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肉豆蔻醚通过调控蛋白 EEPD1 抑制肺鳞癌细胞增殖、
迁移和侵袭并促进凋亡的机制研究
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　　摘要：目的 旨在探讨肉豆蔻醚（myristicin）通过调控核酸内切酶/核酸外切酶/磷酸酶家族结构域包含蛋白 1（endo-
nuclease/exonuclease/phosphatase family domain containing 1，EEPD1）表达，进而对肺鳞状细胞癌的增殖、迁移、侵袭及凋亡
过程的影响。方法 采用分子对接技术分析了 myristicin和目标蛋白 EEPD1 之间的相互作用；采用免疫组化技术检测组
织芯片中肺鳞癌和邻近癌旁组织内 EEPD1 蛋白水平；通过实时荧光定量聚合酶链式反应（real -timk quantitative poly-
merase chain reaction，qRT -PCR）评估了该基因在细胞系中的表达活性，细胞计数盒（cell counting kit -8，CCK -8）检测
myristicin对肺鳞癌细胞 KNS -62、NCI -H226 增殖的影响；划痕实验和细胞迁移侵袭实验（Transwell）被用来检测 myris-
ticin对肺鳞癌细胞迁移和侵袭能力的影响；流式细胞术用来检测 myristicin 对肺鳞癌细胞凋亡的影响；蛋白印记法
（Western blot，WB）用来检测肺鳞癌细胞的 EEPD1 蛋白表达情况。结果 研究发现 myristicin 能够与蛋白 EEPD1 形成特
异性结合；相比于癌旁组织对照区，肺鳞癌组织样本中观察到了更高的 EEPD1 阳性信号强度；CCK -8 测定表明 myristi-
cin可显著抑制肺鳞癌细胞增殖；划痕愈合速度减慢表明 myristicin能够抑制肺鳞癌细胞迁移；Transwell实验结果同样证
明 myristicin能够抑制肺鳞癌细胞迁移和侵袭；流式细胞术数据显示 myristicin 促进了肺鳞癌细胞的凋亡；WB 分析结果
显示 myristicin降低了蛋白 EEPD1 的表达量。结论 体外实验证据支持 myristicin能够通过下调蛋白 EEPD1 表达来发挥
其抗癌功效，具体表现为抑制肺鳞状细胞癌的增殖、迁移和侵袭，并促进细胞凋亡。
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Mechanism of Myristicin Inhibiting Proliferation，Migration and Invasion of Lung
Squamous Carcinoma Cells and Promoting Apoptosis by Regulating Protein EEPD1

YAO Yihan，CUI Yishuang，ZHANG Mengshi，GE Yanlei，GAN Junqing，JIN Ye，SUN Guogui
（North China University of Science and Technology Affiliated Hospital，Tangshan 063000，Hebei，China）

Abstract：Objective The aim of this study was to investigate the effects of myristicin on the regulation of endonuclease/exonu-
clease/phosphatase family domain containing 1（EEPD1）expression and its subsequent impact on the proliferation，migration，in-
vasion and apoptosis of pulmonary squamous cell carcinoma.Method Molecular docking techniques were employed to analyze the
interaction between myristicin and the target protein EEPD1 .Immunohistochemistry method was used to assess the levels of EE-
PD1 protein in lung squamous carcinoma and adjacent paracancerous tissues on tissue chips.The gene expression activity in cell
lines was evaluated using real -time quantitative polymerase chain reaction（qRT -PCR），while the effect of myristicin on the
proliferation of lung squamous carcinoma cells KNS -62 and NCI -H226 was assessed with Cell Counting Kit -8（CCK -8）.
Scratch assay and Transwell migration and invasion experiments were conducted to examine the impact of myristicin on the migra-
tion and invasion capabilities of lung squamous carcinoma cells.Flow cytometry method was utilized to determine the influence of
myristicin on the apoptosis of lung squamous carcinoma cells，and Western blot（WB）was employed to analyze the expression of
EEPD1 protein in these cells.Results Myristicin could form specific binding with the EEPD1 protein.Higher EEPD1 positive
signal intensity was observed in lung squamous carcinoma tissue samples compared to adjacent paracancerous tissue control areas.
CCK-8 assay results demonstrated that myristicin significantly inhibited the proliferation of lung squamous carcinoma cells.A
slower scratch healing rate suggested that myristicin could inhibit the migration of lung squamous carcinoma cells.Transwell as-
say results similarly showed that myristicin could inhibit the migration and invasion of lung squamous carcinoma cells.Flow cy-
tometry data revealed that myristicin promoted the apoptosis of lung squamous carcinoma cells，while WB analysis indicated that
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myristicin reduced the expression level of EEPD1 protein.Conclusion In vitro experimental evidence supports that myristicin ex-
erts its anticancer effects by down -regulating the expression of EEPD1 protein，specifically manifested in inhibiting the prolifera-
tion，migration and invasion of pulmonary squamous cell carcinoma and promoting cell apoptosis.

