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烟酰胺腺嘌呤二核苷酸在鱼藤酮诱导的多巴胺神经元损伤中的作用和机制研究

葛 维，刘浩银，董训虎，叶文奇，王晓刚，叶 枫，赵远鹏，赛 燕  陆军军医大学（第三军医大学）军事预防

医学系防化医学教研室，重庆

［摘要］ 目的 探讨鱼藤酮暴露对大鼠中脑纹状体多巴胺神经元烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（nicotinamide adenine dinucleotide，NAD+）代谢稳态的作用，以及外源性NAD+干预对鱼藤酮诱导的多巴

胺神经元细胞损伤的影响。方法 将8周龄雄性SD大鼠（200~250 g）按随机数字表法分为（n=10）：对照

组、鱼藤酮暴露组、NAD+干预组、NAD+组。用鱼藤酮暴露组建立染毒模型，NAD+干预组在染毒同时给

予 NAD+（250 mg/kg），NAD+组仅给予 NAD+，对照组不干预。造模后通过旷场实验评估行为学变化，处

死后收集血清及中脑纹状体组织。HE染色观察纹状体多巴胺神经元形态；NAD+/NADH试剂盒检测组

织中 NAD+水平；Western blot 检测酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase，TH）、烟酰胺磷酸核糖转移酶

（nicotinamide phosphoribosyltransferase，NAMPT）、烟 酰 胺 单 核 苷 酸 腺 苷 酸 转 移 酶（nicotinamide 
mononucleotide adenylyltransferase，NMNAT）、溶质载体家族25成员A51（solute carrier family 25 member 51，
SLC25A51）的含量；ELISA检测纹状体组织中多巴胺的含量；免疫组织化学染色观察各组纹状体组织中

TH蛋白的分布和含量。结果 鱼藤酮暴露影响大鼠的生命体征和运动能力，纹状体组织神经元细胞

排列紊乱、萎缩变形；多巴胺合成限速酶TH蛋白的含量显著下降约 29%（P<0. 01），多巴胺含量下降约

42%；NAD+含量降低约 50%（P<0. 01），NADH/NAD+比值提升（P<0. 01）；NAD+合成相关酶 NAMPT 显著

下降约 26%（P<0. 05）；NMNAT1-3 及 NAD+线粒体转运蛋白 SLC25A51 的含量分别下降约 21%、38%、

43%、21%（P<0. 01）。外源性NAD+干预后，显著改善鱼藤酮暴露大鼠的运动功能和中脑纹状体组织多

巴胺神经元形态；纹状体组织中TH蛋白显著恢复约12. 8%（P<0. 05）、多巴胺水平恢复约20. 9%（P<0. 05）。
结论 鱼藤酮通过抑制大鼠中脑纹状体组织中NAD+合成、转运通路，破坏多巴胺神经元组织的NAD+

稳态，而外源性NAD+干预可有效改善鱼藤酮暴露诱导的多巴胺神经元损伤。
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investigate the effect of exogenous NAD+ intervention on the cellular damage response of dopaminergic 
neurons induced by rotenone.  Methods　Male SD rats (8 weeks old, 200~250 g) were divided into a control 
group using a table of random numbers, a rotenone exposure group, an NAD+-intervention group, and an NAD+ 
group.  An intoxication model was established in the rotenone exposure group.  NAD+ (250 mg/kg) was 
administered simultaneously with rotenone exposure in the NAD+ -intervention group.  The NAD+ group was 
only given NAD+ , while the control group received no intervention.  After modeling, open field test was 
performed to evaluate behavioral changes.  After scarification, serum samples and mid-brain striatal tissues 
were collected.  HE staining was used to observe the morphology of dopaminergic neurons in the striatum.  The 
NAD+ content in the tissues was detected with NAD+/NADH kit.  Western blotting was employed to determine 
the contents of tyrosine hydroxylase (TH), nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT), nicotinamide 
mononucleotide adenylyltransferase (NMNAT), and solute carrier family 25 member A51 (SLC25A51).  ELISA 
was utilized to measure the content of dopamine in the striatal tissues.  Immunohistochemical staining was 
applied to observe the distribution and contents of TH proteins in the striatal tissues of each group.  
Results　Rotenone exposure significantly affected the vital signs and motor abilities of rats, induced 
disorderly-arranged, atrophy and deformed neurons in the striatal tissue, decreased the content of TH, rate-

limiting enzyme for dopamine synthesis, by approximately 29% (P<0. 01), the content of dopamine by about 
42%, and that of NAD+ by almost 50% (P<0. 01), while increased the NADH/NAD+ ratio (P<0. 01).  After 
exposure, the content of NAMPT, an enzyme related to NAD+ synthesis, was decreased by 26% (P<0. 05), the 
contents of NMNAT1-3 and SLC25A51, mitochondrial transporters of NAD+ by approximately 21%, 38%, 
43%, and 21%, respectively (P<0. 01).  Exogenous NAD+ intervention improved the motor function of 
exposure rats and the morphology of dopaminergic neurons in the mid-brain striatal tissue, and restored the 
content of TH in the striatal tissue significantly by 12. 8% (P<0. 05), and the content of dopamine by 20. 9% 
(P<0. 05).  Conclusion　Rotenone disrupts the NAD+ homeostasis in dopaminergic neurons by inhibiting the 
NAD+ synthesis and transport pathways in the mid-brain striatal tissues, while exogenous NAD+ intervention 
can effectively alleviate the dopaminergic neuron damage induced by rotenone exposure.  

