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TRPM8 参与薄荷醇对炎症因子负调控作用的机制
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北京市人类重大疾病实验动物模型工程技术研究中心,北京　 100021;2.清华大学蛋白质科学教育部重点实验室,
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　 　 【摘要】 　 目的　 薄荷醇通过瞬时受体电位 TRPM8 对炎症因子负调控作用的机制。 方法　 首先在整体动物

实验,检测薄荷醇对小鼠下丘脑中 TRPM8,核转录因子 NF-κB 以及炎症因子 TNF-α 表达水平的调控。 然后通过体

外实验,在细胞水平检测薄荷醇对 PC12 细胞中 TRPM8、NF-κB 和 TNF-α 表达的调控作用。 最后,使用 TRPM8 表

达敲低的 PC12 细胞系,检测薄荷醇对 TRPM8、NF-κB 和 TNF-α 调控作用的变化。 结果　 (1)尾静脉注射薄荷醇,
可以激活小鼠脑中 TRPM8 的表达,抑制核转录因子 NF-κB 和炎症因子 TNF-α 的表达。 (2)薄荷醇可以激活 PC12
细胞中 TRPM8 的表达,抑制 NF-κB 和炎症因子 TNF-α 的表达。 (3)在 TRPM8 敲低的 PC12 细胞中,薄荷醇对

TRPM8 表达无显著调控作用,对 TNF-α 表达的抑制作用转为激活作用。 结论　 薄荷醇对炎症因子 TNF-α 及其上

游核转录因子 NF-κB 的负调控作用依赖于其对 TRPM8 的激活作用。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To elucidate the molecular mechanism of the negative regulation of inflammatory factors by
menthol through transient receptor potential melastatin 8 (TRPM8). Methods 　 In an in vivo experiment, we detected
expression of the cold-sensitive receptor TRPM8, nuclear transcription factor NF-κB, and inflammatory factor TNF-α after
intravenous injection of (-)-menthol. In an in vitro experiment, we examined the effect of menthol on TRPM8, NF-κB,
and TNF-α expression in PC12 cells. Finally, we examined the negative relationship between TRPM8 and TNF-α in PC12
cells (TRPM8 knockdown). Results　 The three main findings of this study are as follows. First, after intravenous injection



of menthol, expression of the cold-sensitive receptor TRPM8 in the hypothalamus of mice was activated, and expression of
the nuclear transcription factor NF-κB and inflammatory factor TNF-α was inhibited. Second, in the neuron-like PC12
cells, menthol activated TRPM8 expression and inhibited NF-κB and TNF-α. Third, in PC12 cells with TRPM8
knockdown, menthol showed no significant effect on TRPM8 expression; in contrast, TNF-α expression was activated.
Conclusions　 The negative regulation of inflammatory factors by menthol depends on the activation of TRPM8 expression.

【Keywords】　 transient receptor potential; neural inflammation; nuclear transcription factors; inflammatory factors

　 　 薄荷(Mentha haplocalyx Briq),作为重要的药用

植物,在我国种植和使用历史源远流长。 其命名有

“菝葀”(扬雄·甘泉赋),“茇艹
舌” (吕沉·字林),“番

荷”(孙思邈·千金方),“菝兰” (陈士良·食性本

草),直至李时珍的本草纲目中才称作“簿荷” [1]。
薄荷在欧洲医学和西方医学的推广使用则要到 18
世纪后。 薄荷醇(menthol),也称为薄荷脑,是一种

环类单萜,主要存在于薄荷属草本植物,被用于胃

肠道[2-3]、呼吸道[4]、泌尿生殖系统[5] 炎症的治疗。
薄荷醇与薄荷酮、异薄荷酮、一起赋予薄荷属植物

新鲜和清凉的气味。 薄荷醇有 4 对光学异构体,其
中(-)-薄荷醇从薄荷草药中分离出来,拥有清新的

薄荷味和多种药理学活性,包括镇咳[6]、镇痛[7]、止
痒[8]、抗菌[9]、抗炎[10-12]、抗肿瘤[13-14]等(图 1)。

瞬 时 受 体 电 位 TRPM8 ( transient receptor
potential melastatin-related 8),又称冷和薄荷醇诱导

受体 CMR-1(cold and menthol induced receptor-1),
属于 瞬 时 受 体 电 位 ( transient receptor potential,
TRP)家族[15-16]。 TRPM8 是一个具有六次跨膜结构

