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摘要    本文研究了 L-茶氨酸对尼古丁依赖的抑制作用及其机理. 采用小鼠条件性位

置偏爱实验(CPP)评价发现 , L-茶氨酸能够明显抑制尼古丁诱导的小鼠偏爱行为和

SH-SY5Y 细胞的兴奋状态, 而且与尼古丁抑制剂二氢-β-刺桐(DHE)类似. HPLC 电化

学检测、蛋白质印迹法和免疫荧光染色发现, L-茶氨酸处理能够明显抑制尼古丁引起的

小鼠中脑多巴胺水平和酪氨酸羟化酶(TH)的升高, 还能够减少与奖赏通路相关脑区的 3

种尼古丁乙酰胆碱受体(nAChRs)亚基4, 2和7及 c-Fos 表达的增加, 从而可能使对尼

古丁刺激产生效应的细胞数目减少. 另外, L-茶氨酸处理抑制了尼古丁引起的小鼠相关

脑区的 c-Fos 表达的增加. siRNA 转染发现, 敲除 c-Fos 基因能够抑制 SH-SY5Y 细胞兴

奋状态但不影响 TH 的表达. 本实验表明, L-茶氨酸可能通过尼古丁引起的乙酰胆碱受

体多巴胺奖赏回路抑制尼古丁成瘾, 该结果为祛除吸烟成瘾和戒烟策略提供了科学  

依据.  
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吸烟成瘾及其产生的副作用对人类的生命和生

活质量构成了重大威胁, 与很多严重疾病, 如心脏

病、肿瘤和急性呼吸道疾病密切相关, 超过了很多疾

病的集合, 吸烟对健康的危害已成为人类面临的重

大公共卫生问题[1~3]. 据估计, 全球有 12.5 亿烟民, 

每年约 500 万人死于与吸烟有关的疾病, 从而产生极

大的医疗费用和社会负担[4~6]. 虽然对烟草依赖有多

种治疗方法, 但由于克服尼古丁依赖非常困难, 而且

多数方法都有不同程度的副作用或使用不便[7], 使得

戒烟仍然非常困难.  

烟草成瘾的主要原因是尼古丁依赖, 是由于个

体反复使用尼古丁所引发的一类慢性易复发的精神

活性物质滥用综合征. 与其他成瘾药物相同, 尼古丁

依赖与中脑边缘系统的多巴胺奖赏回路密切相关 . 

这一系统主要由腹侧被盖区(VTA)、伏隔核(NAc)、

杏仁核和蓝斑等组成, 其中表达高水平的尼古丁乙
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酰胆碱受体(nAchRs). 包括尼古丁在内的多数成瘾

药物可增强此系统中的多巴胺能神经活性. 条件性

位置偏爱模型是研究成瘾药物常用的经典模型, 用

以评价包括尼古丁在内的成瘾药物的奖赏效应和强

化效应[8,9].  

尼古丁与脑中乙酰胆碱受体相互作用使受体数

量增加引起吸烟成瘾等效应. 不仅动物实验表明尼

古丁处理可以使nAchRs 明显增加[10,11], 而且烟

民脑中nAchRs 也明显上调 [12]. 有报道表明 , 

nAchRs,nAchRs 与转录因子 c-Fos 与尼古丁

成瘾也有关系[13,14]. 这说明, 如果在有关脑区抑制了

nAchRs 的表达和功能, 则有可能抑制尼古丁成瘾.  

L-茶氨酸是天然茶成分中的一种氨基酸, 可以

使精神放松并具有神经保护作用. 有报道称, L-茶氨

酸对咖啡因引起的兴奋有拮抗作用[15]. 本实验室前

期研究了尼古丁引起的强化作用及新研制的茶质滤

嘴和其中的一些成分对吸烟成瘾的抑制作用, 发现

茶质滤嘴对吸烟成瘾有明显的抑制作用, L-茶氨酸对

动物尼古丁成瘾有明显祛除作用[16]. 为此, 本实验利

用 小 鼠条件 性 位置偏 爱 实验 (conditioned place 

preference, CPP)和神经细胞 SH-SY5Y 作为实验模型, 

深入研究了 L-茶氨酸对尼古丁引起的行为变化和生

物化学过程的影响及其机理.  