Keywords：myristicin；EEPD1 protein；lung squamous cell carcinoma；cell migration；cell invasion；cell proliferation

　　原发性支气管肺癌（简称肺癌）是临床实践中一种常见的
恶性肿瘤，具有较高的发病率和致死率［1］。由于吸烟、环境污

染等多种因素的影响，近年来我国及全球范围内的肺癌患者数

量持续上升，其中非小细胞肺癌占据了绝大多数病例，占比超

过 85%。然而，多数患者的预后并不理想，仅有大约 20%的个
体能够存活 5 年以上［2 -4］。早期肺癌往往症状隐匿且缺乏特

异性标志，加之癌细胞可通过血液循环迅速扩散至身体其他部

位，如脑部或骨骼，导致许多患者在确诊时已经存在远处转移

的情况，这也是影响其生存期的一个重要因素［5 -6］。尽管医学

界在肺癌诊断与治疗方面取得了显著进展，但对于肺鳞状细胞

癌的具体发病机制及其治疗方法的研究仍显不足。因此，加强

对该类型癌症生物学行为的理解对于开发更为有效的干预措

施至关重要。某些特定分子或蛋白质表达水平的变化与肺鳞

癌细胞的生长、迁移、侵袭以及凋亡过程密切相关，深入探讨这

些生物标志物的功能有助于识别潜在的新药靶点［7 -8］。肉豆

蔻作为一种传统药材，在对抗包括肺癌在内的多种癌症方面显

示出一定的抗癌活性。特别是其中的一种成分———肉豆蔻醚

（myristicin），被认为是发挥这种抗肿瘤作用的关键物质［9 -1 0］。

基于现有研究成果，本项目旨在探索 myristicin 如何通过调节
EEPD1 蛋白来抑制肺鳞癌细胞的增殖、迁移和侵袭，并促进其
凋亡，以期为肺鳞癌的治疗提供新的策略和手段。

1 　实验材料
本研究中采用的肺鳞状细胞癌细胞系 KNS -62、NCI -

H226 及 SK -MES -1，以及用于对照实验的肺上皮细胞系 BE-
AS -2B分别来源于武汉普诺赛生命科技有限公司和北京中生
奥邦生物科技有限公司；为了进一步验证实验结果，从上海芯

超生物科技有限公司采购了肺鳞癌组织芯片。实验过程中所

需的基础培养基 RPMI DMEM与 RPIM1 640 均来自美国 Gibco
公司；胎牛血清由美国 Corning公司提供；苏州新赛美公司则提
供了包括冻存液在内的细胞处理试剂如 0.25%胰蛋白酶等。
对于基因操作相关材料，选择了北京码因科技有限公司生产的

NEOFECT 转染试剂及美国 Invitrogen 公司的 Lipofectamine
2000 作为载体；日本 Takara公司提供的荧光定量 PCR检测试
剂盒用于后续检测工作。在特定化合物方面，选择了上海源叶

生物科技有限公司供应的肉豆蔻醚。针对 EEPD1 基因的研究
工具，包括过表达质粒（北京西贝宏程生物科技有限公司）、特

异性引物（广州市锐博生物科技有限公司）以及小干扰 RNA
（si -EEPD1，生工生物工程股份有限公司），还有用于蛋白质
水平检测的 EEPD1 多克隆抗体（湖北艾普蒂生物工程有限公
司）。为评估细胞活力所必需的 CCK-8 试剂购自北京中生奥
邦生物科技有限公司。