域的非选择性阳离子通道,N 末端和 C 末端位于胞

内(图 1),可以被冷和具有冷属性的化合物激活,如
薄荷醇、Icilin、桉树油等[17-20]。

注:N:氨基端;C:羧基端。

图 1　 薄荷醇和 TRPM8
Note. N, Amino terminal. C, Carboxyl terminal.

Figure 1　 Menthol and TRPM8

炎症反应是一个复杂的生物学过程,当机体暴

露于感染性病原体,或遭遇物理或化学损伤时发生

的一种防御反应。 神经系统炎症会影响神经系统

的功能,强迫症[21]、阿尔兹海默症[22]、中风[23]、创
伤性脑损伤[24]等疾病都伴随神经系统的慢性炎症。

目前有多个研究工作,通过小鼠模型或细胞模型表

明薄荷醇对炎症反应的一直与 TRPM8 受体相关。
Ramachandran 等[25]发现,在小鼠结肠炎模型中,薄
荷醇和 Icilin(TRPM8 激动剂)对小鼠结肠炎症反应

有缓解作用。 Juergens 等[26] 发现 L-薄荷醇在体外

可以显著抑制单核细胞产生 PGE、LTB,IL-1β 等炎

症因子的释放。 除了薄荷醇,其他一些可以激活

TRPM8 受体的因素,如低温[27]、Icilin[28]、桉树油[29]

等,据研究报道也对炎症反应具有抑制作用。 本研

究工作通过小鼠模型和细胞模型,主要探讨了薄荷

醇对神经系统炎症的抑制作用及其可能的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

　 　 本实验使用 SPF 级 ICR 雄性 8 周龄小鼠购自

华阜康公司[SCXK(京)2019-0008],体重约 22 g,
共 24 只。 实验小鼠饲养于中国医学科学院医学实

验动物研究所小鼠 SPF 屏障设施[SYXK(京)2018-
0019],恒温恒湿,12 h / 12 h 固定明暗周期,提供充

足的无菌饮水、垫料和食物。 本研究工作中涉及的

动物实验内容和所需动物数量通过中国医学科学

院医学实验动物研究所伦理审查委员会的审批

(IACUC QC18002),并按实验动物使用的 3R 原则

给予人道的关怀。
1. 1. 2　 实验细胞

　 　 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤 ( PC12 细胞),购自

ATCC。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 (-)-薄荷醇(63660-1G)和 DMSO 购自 Sigma
Aldrich(美国);ECL 底物检测试剂盒(10095983)和
蛋白质 Marker 购自 Thermo-Scientific;0. 9% NaCl、
PBS 和钙离子荧光探针 Fluo-3AM、RIPA 蛋白裂解

液(P0013B)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒(增强型

P0010)、蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE 预混液、蛋白

电泳液、半干转电转缓冲液、TBST、封闭液购自碧云

天生物技术有限公司;动物组织总 RNA 提取试剂盒
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(DP451)购自天根生化有限公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 动物和细胞分组

