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恩格列净通过抑制 EGFR 信号通路减轻 ox-LDL 诱导的
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[摘　 要] 　 [目的] 　 研究恩格列净修复氧化型低密度脂蛋白( ox-LDL)诱导的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)损伤

的作用机制。 [方法] 　 体外培养原代 HUVEC;用 ox-LDL 诱导 HUVEC 损伤,CCK-8 法测定细胞存活率;EDU 法检

测细胞增殖;Western blot 法检测 HUVEC 中 Ki-67、Bcl-2、cleaved Caspase-3、Bax、内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、细胞

间黏附分子 1( ICAM-1)、血管细胞黏附分子 1(VCAM-1)和表皮生长因子受体(EGFR)的蛋白表达水平;RT-qPCR
检测 HUVEC 中白细胞介素 6( IL-6)和肿瘤坏死因子 α(TNF-α)的 mRNA 表达水平;利用 Swiss targets、Gene Cards
databases、GO 和 KEGG、蛋白质网络互作分析(PPI)、分子对接(Click Docking,https: / / mcule. com / apps / 1-click-doc-
king / )进行恩格列净作用靶标预测。 [结果] 　 CCK-8 结果表明,0. 025 μmol / L 恩格列净可明显减轻 ox-LDL 诱导

的 HUVEC 损伤(P<0. 01)。 EDU 结果表明,ox-LDL 处理 HUVEC 24 h 后,细胞增殖受到明显抑制(P<0. 01),而加

入恩格列净后可明显缓解细胞增殖抑制情况(P<0. 01)。 Western blot 结果显示,HUVEC 经 ox-LDL 处理后,Ki-67、
Bcl-2 和 eNOS 的蛋白表达水平显著减少、cleaved Caspase-3、Bax、ICAM-1 和 VCAM-1 的蛋白表达水平明显增加(P<
0. 05);加入恩格列净后,上述蛋白表达趋势被逆转(P<0. 05);RT-qPCR 结果表明,HUVEC 经 ox-LDL 处理后,IL-6
和 TNF-α 的表达水平上升(P<0. 01),加入恩格列净后,IL-6 和 TNF-α 的表达水平有所下降(P<0. 05);而加入

EGFR 激动剂 NSC 228155 后,恩格列净拮抗 ox-LDL 介导的内皮细胞损伤作用被明显逆转(P<0. 05)。 [结论] 　 恩

格列净可显著减轻 ox-LDL 所致的 HUVEC 损伤,该作用机制可能涉及 EGFR 信号通路。
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Empagliflozin alleviates ox-LDL-induced injury of human umbilical vein endothelial
cells by inhibiting the EGFR signaling pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the protective and reparative effect of empagliflozin on oxidized-low density lipo-
protein (ox-LDL) -induced injury in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and its mechanism of action. 　 　
Methods　 Primary HUVEC were cultured in vitro. 　 ox-LDL was used to induce HUVEC injury model, and the cell sur-
vival rate was measured by CCK-8 assay. 　 EDU method was used to detect cell proliferation. 　 Western blot was used to
detect the protein levels of Ki-67, Bcl-2, cleaved Caspase-3, Bax, endothelial nitric oxide synthase (eNOS), intercellular
adhesion molecule-1 ( ICAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 ( VCAM-1) and epidermal growth factor receptor
(EGFR) in HUVEC. 　 RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels of interleukin-6 (IL-6) and tumor necro-
sis factor-α (TNF-α) in HUVEC. 　 Using Swiss targets, GeneCards databases, gene ontology (GO) and Kyoto encyclope-
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dia of genes and genomes ( KEGG), protein-protein interaction ( PPI) network analysis, and ClickDocking ( https: / /
mcule. com / apps / 1-click-docking / ) to predict the target of empagliflozin. 　 　 Results 　 CCK-8 results showed that
0. 025 μmol / L empagliflozin significantly alleviated ox-LDL-induced HUVEC injury (P<0. 01). 　 EDU results showed that
ox-LDL treatment for 24 h significantly inhibited the proliferation of HUVEC (P<0. 01), while empagliflozin treatment sig-
nificantly alleviated the inhibition of cell proliferation (P<0. 01). 　 The results of Western blot showed ox-LDL treatment
significantly decreased the protein expression levels of Ki-67, Bcl-2, and eNOS, and increased the protein expression levels
of cleaved Caspase-3, Bax, ICAM-1, and VCAM-1 in HUVEC ( all P < 0. 05). 　 However, empagliflozin treatment
reversed these changes (all P<0. 05). 　 RT-qPCR results showed that ox-LDL treatment increased the mRNA expression
levels of IL-6 and TNF-α in HUVEC (P<0. 01), while empagliflozin treatment decreased their expression levels (P<
0. 05). 　 However, after adding EGFR agonist NSC 228155, the protective effect of empagliflozin against ox-LDL-mediated
HUVEC injury was significantly reversed(P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Empagliflozin can significantly reduce ox-LDL-in-
duced HUVEC injury, which may be related to EGFR signaling pathway.
[KEY WORDS]　 atherosclerosis;　 empagliflozin;　 epidermal growth factor receptor;　 oxidized-low density lipoprotein;
human umbilical vein endothelial cell

