
 

·论 著·

恩格列净通过抑制小胶质细胞激活改善小鼠缺血性脑损伤

曹明，周心雨，刘苏亚，刘芸，郑婉晴，张翔南*(浙江大学药学院，杭州 310058)

摘要：目的　明确恩格列净对缺血性脑损伤及神经功能损伤的保护作用，并探究潜在的作用机制。方法　利用

C57BL/6J 小鼠永久性大脑中动脉栓塞建立急性脑缺血模型，术后 1 h 灌胃给予小鼠不同剂量 (10，30 mg·kg−1) 恩格列净，

术后 24 h 进行小鼠神经症状评分并检测脑梗死体积。利用小鼠光化学栓塞法 (photo-thrombosis，PT) 建立局灶性急性脑缺

血模型，术后连续 7 d 或 14 d 灌胃给予小鼠不同剂量 (3，10，30 mg·kg−1)恩格列净，术后每天采用圆筒和网格实验评价小

鼠运动感觉功能。在 PT 造模后连续 7 d 给予小鼠 10 mg·kg−1 恩格列净，同时腹腔给予 10% 葡萄糖溶液，并评价小鼠运动

感觉功能，于术后 7 d 采用免疫荧光检测梗死灶周围小胶质细胞数量及其激活情况。结果　永久性大脑中动脉栓塞术后 1 h
给予恩格列净显著增加脑梗死体积并加剧神经损伤。在 PT 造模后连续 7 d 或连续 14 d 灌胃给予 10 mg·kg−1 恩格列净，可

显著降低小鼠错步率和趴壁不对称率，并且给予葡萄糖不能取消其对神经功能的改善作用。然而，在 30 mg·kg−1 剂量下，

恩格列净加重了 PT 诱导的小鼠神经功能障碍，给予 3 mg·kg−1 恩格列净对 PT 造模小鼠的神经功能没有影响。此外，

10 mg·kg−1 恩格列净可抑制 PT 造模小鼠缺血区小胶质细胞激活。结论　恩格列净对永久性大脑中动脉栓塞所致小鼠缺血

性脑损伤无保护作用；恩格列净以剂量依赖性的方式改善局灶性缺血引起的小鼠神经功能损伤，其神经功能改善作用可能

与其降糖效应无关，而与抑制小胶质细胞激活有关。
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Empagliflozin Protects Against Ischemic Brain Injury in Mice by Inhibiting Activation of Microglia

CAO Ming, ZHOU Xinyu, LIU Suya, LIU Yun, ZHENG Wanqing, ZHANG Xiangnan*(College of Pharmaceutical
Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

ABSTRACT: OBJECTIVE　 To  identify  the  protective  effect  of  empagliflozin  on  ischemic  brain  injury  and  neurological
dysfunction in mice, and further explore its potential mechanism. METHODS　Acute cerebral ischemia model was induced by the
permanent middle cerebral artery occlusion surgery in C57BL/6J mice. Empagliflozin(10 and 30 mg·kg−1) was administered to mice
one hour after the onset of occlusion. Brain infarct volume and neurological defect score were assayed 24 h after surgery. Mice were
subjected  to  photo-thrombosis  and  further  administered  with  empagliflozin  3,  10,  30  mg·kg−1  intragastricly  for  either  7  or  14
consecutive days. The grid-walking task and the cylinder task were performed daily to determine the sensory-motor function of the
mice. Alternatively, the mice were treated with 10 mg·kg−1 empagliflozin simultaneously with 10% glucose(i.p.) for 7 consecutive
days after the photo-thrombosis model to evaluate their motor sensory function. Immunofluorescence staining was used to detect the
activation  of  microglia  within  the  infarct  area  7  d  after  the  photo-thrombosis. RESULTS　One  hour  after  permanent  middle
cerebral  artery  occlusion  surgery,  gavage  of  empagliflozin  significantly  increased  the  brain  infarct  volume  and  neurological
dysfunction. While in photo-thrombosis surgery, treatment of empagliflozin(10 mg·kg−1) for consecutive 7 or 14 days significantly
decreased  the  rate  of  false  foot  in  grid-walking  task  and  the  assymetric  index  in  cylinder  task.  At  the  dose  of  30  mg·kg−1,
however, empagliflozin even aggravated photo-thrombosis-induced neurological dysfunction, while the dose of 3 mg·kg−1 showed
no effect. Unexpectedly, the protective effect of empagliflozin(10 mg·kg−1) could not be reversed by glucose treatment. The results
of immunofluorescence showed that empagliflozin(10 mg·kg−1) significantly alleviated the microglia activation in the ischemic area
after the photo-thrombosis operation. CONCLUSION　Empagliflozin cannot protect against acute ischemia-induced brain injury in
mice. Empagliflozin alleviated ischemia-induced neurological dysfunction with consecutive administration in a dose-related manner.
Empagliflozin-conferred neuroprotection may not be attributable to its effects on lowing blood glucose. Alternatively, empagliflozin
may play a neuroprotective effect by inhibiting the excessive activation of microglia in ischemic brains.
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缺血性脑卒中具有高致死率、致残率、复发

