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摘要 目的：探讨益生菌制剂联合盐酸多奈哌齐治疗轻中度阿尔茨海默病的疗效。方法：AD患者66例，随

机分为联合组（给予多奈哌齐片+双歧杆菌三联活菌胶囊）及对照组（多奈哌齐片+淀粉胶囊），治疗12 周后

评估疗效，包括：认知功能评分、炎症因子、肠道菌群及不良反应发生情况。结果：治疗后，2 组的简易智力

状态检查量表（MMSE）评分、日常生活能力量表（ADL）评分均较治疗前改善（P＜0.05），且联合组的MMSE

评分较对照组升高（P＜0.05），但ADL评分差异无统计学意义。治疗后，2组血清 IL-1β、CRP、IL-6、TNF-α

水平均较治疗前显著降低（P＜0.05），且在联合组中 IL-1β、IL-6 及 TNF-α水平下降程度较对照组更明显

（P＜0.05），CRP差异无统计学意义（P＞0. 05）。肠道菌群组间物种分布比较显示：门水平上厚壁菌门、拟杆

菌门、变形菌门和放线菌门为各组优势菌门，经治疗后，联合组中厚壁菌门丰度较对照组显著增多（P＜

0.05）。治疗后在属水平上，对照组较治疗前梭菌属显著减少（P＜0.05）；联合组中布劳特氏菌属和伯克霍

尔德氏属较治疗前明显减少（P＜0.05），而罗氏菌属、乳杆菌属显著增加（P＜0.05），双歧杆菌属也略有增

加。治疗后与对照组比较，乳杆菌属、梭菌属、粪球菌属、瘤胃球菌属、巨单胞菌属、萨特氏菌属等丰度在联

合组中偏高（P＜0.05）。炎症因子与罗斯氏菌属、颤螺菌属、Anaerostipes等有益菌属呈负相关，与伯克霍尔

德氏菌属、苏黎世杆菌属等有害菌属呈正相关。肠道菌群组间多样性比较显示，α多样性及β多样性无改

变。结论：益生菌联合多奈哌齐治疗轻中度AD 患者进一步获益，且安全性好。
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Abstract Objective: To explore efficacy of probiotics combined with donepezil in the treatment of mild and

moderate Alzheimer's disease (AD). Methods: Sixty-six AD patients were randomly divided into group A

(donepezil tablets + Bifidobacterium triple viable capsules) and group B (donepezil tablets + starch capsules).

After 12 weeks of treatment, the efficacy was evaluated, including cognitive function score, inflammatory

factors, intestinal flora, and incidence of adverse reactions. Results: After treatment, the mini-mental state

examination (MMSE) score and activities of daily living (ADL) score of both groups improved compared with

before treatment (P<0.05); the MMSE score of group A was significantly higher than that of group B (P<0.05),

but the difference in ADL score was not statistically significant. After treatment, serum levels of inflammatory

factors such as IL-1β, IL-6, TNF-α, and CRP were significantly lower in both groups than before treatment (P<

0.05), although the reduction in levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α was more pronounced in group A than in group

B (P<0.05); the difference in CRP between the groups was not statistically significant (P>0.05). Comparison of

the distribution of bacterial species among the intestinal flora groups showed that at the portal level after

treatment, Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria, and Actinomycetes were predominant in each group. After

treatment, the abundance of Firmicutes was significantly higher in group A compared to group B (P<0.05).

Clostridium in group B was significantly reduced compared with that before treatment (P<0.05). In group A,

Blautia and Burkholderia were significantly decreased compared with before treatment (P<0.05), while

Roseburia and Lactobacillus were significantly increased (P<0.05), and Bifidobacteria were also slightly

increased. After treatment, the relative abundance of Lactobacillus, Clostridium, Coprococcus, Ruminococcus,

Megomonas, and Suttelia was higher in group A (P<0.05). Correlation analysis found that the inflammatory

factor was negatively correlated with butyric acid-producing bacteria such as Roseburia, Oscillospira, and

Anaerostipes and positively correlated with harmful bacteria such as Burkholderia and Turicibacter. A

comparison of intestinal flora group diversity showed no significant change in α diversity and β diversity.