［Key words］ rotenone； dopamine neurons； nicotinamide adenine dinucleotide； mitochondrial transporter
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鱼藤酮是一种源自豆科鱼藤属等植物的天然化

合物，以其强大的杀虫活性广泛应用于农业和水产

业［1］。随着研究的深入，流行病学研究发现长期慢性

接触农药鱼藤酮的人群其帕金森病（Parkinson’s 
disease，PD）的发病率显著高于普通人群，相关的实验

室研究显示，鱼藤酮具有极强的亲脂性，易透过血脑

屏障进入中枢神经系统，诱发中脑黑质纹状体组织多

巴胺神经元的变性损伤等与临床 PD相类似的病理学

改变和临床症状［2］。因此，尽管我国和许多其他国家

已停止鱼藤酮作为农药使用，但其仍被广泛应用于帕

金森病动物模型的建立。

鱼藤酮可选择性抑制线粒体呼吸链复合物Ⅰ，引

起多巴胺神经元线粒体氧化磷酸化功能障碍，导致多

巴胺神经元线粒体功能障碍，影响腺嘌呤核苷三磷酸

（adenosine triphosphate，ATP）的合成［3］。神经元作为

神经系统正常运作的基础单元，对线粒体能量供应有

着极高要求。而线粒体功能的维持高度依赖烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，
NAD+）的稳态，NAD+作为一种细胞中关键的氧化还原

化合物，几乎在所有细胞中广泛参与调控生物能量代

谢、基因组稳定性、线粒体稳态、适应性应激反应以及

细胞衰老死亡等生命过程，其在细胞内的含量对于维

持线粒体和细胞功能健康至关重要［4］。NAD+的补救

合成途径是哺乳动物细胞内维持NAD+稳态的核心机

制，烟酰胺磷酸核糖转移酶（nicotinamide phosphoribosyl-
transferase，NAMPT）作为补救途径的关键限速酶，其

催化效率直接影响细胞内 NAD+的再生能力。同时，

烟酰胺单核苷酸（nicotinamide mononucleotide，，NMN）
也可通过烟酰胺单核苷酸腺苷转移酶（nicotinamide 
mononucleotide adenylyltransferase，NMNAT）的作用下

转化为 NAD+，在不同区域合成 NAD+发挥功能以支持

细胞的正常生理和应对各种应激反应［26］。此外，溶质

载体家族 25 成员 A51（solute carrier family 25 member 
51， SLC25A51）作为近年来新发现的一种哺乳动物线
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粒体转运蛋白，参与了将 NAD+从细胞质转运到线粒

