
慢性气道炎症性疾病包括慢性阻塞性肺病

（COPD）和支气管哮喘，该类患者常常因受到冷空气刺

激后出现病情的加重，随后出现咳嗽、支气管痉挛等呼

吸道症状［1-2］，并伴随炎症因子浸润及气道黏液分泌等病

理改变［3-4］。如何控制上述患者受凉后病情进展是目前

需要解决的问题。瞬时受体电位蛋白-8（TRPM8）作为

特异的冷敏感受体在人支气管上皮细胞中表达［3, 5］，能被

低温（低于25 ℃）及薄荷醇等凉性化合物激活，激活后

可引起细胞内Ca2+浓度升高［3, 6］，并进一步导致白细胞介

素（IL）-4、IL-6、IL-8等多种炎症因子的产生［6-7］。哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）是细胞内重要的调控因子，

细胞通过mTOR相关信号通路感受各种外界因素如氧

气浓度、生长因子、应激水平等［8-10］，并通过对下游信号

的调控来调节基因转录、蛋白质翻译以及细胞自噬等生

理过程，维持机体和细胞的稳态平衡［11-13］。近几年研究

也发现mTOR相关信号通路在气道炎症性疾病中具有

薄荷醇通过薄荷醇通过 mTORmTOR 活活化促进人支气管上皮细胞气道炎症相关因化促进人支气管上皮细胞气道炎症相关因
子的子的表达表达
陈海博，李敏超
重庆医科大学附属第二医院呼吸内科，重庆 400010

Role of mammalian target of rapamycin activation in menthol-induced expressions of
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摘要：目的 探讨哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）活化对薄荷醇诱导的人支气管上皮细胞（BEAS-2B）气道炎症相关因子表达

的影响及其机制。方法 将细胞分为4组：正常对照组、薄荷醇组、雷帕霉素组、薄荷醇+雷帕霉素组。用CCK-8法检测细胞存

活率，实时荧光定量PCR检测瞬时受体电位蛋白-8（TRPM8）、肿瘤坏死因子（TNF）-α和白细胞介素（IL）-1β mRNA的表达，

Western blot检测BEAS-2B 中磷酸化的mTOR（p-mTOR）、TRPM8、TNF-α和 IL-1β的蛋白表达。用流式细胞术检测胞内Ca2+荧

光强度。结果 与正常对照组相比，薄荷醇组中细胞TNF-α和 IL-1β mRNA及蛋白表达升高，p-mTOR蛋白表达升高，胞内Ca2+

浓度升高（P<0.05）。与正常对照组相比，雷帕霉素组中细胞TNF-α和 IL-1β mRNA及蛋白表达均无差异（P>0.05），p-mTOR蛋

白表达降低（P<0.05），胞内Ca2+浓度无差异（P>0.05）。与薄荷醇组相比，薄荷醇+雷帕霉素组中细胞TNF-α和 IL-1β mRNA及蛋

白表达降低，p-mTOR蛋白表达降低，胞内Ca2+浓度降低（P<0.05）。结论 薄荷醇可能通过活化mTOR诱导胞内Ca2+浓度升高，

进而促进气道炎症相关因子IL-1β和TNF-α的表达。
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Abstract: Objective To investigate the role of mammalian target of rapamycin (mTOR) activation in menthol-induced
expression of airway inflammation- related factors in human bronchial epithelial cells and explore its mechanism. Methods
Cultured human bronchial epithelial cells (BEAS-2B) were divided into normal control group, menthol group, rapamycin
group, and menthol+rapamycin group with corresponding treatments. The cell viability was measured with CCK-8 method.
The mRNA levels of transient receptor potential melastatin 8 (TRPM8), tumor necrosis factor (TNF)-α and interleukin (IL)-1β
were detected by RT-PCR, and the protein expressions of phosphorylated mTOR (p-mTOR), TRPM8, TNF-α and IL-1β were
determined using Western blotting. The intracellular Ca2 + fluorescence intensity was measured by flow cytometry. Results
Compared with the normal control cells, menthol- treated cells showed significantly increased TNF-α, IL-1β, and p-mTOR
expression and elevated intracellular Ca2 + concentration (P<0.05), and the rapamycin-treated cells exhibited significantly
decreased p-mTOR expression (P<0.05). No significant difference was found in TNF-α, IL-1β or intracellular Ca2+ concentration
between the normal control and rapamycin-treated cells (P>0.05). Compared with the menthol-treated cells, the cells treated
with both menthol and rapamycin showed significantly decreased TNF- α, IL-1β, and p-mTOR expression and obviously
lowered intracellular Ca2 + concentration (P<0.05). Conclusion Menthol promotes the expressions of airway inflammation-
related factors IL-1β and TNF-α possibly by activating mTOR to cause the increase of intracellular Ca2+ concentration.
Keywords: human bronchial epithelial cells; menthol; transient receptor potential melastatin 8; mammalian target of
rapamycin; airway inflammation
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重要的调控作用［12, 14］。但目前研究中mTOR相关信号

