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摘  要 

薄荷醇是一种能够提供机体清凉感觉的化学物质，常喷洒在衣物上用于缓

解热感。然而，皮肤不慎直接接触薄荷醇可能导致异常灼烧痛，其中的分子机

制仍不清楚。本课题构建了皮肤外用薄荷醇小鼠模型，以小鼠背根神经节

（dorsal root ganglion, DRG）为实验标本，通过行为学和分子细胞生物学等手段，

探究长期皮肤外用薄荷醇导致疼痛的分子机制。我们发现，小鼠连续 7 天及以

上皮肤外用薄荷醇会导致小鼠足部疼痛反应的提升，且在连续 7 天皮肤外用薄

荷醇后，小鼠 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 的表达量与皮肤外用薄荷醇仅 1 天相比

显著升高，而 DRG中 TRPM8和 TRPV1的共表达情况定性无显著差异。本课题

为探究薄荷醇导致异常疼痛的分子机制探明了可能靶点 TRPM8 和 TRPV1，将

为薄荷醇的进一步应用提供实验基础。 

 

关键词：薄荷醇，背根神经节，TRPM8，TRPV1 
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Abstract 

Menthol is a chemical that gives body cool feelings and is often sprayed on clothes 

to relieve heat. However, accidental exposure to menthol may cause abnormal burning 

pain on skin, the molecular mechanism of which is still unclear. In this study, a mouse 

model of topical menthol application was established, and the mouse dorsal root 

ganglion (DRG) was used to explore the molecular mechanism of pain caused by long-

term topical menthol by means of behavior and molecular cell biology. We found that 

topical application of menthol for more than 7 days led to an increase in foot pain 

response in mice, and after 7 days of topical application of menthol, the expression of 

TRPM8 and TRPV1 in mouse DRG was significantly higher than that of topical 

menthol in skin for 1 day, but there was no significant difference in the co-expression 

of TRPM8 and TRPV1 in DRG. This study identified the possible targets TRPM8 and 

TRPV1 for exploring the molecular mechanism of menthol-induced abnormal pain, and 

will provide an experimental basis for further application of menthol. 

 

Key words：Menthol, dorsal root ganglion, TRPM8, TRPV1 
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一、 前  言 

1.1 温觉感受 

温觉是机体的皮肤受到不同温度刺激后产生的感觉，包括冷觉和热觉。皮

肤上的冷觉和热觉从外周传入中枢的过程由初级传入感觉神经元进行传导。初

级传入感觉神经元是一种假单极神经元，其胞体位于背根神经节（dorsal root 

ganglion, DRG）中。初级传入感觉神经元的皮肤端是游离的神经末梢，表达有

感受不同温度的刺激的温觉感受器。这些温觉感受器将温觉刺激换能并编码为

电信号，通过传入神经元经过 DRG 将温觉感受信号传导至脊髓背角，进入中枢

神经系统。到达中枢后，温觉信号随后沿脊髓经丘脑传导至大脑皮层，进而产

生热和冷的感觉（图 1-1）[1,2]。温觉感受是生物体响应外界温度变化，进而调

整机体行为、生理活动和生化反应强度过程中的重要组成部分[1]。因此，机体

正确地感受温觉对维持机体正常生命活动至关重要。 

  
图 1-1  哺乳动物温觉感受的传导通路[1] 

DRG 作为温觉传入通路中第一级感觉神经元胞体所在的区域，含有 Aα、

Aβ、Aδ和 C 类等不同类型的温觉感觉神经元，其中 Aδ类感觉神经元和 C 类

感觉神经元与温觉和痛觉的传导密切相关[1,3]（图 1-1、1-2）。不同感觉神经元传

递的信息和传递速度均不同，如中等粗细的薄髓鞘 Aδ纤维可快速调制、传导有
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准确定位的由极端温度导致的热痛或冷痛；较细的无髓鞘的 C 纤维则较慢地传

导无害范围内的冷热温度或无准确定位的慢性疼痛[1,3,4]。 

 
图 1-2  哺乳动物温觉感受的初级传入通路[5] 

初级传入感觉神经元上有大量不同种类的温觉敏感型离子通道，如与冷觉

有关的瞬时受体电位M亚型 8（transient receptor potential melastatin 8, TRPM8）、

瞬时受体电位 A 亚型 1（transient receptor potential ankyrin, TRPA1）、钠离子通道

NaV1.8、钾离子通道 TRAAK 与 TREK-1 等[6]（图 1-3），与热觉有关的瞬时受体

电位 V 亚型 1（transient receptor potential vanilloid 1, TRPV1）和非 TRPV1 热敏

离子通道[6]（图 1-3）。它们都是温觉初级传入神经元皮肤端游离末梢上广泛分

布的温度感受器，其中 TRPM8 和 TRPV1 是两种关键的与温觉感受相关的瞬时

受体电位通道。 

 
图 1-3  哺乳动物温觉感觉神经元上的离子通道[6] 

 

1.2 温度敏感型 TRP 通道 

哺乳动物体内的 TRPM8通道是温度敏感、电压敏感和化学敏感型的非选择

性阳离子通道，可被低于 25℃的低温[7]、膜电位变化[8]以及薄荷醇（menthol）
[9]、AG-3-5（icilin） [10]等化学物质激活（图 1-4），并在二磷酸磷脂酰肌醇

