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概要

贾艺聪等人表明，脆弱拟杆菌的抗癫痫作用是通

过增强肠道-迷走神经-大脑轴上的胆碱能信号

传导介导的，并因乳酸杆菌在肠道的定植而得到

强化。这些发现揭示了微生物群-神经环路之间

的相互作用，对儿童难治性癫痫具有转化医学意

义。



摘要

肠道菌群失调与癫痫相关，但益生菌的疗效与作用机制尚不明确。本研究首

先发现，癫痫患儿肠道内的脆弱拟杆菌显著减少。通过口服给予脆弱拟杆菌，可

在戊四氮和海人酸诱导的两种小鼠癫痫模型中有效抑制癫痫发作。机制研究表明，

脆弱拟杆菌能激活结肠胆碱乙酰转移酶阳性细胞，并增强肠道-迷走神经-大脑胆

碱能信号传导；这一结论通过迷走神经电生理记录、药理学阻断及化学遗传学操

控实验得到证实，从而鉴定出一条介导癫痫抑制的结肠 ChAT 阳性细胞-结状神经

节神经环路。其抗癫痫作用与肠道内乳酸杆菌定植的富集相关。一项随机临床试

验（注册号：CHiCTR2100042203）进一步证实了脆弱拟杆菌对儿童难治性癫痫的

治疗效果。这些发现阐明了一条脆弱拟杆菌发挥抗癫痫作用的肠道-大脑胆碱能

通路，并为针对微生物群的癫痫疗法奠定了机制基础。

引言

儿童癫痫是最常见的儿童神经系统疾病之一，常干扰发育，并以反复发作为

特征。约 10%–30%的患者会发展为难治性癫痫，这突显了对有效且安全治疗干

预措施的迫切需求[1–5]。

肠道微生物群在整个生命周期中，对宿主的生理和行为起着关键的调节作用

[6–9]。越来越多的证据将微生物群失调与神经发育障碍联系起来，包括自闭症

谱系障碍和儿童癫痫[10–12]。来自动物模型和临床病例的新兴研究指出，肠道

菌群失调与特定类型的癫痫之间存在潜在关联[11,13,14]。诸如生酮饮食等非药

物干预措施，已被证明对控制儿童难治性癫痫有效[14]。尽管基于微生物群的疗

法——如粪便微生物群移植、生酮饮食和益生菌——的研究仍然有限，但它们提

供了希望，尤其是在常规治疗无效或引起不良反应的情况下[13–15]。然而，其

疗效取决于益生菌在肠道内的生态位[16–18]。微生物群组成的个体间差异是转

化应用的主要障碍。虽然肠道微生物明显影响癫痫发作活动，但关于其组成和功

能变化的相关性仍不确定，因为大多数认识来源于动物研究。阐明微生物群驱动



的神经信号——尤其是那些通过迷走神经传递的信号——如何影响脑功能，可能

揭示新的治疗途径。

大脑的胆碱能系统通过乙酰胆碱受体亚型调节神经元兴奋性和突触可塑性

[19,20]，并在癫痫中起着关键作用[21]。内侧隔区-海马胆碱能回路已被证明能

在动物模型和患者中抑制癫痫发作[22]。肠道胆碱能信号传导同样至关重要，胆

碱能神经元激活上皮细胞中的钙电流以维持肠道稳态，而肠道微生物则通过兴奋

性胆碱能通路调节宿主行为[23,24]。这些发现意味着，肠道微生物群介导的胆

碱能通路可能通过肠脑通讯调节与癫痫相关的神经活动。

本研究旨在阐明微生物群-肠道-大脑轴介导益生菌诱导的癫痫抑制的机制

[25,26]。利用戊四氮和海人酸诱导的癫痫发作模型[27,28]，并结合临床研究，

我们证明脆弱拟杆菌通过增强迷走神经介导的胆碱能肠道-大脑信号传导来发挥

抗癫痫作用，这一效应由一个明确的结肠胆碱乙酰转移酶阳性神经元环路所支持。

其治疗效果进一步受到与乳酸杆菌生态互作的影响，并在难治性癫痫儿童中得到

验证。

结果

儿童癫痫患者粪便中脆弱拟杆菌丰度降低

既往研究表明，癫痫患者的肠道微生物群组成发生改变，这提示针对微生物群的

治疗策略可能为癫痫治疗带来希望[14,29]。为探究癫痫患儿的肠道微生物群变

化，我们对114名新诊断儿童癫痫患者和63名健康对照者的粪便样本进行了 16S

rRNA 基因测序（图 1A；表 S1 和 S2）。NDPE 组与对照组之间观察到肠道微生物

群组成的显著差异（图 1B 和 1C），且 NDPE 组的α多样性较对照组降低（NDPE：

3.333 ± 0.12 vs. 对照：3.91 ± 0.15；p = 0.004）（图 1D）。值得注意的

是，在属水平上，NDPE 组中拟杆菌属的丰度显著低于健康对照组（NDPE：0.034

± 0.008 vs. 对照：0.23 ± 0.017，p < 0.001）（图 1E）。而其他菌属，如

埃希氏菌属（NDPE：0.045 ± 0.01 vs. 对照：0.04 ± 0.01；p = 0.7679）、

普雷沃菌属（NDPE：0.018 ± 0.006 vs. 对照：0.017 ± 0.005；p = 0.9013）

和乳杆菌属（NDPE：0.005 ± 0.002 vs. 对照：0.0025 ± 0.001；p = 0.4092）



未显示显著差异，但副拟杆菌属水平在对照组中明显更高（NDPE：0.0045 ±

0.0026 vs. 对照：0.012 ± 0.0017，p = 0.0343）（图 1F–1I）。

为验证 NDPE 中 16S rRNA 基因测序鉴定的分类谱，并进一步评估耐药性癫痫

患儿的微生物改变，我们对健康对照者（n = 39）和难治性癫痫患儿（n = 37）

的粪便样本进行了宏基因组测序（表 S3）。与 16S rRNA 基因测序结果一致，宏

基因组分析揭示了两组间肠道微生物组成的显著改变（图 1J 和 1K）。值得注意

的是，与对照组（0.033 ± 0.003）相比，癫痫组中脆弱拟杆菌的丰度显著降低

（0.023 ± 0.004；p = 0.032；图 1L）。两组之间检测到的大多数其他拟杆菌

属或乳杆菌属物种的相对丰度未观察到统计学上的显著差异（图 S1A 和 S1B）。

这些发现提示，肠道微生物群的改变——特别是脆弱拟杆菌丰度的降低——可能

与儿童癫痫存在潜在关联，这与先前的研究一致。这一观察结果强调需要进一步

研究以阐明其背后由肠-脑轴介导的机制。特别是，难治性癫痫患儿脆弱拟杆菌

水平的降低，为针对儿童癫痫肠道微生物群的干预提供了方向。



图 1. 儿童癫痫患者（包括新诊断及难治性病例）粪便微生物群组成的改变

(A) 实验方法示意图。

(B) 基于加权 UniFrac 矩阵，在属水平对健康儿童与 NDPE 患者肠道微生物群组成进行的主

坐标分析。点的形状和颜色代表个体样本。彩色椭圆表示健康儿童与 NDPE 患者组内的 95%

置信区间范围。

(C) 健康儿童 (n = 63) 与 NDPE 患者 (n = 114) 肠道细菌门水平的相对丰度。

(D) 肠道微生物群的香农α多样性指数（非配对 t 检验）。

(E) 拟杆菌属的相对丰度（非配对 t 检验）。

(F) 副拟杆菌属的相对丰度（非配对 t 检验）。

(G) 普雷沃菌属的相对丰度（非配对 t 检验）。

(H) 埃希氏菌属的相对丰度（非配对 t 检验）。

(I) 乳杆菌属的相对丰度（非配对 t 检验）。

(J) 对健康儿童 (n = 39) 与难治性癫痫患者 (n = 37) 肠道细菌门水平的宏基因组测序

分析。显示了各组的相对丰度。

(K) 基于加权 UniFrac 距离，在属水平对肠道微生物群组成进行的主坐标分析。每个点代

表一个个体样本；形状和颜色区分健康组与难治性癫痫组。彩色椭圆表示 95%置信区间。



(L) 脆弱拟杆菌的相对丰度（非配对 t 检验）。

数据以均值 ± 标准误表示。

另见图 S1，表 S1、S2、S3，以及数据 S1 和 S2。

脆弱拟杆菌在小鼠中的抗癫痫作用

鉴于拟杆菌属丰度降低可能对癫痫发作有贡献，通过引入拟杆菌属来恢复癫痫患

儿的肠道微生物群平衡可能影响疾病进程。为检验拟杆菌属的抗癫痫作用，我们

对 PTZ 诱导的癫痫小鼠施用了含有脆弱拟杆菌的商业化益生菌 BF839。BF839 是

一种在厌氧条件下从健康婴儿粪便中分离的无毒菌株[30,31]。近期研究强调了

非产毒性脆弱拟杆菌与免疫系统调节之间的关联，表明特定菌株可作为潜在的益

生菌来缓解肠道微生物失衡[32,33]。因此，我们首先在小鼠模型中测试了 BF839

作为儿童癫痫治疗手段的潜力。

戊四氮诱导的癫痫模型因对多种抗癫痫药物具有抵抗性而被广泛用于评估

新型抗惊厥药[28,34]。在本研究中，雄性 C57BL/6 幼鼠（4 周龄）在 PTZ 诱导

癫痫发作前，通过口服灌胃给予 BF839（1 × 10⁹菌落形成单位/天），持续 7

天（图 2A）。肠道微生物群分析显示，拟杆菌门和厚壁菌门在生理盐水组和 PTZ

组中均为最主要的门（图 2B）。与生理盐水组相比，在 PTZ 处理小鼠的粪便样

本中观察到拟杆菌属丰度显著降低（生理盐水组：0.052 ± 0.007 vs. PTZ 组：

0.011 ± 0.003；p = 0.0021）（图 2C）。统计分析显示，治疗组间的香农指

数无显著差异（生理盐水组：6.09 ± 0.23 vs. PTZ 组：6.05 ± 0.13；p = 0.8879）

（图 2D）。随后的慢性自发性惊厥发作量化显示，与 PTZ 组小鼠相比，经 BF839

处理的小鼠从 PTZ 注射后第 3 天开始，癫痫发作频率显著降低（图 2E）。视频

分析进一步揭示，PTZ 组的发作严重程度逐渐增加，而 BF839 处理小鼠在 PTZ 注

射第 4天后发作严重程度降低并趋于稳定（图 2F）。BF839 + PTZ 组的平均癫痫

发作评分显著低于 PTZ 组（BF839 + PTZ：1.71 ± 0.10 vs. PTZ：2.32 ± 0.11；

p < 0.001）（图 2G）。



在模拟以海马异常放电为特征的难治性颞叶癫痫的 PTZ 诱导点燃模型中，采

用脑电图评估 BF839 对海马过度兴奋的影响[35]。癫痫发作期间海马的代表性

EEG 模式见图 2H，相应的频谱分析见图 2I。BF839 处理显著降低了θ波（PTZ：

8,262.89 ± 742.69 μV² vs. BF839 + PTZ：3,983.34 ± 327.44 μV²；p =

0.0022）、α波（PTZ：2,892.20 ± 250.90 μV² vs. BF839 + PTZ：1,229.80

± 138.14 μV²；p = 0.0022）和β波（PTZ：918.74 ± 149.55 μV² vs. BF839

+ PTZ：361.17 ± 36.85 μV²；p = 0.0087）的功率谱密度，而对δ波活动（PTZ：

13,299.31 ± 3,398.75 μV² vs. BF839 + PTZ：12,082.84 ± 3,212.86 μV

²；p = 0.8182）无显著影响。我们进一步关注了棘慢波放电，这是癫痫发作的

一个关键电生理标志，其特征是神经元同步化过度活跃（图 2J）[36]。与 PTZ

诱导的未治疗组相比，BF839 处理小鼠的 SWD 棘波密度（PTZ：2.11 ± 0.07 vs.