Conclusion: Probiotics combined with donepezil in the treatment of patients with mild to moderate AD offers
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enhanced benefits and good safety.
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人体内胃肠道中微生物数量高达 1013～1014种，编

码了数百万种特殊基因，构成极其复杂的生态系统[1]。

肠道微生物群体的稳态已成为肠道健康的标志之一，

可影响人体的营养代谢及免疫应答等生理功能[2]。研

究发现肠道菌群与阿尔茨海默病（Alzheimers disease，

AD）存在相关性[3]。肠道微生物可通过“微生物-肠-脑

轴”多途径驱动神经炎症，从而影响AD的发生发展，

补充益生菌重塑肠道菌群稳态已成为中枢神经系统疾

病的一种新型干预措施[4]。但是，益生菌干预AD治疗

的人群研究有限，且联合常规治疗药物时的疗效尚不

明确。因此，本研究通过观察益生菌联合多奈哌齐治

疗轻、中度AD患者疗效，以期为AD防治提供一种新

的选择。

1 资料与方法

1.1 一般资料

2021年1月至2021年8月在日照市人民医院招募

轻、中度 AD 患者，入组标准：年龄 60～85 岁，性别不

限；符合“NIA-AA诊断标准”；简易精神状态检查量表

（Mini-Mental State Examination，MMSE）得分 10～26

分，Hachinski缺血分级评分＜4 分；头颅 CT或 MRI 排

除其他疾病；有稳定可靠的陪护者，能陪伴受试者参加

研究访视并辅助评估者进行认知障碍诊断；签署知情

同意书。排 除标准：重度痴呆，或伴意识障碍，严重听

力、视力障碍等不能配合量表评估；酒精或药物成瘾，

或脑外伤、癫痫等其他引起认知障碍；合并肝肾功能损

伤、恶性肿瘤、严重心脑血管疾病；有抑郁症或精神分

裂症等；入组前2周内服用过益生菌、抗生素等影响胃

肠功能的药物 [5]；入组前 3 月内长期服用其他影响认

知功能的药物，如胆碱酯酶抑制剂、抗焦虑药、安眠药

等[6]；入组前半年内有确诊消化系统疾病，胃肠手术史

及导致影响药物吸收的其他情况；对多奈哌齐、益生菌

制剂、淀粉过敏或有严重不良反应史；正在参加其它药

物临床研究。本项目研究方案及知情同意书均已通过

我院伦理委员会审核（伦理号：2021-KY-伦审-32）。

1.2 方法

本研究遵循随机、对照、双盲设计。根据患者的入

组先后顺序数字编号，应用SPSS 26.0软件产生随机种

子数，并对其个案排秩，根据排秩号分为2组：A 组（联

合治疗组）和 B 组（多奈哌齐组）。根据随机数字码进

行药物编码，作为盲底被保存在密闭信封之中，由主要

负责者和统计人员保管。对受试者与研究者均实施盲

法，通过二次揭盲最后完成数据整理和分析。2组均给

予盐酸多奈哌齐常规治疗，联合组联合使用双歧杆菌

三联活菌胶囊，对照组联合使用安慰剂，疗程 12 周。

盐酸多奈哌齐片（浙江华海药业股份有限公司生产，国

药准字H20183417）用法：5 mg/次，1次/d，睡前服用，服

药 1 月后加量至 10 mg/次。双歧杆菌三联活菌胶囊

（上海上药信谊药厂有限公司生产，国药准字

S10950032，规格：0.21 g×30 粒）用法：3 粒/次，温水送

服，2次/日。淀粉胶囊（安慰剂）用法与双歧杆菌三联

活菌胶囊相同。

1.3 观察指标

1.3.1 疗效评价指标 分别于治疗前后由不知分组情

况的认知小组成员采用 MMSE 和日常生活功能量表

（activies of daily living，ADL）评定 2 组的认知功能和

生活自理能力。MMSE评分范围0~30分，分数越高认

知受损越轻。ADL分数越低说明独立生活能力越强。

1.3.2 血清炎症因子 分别于治疗前后采集2组清晨空

腹肘静脉血，以 3 000 转/分钟离心 5 min，采用酶联免

疫吸附法检测血清白介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、

白介素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis

factor-α，TNF-α）和 C 反应蛋白（C-reactive protein，

CRP）水平，试剂盒由深圳普门科技股份有限公司提

供。

1.3.3 肠道菌群 指导患者或家属协助利用特殊粪便

收集装置（由深圳微科盟科技集团有限公司提供，可常

温保存14 d），采集新鲜粪便约3 g，立即－80 ℃冰箱冻

存，分批经干冰保存运至微科盟科技集团有限公司，经

16S r DNA序列扩增和高通量测序分析肠道菌群。

1.4 随访及安全性评估

在基线、（28±7）d、（84±7）d、末次药后（14±7）d评

估患者生命体征、血常规、肝肾功、心电图等；记录不良

事件及采取措施；观察患者服药依从性。当研究需要

或提前退出试验时也需要访视评估。

1.5 统计学处理

采用SPSS 26.0软件分析数据，计数资料以率（百

分比）表示，χ2检验或Fisher精确概率法；符合正态分布

和方差齐性的计量资料以（x±s）表示，t检验、单因素方

差分析（ANOVA检验）；非正态分布或方差不齐的计量
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资料以M（QR）表示，秩和检验。P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 一般资料