（phosphatidylinosital biphosphate, PIP2）的调控下开放[11,12]，引起以钙离子为主

的阳离子内流[9,10]。 
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图 1-4  哺乳动物 TRPM8 的机制和传导通路[3] 

TRPM8广泛分布于DRG、三叉神经节（trigeminal ganglia, TG）等神经组织

中[13]。在 DRG 中，TRPM8 在一部分 C 类和 Aδ类感觉神经元中表达，占 DRG

总神经元数的 5-10%（图 1-5）[14]。因为这些神经元通常不表达 TRPV1、CGRP

和 IB4 等常见的伤害感受器标记，传递非伤害性信号[10,15,16]。因此，一般认为

TRPM8 主要传导无害冷觉[15,17]。 

 
图 1-5  TRPM8 不在 IB4 和 CGRP 标志物阳性的伤害性 DRG 神经元上分布[14] 

哺乳动物体内的 TRPV1 通道是温度敏感、电压敏感和化学敏感型的非选择

性阳离子通道，可被高于 42℃的高温[18]、膜电位变化[8]以及辣椒素[18]等化学物

质激活（图 1-6），并在蛋白激酶 A（protein kinase A, PKA）和蛋白激酶 C

（protein kinase C, PKC）的磷酸化作用下开放，引起以钙离子为主的阳离子内

流。 

 
图 1-6  哺乳动物 TRPV1 的机制和传导通路[3] 

TRPV1 广泛分布于 DRG、TG 等神经组织中。在 DRG 中，大约有 35-50%

的神经元为 TRPV1 阳性[19]。这些神经元一般是 CGRP 和 IB4 等伤害感受器标志
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物阳性的 C 类感觉神经元和 Aδ类感觉神经元，传递伤害性信号（图 1-7）[19,20]。

因此，一般认为 TRPV1 主要传导有害热痛[3,5]。 

 
图 1-7  TRPV1 在 CGRP 阳性的伤害性 DRG 神经元上分布[21] 

此外，在 DRG 中还观测到与低温冷觉有关的非薄荷醇敏感的 TRPA1 与

TRPV1 在伤害感受器标记阳性的 C 类感觉神经元和 Aδ 类感觉神经元上共定位

[22,23]，约占 DRG 总神经元数的 33%[22]。因此，该类共表达 TRPV1 和 TRPA1 的

伤害感受器标记阳性的感觉神经元可传导有害的热痛和冷痛（图 1-8）。 

 
图 1-8  哺乳动物 TRPV1 和 TRPM8 的共定位[6] 

对于 TRPM8 和 TRPV1，大多数研究显示，并未观测到哺乳动物体内

TRPM8 和 TRPV1 的共定位现象[9,10,22]（图 1-8）。然而有研究报道，体外培养的

表达 TRPM8 的 DRG 神经元中，有 50%的神经元对薄荷醇和辣椒素都有反应

（图 1-9）[7,24]，提示表达 TRPM8 的 DRG 神经元能在体外培养条件下因培养基

中高水平的神经营养因子而上调 TRPV1 的表达量[23]。 

 
图 1-9  体外条件下 TRPM8 和 TRPV1 在 DRG 上共表达[7]  
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1.3 薄荷醇与温觉感受 

薄荷醇也称为薄荷樟脑，是薄荷植物精油中的主要成分，赋予植物凉爽的

气味[25]。现有研究表明，薄荷醇能化学激活皮肤表面冷觉感受器之一的 TRPM8，

产生无害的冷觉[9,10]，因此在吸入、食用或皮肤外用时能产生清凉的感觉[25]，

所以也常用于为高温条件下的工作者或长时间运动的运动员缓解热感[26–28]。同

时，薄荷醇还作为潜在的镇痛剂，可作用于三叉神经节上的 TRPM8，降低颅脑

表面的温度，大幅缓解偏头痛[29]。综上，薄荷醇在清凉和镇痛方面存在潜力，

可为新产品或药品的研发提供思路。 

然而，有研究报道，人体皮肤长期直接涂抹外用 30%-40%浓度的薄荷醇-乙

醇溶液可能会使涂抹有薄荷醇的皮肤产生灼烧痛感而并非无害冷觉，影响机体

的温觉感受[30–32]，干扰机体对环境温度的判断，然而其详细分子机制尚未明确。 

有研究表明，在炎症模型小鼠的 TG 中，共表达 TRPM8 和 TRPV1 的神经

元数量显著增加[29]，从而改变一段时间内小鼠面部对温度和疼痛的感觉，而

DRG 中则缺乏相关的研究（图 1-10）。因此，在 DRG 中是否会有类似的共表达

水平变化的机制，使长期皮肤涂抹外用薄荷醇导致灼烧痛感而非清凉感，仍有

待研究。 

 
图 1-10  TRPM8 和 TRPV1 在 TG 中的共定位[29] 
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1.4 主要研究内容 

本文将通过小鼠后足背部连续给药的方式构建长期皮肤外用薄荷醇小鼠模

型，通过行为学实验表征小鼠的疼痛感受，并以小鼠的 DRG 作为实验材料，通

过 qPCR、Western Blot 和免疫荧光等实验探究长期皮肤外用薄荷醇后小鼠 DRG

中 TRPM8 和 TRPV1 表达量的变化和共定位情况。
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二、 材料和方法 