1  材料与方法 

1.1  试剂 

改进的 Dulbecco Eagle’s(DMEM)高糖培养基购

自 GIBCO(Grand Island, NY, USA); 胎牛血清(FBS)

购自 Hyclone(logan, UT, USA); 2-NBDG 购自

Invitrogen Co.(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); 胰酶, 

青霉素, 链霉素, EDTA(ethylenediaminotetraacetic 

acid), β-羟基刺桐定溴酸盐(DHβE)等购自 Sigma 

Chemical Co.(St. Louis, MO, USA); L-茶氨酸由杭州

禾田生物技术有限公司馈赠, 纯度为 98.11%(HPLC

分析); 尼古丁由郑州烟草研究院提供; 乙酰胆碱受

体 AChR4(sc-74519), AChR2(sc-11372), AChR7 

(sc-11372),TH(sc-25269),c-FOS(sc-52)和-Actin(sc- 

1616-R)抗体购自 Santa Cruz Biotechnology(Santa 

Cruz, CA, USA); Vectastain ABC 和 DAB 试剂盒购自

VECTOR Corporation(Brulingame, USA). 其余化学 

试剂均为国产分析纯.  

1.2  实验动物和处理 

6~8 周雌性 C57BL/6J 小鼠购自中国医学科学院

实验动物中心, 饲养于无特定病原体级 SPF(specific 

pathogen free)环境中, 自由取食. 尼古丁、L-茶氨酸、

尼古丁受体抑制剂DHE溶于生理盐水, 采用皮下注

射方式给药; 小鼠按以下方式分组, 每组 10只. 对照

组: 小鼠皮下注射生理盐水; 尼古丁组: 皮下注射尼

古丁(0.5 mg/kg天); Th-L, L-茶氨酸低剂量组: 小鼠

皮下注射 L-茶氨酸(250 mg/kg天); Th-H, L-茶氨酸高

剂量组 : 小鼠皮下注射 L-茶氨酸 (500 mg/kg天 ); 

Th-L(N), 尼古丁和 L-茶氨酸低剂量组: 小鼠皮下注

射 L-茶氨酸(250 mg/kg天)15 min 后皮下注射尼古丁

(0.5 mg/kg天); Th-H(N), 尼古丁和 L-茶氨酸高剂量

组: 小鼠皮下注射 L-茶氨酸(500 mg/kg天)15 min 后

皮下注射尼古丁(0.5 mg/kg天); DHE(N), 尼古丁和

抑制剂组: 小鼠皮下注射抑制剂(2.0 mg/kg天)15 min

后皮下注射尼古丁(0.5 mg/kg天)[17]. 动物每日注射

尼古丁(0.5 mg/kg天)或生理盐水连续不同时间. 

1.3  条件性位置偏爱实验 

条件性位置偏爱实验是一种被经常用于评定包

括尼古丁在内的依赖性药物奖赏效应的行为学指  

标[18,19]. 小鼠位置偏爱仪购自中国医学科学院. 装置

呈长方形盒状, 由 2 个可以上下自由滑动的门将盒分

为 3 部分. 将实验动物放入装置后由计算机记录动物

行为. 实验流程分为前测组、训练组和测试组 3 部分. 

实验第 1 和 2 天进行前测, 依据结果分组, 保证每组

无明显偏爱. 实验第 3~9 天进行训练, 小鼠给药后放

入伴药箱部分, 给对照药后放入对照箱, 30 min 后取

出小鼠. 每天 2 次, 间隔 5 h. 实验第 10 天进行测试, 

小鼠自由穿梭, 计时 900 s, 记录小鼠停留于每箱中

的时间. 在前测和测试期动物均不给药.  

1.4  细胞培养和 2-NBDG 法检测葡萄糖吸收 

SH-SY5Y细胞生长培养基为DMEM高糖培养基, 

含 10%胎牛血清(FBS), 100 IU/mL 青霉素和 100 

g/mL 链霉素. 细胞培养于 37℃, 5%CO2 培养箱中. 

细胞用 DHβE(50 mol/L)或 L-茶氨酸(100 mol/L)处理

30 min, 用和不用尼古丁(10 mol/L)处理 24 h, 然后用

KRB 缓冲液冲洗 3 次, 再用脱氧葡萄糖荧光显像剂
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2 - [ N { 7 -硝基苯 - 2 -乙二酸 - 1 ,重氮盐 - 4 -基}氨基 ]  

(2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]), 2-  
NBDG (Invitrogen, CA, USA)培养 20 min, 用 KRB 

缓冲液冲洗 3 次 . 用荧光显微镜(Olympus, kx14e)  

检测. 