率的特点[1-2]。并且，缺血性脑卒中发生后常出现

较多并发症，通常有脑水肿、颅内高压、感染、

高糖血症等，其中高糖血症 (通常定义为空腹血糖

浓度>6 mmol·L−1)是最常见的并发症之一[3]。缺血

性脑卒中患者约有三分之二在入院时即观察到高

糖血症[4-5]，且与是否患有糖尿病无关[5]。虽然脑

卒中后血糖升高的原因尚不完全清楚，但多项研

究表明，高糖血症与缺血性脑卒中的不良预后密

切相关[6]。研究表明，高血糖通过增加凝血酶-抗
凝血酶复合物 [7] 的刺激凝血从而加重脑卒中损

伤 [8-9]；高糖血症引起的胰岛素水平升高还会降

低纤溶活性从而加重血管阻塞[10]；高血糖降低血

管舒张功能[11]，并通过增加活性氧加重再灌注损

伤[12]。有研究表明，控制卒中后的血糖水平有利

于改善患者的预后，恢复其神经功能。目前临床

主要使用胰岛素治疗脑卒中后的高血糖[13]，然而

胰岛素的用量不易把握，且需持续的血糖监测，

一旦不慎引起急性低血糖，反而会加重患者的脑

损伤等不良反应[13]。因此，亟需寻找合适的降糖

药物来达到脑卒中后快速降糖的目的。

钠 -葡萄糖协同转运蛋白 2(sodium-dependent
glucose transports 2，SGLT-2)是位于肾小管上皮

细胞中的葡萄糖转运体[14]，该蛋白是参与肾脏葡

萄糖重吸收的主要蛋白[15]。SGLT-2抑制剂是一类

新型抗糖尿病药物，其降糖机制是通过抑制肾脏

对葡萄糖的重吸收，促进葡萄糖从尿液中排除，从

而快速降低血糖 [16]。恩格列净 [17] 是 2014年在美

国首先上市的一类新型口服降糖药，属于 SGLT-2
抑制剂 [18]。恩格列净通过选择性抑制肾脏中

SGLT-2的活性，减少肾脏对葡萄糖的重吸收，增

加尿糖排泄，快速降低血糖水平[19]。已有研究发

现，恩格列净除了降低血糖之外，还可以通过降

低动脉硬化程度实现降压效果[20]，改变能量供应

改善心脏和肾脏功能[21-22]；不仅如此，EMPA-REG
研究结果还表明恩格列净可降低人群全因死亡

率 [23]。此外，动物研究显示恩格列净可减少心

脏、肾脏的缺血性损伤[24-25]。上述研究提示恩格列

净可能是一种潜在的抗脑缺血损伤药物[26-28]。然而

恩格列净对缺血性脑卒中是否存在保护作用尚不

清楚，其主要针对的脑卒中病理环节及作用机制

也未见研究报道。因此本研究利用小鼠大脑永久

性 中 动 脉 栓 塞 (permanent  middle  cerebral  artery

occlusion，pMCAO)模型和光化学栓塞法 (photo-
thrombosis，PT)诱导运动皮层局部血栓模型，分

别模拟脑缺血后的急性期损伤及后期神经功能障

碍，考察不同类型缺血性脑卒中病理情况下恩格

列净的作用，旨在明确恩格列净的抗缺血性脑损

伤药理作用，并在此基础上探讨其作用机制。 

1　材料 

1.1　仪器

冷冻切片机、激光共聚焦显微镜 (德国 Leica
公司)；冷冻离心机 (德国 Heraeus公司，离心半

径 15 cm)；VS120荧光显微镜 (日本 Olympus公
司)；组织匀浆仪 (法国 Bertin Technologies公司)；
SDS-PAGE胶电泳及转模装置 (美国 BIO-RAD公