　 　 动脉粥样硬化性心血管疾病 ( atherosclerotic
cardiovascular disease,ASCVD)是一种慢性免疫炎症

性疾病,严重威胁全球人类健康,在总死亡病因中

居首 位。 根 据 《 中 国 心 血 管 健 康 与 疾 病 报 告

2023》 [1],心血管疾病( cardiovascular disease,CVD)
除了本身的高死亡率,还可引起多种重要的并发

症,给社会和居民造成沉重压力,因此加强政府主

导的 CVD 防治工作迫在眉睫[2]。 ASCVD 的病理生

理过程较为复杂,涉及血管局部免疫反应和脂质浸

润,纤维组织的增生及钙沉积,这些因素可导致斑

块破裂和血栓形成,最终引起血管狭窄和闭塞。 这

种现象可能累及多条血管或血管的多个部位,进而

引发靶器官的缺血性病变[3-5]。 在动脉粥样硬化

(atherosclerosis,As)的病理过程中,血管内皮细胞完

整性的破坏是关键的始动环节。 氧化型低密度脂

蛋白 ( oxidized-low density lipoprotein, ox-LDL) 对

CVD 具有早期预警作用。 其特异性自身抗体的产生

可直接导致内皮细胞功能紊乱,在 As 的病理进程中

起着决定性作用[6-7]。 因此,如何修复 ox-LDL 诱导的

血管内皮细胞损伤是当前治疗 ASCVD 的热点问题。
恩格列净(empagliflozin)作为一类高选择性、强

效型钠-葡萄糖共转运蛋白 2(sodium-dependent glu-
cose transporters 2,SGLT-2)抑制剂,主要作用于肾脏

近曲小管上皮细胞表面的 SGLT-2 受体,该受体在

生理条件下负责约 90% 的肾小球滤过葡萄糖重吸

收过程。 通过抑制 SGLT-2 受体功能,恩格列净可

显著降低肾脏对葡萄糖的再吸收能力,促使过量葡

萄糖通过尿液排出体外,从而达到调控血糖水平的

效果,已在 2014 年被美国及欧洲药物管理局批准用

于口服药物治疗 2 型糖尿病[8-9]。 近年来,多项大型

随机对照临床试验表明[10-12],SGLT-2 抑制剂,如鲁

格列净( luseogliflozin)、依格列净( ipragliflozin)和恩

格列净有着显著的抗氧化和抗炎作用,可使心力衰

竭患者因 CVD 死亡或心力衰竭发病住院的比例降

低。 然而,研究表明 SGLT-2 主要表达于肾脏组织

中,几乎不在心肌组织表达,SGLT-2 抑制剂通过降

糖或非降糖途径改善心血管事件的具体机制仍需进

行深入探究。 本研究通过 ox-LDL 处理人脐静脉内皮

细胞(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC)
建立内皮细胞损伤模型,初步探索恩格列净对 ox-
LDL 引起的 HUVEC 损伤的作用及相关机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞来源与试剂

原代 HUVEC(WARNER,WN-10112)、HUVEC 专

用培养基(WARNER,WN-10112A)、ox-LDL(Biolong,
YB-002)、青霉素-链霉素溶液(Biosharp,BL505A)、
CCK-8(Beyotime,C0038)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒

(Biosharp,BL521A)、ECL 发光液(Thermo Scientific,
34080)、TBS 缓冲液(Servicebio,G0001)、10% PAGE
胶快速制备试剂盒(Servicebio,G2177)、RIPA 裂解

