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BF839 +蚯蚓蛋白补充剂对帕金森病运动及部分非运动症状的影响:一项随机临床试验
TingZeng1†、ChuhuiLin1†、邓玉红1,2,3、WeiwenZhu2,3*

1中国广州广州医科大学第二附属医院临床营养科，2中国广州广州医科大学第二附属医院神经科学研究所及神经内科，3广东省神经遗传学与通路病教育部重点实验室，广州

一些研究发现益生菌具有治疗PD的潜力，而蚯蚓蛋白是一种用于治疗PD的中药。本研究的目的是评价脆弱拟杆菌839 (BF839) +蚯蚓蛋白补充剂作为PD辅助治疗的安全性和有效性，并观察肠道菌群的变化。方法:招募46例PD患者进行为期12周的1:1随机、双盲、安慰剂对照临床试验，评估运动和部分非运动症状评分的变化，并检测肠道微生物群的宏基因组变化。 

结果:从基线到12周，与安慰剂相比，试验组在联合帕金森病发病率量表
(UPDRS)总评分(- 7.74±5.92比-1.83±4.14,p<0.001)、UPDRS第一部分(- 0.72±0.

81比-0.20±0.72,p=0.026)、UPDRS第二部分(- 2.50±2.24比-0.22±1.98,p=0.001)、
UPDRS第三部分(- 3.43±3.42 vs -1.33±2.65,p=0.024)和UPDRS第四部分(- 1.13±
1.19 vs -0.15±0.57,p=0.001)。汉密尔顿抑郁量表-24评分(- 3.91±3.99 vs. +1.15±3.

42,p<0.001)、 自 评 焦 虑 量 表评分(- 7.04±5.71 vs. -1.23±2.34,p<0.001)和 便 秘 评 分系统评分(- 8.59±4.75 vs. 0.27±1.24,p<0.001)均显著降低。在试验组中，1名患者出现轻度湿疹，1名患者出现低血压，这不能最终归因于补充。与安慰剂组相比，试验组的粪肠球菌明显增加，克雷伯氏菌明显减少。结论:本研究首次报道益生菌加蚯蚓蛋白可显著改善PD的运动及部分非运动症状，且无严重不良反应。然而，还需要进一步的临床试验和对其潜在机制的探索。 

临 床 试 验 注 册 : 临 床 试 验 注 册 http://www.chictr.org.cn/，Identification No: 

ChiCTR2000035122。
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1 简介
帕金森病(PD)是一种常见的神经退行性疾病。主要治疗包括左旋多巴等药物，以提高多巴胺水平并改善症状。目前，还没有针对PD的预防性或改进性治疗方法。随着病情的发展，对症治疗需要升级，变得更加复杂，这就导致了更大的副作用风险。
PD病因学与肠道菌群失衡之间的关系引起了越来越多的关注。PD被认为起源于肠道(1)。PD患者的肠道菌群组成与健康个体不同(2)。将PD患者的粪便移植到

PD小鼠模型中会加重运动障碍(3)，补充混合益生菌(4)可以轻微改善PD小鼠模型的运动功能障碍。补充单一
(5)或混合(6)益生菌可改善人类胃肠道便秘、腹痛、腹胀、焦虑和睡眠障碍等非运动症状。然而，很少有研究报道益生菌可以广泛改善PD患者的运动功能。

脆弱拟杆菌(Bacteroides fragilis, BF)在PD患者粪便中的丰度较低(2)。BF在第二代益生菌研究中备受关注
(7)。BF839是 一种无毒的BF菌株，是从健康婴儿粪便中分离出来的一种肠道共生细菌(8)。BF839可以预防肠道和呼吸系统疾病，促进身体健康我们最近报道了
BF839对治疗人类银屑病(10)、难治性癫痫(11)和自身免疫性癫痫(12)有效，并改善了脆性X综合征小鼠的学习和记忆(13)。由于BF839可以实质性地影响大脑，因此它也可能起到PD治疗的作用。