2　实验方法
2.1　分子对接　从 https：//www1 .rcsb.org/网站下载蛋白 EE-
PD1 结构文件，从 https：//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/com-
pound/5365872 下载小分子 myristicin 结构文件，使用 Pymol 打
开下载好的蛋白 EEPD1 结构文件并将蛋白文件保存为新的
PDB文件，打开 OpenBabel 软件，将下载的小分子 myristicin 的
sdf格式文件转换为 PDB 格式文件，打开 AutoDock Tools 进行
分子对接，最后将对接结果可视化并导出对接结构。

2.2　免疫组化　本研究通过免疫组织化学技术来评估蛋白
EEPD1 在肺鳞状细胞癌及其邻近正常组织中的表达水平。实
验步骤包括标准的石蜡切片脱蜡处理，随后采用柠檬酸缓冲液

进行抗原修复，并用 PBS 溶液清洗 3 次，每次 5 min。之后，样
品被置于 3%过氧化氢中孵育 1 0 min 以消除内源性过氧化物
酶活性。接着，将 EEPD1 特异性抗体（稀释比例为 1 ∶1 00）滴
加于样本上，在 4 ℃条件下过夜培养。再次使用 PBS 进行 3 轮
清洗后，加入二级抗体。最后，利用 DAB 作为显色剂，流水冲
洗终止反应，再经过苏木精复染、脱水及封片等步骤完成制备。

所有过程结束后，对结果进行了摄影记录。

2.3　细胞培养　在含有 20%胎牛血清及 1 %青霉素-链霉素
的 DMEM培养基中，对肺鳞癌细胞 KNS -62 进行培养；而
NCI -H226 细胞则置于含 1 0%胎牛血清和相同浓度抗生素的
RPMI 1 640 培养基内。上述两种细胞均需在设定为 37 ℃且
CO2 浓度为 5%的恒温培养箱中生长，直至其密度超过 80%，
随后可用于传代、冷冻保存以及其他后续实验操作。

2.4　细胞转染和分组　选取处于对数生长期且已接种于 6 孔
板上的 KNS -62 与 NCI -H226 细胞，依据 Lipofectamine2000
的使用指南，将 si -NC和 si -EEPD1 分别引入细胞内，从而形
成 si -NC对照组和 si -EEPD1 实验组。此外，还利用二甲基
亚砜（DMSO）以及 myristicin 处理上述细胞，进一步划分为仅
接受 DMSO处理的对照组和施加了 myristicin 的实验组。另
外，在部分细胞中导入 EEPD1 过表达质粒，并同时给予 myristi-
cin或 DMSO处理，以此构建出 4 个不同的实验条件组合：EE-
PD1 +DMSO、EEPD1 +myristicin、puro +DMSO 以及 puro +myr-
isticin。所有处理完成后，细胞继续培养 24 h以备后续分析。
2.5　qRT -PCR 检测 EEPD1 表达　提取细胞总 RNA，将总
RNA逆转录为 cDNA，上机检测 EEPD1 的表达。GAPDH 正向
引物序列：5’-GAACGGGAAGCTCACTGG -3’，下游引物序
列：5’-GCCTGCTTCACCACCTTCT -3’；EEPD1 上游引物序
列：5’-AGCCTGTAACTTCAGCAACATTC -3’，下游引物序列：
5’-TTCTTGAAGCCACCGATATACTC -3’。以 GADPH 为内
参，检测 EEPD1 的表达。
2.6　CCK -8 法检测细胞增殖活性　按分组对细胞进行处
理，培养 24 h 后将细胞消化离心并计数，按 2 ×1 03个/孔的细
胞量接种于 96 孔板（1 00 μL/孔），每组设置 5 个复孔，在培养
箱中培养并分别于 24、48、72、96 h予对应组的每孔加入 1 0 μL
CCK-8 溶液，2 h后用酶标仪于 450 nm波长处测吸光度值。
2.7　Transwell 实验检测细胞侵袭迁移　细胞分组处理后消
化、离心，用空白培养基重悬计数。提前将 50 μL 稀释后的
Matrigel胶（Matrigel胶∶双无培养基 =1 ∶8）加入小室的上室，
取 1 50 μL 含 8 ×1 04个细胞的细胞悬液加入上室（200 μL/
孔），下室加入 600 μL高血清（含 30%胎牛血清）培养基，培养
24 h，先用甲醇固定 1 0 min，再用 0.1%的结晶紫进行染色，在
倒置光学显微镜下拍照。迁移实验除不使用Matrigel 胶，其余
步骤与侵袭实验步骤相同。