　 　 24 只小鼠,随机分为对照组(C),溶媒对照组

(VC,含 0. 1% DMSO 生理盐水),薄荷醇高剂量组

(50 mg / kg)和薄荷醇低剂量组(10 mg / kg),通过尾

静脉注射方式进行给药。 90 min 后,颈椎脱臼处死

小鼠,解剖取材获得小鼠脑组织,分离下丘脑核团

部分,液氮速冷后-80℃低温保存。
PC12 细胞分为空白对照组、薄荷醇给药组(低

剂量 200 nmol / L 和高剂量 500 nmol / L)。 给药 3 h
后,收集细胞,进行 RNA 和蛋白抽提。
1. 3. 2　 钙成像实验

　 　 钙离子荧光探针 Fluo-3AM(5 mmol / L)以 PBS
稀释至 1 μmol / L 工作液。 细胞培养皿吸尽培养基

后,用无菌 PBS 清洗 3 次,清除残留血清后,加入

Fluo-3AM 工作液于 37℃避光孵育 15 min,然后用无

菌 PBS 清洗 3 遍。 用激光共聚焦显微镜 ( Leica
SP8)选取合适的视野进行拍照。 所得图片结果,进
行荧光强度统计分析。
1. 3. 3　 荧光实时定量 PCR
　 　 动物组织总 RNA 提取试剂盒提取小鼠脑组织

样本和 PC12 细胞样本的总 RNA,NanoDrop 分光光

度检测所提 RNA 浓度和纯度。 FastKing 一步法反

转录 - 荧光定量试剂盒 ( SYBR Green ) ( 天根,
FP313)进行逆转录 PCR 和荧光实时定量 PCR。 反

应体系为:①2 × FastKing RT-qPCR Buffer ( SYBR
Green) 25 μL,②25×RT-PCR Enzyme Mix 2 μL,上
下游引物 ( 10 μmol / L) 各 1. 25 μL,③RNase-Free
ddH2O 将总体系补齐至 50 μL。 反应步骤:①逆转

录,50℃,30 min;②预变性,95℃,3 min;③PCR 扩

增,95℃,15 s → 60℃,30 s,40 个循环;④溶解曲线

分析。 引物序列如表 1 所示。
1. 3. 4　 免疫荧光标记

　 　 将处于生长对数期的 PC12 细胞接种至 24 孔

板(密度约为 15%),分为对照组和薄荷醇高剂量组

(500 nmol / L),细胞贴壁生长至 40%左右时进行给

药处理。 药物处理后的细胞以 4%多聚甲醛固定液

室温固定,随后加入 0. 1%的 TritionTM-X-100 通透。
以 1%的 BSA 进行封闭,随后加入目标基因一抗和

二抗孵育,二抗孵育时注意避光。 荧光标记后的细

胞,置于激光共聚焦显微镜下观察、拍照。 所得结

果可进行荧光强度统计分析。 进行免疫荧光双标

记时,按如下顺序进行:表达量较低的蛋白一抗→
二抗孵育→二次封闭→表达量较高的蛋白一抗→
二抗孵育。
1. 3. 5　 蛋白免疫印记

　 　 使用 RIPA 蛋白裂解液进行组织或细胞样本的

蛋白质抽提,使用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒进行蛋

白浓度测定。 免疫荧光和蛋白免疫印迹中使用的

抗体见表 2。
1. 4　 统计学方法

　 　 本研究数据使用 SPSS 22. 0 软件进行统计分

析,所有数值以平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示。 所得

数据符合正态分布时,对组内前后差异比较采用配

对样本 t 检验,组间差异比较采用独立样本 t 检

验。∗P<0. 05 为差异有统计学意义,∗∗P<0. 01 为差

异有显著统计学意义,∗∗∗P<0. 001 为差异有极显著

统计学意义。

表 1　 Real-time PCR 引物设计
Table 1　 Primers for Real-time PCR

种属
Species

基因
Gene

正向引物　 　 　 　 　 　 　
Forward　 　 　 　 　 　 　

反向引物　 　 　 　 　
Reverse　 　 　 　 　

小鼠
Mouse

TRPM8 5’-GTGATGAAGTGAGGCAGTGGT-3’ 5’-GCCCAGAGTACAACGAGCTT-3’
NF-κB 5’-GGAGGCATGTTCGGTAGTGG-3’ 5’-CCCTGCGTTGGATTTCGTG-3’
TNF-α 5’-CCTGTAGCCCACGTCGTAG-3’ 5’-GGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’
β-Actin 5’-TGGCTCCTAGCACCATGAAG-3’ 5’-AGCTCAGTAACAGTCCGCC-3’