液(强) ( Servicebio,G2002)、蛋白酶抑制剂 PMSF
(Servicebio,G2008)、磷酸化蛋白酶抑制剂(Service-
bio,G2006)、5× SDS-PAGE 蛋白上样缓冲溶液(Be-
yotime, P0015L )、 PageRuler 预 染 蛋 白 Marker
(Thermo Scientific,26616)、4% 多聚甲醛(Biosharp,
BL539A)、BSA Fraction V(Beyotime,ST023)、BD 脱脂

奶粉(BD,232100)、细胞计数板(Invitrogen,C10228)、
EDU 细胞增殖检测试剂盒(Beyotime,C0085S)。
1. 2　 细胞培养

原代 HUVEC 通过免疫荧光鉴定。 HUVEC 用
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含 10%胎牛血清、1% 内皮细胞生长因子、1% 双抗

的内皮细胞培养基进行培养;用于培养细胞的培养

箱需设定 37 ℃ 恒温、5% CO2。 当细胞融合度超过

80%时按(1 ∶ 2)或(1 ∶ 3)的比例进行传代培养。
在后续实验研究中,将细胞传代至第 3 ~ 5 代时,铺
板后随机分为对照组、模型组(ox-LDL 组)、ox-LDL+
恩格列净组、ox-LDL+表皮生长因子受体(epidermal
growth factor receptor, EGFR) 激动剂 NSC 228155
组、ox-LDL+NSC 228155+恩格列净组。
1.3　 CCK-8法评估 ox-LDL对HUVEC细胞活力的影响

将 HUVEC 用胰蛋白酶消化成单细胞悬液后,以
8×103 个 / 孔接种于 96 孔板中,使用正常或 100 mg / L
ox-LDL 处理 24 h,再使用不同剂量恩格列净处理

24 h。 采用 CCK-8 法检测细胞活力: 每孔加入

10 μL CCK-8 溶液,置于恒温培养箱中反应 2 h,随
后采用酶标仪测定 450 nm 波长处的吸光度值。
1. 4　 EDU 法检测 ox-LDL 对 HUVEC 细胞增殖能力

的影响

共聚焦小皿中每皿 1×105 个细胞。 实验组分别

采用 100 mg / L ox-LDL、100 mg / L ox-LDL 与二甲基

亚砜(DMSO)的混合溶液及 100 mg / L ox-LDL 与恩

格列净处理 24 h,随后加入 10 μmol / L EDU、并在培

养箱中孵育 2 h;移除含 EDU 的培养基,每孔加入

1 mL 4%多聚甲醛溶液(PFA)进行室温固定 15 min;
固定完成后,移除 PFA,使用 1 mL 洗涤缓冲液对细

胞进行 3 次清洗,每次 5 min;随后,每孔加 1 mL 通

透液室温孵育 15 min;洗涤 2 次,每次 5 min;为阻断

内源性过氧化物酶活性,每孔加入 1 mL 封闭液室温

处理 20 min,随后洗涤 3 次,每次 2 min;每孔加

0. 5 mL Click 反应液,进行 30 min 室温暗孵育,随后

洗涤 3 次,每次 5 min;最后,每孔加 1 mL Hoechst 染
色工作液,在避光条件下进行 10 min 室温孵育,洗
涤 3 次,每次 2 min;使用激光共聚焦显微镜进行观

察和图像采集。
1. 5　 Western blot 检测蛋白表达水平

在 10 cm 细胞培养皿中每孔接种 5×105 个细胞。
经药物干预 24 h 后,采用胰酶消化法收集细胞,离心

后以 PBS 缓冲液洗涤 3 次。 随后,每孔加入 250 μL
裂解液,于冰上裂解30 min,期间每隔5 ~10 min 进行

吹打混匀;4 ℃离心收集上清液,BCA 试剂盒检测各

个样品的蛋白质浓度,并使用裂解液将样品调整至相

同浓度,加入 5×Loading buffer 充分混匀后,100 ℃变

性 10 min,随后置于-80 ℃冰箱保存。 SDS-PAGE 电

泳,每泳道上样量为 10 ~ 15 μg。 电泳结束后转膜至

0. 45 μm PVDF 膜,5%脱脂牛奶封闭 1 h,一抗 4 ℃孵

育过夜,1 ∶ 10 000 稀释二抗室温孵育 1 h 后显影成像。
1. 6　 恩格列净作用靶标预测

用 Swiss targets 预测恩格列净的目标靶点,并与

Gene Cards databases 检索 HUVEC 损伤相关基因以

及 GSE206927 获得的差异基因取交集,获得恩格列

净调控 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤潜在目标

靶点;利用 GO 和 KEGG 对获得的目标靶点进行富

集分析;利用蛋白质网络互作分析( protein-protein
interaction network,PPI)对获得的目标靶点进行蛋

白互作分析;利用分子对接(Click Docking,https: / /
mcule. com / apps / 1-click-docking / )模拟恩格列净与