体基质的过程，其正常功能对于维持线粒体内的

NAD+水平至关重要［5］。
随着机体衰老或处于病理状态，NAD+水平呈现下

降趋势，而这一变化往往伴随着神经退行性疾病发病

风险的显著提升，由此推断 NAD+水平的动态变化与

多种神经退行性疾病的发生发展存在着紧密的内在

关联［6］。有研究报道，NAD+通过维持线粒体功能、调

控 沉 默 信 息 调 节 蛋 白（silent information regulator 
proteins，SIRT）家族去乙酰化酶活性及抑制炎症小体

激活等途径，在细胞代谢与炎症反应之间发挥了关键

调控作用，其水平下降会加剧氧化应激和促炎因子释

放［7-8］。在阿尔茨海默病模型中，NAD+前体NMN的补

充可减少β-淀粉样蛋白沉积并改善突触可塑性，其机

制可能与激活 SIRT1介导的自噬途径相关［9］。在帕金

森病研究中，NAD+前体烟酰胺核糖可保护多巴胺能神

经元免受α-突触蛋白毒性，这一效应与增强线粒体生

物合成和抑制神经炎症有关［10-11］。因此，通过补充NAD+

及其相关化合物对神经退行性疾病的防治具有重要

的研究价值，然而鱼藤酮通过何种方式破坏 NAD+稳
态，以及外源性 NAD+干预能否能够减轻鱼藤酮暴露

所导致的多巴胺神经元变性损伤，目前尚不明确。

因此，本研究通过建立鱼藤酮染毒大鼠动物模

型，探索鱼藤酮暴露对中脑纹状体多巴胺神经元内

NAD+含量的影响及可能存在的机制，并检测外源性

NAD+对鱼藤酮暴露诱导纹状体组织多巴胺神经元损

伤的干预效果，为鱼藤酮所引发的多巴胺神经元毒性

损伤及PD的发生发展和防治策略研究提供思路。

1　材料与方法

1. 1　实验试剂

8 周龄雄性 SD 大鼠（200~250 g）购自陆军军医大

学动物实验中心；兔抗大鼠酪氨酸羟化酶（tyrosine 
hydroxylase，TH）抗 体（25859-1-AP）、NAMPT 抗 体

（11776-1-AP）、NMNAT1 抗体（11399-1-AP）、NMNAT2
抗体（27698-1-AP）、NMNAT3 抗体（13236-1-AP）购自

武汉三鹰生物技术公司；兔抗大鼠 SLC25A51 抗体

（A21105）、β-actin抗体（AC026）购自武汉爱博泰克生

物技术公司；NAD（H）含量检测试剂盒（KTB1020）购

自 亚 科 因 生 物 技 术 有 限 公 司 ；HE 染 色 试 剂 盒

（C0105M）、HRP 标记山羊抗兔 IgG（H+L）（A0208）购

自上海碧云天生物公司；大鼠多巴胺（dopamine，DA）
ELISA检测试剂盒（ml003201）购自上海酶联生物科技

有限公司；ECL 化学发光液、PVDF 膜购自美国 Merck 
Millipore公司。

1. 2　动物处理

动物饲养流程与护理操作经陆军军医大学实验

动物福利伦理审查委员会核准通过（AMUWEC2019137），
并在实验过程中严格遵循相关伦理准则。根据实验

设计，将所有大鼠按随机数字表法分为（n=10）：对照

组、鱼藤酮暴露组、NAD+干预组和NAD+组。按照课题

组既往构建类 PD 大鼠模型的造模方法［13-14］，采用背

部皮下鱼藤酮剂量 3阶段递减注射的方法进行造模。

配置鱼藤酮注射工作液时，使用 DMSO溶液溶解鱼藤

酮粉末，然后使用注射用生理盐水稀释至相应浓度，

现用现配。配置 NAD+注射工作液时，使用注射用生

理盐水溶解NAD+粉末至 25 mg/mL。鱼藤酮暴露组造

模第 1阶段配置鱼藤酮注射工作液 4. 0 mg/mL，根据大

鼠体质量按照 2. 0 mg/kg进行注射，连续 3 d；第 2 阶段

配置鱼藤酮注射工作液 2. 0 mg/mL，根据大鼠体质量

按照1. 0 mg/kg进行注射，连续7 d；第3阶段配置鱼藤酮

注射工作液1. 0 mg/mL，根据大鼠体质量按照0. 5 mg/kg
进行注射，连续 20 d。NAD+干预组进行鱼藤酮背部皮

下注射的同时根据大鼠体质量，按照每天 250 mg/kg
腹腔注射 NAD+注射工作液，连续 30 d［15］。NAD+组按

照每天250 mg/kg腹腔注射NAD+注射工作液，连续30 d；
对照组大鼠每天皮下注射 DMSO 溶液 50 µL/kg，腹
腔注射生理盐水 10 mL/kg，连续给药 30 d。造模过程

中，大鼠自由进食和饮水，环境温度（23±2）℃，相对湿

度45%±5%，1∶1光照黑暗的循环周期。

1. 3　旷场实验

利用旷场实验箱，其高度为 40 cm，底边长度为

100 cm，内壁用黑布覆盖，正上方 2 m处设置运动捕捉

摄像头，将底面平均分为9个方格，中心区域为正中方格。

将大鼠放入箱内底面中心，同时进行摄像和计时，观察

5 min后停止摄像，使用运动跟踪系统记录大鼠进入中

心区域的次数、平均移动速度、移动总距离和站立次数

等数据。旷场实验在隔音室中完成，实验室内部背景

噪音控制在 40 dB以下，人员和设备位于另一房间，以

确保实验全程在安静环境下进行。每只大鼠测试完毕

后，用75%酒精清洗旷场实验箱内壁及底面，避免上一

只大鼠留下的大小便或气味影响后续测试结果。

1. 4　大鼠组织取材

使用 20%乌拉坦按 1. 0 g/kg体质量对大鼠进行腹

腔注射麻醉，待其深度麻醉后，延腹正中线打开胸腔

暴露心脏，使用负压采血管采集血液，室温静置30 min
后，3 000×g离心 15 min，吸取上层血清。固定大鼠头

部，剪下并置于冰盒上，沿正中线切开头皮，打开颅

骨，暴露脑组织。依据解剖图谱定位纹状体区域，分

离取出纹状体组织，将纹状体组织和其余大脑组织分
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别放入离心管，迅速置于液氮保温罐中保存，另一部

分放入4%多聚甲醛固定液室温保存。取材完成后，将

样本按组织类型分类存放于-80 ℃冰箱长期保存，残余

组织用实验动物无公害处理垃圾袋收集处理。

1. 5　大鼠中脑纹状体组织NAD+/NADH检测

用预冷PBS洗涤大鼠中脑纹状体组织后称取50 mg
组织，剪碎后置于匀浆管。向纹状体组织中加入100 µL 
NAD 提取缓冲液或 NADH 提取缓冲液进行匀浆。匀