本研究纳入 66例患者，随机分为 2组各 33例：①

联合组，男14例，女19例；平均年龄（74.97±6.78）岁；病

程 4（3~5）年；学历为小学及以下 21例（63.6%），初中 9

例（27.3%）；高中或中专 2 例（6.1%），大专及以上 1 例

（3.0%）；高血压18例（54.5%），高血脂5例（15.2%），糖

尿病 7例（21.2%）。②对照组，男 15例，女 18例；平均

年龄（72.21±8.74）岁；病程4（2.5～5）年；学历为小学及

以下 17例（51.5%），初中 15例（45.5%）；高中或中专 1

例（3.0%），大专及以上 0 例；高血压 14 例（42.4%），高

血脂 3例（9.1%），糖尿病 6例（18.2%）。2组基线各项

指标间差异均无统计学意义（均P＞0.05）。研究过程

中联合组失访4例，对照组失访3例。

2.2 2组治疗前后量表评分比较

治疗12周后，2组MMSE、ADL评分均较治疗前改

善，差异有统计学意义（P＜0.05）；治疗后，联合组

MMSE 评分高于对照组，差异有统计学意义（P=

0.025），但 ADL 评分 2 组差异无统计学意义（P=

0.105），见表1。

2.3 2组治疗前后炎症因子水平比较

治疗后 2组炎症因子水平较治疗前均降低，差异

均有统计学意义（P＜0.05），治疗后联合组的 IL-1β、

IL-6及TNF-α水平较对照组降低（P＜0.05），但治疗后

2组CRP水平差异无统计学意义，见表2。

2.4 药物对肠道菌群的影响

提取粪便标本中的 DNA 经 16S r RNA 序列测序

得到代表OTUs，依据扩增特征序列和Shannon指数分

别绘制稀释性曲线（rarefaction curve）和香农曲线

（Shannon curve）评价测序质量和深度，当曲线逐渐趋

向平坦，说明测序数据可信。本研究所得测序量满足

后续生物信息分析的要求，见图1。

测序得到最终 OTU 数据集，由 3 100 个 OTU 组

成。将 OTUs 与数据库（Greengenes Database 13_8 版

本）比对后获得物种注释信息，在界、门、纲、目、科、属、

种分类水平上进行统计。韦恩图展示各组共有或独有

OTUs数目，初步展现了肠道菌群的组成差异，见图2。

因技术局限性，对种水平注释准确度尚存在争议，

本研究选取门属水平进行分析。在门水平，共获得15

个不同的门。各组均由 4个优势菌门组成：厚壁菌门

（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、变形菌门

（Proteobacteria）和放线菌门（Actinobacteria），见图

3A。治疗前后，2组组内比较菌群丰度变化未发现显

著差异。治疗后，联合组中厚壁菌门丰度较对照组增

多（P＜0.05），见图 3B。在属水平，共获得 132个不同

的属。治疗 12周后，对照组梭菌属（Clostridium）减少

（P＜0.05）；联合组中布劳特氏菌属（Blautia）、伯克霍

尔德氏属（Burkholderia）减少（P＜0.05），罗氏菌属

（Roseburia）、Lactobacillus（乳杆菌属）增加（P＜0.05），

Bifidobacterium（双歧杆菌属）也略有增加。治疗前 2

组菌属丰度差异无统计学意义，治疗后，联合组中乳杆

菌属（Lactobacillus）、梭菌属（Clostridium）、粪球菌属

（Coprococcus）、瘤胃球菌属（Ruminococcus）、巨单胞

菌属（Megamonas）、萨特氏菌属（Sutterella）等丰度高

于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05），见图4。