BF839 + PTZ：1.22 ± 0.18；p = 0.0043）（图 2K）和棘波持续时间（PTZ：

757.85 ± 26.56 s vs. BF839 + PTZ：438.067 ± 65.40 s；p = 0.0043）（图

2L）均出现统计学上的显著降低，表明发作期放电强度显著减弱。

海马神经元的过度兴奋常伴随树突棘形态异常[37]。为研究此点，采用高尔

基染色评估树突棘密度，结果显示与 PTZ 组相比，BF839 处理小鼠的棘密度显著

降低，而棘长度未观察到变化（图 2M–2O）。这些结果进一步通过重组腺相关

病毒（rAAV）-非细胞类型特异性稀疏（NCSP）-YFP-2E5 病毒标记海马齿状回神

经元得到证实，BF839 处理同样降低了树突棘密度（PTZ：2.80 ± 0.346 vs.

BF839 + PTZ：1.04 ± 0.124；p = 0.0088），但不影响棘长度（PTZ：2.10 ±

0.12 vs. BF839 + PTZ：2.17 ± 0.097；p = 0.6408）（图 2P）。鉴于树突结

构异常与自发性反复发作发展之间的联系，该结果确定了 BF839 对 PTZ 诱导癫痫

小鼠海马棘-树突重塑的影响，也提示其抗癫痫作用背后存在肠-脑轴机制。



图 2. BF839 减少 PTZ 诱导的癫痫发作并调节海马神经元突触活性

(A) 实验流程时间线。

(B) 生理盐水处理小鼠（n = 6）与 PTZ 诱导癫痫小鼠（n = 6/组）肠道细菌门水平的相对

丰度。

(C) 拟杆菌属的相对丰度（n = 6/组）（韦尔奇 t 检验）。

(D) 分组数据中肠道微生物群的香农α多样性指数（n = 6/组）（韦尔奇 t 检验）。

(E) PTZ 注射后各组每只动物每天的癫痫发作次数（曼-惠特尼检验，*p < 0.05）。

(F) PTZ 注射后每只动物每天的平均癫痫发作评分（曼-惠特尼检验）。

(G) 每只动物在 12 次 PTZ 注射期间每天的平均癫痫发作评分（生理盐水组，n = 6；PTZ

组和 BF839 组，n = 15）（非配对 t 检验）。



(H) PTZ 组和 BF839 + PTZ 组癫痫发作期间记录的海马代表性 EEG 轨迹和功率谱图。

(I) 癫痫发作期间海马 EEG 的频谱分析（n = 6/组）（曼-惠特尼检验）。

(J) PTZ 注射后 PTZ 组和 BF839 + PTZ 组小鼠的代表性 EEG 记录。蓝色轨迹指示棘慢波放

电。

(K) PTZ 组和 BF839 + PTZ 组棘波密度的量化（n = 6/组）（曼-惠特尼检验）。

(L) PTZ 组与 BF839 + PTZ 组之间 EEG 记录期间棘波持续时间的比较（n = 6/组）（曼-惠

特尼检验）。

(M–O) 海马树突及树突棘的高尔基染色图像（M），以及量化的棘密度（N）和棘长度（O）

（每组 6 只小鼠，每只取 10 个视野）。

(P) 用 rAAV-NCSP-YFP-2E5 标记的海马神经元代表性图像，显示每个树突片段的平均棘密

度和棘长度（n = 3/组）（曼-惠特尼检验）。

数据以均值 ± 标准误表示。n.s.，无显著性；*p < 0.05，p < 0.01，*p < 0.001。

另见图 S2 和 S3。

为评估 BF839 在 PTZ 诱导癫痫发生过程中的调节作用，我们在 PTZ 点燃的同

时给予 BF839，连续 22 天，并纵向监测癫痫发作结果以确定其抗惊厥作用的起

始时间（图 S2A）。值得注意的是，与单独 PTZ 组相比，BF839 处理小鼠的癫痫

发作严重程度更早降低（第 12 天：PTZ：2.65 ± 0.36 vs. BF839 + PTZ：1.79

± 0.24；p = 0.033），随后发作频率降低（第 14 天：PTZ：3.00 ± 0.00 vs.

BF839 + PTZ：2.00 ± 0.26；p = 0.012），表明其在癫痫发生过程中具有渐进

性的抑制作用。定量分析进一步证实，BF839 显著降低了 PTZ 组的发作频率（PTZ：

2.28 ± 0.06 vs. BF839 + PTZ：1.92 ± 0.06；p = 0.0022）和每次发作的严

重程度评分（PTZ：2.53 ± 0.071 vs. BF839 + PTZ：1.91 ± 0.045；p = 0.0022）

（图 S2B 和 S2C）。癫痫发作期间的代表性海马 EEG 记录（图 S2D）及频谱分析

（图 S2E）表明，BF839 联合给药显著抑制了θ波（PTZ：7,995.99 ± 129.84 μ

V² vs. BF839 + PTZ：3,947.50 ± 118.28 μV²；p = 0.0022）、α波（PTZ：

2,666.61 ± 129.56 μV² vs. BF839 + PTZ：1,468.60 ± 31.91 μV²；p =

0.0022）和β波（PTZ：952.93 ± 49.57 μV² vs. BF839 + PTZ：383.99 ± 30.78



μV²；p = 0.0022）振荡的功率谱密度。此外，与 PTZ 组相比，BF839 处理显著

降低了 SWD 的棘波密度（PTZ：1.99 ± 0.12 vs. BF839 + PTZ：0.94 ± 0.068；

p = 0.0022）和持续时间（PTZ：715.47 ± 43.32 s vs. BF839 + PTZ：338.80

± 24.45 s；p = 0.0022）（图 S2F 和 S2G）。总之，这些发现表明 BF839 在 PTZ

诱导的癫痫发生过程中发挥渐进的抗惊厥作用，首先缓解发作严重程度，随后降

低发作频率。行为和电生理指标的联合改善提示，持续给予 BF839 可稳定神经兴

奋性，并可能通过累积的肠-脑轴介导机制来提供癫痫发作保护。

为在慢性癫痫模型中进一步验证 BF839 的持续抑制效应，我们采用了海人酸

诱导的癫痫持续状态小鼠模型（图 S3A）。在诱导后 12-14 天，BF839 处理显著

缩短了癫痫发作持续时间（KA 组：306.67 ± 15.58 秒 vs. KA + BF839 组：241.33

± 21.04 秒；p = 0.041），并降低了每日发作频率（KA 组：2.67 ± 0.21 次 vs.

KA + BF839 组：1.50 ± 0.22 次；p = 0.026）（图 S3B）。此外，这些抗惊厥

效应持续存在，在诱导后 23-25 天，与 KA 组相比，BF839 处理小鼠仍维持显著

更短的发作持续时间（KA 组：380.67 ± 15.47 秒 vs. KA + BF839 组：231.83

± 17.38 秒；p = 0.0043）和更低的每日发作频率（KA 组：3.00 ± 0.26 次 vs.