浆完毕后于加热器中煮沸5 min，再加入20 µL 检测缓冲

液和 100 µL NADH 提取缓冲液或 NAD提取缓冲液中

和提取物。4 ℃、21 913×g离心 5 min后，取上清使用

BCA法测定各组蛋白浓度后校正配平。将68 µL 检测

缓冲液与 1 µL NAD循环混合物、5 µL WST-8 和 1 µL 
Enhancer 混合均匀后，室温孵育 5 min，再加入 10 µL 
乙醇溶液，制得 85 µL检测工作液。将NAD标品及样

本分别加入新 96孔板，每孔 40 µL，每个样本设 3个复

孔，再加入 80 µL 检测工作液，充分混合后室温孵育

30 min。最后使用酶标仪测定各孔450 nm处的吸光度

［A（450）］，根据标品制作标准曲线计算 NAD+/NADH
含量。

1. 6　Western blot实验

纹状体组织剪碎后匀浆，提取总蛋白，使用 BCA
法测定各组蛋白浓度后校正配平。加入5×上样缓冲液

进行变性；按照组织样品 100 µg/孔进行 SDS-PAGE 凝
胶电泳；按照湿转法进行转印至 PVDF 膜；使用含 5%
脱脂奶粉的 TBST 室温下封闭 2 h；加入TH（1∶1 000）、
NAMPT（1∶1 000）、NMNAT1（1∶1 000）、NMNAT2（1∶500）、
NMNAT3（1∶200）、SLC25A51（1∶1 000）、β-actin（1∶10 000）
于4 ℃下孵育过夜；TBST 洗膜后3次，每次10 min；加入

HRP标记山羊抗兔 IgG（H+L）（1∶1 000）于室温下孵育

2 h；再次洗膜后加入 ECL 化学发光液，采用 VILBER 
FUSION FX7 成像系统曝光成像。

1. 7　ELISA检测

将大鼠 DA ELISA 检测试剂盒充分恢复至室温，

设置标准品孔、0值孔和样本孔，标准品孔各加不同浓

度的标准品 50 µL，0值孔加样本稀释液 50 µL，样本孔

加大鼠样本 50 µL。加入辣根过氧化物酶标记的检测

抗体 100 µL后 37 ℃恒温箱避光孵育 60 min。使用洗

涤液清洗，将底物 A和 B按1∶1体积混合后向所有孔中

加入底物混合液100 µL，继续避光孵育 15 min。结束后

向所有孔加入终止液 50 µL，并在酶标仪上检测各孔

450 nm处吸光度［A（450）］。

1. 8　HE染色

将固定好的纹状体组织经过脱水、透明、包埋形

成组织蜡块；使用石蜡切片机将蜡块切成 3~5 µm 的

薄片进行染色；将切片脱蜡、水化后放入苏木精染液

中染色15 min，1%盐酸酒精分化10 s，温水中浸泡10 min
返蓝，再放入伊红染液中染色10 min；染色完毕后再将

切片脱水、透明；使用中性树胶进行封片并 37 ℃温箱

烘干；于显微镜下观察。

1. 9　免 疫 组 织 化 学（Immunohis to chemistry， IHC）
染色

将纹状体组织蜡块切片，依次进行脱蜡、水化、抗

原修复。使用 3%H2O2 阻断内源性过氧化物酶活性

后，于 5%BSA 室温孵育 30 min。滴加兔抗大鼠 TH 抗

体（25859-1-AP，1∶500），4 ℃孵育过夜。PBS漂洗后滴

加HRP标记山羊抗兔 IgG（H+L）（1∶50），室温孵育1 h。
DAB显色液显色 3~5 min，苏木素复染细胞核 30 s。再

次经过脱水、透明，使用中性树胶封片后于显微镜下

观察。IHC 染色结果采用 H-score 评分法：H-score=Σ
（染色强度×阳性细胞比例），染色强度分为 4级：0级=
阴性，1级=弱阳性，2级=中等阳性，3级=强阳性。

1. 10　统计学分析

原始数据使用 SPSS 20. 0 进行统计，计量资料结

果以 x̄±s 表示，每组实验至少独立重复 3 次。Western 
blot 灰度及 IHC 图片使用 Image J 1. 51 K 软件进行量

化，两组之间分析比较时，采用双侧独立样本 t检验；

多组间比较时，先以 Levene 检验进行方差齐性判断，

再采用单因素方差分析，并进行 Bonferroni 校正；

Pearson相关性分析时先验证数据正态性，随后计算相

关系数 r并检验其统计学显著性P值。当P<0. 05时认

为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　鱼藤酮暴露对大鼠行为学及多巴胺神经元纹状

体组织功能的影响

对照组大鼠活动活跃，毛发闪亮，精神状态良好。

鱼藤酮暴露组大鼠的皮毛逐渐变深黄色，粪便松散蓬

松。大鼠也表现出自主活动的减少和类似的 PD综合

征的特征，出现典型的四肢肌肉肌张力增高伴阵挛性

发作、垂直尾征和呼吸短促。进一步使用旷场实验记

录并分析大鼠的行为学变化（图 1A）。与对照组相比，

鱼藤酮暴露组大鼠总距离、平均速度和经过中心区域

次数均显著减少（P<0. 01，图 1B）。结果表明，鱼藤酮

暴露可显著减弱大鼠的运动功能和探索行为。

使用HE染色观察鱼藤酮暴露下纹状体组织神经

元形态结构的变化情况。结果显示，大鼠纹状体组织

细胞排列整齐，形态规则，胞体完整，核清晰可见，细

胞间界限分明（黑箭头）；而鱼藤酮暴露后大鼠纹状体
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组织出现明显细胞排列紊乱，部分细胞出现萎缩、变