司)；ELX800酶标仪 (美国 BIO-TEK公司)；小动

物立体定位仪 (美国 Stoelting公司)；小动物步态

分析仪 (深圳瑞沃德生命科技有限公司)。 

1.2　药物及试剂

恩格列净 (德国 Ingelheim Boehringer  Pharma
GmbH & Co.KG，产品编号：S14202853284；批

准文号：国药准字 J20171073；批号： 190603-
12；规格： 10  mg×10片 )；BCA蛋白检测试剂

(Pierce，批号：WK336478)；GAPDH鼠抗抗体

(上海康成，批号：3522122856)；Iba-1兔抗抗体

(批号：GR3455264-1)、NeuN兔抗抗体 (批号：

3698178-1)均购自 Abcam； Rose  Bengal玫瑰红

(批 号 ： 198250-5G)、 2%三 苯 基 四 唑 氯 化 物

(TTC，批号：G3005）均购自 Sigma；甲苯胺蓝

(Solarbio，批号：20220308)。 

1.3　动物

C57BL/6J小鼠 60只，♂，购于浙江省医学科

学院实验动物中心，实验动物生产许可证号：

SCXK(浙 )2019-0002。小鼠为 10周龄，体质量

23~25 g，喂养于 (23±1)℃ 的清洁级环境中。饲养

环境控制适宜温湿度，光照时间为 8:00—20:00，
所有动物均可自由进食进水。依据浙江大学动物

实验中心制定的动物伦理学条例以及美国国立卫

生研究院 (National  Institute  of  Health，NIH)中有

关动物实验相关的伦理学规定执行，最大程度地

减少动物痛苦和使用数量。 

2　方法 

2.1　小鼠脑缺血模型制备 

2.1.1　pMCAO小鼠模型的制备和给药　pMCAO
模型制作方法参考文献 [29]。C57BL/6J小鼠麻醉
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后剪开头皮，露出前囟，把多普勒血流仪前端固