2.1 实验材料 

本课题使用 6-8 周龄的 C57BL/6 雄鼠作为实验动物。本课题中的全部动物

实验均已通过复旦大学动物伦理委员会的审核和批准。 

2.2 实验试剂 

2.2.1 行为学实验试剂 
表 2-1  行为学实验试剂 

名称 公司 

(-)-薄荷醇 Sigma 
二甲亚砜（DMSO） Sigma 

磷酸缓冲生理盐水（PBS）（固体） Solarbio 

PBS 配制：一包 PBS 固体加至 2 l 双蒸水（ddH2O）中，配制 PBS 溶液。 

750 mM 薄荷醇溶液配制：使用 90%DMSO-10%PBS 的混合溶液作为溶剂，

称取薄荷醇配制 750 mM 薄荷醇溶液。 

对照组溶液配制：使用 90%DMSO-10%PBS 的混合溶液作为对照组溶液。 

 

2.2.2 小鼠 DRG 急性分离取材试剂 
表 2-2  小鼠 DRG 急性分离取材试剂 

名称 公司 

水合氯醛 BBI 
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) 碧云天 

7%（w/v）水合氯醛溶液配制：使用双蒸水（ddH2O）作为溶剂，称取水合

氯醛配制 7%（w/v）水合氯醛溶液。 

 

2.2.3 Western Blot 实验试剂与抗体 

2.2.3.1 试剂 
表 2-3  Western Blot 实验试剂 

名称 公司 

RIPA 裂解液（强） 碧云天 
100× Protease Inhibitor Cocktail Bimake 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 碧云天 
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10× TG-SDS Buffer 生工 
Acryl/Bis 30% Solution (29:1) 

（30%丙烯酰胺-甲叉双丙烯酰胺溶液） 
生工 

1.5 M Tris-HCl, pH8.8 碧云天 
1 M Tris-HCl, pH6.8 碧云天 

十二烷基硫酸钠（SDS） 生工 
过硫酸铵（APS） Sigma 

TEMED 生工 
乙醇 国药 

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液(5X) 碧云天 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#26619) Thermofisher 

10× TG Buffer Solution 生工 
甲醇 国药 

Tween-20 生工 
脱脂奶粉 生工 

QuickBlock™ Western 一抗稀释液 碧云天 
Western 一抗二抗去除液（弱碱性） 碧云天 

BeyoECL Moon（极超敏 ECL 化学发光试剂盒） 碧云天 

 
表 2-4  Western Blot 溶液配制 

溶液 溶质或浓缩液 溶剂 

含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液 
100× Protease Inhibitor Cocktail RIPA 裂解液(强) 

10%（w/v）SDS 溶液 SDS ddH2O 
10%（w/v）APS 溶液 APS ddH2O 

PBST 
Tween-20 

（终浓度 0.5%（v/v）） 
PBS 

5%脱脂奶粉 脱脂奶粉 PBST 
1× 电泳缓冲液 10× TG-SDS Buffer ddH2O 

1× 转膜缓冲液 
10× TG Buffer Solution、 

甲醇（终浓度 20%（v/v）） 
ddH2O 

Western Blot 显色液配制：BeyoECL Moon 试剂盒中，将 A 液与 B 液按 1:1

体积比混合。 

2.2.3.2 抗体 
表 2-5  Western Blot 实验抗体 
抗体名称 公司 

TRPM8 Rabbit PolyAb Proteintech 
TRPV1 Mouse McAb Proteintech 
GAPDH Mouse McAb Proteintech 
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Peroxidase-conjugated Affinipure Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) Proteintech 
Peroxidase-conjugated Affinipure Goat Anti-Mouse IgG(H+L) Proteintech 

TRPM8、TRPV1、GAPDH：使用 QuickBlock™ Western 一抗稀释液，分别

按 1:1000、1:1000 和 1:5000 的体积比稀释。孵育后回收，最多使用 3 次。 

Anti-Rabbit、Anti-Mouse：使用 PBST，按 1:5000 体积比稀释。孵育后弃去。 

 

2.2.4 常规 PCR 和 qPCR 实验试剂和引物 

2.2.4.1 试剂 
表 2-6  常规 PCR 和 qPCR 实验试剂 

名称 公司 
TRIzol Invitrogen 

三氯甲烷（氯仿） 国药 
异丙醇 国药 

BeyoPure™ Ultrapure Water (DNase/RNase-Free, Sterile) 碧云天 
2× Phanta Max Master Mix (Dye Plus) Vazyme 

Regular Agarose G-10 BIOWEST 
50× TAE 缓冲液 Solarbio 

核酸染料 Tanon 
DL2000 DNA Marker Genesand 

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒（去基因组） Tiangen 
iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix Bio-Rad 

1× TAE缓冲液：使用 ddH2O作为溶剂，量取 50× TAE缓冲液稀释至 1× TAE

缓冲液。 

含核酸染料的 2%琼脂糖凝胶：使用 1× TAE 缓冲液作为溶剂，称取 Regular 

Agarose G-10 后加入至溶剂中，微波炉加热至完全溶解。溶解后滴加 1-2 μl 核酸

染料，倒入模具中凝固。 

2.2.4.2 引物 
表 2-7  PCR 引物 

引物名称 序列 
Trpm8-F 5’-AGGTCATTTGGGAGCAGACC-3’ 
Trpm8-R 5’-CGGTGAACAACTCCACTGCT-3’ 
Trpv1-F 5’-TTCTCGTGGAGCCCTTGAAC-3’ 
Trpv1-R 5’-CGATAGTAAGCAGCCGTGGT-3’ 
Gapdh-F 5’-TGGAAAGCTGTGGCGTGATG-3’ 
Gapdh-R 5’-ATCCACGACGGACACATTGG-3’ 