1.5  电化学-HPLC 方法检测多巴胺含量 

实验小鼠给药 30 min 后脱臼处死, 断头取脑并

于冰上分离出两侧纹状体 , 称重后加入 1 mL 0.2 

mol/L 高氯酸匀浆. 匀浆液在 20000×g, 4℃条件下离

心 15 min, 取上清. 纹状体多巴胺含量及其代谢物

3,4- 二 羟 基 苯 氨 酸 (dihydroxyphenylacetic acid) 

(DOPAC)和高香草酸(homovanillic acid)(HVA), 使用

HPLC ESA-5600A 电化学系统(ESA, 美国)进行检  

测[20,21].  

1.6  酪氨酸羟化酶(TH)免疫组化检测 

脑组织切片(14 µm)TH 免疫荧光按文献[22,23]方

法进行, 组织切片用 PBS 清洗 3 次后, 免疫组化按

ABC 试剂盒说明操作(Vector Laboratories), 通过培

养鼠标单克隆抗 TH 抗体(1︰200)和生物素标记的兔

抗鼠 IgG(1︰100; Vector Laboratories)免疫标记 TH阳

性神经元; 随后按 DAB 显色试剂说明进行显色反应, 

于显微镜(Leica DM2500)下观察黑质致密部的 TH 阳

性细胞并拍照.  

1.7  蛋白印迹 

腹侧被盖区(VTA)、前额皮层(PFC)和包含伏隔

核区(NAc)脑组织加入蛋白裂解缓冲液(50 mmol/L 

Tris-Cl, 150 mmol/L NaCl, 0.02 mol/L NaN2, 100 
µg/mL PMSF, 1 µg/mL Aprotitin, 1% Triton X-100), 

0℃冰浴匀浆 30 min 后, 于 4℃ 12000×g 离心 25 min, 

收集上清, 按照标准蛋白印迹方法进行实验. 检测尼

古 丁 乙 酰 胆 碱 受 体 亚 基 nAChR4, nAChR2, 

nAChR7, TH和 c-FOS蛋白水平的表达. 条带灰度值

用 NIH Image 软件进行分析.  

1.8  细胞免疫荧光方法 

SH-SY5Y 细胞处理到时间后, 以甲醇/丙酮(1:1)

固定和 1%Triton X-100 渗透, 然后再用 1%小牛血清

封闭 0.5 h, 通过与 TH(SC-25269), c-FOS(sc-52)和荧

光标记的羊抗鼠 IgG抗体样品孵化进行染色. 最后在

激光共聚焦显微镜下观察并拍照(LSCMFV500).  

1.9  siRNA 转染 

siRNAs 由 GenePharma 公司设计合成, c-Fos 的

序列为 5′-GGUGGAACAGUUAUCUCCATT-3′(正义)

和 5′-UGGAGAUAACUGUUCCACCTT-3′(反义). 由

公司提供的一个反义的不针对大鼠、小鼠或人基因的

siRNA 作为负对照 (Nc), 序列为 5′-UUCUCCG- 

AACGUGUCACGUTT-3′(正义)5′-ACGUGACACGU- 

UCGGAGAATT-3′(反义). 将大约 1×105 SH-SY5Y 细

胞/35 mm 放在培养皿中, 直到细胞长到 80%覆盖率

后, siRNAs 用脂质体 2000(Invitrogen Inc., USA)按说

明书进行转染.  

1.10  统计分析 

数据结果以 SEx  表示, 用 ORIGIN 软件、多因

素方差分析(ANOVA)和 t 检验 [24]对数据进行分析, 

P<0.05 定义为有显著统计差异.  

2  结果 

2.1  L-茶氨酸调节尼古丁诱导的小鼠强化效应 

实验中采用小鼠条件性位置偏爱实验评价了尼

古丁的强化效应. 结果发现, 用尼古丁(0.5 mg/kg/天, 

皮下注射)处理 14 天, 小鼠在伴药箱中的停留时间明

显延长, 表明引起了条件性位置偏爱的形成(图 1A). 