定在小鼠的颅骨上，固定位置在小鼠的前囟

2 mm，中线右侧 6~8 mm处，用多普勒血流仪检

测小鼠大脑中动脉的血流量，以找到最佳血流量

位置为准。

pMCAO手术具体流程如下：先把小鼠以仰卧

方式固定好四肢，暴露并且分离出小鼠的右侧颈

总动脉，结扎小鼠的远心端，止血钳夹闭小鼠的

近心端。随后用显微外科剪在颈总动脉上剪一小

口，把一端钝化的 6-0号尼龙线插入小鼠颈内动脉

约 8~10 mm处。观察多普勒血流仪的血流数据，

血流值下降量>80%作为造模成功的标准。从手术

开始至小鼠苏醒，将小鼠体温保持在 37 ℃。

于缺血 24 h后开始评测神经症状评分：0(无
缺陷)，1(把小鼠尾巴悬起，小鼠向缺血的对侧进

行旋转)，2(小鼠绕着缺血损伤对侧旋转)，3(小鼠

单侧偏瘫 )，4(小鼠已经丧失自主行动的能力 )，
5(死亡)。

在造模成功的 24 h后，给予小鼠安乐死，将

小鼠断头后取脑，并以 1 mm为间隔将小鼠脑组织

冠状切片，随后在 37 ℃ 下用 TTC染色 15 min。
脑片经过 37%甲醛溶液固定后使用扫描仪进行扫

描，并使用 Image J程序测量梗死面积。梗死体积

的计算公式为 (左侧小鼠脑未梗死面积−右侧小鼠

脑未梗死面积)/左侧小鼠脑未梗面积×100%。 

2.1.2　PT脑缺血模型　小鼠经戊巴比妥麻醉以后

放置于立体定位仪上，剪开头部皮肤，将冷光源

放置于前囟右偏移 1.5 mm处。腹腔内注射玫瑰

红 (100  mg·kg−1)， 5  min后，用冷光源 (Cobolt，
50 mW，561 nm)照射 15 min。光照结束后，将头

皮缝合，放在保温装置中维持温度 37 ℃，等待小

鼠苏醒。不同组别之间的动物体质量、体温或手

术时间差异无统计学意义。 

2.2　网格试验

本实验依据已发表的试验方法进行[30]。将待

测试小鼠放置于钢制网格 (长度和宽度分别为

32.5 cm 和 20.5 cm，网格边长为 1.3 cm × 1.3 cm)
上，钢制网格下方用摄像头记录拍摄整个行走过

程，让小鼠在网格上行走 3 min，并记录小鼠左前

肢每 100步里的错步次数。具体计算公式为错步

百分比=错步次数/100 × 100%。小鼠左前肢未支撑

住而穿过网格或仅靠腕部在网格边缘支撑均计

为错步。 

2.3　圆筒试验

圆筒试验利用了小鼠有沿壁向上进行探索的

特性，通过对小鼠前肢贴壁的对称性来判断其感

觉运动功能。试验过程如下，首先准备一个透明

圆柱体，大小为 12 cm(直径)×15 cm(高度)，在圆

筒上方悬挂摄像头来记录小鼠前肢趴壁情况，视

频记录时间为 5 min。分别统计小鼠左肢、右肢以

及左右肢同时置于圆筒上的次数，小鼠的不对称

率计算公式为左肢和右肢贴壁次数之差/(左肢+右
肢+小鼠双肢贴壁次数)×100%[30]。 

2.4　免疫组织荧光

小鼠经过量戊巴比妥麻醉行安乐死，随后分

别用 0.9%生理盐水和 4%多聚甲醛进行灌流。取

出脑组织放置于多聚甲醛中，在 4 ℃ 环境下过

夜，用 30%蔗糖脱水处理至脑组织下沉至试管底

部，冷冻切片机将小鼠脑组织切片，切片厚度为

25 μm。随后用 1×PBS将冷冻切片清洗 3次，每

次 5  min，在 0.1%Triton进行破膜 20  min处理

后，用 5%驴血清封闭 2 h。之后分别加上对应的

一抗：兔抗 Iba-1(1∶200)、兔抗 NeuN(1∶400)。
置于 4 ℃ 环境下过夜。第 2天将切片于室温下复

温 30 min后，用 1×PBS清洗 3次，每次 5 min。
再 加 上 1  μg·mL−1 的 二 抗 Alexafluor488或 者

Alexafluor594， 避 光 2  h后 ， 用 1×PBS清 洗

3次，每次 5  min，最后用含 DAPI的封片液封

片。用激光共聚焦显微镜对缺血脑组织切片缺血

周边区域进行观察，用 Image J进行荧光强度分

析，结果取平均值，同时把视野下阳性染色细胞

核的数量作为整个视野区域的细胞数。 

2.5　甲苯胺蓝染色

把小鼠的缺血脑组织用冷冻切片机在脑组织

冠状面连续切片，切片厚度为 25 μm。待冷冻切片

于室温环境下复温后，用 1×PBS清洗 3次，每次

5 min。随后用 1%甲苯胺蓝浸染 20 min，随后用

清水漂洗脑片 3次，用 75%乙醇、85%乙醇、

95%乙醇以及无水乙醇漂洗后晾干，在二甲苯中

透明化 5  min，最后用封片液 (树胶∶二甲苯=
1∶1)封片。用 VS120荧光显微镜于明场条件下观

察和采集图像，用 Image J计算梗死体积。 

2.6　数据统计方法

x± s所有的数据均用    表示，用 GraphPad-
Prism8.0进行数据统计，用 t-test检验 2组数据间

差异是否具有统计学意义，用 One-way ANOVA
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(Tukey’s  post-hoc  test)或 Two-way  ANOVA
(Bonferroni’s post-hoc test)来分析多组数据间的差

