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【摘要】  目的　恩格列净（empagliflozin, EMPA）是钠-葡萄糖转运蛋白2（sodium-glucose cotransporter 2, SGLT2）特异

性抑制剂。通过综合网络药理学预测EMPA对胃腺癌的干预靶点，并利用细胞生物学和分子生物学实验对其作用及分子

机制进行验证。方法　使用生物信息学分析胃腺癌预后与SGLT2表达情况的相关性，网络药理学分析EMPA和胃腺癌的

共同靶点。用不同浓度的EMPA孵育人胃腺癌细胞AGS 24 h后，CCK8法检测细胞增殖率；选择0、3、6 mmol/L EMPA孵育

AGS细胞，实时细胞分析（real-time cell analysis, RTCA）和EdU（5-ethynyl-2-deoxyuridine）检测EMPA对胃腺癌细胞增殖的抑

制能力，伤口愈合实验和Transwell实验检测EMPA对胃腺癌细胞迁移和侵袭的抑制能力，Western blot检测雷帕霉素

（mammalian target of rapamycin, mTOR）和磷酸化mTOR（phosphorylated mTOR, p-mTOR）表达。BALB/c（nu/nu）裸鼠均

于腋下种植5×106 AGS细胞，分为对照组、低剂量组和高剂量组，每组7只，1周后，对照组每日腹腔注射生理盐水，低剂量组

和高剂量组每日腹腔注射EMPA 3 mg/kg和5 mg/kg，给药1周后检测肿瘤体积。 结果　低表达SGLT2的胃腺癌患者生存期

和存活率均高于高表达SGLT2的胃腺癌患者。收集了104个EMPA相关潜在靶点和2 028个胃腺癌相关靶点，胃腺癌相关的

45个靶点和EMPA潜在靶点相重合，从中鉴定出10条相关信号通路和4个核心基因。这4个关键基因分别是细胞周期依赖

激酶4基因（cyclin-dependent kinase-4, CDK4）、3-磷酸甘油醛脱氢酶基因（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH）、雷帕霉素靶点蛋白基因（mammalian target of rapamycin, mTOR）和周期蛋白E1基因（cyclin E1, CCNE1）。CCK-
8检测结果示0.39～50 mmol/L EMPA能抑制AGS细胞增殖；与对照组相比，RTCA结果表明3 mmol/L、6 mmol/L EMPA组细

胞生长曲线下移。与对照组相比，EdU检测发现3 mmol/L、6 mmol/L EMPA能够抑制AGS细胞的增殖（P<0.05），伤口愈合

实验和Transwell实验结果表明，3 mmol/L、6 mmol/L EMPA组细胞迁移和侵袭水平下降（P<0.05），且6 mmol/L EMPA组较

3 mmol/L EMPA组更明显（P<0.05）。Western blot结果示组间mTOR总蛋白的表达量差异无统计学意义；但3 mmol/L、
6 mmol/L EMPA组的p-mTOR表达均较对照组下降（P<0.05），6 mmol/L EMPA组较3 mmol/L EMPA组更明显（P<0.05）。裸