KA + BF839 组：1.33 ± 0.21 次；p = 0.0065）（图 S3C）。癫痫发作期间的

海马代表性 EEG 记录见图 S3D，相应的频谱分析见图 S3E。BF839 处理强力抑制

了δ频段（KA 组：10,720.71 ± 490.32 vs. KA + BF839 组：6,930.12 ± 428.65

μV²；p = 0.0022）、θ频段（KA 组：8,005.36 ± 501.38 vs. KA + BF839

组：3,609.97 ± 188.99 μV²；p = 0.0022）、α频段（KA 组：2,710.22 ± 121.86

vs. KA + BF839 组：1,424.93 ± 63.55 μV²；p = 0.0022）和β频段（KA 组：

860.92 ± 73.62 vs. KA + BF839 组：338.57 ± 30.42 μV²；p = 0.0022）

的功率谱密度。与仅 KA 组小鼠相比，BF839 给药显著降低了 SWD 棘波密度（KA

组：1.83 ± 0.046 vs. KA + BF839 组：0.87 ± 0.07；p = 0.0022）并缩短

了棘波持续时间（KA 组：362.50 ± 12.95 秒 vs. KA + BF839 组：231.83 ±

20.02 秒；p = 0.0043）（图 S3F-S3H），表明发作期放电强度减弱。为评估 BF839

介导的神经调节的细胞相关性，我们检测了作为神经元激活标志物的 c-Fos 免疫



反应性。KA 刺激在海马 CA3 区（对照组：32.67 ± 2.46；KA 组：87.33 ± 3.08；

KA + BF839 组：43.67 ± 4.28；p_对照组-KA < 0.001；p_KA-(KA+BF839) < 0.001）

和 DG 区（对照组：27.50 ± 2.86；KA 组：59.83 ± 3.26；KA + BF839 组：38.67

± 2.19；两次比较均 p < 0.001）诱导了显著的 c-Fos 表达，但在 CA1 区未见

此效应（对照组：117.67 ± 4.22；KA 组：131.33 ± 6.01；KA + BF839 组：

118.67 ± 3.36；p_对照组-KA = 0.129；p_KA-(KA+BF839) = 0.167）（图 S3I-S3L）。

总之，这些结果表明 BF839 在多种慢性癫痫模型中提供了强效且持续的保护作用。

为探究 BF839 在减少癫痫发作中的作用，并确定增强其在肠道内的生态位能

否放大其抗癫痫效应，我们使用包括万古霉素、链霉素、新霉素和庆大霉素在内

的抗生素处理 3天以清除肠道微生物群[38]。随后，在 PTZ 诱导癫痫的同时，进

行为期 11 天的胃内 BF839 治疗，该治疗持续至实验结束（图 S4A）。经 ABX 清

除细菌后，与 PTZ 组相比，ABX 组的每日癫痫发作次数有所减少，但该减少无统

计学显著性（图 S4B）。然而，与 PTZ 组和 BF839 组相比，在 ABX 预处理后接受

BF839 治疗的小鼠每日发作频率降低幅度显著更大（图 S4B）。具体而言，ABX

后 BF839 组的平均发作次数（ABX + BF839 + PTZ：0.68 ± 0.085 次 vs. BF839

+ PTZ：1.29 ± 0.16 次；p = 0.0045）和发作总持续时间（ABX + BF839 + PTZ：

332.78 ± 36.74 秒 vs. BF839 + PTZ：464.67 ± 42.51 秒；p < 0.001）均显

著低于单独的 BF839 组（图 S4C 和 S4D）。然而，ABX + BF839 + PTZ 组与 BF839

+ PTZ 组之间的发作潜伏期无显著差异（696.30 ± 55.76 秒 vs. 494.90 ±

59.86 秒；p = 0.1008）（图 S4E）。此外，与 BF839 组相比，ABX 后 BF839 组

的癫痫发作评分更低（ABX + BF839 + PTZ：1.29 ± 0.059 vs. BF839 + PTZ：

1.62 ± 0.08；p = 0.0028）（图 S4F 和 S4G）。BF839 灌胃对小鼠体重无显著

影响（图 S4H）。综上所述，这些发现表明，胃内给予脆弱拟杆菌可降低癫痫模

型的发作易感性并改善海马神经元过度兴奋性，这得到了 EEG 频谱特征和树突棘

形态恢复的支持。

BF839 的抗癫痫作用由迷走神经介导的肠道-大脑神经信号传导

迷走神经在胃肠道与大脑之间传递代谢信号方面起着关键作用[39]。鉴于迷

走神经刺激是治疗难治性癫痫的常见临床干预手段，这突显了迷走神经活动与癫



痫之间的紧密联系[40–42]。为验证迷走神经活动在 BF839 介导的肠-脑轴抗癫

痫作用中的潜在角色，我们通过迷走神经电图记录在清醒小鼠中记录自发性迷走

神经活动（图 3A）[43]。为避免运动干扰，还在麻醉小鼠中对结肠机械刺激及

BF839 腔内灌注期间的迷走神经节活动进行了记录和测量（图 S4I-S4K）。在 PTZ

注射前，使用 Apollo 降噪系统记录了所有实验组的迷走神经活动（图 3A）。迷

走神经活动如图 3B 所示，放电频率分析显示，与生理盐水组（BF839 + PTZ：24.23

± 2.50 vs. 生理盐水组：8.39 ± 0.89；p < 0.001）和 PTZ 组（BF839 + PTZ：

24.23 ± 2.50 vs. PTZ 组：11.71 ± 2.04；p = 0.001）相比，BF839 处理显

著增强了迷走神经活动（图 3C）。PTZ 注射后，与 PTZ 组相比，BF839 处理小鼠

在结状（迷走）神经节中仍表现出更高的神经活动（BF839 + PTZ：24.47 ± 1.71

vs. PTZ 组：18.66 ± 1.26；p = 0.026）（图 3D 和 3E）。

对各组内 PTZ 注射前后迷走神经活动的比较显示，PTZ 组活动显著增加，而

BF839 组显示出更温和的升高，这表明 BF839 增强了迷走神经活动，尽管该效应

可能在达到某一阈值后趋于稳定（图 3F）。为进一步阐明迷走神经在癫痫发作

抑制中的作用，根据先前研究描述，我们使用微袖套电极在 PTZ 注射后刺激迷走

神经节（图 3G）[44]。在最后一次 PTZ 注射时，与 PTZ 组（2.83 ± 0.17 次）

相比，BF839 + PTZ 组（1.50 ± 0.34 次；p = 0.0258）和 VNS + BF839 + PTZ

组（1.33 ± 0.33 次；p = 0.011）小鼠的癫痫发作次数显著减少（图 3H）。然

而，与 PTZ 组相比，单独 VNS 并未导致发作次数显著减少（VNS + PTZ：1.67 ±

0.33 次 vs. PTZ 组：2.83 ± 0.17 次；p = 0.0581）（图 3H）。与 PTZ 组（226.50

± 29.25 秒）相比，BF839 + PTZ 组（537.00 ± 65.69 秒；p = 0.039）、VNS

+ PTZ 组（495.83 ± 71.08 秒；p = 0.0128）和 VNS + BF839 + PTZ 组（853 ±

45.34 秒；p < 0.001）的癫痫发作潜伏期均显著延长，其中 VNS 与 BF839 联合

显示出最长的发作潜伏期（图 3I）。同样，与 PTZ 组（759.50 ± 53.67 秒；p <

0.001）、BF839 + PTZ 组（415.17 ± 38.11 秒；p = 0.0381）和 VNS + PTZ

组（476.17 ± 53.34 秒；p = 0.0049）相比，VNS + BF839 + PTZ 组（223.67 ±

36.90 秒）的癫痫发作持续时间更短（图 3J）。此外，与 PTZ 组（2.72 ± 0.18）

相比，VNS + BF839 + PTZ 组的平均癫痫发作评分显著更低（VNS + BF839 + PTZ：

1.11 ± 0.11；p < 0.001），尽管与 BF839 + PTZ 组（1.33 ± 0.17；p = 0.9039）

和 VNS + PTZ 组（1.42 ± 0.20；p = 0.3946）相比未发现明显差异（图 3K）。



这些发现表明，虽然急性 VNS 单独使用效果有限，但其与 BF839 联合产生了协同

抗癫痫效应，这突显了针对个体迷走神经反应性和微生物定植能力进行优化的个

性化益生菌-神经干预在难治性癫痫治疗中的前景。

为在PTZ诱导的小鼠模型中进一步验证VNS在BF839抑制癫痫发作效应中的

作用，我们考察了左侧颈迷走神经切断术后 BF839 对癫痫发作严重程度的影响。

该手术通过切除并烧灼所有左侧颈部的传入和传出迷走神经纤维，有效阻断了迷

走神经传递（图 3L）。结果显示，与未进行 LCV 的小鼠相比，LCV 显著增加了

BF839 处理小鼠的癫痫发作次数（LCV 组：2.13 ± 0.12 次 vs. 非 LCV 组：1.25

± 0.18 次；p = 0.0027）（图 3M 和 3N）。然而，PTZ 诱导的小鼠无论是否接

受 LCV，其发作频率相近（LCV 组：2.47 ± 0.14 次 vs. 非 LCV 组：2.03 ± 0.15

次；p = 0.2438）（图 3M 和 3N）。与未进行 LCV 的小鼠（498.20 ± 27.72 秒）

相比，LCV 术后 BF839 处理小鼠（253.67 ± 15.57 秒；p < 0.001）和 PTZ 诱导

小鼠（194.50 ± 21.03 秒；p = 0.018）的癫痫发作潜伏期均缩短（图 3O）。

相比之下，LCV 术后 BF839 处理小鼠的发作持续时间（680.11 ± 40.97 秒）较

仅 BF839 处理小鼠（463.9 ± 48.76 秒；p = 0.0083）延长，而 LCV 组（746.00

± 26.72 秒；p = 0.196）与非 LCV 组（613.80 ± 52.08 秒；p = 0.756）PTZ

诱导小鼠的持续时间无显著差异（图 3P）。此外，LCV 加剧了 BF839 + PTZ 组的

癫痫发作严重程度（LCV 组：2.04 ± 0.10 vs. 非 LCV 组：1.42 ± 0.07；p <

0.001），而在 PTZ 组中未观察到发作严重程度的显著差异（LCV 组：2.55 ± 0.12

vs. 非 LCV 组：2.21 ± 0.11；p = 0.0977）（图 3Q 和 3R）。这些结果表明，

LCV 显著削弱了 BF839 的抗惊厥效应，从而突显了迷走神经在 BF839 介导的肠-

脑信号通路中的关键作用。



图 3. BF839 通过激活颈段结状神经节增强迷走神经刺激的抗癫痫效应，而单侧迷走神经切

断术降低其治疗效果

(A) 显示小鼠左侧迷走神经电图记录位置的实验示意图。

(B) 第 12 次 PTZ 注射前左侧迷走神经的电图记录（与生理盐水组相比的标准化平均迷走神

经放电频率）。

(C) PTZ 注射前迷走神经电图记录的放电频率分析（n = 6/组）（普通单因素方差分析）。

(D) 癫痫发作期间的迷走神经活动电图记录。

(E) 癫痫发作期间迷走神经放电频率分析（n = 6/组）（曼-惠特尼检验）。

(F) 比较经 BF839 处理和未经处理小鼠在 PTZ 注射前后的迷走神经放电频率（n = 6/组）

（曼-惠特尼检验）。

(G) 接受迷走神经刺激实验小鼠的示意图。