异。P<0.05表示差异具有统计学意义。 

3　结果 

3.1　恩格列净加重小鼠大脑 pMCAO所致缺血性

脑损伤

因部分脑卒中患者无法在规定时间窗内得到

有效的复灌治疗，因此本实验探究恩格列净是否

能减少永久缺血性脑卒中损伤。实验流程见

图 1A，受试动物随机分组，进行 pMCAO手术，

用药组小鼠于栓塞缺血 1  h后灌胃给予 10，
30 mg·kg−1 恩格列净，模型组小鼠给予同等体积生

理盐水灌胃。于术前 30 min至术后 120 min内每

30 min检测血糖情况，在术后 24 h检测小鼠的脑

梗死体积以及神经症状评分。TTC染色正常脑组

织显现红色，梗死区域则显现为白色。由结果可

见，小鼠血糖于术后 1 h内逐渐升高。相对于模型

组，给予 10，30 mg·kg−1 恩格列净均可显著降低

小鼠血糖，见图 1B，提示恩格列净可降低脑卒中

所致血糖升高。然而和模型组相比，10，30 mg·kg−1

恩格列净反而显著增加脑梗死体积 [模型组 vs
10 mg·kg−1 vs 30 mg·kg−1：(41.9±3.1)% vs ( 63.5±2.2)%
vs (64.7±5.1)%，见图 1C、D]，并且显著上调神经

症状评分 (模型组 vs  10  mg·kg−1  vs  30  mg·kg−1：
2.7±0.48 vs 4.1±0.39 vs 4.6±0.41，见图 1E)。表明

恩格列净对永久急性缺血性脑损伤无保护作用，

反而加重缺血损伤。 

3.2　恩格列净对 PT所致脑缺血小鼠神经功能的

影响

进一步利用 PT模型考察恩格列净是否可改善

缺血后的神经功能损伤。实验流程见图 2A，受试

动物于 PT手术后的 1~14 d内每天灌胃给予 3，
10，30 mg·kg−1 恩格列净，并每天检测其网格错步

率及趴壁不对称率反映其神经功能。结果表明，

相对于模型组，10 mg·kg−1 恩格列净可显著改善

 

恩格列净灌胃给药
60 min

A

B C

D E

24 h

20

15

10

血
糖
值

/m
m

o
l·

L
−1

5

0

模型组 模型组

模型组 模型组

恩格列净 (10 mg·kg−1)

恩格列净 (30 mg·kg−1)

3010

−30 0 30
t/min

60 90 120

80 6 2)2)

2)

2)

1)

2)

2)

2)

2)

4

2

0

60

40

20

脑
梗
死
体
积

/%

神
经
症
状
评
分

0
10 30

恩格列净/mg·kg−1

恩格列净/mg·kg−1

10 30

pMCAO

神经症状评分

恩格列净/mg·kg−1

x± s图 1    恩格列净加重小鼠 pMCAO所致缺血性脑损伤 (   ，

n=5~8)
A−实验流程；B−血糖值；C−脑梗死图；D−脑梗死体积；E−神经症状
评分；与模型组相比，1)P<0.05，2)P<0.001。
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Fig.  1     Empagliflozin  aggravated  ischemic  brain  injury
induced by pMCAO(   , n=5−8)
A−experimental  procedure;  B−blood  glucose  level;  C−cerebral  infarction;
D−cerebral  infarction  volume;  E−neurological  symptom  score;  compared
with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.001.
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Fig.  2     Effect  of  empagliflozin  on  neurological  function  in
mice after PT induced cerebral ischemia(   , n=3−12)
A−experimental  procedure;  B−foot  faults  in  grid-walking  task;
C−assymetric index in cylinder task; compared with model group, 1)P<0.05,
2)P<0.01, 3)P<0.001.
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PT后 14 d内小鼠的神经功能障碍；3 mg·kg−1 恩
格列净未能显著改善 PT后 14 d内小鼠的神经功

