以及 E-cadherin (BD #610181) 4℃振摇过夜，次日洗膜后，加入二抗 4℃孵育 4 h。洗膜后成像。 

2.5. 统计学方法 

统计学分析采用 SPSS 18.0 软件，两组定量资料之间的差异分析采用 t 检验，P < 0.05 差异认为有统

计学意义。 

3. 结果 

3.1. HCY 处理改变 CNE-2 细胞形态 

参考文献采用浓度为 5 μmol/L~15 μmol/L同型半胱氨酸处理细胞[9]，故我们将同型半胱氨酸储存液

(HCY)分别按照 1:2000、1:1000、1:500 (终浓度分别为 10 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L)的比例加入培养

基中，连续培养 CNE-2 细胞 72 h，中间需传代一次，贴壁 10 小时后相差显微镜观察，发现与对照组相比，

只有 40 μmol/L处理组鼻咽癌 CNE-2 细胞形态发生了明显的改变，从原来的卵圆形向纺锤形转变(图 1)。 
 

 
Cell morphology was evaluated by phase-contrast microscopy 

Figure 1. HCY treatment change the Cell morphology of CNE-2 cells 
图 1. HCY 影响 CNE-2 的细胞形态 
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3.2. HCY 促进 CNE-2 细胞克隆形成能力 

我们采用软琼脂克隆形成实验观察 HCY 处理后细胞形态的改变对 CNE-2 细胞克隆形成能力的影响。

将 HCY 处理后的 CNE-2 细胞消化后吹打成单个细胞，六孔板每孔接种 1 × 104 个细胞，10 天后观察计数

发现，与对照组相比，HCY 处理的 CNE-2 细胞在软琼脂培养基中形成的克隆更多、更大，t 检验发现两

组之间差异具有统计学意义(图 2)。 
 

 
Representative micrographs of indicated cells grown on soft agar for 14 days in cloning formation of soft agar assay. Bars correspond to mean ± 
standard deviation (SD), ***P < 0.001. 

Figure 2. HCY treated CNE-2 cells showed increased colony forming ability 
图 2. HCY 处理增强 CNE-2 细胞的克隆形成能力 

3.3. HCY 处理促进 CNE-2 细胞的侵袭和迁移 

我们采用侵袭和迁移实验反映 HCY 处理对细胞侵袭迁移能力的影响。细胞种板 24 小时后，与对照

组相比，HCY 处理组迁移和侵袭的能力显著增强，差异有统计学意义(图 3)。 
 

 
The migration/invasion ability of indicated cells was evaluated by transwell assay. Bars correspond to mean ± standard deviation (SD), ***P < 0.001. 

Figure 3. HCY treated CNE-2 cells had increased invasion and migration capabilities 
图 3. HCY 处理提高了 CNE-2 细胞的侵袭和迁移能力 

3.4. HCY 通过 EMT 促进 CNE-2 细胞的侵袭和转移 

前面的研究已经发现 HCY 处理能够改变鼻咽癌细胞形态，促进其克隆形成、侵袭以及迁移能力，那

么其分子学基础是什么呢？我们检测了 HCY 处理后 CNE-2 细胞上皮标志物 E-cadherin 和间皮标志物

β-catenin 的表达情况，结果发现与对照组相比，HCY 处理组 E-cadherin 表达水平明显降低，而 β-catenin
显著增高，且具有明显的浓度依赖效应(图 4)。 
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Expression of epithelial cell markers (E-cadherin) and mesenchymal cell markers (β-cadherin) in indicated cells were examined by WB. β-actin was 
used as a loading control. 

Figure 4. HCY treatment changed the expression level of Epithelial and mesenchymal markers 
图 4. HCY 改变 CNE-2 细胞的上皮和间充质标志物的表达水平 

4. 讨论 

本文通过软琼脂克隆形成实验、侵袭和迁移实验发现高浓度 HCY 处理能够增强鼻咽癌细胞的单克隆

形成能力以及转移和侵袭能力，进一步研究结果验证 HCY 可能是通过调控鼻咽癌细胞 EMT、改变细胞

形态从而发挥促进肿瘤转移的作用。因此我们首次发现 HCY 能够促进鼻咽癌细胞转移，并且提出了可能

的发生机制。 
Chiang FF 实验室的研究表明血浆高水平的同型半胱氨酸与结肠癌的发病风险存在一定相关性[5]。

Almadori G 团队的研究结果表明，与吸烟对照组和不吸烟对照组相比，血浆同型半胱氨酸水平在头颈部

鳞状细胞癌患者中明显升高，提示高同型半胱氨酸血症可能是促进肿瘤发生发展的重要因素[10]。也有研

究结果显示放射治疗后鼻咽癌患者血浆 HCY 水平较治疗前明显下降，表明 HCY 水平的降低可能提示鼻

咽癌的好转。但是关于高同型半胱氨酸血症与鼻咽癌细胞转移之间关系的研究未见报道。本文首先发现

HCY 处理能够改变鼻咽癌细胞的形态，使其恶性转化向纺锤体样改变，进一步通过软琼脂克隆形成以及

体外的侵袭和迁移实验验证了 HCY 对 CNE-2 细胞侵袭能力的促进作用。这些实验结果表明 HCY 处理使

CNE-2 发生了恶性转化，增强了 CNE-2 细胞侵袭和转移的能力。那么，HCY 促进 CNE-2 侵袭和转移的

机制是什么呢？文献报道高水平 HCY 能够通过表观遗传学促进乳腺癌的发生和发展[11]，本人之前的研

究发现低表达的色素上皮衍生因子(Pigment Epithelium Derived Factor, PEDF)能够通过诱导鼻咽癌细胞发

生上皮间充质转化(Epithelial-mesenchymal Transition, EMT)促进其侵袭和转移[12]，那么同型半胱氨酸是

否也是通过影响鼻咽癌细胞 EMT 从而改变其细胞行为的呢？EMT 是鼻咽癌转移的重要发生机制[7]，我

们通过 WB 实验发现 HCY 处理能够使 CNE-2 细胞上皮细胞标志物 E-cadherin 表达明显下调，间充质标

志物 β-catenin 表达显著上调，提示 HCY 可能是通过 EMT 进而促进 CNE-2 细胞恶性转化的。 
本研究发现 HCY 能够通过 EMT 促进鼻咽癌细胞侵袭和转移，这些结果提示高同型半胱氨酸血症的

病人发生肿瘤转移的风险可能较正常人是升高的，为肿瘤转移的监测提供了一个可选择的指标。 
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