鼠荷瘤实验表明，与对照组相比，EMPA组肿瘤体积均减小（P<0.05），以高剂量组更为明显（P<0.05）。 结论　EMPA能够抑

制胃腺癌细胞的异常增殖和迁移，这一效应可能与mTOR蛋白的活化密切相关，该研究能够为胃腺癌治疗提供新的潜在药

物和干预靶点。
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【Abstract】   Objective　 To  predict  the  intervention  targets  of  empagliflozin  (EMPA),  a  specific  inhibitor  of
sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2), in gastric adenocarcinoma through comprehensive network pharmacology, and
to  validate  the  effects  and  the  molecular  mechanisms  of  EMPA  through  cellular  and  molecular  biology  experiments.
Methods　 Bioinformatics  analysis  of  gastric  adenocarcinoma  was  conducted  to  assess  the  correlation  between  gastric
adenocarcinoma  prognosis  and  SGLT2  expression.  Network  pharmacology  was  utilized  to  identify  shared  targets  of
EMPA and gastric adenocarcinoma. AGS cells, a human gastric adenocarcinoma cells line, were incubated with EMPA at
different  concentrations  for  24  h  and,  then,  cell  proliferation  was  assessed  using  the  CCK8 assay.  After  AGS cells  were
incubated with EMPA at the doses of  0,  3,  and 6 mmol/L,  real-time cell  analysis  (RTCA) and 5-ethynyl-2-deoxyuridine
(EdU) incorporation were used to evaluate EMPA's inhibitory effects  on the proliferation of  the AGS cells.  In addition,
wound  healing  and  Transwell  assays  were  performed  to  assess  the  inhibitory  effect  of  EMPA  on  the  migration  and
invasion  of  the  APC cells  and  Western  blot  analysis  was  conducted  to  examine  the  expression  of  mammalian  target  of
rapamycin (mTOR) and phosphorylated mTOR (p-mTOR). BALB/c (nu/nu) nude mice were implanted with 5×106 AGS
cells  in  the  axilla.  The mice  were  divided into three  groups,  a  control  group,  a  low-dose group,  and a  high-dose group, 
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each  consisting  of  7  mice.  After  one  week,  the  control  group  received  daily  intraperitoneal  injections  of  normal  saline,
while the low-dose group and high-dose group received daily intraperitoneal injections of EMPA at the doses of 3 mg/kg
and  5  mg/kg,  respectively.  The  tumor  volume  was  measured  one  week  after  the  drug  intervention  started.
Results　Gastric  adenocarcinoma  patients  with  low  expression  of  SGLT2  exhibited  longer  survival  time  and  higher
survival  rate  than  those  with  high  expression  of  SGLT2  did.  A  total  of  104  EMPA-related  potential  targets  and 2 028
targets  associated  with  gastric  adenocarcinoma  were  identified.  Among  these,  45  targets  associated  with  gastric
adenocarcinoma overlapped with potential  targets  of  EMPA. Further  analysis  revealed 10 relevant  pathways  and 4  core
genes.  The  core  genes  were  cyclin-dependent  kinase  4  (CDK4),  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase  (GAPDH),
mTOR,  and  cyclin  E1  (CCNE1).  CCK-8  assay  revealed  that  EMPA  at  concentrations  ranging  from  0.39  to  50  mmol/L
effectively inhibited the proliferation of AGS cells. RTCA results indicated a downward shift in the cell growth curve. In
comparison to the findings for the control group, EdU assay demonstrated that EMPA at the concentrations of 3 mmol/L
and 6 mmol/L significantly inhibited AGS cell  proliferation (P<0.05).  Results from wound healing and Transwell  assays
indicated a decrease in the levels of cell migration and invasion (P<0.05) and, notably, there was a significant difference
between the high and low-dose EMPA groups (P<0.05). Western blot showed no statistically significant difference in the
expression  of  total  mTOR  protein  between  the  groups.  However,  the  expression  of  p-mTOR  in  the  3  mmol/L  and
6  mmol/L  EMPA  groups  decreased  compared  to  that  of  the  control  group  (P<0.05),  with  the  6  mmol/L  EMPA  group
exhibiting a more pronounced reduction (P<0.05). Nude mice xenograft tumor experiment demonstrated that, compared
to that of the control group, the tumor volumes in the EMPA-treatment groups were significantly reduced (P<0.05), with
the  high-dose  group  showing  a  more  pronounced  reduction  (P<0.05). Conclusion　EMPA  inhibits  the  abnormal
proliferation  and  migration  of  gastric  adenocarcinoma  cells,  potentially  through  the  modulation  of  mTOR  protein
activation. This study provides new potential medication and intervention targets for gastric adenocarcinoma treatment.