形，胞体变小，核固缩深染的现象（白箭头，图 1C）。结

果提示，鱼藤酮暴露显著破坏了纹状体组织神经元细

胞间的正常结构和功能联系。

在多巴胺神经元中，TH是多巴胺生物合成过程中

的限速酶，其活性直接调控着多巴胺的生成速度。TH

蛋白的功能受损或其含量不足，将会严重限制多巴胺的
合成量，进而影响神经系统的正常功能。结果显示，相
较于对照组，鱼藤酮暴露组大鼠多巴胺纹状体组织中的
TH蛋白含量显著性下降（P<0. 01，图1D），约为对照组的

71%。因此，鱼藤酮暴露可显著影响大鼠中脑纹状体组

织多巴胺神经元的功能，导致了多巴胺神经元损伤。

A： Movement trajectory of rats in open field test； B： Statistical analysis of total distance， average speed and number of entries 
into central area in open field test； C： HE staining of striatal tissue.  Black arrows and white arrows indicate typical cells in the 
tissue； D： Western blotting of TH protein and relative quantitative analysis.  Con： Control group； Rot： Rotenone exposure 
group.  a： P<0. 01， compared with the control group

图1　鱼藤酮暴露对大鼠行为学及多巴胺神经元纹状体组织功能的影响

Figure 1　Effects of rotenone exposure on behavioral and dopaminergic striatal neuronal function in rats
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2. 2　鱼藤酮暴露对大鼠中脑纹状体组织中 NAD+含
量的影响

纹状体作为大脑重要的运动调控核团，纹状体组
织中 NAD+为多巴胺等神经递质的合成、神经元能量
代谢、精确神经信号传导提供必需辅酶，保障正常的
生理功能。相较于对照组，鱼藤酮染毒后纹状体组织
NAD+含量显著下降（P<0. 01，图 2A），较同期对照组减
少约 50%，而NADH/NAD+比值呈显著性上升趋势（P<
0. 01，图 2B）。结果提示，鱼藤酮暴露严重影响多巴胺
纹状体组织中的NAD+稳态，破坏氧化还原状态，导致
中脑纹状体组织多巴胺神经元的损伤。

2. 3　鱼藤酮暴露对大鼠中脑纹状体组织中 NAD+合
成、转运通路的影响

鱼藤酮暴露显著抑制纹状体组织 NAD+生物合成

及转运核心酶系的表达。相较于对照组，鱼藤酮暴露

后纹状体组织 NAD+ 生物合成中关键酶 NAMPT、

NMNAT1、NMNAT2、NMNAT3 的蛋白含量显著降低

（P<0. 05），NAD+线粒体转运蛋白 SLC25A51同样呈现

显著性下降（P<0. 01），其中，NAMPT 下降约 26%、

NMNAT1下降约 21%、NMNAT2下降约 38%、NMNAT3
下降约 43%、SLC25A51 下降约 21%（图 3）。结果提

示，鱼藤酮染毒后可显著影响纹状体组织中 NAD+的
合成及线粒体 NAD+转运效率，破坏纹状体组织中

NAD+代谢的稳态，诱导多巴胺神经元损伤。

2. 4　外源性 NAD+干预对鱼藤酮暴露大鼠行为学及

多巴胺神经元功能的影响

利用外源性 NAD+对鱼藤酮暴露的大鼠模型进行

干预，旷场实验显示，鱼藤酮暴露组大鼠运动能力明

显下降，出现类似帕金森病患者的运动迟缓症状，大

鼠在旷场中探索行为受限（图 4A）。大鼠移动总路程、

平均速度和经过中心区域的次数较对照组显著减少

（P<0. 01）；而相较于鱼藤酮暴露组，NAD+干预后大鼠

移动总路程、平均速度和经过中心区域的次数在一定

程度上得到了显著改善（P<0. 05，图 4B），更接近于对

照组水平。

2. 5　外源性 NAD+干预对鱼藤酮暴露大鼠纹状体组

织多巴胺神经元形态及功能的影响

相较于对照组，鱼藤酮暴露组纹状体出现明显病

理变化，部分神经元胞体萎缩变小，胞核固缩、深染，

形态不规则，核仁模糊甚至消失（黄色箭头）；而NAD+

干预组相较于鱼藤酮暴露组，纹状体病理改变部分减

轻，萎缩的胞体部分恢复正常大小，胞核形态趋于正

常，纤维断裂、紊乱现象减少（黑色箭头，图 5A）。相较

于对照组，鱼藤酮组纹状体组织中 TH 蛋白含量显著

下降（P<0. 01），而外源性 NAD+干预后显著恢复约

12. 8%（P<0. 05，图 5D）。同时，相较于对照组，鱼藤酮

A： NAD+ content of striatal tissue； B： NADH/NAD+ results 
of striatal tissue.  Con： Control group； Rot： Rotenone 
exposure group.  a： P<0. 01， compared with the Control group
图2　鱼藤酮暴露对大鼠纹状体组织中NAD+含量的影响