用 L-茶氨酸(250 或 500 mg/kg)或 DHE 预处理 2 周

的小鼠, 两种剂量的 L-茶氨酸和 DHE 都能明显抑

制尼古丁引起的条件性位置偏爱的形成(图 1B). 然

后, 又检测了尼古丁引起小鼠条件性位置偏爱形成

后 L-茶氨酸的作用效果 . 结果发现 , 尼古丁 (0.5 

mg/kg/天)处理 2 周后, 小鼠在伴药箱中的停留时间

明显变长, 即尼古丁处理引起了小鼠的条件性位置

偏爱(图 1C). 随后对明显形成条件性位置偏爱的小

鼠单独注射 L-茶氨酸(不用尼古丁)或用 L-茶氨酸和

尼古丁受体抑制剂预处理并继续注射尼古丁. 结果

显示, 两种给药形式都明显减少了尼古丁引起的小

鼠在伴药箱中停留时间的延长(图 1C). 这些数据显

示, L-茶氨酸无论是尼古丁成瘾前还是成瘾后都能抑

制尼古丁引起的奖赏效应和强化效应. 
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图 1  L-茶氨酸对尼古丁引起的条件性位置偏爱的影响 

A: 尼古丁诱导小鼠成瘾, Con: 对照组; Nic: 尼古丁组. 尼古丁组小鼠注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)14 天, 对照组小鼠注射同等剂量生理盐水. 

第 17 天利用 CPP 方法检测; B: L-茶氨酸预处理对尼古丁诱导小鼠成瘾的抑制作用, Con: 对照组; Nic: 尼古丁组(0.5 mg/kg/天); Th-L: L-茶氨

酸低剂量组(0.25 mg/kg/天); Th-H: L-茶氨酸高剂量组(0.5 mg/kg/天); Th-L(N): L-茶氨酸低剂量预处理组(0.25 mg/kg/天); Th-H(N): L-茶氨酸高

剂量预处理组(0.5 mg/kg/天); DHβE(N): 乙酰胆碱受体抑制剂预处理组(2 mg/kg). 尼古丁组小鼠注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)14 天, 对照组小鼠

注射同等剂量生理盐水. L-茶氨酸组或 L-茶氨酸预处理组小鼠不注射或注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)前 15 min 注射低剂量或高剂量 L-茶氨酸 14

天, DHβE 组小鼠注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)前 15 min 注射 DHβE 14 天, 第 17 天利用 CPP 方法检测; C: L-茶氨酸后处理对尼古丁诱导小鼠成

瘾的抑制作用, Con: 对照组; Nic: 尼古丁组(0.5 mg/kg/天), 尼古丁组小鼠注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)14 天, 对照组小鼠注射同等剂量生理盐

水. 第 17 天利用 CPP 方法检测; 第 18 天, L-茶氨酸处理组小鼠不注射或注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)前 15 min 注射 L-茶氨酸或 DHβE, 第 31

天利用 CPP 方法检测. Th(N-): 不继续注射尼古丁 L-茶氨酸(0.5 mg/kg/天)处理组; Th(N): L-茶氨酸(0.5 mg/kg/天)处理继续注射尼古丁组; 

DHβE(N): 尼古丁乙酰胆碱受体抑制剂(2 mg/kg)处理继续注射尼古丁组. 结果以伴药箱中平均停留时间表示, n=10. 多因素方差分析, *:  

P<0.05, 与对照组相比; #: P<0.05, 与尼古丁组相比 

2.2  L-茶氨酸抑制尼古丁引起的 SH-SY5Y 细胞兴
奋状态 

尼古丁可以诱导神经细胞兴奋[11]. 尼古丁诱导

多巴胺神经兴奋可能是尼古丁成瘾的机理之一 [25]. 

葡萄糖是细胞能量代谢的关键分子, 葡萄糖吸收是

细胞兴奋状态的重要标志. 所以, 利用 2-NBDG 荧光

标记研究了 L-茶氨酸对尼古丁处理 SH-SY5Y 细胞 

的葡萄糖摄取改变的影响, 来衡量神经细胞的兴奋状

态. 尼古丁处理 SH-SY5Y 细胞后, 细胞中 2-NBDG 的

荧光信号明显比对照细胞强(图 2), 说明尼古丁处理

后, 细胞的葡萄糖摄取增加, 表示细胞处于兴奋状态. 