蚯蚓(又称蚓)在中国的传统药用可以追溯到2000年。对多份治疗PD的中药经典方剂进行分析，蚯蚓的使用频率为95%(14)。因此，蚯蚓是中医治疗PD的“常用药”。蚯蚓蛋白是中国批准的一种新型食品资源，已经上市13年，没有出现严重的不良反应。蚓肽，一种从蚯蚓中分离的抗菌肽，在PD小鼠模型中增强神经保护和改善运动功能障碍(15)。
本初步研究评估了BF839 +蚯蚓蛋白补充剂作为PD患者辅助治疗的安全性和有效性，并与安慰剂进行了比较。通过检测患者肠道微生物群的宏基因组变化来探索其初步机制。

2 患者和方法
2.1 伦理考虑

这项单中心、双盲、随机、安慰剂对照试验在广州医科大学第二附属医院神经病学与临床营养科进行。本

研究经该院伦理委员会批准(项目编号2019-hs-42)，并在中国临床试验注册中心注册(http://www.chictr.org.cn/;鉴定号:ChiCTR2000035122)。受试者在试验开始前提供了书面知情同意书。
2.2 试验设计与参与者

进行了一项为期12周的随机对照试验(RCT)，检测了部分患者肠道微生物群的宏基因组变化。图1展示了试验过程。参与者的入组时间为2020年9月1日至2021年
8月31日。纳入标准为:(1)符合运动障碍学会(MDS)临床诊断标准和Hoehn and Yahr分期1 - 3(16,17)的诊断标准，表明临床存在PD;(2)有能力独立或在家庭成员的帮助下完成检查、问卷调查，并提供病史;(3)使用抗帕金森药物，如左旋多巴、多巴羧化酶抑制剂、多巴胺激动剂
(DA)、单胺氧化酶B型抑制剂、儿茶酚-o-甲基转移酶抑制剂、盐酸金刚烷胺和三己苯基，前提是入组前30天剂量保持不变。排除标准为:(1)有严重认知障碍或失语、构音障碍导致交流困难;(2)严重肝肾功能障碍或肿瘤;(3)入组前30天使用免疫抑制剂、抗生素或其他益生菌，或粪便微生物移植;(4)有严重且未控制的高血压病史;以及
(5)自发性出血、凝血功能障碍或长期使用抗凝剂。退出标准为:(1)失访;(2)不可接受或严重不良事件;(三)试验期间调整抗帕金森药物剂量的;(4)使用<试验补充剂量的
20%。所有患者均为原发性PD，无PD家族史。然而，没有进行基因检测，并且排除多因素PD患者主要是基于没有确定的伴随神经系统疾病，如痴呆，脑萎缩，中风。

由独立的神经科医生负责对患者进行评估。评估量表包括UPDRS量表、汉密尔顿抑郁量表-24 (HAMD-24)、焦虑自评量表(SAS)、便秘评分系统量表(CSS)和最低精神状态检查量表(MMSE)。分别于第0天、第6周和第12周对患者进行评估。每项评估均在入组前后的同一时间进行，基本排除了运动波动和运动障碍对结果的影响。事实上，本试验中有4名患者出现了运动波动，但每次评估时他们都处于“ON”状态。应答率定义为患者评分从基线到12周的最小临床重要差异变化的比例(补充数据1.1)。

2.3 样本量估计
根据先前的研究结果(18)，在Hoehn-Yahr I-III型患者中，安慰剂作为辅助治疗的总UPDRS较基线降低8.

5%。在我们的临床前试验数据中，我们观察到一个实质性的
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UPDRS下降了45%。我们设置alpha值为0.05，功率效应值为80%，比率为1，并使用pass 11.0软件(NCSS, Inc.， 

USA)计算所需的样本量为40(每组20)。考虑到15%的辍学率，我们招募了46名患者(每组23名患者)。

2.4 招募和随机化参与者按1:1的比例被分配到试验组或安慰剂组，使用隐藏的随机分配，这些随机分配来自使用Python编程环境生成的计算机生成的随机数表。一名护士分配了试验补充剂，但她不知道患者接受的是哪种试验补充剂。
BF839 +蚯蚓蛋白补充剂和安慰剂由中国广州图腾生命医学研究有限公司制备和包装。两种产品几乎一模一样，无法区分。为了保证统计结果的真实性，参与