Figure 2　Effect of rotenone exposure on NAD+ content in 
striatal tissue of rats

A： Western blotting of NAD+ synthesis and transport molecules； B： Semi-quantitative analysis of NAD+ synthesis and transport 
molecules.  Con： Control group； Rot： Rotenone exposure group.  a： P<0. 05， b： P<0. 01， compared with the Control group

图3　鱼藤酮暴露对大鼠纹状体组织中NAD+合成、转运蛋白含量的影响

Figure 3　Effects of rotenone exposure on NAD+ synthesis and transporter in striatal tissue of rats
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暴露组多巴胺水平显著降低（P<0. 01， 图 5E），约为对

照组的 58. 0%；而 NAD+干预在一定程度上恢复了其

含量约 20. 9%，与 TH 表达趋势一致。观察各组纹状

体组织中TH蛋白免疫反应阳性产物并计算染色阳性

H-score 评分，对照组纹状体中多巴胺能神经元 TH 蛋

白免疫反应阳性产物丰富，呈棕褐色颗粒状，广泛分

布于神经元胞体及神经纤维周围；相较于对照组，鱼

藤酮组纹状体中免疫反应阳性产物明显减少，神经元

胞体和神经纤维上的棕褐色颗粒稀疏，部分区域甚

至几乎消失（红色箭头，图 5B），H-score评分显著降低

（P<0. 01， 图 5C）；而 NAD+干预组相较于鱼藤酮暴露

组，纹状体中TH蛋白免疫反应阳性产物有所增加（绿

色箭头），H-score评分提升（P<0. 05，图 5C），但未完全

恢复至对照组水平。因此，鱼藤酮暴露显著影响了纹

状体多巴胺神经元的形态及功能，NAD+能够在一定程

度上改善鱼藤酮对纹状体多巴胺神经元造成的损伤，

维护多巴胺神经元组织和功能的完整性。

3　讨论

3. 1　鱼藤酮暴露诱导多巴胺神经元损伤

鱼藤酮是一种天然存在的生物源性农药，被广泛

用于农业和水产业。鱼藤酮属于脂溶性化合物，独特

化学结构赋予其易穿透生物膜和进入细胞的能力。

同时鱼藤酮作为线粒体复合物Ⅰ的经典抑制剂，阻断

线粒体呼吸链复合物Ⅰ电子传递进程，使细胞内能量

生成障碍。目前，鱼藤酮也被广泛用于诱导 PD 动物

模型的研究［16］。中脑纹状体作为基底神经节的重要

组成部分，接收来自大脑皮层的兴奋性输入和黑质致

密部多巴胺能神经元的投射，在运动调节中起着关键

作用，其多巴胺能神经元的损伤是 PD 运动症状的关

键病理基础［17］。在本研究中观察到，鱼藤酮暴露大鼠

出现震颤、运动迟缓、探索欲望降低等神经行为学功

能异常的表现，纹状体组织细胞出现病理性损伤，多

巴胺合成限速酶 TH 及多巴胺含量的显著下降，这些

结果均提示鱼藤酮暴露对大鼠中脑纹状体组织多巴

胺神经元造成了严重的损伤。

3. 2　鱼藤酮暴露破坏多巴胺神经元NAD+稳态

NAD+作为细胞内至关重要的辅酶，广泛参与了能

量代谢、基因调控以及氧化还原反应等诸多关键生物

过程，NAD+水平的动态变化亦可直接反映细胞生理状

态的变化［18］。因此，深入研究鱼藤酮暴露对大鼠中脑

纹状体组织多巴胺神经元中NAD+水平的影响及其潜

在机制，对于理解鱼藤酮的毒性作用机制及 PD 的发

生发展过程具有重要意义。在本次鱼藤酮暴露的大

A： Movement trajectory of rats in open field test； B： Statistical analysis of total distance， average speed and number of entries 
into central area in open field test.  Con： Control group； Rot： Rotenone exposure group.  a： P<0. 01， compared with the Control 
group； b： P<0. 05， compared with the Rotenone exposure group

图4　外源性NAD+干预对鱼藤酮暴露大鼠行为学的影响

Figure 4　Effects of exogenous NAD+ intervention on behavior changes in rats exposed to rotenone
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鼠模型研究中观察到，鱼藤酮暴露后中脑纹状体组织

