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L-茶氨酸局部给药抑制皮肤神经末梢的
异常生长缓解小鼠银屑病瘙痒

揭英桃，林震嘉，张 珺，谈 智，许雅南，熊 媖，唐 源，周利君

（中山大学中山医学院生理教研室//中山大学疼痛研究中心，广东 广州 510080）

摘 要：【目的】观察L-茶氨酸是否在咪喹莫特（IMQ）诱导的银屑病小鼠中具有止痒作用并初步探讨机制。【方

法】将 IMQ软膏局部应用于小鼠背部皮肤建立银屑病模型；L-茶氨酸经口服（10 mg/kg∙d）或病损皮肤局部涂抹

（50、125、250 mmol/L，2次/d）进行防治处理。采用抓挠等自发性行为学测试检测治疗效果；并运用免疫荧光染色

（IF）、Western Blot（WB）及原代背根神经节（DRG）神经元培养技术探讨相关机制。【结果】口服 L-茶氨酸对 IMQ诱

导的瘙痒无明显作用，但病损皮肤局部应用明显改善银屑病模型小鼠皮肤不舒适感诱发的舔或咬及畏缩等自发性

行为，并呈浓度依赖性。IF和WB结果显示，L-茶氨酸不仅能抑制模型小鼠皮肤TNF-α过表达，还能阻止β3-tubu⁃
lin神经纤维的异常生长和瘙痒相关分子瞬态受体电位香草酸 1（TRPV1）的上调。体外实验进一步证实 L-茶氨酸

能浓度依赖性地直接抑制 IMQ引起的CGRP+、β3-tubulin+神经突起异常生长。【结论】局部应用L-茶氨酸通过抑制

皮肤神经纤维的异常生长缓解小鼠银屑病模型的皮肤瘙痒不适感。因此，L-茶氨酸局部给药可成为治疗银屑病慢

性瘙痒的一种潜在方法。
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Abstract：【Objective】To investigate whether L-theanine exerts anti-pruritic effect on mice with imiquimod（IMQ）-
induced psoriasis and its related mechanisms.【Methods】We established the psoriasis model by applying the IMQ ointment
topically on mice back skin and oral（10 mg/kg∙d）or topical pretreatment（50，125，250 mmol/L，twice one day）of L-
theanine was used as the treatment. Spontaneous behavior，such as scratching，was used to detect the therapeutic effect.
Immunofluorescence（IF），Western Blot（WB）and primary dorsal root ganglion（DRG）neuronal culture were used to in⁃
vestigate the mechanisms.【Results】Oral administration of L-theanine had no apparent effect on IMQ-induced pruritus，
but topical delivery in the lesional skin significantly improved the spontaneous behavior such as licking or biting and flinch⁃
ing in a dose-dependent manner. IF and WB results showed that L-theanine not only inhibited the overexpression of TNF-
α in model mouse skin，but also prevented the abnormal growth of β3-tubulin+ nerve fibers and the upregulation of tran⁃
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sient receptor potential vanilloid 1（TRPV1），an itch-related molecule. Moreover，the results from the experiments with
primary cultured DRG neurons further confirmed that L-theanine directly reduced IMQ-induced abnormal outgrowth of
CGRP+，β3-tubulin+ neurites in a concentration dependent manner.【Conclusions】Topical application of L-theanine can
relieve pruritus or discomfort in IMQ-induced psoriasis mouse model by inhibiting abnormal growth of skin nerve fiber end⁃
ings. Therefore，L-theanine could be a potential treatment for chronic itch in psoriasis.

Key words：psoriasis；pruritus；L-theanine；TNF-α；abnormal growth of nerve endings
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（2）：161-170］