通路是否参与气道中TRPM8受体被激动后炎症因子表

达的调控尚无相关报道。本次实验中使用凉性化合物

薄荷醇干预人支气管上皮细胞（BEAS-2B）来模拟人气

道受冷刺激后的低温状态旨在探究薄荷醇干预后对

mTOR活化、TRPM8蛋白表达、气道炎症相关因子IL-1β

和肿瘤坏死因子（TNF）-α表达的影响，以及薄荷醇是否

通过mTOR的活化诱导胞内Ca2+浓度升高，从而引起气

道炎症相关因子表达变化。本研究有助于阐明TRPM8

激动诱发气道炎症因子浸润的分子生物学机制，为控制

慢性气道炎症性疾病患者受凉后病情进展提供了新的

实验依据。

1 材料和方法

1.1 试剂和材料

人正常支气管上皮细胞 BEAS- 2B（赛百慷）；

RPMI 1640 培养基、胎牛血清（Gibco）；薄荷醇（阿拉

丁）；兔抗人TNF-α单克隆抗体、兔抗人TRPM8单克隆

抗体（Abcam）；兔抗人 p-mTOR单克隆抗体、兔抗人

mTOR单克隆抗体（Cell Signaling Technology）；兔抗人

IL-1β单克隆抗体、山羊抗兔 IgG（武汉三鹰）；兔抗人

β-actin单克隆抗体（巴傲得）；CCK-8试剂盒（同仁）；雷

帕霉素（MCE）；Fluo-3 AM（碧云天）；RNA提取试剂购

自（北京天根）；高效率逆转录试剂盒ReverTra Ace-α（上

海东洋纺）。

1.2 细胞培养和分组

BEAS-2B细胞贴壁生长于RPMI 1640培养基中

（含 10%胎牛血清、1×105 U/L青霉素、100 mg/L链霉

素），置于37 ℃、5 %CO2的培养箱中培养，每隔24 h更换

培养基，细胞密度达到80 %时，1：3传代。实验分组：正

常对照组细胞置于37 ℃培养箱中常规培养。薄荷醇组

细胞分别用薄荷醇（1 mmol/L）处理6、12、24 h。从中选

择 IL-1β、TNF-α和 p-mTOR 表达较高的时间组予以

mTOR抑制剂雷帕霉素作为薄荷醇+雷帕霉素组，在薄

荷醇处理前予以雷帕霉素100 nmol/L干预处理30 min。

1.3 CCK-8法检测细胞活性

待BEAS-2B细胞增殖到对数期，2.5 g/L胰酶消化

30 s，用血清终止细胞消化，800 r/min，离心5 min，在细

胞计数板上对细胞进行计数，以1×104/mL的密度接种

于96孔板上，每组5个复孔，每孔加入100 μL细胞悬液，

置于37 ℃、5%CO2培养箱培养24 h使细胞贴壁。CCK-8

法分别检测四组的细胞活性，正常对照组置于37 ℃培

养箱中常规培养至设定时间。雷帕霉素组中，用雷帕霉

素100 nmol/L分别处理至0.5、1、3、6、12、24 h。在薄荷

醇组中，用薄荷醇1 mmol/L分别处理至0.5、1、3、6、12、

24 h。在薄荷醇+雷帕霉素组中，雷帕霉素100 nmol/L

干预30 min后，用薄荷醇1 mmol/L分别处理至0.5、1、

3、6、12、24 h。结束后吸弃上清液，每孔加入100 μL培

养基及10 μL CCK-8溶液继续培养箱内孵育40 min，待

孔内的液体颜色变橙黄，于酶标仪上450 nm处检测吸

光度A（A450 nm）。细胞存活率（%）=[（A 实验-A 空白）/（A 对照-

A 空白）]×100 %。

1.4 实时荧光定量PCR法检测TRPM8、IL-1β和TNF-α

mRNA的表达

各组细胞培养至设定时间，按Trizol法提取各组细

胞总RNA，参照高效率逆转录试剂盒说明书逆转录合

成 cDNA，用PCR仪进行Real-time PCR扩增：95 ℃预

变性30 s，95 ℃变性5 s，60 ℃退火30 s，共40个循环。

以β-actin作为参照基因，采用2-△△Ct相对定量表示各组

TRPM8、IL-1β和TNF-αmRNA的表达量（表1）。

表1 Real-time PCR引物序列
Tab.1 Sequences of primers for real-time PCR

Name of genes

TRPM8

TNF-α

IL-1β

β-actin

Sequences of primers (5'-3')

Forward

CAGCGCTGGAGGTGGATATTC

TGCCTCAGCCTCTTCTCATT

GCCAGTGAAATGATGGCTTATT

CCTGTACGCCACACAGTGC

Reverse

CACACACAGTGGCTGGACTC

ATGAGAGGGAGCCCATTG

AGGAGCACTTCATCTGTTTAGG

ATACTCCTGCTTGCTGATCC

1.5 Western blot检测p-mTOR、TRPM8、IL-1β和TNF-α

蛋白表达

各组细胞培养至设定时间，加入细胞裂解液（含1%

PMSF和 1%磷酸化蛋白酶抑制剂）于冰上吹打裂解

30 min，12 000 r/min离心15 min，收集上清液，提取细

胞总蛋白。BCA法检测蛋白浓度后，将蛋白样品与5×

上样缓冲液以4∶1的比例混合后，100 ℃煮沸5 min。蛋

白样品经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，230 mA恒流

电转至聚偏二氟乙烯膜，把膜放在5%脱脂奶粉中，室温

封闭90 min，加入稀释好的一抗：p-mTOR抗体（1∶1500

稀释）、mTOR抗体（1∶1000稀释）、TRPM8抗体（1∶1000

稀释）、IL-1β抗体（1∶800稀释）、TNF-α抗体（1∶1000稀
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释）以及β-actin抗体（1∶3000稀释）4 ℃孵育过夜；1×