大鼠
Rat

TRPM8 5’-GCTTCCCTGAGTGGATCACC-3’ 5’-ACATGGCGACCAGGAGATTG-3’
NF-κB 5’-CGCCTGAGACCCGAGACAAG-3’ 5’-CTGCCTCCTGCTCCACTGAC-3’
TNF-α 5’-CTCCAGCTGGAAGACTCCTCCCAG-3’ 5’-CCCGACTACGTGCTCCTCACC-3’
β-Actin 5’-CCGTAAAGACCTCTATGCCAACA-3’ 5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3’
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表 2　 免疫荧光和蛋白免疫印迹抗体
Table 2　 Antibodies for Western blot and IF

抗体种类 Antibodies 名称 Product name 货号 No. 品牌 Brand

一抗
Primary antibodies

TRPM8 NBP1-97311 Novus Biological
NF-κB SC-8008 Santa Cruz
TNF-α ab199013 Abcam
β-actin SC-47778 Santa Cruz

二抗
Second antibodies

山羊抗小鼠 IgG-HRP SC-2005 Santa Cruz
山羊抗兔 IgG-HRP SC-2004 Santa Cruz

山羊抗小鼠 IgG (H+L)-FITC F-2761 Invitrogen
山羊抗兔 IgG (H+L)-FITC F-2765 Invitrogen

山羊抗小鼠 IgG (H+L)-Alexa Fluor 647 A-21235 Invitrogen
山羊抗兔 IgG (H+L)-Alexa Fluor 647 A-21244 Invitrogen

注:C:对照组,VC:溶媒对照组。 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 2　 注射薄荷醇小鼠蛋白表达情况

Note. C, Control group. VC, Vehicle control group. Compared with control group,∗∗P<0. 01.

Figure 2　 Protein expression of mice injected with menthol

2　 结果

2. 1　 薄荷醇对小鼠下丘脑中 TRPM8 蛋白表达的

调控作用

　 　 下丘脑(hypothalamus)属于机体的中枢神经系

统,分布于下丘脑不同区域的神经元通过对温度、
渗透压、血糖等因子的敏感,参与体温调节、摄食饮

水、内分泌、情绪反应等众多生理活动。 分布于外

周神经系统的 TRPM8 是机体的温度感受器,对冷

和薄荷醇敏感。 我们通过体内实验,检测位于中枢

神经系统的 TRPM8 是否对薄荷醇敏感。
如图 2 所示,ICR 小鼠经尾静脉注射薄荷醇 3 h

后,通过蛋白免疫印迹检测小鼠下丘脑中瞬时受体

电位 TRPM8、核转录因子 NF-κB 和炎症因子 TNF-α
表达的变化。 结果显示,相比对照组,薄荷醇高剂

量(50 mg / kg)和低剂量(10 mg / kg)组小鼠下丘脑

中 TRPM8 蛋白的表达显著上调(P<0. 01),NF-κB
和 TNF-α 蛋白的表达显著下调(P<0. 01)。
2. 2　 PC12 细胞对薄荷醇的响应

　 　 高度分化的 PC12 细胞是具有神经元生物特性

的神经元样细胞,被广泛用于神经毒性、神经保护、
神经分泌、神经炎症和突触损伤等多个领域的研究

工作,是神经生物学体外实验中理想的细胞模

型[30-32]。 微 管 相 关 蛋 白 ( microtubule-associated
protein-2)是神经元细胞的骨架蛋白,参与神经系统

发育、形成和再生等重要生物过程[33]。 如图 3A 所

示,在 PC12 细胞中进行神经元标志物 MAP2 的原

位表达,结果显示,本研究工作中使用的 PC12 已经

分化为具有神经元特性的细胞。
随后,通过钙成像技术,我们在检测薄荷醇对

PC12 细胞的作用。 Fluo-3 AM 是常用的钙离子荧

光探针之一,游离形式的 Fluo3 不具有荧光特性,
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与细胞中的钙离子结合后会产生较强的荧光。 如