银屑病（俗称牛皮癣），是一种常见的慢性

复发性炎症性皮肤病，影响全球约 1%~3%的人

口［1］。约 60%~90%银屑病患者常感皮肤不适，

如皮肤疼痛和慢性瘙痒［2］。其中瘙痒不仅是患

者最常见的主观感觉，也是最麻烦的症状之

一，与牛皮癣的严重程度密切相关，影响患者

的生活质量和睡眠［3］。银屑病瘙痒的病理生理

机制尚不完全清楚，主要与精神压力及神经源

性炎症紧密相关。研究表明表皮感觉瘙痒相关

的神经纤维、表皮角质形成细胞及真皮其他细

胞 释 放 的 神 经 肽（如 降 钙 素 基 因 相 关 肽

CGRP）、促炎细胞因子（如 TNF-α，IL-17）及瘙

痒相关因子（如瞬时受体电位通道 TRPV1）等均

在银屑病伴瘙痒的患者皮肤组织中明显增加，

为银屑病瘙痒发生发展的重要因素［2，4］。传统

止痒疗法（如抗组胺）对银屑病瘙痒治疗有限；

临床治疗银屑病的传统药物对瘙痒治疗效果甚

微，甚至加重［5］；而近年许可的生物制剂治疗，

如 TNF-α抑制剂、IL-17抑制剂可快速有效地

缓解瘙痒，但价格昂贵［6-7］。这使得银屑病瘙痒

的治疗仍然具有挑战，因此，需要进一步探讨

并研发专门针对银屑病瘙痒等感觉不适的防治

策略和药物。L-茶氨酸（L-theanine）是茶叶（特

别是绿茶）及部分菌菇所特有的一种非蛋白质

游离氨基酸［8］。已有不少研究证实 L-茶氨酸

具有多种生物学活性，如抗氧化、抗炎，能促进

睡眠、抗焦虑、抗抑郁、改善认知、情绪和脑损

伤等神经保护以及促进术后恢复等作用［9-10］。

我们前期研究发现局部给药 L-茶氨酸可通过

抑制内皮细胞中性粒细胞的活化来改善急性皮

炎［11］。但 L-茶氨酸是否具有抑制银屑病瘙痒

的作用还没有报道。因此，本研究将初步探讨

L-茶氨酸对小鼠银屑病瘙痒的防治效果及其

机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

8～10周龄雌性 SPF级 C57BL/6J小鼠（18～20
g）56只，3～5周龄小鼠 25只，购于中山大学实验动

物中心（广州）。生产许可证：SCXK（粤）2016-
0029；使用许可证：SYXK（粤）2017-0081。动物饲

养于安静无噪音、人工昼夜节律环境中，相对湿度

为 40%~70%，温度为 20~26 ℃。动物分笼饲养，自

由饮水、进食，每笼 5~6只，并用耳标标识。所有笼

具、饲料、饮水、垫料均严格消毒。动物的使用协议

和动物处理程序获得了中山大学实验动物管理与

使用委员会（IACUC）的批准。

1.2 主要试剂

本实验用到的试剂和抗体如下：用作银屑病模

型制作的咪喹莫特乳膏（艾达乐，美国 3M公司）；

L-茶氨酸（T9280，索莱宝）；细胞培养用的咪喹莫

特（1338313，美国药典委员会USP）；异氟烷（瑞沃

德）；rabbit anti-β3-tubulin（D71G9，CST公司）；rab⁃
bit anti-TRPV1（ab10296，abcam公司）；mouse anti-
β -actin（3700s，CST 公 司）；mouse anti-TNF- α
（ab1793 for IF；ab8248 for WB；abcam公司）；goat
anti-CGRP（ab36001，abcam公司）。免疫荧光实验

的 二 抗 ：Donkey anti-Mouse Alexa Fluor 555
（A31570），Donkey anti-Rabbit Alexa Fluor 647
（A31573），Donkey anti-Goat Alexa Fluor 555
（A21432），Donkey anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488
（A21206），均来自 Life Technologies公司。免疫印

迹 实 验 的 二 抗 ：Donkey Anti-Mouse IgG H&L
（HRP）（ab6820），Donkey Anti-Rabbit IgG H&L
（HRP）（ab6802），均来自 abcam公司。
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1.3 小鼠银屑病模型制作及L-茶氨酸溶液配制与给药