能障碍；30 mg·kg−1 恩格列净反而显著加重 PT后

14 d内小鼠的神经功能障碍。以上结果表明，恩

格列净能够以剂量依赖性的方式影响 PT术后动物

运动功能损伤。 

3.3　恩格列净于小鼠 PT造模后 7 d内给药对其神

经功能的作用

PT所致神经功能障碍在造模 7  d内呈现

继发性加重，随后部分自发恢复，与文献报道相

符[31]，其机制可能与神经炎症激活有关。前期研

究提示 7 d内可能是重要的病理过程发生阶段，进

一步检测了恩格列净在造模后的 7 d内给药是否足

以逆转神经功能损伤。实验流程见图 3A，受试动

物于 PT手术后的 1~7 d内每天灌胃给予 3，10，

30 mg·kg−1 恩格列净，并每天检测其网格错步率及

趴壁不对称率反映其神经功能。结果表明，相对

于模型组，10 mg·kg−1 恩格列净可显著改善 PT后

14 d内小鼠的神经功能障碍；3 mg·kg−1恩格列净

未能显著改善 PT后 14 d内小鼠的神经功能障

碍；30 mg·kg−1 恩格列净可显著加重 PT后 14 d内

小鼠的神经功能障碍。以上结果表明，缩短恩格

列净的给药时间，药物仍能够以剂量依赖性的方

式影响 PT术后动物运动功能损伤。 

3.4　葡萄糖不能取消恩格列净对 PT所致小鼠的

运动功能损伤的保护作用

上述结果提示了恩格列净在 10 mg·kg−1 剂量

下发挥缺血后的神经功能保护作用。如前所述，

卒中后高糖血症加重了神经损伤，因此，进一步

探索恩格列净的神经保护作用是否与其降糖作用

有关。为此，设计了如下实验，流程见图 4，受试动

物于 PT手术后的 1~7 d内每天灌胃给予 10 mg·kg−1

的恩格列净并同时腹腔注射 10%葡萄糖溶液，于

术后 180~360 min内每 30 min检测血糖情况。通

过每天检测小鼠的网格错步率以及圆筒趴壁不对

称率反映其神经功能。由结果可见，相对于模型

组，恩格列净可下降血糖至 3.8 mmol·L−1 左右，

并至少维持至给药后 360 min。给予了 10%的葡

萄糖之后，小鼠血糖在 60 min后上升至 14 mmol·L−1

左右，并在其后的 30 min内恢复。进一步检测了

同时给予恩格列净和葡萄糖后的血糖水平。结果

发现，10%葡萄糖腹腔注射可一过性升高血糖并

显著逆转恩格列净的降血糖作用，其效应维持约

90 min，见图 4B。研究进一步检测了葡萄糖是否

逆转恩格列净对 PT小鼠神经功能障碍的影响。如

前所述，10 mg·kg−1 恩格列净可显著改善 PT后

14 d内小鼠的神经功能障碍。然而意外地发现，

相比于恩格列净给药组，恩格列净和葡萄糖共给

药组小鼠的网格错步率以及小鼠趴壁的不对称率

未发生逆转，表明同时给予葡萄糖未能显著取消

恩格列净的保护作用，见图 4C、D。以上结果提

示，恩格列净对 PT所致运动功能损伤的保护作用

可能与恩格列净的降糖作用无关。 

3.5　恩格列净抑制 PT术后小鼠脑内小胶质细胞

的激活

脑缺血通常会导致小胶质细胞的激活并伴有

小胶质细胞形态和数量的变化[32-33]，因此本实验探

索恩格列净的神经保护作用是否和小胶质细胞的
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x± s
Fig.  3     Neurological  effect  of  empagliflozin  administration
for 7 consecutive days in PT induced ischemia(   , n=8−10)
A−experimental  procedure;  B−foot  faults  in  grid-walking  task;
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激活程度有关。实验利用 VS120和激光共聚焦显