(H) 各组在最后一次 PTZ 注射期间观察到的平均癫痫发作次数（n = 6/组）（普通单因素

方差分析）。

(I) 最后一次 PTZ 注射时的癫痫发作潜伏期（n = 6/组）（普通单因素方差分析）。

(J) 最后一次 PTZ 注射时的癫痫发作持续时间（n = 6/组）（普通单因素方差分析）。



(K) 各组在最后一次 PTZ 注射期间的平均癫痫发作评分（n = 6/组）（普通单因素方差分

析）。

(L) 接受左侧颈迷走神经切断术的实验小鼠示意图。

(M) PTZ 注射后各组每只动物每天的癫痫发作次数（普通单因素方差分析）。

(N) PTZ 注射后每只动物每天的平均癫痫发作次数（n = 8–10/组）（普通单因素方差分

析）。

(O) 最后一次 PTZ 注射时的癫痫发作潜伏期（n = 8–10/组）（普通单因素方差分析）。

(P) 最后一次 PTZ 注射时的癫痫发作持续时间（n = 8–10/组）（普通单因素方差分析）。

(Q) PTZ 注射后各组每天的癫痫发作评分（*p < 0.05，普通单因素方差分析）。

(R) 12 次 PTZ 注射期间每只动物每天的平均癫痫发作评分（n = 8–10/组）（普通单因素

方差分析）。数据以均值 ± 标准误表示。

另见图 S4。

BF839 增强肠道-大脑乙酰胆碱信号传导

基于上述证明神经通路在 BF839 抗癫痫效应的肠-脑轴机制中起关键作用的

结果，我们接下来对结肠组织中的神经递质和神经调质进行了靶向代谢组学分析，

以鉴定可能与癫痫调节相关的益生菌依赖性神经活性代谢物。定量分析了 40 种

神经活性化合物，结果显示 PTZ 组与 BF839 处理组之间存在显著差异（图 4A）。

观察到胆碱代谢物的显著改变，提示 BF839 的作用可能涉及对结肠胆碱能神经传

递的调节（图 4A 和 4B）。其他与癫痫相关的神经递质，如 4-氨基丁酸（PTZ：

1.00 ± 0.09 vs. BF839：1.50 ± 0.19；p = 0.132）和谷氨酰胺（PTZ：1.00

± 0.18 vs. BF839 + PTZ：0.71 ± 0.06；p = 0.309），则未显示显著差异（图

S5A 和 S5B）。值得注意的是，与癫痫高度相关并参与肠-脑代谢对话的胆碱水平，

在 PTZ 组与 BF839 + PTZ 组之间表现出显著差异（PTZ：1 ± 0.18 vs. BF839 +

PTZ：1.94 ± 0.17；p = 0.0043）（图 4C）。鉴于 BF839 通过迷走神经介导的

肠-脑神经信号发挥抗癫痫作用，且先前研究表明肠道胆碱能通路受肠道微生物

群调节[23,47]，我们接下来探究了结肠 ChAT 介导的肠-脑轴是否有助于脆弱拟

杆菌的抗癫痫效应。



我们随后评估了 BF839 在 PTZ 模型中如何调节肠道 ChAT 信号。在我们的研

究中，PTZ诱导小鼠结肠中的ChAT阳性细胞数量显著低于生理盐水组（PTZ：23.50

± 2.29 vs. 生理盐水组：33.6 ± 2.52；p = 0.04）（图 4D）。值得注意的

是，对 PTZ 诱导小鼠施用 BF839（49.50 ± 4.36；p = 0.002）导致 ChAT 阳性

细胞数量显著增加（图 4D），提示在 PTZ 模型中存在肠道 ChAT 代谢的调节。此

外，高效液相色谱分析表明，与 PTZ 组相比，BF839 处理小鼠结状神经节中的胆

碱水平升高（BF839 + PTZ：4.70 ± 0.46 vs. PTZ：1 ± 0.32；p = 0.0043）

（图 4E）。对磷酸化细胞外信号调节激酶的免疫染色显示，与生理盐水组（BF839

+ PTZ：0.078 ± 0.007，生理盐水组：0.059 ± 0.004；p = 0.0156）和 PTZ

组（PTZ：0.062 ± 0.003；p = 0.0156）相比，BF839 处理组的激活细胞比例

显著更高（图 S5C 和 S5D）。

在确定 BF839 在调节结肠和迷走神经节 ChAT 表达中的作用后，随后的分析

探讨了 BF839 是否能够通过肠-脑轴影响海马神经元活性和神经递质水平。采用

HPLC 比较了单独 PTZ 处理或 BF839 与 PTZ 联合处理小鼠海马和血清中关键癫痫

相关分子的表达水平。结果表明，与 PTZ 组相比，BF839 处理导致海马中胆碱和

GABA 水平显著升高（胆碱：1.97 ± 0.19；GABA：1.59 ± 0.11）（胆碱：1.00

± 0.12，p = 0.0022；GABA：1.00 ± 0.07，p = 0.0043），而在血清中未检

测到显著变化（图 4F、4G、S5E 和 S5F）。这些发现提示迷走神经在通过肠-脑

神经通路介导 BF839 效应中的作用。

BF839 介导的肠-脑信号传导的结构基础：结肠 ChAT 阳性细胞-结状神经节

的连接性

为进一步阐明BF839在肠-脑轴内激活的神经信号传导是由ChAT特异性介导

的，我们研究了肠道内 ChAT 阳性细胞通过迷走神经向大脑传递信号的能力。尽

管如先前报道，近端小肠有密集的迷走神经支配，但由于微生物密度沿胃肠道呈

明显梯度分布[49,50]，我们将分析重点放在结肠。结肠拥有最高的细菌负荷—

—包括丰富的共生菌如拟杆菌属和乳杆菌属——并且是宿主-微生物群相互作用

的关键部位之一。这种区域特异性支持了微生物信号与迷走神经介导的肠-脑通

讯之间存在潜在的机制联系。与此重点一致，主要反映结肠腔内菌群的粪便样本



被用于微生物群分析[51]。我们首先通过重新分析先前工作中已发表的单细胞

RNA测序数据集，旨在获得小鼠结肠上皮细胞中ChAT的全面细胞分布谱[52,53]。

数据显示，ChAT 主要在结肠簇状细胞中表达，这与先前报告一致，即这些细胞

专门用于感知腔内信号，呈现神经内分泌特征，并作为胆碱能输出的来源（图

S6A 和 S6B）[47,54]。通过重新分析现有报告中迷走神经节复合体的单细胞测序

数据，我们进一步确定了 NG 神经元中几种 AChRs 的强表达，包括 Chrm1、Chrm2、

Chrna4、Chrnb2、Chrnb3、Chrna6、Chrna5、Chrna3 和 Chrnb4（图 S6C）[55]。

这些数据表明，BF839 在结肠中引发的 ChAT 特异性信号可以突触性地从结肠上

皮传递到迷走神经节，后者作为响应 BF839 的肠-脑神经信号的中继站，尽管结

肠本身也显示有多种 AChRs 的局部表达（图 S6D–S6H）。基于这些观察，我们

假设 ChAT 阳性簇状细胞，类似于肠道神经足细胞，可能形成从结肠到迷走神经

的突触连接[56–58]，从而使得 BF839 的结肠信号能够通过位于迷走神经上的

AChRs 进行传递（图 4H）。

此外，使用抗 ChAT 和抗 synapsin-1 抗体的共标记实验表明，表达 ChAT 的

簇状细胞与突触前蛋白 synapsin-1 共定位（图 4I），证实了结肠中 ChAT 阳性

上皮簇状细胞的突触特性。在结肠上皮处对全神经元标志物蛋白基因产物 9.5

和 ChAT 进行的额外共免疫染色进一步佐证了这些结果（图 4J），提示分泌 ChAT

的细胞可能检测益生菌信号并通过迷走神经传递将其传递给大脑。

为进一步阐明肠-脑神经环路并确定结肠中表达 ChAT 的细胞是否与神经系

统相关联并将肠道信号传递至中枢神经系统，我们将伪狂犬病毒-巨细胞病毒早

期增强子/鸡β-肌动蛋白-EGFP 注射到结肠近端区域（图 4K），随后进行脑部解

剖以追踪荧光信号。我们的观察表明，PRV-CAG-EGFP 信号在孤束核中大量表达

（图 4L），证实了 NTS 与结肠之间的神经连接。这意味着益生菌诱导的来自肠

道的内脏信号可以通过迷走神经激活 NTS 中的神经元并有效传递到大脑。我们进

一步研究了 ChAT 信号通过迷走神经传递的潜在介导，初步调查关注 NG 神经纤维

是否投射到结肠并与 ChAT 阳性细胞建立连接。为证实这一点，将

AAV9-Retro-CAG-EGFP 注 射 到 NG 中 （ 图 4M 和 S6I ） 。 对 标 记 有

AAV9-Retro-CAG-EGFP 的迷走神经纤维进行逆行追踪，随后与结肠中的 ChAT 阳



性细胞共染色，利用 Imaris viewer 软件进行了详细的三维重建分析（图 4M；

视频 S1）。该分析显示，迷走神经感觉纤维与结肠中的 ChAT 阳性细胞彼此距离

很近，这表明投射到结肠的 NG 可能与 ChAT 阳性细胞建立了重要连接，以感知和

传递来自 BF839 的各种刺激信号。

化学遗传学操控鉴定出介导 BF839 诱导的癫痫抑制的结肠 ChAT 阳性细胞

-NG 环路

为直接测试从结肠细胞到 NG 的胆碱能信号传导是否有助于 BF839 介导的癫

痫保护，我们采用了一种组合病毒策略来选择性地追踪和操控结肠 ChAT 阳性细

胞-迷走神经传入环路（图 5A 和 5B）。通过向左颈迷走神经干共注射 RV-EnvA-

ΔG-mCherry-Cre 与辅助病毒（AAV-hSyn-TVA 和 AAV-hSyn-N2cG）实现逆行标记，

同时用 Cre 依赖性兴奋性 DREADD、促凋亡构建体或对照载体转导结肠 ChAT 阳性

细胞。该方法能够同时实现结肠 ChAT 阳性细胞向 NG 投射的解剖学定义和功能扰

动。通过结合 AAV 和狂犬病病毒载体的逆行追踪与 ChAT 免疫荧光共标记，我们

发现了结肠 ChAT 阳性细胞与逆行标记的 NG 神经元之间的共定位，从而确认了从

结肠 ChAT 阳性细胞到 NG 的直接神经信号通路（图 5C）。定量分析进一步表明，

AAV 转导的神经元胞体占肠道 ChAT 阳性细胞总数的 29.22% ± 7.60%（图 5C）。

在 PTZ 癫痫模型中，给予去氯氯氮平后，化学遗传学激活结肠 ChAT 阳性细胞显

著降低了癫痫发作频率（hM3Dq + PTZ：1.67 ± 0.15 次 vs. EGFP + PTZ：2.83

± 0.11 次；p = 0.005）。相反，消融这些神经元则显著削弱了 BF839 的保护

效应（taCasp3 + BF839 + PTZ：2.94 ± 0.06 次 vs. EGFP + BF839 + PTZ：

1.33 ± 0.38 次；p < 0.001）（图 5D）。虽然单独激活即可重现 BF839 的效应，

但 BF839 与化学遗传学激活联合产生了发作严重程度的协同降低（hM3Dq + BF839

+ PTZ：1.53 ± 0.13 vs. BF839 + PTZ：2.35 ± 0.16；p < 0.001）（图 5E）。

这些数据确立了结肠ChAT阳性细胞→NG投射在介导BF839抗癫痫作用中的充分

性和必要性。电生理记录进一步表明，迷走神经放电频率可被 BF839（hM3Dq +

BF839 + PTZ：11.90 ± 0.42 Hz vs. BF839 + PTZ：6.44 ± 0.15 Hz；p < 0.001）

或 ChAT 阳性细胞激活（hM3Dq + BF839 + PTZ：11.90 ± 0.42 Hz vs. hM3Dq +

PTZ：10.42 ± 0.30 Hz；p = 0.008）增强，并且当两种干预结合时最为显著（图



5F）。消融 ChAT 阳性细胞则消除了 BF839 诱导的迷走神经激活（taCasp3 + BF839

+ PTZ：3.75 ± 0.14 Hz vs. BF839 + PTZ：6.44 ± 0.15 Hz；p < 0.001）（图

5F）。为确定结肠神经激活或消融本身是否影响基线迷走神经活性，我们在给予