按文献所述，使用咪喹莫特软膏（IMQ）制作小

鼠银屑病瘙痒模型［12-13］。提前 3 d用剃毛刀将小鼠

背部毛发剃除，实验开始时（0 d）于每只小鼠背部

2.0 cm×3.0 cm皮肤涂抹 62.5 mg IMQ，每间隔 24 h
涂抹1次，连续涂抹至取材当天，共涂抹5次。

L-茶氨酸皮肤局部给药浓度参照我们前期局

部给予不同浓度 L-茶氨酸缓解急性皮炎的研

究［11］。首先将 L-茶氨酸溶于 50%丙酮水溶液，分

别配成 0、50、125、250 mmol/L的溶液。溶剂对照

（Vehi）为单纯的 50%丙酮水溶液。L-茶氨酸溶液

或溶剂对照组每天 2次，第 1次是 IMQ涂药前 30
min皮损局部先给L-茶氨酸溶液 100 µL，12 h后再

在皮损局部给药1次，连续给药至取材当天。

参考以前小鼠口服 L-茶氨酸的研究给药浓度

（4~200 mg/kg∙d）［14-15］，选择中间剂量为每天给药量

为 10 mg/kg。具体按照小鼠每天饮水量（约 6 mL），

16.7 mg L-茶氨酸加入 500 mL水中配成小鼠饮用

水（浓度为3.33%）。

1.4 自发性行为学分析

实验前，在异氟烷短暂麻醉下用电动剃毛机将

动物背部的毛提前剃除，暴露出背部皮肤，让动物

适应无毛状态。再将动物每天放入单独、透明的亚

克力测试盒（14 cm× 18 cm× 12 cm）中 2 h用以适应

测试的环境（相对湿度为 40%～70%，温度为 20～
26 ℃），适应时间至少 3 d。给药处理 4 h后，采用摄

像机正对着亚克力测试盒上方拍摄观察小鼠 30
min。参照文献［16］，小鼠自发性行为学可分为：①
后肢抓挠（hind paw scratching）：当小鼠后爪伸向给

药的背部搔抓至放回地面或者嘴里算 1次事件；②
舔或咬（biting/licking）：当小鼠嘴和鼻子接触到给

药的背部直至回头或者执行其他行为算 1次事件；

③畏缩（flinching）：当小鼠旋转或者抖动给药背部

算 1次事件。3种不同小鼠自发性行为学数据均由

两位不清楚实验分组的测试者分开分析后取均值

所得。

1.5 免疫荧光实验

造模 4.5 d后，10%乌拉坦溶液腹腔注射麻醉

小鼠后，先后用 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液（PBS）和

40 g/L多聚甲醛溶液灌注后取材给药处理的背部

皮肤，经过 PFA后固定和 30%蔗糖脱水沉底后，冰

冻切片（16 µm）。加入 5%驴血清封闭 1 h，吸走封

闭液，加入一抗（TNF-α，β3-tublin，CGRP，比例为

1：500），放入 4 ℃摇床慢摇过夜。吸走一抗，用PBS
清洗 3次，每次 10 min，然后加入二抗摇床孵育 1 h，
PBS清洗3次，每次10 min。封片，拍摄。

1.6 免疫印迹法

取材药物处理的皮肤，液氮低温下研磨提取蛋

白后定量并且加入上样缓冲液沸水煮 5 min，电泳

条件为浓缩胶 60 V 跑 30 min，分离胶 120 V跑

60 min。使用甲醇活化过的 0.22 µm PVDF膜进行

转膜，电转条件为 300 mA，90 min。转膜期间注意

保持转膜装置低温。蛋白膜经5%脱脂牛奶室温封

闭 1 h后再在 4 ℃环境下与一抗轻摇孵育过夜；然

后经二抗抗体孵育 1 h后，用超敏ECL（Millipore公
司）化学发光液显色。Tanon-5200化学发光成像

系统（Tanon科技公司）曝光，再经CCD摄像头拍摄

显影条带，ImageJ对图像进行光密度分析。

1.7 背根神经节细胞培养

参考本实验室背根神经节（DRG）培养技术［17］，

二氧化碳麻醉安乐死C57BL/6小鼠（3～5周），取双

侧背根神经节解剖转移至 DMEM/F12（GIBCO）。

剪碎后，加入 5 mL胶原酶（3 mg，C9891 sigma）和胰

蛋白酶（2 mg，T9201，sigma）混合溶液消化（37 ℃，

约 25 min），然后加入相同体积的完全培养基

（DMED/F12+100 mL/L胎牛血清 + 1%青霉素和链

霉素，GIBCO）结束消化，离心，弃上清，重悬后接种

在 0.01%多聚-L-赖氨酸（PLL，P4832，sigma）包被

的 48孔板中培养。细胞培养液为：DMEM/F12 +
100 mL/L胎牛血清+1%青霉素和链霉素+1%谷氨

酰胺（200 mmol/L，G7513，sigma）。接种 24 h后，加

入阿糖胞苷（浓度为 5 µmol/L，指培养液终浓度，下

面药物相同）。48 h后更换细胞培养液，2 h后加入

50或 500 µmol/L L-THN和 IMQ（0.2 µg/mL）。THN
和 IMQ每天加 1次，共加 2 d。培养第 4 d后，40 g/L
多聚甲醛固定细胞进行免疫荧光染色。