微镜来检测小鼠在 PT术后第 7天小胶质细胞的激

活情况。结果表明，在假手术组小鼠的脑片中小

胶质细胞胞体较小，凸起较长，而在缺血区域的

小胶质细胞呈现明显的阿米巴样激活状态，具体

表现为胞体增大，凸起变短，见图 5A。对激活的

小胶质细胞进行定量分析，结果发现，与模型组

相比，10 mg·kg−1 剂量的给药组小胶质细胞激活数

量减少，其凸起数量增加，见图 5B、C，而在 3，
30 mg·kg−1 剂量的给药组中，2组指标均无显著

性差异。以上结果表明在慢性脑缺血过程中，

10 mg·kg−1 的恩格列净能够显著减少小胶质细胞的

激活从而发挥神经保护作用。 

4　讨论

缺血性脑卒中机制复杂，缺乏公认的药物治

疗靶点[34]。目前唯一被美国 FDA批准用于缺血性

脑卒中治疗的药物是溶栓剂 r-tPA，但是溶栓时间

窗很窄，导致患者受治率低，疗效有限[35-36]。临床

研究显示应激性高血糖是脑卒中的常见并发

症[37-38]，控制卒中后的血糖水平有利于改善患者预

后，恢复其神经功能，但究竟应采用何种降糖措

施及目标血糖值业内尚无定论[39-40]。目前，胰岛素

仍然是治疗脑卒中后高血糖的首选药物，然而胰

岛素的用量不易把握，且需持续的血糖监测，一

旦不慎引起急性低血糖，反而会加重患者的脑损

伤[41]。因此，亟需寻找合适的降糖药物来达到脑

卒中后快速降糖的目的。

恩格列净是 2014年刚上市的新型口服降糖

药，能够选择性抑制肾脏的 SGLT-2活性，阻止肾

脏对葡萄糖的重吸收，从而增加尿糖排泄，快速

降低血糖水平[42]。恩格列净的降糖机制为促进尿

糖排泄，不影响胰岛素分泌，也不改善胰岛素敏

感性，因此低血糖不良反应较少，用于卒中后降

糖的安全性更高。研究报道，恩格列净可减少心

脏、肾脏的缺血性损伤[43-44]，但其对缺血性脑卒中

是否存在保护作用尚不清楚。以往的研究表明在

急性脑缺血小鼠模型上，二甲双胍能通过减少梗

死体积发挥抗脑缺血作用[45]，而对于缺血后的长

期损伤并没有改善作用 [46-47]。与之不同的是，用

pMCAO和 PT  2种急性脑缺血模型发现，在

pMCAO模型中恩格列净反而加重了脑缺血损伤。

其原因可能与恩格列净使得血细胞比容升高，引

起血液黏稠度增加，从而增加了动脉血栓的风险

有关[48]。目前，恩格列净在治疗中风方面的作用

存在争议。一项基于大数据的 meta分析结果显

示，卡格列净和恩格列净可能增加非致命性中风

的发生率 (HR 1.3；95%CI 1~1.68；P=0.049)[49-50]。
另一方面，在 CANVAS试验中使用卡格列净则会
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使中风的风险有降低的趋势。2016年，Zou等[51]