TBST洗膜后，加二抗山羊抗兔 IgG（1∶5000稀释），室

温孵育 1 h。再次洗膜后ECL溶液显影，应用 Image

Lab软件分析条带灰度值。

1.6 流式细胞术检测细胞内钙离子荧光强度

在1.2小节实验分组基础上，增设一组空白对照组，

其中空白对照组相较于其余四组，不需要负载Fluo-3

AM探针。雷帕霉素在装载Fluo-3 AM探针前干预处

理 30 min。除空白对照组外的四组分别加入浓度为

5 μmol/L的Fluo-3 AM，37 ℃避光孵育30 min，而后用

PBS缓冲液洗涤3次。五组细胞消化后重悬于1 mL含

Ca2+的缓冲液中，其中薄荷醇组和薄荷醇+雷帕霉素组

用薄荷醇1 mmol/L处理5 min。以上各组，于流式细胞

仪488 nm激发波长检测。

1.7 统计学分析

采用SPSS23.0统计软件进行数据分析，计量资料

以均数±标准差来表示，多样本均数间比较采用单因素

方差分析，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞活性检测结果

CCK-8法检测各组细胞的细胞活性（图1）。与对

照组（0 h）比较，雷帕霉素组细胞存活率在100 nmol/L

雷帕霉素处理24 h后明显降低（P<0.05）。短时间使用

以100 nmol/L浓度雷帕霉素干预BEAS-2B细胞，对细

胞存活率无明显影响。干预时间逐渐延长，BEAS-2B

细胞贴壁能力逐渐下降，细胞存活率降低。用1 mmol/L

薄荷醇处理24 h后，与对照组（0 h）相比，各时间点细胞

存活率差异均无统计学意义（P>0.05）。薄荷醇组与薄

荷醇+雷帕霉素组比较，细胞存活率在各个时间点差异

均无统计学意义（P>0.05）。

2.2 薄荷醇对TRPM8、TNF-α和IL-1βmRNA表达的影响

基于细胞活性检测结果，用薄荷醇1 mmol/L浓度

处理BEAS-2B细胞6、12、24 h。实时荧光定量PCR检

测结果显示，和对照组相比，薄荷醇组的TNF-α和IL-1β

mRNA表达增加（P<0.05，图2），TRPM8 mRNA表达无

明显改变（P>0.05，图2）。

2.3 薄荷醇对p-mTOR、TRPM8、TNF-α和 IL-1β蛋白表

达的影响

Western blot检测结果显示，和对照组相比，薄荷醇

组的p-mTOR、TNF-α和IL-1β蛋白表达增加（P<0.05，图

3），TRPM8蛋白表达无明显差异（P>0.05，图3）。

2.4 薄荷醇及 mTOR 的抑制剂雷帕霉素对 TRPM8、

TNF-α和IL-1βmRNA表达的影响

基于细胞活性检测结果，本次实验中雷帕霉素预处

理的时间为30 min。在薄荷醇时间梯度实验中，在薄荷

醇处理至12 h时，p-mTOR、TNF-α和IL-1β表达都较高，

因此选择12 h作为薄荷醇的处理时间。实时荧光定量