2.8　划痕实验检测细胞迁移　细胞分组处理后铺于 6 孔板内
培养，待细胞密度达到 80%时用 20 μL 的枪头在孔板底部垂
直划出一条直线，用生理盐水清洗干净划痕，加入低血清培养
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基（含 2%血清），分别于 0 h和 24 h置于显微镜下拍照。使用
Image J测量迁移面积，计算迁移率。
2.9　流式细胞术检测细胞凋亡　完成细胞分组处理后，进行
消化并离心去除上清液。随后，在各组的细胞沉淀中添加 1 ×
Binding buffer，并充分混合均匀。从每组取 1 00 μL混合物转移
至 EP管内，然后在避光条件下分别加入 5 μL FITC Annexin V
溶液与 5 μL PI溶液。接着，再向每个样本中加入 400 μL 1 ×
Binding buffer以进一步混匀，最后使用流式细胞仪进行检测。
2.1 0　Western blot检测蛋白表达　细胞分组处理 24 h后收集
细胞，对细胞进行裂解并提取蛋白。取 30 μg蛋白在电泳池中
电泳分离，将分离的蛋白在电转池中电转至 PVDF膜上，用 5%
脱脂牛奶封闭 2 h，用 TBST溶液洗膜 1 0 min，然后将膜在稀释
的一抗溶液中 4 ℃孵育过夜，用 TBST溶液洗膜 3 ×1 0 min，将
膜在二抗中室温孵育 1 h，用 TBST溶液清洗膜 3 ×1 0 min，用
ECL显影试剂进行可视化，获得的条带用 Image J 软件计算相
对蛋白表达水平。用 GADPH作为内参。
3　统计学方法

用 GraphPad Prism 9.0 统计分析软件对所得数据进行分
析及图像绘制，计量资料以均数 ±标准差（★x±s）表示，组间比
较用独立样本 t 检验和单因素方差分析。P<0.05 被认为差
异有统计学意义。

4　结果
4.1 　myristicin 干预肺鳞癌细胞 KNS -62 和 NCI -H226 的
IC50浓度　不同浓度的 myristicin（0、25、50、75、1 00、1 25、1 50
ng/mL）处理 KNS -62 和 NCI -H226 细胞 24 h 后，用 CCK -8
实验测细胞存活率（图 1），结果显示，myristicin 以剂量依赖
性抑制 KNS -62 和 NCI -H226 细胞的细胞存活能力（均
P<0.05）。myristicin 干预 KNS -62 的 IC50值为 59.1 3 ng/
mL，NCI -H226 的 IC50值为 1 04.50 ng/mL，在后续实验中用对