Alpha多样性（Alpha diversity）分析反映了物种的

丰度和多样性，其包括 chao1 指数、shannon 指数、

simpson 指数和 Faith’s Phylogenetic Diversity 指数等。

Kruskal Wallis精确比较显示各指数2组间差异无统计

学意义（P＞0.05），见图5。Beta多样性（Beta diversity）

组别

对照组

联合组

t1值

P1值

t2值

P2值

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

例数

33

30

33

29

MMSE

17.09±3.15

18.30±0.17

16.33±3.89

19.05±0.17

－0.869

0.388

5.311

0.025

ADL

38.52±11.05

37.13±11.10

40.58±12.10

37.72±10.75

0.723

0.473

2.714

0.105

表1 2组MMSE、ADL量表评分比较（分，x±s）

注：t1、P1值为治疗前联合组与对照组比较，t2、P2值为治疗后

联合组与对照组比较

组别

对照组

联合组

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

例数

33

30

33

29

IL-1β/(pg/mL)

7.192±1.964

5.628±0.383①

8.360±2.759

5.377±0.350①②

IL-6/(pg/mL)

9.633±4.505

6.889±1.513①

11.613±4.536

8.963±4.878①②

TNF-α/(pg/mL)

7.297±2.267

5.354±1.771①

7.893±2.266

4.413±1.243①②

CRP/(mg/L)

2.628±1.883

1.268±1.357①

3.024±1.904

1.495±1.182①

表2 2组治疗前后血清炎症因子水平比较（x±s）

注：与治疗前比较，①P<0.05；与对照组比较，②P<0.05
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反映样本间微生物群落构成差异性。置换多元方差分

析再次验证数据离散度，各组事后两两比较β多样性差

异均无统计学意义（P＞0.05），见图6。

利用相关性热图分析炎症因子与肠道菌群之间是

否有相关性。IL-6 与 Anaerostipes、罗氏菌属（Rothia）

呈明显负相关，魏斯氏菌属（Weissella）、苍白杆菌属

（Ochrobactrum）呈正相关；IL-1β与与伯克霍尔德氏菌

属（Burkholderia）呈 显 著 正 相 关 ，与 罗 斯 氏 菌 属

（Roseburia）和巨单胞菌属（Megamonas）呈明显负相

关；TNF-α与罗斯氏菌属呈显著负相关，与伯克霍尔德

菌属和 Turicibacter（苏黎世杆菌属）呈明显正相关；

联合组治疗前

对照组治疗前

联合组治疗后

对照组治疗后

A

联
合
组
治
疗
后

联
合
组
治
疗
前

对
照
组
治
疗
后

对
照
组
治
疗
前

B

联
合
组
治
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注：A：门水平上各细菌门相对

丰度构成图，X轴为组别，Y轴为该

细菌门占全部种类中的比例。B：

主要差异菌绝对丰度比较：治疗后，

与对照组比较，①P<0.01

图3 门水平上的结构对比
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注：A：观测OTUs数量绘制曲线，B：香农曲线