【Key words】　　Sodium-glucose cotransporter 2　　Empagliflozin　　Gastric adenocarcinoma　　Integrated
network pharmacology　　mTOR

  

胃癌是全球常见的恶性肿瘤，平均5年生存率不到

20%，主要原因是早期无临床症状导致的诊断不及时[1]。

临床上，超过90%的胃癌属于腺癌[2]。目前，临床上常用

的针对胃腺癌的化疗药物主要包括铂类和紫杉类等[3]，但

尚缺乏有效的生物标志物来指导胃腺癌的化疗选择。

恩格列净（empagliflozin, EMPA）属于钠-葡萄糖转运

蛋白2抑制剂（sodium-glucose cotransporter 2 inhibitor,

SGLT2-i），主要通过抑制肾近端小管对葡萄糖的重吸收

而用于治疗2型糖尿病[4-5]。近期研究显示SGLT2-i能够抑

制宫颈癌细胞迁移[6]、诱导肝癌细胞周期阻滞和凋亡发

生[7]。但是，对于胃腺癌中SGLT2的表达与预后相关性，

以及SGLT2i是否能够有效抑制胃腺癌细胞增殖、迁移及

潜在靶点，均未见研究报道。本研究的目的是通过网络

药理学预测、利用体内外的分子生物实验验证EMPA对

胃腺癌的干预作用及分析其可能的分子途径，为临床上

胃腺癌的预防和治疗提供潜在药物和关键靶点。

 1     材料和方法

 1.1    主要材料和仪器

AGS胃腺癌细胞（中国科学院上海细胞），DMEM高

糖培养基（gibco，美国），胎牛血清（四季青，中国），BALB/c

（nu/nu）裸鼠（维通利华，中国），EdU检测试剂盒（凯基生

物，中国），基质胶（MCE，美国），苏木素染液（索莱宝，中

国），β-actin抗体（三鹰，中国）、mTOR抗体（CST，美国）、

p-mTOR抗体（CST，美国）。细胞培养箱（艾森生物，美

国），普通光学显微镜（奥林巴斯，日本），荧光显微镜（奥

林巴斯），R T C A细胞分析仪（艾森生物），凝胶成像

Western分析仪（BIO-RAD，美国）。

 1.2    生物信息学分析

以关键词“Gastric adenocarcinoma OR Adenocarcinoma

of stomach”从GeneCards数据库、Therapeutic Target数据

库、DrugBank、OMIM数据库和PharmGkb数据库收集胃

腺癌相关的靶点。通过PubChem数据库、Swiss Target

Prediction数据库评估EMPA的生物学信息，获得EMPA相

关靶点。然后将疾病相关靶点与EMPA潜在靶点取交集。

通过CEO数据库分析胃腺癌和正常人群胃组织SGLT2

mRNA的表达水平，通过Kaplan-Meier Plotter数据库预测

SGLT2 mRNA的表达程度与患者生存预后的相关性。通

过Metascape数据库对45个交集靶点的基因本体（Gene

Ontology, GO）和富集分析（Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes, KEGG）进行研究。GO分析包括细胞组

成、生物过程和分子功能，而KEGG分析可以描述细胞中

基因的代谢途径及功能，统计结果P值使用FDR校正，使

用Q值输出。蛋白质相互作用（protein-protein interaction,

PPI）网络构建使用检索基因/蛋白质相互作用的搜索工

具STRING（Search Tool for the Retrieval of Interacting
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Genes/Proteins）。之后核心基因筛选使用Cytoscape 3.7.2