应 IC50值浓度的 myristicin 对 KNS -62 和 NCI -H226 进行
处理。

4.2　myristicin 对肺鳞癌细胞表达 EEPD1 的影响　分别用
DMSO和对应 IC50值浓度的 myristicin 对肺鳞癌细胞 KNS -62
和 NCI -H226 处理并命名为 DMSO 组及 myristicin 组，24 h 后
用 qRT -PCR实验检测 KNS -62 和 NCI -H226 的 EEPD1 表
达情况，结果显示 KNS -62 和 NCI -H226 细胞 DMSO 组 EE-
PD1 的表达水平显著高于 myristicin 组（P<0.001，P<0.01）。
见图 2A。WB结果显示，myristicin处理后肺鳞癌细胞 KNS -62
和 NCI -H226 中 EEPD1 的相对表达水平明显低于 DMSO 组
（P<0.001，P<0.000 1）。见图 2B。
4.3　myristicin对肺鳞癌细胞增殖凋亡能力的影响　CCK -8
结果显示，经 myristicin 处理并培养 24、48、72、96 h 后，KNS -
62 和 NCI -H226 细胞的细胞活力均显著低于 DMSO 组（均
P<0.05）。见插页ⅩⅨ图 3A。流式细胞术结果显示，DMSO 组
KNS -62 及 NCI -H226 细胞的凋亡率均显著低于 myristicin组
（均P<0.000 1）。见插页ⅩⅨ图 3B。
4.4　myristicin 对肺鳞癌细胞侵袭迁移能力的影响　Transwell
结果显示，DMSO组 KNS -62 和 NCI -H226 细胞的侵袭数均
显著高于 myristicin 组（P<0.001，P<0.000 1），见插页ⅩⅩ图
4A。DMSO组 KNS -62 和 NCI -H226 细胞的迁移数均显著高
于 myristicin组（P<0.01，P<0.000 1），见插页ⅩⅩ图 4B。划痕
试验结果显示，myristicin 组 KNS -62 和 NCI -H226 细胞的迁
移率均明显低于 DMSO组（均P<0.000 1）。见插页ⅩⅩ图 4C。
4.5　EEPD1 与 myristicin的分子对接　EEPD1 与 myristicin 分
子对接结果表明，myristicin能够稳定嵌入 EEPD1 的结合口袋，
并与关键氨基酸残基形成特异性相互作用。结构分析显示，该

配体主要通过氢键作用与 SER -243 形成直接相互作用，氢键
距离约为2.2 Å，这有助于增强配体在结合位点的稳定性。此

注：与 myristicin（0 ng/mL）组相比，均P<0.05。
图 1 　不同浓度 myristicin对肺鳞癌细胞 KNS -62 和 NCI -H226 存活率的影响

注：**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。
图 2　myristicin处理后降低肺鳞癌细胞的 EEPD1 的表达量
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外，分子对接计算得出的结合自由能为 -5.1 2 kcal/mol，表明
myristicin在该靶点上具有较强的结合能力，能够与 EEPD1 形
成稳定复合物。同时，配体效率值为 -0.37，进一步支持该对
接构象的合理性，表明其在较小分子量的情况下仍能维持较优

的结合能力。图像分析进一步可视化展示了配体的结合方式：

左侧图显示了 EEPD1 的整体结构，并突出标识了 myristicin 结
合的具体区域；中间的放大视图详细解析了氢键作用，揭示了

myristicin在结合口袋内的取向及其与关键残基的空间关系；
右侧的表面填充模型清晰展现了配体 myristicin（玫红色）嵌入
EEPD1（绿色）的结合口袋，进一步确认了其较好的空间适配
性（插页ⅩⅨ图 5）。
4.6　EEPD1 在肺鳞癌组织的表达情况　免疫组化结果显示，
肺鳞癌患者组织芯片中，癌组织中的 EEPD1 相对表达水平显
著比癌旁组织高（P<0.01）。见插页ⅩⅨ图 6。
4.7　EEPD1 在肺鳞癌细胞系中的表达　qRT -PCR实验结果
显示，相对于正常肺上皮细胞 BEAS -2B 中 EEPD1 mRNA 的
表达水平，肺鳞癌细胞 KNS -62 和 NCI -H226 中 EEPD1 mR-
NA 的表达水平均呈现出高表达趋势 （P<0.001，P<
0.000 1）。见图 7。