图1 稀释性曲线

图2 韦恩图

注：A：属水平相对丰度构成比较。B、C：主要差异菌绝对

丰度比较。与治疗前比较，①P<0.05，②P<0.01，③P<0.001；治疗后

与对照组比较，④P<0.05，⑤P<0.01

图 4 属水平上的结构对比

A B

注：ns表示线段所相连的2组差异无统计学意义

图5 Alpha多样性指数分析

注：图中一个点代表一个样本，两点间距离越近，表明物种

组成结构越相似。A：Weighted Unifrac 距离PCoA_3D；B：偏最

小二乘判别分析（PLS-DA）分析

图 6 β多样性指数分析
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CRP 与 Anaerostipes、罗 斯 氏 菌 属 、颤 螺 菌 属

（Oscillospira）呈明显负相关，与伯克霍尔德菌属明显

正相关，见图7。

2.5 安全性评价

治疗期间联合组发生腹泻 1例、瘙痒 1例；对照组

发生头痛 1例。2组治疗期间不良反应发生率比较差

异无统计学意义（χ2=0.001，P=0.976）。

3 讨论

AD是老年痴呆症中的常见类型，人群患病风险会

随年龄增长而递增[7]。早期主要以“Aβ级联假说”来解

释AD的发病，然而以清除Aβ为靶点的临床研究却接

连失败，当前最新批准上市 aducanumab的疗效也存在

争议[8]。随着研究的深入，新发现肠道微生物与人类健

康和疾病的发生发展相关，并提出“微生物-肠-脑轴”的

概念[9,10]。AD患者中肠道微生物构成及丰度与健康人

相比存在差异，主要为有益菌群丰度和多样性减少[11]。

探索 AD 治疗之路道阻且长，基于其病因与病理

机制的复杂，治疗策略已逐步由单一治疗策略转化为

联合治疗。盐酸多奈哌齐片是临床上应用成熟的二代

胆碱酯酶抑制剂，可改善患者认知功能。研究发现联

合美金刚[12]、丁苯酞软胶囊[13]、中药[14]等较单用多奈哌

齐治疗可显著改善AD患者认知。近年来重塑肠道菌

群稳态成为一种新型治疗靶点。国内外多项研究结果

也证实益生菌对认知功能的积极作用，主要是动物研

究，关于人群研究有限[15]。Akbari 等[16]报道，益生菌治

疗 12周后显著提高AD患者的MMSE评分，这是益生

菌改善人类大脑认知功能的首次报道。但是也有研究

报道阴性结果。Agahi 等 [17]发现益生菌对重度 AD 无

效。因为，重度AD患者中神经原纤维缠结的发展和

突触的丢失已不可逆转。这提示益生菌的作用有限。

既往研究多以单一或复合益生菌制剂改善认知为主，

本研究创新性选用双歧杆菌三联活菌胶囊与盐酸多奈

哌齐联合治疗轻中度AD患者，目的是探究两者是否

具有叠加或协同效应。

智能障碍是 AD 的核心症状，神经心理评估是评

价AD治疗的重要指标[12]。本研究结果显示，多奈哌齐

能改善患者认知水平和提高日常生活能力，这与既往

研究一致。益生菌联合治疗12周后，尽管联合组与对

照组在 ADL 评分方面未显示出优越性，但 2 组的

MMSE评分差异有统计学意义（P＜0.05），可见益生菌

联合多奈哌齐对认知功能的改善有叠加效果。

AD 患者的认知障碍与机体炎症反应有关 [4]。推

测AD可能是一种慢性的全身炎症反应，促炎因子在

AD脑中过度表达已被证实，但是，关于其在外周血中

的水平变化仍有争议[18]。一些研究发现AD患者炎症

因子水平偏高[19]，然而，还有部分研究持相反观点[20]。