软件编辑，并通过NetworkAnalyzer工具计算节点数和

边。PPI网络中的蛋白质由圆形节点表示，节点之间的线表

示基因之间的相互作用，线越多，两个基因之间的关系越强。

 1.3    CCK8检测加药后细胞增殖抑制率

人胃腺癌细胞AGS使用37 ℃、体积分数5%CO2的培

养箱，添加含10%胎牛血清的DMEM培养。每组细胞接

种于96孔板中，用不同浓度的EMPA（0.39、0.78、1.56、

3.13、6.25、12.5、25、50 mmol/L）孵育24 h，每一孔中加入

10 μL CCK8溶液，在37 ℃下持续孵育1 h。通过分光光度

法在450 nm进行检测，每组重复测定3次。

 1.4    实时细胞分析（real-time cell analysis, RTCA）实

验记录细胞增殖

EMPA试剂说明书中厂家已说明6 mmol/L浓度能够

充分发挥药物的功能作用，查阅文献后也发现以前的研

究者使用了该浓度进行实验[8]，并且在本课题组其他涉及

EMPA的研究中也发现6 mmol/L浓度能够充分发挥药物

的功能作用。因此，本研究选用6 mmol/L EMPA进行后

续实验，并设0 mmol/L、3 mmol/L EMPA两个剂量组。将

AGS细胞接种到E-plate16板中，每孔1 000个细胞，然后用

不同浓度的EMPA（0、3、6 mmol/L）处理细胞，在RTCA的

SP站上（体积分数5%CO2，37 ℃）进行连续阻抗记录。

CI值每10 min测量一次，持续72 h。仪器自动测绘出细胞

增殖曲线，增殖曲线斜率越大，说明细胞增殖能力越强。

 1.5    细胞迁移实验检测伤口愈合率

将AGS细胞接种于6孔板上，使其完全汇合。用马尾

棒损伤单层，然后用不同浓度的EMPA（0、3、6 mmol/L）

处理细胞，在时间0 h和24 h拍摄数字图像。Image J分析

伤口愈合率，伤口愈合率越高，说明细胞迁移能力越强。

 1.6    EdU（5-ethynyl-2-deoxyuridine）检测细胞增殖

将AGS细胞接种于24孔板中，细胞浓度调整为6 000

个细胞/孔，以0、3、6 mmol/L EMPA孵育AGS细胞24 h，

使用Cell-Light Edu DNA细胞增殖试剂盒测定细胞增殖，

使用Image J分析荧光强度。以平均荧光强度来表征细胞

增殖，平均荧光强度越高，细胞增殖越强。

 1.7    Transwell实验

将AGS细胞接种到铺过基质胶和未铺基质胶的6孔

细胞小室中，每孔2×106细胞，用浓度为0、3、6 mmol/L

的EMPA孵育24 h后，对穿过小室的细胞进行染色并拍照，

使用Image J分析细胞面积和视野总面积，计算细胞面积与

视野总面积比率，比率越高说明细胞迁移能力、侵袭能力越强。

 1.8    Western blot检测mTOR和p-mTOR表达

AGS细胞接种于6孔板中，用浓度为0、3、6 mmol/L

的EMPA孵育24 h。使用细胞裂解缓冲液，并离心分离蛋

白质。用8%SDS凝胶电泳按大小分离蛋白质，转移到

PVDF膜上，5%脱脂牛奶封闭2 h，加入β-actin（稀释比例

1∶200）、mTOR（稀释比例1∶1 000）、p-mTOR（稀释比

例1∶1 000）一抗并孵育过夜。洗涤膜并加入二抗，在室

温下反应1 h。使用ECL检测试剂检测灰度值，蛋白表达

量计算公式为目的蛋白表达量/内参蛋白表达量。

 1.9    裸鼠荷瘤实验

每只裸鼠腋下种植5×106 AGS细胞，荷瘤1周后分组，

每组7只裸鼠，分为对照组、低剂量组和高剂量组。对照

组腹腔注射生理盐水，低剂量组和高剂量组每日腹腔注

射EMPA 3 mg/kg和5 mg/kg，给药1周后解剖裸鼠并取出

瘤体，并检测肿瘤体积。

 1.10    统计学方法

x̄± s

所有数据采用SPSS 22.0软件作统计学处理。符合正

态分布的计量数据用 表示，组间比较采用方差分析，

组间两两比较使用t检验分析，P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    SGLT2基因表达与胃腺癌患者预后相关性预测和