L-茶氨酸或尼古丁乙酰胆碱受体抑制剂预处理后 , 

细胞内的荧光信号与尼古丁组比较明显减弱(图 2), 

说明 L-茶氨酸抑制了尼古丁引起的细胞兴奋状态.  
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图 2  L-茶氨酸对尼古丁处理 SH-SY5Y 细胞葡萄糖摄取增

加(神经细胞兴奋状态)的影响 

Blank: 含 PBS 缓冲溶液不用 2-NBDG 荧光标记的细胞; Con: 含

PBS 缓冲溶液和 2-NBDG 荧光标记的细胞; Nic: 尼古丁处理含 PBS 

缓冲溶液和 2-NBDG 荧光标记的细胞; Th: L-茶氨酸处理含 PBS 缓

冲溶液和 2-NBDG荧光标记的细胞; Th(N): 尼古丁和L-茶氨酸处理

含 PBS 缓冲溶液和 2-NBDG 荧光标记的细胞; DHβE(N): 尼古丁和 

DHβE 处理含 PBS 缓冲溶液和 2-NBDG 荧光标记的细胞 

2.3  L-茶氨酸抑制尼古丁引起的酪氨酸羟化酶表
达和多巴胺释放增加 

脑内多巴胺释放的增加是衡量尼古丁诱导奖赏

效应非常重要的指标 [20,21]. 本实验检测了药物处理

后小鼠中脑内多巴胺水平的变化. 结果表明, 尼古丁

处理 2 周后, 中脑内的多巴胺水平明显上调, 而尼古

丁乙酰胆碱受体抑制剂和 L-茶氨酸(500 mg/kg/天)预

处理后, 与尼古丁单独处理组相比都明显抑制了小

鼠中脑多巴胺含量的增加(图 3).  

酪氨酸羟化酶是负责多巴胺合成的关键酶, 其

水平的高低反映了多巴胺合成的多少. 免疫组化染

色结果表明, 尼古丁处理 2 周后明显增加了小鼠脑中

TH 阳性神经元的数目, 而茶氨酸预处理后, 与尼古

丁单独处理组相比, 明显减少了 TH 染色阳性神经元

的增加(图 4A). 同时, 蛋白印迹结果表明, 尼古丁处

理后, TH 在 VTA 区的表达明显增加, 低剂量和高剂

量的 L-茶氨酸预处理则明显抑制了尼古丁引起的 TH 

 

图 3  L-茶氨酸对尼古丁引起小鼠中脑多巴胺含量的影响 

多巴胺用 HPLC 电化学方法测量, 结果以每 mg 小鼠脑湿重中多巴

胺含量表示. Con: 对照组; Nic: 尼古丁组(0.5 mg/kg/天); Th(N): L-

茶氨酸预处理组(500 mg/kg); DHβE(N): 尼古丁乙酰胆碱受体抑制

剂预处理组(2 mg/kg); n=3. 数据进行多因素方差分析, #: P<0.05,  

与尼古丁组相比 

表达的增加, 并且呈现剂量依赖效应; 而L-茶氨酸单

独处理组与对照组相比, 在VTA区TH的表达没有明

显变化(图 4B). 这些结果说明, L-茶氨酸只是在尼古

丁刺激时抑制了尼古丁对 TH 表达的上调和 DA 释放

的增加.  

2.4  L-茶氨酸抑制尼古丁引起的 3 种尼古丁乙酰
胆碱受体亚基(4,2和7 nAChRs)蛋白表达在脑
奖赏回路相关区域的上调 

为了阐明 L-茶氨酸影响尼古丁引起的强化效应

和细胞兴奋的机理, 分离了小鼠与多巴胺奖赏回路

相关脑区的脑组织: 腹侧被盖区、前额皮层和包含伏

隔核, 用蛋白印迹法检测了不同药物处理后这 3 个脑

区的 3 种尼古丁乙酰胆碱受体亚基和7 蛋白

表达的变化. 结果表明, 尼古丁处理 2 周后, 这 3 个

脑区中 3 种类型的尼古丁乙酰胆碱受体的表达都明

显增加(图 5). L-茶氨酸低剂量(250 mg/kg/天)和高剂

量(500 mg/kg/天)预处理后都明显抑制了尼古丁引起

的 3 个脑区中 α4 和 β2 亚基的表达上调; 在 VTA 区

和 PFC 的脑组织中, 两种剂量的 L-茶氨酸预处理明

显抑制了尼古丁引起的 α7 亚基的表达上调; 而在

NAc 区, L-茶氨酸预处理对 α7 亚基没有影响. L-茶氨

酸单独处理时只在小鼠的 NAc 区引起了 α4 亚基的表

达降低, 而在其他脑区中, 都没有降低 3 种亚基的表 
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图 4  L-茶氨酸对尼古丁引起小鼠中脑酪氨酸羟化酶表达