引物由生工公司合成，按要求对固体进行溶解，得到 100 μM 引物母液。 

将引物母液稀释至 10 μM 作为工作液进行常规 PCR 和 qPCR 反应。  
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2.2.5 组织免疫荧光实验试剂和抗体 

2.2.5.1 试剂 
表 2-8  组织免疫荧光实验试剂 

名称 公司 

多聚甲醛固定液（4%PFA，PB） Servicebio 
蔗糖 生工 

OCT 包埋剂 Tissue-Tek® 
浓缩型正常山羊血清 BOSTER 

TritonX-100 生工 
QuickBlock™ 免疫染色一抗稀释液 碧云天 

DAPI Fluoromount-G® SouthernBiotech 

30%蔗糖溶液：使用 ddH2O 作为溶剂，称取蔗糖配制 30%蔗糖溶液。 

含 10%山羊血清和 0.5% TritonX-100 的封闭液：使用 PBS 作为溶剂，使用

微量移液器量取山羊血清和 TritonX-100 配制含 10%山羊血清和 0.5% TritonX-

100 的封闭液。 

2.2.5.2 抗体 
表 2-9  组织免疫荧光抗体 
抗体名称 公司 

TRPM8 Rabbit PolyAb Proteintech 
TRPV1 Mouse McAb Proteintech 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488) Abcam 
Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 594) Abcam 

TRPM8、TRPV1：使用 QuickBlock™ 免疫染色一抗稀释液，均按 1:100 体

积比共同稀释。孵育后回收。 

Anti-Rabbit、Anti-Mouse：避光，使用 PBS 稀释，均按 1:100 体积比共同稀

释，避光孵育后弃去。 
 
2.3 实验仪器 

表 2-10  实验仪器 
仪器名称 型号 

体视显微镜 Zeiss Stemi 508 
离心机 eppendorf Centrifuge 5424R 

恒温水浴锅 科析 
酶标仪 TECAN Spark® 
金属浴 Tiangen 
电泳仪 Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra System 
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摇床 Oribital Shaker TS-100 
化学发光成像仪 eBlot Touch Imager 
微量分光光度计 Thermofisher NanoDrop™ One/OneC 

PCR 仪 eppendorf Mastercycler 
蓝光切胶仪 Kylin-Bell GL-1000 

qPCR 仪 Agilent Technologies Stratagene Mx3000P 
冷冻切片机 Leica CM1950 

数字病理切片扫描仪（荧光） KFBIO KF-FL-020 

 

2.4 实验软件 
表 2-11  实验软件 

软件名称 公司 
Microsoft Office Microsoft 

Image J National Institutes of Health 
K-Viewer KFBIO 

GraphPad Prism 9 GraphPad Software 

 

2.5 实验方法 

2.5.1 小鼠长期皮肤外用薄荷醇模型造模 

将 6-8 周龄的 C57BL/6 雄鼠放在斜口鼠笼盖上，左手捏住小鼠尾巴，调整

小鼠头部朝向，使小鼠头部沿鼠笼盖朝下，此时小鼠前爪会抓住鼠笼盖。左手

通过移动小鼠尾巴和控制力度，使小鼠后爪能够正常放在鼠笼盖上并暴露（图

2-1）。右手夹取已蘸取实验组薄荷醇溶液或对照组溶液的脱脂棉球，将棉球轻

轻敷在小鼠一侧的后爪上 5 s，随后夹取洁净的脱脂棉球，将棉球轻轻敷在小鼠

后爪上 5 s，吸去处理液。重复上述操作处理另一侧后爪即完成造模。每次处理

小鼠后爪前均会重新蘸取溶液。 

对小鼠进行造模操作 1 天、连续 7 天和连续 14 天，即可完成小鼠连续皮肤

外用薄荷醇不同天数模型的构建。 

 
图 2-1  小鼠皮肤外用薄荷醇模型造模操作  
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2.5.2 行为学实验 

行为学实验在一个光照强度正常、温度适宜、噪音小的房间中进行。行为

实验系统中使用长 15 cm、宽 15 cm、高 20 cm 的全透明有盖亚克力盒作为行为

学实验平台，平板电脑作为录像设备，秒表作为同步计时设备（图 2-2）。行为

学实验前，所有小鼠均会在搭建好的行为实验系统中熟悉环境2天，每天10 min，

并记录行为基线 2 天，再对小鼠进行造模后的行为实验。造模操作后，迅速将

小鼠放入的亚克力盒中并盖上盖子（留有通气口），立刻开始录像记录小鼠 5 

min 内的行为，同时使用秒表进行同步计时。当小鼠出现舔舐足背的行为时

（图 2-3），立刻记录此时秒表的时间，便于在后续进行视频统计时直接定位到

小鼠发生舔舐行为的时间而无需观看完整录像。每只小鼠的行为观察结束后会

对亚克力盒子进行全面清洗并使用 75%乙醇擦拭，避免前一只小鼠的气味影响

后一只小鼠的行为结果。 

 
图 2-2  小鼠行为学实验系统 

 
图 2-3  小鼠舔舐足背行为 

 