EMPA的作用靶点

虽然GEO数据库显示胃腺癌和正常胃组织SGLT2

RNA表达水平差异无统计学意义（图1A），但预后分析显

示低表达SGLT2的胃腺癌患者生存期和存活率均高于高

表达SGLT2的胃腺癌患者，低表达SGLT2的胃腺癌患者生

存期平均为34.37个月，高表达SGLT2的胃腺癌患者生存

期平均为22.2个月（图1B）。EMPA是SGLT2特异性抑制

剂，使用Swiss Target Prediction进行预测，发现了104个潜

在的 E M P A 靶点，并从 G e n e C a r d s 、 P h a r m G k b 、

DrugBank、OMIM和TTD数据库中获得了2 073个胃腺癌

靶点，其中，45个交集基因被确定为共作用靶点。由

STRING 11.0分析的PPI网络如图1C所示，共输入45个蛋

白，其中43个节点相互作用，其他两个节点（CCKBR和

CCKAR）与其他节点不相关。

 2.2    功能富集分析

使用Metascape对EMPA靶基因和胃腺癌相关基因之

间的共同靶点进行功能富集分析（表1）。结果表明，这些

共同靶点参与了GO的多种生物学过程，包括衰老、肽基

丝氨酸磷酸化、肽基丝氨酸修饰、有丝分裂、细胞周期、

激酶活性的正向调节和蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性的

调节、细胞对无机物的反应等。KEGG通路参与细胞砷

化、磷脂酰肌醇3激酶（phosphatidylinositol 3-kinase,

PI3K）-蛋白激酶B（protein kinase B, AKT）信号途径、病毒
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癌变、孕激素参与的卵母细胞成熟、前列腺癌、缺氧诱导

因子-1（hypoxia-inducible factor-1, HIF-1）信号通路和细

胞周期。

 2.3    PPI网络分析

将获得的45个共同基因上传到String数据库，生成

PPI网络，利用Cytoscape 3.7.2软件对网络的拓扑参数进行

分析。结果表明，该网络共有43个节点和241条边。通过

算法找到EMPA治疗中的枢纽基因，一个包含17个节点和

109条边的网络。为了找到核心基因，本研究筛选出具有

4个节点和6条边的核心网络。利用工具筛选出的4个核

心基因，其度值和中间值如表2所示。这4个关键基因分

别是细胞周期依赖激酶4基因（cyclin-dependent kinase-4,
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图 1  SGLT2与胃腺癌患者的预后分析及EMPA在胃腺癌中的目标预测与网络构建

Fig 1  The correlation between SGLT2 and the prognosis of patients with gastric adenocarcinoma and EMPA targets prediction and network construction
in gastric adenocarcinoma

A, The expression of SGLT2 in normal gastric tissue (N, n=211) and gastric adenocarcinoma tissue (T, n=408). B, The negative correlation between the expression

level of SGLT2 and the predicted survival period of patients. C, A protein-protein interaction (PPI) network. HR: hazard ratio (95% confidence interval).
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CDK4）、3-磷酸甘油醛脱氢酶基因（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase, GAPDH）、雷帕霉素靶点蛋白

基因（mammalian target of rapamycin, mTOR）和周期蛋白

E1基因（cyclin E1, CCNE1）。

 2.4    EMPA抑制胃腺癌细胞增殖

CCK8结果表明，使用EMPA（0.39、0.78、1.56、3.13、

6.25、12.50、25.00、50.00 mmol/L）孵育24 h后，能够抑制

AGS细胞增殖（图2A），抑制率在经历一个平台期后加速

上升。与对照组（0 mmol/L）EMPA相比，RTCA结果显

示，3 mmol/L、6 mmol/L EMPA诱导的AGS细胞的生长指

数呈现下降趋势（图2B）， EdU实验显示，AGS细胞的相对

荧光强度减少，3 mmol/L EMPA组平均荧光强度下降至

对照组的76%，6 mmol/L EMPA组相对荧光强度下降至对

照组的5 3%（P < 0 . 0 5），提示细胞增殖活性显著降低

（图2C）；6 mmol/L EMPA组较3 mmol/L EMPA组更明显

（P<0.05）。

表 1    KEGG富集途径及相关基因

Table 1    The enriched KEGG pathways and the relevant genes

Pathway Gene Q value

Cellular senescence CCNA1, CDK2, CCNB1, CCNA2, CCNE1, MAP2K1, CHEK1, mTOR, PIK3CA, CDK6, CDK1,
CDK4, MAPK3, MAPK1