1.8 实验分组及设计

1.8.1 观察小鼠自发性行为实验 56只 C57BL/6
小鼠分为 7组，分别为溶剂软膏对照组（Vehi）、250
mmol/L L-茶氨酸局部给药对照组（250 mmol/L T-
THN）；模型组（Vehi + IMQ）、10 mg/kg∙d L-茶氨酸

口服治疗组（10 mg/kg O-THN + IMQ）、以及 50、
125、250 mmol/L L-茶氨酸局部给药治疗组（50、
125、250 mmol/L T-THN + IMQ），每组各 8只。各
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组在每次 IMQ给药 4 h后进行 30 min自发性行为学

视频拍照。造模 4.5 d取材，一部分动物取材用作

免疫荧光实验（IF），一部分动物用作免疫印迹实验

（WB）。

1.8.2 背根神经节（DRG）细胞培养实验 25只
C57BL/6小鼠（3~5周龄）用于原代 DRG神经元培

养。细胞实验为 5组：对照组（CON）、单纯 L-茶氨

酸对照（500 µmol/L THN）、模型组（Vehi + IMQ）、

50 µmol/L 给药组（50 µmol/L THN + IMQ）、500
µmol/L给药组（500 µmol/L THN + IMQ）；重复3次。

1.9 统计学方法

免疫荧光（IF）和免疫印迹（WB）结果采用 im⁃
age J软件测量荧光灰度值，其中神经纤维的长度通

过Neuron J插件测量。所有数据为正态分布的计

量结果，以均值 ± 标准误（Mean ± SEM）表示。采

用 SPSS 20软件进行多组数据比较，图 2-4数据符

合正态分布且方差齐时 one-way ANOVA，事后用

Tukey HSD法进行两两比较；若数据符合正态分布

但方差不齐时采用Welch's ANOVA，事后用 Tam⁃
hane's T2进行两两比较。图 1行为学结果的统计

采用 two-way ANOVA，事后采用 Least Significance
Difference（LSD）法进行两两比较每个时间点的各

组数据。P < 0.05表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 茶氨酸局部应用缓解咪喹莫特诱导的小鼠银

屑病瘙痒自发性行为

我们前期研究发现 L-茶氨酸局部应用能明显

缓解佛波酯（TPA）诱导的急性皮炎［11］，但L-茶氨酸

是否具有抗银屑病瘙痒作用还不清楚。以前的研

究显示在 IMQ诱导小鼠银屑病模型中，可通过观察

后爪抓挠（hind paw scratching）［13］或咬/舔（biting/
licking）、畏缩（flinching）［16］等自发性行为次数来体

现皮肤瘙痒等感觉不适症状的变化。因此，本研究

首先采用这些自发性行为学来观察口服或皮肤局

部 L-茶氨酸处理对小鼠银屑病瘙痒的防治效果。

与 2019年Kodji等观察结果一致［16］，我们发现 IMQ
诱导的银屑病模型组中小鼠后爪抓挠没有明显变

化，但咬/舔和畏缩两种行为学在 IMQ给药第 2 d 4
h后明显增加，并时程性递增至 4 d 4 h实验结束

（图 1，红色）。L-茶氨酸口服给药组（10 mg/kg O-

THN + IMQ，黄绿色）不能明显降低 IMQ诱导的小

鼠自发性行为，表明这个剂量的口服 L-茶氨酸对

银屑病瘙痒无明显治疗效果。惊奇的是，局部给予

L-茶氨酸处理从 2 d 4 h起能明显抑制 IMQ引起的

咬/舔和畏缩两种行为学的增加，并呈现浓度依赖

性 抑 制（50 mmol/L T-THN +IMQ，浅 绿 色 ；125
mmol/L T-THN + IMQ，绿色；250 mmol/L T-THN +
IMQ，深绿色）。250 mmol/L L-茶氨酸改善 IMQ诱

