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［摘 要］ 目 的 ：探讨异泽兰黄素（Eup）通过 zeste 基因增强子同源物 2/组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸三甲基化（EZH2/

H3k27me3）信号通路抑制非小细胞肺癌（NSCLC）增殖和侵袭转移的机制。方法：体内实验中通过构建 H1299 裸鼠皮下成瘤

动物模型，评估 Eup 在体内的抗 NSCLC 的作用，并采用免疫组化（IHC-P）和检测增殖及侵袭转移相关蛋白：增殖细胞核抗原

（PCNA）、基质金属蛋白酶（MMP）-2 和 MMP-9 及血管内皮生长因子 A（VEGFA）表达的影响。体外细胞实验中，采用细胞增殖

与活性检测法（CCK-8）检测不同浓度 Eup（0~200 μmol·L-1）干预下 H1299 细胞的活性，筛选合适药物浓度。通过平板克隆、

5-乙炔基-2′-脱氧尿苷（EdU）检测 Eup 对 H1299 细胞增殖的影响；通过划痕实验、侵袭实验评估 Eup 对 H1299 细胞迁移、侵袭的

影响；通过人脐静脉内皮细胞（HUVEC）血管生成实验评估 Eup 对血管生成的影响；运用转录组学筛选 Eup 对 H1299 细胞的作

用靶点和探究其主要功能，并进行分子对接及分子动力学模拟预测药物分子 Eup 与作用靶点之间的结合能力及结合状态；采
用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Eup 对 EZH2/H3K27me3 信号通路蛋白及增殖、侵袭转移相关蛋白 PCNA、MMP-2、

MMP-9 及 VEGFA 表达的影响。结果：在裸鼠皮下成瘤动物模型中，与模型组比较，Eup 干预组呈剂量依赖性抑制 H1299 细胞

异种移植瘤体生长，且抑瘤率显著升高（P<0.05）；IHC-P 结果显示，与模型组比较，Eup 高剂量组在体内显著抑制了体内

PCNA、MMP-2、MMP-9 和 VEGFA 蛋白的表达（P<0.05）。在体外细胞实验中，与空白组比较，Eup 干预组呈浓度依赖性地抑制

NSCLC 细胞的增殖、侵袭和转移；进一步通过转录组学分析显示与空白组比较，Eup 干预组可显著下调 EZH2 的表达且作用功

能与抑制肿瘤转移相关。分子对接和分子动力学模拟也显示出药物小分子与 EZH2 具有较强的结合能力及结合的稳定性较

好。Western blot 检测显示与模型组比较，Eup 干预组在体内外呈剂量依赖性显著抑制通路蛋白 EZH2、H3K27me3 及增殖、侵

袭转移相关蛋白 PCNA、MMP-2、MMP-9 及 VEGFA 表达（P<0.05），在体外细胞实验中，与空白组比较质粒转染过表达 EZH2 可

部分逆转 Eup 对 H1299 细胞中增殖及侵袭转移关键蛋白的抑制作用。结论：Eup 在体内外均可有效抑制 H1299 细胞增殖、迁移

和侵袭，其机制可能与抑制 EZH2/H3K27me3 信号通路并抑制增殖及侵袭转移相关蛋白 PCNA、MMP-2、MMP-9、VEGFA 的表

达有关；异泽兰黄素可能是抑制 NSCLC 增殖及侵袭转移的潜在活性药物。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the mechanisms by which eupatilin （Eup） inhibits proliferation， invasion， and 

metastasis of non-small cell lung cancer （NSCLC） through the enhancer of zeste homolog 2/histone H3 lysine 27 trimethylation 

（EZH2/H3K27me3） signaling pathway. Methods：： In vivo， a subcutaneous xenograft tumor model was established in nude mice 

using H1299 cells to evaluate the anti-NSCLC effects of Eup. Immunohistochemistry （IHC-P） was used to detect the expression of 

proliferation- and invasion/metastasis-related proteins， including proliferating cell nuclear antigen （PCNA）， matrix 

metalloproteinase-2 （MMP-2）， matrix metalloproteinase-9 （MMP-9）， and vascular endothelial growth factor A （VEGFA）. 

In vitro， cell counting kit-8 （CCK-8） assays were performed to determine the viability of H1299 cells treated with different 

concentrations of Eup （0-200 μmol·L-1） and to select appropriate concentrations. Colony formation and 5-ethynyl-2′-deoxyuridine 

（EdU） assays were used to evaluate cell proliferation. Wound healing and invasion assays were conducted to assess cell migration 

and invasion. Human umbilical vein endothelial cell （HUVEC） angiogenesis assays were used to evaluate the effects of Eup on 

angiogenesis. Transcriptomic analysis was performed to identify the targets of Eup in H1299 cells and to explore its major functions. 

Molecular docking and molecular dynamics simulations were conducted to predict the binding affinity and interaction stability 

between Eup and its target proteins. Western blot was used to detect the effects of Eup on the expression levels of EZH2/H3K27me3 

pathway-related proteins and proliferation- and invasion/metastasis-related proteins， including PCNA， MMP-2， MMP-9， and 

VEGFA. Results：： In the subcutaneous xenograft model， compared with the model group， Eup treatment dose-dependently 

inhibited the growth of H1299 xenograft tumors， and the tumor inhibition rate was significantly increased （P<0.05）. IHC-P results 

showed that， compared with the model group， high-dose Eup significantly reduced the expression levels of PCNA， MMP-2， 

MMP-9， and VEGFA in vivo （P<0.05）. In vitro， compared with the control group， Eup inhibited the proliferation， invasion， and 

metastasis of NSCLC cells in a concentration-dependent manner. Transcriptomic analysis further showed that， compared with the 

control group， Eup significantly downregulated EZH2 expression， and its functional effects were associated with inhibition of 

tumor metastasis. Molecular docking and molecular dynamics simulations indicated that Eup exhibited strong binding affinity with 

EZH2 and stable interactions. Western blot results demonstrated that， compared with the model group， Eup significantly inhibited， 

in a dose-dependent manner， the expression levels of EZH2， H3K27me3， and proliferation- and invasion/metastasis-related 

proteins （PCNA， MMP-2， MMP-9， and VEGFA） in both in vivo and in vitro experiments （P<0.05）. In vitro， compared with the 

control group， overexpression of EZH2 via plasmid transfection partially reversed the inhibitory effects of Eup on the expression of 

key proteins involved in proliferation and invasion/metastasis in H1299 cells. Conclusion：： Eup effectively inhibits the 

proliferation， migration， and invasion of H1299 cells both in vivo and in vitro. The underlying mechanism may be related to 

inhibition of the EZH2/H3K27me3 signaling pathway and downregulation of proliferation- and invasion/metastasis-related proteins， 

including PCNA， MMP-2， MMP-9， and VEGFA. Eup may serve as a potential therapeutic agent for suppressing proliferation and 

invasion/metastasis in NSCLC.