注：***P<0.001，****P<0.000 1。
图 7　EEPD1 在肺鳞癌细胞中的表达

4.8　敲降 EEPD1 对肺鳞癌细胞表达 EEPD1 的影响　将 si -
EEPD1（si -1 524、si -2334 和 si -1 901）和 si -NC 分别转染至
肺鳞癌细胞 KNS -62 和 NCI -H226 中，命名为 si -1 524 组、
si -2334 组、si -1 901 组和 si -NC组。用 qRT -PCR技术检测
si -NC和 si -EEPD1 的转染效率，结果显示 KNS -62 细胞的
si -1 524 组、si -2334 组及 si -1 901 组的 EEPD1 mRNA表达水
平均低于 si -NC组，其中 si -1 524 组的 EEPD1 mRNA 表达水
平显著低于 si -NC 组（P<0.05，P<0.01），见图 8A；NCI -
H226 细胞的si -1 524 组、si -2334 组及 si -1 901 组的 EEPD1
mRNA表达水平均低于 si -NC 组，其中 si -2334 组的 EEPD1
表达水平显著低于 si -NC 组（P<0.05），见图 8A。WB 结果
显示，敲降 EEPD1 处理后肺鳞癌细胞 KNS -62 及 NCI -H226
中 EEPD1 的相对表达水平均显著低于 si -NC 组（P<0.01，
P<0.001），见图 8B。
4.9　敲降 EEPD1 对肺鳞癌细胞增殖和凋亡能力的影响　
CCK -8 实验结果显示，敲降 EEPD1 后 KNS -62 和 NCI -
H226 的细胞活力显著比 si -NC 组更低（均P<0.01）。见插
页ⅩⅩ图 9A。流式细胞术结果显示，si -EEPD1 组 KNS -62 及
NCI -H226 细胞凋亡率均显著高于 si -NC 组（P<0.001，P<
0.000 1）。见插页ⅩⅩ图 9B。

4.1 0　敲降 EEPD1 对肺鳞癌细胞侵袭迁移能力的影响　Tran-
swell实验结果显示，si -EEPD1 组 KNS -62 及 NCI -H226 细
胞的侵袭数均显著低于 si -NC 组（均P<0.000 1），见插页ⅩⅪ
图 1 0A；si -EEPD1 组 KNS -62 及 NCI -H226 细胞的迁移数
均显著低于 si -NC 组（P<0.01，P<0.000 1），见插页ⅩⅪ图
1 0B。细胞划痕实验结果显示，si -NC 组 KNS -62 及 NCI -
H226 细胞的迁移率均显著高于敲降组细胞（P<0.05，P<
0.01）。见插页ⅩⅪ图 1 0C。
4.1 1 　myristicin 抑制 NCI -H226 和 KNS -62 的 EEPD1 表达
　将过表达 EEPD1 质粒 cDNA -puro 和 cDNA -EEPD1 分别
转染至肺鳞癌细胞 KNS -62 和 NCI -H226 中，各分成两组分
别用 DMSO 和对应 IC50浓度的 myristicin 处理，并命名为 EE-
PD1 +DMSO 组、EEPD1 +myristicin 组、puro +DMSO 组及
puro +myristicin 组。WB 实验结果显示，EEPD1 +DMSO 组
KNS -62 及 NCI -H226 细胞的 EEPD1 表达水平均高于 EE-
PD1 +myristicin组；puro +DMSO组 KNS -62 及 NCI -H226 细
胞的 EEPD1 相对表达水平均显著高于 puro +myristicin 组
（P<0.05，P<0.01，P<0.001）。见图 1 1。
4.1 2　myristicin在体外抑制 NCI -H226 和 KNS -62 细胞增殖
并促进凋亡　CCK-8 实验结果显示，培养 24、48、72、96 h 后，
EEPD1 +DMSO组 KNS -62 及 NCI -H226 细胞的活力均显著
高于 EEPD1 +myristicin组；puro +DMSO组的细胞活力均显著
高于 puro +myristicin组（均P<0.05），见插页ⅩⅪ图 1 2。流式细
胞术结果显示，EEPD1 +DMSO 组 KNS -62 及 NCI -H226 细
胞的细胞凋亡率均显著低于 EEPD1 +myristicin 组；puro +DM-
SO组 KNS -62 及 NCI -H226 细胞的细胞凋亡率均显著低于
puro +myristicin组（P<0.01，P<0.000 1），见图 1 3。
4.1 3　myristicin抑制肺鳞癌细胞 NCI -H226 和 KNS -62 迁移
和侵袭　Transwell 实验显示，EEPD1 +DMSO 组 KNS -62 及
NCI -H226 细胞的细胞侵袭数均显著高于 EEPD1 +myristicin
组；puro +DMSO组 KNS -62 及 NCI -H226 细胞的细胞侵袭数
均显著高于 puro +myristicin 组，即 myristicin 能够有效抑制肺
鳞癌细胞的侵袭（均P<0.000 1），见插页ⅩⅫ图 1 4A。EEPD1 +
DMSO组 KNS -62 及 NCI -H226 细胞的细胞迁移数均显著高
于 EEPD1 +myristicin 组；puro +DMSO 组 KNS -62 及 NCI -
H226 细胞的细胞迁移数均显著高于 puro +myristicin 组，即
myristicin能够有效抑制肺鳞癌细胞的迁移（均P<0.000 1），
见插页ⅩⅫ图 1 4B。划痕试验结果显示，EEPD1 +DMSO 组
KNS -62 及 NCI -H226 细胞的迁移率显著高于 EEPD1 +myr-
isticin组；puro +DMSO组 KNS -62 及 NCI -H226 细胞的迁移
率均显著高于 puro +myristicin 组，即 myristicin 作用于 NCI -
H226 和 KNS -62 细胞能抑制细胞的迁移（P<0.01，P<
0.000 1），见插页ⅩⅫ图 1 4C。
5　讨论