的影响 

A: 小鼠脑黑质部酪氨酸羟化酶的免疫组化染色; B: L-茶氨酸对尼

古丁诱导小鼠脑腹侧被盖区酪氨酸羟化酶蛋白质表达影响的印迹

分析; C: L-茶氨酸对尼古丁诱导小鼠脑腹侧被盖区酪氨酸羟化酶蛋

白质表达影响 3 次独立实验的定量分析. Con: 生理盐水处理; Nic: 

尼古丁处理; Th-L: 低剂量 L-茶氨酸处理(250 mg/kg); Th-H: 高剂

量L-茶氨酸处理(500 mg/kg); Th-L(N): 尼古丁和低剂量L-茶氨酸处

理(250 mg/kg); Th-H(N): 尼古丁和高剂量 L-茶氨酸处理(500 

mg/kg). 结果为 x ±SE, n=3. 多因素方差分析, *: P<0.05, 与对照组 

相比; #: P<0.05, 与尼古丁组相比 

达, 说明 L-茶氨酸只是在尼古丁刺激时抑制了乙酰

胆碱受体 3 种亚基表达的上调.  

2.5  L-茶氨酸抑制了尼古丁引起的 c-Fos 表达上调 

成瘾物质滥用可能诱导神经特异适应并导致生

理和心理依赖[25,26] . 由于 c-Fos 可能与尼古丁诱导的

长期神经适应性改变密切相关 [26], 所以以小鼠和

SH-SY5Y 细胞为模型检测了尼古丁是否会诱导

c-FOS 蛋白表达上调以及 L-茶氨酸是否会对尼古丁

的这一效应产生作用. 实验结果发现, 尼古丁明显上

调了小鼠与奖赏回路有关脑区 VTA, PFC 和 NAc 脑

组织 c-Fos 的表达, L-茶氨酸预处理后明显抑制了

c-Fos 在这些脑区表达上调(图 6). TH 和 c-FOS 免疫

荧光双标记的结果也表明, 在 SH-SY5Y 细胞中, 尼

古丁引起 TH 表达增加的同时, c-Fos 表达也增多, 而

L-茶氨酸预处理后, 明显抑制了尼古丁引起的 c-Fos

和 TH 表达的增加(图 7). 

2.6  敲除 c-FOS抑制尼古丁引起 SH-SY5Y细胞兴
奋状态但对 TH 上调没有影响 

为了研究 c-FOS 在尼古丁诱导细胞兴奋状态的

重要性, 利用 siRNA 技术把 SH-SY5Y 的 c-Fos 敲除, 

然后用 2-NBDG 技术测量了葡萄糖摄取情况. 如图

8A 和 B 所示, c-Fos 敲除后, c-Fos 表达减少到 47%. 

与对照组相比, 尼古丁诱导后葡萄糖摄取量明显降

低, 而 TH 表达没有明显变化(图 8C). 这表明 c-Fos

敲除后抑制了尼古丁诱导的细胞兴奋状态, 但对 TH

表达的影响不大(图 8A 和 B).  

3  讨论 

本研究发现, L-茶氨酸对尼古丁引起的条件性位

置偏爱行为和尼古丁诱导的神经细胞兴奋状态有明

显抑制作用, 而且与尼古丁受体抑制剂DHE的效果

类似(图 1 和 2). 先前也有报道, L-茶氨酸对咖啡因诱

导的兴奋有类似抑制作用[16].  

TH 表达上调和多巴胺释放的增加是尼古丁依赖

的重要指标 [27,28]. 在本实验体系中, 尼古丁处理后, 

小鼠中脑 TH 的表达明显增加, L-茶氨酸预处理则明

显抑制尼古丁引起的 TH 表达增加, 而 L-茶氨酸单独

处理与对照组相比, TH 的表达没有变化(图 4). 这些

结果表明, 只有在尼古丁刺激下, L-茶氨酸对小鼠脑

中 TH 的表达和多巴胺的释放才有抑制作用.  