PTZ 和 DCZ 之前记录了 NG 放电频率。与对照组相比，taCasp3 组的基线放电频率

显著降低（taCasp3：3.57 ± 0.12 Hz vs. 对照：4.50 ± 0.24 Hz，p = 0.023），

而 hM3Dq 组未显示显著差异（4.12 ± 0.27 Hz，p = 0.47）（图 S7A 和 S7B）。

一致地，c-Fos 图谱显示，在给予 BF839 或激活 ChAT 阳性细胞后，NTS 的内侧和

中间亚区的神经元活动增加，且在两者结合时观察到协同增强——这些区域被认

为是迷走神经输入的关键枢纽[60]（SolM：EGFP + BF839 + PTZ，28.00 ± 1.46

个；hM3Dq + PTZ，30.00 ± 1.69 个；hM3Dq + BF839 + PTZ，41.17 ± 0.87

个；p_(EGFP + BF839 + PTZ)-(hM3Dq + BF839 + PTZ) < 0.001；p_(hM3Dq +

PTZ)-(hM3Dq + BF839 + PTZ) < 0.001；SolIM：EGFP + BF839 + PTZ，26.50 ±

1.31 个；hM3Dq + PTZ，30.33 ± 1.72 个；hM3Dq + BF839 + PTZ，39.67 ± 1.54

个；p_(EGFP + BF839 + PTZ)-(hM3Dq + BF839 + PTZ) < 0.001；p_(hM3Dq +

PTZ)-(hM3Dq + BF839 + PTZ) < 0.001）（图 5G 和 5H）。相比之下，背外侧亚

区未观察到显著变化（图 5H）。重要的是，在典型的癫痫灶海马区——CA3 区和

DG 区——的神经元活动被任一干预措施强力抑制，并且在联合组中观察到最强

的抑制效果（CA3 区：EGFP + BF839 + PTZ：41.50 ± 1.18 个或 hM3Dq + PTZ：

43.17 ± 1.42 个 vs. hM3Dq + BF839 + PTZ：25.70 ± 1.30 个；p_(EGFP + BF839

+ PTZ)-(hM3Dq + BF839 + PTZ) < 0.001；p_(hM3Dq + PTZ)-(hM3Dq + BF839 +

PTZ) < 0.001；DG 区：EGFP + BF839 + PTZ：35.83 ± 2.15 个或 hM3Dq + PTZ：

38.50 ± 2.28 个 vs. hM3Dq + BF839 + PTZ：16.83 ± 1.82 个；p_(EGFP + BF839

+ PTZ)-(hM3Dq + BF839 + PTZ) < 0.001；p_(hM3Dq + PTZ)-(hM3Dq + BF839 +

PTZ) < 0.001）（图 5I 和 5J）。总之，这些结果提供了直接的环路水平证据，

证明结肠ChAT阳性细胞介导BF839诱导的胆碱能信号通过迷走神经传递至 NTS，

从而减轻海马过度兴奋性并减少癫痫发作活动。这确立了结肠 ChAT 阳性细胞-

迷走神经传入通路作为 BF839 发挥癫痫保护作用中肠-脑信号传导的关键通路。



图 5. 激活肠道-迷走神经胆碱能通路抑制癫痫发作并降低海马神经元兴奋性

(A) 实验设计示意图。

(B) 实验时间线。

(C) 结肠区域的逆行病毒追踪结合 ChAT 免疫荧光。使用 Cre 依赖性的 ChAT-EGFP（绿色）



和 RV-EnvA-ΔG-mCherry-Cre（红色）表达，连同 ChAT 抗体荧光（青色），以鉴定胆碱能

细胞及其投射。定量分析显示，AAV阳性/ChAT阳性神经元占总ChAT阳性神经元群体的29.2%

± 7.6%（n = 3 只小鼠）。比例尺：50 μm。

(D) 12 次 PTZ 注射后，每只动物每天的癫痫发作频率（左图）及各组平均每日癫痫发作频

率（右图）（n = 6/组）。

(E) 12 次 PTZ 注射后，每天的癫痫发作严重程度评分（左图）及各组平均癫痫发作评分（右

图）（n = 6/组）。

(F) 注射 DCZ 后左侧迷走神经的电图记录（相对于生理盐水的标准化平均放电频率）以及

癫痫发作期间迷走神经放电分析（普通单因素方差分析）。

(G) PTZ 处理小鼠孤束核的代表性切片，经 c-Fos 标记（n = 6/组）。棕色点状信号代表

c-Fos 活性。比例尺：200 μm。

(H) SolM、SolIM 和 SolDL 亚区每单位面积 c-Fos 阳性细胞定量（n = 6/组；普通单因素

方差分析）。

(I) PTZ 处理小鼠海马的代表性切片，经 c-Fos 标记（n = 6/组）。比例尺：500 μm。插

图显示 CA3 和 DG 区域的放大图像。棕色点状信号代表 c-Fos 活性（比例尺：50 μm）。

(J) CA3 和 DG 区域每单位面积 c-Fos 阳性细胞定量（n = 6/组；普通单因素方差分析）。

数据以均值 ± 标准误表示。**p < 0.01, ***p < 0.001, n.s.，无显著性 (p > 0.05)。

另见图 S7。

接下来，我们旨在对乙酰胆碱信号介导的迷走神经肠-脑轴进行功能验证。

使用迷走神经电图记录来评估麻醉小鼠结肠内灌注ACh或BF839是否能引发迷走

神经反应（图 S7C）。为尽量减少异氟烷对迷走神经活动的潜在干扰影响，所有

记录均在标准化麻醉方案下进行，整个过程使用 1.75%异氟烷与 100%氧气[61]。

数据显示，在灌注后 120-180 秒的时间窗内，与生理盐水相比，ACh 和 BF839 均

显著提高了迷走神经总放电频率（ACh：5.09 ± 0.11 Hz vs. 生理盐水：4.02 ±

0.08 Hz；p = 0.002）（BF839：5.70 ± 0.20 Hz vs. 生理盐水：4.02 ± 0.08

Hz；p < 0.001）（图 S7D 和 S7E）。值得注意的是，灌注后观察到迷走神经放

电频率下降，但模式不同：ACh 导致更急剧的下降，而 BF839 则表现出更平缓的



降低（图 S7D）。统计分析进一步证实，在 ACh 和 BF839 灌注停止后（即 180 秒

后），相对于生理盐水组，迷走神经放电频率的显著差异仍然存在，且 ACh 组与

BF839 组之间存在明显区别（ACh：4.34 ± 0.10 Hz vs. BF839：5.40 ± 0.21

Hz；p = 0.0089）（图 S7F）。这些结果表明，ACh 和 BF839 都能通过肠道-迷走

神经轴向中枢神经系统传递信号，且与 ACh 相比，BF839 显示出对迷走神经更持

久的激活。

我们进一步检验了肠道内灌注烟碱型 AChR 拮抗剂美加明对迷走神经活动和

BF839 抗癫痫效应的影响。结果显示，在向结肠灌注 ACh 后的 120-180 秒时间窗

内，迷走神经放电频率显著增加（图 S7G）。随后，在 180-240 秒期间给予 MEC，

导致迷走神经放电频率显著降低（图 S7G）。与生理盐水处理的 ACh 组相比，MEC

处理的ACh组表现出相似的迷走神经放电总水平（ACh + 生理盐水：5.27 ± 0.11

Hz vs. ACh + MEC：4.77 ± 0.13 Hz；p = 0.0744），但特别是在 180-240 秒

期间，与 ACh + 生理盐水组相比，其迷走神经放电出现显著降低（ACh + 生理

盐水：6.70 ± 0.19 Hz vs. ACh + MEC：4.29 ± 0.08 Hz；p < 0.001）（图

S7H 和 S7I）。重要的是，在没有 ACh 的情况下单独给予 MEC，并未显著改变基

线神经元放电频率，表明观察到的抑制效应是 ACh 诱发活动所特有的（图 S7H

和 S7I）。这些结果提供了有力证据，证明 ACh 通过肠道中的烟碱型 AChR 传递

信号，并通过迷走神经将这些信号传递到大脑。当在 BF839 之后给予 MEC 时，观

察到了类似的实验结果（图 S7J）。具体而言，与生理盐水处理的 BF839 组相比，

BF839 + MEC 组的迷走神经放电频率显著降低（BF839 + 生理盐水：5.51 ± 0.13

Hz vs. BF839 + MEC：4.55 ± 0.042 Hz；p = 0.001），特别是在 MEC 给药后

的 180-240 秒期间（BF839 + 生理盐水：5.62 ± 0.12 Hz vs. BF839 + MEC：

4.18 ± 0.033 Hz；p < 0.001）（图 S7K 和 S7L）。这些观察结果进一步支持

了 ACh 和 BF839 都通过激活烟碱型 AChR 来调节迷走神经活动的假说。总的来说，

这些结果表明，BF839 可能通过提升结肠簇状细胞中 ACh 的表达，从而增强 ChAT

介导的迷走神经向大脑的信号传导。这一信号传导可能有助于抗癫痫神经信号的

传递，并通过特异性激活 AChR 发挥抗癫痫作用。

为进一步验证 BF839 的抗癫痫作用是否依赖于胆碱能信号通路，我们进行了



一项研究，考察通过腹腔注射或口服灌胃给予美加明对 BF839 在小鼠中抗癫痫功

效的影响。小鼠的处理流程与先前实验相同。在PTZ注射的第22天，于给予 BF839

10 分钟后，通过胃内给予小鼠 3 mg/kg 剂量的 MEC。随后记录其行为 30 分钟以

进行癫痫行为学评估。该实验研究的结果表明，与单独使用 BF839 处理的小鼠相

比，经 MEC 处理的小鼠在 PTZ 诱导下表现出明显的癫痫行为恶化。结果显示，MEC

显著增加了 BF839 处理小鼠的癫痫发作次数（BF839 + PTZ：1.33 ± 0.21 次 vs.

BF839 + MEC + PTZ：2.50 ± 0.34 次；p = 0.0071）（图 S7M）。与单独 BF839

组相比，BF839 处理小鼠在给予 MEC 后癫痫发作潜伏期也缩短（BF839 + PTZ：

573.83 ± 23.44 秒 vs. BF839 + MEC + PTZ：307.83 ± 23.21 秒；p < 0.001）

（图 S7N）。相比之下，与单独 BF839 组相比，BF839 处理小鼠在给予 MEC 后癫

痫发作持续时间延长（BF839 + PTZ：434.33 ± 29.13 秒 vs. BF839 + MEC + PTZ：

695.67 ± 45.02 秒；p < 0.001）（图 S7O）。MEC 给药也加剧了所有 BF839 处

理组的癫痫发作严重程度（BF839 + PTZ：1.42 ± 0.20 vs. BF839 + MEC + PTZ：

2.28 ± 0.13；p = 0.0057）（图 S7P）。这些综合发现强烈提示，BF839 的抗

癫痫作用可能是通过其调节从肠道到大脑经由 NG 的乙酰胆碱能迷走神经信号所

介导的，而 MEC 通过阻断这些受体，逆转了 BF839 的治疗功效。

脆弱拟杆菌的抗癫痫效应与乳酸杆菌的肠道定植相关

如前所述结果所证明，在 PTZ 诱导的小鼠模型中，BF839 处理减轻了癫痫发

作活动。经过 22 天的干预后，BF839 组小鼠表现出显著更少的癫痫发作次数

（BF839 + PTZ：1.44 ± 0.17 次 vs. PTZ：2.10 ± 0.07 次；p = 0.0011）、

更长的发作潜伏期（BF839 + PTZ：463.07 ± 49.34 秒 vs. PTZ：252.73 ± 19.69

秒；p = 0.0068）以及更短的发作持续时间（BF839 + PTZ：387 ± 48.62 秒 vs.