肺癌作为一种在临床实践中频繁出现的恶性肿瘤，在我国

导致了大量病例及死亡，其影响程度在各类恶性肿瘤中居首。

非小细胞肺癌中的肺鳞状细胞癌属于较为普遍的一种亚型，治

疗上多依赖于化学疗法等保守手段，但这类方法容易促使患者

产生抗药性，并且可能削弱疗效。研究指出，某些特定蛋白质

在调控肿瘤细胞增殖、扩散、侵袭行为以及诱导化疗抵抗等方

面扮演着至关重要的角色［1 1 -1 2］。肿瘤的迁移与转移机制极为

复杂，涵盖多个阶段和步骤，其中上皮 -间充质转变（EMT）被
认为是启动这一过程的关键因素之一［1 3］。除了参与癌症的发

展之外，EMT还与胚胎发育及器官纤维化现象紧密相关［1 4］。

当发生EMT时，E -cadherin蛋白水平显著降低，而该蛋白主
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注：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
图 8　敲降 EEPD1 降低了肺鳞癌细胞的 EEPD1 的表达量

注：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
图 1 1 　myristicin逆转过表达 EEPD1 对肺鳞癌细胞 EEPD1 的表达量的影响

注：**P<0.01，****P<0.000 1。
图 1 3　myristicin逆转过表达 EEPD1 对肺鳞癌细胞凋亡能力的影响

要负责保持细胞间的紧密结合［1 5］。随着 E -cadherin 表达量
减少，细胞之间的黏附力减弱甚至消失，原本具有上皮特征的

癌细胞逐渐丧失其固有的连接性和极性，变得更为松散，从而

获得了更强的移动性和侵袭能力［1 6］。

同源重组修复是一种机制，它通过在 5＇端切除受损 DNA，
形成 3＇单链 DNA，并利用其他姐妹染色单体上的同源序列进行
修复［1 7］。这一过程对于维持基因组稳定性至关重要，特别是

在细胞快速复制过程中可能导致的基因组不稳定情况下［1 8］。

EEPD1 通过促进同源重组修复来支持基因组稳定性的维护。

研究发现，在多种肿瘤中，与同源重组修复相关的基因如

BRCA1、RAD51 及 ERCC1 等呈现出高表达水平［1 9］。作为一种

新近被识别的 DNA末端 5＇端核酸内切酶，EEPD1 能够对 DNA
末端实施切割，参与到 DNA同源重组修复之中，有助于缓解人
类 DNA损伤期间的压力，尤其是在快速复制过程中产生的损
伤，并且与癌症的发生存在关联［20 -21］。值得注意的是，EEPD1
还能通过抑制经典非同源末端连接以及微量同源介导末端连

接参与 DNA损伤修复［22］。由于肿瘤细胞往往表现出代谢异

常和检查点缺陷，它们面临着持续复制带来的压力。已有研究
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表明，上调 EEPD1 在肿瘤细胞中的表达可帮助这些细胞在面
对持续复制造成的损害时存活下来［23］。此外，EEPD1 还被认
为能够调节胆固醇外排、肝脏脂肪酸合成以及脂质沉积，表明