PCR 检测结果显示，和对照组相比，雷帕霉素组的

TRPM8、TNF-α和IL-1βmRNA表达无明显差异（P>0.05，

图4）。薄荷醇+雷帕霉素组中TNF-α和IL-1β mRNA表

达较薄荷醇组降低（P<0.05，图4）。

2.5 薄荷醇及 mTOR 的抑制剂雷帕霉素对 p-mTOR、

TRPM8、TNF-α与IL-1β蛋白表达的影响

Western blot检测结果显示，和对照组相比，雷帕霉

素组的 p-mTOR 蛋白表达明显减低（P<0.05，图 5），

TRPM8蛋白表达无明显差异（P>0.05，图5）。薄荷醇+

雷帕霉素组中p-mTOR、TNF-α和IL-1β蛋白表达较薄荷

醇组明显降低（P<0.05，图5）。

2.6 胞内Ca2+荧光强度的变化

流式细胞术检测细胞内Ca2+荧光强度结果显示，与

空白对照组相比，正常对照组胞内Ca2+荧光强度升高
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（P<0.05，图6），表明正常对照组中成功装载Fluo-3 AM

钙离子探针。与正常对照组相比，雷帕霉素组胞内Ca2+

荧光强度无明显差异（P>0.05，图6），雷帕霉素短时间干

预不会引起胞内Ca2+荧光强度浓度的改变。与正常对

照组相比，薄荷醇组胞内Ca2+荧光强度升高（P<0.05，

图 6）。与薄荷醇组相比，薄荷醇+雷帕霉素组胞内Ca2+

荧光强度降低（P<0.05，图6）。

3 讨论

慢性气道炎症性疾病患者常因受冷刺激后出现病

情的急性加重，其中气道炎症因子浸润是其重要的病理

生理特征，涉及了调节固有免疫应答、调节适应性免疫

应答、诱导细胞凋亡、直接杀伤靶细胞、促进损伤组织的

修复等过程。本研究的IL-1β是IL-1配体家族的其中一

种促炎亚型，在调节先天性和适应性免疫应答中起重要

作用［15-16］，气道内的IL-1β能增加多种细胞因子和血管粘

附分子的表达并诱导趋化因子，促使中性粒细胞等浸润

到支气管黏膜，同时还能诱导气道黏液高分泌，上述病

理变化共同促进气道炎症的发生发展［16-17］。TNF-α是机

体重要的免疫防护介质，参与机体的免疫病理损伤。在

气道炎症反应中与其他细胞因子和趋化因子一起启动

炎症级联反应，并维持炎症反应［18-19］。本次实验中使用

凉性化合物薄荷醇干预BEAS-2B细胞来模拟气道受冷

刺激后的低温状态，实验结果显示 IL-1β和TNF-α在转

录水平和蛋白水平表达均出现上调，表明薄荷醇能诱导

BEAS-2B细胞气道炎症相关因子 IL-1β和TNF-α的表

达，上述实验结果与既往研究相符。
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图3 薄荷醇处理不同时间对p-mTOR、TRPM8、TNF-α和IL-1β