2.5.3 小鼠 DRG 的急性分离 

2.5.3.1 小鼠麻醉 

抓取小鼠，以 0.1 ml/10 g 的剂量腹腔注射 7%水合氯醛麻醉小鼠。 

2.5.3.2 小鼠心脏灌流 

将小鼠固定于鼠板上，剪开小鼠腹部皮肤和肌肉，暴露小鼠的肝脏和龙骨

突。用镊子提起龙骨突，剪开小鼠胸腔并使用止血钳固定剪下的胸骨。取已剪
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去尖头的输液针，用镊子轻轻夹住心脏，将输液针扎进小鼠心尖后固定输液针。

剪开右心耳，将输液针连接至准备好的吸有 PBS 溶液的无针注射器上，缓慢推

动注射器活塞，进行小鼠心脏灌流。 

2.5.3.3 小鼠 DRG 分离 

小鼠足背的感觉经腰段 L4（第 4 腰椎）至 L6（第 6 腰椎）的 DRG 传入至

脊髓背角进入中枢神经系统[33]（图 2-4），因此造模后的 DRG 取材选择双侧 L4

至 L6 的 DRG。 

 
图 2-4  小鼠足背部感觉投射体节图[33] 

小鼠心脏灌流后，剪开小鼠背部皮肤和肌肉，取带肋骨的脊椎于冰上的无

钙镁 HBSS 中。在体视显微镜下定位最后一节肋骨的位置，此为 T12（第 12 胸

椎），之后脊椎以 T13、L1（第 1腰椎）、L2、L3、L4、L5、L6排列（图 2-5）。

剪开椎骨，在 L4、L5 和 L6 椎骨的背侧靠近脊髓的小窝里取出连有神经纤维的

锥形神经节体，并减去连接的神经纤维，只保留神经节部分，即得到急性分离

的 DRG。经以上步骤得到的 DRG 可用于全蛋白和总 RNA 提取。 

 
图 2-5 小鼠 L3-L6 DRG 示意图 

若需急性分离 DRG 后用于组织免疫荧光实验，则在“小鼠心脏灌流”过程

的 PBS 灌流后继续进行多聚甲醛固定液的灌流。  
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2.5.4 qPCR 实验 

2.5.4.1 小鼠 DRG 总 RNA 的提取 

取急性分离的 DRG 组织，按每 15-18 个 DRG 使用 1 ml TRIzol 裂解液的剂

量使用玻璃匀浆器在冰上研磨。将匀浆液转移至离心管中，室温静置 5 min。向

离心管中加入氯仿并剧烈振荡 15 s 后静置 3 min，4℃，12000 rpm 离心 10 min。

小心取上层水相，加入等体积异丙醇上下颠倒混匀并静置 10 min，4℃，12000 

rpm 离心 10 min。离心后去上清，加入 70%乙醇轻柔洗涤后 4℃，7500 rpm 离心

5 min。弃去乙醇并彻底干燥。加入 RNase-free H2O，55-60℃金属浴溶解 RNA，

即得小鼠 DRG 总 RNA。 

取少量小鼠 DRG 总 RNA，使用微量分光光度计测定 RNA 浓度和纯度。 

2.5.4.2 总 RNA 的逆转录与 PCR 质检 

使用 FastKing cDNA 第一链合成试剂盒（去基因组），进行总 RNA 的逆转

录。 

按表 2-12 配置 20 μl 常规 PCR 体系、表 2-13 设定常规 PCR 程序。 

使用含核酸染料的 2%琼脂糖凝胶，上样 2 - 4μl DL2000 DNA Marker 和 10 

μl 常规 PCR 产物，100 V 电泳至条带基本分离后使用蓝光切胶仪检测 PCR 结果。 
表 2-12  常规 PCR 体系 

PCR 组分 体积 
2× Phanta Max Master 

Mix (Dye Plus) 
10 μl 

10 μM 引物工作液-F 2 μl 
10 μM 引物工作液-R 2 μl 

模板 2 μl 
ddH2O 4 μl 

 
表 2-13  常规 PCR 程序 

步骤序号 温度 时间 备注 
1 95.0℃ 3 min  
2 95.0℃ 10 s 

循环 30 次 3 60.0℃ 15 s 
4 72.0℃ 30 s 
5 72.0℃ 5 min  
6 10.0℃ End  
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2.5.4.3 cDNA 的 qPCR 

按表 2-14 配制 20 μl qPCR 体系、表 2-15 设定 qPCR 程序。 

以引物为单位，按 n+4 至 n+6 的比例配制除模板外的总体系。例如，需 24

个 Gapdh qPCR 体系时，将 300 μl Supermix、30 μl 引物-F、30 μl 引物-R 和 180 

μl ddH2O 混合制成含 30 个体系的总体系。将总体系分装至 96 孔 PCR 板后再向

孔中加入模板。 
表 2-14  qPCR 体系 

PCR 组分 体积 
iTaq™ Universal SYBR® 

Green Supermix 
10 μl 

10 μM 引物工作液-F 1 μl 
10 μM 引物工作液-R 1 μl 

模板 2 μl 
ddH2O 6 μl 

 
表 2-15 qPCR 程序 

步骤序号 温度 时间 备注 
1 95.0℃ 30 s  
2 95.0℃ 10 s 

循环 40 次 3 60.0℃ 10 s 
4 60.0℃ 20 s 
5 95.0℃ 15 s  
6 60.0℃ 30 s 连续升温 

测定熔解曲线 7 95.0℃ 15 s 
8 10.0℃ End  

 
2.5.5 Western Blot 实验 

2.5.5.1 小鼠 DRG 全蛋白的提取 

取急性分离的 DRG组织，按每 15-18个 DRG使用 200 μl含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液的剂量使用玻璃匀浆器在冰上研磨。冰上静置 5 min 后将匀浆液转