大量数据表明, 和型尼古丁乙酰胆碱受

体数量的增加和功能的激活与尼古丁依赖密切相  

关[10~12], 而抑制尼古丁乙酰胆碱受体的功能和与其

相关的途径可以减少尼古丁引起的动物觅药行    

为[29,30]. 因此, 尼古丁乙酰胆碱受体就成为治疗尼古

丁成瘾的重要靶点. 本实验数据表明, 尼古丁处理 2

周后, 小鼠脑中 3 种类型的尼古丁乙酰胆碱受体的表

达都明显增加, 而 L-茶氨酸明显抑制了尼古丁引起

的 3 个与多巴胺奖赏回路相关脑区, 包括腹侧被盖

区、前额皮层和包含伏隔核在内的脑组织中4, 2 和

亚基的表达上调(图 5). 先前研究还表明, 长期尼

古丁处理会引起乙酰胆碱受体脱敏[31~34]. 尼古丁乙
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图 5  L-茶氨酸和尼古丁对小鼠脑相关区域尼古丁 nAChRs 3 种亚基表达的影响 

A: 腹侧被盖区; B: 前额皮层区; C: 伏隔核区. A~C: 蛋白印迹分析; D~F: 统计分析结果. 尼古丁组小鼠注射尼古丁(0.5 mg/kg/天), 对照组

小鼠注射同等剂量生理盐水. L-茶氨酸组或 L-茶氨酸预处理组小鼠不注射或注射尼古丁(0.5 mg/kg/天)前 15 min 注射低剂量或高剂量 L-茶氨 

酸. 结果为 x ±SE, n=3. 多因素方差分析, *: P<0.05, 与对照组相比; #: P<0.05, 与尼古丁组相比 

酰胆碱受体的这一特异过程可以使尼古丁乙酰胆碱

受体表达上调, 同时增加尼古丁受体对尼古丁的耐

受性, 这可能是本实验体系中尼古丁处理引起受体

表达上调的重要原因. 与本实验预期不同, L-茶氨酸

单独处理时只在小鼠的 NAc 区引起了4 受体亚基的

表达降低, 而在其他脑区, 都没有降低 3 种受体亚基

的表达(图 5). 说明 L-茶氨酸只是在尼古丁刺激时抑

制了 3 种亚基的表达上调, 而在机体或细胞处于正常

生理状态时, L-茶氨酸本身并不抑制受体的表达. 本

实验现有数据说明, L-茶氨酸可能是通过抑制尼古丁

乙酰胆碱受体 nAChRs 亚基4, 2 和7 及其相关通路

影响尼古丁引起的强化效应和细胞兴奋状态. 但是, 

就目前的研究结果还不能完全解释 L-茶氨酸是如何

影响尼古丁乙酰胆碱受体表达的. 例如, L-茶氨酸与

尼古丁在脑中是通过竞争结合还是非竞争方式抑制

尼古丁依赖的等问题都有待进一步研究.  

c-Fos 是原癌基因 fos 转录因子家族中的一员, 

可能与尼古丁诱导的神经特异适应有关[14,26]. 用尼

古丁急性处理小鼠, c-Fos 在奖赏回路相关脑区的表

达明显增加[35,36], 同时发现, 直接向小鼠脑 VTA 区 
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图 6  L-茶氨酸对小鼠脑相关区域中 c-FOS 表达的影响 

小鼠相关脑区中 c-FOS表达用蛋白印迹分析. A: 腹侧被盖区; B: 前

额皮层区; C: 伏隔核区; D: c-FOS 蛋白质表达 3 次独立实验的统计

分析结果. Con: 生理盐水处理; Nic: 尼古丁处理; Th-L: 低剂量 L-

茶氨酸处理(250 mg/kg); Th-H: 高剂量 L-茶氨酸处理(500 mg/kg); 

Th-L(N): 尼古丁和低剂量 L-茶氨酸处理(250 mg/kg); Th-H(N): 尼

古丁和高剂量 L-茶氨酸处理(500 mg/kg). 结果为 x ±SE, n=3. 多因

素方差分析, *: P<0.05, 与对照组相比; #: P<0.05, 与尼古丁组相比 

注射尼古丁后, NAc 内的 c-Fos 表达明显上调[26]. 实

验检测了尼古丁和 L-茶氨酸对 c-Fos 表达的影响, 尼

古丁引起 c-Fos 在 3 个奖赏回路相关脑区表达明显增

加, 而 L-茶氨酸预处理后, 抑制了尼古丁引起的这种

效应 (图 6 ) .  免疫荧光双标记结果也表明 ,  在     

SH-SY5Y 细胞中, 尼古丁引起 TH 表达增加的同   

时, c-Fos 表达也增多, 而 L-茶氨酸预处理后, 明显 

抑制了尼古丁引起的这种效应(图 7). 这说明, L-茶氨

酸可能通过影响 c-Fos 影响了尼古丁引起动物强化效

应和细胞的兴奋状态. 同时发现, 敲除 c-Fos 抑制了 

 