其在机体脂质代谢调控中扮演着角色［24］。另有研究指出，在

结直肠癌样本中观察到了 EEPD1 表达显著增加的现象［25］。

随着针对肿瘤精准治疗领域的不断深入探索，对肿瘤细胞基因

调控及其生物学行为的研究变得尤为重要，因此进一步探究

EEPD1 与癌症之间的联系显得尤为关键。本研究发现，myris-
ticin处理 NCI -H226 和 KNS -62 细胞后能抑制其增殖。划痕
实验显示，myristicin 作用于这两种细胞时可以抑制其迁移能
力；Transwell实验则表明，该化合物能够有效阻止肺鳞状细胞
癌细胞的迁移与侵袭。流式细胞术分析结果显示，在 myristi-
cin作用下，NCI -H226 和 KNS -62 细胞中活细胞的比例减少
而凋亡细胞比例增加，提示 myristicin 具有诱导这两种细胞凋
亡的作用。此前的研究已经证明，EEPD1 蛋白在结直肠癌中
表达升高，并在此类癌症的发展过程中发挥重要作用［24，26］，这

与当前研究的结果相吻合。

中医药在肿瘤治疗领域扮演着不可或缺的角色，尤其是在

抑制肿瘤细胞增长及调节机体免疫功能方面作用显著［27］。近

年来，关于中医药对抗癌症机制的研究日益丰富。肉豆蔻作为

源自肉豆蔻科植物的干燥成熟种子，是一种兼具食用与药用价

值的传统药材，其功效包括调理脾胃、燥湿化痰、温中散寒以及

止泻等；此外，现代医学研究还揭示了肉豆蔻具备改善消化系

统机能、抗癌、抗炎、抗菌、抗氧化和镇静安神等多种生物活

性［28 -29］。该药材含有 myristicin、榄香素、丁香酚等一系列有
效成分。其中，myristicin 被认为具有潜在的抗癌特性。一项
研究表明，myristicin能够减缓荷瘤小鼠体内肿瘤的发展，并且
可以有效地调整这些实验动物的免疫反应［30］。这一发现与本

研究结论相符。综上所述，myristicin 能够在体外条件下抑制
肺鳞状细胞癌的增长、迁移与侵袭行为，并促使此类癌细胞凋

亡，因此 EEPD1 可能成为未来针对肺鳞癌治疗的一个新靶标。
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肉豆蔻醚通过调控蛋白 EEPD1 抑制肺鳞癌细胞增殖、
迁移和侵袭并促进凋亡的机制研究

（正文见 130 -135 页）

注：****P<0.000 1。
图 3　myristicin可以抑制肺鳞癌细胞 KNS -62 和 NCI -H226 细胞增殖（A）并促进凋亡（B）

图 5　EEPD1 与 myristicin的分子对接模式

图 6　EEPD1 在肺鳞癌癌组织和癌旁组织中的表达
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注：**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。
图 4　myristicin抑制肺鳞癌细胞侵袭（A：结晶紫染色×100）迁移（B：结晶紫染色×100、C：×40）能力

注：***P<0.001，****P<0.000 1。
图 9　敲降 EEPD1 抑制肺鳞癌细胞的增殖（A）并促进凋亡（B）



第 44 卷　第 4 期
2 0 2 6 年 4 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRADITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.44 No.4
Apr.2 0 2 6

ⅩⅪ

注：*P<0.05，**P<0.01，****P<0.000 1。
图 10　敲降 EEPD1 抑制肺鳞癌细胞侵袭（A：结晶紫染色×100）迁移（B：结晶紫染色×100、C：×40）能力

图 12　myristicin逆转过表达 EEPD1 对肺鳞癌细胞增殖能力的影响
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注：**P<0.01，****P<0.000 1。
图 14　myristicin逆转过表达 EEPD1 对肺鳞癌细胞侵袭（A：结晶紫染色×100）迁移（B：结晶紫染色×100、C：×40）能力的影响