7.86E-13

PI3K-Akt signaling pathway CDK2, CCNE1, MAP2K1, PDGFRB, SYK, EGFR, FLT4, mTOR, JAK2, PIK3CA, CDK6, CDK4,
MAPK3, MAPK1

4.73E-09

Human papillomavirus infection CCNA1, CDK2, CCNA2, CCNE1, MAP2K1, PDGFRB, EGFR, mTOR, PIK3CA, CDK6, CDK4,
MAPK3, MAPK1

1.79E-08

Viral carcinogenesis CCNA1, CDK2, CCNA2, CCNE1, SYK, CHEK1, PIK3CA, CDK6, CDK1, CDK4, MAPK3,
MAPK1

1.60E-09

Human T-cell leukemia virus 1 infection CCNA1, CDK2, CCNA2, CCNE1, MAP2K1, SLC2A1, CHEK1, PIK3CA, MAPK8, CDK4,
MAPK3, MAPK1

2.92E-09

Coronavirus disease - COVID-19 SYK, EGFR, MMP3, MMP1, ADAM17, PIK3CA, ACE, MAPK8, AGTR1, F2, MAPK3, MAPK1 4.73E-09

Progesterone-mediated oocyte maturation CCNA1, CDK2, CCNB1, CCNA2, MAP2K1, PIK3CA, MAPK8, PLK1, CDK1, MAPK3,
MAPK1

4.40E-11

Prostate cancer CDK2, CCNE1, MAP2K1, PDGFRB, EGFR, MMP3, mTOR, PIK3CA, MAPK3, MAPK1 6.81E-10

HIF-1 signaling pathway MAP2K1, SLC2A1, GAPDH, EGFR, HK2, mTOR, PFKFB3, PIK3CA, MAPK3, MAPK1 9.48E-10

Cell cycle CCNA1, CDK2, CCNB1, CCNA2, CCNE1, CHEK1, PLK1, CDK6, CDK1, CDK4 2.68E-09

表 2    核心基因关联度分析

Table 2    Association analysis of the core genes

Target Degree Betweenness Closeness

GAPDH 35 399.950 458 5 0.318 518 519

mTOR 28 158.595 297 0.302 816 901

CDK4 18 19.559 909 34 0.275 641 026

CCNE1 17 88.666 730 2 0.277 419 355

　CDK4: cyclin-dependent kinase-4; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; mTOR: mammalian target of rapamycin; CCNE1: cyclin E1.
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图 2  EMPA抑制胃腺癌细胞的增殖

Fig 2  EMPA inhibited the proliferation of gastric adenocarcinoma cells

A, CCK8 assay to determine the inhibition rate of AGS cells after EMPA treatment at the doses of 0-50 mmol/L at 24 h (n=5). B, RTCA assay to determine the cell

index of AGS cells after EMPA treatment at the doses of 0, 3, and 6 mmol/L for 0-72 h (n=3). C, EdU assay to examine the proliferation ability of AGS cells after EMPA

treatment at the doses of 0, 3, and 6 mmol/L at 24 h.
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细胞划痕实验和Transwell结果表明，不同浓度的

E M P A均能够有效抑制胃腺癌细胞的迁移和侵袭，

6 mmol/L EMPA组较3 mmol/L EMPA组更明显（P<0.01或

P<0.001，图3）。
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图 3  EMPA抑制胃腺癌细胞的迁移和侵袭

Fig 3  EMPA inhibited the migration and infiltration of AGS cells

In scratch wound assay (A and B), AGS cells were incubated with EMPA. The migration and invasion of AGS cells were assessed using a Transwell assay after 24

hours of treatment with EMPA at the doses of 0, 3, and 6 mmol/L (C) and the impact of SGLT2 on AGS cell migration (D)  and invasion (E) was measured. n=3. ** P<0.01,
*** P<0.001.
 