［［Keywords］］ non-small cell lung cancer； eupatilin； enhancer of zeste homolog 2/histone H3 lysine 27 trimethylation （EZH2/

H3K27me3） signaling pathway； proliferation； invasion and metastasis

肺癌是我国及世界范围内发病率和死亡率较

高的恶性肿瘤之一［1-2］。在肺癌的组织学类型中，约

85% 为非小细胞肺癌（NSCLC）［3］。肿瘤转移是导

致大多数肺癌患者死亡的关键因素 ，调查显示

60%~75% 肺癌患者初诊时即已进展至局部晚期

（Ⅲ期）或转移阶段（Ⅳ期），其中 33%~40% 的发生

肝转移，15%~43% 发展为脑转移，19%~33% 发生骨

转移，晚期患者 5 年生存率不足 20%［4］。尽管近年

来 NSCLC 的治疗策略不断丰富，靶向治疗、免疫治

疗等新型疗法的应用取得了一定进展，但由于存在

不良反应较多、药物毒性大及易耐药的缺点，肺癌

治疗效果仍不太理想［5］。因此，寻找能够有效抑制

肺癌进展的新型治疗药物，并深入阐明其作用机

制，已成为当前肺癌治疗研究的重要方向。近年

来，中药凭借低毒性、不良反应较小和多靶点优势，

在肺癌的防治领域越来越受到关注。传统中药艾

叶具有温经止血、散寒止痛的功效，现代医学研究

显示，其主要成分异泽兰黄素（Eup）具有抗菌、抗炎

和抗氧化等多种作用，同时也在肾癌、黑色素中显

示出一定的抗肿瘤效果［6-7］，但在肺癌中的作用及机

制尚未见报道。zeste 基因增强子同源物 2（EZH2）
是多梳抑制复合体 2（PRC2 复合体）的核心催化亚

基，通过催化组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸的三甲基化

（H3K27me3）修饰参与表观遗传调控，在多种肿瘤
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的增殖、侵袭和转移中起关键作用［8］。研究表明，

EZH2 通过催化 H3K27 三甲基化，沉默 E-钙黏蛋白

（E-cadherin）、磷酸酶及张力蛋白同源物（PTEN）等
基因，并上调基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9 表

达，增强基质降解，促进肿瘤细胞侵袭和转移；同
时，EZH2 还可调控增殖细胞核抗原（PCNA）、血管

内皮生长因子 A（VEGFA）等因子，促进肿瘤生长与

转移［9-10］。因此，靶向 EZH2/H3K27me3 信号通路可

能为抑制肿瘤进展提供新的治疗策略。然而，目前

尚 无 报 道 研 究 证 实 Eup 是 否 通 过 调 节 EZH2/

H3K27me3 信号通路来抑制 NSCLC 的增殖和侵袭

转移。本研究通过构建裸鼠皮下成瘤模型，并结合

体 外 细 胞 增 殖 与 活 性 检 测（CCK-8）法 、划 痕 和

Transwell侵袭实验，首次评估了 Eup 对 NSCLC 增殖

与侵袭转移的影响。同时，结合转录组学、分子对

接、分子动力学模拟及质粒转染实验，探讨了 Eup 与

EZH2/H3K27me3 信号通路的潜在关系。研究旨在

阐明 Eup 抗 NSCLC 的作用机制，以期为中医药防治

肺癌提供新的理论依据和研究方向。

1 材料

1.1　动物     共计 30 只 SPF 级 BALB/c-nu 裸鼠（4 周

龄，体质量 18~22 g），由湖北武汉鼠来宝生物科技有

限公司提供，合格证号 SCXK（京）2021-006。实验

动物饲养环境符合 SPF 级实验小鼠饲养标准，室温

控制在 18~24 ℃，相对湿度为 50%~60%，光照与黑

暗各 12 h，自由饮食与饮水。

1.2　伦理     所有动物实验方案按照《ARRIVE 动物

研究声明指南》进行操作，经湖北武汉守正生物医

药科技有限公司动物福利伦理审查委员会批准（伦

理编号 2024071601）。
1.3　 细 胞 株     NSCLC 细 胞 系（H1299，批 号 CL-

0165）、人脐静脉内皮细胞（HUVEC，批号 CL-0675）
购自武汉普诺赛生命科技有限公司。上述细胞呈

对数生长后进行实验，其中 H1299 细胞使用代次控

制在第 5~20 代，HUVEC 使用代次为第 3~6 代。

1.4　药品与试剂     Eup（成都仪捷睿生物科技有限

公 司 ，批 号 YRY036-230901，纯 度 ≥98%，1 g）；
DMEM 培养基、胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液（PBS）（武

汉赛维尔生物科技有限公司，批号分别为 G4511-

500ML、G4001-100ML、G4202-500ML）；胎牛血清

（FBS，浙江美森细胞科技有限公司，批号 ctcc-002-

071）；CCK-8 试剂（南京恩晶生物科技有限公司，批

号 E1CK-000208-10）；10% 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（PAGE）凝 胶 快 速 制 备 试 剂 盒 、三 色 预 染 蛋 白

Marker（上海雅酶生物医药科技有限公司，批号分别

为 WJ103L、PG112）；增强化学发光法（ECL）化学发

光 试 剂 盒 、VAHTS mRNA Capture Beads 2.0、

VAHTS Universal V10 RNA-seq Library Prep Kit 试

剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限公司，批号分

别为 7E3010K4、7E0992L3、7E831C4）；Transwell 小

室（广州洁特生物过滤股份有限公司，批号 TCS-

003-024）；5-乙炔基 -2′-脱氧尿苷（EdU）-594 细胞增

殖检测试剂盒、Hoechst 33342 染色液、基质胶、结晶

紫染色液、硝酸纤维素膜、快速封闭液（上海碧云天

生 物 ，批 号 分 别 为 C0078S、C1026、C0371-1ml、

C0121-100ml、FFN08、P0252）；EZH2、VEGFA、免疫

球蛋白 G（IgG）二抗（上海埃必威生物科技有限公

司 ，批 号 分 别 为 CY5984、CY8481、AB0101）；
H3k27me3、MMP-2、MMP-9、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）（Abclonal，批号分别为 A22006、A19080、