图 3B 所示,在 488 nm 激发光下,薄荷醇 ( 200
nmol / L)在 PC12 细胞中引发强烈的钙内流反应。
通过平均荧光强度分析显示,相比对照组(MFI:
61. 07± 5. 01 ), 薄 荷 醇 组 的 平 均 荧 光 强 度 为

(158. 29±14. 07),与对照组相比具有极显著差异

(P < 0. 001)。 上述结果表明,具有神经元属性的

PC12 细胞可以很好的模拟小鼠下丘脑中神经元

细胞对薄荷醇的响应。

注:与对照组比较,∗∗∗P<0. 001。 薄荷醇浓度:200 nmol / L。

图 3　 薄荷醇处理 PC12 细胞

Note. Compared with control group,∗∗∗P<0. 001. Menthol concentration, 200 nmol / L.

Figure 3　 PC12 cells with menthol

2. 3　 薄荷醇对 PC12 细胞中 TRPM8 表达的调控

作用

　 　 通过荧光实时定量 PCR,在 mRNA 水平检测薄

荷醇对 PC12 细胞中 TPRM8、NF-κB 和 TNF-α 表达

的变化。 结果如图 4A~4C 所示,200 nmol / L 和 500
nmol / L 的薄荷醇均可以促进 TRPM8 的表达,同时

下调 NF-κB 和 TNF-α 的转录水平。 薄荷醇在转录

水平对 TRPM8,NF-κB 和 TNF-α 表达的调控作用呈

现剂量相关性。
借助免疫荧光双标记实验,分别使用 FITC(绿

色)标记细胞中的 TRPM8 蛋白,Alex649 (红色)标
记细胞中的 TNF-α 蛋白,结果如图 4D~4E 显示,相

比对照组,给药组(薄荷醇 500 nmol / L)中 TRPM8
(绿色)的平均荧光强度显著升高,TNF-α(红色)的
平均荧光强度下降。 以上结果表明,在 mRNA 和蛋

白水平,薄荷醇对 TRPM8 的表达具有激活作用,对
TNF-α 的表达具有抑制作用。
2. 4　 薄荷醇对 PC12 细胞(TRPM8 敲低)中相关

基因表达的调控作用

　 　 为了进一步验证 TRPM8 蛋白与 TNF-α 的负相

关性,我们使用 TRPM8 敲低的 PC12 细胞(KD 细

胞)进行实验。 KD 细胞由清华大学药理实验室提

前构建提供。 如图 5A 所示,在 KD 细胞中,TRPM8
(红色)的荧光强度显著减弱,表明细胞中 TPRM8
蛋白含量降低。 所以我们进一步比较了薄荷醇在

野生型 PC12 细胞 (WT 细胞) 和 KD 细胞中对

TRPM8 和 TNF-α 表达的影响,结果如图 5B ~ 5D 所

示,在加入 200 nmol / L 和 500 nmol / L 薄荷醇时,KD
细胞中,薄荷醇不能激活细胞中 TRPM8 的表达,同
时,薄荷醇失去对细胞中 NF-κB 和 TNF-α 的抑制作

用,并且激活了 TNF-α 表达(P < 0. 01)。 这一结果

证实,在 TRPM8 的表达降低后薄荷醇对 TRPM8 和

TNF-α 的负调控作用受到影响。
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注:D、E:薄荷醇浓度 500 nmol / L。 与对照组比较,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 4　 薄荷醇对基因表达的影响

Note. D / E, Menthol concentration, 500 nmol / L. Compared with control group,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01.