导小鼠银屑病瘙痒行为效果最明显（深绿色），但对

正常小鼠搔抓行为无影响（250 mmol/L T-THN
Contr，蓝色）。这些结果表明L-茶氨酸局部应用具

有浓度依赖性抗银屑病瘙痒作用。在后续实验中，

我们将选择 10 mg/kg口服 L-茶氨酸治疗组（O-
THN + IMQ）和 250 mmol/L L-茶氨酸局部治疗组

（T-THN + IMQ）进行机制探讨。

2.2 茶氨酸局部应用明显抑制咪喹莫特诱导的

TNF-α表达上调

鉴于致炎细胞因子 TNF-α在银屑病炎症发生

发展中的关键地位［18-20］，我们接着从是否影响

TNF-α表达来探讨L-茶氨酸抗瘙痒作用是由抗炎

作用所致。与临床银屑病皮肤和 IMQ诱导小鼠银

屑病皮肤中 TNF-α局部高表达一致［21］，我们小鼠

银屑病模型 4.5 d的皮肤 TNF-α表达显著上调：表

皮层中也有明显增加，但主要弥漫表达在真皮层

（图 2A、B）。口服给药 L-茶氨酸能轻微抑制真皮

层乳头部高表达的TNF-α，但对表皮层及真皮层结

缔组织层的 TNF-α无明显作用。而皮损皮肤局部

给予 250 mmol/L L-茶氨酸能广泛抑制表皮和真皮

层上调的TNF-α（图 2A、B）。这一结果也被免疫印

迹法（WB）证实（图 2C、D）：口服 L-茶氨酸对 IMQ
诱导的皮肤 TNF-α三聚体和单体的表达上调无明

显影响，但局部应用能显著降低两种形式的TNF-α
表达。这些结果表明 L-茶氨酸局部应用能显著抑

制 IMQ受损皮肤 TNF-α上调，具有局部慢性抗炎

作用。

2.3 局部应用茶氨酸显著抑制咪喹莫特诱导的神

经末梢异常生长

从临床和小鼠银屑病模型获得的证据表明，表

皮神经纤维的过度生长是银屑病瘙痒的重要原因

之一［16，22-23］，因此，抑制感觉神经以及瞬时受体电

位（TRP）通道（TRPV1、TRPA1）—神经肽（CGRP，P
物质）通路就能缓解银屑病瘙痒等皮肤不适的自发
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性行为［16］。我们发现 IMQ诱导银屑病模型 4.5 d的
小鼠皮肤中 β3-tubulin阳性神经纤维长度显著增

加，尤其在表皮以及表皮真皮交界处（图 3A、B）。

皮肤局部单纯给予 L-茶氨酸（T-THN）对神经末梢

的生长无明显影响。与 IMQ组相比，L-茶氨酸口

服（O-THN + IMQ）能轻微抑制神经纤维的长度，但

局部给药组（T-THN + IMQ）对神经纤维异常生长

的抑制效果显著，明显强于口服给药组。不过，其

神经纤维长度也并未恢复到对照水平。以上结果

表明 L-茶氨酸局部应用显著抑制 IMQ诱导的神

经末梢异常生长，而口服 L-茶氨酸有轻度抑制

作用。

此外，我们检测皮肤中 TRPV1表达来进一步

验证L-茶氨酸对瘙痒的调控作用。Western blot结
果显示与对照皮肤相比，IMQ模型皮肤中 TRPV1
表达显著上调，而 L-茶氨酸口服（O-THN）或局部

给药（T-THN）都能明显抑制 TRPV1的上调（图

3C、D）。

2.4 茶氨酸抑制咪喹莫特诱导的体外背根神经节

神经纤维异常生长

由于L-茶氨酸抑制皮肤TRPV1的上调与改善

银屑病瘙痒自发行为学并无相关性，因此，我们采

用小鼠原代DRG神经元细胞培养来进一步验证L-
茶氨酸对神经纤维异常生长是否具有直接抑制作

用。在 DRG培养 2 d的培养液中加入 0.2 µg/mL
IMQ（Vehi + IMQ）再培养 2 d后能明显诱导 DRG
CGRP阳性（图 4A）和 β3-tubulin阳性（图 4B）神经