A11521、A19056）；组蛋白（H3）、PCNA 抗体［艾博抗

（ 上 海 ）贸 易 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 AB1791、

AB92552］；Opti-MEM、Lipofectamine 3000 转染试

剂（上海赛默飞世尔科技有限公司，批号分别为

31985062、L3000015）。
1.5　仪器     HFsafe-12CY 型细胞培养超净台生物

安 全 柜（力 康 生 物 医 疗 科 技 控 股 有 限 公 司）；
PowerPacᵀᴹ Basic 型垂直电泳转印系统（美国 Bio-

Rad 公司）；Ⅸ51/Ⅸ81 型荧光显微镜（日本 Olympus

公司）；EnSpire 型多功能酶标仪（美国 PerkinElmer

公司）；ChemiScope 6200 型 ECL 化学成像系统（上

海勤翔科学仪器有限公司）；DNBSEQ-T7 型基因测

序仪（深圳华大智造科技股份有限公司）。
2 方法

2.1　动物皮下植瘤模型     BALB/c-nu 裸鼠（4~6 周

龄，30 只），适应性喂养 1 周后皮下接种 H1299 细胞。

取对数生长期的 H1299 细胞，待培养皿中细胞密度

达到 70%~80% 时，弃去原培养基，用 PBS 清洗细胞

2 次，随后采用胰酶消化并离心。用 PBS 重悬细胞

并进行计数，调整细胞密度至 4.5×106个/mL，然后将

细胞悬液接种于裸鼠右侧前肢腋下。自接种之日

起，每日观察裸鼠的状态及成瘤情况。接种约 1 周

后，待肿瘤生长至平均体积约 100 mm3时［11］，将裸鼠

随机分为 5 组，分别为模型组，顺铂（CDDP）组，Eup

低、中、高剂量组，每组 6 只。各组给药方式如下：模

型组每日给予 0.2 mL 生理盐水，腹腔注射 1 次/d；
CDDP 组为 CDDP 2 mg·kg-1，腹腔注射 1 次/2 d；Eup

低剂量组为 Eup 50 mg·kg-1，腹腔注射 1 次/d；Eup 中
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剂量组为 Eup 100 mg·kg-1，腹腔注射 1 次/d；Eup 高