Western blot结果显示3组胃腺癌细胞间，mTOR总蛋

白的表达量差异无统计学意义。但3 mmol/L EMPA能够

将p-mTOR的表达水平下降到对照组的76%，而6 mmol/L

EMPA能够使p-mTOR的表达水平下降至对照组的

48%（P<0.05），6 mmol/L EMPA组较3 mmol/L EMPA组更

明显（P<0.05）（图4）。
 
 

mTOR

p-mTOR

β-actin

EMPA/(mmol/L)
0 3 6

 
图 4  EMPA抑制胃腺癌细胞p-mTOR的表达

Fig 4  EMPA inhibited the expression levels of p-mTOR in gastric

adenocarcinoma cells
 

裸鼠荷瘤实验表明两个剂量的EMPA均能够有效抑

制胃腺癌细胞的增殖，给药组肿瘤体积显著降低，其中低

剂量给药组肿瘤体积降低至对照组的48%，而高剂量给

药组下降至对照组的12%，高剂量给药组较低剂量给药

组组抑制效果更明显（P<0.05）（图5）。
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图 5  EMPA抑制胃腺癌细胞在裸鼠体内的增殖

Fig 5  EMPA inhibited the proliferation of gastric adenocarcinoma cells

in nude mice
EMPA-L: EMPA low-dose group; EMPA-H: EMPA high-dose group.

 

 3     讨论

胃癌是一类常见恶性肿瘤，发病率列于全球前五，死

亡率位于癌症前三[9]。它是一种由多种因素引起的高侵
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袭性疾病。然而，其分子机制目前尚未完全了解。肾脏