者和研究人员(包括试验组织人员、随访人员、评价人员、数据录入人员和统计人员)均采用盲法。只有在严重不良事件发生时才需要开盲，并得到督导委员会的批准。

2.5 干预措施
10 g BF839 +蚯蚓蛋白补充试验溶液溶解于200 mL水中，每日2次，或配合安慰剂作为辅助治疗，疗程12周。

10克试验补品含有10-6BF839和0.3克蚯蚓蛋白。关于
BF839和蚯蚓蛋白生产的更多细节可以在补充材料1.2中看到。安慰剂由麦芽糖糊精制成，其气味和味道与包装相同的BF839 +蚯蚓蛋白补充剂相似。同时保留抗帕金森药物，在整个试验过程中不允许有任何变化。

frontiersin.org03Frontiers in Neurology
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2.6 不良事件监测患者的胃肠道相关疾病，包括常见的不良事件，如恶心、呕吐、腹泻、便秘、排气增加和皮疹。意料之外的不良事件也被记录。

2.7 粪便样本采集、处理和分析
在第0天和第12周随机选择20名患者收集粪便样本。从安慰剂组中选取10例患者;2名患者在第12周未能提供粪便样本，总共18份样本。在试验组中，选择了10名患者，总共得到了20份样本。样品在家中采集，在室温下运往深圳01生命研究所有限公司检测。采用R3.6.3计算物种数，Shannon多样性评估微生物群多样性。采用Bray-

Curtis距离和PCoA分析微生物群组成变化，并进行多变量方差分析，确定微生物群组成的时间和组间差异。进行了基因集比对和肠道代谢模块预测(补充资料1.3-1.8)。 

2.8 统计分析
临床数据采用按方案分析和意向治疗分析进行分析。采用SPSS统计软件(22.0版;SPSS公司，芝加哥，伊利诺伊州，美国)。计量资料用mean±SD表示，组间比较采用t检验。计数资料以病

例数(%)表示，组间比较采用卡方检验或Fisher精确检验。统计学显著性设为p < 0.05。

3 结果
3.1 患者基线特征

在2020年9月1日至2021年8月31日期间筛查的50例患者中，有46例被纳入。在试验组中，一名患者因抗帕金森药物的变化而退出，另一名患者因不良事件退出。在安慰剂组，一名患者因参加另一项试验而撤回同意，另一名患者因COVID-19预防政策而无法返回医院。42名患者完成了试验。表1给出了他们的基线特征。

3.2 BF839 +蚯蚓蛋白显著改善pd相关的运动和非运动症状
6周时，在意向治疗分析中，与安慰剂组相比，试验组的UPDRS总分和UPDRS第四部分评分显著降低。此外，与安慰剂组相比，试验组在UPDRS第一部分、第二部分和第三部分得分呈非显著下降趋势。与安慰剂组相比，试验组HAMD-24、SAS和CSS评分均有显著降低。在每个方案分析中也观察到类似的趋势(表2)。
12周时，在意向治疗分析中，试验组显示UPDRS总量和UPDRS部分显著降低

表1患者的基线特征。

P为试验组与安慰剂组的比较，采用卡方检验;DDC-I, dopadecarboxyase -inhibitor，多巴胺激动剂;MAO-BI，单胺氧化酶B型抑制剂。
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表2试验组和安慰剂组第0d、第6周数据与基线(第0天)、第12w-0d的评分比较。

(续)
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TABLE 2 (Continued)
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P a:试验组和安慰剂组的基线比较。P:试验组和安慰剂组6周数据与基线(第0天)的比较。P:试验组和安慰剂组在12周时与基线(第0天)的比较。B c
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与安慰剂组比较，UPDRS第二部分，UPDRS第三部分和UPDRS第四部分得分。试验组明显优于安慰剂组，特别是在UPDRS第三部分评分的腿部症状(腿部敏捷，由椅子引起)方面。UPDRS第三部分评估的其他症状(表
2)也显示，与安慰剂组相比，试验组的症状呈非显著下降趋势。与安慰剂组相比，试验组HAMD-24、SAS和
CSS评分显著降低。在每个方案分析中也观察到类似的趋势(表2)。在意向治疗分析中，与安慰剂组相比，在12周时，试验组在UPDRS总分≥8分 (47.82% Vs 4.34%， p = 0.