移至离心管中，4℃，12000 rpm 离心 15 min。取上清至新离心管中，即为提取

到的小鼠 DRG 的全蛋白，以每管 20 μl 进行分装。 

取少量小鼠 DRG 全蛋白并稀释 20 倍，使用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定

提取的全蛋白的浓度。 
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2.5.5.2 SDS-PAGE 电泳与转膜 

按表 2-16 配方配制 4%-10%不连续 SDS-PAGE 变性胶。向 20 μl 蛋白中加入

5 μl SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液(5X)并在 95℃金属浴上变性 5 min。上样 3 - 6 μl 

Ladder 和 20 μl 已变性的蛋白后，分别在 80 V 电压条件下浓缩 30 min 和在 100 V

分离 60 min，随后在冰上以 250 mA 电流湿法转膜 90 min 至 PVDF 膜上。 
表 2-16  4%-10%不连续 SDS-PAGE 变性胶配方 

组分 4%浓缩胶体积（ml） 10%分离胶体积（ml） 
ddH2O 3.4 6.0 

30% Acryl/Bis 1.0 5.0 
Tris-HCl 1.5(1 M, pH6.8) 3.8 (1.5 M, pH8.8) 
10%SDS 0.06 0.15 
10%APS 0.06 0.15 
TEMED 0.006 0.012 

2.5.5.3 封闭、抗体孵育与成像 

使用 5%脱脂牛奶溶液封闭膜 1 h 后使用抗 TRPM8 一抗 4℃孵育过夜。以

PBST 洗膜 5 min 共 3 次后在室温孵育对应属源的二抗 45 min。以 PBST 洗膜 5 

min 共 3 次后即可使用 Western Blot 显色液在化学发光成像仪上成像。成像后使

用 Western 一抗二抗去除液洗膜 10 min 再用 PBST 洗膜 5 min 共 3 次后，即可进

行抗 TRPV1 或抗 GAPDH 一抗的孵育和成像。 
 
2.5.6 组织免疫荧光实验 

2.5.6.1 小鼠 DRG 的分离、固定和脱水 

急性分离 DRG 用于组织免疫荧光实验。将分离的 DRG 浸泡于多聚甲醛固

定液中 2 h，随后转移至 30%蔗糖溶液中脱水。待 DRG 在蔗糖溶液中沉底，即

完成脱水。 

2.5.6.2 DRG 的冷冻切片 

将已脱水的 DRG 从蔗糖溶液中取出，用吸水纸吸去 DRG 上残留的液体。

向模具中加入约占模具一半体积的 OCT 包埋剂，随后将 DRG 以面积最大的截

面平行于模具底面的方式放入模具中，使其几乎沉底。随后继续加入 OCT 包埋

剂直至充满模具。将模具放入-80℃冰箱中速冻约 30 min，得到 OCT包埋的冷冻

DRG 标本。 
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将 DRG 标本通过 OCT 包埋剂底面朝上地固定在冷冻切片机的底座上。安

装好底座、刀片和防卷板，调整底座和刀片位置使标本切面平行于刀片。通过

100 μm 粗切定位后使用 10 μm 细切，用吸附性载玻片收集切片。 

2.5.6.3 组织免疫荧光实验 

将玻片晾干，随后放在湿盒中用 PBS 洗片 5 min，共 3 次。使用组化笔在切

片周围画圈，使用含 10%山羊血清和 0.5% TritonX-100的封闭液破膜并封闭组织

1 h。将片子上的血清弃去，使用封口膜对玻片于 4℃过夜孵育抗 TRPM8 和抗

TRPV1 一抗。回收一抗，于 37℃烘箱中复温 30 min，再用 PBS 洗片 5 min，共

3 次。将片子弃去 PBS，使用封口膜对玻片于 37℃避光孵育荧光二抗 1 h。使用

PBS 洗片 5 min，共 3 次后对样品滴加封片剂，封片。使用仪器进行荧光成像并

分析。 

 

2.5.7 数据处理 

图像分析使用 K-Viewer 和 ImageJ，数据分析使用 Microsoft Excel 和

GraphPad Prism 9，制图使用 Microsoft Powerpoint。数据以平均值 ± 标准误

（Mean ± S.E.M.）表示，多组间差异性检验采用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）后进行 Bonferroni’s t test 校正。p < 0.05 表示具有统计学差异，其中 ns 

表示无显著性差异； * 表示 p < 0.05；** 表示 p < 0.01；*** 表示 p < 0.001。 
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三、 研究结果 