PTZ：565.67 ± 41.99 秒；p = 0.00996）（图 6A、6B 和 S8A）。然而，BF839

的抗癫痫疗效表现出显著的个体间差异，因此将 BF839 处理小鼠分为有效组和无

效组（图 6A、6B 和 S8A）。与“BF839 无效”组小鼠相比，“BF839 有效”组小

鼠的癫痫发作发生率（BF839 有效组：0.96 ± 0.09 次 vs. BF839 无效组：2.15

± 0.07 次；p < 0.001）和癫痫发作评分（BF839 有效组：1.43 ± 0.07 vs. BF839

无效组：2.12 ± 0.06；p < 0.001）均显著更低（图 S8B 和 S8C）。为深入探

究导致 PTZ 处理幼鼠中 BF839 疗效个体差异的潜在因素，我们通过对所有实验组



粪便样本进行 16S rRNA 测序，分析了肠道微生物群组成的变化。与先前研究结

果一致[62]，实验小鼠的肠道微生物群以拟杆菌门和厚壁菌门为主（图 6C）。

基于加权 UniFrac 距离的主坐标分析证实，PTZ 处理诱导了细菌群落组成的显著

改变（图 6D）。值得注意的是，胃内给予 BF839 导致拟杆菌属（BF839 + PTZ：

0.05 ± 0.009 vs. PTZ：0.009 ± 0.001；p = 0.0024）和乳杆菌属（BF839 +

PTZ：0.033 ± 0.008 vs. PTZ：0.01 ± 0.001；p < 0.001）的相对丰度大幅

增加（图 6E–6G）。α多样性测量表明，BF839 增加了肠道微生物群多样性（BF839

+ PTZ：6.33 ± 0.11 vs. PTZ：5.94 ± 0.11；p = 0.0253）（图 6H）。使用

MRS 琼脂在 37℃下培养的进一步验证表明，经过 22 天处理后，BF839 处理小鼠

的粪便样本中乳酸杆菌的数量显著高于 PTZ 组（BF839 + PTZ：67,333.33 ±

8,871.93 CFU/g vs. PTZ：17,500 ± 3,211.96 CFU/g；p = 0.008）（图 S8D

和 S8E）。这些结果与肠道微生物群组成的测序数据相符。对有效组与无效组微

生物群组成的比较分析显示，两组之间的肠道微生物群结构存在显著差异（图

S8F 和 S8G）。然而，两组之间的肠道微生物群α多样性未观察到显著差异（BF839

+ PTZ：6.05 ± 0.14 vs. PTZ：5.85 ± 0.27；p = 0.4559）（图 S8H）。与

BF839 无效组相比，BF839 有效组小鼠粪便中拟杆菌属和乳杆菌属的相对丰度均

表现出更高的水平（拟杆菌属，BF839 无效组：0.02 ± 0.003 vs. BF839 有效

组：0.07 ± 0.01；p = 0.028）（乳杆菌属，BF839 无效组：0.047 ± 0.011 vs.