葡萄糖重吸收的大部分能力由肾近曲小管的SGLT2提

供，在之前的报道中发现，SGLT2的表达水平在胰腺癌、

前列腺癌、肺癌和乳腺癌组织中升高，其与肿瘤代谢有

关，并有助于肿瘤的进展[10-13]。此外，SGLT2的过表达能

够促进乳腺癌和宫颈癌细胞的生长、迁移和侵袭 [6 ,  14 ]。

SGLT2-i可以降低血糖水平，从而逆转由胰岛素抵抗引起

的糖毒性[15]。最近的关键证据表明SGLT2在胰腺癌和前

列腺癌组织中表达，该蛋白的功能是作为癌细胞中的葡

萄糖转运体[10, 16]。有研究表明，SGLT2-i可能通过阻断葡

萄糖摄取从而直接抑制胰腺癌细胞的生长[17]。动物研究

表明，SGLT2-i通过降低肥胖率和降低糖尿病小鼠的血糖

和游离脂肪酸抑制肝脏肿瘤的发生[18]。近年来的研究表

明，SGLT2i不仅能够对肾及心血管起保护作用，同时还能

抵抗肿瘤细胞的发生和发展[19]。

本研究分析了胃腺癌组织中SGLT2的表达情况及

其与患者生存期和预后的关系，结果表明胃腺癌组织

中SGLT2的表达虽无明显改变，但SGLT2高表达患者的

生存期显著下降，因此，笔者认为EMPA可能通过抑制

SGLT2而发挥其抗胃腺癌活性。基于集成网络药理学分

析，本研究初步获得了45个相同靶点。KEGG分析显示

EMPA抗胃腺癌的途径包括细胞衰老、PI3K-AKT信号通

路、HIF-1信号通路与细胞周期等，细胞衰老是由多种形

式的细胞应激引起的，包括癌基因的激活和DNA损伤[20]。

一些与细胞衰老相关的基因被用于预测肺腺癌的预后和

免疫原性，细胞衰老是部分胃癌细胞停止增殖的原因[21]。

此外，PI3K通路的激活能够促进肿瘤的进程，抑制PI3K-

AKT信号通路在几种类型的癌症治疗中被检测为是有效

的，可促进包括胃腺癌在内的多种肿瘤细胞增殖抑制、死

亡增加[22]。

本研究筛选出4个EMPA在胃腺癌治疗中的核心基

因：CDK4、GAPDH、mTOR和CCNE1。既往研究表明

CDK4和CCNE1参与细胞周期进程，参与肿瘤细胞的恶性

增殖 [ 2 3 ]。在这4个关键基因中，G A P D H和m T O R与

EMPA的相关性较高。糖酵解作为癌细胞能量代谢的关

键途径，有利于肿瘤进展和侵袭，导致不少研究者认为

GAPDH是特异性抗癌的有效药物靶点 [2 4 - 2 5 ]。PI3K和

AKT信号途径主要参与了增殖、分化、迁移、凋亡和能量

代谢等多种细胞生命活动的调控。大量研究证实，

AKT能够提高肿瘤细胞的糖酵解水平[26]。mTOR与其他

蛋白质分子相互作用，通过影响包括糖代谢在内的多种

生物过程调控肿瘤细胞增殖[27]，研究表明，p-mTOR高表

达于胃癌组织中，并与肿瘤的分化程度密切相关[28]。由

于前期的网络药理学的结果显示，mTOR可能是EMPA发

挥胃腺癌抵抗作用的关键靶点，但本研究中Western

blot结果显示EMPA并未改变mTOR总蛋白的表达量，而

多项研究表明mTOR的活化与其磷酸化程度密切相关，

因此，本研究继续检测了EMPA对p-mTOR蛋白水平的影

响，结果显示不同浓度EMPA均可影响p-mTOR蛋白水

平，且以高浓度更为明显。结合网络药理学实验结果，笔

者认为EMPA可能通过靶向抑制PI3K/AKT/mTOR信号

通路进而发挥其抑胃腺癌作用。

广泛的临床前和临床试验已经表明mTOR抑制剂在

抑制肿瘤进展方面是安全和有效的[27]。本研究利用细胞

生物学发现EMPA能够有效抑制胃腺癌AGS细胞的增殖

水平和迁移、侵袭能力，进一步的裸鼠成瘤实验也验证了

EMPA在体内也能够有效抑制胃腺癌细胞的恶性增殖。

后续的分子生物学实验显示与对照组相比，EMPA治疗

组的总mTOR蛋白表达无显著变化，但p-mTOR蛋白表达

明显降低，提示EMPA治疗可能有助于胃腺癌细胞中

mTOR的失活。在高剂量下，本研究观察到更显著的p-

mTOR蛋白表达下降，表明高剂量EMPA可能更有效地促

使mTOR的失活。这提示了EMPA治疗效果可能与剂量

相关，需要更深入的研究来确定最佳治疗剂量。与此一

致的是，临床前研究已经证明了胃癌细胞和胃癌患者来

源的胃癌组织中mTOR异常激活，主要是p-mTOR表达增

加，与肿瘤的进展和患者的生存周期呈现出一定的正相

关趋势[27-28]。

综上，本研究通过网络药理学和分子生物学实验发

现，在体内外水平，EMPA均能够有效抑制胃腺癌细胞的

异常增殖，而这一细胞效应很可能是通过抑制p-mTOR蛋

白的表达而实现，该结果为胃腺癌的治疗提供了新的潜

在药物和药物干预途径。但是，EMPA对mTOR蛋白的活

化抑制是直接效应还是间接效应，以及是否存在其他通

路共同调控细胞增殖、凋亡或者恶性转化尚不得而知。

研究者需要进一步探究EMPA与mTOR蛋白可能存在的

结合靶点，EMPA是否能够作为一种新型的mTOR和

SGLT2共抑制剂进而更好地干预肿瘤进程。
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