Figure 4　 Effect of menthol on the gene expression

注:WT:野生型 PC12 细胞; KD:TRPM8 敲低的 PC12 细胞;C:对照组。 与对照组比较,∗∗P<0. 01。

图 5　 薄荷醇对 TRPM8 敲低细胞作用

Note. WT, Wild type PC12 cells. KD, PC12 cells with TRPM8 knockdown. C, Control group. Compared with control group,∗∗P<0. 01.

Figure 5　 Effect of menthol on TRPM8 knockdown cells
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3　 讨论

　 　 TRPM8 是一种重要的温度感受器受体,环境低

温通过激活分布于外周神经系统的 TRPM8 受体,
引起钙离子内流,进一步通过电兴奋将环境温度变

化信息传递至中枢神经系统,产生相应温度变化的

“冷感觉”。 除了低温,TRPM8 受体还可以被薄荷醇

及其类似激活,同样通过电兴奋,产生“冷感觉”。
已有的研究表明,在脑缺血、颅脑外伤、心脏骤停等

疾病中,适当降低机体体温,有利于抑制炎症反应。
长期以来,薄荷醇作为一种天然小分子药物因其抗

炎镇痛的效应被广泛使用。 同时,低温和薄荷醇都

可以抑制炎症反应。 因此,在本研究工作中,我们

主要探讨了薄荷醇对炎症反应的抑制作用是否与

其对冷敏感受体 TRPM8 的激活相关。
我们在体内实验(小鼠模型)和体外实验(PC12

细胞模型)中都发现,薄荷醇可以促进 TRPM8 的表

达,抑制 NF-κB 和 TNF-α 的表达。 进一步,PC12 细

胞中当 TRPM8 的表达降低, 薄荷醇无法激活

TRPM8,进一步改变对 TNF-α 表达的作用。 这证实

了薄荷醇对炎症因子的抑制作用依赖于其对

TRPM8 的激活作用。 此外,在细胞模型中,我们还

发现薄荷醇对 TRPM8 的激活包括两个层面:1)一

方面,薄荷醇可以诱导 PC12 细胞产生钙内流现象,
激活位于细胞膜的 TRPM8 作为膜受体的离子通道

属性。 2)分子层面,通过免疫荧光成像,可以直观

的检测到 PC12 细胞胞浆中 TRPM8 蛋白表达水平

被薄荷醇上调。 分布于细胞膜表面和胞浆中的

TRPM8 蛋白具有不同的生物学特点,位于胞浆中的

TRPM8 蛋白可能作为信号分子,影响下游基因的转

录表达[34]。
NF-κB 作为重要的核转录因子,广泛表达于哺

乳动物组织细胞中,主要参与机体对外界刺激的响

应,在免疫应答和炎症反应中具有重要作用。 分布

于胞浆的 NF-κB 与 IκB 结合形成无活性的二聚体,
当受到细胞外信号激活时,IκB 激酶 IKK 被激活,
IκB 降解后使 NF-κB 从 NF-κB-IκBs 复合物中解离,
游离的 NF-κB 进入细胞核启动下游基因的转录表

达[35-36]。 在实验中我们发现,无论是在小鼠还是细

胞模型中,薄荷醇对 NF-κB 和 TNF-α 表达的调控具

有相同趋势。 薄荷醇可以激活胞浆中 TPRM8 的表

达,位于胞浆中的 TRPM8 蛋白与 NF-κB 蛋白具有

共同的空间,因此薄荷醇激活 TRPM8 对 TNF-α 的

负调控作用可能有核转录因子 NF-κB 介导。 综上

所述,薄荷醇能够激活 TRPM8,并通过 TRPM8 影响

了核转录因子 NF-κB 及其下游炎症因子 TNF-α。
该结果为薄荷醇抑制炎症反应可能的分子机制提

供了一定的理论依据和思考方向,为薄荷醇的临床

应用提供了研究基础。
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