目标靶点的相互作用[13]。
1. 7　 RT-qPCR 检测 mRNA 水平

6 孔板每孔 1 ×105 个 HUVEC。 加药处理 24 h
后,预冷 PBS 洗涤细胞 2 次,提取细胞 RNA,Nano
Drop 对 RNA 进行定量,Evo M-MLV 反转录预混型

试剂盒进行反转录,产物 cDNA 应用 SYBR Green
Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒对靶基因进行定量

检测。 使用 GAPDH 作为内参,mRNA 表达量以

2-ΔΔCt 公式计算。 引物序列见表 1。

表 1. 引物序列

Table 1. Primer sequences used for RT-qPCR

基因名称 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)

IL-6 AGTGAGGAACAAGC-
CAGAGC

AGCTGCGCAGAAT-
GAGATGA

TNF-α CTTCTCGAAC-
CCCGAGTGAC

TGAGGTACAGGC-
CCTCTGAT

GAPDH GGAGCGAGATCCCTC-
CAAAAT

GGCTGTTGTCATACT-
TCTCATGG

1. 8　 数据统计方法

实验数据以 x±s 表示,采用 GraphPad Prism 9. 0
进行数据可视化与统计分析。 针对两组数据的差

异性检验,运用独立样本 t 检验进行对比分析,以
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 恩格列净拮抗 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤安

全且有效剂量

在 PubChem database ( https: / / pubchem. ncbi.
nlm. nih. gov)中检索获得的恩格列净的 2D 和 3D 分

子结构式(图 1A);正常或 100 mg / L ox-LDL 诱导
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HUVEC 24 h 后使用不同剂量的恩格列净处理 24 h,
通过 CCK-8 检测恩格列净对 HUVEC 细胞活力的影

响。 结果表明,与对照组相比,100 mg / L ox-LDL 使

HUVEC 细胞活力降低 32. 91% ,而 0. 025 μmol / L 的

恩格列净可恢复细胞活力(P<0. 01),后续实验选用

0. 025 μmol / L 恩格列净进行(图 1B)。

图 1. 恩格列净安全且有效剂量

A 为恩格列净的 2D 和 3D 分子结构式;B 为 CCK-8 检测不同剂量恩格列净对正常或 100 mg / L ox-LDL 诱导的 HUVEC 的影响(n=3)。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 处理下 0 μmol / L 恩格列净组比较。

Figure 1. Safe and effective dose of empagliflozin

2. 2　 恩格列净改善 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤

EDU 结果表明,ox-LDL 抑制 HUVEC 增殖(P<
0. 01),而恩格列净干预可以显著逆转以上现象(P<
0. 01,图 2A)。 Western blot 检测细胞增殖和凋亡标

志蛋白(Ki-67、Bcl-2、cleaved Caspase-3 和 Bax)表达,
结果表明,ox-LDL 可使 HUVEC 中 Ki-67 的蛋白表达

下调 58. 85%,Bcl-2 的蛋白表达下调 49. 63% (P <
0. 01),cleaved Caspase-3 的蛋白表达上调 165. 13%,
Bax 的蛋白表达上调 141. 60% (P<0. 05),而恩格列

净的干预能够有效逆转上述改变(P<0. 05,图 2B),
提示恩格列净可改善 ox-LDL 导致的 HUVEC 细胞

增殖抑制和凋亡增加现象。 最后,通过 Western blot
检测细胞炎症相关标志蛋白 ( eNOS、 ICAM-1 和

VCAM-1)的表达,RT-qPCR 检测炎症因子( IL-6 和

TNF-α)的 mRNA 表达水平来评估细胞炎症状态。
结果表明,ox-LDL 可使 HUVEC 中 eNOS 的蛋白表

达减少 50. 22% (P<0. 01)、ICAM-1 和 VCAM-1 的蛋

白表达分别增加 98. 50%和 136. 16% (P<0. 01),而
以上作用可以被恩格列净显著抑制(P <0. 05,图
2C);RT-qPCR 结果表明, ox-LDL 可使 HUVEC 中