剂量组为 Eup 150 mg·kg-1，腹腔注射 1 次/d。整个

给药过程持续 14 d。在实验期间，每日常规监测裸

鼠的活动量、饮食及精神状态，每 3 天用游标卡尺测

量肿瘤长径（a）和短径（b），根据公式 V=a×b2/2 计算

裸鼠肿瘤体积，给药 14 d 后，老鼠颈椎脱臼法处死，

剥取移植瘤进行拍照、称质量并计算抑瘤率。

2.2　EdU 体内标记法检测肿瘤细胞增殖     取材前，

向模型组、CDDP 组和 Eup 高剂量组荷瘤裸鼠瘤体

注射 EdU 溶液，让 EdU 在体内被活跃分裂的细胞摄

取并整合到 DNA 中，标记 2 h 后取材制样，处死小

鼠，取出肿瘤组织，固定、切片，使用 EdU 试剂盒对

切片进行荧光标记，用荧光显微镜观察并拍照，运

用 Image J软件统计阳性细胞数。

2.3　 免 疫 组 化 法 检 测 移 植 瘤 组 织 中 PCNA 及

MMP-2、MMP-9、VEGFA 蛋白的表达     取裸鼠皮下

移植瘤模型的肿瘤组织进行石蜡包埋切片，常规脱

蜡 至 水 。 采 用 3% 过 氧 化 氢（H2O2）室 温 孵 育

30 min，以阻断内源性过氧化物酶活性。随后加入

3% 牛血清白蛋白（BSA）封闭液，室温封闭 1 h。滴

加 PCNA（1∶ 300）、MMP-2（1∶ 200）、MMP-9

（1∶200）、VEGFA（1∶200）一抗，4 ℃孵育过夜。次

日，切片经 PBS 洗涤后加入生物素标记的羊抗兔

IgG（H+L）（1∶1 000）二抗，室温孵育 1 h。使用 3，

3′-二氨基联苯胺（DAB）显色系统显色，并以苏木素

复染细胞核。最后在光学显微镜下观察并采集

图像。

2.4　 细 胞 培 养     将 H1299 细 胞 复 苏 后 ，使 用

DMEM 培 养 基（含 有 10%FBS）接 种 ，在 37 ℃ 、

5%CO2 饱湿度环境下培养，细胞生长至 80%~90%

密度后进行传代，所有细胞复苏并传至 3 代后进行

实验。

2.5　CCK-8 法检测细胞存活率     将处于对数生长

期的 H1299 细胞分别以 4×104 个/mL 的密度接种于

96 孔板中，每孔 100 μL，培养 24 h 后，加入药物。

Eup 的浓度分别为 10、20、40、60、80、100、120、150、

180、200 μmol·L-1，空白孔组加入等量的培养基，每

组 6 个复孔，置于 37 ℃、5%CO2 饱湿度环境下分别

培养 24、48、72 h。吸除培养基后加入含 10%CCK-8

溶 液 的 完 全 培 养 基 ，同 时 设 置 溶 剂 孔（仅 含 有

10%CCK-8 的完全培养基），每孔 100 μL，避光孵育

60 min 后，使用酶标仪检测在波长为 450 nm 的条件

下各孔的吸光度 A，计算细胞存活率。细胞存活率=

（A 药物孔 − A 溶剂孔 ）/（A 空白孔 − A 溶剂孔 ）×100%，使 用

GraphPad 软件计算半数抑制浓度（IC50）值。

2.6　细胞分组及质粒转染     通过 CCK-8 实验筛选

Eup 最佳浓度，使用 DMSO 配置 Eup 的母液浓度为

50 mmol·L-1。在正向实验中将细胞分组为空白组

（2.4‰DMSO），Eup 低、中、高浓度组（Eup 浓度分别

为 40、80、120 μmol·L-1）；在机制挽救实验中，将细

胞分为空载组、EZH2 过表达组、空载+Eup 高浓度

组、EZH2 过表达+Eup 高浓度组。使用 Opti-MEM

和 Lipofectamine 3000 转染试剂对细胞进行转染。

H1299 细 胞 转 染 3 000 μg·L-1 的 pcDNA3.1

（ +）-EZH2 表达载体和 3 000 μg·L-1 的 pcDNA3.1

（+）-对照载体。转染 6 h 后更换为新鲜培养基，继续

孵育过夜，次日对细胞进行相应药物处理。所有组

别中 DMSO 浓度最高为 2.4‰，均不超过 3‰。

2.7　 EdU 细胞增殖实验     将处于对数生长期的

H1299 细胞分别以 1×105 个/mL 的密度接种于 48 孔

板中，每孔 300 μL，培养 24 h 后，进行分组干预，每

组 5 个复孔。24 h 后吸除培养基，加入 PBS 清洗后，

加 入 EdU 标 记 2 h 后 ，使 用 4% 多 聚 甲 醛 固 定

15 min、3‰ 曲拉通通透 10 min 后，按照 EdU 检测试

剂盒说明避光配置并进行点击反应 30 min、Hoechst 

33342 染色 15 min，加入 PBS 清洗后用荧光倒置显

微镜进行观察、拍照。

2.8　平板克隆实验     将处于对数生长期的 H1299

细胞分别以 2×105个/mL 的密度接种于 6 孔板中，每

孔 2 mL，培养 24 h 后，进行分组干预 48 h 后，吸除培

养基，PBS 清洗后使用胰酶消化收集细胞并对各组

细胞进行计数，以 600 个/mL 的密度将细胞均匀地

接种在 12 孔板上，每孔 1 mL，每组 3 个复孔，置于

37 ℃、5%CO2饱湿度环境下培养，14 d 后终止培养。

每孔加入 500 μL 多聚甲醛固定 20 min 后使用 PBS

清洗一遍，每孔加入结晶紫染液 500 μL 染色 15 min

后，加入 PBS 轻轻冲洗 2 次，开盖晾干。拍照并计算

各组细胞克隆数量。

2.9　划痕实验     将处于对数生长期的 H1299 细胞

分别以 1×105 个/mL 的密度接种于 12 孔板中，每孔

1 mL，置于培养箱中培养至细胞融合度达培养

80%。使用 200 μL 无菌吸头在细胞表面力道均匀、

垂直地划一道线，尽量保持划痕宽度一致，并用 PBS

轻轻冲洗 2 遍以去除脱落细胞。随后更换为含不同

浓 度 Eup（40、80、120 μmol·L-1）及 空 白 组

（1.2‰DMSO）、并含 5%FBS 的新鲜培养基，继续培

养。分别在划痕后 0、24 和 48 h 使用倒置荧光显微

镜在相同放大倍数下拍摄各组细胞划痕图像。采
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用 Image J软件对划痕宽度进行定量分析，测量并记

录各时间点划痕区域的相对愈合距离，计算细胞迁

移率。

2.10　Transwell 侵袭实验     将处于对数生长期的

H1299 细胞分别以 2×105个/mL 的密度接种于 6 孔板

中，每孔 2 mL，培养 24 h，进行分组干预 48 h 后，吸

除培养基，PBS 清洗后使用胰酶消化收集细胞，使用

无血清培基重悬后对各组细胞进行计数，调整细胞

浓度。将 24 孔板下室中加入完全培养基 600 μL，上

室加入预冷基质胶 100 μL 待其凝固后，按每孔 3.5×

104 个细胞的密度接种至 Transwell 上室（每孔体积

200 μL），于 37 ℃、5%CO2 饱湿度环境下培养 24 h

后将小室置于 4% 多聚甲醛中固定 15 min 后充分晾

干，使用结晶紫染色，倒置显微镜下观察、拍照并通

过 Image J软件计算各组侵袭细胞数量。

2.11　血管生成实验     将 H1299 细胞在 6 孔板中培

养过夜后，进行分组干预 48 h，离心收集上清液，获

得条件培养基。将 HUVECs 细胞用不同的条件培

养基重悬于 100 µL 体积中，并以每孔 3×104 个细胞

的密度接种于 Matrigel 包被的 96 孔板中，继续培养

10 h 后。在倒置显微镜下拍摄图像，观察 HUVECs

的血管生成情况，通过 Image J软件统计血管连接点

个数、血管分支点个数及血管总长度。

2.12　 转 录 组 测 序     使 用 VAHTS mRNA Capture 

Beads 2.0 试剂盒从总 RNA 中捕获 mRNA 后，使用

VAHTS Universal V10 RNA-seq Library Prep Kit 试

剂盒进行转录组文库构建，通过 DNBSEQ-T7测序平

台进行高通量测序。基于差异倍数绝对值 |FC|>1.6

且 P<0.05 的标准，筛选出差异表达基因（DEGs）。
通过基因本体（GO）、京都基因与基因组百科全书

（KEGG）及基因集富集分析（GSEA）对 DEGs 进行

功能注释，并采用 Benjamini-Hochberg 错误发现率

算法校正 P 值。

2.13　分子对接     通过蛋白结构数据库检索得到其

蛋白结构，去除小分子和水等多余结构后，使用

MGLTools 1.5.7将其转换为 pdbqt文件。下载小分子

结构文件，使用 MGLTools 将其处理成 pdbqt 文件。

构建对接盒子，使得对接盒子包含整个蛋白。使用

Autodock Vina 1.1.2对小分子和蛋白进行对接。

2.14　 分 子 动 力 学 模 拟（MD）    MD 采 用

Gromacs2022 程序，小分子采用 GAFF 力场，蛋白采

用 AMBER14SB 力场和 TIP3P 水模型，合并蛋白和

小分子配体的文件，构建复合物的模拟体系。在恒

温恒压以及周期性边界条件下进行。在 MD 模拟过

程中，所有涉及氢键采用 LINCS 算法进行约束，积

分步长为 2 fs。静电相互作用采用（PME）方法计

算，截断值设为 1.2 nm。非键相互作用截断值设为

10 Å，每 10 步更新 1 次。采用 V-rescale 温度耦合方

法控制模拟温度为 298 K，采用 Berendsen 方法控制

压力为 1 bar。在 298 K 下，进行 100 ps 的正则系综

（NVT）与等温等压系综（NPT）平衡模拟，并对复合

物体系进行 100 ns 的 MD 模拟，每 10 ps 保存 1 次构

象。模拟完成后，使用 VMD 和 PyMOL 对模拟轨迹

进行分析，使用 g_mmpbsa 程序对蛋白和小分子配

体之间进行 MMPBSA 结合自由能分析。

2.15　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 EZH2/

H3k27me3 信号通路相关蛋白在瘤体组织及细胞中

的表达     将处于对数生长期的 H1299 细胞分别以

2×105 个/mL 的密度接种于 6 孔板中，每孔 2 mL，培

养 24 h，分组干预 48 h 后，使用放射免疫沉淀法

（RIPA）裂解液提取蛋白；在动物实验中，取裸鼠的

瘤体组织，加入 RIPA 裂解液进行低温研磨。蛋白定

量法（BCA）测定细胞和动物样本中蛋白浓度。取

等 量 蛋 白 样 品 ，在 10% 十 二 烷 基 硫 酸 钠 -PAGE

（SDS-PAGE）凝胶中进行电泳分离，随后转至硝酸

纤维素膜（NC 膜）上。使用 QuickBlock™ Western 封

闭液封闭 15 min。加入一抗 EZH2、H3、H3k27me3、

MMP-2、MMP-9、VEGFA、PCNA（1∶ 1 000），

GAPDH（1∶3 500），随后于 4 ℃孵育过夜。次日，

TBST 洗膜 3 次，加入辣根过氧化物酶（HRP）标记的

二抗，按 1∶10 000 比例稀释于含 5% 脱脂奶粉的

TBST 中，室温孵育 1 h。再次洗膜 3 次后，使用

ChemiScope6200 化 学 发 光 成 像 系 统 显 影 。 采 用

Image J 软件对蛋白条带灰度值进行定量分析。以

GAPDH 作 为 内 参 ，目 标 蛋 白 表 达 水 平 通 过 与

GAPDH 的比值进行标准化处理。

2.16　统计学方法     使用 GraphPad软件计算 IC50值，

采用 SPSS 27.0软件统计分析数据，数据采用 x̄ ± s表

示 ，多 组 间 数 据 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA），两组间比较采用 t 检验，P<0.05 认为差