BF839 有效组：0.02 ± 0.0059；p = 0.026）（图 6I 和 6J）。有趣的是，斯皮

尔曼相关分析显示，拟杆菌属与乳杆菌属的相对丰度呈正相关（图 6K）。相反，

拟杆菌属和乳杆菌属的相对丰度与平均癫痫发作次数呈负相关（图 6L 和 6M）。

这表明乳杆菌在宿主肠道内的生态位可能是 BF839 抗癫痫疗效的决定性因素。值

得注意的是，乳杆菌的相对丰度与结肠中 ChAT 阳性细胞数量呈正相关（图 6N）。

乳杆菌的相对丰度与记录的小鼠迷走神经节放电频率也呈正相关（图 6O），这

突显了这些微生物类群在通过激活肠-脑胆碱能信号传导介导 BF839 抗癫痫效应

中的潜在相互作用。

这些发现强调了胃内给予BF839与PTZ诱导的癫痫小鼠癫痫发作减少之间的

关联，并提示这些效应与乳酸杆菌的定植相关，而乳酸杆菌可能有助于维持宿主

肠道微生物稳态。我们接下来试图研究，在 BF839 治疗前使用抗生素以增强拟杆



菌属在肠道内的生态位，是否同样有助于乳酸杆菌的定植（这可能参与了 BF839

的抗癫痫效应）。为此，我们检测了经 ABX 和 BF839 处理后不同组别小鼠的肠道

微生物群组成。与未经 ABX 处理的小鼠相比，ABX 给药导致了门水平上肠道微生

物群组成的改变（图 6P 和 6Q）。特别是，与仅用 BF839 处理的小鼠相比，在 ABX

处理后给予 BF839，不仅导致拟杆菌属丰度显著增加（ABX + BF839 + PTZ：0.14

± 0.03 vs. BF839 + PTZ：0.053 ± 0.005；p < 0.001），而且乳酸杆菌丰度

也显著增加（ABX + BF839 + PTZ：0.12 ± 0.014 vs. BF839 + PTZ：0.033 ±

0.004；p = 0.0043）（图 6R 和 6S）。

由上皮细胞构成的肠道屏障物理完整性，对于维持肠道微生物群的稳态至关

重要，反之亦然。随后，我们通过免疫染色检测小鼠结肠组织中的紧密连接蛋白，

分析了BF839对肠道屏障完整性的影响。与生理盐水组相比，PTZ处理小鼠的ZO-1

阳性细胞数量及 ZO-1 的相对荧光强度均显著降低（ZO-1 细胞数量，PTZ：22.50

± 2.32 个 vs. BF839 + PTZ：69.83 ± 3.09 个；p = 0.0146）（荧光强度，

PTZ：0.52 ± 0.061 vs. BF839 + PTZ：0.88 ± 0.041；p = 0.002）（图 S9A）。

此外，与单独 PTZ 组小鼠相比，BF839 给药导致 occludin 阳性细胞面积（PTZ：

1.62 ± 0.16 vs. BF839 + PTZ：3.83 ± 0.34；p < 0.001）和 occludin 相对

荧光强度（PTZ：0.55 ± 0.043 vs. BF839 + PTZ：0.94 ± 0.082；p = 0.0409）

显著增加（图 S9A）。我们还评估了在 BF839 和 ABX 处理存在下，通过 ZO-1 和

occludin 免疫染色检测的肠道屏障完整性。与 PTZ 组相比，ABX 预处理导致结肠

中 ZO-1（ABX + BF839 + PTZ：70.00 ± 2.02 vs. PTZ：17.00 ± 1.62；p < 0.001）

和 occludin（ABX + BF839 + PTZ：3.68 ± 0.23 vs. PTZ：1.78 ± 0.14；p <

0.001）表达显著升高（图 S9B），从而表明 BF839 在保护肠道屏障完整性和维

持肠道微生物群稳态方面发挥作用。综上所述，这些结果表明 BF839 通过改善

PTZ 诱导的菌群失调和肠黏膜屏障损伤来发挥保护作用。

为进一步阐明脆弱拟杆菌促进乳酸杆菌生长的机制，我们在 MRS 选择性培养

基上，利用从 BF839 处理小鼠粪便中分离的罗伊氏乳杆菌菌株（通过 16S rRNA

测序鉴定，表 S4）进行了厌氧共培养实验，以便直接评估它们的共生相互作用

（图 6T）。光密度值所示结果表明，当与 BF839 共培养时，罗伊氏乳杆菌丰度



增加，提示 BF839 的代谢副产物可能刺激罗伊氏乳杆菌生长（图 6T）。为在体

内验证脆弱拟杆菌对乳酸杆菌定植的这种促进作用，我们通过灌胃给予小鼠

BF839、罗伊氏乳杆菌或 BF839 与罗伊氏乳杆菌的混合物，连续 5天（图 S10A）。

收集粪便并匀浆，离心后取上清进行稀释和涂板。结果显示，与单独给予罗伊氏

乳杆菌相比，灌胃给予 BF839 和罗伊氏乳杆菌的混合物显著增加了小鼠粪便中罗

伊氏乳杆菌的水平（罗伊氏乳杆菌组：30,000 ± 2,966.47 CFU/g vs. 罗伊氏

乳杆菌 + BF839 组：59,833.33 ± 3,978.41 CFU/g；p = 0.0011；图 S10B）。

为证实 BF839 对罗伊氏乳杆菌的促生长效应，我们采用了 BF839 与罗伊氏乳杆菌

的混合物或大肠杆菌与罗伊氏乳杆菌的混合物，将它们接种到补充了 0.5%酵母

提取物的苛养厌氧营养平板上以评估其生长状态。连续 7天每日观察菌落生长发

现，罗伊氏乳杆菌与 BF839 之间存在共培养现象，菌落彼此邻近生长，而罗伊氏

乳杆菌与大肠杆菌之间未出现此现象（图 S10C 和 S10D）。



图 6. BF839 抗癫痫效应的亚组差异与乳酸杆菌丰度相关

(A) 12 次 PTZ 注射后，每只动物每天的平均癫痫发作总次数（生理盐水组，n = 6；PTZ

组和 BF839 组，n = 15）（非配对 t 检验）。

(B) 最后一次 PTZ 注射后的癫痫发作潜伏期（生理盐水组，n = 6；PTZ 组和 BF839 组，n =

15）（曼-惠特尼检验）。

(C) 生理盐水组（n = 6）、PTZ 组（n = 15）和 BF839 + PTZ 组（n = 15）在门水平上的

微生物群组成。

(D) 基于加权 UniFrac 矩阵，在 PTZ 诱导后第 22 天对各组在属水平上肠道微生物群组成进

行的主坐标分析（生理盐水组，n = 6；PTZ 组和 BF839 组，n = 15），如图 2A 所述。

(E) 各处理组（BF839 + PTZ 组、BF839 组和生理盐水组）前 15 个细菌属相对丰度的层次

聚类。颜色梯度反映每个分类单元的相对丰度，已针对其在各处理组中的最小值进行标准化

（BF839 + PTZ 组、BF839 组和生理盐水组）。蓝色表示相对于此基线丰度较低，红色表示

丰度较高。

(F) 拟杆菌属的相对丰度（生理盐水组，n = 6；PTZ 组和 BF839 组，n = 15）（曼-惠特

尼检验）。

(G) 乳杆菌属的相对丰度（生理盐水组，n = 6；PTZ 组和 BF839 组，n = 15）（曼-惠特

尼检验）。

(H) 分组数据的香农α多样性指数（生理盐水组，n = 6；PTZ 组和 BF839 组，n = 15）（非

配对 t检验）。

(I) 对 BF839 治疗显示有效与无效反应的个体间拟杆菌属丰度差异（无效组，n = 6；有效

组，n = 9）（曼-惠特尼检验）。

(J) 对 BF839 治疗显示有效与无效反应的个体间乳杆菌属丰度差异（无效组，n = 6；有效

组，n = 9）（曼-惠特尼检验）。

(K) 拟杆菌属与乳杆菌属相对丰度之间的正相关关系。

(L) 拟杆菌属丰度与平均癫痫发作频率之间的负相关关系。



(M) 乳杆菌属丰度与平均癫痫发作频率之间的负相关关系。

(N) 乳杆菌属丰度与结肠中 ChAT 阳性细胞数量之间的正相关关系。

(O) 乳杆菌属丰度与迷走神经放电频率之间的正相关关系。

(P) 各组在门水平上的微生物群组成（n = 6/组），如图 2M 所述。

(Q) 基于加权 UniFrac 矩阵，在 PTZ 诱导后第 22 天对各组在属水平上肠道微生物群组成进

行的主坐标分析（n = 6/组）。

(R) 各组中拟杆菌属（左）和乳杆菌属（右）的相对丰度（n = 6/组）（普通单因素方差

分析）。

(S) BF839 与罗伊氏乳杆菌共培养的代表性图像（n = 6/组）。

(T) 不同时间点测得的光密度值（n = 3/组）（曼-惠特尼检验）。

另见图 S8–S11 及表 S4。

为探究拟杆菌属促进乳酸杆菌生长和肠道定植的机制，我们使用了微生物群

落代谢建模（MICOM）——一种基于约束条件的微生物群落建模方法——来重建

PTZ 处理或 BF839 + PTZ 处理小鼠的肠道微生物模型[63]。模拟结果显示，与单

独 PTZ 组相比，BF839 干预显著增加了输送给乳酸杆菌的代谢物的相对通量（图

S10E）。这些发现提示，在 BF839 处理小鼠中，富含拟杆菌属的微生物群落创造

了一个有利于乳酸杆菌生长和定植的代谢环境。对拟杆菌属来源代谢物的 KEGG

通路分析揭示了在 BF839 处理群落中相对水平升高的几种对乳酸杆菌增殖重要

的代谢物。值得注意的是，拟杆菌属贡献了 L-半胱氨酸和甘氨酸的相对丰度增

加——这两种氨基酸对许多乳酸杆菌物种的生长至关重要（图 S11A）[64,65]。

此外，包括 L-苹果酸、L-天冬氨酸、磷酸氢盐、乙酸和 L-乳酸盐在内的代谢物，

预计可通过输入丙酮酸和乙酰辅酶 A 的生物合成途径来支持乳酸杆菌的能量代

谢（图 S11A 和 S11B）[66]。这些代谢物在糖酵解和氨基酸代谢中起核心作用，

最终促进细菌增殖和定植（图 S11B）。综上所述，这些结果表明，BF839 诱导的

肠道微生物群调节增强了支持乳酸杆菌生长的代谢物的可利用性，从而促进了其

在结肠中的扩增。这种代谢转变可能有助于 BF839 处理后观察到的抗癫痫效应。

总之，这些发现强调，增强肠道内拟杆菌属和乳酸杆菌的生态位能显著提升



BF839 的抗癫痫疗效。

脆弱拟杆菌在儿童难治性癫痫中的治疗效果

基于动物研究显示 BF839 治疗可增加结肠中乳酸杆菌的丰度，我们开展了一

项人体验证研究，以探究 BF839 是否在难治性癫痫患儿的肠道中具有增加乳酸杆

菌丰度的可比能力。为评估在 PTZ 诱导小鼠模型中观察到的脆弱拟杆菌抗癫痫效

应的转化潜力，我们在 2021 年 2 月至 2022 年 1 月期间纳入了来自深圳儿童医院

门诊部的 60 名难治性癫痫患者。所有参与者均为深圳本地居民，饮食习惯相似，

自愿同意参加并符合入选标准（表 S5）。参与者被随机分配接受安慰剂或 BF839

治疗 3个月，同时维持其常规饮食和抗惊厥药物（图 7A 和 7B）。安慰剂组和治

疗组的基线特征，包括人口统计学、癫痫发作类型和抗癫痫药物使用情况，均良

好平衡（表 S5 和 S6）。具体而言，性别分布在 BF839 组（68.97%男性，31.03%

女性）和安慰剂组（50%男性，50%女性）中相似，未观察到显著差异（p = 0.359）。

治疗后的临床特征见表 S7。在 BF839 组中观察到显著更高的疗效，32%的患者显

示癫痫发作有效减少，而安慰剂组为 5%（p = 0.0224）（图 7C）。值得注意的

是，BF839 的疗效在不同年龄组（0-7 岁和 8-14 岁）中保持一致（p = 0.0973，

0.1618）（图 7C）。为量化治疗效果，我们计算了标准化的癫痫发作频率比（治

疗后/治疗前）。与安慰剂组相比，BF839 治疗患者的该比值显著更低（0.70 ±

0.09 vs. 1.10 ± 0.16，p = 0.0117）（图 7D），表明治疗后发作频率降低。

在整个试验期间监测了不良事件，治疗组中约 13.3%的受试者观察到轻微事

件，包括腹痛（1/30）、腹泻（1/30）、便秘（1/30）和语言倒退（1/30）。这

些副作用是暂时性的，在 1周内缓解，安慰剂组未报告显著不良事件（表 S8）。

对粪便样本的 16S rRNA 测序分析显示，治疗后组间肠道微生物群多样性无显著

差异（图 S12A）。然而，BF839 治疗后观察到属水平（图 7E）和门水平（图 7F）

的组成变化，与安慰剂组相比，拟杆菌属（BF839：0.31 ± 0.039 vs. 安慰剂：

0.19 ± 0.033；p = 0.0262）和乳杆菌属（BF839：0.048 ± 0.011 vs. 安慰

剂：0.007 ± 0.003；p = 0.0015）的相对丰度增加（图 7G 和 7H）。进一步分

析显示，治疗后拟杆菌属和乳杆菌属的相对丰度发生显著变化，拟杆菌属水平从

0.19 ± 0.025 升至 0.31 ± 0.0397（p = 0.013），乳杆菌属从 0.015 ± 0.009



升至 0.04 ± 0.01（p = 0.0194）（图 7I 和 7J）。值得注意的是，与疗效差的

患者相比，疗效良好的患者乳酸杆菌水平显著更高（无效组：0.026 ± 0.008 vs.