IL-6 和 TNF-α 的 mRNA 表 达 水 平 分 别 上 升

477. 80%和 47. 93% (P<0. 01),该现象可被恩格列

净抑制(P<0. 05,图 2D),提示恩格列净可抑制 ox-
LDL 导致的细胞炎症状态。 以上结果表明,恩格列

净具有拮抗 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤作用。
2. 3　 恩格列净对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤的调

控机制

用 Swiss targets 预测恩格列净的目标靶点,并与

Gene Cards databases 检索 HUVEC 损伤相关基因以

及 GSE206927 获得的差异基因取交集,获得恩格列

净调控 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤的 22 个潜在目

标靶点(图 3A 和 3B)。 接着,对以上获得的 22 个目

标靶点进行 GO 和 KEGG 分析,发现其主要富集在缺

氧诱导因子 1 ( hypoxia-inducible factor-1, HIF-1)、
Rap1、丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein
kinase,MAPK)、促性腺激素释放激素(gonadotropin-
releasing hormone,GnRH)、叉头盒 O(forkhead box O,
FoxO)等信号通路(图 3C)。 随后,对 22 个目标靶点

进行 PPI 分析,发现 EGFR、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,GAPDH)、
热休克蛋白家族 A 成员 5(heat shock protein family A
member 5,HSPA5)、MAP2K1、MAPK11、MAPK9 和溶

质载体家族2 成员1(solute carrier family 2 member 1,
SLC2A1)为恩格列净调控 ox-LDL 诱导的 HUVEC 的

关键基因(图 4A)。 进一步进行分子对接(Click Doc-
king, https: / / mcule. com / apps / 1-click-docking / ), 发

现 EGFR、HSPA5、MAP2K1、MAPK11、MAPK9 与恩格

列净的对接分子评价较高(图 4B)。 此外,KEGG 富

集分析表明,EGFR、MAP2K1、MAPK11、MAPK9 主要

富集 在 MAPK 信 号 通 路, 且 EGFR 在 MAP2K1、
MAPK11、MAPK9 的上游。 因此,我们推测 EGFR 可

能是恩格列净改善 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤的关

键效应分子。 我们进一步在体外细胞模型中验证恩

格列净在拮抗 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤后对

EGFR 蛋白表达的影响。 Western blot 结果表明,ox-
LDL 诱导的 HUVEC 损伤中 EGFR 蛋白表达增加
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112. 06%(P<0. 05),而给予恩格列净处理可显著抑

制 EGFR 蛋白表达(P<0. 05,图 4C),进一步提示

EGFR 可能是恩格列净调控 ox-LDL 诱导的 HUVEC
损伤的关键靶点。

图 2. 恩格列净对 ox-LDL诱导的 HUVEC损伤的影响(n=3)
A 为 EDU 法检测恩格列净对 ox-LDL 诱导的 HUVEC 增殖能力的影响;B 为 Western blot 检测细胞增殖和凋亡标志蛋白的表达水平;

C 为 Western blot 检测细胞炎症相关标志蛋白的表达水平;D 为 RT-qPCR 检测细胞中炎症因子的表达水平。

Figure 2. Effect of empagliflozin on ox-LDL-induced HUVEC injury(n=3)

2. 4　 恩格列净通过抑制 EGFR 信号通路减轻 ox-LDL
诱导的 HUVEC 损伤

用 EGFR 激动剂(10 μmol / L NSC 228155)处理

恩格列净干预或未干预的 ox-LDL 损伤的 HUVEC,
Western blot 检测 EGFR 信号通路中蛋白表达量变

化,结果表明,NSC 228155 可显著增加磷酸化细胞外调

节激酶(p-extracellular regulated kinase,p-ERK)、c-Jun
氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase,p-JNK)和丝