异有统计学意义。

3 结果

3.1　Eup 对 H1299 细胞在裸鼠皮下异种移植瘤生

长的影响     与模型组比较，Eup 各剂量组及 CDDP

组的肿瘤生长速度均显著降低（P<0.01）。观察皮下

移植瘤并结合瘤质量数据分析表明，与模型组比较，

Eup干预组的瘤体体积均明显缩小（P<0.05，P<0.01），
Eup中、高剂量组裸鼠皮下肿瘤体积显缩小最为显著，
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其抑瘤率显著升高（P<0.01）。此外，在整个实验过程

中，Eup低、中、高剂量组小鼠体质量变化平稳，未见明

显波动，表明该药物在实验剂量范围内系统毒性较

低，具有较好的耐受性。见表 1-表 3、图 1。

3.2　 Eup 对裸鼠皮下瘤体肺癌细胞增殖的影响         

    与模型组比较，CDDP 组和 Eup 高剂量组 EdU 阳

性细胞数量均显著减少（P<0.01），表明 Eup 在裸鼠

体内可显著抑制肺癌细胞增殖。见表 4、图 2。

3.3　Eup 对细胞增殖和侵袭相关蛋白表达的影响     

    在裸鼠肿瘤组织中 ，模型组小鼠瘤体组织中

PCNA、MMP-2、MMP-9 和 VEGFA 蛋白表达较强，

阳性信号呈棕黄色，主要定位于细胞核、细胞质及

细胞膜中；与模型组比较，Eup 高剂量组中 PCNA、

MMP-2、MMP-9 和 VEGFA 蛋白表达显著下调（P<

0.01），阳性细胞比例显著减少（P<0.01），染色强度

显著降低（P<0.01），提示 Eup 可能通过抑制增殖和

侵袭相关蛋白 PCNA、MMP-2、MMP-9、VEGFA 的

表达在体内发挥抗肿瘤作用。见图 3、表 5。

3.4　Eup 对 H1299 细胞增殖的影响     与空白组比

较，Eup 干预组随着 Eup 浓度的逐渐升高及干预时

间 的 延 长 ，细 胞 活 性 呈 明 显 下 降 趋 势（P<0.05，

表 1　Eup 对小鼠肿瘤体积的影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　Effect of Eup on tumor volume of mice （x̄± s，n=6）

组别

模型组

CDDP 组

Eup 低剂量组

Eup 中剂量组

Eup 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2

50

100

150

肿瘤体积/mm3

0 d

86.86±8.16

87.57±4.16

85.84±0.62

93.22±0.70

84.87±4.63

3 d

163.75±17.78

117.02±7.202）

154.22±7.52

141.92±13.21

110.73±13.662）

6 d

312.18±13.43

205.07±9.862）

282.03±9.481）

217.85±9.632）

168.97±40.462）

9 d

493.00±63.33

275.63±23.302）

402.53±47.902）

315.88±48.672）

275.37±41.012）

12 d

703.78±100.64

362.27±12.222）

600.03±93.141）

480.77±61.092）

354.08±81.692）

14 d

1 777.60±186.28

639.41±105.482）

1 588.38±54.551）

1 319.25±111.742）

1 102.53±198.482）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2-表 13 同）
表 2　Eup 对小鼠体质量的影响  （x̄± s，n=6）

Table 2　Effect of Eup on tumor weight of mice in each group （x̄± s，n=6）

组别

模型组

CDDP

Eup 低剂量组

Eup 中剂量组

Eup 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2

50

100

150

小鼠体质量/g

0 d

19.30±0.32

19.22±0.55

19.12±0.31

19.28±0.38

19.27±0.50

3 d

19.38±045

19.45±0.55

19.35±0.38

19.58±0.35

19.53±0.42

6 d

19.62±0.34

19.60±0.30

19.68±0.34

19.65±0.32

19.62±0.31

9 d

20.13±0.14

19.88±0.38

19.90±0.35

19.93±0.31

20.03±0.47

12 d

20.28±0.15

20.18±0.13

20.13±0.16

20.13±0.24

20.17±0.15

14 d

20.43±0.16

20.35±0.08

20.40±0.09

20.37±0.08

20.37±0.12

表 3　Eup 对小鼠肿瘤质量及抑瘤率的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　 Effect of Eup on tumor weights and tumor inhibition 

rates of mice （x̄± s，n=6）

组别

模型组

CDDP 组

Eup 低剂量组

Eup 中剂量组

Eup 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2

50

100

150

肿瘤质量/g

0.97±0.13

0.26±0.142）

0.77±0.101）

0.59±0.152）

0.43±0.112）

抑瘤率/%

-

72.59±13.952）

20.52±10.102）

38.97±15.402）

55.34±11.232）

注：A. 模型组；B.CDDP 组；C.Eup 低剂量组；D.Eup 中剂量组；
E.Eup 高剂量组

图 1　Eup 对各组裸鼠肿瘤体积的影响

Fig. 1　 Effect of Eup on tumor volumes in different treatment 

groups of nude mice
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P<0.01）。计算 Eup 干预 H1299 细胞 48 h 后的 IC50