分析了来自 3种 SGLT2抑制剂 (卡格列净、达格

列净和恩格列净)的 26项临床试验的数据之后，

发现 SGLT-2抑制剂并未降低缺血性卒中的风险。

此外，最近的一项分析发现，SGLT-2抑制剂对中

风风险没有影响[52]。因此，该结果提示恩格列净

对不同病理情况的脑缺血的作用及其机制需要进

一步研究，且恩格列净的使用需格外注重其适

应证。

而在小鼠 PT模型中，发现脑缺血 1~14 d连

续给予恩格列净以剂量依赖性的方式影响术后小

鼠的神经运动功能 (图 2)，其中 10 mg·kg−1 恩格列

净可显著改善 PT后 14 d内小鼠的神经功能障

碍。可见，与二甲双胍的急性期保护作用不同，

恩格列净可能具有改善脑缺血后长期神经功能损

伤的作用。然而，给予 30 mg·kg−1 高剂量的恩格

列净反而显著加重术后 14 d内小鼠的神经功能损

伤，考虑可能与高剂量恩格列净引起缺血后脑内

血糖过低有关。

PT造模后，所有组别动物的行为学总体趋势

一致：网格错步率和趴壁不对称率均在缺血后 3~7 d
持续恶化，至第 7天达顶峰，随后则逐步下降并

趋于稳定，提示缺血后 1~7 d可能是疾病发生发展

的关键病理期 (图 2)。故在此基础上，尝试缩短恩

格列净的给药时间为缺血后 1~7 d，以进一步优化

给药方案。结果发现，缩短给药时间并未影响恩

格列净的抗脑缺血作用，10 mg·kg−1 依然是最佳的

给药剂量，高剂量仍会加重神经损伤，但损伤程

度略轻于连续给药 14 d(图 3)，提示脑缺血后早期

给予恩格列净的保护作用更优。不仅如此，本研

究结果还提示，恩格列净如作为卒中后患者的治

疗药物使用，必须严格控制其剂量，高剂量使用

可能会增加卒中患者的神经功能障碍。

研究表明，高血糖会对大脑微血管有毒性作

用，包括髓磷脂的损失和神经元轴突的塌陷，星

形胶质细胞的分离，周细胞丧失，基底膜增厚

等[53]，进而造成神经血管单元重塑，最终导致大

脑认知功能下降[54-55]。为进一步明确恩格列净的抗

脑缺血作用是否与降糖有关，在 PT造模后，每日

同时给予恩格列净和葡萄糖，结果发现血糖升高
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x± s图 5    恩格列净抑制 PT术后小鼠脑内小胶质细胞的激活 (   ，n=3~5)
A−小胶质细胞的免疫荧光图像；B−缺血灶对应区域的小胶质细胞数量；C−缺血灶对应区域激活小胶质细胞的凸起数目；与假手术组相比，
1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组相比，3)P<0.05，4)P<0.001。

x± sFig. 5    Empagliflozin inhibited the activation of microglia in PT induced ischemia(   , n=3−5)
A−immunofluorescence images of microglia; B−number of microglia surrounding the ischemic area; C−number of bulges of activated microglia surrounding
the ischemic area; compared with sham group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with model group, 3)P<0.05, 4)P<0.001.
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并未影响恩格列净促神经功能恢复的作用。近期

有研究认为，SGLT-2抑制剂的心血管保护作用和

肾脏保护作用可能不依赖于其降糖特性 [56-57]，

而恩格列净也可通过激活自噬，降低内质网应激

和抑制肝细胞凋亡来缓解非酒精性脂肪肝病的进

展[58]。因此，结合本研究结果，推测恩格列净促

缺血后神经功能恢复的作用也可能不通过降糖

机制实现。需要指出的是，本研究利用了腹腔注

射葡萄糖的方法逆转恩格列净的降血糖作用，结

果显示，本方法只能一过性增加小鼠血糖，而维

持高血糖水平是否能逆转恩格列净的作用尚不

清楚。因受技术条件所限，本研究未对此展开

研究。

有研究表明，神经系统紊乱常伴发炎症和小

胶质细胞的激活，表现为小胶质细胞增生，表型

改变，这种现象被称为反应性胶质增生[59]。目前

认为，小胶质细胞对脑卒中的作用存在两面性，

这与其激活后成为不同极化表型有关[60-61]：在炎症

早期，小胶质细胞通常极化为 M1表型 (促炎型)，
负责分泌多种炎症因子，并促进炎症反应强化，

是缺血性脑损伤的危险因素之一；而在急性炎症

的晚期阶段，M1表型的小胶质细胞会逐步转变

为 M2表型 (抗炎型)，通过分泌抗炎细胞因子发挥

神经保护作用，并促进受损脑组织的修复 [62-63]。

PT后 7 d，小鼠缺血半暗带脑区出现明显的小胶

质细胞激活，表现为小胶质细胞数量增多，胞体

凸起减少，而恩格列净能剂量依赖性地抑制小胶

质细胞的激活 (图 5)。本研究中恩格列净的给药时

间点为 PT后 1~7 d，属于缺血早期阶段，故此时

激活的小胶质细胞应以促炎的 M1表型为主，表

明恩格列净的抗脑缺血作用主要是通过抑制小胶

质细胞的炎性激活，减轻缺血后的急性炎症损伤

实现。

综上所述，本研究发现脑缺血后早期连续给

予恩格列净有助于促进受损的神经功能的恢复，

该作用呈剂量依赖性，其机制可能与抑制小胶质

细胞的炎性激活有关，而可能与其降血糖作用无

关。本研究提示恩格列净可能作为一种潜在的抗

缺血性脑卒中药物用于卒中后神经功能恢复。
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