裂原活化蛋白 激 酶 14 ( mitogen-activated protein
kinase 14,MAPK14 / p-p38)的蛋白表达(P<0. 05),
而且可以拮抗恩格列净对 ox-LDL 诱导的 p-ERK、p-
JNK 和 p-p38 蛋白表达的抑制作用 (P < 0. 05,图
5A)。 随后,EDU 染色结果表明,NSC 228155 加剧

ox-LDL 对 HUVEC 增殖能力的抑制作用(P<0. 01),
而且可以逆转恩格列净对 HUVEC 的保护作用(P<
0. 01,图 5B)。 接着,通过 Western blot 检测细胞增

殖和凋亡标志蛋白(Ki-67、Bcl-2、cleaved Caspase-3

和 Bax)表达来评估细胞增殖和凋亡情况。 结果表

明,NSC 228155 处理使 ox-LDL 诱导的 HUVEC 中

Ki-67 和 Bcl-2 蛋白的表达水平分别降低 54. 05%和

44. 53% (P<0. 05),使 cleaved Caspase-3 和 Bax 的

蛋白表达分别增加 47. 21% 和 59. 99% (P<0. 05),
同时可以拮抗恩格列净对以上蛋白的调控作用(P<
0. 05,图 6A)。 最后,通过 Western blot 检测细胞炎

症相关标志蛋白(eNOS、ICAM-1 和 VCAM-1)表达,
RT-qPCR 检测炎症因子( IL-6 和 TNF-α)的表达水

平来评估细胞炎症状态。 结果表明, 给予 NSC
228155 可使 ox-LDL 诱导的 HUVEC 中 eNOS 蛋白表

达减少 53. 77% (P<0. 01)、ICAM-1 和 VCAM-1 蛋白

表达分别增加 26. 91% 和 62. 93% ( P < 0. 05),且

NSC 228155 可以显著逆转恩格列净对以上蛋白的

调控作用(P<0. 05,图 6B);RT-qPCR 结果表明,给
予 NSC 228155 可使 ox-LDL 诱导的 HUVEC 中 IL-6
和 TNF-α 的 mRNA 表达水平分别增加 58. 36% 和
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97. 45% (P<0. 05),且 NSC 228155 可以显著逆转恩

格列净对以上 mRNA 的调控作用(P<0. 01,图 6C)。
以上结果表明,恩格列净通过抑制 EGFR 信号通路

减轻 ox-LDL 诱导的 HUVEC 损伤。

图 3. 恩格列净作用靶点分析

A、B 为 Swiss targets、Gene Cards databases、GSE206927 预测的恩格列净的目标靶点;
C 为 GO 和 KEGG 分析目标靶点的富集通路。

Figure 3. Empagliflozin target analysis

图 4. 恩格列净作用通路预测

A 为目标靶点的 PPI 分析;B 为恩格列净与目标靶点的分子对接预测;C 为 Western blot 检测细胞 EGFR 蛋白的表达水平(n=3)。

Figure 4. Pathway prediction of empagliflozin
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图 5. 恩格列净通过抑制 EGFR 信号通路修复 ox-LDL 诱导的 HUVEC 增殖能力下降(n=3)
A 为 Western blot 检测细胞 EGFR 信号通路中蛋白的表达水平;B 为 EDU 法检测 NSC 228155 对恩格列净修复

ox-LDL 诱导的 HUVEC 增殖能力的影响。

Figure 5. Empagliflozin can restore the decreased proliferation of HUVEC induced by ox-LDL
inhibiting EGFR signaling pathway(n=3)