为 123.6 μmol·L-1，根据上述结果，设定 0、40、80、

120 μmol·L-1 为后续实验给药浓度，干预时间为

48 h。在平板克隆实验中，与模型组比较，40、80、

120 μmol·L-1 Eup 组的集落形成能力受到显著抑制，

差异具有统计学意义（P<0.01）；在 Edu 实验中，非小

细 胞 肺 癌 H1299 细 胞 的 增 殖 能 力 在 40、80、

120 μmol·L-1 Eup 的作用下均受到显著抑制，差异具

有统计学意义（P<0.01）。上述结果表明，Eup 在体

外可呈浓度依赖性抑制 H1299 细胞的增殖。见

图 4、图 5、表 6-表 8。

3.5　Eup 对 H1299 细胞迁移、侵袭和血管形成的影

响     在给予 Eup 处理 24 h 和 48 h 后，与空白组比较，

Eup 呈浓度和时间依赖性抑制 H1299 细胞的迁移率

（P<0.01）；在 Transwell侵袭实验中，与空白组比较，

随着 Eup 浓度的增加，侵袭至小室下膜的 H1299 细

胞数量明显减少，其中以 120 μmol·L-1 浓度作用最

为显著（P<0.01）；在血管形成实验中，与空白组比

较，Eup 呈浓度依赖性显著抑制 HUVEC 细胞血管连

接点数量、血管分支数量及血管的总长度（P<0.05，

P<0.01）。上述结果表明，Eup 呈浓度依赖性抑制

NSCLC 细胞迁移、侵袭和 HUVEC 细胞血管形成。

注：A.模型组；B.CDDP 组；C.Eup 高剂量组

图 2　 Eup 在 裸 鼠 体 内 对 肺 癌 细 胞 增 殖 的 影 响  （倒置荧光显微

镜，×100）
Fig. 2　Effect of Eup on lung cancer cell proliferation in nude mice

（inverted luorescence microscope，×100）

注：A.模型组；B.Eup 高浓度组

图 3 Eup 对细胞增殖和侵袭相关蛋白表达的影响  （免疫组化）
Fig. 3 Eup suppressed expression of proliferation-and invasion 

related proteins in xenograft tumor tissues （IHC）

表 4　Eup 在裸鼠体内对肺癌细胞增殖的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of Eup on lung cancer cell proliferation in nude 

mice （x̄± s，n=3）

组别

模型组

CDDP 组

Eup 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2

150

增殖率/%

46.13±1.01

20.21±0.822）

30.22±0.892）

表 5　Eup 对细胞 PCNA、MMP-2、MMP-9 和 VEGFA 蛋白阳性细胞的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Eup on PCNA， MMP-2， MMP-9， VEGFA expression of positive cells （x̄± s，n=3） %

组别

模型组

Eup 高剂量组

剂量/mg·kg-1

150

PCNA

20.32±1.30

11.36±2.362）

MMP-2

23.02±1.61

9.57±0.662）

MMP-9

13.68±1.50

8.57±0.902）

VEGFA

27.15±1.30

13.73±1.462）

注：A. 空白组；B.Eup 低浓度组；C.Eup 中浓度组；D.Eup 高浓度

组（图 5、图 10 同）

图 4　Eup 对 H1299 细胞克隆形成的影响  （结晶紫，×100）
Fig. 4　 Effect of Eup on clonogenic ability of H1299 cells （crystal 

violet，×100）
图 5　Eup 对 H1299 细胞增殖的影响  （倒置荧光显微镜，×100）
Fig. 5　 Effect of Eup on proliferation ability of H1299 cells 

（inverted luorescence microscope，×100）
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见表 9-表 11、图 6-图 8。

3.6　 转 录 组 学 、分 子 对 接 和 分 子 动 力 学 模 拟              

    H1299 细胞经 120 μmol·L-1 Eup 处理 48 h 后靶点

EZH2 显著下调（下调差异倍数为 1.75 倍，P=1.37×

10-50），GO 富集分析显示，Eup 可负向调控 H1299 细

表 10　Eup 对 H1299 细胞侵袭的影响  （x̄± s，n=3）

Table 10　Effect of Eup on invasion of H1299 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度/μmol·L-1

40

80

120

侵袭数/个

1 420.33±128.90

1 020.67±60.962）

704.67±52.372）

139.33±4.932）

表 9　Eup 对 H1299 细胞迁移的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　Effect of Eup on migration of H1299 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度/μmol·L-1

40

80

120

迁移率/%

24 h

30.62±2.15

24.95±2.252）

11.91±1.382）

4.64±1.512）

48 h

65.07±3.50

49.04±1.432）

25.92±2.202）

13.16±1.082）

表 11　Eup 对 Huvec 细胞血管形成的影响  （x̄± s，n=3）

Table11　 Effect of Eup on blood vessel formation in HUVEC cells 

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度

/μmol·L-1

40

80

120

血管连接点

/个

287.00±6.25

196.33±21.552）

  76.32±5.672）

    4.00±1.002）

血管分支点

/个

81.33±6.43

58.67±5.691）

53.67±6.482）

10.65±1.532）

血管总长度

/px

19 025±519.50

16 134±520.662）

9 052.67±525.602）

4 358.67±387.952）

表 6　Eup 对 H1299 细胞活性的影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　Effect of Eup on viability of H1299 cells （x̄± s，n=6）

组别

空白组

Eup 干预组

浓度/μmol·L-1

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

120

150

180

200

细胞生存率/%

24 h

100.00±0.00

100.22±3.29

96.87±3.58

94.24±3.271）

87.57±4.402）

84.61±3.532）

80.73±3.702）

78.10±3.022）

76.71±3.312）

73.44±3.712）

70.19±4.262）

66.89±4.172）

62.00±5.712）

57.20±4.692）

54.57±3.302）

48 h

100.00±0.00

92.29±4.571）

87.07±6.522）

82.58±7.632）

74.60±4.762）

69.35±4.252）

67.56±4.222）

64.34±4.592）

62.76±4.942）

59.65±7.132）

54.81±4.012）

48.70±8.782）

43.85±6.312）

36.72±4.602）

36.52±4.512）

72 h

100.00±0.00

74.93±2.912）

66.14±7.072）

53.06±4.462）

45.07±6.872）

38.84±2.292）

34.18±2.842）

32.28±1.882）

32.15±2.942）

29.72±3.282）

28.49±3.542）

27.44±3.832）

26.59±3.762）

23.77±3.592）

21.06±4.992）

表 8　Eup 对 H1299 细胞增殖的影响  （x̄± s，n=5）

Table 8　Effect of Eup on proliferation ability of H1299 cells （x̄± s，

n=5）

组别

空白组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度/μmol·L-1

40

80

120

增殖率/个

64.48±11.20

32.19±8.542）

30.22±5.952）

13.69±5.702）

表 7　Eup 对 H1299 细胞克隆形成的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of Eup on clonogenic ability of H1299 cells （x̄± s，

n=3）

组别

空白组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度/μmol·L-1

40

80

120

克隆数/个

463.67±7.51

360.33±5.862）

126.67±6.352）

63.67±4.932）

图 6　Eup 对 H1299 细胞迁移的影响  （倒置显微镜，×100）
Fig. 6　 Effect of Eup on migration of H1299 cells （inverted 

microscope，×100）

图 7　Eup 对 H1299 细胞侵袭的影响  （结晶紫，×100）
Fig. 7　 Effect of Eup on the invasion of H1299 cells （crystal 

violet，×100）

图 8　Eup 对 Huvec 细胞血管形成的影响  （倒置显微镜，×100）
Fig. 8　Effect of Eup on tube formation by HUVEC cells （inverted 

microscope， ×100）
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胞的侵袭。分子对接结果显示，Eup 与 EZH2 的结合