有效组：0.096 ± 0.02；p < 0.001）（图 7K）。分层分析显示，与非 Dravet

综合征患者相比，该治疗在非 Dravet 综合征患者中更有效（36.84% vs. Dravet

综合征患者：20%）（p = 0.2733）（图 S12B）。PCoA 表明两组间β多样性无显

著差异（图 S12C）。在非 Dravet 综合征患者中，BF839 治疗有效增加了拟杆菌

属（从 0.21 ± 0.03 至 0.38 ± 0.04；p = 0.0014）和乳杆菌属（从 0.018 ±

0.012 至 0.054 ± 0.011；p = 0.0346）的相对丰度，而在 Dravet 综合征组中

未观察到显著变化（拟杆菌属从 0.13 ± 0.041 至 0.1 ± 0.05；p = 0.728）

（乳杆菌属从 0.003 ± 0.002 至 0.031 ± 0.028；p = 0.3412）（图 S12D 和

S12E）。两组的α多样性均保持不变（图 S12F）。

为评估肠道微生物群组成对治疗反应的预测价值，我们基于拟杆菌属和乳杆

菌属的相对丰度生成了受试者工作特征曲线（图 7L）。这些模型在区分难治性

癫痫儿科患者的良好预后方面表现出强大的鉴别能力，产生的曲线下面积值分别

为 0.8235 和 0.8382，表明其预测性能强劲。BF839 治疗显著调节了肠道微生物

群组成，尤其增加了这些有益菌群的相对丰度（图 7F–7H）。对 BF839 的临床

反应表现出个体间差异，且与宿主的癫痫相关遗传背景相关。重要的是，BF839

的抗癫痫疗效与拟杆菌属和乳杆菌属在肠道的成功定植呈正相关（图 7K），并

且这种关系在不同遗传背景的个体中均得以保持，这强调了微生物群在介导益生

菌干预个体化治疗反应中的作用。为进一步研究 BF839 与乳杆菌在介导治疗效果

中潜在的机制相互作用，我们使用 MICOM 进行了微生物群落代谢建模分析。该分

析揭示，在治疗应答者中，琥珀酸盐——而非乙酸盐或烟酸盐——特异性富集，

这一现象在小鼠模型和人类患者中均被一致观察到（图 S12G 和 S12H）。先前的

研究表明，琥珀酸盐作为琥珀酸受体 1的天然配体，可激活肠上皮 ChAT 阳性细

胞上的该受体，并可能由此诱导沿肠-脑轴的乙酰胆碱释放[54]。综上所述，这

些发现支持以下解释：BF839 的治疗效果可能至少部分依赖于一个涉及乳酸杆菌

的协作性微生物机制，该机制能增强胆碱能信号传导以减轻癫痫发作。总之，我

们临床试验的发现与临床前研究结果一致，强化了 BF839 在控制儿童难治性癫痫

方面的治疗潜力。



图 7. 口服 BF839 治疗儿童癫痫的试验参与者及治疗结果

(A) 展示本研究临床试验设计的流程图。

(B) 临床试验的入组详情及结果。

(C) BF839 的总体治疗效果，包括按年龄划分的亚组分析。

(D) 采用标准化的癫痫发作频率比（治疗后/治疗前）来量化治疗反应（非配对 t 检验）。

(E) 基于加权 UniFrac 矩阵，展示各组在属水平上肠道微生物群组成的主坐标分析图（对

照组，n = 30；安慰剂组，n = 20；BF839 组，n = 25）。

(F) 对照组（n = 30）、安慰剂组（n = 20）和 BF839 组（n = 25）在益生菌治疗前后肠



道细菌门水平的相对丰度。

(G) 拟杆菌属的相对丰度（安慰剂组，n = 20；BF839 组，n = 25）（曼-惠特尼检验）。

(H) 乳杆菌属的相对丰度（安慰剂组，n = 20；BF839 组，n = 25）（非配对 t检验）。

(I) BF839 治疗前后拟杆菌属的相对丰度（n = 25/组）（非配对 t 检验）。

(J) BF839 治疗前后乳杆菌属的相对丰度（n = 25/组）（非配对 t 检验）。

(K) 对 BF839 治疗无效与有效应答者之间乳杆菌属丰度的比较（无效组，n = 17；有效组，

n = 8）（非配对 t 检验）。

(L) 评估 BF839 治疗效果与患者性别和年龄关系的受试者工作特征曲线分析。数据以均值

± 标准误表示。

另见图 S12 及表 S5、S6、S7、S8。

讨论

本研究鉴定出一条先前未被认识的肠道-大脑胆碱能信号轴，它是脆弱拟杆

菌抗癫痫作用的核心介质，从而拓展了当前关于癫痫中肠道微生物群-大脑通讯

的概念。虽然先前大多数研究强调循环微生物代谢物在调节神经元兴奋性中的作

用，但我们的研究结果表明，由结肠 ChAT 阳性簇状细胞释放并通过迷走神经传

递至大脑的乙酰胆碱，是微生物影响癫痫发作的直接神经通路。这代表了理解肠

道微生物如何调节大脑活动的范式转变，超越了代谢信号传导，揭示了一个结构

和功能明确的神经环路。

胆碱作为一种必需营养素和神经递质，在神经保护和神经发育中起着关键作

用[22,67,68]。虽然先前的化学遗传学研究主要关注中枢胆碱能环路在癫痫管理

中的作用[20]，但我们的研究鉴定出一条先前未被认识的外周通路：BF839 上调

结肠细胞中的 ChAT 表达，增强向 NG 神经元的 ACh 信号传导，并最终抑制海马过

度兴奋性。与最近的报告一致，结肠 ChAT 阳性上皮细胞主要为簇状细胞，它们

能通过瞬时受体电位阳离子通道亚家族M成员5依赖性化学感应通路感知微生物

来源的信号，并通过白细胞介素 25-第 2 组先天淋巴样细胞-白细胞介素 13 轴，

参与放大其扩增和胆碱能输出的免疫反馈[47,54,69–72]。BF839 可能沿着这条

整合的化学感应-免疫环路发挥作用，尽管其精确的上游介质仍有待确定。ChAT



阳性细胞与 synapsin-1 在结肠细胞中的共定位，以及 ChAT 阳性结肠细胞与 NG

之间的逆行神经示踪，提示了其神经特征和将神经信号从肠道传递到大脑的能力。

化学遗传学操控表明，结肠 ChAT 阳性细胞-NG 环路的完整性对于 BF839 的治疗

效果是不可或缺的：靶向消融结肠 ChAT 阳性细胞、迷走神经切断术或烟碱受体

阻断均废除了其抗癫痫效应，而这些神经元的化学遗传学激活则增强了 BF839

介导的癫痫抑制。总之，这些数据表明，这条上行胆碱能通路本身并不充分，但

它是必需的，并以一种允许性、调节性的方式放大 BF839 介导的癫痫抑制。这些

发现为一条微生物群依赖性的、调节癫痫发生的胆碱能通路提供了环路水平的证

据。重要的是，BF839 选择性地提高了肠道和大脑中的胆碱水平，而非全身循环

中的水平，强调了该信号通路的局部性和神经限制性。先前的研究主要探索了肠

道微生物群及其代谢物如何通过血流影响中枢神经系统[73,74]。然而，神经通

路，特别是迷走神经，在将信号从肠道微生物群传递到大脑（包括胃肠道信息的

感知）方面也起着关键作用[75,76]。新出现的证据强调了迷走胆碱能信号在调

节各种生理功能中的关键作用[44,55,77]。虽然胆碱能信号传导和 ChAT 阳性细

胞在近端小肠中也很丰富[78,79]，但无论是微生物生态位[49,50]还是我们的实

验数据（图 4M、6M、6N；视频 S1）都表明，BF839 主要通过调动结肠 ChAT 阳性

细胞来介导肠-脑通讯和癫痫保护。未来的研究将有助于确定，在特定的微生物

或病理生理条件下，近端肠道胆碱能通路是否也可能参与介导基于微生物群的癫

痫易感性调节。本研究提出了一种癫痫中新型的益生菌作用机制，即肠道 ChAT

信号主要通过迷走神经而非血流传递到大脑[80–82]。



图 4. BF839 提高结肠、结状神经节和海马中的 ChAT 水平

(A) PTZ 组与 BF839 + PTZ 组小鼠肠道中神经递质相关代谢物的表达水平。热图颜色标尺

表示相对于 PTZ 组基线的 log2 倍数变化，蓝色表示下调，橙色表示上调，灰色表示变化微



小。

(B) 通过靶向代谢组学的随机森林分析鉴定出的神经递质谱，显示经 BF839 处理与未处理

的 PTZ 小鼠结肠中差异表达的神经递质（曼-惠特尼检验）。

(C) PTZ 组与 BF839 + PTZ 组小鼠结肠中的胆碱水平（n = 6/组）（曼-惠特尼检验）。

(D) 结肠中 ChAT 的代表性免疫荧光图像，以及 ChAT 阳性（绿色）细胞的定量分析（n = 6/

组）（普通单因素方差分析）。

(E) 使用 HPLC 评估的颈段结状神经节中胆碱水平（曼-惠特尼检验）。

(F 和 G) 使用 HPLC 评估的海马中胆碱（F）和 GABA（G）水平（n = 6/组）（曼-惠特尼检

验）。

(H) 图解说明胆碱能簇状细胞中的突触传递过程。

(I) ChAT 阳性（紫色）细胞与突触前标志物 synapsin-1（绿色）共定位的代表性免疫荧光

图像（63 倍放大）（n = 3 只小鼠，每只小鼠 10 个细胞）。

(J) 小鼠结肠中 ChAT 阳性细胞与 PGP9.5（一种神经/神经鞘标记物）的免疫染色及定位（n

= 6/组）。

(K 和 L) 将 PRV-CAG-EGFP 注射入结肠，随后在孤束核中检测到信号。

(M) 向左结状神经节注射 AAV9-Retro-CAG-EGFP，并与结肠中的 ChAT 进行共染色。比例尺

代表 50 μm。使用 DAPI 进行核染色。数据以均值 ± 标准误表示。DMV，迷走神经背核。

另见图 S5 和 S6。

我们的发现指出了 BF839 通过肠-脑通讯发挥抗癫痫作用的多时间尺度机制。

其急性效应由肠道灌注 BF839 后数分钟内迷走神经活动的快速增加所证明，这表

明微生物代谢物可以快速激活迷走神经传入，这与最近的发现一致[49]。相比之

下，其慢性抗癫痫效应与肠道定植的建立和肠道微生物群的重塑同步发生。这些

长期效应很可能由持续的迷走神经输入至孤束核等中枢核团所驱动，导致下游与

癫痫调节相关的边缘结构的调节。我们目前的结果表明，BF839 可能通过一个两

阶段模型发挥作用：通过微生物代谢物实现的快速迷走神经激活，以及由持续的

胆碱能信号传导所维持的长期神经可塑性适应。认识并剖析这些不同的时间尺度

对于优化基于益生菌的癫痫及其他神经发育障碍疗法至关重要。



我们的研究揭示，迷走神经不仅参与脆弱拟杆菌的急性抗癫痫效应，也参与

其持续的抗癫痫效应，这凸显了肠-脑信号传导的慢性神经调节作用。这通过揭

示肠-脑胆碱能信号在急性和慢性时间尺度上调节大脑兴奋性的作用，拓展了当

前对其的理解，并具有临床转化意义。此外，这些发现表明，虽然急性迷走神经

刺激单独的抗癫痫发作效果有限，但联合迷走神经刺激与 BF839 治疗能产生增强

的抗癫痫疗效，这突显了一种个性化、基于益生菌的疗法的潜力，该疗法可根据

个体迷走神经活性和特定细菌菌株肠道定植能力的差异进行定制，这可能对管理

难治性癫痫的发作特别有益。

有研究已确定婴儿后期以拟杆菌属为主的肠道微生物组与随后的神经发育

之间存在正相关[83]。然而，我们对于基于微生物群干预的个体差异性及其与人

类临床病症相关的潜在分子机制的理解仍存在重大空白。基于先前证据——胃肠

道功能障碍和肠道菌群失调导致癫痫易感性增加[29,84]，以及生酮饮食富集的

特定细菌介导抗癫痫获益[14]，我们的研究揭示了 BF839 作用的一个生态学维度：

其抗癫痫疗效与乳酸杆菌的肠道定植密切相关。通过促进罗伊氏乳杆菌的生长，

BF839 似乎在稳定微生物群落动态的同时，增强了胆碱能肠-脑信号传导。这种

协作性相互作用提示，BF839 可能作为一种关键菌株，协调宿主-微生物和微生

物-微生物网络以发挥神经保护作用[9,85]。在多个小鼠模型和儿科患者中均一

致观察到乳酸杆菌丰度与癫痫发作抑制之间的关联，这支持了一种精准微生物群

治疗框架，即基线微生物生态塑造了益生菌反应性。此外，我们的发现表明，BF839

的治疗获益可能至少部分依赖于与乳酸杆菌的协作性相互作用，其中微生物琥珀

酸盐的产生——先前报道可激活肠道ChAT阳性细胞上的SUCNR1——增强了沿肠

-脑轴的胆碱能信号传导，从而有助于癫痫发作的抑制[54]。

在临床上，我们的儿科试验不仅验证了 BF839 的转化疗效，也强调了整合宿

主遗传学、微生物生态和癫痫亚型的个性化益生菌策略的必要性。与我们的临床

前发现一致，试验参与者可分为应答者和无应答者，且治疗疗效与肠道乳酸杆菌

丰度呈正相关。需要进一步研究以优化拟杆菌属-乳酸杆菌的组成比例，并阐明

其在跨小鼠和人类模型的癫痫保护中的保守机制作用。宿主遗传背景进一步塑造

了容纳特定微生物群落并与之相互作用的能力，正如乳糖酶基因与双歧杆菌属之



间的关联所证明的那样[86]。在 Dravet 综合征中观察到的反应减弱，强调了针

对不同疾病背景定制基于微生物群干预措施的极端重要性。

综上所述，本研究提供了一个将微生物生态学、肠-脑胆碱能环路和癫痫临

床疗效联系起来的综合框架。通过揭示微生物作用的神经机制，我们将微生物群

-大脑研究的范围拓展至代谢通讯之外，并提出了将脆弱拟杆菌作为靶向环路的

精准微生物群疗法的原型。更广泛地说，这些结果突显了迷走神经感觉通路介导

了急性微生物信号传导和持续的大脑兴奋性神经调节控制，在生命早期具有特殊

的治疗相关性——这是儿童癫痫干预的关键窗口期，此时肠道微生物群和迷走神

经环路具有高度可塑性。尽管微生物群-迷走神经-大脑轴代表了一条在整个生命

周期都具有相关性的进化保守通路，但我们的研究解决了儿童难治性癫痫领域一

个关键的未满足需求，推进了机制理解，并为儿童癫痫中基于微生物群的精准干

预开辟了新途径。

研究的局限性

本研究为 BF839 的抗癫痫作用提供了机制和转化层面的见解，揭示了胆碱能

信号在肠道-迷走神经-大脑轴内的关键作用及其对海马兴奋性的影响。然而，仍

需承认若干局限性。首先，在癫痫发生过程中，肠道微生物群与中枢神经网络之

间复杂、双向的相互作用仍未完全阐明。即使是特征明确的生物标志物，如树突

棘密度，也表现出阶段和细胞类型特异性差异，这限制了其作为益生菌介导的抗

癫痫效应一致性指标的可靠性。

其次，为期 3个月的临床试验时长限制了对长期结局的评估，包括癫痫发作

频率、认知发展轨迹和生活质量。此外，我们的队列主要由已接受常规抗癫痫药

物治疗的耐药性癫痫儿童构成，因此 BF839 在新诊断患者或初治儿童中的疗效尚

未得到验证。

第三，环境和生活方式因素——包括饮食、微量营养素摄入及其他暴露——

可能影响肠道微生物群组成，尽管基线特征已得到严格控制，但仍不能排除残留

混杂因素。样本量（每组 n = 30）是基于先前的估计值确定，以确保主要终点



有足够的统计效力，但可能仍不足以检测到受临床异质性影响的更细微的治疗效

应。

最后，尽管我们的临床前数据显示了对胆碱能肠-脑信号传导和癫痫抑制的

强力调节作用，但将其推广到更广泛的儿科人群仍需谨慎。需要进行多中心试验，

采用统一的方案、更长的随访期以及全面的元数据收集——包括饮食、遗传和微

生物组谱——以验证 BF839 介导的抗癫痫效应的普适性和持久性。
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菌株与安慰剂来源

脆弱拟杆菌 839、鼠李糖乳杆菌 TT628及安慰剂由广州图腾生命医学研究公司提

供。



BF839 菌株信息

BF839是非产毒性脆弱拟杆菌菌株，最初于 1983年由张箐箐在一项针对正常肠

道微生物群的研究中，从健康、营养状况良好的婴儿粪便中分离。基于全面的微

生物学表征、功能分析和临床观察，该菌株被鉴定为一种有益的人体共生菌，并

于 1991年由张箐箐命名为 BF839。

本研究中，BF839由大连图腾生物工程有限公司（曾用名：大连图腾生物工程研

究所）作为纯化的细菌分离株（而非商业益生菌混合物）馈赠。该产品在使用前

经过了质量控制检测，包括 16S rRNA测序和活菌计数评估。活益生菌数量不低

于 10⁸ CFU/g。

细菌培养实验

BF839在 37°C、厌氧条件下于改良Gifu厌氧培养基中培养。罗伊氏乳杆菌在 37°C、

厌氧条件下于 pH值为 6.0的 MRS培养基中培养。所有培养物均通过全长 16S

rRNA测序进行鉴定。