3　 讨　 论

As 作为一种慢性炎症性病变,主要累及大中动

脉,被视为心脑血管疾病的主要病理基础。 由 As 引
发的心血管系统疾病已成为我国居民死亡的重要

诱因,对公众健康构成了严重威胁。 流行病学、遗
传学和临床循证医学证据充分证实,低密度脂蛋白

胆固醇( low density lipoprotein cholesterol,LDLC)是

ASCVD 的致病性危险因素[14]。 ox-LDL 是 LDLC 的

氧化形式,作为致 As 的关键分子,在损伤内皮细胞、
诱导泡沫细胞和血栓形成等方面发挥重要作用。
既往研究表明,ox-LDL 促进内皮细胞 ICAM-1、单核

细胞趋化蛋白 1(monocyte chemoattractant protein-1,
MCP-1)等黏附分子表达,促进免疫细胞转移至内皮

下组织间隙,启动 As 斑块的形成过程[15]。 本研究

使用 ox-LDL 构建 HUVEC 损伤模型,观察 SGLT-2
抑制剂恩格列净对 ox-LDL 引起的 HUVEC 损伤的

保护作用。 实验中 ox-LDL 干预 HUVEC 后,细胞活

性和增殖能力显著下降,内皮细胞黏附分子(ICAM-
1 / VCAM-1)和凋亡蛋白(Bax / cleaved Caspase-3)表

达水平显著升高,炎症因子 ( IL-6 和 TNF-α) 的

mRNA 表达水平显著升高;而给予恩格列净处理后,
可以显著恢复内皮细胞 eNOS 表达水平,降低上述

黏附分子、凋亡蛋白和炎症因子水平。
SGLT-2 抑制剂作为新一代口服降糖药物,通过

抑制肾小管对葡萄糖的再摄取发挥降糖作用[16]。
自 SGLT-2 抑制剂被用作降糖药物以来,其展现出

显著的多效性作用,尤其在非糖尿病患者的心血管

疾病领域具有保护作用。 例如,Long 等[17] 发现卡

格列净能显著下调实验性自身免疫性心肌炎小鼠

模型中 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3
(NOD-like receptor thermal protein domain associated
protein 3,NLRP3)炎症复合体及其相关因子的表

达,同时降低下游炎症介质 IL-1β 和 IL-18 的水平,
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图 6. 恩格列净通过抑制 EGFR 信号通路修复 ox-LDL 诱导的细胞凋亡和细胞炎症(n=3)
A 为 Western blot 检测细胞增殖和凋亡标志蛋白的表达水平;B 为 Western blot 检测细胞炎症相关标志蛋白的表达水平;

C 为 RT-qPCR 检测细胞中炎症因子的 mRNA 表达水平。

Figure 6. Empagliflozin reduced ox-LDL-induced apoptosis and cellular inflammation by
inhibiting EGFR signaling pathway(n=3)

从而缓解心脏炎症,发挥心脏保护作用; Nakao
等[18]观察到恩格列净可激活内皮细胞中的蛋白激

酶 B( protein kinase B,PKB / Akt) / eNOS /一氧化氮

(nitric oxide,NO)通路,抑制内皮细胞凋亡,维持主

动脉弓缩窄模型小鼠心脏组织的血管生成。 多项

研究表明,SGLT-2 抑制剂可通过改变血流动力学、
减轻炎症反应、减少氧化应激、改善心脏代谢等途

径维护心血管健康[19-22]。 因此,深入阐明 SGLT-2
抑制剂的心血管保护机制,对于推动其从降糖药物

向心血管疾病治疗药物拓展具有重大意义。
本研究利用 Swiss Target Prediction、PPI 分析及

Click Docking 分子对接等技术工具,推测恩格列净

通过 EGFR 信号通路改善 ox-LDL 诱导的 HUVEC
损伤。 EGFR 作为位于细胞质膜上的酪氨酸激酶受

体[23],在肿瘤细胞增殖、迁移及凋亡过程中发挥关

键作用。 相关研究证实,EGFR 信号通路的异常活

化可加剧炎症反应[24]。 本研究发现,经 ox-LDL 处

理的 HUVEC 中 EGFR 蛋白水平显著升高,而恩格

列净干预能有效抑制其表达;同时,ox-LDL 可诱导

HUVEC 中 Ki-67 和 Bcl-2 蛋白表达明显减少,内皮

细胞黏附分子(ICAM-1 / VCAM-1)与凋亡蛋白(Bax /
cleaved Caspase-3) 表达水平显著升高,炎症因子

(IL-6 和 TNF-α)的 mRNA 表达水平也急剧上升。
恩格列净则能逆转 ox-LDL 引起的上述蛋白及

mRNA 异常表达,修复 HUVEC 细胞损伤,而 EGFR
激动剂 NSC 228155 可显著抑制这种修复作用。 这

表明恩格列净通过抑制 EGFR 信号通路改善 ox-
LDL 诱导的 HUVEC 损伤。

本研究阐明了恩格列净对 ox-LDL 诱导的

HUVEC 损伤的修复作用及其分子机制,为 ASCVD
的防治提供了新的理论依据。 然而,本研究仅就

HUVEC 进行相关实验,研究范围存在一定的局限

性,后续可对其他内皮细胞,如人主动脉内皮细胞

等进行进一步的研究;同时,恩格列净的体内效应

仍是未知的,作者团队后续计划深入研究恩格列净

在体内 As 模型中的作用及机制探索。
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