001)、UPDRS第二部分总分≥2分(60.87% Vs 17.39%， 

p = 0.003)、UPDRS第三部分总分≥5分 (30.43% Vs 4.

34%， p = 0.02)、CSS >30% (95.65% Vs 0%， p < 0.001)。各方案分析结果相似(Supplementary Table S1)。试验组有2例特殊病例未接受左旋多巴治疗，仅服用雷沙吉兰
(1mg /天)。他们的UPDRS评分分别从基线时的13分和
14分大幅下降到12周时的5.5分和4.5分。两名患者在12周时都恢复了嗅觉。此外，试验组中的一名患者报告说他的嗅觉恢复了。
3.3 不良事件

在试验组中，4.3%(23人中的1人)的患者报告在3周时出现轻度湿疹，一周后自行消退，没有导致退出研究。此外，试验组中4.3%(1 / 23)的患者出现头晕和低血压
(80-105 mmHg/ 50-60 mmHg)，导致退出研究。然而，该患者同时服用其他中药，包括七叶皂苷钠片、银杏酮滴丸，以及含有三七、黄 芪 、 丹 参、中药的复方血栓通胶囊，以改善血液循环。因此，很难确定这些不良事件与使用试验性药物之间的相关性。此外，安慰剂组报告了2例腹胀;然而，这些都不符合研究退出的标准。

3.4 肠道菌群的变化
在第0天，安慰剂组和试验组之间的多样性(图2A,B)和物种水平丰度(图2C,D)无显著差异。
在12周时，试验中微生物组多样性的下降幅度大于安慰剂组;然而，差异并不显著(图2A)。在主坐标分析

(PCoA)中，没有观察到布雷-柯蒂斯不相似性的聚类(图
2B)。与安慰剂组相比，试验组在12周时显示出屎肠 球菌丰度的显著增加。相反，试验组的变痘克雷伯氏菌、肠 玫 瑰菌、肠 沙 门 氏 菌和产气克 雷 伯 氏 菌的丰度显著下降(图2C)。与第0天相比，安慰剂组在第12周时显示出更高水平的真杆菌和均匀拟杆菌。然而，与第0天相比，试验组在第12周表现出更高的屎肠 球 菌丰度和更低的真杆菌丰度(图2D)。

分析了肠道微生物编码的神经活性化合物的代谢功能。在第0天和第12周，安慰剂组和试验组之间没有观察到显著差异。与安慰剂组相比，试验组的双歧杆菌分流、乳酸生成和戊糖磷酸途径(非氧化分支)代谢功能显著增加。同时，谷氨酰胺降解II、硝酸盐还原(异同化)和岩藻糖降解显著降低(图2E)。在12周时，与第0天相比，安慰剂组的琥珀酸生成、硝酸盐还原(异同化)和赖氨酸降解i相关功能显着增强。相比之下，甘油降解II、半胱氨酸生物合成/同型半胱氨酸降解和同型半胱氨酸生成显著降低。在12周时，试验组戊糖磷酸途径(氧化阶段)和丙酮酸:甲酸裂解酶与第0天相比增加。同时，谷氨酸降解I和丙酮酸:铁氧化还蛋白氧化还原酶显著降低(图2F)。

4 讨论
我们观察到UPDRS总分(- 7.74±5.92比-1.83±4.14,

p < 0.001)、汉密尔顿抑郁量表-24评分(- 3.91±3.99比+1.

15±3.42,p < 0.001)、自评焦虑量表评分(- 7.04±5.71比-1.

23±2.34,p < 0.001)和便秘评分系统评分(- 8.59±4.75比0.