本研究与既往研究结果一致[20]，炎症因子水平未超出

正常范围。经 12 周治疗后，联合组的 TNF-α、IL-6 和

IL-1β水平较对照组降低（P＜0.05），但CRP水平差异无

统计学意义（P＞0.05）。大量临床研究显示多奈哌齐或

益生菌单用也能显著降低血清炎性细胞因子水平 [21]。

尽管两者作用机制不同，但联合应用显示一定的协同

抗炎作用。IL-1β、IL-6、TNF-α等促炎细胞因子主要由

活化的小胶质细胞分泌[22]。益生菌联合治疗产生的优

势，考虑与肠道菌群影响小胶质细胞的功能相关，其具

体机制需进一步验证。

在属水平相关性热图中，罗斯氏菌属、颤螺菌属、

Anaerostipes、巨单胞菌属等与炎症因子呈负相关。罗

斯式菌属是人体内主要产丁酸菌属之一[23]。颤螺菌属

和Anaerostipes也能产生丁酸[23,24]。巨单胞菌属可产生

乙酸、丙酸和乳酸，它是中国人群的特征菌属[25]。此外，

苏黎世杆菌属与炎性细胞因子呈正相关。Kong 等[26]

发现丁酸水平与苏黎世杆菌属丰度呈负相关。因此，

笔者推测抗炎产丁酸菌属与炎性细胞因子呈负相关。

另外，伯克霍尔德氏菌属与炎性细胞因子呈正相关，部
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注：X轴上方所示为相关菌属，下方则为所属细菌门，色条

标注出物种所属门。Y轴为炎症因子。计算了R值（秩相关）

和P值。计算得到的R值以颜色编码，正相关显示为红色，负相

关显示为蓝色，图例解释了不同 R 值所在的颜色区间。①P<

0.05、②P<0.01、③P<0.001

图7 属水平肠道菌群与炎症因子相互关系热图
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分菌株已被证实为条件致病菌，与人类感染相关 [27]。

因此，肠道微生物可通过影响炎症因子水平参与 AD

的发生和发展。

以肠道菌群为靶点，促使菌群向有益健康的方向

变化是一个复杂的过程。联合组经治疗后，与对照组

相比，在门水平上厚壁菌门丰度显著增多；属水平上，

罗氏菌属、乳杆菌属、双歧杆菌属等有益菌属相对丰度

较治疗前增加，而布劳特氏菌属、普拉梭菌属等有益菌

却呈下降趋势，这表明益生菌干预的非特异性。机体

内肠道微生物群落间相互作用较复杂。伯克霍尔德菌

属为有害菌属，其丰度则明显减少。既往文献报道[28]，

梭菌属、颤螺旋菌属、粪芽孢菌属等与中国AD患者相

关，本研究显示2组治疗后梭菌属均较前下降，且在对

照组中呈显著改变。同样有报道[29]发现卡巴拉汀可改

善AD模型小鼠肠道菌群，优化了认知功能。这提示

改善认知的常规药物除目前已知的作用机理外，也可

能通过影响肠道菌群，间接达到疗效。韦恩图也直观

展示，各组之间菌群结构既有聚类又有重叠。治疗方

案对不同分类水平下菌类丰度的增加或减少，及菌类

间的相互作用产生影响，其中联合组菌群变化更加复

杂多样。联合治疗并未增加不良反应，与既往研究结

果相似[12-14]。综上所述，益生菌治疗可增加有益菌属丰

度，重塑菌群稳态，联合多奈哌齐协同降低炎症因子水

平，进一步改善认知功能。这对临床药物的选择具有

一定的指导价值。然而，由于样本量和单中心观察的

限制，仍需多中心、大样本量的临床研究来验证这些结

果。
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