纤维的过度生长。单纯 500 µmol/L L-茶氨酸（500
µmol/L THN）对正常神经元纤维的生长没有影响，

但与 IMQ同时给予的 50、500 µmol/L L-茶氨酸能

明显抑制 IMQ引起的 CGRP+，β3-tubulin +DRG神经

突起的异常生长，并呈现浓度依赖性（图 4A~C）。

因此，L-茶氨酸可通过抑制外周感觉神经纤维的

异常生长缓解银屑病瘙痒。

0 d 0 h represents the day before drug treatment. Left picture：hind paw scratching；middle picture：biting/licking；right picture：flinching. Vehi：
the control mice were only treated with vehicle solution on the back skin twice one day for 4.5 d. Vehi +IMQ：the group was applied with 62.5 mg im⁃
iquimod（IMQ）once a day at 30 min after the first vehicle solution treatment for 4.5 d. 250 mmol/L T-THN：the group was topically administrated of
250 mmol/L L-theanine（T-THN）as the control twice one day for 4.5 d. 50/125/250 mmol/L T-THN + IMQ：100 µL 50，125 or 250 mmol/L L-THN
topical administration twice one day and 62.5 mg IMQ once a day at 30 min after the first L-THN for 4.5 d. 10 mg/kg O-THN + IMQ：the group was
orally treated with L-THN（O-THN，10 mg/kg∙d）and 62.5 mg IMQ once a day for 4.5 d. n = 6～8 mice/group. All data were shown by means ± SEM，

and were analyzed by two-way ANOVA followed by Least Significance Difference（LSD）test for each group. Hind Paw Scratching ：F = 1.563，P =
0.158（groups factor）；Biting/Licking：F = 10.171，P < 0.000 1（groups factor）. Flinching：F = 17.225，P < 0.000 1（groups factor）. 1）P <
0.001，2）P < 0.000 1 between Vehi + IMQ vs Vehi；3）P < 0.01，4）P < 0.001，5）P < 0.000 1 between 250 mmol/L T-THN + IMQ vs Vehi + IMQ；6）P <
0.05，7）P < 0.01，8）P < 0.001 between 125 mmol/L T-THN + IMQ vs Vehi+ IMQ；9）P < 0.01 between 250 mmol/L T-THN + IMQ vs 125 mmol/L T-
THN + IMQ

图1 L-茶氨酸预处理对 IMQ诱导小鼠银屑病模型自发性行为时程变化的影响

Fig. 1 The time course for the changes in spontaneous behaviors in imiquimod-induced mouse psoriasis model with or
without L-theanine pretreatment
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3 讨 论

银屑病是一种常见的慢性自身炎症性皮肤病，

患者常感觉皮肤瘙痒等不适［2］。目前，大量药物都

针对银屑病的炎症反应，很少有药物专门用于治疗

银屑病引发瘙痒等不舒适感觉。

3.1 咪喹莫特诱导瘙痒行为学评判方法的选择

瘙痒是一种主观感觉，动物的瘙痒只能通过观

察实验动物自主行为来获得。2016年 Sakai等［13］首

次在小鼠银屑病模型上报道自发后爪抓挠（hind
paw scratching）和触诱发抓挠的痒觉异化（allokne⁃
sis）。小鼠背部给予 62.5 mg IMQ 1 d后就出现后爪