能是−6.97 kcal·mol-1；分子动力学模拟结果显示，

RMSD 和 SASA 结果显示 Eup 与 EZH2 结合趋于稳

定，并进一步计算 MMPBSA 结合自由能为−（79.64±

4.321）。上述结果提示，Eup 可能具有抑制 H1299

细胞侵袭转移的作用，其机制可能与抑制 EZH2 靶

点的表达有关，同时分子对接和分子动力学模拟也

提示药物分子 Eup 与蛋白 EZH2 具有较强的结合能

力和稳定的结合状态。Eup 干预 H1299 后 mRNA 测

序及 Eup 与 EZH2 的分子对接和分子动力学分析见

增强出版附加材料。

3.7　Eup 在体内对 EZH2/H3K27me3 信号通路及增

殖、侵袭转移相关蛋白表达的影响     在动物实验中，

与模型组比较，Eup干预组中随着 Eup浓度升高（40、

80、120 μmol·L-1），瘤体中 EZH2、H3k27me3的表达水

平呈明显下降，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01），
且瘤体中 PCNA、MMP-2、MMP-9 及 VEGFA 的 表

达 水 平 明 显 下 调（ P<0.05，P<0.01），表 明 Eup 在

体内能有效抑制 EZH2/H3k27me3 信号通路的激

活 ，并 能 够 有 效 地 降 低 EZH2/H3k27me3 信 号 通

路下游增殖、侵袭转移相关蛋白 PCNA、MMP-2、

MMP-9、VEGFA 的表达。见表 12、图 9。

3.8　Eup 对 H1299 细胞 EZH2/H3k27me3 及增殖、侵

袭转移相关蛋白表达的影响     与空白组比较，Eup

干预组随着 Eup 浓度（40、80、120 μmol·L-1）的增加，

H1299 细胞中 EZH2 和 H3k27me3 的表达水平呈浓

度依赖性下降（P<0.01），同时细胞中 PCNA、MMP-2、

MMP-9 及 VEGFA 表达明显下调（P<0.05，P<0.01）。

为了进一步验证 Eup 在 H1299 细胞中的作用机

制，将过表达的 EZH2 质粒瞬时转染至 H1299 细胞

中后，与空白组比较，EZH2 过表达组中 EZH2 蛋白

表达水平显著上调，同时其催化产物 H3K27me3 修

饰水平显著升高（P<0.01），表明 EZH2 转染效率良

好。此外，与空白组比较，EZH2 过表达组中 PCNA、

MMP-2、MMP-9 及 VEGFA 的蛋白表达水平明显升

高（P<0.05，P<0.01）；另外，与空载+Eup 高剂量组比

较，EZH2 过表达+Eup 组中 PCNA、MMP-2、MMP-9

及 VEGFA 的表达上调，显示 EZH2 部分逆转了 Eup

对这些靶点的抑制作用（P<0.05，P<0.01）。上述结

果 表 明 进 一 步 表 明 ，Eup 可 能 通 过 抑 制 EZH2/

H3k27me3 信号通路发挥抗 NSCLC 增殖、侵袭转移

的效果。见表 13、表 14，图 10、图 11。

4 讨论

肿瘤转移是恶性肿瘤进展过程中的关键环节，

约 90% 的癌症相关死亡都与转移密切相关，这一复

杂过程包括原发肿瘤的异常增殖及癌细胞突破组

织屏障并迁移至远处器官形成新的病灶，从而显著

降低患者的生存率［12-13］。NSCLC 是肺癌中的主要

类型，不仅具有异常活跃的增殖能力，还表现出高

度侵袭性和早期转移倾向，是导致肺癌高死亡率的

主要原因［14-16］。近年来，中医药在肿瘤治疗中的独

特优势逐渐受到关注，尤其是中药单体成分因其明

确的化学结构和相对单一的药理作用，成为抗肿瘤

药物研究的热点［17-18］。Eup 作为艾叶中的主要活性

表 12　Eup 对异种移植瘤体中关键信号蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 12　Effect of Eup on expression of key signaling proteins in tumor （x̄± s，n=3）

组别

模型组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度/μmol·L-1

40

80

120

EZH2/GAPDH

1.22±0.02

0.83±0.24

0.75±0.181）

0.48±0.072）

H3k27me3/H3

1.30±0.10

0.99±0.08

0.64±0192）

0.38±0.042）

PCNA/GAPDH

0.95±0.03

0.79±0.07

0.65±0.121）

0.45±0.112）

MMP-2/GAPDH

0.98±0.02

0.84±0.14

0.66±0.141）

0.42±0.022）

MMP-9/GAPDH

0.95±0.03

0.76±0.06

0.58±0.102）

035±0.092）

VEGFA/GAPDH

0.91±0.08

0.70±0.09

0.56±0.122）

0.28±0.032）

图 9　在体内抑制 EZH2/H3k27me3 通路激活下调增殖与袭转移相

关蛋白表达电泳

Fig. 9　 In vivo， electrophoresis of EZH2/H3K27me3 signaling 

pathway， thereby reducing expression of critical proteins 

associated with tumor cell proliferation and metastasis
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成分，近年来其抗肿瘤的作用也逐渐受到关注，但

在肺癌中的作用效果及机制仍不明确，本研究针对

Eup 在 NSCLC 中的作用及机制进行了深入探究。

H1299 细胞是一种具有较强增殖及侵袭转移能

力的 NSCLC 细胞系，是研究 NSCLC 增殖与侵袭转

移的常用细胞模型［11］。本研究通过 H1299 细胞构

建的体内外模型，首次发现 Eup 具有抗 NSCLC 细胞

增殖、侵袭转移的作用。在体内研究中，Eup 可显著

抑制 H1299 细胞异种移植瘤体生长，以 Eup 中、高剂

量最为显著，但对裸鼠体重无影响，表现出良好的

安全性；免疫组化结果显示 Eup 可显著抑制肿瘤增

殖相关蛋白 PCNA 及侵袭转移相关蛋白 MMP-9、

MMP-2 及 VEGFA 的表达。在体外实验中，CCK-8、

EdU 及平板克隆实验显示 Eup 呈浓度依赖性显著抑

制 H1299 细胞的增殖、迁移和侵袭；血管形成实验

表 13　Eup 对 H1299 细胞中关键信号蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table13　Effect of curcumol on expression of key signaling proteins in H1299 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