中NAD+水平呈现出显著下降趋势，同时，NADH/NAD+

的比值则呈现显著升高趋势。因此，鱼藤酮暴露会对

多巴胺神经元细胞内的 NAD+含量造成影响，扰乱多

巴胺神经元的正常功能与代谢功能。一方面，细胞内

NAD+稳态失衡，可能导致氧化还原状态发生改变，这

种失衡表现为细胞氧化还原状态的紊乱，过高的

NADH/NAD+比例提示细胞的氧化还原状态过于还原，

抑制丙酮酸脱氢酶和 α-酮戊二酸脱氢酶等关键酶的

活性，从而干扰三羧酸循环和氧化磷酸化的正常进

A： HE staining of striatal tissue.  Yellow arrows and black arrows indicate typical cells within the tissue； B： Immunohistochemistry of 
TH protein in striatal tissue.  Red arrows and green arrows indicate typical locations in the tissue； C： H-score of 
immunohistochemistry of TH protein in striatum tissue； D： Western blotting results and relative quantitative analysis of TH protein； 
E： Dopamine level in striatal tissue.  Con： Control group； Rot： Rotenone exposure group.  a： P<0. 01， compared with the Control 
group； b： P<0. 05， compared with the Rotenone exposure group

图5　外源性NAD+干预对鱼藤酮暴露大鼠多巴胺神经元组织形态及功能的影响

Figure 5　Effects of exogenous NAD+ intervention on morphology and function of dopamine neurons in rats exposed to rotenone
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行，使ATP的生成减少，影响细胞的能量供应［19］；另一