27±1.24,p < 0.001)显 著 降 低 。p < 0.001)，这意味着将益生菌联合蚯蚓蛋白干预作为PD患者的辅助治疗对运动和某些非运动症状都有益。这一改善超过了先前的研究结果(19)，该研究报告混合益生菌使MDS-UPDRS总分下降6%，因为我们的研究显示减少了约35%(7.74/22.33)

(表2)。
一些动物研究表明，肠道生态失调通过增加肠道通透性、神经炎症、突触核蛋白原纤维异常水平的积累、氧化应激和神经递质的产生来影响PD的发生和发展(20)。然而，肠道菌群影响PD的确切机制尚不清楚。无毒形式的BF可以预防结肠炎动物模型中的肠道炎症，防止实验性自身免疫性脑脊髓炎，并激活肠道感觉神经元

(21)。对具有母体免疫激活(MIA)和自闭症特征的后代小鼠给予BF已被证明可以通过改善MIA相关的结肠紧密连接蛋白(特别是claudin 8和claudin 15)表达的改变来纠正肠道通透性。这反过来又纠正了mia引起的血清代谢物异常，包括4-乙烯苯基硫酸盐，并改善沟通、重复行为、焦虑样行为和感觉运动功能(22)。虽然人类和小鼠之间存在显著差异，但观察到的治疗效果可能表明这可能是BF治疗效果的机制之一，需要进一步研究。值得注意的是，尽管BF处理的后代粪便样本中没有可检测到的BF, PCoA评分显示的微生物丰富度也没有显著差异，但补充BF仍然减轻了与MIA相关的特定微生物群的变化(22)。Hsiao的这一发现与我们的发现一致，即在粪便和粪便中未检测到BF839
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图2

肠道菌群的变化。物种水平的微生物多样性:(A)安慰剂组和试验组在第0天和第12周的粪便微生物群多样性:(左)群落丰度和(右)Shannon多样性指数。箱形图要素:中线:中位数;盒末:上下四分位数;点:离群值。(B)安慰剂组和试验组在第0天和第12周的PCoA评分，每组样本用不同的颜色表示。物种水平上微生物群的组间差异:(C)组间比较，以评估第0天和第12周的微生物丰度。在第0天，两组之间的微生物丰度未观察到显著差异。然而，在12周时，两组之间的微生物丰度显著增加/减少。(D)第0天和第12周的组内丰度比较。在第12周，与第0天相比，两组的丰度都发生了显著变化，包括增加和减少。*p < 0.05。肠道代谢模块(GMMs)分析:(E)第0天和第12周肠道代谢模块分布的组间比较。在第12周观察到显著的组间差异，但在第0天没有。(F)第0天和第12周肠道代谢模块的组内分布比较。与第0天相比，在第12周观察到两组的丰度显著增加/减少。*p < 0.05， **p < 0.01。
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微生物群落多样性，包括多样性指数和PCoA评分，与安慰剂组无显著差异。
我们的研究结果进一步支持了这样一种观点，即

BF可能不会建立长期定植，但可以调节与疾病相关的细菌种类(22)，从而改善症状。我们观察到，与安慰剂组相比，试验组的屎肠 球 菌明显增加，克 雷 伯氏菌明显减少。这些发现与之前将屎肠球菌移植到PD小鼠体内的研究一致。屎肠球菌显著增加了这些小鼠大脑中的多巴胺水平，改善了PD的表现(23)，而克 雷 伯 氏 菌与PD的持续时间和严重程度呈正相关(24)，表明存在机制联系。克 雷 伯 氏 菌可能产生对多巴胺能神经元有毒的代谢物，直接损害神经系统功能;克雷伯氏菌可通过激活肠道免疫系统，影响中枢神经系统功能，引发全身炎症和免疫反应。微生物组通过一个复杂的通路网络与大脑相互作用，涉及免疫系统、迷走神经、肠神经系统、色氨酸代谢、支链氨基酸、短链脂肪酸、肽聚糖、其他微生物代谢物(25)和未知物质。确定
BF839发挥其对PD有益作用的具体机制是具有挑战性的，因为它可能涉及多种因素。