Eup 低浓度组

Eup 中浓度组

Eup 高浓度组

浓度/μmol·L-1

40

80

120

EZH2/GAPDH

0.98±0.09

0.54±0.102）

0.37±0.012）

0.29±0.182）

H3k27me3/H3

0.96±0.58

0.86±0.172）

0.76±0.312）

0.63±0.122）

PCNA/GAPDH

0.90±0.05

0.60±0.17

0.44±0.171）

0.22±0.162）

MMP-2/GAPDH

0.97±0.04

0.85±0.021）

0.79±0.092）

0.64±0.072）

MMP-9/GAPDH

0.93±0.05

0.79±0.021）

0.67±0.102）

0.62±0.082）

VEGFA/GAPDH

0.89±0.07

0.69±0.011）

0.31±0.082）

0.30±0.172）

图 10　体外抑制 EZH2/H3k27me3 通路激活并下调迁移、侵袭关键

蛋白表达电泳

Fig. 10　 Electrophoresis of EZH2/H3K27me3 pathway in vitro， 

leading to downregulation of key proteins involved in metastasis 

and invasion

注：A. 空载组；B.EZH2 过表达；C. 空载+Eup 高浓度组；D.EZH2

过表达+Eup 高浓度组

图 11　 EZH2 过 表 达 部 分 逆 转 了 Eup 对 H1299 细 胞 中 PCNA、

MMP-2、MMP-9 及 VEGFA 的抑制作用

Fig. 11　 EZH2 overexpression partially reversed inhibitory effects 

of Eup on PCNA，MMP-2， MMP-9， and VEGFA in H1299 cells

表  14　EZH2 过表达后，Eup 对 H1299 细胞中 PCNA、MMP-2、MMP-9 及 VEGFA 的影响  （x̄± s，n=3）

Table 14　 EZH2 overexpression partially reversed the inhibitory effect of Eup on PCNA， MMP-2， MMP-9， and VEGFA in H1299 cells 

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

EZH2 过表达组

空载+Eup 高浓度组

EZH2 过表达+Eup 高浓度组

浓度

3 000 μg·L-1

0+120 μmol·L-1

3 000 μg·L-1+120 μmol·L-1

EZH2

/GAPDH

0.88±0.11

1.40±0.072）

0.58±0.78

0.80±0.673）

H3k27me3

/H3

0.52±0.10

0.81±0.052）

0.28±0.07

0.42±0.043）

PCNA

/GAPDH

0.67±0.02

0.77±0.32）

0.22±0.01

0.40±0.093）

MMP-2

/GAPDH

1.16±0.11

1.57±0.032）

0.60±0.31

0.74±0.103）

MMP-9

/GAPDH

0.64±0.86

0.90±0.531）

0.29±0.02

0.39±0.014）

VEGFA

/GAPDH

0.94±0.43

1.27±0.121）

0.43±0.05

0.56±0.053）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与空载+Eup 高浓度组比较 3）P<0.05，4）P<0.01

··67



第 32 卷第  10 期
2026 年 5 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 10

May，2026

表明 Eup 显著抑制 HUVECs细胞血管形成。上述表

型研究结果显示，Eup 在体内外均表现出显著的抗

NSCLC 增殖和侵袭转移能力。

金属基质蛋白酶家族中的 MMP-2与 MMP-9，以

及 VEGFA，是促进癌细胞侵袭和远处转移的重要效

应分子［19-21］。MMP-2 和 MMP-9 通过降解Ⅳ型胶原

蛋白和明胶等细胞外基质成分，破坏组织屏障，促进

肿瘤细胞侵袭转移；同时，他们还可降解细胞外基质

或膜结合蛋白，释放 VEGFA、TGF-β等生物活性因

子，并促进 DNA 修复蛋白 PCNA 的激活，增强肿瘤

细胞的增殖与存活能力［22-23］。VEGFA 作为调控血管

生成的核心因子，可促进内皮细胞增殖与迁移，诱导

新生血管形成，从而促进肿瘤生长和转移［24-26］。

EZH2在表观遗传调控中发挥关键作用。其中，

H3K27me3 是 EZH2 最早被发现且研究最为深入的

经典表观遗传调控机制［27-28］。在该机制中，EZH2 作

为 PRC2 复合体的核心催化酶，通过催化 H3K27me3

修饰水平升高，沉默抑癌基因，参与调控细胞增殖、

迁移、侵袭等多种生物学过程［29-30］。越来越多的证据

表明在包括肺癌在内的多种肿瘤中，EZH2可通过上

调 H3K27me3的水平调控 PCNA、MMP-2、MMP-9及

VEGFA 的表达水平，进而显著促进肿瘤的增殖、侵

袭与转移［31-33］。因此靶向 EZH2/H3K27me3 的治疗

策略成为抗肿瘤药物研发的重要方向。

本研究首次发现 Eup 抗 NSCLC 增殖、侵袭转移

的机制与抑制 EZH2/H3K27me3 信号通路相关。通

过转录组学研究发现，Eup 可显著下调 EZH2 基因的

表达；在 GO 功能分析中显示 Eup可抑制癌细胞侵袭

和上皮间质转化。分子对接和分子动力学模拟研究

结果显示，药物分子 Eup与 EZH2蛋白具有较强的结

合能力和稳定的结合状态。Western blot研究进一步

证实，在 H1299 细胞中 Eup 处理显著降低了 EZH2、

H3k27me3 蛋白表达，并下调了与肿瘤增殖和侵袭转

移密切相关的 PCNA、MMP-2、MMP-9 和 VEGFA 蛋

白的表达水平。为进一步验证 EZH2/H3k27me3信号

通路是否介导了 Eup 的抗 NSCLC 的作用，本课题组

开展了挽救实验，将过表达的 EZH2 质粒瞬时转染

至 H1299 细胞中，结果显示，EZH2 蛋白表达水平显

著上调，同时其催化产物 H3K27me3 修饰水平也随

之升高，表明 EZH2 转染效率良好。此外，EZH2 过

表 达 能 够 促 进 H1299 细 胞 中 PCNA、MMP-2、

MMP-9 和 VEGFA 蛋白的表达水平，并且部分逆转

Eup 对上述增殖与侵袭转移关键蛋白的抑制作用。

上述结果支持了 Eup 通过抑制 EZH2/H3k27me3 信

号通路发挥抗 NSCLC 增殖、侵袭转移的效果。

综上所述，本研究通过体内动物模型结合体外

细胞实验，首次系统评价了 Eup 对 NSCLC 增殖与侵

袭转移的抑制作用，并初步揭示其作用机制可能与

其抑制 EZH2/H3k27me3 信号通路的激活密切相关，

这些发现为 Eup 作为潜在的抗肺癌增殖与转移药物

提供了科学依据。然而，本研究仍存在一定局限

性。本研究对 Eup 的作用和机制仅针对 H1299 细胞

系进行了体内外验证，也未进行动物体内的挽救实

验。后续研究应在多个 NSCLC 细胞系中进行验

证，进一步构建转移模型并进行动物体内挽救实验

研究，以更全面、更深入地验证 Eup 的作用机制和治

疗潜力。
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