方面，NADH/NAD+比例的失衡导致了细胞内电子传递

过程的紊乱，使电子漏出呼吸链的机会增加，进而产

生过多的活性氧（reactive oxygen species， ROS），ROS
进一步攻击细胞内的脂质、蛋白质和DNA等生物大分

子，引发脂质过氧化、蛋白质变性和DNA损伤等，破坏

细胞的结构和功能，导致细胞衰老、凋亡或坏死［20］；此
外，NAD+含量的下降可能直接影响了 SIRT 蛋白等依

赖 NAD+的酶和转录因子的活性，导致其在基因表达

调控、DNA 修复等过程的作用受到影响，进而使细胞

的正常生理功能和代谢平衡出现异常［21］。
NAD+的合成主要包括从头合成途径、补救合成途

径和 Preiss-Handler途径，其中，NAD+的补救合成途径

是哺乳动物细胞内维持NAD+稳态的核心机制［22］。补

救合成途径则是指利用体内既有的NAD+分解代谢产

物来重新合成NAD+的过程，NAMPT是NAD+合成中的

关键酶，NAM 在 NAMPT 的催化下生成 NMN，NMN 继

而在 NMNATs的作用下，通过腺苷化反应生成 NAD+。
此外，烟酰胺核糖（nicotinamide riboside， NR）同样可

通过烟酰胺核糖激酶（nicotinamide riboside kinase， 
NRK）的作用生成 NMN，随后继续借助 NMNAT 生成

NAD+。NMNAT 家族主要包含 NMNAT1、NMNAT2、
NMNAT3，这些不同亚型虽然具有相似的酶催化功能

核心结构域，但在细胞内的定位以及具体作用细节上

存在差异。NMNAT1主要分布于细胞核内，它在维持

细胞核内的 NAD+水平稳定方面发挥关键作用，参与

保障基因组稳定性等诸多细胞核相关生理功能；

NMNAT2主要存在于神经元的胞体、轴突以及树突等

部位，对于维持神经元的正常生理功能、保障神经信

号传递过程中的能量代谢以及维持轴突的稳态等至

关重要；NMNAT3 则主要分布于线粒体中，参与线粒

体内部的 NAD+合成代谢循环，帮助线粒体高效完成

能量转换等工作，满足细胞对能量的需求［23］。同时，

线粒体作为细胞内能量代谢的核心枢纽，对 NAD+有
着旺盛需求，正常情形下，细胞质中的NAD+会借助特

定转运蛋白进入线粒体，以此维系线粒体的正常功能

运转。SLC25A51作为近年来新发现的一种线粒体转

运蛋白，参与了将 NAD+转运进入线粒体的过程。已

有研究报道指出，SLC25A51蛋白对 NAD+的转运功能

对于维持线粒体内部的 NAD+水平，保障线粒体正常

的代谢及能量产生功能起着至关重要的作用［5］。在本

次鱼藤酮暴露研究中，鱼藤酮暴露显著影响了纹状体

组 织 中 NAMPT、NMNAT1、NMNAT2、NMNAT3 和

SLC25A51 蛋白含量，因此，鱼藤酮可能会通过干扰

NAD+合成途径中的关键分子，使得细胞通过合成途径

补充 NAD+的过程受到了抑制，导致了鱼藤酮诱导多

巴胺神经元内 NAD+水平的失衡，同时鱼藤酮暴露也

可以影响 NAD+线粒体转运功能，影响神经元线粒体

内NAD+的含量，导致线粒体的功能障碍，诱导多巴胺

神经元变性损伤。

3. 3　NAD+及相关化合物对神经退行性疾病具有治疗潜力

近年研究也表明，衰老过程中 NAD+水平显著下

降可能通过线粒体功能障碍和表观遗传失调加剧神

经退行性病变［24-25］。相较于传统线粒体保护剂，在

鱼藤酮诱导的线粒体功能障碍模型中，NAD+展现出

了更全面的神经保护作用。N-乙酰半胱氨酸（N- 
acetylcysteine，NAC）是一种经典的抗氧化剂，主要通

过提供半胱氨酸前体促进谷胱甘肽合成，清除ROS减

轻氧化应激，从而增强细胞的抗氧化能力［33］。辅酶

Q10（coenzyme Q10，CoQ10）作为另一种重要的线粒体保

护剂，是线粒体电子传递链（electron transport chain，
ETC）的关键组分，主要在复合体Ⅰ和Ⅱ之间维持ETC
功能，维持氧化磷酸化过程，同时能够直接中和线粒

体产生的自由基，保护线粒体膜免受氧化损伤，减少

细胞色素C的释放，从而抑制凋亡通路的激活［34］。然

而NAC及CoQ10对代谢紊乱的干预十分有限，其中对

免疫反应的调节作用较弱，且无法激发 SIRT 活性和

聚 ADP 核糖聚合酶 1（poly ADP-ribose polymerase 1， 
PARP1）介导的DNA修复，也无法系统修复线粒体-代

谢-炎症网络。相比之下，NAD+通过激活 SIRT3 依赖

性线粒体去乙酰化网络，能够恢复 ETC 功能并抑制

ROS 过度生成［26］；同时，NAD+通过 SIRT1/6 介导的表

观遗传调控抑制NF-κB信号核转位，下调促炎基因转

录，同时促进抗炎因子表达，重塑炎症稳态平衡［12-27］。
此外，PARP1的过度激活直接导致NAD+含量的下降，

这与氧化应激、神经炎症和线粒体功能障碍等多种神

经病理过程相关，通过抑制 PARP-1，可以减轻氧化应

激、抑制炎症反应，并改善认知功能［28］。在阿尔茨海

默病模型中，NAD+前体 NMN 的补充可减少 β-淀粉样

蛋白沉积并改善突触可塑性，其机制可能与激活

SIRT1 介导的自噬途径相关［29］。在 PD 研究中，NAD+

前体 NR 可保护多巴胺能神经元免受 α-突触蛋白毒

性，这一效应与增强线粒体生物合成和抑制神经炎症

有关［30］。在面对致死剂量的细菌感染时，NAD+处理

的小鼠表现出显著的生存优势，其主要是通过阻断信

号转导与转录激活因子 1/干扰素-β（STAT-1/IFN-β）信

号通路抑制炎症小体的激活，同时显著降低 IL-1β水

平［31］。NAD+也可通过连接蛋白43-PARP1轴逆转了衰
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老诱导的血脑屏障损伤［32］。同样的，在既往关于 1-甲

基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶（1-methyl-4-phenyl-1，2，
3，6-tetrahydropyridine，MPTP）诱导 PD 小鼠模型的研

究中发现，MPTP处理后显著损害了小鼠运动功能，并

使TH蛋白水平降低了 50%，而使用NAD+前体NAM进

行干预后显著逆转了这些 PD样病生理改变，减少 PD
小鼠大脑中 TLR-4、p-NFκB、TNF-α 和 COX-2 的水平，

调节了神经炎症［35］，也与本研究结果相一致。因此，

NAD+及其相关化合物作为核心代谢物的多功能性和

对多病理环节的协同干预能力在神经退行性疾病模

型中具有更优越的治疗潜力。

本研究聚焦于鱼藤酮影响 NAD+代谢过程中的一

些关键分子事件，而鱼藤酮引起NAD+合成、转运关键

分子下降的具体机制仍未阐明，外源性 NAD+干预后

所产生的对炎症调节的具体分子机制也未进一步深

入研究。同时，研究中 NAD+采用 250 mg/kg腹腔注射

的剂量主要基于既往的研究报道，未评价该剂量对大

鼠的肝肾功能产生的影响，长期高剂量使用 NAD+的
安全性仍需进一步评估。此外，本研究也未进一步探

讨 NAD+对多巴胺神经元自噬、凋亡、焦亡的影响，后

续研究应进一步检测相关分子，以明确 NAD+在改善

鱼藤酮诱导多巴胺神经元损伤的分子机制，为改善多

巴胺神经元组织毒性损伤提供帮助。

综上所述，鱼藤酮暴露干扰了纹状体组织多巴胺

神经元NAD+合成、转运通路，最终导致神经元内NAD+

的含量下降，加剧了神经元细胞和线粒体内生理功能

与能量代谢的紊乱，导致了多巴胺神经元细胞的损

伤。外源性 NAD+干预可通过改善多巴胺神经元功

能，减轻鱼藤酮诱导的毒性损伤。全面地剖析这一损

伤机制，有助于深化对鱼藤酮中毒机制的认知，为PD等

相关神经退行性疾病的研究及防治提供依据和方向。
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