虽然蚯蚓是中药中最常用的抗帕金森病药物之一，但其作用机制尚不清楚。为了生存，蚯蚓必须在其消化系统中编码和合成特殊蛋白质，特别是蛋白质水解同工酶家族的蛋白质。蚯蚓蛋白酶由于其纤溶和抗凝作用，已被用于治疗脑血管疾病(26)。PD患者表现为广泛或局灶性脑血灌注不足(27)。益生菌可能通过多种途径影响PD，主要是通过调节代谢物、神经递质和营养物质，这些物质有可能通过血液到达大脑。因此，我们假设增强脑血流灌注可能会潜在地增加益生菌的功效。从蚯蚓中分离出的一种11 mermer抗菌肽(NH2-

RNRRWCIDQQA)，可显著增加小鼠脑内分离的小鼠神经干细胞(MNSCs)的增殖，增强蛋白酶体介导的
p27Kip1降解，保护MNSCs免受6-羟多巴胺诱导的凋亡。并减轻PD小鼠模型中的运动损伤(15)。因此，我们的研究支持了蚓草素治疗PD的潜力。然而，这种疾病修饰机制并不能完全解释试验中观察到的症状改善。研究产品的潜在有益效果是严格对症的。

在我们的研究中，两名未接受左旋多巴治疗的患者的UPDRS评分比接受左旋多巴治疗的患者有更大的改善。这与先前的研究结果一致，即服用普拉克索而不服用左旋多巴的患者的UPDRS评分有更大的改善
(28)。因此，患者可能从不使用美多巴的早期治疗中获益更多。令人惊讶的是，有3名患者报告说他们失去的嗅觉恢复了。鉴于目前尚无有效的方法改善PD患者的嗅觉，本研究为改善该症状提供了重要线索。

虽然人体补充益生菌微生物通常被认为是安全的，但它可能会在免疫调节过程中引起对过敏原的增强反应。在我们的研究中，4.3%的患者出现轻度湿疹就是这一现象的证据。然而，此类反应的严重程度和发生率需要在未来的研究中以更大的样本量进一步观察。有研究报道蚯蚓蛋白胶囊通过抑制肾素-血管紧张素-醛固酮系统(RAAS)的过度激活和血管内皮生长因子蛋白
(VEGF)和转化生长因子-β1 (TGF-β1)的表达，对自发性高血压大鼠表现出降压作用(29)。蚯蚓蛋白胶囊对人类也有降压作用(30)。在目前的研究中，有一名患者因血压过低而退出了试验。这名患者同时服用了其他作用于心血管系统的中药;因此，目前尚不清楚低血压是否与本研究中使用的试验材料直接相关。然而，由于血压下降是PD患者常见的非运动症状，左旋多巴加重了这种倾向。为了确保安全性，未来的研究应旨在评估更大的受试者队列中低血压的发生率和严重程度，这可能会更清楚地了解与干预相关的潜在风险，并有助于建立适当的安全指南。

5 结论
益生菌BF839联合蚯蚓蛋白作为PD的辅助治疗，可显著改善运动及部分非运动症状，无严重不良反应。试验组显示粪肠球菌水平大幅增加，而克雷伯氏菌水平明显下降。这些发现提供了可能解释一些潜在机制的潜在线索。需要更大样本量的进一步研究来更精确地定义其疗效、不良反应和潜在机制。

5.1 局限性
这只是一个小样本量的试点试验，结果需要在更多的样本中进行验证。我们没有采用专门针对PD患者的非运动症状量表来评估其心血管症状、睡眠和胃肠功能等，导致结果不完善。我们只测试了20个粪便样本，不能排除麦芽糖糊精可能影响肠道微生物群的可能性，这导致对肠道微生物群测试结果的信心不足。我们没有记录左旋多巴当量日剂量，这也是实验的一个局限性。

数据可用性声明
本研究中提出的原创贡献包含在文章/补充材料中，进一步查询可直接联系通讯作者/s。
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