3.1 长期皮肤外用薄荷醇小鼠的行为学实验 

首先，我们建立了长期皮肤外用薄荷醇小鼠模型，统计了小鼠在每天上药

造模后的 5 min内舔舐足背的总时长，检测其疼痛感受随长期皮肤外用薄荷醇的

变化。行为学实验受个体差异影响较大。我们发现，小鼠从第 2 天开始（D2 

Vehicle：9.8 ± 2.0，n = 3；D2 Menthol：1.8 ± 1.6，n = 3），第 5 天（D5 Vehicle：

7.2 ± 5.6，n = 3；D5 Menthol：0.6 ± 0.3，n = 3）、第 7天（D7 Vehicle：9.1 ± 6.4，

n = 3；D7 Menthol：0.6 ± 0.3，n = 3）、第 11 天（D11 Vehicle：8.7 ± 1.4，n = 3；

D11 Menthol：2.2 ± 1.4，n = 3）和第 14 天（D14 Vehicle：7.2 ± 1.7，n = 3；D14 

Menthol：0.4 ± 0.4，n = 3）上药薄荷醇溶液后小鼠的舔舐时长与上药对照组溶

液后小鼠的舔舐时长存在差异（图 3-1）。小鼠的舔舐时长差异与小鼠疼痛感觉

有关，在一定疼痛强度之上，疼痛强度越高，小鼠的舔舐行为越少。因此，小

鼠长期皮肤外用薄荷醇会导致小鼠疼痛反应的提升。 

同时，我们观察到从第 7 天开始上药薄荷醇溶液后小鼠的舔舐时长与上药

对照组溶液后小鼠的舔舐时长差异相似（图 3-1），因此之后不再进行 14 天连续

上药处理造模，以 7 天连续上药为限。 

 
图 3-1  小鼠皮肤外用薄荷醇造模的行为学实验  
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3.2 长期皮肤外用薄荷醇小鼠 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 的表达量检测 

为探究长期皮肤外用薄荷醇导致小鼠疼痛的原因，我们检测了使用对照组

溶液或薄荷醇溶液造模 1 天和 7 天的小鼠 DRG 中薄荷醇受体 TRPM8 和疼痛受

体TRPV1的表达量。我们首先检测了造模 1天和 7天小鼠DRG总RNA中 Trpm8

和 Trpv1 转录本的表达量。结果表明，使用薄荷醇溶液造模 7 天的小鼠的 DRG

总 RNA 与薄荷醇溶液造模 1 天的小鼠相比，Trpm8 和 Trpv1 转录本含量显著升

高（D1 Menthol Trpm8：101 ± 11%，n = 4；D7 Menthol Trpm8：179 ± 12%，n = 

4；p < 0.001；图 3-2A；D1 Menthol Trpv1：112 ± 4%，n=3；D7 Menthol Trpv1：

142 ± 19%，n = 4；p = 0.11；图 3-2B）。同时，薄荷醇溶液造模 7 天的小鼠 DRG

中 Trpm8和 Trpv1转录本含量与对照组溶液造模 7天的小鼠相比也显著升高（D7 

Vehicle Trpm8：104 ± 8%，n = 4；p < 0.001；图 3-2A；D7 Vehicle Trpv1：104 ± 

8%，n = 4； p = 0.056；图 3-2B），而在造模 1 天的小鼠中无显著差异（D1 

Vehicle Trpm8：100 ± 5%，n = 4；D1 Menthol Trpm8：101 ± 11%，n = 4；图 3-

2A；D1 Vehicle Trpv1：100 ± 3%，n = 4；D1 Menthol Trpv1：112 ± 4%，n = 4；

图 3-2B）。因此，连续 7 天皮肤外用薄荷醇与仅外用 1 天相比和连续 7 天外用对

照组溶液相比均会导致小鼠 DRG 中 Trpm8 和 Trpv1 转录本表达量升高。同时，

仅皮肤外用薄荷醇 1 天与对照组相比并不显著影响转录本表达量。 

 
图 3-2  皮肤外用薄荷醇造模 1 天和 7 天后小鼠 DRG 中 Trpm8 和 Trpv1 转录本含量 

A：皮肤外用薄荷醇造模 1天和 7天后小鼠DRG中 Trpm8转录本含量（ns：无显著性差异；

***：p < 0.001）；B：皮肤外用薄荷醇造模 1 天和 7 天后小鼠 DRG 中 Trpv1 转录本含量（ns：
无显著性差异）  
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我们随后检测了造模 1 天和 7 天小鼠 DRG 全蛋白中 TRPM8 和 TRPV1 蛋白

的表达情况。结果表明，使用薄荷醇溶液造模 7 天的小鼠的 DRG 全蛋白与薄荷

醇溶液造模 1 天的小鼠相比，TRPM8 和 TRPV1 的表达量显著升高（D1 Menthol 

TRPM8：73 ± 14%，n = 2；D7 Menthol TRPM8：200 ± 31%，n = 2；p < 0.01；

图 3-3A、B；D1 Menthol TRPV1：49 ± 11%，n = 2；D7 Menthol TRPV1：95.5 ± 

0.4%，n = 2；p < 0.01；图 3-3A、C）。同时，薄荷醇溶液造模 7 天的小鼠 DRG

全蛋白与对照组溶液造模 7天的小鼠相比，TRPM8表达量显著降低（D7 Vehicle 

TRPM8：348 ± 17%，n = 2；p < 0.01；图 3-3A、B），而 TRPV1 表达量显著升

高（D7 Vehicle TRPV1：47.5 ± 0.8%，n = 2；p < 0.01；图 3-3A、C）。而在造模

1天的小鼠中观察到TRPM8表达量无显著差异（D1 Vehicle TRPM8：100 ± 2%，

n = 2；p < 0.01；图 3-3A、B），TRPV1 表达量显著降低（D1 Vehicle TRPV1：

101 ± 11%，n = 2；图 3-3A、C）。因此，连续 7 天皮肤外用薄荷醇与仅外用 1 天

相比会导致小鼠 DRG 中 TRPM8和 TRPV1 蛋白表达量升高，但与对照组相比会

导致 TRPM8表达量降低、TRPV1表达量升高。同时，仅皮肤外用薄荷醇 1天与

对照组相比对 TRPM8 表达量无显著影响，但会降低 TRPV1 的表达量。 

 
图 3-3  皮肤外用薄荷醇造模 1 天和 7 天后小鼠 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 蛋白表达量 