抓挠行为次数明显增多，第 2天出现痒觉异化，均

可持续至 7 d实验结束。2019年Kodji等［16］发现只

有部分小鼠背部给予 75 mg IMQ第 3、4天后出现自

发爪抓挠行为增多，而咬/舔和畏缩两种行为却能

稳定在 IMQ第 2天 4 h显著增多，并随着造模时间

延长而呈递增趋势。本研究观察 IMQ小鼠银屑病

模型 3种自发性行为变化结果与Kodji等报道基本

一致（图 1），无明显自发性后爪抓挠瘙痒行为可能

是因为 IMQ涂抹在背部皮肤，小鼠后爪抓挠不到所

致。这与临床银屑患者瘙痒症状类似：因皮损范围

较大，患者并不表现过多的抓挠等瘙痒行为，而感

到皮肤疼痛和不适，主诉有烧灼和刺痛感［2］。因

此，采用咬/舔和畏缩两种自发性行为更适合用来

检测小鼠银屑病模型的皮肤不适表现。

3.2 L-茶氨酸抑制银屑病瘙痒的作用机制

银屑病瘙痒发生率较高，但其发病机制尚不完

全清楚。已知皮肤局部的炎症反应和传递痒觉的

神经通路的异常变化共同介导银屑病瘙痒的发病

过程［2］。银屑病患者皮肤中各种细胞（如T细胞、角

质形成细胞、树突状细胞，肥大细胞、巨噬细胞等）

A，B：representative immunofluorescence images showing the expression of TNF-α（red）in mouse lesional skin at 4.5 days after different treat⁃
ment and statistical analysis of relative integrated density（relative IntDen）of TNF-α in different groups，as compared with Vehi group. Scale bar =
200 µm. n = 3 mice/group，3 slices/mice. C，D：Western blots show skin TNF-α expression in various groups as indicated（n = 4 in each group）. 52
ku or 17.4 ku bands respectively indicate trimer or monomer of TNF-α. Error bars are means ± SEM. Welch's ANOVA followed by Tamhane's T2 multi⁃
ple comparisons test for figure B，P < 0.000 1；One-way ANOVA followed by Tukey HSD multiple comparisons test for figure D，F = 17.619，P <
0.000 1. 1）P < 0.001，2）P < 0.000 1 vs Vehi；3）P < 0.01，4）P < 0.000 1 vs Vehi + IMQ；5）P < 0.05，6）P < 0.0001 vs O-THN + IMQ.

图2 L-茶氨酸局部预处理抑制 IMQ诱导的皮肤TNF-α高表达

Fig. 2 Topical pretreatment of L-theanine inhibits IMQ-induced TNF-α over-expression in the lesional skin
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高表达的促炎细胞因子 TNF-α触发 IL-23/Th17通
路在银屑病的发病机制中起着至关重要的作