图 7  双荧光染色技术测量 L-茶氨酸对尼古丁引起

SH-SY5Y 细胞酪氨酸羟化酶和 c-Fos 增加的影响 

TH: 酪氨酸羟化酶免疫染色(绿色); c-Fos: c-Fos 免疫染色(红色); 

Merge: TH 和 c-Fos 免疫双染色(黄色); PH: 细胞光学显微镜照片. 

Con: 对照组; Nic: 尼古丁组(0.5 mg/kg/天); Th(N): L-茶氨酸预处理

组(500 mg/kg); DHβE(N): 尼古丁乙酰胆碱受体抑制剂预处理组(2  
mg/kg) 

尼古丁诱导的细胞兴奋状态, 但是没有抑制细胞 TH

表达(图 8), 说明 c-Fos对尼古丁引起的细胞兴奋状态

和神经元特异适应的影响可能是不受 TH 表达调   

控的.  

长期摄取尼古丁还可以增加中枢神经系统中 3H

尼古丁的结合位点, 从而增加对尼古丁产生效应的

细胞数目[37,38]. 本实验发现, L-茶氨酸可以抑制尼古

丁引起的小鼠奖赏行为和细胞的兴奋状态. 这些数

据表明, L-茶氨酸抑制尼古丁依赖是一个复杂机理. 

L-茶氨酸作用的首要靶点可能是抑制尼古丁乙酰胆

碱受体 α4, 2 和 α7 nAChRs 亚基在相关脑区的上调和

数量的变化, 再影响尼古丁产生效应的细胞数目, 从

而减少了多巴胺合成和释放以及转录因子 c-Fos 的表

达, 进一步抑制了尼古丁诱导的奖赏效应和强化效

应以及神经适应性的改变, 从而最终影响了细胞的

兴奋状态和动物的行为(图 9).  

与其他毒品一样, 烟草商利用吸烟成瘾, 使烟民

无法离开烟草, 以损害他们健康为前提, 赚取钱财, 

并造成环境污染. 只有少吸烟和不吸烟才能真正减



中国科学: 生命科学   2012 年  第 42 卷  第 10 期 
 

783 

 

图 8  c-Fos 敲除对 SH-SY5Y 细胞葡萄糖摄取的影响 

A: c-Fos敲除后 c-Fos和TH表达水平; B: c-Fos和TH表达水平的定量分析结果; C: c-Fos敲除后尼古丁诱导SH-SY5Y细胞的葡萄糖摄取. Nc: 

siRNA 对照; c-Fos RNAi: siRNA-c-Fos; 结果为 x ±SE, n=3. 多因素方差分析, *: P<0.05 

 

图 9  L-茶氨酸通过 nAChRs 多巴胺奖赏通路抑制尼古丁依赖示意图 
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少和消除吸烟危害. 只有抑制吸烟成瘾和祛除烟瘾

才能减少和消除吸烟的危害. 而其关键是抑制尼古

丁依赖和祛除尼古丁依赖, 因为吸烟成瘾是尼古丁

依赖引起的. 无论任何技术和方法, 如果不能减少甚

至增加吸烟, 都不可能真正减少吸烟危害, 甚至增加

其危害[39~43]. 茶氨酸能够在体内调节尼古丁引起的

受体的增加, 祛除尼古丁依赖, 从而很可能提供一种

从根本上祛除烟瘾的技术, 使烟民远离吸烟危害.  

研究表明, 尼古丁对预防和治疗老年痴呆症和

帕金森综合征有一定作用 [44~49], 但是尼古丁成瘾是

其成为治疗药物的一个障碍. 研究发现, L-茶氨酸对

预防和治疗老年痴呆症也有一定作用[50], 可能是 L-

茶氨酸与尼古丁协同发生作用. L-茶氨酸抑制尼古丁

成瘾机理的研究使尼古丁成为治疗老年痴呆症和帕

金森综合征药物看到了希望.  

本研究表明, L-茶氨酸可通过乙酰胆碱受体多巴

胺奖赏回路抑制尼古丁依赖, 该研究结果也为祛除

吸烟成瘾和戒烟策略提供了科学依据.  
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