A：四条泳道分别为对照组溶液造模 1 天、薄荷醇溶液造模 1 天、对照组溶液造模 7 天、薄

荷醇溶液造模 7天小鼠DRG全蛋白中的TRPM8、TRPV1和GAPDH内参的免疫印迹结果；
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B：皮肤外用薄荷醇造模 1 天和 7 天后小鼠 DRG 中 TRPM8 蛋白表达量（ns：无显著性差

异；*：p < 0.05；**：p < 0.01；***：p < 0.001）；C：皮肤外用薄荷醇造模 1 天和 7 天后小

鼠 DRG 中 TRPV1 蛋白表达量（*：p < 0.05） 
 

以上实验结果表明，小鼠连续 7 天皮肤外用薄荷醇与仅 1 天外用薄荷醇相

比会导致 DRG中 TRPM8和 TRPV1离子通道的转录本和蛋白含量均明显提升。

这一现象说明长期皮肤外用薄荷醇导致小鼠疼痛与 TRPM8 和 TRPV1 表达量的

提升有关。然而在蛋白表达水平上，连续 7 天皮肤外用薄荷醇与对照组相比会

导致 TRPM8 表达量降低、TRPV1 表达量升高。这一现象中，TRPV1 的表达量

升高虽然与薄荷醇导致灼烧痛的现象相吻合，但 TRPM8的表达量降低可能与实

验数据异常和生物学重复不足有关，有待进一步研究。 

 

3.3 长期皮肤外用薄荷醇小鼠 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 的共定位检测 

为了进一步探究 TRPM8 和 TRPV1 表达量提升导致小鼠疼痛的机制，我们

通过免疫荧光成像技术检测了使用对照组溶液或薄荷醇溶液造模 1 天和 7 天的

小鼠的 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 的共定位情况。结果表明，连续 7 天皮肤外用

薄荷醇溶液与皮肤外用薄荷醇溶液 1 天或连续 7 天皮肤外用对照组溶液相比， 

TRPM8 和 TRPV1 的共表达现象的定性差异不明显（图 3-4）。 

 
图 3-4  皮肤外用薄荷醇造模 1 天和 7 天后小鼠 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 的共表达情况 
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四、 讨  论 

本课题中，我们构建了长期皮肤外用薄荷醇小鼠模型，以小鼠腰段L4至L6

的 DRG 神经元为标本，初步探究了长期皮肤外用薄荷醇导致机体产生异常疼痛

的机制。我们发现，皮肤外用薄荷醇 7 天及以上会导致小鼠足部疼痛感受提升，

且在皮肤外用薄荷醇 7 天时，小鼠 DRG 中 TRPM8 和 TRPV1 的表达量与仅皮肤

外用薄荷醇 1 天相比显著升高，而小鼠 DRG 上 TRPM8 和 TRPV1 的共表达情况

定性无显著差异。上述结果表明，长期皮肤外用薄荷醇导致温觉感受异常甚至

疼痛的机制与 TRPM8 和 TRPV1 在 DRG 中的表达量上调有关。 

本课题也存在一些局限性。实验动物选择方面，本课题中只选择了雄鼠作

为实验对象。然而，小鼠的痛觉调控存在一定的雌雄差异[34]，因此同等比例的

选择雄性和雌性小鼠作为实验对象进行该实验可进一步提升实验的完整性。薄

荷醇模型构建方面，本课题中对双侧后爪进行了处理，进而进行行为学实验。

但考虑到小鼠行为的个体差异性较大，因此可以通过对单侧后爪处理的方式，

只统计小鼠对进行处理的后爪的舔舐行为，排除小鼠舔舐后爪的左右偏好性，

进而降低个体差异对行为实验的影响。同时，qPCR 和 Western Blot 的实验结果

存在相互不匹配的地方，如连续 7 天皮肤外用薄荷醇与对照组相比会导致

TRPM8 表达量降低等实验结果，还需要更多生物学重复、改进实验操作和精进

实验技术等方式获取更准确、重复度高的结果。 

本课题的研究为阐明长期皮肤外用薄荷醇导致机体温觉感受异常的分子机

制找到了潜在靶点 TRPM8 和 TRPV1 离子通道。基于该课题的发现，我们将对

其中可能涉及的更为复杂细胞分子信号通路以及神经功能调控进行更深入的研

究，如在体外对急性分离的 DRG 神经元中传递伤害性信号的神经元，模拟长期

皮肤外用薄荷醇的环境，并通过电生理手段检测 DRG 神经元的兴奋性变化进而

表征疼痛感觉，或在分子水平研究薄荷醇调节 TRPM8 和 TRPV1 表达量的细胞

信号通路及其下游调控疼痛的机制，为薄荷醇的进一步应用提供实验基础。 
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