用［5，24］。故此，3种TNF-α抑制剂英夫利昔单抗、阿

达单抗和依那西普已成为临床治疗银屑病炎症及

其瘙痒的有效手段［5］。此外，瘙痒感觉在受损皮肤

产生后需通过痒觉神经通路传递至大脑。临床银

屑病瘙痒表皮和真皮乳头处感觉神经纤维增

多［16，23］，在受到刺激（内源性或外源性）后神经末梢

分泌的各种神经肽（CGRP），直接或间接作用于神

经，引起或加重银屑病的瘙痒程度。银屑病瘙痒患

者血浆 CGRP水平较高，与瘙痒的严重程度相

关［3，25］；CGRP受体也在银屑病皮肤中存在，并与瘙

痒的严重程度相关［26］。基因敲除感觉神经元中的

CGRP可改善小鼠的瘙痒［27］，表明 CGRP可能参与

增强瘙痒。临床和小鼠银屑病模型中化学或手术

切除小直径的感觉神经/痛觉感受器有利于缓解银

屑病患者的感觉不适［28-29］。Kodji等［16］用化学方法

选择性消耗小直径的痛觉感受器不仅能缓解银屑

病样红斑和皮肤炎症，还能改善瘙痒等自发性行

为。但通过遗传学和药理学方法阻断 TRPV1、TR⁃
PA1和神经肽（P物质和CGRP）的共同感觉神经源

性机制可抑制瘙痒行为，但不能抑制炎症。这提示

TRP-神经肽通路在引起皮肤不适方面的关键作

用，而银屑病的持续炎症相对更为复杂。因而，神

经末梢的异常生长以及 CGRP的表达可用作瘙痒

的形态学指标和机制探讨。

与以往研究一致［16，23］，我们的结果不仅显示

IMQ诱导的小鼠银屑病模型瘙痒行为增加（图 1），

而且皮损皮肤中 TNF-α广泛性表达、TRPV1以及

神经元特异性标志物β3-tublin阳性感觉神经纤维

长度都显著增多（图 2，3），表明 IMQ诱导的小鼠银

屑病样瘙痒模型成功，其发病机制与局部炎症和感

觉神经纤维密度增加有关。皮肤局部给予 L-茶氨

酸能浓度依赖性减少 IMQ诱导的咬/舔和畏缩两种

A, B: Representative images and quantification of immunofluorescence staining showing the expression of β3-tubulin (magenta, a marker of nerve
fiber) in the lesional skin at 4.5 d from different group. Scale bar = 200 µm. n = 3 mice/group, 3 slices/mice. C, D: Western blot analysis of TRPV1 ex⁃
pression in mouse skin (n = 4 in each group). Error bars are means ± SEM. One-way ANOVA followed by Tukey HSD multiple comparisons test for fig⁃
ure B, F = 66.130, P < 0.000 1; Welch's ANOVA followed by Tamhane's T2 multiple comparisons test for figure D, P < 0.000 1. 1）P < 0.001, 2）P <
0.000 1 vs Vehi; 3）P < 0.001, 4）P < 0.000 1 vs Vehi + IMQ; 5）P < 0.01 vs O-THN + IMQ.

图3 L-茶氨酸对 IMQ所致皮肤损伤神经纤维末梢异常生长及TRPV1过表达的抑制作用

Fig. 3 Inhibitory effect of L-theanine on the abnormal growth of nerve endings and TRPV1 over-expression in the lesional
skin induced by IMQ
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自发性行为，尤以 250 mmol/L L-茶氨酸效果最明

显（图 1）。机制上，我们发现皮肤局部给予L-茶氨

酸不仅能显著抑制 IMQ引起的 TNF-α表达上调

（图 2），也能明显阻断感觉神经纤维异常生长（图

3）。与 L-茶氨酸局部给药相比，口服茶氨酸不能

显著抑制银屑病瘙痒行为、局部皮损皮肤 TNF-α
的高表达以及神经纤维的异常生长（图 1~3）。综

合这些结果提示：①皮损局部 TNF-α的高表达和

神经纤维的异常生长是银屑病瘙痒的重要原因；②
茶氨酸局部给药可通过抑制皮损皮肤 TNF-α表达

以及感觉神经纤维异常生长两个方面的机制来缓

解银屑病瘙痒；③10 mg/kg∙d L-茶氨酸剂量明显达

不到受损皮肤局部高浓度状态，因而对银屑病瘙痒

无明显效果。这也间接证实 L-茶氨酸对银屑病瘙

痒的治疗呈明显剂量依赖性效应。我们采用成年小

鼠原代DRG神经元培养进一步证实L-茶氨酸对感

觉神经轴突异常生长的浓度依赖性抑制作用（图4）。
L-茶氨酸抑制瘙痒行为现象与皮肤 TRPV1蛋

白表达并无相关性。这可能与皮损部位表达

TRPV1蛋白的细胞很杂所致［30］。因此，我们认为皮

肤TRPV1表达不适合用作瘙痒的机制探讨。

综上所述，我们率先证明 L-茶氨酸不仅能抑

制 IMQ诱导小鼠银屑病模型炎性因子 TNF-α的表

达上调，还能通过抑制C纤维神经末梢异常增长来

抑制银屑病瘙痒症状。因此，L-茶氨酸有望成为

治疗银屑病瘙痒的潜在小分子药物，具有良好的临

床转化前景。L-茶氨酸缓解银屑病炎症和瘙痒的

具体机制还有待进一步深入探讨。

A-C: representative images and the statistical analysis showing the changes of CGRP (A, red) and β3-tubulin (B, green) neurite length in 4 days-
cultured DRG after various treatment. Application of IMQ (0.2 µg/mL) for 2 d markedly increased CGRP and β3-tubulin positive neurite length. While
the effect of IMQ was inhibited by L-theanine (50, 500 µmol/L). Scale bar = 200 µm. The DRG neurite length was analyzed using Neuron J (a plugin of
Image J) for quantification of total neurite length. n = 10 neurons/group. Error bars are means ± SEM. One-way ANOVA followed by Tukey HSD multi⁃
ple comparisons test. CGRP: F = 11.753, P < 0.000 1; β3-tubulin: F = 32.856, P < 0.000 1. 1)P < 0.000 1 vs CON; 2)P < 0.05, 3)P < 0.01, 4)P < 0.000 1
vs Vehi + IMQ; 5)P < 0.05, 6)P < 0.01 vs 50 µmol/L THN + IMQ.

图4 L-茶氨酸抑制 IMQ诱导的原代DRG神经元轴突的异常生长

Fig. 4 L-theanine suppresses the abnormal neurite outgrowth induced by IMQ in primary cultured DRG neurons
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