蛋白表达的影响
Fig.3 Effects of menthol treatment for different durations on
protein expressions of p-mTOR, TRPM8, TNF-α and IL-1β. *P<
0.05 vs normal control group.
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图4 不同处理对TRPM8、TNF-α和IL-1βmRNA表达的影响
Fig.4 Effects of different treatment on mRNA expressions of
TRPM8, TNF-α and IL-1β. A: Normal control group; B: Rapamycin
group; C: Menthol group; D: Menthol+rapamycin group. *P<0.05
vs normal control group; #P<0.05 vs menthol group.
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图5 不同处理对p-mTOR、TRPM8、TNF-α和IL-1β蛋白表达

的影响
Fig.5 Effects of different treatments on protein expressions of
p-mTOR, TRPM8, TNF-α and IL-1β. A: Normal control group;
B: Rapamycin group; C: Menthol group; D: Menthol +
rapamycin group. *P<0.05 vs normal control group; #P<0.05 vs
menthol group.
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TRPM8受体是存在于细胞质膜或细胞器膜上的冷

敏感受体，是机体感受外界环境寒冷刺激的重要受

体［20-21］。在香烟烟雾干预的小鼠气道上皮内TRPM8受

体表达上调，冷刺激使上述小鼠气道中的炎症因子显著

升高［22］。已有研究证实COPD患者气道上皮细胞内高

表达TRPM8受体［3］，上述结果提示TRPM8受体在气道

上皮内表达上调，可能与受凉后诱发COPD患者出现炎

症因子浸润，黏液高分泌等病理生理变化有关。本研究

发现，分别用薄荷醇和雷帕霉素干预BEAS-2B细胞对

TRPM8表达无明显影响。

mTOR是细胞内重要的调控因子, 近几年研究发现

mTOR相关信号通路在呼吸系统疾病中具有重要的调

控作用。Hu等［12］的研究指出小鼠肺上皮细胞中mTOR

的活化促进脂多糖诱导的炎症因子浸润并加重急性肺

损伤。此外mTOR介导的自噬参与氯胺酮对过敏性气

道炎症的保护作用［23］。Ca2+是细胞内重要的第二信使，

在激活人气道支气管上皮细胞基因表达中的起着重要

作用［24］。相关研究证实，当TRPM8受体激活后会引起

人支气管上皮细胞内Ca2+浓度升高，胞内Ca2+参与后续

气道炎症相关因子表达的调控［6-7］。Marcolivier等［25］的

研究指出在大鼠胰岛β细胞瘤细胞中mTOR参与调控三

磷酸肌醇诱导的Ca2+释放。Jiang等［26］在大鼠脊索细胞

中通过Ca2+依赖性AMPK / mTOR途径激活自噬。提

示mTOR和Ca2+之间可能存在相互作用。本研究发现

薄荷醇干预BEAS-2B细胞后mTOR活化，p-mTOR的

蛋白表达升高，胞内Ca2+荧光强度升高。而mTOR抑制

图6 流式细胞术检测各组细胞Ca2+荧光强度
Fig.6 Fluorescence intensity of intracellular free calcium determined by flow cytometry.
**P<0.01 vs blank control group; ##P<0.01 vs normal control group; ▲P<0.05 vs menthol group.
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剂雷帕霉素干预后，薄荷醇诱导的胞内Ca2+荧光强度显

著降低，IL-1β、TNF-α的表达降低。推测mTOR活化被

抑制后，可能通过降低薄荷醇诱导的胞内Ca2+释放，从

而减少了BEAS-2B细胞中气道炎症相关因子的产生。

本次研究的不足之处在于TRPM8受体激活后通过何种

机制引起mTOR的活化尚未明确，mTOR是否会通过其

他的下游信号通路参与调控气道炎症相关因子的产生

仍待进一步阐明。

综上所述，本研究首次报道薄荷醇可引起BEAS-2B

细胞中mTOR的活化，后者可能通过调控薄荷醇诱导的

胞内Ca2+释放，继而影响BEAS-2B细胞中气道炎症相关

因子的产生，最终导致气道炎症浸润。本研究还发现上述

过程中，薄荷醇作用靶点TRPM8受体蛋白表达无显著

变化。mTOR有可能成为新的靶点以减轻慢性气道炎症

性疾病患者受凉后出现的气道炎症因子浸润，为控制慢性

气道炎症性疾病患者受凉后病情进展提供了新的思路。
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